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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

รัตนพร เกียรติบ ารุง : ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ยีน 
COX-2 และยีน DHCR7 กับความรุนแรงของพังผืดในตับในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี
แบบเรื้อรัง (THE ASSOCIATION OF GENETIC VARIATIONS IN PNPLA3, COX-2 AND 
DHCR7 GENES WITH SEVERITY OF LIVER FIBROSIS IN THAI PATIENTS WITH CHRONIC 
HEPATITIS C) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ศ. นพ.พิสิฐ ตั้งกิจวานิชย์, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
ร่วม: ผศ. ดร.สัญชัย พยุงภร{, 128 หน้า. 

การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังเป็นสาเหตุหนึ่งของการเกิดพังผืดในตับและตับแข็งซึ่งท าให้
เกิดโรคมะเร็งตับ ปัจจุบันเชื่อว่าความหลากหลายทางพันธุกรรม (single nucleotide polymorphisms, 
SNPs) ของยีนต่างๆมีผลต่อการด าเนินของโรคตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง  การศึกษามีจุดประสงค์เพื่อศึกษา
ความสัมพันธ์ของ SNPs PNPLA3 (rs738409), COX-2 (rs689465) และ DHCR7 (rs12785878) กับความ
รุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในประชากรไทย กลุ่มตัวอย่างประกอบด้วยผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี
แบบเร้ือรัง 250 คน ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับเอชไอวี 200 คน ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี
ที่สามารถหายได้เอง 74 คน และกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี 200 คน การตรวจสอบความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของยีนดังกล่าวท าโดยวิธี allelic discrimination โดยใช้เครื่องเรียลทามพีซีอาร์และ TaqMan 
probes และตรวจระดับพังผืดที่ตับโดยใช้เครื่อง transient elastography ผลการวิเคราะห์ข้อมูลพบ
ความถี่จีไนไทป์ CC, CG และ GG ของยีน PNPLA3 ในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีเป็น 53.2%, 
39.2% และ 6.5% ตามล าดับ ส่วนกลุ่มที่สามารถหายได้เองพบ 36.1%, 45.8% และ 18.1% ตามล าดับซึ่ง
มีความถี่ของจีโนไทป์ GG สูงกว่ากลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี (odds ratio (OR)=2.62, 95% 
confidence interval (CI)=1.27-5.4, P=0.0094) นอกจากนี้ยังพบว่าความถี่จีโนไทป์ CC ของยีน COX-2 
ในกลุ่มควบคุมสูงกว่ากลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีและผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับเอชไอวี 
(P<0.0001) ความถี่จีโนไทป์ TT, TG และ GG ของยีน DHCR7 ในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีเป็น 
5.6%, 38.5% และ 55.9% ขณะที่กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับเอชไอวีพบ 3.5%, 39.2% 
และ 57.3% ตามล าดับ ส่วนกลุ่มควบคุมพบ 12.1%, 41.9% และ 46.0% ตามล าดับ นอกจากนี้จีโนไทป์ 
GG ในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีและผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับเอชไอวีสูงกว่ากลุ่ม
ควบคุม (OR=2.62, 95% CI=1.27-5.4, P=0.0094 และ OR=4.29, 95% CI=1.77-10.42 P=0.0013 
ตามล าดับ) นอกจากนั้นยังพบว่าความถี่จีโนไทป์ของ SNP rs12785878 มีความสัมพันธ์กับระดับความ
รุนแรงของพังผืดในตับ (P=0.016) จากการศึกษาสรุปได้ว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน DHCR7 
rs12785878 มีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี
แบบเร้ือรัง และอาจใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางพันธุกรรมเพื่อท านายการเกิดพังผืดในตับในประชากรไทยได้ 
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COX-2 AND DHCR7 GENES WITH SEVERITY OF LIVER FIBROSIS IN THAI PATIENTS WITH 
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Hepatitis C virus (HCV) is a common cause of liver fibrosis and cirrhosis that can 
develop to Hepatocellular carcinoma (HCC).  There is increasing evidence that host genetic 
variations may influence the natural history of chronic HCV infection. The aim of this study was to 
determine the correlation between single nucleotide polymorphisms (SNPs) of PNPLA3 
(rs738409), COX-2 (rs689465) and DHCR7 (rs12785878) and severity of liver fibrosis in Thai 
populations. 250 patients with HCV, 200 patients with HCV/HIV, 74 patients with HCV spontaneous 
clearance and 200 healthy controls were enrolled. The SNPs were detected by allelic 
discrimination using real-time PCR with TaqMan probes. Liver fibrosis was assessed by transient 
elastography. The frequency of CC, CG and GG genotypes of rs738409 in the HCV group was 
53.2%, 39.2% and 6.5%, respectively. In the HCV clearance group, the corresponding genotypes 
were 36.1%, 45.8% and 18.1%. The frequency of GG was significantly higher in the HCV clearance 
than the HCV group (odds ratio (OR)=2.62, 95% confidence interval (CI)=1.27-5.4, P=0.0094). The 
distribution of CC genotype of  rs689465 was significantly higher in the control group than 
patients with HCV and HCV/HIV (P<0.0001). In addition, the frequency of TT, TG and GG genotypes 
of rs12785878 in the HCV group were 5.6%, 38.5% and 55.9%, respectively. The corresponding 
genotypes in the HCV/HIV group were 3.5%, 39.2% and 57.3%, respectively. In the control group, 
the corresponding genotypes were 12.1%, 41.9% and 46.0%, respectively. The frequency of GG 
genotype was significantly higher in the HCV and HCV/HIV groups than the control group (in HCV; 
OR=2.62, 95% (CI=1.27-5.4, P=0.0094, in HCV/HIV; OR=4.29, 95% CI=1.77-10.42 P=0.0013). 
Moreover, we found the genotype frequency of rs12785878 was correlated with advanced fibrosis 
in patients with HCV (P=0.016). In conclusion, DHCR7 rs12785878 polymorphism was significantly 
associated with the severity of liver fibrosis in HCV and might be used as a biomarker for 
predicting liver fibrosis in Thai population. 
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งานวิจัยครั้งนี้ไม่อาจส าเร็จส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี หากปราศจากบุคคลที่มีพระคุณต่อ
การศึกษาและการท าวิจัยในระดับปริญญามหาบัณฑิตของข้าพเจ้า คือ ศาสตราจารย์ นายแพทย์
พิสิฐ ตั้งกิจวานิชย์ อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลักของข้าพเจ้า ที่ให้ความช่วยและเป็นต้นแบบ
ที่ดีในการด าเนินงานวิจัย ให้ความช่วยเหลือด้านองค์ความรู้และหัวข้องานวิจัย สนับสนุนและให้
โอกาสในการท างานวิจัยได้อย่างเต็มที่ อีกท่านคือ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.สัญชัย พยุงภร อาจารย์
ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม ที่มอบความรู้แนะน าเทคนิค ขั้นตอนในการท างานวิจัย อีกทั้งยังช่วย
แก้ไขข้อบกพร่อง และแก้ปัญหาในการท าวิจัย สอนให้รู้จักวิเคราะห์และหาทางออก ท าให้งานนี้
ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี ขอบพระคุณอาจารย์ทั้ง 2 ท่านอย่างยิ่งค่ะ 

ขอบพระคุณคณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ซึ่งได้แก่ ศาสตราจารย์ ดร.นายแพทย์ สิทธิ
ศักดิ์ หรรษาเวก ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ รองศาสตราจารย์ ดร. นายแพทย์สมบัติ ตรี
ประเสริฐสุข กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิภายในมหาวิทยาลัย และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ณัฐนันท์ 
(ปัญจวรญาณ) ต. เทียนประเสริฐ กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิภายนอกมหาวิทยาลัย ที่สละเวลามาเป็น
กรรมการคุมสอบ และแนะน าตักเตือน ขัดเกลางานวิจัยนี้ให้ออกมาได้เป็นอย่างดี ขอบพระคุณค่ะ 

ขอขอบพระคุณกลุ่มประชากรที่ศึกษาในงานวิจัยนี้ทุกท่านที่อุทิศตนเป็นส่วนหนึ่งของ
งานวิจัยนี้ เพ่ือพัฒนาองค์ความรู้ใหม่ๆ แก่สังคมต่อไป ขอบคุณศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ 
สภากาชาดไทย ส าหรับตัวอย่างเลือดกลุ่มควบคุมสุขภาพดี ขอขอบคุณทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัยที่สนับสนุนงบประมาณในการท าวิจัย ขอบคุณ Research Unit of Hepatitis and 
Liver Cancer ส าหรับเงินอุดหนุนงานวิจัย และขอบคุณสมาชิกห้องปฏิบัติการ 724 และ 725 ทุก
ท่านที่ให้ความช่วยเหลือและให้ค าปรึกษาตลอดงานวิจัยนี้ ขอบคุณเพ่ือนๆ พ่ีๆ น้องๆจากคณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่เป็นก าลังใจและให้ความช่วยเหลือในด้านต่างๆ ขอบคุณ
มากค่ะ 

สุดท้ายขอขอบพระคุณบิดามารดา ที่มอบโอกาส คอยสนับสนุน ดูแลและเป็นก าลังใจ
อันส าคัญตลอดระยะเวลาของการศึกษาและการท าวิจัยของข้าพเจ้า ข้าพเจ้าขอส่งต่อความส าเร็จ
และความภาคภูมิใจของงานชิ้นนี้แก่ทุกท่านที่มีส่วนร่วมตลอดงานวิจัยนี้ ขอบคุณค่ะ 
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บทที่ 1 

บทน า 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย (Background and rationale) 

กลไกการเกิดพังผืดในตับ (Liver fibrosis) เป็นกระบวนการตอบสนองเพ่ือซ่อมแซมตัวเอง

ของเซลล์ตับ เมื่อเซลล์ตับได้รับความเสียหายจากการติดเชื้อ หรือถูกท าลายด้วยสารเคมีต่างๆ ซึ่ง

ผู้ป่วยที่มีพังผืดในตับจะมีโอกาสที่จะพัฒนากลายเป็นโรคอ่ืนๆ ได้ เช่น โรคตับแข็ง (Cirrhosis) หรือ

มะเร็งตับ (Hepatocellular carcinoma) [1] การประเมินการเกิดพังผืดในตับสามารถท าได้หลายวิธี

โดยวิธีที่ถือเป็นมาตรฐานได้แก่ การเจาะตับและน าเนื้อตับมาตรวจทางพยาธิวิทยา (Liver biopsy) มี

ข้อจ ากัดคือ การตรวจนี้ที่อาจเกิดอันตรายต่อผู้ได้รับการตรวจ (Invasive) เช่น เจ็บบริเวณแผลที่เจาะ

ตับ เลือดออกที่ตับ ตกเลือดในช่องท้อง หรืออาจถึงชีวิตได้ อีกทั้งการแปลผลชิ้นเนื้อต้องอาศัยแพทย์

ผู้เชี่ยวชาญ อาจเกิดความคลาดเคลื่อนของผลการประเมินได้ [2] ในปัจจุบันมีวิธีการตรวจแบบใหม่ 

เรียกว่า การตรวจวัดความยืดหยุ่นของตับ (Hepatic elastrography หรือ Fibroscan) โดยใช้

หลักการสะท้อนกลับของคลื่นที่ส่งเข้าไปยังตับ มีข้อดีคือ ไม่สร้างบาดแผลให้กับผู้ป่วย สะดวก 

รวดเร็ว และให้ผลที่ถูกต้องแม่นย ามากกว่าการตรวจแบบเดิม วิธีการตรวจวัดการเกิดพังผืดในตับจึง

เป็นวิธีการวินิจฉัยเบื้องต้นถึงอาการของโรคตับ ความรุนแรงของการเกิดพังผืด หรือใช้ติดตามอาการ

ของผู้ป่วยได้ดี [3] การเกิดพังผืดในตับนี้พบมากในผู้ป่วยประเทศกลุ่มอุตสาหกรรม โดยมีสาเหตุมา

จากหลายปัจจัย ได้แก่ การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง เบาหวาน การบริโภคแอลกอฮอล์ และ

ภาวะตับคั่งไขมัน (Nonalcoholic steatohepatitis หรือ NASH) [1] จากปัจจัยดังกล่าวข้างต้น การ

ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังเป็นปัจจัยที่ได้รับความสนใจ เพราะเมื่อร่างกายได้รับเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซี ร่างกายจะตอบสนองโดยหลั่งไซโตไคน์ (Cytokine) เพ่ือต้านสิ่งแปลกปลอม และมีการสร้าง

สาร reactive oxygen species (ROS) เกิดเป็น lipid peroxidation มาท าให้เซลล์ตับถูกท าลาย 

และเกิดพังผืดขึ้นได้ [4]  
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กลไกการเกิดพังผืดในตับมียีนที่เกี่ยวข้องที่น่าสนใจคือ patatin-like phospholipase 

domain-containing protein 3 (PNPLA3) เป็นยีนที่พบมากที่เซลล์ตับ ท างานในกระบวนการสะสม

และสลายไขมันที่ตับ กระบวนการเกิดการอักเสบในเซลล์ตับ (Inflammation) และเกิดพังผืดขึ้นที่ตับ

อย่างต่อเนื่อง [5] จากการศึกษาของ Trépo, E. และคณะในปี 2011 พบว่าความหลากหลายทาง

พันธุกรรม (Single nucleotide polymorphism หรือ SNP) ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 

จีโนไทป์ GG มีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซีแบบเรื้อรังของประเทศเยอรมัน เบลเยี่ยม และฝรั่งเศสอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุ่มควบคุมท่ีสุขภาพดี [6]  

นอกจากนี้ยังมียีน COX-2 ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ และเป็นผลท าให้เกิดพังผืดใน

ตับได้อีก โดยบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน COX-2 เป็นบริเวณส าคัญของนิวคลีโอไทด์ในกระบวนการ

ถอดรหัสได้เป็นยีน Cyclooxygenase-2 (COX-2) โดย COX-2 เป็นเอนไซม์ที่ส าคัญในการเปลี่ยน 

arachidonic acid เป็น prostaglandins ซึ่งมีบทบาทหลักในกระบวนการควบคุมการอักเสบของ

เซลล์ และควบคุมการเกิดโปรแกรมการตาย (Apoptosis) ในเซลล์ [7] ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซีแบบเรื้อรังพบว่าจะมีระดับการแสดงออกของ COX-2 มาก เกี่ยวกับการอักเสบของเซลล์และ

ท าให้เกิดพังผืดขึ้นในตับ และมะเร็งตับได้ [8] จากการศึกษาก่อนหน้านี้ของ Miyashita M. และคณะ 

พบว่ามีต าแหน่งของ SNP บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 จีโนไทป์ GG มี

ความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง

ของประเทศญี่ปุ่นอย่างมีนัยส าคัญ [9] 

อีกปัจจัยที่ส าคัญต่อการพัฒนาการเกิดพังผืดในตับ คือ วิตามินดี (Vitamin D) ซึ่งเป็น

สารอาหารส าคัญต่อร่างกาย ช่วยควบคุมสมดุลของแคลเซียม (Calcium homeostasis) และการ

สร้างกระดูกในร่างกาย อีกท้ังยังพบว่าวิตามินดีมีหน้าที่ในการลดความเสี่ยงของการเกิดโรคต่างๆ เช่น 

โรคกระดูกพรุน โรคกล้ามเนื้ออ่อนแรง โรคหัวใจและความดัน และโรคมะเร็ง [10] การท างานของ

วิตามินดีจะถูกควบคุมด้วยหลายปัจจัย เช่น แสงแดด อาหาร และปัจจัยทางพันธุกรรม มีงานวิจัยที่

ศึกษาความสัมพันธ์ของระดับของวิตามินดี (25(OH)-vitamin D) ในซีรั่มของผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซี พบว่าการขาดวิตามินดี (Vitamin D deficiency) มีความสัมพันธ์กับการเกิดพังผืดในตับ 

และการเกิดมะเร็งตับ [11, 12] จากการศึกษา genome-wide association studies หรือ GWAS 

พบว่ายีนที่ควบคุมการสังเคราะห์และขนส่งวิตามินดีมีความสัมพันธ์กับระดับวิตามินดีในซีรั่ม [13] 
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จากการศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับระดับวิตามินดีในซีรั่ม พบว่ายีน DHCR7 ซึ่งแปลรหัสได้ 7-

dehydrocholesterol reductase มีความสัมพันธ์กับระดับของ 25(OH)D3 ในซีรั่ม และความรุนแรง

ของการเกิดพังผืดในตับของผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง [11] เป็นเอนไซม์ควบคุม

ปฏิกิริยาการสังเคราะห์วิตามินดี โดยเปลี่ยน 7-dehydrocholesterol ให้เป็นคลอเลสเตอรอล 

(Cholesterol) ซึ่งปกต ิ7-dehydrocholesterol จะเปลี่ยนเป็น previtamin D3 ด้วยแสดงแดดและ

เปลี่ยนเป็น 25(OH)D3 ที่ตับ จากนั้นถูกส่งไปที่ไตอยู่ในรูปพร้อมท างาน (1,25-dihydroxyvitamin 

D3 หรือ 1,25(OH)2D3) และน าเข้าสู่เซลล์เพ่ือควบคุมการท างานต่างๆ ภายในเซลล์ [14] จาก

การศึกษาของ Patta S. และคณะ ปี 2012 พบว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน DHCR7  

ต าแหน่ง rs12785878 มีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับและระดับ 25(OH)D ใน

ซีรั่มของผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังจีโนไทป์ 1 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ [13] 

นอกจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังท าให้เกิดความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับ

เพ่ิมมากข้ึน ยังพบว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวีท าให้ความรุนแรง

ของโรคเพ่ิมมากกว่าผู้ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีอย่างเดียว และการติดเชื้อเอชไอวีท าให้การด าเนินโรค

ต่างๆ เช่น ตับแข็ง ตับวาย มะเร็งตับ เป็นไปอย่างรวดเร็ว และเสียชีวิตได้เร็วขึ้น [15] เนื่องจากจะท า

ให้เกิดพังผืดเร็วกว่า เมื่อเทียบกับผู้ที่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีอย่างเดียว ท าให้เกิดตับแข็งเร็วกว่า

ร้อยละ 15-25 ภายใน 10-15 ปีหลังจากท่ีติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีเมื่อเทียบกับผู้ที่ไม่ได้ติดเชื้อเอชไอวี 

และเกิดมะเร็งตับในอายุน้อยกว่า [16, 17] 

ในงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน 

PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 และยีน DHCR7  ต าแหน่ง 

rs12785878 กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับของผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี

แบบเรื้อรังและผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี โดยใช้เทคนิค 

TaqMan probe real-time PCR ซึ่งความรู้ที่ได้จากงานวิจัยนี้อาจน าไปใช้เป็น biomarker เพ่ือ

วินิจฉัยความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับของกลุ่มผู้ป่วยในประเทศไทย รวมทั้งอาจเป็นประโยชน์

ในการรักษาโรคจากความผิดปกติของเซลล์ตับในกลุ่มประชากรไทยได้เป็นอย่างดี 
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ค าถามงานวิจัย (Research question) 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ยีน COX-2 และยีน DHCR7 ในผู้ป่วยไทย

ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง และผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี 

มีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับหรือไม่ 

- ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ยีน COX-2 และยีน DHCR7 มี

ความสัมพันธ์ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีและหายได้เองหรือไม ่

วัตถุประสงค์ (Objectives) 

เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ยีน COX-2 

และยีน DHCR7  ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง และผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี

ร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับ   

- ศึกษาความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ยีน COX-2 

และยีน DHCR7 ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีและหายได้เอง 

สมมติฐาน (Hypothesis) 

 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ยีน COX-2 และยีน DHCR7 ในผู้ป่วยไทย

ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง และผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี 

มีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับ  

- ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ยีน COX-2 และยีน DHCR7 มี

ความสัมพันธ์ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีและหายได้เอง 
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กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual framework) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภาพที่ 1 กรอบแนวความคิดงานวิจัย 

หาความสัมพนัธ์ที่เก่ียวข้องกับระดับความรนุแรงของการเกิดพังผืดในตับที่ได้จาก

เครื่อง fibroscan โดยน าผลการทดลองมาค านวณด้วยโปรแกรมทางสถิติ 

 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลองเพื่อน าข้อมูลมาประกอบการอธิบายร่วมกับข้อมูลทางดา้นอื่น ๆ 

เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ยีน COX-2 

และยีน DHCR7 ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง และผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับ 

กลุ่มผู้ป่วยติดเชื้อเอชไอวีร่วมกับ

การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี         

จ านวน 200 ราย (Case) 

(Hepatocellular carcinoma) 

กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัส 

ตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง       

จ านวน 200 ราย (Case) 

 

สกัด DNA จาก peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)          

ของกลุ่มศึกษาด้วยวิธี phenol-chloroform-isoamyl alcohol extraction 

ตรวจความหลากหลายทางพันธกุรรม                   

ด้วยวิธ ีallelic discrimination assay             

โดยใช้ TaqMan probe real-time PCR        

ส าหรับยีน PNPLA3 (rs738409), COX-2 

(rs689465) และ DHCR7 (rs12785878) 

กลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี  

จ านวน 200 ราย  

(Healthy control) 
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ข้อจ ากัดในการวิจัย (Limitation) 

1. ผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี ที่เข้ารับการรักษาที่โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ์ และศูนย์วิจัยโรคเอดส์ สภากาชาดไทย ผู้ป่วยส่วนมากเป็นเพศชายและมีอายุ

มาก จึงมีความแตกต่างระหว่างกลุ่มดังกล่าวเมื่อเปรียบเทียบกับประชากรกลุ่มควบคุม จึง

ยากต่อการท าให้อายุและเพศมีความใกล้เคียงกัน 

การให้ค านิยามเชิงปฏิบัติการที่ใช้ในการวิจัย (Operational definition) 

1. Liver fibrosis คือ ผลจากการซ่อมแซมตัวเองของเซลล์ตับเพ่ือตอบสนองต่อสิ่งแปลกปลอม 

หรืออาการบาดเจ็บ มีการสร้างคอลลาเจนและสะสมในเซลล์ ท าให้เกิดเป็นพังผืด  

2. Fibroscan คือ วิธีการตรวจวัดพังผืดในตับโดยส่งคลื่นอัลตร้าซาวด์เข้าที่ต าแหน่งตับ และดู

ค่าการสะท้อนกลับของคลื่น เพ่ือประเมินระดับการแข็งตัวของตับ มีหน่วยเป็นกิโลปาสคาล 

(kPa) 

ค าส าคัญ (Key words) 

Cyclooxygenase-2 (COX-2) 

7-Dehydrocholesterol reductase (DHCR7)  

Hepatitis C virus (HCV) 

Liver fibrosis 

Patatin-Like Phospholipase Domain-Containing Protein 3 (PNPLA3)  

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย (Benefits of study) 

 ท าให้ทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ยีน COX-2 และยีน DHCR7 

ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง และผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติด

เชื้อไวรัสเอชไอวี ที่มีผลต่อระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับ ซึ่งอาจน าไปใช้เป็น biomarker 

เพ่ือวินิจฉัยความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับของกลุ่มผู้ป่วยในประเทศไทย รวมทั้งอาจเป็น

ประโยชน์ในการรักษาโรคจากความผิดปกติของเซลล์ตับในกลุ่มประชากรไทยได้ 



บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

พังผืดในตับ (Liver fibrosis) เป็นผลของกระบวนการตอบสนองต่อการบาดเจ็บของเซลล์ตับ

เรื้อรัง เช่น การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี การสะสมของไขมันไตรกลีเซอไรด์ (Triglyceride) และเกิด

ผลิตภัณฑ์ของ lipid peroxidation โดยตับจะมีการซ่อมแซมตัวเองโดยการสร้างสาร extracellular 

matrix, คอลลาเจนชนิด 1 และ 3 (Collagen, Fibrillar), ซัลเฟต โปรติโอไกลแคน (Sulfate 

proteoglycan) และไกลโคโปรตีน (Glycoprotein) ขึ้นมาแทนที่เซลล์ที่ตายไป เป็นกลไกการ

ตอบสนองต่อการอักเสบ เกิดการกระตุ้นการท างานของ Kupffer cell ท าให้ช่องว่างภายในเซลล์ 

(Sinusoid lumen) ลดลง การไหลผ่านของเลือดท าได้ยากเกิดความดันขึ้นภายใน และสร้าง 

Platelet-derived growth factor (PDGF) ออกมากระตุ้น Hepatic stellate cells (HSCs) ให้

ท างานและเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็น myofibroblast-like cells เชื่อมต่อกันเป็นร่างแหบริเวณ

กว้างเมื่อมีกระบวนการนี้เกิดขึ้นซ้ าๆ จะน าไปสู่การเกิดพังผืดในตับได้ (รูปที่ 1) [1] ผู้ป่วยมากกว่า 

40% จะไม่แสดงอาการของการเป็นตับแข็ง และจะรุนแรงขึ้นตามระยะเวลาของการเกิดพังผืด หากมี

ภาวะแทรกซ้อนก็จะท าให้อาการของโรคด าเนินได้เร็วขึ้น และหากอาการของโรคด าเนินเป็นระยะ

เวลานาน และรุนแรงมากขึ้นจะน าไปสู่การเกิดตับแข็ง (Cirrhosis) และมะเร็งตับได้ 

(Hepatocellular carcinoma) (รูปที่ 2) พบว่า 70% ของกลุ่มผู้ป่วยที่เป็นพังผืดในตับมากกว่า 5 ปี 

จะเสียชีวิตจากโรคตับ [18] โดยระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับสามารถแบ่งได้เป็น 5 

ระดับคือ F0-F4 ดังตารางที่ 1  

ตารางท่ี 1 การแบ่งระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับส าหรับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี[19] 

Liver Stiffness (kPa) Fibrosis stage 

<7.1 F0-F1 
≥7.1 F1-F2 
8.7 F2 
9.5 F3 
12.5 F3-F4 
≥14.5 F4 
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รูปที่ 1 การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ตับในสภาวะต่างๆ 

(A) เซลล์ตับในสภาวะปกติ 

(B) เซลล์ตับที่ตอบสนองต่อการบาดเจ็บโดยการสร้าง extracellular matrix protein [1] 

วิธีมาตรฐานของการตรวจเพ่ือวินิจฉัยการเกิดพังผืดในตับคือ การเจาะตับและน าเนื้อตับมา

ตรวจทางพยาธิวิทยา (liver biopsy) ซึ่งมีข้อจ ากัดคือ ต้องใช้แพทย์ผู้ช านาญในการประเมินค่าการ

เกิดพังผืด เกิดความคลาดเคลื่อนจากบุคคล และตัวอย่างชื้นเนื้อมากกว่า 20% และผู้ที่รับการตรวจ

ต้องพักฟ้ืนร่างกายหลังการตรวจ ในปัจจุบันมีเทคนิคการตรวจวัดความยืดหยุ่นของตับ ด้วยเครื่อง 

Fibroscan อาศัยหลักการสะท้อนของคลื่นเสียง เครื่องจะส่งคลื่นอัลตร้าซาวด์ตรวจจับความเร็วของ

คลื่นที่ออกไปกระทบกับเนื้อตับและประเมินค่าความนิ่มหรือแข็งของตับออกมาในหน่วย กิโลปาสคาล 

(kPa) โดยใช้หลักว่าถ้าตับเริ่มแข็งคลื่นเสียงที่สะท้อนกลับจะเดินทางได้เร็วค่าที่ได้จะสูง ข้อดีคือ ง่าย 

สะดวก รวดเร็ว ให้ผลค่อนข้างแม่นย า และท่ีส าคัญผู้ป่วยไม่เจ็บตัวเหมือนการตรวจแบบดั้งเดิม [2, 3] 

 

 

  

 

รูปที่ 2 ระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี [18] 

* ระยะเวลาในการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีส่งผลต่อระดับความความรุนแรงของการเกิด

พังผืดในตับแตกต่างกันในผู้ป่วยแต่ละราย; †ระดับของการเกิดพังผืดในตับ 
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ไวรัสตับอักเสบซี (Hepatitis C Virus; HCV) 

การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีเป็นปัญหาด้านสาธารณสุขที่ส าคัญ โดยทั่วโลกมีอัตราการติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบซีประมาณ 130-170 ล้านคน ซึ่งกว่า 80% ของผู้ป่วยจะเป็นการติดเชื้อแบบเรื้อรัง 

(Chronic Hepatitis C หรือ CHC) [20] HCV เป็นไวรัสที่มีขนาดประมาณ 55-65 นาโนเมตร มี

โครงสร้างแข็งห่อหุ้ม (envelop) และมีจีโนมเป็นอาร์เอ็นเอสายเดี่ยวเป็นสารพันธุกรรม ขนาด

ประมาณ 9.4 กิโลเบส สามารถแปลรหัสได้เป็นโปรตีนที่แบ่งได้ 2 ส่วน คือ 1. โปรตีนโครงสร้าง 

(Structural protein) อยู่ทางด้านปลาย N-terminal และ 2. โปรตีนที่ไม่ใช่โครงสร้าง (Non-

structural protein) อยู่ทางด้านปลาย C-terminal (รูปที่ 3) สาเหตุของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี

ส่วนมากมาจากการได้รับเลือดและผลิตภัณฑ์จากเลือด โดยในประเทศไทยมีอัตราการระบาด

ประมาณ 2-3% ของประชากร และส่วนมากเป็นจีโนไทป์ 1, 3 และ 6 (รูปที่ 4)   

 
รูปที่ 3 โครงสร้างของไวรัสตับอักเสบซีและโปรตีนที่สร้างจากจีโนมไวรัสตับอักเสบซี [21] 

a) โครงสร้างและองค์ประกอบของไวรัสตับอักเสบซี b)  โปรตีนที่ถูกถอดรหัสจากสาย RNA 

ของ HCV genome แบ่งได้ 2 กลุ่มคือ structural protein และ non-structural protein 
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รูปที่ 4 อัตราการแพร่ระบาดของการติดเชื้อ HCV ในประเทศไทย [21] 

อัตราการระบาดของเชื้อไวรัสตับอักเสบซีประมาณ 2-3% ของกลุ่มประชากรไทย  

และชนิดของ HCV จีโนไทป์ที่พบจะเป็นชนิด 1, 3 และ 6 เป็นส่วนมาก 

การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีกับการเกิดพังผืดในตับ 

จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าความสัมพันธ์ของการเกิดพังผืดในตับกับการติดเชื้อ HCV 

เป็นแบบส่งเสริมการด าเนินโรค โดยจะเกิดจากการสะสมของไขมันในตับซึ่งเกิดจากภาวะพร่อง

อินซูลิน หรือเป็นโรคตับคั่งไขมัน (Non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) เป็นหลัก และ

บางส่วนที่เกิดพังผืดอาจเกิดจากการแสดงออกของ core protein ของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี [22, 23] 

เมื่อมีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีจะกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายโดยตรงให้มีการหลั่งไซโตไคน์

ไปจับ receptor เกิด necro inflammatory และสร้าง reactive Oxygen species (ROS) หรือการ

ส่งสัญญาณผ่าน tumour Necrosis Factor  (TNF-) และ transforming Growth Factor  

(TGF-) สร้างผลิตภัณฑ์ของ lipid peroxidation กระตุ้น Kupffer cell และ HSCs ให้ซ่อมแซม

ตัวเองจากการตายของเซลล์โดยการสร้างคอลลาเจนเพ่ิมมากขึ้น และเกิดการเชื่อมต่อเส้นใย fibril 

กลายเป็นผังผืดในที่สุด (รูปที่ 5) [4, 24]  
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รูปที่ 5 การเกิดพังผืดในตับในผู้ป่วย CHC [4] 

โดยเมื่อร่างกายได้รับเชื้อไวรัสตับอักเสบซี จะส่งเสริมการแสดงออกของ core protein 

และบางส่วนกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน ให้สร้าง ROS เพ่ือกระตุ้นไซโตไคน์และสร้างผลิตภัณฑ์ของ 

lipid peroxidation กระตุ้น Kupffer cell และ HSCs ให้ท างานเพ่ิมข้ึนและเกิดพังผืดในตับ 

นอกจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังท าให้เกิดความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับ 

และเกิดมะเร็งตับแล้ว ยังพบว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับเชื้อไวรัสเอชไอวีท าให้ความ

รุนแรงของโรคเพ่ิมขึ้น  จากการศึกษาของ Martino V. และคณะ ปี 2001 พบว่าผู้ที่ติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวีมีความรุนแรงของการเกิดโรคต่างๆ มากกว่าผู้ที่ติดเชื้อไวรัส

ตับอักเสบซีอย่างเดียว การด าเนินโรคเป็นไปอย่างรวดเร็ว และเสียชีวิตได้เร็วขึ้น (รูปที่ 7) [15] ต่อมา

ได้มีการศึกษาของ Macías J. และคณะปี 2013 [17] ในการติดตามความก้าวหน้าของการเกิดพังผืด

ในตับในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวีที่ได้รับการตรวจด้วยวิธีเจาะชิ้นเนื้อ 

พบว่าผู้ป่วยส่วนมากมีความรุนแรงของการเกิดพังผืดสูงในระดับ F3-F4 เนื่องจากจะท าให้เกิดพังผืด

เร็วกว่า เมื่อเทียบกับผู้ที่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีอย่างเดียว ท าให้เกิดตับแข็งเร็วกว่าร้อยละ 15-

25 ภายใน 10-15 ปีหลังจากที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี และเกิดมะเร็งตับในผู้ป่วยอายุน้อยกว่า [16, 

25]  
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รูปที่ 6 เปรียบเทียบความรุนแรงของการเกิดตับแข็งในผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังและ

ผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี [15] 

การเปรียบเทียบความรุนแรงของการเกิดตับแข็งกับระยะเวลาที่ได้รับเชื้อ HCV พบว่า เมื่อ

เวลาผ่านไป ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีมีการด าเนินโรคที่ช้ากว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัส

ตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี 

 

Patatin-like phospholipase domain containing protein 3 (PNPLA3) 

เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสะสมไขมันในตับ พบได้ที่เนื้อเยื่อหลายชนิด เช่น กระดูก 

ผิวหนัง กล้ามเนื้อ แต่พบมากสุดที่ตับ ยีนนี้ถอดรหัสได้โปรตีนที่ประกอบด้วย 481 อะมิโน [26] จาก

การศึกษาของ Dubuquoy C. และคณะปี 2013 เพ่ือหาหน้าที่การท างานของยีน PNPLA3 จึงท าการ

ทดลอง in vivo พบว่ายังไม่ทราบหน้าที่การท างานที่ชัดเจน แต่ในการทดลอง in vitro พบว่าโปรตีน

นี้มีหน้าที่คล้ายไลเพส (Lipase) สามารถย่อยสลายไตรกลีเซอไรด์ในตับได้ (Triglyceride hydrolase) 

ช่วยรักษาสมดุลพลังงานให้คงที่ [5, 27] ท าให้มีงานวิจัยหลายงานที่ศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของยีน PNPLA3 เพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างโรคต่างๆกับหน้าที่การท างานของยีนนี้  
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ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 กับการเกิดพังผืดในตับ 

จากการศึกษาของ He S. และคณะปี 2010 ได้ท าการท านายโครงสร้างสามมิติ ของการเกิด

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 (rs738409) ที่อยู่บนโครโมโซมที่ 22 ต าแหน่ง 

43,928,847 มี major allele คือ C และ minor allele คือ G พบว่าที่ต าแหน่งดังกล่าว มีการ

เปลี่ยนกรดอะมิโนจาก Isoleucine เป็น Methionine ที่ codon ที่ 148 และกรดอะมิโน 

Methionine จะบังบริเวณ active site ของ Serine ใน codon ที่ 47 ท าให้ยีน PNPLA3 ไม่

สามารถเข้าจับกับ substrate ที่เป็นสารประกอบพวกไตรกลีเซอไรด์และไขมันได้อย่างเต็มที่ ท าให้

ความสามารถในการย่อยสลายไขมันลดลง เกิดการสะสมของไขมันในตับสูงมากขึ้น ความสามารถใน

การย่อยสลายไตรกลีเซอไรด์ลดลง ก่อให้เกิดพังผืดในตับ ตับแข็ง และมะเร็งตับได้ (รูปที่ 8) [28]  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 โครงสร้างสามมิติของโปรตีน PNPLA3 (I148M) [28] 

ด้านซ้ายแสดงบริเวณ active site ของยีน PNPLA3 ที่มีกรดอะมิโนต าแน่งที่ 148 เป็น Isoleucine      

ด้านขวาเป็นบริเวณ active site ของยีน PNPLA3 ที่มีกรดอะมิโนต าแน่งที่ 148 เป็น Methionine  

ต่อมาในปี 2013 ได้มีรายงานของ Valenti L. และคณะ ในปี 2013 ที่ศึกษาเกี่ยวกับ

ความสัมพันธ์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 (rs738409) กับความเสี่ยงของการ

เกิดมะเร็งตับ พบว่าปัจจัยหลักท่ีก่อให้เกิดโรคมาจาก การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ ภาวะโรคอ้วน ภาวะ

พร่องอินซูลิน และการบริโภคแอลกอฮอลล์มากเกินไปเป็นหลัก ซึ่งจะท าให้มีการสังเคราะห์กรดไขมัน

เพ่ิมมากข้ึน การสร้างลิพิดเพ่ิมข้ึน แต่การขนส่งไลโพโปรตีนเพ่ือก าจัดออกลดลง ส่งผลให้ตับเริ่มมีการ
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สะสมของไขมันมากขึ้น ในผู้ป่วยที่มี SNP ยีน PNPLA3 (I148M) จะเกิดกลไกที่สัมพันธ์กับการเกิด

มะเร็งตับใน 2 ทาง ผลโดยตรง คือเพ่ิมจ านวนของไขมันในเซลล์ตับมากขึ้น มีการเกิด 

proinflammatory มากขึ้น และลดการเกิด anti-inflammatory ลง ส่วนผลทางอ้อมคือ เกิดการ

สะสมของไขมันในตับ การเกิดพังผืด เกิดตับแข็ง ซึ่งท้ายสุดก็จะน าไปสู่โรคมะเร็งตับในที่สุด  (รูปที่ 9) 

[29]  

 
รูปที่ 8 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ต่อการเกิดพังผืดในตับและมะเร็งตับ [29] 

  การเกิด variation ของยีน PNPLA3 (I148M) ส่งผลต่อการเกิดพังผืดในตับและ

มะเร็งตับใน 2 รูปแบบคือ ทางตรงได้แก่เกิดการสะสมไขมันในตับและเกิดการอักเสบของ

ตับเกิดเป็น HCC และทางอ้อมคือการเกิดการสร้างพังผืด สะสมเป็นตับแข็ง แล้วเกิดการ

สะสมของสารก่อมะเร็งรวมจากการกระตุ้นจากสิ่งแวดล้อม ส่งผลให้เกิดมะเร็งตับในที่สุด 
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เมื่อพิจารณาผลที่ได้จากผลการศึกษาของ Eric T. และคณะปี 2011 พบว่า SNP rs738409 

ในผู้ป่วย 537 รายในประเทศเบลเยี่ยม เยอรมัน และฝรั่งเศส จีโนไทป์ GG ซึ่งเป็น minor allele  มี

ความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบ

เรื้อรังอย่างมีนัยส าคัญ [6] ขัดแย้งกับรายงานของ Nakamura M. และคณะปี 2013 ซึ่งพบว่าผู้ป่วย 

260 รายที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังในประเทศญี่ปุ่นไม่มีความแตกต่างของความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ที่ส่งผลต่อระดับความรุนแรงของพังผืดในตับ ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า

ความแตกต่างจากเชื้อชาติที่ศึกษามีผลต่อการความหลากหลายทางพันธุกรรมและเกิดพังผืดในตับใน

ผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง [30] นอกจากนี้ยังมีรายงานของ Mandorfer M. และคณะ 

ในปี 2015 ศึกษาผู้ป่วยผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวีชาวออสเตรีย พบว่าจีโน

ไทป์ GG (rs738409) มีความสัมพันธ์กับการเกิดพังผืดในตับ รวมทั้งยังมีปัจจัยอ่ืนๆร่วมด้วย เช่น 

ปริมาณของ CD4+ ระดับวิตามินดี (25(OH)D) ปริมาณแอลกอฮอล์ ระยะเวลาการติดเชื้อ และจีโน

ไทป์ของ HCV เป็นต้น [31] 

Cyclooxygenase-2 (COX-2) 

เอนไซม์ COX เป็นโปรตีนที่มีมวลโมเลกุลประมาณ 72 กิโลดาลตัล (kDa) โครงสร้างของ

เอนไซม์ COX ประกอบไปด้วย 3 โดเมนหลัก คือ 1) N-terminal domain ที่มีส่วนโครงสร้างคล้าย 

epidermal growth factor (EGF) 2) โดเมนที่เป็น amphipathic helix ไว้ส าหรับจับกับสารอื่นที่ผิว 

membrane และ 3) C-terminal catalytic domain เป็นบริเวณที่มีการท างานของเอนไซม์ 

cyclooxygenase และ peroxidase [32] COX หรือ prostaglandin endoperoxide H 

synthases หรือ prostaglandin G/H synthases เป็นเอนไซม์ rate-limiting step ที่ส าคัญในการ

เปลี่ยน arachidonic acid (AA) เป็น  prostaglandin (PG) และ thromboxane (TX)  ขั้นตอนใน

การสังเคราะห์เริ่มจาก AA ที่มาจาก membrane-bound phospholipid จะถูกเอนไซม์ 

phospholipase A2 ย่อย จากนั้นเอนไซม์กลุ่ม COX จะเข้ามาท าให้กลายเป็น PGH2 ซึ่ง PGH2 

สามารถเปลี่ยนแปลงเป็นสารอ่ืนๆได้อีก เช่น PGD2 PGE2 PGF2 และ PGI2 โดยกลุ่ม PG นี้จะท า

หน้าที่จ าเพาะในเนื้อเยื่อที่แตกต่างกัน (รูปที่ 9) ในมนุษย์สามารถแบ่งได้ 2 ชนิดคือ COX-1 และ 

COX-2 ซึ่งจะคล้ายกันที่โครงสร้างและกิจกรรม แต่จะแตกต่างกันที่การควบคุมและการแสดงออกของ

แต่ละเอนไซม์ [33] 
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รูปที่ 9 การท างานและผลิตภัณฑ์ที่ได้จากเอนไซม์ COX [33] 

การท างานของเอนไซม์ COX ท าหน้าที่ส าคัญในการเปลี่ยน arachidonic acid ให้

เป็น  prostaglandin และ thromboxane ผลิตภัณฑ์ที่ได้จะอยู่ในกลุ่ม PGD2 PGE2 PGF2 

และ PGI2 และจะท าหน้าที่แตกต่างกันในเนื้อเยื่อแต่ละชนิด 

ยีน COX-1 จะมีการแสดงออกคล้าย housekeeping gene คือมีการแสดงออกอย่าง

ต่อเนื่องในเซลล์ทั่วไปอยู่แล้ว ส่วนยีน COX-2 เป็นยีนที่ตอบสนองต่อความผิดปกติของเซลล์ โดยใน

เซลล์ปกติจะไม่พบการแสดงออกของ COX-2 ซึ่ง COX-2 จะถูกเหนี่ยวน าให้แสดงออกเมื่อมีการ

กระตุ้น เช่น bacterial lipopolysaccharide (LPS), cytokines และ growth factors ซึ่งจะไป

กระตุ้นบริเวณ promoter และ transcription factor binding sites (C/EBP, AP-2, SP1, NF-B, 

CRE, Ets-1, PEA-3 and GATA-1) ท าให้ปริมาณการแสดงออกของ COX-2 สูงขึ้น มักพบในกรณีที่

เซลล์ต้องตอบสนองต่อการอักเสบ หรือความเครียด โดยท าหน้าที่เป็น proinflammatory เช่น การ

แสดงออกของ COX-2 ที่เพ่ิมขึ้น มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคตับแข็งและมะเร็งตับ และสามารถใช้

เป็น marker ส าหรับการตรวจวัดเพ่ือรักษาทางคลินิกได้ [32, 34]  
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การแสดงออกของ COX-2 มียีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบหลายชนิด ได้แก่ Tumor 

Necrosis Factor- หรือ TNF- และ Interleukin-6 (IL-6) ซึ่งการเกิดความหลากหลายทาง

พันธุกรรมในบริเวณ 5´ flanking region หรือบริเวณ upstream ของยีน COX-2 จะส่งผลต่อการ

แสดงออกของยีน และเก่ียวข้องกับการเกิดโรคได้ [35] โดยบริเวณ 5´flanking region ของยีน COX-

2 ในมนุษย์ประกอบไปด้วยบริเวณที่ควบคุมการถอดรหัสของยีน ได้แก่  TATA box และบริเวณ 

Transcription-factor binding site หลายบริเวณ เช่น cAMP-responsive element (CREB), 

Nuclear Factor-B (NF-B), Nuclear Factor–IL-6 (NF-IL6), Glucocorticoid response 

element, Polyomavirus Enhancer Activator 3 (PEA3), Activator Protein-2 (AP-2), CAAT 

box, stimulatory protein-1 (Sp1) และ Transforming Growth Factor- response element 

(TGF-) ซึ่งบริเวณเหล่านี้จะท างานร่วมกันในการควบคุมการแสดงออกของยีน COX-2 [36] จากการ

ทดลองการตัดเบส (Deletion) และการกระตุ้นให้เกิดการกลายพันธุ์ (Mutation) ในบริเวณดังกล่าว

พบว่าส่งผลต่อการแสดงออกของยีน COX-2 การเกิดลักษณะความหลากหลายทางพันธุกรรมเช่นนี้

สามารถเกิดข้ึนได้ตามธรรมชาติและส่วนหนึ่งมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรค ซึ่งกลไกที่เปลี่ยนแปลงใน

บริเวณ 5´ flanking region นั้นยังไม่มีการอธิบายที่ชัดเจน [37]  

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ COX-2 promoter กับการเกิดพังผืดในตับ 

การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง เป็นสาเหตุหนึ่งของการกระตุ้นการท างานของ

เอนไซม์ COX-2 โดยเมื่อมีการติดเชื้อร่างกายจะมีกลไกต่อต้านสิ่งแปลกปลอม โดยหลั่งไซโตไคน์ที่

เกี่ยวกับระบบภูมิคุ้มกันในหลายกลไก กระตุ้น NF-B ให้มีการท างานการแสดงออกของ COX-2 ใน

เซลล์สูงขึ้น [38] และสร้าง ROS เข้าสู่กระบวนการกระตุ้นการเกิดพังผืด Kupffer cell และ 

hepatitis stellate cell ถูกกระตุ้น [39] เกิดกระบวนการ proliferation ยับยั้งการเกิด apoptosis 

และเกิดพังผืด (รูปที่ 10)  ซึ่งในระหว่างที่ Kupffer cell ถูกกระตุ้นจะมีการสร้างสาร 

proinflammatory และ prostaglandin ที่เป็นตัวกลางในการส่งสัญญาณระหว่าง Kupffer cell กับ

เซลล์ตับ โดยจะท าให้เซลล์ตับมีการเพ่ิมขึ้นของไตรกลีเซอไรด์และรวมกลุ่มกันเพ่ิมขึ้น ท าให้การ

อักเสบเกิดข้ึนได้อย่างต่อเนื่อง จนเกิดพังผืด ตับแข็ง และมะเร็งตับในที่สุด [8] 
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รูปที่ 10 การกระตุ้นการแสดงออกของ COX-2 เมื่อเซลล์ได้รับบาดเจ็บ [39] 

เมื่อเซลล์ตับได้รับการกระตุ้นให้เกิดการบาดเจ็บ ปริมาณการแสดงออกของ COX-2 

จะเพ่ิมสูงขึ้น กระตุ้นกระบวนการอักเสบและการเพ่ิมจ านวนเซลล์ ส่งผลให้ HSCs มีการ

ท างานเพ่ิมสูงขึ้น กระตุ้นให้เกิดพังผืด 

 งานวิจัยหลายฉบับได้รายงานความสัมพันธ์ของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี และการท างาน

ของ COX-2 พบว่า COX-2 จะมีการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนในเนื้อเยื่อของผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี

อย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งระดับของ COX-2 ที่เพ่ิมขึ้นสามารถยับยั้งได้ด้วยการใช้ interferon alpha [40] 

และมีการศึกษาความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมของ COX-2 ที่ส่งผลต่อการเกิด

โรคมะเร็ง พบว่า SNP บริเวณ promoter ของยีน COX-2 เป็น SNP ที่มีความส าคัญกับการท างาน

ของเอนไซม์ COX-2 และมีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งหลายชนิดอย่างมีนัยส าคัญ เช่น มะเร็งตับ 

มะเร็งหลอดอาหาร  มะเร็งต่อมลูกหมาก เป็นต้น [34, 41, 42] นอกจากนี้ Miyashita M. และคณะ 

ในปี 2012 ได้ท าการศึกษาความสัมพันธ์ของ SNP บริเวณ COX-2 promoter (rs689465) ที่อยู่บน

โครโมโซมที่ 1 ต าแหน่ง 186,681,714 มี major allele คือ A และ minor allele เป็น G พบว่า จี

โนไทป์ GG มีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซีแบบเรื้อรังของประเทศญี่ปุ่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  [9] ต่อมาได้มีการศึกษาของ Bu และ 

Zhao ในปี 2013 ที่ศึกษาในประชากรเอเชียรายงานว่าจีโนไทป์ GG มีความสัมพันธ์ในอัตราเสี่ยง

สัมพันธ์ของการเกิดมะเร็งตับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ [43]  
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7-Dehydrocholesterol reductase (DHCR7) 

วิตามินดี (Vitamin D) เป็นสารอาหารส าคัญที่ช่วยควบคุมสมดุลของแคลเซียม (Calcium 

homeostasis) และการสร้างกระดูกในร่างกาย อีกทั้งยังพบว่าวิตามินดีมีหน้าที่ในการลดความเสี่ยง

ของการเกิดโรคมะเร็ง (Cancer) โดยลดการเพ่ิมจ านวน (Anti-proliferative) ลดการตาย (Anti-

apoptotic) ลดการแบ่งตัว (Differentiating) ลดการสร้างหลอดเลือด (Anti-angiogenic) และลด

การรุกของเซลล์ไปยังเซลล์ข้างเคียง (Anti-invasive) [10, 44] นอกจากนี้วิตามินดียังมีบทบาทส าคัญ

ต่อระบบภูมิคุ้มกัน (immunomodulatory) ต้านการเกิดการอักเสบของเซลล์ (Anti-inflammatory) 

และลดการเกิดพังผืด (Anti-fibrotic) ซึ่งเป็นกระบวนการส าคัญในการลดความเสี่ยงของการเกิดโรค

ตับ [14] โดยกระบวนการสังเคราะห์วิตามินดีเพ่ือใช้งานในร่างกายสามารถเกิดได้ 3 ขั้นตอนหลักๆ 

(รูปที่ 11) คือ 

1. การสังเคราะห์วิตามินดีจะเกิดขึ้นหลักๆบริเวณผิวหนัง ผ่านการกระตุ้นด้วยแสงแดด (UVB) และ

มียีนที่เกี่ยวข้องคือ DHCR7 ซึ่งถอดรหัสได้ 7-dehydrocholesterol reductase เป็นเอนไซม์ 

rate-limiting step สามารถเปลี่ยน  7-dehydrocholesterol เป็น cholesterol ควบคุมการ

สังเคราะห์วิตามินดี  ซึ่งโดยปกติ7-dehydrocholesterol จะเปลี่ยนเป็น vitamin D3 

(Cholecalciferol) ด้วยการกระตุ้นด้วยความแสงแดด นอกจากนั้นแหล่งของวิตามินดีอ่ืนจะได้

จากอาหาร เช่น ปลาทูน่า แซลมอน และไข่ เป็นต้น ซึ่งจะมีทั้งวิตามิน D2 (Ergocalciferol) และ 

D3 และดูดซึมที่ล าไส้ 

2. จากนั้นวิตามินดีทั้งจากผิวหนังและอาหารจะถูกเก็บในเซลล์อะดิโพไซด์ (Adipocyte) ในตับใน

รูป 25-Hydroxylation โดยเอนไซม์ 25-Hydroxylases ซึ่งมี cytochrome P450 isoform 

(CYP2R1, CYP27A1) เป็นตัวกระตุ้นให้อยู่ในรูปที่ยังไม่พร้อมท างาน (inactive) 25-

hydroxyvitamin D (25(OH)D3) หรือ Clacidol ซึ่งรูปแบบนี้จะคงอยู่ในร่างกายได้ 2-3 สัปดาห์  

3. จากนั้นเมื่อร่างกายต้องการใช้งานวิตามินดี  25(OH)D3 จะจับกับ vitamin D binding protein 

(DBP) และถูกส่งไปยังบริเวณ proximal tubule ที่ไตเพ่ือเปลี่ยนรูปให้อยู่ในรูปที่พร้อมท างาน

โดยการท างานของเอนไซม์ 1-hydroxylases จาก CYP27A1 ให้กลายเป็น 1,25-

dihydroxyvitamin D3 หรือ 1,25(OH)2D3 ซึ่งรูปแบบนี้จะจับจ าเพาะกับ vitamin D 

receptor (VDR) มากและเข้าสู่เซลล์เพ่ือควบคุมการท างานของเซลล์ต่างๆ ซึ่งรูปแบบดังกล่าว

จะอยู่ในร่างกายได้ประมาณ 4 ชั่วโมง [11, 45-48] 
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รูปที่ 11 ขั้นตอนการสังเคราะห์และการท างานของวิตามินดี [14] 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ DHCR7 กับการเกิดพังผืดในตับ 

จากการศึกษา genome-wide association studies (GWAS) พบว่า ระดับของ 25(OH)D 

ในซีรั่มมีความสัมพันธ์กับยีนที่สังเคราะห์และขนส่งวิตามินดี  ได้แก่ยีน DHCR7 ที่ถอดรหัสให้ 7-

dehydrocholesterol reductase, CYP2R1 ที่ถอดรหัสให้ cytochrome P450 family 2 และ 

vitamin D receptor protein (GC) ทั้งสามยีนมีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของการเกิด

พังผืดในตับในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบแบบเรื้อรัง และเป็นยีนที่ส าคัญในการควบคุมกลไกการ

ท างานของวิตามินดีในร่างกาย [11, 49] จากการศึกษาหลายๆ งานวิจัย พบว่าวิตามินดีมีผลต่อการ

เกิดโรคตับ โดยกระตุ้นและควบคุมภูมิคุ้มกันก่อเอง (Innate immunity) ให้เพ่ิมจ านวนและต่อต้าน

สิ่งแปลกปลอมที่เข้าสู่ร่างกาย ในขั้นตอนดังกล่าวท าให้เซลล์เกิดความเสียหาย ในอีกทางหนึ่งก็จะ

กระตุ้นภูมิคุ้มกันรับมา (Adaptive immunity) เพ่ือควบคุมการแสดงออกของ Toll Like Receptor 

(TLRs) โดยลดการผลิต proinflammatory cytokines ดังนั้นการเสียสมดุลของการผลิตวิตามินดีจะ

ส่งผลต่อระบบภูมิคุ้มกันซึ่งสัมพันธ์กับกระบวนการอักเสบและการเกิดพังผืดในที่สุด [50] 
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  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม (single nucleotide polymorphism, SNPs) 

ของยีน DHCR7 (rs12785878, G>T) บริเวณ intron อยู่บนโครโมโซมที่ 11 ต าแหน่ง 71456403 มี

ความสัมพันธ์กับระดับของ 25(OH)D ที่ลดลง และความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับ โดยยีนนี้

สามารถถอดรหัสให้เอนไซม์ที่เป็น rate-limiting step ส าหรับการสังเคราะห์วิตามินดี หากเกิด 

variation หรือยีนไม่สามารถท างานได้ จะท าให้ปริมาณของ 25(OH)D ในซีรั่มลดลง และ 

1,25(OH)2D ลดลง ท าให้เสียสมดุลการควบคุมกระบวนการการอักเสบ การเพ่ิมจ านวน การเกิด

พังผืด และกลายเป็นตับแข็งและมะเร็งตับได้ในที่สุด (รูปที่ 12) [11, 51] ในปี 2013, Petta S. และ

คณะ ได้ศึกษา SNP ของยีน DHCR7 (rs12785878) พบว่า SNP นี้ที่เป็นจีโนไทป์แบบ GG มี

ความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับ และสัมพันธ์กับการปริมาณ 25(OH)D ใน

ซีรั่มที่ลดลงของผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังจีโนไทป์ 1 [13].  

 
รูปที่ 12 การท างานของ 1,25(OH)2D3 ในการควบคุมการท างานภายในเซลล์ [44] 

การควบคุมการท างานของกระบวนการต่างๆ ภายในเซลล์ โดย 1,25(OH)2D3 จับกับ 

vitamin D receptor (VDR) พบได้ในหลายเนื้อเยื่อ มีคุณสมบัติในการต้านการเพ่ิมจ านวน

ของเซลล์ ต้านการอักเสบ การตายของเซลล์และการเกิดใหม่ของเซลล์ได้ 
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 ในงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน 

PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 และยีน DHCR7  ต าแหน่ง 

rs12785878 กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในกลุ่มผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ

เรื้อรัง และผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี โดยใช้เทคนิค allelic 

discrimination assay โดยใช้ TaqMan probe real-time PCR ซึ่งความรู้ที่ได้จากงานวิจัยนี้อาจ

น าไปใช้เป็น biomarker เพ่ือวินิจฉัยความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับของกลุ่มผู้ป่วยในประเทศ

ไทย รวมทั้งอาจเป็นประโยชน์ในการรักษาโรคจากความผิดปกติของเซลล์ตับในกลุ่มประชากรไทยได้

เป็นอย่างด ี



บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย (Research design) 

รูปแบบการวิจัยเป็นการศึกษาแบบ case-control study ซึ่งได้รับการพิจารณาและผ่านการ

อนุมัติจริยธรรมจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย (Institutional Review Board, Faculty of Medicine, Chulalongkorn 

University) ในโครงการวิจัยหมายเลข (IRB No.) 412/57 และ 583/57 

ประชากรที่ศึกษา 

 กลุ่มประชากรเป้าหมาย (Target population) 

 กลุ่มประชากรที่ศึกษา (case) แบ่งได้ 2 กลุ่ม ได้แก่   

1. กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีเรื้อรัง คือ กลุ่มที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีนานกว่า 6 เดือน 

และไม่เป็นผู้ป่วยมะเร็งตับ ที่เข้ารับการรักษา ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย  

เกณฑ์ท่ีใช้ในการคัดเลือกเข้ามาศึกษา (Inclusion criteria) 

1. เป็นผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง ซึ่งตรวจพบ Anti-HCV เป็น positive  และ

ตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี  

2. เป็นผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยและตรวจประเมินการแข็งตัวของตับด้วยเครื่อง fibroscan  ที่

เข้ารับการรักษาและเฝ้าติดตามการรักษาท่ีโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 

3. ผู้ที่ลงลายมือชื่อในใบยินยอมเข้าร่วมการศึกษาวิจัย 

เกณฑ์ท่ีใช้ในการตัดออก (Exclusion criteria) 

1. ผู้ป่วยที่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสชนิดอ่ืน เช่น ไวรั สตับ

อักเสบบีหรือเอชไอวี 

2. ผู้ป่วยที่ไม่ยินยอมเข้าร่วมโครงการศึกษาวิจัย หรือไม่สามารถลงลายมือชื่อในใบยินยอมเข้า

ร่วมการศึกษาวิจัย 

3. ผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยยืนยันจากแพทย์ว่าเป็นมะเร็งชนิดอื่นร่วมด้วย 
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1.1 กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีและสามารถหายได้เอง คือ กลุ่มผู้ป่วยที่มีประวัติรักษาการ

ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี และหายได้เองโดยไม่ได้รับการรักษา ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

สภากาชาดไทย 

เกณฑ์ท่ีใช้ในการคัดเลือกเข้ามาศึกษา (Inclusion criteria) 

1. ผู้ป่วยที่มีประวัติรักษาการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี และหายได้เองโดยไม่ได้รับการรักษาซึ่ง

ตรวจพบ Anti-HCV เป็น positive  แต่ไม่พบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี  

2. ผู้ที่ลงลายมือชื่อในใบยินยอมเข้าร่วมการศึกษาวิจัย 

2. กลุ่มผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี ที่เข้ารับการตรวจรักษาที่

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ และศูนย์วิจัยโรคเอดส์ สภากาชาดไทย 

เกณฑ์ที่ใช้ในการคัดเลือกเข้ามาศึกษา (Inclusion criteria) 

1. เป็นผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสเอชไอวี ร่วมกับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี ซึ่งตรวจพบ Anti-HCV 

เป็น positive และให้ผล Anti-HIV เป็น positive และตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส

เอชไอวีและไวรัสตับอักเสบซี   

2. เป็นผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยและตรวจประเมินการแข็งตัวของตับด้วยเครื่อง fibroscan  ที่

เข้ารับการรักษาและเฝ้าติดตามการรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ และศูนย์วิจัยโรคเอดส์ 

สภากาชาดไทย 

3. ผู้ที่ลงลายมือชื่อในใบยินยอมเข้าร่วมการศึกษาวิจัย 

     เกณฑ์ท่ีใช้ในการตัดออก (Exclusion criteria) 

1. ผู้ป่วยที่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสเอชไอวีเพียงอย่างเดียว หรือผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

2. ผู้ป่วยที่ไม่ยินยอมเข้าร่วมโครงการศึกษาวิจัย หรือไม่สามารถลงลายมือชื่อในใบยินยอมเข้า

ร่วมการศึกษาวิจัย 

3. ผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยยืนยันจากแพทย์ว่าเป็นมะเร็งชนิดอื่นร่วมด้วย 
 

 กลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี (healthy control) คือ กลุ่มประชากรสุขภาพดีที่ไม่ติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบซีและเชื้อไวรัสเอชไอวี ซึ่งจะได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่างจาก

ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 
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ขนาดของประชากรตัวอย่าง (Sample size) 

 เนื่องจากการศึกษาในครั้งนี้เป็นการศึกษาแบบ case-control study โดยกลุ่มประชากรที่

ศึกษาแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มและเป็นอิสระต่อกัน ต้องค านวณจ านวนกลุ่มประชากรที่ศึกษาที่ติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง กลุ่มผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี และ

กลุ่มควบคุมท่ีมีสุขภาพดี โดยใช้สูตรดังนี้ 

  
   √  (   )    √  (    )    (    ) 

 

(     ) 
 

 N  หมายถึง ประชากรที่ศึกษาในแต่ละกลุ่ม 

 P2 หมายถึง โอกาสที่กลุ่มควบคุมจะมีปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดพังผืดในตับเท่ากับ 0.4 [52] 

 OR หมายถึง odd ratio เท่ากับ 2.05 [20, 53] 

 P1 หมายถึง อัตราที่คาดว่าประชากรกลุ่ม case จะมีปัจจัยที่ผู้วิจัยสนใจ  

โดย P1มีค่าเท่ากับ 
     

    (    )
 = 0.577 

 P  มีค่าเท่ากับ 
(     )

 
 = 0.4885 

    ค่าสถิติมาตรฐานใต้โค้งปกติแทนความคลาดเคลื่อนชนิดที่ 1 แบบ two-tail test โดย 

  
 ⁄

      เมื่อก าหนด 𝛼= 0.05 

    ค่าสถิติมาตรฐานใต้โค้งปกติแทนความคลาดเคลื่อนชนิดที่ 2 โดย         

แทนค่าในสมการข้างต้น 

จะได้ว่า     
[    √(        )(        )     √     (       )    (     )]

 

(         ) 
 

   

     

  

 ดังนั้นกลุ่มตัวอย่างที่ต้องการศึกษาในแต่ละกลุ่ม ต้องมีจ านวนอย่างน้อย 166 ราย เพ่ือความ

ถูกต้องและความน่าเชื่อถือของข้อมูล เนื่องจากมีเป้าหมายท่ีจะตีพิมพ์ผลงานวิจัยนี้ลงในวารสารระดับ

นานาชาติ จึงต้องเก็บตัวอย่างให้มากที่สุดเท่าที่จะสามารถเก็บได้ โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

 



 26 

1. ตัวอย่างเลือดที่เหลือของกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง จากโครงการวิจัย

หลายเลข 547/55 จ านวน 200 ราย  

2. ตัวอย่างเลือดที่เหลือของกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอช

ไอวี จากโครงการวิจัยหมายเลข 547/55 จ านวน 200 ราย 

3. กลุ่มควบคุมท่ีมีสุขภาพดี จากศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย จ านวน 200 ราย  

โดยส่วนหนึ่งของตัวอย่างเลือดกลุ่มประชากรเป้าหมายและกลุ่มควบคุม จะใช้เลือดและผล

การตรวจวัดพังผืดในตับด้วยเครื่อง fibroscan ของกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี และผู้ป่วยที่

ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี ที่เหลือไว้เพ่ือการวิจัยในอนาคตของ  โครงการวิจัย

การศึกษาเปรียบเทียบทางระบาดวิทยาระดับโมเลกุลและความรุนแรงของโรคตับอักเสบระหว่างการ

ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีอย่างเดียวและการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับเอชไอวีในประเทศไทย ( IRB 

547/55) เท่านั้น 

การเก็บสิ่งตัวอย่าง (Collecting sample) 

 โครงการวิจัยนี้ใช้ตัวอย่างเลือดที่เหลือของผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี และผู้ป่วยที่ติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวีที่ยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัยเลขที่ 547/55 ที่ได้มาจากการ

เจาะเลือดจากหลอดเลือดด าชั้นผิวบริเวณรอยพับข้อศอก (cubital fossa) ด้วยการใช้เข็มปลอดเชื้อ

และเทคนิคปลอดเชื้อ (aseptic technique) ซึ่งกระท าโดยแพทย์หรือพยาบาลผู้ช านาญการ เจาะ

เก็บเลือดใส่ในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็งตัวชนิด EDTA (EDTA blood) ปริมาตร 5 ml และใส่ใน

หลอดที่ไม่มีสารกันเลือดแข็งตัว (Blood clot) ปริมาตร 5 ml จากนั้นปั่นแยกซีรั่มน ามาตรวจวิทยา

ภูมิคุ้มกัน เพ่ือหา Anti-HCV และ Anti-HIV หลังจากนั้น เก็บรักษาซีรั่มและพลาสมาที่ปั่นแยกแล้วที่

อุณหภูมิ -80oC  
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วัสดุอุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

1. วัสดุที่ใช้ในงานวิจัย 

1.1. Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml (ExtraGene, USA) 

1.2. Parafilm (Plastic Packaging, USA) 

1.3. PCR tube (BIOLINE, UK) 

1.4. Real-time PCR tube (Kisker Biotech, Netherlands) 

1.5. Pipette tip ขนาด 10 µl, 200 µl และ 1,000 µl (ExtraGene, USA) 

1.6. Polypropylene conical tube ขนาด 15 ml (GenFollower, China) 

1.7. Polypropylene conical tube ขนาด 50 ml (ExtraGene, USA) 

2. อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

2.1. Autoclave (Hirayama, Japan) 

2.2. Automatic adjustable micropipette ขนาด P2 (0.1-2 µl), P10 (0.5-10 µl), 

P20 (2-20 µl), P200 (20-200 µl) และ P1000 (100-1000 µl) (Eppendorf, 

Germany) 

2.3. Balance (Precisa, UK) 

2.4. Centrifuge Universal 320r (Hettich Centrifuge, UK) 

2.5. Cylinder ขนาด 250 ml และ 1,000 ml (K-EXAX, USA) 

2.6. Electrophoresis chamber set (Major Science, USA) 

2.7. Environmental Shaker-Incubator ES-20 (Biosan, USA) 

2.8. Force mini (Lio Lab international, Korea) 

2.9. Freezer -20 ºC (Sanyo, Japan) 

2.10. Freezer -80 ºC (Panasonic, Japan) 

2.11. Gel Doc 1000 (Vilber Lourmat, Hong Kong) 

2.12. Heater block (Bioer Technology, China) 

2.13. Microwave oven (Sharp, Japan) 

2.14. Mini Centrifuge (Eppendorf, Germany) 
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2.15. Nanodrop spectrophotometer (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific, USA) 

2.16. PCR cabinet 

2.17. PCR Mastercycler Gradient (Eppendorf, Germany) 

2.18. Pipette rack (ExtraGene, USA) 

2.19. Power supply model 250 (Major Science, USA) 

2.20. Reagent bottle ขนาด 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Schott 

Duran, Germany) 

2.21. Refrigerator 4 ºC (Panasonic, Japan) 

2.22. StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) 

2.23. Stirring-magnetic bar 

2.24. UV transilluminator (Vilber Lourmat, Hong Kong) 

2.25. Vacuum (Schott Duran, Germany) 

2.26. Vortex mixer (Scientific Industries, USA) 

3. สารเคมีที่ใช้สกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

3.1. Absolute ethanol (Merck, Germany; Cat No. 1009832500) 

3.2. Chloroform (RCI Labscan, Thailand; Cat No. EP1027E) 

3.3. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Bio Basic Canada, Canada, Cat 

No. EB0185) 

3.4. Glycogen (USB, Hong Kong; Cat No. G8170-41B1) 

3.5. Isoamyl alcohol (Carlo Erba Reagenti, Italy; Cat No. 413832) 

3.6. Nuclease-free water 

3.7. Phenol (AMRESCO, USA; Cat No. 0945400ML) 

3.8. Proteinase K (Life Technologies, USA; Cat No. 25530-015) 

3.9. Sodium acetate (NaOAc) (Merck, Germany; Cat No. 567418) 

3.10. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (AMRESCO, USA; Cat No. 0227) 

3.11. Tris-HCl (Sigma, Singapore; Cat No. T5941) 
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4. สารเคมีที่ใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย PCR 

4.1. 10X DreamTaq buffer (Thermo Scientific, USA; Cat No. B65) 

4.2. dNTPs ได้แก่ dATP, dTTP, dCTP และ dGTP (Thermo Scientific, USA; Cat 

No. R0181) 

4.3. Distill water (DW) 

4.4. DreamTaq polymerase (Thermo Scientific, USA; Cat No. EP0703) 

4.5. Specific primers (Integrated DNA Technologies, Singapore) 

5. สารเคมีที่ใช้ในการท า agarose gel electrophoresis 

5.1. 100 bp DNA ladder H3 RTU (Ready-to-Use) (GeneDireX, Taiwan; Cat No. 

DM003-R500) 

5.2. Agarose (Invitrogen, USA; Cat No. 75510-019) 

5.3. Boric acid (Bio Basic Canada, Canada, Cat No.BB0044) 

5.4. Ethidium bromide (AMRESCO, USA; Cat No. 0.492) 

5.5. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Sigma, Singapore, Cat No. 

E9884) 

5.6. Tris Base (Bio Basic Canada, Canada, Cat No.TB0196) 

6. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล (Gel extraction) 

6.1. Nuclease-free water  

6.2. RBC HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit (RBC Bioscience, 

Taiwan; Cat No. YDF300) 

7. สารเคมีที่ใช้ในการเชื่อมผลิตภัณฑ์จากการท า PCR เข้าสู่ TA cloning vector 

7.1. 10X Ligation buffer (Thermo Scientific, USA; Cat No. K0771) 

7.2. RBC TA cloning vector kit (RBC Bioscience, Taiwan; Cat No. RC013) 

7.3. T4 DNA ligase (Thermo Scientific, USA; Cat No. #EL0011) 
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8. สารเคมีที่ใช้ในการเพิ่มจ านวนพลาสมิดโดยอาศัยเทคนิค transformation 

8.1. Agar (Becton, Dickinson and Company (BD), USA; Cat No. RC013) 

8.2. Ampicillin (M&H Manufacturing, Thailand; Reg No. 1A 26/36) 

8.3. Distill water (DW) 

8.4. Glucose (Ajax Finechem, New Zealand; Cat No. 783) 

8.5. Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (AMRESCO, USA; Cat No. 

0487) 

8.6. Potassium chloride (KCl) (VWR international, USA; Cat No. 71003-522) 

8.7. Sodium chloride (NaCl) (Merck, Germany; Cat No. 567440) 

8.8. Tryptone (Becton, Dickinson and Company (BD), USA; Cat No. 223000) 

8.9. X-gal (AMRESCO, USA; Cat No. 0428) 

8.10. Yeast extract (Becton, Dickinson and Company (BD), USA; Cat No. 

210934) 

9. สารเคมีที่ใช้สาหรับสกัดพลาสมิด (Plasmid extraction) 

9.1. Nuclease-free water 

9.2. RBC Real Genomics HiYieldTM Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience, Taiwan; 

Cat No. YPD300) 

10. สารเคมีที่ใช้ตรวจหาความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยวิธี TaqMan probe real-

time PCR 

10.1. 5 PRIME MasterMix (Fisher Scientific,USA; Cat No. 2200110) 

10.2. Distill wayer (DW) 

10.3. TaqMan SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, USA) 

- PNPLA3 rs738409 (Assay ID: C_7241_10) 

- COX-2 rs689465 (Assay ID: C_2517146_10) 

- DHCR7 rs12785878 (Assay ID: C_32063037_10) 
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11. โปรแกรมสาหรับวิเคราะห์ข้อมูลทาง bioinformatics 

11.1. BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.0.9) 

11.2. Oligos. Microsoft Visual Studia (version 6.0 SP5, 2001) 

12. โปรแกรมสาหรับวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

12.1. GraphPad Software 

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1/?Format=SD) 

12.2. Hardy-Weinberg Equilibrium (http://ihg.gsf.de/ihg/snps.html) 

12.3. MedCalc Statistical Software Version 12.7.7 

(http://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php) 

12.4. IBM SPSS Statistics Version 22 

วิธีด าเนินการวิจัย 

 งานวิจัยนี้ใช้เทคนิค allelic discrimination assay โดยใช้ TaqMan probe real-time 

PCR หาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ยีน COX-2 ต าแหน่ง 

rs689465 และยีน DHCR7  ต าแหน่ง rs12785878 

1. การสกัด DNA (DNA Extraction)  

 การสกัด DNA ใช้เทคนิค phenol-chloroform-isoamyl alcohol extraction มีขั้นตอน

ดังนี้ 

1.1 น าสารที่ต้องการสกัด DNA (cell line/PBMC) ปริมาตร 100 µl เติม lysis buffer ปริมาตร 

400 µl (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 M EDTA pH 8.0 และ 0.5% SDS) จากนั้นเติม 

proteinase K (20 mg/ml) ปริมาตร 10 µl ผสมให้เข้ากันในหลอด microcentrifuge 

tube 1.5 ml แล้วบ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

1.2 เติมสารละลาย phenol ปริมาตร 250 µl (ดูดสารละลายชั้นล่าง) และ chloroform 

:isoamyl alcohol (49:1) ปริมาตร 250 µl ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex จากนั้นน ามา

ปัน่เหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 30 นาที  
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* ระหว่างนี้เตรียม microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml อันใหม่ เติม glycogen ปริมาตร 

4 µl absolute ethanol (ที่แช่เย็น) ปริมาตร 800 µl และ 2 M NaOAc ปริมาตร 40 µl 

ผสมให้เข้ากัน 

1.3 ดูดสารละลายชั้นบนที่ได้หลังจากปั่นเหวี่ยงใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 

อันใหม่ แล้วผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex 

1.4 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ -70oC เป็นเวลา 30 นาท ี

1.5 น ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 30 นาที แล้วดูด

สารละลายส่วนใสทิ้ง จากนั้นน าส่วนตะกอนที่เหลือมาล้างด้วย 70% ethanol ปริมาตร 1 

ml จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 5 นาท ี

1.6 ดูดสารละลายส่วนใสทิ้งให้เหลือเพียงตะกอนสีขาวก้น microcentrifuge tube เท่านั้น 

จากนั้นน าไประเหยให้แห้งด้วย vacuum โดยใช้เวลาประมาณ 15 นาท ี

1.7 น าตะกอนที่ได้มาละลายด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ (sterile distilled water) ปริมาตร 30 µl 

จากนั้นเก็บสารละลาย DNA ที่สกัดได้ที่อุณหภูมิ -20oC 

1.8 น าสารละลาย DNA ที่ได้ไปวัดความเข้มข้นด้วยเครื่อง nanodrop spectrophotometer 

และบันทึกผลความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัดได้ 

2. การท าตัวแปรควบคุมเชิงบวก (Positive control)  

2.1 ยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 และยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465  

 เพ่ิมจ านวน DNA ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 และยีน COX-2 ต าแหน่ง 

rs689465 ด้วยการท า polymerase chain reaction (PCR) จาก DNA extraction ที่ได้จากเซลล์ 

A549 HeLa และ HepG2 โดยใช้สารเคมี สภาวะในการท า PCR และ primer ดังตารางที่ 2-5 

ตามล าดับ 
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ตารางที่ 2 สารที่ใช้ในการท า PCR ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 และยีน COX-2 ต าแหน่ง 
rs689465 

สารที่ใช ้ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

น้ ากลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้ว 19.88 - 
10X DreamTaq buffer  2.50 1X 
10 mM dNTPs mixture 0.50 0.5 mM 
10 µM Forward primer 0.50 0.5 µM 
10 µM Reverse primer 0.50 0.5 µM 
DreamTaq DNA polymerase (5 units/µl) 0.12 0.6 Units 
DNA template 1 - 

Total volume 25  

ตารางท่ี 3 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า PCR ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (oC) เวลา หมายเหตุ 

Initial denaturation 95 5 นาที  
Denaturation 95 30 วินาที 
Annealing 58 30 วินาที 
Extension 72 30 วินาที 
Final extension 72 5 นาที 

ตารางท่ี 4 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า PCR ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (oC) เวลา หมายเหตุ 

Initial denaturation 95 5 นาที  
Denaturation 95 30 วินาที 
Annealing 60 30 วินาที 
Extension 72 30 วินาที 
Final extension 72 5 นาที 

 

 

40 รอบ 

35 รอบ 
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ตารางท่ี 5 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า PCR ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 
และยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

ชื่อไพรเมอร์ ชนิด ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5´3´) 
ขนาด 

ผลิตภัณฑ์ (bp) 
อ้างอิง 

Pnpla3_18677_F Forward TACCACGCCTCTGAAGGAAG 157  [26] 
Pnpla3_18833_R Reverse CCCTGCTCACTTGGAGAAAG  
COX-2_391_F Forward TGCTGTCATTTTCCTGTAATGC 462  [54] 
COX-2_852_R Reverse TTTCTCTCCCTGATGCGTGG  
M13_F 
M13_R 

Forward 
Reverse 

GTTTTCCCAGTCACGAC 
TCACACAGGAAACAGCTATGAC 

171  (RBC) 

หลังจากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR มาตรวจสอบด้วย 2% agarose gel 

electrophoresis  เป็นเวลา 40 นาที  จากนั้นย้อมเจลที่ได้ด้วยสารละลาย Ethidium bromide 

เป็นเวลา 10 นาที และตัดเจลบริเวณท่ีปรากฏแถบ DNA ตามขนาดที่ต้องการเพื่อสกัดเจลต่อไป 

2.2 ยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878  

 การท า Positive control ส าหรับยีน DHCR7 ใช้การสุ่มของการจับกันระหว่าง DNA 

Extraction (Cell line; HeLa HepG2 และ A549) กับ TaqMan probe real-time PCR (อาศัย

เทคนิค allelic discrimination assay โดยเมื่อ probe และ primer จับกับ template เพ่ิมจ านวน 

DNA จะได้ขนาดผลิตภัณฑ์ประมาณ 100 bp) โดยใช้สารเคมี และสภาวะในการท า real-time PCR 

ดังตารางที่ 6-7 ตามล าดับ 

ตารางท่ี 6 สารที่ใช้ท า allelic discrimination assay ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 

สารที่ใช ้ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

น้ ากลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้ว 4.75 - 
2.5X 5 PRIME mastermix 4 1X 
40X SNP assay (primer+probe mixture) 0.25 1X 
DNA template 1 - 

Total volume 10.0  
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ตารางท่ี 7 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า allelic discrimination assay ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง 
rs12785878 

ขั้นตอน อุณหภูมิ(oC) เวลา หมายเหตุ 

Holding stage 95 10 นาที  
Denaturation 95 15 วินาที 

Annealing/Extension 60 1 นาที 

หลังจากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า real-time PCR มาตรวจสอบด้วย 2% agarose 

gel electrophoresis  เป็นเวลา 40 นาที จากนั้นย้อมเจลที่ได้ด้วยสารละลาย Ethidium bromide 

เป็นเวลา 10 นาที และตัดเจลบริเวณท่ีปรากฏแถบ DNA ตามขนาดที่ต้องการเพื่อสกัดเจลต่อไป 

3. การสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล (Gel extraction) 

 ใช้ชุดสกัดเจล RBC HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit 

3.1 ตัดเจลบริเวณที่ปรากฏแถบ DNA ตามขนาดที่ต้องการใส่ลงใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 ml 

3.2 เติม DF buffer ปริมาตร 500 µl (300 mg gel ต่อปริมาตร DF buffer 500 µl) ลงใน 

tube ที่มีเจลอยู่ ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex  

3.3 บ่มที่อุณหภูมิ 55๐C เป็นเวลา 15 นาที หรือจนกระทั่งเจลละลายหมดโดยระหว่างบ่มนั้น 

ควรกลับ microcentrifuge tube ทุก ๆ 2-3 นาท ี

3.4 น าสารละลายที่ได้ใส่ลงใน DF column ที่ใส่อยู่ใน collection tube 

3.5 หลังจากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที และทิ้ง

ของเหลวใน collection tube จากนั้นใส่ DF column กลับไปใน collection tube 

อีกครั้ง  

3.6 เติม Wash buffer ปริมาตร 600 µl ลงใน DF column  

3.7 น ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที ทิ้งของเหลวใน 

collection tube และใส่ DF column กลับไปใน collection tube อีกครั้ง  

3.8 น ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือท าให้ DF column 

แห้งสนิท 

40 รอบ 
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3.9 น า DF column ใส่ลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube อันใหม่ 

3.10 เติม Elution buffer ปริมาตร 30 µl ลงใน DF column และบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 2 นาที หลังจากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที 

3.11 เก็บท่ีอุณหภูมิ -20๐C 

4. การเชื่อมผลิตภัณฑ์จากการท า PCR เข้าสู่ TA cloning vector (Ligation) 

ใช้ชุด RBC TA cloning vector kit โดยใช้สารเคมีดังตารางที่ 8 

ตารางท่ี 8 สารที่ใช้ในการเชื่อมผลิตภัณฑ์จากการท า PCR เข้าสู่ TA cloning vector 

สารที่ใช ้ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

10X Ligation buffer  1 1X 
TA cloning vector (RBC) (25 ng/µl) 2 5 ng/µl 
T4 DNA ligase (5 units/µl) 1 5 Units 
Purified PCR product 6 - 

Total volume 10  

จากนั้นบ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4๐C ข้ามคืน 

5. การเพิ่มจ านวนพลาสมิดโดยอาศัยเทคนิค transformation (Heat shock) 

5.1 ผสม competent cells (E. coli) ปริมาตร 50 µl และสารละลาย ligation ปริมาตร 

10 µl ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 

5.2 แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที 

5.3 บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 42๐C เป็นเวลา 90 วินาที 

5.4 แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 2 นาทีทันท ี

5.5 เติม SOC medium ที่มี 2M Mg2+และ 2M Glucose ปริมาตร 950 µl (ผสม 2M Mg2+ 

10 µl และ 2M Glucose 10 µl ลงใน SOC medium 1 ml) 

5.6 หลังจากนั้นน ามาเขย่าที่อุณหภูมิ 37๐C ด้วยความเร็ว 200 rpm เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 30 

นาที 

5.7 น ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้งให้เหลือ

ปริมาตรประมาณ 50 µl 
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5.8 ดูดตะกอนและสารละลายที่เหลือมา Spread ลงใน LB agar plate ที่มี Ampicillin 

(ก่อนหน้านั้นต้อง spread สารละลายผสมของ IPTG 5 µl และ X-gal 15 µl ก่อน) 

5.9 บ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 

5.10 น าโคโลนี E. coli ที่มีสีขาวน ามาเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB broth ปริมาตร 2 ml 
ที่ม ีAmpicillin ปริมาตร 2 µl จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 

6. การสกัดพลาสมิด (Plasmid Extraction) 

ชุดสกัดพลาสมิดที่ใช้คือ RBC Real Genomics HiYieldTM Plasmid Mini Kit 

6.1 น าโคโลนี E. coli ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB broth ปริมาตร 2 ml ที่มี Ampicillin 

ปริมาตร 2 µl บ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมงมาถ่ายลงใน 

microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 

6.2 น ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งสารละลายส่วนใสออก 

6.3 เติม PD1 buffer ปริมาตร 200 µl และน ามาเขย่าด้วยเครื่อง vortex 

6.4 เติม PD2 buffer ปริมาตร 200 µl และกลับ microcentrifuge tube ไปมา 10 ครั้ง 

6.5 เติม PD3 buffer ปริมาตร 300 µl และกลับ microcentrifuge tube ไปมา 10 ครั้ง 

6.6 จากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาท ี

6.7 เตรียม PD column ลงใน Collection tube ขนาด 2 ml จากนั้นดูดส่วนใสจากการปั่น

เหวี่ยง ลงใน PD column  

6.8 ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที แล้วทิ้งสารละลายที่อยู่ใน 

Collection tube แล้วใส่ PD column ใน Collection tube อีกครั้ง 

6.9 เติม W1 buffer ปริมาตร 400 µl ลงใน PD column 

6.10 ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที แล้วทิ้งสารละลายที่อยู่ใน 

Collection tube แล้วใส่ PD column ใน Collection tube อีกครั้ง 

6.11 เติม Wash buffer ปริมาตร 600 µl ลงใน PD column 

6.12 ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที ทิ้งสารละลายที่อยู่ใน 

Collection tube แล้วใส่ PD column ใน Collection tube อีกครั้ง 

6.13 ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือท าให้ PD column แห้ง 

6.14 จากนั้นใส่ PD column ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 
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6.15 เติม Elution buffer ปริมาตร 30 µl บริเวณก่ึงกลาง column 

6.16 ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที และเก็บพลาสมิดที่อุณหภูมิ   

-20๐C 

7. การท า PCR พลาสมิดท่ีสกัดได้ (Colony PCR) 

  เพ่ือตรวจสอบการเชื่อมของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR ใน TA vector โดยการเพ่ิม

จ านวนบริเวณของยีนที่สนใจโดยใช้ primer ที่สามารถจับได้บน TA vector (M13) ตามตารางที่ 5 

ใช้สารเคมี และสภาวะในการท า colony PCR ดังตารางที่ 9-10 

ตารางท่ี 9 สารที่ใช้ในการท า colony PCR 

สารที่ใช ้ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

น้ ากลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้ว 9.94 - 
10X DreamTaq buffer  1.25 1X 
10 mM dNTPs mixture 0.25 0.5 mM 
10 µM M13 Forward primer 0.25 0.5 µM 
10 µM M13 Reverse primer 0.25 0.5 µM 
DreamTaq DNA polymerase (5 units/µl) 0.06 0.3 Units 
LB Broth 1 - 

Total volume 12.5  

ตารางท่ี 10 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า colony PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (oC) เวลา หมายเหตุ 

Initial denaturation 95 5 นาที  
Denaturation 95 30 วินาที 
Annealing 55 30 วินาที 
Extension 72 30 วินาที 
Final extension 72 5 นาที 

 หลังจากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR มาตรวจสอบด้วย 2% agarose gel 

electrophoresis เป็นเวลา 40 นาที จากนั้นย้อมเจลที่ได้ด้วยสารละลาย Ethidium bromide เป็น

เวลา 10 นาท ี

40 รอบ 
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8. การวิเคราะห์ nucleotide sequencing 

 วิเคราะห์ผลการท า Positive control โดยแบ่งพลาสมิดที่สกัดได้ 15 µl ใช้ primer ในการ

ตรวจสอบคือ M13F pUC-40 แล้วส่ง Sequencing (1st Base, Singapore) น าผลที่ได้มา blast ใน 

NCBI หรือ alignment กับ reference sequence ด้วยโปรแกรม BioEdit 

9. การเจือจางความเข้มข้นของพลาสมิด 

  เจือจางความเข้มข้นของ Positive control ให้มีความเข้มข้นเป็น 106 ng/µl โดยเลือก 

พลาสมิดที่มี allele ต่างกัน จะได้ความเข้มข้นของ N ในหน่วย copies/µl 

ใช้สูตร    
 

    
 

 

          

เมื่อ  m = มวล (g) 

 N = จ านวน copies ของพลาสมิด (copies/µl) 

M.W. = (ความยาวของ vector (2723 bp)) + ผลิตภัณฑ์ของยีนที่ท า PCR) x 

M.W. เฉลี่ยของเบส (660) 

จากนั้นเจือจางความเข้มข้นที่ได้ให้เป็น 1x1010 copies/µl ปริมาตร 10 µl 

ใช้สูตร              

  โดย  C1 คือ ความเข้มข้นของพลาสมิดที่ยังไม่ได้เจือจาง 

V1 คือ ปริมาตรของของพลาสมิดที่ยังไม่ได้เจือจาง 

C2 คือ ความเข้มข้นของพลาสมิดภายหลังจากการเจือจาง 

    V2 คือ ปริมาตรของของพลาสมิดภายหลังจากการเจือจาง 

จะได้      (  )   
       

 
 

เติม D.W. ให้มีปริมาตรเป็น 10 µl แล้วเจือจางให้ความเข้มข้นเป็น 108 และ 106 ตามล าดับ  

- เจือจางพลาสมิดความเข้มข้น 1010 เป็น 108 โดยดูดสารพลาสมิดความเข้มข้น 1010 

จ านวน 1 µl แล้วใส่ D.W. จ านวน 99 µl จะได้พลาสมิดที่มีความเข้มข้น 108 copies/µl 

- เจือจางพลาสมิดความเข้มข้น 108 เป็น 106 โดยดูดสารพลาสมิดความเข้มข้น 108 จ านวน 

1 µl แล้วใส่ D.W. จ านวน 99 µl จะได้พลาสมิดที่มีความเข้มข้น 106 copies/µl 

*หมายเหตุ การท า Positive ของ Genotype ที่เป็น heterozygous น าพลาสมิดของทั้ง 2 

allele ที่ความเข้มข้น 106 copies/µl มาผสมกันอย่างละ 33 µl 
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10. การหา genotype ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

และยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 ด้วยวิธี allelic discrimination assay โดยใช้ 

TaqMan Probe Real-time PCR  

 ใช้ DNA extraction จาก peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) ของกลุ่ม

ประชากรที่ศึกษา และใช้ probe จากบริษัท Applied biosystems โดยการตรวจวัดปริมาณแสง

ฟลูออเรสเซนต์ที่จ าเพาะในแต่ละ allele ของ SNPs ซึ่งในการทดลองนี้ตรวจวัดสัญญาณ VIC และ 

FAM fluoreacent แสดงในรูป allelic discrimination plot แยกตามแต่ละจีโนไทป์ ใช้สารเคมีและ

สภาวะตามตารางท่ี 11-13 

ตารางท่ี 11 สารที่ใช้ในการท า Allelic discrimination assay ส าหรับยีน PNPLA3 ต าแหน่ง 
rs738409 ยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 และยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 

สารที่ใช ้ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

น้ ากลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้ว 4.75 - 
2.5X 5 PRIME mastermix 4 1X 
40X SNP assay (primer+probe mixture) 0.25 1X 
DNA template 1 - 

Total volume 10.0  

ตารางท่ี 12 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า Allelic discrimination assay ส าหรับยีน PNPLA3 
ต าแหน่ง rs738409 และยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

ขั้นตอน อุณหภูมิ(oC) เวลา หมายเหตุ 

Holding stage 95 10 นาที  
Denaturation 92 15 วินาที 

Annealing/Extension 60 1 นาที 

ตารางท่ี 13 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า Allelic discrimination assay ส าหรับยีน DHCR7 
ต าแหน่ง rs12785878 

ขั้นตอน อุณหภูมิ(oC) เวลา หมายเหตุ 

Holding stage 95 10 นาที  
Denaturation 95 15 วินาที 

Annealing/Extension 60 1 นาที 

40 รอบ 

40 รอบ 
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11. การเก็บตัวอย่างเลือดผู้ป่วย 

 งานวิจัยนี้ใช้ตัวอย่างเลือดที่เหลือจากโครงการวิจัยหมายเลข 547/55 ที่ได้จากการเจาะเลือด

ปริมาตร 5 ml บรรจุลงในหลอดที่มีสารกันการแข็งตัวของเลือดชนิด EDTA จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยง

เพ่ือแยกพลาสมา โดยใช้ Lymphocyte separation media (Wisent Inc., Quebec, Canada) 

แยกออกมาเป็น peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) แล้วละลายในสารละลาย PBS 

จากนั้นท าการสกัด DNA จาก PBMCs ของกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง กลุ่มผู้ป่วย

ติดเชื้อเอชไอวีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี และกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี โดยใช้เทคนิค 

phenol-chloroform-isoamyl alcohol extraction ต่อไป 

12. การรวบรวมข้อมูล (Data collection) 

 เก็บรวบรวมข้อมูลที่ได้จากการทดลองโดยการจดลงสมุดบันทึกผลการทดลอง และบันทึก

ข้อมูลลงในคอมพิวเตอร์ เพ่ือน ามาวิเคราะห์ต่อไป 

13. การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

1. ใช้โปรแกรม Graphpad Software ค านวณ Student’s t test เพ่ือดูความแตกต่างของ

ลักษณะทางคลินิกระหว่าง case และ control  

2. เปรียบเทียบการกระจายตัวของความถี่จีโนไทป์ของแต่ละ SNPs ในกลุ่มในกลุ่มประชากรที่

ศึกษา (Observed amount) เปรียบเทียบกับค่าคาดหวัง (Expected amount) โดยใช้ 

Hardy-Weinberg Equilibrium จากเว็บไซต ์http://ihg.gsf.de/ihg/snps.html 

3. ใช้โปรแกรม MedCalc Software version 13.2 หาความสัมพันธ์ (correlation) ของ 

SNPs บนยีน Odd Ratio (OR) ในกลุ่มผู้ป่วยที่ศึกษาเทียบกับกลุ่มควบคุมสุขภาพดี โดยใช้

สถิติ chi-square ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P-value < 0.05)  

4. ใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics Version 22 หาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมของยีนกับความรุนแรงของพังผืดในตับที่ได้ค่าจากการตรวจด้วยเครื่อง 

fibroscan ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง และผู้ป่วยติดเชื้อเอชไอวี

ร่วมกับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี โดยใช้สถิติ chi-square ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P< 

0.05)  



 

 

บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

1. การสร้างตัวแปรควบคุมเชิงบวก (Positive control) ของยีน PNPLA3 (rs738409)   

1.1 ผลการท า PCR โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากเซลล์ HeLa 

ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 เมื่อตรวจสอบ

ด้วย 2% agarose gel โดยวิธี electrophoresis เป็นเวลา 40 นาที ปรากฏแถบ DNA ขนาด 157 

bp ดังรูปที่ 13 

 

 

 

 

 

 

\ 

รูปที่ 13 ผลการท า PCR ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 จากเซลล์ HeLa   

หมายเหตุ 

 แถว M คือ  100 bp DNA Ladder 

 แถว 1 และ 2 คือ ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR โดยใช้ DNA ของ HeLa เป็น template 

 แถว 3 คือ Negative control ของการท า PCR 

 จากนั้นจึงตัดแถบเจลในบริเวณดังกล่าว สกัด DNA ออกจากเจล เชื่อมผลิตภัณฑ์เข้าสู่ TA 

vector และ transformation ใน E.coli จากนั้นท า colony PCR เพ่ือตรวจสอบการเชื่อมต่อของยีน

ที่สนใจใน TA vector  

              M       1        2        3         

500 bp 

100 bp 
157 bp 
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1.2 ผลการท า colony PCR โดยใช้ primer คือ M13F และ M13R 

ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า colony PCR ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 เมื่อ

ตรวจสอบด้วย 2% agarose gel โดย electrophoresis เป็นเวลา 40 นาที ปรากฏแถบ DNA ขนาด 

328 bp ดังรูปที่ 14 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 14 ผลการท า colony PCR ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 

หมายเหตุ 

 แถว M คือ   100 bp DNA Ladder 

 แถว 1 และ 2 คือ ผลิตภัณฑ์จากการท า colony PCR ของยีนที่มาจาก HeLa cell 

 แถว 3 คือ  Negative control ของการท า colony PCR  

 จากนั้นจึงน าพลาสมิดที่มีชิ้นส่วนของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ที่ได้จากการท า 

transformation ด้วยวิธี Heat shock และส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี sequencing 

ต่อไป พิจารณา allele ของแต่ละ SNPs จาก chromatogram ที่ได้เปรียบเทียบกับ reference 

sequence 

 

    M            1            2            3        

500 bp 

100 bp 

328 bp 
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1.3 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดที่มียีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ด้วย

วิธี sequencing 

SNPs ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 มี major allele คือ C และ minor 

allele คือ G (REV) ตามล าดับ และผลจากการส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี sequencing 

พบว่า ทั้ง 2 colony มี SNPs ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ที่แตกต่างกันดัง 

chromatogram ที่แสดง และเมื่อท าการ alignment ด้วย reference sequence ของบริเวณจับ

ของ TaqMan probe ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่า การทดลองนี้สามารถสร้าง positive control 

ได้ 2 allele ดังรูปที่ 15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 15 ผลการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดที่มียีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 
A. แสดง Chromatogram ของพลาสมิดที่ C ที่ได้จากการส่ง sequencing และผลจากการ 

alignment ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่าพลาสมิดนี้เป็น allele C 

B. แสดง Chromatogram ของพลาสมิดที่ G ที่ได้จากการส่ง sequencing และผลจากการ 

alignment ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่าพลาสมิดนี้เป็น allele G 

Ref. C allele 

Plasmid C 

A 

Ref. G allele 
Plasmid G 

B 
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1.4 การตรวจสอบ Positive control ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 โดยใช้ 

TaqMan Probe Real-time PCR 

 SNPs ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 genotype คือ CC 

GG และ CG genotype โดยการตรวจสอบบริเวณ SNPs สามารถตรวจวัดโดยใช้ TaqMan Probe 

Real-time PCR ซึ่งสัญญาณที่ได้เกิดจากการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ของ probe 2 ชนิด 

(VIC/FAM) ซึ่งในแต่ละ genotype จะมีปริมาณสารฟลูออเรสเซนต์ที่วัดได้แตกต่างกัน คือ  

– Genotype CC สามารถวัดปริมาณ VIC fluorescent ได้มากกว่าปริมาณ FAM fluorescent 

– Genotype GG สามารถวัดปริมาณ FAM fluorescent ได้มากกว่าปริมาณ VIC fluorescent 

– Genotype CG สามารถวัดปริมาณ VIC fluorescent ได้ใกล้เคียงกับ FAM fluorescent 

ในการตรวจสอบ SNPs ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ในกลุ่มประชากรเป้าหมายที่

ศึกษา จึงท าการทดสอบความถูกต้องของ positive control ที่ได้ ด้วย TaqMan Probe Real-time 

PCR พบว่าสามารถจ าแนก positive control ได้เป็น 3 กลุ่มดังผลในรูปที่ 16 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 16 Allelic discrimination plot ของ Positive control ส าหรับการหาจีโนไทป์             
ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 

หมายเหตุ  ปริมาณ VIC fluorescent แสดง allele C; ปริมาณ FAM fluorescent แสดง allele G;  

NTC = No Template Control 
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2. การสร้างตัวแปรควบคุมเชิงบวก (Positive control) ของยีน COX-2 (rs689465)  

2.1 ผลการท า PCR โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากเซลล์ A549, HeLa และ HepG2 

ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 เมื่อตรวจสอบด้วย 

2% agarose gel โดยวิธี electrophoresis เป็นเวลา 40 นาที ปรากฏแถบ DNA ขนาด 462 bp ดัง

รูปที่ 17 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 17 ผลการท า PCR ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 จากเซลล์ A549, HeLa และ HepG2 

หมายเหตุ 

 แถว M คือ  100 bp DNA Ladder 

 แถว 1 และ 2 คือ ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR โดยใช้ DNA ของ HepG2 เป็น template 

 แถว 3 และ 4 คือ ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR โดยใช้ DNA ของ A549 เป็น template 

 แถว 5 และ 6 คือ ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR โดยใช้ DNA ของ HeLa เป็น template 

 แถว 7 คือ Negative control ของการท า PCR 

 จากนั้นจึงตัดแถบเจลในบริเวณดังกล่าว สกัด DNA ออกจากเจล เชื่อมผลิตภัณฑ์เข้าสู่ TA 

vector และ transformation ใน E.coli จากนั้นจึงท า colony PCR เพ่ือตรวจสอบการเชื่อมต่อของ

ยีนที่สนใจใน TA vector 

 M    1      2      3      4     5      6      7  

500 bp 

100 bp 

462 bp 
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2.2 ผลการท า colony PCR โดยใช้ primer คือ M13F และ M13R 

ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า colony PCR ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 เมื่อ

ตรวจสอบด้วย 2% agarose gel โดยวิธี electrophoresis เป็นเวลา 40 นาที ปรากฏแถบ DNA 

ขนาด 633 bp ดังรูปที่ 18 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 18 ผลการท า colony PCR ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

หมายเหตุ 

 แถว M คือ   100 bp DNA Ladder 

 แถว 1 และ 2 คือ ผลิตภัณฑ์จากการท า colony PCR ของยีนที่มาจาก HepG2 cell 

 แถว 3 และ 4 คือ ผลิตภัณฑ์จากการท า colony PCR ของยีนที่มาจาก A549 cell 

 แถว 5 และ 6 คือ ผลิตภัณฑ์จากการท า colony PCR ของยีนที่มาจาก HeLa cell 

 แถว 7 คือ  Negative control ของการท า colony PCR  

 จากนั้นจึงน าพลาสมิดที่มีชิ้นส่วนของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 ที่ได้จากการท า 

transformation ด้วยวิธี Heat shock ส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี sequencing  

500 bp 

100 bp 

633 bp 

 M      1      2       3      4       5      6       7  
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2.3 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดที่มียีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 ด้วย

วิธี sequencing 

SNPs ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 มี major allele คือ T และ minor allele 

คือ C (REV) ตามล าดับ และผลจากการส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี sequencing พบว่า 

ทั้ง 2 colony มี SNPs ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 ที่แตกต่างกันดัง chromatogram ที่

แสดง และเม่ือท าการ alignment ด้วย reference sequence ของบริเวณจับของ TaqMan probe 

ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่า การทดลองนี้สามารถสร้าง positive control ได้ 2 allele ดังรูปที่ 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 19 ผลการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดที่มียีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 
A. แสดง Chromatogram ของพลาสมิดที่ T ที่ได้จากการส่ง sequencing และผลจากการ 

alignment ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่าพลาสมิดนี้เป็น allele T  

B. แสดง Chromatogram ของพลาสมิดที่ C ที่ได้จากการส่ง sequencing และผลจากการ 

alignment ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่าพลาสมิดนี้เป็น allele C 

 

Ref. C allele 

Plasmid C 

B 

A 

Ref. T allele 
Plasmid T 



 

 

49 

2.4 การตรวจสอบ Positive control ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 โดยใช้ 

TaqMan Probe Real-time PCR 

 SNPs ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 genotype คือ TT 

CC และ TC genotype โดยการตรวจสอบบริเวณ SNPs สามารถตรวจวัดโดยใช้ TaqMan Probe 

Real-time PCR ซึ่งสัญญาณที่ได้เกิดจากการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ของ probe 2 ชนิด 

(VIC/FAM) ซึ่งในแต่ละ genotype จะมีปริมาณสารฟลูออเรสเซนต์ที่วัดได้แตกต่างกัน คือ  

– Genotype TT สามารถวัดปริมาณ FAM fluorescent ได้มากกว่าปริมาณ VIC fluorescent 

– Genotype CC สามารถวัดปริมาณ VIC fluorescent ได้มากกว่าปริมาณ FAM fluorescent 

– Genotype TC สามารถวัดปริมาณ VIC fluorescent ได้ใกล้เคียงกับ FAM fluorescent 

ในการตรวจสอบ SNPs ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 ในกลุ่มประชากรเป้าหมายที่

ศึกษา จึงท าการทดสอบความถูกต้องของ positive control ที่ได้ด้วย TaqMan Probe Real-time 

PCR พบว่าสามารถจ าแนก positive control ได้เป็น 3 กลุ่มดังผลในรูปที่ 20 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 20 Allelic discrimination plot ของ positive control ส าหรับการหาจีโนไทป์             
ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

หมายเหตุ  ปริมาณ VIC fluorescent แสดง allele C; ปริมาณ FAM fluorescent แสดง allele T; 

NTC = No Template Control 
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3. การสร้างตัวแปรควบคุมเชิงบวก (Positive control) ของยีน DHCR7 (rs12785878)  

3.1 ผลการหา SNP ของยีน DHCR7 (rs12785878) (Cell line; HeLa, HepG2 

และ A549) ด้วย TaqMan probe real-time PCR 

การสร้าง Positive control ส าหรับยีน DHCR7 (rs12785878) โดยใช้ DNA ของ Cell 

line; HeLa HepG2 และ A549 และ TaqMan probe real-time PCR ที่จ าเพาะกับบริเวณ SNPs 

ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 (อาศัยเทคนิค allelic discrimination assay โดยเมื่อ 

probe และ primer จับกับ template เพ่ิมจ านวน DNA จะได้ขนาดผลิตภัณฑ์ประมาณเท่าความ

ยาวของ probe) ดังรูปที่ 21  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 21 Allelic discrimination plot ของ DNA extraction ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

หมายเหตุ  ปริมาณ VIC fluorescent แสดง allele C; ปริมาณ FAM fluorescent แสดง allele T 

จุดที่ 1 ใช้ HepG2 เป็น template, จุดที่ 2 ใช้ A549 เป็น template และ จุดที่ 3 ใช้ 

HeLa เป็น template 

จากนั้นจึงคัดเลือกผลการทดลองท่ีเมื่อท าปฏิกิริยาสมบูรณ์สามารถแยกความแตกต่างของแต่

ละ genotype ของ SNPs ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 มาอย่างละ 1 จุด (วงกลมสีแดง) 

เพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของชิ้นยีนที่ได้ด้วย 2% agarose gel โดยวิธี electrophoresis ต่อไป 
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3.2 ผลการตรวจสอบการจับของ probe กับ DNA extraction 

การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท าปฏิกิริยาของ TaqMan probe real-time PCR 

กับ DNA extraction ของ cell line ต่างๆ  สามารถท าได้โดยการตรวจสอบด้วย 2% agarose gel 

โดยวิธี electrophoresis เป็นเวลา 40 นาที จะปรากฏแถบ DNA ขนาดประมาณ 80 bp เนื่องจาก

ความยาวของการท า PCR ที่ได้ จะเท่ากับความยาวของ probe ที่จับบนสาย DNA ดังรูปที่ 22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 22 ผลการท า real-time PCR ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 

หมายเหตุ 

 แถว M คือ  100 bp DNA Ladder 

 แถว 1 คือ  ผลิตภัณฑ์จากการท า Real-time PCR โดยใช้ A549 เป็น template 

 แถว 3 คือ  ผลิตภัณฑ์จากการท า Real-time PCR โดยใช้ HepG2 เป็น template 

 แถว 4 คือ  ผลิตภัณฑ์จากการท า Real-time PCR โดยใช้ HeLa เป็น template 

 จากนั้นจึงตัดแถบเจลในบริเวณดังกล่าว สกัด DNA ออกจากเจล เชื่อมผลิตภัณฑ์เข้าสู่ TA 

vector และ transformation ใน E.coli จากนั้นจึงท า colony PCR เพ่ือตรวจสอบการเชื่อมต่อของ

ยีนที่สนใจใน TA vector 

500 bp 

100 bp 
 ≈80bp 

 M        1       2         3         4        5     
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3.3 ผลการท า colony PCR โดยใช้ primer คือ M13F และ M13R 

ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า colony PCR ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 เมื่อ

ตรวจสอบด้วย 2% agarose gel โดยวิธี electrophoresis เป็นเวลา 40 นาที ปรากฏแถบ DNA 

ขนาดประมาณ 270 bp ดังรูปที่ 23 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 23 ผลการท า colony PCR ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 

หมายเหตุ 

แถว M คือ  100 bp DNA Ladder 

แถว 1 และ 2 คือ ผลิตภัณฑ์จากการท า colony PCR โดยใช้พลาสมิด HepG2 เป็น template 

แถว 3 และ 4 คือ ผลิตภัณฑ์จากการท า colony PCR โดยใช้พลาสมิด HeLa เป็น template 

 จากนั้นจึงน าพลาสมิดที่มีชิ้นส่วนของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 ที่ได้จากการท า 

transformation ด้วยวิธี Heat shock ส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี sequencing ต่อไป 

พิจารณา allele ของแต่ละ SNPs จาก chromatogram ที่ได้ เปรียบเทียบกับ reference 

sequence 

 

500 bp 

100 bp 

270bp 

 M       1       2        3        4    
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3.4 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดที่มียีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 

ด้วยวิธี sequencing 

SNPs ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 มี major allele คือ G และ minor 

allele คือ T (FWD) ตามล าดับ และผลจากการส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี sequencing 

พบว่า ทั้ง 2 colony มี SNPs ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 ที่แตกต่างกันดัง 

chromatogram ที่แสดง และเมื่อท าการ alignment ด้วย reference sequence ของบริเวณจับ

ของ TaqMan probe ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่า การทดลองนี้สามารถสร้าง positive control 

ได้ 2 allele ดังรูปที่ 24 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

รูปที่ 24 ผลการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดที่มียีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 

A. แสดง Chromatogram ของพลาสมิดที่ T ที่ได้จากการส่ง sequencing และผลจากการ 

alignment ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่าพลาสมิดนี้เป็น allele T  

B. แสดง Chromatogram ของพลาสมิดที่ G ที่ได้จากการส่ง sequencing และผลจากการ 

alignment ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่าพลาสมิดนี้เป็น allele G 

A 

Ref. T allele 
Plasmid T 

Ref. G allele 
Plasmid G 
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3.5 การตรวจสอบ Positive control ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 โดยใช้ 

TaqMan Probe Real-time PCR 

 SNPs ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 genotype คือ 

GG GT และ TT genotype โดยการตรวจสอบบริเวณ SNPs สามารถตรวจวัดโดยใช้ TaqMan 

Probe Real-time PCR ซึ่งสัญญาณที่ได้เกิดจากการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ของ probe 2 ชนิด 

(VIC/FAM) ซึ่งในแต่ละ genotype จะมีปริมาณสารฟลูออเรสเซนต์ที่วัดได้แตกต่างกัน คือ  

– Genotype GG สามารถวัดปริมาณ VIC fluorescent ได้มากกว่าปริมาณ FAM fluorescent 

– Genotype TT สามารถวัดปริมาณ FAM fluorescent ได้มากกว่าปริมาณ VIC fluorescent 

– Genotype GT สามารถวัดปริมาณ VIC fluorescent ได้ใกล้เคียงกับ FAM fluorescent 

ในการตรวจสอบ SNPs ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 ในกลุ่มประชากรเป้าหมาย

ที่ศึกษา จึงท าการทดสอบความถูกต้องของ positive control ที่ได้ด้วย TaqMan Probe Real-

time PCR พบว่าสามารถจ าแนก positive control ได้เป็น 3 กลุ่มดังผลในรูปที่ 25 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 25 Allelic discrimination plot ของ positive control ส าหรับการหาจีโนไทป์             
ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 

หมายเหตุ  ปริมาณ VIC fluorescent แสดง allele G; ปริมาณ FAM fluorescent แสดง allele T; 

NTC = NoTemplate Control 
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4. ตัวอย่างการค านวณหาความเข้มข้นของพลาสมิดที่ใช้เป็นตัวแปรควบคุมเชิงบวก (positive 
control) ในหน่วย copies/µl 

เมื่อตรวจสอบความถูกต้องของพลาสมิดที่ได้ด้วยการส่ง sequencing และวิเคราะห์ด้วย

โปรแกรม BioEdit เทียบกับ reference แล้วพบว่าได้พลาสมิดที่แตกต่างกัน 2 ชนิดต่อการวิเคราะห์ 

1 SNP ต่อมาจึงต้องท าการเจือจางความเข้มข้นพลาสมิดของ Positive control ตามวิธีท าในหัวข้อที่ 

9 ให้มีความเข้มข้นเป็น 106 ng/µl (เนื่องจากเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์หาจีโนไทป์

ด้วยวิธี allelic discrimination assay) ซึ่งผลการหาความเข้มข้นแต่ละพลาสมิดแสดงดังตารางท่ี 14 

ตารางท่ี 14 ความเข้มข้นของพลาสมิดส าหรับ positive control 

SNPs Allele 
ความเข้มข้น 

(ng/µl) 
OD260/280 Copies/µl 

rs738409 
C 196.7 1.98 6.23x1010 
G 209.7 1.99 6.64x1010 

rs689465 
T 173.8 1.90 4.97 x1010 
C 239.1 1.95 6.85 x1010 

rs2785878 
T 182.4 2.00 5.56 x1010 
G 199.3 1.87 6.07 x1010 

 

จากนั้นเจือจางความเข้มข้นที่ได้ ให้เป็น 1x1010 copies/µl ปริมาตร 10 µl 

ใช้สูตร              

- เจือจางพลาสมิดความเข้มข้น 1010 เป็น 108 โดยดูดสารพลาสมิดความเข้มข้น 1010 

จ านวน 1 µl แล้วใส่ D.W. จ านวน 99 µl จะได้พลาสมิดที่มีความเข้มข้น 108 copies/µl 

- เจือจางพลาสมิดความเข้มข้น 108 เป็น 106 โดยดูดสารพลาสมิดความเข้มข้น 108 จ านวน 

1 µl แล้วใส่ D.W. จ านวน 99 µl จะได้พลาสมิดที่มีความเข้มข้น 106 copies/µl 

*หมายเหตุ การท า Positive ของ Genotype ที่เป็น heterozygous โดยน าพลาสมิดของทั้ง 2 

allele ที่ความเข้มข้น 106 copies/µl มาผสมกันอย่างละ 33 µl 
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5. การหา genotype ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 
และยีน DHCR7  ต าแหน่ง rs12785878  ในกลุ่มประชากรเป้าหมาย  

  ในการศึกษานี้ ใช้ PBMC หรือ Buffy coat จากเลือดของกลุ่มประชากรเป้าหมาย น ามาสกัด 

DNA แล้วตรวจสอบ genotype ด้วยเทคนิค Allelic discrimination assay โดยใช้ TaqMan 

Probe Real-time PCR ที่จ าเพาะกับบริเวณ SNPs  ต่างๆ เพ่ือดูการกระจายตัวของจีโนไทป์แต่ละ

กลุ่มประชากรและหาความสัมพันธ์ของการเกิดโรค  

5.1 ตัวอย่างผลการหา genotype ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 

 การหา genotype ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ท าได้โดยตรวจวัดปริมาณ

สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้น (VIC/FAM) probe และ DNA template ผลที่ได้สามารถแยก

ออกเป็นกลุ่มตาม genotype โดย CC genotype จะวัด VIC fluorescent ได้มากกว่าปริมาณ FAM 

fluorescent ส่วน GG genotype สามารถวัด FAM fluorescent ได้มากกว่าปริมาณ VIC 

fluorescent และ CG genotype สามารถวัด VIC fluorescent ได้ใกล้เคียงกับ FAM fluorescent 

ดังรูปที่ 26 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 26 Allelic discrimination plot ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409                          
ในกลุ่มประชากรเป้าหมาย 

หมายเหตุ  ปริมาณ VIC fluorescent แสดง allele C; ปริมาณ FAM fluorescent แสดง allele G; 

NTC = No Template Control 
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5.2 ตัวอย่างผลการหา genotype ของยีน COX-2 ต าแหนง่ rs689465 

 การหา genotype ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 ท าได้ด้วยการตรวจวัดปริมาณ

สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้น (VIC/FAM) probe และ DNA template ผลที่ได้สามารถแยก

ออกเป็นกลุ่มตาม genotype โดย TT genotype สามารถวัด FAM fluorescent ได้มากกว่าปริมาณ 

VIC fluorescent ส่วน CC genotype สามารถวัด VIC fluorescent ได้มากกว่าปริมาณ FAM 

fluorescent และ TC genotype สามารถวัด VIC fluorescent ได้ใกล้เคียงกับ FAM fluorescent 

ดังรูปที่ 27 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 27 Allelic discrimination plot ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465                           
ในกลุ่มประชากรเป้าหมาย 

หมายเหตุ  ปริมาณ VIC fluorescent แสดง allele C; ปริมาณ FAM fluorescent แสดง allele T; 

NTC = No Template Control 
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5.3 ตัวอย่างผลการหา genotype ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 

 ยีน DHCR7  ต าแหน่ง rs12785878 สามารถตรวจหา genotype ได้ด้วยการตรวจวัด

ปริมาณสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้น (VIC/FAM) จากการจับกันของ probe และ DNA 

template ผลที่ได้สามารถแยกออกเป็นกลุ่มตาม genotype โดย GG genotype จะวัด VIC 

fluorescent ได้มากกว่าปริมาณ FAM fluorescent ส่วน TT genotype สามารถวัด FAM 

fluorescent ได้มากกว่าปริมาณ VIC fluorescent และ GT genotype สามารถวัด VIC 

fluorescent ได้ใกล้เคียงกับ FAM fluorescent ดังรูปที่ 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 28 Allelic discrimination plot ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878                           
ในกลุ่มประชากรเป้าหมาย 

หมายเหตุ  ปริมาณ VIC fluorescent แสดง allele G; ปริมาณ FAM fluorescent แสดง allele T; 

NTC = No Template Control 
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5.4 ตัวอย่างการบันทึกผลการหา genotype ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ยีน 

COX-2 ต าแหน่ง rs689465 และยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 ในกลุ่ม

ประชากรเป้าหมาย 

ตารางท่ี 15 ตัวอย่างการบันทึกผลการทดลองจากประชากรกลุ่มเป้าหมาย 

Code OD 260/280 
concentration 

(ng/µl) 

PNPLA3 
rs738409 

C>G 

COX-2 
rs689465 

C>T 

DHCR7 
rs12785878 

G>T 

1 1.81 813.8 CC TT GT 

2 1.79 210.9 CG TT GG 

3 1.79 325.1 CG TT GT 

4 1.67 105.1 CG TT TT 

5 1.83 635.1 CC TT GT 

6 1.75 267.7 CG TT GT 

7 1.82 473.3 CG TT GT 

8 1.78 417.3 CC TT GT 

9 1.72 719.8 CG CC TT 

10 1.62 211 GG TT GG 

11 1.69 1026.6 CG TC GT 

 ในการสกัด DNA จาก PBMC หรือ Buffy coat ของเลือดกลุ่มประชากรเป้าหมายหลังจาก

สกัด DNA ได้แล้วต้องวัดความเข้มข้นและคุณภาพของการสกัด DNA โดยอาศัยหลักการ 

Spectrophotometer จากเครื่อง nanodrop เนื่องจาก DNA สามารถดูดกลืนแสงได้ท่ีช่วงความยาว

คลื่น 260 นาโนเมตร ต่อช่วงการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร (โปรตีนและฟีนอล) ค่า OD 260/280 ที่

ได้ควรอยู่ในช่วง 1.8-2.0 แต่จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่ามีบางตัวอย่างที่มีค่า OD 260/280 ต่ ากว่า 

1.8 ซึ่งอาจจะเกิดการปนเปื้อนของโปรตีนและฟีนอลในขั้นตอนของการสกัด DNA ในส่วนของความ

เข้มข้นของ DNA (ng/µl) ที่สกัดใช้เพ่ือค านวณหาปริมาณ DNA template ให้อยู่ในช่วง 100-500 

ng/µl (ความเข้มข้นของ DNA ที่เหมาะสมในการเพ่ิมจ านวน DNA ผลที่ได้จาก allelic 

discrimination plot จะรวมกลุ่มกันและสามารถจ าแนก genotype ได้ง่าย) 



 

 

60 

6. ข้อมูลทางคลินิกของกลุ่มประชากรเป้าหมายท่ีศึกษา 

 การทดลองการหา genotype ของ SNPs บนยีน PNPLA3 ยีน COX-2 และ DHCR7 ได้ก าหนด

จ านวนของกลุ่มประชากรที่ศึกษาแบ่งเป็น 3 กลุ่มคือ ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง 

(HCV) จ านวน 200 คน ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี (HCV/HIV) 

จ านวน 200 คน และกลุ่มควบคุมสุขภาพดี (Healthy control) จ านวน 200 คน แต่ในการทดลองนี้

ตัวอย่างเลือดบางกลุ่มอาจเก็บไว้นาน  หรือสกัด DNA ได้ปริมาณน้อยและคุณภาพจากการสกัดไม่ดี 

ท าให้ไม่สามารถตรวจหาจีโนไทป์ได้ จึงได้ตัดบางตัวอย่างออก และเนื่องจากตัวอย่างผู้ป่วยกลุ่มติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังมีจ านวนมาก จึงแบ่งผู้ป่วยกลุ่มดังกล่าวแยกอีกกลุ่มเป็นคือ ผู้ป่วยที่ติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบซีและสามารถหายได้เอง ดังนั้นในการทดลองนี้จึงมีตัวอย่างกลุ่มประชากรที่ศึกษา

สูงสุดในแต่ละกลุ่มแบ่งได้ดังนี้  

1. ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง จ านวน 250 ราย 

2. ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี จ านวน 200 ราย 

3. ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีทีส่ามารถหายได้เอง จ านวน 74 ราย 

4. กลุ่มควบคุมสุขภาพดี จ านวน 200 ราย 

โดยข้อมูลกลุ่มประชากรที่ศึกษาสามารถวิเคราะห์หาจีโนไทป์ได้ 99.1% ข้อมูลทางคลินิกของ

กลุ่มผู้ป่วยที่ใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ของ SNPs กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับที่

รวบรวมได้จะถูกน ามาบันทึก และวิเคราะห์ผล ดังตารางที่ 16  

หมายเหตุ ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยพยายามคัดเลือกตัวอย่างประชากรที่ศึกษาให้มีอายุ และเพศที่

ใกล้เคียงกัน แต่เนื่องจากงานวิจัยนี้ใช้ตัวอย่างเลือดต่อจากงานวิจัยอ่ืนซึ่งมีอยู่จ ากัด และในกลุ่มผู้ป่วย

ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวีส่วนมากเป็นเพศชาย ท าให้ไม่สามารถเทียบอายุและ

เพศของกลุ่มประชากรที่ศึกษาให้ใกล้กันได้ 
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ตารางท่ี 16 ข้อมูลทางคลินิกของกลุ่มประชากรที่ศึกษาในงานวิจัย 

 
HCV 

(n=248) 
HCV/HIV 
(n=199) 

HCV 
clearance 

(n=74) 

Healthy 
control 
(n=200) 

P-value 

Age (years) 42.65±10.35 42.60±7.25 41.23±10.66 47.43±5.19 
<0.001*,†

0.7298‡ 

Sex      
Male (%) 
Female (%) 

175 (70.6%) 
73 (29.4%) 

178 (89.4%) 
21 (10.6%) 

41 (55.4%) 
33 (44.6%) 

111 (55.5%) 
89 (44.5%) 

<0.002*,†

0.012‡ 
Fibrosis stage      
F0-F1 = mild 
F2 = moderate 
F3 = severe 
F4 = cirrhosis 
Median±SD 

118 (47.6%) 
48 (19.4%) 
39 (15.7%) 
43 (17.3%) 
7.40±8.26 

59 (29.6%) 
38 (19.1%) 
48 (24.1%) 
54 (27.2%) 
9.90±10.46 

ND 
ND 
ND 
ND  
ND 

ND 
ND 
ND 
ND  
ND 

 
 
 
 

0.0003 

HCV, Hepatitis C virus; HIV, Human immunodeficiency virus;  

HCV clearance, Hepatitis C virus spontaneous clearance; ND, No Data 

Fibrosis stage cutoff; F0-F1<7.1, F2<9.5, F3<14.5 and F4>14.5 kPa 
* เปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม HCV และกลุ่ม Healthy control 
† เปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม HCV/HIV และกลุ่ม Healthy control 
‡ เปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม HCV + HCV clearance และกลุ่ม HCV/HIV 

 จากลักษณะทางคลินิกของกลุ่มประชากรที่ศึกษาดังแสดงในตารางที่ 16 พบว่า อายุเฉลี่ย

ของกลุ่มควบคุมสุขภาพดีสูงกว่าอายุเฉลี่ยของกลุ่มผู้ป่วยประมาณ 5-6 ปี และเมื่อเปรียบเทียบ

ค่าเฉลี่ยของอายุ โดยใช้ค่า P-value ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% จากสถิติ Student’s t test จาก

โปรแกรม Graphpad Software พบว่าในกลุ่มผู้ป่วยมีอายุเฉลี่ยที่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมสุขภาพดี 

ในขณะที่เมื่อเทียบระหว่างในกลุ่มผู้ป่วยทั้ง 3 กลุ่มด้วยกันพบว่า อายุเฉลี่ยของ 3 กลุ่มไม่แตกต่างกัน 

(P>0.05) 
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 นอกจากนี้ยังพบว่าประชากรที่ศึกษาเป็นเพศชายมากสุดที่กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ

ซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี จ านวน 178 จาก 199 ราย คิดเป็น 89.4% ในประชากรกลุ่มอ่ืน และพบน้อย

สุดในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีที่หายได้เอง และกลุ่มควบคุมสุขภาพดี ประมาณ 55.4-

55.5% ในทางตรงกันข้ามเม่ือพิจารณาประชากรเพศหญิงพบว่าพบจ านวนสูงสุดที่กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบซีที่หายได้เอง และกลุ่มควบคุมสุขภาพดี ประมาณ 44.5-44.6% และพบน้อยสุดที่

กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี จ านวน 21 จาก 199 ราย คิดเป็น 10.6% 

เมื่อเทียบความแตกต่างของเพศในกลุ่มประชากรที่ศึกษาพบว่าในกลุ่มประชากรที่ศึกษาทั้งหมดมี

ความแตกต่างของเพศอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.001) 

 เมื่อพิจารณาระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับของผู้ป่วยกลุ่มที่ติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซีแบบเรื้อรังและกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี พบว่ามีความ

แตกต่างของค่าเฉลี่ยของการเกิดพังผืดในตับในผู้ป่วยทั้ง 2 กลุ่ม (HCV: HCV/HIV = 7.40±8.26: 

9.90±10.46 kPa, P=0.003) จ านวนผู้ป่วยกลุ่มที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังมีระยะการเกิด

พังผืดในระดับ F0-F1 จ านวน 118 ราย จาก 248 ราย คิดเป็นร้อยละ 47.6 ในขณะที่กลุ่มผู้ป่วยที่ติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวีพบผู้ป่วยจ านวนสูงสุดในระยะ F0-F1 จ านวน 59 ราย จาก 

199 ราย คิดเป็นร้อยละ 29.6 และระยะ F4 จ านวน 54 ราย จาก 199 ราย คิดเป็นร้อยละ 27.2 

ตามล าดับ และเมื่อแบ่งระดับความรุนแรงเป็นการเกิดพังผืดเป็นระดับน้อย-ปานกลาง (Mild-

Moderate, F0-F2) และระดับรุนแรง (Advance fibrosis; severe-cirrhosis, F3-F4) พบว่า

แนวโน้มของระดับความรุนแรงของพังผืดในตับระดับ F0-F2 พบมากในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ

ซีแบบเรื้อรัง คิดเป็นร้อยละ 67.0 ในขณะที่ระดับความรุนแรงของพังผืดในตับระดับ F3-F4 พบมาก

ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี คิดเป็นร้อยละ 51.3 ดังรูปที่ 29 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 29 จ านวนผู้ป่วย HCV และ HCV/HIV แบ่งตามระดับความรุนแรงของพังผืดในตับ 
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7. การกระจายตัวของ genotype ใน Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) 

กฏฮาร์ดี-ไวน์เบิร์ก (The Hardy-Weinberg principle) กล่าวว่า ในประชากรที่ปราศจาก

กระบวนการที่จะท าให้มีการเปลี่ยนแปลง ซึ่งได้แก่ การกลายพันธุ์ (mutation) การอพยพ 

(migration) การผกผันทางพันธุกรรม (genetic drift) และการคัดเลือก (selection) ค่าความถี่

ของอัลลีลจะยังคงเหมือนเดิม ไม่ว่าจะถ่ายทอดไปกี่รุ่นก็ตาม ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงได้ทดสอบการ

กระจายตัวของจีโนไทป์ในแต่ละ SNPs เพ่ือทดสอบว่า ไม่มีความเบี่ยงเบนที่ท าให้การกระจายตัวใน

แต่ละจีโนไทป์เปลี่ยนแปลงไป ดังแสดงในตารางที่ 17 

ตารางท่ี 17 การกระจายตัวของจีโนไทป์ของแต่ละ SNPs บนยีน PNPLA3, COX-2 และ DHCR7 ใน

ประชาการที่ศึกษาโดยใช้หลักการของ Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) 

SNPs Genotype ค่า observed ค่า Expected P-value 

PNPLA3  
rs738409 

CC 350 347.01 
0.599 CG 299 304.98 

GG 70 67.01 

COX-2  
rs689465 

TT 496 481.53 
0.058 TC 160 168.93 

CC 33 28.53 

DHCR7  
rs12785878 

TT 55 54.17 

0.875 GT 280 281.67 

GG 367 366.17 
สถิติที่ใช้คือ Pearson’s goodness-of-fit chi-square (degree of freedom = 1) ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% โปรแกรมจาก http://ihg.gsf.de/ihg/snps.html 

 จากการวิเคราะห์ผลการกระจายตัวของจีโนไทป์ของ SNPs บนยีน PNPLA3, COX-2 และ 

DHCR7 พบว่า มีการกระจายตัวของจีโนไทป์ ตามค่า observed และค่า expected เป็นไปตาม

สมดุลของฮาร์ดี-ไวน์เบิร์ก แสดงให้เห็นว่ากลุ่มตัวอย่างของประชากรที่ศึกษาไม่มีการเบี่ยงเบนการ

ถ่ายทอดจีโนไทป์ เป็นกลุ่มประชากรศึกษาที่ดี มีความน่าเชื่อถือของข้อมูล และสามารถน าไป

วิเคราะห์เพื่อหาความสัมพันธ์ในลักษณะต่างๆได้ 
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8. ความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมของ SNPs ต่างๆ ในกลุ่มประชากรที่ศึกษา
เทียบกับกลุ่มควบคุม 

8.1 PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 

 การจ าแนกจีโนไทป์ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 สามารถแบ่งได้ 3 จีโนไทป์ คือ 

CC, CG และ GG โดยในกลุ่มประชากรที่ศึกษาพบว่า กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง 

จ านวน 248 ราย มีความถี่จีโนไทป์เป็น 132 (53.2%), 100 (40.3%) และ 16 (6.5%) ตามล าดับ 

กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี จ านวน 199 ราย มีความถี่จีโนไทป์เป็น 101 

(50.8%), 78 (39.2%) และ 20 (10.0%) ตามล าดับ ส่วนกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบและหาย

ได้เอง จ านวน 72 ราย มีความถี่จีโนไทป์เป็น 26 (36.1%), 33 (45.8%) และ 13 (18.1%) ตามล าดับ 

ในขณะที่กลุ่มควบคุมสุขภาพดี จ านวน 200 ราย มีความถี่จีโนไทป์เป็น 91 (45.5%), 88 (44.0%) 

และ 21 (10.5%) ตามล าดับ โดยเมื่อพิจารณาแยกตามความถี่อัลลีน C (Major) และ อัลลีน G 

(Minor) พบว่า กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง มีความถี่อัลลีนเป็น 364 (73.4%) 

และ 132 (26.6%) ตามล าดับ กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี มีความถี่   

อัลลีนเป็น 280 (70.4%) และ 118 (29.6%) ตามล าดับ ส่วนกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีที่

สามารถหายได้เองมีความถี่อัลลีนเป็น 85 (59.0%) และ 59 (41.0%) ตามล าดับ ในขณะที่กลุ่ม

ควบคุมสุขภาพดี มีความถี่อัลลีนเป็น 270 (67.5%) และ 130 (32.5%) ตามล าดับ ดังแสดงในตาราง

ที่ 18 

 การหาความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมในกลุ่มประชากรที่ศึกษาเทียบกับ

กลุ่มควบคุม พบว่ายีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ไม่พบความสัมพันธ์ของการติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซีแบบเรื้อรัง และไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี (P>0.05) แต่เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบ

ความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบ

เรื้อรัง และกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี เปรียบเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยที่ติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบซีทีส่ามารถหายได้เอง พบว่า จีโนไทป์ GG มีความสัมพันธ์ในลักษณะลดความเสี่ยง

ของการติดเชื้อ HCV และ HCV/HIV อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงในตารางที่ 18 
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8.2 COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

จากตารางที่ 19 แสดงการวิเคราะห์การกระจายตัวจีโนไทป์ของยีน COX-2 ต าแหน่ง 

rs689465 พบว่าสามารถจ าแนกได้ 3 จีโนไทป์ คือ TT, TC และ CC ตามล าดับ ในกลุ่มประชากรที่

ศึกษาพบว่า กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง จ านวน 218 ราย พบความถี่จีโนไทป์เป็น 

171 (78.5%), 43 (19.7%) และ 4 (1.8%) ตามล าดับ กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับ

ไวรัสเอชไอวี จ านวน 199 ราย พบความถี่จีโนไทป์เป็น 152 (76.4%), 42 (21.1%) และ 5 (2.5%) 

ตามล าดับ ส่วนกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีทีส่ามารถหายได้เอง จ านวน 74 ราย พบความถี่จี

โนไทป์เป็น 59 (79.7%), 11 (14.9%) และ 4 (5.4%) ตามล าดับ ในขณะที่กลุ่มควบคุมสุขภาพดี 

จ านวน 198 ราย พบความถี่จีโนไทป์เป็น 114 (57.6%), 64 (32.3%) และ 20 (10.1%) ตามล าดับ 

โดยเมื่อพิจารณาแยกตามความถี่อัลลีน T (Major) และ อัลลีน C (Minor) พบว่า กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง มีความถี่อัลลีนเป็น 385 (88.3%) และ 51 (11.7%) ตามล าดับ กลุ่ม

ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี มีความถี่อัลลีนเป็น 346 (86.9%) และ 52 

(13.1%) ตามล าดับ ส่วนกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีที่สามารถหายได้เอง มีความถี่อัลลีนเป็น 

129 (87.2%) และ 19 (12.8%) ตามล าดับ ในขณะที่กลุ่มควบคุมสุขภาพดี มีความถี่อัลลีนเป็น 292 

(73.7%) และ 104 (26.3%) ตามล าดับ 

 การหาความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมในกลุ่มประชากรที่ศึกษาเทียบกับ

กลุ่มควบคุม พบว่าจีโนไทป์ TC และ CC ของยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 มีความสัมพันธ์ใน

ลักษณะลดความเสี่ยงของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง  อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ OR 

(95%CI) เท่ากับ 0.45 (0.28-0.70), P=0.0005 และ OR (95%CI) เท่ากับ 0.13 (0.04-0.40), 

P=0.0003 ตามล าดับ อีกท้ังยังมีความสัมพันธ์ในลักษณะลดความเสี่ยงของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ

ซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี OR (95%CI) เท่ากับ 0.49 (0.31-0.78), P=0.0025 ส าหรับจีโนไทป์ TC และ 

OR (95%CI) เท่ากับ 0.19 (0.07-0.51), P=0.0012 ส าหรับจีโนไทป์ CC เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบ

ความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบ

เรื้อรัง และกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี เปรียบเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยที่ติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบซีทีส่ามารถหายได้เองพบว่า การกระจายของจีโนไทป์ไม่มีความสัมพันธ์ของการติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง และการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีและหายได้เอง (P>0.05) ดังแสดงใน

ตารางที่ 19 



 

 

67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตา
รา

งที่
 1

9 
กา

รก
ระ

จา
ยต

ัวข
อง

จีโ
นไ

ทป
์แล

ะอั
ลล

ีนข
อง

ยีน
 C

OX
-2

 ต
 าแ

หน
่ง r

s6
89

46
5 

แล
ะค

วา
มส

ัมพั
นธ

์ขอ
งค

วา
มห

ลา
กห

ลา
ยท

าง
พัน

ธุก
รร

มใ
นก

ลุ่ม
ปร

ะช
าก

รท
ี่ศึก

ษา
เท

ียบ
กับ

กล
ุ่มค

วบ
คุม

 

Genotype 

HC
V 

n=
21

8 
HC

V/
HI

V 
n=

19
9 

HC
V 

cl
ea

ra
nc

e 

n=
74

 

Co
nt

ro
l 

n=
19

8 

HC
V 

vs
 C

on
tro

l 
HC

V/
HI

V 
vs

 C
on

tro
l 

HC
V 

vs
 H

CV
 

cl
ea

ra
nc

e 
HC

V/
HI

V 
vs

 H
CV

 
cl

ea
ra

nc
e 

OR
 (9

5%
CI

) 
P-

va
lu

e 
OR

 (9
5%

CI
) 

P-
va

lu
e 

OR
 (9

5%
CI

) 
P-

va
lu

e 
OR

 (9
5%

CI
) 

P-
va

lu
e 

TT
 

17
1 

(78
.5%

) 
15

2 
(76

.4%
) 

59
 

(79
.7%

) 
11

4 
(57

.6%
) 

1.0
0 

- 
1.0

0 
- 

1.0
0 

- 
1.0

0 
- 

TC
 

43
 

(19
.7%

) 
42

 
(21

.1%
) 

11
 

(14
.9%

) 
64

 
(32

.3%
) 

0.4
5 

   
(0.

28
-0

.70
) 

0.0
00

5*
 

0.4
9 

   
(0

.31
-0

.78
) 

0.0
02

5*
 

1.3
5 

   
(0.

65
-2

.78
) 

0.4
18

9 
1.4

8 
 

(0.
71

-3
.07

) 
0.2

90
0 

CC
 

4 
  

(1.
8%

) 
5 

  
(2.

5%
) 

4 
  

(5.
4%

) 
20

 
(10

.1%
) 

0.1
3 

   
(0.

04
-0

.40
) 

0.0
00

3*
 

0.1
9 

   
(0

.07
-0

.51
) 

0.0
01

2*
 

0.3
4 

   
(0.

08
-1

.42
) 

0.1
41

1 
0.4

9 
 

(0.
12

-1
.86

) 
0.2

93
3 

Al
le

le
s 

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

M
ajo

r 
(T

) 
38

5 
(88

.3%
) 

34
6 

(86
.9%

) 
12

9 
(87

.2%
) 

29
2 

(73
.7%

) 
1.0

0 
- 

1.0
0 

- 
1.0

0 
- 

1.0
0 

- 

M
in

or
 

(C
)  

51
 

(11
.7%

) 
52

 
(13

.1%
) 

19
 

(12
.8%

) 
10

4 
(26

.3%
) 

0.3
7 

   
(0.

25
-0

.53
) 

<0
.00

01
* 

0.4
2 

   
(0

.29
-0

.60
) 

<0
.00

01
* 

0.8
9 

   
(0.

51
-1

.58
) 

0.7
12

1 
1.0

2 
 

(0.
58

-1
.79

) 
0.9

44
 

OR
, o

dd
s r

at
io;

 C
I, c

on
fid

en
ce

 in
te

rv
al;

 H
CV

, H
ep

at
itis

 C
 v

iru
s; 

HI
V,

 H
um

an
 im

m
un

od
ef

ici
en

cy
 v

iru
s 

rs6
89

46
5 

all
el

es
 a

re
 re

po
rte

d 
in 

re
ve

rse
 o

rie
nt

at
io

n 
to

 ge
no

m
e. 

 

*P
-v

alu
e<

0.0
5, 

be
tw

ee
n 

tw
o 

gro
up

s i
n 

CO
X-

2 
rs6

89
46

5 
ge

no
ty

pe
s o

r a
lle

le
s b

y 
ch

i-s
qu

ar
e 

te
st 



 

 

68 

8.3 DHCR7  ต าแหน่ง rs12785878 

ผลการวิเคราะห์ยีน DHCR7  ต าแหน่ง rs12785878 พบว่า มีการกระจายตัวจีโนไทป์โดย

สามารถจ าแนกได้ 3 จีโนไทป์ คือ TT, GT และ GG ตามล าดับ ในกลุ่มประชากรที่ศึกษาพบว่า กลุ่ม

ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง จ านวน 231 ราย พบความถี่จีโนไทป์เป็น 13 (5.6%), 89 

(38.5%) และ 129 (55.9%) ตามล าดับ กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี

จ านวน 199 ราย พบความถี่จีโนไทป์เป็น 7 (3.5%), 78 (39.2%) และ 114 (57.3%) ตามล าดับ ส่วน

กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีที่สามารถหายได้เอง จ านวน 74 ราย พบความถี่จีโนไทป์เป็น 11 

(14.9%), 30 (40.5%) และ 33 (44.6%) ตามล าดับ ในขณะที่กลุ่มควบคุมสุขภาพดี จ านวน 198 ราย 

พบความถี่จีโนไทป์เป็น 24 (12.1%), 83 (41.9%) และ 91 (46.0%) ตามล าดับ โดยเมื่อพิจารณา

แยกตามความถี่อัลลีน T (Minor) และ อัลลีน G (Major) พบว่า กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี

แบบเรื้อรัง มีความถ่ีอัลลีนเป็น 115 (24.9%) และ 347 (75.1%) ตามล าดับ กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัส

ตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวีมีความถี่อัลลีนเป็น 92 (23.1%) และ 306 (76.9%) ตามล าดับ ส่วน

กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีที่สามารถหายได้เอง มีความถี่อัลลีนเป็น 52 (35.1%) และ 96 

(64.9%) ตามล าดับ ในขณะที่กลุ่มควบคุมสุขภาพดี มีความถี่อัลลีนเป็น 131 (33.1%) และ 265 

(66.9%) ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 20 

การหาความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมในกลุ่มประชากรที่ศึกษาเทียบกับ

กลุ่มควบคุม พบว่าจีโนไทป์ GG ของยีน DHCR7  ต าแหน่ง rs12785878 มีความสัมพันธ์ในลักษณะ

เพ่ิมความเสี่ยงของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ OR (95%CI) 

เท่ากับ 2.62 (1.27-5.41), P=0.0094 อีกทั้งยังมีความสัมพันธ์ในลักษณะเพ่ิมความเสี่ยงของการติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี OR (95%CI) เท่ากับ 3.22 (1.31-7.90), P=0.0106 ส าหรับ

จีโนไทป์ GT และ OR (95%CI) เท่ากับ 4.29 (1.77-10.42), P=0.0013 ส าหรับจีโนไทป์ GG ใน

ขณะเดียวกันพิจารณาเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่ม

ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง และกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอ

วี เปรียบเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีที่สามารถหายได้เองเอง พบว่าการกระจายของ

จีโนไทป์ความสัมพันธ์ในลักษณะเพ่ิมความเสี่ยงของการติดเชื้อ HCV และ HCV/HIV อย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงในตารางที่ 20 
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9. ความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมของ SNPs ต่างๆ กับระดับความรุนแรง
ของการเกิดพังผืดในตับ 

 เพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนต่างๆกับระดับ

ความรุนแรงของพังผืดในตับ แบ่งระดับความรุนแรงของพังผืดเป็น 2 กลุ่มได้แก่ ระดับน้อย-ปานกลาง 

(Mild-Moderate, F0-F2) และระดับรุนแรง (Advance fibrosis; severe-cirrhosis, F3-F4) โดยมี 

ค่าการแบ่งระดับความรุนแรงที่ 9.5 kPa  

9.1 PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 

 จากตารางที่ 21 พบว่ากลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง จ านวน 248 ราย 

จ าแนกตามจีโนไทป์ได้ CC จ านวน 132 ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 จ านวน 91 ราย 

คิดเป็นร้อยละ 68.9 และ F3-F4 จ านวน 41 ราย คิดเป็นร้อยละ 31.1 จีโนไทป์ CG จ านวน 100 ราย 

มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 จ านวน 66 ราย คิดเป็นร้อยละ 66.0 และ F3-F4 จ านวน 34 

ราย คิดเป็นร้อยละ 34.0 และจีโนไทป์ GG จ านวน 16 ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 

จ านวน 9 ราย คิดเป็นร้อยละ 56.3 และ F3-F4 จ านวน 7 ราย คิดเป็นร้อยละ 43.7 จากผลการ

ทดลองพบว่าไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมกับระดับความ

รุนแรงของพังผืดในตับ (Chi-square=1.104, P>0.05)  

 และเมื่อเปรียบเทียบค่ามัฐยธาน ± ความแปรปรวน (Median±SD) ของความรุนแรงของ

พังผืดในตับจ าแนกตามจีโนไทป์ พบว่ากลุ่มจีโนไทป์ CC มีค่าเท่ากับ 7.60±7.57 kPa, จีโนไทป์ CG มี

ค่าเท่ากับ 7.00±9.17 kPa และจีโนไทป์ GG มีค่าเท่ากับ 7.85±8.21 kPa ซึ่งผลที่ได้พบว่า ไม่มีความ

แตกต่างของค่าเฉลี่ยของระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในแต่ละจีโนไทป์ (P>0.05) 

ตารางท่ี 21 ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 (rs738409) กับ

ระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง 

HCV (n=248) CC (n=132) CG (n=100) GG (n=16) chi-square P-value 

F0-F2 91 (68.9%) 66 (66.0%) 9 (56.3%) 
1.104 0.576 

F3-F4 41 (31.1%) 34 (34.0%) 7 (43.7%) 

liver stiffness 7.60±7.57 7.00±9.17 7.85±8.21 
 

0.677 
Liver stiffness presented in Median±SD; *P-value<0.05, between three groups in PNPLA3 (rs738409) genotypes by 

chi-square test; Fibrosis cutoff; F0-F1<7.1, F2<9.5, F3<14.5 and F4>14.5 kPa 
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 ขณะเดียวกันเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี

จ านวน 199 ราย พบว่าสามารถจ าแนกตามจีโนไทป์ได้ CC จ านวน 101 ราย มีระดับความรุนแรง

ของพังผืดที่ F0-F2 จ านวน 53 ราย คิดเป็น 52.5% และ F3-F4 จ านวน 48 ราย คิดเป็น 47.5% จี

โนไทป์ CG จ านวน 78 ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 จ านวน 36 ราย คิดเป็น 46.2% 

และ F3-F4 จ านวน 42 ราย คิดเป็น 53.8% และจีโนไทป์ GG จ านวน 20 ราย มีระดับความรุนแรง

ของพังผืดที่ F0-F2 จ านวน 7 ราย คิดเป็น 35.0% และ F3-F4 จ านวน 13 ราย คิดเป็น 65.0% จาก

ผลการทดลองพบว่าไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมกับระดับ

ความรุนแรงของพังผืดในตับ (Chi-square=2.266, P>0.05)  

 และเมื่อเปรียบเทียบค่ามัฐยธาน ± ความแปรปรวน (Median±SD) ของความรุนแรงของ

พังผืดในตับจ าแนกตามจีโนไทป์ พบว่ากลุ่มจีโนไทป์ CC มีค่าเท่ากับ 9.10±11.76 kPa, จีโนไทป์ CG 

มีค่าเท่ากับ 10.10±8.70 kPa และจีโนไทป์ GG มีค่าเท่ากับ 13.40±10.12 kPa ซึ่งผลที่ได้พบว่า ไม่มี

ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในแต่ละจีโนไทป์ (P>0.05) ดังแสดง

ในตารางที่ 22 

ตารางท่ี 22 ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 (rs738409) กับ

ระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในผู้ป่วยผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัส

เอชไอวี 

HCV/HIV 
(n=199) 

CC (n=101) CG (n=78) GG (n=20) chi-square P-value 

F0-F2 53 (52.5%) 36 (46.2%) 7 (35.0%) 
2.266 0.322 

F3-F4 48 (47.5%) 42 (53.8%) 13 (65.0%) 
liver stiffness 9.10±11.76 10.10±8.70 13.40±10.12 

 
0.616 

Liver stiffness presented in Median±SD; *P-value<0.05, between three groups in PNPLA3 (rs738409) genotypes by 

chi-square test; Fibrosis cutoff; F0-F1<7.1, F2<9.5, F3<14.5 and F4>14.5 kPa 
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9.2 COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

 ผลการทดลองจากตารางที่ 23 พบว่ากลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง จ านวน 

218 ราย จ าแนกตามจีโนไทป์ได้ TT จ านวน 171 ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 

จ านวน 118 ราย คิดเป็น 69.0% และ F3-F4 จ านวน 53 ราย คิดเป็น 31.0% จีโนไทป์ TC จ านวน 

43 ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 จ านวน 30 ราย คิดเป็น 69.8% และ F3-F4 จ านวน 

13 ราย คิดเป็น 30.2% และจีโนไทป์ CC จ านวน 4 ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 

จ านวน 1 ราย คิดเป็น 25.0% และ F3-F4 จ านวน 3 ราย คิดเป็น 75.0% จากผลการทดลองพบว่า

ไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมกับระดับความรุนแรงของพังผืด

ในตับ (Chi-square=3.549, P>0.05)  

 เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบค่ามัฐยธาน ± ความแปรปรวน (Median±SD) ของความรุนแรง

ของพังผืดในตับจ าแนกตามจีโนไทป์ พบว่ากลุ่มจีโนไทป์ TT มีค่าเท่ากับ 7.40±8.36 kPa, จีโนไทป์ 

TC มีค่าเท่ากับ 6.80±8.22 kPa และจีโนไทป์ CC มีค่าเท่ากับ 11.20±18.96 kPa ซึ่งผลที่ได้พบว่า 

ไมมี่ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในแต่ละจีโนไทป์ (P>0.05) 

ตารางท่ี 23 ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน COX-2 (rs689465) กับ

ระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง 

HCV (n=218) TT (n=171) TC (n=43) CC (n=4) chi-square P-value 

F0-F2 118 (69.0%) 30 (69.8%) 1 (25.0%) 
3.549 0.170 

F3-F4 53 (31.0%) 13 (30.2%) 3 (75.0%) 

liver stiffness 7.40±8.36 6.80±8.22 11.20±18.96 
 

0.081 
Liver stiffness presented in Median±SD; *P-value<0.05, between three groups in COX-2 (rs689465) genotypes by 

chi-square test; Fibrosis cutoff; F0-F1<7.1, F2<9.5, F3<14.5 and F4>14.5 kPa 
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 ขณะเดียวกันเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี 

จ านวน 199 ราย พบว่าสามารถจ าแนกตามจีโนไทป์ได้ TT จ านวน 152 ราย มีระดับความรุนแรงของ

พังผืดที่ F0-F2 จ านวน 72 ราย คิดเป็น 47.4% และ F3-F4 จ านวน 80 ราย คิดเป็น 52.6% จีโน

ไทป์ TC จ านวน 42 ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 จ านวน 24 ราย คิดเป็น 57.1% 

และ F3-F4 จ านวน 18 ราย คิดเป็น 42.9% และจีโนไทป์ CC จ านวน 5 ราย มีระดับความรุนแรง

ของพังผืดที่ F0-F2 จ านวน 1 ราย คิดเป็น 20.0% และ F3-F4 จ านวน 4 ราย คิดเป็น 80.0% เมื่อ

หาความสัมพันธ์ของจีโนไทป์กับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับ พบว่าไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างจี

โนไทป์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมกับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับ ( Chi-

square=2.954, P>0.05) ดังแสดงในตารางที่ 24 

 และจากตารางที่ 23 แสดงค่ามัฐยธาน ± ความแปรปรวน (Median±SD) ของความรุนแรง

ของพังผืดในตับจ าแนกตามจีโนไทป์ พบว่ากลุ่มจีโนไทป์ TT มีค่าเท่ากับ 10.00±10.84 kPa, จีโนไทป์ 

TC มีค่าเท่ากับ 8.50±9.04 kPa และจีโนไทป์ CC มีค่าเท่ากับ 17.30±10.76 kPa อีกทั้งยังพบว่า ไม่

มีความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในแต่ละจีโนไทป์ (P>0.05)  

ตารางท่ี 24 ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน COX-2 (rs689465) กับ

ระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในผู้ป่วยผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัส

เอชไอวี 

HCV/HIV 
(n=199) 

TT (n=152) TC (n=42) CC (n=5) chi-square P-value 

F0-F2 72 (47.4%) 24 (57.1%) 1 (20.0%) 
2.954 0.228 

F3-F4 80 (52.6%) 18 (42.9%) 4 (80.0%) 

liver stiffness 10.00±10.84 8.50±9.04 17.30±10.76 
 

0.365 
Liver stiffness presented in Median±SD; *P-value<0.05, between three groups in COX-2 (rs689465) genotypes by 

chi-square test; Fibrosis cutoff; F0-F1<7.1, F2<9.5, F3<14.5 and F4>14.5 kPa 

 

 

 



 

 

74 

9.3 DHCR7  ต าแหน่ง rs12785878 

 การหาความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมกับระดับความรุนแรงของพังผืดใน

ตับในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง จ านวน 231 ราย จ าแนกตามจีโนไทป์ได้ TT 

จ านวน 13 ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 จ านวน 11 ราย คิดเป็น 84.6% และ F3-F4 

จ านวน 2 ราย คิดเป็น 15.4% จีโนไทป์ GT จ านวน 89 ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 

จ านวน 51 ราย คิดเป็น 57.3% และ F3-F4 จ านวน 38 ราย คิดเป็น 42.7% และจีโนไทป์ GG 

จ านวน 129 ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 จ านวน 95 ราย คิดเป็น 73.6% และ F3-

F4 จ านวน 34 ราย คิดเป็น 26.4% จากผลการทดลองพบว่าความแตกต่างของความหลากหลายทาง

พันธุกรรมมีความสัมพันธ์และส่งผลต่อระดับความรุนแรงของพังผืดในตับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

(Chi-square=8.212, P=0.016)  

 อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบค่ามัฐยธาน ± ความแปรปรวน (Median±SD) ของ

ความรุนแรงของพังผืดในตับจ าแนกตามจีโนไทป์ พบว่ากลุ่มจีโนไทป์ TT มีค่าเท่ากับ 7.80±5.84 

kPa, จีโนไทป์ GT มีค่าเท่ากับ 8.40±8.93 kPa และจีโนไทป์ GG มีค่าเท่ากับ 6.70±8.25 kPa ซึ่งผล

ที่ได้พบว่า ไม่มีความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในแต่ละจีโนไทป์ 

(P>0.05) ดังแสดงในตารางที่ 25 

ตารางท่ี 25 ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน DHCR7 (rs12785878) 

กับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในผู้ป่วยทีต่ิดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง 

HCV (n=231) TT (n=13) GT (n=89) GG (n=129) chi-square P-value 

F0-F2 11 (84.6%) 51 (57.3%) 95 (73.6%) 
8.212 0.016* 

F3-F4 2 (15.4%) 38 (42.7%) 34 (26.4%) 
liver stiffness 7.80±5.84 8.40±8.93 6.70±8.25 

 
0.116 

Liver stiffness presented in Median±SD; *P-value<0.05, between three groups in DHCR7 (rs12785878) genotypes by 

chi-square test; Fibrosis cutoff; F0-F1<7.1, F2<9.5, F3<14.5 and F4>14.5 kPa 
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 เมื่อพิจารณาในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี จ านวน 199 ราย 

พบว่าสามารถจ าแนกตามจีโนไทป์ได้ TT จ านวน 7 ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 

จ านวน 3 ราย คิดเป็น 42.9% และ F3-F4 จ านวน 4 ราย คิดเป็น 57.1% จีโนไทป์ GT จ านวน 78 

ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 จ านวน 41 ราย คิดเป็น 52.6% และ F3-F4 จ านวน 37 

ราย คิดเป็น 47.4% และจีโนไทป์ GG จ านวน 114 ราย มีระดับความรุนแรงของพังผืดที่ F0-F2 

จ านวน 53 ราย คิดเป็น 46.5% และ F3-F4 จ านวน 61 ราย คิดเป็น 53.5% เมื่อหาความสัมพันธ์

ของจีโนไทป์กับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับ พบว่าไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของความ

หลากหลายทางพันธุกรรมกับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับ (Chi-square=0.784, P>0.05) ดัง

แสดงในตารางที่ 26 

 เมื่อวิเคราะห์หาค่ามัฐยธาน ± ความแปรปรวน (Median±SD) ของความรุนแรงของพังผืดใน

ตับจ าแนกตามจีโนไทป์ พบว่ากลุ่มจีโนไทป์ TT มีค่าเท่ากับ 9.60±3.54 kPa, จีโนไทป์ GT มีค่า

เท่ากับ 9.05±11.49 kPa และจีโนไทป์ GG มีค่าเท่ากับ 9.05±11.49 kPa อีกทั้งยังพบว่า ไม่มีความ

แตกต่างของค่าเฉลี่ยระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในแต่ละจีโนไทป์ (P>0.05)  

ตารางท่ี 26 ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน DHCR7 (rs12785878) 

กับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอช

ไอวี 

HCV/HIV 
(n=199) 

TT (n=7) GT (n=78) GG (n=114) chi-square P-value 

F0-F2 3 (42.9%) 41 (52.6%) 53 (46.5%) 
0.784 0.676 

F3-F4 4 (57.1%) 37 (47.4%) 61 (53.5%) 

liver stiffness 9.60±3.54 9.05±11.49 9.05±11.49 
 

0.571 
Liver stiffness presented in Median±SD; *P-value<0.05, between three groups in DHCR7 (rs12785878) genotypes by 

chi-square test; Fibrosis cutoff; F0-F1<7.1, F2<9.5, F3<14.5 and F4>14.5 kPa 
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9.4 ระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับ จ าแนกตาม HCV genotype 

 การหาความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมกับระดับความรุนแรงของพังผืดใน

ตับในโดยแบ่งตามจีโนไทป์ของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี ในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง

และผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี พบว่ากลุ่มผู้ป่วยสามารถจ าแนกได้ 3 จีโน

ไทป์ ได้แก่ จีโนไทป์ 1, 3 และ 6 ตามลักษณะการกระจายตัวของจีโนไทป์ในประเทศไทย  

 เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 

(rs738409), COX-2 (rs689465) และ DHCR7 (rs12785878) ต่อระดับความรุนแรงของการเกิด

พังผืดในตับจ าแนกตามจีโนไทป์ของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี ในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบ

เรื้อรัง พบว่าทั้ง 3 จีโนไทป์ของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี ไม่มีความแตกต่างของระดับความรุนแรง

ของการเกิดพังผืดในตับ (P>0.05) แต่ขณะเดียวกัน พบว่า ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน 

DHCR7 (rs12785878) ในผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี จีโนไทป์ 3 มีความแตกต่างของ

ค่าเฉลี่ยการเกิดพังผืดในตับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P=0.009) ตามตารางท่ี 27 

 ขณะที่ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนต่างๆ  ต่อ

ระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี 

พบว่า ไม่มีความแตกต่างของระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับ (P>0.05) ในแต่ละจีโนไทป์

ของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี แต่พบว่า ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน COX-2 (rs689465) ใน

ผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี จีโนไทป์ 3 มีความแตกต่างของค่าเฉลี่ยการเกิดพังผืดในตับ

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P=0.047) ตามตารางท่ี 28  
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ตารางที่ 27 ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมต่อระดับความรุนแรงของการเกิด
พังผืดในตับจ าแนกตามจีโนไทป์ของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี ในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบซีแบบเรื้อรัง 

HCV 
Genotype 

SNP Genotype 
Fibrosis stage chi-

square 
P-

value 
liver stiffness 
(Median±SD) 

P-
value F0-F2 F3-F4 

  rs738409             
G1 (n=86) CC (n=51) 38 (74.5%) 13 (25.5%) 0.364 0.546 7.00±6.80 0.271 
  non-CC (n=35) 24 (68.6%) 11 (31.4%) 6.60±10.19 

G3 (n=113) CC (n=56) 32 (57.1%) 24 (42.9%) 0.012 0.914 8.25±8.70 0.673 
  non-CC (n=57) 32 (56.1%) 25 (43.9%) 8.40±6.94 

G6 (n=49) CC (n=25) 21 (84.0%) 4 (16.0%) 0.191 0.662 6.80±5.57 0.399 
  non-CC (n=24) 19 (79.2%) 5 (20.8%) 6.20±11.56 

  rs689465             
G1 (n=78) TT (n=63) 48 (76.2%) 15 (23.8%) 1.614 0.204 6.50±7.96 0.276 
  non-TT (n=15) 9 (60.0%) 6 (40.0%) 7.20±11.53 

G3 (n=100) TT (n=78) 45 (57.7%) 33 (42.3%) 0.014 0.907 8.35±7.57 0.703 
  non-TT (n=22) 13 (59.1%) 9 (40.9%) 8.25±8.16 

G6 (n=40) TT (n=30) 25 (83.3%) 5 (16.7%) 0.261 0.609 6.55±10.78 0.353 
  non-TT (n=10) 9 (90.0%) 1 (10.0%) 6.00±2.00 

  rs12785878             
G1 (n=82) GG (n=45) 34 (75.6%) 11 (24.4%) 0.642 0.423 5.40±10.22 0.912 
  NON-GG (n=37) 25 (67.6%) 12 (32.4%) 7.70±6.05 

G3 (n=106) GG (n=59) 39 (66.1%) 20 (33.9%) 3.175 0.075 7.00±5.22 0.009* 
  NON-GG (n=47) 23 (48.9%) 24 (51.1%) 10.00±10.12 

G6 (n=43) GG (n=25) 22 (88.0%) 3 (12.0%) 0.802 0.370 6.00±10.20 0.716 
  NON-GG (n=18) 14 (77.8%) 4 (22.2%) 6.25±8.07 

Liver stiffness presented in Median±SD; *P-value<0.05, between two groups in PNPLA3 (rs738409), COX-2 

(rs689465) and DHCR7 (rs12785878) genotypes by chi-square test; Fibrosis cutoff; F0-F1<7.1, F2<9.5, F3<14.5 and 

F4>14.5 kPa 
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ตารางท่ี 28 ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมต่อระดับความรุนแรงของการเกิด
พังผืดในตับจ าแนกตามจีโนไทป์ของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี ในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี 

HCV 
Genotype 

SNP Genotype 
Fibrosis stage chi-

square 
P-

value 
liver stiffness 
(Median±SD) 

P-
value F0-F2 F3-F4 

  rs738409             
G1 (n=85) CC (n=43) 22 (51.2%) 21 (48.8%) 0.977 0.323 9.10±12.06 0.758 
  non-CC (n=42) 17 (40.5%) 25 (59.5%) 11.25±10.45 

G3 (n=82) CC (n=42) 23 (54.8%) 19 (45.2%) 1.790 0.194 8.85±8.89 0.578 
  non-CC (n=40) 16 (40.0%) 24 (60.0%) 10.65±8.01 

G6 (n=32) CC (n=16) 8 (50.0%) 8 (50.0%) 0.508 0.476 10.00±16.62 0.252 
  non-CC (n=16) 10 (62.5%) 6 (37.5%) 8.70±7.09 

  rs689465             
G1 (n=86) TT (n=71) 32 (45.1%) 39 (54.9%) 0.340 0.560 10.10±11.75 0.407 
  non-TT (n=15) 8 (53.3%) 7 (46.7%) 8.40±8.21 

G3 (n=81) TT (n=57) 28 (49.1%) 29 (50.9%) 0.073 0.787 9.60±7.08 0.047* 
  non-TT (n=24) 11 (45.8%) 13 (54.2%) 10.85±10.79 

G6 (n=32) TT (n=24) 12 (50.0%) 12 (50.0%) 1.524 0.217 9.60±14.32 0.216 
  non-TT (n=8) 6 (75.0%) 2 (25.0%) 7.85±4.56 

  rs12785878             
G1 (n=86) GG (n=49) 24 (49.0%) 25 (51.0%) 0.279 0.597 9.50±10.78 0.707 
  NON-GG (n=37) 16 (43.2%) 21 (56.8%) 11.00±11.90 

G3 (n=81) GG (n=45) 20 (44.4%) 25 (55.6%) 0.556 0.456 10.50±9.32 0.210 
  NON-GG (n=36) 19 (52.8%) 17 (47.2%) 8.85±7.25 

G6 (n=32) GG (n=20) 9 (45.0%) 11 (55.0%) 2.743 0.098 10.50±10.19 0.979 
  NON-GG (n=12) 9 (75.0%) 3 (25.0%) 8.85±16.92 

Liver stiffness presented in Median±SD; *P-value<0.05, between two groups in PNPLA3 (rs738409), COX-2 

(rs689465) and DHCR7 (rs12785878) genotypes by chi-square test; Fibrosis cutoff; F0-F1<7.1, F2<9.5, F3<14.5 and 

F4>14.5 kPa 

 

 

 

 



 

 

บทที่ 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 

ยีน PNPLA3 หรือ Patatin-Like Phospholipase Domain containing Protein 3 เป็น

ยีนที่อยู่บนโครโมโซมที่ 22q13 พบได้มากที่สุดบริเวณตับ การท างานของยีนนี้ยังไม่มีหน้าที่แน่นอน 

แต่จากการทดลอง in vitro พบว่าท าหน้าที่คล้ายเอนไซม์ไลเปส ช่วยย่อยสลายไตรกลีเซอร์ไรด์ และ

ควบคุมสมดุลพลังงาน [55] จากการศึกษาใน GWAS พบว่า SNP ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง 

rs738409 อยู่บน exon ที่ 3 มีความสัมพันธ์กับการสะสมของไขมันในผู้ป่วยที่เป็นโรคตับคั่งไขมัน 

(Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) และผู้ป่วยที่เป็นโรคตับจากการดื่มแอลกอฮอล์ 

(Alcoholic Liver Disease, ALD) [56] ปัจจุบันมีรายงานจ านวนมากที่แสดงให้เห็นว่า การ

เปลี่ยนแปลงของ SNP บนยีน PNPAL3 (C>G) ส่งผลต่อการสะสมของปริมาณไขมันในตับ และการ

พัฒนาความรุนแรงของโรคเป็นตับแข็งและมะเร็งตับได้ [6, 26, 29, 57] โดยการเปลี่ยนแปลงของ

กรดอะมิโนไอโซลิวซีน (Ile) เป็นเมทไทโอนีน (Met) ที่ต าแหน่ง 148 จะท าให้การจับกับซับสเทรท

บริเวณเร่งของโปรตีนเปลี่ยนแปลงไป ท าให้การท างานของโปรตีนลดลง การย่อยสลายไขมันลดลง 

และเกิดการสะสมของไขมันในตับในที่สุด [28]  
 

ผลจากงานวิจัยนี้พบว่า SNP ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 มีความถ่ีจีโนไทป์ GG ใน

กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังและกลุ่มควบคุมสุขภาพดีเป็น 6.5% และ 10.5% 

ตามล าดับ ซึ่งความถ่ีจีโนไทป์ GG ที่พบในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง จะต่ ากว่าใน

กลุ่มควบคุมสุขภาพดี นอกจากนี้เมื่อพิจารณาอัตราเสี่ยงสัมพันธ์ (Odd ratio, OR) ของการเกิดพังผืด

ในตับในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมสุขภาพดี 

พบว่าทั้ง 2 กลุ่มไม่มีความสัมพันธ์ต่อกัน (P>0.05) ซึ่งผลการศึกษาที่พบแตกต่างจากงานวิจัยของ 

Falleti E. และคณะ ในปี 2011 ที่ศึกษาในประชากรอิตาลีผิวขาวจ านวน 483 ราย พบว่าความถี่จีโน

ไทป์ GG ในกลุ่มผู้ป่วยตับแข็งและกลุ่มควบคุมเป็น 19.7% และ 8.2% ตามล าดับ โดยมี OR (95%CI) 

เท่ากับ 3.52 (2.28-5.44), P<0.001 [26] และแตกต่างจากงานวิจัยของ Valenti L. และคณะ ในปี 

2011 ที่ศึกษาในประชากรอิตาลีผิวขาวจ านวน 819 ราย พบว่าความถี่จีโนไทป์ GG ในกลุ่มผู้ป่วย 
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ไวรัสตับอักเสบซีและกลุ่มควบคุมเป็น 10.4% และ 2.8% ตามล าดับ มี OR (95%CI) เท่ากับ 2.09 

(1.62-2.67), P<0.001 [53] อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้ยังพบว่าความสัมพันธ์ในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัส

ตับอักเสบซีและหายได้เองกับกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง โดยจีโนไทป์ GG จะ

สัมพันธ์กับการลดความเสี่ยงของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี ที่ OR (95%CI) เท่ากับ 0.24 (0.10-

0.56), P=0.001 ซึ่งมีผลตรงข้ามกับการศึกษาก่อนหน้าในผู้ป่วยอัฟฟริกาเหนือที่พบว่า SNP นี้ลด

อัตราการก าจัดไวรัสตับอักเสบซีและไม่มีความสัมพันธ์ในกลุ่มกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีที่

สามารถหายได้เองกับกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง [58] จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้

เห็นว่าเชื้อชาติของกลุ่มประชากรที่ศึกษามีผลต่อส าคัญอย่างยิ่งต่อการกระจายตัวของจีโนไทป์ที่

แตกต่างกัน  

นอกจากนี้ผลการศึกษาความสัมพันธ์ของระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในผู้ป่วย

ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง และผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี พบว่า 

SNP ของยีน PNPLA3 ไม่มีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในผู้ป่วยทั้ง 2 กลุ่ม 

(P>0.05) ขัดแย้งกับหลายงานวิจัยก่อนหน้าที่พบว่า SNP ดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของ

พังผืดในตับและตับแข็ง [6] ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง OR (95%CI) เท่ากับ 1.47 

(1.15-1.87), P=0.002 นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์ผู้ป่วยกลุ่มย่อยพบว่า SNP นี้มีความเสี่ยงต่อการเกิด

มะเร็งตับ (HCC) ได้อีกด้วย OR (95%CI) เท่ากับ 2.16 (1.33-3.59), P=0.002 [53] แต่ใน

ขณะเดียวกัน ผลการทดลองท่ีได้สอดคล้องกับงานวิจัยที่พบก่อนหน้านี้ของ Nakamura M. และคณะ 

ปี 2013 ที่ศึกษาในประชากรญี่ปุ่น จ านวน 260 ราย และไม่พบความสัมพันธ์ระหว่าง SNP 

rs738409 กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง 

[30] และสอดคล้องกับการศึกษาของ Petta S. และคณะ ในปี 2015 ที่ศึกษาในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัส

รับอักเสบซีเรื้อรัง 434 ราย พบว่า rs738409 มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคตับคั่งไขมัน (NASH) แต่

ไม่พบความสัมพันธ์ของระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในผู้ป่วยกลุ่มดังกล่าว [59] 

อย่างไรก็ตามการอธิบายความแตกต่างของผลการวิจัยนี้กับผลการทดลองก่อนหน้ายังไม่การ

อธิบายถึงกลไกที่แน่ชัด แต่ปัจจัยที่มีผลต่อการเกิดพังผืดในตับมีหลายชนิด เช่น ภาวะโรคอ้วน 

เบาหวาน ระดับน้ าตาลหรือภาวะดื้ออินซูลิน รวมถึงระดับการบริโภคแอลกอฮอล์ และเชื้อชาติผู้ป่วย

ที่ศึกษา เป็นต้น ซึ่งปัจจัยเหล่านี้ถูกจ ากัดและควบคุมแตกต่างกันในแต่ละการทดลอง [30] โดยมี
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หลักฐานการศึกษาของ Romeo S. และคณะ ในปี 2008 ที่ศึกษาความแตกต่างของ SNP นี้ในผู้ป่วย 

NAFLD ต่างเชื้อชาติกัน (ผิวด า ผิวขาว ละตินอเมริกา และเชื้อชาติอ่ืนๆ) พบว่า SNP นี้มีการกระจาย

ของจีโนไทป์ต่างกัน และมีปริมาณการสะสมของไขมันในตับที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

[60] อีกทั้งยังมีหลักฐานที่พยายามอธิบายความแตกต่างของความหลากหลายทางพันธุกรรมนี้ โดยมี

การทดลองในหนูที่ถูกดัดแปลง (in vivo) ไม่สอดคล้องกับผลการทดลองใน in vitro ที่ว่ายีน 

PNPLA3 มีหน้าที่คล้ายเอนไซม์ไลเปส ช่วย ในการทดลองได้ท าการใส่ยีน PNPLA3 ของมนุษย์เข้าไป

ในหนูแล้วเพ่ิมระดับการแสดงออกของยีน พบว่าปริมาณไขมันในตับไม่มีแตกต่างเมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม อีกทั้งเมื่อท าการ knockdown การแสดงออกของยีน PNPLA3 ก็ไม่พบความแตกต่างของ

การย่อยสลายไตรกลีเซอร์ไรด์และปริมาณไขมันในตับหรือในเนื้อเยื่ออ่ืนๆ ซึ่งยังต้องมีการศึกษาใน

ระดับโมเลกุลต่อไป [29, 61] 

นอกจากกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังแล้ว ในงานวิจัยนี้ยังศึกษากลุ่มผู้ป่วย

ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี พบว่าไม่มีความแตกต่างของจีโนไทป์ในกลุ่มผู้ป่วยเมื่อ

เทียบกับกลุ่มควบคุมสุขภาพดี และไม่มีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับ ให้ผล

เหมือนในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง โดยมีรายงานของ Mandorfer M. และ

คณะ ในปี 2015 ศึกษาผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี พบว่ามีปัจจัยอ่ืนๆที่

เกี่ยวข้องกับการเกิดพังผืดในตับ เช่น ปริมาณของ CD4+ ระดับวิตามินดี (25(OH)D) ปริมาณ

แอลกอฮอล์ ระยะเวลาการติดเชื้อ และจีโนไทป์ของไวรัสตับอักเสบซี เป็นต้น อีกทั้งยังพบว่าจีโนไทป์ 

GG ของ rs738409 มีความสัมพันธ์กับการพัฒนาการเกิดพังผืดในตับ แต่ผู้วิจัยยังไม่สามารถสรุปได้

ชัดเนื่องจากจ านวนผู้ป่วยที่พบมีจ านวนน้อย (n=4) [31] นอกจากนั้นยังมีหลักฐานยืนยันว่า SNP 

rs738409 มีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับเฉพาะกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสเอชไอ

วี เพียงอย่างเดียว แต่ไม่พบความสัมพันธ์ของระดับไขมันในตับในกลุ่มผู้ป่วยผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี เพราะ SNP นี้อาจจัดเป็นปัจจัยเสี่ยงล าดับสองถัดจากปัจจัยทาง

สิ่งแวดล้อมอ่ืนๆ ดังที่กล่าวข้างต้น [17, 62] 
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ยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

ยีน COX-2 หรือ cyclooxygenase2 เป็นเอนไซม์ rate-limiting step ที่ส าคัญในการ

เปลี่ยน arachidonic acid (AA) เป็น  prostaglandin (PG) และ thromboxane (TX) COX-2 เป็น

ยีนที่ตอบสนองต่อความผิดปกติของเซลล์ โดยกระตุ้นบริเวณ promoter และ transcription factor 

binding sites (C/EBP, AP-2, SP1, NF-B, CRE, Ets-1, PEA-3 and GATA-1) ท าให้ปริมาณการ

แสดงออกของ COX-2 สูงขึ้น มักพบในกรณีที่เซลล์ต้องตอบสนองต่อการอักเสบ หรือความเครียด 

โดยท าหน้าที่เป็น proinflammatory เช่น การแสดงออกของ COX-2 ที่เพ่ิมขึ้น มีความสัมพันธ์กับ

การเกิดโรคตับแข็งและมะเร็งตับ และสามารถใช้เป็น marker ส าหรับการตรวจวัดเพ่ือรักษาทาง

คลินิคได้ [32, 33] มีรายงานว่าบริเวณ 5´ flanking region ของยีน COX-2 จะส่งผลต่อการ

แสดงออกของยีน และเก่ียวข้องกับการเกิดโรคต่างๆได้ [35] ปัจจุบันมีงานวิจัยที่ศึกษาความสัมพพันธ์

ของ SNP rs689465 ของยีน COX-2 พบว่าเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคหลายชนิด เช่น มะเร็งล าไส้ใหญ่ 

[63] มะเร็งหลอดอาหาร [41] และมะเร็งตับ [32] เป็นต้น  

ในงานวิจัยนี้ศึกษา SNP rs689465 (-1195) ที่อยู่บนโครโมโซมที่ 1 บริเวณโปรโมเตอร์ของ

ยีน COX-2 ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรังและผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับ

ไวรัสเอชไอวีในประเทศไทย พบว่ามีการกระจายของจีโนไทป์ CC ในลักษณะลดความเสี่ยงของการ

เกิดโรคที่ OR (95%CI) เท่ากับ 0.13 (0.04-0.40) P=0.0003 และ 0.19 (0.07-0.51) P=0.0012 

ตามล าดับ ซึ่งขัดแย้งกับการศึกษาก่อนหน้านี้ของ Bu และ Zhao ปี 2013 ที่ศึกษาในประชากรเอเชีย

รายงานว่าจีโนไทป์ CC มีความสัมพันธ์ในอัตราเสี่ยงสัมพันธ์ของการเกิด HCC ที่ OR (95%CI) เท่ากับ 

1.26 (1.05-1.51) P=0.011 [43] นอกจากนี้มีการศึกษาในผู้ป่วย HCC หลายงานวิจัยพบว่า 

rs689465 มีอัตราเสี่ยงสัมพันธ์ของการเกิด HCC มากกว่า 1.0 [43] แต่ในขณะเดียวกันผลการ

ทดลองที่ได้มคีวามสอดคล้องกับการศึกษาของ Sakaki M. และคณะ ในปี 2010 ที่ศึกษาในประชากร

ญี่ปุ่นที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีและดูความสัมพันธ์ของการเกิดโรคตับ พบว่า SNP rs689465 มีการ

กระจายของจีโนไทป์ CC ในลักษณะลดความเสี่ยงของการติดเชื้อ HCV ที่ OR (95%CI) เท่ากับ 0.23 

(0.09-0.59) P=0.005 และเมื่อมีความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน OPN (-443TT) ร่วมด้วยจะ

ส่งเสริมกระบวนการอักเสบและการพัฒนาของโรคตับต่อไปได้ [64]  
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ลักษณะการท างานร่วมกันของ SNP rs689465 และ SNP อ่ืนๆ (Heplotype) แล้วมี

ความสัมพันธ์ต่อระดับการแสดงออกของฟีโนไทป์สามารถพบได้ในหลายงานวิจัย [54] ตัวอย่างเช่น 

งานวิจัยของ Zheng J. และคณะ ในปี 2011 ที่ศึกษาในกลุ่มผู้ป่วยประชากรจีนที่เป็นมะเร็งเม็ดเลือด

ขาวเฉียบพลันชนิดไมอิลอยด์ พบว่าการกระจายตัวของจีโนไทป์ใน SNP rs689465 ไม่มีความสัมพันธ์

กันการเกิดโรค แต่เมื่อพิจารณา SNPs อ่ืนที่อยู่ใน Haplotype เดียวกัน พบว่าอัตราการแสดงออก

ของยีน COX-2 เพ่ิมมากขึ้นและส่งผลให้ความรุนแรงของการเกิดโรคเพ่ิมสูงขึ้นได้ [65] จากหลักฐาน

งานวิจัยนี้อาจเป็นข้อสัณนิฐานได้ว่า ความแตกต่างทางพันธุกรรมของ SNP rs689465 อาจมี

ความสัมพันธ์ต่อระดับความรุนแรงของพังผืดในตับได้ก็ต่อเมื่อมีความหลากหลายทางพันธุกรรม

บริเวณอ่ืนร่วมด้วย อีกทั้งยังมีรายงานระบุถึงชนิดของไวรัสที่ติดส่งผลต่อระดับการแสดงออกของยีน 

COX-2 ที่แตกต่างกันต่อการเกิด HCC พบว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อ HBV จะมีการแสดงออกของยีนและ

ลักษณะทางคลินิกที่แตกต่างจากผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ [66, 67] 

ดังนั้นนี้อาจเป็นหนึ่งสาเหตุที่ท าให้เกิดความแตกต่างของผลการทดลองที่ได้กับงานวิจัยในก่อนหน้านี้ 

ในการศึกษานี้ยังพบว่าไม่มีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในกลุ่ม

ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง และผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี 

ซึ่งแตกต่างจากผลการรายงานของ Miyashita M. และคณะ ในปี 2012 ที่ศึกษา Multivariate 

analysis ในประชากรญี่ปุ่นที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีพบว่า SNP rs689465 จีโนไทป์ CC มี

ความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในระดับ F3-F4 ที่ OR (95%CI) เท่ากับ 

1.48 (1.02-2.13) P=0.0386 [68] แต่ผลสอดคล้องกับการทดลองในหนูตัดต่อพันธุกรรมของ Yu J. 

และคณะ ในปี 2008 ที่ทดลองใส่ยีน COX-2 ของมนุษย์แล้วเพ่ิมระดับการแสดงออกของยีน และ 

knockout ยีน โดยกระตุ้นให้หนูเกิดการบาดเจ็บที่ตับด้วย Carbontetrachloride (CCl4) หรือให้

อาหารเพ่ิมไขมันในตับ แล้วเปรียบเทียบ ความแตกต่างของ wild type และ mutant พบว่าระดับ 

mRNA ของยีน COX-2 มีระดับการแสดงออกสูงขึ้นในตับที่มีการอักเสบจาก CCl4 และจากอาหาร  

แต่ไม่พบความแตกต่างของปริมาณไขมัน ระดับการแสดงออกของ hepatic stellate cell หรือยีนที่

เกี่ยวข้องกับการสร้างพังผืดในตับ [7] ซึ่งความแตกต่างของผลการทดลองนี้ยังต้องมีการศึกษาใน

ระดับโมเลกุลต่อไปในอนาคต 
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ยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 

 ยีน DHCR7 หรือ 7-dehydrocholesterol reductase เป็นยีนที่สามารถถอดรหัสให้

เอนไซม์ที่เป็น rate-limiting step ส าหรับการสังเคราะห์วิตามินดี SNP ของยีน DHCR7 ต าแหน่ง 

rs12785878 (G>T) อยู่บริเวณ intron อยู่บนโครโมโซมที่ 11 ท าหน้าที่ควบคุมกระบวนการอักเสบ 

การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ และกระบวนการเกิดพังผืดในตับ โดยหลายงานวิจัยพบว่า rs12785878 มี

ความสัมพันธ์กับระดับของ 25(OH)D และ 1,25(OH)2D และความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับ  

[11, 69] ในงานวิจัยนี้พบว่าการกระจายตัวของจีโนไทป์ GG มีความสัมพันธ์กับการติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซีและไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี ในลักษณะเพ่ิมความเสี่ยงของการเกิดโรคเมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ OR (95%CI) เท่ากับ 2.62 (1.27-5.41), P=0.0094 ในกลุ่มผู้ป่วยที่ติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง และ OR (95%CI) เท่ากับ 4.29 (1.77-10.42), P=0.0013 ในกลุ่ม

ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี ตามล าดับ ซึ่งผลที่ได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Petta S. และคณะ ในปี 2012 ทีศ่ึกษาในประชากรอิตาลีที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี จีโนไทป์ 1 และมี

ประวัติข้อมูลระดับพังผืดในตับ พบว่าจีโนไทป์ GG มีความสัมพันธ์ในลักษณะเพ่ิมความเสี่ยงของการ

เกิดโรคที่ OR (95%CI) เท่ากับ 4.22 (1.10-16.12), P=0.03  

ในขณะเดียวกันเมื่อพิจารณากลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง กลุ่มผู้ป่วยที่ติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวีเปรียบเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีและ

สามารถหายได้เอง พบว่า การกระจายตัวของจีโนไทป์ GG ในลักษณะเพ่ิมความเสี่ยงของการติดเชื้อ

HCV มากขึ้นที่ OR (95%CI) เท่ากับ 3.30 (1.36-8.05), P=0.0084 และเพ่ิมความเสี่ยงของการติด

เชื้อ HCV/HIV ที่ OR (95%CI) เท่ากับ 5.42 (1.95-15.11), P=0.0012 ซึ่งผลการทดลองที่ได้มี

สนับสนุนผลในการหน้านี้ที่เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมสุขภาพดีที่ว่าจีโนไทป์ GG มีความสัมพันธ์ใน

ลักษณะเพ่ิมความเสี่ยงของการเกิดโรค ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเป็นอีกหนึ่งหลักฐานว่า SNP นี้เป็นปัจจัย

หนึ่งที่เกี่ยวข้องกับระดับวิตามินดีในร่างกาย อีกทั้งเมื่อศึกษาเปรียบเทียบความรุนแรงของการเกิด

พังผืดในตับแล้วพบว่า จีโนไทป์ GG ในกลุ่มผู้ป่วยมีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของพังผืดในตับที่เพ่ิม

สูงขึ้น (P=0.003) [13] 
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 นอกจากนี้งานวิจัยนี้ยังพบความสัมพันธ์ของระดับความรุนแรงของพังผืดในตับ (F3-F4) กับ

การกระจายตัวของจีโนไทป์ของ SNP rs12785878 ในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง 

(P=0.016) ซึ่งสอดคล้องกับหลายงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่พบว่า จีโนไทป์ GG เป็นจีโนไทป์เสี่ยงที่ท าให้

ระดับวิตามินดีลดลง ส่งผลต่อการควบคุมสมดุลของวิตามินดี การควบคุมการท างานของยีนต่างๆ 

ลดลง การอักเสบและการเพ่ิมจ านวนเซลล์เพ่ิมสูงขึ้นมีความสัมพันธ์กับปริมาณพังผืดที่สูงขึ้น [46, 70] 

ซึ่งมีหลักฐานมากมายสนับสนุนผลการทดลองดังกล่าว จากการศึกษาพบว่า 1,25(OH)2D มีสมบัติ

เป็น antifibrotic และ profibrolytic ซึ่งถูกกระตุ้นผ่าน vitamin D receptor (VDR) ที่บริเวณ 

Hepatic stellate cell สัมพันธ์กับการศึกษาในหนูทดลอง (in vitro) ที่ถูกกระตุ้นให้เกิดพังผืดในตับ 

ขณะที่ยับยั้งการท างานของ VDR พบว่า เกิดการกระตุ้นและพัฒนาของพังผืดในตับมากขึ้น [31, 71] 

 อย่างไรก็ตามเม่ือวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของระดับความรุนแรงของพังผืดในตับในผู้ป่วยที่ติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวีพบว่า จีโนไทป์ของ SNP นี้ไม่มีความสัมพันธ์กับระดับความ

รุนแรงของพังผืดในตับ (P=0.676) ซึ่งผลจากงานวิจัยนี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Grunhage F. และ

คณะ ในปี 2012 ที่ศึกษาในผู้ป่วยที่เป็นโรคตับเรื้อรัง (Chronic liver disease) ในประเทศเยอรมันนี 

จ านวน 712 ราย พบว่า SNP rs12785878 มีการกระจายตัวในลักษณะเดียวกับงานทดลองนี้ (TT : 

GT : GG = 57.4% : 35.0% : 7.6%) มากกว่าร้อยละ 60 ของผู้ป่วยทั้งหมดมีระดับวิตามินดีที่ต่ า 

(<30 ng/ml) และเมื่อวิเคราะห์ดูปัจจัยที่เกี่ยวข้องพบว่า SNP นี้มีความสัมพันธ์กับระดับวิตามินดี 

(P=0.008) และสัมพันธ์กับความรุนแรงของพังผืดในตับ (P=0.03) ในระดับ F0-F2 (cut-off = 9.5 

kPa) เท่านั้น [11] อีกทั้งในการศึกษาของ Milazzo L. และคณะ ในปี 2011 พบว่า ระดับวิตามินดีที่

ต่ ากว่าเกณฑ์ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสเอชไอวี และผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวีไม่

ส่งผลต่อสมดุลของวิตามินดีและการพัฒนาของโรคตับ ซึ่งผลที่เกิดขึ้นอาจมาจากปริมาณภูมิคุ้มกันใน

ร่างกาย หรือปริมาณการรับวิตามินดี พฤติกรรมและภูมิภาคที่อยู่อาศัยของผู้ป่วยที่แตกต่างกัน [72] 

จากหลักฐานข้างต้นแสดงให้เห็นว่า SNP นี้มีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับใน

ระยะเริ่มต้นเท่านั้น ซึ่งผลการศึกษาดังกล่าวยังไม่ทราบสาเหตุที่แน่ชัด แต่อาจมีปัจจัยแวดล้อมอ่ืนที่

เข้ามาเกี่ยวข้องกับปริมาณวิตามินดี เช่น ปริมาณการรับวิตามินดี หรือการเกิดความผิดปกติทาง

พันธุกรรมของยีนที่ควบคุมสมดุลวิตามินดีและสมดุลการสร้างพังผืดในตับ   
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 จากงานวิจัยในทางคลินิกและการทดลองต่างๆ พบว่า 25(OH)D และ 1,25(OH)2D มีผล

ต่อกระบวนการสร้างพังผืด วิตามินดีที่ถูกกระตุ้นจะช่วยป้องกันโรคเรื้อรังต่างๆได้ เช่น chronic 

kidney disease และ cardiovascular disorders [73, 74] โดยยับยั้งการเกิดพังผืด และ

กระบวนการอักเสบ อีกทั้งวิตามินดีจะช่วยลดปริมาณการสังเคราะห์คอลลาเจน ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อ

ผู้ป่วยที่เป็นโรคตับเรื้อรัง ได้มีการศึกษาถึงความสัมพันธ์ของระดับวิตามินดีที่ลดต่ ากว่าเกณฑ์กับระดับ

ความรุนแรงของการเกิดพังผืดในตับในผู้ป่วยผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวี มี

หลายงานวิจัยสนับสนุนว่าผู้ป่วยที่มีระดับวิตามินดีที่ต่ ากว่าเกณฑ์ จะมีความเสี่ยงของระดับความ

รุนแรงของการเกิดพังผืดในตับ และการพัฒนาของโรคตับได้มากกว่าปกติ [12, 46, 75, 76] ซึ่ง

ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนควบคุมระดับของวิตามินดีกับความ

รุนแรงของพังผืดในตับจะต้องมีการศึกษาต่อเพ่ือหาค าอธิบายต่อในระดับโมเลกุลต่อไป 
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 ในการตรวจสอบความรุนแรงของพังผืดในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี

ร่วมกับไวรัสเอชไอวีแบบเรื้อรังและผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับไวรัสเอชไอวีของงานวิจัยนี้

ใช้การตรวจวัดความยืดหยุ่นของตับ ด้วยเครื่อง Fibroscan โดยใช้หลักการสะท้อนกลับของคลื่นอัล-

ตร้าซาวด์ตรวจจับความเร็วของคลื่นที่ออกไปกระทบกับเนื้อตับและประเมินค่าความนิ่มหรือแข็งของ

ตับออกมาโดยใช้หลักว่าถ้าตับเริ่มแข็งคลื่นเสียงที่สะท้อนกลับจะเดินทางได้เร็วค่าที่ได้จะสูง รายงาน

ผลในหน่วย kPa (กิโลปาสคาล) ที่ส าคัญคือ ไม่สร้างบาดแผลให้กับผู้ป่วย สะดวก รวดเร็ว และให้ผลที่

ถูกต้องแม่นย ามากกว่าการตรวจแบบเดิม [3] อีกทั้งการวิเคราะห์การหาจีโนไทป์ในการวิจัยนี้ใช้

หลักการ TaqMan probe real-time PCR ที่มีความจ าเพาะต่อบริเวณจับของ SNP สูง อาศัยการ

ตรวจจับสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้นในแต่ละอัลลีน สามารถจ าแนกจีโนไทป์ได้อย่างถูกต้อง 

สะดวก รวดเร็ว และมีความแม่นย าสูง  

 งานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่า ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง 

rs738409 ไม่มีความสัมพันธ์กับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี หรือ การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับ

ไวรัสเอชไอวี อีกทั้งไม่มีความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับ ในขณะยีน COX-2 

ต าแหน่ง rs689465 มีความสัมพันธ์กับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี และการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี

ร่วมกับไวรัสเอชไอวีในลักษณะลดความเสี่ยงของการเกิดโรคอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่ไม่พบ

ความสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของพังผืดในตับ และที่ส าคัญยีน DHCR7  ต าแหน่ง rs12785878 

จีโนไทป์ GG มีความสัมพันธ์กับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี และการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีร่วมกับ

ไวรัสเอชไอวีในลักษณะเพ่ิมความเสี่ยงของการเกิดโรค อีกทั้งในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบ

เรื้อรังยังพบว่าจีโนไทป์มีผลต่อระดับความรุนแรงการพังผืดในตับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งการ

ค้นพบนี้อาจใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางพันธุกรรมที่ส าคัญในการท านายระดับความรุนแรงของพังผืดในตับใน

ประชากรไทยได้ แต่อย่างไรก็ตามการศึกษานี้ยังมีข้อจ ากัดในด้านต่างๆ คือ 1) อายุ และเพศของกลุ่ม

ประชากรที่ศึกษาไม่สัมพันธ์กัน อีกทั้งข้อมูลทางคลินิกด้านอ่ืนๆ ที่ไม่ครบถ้วน อาจส่งผลต่อการ

วิเคราะห์ปัจจัยร่วมของการเกิดพังผืดในตับ 2) SNP ของยีน DHCR7  ต าแหน่ง rs12785878 

จ าเป็นต้องมีการวัดปริมาณวิตามินดีในผู้ป่วยเพ่ือเปรียบเทียบหาความสัมพันธ์กับระกับความรุนแรง

ของการเกิดพังผืดในตับ ดังนั้นในงานวิจัยต่อไปจึงต้องแก้ไขและปรับปรุงเพ่ือให้ได้ความสมบูรณ์และ

น่าเชื่อถือของผลการทดลอง 
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ภาคผนวก 

การเตรียมสารเคมี 

1. การเตรียมสารละลาย Lysis Buffer ปริมาตร 50 ml 

สารเคมีที่ใช้   ปริมาตร 

 Tris-HCl 0.1050 g 

 EDTA 0.1245 g 

 SDS 0.3350 g 

 จากนั้นเติม DW ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 50 ml  แล้วน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave 

รอให้เย็นจากนั้นเก็บที่อุณหภูมิ 4ºC เมื่อต้องการใช้ให้น ามาละลายตะกอนให้เข้าเป็นเนื้อเดียวกัน 

2. การเตรียมสารละลาย 2M NaOAc ปริมาตร 25 ml 

สารเคมีที่ใช้   ปริมาตร 

 NaOAc 4.101 g 

 จากนั้นเติม DW ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 25 ml  แล้วน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave 

รอให้เย็นจากนั้นเก็บที่อุณหภูมิ 4ºC  

3. การเตรียมสารละลาย 5X Tris borate buffer (5X TBE buffer) ปริมาตร 1000 ml 

สารเคมีที่ใช้   ปริมาตร 

 Tris-Base 54.0 g 

 Boric acid 27.5 g 

 EDTA 4.16 g 

 จากนั้นเติม DW ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 1000 ml ผสมสารละลายให้เข้ากัน หากไม่

ละลายให้ตั้งบน Hot plate แล้วกวนด้วย Stirring-magnetic bar เมื่อต้องการใช้งานให้เตรียม

สารละลายเป็น 1X TBE buffer โดยใช้ 5X TBE buffer ปริมาตร 200 ml จากนั้นเติม DW อีก

ปริมาตร 800 ml แล้วผสมให้เข้ากัน 
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4. การเตรียม 2% (W/V) Agarose gel ปริมาตร 100 ml 

สารเคมีที่ใช้   ปริมาตร 

 Agarose 2.0 g 

 1X TBE buffer 100 ml 

5. การเตรียมสารละลาย 10% (V/V) Ethedium bromide ปริมาตร 250 ml 

สารเคมีที่ใช้   ปริมาตร 

 Ethedium bromide 25 µl 

 DW 250 ml 

6. การเตรียม LB argar Plate ปริมาตร 100 ml 

สารเคมีที่ใช้   ปริมาตร 

 Agar 1.5 g 

 Yest Extract 0.5 g 

 Tryptone 1.0 g 

 NaCl 0.5 g 

 จากนั้นเติม DW ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 100 ml ผสมสารละลายให้เข้ากัน แล้วน าไปฆ่า

เชื้อด้วยเครื่อง autoclave รอให้สารละลายอุ่น แล้วเติม Ampicillin (100mg/ml) ปริมาตร 100 µl 

แล้วผสมให้เข้ากัน จากนั้นจึงเทใส่ plate โดยแบ่ง plate ละ 33-35 ml 

7. การเตรียม LB argar broth ปริมาตร 100 ml 

สารเคมีที่ใช้   ปริมาตร 

Yest Extract 0.5 g 

Tryptone 1.0 g 

NaCl 0.5 g 

 จากนั้นเติม DW ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 100 ml ผสมสารละลายให้เข้ากัน แล้วน าไปฆ่า

เชื้อด้วยเครื่อง autoclave รอให้สารละลายอุ่น แล้วเติม Ampicillin (100mg/ml) ปริมาตร 100 µl 

แล้วผสมให้เข้ากัน แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC 
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8. การเตรียมสารละลาย SOC Medium ปริมาตร 100 ml 

สารเคมีที่ใช้   ปริมาตร 

 Yest Extract 0.5 g 

 Tryptone 2.0 g 

 1M NaCl 1.0 ml 

 1M KCl 0.25 ml 

 จากนั้นเติม DW ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 100 ml แล้วน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave 

รอให้สารอุ่น จากนั้นเติม 2M Glucose และ 2M Mg2+
 อย่างละ 1 ml แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC  

9. การเตรียม  Stock Competent Cell (E.coli) 

9.1  Spread E.coli ลงบน LB agar plate แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 

9.2 ใช้โคโลนีเดี่ยวที่ได้น ามาเลี่ยงใน LB Broth ปริมาตร 50 ml แล้ว บ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC เขย่า 

200 rpm เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง  

9.3 น าเชื้อ E.coli ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อมาเลี้ยงต่อใน flask (10% v/v) ที่มี LB Broth 

ปริมาตร 200 ml และบ่มที่อุณหภูมิ 30 ºC เขย่า 200 rpm เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 

9.4 วัดความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี E.coli ที่ความยาวคลื่น 600 nm (ให้อยู่ในช่วง 0.4-0.6 

เนื่องจากเป็นช่วงที่แบคทีเรียเจริญเติบโต และไม่แก่เกินไป) 

9.5 แบ่งอาหารเลี้ยงเชื่อที่มี E.coli ใส่ conical tube ขนาด 50 ml และแช่ในน้ าแข็ง 30 นาที 

9.6 น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 4,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 30 นาท ี

9.7 เทสารละลายส่วนใสทิ้ง เหลือเฉพาะตะกอน E.coli จากนั้นละลายตะกอนเซลล์ E.coli ด้วย 

0.1 M CaCl2 ปริมาตร 10 ml แล้วแช่น้ าแข็ง 30 นาที 

9.8 น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 4,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 30 นาท ี

9.9 เทสารละลายส่วนใสทิ้ง เหลือเฉพาะตะกอน E.coli จากนั้นละลายตะกอนเซลล์ E.coli ด้วย 

0.1 M CaCl2 มี 15% (w/v) glycerol (15% v/v) ปริมาตร 1 ml แล้วแช่น้ าแข็ง 30 นาที  

9.10 แช่ในน้ าแข็ง 2-3 ชั่วโมง และแบ่งใส่ microcentrifuge tube หลอดละ 100 µl 

9.11 เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 ºC 



 

 

ดัชนี 
ผลการหาจีโนไทป์ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

และยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 ในกลุ่ม HCV 

No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

1 6 2 69 4.9 CC TT GG 
2 3 1 42 16.6 CC TT GT 
3 1 1 41 5.4 CG TT GG 
4 6 1 53 7.3 CC TT GG 
5 1 2 56 3.7 GG TT GG 
6 1 1 51 6.4 CC TT GT 
7 3 1 39 9.7 CC TT GG 
8 1 1 40 12.3 CC TT GG 
9 3 2 54 10 CC TT GT 
10 6 1 61 11.1 CG TC GG 
11 3 1 55 10.5 CC TC GT 
12 1 1 63 21.1 CG TT GT 
13 6 2 58 7.6 CC TT GG 
14 3 1 59 17.3 GG TT TT 
15 1 2 48 3.3 CG TT GT 
16 6 1 30 4.9 CC TC GT 
17 3 2 29 6 CC TT GG 
18 3 1 29 8.3 CC TT GT 
19 3 1 46 13.1 CG TT GT 
20 1 2 52 4.6 CG TT GT 
21 1 1 32 6.8 CG TT GG 
22 3 1 36 4.7 CC TC GG 
23 6 1 35 6.2 CG TT GT 
24 6 1 39 5.3 CG TC GG 
25 3 1 40 9.3 CG TT GT 
26 1 2 43 6.5 CG TT GT 
27 1 2 34 3.6 CC TT GT 
28 3 2 31 7.9 CC TT GG 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

29 1 1 35 7.6 CC TT GG 
30 1 2 44 4.6 CC TT GG 
31 1 2 30 6.1 CC TT GG 
32 1 1 36 6.7 CG TT GG 
33 3 1 47 6.9 CG TC GG 
34 6 1 53 5.8 CG TC GT 
35 3 2 36 5.5 CG TT GG 
36 6 1 42 8.6 CC TT GT 
37 1 1 47 7.8 CG TT GT 
38 3 1 37 9.5 GG TT GG 
39 3 1 43 8 CC TC GG 
40 3 1 34 8.2 CG TT GG 
41 1 2 42 3.7 CC TT GG 
42 3 1 33 4.9 CC TT GT 
43 3 2 52 17.1 CC TT GG 
44 3 1 46 10.9 CC TT GG 
45 3 2 37 5.8 CC TT GG 
46 1 2 56 21.3 CG TT GT 
47 3 1 38 8.2 CC TT GT 
48 3 1 62 48 CC CC GT 
49 6 1 33 4 CC TT GG 
50 3 2 54 34.3 CG TT GT 
51 1 2 49 4.6 CG TT GT 
52 1 1 56 7.2 CC TC GT 
53 1 1 34 7.7 CG TT GT 
54 3 1 46 11.1 CC TT GT 
55 3 1 38 7.1 CG TT GG 
56 6 2 43 4 CC TT GG 
57 1 2 51 5.1 CG TT GG 
58 1 1 48 4.9 CC TT GG 
59 6 2 41 5.4 CC TT GG 
60 1 2 43 4 GG TC GT 
61 1 1 39 5.4 CC TT GG 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

62 6 1 43 5.4 CG TT GG 
63 1 2 81 27 CG TC GT 
64 3 1 53 21.3 CG TT GG 
65 6 1 38 4.7 CG TC GT 
66 3 1 60 15 CC TT GG 
67 3 1 22 4.8 CG TC GG 
68 6 1 55 8 CG TT GT 
69 3 1 43 4.7 CC TT GG 
70 3 2 44 6.9 CG TT GT 
71 1 1 41 6.6 CC TT GT 
72 3 1 40 20.6 CC TC GG 
73 3 1 37 8.1 CG TT GT 
74 6 1 38 5.9 CG TT GT 
75 6 1 49 8.3 CC CC GT 
76 3 2 37 7.1 CC TT GT 
77 1 1 52 6.8 CC TT GG 
78 3 1 55 7.9 CG TT GT 
79 3 2 37 4.4 CG TT GG 
80 3 1 36 4.9 CG TC GG 
81 3 1 39 4.4 GG TT GG 
82 1 1 28 7.4 CG TT GG 
83 3 1 45 16.8 CC TT GG 
84 6 2 34 5.4 CC TT GG 
85 6 1 36 6.9 CG TT GG 
86 3 1 35 5.3 CG TC GG 
87 1 1 39 4.2 CG TT GG 
88 1 1 54 18.8 GG TT GG 
89 1 2 32 3.7 CG TT GG 
90 1 1 35 3.8 CG TT GG 
91 1 1 52 10.9 CC TT GT 
92 6 1 48 4.4 CC TT GG 
93 3 1 40 6.3 CC TC GT 
94 3 2 23 5.9 CC TT GG 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

95 6 1 45 6.3 CG TT TT 
96 3 1 44 8 CC TT GT 
97 3 1 44 48.8 CC TT GT 
98 3 2 25 5.4 CG TT GG 
99 1 1 45 20.9 CG TT GG 
100 1 1 55 45.7 CC TC GG 
101 6 1 40 56.1 CG TT GG 
102 3 1 35 27.4 CG TC GT 
103 1 2 33 4.2 CC TT GG 
104 1 1 51 34.3 GG TT GG 
105 6 1 35 9.4 CG TT GG 
106 3 2 54 21.3 CC TT GG 
107 3 1 36 19.3 CG TC GG 
108 3 1 37 20.6 CC TT GG 
109 3 1 50 19.2 CC TT GT 
110 6 1 43 25.4 CC TT GT 
111 1 1 53 4.8 CC TT GT 
112 1 1 63 8.9 CC TT GG 
113 3 1 33 6 GG TT GG 
114 1 1 37 7.7 CC TT GG 
115 1 2 47 24.2 CC TT TT 
116 1 1 48 50.5 CG TT GG 
117 1 1 37 20.2 CC TC GG 
118 1 1 29 4.9 CC TT GT 
119 3 2 60 10.6 CC TT GT 
120 6 1 55 5.9 CC TC GG 
121 3 1 35 4.8 CG TT GT 
122 3 2 60 14.5 CC TT GT 
123 6 1 47 7.6 CG TT GG 
124 3 1 32 5.2 CC TT GG 
125 1 2 31 3 CC TT TT 
126 1 1 32 8.3 CC TT GG 
127 1 1 80 4.7 CC TC GT 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

128 3 2 23 7.4 CC TC GG 
129 3 1 33 7 CC TC GG 
130 3 2 54 3.2 CG TT GT 
131 3 1 35 10 CC TT GG 
132 3 1 45 20.2 CC TT GG 
133 3 2 60 20.9 CG TT GT 
134 1 1 38 11.3 CC TT GG 
135 6 1 51 8.4 CC TC GT 
136 3 1 36 19 CC TC GG 
137 3 2 46 9.9 CC TC GG 
138 3 1 56 12 CG TT GT 
139 1 1 27 4.9 CC TC GG 
140 3 1 51 5.8 CC TT TT 
141 3 1 32 4.7 CG TT GG 
142 1 1 36 6.1 CG TT GG 
143 1 2 33 3.8 CC TT GG 
144 3 1 39 5.2 CG TT GT 
145 3 1 41 8.6 CG TT GG 
146 3 1 51 7.6 CG TT GG 
147 1 1 29 4.5 CC TT GG 
148 3 1 57 20 CG TT GT 
149 1 2 42 4.9 CG TT GG 
150 3 2 34 5.3 CC TT GG 
151 6 1 31 8 CC TT GG 
152 3 1 55 6.6 CC TT TT 
153 3 1 41 9.1 CC TT GT 
154 1 1 59 4.8 CG TC GG 
155 3 1 52 12.2 CG CC GT 
156 6 1 34 4.3 CG TT GG 
157 1 2 38 3.8 CC TT GG 
158 3 1 35 8.8 CC TT TT 
159 1 1 54 13.4 CG TC GT 
160 6 1 33 8 CC TT GG 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

161 1 2 35 3.8 CC TT GG 
162 1 1 47 11.4 CC TT GG 
163 6 1 34 6.8 CC TT GG 
164 1 1 51 9 GG TT GG 
165 6 2 33 6.2 GG TC GG 
166 3 1 35 5 CC TT GT 
167 6 2 59 33.8 CG TT GT 
168 3 1 41 7 CC TT GG 
169 1 1 30 6.6 CG TT GT 
170 3 2 49 11.6 CG TT GG 
171 3 2 32 5.3 GG TC GG 
172 1 1 37 10.5 CC TT GG 
173 1 2 44 8.5 CC TT GT 
174 6 1 32 17.1 GG undertermine  GT 
175 1 2 32 4.7 CG TT GG 
176 3 2 31 9.5 GG TC GG 
177 1 1 27 4.9 CC TC GG 
178 1 1 44 7.8 CC TC TT 
179 3 2 37 5.3 CC TC GG 
180 6 2 51 6.1 CG TC GT 
181 3 2 55 11.6 CG TT GT 
182 3 1 44 7.7 CC TT GT 
183 3 1 33 5.1 CC TT GG 
184 1 1 43 8.6 CC TT TT 
185 3 1 36 12.1 CG TT GT 
186 1 1 33 4 CC TC GG 
187 3 1 51 11.8 CG TT GT 
188 3 2 31 6.6 CG TT GG 
189 6 2 63 14.8 CC TT GG 
190 3 1 35 6.6 CC TT GG 
191 3 1 46 17.8 CC TT GG 
192 6 1 52 6 CG TT GG 
193 1 1 50 7.6 CC TT GT 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

194 3 1 40 8.4 CG TT GT 
195 6 1 47 11.8 CC TT GT 
196 1 1 38 10.1 CC TT GT 
197 1 1 36 5.3 CC TT GT 
198 3 1 53 6.6 CC TT GG 
199 1 1 52 10.9 CC TC GT 
200 1 1 57 17.5 CC TT GT 
201 3 1 43 6.7 GG TT GG 
202 6 1 34 3.7 CC TT GG 
203 3 1 55 4.9 CC TT GT 
204 3 2 49 33.3 CG TT GT 
205 1 1 48 4.5 CC TC GT 
206 3 2 54 15.8 GG TT GT 
207 3 1 38 7.6 undertermine undertermine GT 
208 3 2 46 17.3 CG TT GT 
209 6 2 33 5.7 CC TT TT 
210 1 1 49 5.3 CC TT GG 
211 1 2 36 3.7 CG TT GT 
212 1 1 58 13.1 CC TT GT 
213 3 1 36 6.8 CC TC GG 
214 3 2 26 8.9 CG TT TT 
215 6 1 36 5.9 CG TT GG 
216 3 1 40 4.7 CG TT GG 
217 1 2 56 5.1 CG TT GG 
218 3 1 40 9.5 CG TT GG 
219 3 1 56 8.6 CC TC GG 
220 1 1 45 10.2 CG CC GG 
221 3 1 38 14.6 CG ND GG 
222 1 1 33 14.1 CC ND GT 
223 3 2 34 3 CG ND GG 
224 1 1 37 8.6 CC ND TT 
225 6 1 21 3 CC ND TT 
226 3 1 33 11.8 CC ND GT 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

227 6 2 24 3.5 CC ND GT 
228 1 2 58 13.2 CG ND GT 
229 3 1 26 7.2 CG ND GG 
230 3 2 33 6.8 CG ND GG 
231 1 2 38 8.6 CC ND GT 
232 3 1 49 9.5 CG ND ND 
233 6 1 45 4.6 CG ND ND 
234 3 1 33 9.6 CC ND ND 
235 3 1 46 11.8 CG ND ND 
236 3 1 48 5.4 CG ND ND 
237 1 1 36 10.4 CG ND ND 
238 3 1 45 10.6 CG ND ND 
239 3 1 43 7.1 undertermine ND ND 
240 1 1 33 7 CC ND ND 
241 3 1 40 20.6 CG ND ND 
242 1 1 34 7.7 CC ND ND 
243 6 2 47 23.1 CC ND ND 
244 3 1 52 6.4 CG ND ND 
245 1 1 27 6.8 CC ND ND 
246 6 2 54 6.6 CG ND ND 
247 3 1 41 5.8 CC ND ND 
248 6 1 28 3.7 GG ND ND 
249 6 1 43 7.4 CC ND ND 
250 6 2 54 11.9 CG ND ND 

Sex: 1=Male, 2=Female; ND, Not done 

 

 

 

 



 

 

111 

ผลการหาจีโนไทป์ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

และยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 ในกลุ่ม HCV/HIV 

No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

1 1 1 42 7.1 CC TT TT 
2 1 1 44 22.0 CC TT GT 
3 3 2 34 17.3 CC CC GG 
4 3 1 50 8.4 GG TT GT 
5 1 1 41 7.7 CC TT GG 
6 3 1 40 8.8 CC TT GT 
7 1 1 37 7.8 CG TT GG 
8 1 2 43 24.0 GG TT GT 
9 3 1 36 12.9 CC TT GT 
10 3 1 58 12.0 CC TT TT 
11 3 2 48 6.9 CC TT GT 
12 6 1 44 7.5 CC TT GT 
13 3 1 52 34.3 CG TT GT 
14 3 1 49 10.4 CG undertermine undertermine 

15 1 1 42 21.3 CC TT GT 
16 3 1 37 21.3 CC TT GG 
17 3 1 48 10.5 CC TT GG 
18 6 1 49 18.6 CC TT GG 
19 3 1 39 9.6 CG TT TT 
20 6 2 52 19.5 CC TC GT 
21 1 1 48 13.6 CC TT GT 
22 6 2 38 10.1 CG TT GG 
23 1 1 41 9.4 CG TT GT 
24 3 1 39 8.9 CC TT GG 
25 1 1 39 51.5 CG TT GG 
26 1 1 39 7.7 CC TT GG 
27 3 1 55 44.3 CC TC GG 
28 3 1 36 5.9 CG TT GT 
29 3 1 56 7.1 CC TC GT 
30 3 1 37 4.0 CC TT GG 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

31 1 1 37 8.9 CG TT GG 
32 3 1 51 38.5 CG TT GG 
33 1 1 40 14.0 CG TT GG 
34 3 2 38 5.6 CC TT GT 
35 1 1 49 6.7 CG TT GG 
36 3 1 53 10.9 CG TT GG 
37 1 1 42 12.6 CC TT GG 
38 3 1 31 4.8 CC TC GT 
39 3 1 34 6.8 CC TC GG 
40 3 1 46 3.8 CC TT GG 
41 3 1 39 12.0 CG TT GG 
42 3 1 51 15.5 CG TT GG 
43 6 1 40 8.7 CG TT GT 
44 6 2 35 5.5 GG TC GG 
45 3 1 39 15.1 CG TT GG 
46 1 1 33 5.4 CC TT GG 
47 6 1 36 23.1 CG TT GG 
48 1 1 45 16.6 CG TT GG 
49 3 1 62 13.6 CC TT GG 
50 3 1 43 5.9 CG TC GT 
51 1 1 38 8.5 CG TT GT 
52 6 1 44 9.0 CC TC GT 
53 6 1 40 66.4 CC TT GT 
54 3 1 41 13.1 CC TT GT 
55 3 1 36 12.3 CG TT GG 
56 3 1 38 7.6 CG TT GT 
57 1 1 39 6.7 CC TC GG 
58 6 1 52 32.5 CG TT GG 
59 1 1 43 11 CG TT TT 
60 1 1 40 28.0 CC TT GG 
61 3 1 37 7.9 CC TT GT 
62 1 1 35 14.3 CG TT GT 
63 3 1 40 16.9 GG TT GG 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

64 1 1 56 6.1 CG TT GT 
65 3 2 54 11.7 CG TT GT 
66 1 1 36 11.5 CG TT GG 
67 3 1 49 6.7 CG TT GG 
68 1 1 38 18 CG TT GT 
69 1 1 49 21.3 CG TT GT 
70 6 1 65 10.9 CC TC GG 
71 6 1 45 14.3 CG TT GG 
72 1 1 38 9 CG TT GG 
73 3 1 38 6.8 CC TC GG 
74 1 1 44 20.5 CC TT GG 
75 6 2 39 9 CC TT GT 
76 1 1 39 16.3 GG TT GG 
77 3 1 56 22.5 GG TT GG 
78 3 1 44 31.6 CC TT GG 
79 6 1 47 7.8 CG TT GG 
80 6 1 35 7.8 CG TT GG 
81 3 1 42 4.3 CC TT GG 
82 3 2 39 7.4 CG TC GG 
83 1 1 38 10.5 CC TT GT 
84 3 1 36 5.4 GG TT GG 
85 1 1 32 4.9 CC TT GG 
86 3 1 51 11.3 CG TT GG 
87 1 1 33 31.2 CC TT GG 
88 6 1 35 6.7 GG TT GT 
89 3 1 38 10.4 CG TT GG 
90 3 1 46 11.3 CC TC GG 
91 3 1 43 17.3 CC TT GG 
92 1 1 45 11.1 CC TT GT 
93 1 1 49 25.7 CC TT GT 
94 1 1 45 46.4 GG TT GG 
95 3 1 49 8.9 CG TT GT 
96 1 1 45 26 CG TC GG 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

97 1 1 39 8.4 CC TC GT 
98 1 1 39 3.7 CG TC GT 
99 1 1 59 35.3 CC TT GG 
100 3 1 47 5.4 GG TT GT 
101 1 1 50 21.1 CC TT GG 
102 6 1 37 7.7 CG TT GG 
103 3 1 48 9.9 CC TT GG 
104 3 1 44 17.1 CC TC GT 
105 3 1 49 36.3 CC CC GT 
106 1 1 57 11.5 CC TT GG 
107 3 1 41 11.5 CG TT GT 
108 1 1 43 6.8 CG TT GT 
109 1 1 38 35.3 CG TT GG 
110 6 1 47 46.4 CC TT GG 
111 1 1 27 6.3 CG TT GG 
112 3 1 50 5.4 CC TT GT 
113 3 1 51 6.1 CG TT GG 
114 3 1 35 6.1 GG TC GG 
115 1 1 43 7.3 CC TT GT 
116 6 1 38 11.7 GG TT GT 
117 3 1 41 27 CC TC GG 
118 3 1 53 5.7 CG TT GT 
119 6 1 37 9.1 CC TT GT 
120 3 1 46 8.6 CG TC GT 
121 3 1 46 10.4 GG TC GT 
122 1 1 38 22.5 GG TT GT 
123 1 1 31 4.7 CC TT GT 
124 3 1 58 13.1 GG TT GT 
125 6 1 50 15.6 CC TT GG 
126 3 1 34 5.4 CC TT GG 
127 3 1 37 6 CG TC GG 
128 3 1 38 27 GG TC GG 
129 1 1 45 22 CG TC GG 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

130 3 1 38 14.3 CC TT GG 
131 1 1 37 4.5 undertermine TT GG 
132 1 1 54 26.6 CC TT GT 
133 1 1 38 8.8 CC TT GT 
134 3 1 44 14.4 CG TC GG 
135 3 1 38 7.9 CC TT GG 
136 1 2 51 10.7 CG TC GT 
137 1 1 38 10.1 CC TT GG 
138 6 1 50 8.7 CG TT GG 
139 6 1 41 17.3 CC TT GG 
140 6 1 44 14.5 CC TT GG 
141 6 1 42 8.6 CG TT GT 
142 3 1 44 29.5 CG TC GG 
143 1 2 41 20.4 GG TT GT 
144 3 2 35 7.4 CC TT GG 
145 1 1 42 11.9 CG TT GT 
146 3 1 36 8.6 CG TC GG 
147 1 1 34 5.6 CC TT GG 
148 3 1 46 12.6 CG TT GT 
149 1 1 41 9.1 CC TT GG 
150 1 1 47 29.9 CC TC GT 
151 6 1 36 4.4 CC TT GT 
152 6 1 37 6.2 CG TC GG 
153 1 1 27 6.4 CG TT GG 
154 3 1 49 10.1 CC TT GT 
155 3 1 58 5.4 CC TC GG 
156 6 1 49 7.0 CC TC GT 
157 1 1 36 3.6 CC TC GT 
158 3 1 26 5.6 CC TT GG 
159 1 2 45 6.3 GG TT GG 
160 1 1 38 9.6 CC TT GG 
161 3 1 37 5.9 CC TT GT 
162 1 1 41 69.1 CC TT GT 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

163 6 1 33 5.6 CC TT GG 
164 1 1 39 13.7 GG TT GT 
165 6 2 37 8.7 CG CC GG 
166 3 1 51 15.3 CC TC GG 
167 1 1 40 5.8 CC TT GG 
168 1 1 27 3.8 CC TC GT 
169 1 1 38 12.3 CG TC GG 
170 1 1 47 20.8 CG TT GT 
171 1 1 35 8.4 CC TC GG 
172 3 2 33 21.8 CG CC GT 
173 1 1 38 6.2 CG TT GG 
174 1 1 57 10.1 CG TT GG 
175 1 1 41 12.2 CC CC GG 
176 6 1 39 6.2 CC TC GG 
177 1 1 57 11.9 CC TT GG 
178 1 1 46 14.9 CG TC GG 
179 3 1 43 6.1 CC TT GG 
180 3 1 54 17.3 GG TC GT 
181 3 1 43 3.8 CG TT TT 
182 1 1 36 6.4 CC TC GT 
183 3 1 50 14.1 CG TT TT 
184 1 1 36 3.3 CG TT GT 
185 3 1 52 4.7 CC TT GT 
186 6 1 44 14.4 CG TT GG 
187 1 1 44 6.9 CC TC GG 
188 1 1 35 6.1 CC TT GG 
189 1 1 51 9.5 CG TT GG 
190 3 2 40 9.3 CC TT GG 
191 3 2 44 11.5 CC TT GT 
192 1 1 40 6.1 CG TT GG 
193 1 1 40 11.5 CC TT GG 
194 1 1 62 5.5 CC TT GG 
195 1 2 33 6.8 CC TT TT 
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No 
HCV 

Genotype 
Sex Age 

Fibrosis 
(kPa) 

PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

196 3 1 43 5.6 CC TT GT 
197 1 1 41 5.1 CG TT GT 
198 1 2 38 7.4 CG TT GG 
199 1 1 52 16.5 CG TT GT 
200 1 2 33 5.4 CC TT GG 

Sex: 1=Male, 2=Female 
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ผลการหาจีโนไทป์ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

และยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 ในกลุ่ม HCV spontaneous clearance 

No Sex Age 
PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

1 1 52 CG CC GG 
2 2 69 CG TT GT 
3 1 60 GG TC GT 
4 1 40 CC TT GT 
5 1 54 GG TT GG 
6 1 44 CC TT GT 
7 2 37 CC TT GG 
8 2 36 CC TC GG 
9 1 42 CG TT GG 
10 1 55 CC TT GT 
11 2 45 CG TT GT 
12 1 20 CG TT TT 
13 2 41 CG TT GT 
14 2 30 CC TT GG 
15 1 68 CC TT GG 
16 1 32 CC TT GT 
17 1 47 CC TT GT 
18 1 52 CG TT GT 
19 1 44 GG TT GG 
20 2 58 GG TT GG 
21 1 41 GG TC GG 
22 2 35 CG TT GT 
23 1 47 CG TT TT 
24 1 48 CC TC TT 
25 2 56 CC TT TT 
26 2 39 GG TT GG 
27 2 61 undertermine TT GT 
28 2 26 CC TC GG 
29 2 31 CG TT GT 
30 1 32 CG TT GT 



 

 

119 

No Sex Age 
PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

31 1 39 CG TC GT 
32 1 40 CG TT TT 
33 1 51 CG TC GG 
34 1 37 CG TT GG 
35 1 37 undertermine TT GT 
36 1 30 CC TC GT 
37 2 26 CG TT GG 
38 2 48 CG TC GT 
39 1 53 CG TC GT 
40 2 39 CG CC GG 
41 1 45 CC TT TT 
42 2 46 CG TT GG 
43 2 21 CC CC GG 
44 1 51 CG TT TT 
45 1 55 CG TC TT 
46 1 31 CC TT GG 
47 2 35 CG TT GG 
48 2 45 GG TT GT 
49 1 37 CC TT GG 
50 2 36 CC TT GG 
51 1 31 CC TT GG 
52 2 45 CG TT GT 
53 1 35 CG CC GT 
54 2 35 GG TT GT 
55 1 46 CG TT GG 
56 1 35 CG TT GG 
57 1 24 CC TT GT 
58 1 37 CC TT GG 
59 2 24 GG TT TT 
60 2 31 CG TT GG 
61 1 45 CG TT GT 
62 1 44 CG TT GG 
63 2 47 CG TT GT 
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No Sex Age 
PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

64 1 53 CG TT GG 
65 2 42 CC TT GT 
66 1 55 CG TT GT 
67 2 38 GG TT GG 
68 2 31 CC TT TT 
69 2 29 GG TT GG 
70 1 44 CC TT GG 
71 2 26 GG TT GT 
72 2 28 CC TT GT 
73 1 40 CC TT TT 
74 2 42 GG TT GG 

Sex: 1=Male, 2=Female 
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ผลการหาจีโนไทป์ของยีน PNPLA3 ต าแหน่ง rs738409 ยีน COX-2 ต าแหน่ง rs689465 

และยีน DHCR7 ต าแหน่ง rs12785878 ในกลุ่ม Healthy control 

No Sex Age 
PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

1 1 42 CC TT GG 
2 2 40 CG TT GG 
3 2 55 CC TT TT 
4 1 49 CG TT GT 
5 2 48 GG TT GT 
6 2 40 CG TT GT 
7 2 50 CC TT GG 
8 2 48 GG TT GG 
9 2 46 CC TT GG 
10 1 49 GG TT GT 
11 2 47 CC TT GT 
12 2 54 CG TT GG 
13 2 50 CG TT GT 
14 2 42 CG TT TT 
15 1 51 CC TT GT 
16 2 50 CG TT GT 
17 1 49 CG TT GT 
18 1 47 CC TT GT 
19 1 42 CG TT TT 
20 1 46 GG TT GG 
21 1 41 CG TC GT 
22 1 50 CC CC GT 
23 1 47 CG undertermine GT 
24 1 47 CC TT GG 
25 1 41 CC CC GG 
26 1 45 CC CC GG 
27 1 49 CG TT GT 
28 2 43 CC TT GG 
29 1 41 CC CC GT 
30 1 59 CG CC GG 
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No Sex Age 
PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

31 1 48 CG CC GG 
32 1 49 CC CC GG 
33 1 45 CG TT GG 
34 2 40 CC CC GG 
35 1 50 GG CC GG 
36 2 54 CG CC GT 
37 2 40 CC TT GT 
38 2 45 CG CC GT 
39 2 62 CG CC GT 
40 2 40 CG CC GT 
41 2 54 CG TC GG 
42 2 58 CG TC GT 
43 2 47 GG TC GT 
44 2 48 CC CC GG 
45 2 48 CC TC GG 
46 2 48 CG TC GG 
47 2 51 GG TT TT 
48 2 50 GG TC GT 
49 2 54 CG TC GG 
50 2 49 CC TC GG 
51 2 40 CG TC GT 
52 2 42 CG TC GT 
53 1 50 CC TT GG 
54 1 42 CC TC GT 
55 1 54 CG TC GT 
56 2 43 CG TC GG 
57 2 55 CG TC GT 
58 1 49 CG TC GG 
59 2 40 CG TC GG 
60 1 49 CC TC GT 
61 1 40 CG TC GG 
62 2 41 CC TC GT 
63 2 42 CC TC GT 
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No Sex Age 
PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

64 1 45 CG TC GT 
65 1 58 CG TC GT 
66 1 44 CG CC TT 
67 1 52 CG TC GT 
68 1 41 CC TC GT 
69 1 44 GG TC GG 
70 1 44 CC TC TT 
71 1 44 CG TC GG 
72 2 49 CG TC TT 
73 1 46 CC TT GT 
74 1 53 GG TT GT 
75 1 41 CG TC TT 
76 1 41 CG TT TT 
77 1 51 GG TT GG 
78 2 40 CC TC GT 
79 1 60 CC TT GG 
80 1 46 CC TC GG 
81 1 53 GG TT GT 
82 1 41 CG CC GG 
83 1 41 CC TT GT 
84 1 43 CC TT GG 
85 1 59 CG TT GG 
86 2 48 CC CC GG 
87 2 46 CG CC GT 
88 1 41 CC CC GG 
89 1 47 CC TT GT 
90 2 52 CG TT TT 
91 1 54 CC TT GG 
92 1 56 CC TT GT 
93 1 55 CC TT GT 
94 1 54 CC TT GG 
95 1 41 GG TT GG 
96 1 44 GG TT GT 
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No Sex Age 
PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

97 1 45 CG TT GT 
98 1 47 CG TT GG 
99 2 43 CC TT TT 
100 2 55 CG TT GT 
101 2 46 CC TT GG 
102 1 49 CC TT GG 
103 2 42 GG TT GG 
104 2 40 CG TT GT 
105 2 44 CC TT GT 
106 1 42 GG TT GG 
107 2 42 CG undertermine GG 
108 2 42 CG TT GG 
109 1 41 CC TT TT 
110 2 56 CG TT GT 
111 1 41 CC TT GT 
112 1 46 CC TT GG 
113 1 51 CC TT GG 
114 2 53 CG TT GG 
115 2 51 CC TT GG 
116 1 53 CG TT GG 
117 1 46 CC TT GT 
118 1 55 CG TT TT 
119 1 42 CG TT GT 
120 1 46 CG TT TT 
121 1 54 CC TT undertermine 
122 2 46 CC TC TT 
123 2 49 CC TT GG 
124 2 54 CG TT GT 
125 2 47 CC TT GG 
126 1 51 CG TT undertermine 

127 2 47 CG TT TT 
128 2 54 CG TT GG 
129 2 42 CG TT GT 
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No Sex Age 
PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

130 2 47 CC TT GG 
131 1 53 CG TT GG 
132 2 43 CC TT GG 
133 1 48 CC TT TT 
134 1 52 CC TT GT 
135 2 54 CC TC GG 
136 2 43 CC TT GT 
137 1 45 CC TT TT 
138 1 49 GG TT GT 
139 1 51 CC TT TT 
140 1 56 CG TT GG 
141 1 50 CG TT GG 
142 2 41 CC TT GG 
143 1 43 CC TT GT 
144 2 51 CG TT GT 
145 2 43 CC TT GG 
146 1 43 CC TT GG 
147 2 40 CC TT TT 
148 1 45 CG TT GG 
149 1 53 CG TT GG 
150 1 54 CC TT GG 
151 1 45 CG TT GT 
152 1 46 CC CC GG 
153 2 40 CG TT GG 
154 2 41 CG TT TT 
155 2 42 CG TC GG 
156 2 41 CG TC GG 
157 1 49 CG TC GT 
158 2 42 GG TC GT 
159 1 49 GG TC GT 
160 2 51 CC TC GT 
161 2 42 CC TC GT 
162 2 48 CC TC GT 
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No Sex Age 
PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

163 1 42 CG TC TT 
164 2 47 CC TC GG 
165 1 58 CC TC GG 
166 2 41 CG TT GG 
167 1 48 CG TT TT 
168 1 55 CG TT GT 
169 1 58 CC TT GT 
170 2 47 CG TC GT 
171 1 47 CG TC GG 
172 1 49 CC TC GT 
173 1 48 CG TT GG 
174 2 42 CG TC GG 
175 1 56 CC TC GT 
176 2 54 CC TC GT 
177 2 44 GG TC GG 
178 1 53 CG TC GT 
179 2 49 CC TC GT 
180 2 52 CC TC GT 
181 1 44 CC TC GT 
182 2 47 CG TC GG 
183 1 46 CC TT GT 
184 2 43 CG TT GG 
185 1 46 CG TC GG 
186 2 42 CC TC GG 
187 2 46 CG TC GG 
188 2 42 CC TC GT 
189 1 45 CC TC GT 
190 1 49 CG TT GG 
191 1 51 CC TC GG 
192 1 49 CC TC GT 
193 1 55 CC TT GG 
194 1 50 CC TT GT 
195 1 50 GG TT GG 
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No Sex Age 
PNPLA3 
rs738409 

COX-2 
rs689465 

DHCR7 
rs12785878 

196 1 53 CC TT TT 
197 1 56 CG TT GG 
198 2 53 CC TT GG 
199 1 41 CC TT GG 
200 1 47 CG TT GT 

Sex: 1=Male, 2=Female 
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