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ทชัพล เมืองทรัพย์ : การวิเคราะห์เมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์เพ่ือการตรวจแยกชนิดของ
เนือ้เย่ือ. (ANALYSIS OF METHYLATION MICROARRAY FOR TISSUE 
SPECIFIC DETECTION) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั: ศ. ดร. นพ. อภิวฒัน์ มทุิราง
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ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ (DNA methylation) เป็นหลกัการหนึ่งท่ีได้รับการพฒันาขึน้ เพ่ือ

ตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ือ ดงันัน้วตัถปุระสงค์ของงานวิจยันี ้คือการรวบรวมข้อมลูทางชีวสา
รสนเทศ เพ่ือวิเคราะห์และค้นหาดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ท่ีมีความจ าเพาะในเนือ้เย่ือหรืออวยัวะ
ชนิดต่างๆ ทางงานวิจยัได้คดัเลือกข้อมูลดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ ท่ีตรวจวดัได้จากเมทิลเลชัน่ไม
โครแอเรย์ (Methylation microarray) Illumina® HumanMethylation27 BeadChip Kit ของ
บริษัทอิลมูิน่า (Illumina) ท่ีประกอบไปด้วยอวยัวะพืน้ฐาน 18 ชนิด ครอบคลมุซีพีจี 27,578 
ต าแหน่ง ทัว่ทัง้จีโนมของมนุษย์ ข้อมูลดงักล่าวนีจ้ะถูกวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CU-DREAM 
เพ่ือหาค่าเมทิลเลชัน่เฉล่ีย จากนัน้จะถูกจดักลุ่มลงในโปรแกรม Microsoft Excel และถูก
น ามาสร้างกราฟของซีพีจีแตล่ะต าแหนง่ด้วยโปรแกรมอาร์ เพ่ือค้นหาซีพีจีท่ีมีความจ าเพาะใน
แตล่ะอวยัวะ รวมถึงเพ่ือน ามาออกแบบในการตรวจวดัด้วยเทคนิคเอ็มเอสพีซีอาร์ ในงานวิจยั
นีไ้ด้คดัเลือกซีพีจีท่ีต าแหน่ง cg12620499 ของยีน DSU มาเพ่ือในการตรวจยืนยนัเนือ้เย่ือตบั 
ซึ่งผลการทดลองแสดงให้เห็นถึงค่าเมทิลเลชั่นของตับท่ีสูงกว่าอวัยวะอ่ืนๆอย่างชัดเจน 
นอกจากนีผ้ลการทดลองในตวัอย่างดีเอ็นเอจากซีรัม พบว่าคา่เมทิลเลชัน่ของกลุ่มคนปกติมี
ความแตกตา่งจาก กลุ่มผู้ ป่วยโรคมะเร็งตบัและโรคตบัแข็งอย่างมีนยัส าคญั (p=0.0002 และ 
p=0.0047 ตามล าดบั) ทางงานวิจยัคาดหวงัว่าฐานข้อมลูนีจ้ะสามารถใช้ประโยชน์ได้ ทัง้ทาง
นิตเิวชวิทยา และงานทางห้องปฏิบตักิารอ่ืนๆ 
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 DNA methylation is the notable marker used for tissue identification. 
Therefore, the purpose of this study is to use bioinformatics to analyze methylation 
data and discover the specific methylation marker for definite tissue. We collected 
DNA methylation profiles from 39 Illumina® HumanMethylation27 BeadChip Kit 
databases, which contain 18 common tissues, involving 27,578 CpG loci along the 
whole genome. The entire data was processed as follows; 1) Analyzed by CU-
DREAM program for calculating the methylation’s mean value. 2) Organized by 
Microsoft Excel program. 3) Used to plot graphs of each CpG locus by program R. 
Then, the complete database was analyzed to identify the most discriminative peak 
of each graph and validated the peak by methylation specific PCR.  In this study, we 
selected DSU: cg12620499 as an indicator of liver tissue. We expect to establish the 
specific methylation markers for liver. The results show the methylation value form 
liver is clearly higher than the other organs. Interestingly methylation value from 
hepatoma patient group and cirrhosis patient group are higher than healthy with 
significant (p=0.0002 and p=0.0047 respectively Furthermore, our database 
prospect to useful not only in forensic medicine but also in the other clinical 
applications.  
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บทที่  1 

บทน ำ 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

การตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ือเป็นขัน้ตอนท่ีส าคญัมากขัน้ตอนหนึ่ง  ในหลายๆ
งานทางห้องปฏิบตัิการ เพราะเป็นขัน้ตอนท่ีให้ข้อมลูพืน้ฐาน และสามารถก าหนดทิศทางในการ
ด าเนินงานตอ่ ยกตวัอยา่งเชน่ งานทางด้านนิติวิทยาศาสตร์หรือนิติเวชวิทยา การตรวจยืนยนัชนิด
ของเนือ้เย่ือท่ีเป็นหลกัฐานในท่ีเกิดเหต ุสามารถให้ข้อมลูเพ่ือใช้ในการสนันิษฐานหรือวิเคราะห์รูป
คดีได้ เช่นหากพบว่า เนือ้เย่ือของเหย่ือท่ีพบในท่ีเกิดเหตเุป็นอวยัวะส าคญั เช่น สมอง หรือหวัใจ 
ย่อมจะสนันิษฐานได้ว่า เหย่ือน่าจะเสียชีวิตแล้ว แต่ปัญหาหลกัอย่างหนึ่งของการตรวจแยกชนิด
ของเนือ้เย่ือ คือ เนือ้เย่ือหรือสิ่งตวัอยา่งท่ีท าการตรวจมีสภาพไม่เหมาะสมหรือเส่ือมสภาพ ทัง้จาก
การเก็บท่ีไม่ได้คณุภาพ หรืออายุของสิ่งตวัอย่าง ท าให้การตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ือขาดความ
แมน่ย า หรือไมส่ามารถตรวจหาชนิดของเนือ้เย่ือได้ ดงัภาพท่ี 1 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชั่น (DNA methylation) เป็นกระบวนการทางชีวเคมีท่ีมี
ความส าคัญต่อพัฒนาการหรือการเจริญในสิ่งมีชีวิตชัน้สูง  ซึ่งเป็นกลไกหนึ่งของภาวะเหนือ
พนัธุกรรม (Epigenetic) ท่ีสามารถควบคมุการแสดงออกของยีน (Gene expression) ท่ีไม่ขึน้กบั
ล าดบัเบส และไม่มีการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสบนสายดีเอ็นเอ จึงเรียกอีกช่ือหนึ่งว่า “กระบวนการ
ควบคมุเหนือพนัธุกรรม” ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ของแต่ละยีน ในเซลล์เนือ้เย่ือ แต่ละชนิดนัน้ จะมี
จ านวนและรูปแบบท่ีแตกตา่งกนั เพ่ือควบคมุระดบัการแสดงออกของยีน ในแตล่ะเนือ้เย่ือ[1] ท าให้
เกิดปรากฎการณ์ตา่งๆ เช่น การประทบัตราทางพนัธุกรรม (Genomic imprinting) หรือ การยบัยัง้
เอ็กซ์โครโมโซม (X-chromosome inactivation) [1-6] ซึ่งความตา่งกนัของดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่นี ้มี
ความจ าเพาะในเซลล์แต่ละชนิดและสามารถน ามาตรวจวัดได้ จึงสามารถน าหลักการนีม้า
ประยกุต์ใช้ในการตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ือหรืออวยัวะได้ รวมถึงตรวจวิเคราะห์หาความผิดปกติ
ของเซลล์ ท่ีเกิดขึน้จากการแสดงออกของยีน [7, 8] นอกจากนีดี้เอ็นเอเมทิลเลชัน่ยงัมีความเสถียร 
และคงทนตอ่สภาพแวดล้อม ท าให้สามารถตรวจวดัได้จากสิ่งตวัอยา่งท่ีเส่ือมสภาพแล้ว [9] 

ในงานวิจยันีไ้ด้น าข้อมลูของ ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ ในเนือ้เย่ือชนิดตา่งๆ มารวบรวม 
เพ่ือน ามาสร้างเป็นฐานข้อมูลทางชีวสารสนเทศ (Bioinformatics database) ส าหรับใช้เป็น
แหล่งข้อมูลอ้างอิง ในการตรวจยืนยนั เนือ้เย่ือ หรือเซลล์ จากอวยัวะต่างๆ โดยใช้การรวบรวม
ข้อมลูของงานทดลองจากเว็บไซต์ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) [10] จ านวน 39 
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การทดลอง ท่ีเป็นเนือ้เย่ือปกติของมนษุย์ 18 ชนิด ได้แก่ กระดกู, ไขกระดกู, เลือด, สมอง, ปอด, 
เต้านม, หวัใจ, ตบั, กระเพาะอาหาร, ล าไส้, ไต, ตบัอ่อน, ตอ่มหมวกไต, ตอ่มลกูหมาก, ปากมดลกู
, ผิวหนงั, กล้ามเนือ้, เซลล์เย่ือบ ุและไฟโบรบลาซท์ (Fibroblast) ซึ่งงานทดลองทัง้ 39 การทดลอง
นี ้ได้ใช้เมทิลเลชั่นไมโครแอเรย์ (Methylation microarray) ชนิดเดียวกัน คือ llumina® 
HumanMethylation27 BeadChip Kit ท่ีประกอบด้วยไปด้วยต าแหน่งของซีพีจี (CpG) บนยีน
ชนิดตา่งๆ จ านวน 27,578 ต าแหน่ง ทัว่ทัง้จีโนม และครอบคลมุต าแหน่งของยีนมากกว่า 14,000 
ยีน [11, 12] ฐานข้อมลูนีส้ามารถอ้างอิงคา่ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ของซีพีจีต าแหน่งตา่งๆ บนจีโนมใน
เนือ้เย่ือแตล่ะชนิดได้ จึงมีประโยชน์เป็นอย่างมากในการใช้ ระดบัของค่าดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่  เพ่ือ
การตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ือ เพราะสามารถใช้ในการยืนยนัต าแหน่งซีพีจีท่ีมีค่าเมทิลเลชัน่ท่ี
จ าเพาะในเนือ้เย่ือแตล่ะชนิดได้ 

วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
1. เพ่ือสร้างฐานข้อมลูทางชีวสารสนเทศ (Bioinformatics database) ของดีเอ็นเอเมทิล

เลชั่น ในแต่ละต าแหน่งของซีพีจีทั่วทัง้จีโนม ในเนือ้เย่ือชนิดต่างๆ เพ่ือใช้เป็น
แหลง่ข้อมลูอ้างอิงในการตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ือ 

2. น าข้อมลูจากฐานข้อมลูท่ีได้ มาออกแบบวิธีการตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ือโดยอาศยั
หลกัการของดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ 

ขอบเขตของกำรวิจัย 

1. ในการรวบรวมข้อมลูดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่เพ่ือใช้ในการสร้างฐานข้อมลูของงานวิจยันัน้ 
ทางงานวิจยัได้คดัเลือกเฉพาะข้อมลูดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ของเนือ้เย่ือปกติเท่านัน้ ท าให้
ฐานข้อมลูนีค้รอบคลมุเฉพาะการตรวจยืนยนัเนือ้เย่ือเทา่นัน้ ซึง่ไม่สามารถน ามาใช้ใน
การตรวจยืนยนัเนือ้เนือ้ท่ีมีความผิดปกตเิพ่ือหาตรวจหาหรือวิเคราะห์โรคได้ 

2. กลุ่มประชากรในงานวิจยันี ้แบง่ออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มประชากรท่ีเป็นตวัอย่าง
เนือ้เย่ือจากพาราฟินบล็อค (Paraffin blocks) ท่ีได้มาจากการตรวจศพ (Autopsy) ท่ี
ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ซึ่งทางงานวิจัย
ได้รับอนญุาต เพ่ือน ามาใช้ในการทดลอง และกลุม่ท่ีสองเป็นตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีสกดัได้
จากซีรัม (Serum) ของผู้ ป่วยในโรคท่ีมีการท าลายเนือ้เย่ือหรือเซลล์ของตบั ได้แก่ 
มะเร็งตบั (Hepatoma), ตบัแข็ง (Cirrhosis), ไวรัสตบัอกัเสบบี (Hepatitis B virus, 
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HBV) และ ไวรัสตบัอกัเสบซี (Hepatitis C Virus, HCV) รวมถึงตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีสกดั
ได้จากซีรัมของคนปกต ิ

3. ระยะเวลา การศกึษาวิจยัครัง้นีก้ระท าในปีการศกึษา 2555 เป็นเวลา 1 ปี 
4. สถานท่ีท่ีใช้ในการวิจัย คือ อาคารแพทยพัฒน์  ห้อง 713 คณะแพทยศาสตร์  

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

ข้อตกลงเบือ้งต้น 
1. เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดสอบเป็นเคร่ืองมือท่ีผ่านการทดสอบความเท่ียงตรงและความ

แมน่ย าตามมาตรฐานของการทดสอบเคร่ืองมือนัน้ๆ 

2. ตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีได้มาจากทัง้สองกลุ่มประชากรนี ้ได้รับอนญุาตให้สามารถนาใช้ใน
การทดลองได้ และทางงานวิจยัได้ขอจริยธรรมในการใช้ตวัอย่างดีเอ็นเอเหลา่นีแ้ล้ว 

ข้อจ ำกัดของกำรวิจัย 

ฐานข้อมลูและเทคนิคท่ีใช้ในการตรวจวดัซีพีจีเมทิลเลชัน่ของงานวิจยันีส้ามารถ
ใช้ตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ือ ได้เฉพาะในมนุษย์เท่านัน้ เพราะในฐานข้อมูลมี ข้อมูลครอบคลุม
เฉพาะคา่เฉล่ียดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ของมนษุย์ 

ค ำจ ำกัดควำมที่ใช้ในกำรวิจัย 

1. Methylation microarray เป็นเทคนิคท่ีใช้การตรวจวดัคา่ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ จาก
หลายๆต าแหน่งบนจีโนม หรือบริเวณท่ีสนใจพร้อมกนั ในการตรวจวดัหนึ่งครัง้ ซึ่งค่า
ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ท่ีตรวจวดัได้ มีความแมน่ย า และนา่เช่ือถือ 

2. Tissue specific detection เป็นการตรวจหาหรือยืนยนัชนิดของเนือ้เย่ือหรืออวยัวะ
จากสิ่งตวัอย่าง เพ่ือใช้ในการวินิจฉัยหรือวิเคราะห์โรคทางการแพทย์ รวมถึงงาน
ในทางนิตวิิทยาศาสตร์ เพ่ือใช้ในการตรวจสอบหลกัฐาน 

3. DNA methylation เป็นปฏิกิริยาการเติมหมู่เมทิลให้กับเบสในสายดีเอ็นเอ เกิดท่ี
คาร์บอนต าแหน่งท่ี 5 ของเบสไซโตซีน ในบริเวณท่ีเบสไซโตซีนอยู่ติดกบัเบสกวานีน
ซึง่เป็นกลไกหนึง่ของสภาวะเหนือพนัธุกรรม 
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4. CU-DREAM เป็นโปรแกรมทางชีวสารสนเทศท่ีถูกพฒันาขึน้ เพ่ือน ามาค านวณหา
ความสัมพันธ์ของกลุ่มยีนจากกลุ่มประชากรระหว่างงานทดลองสองกลุ่มได้  ซึ่ง
ความสมัพนัธ์ของกลุม่ยีน สามารถค านวณในรูปแบบ up- หรือ down-regulation 

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

ในงานวิจยันี ้สามารถสร้างฐานข้อมลูทางชีวสารสนเทศของคา่ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ 
ท่ีซีพีจีต าแหน่งตา่งๆบนจีโนม ในเนือ้เย่ือหรืออวยัวะแต่ละชนิด ซึ่งสามารถน าฐานข้อมลูดงักล่าว
มาใช้อ้างอิงการตรวจยืนยนัหรือตรวจหาชนิดของเนือ้เย่ือจากสิ่งตวัอย่าง โดยอาศยัหลกัการดีเอ็น
เอเมทิลเลชั่นได้ และยังสามารถน าฐานข้อมูลนีม้าประยุกต์ใช้ในการตรวจหาความผิดปกติ
เก่ียวกบั ระดบัคา่ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ของเซลล์เนือ้เย่ือชนิดตา่งๆ ได้เชน่กนั 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

1. รวบรวมและคดัเลือกข้อมลูคา่ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ในอวยัวะตา่งๆ ของมนษุย์ 

2. สร้างฐานข้อมลูคา่เมทิลเลชัน่เฉล่ียของซีพีจีต าแหนง่ตา่งๆ ในอวยัวะแตล่ะชนิด 

3. ค้นหาและคดัเลือกซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีมีความจ าเพาะในอวยัวะชนิดตา่งๆ 

4. ออกแบบเทคนิคการตรวจวดั ของซีพีจีท่ีจ าเพาะ 

5. สกดัดีเอ็นเอจากสิ่งตวัอยา่งในกลุม่ประชากร 

6. น าดีเอ็นเอท่ีสกดัมาผา่นกระบวนการโซเดียมไบซลัไฟต์ทรีทเมนท์ 

7. น าไบซลัไฟต์ดีเอ็นเอแล้วมาเข้าสูก่ระบวนการเอ็มเอสพีซีอาร์ 

8. ท าเจลอีเล็คโตรโฟเรซิส เพ่ือวดัความเข้มของพีซีอาร์โปรดกัส์ 

9. วิเคราะห์ผลการทดลอง ทัง้จ านวน รูปแบบ และต าแหนง่ของซีพีจีท่ีจ าเพาะ รวมถึงคา่
เมทิลเลชัน่จากสิ่งตวัอยา่งตา่งๆท่ีวดัได้ โดยใช้โปรแกรมชีวสารสนเทศตา่งๆ  
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ล ำดับขัน้ตอนในกำรเสนอผลกำรวิจัย 
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แผนภำพสรุปที่มำและกำรด ำเนินงำนของงำนวิจัย 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 แผนภาพสรุปขัน้ตอนของงานวิจยั 

พิจารณา GSE ท่ีใช้ GPL8490 

คดัเลือก 39 GSE ท่ีเป็น 
(เนือ้เย่ือปกตขิองมนษุย์)  

ค้นหา GSE ท่ีรายงาน 
ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ 

 

ค านวณคา่เฉล่ียเมทิลเลชัน่ 
ด้วยโปรแกรม CU-DREAM 

เทคนิคเอ็มเอสพีซีอาร์  

กระบวนการเจลอีเล็คโตรโฟเรซิส  

13 ราย 18 อวยัวะ 

99 ราย 4 กลุม่โรค สกดัดีเอ็นเอ 

กระบวนการไบซลัไฟต์ทรีทเมนท์ 

สร้างกราฟด้วยโปรแกรมอาร์ จดัเรียงเป็นฐานข้อมลู 

ค้นหาซีพีจีท่ีจ าเพาะ 
ในแตล่ะอวยัวะ  

ออกแบบไพร์เมอร์ 
ท่ีจ าเพาะกบัซีพีจี 

วิเคราะห์ 
ผลการทดลอง 

คา่เมทิลเลชัน่ 

ซีพีจีท่ีจ าเพาะ 
โปรแกรมเดวิด 

ซีเควนโลโก้ 

ตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ือ 
 

ตรวจด้วยกล้องจลุทรรศน์ 
 

สิ่งตวัอย่างท่ียงัไมเ่ส่ือมสภาพ 
 

สิ่งตวัอย่างท่ีเส่ือมสภาพแล้ว 
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บทที่  2 

เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
กำรตรวจแยกชนิดของเนือ้เยื่อ 

การระบุชนิดหรือท่ีมาของเนือ้เย่ือชนิดต่างๆในมนุษย์นัน้ เป็นขัน้ตอนหนึ่งท่ี มี
ความส าคญัมาก ทัง้ในงานทางด้านนิติวิทยาศาสตร์ หรืองานทางการแพทย์ เพราะเป็นขัน้ตอนท่ี
ให้ข้อมูลส าคญัหรือก าหนดทิศทางในการด าเนินงานต่อได้ [9] ยกตวัอย่าง เช่น การพิสูจน์ชนิด
หรือท่ีมาของเนือ้เย่ือหรืออวยัวะท่ีพบในท่ีเกิดเหต ุหากพบว่าเป็นอวยัวะส าคญั เช่น สมอง, หวัใจ 
หรือตบั ย่อมจะสนันิษฐานได้ว่า เจ้าของอวยัวะนีน้่าจะเสียชีวิตไปแล้ว หรือสามารถให้ข้อมลูด้าน
อ่ืนๆ เชน่ คดีขม่ขืนหรือท าร้ายร่างกาย การตรวจพิสจูน์ชนิดของสิ่งตวัอย่างท่ีพบว่าเป็นคราบเลือด
หรือคราบอสุจิ สามารถน ามาใช้อ้างอิงพฤติกรรมหรือการกระท าของผู้ ต้องสงสัย ตลอดจนงาน
ทางการแพทย์ท่ีต้องอาศยัการตรวจยืนยนัชนิดของเนือ้เย่ือ เพ่ือใช้ประกอบในการวินิจฉัยหรือตรวจ
คดัแยกโรค แต่การตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ืออาจให้ผลท่ีขาดความแม่นย า หากสิ่งตัวอย่างมี
สภาพไมเ่หมาะสม เช่น มีการเส่ือมสภาพ ทัง้จากการเก็บท่ีไม่ได้คณุภาพ หรืออายขุองสิ่งตวัอย่าง 
รวมถึงขาดวิธีการตรวจวดัท่ีมีความแมน่ย าสงู 
  วิธีการตรวจหาชนิดของเนือ้เย่ือสามารถตรวจหาได้หลายวิธีการ เช่น การตรวจ
จากเอ็นไซม์ หรือการตรวจทางภูมิคุ้มกันวิทยา ซึ่งต่างก็มีหลักการและความแม่นย าต่างกัน วิธี
มาตรฐานอย่างหนึ่งของการตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ือ คือ การตรวจทางกล้องจลุทรรศน์  [9, 13] 
แตก่ารตรวจดงักล่าวไม่สามารถตรวจวดัสิ่งตวัอย่างท่ีมีการเส่ือมสภาพไปแล้ว เทคนิคหนึ่งท่ีได้รับ
การพฒันาขึน้มา คือการแยกชนิดของเนือ้เย่ือโดยอาศยัการตรวจวดัจากโปรตีนท่ีจ าเพาะในแตล่ะ
เซลล์ เช่น ชดุตรวจบลูสตาร์ (Bluestar®) ส าหรับตรวจหาฮีโมโกลบินในเลือด [9] แต่ข้อด้อยของ
วิธีการนีคื้อ โปรตีนมีความเสถียรและความคงทนน้อยกว่าดีเอ็นเอ จึงเกิดการเส่ือมสภาพได้ง่าย
กว่า [9, 14] และไม่สามารถตรวจวดัออกมาเป็นเชิงปริมาณได้ นอกจากนีก้ารตรวจวดัจากโปรตีน
ส่วนมากมีขัน้ตอนท่ียุ่งยากและไม่ค่อยเป็นมาตรฐาน ท าให้ผลการตรวจท่ีได้อาจเกิดความ
คลาดเคล่ือนจากอคตขิองผู้ตรวจวดั [9] 

เทคนิคอ่ืนๆท่ีถกูพฒันาขึน้ คือ การตรวจหาเอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) [9, 15-19]
หรือไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA) [14] ของแตล่ะเซลล์ โดยอาศยัหลกัการท่ีระดบัของการแสดงออก
ของยีนชนิดเดียวกนัในเซลล์เนือ้เย่ือตา่งชนิด จะมีระดบัท่ีไม่เท่ากนั หรือยีนชนิดเดียวกนัมีรูปแบบ
การตดัยีนท่ีตา่งกนัในเซลล์แตล่ะชนิด (Alternative splicing) ซึ่งวิธีนีใ้ห้ผลการตรวจท่ีแม่นย ากว่า
การตรวจจากโปรตีน แตก็่มีข้อด้อย เน่ืองจากเอ็มอาร์เอ็นเอและไมโครอาร์เอ็นเอเส่ือมสภาพได้ง่าย
กว่าดีเอ็นเอ เช่นเดียวกบัโปรตีน ท าให้ตรวจวดัได้ยากจากสิ่งตวัอย่างท่ีเส่ือมสภาพไปแล้ว [9, 19]
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รวมถึงมีขัน้ตอนท่ียุ่งยากและซบัซ้อน ในปัจจบุนัเทคนิคการตรวจวดัระดบัดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ จึง
ถกูพฒันาขึน้มา [11]  เพ่ือใช้ในการตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ือ แตค่วามจ าเพาะ และ ความไวของ
เทคนิค ยงัไมมี่ประสิทธิภาพเป็นท่ีนา่พอใจ หรือสามารถน ามาใช้งานได้ 
 
ดีเอ็นเอเมทลิเลช่ัน 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ เป็นกระบวนการหนึ่งในภาวะเหนือพนัธุกรรม ท่ีมีรูปแบบท่ี
จ าเพาะในเซลล์ของเนือ้เย่ือแตล่ะชนิด เพ่ือใช้ควบคมุระดบัการแสดงออกของยีน [1-6] ซึ่งเป็นส่วน
หนึ่งท่ีท าให้ยีนชนิดเดียวกันบางตวัมีระดบัของการแสดงออกท่ีต่างกัน ในเซลล์ของเนือ้เย่ือหรือ
อวยัวะต่างชนิดกัน นอกจากนีดี้เอ็นเอเมทิลเลชัน่ยงัมีความเสถียร และคงทนต่อสภาพแวดล้อม 
ท าให้สามารถตรวจวดัได้ในสิ่งตวัอย่างท่ีเส่ือมสภาพแล้วได้ง่ายกวา่โปรตีน หรือเอ็มอาร์เอ็นเอ [9] 

กลไกการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่เป็นปฏิกิริยาการเติมหมู่เมทิล ลงบนอะตอมของ
คาร์บอนต าแหน่งท่ี 5 ของเบสไซโตซีน โดยอาศัยเอนไซม์ดีเอ็นเอเมทิลทรานเฟอเรส (DNA 
methylatranferase) ดงัภาพท่ี 2 ในบริเวณท่ีเบสไซโตซีนอยู่ติดกบัเบสกวานีน (Guanine) ซึ่งเรียก
ล าดบัเบสบริเวณนีว้า่ ซีพีจี การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ท่ีซีพีจีนี ้สามารถควบคมุการแสดงออกของ
ยีนได้ เช่น การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ท่ีซีพีจีตรงบริเวณ โปรโมเตอร์ (Promoter) ของยีน ส่วนมาก
จะท าให้ยีนนัน้ไม่เกิดการแสดงออก หรือไม่เกิดการถอดรหสัของยีน (Transcription) [20, 21] ซึ่ง
การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ท่ีซีพีจีจะมีความแตกตา่งกนัและมีความจ าเพาะในเซลล์แตล่ะชนิด  

 
ภาพท่ี 2 กลไกการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ 

  การตรวจวดั ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ สามารถตรวจวดัได้หลายวิธี เช่น การใช้เอนไซม์
ตดัจ าเพาะเมทิลเลชัน่ (Methylation-sensitive restriction enzymes) ท่ีเลือกตดัล าดบัเบสท่ี
จ าเพาะท่ีไม่มีหมู่เมทิล หรือการจบัด้วยโปรตีนท่ีจ าเพาะกบัหมู่เมทิล (Recombinant proteins) ท่ี
สามารถจบัอย่างจ าเพาะกับหมู่เมทิลบนบสไซโตซีน เทคนิคหนึ่งท่ีได้รับความนิยมแพร่หลายใน
การตรวจวดัดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ คือ การใช้ไบซลัไฟต์ทรีทเมนท์ (Bisulfite treatment) เพ่ือเปล่ียน
เบสไซโตซีนท่ีไม่มีหมู่เมทิล (Unmethylation cytosine) ให้เป็นเบสยรูาซิล (Uracil) โดยท่ีเบสไซ
โตซีนท่ีมีหมูเ่มทิลจะยงัคงสภาพเดมิอยู ่ดงัภาพท่ี 3 จงึเรียกตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีได้จากกระบวนการนี ้
วา่ไบซลัไฟต์ดีเอ็นเอ (BS DNA) [11, 22-28] 
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ภาพท่ี 3 เทคนิคไบซลัไฟต์ทรีทเมนท์ 

เทคนิคไบซลัไฟต์ทรีทเมนท์ได้รับความนิยม เพราะมีขัน้ตอนไมยุ่ง่ยากหรือซบัซ้อน 
และราคาไมส่งู ซึง่การตรวจวดัไบซลัไฟต์ดีเอ็นเอสามารถท าได้หลายเทคนิค ในแตล่ะเทคนิคตา่งก็
มีข้อจ ากดัท่ีแตกตา่งกนั เชน่ การตดัด้วยเอนไซม์ (Enzyme digestion) มีข้อจ ากดัตรงท่ีไม่สามารถ
ใช้ตรวจวดักบัทุกล าดบัเบสได้อย่างอิสระ หรือการใช้เทคนิคการทดสอบการตกตะกอนภูมิคุ้มกัน 
(Immunoprecipitation) วิธีนีส้ามารถใช้ทุกล าดบัเบสบนดีเอ็นเอได้ แต่ไม่สามารถให้ข้อมูลท่ี
จ าเพาะในแต่ละต าแหน่งของซีพีจีได้ [9, 11] ในปัจจบุนัจึงมีการพฒันาเทคนิคการตรวจวดัท่ีลด
ข้อจ ากดัดงักลา่วและเพิ่มประสิทธิภาพการตรวจวดัมากขึน้ ซึ่งสามารถตรวจวดัดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่
ได้หลายๆต าแหนง่พร้อม โดยการใช้ไมโครแอเรย์ในการตรวจวดั จึงเรียกเทคนิคนีว้่า เมทิลเลชัน่ไม
โครแอเรย์ (Methylation microarray) 
 
เมทลิเลช่ันไมโครแอเรย์ 

เมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์ เป็นเทคนิคท่ีถกูพฒันาขึน้เพ่ือน ามาใช้ในการศกึษาและ
ตรวจวดัดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ ท่ีต้องใช้การแสดงผลการตรวจวดัในระดบัสงู (High-throughput) ท่ี
สามารถตรวจวดัดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ได้ครัง้ละหลายๆต าแหน่ง [29, 30] ท าให้ลดระยะเวลาและ
ค่าใช้จ่าย รวมถึงค่าดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นท่ีตรวจวัดได้ มีความแม่นย าท่ีน่าเช่ือถือ [11, 12] ใน
ปัจจบุนัเมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์จงึได้รับความนิยมในการน ามาใช้วดัคา่เมทิลเลชัน่จ านวนมากเพ่ือ
สร้างเมทิลเลชั่นโปรไฟล์ (Methylation profiling) หรือตรวจวัดระดับเมทิลเลชั่นในสิ่งมีชีวิต 
หลกัการตรวจวดัของเมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์มีหลายเทคนิค เช่น การใช้แอนติบอดี ้(Antibody) จบั
กบัหมู่เมทิลบนเบสไซโตซีน หรือการใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์บีดส์ (Oligonucleotide beads) เพ่ือ
ตรวจแยกเมทิลเลชัน่และอนัเมทิลเลชัน่ 
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เมทิลเลชั่นไมโครแอเรย์ท่ีงานวิจัยนีไ้ด้เลือกมาเพ่ือใช้ในการสืบค้นข้อมูลคือ 
llumina® HumanMethylation27 BeadChip Kit ท่ีถูกพฒันาขึน้โดยบริษัทอิลูมิน่า (Illumina) 
(ภาพท่ี 4) 

 
ภาพท่ี 4 llumina® HumanMethylation27 BeadChip Kit 

llumina® HumanMethylation27 BeadChip Kit ใช้เทคโนโลยีโอลิโกนิวคลีโอ
ไทด์บีดส์ (ภาพท่ี 5) ในการตรวจวัดค่า ดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นของซีพีจีในแต่ละต าแหน่งบนจีโนม 
หลกัการคือ ดีเอ็นเอตวัอย่างจะผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์ทรีทเมนท์ จากนัน้จึงน ามาใส่ในแถบ
ตรวจวดัของไมโครแอเรย์ท่ีสามารถตรวจวดัซีพีจีได้ 27,578 ต าแหน่ง ซึ่งในแตล่ะต าแหน่งตรวจวดั
จะมีโพรบ (Probe) 2  ชนิด คือ เมทิลเลชัน่บีดส์ไทป์ (Methylation bead type) และอนัเมทิลเลชัน่
บีดส์ไทป์ (Unmethylation bead type) ท่ีจ าเพาะกับล าดบัเบสในแต่ละต าแหน่งตรวจวดั โดยท่ี
ปลายด้าน 3’ของเมทิลเลชัน่โพรบจะจ าเพาะกับต าแหน่งซีพีจีท่ีเป็นเมทิลเลชัน่ ขณะท่ีปลายด้าน 
3’ของอันเมทิลเลชั่นโพรบจะจ าเพาะกับต าแหน่งซีพีจีท่ีเป็นอันเมทิลเลชั่น ใน ซีพีจีต าแหน่งท่ี
ต้องการตรวจวดั  

 
ภาพท่ี 5 ภาพเทคนิคโอลิโกนิวคลีโอไทด์บีดส์ของ llumina® HumanMethylation27 BeadChip Kit 

[11] 
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เม่ือเร่ิมปฏิกิริยาโพรบจะจบักับล าดบัเบสเป้าหมาย หากต าแหน่งซีพีจีท่ีตรวจวดั
เป็นอนัเมทิลเลชัน่ เบสไซโตซีนท่ีถกูเปล่ียนเป็นเบสยรูาซิล ท าให้จบักบัอนัเมทิลเลชัน่โพรบได้อย่าง
สมบูรณ์ จึงเกิดการสร้างสายต่อ (Extension) และส่งสญัญาณของอนัเมทิลเลชัน่ออกมา ในทาง
กลับกัน หากหากต าแหน่งซีพีจีท่ีตรวจวดัเป็นเมทิลเลชั่น เบสไซโตซีนท่ีคงสภาพจะจบักับเมทิล
เลชัน่โพรบได้อยา่งสมบรูณ์ จงึเกิดการสร้างสาย และสง่สญัญาณของเมทิลเลชัน่ออกมา [11] 

ประสิทธิภาพการตรวจวดัของ llumina® HumanMethylation27 BeadChip Kit 
นัน้ สามารถตรวจวัดค่าดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นได้มากถึง 27,578 ต าแหน่ง ประกอบด้วยยีนจ านวน 
14,475 ยีน ตลอดบนจีโนมของมนษุย์ (Along human whole genome) และสามารถตรวจได้ 12
สิ่งตวัอยา่ง ตอ่การวดัหนึ่งครัง้[11, 12] ท าให้เมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์นีไ้ด้รับความนิยมในงานวิจยั
ต่างๆ [31-36] และมีฐานข้อมูลท่ีใช้เมทิลเลชั่นไมโครแอเรย์ชนิดนีใ้ห้สืบค้นได้มากท่ีสุด เม่ือ
เปรียบเทียบกบัเมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์ของบริษัทอ่ืนๆ ในฐานข้อมลูการทดลอง (GEO dataset) 
ของเว็บไซต์ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/) [10] ซึ่งมีข้อมูลการทดลองมากถึง 172 
การทดลอง  
 
Gene Expression Omnibus (GEO) 
  GEO เป็นฐานข้อมลูของเว็ตไซต์ NCBI ท่ีรวบรวมข้อมลูงานวิจยัท่ีใช้ไมโครแอเรย์
ในการวดัผล ซึ่งเรียกข้อมูลในฐานข้อมลูนีว้่า GEO dataset ในฐานข้อมูลจะประกอบด้วย งาน
ทดลอง (Series) แพลทฟอร์มหรือไมโครแอเรย์ท่ีใช้ (Platform) และประชากรหรือสิ่งตวัอย่าง 
(Sample) โดยใช้รหสัย่อขึน้ต้นด้วย GSE, GPL และ GSM ตามล าดบั GEO เป็นฐานข้อมลูงาน
ทดลองสาธารณะท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสดุ [10] และสามารถเข้าถึงข้อมลูหรือสง่ตอ่ข้อมลูได้ง่าย ท าให้มี
ข้อมลูงานวิจยัท่ีมีความหลากหลายทางพนัธุศาสตร์จ านวนมาก ทัง้ในด้านแสดงออกของยีน ดีเอ็น
เอเมทิลเลชัน่ หรืออาร์เอ็นเอ (RNA) ทางงานวิจยัจงึใช้ฐานข้อมลูนีใ้นการรวบรวมข้อมลูคา่ดีเอ็นเอ
เมทิลเลชั่นจากอวัยวะต่างๆของมนุษย์ เพ่ือน ามาสร้างเป็นฐานข้อมูล โดยคัดเลือกข้อมูลงาน
ทดลองท่ีใช้เมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์ llumina® HumanMethylation27 BeadChip Kit ของบริษัท
อิลูมิน่า เพราะมีข้อมูลงานทดลองเป็นจ านวนมากท่ีสุดถึง 172 งานทดลอง และในงานวิจยันีไ้ด้
คดัเลือกข้อมูลการทดลองท่ีเป็นเนือ้เย่ือปกติของมนุษย์ มาทัง้สิน้ 39 การทดลอง เพ่ือน ามาหา
คา่เฉล่ียของดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ ในแตล่ะต าแหนง่ของซีพีจีบนจีโนม โดยใช้โปรแกรม CU-DREAM 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/
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ภาพท่ี 6 เว็บไซต์ของ GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/) 

 
CU-DREAM 

CU-DREAM (Connection up- and down-regulation expression analysis of 
microarrays) [29] เป็นโปรแกรมทางชีวสารสนเทศ (Bioinformatics) ท่ีสามารถค านวณและ
ประเมินความสัมพันธ์ของแต่ละยีน ระหว่าง ข้อมูลการทดลองสองการทดลอง ท่ีอยู่ในรูปแบบ 
GSE ในฐานข้อมลู GEO [29, 37-40] จากเว็บไซต์ NCBI โดยหลกัการของ CU-DREAM จะเป็น
การแบ่งกลุ่มประชากรของสิ่งตวัอย่างในสองงานทดลองออกเป็นสองกลุ่มประชากร ได้แก่ กลุ่ม
ทดลอง (Experimental group) และกลุ่มควบคมุ (Control group) ท่ีอยู่ในรูปแบบไฟล์ Microsoft 
Excel (ภาพท่ี 7) จากนัน้ค านวณหาคา่เฉล่ียของคา่ท่ีวดัได้จากไมโครแอเรย์หรือรูปแบบท่ีใช้ เช่น 
ค่าการแสดงออกของยีน หรือค่าดีเอ็นเอเมทิลเลชั่น จากทุกๆสิ่งตวัอย่างของ GEO ในแต่ละ
ต าแหน่งตรวจวดัของไมโครแอเรย์ โดยอาศยัคา่อ้างอิงจากไฟล์ข้อมลูของทัง้สอง GSE ท่ีสามารถ
ดาวน์โหลดได้จากเว็บไซต์ NCBI แล้วค านวณหาผลตา่งของ 2 กลุ่มประชากรท่ีต าแหน่งตรวจวดั 
ต าแหน่งเดียวกนั เพ่ือน าคา่ท่ีได้มาค านวณทางสถิติเพ่ือหาความสมัพนัธ์ของยีน ระหว่างข้อมลู 2 
กลุ่ม ซึ่งสามารถเลือกดูความสมัพนัธ์ได้ทัง้ up- หรือ down-regulation โดยพิจารณาจากค่า p-
value ท่ีสามารถปรับตัง้คา่ได้  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/
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ภาพท่ี 7 การใสข้่อมลูและตัง้คา่การค านวณความสมัพนัธ์ของงานทดลองในรูปแบบไฟล์ 

Microsoft Excel ของโปรแกรม CU-DREAM 
โปรแกรม CU-DREAM สามารถใช้กบั GEO dataset ได้หลายรูปแบบ ทัง้เอ็กซ์

เพรสชัน่ไมโครแอเรย์ (Expression microarray) และ เมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์ โดยไมโครแอเรย์ท่ี
น ามาใช้นัน้ จ าเป็นต้องเป็นไฟล์ท่ีมีคอลมัน์ข้อมลูของ Gene Symbol ท่ีเป็นช่ือของยีนชนิดตา่งๆ
เพ่ือใช้ในการแปลผล ซึ่งโปรแกรม CU-DREAM นัน้ทางงานวิจยัสามารถน ามาประยกุต์ใช้ในการ
สร้างฐานข้อมูลทางชีวสารสนเทศท่ีแสดงคา่ของยีนหรือต าแหน่งบนจีโนมท่ีถกูตรวจวดัออกมาได้ 
ในกลุ่มงานทดลองท่ีใช้ไมโครแอเรย์หรือรูปแบบตวัเดียวกนัในการวดัค่า ทัง้คา่การแสดงออกของ
ยีนและค่าดีเอ็นเอเมทิลเลชั่น ในงานวิจัยนีจ้ึงได้เลือกงานทดลองท่ีใช้เมทิลเลชั่นไมโครแอเรย์ 
Illumina® HumanMethylation27 BeadChip Kit ของบริษัทอิลมูิน่า เน่ืองจากเป็นไมโครแอเรย์ท่ี
สามารถน ามาใช้ค านวณด้วย โปรแกรม CU-DREAM ได้ และมีข้อมูลการทดลองมากท่ีสุดบน
เว็บไซต์ NCBI 

ทางานวิจัยได้อาศัยค่าเมทิลเลชั่นเฉล่ียของแต่ละกลุ่มตัวอย่างในแต่ละการ
ทดลองในซีพีจี แต่ละต าแหน่งบนจีโนม จ านวน 27,578 ต าแหน่ง ท่ีถูกค านวณมาจากโปรแกรม 
CU-DREAM มาใช้ในการเปรียบเทียบหาความจ าเพาะในแตล่ะเนือ้เย่ือ หรืออวยัวะ จากนัน้จึงใช้
โปรแกรม Microsoft Excel ในการจัดเรียงค่าเฉล่ีย และจัดกลุ่มของอวัยวะในฐานข้อมูล 
นอกจากนีท้างงานวิจยัยงัได้รับข้อมลูของคา่ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ ของเนือ้เย่ือปกติของมนษุย์ 14 
ชนิด ท่ีวดัได้จาก HumanMethylation27 BeadChip Kit จากงานวิจยัของบริษัทอิลมูิน่าโดยได้รับ
ความเอือ้เฟือ้ข้อมูลจาก Professor Kevin L Gunderson (Genome-wide DNA methylation 
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profiling using Infinium® assay) [11] มาใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล เพ่ือเพิ่มความแม่นย าและ
ความครอบคลมุของฐานข้อมลู 

 
โปรแกรมอำร์ (R Program) 

โปรแกรมอาร์เป็นโปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติท่ีมีลักษณะเป็นโปรแกรมเปิด 
(Open source software) ท่ีสามารถน ามาใช้ค านวณหรือวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติในรูปแบบตา่งๆ 
รวมถึงสามารถน ามาใช้ในการน าเสนอข้อมลูทัง้รูปแบบกราฟ แผนภูมิ หรือแผนภาพตา่งๆ ในการ
ใช้งานโปรแกรมจ าเป็นต้องใช้การเขียนค าสัง่ด้วยภาษา R ท่ีมีลกัษณะคล้ายคลึงกบัภาษา S ท่ีใช้
ในการเขียนค าสัง่ทางคอมพิวเตอร์ ท าให้สามารถใช้ค าสัง่จากภาษา S มาใช้ร่วมกับในโปรแกรม
อาร์ได้อย่างง่ายดาย นอกจากนีโ้ปรแกรมอาร์ยงัมีเป็นโปรแกรมท่ีมีความยืดหยุ่นในการวิเคราะห์
ทางสถิติ และปรับตัง้การค านวณได้ จึงสามารถน ามาใช้งานได้หลากหลายประเภท รวมถึงงาน
ทางด้านเมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์ [12] 

 
ภาพท่ี 8 โปรแกรมอาร์ 

ทางงานวิจัยได้น าโปรแกรมอาร์มาใช้ในการสร้างกราฟแสดงค่าเมทิลเลชัน่ของ
อวยัวะตา่งๆบนซีพีจีแตล่ะต าแหน่งในฐานข้อมลู เน่ืองจากโปรแกรมนีส้ามารถสร้างกราฟทัง้หมด
จ านวน 27,578 ต าแหน่งตามจ านวนซีพีจีบนเมทิลเลชั่นไมโครแอเรย์ท่ีได้คดัเลือกมา ด้วยการ
เขียนค าสัง่เพียงหนึง่ครัง้ ท าให้ลดระยะเวลาและเพิ่มความสะดวกในการวิเคราะห์คา่เมทิลเลชัน่ท่ี
ซีพีจีแตล่ะต าแหนง่ ซึง่กราฟท่ีได้จากโปรแกรมอาร์จะถกูน ามาวิเคราะห์ เพ่ือคดัเลือกต าแหน่งซีพีจี
ท่ีมีคา่เมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะในอวยัวะชนิดตา่งๆ 
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โปรแกรมเดวิด (DAVID bioinformatics resources) 
โปรแกรมเดวิด (DAVID: the database for annotation, visualization and 

integrated discovery) เป็นโปรแกรมทางชีวสารสนเทศ ท่ีมีวตัถปุระสงค์ในการงาน เพ่ือศกึษา
วิเคราะห์ หรืออธิบายความสมัพนัธ์ของหน้าท่ีหรือระบบของกลุ่มยีนจ านวนมากท่ีสนใจ [41]  กลุ่ม
ยีนดงักล่าวนี ้มกัได้มากจากการใช้ไมโครแอเรย์ในการวดัผลหรือคัดเลือกยีน รวมถึงได้มากจาก
การศึกษาโปรตีนในสิ่งมีชีวิต (Proteomics) โปรแกรมเดวิดสามารถวิเคราะห์กลุ่มยีนจ านวนมาก
ได้ตัง้แต่ระดบั 100 ยีน จนถึง ระดบั 1,000 ยีน จึงมีประโยชน์อย่างมากในการศึกษาระบบ หรือ
กลไกทางพนัธุกรรมตา่งๆ ภายในสิ่งมีชีวิต  

 
ภาพท่ี 9 โปรแกรมเดวิด [41] 
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โปรแกรมเดวิดเป็นโปรแกรมท่ีอยู่บนเว็บไซต์ http://david.niaid.nih.gov ซึ่งเป็น
โปรแกรมท่ีเปิดให้ใช้งาน โดยไม่เสียคา่ใช้จ่าย (Freeware) และมีขัน้ตอนการใช้งานท่ีไม่ยุ่งยาก 
เพียงกรอกรายช่ือของกลุ่มยีนท่ีต้องการศกึษา หรืออพัโหลดรายช่ือยีนท่ีอยู่ในรูปแบบไฟล์ ต่างๆ 
เช่น Notepad แล้วเลือกตวักรอง (Identifier) และ สปีชีส์ (Species) ของกลุ่มยีน จากนัน้เลือกดู
รูปแบบของผลลพัธ์หรือพารามิเตอร์ (Parameter) ชนิดตา่งๆ ท่ีใช้ 

ทางงานวิจยัจงึได้เลือกโปรแกรมนีม้าใช้ในการวิเคราะห์หน้าท่ีของกลุ่มยีนจากซีพี
จีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะ เพ่ือดคูวามสมัพนัธ์หรือหน้าท่ีของกลุม่ยีน  

 
ซีเควนโลโก้ (Sequence Logo) 

ซีเควนโลโก้เป็นโปรแกรมทางชีวสารสนเทศท่ีใช้น าเสนอหรือแสดงผลของล าดบั
เบสหรือนิวคลีโอไทด์ ของทัง้ดีเอ็นเอ และอาร์เอ็นเอ รวมถึงล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน ท่ีมี
ลกัษณะเป็นการเรียงล าดบัท่ีมีการเปล่ียนแปลงน้อย หรือคงสภาพการเรียงล าดบัไว้ (Conserved 
sequence) จากกลุ่มประชากรหรือสิ่งตวัอย่าง ซึ่งจะน าเสนอในรูปแบบภาพกราฟฟิคสญัลกัษณ์
ของเบสหรือกรดอะมิโน ดงัตวัอย่างในภาพท่ี 10 โดยท่ีความสูงของตวัอกัษรจะแปลผนัตรงการ
ความถ่ีของเบสหรือกรดอะมิโนท่ีต าแหนง่ตา่งๆ [42]   

 

ภาพท่ี 10 ตวัอย่างผลลพัธ์ของการท าซีเควนโลโก้ [42] 
 การท าซีเควนโลโก้มีจดุประสงค์เพ่ือค้นหาบริเวณท่ีมีลกัษณะเป็นล าดบัท่ีมีการ

คงสภาพไว้ ของทัง้ดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ และโปรตีน เพ่ือใช้ในการวิ เคราะห์หาความสัมพันธ์หรือ
หน้าท่ีในบริเวณนัน้ เช่น ในจุดท่ีโปรตีนมาจบักับดีเอ็นเอ รวมถึงสามารถน ามาใช้น าการศึกษา
เปรียบเทียบล าดบัของดีเอ็นเอ, อาร์เอ็นเอ หรือโปรตีน ของสิ่งมีชีวิตสายพนัธุ์ต่างๆได้ เช่น การ
เปรียบเทียบสายพนัธุ์ของไวรัส [43]  

http://david.niaid.nih.gov/
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ในงานวิจยันีไ้ด้อาศยัโปรแกรมซีเควนโลโก้ของเว็บโลโก้ (WebLogo) จากเว็บไซต์ 
http://weblogo.berkeley.edu/ (ภาพท่ี 11 ) มาใช้ในการวิเคราะห์ล าดบัเบสท่ีอยู่คร่อมบริเวณซีพี
จีเมทิลเลชัน่ท่ีมีความจ าเพาะตอ่อวยัวะต่างๆ เพ่ือศึกษาและวิเคราะห์รูปแบบของล าดบัเบสท่ีอยู่
ตดิกบัซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะ  

 

ภาพท่ี 11 โปรแกรมซีเควนโลโก้ 

http://weblogo.berkeley.edu/
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บทที่  3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

ประชำกร 
กลุม่ตวัอยา่งท่ีใช้ในการทดลอง 

เน่ืองจากการทดลองนีเ้ป็นการทดลองแรก ทางงานวิจัยจึงได้อาศยัการอ้างอิง
ขนาดประชากรจากการทดลองท่ีมีลกัษณะใกล้เคียงกันท่ีด าเนินงานโดยผู้ เช่ียวชาญ โดยอ้างอิง
จากการทดลองเร่ือง Epigenetic profiling of somatic tissues from human autopsy 
specimens identifies tissue- and individual-specific DNA methylation patterns, Byun 
H.M., et al. [44] ซึ่งในการทดลองดงักล่าวมีขนาดของกลุ่มตวัอย่าง 20 ตวัอย่าง ส าหรับใน
งานวิจยันีไ้ด้แบง่กลุม่ตวัอยา่งออกเป็นสองกลุม่ ดงันี ้

กลุ่มตวัอย่างแรกในงานวิจยันี ้ เป็นตวัอย่างเนือ้เย่ือท่ีเก็บไว้ในพาราฟินบล็อค 
(Paraffin blocks) ท่ีได้มาจากการตรวจศพ (Autopsy) ท่ีภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ซึง่ทางงานวิจยัได้รับอนญุาต เพ่ือน ามาใช้ในการทดลอง ซึ่งเป็นตวัอย่าง
เนือ้เย่ือของอวยัวะตา่งๆของมนษุย์ จากผู้ ป่วยท่ีเสียชีวิตไปแล้ว 13 ราย 

กลุ่มตวัอย่างท่ีสองเป็นตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จากซีรัม (Serum) ของผู้ ป่วยใน
โรคท่ีมีการท าลายเนือ้เย่ือหรือเซลล์ของตบั ได้แก่ มะเร็งตบั (Hepatoma) 21 ราย, ตบัแข็ง 
(Cirrhosis) 9 ราย, ไวรัสตบัอกัเสบบี (Hepatitis B virus, HBV) 15 ราย และ ไวรัสตบัอกัเสบซี 
(Hepatitis C Virus, HCV) 30 ราย รวมถึงคนปกติอีก 24 ราย รวมตวัอย่างดีเอเอ็นจากซีรัมทัง้สิน้ 
99 ราย 

 
เกณฑ์การคดัเลือกสิ่งตวัอยา่ง 

กลุ่มตัวอย่างจากพาราฟินบล็อคทัง้หมดได้ผ่านการตรวจยืนยันทางกล้อง
จลุทรรศน์ โดยผู้ เชียวชาญทางพยาธิวิทยา เพ่ือตรวจยืนยนัชนิดของสิ่งตวัอย่าง และตรวจสอบว่า
สิ่งตวัอย่างไม่ได้เส่ือมสภาพ รวมถึงสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ ชนิดของสิ่งตวัอย่าง ได้แก่ ไข
กระดกู, ปอด, กล้ามเนือ้, หลอดเลือดแดง, ล าไส้, ไต, ม้าม, ตบัอ่อน, ตบั, ตอ่มหมวกไต, สมอง, 
ผิวหนัง, เซลล์ประสาท, ต่อมน า้เหลือง, หัวใจ และกระเพาะอาหาร ซึ่งเนือ้เย่ือเหล่าจะถูก
ตรวจสอบทางพยาธิวิทยาอีกครัง้หนึง่ เพื่อยืนยนัว่าเป็นเนือ้เย่ือปกติ จากนัน้จะถกูน าพาราฟินออก 
ด้วยไซลีน (Xylene) และน ามาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธีฟีนอลคลอโรฟอร์มมาตรฐาน (Standard 
phenol chloroform) 
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เกณฑ์การเลือกเข้าของสิ่งตวัอย่าง จะคดัเลือกเอาสิ่งตวัอย่างเป็นเนือ้เย่ือปกติท่ี
ไม่ได้มีความผิดปกติหรือเกิดโรค และยงัไม่เส่ือมสภาพ สามารถน ามาสกัดและเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอได้ ส่วนเกณฑ์การคดัออกของสิ่งตวัอย่าง จะท าการคดัแยกสิ่งตวัอย่างเป็นเนือ้เหย่ือท่ีผิดปกต ิ
เช่น เกิดการอกัเสบ ติดเชือ้ หรือก่อโรค และสิ่งตวัอย่างท่ีเส่ือมสภาพ จนไม่สามารถสกดัหรือเพิ่ม
จ านวนดีเอ็นเอได้ 

เกณฑ์การคัดเลือกของกลุ่มประชากรท่ีเป็นตัวอย่างดีเอ็นเอจากซีรัมจะถูก
ตรวจสอบคณุภาพและปริมาณ โดยใช้เคร่ืองวดัปริมาณสารพนัธุกรรม (Nano drop) จากนัน้จึง
พิจารณาคา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้ 

เคร่ืองมือที่ใช้ในกำรวิจัย 
1. กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง (Olympus, Japan) 

2. เคร่ืองกวนสารแบบให้ความร้อน (hot plate stirer) (Labtech, Korea) 

3. เคร่ืองเขย่าสาร (votex) (Scientific Industries, USA) 

4. เคร่ืองชัง่ดจิิตอล (Precisa, Switzerland)  

5. เคร่ืองตดัชิน้เนือ้ฮิสโต (microtome) (Leica, Germany) 

6. เคร่ืองถ่ายและบนัทกึภาพเจล (gel doc) (Syngene, UK) 

7. เคร่ืองนึง่ความดนัส าหรับฆา่เชือ้ (Hirayama, Japan) 

8. เคร่ืองป่ันเหว่ียงสารส าหรับหลอดขนาด 1.5 ml (microcentrifuge) (Boeco, 

Germany) 

9. เคร่ืองป่ันเหว่ียงสารส าหรับหลอดชนิด polypropylene conical (Boeco, Germany) 

10. เคร่ืองผลิตน า้บริสทุธ์ิคณุภาพสงู  (ultrapure water type I) (Millipore, France) 

11. เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (thermal cycler) (Eppendorf, Germany) 

12. เคร่ืองไมโครเวฟ (Sanyo, Japan) 

13. เคร่ืองวดัคา่ความเป็นกรด-ดา่ง (Denver Instrument, USA) 

14. เคร่ืองวดัปริมาณสารพนัธุกรรม (nano drop) (Thermo Scientific, USA) 

15. เคร่ืองอิเล็กโทรโฟริซิส (Bio-RAD, USA) 

16. เคร่ืองหมนุเขยา่สาร (rotator) (Biosan, Latvia) 

17. เคร่ืองให้ความร้อน (heat block) (Bockel, UK) 
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18. ชัน้วางปิเปตต์ (Mondotech, Thailand) 

19. ตู้แชแ่ข็งอณุหภมูิต ่า -20oC และ -80oC (Revco, Japan) 

20. ตู้ดดูควนั (fume hood) (S.K.Powerable, Thailand) 

21. ตู้ เย็น (Misubishi, Japan) 

22. ตู้อบ (incubator) (Memmert, Germany) 

23. ไมโครปิเปตต์ขนาด P2, P20, P100 และ P1000 (Eppendorf, Germany) 

24.  ปิเปตต์ บอย (Tecnomara, Switzerland) 

25.  อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ (water bath) (Memmert, Germany) 

26.  Storm 840 and ImageQuanNT software (Amersham biosciences, UK)  

 

วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในงำนวิจัย 

1. กระดาษฟอยล์ (Aro, China) 

2. กระบอกตวงขนาด 100 ml และ 1,000 ml (Witeg, Germany) 

3. กลอ่งลดอณุหภมูิเพ่ือแชแ่ข็งเซลล์ (Nalgene labware, USA) 

4. ขวดดแูรนขนาด 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Duran, Germany) 

5. ขวดรูปชมพูข่นาด 250 ml, 500 ml, 1,000 ml และ 2,000 ml (Pyrex, USA) 

6. ขวดเลีย้งเซลล์ขนาด T25 และ T75 (Corning, USA) 

7. ช้อนตกัสาร 
8. ถาดเตรียมเจลพร้อมหวี (Bioer, China) 

9. ถงุมือยางพารา (Handpro, Thailand) 

10. ทิปขนาด 10 ul, 200 ul และ 1,000 ul (Axygen, USA) 

11. เทอร์โมมิเตอร์ (Precision, Germany) 

12. แทง่แมเ่หล็ก (Agimatic-e, China) 

13. แทน่วางหลอด (rack) (Autopack, USA) 

14. ปิเปตต์แบบฆา่เชือ้ขนาด 1ml, 5 ml, 10 ml และ 25 ml (Witeg, Germany) 

15. พลาสตกิส าหรับห่อ (Diamond, USA) 
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16. พาราฟิล์ม (Parafilm M, USA) 

17. ปากคีบ (Forcep) 

18. หลอดขนาด 0.2 ml, 0.5 ml และ 1.5 ml (Bio-rad Elkay, USA) 

19. Polypropylene conical tube ขนาด 15 ml และ 50 ml (Elkay, USA) 

 

สำรเคมีที่ใช้ในงำนวิจัย 

1. สำรเคมีทั่วไป 

1.1   Absolute ethanol (Merck, Germany) 

1.2   Agarose (Cambrex, USA) 

1.3   Ammonium acetate (Merck, Germany) 

1.4   Bromophenol blue (USB, Germany) 

1.5   Chloroform (Merck, Germany) 

1.6   Diethylpyrocaronate (DEPC)(Sigma, USA) 

1.7   Dimethyl sulfoxide (DMSO)(Sigma, USA) 

1.8   EDTA (USB, Germany) 

1.9   Ethidium bromide (Gibco BRL, Scotland) 

1.10 Formaldehyde (Merck, Germany) 

1.11 Glycine (Amersham Bioscience, Sweden) 

1.12 Glycogen (USB, Germany) 

1.13  Hydroquinone (Merck, Germany) 

1.14  Isopropanol (VWR, France) 

1.15  Methanol (SK chemicals, Korea) 

1.16  Nuclease free water (Fermentas, Canada) 

1.17  Phenol (USB, Germany) 

1.18  Potassium dihydrogen phosphate (Merck, Germany) 

1.19  Proteinase K (USB, Germany) 
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1.20  RNase A (DNase-free) (Applichem, Germany) 

1.21  Sodium metabisulfite (Sigma-aldrich, USA) 

1.22  Sodium chloride (Merck, Germany) 

1.23  SYBR green I nucleic acid gel stain (Lonza, USA) 

1.24  Tris (Tris[hydoxymethyl] aminomethane) (Omnipur, Germany) 

1.25  TritonX 100 (Bio-RAD, USA) 

1.26  Trizol reagent (Invitrogen, USA) 

1.27  Trypan blue (Sigma, USA) 

1.28  Trypsin EDTA (Gibco, USA) 

1.29  Tris base (USB, USA) 

1.30 10 base pair DNA ladder (Promega, USA) 

1.31  25 base pair DNA ladder (Promega, USA) 

1.32 100 base pair DNA ladder (Promega, USA) 

1.33 1K base pair DNA ladder (Promega, USA) 

 

2. สำรเคมีส ำหรับท ำ PCR 

2.1   10X PCR buffer (Qiagen, Germany) 

2.1   25mM Magnesium chloride (Qiagen, Germany) 

2.2   10mM Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) 

2.3   Oligonucleotide primers (Biodesign, Thailand) 

2.4   Hot start Taq DNA polymerase (Qiagen, Germany) 

การรวบรวมและคดัเลือกข้อมลูคา่เมทิลเลชัน่ในอวยัวะตา่งๆ 
  ในงานวิจัยได้ค้นหาและรวบรวมข้อมูลท่ีเป็นค่าเมทิลเลชั่นในอวัยวะต่างๆของ
มนษุย์ โดยอาศยัฐานข้อมลู GEO dataset จากเว็บไซต์ NCBI ซึ่งเป็นฐานข้อมลูจากงานทดลองท่ี
ใช้ไมโครแอเรย์ในการวดัผล ท าให้ได้ข้อมลูจ านวนมากและมีความน่าเช่ือถือ ทางงานวิจยัได้ค้นหา
ข้อมลูท่ีใช้เมทิลเลชัน่เมทิลชัน่ไมโครแอเรย์ชนิด Infinium Human Methylation 27 BeadChip Kit 
ของบริษัทอิลูมิน่า (Illumina) เพราะมีฐานข้อมูลให้สืบค้นได้มากท่ีสดุ เม่ือเปรียบเทียบกับเมทิล
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เลชัน่ไมโครเรย์ชนิดอ่ืนในฐานข้อมลู GEO dataset ซึ่งมีข้อมลูการทดลองมากถึง 172 การทดลอง 
(ข้อมูลตัง้แต่วนัท่ี 18 สิงหาคม 2552 จนถึง 31 ธันวาคม 2555) และเมทิลเลชั่นโครแอเรย์ตวันี ้
สามารถตรวจวดัซีพีจีได้มากถึง 27,578 ต าแหนง่ ตลอดบนจีโนมของมนษุย์ 
  ในการคดัเลือกข้อมูลทัง้ 172 งานทดลอง ทางงานวิจยัได้แยกงานทดลองท่ีเป็น 
เซลล์ไลน์ (Cell line), สเตม็เซลล์ (Stem cell), เนือ้เย่ือท่ีก่อโรค และเนือ้เย่ือท่ีไม่ใช่มนุษย์ออก และ
เลือกเฉพาะงานทดลองท่ีเป็นเนือ้เย่ือปกติของมนษุย์ ซึ่ง GEO dataset ท่ีถกูคดัเลือกมามีจ านวน 
39 งานทดลอง ได้แก่ GSE19711, GSE20067, GSE20080, GSE20712, GSE21232, 
GSE22249, GSE22595, GSE22867, GSE25062, GSE25706, GSE25869, GSE26033, 
GSE26126, GSE26989, GSE27130, GSE27284, GSE27899, GSE28746, GSE29490, 
GSE30229, GSE30601, GSE30760, GSE31788, GSE31835, GSE31979, GSE32867, 
GSE33065, GSE33510, GSE34008, GSE34355, GSE35146, GSE36002, GSE36166, 
GSE36194, GSE36353, GSE36637, GSE37988, GSE41037 และ GSE42510 
 
การสร้างฐานข้อมลูขอคา่เมทิลเลชัน่เฉล่ียในอวยัวะตา่งๆ 
  GEO dataset ท่ีได้คดัเลือกไว้ 39 งานทดลอง จะถกูน าไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
CU-DREAM เพ่ือค านวณคา่เมทิลเลชัน่เฉล่ียของแตล่ะกลุ่มตวัอย่างในแตล่ะงานทดลองบนซีพีจี
แตล่ะต าแหน่ง จากนัน้น าข้อมลูท่ีได้มารวบรวมและจดัเรียงลงในโปรแกรม Microsoft Excel  เพ่ือ
สร้างฐานเป็นข้อมลูของอวยัวะตา่งๆ ซึ่งประกอบด้วย กระดกู, ไขกระดกู, เลือด, สมอง, ปอด, เต้า
นม, หวัใจ, ตบั, กระเพาะอาหาร, ล าไส้, ไต, ตบัอ่อน, ต่อมหมวกไต, ต่อมลกูหมาก, ปากมดลูก, 
ผิวหนงั, กล้ามเนือ้, น า้ลาย และเย่ือบกุระเพาะปัสสาวะ 
   นอกจากนีท้างงานวิจยัยงัได้รับข้อมลูของคา่ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่เฉล่ียของเนือ้เย่ือ
ปกติของมนุษย์ 14 ชนิด ประกอบด้วย สมอง, ปอด, เต้านม, หัวใจ, ตบั, ม้าม, กระพาะอาหาร, 
ล าไส้, ไต, ตบัอ่อน, ต่อมลูกหมาก, รังไข่, อณัฑะ และ กล้ามเนือ้โครงร่าง ท่ีวดัได้จาก Infinium 
Human Methylation 27 BeadChip Kit จากงานวิจยัของบริษัทอิลมูิน่า โดยได้รับความเอือ้เฟือ้
ข้อมลูจาก Professor Kevin L Gunderson (Genome-wide DNA methylation profiling using 
Infinium® assay) [11] ซึ่งข้อมูลอวัยวะทัง้หมดนีจ้ะถูกรวบรวมและจัดกลุ่มลงในโปรแกรม 
Microsoft Excel โดยให้กลุ่มอวยัวะชนิดเดียวกนัอยู่ในคอลมัน์ท่ีติดกนั เพ่ือให้อยู่ในกลุ่มเดียวกนั 
ท าให้สามารถอา่นคา่เมทิลเลชัน่ตามกลุม่อวยัวะตา่งๆได้ 
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การสร้างกราฟคา่เมทิลเลชัน่ของซีพีจีแตล่ะต าแหน่ง 
  ไฟล์ฐานข้อมลูจะถกูแปลงไฟล์จาก Microsoft Excel (.xls) เป็น Notepad (.txt) 
จากนัน้ใช้โปรแกรมอาร์ (R Program) สร้างกราฟแสดงคา่เมทิลเลชัน่จากไฟล์ฐานข้อมลูท่ีถกูแปลง
แล้ว โดยใช้การเขียนค าสัง่ให้กบัโปรแกรมดงัภาพท่ี 12 

 
ภาพท่ี 12 ค าสัง่เพ่ือใช้สร้างกราฟจากฐานข้อมลู 

ซึ่งจะได้กราฟทัง้หมด 27,578 กราฟ ตามจ านวนของซีพีจีบนเมทิลเลชั่นไมโคร
แอเรย์ท่ีใช้ โดยให้แกนตัง้ของกราฟใช้แสดงคา่เมทิลเลชัน่ ส่วนแกนนอนใช้แสดงชนิดของเนือ้เย่ือ
หรืออวยัวะตา่งๆ จากฐานข้อมลู 
 
การวิเคราะห์และค้นหากราฟของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะในอวยัวะแตล่ะชนิด 
  กราฟทัง้หมด 27,578 กราฟ จะถกูวิเคราะห์และค้นหากราฟท่ีมีความจ าเพาะใน
เนือ้เย่ือหรืออวยัวะแตล่ะชนิด โดยการมองด้วยสายตาเพ่ือเปรียบเทียบคา่เมทิลเลชัน่เฉล่ียของซีพี
จีท่ีมีคา่สงูหรือต ่า อย่างเดน่ชดับนเนือ้เย่ือหรืออวยัวะชนิดใดชนิดหนึ่ง เม่ือเปรียบเทียบกบัอวยัวะ
อ่ืนๆ ร่วมกบัการค้นหาโดยการสร้างสตูรเง่ือนไขในโปรแกรม Microsoft Excel ด้วยการใช้ผลตา่ง
ระหว่างคา่เมทิลเลชัน่ต ่าสดุของกลุ่มอวยัวะชนิดหนึ่งกับค่าเมทิลเลชัน่สูงสุดของอวยัวะชนิดอ่ืนๆ 
หรือใช้ผลต่างระหว่างค่าเมทิลเลชั่นต ่าสุดของอวัยวะชนิดอ่ืนๆ กับค่าเมทิลเลชั่นสูงสุดของกลุ่ม
อวยัวะชนิดหนึง่ เพื่อน ามาใช้ในการเรียงล าดบัคา่เมทิลเลชัน่ของซีพีจีในแตล่ะกลุ่มอวยัวะ จากนัน้
จงึคดัเลือกต าแหนง่ซีพีจีท่ีอยูอ่นัดบัต้นๆ เพ่ือพิจารณากราฟของซีพีจีเหลา่นัน้ 
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การค้นหาต าแหนง่บนจีโนมของซีพีจีจากกราฟท่ีคดัเลือกไว้ 
  กราฟท่ีถกูคดัเลือกไว้จะถกูตรวจสอบรหสัโพรบของกราฟ (Probe ID) โดยเทียบ
กบัข้อมลูในไฟล์ GPL490-65 ท่ีใช้ในโปรแกรม CU-DREAM ซึง่ในไฟล์ GPL นีจ้ะระบตุ าแหน่งของ
ซีพีจี ล าดบัเบสท่ีอยูข้่างเคียง และล าดบัเบสท่ีใช้ตรวจวดั ของซีพีจีทัง้ 27,578 ต าแหนง่ 
 
การออกแบบไพร์เมอร์ของซีพีจีท่ีจ าเพาะส าหรับเทคนิคเอ็มเอสพีซีอาร์ 
  ออกแบบไพร์เมอร์ด้วยข้อมลูล าดบัเบสท่ีอยูต่ดิกบัซีพีจีท่ีจ าเพาะท่ีอ้างอิงจากไฟล์ 
GPL8490-65 ในซีพีจีแต่ละต าแหน่งในไฟล์นีจ้ะมีโพรบสองตวัเพ่ือตรวจวัดค่าเมทิลเลชั่น คือ 
เมทิลเลชัน่โพรบ และอนัเมทิลเลชั่นโพรบ ซึ่งจะใช้ล าดบัเบสของโพรบสองตวันีใ้นการออกแบบ
เมทิลเลชั่นไพร์เมอร์ และอันเมทิลเลชั่นไพร์เมอร์ โดยให้ต าแหน่งของเบสไซโตซีนจากซีพีจีท่ี
จ าเพาะอยู่ท่ีปลายด้าน 3’ ของเมทิลเลชัน่ไพร์เมอร์ (ในอนัเมทิลเลชัน่ไพร์เมอร์ปลายด้าน 3’ จะ
เป็นเบสไทมีน) เพราะท่ีปลายด้าน 3’ ของไพร์เมอร์เป็นต าแหน่งส าคญัในการเข้าจบัระหว่างไพร์
เมอร์กบัดีเอ็นเอเป้าหมาย (Annealing) เพ่ือสร้างสายตอ่ [45] ซึ่งไพร์เมอร์ทัง้สองชดุนีจ้ะออกแบบ
ให้มีอณุหภูมิท่ีเท่าๆกนัหรือใกล้เคียงกันเพ่ือให้แย่งจบัดีเอ็นเอในปฏิกิริยาเดียวกัน แตมี่ขนาดพีซี
อาร์โปรดกัส์ท่ีต่างกัน ซึ่งทางงานวิจัยได้อาศยัโปรแกรมโอลิโกคอล (OligoCalc) บนเว็บไซต์ 
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html เพ่ือตรวจสอบอณุหภูมิและความ
หนาแนน่ของเบสซีจี (CG content) ของไพร์เมอร์แตล่ะเส้น 

 
ภาพท่ี 13 โปรแกรมโอลิโกคอล 

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
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กลุม่ตวัอยา่งและเกณฑ์การคดัเลือกสิ่งตวัอยา่ง 
  ในงานวิจยันีก้ลุ่มตวัอย่างแรกเป็นตวัอย่างเนือ้เย่ือท่ีเก็บไว้ในพาราฟินบล็อค ท่ี
ได้มาจากการตรวจศพท่ีภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ซึ่งทาง
งานวิจยัได้รับอนญุาต เพ่ือน ามาใช้ในการทดลอง 
  กลุ่มตวัอย่างเนือ้เย่ือในพาราฟินบล็อคทัง้หมดได้ผ่านการตรวจยืนยนัทางกล้อง
จลุทรรศน์ โดยผู้ เช่ียวชาญทางพยาธิวิทยา เพ่ือตรวจยืนยนัชนิดของสิ่งตวัอย่าง และตรวจสอบว่า
สิ่งตวัอย่างไม่ได้เส่ือมสภาพ รวมถึงสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ ชนิดของสิ่งตวัอย่าง ได้แก่ ไข
กระดกู, ปอด, กล้ามเนือ้, หลอดเลือดแดง, ล าไส้, ไต, ม้าม, ตบัอ่อน, ตบั, ตอ่มหมวกไต, สมอง, 
ผิวหนัง, เซลล์ประสาท, ต่อมน า้เหลือง, หัวใจ และกระเพาะอาหาร ซึ่งเนือ้เย่ือเหล่าจะถูก
ตรวจสอบทางพยาธิวิทยาอีกครัง้หนึง่ เพ่ือยืนยนัวา่เป็นเนือ้เย่ือปกติ 

เกณฑ์การเลือกเข้าของสิ่งตวัอยา่งในพาราฟินบล็อค จะคดัเลือกเอาสิ่งตวัอย่างท่ี
เป็นเนือ้เย่ือปกติท่ีไม่ได้มีความผิดปกติหรือเกิดโรค และยงัไม่เส่ือมสภาพ ซึ่งสามารถน ามาสกัด
และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ ส่วนเกณฑ์การคดัออกของสิ่งตวัอย่าง จะท าการคดัแยกสิ่งตวัอย่าง
เป็นเนือ้เหย่ือท่ีผิดปกต ิเชน่ เกิดการอกัเสบ ตดิเชือ้ หรือก่อโรค และสิ่งตวัอย่างท่ีเส่ือมสภาพ จนไม่
สามารถสกดัหรือเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอได้ 

ในกลุ่มตัวอย่างท่ีเป็นตัวอย่างดีเอ็นเอจากซีรัมนัน้จะถูกตัวสอบคุณภาพและ
ปริมาณ ด้วยการใช้เคร่ืองวดัปริมาณสารพนัธุกรรม ซึ่งสามารถวดัปริมาณ และคณุภาพของดีเอ็น
เอ โดยเปรียบเทียบจากการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 nm ซึ่งเป็นความยาวคล่ืนของดีเอ็น
เอ เทียบกบัการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 nm ท่ีเป็นความยาวคล่ืนของโปรตีน  
 
การสกดัดีเอ็นเอ 
  กลุ่มตวัอย่างตวัอย่างเนือ้เย่ือในพาราฟินท่ีได้คดัเลือกไว้จะถูกสกัดดีเอ็นเอด้วย
วิธีฟีนอลคลอโรฟอร์มมาตรฐาน (Standard phenol chloroform) ซึง่มีขัน้ตอนดงันี ้

1. ตัดผิวหน้าของตัวอย่างเนือ้เ ย่ือในพาราฟินบล็อค ด้วยเคร่ืองตัดชิน้เนือ้ฮิสโต 
(Microtome) แล้วน ามาใสใ่นหลอดทดลองขนาด 1.5 ml 

2. ใส่ไซลีน (Xylene) 1 ml เพ่ือละลายพาราฟินออก ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 5 นาที 
จากนัน้ป่ันแยก น าสว่นของเหลวทิง้ ท าเชน่นี ้2 ครัง้ 

3. ใส ่100% เอธานอล (Ethanol) 500 µl ป่ันแยก น าสว่นของเหลวทิง้ ท าเชน่นี ้2 ครัง้ 
4. ใส ่95% เอธานอล 500 µl ป่ันแยก น าสว่นของเหลวทิง้ 
5. ใส ่90% เอธานอล 500 µl ป่ันแยก น าสว่นของเหลวทิง้ 
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6. ใส ่70% เอธานอล 500 µl ป่ันแยก น าสว่นของเหลวทิง้ 
7. ใส่ ไลซิสทู เอสดีเอส (Lysis II SDS) และ โปรตีนเนสเค (Proteinase K) บ่มท่ี

อณุหภมูิ 50ºC ทิง้ไว้ข้ามคืน 
8. เม่ือตวัอย่างเนือ้เย่ือละลายหมดใส่ฟีนอลคลอโรฟอร์ม 500 µl ป่ันท่ีความเร็ว 12,000 

RPM 5 นาที น าสว่นสว่นใสย้ายมาใสห่ลอดทดลองอีกหลอด 
9. ใส่ 10 M แอมโมเนียอะซีเตด (CH3COONH4) 250 µl และ 100% เอธานอล 500 µl 

น าสว่นของเหลวทิง้ 
10. ใส ่70% เอธานอล 500 µl ป่ันแยก น าสว่นของเหลวทิง้  
11. น าหลอดทดลองใสตู่้อบ (Hot air owen) ทิง้ไว้ให้แห้ง 
12. ใสน่ า้กลัน่ 50 µl บม่ท่ี 50ºC จนสารลายเป็นเนือ้เดียวกนั 

 
กระบวนการไบซลัไฟตท์รทีเมนท ์
  ใช้ชดุส าเร็จรูป EZ DNA Methylation ของบริษัท Zymo research เพ่ือเปล่ียน
เบสไซโตซีนท่ีไมมี่หมูเ่มทิลให้กลายเป็นเบสยรูาซิล ซึง่มีขัน้ตอนดงันี ้

1. เตรียมน า้ยา CT Conversion โดยใส่น า้กลัน่ 900 µl, M-Dilution 300 µl และ M-
Dissolving 50 µl เขยา่ให้เข้ากนั 10 นาที 

2. ปรับความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีสกดัไว้เป็น 750 ng ปริมาตร 20 µl 
3. ใส่น า้ยา CT Conversion ลงในดีเอ็นเอท่ีปรับความเข้มข้นแล้ว 130 µl ใช้ปิเปตต์ดดู

ผสมให้เข้ากนั 
4. บ่มท่ีอุณหภูมิ 98 ºC 10 นาที, 64ºC 2.5 ชั่วโมง (ใช้เคร่ืองพีซีอาร์) จากนัน้เก็บท่ี

อณุหภมูิ 4ºC 20 ชัว่โมง 
5. เตรียมคอลัมน์ของชุดส าเร็จรูป โดยประกอบคอลัมน์เข้ากับหลอดทดลองของชุด

ส าเร็จรูป จากนัน้ใสน่ า้ยา M-Binding buffer 600 µl ลงในคอลมัน์ 
6. ใส่ดีเอ็นเอจากขัน้ตอนท่ี4 ลงในคอลัมน์ ใช้ปิเปตต์ดูดผสมให้เข้ากัน จากนัน้ ป่ันท่ี

ความเร็วเตม็ท่ี(>10,000 g) 30 วินาที น าสว่นของเหลวท่ีอยูใ่นหลอดทดลองทิง้ 
7. ใส ่M-Wash buffer 100 µl ลงในคอลมัน์ ป่ันท่ีความเร็วเตม็ท่ี 30 วินาที 
8. ใส่ M-Desulphonation 200 µl ลงในคอลมัน์ บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง 15-20 นาที จากนัน้

ป่ันท่ีความเร็วเตม็ท่ี 30 วินาที 
9. ใส่ M-Wash buffer 200 µl ลงในคอลมัน์ ป่ันท่ีความเร็วเต็มท่ี 30 วินาที ท าเช่นนี ้2

ครัง้ 
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10. ย้ายคอลมัน์มาใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml ใส่ M-Elution 10 µl ลงในคอลมัน์ 
ป่ันท่ีความเร็วเตม็ท่ี 30 วินาที 

 
การทดสอบคณุภาพของดีเอ็นเอ 
  ดีเอ็นเอท่ีผา่นกระบวนการไบซลัไฟต์ทรีทเมนท์แล้ว จะถกูทดสอบคณุภาพ โดยใช้
เทคนิคพีซีอาร์ ด้วยไพร์เมอร์ของยีนเบต้าแอ็คติน (β-actin gene) ซึ่งเป็นยีนเจ้าบ้านของทกุเซลล์ 
(Housekeeping gene) แล้วจงึคดัเลือกเฉพาะตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีสามารถเพิ่มปริมาณได้ 
 
กระบวนการเอ็มเอสพีซีอาร์ 
   ในกระบวนการเอ็มเอสพีซีอาร์นีจ้ะใช้ไพร์เมอร์สองชุดในปฏิกิริยาเดียวกัน 
(Duplex) ซึ่งประกอบด้วย เมทิลเลชั่นไพร์เมอร์ และอนัเมทิลเลชัน่ไพร์เมอร์ โดยใช้ส่วนประกอบ 
ดงันี ้
 - 10mM dNTP       0.2   µl 

- 10X buffer       1      µl 
- 25mM MgCl2       0.4   µl 
- 20 µM Methylation Forward primer    0.15 µl 
- 20 µM Methylation Reverse primer    0.15 µl 
- 20 µM Unmethylation Forward primer   0.15 µl 
- 20 µM Unmethylation Reverse primer   0.15 µl 
- Hot Start Taq. DNA polymerase enzyme   0.1   µl 
- น า้กลัน่       6.7   µl  
- ตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีผา่นกระบวนการไบซลัไฟต์ทรีทเมนท์  1     µl  

อณุหภมูิและระยะเวลาท่ีใช้ในปฏิกิริยา 
- 95°C  15   นาที 
- 95°C   45   วินาที 
- 65°C   45   วินาที 40 รอบ  
- 72°C   45   วินาที 
- 72°C   7     นาที 
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กระบวนการเจลอีเล็คโตรโฟรเรซิส 
  น าพีซีอาร์โปรดกัส์ท่ีได้มามาเข้าสู่กระบวนการเจลอีเล็คโตรโฟรเรซิสบน 8% โพ
ลีอะคริลาไมด์เจล (8% Polyacrylamide gel) เพ่ือเปรียบเทียบขนาดของพีซีอาร์โปรดกัส์ท่ีเกิดขึน้ 
ซึง่มีสว่นประกอบ ดงันี ้
 - 40% acrylamide   2     ml 

- TEMED     10     µl 
- 10% APS     100   µl 
- 10X TBE     1       ml 
- น า้กลัน่     7       ml 

โดยใช้กระแสไฟฟ้า 130 โวลต์ 50 นาที จากนัน้น าแผ่นเจลไปแช่ใน 1X TBE ท่ี
ผสม SYBR Green 40 นาที จากนัน้จงึน าเจลไปถ่ายรูป 

 

กำรเก็บรวบรวมข้อมูล 
ใช้การวดัความเข้มของพีซีอาร์โปรดกัส์ของทัง้เมทิลเลชัน่ไพร์เมอร์และอนัเมทิล

เลชัน่ไพร์เมอร์ท่ีเกิดขึน้บนเจล ด้วยโปรแกรม ImageQuant TL จากนัน้จึงเปรียบเทียบความเข้ม
ของพีซีอาร์โปรดกัส์ทัง้สองแบบ  โดยการค านวณเทียบเป็นเปอร์เซ็นต์ จากสตูร  
%methylation =                                                                                            แล้ววิเคราะห์ผล 

 

กำรวิเครำะห์ข้อมูล 
  ในกลุ่มประชากรท่ีเป็นตัวอย่างเนือ้เย่ือจากพาราฟินบล็อก ทางวิจัยได้ใช้ค่า
เปอร์เซ็นต์เมทิลเลชัน่ท่ีค านวณได้ในแต่ละสิ่งตวัอย่าง มาเปรียบเทียบทัง้ในสิ่งตวัอย่างจากผู้ ป่วย
รายเดียวกัน และหาค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์เมทิลเลชัน่ของแตล่ะกลุ่มอวยัวะจากกลุ่มประชากร  เพ่ือ
เปรียบเทียบคา่เมทิลเลชัน่ในกลุม่อวยัวะตา่งๆ  

สว่นกลุม่ประชากรท่ีเป็นตวัอยา่งดีเอ็นเอจากซีรัม ทางงานวิจยัได้ค านวณคา่เฉล่ีย
เมทิลเลชัน่ในแตล่ะกลุม่อาการ จากนัน้จึงน าคา่เฉล่ียในแตล่ะกลุ่มอาการมาเปรียบเทียบทางสถิติ
กบัคา่เฉล่ียของกลุม่คนปกต ิโดยใช้การค านวณ t-test ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism จากสตูร 
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t  =  t-test 

 = คา่เฉล่ีย 
 N = จ านวนประชากร 
 s = Standard deviation 
 
  จากนัน้น าคา่ t ท่ีค านวณ ไปเทียบหาคา่ p-value เพ่ือพิจาณาความแตกตา่ง 
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บทที่  4 

ผลกำรวิเครำะห์ข้อมูล 

ผลกำรวิเครำะห์ 

กลุ่มประชำกรที่ใช้ในกำรศึกษำ 

  ในงานวิจยันี ้มีกลุ่มประชากรท่ีใช้ในในการทดลองสองกลุ่ม คือ กลุ่มประชากรท่ี
เป็นตวัอยา่งเนือ้เย่ือจากพาราฟินบล็อก และกลุม่ประชากรท่ีเป็นตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จากซีรัม 
ซึง่สามารถจ าแนกจ านวนและชนิดของกลุม่ประชากรได้ดงัตารางท่ี 1 

กลุม่ประชากร 
จ านวน
ประชากร 
(ราย) 

ชว่งอาย ุ
(ปี) 

คา่กลาง
ของอาย ุ
(ปี) 

จ านวนเพศชาย
ตอ่เพศหญิง 
(คน:คน) 

ตวัอยา่งเนือ้เย่ือจากพาราฟินบล็อค 13  6-83  72  6:7 

ตวัอยา่งดีเอ็นเอ
ท่ีสกดัจากซีรัม 

คนปกติ 24 33-61 47 12:12 

ผู้ ป่วยโรคตบัแข็ง 9 46-63 59 6:3 

ผู้ ป่วยโรคมะเร็งตบั 21 32-67 56 19:2 
ผู้ ป่วยโรคไวรัสตบั
อกัเสบบี 15 19-54 38 7:8 
ผู้ ป่วยโรคไวรัสตบั
อกัเสบซี 30 21-58 39 21:9 

รวม 112    

ตารางท่ี 1 แสดงข้อมลูกลุม่ประชากรท่ีเป็นตวัอยา่เนือ้เย่ือจากพาราฟินบล็อก 

 

กำรคัดเลือกซีพีจีที่มีควำมจ ำเพำะในอวัยวะแต่ละชนิด 

กราฟแสดงคา่เมทิลเลชัน่ของซีพีจีทัง้ 27,578 ต าแหนง่ ท่ีสร้างจากโปรแกรมอาร์
นัน้ สามารถจ าแนกลกัษณะคา่เมทิลเลชัน่ของซีพีจีในแตล่ะกราฟได้ 5 รูปแบบ ดงัภาพตวัอยา่ง
กราฟด้านลา่ง 
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ภาพท่ี 14 ตวัอย่างกราฟแสดงคา่เมทิลเลชัน่ รูปแบบท่ี 1 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 15 ตวัอย่างกราฟแสดงคา่เมทิลเลชัน่ รูปแบบท่ี 2 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 16 ตวัอย่างกราฟแสดงคา่เมทิลเลชัน่ รูปแบบท่ี 3 
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ภาพท่ี 17 ตวัอย่างกราฟแสดงคา่เมทิลเลชัน่ รูปแบบท่ี 4 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 18 ตวัอย่างกราฟแสดงคา่เมทิลเลชัน่ รูปแบบท่ี 5 

ทางงานวิจยัได้ใช้ตวัอย่างกราฟรูปแบบท่ี 1 และ รูปแบบท่ี 2 เป็นต้นแบบในการ
ค้นหาและคดัเลือกกราฟท่ีมีความจ าเพาะในอวยัวะแตล่ะกลุม่ เน่ืองตวัอย่างกราฟทัง้สองรูปแบบนี ้
แสดงให้เห็นถึงคา่เมทิลเลชัน่ท่ีมีความแตกตา่งอยา่งชดัเจนในกลุม่อวยัวะหนึง่ เม่ือเทียบกบัอวยัวะ
อ่ืนๆ ในตวัอย่างกราฟรูปแบบท่ี 1 นัน้แสดงค่าเมทิลเลชัน่ท่ีสงูอย่างเด่นชดัในกลุ่มอวยัวะหนึ่ง จึง
เรียกรูปแบบกราฟนีว้่า ไฮเปอร์เมทิลเลชั่น (Hypermethylation) ขณะท่ีตวัอย่างกราฟรูปแบบท่ี 2 
นัน้แสดงคา่เมทิลเลชัน่ท่ีต ่าอย่างชดัเจนในกลุ่มอวัยวะหนึ่ง จึงเรียกรูปแบบกราฟนีว้่า ไฮโปเมทิล
เลชัน่ (Hypomethylation) 

ในการค้นหาและคดัเลือกซีพีจีท่ีมีค่าสงูหรือต ่าอย่างชดัเจนบนแต่ละกลุ่มอวยัวะ 
ทางงานวิจยัได้พิจารณาและคดัเลือกกราฟท่ีมีค่าเมทิลเลชัน่ของกลุ่มอวยัวะท่ีมีค่าต่างกับกลุ่ม
อวยัวะอ่ืนๆ ประมาณ 0.2 จากกราฟ ซึง่พบวา่ซีพีจีทัง้ 27,578 ต าแหนง่ มีซีพีจีท่ีมีความจ าเพาะอยู ่
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222 ต าแหน่งโดยแบง่ เป็นกลุ่มไอเปอร์เมทิลเลชัน่ จ านวน 82 ต าแหน่ง และกลุ่มไฮโปเมทิลเลชัน่ 
จ านวน 140 ต าแหนง่ ดงัตารางท่ี 2 

 

อวัยวะ 
จ ำนวนซีพีจีที่จ ำเพำะต่ออวัยวะ (%) 

ไฮเปอร์เมทลิเลช่ัน  ไฮโปเมทลิเลช่ัน รวม  

ตอ่มหมวกไต 3 5 8 

สมอง 12 31 43 

ปากมดลกู 0 2 2 

หวัใจ 0 2 2 

ไต 2 3 5 

ตบั 22 34 56 

ปอด 2 0 2 

กล้ามเนือ้ 3 12 15 

รังไข ่ 0 7 7 

ตบัออ่น 8 4 12 

ตบัออ่นและไอส์เลตออฟแลงเกอร์ฮานส์ 6 1 7 

ตอ่มลกูหมาก 0 1 1 

ม้าม 0 1 1 

กระเพาะอาหาร 5 0 5 

อณัฑะ 19 37 56 

รวม 82 (36.94) 140 (63.06) 222 

ตารางท่ี 2 แสดงจ านวนของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะตอ่อวยัวะชนิดตา่งๆ 

กำรวิเครำะห์ต ำแหน่งของซีพีจีที่จ ำเพำะบนจีโนม 

  เม่ือน าต าแหนง่ของซีพีจีท่ีจ าเพาะตอ่อวยัวะตา่งๆ ทัง้ 222 ต าแหนง่ บนจีโนมมา
เปรียบเทียบกบับริเวณตา่งๆในจีโนม สามารถแบง่เป็นหวัข้อตา่งๆดงันี ้
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ต ำแหน่งภำยในและภำยนอกยีน (Intragenic, Intergenic) 

  ซีพีจีท่ีจ าเพาะทัง้ 222 ต าแหน่งนัน้ มีซีพีจีท่ีอยู่ภายในยีนมากถึง 208 ต าแหน่ง 
ซึ่งนบัเป็น 93.69% ของทัง้หมด ขณะท่ีซีพีจีอีก 14 ต าแหน่งท่ีเหลือจะอยู่บริเวณภายนอกหรือ
ระหว่างยีน ดงัตารางท่ี 3 จึงกล่าวได้ว่า ซีพีจีท่ีมีความจ าเพาะตอ่เนือ้เย่ือหรืออวยัวะนัน้ ส่วนมาก
จะอยูใ่นบริเวณท่ีเป็นยีน (Gene body) 

 

อวัยวะ 
จ ำนวนซีพีจีที่จ ำเพำะต่ออวัยวะ 

ภำยในยีน ภำยนอกยีน รวม 

ตอ่มหมวกไต 7 1 8 

สมอง 40 3 43 

ปากมดลกู 1 1 2 

หวัใจ 2 0 2 

ไต 4 1 5 

ตบั 55 1 56 

ปอด 2 0 2 

กล้ามเนือ้ 15 0 15 

รังไข ่ 6 1 7 

ตบัออ่น 12 0 12 

ตบัออ่นและไอส์เลตออฟแลงเกอร์ฮานส์ 7 0 7 

ตอ่มลกูหมาก 1 0 1 

ม้าม 1 0 1 

กระเพาะอาหาร 4 1 5 

อณัฑะ 51 5 56 

รวม 208 (93.69%) 14 (6.31%) 222 

ตารางท่ี 3 แสดงจ านวนของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะเทียบกบัต าแหนง่ภายในและภายนอกยีน 
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เอ็กซอนและอินทรอน (Exon & Intron) 

  เม่ือพิจารณาต าแหน่งของซีพีจีท่ีจ าเพาะ โดยดกูารวางต าแหน่งว่าอยู่ในบริเวณท่ี
เป็นเอ็กซอนหรืออินทรอนของแตล่ะยีน พบว่าซีพีจีทัง้ 208 ต าแหน่ง จากภายในยีน มีการกระจาย
ตวัสว่นใหญ่ ในบริเวณเอ็กซอน ทัง้ไฮเปอร์เมทิลเลชัน่และไฮโปเมทิลเลชัน่ ดงัตารางท่ี 4 

 

อวัยวะ 
จ ำนวนซีพีจีที่จ ำเพำะต่ออวัยวะ 
เอ็กซอน อินทรอน รวม 

ตอ่มหมวกไต 4 3 7 

สมอง 19 21 40 
ปากมดลกู 1 0 1 
หวัใจ 0 2 2 
ไต 3 1 4 
ตบั 27 28 55 
ปอด 2 0 2 
กล้ามเนือ้ 8 7 15 
รังไข ่ 1 5 6 
ตบัออ่น 9 3 12 
ตบัออ่นและไอส์เลตออฟแลงเกอร์ฮานส์ 5 2 7 
ตอ่มลกูหมาก 0 1 1 
ม้าม 0 1 1 
กระเพาะอาหาร 3 1 4 
อณัฑะ 31 20 51 
รวม 113 (54.33%) 95 (45.67%) 208 

ตารางท่ี 4 แสดงจ านวนของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะเทียบกบัต าแหนง่เอ็กซอนและอินทรอน 
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ทางงานวิจัยได้วิเคราะห์เพิ่มเติมเก่ียวกับความสัมพันธ์ของต าแหน่งซีพีจีท่ี
จ าเพาะ กบับริเวณเอ็กซอน และอินทรอนโดยการสร้างกราฟ ดงัภาพท่ี 19 

 

ภาพท่ี 19 กราฟแสดงจ านวนซีพีจีท่ีจ าเพาะในเอ็กซอน และอินทรอน ของอวยัวะตา่งๆ 

  จากกราฟสามารถจะเห็นได้ว่าซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะส่วนมากจะอยู่ในบริเวณ
ท่ีเป็นเอ็กซอนของยีน ทางงานวิจัยจึงได้ศึกษาเพิ่มเติม โดยเพิ่มการแบ่งกลุ่มตามไฮเปอร์เมทิล
เลชัน่ และไฮโปเมทิลเลชัน่ ดงัตารางท่ี 5 
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อวัยวะ 

จ ำนวนซีพีจีที่จ ำเพำะต่ออวัยวะ   

ไฮเปอร์เมทลิเลช่ัน  ไฮโปเมทลิเลช่ัน 
รวม  

เอ็กซอน อินทรอน รวม เอ็กซอน อินทรอน รวม 

ตอ่มหมวกไต 2 1 3 2 2 4 7 

สมอง 4 7 11 15 14 29 40 

ปากมดลกู 0 0 0 1 0 1 1 

หวัใจ 0 0 0 0 2 2 2 

ไต 2 0 2 1 1 2 4 

ตบั 10 12 22 17 16 33 55 

ปอด 2 0 2 0 0 0 2 

กล้ามเนือ้ 0 3 3 8 4 12 15 

รังไข ่ 0 0 0 1 5 6 6 

ตบัออ่น 6 2 8 3 1 4 12 

ตบัออ่นและไอส์เลต
ออฟแลงเกอร์ฮานส์ 

4 2 6 1 0 1 7 

ตอ่มลกูหมาก 0 0 0 0 1 1 1 

ม้าม 0 0 0 0 1 1 1 

กระเพาะอาหาร 3 1 4 0 0 0 4 

อณัฑะ 13 4 17 18 16 34 51 

รวม 46 32 78  67 63 130  208 

ตารางท่ี 5 แสดงจ านวนซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะโดยแบง่ตามไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ และไฮโปเมทิล
เลชัน่ ร่วมด้วยต าแหนง่เอ็กซอน และอินทรอน 

 

  จากตารางจะเห็นวา่ซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะ เม่ือแบง่ตามรูปแบบไฮเปอร์เมทิล
ลัน่และไฮโปเมทิลเลชัน่ จะอยูใ่นบริเวณเอ็กซอนมากกวา่อินทรอน 
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ซีพีจีไอส์แลนด์ (CpG Island, CGI) 

  ต าแหนง่ของซีพีจีท่ีจ าเพาะทัง้ 222 ต าแหนง่ เม่ือตรวจสอบต าแหนง่บนจีโนมวา่
อยูใ่นบริเวณซีพีจีไอส์แลนด์หรือไม ่ พบวา่มีการกระจายตวัอยา่งเทา่ๆกนั เช่นเดียวกบั การเทียบ
ต าแหนง่ของอ็กซอนและอินทรอน ดงัตารางท่ี 6  

 

อวัยวะ 
จ ำนวนซีพีจีที่จ ำเพำะต่ออวัยวะ 

CGI Non CGI รวม 
ตอ่มหมวกไต 4 4 8 
สมอง 17 26 43 
ปากมดลกู 0 2 2 
หวัใจ 0 2 2 
ไต 3 2 5 
ตบั 23 33 56 
ปอด 2 0 2 
กล้ามเนือ้ 5 10 15 
รังไข ่ 3 4 7 
ตบัออ่น 10 2 12 
ตบัออ่นและไอส์เลตออฟแลงเกอร์ฮานส์ 7 0 7 
ตอ่มลกูหมาก 1 0 1 
ม้าม 0 1 1 
กระเพาะอาหาร 5 0 5 
อณัฑะ 40 16 56 
รวม 120 (54.05%) 102 (45.95%) 222 

ตารางท่ี 6 แสดงจ านวนของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะเทียบกบัต าแหนง่ CGI 

และเม่ือน าข้อมลูต าแหนง่ทัง้สามมาวิเคราห์ร่วมกนั จะสามารถดกูารกระจายตวั
ของซีพีจีท่ีจ าเพาะตอ่อวยัวะตา่งๆ บนจีโนม ได้ดงัตารางท่ี 7 
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อวัยวะ 

ภำยในยีน ภำยนอก
ยีน 

รวม เอ็กซอน อินทรอน 

CGI 
Non 
CGI CGI 

Non 
CGI CGI 

Non 
CGI 

ตอ่มหมวกไต 3 1 1 2 0 1 8 

สมอง 6 13 9 12 2 1 43 

ปากมดลกู 0 1 0 0 0 1 2 

หวัใจ 0 0 0 2 0 0 2 

ไต 2 1 0 1 1 0 5 

ตบั 11 16 12 16 0 1 56 

ปอด 2 0 0 0 0 0 2 

กล้ามเนือ้ 2 6 3 4 0 0 15 

รังไข ่ 1 0 2 3 0 1 7 

ตบัออ่น 8 1 2 1 0 0 12 

ตบัออ่นและไอส์เลตออฟแลงเกอร์ฮานส์ 5 0 2 0 0 0 7 

ตอ่มลกูหมาก 0 0 1 0 0 0 1 

ม้าม 0 0 0 1 0 0 1 

กระเพาะอาหาร 3 0 1 0 1 0 5 

อณัฑะ 20 11 16 4 4 1 56 

รวม 63 50 49 46 8 6 222 

ตารางท่ี 7 แสดงจ านวนของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะเทียบกบัต าแหนง่ตา่งๆบนจีโนม 

 

ทรำนสคลิปช่ันสตำร์ทไซต์ (Transcription Start Site, TSS) 

จากการเปรียบเทียบต าแหน่งของซีพีจีท่ีจ าเพาะกบัต าแหนง่ของ TSS ของแตล่ะ
ยีน ท่ีมีซีพีจีท่ีจ าเพาะ โดยการสร้างกราฟ พบว่าต าแนง่ของซีพีจีท่ีจ าเพาะสว่นมากจะอยูใ่นบริเวณ
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ท่ีเป็นยีน โดยเฉพาะบริเวณท่ีหา่งจาก TSS ประมาณ 0-100 เบส ทัง้ซีพีจีท่ีเป็นไฮเปอร์เมทิลเลชัน่
และไฮโปเมทิลเลชัน่ ดงัภาพท่ี 20 และ 21 

 

ภาพท่ี 20 กราฟแสดงต าแหนง่ของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะแบบไฮเปอร์เมทิลเลชัน่เทียบกบั TSS 

 

ภาพท่ี 21 กราฟแสดงต าแหนง่ของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะแบบไฮโปเมทิลเลชัน่เทียบกบั TSS 

 

กำรวิเครำะห์ล ำดับเบสท่ีอยู่ตดิกับซีพีจีเมทลิเลช่ันท่ีจ ำเพำะด้วยซีเควนโลโก้ 

  ทางงานวิจยัได้น าล าดบัเบสท่ีอยูใ่นบริเวณเดียวกนักบัซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะ 
โดยคดัเลือกล าดบัเบสท่ีคร่อมต าแหนง่ซีพีจีแตล่ะต าแหน่ง รวมความยาว 50 เบส ซึง่อ้างอิงมาจาก
ไฟล์ GPL8490-65.txt ท่ีเป็นข้อมลูเก่ียวกบัเมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์ท่ีงานวิจยัน ามาใช้ มาวิเคราะห์
เพ่ือหาซีเควนโลโก้ ทัง้ 222 ต าแหนง่ ด้วยโปรแกรมซีเควนโลโก้ของเว็บไซต์ 

http://www.weblogo.berkeley.edu/logo.cgi ‎ ซึง่ให้ผลดงัภาพท่ี 22 
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ภาพที่ 22 แสดงผลจากการวิเคราะห์ด้วยซีเควนโลโก้ 
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จากนัน้ทางงานวิจยัได้วิเคราะห์เพิ่มเตมิ โดยวิเคราะห์แยกตามรูปแบบไฮเปอร์
เมทิลเลชัน่ และไฮโปเมทิลเลชัน่ รวมถึงวิเคราะห์แยกตามอวยัวะท่ีมีซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะมาก
ท่ีสดุ 3 ชนิด ได้แก่ สมอง ตบั และอณัฑะ  ซึง่ให้ผลดงัภาพท่ี 23-30 
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ภาพที่ 23 แสดงผลจากการวิเคราะห์ด้วยซีเควนโลโก้ของไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ซีพีจี 
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ภาพที่ 24 แสดงผลจากการวิเคราะห์ด้วยซีเควนโลโก้ของไฮโปเมทิลเลชัน่ซีพีจี 
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ภาพที่ 25 แสดงผลจากการวิเคราะห์ด้วยซีเควนโลโก้ของไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ซีพีจี ในอวยัวะสมอง 
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ภาพที่ 26 แสดงผลจากการวิเคราะห์ด้วยซีเควนโลโก้ของไฮโปเมทิลเลชัน่ซีพีจี ในอวยัวะสมอง 
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ภาพที่ 27 แสดงผลจากการวิเคราะห์ด้วยซีเควนโลโก้ของไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ซีพีจี ในอวยัวะตบั 
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ภาพที่ 28 แสดงผลจากการวิเคราะห์ด้วยซีเควนโลโก้ของไฮโปเมทิลเลชัน่ซีพีจี ในอวยัวะตบั 
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ภาพที่ 29 แสดงผลจากการวิเคราะห์ด้วยซีเควนโลโก้ของไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ซีพีจี ในอวยัวะอณั
ฑะ 
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ภาพที่ 30 แสดงผลจากการวิเคราะห์ด้วยซีเควนโลโก้ของไฮโปเมทิลเลชัน่ซีพีจี ในอวยัวะอณั
ฑะ 

 



 
 

52 

กำรวิเครำะห์ยีนท่ีมีซีพีจีที่จ ำเพำะ 

หน้ำที่ของยีน (Gene function) 

  ซีพีจีท่ีจ าเพาะทัง้ 222 ต าแหนง่ มีการกระจายตวัอยูใ่นยีนทัง้หมด 197 ยีน ทาง
งานวิจยัพบวา่ยีนทัง้ 197 ยีนนี ้ สว่นมากเป็นยีนท่ีถกูถอดรหสัเพื่อสร้างโปรตีน (Protein coding 
gene)  ซึง่มีจ านวน 193 ยีน ท่ีเหลืออีก 4 ยีน เป็น ยีนเทียม (Pseudogene) 1 ยีน, โปรโมเตอร์ของ
ไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA promoter) 1 ยีน และยีนท่ีไมท่ราบหน้าท่ี 2 ยีน ตอ่มาทางงานวิจยัได้
จ าแนกหน้าท่ีของยีนทัง้หมด พบวา่มี 50 ซีพีจี จาก 197 ยีนท่ีมีหน้าท่ีจ าเพาะกบัอวยัวะท่ีจ าเพาะ
ของซีพีจีในยีนนัน้ๆ ซึง่สามารถเทียบอตัราสว่นได้ ดงัตารางท่ี 8 

ตารางท่ี 8 แสดงอตัราส่วนยีนท่ีมีหน้าจ าเพาะในอวยัวะแตล่ะชนิด 

อวัยวะ 

ซีพีจีของยีนที่มีหน้ำที่จ ำเพำะในแต่ละ
อวัยวะเทียบกับซีพีจีที่จ ำเพำะทัง้หมด(%) 
ไฮเปอร์เมทลิเลช่ัน ไฮโปเมทลิเลช่ัน 

ตอ่มหมวกไต 0/2 1/5 (20) 
สมอง 0/10 6/29 (20.67) 
ปากมดลกู 0/0 0/2 
หวัใจ 0/0 1/2 (50) 
ไต 0/2 0/3 
ตบั 0/15 12/31 (38.71) 
ปอด 0/2 0/0 
กล้ามเนือ้ 0/3 7/9 (77.78) 
รังไข ่ 0/0 2/6 (33.33) 
ตบัออ่น 1/8 (12.5) 2/4 (50) 
ตบัออ่นและไอส์เลตออฟแลงเกอร์ฮานส์ 0/6 0/1 
ตอ่มลกูหมาก 0/0 0/1 
ม้าม 0/0 0/1 
กระเพาะอาหาร 0/4 0/0 
อณัฑะ 0/18 18/35 (51.43) 
รวม 1/70 (1.43) 49/128  (38.28) 
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กำรวิเครำะห์กลุ่มยีนท่ีมีซีพีจีที่จ ำเพำะด้วยโปรแกรม (DAVID informatics) 

ทางงานวิจยัได้รวบรวมยีนท่ีมีซีพีจีท่ีจ าเพาะทัง้ 197 ยีน มาท าการวิเคราะห์โดย
ใช้โปรแกรมเดวิด เพ่ือวิเคราะห์หรือหาความสมัพนัธ์ร่วมกนัของกลุม่ยีน  เชน่ หน้าท่ี หรือโปรตีนท่ี
ได้จากยีน ซึง่สามารถจ าแนกหน้าท่ีสว่นใหญ่ของกลุม่ได้ตามตารางท่ี 9 และภาพท่ี 31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 9 แสดงหน้าท่ีของกลุม่ยีนท่ีวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมเดวิด 

 

 

 

DAVID: Functional Annotation Chart Number of gene p-value 
Sequence variant 141 0.00012 
Polymorphism 134 0.00071 
Glycoprotein 52 0.064 
Signal 46 0.0067 
Extracellular region 29 0.048 
Secreted 28 0.0065 
Intracellular signaling cascade 23 0.031 
Regulation of apoptosis 17 0.023 
Response to organic substance 15 0.039 
Transmembrane protein 11 0.094 
Sexual reproduction 10 0.083 
Differentiation 9 0.079 
Germ cell development 5 0.029 
Developmental growth 4 0.079 
Digestion 3 0.088 
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DAVID: Functional Annotation Chart
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ภาพท่ี 31 กราฟแสดงหน้าท่ีสว่นใหญ่ของกลุม่ยีนท่ีวิเคราะห์ได้จากโปรแกรมเดวิด 

นอกจากนีท้างงานวิจัยยังได้วิเคราะห์เพิ่มเติม เก่ียวกับความสัมพันธ์ระหว่าง
ไฮเปอร์เมทิลเลชัน่และไฮโปเมทิลเลชัน่ซีพีจี กบัยีนและหน้าท่ีของยีน ซึ่งงานวิจยัพบว่ายีนของซีพีจี
เมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะทัง้ 197 ยีน สามารถแบ่งเป็นตาม ไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ซีพีจีได้ 70 ยีน และ ไฮ
โปเมทิลเลชัน่ซีพีจีได้ 128 ยีน โดยมี 1 ยีนท่ีมีเมทิลเลชัน่ซีพีจีท่ีจ าเพาะทัง้แบบไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ 
และไฮโปเมทิลเลชัน่ คือ ยีน CHRND มี cg11695684 ท่ีจ าเพาะในกล้ามเนือ้แบบไฮโปเมทิลเลชัน่ 
และ cg23398241ท่ีจ าเพาะในอัณฑะแบบไฮเปอร์เมทิลเลชั่น และทางงานวิจัยได้น ากลุ่มยีนท่ี
แบ่งตามไฮเปอร์เมทิลเลชั่น และไฮโปเมทิลเลชั่น ไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมเดวิด ซึ่งให้ผลการ
วิเคราะห์ดงัตารางท่ี 10 ถึง 11 และภาพท่ี 32 ถึง 33 
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ตารางท่ี 10 แสดงหน้าท่ีของกลุม่ยีนจากไฮเปอร์เมทิลชัน่ซีพีจีท่ีวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมเดวิด 

DAVID: Functional Annotation Chart (Hypermethylation CpG)
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ภาพท่ี 32 กราฟแสดงหน้าท่ีสว่นใหญ่ของกลุม่ยีนจากไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ซีพีจีท่ีวิเคราะห์ได้จาก
โปรแกรมเดวิด 

DAVID: Functional Annotation Chart Number of gene p-value 
Sequence variant 59 0.0000048 
Polymorphism 56 0.00004 
Phosphoprotein 34 0.028 
Membrane 29 0.058 
Glycoprotein 23 0.028 
Cytoplasm 18 0.054 
Mutagenesis site 14 0.021 
Ribonucleotide binding 12 0.052 
Regulation of apoptosis 11 0.0015 
Intracellular signaling cascade 11 0.032 
ATP binding 10 0.072 
Receptor 10 0.09 
Kinase 7 0.03 
Protein amino acid phosphorylation  7 0.057 
Anti-apoptosis  6 0.0016 
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ตารางท่ี 11 แสดงหน้าท่ีของกลุม่ยีนจากไฮโปเมทิลชัน่ซีพีจีท่ีวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมเดวิด 

DAVID: Functional Annotation Chart (Hypomethylation CpG)
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ภาพท่ี 33 กราฟแสดงหน้าท่ีสว่นใหญ่ของกลุม่ยีนจากไฮโปเมทิลเลชัน่ซีพีจีท่ีวิเคราะห์ได้จาก
โปรแกรมเดวิด 

DAVID: Functional Annotation Chart Number of gene p-value 
Sequence variant  83 0.096 
Signal peptide  32 0.0082 
Extracellular region  25 0.0011 
Secreted  24 0.00028 
Developmental protein  12 0.0095 
Sexual reproduction  10 0.0068 
Multicellular organism reproduction  10 0.0099 
Extracellular space  10 0.029 
Calcium  10 0.064 
Differentiation  9 0.0082 
Gamete generation  9 0.0089 
Lipid binding  9 0.015 
Endopeptidase activity  8 0.018 
Response to wounding  8 0.097 
Spermatogenesis  7 0.027 
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นอกจากนีท้างงานวิจยัได้วิเคราะห์เพิ่มเตมิ โดยแยกตามอวยัวะท่ีมีซีพีจีเมทิล
เลชัน่ท่ีจ าเพาะมากท่ีสดุ 3 ชนิด ได้แก่ สมอง ตบั และอณัฑะ เชน่เดียวกบัการวิเคราะห์ด้วยซีเควน
โลโก้ ซึง่ให้ผลดงัภาพท่ี 34-39 

 

ภาพท่ี 34 กราฟแสดงหน้าท่ีสว่นใหญ่ของกลุม่ยีนจากไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ซีพีจี จากอวยัวะสมองท่ี
วิเคราะห์ได้จากโปรแกรมเดวิด 

 

 

ภาพท่ี 35 กราฟแสดงหน้าท่ีสว่นใหญ่ของกลุม่ยีนจากไฮโปเมทิลเลชัน่ซีพีจี จากอวยัวะสมองท่ี
วิเคราะห์ได้จากโปรแกรมเดวิด 
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ภาพท่ี 36 กราฟแสดงหน้าท่ีสว่นใหญ่ของกลุม่ยีนจากไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ซีพีจี จากอวยัวะตบัท่ี
วิเคราะห์ได้จากโปรแกรมเดวิด 

 

 

ภาพท่ี 37 กราฟแสดงหน้าท่ีสว่นใหญ่ของกลุม่ยีนจากไฮโปเมทิลเลชัน่ซีพีจี จากอวยัวะตบัท่ี
วิเคราะห์ได้จากโปรแกรมเดวิด 
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ภาพท่ี 38 กราฟแสดงหน้าท่ีสว่นใหญ่ของกลุม่ยีนจากไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ซีพีจี จากอวยัวะอณัฑะท่ี
วิเคราะห์ได้จากโปรแกรมเดวิด 

 

 

ภาพท่ี 39 กราฟแสดงหน้าท่ีสว่นใหญ่ของกลุม่ยีนจากไฮโปเมทิลเลชัน่ซีพีจี จากอวยัวะอณัฑะท่ี
วิเคราะห์ได้จากโปรแกรมเดวิด 
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ซีพีจีเมทลิเลช่ันที่มีควำมจ ำเพำะต่อตับ 

  ทางวิจยัได้เลือกตบั มาใช้ในการทดลองต้นแบบ เพ่ือน ามาใช้ในการตรวจหา
เมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะตอ่เนือ้เย่ือหรืออวยัวะ จึงได้ท าการคดัเลือกซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะตบัโดย
ได้พิจารณาจาก อนัดบัของกราฟท่ีมีความต่างของคา่เมทิลเลชัน่บนตบักับเนือ้เย่ืออ่ืนๆ มากเป็น
อนัดบัต้นๆ ซึ่งในการทดลองนีไ้ด้เลือกซีพีจีของยีน DSU ณ ต าแหน่ง cg12620499 มาใช้ในการ
ทดลอง โดยมีกราฟแสดงคา่เมทิลเลชัน่ และมีล าดบัเบส ดงัภาพท่ี 40 และ 41 ตามล าดบั 

 

ภาพท่ี 40 กราฟคา่เมทิลเลชัน่ของยีน DSU ท่ีต าแหนง่ cg12620499 

GTCCCCGCACCTGGACGCTGGCGCGGTGGCCGCGCCCCAGCCTCGATCGCTCGCCGCGGCGACTCGGCC

CCAGGCTTCCGGCGCCGGTGGGGGCCCTCGCTCTCCATGGGGCTGAGGGACTGGCTGAGAACCGTGTGC

TGCTGCTGCGGGTGCGAGTGCTTGGAGGAGCG[CG]CCCTGCCTGAGAAGGAGCCCCTCGTCAGGTGGG

TGCGCCGCCCGGGCCGGGATCTGGGCTTACCTGGGCCGTAGCCGGGCGCCGAGAGT 

ภาพท่ี 41 ล าดบัเบสบริเวณท่ีตดิกบักบั cg12620499 

 

ผลกำรออกแบบไพร์เมอร์ 

  จากการคดัเลือกต าแหน่ง cg12620499 ของยีน DSU มาใช้ในการทดลอง ทาง
งานวิจยัได้ออกแบบไพร์เมอร์ท่ีจ าเพาะกับต าแหน่งซีพีจีดงักล่าว โดยออกแบบเป็นไพร์เมอร์ของ
เทคนิคเอ็มเอสพีซีอาร์ (Methylation Specific PCR, MS-PCR) ซึ่งประกอบด้วยไพร์เมอร์สองคู ่ท่ี
คูห่นึง่จ าเพาะกบัล าดบัเบสท่ีเป็นเมทิลเลชัน่ และอีกคูจ่ าเพาะกบัล าดบัเบสท่ีเป็นอนัเมทิลเลชัน่  
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DSU: cg12620499 

MET For primer  5’GGTGCGAGTGTTTGGAGGAGCGC3’ 62.4 องศาเซลเซียส 

MET Rev primer 5’CCGAACGACGCACCCACCTAACG3’ 62.4 องศาเซลเซียส 

 พีซีอาร์โปรดกัส์ 69 เบสแพร์ (Base pair) 

UNMET For primer 5’GTTGTGGGTGTGAGTGTTTGGAGGAGTGT3’ 62.9 องศาเซลเซียส 

UNMET Rev primer 5’CCCAACCCAAACAACACACCCACCTAACA3’ 62.9 องศาเซลเซียส
 พีซีอาร์โปรดกัส์ 81 เบสแพร์ 

 

ผลกำรทดลองจำกเทคนิคเอ็มเอสพีซีอำร์ 

  จากผลการทดลอง เม่ือวดัคา่ความเข้มของพีซีอาร์โปรดกัส์ทัง้เมทิลเลชัน่และอนั
เมทิลเลชัน่ เพ่ือค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์เมทิลเลชั่นในแต่ละอวยัวะจากกลุ่มประชากร พบว่าท่ี
อวัยวะตบัส่วนมากในกลุ่มประชากร มีค่าเปอร์เซ็นต์เมทิลเลชั่นท่ีสูงกว่าอวยัวะในกลุ่มอ่ืนๆ ดงั
ตวัอยา่งในภาพท่ี 42 

 

ภาพท่ี 42 ผลการทดลองเอ็มเอสพีซีอาร์จากตวัอย่างพาราฟินบล็อกรายท่ี 11 

  และจากนัน้ได้ทางงานวิจยัท าการหาคา่เฉล่ียของเปอร์เช็นต์เมทิลเลชัน่ในแตล่ะ
กลุม่อวยัวะ ซึง่พบวา่ท่ีกลุม่อวยัวะตบัมีคา่เฉล่ียของเปอร์เซ็นต์เมทิลเลชัน่สงูกว่าอวยัวะอ่ืนๆอยา่ง
เห็นได้ชดั ดงัภาพท่ี 43 
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ภาพท่ี 43 กราฟแสดงคา่เฉล่ียเปอร์เซ็นต์เมทิลเลชัน่ในแตล่ะกลุม่อวยัวะ 

 

กำรประยุกต์ใช้ซีพีจีเมทลิเลช่ันท่ีจ ำเพำะในอวัยวะตับ 

  ทางงานวิจัยได้ทดลองความจ าเพาะของซีพีจีเมทิลเลชั่นในตบั โดยการน ามา
ประยุกต์ใช้ในการตรวจหาสารพนัธุกรรมหรือดีเอ็นเอของตบัในกระแสเลือด (Circulating liver 
DNA) ซึ่งสามารถพบได้ในผู้ ป่วยท่ีมีภาวการณ์ท าลายเนือ้เย่ือหรือเซลล์ของตบั เช่น ผู้ ป่วย
โรคมะเร็งตบั (Hepatoma) หรือโรคตบัแข็ง (Cirrhosis) ดงันัน้ทางงานวิจยัจึงได้ท าการทดลอง
ตรวจหาดีเอ็นเอของตบัในกระแสเลือด โดยใช้เทคนิคซีพีจีเมทิลเลชัน่ของ cg12620499 ของยีน 
DSU กับกลุ่มตวัอย่างท่ีเป็นดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากซีรัมจ านวน 99 ราย จากโรคท่ีมีการท าลาย
เนือ้เย่ือของตับ 4 โรค ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์เมทิลเลชั่นของซีพีจี 
cg12620499 ของยีน DSU ในกลุ่มคนปกติมีคา่แตกตา่งจากกลุ่มผู้ ป่วยโรคมะเร็งตบัและโรคตบั
แข็ง อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิ P = 0.0002 และ P = 0.0047 ตามล าดบั ดงัภาพท่ี 44 
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ภาพท่ี 44 กราฟแสดงคา่เฉล่ียเปอร์เซ็นต์เมทิลเลชัน่ในซีรัมดีเอ็นเอแตล่ะกลุม่ 
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บทที่  5 

สรุปผลกำรวิจัย อภปิรำยผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลกำรวิจัย 

ฐำนข้อมูลซีพีจีเมทลิเลช่ัน 

ทางงานวิจยัได้คดัเลือกและรวบรวมข้อมูลงานทดลองท่ีอยู่ในรูปแบบ GSE ใน 
GEO dataset ของเว็บไซต์ NCBI มาใช้ในการสร้างฐานข้อมลูซีพีจีเมทิลเลชัน่ในอวยัวะตา่งๆ โดย
ก าหนดให้คดัเลือกเฉพาะ GSE ท่ีใช้ เมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์ llumina® HumanMethylation27 
BeadChip Kit ในการวดัคา่เมทิลเลชัน่จากอวยัวะหรือเนือ้เย่ือปกตขิองมนษุย์ ซึ่งเหตผุลหลกัท่ีทาง
งานวิจยัได้คดัเลือกเมทิลเลชัน่ไมโครเรย์ชนิดนี ้เน่ืองจากจ านวนของ GSE ท่ีใช้เมทิลเลชัน่ไมโคร
แอเรย์ชนิดนีมี้จ านวนมากในฐานข้อมลูของ GEO dataset รวมถึงจ านวนของซีพีจีท่ีเมทิลเลชัน่ไม
โครแอเรย์ชนิดนีส้ามารถตรวจวดัได้ (27,578 ต าแหน่ง) และจากงานผลการทดลองของ Genome-
wide DNA methylation profiling using Infinium® assay [11] แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของ 
llumina® HumanMethylation27 BeadChip Kit สามารถตรวจแยกคา่เมทิลเลชัน่ของอวยัวะชนิด
ตา่งๆได้ ซึง่ในงานทดลองดงักลา่วได้เอือ้เฟือ้ข้อมลูของคา่เฉล่ียดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่จากอวยัวะปกติ
ของมนุษย์ 14 ชนิด มาให้กับทางงานวิจยัอีกด้วย แตใ่นปัจจุบนับริษัทอิลมูิน่าได้ยกเลิกการผลิต
เมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์ชนิดนีแ้ล้ว ทางงานวิจยัจึงได้ท าการรวบรวมข้อมูลของ GSE ท่ีใช้เมทิล
เลชัน่ไมโครแอเรย์ชนิดนี ้จากเว็บไซต์ NCBI จนถึงวนัท่ี 31 ธนัวาคม 2555 เทา่นัน้  

จากการวิเคราะห์ฐานข้อมูลข้อมูลซีพีจีเมทิลเลชั่นของงานวิจัย โดยการสร้าง
กราฟแสดงคา่เมทิลเลชัน่ของซีพีจีแตล่ะต าแหน่งบนจีโนม ทัง้ 27,578 นัน้ พบว่ารูปแบบของกราฟ
ซีพีจีเมทิลเลชัน่สามารถจ าแนกรูปแบบของกราฟได้ทัง้สิน้ 5 รูปแบบ ดงัรูปท่ี ซึ่งรูปแบบของกราฟท่ี
งานวิจยัได้คดัเลือกมาเพ่ือใช้ในการค้นหาซีพีจีท่ีจ าเพาะในอวยัวะแตล่ะชนิด คือ กราฟรูปแบบท่ี 1 
“ไฮเปอร์เมทิลเลชัน่” และกราฟรูปแบบท่ี 2 “ไฮโปเมทิลเลชัน่” เพราะกราฟทัง้สองรูปแบบตา่งก็มี
คา่ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ท่ีสูงหรือต ่าอย่างเห็นได้ชัดในกลุ่มอวยัวะหนึ่งเม่ือเทียบกับอวยัวะอ่ืนๆ และ
จากผลการคดัเลือกซีพีจีท่ีจ าเพาะในแตล่ะกลุ่มอวยัวะ พบว่ามีซีพีจีท่ีจ าเพาะตอ่อวยัวะแตล่ะชนิด
จ านวน 222 ต าแหน่ง โดยแบ่งเป็น ไฮเปอร์เมทิลเลชัน่จ านวน 82 ต าแหน่ง และไฮโปเมทิลเลชัน่
จ านวน 120 ต าแหน่ง ซึ่งอวัยวะท่ีมีซีพีจีเมทิลเลชั่นท่ีจ าเพาะมากท่ีสุดฐานข้อมูลนี ้คือ  ตับ 
(ไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ 22 ต าแหน่ง ไฮโปเมทิลเลชัน่ 34 ต าแหน่ง) และ อณัฑะ (ไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ 
19 ต าแหนง่ ไฮโปเมทิลเลชัน่ 37 ต าแหน่ง) ทางงานวิจยัเช่ือว่าปัจจยัท่ีท าให้อวยัวะทัง้สองชนิดมีซี
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พีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะเป็นจ านวนมากท่ีสดุ อาจเพราะจ านวนข้อมูลงานทดลองท่ีได้คดัเลือกมา
สร้างฐานข้อมลู หรืออาจเพราะอวยัวะทัง้สองชนิดตา่งก็มีหน้าท่ีจ าเพาะและหลากหลาย 

กราฟในรูปแบบท่ี 4 และ 5 นัน้ ตา่งก็มีคา่เมทิลเลชัน่ไปในทิศทางเดียวกนั ในทกุ
อวยัวะ คือ มีค่าเมทิลเลชัน่ท่ีต ่าหรือสูง ในทุกอวยัวะ จึงไม่สามารถน าซีพีจีเมทิลเลชัน่ของกราฟ
ดงักลา่วมาใช้ในการแยกอวยัวะตา่งๆได้ ส่วนกราฟในรูปแบบท่ี 3 มีคา่เมทิลเลชัน่ท่ีแตกตา่งกนัใน
ทกุอวยัวะ ซีพีจีเมทิลเลชัน่ของกราฟในรูปแบบนี ้จึงไม่สามารถน ามาใช้แยกชนิดของอวยัวะจาก
คา่เมทิลชัน่ได้เชน่กนั 

 

ซีพีจีเมทลิเลช่ันที่จ ำเพำะต่อเนือ้เนือ้หรืออวัยวะ 

  จากผลการวิเคราะห์ต าแหน่งของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะต่ออวัยวะต่างๆ ทัง้ 
222 ต าแหน่งบนจีโนม ทัง้ต าแหน่งภายใน หรือภายนอกยีน, เอ็กซอน อินทรอน และ CGI พบว่าซี
พีจีเมทิลเลชั่นท่ีจ าเพาะส่วนมากมักอยู่ภายในยีน ตรงบริเวณท่ีเป็นเอ็กซอน ซึ่งมีการกระจาย
ตวัอยา่งเท่าๆ กนั ในบริเวณท่ีเป็น CGI และไม่ใช่ CGI และอยู่ในบริเวณท่ีห่างจาก TSS ประมาณ 
0-100 เบส ทัง้ไฮเปอร์เมทิลชัน่ และไฮโปเมทิลเลชัน่ ผลการวิเคราะห์นีส้อดคล้องกับหลายๆ
งานวิจัย ท่ีรายงานว่าซีพีจีเมทิลเลชั่นท่ีจ าเพาะต่ออวัยวะมักพบในบริเวณท่ีอยู่ภายในยีน และ
กระจายตวัอยา่งอิสระในปริเวณท่ีเป็น CGI และไมใ่ช ่CGI [11, 46] 

  ผลการวิเคราะห์เพิ่มเติมเก่ียวกับความสมัพันธ์ของต าแหน่งซีพีจีท่ีจ าเพาะ กับ
บริเวณเอ็กซอน และอินทรอนโดยการสร้างกราฟ ดงัภาพท่ี 19 นัน้ จะเห็นได้ว่าซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ี
จ าเพาะส่วนมากจะอยู่ในบริเวณท่ีเป็นเอ็กซอนของยีน แม้ว่าเม่ือค านวณทางสถิติด้วย t-test แล้ว 
จ านวนของซีพีจีเมทิลชัน่ท่ีจ าเพาะท่ีอยู่ในเอ็กซอน จะไม่ได้มากกว่าอินทรอน อย่างมีนยัส าคญัก็
ตาม ทางงานวิจยัจงึได้ศกึษาเพิ่มเติม โดยเพิ่มการแบง่กลุ่มซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะ ตามรูปแบบ
ของไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ และไฮโปเมทิลเลชัน่ ดงัตารางท่ี 5 ซึ่งผลจากตารางแสดงให้เห็นถึงจ านวน
ซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะ ทัง้รูปแบบไฮเปอร์เมทิลเลลัน่และไฮโปเมทิลเลชัน่ จะอยู่ในบริเวณเอ็ก
ซอนมากกวา่อินทรอน ทัง้นีท้างงานวิจยัคาดวา่ซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะในบริเวณเอ็กซอนของยีน 
อาจมีความเก่ียวข้องกบัการตดัยีนท่ีตา่งกนัในเซลล์แตล่ะชนิด (Alternative splicing) 

  ในอนาคตหากมีการศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกับ ซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะต่ออวยัวะ
ตา่งๆ การศึกษาท่ีบริเวณล าดบัเบสท่ี 0-100 เบส นบัจาก TSS จึงเป็นจดุน่าจะได้รับการศึกษา
วิเคราะห์ รวมถึงบริเวณท่ีเป็นท่ีเอ็กซอนของยีน 
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ซีเควนโลโก้ของซีพีจีเมทลิเลช่ันท่ีจ ำเพำะต่ออวัยวะ 

  จากการสร้างซีเควนโลโก้ของซีพีจีเมทิลเลชั่นท่ีมีความจ าเพาะต่ออวัยวะชนิด
ตา่งๆ ทัง้ 222 ต าแหน่ง พบว่าล าดบัเบสท่ีอยู่ติดกับซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะส่วนมากในด้าน 3’ 
จะเป็นเบสไซโตซีน กวานีน และไทมีน (Thymine) ตามล าดับ ทางงานวิจัยได้พยายามศึกษา
วิเคราะห์ซีเควนโลโก้ของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีเหลือท่ีไม่ได้มีความจ าเพาะตอ่อวยัวะใดๆ อีก 27,356 
ต าแหน่ง เพ่ือเปรียบเทียบกับซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีมีความจ าเพาะทัง้ 222 ต าแหน่ง แต่ไม่สามารถ
กระท าได้ เน่ืองจากข้อมูลล าดบัเบสของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีเหลือ มีขนาดใหญ่มากจึงไม่สามารถท า
การวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมซีเควนโลโก้ได้ ดงันัน้ทางงานวิจยัจงึได้ท าการวิเคราะห์แยกตามรูปแบบ 
ไฮเปอร์เมทิลเลชั่น และไฮโปเมทิลเลชัน่ และตามอวัยวะ สมอง ตบั และอณัฑะ ซึ่งได้ให้ผลการ
วิเคราะห์ท่ีสอดคล้องกัน คือ ล าดบัเบสส่วนมากท่ีปลายด้าน 3’ ท่ีอยู่ติดกับซีพีจีเมทิลเลชั่นท่ี
จ าเพาะ คือเบสไซโตซีน กวานีน และไทมีน  

 

ยีนที่มีซีพีจีเมทลิเลช่ันที่จ ำเพำะต่ออวัยวะต่ำงๆ 

  จากการคดัเลือกซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะตอ่อวยัวะตา่งๆ ทางงานวิจยัพบว่าซีพี
จีเมทิลเลชัน่ทัง้ 222 ต าแหน่ง กระจายตวัอยู่ในยีน 197 ยีน เน่ืองจากมียีนบางยีนท่ีมีซีพีจีเมทิล
เลชัน่ท่ีจ าเพาะมากกวา่ 1 ต าแหนง่ โดยยีนท่ีมีซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะมากท่ีสดุในฐานข้อมลู คือ 
ยีน ESR1 ซึ่งมีซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะตอ่อวยัวะตบัมากถึง 4 ต าแหน่ง ในรูปแบบไฮเปอร์เมทิล
เลชัน่ทัง้ 4 ต าแหน่ง และเม่ือพิจารณาท่ีหน้าท่ีของยีนทัง้ 197 ยีน พบว่ามียีน 50 ยีน ท่ีมีหน้าท่ี
จ าเพาะหรือตรงกบัอวยัวะท่ีจ าเพาะตอ่เมทิลเลชัน่ซีพีจีในยีนนัน้ โดยแบง่เป็น ไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ 1 
ยีน และไฮโปเมทิลเลชั่น 49 ยีน ทางงานวิจัยตัง้สมมติฐานว่า ต าแหน่งของซีพี จีเมทิลเลชั่นท่ี
จ าเพาะในยีนเหลา่นัน้ อาจมีความสมัพนัธ์ในการควบคมุการแสดงออกของยีนในอวยัวะตา่งๆ 

  ตอ่มาทางงานวิจยัได้น ายีนทัง้ 197 ยีน ไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมเดวิด เพ่ือหา
ความสมัพนัธ์ของกลุ่มยีนนี ้ในขัน้ตอนการวิเคราะห์พบว่าจากยีน 197 ยีนสามารถวิเคราะห์ด้วย
โปรแกรมเดวิดได้ 188 ยีน เน่ืองจากยีนท่ีเหลืออีก 9 ยีน ไมมี่ข้อมลูในฐานข้อมลูของโปรแกรมเดวิด
ซึ่งผลการวิเคราะห์พบว่า กลุ่มยีนส่วนมากเป็นยีนท่ีมีลักษณะเป็นยีนท่ีมีล าดับเบสท่ีมีความ
หลากหลาย (Sequence variant) และเก่ียวข้องกับรูปแบบหรือลักษณะต่างๆของเซลล์ 
(Polymorphism) ซึ่งหน้าท่ีและลกัษณะดงักล่าวนีส้อดคล้องกับการท่ีกลุ่มยีนเหล่านีมี้ซีพีจีเมทิล
เลชัน่ท่ีจ าเพาะตอ่อวยัวะตา่งๆ  
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  จากการวิเคราะห์เพิ่มเติม เก่ียวกับความสัมพันธ์ระหว่างไฮเปอร์เมทิลเลชั่น
และไฮโปเมทิลเลชัน่ซีพีจี กบัยีนและหน้าท่ีของยีน ผลจากตารางท่ี 10 ถึง 11 และภาพท่ี 32 ถึง 33 
จะพบว่าหน้าท่ีส่วนใหญ่ของทัง้กลุ่มทัง้สองกลุ่มจะเก่ียวข้องกับ ยีนท่ีมีล าดับเบสท่ีมีความ
หลากหลาย ในกลุ่มยีนจากไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ซีพีจีสามารถวิเคราะห์ได้ 67 ยีน จาก 70 ยีน ซึ่ง
หน้าท่ีสว่นใหญ่ของยีนในกลุม่นีจ้ะเก่ียวข้องกบัรูปแบบหรือลกัษณะตา่งๆ ของเซลล์ ขณะท่ีกลุ่มยีน
จากไฮโปเมทิลเลชัน่ซีพีจีสามารถวิเคราะห์ได้ 122 ยีน จาก 128 ยีน กลุ่มยีนนีจ้ะมีหน้าท่ีส่วนใหญ่
เก่ียวข้องกบัการท างานร่วมกันของเซลล์ต่างๆ เช่น การส่งสญัญาณเพปไทด์ (Signal peptide), 
การท างานบริเวณนอกเซลล์ (Extracellular region) และการหลัง่ (Secreted) รวมถึงกลไกของ
ระบบสืบพันธุ์  จึงเป็นข้อสังเกตว่าต าแหน่งซีพีจีเมทิลเลชั่นของกลุ่มยีนอาจมีความเก่ียวข้อง
โดยตรงกับการควบคมุการแสดงออกของยีน โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มยีนท่ีเก่ียวข้องกับระบบ
สืบพนัธุ์ หรือสร้างเซลล์สืบพนัธุ์ นอกจากนี ้ผลการวิเคราะห์แยกตามชนิดของอวยัวะ ตา่งก็ให้ผลท่ี
สอดคล้องกนั โดยกลุม่ยีนสว่นมากในรูปแบบไฮเปอร์เมทิลเลชัน่ของอวยัวะทัง้ 3 ชนิด จะเก่ียวข้อง
กบัรูปแบบหรือลกัษณะตา่งๆ ของเซลล์ ขณะท่ีกลุ่มยีนในรูปแบบไฮโปเมทิลเลชัน่ จะเป็นกลุ่มยีน
บางส่วนท่ีมีหน้าท่ีท่ีจ าเพาะตามกลุ่มอวยัวะ เช่น ระบบประสาทในกลุ่มสมอง หรือการสร้างเซลล์
สืบพนัธุ์ในกลุม่อณัฑะ 

 

ซีพีจีเมทลิเลช่ันที่จ ำเพำะต่อตับ 

  ในการศึกษาเพ่ือพิสูจน์สมมติฐานและความแม่นย าของฐานข้อมูลซีพีจีเมทิล
เลชัน่ท่ีงานวิจยัได้รวบรวมขึน้มานัน้ ทางงานวิจยัได้เลือกใช้เทคนิคเอ็มเอสพีซีอาร์ในการทดลอง 
เน่ืองจากเทคนิคนีเ้ป็นเทคนิคพืน้ฐานในการตรวจวา่คา่ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่จากไบซลัไฟต์ดีเอ็นเอ ท่ี
ใช้เวลาไม่มาก และสามารถตรวจวดัดีเอ็นเอตวัอย่างท่ีมีปริมาณน้อยๆได้ [7, 47] ซึ่งทางงานวิจยั
ได้ออกแบบจากการคดัเลือกซีพีจีเมทิลเลชั่นท่ีต าแหน่ง cg12620499 ของยีน DSU มาใช้เพ่ือ
ออกแบบให้ไพร์เมอร์ทัง้เมทิลเลชัน่และอนัเมทิลเลชัน่ โดยออกแบบให้ท่ีปลายด้าน 3’ ของฟอร์
เวิร์ดไพร์เมอร์ทัง้สองตรงกบัซีพีจีเมทิลเลชัน่ดงักล่าว ในเมทิลเลชัน่ไพร์เมอร์ปลายด้าน 3’ จะเป็น
เบสไซโตซีน ส่วนอนัเมทิลเลชัน่ไพร์เมอร์เป็นเบสไทมีน เพราะท่ีต าแหน่งปลายด้าน 3’ ของไพร์
เมอร์เป็นต าแหน่งท่ีส าคญัท่ีไพร์เมอร์ใช้จบักบัดีเอ็นเอเป้าหมาย เพ่ือสร้างสายตอ่ หากต าแหน่งนี ้
ไม่จับกับดีเอ็นเอเป้าหมายจะไม่สามารถสร้างสายต่อได้  [45] ในส่วนอ่ืนๆนัน้ทางงานวิจัยได้
ออกแบบให้ไพร์เมอร์ทัง้สองแบบมีอุณหภูมิเข้าจับท่ีเท่าๆกัน เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยาการแย่งจับไบ



 
 

68 

ซลัไฟต์ดีเอ็นเอในกระกระบวนการเอ็มเอสพีซีอาร์  แต่มีขนาดพีซีอาร์โปรดกัส์ท่ีต่างกัน เพ่ือใช้ใน
การอา่นผล  

จากผลการทดลองในการตรวจหาเนือ้เย่ือตบัของนัน้ พบว่าผลการทดลองของ
เทคนิคเอ็มเอสพีซีอาร์ให้ผลสอดคล้องกับสมมติฐานของงานวิจยั เพราะสิ่งตวัอย่างท่ีเป็นอวยัวะ
ตบัส่วนมากให้ค่าเมทิลเลชัน่สงูกว่าอวยัวะอ่ืนในกลุ่มประชากร โดยเฉพาะคา่เฉล่ียของอวยัวะตบั
นัน้ให้คา่เมทิลเลชัน่เฉล่ียสงูกวา่อวยัวะอ่ืนๆ อยา่งชดัเจน แม้ว่าอวยัวะตบัในตวัอย่างบางรายจะไม่
มีคา่เมทิลเลชัน่ท่ีสงูท่ีสดุในกลุม่อวยัวะจากตวัอยา่งรายเดียวกนั ทัง้นีท้างงานวิจยัคาดว่าน่าจะเกิด
จาก ความคาดเคล่ือนจากเอ็มเอสพีซีอาร์ หรือการเส่ือมสภาพของสิ่งตวัอย่าง เพราะในบางสิ่ง
ตวัอยา่งนัน้ เม่ือผา่นกระบวนการเอ็มเอสพีซีอาร์แล้ว ไมมี่พีซีอาร์โปรดกัส์เกิดขึน้เลย ทัง้เมทิลเลชัน่
และอนัเมทิลเลชัน่ แม้ว่าทางงานวิจยัจะท าการตรวจสอบและคดักรองคณุภาพของตวัอย่างดีเอ็น
เอด้วยไพร์เมอร์ของยีนเบต้าแอ็คตินแล้วก็ตาม ทัง้นีท้างงานวิจยัคาดว่าในบางสิ่งตวัอย่างอาจเกิด
แตกหกัของดีเอ็นเอ (DNA break) ตรงบริเวณซีพีจีต าแหน่ง cg12620499 ของยีน DSU จึงส่งผล
ให้ตัวอย่างดีเอ็นเอดังกล่าวไม่สามารถเพิ่มจ านวนด้วยไพร์เมอร์ท่ีจ าเพาะกับต าแหน่งนีไ้ด้ 
นอกเหนือจากนีใ้นตวัอย่างบางรายท่ีคา่เมทิลเลชัน่ในอวยัวะอ่ืนสงูกว่าอวยัวะตบันัน้ ทางงานวิจยั
คาดวา่อาจเกิดจากการปนเปือ้น (Contamination) ระหวา่งการทดลอง จึงท าให้คา่เมทิลเลชัน่ท่ีวดั
ได้เกิดความคลาดเคล่ือน  

 

กำรประยุกต์ใช้ซีพีจีเมทลิเลช่ันท่ีจ ำเพำะต่อตับ 

  ผลการทดลองการตรวจหาดีเอ็นเอของตบัในกระแสเลือด โดยใช้ซีพีจีเมทิลเลชัน่
ท่ีจ าเพาะต่อตบัท่ีงานวิจยัได้ออกแบบไว้นัน้ พบว่าซีพีจีเมทิลเลชัน่ ท่ีต าแหน่ง cg12620499 ของ
ยีน DSU สามารถตรวจแยกกลุ่มผู้ ป่วยโรคมะเร็งตบั และโรคตบัแข็ง ออกจากกลุ่มคนปกติได้  โดย
มีค่าเมทิลเลชัน่เฉล่ียท่ีแตกตา่งกันอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P = 0.0002 และ P = 0.0047 
ตามล าดบั) แต่ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคไวรัสตบัอกัเสบบี และไวรัสตบัอักเสบซี มีค่าเมทิลเลชัน่เฉล่ียท่ี
ใกล้เคียงกบักลุ่มคนปกติ ทัง้นีท้างงานวิจยัพบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยทัง้สองโรคอยู่ในระยะของโรคท่ีไม่
เท่ากัน ในบางระยะของโรคอาจไม่พบการท าลายของเนือ้เย่ือตบั ท าให้ดีเอ็นเอของตบัไม่ได้หลุด
ลอยเข้าสู่กระแสเลือด จึงท าส่งผลให้ไม่สามารถตรวจพบซีพีจีเมทิลเลชัน่ของตบัในกลุ่มตวัอย่าง
เหล่านัน้ รวมถึงอาจมีสาเหตุมาจากการเส่ือมสภาพของดีเอ็นเอตวัอย่าง หรือการปนเปื้อนใน
ระหวา่งการทดลอง  
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จากผลการทดลองนี ้แสดงให้ถึงความสามารถในการตรวจหาสารพนัธุกรรมของ
อวัยวะตับในกระแสเลือดของ ซีพีจีเมทิลเลชั่นท่ีต าแหน่ง cg12620499 ของยีน DSU ซึ่ง
ความจ าเพาะนีส้ามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจหาหรือคดัแยกโรคท่ีมีสภาวะการท าลาย
เนือ้เย่ือหรือเซลล์ของอวยัวะตบัได้  

 

อภปิรำยผลกำรวิจัย 

เทคนิคการตรวจแยกชนิดของเนือ้เย่ือ โดยอาศยัหลกัการดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่นัน้ 
เป็นเทคนิคหนึ่งท่ีได้รับการพฒันา และมีการศกึษาอย่างตอ่เน่ืองในหลายๆงานวิจยั  [5, 6, 9, 11, 
23, 28, 46] แม้วา่ในปัจจบุนักลไกของดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ท่ีควบคมุการถอดรหสัของยีนยงัไม่เป็นท่ี
ทราบแน่ชดัก็ตาม [46, 48] ในบางงานวิจยัได้แสดงผลการทดลอง หรือการวิเคราะห์ผลเก่ียวกับ
ต าแหน่งหรือบริเวณท่ีอยู่ของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะในอวยัวะตา่งๆ เช่น ระยะห่างระหว่างซีพีจี
กบั TSS เอ็กซอน อินทรอน หรือ CGI ซึ่งผลการผลการวิเคราะห์ต าแหน่งของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ี
จ าเพาะตอ่อวยัวะ จากงานวิจยันี ้ให้ผลสอดคล้องกบั งานทดลองหรืองานวิจยัก่อนท่ีรายงานว่า ซี
พีจีเมทิลเลชั่นท่ีจ าเพาะ ส่วนมากจะอยู่ในบริเวณยีน และมีการกระจายตัวอย่างเท่าๆกัน ใน
บริเวณท่ีเป็น CGI และ ไมใ่ช ่CGI [11, 46]  

ในส่วนของการทดลองเพ่ือพิสูจน์ซีพีจีเมทิลเลชั่นท่ีจ าเพาะต่อตับของซีพีจีท่ี 
ต าแหน่ง cg12620499 ของยีน DSU นัน้ จากค่าเฉล่ียของกลุ่มประชากร แสดงให้เห็นถึงคา่เมทิล
เลชัน่ของกลุม่อวยัวะตบัท่ีมากกวา่อวยัวะกลุม่อ่ืนๆอยา่งเดน่ชดั แม้ว่าคา่เมทิลเลชัน่ของอวยัวะตบั
จากตวัอยา่งบางรายจะไม่ได้สงูท่ีสดุ ซึ่งทางงานวิจยัคาดว่าอาจเกิดจากความคลาดเคล่ือนในการ
ทดลอง และจากการประยุกต์ใช้ซีพีจีเมทิลเลชัน่ในการตรวจหาดีเอ็นเอของตบัในกระแสเลือดนัน้ 
พบวา่สามารถตรวจแยกผู้ ป่วยโรคมะเร็งตบัและผู้ ป่วยโรคตบัแข็ง จากกลุ่มคนปกติได้ ซึ่งคา่เมทิล
เลชัน่ท่ีได้มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั ดงันัน้หลกัการจงึสามารถน าไปพฒันาเพ่ือใช้ในการ
ตรวจคดักรองหรือตดิตามโรคหรือสภาวะท่ีมีการท าลายของเนือ้เย่ือตบัได้ 

 

ข้อเสนอแนะ 

งานวิจยันีเ้ป็นงานวิจยัแรกท่ีน าเสนอข้อมลูและเทคนิคการตรวจวดัดีเอ็นเอเมทิล
เลชัน่ เพ่ือใช้ในการตรวจหาชนิดของเนือ้เย่ือหรืออวยัวะชนิดตา่งๆ ในการรวบรวมข้อมลูเพื่อสร้าง
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ฐานข้อมลูดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่นัน้ หากสามารถเพิ่มข้อมลูงานทดลองหรือ GSE เก่ียวกบัคา่เมทิล
เลชัน่ในอวยัวะตา่งๆ ท่ีใช้เมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์ llumina® HumanMethylation27 BeadChip 
Kit ได้ ยอ่มจะเพิ่มความแม่นย าและความครอบคลมุของฐานข้อมลูนีไ้ด้ ซึง่ทางงานวิจยัคาดหวงั
วา่ ในอนาคตข้อมลูงานทดลอง หรือ GSE ท่ีใช้เมทิลเลชัน่ไมโครแอเรย์ชนิดนีจ้ะมีจ านวนมากขึน้ 
เพ่ือให้งานวิจยัสามารถรวบรวมข้อมลูได้มากยิ่งขึน้  

นอกเหนือจากนี ้ จากผลการทดลองความจ าเพาะของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีต าแหนง่ 
cg12620499 ของยีน DSU ตอ่ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากพาราฟินบล็อกนัน้ ท่ีในบางสิ่งตวัอย่างเกิด
การเส่ือมสภาพในบริเวณซีพีจีต าแหนง่ดงักลา่ว ทางงานวิจยัได้ตัง้ข้อสรุปวา่ในการตรวจหาหรือ
ยืนยนัชนิดของเนือ้เย่ือจากสิ่งตวัอย่าง โดยอาศยัหลกัการของดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่นัน้ ควรใช้ซีพีจี
เมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะมากกว่าหนึง่ต าแหนง่ เพ่ือเพิ่มความแมน่ย าในการตรวจวดั และป้องกนั
ความคลาดเคล่ือนท่ีอาจเกิดจากการเส่ือมสภาพของดีเอ็นเอในบริเวณซีพีจีท่ีจ าเพาะ ตลอดจน
สภาวะตา่งๆ ท่ีอาจสง่ผลตอ่บริเวณซีพีจีท่ีจ าเพาะ 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี 

1. Phenol-chloroform-isoamyl alcohol (อัตราส่วน 25:24:1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร) 

Phenol 25 สว่น 

Chloroform 24 สว่น 

Isoamyl 1 สว่น 

ผสมให้เข้ากนั เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

2. Ethanol (95%, 90%, 70%) 

Absolute ethanol 950, 900, 700 ml 

เตมิน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 1000 ml 

ผสมให้เข้ากนั เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 

3. 0.5M EDTA: Disodium ethylenediamine tetraacetate.2H2O (pH 8.0) 

EDTA 186.6 g 

ละลายในน า้กลัน่ แล้วปรับ pH เป็น 8.0 ด้วย NaOH 

เตมิน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 1,000 ml 

นึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ท่ีความดนั 15 psi นาน 20 นาที เก็บท่ี
อณุหภมูิห้อง 

4. Lysis Buffer II  

5M NaCl 15 ml 

0.5M EDTA (pH 8.0) 48 ml 
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เตมิน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 1000 ml 

นึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ท่ีความดนั 15 psi นาน 20 นาที เก็บท่ี
อณุหภมูิห้อง   

5. 10% SDS 

NaC12H25SO4 10 g 

เตมิน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 100 ml 

ผสมให้เข้ากนั เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 

6. Proteinase K (20m/ml) 

Proteinase K  10 g 

เตมิน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร  1 ml 

ผสมให้เข้ากนั เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

7. 10M Ammonium acetate (CH3COONH4) 

CH3COONH4 77 g 

น า้กลัน่ 80 ml 

ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ด้วยน า้กลัน่ จากนัน้น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศา
เซลเซียส ท่ีความดนั 15 psi นาน 20 นาที เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง  

8. 10X Tris borate buffer (10XTBE) 

Tris-base 100 g 

Boric acid 55 g 

0.5M EDTA (pH 8.0) 40 ml 
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เตมิน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 1000 ml 

ผสมให้เข้ากนั เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 

9. 10% APS (Ammonium persulfate, (NH4)2S2O8) 

(NH4)2S2O8 1 g 

เตมิน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 10 ml 

ผสมให้เข้ากนั เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

10. 1M Tris (pH 8.0) 

Tris-base 12.11 g 

ละลายในน า้กลัน่ แล้วปรับ pH เป็น 8.0 ด้วย HCl 

เตมิน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 100 ml 

นึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ท่ีความดนั 15 psi นาน 20 นาที เก็บท่ี
อณุหภมูิห้อง 

11. 6X loading dye 
Bromphenol blue 0.25 g 
Xylene cyanol 0.25 g 
Glycerol 50 ml 
1M Tris (pH 8.0) 1 ml 
เตมิน า้กลัน้ให้ได้ปริมาตร 100 ml 
ผสมให้เข้ากนั เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 

ข้อมูลของงานทดลองที่ในการสร้างฐานข้อมูล 

 

รายช่ือ GSE ที่น ามาในการสร้างฐานข้อมูล 

Series  Title 

GSE19711  Genome wide DNA methylation profiling of United Kingdom Ovarian 
Cancer Population Study (UKOPS) 

GSE20067 Genome wide DNA methylation profiling of diabetic nephropathy in type 
1 diabetes mellitus 

GSE20080 Epigenome analysis of normal and preinvasive cervical smear samples 

GSE20712 Epigenetic portraits of human breast cancers (methylation data) 

GSE21232 DNA methylation profiling of male human pancreatic islets identifies loci 
for type 2 diabetes 

GSE22249 Epigenetic portraits of human breast cancers (methylation data 2) 

GSE22595 Methylation Pattern of Human Dermal Fibroblasts   

GSE22867 DNA Methylation Profiling of Glioblastoma: Impact on Gene Expression 
and Clinical Outcome (Illumina) 

GSE25062 Genome-scale analysis of aberrant DNA methylation in colorectal cancer 

GSE25706 Epigenome analysis of patients with various myeloid malignancies 
including differential levels of 5-hydroxymethylcytosine 

GSE25869 DNA methylation represents one of the key regulator that transcriptional 
control of highly expressed genes in gastric cancer. 
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GSE26033 A Genome-wide Study of DNA Methylation Patterns and Gene 
Expression Levels in Multiple Human and Chimpanzee Tissues 

GSE26126 DNA methylation profiling reveals novel biomarkers and important roles 
for DNA methyltransferases in prostate cancer 

GSE26989 DNA methylation analysis of ovarian cancers and normal peripheral 
blood lymphocyte DNA by Illumina Infinium platform  

GSE27130 Anti-cancer drug sensitive DNA methylation marker research 

GSE27284 Prognostic Gene Expression Signature of Carcinoma Associated 
Fibroblasts in Non-Small Cell Lung Cancer [methylation profiling] 

GSE27899 Methylation profiling in Ulcerative colitis  

GSE28746 Epigenome analysis of male identical twin pairs discordant for sexual 
orientation, age 21 to 55. 

GSE29490 A Genome-wide DNA Methylation Study in Colorectal Carcinoma 

GSE30229 Peripheral blood DNA methylation profiles are predictive of head and 
neck squamous cell carcinoma 

GSE30601 Epigenetic analysis of gastric cancer 

GSE30760 Cervical cancer 

GSE31788 Aberrant DNA methylation epigenotype expanding to non-polycomb 
target genes, induced by Epstein-Barr virus infection in human gastric 
cancer [Illumina Methylation] 

GSE31835 Global methylation analysis of psoriatic (involved and uninvolved) and 
control skin 
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GSE31979 Genome-wide methylation analysis detects genes specific to breast 
cancer hormone receptor status and risk of recurrence 

GSE32867 DNA methylation and gene expression in lung adenocarcinoma 

GSE33065 Genome-wide DNA methylation profiling of CpG islands in breast cancer 

GSE33510 DNA methylation analyses of urothelial carcinoma reveal distinct 
epigenetic subtypes and an association between gene copy number 
and methylation status 

GSE34008 Epigenome analysis of genomic DNA isolated from whole blood of non-
diabetic control and type-2 diabetic individuals 

GSE34355 Clonal Selection Drives Genetic Divergence of Metastatic 
Medulloblastoma [Illumina Infinium HumanMethylation27 Beadchip v1.2] 

GSE35146 Epigenome analysis of normal and IPF lung tissue samples 

GSE36002 Integrative analysis reveals relationships of genetic and epigenetic 
alterations in osteosarcoma [methylation] 

GSE36166 Epigenetic analysis of healthy young men following a control and high-fat 
overfeeding diet 

GSE36194 North American Brain Expression Consortium: DNA Methylation 

GSE36353 Genome wide DNA Methylation analysis of benign and malignant 
adrenocortical tumors 

GSE36637 Aberrant promoter methylation and expression of UTF1 during cervix 
carcinogenesis 

GSE37988 Methylation in Taiwanese HCC tumor and adjacent tissues 

GSE41037 Aging effects on DNA methylation modules in blood tissue   
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GSE42510 Alterations in cardiac DNA methylation in human dilated cardiomyopathy 
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รายช่ือซีพีจีเมทลิเลช่ันท่ีจ าเพาะต่ออวัยวะต่างๆ และยีน ส่วนที่ 1 
Tissue Type Gene Probe ID Site in gene CGI 
adrenal methylation 

CTSZ 
cg01663968 intra intron TRUE 

    cg13021192 intra exon TRUE 
    TNFRSF10C cg27090216 intra exon TRUE 
  unmethylation MYO9B cg01103836 intra exon TRUE 
    AGRP cg04176254 intra exon FALSE 
    CYP11A1 cg17790333 intra intron FALSE 
    FAIM2 cg25936385 inter intron FALSE 
    ELA1 cg27114026 intra intron FALSE 
brain methylation SLC5A5 cg01655355 intra intron TRUE 
    

EML2 
cg03096975 intra exon TRUE 

    cg20427879 intra intron TRUE 
    SP100 cg05091653 intra exon FALSE 
    CSMD2 cg05382123 inter exon TRUE 
    CASP4 cg08469834 intra intron FALSE 
    DHRS4L2 cg10677787 intra intron TRUE 
    TUBA6 cg12073537 intra exon TRUE 
    GPR30 cg16127845 intra intron TRUE 
    IER3 cg17067528 intra intron TRUE 
    IL10RB cg17506742 intra intron TRUE 
    TRIM38 cg21844956 intra exon FALSE 
  unmethylation NPFF cg01657380 intra exon FALSE 
    STMN4 cg02130905 intra intron FALSE 
    NLGN2 cg03169180 intra intron FALSE 
    BLK cg03860768 intra exon FALSE 
    GPR148 cg04037952 intra exon FALSE 
    FAT2 cg04443324 intra exon FALSE 
    RIT2 cg04711324 intra exon TRUE 
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Tissue Type Gene Probe ID Site in gene CGI 
 brain  unmethylation 40148 cg04761824 intra intron FALSE 
    KIAA0802 cg05104081 intra intron FALSE 
    FABP7 cg05798712 intra exon FALSE 
    C16orf45 cg07977490 intra intron TRUE 
    FLJ37538 cg08626653 intra intron FALSE 
    SLC35A4 cg08948050 inter exon FALSE 
    DLGAP4 cg09276978 intra exon FALSE 
    

MYT1 
cg10071275 intra exon TRUE 

    cg16772207 intra intron TRUE 
    ZNF574 cg11719283 intra exon FALSE 
    ABHD7 cg15156367 intra intron TRUE 
    C10orf11 cg17238009 intra exon TRUE 
    ELAVL4 cg18242139 intra exon FALSE 
    MAPK4 cg18450227 intra exon TRUE 
    TCF20 cg20051177 intra intron FALSE 
    

MGC27121 
cg20189782 intra intron FALSE 

    cg26790059 intra exon FALSE 
    GARNL3 cg20864636 intra intron FALSE 
    ANK3 cg22150335 intra intron FALSE 
    AKAP6 cg24812523 intra intron FALSE 
    C3orf40 cg25552889 intra exon FALSE 
    MGC2747 cg25903122 intra intron FALSE 
    GRM4 cg26424956 intra exon FALSE 
    ACD cg26698580 inter exon TRUE 
cervix unmethylation PADI1 cg17502536 inter intron FALSE 
    KRTHA2 cg23674788 intra exon FALSE 
heart unmethylation MYBPC3 cg10335931 intra intron FALSE 
    C3orf45 cg17272094 intra intron FALSE 
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Tissue Type Gene Probe ID Site in gene CGI 
kidney methylation SPAG5 cg08062469 intra exon TRUE 
    OXR1 cg16326979 intra exon TRUE 
  unmethylation CDH16 cg14221831 intra exon FALSE 
    B3GALT7 cg19201019 intra intron FALSE 
    PAQR5 cg20082641 inter exon TRUE 
liver methylation 

ESR1 

cg00655307 intra exon TRUE 
    cg02720618 intra intron TRUE 
    cg11251858 intra exon TRUE 
    cg20253551 intra exon TRUE 
    

DSU 
cg02668581 intra exon TRUE 

    cg12620499 intra exon TRUE 
    

IGF2AS 
cg04112019 intra intron TRUE 

    cg10501065 intra intron TRUE 
    cg16817891 intra intron TRUE 
    

TIAM1 
cg04807655 intra intron TRUE 

    cg15853125 intra exon TRUE 
    LIMK1 cg05163588 intra intron TRUE 
    GSTP1 cg09038676 intra exon TRUE 
    SCYL1 cg10628098 intra intron TRUE 
    NQO1 cg10708675 intra exon FALSE 
    GPAM cg12137206 intra intron TRUE 
    AMIGO2 cg13640200 intra intron TRUE 
    PARD6A cg15426734 intra intron TRUE 
    LRFN4 cg20358834 intra exon TRUE 
    PTK7 cg21663580 intra intron TRUE 
    RASSF5 cg23520347 intra exon TRUE 
    PACS1 cg25034557 intra intron TRUE 
  unmethylation C14orf68 cg00239071 intra exon FALSE 
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Tissue Type Gene Probe ID Site in gene CGI 
 liver  unmethylation 

LOC55908 
cg00881370 intra exon FALSE 

    cg05718253 inter exon FALSE 
    INHBC cg03399971 intra exon FALSE 
    DAK cg03483654 intra exon FALSE 
    ANGPTL7 cg04508649 intra intron FALSE 
    SLC10A1 cg05633152 intra exon FALSE 
    CCL16 cg05766474 intra intron FALSE 
    SERPINA10 cg05788638 intra exon FALSE 
    LOC284912 cg05976325 intra intron FALSE 
    UROC1 cg06765947 intra intron FALSE 
    HGFAC cg07364841 intra intron FALSE 
    THPO cg09736922 intra intron FALSE 
    PROZ cg09878269 intra intron FALSE 
    F9 cg10339201 intra exon FALSE 
    ITIH1 cg10356463 intra intron FALSE 
    CYP2D6 cg10840135 intra exon FALSE 
    

CYP2D7P1 
cg11221132 intra exon FALSE 

    cg19622372 intra intron FALSE 
    

CA5A 
cg11667117 intra exon TRUE 

    cg12343082 intra intron FALSE 
    MASP2 cg12888113 intra exon TRUE 
    NDST1 cg15467759 intra intron FALSE 
    AGXT2 cg16297030 intra exon FALSE 
    AGXT cg16358738 intra exon FALSE 
    PGLYRP2 cg17915429 intra intron FALSE 
    AKR1D1 cg20647137 intra exon FALSE 
    HPR cg20672044 intra intron FALSE 
    APOC3 cg20691580 intra intron FALSE 
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Tissue Type Gene Probe ID Site in gene CGI 
 liver  unmethylation OKL38 cg22309489 intra exon FALSE 
    SERPINF2 cg25803583 intra intron FALSE 
    ITIH3 cg26099316 intra exon FALSE 
    APCS cg26353877 intra intron FALSE 
    APOC2 cg27436184 intra exon FALSE 
lung methylation MGC10471 cg15078027 intra exon TRUE 
    FLJ23577 cg15128898 intra exon TRUE 
muscle methylation EPHA1 cg02376703 intra intron TRUE 
    TBX1 cg02887841 intra intron TRUE 
    C1orf89 cg05588972 intra intron TRUE 
  unmethylation CASQ1 cg00327483 intra exon FALSE 
    MYOG cg01194444 intra exon FALSE 
    

TNNC2 
cg02810134 intra exon FALSE 

    cg08201421 intra intron FALSE 
    

ZNF537 
cg03555203 intra exon TRUE 

    cg08458170 intra exon TRUE 
    CHRND cg11695684 intra exon FALSE 
    MYOZ3 cg13214422 intra exon FALSE 
    

STAC3 
cg14747072 intra intron FALSE 

    cg25189085 intra intron FALSE 
    KRTHB4 cg24461814 intra exon FALSE 
    CLCN1 cg26756862 intra intron FALSE 
ovary unmethylation 

NR5A1 
cg00691625 intra intron TRUE 

    cg16666160 intra exon TRUE 
    BPESC1 cg03552688 inter intron FALSE 
    FLJ25102 cg06785822 intra intron FALSE 
    FASLG cg10161121 intra intron FALSE 
    SSTR3 cg14297029 intra intron TRUE 
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Tissue Type Gene Probe ID Site in gene CGI 
 ovary unmethylation GMEB2 cg24674220 intra intron FALSE 
pancreas methylation ITPKB cg01259619 intra intron TRUE 
    MXD3 cg02693857 intra exon TRUE 
    TACC1 cg04017769 intra exon TRUE 
    ZNF681 cg05520656 intra exon TRUE 
    CKB cg05786809 intra intron TRUE 
    HSF4 cg06621126 intra exon TRUE 
    EXOSC6 cg09594067 intra exon TRUE 
    GPX1 cg15900980 intra exon TRUE 
  unmethylation CTRL cg02126424 intra exon FALSE 
    ELA2A cg05221264 intra intron FALSE 
    AQP12A cg06356454 intra exon TRUE 
    BHLHB8 cg07740640 intra exon TRUE 
pancreas  methylation ACE cg02131967 intra intron TRUE 
 & islet   ITPKB cg16340268 intra exon TRUE 
    FRY cg16941656 intra exon TRUE 
    LDHA cg20429911 intra intron TRUE 
    BTBD6 cg23034818 intra exon TRUE 
    TNFAIP8 cg23917399 intra exon TRUE 
  unmethylation RBPSUHL cg16757724 intra exon TRUE 
prostate unmethylation CXorf2 cg07356189 intra intron TRUE 
spleen unmethylation C1orf54 cg15120247 intra intron FALSE 

stomach methylation KCNK9 cg01717150 inter intron  TRUE 
    

C10orf59 
cg06812977 intra exon TRUE 

    cg06981182 intra exon TRUE 
    NEU1 cg14976276 intra exon TRUE 
    NKD2 cg26054540 intra intron TRUE 
testis methylation C6orf27 cg00728602 intra exon FALSE 
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Tissue Type Gene Probe ID Site in gene CGI 
 testis  methylation SLC25A22 cg02973416 intra exon FALSE 
    WFDC1 cg04195127 intra exon TRUE 
    RIN1 cg05998426 intra exon FALSE 
    FAM63A cg06433658 intra exon FALSE 
    P2RX7 cg07602200 intra exon TRUE 
    OASL cg11301598 intra exon FALSE 
    GRIN2D cg11953334 intra intron FALSE 
    BAK1 cg14666892 intra exon FALSE 
    

MC1R 
cg14696348 intra exon TRUE 

    cg16790239 intra exon TRUE 
    FAM57B cg16152813 intra exon FALSE 
    PRND cg16977257 inter intron  TRUE 
    PTK6 cg18248891 inter intron  TRUE 
    GPR162 cg19286986 intra exon TRUE 
    IKBKE cg22577136 intra intron FALSE 
    CHRND cg23398241 intra exon FALSE 
    GNG13 cg24889366 intra intron TRUE 
    TSPAN1 cg26294850 intra intron FALSE 
  unmethylation H1T2 cg00601486 intra exon TRUE 
    SYCP3 cg01127428 intra intron TRUE 
    H2-ALPHA cg02774486 intra intron TRUE 
    DDX4 cg02899723 intra intron TRUE 
    

DND1 
cg03136712 intra exon TRUE 

    cg16949889 intra exon TRUE 
    SSX2 cg03712237 intra intron TRUE 
    SLC25A31 cg04382920 intra intron TRUE 
    MOV10L1 cg05070690 intra exon TRUE 
    ACTL7B cg05156613 intra exon TRUE 
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Tissue Type Gene Probe ID Site in gene CGI 
 testis  unmethylation C3orf24 cg05291178 intra intron TRUE 
    BCL10 cg05475904 intra exon FALSE 
    PNLDC1 cg06479512 intra intron TRUE 
    CETN1 cg06490951 intra exon TRUE 
    PPP2R2A cg10207787 inter intron  TRUE 
    

RNF113B 
cg11675413 intra exon TRUE 

    cg23934633 inter exon  FALSE 
    MGC26816 cg11851098 intra intron TRUE 
    FLJ35894 cg12441964 intra intron TRUE 
    PRKACG cg12493160 intra exon TRUE 
    ZNF690 cg12784172 intra exon FALSE 
    AP3B2 cg13140464 inter exon TRUE 
    MAEL cg13249256 intra exon TRUE 
    PPM1G cg15296858 intra intron TRUE 
    CT45-2 cg16144006 intra intron TRUE 
    ANKRD7 cg16192029 intra intron TRUE 
    C5orf14 cg17067942 intra intron FALSE 
    RNF17 cg17806989 intra intron TRUE 
    SLC25A2 cg19215261 intra intron TRUE 
    LDHAL6B cg19636871 intra exon TRUE 
    PEG10 cg19781251 intra exon TRUE 
    HIST1H4G cg19801560 intra exon TRUE 
    CXorf2 cg23106779 intra intron TRUE 
    DNAI2 cg24274272 intra exon TRUE 
    TCEB3B cg24883732 intra exon TRUE 
    FLJ14768 cg26770281 intra exon FALSE 
    C15orf2 cg27394486 intra exon TRUE 
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รายช่ือซีพีจีเมทลิเลช่ันท่ีจ าเพาะต่ออวัยวะต่างๆ และยีน ส่วนที่ 3 
Tissue Type Gene Probe ID Strand Distance to TSS 
adrenal methylation 

CTSZ 
cg01663968 -  

    cg13021192 -  
    TNFRSF10C cg27090216 + 27 
  unmethylation MYO9B cg01103836 + 104 
    AGRP cg04176254 - 287 
    CYP11A1 cg17790333 - 298 
    FAIM2 cg25936385 - 1011 
    ELA1 cg27114026 - 205 
brain methylation SLC5A5 cg01655355 + 34 
    

EML2 
cg03096975 - 95 

    cg20427879 - 115 
    SP100 cg05091653 + 493 
    CSMD2 cg05382123 - 1142 
    CASP4 cg08469834 - 251 
    DHRS4L2 cg10677787 + 226 
    TUBA6 cg12073537 + 61 
    GPR30 cg16127845 + 89 
    IER3 cg17067528 - 193 
    IL10RB cg17506742 + 299 
    TRIM38 cg21844956 + 371 
  unmethylation NPFF cg01657380 - 101 
    STMN4 cg02130905 - 310 
    NLGN2 cg03169180 + 1155 
    BLK cg03860768 + 50 
    GPR148 cg04037952 + 227 
    FAT2 cg04443324 - 199 
    RIT2 cg04711324 - 24 
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Tissue Type Gene Probe ID Strand Distance to TSS 
 brain  unmethylation 40148 cg04761824 + 978 
    KIAA0802 cg05104081 + 358 
    FABP7 cg05798712 + 261 
    C16orf45 cg07977490 + 385 
    FLJ37538 cg08626653 + 772 
    SLC35A4 cg08948050 + 1247 
    DLGAP4 cg09276978 + 73 
    

MYT1 
cg10071275 + 3 

    cg16772207 + 20 
    ZNF574 cg11719283 + 199 
    ABHD7 cg15156367 + 554 
    C10orf11 cg17238009 + 63 
    ELAVL4 cg18242139 + 199 
    MAPK4 cg18450227 + 799 
    TCF20 cg20051177 - 875 
    

MGC27121 
cg20189782 - 78 

    cg26790059 - 117 
    GARNL3 cg20864636 + 1433 
    ANK3 cg22150335 - 529 
    AKAP6 cg24812523 + 239 
    C3orf40 cg25552889 + 575 
    MGC2747 cg25903122 - 816 
    GRM4 cg26424956 - 83 
    ACD cg26698580 - 1271 
cervix unmethylation PADI1 cg17502536 + 615 
    KRTHA2 cg23674788 - 325 
heart unmethylation MYBPC3 cg10335931 - 345 
    C3orf45 cg17272094 + 705 
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Tissue Type Gene Probe ID Strand Distance to TSS 
kidney methylation SPAG5 cg08062469 - 571 
    OXR1 cg16326979 + 67 
  unmethylation CDH16 cg14221831 - 52 
    B3GALT7 cg19201019 - 550 
    PAQR5 cg20082641 + 1039 
liver methylation 

ESR1 

cg00655307 + 57 
    cg02720618 +  
    cg11251858 + 350 
    cg20253551 +  
    

DSU 
cg02668581 - 25 

    cg12620499 - 331 
    

IGF2AS 
cg04112019 +  

    cg10501065 +  
    cg16817891 +  
    

TIAM1 
cg04807655 - 462 

    cg15853125 - 977 
    LIMK1 cg05163588 + 622 
    GSTP1 cg09038676 + 322 
    SCYL1 cg10628098 + 283 
    NQO1 cg10708675 - 225 
    GPAM cg12137206 - 121 
    AMIGO2 cg13640200 - 554 
    PARD6A cg15426734 + 410 
    LRFN4 cg20358834 + 717 
    PTK7 cg21663580 + 742 
    RASSF5 cg23520347 +  
    PACS1 cg25034557 + 821 
  unmethylation C14orf68 cg00239071 + 58 
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Tissue Type Gene Probe ID Strand Distance to TSS 
 liver  unmethylation 

LOC55908 
cg00881370 + 313 

    cg05718253 + 767 
    INHBC cg03399971 + 304 
    DAK cg03483654 + 76 
    ANGPTL7 cg04508649 + 352 
    SLC10A1 cg05633152 - 143 
    CCL16 cg05766474 - 145 
    SERPINA10 cg05788638 - 341 
    LOC284912 cg05976325 - 522 
    UROC1 cg06765947 - 148 
    HGFAC cg07364841 + 421 
    THPO cg09736922 - 44 
    PROZ cg09878269 + 444 
    F9 cg10339201 + 35 
    ITIH1 cg10356463 + 232 
    CYP2D6 cg10840135 - 264 
    

CYP2D7P1 
cg11221132 - 233 

    cg19622372 - 121 
    

CA5A 
cg11667117 - 150 

    cg12343082 - 33 
    MASP2 cg12888113 - 237 
    NDST1 cg15467759 + 103 
    AGXT2 cg16297030 - 53 
    AGXT cg16358738 + 433 
    PGLYRP2 cg17915429 - 243 
    AKR1D1 cg20647137 + 93 
    HPR cg20672044 + 627 
    APOC3 cg20691580 + 420 
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Tissue Type Gene Probe ID Strand Distance to TSS 
 liver  unmethylation OKL38 cg22309489 + 24 
    SERPINF2 cg25803583 + 336 
    ITIH3 cg26099316 + 20 
    APCS cg26353877 + 270 
    APOC2 cg27436184 + 237 
lung methylation MGC10471 cg15078027 + 134 
    FLJ23577 cg15128898 + 40 
muscle methylation EPHA1 cg02376703 - 145 
    TBX1 cg02887841 + 444 
    C1orf89 cg05588972 - 409 
  unmethylation CASQ1 cg00327483 + 191 
    MYOG cg01194444 - 444 
    

TNNC2 
cg02810134 - 31 

    cg08201421 - 198 
    

ZNF537 
cg03555203 - 13 

    cg08458170 - 301 
    CHRND cg11695684 + 343 
    MYOZ3 cg13214422 + 162 
    

STAC3 
cg14747072 - 139 

    cg25189085 - 311 
    KRTHB4 cg24461814 - 136 
    CLCN1 cg26756862 + 259 
ovary unmethylation 

NR5A1 
cg00691625 - 108 

    cg16666160 - 68 
    BPESC1 cg03552688 + 658 
    FLJ25102 cg06785822 + 179 
    FASLG cg10161121 + 165 
    SSTR3 cg14297029 - 677 
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Tissue Type Gene Probe ID Strand Distance to TSS 
 ovary unmethylation GMEB2 cg24674220 - 672 
pancreas methylation ITPKB cg01259619 - 507 
    MXD3 cg02693857 - 56 
    TACC1 cg04017769 + 158 
    ZNF681 cg05520656 - 48 
    CKB cg05786809 - 308 
    HSF4 cg06621126 + 473 
    EXOSC6 cg09594067 - 27 
    GPX1 cg15900980 - 200 
  unmethylation CTRL cg02126424 - 666 
    ELA2A cg05221264 + 289 
    AQP12A cg06356454 + 236 
    BHLHB8 cg07740640 + 337 
pancreas  methylation ACE cg02131967 + 328 
 & islet   ITPKB cg16340268 - 23 
    FRY cg16941656 + 174 
    LDHA cg20429911 + 424 
    BTBD6 cg23034818 + 419 
    TNFAIP8 cg23917399 + 21 
  unmethylation RBPSUHL cg16757724 + 37 
prostate unmethylation CXorf2 cg07356189 - 109 
spleen unmethylation C1orf54 cg15120247 + 1153 

stomach methylation KCNK9 cg01717150 - 1196 
    

C10orf59 
cg06812977 - 28 

    cg06981182 - 200 
    NEU1 cg14976276 - 53 
    NKD2 cg26054540 + 36 
testis methylation C6orf27 cg00728602 - 371 



113 
 

Tissue Type Gene Probe ID Strand Distance to TSS 
 testis  methylation SLC25A22 cg02973416 - 152 
    WFDC1 cg04195127 + 318 
    RIN1 cg05998426 - 75 
    FAM63A cg06433658 - 212 
    P2RX7 cg07602200 + 197 
    OASL cg11301598 - 12 
    GRIN2D cg11953334 + 269 
    BAK1 cg14666892 - 1 
    

MC1R 
cg14696348 + 509 

    cg16790239 + 228 
    FAM57B cg16152813 - 503 
    PRND cg16977257 + 961 
    PTK6 cg18248891 - 765 
    GPR162 cg19286986 + 54 
    IKBKE cg22577136 + 369 
    CHRND cg23398241 + 210 
    GNG13 cg24889366 - 53 
    TSPAN1 cg26294850 + 515 
  unmethylation H1T2 cg00601486 + 385 
    SYCP3 cg01127428 - 207 
    H2-ALPHA cg02774486 + 261 
    DDX4 cg02899723 + 1162 
    

DND1 
cg03136712 - 103 

    cg16949889 - 289 
    SSX2 cg03712237 - 118 
    SLC25A31 cg04382920 + 48 
    MOV10L1 cg05070690 + 258 
    ACTL7B cg05156613 - 81 



114 
 

Tissue Type Gene Probe ID Strand Distance to TSS 
 testis  unmethylation C3orf24 cg05291178 - 449 
    BCL10 cg05475904 - 206 
    PNLDC1 cg06479512 + 137 
    CETN1 cg06490951 + 68 
    PPP2R2A cg10207787 + 839 
    

RNF113B 
cg11675413 - 39 

    cg23934633 - 625 
    MGC26816 cg11851098 + 548 
    FLJ35894 cg12441964 - 337 
    PRKACG cg12493160 - 51 
    ZNF690 cg12784172 - 151 
    AP3B2 cg13140464 - 1388 
    MAEL cg13249256 + 62 
    PPM1G cg15296858 - 739 
    CT45-2 cg16144006 - 103 
    ANKRD7 cg16192029 + 285 
    C5orf14 cg17067942 + 152 
    RNF17 cg17806989 + 52 
    SLC25A2 cg19215261 - 538 
    LDHAL6B cg19636871 + 349 
    PEG10 cg19781251 +  
    HIST1H4G cg19801560 - 48 
    CXorf2 cg23106779 - 439 
    DNAI2 cg24274272 + 372 
    TCEB3B cg24883732 - 263 
    FLJ14768 cg26770281 - 918 
    C15orf2 cg27394486 + 39 
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รายช่ือและข้อมูลของยีนท่ีมีซีพีจีเมทลิเลช่ันท่ีจ าเพาะ 
Gene Gene_ID Gene size Number of exon Gene type 
CTSZ GeneID:1522 13263 7 protein coding 
TNFRSF10C GeneID:8794 34283 8 protein coding 
MYO9B GeneID:4650 139956 49 protein coding 
AGRP GeneID:181 2443 4 protein coding 
CYP11A1 GeneID:1583 31182 18 protein coding 
FAIM2 GeneID:23017 38522 15 protein coding 
ELA1 GeneID:1990 19437 8 protein coding 
SLC5A5 GeneID:6528 24402 14 protein coding 
EML2 GeneID:24139 39836 29 protein coding 
SP100 GeneID:6672 129349 36 protein coding 
CSMD2 GeneID:114784 653873 95 protein coding 
CASP4 GeneID:837 27771 7 protein coding 
DHRS4L2 GeneID:317749 37670 9 protein coding 
TUBA6 GeneID:84790 85796 11 protein coding 
GPR30 GeneID:2852 12808 5 protein coding 
IER3 GeneID:8870 2556 2 protein coding 
IL10RB GeneID:3588 32077 10 protein coding 
TRIM38 GeneID:10475 23519 8 protein coding 
NPFF GeneID:8620 2733 4 protein coding 
STMN4 GeneID:81551 24298 8 protein coding 
NLGN2 GeneID:57555 16187 10 protein coding 
BLK GeneID:640 71804 19 protein coding 
GPR148 GeneID:344561 2467 1 protein coding 
FAT2 GeneID:2196 66502 23 protein coding 
RIT2 GeneID:6014 373667 7 protein coding 
40148 GeneID:50514 261942 14 protein coding 
KIAA0802 GeneID:23255 128318 26 protein coding 
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Gene Gene_ID Gene size Number of exon Gene type 
FABP7 GeneID:2173 5800 4 protein coding 
C16orf45 GeneID:89927 191934 33 protein coding 
FLJ37538 GeneID:222950 12073 8 protein coding 
SLC35A4 GeneID:113829 5848 3 protein coding 
DLGAP4 GeneID:22839 263983 25 protein coding 
MYT1 GeneID:4661 91661 24 protein coding 
ZNF574 GeneID:64763 14273 7 protein coding 
ABHD7 GeneID:253152 34755 7 protein coding 
C10orf11 GeneID:83938 1129918 30 protein coding 
ELAVL4 GeneID:1996 16973 17 protein coding 
MAPK4 GeneID:5596 172947 11 protein coding 
TCF20 GeneID:6942 184804 11 protein coding 
MGC27121 GeneID:408263 5322 3 protein coding 
GARNL3 GeneID:84253 170596 41 protein coding 
ANK3 GeneID:288 706292 59 protein coding 
AKAP6 GeneID:9472 50390 28 protein coding 
C3orf40 GeneID:131408 11550 8 protein coding 
MGC2747 GeneID:79086 30892 17 protein coding 
GRM4 GeneID:2914 134972 18 protein coding 
ACD GeneID:65057 4481 14 protein coding 
PADI1 GeneID:29943 42080 16 protein coding 
KRTHA2 GeneID:3882 8819 8 protein coding 
MYBPC3 GeneID:4607 22497 36 protein coding 
C3orf45 GeneID:132228 10287 5 protein coding 
SPAG5 GeneID:10615 22906 21 protein coding 
OXR1 GeneID:55074 483651 30 protein coding 
CDH16 GeneID:1014 12063 17 protein coding 
B3GALT7 GeneID:374907 4572 4 protein coding 
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Gene Gene_ID Gene size Number of exon Gene type 
PAQR5 GeneID:54852 110034 17 protein coding 
ESR1 GeneID:2099 474130 21 protein coding 
DSU GeneID:55686 92463 9 protein coding 
IGF2AS GeneID:51214 9364 4 miRNA promoters 

TIAM1 GeneID:7074 442758 34 
protein coding, 
Cancer-related 
targets 

LIMK1 GeneID:3984 40793 20 protein coding 
GSTP1 GeneID:2950 4266 2 protein coding 
SCYL1 GeneID:57410 14828 15 protein coding 
NQO1 GeneID:1728 21156 9 protein coding 
GPAM GeneID:57678 66712 22 protein coding 
AMIGO2 GeneID:347902 5445 3 protein coding 
PARD6A GeneID:50855 3030 5 protein coding 
LRFN4 GeneID:78999 5029 4 protein coding 
PTK7 GeneID:5754 86652 19 protein coding 

RASSF5 GeneID:83593 82938 10 
protein coding, 
Cancer-related 
targets 

PACS1 GeneID:55690 175585 30 protein coding 
C14orf68 GeneID:283600 8242 7 protein coding 
LOC55908 GeneID:55908 5642 6 protein coding 
INHBC GeneID:3626 18516 4 protein coding 
DAK GeneID:26007 21286 20 protein coding 
ANGPTL7 GeneID:10218 7841 5 protein coding 
SLC10A1 GeneID:6554 23073 5 protein coding 
CCL16 GeneID:6360 6204 5 protein coding 
SERPINA10 GeneID:51156 11159 6 protein coding 
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Gene Gene_ID Gene size Number of exon Gene type 
LOC284912 GeneID:284912 9342 2 unknown 
UROC1 GeneID:131669 37693 21 protein coding 
HGFAC GeneID:3083 8798 14 protein coding 
THPO GeneID:7066 7410 6 protein coding 
PROZ GeneID:8858 14927 11 protein coding 
F9 GeneID:2158 33901 8 protein coding 
ITIH1 GeneID:3697 15676 23 protein coding 
CYP2D6 GeneID:1565 5608 9 protein coding 
CYP2D7P1 GeneID:1564 5563 11 pseudogene 
CA5A GeneID:763 49711 10 protein coding 
MASP2 GeneID:10747 21911 10 protein coding 
NDST1 GeneID:3340 73593 24 protein coding 
AGXT2 GeneID:64902 51193 15 protein coding 
AGXT GeneID:189 13224 11 protein coding 
PGLYRP2 GeneID:114770 31512 6 protein coding 
AKR1D1 GeneID:6718 116863 21 protein coding 

HPR GeneID:3250 23824 11 
protein coding, 
Cancer-related 
targets 

APOC3 GeneID:345 4567 5 protein coding 
OKL38 GeneID:29948 19251 12 protein coding 
SERPINF2 GeneID:5345 13633 12 protein coding 
ITIH3 GeneID:3699 15442 21 protein coding 
APCS GeneID:325 2241 2 protein coding 
APOC2 GeneID:344 8528 7 protein coding 
MGC10471 GeneID:81576 32737 11 protein coding 
FLJ23577 GeneID:79925 197968 49 protein coding 
EPHA1 GeneID:2041 19804 19 protein coding 
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Gene Gene_ID Gene size Number of exon Gene type 
TBX1 GeneID:6899 28091 12 protein coding 
C1orf89 GeneID:79363 9526 7 protein coding 
CASQ1 GeneID:844 12592 13 protein coding 
MYOG GeneID:4656 4105 3 protein coding 
TNNC2 GeneID:7125 11732 9 protein coding 
ZNF537 GeneID:57616 75803 6 protein coding 
CHRND GeneID:1144 11875 13 protein coding 
MYOZ3 GeneID:91977 19692 7 protein coding 
STAC3 GeneID:246329 8941 12 protein coding 
KRTHB4 GeneID:3890 9041 9 protein coding 
CLCN1 GeneID:1180 37158 25 protein coding 
NR5A1 GeneID:2516 27394 9 protein coding 
BPESC1 GeneID:60467 22183 4 miRNA promoters 
FLJ25102 GeneID:348738 71543 6 protein coding 
FASLG GeneID:356 9061 4 protein coding 
SSTR3 GeneID:6753 9285 3 protein coding 
GMEB2 GeneID:26205 40640 11 protein coding 
ITPKB GeneID:3707 108834 14 protein coding 
MXD3 GeneID:83463 12497 12 protein coding 

TACC1 GeneID:6867 126043 28 
protein coding, 
Cancer-related 
targets 

ZNF681 GeneID:148213 20897 4 protein coding 
CKB GeneID:1152 4653 6 protein coding 
HSF4 GeneID:3299 7761 10 protein coding 
EXOSC6 GeneID:118460 2900 2 protein coding 
GPX1 GeneID:2876 2625 2 protein coding 
CTRL GeneID:1506 5975 3 protein coding 
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Gene Gene_ID Gene size Number of exon Gene type 
ELA2A GeneID:63036 16564 8 protein coding 
AQP12A GeneID:375318 7839 7 protein coding 
BHLHB8 GeneID:168620 1906 1 protein coding 
ACE GeneID:1636 45984 46 protein coding 
FRY GeneID:10129 266558 65 protein coding 
LDHA GeneID:3939 15238 10 protein coding 
BTBD6 GeneID:90135 3804 2 protein coding 

TNFAIP8 GeneID:25816 127108 7 
protein coding, 
Cancer-related 
targets 

RBPSUHL GeneID:11317 11513 13 protein coding 
CXorf2 GeneID:1527 26067 9 protein coding 
C1orf54 GeneID:79630 13928 11 protein coding 
KCNK9 GeneID:51305 103419 7 protein coding 
C10orf59 GeneID:55328 311867 8 protein coding 
NEU1 GeneID:4758 6448 3 protein coding 
NKD2 GeneID:85409 31315 11 protein coding 
C6orf27 GeneID:80737 12942 19 protein coding 
SLC25A22 GeneID:79751 9042 15 protein coding 
WFDC1 GeneID:58189 39399 7 protein coding 
RIN1 GeneID:9610 7799 9 protein coding 
FAM63A GeneID:55793 13027 13 protein coding 
P2RX7 GeneID:5027 54455 14 protein coding 
OASL GeneID:8638 20125 6 protein coding 
GRIN2D GeneID:2906 51257 13 protein coding 
BAK1 GeneID:578 8891 8 protein coding 
MC1R GeneID:4157 10059 4 protein coding 
FAM57B GeneID:83723 29752 16 protein coding 
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Gene Gene_ID Gene size Number of exon Gene type 
PRND GeneID:23627 7751 2 protein coding 
PTK6 GeneID:5753 10146 8 protein coding 
GPR162 GeneID:27239 7076 5 protein coding 

IKBKE GeneID:9641 27633 22 
protein coding, 
Cancer-related 
targets 

GNG13 GeneID:51764 3893 4 protein coding 
TSPAN1 GeneID:10103 12086 12 protein coding 
H1T2 GeneID:341567 2500 1 protein coding 
SYCP3 GeneID:50511 12025 7 protein coding 
H2-ALPHA GeneID:113457 8042 6 protein coding 
DDX4 GeneID:54514 80341 27 protein coding 
DND1 GeneID:373863 3993 2 protein coding 
SSX2 GeneID:6757 11494 10 protein coding 
SLC25A31 GeneID:83447 45116 6 protein coding 
MOV10L1 GeneID:54456 73012 29 protein coding 
ACTL7B GeneID:10880 3569 1 protein coding 
C3orf24 GeneID:115795 28115 19 protein coding 
BCL10 GeneID:8915 13041 4 protein coding 
PNLDC1 GeneID:154197 21636 19 protein coding 
CETN1 GeneID:1068 2358 1 protein coding 
PPP2R2A GeneID:5520 82390 18 protein coding 
RNF113B GeneID:140432 2681 3 protein coding 
MGC26816 GeneID:164684 60932 12 protein coding 
FLJ35894 GeneID:283847 47845 21 protein coding 
PRKACG GeneID:5568 2771 1 protein coding 
ZNF690 GeneID:146050 14054 8 protein coding 
AP3B2 GeneID:8120 51834 31 protein coding 
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Gene Gene_ID Gene size Number of exon Gene type 
MAEL GeneID:84944 34306 15 protein coding 
PPM1G GeneID:5496 30694 9 protein coding 

CT45-2 GeneID:158852 10826 6 
protein coding, 
Cancer-related 
targets 

ANKRD7 GeneID:56311 29259 9 protein coding 
C5orf14 GeneID:79770 28923 8 protein coding 
RNF17 GeneID:56163 116970 39 protein coding 
SLC25A2 GeneID:83884 2617 1 protein coding 
LDHAL6B GeneID:92483 2864 3 protein coding 
PEG10 GeneID:23089 14571 3 protein coding 
HIST1H4G GeneID:8369 1574 1 protein coding 
DNAI2 GeneID:64446 41838 16 protein coding 
TCEB3B GeneID:51224 4246 1 protein coding 
FLJ14768 GeneID:84922 11791 3 protein coding 
C15orf2 GeneID:23742 9253 1 protein coding 
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ภาคผนวก ค 
ล าดับเบสของยีน DSU และไพร์เมอร์ 

 
ล าดับเบสของยีน DSU ก่อนเข้ากระบวนการไบซัลไฟต์ทรีทเมนท์  
AGCCAATAAAAGGTACGAATAGATTCAGCCCAACCTCGTGCTCTGTGGCTCCAGGGCTTTCCCCTCCCC

GCCCTCCCCCAGCCCGGCTGCCAGCCTCCGGTGCCCTGGGATTTTGAGGACTGGCTGGAGTCCCTGCTT

CACCCTTAGAGGGCGGTAGCGGGGCGTCTCGTGGACGCATGCGCCCCAAATTGCGCTCGGGGAATTAAA

AGAGGGGAAAAAAAGCCCGAAGAAAACTCACGCCCCAAACAAAACGCAAGGAGAGGAGGGCGCGCGGCC

TGCAGCCCTCGCCCGCGTCCCCGGCCGCGGCGTGATGCGCGCGGACCAGCCCGCGACGCCCGGGCTGCC

GCTGTCCCCGCACCTGGACGCTGGCGCGGTGGCCGCGCCCCAGCCTCGATCGCTCGCCGCGGCGACTCG

GCCCCAGGCTTCCGGCGCCGGTGGGGGCCCTCGCTCTCCATGGGGCTGAGGGACTGGCTGAGAACCGTG

TGCTGCTGCTGCGGGTGCGAGTGCTTGGAGGAGCGCGCCCTGCCTGAGAAGGAGCCCCTCGTCAGGTGG

GTGCGCCGCCCGGGCCGGGATCTGGGCTTACCTGGGCCGTAGCCGGGCGCCGAGAGTGTGGACACCTGT

GTGCTTGTGTGAGTTGGGGAGGTGGGCTTGCTGGAAGGGCACGCGGAGGCGCCATCTCAGCCCCTTGGT

TCCTTATGGGATGTTTTGGGTTTGTTCCTTGAGTAAGATTTTTGCCGAAAAGCACAAATCTTCGGA 
 

CG คือ ต าแหนง่ของซีพีจีเมทิลเลชัน่ท่ีจ าเพาะตอ่ตบั 
 
ล าดับเบสของยีน DSU หลังผ่านกระบวนการไบซัลฟต์ทรีทเมนท์ 
AGTTAATAAAAGGTACGAATAGATTTAGTTTAATTTCGTGTTTTGTGGTTTTAGGGTTTTTTTTTTTTC

GTTTTTTTTTAGTTCGGTTGTTAGTTTTCGGTGTTTTGGGATTTTGAGGATTGGTTGGAGTTTTTGTTT

TATTTTTAGAGGGCGGTAGCGGGGCGTTTCGTGGACGTATGCGTTTTAAATTGCGTTCGGGGAATTAAA

AGAGGGGAAAAAAAGTTCGAAGAAAATTTACGTTTTAAATAAAACGTAAGGAGAGGAGGGCGCGCGGTT

TGTAGTTTTCGTTCGCGTTTTCGGTCGCGGCGTGATGCGCGCGGATTAGTTCGCGACGTTCGGGTTGTC

GTTGTTTTCGTATTTGGACGTTGGCGCGGTGGTCGCGTTTTAGTTTCGATCGTTCGTCGCGGCGATTCG

GTTTTAGGTTTTCGGCGTCGGTGGGGGTTTTCGTTTTTTATGGGGTTGAGGGATTGGTTGAGAATCGTG

TGTTGTTGTTGCGGGTGCGAGTGTTTGGAGGAGCGCGTTTTGTTTGAGAAGGAGTTTTTCGTTAGGTGG

GTGCGTCGTTCGGGTCGGGATTTGGGTTTATTTGGGTCGTAGTCGGGCGTCGAGAGTGTGGATATTTGT

GTGTTTGTGTGAGTTGGGGAGGTGGGTTTGTTGGAAGGGTACGCGGAGGCGTTATTTTAGTTTTTTGGT

TTTTTATGGGATGTTTTGGGTTTGTTTTTTGAGTAAGATTTTTGTCGAAAAGTATAAATTTTCGGA 
 

ไพร์เมอร์ของยีน DSU  

เมทิลเลชัน่ไพร์เมอร์ 

MET For primer  5’GGTGCGAGTGTTTGGAGGAGCGC3’ 62.4 องศาเซลเซียส 

MET Rev primer 5’CCGAACGACGCACCCACCTAACG3’ 62.4 องศาเซลเซียส 

 พีซีอาร์โปรดกัส์ 69 เบสแพร์ (Base pair) 

 



125 
 

อนัเมทิลเลชัน่ไพร์เมอร์ 

UNMET For primer 5’GTTGTGGGTGTGAGTGTTTGGAGGAGTGT3’ 62.9 องศาเซลเซียส 

UNMET Rev primer 5’CCCAACCCAAACAACACACCCACCTAACA3’ 62.9 องศาเซลเซียส
 พีซีอาร์โปรดกัส์ 81 เบสแพร์ 
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ภาคผนวก ง 

ข้อมูลกลุ่มประชากรที่ใช้ในการทอลอง 

กลุ่มประชากรที่เป็นตัวอย่างเนือ้เยื่อจากพาราฟินบล็อก 

มาจากผู้ ป่วยท่ีเสียชีวิตท่ี โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์จ านวน 13  ราย ซึง่ประกอบด้วยอวยัวะทัง้หมด 
16 ชนิด ได้แก่ ไขกระดกู, ปอด, กล้ามเนือ้, หลอดเลือดแดง, ล าไส้, ไต, ม้าม, ตบัออ่น, ตบั, ตอ่ม
หมวกไต, สมอง, ผิวหนงั, เซลล์ประสาท, ตอ่มน า้เหลือง, หวัใจ และกระเพาะอาหาร 
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ไขกระดกู
ตอ่ม

น ำ้เหลอืง
สมอง

ปอด

หลอด

เลอืด

หวัใจ

หวัใจ
ตบั

ม้ำม
กระเพำะ

อำหำร
ล ำไส้

ไต
ตบัอ่อน

ตอ่ม

หมวกไต
ผิวหนัง

กล้ำมเนือ้
เซลล์

ประสำท

1
83

ชำย
absence

0
17.91

20.38
0

18.68
11.11

0
26.33

2
83

หญิ
ง

0
absence

41.27
0

0
44.43

36.74
27.74

3
71

ชำย
0

37.84
0

0
31.21

29.41

4
50

ชำย
0

27.56
35.17

50.89
47.05

0
0

0

5
6

หญิ
ง

0
29.1

38.7
0

0
0

6
73

หญิ
ง

absence
0

41.5
14.61

23.86
0

0
0

0
0

7
65

หญิ
ง

0
0

27.28
0

absence
0

0

8
79

หญิ
ง

0
0

48.62
77.02

29.49
0

absence

9
83

ชำย
23.42

0
0

47.36
35.35

21.36
0

34.62

10
48

ชำย
23.1

12.41
15.44

23.79
44.35

17.89
0

0
15.69

30.93

11
72

หญิ
ง

absence
23.59

58.9
10.79

0
13.92

8.64
0

12
70

ชำย
12.84

11.23
17

18.45
42.67

0
32.88

23.92
0

0

13
74

หญิ
ง

24.87
0

48.75
0

30.3
47.57

42.82
8.41

0

คำ่เฉลี่ย
11.55

18.13
0

11.07
23.075

13.17
41.81

12.77
12.915

19.52
11.35

7.99375
17.048

0
11.9257

0

ตวัอยำ่ง
อำยุ

(ปี)
เพศ

อวยัวะ (เปอร์เซ็นต์คำ่เมทิลเลชัน่)
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กลุ่มประชากรที่เป็นตัวอย่างดีเอ็นจากซีรัม 

 

กลุ่ม ตัวอย่าง 
อายุ 
(ปี) 

เพศ 
ค่าเมทลิเลช่ัน
(เปอร์เซ็นต์) 

คนปกติ 1 54 ชาย 7.24 

  2 40 ชาย 26.85 

  3 36 ชาย 22.94 

  4 48 ชาย 28.9 

  5 44 ชาย 0 

  6 44 ชาย 11.97 

  7 42 ชาย 0 

  8 41 ชาย 0 

  9 47 ชาย 31.87 

  10 47 ชาย 31.72 

  11 33 ชาย 0 

  12 45 ชาย 9.96 

  13 46 หญิง 24.6 

  14 49 หญิง 17.05 

  15 54 หญิง 31.93 

  16 48 หญิง 40.05 

  17 61 หญิง 27.34 

  18 52 หญิง 0 

  19 49 หญิง 37.44 

  20 52 หญิง 22.33 

  21 42 หญิง 0 

  22 34 หญิง 23.54 
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กลุ่ม ตัวอย่าง 
อายุ 
(ปี) 

เพศ 
ค่าเมทลิเลช่ัน
(เปอร์เซ็นต์) 

คนปกติ 23 51 หญิง 43.91 

  24 52 หญิง 31.61 

คา่เฉล่ีย 19.64 

ผู้ ป่วยโรคตบัแข็ง 1 60 ชาย 32.32 

  2 59 ชาย 14.7 

  3 54 หญิง 52.12 

  4 60 หญิง 27.43 

  5 63 ชาย 39.47 

  6 60 หญิง 52.55 

  7 51 ชาย 29.14 

  8 49 ชาย 40.98 

  9 46 ชาย 36.68 

คา่เฉล่ีย 36.15 

ผู้ ป่วยโรคมะเร็งตบั 1 54 ชาย 35.9 

  2 67 ชาย 20.16 

  3 57 ชาย 30.73 

  4 52 ชาย 44.87 

  5 58 ชาย 19.63 

  6 66 ชาย 35.42 

  7 60 ชาย 36.01 

  8 64 ชาย 25.3 

  9 53 ชาย 25.68 

  10 57 ชาย 16.13 

  11 33 ชาย 49.96 

  12 54 หญิง 51.21 
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กลุ่ม ตัวอย่าง 
อายุ 
(ปี) 

เพศ 
ค่าเมทลิเลช่ัน
(เปอร์เซ็นต์) 

ผู้ ป่วยโรคมะเร็งตบั 13 49 หญิง 43.77 

  14 58 ชาย 61.77 

  15 58 ชาย 57.74 

  16 48 ชาย 52.62 

  17 66 ชาย 75.68 

  18 56 ชาย 30.75 

  19 43 ชาย 30.27 

  20 44 ชาย 17.69 

  21 32 ชาย 34.3 

คา่เฉล่ีย 37.89 

ผู้ ป่วยโรคไวรัสตบัอกัเสบบี 1 37 ชาย 15.97 

  2 53 ชาย 5.67 

  3 53 หญิง 23.23 

  4 39 หญิง 9.77 

  5 40 หญิง 0 

  6 29 หญิง 0 

  7 19 หญิง 27.13 

  8 38 ชาย 3.46 

  9 24 ชาย 25.49 

  10 43 ชาย 38.32 

  11 35 หญิง 23.08 

  12 42 หญิง 0 

  13 29 ชาย 11.68 

  14 31 หญิง 26.97 

  15 54 ชาย 28.19 
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กลุ่ม ตัวอย่าง 
อายุ 
(ปี) 

เพศ 
ค่าเมทลิเลช่ัน
(เปอร์เซ็นต์) 

คา่เฉล่ีย 15.93 

ผู้ ป่วยโรคไวรัสตบัอกัเสบซี 1 37 หญิง 19.16 

  2 36 ชาย 19.39 

  3 52 ชาย 34.71 

  4 50 ชาย 35.13 

  5 39 ชาย 0 

  6 28 ชาย 47.11 

  7 53 ชาย 0 

  8 45 ชาย 25.92 

  9 34 หญิง 32.91 

  10 41 หญิง 42.48 

  11 36 ชาย 7.7 

  12 28 หญิง 33.25 

  13 35 ชาย 0 

  14 39 ชาย 39.36 

  15 54 ชาย 0 

  16 32 ชาย 17.9 

  17  39 ชาย 0 

  18 38 ชาย 15.39 

  19 40 ชาย 0 

  20 41 ชาย 16.07 

  21 58 หญิง 17.77 

  22 52 หญิง 20.29 

  23 32 หญิง 13.34 

  24  37 ชาย 10.33 
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กลุ่ม ตัวอย่าง 
อายุ 
(ปี) เพศ 

ค่าเมทลิเลช่ัน
(เปอร์เซ็นต์) 

ผู้ ป่วยโรคไวรัสตบัอกัสบซี 25 40 ชาย 21.6 

  26 47 ชาย 0 

  27 21 หญิง 30.62 

  28 38 ชาย 0 

  29  39 ชาย 38.53 

  30  39 หญิง 40.04 

คา่เฉล่ีย 19.30 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 

ช่ือ-นามสกลุ   นายทชัพล เมืองทรัพย์ 

วนั เดือน ปีเกิด   28 มีนาคม พ.ศ.2530 

สถานท่ีเกิด   กรุงเทพมหานคร 

วฒุิการศกึษา   ปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต (เทคนิคการแพทย์) 

   คณะสหเวชศาสตร์     จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

ประสบการณ์การท างาน เจ้าหน้าท่ีบริการงานแพทย์(เทคนิคการแพทย์) ภาควิชา
จลุทรรศน์ศาสตร์คลินิก คณะสหเวชศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั ตัง้แตเ่ดือนกรกฎาคม พ.ศ.2552 ถึง เดือน
พฤษภาคม พ.ศ.2554 

ผลงานทางวิชาการท่ีตีพิมพ์  ช่ือเร่ือง ความคงทนของ Herpes Simplex Virus Type 1 (HSV-
1) ระหวา่งการเก็บรักษาและการขนสง่ตวัอย่าง ลงในวารสาร
เทคนิคการแพทย์  ฉบบัปีท่ี  37   ฉบบัท่ี : 2  เลขหน้า : 2819-
2826  ปีพ.ศ. : 2552 
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