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Chronic hepatitis B virus (HBV) infection and dietary exposure to aflatoxin B1 (AFB1) are 

major risk factors for hepatocellular carcinoma (HCC). The aim of this study was to evaluate the role 

of HBV genetic variations and R249S mutation of the p53 gene, a marker of AFB1-induced HCC, in 

Thai patients chronically infected with HBV. Sixty-five patients with HCC and 89 patients without 

HCC were included. Viral mutations and R249S mutation were characterized by direct sequencing and 

restriction fragment length polymorphism (RFLP) in serum samples, respectively. The prevalence of 

T1753C/A/G and A1762T/G1764A mutations in the basal core promotor (BCP) region were 

significantly higher in the HCC group compared to the non-HCC group. R249S mutation was detected 

in 6.2% and 3.4% of the HCC and non-HCC groups, respectively, which was not significantly 

different. By multiple logistic regression analysis, the present of A1762T/G1764A mutations were 

independently associated with the risk of HCC. Overall, the data suggested that A1762T/G1764A 

mutations were associated with the development of HCC. In contrast, R249S mutation was not 

associated with the risk of HCC in Thai patients. 

 

 

 

 

 

 

 

Department : ....................Biochemistry......................      Student’s Signature ………………………......….. 

Field of  Study : …...Medical Biochemistry……... Advisor’s Signature ………………….................... 

Academic Year : ……….......2012………….......… 

signature 

Co-advisor’s Signature…………………………... 

 



 

 

ฉ

กติติกรรมประกาศ 

 
ในการศึกษาวิจยัครั� งนี� ผูเ้ขียนขอขอบพระคุณอาจารยที์ ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ศาสตราจารย ์

นายแพทยพ์ิสิฐ  ตั�งกิจวานิชย ์ที ให้โอกาสในการเขา้ศึกษาต่อในระดบัปริญญาโท พร้อมทั�งคอยให้
คาํปรึกษา แนะนาํ ช่วยหาวิธีการแกไ้ขปัญหาอุปสรรคต่างๆ ที เกิดขึ�น ตลอดจนให้ความรู้และ
ขอ้เสนอแนะที เป็นประโยชน์อย่างยิ งต่อการศึกษาวิจยัครั� งนี�  ตั�งแต่เริ มทาํวิทยานิพนธ์ฉบบันี� จน
สาํเร็จ ขอกราบขอบพระคุณเป็นอยา่งสูง  

ผูเ้ขียนขอขอบพระคุณ ศาสตราจารย ์นายแพทยย์ง ภู่วรวรรณ อาจารยที์ ปรึกษาวิทยานิพนธ์
ร่วม ที คอยช่วยเหลือในด้านการศึกษาวิจยัในห้องปฏิบติัการที เพียบพร้อม อีกทั�งให้คาํปรึกษา 
แนะนาํ จนวทิยานิพนธ์นี�สาํเร็จลุล่วงไปไดด้ว้ยดี 

ผูเ้ขียนขอขอบพระคุณ ศาสตราจารย ์ปิยะรัตน์  โตสุโขวงศ ์ประธานกรรมการวิทยานิพนธ์ 
ผูช่้วยศาสตราจารย ์ ดร. สัญชัย  พยุงภร และอาจารยแ์พทยห์ญิงบุปผา พรธิสาร ที กรุณารับเป็น
กรรมการวิทยานิพนธ์ และไดส้ละเวลามาดาํเนินการสอบวิทยานิพนธ์นี�  ทั�งไดก้รุณาให้คาํแนะนาํ 
และช่วยแกไ้ขขอ้บกพร่องของวทิยานิพนธ์เล่มนี�จนทาํใหส้มบูรณ์ยิ งขึ�น 

ขอขอบพระคุณคณาจารยทุ์กท่านของภาควชิาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์ 
มหาวทิยาลยั ที ไดป้ระสาทวชิาความรู้ใหแ้ก่ผูว้จิยั จนสามารถบรรลุตามวตัถุประสงคข์องการศึกษา
ระดบัปริญญามหาบณัฑิตและขอขอบคุณเจา้หนา้ที ทุกท่านของภาควิชาชีวเคมี ที คอยให้คาํปรึกษา 
และช่วยเหลือในดา้นต่างๆ มาโดยตลอด 

ขอขอบคุณเจา้หนา้ที ทุกท่าน และพี ๆ นอ้งๆในศูนยเ์ชี ยวชาญเฉพาะทางไวรัสวิทยาคลินิกที 
คอยใหค้าํแนะนาํ คาํปรึกษา ใหก้าํลงัใจ และช่วยเหลือในดา้นต่างๆจนวิทยานิพนธ์นี�สําเร็จลุล่วงไป
ไดด้ว้ยดี  

ขอขอบคุณเจา้หนา้ที ฝ่ายบณัฑิตศึกษา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ทุกท่าน
ที คอยให้ความช่วยเหลือและคาํแนะนาํ ในการดาํเนินการดา้นทะเบียนและประมวลผลการศึกษา
ตั�งแต่แรกเขา้ศึกษาจนสาํเร็จการศึกษา ตลอดจนขอขอบใจเพื อนๆทุกคนที คอยใหก้าํลงัใจเสมอมา  

สุดทา้ยผูเ้ขียนขอกราบขอบพระคุณครอบครัว ที ให้โอกาสทางการศึกษาต่อระดบัปริญญา
โทที ทรงคุณค่า พร้อมทั�งให้ความรักและคอยเป็นกาํลงัใจให้แก่ผูเ้ขียนเสมอมา อนัเป็นแนวทาง
นาํไปสู่ความสาํเร็จของผูเ้ขียน 



ช 
 

สารบัญ 

 หนา้ 

บทคดัยอ่ภาษาไทย………………………………………………………………………….. ง 

บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ.............................................................................................................. จ 
กิตติกรรมประกาศ........................................................................................................……... ฉ 
สารบญั.................................................................................................................................... 
สารบญัตาราง……………………………………………………………………………….. 
สารบญัรูป…...………………………………………………………………………………. 
สารบญัแผนภาพ…………………………………………………………………………….. 
คาํอธิบายสัญลกัษณ์และคาํยอ่.................................................................................................. 

ช 
ฌ 
ญ 
ฏ 
ฐ 

บทที/ 1  บทนาํ.......................................................................................................................... 1 
                ความเป็นมาและความสาํคญัของปัญหา…………………………………………………………… 

วตัถุประสงคข์องงานวจิยั...........................................................................................        
ขอบเขตของการวจิยั……………………………………………………………….. 

1 
3 
3 

              ขอ้ตกลงเบื9องตน้…………………………………………………………………… 
              ขอ้จาํกดัของการวิจยั……………………………………………………………….. 
              คาํจาํกดัความที/ใชใ้นการวจิยั………………………………………………………. 

3 
4 
5 

              ประโยชน์ที/คาดวา่จะไดรั้บ……………………………………………………….... 
              วธีิดาํเนินการวจิยั…………………………………………………………………... 
              ลาํดบัขั9นตอนในการเสนอผลการวจิยั……………………………………………… 
              กรอบแนวความคิด………………………………………………………………… 

5 
6 
6 
7 

บทที/ 2   เอกสารและงานวิจยัที/เกี/ยวขอ้ง…………………………………………………….. 
             โรคมะเร็งเซลลต์บั (Hepatocellular carcinoma)……………………………………. 
              ลกัษณะทางพยาธิวทิยาของมะเร็งตบั……………………………………………… 
              ปัจจยัเสี/ยงของการเกิดโรคมะเร็งตบัตบั……………………………………………. 
              การศึกษาความสัมพนัธ์ที/เกี/ยวขอ้งกบัไวรัสตบัอกัเสบบีและการเกิดมะเร็งตบั…….. 
              การกลายพนัธ์ุที/ตาํแหน่ง Precore………………………………………………….. 
              การกลายพนัธ์ุที/ตาํแหน่ง Basic core promoter…………………………………….. 
              การกลายพนัธ์ุที/ตาํแหน่ง X gene…………………………………………………... 

8 
8 
8 
8 
9 
10 
11 
12 



 

  หนา้   

 

ซ

             การกลายพนัธ์ุที/ตาํแหน่ง Pre-S…………………………………………………….. 
             ความสัมพนัธ์ระหวา่งการกลายพนัธ์ุของยนีพี 53 และโอกาสเสี/ยงต่อเกิดมะเร็งตบั      
             ความสัมพนัธ์ระหวา่งการกลายพนัธ์ุของยนีพี 53 ในกลุ่มผูติ้ดเชื9อไวรัสตบัอกัเสบบี    
             แบบเรื9อรังและโอกาสเสี/ยงต่อเกิดมะเร็งตบั………………………………………... 
บทที/ 3  วธีิดาํเนินการวจิยั……………………………………………………………………  
             รูปแบบการวจิยัและประชากรศึกษา………………………………………………... 
             วสัดุอุปกรณ์ที/ใชใ้นการวจิยั………………………………………………………... 
             สารเคมีที/ใชใ้นการวิจยั……………………………………………………………... 

การเก็บตวัอยา่ง…………………………………………………………………….. 
การสกดัดีเอ็นเอ…………………………………………………………………….. 
การวเิคราะห์ HBV DNA และ การวเิคราะห์สายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบี 
(HBV genotyping)…………………………………………………………………. 
การวเิคราะห์ปริมาณไวรัสตบัอกัเสบบีในซีรั/มตวัอยา่ง (HBV viral load)………….. 
การวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบี (HBV mutations)……………..... 
การตรวจหาการกลายพนัธ์ุยนีพี 53ชนิดอาร์249เอส โดยวิธี Restriction fragment 
length polymorphism………………………………………………………………. 
การสกดัดีเอ็นเอออกจากเจล………………………………………………………... 
การวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์(DNA analysis)………………………………….. 
การเก็บรวบรวมขอ้มูล……………………………………………………………… 
การวเิคราะห์ขอ้มูล…………………………………………………………………. 

บทที/ 4  ผลการวเิคราะห์ขอ้มูล………………………………………………………………. 
ผลการวเิคราะห์สายพนัธ์ุของไวรัส(genotype)กบัการเกิดมะเร็งตบั………………... 
ผลการวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุหรือการขาดหายของนิวคลีโอไทดใ์นส่วน  
Pre-S1/Pre-S2/S…………………………………………………………………..... 
ผลการวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุในส่วน EnhII/BCP/Precore……………………….. 
ผลการวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุในส่วน p53 (R349S) mutation………………........... 

บทที/ 5 สรุปผลการวจิยั อภิปรายผล และขอ้เสนอแนะ…………………………………….... 
รายการอา้งอิง……………………………………………………………………………….. 
ภาคผนวก…………………………………………………………………………………….
ประวติัผูเ้ขียนวทิยานิพนธ์…………………………………………………………………... 

13 
15 
 
16 
18 
18 
20 
21 
23 
23 
 
24 
25 
26 
 
27 
28 
29 
30 
30 
31 
39 
 
40 
45 
47 
51 
55 
61 
65 



 

  

 

ฌ

สารบัญตาราง 

 
ตารางที�  หนา้ 
1 
 
2 
 
3 
4 
5 
 
6 
 
7 
8 
 
9 
 
 
 
 
 
 

 
 

สรุปการกลายพนัธ์ุของเชื$อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบต่างๆที�พบบ่อยและมีความ 
สัมพนัธ์ทางคลินิก…………………………………………………………….. 
แสดงส่วนผสมของสารที�ใชท้าํปฏิกิริยา Real-time PCR เพื�อทาํการวดัปริมาณ 
HBV DNA ในซีรั�ม……………………………………………………………. 
เปรียบเทียบลกัษณะทางคลินิกของผูป่้วยมะเร็งตบัและกลุ่มควบคุม………….. 
แสดงผลการตรวจสอบซีรั�มตวัอยา่งดว้ยวธีิ PCR……………………………... 
แสดงผลการจาํแนก genotype ของกลุ่มผูที้�เป็นมะเร็งตบัและกลุ่มที�ไม่เป็น
มะเร็งตบั………………………………………………………………………. 
แสดงลกัษณะการกลายพนัธ์ุในส่วนของ Pre-S1/Pre-S2/Sในตวัอยา่งที�ทาํการ 
ศึกษา…………………………………………………………………………... 
แสดงผลการตรวจสอบซีรั�มตวัอยา่งดว้ยวธีิ PCR……………………………...  
เปรียบเทียบการกลายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบีในส่วน EnhII/BCP/Pre-core 
ระหวา่งผูป่้วยที�เป็นมะเร็งตบัและกลุ่มควบคุมที�ไม่เป็นมะเร็งตบั…………….. 
แสดงผลวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุของยนีพี53 ชนิด อาร์249เอส ในเลือดกลุ่มที�
เป็นมะเร็งตบัและกลุ่มควบคุม…………………………………………………  
 
 

 
14 
 
25 
32 
33 
 
39 
 
41 
46 
 
47 
 
49 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ญ 
 

สารบัญรูป 

 

รูปที� 
1 
2 
 
3  
 
4 
 
5 
 
6. 
7 
 
8 
 
9 
 
10 
 
11 
 
12 
 
13 
 
14 
 
 

 
ลกัษณะโครงสร้างทางพนัธุกรรมของไวรัสตบัอกัเสบบี………………………….. 
แสดงผลผลิตจากการเพิ�มจาํนวนดีอน็เอ (DNA amplification) ของ HBV ในส่วน
ของ Pre-S1/Pre-S2/S……………………………………………………............... 
ตวัอยา่งผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดที์�ไดก้บันิวคลีโอไทดข์องสิ�งมีชีวติ
อื�นที�มีอยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรม(GenBank) โดยใชโ้ปรแกรม BLAST……… 
ตวัอยา่งการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดที์�ไดก้บันิวคลีโอไทดที์�มีอยูใ่น 
ธนาคารรหสัพนัธุกรรม (GenBank) โดยใชโ้ปรแกรม BLAST…………………... 
ตวัอยา่งผลการตรวจสอบ genotype โดยการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ 
ที�ไดก้บันิวคลีโอไทดที์�มีอยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรม(GenBank)………………. 
แสดงการวเิคราะห์ phylogenetic tree ของตวัอยา่งทัZงหมดที�ทาํการศึกษา………... 
ตวัอยา่งการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดที์�ไดก้บันิวคลีโอไทดที์�มีอยูใ่น
ธนาคารรหสัพนัธุกรรม (GenBank) โดยใชโ้ปรแกรม BLAST…………………... 
แสดงขอ้มูลการกลายพนัธ์ุแบบ deletion ที� Pre-S1 ของตวัอยา่ง LM 244_S จาก 
Chromatogram……………………………………………………………………. 
แสดงขอ้มูลการกลายพนัธ์ุแบบ deletion ที� Pre-S2 ของตวัอยา่ง LM259_S จาก 
Chromatogram……………………………………………………………………. 
แสดงขอ้มูลการกลายพนัธ์ุแบบ deletion ที� S ของตวัอยา่ง HB38_S จาก 
Chromatogram……………………………………………………………………. 
แสดงขอ้มูลการกลายพนัธ์ุที� start codon ของ Pre-S1 ของตวัอยา่ง LM159_S 
จาก Chromatogram……………………………………………………………..... 
แสดงขอ้มูลการกลายพนัธ์ุที� start codon ของ Pre-S2 ของตวัอยา่ง LM186_S จาก 
Chromatogram……………………………………………………………………. 
แสดงขอ้มูลการกลายพนัธ์ุที� start codon ของ S ของตวัอยา่ง HB99_S จาก 
Chromatogram…………………………………………………………………….
แสดงผลผลิตจากการเพิ�มจาํนวนดีอน็เอ (DNA amplification) ของ HBV 
ในส่วนของ EnhII/BCP/Pre-core………………………………………………… 
 

หนา้ 
10 
 
32 
 
34 
 
35 
 
36 
38 
 
40 
 
42 
 
43 
 
43 
 
44 
 
44 
 
45 
 
46 
 



 

 

ฎ

รูปที� 
15 
16 
 
17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
แสดงผลการวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุชนิดอาร์249เอส ดว้ยวธีิ RFLP……………... 
ตวัอยา่งผลการตรวจการเรียงตวัของคู่เบส จากตวัอยา่งที�ไม่มีการกลายพนัธ์ุไดผ้ล
เป็น wild type คือโคดอน 249 เป็น AGG………………………………………… 
ตวัอยา่งผลการตรวจการเรียงตวัของคู่เบส จากตวัอยา่งที�ทาํ RFLP ไดว้า่มีการ
กลายพนัธ์ุ (ตวัอยา่งหมายเลข 2) ไดผ้ลเป็น mutant คือมีโคดอน 249 เป็น AGT 
คือมีการกลายพนัธ์ุชนิดอาร์249เอส………………………………………………. 

 
 

หนา้ 
48 
 
48 
 
 
49 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 



 

  

 

ฏ

สารบัญแผนภาพ 

 

แผนภาพที
 

1 

 

 

กรอบแนวความคิดของการวิจยั………………………………………………… 

หนา้ 

7 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   



 ฐ 

 

คาํอธิบายสัญลกัษณ์และคาํย่อ 

 

คําย่อ     ความหมาย 

BLAST    Basic Local Alignment Search Tool 

bp    Base pair 

DNA    Deoxyribonucleic acid 

µl    Microliter 

ml    Mililiter 

HBV    Hepatitis B Virus 

HCC    Hepatocellular carcinoma 

PCR    Polymerase Chain Reaction 

P53    P53 Tomor suppressor gene  

RFLP    Restriction Fragment Length Polymorphism 

AFB1    Aflatoxin B1 

ALT    Alanine aminotransferase  

NCBI    The National Center for Biotechnology Informaion 

P-value (P)   Probability Value 

95%Cl    95% Confidence interval 

 

 



1 

 

บทที�  1 
บทนํา 

ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 

มะเร็งตบัหรือมะเร็งของเซลล์ตบัชนิด Hepatocellular carcinoma เป็นโรคมะเร็งที(พบได้
บ่อยเป็นอนัดบัที( 5 ของโลก และจดัอยูใ่นอนัดบัที( 4 ของโรคมะเร็งที(เป็นสาเหตุของการเสียชีวิต
ของผูป่้วยมะเร็งทั(วโลก ซึ( งคาดวา่ในแต่ละปีอาจพบจาํนวนผูป่้วยโรคมะเร็งตบัรายใหม่มากกว่า 
500,000 คนต่อปี โดยคิดเป็นร้อยละ 4 ของจาํนวนผูป่้วยมะเร็งรายใหม่ทั>งหมด โดยผูป่้วยมะเร็งตบั
มากกว่าร้อยละ 80 อยู่ในประเทศกาํลงัพฒันา พบมากในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้(South-
east Asia) และภูมิภาคที(อยูท่างตอนใตข้องทะเลทรายซาฮารา แอฟริกา (sub-Sahara  Africa) [1] 
รวมทั>งในประเทศไทย โรคมะเร็งตบัมีอุบัติการณ์สูงเป็นอนัดับหนึ( งในเพศชาย พบประมาณ 
33:100,000 คนต่อปี และอนัดบัที( 3 ในเพศหญิง พบประมาณ 13:100,000 คนต่อปี [2][3] มะเร็งตบั
เป็นปัญหาสาธารณสุขของประเทศไทย เนื(องจากมีการดาํเนินโรคที(รวดเร็ว ทาํให้มีอตัราการรอด
ชีวิตตํ(า ผูป่้วยอาจเสียชีวิตภายในระยะเวลาหนึ(งปีภายหลงัจากการวินิจฉยัของแพทย ์ ผูป่้วยมะเร็ง
ตบัมากกวา่ร้อยละ 60 มีความสัมพนัธ์กบัการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรัง โดยปัจจยัเสี(ยงที(
สําคญัของการเกิดโรคมะเร็งตบัพบว่ามีความสัมพนัธ์กบัการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื> อรัง 
(chronic hepatitis B virus infection) และการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบซีแบบเรื>อรัง (chronic hepatitis 
C virus infection) และการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินชนิดบี1 (aflatoxin B1) ซึ( งปนเปื> อนในอาหาร 
หรือเกิดจากปัจจัยอื(นๆ เช่น การดื(มแอลกอฮอล์เป็นประจํา(Alcoholism) และโรคเบาหวาน 
(diabetes) [3],[4],[5]),[6] โดยมีงานวิจยัที(สนบัสนุนการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื> อรังเป็น
ปัจจยัเสี( ยงต่อการเกิดมะเร็งตบัในประเทศไทย เช่น การศึกษาแบบมีกลุ่มควบคุม (case-control 
study) ในประชากรไทยที(ศูนยว์ิจยัไวรัสตบัอกัเสบ คณะแพทยศ์าสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย
พบวา่ผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีมีความเสี(ยงต่อการเกิดมะเร็งตบัสูงกว่าผูที้(ไม่มีเชื>อไวรัสประมาณ 
20 เท่า และผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบซีแบบเรื>อรังมีความเสี(ยงต่อการเป็นมะเร็งตบัสูงกวา่ผูที้(ไม่มีเชื>อ
ไวรัสประมาณ 8 เท่า [7] และการศึกษาของ Kuang SY et al.[8] พบวา่การติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี
แบบเรื>อรังและไวรัสตบัอกัเสบซีแบบเรื>อรัง เป็นสาเหตุที(สําคญัของการเกิดโรคมะเร็งตบัในกลุ่ม
ประชากรภาคเหนือของไทย นอกจากนี> ปัจจยัที(เกี(ยวกบัเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี (viral factors) เช่น 
การกลายพนัธ์ุของไวรัสในบริเวณ pre-S gene, Basal core promoter, enhancer II และ X region มี
ความสัมพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งตบัเช่นกนั  
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อย่างไรก็ตาม จากการศึกษาทางระบาดวิทยาพบว่าในภูมิภาคที(มีอุบติัการณ์ของการติด
เชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีเรื>อรังสูงมกัพบการปนเปื> อนสารอะฟลาทอกซินอยูใ่นอาหารปริมาณมากและ
พบอุบติัการณ์ของโรคมะเร็งตบัสูงดว้ยเช่นกนั โดยเฉพาะประเทศกาํลงัพฒันา เช่น ประเทศไตห้วนั
,ประเทศแกมเบีย,ประเทศกินี และบางมณฑลของประเทศจีน ซึ( งแสดงให้เห็นถึงความสัมพนัธ์
ระหว่างไวรัสตบัอกัเสบบีและสารอะฟลาทอกซิน ทั>งสองปัจจยัช่วยเพิ(มโอกาสเสี(ยงของการเกิด
มะเร็งตบัอย่างมาก [9],[10],[11] สารอะฟลาทอกซิน (aflatoxin) มกัพบปนเปื> อนในอาหารและ
ผลิตผลทางการเกษตร สารอะฟลาทอกซินชนิดบี1(aflatoxin B1)  เป็นชนิดที(พบไดบ้่อยที(สุด เป็น
สารพิษที(สร้างจากเชื>อรา Aspergillus flavus. เมื(อเขา้สู่ร่างกายสารอะฟลาทอกซินชนิดบี1 จะ
เปลี(ยนเป็น 8,9-epoxide ซึ( งเป็นสารก่อการกลายพนัธ์ุ (mutagenic) สามารถเหนี(ยวนาํให้เกิดการ
กลายพนัธ์ุแบบจาํเพาะต่อยีนพี 53 (p53 mutation) ในตาํแหน่ง codon ที( 249 ทาํให้เกิดการ
เปลี(ยนแปลงนิวคลีโอไทด์เบสตาํแหน่งที( 3 โดยเบสกวานีน (guanine;G) ถูกแทนที(ดว้ยเบสไทมีน 
(thymine; T) ซึ( งอยู่ใน axon ที( 7 ของยีน เป็นผลให้มีการเปลี(ยนแปลงกรดอะมิโนจากอาร์จินีน 
(arginine,R) เป็นเซอรีน (serine,S)  ซึ( งการกลายพนัธุ์ของยีนพี 53 ชนิด อาร์ 249 เอส เป็นรูปแบบ
การกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ที(พบไดบ้่อย โดยเฉพาะอย่างยิ(งในประเทศกาํลงัพฒันาที(มีระดบัการ
ปนเปื> อนสารอะฟลาทอกซินสูงในอาหาร [12] ส่วนประเทศที(พฒันาแลว้ พบปริมาณสารอะฟลา
ทอกซินปนเปื> อนในอาหารนอ้ยกวา่ จึงพบอตัราการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิด อาร์ 249 เอส นอ้ย
กวา่ประเทศกาํลงัพฒันา[13]แมว้า่ประเทศไทยพบการปนเปื> อนสารอะฟลาทอกซินอยูใ่นระดบัปาน
กลาง แต่เชื(อว่าผลที(เกิดจากการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินจะพบไดเ้ช่นเดียวกนักบัประเทศที(มีการ
ปนเปื> อนสารอะฟลาทอกซินสูง ประกอบกบัประเทศไทยพบผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรัง
จาํนวนมาก ซึ( งทั>งสองเป็นปัจจยัเสี(ยงที(สําคญัส่งเสริมการเกิดมะเร็งตบั ฉะนั>นสารอะฟลาทอกซิ
นจึงอาจมีบทบาทต่อการเกิดโรคมะเร็งตบัในประเทศไทยร่วมกบัการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบ
เรื> อรัง ในอดีตมีหลายการศึกษาที(ทาํการศึกษาความสัมพนัธ์ของทั>งสองปัจจยันี>  ซึ( งผลของการติด
เชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีต่อการกลายพนัธ์ุของยนีพี 53 ชนิดอาร์249เอส นั>นยงัไม่มีขอ้สรุปที(ชดัเจน แต่
ผูเ้ชี(ยวชาญหลายท่านเชื(อวา่ไวรัสตบัอกัเสบบีอาจทาํใหก้ารกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์249 เอส 
เกิดไดง่้ายขึ>น แต่ขอ้มูลยงัไม่เพียงพอ มีการศึกษาที(รวบรวมขอ้มูลการศึกษาที(ตรวจการกลายพนัธ์ุ
ของยีนพี 53 ชนิดอาร์249เอส จาํนวน 48 การศึกษา (meta-analysis) พบว่ายงัไม่มีขอ้มูลเพียง
พอที(จะสรุปเกี(ยวกบัความสัมพนัธ์ระหวา่งการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีและการกลายพนัธ์ุของยีนพี 
53 ชนิด อาร์249เอส ซึ( งการศึกษาความสัมพนัธ์ดงักล่าวทาํไดย้ากเพราะผูป่้วยมะเร็งตบัที(ไม่ไดติ้ด
เชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีในการศึกษาเหล่านั>นมีน้อยมาก อีกทั>งไม่มีการระบุผูป่้วยที(ติดเชื>อไวรัสตบั



3 

 

อกัเสบบีแฝง (occult HBV infection) และไม่มีรายละเอียดขอ้มูลความเสี(ยงอื(นๆของการเกิดมะเร็ง
ตบัมากเพียงพอ [14] 

ในการศึกษาวจิยันี> จึงไดท้าํการศึกษาหาความสัมพนัธ์ระหวา่งการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 
ชนิด อาร์249เอส ในเลือดและการเกิดโรคมะเร็งตบัในกลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรังใน
ประเทศไทย รวมทั>งศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างปัจจยัต่างๆของไวรัสตบัอกัเสบบีและการเกิด
โรคมะเร็งตบัในประเทศไทย โดยใชเ้ทคนิค RFLP (Restriction Fragement Length Polymorphism) 
สําหรับตรวจหาการกลายพนัธ์ุ ซึ( งผูว้ิจยัเชื(อว่างานวิจยันี> ช่วยทาํให้เขา้ใจถึงความสัมพนัธ์ระหวา่ง
ปัจจัยต่างๆของเชื>อไวรัสตับอักเสบบีและการได้รับสารอะฟลาทอกซินกับการเกิดมะเร็งตับ 
สามารถใชเ้ป็นแนวทางป้องกนัการเกิดโรคมะเร็งตบัและลดจาํนวนผูเ้สียชีวิตจากโรคมะเร็งตบัใน
ประเทศไทยได ้ 

วตัถุประสงค์ของการวจัิย            

 1. เพื(อศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการเกิดการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์249 เอสใน
เลือดของผูที้(ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื> อรังกบัการเกิดโรคมะเร็งตบัในประชากรไทย โดย
เปรียบเทียบกลุ่มผูป่้วยโรคมะเร็งตบัและกลุ่มผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบั 

 2. เพื(อศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการเกิดการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์249เอส และ
ปัจจยัต่างๆของไวรัสตบัอกัเสบบี เช่น ปริมาณไวรัส, สายพนัธ์ุ, การกลายพนัธ์ุกบัการเกิดโรคมะเร็ง
ตบัในประชากรไทย โดยเปรียบเทียบกลุ่มผูป่้วยโรคมะเร็งตบัและกลุ่มผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบั 

ขอบเขตของการวจัิย 

1. กลุ่มที(ทาํการศึกษา (case) คือ กลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื> อรัง ที(ไดรั้บการ
วินิจฉัยจากแพทยว์่าเป็นผูป่้วยมะเร็งตบั ที(เขา้รับการรักษาที(โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาด
ไทย 

2. กลุ่มควบคุม (control) คือ กลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรังและไม่เป็นมะเร็ง
ตบั ที(เขา้รับการรักษาที(โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 
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ข้อตกลงเบื%องต้น 

1. กลุ่มที(ใชใ้นการศึกษาครั> งนี>ประกอบดว้ย 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ 

1.1 กลุ่มที(ทาํการศึกษา (case) คือ กลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรัง 
ที(ไดรั้บการวินิจฉัยจากแพทยว์่าเป็นผูป่้วยมะเร็งตบั ที(เขา้รับการรักษาที(
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 

1.2 กลุ่มควบคุม (control) คือ กลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรังและ
ไม่เป็นมะเร็งตบั ที(เขา้รับการรักษาที(โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาด
ไทย 

2. การวินิจฉัยโรคมะเร็งตบัใช้การวินิจฉัยทางรังสีวิทยาและ/หรือใช้การวินิจฉัยยืนยนั
ทางพยาธิวิทยาโดยการตรวจชิ>นเนื>อจากเนื>องอกที(ตบั (liver biopsy) ตามหลกัเกณฑ์
สมาคมโรคตบัของอเมริกา (American Association for the Study of Liver Diseases ; 
AASLD) [50] 

3. การตรวจพบการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิด อาร์249เอสในเลือด อนุมานวา่เกิดจาก
ชิ>นเนื>อของมะเร็งตบัเกิดการแตกของเซลล์ทาํให้มี circulating free DNA ออกมาใน
กระแสเลือดและทาํให้สามารถตรวจพบการกลายพนัธ์ุชนิดอาร์249เอส ในตวัอย่าง
เลือดผูป่้วยได ้ซึ( งการกลายพนัธ์ุชนิด อาร์249เอส อนุมานวา่เกิดจากการไดรั้บสารอะ 
ฟลาทอกซิน 

4. การตรวจวินิจฉัยการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื> อรัง ใช้การตรวจวดัปริมาณ
เอนไซมใ์นตบั คือ AST และ ALT เพื(อประเมินการทาํงานของตบั และการตรวจหา
แอนติเจนของเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี คือ HBsAg, HBeAg และยืนยนัการวินิจฉยัโดย
การตรวจหาปริมาณเชื>อไวรัส (HBV DNA) ในเลือด 

ข้อจํากดัของการวจัิย 
1. การศึกษานี>ไม่ไดว้ดัปริมาณโปรตีน (aflatoxin–albumin adduct) หรือปริมาณสารเมตา

บอไลทข์องอะฟลาทอกซินในปัสสาวะ ซึ( งเป็นการบอกการไดรั้บสารอะฟลาทอกซิน
ในช่วงหลายเดือนก่อนการตรวจ แต่การตรวจดังกล่าวไม่สามารถบอกการได้รับ
สารอะฟลาทอกซินในระยะยาวได ้ซึ( งการกลายพนัธ์ุชนิดอาร์249เอส เป็นผลสุดทา้ย
ของสารอะฟลาทอกซิน โดยการตรวจการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิด อาร์249เอส มี
ความจาํเพาะต่อการบ่งชี>การไดรั้บสารอะฟลาทอกซิน 
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2. การศึกษานี>ไม่ไดเ้ก็บขอ้มูลเกี(ยวกบัที(อยูอ่าศยั,อาชีพและการดาํเนินชีวิตของผูเ้ขา้ร่วม
วจิยัซึ( งอาจมีผลต่อการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินในแต่ละบุคคล 

3. การพบกลายพนัธ์ุดงักล่าวในทั>ง 2 กลุ่มก็บอกไดเ้พียง association แต่ไม่สามารถสรุป 
causative effect ของการเกิดโรคมะเร็งตบั 

คําจํากดัความที�ใช้ในการวจัิย 

1. Hepatocellular carcinoma หมายถึง มะเร็งตบัปฐมภูมิ ซึ( งเป็นมะเร็งของเซลล์ตบัชนิด 
Hepatocellular carcinoma 
    2. การกลายพนัธ์ุชนิดอาร์249เอส หมายถึง การกลายพนัธ์ุแบบจาํเพาะต่อยีนพี53 (p53 
tumor suppressor gene) ในตาํแหน่ง codon ที( 249 ทาํให้เกิดการเปลี(ยนแปลงนิวคลีโอไทด์เบส
ตาํแหน่งที( 3 โดยเบสกวานีน (guanine;G) ถูกแทนที(ดว้ยเบสไทมีน (thymine; T) ซึ( งอยูใ่น axon ที( 7 
ของยนี เป็นผลใหมี้การเปลี(ยนแปลงกรดอะมิโนจากอาร์จินีน (arginine,R) เป็นเซอรีน (serine,S) 
 3. ผูที้(ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี หมายถึง ผูที้(ตรวจพบแอนติเจนชนิดผิวของเชื>อไวรัสตบั
อกัเสบบี (HBsAg) 
 4. Genotype หมายถึง การแบ่งกลุ่มของไวรัสตบัอกัเสบบี โดยวิธีการตรวจสอบจากรหัส
พนัธุกรรม 

ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

ทาํให้ทราบถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งการกลายพนัธ์ุยีนพี 53 ชนิด อาร์249เอสกบัโอกาส
เสี(ยงต่อการเกิดโรคมะเร็งตบั ซึ( งสามารถนาํความรู้ ความเขา้ใจความสัมพนัธ์นี> ไปประยุกต์ใช้ใน
การประมาณถึงผลเสียของการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินกบัโอกาสเกิดมะเร็งตบัในประชากรไทย 
 ทาํให้ทราบถึงความสัมพนัธ์ระหว่างโอกาสเสี(ยงต่อการเกิดมะเร็งตบักบัการกลายพนัธ์ุ
ชนิด อาร์249เอส ร่วมกบัการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรัง โดยพิจารณารวมถึงปัจจยัต่างๆที(
เกี(ยวกับเชื> อไวรัส อาจนําข้อมูลที(ได้มาใช้เป็นแนวทางในการป้องกันการเกิดโรคมะเร็งตับ 
นอกจากนี>หากการกลายพนัธ์ุชนิด อาร์249เอส ในเลือดเป็นปัจจยัเสี(ยงที(สําคญัและมีความสัมพนัธ์
กบัการเกิดโรคมะเร็งตบั ในอนาคตอาจนาํการกลายพนัธ์ุชนิด อาร์249เอส ในเลือดมาใชเ้ป็นตวับ่งชี>  
(marker) มะเร็งตบัในกลุ่มที(มีความเสี(ยงสูงต่อการเกิดมะเร็งตบัได ้
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วธีิดําเนินการวจัิย 

1. การเก็บตวัอย่างเลือดปริมาตร 15 มิลลิลิตร ด้วยการเจาะเลือดโดยใช้เทคนิคปลอดเชื>อ  
(aseptic technique) ใส่ในหลอดที(ไม่มีสารกนัเลือดแขง็ (Clot blood)  

2. การปั(นเลือดและแยกเก็บซีรั(ม แล้วทําการตรวจทางวิทยาภูมิคุ้มกันด้วยวิธี  ELISA 
(Enzyme-Linked Immunosorbentm Assay) เพื(อหาแอนติเจนต่อเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีและ
ตรวจคดักรองการติดเชื>อไวรัสชนิดอื(นร่วม 

3. การสกดั DNA จากซีรั(มในกลุ่มผูที้(ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรัง ที(ไดรั้บการวินิจฉยั
ว่าเป็นมะเร็งตบัและกลุ่มควบคุม โดยใช้เทคนิค phenol-chloroform-isoamyl alcohol 
extraction  

4. การวเิคราะห์สายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบี (HBV genotyping) 
5. การวเิคราะห์ปริมาณไวรัสตบัอกัเสบบีในซีรั(มตวัอยา่ง (HBV viral load)   
6. การวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบี (HBV mutations) 
7. การตรวจหาการกลายพนัธ์ุของยนีพี 53 ชนิดอาร์249เอส ดว้ยเทคนิค RFLP  
8. การเก็บรวบรวมขอ้มูลและการวเิคราะห์ผล 

ลาํดับขั%นตอนในการเสนอผลการวจัิย 

1. ยื(นเสนอโครงร่างวทิยานิพนธ์ต่อคณะกรรมการวทิยานิพนธ์หลกัสูตร วท.ม.                
  (สาขาชีวเคมีทางการแพทย)์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  
2. ยื(นเสนอโครงร่างวทิยานิพนธ์ต่อคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมในการวจิยั  
  คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  
3. ดาํเนินการวจิยั รวบรวมขอ้มูล สรุปและวเิคราะห์ผลการวจิยั  
4. นาํเสนอผลงานวทิยานิพนธ์ต่อสาธารณะชนและยื(นเสนอวทิยานิพนธ์ต่อคณะกรรมการ 
    วทิยานิพนธ์หลกัสูตรวท.ม.(สาขาชีวเคมีทางการแพทย)์ ภาควชิาชีวเคมี     
  คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
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กรอบแนวความคิดวจัิย 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

การติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรังและ 
การไดรั้บสารอะฟลาทอกซินเป็นปัจจยัเสี(ยงที(สาํคญัต่อการเกิดมะเร็งตบั 

ศึกษาความสมัพนัธ์ระหวา่งปัจจยัต่างๆของ 
ไวรัสตบัอกัเสบบีกบัการเกิดโรคมะเร็งตบั 

• ปริมาณเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีในเลือด  

• การตรวจสายพนัธ์ุไวรัสตบัอกัเสบบี  

• การตรวจการกลายพนัธ์ุของไวรัสตบั
อกัเสบบี ในส่วน pre-S/S gene และ 
precore/BCP/X gene 

ศึกษาความสมัพนัธ์การกลายพนัธ์ุของยีนพี 53ชนิด  
 อาร์249เอส ในเลือดผูป่้วยติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบ

บีแบบเรื>อรังกบัการเกิดโรคมะเร็งตบั 

PCR-Direct Sequencing 

Direct Sequencing 

สรุปและวจิารณ์ ผลการทดลองเพื(อนาํขอ้มูลมาประกอบการอธิบายร่วมกบัขอ้มูลทางดา้นอื(นๆ 

การตรวจการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 
ชนิดอาร์ 249 เอส ดว้ยวธีิ RFLP 

 

• กลุ่มที(ทาํการศึกษา (case) คือ กลุ่มผูที้(ไดรั้บการวนิิจฉยัจากแพทยว์า่เป็นผูป่้วยมะเร็งตบั  

• กลุ่มควบคุม(control) คือกลุ่มผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบั ทั>งสองกลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี

แบบเรื>อรังที(เขา้รับการรักษาที(โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 

หาความสัมพนัธ์ที(เกี(ยวขอ้งกบัการเกิดโรคมะเร็งตบัโดยนาํผลการทดลองมาคาํนวณดว้ย 
โปรแกรมทางสถิติ 
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บทที� 2 

เอกสารและงานวจิัยที�เกี�ยวข้อง 

แนวคิดและทฤษฎี 

โรคมะเร็งเซลล์ตบั เป็นปัญหาสาธารณสุขที(สําคญัและเป็นสาเหตุของการป่วยและการ
เสียชีวิตของประชากรทั(วโลก เป็นมะเร็งชนิดที(มีอุบติัการณ์การเกิดโรคสูงมากในหลายๆประเทศ 
โรคมะเร็งเซลล์ตบัจดัอยู่ในอนัดบัที( 5 ของโรคมะเร็งที(พบบ่อยในผูช้ายและเป็นอนัดบัที( 8 ของ
โรคมะเร็งที(พบบ่อยในผูห้ญิง  โดยพบผูป่้วยมะเร็งตบัรายใหม่ประมาณ 560,000 คนต่อปี ผูป่้วย
มากกว่าร้อยละ 80 อยู่ในประเทศกาํลงัพฒันา โดยเฉพาะในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้
และภูมิภาคที(อยูท่างตอนใตข้องทะเลทรายซาฮารา ประเทศแอฟริกา [1] ในประเทศไทยโรคมะเร็ง
ตบัมีอุบติัการณ์เกิดโรคสูงเป็นอนัดบัหนึ(งในผูช้าย พบประมาณ 33:100,000 คนต่อปี และอนัดบัที( 3 
ในผูห้ญิง พบประมาณ 13:100,000 คนต่อปี [2],[3] กระบวนการการเกิดโรคมะเร็งตบันั>นมีหลาย
ขั>นตอน เช่นเดียวกบัโรคมะเร็งชนิดอื(นๆ เกี(ยวขอ้งกับการเปลี(ยนแปลงสารพนัธุกรรมมากมาย 
สุดท้ายนําไปสู่การเปลี(ยนแปลงของเซลล์ตับและพฒันาเป็นมะเร็งของเซลล์ตับในที(สุด [15] 
เนื(องจากมะเร็งตบัมีการดาํเนินโรคที(รวดเร็ว ผูป่้วยส่วนใหญ่มกัตรวจพบว่าเป็นมะเร็งตบัในระยะ
ทา้ย ทาํใหผู้ป่้วยอาจเสียชีวติภายในระยะเวลาหนึ(งปีภายหลงัการวนิิจฉยัของแพทย ์ 

ลกัษณะทางพยาธิวทิยา  

ผูป่้วยโรคตบั (liver disease) ส่วนใหญ่จะเกิดตบัแข็ง (cirrhosis) ซึ( งเกิดจากตบัอกัเสบ
แบบเรื>อรัง (chronic hepatitis) จนเกิดภาวะตบัแข็ง ภายในระยะเวลาประมาณ 15-40 ปี และผูป่้วย
โรคมะเร็งตบัประมาณร้อยละ 70-90 พฒันามาจากผูที้(เป็นตบัแข็ง แต่มีเพียงร้อยละ 10 ของผูป่้วย
มะเร็งตบัที(ไม่เกิดตบัแข็งมาก่อน กลไกการเกิดมะเร็งตบัอาจใชเ้วลามากกว่า 10 ปี เกิดการสะสม
สารพนัธุกรรมต่างๆที(เปลี(ยนแปลงจนนาํไปสู่การเกิดมะเร็งตบั ดงันั>นเมื(อตบัเกิดความเสียหายแบบ
เรื> อรัง เกิดการทาํลายเซลล์ตบัอย่างต่อเนื(องเป็นระยะเวลานาน มีการทาํลาย DNA และเกิดการ
อกัเสบของตบั ส่งผลใหเ้กิด dysplastic และการเกิด nodule ขึ>น ซึ( งเป็นลกัษณะของ neoplastic [16]  

ปัจจัยเสี�ยงที�สัมพนัธ์กบัการเกดิมะเร็งตับ 

 ปัจจยัเสี(ยงที(สาํคญัของการเกิดโรคมะเร็งตบัเกี(ยวขอ้งกบัการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบ
เรื> อรัง และการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบซีแบบเรื> อรัง และการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินชนิดบี1 ซึ( ง
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ปนเปื> อนในอาหาร [3],[4]  หรือสาเหตุอื(นๆ เช่น ผูที้(ดื(มแอลกอฮอล์เป็นประจาํและโรคเบาหวาน 

[5],[6] ,ผูที้(มีภาวะ hereditary hemochromatosis [17] เป็นตน้ 

ความสัมพนัธ์ระหว่างการติดเชื%อไวรัสตับอกัเสบบีและโอกาสเสี�ยงต่อเกดิมะเร็งตับ  

ไวรัสตบัอกัเสบบี จาํแนกอยูใ่นตระกูล (family) Hepadnaviridae เป็นไวรัสที(เป็นสาเหตุ
การอักเสบของตับ เป็นเชื>อไวรัสที( มีโปรตีน enveloped protein ห่อหุ้มอยู่ภายนอกและมีสาร
พนัธุกรรมเป็น DNA สายคู่ ขนาดจีโนมประมาณ 3200 คู่เบส เชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีสามารถจาํแนก
เป็น 8 จีโนไทป์ เรียงตามลาํดบัตวัอกัษร A ถึง H ปัจจุบนัคน้พบเพิ(มอีกสองจีโนไทป์ คือ จีโนไทป์ I 
และ จีโนไทป์ J [18] สายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบี ทั>ง 8 จีโนไทป์ พบอยูใ่นภูมิภาคต่างๆของโลก
และพบในเชื>อชาติที(แตกต่างกนัดว้ย เช่น จีโนไทป์ C และ B พบมากในเอเชีย ขณะที( จีโนไทป์ A 
และ D พบในยุโรป,อเมริกาและแอฟริกากลาง หลกัเกณฑ์ในการจาํแนกจีโนไทป์ของไวรัสตบั
อกัเสบบีอาศยัความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ที(แตกต่างกนัมากกวา่หรือเท่ากบัร้อยละ 8 ของลาํดบั
นิวคลีโอไทดท์ั>งจีโนมของเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี [19],[20]  จีโนมประกอบดว้ย open reading frame 
(ORF)  ซึ( งซ้อนทบักนัอยู ่(overlapping ORF) 4 open reading frame  ทาํหนา้ที(เป็นรหสัพนัธุกรรม
ในการสร้างโปรตีนต่างๆ ดงันี>  pre-S/S gene เป็นบริเวณที(มีบทบาทในการสร้าง envelope proteins,  
pre-C/C gene ยีนบริเวณนี>ทาํหนา้ที(เป็นรหสัในการสร้าง Hepatitis B e antigen (HBeAg) และ core 
protein หรือ Hepatitis B core antigen (HBcAg), P gene ยีนบริเวณนี>ทาํหนา้ที(เป็นรหสัในการสร้าง
เอนไซม ์  DNA polymerase และ reverse transcriptase, X gene ยีนบริเวณนี>ทาํหนา้ที(เป็นรหสัใน
การสร้างโปรตีนที(เกี(ยวขอ้งกบั transcriptional trans-activator เรียกว่า x โปรตีน (HBx) ซึ( งมี
ความสําคญัในการแบ่งตวัเพิ(มจาํนวนของเชื>อไวรัสภายในเซลล์  และยงัมีบทบาทในกระบวนการ 
transcription ของเชื>อไวรัส นอกจากนี> เชื(อวา่มีบทบาทสําคญัในการทาํให้เกิดโรคมะเร็งตบัภายหลงั
จากที(ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรัง [21]  
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รูปที( 1   ลกัษณะโครงสร้างทางพนัธุกรรมของไวรัสตบัอกัเสบบี [22] 
 

 เนื(องจากการเพิ(มจาํนวนของไวรัสตบัอกัเสบบีมีลกัษณะเป็น asymmetric อาศยั
ขั>นตอน  reverse transcription ไดเ้ป็น RNA ซึ( งทาํหนา้ที(เป็นตน้แบบในการสร้าง DNA ต่อไป ดว้ย
เหตุนี>ทาํใหไ้วรัสตบัอกัเสบบีมีแนวโนม้การกลายพนัธ์ุมากกวา่ DNA ไวรัสชนิดอื(นๆ โดยพบอตัรา
การกลายพนัธ์ุที(ทาํให้เกิดการแทนที(ของนิวคลีโอไทด์ประมาณ 1x 10-5 ถึง 3x10-5 /ตาํแหน่ง/ปี  
ลกัษณะของการกลายพนัธ์ุที(เกิดขึ>นอาจถูกคดัเลือกในคงอยูแ่ทนไวรัสตบัอกัเสบบีที(ไม่มีการกลาย
พนัธ์ุ เพื(อประโยชน์ในการอยู่รอดของเชื>อไวรัส และจากการศึกษาที(ผ่านมาพบว่าสายพนัธ์ุของ
ไวรัสตบัอกัเสบบีและการกลายพนัธ์ุของไวรัส มีความสัมพนัธ์ต่อการเกิดมะเร็งตบั [6],[23] 

การกลายพนัธ์ุที�ตําแหน่ง Precore (Precore mutations)  

 การกลายพนัธ์ุที(พบบ่อยที(สุด คือ การเปลี(ยนแปลงเบสที(ตาํแหน่งนิวคลีโอไทด์ 1896 ของ
โคดอนที( 28 โดยเบสกวานีน (Guanine,G) เปลี(ยนเป็นอะดินีน (Adenine, A) (G1896A) การกลาย
พนัธ์ุของเชื>อไวรัสในส่วนของ precore gene ทาํให้ไม่สามารถสร้างโปรตีน precore ได ้ซึ( งเป็น
โปรตีนเริ(มตน้ (precursor) ของ HBeAg แต่เนื(องจากส่วนของ precore ไม่จาํเป็นต่อขบวนการเพิ(ม
จาํนวนของเชื>อไวรัสและการกลายพนัธ์ุแบบ G1896A เกิดขึ>นในส่วน upstream ของบริเวณ core 
ดงันั>นจึงไม่ส่งผลต่อขบวนการเพิ(มจาํนวนเชื>อไวรัสและ HBcAg โดยการกลายพนัธ์ุแบบนี>มกัพบ
ในผูป่้วยไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื> อรัง ที(ไม่พบ HBeAg  หรืออาจพบไดบ้า้งในผูป่้วยภาวะตบัวาย
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อยา่งเฉียบพลนั (fulminant hepatitis)[24]  ความชุกของการกลายพนัธ์ุแบบ G1896A แตกต่างกนั
ตามภูมิภาคของโลก การศึกษาที(ศูนย์วิจัยไวรัสตับอักเสบ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั พบอตัราความชุกของการกลายพนัธ์ุแบบ G1896A ในประชากรไทยประมาณร้อยละ 
25-35 [25] การกลายพนัธ์ุแบบอื(นๆในบริเวณ precore ของไวรัสตบัอกัเสบบีที(ทาํให้ไม่มีการสร้าง 
HBeAg ไดแ้ก่ การเปลี(ยนแปลงเบสกวานีน (Guanine,G) เป็นอะดินีน (Adenine, A) ที(ตาํแหน่งนิ
วคลีโอไทด์ 1898(G1898A) และ 1989 (G1989A) หรือการเปลี(ยนแปลงเบสไซโตซีน (Cytosine,C) 
เป็นเบสไทมีน (Thymine,T) ที(ตาํแหน่งนิวคลีโอไทด์ 1856 ของโคดอนที( 15 (C1856T) และการ
เปลี(ยนจากเบสอะดินีน (Adenine, A) เป็นไซโตซีน (Cytosine,C) ที(ตาํแหน่งนิวคลีโอไทด์ 1814 
(A1814C) ซึ( งเป็น start codon [26]  

การกลายพนัธ์ุที�ตําแหน่ง Basic core promoter (BCP mutations)   

 การกลายพนัธ์ุในบริเวณ core promoter นี> ส่งผลต่อการควบคุมและการแสดงออกของ 
HBeAg และ core protein การกลายพนัธ์ุที(พบบ่อยมกัเกิดการกลายพนัธ์ุแบบที(เรียกว่า double 
mutation คือ A1762T/G1764A ซึ( งทาํให้การแสดงออกของ HBeAg ลดลงร่วมกบักระตุน้การเพิ(ม
จาํนวนของเชื>อไวรัสดว้ย [27]  โดยที(การกลายพนัธ์ุแบบ  A1762T/G1764A คือ การเปลี(ยนแปลง
เบส 2 ตาํแหน่งพร้อมกนั ที(ตาํแหน่งนิวคลีโอไทด์ที( 1762 และ 1764 โดยมีการเปลี(ยนแปลงจาก
เบสอะดินีน (Adenine, A) เป็นไทมีน (Thymine,T) ร่วมกบัการเปลี(ยนจากเบสกวานีน (Guanine,G) 
เป็นอะดินีน (Adenine, A) ตามลาํดบั ขอ้มูลส่วนใหญ่บ่งชี> วา่การกลายพนัธ์ุแบบนี> มีความสัมพนัธ์
กบัความรุนแรงของตบัอกัเสบแบบเรื>อรังโดยเฉพาะการเกิดตบัแขง็และมะเร็งตบั  การกลายพนัธ์ุใน
ตาํแหน่งอื(นๆที(พบไดบ้่อย ไดแ้ก่ การเปลี(ยนแปลงเบสจากเบสไทมีน (Thymine,T) เป็นไซโตซีน 
(Cytosine,C) หรือกวานีน (Guanine,G) ที(ตาํแหน่งนิวคลีโอไทด์ที( 1753 (T1753C/G) ซึ( งมกัพบ
ร่วมกบั A1762T และ G1764A การกลายพนัธ์ุที(ตาํแหน่งใกล้กนัในส่วนของ EnhII คือ การ
เปลี(ยนแปลงจากเบสไซโตซีน(Cytosine,C) เป็นไทมีน (Thymine,T) ที(ตาํแหน่งนิวคลีโอไทด์ 1653 
(C1653T) จากการศึกษาแบบมีกลุ่มควบคุมในประชากรไทยเปรียบเทียบความชุกการกลายพนัธ์ุ
ของไวรัสตบัอกัเสบบีแบบต่างๆดว้ยวิธี PCR (Polymerase Chain Reaction) ร่วมกบัการวิเคราะห์
ลําดับนิวคลีโอไทด์โดยตรง (direct sequencing) ทําการศึกษาการกลายพันธ์ุในส่วน 
EnhII/BCP/precore ตาํแหน่งนิวคลีโอไทด์ที( 1287-2038   ระหวา่งกลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัและกลุ่ม
ผู ้ป่วยที(ไม่ เป็นมะเร็งตับ จํานวนกลุ่มละ 60 คน การศึกษาพบว่าการกลายพันธ์ุแบบ 
A1762T/G1764A, T1753C/G และ G1899A พบไดบ้่อยในกลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัเมื(อเปรียบเทียบกบั
กลุ่มผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ และการกลายพนัธ์ุแบบ C1653T พบไดบ้่อยกวา่
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ในกลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัแต่ไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ เละเมื(อวิเคราะห์ขอ้มูลต่อไปพบวา่ การกลายพนัธ์ุ
ของไวรัสตบัอกัเสบบีแบบ A1762T/G1764A และ G1899A มีความเกี(ยวขอ้งกบัการเกิดมะเร็งตบั
ในกลุ่มประชากรที(ศึกษา [28] 

การกลายพนัธ์ุของยนี X (X gene mutations)  

 โปรตีน X สร้างจาก X gene โดยที(โปรตีน X ทาํหนา้ที(เป็น transcriptional activator และ
มีบทบาทสําคญัในกระบวนการเพิ(มจาํนวนของไวรัสตบัอกัเสบบีและเกี(ยวขอ้งกบักลไกการเกิด
มะเร็งตบั นอกจากนี> มีหลายการศึกษาที(ศึกษาบทบาทของโปรตีน X ในคน ซึ( งพบการกลายพนัธ์ุ
ของ X gene เกี(ยวขอ้งกบัการเพิ(มความเสี(ยงต่อการเกิดมะเร็งตบั [29],[30] เนื(องจาก X gene มีส่วน
ซ้อนทบักบั core promoter ดงันั>นเมื(อมีการกลายพนัธ์ุของยีนในส่วน core promoter จึงทาํให้มีการ
เปลี(ยนแปลงกรดอะมิโนของโปรตีน X ที(ตาํแหน่งนิวคลีโอไทด์ที( 130-132 ดงัต่อไปนื>  กรดอะมิ
โนไลซีน (lysine,K) เปลี(ยนเป็นเมไธโอนีน (methionine, M), กรดอะมิโนวาลีน (valine,V) 
เปลี(ยนเป็นไอโซลิวซีน (isoleucine, I) และกรดอะมิโนฟีนิลอะลานีน (phenylalanine) เปลี(ยนเป็น
ไทโรซีน (thyrosine) ส่งผลให้ลดการทําหน้าที(ของโปรตีน x ที( เกี(ยวข้องกับการยบัย ั> งการ
เจริญเติบโต [31] เช่น การกลายพนัธ์ุในส่วนของ BCP double mutations แบบ A1762T/G1764A ทาํ
ให้มีการเปลี(ยนแปลงลาํดบัของกรดอะมิโนของโปรตีน X จากไลซีน (lysine,K) เป็นเมไธโอนีน 
(methionine, M) ที(ตาํแหน่ง 130 (K130M) และเปลี(ยนจากเวลีน (valine,V) เป็นไอโซลิวซีน 
(isoleucine, I) ที(ตาํแหน่ง 131 (V131I), การกลายพนัธ์ุแบบอื(นๆในส่วน core promoter เช่น 
T1753C/G และ C1653T ทาํใหเ้กิดการเปลี(ยนลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน X เป็น I127N/S/T และ 
H94Y ตามลาํดบั [32]  
 จากการศึกษาในประเทศไทยพบการเปลี(ยนแปลงลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน X ในบาง
ตาํแหน่งที(เกี(ยวขอ้งกบัการกลายพนัธ์ุในส่วนของ BCP (Basic core promoter) มีความสัมพนัธ์กบั
การเกิดมะเร็งตับในประชากรไทย โดยการศึกษาแบบมีกลุ่มควบคุมในประชากรไทยเพื(อ
เปรียบเทียบความชุกของการกลายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบีในส่วนของ X gene ระหวา่งกลุ่ม
ผูป่้วยมะเร็งตบัและผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบั จาํนวนกลุ่มละ 60 คน วิเคราะห์ดว้ยวิธี PCR และ การ
วเิคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทด์พบวา่การกลายพนัธ์ุแบบ K130M, V131I และ I127T/N พบบ่อยใน
กลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ ส่วน H94Y พบบ่อยในกลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัเช่นกนั 
แต่ไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ [28] 
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การกลายพนัธ์ุที�ตําแหน่ง Pre-S (Pre-S mutations)  

 Pre-S gene ของไวรัสตบัอกัเสบบี ประกอบดว้ย pre-S1 และ pre-S2  ซึ( งเป็นส่วนที(มี
บทบาทเกี(ยวขอ้งกบัการตอบสนองต่อภูมิคุม้กนัของร่างกาย (immunogenicity) ในบริเวณนี>มกัเกิด
การกลายพนัธ์ุแบบ deletion ซึ( งความชุกของการกลายพนัธ์ุนั>นแตกต่างกนัในแต่ละภูมิภาค โดย
จาํนวนประชากรไทยที(ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีที(มีการกลายพนัธ์ุในตาํแหน่ง Pre-S คิดเป็นร้อยละ 
10.5 ของจาํนวนผูที้(ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีทั>งหมด [33] และพบวา่การกลายพนัธ์ุในส่วน pre-S 

gene ช่วยสนบัสนุนกระบวนการเกิดมะเร็งตบั ผา่นกลไกต่างๆ ซึ( งในอดีตเคยมีรายงานวา่การกลาย
พนัธ์ุของ pre-S1 และ pre-S2 ทาํให้เกิดการสร้างและสะสมโปรตีนชนิด large hepatitis B surface 
(LHBs) ในเอน็โดพลาสมิคเรติคูลั(ม (Endoplasmic reticulum, ER) ทาํใหเ้กิดความเครียดต่อเอน็โด 
พลาสมิคเรติคูลั(ม ซึ( งอาจส่งผลทาํให้ DNA เกิดความเสียหายและเกิดภาวะขาดความเสถียรของจี
โนม (genomic instability) อาจนาํไปสู่กระบวนการเกิดมะเร็งตบัไดใ้นที(สุด [34]  การกลายพนัธ์ุที(
บริเวณ pre-S เหนี(ยวนาํใหเ้กิดการทาํลายโปรตีนที(ทาํหนา้ที(ยบัย ั>งวฏัจกัรเซลล์ คือ cyclin-dependent 
kinase inhibitor ส่งผลให้ไม่สามารถควบคุมการดาํเนินไปของวฏัจกัรเซลล์ได ้[35] นอกจากนี>การ
กลายพนัธ์ุไวรัสตบัอกัเสบบีในส่วน pre-S พบวา่มีความสัมพนัธ์อยา่งยิ(งกบัการกลายพนัธ์ุของยีนพี 
53 ที(เป็นยนีตา้นมะเร็ง [34] โดยมีหลายการศึกษารายงานวา่การกลายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบีใน
ส่วน pre-S โดยเฉพาะอยา่งยิ(งการกลายพนัธ์ุแบบ deletion มีความสัมพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งตบั [36] 
,[37] เช่นเดียวกบัการศึกษาในประเทศไทย เป็นการศึกษาความชุกของการกลายพนัธ์ุในส่วน pre-S 
ดว้ยวิธี PCR และการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์จากตวัอยา่งเลือดจาํนวน 147 ตวัอยา่งที(รวบรวม
จากกลุ่มประชากรทั(วไปใน 4 ภาคของประเทศเมื(อปีพ.ศ. 2547 ประกอบดว้ยจงัหวดัเชียงราย, 
ชลบุรี,นครศรีธรรมราชและอุดรธานี พบว่ามีการกลายพนัธ์ุแบบ pre-S2 deletion จาํนวน 14 
ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 41  รองลงมา คือการกลายพนัธ์ุแบบ pre-S2 start codon mutation คิดเป็น
ร้อยละ 2.9 , การกลายพนัธ์ุแบบ pre-S2 deletion และ pre-S2 start codon mutation ร่วมกนั คิดเป็น
ร้อยละ 2 และการกลายพนัธ์ุแบบ pre-S1 deletion คิดเป็นร้อยละ 0.7 [38] ผลการศึกษานี>สอดคลอ้ง
กบัการศึกษาของประเทศญี(ปุ่นและประเทศเกาหลีที(พบว่าการกลายพนัธ์ุในส่วน pre-S2 deletion 
และ pre-S2 start codon mutation เป็นรูปแบบการกลายพนัธ์ุที(พบบ่อยที(สุด [33],[36]  
 มีหลายการศึกษาที(รายงานการกลายพนัธ์ุในส่วน pre-S โดยเฉพาะ pre-S1 deletion หรือ 
pre-S2 deletion สามารถพบไดบ้่อยประมาณร้อยละ 60 ตรวจพบไดท้ั>งในเลือดและเนื>อเยื(อตบัของ
ผูป่้วยมะเร็งตบัและการกลายพนัธ์ุในส่วน pre-S  มีส่วนสําคญัเกี(ยวขอ้งกบักลไกการเกิดมะเร็งตบั 
[39] เนื(องจากไวรัสตบัอกัเสบบีเป็นเชื>อไวรัสชนิด DNA ที(มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง
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เนื(องจากมีการกลายพนัธ์ุระดบัยีนค่อนขา้งสูง ทั>งที(เกิดเองตามธรรมชาติหรือเป็นผลจากการไดรั้บ
วคัซีนหรือยาตา้นไวรัส แสดงดงัตารางที( 1  

ตารางที( 1  สรุปการกลายพนัธ์ุของเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบต่างๆที(พบบ่อยและมีความสัมพนัธ์
ทางคลินิก [40]  
 

จีโนมของเชื%อไวรัสตับอกัเสบี
ที�เกดิการกลายพนัธ์ุ 

ชนิดของการ 
กลายพนัธ์ุ 

ความสัมพนัธ์ทางคลนิิก 

Pre- core G1896A การกลายพนัธ์ุทาํให้การสร้าง HBeAg ผิดปกติ 
ตรวจไม่พบ HBeAg 

Basal core promoter (BCP) 
and enhancer II region 

C1653T 
A1753T 

A1762T/G1764A 
 

การดาํเนินโรคที(รวดเร็ว  
การดาํเนินโรคที(รวดเร็ว 
การกลายพนัธ์ุทาํใหต้รวจไม่พบ HBeAg 
การดาํเนินโรคตบัอกัเสบที(รุนแรง 
และการเกิดมะเร็งตบั 

X K130M/V131I การเกิดมะเร็งตบั 
Pre-S Deletions การเกิดมะเร็งตบั 

S “a” determinant การกลายพนัธ์ุที(เกี(ยวขอ้งกบัการไดรั้บวคัซีน 
Polymerase In domains B,C 

and D 
การกลายพนัธ์ุที(เกี(ยวขอ้งกบัการดื>อยาตา้นไวรัส 

 
 การกลายพนัธ์ุระดบัยีนที(เกิดขึ>นตามธรรมชาติของเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีที(พบบ่อยและมี
ความสาํคญัทางคลินิก ไดแ้ก่ การกลายพนัธ์ุในบริเวณของ precore และ basic core promoter (BCP) 
mutation โดยจากการศึกษาที(ผ่านมาพบว่าการเกิดมะเร็งตบัมีความสัมพนัธ์กบัการกลายพนัธ์ุใน
บริเวณ pre-S และ EnhII /BCP /Precore  ของเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี ซึ( งไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ C  
เกิดการกลายพนัธ์ุในบริเวณ preS และ EnhII/BCP/Precore มากกวา่จีโนไทป์ B โดยรูปแบบการ
กลายพนัธ์ุที(พบคือA2962G , pre-S2 start codon mutation, T105C, T1753V, และA1762T/G1764A  
แต่พบการกลายพนัธ์ุแบบ  A2962G   และ  T105C  เท่านั>นที(มีความสัมพนัธ์กบัโอกาสเสี(ยงต่อการ
เกิดมะเร็งตบั [41]  เมื(อไม่นานนี> มีการศึกษาความหลากหลายของลาํดบัเบสในบริเวณ Enhancer 

II/core promoter/precore  and X gene ของไวรัสตบัอกัเสบบีในกลุ่มผูป่้วยที(เป็นมะเร็งตบัใน
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ประเทศไทย พบวา่การกลายพนัธ์ุในบริเวณ basal core promoter แบบ A1762T/G1764A เป็นปัจจยั
เสี(ยงต่อการเกิดมะเร็งตบั [28]  ผลจากการศึกษาสอดคลอ้งกบัการศึกษาในประเทศจีน,ไตห้วนัและ
เกาหลี ซึ( งสามารถพบการกลายพนัธ์ุแบบ A1762T/G1764A ประมาณ 3-4 เท่าในผูป่้วยมะเร็งตบั 
นอกจากนี>การกลายพนัธ์ุแบบ A1762T/G1764A มีความสัมพนัธ์กบัสายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบี 
จีโนไทป์ C มากกวา่ จีโนไทป์ B และพบการกลายพนัธ์ุแบบ G1899A เป็นปัจจยัเสี(ยงต่อการเกิด
มะเร็งตบัในประเทศไทยเช่นกนั  
 ดงันั>นความแตกต่างของสายพนัธ์ุไวรัสตบัอกัเสบบีและการเกิดการกลายพนัธ์ุของเชื>อ
ไวรัสในรูปแบบของการแทนที(นิวคลีโอไทด์เบสที(แตกต่างกนั มีบทบาทสําคญัต่อกระบวนการเกิด
โรคมะเร็งตบั (hepatocarcinogenesis) 

ความสัมพนัธ์ระหว่างการกลายพนัธ์ุของยนีพ ี53 และโอกาสเสี�ยงต่อการเกดิมะเร็งตับ  

 สารอะฟลาทอกซินชนิดบี1 สร้างจากเชื>อรา Aspergillus flavus. เมื(อเขา้สู่ร่างกายสารอะฟ
ลาทอกซินชนิดบี1 ถูกออกซิไดส์โดยไซโตโครม P450 (CYP450) ที(ตบั โดยเปลี(ยนอยู่ในรูป 
AFB1-exo-8,9 epoxide ซึ( งเป็นสารเมตาบอไลทข์องอะฟลาทอกซินชนิดบี 1 ที(มีคุณสมบติัเป็นสาร
ก่อการกลายพนัธ์ุ (mutagenic)  การศึกษาระบาดวิทยาพบประเทศจีนและประเทศแอฟริกาใต ้เป็น
ภูมิภาคที(มีความชุกของมะเร็งตบัสูงและอาหารมีการปนเปื> อนสารอะฟลาทอกซินชนิดบี 1 สูงที(สุด 
ซึ( งเมตาบอไลท์ของสารอะฟลาทอกซินชนิดบี 1 สามารถเหนี(ยวนําให้เกิดการกลายพนัธ์ุแบบ
จาํเพาะต่อยีนพี 53 ในตาํแหน่งเบสที( 3 ของ codon ที( 249 เปลี(ยนแปลงเบสกวานีน (guanine;G) 
เป็นไทมีน (thymine; T) ซึ( งอยูใ่นแอกซอนที( 7 ของยีนเป็นผลทาํให้มีการเปลี(ยนแปลงกรดอะมิโน
จากอาร์จินีน (arginine,R) เป็นเซอรีน (serine,S) ซึ( งการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์249เอส 
เป็นรูปแบบการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ที(พบไดบ้่อยที(สุด [42] จากการศึกษาและเก็บขอ้มูลของ 
IARC [43] พบการกลายพนัธ์ุชนิดอาร์249เอส เกิดขึ>นมากกวา่ร้อยละ 90  ซึ( งเป็นการกลายพนัธ์ุของ
ยนีพี 53  ในผูป่้วยมะเร็งตบัจากภูมิภาคที(ไดรั้บสารอะฟลาทอกซินในระดบัสูง เช่น มณฑล Qidong 
ในประเทศจีนและหลายๆพื>นที(ในประเทศแอฟริกา ส่วนประเทศไตห้วนัและฮ่องกงที(มีการไดรั้บ
สารอะฟลาทอกซินในระดบัปานกลางพบวา่การเกิดการกลายพนัธ์ุดงักล่าวลดลงคิดเป็นร้อยละ 30-
40  และกลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัจากภูมิภาคที(พบว่ามีการได้รับสารอะฟลาทอกซินในระดบัตํ(า เช่น 
ประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศญี(ปุ่น พบว่าเกิดการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิด อาร์249เอส  
นอ้ยกวา่ร้อยละ 6  อยา่งไรก็ตามมีรายงานการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินปริมาณมากๆแบบฉบัพลนั
นั>นเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตไดเ้นื(องจากพิษของอะฟลาทอกซินมีความสัมพนัธ์กบัการตายของ
เซลลต์บั ส่วนการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินปริมาณตํ(า แต่ไดรั้บเป็นระยะเวลานานนั>นพบวา่ไม่เป็น
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สาเหตุของการเสียชีวิต แต่ทาํให้เพิ(มความเสี( ยงต่อการเกิดมะเร็งตับอย่างมาก โดยการได้รับ
สารอะฟลาทอกซินปริมาณมากแบบฉับพลัน นั(นคือ การได้รับสารอะฟลาทอกซินปริมาณ 20 
ไมโครกรัม/กิโลกรัม/วนั ซึ( งพบไดไ้ม่บ่อย [44] ในทางตรงขา้ม ร้อยละ 90 ของกลุ่มที(พบวา่มีความ
เสี( ยงสูงต่อการเกิดมะเร็งตบันั>นได้รับปริมาณสารอะฟลาทอกซินเพียง 0.01-0.3 ไมโครกรัม/
กิโลกรัม/วนัและไดรั้บเป็นระยะเวลานาน [45],[44] 
 จากขอ้มูลของการศึกษาที(ผา่นมาพบวา่ภูมิภาคที(มีอุบติัการณ์ของการเกิดมะเร็งตบัสูงและมี
การระบาดของไวรัสตบัอกัเสบบี มกัจะสัมพนัธ์กับการได้รับสารอะฟลาทอกซิน เช่นเดียวกับ
ประเทศไทยที(พบผูป่้วยมะเร็งตบัและผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีจาํนวนมาก  ถึงแมว้า่ประเทศไทยมี
ปริมาณการปนเปื> อนสารอะฟลาทอกซินอยู่ในระดับปานกลาง แต่เชื(อว่าสารอะฟลาทอกซิน
สามารถเหนี(ยวนาํใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุของยนีพี 53 ไดเ้ช่นเดียวกบัภูมิภาคที(มีการปนเปื> อนสารอะฟ
ลาทอกซินสูง  

ความสัมพนัธ์ระหว่างการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ในกลุ่มผู้ติดเชื%อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื%อรัง และ
โอกาสเสี�ยงต่อการเกดิมะเร็งตับ 

 จากการศึกษาทางระบาดวิทยาพบว่าในกลุ่มประชากรที(มีอุบติัการณ์ของการติดเชื>อไวรัส
ตบัอกัเสบบีแบบเรื> อรังสูงจะพบความสัมพนัธ์ระหวา่งการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินในปริมาณสูง
และความชุกของโรคมะเร็งตบั โดยเฉพาะอยา่งยิ(งในประเทศกาํลงัพฒันา เช่น ไตห้วนั,แกมเบีย,กินี 
และบางมณฑลของประเทศจีน ซึ( งแสดงให้เห็นถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีและ
สารอะฟลาทอกซิน ทั>งสองปัจจยัช่วยเพิ(มโอกาสเสี(ยงต่อการเกิดมะเร็งตบัอย่างมาก [9],[10],[11] 
ส่งผลให้มีการศึกษาเกี(ยวกบัความสัมพนัธ์ของทั>งสองปัจจยัมากขึ>น โดยที(การตรวจพบการกลาย
พนัธ์ุแบบ R249S ใช้เป็นตวับ่งชี> การไดรั้บสารอะฟลาทอกซินชนิดบี 1 โดยศึกษาถึงผลกระทบ
ระหวา่งสารพิษจากเชื>อราและไวรัสตบัอกัเสบบี ผลจากการศึกษาดงักล่าวพบวา่ยงัไม่มีความชดัเจน  
จากการศึกษาในประเทศไตห้วนั พบวา่กลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัที(ตรวจพบการกลายพนัธ์ุชนิดอาร์ 249 
เอสจะเป็นผูที้(ตรวจพบ HBsAg นั(นคือเป็นผูที้(ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีด้วย โดยมีค่าอตัราเสี(ยง
สัมพทัธ์ประมาณ (Odds ratio) ต่อการเกิดมะเร็งตบั เท่ากบั 10 [9] ผลการศึกษาคลา้ยกบัการศึกษา
ในมณฑล Qidong ประเทศจีน โดยการกลายพนัธ์ุชนิดอาร์249เอส ตรวจพบในผูที้(ติดเชื>อไวรัสตบั
อกัเสบบีแบบเรื>อรัง [10] ประเทศที(มีอตัราการเกิดมะเร็งตบัสูงและมีการระบาดของไวรัสตบัอกัเสบ
บีมกัจะสัมพนัธ์กบัการไดรั้บสารอะฟลาทอกซิน ทาํให้ประชากรที(ไดรั้บปัจจยัเสี(ยงทั>งสองร่วมกนั
มีโอกาสเสี(ยงต่อการเกิดมะเร็งตบัเพิ(มสูงขึ>นเป็นเท่าตวั [46]  การไดรั้บสารอะฟลาทอกซินในพื>นที( 
Sub-saharan Africa และ เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ซึ( งทั>งสองภูมิภาคมีการปนเปื> อนสารอะฟลาทอก
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ซินมากและสัมพนัธ์กบัการเพิ(มโอกาสเกิดมะเร็งตบั โดยเฉพาะผูที้(ไดรั้บสารอะฟลาทอกซินและติด
เชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีร่วมดว้ย [47]  
 อยา่งไรก็ตามแมจ้ะพบวา่มีการศึกษาในลกัษณะที(คลา้ยกนัในอดีต [11],[48],[49] ซึ( งผลที(
ไดจ้ากการศึกษาพบวา่ความสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัทั>งสองสามารถเพิ(มโอกาสเสี(ยงการเกิดมะเร็งตบั
นั>นยงัไม่ชดัเจนและพบขอ้มูลค่อนขา้งนอ้ยที(แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบ
บีและสารอะฟลาทอกซินในการเกิดการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์249เอส เนื(องมาจากกลุ่ม
ประชากรที(ทาํการศึกษามีจาํนวนน้อยเพราะผูป่้วยมะเร็งตบัที(ไม่ได้ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีใน
การศึกษาเหล่านั>นมีน้อยมาก ทาํให้ไม่สามารถบอกถึงความสัมพนัธ์ที(แทจ้ริงได ้รวมทั>งการศึกษา
ของการกลายพนัธ์ุชนิดอาร์ 249 เอส  ในผูป่้วยมะเร็งตบัที(มี HBsAg และผูป่้วยมะเร็งตบัที(ไม่พบ 
HBsAg จะแปลผลไดย้ากเพราะการเกิดมะเร็งตบัเกิดจากหลายปัจจยัและปัจจยัต่างๆก็มีปฏิสัมพนัธ์
กนั  กล่าวคือการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีอาจทาํให้การกลายพนัธ์ุชนิดอาร์ 249 เอส เกิดง่ายขึ>น 
หรือ ผูป่้วยที(ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีอยูแ่ลว้มีโอกาสเกิดมะเร็งตบัสูง ขณะที(ผูที้(ไม่ติดเชื>อไวรัสตบั
อกัเสบบี แต่มีกลายพนัธ์ุของยนีพี 53 ชนิดอาร์ 249 เอส ก็สรุปผลไม่ไดเ้นื(องจากยงัมีปัจจยัเสี(ยงอื(นๆ
ที(ร่วมส่งเสริมการเกิดมะเร็งตบั ซึ( งไม่สามารถเก็บขอ้มูลไดท้ั>งหมด นอกจากนี>พบขอ้จาํกดัในเรื(อง
ปริมาณการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินในประชากรที(ทาํการศึกษา ,การเกิดการกลายพนัธ์ุของยีนพี 
53 ในผูป่้วยแต่ละคน หรือ วิธีที(ใชว้ิเคราะห์อาจไม่มีความไวและความจาํเพาะเพียงพอ รวมทั>งการ
ตรวจหาการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ในเลือดยงัขึ>นอยู่กบัการแตกหรือสลายตวัของเซลล์ตบัผูป่้วย
ดว้ย  
 ในการศึกษาวิจยันี> ไดศึ้กษาหาความสัมพนัธ์ระหว่างกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์249
เอส ในเลือดและการเกิดโรคมะเร็งตบัในกลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรังในประเทศไทย 
รวมทั>งศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างปัจจยัต่างๆของไวรัสตบัอกัเสบบีและการเกิดโรคมะเร็งตบัใน
ประเทศไทย โดยงานวิจยันี> ใชเ้ทคนิค RFLP เพื(อตรวจหาการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิด อาร์249 
เอส ในเลือดซึ( งความรู้ความเขา้ใจจากการศึกษานี>  สามารถนาํไปใช้เป็นแนวทางป้องกนัการเกิด
มะเร็งตบัและลดจาํนวนผูป่้วยที(ตอ้งเสียชีวิตจากโรคมะเร็งตบัได ้โดยการลดปัจจยัเสี(ยงที(สัมพนัธ์
ต่อการเกิดมะเร็งตบั นั(นคือ การจาํกดัปริมาณการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินและลดจาํนวนผูติ้ดเชื>อ
ไวรัสตบัอกัเสบบี นอกจากนี>การตรวจพบการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิด อาร์249เอสในเลือด อาจ
นาํไปใชเ้ป็นตวับ่งชี>  (biomarker) การไดรั้บสารอะฟลาทอกซินหรือเพื(อใชใ้นการพยากรณ์การเกิด
มะเร็งตบัในระยะแรกได ้
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บทที�  3 

วธีิดําเนินการวจิัย 
 

รูปแบบการวจัิย 

 รูปแบบการวิจยัเป็นการศึกษาแบบ case-control study โดยการวิจยันี> ไดผ้า่นการพิจารณา
และอนุมติัโดยคณะกรรมการจริยธรรมจากคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (Ethics 
Committee of the hospital and Faculty of Medicine, Chulalongkorn University) หมายเลข IRB 
408/54 
ประชากรศึกษา 

1. กลุ่มประชากรเป้าหมาย (Target Population) 
 1.1 กลุ่มที(ทาํการศึกษา คือ กลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรัง ที(ไดรั้บการ
วินิจฉัยจากแพทย์ว่าเป็นผูป่้วยมะเร็งตบั (Hepatocellular carcinoma) ที(เขา้รับการ
รักษาที(โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทยและมีอายตุั>งแต่ 18 ปีขึ>นไป 

 เกณฑที์(ใชใ้นการคดัเลือกเขา้มาศึกษา (Inclusion criteria) 
1) ผูป่้วยเชื>อชาติไทย ที(มีอายมุากกวา่ 18 ปี  
2) ผูที้(ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี ซึ( งตรวจพบ HBsAg และตรวจพบสารพนัธุกรรมของ

เชื>อไวรัสตบัอกัเสบี (HBV DNA) ซึ( งใชก้ระบวนการคดัเลือกตวัอยา่งแบบสุ่ม โดย
ทาํการสุ่มตวัอย่างมาจากซีรัมของกลุ่มผูป่้วยโรคตบัอกัเสบเรื> อรัง (Chronic liver 
disease) และ กรณีกลุ่มที'ทาํการศึกษา ตอ้งเป็นผูป่้วยที(ไดรั้บการวินิจฉัยทางรังสี
วิทยาและ/หรือใชก้ารวินิจฉยัยืนยนัทางพยาธิวิทยาจากชื>นเนื>อตบัวา่เป็นมะเร็งตบั 
(Hepatocellular carcinoma) ที( เข้ารับการรักษาและเฝ้าติดตามการรักษาที(
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 

3) ไม่เป็นผูที้(มีโรคที(เป็นอนัตรายจากการเจาะเลือด เช่น Hemophilia 
4) ผูที้(เซ็นตใ์บยนิยอมเขา้ร่วมการศึกษาวจิยั 

 เกณฑที์(ใชใ้นการตดัออก (Exclusion criteria) 
1) ผูป่้วยที(ไม่ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี  
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2) ผูที้(มีประวติัการติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบซีหรือผูที้(มีการติดเชื>อไวรัสเอชไอวีร่วมกบั
การติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี 

3) ผูที้(มีประวติัการดื(มเครื( องดื(มแอลกอฮอล์ปริมาณมากหรือผูที้( มีประวติัการติด
แอลกอฮอลห์รือไดรั้บการรักษาดว้ยยาตา้นไวรัสในช่วงเวลาที(มีการเก็บตวัอยา่ง 

4) ผูป่้วยที(ไม่ไดรั้บการวนิิจฉยัยนืยนัจากแพทยว์า่เป็นผูป่้วยมะเร็งตบัหรือตรวจพบวา่
เป็นมะเร็งชนิดอื(นร่วม 

5) ผูที้(ไม่สามารถเซ็นต์ใบยินยอมเขา้ร่วมการศึกษาวิจยัหรือไม่ยินยอมเขา้ร่วมการ
ศึกษาวจิยั 

1.2 กลุ่มควบคุม คือ กลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื> อรังที(ไม่เป็นมะเร็ง
ตบั รวมทั>งผูป่้วยโรคตบัเรื> อรังและไม่เป็นมะเร็งตบั ที(เขา้รับการรักษาที(
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย และมีเชื>อชาติไทยอายุตั>งแต่ 18 ปี
ขึ>นไป 

2. ขนาดของประชากรตวัอยา่ง (Sample size) คาํนวณโดยใชสู้ตรดงันี>   

  โดย      N   =    [Zα√2p (1-p) + Z β√ p1 (1-p1) + p2 (1-p2)] 2 
        (p1 - p2)

2 
 
   N    หมายถึง ประชากรที(ศึกษาในแต่ละกลุ่ม  
      P1   หมายถึง อตัราที(คาดวา่ประชากรกลุ่มควบคุมจะมีปัจจยัที(ผูว้จิยัสนใจ ซึ( งนาํมา
จากการศึกษาในอดีต เนื(องจากไม่ไดมี้การทาํ pilot test ดงันั>น P0 = 0.03  
โดยค่า P0 ที(นาํมาคาํนวณ เป็นค่าที(อา้งอิงจากการศึกษาของ Kirk GD, et al.2005. [11] 
          P2   หมายถึง อตัราที(คาดวา่ประชากรกลุ่ม case จะมีปัจจยัที(ผูว้จิยัสนใจ 
โดย P2   มีค่าเท่ากบั P1x OR / [1+P1(OR-1)]    
         OR (Odds ratio) หมายถึง ค่าอตัราเสี(ยงสัมพทัธ์ประมาณ ไดม้าจากการศึกษาใน
อดีตที(ศึกษาในรูปแบบที(คลา้ยคลึงกนั โดยกาํหนดใหค่้า Odds ratio = 10  
โดยค่า Odds ratio ที(นาํมาใชค้าํนวณหาจาํนวนกลุ่มประชากรศึกษามาจากการศึกษาของ 
Kirk GD,et al.2005 [11] 
          P   มีค่าเท่ากบั (P2+ P1)/2     

                Zα  ค่าสถิติมาตรฐานใตโ้คง้ปกติแทนความคลาดเคลื(อนชนิดที( 1 แบบ two-tail 

test โดย Zα/2 = 1.96 เมื(อกาํหนด α = 0.05   
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  Zβ   ค่าสถิติมาตรฐานใตโ้คง้ปกติแทนความคลาดเคลื(อนชนิดที( 2 โดย Zβ มีค่า 
1.28 ที(ระดบัของความคลาดเคลื(อนร้อยละ 10  

 แทนค่าในสมการขา้งตน้     
 
 ดงันั>น  N   = [1.96 √2*0.1*0.9 + 1.28√ (0.03*0.97) + (0.24*0.76)]2  
               (0.03 – 0.24)2 
     N = 53.49  
   

 ดงันั>นจะตอ้งมีจาํนวนตวัอย่างในกลุ่มที(ทาํการศึกษา (case)  และกลุ่มควบคุม (control) 

โดยมีตวัอยา่งในแต่ละกลุ่ม อยา่งนอ้ยกลุ่มละ 54 ราย เพื(อความแน่นอนและถูกตอ้งของขอ้มูล และ

ป้องกนัการสูญหายของตวัอยา่ง จึงตอ้งทาํการเก็บตวัอย่างให้มากที(สุดเท่าที(สามารถเก็บได ้โดยที(

จบัคู่ (match) ขอ้มูลเพศ,อาย ุ โดยพยายามจบัคู่ใหท้ั>งสองกลุ่มใกลเ้คียงกนัมากที(สุด 

วสัดุอุปกรณ์ และสารเคมีที�ใช้ในการวจัิย 

1. วสัดุที(ใชใ้นงานวจิยั 

• Pipette tip: 10 µl, 200 µl และ 1,000 µl (Elkay, Ireland) 

• Microcentrifuge tube: 0.2 ml และ 1.5 ml (Axygen, USA) 

• Microwave oven (Sanyo, Japan) 

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

• Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Pyrex, USA) 

• Cylinder: 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Pyrex, USA) 

• Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Duran, USA) 

• Pipette rack (Eppendorf, Germany) 

• Parafilm (American Nation Can, USA) 

• Pasteur pipette (Hycon Plastics Inc., USA) 

• Plastic wrap 

• Stirring-magnetic bar 

• Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 

• Combs (Bio-RAD, Hercules, California)  
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2. อุปกรณ์ที(ใชใ้นงานวจิยั 

• Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey, USA) 

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

• Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland) 

• Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 

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

• Freezer -20˚C (Sanyo, Japan) 

• Freezer -70˚C (Forma Scientific, USA) 

• Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 

• Incubator (Memmert, Germany) 

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

• PCR Cabinet (Augusta) 

• PCR Mastercycler personal (Eppendorf, Germany) 

• Power supply model 250 (Giboco BRL,USA) 

• Rotor- Gene PG-3000™(CR CORBETT Research, Sydney, Australia) 

• Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich, USA) 

• Refrigerator 4°C (Misubishi, Japan) 

• UV transilluminator (Fotodyne, USA) 

• Vortex mixer (Scientific Industry, USA) 

• Water Purification equipment (Water pro Ps, USA) 
3. สารเคมีทั(วไปที(ใชใ้นการวจิยั 

• Phosphate buffered saline (PBS) (Bio Basic Inc.) 

• Absolute ethanol (Sigma, Singapore) 
4. สารเคมีสาํหรับสกดั DNA (DNA extraction) 

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

• Absolute ethanol (Merck, Germany) 
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• Chloroform (Sigma, MO, USA) 

• Glycogen (USB, Cat no. 16445) 

• Isoamyl alcohol (BDH, UK) 

• Phenol (amresco, ohio, USA) 

• Proteinase K (Sigma, Singapore) 

• Tris-HCl (USB, Hong Kong) 
5. สารเคมีสาํหรับเพิ(มปริมาณ DNA ดว้ย PCR 

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

• Distill water (DW) 

• DNA template  

• Specific primers: forward primers และ reverse primer 

6. สารเคมีสาํหรับตรวจการกลายพนัธ์ุยนีพี 53 ชนิดอาร์249เอสโดยวธีิตดัดว้ยเอนไซม์

จาํเพาะ  

• HeaIII (New England BioLabs inc, Ipswich, MA)  

• 10X Buffer (New England BioLabs inc, Ipswich, MA 

• Distill water (DW) 

• DNA template  
7. สารเคมีสาํหรับการทาํ Agarose gel electrophoresis 

• GeneRuler 100 bp DNA ladder Plus (Fermentas,Cat no. SM0321) 

• Agarose, Low EEO, Molecular Biology grade (Reserch Organics,Cat no. 1170A)  

• 1X Tris borate buffer (1XTBE) 

• Boric acid (Fisher scientific, UK) 

• Tris base (Promega, USA) 

• EDTA (Amersham life science, UK) 

• Ethidium Bromide (SIGMA, USA) 
8. สารเคมีสาํหรับทาํผลิตภณัฑ ์PCR ใหบ้ริสุทธิ�  

• Agarose GelExtract Mini Kits (5PRIME, Germany) 
9. โปรแกรมสาํหรับการวเิคราะห์ขอ้มูลทาง Bioinformatic 
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• BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.0.9) 

• Chromas Lite (version 2.01) 

• SeqMan (DNA STAR, Madison, WI) 

• EditSeq (DNA STAR, Madison, WI) 

• Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) (version 4.0.2) 

• HBV Genotyping Tool (NCBI) 

วธีิดําเนินการวจัิย 

1. การเกบ็ตัวอย่าง (Specimen collection)  

 การเก็บตวัอย่างจากผูย้ินยอมเขา้ร่วมการวิจยัตั>งแต่มกราคม พ.ศ.2553 ถึง ธันวาคม พ.ศ.
2555 โดยเก็บตวัอยา่งเลือดจาก peripheral venous blood ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ดว้ยเทคนิคปลอด
เชื>อ ใส่ตวัอย่างเลือดในหลอดที(ไม่มีสารกนัเลือดแข็ง (Clot blood) จากนั>นทาํการปั(นแยกเพื(อ
ตกตะกอนเม็ดเลือดแดงที(ความเร็ว 3,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที(อุณหภูมิห้อง เพื(อแยกเก็บซีรั(ม
นาํไปใส่หลอด microcentrifuge tube เก็บไวที้(อุณหภูมิ -70 °C เพื(อทาํการตรวจทางวิทยาภูมิคุม้กนั
ดว้ยวิธี ELISA เพื(อหาแอนติเจนต่อเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีและตรวจคดักรองการติดเชื>อไวรัสชนิด
อื(นร่วม และเพื(อใชส้กดั DNA ทาํการทดสอบลกัษณะทางพนัธุกรรมต่อไป 

2. การสกดัดีเอน็เอ (DNA extraction) 

  ทาํการสกดั DNA จากซีรั(ม ในกลุ่มผูที้(ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื> อรัง ที(ไดรั้บการ
วินิจฉัยว่าเป็นมะเร็งตบัและกลุ่มควบคุมซึ( งไม่เป็นมะเร็งตบั โดยใช้เทคนิค phenol-chloroform-
isoamyl alcohol extraction และตรวจทางอณูไวรัสวิทยาของไวรัสตบัอกัเสบบี และทดสอบการ
กลายพนัธ์ุชนิดอาร์249เอส โดยวธีิ RFLP เพื(อตรวจหาการกลายพนัธ์ุ 
 การสกดัสารพนัธุกรรมไวรัสตบัอกัเสบบีมีขั>นตอนดงัต่อไปนี>  

1. ใช้ตวัอย่างซีรั(มของผูที้(ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรังปริมาณ 100 µl เติม 
lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 M EDTA pH 8.0,0.5%SDS) ลงไป
ประมาณ 400 µl และเติม proteinase K (20 mg/ml) ปริมาณ 10 µl จากนั>นผสมให้

เขา้กนั แลว้อุ่นที(อุณหภูมิ 50°C ประมาณ 1-2 ชั(วโมง  



24 

 

2. เติม phenol ปริมาณ 250 µl. และ chloroform : isoamyl alcohol (49:1) ปริมาณ 250 

µl. แลว้นาํไปปั(นดว้ยความเร็ว 13,500 rpm ที(อุณหภูมิ 4°C นาน 20 นาที  
3. จากนั>นเตรียม micro tube อีกอนั โดยเติม glycogen ปริมาณ 4 µl และ absolute 

ethanol ปริมาณ 800 µl และ 2M NaOAc ปริมาณ 40 µl แลว้ดูดนํ> าส่วนใส 
(supernate) ที(ไดจ้ากขอ้ (2) ใส่ลงใน micro tube อนัใหม่ แลว้ผสมกนัโดยใช ้ 
vortex  

4. นาํไปเก็บที(อุณหภูมิ -70 °C นาน 30 นาที หรือ เก็บที(อุณหภูมิ -20 °C เก็บไว้
ขา้มคืน 

5. เมื(อครบเวลาที(กาํหนด นาํมาปั(นดว้ยความเร็ว 13,500 rpm ที(อุณหภูมิ 4°C นาน 30 
นาที ทาํการดูดส่วนใสทิ>ง ในขั>นตอนนี> ตอ้งระมดัระวงัไม่ดูดส่วนที(เป็นตะกอน 
(pallet) ทิ>ง  จากนั>นนาํส่วนตะกอนที(เหลือลา้งดว้ย 70%  ethanol ปริมาณ 1 ml 

แลว้นาํไปปั(นดว้ยความเร็ว 13,500 rpm ที(อุณหภูมิ 4°C นาน 20 นาที  
6. ดูดส่วนใส (supernate) ทิ>งออกให้หมด ให้เหลือเฉพาะส่วนที(เป็นตะกอนสีขาว 

(pallet) ที(กน้ micro tube แลว้นาํไปอบใหแ้หง้โดยใชเ้วลาประมาณ 15 นาที 
7. นาํตะกอนที(ไดม้าละลายดว้ยนํ> ากลั(นปลอดเชื>อ (sterile distilled water)    30 µl ทาํ

การเก็บส่วนของสารละลาย DNA ที(สกดัได ้(HBV DNA) โดยเก็บที(อุณหภูมิ -

20°C เพื(อรักษาสภาพของ DNA เอาไว ้

3. การวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ส่วน pre-S1/pre-s2/S และ การวิเคราะห์สายพันธ์ุของไวรัส
ตับอกัเสบบี (HBV genotyping) 

1. นาํ DNA ของไวรัสตบัอกัเสบบีที(สกดัไดไ้ปเพิ(มปริมาณ DNA ดว้ยวธีิ PCRใชไ้พร
เมอร์ (Primer) 1 คู่ ประกอบดว้ย  PF+ (PreS1F+:5’- GGGTCACCATATTCTT  
GGGAAC-3’) เป็น forward primer และ R5-5’TCGGGTTTTCTGGGTGTTAAG 
3’ เป็น reverse primer ซึ( งไพรเมอร์ครอบคลุม บริเวณ pre-S1/pre-S2/S ของเชื>อ
ไวรัสตบัอกัเสบบี 

2. เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยา PCR เพื(อเพิ(มปริมาณ DNA ของไวรัสตบัอกัเสบบี   ดงันี>  
สารละลาย DNA 2 µl, เติม primer แต่ละชนิดปริมาณ 0.5 µl, ใส่ 10 µl ของ 2.5x 

MasterMix (Eppendorf, Germany)แลว้เติมนํ> ากลั(นปลอดเชื>อ(sterile distilled 
water) ให้มีปริมาตรสุดทา้ย เท่ากบั 25 ul จากนั>นนาํ micro  tube ที(ใส่สารละลาย
ทั>งหมดเรียบร้อยแล้วนําไปใส่เครื( อง PCR thermocycler (Eppendorf AG, 
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Hamburg, Germany)โดยปฏิกิริยามี 3 ขั>นตอน ภายใต ้สภาวะที(เหมาะสมของแต่
ละขั>นตอน ดงันี>   

3. เริ(มตน้ปฏิกิริยา denaturation ที(อุณหภูมิ 94°C ระยะเวลา 3 นาที แลว้ตามดว้ย

ปฏิกิริยาที(อุณหภูมิ 94°C ระยะเวลา 30 วินาที ขั>น Annealing ใชอุ้ณหภูมิ 55°C 

ระยะเวลา 30 วนิาที และขั>น Extension ใชอุ้ณหภูมิ 72°C ระยะเวลา 1 นาที โดยจะ

เกิดปฏิกิริยาจาํนวน 35 รอบ และในปฏิกิริยาสุดทา้ยที(อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 7 
นาที 

4. ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ที(ไดจ้ากการทาํ PCR (PCR product) โดยใช ้2% agarose gel 
electrophoresis โดยขนาดของผลผลิต คือ 1,414 bp. จากนั>น  ทาํการแยกผลิตผล

ของ PCR ออกจาก agarose gel โดยใช ้ Agarose Gel Extract Mini Kit  
5. ทาํการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยวธีิ Direct Sequencing นาํลาํดบั 

นิวคลีโอไทด์ที(ไดม้าแกไ้ขโดยใชโ้ปรแกรม SEQMAN (LASERGENE program 
package, DNASTAR) และนํามาวิเคราะห์เปรียบเทียบด้วยโปรแกรม 
CLUSTAL_W (version 1.83) เพื(อตรวจหาการกลายพนัธ์ุและการขาดหายของนิ
วคลีโอไทด์ และแยกจีโนไทป์ของไวรัสตบัอกัเสบบีโดยใช ้Genotyping tool และ
วธีิ Phylogenetic analysis 

4. การวเิคราะห์ปริมาณไวรัสตับอกัเสบบีในซีรั�มตัวอย่าง (HBV viral load)   

1. เตรียม HBV DNA standard โดยใชพ้ลาสมิด pGem-T Easy Vector ที(ใส่ชิ>นส่วน
ผลผลิต PCR (ใช ้PF+ เป็น forward primer และ R3 เป็น reverse primer) ที(ทาํให้
บริสุทธิ� แลว้ หลงัจากนั>นเตรียมพลาสมิดให้มีความเขม้ขน้ ระหวา่ง 102 ถึง 1010 
copies/ µl นาํมาหาความเขม้ขน้ดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงที(ความยาวคลื(น 260 
นาโนเมตร แลว้เตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve) เพื(อวิเคราะห์หาปริมาณ 
DNA ของไวรัส ตบัอกัเสบบีดว้ยวธีิ real-time PCR  

2. เตรียมส่วนผสมของสารในการทาํปฏิกิริยาเพื(อวิเคราะห์ปริมาณ DNA ไวรัสตบั       
อกัเสบบี ดงันี>  

ตารางที( 2 แสดงส่วนผสมของสารที(ใชท้าํปฏิกิริยา Real-time PCR เพื(อทาํการวดัปริมาณ 
HBV DNA ในซีรั(ม  
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ส่วนผสม (Master mix) ปริมาตร (ไมโครลติร : µl) 

นํ>ากลั(นปลอดเชื>อ (distilled water) 5.5  µl 

5 PRIME MasterMix 5.0  µl 

Magnesium (Mg2+) 0.5  µl 

Forward primer; 25 µM PF+ 0.5  µl 
Reverse primer ; 25 µM PR2 0.5  µl 

10x SYBR Green 0.2  µl 

Master mix ปริมาตรรวม              12.2  µl 

 
3. นาํส่วนผสมต่างๆที(เตรียมเป็น master mix ปริมาตร 12.2 µl ใส่ DNA template ที(

ตอ้งการวิเคราะห์ปริมาณ 1µl แลว้ทาํการเพิ(มจาํนวนและวดัปริมาณ DNA ของ

ไวรัสตบัอกัเสบบีดว้ยเครื(อง Roter Gene 

5.  การวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุของไวรัสตับอกัเสบบี (HBV mutations) 

 1.    นาํ HBV DNA ที(สกดัไดไ้ปเพิ(มปริมาณ DNA ดว้ยวิธี PCRใชไ้พรเมอร์ (Primer) 
 1 คู่ ประกอบด้วย X101 :5’-TCTGTGCCTTCTCATCTG -3’เป็น forward 
 primer และCO2 : 5’-GTGAGGTGAACAATG TTCCG -3’ เป็น reverse primer 
 ซึ( งไพรเมอร์ครอบคลุมบริเวณ EnhII/BCP/PC gene ของเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี 
 ขนาดของผลผลิต คือ 530 bp. ทาํการเพิ(มจาํนวนปริมาณ DNA โดยใชส่้วนผสม
 ต่างๆในการทาํปฏิกิริยา, อุณหภูมิและเวลาตามที(กล่าวมาแลว้ 

 2.     ตรวจสอบผลผลิตที(ได ้ดว้ย 2% agarose gel electrophoresis กรณีที(ไม่สามารถ
  เพิ(มจาํนวน HBV DNA ที(ตอ้งการได ้ใชเ้ทคนิค Reverse Nested PCR โดยใช้
  ไพรเมอร์อีกคู่ คือX101 :5’-TCTGTGCCTTCTCATCTG-3’ เป็น forward  
  primer และ PC1 :5’-CTTTCTTCAGTCTTCCG-3’เป็น reverse primer ขนาด
  ของผลผลิต คือ 423 bpตรวจสอบผลิตภณัฑ์ที(ไดจ้ากการทาํ PCR (PCR product) 
  โดยใช ้2% agarose gel electrophoresis จากนั>นทาํการแยกผลิตผลของ PCR ออก

  จาก agarose gel โดยใช ้ Agarose Gel Extract Mini Kit  
 3.  ทาํการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทด์ดว้ยวิธี Direct Sequencing นาํลาํดบันิวคลี
  โอไทดที์(ไดม้าแกไ้ขโดยใชโ้ปรแกรม SWQMAN (LASERGENE program  
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  package, DNASTAR) และนาํมาวเิคราะห์เปรียบเทียบดว้ยโปรแกรม  
  CLUSTAL_W (version 1.83) แลว้วเิคราะห์การกลายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบี
  ในบริเวณ EnhII/BCP/PC โดยอาศยัการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทด ์

6.  การตรวจหาการกลายพันธ์ุยีนพี 53ชนิดอาร์249เอส โดยวิธีการตัดด้วยเอนไซด์ที�มี
ความจําเพาะและแยกตามความหลากหลายของความยาวสายพนัธุกรรม  

1. นาํ DNA ไปเพิ(มจาํนวนส่วนของเอกซอน 7 โดยการทาํ PCR 2 ครั> ง(Nested PCR)  
โดยผสมสารละลาย DNA 2 µl เขา้กบัสารละลาย PerfectTaq Plus Master Mix Kit 
(5-Prime, Hamburg, Germany) 10 µl.และไพรเมอร์ปริมาตร 0.5 µl. ประกอบดว้ย
ไพรเมอร์ 2 ตวั คือ (1.25 mM outer forward primer (TP53-OS: 5’-
CTTGCCACAGGTCTCCCCAA -3’) และ1.25 mM outer reverse ward primer 
(TP53-OAS:5’-AGGGGTCAGCGGCAAGCAGA-3’) และเติมนํ> ากลั(นจนมี
ปริมาตร 25 µl. 

2. ดาํเนินการเพิ(มจาํนวน DNA ในส่วนของเอกซอน 7 โดยเริ(มกระบวนการ PCR 
โดยใชอุ้ณหภูมิและจาํนวนรอบดงันี>    94oC นาน 3 นาที, ตามดว้ย 94oC นาน 18 
วินาที ,50oC นาน 21 วินาที, และ ที(อุณหภูมิ 72oC นาน 1.30 นาที ทาํขั>นตอนนี>ซํ> า 
40 รอบ,  สุดทา้ยทาํปฏิกิริยาที(อุณหภูมิ 72oC นาน 10 นาที.   

3. นาํผลิตภณัฑจ์าก PCR ที(ได ้ซึ( งเป็นเอกซอน 7 ที(มีความยาวประมาณ 237 คู่เบส มา
เพิ(มจาํนวนอีกครั> งโดยทาํ PCR ใช้ไพรเมอร์อีกคู่ซึ( งจบักบัส่วนปลายของ PCR 
product ของครั> งแรก (คือใชส้ารละลาย เช่นเดียวกบัขอ้ 1. แต่เปลี(ยนไพรเมอร์เป็น 
1.25 mM inner forward primer (TP53-OS: 5’-AGG CGC ACT GGC CTC ATC 
TT-3’) และ1.25 mM inner reverse ward primer (TP53-OAS: 5’-TGT GCA GGG 
TGG CAA GTG GC-3’) โดยใช ้PCR product ที(ไดจ้ากขอ้ 1.ปริมาณ 0.5 µl. 

4. นาํผลิตภณัฑที์(ไดจ้าก PCRครั> งที( 2 มาแยกบน 2% Agarose gel electrophoresis 
 และผา่นดว้ยกระแสไฟฟ้า (electrophoresis) นาํมายอ้มดว้ยสารละลายเอธิเดียม 
โบรไมด์และดูดว้ยกลอ้งยวูี (UV transluminator) โดยผลผลิตที(ไดจ้ะเป็นแถบ 2 
แถบที(มีความยาว 237 และ 177 คู่เบส (เพราะใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิด) 

5. นาํมาตรวจการกลายพนัธ์ุโดยวธีิตดัดว้ยเอนไซมจ์าํเพาะโดยใชเ้อนไซม ์restriction 
endonuclease ชื(อ HaeIII ซึ( งจะตดัสายดีเอนเอในตาํแหน่งที(มีคู่เบสเป็น CCGG 
เท่านั>น ซึ( งตาํแหน่งดงักล่าวเป็นตาํแหน่งโคดอนที( 249 พอดี แต่ยงัมีตาํแหน่ง 
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CCGG อีกตาํแหน่งที(ส่วนตน้ของผลิตภณัฑ ์PCR ของการศึกษานี> ที(เป็น CCGG 
ซึ( งจะโดนตดัเช่นกนั ทาํปฏิกริยาโดยผสมเอนไซม ์HeaIII (New England BioLabs 
inc, Ipswich, MA) 1 ยนิูตกบั 10X Buffer 4 (New England BioLabs inc, Ipswich, 
MA) 2 µl. และผลิตภณัฑจ์ากพีซีอาร์ครั> งที( 2 ปริมาตร 15 µl. แลว้เติมนํ>ากลั(นจนมี
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  

6. ทิ>งสารละลายดงักล่าวไวข้า้มคืนที(อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
7. จากนั>นตรวจสอบผลการตดัด้วยเอนไซม์ โดยนาํมาแยกบน 3% Agarose gel 

electrophoresis และผา่นดว้ยกระแสไฟฟ้า (electrophoresis) นาํผลิตภณัฑ์ที(ไดม้า
ยอ้มดว้ยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดแ์ละดูดว้ยกลอ้งยวู ี(UV  transluminator) 

8. การแปลผล เนื(องจาก HaeIII จะตดัสายดีเอนเอไดที้(ตาํแหน่งที( 12, 24, และ 116 ซึ( ง
ตาํแหน่ง 116 ตรงกบัโคดอน 249 โดยในตวัอย่างที(ไม่มีการกลายพนัธ์ุจะพบว่า
แถบเรืองแสงจะปรากฏที(ความยาว 12, 61 และ 92 คู่เบส ขณะที(ตวัอยา่งที(มีการ
กลายพนัธ์ุจะพบวา่แถบเรืองแสงจะปรากฏที(ความยาว 12 และ153 คู่เบส  

7. การตรวจสอบผลการทํา PCR โดยวิธี Agarose gel electrophoresis และการทํา PCR 
product ให้บริสุทธิcด้วย Agarose Gel Extract mini kit   

 หลงัจากนาํ PCR product ที(ไดม้าทาํการตรวจสอบดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis เมื(อ
พบแถบของ PCR product ที(ตอ้งการแลว้จึงทาํการตดั gel บริเวณนั>นออก เพื(อนาํไปทาํให้บริสุทธิ�
ดว้ย Agarose Gel Extract mini kit ซึ( งมีขั>นตอนดงันี>  

1. เติม buffer PS ลงไปจากนั>นนาํไปอุ่นที( 50 °C จนกระทั(ง gel ละลายเป็นเนื>อ
เดียวกนัจนหมด 

2. ระหวา่งรอเวลาให้เตรียม CB2 column ที(จดัไวใ้ห้จากนั>นเติม buffer BL 500 µl 
แลว้จึงนาํไป centrifuge ที( 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน collection 
tube ทิ>งขั>นตอนนี>ทาํเพื(อชะลา้ง filter ใหพ้ร้อมสาํหรับขั>นตอนต่อไป 

3. ดูด gel ที(ละลายแลว้ลงใน CB2 column จากนั>นจึงนาํไป centrifuge ที( 13,000 rpm 
เป็นเวลา 1 นาที แลว้เทสารละลายใน collection tube ทิ>ง  

4. เติม buffer PW 600 µl นาํไป centrifuge เป็นเวลา 1 นาที แลว้เทสารละลายใน 
collection tube ทิ>ง 

5. ทาํซํ> าขั>นตอนขา้งตนอีกครั> งแต่ใช ้buffer PW แค่ 500 µl จากนั>นเทสารละลายใน 
collection tube ทิ>ง 
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6. ทาํการ centrifuge เพิ(มอีก 2 นาที จากนั>นยา้ย CB2 column ลงใน microcentrifuge 
tube 1.5 ml ใหม่ 

7. เติม buffer PEB ปริมาณ 50 µl แลว้ตั>งทิ>งไว ้2 นาที จากนั>นนาํไป centrifuge 1 
นาที จะได ้PRC product ที(บริสุทธิ� ตามตอ้งการ 

 นาํ PCR product ที(ไดจ้ากการทาํใหบ้ริสุทธิ� ปริมาณ 5µl มาตรวจอีกครั> งดว้ยวิธี agarose gel 
electrophoresis เพื(อตรวจสอบดูวา่มี DNA ที(ตอ้งการหรือไม่ จากนั>นจึงส่งตรวจวเิคราะห์ลาํดบั 
นิวคลีโอไทดที์(บริษทั First base laboratories SDN BHD ประเทศมาเลเซีย 
 อ่านผลลาํดบันิวคลีโอไทดที์(ไดด้ว้ยโปรแกรม Chromas Lite (version 2.0.1) เพื(อตรวจสอบ
เบื>องตน้วา่ลาํดบันิวคลีโอไทด์ที(ไดว้า่มีความสัมพนัธ์กบักราฟ chromatogram หรือไม่ แลว้ทาํการ
วเิคราะห์ต่อไป 

8. การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ (DNA analysis) 

 โดยใชโ้ปรแกรมต่อไปนี>  

• Chromas Lite (version 2.0.1) เป็นโปรแกรมที(ใช้สําหรับดูลาํดบันิวคลีโอไทด์และกราฟ
ของลาํดบันิวคลีโอไทด ์

• BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.0.9) ใชส้ําหรับการจดัเรียง (alignment) 
ลาํดบันิวคลีโอไทด์เพื(อเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ที(ไดจ้ากการวิจยันี> กบัลาํดบันิวคลี
โอไทดอ์า้งอิงซึ( งมีอยูใ่นฐานขอ้มูลของธนาคารรหสัพนัธุกรรม (GenBank) 

• SeqMan เป็นโปรแกรมที(ใชใ้นการประกอบสาย forward และ reverse ของลาํดบันิวคลีโอ
ไทดเ์ขา้ดว้ยกนั 

• EditSeq เป็นโปรแกรมที(ใชใ้นการ export นิวคลีโอไทดที์(ประกอบแลว้จาก SeqMan 

• นาํลาํดบันิวคลีโอไทด์ที(ไดม้าทาํการตรวจสอบโดยใชโ้ปรแกรม Chromas Lite (version 
2.0.1) จากนั>นนาํไปเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ในฐานขอ้มูลของธนาคารรหัส
พนัธุกรรมโดยใชโ้ปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพื(อยืนยนัใน
ขั>นตน้วา่ลาํดบันิวคลีโอไทดที์(ไดเ้ป็นของเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี  

• นําลาํดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอกัเสบบีในส่วน pre-S1/Pre-S2/S มาต่อให้เป็น 
consensus sequence โดยใชโ้ปรแกรม SeqMan 

• นาํลาํดบันิวคลีโอไทดไ์วรัสตบัอกัเสบบีในส่วนของ pre-S1/Pre-S2/Sที(ต่อเรียบร้อย นาํมา
วเิคราะห์จีโนไทป์โดยใชโ้ปรแกรม HBV Genotyping Tool และ phylogenetic analysis 
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• นาํลาํดบันิวคลีโอไทด์ของเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีที(ไดจ้ากการศึกษานี>  ทั>งในส่วนของ pre-
S1/Pre-S2/S และ EnhII/BCP/Pre-core มาทาํการจดัเรียงดว้ยโปรแกรม BioEdit (version 
7.0.9) เพื(อทาํการเปรียบเทียบความเหมือนหรือต่างกนัของลาํดบันิวคลีโอไทด ์  

• ทําการเปรียบเทียบเพื(อตรวจหาตําแหน่งที( เกิดการแทนที(  (substitution), การหายไป 
(deletion) และการเพิ(มเขา้มา (insertion) ของลาํดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนของ pre-S1/Pre-
S2/S และ EnhII/BCP/Pre-core ดว้ยโปรแกรม BioEdit (version 7.0.9)  

10. การเกบ็รวบรวมข้อมูล 

 ในการเก็บรวบรวมขอ้มูลที(ไดจ้ากการทดลองผูว้ิจยัไดท้าํการเก็บขอ้มูลโดยการจดลงสมุด
บนัทึกและลงขอ้มูลต่างๆในคอมพิวเตอร์โดยไดจ้ดัทาํตารางการเก็บขอ้มูลแยกรายละเอียดของแต่
ละบุคคลโดยบนัทึกรูปแบบของสารพนัธุกรรมที(ไดล้งใน case record form และบนัทึกขอ้มูลลงใน
คอมพิวเตอร์สาํหรับการวเิคราะห์ขอ้มูล 

11. การวเิคราะห์ข้อมูล   

 การสังเกต, การวดั และ วธีิวเิคราะห์ขอ้มูล (Observation, Measurement and Method of 
data analysis)  

• ความชุกของการกลายพนัธ์ุแสดงผลเป็นจาํนวนและร้อยละ 

• ขอ้มูลพื>นฐานของผูป่้วยส่วนที(เป็นขอ้มูลเชิงคุณภาพแสดงเป็นจาํนวนและร้อยละ 
และขอ้มูลเชิงปริมาณแสดงเป็นค่าเฉลี(ย,ค่าเบี(ยงเบนมาตรฐาน, ค่ามธัยฐาน  

• การเปรียบเทียบการกลายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบีและการกลายพนัธ์ุของยีนพี 
53 ชนิดอาร์249เอส โดยเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มผูที้(เป็นมะเร็งตบัและกลุ่ม
ควบคุม คือ กลุ่มที(ไม่เป็นมะเร็งตบันั>น เปรียบเทียบกนัโดยใชส้ถิติไคสแควร์  
(chi-square) เพราะเป็นการเปรียบเทียบขอ้มูลเชิงคุณภาพ โดยค่าความแตกต่างที(มี
นยัสาํคญัทางสถิติเมื(อ p < 0.05  

• หาความเสี(ยงในการทาํใหเ้กิดโรคโดยใชค่้าสถิติ Odds Ratio  

• ขอ้มูลที(ไดจ้ากแบบเก็บขอ้มูลจะถูกเก็บรวบรวมไวใ้นฐานขอ้มูลจะถูกป้อนลงและ
วเิคราะห์ในโปรแกรม SPSS เวอร์ชั(น 17.0 
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บทที�  4 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

ผลการวเิคราะห์ 

 จากการเก็บตวัอยา่งซีรั(มกลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรังที(ไดรั้บการวินิจฉัยจาก
แพทยว์า่เป็นผูป่้วยมะเร็งตบัที(เขา้รับการรักษาที(โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทยและมีอายุ
ตั>งแต่ 18 ปีขึ>นไปและ ตวัอยา่งซีรั(มกลุ่มควบคุม ซึ( งเป็นกลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรังที(
ไม่เป็นมะเร็งตบั รวมทั>งผูป่้วยโรคตบัเรื> อรังและไม่เป็นมะเร็งตบั ที(เขา้รับการรักษาที(โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย และมีอายุตั>งแต่ 18 ปีขึ>นไป ซึ( งใชก้ระบวนการคดัเลือกตวัอยา่งแบบ
สุ่ม โดยทาํการสุ่มตวัอยา่งมาจากซีรั(มของกลุ่มผูป่้วยโรคตบัอกัเสบเรื>อรัง โดยตวัอยา่งทั>งสองกลุ่ม
เป็นผูที้(ติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี ซึ( งตรวจพบ HBsAg ดว้ยวิธี ELISA และตรวจพบสารพนัธุกรรม
ของเชื>อไวรัสตบัอกัเสบี จากการคดัเลือกตวัอยา่งพบจาํนวนตวัอยา่งที(ใชใ้นการศึกษาครั> งนี> จาํนวน  
154 ตวัอยา่ง แบ่งเป็น ตวัอยา่งซีรั(มกลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรังที(ไดรั้บการวินิจฉยัจาก
แพทยว์่าเป็นผูป่้วยมะเร็งตบั (Hepatocellular carcinoma) จาํนวน 65 คน และตวัอย่างซีรั(มกลุ่ม
ควบคุม จาํนวน 89 คน  
 ลกัษณะของผูป่้วยมะเร็งตบัที(นาํมาศึกษาเป็นผูช้ายร้อยละ 81.5 และเป็นผูห้ญิงร้อยละ 18.5 
อายุเฉลี(ย 58.1±12.0 ปี ส่วนกลุ่มควบคุมที(ไม่เป็นมะเร็งตบั เป็นผูช้ายร้อยละ 74.2 และเป็นผูห้ญิง
ร้อยละ 25.8  โดยกลุ่มควบคุมมีอายุเฉลี(ย 41.3±8.8 ปี เมื(อเปรียบระหวา่งทั>งสองกลุ่มพบจาํนวน
ผูช้ายและผูห้ญิงที(เขา้ร่วมการศึกษาไม่แตกต่างกนั แต่ทั>งสองกลุ่มมีอายุเฉลี(ยแตกต่างกนัอย่างมี
นยัสําคญั เนื(องดว้ยผูป่้วยมะเร็งตบัส่วนใหญ่มกัมีอายุมากกว่าผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบั อาจเป็นสาเหตุ 
ทาํให้การคดัเลือกผูเ้ขา้ร่วมวิจยัของทั>งสองกลุ่มมีอายุโดยเฉลี(ยแตกต่างกนั นอกจากนี> ขอ้มูลของ
ไวรัสตบัอกัเสบบี เช่น ปริมาณเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบี,สายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบี แสดงใน
ตารางที( 3 
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ตารางที( 3 เปรียบเทียบลกัษณะทางคลินิกของผูป่้วยมะเร็งตบัและกลุ่มควบคุม 

ลกัษณะทางคลนิิก กลุ่มผู้เป็นมะเร็งตับ 
(n=65) 

กลุ่มผู้ไม่เป็นมะเร็งตับ
(n= 89) 

p-value 

 
Age (years) 58.1±12.0 41.3±8.8 <0.001 
Male 
Female 

53 (81.5) 
12 (18.5) 

66 (74.2) 
23 (25.8) 

0.376 

HBV genotype 
B 
C 
Unknown 

 
8 (12.3) 

48 (73.8) 
9 (13.9) 

 
17 (19.1) 
42 (47.2) 
30 (33.7) 

0.003 

HBV DNA level  
(log IU/mL) 

5.4±1.0 5.3±1.0 0.505 

 
 ผลการเพิ(มจาํนวน DNA ของไวรัสตบัอกัเสบบีในส่วนของ Pre-S1/Pre-S2/S จากการทาํ 
PCR โดยใช ้primer คือ PreS1F+ และ R5 จะไดผ้ลผลิตจากการทาํ PCR ขนาด 1,414 bp ตามรูปที( 2
  

 
รูปที( 2 แสดงผลผลิตจากการเพิ(มจาํนวน DNA ของไวรัสตบัอกัเสบบีในส่วนของ Pre-S1/Pre-S2/S 
ดว้ย primer :PreS1F+ และ R5 ไดผ้ลผลิตขนาด 1.414 bp (แถว M: DNA ladder ขนาด 100 bp, แถว
ที(A1-A9 : PCR product, แถว N : Negative control)  
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 จากการตรวจสอบดว้ยวิธี PCR จากซีรั(มตวัอยา่งทั>งหมด 154 ราย ทั>งสองกลุ่มให้ผลบวก
ต่อ PCR จาํนวน 111 ราย คิดเป็นร้อยละ 72.1 ของทั>งหมด แบ่งออกเป็นกลุ่มผูที้(เป็นมะเร็งตบั PCR 
ให้ผลบวกจาํนวน 55 ราย คิดเป็นร้อยละ 84.6 และกลุ่มควบคุมที( PCR ให้ผลบวกจาํนวน 56 ราย 
คิดเป็นร้อยละ 62.9  

ตารางที( 4 แสดงผลการตรวจสอบซีรั(มตวัอยา่งดว้ยวธีิ PCR  
 

 กลุ่มผู้เป็นมะเร็งตับ 
 (n=65) 

กลุ่มผู้ไม่เป็นมะเร็งตับ 
 (n=89) 

รวม 
(n=154) 

จํานวนที�ให้ผลบวกต่อ PCR 55 56 111 

คิดเป็นร้อยละ (%) 84.6 62.9 72.1 

 
ผลการตรวจลาํดับนิวคลโีอไทด์ในส่วนของ Pre-S1 

  ผลการตรวจลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วนของ Pre-S1 โดยไดจ้ากการอ่านลาํดบันิวคลีโอ
ไทดด์ว้ย primer Pre-S1F+ เมื(อนาํไปเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดที์(ไดก้บันิวคลีโอไทดข์อง
สิ(งมีชีวติอื(นที(มีอยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรม โดยใชโ้ปรแกรม BLAST พบวา่มีความเหมือนกบั
ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องไวรัสตบัอกัเสบบีทุกตวัอยา่ง 
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รูปที( 3 ตวัอยา่งผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดที์(ไดก้บันิวคลีโอไทดข์องสิ(งมีชีวิตอื(นที(มีอยู่
ในธนาคารรหสัพนัธุกรรม โดยใชโ้ปรแกรม BLAST พบวา่มีความเหมือนกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์
ของไวรัสตบัอกัเสบบีในส่วนของ surface antigen gene 
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 ผลการตรวจสอบจีโนไทป์ โดยการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ที(ไดก้บันิวคลีโอไทด์
ของสิ(งมีชีวติอื(นที(มีอยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรม โดยใชโ้ปรแกรม Genotyping tool พบวา่สามารถ
แยกสายพนัธ์ุของเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีจากตวัอยา่งไดเ้ป็นจีโนไทป์ C และ B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

รูปที( 5 ตวัอยา่งผลการตรวจสอบจีโนไทป์โดยการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ที(ไดก้บันิวคลีโอ

ไทด ์ที(มีอยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรม โดยใชโ้ปรแกรม Genotyping tool จากรูปพบวา่ตวัอยา่งของ

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ที(ศึกษาเมื(อนาํมาเปรียบเทียบกบันิวคลีโอไทด์ที(มีอยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรม 

มีความเหมือนกบัจีโนไทป์ C มากที(สุด จึงจาํแนกไดว้า่เป็นจีโนไทป์ C 
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Phylogenetic analysis 

 เมื(อนาํลาํดบันิวคลีโอไทด์ที(ไดจ้ากการศึกษา วิเคราะห์จีโนไทป์ของไวรัสตบัอกัเสบบีดว้ย
วธีิ Phylogenetic analysis โดยเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ที(ทราบจีโนไทป์ที(มีรายงานอยูใ่น
ธนาคารสารพนัธุกรรม ดงันี>  
 Genotype A : AF090842, JX144293, JX144293 
 Genotype B : GQ924675, GQ855365, AB033554 
 Genotype C : GQ924663,  JX125373, JX125370 
 Genotype D : JX090649, JX090645, AB263405 
 Genotype E : EF662028, AB091255, AB091256 
 Genotype F : AF223965, X68798, AB036910 
 Genotype G : AB064310, AF160501, AF405706 
 Genotype H : AY090454, AY090457, AY090460 
 Genotype I : AB231908, AF241407, AF241408 
 Genotype J : AB486012 
 
 นาํลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั>งหมดที(ไดจ้ากการศึกษานี>และลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชื>อไวรัสตบั
อกัเสบบีที(ทราบจีโนไทป์แลว้มาทาํการจดัเรียง ดว้ยโปรแกรม ClustalX version 1.83 จากนั>นนาํ
ขอ้มูลมาวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม MEGA version 4.0 เพื(อสร้าง phylogenetic tree โดยวิธี Neighbor-
joining method แบบ Boostrap 
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รูปที( 6 แสดงการวเิคราะห์ phylogenetic tree ของตวัอยา่งทั>งหมดที(ทาํการศึกษา 

Genotype C 

Genotype A 
Genotype I 

Genotype B 

Genotype J 

Genotype F 

Genotype H 
Genotype G 

Genotype D 

Genotype E 
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 ผลการจาํแนกจีโนไทป์ โดยการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ที(ไดก้บันิวคลีโอไทด์ที(มี
อยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรม โดยใช้โปรแกรม Genotyping tool และ Phylogenetic analysis ซึ( ง
ศึกษาในกลุ่มผูที้(เป็นมะเร็งตบัและกลุ่มที(ไม่เป็นมะเร็งตบัจาํนวนทั>งหมด 154 ราย ผลการศึกษาสรุป
ไดด้งัตารางที( 5 

ตารางที( 5 แสดงผลการจาํแนกจีโนไทป์ของกลุ่มผูที้(เป็นมะเร็งตบัและกลุ่มที(ไม่เป็นมะเร็งตบั 
จาํนวน 154 ราย 

 กลุ่มผู้เป็นมะเร็งตับ 

           (n=65) 

กลุ่มผู้ไม่เป็นมะเร็งตับ 

(n=89) 

      P-value 

Genotype (%)           0.003 

B 8 (12.3) 17 (19.1)  

C 48 (73.8) 42 (47.2)  

Unknown  9 (13.9) 30 (33.7)  

      

 จากการศึกษาพบว่ากลุ่มผูที้(เป็นมะเร็งตบัมีเชื>อไวรัสตบัอกัเสบจีโนไทป์บี C จาํนวน 48 
ราย (ร้อยละ 73.8) และจีโนไทป์ B จาํนวน 8 ราย (ร้อยละ 12.3) และ ผูที้(ไม่ทราบจีโนไทป์ 
(unknown) จาํนวน 9 ราย (ร้อยละ 13.9) ส่วนกลุ่มควบคุมซึ(งไม่เป็นมะเร็งตบั ตรวจพบเชื>อไวรัสตบั
อกัเสบบี จีโนไทป์ C จาํนวน 42 ราย (ร้อยละ47.2) , จีโนไทป์ B จาํนวน 17 ราย (ร้อยละ 19.1) และ
ผูที้(ไม่ทราบจีโนไทป์จาํนวน 30 ราย (ร้อยละ 33.7) เมื(อเปรียบเทียบทั>งสองกลุ่มพบวา่ผูป่้วยมะเร็ง
ตบัมีการติดชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ C มากกวา่จีโนไทป์ B แต่จากผลการทดลองกลุ่มที(ไม่
เป็นมะเร็งตบัมีจาํนวนผูที้(ไม่ทราบจีโนไทป์จาํนวนมากถึง 30 ราย คิดเป็นร้อยละ 33.7 ดงันั>นจึงไม่
สามารถสรุปไดว้า่กลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัมีการติดชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ C มากกวา่จีโนไทป์ 
B โดยทั>งสองกลุ่มแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p=0.003) 

ผลการตรวจลาํดับนิวคลโีอไทด์ในส่วนของ S gene 

 ผลการตรวจลาํดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนของ S geneโดยไดจ้ากการอ่านลาํดบันิวคลีโอไทด์
ดว้ย primer R5 เมื(อนาํไปเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ที(ไดก้บันิวคลีโอไทด์ของสิ(งมีชีวิตอื(นที(มี
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อยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรม โดยใชโ้ปรแกรม BLAST ซึ( งพบวา่มีความเหมือนกบัลาํดบันิวคลีโอ
ไทดข์องไวรัสตบัอกัเสบบีทุกตวัอยา่ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที( 7 ตวัอย่างการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ที(ไดก้บันิวคลีโอไทด์ที(มีอยู่ในธนาคารรหัส
พนัธุกรรม โดยใช้โปรแกรม BLAST จากรูปพบว่าลาํดบันิวคลีโอไทด์มีความเหมือนกบัลาํดบันิ
วคลีโอไทดไ์วรัสตบัอกัเสบบีในส่วนของ surface antigen gene โดยมีความแตกต่างเพียงเล็กนอ้ย 

การวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุในส่วนของ Pre-S1/Pre-S2/S region  

 ผลจากการวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์ที(ได้จากการศึกษา โดยใช้โปรแกรม ClustalX 
version 1.83 มาจดัเรียงแบบ Multiple Alignment พบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทด์บางตวัอยา่งมีการกลาย
พนัธ์ุในส่วนของ Pre-S1/Pre-S2/S ดงัตารางที( 6 
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ตารางที( 6 แสดงลกัษณะการกลายพนัธ์ุในส่วนของ Pre-S1/Pre-S2/S ในตวัอยา่งที(ทาํการศึกษา
ทั>งหมด 154 ราย 
 

Pre-S1/Pre-S2/S 
mutation/deletion 

กลุ่มผู้เป็นมะเร็งตับ
(n= 65) 

กลุ่มผู้ไม่เป็นมะเร็งตับ
(n= 89) 

p-value 

Pre-S1 start codon mutation 10(18.2) 11(19.6) 1 

Pre-S1 deletion 5(9.1) 0(0) 0.07 

Pre-S2 start codon mutation 6(10.9) 5(8.9) 0.895 

Pre-S2 deletion 6(10.9) 9(16.1) 0.435 

S start codon mutation 5(9.1) 7(12.5) 0.676 

S deletion 13(23.6) 25(44.6) 0.019 

 
 จากตารางที( 6 การวิเคราะห์การกลายพนัธ์ุในส่วนของ S gene ซึ( งประกอบดว้ยส่วนของ 
Pre-S1,Pre-S2 และ S โดยนาํลาํดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างที(ศึกษามาเปรียบเทียบกบันิวคลีโอ
ไทด์ที(ใชอ้า้งอิง คือ Hepatitis B virus, complete genome, accession :NC_003977 ที(มีอยูใ่นธนาคาร
รหสัพนัธุกรรม พบวา่กลุ่มผูที้(เป็นมะเร็งตบัพบการกลายพนัธ์ุที( start codon ของ Pre-S1 จาํนวน 10 
ราย (ร้อยละ18.2), พบการเกิด deletion ที( Pre-S1 จาํนวน 5 ราย (ร้อยละ 9.1) , พบการกลายพนัธ์ุใน
รูปแบบการเกิดการกลายพนัธ์ุที( start codon ของ Pre-S2 จาํนวน 6 (ร้อยละ 10.9) พบการเกิด 
deletion ที( Pre-S2 จาํนวน 6 ราย (ร้อยละ10.9), พบการกลายพนัธ์ุที( start codon ของ S จาํนวน 5 
ราย (ร้อยละ 9.1), พบการ deletion ที( S จาํนวน 13 ราย (ร้อยละ 23.6) และกลุ่มควบคุมพบการกลาย
พนัธ์ุที( start codon ของ Pre-S1 จาํนวน 11 ราย (ร้อยละ 50.00) แต่ไม่พบการเกิด deletion ที( Pre-S1, 
พบการกลายพนัธ์ุที( start codon ของ Pre-S2 จาํนวน 5 (ร้อยละ 8.9) พบการเกิดdeletion ที( Pre-S2 
จาํนวน 9 ราย (ร้อยละ16.1), พบการกลายพนัธ์ุที( start codon ของ S จาํนวน 7 ราย (ร้อยละ 12.5), 
พบการ deletion ที( S จาํนวน 25 ราย (ร้อยละ 44.6) 
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 เมื(อเปรียบเทียบลกัษณะการกลายพนัธ์ุที(เกิดขึ>นของทั>งสองกลุ่มพบวา่ผูที้(เป็นมะเร็งตบัมกัมี
การเปลี(ยนแปลงลาํดบันิวคลีโอไทด์ลกัษณะการเกิด deletion ที( Pre-S1, การกลายพนัธ์ุที( start 
codon ของ Pre-S2 มากกวา่กลุ่มควบคุม ซึ( งไม่เป็นมะเร็งตบัและพบการกลายพนัธ์ุที( start codon 
ของ S  โดยกลุ่มผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบัมีการเกิด deletion ที( S มากกวา่กลุ่มผูที้(เป็นมะเร็งตบัอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ จากผลการทดลองถึงแมจ้ะพบวา่เกิด deletion ที( Pre-S1 ในกลุ่มผูที้(เป็นมะเร็งตบั
มากกวา่กลุ่มควบคุม แต่ทั>งสองกลุ่มไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  
 

 
 

รูปที( 8 แสดงขอ้มูลการกลายพนัธ์ุแบบ deletion ที( Pre-S1 ของตวัอยา่ง LM244_S จากรูปจะเห็นวา่
เมื(อเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง S gene ที(ปกติ จะพบการเกิด deletion นั(นคือมีจาํนวน 
นิวคลีโอไทดข์าดหายไปจาํนวน 38 bp ซึ( งขอ้มูลจาก Chromatogram พบวา่มีการ deletion หายไปที( 
Pre-S1 
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รูปที( 9 แสดงขอ้มูลการกลายพนัธ์ุแบบ deletion ที( Pre-S2 ของตวัอยา่ง LM259_S จากรูปจะเห็นวา่

เมื(อเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง S gene ที(ปกติ จะพบการเกิด deletion จาํนวน 12 bp  ซึ( ง

จากขอ้มูล Chromatogram พบวา่มีการ deletion หายไปที( Pre-S2 

 

 

 

 

 

 

รูปที( 10 แสดงขอ้มูลการกลายพนัธ์ุแบบ deletion ที( S ของตวัอยา่ง HB38_S จากรูปจะเห็นวา่เมื(อ

เปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ S gene ที(ปกติ เมื(อพิจารณาขอ้มูล Chromatogram พบวา่มี

การ deletion หายไปของนิวคลีโอไทดจ์าํนวน 35 bp  
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รูปที( 11 แสดงขอ้มูลการกลายพนัธ์ุที( start codon ของ Pre-S1 ของตวัอยา่ง LM159_S จากรูปจะเห็น

วา่เมื(อเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ S gene ที(ปกติ จะพบการกลายพนัธ์ุที(ตาํแหน่ง nt. 

2848 ซึ( งจากขอ้มูล Chromatogram พบวา่มีการกลายพนัธ์ุที(ตาํแหน่ง nt. 2848 
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รูปที( 12 แสดงขอ้มูลการกลายพนัธ์ุที( start codon ของ Pre-S2 ของตวัอยา่ง LM186_S จากรูปจะเห็น

วา่เมื(อเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง S gene ที(ปกติ จะพบการกลายพนัธ์ุที(ตาํแหน่ง  

nt.3205 ซึ( งจากขอ้มูล Chromatogram พบวา่มีการกลายพนัธ์ุที(ตาํแหน่ง nt.3205 

 

รูปที( 13 แสดงขอ้มูลการกลายพนัธ์ุที( start codon ของ S ของตวัอยา่ง HB99_S จากรูปจะเห็นวา่เมื(อ
เปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ S gene ที(ปกติ จะพบการกลายพนัธ์ุที(ตาํแหน่ง nt.155 ซึ( ง
จากขอ้มูล Chromatogram พบวา่มีการกลายพนัธ์ุที(ตาํแหน่ง nt.155  

การวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุในส่วนของ EnhII/BCP/Precore region  

 จากตวัอยา่งซีรั(มกลุ่มผูติ้ดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรังที(ไดรั้บการวินิจฉยัจากแพทยว์า่
เป็นผูป่้วยมะเร็งตบัจาํนวน 65 ราย และตวัอยา่งซีรั(มกลุ่มควบคุมจาํนวน 89 ราย แต่ละตวัอยา่งทาํ
การเพิ(มจาํนวน DNA ในส่วนของ EnhII/BCP/Pre-core (ตาํแหน่งนิวคลีโอไทดที์( 1287-2038) 
 จากการทาํ nested- PCR จาก HBV DNA ในส่วนของ EnhII/BCP/Pre-core ดว้ยไพรเมอร์ 2 
คู่ คือ คู่ที( 1 X101,CO2 และคู่ที( 2 X101,PC1 จะไดผ้ลผลิตจากการทาํ PCR ขนาด 432 bp ตามรูปที(
14  
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รูปที( 14 แสดงผลผลิตจากการเพิ(มจาํนวน DNA ของไวรัสตบัอกัเสบบีในส่วนของ EnhII/BCP/Pre-
core จะไดผ้ลผลิตขนาด 432 bp (แถว M: DNA ladder ขนาด 100 bp, แถวที( A1, A2 : PCR product, 
แถว NC : Negative control, PC: Positive control)  
 จากการตรวจสอบดว้ยวิธี PCR จากซีรั(มตวัอย่างทั>งหมด 154 ราย ได้ผลบวกต่อ PCR
ทั>งหมด 120 ราย คิดเป็นร้อยละ 77.9 ของทั>งหมด โดยแบ่งออกเป็นกลุ่มผูที้(เป็นมะเร็งตบัที( PCR ให้
ผลบวกจาํนวน 44 ราย คิดเป็นร้อยละ 67.7 และกลุ่มควบคุม PCR ให้ผลบวกจาํนวน 76 ราย คิดเป็น
ร้อยละ 85.4 
ตารางที( 7 แสดงผลการตรวจสอบซีรั(มตวัอยา่งดว้ยวธีิ PCR  
 

 กลุ่มผู้เป็นมะเร็งตับ 
(n=65) 

กลุ่มผู้ที�ไม่เป็นมะเร็งตับ 
(n=89) 

รวม 
(n=154) 

จํานวนที�ให้ผลบวกต่อ PCR 44 76 120 

คิดเป็นร้อยละ (%) 67.7 85.4 77.9 

  จากการเปรียบเทียบความชุกของการกลายพนัธ์ุในส่วน EnhII/BCP/Pre-core โดยพบการ
กลายพนัธ์ุในตาํแหน่งต่างๆดงันี>  C1653T, T1753A/G/C, A1762T/G1764A, Pre-core start codon 
mutation, G1896A และ G1899A พบวา่การกลายพนัธ์ุแบบ A1762T/G1764A และ T1753A/C/G 
พบไดบ้่อยกวา่ในกลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัอยา่งมีนยัสําคญั และ G1899A พบไดบ้่อยกวา่ในกลุ่มมะเร็ง
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ตบัแต่ไม่มีนยัสําคญัทางสถิติ ส่วนอตัราความชุกของ C1653T และ Pre-core start codon mutation 
ไม่แตกต่างกนัระหวา่งสองกลุ่ม แสดงในตารางที( 8 

ตารางที( 8 เปรียบเทียบการกลายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบีในส่วน EnhII/BCP/Pre-core ระหวา่ง
ผูป่้วยที(เป็นมะเร็งตบัและกลุ่มควบคุมที(ไม่เป็นมะเร็งตบั 
 

EnhII/BCP/PC 
mutations/deletion 

กลุ่มผู้เป็นมะเร็งตับ 
(n=65) 

 

กลุ่มผู้ไม่เป็นมะเร็งตับ 
(n= 89) 

 

p-value 

 

C1653T 9 (20.5) 11 (14.5) 0.575 
T1753A/G/C 26 (59.1) 27 (35.5) 0.008 

A1762T/G1764A 39 (88.6) 52 (68.4) 0.003 
Pre-core start codon mutation 3 (6.8) 6 (7.9) 1 

G1896A 15 (34.1) 50 (65.8) 0.003 
G1899A 12 (27.3) 12 (15.8) 0.12 

 

การวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุของยนีพ ี53 ชนิดอาร์249เอส ในเลอืด  

 จากการตรวจหาการกลายพนัธ์ุชนิด อาร์249เอสในเลือด ด้วยวิธีการตดัด้วยเอนไซม์ที(
จาํเพาะ พบการกลายพนัธ์ุของยีนพี53 ชนิด อาร์249เอสในเลือดของกลุ่มผูที้(เป็นมะเร็งตบัจาํนวน 4 
ราย คิดเป็นร้อยละ 6.2 และ ในกลุ่มผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบัพบการกลายพนัธ์ุจาํนวน 3 ราย คิดเป็นร้อย
ละ 3.4 โดยตวัอยา่งที(ตรวจพบการกลายพนัธ์ุ ส่งตรวจยนืยนัโดยวธีิ direct sequencing  
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แต่การกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์249เอสในเลือดไม่มีความสัมพนัธ์ต่อการเกิดมะเร็งตบัใน
กลุ่มประชากรศึกษา 
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บทที�  5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวจัิยและอภิปรายผลการวจัิย 

 งานวจิยันี> เป็นการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัไวรัสตบัอกัเสบบีกบัการเกิดมะเร็งตบั
และการกลายพนัธ์ุของยนีพี 53 ชนิดอาร์ 249เอสในเลือด จาํนวนผูเ้ขา้ร่วมวิจยัทั>งหมด 154 คน โดย
ลกัษณะของผูป่้วยมะเร็งตบัที(นาํมาศึกษาเป็นผูช้ายจาํนวน 53 ราย คิดเป็นร้อยละ 81.5 และผูห้ญิง
จาํนวน 12 ราย คิดเป็นร้อยละ 18.5 และกลุ่มควบคุมซึ( งไม่เป็นมะเร็งตบั เป็นผูช้ายจาํนวน 66 ราย 
คิดเป็นร้อยละ 74.2 ,เป็นผูห้ญิงจาํนวน 23 ราย คิดเป็นร้อยละ 25.8 เมื(อเปรียบระหวา่งทั>งสองกลุ่ม
พบกลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัมีอายเุฉลี(ยมากกวา่กลุ่มผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบัแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญัทาง
สถิติ ( p<0.001) เนื(องดว้ยผูป่้วยมะเร็งตบัส่วนใหญ่มีอายุมากกวา่ผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบั ทาํให้อายุ
เฉลี(ยของผูเ้ขา้ร่วมศึกษาทั>งสองกลุ่มแตกต่างกนั ในขณะที(เพศและปริมาณ HBV DNA ในเลือดของ
ผูเ้ขา้ร่วมวจิยัทั>งสองกลุ่มไม่แตกต่างกนั 
 ทาํการศึกษาความชุกของสายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบีและความชุกของการกลายพนัธ์ุ
ของไวรัสตบัอกัเสบบีแบบต่างๆระหวา่งผูป่้วยที(เป็นมะเร็งตบักบักลุ่มควบคุม ซึ( งเป็นผูติ้ดเชื>อไวรัส
ตบัอกัเสบบีแบบเรื>อรังแต่ไม่เป็นมะเร็งตบัแลว้ทาํการเปรียบเทียบความชุกปัจจยัต่างๆของไวรัสตบั
อกัเสบบีระหวา่งสองกลุ่ม  โดยปัจจยัต่างๆของไวรัสตบัอกัเสบบีวิเคราะห์ดว้ยวิธี PCR ร่วมกบัการ
วเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอกัเสบบีในส่วนของ EnhII/BCP/Pre-core และส่วน Pre-
S1/Pre-S2/S ตามลาํดบั 
 จากผลการศึกษาพบวา่ผูป่้วยมะเร็งตบัส่วนใหญ่ติดเชื>อไวรัสจีโนไทป์ C และ จีโนไทป์ B 
โดยกลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ C มากกวา่กลุ่มที(ไม่เป็นมะเร็งตบั แต่
เนื(องจากกลุ่มผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบัพบผูที้(ไม่ทราบจีโนไทป์จาํนวน 30 ราย คิดเป็นร้อยละ 33.3 ซึ( ง
อาจติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ B หรือจีโนไทป์ C ก็ได ้ทาํให้ไม่สามารถสรุปไดว้่ากลุ่ม
ผูป่้วยมะเร็งตบัติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ C มากกว่ากลุ่มที(ไม่เป็นมะเร็งตบั อย่างมี
นยัสาํคญัทางสถิติ ซึ( งการศึกษาจากประเทศไตห้วนั จีน และ ญี(ปุ่นพบวา่ผูติ้ดเชื>อไวรัส จีโนไทป์ C 
มีความเสี(ยงต่อการเป็นมะเร็งตบัสุงกวา่ผูติ้ดเชื>อไวรัสจีโนไทป์ B เช่นการศึกษาแบบไปขา้งหน้า
จากประเทศไตห้วนั ทาํการศึกษาผูป่้วยจาํนวน 4,841 ราย ติดตามผลประมาณ 14 ปี พบวา่การติด
เชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ C มีความเสี(ยงต่อการเกิดมะเร็งตบัสูงกวา่สายพนัธ์ุอื(นๆ ค่า odds 
ratio เท่ากบั 5.11 (ช่วงความเชื(อมั(นร้อยละ 95 เท่ากบั 3.20 ถึง 8.18) [52]  อย่างไรก็ตาม

 



52 

 

ความสัมพนัธ์ของสายพนัธ์ุไวรัสตับอกัเสบบีและการเป็นมะเร็งตบัยงัไม่ชัดเจน เนื(องจากผล
การศึกษาต่างๆที(ผ่านมามีความขดัแยง้กนั นอกจากนี> ผลการศึกษาในกลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัพบการ
กลายพนัธ์ุแบบ A1762T/G1764A และ T1753A/G/C มากกว่ากลุ่มผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบัอย่างมี
นยัสําคญัทางสถิติ (p=0.003), (p=0.008) ตามลาํดบั และพบวา่กลุ่มผูที้(เป็นมะเร็งตบัมีอายุเฉลี(ย
มากกว่ากลุ่มผูไ้ม่เป็นมะเร็งตับอย่างมีนัยสําคญั (p=0.001) ซึ( งงานวิจัยนี> เป็นการศึกษาแบบ
ภาคตดัขวาง (Cross-sectional study) ผูว้ิจยัทาํการเก็บขอ้มูลเพียงครั> งเดียวในช่วงเวลาหนึ(งแลว้นาํ
ขอ้มูลมาวิเคราะห์ ซึ( งอาจเป็นสาเหตุที(ทาํให้กลุ่มผูเ้ป็นมะเร็งตบัมีอายุเฉลี(ยมากกว่ากลุ่มที(ไม่เป็น
มะเร็งตบัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ นอกจากนี> ในกลุ่มผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบัพบการกลายพนัธ์ุในส่วน 
EnhII/BCP/PC แบบต่างๆใกลเ้คียงกบัผูที้(ไม่เป็นมะเร็งตบั อาจเกิดจากประชากรที(ศึกษาในกลุ่มผูที้(
ไม่เป็นมะเร็งตบันั>น เป็นผูป่้วยโรคตบัเรื>อรังที(มีการดาํเนินโรคตบัอยูใ่นระยะทา้ยก่อนการเกิดมะเร็ง
ตบั ทาํให้ตรวจพบการกลายพนัธ์ุในส่วนของ EnhII/BCP/PC ได้เช่นกัน อย่างไรก็ตามมีหลาย
การศึกษาบ่งชี>วา่เชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีที(มีการกลายพนัธ์ุแบบ A1762T/G1764A เป็นการกลายพนัธ์ุ
ที(เกิดไดบ้่อยที(สุดในส่วนของ basal core promoter (BCP) และมีความสัมพนัธ์กบัความรุนแรงของ
ตบัอกัเสบแบบเรื> อรัง โดยเฉพาะการเกิดตับแข็งและมะเร็งตบั นอกจากนี> การกลายพนัธ์ุแบบ
T1753A/G/C มักพบร่วมกับการกลายพนัธ์ุแบบ A1762T/G1764A มีรายงานว่า T1753A/G/C มี
ความสัมพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งตบัเช่นเดียวกนั [53] แมว้า่กลไกการเกิดมะเร็งตบัจากการกลายพนัธ์ุ
แบบ A1762T/G1764A ยงัไม่ชดัเจน แต่มีหลายสมมุติฐานที(เชื(อว่าเกี(ยวขอ้งกบัการเกิดมะเร็งตบั 
ไดแ้ก่ 1) การกลายพนัธ์ุแบบนี> อาจทาํให้เชื>อไวรัสมีการเพิ(มจาํนวนมากขึ>นเนื(องจากมีสัดส่วนของ 
pgRNA ต่อ precore mRNA เพิ(มมากขึ>น [54] 2) การกลายพนัธ์ุแบบนี>อาจทาํให้การตอบสนองของ 
T lymphocyte ในระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายลดลง [55] 3) การกลายพนัธ์ุแบบนี> ทาํให้มีการ
เปลี(ยนแปลงของกรดอะมิโนของโปรตีน X ทาํใหมี้การยบัย ั>งการทาํงานของยีนพี 53 ซึ( งเป็นยีนตา้น
มะเร็ง และเกี(ยวขอ้งกบักลไกการเกิดโรคมะเร็งตบั [5] 
 การกลายพนัธ์ุในบริเวณ Pre-S เป็นการกลายพนัธ์ุตามธรรมชาติที(พบไดบ้่อยในผูป่้วยตบั
อกัเสบเรื>อรัง จากการศึกษาแบบมีกลุ่มควบคุมในผูป่้วยมะเร็งตบั 64 คนและผูป่้วยตบัอกัเสบเรื>อรัง
ที(ไม่มีอาการ 202 คน พบวา่ Pre-S deletion เป็นปัจจยัเสี(ยงที(สําคญัของการเกิดมะเร็งตบั มีค่า odds 
ratio เท่ากบั 3.72 (ช่วงความเชื(อมั(นร้อยละ 95 เท่ากบั 1.44 ถึง 9.65) [56] การขาดหายไปของนิวคลี
โอไทด์หรือ deletion ของ pre-S มีผลกระทบต่อการสร้าง middle และ Small surface protein ทาํให้
มีการสะสม Large surface protein ในเอนโดพลาสมิกเรติคูลั(ม (ER) เพิ(มมากขึ>น ทาํให้มีการสร้าง
สารอนุมูลอิสระมากขึ>นภายในเซลล์ตบั แลว้เกิดการทาํลายเซลล์ตบัอยา่งต่อเนื(อง นาํไปสู่การเป็น
มะเร็งตบัในที(สุด [39] ซึ( งจากผลการศึกษาความชุกของการกลายพนัธ์ุในส่วนของ Pre-S1/Pre-S2/S 
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พบว่ามีการกลายพนัธ์ุแบบ Pre-S1 deletion ในกลุ่มผูที้(เป็นมะเร็งตบัมากกว่าในกลุ่มผูที้(ไม่เป็น
มะเร็งตบั คิดเป็นร้อยละ 9.1 เมื(อเปรียบเทียบทั>งสองกลุ่มพบว่าไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญัทาง
สถิติ (p= 0.07)  
 จากการศึกษาทางระบาดวิทยาพบว่าในกลุ่มประชากรที(มีอุบติัการณ์ของการติดเชื>อไวรัส
ตบัอกัเสบบีเรื>อรังสูงจะพบความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินสูงและความ
ชุกของโรคมะเร็งตบั โดยเฉพาะประเทศกาํลงัพฒันา เช่น ไตห้วนั,แกมเบีย,กินี และบางมณฑลของ
ประเทศจีน ซึ( งแสดงให้เห็นถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีและสารอะฟลาทอกซิน 
ทั>งสองปัจจยัช่วยเพิ(มโอกาสเสี(ยงต่อการเกิดมะเร็งตบัอยา่งมาก [9],[10],[11] ส่งผลให้มีการศึกษา
เกี(ยวกบัความสัมพนัธ์ของทั>งสองปัจจยัมากขึ>น โดยที(การตรวจพบการกลายพนัธ์ุแบบ อาร์249เอส
ใชเ้ป็นตวับ่งชี>การไดรั้บสารอะฟลาทอกซินชนิดบี 1 โดยศึกษาถึงผลกระทบระหวา่งสารพิษจากเชื>อ
ราและไวรัสตบัอกัเสบบี ผลจากการศึกษาดงักล่าวพบวา่ยงัไม่มีความชดัเจน เช่น  การศึกษาในตอน
เหนือของประเทศไทย พบการพนัธ์ุแบบ A1762T/G1764A และการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิด 
อาร์249เอสในพลาสมาของผูป่้วยมะเร็งตบั คิดเป็นร้อยละ 40 และร้อยละ 25 ตามลาํดบั [8] 
การศึกษาแบบมีกลุ่มควบคุมในประเทศไทย ซึ( งรายงานเกี(ยวกบัการเกิดมะเร็งตบัมีความสัมพนัธ์กบั
การติดเชื>อไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื> อรังและการไดรั้บสารอะฟลาทอกซิน ที(เหนี(ยวนาํให้เกิดการ
กลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์249เอส โดยพบความสัมพนัธ์ดงักล่าวในกลุ่มผูป่้วยมะเร็งตบัที(มี
อายุน้อยและไม่มีภาวะตับแข็ง [57][58]. อย่างไรก็ตามข้อมูลที(ได้จากงานวิจัยผู ้วิจ ัยไม่พบ
ความสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัของไวรัสตบัอกัเสบบีร่วมกบัการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินชนิดบี 1ใน
การเกิดมะเร็งตบั เนื(องจากเมื(อเปรียบเทียบการกลายพนัธ์ุชนิดอาร์249เอส ในกลุ่มที(เป็นมะเร็งตบั
และไม่เป็นมะเร็งตบั พบการกลายพนัธ์ุระหว่างสองกลุ่มไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ 
(p=0.669) นอกจากนั>นเมื(อเปรียบเทียบอายุเฉลี(ยระหวา่งผูที้(เป็นมะเร็งตบัที(พบการกลายพนัธ์ุแบบ 
A1762T/G1764A ร่วมกบัการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์249เอส กบักลุ่มที(ไม่เป็นมะเร็งตบั 
พบวา่มีอายเุฉลี(ยไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั อาจกล่าวไดว้า่การกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์ 
249เอส ไม่มีความสัมพนัธ์กับการเกิดมะเร็งตับในกลุ่มประชากรไทยที(ทาํการศึกษา ซึ( งอาจ
เกี(ยวขอ้งกบัสมมุติฐานต่อไปนี>  
       1) การศึกษานี>ตรวจการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิด อาร์249เอสในซีรั(ม ซึ( งยีน p53 สามารถ
พบหรือสกดัได้จากเม็ดเลือดขาว ซึ( งในซีรั(มมีจาํนวนเม็ดเลือดขาวน้อยมาก ทาํให้มียีน p53 ที(
ตอ้งการศึกษามีปริมาณนอ้ย ส่งผลต่อโอกาสที(จะตรวจพบการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์249
เอส มีนอ้ยดว้ย เนื(องจากยนีพี 53 พบไดใ้นเม็ดเลือดขาว ดงันั>นอาจตรวจการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 
ใน Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) ซึ( งเป็น เม็ดเลือดขาวชนิดหนึ(ง เช่น โมโนไซด ์
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สามารถแยกไดจ้าก buffy coat ของเลือดตวัอยา่ง โดยที(การตรวจการกลายพนัธ์ุยีนพี 53 ชนิดอาร์
249เอสใน PBMCs นั>นเชื(อวา่จะทาํใหต้รวจพบการกลายพนัธ์ุเพิ(มขึ>น  
       2) ในขั>นตอน PCR การเพิ(มจาํนวนยีนพี 53 บริเวณ exon ที( 7 ดว้ยการเพิ(มจาํนวนชิ>นส่วนที(
ตอ้งการจาํนวน 35 รอบ จะได ้ชิ>นส่วน DNA ที(ตอ้งการ 235 ชุด ซึ( ง DNA ที(ไดจ้ากกระบวนการ 
PCR อาจมีปริมาณนอ้ย ส่งผลให้เมื(อวิเคราะห์หาการกลายพนัธ์ุดว้ยวิธี RFLP จึงตรวจไม่พบการ
กลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ดงันั>นถา้เพิ(มจาํนวนรอบของปฏิกิริยา PCR มากขึ>น จะทาํให้ไดป้ริมาณ
ชิ>นส่วนของยีนพี 53 บริเวณ exon ที(7 เพิ(มมากขึ>นดว้ย ซึ( งทาํให้โอกาสการตรวจพบการกลายพนัธ์ุ
ยนีพี 53ชนิดอาร์ 249เอส ดว้ยวธีิ RFLP เพิ(มขึ>น 
       3) การตรวจพบการกลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์ 249 เอสในซีรั(ม อาจตอ้งพิจารณาขอ้มูล
การไดรั้บสารอะฟลาทอกซินในผูเ้ขา้ร่วมวิจยัดว้ย เนื(องจากโอกาสการไดรั้บสารอะฟลาทอกซิน
ชนิดบี1 ในแต่ละคนอาจแตกต่างกนัตามสิ(งแวดลอ้มของที(พกัอาศยั, ลกัษณะการดาํเนินชีวิต, อาชีพ 
และภูมิประเทศที(แตกต่างกนั ซึ( งงานวจิยันี>ไม่ไดเ้ก็บขอ้มูลดงักล่าว  
 ดงันั>นจากการศึกษาสรุปไดว้า่ปัจจยัต่างๆของไวรัสตบัอกัเสบบีมีความสัมพนัธ์กบัการเกิด
มะเร็งตบั โดยที(การวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบีสามารถนาํไปใชป้ระโยชน์ในการ
พยากรณ์การเกิดโรคมะเร็งตบัได ้ในทางตรงขา้มงานวิจยันี> ไม่พบความสัมพนัธ์ระหว่างการกลาย
พนัธ์ุของยนีพี 53 ชนิดอาร์249เอส กบัการเกิดโรคมะเร็งตบั ดงันั>นผูว้จิยัเสนอใหมี้การศึกษาเพิ(มเติม
โดยการเพิ(มจาํนวนผูเ้ขา้ร่วมวิจยัให้มีจาํนวนที(มากขึ>นรวมทั>งเก็บขอ้มูลการไดรั้บสารอะฟลาทอก
ซินในประชากรที(เขา้ร่วมวจิยั และตรวจหากลายพนัธ์ุของยีนพี 53 ชนิดอาร์249เอสใน PBMCs เพื(อ
สามารถอธิบายถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งไวรัสตบัอกัเสบบีและการไดรั้บสารอะฟลาทอกซินกบัการ
เกิดมะเร็งตบัไดใ้นอนาคต 
 

 

 

 

 

 

 



55 

 

รายการอ้างองิ 

[1]  Bosch, F.X., Ribes, J., Diaz, M., and Cleries, R. Primary liver cancer worldwide incidence 
 and trends. Gastroenterology 127(2004):S5-S16. 
[2]  Srivatanakul, P., Sriplung, H., and Deerasamee, S. Epidermiology of liver cancer: an 
 overview. Asian Pac J Cancer Prev 5(2004):118-25. 
[3]  Yuen, M.F., Hou, J.L., and Chutaputti, A.; Asia Pacific Working Party on Prevention of    
 Hepatocellular Carcinoma. Hepatocellular carcinoma in the Asia pacific region. 
 J Gastroenterol Hepatol. 24(2009):346-53. 
[4]  Yu, M.C., Yuan, J.M., Govindarajan, S., and Ross, R.K. Epidermiology of hepatocellular 
 carcinoma. Can J Gastroenterol 14(2000):703-9. 
[5]  Hussain, S.P., Schwank, J., Staib, F., Wang, X.W., and Harris, C.C.TP53 mutations and  
  hepatocellular carcinoma: insights into the etiology and pathogenesis of liver cancer. 
  Oncogene 26(2007):2166-76. 
 [6]  Lok, A.S. Prevention of hepatitis B virus-related hepatocellular carcinoma. Gastroenterology 
 127(2004):S303-9. 
[7]  Tangkijvanich, P., Theamboonlers, A., Sriponthong, M., Kullavanijaya, P., and Poovorawan, 
 Y. SEN virus infection and the risk of hepatocellular carcinoma:a case-control study. 
 Am J Gastroenterol 98(2003):2500-4. 
[8]  Kuang, S.Y., Lekawanvijit, S., Maneekarn, N., et al. Hepatitis B 1762T/1764A mutations, 
 hepatitis C infection,and codon 249 p53 mutations in hepatocellular carcinomas from 
 Thailand. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 14(2005):380-4. 
[9]  Lunn, R.M., Zhang, Y.J., Wang, L.Y., et al. p53 mutations, chronic hepatitis B virus 
 infection, and aflatoxin exposure in hepatocellular carcinoma in Taiwan . Cancer Res 
 57(1997):3471-7. 
[10]  Ming, L., Thorgeirsson, S.S., Gail, M.H., et al. Dominant role of hepatitis B virus and 
 cofactor role of aflatoxin in hepatocarcinogenesis in Qidong China. Hepatology 
 36(2002):1214-20. 
[11]  Kirk, G.D., Lesi, O.A., Mendy, M., et al. 249ser TP53 mutation in plasma DNA, hepatitis B 
 virus infection and risk of  hepatocellular carcinoma. Oncogene 38(2005):5858-67. 



56 

 

[12]  Fattovich, G., Stroffolini, T., Zagni, I., and Donato, F. Hepatocellular carcinoma in cirrhosis 
  :incidence and risk factors. Gastroenterology. 127(2004):S35-50. 
[13]  Park, N.H., Chung, Y.H., Youn, K.H., et al. Close correlation of p53 mutation to 
 microvascular invasion in hepatocellular carcinoma. J Clin Gastroenterol33(2001) 
 :397-401. 
[14]  Wild, C.P. and Montesano, R. A model of interaction : Aflatoxins and hepatitis viruses in 
 liver cancer etiology prevention. Cancer Lett 286(2009):22-8. 
[15]  Levrero, M. Viral hepatitis and liver cancer: the case of hepatitis C. Oncogene 25(2006): 
 3834-47. 
[16]  Terada, T., Ueda, K., and Nakanuma, Y. Histopathological and morphometric analysis of 
 atypical adenomatous hyperplasia of human cirrhotic livers. Virchows Arch A Pathol 
 Anat Histopathol 422(1993):381-8. 
[17]  Fracanzani, A.L., Conte, D., Fraquelli, M., et al. Increased cancer risk in a cohort of 230 
 patients with hereditary hemochromatosis in comparison to matched control patients 
 with non-iron-related chronic liver disease. Hepatology 33(2001):647-51. 
 [18]  Schaefer, S. Hepatitis B virus taxonomy and hepatitis B virus genotypes. World J 
 Gastroenterol. 13(2007):14-21. 
 [19]  Norder, H., Courouce, A.M., and Magnius, L.O. Complete genomes, phylogenetic 
 relatedness, and structural proteins of six strains of the hepatitis B virus, four of which 
 represent two new genotypes. Virology 198(1994):489-503. 
[20]  Stuyver, L., De, G.S., Van, G.C., et al. A new genotype of hepatitis B virus:complete 
 genome and phylogenetic relatedness.J Gen Virol 81(2000):67-74. 
[21]  Lee, W.M. Hepatitis B virus infection . N Engl J Med 337(1997):1733-45. 
[22]  Kao, J.H., Chen, P.J. and Chen, D.S. Recent Advances in the Research of Hepatitis B virus-
 related Hepatocellular carcinoma: Epidermiologic and Molecular Biological Aspects. 
 Adv Cancer Res. 108(2010):21-72. 
[23]  Yang, H.I., Yeh, S.H., Chen, P.J., et al. Associations Between Hepatitis B Virus Genotype 
 and Mutants and the Risk of Hepatocellular Carcinoma. J Natl Cancer Inst100(2008) 
 :1134-43. 



57 

 

[24]  Ehata, T., Omata, M., Chuang, W.L. et al. Mutations in the precore region of hepatitis B 
 virus DNA in patients with fulminant and severe hepatitis. J Clin Invest91(1993): 
 1206-13.  
[25]  Tangkijvanich, P., Theamboonlers, A., Jantaradsamee, P., et al. Core promoter and precore 
 mutants of hepatitis  B virus : prevalence and clinical relevance in Chronic hepatitis 
 patients. Southeast Asian J Trop Med Public Health  31(2000):627-35. 
[26]  Yeun, M.F. Revisiting the natural history of chronic hepatitis B:impact of new concepts on 
 clinical management. J Gastroenterol Hepatol 22(2007):973-6. 
[27]  Hunt, C.M., McGill, J.M., Allen, M.I., and Condreay, L.D. Clinical relevance of  hepatitis B 
 viral mutations. Hepatology 31(2000):1037-44. 
[28]  Tangkijvanich, P., Sa-nguanman, P., Mahachai, V.,Theamboonlers, A., and Poovorawan, Y. 
 A case –control study on sequence variants in the enhanceII/core promoter/pre core 
 and x genes of Hepatitis B virus in patients with hepatocellular carcinoma. Hepatol Int 
 31(2010):577-84. 
[29]  Maroyama, R., Kato, N., Yoshida, H., et al. Nucleotide change  of codon 38 in the X gene of 
 hepatitis B virus genotype C is associated with an increased of hepatocellular 
 carcinoma . J Hepatol 45(2006):805-12. 
[30]  Yeh, C.T., Shen, C.H., Tai, D.I., et al. Identification and characterization of a previous 
 hepatitis B virus X protein mutant in Taiwanese patients with hepatocellular 
 carcinoma. Oncogene 19(2000):5213-20. 
[31]  Guo, X., Jin, Y., Quan, G.S., and Tu, H. Sequential accumulation of the mutations in core 
 promoter of hepatitis B virus is associated with the development of hepatocellular 
 carcinoma in Qidong, China. J Hepatol 49(2008):718-25. 
[32]  Liu, C.J., and Kao, J.H. Core promoter mutations of hepatitis B virus and hepatocellular 
 carcinoma:story beyond A1762T/G1764A mutations. J Gastroenterol Hepatol 
 23(2008):347-50. 
[33]  Huy, T.T., Ushijima, H., Win, K.M., et al. High prevalence of hepatitis B virus pre-s mutant 
 in countries where it is endemic and its relationship with genotype and chronicity. J 
 Clin Microbiol 41(2003):5449-55. . 



58 

 

[34]  Hsieh, Y.H., Su, I.J., Wang, H.C., et al. Pre-S mutant surface antigens in chronic hepatitis B 
 virus infection induced oxidative stress and DNA damage. Carcinogenesis 25(2004): 
 2023-32. 

[35]  Hsieh, Y.H., Su, I.J., Wang, H.C., et al. Hepatitis B virus preS2 mutant surface antigen  

 induces degradation of cyclin-dependent kinase inhibitor p27Kip1 through  

 c-Jun  activation domain-binding protein 1.Mol Cancer Res 5(2007):1063-72. 

[36]  Choi, M.S., Kim, D.Y., Lee, D.H., et al. Clinical significance of pre-S mutations in patients 
 with genotype C hepatitis B virus infection. J Viral Hepat 14(2007):161-8. 
[37]  Gao, Z.Y., Li, T., Wang, J., et al. Mutations in pre-S genes of genotype C hepatitis B virus 
 in patients with chronic hepatitis B and hepatocellular carcinoma. J Gastroenterol 
 42(2007):761-8. 
[38]  Suwannakarn, K., Tangkijvanich, P., Thawornsuk, N., et al. Molecular epidermiological 
 study of hepatitis B virus in Thailand based on the analysis of pre-S and S genes. 
 Hepatol Res 38(2008):244-51. 
[39]  Wang, H.C., Huang, W., Lai, M.D., and Su, I.J. Hepatitis B virus pre-S mutants, 
 endoplasmic reticulum stress and hepatocarcinogenesis. Cancer Sci 97(2006):683-8. 
[40]  Pujol, F.H., Navas, M.C., Hainaut, P., and Chemin, I. Worldwide genetic diversity of HBV 
 genotypes and risk of hepatocellular carcinoma. Cancer Lett 286(2009):80-8. 
[41]  Liu, S., Xie, J., Yin, J., et al. A Matched Case–Control Study of Hepatitis B Virus Mutations 
 in the PreS and Core Promoter Regions Associated Independently With 
 Hepatocellular Carcinoma. J Med Virol 83(2011):45-53. 
[42]  Fattovich, G., Stroffolini, T., Zagni, I., and Donato, F. Hepatocellular carcinoma in 
 cirrhosis:Incidence and risk factors. Gastroenterology 127(2004):S35-50. 
[43]  Petitjean, A. , Mathe, E., Kato, S., et al. Impact of mutant p53 functional properties on TP53 
 mutation patterns and tumor phenotype:lessons from recent developments in the 
 IARC TP53 database. Hum Mutat 28(2007):622-9. 
[44]  Wild, C.P., and Gong, Y.Y. Mycotoxins and human disease: a largely ignored global health  
 issue. Carcinogenesis 31(2010):71-82. 



59 

 

[45]  Liu, Y., and Wu, F. Global burden of aflatoxin-induced hepatocellular carcinoma: a risk 
 assessment. Environ Health Perspect 118(2010):818-24. 
[46]  Wild, C.P., Jiang, Y.Z., Allen, S.J., Jansen, L.A., Hall, A.J., and Montesano, R. Aflatoxin-
 albumin adducts in human sera from different regions of the world. Carcinogenesis 
 17(1990):2271-4. 
[47]  IARC (International Agency for Research on Cancer). Some Naturally Occurring 
 Substances: Food Items and Constituents, Heterocyclic Aromatic Amines and 
 Mycotoxins. IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, 
 vol.56. Lyons: IARC Press, 1993. 
[48]  IARC (International Agency for Research on Cancer).Some Traditional Herbal Medicines, 
  Some Mycotoxins, Naphthalene and Styrene.IARC Monographs on the Evaluation of 
  Carcinogenic Risks to Humans, vol. 82. Lyons: IARC Press, 2002.  
[49]  Jackson, P.E., Kuang, S.Y., Wang, J.B., et al. Prospective detection of codon 249 mutations 
 in plasma of hepatocellular carcinoma patients. Carcinogenesis 24(2003):1657-63. 
 [50]  Szymanska, K., Lesi, O.A., Kirk, G.D., et al. Ser-249TP53 mutation in tumour and plasma 
 DNA of hepatocellular carcinoma patients from a high incidence area in the Gambia, 
 West Africa. Int J Cancer 110(2004):374-9. 
[51]  Bruix, J., and Sherman, M. Management of hepatocellular carcinoma. Hepatology 42(2005) 
 :1208-36. 
[52]  Yu, M.W., Yeh, S.H., Chen, P.J., et al. Hepatitis B virus genotype and DNA level and  
 hepatocellular carcinoma: a prospective study in men. J Natl Cancer Inst 97(2005) 
 :265-72. 
[53]  Liu, C.J., and Kao, J.H. Genetic variability of  hepatitis and response to antiviral therapy. 
 Antivir Ther 13(2008):613-24. 
[54]  Hunt, C.N., McGrill, J.M., Allen, M.I., and Condreny, L.D. Clinical relevance of hepatitis B 
 viral mutations. Hepatology 31(2000):1037-44. 
[55]  Malamassari, S.L., Deng, Q., Fontaine, H., et al. Impact of hepatitis B virus basic core  
 promoter mutations an T cell response to an immunodominant HBx-derived epitope. 
 Hepatology 45(2007):1199-209. 



60 

 

[56]  Lin, C.L., Liu, C.H., Chen, W., et al. Association of pre-S deletion mutant of hepatitis B 
 virus with risk of hepatocellular carcinoma. J Gastroenterol Hepatol 22(2007):1098-
 103. 
[57]  Villar, S., Ortiz-Cuaran, S., Abedi-Ardekani, B., et al. Aflatoxin-induced TP53 R249S 
 mutation in hepatocellular carcinoma in Thailand: association with tumors developing 
 in the absence of liver cirrhosis. PLoS One 7(2012):e37707. 
[58]  Ortiz-Cuaran, S., Villar, S., Gouas, D., et al. Association between HBX status, aflatoxin-
 induced R249S TP53 mutation and risk of hepatocellular carcinoma in a case-control 
 study from Thailand. Cancer Lett 331(2013):46-51. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



62 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



63 

 

การเตรียมสารเคม ี
 
1. 5xTris borate buffer (5x TBE)  

Tris–base   54   กรัม  
Boric acid   27.5   กรัม  
EDTA (pH 8.0)   20   มิลลิลิตร  

จากนั>นเติมนํ>ากลั(นจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แลว้เก็บไวที้(อุณหภูมิหอ้ง  
 

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

ละลายดว้ยการอุ่นในเตาไมโครเวฟแลว้ผสมให้เขา้กนัจนกวา่ agarose gel  
จะละลายหมด 
 

3. 10% Ethidium bromide  
Ethidium bromide  30   ไมโครลิตร  
นํ>ากลั(น    300   มิลลิลิตร  

  
4. Loading dye  

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

 จากนั>นเติมนํ>ากลั(นจนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลว้เก็บที( 4 องศาเซลเซียส  
 

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

ฆ่าเชื>อสารละลายดว้ยการ autoclave แลว้เก็บไวที้(อุณหภูมิหอ้ง  
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6. สารละลาย 20 mg/ml Proteinase K  
Proteinase K   2   มิลลิลิตร  
Distilled water เป็น  100   มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัแลว้เก็บที(อุณหภูมิหอ้ง 
 

7. สารละลาย Red Cell Lysis Buffer (RCLB) 
 1M TRIS-HCl (pH 7.6) 10  มิลลิลิตร 
 5M NaCl  2  มิลลิลิตร 
 1M MgCl2  5  มิลลิลิตร 

Distilled water เป็น       1,000   มิลลิลิตร 
ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัแลว้เก็บที(อุณหภูมิหอ้ง 
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