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บทคัดย่อภาษาไทย 

ศิริรัตน์ สีขุนทด : การตรวจการกลายพันธ์ุของยีน K-ras ในตัวอย่างช้ินเน้ือที่ฝังพาราฟิน ของผู้ป่วย
มะ เ ร็งล า ไส้ ให ญ่และไส้ ตรง  โดย วิ ธี  Multiplex Allele-Specific Polymerase Chain Reaction 
(DETECTION OF K-ras GENE MUTATION FROM FORMALIN-FIXED, PARAFFIN-EMBEDDED 
TISSUE AMONG COLORECTAL CANCER PATIENTS BY MULTIPLEX ALLELE-SPECIFIC 
POLYMERASE CHAIN REACTION) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร.นันทรี ชัยชนะวงศาโรจน์, อ.
ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: พญ.ภานินี ถาวรังกูร{, 198 หน้า. 

ผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ที่มีการกลายพันธ์ุของยีน K-ras (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 
viral oncogene homolog) จะไม่ตอบสนองต่อการให้ยาเคมีบ าบัดชนิดโมโนโคลนอล แอนติบอดี ที่จะไปยับย้ัง
การส่งสัญญาณบนผิวเซลล์ของ  epidermal growth factor receptor (EGFR) จึงมีความจ าเป็นในการตรวจ
วิเคราะห์การกลายพันธ์ุของยีน K-ras ก่อนการให้ยากับผู้ป่วยเพ่ือช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษาให้เหมาะสมกับ
ผู้ป่วยแต่ละราย ในการศึกษาคร้ังน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาวิธี Multiplex Allele-Specific PCR (MAS-PCR) ใน
การตรวจหาการกลายพันธ์ุของยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 นิวคลีโอไทด์ที่ 34 35 และ 38 ทั้งสิ้น 7 
ชนิด คือชนิด G12D, G12A, G12R, G12C, G12S, G12V, และ G13D ในหลอดทดลองเดียว ตัวอย่างช้ินเน้ือที่ฝัง
พาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง ท าการตรวจวิเคราะห์กับ AS-primer ที่จ าเพาะ
กับดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธ์ุและ AS-primer ที่จ าเพาะกับดีเอ็นเอชนิดกลายพันธ์ุ ทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด 
(เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ที่วิธี MAS-PCR สามารถตรวจวัดได้ ผลการศึกษาพบว่าวิธี MAS-PCR ที่ใช้ AS-
primers ที่จ าเพาะกับดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธ์ุ สามารถแยกการกลายพันธ์ุของยีน K-ras ออกจากดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธ์ุได้ แต่ไม่สามารถระบุชนิดการกลายพันธ์ุได้ ขีดจ ากัดต่ าสุดที่ตรวจวัดได้ที่ 50-55 เปอร์เซ็นต์ mutant 
allele ขณะที่วิธี MAS-PCR ที่ใช้ AS-primers ที่จ าเพาะกับดีเอ็นเอชนิดกลายพันธ์ุ 7 ชนิดน้ัน สามารถระบุชนิดการ
กลายพันธ์ุได้ ย่ิงไปกว่าน้ัน ตัวอย่างช้ินเน้ือที่ฝังพาราฟินจ านวน 270 ตัวอย่าง ที่ตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี MAS-PCR 
ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่สอดคล้องกับวิธี Pyrosequencing ในระดับดีมาก (k = 0.947) มีเพียง 7 ตัวอย่างเท่าน้ัน 
ที่ให้ผลไม่สอดคล้องกัน วิธี MAS-PCR สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธ์ุได้ต่ าสุดที่ 1-2 เปอร์เซ็นต์ mutant 
allele ชนิดการกลายพันธ์ุที่พบได้บ่อยคือ  ชนิดการกลายพันธ์ุ G13D ที่ต าแหน่งโคดอน 13 คิดเป็น 49.17 
เปอร์เซ็นต์ ชนิดการกลายพันธ์ุ G12D คิดเป็น 25.83 เปอร์เซ็นต์ และชนิดการกลายพันธ์ุ G12V คิดเป็น 12.50 
เปอร์เซ็นต์ ที่ต าแหน่งโคดอน 12 ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างการเกิดการกลายพันธ์ุของยีน K-ras กับลักษณะ
พ้ืนฐานทั่วไปของผู้ป่วย ที่เกี่ยวข้องกับ อายุ เพศ ลักษณะทางพยาธิวิทยาของช้ืนเน้ือ และต าแหน่งของก้อนมะเร็ง 
วิธี MAS-PCR ที่พัฒนาข้ึนสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธ์ุของยีน K-ras ในตัวอย่างช้ิน
เน้ือที่ฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ซึ่งเป็นวิธีที่น่าเช่ือถือ รวดเร็ว ราคาไม่แพง และไม่จ าเป็นต้อง
ใช้เคร่ืองมือข้ันสูง 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5676658537 : MAJOR MOLECULAR SCIENCE OF MEDICAL MICROBIOLOGY AND IMMUNOLOGY 
KEYWORDS: K-RAS MUTATIONS, MULTIPLEX ALLELE-SPECIFIC PCR (MAS-PCR),  METASTATIC 
COLORECTAL CANCER (MCRC) 

SIRIRAT SEEKHUNTOD: DETECTION OF K-ras GENE MUTATION FROM FORMALIN-FIXED, 
PARAFFIN-EMBEDDED TISSUE AMONG COLORECTAL CANCER PATIENTS BY MULTIPLEX 
ALLELE-SPECIFIC POLYMERASE CHAIN REACTION. ADVISOR: ASST. PROF. NUNTAREE 
CHAICHANAWONGSAROJ, Ph.D., CO-ADVISOR: PANINEE THAVARUNGKUL, M.D. {, 198 pp. 

Colorectal cancer patients with K-ras (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene 
homolog) mutations do not respond to epidermal growth factor receptor (EGFR) inhibitors and fail 
to benefit from adjuvant chemotherapy. Mutation analysis of K-ras is necessary before starting 
treatment with monoclonal anti-EGFR antibodies for effective and appropriate treatment for 
individual patients. The objective of this study is to develop a Multiplex Allele-Specific PCR (MAS-
PCR) assay for analysis of the mutational status of K-ras codons 12 and 13, at nucleotides 34, 35 
and 38, including 7 type of K-ras mutations (G12D, G12A, G12R, G12C, G12S, G12V, and G13D) in a 
single-tube. Two hundred and seventy of formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) colorectal 
cancer tissues were analyzed using AS-primers specific for wild-type DNA and AS-primers specific 
for mutant DNA. The limit of detection (% mutant allele) of the MAS-PCR assay was determined. 
MAS-PCR assay using AS-primes specific for wild-type DNA could separate K-ras mutations from 
wild-type DNA, but it could not identify specific type of mutations. The limit of detection was 
detected at 50-55% mutant allele. While MAS-PCR assay using AS-primers specific for each of seven 
K-ras point mutations were successfully amplify each mutant alleles. Moreover, the MAS-PCR 
analysis of 270 FFPE samples shown good concordance (k = 0.947) with Pyrosequencing, only seven 
discordant samples were found. The MAS-PCR assay reproducibly detected 1 to 2% mutant alleles. 
The most common mutations were G13D in codon 13 (49.17%), G12D (25.83%) and G12V (12.50%) 
in codon 12. No correlation was found between K-ras mutations and patient’s demographic 
characteristics regard to age, gender, histologic grade and tumor site. Our developed  MAS-PCR can 
applied for detection of K-ras gene mutations in FFPE colorectal cancer tissues which is a reliable, 
rapid, cost-effective method and no need of advance instruments. 
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เข้าใจ ก าลังใจ และความช่วยเหลือตลอดมา 

 



สารบัญ 
  หน้า 

บทคัดย่อภาษาไทย........................................................................................................................ ง 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ .................................................................................................................. จ 

กิตติกรรมประกาศ ........................................................................................................................ ฉ 

สารบัญ .......................................................................................................................................... ช 

สารบัญตาราง ............................................................................................................................. 17 

สารบัญภาพ ................................................................................................................................ 20 

บทท่ี 1  บทน า ........................................................................................................................... 27 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา ......................................................................... 27 

1.2 ค าถามของการวิจัย ......................................................................................................... 30 

1.3 สมมุติฐานของงานวิจัย .................................................................................................... 30 

1.4 วัตถุประสงค์การวิจัย ...................................................................................................... 30 

1.5 ขอบเขตของงานวิจัย ....................................................................................................... 31 

1.6 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ.............................................................................................. 31 

บทท่ี 2  เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง .................................................................................... 32 

2.1 โรคมะเร็ง ........................................................................................................................ 32 

2.1.1 ความหมาย ........................................................................................................... 32 

2.1.2 ประเภท................................................................................................................ 32 

2.1.3 สาเหตุ .................................................................................................................. 33 

2.1.3.1 เหตุส่งเสริมท่ีอยู่ภายในร่างกาย .............................................................. 33 

2.1.3.2 เหตุส่งเสริมท่ีอยู่ภายนอกร่างกาย ........................................................... 36 

2.1.4 ระยะ (Grading and Staging of tumor)........................................................... 38 

2.1.4.1 การ Grading ของเซลล์มะเร็ง ................................................................ 38  

 



 ซ 

  หน้า 

2.1.4.2 การ Staging ของเนื้องอก ...................................................................... 39 

2.1.5 อุบัติการณ์และโรคมะเร็งท่ีพบบ่อย ...................................................................... 40 

2.2 มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ............................................................................................. 42 

2.2.1 ความหมาย ........................................................................................................... 42 

2.2.2 สาเหตุ .................................................................................................................. 43 

2.2.3 อณูชีววิทยาระดับโมเลกุลการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง .............................. 43 

2.2.4 อาการ .................................................................................................................. 44 

2.2.5 ระยะและความรุนแรง .......................................................................................... 44 

2.2.6 การวินิจฉัย ........................................................................................................... 45 

2.2.6.1 การวินิจฉัยอาการทางคลินิก ................................................................... 45 

2.2.6.2 การวินิจฉัยลักษณะทางพยาธิวิทยาของช้ินเนื้อ ...................................... 46 

2.2.7 อุบัติการณ์ ............................................................................................................ 47 

2.2.8 การรักษา.............................................................................................................. 47 

2.2.8.1 การรักษาหลัก ......................................................................................... 47 

2.2.8.2 การรักษาเสริม ........................................................................................ 48 

2.2.8.2.1 รังสีรักษา ............................................................................... 48 

2.2.8.2.2 ยาเคมีบ าบัด .......................................................................... 48 

2.3 ยาเคมีบ าบัดชนิด anti-EGFR monoclonal antibody ................................................ 50 

2.3.1 โครงสร้างและลักษณะท่ัวไป ................................................................................ 50 

2.3.1.1 ยา Cetuximab (Erbitux) ...................................................................... 50 

2.3.1.2 ยา Panitumumab (vectibix®) ........................................................... 51 

2.3.2 กลไกการท างานของยา Cetuximab และ Panitumumab ................................ 52 

2.4 ยีน K-ras (V-Ki-ras 2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) ................ 54  

 



 ฌ 

  หน้า 

2.4.1 ลักษณะท่ัวไป ....................................................................................................... 54 

2.4.2 ต าแหน่งท่ีพบการกลายพันธุ์ ................................................................................ 56 

2.4.3 เทคนิคการตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ...................................................... 58 

2.4.3.1 วิธีการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (Direct sequencing) ............................... 58 

2.4.3.2 วิธี High Resolution Melting Analysis (HRM) .................................. 58 

2.4.3.3 วิธี Mutant-enriched PCR assay ........................................................ 59 

2.4.3.4 วิธี co-amplification at lower denaturation temperature PCR . 59 

2.4.3.5 วิธี digital PCR ...................................................................................... 60 

2.4.3.6 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing .............................. 61 

2.4.3.7 ชุดทดสอบส าเร็จรูป (commercial kit) ................................................. 64 

2.5 Multiplex Allele-Specific Polymerase Chain (MAS-PCR) .................................... 67 

2.5.1 หลักการของ MAS-PCR ....................................................................................... 67 

2.5.2 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR .............................................. 69 

2.5.3 การประยุกต์ใช้เทคนิค MAS-PCR ในการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน .............. 69 

บทท่ี 3  วิธีด าเนินการวิจัย ......................................................................................................... 71 

3.1 สารเคมีและน้ ายา ........................................................................................................... 71 

3.2 เครื่องมือ ......................................................................................................................... 72 

3.3 วิธีการทดลอง ................................................................................................................. 73 

3.3.1 ตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน (Formalin-fixed, paraffin-embedded : FFPE 
tissue) ................................................................................................................. 73 

3.3.2 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction) .................................................................... 74 

3.3.3 การวัดปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องนาโนดรอป ....................................................... 74 

3.3.4 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี 
Pyrosequencing ............................................................................................... 75  

 



 ญ 

  หน้า 

3.3.4.1 ปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่ง
โคดอน 12 และ 13 ส าหรับท า Pyrosequencing ................................ 75 

3.3.4.2 ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ ด้วย gel electrophoresis ........................... 76 

3.3.4.3 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 
ด้วยวิธี Pyrosequencing ...................................................................... 76 

3.3.4.4 วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 
13 .......................................................................................................... 77 

3.3.5 การโคลนยีน K-ras ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ................................................ 78 

3.3.5.1 ปฏิกิริยา Polymerase chain reaction ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 
12 และ 13 ส าหรับท าการโคลนยีน ....................................................... 78 

3.3.5.2 การโคลนยีน K-ras ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 เข้าสู่ Vector pSC-A-
amp/kan............................................................................................... 79 

3.3.6 การตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี 
MAS-PCR ท่ี AS-primer จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ ์...................... 80 

3.3.6.1 ออกแบบ Allele-specific (AS-primer) primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras 
ชนิดไม่กลายพันธุ์ ................................................................................... 80 

3.3.6.2 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR กับชุด AS-
primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ ์.................................. 81 

3.3.6.2.1 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Allele-specific Primer 
ในปฏิกิริยา AS-PCR .............................................................. 81 

3.3.6.2.2 การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR ................. 82 

3.3.6.2.3 การหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR ............ 82 

3.3.6.2.4 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับยีน 
K-ras ต าแหน่ง โคดอน 12 .................................................... 83 

3.3.6.2.5 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับยีน 
K-ras ต าแหน่ง โคดอน 12 และ 13 ...................................... 84  

 



 ฎ 

  หน้า 

3.3.6.3 ทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant alleles) ในการตรวจหา
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ในปฏิกิริยา MAS-PCR กับชุด AS-primer ท่ี
จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ ์.................................................. 85 

3.3.6.3.1 ทดสอบหาความไวในการตรวจยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ 
ด้วย MAS-PCR ...................................................................... 85 

3.3.6.3.2 ทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras .................................... 85 

3.3.6.4 การทดสอบวิธี MAS-PCR ท่ีมี AS-Primer จ าเพาะกับยีน K-ras ท่ีไม่กลาย
พันธุ์ ท่ีพัฒนาขึ้น กับตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้
ใหญ่และไส้ตรง ....................................................................................... 86 

3.3.7 การตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี 
MAS-PCR ท่ี AS-primer จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ .......................... 87 

3.3.7.1 ออกแบบ AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ................ 87 

3.3.7.2 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจ
วิเคราะห์การกลายพันธุ์ยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 กับชุด 
AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ................................ 89 

3.3.7.2.1 ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ของ AS-
Primer ท่ีจ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิ
วคลีโอไทด์ท่ี 35 ..................................................................... 89 

3.3.7.2.1.1 ส่วนประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีเหมาะสมของ
ปฏิกิริยา AS-PCR .............................................. 89 

3.3.7.2.1.2 ทดสอบหาขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอ 
ของปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ีเหมาะสม ................. 90 

3.3.7.2.1.3 ทดสอบความเข้มข้นของ AS-primer ท่ีเหมาะสม
ของปฏิกิริยา MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 
ท่ี 35 .................................................................. 91  

 



 ฏ 

  หน้า 

3.3.7.2.2 ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ของ AS-
Primer ท่ีจ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิ
วคลีโอไทด์ท่ี 34 ..................................................................... 91 

3.3.7.2.3 ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ของ AS-
Primer ท่ีจ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิ
วคลีโอไทด์ท่ี 38 ..................................................................... 92 

3.3.7.2.4 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับยีน 
K-ras ต าแหน่ง โคดอน 12 และ 13 ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ท่ี 
34, 35 และ 38 ..................................................................... 93 

3.3.7.3 ทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ (เปอร์เซ็นต์ 
mutant alleles) ของยีน K-ras ในปฏิกิริยา MAS-PCR กับชุด AS-
primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ...................................... 94 

3.3.7.4 การทดสอบความแม่นย า และท าการทดสอบซ้ า (Precision and 
reprocucibility) ของวิธี MAS-PCR ส าหรับชุด AS-primer ท่ีมี
ความจ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ............................................. 95 

3.3.7.5 การทดสอบวิธี MAS-PCR ท่ีมี AS-Primer จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิด
กลายพันธุ์ ท่ีพัฒนาขึ้น กับตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และไส้ตรง............................................................................... 96 

3.3.8 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Direct sequencing ........................................ 96 

3.3.9 การวิเคราะห์สถิติ ................................................................................................. 97 

บทท่ี 4  ผลการทดลอง .............................................................................................................. 98 

4.1 ลักษณะพื้นฐานท่ัวไป และลักษณะทางพยาธิวิทยาของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้
ตรง ................................................................................................................................. 98 

4.2 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี 
Pyrosequencing .......................................................................................................... 99 

4.3 การโคลน ยีน K-ras ...................................................................................................... 103  

 



 ฐ 

  หน้า 

4.4 การตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี MAS-PCR 
ท่ี AS-primer จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ ์................................................ 105 

4.4.1 การออกแบบ AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ ................. 105 

4.4.2 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ยีน K-ras ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34....................................... 106 

4.4.2.1 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ AS-Primer ในปฏิกิริยา AS-PCR . 106 

4.4.2.2 การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR ................................ 107 

4.4.2.3 การหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR ........................... 109 

4.4.3 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ยีน K-ras ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35....................................... 110 

4.4.3.1 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ AS-Primer ในปฏิกิริยา AS-PCR . 110 

4.4.3.2 การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR ................................ 111 

4.4.3.3 การหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR ........................... 112 

4.4.4 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ยีน K-ras ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38....................................... 113 

4.4.4.1 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ AS-Primer ในปฏิกิริยา AS-PCR . 113 

4.4.4.2 การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR ................................ 114 

4.4.4.3 การหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ........................ 115 

4.4.5 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับยีน K-ras ต าแหน่ง โค
ดอน 12 ต่อ 1 หลอดทดลอง ............................................................................. 116 

4.4.6 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับยีน K-ras ต าแหน่ง โค
ดอน 12 และ 13 ต่อ 1 หลอดทดลอง ............................................................... 116 

4.4.7 การทดสอบปฏิกิริยา AS-PCR ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 กับ
ตัวอย่างดีเอ็นเอควบคุมบวกและตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน ........................... 117  

 



 ฑ 

  หน้า 

4.4.8 การทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant alleles) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ ของยีน K-ras ในปฏิกิริยา AS-PCR กับชุด AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน 
K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ .................................................................................... 119 

4.4.8.1 การทดสอบความไวในการตรวจหาการกลายพันธุ์ ของยีน K-ras ......... 119 

4.4.8.2 ทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา
การกลายพันธุ์ ของยีน K-ras ............................................................... 120 

4.4.9 การทดสอบวิธี AS-PCR ท่ีมี AS-Primer จ าเพาะกับยีน K-ras ท่ีไม่กลายพันธุ์ ท่ี
พัฒนาขึ้น กับตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้
ตรง .................................................................................................................... 124 

4.5 การตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี MAS-PCR 
ท่ี AS-primer จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ ์.................................................... 129 

4.5.1 ออกแบบ Allele-specific (AS-primer) primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิด
กลายพันธุ์ .......................................................................................................... 129 

4.5.2 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 กับชุด AS-primer ท่ี
จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ................................................................. 132 

4.5.2.1 ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ของ AS-Primer ท่ี
จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 .... 132 

4.5.2.1.1 ส่วนประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา AS-
PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 ...................................... 132 

4.5.2.1.2 สภาวะอุณหภูมิของ ปฏิกิริยา AS-PCR ท่ีเหมาะสม ในต าแหน่ง
นิวคลีโอไทด์ท่ี 35 ................................................................ 134 

4.5.2.1.3 ส่วนประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา 
MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ท่ี 35 ในหลอดเดียว .... 135 

4.5.2.2 ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ของ AS-Primer ท่ี
จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 .... 136  

 



 ฒ 

  หน้า 

4.5.2.3 ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ของ AS-Primer ท่ี
จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 .... 138 

4.5.2.4 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับยีน K-ras 
ต าแหน่ง โคดอน 12 และ 13 ต าแหน่งท่ี 34, 35 และ 38 ................... 139 

4.5.3 ทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ (เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles) ของยีน K-ras ในปฏิกิริยา MAS-PCR กับชุด AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน 
K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ........................................................................................ 141 

4.5.4 การทดสอบความแม่นย า และท าการทดสอบซ้ า (Precision and 
reproducibility) ของวิธี MAS-PCR ส าหรับชุด AS-primer ท่ีมีความจ าเพาะกับ
ยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ .................................................................................. 145 

4.5.5 การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 จาก
ตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ด้วยวิธี MAS-
PCR ................................................................................................................... 153 

4.6 การเปรียบเทียบผลการตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 
ด้วยวิธี MAS-PCR และวิธี Pyrosequencing .............................................................. 159 

4.7 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ส าหรับตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ด้วยวิธี Direct sequencing ...................................................... 160 

4.8 การศึกษาอุบัติการณ์ การเกิดการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 
จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงในประเทศไทย   .................................... 160 

4.9 ศึกษาความสัมพันธ์ของ ลักษณะพื้นฐานท่ัวไป และลักษณะทางพยาธิวิทยาของผู้ป่วย กับ
การเกิดการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ................................................... 161 

บทท่ี 5  อภิปรายและสรุปผลการทดลอง ................................................................................. 163 

สรุปผลการทดลอง ............................................................................................................... 169 

รายการอ้างอิง .......................................................................................................................... 170 

ภาคผนวก ................................................................................................................................. 183 

การเตรียมสารเคมีและอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้ในการทดลอง ................................................... 184  

 



 ณ 

  หน้า 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ ยีน Homo sapiens Kirsten rat sarcoma viral oncogene 
homolog (KRAS), transcript variant b, mRNA, NCBI Reference Sequence: 
NM_004985.4 ............................................................................................................ 187 

รายละเอียดข้อมูลการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ด้วยวิธี Pyrosequencing ..... 194 

รายละเอียดข้อมูลการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ด้วยวิธี MAS-PCR ................. 196 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์........................................................................................................ 198 

 

 



 17 

สารบัญตาราง 

ตารางท่ี  1 ข้อมูลสถิติโรคมะเร็งท่ีพบมากท่ีสุด 10 อันดับแรกในประเทศไทย .......................... 41 

ตารางท่ี  2 ยาเคมีบ าบัดท่ีใช้รักษา Metastatic Colorectal Cancer ในปัจจุบัน .................... 49 

ตารางท่ี  3 รูปแบบการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีพบได้บ่อย (Hot spots) ............................. 57 

ตารางท่ี  4 ข้อดีและข้อเสีย ของวิธีการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ........................... 66 

ตารางท่ี  5 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพเมอร์ ในการเพิ่มจ านวนยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 
และ 13 ส าหรับท า Pyrosequencing ................................................................... 75 

ตารางท่ี  6 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ส าหรับท า Pyrosequencing ในการหาล าดับนิวคลี
โอไทด์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ............................................... 77 

ตารางท่ี  7 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ ในการเพิ่มจ านวนยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 
และ 13 ส าหรับการโคลนยีน .................................................................................. 78 

ตารางท่ี  8 อัตราส่วนดีเอ็นเอต้นแบบชนิดกลายพันธุ์ต่อชนิดไม่กลายพันธุ์ ส าหรับท าปฏิกิริยา 
AS-PCR เพื่อทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุดในการตรวจหาการกลายพันธุ์ (เปอร์เซ็นต์ 
mutant alleles) .................................................................................................... 85 

ตารางท่ี  9 ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอของปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีเหมาะสมของ          
ปฏิกิริยา MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ท่ี 35                   90 

ตารางท่ี  10 อัตราส่วนของ AS-primer ของปฏิกิริยา MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 
35 ........................................................................................................................... 91 

ตารางท่ี  11 อัตราส่วนของ AS-primer ของปฏิกิริยา MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 
34 ........................................................................................................................... 92 

ตารางท่ี  12 อัตราส่วนของ AS-primer ของปฏิกิริยา MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 
38 ........................................................................................................................... 92 

ตารางท่ี  13 อัตราส่วนของ AS-primer ของปฏิกิริยา MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 
34,35 และ 38 ส าหรับ AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อชนิดการกลายพันธุ์ G12S, G12R, 
G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D ........................................................ 94 



 18 

ตารางท่ี  14 อัตราส่วนดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ต่อดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ ส าหรับท าปฏิกิริยา 
MAS-PCR เพื่อทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุดในการตรวจหาการกลายพันธุ์ (เปอร์เซ็นต์ 
mutant alleles) กับชุด AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ........ 95 

ตารางท่ี  15 อัตราส่วนดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ต่อดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ ส าหรับท า MAS-PCR 
เพื่อทดสอบความแม่นย าและความถูกต้อง ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ (เปอร์เซ็นต์ 
mutant alleles) ) กับชุด AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อดีเอ็นเอต้นแบบชนิดกลาย
พันธุ.์........................................................................................................................ 95 

ตารางท่ี  16 ลักษณะพื้นฐานท่ัวไป และลักษณะทางพยาธิวิทยาของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้
ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง ....................................................................................... 98 

ตารางท่ี  17 รายละเอียดไพรเมอร์ ของปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ี AS-primer จ าเพาะต่อยีน K-ras 
ชนิดไม่กลายพันธุ์ ส าหรับตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 
และ 13 ................................................................................................................. 106 

ตารางท่ี  18 ผลการทดสอบวิธี AS-PCR ท่ีมี AS-Primer จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ 
ท่ีพัฒนาขึ้น โดยการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 
13 จากตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง  จ านวน 
41 ตัวอย่าง ........................................................................................................... 125 

ตารางท่ี  19 ผลการวิเคราะห์ความถูกต้องของวิธี MAS-PCR เทียบกับวิธี Pyrosequencing โดย
พิจารณาจาก 3 กลุ่ม เปอร์เซ็นต์ mutant allele ท่ีแตกต่างกัน .......................... 128 

ตารางท่ี  20 รายละเอียดไพรเมอร์ ของปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ี AS-primer จ าเพาะต่อยีน K-ras 
ชนิดกลายพันธุ์ ส าหรับตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 
และ 13 ................................................................................................................. 131 

ตารางท่ี  21 ผลการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี 
MAS-PCR และวิธี Pyrosequencing จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง 
จ านวน 270 ตัวอย่าง ............................................................................................ 155 

ตารางท่ี  22 ผลการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี 
MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้นด้วยหลักการ AS-primer ด้านปลาย 3’ จ าเพาะต่อยีน K-ras 
ชนิดกลายพันธุ์ และวิธี Pyrosequencing จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้
ตรง จ านวน 8 ตัวอย่าง ท่ีพบการกลายพันธุ์มากกว่า 1 ต าแหน่ง ......................... 156 



 19 

ตารางท่ี  23 การเปรียบเทียบและความสอดคล้องของผลตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ี
ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี MAS-PCR และวิธี  Pyrosequencing จาก
ตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง ........................... 159 

ตารางท่ี  24 จ านวนและชนิดการถูกแทนท่ีนิวคลีโอไทด์ ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 
และ 13 ของตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง ...... 161 

ตารางท่ี  25 การศึกษาความสัมพันธ์ของ ลักษณะพื้นฐานท่ัวไป และลักษณะทางพยาธิวิทยาของ
ผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง กับการเกิดการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่ง
โคดอน 12 และ 13 ............................................................................................... 162 

ตารางท่ี  26 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธี Pyrosequencing จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง........................................................... 194 

ตารางท่ี  27 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธี Pyrosequencing จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง (ต่อ) .................................................. 195 

ตารางท่ี  28 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธี MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้นด้วยหลักการ AS-
primer ด้านปลาย 3’ จ าเพาะต่อดีเอนเอต้นแบบชนิดกลายพันธุ์ จากตัวอย่างผู้ป่วย
มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง ................................................. 196 

ตารางท่ี  29 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธี MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้นด้วยหลักการ AS-
primer ด้านปลาย 3’ จ าเพาะต่อดีเอนเอต้นแบบชนิดกลายพันธุ์ จากตัวอย่างผู้ป่วย
มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง (ต่อ) ........................................ 197 

 



 20 

สารบัญภาพ 

 

ภาพท่ี 1 อัตราการพบมะเร็งแต่ละชนิดในเพศชายและหญิง ...................................................... 34 

ภาพท่ี 2 การ Grading ของเนื้องอก .......................................................................................... 38 

ภาพท่ี 3 การ Staging ของเนื้องอก ........................................................................................... 39 

ภาพท่ี 4 ต าแหน่งการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ................................................................ 42 

ภาพท่ี 5 มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ระยะต่างๆ ....................................................................... 45 

ภาพท่ี 6 โครงสร้างของยาเคมีบ าบัด Cetuximab ..................................................................... 50 

ภาพท่ี 7 โครงสร้างของยาเคมีบ าบัด Panitumumab                         51 
ภาพท่ี 8 กลไกของยาเคมีบ าบัด (Cetuximab และ Panitumumab) ...................................... 52 

ภาพท่ี 9 ต าแหน่งและปฏิกิริยาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras                     55       
ภาพท่ี 10 หลักการและขั้นตอนของวิธี digital PCR .................................................................. 61 

ภาพท่ี 11 หลักการของปฏิกิริยา Pyrosequencing.................................................................. 62 

ภาพท่ี 12 การออกแบบ Allele-specific primer (AS-primer) ............................................... 67 

ภาพท่ี 13 หลักการ Multiplex Allele-specific PCR (MAS-PCR) .......................................... 68 

ภาพท่ี 14 vector armori–PCR product–vector armamp/kan ......................................... 79 

ภาพท่ี 15 การออกแบบ AS-primer ท่ีจ าเพาะกับดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งนิวคลีโอ
ไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 ............................................................................................... 80 

ภาพท่ี 16 ผลการวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีเกิดจากรวมปฏิกิริยา MAS-PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 
34 และ 35 เป็น 1 หลอดการทดลอง ........................................................................ 83 

ภาพท่ี 17 ผลการวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีเกิดจากรวมปฏิกิริยา MAS-PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 
34, 35 และ 38 เป็น 1 หลอดการทดลอง ................................................................. 84 

ภาพท่ี 18 ผลการวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ของปฏิกิริยา AS-PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 
38 แยกการทดสอบการกลายพันธุ์แต่ละนิวคลีโอไทด์ในแต่ละหลอดทดลอง ............. 86 



 21 

ภาพท่ี 19 การออกแบบ AS-primer ท่ีจ าเพาะกับดีเอนชนิดกลายพันธุ์ ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 
34, 35 และ 38 ......................................................................................................... 88 

ภาพท่ี 20 ผลการวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ของปฏิกิริยา AS-PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 
38 รวมการทดสอบการกลายพันธุ์ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ
ชนิด G13D ใน 1 หลอดทดลอง ................................................................................. 93 

ภาพท่ี 21 ผลการรันเจล อิเล็กโตรโฟรีซิส ก่อนการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี 
Pyrosequencing ...................................................................................................... 99 

ภาพท่ี 22 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing ของตัวอย่างท่ีไม่พบการกลาย
พันธุ์  ........................................................................................................................ 100 

ภาพท่ี 23 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing ของตัวอย่างท่ีพบการกลาย
พันธุ์ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 ............................................................................. 101 

ภาพท่ี 24 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing ของตัวอย่างท่ีพบการกลาย
พันธุ์ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 ............................................................................. 102 

ภาพท่ี 25 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing ของตัวอย่างท่ีพบการกลาย
พันธุ์ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 ............................................................................. 103 

ภาพท่ี 26 แสดงผลเจล อิเล็กโตรโฟรีซีส ของผลผลิตพีซีอาร์จากตัวอย่างโคลนของยีน K-ras . 104 

ภาพท่ี 27 แสดงผลการยืนยันการโคลนท่ีให้ผลบวก ด้วยการท า Direct Sequencing ........... 104 

ภาพท่ี 28 การออกแบบ AS-Primer ท่ีจ าเพาะกับดีเอ็นเอต้นแบบชนิดไม่กลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิ
วคลีโอไทด์ ท่ี 34, 35 และ 38 ................................................................................. 106 

ภาพท่ี 29 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ AS-
primer ด้วยการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 ....................... 107 

ภาพท่ี 30 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่ม
จ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา MAS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 .............. 108 

ภาพท่ี 31 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่ม
จ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา MAS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 .............. 109 

ภาพท่ี 32 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ AS-
primer ด้วยการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 ....................... 110 



 22 

ภาพท่ี 33 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่ม
จ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา MAS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 .............. 111 

ภาพท่ี 34 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่ม
จ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา MAS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 .............. 112 

ภาพท่ี 35 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ AS-
primer ด้วยการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 ....................... 113 

ภาพท่ี 36 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่ม
จ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา MAS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 .............. 114 

ภาพท่ี 37 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่ม
จ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา MAS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 .............. 115 

ภาพท่ี 38 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ีรวมนิวคลีโอไทด์ 34 และ 
35 เป็น 1 หลอดการทดลอง .................................................................................... 116 

ภาพท่ี 39 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ีรวมนิวคลีโอไทด์ 34, 35 
และ 38 เป็น 1 หลอดการทดลอง ............................................................................ 117 

ภาพท่ี 40 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับ AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 ............................................... 118 

ภาพท่ี 41 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ท่ีทดสอบปฏิกิริยา MAS-PCR กับตัวอย่างทางคลินิก 119 

ภาพท่ี 42 แสดงผลการทดสอบความไวในการตรวจหาการกลายพันธุ์ ของยีน K-ras ในปฏิกิริยา 
MAS-PCR กับชุด AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อดีเอ็นเอต้นแบบชนิดไม่กลายพันธุ์ ........ 120 

ภาพท่ี 43 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด 
G12S ....................................................................................................................... 121 

ภาพท่ี 44 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอน็เอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด 
G12R ....................................................................................................................... 121 



 23 

ภาพท่ี 45 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด 
G12C ....................................................................................................................... 122 

ภาพท่ี 46 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอน็เอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด 
G12D ....................................................................................................................... 122 

ภาพท่ี 47 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด  

  G12A                        123 
ภาพท่ี 48 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา

การกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด 
G12V ....................................................................................................................... 123 

ภาพท่ี 49 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด 
G13D ....................................................................................................................... 124 

ภาพท่ี 50 แสดงการออกแบบ AS-Primer ท่ีจ าเพาะกับดีเอ็นเอต้นแบบท้ัง 3 ชนิดกลายพันธุ์ ใน
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ท่ี 34 ..................................................................................... 130 

ภาพท่ี 51 แสดงการออกแบบ AS-Primer ท่ีจ าเพาะกับดีเอ็นเอต้นแบบท้ัง 3 ชนิดกลายพันธุ์ ใน
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ท่ี 35 ..................................................................................... 130 

ภาพท่ี 52 แสดงการออกแบบ AS-Primer ท่ีจ าเพาะกับดีเอ็นเอต้นแบบท้ัง 1 ชนิดกลายพันธุ์ ใน
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ท่ี 38 ..................................................................................... 130 

ภาพท่ี 53 แสดงผลของปฏิกิริยา AS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ยีน K-ras ชนิด G12D, 
G12A และ G12V .................................................................................................... 133 

ภาพท่ี 54 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ชนิด G12D, G12A และ 
G12V ....................................................................................................................... 135 

ภาพท่ี 55 แสดงผลของปฏิกิริยา AS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ยีน K-ras ต าแหน่งนิวคลี
โอไทด์ท่ี 35 ชนิด G12D, G12A และ G12V ........................................................... 136 



 24 

ภาพท่ี 56 แสดงผลของปฏิกิริยา AS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ยีน K-ras ต าแหน่งนิวคลี
โอไทด์ท่ี 34 ชนิด G12S, G12R และ G12C ............................................................ 137 

ภาพท่ี 57 แสดงผลการรันเจลของปฏิกิริยา AS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ยีน K-ras 
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 ชนิด G13D ................................................................... 138 

ภาพท่ี 58 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีจ าเพาะ
ต่อชนิดการกลายพันธุ์ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D 
สภาวะท่ี 1 ............................................................................................................... 140 

ภาพท่ี 59 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีจ าเพาะ
ต่อชนิดการกลายพันธุ์ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D 
สภาวะท่ี 2 ............................................................................................................... 140 

ภาพท่ี 60 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีจ าเพาะ
ต่อชนิดการกลายพันธุ์ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D 
สภาวะท่ี 3 ............................................................................................................... 141 

ภาพท่ี 61 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด 
G12S ....................................................................................................................... 142 

ภาพท่ี 62 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจ          
หาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด  

            G12R                         142 
ภาพท่ี 63 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา

การกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด 
G12C ....................................................................................................................... 143 

ภาพท่ี 64 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจ          
หาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด  

            G12D                        143 
ภาพท่ี 65 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา

การกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด 
G12A ....................................................................................................................... 144 



 25 

ภาพท่ี 66 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด 
G12V ....................................................................................................................... 144 

ภาพท่ี 67 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอน็เอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด 
G13D ....................................................................................................................... 145 

ภาพท่ี 68 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G12S.................................................... 146 

ภาพท่ี 69 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G12R ................................................... 147 

ภาพท่ี 70 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G12C ................................................... 148 

ภาพท่ี 71 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G12D ................................................... 149 

ภาพท่ี 72 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G12A ................................................... 150 

ภาพท่ี 73 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G12V ................................................... 151 

ภาพท่ี 74 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G13D ................................................... 152 

ภาพท่ี 75 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจแยกดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์และไม่
กลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้
ใหญ่และไส้ตรงจ านวน 8 ตัวอย่าง ........................................................................... 154 

ภาพท่ี 76 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ของตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ท่ีพบการกลายพันธุ์มากกว่า 1 ต าแหน่ง ................................ 157 



 26 

ภาพท่ี 77 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ีทดสอบการกลายพันธุ์ 1 นิวคลีโอไทด์ต่อ 1 หลอด
การทดลอง ของตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ท่ี
พบการกลายพันธุ์มากกว่า 1 ต าแหน่ง ..................................................................... 158 

 

 



 27 

บทท่ี 1 
 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง (Colorectal cancer) เป็นโรคมะเร็งท่ีพบบ่อย เป็นล าดับท่ี 
3 ของโรคมะเร็งท่ีพบท่ัวโลก ในปี 2012 ท่ัวโลกพบผู้ป่วยใหม่โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงประมาณ 
1.4 ล้านคนต่อปี พบในเพศชาย 7.46 คน ต่อประชากรชาย 100,000 คน และพบในเพศหญิง 6.14 
คน ต่อประชากรหญิง 100,000 คน คาดการณ์ว่าในปี 2035 ท่ัวโลกจะพบผู้ป่วยใหม่โรคมะเร็งล าไส้
ใหญ่และไส้ตรงท้ังเพศชายและเพศหญิงสูงถึง 1.36 และ 1.08 ล้านคน ตามล าดับ (1) จากข้อมูล
ทะเบียนมะเร็งในประเทศไทย ปี 2007-2009 พบว่าโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง พบเป็นอันดับ 3 
ในเพศชาย โดยมีอุบัติการณ์ 14.7 ต่อประชากรชาย 100,000 คน และเป็นอันดับ 5 ในเพศหญิง โดย
มีอุบัติการณ์ 11 ต่อประชากรหญิง 100 ,000 คน (2) ผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ประมาณ
เปอร์เซ็นต์ 50-60 มะเร็งจะมีการลุกลามไปยังอวัยวะอื่นๆ (metastatic colorectal cancer) อวัยวะ
ท่ีพบการลุกลามบ่อยได้แก่ ตับ ปอด ท้องและเยื่อบุช่องท้อง (3, 4) การรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้
ตรงระยะลุกลามนั้น แพทย์จะท าการพิจารณาท าการผ่าตัดช้ินเนื้อมะเร็งออก (resection) แต่อย่างไร
ก็ตามผู้ป่วยมะเร็งล าไ ส้ใหญ่และไส้ตรงระยะลุกลามนั้น ส่วนใหญ่ไม่สามารถผ่าตัดออกได้ 
(unresection) ดังนั้นแพทย์จะรักษาด้วยยาเคมีบ าบัด (preoperative chemotherapy) เพื่อลด
ขนาดของก้อนมะเร็งลงก่อนเพื่อให้สามารถท าการผ่าตัดช้ินเนื้อมะเร็งออกได้ 

ในปัจจุบันเครือข่ายโรคมะเร็งแห่งสหรัฐอเมริกา (NCCN : National Comprehensive 
Cancer Network) ได้แนะน ายาเคมีบ าบัดท่ีใช้รักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงในระยะลุกลาม คือ 
กลุ่มยา anti-EGFR monoclonal antibody เช่นยา Cetuximab (Erbitux) และยา Panitumamab 
(Vectibix) เป็นยาเคมีบ าบัดชนิด IgG1 human/mouse chimeric monoclonal antibody และ
ชนิด  fully IgG2 human monoclonal antibody ตามล า ดับ  ท่ีมี คว ามจ า เพาะ เจาะจง ต่อ 
epidermal growth factor receptor (EGFR) ของเซลล์มะเร็ง ท าให้ขัดขวางไม่ให้ epidermal 
growth factor (EGF) และ transforming growth factor-alpha จับกับ EGFR เพื่อยับยั้งกลไกท่ี
เซลล์มะเร็งส่งสัญญาณไปให้นิวเคลียสเพื่อท างานต่อไป (5)  ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการสร้างเซลล์ 
ยับยั้งกระบวนการสร้างหลอดเลือด (angiogenesis) และยับยั้งการเกิด metastasis จึงเป็นการ
ส่งเสริมให้เซลล์มะเร็งเกิดการตาย (apoptosis) โดยธรรมชาติ โดยกลุ่มยา anti-EGFR monoclonal 
antibody นั้นจะให้ผลการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยาท่ีแตกต่างกันคือเซลล์มะเร็งท่ีมียีน K-ras 



 28 

ชนิดไม่กลายพันธุ์ (wild-type) จะให้ผลการรักษาท่ีดี แต่เซลล์มะเร็งท่ีมียีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ 
(mutant) จะให้ผลการรักษาไม่ดี (5-7) และในปี 2009 เครือข่ายโรคมะเร็งแห่งสหรัฐอเมริกาและ
สมาคมมะเร็งวิทยาแห่งสหรัฐอเมริกา : American Society of Clinical Oncology (ASCO) ได้
แนะน าว่าก่อนท่ีจะเริ่มให้ยาเคมีบ าบัดกลุ่ม anti-EGFR monoclonal antibody ควรท่ีจะตรวจ
ข้อมูลทางพันธุกรรมของยีน K-ras ก่อนว่ามีการกลายพันธุ์หรือไม่ ยา anti-EGFR monoclonal 
antibody ควรให้กับผู้ป่วยท่ีไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน K-ras เท่านั้น (8) ดังนั้นการตรวจยีน K-ras 
ในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง เพื่อบ่งช้ีว่ายีน K-ras กลายพันธุ์หรือไม่ ก่อนการรักษา จะช่วยให้
แพทย์วางแผนการรักษาให้เหมาะสมและให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุดกับผู้ป่วยแต่ละรายได้ (9)  

K-ras (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) เป็นยีนอยู่ ใน  Ras 
gene family ซึ่งอยู่บนแขนข้างส้ันของโครโมโซมท่ี 12(12p) (10) โดยยีน K-ras นี้เป็นพันธุกรรมหนึ่ง
ท่ีมีหน้าท่ีในการสร้างโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องในการเจริญเติบโตของเซลล์ เรียกว่าโปรตีน RAS ท างานแบบ 
molecular switch ท าหน้าท่ีควบคุมการถ่ายทอดสัญญาณ (transduction signal) เช่น Epidermal 
growth factor receptor (EGFR) -induced cell signaling โดยส่งสัญญาณจาก receptor บนผิว
เซลล์ไปยังบริเวณเป้าหมายภายในเซลล์หากมีการกลายพันธุ์ (mutant) จะเป็นสาเหตุท าให้ ras 
gene เปล่ียนจาก proto-oncogene เป็น oncogene ท าให้เกิดความผิดปกติของโปรตีน RAS 
เนื่องจาก amino acid ในสายของโปรตีนผิดไปจากเดิม โปรตีน GTPase ไม่สามารถเปล่ียนรูปจาก 
active form (ras-GTP) กลับเป็น inactive form (ras-GDP) ได้ เกิดการถ่ายถอดสัญญาณ กระตุ้น
เซลล์เป้าหมายตลอดเวลา ท าให้เกิดเซลล์ท างานผิดปกติขาดการควบคุม เช่นกระตุ้นการสร้างโปรตีน
มากขึ้น นานขึ้น ท าให้เซลล์แบ่งตัวเร็วขึ้น และแพร่กระจายง่ายขึ้น ซึ่งสามารถใช้ยีน K-ras เป็น
ตัวชี้วัดทางชีวภาพตัวแรกในการคาดการณ์ถึงผลการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงในระยะลุกลาม
ได้ (9) โดยต าแหน่งการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีพบได้บ่อย ในมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงคือ
ต าแหน่งโคดอน 12 (GGT) และโคดอน 13 (GGC) พบมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ (11-15) และรูปแบบ
การกลายพันธุ์ที่พบบ่อยคือ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V, และ G13D (15-17)  

ปัจจุบันเทคนิคท่ีใช้ตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras มีหลากหลายวิธี เช่น วิธี Direct 
Sequencing (12, 18-21) วิธี  high resolution melting (HRM) (18), วิธี mutant-enriched PCR 
assay (19), วิธี  Pyrosequencing (11, 16, 22), วิธี  co-amplification at lower denaturation 
temperature PCR (23), และวิ ธี  digital PCR (19, 24) นอกจากนี้ ยั ง มี ชุดทดสอบส า เ ร็ จรู ป 
(commercial kit) ของบริษัทต่างๆ เช่นชุดทดสอบ cobas® KRAS Mutation Test, therascreen® 
DxS KRAS Kit, EntroGen’s K-ras Mutation Analysis Kit for Real-Time PCR, และชุดทดสอบ 
KRAS StripAssay Kit (20, 25) อย่างไรก็ตามวิธีท้ังหมดท่ีกล่าวมาข้างต้น ต้องการเครื่องมือท่ีจ าเพาะ 
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มีต้นทุนท่ีสูง และต้องอาศัยความช านาญในการวิเคราะห์ผล โรงพยาบาลหรือห้องปฎิบัติการในท่ี
ห่างไกล ขาดต้นทุน ขาดแคลนเครื่องมือท่ีจ าเพาะเช่นเครื่อง Real-time PCR, เครื่อง Sequencer 
Analyzer, และเครื่อง Pyrosequencer ซึ่งเครื่องดังกล่าวมีราคาแพง จึงท าให้เป็นข้อจ ากัดในการ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ส าหรับพื้นท่ีท่ีขาดแคลนเทคโนโลยีข้ันสูง 

เ ท คนิ ค  Multiplex Allele-Specific Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR) เ ป็ น
เทคนิคท่ีมีความจ าเพาะและความไวสูง ราคาไม่แพง โดยอาศัยหลักการของ  Polymerase Chain 
Reaction ในขั้นตอนของ extension คือเอนไซม์ DNA Polymerase จะไม่ท าปฏิกิริยา หากด้าน
ปลาย 3’ ของ Allele-specific primer (AS-Primer) ไม่เป็นนิวคลีโอไทด์คู่สมกับดีเอ็นเอต้นแบบ 
(DNA template) และสามารถตรวจสอบได้ด้วยการ run gel electrophoresis เทคนิค MAS-PCR 
จึงเป็นเทคนิคท่ีสามารถใช้ตรวจการการกลายพันธุ์ของยีนได้  (26) ปัจจุบันเทคนิค MAS-PCR ได้ถูก
น ามาประยุกต์ใช้ในงานทางด้าน genetic อย่างแพร่หลายเช่น งานวิจัยของ Shi และคณะ ประสบ
ความส าเร็จในการพัฒนาวิธี MAS-PCR เพื่อตรวจหาการด้ือยา Rifampin ของเช้ือ Mycobacterium 
tuberculosis ซึ่งเกี่ยวข้องกับการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ท่ีต าแหน่งโคดอน 511, 516, 526 และ 
531 มีความไวสูงถึง 94.2 เปอร์เซ็นต์ และมีความจ าเพาะสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ (27) งานวิจัยของ 
Allegui  และคณะ ประสบความส าเร็จในการพัฒนาวิธี MAS-PCR เพื่อตรวจหาการด้ือยา Isoniazid 
และ Rifampin (Multi-drug resistant: MDR) ของเช้ือ M. tuberculosis ซึ่งเกี่ยวข้องกับการกลาย
พันธุ์ของยีน rpoB ท่ีต าแหน่งโคดอน 516, 526 และ 531 การกลายพันธุ์ของยีน katG ท่ีต าแหน่งโค
ดอน 315 และการกลายพันธุ์ของยีน inhA ท่ีต าแหน่ง mabA-inhA: -15  พบว่าวิธี MAS-PCR เมื่อ
ตรวจหา MDR มีความไวสูงถึง 92.6 เปอร์เซ็นต์ และมีความจ าเพาะสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ (28) เป็น
ต้น 

ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้ จึงมุ่งพัฒนาวิธี MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ี
ต าแหน่ง โคดอน 12 และ 13 ท้ัง 7 รูปแบบการกลายพันธุ์คือ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, 
G12V, และ G13D ในตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ซึ่งสามารถ
ใช้เป็นแนวทางในการวางแผนการรักษาและเลือกใช้ยาเคมีบ าบัดได้อย่างเหมาะสม ท าให้การรักษามี
ความคุ้มค่าและเกิดประโยชน์ต่อผู้ป่วยสูงสุด 
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1.2 ค าถามของการวิจัย 

1. เทคนิค Multiplex Allele-Specific Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR) สามารถ
ตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ในตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน ในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้
ตรง ได้หรือไม่ 

 2. เทคนิค Multiplex Allele-Specific Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR) มีความ
ไวและความจ าเพาะเทียบเท่าเทคนิค Pyrosequencing ในการตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ใน
ตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน ในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง หรือไม่ 

 3. อุบัติการณ์การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ในมะเร็งล าไส้ใหญ่
และไส้ตรง ในประเทศไทย แตกต่างจากประเทศอื่นๆ หรือไม่  

 

1.3 สมมุติฐานของงานวิจัย  

1. เทคนิค Multiplex Allele-Specific Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR) 

สามารถตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ในตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน ในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่
และไส้ตรง ได้ 

 2. เทคนิค Multiplex Allele-Specific Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR) มีความ
ไวและความจ าเพาะเทียบเท่า เทคนิค Pyrosequencing ในการตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ใน
ตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน ในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และตรง 

 3. อุบัติการณ์การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ในมะเร็งล าไส้ใหญ่
และไส้ตรง ในประเทศไทย ไม่แตกต่างจากประเทศอื่นๆ  

 

1.4 วัตถุประสงค์การวิจัย 

1. เพื่อพัฒนาเทคนิค Multiplex Allele-Specific Polymerase Chain Reaction (MAS-
PCR) ตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ในตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน ในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และ
ไส้ตรง  

 2. เพื่อเปรียบเทียบความไวและความจ าเพาะในการตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ใน
ตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน ในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ด้วยเทคนิค Multiplex Allele-
Specific Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR) กับ เทคนิค Pyrosequencing 
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3. เพื่อส ารวจอุบัติการณ์การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ใน
มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ในประเทศไทย  

4. เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ลักษณะท่ัวไปของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง กับการเกิด
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 

 

1.5 ขอบเขตของงานวิจัย  

งานวิ จัยนี้ มุ่ ง เน้น ท่ีจะพัฒนา เทคนิค Multiplex Allele-specific Polymerase Chain 
Reaction (MAS-PCR) เทียบกับเทคนิคมาตรฐาน Pyrosequencing เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของ
ยีน K-ras เฉพาะต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 นิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 ท่ีมีรูปแบบการกลาย
พันธุ์ชนิด G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V, และ G13D ซึ่งเป็นรูปแบบท่ีพบบ่อย โดยจะ
ตรวจวิเคราะห์จากตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ซึ่งเป็นตัวอย่าง
ท่ีเหลือจากงานตรวจบริการของสถาบันพยาธิวิทยา กรมการแพทย์ และเปรียบเทียบความไวและ
ความจ าเพาะในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ด้วยเทคนิค MAS-PCR และเทคนิค 
Pyrosequencing ท าการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุดในการตรวจหาการกลายพันธุ์  (เปอร์เซ็นต์ 
mutant alleles) ของยีน K-ras โดยใช้ตัวอย่างพลาสมิดดีเอ็นเอผสมระหว่าง ดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ 
แต่ละชนิด กับดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ 

 

1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ   

1. ทราบอุบัติการณ์การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ในมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ในประเทศไทย 

2. ทราบความสัมพันธ์ของลักษณะท่ัวไปของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง กับการเกิด
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 

3. สามารถใช้เทคนิค Multiplex Allele-specific Polymerase Chain Reaction (MAS-
PCR) ตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ในตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน ในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และ
ไส้ตรง ในห้องปฏิบัติการห่างไกล ขาดแคลนเทคโนโลยีสมัยใหม่เช่น เครื่อง Pyrosequencing, 
Sequencing Analyzer และสามารถพัฒนาต่อยอดเป็นชุดทดสอบได้ 
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บทท่ี 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 โรคมะเร็ง 

 2.1.1 ความหมาย 

มะเร็ง หรือ Cancer มาจากค าศัพท์ในภาษากรีกคือ Carcinus หรือ Karkinos ซึ่งแปลว่า ปู 
ซึ่งหมายถึง “กระบวนการไร้ระเบียบ ไม่มีอะไรมาขัดขวางการใช้อ านาจควบคุม” มะเร็งหรือทาง
การแพทย์เรียกว่า “เนื้องอกท่ีเป็นเนื้อร้าย” คือ กลุ่มของโรคท่ีเกิดเนื่องจากเซลล์ของร่างกายมีความ
ผิดปกติ ท่ีดีเอ็นเอหรือสารพันธุกรรม ส่งผลให้เซลล์มีการเจริญเติบโต มีการแบ่งตัวเพื่อเพิ่มจ านวน
เซลล์อย่างรวดเร็วและมากกว่าปกติ เป็นลักษณะของการแบ่งเซลล์ท่ีไม่สามารถควบคุมได้ ดังนั้นจึง
อาจท าให้เกิดก้อนเนื้อผิดปกติ และในท่ีสุดท าให้เกิดการตายของเซลล์ในก้อนเนื้อนั้น เนื่องจากขาด
เลือดไปเล้ียง ถ้าเซลล์มะเร็งเกิดอยู่ในอวัยวะใดเรียกช่ือมะเร็ง ตามอวัยวะนั้นๆ เช่น มะเร็งปอด มะเร็ง
สมอง มะเร็งเต้านม มะเร็งปากมดลูก มะเร็งเม็ดเลือดขาว มะเร็งต่อมน้ าเหลือง และมะเร็งผิวหนัง 
เป็นต้น และเซลล์มะเร็งยังมีความสามารถท่ีจะลุกลามเข้าไปในเนื้อเยื่ออื่นๆ โดยวิธีการใดวิธีการหนึ่ง 
เช่น เจริญเติบโตโดยตรงเข้าไปในเนื้อเยื่อข้างเคียง (Invasion) หรือการอพยพเคล่ือนย้ายเซลล์ไปยัง
ต าแหน่งท่ีไกลๆ (Metastasis) (29-31) 

2.1.2 ประเภท  

มะเร็งมีมากมายกว่า 200 ชนิด ขึ้นอยู่ว่าเกิดขึ้นอยู่ในอวัยวะใด โดยสามารถแบ่งออกเป็น
กลุ่มใหญ่ๆ ได้ 5 กลุ่ม ดังนี้ (32) 

  2.1.2.1 มะเร็งกลุ่ม Carcinoma 

มะเร็งซึ่งมาจากเซลล์เยื่อบุผิวของอวัยวะท้ังภายในและภายนอกร่างกาย ประมาณ 
85 เปอร์เซ็นต์ ของผู้ป่วย จะอยู่ในประเภทนี้ ซึ่งเซลล์เย่ือบุผิวของร่างกายมี 4 ชนิด ได้แก่  

   2.1.2.1.1 Glandular คือ กลุ่มของเซลล์เย่ือบุผิวที่สร้างสารคัดหล่ัง  

   2.1.2.1.2 Squamous คือ กลุ่มของเซลล์เยื่อบุผิวท่ีมีลักษณะแบนบาง
หลายเหล่ียม 

   2.1.2.1.3 Transitional คือ เซลล์เยื่อบุผิวท่ีเปล่ียนแปลงรูปร่างได้ตามการ
ขยายและหดตัวของอวัยวะนั้นๆ จะพบในอวัยวะ เช่น ท่อทางเดินปัสสาวะ  



 33 

   2.1.2.1.4 Pseudostratified คือ เซลล์เย่ือบุผิวท่ีเรียงตัวหลายช้ันเทียม จะ
พบในอวัยวะ เช่น ปอด มะเร็งสามารถเกิดขึ้นได้จากเซลล์เย่ือบุอวัยวะชนิดต่างๆ เหล่านี้ ตัวอย่างเช่น 
มะเร็งเต้านม (Breast Carcinoma) ส่วนใหญ่เกิดจากเซลล์เย่ือบุของต่อมสร้างน้ านม 

  2.1.2.2 มะเร็งกลุ่ม Sarcoma 

หมายถึง มะเร็งท่ีเกิดจากเนื้อเย่ืออ่อน (Soft Tissue) ของร่างกาย หรือเนื้อเยื่อเสริม 
(Supportive Tissue) ซึ่งได้แก่ ไขมัน กล้ามเนื้อ เส้นประสาท และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน นอกจากนี้ ยัง
รวมถึงกระดูกและกระดูกอ่อนด้วย 

  2.1.2.3 มะเร็งกลุ่ม Lymphoma 

หมายถึง มะเร็งท่ีพัฒนามาจากต่อมน้ าเหลือง และเนื้อเยื่อของระบบภูมิต้านทาน 

  2.1.2.4 มะเร็งกลุ่ม Leukemias 

หมายถึงมะเร็งของระบบโลหิต เกิดจากความผิดปกติของเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือดท่ี
อยู่ในไขกระดูก (Bone Marrow) 

  2.1.2.5 มะเร็งกลุ่ม Melanoma 

หมายถึง มะเร็งท่ีมาจากเซลล์ผลิตเม็ดสี (Melanocytes) ซึ่งจะพบตามผิวหนัง ไฝ 
(Mole) เป็นการเจริญเติบโต ของเซลล์เม็ดสีประเภทไม่เป็นอันตราย 

 2.1.3 สาเหตุ  

สาเหตุการเกิดโรคมะเร็งนั้นยังไม่สามารถสรุปสาเหตุได้ชัดเจน แต่อาจจะสรุปได้ว่า มีเหตุ
ส่งเสริมท่ีส าคัญ 2 สาเหตุร่วมกัน อันจะท าให้เซลล์ปกติกลายเป็นเซลล์มะเร็ง การเปล่ียนแปลงการ
เจริญเติบโตจากเซลล์มะเร็งเพียงเซลล์เดียว กลายเป็นก้อนมะเร็งขึ้นมา ต่อมาจะมีการลุกลามเฉพาะท่ี 
และเกิดการแพร่กระจายไปสู่อวัยวะอื่นในท่ีสุด (33) 

  2.1.3.1 เหตุส่งเสริมที่อยู่ภายในร่างกาย 

เหตุส่งเสริมนี้ขึ้นอยู่กับภาวะภายในร่างกายในแต่ละบุคคล เช่น 

   2.1.3.1.1 ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายของแต่ละบุคคล  

โดยปกติเซลล์มะเร็งสามารถสร้างสารต่างๆ ออกมาในรูปของโปรตีน และ
โพลีเปปไทด์ (Polypeptides) หลายๆ ชนิด ซึ่งจะพบได้ท่ีพื้นผิวหรือผนังของเซลล์มะเร็ง เรียกว่า 
Tumor Associated Antigen –TAA ห รื อ  Tumor Specific Transplantation Antigen - TSTA 
โดยปกติร่างกายของคนเรา สามารถจะรับรู้แอนติเจนชนิดนี้  จึงสามารถสร้างภูมิคุ้มกัน หรือ
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แอนติบอดีท่ีจะมาต้านแอนติเจนนี้ได้ เมื่อร่างกายไม่สามารถสร้างภูมิคุ้มกันต้านแอนติเจนนี้ได้ จะโดย
สาเหตุใดก็ตามท่ีร่างกายไม่สามารถค้นพบ ท าใหเ้กิดเซลล์มะเร็งขึ้นได้ 

   2.1.3.1.2 เช้ือชาติ 

การเกิดมะเร็งบางชนิดมีความสัมพันธ์กับเช้ือชาติ โดยมะเร็งบางชนิดจะพบ
มากในเฉพาะบางเช้ือชาติ เช่น มะเร็งโพรงหลังจมูก พบมากในชาวจีน  จากข้อมูลทางสถิติของ
หน่วยงาน World Cancer Research Fund International แห่งสหราชอาณาจักร พบว่า 10 ล าดับ
แรกของประเทศท่ีพบโรคมะเร็งมากท่ีสุดอยู่ในกลุ่มประเทศโซนยุโรป , โอโซเนีย, อเมริกาทางตอน
เหนือ และเอเชีย เช่นประเทศเดนมาร์ก พบผู้ป่วยมะเร็งสูงถึง 338.1 ต่อประชากร 1 แสนคน , 
ประเทศสหรัฐอเมริกา พบผู้ป่วยมะเร็ง 318.0 ต่อประชากร 1 แสนคน และประเทศสาธารณรัฐเกาหลี 
พบผู้ป่วยมะเร็ง 307.8 ต่อประชากร 1 แสนคน เป็นต้น (34) 

   2.1.3.1.3 เพศ 

การเกิดมะเร็งบางชนิดมีความสัมพันธ์และขึ้นอยู่กับลักษณะของเพศท่ี
แตกต่างกัน จากรายงานของสมาคมอเมริกัน (American Cancer Society) ปี 2015 รายงานว่าอัตรา
การพบมะเร็งแต่ละชนิดแตกต่างกัน โดยมะเร็งบางชนิดพบมากในเพศชาย เช่น มะเร็งปอด มะเร็งตับ 
แต่มะเร็งบางชนิดพบมากในเพศหญิง เช่น มะเร็งเต้านม มะเร็งปากมดลูก เป็นต้น แสดงดังภาพท่ี 1   

 
 

ภาพท่ี 1 อัตราการพบมะเร็งแต่ละชนิดในเพศชายและหญิง (31)
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2.1.3.1.4 อาย ุ
มะเร็งส่วนใหญ่มักเกิดในประชากรท่ีมีอายุต้ังแต่ 55 ปีขึ้นไป เช่น มะเร็ง

ของเยื่อบุท่ีเรียกว่า Carcinoma แต่อย่างไรก็ตามประชากรท่ีอายุน้อยก็สามารถเกิดมะเร็งบางชนิดได้
บ่อยกว่าเช่น มะเร็งเม็ดเลือดขาว (Leukemia), มะเร็งของเนื้อเยื่อท่ีเรียกว่า Sarcoma และ มะเร็ง
บา ง ชนิ ดจะ พบ เฉ พาะ ใน เ ด็ ก เ ท่ า นั้ น  เ ช่ น  ม ะ เ ร็ ง ขอ ง ลูกตา ชนิ ด เ ร ติ โ น บลาส โตม า 
(Retinoblastoma) เป็นต้น มะเร็งกระดูกชนิด Osteosarcoma จะพบมีอุบัติการณ์สูงในช่วงอายุ 2 
ช่วง คือ ช่วงอายุ 10-20 ปี และมากกว่า 60 ปีข้ึนไป 

   2.1.3.1.5 พันธุกรรม (Hereditary) 

ปัจจัยด้านพันธุกรรมเป็นปัจจัยหนึ่งท่ีมีอิทธิพลต่อการเกิดโรคมะเร็ง โดย
สามารถแบ่งรูปแบบของการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของมะเร็งออกเป็น 3 รูปแบบ (35) คือ 

    2.1.3.1.5.1 Inherited Cancer Syndromes 

ผลของความผิดปกติของยีนเดียวท าให้เพิ่มอัตราเส่ียงต่อการเกิด
มะเร็ง และโดยส่วนมากแล้วยีนเหล่านี้จะถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบบ Autosomal dominant 
pattern ตัวอย่างความผิดปกติของยีนรูปแบบ Inherited Cancer Syndromes คือ 40 เปอร์เซ็นต์ 
ของผู้ป่วยมะเร็งชนิด Retinoblastoma จะพบญาติพี่น้องเจ็บป่วยด้วยมะเร็งดังกล่าว และ Familial 
adenomatous polyposis (FAP) ซึ่งเป็นโรคถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีเพิ่มความเส่ียงต่อการเกิด
โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่ และเกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ ของผู้ป่วยท่ีเป็นโรคดังกล่าว จะเกิดการเปล่ียนแปลง
จนกลายเป็นมะเร็งล าไส้ใหญ่เมื่ออายุ 50 ปี  

    2.1.3.1.5.2 Familial Cancers  

มะเร็งท่ีจัดอยู่ในกลุ่มนี้ ไม่สามารถบอกรูปแบบการถ่ายทอดทาง
พันธุกรรมได้ชัดเจน เพียงแต่พบว่า ในบางครอบครัวมีการเจ็บป่วยเนื่องจาก มะเร็ งบางชนิดได้บ่อย 
โดยเฉพาะรุ่นท่ีใกล้ชิดกัน เช่น พี่กับน้อง รุ่นพ่อหรือแม่กับรุ่นลูก เป็นต้น มะเร็งท่ีจัดอยู่ในกลุ่มนี้ เช่น 
มะเร็งล าไส้ใหญ่ มะเร็งเต้านม มะเร็งรังไข่ และมะเร็งสมอง  

    2.1.3.1.5.3 Autosomal Recessive Syndromes of Defective 
ดีเอ็นเอ Repair  

มะเร็งท่ีจัดอยู่ในกลุ่มนี้มีน้อย การถ่ายทอดพันธุกรรมจะเป็นแบบ 
Autosomal recessive ยีนท่ีผิดปกตินั้นเกี่ยวข้องกับขบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอ (DNA repair) เช่น
โรค Xeroderma pigmentosum 
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2.1.3.1.6 ความผิดปกติต่างๆของร่างกาย 

ความผิดปกติต่างๆของร่างกาย เช่นในกรณีท่ีร่างกายเป็นไฝ หรือปานด า มี
โอกาสจะกลายเป็นมะเร็งผิวหนังเมลาโนบาชนิดร้าย (Malignant Melanoma) ได้ และเด็กท่ีมีความ
พิการ มาแต่ ก าเนิดมีโอกาสเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาว เป็นต้น  

  2.1.3.2 เหตุส่งเสริมที่อยู่ภายนอกร่างกาย  

เหตุส่งเสริมนี้ไม่ข้ึนอยู่กับภาวะภายในร่างกาย แต่ขึ้นกับสภาวะภายนอกต่างๆหลาย
สาเหตุ เช่น 

   2.1.3.2.1 สารทางกายภาพต่างๆ (Physical Agents)  

สารทางกายภาพต่างๆ โดยส่วนใหญ่แล้ว จะท าให้เกิดการระคายเรื้อรังต่อ
ร่างกายหรือเซลล์ ท าให้เกิดการความผิดปกติและพัฒนาต่อไปเป็นเซลล์มะเร็งได้ เช่น ฟันปลอมท่ีไม่
กระชับ เวลาเค้ียวอาหาร จะมีการเสียดสีกับเหงือกหรือเพดานปาก อาจจะท าให้เกิดมะเร็งของเหงือก
หรือเพดานปากได้ การกระทบกระแทก การคลอดบุตรหลายๆ คน หรือการมีกระบังลมหย่อนในหญิง
สูงอายุ ท าให้เกิดมะเร็งปากมดลูกได้ง่าย การได้รับรังสีต่างๆเป็นประจ า เป็นต้น 

   2.1.3.2.2 สารเคมีก่อมะเร็ง (Chemical Carcinogens) 

สารเคมีก่อมะเร็ง จะเป็นตัวกระตุ้นในระยะเริ่มต้น หรือ Initiator มีท้ังท่ี
เป็น สารเคมีในธรรมชาติและสารเคมีท่ีสังเคราะห์ขึ้นมาเอง แบ่งตามการออกฤทธิ์ได้ 2 กลุ่มคือ 
สารเคมีท่ีสามารถออกฤทธิ์ได้เลย (Direct-acting compound) และสารเคมีท่ีต้องผ่านกระบวนการ
เมตาบอลิซึมก่อนจึงจะมีฤทธิ์ก่อมะเร็งได้ (Indirect-acting compound) ตัวอย่างสารก่อมะเร็งเช่น 
สารจ าพวก Polycyclic aromatic hydrocarbons มีแหล่งท่ีมาจากการเผาไหม้ของยาสูบ โดยเฉพาะ
การสูบบุหรี่ ซึ่งจะเกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งปอด สาร Aflatoxin B1 เป็นสารเคมีท่ีได้จากเช้ือราชนิด 
Aspergillus flavus มักจะปนเปื้อนกับอาหารจ าพวกถั่ว ซึ่ง สัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตับ สาร 
Nitrosamines เป็นสารก่อมะเร็งท่ีส าคัญ ซึ่งปนเปื้อนในอาหารและเกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็ง
กระเพาะอาหาร และมะเร็งหลอดอาหาร และสารโลหะชนิดต่างๆเช่น นิกเกิล สารตะกั่ว แคดเมียม 
โคลบอล สามารถท าลายสารพันธุกรรม ท าให้เกิดการผ่าเหล่าของยีน และท าให้เกิดมะเร็งได้ (36)   
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2.1.3.2.3 รังสีก่อมะเร็ง (Radiant energy) 

สารรั ง สีก่อมะเร็ ง ท่ีส าคัญใน ส่ิงแวดล้อมคือ รั ง สีอุลตราไวโอเลต 
(Ultraviolet Radiation) ซึ่ง เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็ง ท่ีผิวหนัง เช่น มะเร็งชนิด Basal cell 
carcinoma, Squamous cell carcinoma และ Melanoma เป็นต้น และสารกัมมันตภาพรังสี 
(Ioniziนาโนกรัม radiation) มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งเม็ดเลือดชนิด Leukemia เป็นต้น (37) 

   2.1.3.2.4 ฮอร์โมน (Hormone) 

มะเร็งบางชนิดเช่น มะเร็งเต้านมจะมีความสัมพันธ์กับระดับฮอร์โมนเพศ
หญิง คือ เอสโตเจน และโปรเจสเตอโรน หรือมะเร็งต่อมลูกหมาก จะมีความสัมพันธ์กับฮอร์โมนเพศ
ชายแอนโดรเจน (38) เป็นต้น 

   2.1.3.2.5 เช้ือโรคท่ีก่อโรคมะเร็ง (Oncogenic microbes) 

เ ช้ือโรคท่ีก่อมะเร็ง  ส่วนใหญ่จะเป็นเ ช้ือไวรัสก่อ โรคมะเร็ ง  (Viral 
carcinogenesis) การติดเช้ือแบคทีเรียและปรสิต พบเป็นสาเหตุส่วนน้อย เช่น การติดเช้ือแบคทีเรีย 
Helicobacter pylori มีความสัมพันธ์กับการก่อมะเร็งท่ีกระเพาะอาหาร และการติดเช้ือพยาธิใบไม้
ตับ มีความสัมพันธ์กับการก่อมะเร็งท่ีตับ เช้ือไวรัสท่ีท าให้เกิดเนื้องอกหรือมะเร็ง  (Oncogenic 
Viruses, Tumour Viruses) ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ตามลักษณะของกรดนิวคลีอิก คือ ไวรัสดีเอ็นเอ 
และไวรัสอาร์เอ็นเอ เมื่อไวรัสเข้าไปในเซลล์แล้ว ก็จะมีการเพิ่มจ านวน หรืออาจจะไม่เพิ่มจ านวนก็ได้ 
แต่จะสามารถท าให้เซลล์มีการเปล่ียนแปลงในรูปร่างไปได้ (Transformation) จากการท่ียีนหรือดีเอ็น
เอของไวรัส (Viral genome หรือ Viral DNA) ไปแทนท่ีดีเอ็นเอของเซลล์ ส าหรับในคนไวรัสอาจจะ
เป็นสาเหตุ หรือเกี่ยวข้องกับมะเร็งบางชนิด เช่น Epstein-Barr Virus มีความสัมพันธ์กับมะเร็งโพรง
หลังจมูก และมะเร็งของต่อมน้ าเหลืองเบอร์คิดต์ (Burkitt’s Lymphoma) หรือ Human papilloma 
virus ชนิด 16, 18, 31, 33, 35, 51 มีความเกี่ยวข้องกับมะเร็งชนิด Squamous cell carcinoma 
โดยเฉพาะท่ีปากมดลูก หรือ การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus) ท่ีอาจเป็นสาเหตุการ
เกิดมะเร็งตับชนิด Hepatocellular carcinoma เป็นต้น (39, 40) 



 38 

 2.1.4 ระยะ (Grading and Staging of tumor) 

การ Grade และ Stage ของเนื้องอกแสดงถึงพฤติกรรมของเนื้องอกนั้นๆ และบ่งบอกถึง
พยากรณ์โรคและแนวทางการรักษา 

  2.1.4.1 การ Grading ของเซลล์มะเร็ง 

การ Grading ของเซลล์มะเร็งนั้น ในทางพยาธิวิทยา จะแบ่งความรุนแรงของ
เซลล์มะเร็งออกเป็น 4 เกรด (Grade) ตามการจ าแนกลักษณะของเซลล์มะเร็ง (Differentiation) เมื่อ
ดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยพิจารณาจากการเปล่ียนแปลงของนิวเคลียส และจ านวนของการแบ่งตัว 
หรือ Mitosis ของเซลล์มะเร็งท่ีแตกต่างจากลักษณะของเซลล์ปกติ ท้ังในด้านลักษณะรูปร่างและการ
ท างาน (function) เพื่อบอกพฤติกรรมของเซลล์มะเร็งนั้นๆ โดยท่ัวไปแบ่งออกเป็น 4 เกรด (Grade) 
โดยเรียงล าดับความรุนแรงจากน้อยไปมากดังนี้ 

เกรด 1 (Grade 1) หรือ Well differentiation หมายถึง เซลล์มะเร็งท้ังหมดมีลักษณะรูปร่าง
และการท างานใกล้เคียงกับเซลล์หรือเนื้อเยื่อต้นก าเนิดมาก ร่วมกับมี Mitoses น้อย แสดงถึงว่า เนื้อ
งอกชนิดดังกล่าวมีการเจริญท่ีดี 

เกรด 2 (Grade 2) หรือ Moderately differentiation หมายถึง เซลล์มะเร็ง 3 ใน 4 มี
ลักษณะรูปร่างและการท างานใกล้เคียงกับเซลล์หรือเนื้อเยื่อต้นก าเนิด และมีการเจริญของเซลล์ท่ี
ก้ ากึ่งระหว่าง 2 ชนิดคือ Well differentiation และ Poorly differentiation  

เกรด 3 (Grade 3) หรือ Poorly differentiation หมายถึง เซลล์มะเร็งครึ่งหนึ่งมีลักษณะ
รูปร่างและการท างานใกล้เคียงกับเซลล์หรือเนื้อเยื่อต้นก าเนิด และมีเซลล์ท่ีมีลักษณะแตกต่างจาก
เซลล์หรือเนื้อเยื่อปกติมาก 

เกรด 4 (Grade 4) หรือ Undifferentiation หมายถึง เซลล์มะเร็งมีลักษณะรูปร่างแตกต่าง
เซลล์หรือเนื้อเยื่อต้นก าเนิด จนแทบจะบอกเซลล์หรือเนื้อเยื่อต้นก าเนิดไม่ได้ ร่วมกับมี Mitoses มาก 
ดังภาพท่ี 2 

 
ภาพท่ี 2 การ Grading ของเนื้องอก (41) 
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  2.1.4.2 การ Staging ของเนื้องอก  

อาศัยคุณลักษณะของเนื้องอก 3 ประการ คือ ขนาดของเนื้องอก (T) การ
แพร่กระจายของเนื้องอกไปตามต่อมน้ าเหลืองบริเวณเนื้องอก (N) การมีการแพร่กระจายของเนื้องอก
ไปตามกระแสเลือด (M) การก าหนดคุณลักษณะของเนื้องอกท้ัง 3 ประการตามระดับท่ีแบ่งย่อยของ
แต่ละคุณลักษณะ คือ แบ่งขนาดของเนื้องอก เป็น 4 หรือ 5 ระดับ (T0-T3 หรือ 4) โดย T0 คือเนื้อ
งอกท่ียังไม่มีการรุกรานเนื้อเยื่อข้างเคียง มีขนาดเล็ก การแพร่กระจายของเนื้องอกไปตามต่อม
น้ าเหลือง แบ่งเป็น 3-4 ระดับ ขึ้นกับต าแหน่งและจ านวนของต่อมน้ าเหลืองท่ีมีการกระจายของเนื้อ
งอก (N0-N2 หรือ 3) โดย N0 คือไม่มีการกระจายของเนื้องอกไปท่ีต่อมน้ าเหลือง และแบ่งตามการ
แพร่กระจายของเนื้องอกไปตามกระแสเลือดแบ่งเป็น 3 ระดับ (M0-M2) โดย M0 คือไม่มีการกระจาย
ของเนื้องอกไปตามกระแสเลือด ดังภาพท่ี 3 

 
ภาพท่ี 3 การ Staging ของเนื้องอก (41) 

การแพร่กระจายของเนื้องอกมะเร็งไปเจริญเติบโตในเนื้อเยื่อส่วนอื่น (Metastasis) หมายถึง 
การท่ีเนื้อมะเร็งสามารถแพร่กระจายจากแหล่งก าเนิดไปเจริญในเนื้อเยื่อห่างไกลส่วนอื่นๆ การ
แพร่กระจายของเนื้อมะเร็ง แบ่งออกได้ 3 แบบ คือ  

การแพร่กระจายไปตาม Body cavities ต่างๆ เช่น การแพร่กระจายของมะเร็งรังไข่ไปท่ี  
Peritoneal cavity ท าให้ภายในช่องท้องเต็มไปด้วยมะเร็งและสารเมือกท่ีสร้างจากเซลล์มะเร็ง
ดังกล่าว เรียกว่า Pseudomyxoma peritonei   

การแพร่กระจายไปตามกระแสน้ าเหลือง (Lymphatic Spread) ระบบน้ าเหลืองจัดเป็นทิศ
ทางการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง ท่ีพบบ่อยท่ีสุด โดยการกระจายท่ีเกิดขึ้นจะขึ้นกับแนวทางการ
ไหลเวียนของกระแสน้ าเหลือง เช่น กรณีของมะเร็งท่ีเกิดอยู่บริเวณ Upper Outer quadrant ของ
เต้านมซ้าย จะแพร่กระจาย ตามระบบน้ าเหลืองไปท่ีต่อมน้ าเหลืองบริเวณรักแร้ด้านซ้าย แต่ถ้ามะเร็ง
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เกิดอยู่ในบริเวณ Inner quadrant ของเต้านมซ้ายก็จะพบการแพร่กระจายของมะเร็งไปยังต่อม
น้ าเหลืองท่ีอยู่ภายในทรวงอกรอบๆ Internal mammary arteries แทน  

การแพร่กระจายไปตามกระแสเลือด (Hematologic Spread) การกระจายไปตามกระแส
เลือด โดยมากแล้วเซลล์มะเร็งจะรุกรานเข้าสู่เส้นเลือดด า เนื่องจากมีผนังบางกว่าเส้นเลือดแดง และ
จากนั้นกลุ่มเซลล์มะเร็งดังกล่าวสามารถลัดสู่เส้นเลือดแดง  ผ่าน Pulmonary arteriovenous 
shunts ท่ีปอด ลักษณะท่ีพบกลุ่มเซลล์มะเร็งลอยอยู่ในกระแสเลือดจะเรียกว่า Tumor emboli 
หลังจากนั้นกลุ่มเซลล์มะเร็งก็อาจจะไปเจริญเติบโตอยู่ตามอวัยวอื่น ท่ีพบบ่อยๆคือ ปอด ตับ กระดูก 
และ สมอง   

ในด้านการรักษา มีการแบ่งความรุนแรงของมะเร็งตามระยะของโรค โดยอาศัยการลุกลาม
ของโรคออกไปเป็น 4 ระยะ ดังนี้ 

ระยะท่ี 1 : มะเร็งมีขนาดเล็ก และยังไม่ลุกลาม ยังจ ากัดอยู่เฉพาะในท่ีเริ่มเป็น 

ระยะท่ี 2 : มะเร็งมีขนาดใหญ่ขึ้น เริ่มลุกลามภายในเนื้อเยื่อข้างเคียง หรือลุกลาม
ทะลุผ่านอวัยวะท่ีเป็นโพรง  

ระยะท่ี 3 : มะเร็งมีขนาดใหญ่ขึ้น เริ่มลุกลามอวัยวะข้างเคียง และลุกลามเข้าต่อม
น้ าเหลืองท่ีอยู่ใกล้เนื้อเยื่อหรืออวัยวะท่ีเป็นมะเร็ง  

ระยะท่ี 4 : มะเร็งมีขนาดใหญ่โตมาก และลุกลามเข้าเนื้อเยื่อหรืออวัยวะข้างเคียง 
จนทะลุเข้าต่อมน้ าเหลืองท่ีอยู่ใกล้ก้อนมะเร็ง แพร่กระจายเข้ากระแสโลหิต แพร่กระจายไปยังอวัยวะ
อื่นๆ ท่ีอยู่ไกลออกไป เช่น ปอด ตับ สมอง กระดูก ไขกระดูก ต่อมหมวกไต ต่อมน้ าเหลืองในช่องท้อง 
ในช่องอก 

2.1.5 อุบัติการณ์และโรคมะเร็งที่พบบ่อย 

ในปี 2558 ประเทศสหรัฐอเมริกาพบผู้ได้รับการวินิจฉัยเป็นผู้ป่วยรายใหม่จากโรคมะเร็ง 
ประมาณ 1,658,370 ราย และพบผู้ป่วยเสียชีวิตจากโรคมะเร็งสูงถึง 589,430 ราย (31) 

ในปี 2557 จากรายงานสถิติสาธารณสุข ของกระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย มีผู้เสียชีวิต
จากโรคมะเร็งเป็นอันดับ 1 จ านวน 70,075 ราย (42) โดยในเพศชาย พบมะเร็งตับและมะเร็งท่อน้ าดี
มากท่ีสุด 10,800 ราย รองลงมา คือ โรคมะเร็งปอด, โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่ ส่วนเพศหญิง พบมะเร็งเต้า
นม มากท่ีสุด 3,455 ราย รองลงมาคือ มะเร็งปากมดลูก มะเร็งตับ จากข้อมูลสถิติของสถาบันมะเร็ง
แห่งชาติ โรคมะเร็งท่ีพบมากท่ีสุด 10 อันดับแรกในประเทศไทย แยกตามจ านวนเปอร์เซ็นต์ท่ีพบใน
เพศชายและเพศหญิง แสดงดังตารางท่ี 1 
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ตารางท่ี  1 ข้อมูลสถิติโรคมะเร็งท่ีพบมากท่ีสุด 10 อันดับแรกในประเทศไทย (43)  
 

อันดับ 
โรคมะเร็งท่ีพบบ่อย 

ในเพศชาย 
จ านวน 

(เปอร์เซ็นต์) 
โรคมะเร็งท่ีพบบ่อย 

ในเพศหญิง 
จ านวน 

(เปอร์เซ็นต์) 

1 มะเร็งตับและท่อน้ าดี  
(Liver, Bile ducts) 

33.9 มะเร็งเต้านม  
(Breast) 

28.5 

2 มะเร็งหลอดลมและปอด  
(Trachea, Bronchus, 

Lung)  

22.7 มะเร็งคอมดลูก  
(Cervix uteri) 

14.4 

3 มะเร็งล าไส้ใหญ ่ 
(Colon, Rectum) 

14.4 มะเร็งตับและท่อน้ าดี  
(Liver, Bile ducts) 

12.9 

4 มะเร็งต่อมลูกหมาก                         
(Prostate) 

7.1 มะเร็งล าไส้ใหญ ่ 
(Colon, Rectum) 

11.2 

5 มะเร็งต่อมน้ าเหลืองชนิด
แพร่กระจายเร็ว 
(Non-Hodgkin 
lymphoma) 

6.2 มะเร็งหลอดลมและปอด  
(Trachea, Bronchus, 

Lung) 

10.1 

6 มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
(Leukemia) 

5.2 มะเร็งรังไข่  
(Ovary) 

6.0 

7 มะเร็งช่องปาก 
(Oral cavity) 

5.1 มะเร็งต่อมไทรอยด์ 
(Thyroid) 

5.1 

8 มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ 
(Bladder) 

4.2 มะเร็งต่อมน้ าเหลือง
ชนิดแพร่กระจายเร็ว 

(Non-Hodgkin 
lymphoma) 

4.5 

9 มะเร็งหลอดอาหาร  
(Esophagus) 

3.9 มะเร็งมดลูก 
 (Corpus uteri) 

4.3 

10 มะเร็งกระเพาะอาหาร 
(Stomach) 

3.6 มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
(Leukemia) 

4.0 
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2.2 มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง 

 2.2.1 ความหมาย 

มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง เป็นมะเร็งท่ีพบมากท้ังเพศชายและเพศหญิงเป็นอันดับต้นๆใน
ประเทศไทย เกิดจากเซลล์เยื่อบุผนังล าไส้ (Epithelial) มีการเปล่ียนแปลงและเจริญเติบโตอย่าง
ผิดปกติ เกิดเป็นก้อนเนื้อท่ีมีขนาดผิดปกติจนกลายเป็นเนื้องอกชนิดร้ายแรง โดยพบมากในผู้ท่ีมีอายุ 
50 ปีข้ึนไป (44) ต าแหน่งมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงท่ีพบส่วนใหญ่ 65-70 เปอร์เซ็นต์ อยู่ด้านซ้ายต่ า
กว่า splenic flexure โดยเฉพาะอย่างยิ่งบริเวณ rectum และ sigmoid ท่ีเหลือ 30-35 เปอร์เซ็นต์ 
จะอยู่ด้านขวา (45, 46) ดังภาพท่ี 4 พยาธิสภาพมะเร็งล าไส้ใหญ่ 98 เปอร์เซ็นต์ เป็นมะเร็งชนิด 
adenocarcinoma ซึ่ ง แบ่ ง เป็ น เ ก ร ด  well-differentiated, moderately-differentiated และ 
poorly-differentiated ซึ่งมีการพยากรณ์โรคไม่ดี  และพบประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ เป็นชนิด 
mucinous และพบประมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ เป็นชนิด colloid เนื่องจากมีการสะสม mucin ในเซลล์
มากและจะมีการด าเนินโรคท่ีรุนแรงกว่า (47) 

 
ภาพท่ี 4 ต าแหน่งการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง (45) 

มะเร็งล าไส้ใหญ่ส่วนใหญ่ก้อนมะเร็งโตอย่างรวดเร็วและก่อให้เกิดอาการจากก้อนมะเร็งท่ีโต
ขึ้นไปกดเบียดอวัยวะใกล้เคียงหรือล าไส้ใหญ่อุดตัน และการลุกลามของมะเร็งไปท าลายเนื้อเยื่อปกติ
และหลอดเลือดเกิดเป็นแผลและสูญเสียเลือด เมื่อมะเร็งลุกลามท าให้เกิดการแตกทะลุของล าไส้ใหญ่ 
และแพร่กระจายไปยังอวัยวะท่ีอยู่ไกล โดยผ่านทางระบบน้ าเหลือง ระบบไหลเวียนเลือด ซึ่งมัก
แพร่กระจายไปท่ี ตับ ปอด และกระดูกเป็นส่วนใหญ่  
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 2.2.2 สาเหตุ 

มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ปัจจุบันยังไม่ทราบสาเหตุของโรคท่ีแท้จริง ท้ังนี้พบว่ามียีนเป็นตัว
ควบคุมให้เซลล์ปกติเปล่ียนเป็นเซลล์มะเร็ง และมีปัจจัยเส่ียงต่อการเกิดโรค สามารถแบงออกได้เปน 
2 ปัจจัยหลัก ไดแก่ ปจจัยทางดานส่ิงแวดลอม (environmental factors) เป็นต้นว่าพฤติกรรมใน
การบริโภคอาหาร และปจจัยดานพันธุกรรม (genetic factors) (48) ตัวอย่างสาเหตุมะเร็งล าไส้ใหญ่
และไส้ตรง เช่น เคยมีประวัติของการเป็นโรคล าไ ส้บางชนิด ได้แก่ ต่ิง เนื้องอกท่ีผนังล าไส้ 
(Adenomatous Polyps) โรคแผลอักเสบของล าไส้เรื้อรัง (Chronic ulcerative colitis) นาน 10 ปี 
หรือมากกว่า จะมีโอกาสเกิดโรคล าไส้ใหญ่ 5-10 เท่า มีสาเหตุจากกรรมพันธุ์ ยีน คือมีประวัติโรคล าไส้
ใหญ่ในครอบครัว ผู้หญิงท่ีมีประวัติโรคมะเร็งเต้านม รังไข่ หรือมดลูก จะมีโอกาสเกิดโรคมะเร็งล าไส้
ใหญ่มากขึ้น สาเหตุจากพฤติกรรมในการบริโภคอาหาร ประเภทเนื้อสัตว์และไขมันสูง อาหารท่ีมี
แคลอรี่สูง, กากใยน้อย อาหารปนเป้ือนสารพิษ หรือการสะสมแบคทีเรียในล าไส้ใหญ่ การค่ังค้างของ
ของเสียจนเกิดเป็นสารก่อมะเร็ง โดยเฉพาะบริเวณล าไส้ส่วนปลาย เป็นบริเวณท่ีสัมผัสกากอาหารท่ีมี
สารก่อมะเร็งเป็นเวลานาน หรือสาเหตุจากปัจจัยอื่นๆ เช่น การด่ืมแอลกอฮอล์ การสูบบุหรี่มากและ
นานกว่า 35 ปี จะเพิ่มอัตราการก่อโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่ และเป็นโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่โดยไม่ทราบ
สาเหตุ รวมถึงอาจเกิดจาก ลักษณะพื้นฐานของล าไส้ใหญ่คืออยู่ในต าแหน่งระหว่างล าไส้เล็กและทวาร
หนัก มีหน้าท่ีหลักคือดูดซึมน้ า เกลือแร่และสารอาหาร รวมถึงเป็นท่ีเก็บของเสียต่างๆของร่างกาย 
เช่นกากอาหาร และอุจจาระ ซึ่งอาจเป็นสาเหตุให้เซลล์เยื่อบุผนังล าไส้มีการเปล่ียนแปลง หนาตัวขึ้น 
และเจริญเติบโตอย่างผิดปกติ เกิดเป็นต่ิงก้อนเนื้อท่ีมีขนาดผิดปกติจนกลายเป็นเนื้อมะเร็งล าไส้ใหญ่
ได้ และเนื่องจากลักษณะทางชีวภาพของล าไส้ใหญ่ นั้นยังเหมาะสม ต่อการเจริญเติบโตของ
เช้ือจุลินทรีย์หลากหลายชนิด เป็นแหล่งสะสมท้ังปัจจัยทางกายภาพ และสารเคมี ด้วยเหตุนี้เอง อาจ
เป็นการเพิ่มการพัฒนาโรคต่างๆ รวมทั้งโรคมะเร็งด้วย เป็นต้น (44) 

 2.2.3 อณูชีววิทยาระดับโมเลกุลการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง 

การเปล่ียนแปลงของเซลล์ จากเซลล์เย่ือบุผนังล าไส้ใหญ่ จนกลายเป็นเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่
ได้นั้น มีการเปล่ียนแปลงอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลหลายขั้นตอนและมียีนท่ีเกี่ยวข้องหลายยีน โดย
เริ่มจาก การสูญเสีย genetic information ของ tumor suppressor gene คือเกิด allelic loss อยู่
บนแขนข้างยาวของโครโมโซมท่ี 5 (5q) ของยีน Adenomatous Polyposis Coli (APC) เป็นผลท า
ให้เซลล์เยื่อบุผนังล าไส้ใหญ่แบ่งเซลล์มากกว่าปกติ เกิดเป็นก้อนเนื้องอกแบบไม่ร้ายแรง (benign 
adenoma) การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ซึ่งอยู่บนแขนข้างส้ันของโครโมโซมท่ี 12 (12p) และยีน 
Deleted in Colorectal Carcinoma (DCC) ซึ่งอยู่บนแขนข้างยาวของโครโมโซมท่ี 18 (18q) การ
กลายพันธุ์ท้ังยีน K-ras และยีน DCC ร่วมกับการสูญเสียการท างานของยีน p53 บนแขนข้างส้ันของ
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โครโมโซมท่ี 17 จะท าให้ก้อนเนื้องอกเปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นลักษณะร้ายแรง (mild, moderate 
และ severe dysplasia) จนกลายเป็นมะเร็งล าไส้ใหญ่ ท้ังนี้การด าเนินของโรคจาก adenoma 
กลายเป็น carcinoma ใช้เวลา 5-10 ปี (44, 47, 49, 50) 

 2.2.4 อาการ 

อาการของโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่ พบว่าผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่ในระยะแรกๆจะไม่แสดงอาการ 
โดยส่วนใหญ่จะพบอาการ อุจจาระเป็นเลือดเป็นมูกและ/หรือ เป็นมูกเลือดท้องผูกสลับท้องเสียหา
สาเหตุไม่ได้ ซีดโดยไม่ทราบสาเหตุ มีเลือดออกทีละน้อยเรื้อรังจากแผลมะเร็งโดยไม่รู้ตัว อาจมีท้องผูก
มากผิดปกติ หรือปวดท้องเรื้อรังจากก้อนมะเร็งอุดกั้นทางเดินอุจจาระ และขึ้นอยู่กับต าแหน่งของ
มะเร็งท่ีเป็น ตัวอย่างเช่น พบก้อนมะเร็งท่ีต าแหน่งล าไส้ใหญ่ด้านขวา มักมีอาการอ่อนเพลีย ปวดท้อง
เป็นประจ า หรือมีเลือดออกในทางเดินอาหาร คล าได้ก้อนท่ีท้องบริเวณด้านขวา ซีด และน้ าหนักลด 
พบก้อนมะเร็งท่ีต าแหน่งล าไส้ใหญ่ด้านซ้าย มักมีอาการของล าไส้อุดตันหรือถ่ายผิดปกติ ท้องผูกสลับ
ท้องเสีย ท้องอืด ไม่ผายลม ปวดท้องรุนแรงหรือถ่ายเป็นมูกปนเลือด พบก้อนมะเร็งท่ีต าแหน่งล าไส้
ใหญ่ส่วนปลาย มักมีอาการปวดทวารหนัก ถ่ายเป็นเลือดสด รู้สึกถ่ายไม่สุด ปวดเบ่ง และหากพบ
ก้อนมะเร็งท่ีต าแหน่งช่องทวารหนัก สามารถคล าก้อนได้ ถ่ายเป็นเลือดปน มีต่อมน้ าเหลืองท่ีขาหนีบ
โต เป็นต้น (51) 

 2.2.5 ระยะและความรุนแรง 

การแบ่งระยะและความรุนแรงของมะเร็งล าไส้ใหญ่ ใช้หลักการเช่นเดียวกับมะเร็งชนิดอื่นๆ 
โดยอาศัยต าแหน่งท่ีพบก้อนมะเร็งและการลุกลามของมะเร็ง โดยสามารถแบ่งออกไปเป็น 4 ระยะ 
ดังนี้ 

ระยะท่ี 0 (Carcinoma in situ) คือ มะเร็งระยะต้นๆ ยังเจริญอยู่บนช้ันของเซลล์ปกติไม่
แทรกเข้าไปในเนื้อเยื่อปกติ  

ระยะท่ี 1 (Localized) คือ มะเร็งท่ีมีขนาดต้ังแต่ 3-5 เซนติเมตร สามารถมองเห็นได้ มะเร็ง
ระยะนี้จะยังคงจ ากัดอยู่ในอวัยวะท่ีเกิดคือยังอยู่ในเย่ือบุล าไส้เท่านั้น 

ระยะท่ี 2 (Early Locally advanced) คือ มะเร็งจะกระจายออกไปในบริเวณเนื้อเยื่อ
ใกล้เคียงอวัยวะท่ีก าเนิดมะเร็ง โดยมะเร็งทะลุเข้าไปในช้ันกล้ามเนื้อของล าไส้ และ/หรือทะลุถึงเยื่อ
หุ้มล าไส้ ลุกลามเข้าเนื้อเยื่อหรืออวัยวะข้างเคียง 

ระยะท่ี 3 (Late Locally advanced) คือ มะเร็งจะกระจายออกไปยังต่อมน้ าเหลือง
ใกล้เคียง และก้อนมะเร็งมีขนาดใหญ่ขึ้น  

http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B9%87%E0%B8%87
http://haamor.com/th/%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B9%87%E0%B8%87
http://haamor.com/th/%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%A7/
http://haamor.com/th/%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%81-%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%81/
http://haamor.com/th/%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%81-%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%81/
http://haamor.com/th/%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%81-%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%81/
http://haamor.com/th/%E0%B8%97%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%9C%E0%B8%B9%E0%B8%81
http://haamor.com/th/%E0%B8%97%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://haamor.com/th/%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%94
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%89%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%9A%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%99-%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%87
http://haamor.com/th/%E0%B9%81%E0%B8%9C%E0%B8%A5/
http://haamor.com/th/%E0%B9%81%E0%B8%9C%E0%B8%A5/
http://haamor.com/th/%E0%B8%97%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%9C%E0%B8%B9%E0%B8%81
http://haamor.com/th/%E0%B8%97%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%9C%E0%B8%B9%E0%B8%81
http://haamor.com/th/%E0%B8%9B%E0%B8%A7%E0%B8%94%E0%B8%97%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://haamor.com/th/%E0%B8%9B%E0%B8%A7%E0%B8%94%E0%B8%97%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://haamor.com/th/%E0%B8%81%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD
http://haamor.com/th/%E0%B8%81%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD
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ระยะท่ี 4 (Metastasized) คือ มะเร็งระยะลุกลามแพร่กระจาย เซลล์มะเร็งแบ่งตัว เพิ่ม
จ านวนนอกเหนือการควบคุมจากร่างกาย โดยเซลล์มะเร็งแพร่กระจายและลุกลามเข้าต่อมน้ าเหลืองท่ี
อยู่ไกลออกไป ลุกลามตามกระแสโลหิตไปยังอวัยวะอื่นๆท่ีอยู่ไกลออกไป เช่น ช่องท้อง ตับ ปอดหรือ
กระดูก เป็นต้น ดังภาพท่ี 5 (52, 53) 

 
ภาพท่ี 5 มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ระยะต่างๆ (54) 

  

2.2.6 การวินิจฉัย 

  2.2.6.1 การวินิจฉัยอาการทางคลินิก  

แพทย์จะท าการวินิจฉัยโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงได้จาก ประวัติการป่วย ผู้ป่วย
ท่ีมาตรวจด้วยอาการผิดปกติท่ีสงสัยว่าเป็นโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จะแสดงอาการเช่น ถ่าย
อุจจาระเป็นมูกเลือด อุจจาระล าเล็กลง ท้องผูกสลับท้องเสีย เลือดจางโดยหาสาเหตุไม่พบ ควรได้รับ
การพิจารณาตรวจทางคลินิก (48) ดังนี้  

 1. ซักประวัติ ปัจจัยเส่ียง อาการแสดง ประวัติการเป็นมะเร็งของครอบครัว และตรวจ
ร่างกายโดยละเอียด  

 2. ท าการตรวจทางทวารหนักด้วยนิ้วมือ (Digital Rectal Examination : DRE) 

3. ท าการตรวจทางรังสี โดยการใช้สารแบเรียม (Double Contrast Barium Enema : 
DCBE) สามารถเห็นเนื้องอก แต่ไม่เห็นความผิดปกติในบริเวณล าไส้ใหญ่ส่วนตรงและส่วนล่าง 

http://haamor.com/th/%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B9%87%E0%B8%87%E0%B8%A5%E0%B8%B3%E0%B9%84%E0%B8%AA%E0%B9%89%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B8%8D%E0%B9%88
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4. ท าการส่องกล้องตรวจภายในล าไส้ใหญ่ (Colonoscopy) สามารถตรวจดูได้ตลอดความ
ยาวของล าไส้ใหญ่และเห็นก้อนมะเร็งท่ีอยู่ส่วนบนของล าไส้ใหญ่ชัดเจนระหว่างส่องกล้องสามารถตัด
ช้ินเนื้อเยื่อของล าไส้ใหญ่ เพื่อตรวจหาเซลล์มะเร็ง 

5. ท าการตรวจทางห้องปฏิบัติการ การตรวจเลือดในอุจจาระ (Fecal Occult Blood Test : 
FOBT) การตรวจหาแอนติเจนของเซลล์มะเร็ง (Carcino Embryonic Antigen : CEA) 

6. ท าการตัดต่ิงเนื้อหรือช้ินเนื้อที่สงสัย ตรวจทางพยาธิวิทยา เพื่อยืนยันการวินิจฉัยโรคมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และไส้ตรงเสมอ 

2.2.6.2 การวินิจฉัยลักษณะทางพยาธิวิทยาของชิ้นเนื้อ 

การตรวจวินิจฉัยต่ิงเนื้อหรือช้ินเนื้อท่ีผิดปกติ ทางพยาธิวิทยาโดยขั้นแรกพยาธิ
แพทย์จะตรวจช้ินเนื้อด้วยตาเปล่า เพื่อดูว่าช้ินเนื้อดังกล่าวมีลักษณะท่ีผิดปกติหรือไม่ เมื่อพบความ
ผิดปกติจะตัดช้ินเนื้อนั้นเป็นช้ินเล็กลง แล้วน าช้ินเนื้อนั้นผ่านขั้นตอนการเตรียมช้ินเนื้อ (tissue 
processing) คือการคงสภาพช้ินเนื้อและท าให้ช้ินเนื้อแข็งตัว โดยการท าให้ช้ินเนื้อผ่านน้ ายาเคมี และ
ท าการตรึงช้ินเนื้อด้วยการฝังช้ินเนื้อในพาราฟินให้เป็นบล็อคช้ินเนื้อ (formalin-fixed, paraffin-
embedded tissue) และตัดให้เป็นแผ่นฟิล์มบางๆ (ribbon) ขนาดประมาณ 2-3 ไมโครเมตร วาง
บนแผ่นสไลด์แก้วและย้อมสี Hematoxylin and eosin stain (H&E stain) พยาธิแพทย์จะวินิจฉัย
ทางพยาธิวิทยาจากการศึกษารายละเอียดต่างๆของช้ินเนื้อในระดับเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ แล้ว
จึงจะรายงานให้แพทย์ผู้ส่งตรวจหรือท าการรักษาทราบ ส าหรับช้ินเนื้อของผู้ป่วยบางรายท่ีมีความ
ซับซ้อน จ าเป็นต้องศึกษาด้วยการตรวจพิเศษอื่นๆเพิ่มเติม เพื่อช่วยให้พยาธิแพทย์ใช้ผลร่วมในการ
วินิจฉัยแบบช้ีเฉพาะเช่น การวินิจฉัยว่าเป็นมะเร็งชนิดใด เป็นเซลล์มะเร็งชนิดใด การพยากรณ์โรค
ของผู้ป่วยเช่นการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเข้าสู่ต่อมน้ าเหลืองหรือไม่ หรือแม้กระท่ังการให้ยาเคมี
บ าบัดแบบมุ่งเป้าได้ผลหรือไม่ ต้องอาศัยการตรวจพิเศษเพิ่มเติมเช่น การย้อมอิมมูโนฮิสโตเคมี 
(immunohistochemistry), การย้อมสีพิ เศษ (special stains), การตรวจทางอณูพยาธิ วิทยา 
(molecular pathology) เป็นต้น (55) ผลการตรวจช้ินเนื้อทางพยาธิวิทยามากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นชนิด adenocarcinoma ผลทางพยาธิวิทยาของช้ินเนื้ออื่นๆท่ีพบได้ ได้แก่ carcinoid tumors, 
leiomyosarcoma, lymphoma แ ล ะ  squamous cell carcinoma  แ ล ะ ลั ก ษ ณ ะ เ ซ ล ล์  
adenocarcinoma ท่ีพบส่วนใหญ่เป็นชนิด well-differentiated และ moderate-differentiated  
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 2.2.7 อุบัติการณ์ 

โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง (Colorectal Cancer) เปน็โรคมะเร็งท่ีพบบ่อย อยู่ในล าดับท่ี 
3 ของโรคมะเร็งท่ีพบท่ัวโลก ในปี 2012 ท่ัวโลกพบผู้ป่วยใหม่โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงประมาณ 
1.4 ล้านคนต่อปี ในเพศชายมีอุบัติการณ์ 7.46 คน ต่อประชากรชาย 100,000 คน และในเพศหญิงมี
อุบัติการณ์ 6.14 คน ต่อประชากรหญิง 100,000 คน คาดการณ์ว่าในปี 2035 ท่ัวโลกพบผู้ป่วยราย
ใหม่โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ท้ังเพศชายและเพศหญิงสูงถึง 1.36 และ 1.08 ล้านคน ตามล าดับ 
(1) อุบัติการณ์มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงในประเทศไทย จากข้อมูลทะเบียนมะเร็งในประเทศไทย ปี 
2007-2009 พบว่าโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง เป็นอันดับ 3 ในเพศชายมีอุบัติการณ์ 14.7 คน ต่อ
ประชากรชาย 100,000 คน และเป็นอันดับ 5 ในเพศหญิง มีอุบัติการณ์ 11 คน ต่อประชากรหญิง 
100,000 คน โดยกลุ่มผู้ป่วยส่วนใหญ่อาศัยอยู่ในเขตกรุงเทพมหานครและในเขตเมืองใหญ่ ส่วนใหญ่
พบในอายุมากกว่า 50 ปี แต่มีแนวโน้มพบในคนอายุน้อยลง (2, 47, 56) 

2.2.8 การรักษา 

การรักษาโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงให้ได้ผลดี ต้องเป็นการรักษาร่วม แบบสหสาขาวิชา 
ประกอบด้วยการผ่าตัด การให้ยาเคมีบ าบัด และการให้รังสีรักษา โดยพิจารณาตามความเหมาะสม
และข้อบ่งช้ีในผู้ป่วยแต่ละราย ท้ังนี้ขึ้นอยู่กับดุลยพินิจของแพทย์ท่ีท าการรักษา (48) 

2.2.8.1 การรักษาหลัก 

การรักษาหลักของมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงคือ การผ่าตัด มะเร็งล าไส้ใหญ่ (colon 
cancer) ชนิดการผ่าตัดขึ้นอยู่กับต าแหน่งของมะเร็ง โดยมีจุดมุ่งหมายเพื่อตัดก้อนมะเร็งพร้อม
ขอบเขตท่ีกว้าง (wide margin) ควรได้อย่างน้อย 5 เซนติเมตร ผ่าตัดตามแนวเส้นเลือดท่ีเล้ียงล าไส้
ส่วนนั้นจนถึง vascular pedicle รวมท้ังต่อมน้ าเหลืองตามแนวก้อนมะเร็งออก ส่วนมะเร็งไส้ตรง 
(rectum cancer)  ชนิดการผ่าตัดขึ้นอยู่กับต าแหน่งและการลุกลามของโรค โดยมีหลักการคือ ผ่าตัด
ก้อนมะเร็งรวมท้ังขอบเขต 2-3 เซนติเมตร รวมท้ังต่อมน้ าเหลืองรอบไส้ตรง  รวมท้ัง vascular 
pedicle ออก 
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2.2.8.2 การรักษาเสริม 

   2.2.8.2.1 รังสีรักษา 

รังสีรักษา มีบทบาทน้อยในมะเร็งล าไส้ใหญ่ (colon cancer) เนื่องจาก
แนวการกระจายของต่อมน้ าเหลืองเข้าไปท่ัวช่องท้องท าให้การให้รังสีรักษาเพื่อควบคุมโรคมะเร็ง ท า
ได้ยาก และส าหรับรังสีรักษาในมะเร็งไส้ตรง (rectum cancer) นั้น รูปแบบและบทบาทการให้รังสี
รักษาขึ้นอยู่กับต าแหน่งและการลุกลามของโรค ตัวอย่างเช่น รูปแบบ Adjuvant postoperative 
chemoradiation มีบทบาทในมะเร็งไส้ตรงระยะ T3 และ T4 หรือ N+ เพื่อเพิ่มผลการควบคุม
เฉพาะท่ี โดยไม่มีผลต่ออัตราการอยู่รอด และรูปแบบ Endocavitary radiation เป็นการรักษามะเร็ง
ไส้ตรง โดยสอดเครื่องมือให้รังสีเข้าไปจ่อท่ีรอยโรคมะเร็ง ซึ่งจะช่วยลดผลข้างเคียงจากการรักษาด้วย
รังสี แต่การรักษารูปแบบนี้ใช้ได้เฉพาะผู้ป่วยท่ีมีรอยโรคขนาดเล็ก อยู่เฉพาะท่ีและยังไม่ลุกลามเท่านั้น  

2.2.8.2.2 ยาเคมีบ าบัด 

การให้ยาเคมีบ าบัด มีบทบาทเพื่อลดการแพร่กระจายของโรคมะเร็งไปยัง
กระแสเลือด ส าหรับผู้ป่วยระยะลุกลาม (Metastatic Colorectal Cancer) ท้ังกรณีท่ีมะเร็งกระจาย
ไปยังต่อมน้ าเหลืองและกรณีท่ีมะเร็งลุกลามออกนอกล าไส้แล้ว นอกจากนี้ยั งช่วยเพิ่มผลควบคุม
โรคมะเร็งเฉพาะท่ี (local control) เมื่อใช้ร่วมกับรังสีรักษา (concurrent chemoradiation) และ
ยังช่วยเพิ่มอัตราการอยู่รอด (overall survival) ของผู้ป่วยได้อีกด้วย การรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และ
ไส้ตรงในระยะลุกลาม ปัจจุบันมียาเคมีบ าบัดท่ีได้รับการรับรองจากองค์การอาหารและยา ของ
ประเทศสหรัฐอเมริกา (FDA : The United States Food and Drug Administration) เป็นยาเคมี
บ าบัดแบบมุ่งเป้าท่ีเซลล์มะเร็งโดยตรง โดยมีรายละเอียดและข้อดี-ข้อเสีย (57) ดังแสดงในตารางท่ี 2 

ปัจจุบันมีการเลือกใช้กลุ่มยา anti-EGFR monoclonal antibody คือ 
Cetuximab (Erbitux) และ Panitumumab (Vectibix®) อย่างกว้างขวางในการรักษามะเร็งล าไส้
ใหญ่และไส้ตรงระยะลุกลาม (Metastatic Colorectal Cancer) ท้ังนี้เพราะเป็นยาเคมีบ าบัดท่ีรักษา
อย่างเฉพาะเจาะจง โดยตัวยาออกฤทธิ์ต้านตัวรับสัญญาณท่ีเซลล์มะเร็งโดยตรง และมี predictive 
marker ชัด เจน Cetuximab และ  Panitumumab เป็นยา anti-EGFR ออกฤทธิ์ โ ดยการ จับ
เซลล์มะเร็งโดยตรง โดยจับกับ receptor ของเซลล์มะเร็งเพื่อยับย้ังกลไกท่ีเซลล์มะเร็งส่งสัญญาณไป
ให้นิวเคลียสท างานต่อไป และยังกระตุ้น innate immunity ให้มาจับกินเซลล์มะเร็งได้อีกทางหนึ่ง 
(5) โดยยา Cetuximab และ Panitumumab นี้เกี่ยวข้องกับโปรตีน RAS ท่ีมีความสัมพันธ์กับการ
ถ่ายทอดสัญญานจาก cell surface receptor ผ่านกลไก mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) คือ Ras-Raf-Mek-MAPK อีกด้วย (57, 58) 
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ตารางท่ี  2 ยาเคมีบ าบัดท่ีใช้รักษา Metastatic Colorectal Cancer ในปัจจุบัน (59) 

 
FDA-Approved Agents and Indications in Metastatic Colorectal Cancer (2013) 

กลุ่มของยา ช่ือยา เป้าหมาย ออกฤทธิ์ ข้อดี ข้อเสีย 

Cytotoxic 
chemotherapy 

- Irinotecan 
- Oxaliplatin 
- Fluorouracil 
- Capecitabine 

ดีเอ็นเอ 
synthesis 

 

- Inhibitor 
topoisomerase I 
- Inhibitor ดีเอ็นเอ 
synthesis 

- cost-
effective 
- รักษามะเร็งได้
หลายชนิด 

รักษาไม่
เฉพาะเจาะจง 

VEGF inhibitor 
 

- Bevacizumab 
- Aflibercept 
 

Anti-VEGF Angiogenesis 
Inhibitor 
 

ไม่มี predictive 
marker 
 

hypertension, 
bleeding, GI 
poriferation 

EGFR antibody -Cetuximab 
(Chimeric) 
-Panitumumab 
(Humanised) 

Anti-EGFR -Inhibitor EGFR 
signaling 
- Apoptosis 

มี predictive 
marker 

ใช้เวลานานใน
การตรวจดู
ลักษณะของยีน
K-ras 

Multikinase 
inhibitor 

Regorafenib 
 

Tyrosine 
kinase 

Inhibitor 

Antineoplastics, 
Angiogenesis 
Inhibitor 

เมื่อด้ือยา
มาตรฐานทุก
ชนิด 

Side effects สูง
เช่น Serious 
liver 
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2.3 ยาเคมีบ าบัดชนิด anti-EGFR monoclonal antibody 

 2.3.1 โครงสร้างและลักษณะทั่วไป  

2.3.1.1 ยา Cetuximab (Erbitux) 

ยาเคมีบ าบัด  Cetuximab มี ช่ือทางการ ค้า คือ  Erbitux มี สูตร โม เลกุล  คือ 
C6484H10042N1732O2023S36 มีมวลโมเลกุล 145781.6 กรัม/โมลาร์ ยานี้จัดเป็นโมโนโคนอล แอนติบอดี 
(monoclonal antibody) ชนิด chimeric mouse/human IgG1 ซึ่งเกิดจากการตัดต่อพันธุกรรม
ของดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบในการสร้างแอนติบอดีของมนุษย์และหนู โดยมีสัดส่วนของมนุษย์อยู่ 65-90 
เปอร์เซ็นต์ มีความสามารถไปแย่งจับ epidermal growth factor receptor (EGFR), erbB1(HER1) 
แ ล ะ  c-erbB1 ท า ใ ห้ เ กิ ด  internalization ข อ ง ตั ว รั บ  (receptor) จึ ง ยั บ ยั้ ง ก า ร เ กิ ด 
Autophosphorylation ของ EGFR และ antibody complex ท าให้เซลล์ไม่สามารถรับสัญญาน
การกระตุ้น สามารถยังยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งและตายโดยธรรมชาติ นอกจากนี้ ยาเคมี
บ าบัด Cetuximab ยังออกฤทธิ์ยับยั้งการเกิดหลอดเลือดใหม่ กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันชนิด ADCC อีก
ด้วย (60) ยาเคมีบ าบัด Cetuximab นี้ ใช้รักษาโรคมะเร็งบริเวณศีรษะและล าคอ มะเร็งปอด รวมถึง
มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงในระยะลุกลาม ในปี 2547 สถาบัน Food and Drug Administration 
แห่งสหรัฐอเมริกายอมรับให้ใช้ยาเคมีบ าบัดนี้ ในการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงในระยะลุกลาม 
และปี 2552 ได้แนะน าให้ใช้ยาเคมีบ าบัดนี้กับผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงท่ีมียีน K-ras ไม่กลาย
พันธุ์ (wild-type) เท่านั้น รวมถึงแนะน าให้ตรวจลักษณะทางพันธุกรรมของยีน K-ras ก่อนการให้ยา
เคมีบ าบัด Cetuximab (61, 62) ยาเคมีบ าบัด Cetuximab มีข้อจ ากัดในเรื่องค่าใช้จ่ายท่ีสูงถึง 
$9,621.25 ต่อสัปดาห์ (63) ซึ่งโครงสร้างของยา Cetuximab ดังแสดงในภาพท่ี 6  

  
ภาพท่ี 6 โครงสร้างของยาเคมีบ าบัด Cetuximab (64)  
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2.3.1.2 ยา Panitumumab (vectibix®)  

ยาเคมีบ าบัด Panitumumab มีช่ือทางการค้าคือ Vectibix® มีสูตรโมเลกุล คือ 
C6306H9732N1672O1994S46 มีมวลโมเลกุล 144324.12 กรัม/โมลาร์ ยานี้จัดเป็นโมโนโคนอล แอนติบอดี 
(monoclonal antibody) ชนิด fully IgG2 human monoclonal antibody ซึ่งเกิดจากการตัดต่อ
พันธุกรรมของดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบในการสร้างแอนติบอดีของมนุษย์ โดยมีสัดส่วนของมนุษย์อยู่ 100 
เปอร์เซ็นต์ มีความสามารถไปแย่งจับ epidermal growth factor receptor (EGFR), ErbB-1 และ 
HER1 (60) กลไกการออกฤทธิ์คล้ายกับยาเคมีบ าบัด Cetixumab ท าให้เซลล์มะเร็งไม่สามารถรับ
สัญญานกระตุ้น สามารถยังยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งได้ (65) ใช้รักษาโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่
และไส้ตรงในระยะลุกลาม ในปี 2549 สถาบัน Food and Drug Administration แห่งสหรัฐอเมริกา
ยอมรับให้ใช้ยาเคมีบ าบัดนี้ ในการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงในระยะลุกลาม และปี 2552 ได้
แนะน าให้ตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ก่อนใช้ยานี้กับผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง และ
แนะน าให้ใช้กับผู้ป่วยท่ีมียีน K-ras ไม่กลายพันธุ์ (wild-type) เท่านั้น (61, 62) เช่นเดียวกับยาเคมี
บ าบัด Cetuximab ยาเคมีบ าบัด Panitumumab มีข้อจ ากัดในเรื่องค่าใช้จ่ายท่ีสูงถึง $8,146.32 ต่อ
สัปดาห์ (63) ซึ่งโครงสร้างของยา Panitumumab ดังแสดงในภาพท่ี 7  

  
ภาพท่ี 7 โครงสร้างของยาเคมีบ าบัด Panitumumab (66) 
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2.3.2 กลไกการท างานของยา Cetuximab และ Panitumumab   

กลไกของยา Cetuximab และ Panitumumab มีความสัมพันธ์กับ EGFR โดยการถ่ายทอด
สัญญานจาก cell surface receptor ผ่านกลไก MAPK ดังภาพท่ี 8 A ท่ีต าแหน่ง ligands ของ 
epidermal growth factor (EGF) ถูกกระตุ้นและจับด้วย Growth factor ฮอร์โมน ชนิดต่างๆท าให้
มีการเติมหมู่ฟอสเฟสแก่ Receptor Tyrosine Kinase (RTK) มีผลท าให้กระตุ้นโปรตีน RAS จาก 
Inactive from (RAS-GDP) เป็น  Active from (RAS-GTP) ท าให้  RAF gene กระตุ้น MEX และ 
ERK1/2 (MAPX) ท าให้มีการกระตุ้นให้ดีเอ็นเอเกิดการ Transcription, เกิดการสังเคราะห์โปรตีน
(Protein synthesis) น าไปสู่การควบคุมการแสดงออกของยีนจ านวนมาก ท่ีเกี่ยวข้องกับการอยู่รอด
และแบ่งตัวของเซลล์ท าให้เซลล์มะเร็งเพิ่มจ านวนและอยู่รอดได้ (42, 67)  

เมื่อได้รับยา Cetuximab และ Panitumumab ท่ีเป็น chimeric IgG1 และ fully human 
monoclonal antibody ท่ีมีความจ าเพาะสูงต่อ EGFR โดยสามารถท่ีจะแย่งจับกับ ligand แล้วเกิด 
internalization ข อ ง  antibody complex แ ล ะ ยั บ ยั้ ง ก ร ะ บ ว น ก า ร  ligand induced 
phosphorylation ของวิถีสัญญาณ MAPK ซึ่งผลสุดท้ายท าให้เซลล์มะเร็งหยุดเติบโตและตายโดย
ธรรมชาติ (apoptosis) ดังภาพท่ี 8 B  

ตร งกัน ข้ ามถ้ ามี ก ารกลายพัน ธ์ ของ ยี น  K-ras แม้ จะ ไ ด้ รั บย า  Cetuximab และ 
Panitumumab เซลล์มะเร็งท่ีมีการกลายพันธ์ของ K-ras นั้นจะเป็นอิสระ ไม่ขึ้นกับ EGFR และ
โปรตีน RAS ไม่สามารถเปล่ียนรูปจาก ras-GTP กลับเป็น ras-GDP ไ ด้ดังนั้น จึงกระตุ้นการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งผ่านทางวิถีสัญญาณ MAPK ต่อไปได้ น าไปสู่การควบคุมการแสดงออก
ของยีนจ านวนมากท่ีเกี่ยวข้องกับการอยู่รอดและแบ่งตัวของเซลล์ท าให้เซลล์มะเร็งเพิ่มจ านวนและอยู่
รอดต่อไปได้ ดังภาพท่ี 8 C  

 
ภาพท่ี 8 กลไกของยาเคมีบ าบัด (Cetuximab และ Panitumumab) (68) 
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ท้ังนี้ยา Cetuximab และ Panitumumab จะให้ผลการตอบสนองต่อการรักษาท่ีแตกต่าง
กัน ขึ้นอยู่กับชนิดของยีน K-ras ซึ่งมีอยู่ 2 ชนิด คือ ชนิดปกติ หรือ K-ras ท่ีไม่กลายพันธุ์ ศัพท์ทาง
การแพทย์เรียกว่า K-ras แบบ Wild type จะให้ผลการรักษาท่ีดี และ K-ras ชนิดกลายพันธุ์ หรือ K-
ras แบบ Mutant จะให้ผลการรักษาไม่ดี (5-7) ตัวอย่างงานวิจัยเกี่ยวกับการรักษาผู้ป่วยมะเร็งล าไส้
ใหญ่ด้วยยา Cetuximab ดังนี้คืองานวิจัยของ Tol และคณะ ศึกษาการให้ยา chemotherapy, 
bevacizumab และ Cetuximab ในผู้ป่วยมะเร็งชนิด Metastatic Colorectal Cancer จ านวน 
755 ตัวอย่างพบว่ามีผลอย่างมีนัยส าคัญโดยลดค่า median progression-free survival และผู้ป่วย
ท่ีได้รับ Cetuximab มีคุณภาพชีวิตท่ีดีกว่า แต่ผู้ป่วยท่ีมีการกลายพันธุ์ของยีน K-ras พบว่าเมื่อได้รับ 
Cetuximab จะมีผล progression-free survival ส้ันกว่าการได้รับยาเคมีบ าบัดตัวอื่นๆ (6) งานวิจัย
ของ Bokemeyer และคณะ ท าการศึกษาการให้ยาในผู้ป่วย  Metastatic Colorectal Cancer 
จ านวน 338 ตัวอย่าง และแบ่งกลุ่มผู้ป่วยแบบสุ่ม กลุ่มหนึ่งให้ยา Cetuximab ร่วมกับ folfox-4 
regimen กลุ่มท่ีสองให้เฉพาะ folfox-4 regimen ผลการศึกษาพบว่าในกลุ่มท่ีได้รับ Cetuximab
ร่วมกับ folfox-4 regimen มี ค่า  overall response rate (ORR) สูงกว่ าก ลุ่ม ท่ีไ ด้รับ folfox-4 
regimen เพียงอย่างเดียว และในผู้ป่วยท่ีมียีน K-ras ไม่กลายพันธุ์  พบว่าเมื่อเพิ่มการให้ยา 
Cetuximab เข้าไปใน folfox-4 regimen พบว่ามีการเพิ่มขึ้นของ response อย่างมีนัยส าคัญ (69)  

การศึกษาการให้ยา Cetuximab ในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด Metastatic Colorectal 
Cancer พบว่าการให้ยา Cetuximab กับผู้ป่วยชนิดไม่กลายพันธุ์ของยีน K-ras เท่านั้นจึงจะมี
ประโยชน์และได้ผลดี ส่วนผู้ป่วยท่ีมีการกลายพันธุ์ของยีน K-ras จะไม่ได้รับผลดี (5, 7) งานวิจัยของ 
Price และคณะ ท าการศึกษาการให้ยา Cetuximab และ Panitumumab ในผู้ป่วย Metastatic 
Colorectal Cancer โดยผู้ป่วยท่ีศึกษาท้ังหมดต้องไม่พบการกลายพันธุ์ท่ียีน K-ras จ านวน 1010 
ตัวอย่าง และแบ่งกลุ่มผู้ป่วยแบบสุ่มด้วยอัตราส่วน 1 : 1 และแยกกลุ่มให้ยาเคมีบ าบัดต่างชนิดกันคือ 
Cetuximab และ Panitumumab ผลการศึกษาพบว่า ยาเคมีบ าบัดท้ัง 2 ชนิดให้ผลการรักษาเท่า
เทียมกัน และมีประโยชน์ต่ออัตราการรอดชีวิตท่ีคล้ายกัน (70) 

ดังนั้นการตรวจลักษณะของยีน K-ras ในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง เพื่อบ่งช้ีว่ายีน K-
ras กลายพันธุ์หรือไม่ ก่อนการรักษา จะช่วยให้แพทย์วางแผนการรักษาให้เหมาะสมและเกิด
ประสิทธิภาพสูงสุดกับผู้ป่วยแต่ละราย (9)   
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2.4 ยีน K-ras (V-Ki-ras 2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) 

2.4.1 ลักษณะทั่วไป 

Ras gene เป็น proto-oncogene ชนิดหนึ่งอยู่ใน ras gene family ประกอบด้วย H-ras, 
N-ras, K-ras โดยมีบทบาทหน้าท่ีเหมือนกัน (71) ดังนี้ คือ N-ras (Neuroblastoma RAS viral 
oncogene homolog) อยู่บนโครโมโซมท่ี 1 ซึ่งเป็นยีนท่ีเกี่ยวข้องกับปฏิกิริยา GTP/GDP binding 
และ GTPase activity ซึ่งมีบทบาทหน้าท่ีเกี่ยวกับการเจริญเติบโตของเชลล์ (cell growth) และเมื่อ
มีการกลายพันธุ์ของยีน N-ras ท่ีต าแหน่ง codon 12, 13 และ 61 จะท าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไป 
รวมถึงท าให้เซลล์มะเร็งมีความหลากหลายได้ (72) H-ras (Harvey rat sarcoma viral oncogene 
homolog) อยู่บนแขนข้างส้ันของโครโมโซมท่ี 11 เกี่ยวข้องกับการสร้างเอนไซม์ small GTPases 
โดยเกี่ยวข้องกับการควบคุมการแบ่ง ตัวของเซลล์ (cell division) H-ras มีการท างานแบบ 
molecular switch ในการเปล่ียนแปลง GTP เป็น GDP เมื่อมีการกลายพันธุ์ของยีน H-ras จะท าให้
การเจริญเติบโตของเซลล์และการแบ่งเซลล์เป็นไปอย่างไร้การควบคุม (73) และ K-ras (V-Ki-ras 2 
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) อยู่บนโครโมโซมท่ี 12 สามารถสร้างโปรตีน
ขนาด 21,000 ดาลตัน ประกอบด้วย amino acid เรียงต่อกัน 188-189 residues (10) ท าหน้าท่ี
ควบคุมการแบ่งตัวและการเจริญเติบโตของเซลล์ ชักน าให้มีการก าจัดเซลล์ท่ีผิดปกติโดยกลไก 
Apoptosis 

โปรตีน RAS เป็นโปรตีนขนาดเล็ก (small GTP-binding protein) ท าหน้าท่ีควบคุมการ
แบ่งตัวของเซลล์และมีอยู่ในทุกเซลล์ของร่างกาย ยีน K-ras เป็นหนึ่งในวงจรปฏิกิริยาลูกโซ่ท่ีส่ง
สัญญาณจากผิวเซลล์สู่นิวเคลียส ภายหลังจากเซลล์ถูกกระตุ้นด้วย Growth factors ประกอบด้วย
โปรตีนหน่วยย่อยแอลฟา (α) ของ G-Protein มีการท างานแบบ molecular switch ท าหน้าท่ีเปิด-
ปิด ส่งผลต่อการถ่ายทอดสัญญาน โปรตีน RAS จึงท าหน้าท่ีควบคุมการถ่ายทอดสัญญาณ 
(transduction signal) เช่น EGFR-induced cell signaling โดยส่งสัญญาณจาก receptor บนผิว
เซลล์ไปยังบริเวณเป้าหมายภายในเซลล์ โปรตีน RAS มี 2 รูปแบบ คือ Active form (RAS-GTP) และ 
Inactive form (RAS-GDP) ท้ังนี้ โปรตีน RAS สามารถเปล่ียนรูปกลับ ไปมาได้ คือกระตุ้นให้เป็น 
RAS-GTP ด้วย Guanine nucleotide exchange factors (GEFs) และกระตุ้นให้เป็น RAS-GDP 
ด้วย GTPase activating protein (GAPs) หากมีการกลายพันธุ์  จะเป็นสาเหตุท าให้ ras gene 
เปล่ียนจาก proto-oncogene เป็น oncogene ท าให้เกิดความผิดปกติของโปรตีน RAS เนื่องจาก 
amino acid ในสายของโปรตีนผิดไปจากเดิม โปรตีน GAPs ไม่สามารถเปล่ียนรูปจาก RAS-GTP 
กลับเป็น RAS-GDP ได้ เกิดการถ่ายถอดสัญญาณ กระตุ้นเซลล์เป้าหมายตลอดเวลา โดยสามารถ
แบ่งตัวได้เองโดยไม่ต้องอาศัยการกระตุ้นด้วย Growth factors ใดๆ ท าให้เกิดความผิดปกติของการ
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เจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลงของเซลล์ดังกล่าวได้ด้วยตนเอง ตัวอย่างเช่น เมื่อยีน K-ras ท่ี
ต าแหน่งโคดอน 12 คือ GGC : Glycine ไม่กลายพันธุ์ RAS-GTP จะเปล่ียนกลับเป็น RAS-GDP ซึ่ง
เป็น inactive form ได้ แต่เมื่อมีการกลายพันธุ์เป็น GTC : Valine, RAS-GTP จะไม่สามารถเปล่ียน
รูป กลับเป็น RAS-GDP ได้ เกิดการถ่ายถอดสัญญาณ กระตุ้นเซลล์เป้าหมายตลอดเวลา ดังภาพท่ี 9 
(74-76)   

 
ภาพท่ี 9 ต าแหน่งและปฏิกิริยาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras (77) 

 

บทบาทและความส าคัญของยีน H-ras, N-ras, K-ras ทางคลินิกพบว่าการกลายพันธุ์ของยีน
ท่ีพบมากท่ีสุดคือ การกลายพันธุ์ของยีน K-ras (5, 14) ความส าคัญของยีน K-ras ทางคลินิก พบว่า
เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งหลายชนิดเช่น มะเร็งปอด (lung adenocarcinoma), mucinous 
adenoma, มะเร็งเต้านม (ductal carcinoma), มะเร็งตับอ่อน (pancreas carcinoma) รวมท้ัง 
มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง (colorectal carcinoma) ซึ่งมีบทบาทและความส าคัญแตกต่างกันไป 
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีพบในอัตราสูงได้แก่ มะเร็งตับอ่อน (pancreas carcinoma) พบ 95 
เปอร์เซ็นต์ , มะเร็งต่อมไทรอยด์ (thyroid carcinoma) พบ 55 เปอร์เซ็นต์ , มะเร็งล าไส้ใหญ่  
(colorectal carcinoma) พบ 35 เปอร์เซ็นต์ และโรคมะเร็งปอด (lung adenocarcinoma) พบ 35 
เปอร์เซ็นต์ (78) เช่นตัวอย่าง งานวิจัยของ Maughan และคณะ ศึกษารูปแบบการกลายพันธุ์ของ ras 
gene กับการให้ยาเคมีบ าบัดในผู้ป่วยมะเร็งชนิด Metastatic Colorectal Cancer จ านวน 1630 
ตัวอย่าง พบอัตราการกลายพันธุ์ของยีน K-ras สูงถึง 43 เปอร์เซ็นต์ อัตราการกลายพันธุ์ของยีน B-
raf พบ 8 เปอร์เซ็นต์ และอัตราการกลายพันธุ์ของยีน N-ras พบ 4 เปอร์เซ็นต์ (5)  
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2.4.2 ต าแหน่งที่พบการกลายพันธุ ์

ต าแหน่งการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีพบได้บ่อย (Hot spots) ในมะเร็งล าไส้ใหญ่คือ
ต าแหน่งโคดอน 12 (GGT) และโคดอน 13 (GGC) พบมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ โดยมีงานวิจัยหลาย
ฉบับท่ีสนับสนุนข้อมูลดังกล่าวคือ งานวิจัยของ Poehlmann และคณะ ศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน 
K-ras ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่จ านวน 65 ตัวอย่าง ด้วยวีธี Pyrosequencing พบว่าอัตราการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras สูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ เกิดท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และโคดอน 13 และ 5 
เปอร์เซ็นต์ เกิดท่ีโคดอน 61 (11, 12) งานวิจัยของ Brink และคณะ ศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน K-
ras ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่ จ านวน 737 ตัวอย่าง ด้วยวีธี direct sequencing พบว่าอัตราการ
กลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 สูงถึง 93 เปอร์เซ็นต์ และพบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งอื่นๆ 
7 เปอร์เซ็นต์ (13) งานวิจัยของ Prior และคณะ พบการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 สูงถึง 80 
เปอร์เซ็นต์ การกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 13 ประมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ และการกลายพันธุ์ ท่ี
ต าแหน่งโคดอน 61 เพียงประมาณ 2-3 เปอร์เซ็นต์ เท่านั้น (14) งานวิจัยของ Weidlich และคณะ 
พบอัตราการกลายพันธุ์ของยีน K-ras สูงถึง 89 เปอร์เซ็นต์ เกิดท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 และ
เกิดท่ีโคดอนอื่นๆคือโคดอน 14, 22 และ 146 พบเพียง 11 เปอร์เซ็นต์ (79) งานวิจัยของ Normanno 
และคณะพบว่าอัตราการกลายพันธุ์ของยีน K-ras สูงถึง 98.2 เปอร์เซ็นต์ เกิดท่ีต าแหน่งโคดอน 12 
และโคดอน 13 และ 1.8 เปอร์เซ็นต์ เกิดท่ีโคดอนอื่นๆ คือโคดอน 19, 22, 59, 61 และ 146 (15)   

โดยต าแหน่งการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีโคดอน 12 และ 13 มักเกิดการกลายพันธุ์อยู่ 6-
7 รูปแบบด้วยกันคือ ต าแหน่งโคดอน 12 นิวคลีโอไทด์ท่ี 34 และ 35 นิวคลีโอไทด์ชนิด guanine (G) 
จะถูกแทนท่ีด้วย นิวคลีโอไทด์ชนิด adenine (A), thymine (T) หรือ cytosine (C) และต าแหน่งโค
ดอน 13 นิวคลีโอไทด์ท่ี 38 นิวคลีโอไทด์ชนิด guanine (G) จะถูกแทนท่ีด้วยนิวคลีโอไทด์ชนิด 
adenine (A) โดยมีงานวิจัยหลายฉบับท่ีสนับสนุนข้อมูลดังกล่าว ดังแสดงในตารางท่ี 3   
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ตารางท่ี  3 รูปแบบการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีพบได้บ่อย (Hot spots) 
 

 
งานวิจัย 

รูปแบบการกลายพันธ์ุของยีน K-ras ที่พบ ต าแหน่งอื่นๆ 

โคดอน 12 โคดอน 13 
นิวคลีโอไทด์ 34 นิวคลีโอไทด์ 35 นิวคลีโอไทด์ 38 

(80) GGTAGT 
(6.5 เปอร์เซ็นต์) 

GGTCGT 
(1.25 เปอร์เซ็นต์) 

GGTTGT 
(8 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGAT 
(36 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGCT 
(6 เปอร์เซ็นต์) 
GGTGTT 

(21.75 เปอร์เซ็นต์) 

GGCGAC 
(18.75 เปอร์เซ็นต์) 

 

นิวคลีโอไทด์ 37 
GGCTGC 

(0.75 เปอร์เซ็นต์) 
GGCCGC 

(0.25 เปอร์เซ็นต์) 

(81) GGTAGT 
(9 เปอร์เซ็นต์) 
GGTCGT 

(0 เปอร์เซ็นต์) 
GGTTGT 

(12 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGAT 
(33 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGCT 
(7 เปอร์เซ็นต์) 
GGTGTT 

(18 เปอร์เซ็นต์) 

GGCGAC 
(21 เปอร์เซ็นต์) 

 

(79) GGTAGT 
(8.57 เปอร์เซ็นต์) 

GGTCGT 
(0 เปอร์เซ็นต์) 
GGTTGT 

(11.43 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGAT 
(22.86 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGCT 
(2.86 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGTT 
(25.71 เปอร์เซ็นต์) 

GGCGAC 
(17.14 เปอร์เซ็นต์) 

โคดอน 146 
(5.71 เปอร์เซ็นต์) 

โคดอน 14 
(2.86 เปอร์เซ็นต์) 

โคดอน 22 
(2.86 เปอร์เซ็นต์) 

(11) - GGTGAT 
(21 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGCT 
(6 เปอร์เซ็นต์) 
GGTGTT 

(26 เปอร์เซ็นต์) 

GGCGAC 
(42 เปอร์เซ็นต์) 

โคดอน 61 
(5.26 เปอร์เซ็นต์) 

(13) GGTAGT 
(6 เปอร์เซ็นต์) 
GGTCGT 

(2 เปอร์เซ็นต์) 
GGTTGT 

(7 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGAT 
(27 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGCT 
(6 เปอร์เซ็นต์) 
GGTGTT 

(24 เปอร์เซ็นต์) 

GGCGAC 
(21 เปอร์เซ็นต์) 

GGCGCC 
(1 เปอร์เซ็นต์) 
GGCGTC 

(0.4 เปอร์เซ็นต์) 

 

(15) GGTAGT 
(7.6 เปอร์เซ็นต์) 

GGTCGT 
(0.9 เปอร์เซ็นต์) 

GGTTGT 
(8.8 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGAT 
(32.5 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGCT 
(6.4 เปอร์เซ็นต์) 

GGTGTT 
(22.5 เปอร์เซ็นต์) 

 GGCGAC 
(19.5 เปอร์เซ็นต์) 

โคดอน
19,22,59,61,146 
(1.8 เปอร์เซ็นต์) 
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2.4.3 เทคนิคการตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras 

เทคนิคท่ีใช้ตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ในปัจจุบันมีหลากหลายวิธี เช่น วิธี Direct 
Sequencing (12, 18-21) วิธี  high resolution melting (HRM) (18), วิธี mutant-enriched PCR 
assay (19), วิธี  Pyrosequencing (11, 16, 22), วิธี  co-amplification at lower denaturation 
temperature PCR (23), และวิ ธี  digital PCR (19, 24) นอกจากนี้ ยั ง มี ชุดทดสอบส า เ ร็ จรู ป 
(commercial kit) ของบริษัทต่างๆเช่นชุดทดสอบ cobas® KRAS Mutation Test, therascreen® 
DxS KRAS Kit, EntroGen’s K-ras Mutation Analysis Kit for Real-Time PCR, และชุดทดสอบ 
KRAS StripAssay Kit (20, 25) ทุกวิธีต้องอาศัยเทคนิคทางอณูชีววิทยา ซึ่งมีความจ าเพาะ ความไว 
ต้นทุน ข้อจ ากัด ข้อดีและข้อเสียแตกต่างกัน โดยมีรายละเอียดของแต่ละวิธีดังนี้  

2.4.3.1 วิธีการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (Direct sequencing) 

วิธีการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธี direct sequencing ตามวิธีของ sanger มี
ข้อดี คือเป็นวิธีท่ีมีความแม่นย าและความน่าเช่ือถือสูง สามารถระบุชนิดการกลายพันธุ์ได้ ตัวอย่าง
งานวิจัยท่ีใช้วิธีการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ในการตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras เช่น งานวิจัยของ 
Jedpiyawongse และคณะ ใช้วิธีการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras จาก
ตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 24 ตัวอย่าง ผลการ
ทดลองพบว่า ไม่พบการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 12, 13 และ 61 (12) และมีอีกหลายงานวิจัยท่ี
ใช้วิธี direct sequencing นี้เป็น gold standard (18-20) แต่วิธี direct sequencing นี้มีความไว
ต่ า ต้องการ เปอร์เซ็นต์ mutant allele สูงกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ ถึงจะสามารถตรวจการกลายพันธุ์ได้ 
และวิธีการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี direct sequencing เป็นวิธีท่ีซับซ้อน มีขั้นตอนหลาย
ขั้นตอน ต้องใช้เวลานาน นอกจากนี้ยังต้องมีเครื่อง Sequencer analyzer ท่ีมีราคาแพง 

2.4.3.2 วิธี High Resolution Melting Analysis (HRM) 

วิธี HRM อาศัยหลักการความแตกต่างกันเพียง 1 นิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอต้นแบบ 
ท าให้ melting temperature (Tm) แตกต่างกัน เมื่อวิเคราะห์ด้วย Real-time PCR ด้วยโหมด HRM 
ท าให้เป็น curve ท่ีแตกต่างกัน สามารถตรวจสอบ PCR product ได้ในปริมาณน้อย และสามารถ
แยกชนิดของ PCR product ท่ีมีความแตกต่างกันแม้เพียง 1-2 นิวคลีโอไทด์ได้ รวมไปถึงสามารถใช้
วิเคราะห์ single nucleotide polymorphism (SNP) ได้ด้วย ข้อดีของวิธี HRM คือเป็นระบบปิด ใช้
เวลารวดเร็ว และประหยัดค่าใช้จ่าย มีความแม่นย าและความไวสูง สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ท่ี
ขีดจ ากัดต่ าสุดท่ี 5 เปอร์เซ็นต์ mutant allele แต่วิธีนี้ไม่สามารถระบุชนิดการกลายพันธุ์ได้ ตัวอย่าง
งานวิ จัยของ Tsiatis และคณะ ใช้วิธี  HRM เปรียบเทียบกับวิ ธี  direct sequencing และวิธี  
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Pyrosequencing ในการตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 จาก
ตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน จ านวน 180 ตัวอย่าง ผลการทดลองพบว่า การกลายพันธุ์ของยีน K-ras  
62.2 เปอร์เซ็นต์ และไม่พบการกลายพันธุ์ 37.8 เปอร์เซ็นต์ วิธี HRM และวิธี Pyrosequencing ไม่
พบผลบวกปลอม และไม่พบผลลบปลอม วิธีการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี direct sequencing 
พบผลบวกปลอม 11.1 เปอร์เซ็นต์ และพบผลลบปลอม 6.1 เปอร์เซ็นต์ ขีดจ ากัดต่ าสุดท่ีสามารถ
ตรวจพบการกลายพันธุ์ได้ ของวิธี direct sequencing, วิธี HRM และวิธี Pyrosequencing คือ 15-
20 เปอร์เซ็นต์, 10 เปอร์เซ็นต์ และ 5 เปอร์เซ็นต์ mutant allele ตามล าดับ (18) 

2.4.3.3 วิธี Mutant-enriched PCR assay 

วิธี mutant-enriched PCR assay อาศัยหลักการความแตกต่างกันระหว่างดีเอ็นเอ
ต้นแบบชนิดกลายพันธุ์และไม่กลายพันธุ์ โดย amplify ดีเอ็นเอต้นแบบท่ีสนใจ ด้วยไพรเมอร์ท่ี
จ าเพาะกับดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ หากดีเอ็นเอเป้าหมายเป็นดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์จะไม่ถูก 
amplify จึงไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ส าหรับดีเอ็นเอต้นแบบชนิดกลายพันธุ์จะถูก amplify 
เป้าหมายการกลายพันธุ์นั้นขึ้นมา และเป้าหมายดังกล่าวจะเป็นต าแหน่งท่ีเอนไซม์ตัดจ าเพาะสามารถ
ตัดได้ แล้วเพิ่มจ านวนช้ินดีเอ็นเอท่ีสนใจนั้นให้มีปริมาณมากขึ้นด้วยการท าพีซีอาร์ และวิเคราะห์ผล
ด้วย direct sequencing หรือการท า single base primer extension (SBE) ข้อดีของวิธีนี้ เป็นวิธี
ท่ีมีความแม่นย าและมีความจ าเพาะสูง แต่มีความยุ่งยาก ซับซ้อน ตัวอย่างงานวิจัยของ Chang และ
คณะ ใช้วิ ธี  mutant-enriched PCR assay และตรวจวั ด PCR-product ด้วยวี ธี  single base 
primer extension และใช้วิธี direct sequencing เป็น gold standard ท าการตรวจการกลายพันธุ์
ของยีน K-ras จากตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินจ านวน 83 ตัวอย่าง และจากตัวอย่างช้ินเนื้อสด
จ านวน 106 ตัวอย่าง ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ผลการทดลองพบว่า  มีท้ังหมด 13 
ตัวอย่างท่ีให้ผลไม่ตรงกับวิธี direct sequencing ทดสอบความไวของวิธีนี้ พบว่าท่ีโคดอน 12 และ 
13 สามารถตรวจการกลายพันธุ์ได้ต่ าสุดท่ี 1:1000 และ 1:400 (อัตราดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ต่อดีเอ็น
เอชนิดไม่กลายพันธุ์) ตามล าดับ (19) 

2.4.3.4 วิธี co-amplification at lower denaturation temperature PCR 

วิธี co-amplification at lower denaturation temperature PCR หรือ COLD-
PCR เป็นวิธีที่ประยุกต์หลักการพีซีอาร์ โดยอาศัยหลักการท่ีว่า ความแตกต่างกันของดีเอ็นเอต้นแบบ
เพียง 1 นิวคลีโอไทด์ ท าให้อุณหภูมิ Tm แตกต่างกัน 0.2-1.5 องศาเซลเซียส ส าหรับล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ท่ีมีความยาว 200 bp หรือมากกว่า อุณหภูมิของ Tm นี้มีความสัมพันธ์กับ denaturation 
temperature (Tc) ท่ีแตกต่างกัน ท าให้สามารถใช้ตรวจสอบ variant alleles mutant ท่ีผสมอยู่ใน
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ดีเอ็นเอท่ีไม่กลายพันธุ์  (wild type) โดยสามารถ ระบุชนิดของ mutant allele ท่ีพบน้อยใน 
somatic ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ได้ วิธี COLD-PCR  มีข้อดี คือเป็นวิธีท่ีมีความแม่นย าและมี
ความจ าเพาะสูง แต่มีความยุ่งยาก และซับซ้อน ตัวอย่างงานวิจัยของ Liu และคณะ ใช้วิธี COLD-PCR 
ร่วมกับ TaqMan®-MGB ตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 ชนิดการกลาย
พันธุ์ G12D จากตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินและตัวอย่างพลาสมาของผู้ป่วยรายเดียวกัน ในผู้ป่วย
มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน  62 ตัวอย่าง ผลการทดลองพบว่าวิธี  COLD-PCR ร่วมกับ 
TaqMan®-MGB ตรวจพบการกลายพันธุ์รูปแบบ G12D 21 เปอร์เซ็นต์ ในตัวอย่างพลาสมา และพบ 
19.4 เปอร์เซ็นต์ ในตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน (23)  

2.4.3.5 วิธี digital PCR 

วิธี Digital polymerase chain reaction หรือ digital PCR เป็นวิธีที่ประยุกต์และ
พัฒนาจากวิธี Conventional PCR โดยวิธี digital PCR นี้สามารถหาปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายสุทธิ
ได้โดยตรง จากการตรวจวัดสัญญานการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์หลังส้ินสุดปฏิกิริยา สามารถวัด 
clonally amplify nucleic acids ได้ท้ัง ดีเอ็นเอ , cDNA หรือ RNA หลักการการท างานของวิธี
ดังกล่าว เป็นการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอเป้าหมายในหยดอีมัลช่ัน ตัวอย่างจะถูกแบ่งออกเป็น 
partitions จ านวนมาก และในแต่ละ partitions นั้นจะเกิดปฏิกิริยาเฉพาะตัวของ partitions นั้นๆ 
ก่อนการน าไปตรวจวัดการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ ณ จุดส้ินสุดปฏิกิริยา การแยกตัวอย่างในลักษณะ
นั้นท าให้ปฏิกิริยามีความน่าเช่ือถือมากขึ้นและเพิ่มความไวในการวัดดีเอ็นเอต้นแบบในตัวอย่างนั้นๆ 
สามารถประยุกต์ใช้ในงานทางชีวโมเลกุลต่างๆ ต้ังแต่การหา  copy number variants และการ
ตรวจหาดีเอ็นเอกลายพันธุ์ชนิดต่างๆ (82) แสดงหลักการและขั้นตอนของวิธี digital PCR ดังภาพท่ี 
10 วิธี digital PCR มีข้อดี คือเป็นวิธีที่มีความแม่นย า ความจ าเพาะ และความไวสูง ตัวอย่างงานวิจัย
ของ Taly และคณะ ใช้วิธีการ digital PCR ตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 
และ 13 ท้ัง 7 รูปแบบการกลายพันธุ์ท่ีพบบ่อยคือ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ 
G13D จากตัวอย่างพลาสมา ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 50 ตัวอย่าง ผลการทดลอง
พบการกลายพันธุ์ 26 ตัวอย่าง พบว่า วิธี digital PCR สามารถระบุชนิดการกลายพันธุ์เหมือนกับผล
ช้ินเนื้อจ านวน 21 ตัวอย่าง ไม่สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์จ านวน 2 ตัวอย่าง ระบุชนิดการกลาย
พันธุ์ไม่ตรงกันผลช้ินเนื้อ 1 ตัวอย่าง และ และ วิธี digital PCR สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์แต่ผล
ช้ินเนื้อตรวจไม่พบ 2 ตัวอย่าง (24) 



 61 

 
ภาพท่ี 10 หลักการและขั้นตอนของวิธี digital PCR (83) 

 
2.4.3.6 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing  

Pyrosequencing เป็นเทคนิคการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของรหัสพันธุกรรมของดี
เอ็นเอสายส้ันๆเพียง 100 นิวคลีโอไทด์ ด้วยการสังเคราะห์ (sequencing by synthesis) ซึ่งเป็นการ
ตรวจวัดไพโรฟอตเฟต (Inorganic Pyrophosphate : PPi) จากปฏิกิริยาเคมี (chemiluminescesce) 
และใช้การอ่านสัญญาณตามจังหวะแสงของ นิวคลีโอไทด์คู่สม (84 , 85) โดยในปฏิกิริยา 
Pyrosequencing ประกอบด้วย Post-PCR biotin-labeled template เอนไซม์ DNA Polymerase, 
ATP sulfurylase, luciferase และ apyrase และมี สาร ต้ั ง ต้น  (substrate) คือ  adenosine 5’ 
phosphate (APS) และ luciferin ขั้นตอนปฏิกิริยา เริ่มจากการตรึง Post-PCR biotin-labeled 
template ด้ ว ย  streptavidin-coated sepharose beads (SSB) จ า ก นั้ น  denature ด้ ว ย 
denaturation solution และล้างด้วย 1X wash buffer จากนั้น primer เข้ามาจับกับ Post-PCR 
biotin-labeled template ท่ีถูกตรึงด้วย SSB  แล้ว Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP) 
ตัวแรกถูกใส่เข้ามาในปฏิกิริยา เอนไซม์ DNA polymerase เริ่มปฏิกิริยาการเติมเบส (dNTP) เข้าท่ี 
primer ถ้า dNTP ท่ีเติมเป็นคู่สมกับดีเอ็นเอต้นแบบ ปฏิกิริยาจะปลดปล่อย PPi ออกมาซึ่งในสภาวะ
ท่ีมี APS เอนไซม์ ATP sulfurylase จะเปล่ียน PPi เป็น ATP ซึ่ง ATP ท่ีเกิดขึ้นจะขับเคล่ือนให้ 
Luciferase เปล่ียน Luciferin เป็น Oxyluciferin ในปฏิกิริยานี้จะท าให้เกิดแสงขึ้น โดยปริมาณแสง
ท่ีเกิดขึ้นจะเป็นสัดส่วนกับปริมาณ ATP ท่ีเกิดขึ้นและเอนไซม์ Apyrase ยังท าหน้าท่ีย่อยสลาย dNTP 
และ ATP ท่ีเหลืออยู่ในปฏิกิริยา การเติม dNTPs ตัวต่อไปจะด าเนินต่อไปเรื่อยๆจนเสร็จส้ินปฏิกิริยา  
ล าดับเบสของดีเอ็นเอจะแสดงอยู่ในรูปของ signal peaks หรือ pyrogram (84-86) ดังภาพท่ี 11 
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ภาพท่ี 11 หลักการของปฏิกิริยา Pyrosequencing (84) 

 
ปัจจุบันเทคนิค Pyrosequencing ถูกน ามาใช้วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และการ

ประยุกต์ในงานวิจัยด้านต่างๆ เช่น งานวิจัยทางจุลชีววิทยา อณูพันธุศาสตร์ อณูพยาธิวิทยา และท่ีใช้
กันอย่างแพร่หลายคือการประยุกต์ใช้เทคนิค Pyrosequencing ในการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน
ต่างๆ เช่น งานวิจัยของ Zheng และคณะ ได้ประสบความส าเร็จในการพัฒนาวิธี Pyrosequencing
เพื่อตรวจหาการด้ือยาหลายชนิด (MDR-TB) คือ rifampin (RIF), isoniazid (INH), ethambutol 
(EMB), streptomycin (SM), ofloxacin (OFL) และ  amikacin (AMK) ของ M. tuberculosis ใน
ตัวอย่างเสมหะของคนไข้วัณโรคปอด จากตัวอย่างทางคลินิกจ านวน 205 ตัวอย่าง และตัวอย่าง
เสมหะจ านวน 24 ตัวอย่าง โดยตรวจหาการด้ือยาจากการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ยีน gyrA ยีน 
KatG, ยีน rpsl, ยีน embB, ยีน gyrA และยีน rrs จากการเปรียบเทียบผลของวิธี Pyrosequencing 
กับผลของวิธี Bactec MGIT 960 mycobacterial detection system พบว่าวิธี Pyrosequencing 
มีความถูกต้องสูงในการตรวจการด้ือยา RIF, INH, EMB, SM, AMK และ OFL ในตัวอย่างทางคลินิก  
95.0, 79.2, 70.3, 84.5, 96.5 และ 91.1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และในตัวอย่างเสมหะ พบความ
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ถูกต้อง 83.3, 83.3, 60.9, 83.3, 87.5 และ 91.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ดังนั้นวิธี Pyrosequencing 
เป็นวิธีท่ีรวดเร็ว และมีประโยชน์มากใช้ในการตรวจติดตามหลังการรักษาผู้ป่วยวัณโรคได้ (87) 
งานวิจัยของ Guerra และคณะ ได้ประสบความส าเร็จในการพัฒนาวิธีเพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของ
ยีน K-ras และ N-ras ของตัวอย่างเซลล์ของไทรอยด์ (fine-needle aspiration cytology: FNAC) 
จากตัวอย่างท้ังหมด 37 ตัวอย่าง ท่ีแบ่งเป็น 2 กลุ่มคือกลุ่มท่ีเป็น benign hyperplastic nodules 
(BN) (n=16) แ ละ ก ลุ่ ม ท่ี เ ป็ น ม ะ เ ร็ ง  follicular thyroid carcinomas (FTC) (n=21) ด้ ว ย วิ ธี  
Pyrosequencing พบว่าวิธี Pyrosequencing เป็นวิธีท่ีน่าเช่ือถือ สามารถตรวจการกลายพันธุ์ของ
กลุ่มยีน ras ในตัวอย่าง FNAC ได้ โดยการกลายพันธุ์ของยีน ras ในตัวอย่าง BN และ FTC พบ 31 
และ 62 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (88) งานวิจัยของ Arita และคณะ ได้พัฒนาวิธี Pyrosequencing  
เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน IDH 1/2 ของโรคเนื้องอกในสมอง (gliomas) จาก 160 ตัวอย่าง 
พบว่ามีความไวสูง สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ต่ าสุดท่ี 5 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ซึ่งมี
ความไวกว่าวิธีของ direct sequencing ท่ีต้องมีการกลายพันธุ์ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ถึงจะวิเคราะห์ได้ และวิธี Pyrosequencing ยังสามารถวิเคราะห์การกลายพันธุ์ได้ใน 3 ตัวอย่างท่ีวิธี 
direct sequencing วิเคราะห์ไม่ได้อีกด้วย (89) งานวิจัยของ Sahnane และคณะ ได้ใช้เทคนิค 
Pyrosequencing ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน EGFR จากตัวอย่าง 53 ตัวอย่าง เทียบกับวิธี 
direct sequeuncing พบว่ามีความไวสูงกว่าวิธี direct sequencing และวิธี Pyrosequencing ยัง
สามารถใช้วัดปริมาณของ mutant alleles โดยเทียบกับจ านวนท่ีเพิ่มขึ้นของ EGFR copy number 
ด้ ว ย วิ ธี ข อ ง  fluorescence in situ hybridization (FISH) ไ ด้ อี ก ด้ ว ย  ( 9 0 )  มี ก า ร ใ ช้ วิ ธี  
Pyrosequencing ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ของช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินโดยตรวจหา
การกลายพันธุ์ ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ท้ังนี้เทียบผลกับวิธี direct sequencing พบว่าวิธี 
Pyrosequencing มีความไวสูง โดยสามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ต่ าสุดท่ี 5  เปอร์เซ็นต์ 
mutant alleles (16, 22)  
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2.4.3.7 ชุดทดสอบส าเร็จรูป (commercial kit) 

ปัจจุบันบริษัททางการค้าต่างๆมากมายผลิต ชุดทดสอบส าเร็จรูป (commercial 
kit) เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras โดยอาศัยหลักการอณูชีววิทยา โดยมีความไวและ
ความจ าเพาะแตกต่างกัน รายละเอียดของแต่ละชุดทดสอบส าเร็จรูปมดัีงนี้  

2.4.3.7.1 ชุดทดสอบ cobas® KRAS Mutation Test 

ชุดทดสอบ cobas® KRAS Mutation Test เป็นชุดทดสอบท่ีออกแบบมา
โดยอาศัยหลักการ TaqMelt PCR assay พัฒนาบนเครื่อง Real-time PCR ยี่ห้อ cobas® 4800 
System รุ่น v 2.0 ออกแบบให้สามารถตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12, 13, 
และ 61 โดยสามารถตรวจได้ 19 ชนิดการกลายพันธุ์ ชุดทดสอบ cobas® KRAS Mutation Test นี้ 
สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ได้ต่ าสุดท่ีน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ mutant allele (20, 25, 91) 

2.4.3.7.2 ชุดทดสอบ therascreen® DxS KRAS Kit 

ชุดทดสอบ therascreen® DxS KRAS Kit เป็นชุดทดสอบท่ีออกแบบมา
โดยอาศัย 2 หลักการร่วมกันคือเทคนิค ARMS-PCR และเทคนิคโพรบชนิด scopions พัฒนาบน
เครื่อง Real-time PCR ออกแบบให้สามารถตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 
และ 13 ท้ัง 7 ชนิดการกลายพันธุ์ คือ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ G13D ชุด
ทดสอบ therascreen® DxS KRAS Kit นี้  สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ ไ ด้ต่ าสุดท่ี 5
เปอร์เซ็นต์ mutant allele (25) 

2.4.3.7.3 ชุดทดสอบ KRAS StripAssay Kit 

ชุดทดสอบ KRAS StripAssay Kit เป็นชุดทดสอบท่ีออกแบบมาโดยอาศัย
หลักการ Reverse-hybridization โดยการออกแบบโพรบท่ีจ าเพาะกับชนิดการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่ง
โคดอน 12 และ 13 ประกอบด้วยการกลายพันธุ์ชนิด Ala, Arg, Asp, Cys, lle, Leu, Ser, Val, Asp, 
Cys ชุดทดสอบ  KRAS StripAssay Kit นี้  สามารถตรวจวิ เคราะห์การกลายพันธุ์ ไ ด้ ต่ าสุดท่ี 1
เปอร์เซ็นต์ mutant allele (25) 

2.4.3.7.4 ชุดทดสอบ EntroGen’s K-ras Mutation Analysis Kit for 
Real-Time PCR 

ชุดทดสอบ  EntroGen’s K-ras Mutation Analysis Kit for Real-Time 
PCR เป็นชุดทดสอบท่ีออกแบบมาโดยอาศัยหลักการ PCR-base assay ร่วมกับโพรบท่ีจ าเพาะ 
พัฒนาบนเครื่อง Real-time PCR ออกแบบให้สามารถตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่ง
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โคดอน 12, 13, 61, 117 และ 146 ชุดทดสอบนี้ สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ได้ต่ าสุดท่ี 1
เปอร์เซ็นต์ mutant allele (20, 25) 

ตัวอย่างงานวิจัยของ Jancik และคณะ ได้ศึกษาเปรียบเทียบเทคนิคการตรวจหา
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras โดยใช้ชุดทดสอบ therascreen® DxS KRAS Kit และชุดทดสอบ KRAS 
StripAssay Kit เทียบกับวิธี direct sequencing, Pyrosequencing และ high resolution melting 
(HRM) analysis พบว่าชุดทดสอบ therascreen® DxS KRAS Kit และชุดทดสอบ K-ras StripAssay 
Kit มีประสิทธิภาพสูงในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras แต่พบว่ามีผลท่ีขัดแย้งกับเทคนิคอื่น 
6.1 เปอร์เซ็นต์ (20) งานวิจัยของ Gonzalez de Castro และคณะ  ได้ศึกษาเปรียบเทียบเทคนิคการ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras โดยใช้ ชุดทดสอบ cobas® KRAS Mutation Test ชุดทดสอบ 
therascreen® DxS KRAS Kit และวิธี direct sequencing ตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ี
ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 จากตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน จ านวน 120 ตัวอย่าง ผลการทดลอง
พบว่ า  ชุดทดสอบ cobas® KRAS Mutation Test ชุดทดสอบ  therascreen® DxS KRAS Kit 
สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ ได้ต่ าสุดท่ี 5 เปอร์เซ็นต์ mutant allele ส่วนวิธี direct 
sequencing สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ได้ต่ าสุดท่ี 19 เปอร์เซ็นต์ mutant allele (91) 
งานวิจัยของ Fariña Sarasqueta และคณะ ศึกษาการตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่ง
โคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี  SNaPshot และวิธีชุดทดสอบ StripAssay โดยเปรียบเทียบกับวิธี
มาตรฐาน direct sequencing จากตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่ จ านวน 
296 ตัวอย่าง ผลการศึกษาพบว่าขีดจ ากัดต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของวิธี direct 
sequencing, วิธี SNaPshot และวิธีชุดทดสอบ StripAssay คือท่ี 20 เปอร์เซ็นต์, 10 เปอร์เซ็นต์ 
และ 1 เปอร์เซ็นต์ mutant allele ตามล าดับ (92) 

 วิธีท่ีใช้ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras แต่ละวิธี มีข้อดีและข้อเสียแตกต่างกันดัง
แสดงในตารางท่ี 4 
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ตารางท่ี  4 ข้อดีและข้อเสีย ของวิธีการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras 
 

วิธี ข้อดี ข้อเสีย 

Direct 
sequencing 

- เป็นวิธีมาตรฐาน 
- ทราบชนิดการกลายพันธ์ุ  

ราคาแพง, ข้ันตอนซับซ้อน, ใช้
ระยะเวลานาน, ความไวต่ า (สามารถ
ตรวจพบการกลายพันธ์ุที่ 20-25 
เปอร์เซ็นต์ mutant allele) และต้องมี
เคร่ือง Sequencer Analyzer 

Pyrosequencing - ความไวสูง (สามารถตรวจพบการกลาย
พันธ์ุที่ 5 เปอร์เซ็นต์ mutant allele) 
-ทราบชนิดการกลายพันธ์ุ  
-รวดเร็ว, ไม่ต้อง Purify PCR Product  

- ราคาแพง 
- ต้องมีเคร่ือง Pyrosequencer 

high resolution 
melting 
analysis (HRM) 

- ความไวสูง (สามารถตรวจพบการกลาย
พันธ์ุที่ 5 เปอร์เซ็นต์ mutant allele) 
- รวดเร็ว, เป็นระบบปิด  

- ไม่ทราบชนิดการกลายพันธ์ุ  
- ต้องมีเคร่ือง Real-time PCR ที่ต้องมี 
HRM Mode 

Mutant-
enriched PCR 
assay 

- ความไวสูง (สามารถตรวจพบการกลาย
พันธ์ุที่ 1 เปอร์เซ็นต์ mutant allele) 

- ข้ันตอนยุ่งยาก ซับซ้อน และใช้
เวลานาน 

COLD-PCR ราคาไม่แพง ข้ันตอนยุ่งยาก ซับซ้อน และใช้
เวลานาน 

Digital-PCR - ความไวสูง (สามารถตรวจพบการกลาย
พันธ์ุที่น้อยกว่า 1 เปอร์เซ็นต์ mutant 
allele) 

- ราคาแพง 
- ต้องมีเคร่ือง Digital-PCR 

ชุดตรวจส าเร็จรูป 
(commercial 
kit) 

- อ่านผลได้รวดเร็ว  
- ความไวสูง (สามารถตรวจพบการกลาย
พันธ์ุที่ 1-5 เปอร์เซ็นต์ mutant allele) 

ราคาแพง, ต้องมีเคร่ืองมือที่รองรับชุด
ทดสอบน้ันๆ  

MAS-PCR - ใช้เพียง Thermal cycler  
- ราคาไม่แพง 
- สามารถระบุชนิดการกลายพันธ์ุได้ 

ใช้เวลานาน 
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2.5 Multiplex Allele-Specific Polymerase Chain (MAS-PCR) 

2.5.1 หลักการของ MAS-PCR  

MAS-PCR เป็นเทคนิคท่ีถูกพัฒนาและดัดแปลงจากเทคนิค Multiplex Polymerase Chain 
Reaction (M-PCR) ร่วมกับเทคนิค Allele-Specific Polymerase Chain Reaction (AS-PCR) โดย
การออกแบบ AS-primer หลายๆต าแหน่งเป้าหมายให้มีขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ท่ีแตกต่างกัน และ
สามารถตรวจวัดด้วยการ run gel electrophoresis ท้ังแบบ agarose gel และ polyacrylamide 
gel ขึ้นกับขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ ท้ังนี้สามารถพัฒนาให้ตรวจหายีนหรือดีเอ็นเอเป้าหมายได้พร้อม
กันหลายยีน หลายต าแหน่ง ในปฏิกิริยาเดียว (26, 93) 

เทคนิค MAS-PCR อาศัยหลักการของ  Polymerase Chain Reaction ในขั้นตอนของ 
extension คือเอนไซม์ DNA Polymerase จะไม่สามารถท าปฏิกิริยาได้ หากด้านปลาย 3’ ของ AS-
primer ไม่เป็นนิวคลีโอไทด์คู่สม (complementary) กับดีเอ็นเอต้นแบบ และเพิ่มความจ าเพาะของ 
AS-primer ด้วยการออกแบบ mismatch base ภายในบริเวณ 5 นิวคลีโอไทด์แรกก่อนถึงด้านปลาย 
3’ ของ AS-primer ดังภาพท่ี 12 (26) 

 
ภาพท่ี 12 การออกแบบ Allele-specific primer (AS-primer) (26)   

เทคนิค MAS-PCR เป็นเทคนิคท่ีมีความจ าเพาะและความไวสูง ราคาไม่แพง เป็นเทคนิคท่ี
สามารถประยุกต์ใช้ตรวจหาการการกลายพันธุ์ของยีนได้ โดยการเลือกออกแบบ AS-primer ให้มีนิ
วคลีโอไทด์คู่สมกับดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์หรือชนิดไม่กลายพันธุ์หากออกแบบ  AS-primer ให้มีนิวคลี
โอไทด์คู่สมกับ ดีเอ็นเอต้นแบบท่ีเป็นชนิดไม่กลายพันธุ์ (Wild-type) ถ้าในปฏิกิริยา MAS-PCR มีดี
เอ็นเอต้นแบบเป็นชนิด Wild-type ในขั้นตอนของ extension เอนไซม์ DNA Polymerase จะ
สามารถท าปฏิกิริยาได้ แต่หากในปฏิกิริยา MAS-PCR มีดีเอ็นเอต้นแบบเป็นชนิด Mutant ในขั้นตอน
ของ extension เอนไซม์ DNA Polymerase จะไม่สามารถท าปฏิกิริยาได้ ดังภาพท่ี 13 A และเมื่อ
น าผลผลิตพีซีอาร์ ท่ีได้มาตรวจวัดด้วยการ Run gel electrophoresis ถ้าดีเอ็นเอต้นแบบเป็นชนิด 
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Wild-type จะพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด ท่ีเกิดจากการ amplify จาก oligonucleotide primer คู่
หลัก และเกิดจากการ amplify จาก AS-primer แต่หากในปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ีมีดีเอ็นเอต้นแบบ
เป็ น ชนิ ด  Mutant จะพบผลผ ลิตพี ซี อ า ร์  เพี ย ง  1  ขน าด  ท่ี เ กิ ด จากการ  amplify จาก 
oligonucleotide primer คู่หลักเท่านั้น ดังภาพท่ี 13 B (94) ในทางตรงกันข้าม หากออกแบบ  AS-
primer ให้มีนิวคลีโอไทด์คู่สมกับ ดีเอ็นเอต้นแบบท่ีเป็นชนิดกลายพันธุ์ (Mutant) ถ้าในปฏิกิริยา 
MAS-PCR มี ดี เอ็ น เอ ต้นแบบเป็นชนิด  Mutant ในขั้ นตอนของ  extension เอน ไซม์  DNA 
Polymerase จะสามารถท าปฏิกิริยาได้ แต่หากในปฏิกิริยา MAS-PCR มีดีเอ็นเอต้นแบบเป็นชนิด 
Wild-type ในขั้นตอนของ extension เอนไซม์ DNA Polymerase จะไม่สามารถท าปฏิกิริยาได้ เมื่อ
ตรวจวัดด้วยการ Run gel electrophoresis ถ้าดีเอ็นเอต้นแบบเป็นชนิด Mutant จะพบผลผลิตพีซี
อาร์ 2 ขนาด หรือมากกว่า ขึ้นอยู่กับจ านวน point mutation ของดีเอ็นเอต้นแบบนั้นๆ ท่ีเกิดจาก
การ amplify จาก oligonucleotide primer คู่หลัก และเกิดจากการ amplify จาก AS-primer แต่
หากในปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ีมีดีเอ็นเอต้นแบบเป็นชนิด Wild-type จะพบผลผลิตพีซีอาร์เพียง 1 
ขนาด ท่ีเกิดจากการ amplify จาก oligonucleotide primer คู่หลักเท่านั้น   

 
ภาพท่ี 13 หลักการ Multiplex Allele-specific PCR (MAS-PCR) (26) 
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2.5.2 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR  

การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR จะมีการออกแบบ Allele-specific 
primer (AS-primer) อยู่ 2 รูปแบบคือ การออกแบบไพรเมอร์ MAS-PCR ท่ีจ าเพาะกับดีเอ็นเอ
ต้นแบบชนิดไม่กลายพันธุ์ (Wild-type) และการออกแบบไพรเมอร์ MAS-PCR ท่ีจ าเพาะกับดีเอ็นเอ
ต้นแบบชนิดกลายพันธุ์ (Mutant) โดยท้ัง 2 รูปแบบนี้ จ าเป็นต้องทราบต าแหน่ง single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) และทราบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณรอบๆ SNPs นั้นๆด้วย ท้ังนี้การ
ออกแบบ AS-primer ทุกๆเส้นของปฏิกิริยา MAS-PCR ต้องตรวจสอบคุณสมบัติพื้นฐานของไพรเมอร์
คือ ตรวจสอบลักษณะ hair-pin loops, primer-dimer เป็นต้น  

ปัจจัยท่ีต้องค านึงถึงในการออกแบบไพรเมอร์คู่หลักและ AS-primer ส าหรับปฏิกิริยา MAS-
PCR (26) มีดังนี้ ด้านปลาย 3’ ของ AS-primer ต้องเป็นนิวคลีโอไทด์ท่ีจ าเพาะต่อต าแหน่ง SNPs 
ของดีเอ็นเอต้นแบบ, ความยาวของ AS-primer ต้องออกแบบให้ melting temperature (Tm) อยู่
ในช่วงระหว่าง 50-65 องศาเซลเซียส, แต่ละ AS-primer และไพรเมอร์คู่หลักท้ังฝ่ัง Reverse และ 
Forward อุณหภูมิ Tm ควรไม่ต่างกันเกิน 5 องศาเซลเซียส, การเพิ่ม-ลด ความยาวของไพรเมอร์ควร
เพิ่ม-ลด นิวคลีโอไทด์เฉพาะด้านปลาย 5’ เท่านั้น โดยการเพิ่ม-ลด ทีละ 1-2 นิวคลีโอไทด์ และความ
ยาวของแต่ละไพรเมอร์ควรอยู่ระหว่าง 18-22 bp, ขนาดผลผลิตพีซีอาร์ท่ีออกแบบ ควรอยู่ระหว่าง 
100-200 bp และหากต้องการเพิ่มความจ าเพาะของ AS-primer ด้วยการออกแบบ mismatch 
base ต้องออกแบบ mismatch base ภายในบริเวณ 5 นิวคลีโอไทด์แรก ก่อนถึงด้านปลาย 3’ ของ 
AS-primer เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการรันเจลให้เห็นความแตกต่างมากขึ้น ควรเพิ่มล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ด้านปลาย 5’ ของ AS-primer ส่วนหาง (tails) ให้ผลผลิตของ MAS-PCR แต่ละรูปแบบห่างกัน 
10 นิวคลีโอไทด์ (26)  

2.5.3 การประยุกต์ใช้เทคนิค MAS-PCR ในการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน  

ปัจจุบันได้น าเทคนิค MAS-PCR มาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยต่างๆ อย่างหลากหลาย เช่น
งานวิจัยของ Shi และคณะ ได้พัฒนาวิธีตรวจหาการด้ือยา rifampin ของเช้ือ M. tuberculosis ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ท่ีต าแหน่งโคดอน 511, 516, 526 และ 531 โดยนักวิจัยได้
ประยุกต์ใช้เทคนิค MAS-PCR และเพิ่มความจ าเพาะของ AS-primer เป็น chimeric-primer ด้วย
การต่อ TAG-sequence เข้าด้านปลาย 5’ ของ primer โดยศึกษาจากตัวอย่างทางคลินิก 135 
ตัวอย่าง พบว่าวิธี  MAS-PCR เมื่อเทียบกับวิธี direct sequencing มีความไวสูงถึง 94.2 เปอร์เซ็นต์ 
และมีความจ าเพาะสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ (27) งานวิจัยของ Allegui และคณะ ได้พัฒนาวิธีตรวจหา
การด้ือยา isoniazid และ rifampin  ของเช้ือ M. tuberculosis ซึ่งเกี่ยวข้องกับการกลายพันธุ์ของ
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ยีน rpoB ส าหรับการด้ือยา rifampin ท่ีต าแหน่งโคดอน 516, 526 และ 531 และการกลายพันธุ์ของ
ยีน katG และ ยีน inhA ส าหรับการด้ือยา isoniazid ท่ียีน katG ต าแหน่งโคดอน 315 และยีน 
inhA ต าแหน่ง mabA-inhA: -15  โดยศึกษาจากตัวอย่างทางคลินิก 53 ตัวอย่าง ด้วยวิธี MAS-PCR 
โดยเปรียบเทียบกับวิธี Phenotypic drug susceptibility testiนาโนกรัม (DST) พบว่าวิธีดังกล่าว
เมื่อตรวจ INH mutations มีความไวสูงถึง 88.6 เปอร์เซ็นต์ และมีความจ าเพาะสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์
ตรวจ RIF mutations มีความไวสูงถึง 92.8 เปอร์เซ็นต์ และมีความจ าเพาะสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ 
และตรวจ MDR mutation มีความไวสูงถึง  92.6 เปอร์ เซ็นต์  และมีความจ าเพาะสูงถึง 100 
เปอร์เซ็นต์ (28) งานวิจัยของ Evans และ Segal ได้พัฒนาวิธีตรวจหาการด้ือยา ofloxacin และยา 
kanamycin ซึ่งเป็น second-line drug ของเช้ือ M. tuberculosis ท่ีเกี่ยวข้องกับการกลายพันธุ์ของ
ยีน GyrA D94G และ rrs A1401G ด้วยวิธี MAS-PCR พบว่ามีความไวในการตรวจหาการกลายพันธุ์
ของยีน GyrA D94G 54.5 เปอร์เซ็นต์ และมีความจ าเพาะสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ และมีความไวในการ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rrs A1401G สูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ และมีความจ าเพาะสูงถึง 100 
เปอร์เซ็นต์ (95) งานวิจัยของ Chia  และคณะ ได้พัฒนาวิธีตรวจหาการด้ือยา MDR ของเช้ือ M. 
tuberculosis โดยตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนท่ี 5 ต าแหน่ง hotspots คือ ตรวจการกลายพันธุ์
ของยีน rpoB ท่ีต าแหน่งโคดอน 516, 526 และ 531 ส าหรับการด้ือยา rifampin และตรวจการกลาย
พันธุ์ของยีน katG ต าแหน่งโคดอน 315 และยีน inhA ต าแหน่ง mabA-inhA: -15  ส าหรับการด้ือยา 
isoniazid พบว่าเมื่อเปรียบเทียบวิธี MAS-PCR กับวิธี Phenotypic DST ส าหรับการตรวจหาการด้ือ
ยา rifampin มีความไวสูงถึง 82.8 เปอร์เซ็นต์ และมีความจ าเพาะสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ และการ
ตรวจหาการด้ือยา isoniazid มีความไวสูงถึง 98.4 เปอร์เซ็นต์ และมีความจ าเพาะสูงถึง 100 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบวิธี  MAS-PCR กับวิธี  direct sequencing เพื่อตรวจหาการด้ือยา 
rifampin และ isoniazid พบว่าท้ัง 2 กรณีมีความไวและความจ าเพาะสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ (96) 
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บทท่ี 3 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 สารเคมีและน้ ายา 

3.1.1 LB broth, Bacteriological Agar [บริษัท Oxoid ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

3.1.2 Absolute  Ethanol [บริษัท Merck ประเทศเยอรมันนี]  

3.1.3 Boric acid, Ethylenediaminetetraacetic acid [EDTA] [บ ริ ษั ท  Sigma ป ร ะ เ ท ศ
สหรัฐอเมริกา] 

3.1.4 SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain [บริษัท Lonza ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

3.1.5 Bromophenol blue, 5 - bromo -4 - chloro -3- inodlyl --D- galactopyranoside [X-
Gal], Xylenecyanol, Tris base [บริษัท Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

3.1.6 Amplitag Gold DNA Polymerase [บริษัท Applied Biosystems ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

3.1.7 40 เปอร์เซ็นต์ acrylamide/bis solution (19:1), Ammonium persulphate (APS), N, N, 
N’, N’-tetramethylethane-diamine (Temed), ดี เอ็น เอมาตรฐาน  50 bp ladder , ดี เอ็น เอ
มาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต [dNTPs] 
[บริษัท New England Biolabs ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

3.1.8 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder [บริษัท Thermo scienctific  ประเทศสหรัฐอเมริกา]  

3.1.9 StrataClone PCR Cloniนาโนกรัม Kit [บริษัท Agilent Technologies ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

3.1.10 ชุดสกัดดี เอ็นเอส าเร็จรูป Wizard® genomic DNA purification kit [บริษัท  Geneaid, 
Taipei ประเทศไต้หวัน] 

3.1.11 ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit [บริษัท Qiagen ประเทศ
เยอรมันนี]  

3.1.12 ชุดน้ ายาส าเร็จรูปส าหรับย้อมช้ินเนื้อ  Hematoxylin and Eosin (H&E) [บริษัท Dako 
ประเทศเดนมาร์ก]  
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3.1.13 streptavidin-conjugated Sepharose beads [บ ริ ษั ท  Amersham Biosciences AB 
ประเทศสวีเดน] 

3.1.14 ชุดน้ ายาส า เร็จรูปส าหรับท า  Pyrosquencing ประกอบด้วย PyroMark® Gold Q96 
reagent [บริษัท Qiagen ประเทศเยอรมันนี]  

 

3.2 เคร่ืองมือ 

3.2.1 เครื่องปั่นตกตะกอนขนาดเล็ก (Mini microcentrifuge) [บริษัท Extragene ประเทศไต้หวัน] 

3.2.2 กล่องร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Heat block) [บริษัท Labnet ประเทศญี่ปุ่น] 

3.2.3 เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex) [บริษัท Scientific industry ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

3.2.4 เครื่องปั่นความเร็วสูง (High Speed Centrifuge) [บริษัท Beckman ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

3.2.5 เครื่องก าเนิดกระแสไฟฟ้าและชุดอุปกรณ์อิเล็กโตรโฟริซีส (Gel electrophoresis), เครื่อง 
Thermo cycler รุ่น C1000 หัวบล็อกคู่ [บริษัท Bio-RAD ประเทศประเทศสหรัฐอเมริกา]  

3.2.6 เครื่องถ่ายภาพแผ่นเจล (Gel Documentation) และเครื่องก าเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV 
transilluminator)  [บริษัท Syngene ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

3.2.7 เครื่องนาโนดรอป (Nanodrop) [บริษัท Thermo Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

3.2.8 ตู้บ่ม เ ช้ือร่ วมกับเครื่ อง เขย่ า ต่อเนื่ อง  (Shaker incubator) [บริษัท Infor HT ประเทศ
สวิตเซอร์แลนด์] 

3.2.9 เครื่องเขย่าแบบ plate (Plate shaker)  [บริษัท Desaga ประเทศเยอรมันนี] 

3.2.10 กล่องร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Heat block) แบบ 96 wel plate (96 well plate heat box)  
[บริษัท Major science ประเทศไต้หวัน] 

3.2.11 เครื่องนึ่งความดันสูง (Autovlave) [บริษัท Hirayama ประเทศญี่ปุ่น] 

3.2.12 เครื่องหาล าดับเบส Pyrosequencing [บริษัท Qiagne ประเทศเยอรมันนี] 

3.2.13 อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)  [บริษัท Sheldon ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

3.2.14 Microplate centrifuge [บริษัท Kisker ประเทศเยอรมันนี] 
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3.3 วิธีการทดลอง 

3.3.1 ตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ฝังพาราฟิน (Formalin-fixed, paraffin-embedded : FFPE 
tissue) 

เก็บรวบรวมตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ท่ีส่งตรวจกับ
สถาบันพยาธิวิทยา กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ในปี 2556-2557 จ านวน 270 ตัวอย่าง
ตรวจลักษณะทางพยาธิวิทยาโดยดูลักษณะและความผิดปกติของเซลล์ช้ินเนื้อ  (histopathology) 
จ า ก ส ไ ล ด์  Hematoxylin and Eosin stain (H&E) แ ละ ว ง พื้ น ท่ี บ ริ เ ว ณ ร อ ย โ ร ค ม ะ เ ร็ ง 
(Adenocarcinoma) โดยพยาธิแพทย์  ตัวอย่าง ท้ังหมดในงานวิ จัยนี้ ไ ด้ ผ่านการรับรองจาก
คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน สถาบันพยาธิวิทยา กรมการแพทย์ เอกสารรับรองเลขท่ี IOP-
KM-R57-007 การค านวณขนาดตัวอย่างด้วยวิธีทางสถิติ ดังแสดง 

จากสูตร 

 

 

 

 

 

โดยก าหนด ระดับความเช่ือมั่นของข้อมูลท่ี 95 เปอร์ เซ็นต์ (95 เปอร์ เซ็นต์  Confidence 
interval) 

p = 0.51 คือค่าอุบัติการณ์การเกิดการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีส่งตรวจในสถาบันพยาธิวิทยา 
เท่ากับ 51 เปอร์เซ็นต์ 

e = 0.06 คือค่าความคลาดเคล่ือนท่ียอมรับได้ ซึ่งได้จากการค านวณอุบัติการณ์ท่ีเกิดจากจ านวน 239 
ตัวอย่าง  

 ดังนั้น ขนาดของตัวอย่างท่ีเหมาะสมท่ีต้องใช้ในการวิจัยครั้งนี้ ต้องไม่น้อยกว่า 266.671 เพื่อ
ความเหมาะสมจึงใช้ 270 ตัวอย่าง

แทนค่า  266.671 = 1.962 (0.51) (0.49) 
                (0.06)2 

แทนค่า  0.06 =  (0.51) (0.49) 
       239 

n =  Z2
 α/2 p (1- p)  

     e2 

e =  Z α/2   p (1- p)  

          n 
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 3.3.2 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction) 

ตัวอย่างบล็อกช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินถูกน ามาตัดเป็น ribbon section หนา 10 ไมโครเมตร  
บนสไลด์แก้ว  จ านวน 4 -8 สไลด์ๆละ 1-2 แผ่น ขูด ช้ิน เนื้ อบริ เวณพื้น ท่ี รอยโรคมะเร็ ง 
(Adenocarcinoma) ด้วยเข็มท่ีปลอดเช้ือใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร ละลายพาราฟินด้วย xylene 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าหลอดเป็นเวลา 30 วินาที น าหลอดไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 รอบ
ต่อนาทีนาน 10 นาที ท้ิงส่วนใสด้านบน และล้างด้วย absolute ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่า
หลอดเป็นเวลา 30 วินาที น าหลอดไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14 ,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที 
ปล่อยให้ absolute ethanol ระเหยจนแห้งท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นสกัดดีเอ็นเอจากช้ินเนื้อโดยชุด
น้ ายาส าเร็จรูป QIAamp® DNA FFPE tissue Kit (Qiagen, Germany) มีขั้นตอนดังนี้  คือเติม
สารละลาย ATL 180 ไมโครลิตร และเอนไซม์ Protenase K 20 ไมโครลิตร และบ่มท่ีอุณหภูมิ 56 
OC เป็นเวลาข้ามคืนหรือจนกว่าสารละลายจะใส (ไม่มีตะกอนช้ินเนื้อ) จากนั้นบ่มหลอดตัวอย่างท่ี
อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ปั่น เพื่อให้ไอน้ าท่ีติดฝาหลอดตก เติมสารละลาย AL 
200 ไมโครลิตร และ absolute ethanol 200 ไมโครลิตร น าไป vortex และดูดสารละลายท้ังหมด 
ใส่ใน Filter column และปั่นท่ี 14,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที น า column ใส่ในหลอดใหม่และเติม
สารละลาย AW1 500 ไมโครลิตร และปั่นท่ี 14,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที น า column ใส่ในหลอด
ใหม่และเติมสารละลาย AW2 500 ไมโครลิตร และปั่นที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที น า column 
ใส่ในหลอดใหม่และปั่นท่ี 14 ,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที น า Filter column ใส่ในหลอด 1.5 
มิลลิลิตรใหม่ และเติมสารละลาย ATE 20-50 ไมโครลิตร  ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 
และปั่นที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เก็บดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ไว้ทีอุ่ณหภมูิ –20 องศาเซลเซียส    

3.3.3 การวัดปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองนาโนดรอป 

วัดปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอพร้อมท้ังการตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยใช้เครื่อง
นาโนดรอป ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) โดยพิจารณาจาก
อัตราส่วน A260/ A280 ควรอยู่ในช่วงระหว่าง 1.80-2.00 แสดงว่าดีเอ็นเอนั้นบริสุทธิ์ แต่ถ้าอัตราส่วนมี
ค่าน้อยกว่า 1.80 แสดงว่าดีเอ็นเอ มีโปรตีนปนเป้ือนสูง และถ้ามีค่าอัตราส่วนมากกว่า 2.00 แสดงว่า
ดีเอ็นเอ มีการปนเปื้อนอาร์เอ็นเอ และท าการเจือจางดีเอ็นเอให้มีปริมาณความเข้มข้นท่ี 50-100 นา
โนกรัม/ไมโครลิตร 
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3.3.4 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี 
Pyrosequencing   

3.3.4.1 ปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) ของยีน K-ras ท่ี
ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ส าหรับท า Pyrosequencing 

น าตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน ท่ีได้จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่ท่ีส่งตรวจท่ี
สถาบันพยาธิวิทยา กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข จ านวน 270 ตัวอย่างท่ีผ่านขั้นตอนการสกัด
ดีเอ็นเอตามข้อท่ี 3.3.2 มาท าการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing โดยมีข้ันตอนดังนี้ 
คือเตรียมส่วนประกอบพีซีอาร์ ปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10X Buffer 3 ไมโครลิตร, 
MgCl2 (25 มิลลิโมลาร์) 3 ไมโครลิตร , dNTP (10 มิลลิโมลาร์) 0.6 ไมโครลิตร , น้ ากล่ัน 20.65 
ไมโครลิตร, เอนไซม์ AmpliTaq DNA Polymerase (ABI) 5 U/ไมโครลิตร  0.15 ไมโครลิตร, ไพร
เมอร์ KrasPyro-F (10 ไมโครโมลาร์) และ KrasPyro-R (biotin) (10 ไมโครโมลาร์) ส่ังสังเคราะห์ไพร
เมอร์ท่ีบริษัท Biosearch ประเทศสหรัฐอเมริกา รายละเอียดดังตารางท่ี 5 อย่างละ 3 ไมโครลิตร 
และดีเอ็นเอต้นแบบ 50-100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอ
ประกอบด้วย 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที, และตามด้วย 35 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส  นาน 
1 นาที, 55 องศาเซลเซียส  นาน 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาทีและสุดท้าย 72 องศา
เซลเซียส นาน 7 นาที โดยเครื่องพีซีอาร์ Thermocycle Bio-Rad รุ่น C1000 แล้วน าผลผลิตพีซีอาร์ 
(PCR products) ไปวิเคราะห์ผลด้วย 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel electrophoresis  

 

ตารางท่ี  5 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพเมอร์ ในการเพิ่มจ านวนยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 
13 ส าหรับท า Pyrosequencing (16) 

Primer name Primer Sequences 5’-3’ Product 
Size 
(bp) 

GenBank 
Accession 
number 

KrasPyro-F 

KrasPyro-R (biotin) 

5’-GGCCTGCTGAAAATGACTGAA-3’ 

5’-biotin-TTAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT-3’ 

82 bp NM_004985.4 
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3.3.4.2 ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ ด้วย gel electrophoresis 

เตรียม  8 เปอร์ เซ็นต์ acrylamide gel electrophoresis ปริมาตรรวม 10 ml 
ประกอบด้วย น้ ากล่ัน 6 มิลลิลิตร, 40 เปอร์เซ็นต์ acrylamide/bis solution (19:1) 2 มิลลิลิตร, 5X 
Tris-borate-EDTA (TBE) buffer 2 มิลลิลิตร, 10 เปอร์เซ็นต์ APS 100 ไมโครลิตร และ Temed 10 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เวลานาน 15-20 นาที ผสมผลผลิตพีซีอาร์ 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และ 6X Loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ปล่อยกระแสไฟฟ้าท่ี 140 โวลล์ 
นาน 40 นาที และย้อมแผ่นเจลด้วย 1:400 SYBR® Green I nucleic acid gel stain นาน 30 นาที 
ส่องดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตบนเครื่องถ่ายภาพแผ่นเจล (Gel documentation) ผลผลิตพีซีอาร์ 
มีขนาด 82 bp โดยเทียบกับดีเอน็เอมาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder 

 

3.3.4.3 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 
ด้วยวิธี Pyrosequencing  

ขั้นตอนการท า Pyrosequencing ประกอบด้วย การตรึงผลผลิตพีซีอาร์ ด้วย SSB 
(Streptavidin-coated sepharose beads:SSB) ผสม SSB stock 3 ไมโครลิตร , binding buffer 
40 ไมโครลิตร, ผลผลิตพีซีอาร์ 20 ไมโครลิตร และน้ ากล่ัน 17 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง 
Plate shaker ความเร็ว 1400 รอบต่อนาที นาน 5 นาที แล้วท าการแยกสายดีเอ็นเอท่ีถูกตรึงดังกล่าว
ด้วยการจุ่มในสารเคมีต่างๆ เป็นล าดับ ดังนี้ 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol นาน 5 วินาที, Denaturation 
solution นาน 5 วินาที, 1X wash buffer นาน 10 วินาที จากนั้นเติม 40 ไมโครลิตร ของ 0.4 ไม
โครโมลาร์ sequencing primer ชนิด purify แบบ HPLC โดยส่ังสังเคราะห์ไพรเมอร์ ท่ีบริษัท 
Biosearch ประเทศสหรัฐอเมริกา รายละเอียดไพร์เมอร์ดังตารางท่ี 6 ปั่นท่ี 400 rpm นาน 1 นาที 
และบ่ม ท่ี 80 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ต้ัง ท้ิงไว้ ท่ีอุณหภูมิห้อง  5 นาที ก่อนเข้าเครื่อง 
Pyrosequencing   
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ตารางท่ี  6 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ส าหรับท า Pyrosequencing ในการหาล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 (16)   

Primer name Primer Sequences 5’-3’ Target Detection 
KRAS SEQ PF-1 5’-TGTGGTAGTTGGAGCTG-3’ nt. 35G>A Gly12Asp (G12D) 

nt. 35G>C Gly12Ala (G12A) 
nt. 35G>T Gly12Val (G12V) 
nt. 38G>A Gly13Asp (G13D) 

KRAS SEQ PF-2 
 

5’-TGTGGTAGTTGGAGCT-3’ nt. 34G>A Gly12Ser (G12S) 
nt. 34G>C Gly12Arg (G12R) 
nt. 34G>T Gly12Cys (G12C)  

 

3.3.4.4 วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 
13 

วิเคราะห์ Histogram peak ท่ีได้จากการท า Pyrosequencing โดยล าดับแรก
ตรวจสอบความสูงและคุณภาพของ Histogram peak โดยเทียบกับ Reference peak และดูความ
ถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์ว่าตรงกับ dispending order sequencing ท่ีได้จากเครื่องหรือไม่ 
จากนั้นวิเคราะห์ข้อมูลท่ีได้ด้วยโปรแกรมในเครื่อง Pyrosequencing โดยเลือกใช้โหมด single 
nucleotide polymorphism (SNP) เพื่อดูการเปล่ียนแปลงของ genotype ของดีเอ็นเอต้นแบบ 
และโหมด Allele quantification (AQ) เพื่อดูเปอร์เซ็นต์ mutant allele ท่ีเกิดขึ้น โดยงานวิจัยนี้ใช้
ค่า cut off ท่ีมากกว่า 10 เปอร์เซ็นต์ mutant allele ในการอ่านค่าการเกิดการกลายพันธุ์ 
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3.3.5 การโคลนยีน K-ras ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 

การ cloning ยีน K-ras ของตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงท่ีพบการกลายพันธุ์
และไม่กลายพันธุ์ ในต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ท่ีทราบและยืนยันล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี
มาตรฐาน Direct sequencing และวิธี Pyrosequencing ท้ังหมด 8 รูปแบบ คือ ดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธุ์ (Wild-type) และชนิดกลายพันธุ์ (Mutant) ท้ัง 7 รูปแบบ ดังนี้ G12S, G12R, G12C, 
G12D, G12A, G12V และ G13D เพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอควบคุมบวก ในการพัฒนาวิธี MAS-PCR  

3.3.5.1 ปฏิกิริยา Polymerase chain reaction ของยีน K-ras ที่ต าแหน่งโค
ดอน 12 และ 13 ส าหรับท าการโคลนยีน 

น าตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงท่ีมียีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ จ านวน 
1 ตัวอย่าง และชนิดกลายพันธุ์ จ านวน 7 ตัวอย่าง ดังนี้ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V 
และ G13D ท าการสกัดดีเอ็นเอตามข้ันตอนท่ี 3.3.2 และท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบด้วยการ
ท าพีซีอาร์ โดยมีขั้นตอนดังนี้ เตรียมส่วนประกอบพีซีอาร์ ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
10X Buffer 2.5 ไมโครลิตร , MgCl2 (25 มิลลิโมลาร์) 1.5 ไมโครลิตร, dNTP (10 มิลลิโมลาร์ ) 1 
ไมโครลิตร, น้ ากล่ัน 16.375 ไมโครลิตร, เอนไซม์ AmpliTaq DNA Polymerase 5 U/ไมโครลิตร  
0.125 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ KRAS-codon 12/13-F (10 ไมโครโมลาร์) และ KRAS-codon 12/13-
R (10 ไมโครโมลาร์) อย่างละ 1 ไมโครลิตร ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ แสดงดังตารางท่ี 7 และ
ดีเอ็นเอต้นแบบ 50-100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอประกอบด้วย 
95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที, และ 40 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, 62 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที โดย
เครื่องพีซีอาร์  Thermocycle Bio-Rad รุ่น C1000 น าผลผลิตพีซีอาร์ ท่ีไ ด้ไปวิ เคราะห์ด้วย  8 
เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel electrophoresis ตามขั้นตอนข้อท่ี 3.3.4.2 ผลผลิตพีซีอาร์ มีขนาด 
259 bp 

ตารางท่ี  7 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ ในการเพิ่มจ านวนยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 
13 ส าหรับการโคลนยีน (12) 

Primer name Primer Sequences 5’-3’ Product 
Size (bp) 

GenBank 
Accession 
number 

KRAS-codon 12/13-F 

KRAS-codon 12/13-R 

5’-CTGGTGGAGTATTTGATAGTGTATT-3’ 

5’-ATCTGTATCAAAGAATGGTCCTG-3’ 

259 bp NM_004985.4 
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3.3.5.2 การโคลนยีน K-ras ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 เข้าสู่ Vector pSC-A-
amp/kan 

   ท าการโคลนยีน K-ras ความยาว 259 bp เข้าสู่ vector ด้วยชุดโคลนส าเร็จรูป 
StrataClone PCR Cloning Kit  ดีเอ็นเอพาหะ (vector) ท่ีใช้คือ pSC-A-amp/kan ดังภาพท่ี 14 
ขั้นตอนการโคลนมีดังนี้ เตรียม Ligation reaction mixture โดยการผสม Strataclone Cloning 
buffer 1.5 ไมโครลิตร, Strataclone Vactor Mix amp/kan 0.5 ไมโครลิตร และผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้
จากข้อ 3.3.5.1 จ านวน 2 ไมโครลิตร ให้เข้ากัน ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 5 นาที และท าการ 
Transform เ ข้ า  Competent cells โ ดย ผสม  Ligation reaction mixture 4 ไ ม โ คร ลิต ร  กั บ 
Competent Cells 50 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไว้ท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ดังภาพท่ี 14 เติม 
Luria-Bertani (LB) broth 2 50  ไ ม โคร ลิตร  ลง ใน  transformation reaction mixture  บ่ ม ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง คัดเลือกเช้ือบน LB-amplicillin plates ท่ีมี 40 ไมโครลิตร 
ของ 2 เปอร์เซ็นต์ X-gal และบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง ท าการสุ่มเลือก
โคโลนีสีขาวมาเล้ียงใน LB-broth บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง น าเช้ือใน LB-broth มา
สกัดดีเอน็เอ ด้วยชุดสกัดดีเอน็เอส าเร็จรูป Wizard® genomic DNA purification kit และตรวจสอบ
ว่ามียีน K-ras ท่ีสนใจหรือไม่ ด้วยการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังขั้นตอนตามข้อ 3.3.5.1 และยืนยันล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของผลผลิตพีซีอาร์ด้วยวิธี  Direct sequencing โดยส่งวิเคราะห์ ท่ีบริษัท Bioneer 
Corporation, Daejeon, Republic ประเทศเกาหลี และ เก็บ stock เช้ือท่ีโคลนส าเร็จด้วยใน 40 
เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอล เก็บไว้ที่ – 80 องศาเซลเซียส     

 
ภาพท่ี 14 vector armori–PCR product–vector armamp/kan (97) 
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3.3.6 การตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี 
MAS-PCR ท่ี AS-primer จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ 

3.3.6.1 ออกแบบ Allele-specific (AS-primer) primer ที่จ าเพาะต่อยีน K-
ras ชนิดไม่กลายพันธุ ์

ท าการออกแบบไพรเมอร์ เพื่อตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ต าแหน่งโคดอน 
12 และ 13 ท่ีนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 จาก ยีน K-ras (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral 
oncogene homolog ; NM_004985.4) (www.ncbi.nlm.nih.gov) (98) โดยออกแบบไพรเมอร์คู่
หลักจากต าแหน่งท่ี 170 bp ถึง 282 bp และออกแบบ AS-primer ให้ด้านปลาย 3’ จ าเพาะต่อดีเอ็น
เอต้นแบบชนิดไม่กลายพันธุ์  และเพิ่มความจ าเพาะของ AS-primer ด้วยการเติม mismatch base 
ในบริเวณนิวคลีโอไทด์ตัวท่ี 3 ก่อนถึงด้านปลาย 3’ ของ AS-primer ดังภาพท่ี 15 ออกแบบขนาด
ผลผลิตพีซีอาร์ให้มีความแตกต่างกันระหว่างการกลายพันธุ์แต่ละชนิด ความยาวของจ านวนนิวคลีโอ
ไทด์ของไพรเมอร์แต่ละเส้น ขึ้นอยู่กับค่าอุณหภูมิของ melting temperature (Tm) และคุณสมบัติ
พื้นฐานของไพรเมอร์ เช่น ลักษณะ hair-pin loops, primer-dimer และท าการเพิ่ม-ลด ความยาว
ของไพรเมอร์โดยการ เพิ่ม-ลด นิวคลีโอไทด์เฉพาะด้านปลาย 5’ เท่านั้น โดยการเพิ่ม-ลด ทีละ 1-2 นิ
วคลีโอไทด์  

 
ภาพท่ี 15 การออกแบบ AS-primer ท่ีจ าเพาะกับดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง 
นิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 (GGT GGC) 

  น าล า ดับนิ วคลี โอไทด์ของไพรเมอร์ คู่ห ลักและ AS-Primer มาตรวจสอบ
ความจ าเพาะกับยีน K-ras โดยโปรแกรม Blast (http://blast.ncbi.nih.gov/Blast.cgi) (99) ท าการ
ทดสอบคุณสมบัติของ AS-primers ด้วยโปรแกรม Oligo calc: Oligo nucleotide Properties 
Calculator (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) (100) เพื่อใช้ใน
การเลือก AS-primers ท่ีเหมาะสมมาทดสอบในปฏิกิริยา MAS-PCR ส่ังสังเคราะห์ไพรเมอร์ท้ังหมด
จากบริษัท Biodesign ประเทศไทย โดยคุณภาพของไพรเมอร์ท้ังหมดเป็นชนิด Desalt 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nih.gov/Blast.cgi
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
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3.3.6.2 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR กับชุด AS-
primer ที่จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ ์

ท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR โดยท าการทดสอบกับตัวอย่าง
ควบคุมบวก ท่ีได้จากการโคลนยีน K-ras ท้ัง 8 ชนิด ท่ีได้จากข้อ 3.3.5 ประกอบด้วย ยีน K-ras ชนิด
ไม่กลายพันธุ์ และชนิดกลายพันธุ์ ท้ัง 7 รูปแบบ คือ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ 
G13D โดยแยกการทดสอบการกลายพันธุ์แต่ละชนิดในแต่ละหลอดทดลอง 

3.3.6.2.1 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Allele-specific Primer 
ในปฏิกิริยา AS-PCR 

   เตรียมปฏิกิริยา AS-PCR ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10X 
Buffer 2.5 ไมโครลิตร , MgCl2 (25 มิลลิโมลาร์ ) 2.5 ไมโครลิตร , dNTP (10 มิลลิโมลาร์ ) 0.5 
ไมโครลิตร, น้ ากล่ัน 16.875 ไมโครลิตร, เอนไซม์ AmpliTaq DNA Polymerase 5 U/ไมโครลิตร  
0.125 ไมโครลิตร, ไพเมอร์คู่หลัก KRAS-F (10 ไมโครโมลาร์) 0.125 ไมโครลิตร, KRAS-(113bp)-R 
(10 ไมโครโมลาร์) 0.25 ไมโครลิตร และ AS-Primer ท่ีความเข้มข้นต่างๆคือ 0.002, 0.0025, 0.05, 
0.1, 0.25, 0.5 และ 1 ไมโครโมลาร์ จ านวน 0.125 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอต้นแบบ 50-100 นาโน
กรัม/ไมโครลิตร และหลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ      

   ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอดังนี้ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที, 10 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 60 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที, 72 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที, 20 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 64 องศาเซลเซียส นาน 45 
วินาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, 20 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 55 องศา
เซลเซียส นาน 45 วินาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที โดย
เครื่องพีซีอาร์ Thermocycle Bio-Rad รุ่น C1000  

   วิ เคร าะห์ ผลผลิตพี ซี อาร์ ท่ี ไ ด้ ด้ วย  8 เปอร์ เ ซ็ น ต์  acrylamide gel 
electrophoresis ตามขั้นตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการรันเจลให้นานขึ้นเป็นเวลา 60 นาที 
พิจารณาผลโดยเลือกความเข้มข้นของ AS-Primer ท่ีท าให้ได้ผลผลิต AS-PCR มากท่ีสุด และสามารถ
แยกดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ และชนิดกลายพันธุ์ ออกจากกันได้ชัดเจนท่ีสุด โดยดีเอ็นเอต้นแบบ
ชนิดไม่กลายพันธุ์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาดท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และเกิดจาก AS-primer 
แต่หากในปฏิกิริยา AS-PCR ท่ีมีดีเอ็นเอต้นแบบเป็นชนิดกลายพันธุ์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์ เพียง 1 
ขนาด ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลักเท่านั้น   
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3.3.6.2.2 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR 

   ท าปฏิกิริยา AS-PCR โดยมีส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ดังข้อ 3.3.6.2.1 
โดยเลือกใช้ความเข้มข้นของ AS-primer ท่ีเหมาะสมจากการทดลองข้อท่ี 3.3.6.2.1 และท าการเพิ่มดี
เอ็นเอต้นแบบด้วยขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอตามข้อ 3.3.6.2.1 ยกเว้นอุณหภูมิในช่วง 
annealing ใช้ท่ีอุณหภูมิท่ี 64, 65.3, 67, 69, 72.2, 74.6, 76.2 และ 77 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
และหลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอแม่แบบ  

วิ เคร าะห์ ผลผลิตพี ซี อาร์ ท่ี ไ ด้ ด้ วย  8 เปอร์ เ ซ็ น ต์  acrylamide gel 
electrophoresis ตามขั้นตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการรันเจลให้นานขึ้นเป็นเวลา 60 นาที 
พิจารณาผลโดยเลือกอุณหภูมิ ท่ีท าให้ได้ผลผลิต AS-PCR มากท่ีสุด และสามารถแยกดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธุ์ และชนิดกลายพันธุ์ ออกจากกันได้ชัดเจนท่ีสุด โดยดีเอ็นเอต้นแบบชนิดไม่กลายพันธุ์ จะ
พบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาดท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และเกิดจาก AS-primer แต่หากในปฏิกิริยา 
AS-PCR ท่ีมีดีเอ็นเอต้นแบบเป็นชนิดกลายพันธุ์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์ เพียง 1 ขนาด ท่ีเกิดจากไพร
เมอร์คู่หลักเท่านั้น   

3.3.6.2.3 การหาจ านวนรอบที่เหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR 

ท าปฏิกิริยา AS-PCR โดยมีส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ดังข้อ 3.3.6.2.1 
โดยเลือกใช้ความเข้มข้นของ AS-primer ท่ีเหมาะสมจากการทดลองข้อท่ี 3.3.6.2.1 และเลือกใช้
อุณหภูมิ annealing ท่ีเหมาะสมจากการทดลองข้อท่ี 3.3.6.2.2 โดยก าหนดจ านวนรอบของขั้นตอน
การเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันในการท าปฏิกิริยา AS-PCR คือ 10, 20, 30, 40 และ 45 
รอบ และหลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอแม่แบบ  

   วิ เคร าะห์ ผลผลิตพี ซี อาร์ ท่ี ไ ด้ ด้ วย  8 เปอร์ เ ซ็ น ต์  acrylamide gel 
electrophoresis ตามขั้นตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการรันเจลให้นานขึ้นเป็นเวลา 60 นาที 
พิจารณาผลโดยเลือกจ านวนรอบ ท่ีท าให้ได้ผลผลิต AS-PCR มากท่ีสุด และสามารถแยกดีเอ็นเอชนิด
ไม่กลายพันธุ์ และชนิดกลายพันธุ์ ออกจากกันได้ชัดเจนท่ีสุด โดยดีเอ็นเอต้นแบบชนิดไม่กลายพันธุ์ 
จะพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาดท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และเกิดจาก AS-primer แต่หากในปฏิกิริยา 
AS-PCR ท่ีมีดีเอ็นเอต้นแบบเป็นชนิดกลายพันธุ์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์ เพียง 1 ขนาด ท่ีเกิดจากไพร
เมอร์คู่หลักเท่านั้น   
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3.3.6.2.4 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับยีน 
K-ras ต าแหน่ง โคดอน 12  

   รวมปฏิกิริยา MAS-PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 และ 35 เป็น 1 หลอดการ
ทดลอง โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมในของแต่ละนิวคลีโอไทด์ มีส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ และความ
เข้มข้นของ AS-primer ท่ีเหมาะสมจากการทดลองข้อ 3.3.6.2.1 เลือกใช้ขั้นตอนการเพิ่มจ านวน
ช้ินส่วนดีเอ็นเอและอุณหภูมิ annealing ท่ีเหมาะสมจากการทดลองข้อท่ี 3.3.6.2.2 และเลือกใช้
จ านวนรอบของ AS-PCR จากการทดลองข้อท่ี 3.3.6.2.3 และหลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็น
เอแม่แบบ   

   วิ เคร าะห์ ผลผลิตพี ซี อาร์ ท่ี ไ ด้ ด้ วย  8 เปอร์ เ ซ็ น ต์  acrylamide gel 
electrophoresis ตามขั้นตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการรันเจลให้นานขึ้นเป็นเวลา 60 นาที 
หากไม่พบการกลายพันธุ์ ท้ัง 2 นิวคลีโอไทด์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์ 3 ขนาด คือ 1 ขนาด เกิดจากการ 
amplify จากไพรเมอร์คู่หลัก และ 2 ขนาด เกิดจากการ amplify จาก AS-primer ท้ัง 2 ต าแหน่ง ท่ี
จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 และ 35 แต่หากในปฏิกิริยา 
MAS-PCR มียีน K-ras เป็นชนิดกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่ง นิวคลีโอไทด์ท่ี 34 จะพบผลผลิต 2 ขนาด ท่ี
เกิดจากการ amplify จากไพรเมอร์คู่หลัก และ 1 ขนาด ท่ีเกิดจากการ amplify จาก  AS-primer ท่ี
จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 35 ในกรณีหากในปฏิกิริยา MAS-PCR 
ท่ีมียีน K-ras เป็นชนิดกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่ง นิวคลีโอไทด์ท่ี 35 จะพบผลผลิต 2 ขนาด ท่ีเกิดจากการ 
amplify จากไพรเมอร์คู่หลัก และ 1 ขนาด เกิดจากการ amplify จาก AS-primer ท่ีจ าเพาะกับยีน 
K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 34 แสดงดังภาพท่ี 16 

 
ภาพท่ี 16 ผลการวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีเกิดจากรวมปฏิกิริยา MAS-PCR ของ 
นิวคลีโอไทด์ท่ี 34 และ 35 เป็น 1 หลอดการทดลอง
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3.3.6.2.5 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับยีน 
K-ras ต าแหน่ง โคดอน 12 และ 13  

   รวมปฏิกิริยา MAS-PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 เป็น 1 หลอด
การทดลอง โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมในของแต่ละนิวคลีโอไทด์ มีส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ และ
ความเข้มข้นของ AS-primer ท่ีเหมาะสมจากการทดลองข้อ 3.3.6.2.1 เลือกใช้ขั้นตอนการเพิ่ม
จ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอและอุณหภูมิ annealing ท่ีเหมาะสมจากการทดลองข้อท่ี 3.3.6.2.2 และ
เลือกใช้จ านวนรอบของ AS-PCR จากการทดลองข้อท่ี 3.3.6.2.3 และหลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ัน
แทนดีเอ็นเอแม่แบบ  

   วิ เคร าะห์ ผลผลิตพี ซี อาร์ ท่ี ไ ด้ ด้ วย  8 เปอร์ เ ซ็ น ต์  acrylamide gel 
electrophoresis ตามขั้นตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการรันเจล เป็นเวลา 60 นาที หากไม่พบ
การกลายพันธุ์ ท้ัง 3 นิวคลีโอไทด์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์ 4 ขนาด คือ 1 ขนาด เกิดจากการ amplify 
จากไพรเมอร์คู่หลัก และ 3 ขนาด เกิดจากการ amplify จาก AS-primer ท้ัง 3 ต าแหน่ง ท่ีจ าเพาะ
กับยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 แต่หากในปฏิกิริยา MAS-
PCR มียีน K-ras เป็นชนิดกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่ง นิวคลีโอไทด์ท่ี 34 จะพบผลผลิต 3 ขนาด ท่ีเกิดจาก
การ amplify จากไพรเมอร์คู่หลัก และ 2 ขนาด ท่ีเกิดจากการ amplify จาก  AS-primer ท่ีจ าเพาะ
กับยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 35 และ 38 ในกรณีหากในปฏิกิริยา MAS-
PCR ท่ีมียีน K-ras เป็นชนิดกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง นิวคลีโอไทด์ท่ี 35 จะพบผลผลิต 3 ขนาด ท่ีเกิดจาก
การ amplify จากไพรเมอร์คู่หลัก และ 2 ขนาด เกิดจากการ amplify จาก AS-primer ท่ีจ าเพาะกับ
ยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 34 และ 38 และในกรณีหากในปฏิกิริยา MAS-
PCR ท่ีมียีน K-ras เป็นชนิดกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง นิวคลีโอไทด์ท่ี 38 จะพบผลผลิต 3 ขนาด ท่ีเกิดจาก
การ amplify จากไพรเมอร์คู่หลัก และ 2 ขนาด เกิดจากการ amplify จาก  AS-primer ท่ีจ าเพาะ
กับยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 34 และ 35 แสดงดังภาพท่ี 17   

 
ภาพท่ี 17 ผลการวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีเกิดจากรวมปฏิกิริยา MAS-PCR ของ 
นิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 เป็น 1 หลอดการทดลอง 
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3.3.6.3 ทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant alleles) ในการ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ในปฏิกิริยา MAS-PCR กับชุด AS-
primer ที่จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์  

3.3.6.3.1 ทดสอบหาความไวในการตรวจยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ 
ด้วย MAS-PCR 

น าตัวอย่างดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ มาท าปฏิกิริยา AS-PCR โดยมีสภาวะ
และส่วนประกอบท่ีเหมาะสมตามข้อ 3.3.6.2.1-3.3.6.2.3 โดยท าการเจือจางตัวอย่างดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธุ์ ด้วยน้ ากล่ันให้มีความเข้มข้นท่ี 100, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001 นาโนกรัม/ไมโครลิตร โดย
หลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ วิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้ด้วย 8 เปอร์เซ็นต์ 
acrylamide gel electrophoresis ตามขั้นตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการรันเจลให้นานขึ้นเป็น
เวลา 60 นาที เพื่อหาความเข้มข้นท่ีน้อยท่ีสุด ท่ีพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด คือจากไพรเมอร์คู่หลัก
และจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 ท่ีมีขนาดแตกต่างกัน ตามล าดับ   

3.3.6.3.2 ทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ใน
การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras  

น าตัวอย่างดีเอ็นเอต้นแบบชนิดไม่กลายพันธุ์ และ การกลายพันธุ์ 7 ชนิด 
คือชนิด G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ G13D ท่ีไ ด้จากการโคลนยีน ตามข้อ 
3.3.5.2 ชนิดละ 100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ผสมดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ 
ในอัตราส่วนต้ังแต่ 100, 90, 80, 70, 65, 60, 55, 50, 30, 25, 15, 10 และ 5 เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles ดังตารางท่ี 8 น าดีเอ็นผสมมาท าปฏิกิริยา AS-PCR โดยมีสภาวะและส่วนประกอบดังข้อ 
3.3.6.2.1-3.3.6.2.3 โดยหลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ วิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ท่ี
ได้ด้วย 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel electrophoresis ตามขั้นตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการ
รันเจล 60 นาที พิจารณาจากอัตราส่วนต่ าสุดท่ีสามารถอ่านผลบนแผ่นเจลได้ โดยสามารถแยกยีน K-
ras ชนิดกลายพันธุ์ และยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ออกจากกันได้    

ตารางท่ี  8 อัตราส่วนดีเอ็นเอต้นแบบชนิดกลายพันธุ์ต่อชนิดไม่กลายพันธุ์ ส าหรับท าปฏิกิริยา AS-
PCR เพื่อทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุดในการตรวจหาการกลายพันธุ์ (เปอร์เซ็นต์ mutant alleles)  

เปอร์เซ็นต์ mutant alleles เปอร์เซ็นต์ 

100 90 80 70 65 60 55 50 30 25 15 10 5 

อัตราส่วน 

(ไมโครลิตร) 

Mutant   100 90 80 70 65 60 55 50 30 25 15 10 5 

Wild-type  0 10 20 30 35 40 45 50 70 75 85 90 95 



 86 

3.3.6.4 การทดสอบวิธี MAS-PCR ที่มี AS-Primer จ าเพาะกับยีน K-ras ที่ไม่
กลายพันธุ์ ที่พัฒนาขึ้น กับตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้
ใหญ่และไส้ตรง 

น าตัวอย่างดีเอ็นเอของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จากข้อ 3.3.2 มาแบ่งเป็น 
3 กลุ่ม ตามข้อมูล เปอร์เซ็นต์ mutant allele ท่ีได้จากการวิเคราะห์ Pyrosequencing ดังนี้ กลุ่มท่ี 
1 เป็นตัวอย่างท่ีมี เปอร์เซ็นต์ mutant allele ≤ 25 เปอร์เซ็นต์, กลุ่มท่ี 2 เป็นตัวอย่างท่ีมี เปอร์เซ็นต์ 
mutant allele อยู่ระหว่าง 25-60 เปอร์เซ็นต์ และ กลุ่มท่ี 3 เป็นตัวอย่างท่ีมี เปอร์เซ็นต์ mutant 
allele ≥ 60 เปอร์เซ็นต์ น าตัวอย่างแต่ละกลุ่มมาท าการทดสอบด้วยวิธี AS-PCR โดยมีสภาวะและ
ส่วนประกอบดังข้อ 3.3.6.2.1-3.3.6.2.3 โดยหลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ 
วิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้ด้วย 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel electrophoresis ตามขั้นตอนข้อท่ี 
3.3.4.2 แต่ใช้ผลผลิตพีซีอาร์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และใช้เวลาในการรันเจลให้นานขึ้นเป็นเวลา 60 
นาที พิจารณาผลโดย ตัวอย่างท่ียีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ ท้ัง 3 หลอดการทดลองของนิวคลีโอไทด์
ท่ี 34, 35 และ 38 พบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด คือจากไพรเมอร์คู่หลักและจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะ
ต่อต าแหน่งนิวคลีโอไทด์นั้นๆ และตัวอย่างท่ีมียีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ใด จะ
ไม่พบผลผลิตพีซีอาร์จาก AS-primer นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งนั้นๆ แต่จะพบผลผลิตพีซีอาร์จากไพร
เมอร์คู่หลักและจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อต าแหน่งนิวคลีโอไทด์อื่นๆ ยกตัวอย่างเช่น ดีเอ็นเอ
ต้นแบบกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 หลอดทดลองของนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 พบผลผลิตพีซี
อาร์ เพียง 1 ขนาด คือจากไพรเมอร์คู่หลัก และต้องไม่พบผลผลิตพีซีอาร์ ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ี
จ าเพาะต่อนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 และหลอดทดลองของนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 และ 38 พบผลผลิตพีซีอาร์ 2 
ขนาด คือจากไพรเมอร์คู่หลัก และจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 และ 35 ตามล าดับ 
ดังแสดงดังภาพท่ึ 18 

 
ภาพท่ี 18 ผลการวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ของปฏิกิริยา AS-PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี  
34, 35 และ 38 แยกการทดสอบการกลายพันธุ์แต่ละนิวคลีโอไทด์ในแต่ละหลอดทดลอง 
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3.3.7 การตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี 
MAS-PCR ท่ี AS-primer จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ ์ 

  3.3.7.1 ออกแบบ AS-primer ที่จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ ์ 

ออกแบบ AS-primer โดยใช้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน K-ras (V-Ki-ras2 
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog ; NM_004985.4) (www.ncbi.nlm.nih.gov) 
(98) ต าแหน่งท่ี 170 ถึง 282 โดยให้ปลายด้าน 3’ ของ AS-primer เป็นนิวคลีโอไทด์ชนิดเดียวกับดี
เอ็นเอต้นแบบของยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์  

ออกแบบ AS-Primer จ าเพาะกับต าแหน่งกลายพันธุ์ของยีน K-ras โคดอน 12 นิ
วคลีโอไทด์ท่ี 34 (GGT) ท้ังหมด 3 รูปแบบ คือ GGTAGT, GGTCGT และ GGTTGT  โดยให้
ปลายด้าน 3’ ของ AS-primer เป็นนิวคลีโอไทด์ชนิดเดียวกับดีเอ็นเอต้นแบบของยีน K-ras ชนิด
กลายพันธุ์ คือด้านปลาย 3’ ของ AS-primer แต่ละเส้นคือ A (adenine), C (cysteine) และ T 
(thymine) ตามล าดับ 

ออกแบบ AS-Primer จ าเพาะกับต าแหน่งกลายพันธุ์ของยีน K-ras โคดอน 12 นิ
วคลีโอไทด์ท่ี 35 (GGT) ท้ังหมด 3 รูปแบบ คือ GGTGAT, GGTGCT และ GGTGTT โดยให้
ปลายด้าน 3’ ของ AS-primer เป็นนิวคลีโอไทด์ชนิดเดียวกับดีเอ็นเอต้นแบบของยีน K-ras ชนิด
กลายพันธุ์ คือด้านปลาย 3’ ของ AS-primer แต่ละเส้นคือ A (adenine), C (cysteine) และ T 
(thymine) ตามล าดับ   

ออกแบบ AS-Primer จ าเพาะกับต าแหน่งกลายพันธุ์ของยีน K-ras โคดอน 13 นิ
วคลีโอไทด์ท่ี 38 (GGC) ท้ังหมด 1 รูปแบบคือเปล่ียนจาก GGCGAC โดยให้ปลายด้าน 3’ ของ AS-
primer เป็นนิวคลีโอไทด์ชนิดเดียวกับดีเอ็นเอต้นแบบของยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ คือด้านปลาย 3’ 
ของ AS-primer เส้นนี้คือ A (adenine)  

ท้ังนี้การก าหนดชนิด Forward-primer หรือ Reverse-primer ขึ้นอยู่กับขนาด
ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีต้องการ โดยออกแบบขนาดผลผลิตพีซีอาร์ให้มีความแตกต่างกันระหว่างการกลาย
พันธุ์แต่ละชนิด และความยาวของจ านวนนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์แต่ละเส้น ขึ้นอยู่กับค่าอุณหภูมิ
ของ melting temperature (Tm) และคุณสมบัติพื้นฐานของไพรเมอร์ เช่น ลักษณะ hair-pin 
loops, primer-dimer และท าการเพิ่ม-ลด ความยาวของไพรเมอร์โดยการ เพิ่ม-ลด นิวคลีโอไทด์
เฉพาะด้านปลาย 5’ เท่านั้น โดยการเพิ่ม-ลด ทีละ 1-2 นิวคลีโอไทด์เท่านั้น จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของไพรเมอร์ มาตรวจสอบความจ าเพาะกับยีน K-ras และทดสอบคุณสมบัติของไพรเมอร์ดังข้อ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.3.6.1 และส่ังสังเคราะห์ AS-Primer ท้ังหมดจากบริษัท Biodesign ประเทศไทย โดยคุณภาพของ
ไพรเมอร์ท้ังหมดเป็นชนิด Desalt  

 การออกแบบ AS-primer ท่ีจ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งนิวคลี
โอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38  ท้ัง 7 รูปแบบการกลายพันธุ์ คือ AGT, CGT, TGT GAT, GCT, GTT และ 
GAC แสดงดังภาพท่ี 19 

 
ภาพท่ี 19 การออกแบบ AS-primer ท่ีจ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ท่ีต าแหน่ง 
นิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38
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3.3.7.2 การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจ
วิเคราะห์การกลายพันธุ์ยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 กับชุด AS-
primer ที่จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์  

3.3.7.2.1 ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ของ 
AS-Primer ที่จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ ์ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 
35 

3.3.7.2.1.1 ส่วนประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่เหมาะสมของ
ปฏิกิริยา AS-PCR  

ท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR โดยท าการ
ทดสอบกับพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีได้จากการโคลนยีน K-ras 4 ชนิด ท่ีได้จากข้อ 3.3.5 ดังนี้ ยีน K-ras 
ชนิดไม่กลายพันธุ์, ชนิดกลายพันธุ์ที่นิวคลีโอไทด์ท่ี 35 แบบ G12D, G12A และ G12V โดยแต่ละชนิด
การกลายพันธุ์ต่อ 1 หลอดทดลอง ท าปฏิกิริยา AS-PCR มีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
10X Buffer 5 ไมโครลิตร , MgCl2 (25 มิลลิโมลาร์ ) 5 ไมโครลิตร , dNTP (10 มิลลิโมลาร์ ) 1 
ไมโครลิตร, เอนไซม์ AmpliTaq DNA Polymerase 5 U/ไมโครลิตร  0.125 ไมโครลิตร, ไพเมอร์คู่
หลัก KRAS-F (10 ไมโครโมลาร์ ) 0.25 ไมโครลิตร , KRAS-(179bp)-R (10 ไมโครโมลาร์ ) 0.375 
ไมโครลิตร, น้ ากล่ันปรับปริมาตรให้ครบ 50 ไมโครลิตร, ดีเอ็นเอต้นแบบ 50-100 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร และ AS-Primer (10 ไมโครโมลาร์) ส าหรับชนิดการกลายพันธุ์ G12D, G12A และ G12V 
ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, 0.75 ไมโครลิตร, 0.25 ไมโครลิตร ตามล าดับ และหลอดควบคุมลบ ใช้น้ า
กล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ       

สภาวะปฏิกิริยาดังนี้  95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที, 10 รอบ 
ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 63 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 1 
นาที, 10 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 69 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที, 72 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที, 30 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 55 องศาเซลเซียส นาน 45 
วินาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาทีและ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที โดยเครื่องพีซีอาร์ 
Thermocycle Bio-Rad รุ่น C1000 แล้วน าผลผลิตพีซีอาร์วิเคราะห์ด้วย 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide 
gel electrophoresis ตามข้ันตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการรันเจลให้นานขึ้นเป็นเวลา 60 นาที 
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3.3.7.2.1.2 ทดสอบหาขั้นตอนการเพิ่มจ านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 
ของปฏิกิริยา MAS-PCR ที่เหมาะสม  

ผสม AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ของนิ
วคลีโอไทด์ท่ี 35 ท้ัง 3 ชนิด (G12D, G12A และ G12V) ใน 1 หลอดการทดลอง ท าปฏิกิริยา MAS-
PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 โดยใช้ส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ จากการทดลองข้อ 3.3.7.2.1.1 ท า
พีซีอาร์โดยใช้ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน 3 สภาวะ ดังแสดงรายละเอียดดัง
ตารางท่ี 9 และหลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอแม่แบบ วิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้ด้วย 8 
เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel electrophoresis ตามข้ันตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการรันเจลให้
นานขึ้นเป็นเวลา 60 นาที 

ตารางท่ี  9 ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอของปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา  
MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ท่ี 35 

สภาวะที่ 1 สภาวะที่ 2 สภาวะที่ 3 

95๐C นาน 10 นาที 95๐C นาน 10 นาที 95๐C นาน 10 นาที 

จ านวน 10 รอบ 

95๐C นาน 30 วินาที 

60๐C นาน 45 วินาที 

72๐C นาน 1 นาที 

จ านวน 5 รอบ 

95๐C นาน 30 วินาที 

59๐C นาน 45 วินาที 

72๐C นาน 1 นาที 

จ านวน 5 รอบ 

95๐C นาน 30 วินาที 

62C นาน 45 วินาที 

72๐C นาน 1 นาที 

จ านวน 20 รอบ 

95๐C นาน 30 วินาที 

64๐C นาน 45 วินาที 

72๐C นาน 1 นาที 

จ านวน 25 รอบ 

95๐C นาน 30 วินาที 

64๐C นาน 45 วินาที 

72๐C นาน 1 นาที 

จ านวน 25 รอบ 

95๐C นาน 30 วินาที 

69๐C นาน 45 วินาที 

72๐C นาน 1 นาที 

จ านวน 20 รอบ 

95๐C นาน 30 วินาที 

55๐C นาน 45 วินาที 

72๐C นาน 1 นาที 

จ านวน 20 รอบ 

95๐C นาน 30 วินาที 

55๐C นาน 45 วินาที 

72๐C นาน 1 นาที 

จ านวน 20 รอบ 

95๐C นาน 30 วินาที 

55๐C นาน 45 วินาที 

72๐C นาน 1 นาที 

72๐C นาน 10 นาที 72๐C นาน 10 นาที 72๐C นาน 10 นาที 
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3.3.7.2.1.3 ทดสอบความเข้มข้นของ AS-primer ที่เหมาะสม
ของปฏิกิริยา MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ที่ 35  

ผสม AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ของนิ
วคลีโอไทด์ท่ี 35 ท้ัง 3 ชนิด (G12D, G12A และ G12V)  ใน 1 หลอดการทดลอง ท าปฏิกิริยา MAS-
PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 โดยใช้ส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ จากการทดลองข้อ 3.3.7.2.1.1 แต่
ท าการปรับอัตราส่วนความเข้มข้นของ AS-primer ดังแสดงในตารางท่ี 10 และใช้ขั้นตอนการเพิ่ม
จ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมจากการทดลองข้อท่ี 3.3.7.2.1.2 และหลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ัน
แทนดี เอ็น เอแม่ แบบ วิ เคราะห์ผลผลิตพีซี อาร์ ท่ี ไ ด้ ด้ วย  8  เปอร์ เซ็ น ต์  acrylamide gel 
electrophoresis ตามขั้นตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการรันเจลให้นานขึ้นเป็นเวลา 60 นาที 
ส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 จะผสมไพร์เมอร์ท่ีจ าเพาะกับการกลายพันธุ์ ท้ัง 3 
ชนิด ข้างต้น ใน 1 หลอดการทดลอง  

ตารางท่ี  10 อัตราส่วนของ AS-primer ของปฏิกิริยา MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 
 

MAS-primer 
 

ส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 4 ชุดที่ 5 

KRAS-G12D-F 
KRAS-G12A-F 
KRAS-G12V-R 

0.025 ไมโครโมลาร์   
0.3 ไมโครโมลาร์   
0.02 ไมโครโมลาร์  

0.025 ไมโครโมลาร์  
0.15 ไมโครโมลาร์  
0.02 ไมโครโมลาร์  

0.025 ไมโครโมลาร์   
0.025 ไมโครโมลาร์   
0.02 ไมโครโมลาร์  

0.025 ไมโครโมลาร์   
0.025 ไมโครโมลาร์   
0.015 ไมโครโมลาร์  

0.025 ไมโครโมลาร์   
0.025 ไมโครโมลาร์   
0.01 ไมโครโมลาร์  

 

3.3.7.2.2 ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ของ 
AS-Primer ที่จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ ์ในต าแหน่งนิวคลีโอ
ไทด์ที่ 34 

ผสม AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 
34 ท้ัง 3 ชนิด (G12S, G12R และ G12C)  ใน 1 หลอดการทดลอง ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของนิวคลี
โอไทด์ท่ี 34 โดยใช้ส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ จากการทดลองข้อ 3.3.7.2.1.1 แต่ท าการปรับ
อัตราส่วนความเข้มข้นของ AS-primer ดังแสดงในตารางท่ี 11 และใช้ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วน
ดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมจากการทดลองข้อท่ี 3.3.7.2.1.2 และหลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอ
แม่แบบ วิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้ด้วย 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel electrophoresis ตาม
ขั้นตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการรันเจลให้นานขึ้นเป็นเวลา 60 นาที ส าหรับปฏิกิริยา MAS-
PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 จะผสมไพร์เมอร์ท่ีจ าเพาะกับการกลายพันธุ์ ท้ัง 3 ชนิด ข้างต้น ใน 1 
หลอดการทดลอง  
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ตารางท่ี  11 อัตราส่วนของ AS-primer ของปฏิกิริยา MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 
 

MAS-primer 

 

ส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 

KRAS-G12S-R 

KRAS-G12R-F 

KRAS-G12C-F 

0.015 ไมโครโมลาร์  

0.25 ไมโครโมลาร์  

0.25 ไมโครโมลาร์  

0.25 ไมโครโมลาร์ 

0.25 ไมโครโมลาร์  

0.015 ไมโครโมลาร์  

0.05 ไมโครโมลาร์ 

0.25 ไมโครโมลาร์  

0.01 ไมโครโมลาร์  

 

3.3.7.2.3 ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ของ 
AS-Primer ที่จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ ์ในต าแหน่งนิวคลีโอ
ไทด์ที่ 38 

   ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 โดยใช้ส่วนประกอบปฏิกิริยา
พีซีอาร์ ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10X Buffer 2.5 ไมโครลิตร, MgCl2 (25 มิลลิโม
ลาร์) 2.5 ไมโครลิตร, dNTP (10 มิลลิโมลาร์) 0.5 ไมโครลิตร, เอนไซม์ AmpliTaq DNA Polymerase 
5 U/ไมโครลิตร 0.125 ไมโครลิตร น้ ากล่ันปรับปริมาตรให้ครบ 25 ไมโครลิตร, ดีเอ็นเอต้นแบบ 50-
100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร แต่ท าการปรับความเข้มข้นไพรเมอร์คู่หลัก และ AS-primer ดังแสดงใน
ตารางท่ี 12 และใช้ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมจากการทดลองข้อท่ี 
3.3.7.2.1.2 และหลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอแม่แบบ วิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้ด้วย 8 
เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel electrophoresis ตามข้ันตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการรันเจลให้
นานขึ้นเป็นเวลา 60 นาที ส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 จะผสมไพร์เมอร์ท่ี
จ าเพาะกับการกลายพันธุ์ชนิด G13D ใน 1 หลอดการทดลอง   

ตารางท่ี  12 อัตราส่วนของ AS-primer ของปฏิกิริยา MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 
 

MAS-primer  ส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 

KrasPyro-F  

Kras-codon 12/13-R  

0.05 ไมโครโมลาร์  

0.1 ไมโครโมลาร์  

0.1 ไมโครโมลาร์  

0.1 ไมโครโมลาร์  

0.1 ไมโครโมลาร์  

0.1 ไมโครโมลาร์  

KRAS-G13D-F 0.5 ไมโครโมลาร์  0.025 ไมโครโมลาร์  0.5 ไมโครโมลาร์  
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3.3.7.2.4 การหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับยีน 
K-ras ต าแหน่ง โคดอน 12 และ 13 ในต าแหนง่นิวคลีโอไทด์ ที่ 34, 35 
และ 38 

ผสม AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 
34, 35 และ 38 ท้ัง 7 ชนิด (G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ G13D)  ใน 1 หลอด
การทดลอง โดยทดสอบความเข้มข้น AS-primer ท่ีเหมาะสมดังตารางท่ี 13 และส่วนประกอบ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีเหมาะสมจากการทดลองข้อ 3.3.7.2.1.1 และใช้ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดี
เอ็นเอท่ีเหมาะสมจากการทดลองข้อท่ี 3.3.7.2.1.2 หลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอแม่แบบ 
วิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้ด้วย 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel electrophoresis ตามข้ันตอนข้อท่ี 
3.3.4.2 แต่ใช้เวลาในการรันเจลให้นานขึ้นเป็นเวลา 60 นาที โดยพิจารณาผลจาก หากไม่พบการ
กลายพันธุ์ ท้ัง 7 ชนิดคือ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D จะพบผลผลิต
พีซีอาร์เพียง 1 ขนาดเท่านั้น ท่ีเกิดจากการ amplify จากไพรเมอร์คู่หลัก และหากพบการกลายพันธุ์ 
1 ใน 7 ชนิด ของ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ G13D จะพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 
ขนาด คือ 1 ขนาด ท่ีเกิดจากการ amplify ของไพรเมอร์คู่หลัก และ 1 ขนาด ท่ีเกิดจากการ amplify 
ของ AS-primer ในแต่ละชนิดการกลายพันธุ์นั้นๆ ดังแสดงดังภาพท่ี 20 

 
ภาพท่ี 20 ผลการวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ของปฏิกิริยา MAS-PCR ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 
38 รวมการทดสอบการกลายพันธุ์ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D ใน 1 
หลอดทดลอง 
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ตารางท่ี  13 อัตราส่วนของ AS-primer ของปฏิกิริยา MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34,35 
และ 38 ส าหรับ AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อชนิดการกลายพันธุ์ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, 
G12V และชนิด G13D 

MAS-primer  ส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 

KRAS-G12S-R 

KRAS-G12R-F 

KRAS-G12C-F 

KRAS-G12D-F 

KRAS-G12A-F 

KRAS-G12V-R 

KRAS-G13D-F 

0.05 ไมโครโมลาร์  

0.025 ไมโครโมลาร์  

0.01 ไมโครโมลาร์  

0.025 ไมโครโมลาร์  

0.025 ไมโครโมลาร์  

0.015 ไมโครโมลาร์  

0.025 ไมโครโมลาร์  

0.05 ไมโครโมลาร์  

0.025 ไมโครโมลาร์  

0.02 ไมโครโมลาร์  

0.02 ไมโครโมลาร์  

0.02 ไมโครโมลาร์  

0.05 ไมโครโมลาร์  

0.0125 ไมโครโมลาร์  

0.05 ไมโครโมลาร์  

0.025 ไมโครโมลาร์  

0.01 ไมโครโมลาร์  

0.02 ไมโครโมลาร์  

0.02 ไมโครโมลาร์  

0.02 ไมโครโมลาร์  

0.0125 ไมโครโมลาร์  

 

3.3.7.3 ทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ (เปอร์เซ็นต์ 
mutant alleles) ของยีน K-ras ในปฏิกิริยา MAS-PCR กับชุด AS-primer ท่ี
จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ 

น าตัวอย่างดีเอ็นเอต้นแบบชนิดไม่กลายพันธุ์ และการกลายพันธุ์ 7 ชนิด คือ ชนิด 
G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ G13D  ท่ีได้จากการโคลนยีน ตามข้อ 3.3.5.2 ชนิด
ละ 100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ผสมดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ในอัตราส่วน
ต้ังแต่ 100, 50, 25, 10, 5, 2, 1 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ดังตารางท่ี 14 น าดีเอ็นเอ
ผสมมาท าปฏิกิริยา MAS-PCR โดยมีสภาวะและส่วนประกอบดังข้อ 3.3.7.2.4 โดยหลอดควบคุมลบ  
ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ พิจารณาจากอัตราส่วนต่ าสุด ท่ีสามารถอ่านผลบนแผ่นเจลได้ โดย
สามารถแยกชนิดยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ และยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ออกจากกันได้     
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ตารางท่ี  14 อัตราส่วนดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ต่อดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ ส าหรับท าปฏิกิริยา MAS-
PCR เพื่อทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุดในการตรวจหาการกลายพันธุ์ (เปอร์เซ็นต์ mutant alleles) กับ
ชุด AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ ์
 

เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles 

เปอร์เซ็นต์ 

100 50 25 10 5 2 1 0.1 

อัตราส่วน 
(ไมโครลิตร) 

Mutant  100 50 25 10 5 2 10 10 

Wild-type  0 50 75 90 95 98 90 90 

 

3.3.7.4 การทดสอบความแม่นย า  และท าการทดสอบซ้ า (Precision and 
reprocucibility) ของวิธี MAS-PCR ส าหรับชุด AS-primer ที่มีความจ าเพาะ
กับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ 

ทดสอบความแม่นย าและท าการทดสอบซ้ า ของวิธี MAS-PCR โดยการน าตัวอย่าง
ยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ และ 7 ชนิดการกลายพันธุ์ คือ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, 
G12V และ G13D เจือจางดีเอ็นเอ ด้วยอัตราส่วนดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ต่อดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ 
ในช่วงขีดจ ากัดต่ าสุดท่ี MAS-PCR ตรวจววัดได้ คือ 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles ดังตารางท่ี 15 และท าปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับการตรวจสอบยีน K-ras ในต าแหน่งนิวคลี
โอไทด์ท่ี 34, 35, และ 38 โดยมีสภาวะและส่วนประกอบดังข้อ 3.3.7.2.4 โดยท าการทดลอง ซ้ า 4 
ครั้ง หลอดควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ พิจารณาผลตามข้อ 3.3.7.3 ว่าผลการตรวจ
วิเคราะห์ท้ัง 4 ครั้ง ในแต่ละอัตราส่วนดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ต่อดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ ให้ผล
เหมือนหรือต่างกันหรือไม่อย่างไร  

ตารางท่ี  15 อัตราส่วนดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ต่อดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ ส าหรับท า MAS-PCR 
เพื่อทดสอบความแม่นย าและความถูกต้อง ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ (เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles) ) กับชุด AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อดีเอ็นเอต้นแบบชนิดกลายพันธุ์ 
 

เปอร์เซ็นต์ mutant alleles เปอร์เซ็นต์ 
10 5 2 1 0.1 0.01 

อัตราส่วน 
(ไมโครลิตร) 

Mutant  10 5 2 2 2 2 

Wild-type  90 95 98 18 18 18 
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3.3.7.5 การทดสอบวิธี MAS-PCR ที่มี AS-Primer จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิด
กลายพันธุ์ ที่พัฒนาขึ้น กับตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้
ใหญ่และไส้ตรง  

น าตัวอย่างดีเอ็นเอของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จากข้อ 3.3.2 จ านวน 270 
ตัวอย่าง ท าการทดสอบวิธี MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้นด้วยหลักการท่ี AS-primer ด้านปลาย 3’ นั้น 
จ าเพาะกับดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีเป็นชนิดกลายพันธุ์ (mutant) ส าหรับการตรวจสอบยีน K-ras ใน
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35, และ 38  โดยมีสภาวะและส่วนประกอบดังข้อ 3.3.7.2.4 โดยหลอด
ควบคุมลบ ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ  วิ เคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ ท่ีได้ด้วย  8 เปอร์เซ็นต์  
acrylamide gel electrophoresis ตามขั้นตอนข้อท่ี 3.3.4.2 แต่ใช้ผลผลิตพีซีอาร์ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร เวลาในการรันเจลให้นานขึ้นเป็นเวลา 60 นาที  

 

 3.3.8 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Direct sequencing 

น าตัวอย่างดีเอ็นเอของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ท่ีให้ผลการตรวจวิเคราะห์การกลาย
พันธุ์ของยีน K-ras ด้วยวิธี MAS-PCR ไม่ตรงกับผลของวิธี Pyrosequencing มาท าการยืนยันด้วย
การตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ด้วยวิธี Direct sequencing โดยน าตัวอย่างดีเอ็นเอ 
จากข้อ 3.3.2 ท าการเพิ่มดีเอ็นเอเป้าหมาย ตามข้ันตอนข้อ 3.5.1 และตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ โดย
การรันเจล ด้วย 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel electrophoresis ตามข้อ 3.3.4.2 จะพบผลผลิตพีซี
อาร์ขนาด 259 bp และเตรียมตัวอย่างผลผลิตพีซีอาร์ดังกล่าวท่ีความเข้มข้น 20 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และไพรเมอร์ KRAS-codon 12/13-F (5’ CTG-GTG-GAG-TAT-
TTG-ATA-GTG-TAT-T 3’) ส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี  Direct sequencing ท่ีบริษัท 
Bioneer Corporation, Daejeon, Republic ประเทศเกาหลี น าล าดับนิวคลีโอไทด์ ท่ี ไ ด้  มา
เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ ยีน KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
[(Homo sapiens (human)] ในธนาคารยีน (NCBI) GenBank Accession number: NM_004985.4 
(98) เพื่อตรวจสอบหาการเปล่ียนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ของยีน 
K-ras โดยโปรแกรม Blast  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (99)  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.3.9 การวิเคราะห์สถิติ 

 การเปรียบเทียบผลการตรวจการกลายพันธุ์ ของยีน K-ras ด้วยวิธี MAS-PCR และวิธี  
Pyrosequencing โดยน าผลการทดสอบหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 
ท่ีนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 จ านวนท้ังหมด 270 ตัวอย่าง ท่ีตรวจวิเคราะห์โดย 2 วิธี มา
เปรียบเทียบความสอดคล้องกัน (agreement) โดยใช้สถิติ Kappa (K) ในการทดสอบความสอดคล้อง
กัน (agreement) ระหว่างวิธีการตรวจวิเคราะห์ 2 วิธี โดยก าหนดค่า K = 0.0-0.4 คือค่าการไม่
ยอมรับ ค่า K = 0.41-0.6 คือค่าการยอมรับได้ในระดับปานกลาง ค่า K = 0.61-0.8 คือค่าการยอมรับ
ได้ในระดับดี และหากค่า K = 0.81-1.0 คือค่าการยอมรับได้ในระดับดีมาก (101) และทดสอบหาค่า 
positive และ negative agreement ของวิธี MAS-PCR และการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง
ลักษณะพื้นฐานท่ัวไปของผู้ป่วย ประกอบด้วย อายุ เพศ ผลทางจุลพยาธิวิทยา และระยะโรค ของ
ผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง กับการเกิดการกลายพันธุ์ของยีน K-ras และ การกลายพันธุ์ของยีน 
K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอนท่ี 12 และ 13 โดยใช้ chi-square test ในการทดสอบ และก าหนดใช้ค่า P 
ท่ี 0.05 เป็นค่านัยส าคัญทางสถิติ ทดสอบโดยใช้โปรแกรมทางสถิติ SPSS (version 11.5) 
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 

4.1 ลักษณะพื้นฐานทั่วไป และลักษณะทางพยาธิวิทยาของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง  

ลักษณะพื้นฐานท่ัวไป และลักษณะทางพยาธิวิทยาของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง 
จ านวน 270 ตัวอย่าง พบว่ามีอายุอยู่ระหว่าง 27-90 ปี อายุเฉล่ียท่ี 62 ปี และพบผู้ป่วยในช่วงอายุ 
60-79 ปี สูงสุดถึง 55.2 เปอร์เซ็นต์ พบผู้ป่วยเพศชายสูงถึง 60.7 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมากกว่าเพศหญิงท่ี
พบเพียง 39.3 เปอร์เซ็นต์ ลักษณะทางพยาธิวิทยาของช้ินเนื้อท่ีพบสูงสุดคือลักษณะ Moderate 
differentiated grade พบสูงถึง 64.8 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือลักษณะ Well differentiated grade 
พบ 28.5 เปอร์เซ็นต์ และ Poorly differentiated grade พบเพียง 6.7 เปอร์เซ็นต์ ต าแหน่งของ
มะเร็งท่ีพบส่วนใหญ่พบท่ี Colorectal primary พบสูงถึง 88.5 เปอร์เซ็นต์ ลักษณะพื้นฐานท่ัวไป 
และลักษณะทางพยาธิวิทยาของผู้ป่วย จ านวน 270 ตัวอย่าง แสดงดังตารางท่ี 16 

ตารางท่ี  16 ลักษณะพื้นฐานท่ัวไป และลักษณะทางพยาธิวิทยาของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง 
จ านวน 270 ตัวอย่าง 

ลักษณะพ้ืนฐานทั่วไปของผู้ป่วย จ านวน เปอร์เซ็นต์ 

อายุเฉลี่ย (ช่วงอายุ) 
20-39 ปี 
40-59 ปี 
60-79 ปี 
80-90 ปี 
เพศ: 
  ผู้ชาย 
  ผู้หญิง 
ลักษณะทางพยาธิวิทยา: 
Well differentiated 
Moderate differentiated 
Poorly differentiated  
ต าแหน่งก้อนมะเร็ง: 
Colorectal primary 
Metastasis 

62 (ช่วงอายุ: 27-90 ป)ี 
11 
98 
149 
12 
 

164 
106 

 
77 
175 
18 
 

239 
31 

 
4.1 เปอร์เซ็นต์ 
36.3 เปอร์เซ็นต์ 
55.2 เปอร์เซ็นต์ 
4.4 เปอร์เซ็นต์ 

 
60.7 เปอร์เซ็นต์ 
39.3 เปอร์เซ็นต์ 

 
28.5 เปอร์เซ็นต์ 
64.8 เปอร์เซ็นต์ 
6.7 เปอร์เซ็นต์ 

 
88.5 เปอร์เซ็นต์ 
11.5 เปอร์เซ็นต์ 
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4.2 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี 
Pyrosequencing   

การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  K-ras ท่ีต าแหน่ ง โคดอน 12 และ 13 ด้วยวิ ธี  
Pyrosequencing กับตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 
ตัวอย่าง โดยการศึกษาครั้งนี้ท าการหาการกลายพันธุ์เฉพาะต าแหน่งการกลายพันธุ์ ท่ีพบบ่อยของ
มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง 7 รูปแบบคือ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V, และ G13D ท่ี
ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 เท่านั้น โดยท าการเพิ่มดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ และ
ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส จะพบผลผลิตพีซีอาร์ขนาดของยีนเป้าหมายคือ
ขนาด 82 bp ดังแสดงในภาพท่ี 21 เมื่อน าผลผลิตพีซีอาร์ ท่ีได้ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี 
Pyrosequencing ได้ผลเป็น histogram peak และวิเคราะห์ยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ ดังแสดง
ในภาพท่ี 22 และยีน K-ras ชนิดการกลายพันธุ์ 7 รูปแบบ ดังแสดงในภาพท่ี 23-25  

 
ภาพท่ี 21 ผลการรันเจล อิเล็กโตรโฟรีซิส ก่อนการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing 
แถวท่ี 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative 
control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-4 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอจากช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน
ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง รหัส FFPE-1 และ FFPE-212 ตามล าดับ
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ภาพท่ี 22 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing ของตัวอย่างท่ีไม่พบการกลายพันธุ์ 
จากตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง รหัส FFPE-1, 
หมายเลขท่ี 1 แสดงยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, หมายเลขท่ี 2 แสดงยีน 
K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 และ 38  
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ภาพท่ี 23 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing ของตัวอย่างท่ีพบการกลายพันธุ์ท่ี
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, หมายเลขท่ี 1 แสดงยีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด nt. 34 G>A (G12S) จาก
ตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง รหัส FFPE-151, หมายเลข
ท่ี 2 แสดงยีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด nt. 34 G>C (G12R) จากตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน
ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง รหัส FFPE-154, หมายเลขท่ี 3 แสดงยีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด 
nt. 34 G>T (G12C) จากตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง 
รหัส FFPE-155   
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ภาพท่ี 24 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing ของตัวอย่างท่ีพบการกลายพันธุ์ท่ี
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35, หมายเลขท่ี 1 แสดงยีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด nt. 35 G>A (G12D) จาก
ตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง รหัส FFPE-159, หมายเลข
ท่ี 2 แสดงยีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด nt. 35 G>C (G12A) จากตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน
ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง รหัส FFPE-190, หมายเลขท่ี 3 แสดงยีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด 
nt. 35 G>T (G12V) จากตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง 
รหัส FFPE-197   
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ภาพท่ี 25 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing ของตัวอย่างท่ีพบการกลายพันธุ์ท่ี
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 การกลายพันธุ์ชนิด nt. 38 G>A (G13D) จากตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝัง
พาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง รหัส FFPE-212 
 

จากตัวอย่างดีเอ็นเอของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงท้ังหมด 270 ตัวอย่าง เมื่อท าการ
วิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Pyrosequencing พบว่าตรวจไม่พบการกลายพันธุ์ จ านวน 
150 ตัวอย่าง คิดเป็น 55.55 เปอร์เซ็นต์ และตรวจพบการกลายพันธุ์ จ านวน 120 ตัวอย่าง คิดเป็น 
44.44 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งท้ังหมดเป็น single point mutation โดยพบการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 
12 จ านวน 61 ตัวอย่าง คิดเป็น 50.83 เปอร์เซ็นต์ แยกเป็นรูปแบบการกลายพันธุ์ ท่ีพบสูงสุดท่ี
ต าแหน่งโคดอน 12 คือ การกลายพันธุ์รูปแบบ G12D คิดเป็น 25.83 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ G12V 
คิดเป็น 12.50 เปอร์เซ็นต์ และการกลายพันธุ์รูปแบบท่ีพบน้อยคือ G12A, G12C, G12S และ G12R 
คิดเป็น 5.83 เปอร์เซ็นต์, 3.33 เปอร์เซ็นต์, 2.50 เปอร์เซ็นต์ และ 0.83 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ การ
กลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 13 มีการกลายพันธุ์รูปแบบเดียวคือ G13D คิดเป็น 49.17 เปอร์เซ็นต์ 
แสดงรายละเอียดสรุปดังตารางท่ี 21  

 

4.3 การโคลน ยีน K-ras  

ท าการโคลนยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์และชนิดกลายพันธุ์ท้ัง 7 ชนิดคือ G12S, G12R, 
G12C, G12D, G12A, G12V, และ G13D เพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอควบคุมบวก ในการพัฒนาเทคนิคการ
ตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี MAS-PCR โดยขั้นแรกเพิ่มปริมาณยีน K-ras 8 รูปแบบ จากตัวอย่างช้ินเนื้อท่ี
ฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ และท าการยืนยัน ด้วยวิธี 
Pyrosequencing และ Direct sequencing โคลนยีน K-ras  เข้าสู่ Vector pSC-A-amp/kan และ 
transform เข้าสู่เช้ือ E. coli  ท าการยืนยันพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีโคลนได้ ด้วยการท าพีซีอาร์ และ
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ตรวจสอบผลจากเจล อิเล็กโตรโฟรีซิส จะพบขนาดผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 259 bp ดังแสดงดังภาพท่ี 
26 และยืนยันผลโดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Direct sequencing ดังแสดงดังภาพท่ี 
27 และจากผลการโคลนยีน พบว่าสามารถโคลนยีนท้ัง 8 รูปแบบ ได้ส าเร็จ 

 
ภาพท่ี 26 แสดงผลเจล อิเล็กโตรโฟรีซีส ของผลผลิตพีซีอาร์จากตัวอย่างโคลนของยีน K-ras, แถวที่ 1 
แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control 
(ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), 3-10 ตัวอย่างโคลนของยีน K-ras ชนิด wild-type, G12S, G12R, 
G12C, G12D, G12A, G12V, และ G13D ตามล าดับ 

 
ภาพท่ี 27 แสดงผลการยืนยันการโคลนท่ีให้ผลบวก ด้วยการท า Direct Sequencing, หมายเลขท่ี 1-
8 แสดงโคลนของยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ (wild-type ; GGT GGC), กลายพันธุ์ชนิด (G12S ; 
AGT GGC), ชนิด (G12R ; CGT GGC), ชนิด (G12C ; TGT GGC), ชนิด (G12D ; GAT GGC), ชนิด 
(G12A ; GCT GGC), ชนิด (G12V ; GTT GGC) และชนิด (G13D ; GGT GAC) ตามล าดับ 
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4.4 การตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี MAS-PCR ท่ี 
AS-primer จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ ์ 

4.4.1 การออกแบบ AS-primer ที่จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ ์

ท าการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral 
oncogene homolog ; NM_004985.4) (98) บริเวณโคดอน 12 และ 13 นิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35, 
และ 38 (GGT GGC) ให้มีขนาดผลผลิตพีซีอาร์แตกต่างกัน 4 ขนาด คือ 113 bp ส าหรับใช้เป็น 
Internal control และผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 89 bp, 83 bp และ 86 bp ส าหรับการกลายพันธุ์ ท่ี
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 ตามล าดับ การออกแบบ AS-primer แต่ละนิวคลีโอไทด์ดัง
แสดงรายละเอียดดังภาพท่ี 28 และแสดงรายละเอียดของไพรเมอร์ดังตารางท่ี 17 ดังนี้  

การออกแบบ AS-primer ท่ีจ าเพาะกับดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 
34 (GGT) นั้นในงานวิจัยนี้ ออกแบบ AS-primer ฝ่ัง forward ให้ปลายด้าน 3’ ของ AS-primer เป็น
นิวคลีโอไทด์ชนิดเดียวกับดีเอ็นเอต้นแบบของยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ คือด้านปลาย 3’ ของ 
KRAS-nt.34-WT-F primer เส้นนี้คือ G (guanine) และเพิ่มความจ าเพาะของ AS-primer ด้วยการ
ออกแบบ mismatch base ในบริเวณนิวคลีโอไทด์ตัวที่ 3 ก่อนถึงด้านปลาย 3’ ของ AS-primer คือ
นิวคลีโอไทด์ชนิด T (thymine)  

การออกแบบ AS-primer ท่ีจ าเพาะกับดีเอนชนิดไม่กลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 
(GGT) นั้นในงานวิจัยนี้ ออกแบบ AS-primer ฝ่ัง forward ให้ปลายด้าน 3’ ของ AS-primer เป็นนิ
วคลีโอไทด์ชนิดเดียวกับดีเอ็นเอต้นแบบของยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ คือด้านปลาย 3’ ของ 
KRAS-nt.35-WT-F primer เส้นนี้คือ G (guanine) และเพิ่มความจ าเพาะของ AS-primer ด้วยการ
ออกแบบ mismatch base ในบริเวณนิวคลีโอไทด์ตัวที่ 3 ก่อนถึงด้านปลาย 3’ ของ AS-primer คือ
นิวคลีโอไทด์ชนิด C (cytosine)   

การออกแบบ AS-primer ท่ีจ าเพาะกับดีเอนชนิดไม่กลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 
(GGC) นั้นในงานวิจัยนี้ ออกแบบ AS-primer ฝ่ัง forward ให้ปลายด้าน 3’ ของ AS-primer เป็นนิ
วคลีโอไทด์ชนิดเดียวกับดีเอ็นเอต้นแบบของยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ คือด้านปลาย 3’ ของ 
KRAS-nt.38-WT-F primer เส้นนี้คือ G (guanine) และเพิ่มความจ าเพาะของ AS-primer ด้วยการ
ออกแบบ mismatch base ในบริเวณนิวคลีโอไทด์ตัวท่ี 3 ก่อนถึงด้านปลาย 3’ ของ AS-primer คือ
นิวคลีโอไทด์ชนิด C (cytosine)  
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ภาพท่ี 28 การออกแบบ AS-Primer ท่ีจ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิวคลีโอ
ไทด์ ท่ี 34, 35 และ 38 
ตารางท่ี  17 รายละเอียดไพรเมอร์ ของปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ี AS-primer จ าเพาะต่อยีน K-ras 
ชนิดไม่กลายพันธุ์ ส าหรับตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 

ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ ค่า Tm 

 

ความยาว 

(bp) 

 

ขนาดผลผลิต 

พีซีอาร์ (bp) 

KRAS-F 5’-GGCCTGCTGAAAATGACTGAA-3’ 59.5 21 113 bp 

KRAS-(113bp)-R 5’-GGATCATATTCGTCCACAAAATG-3’ 59.2 23 113 bp 

KRAS-nt.34-WT-F 5’-AAACTTGTGGTAGTTGGAGtTG-3’ 58.4 22 89 bp 

KRAS-nt.35-WT-F 5’-GTGGTAGTTGGAGCcGG -3’ 57.3 17 83 bp 

KRAS-nt.38-WT-F 5’-CTTGTGGTAGTTGGAGCTGGcGG-3’ 68.3 23 86 bp 

 

4.4.2 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ยีน K-ras ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 34 

  4.4.2.1 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ AS-Primer ในปฏิกิริยา AS-PCR 

ท าการทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ AS-primer ท่ีความเข้มข้นท่ีแตกต่าง
กันคือ 0.002, 0.0025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 และ 1 ไมโครโมลาร์  ผลการทดลองพบว่าท่ีความ
เข้มข้น 0.05 ไมโครโมลาร์ มีความเหมาะสม โดยยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ (ภาพท่ี 29 A) ต้องพบ
ผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด คือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และ 89 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ี
จ าเพาะต่อต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 และ ยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ท้ัง 3 ชนิด ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอ
ไทด์ท่ี 34 คือ G12S, G12R และ G12C (ภาพท่ี 29 B, C, D) ต้องพบผลผลิตพีซีอาร์เพียง 1 ขนาด ท่ี
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เกิดจากไพรเมอร์คู่หลักเท่านั้น แต่ผลพบว่าความเข้มข้นที่เหมาะสม คือ 0.05 ไมโครโมลาร์  (แถวที่ 5, 
14, 23, 32) เป็นความเข้มข้นท่ีสามารถแยกชนิดดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ออกจากชนิดกลายพันธุ์ท้ัง 3 
ชนิดคือ G12S, G12R และ G12C ได้ จึงเลือกใช้ AS-primer ท่ีความเข้มข้น 0.05 ไมโครโมลาร์  
ทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อไป แสดงดังภาพท่ี 29  

 
ภาพท่ี 29 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ AS-primer 
ด้วยการท าปฏิกิริยา AS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, แถวท่ี 1, 10, 19 และ 28 แสดงดีเอ็นเอ
มาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถว ท่ี 2, 11, 20 และ 29 แสดง negative 
control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-9 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลาย
พันธุ์, แถวท่ี 12-18 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์ G12S, แถวท่ี 21-27 ทดสอบกับดีเอ็น
เอควบคุมบวกกลายพันธุ์ G12R, และแถวท่ี 30-36 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์ G12C 
โดยท้ัง 4 ชนิดดีเอ็นเอนี้ท าการทดสอบกับ AS-primer ท่ีมีความเข้มข้นท่ี 0.002, 0.0025, 0.05, 0.1, 
0.25, 0.5 และ 1 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ 

  4.4.2.2 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR  

การทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอใน
ปฏิกิริยา AS-PCR เลือกใช้ AS-primer ท่ีความเข้มข้น 0.05 ไมโครโมลาร์ ในการทดสอบกับอุณหภูมิ
ท่ีแตกต่างกันคือ 64, 65.3, 67, 69, 72.2, 74.6, 76.2 และ 77 องศาเซลเซียส โดยยีน K-ras ชนิดไม่
กลายพันธุ์ (ภาพท่ี 30 A) ต้องพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด คือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และ 
89 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 และยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์
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ท้ัง 3 ชนิด ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 คือ G12S, G12R และ G12C (ภาพท่ี 30 B, C, D) ต้องพบ
ผลผลิตพีซีอาร์เพียง 1 ขนาด ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลักเท่านั้น ผลการทดลองพบว่าทุกอุณหภูมิมี
ความเหมาะสมสามารถแยกชนิดดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ออกจากชนิดกลายพันธุ์ท้ัง 3 ชนิดคือ G12S, 
G12R และ G12C ได้ แต่อย่างไรก็ตามได้ท าการทดสอบท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 พบว่าอุณหภูมท่ีิ 
67 องศาเซลเซียส มีความเหมาะสม และจุดมุ่งหมายของผู้วิจัยต้องการใช้อุณหภูมิเดียวกันในขั้นตอน
การเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอในท้ัง 3 นิวคลีโอไทด์ ผู้วิจัยจึงใช้อุณหภูมิท่ี 67 องศาเซลเซียส ในการ
ทดสอบหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมต่อไป แสดงดังภาพท่ี 30    

 
ภาพท่ี 30 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่มจ านวน
ช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา AS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, แถวท่ี 1, 11, 21 และ 31 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถวท่ี 2, 12, 21 และ 31 แสดง negative 
control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลาย
พันธุ์, แถวท่ี 13-20 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์ G12S, แถวท่ี 23-30 ทดสอบกับดีเอ็น
เอควบคุมบวกกลายพันธุ์ G12R และแถวท่ี 33-40 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์ G12C 
โดยท้ัง 4 ชนิดดีเอ็นเอนี้ท าการทดสอบกับอุณหภูมิท่ีแตกต่างกันคือ 64, 65.3, 67, 69, 72.2, 74.6, 
76.2 และ 77 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
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4.4.2.3 การหาจ านวนรอบที่เหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR 

ท าการทดสอบหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอ
ในปฏิกิริยา AS-PCR เลือกใช้ AS-primer ท่ีความเข้มข้น 0.05 ไมโครโมลาร์  และอุณหภูม ิTm ท่ี 67
องศาเซลเซียส ทดสอบกับจ านวนรอบท่ีแตกต่างกันคือ 10, 20, 30, 40 และ 45 รอบ โดยยีน K-ras 
ชนิดไม่กลายพันธุ์ ต้องพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด คือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และ 89 bp 
ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 และยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ท้ัง 3 
ชนิด ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 คือ G12S, G12R และ G12C ต้องพบผลผลิตพีซีอาร์เพียง 1 ขนาด 
ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลักเท่านั้น ผลการทดลองพบว่าท่ีจ านวนรอบ 10, 20 และ 30 รอบ สามารถ
แยกชนิดดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ออกจากชนิดกลายพันธุ์ท้ัง 3 ชนิดคือ G12S, G12R และ G12C ได้ แต่
อย่างไรก็ตามได้ท าการทดสอบท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 พบว่าท่ี 20 รอบมีความเหมาะสม และ
จุดมุ่งหมายของผู้วิจัยต้องการใช้ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอเดียวกันในท้ัง 3 นิวคลีโอไทด์ 
ผู้วิจัยจึงใช้ท่ี 20 รอบในการทดสอบปฏิกิริยา MAS-PCR แสดงดังภาพท่ี 31   

 
ภาพท่ี 31 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่มจ านวน
ช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา AS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, แถวท่ี 1 และ 15 แสดงดีเอ็นเอ
มาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ัน
แทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-6 ทดสอบกับ 10 รอบ, แถวท่ี 7-10 ทดสอบกับ 20 รอบ, แถวท่ี 11-
14 ทดสอบกับ 30 รอบ, แถวท่ี 16-19 ทดสอบกับ 40 รอบ และแถวท่ี 20-23 ทดสอบกับ 45 รอบ 
ของขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา AS-PCR โดยท้ัง 5 รูปแบบจ านวนรอบ ท่ี
แตกต่างกันนี้ ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลายพันธุ์ , กลายพันธุ์ชนิด G12S, กลายพันธุ์
ชนิด G12R และกลายพันธุ์ชนิด G12C ตามล าดับ 
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4.4.3 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ยีน K-ras ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 35 

4.4.3.1 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ AS-Primer ในปฏิกิริยา AS-PCR 

ท าการทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ AS-primer ท่ีความเข้มข้นท่ีแตกต่าง
กันคือ 0.002, 0.0025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 และ 1 ไมโครโมลาร์ ผลการทดลองพบว่าท่ีความเข้มข้น 
0.05 ไมโครโมลาร์ มีความเหมาะสม โดยยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ (ภาพท่ี 32 A) ต้องพบผลผลิต
พีซีอาร์ 2 ขนาด คือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และ 83 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะ
ต่อต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 และยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ทั้ง 3 ชนิด ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 
คือ G12D, G12A และ G12V (ภาพท่ี 32 B, C, D) ต้องพบผลผลิตพีซีอาร์เพียง 1 ขนาด ท่ีเกิดจาก
ไพรเมอร์คู่หลักเท่านั้น แต่ผลพบว่าความเข้มข้นท่ีเหมาะสม คือ 0.05 ไมโครโมลาร์ (แถวที่ 5, 14, 23, 
32) เป็นความเข้มข้นท่ีสามารถแยกชนิดดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ออกจากชนิดกลายพันธุ์ท้ัง 3 ชนิดคือ 
G12S, G12R และ G12C ได้ จึงเลือกใช้ AS-primer ท่ีความเข้มข้น 0.05 ไมโครโมลาร์ ทดสอบหา
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อไป แสดงดังภาพท่ี 32  

 
ภาพท่ี 32 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ AS-primer 
ด้วยการท าปฏิกิริยา AS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35, แถวท่ี 1, 10, 19 และ 28 แสดงดีเอ็นเอ
มาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถว ท่ี 2, 11, 20 และ 29 แสดง negative 
control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-9 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลาย
พันธุ์, แถวที ่12-18 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์ชนิด G12D, แถวที่ 21-27 ทดสอบกับดี
เอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์ชนิด G12A, แถวท่ี 30-36 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์
ชนิด G12V โดยท้ัง 4 ชนิดดีเอ็นเอนี้ท าการทดสอบกับ AS-primer ท่ีมีความเข้มข้นที่ 0.002, 0.0025, 
0.05, 0.1, 0.25, 0.5 และ 1 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ  
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  4.4.3.2 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR 

การทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอใน
ปฏิกิริยา AS-PCR เลือกใช้ AS-primer ท่ีความเข้มข้น 0.05 ไมโครโมลาร์ ในการทดสอบกับอุณหภูมิ
ท่ีแตกต่างกันคือ 64, 65.3, 67, 69, 72.2, 74.6, 76.2 และ 77 องศาเซลเซียส โดยยีน K-ras ชนิดไม่
กลายพันธุ์ (ภาพท่ี 33 A) ต้องพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด คือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และ 
83 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 และยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์
ท้ัง 3 ชนิด ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 คือ G12D, G12A และ G12V (ภาพท่ี 33 B, C, D) ต้องพบ
ผลผลิตพีซีอาร์เพียง 1 ขนาด ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลักเท่านั้น ผลการทดลองพบว่าทุกอุณหภูมิมี
ความเหมาะสมสามารถแยกชนิดดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ออกจากชนิดกลายพันธุ์ท้ัง 3 ชนิดคือ G12D, 
G12A และ G12V ได้ แต่อย่างไรก็ตามได้ท าการทดสอบท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 พบว่าอุณหภูมท่ีิ 
67 องศาเซลเซียส มีความเหมาะสม และจุดมุ่งหมายของผู้วิจัยต้องการใช้อุณหภูมิเดียวกันในขั้นตอน
การเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอในท้ัง 3 นิวคลีโอไทด์ ผู้วิจัยจึงใช้อุณหภูมิท่ี 67 องศาเซลเซียส ในการ
ทดสอบหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมต่อไป แสดงดังภาพท่ี 33     

 
ภาพท่ี 33 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่มจ านวน
ช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา AS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35, แถวท่ี 1, 11, 21 และ 31 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถวที่ 2, 12, 22 และ 32 แสดง negative 
control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลาย
พันธุ์, แถวที่ 13-20 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์ชนิด G12D, แถวที่ 23-30 ทดสอบกับดี
เอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์ G12A, และแถวท่ี 33-40 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์ 
G12V โดยท้ัง 4 ชนิดดีเอ็นเอนี้ท าการทดสอบกับอุณหภูมิท่ีแตกต่างกันคือ 64, 65.3, 67, 69, 72.2, 
74.6, 76.2 และ 77 องศาเซลเซียส ตามล าดับ  
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  4.4.3.3 การหาจ านวนรอบที่เหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR 

ท าการทดสอบหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอ
ในปฏิกิริยา AS-PCR เลือกใช้ AS-primer ท่ีความเข้มข้น 0.05 ไมโครโมลาร์  และอุณหภูม ิTm ท่ี 67 

องศาเซลเซียส ในทดสอบกับจ านวนรอบท่ีแตกต่างกันคือ 10, 20, 30, 40 และ 45 รอบ โดยยีน K-
ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ ต้องพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด คือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และ 
83 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 และยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์
ท้ัง 3 ชนิด ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 คือ คือ G12D, G12A และ G12V ต้องพบผลผลิตพีซีอาร์
เพียง 1 ขนาด ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลักเท่านั้น ผลการทดลองพบว่าจ านวนรอบ 10, 20 และ 30 
รอบ มีความเหมาะสม สามารถแยกชนิดดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ออกจากชนิดกลายพันธุ์ท้ัง 3 ชนิดคือ 
G12D, G12A และ G12V ได้ แต่อย่างไรก็ตามได้ท าการทดสอบท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 พบว่าท่ี 
20 รอบมีความเหมาะสม และจุดมุ่งหมายของผู้วิจัยต้องการใช้ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอ
เดียวกันในท้ัง 3 นิวคลีโอไทด์ ผู้วิจัยจึงใช้ท่ี 20 รอบในการทดสอบปฏิกิริยา MAS-PCR แสดงดังภาพ
ท่ี 34  

 
ภาพท่ี 34 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่มจ านวน
ช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา AS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35, แถวท่ี 1 และ 15 แสดงดีเอ็นเอ
มาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ัน
แทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-6 ทดสอบกับ 10 รอบ, แถวท่ี 7-10 ทดสอบกับ 20 รอบ, แถวท่ี 11-
14 ทดสอบกับ 30 รอบ, แถวท่ี 16-19 ทดสอบกับ 40 รอบ และแถวท่ี 20-23 ทดสอบกับ 45 รอบ 
ของขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา AS-PCR โดยท้ัง 5 รูปแบบจ านวนรอบ ท่ี
แตกต่างกันนี้ ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลายพันธุ์ , กลายพันธุ์ชนิด G12D, กลายพันธุ์
ชนิด G12A และกลายพันธุ์ชนิด G12V ตามล าดับ 
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 4.4.4 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ยีน K-ras ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 38  

  4.4.4.1 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ AS-Primer ในปฏิกิริยา AS-PCR 

ท าการทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ AS-primer ท่ีความเข้มข้นท่ีแตกต่าง
กันคือ 0.002, 0.0025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 และ 1 ไมโครโมลาร์  ผลการทดลองพบว่าท่ีความ
เข้มข้น 0.0025 ไมโครโมลาร์  มีความเหมาะสม โดยยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ (ภาพท่ี 35 A) ต้อง
พบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด คือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และ 86 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer 
ท่ีจ าเพาะต่อต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 และยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ G13D (ภาพท่ี 35 B) ต้องพบ
ผลผลิตพีซีอาร์เพียง 1 ขนาด ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลักเท่านั้น แต่ผลพบว่าความเข้มข้นท่ีเหมาะสม 
คือ 0.0025 ไมโครโมลาร์ (แถวท่ี 4 และ 13) เป็นความเข้มข้นท่ีสามารถแยกชนิดดีเอ็นเอไม่กลาย
พันธุ์ออกจากชนิดกลายพันธุ์ G13D ได้ จึงเลือกใช้ AS-primer ท่ีความเข้มข้น 0.0025 ไมโครโมลาร์  
ทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อไป แสดงดังภาพท่ี 35 

 
ภาพท่ี 35 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ AS-primer 
ด้วยการท าปฏิกิริยา AS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38, แถวท่ี 1 และ 10 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 
Low molecular weight DNA ladder, แถวที่ 2 และ 11 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทน
ดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวที ่3-9 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลายพันธุ์, แถวท่ี 12-18 ทดสอบ
กับดีเอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์ชนิด G13D โดยท้ัง 2 ชนิดดีเอ็นเอนี้ท าการทดสอบกับ AS-primer 
ท่ีมีความเข้มข้นที่ 0.002, 0.0025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 และ 1 ไมโครโมลาร์  ตามล าดับ 
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4.4.4.2 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR 

การทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอใน
ปฏิกิริยา AS-PCR เลือกใช้ AS-primer ท่ีความเข้มข้น 0.0025 ไมโครโมลาร์  ในการทดสอบกับ
อุณหภูมิท่ีแตกต่างกันคือ 64, 65.3, 67, 69, 72.2, 74.6, 76.2 และ 77 องศาเซลเซียส โดยยีน K-ras 
ชนิดไม่กลายพันธุ์ (ภาพท่ี 36 A) ต้องพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด คือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่
หลัก และ 86 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 และยีน K-ras ชนิด
กลายพันธุ์ G13D (ภาพท่ี 36 B) ต้องพบผลผลิตพีซีอาร์เพียง 1 ขนาด ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก
เท่านั้น ผลการทดลองพบว่าท่ีอุณหภูมิ 67, 69, 72.2, 74.6, 76.2 และ 77 องศาเซลเซียส มีความ
เหมาะสม สามารถแยกชนิดดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ออกจากชนิดกลายพันธุ์ G13D ได้ แต่อย่างไรก็ตาม
อุณหภูมิสูงอาจส่งผลกระทบต่อตัวอย่างทางคลินิกจ าพวกตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน ผู้วิจัยจึง
เลือกใช้อุณหภูมิต่ าสุดท่ี 67 องศาเซลเซียส ในการทดสอบหาจ านวนรอบของขั้นตอนการเพิ่มจ านวน
ช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีในปฏิกิริยา MAS-PCR ต่อไป แสดงดังภาพท่ี 36  

 
ภาพท่ี 36 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่มจ านวน
ช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา AS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38, แถวท่ี 1 และ 11 แสดงดีเอ็นเอ
มาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถวท่ี 2 และ 12 แสดง negative control (ใช้
น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลายพันธุ์, แถวท่ี 
13-20 ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์ชนิด G13D โดยท้ัง 2 ชนิดดีเอ็นเอนี้ท าการทดสอบ
กับอุณหภูมิท่ีแตกต่างกันคือ 64, 65.3, 67, 69, 72.2, 74.6, 76.2 และ 77 องศาเซลเซียส ตามล าดับ  
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  4.4.4.3 การหาจ านวนรอบที่เหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR 

ท าการทดสอบหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอ
ในปฏิกิริยา AS-PCR เลือกใช้ AS-primer ท่ีความเข้มข้น 0.0025 ไมโครโมลาร์  และอุณหภูมิ Tm ท่ี 
67 องศาเซลเซียส ในทดสอบกับจ านวนรอบท่ีแตกต่างกันคือ 10, 20, 30, 40 และ 45 รอบ โดยยีน 
K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ ต้องพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด คือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และ 
86 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 และยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ 
G13D ต้องพบผลผลิตพีซีอาร์เพียง 1 ขนาด ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลักเท่านั้น ผลการทดลองพบว่า
จ านวนรอบ 10 และ 20 รอบ มีความเหมาะสม สามารถแยกชนิดดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ออกจากชนิด
กลายพันธุ์ G13D ได้ แต่อย่างไรก็ตามท่ี 20 รอบมีความเหมาะสมกว่า 10 รอบ เพราะให้ผลผลิตพีซี
อาร์มีขนาดใหญ่ เข้มและชัดเจนกว่า และจุดมุ่งหมายของผู้วิจัยต้องการใช้ขั้นตอนการเพิ่มจ านวน
ช้ินส่วนดีเอ็นเอเดียวกันในท้ัง 3 นิวคลีโอไทด์ โดยการทดลองท่ีผ่านมาท่ีนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 และ 35 
จ านวนรอบท่ีเหมาะสมคือ 20 รอบ ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ท่ี 20 รอบในการทดสอบปฏิกิริยา MAS-PCR 
แสดงดังภาพท่ี 37 

 
ภาพท่ี 37 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมของขั้นตอนการเพิ่มจ านวน
ช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา AS-PCR ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38, แถวท่ี 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 
Low molecular weight DNA ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอ
ต้นแบบ), แถวท่ี 3 และ 4 ทดสอบกับ 10 รอบ, แถวท่ี 5 และ 6 ทดสอบกับ 20 รอบ, แถวท่ี 7 และ 
8 ทดสอบกับ 30 รอบ, แถวท่ี 9 และ 10 ทดสอบกับ 40 รอบ และแถวท่ี 11 และ 12 ทดสอบกับ 45 
รอบ ของขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา AS-PCR โดยท้ัง 5 รูปแบบจ านวนรอบ ท่ี
แตกต่างกันนี้ ทดสอบกับดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลายพันธุ์และดีเอ็นเอกลายพันธุ์ชนิด G13D 
ตามล าดับ 
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4.4.5 การหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับยีน K-ras ต าแหน่ง โค
ดอน 12 ต่อ 1 หลอดทดลอง 

ผลการรวมปฏิกิริยา MAS-PCR ของ AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ 
ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 และ 35 เป็น 1 หลอดการทดลอง ผลการทดสอบพบว่าไม่สามารถแยกการ
กลายพันธุ์ออกจากชนิดไม่กลายพันธุ์ได้ แสดงผลปฏิกิริยาพีซีอาร์ดังภาพท่ี 38  

 
ภาพท่ี 38 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ีรวมนิวคลีโอไทด์ 34 และ 35 
เป็น 1 หลอดการทดลอง, แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, 
แถวที่ 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 3-9 ทดสอบกับชนิดดีเอ็น
เอไม่กลายพันธุ์ และกลายพันธุ์ชนิด G12S, G12R, G12C, G12D, G12A และ G12V ตามล าดับ  

 

4.4.6 การหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับยีน K-ras ต าแหน่ง โค
ดอน 12 และ 13 ต่อ 1 หลอดทดลอง 

ผลการรวมปฏิกิริยา MAS-PCR ของ AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ 
ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 เป็น 1 หลอดการทดลอง ผลการทดสอบพบว่าไม่สามารถแยก
การกลายพันธุ์ออกจากชนิดไม่กลายพันธุ์ได้ เนื่องจาก พบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด ท้ังในตัวอย่างท่ี
กลายพันธุ์และไม่กลายพันธุ์ แสดงผลปฏิกิริยาพีซีอาร์ดังภาพท่ี 39 
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ภาพท่ี 39 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ีรวมนิวคลีโอไทด์ 34, 35 และ 
38 เป็น 1 หลอดการทดลอง , แถวท่ี 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA 
ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 ทดสอบ
กับชนิดดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ และกลายพันธุ์ชนิด ชนิด G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V 
และ G13D ตามล าดับ  
 

4.4.7 การทดสอบปฏิกิริยา AS-PCR ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 34, 35 และ 38 กับ
ตัวอย่างดีเอ็นเอควบคุมบวกและตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ฝังพาราฟิน   

 เนื่องจากการผสม AS-Primer ท่ีจ าเพาะต่อโคดอนท่ี 12 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 และ 35 
และผสม AS-Primer ท่ีจ าเพาะต่อโคดอนท่ี 12 และ 13 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 นั้น 
ไม่สามารถแยกดีเอ็นเอท่ีมีการกลายพันธุ์จากดีเอ็นเอท่ีไม่มีกลายพันธุ์ได้ จึงแยกการทดสอบปฏิกิริยา 
AS-PCR โดยใช้ AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 
38 ของแต่ละนิวคลีโอไทด์ต่อ 1 หลอดการทดลอง จากไพรเมอร์ตามข้อท่ี 4.4.1 โดยทดสอบนิวคลีโอ
ไทด์ท่ี 34 ต่อ 1 หลอดการทดลอง ใช้ความเข้มข้นของ AS-primer ท่ี 0.05 ไมโครโมลาร์ , อุณหภูมิ 
Tm ท่ี 67 องศาเซลเซียส และใช้จ านวนรอบของพีซีอาร์ท่ี 20 รอบ ตามการทดสอบข้อ 4.4.2 ทดสอบ
นิวคลีโอไทด์ท่ี 35 ต่อ 1 หลอดการทดลอง ใช้ความเข้มข้นของ AS-primer ท่ี 0.05 ไมโครโมลาร์, 
อุณหภูมิ Tm ท่ี 67 องศาเซลเซียส และใช้จ านวนรอบของพีซีอาร์ท่ี 20 รอบ ตามการทดสอบข้อ 
4.4.3 และทดสอบนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 ต่อ 1 หลอดการทดลอง ใช้ความเข้มข้นของ AS-primer ท่ี 
0.0025 ไมโครโมลาร์, อุณหภูมิ Tm ท่ี 67 องศาเซลเซียส และใช้จ านวนรอบของพีซีอาร์ท่ี 20 รอบ 
ตามการทดสอบข้อ 4.4.4 ผลการทดสอบพบว่าสามารถแยกการกลายพันธุ์ในท้ัง 3 ต าแหน่งนิวคลีโอ
ไทด์ ออกจากชนิดไม่กลายพันธุ์ได้ แต่ท้ังนี้ไม่สามารถทราบชนิดการกลายพันธุ์ ทราบเพียงแต่กลาย
พันธุ์ที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ใดเท่านั้น ดังแสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ดังภาพท่ี 40  



 118 

ท าการทดสอบปฏิกิริยา AS-PCR กับตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีได้จากตัวอย่างทางคลินิกคือช้ินเนื้อท่ี
ฝังพาราฟิน ท้ัง 8 รูปแบบชนิดยีน คือ ชนิดไม่กลายพันธุ์  และชนิดกลายพันธุ์ ท้ัง 7 รูปแบบ 
ประกอบด้วยชนิด G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ G13D ผลการทดสอบพบว่าทุก
ตัวอย่างสามารถวิเคราะห์ผลการทดลองได้และให้ผลการทดลองเช่นเดียวกับดีเอ็นเอควบคุมบวกท่ีได้
จากการโคลน แสดงผลปฏิกิริยาพีซีอาร์ดังภาพท่ี 41 

 
ภาพท่ี 40 แสดงผลของปฏิกิริยา AS-PCR ส าหรับ AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์
ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 , 35 และ 38, แถวท่ี 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low molecular 
weight DNA ladder, แถวท่ี 2 , 7 และ 12 แสดง negative control (ใช้น้ าก ล่ันแทนดีเอ็นเอ
ต้นแบบ) ของปฏิกิริยา AS-PCR นิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 ตามล าดับ, แถวที่ 3-6 แสดงปฏิกิริยา 
AS-ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 34 ทดสอบกับดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ และดีเอ็นเอกลายพันธุ์ชนิด G12S, 
G12R และ G12C ตามล าดับ, แถวท่ี 8-11 แสดงปฏิกิริยา AS-PCR ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 35 
ทดสอบกับดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ และดีเอ็นเอกลายพันธุ์ชนิด G12D, G12A และ G12V ตามล าดับ 
และแถวท่ี 13 และ 14 แสดงปฏิกิริยา AS-PCR ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 38 ทดสอบกับดีเอ็นเอไม่
กลายพันธุ์ และดีเอ็นเอกลายพันธุ์ชนิด G13D ตามล าดับ 
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ภาพท่ี 41 แสดงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ท่ีทดสอบปฏิกิริยา MAS-PCR กับตัวอย่างทางคลินิก แถวท่ี 
1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถวท่ี 2-5 แสดงปฏิกิริยา MAS-
ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 34 ทดสอบกับดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ และดีเอ็นเอกลายพันธุ์ชนิด G12S, G12R 
และ G12C ตามล าดับ, แถวท่ี 6-9 แสดงปฏิกิริยา MAS-ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 35 ทดสอบกับดีเอ็น
เอไม่กลายพันธุ์ และดีเอ็นเอกลายพันธุ์ชนิด G12D, G12A และ G12V ตามล าดับ และแถวที่ 10 และ 
11 แสดงปฏิกิริยา MAS-ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 38 ทดสอบกับดีเอ็นเอไม่กลายพันธุ์ และดีเอ็นเอก
ลายพันธุ์ชนิด G13D ตามล าดับ  

 

4.4.8 การทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant alleles) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ ของยีน K-ras ในปฏิกิริยา AS-PCR กับชุด AS-primer ที่จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิด
ไม่กลายพันธุ์  

4.4.8.1 การทดสอบความไวในการตรวจหาการกลายพันธุ์ ของยีน K-ras  

ท าการเจือจางตัวอย่างพลาสมิดดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ (wild-type) ท่ีได้จากการ
โคลนยีนในข้อ 3.3.5 ให้มีความเข้มข้นที่ 100, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001 นาโนกรัม/ไมโครลิตร จากนั้น
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ด้วยวิธี AS-PCR กับชุด AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิด
ไม่กลายพันธุ์ ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 , 35 และ 38  โดยใช้ไพรเมอร์ KRAS-F และ KRAS-
(113bp)-R ส าหรับผลผลิตพีซีอาร์ Internal control และ AS-primer ชนิด KRAS-nt.34-WT-F, 
KRAS-nt.35-WT-F และ KRAS-nt.38-WT-F ส าหรับผลผลิตพีซีอาร์ท่ีจ าเพาะกับนิวคลีโอไทด์ 34, 35 
และ 38 ตามล าดับ ผลการทดลองพบว่าความเข้มข้นดีเอ็นเอwไม่กลายพันธุ์ ต่ าสุดท่ีตรวจวัดยีน K-
ras ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 ได้ คือ 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร โดยพบผลผลิตพีซีอาร์ 
2 ขนาด คือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลักและขนาด 89 bp, 83 bp และ 86 bp ท่ีเกิดจาก AS-
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primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 ขณะท่ี
ความเข้มข้น 1 และ 0.1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ท่ีไม่ถูกต้อง เนื่องจากพบ
ผลผลิตพีซีอาร์ เพียง 1 ขนาด คือ 113 bp ท าให้แปลผลผิดเป็นดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ และ ความ
เข้มข้นดีเอ็นเอท่ี 0.01 และ 0.001 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ไม่พบผลผลิตพีซีอาร์ ดังแสดงในภาพท่ี 42  

 
ภาพท่ี 42 แสดงผลการทดสอบความไวในการตรวจหาการกลายพันธุ์ ของยีน K-ras ในปฏิกิริยา AS-
PCR กับชุด AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์, แถวท่ี 1 และ 11 แสดงดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100bp, แถวท่ี 2-4 ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร, แถวที่ 5-7 ความเข้มข้น 10 
นาโนกรัม/ไมโครลิตร, แถวที่ 8-10 ความเข้มข้น 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร, แถวท่ี 12-14 ความเข้มข้น 
0.1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร, แถวท่ี 15-17 ความเข้มข้น 0.01 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และแถวท่ี 18-20 
ความเข้มข้น 0.001 นาโนกรัม/ไมโครลิตร โดยใช้ AS-primer ท่ีจ าเพาะกับต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 
34, 35 และ 38 ตามล าดับ 
 

4.4.8.2 ทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหา
การกลายพันธุ์ ของยีน K-ras  

น าพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ และชนิดกลายพันธุ์ท้ัง 7 ชนิด
คือ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ G13D ท่ีได้จากการโคลนยีนในข้อ 3.3.5 มาผสม
กันในสัดส่วนของดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ในความเข้มข้นรวม 100 นาโน
กรัม/ไมโครลิตร ท่ีอัตราส่วน 100, 90, 80, 70, 65, 60, 55, 50, 30, 25, 15, 10 และ 5 เปอร์เซ็นต์ 
mutant alleles ผลการทดลองพบว่าความเข้มข้นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของยีน K-
ras ด้วยวิธี AS-PCR คือท่ี 55 เปอร์เซ็นต์ mutant allele ส าหรับรูปแบบการกลายพันธุ์ชนิด G12S, 
G12R, G12C, G12D, G12A และ G12V ดังแสดงในภาพท่ี 43-48 ตามล าดับ และท่ี 50 เปอร์เซ็นต์ 
mutant allele ส าหรับรูปแบบการกลายพันธุ์ชนิด G13D ดังแสดงในภาพท่ี 49 
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ภาพท่ี 43 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G12S, แถวท่ี 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 
3-15 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G12S ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ี
อัตราส่วน 100, 90, 80, 70, 65, 60, 55, 50, 30, 25, 15, 10 และ 5 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ 

 
ภาพท่ี 44 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G12R, แถวที่ 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 
3-15 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G12R ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ี
อัตราส่วน 100, 90, 80, 70, 65, 60, 55, 50, 30, 25, 15, 10 และ 5 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ 
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ภาพท่ี 45 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G12C, แถวท่ี 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 
3-15 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G12C ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ี
อัตราส่วน 100, 90, 80, 70, 65, 60, 55, 50, 30, 25, 15, 10 และ 5 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ 

 
ภาพท่ี 46 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G12D, แถวที่ 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 
3-15 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G12D ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ี
อัตราส่วน 100, 90, 80, 70, 65, 60, 55, 50, 30, 25, 15, 10 และ 5 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ 
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ภาพท่ี 47 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G12A, แถวท่ี 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 
3-15 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G12A ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ี
อัตราส่วน 100, 90, 80, 70, 65, 60, 55, 50, 30, 25, 15, 10 และ 5 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ 

 
ภาพท่ี 48 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G12V, แถวท่ี 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 
3-15 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G12V ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ี
อัตราส่วน 100, 90, 80, 70, 65, 60, 55, 50, 30, 25, 15, 10 และ 5 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ 
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ภาพท่ี 49 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G13D, แถวที่ 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 
3-15 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G13D ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ี
อัตราส่วน 100, 90, 80, 70, 65, 60, 55, 50, 30, 25, 15, 10 และ 5 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ 

 

4.4.9 การทดสอบวิธี AS-PCR ที่มี AS-Primer จ าเพาะกับยีน K-ras ที่ไม่กลายพันธุ์ ที่
พัฒนาขึ้น กับตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง 

จากผลการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง 
จ านวน 270 ตัวอย่าง ด้วยวิธี Pyrosequencing พบเปอร์เซ็นต์ mutant allele ต้ังแต่ 11 ถึง 80 
allele และจากผลทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการกลาย
พันธุ์ ของยีน K-ras ในข้อ 4.4.8.2 พบว่าขีดจ ากัดต่ าสุดของดีเอ็นชนิดกลายพันธุ์ต่อ ดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธุที่ตรวจวัดได้ คือ 50-55 เปอร์เซ็นต์ mutant allele แต่ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างช้ินเนื้อท่ี
ฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง พบตัวอย่างสูงถึง 95 เปอร์เซ็นต์ ท่ีมีเปอร์เซ็นต์ 
mutant allele ต่ ากว่า 50 เปอร์เซ็นต์ จึงท าการจัดแบ่งกลุ่มตัวอย่างเป็น 3 กลุ่ม โดยใช้ เปอร์เซ็นต์ 
mutant allele เป็นเกณฑ์ ดังนี้คือ กลุ่มท่ี 1 เป็นตัวอย่างท่ีมี เปอร์เซ็นต์ mutant allele ≤ 25 
เปอร์เซ็นต์, กลุ่มท่ี 2 เป็นตัวอย่างท่ีมีเปอร์เซ็นต์ mutant allele อยู่ระหว่าง >25<60 เปอร์เซ็นต์ 
และกลุ่มท่ี 3 เป็นตัวอย่างท่ีมี เปอร์เซ็นต์ mutant allele ≥ 60 เปอร์เซ็นต์  
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โดยท าการทดสอบเบื้องต้น 41 ตัวอย่าง ประกอบด้วยตัวอย่างชนิดไม่กลายพันธุ์ 3 ตัวอย่าง 
และตัวอย่างกลายพันธุ์ชนิด G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ G13D จ านวน 3, 1, 4, 
10, 6, 5 และ 9 ตัวอย่าง ตามล าดับ จากการทดสอบจากตัวอย่างท้ังหมด 41 ตัวอย่าง ผลการทดลอง
พบว่าท้ัง 2 วิธีคือวิธี Pyrosequencing และ MAS-PCR ให้ผลการทดสอบท่ีสอดคล้องกัน จ านวน 13 
ตัวอย่าง คิดเป็น 30.95 เปอร์เซ็นต์ ประกอบด้วย 2 ตัวอย่าง ท่ีไม่พบการกลายพันธุ์ และ 11 ตัวอย่าง 
ท่ีพบการกลายพันธุ์ แต่ มีจ านวน 15 ตัวอย่าง คิดเป็น 35.71 เปอร์เซ็นต์ ท่ีวิธี MAS-PCR ให้ผลการ
ตรวจท่ีไม่ถูกต้อง คือวิธี Pyrosequencing ตรวจพบการกลายพันธุ์ แต่วิธี MAS-PCR ตรวจไม่พบการ
กลายพันธุ์ และมีจ านวน 11 ตัวอย่าง คิดเป็น 26.19 เปอร์เซ็นต์ ท่ีไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ผลได้ 
ท้ังนี้เพราะตัวอย่างดังกล่าวไม่พบผลผลิตพีซีอาร์ นอกจากนี้ยังมี 2 ตัวอย่างท่ีพบผลบวกปลอม (false 
positive) คือวิธี Pyrosequencing ตรวจพบการกลายพันธุ์ชนิด G12D และ G12V ตามล าดับ แต่วิธี 
MAS-PCR ท้ัง 2 ตัวอย่างดังกล่าว ตรวจพบการกลายพันธุ์ทั้ง 3 ต าแหน่งท้ังนิวคลีโอไทด์ 34, 35 และ 
38 ดังสรุปในตารางท่ี 18   

ตารางท่ี  18 ผลการทดสอบวิธี AS-PCR ท่ีมี AS-Primer จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ี
พัฒนาขึ้น โดยการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 จากตัวอย่าง
ช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 41 ตัวอย่าง 
 

ชนิดยีน K-ras ช่ือตัวอย่าง วิธี Pyrosequencing ผลการทดสอบด้วยวิธี 
MAS-PCR ผลการ

ทดสอบ 
ช่วงเปอร์เซ็นต์ 
mutant allele 

ไม่กลายพันธ์ุ 
(wild-type) 

FFPE-117 WT - WT 

FFPE-118 WT - WT 

FFPE-051 WT - No amplify 

กลายพันธ์ุ 
ชนิด G12S 

FFPE-152 nt.34 G>A A=60 เปอร์เซ็นต์ nt.34 mutant 

FFPE-153 nt.34 G>A A=62 เปอร์เซ็นต์ No amplify 

FFPE-151 nt.34 G>A A=65 เปอร์เซ็นต์ No amplify 

กลายพันธ์ุ 
ชนิด G12R 

FFPE-154 nt.34 G>C C=62 เปอร์เซ็นต์ nt.34 mutant 

กลายพันธ์ุ 
ชนิด G12C 

FFPE-155 nt.34 G>T T=21 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-158 nt.34 G>T T=32 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-156 nt.34 G>T T=46 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-157 nt.34 G>T T=49 เปอร์เซ็นต์ WT 



 126 

กลายพันธ์ุ 
ชนิด G12D 

FFPE-159 nt.35 G>A A=14 เปอร์เซ็นต์ No amplify 

FFPE-160 nt.35 G>A A=20 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-164 nt.35 G>A A=23 เปอร์เซ็นต์ nt.34,35,38 mutant 

FFPE-170 nt.35 G>A A=38 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-180 nt.35 G>A A=49 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-183 nt.35 G>A A=52 เปอร์เซ็นต์ nt.35 mutant 

FFPE-184 nt.35 G>A A=54 เปอร์เซ็นต์ nt.35 mutant 

FFPE-185 nt.35 G>A A=59 เปอร์เซ็นต์ nt.35 mutant 

FFPE-186 nt.35 G>A A=62 เปอร์เซ็นต์ nt.35 mutant 

FFPE-187 nt.35 G>A A=80 เปอร์เซ็นต์ nt.35 mutant 

กลายพันธ์ุ 
ชนิด G12A 

FFPE-192 nt.35 G>C C=13 เปอร์เซ็นต์ No amplify 

FFPE-193 nt.35 G>C C=25 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-191 nt.35 G>C C=32 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-194 nt.35 G>C C=33 เปอร์เซ็นต์ No amplify 

FFPE-196 nt.35 G>C C=45 เปอร์เซ็นต์ nt.35 mutant 

FFPE-195 nt.35 G>C C=66 เปอร์เซ็นต์ No amplify 

กลายพันธ์ุ 
ชนิด G12V 

FFPE-207 nt.35 G>T T=11 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-199 nt.35 G>T T=21 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-205 nt.35 G>T T=30 เปอร์เซ็นต์ No amplify 

FFPE-206 nt.35 G>T T=40 เปอร์เซ็นต์ nt.34,35,38 mutant 

FFPE-197 nt.35 G>T T=64 เปอร์เซ็นต์ No amplify 

กลายพันธ์ุ 
ชนิด G13D 

FFPE-213 nt.38 G>A A=12 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-222 nt.38 G>A A=14 เปอร์เซ็นต์ nt.38 mutant 

FFPE-227 nt.38 G>A A=15 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-236 nt.38 G>A A=22 เปอร์เซ็นต์ WT 

FFPE-267 nt.38 G>A A=37 เปอร์เซ็นต์ No amplify 

FFPE-249 nt.38 G>A A=39 เปอร์เซ็นต์ nt.38 mutant 

FFPE-252 nt.38 G>A A=43 เปอร์เซ็นต์ nt.38 mutant 

FFPE-262 nt.38 G>A A=53 เปอร์เซ็นต์ No amplify 

FFPE-258 nt.38 G>A A=61 เปอร์เซ็นต์ WT 
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เมื่อท าการวิเคราะห์ความถูกต้องของวิธี MAS-PCR เทียบกับวิธี Pyrosequencing โดย
พิจารณาจาก 3 กลุ่ม เปอร์เซ็นต์ mutant allele ท่ีแตกต่างกัน พบว่า กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างท่ีมี  
เปอร์เซ็นต์ mutant allele ≤ 25 เปอร์เซ็นต์ นั้นวิธี MAS-PCR สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์
ไ ด้ถูกต้องเพียง 1 ใน 9 ตัวอย่างคิดเป็น 11.11 เปอร์เซ็นต์  พบความผิดพลาดเมื่อเทียบกับ 
Pyrosequencing สูงถึง 8 ใน 9 ตัวอย่างคิดเป็น 88.89 เปอร์เซ็นต์   

กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างท่ีมี เปอร์เซ็นต์ mutant allele > 25 < 60 เปอร์เซ็นต์ นั้น วิธี MAS-PCR 
สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ได้ถูกต้องเพียง 6 ใน 12 ตัวอย่างคิดเป็น 50 เปอร์เซ็นต์ และพบ
ความผิดพลาดเมื่อเทียบกับ Pyrosequencing คิดเป็น 50 เปอร์เซ็นต์  

กลุ่มท่ี 3 ตัวอย่างท่ีมี เปอร์เซ็นต์ mutant allele ≥ 60 เปอร์เซ็นต์ นั้นพบว่าวิธี MAS-PCR 
สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ได้ถูกต้องสูงถึง 4 ใน 5 ตัวอย่างคิดเป็น 80 เปอร์เซ็นต์ พบความ
ผิดพลาดเมื่อเทียบกับ Pyrosequencing เพียง 1 ใน 5 ตัวอย่างคิดเป็น 20 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นตัวอย่าง
ท่ีจะสามารถตรวจวิเคราะห์ได้อย่างถูกต้องนั้นควรมี เปอร์เซ็นต์ mutant allele ≥ 60 เปอร์เซ็นต์ 
ท้ังนี้ผลการวิเคราะห์ความถูกต้องของวิธี MAS-PCR เทียบกับวิธี Pyrosequencing โดยพิจารณาจาก 
3 กลุ่ม เปอร์เซ็นต์ mutant allele ท่ีแตกต่างกันนั้น สรุปในตารางท่ี 19
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ตารางท่ี  19 ผลการวิเคราะห์ความถูกต้องของวิธี MAS-PCR เทียบกับวิธี Pyrosequencing โดย
พิจารณาจาก 3 กลุ่ม เปอร์เซ็นต์ mutant allele ท่ีแตกต่างกัน 
 

กลุ่ม เปอร์เซ็นต์ 
mutant allele 

ค่า เปอร์เซ็นต์ mutant allele ผลการทดสอบ 

วิธี Pyrosequencing วิธี MAS-PCR 

≤ เปอร์เซ็นต์ 25 
mutant allele 

nt.35 G>T=11 เปอร์เซ็นต์ 
nt.38 G>A=12 เปอร์เซ็นต์ 
nt.38 G>A=14 เปอร์เซ็นต์ 
nt.38 G>A=15 เปอร์เซ็นต์ 
nt.35 G>A=20 เปอร์เซ็นต์ 
nt.34 G>T=21 เปอร์เซ็นต์ 
nt.35 G>T=21 เปอร์เซ็นต์ 
nt.38 G>A=22 เปอร์เซ็นต์ 
nt.35 G>C=25 เปอร์เซ็นต์ 

G12V 
G13D 
G13D 
G13D 
G12D 
G12C 
G12V 
G13D 
G12A 

WT 
WT 

nt.38 mutant 
WT 
WT 
WT 
WT 
WT 
WT 

> 25 < 60
เปอร์เซ็นต์ 
mutant allele  

nt.34 G>T=32 เปอร์เซ็นต์ 
nt.35 G>C=32 เปอร์เซ็นต์ 
nt.35 G>A=38 เปอร์เซ็นต์ 
nt.38 G>A=39 เปอร์เซ็นต์ 
nt.38 G>A=40 เปอร์เซ็นต์ 
nt.35 G>C=45 เปอร์เซ็นต์ 
nt.34 G>T=46 เปอร์เซ็นต์ 
nt.34 G>T=49 เปอร์เซ็นต์ 
nt.35 G>A=49 เปอร์เซ็นต์ 
nt.35 G>A=52 เปอร์เซ็นต์ 
nt.35 G>A=54 เปอร์เซ็นต์ 
nt.35 G>A=59 เปอร์เซ็นต์ 

G12C 
G12A 
G12D 
G13D 
G13D 
G12A 
G12C 
G12C 
G12D 
G12D 
G12D 
G12D 

WT 
WT 
WT 

nt.38 mutant 
nt.38 mutant 
nt.35 mutant 

WT 
WT 
WT 

nt.35 mutant 
nt.35 mutant 
nt.35 mutant 

≥ 60 เปอร์เซ็นต์ 
mutant allele   

nt.34 G>A=60 เปอร์เซ็นต์ 
nt.38 G>A=61 เปอร์เซ็นต์ 
nt.34 G>C=62 เปอร์เซ็นต์ 
nt.35 G>A=62 เปอร์เซ็นต์ 
nt.35 G>A=80 เปอร์เซ็นต์ 

G12S 
G12D 
G12R 
G12D 
G12D 

nt.34 mutant 
WT 

nt.34 mutant 
nt.35 mutant 
nt.35 mutant 
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4.5 การตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี MAS-PCR ที่ 
AS-primer จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์  

4.5.1 ออกแบบ Allele-specific (AS-primer) primer ที่จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิด
กลายพันธุ์ 

 ท าการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อยีน K-ras (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral 
oncogene homolog ; NM_004985.4) บริเวณโคดอน 12 และ 13 นิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35, และ 
38 (GGT GGC) โดยในแต่ละนิวคลีโอไทด์มีรูปแบบการกลายพันธุ์คือ  

ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 (GGT) มีการกลายพันธุ์เป็น 3 รูปแบบคือ AGT (G12S), CGT 
(G12R) และ TGT (G12C) จึงท าการออกแบบ AS-primer แต่ละเส้น ให้ปลายด้าน 3’ จ าเพาะต่อนิ
วคลีโอไทด์ชนิดกลายพันธุ์นั้น โดย AS-primer ท้ัง 3 เส้นคือ KRAS-G12S-R, KRAS-G12R-F และ 
KRAS-G12C-F โดย AS-primer ท้ัง 3 เส้นนี้ใช้ไพรเมอร์ร่วมกันกับไพรเมอร์คู่หลักคือ KRAS-F และ 
KRAS-(113bp)-R รายละเอียดและล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ดังสรุปในตารางท่ี  20 เมื่อท า
ปฏิกิริยา MAS-PCR จะได้ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีแตกต่างกัน 4 ขนาดคือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก
และขนาด 64 bp, 85 bp และ 97 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อชนิดการกลายพันธุ์ G12S, 
G12R และ G12C ตามล าดับ ดังภาพท่ี 50 

ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 (GGT) มีการกลายพันธุ์เป็นท้ังหมด 3 รูปแบบคือ GAT (G12D), 
GCT (G12A) และ GTT (G12V) จึงท าการออกแบบ AS-primer แต่ละเส้น ให้ปลายด้าน 3’ จ าเพาะ
ต่อนิวคลีโอไทด์ ชนิดกลายพันธุ์นั้น โดย AS-primer ท้ัง 3 เส้นคือ KRAS-G12D-R, KRAS-G12A-F 
และ KRAS-G12V-F โดย AS-primer ท้ัง 3 เส้นนี้ใช้ไพรเมอร์ร่วมกันกับไพรเมอร์คู่หลักคือ KRAS-F 
และ KRAS-(113bp)-R รายละเอียดและล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ดังสรุปในตารางท่ี 20 เมื่อท า
ปฏิกิริยา MAS-PCR จะได้ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีแตกต่างกัน 4 ขนาดคือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก
และขนาด 91 bp, 83 bp และ 68 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อชนิดการกลายพันธุ์ G12D, 
G12A และ G12V ตามล าดับ ดังภาพท่ี 51 

ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 (GGC) มีการกลายพันธุ์ท้ังหมด 1 รูปแบบคือ GAC (G13D) จึง
ท าการออกแบบ AS-primer ให้ปลายด้าน 3’ จ าเพาะต่อนิวคลีโอไทด์ ชนิดกลายพันธุ์นั้น โดย AS-
primer เส้นนี้คือ KRAS-G13D-F ใช้ไพรเมอร์ร่วมกันกับไพรเมอร์คู่หลักคือ KRAS-F และ KRAS-
(113bp)-R รายละเอียดและล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ดังสรุปในตารางท่ี 20 เมื่อท าปฏิกิริยา 
MAS-PCR จะได้ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีแตกต่างกัน 2 ขนาดคือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลักและ 89 
bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อชนิดการกลายพันธุ์ G13D ดังภาพท่ี 52 
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ภาพท่ี 50 แสดงการออกแบบ AS-Primer ท่ีจ าเพาะกับยีน K-ras ท้ัง 3 ชนิดกลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิ
วคลีโอไทด์ ท่ี 34 
 

 
 
ภาพท่ี 51 แสดงการออกแบบ AS-Primer ท่ีจ าเพาะกับยีน K-ras ท้ัง 3 ชนิดกลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิ
วคลีโอไทด์ ท่ี 35  
 

 
 
ภาพท่ี 52 แสดงการออกแบบ AS-Primer ท่ีจ าเพาะกับยีน K-ras 1 ชนิดกลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิวคลี
โอไทด์ ท่ี 38
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ตารางท่ี  20 รายละเอียดไพรเมอร์ ของปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ี AS-primer จ าเพาะต่อยีน K-ras 
ชนิดกลายพันธุ์ ส าหรับตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13  
 

ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ ค่า Tm 
ความยาว 

(bp) 

ขนาดผลผลิต 

พีซีอาร์ (bp) 

KRAS-F 5’-GGCCTGCTGAAAATGACTGAA-3’ 59.5 21 113 bp 

KRAS-(113bp)-R 5’-GGATCATATTCGTCCACAAAATG-3’ 59.2 23 113 bp 

KRAS-G12S-R 5’-CACTCTTGCCTACGCCACT-3’ 59.5 19 64 bp 

KRAS-G12R-F 5’-TTGTGGTAGTTGGAGCTC-3’ 53.8 18 85 bp 

KRAS-G12C-F 5’-CTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTT-3’ 66.7 30 97 bp 

KRAS-G12D-F 5’-ATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGA-3’ 62.5 25 91 bp 

KRAS-G12A-F 5’-GTGGTAGTTGGAGCTGC-3’ 54.9 17 83 bp 

KRAS-G12V-R 5’-AAGGCACTCTTGCCTACGCCAA-3’ 64.2 22 68 bp 

KRAS-G13D-F 5’-AAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGA-3’ 66.2 26 89 bp 
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4.5.2 การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 กับชุด AS-primer ที่จ าเพาะต่อยีน K-
ras ชนิดกลายพันธุ์  

4.5.2.1 ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ของ AS-Primer 
ที่จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 

4.5.2.1.1 ส่วนประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่เหมาะสมของปฏิกิริยา 
AS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 

การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา AS-PCR กับตัวอย่างพ
ลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ และชนิดกลายพันธุ์ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 ท้ัง 3 
ชนิดคือ G12D, G12A และ G12V ท่ีได้จากการโคลนยีนในข้อ 3.3.5 โดยการทดสอบนี้ทดสอบแต่ละ
ชนิดการกลายพันธุ์ต่อ 1 หลอดทดลองและใช้ไพรเมอร์คู่หลักฝ่ัง Reverse เป็น KRAS-(179bp)-R 
(5’-CAGGACCATTCTTTGATACAGAT-3’)  

ผลการทดสอบพบว่าส่วนประกอบของปฏิกิริยา AS-PCR มีปริมาตรรวม 50 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10X Buffer 5 ไมโครลิตร, MgCl2 (25 มิลลิโมลาร์) 5 ไมโครลิตร, dNTP 
(10 มิลลิโมลาร์ ) 1 ไมโครลิตร , เอนไซม์ AmpliTaq DNA Polymerase 5 U/ไมโครลิตร  0.125 
ไมโครลิตร, ไพเมอร์คู่หลัก KRAS-F (10 ไมโครโมลาร์) 0.25 ไมโครลิตร, KRAS-(179bp)-R (10 ไมโคร
โมลาร์) 0.375 ไมโครลิตร, น้ ากล่ันปรับปริมาตรให้ครบ 50 ไมโครลิตร, ดีเอ็นเอต้นแบบ 50-100 นา
โนกรัม/ไมโครลิตร และ AS-Primer (10 ไมโครโมลาร์) ส าหรับชนิดการกลายพันธุ์ G12D, G12A และ 
G12V ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, 0.75 ไมโครลิตร, 0.25 ไมโครลิตร ตามล าดับ  

โดยท้ัง 3 ชนิดการกลายพันธุ์ใช้อุณหภูมิเดียวกันในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์
คือ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที, 10 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 63 องศา
เซลเซียส นาน 45 วินาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, 10 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที, 69 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, 30 รอบ ของ 95 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที, 55 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และ 72 

องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
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ซึ่งส่วนประกอบของปฏิกิริยา AS-PCR ดังกล่าวมีความเหมาะสม สามารถ
วิเคราะห์ดีเอ็นเอท่ีมีการกลายพันธุ์และชนิดไม่กลายพันธุ์ได้อย่างถูกต้อง พร้อมท้ังยังสามารถระบุชนิด
การกลายพันธุ์ได้ด้วย โดยดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์พบผลผลิตพีซีอาร์ 1 ขนาดคือ 179 bp และดีเอ็น
เอชนิดกลายพันธุ์ G12D พบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาดคือ 179 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และ 157 
bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อชนิดกลายพันธุ์ G12D ดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ G12A พบ
ผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาดคือ 179 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และ 149 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ี
จ าเพาะต่อชนิดกลายพันธุ์ G12A และดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ G12V พบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาดคือ 
179 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก และ 68 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อชนิดกลายพันธุ์ 
G12V ดังภาพท่ี 53 

 
ภาพท่ี 53 แสดงผลของปฏิกิริยา AS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ยีน K-ras ชนิด G12D, G12A 
และ G12V, แถวท่ี 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถวท่ี 2 
แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ) ของปฏิกิริยาพีซีอาร์จากไพรเมอร์คู่หลัก, 
แถวท่ี 3 แสดงพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์, แถวท่ี 4 แสดง negative control 
ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ี AS-primer จ าเพาะกับดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ G12D, แถวท่ี 5 แสดงพลาสมิด
ดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ G12D, แถวที่ 6 แสดง negative control ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ี AS-primer 
จ าเพาะกับดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ G12A, แถวที่ 7 แสดงพลาสมิดดีเอ็นเอชนิด G12A, แถวที่ 8 แสดง 
negative control ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ี AS-primer จ าเพาะกับดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ G12V แถว
ท่ี 9 แสดงพลาสมิดดีเอ็นเอชนิด G12V ตามล าดับ      
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4.5.2.1.2 สภาวะอุณหภูมิของ ปฏิกิริยา AS-PCR ที่เหมาะสม ใน
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 35  

ท าการทดสอบหาขั้นตอนการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอของปฏิกิริยา AS-
PCR ท่ีเหมาะสม กับตัวอย่างพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ และชนิดกลายพันธุ์
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 ท้ัง 3 ชนิดคือ G12D, G12A และ G12V ท่ีได้จากการโคลนยีนในข้อ 3.3.5 
โดยเปรียบเทียบ 3 สภาวะท่ีมีความแตกต่างกันของอุณหภูมิ Tm คือ  

สภาวะท่ี 1 เพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ี 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที, 
ตามด้วย 10 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 60 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที, 72 
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, ตามด้วย 20 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 64 องศา
เซลเซียส นาน 45 วินาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  

สภาวะท่ี 2 เพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ี 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที, 
ตามด้วย 10 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 59 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที, 72 

องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, ตามด้วย 20 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที, 64 องศา
เซลเซียส นาน 45 วินาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  

สภาวะท่ี 3 เพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ี 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที, 
ตามด้วย 10 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 62 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที, 72
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, ตามด้วย 20 รอบ ของ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 69 องศา
เซลเซียส นาน 45 วินาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  

ผลการทดสอบพบว่าสภาวะท่ี 1 เป็นสภาวะท่ีมีแนวโน้มเหมาะสมท่ีสุด 
สามารถแยกชนิดดีเอ็นเอท่ีมีการกลายพันธุ์และชนิดไม่กลายพันธุ์ออกจากกันได้ พร้อมท้ังยังสามารถ
ระบุชนิดการกลายพันธุ์ได้ด้วย โดยดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์พบผลผลิตพีซีอาร์ 1 ขนาดคือ 179 bp, 
G12D พบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาดคือ 179 bp และ 157 bp, G12A พบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาดคือ 
179 bp ท่ี และ 149 bp แต่พบขนาด 68 bp ซึ่งเป็นผลผลิตของ G12V ในปริมาณน้อยร่วมด้วย , 
G12V พบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาดคือ 179 bp และ 68 bp แต่อย่างไรก็ตามสภาวะท่ี 1 มีแนวโน้มท่ี
ดีกว่าสภาวะท่ี 2 และ 3 จึงเลือกใช้สภาวะนี้ในการทดสอบและพัฒนาปฏิกิริยา MAS-PCR อื่นๆต่อไป 
ส่วนสภาวะท่ี 2 ให้ขนาดผลพีซีอาร์จาก AS-primer ท่ีมีขนาดเล็กกว่า และสภาวะท่ี 3 มีอุณหภูมิ Tm 
ท่ีสูงเกินไป ตัวอย่างพลาสมิดดีเอ็นเอกลายพันธุ์ชนิด G12A และ G12V ไม่สามารถ amplify ได้ 
แสดงผลดังภาพท่ี 54 
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ภาพท่ี 54 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ชนิด G12D, G12A และ 
G12V, แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถวที่ 2-6 สภาวะ
ท่ี 1, แถวท่ี 7-11 สภาวะท่ี 2, แถวท่ี 12-16 สภาวะท่ี 3, โดยเรียงล าดับดังนี้ negative control (ใช้ 
น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), ดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลายพันธุ์, ดีเอ็นเอควบคุมบวกกลายพันธุ์
ชนิด G12D, G12A และ G12V ตามล าดับ 
 

4.5.2.1.3 ส่วนประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่เหมาะสมของปฏิกิริยา 
MAS-PCR ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ที่ 35 ในหลอดเดียว 

การทดสอบปฏิกิริยา MAS-PCR กับตัวอย่าง พลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras 
ชนิดไม่กลายพันธุ์ และชนิดกลายพันธุ์ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 35 ท้ัง 3 ชนิดคือ G12D, G12A และ 
G12V เป็น 1 หลอดการทดลอง โดยทดสอบหาส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ ท่ีเหมาะสม ผลการ
ทดสอบพบว่าส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีเหมาะสม มีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
10X Buffer 5 ไมโครลิตร , MgCl2 (25 มิลลิโมลาร์ ) 5 ไมโครลิตร , dNTP (10 มิลลิโมลาร์ ) 1 
ไมโครลิตร, เอนไซม์ AmpliTaq DNA Polymerase 5 U/ไมโครลิตร 0.125 ไมโครลิตร, ไพเมอร์คู่
หลัก KRAS-F (10 ไมโครโมลาร์ ) 0.25 ไมโครลิตร , KRAS-(113bp)-R (10 ไมโครโมลาร์ ) 0.375 
ไมโครลิตร, AS-primer ท้ัง 3 เส้นคือ KRAS-G12D-F (10 ไมโครโมลาร์) 0.125 ไมโครลิตร, KRAS-
G12A-F (10 ไมโครโมลาร์) 0.125 ไมโครลิตร, KRAS-G12V-R (5 ไมโครโมลาร์) 0.2 ไมโครลิตร ดีเอ็น
เอต้นแบบ 50-100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และน้ ากล่ันปรับปริมาตรให้ครบ 50 ไมโครลิตร โดย
สามารถแยกการกลายพันธุ์ออกจากชนิดไม่กลายพันธุ์ได้ พร้อมท้ังยังสามารถระบุชนิดการกลายพันธุ์
ได้ด้วย คือดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์เพียง 1 ขนาดคือ 113 bp แต่ดีเอ็นเอชนิด
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กลายพันธุ์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์ท่ีแตกต่างกัน 4 ขนาดคือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลักและ
ขนาด 91 bp, 83 bp และ 68 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อชนิดการกลายพันธุ์ G12D, 
G12A และ G12V ตามล าดับ ดังภาพท่ี 55 

 
ภาพท่ี 55 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ยีน K-ras ต าแหน่งนิวคลีโอ
ไทด์ท่ี 35 ชนิด G12D, G12A และ G12V, แถวท่ี 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง 
negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-6 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอควบคุมบวก
ชนิดไม่กลายพันธุ์, การกลายพันธุ์ชนิด G12D, G12A และ G12V ตามล าดับ 
 

4.5.2.2 ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ของ AS-Primer 
ที่จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 34   

การทดสอบปฏิกิริยา MAS-PCR กับตัวอย่าง พลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras ชนิดไม่
กลายพันธุ์ และชนิดกลายพันธุ์ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34 ท้ัง 3 ชนิดคือ G12S, G12R และ G12C ท่ี
ได้จากการโคลนยีนในข้อ 3.3.5 เป็น 1 หลอดการทดลอง โดยทดสอบหาส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซี
อาร์ท่ีเหมาะสม ผลการทดสอบพบว่าส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีเหมาะสม มีปริมาตรรวม 50 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10X Buffer 5 ไมโครลิตร, MgCl2 (25 มิลลิโมลาร์) 5 ไมโครลิตร, dNTP 
(10 มิลลิโมลาร์ ) 1 ไมโครลิตร , เอนไซม์ AmpliTaq DNA Polymerase 5 U/ไมโครลิตร  0.125 
ไมโครลิตร, ไพเมอร์คู่หลัก KRAS-F (10 ไมโครโมลาร์) 0.25 ไมโครลิตร, KRAS-(113bp)-R (10 ไมโคร
โมลาร์ ) 0.375 ไมโครลิตร , AS-primer ท้ั ง  3 เส้น คือ KRAS-G12S-R (10 ไมโครโมลาร์ ) 0.25 
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ไมโครลิตร, KRAS-G12R-F (10 ไมโครโมลาร์) 1.25 ไมโครลิตร, KRAS-G12C-F (1 ไมโครโมลาร์) 0.5 
ไมโครลิตร ดีเอ็นเอต้นแบบ 50-100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และน้ ากล่ันปรับปริมาตรให้ครบ 50 
ไมโครลิตร โดยสามารถแยกการกลายพันธุ์ออกจากชนิดไม่กลายพันธุ์ได้ พร้อมท้ังยังสามารถระบุชนิด
การกลายพันธุ์ได้ด้วย คือดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์เพียง 1 ขนาดคือ 113 bp 
แต่ดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์ท่ีแตกต่างกัน 4 ขนาดคือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์
คู่หลักและขนาด 64 bp, 85 bp และ 97 bp ท่ีเกิดจาก AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อชนิดการกลายพันธุ์ 
G12S, G12R และ G12C ตามล าดับ ดังภาพท่ี 56 

 
ภาพท่ี 56 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ยีน K-ras ต าแหน่งนิวคลีโอ
ไทด์ท่ี 34 ชนิด G12S, G12R และ G12C, แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง 
negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-6 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอควบคุมบวก
ชนิดไม่กลายพันธุ์, การกลายพันธุ์ชนิด G12S, G12R และ G12C ตามล าดับ  
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4.5.2.3 ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ของ AS-Primer 
ที่จ าเพาะกับยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 38  

การทดสอบปฏิกิริยา MAS-PCR กับตัวอย่าง พลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras ชนิดไม่
กลายพันธุ์ และชนิดกลายพันธุ์ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 ชนิด G13D ท่ีได้จากการโคลนยีนในข้อ 
3.3.5 เป็น 1 หลอดการทดลอง โดยทดสอบหาส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ ท่ีเหมาะสม ผลการ
ทดสอบพบว่าส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีเหมาะสม มีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
10X Buffer 2.5 ไมโครลิตร, MgCl2 (25 มิลลิโมลาร์) 2.5 ไมโครลิตร, dNTP (10 มิลลิโมลาร์) 0.5 
ไมโครลิตร, เอนไซม์ AmpliTaq DNA Polymerase 5 U/ไมโครลิตร  0.125 ไมโครลิตร, ไพเมอร์คู่
หลัก KRAS-F (10 ไมโครโมลาร์ ) 0.25 ไมโครลิตร , KRAS-(113bp)-R (10 ไมโครโมลาร์ ) 0.25 
ไมโครลิตร, AS-primer คือ KRAS-G13D-F (10 ไมโครโมลาร์) 0.125 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอต้นแบบ 50-
100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และน้ ากล่ันปรับปริมาตรให้ครบ 25 ไมโครลิตร โดยสามารถแยกการกลาย
พันธุ์ออกจากชนิดไม่กลายพันธุ์ได้ พร้อมท้ังยังสามารถระบุชนิดการกลายพันธุ์ได้ด้วย คือดีเอ็นเอชนิด
ไม่กลายพันธุ์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์เพียง 1 ขนาดคือ 113 bp แต่ดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ G13D จะ
พบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาดคือ 113 bp ท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลักและขนาด 89 bp ท่ีเกิดจาก AS-
primer ท่ีจ าเพาะต่อชนิดการกลายพันธุ์ G13D ดังภาพท่ี 57 

 
ภาพท่ี 57 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ยีน K-ras ต าแหน่งนิวคลีโอ
ไทด์ท่ี 38 ชนิด G13D, แถวท่ี 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง negative control 
(ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3, 4 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลายพันธุ์ 
และการกลายพันธุ์ชนิด G13D ตามล าดับ 
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4.5.2.4 การหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับยีน K-ras 
ต าแหน่ง โคดอน 12 และ 13 ต าแหน่งที่ 34, 35 และ 38  

การทดสอบปฏิกิริยา MAS-PCR ของ AS-primer ท่ีจ าเพาะต่อดีเอ็นเอต้นแบบชนิด
กลายพันธุ์ ของนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 ท้ังหมด 7 รูปแบบ G12S, G12R, G12C, G12D, 
G12A, G12V และชนิด G13D โดยทดสอบความเข้มข้นไพร์เมอร์ท่ีเหมาะสม จ านวน 3 สภาวะ  

สภาวะท่ี 1 ใช้ AS-primer ท้ัง 7 เส้นคือ KRAS-G12S-R (10 ไมโครโมลาร์) 0.25 
ไมโครลิตร, KRAS-G12R-F (10 ไมโครโมลาร์) 0.125 ไมโครลิตร, KRAS-G12C-F (1 ไมโครโมลาร์) 
0.5 ไมโครลิตร, KRAS-G12D-F (10 ไมโครโมลาร์) 0.125 ไมโครลิตร, KRAS-G12A-F (10 ไมโครโม
ลาร์) 0.125 ไมโครลิตร, KRAS-G12V-R (1 ไมโครโมลาร์) 0.75 ไมโครลิตร และ KRAS-G13D-F (10 
ไมโครโมลาร์) 0.125 ไมโครลิตร 

สภาวะท่ี 2 ใช้ AS-primer ท้ัง 7 เส้นคือ KRAS-G12S-R (10 ไมโครโมลาร์) 0.25 
ไมโครลิตร, KRAS-G12R-F (10 ไมโครโมลาร์) 0.125 ไมโครลิตร, KRAS-G12C-F (10 ไมโครโมลาร์) 
0.1 ไมโครลิตร, KRAS-G12D-F (10 ไมโครโมลาร์) 0.1 ไมโครลิตร, KRAS-G12A-F (10 ไมโครโมลาร์) 
0.1 ไมโครลิตร, KRAS-G12V-R (10 ไมโครโมลาร์) 0.25 ไมโครลิตร และ KRAS-G13D-F (5 ไมโครโม
ลาร์) 0.125 ไมโครลิตร  

สภาวะท่ี 3 ใช้ AS-primer ท้ัง 7 เส้นคือ KRAS-G12S-R (10 ไมโครโมลาร์) 0.25 
ไมโครลิตร, KRAS-G12R-F (10 ไมโครโมลาร์) 0.125 ไมโครลิตร, KRAS-G12C-F (1 ไมโครโมลาร์) 
0.5 ไมโครลิตร, KRAS-G12D-F (10 ไมโครโมลาร์) 0.1 ไมโครลิตร, KRAS-G12A-F (10 ไมโครโมลาร์) 
0.1 ไมโครลิตร, KRAS-G12V-R (10 ไมโครโมลาร์) 0.1 ไมโครลิตร และ KRAS-G13D-F (5 ไมโครโม
ลาร์) 0.125 ไมโครลิตร  

ผลการทดสอบพบว่าส่วนประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ สภาวะท่ี 3 เหมาะสมท่ีสุด ท้ังนี้
สามารถแยกการกลายพันธุ์ออกจากชนิดไม่กลายพันธุ์ได้ พร้อมท้ังยังสามารถระบุ 7 ชนิดการกลาย
พันธุ์ ประกอบด้วยชนิด G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D ได้ด้วย กล่าวคือ
ดีเอ็นเอต้นแบบท่ีไม่พบการกลายพันธุ์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์ 1 ขนาด คือ 113 bp ส่วนดีเอ็นเอ
ต้นแบบท่ีมีการกลายพันธุ์แต่ละชนิด จะพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด คือ 113 bp และ 97 bp, 91 bp, 
89 bp, 85 bp, 83 bp, 68 bp และ 64 bp ส าหรับดีเอ็นเอต้นแบบชนิดการกลายพันธุ์  G12C, 
G12D, G13D, G12R, G12A, G12V และ G12S ตามล าดับ ดังแสดงภาพท่ี 60 ส าหรับส่วนประกอบ
ปฏิกิริยา MAS-PCR สภาวะท่ี 1-2 ไม่สามารถแยกการกลายพันธุ์ออกจากชนิดไม่กลายพันธุ์ได้ และยัง
ไม่สามารถระบุชนิดการกลายพันธุ์ได้อย่างชัดเจน ผลแสดงดังภาพท่ี 58-59 
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ภาพท่ี 58 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีจ าเพาะต่อ
ชนิดการกลายพันธุ์ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D สภาวะท่ี 1, แถวท่ี 
1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอ
ต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลายพันธุ์ , การกลายพันธุ์ชนิด 
G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D ตามล าดับ 
 

 
ภาพท่ี 59 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีจ าเพาะต่อ
ชนิดการกลายพันธุ์ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D สภาวะท่ี 2, แถวท่ี 
1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอ
ต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลายพันธุ์ , การกลายพันธุ์ชนิด 
G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D ตามล าดับ 
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ภาพท่ี 60 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีจ าเพาะต่อ
ชนิดการกลายพันธุ์ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D สภาวะท่ี 3, แถวท่ี 
1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอ
ต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอควบคุมบวกชนิดไม่กลายพันธุ์ , การกลายพันธุ์ชนิด 
G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D ตามล าดับ 
 

4.5.3 ทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ (เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles) ของยีน K-ras ในปฏิกิริยา MAS-PCR กับชุด AS-primer ที่จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิด
กลายพันธุ ์

น าพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras ชนิดไม่กลายพันธุ์ และชนิดการกลายพันธุ์ท้ัง 7 ชนิดคือ 
G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และชนิด G13D ท่ีได้จากการโคลนยีนในข้อ 3.3.5 มา
ผสมกันในสัดส่วนของดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ในความเข้มข้นรวม 100 
นาโนกรัม/ไมโครลิตร ท่ีอัตราส่วน 100, 50, 25, 10, 5, 2, 1 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ผลการทดลองพบว่าความเข้มข้นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ด้วยวิธี MAS-
PCR คือท่ี 1 เปอร์เซ็นต์ mutant allele ส าหรับรูปแบบการกลายพันธุ์ชนิด G12S แสดงดังภาพท่ี 61 
และ 2 เปอร์เซ็นต์ mutant allele ส าหรับรูปแบบการกลายพันธุ์ชนิด G12R, G12C, G12D, G12A, 
G12V และ G13D แสดงดังภาพท่ี 62-67 ตามล าดับ   
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ภาพท่ี 61 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G12S, แถวท่ี 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA Ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ า
กล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G12S ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 100, 50, 25, 10, 5, 2, 1 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles ตามล าดับ   
 

 
ภาพท่ี 62 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G12R, แถวที่ 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA Ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ า
กล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G12R ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 100, 50, 25, 10, 5, 2, 1 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles ตามล าดับ  
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ภาพท่ี 63 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G12C, แถวท่ี 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA Ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ า
กล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G12C ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 100, 50, 25, 10, 5, 2, 1 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles ตามล าดับ  
 

 
ภาพท่ี 64 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G12D, แถวที่ 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA Ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ า
กล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G12D ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 100, 50, 25, 10, 5, 2, 1 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles ตามล าดับ  
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ภาพท่ี 65 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G12A, แถวท่ี 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA Ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ า
กล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G12A ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 100, 50, 25, 10, 5, 2, 1 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles ตามล าดับ  
 

 
ภาพท่ี 66 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G12V, แถวท่ี 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ า
กล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G12V ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 100 , 50, 25, 10, 5, 2, 1 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles ตามล าดับ  
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ภาพท่ี 67 แสดงผลการทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด (เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras กับพลาสมิดดีเอ็นเอ ท่ีมียีน K-ras ท่ีกลายพันธุ์ชนิด G13D, แถวที่ 1 แสดงดี
เอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA Ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ า
กล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 แสดงความเจือจางของดีเอ็นเอการกลายพันธุ์ชนิด G13D ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 100 , 50, 25, 10, 5, 2, 1 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ mutant 
alleles ตามล าดับ  
 

4.5 .4  ก า รท ด สอ บ ค ว าม แ ม่น ย า  แ ล ะ ท า ก า ร ทด ส อ บ ซ้ า  (Precision and 
reproducibility) ของวิธี MAS-PCR ส าหรับชุด AS-primer ที่มีความจ าเพาะกับยีน K-ras 
ชนิดกลายพันธุ์  

การทดสอบความแม่นย าของของวิธี MAS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ยีน K-
ras จะเลือกอัตราส่วนดีเอ็นเอชนิดการกลายพันธุ์แต่ละชนิด (G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, 
G12V และชนิด G13D) ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ในช่วงขีดจ ากัดต่ าสุดท่ี 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 
0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles มาท าการทดสอบ 4 ซ้ า ผลการทดลองพบว่าการทดสอบท้ัง 4 ซ้ า 
ให้ผลการทดสอบท่ีตรงกัน ในทุกอัตราส่วนของดีเอ็นเอ คือความเข้มข้นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras ด้วยวิธี MAS-PCR ท่ี 1 เปอร์เซ็นต์ mutant allele ส าหรับรูปแบบการ
กลายพันธุ์ชนิด G12S แสดงดังภาพท่ี 68 และ 2 เปอร์เซ็นต์ mutant allele ส าหรับรูปแบบการ
กลายพันธุ์ชนิด G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ G13D แสดงดังภาพท่ี 69-74 ตามล าดับ    
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ภาพท่ี 68 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G12S, แถวท่ี 1 และ 15 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low 
molecular weight DNA ladder, แถวที่ 2 และ 16 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็น
เอต้นแบบ), แถวท่ี 3-8 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12S ต่อดี
เอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์  ท่ีอัตราส่วน 10 , 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 1, แถวท่ี 9-14 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras 
กลายพันธุ์ชนิด G12S ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์  ท่ีอัตราส่วน  10 , 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 
เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 2, แถวท่ี 17-22 แสดงสัดส่วน
ของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12S ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 
10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 3, แถว
ท่ี 23-28 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12S ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับ
การทดสอบครั้งท่ี 4   
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ภาพท่ี 69 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G12R , แถวท่ี 1 และ 15 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low 
molecular weight DNA Ladder, แถวท่ี 2 และ 16 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดี
เอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 3-8 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12R ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 1, แถวท่ี 9-14 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras 
กลายพันธุ์ชนิด G12R ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์  ท่ีอัตราส่วน  10 , 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 
เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 2, แถวท่ี 17-22 แสดงสัดส่วน
ของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12R ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 
10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 3, แถว
ท่ี 23-28 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12R ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับ
การทดสอบครั้งท่ี 4 
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ภาพท่ี 70 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G12C, แถวท่ี 1 และ 15 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low 
molecular weight DNA Ladder, แถวท่ี 2 และ 16 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดี
เอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 3-8 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12C ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 1, แถวท่ี 9-14 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras 
กลายพันธุ์ชนิด G12C ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์  ท่ีอัตราส่วน  10 , 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 
เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 2, แถวท่ี 17-22 แสดงสัดส่วน
ของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12C ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 
10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 3, แถว
ท่ี 23-28 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12C ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับ
การทดสอบครั้งท่ี 4 
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ภาพท่ี 71 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G12D, แถวท่ี 1 และ 15 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low 
molecular weight DNA Ladder, แถวท่ี 2 และ 16 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดี
เอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 3-8 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12D ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 1, แถวท่ี 9-14 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras 
กลายพันธุ์ชนิด G12D ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์  ท่ีอัตราส่วน 10 , 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 
เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 2, แถวท่ี 17-22 แสดงสัดส่วน
ของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12D ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 
10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 3, แถว
ท่ี 23-28 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12D ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับ
การทดสอบครั้งท่ี 4 
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ภาพท่ี 72 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G12A, แถวท่ี 1 และ 15 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low 
molecular weight DNA Ladder, แถวท่ี 2 และ 16 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดี
เอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 3-8 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12A ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 1, แถวท่ี 9-14 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras 
กลายพันธุ์ชนิด G12A ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์  ท่ีอัตราส่วน  10 , 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 
เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 2, แถวท่ี 17-22 แสดงสัดส่วน
ของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12A ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 
10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 3, แถว
ท่ี 23-28 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12A ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับ
การทดสอบครั้งท่ี 4 
 



 151 

 
ภาพท่ี 73 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G12V, แถวท่ี 1 และ 15 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low 
molecular weight DNA Ladder, แถวท่ี 2 และ 16 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดี
เอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 3-8 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12V ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 1, แถวท่ี 9-14 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras 
กลายพันธุ์ชนิด G12V ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์  ท่ีอัตราส่วน  10 , 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 
เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 2, แถวท่ี 17-22 แสดงสัดส่วน
ของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12V ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 
10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 3, แถว
ท่ี 23-28 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G12V ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับ
การทดสอบครั้งท่ี 4 
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ภาพท่ี 74 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าและความถูกต้องของเครื่องมือ (MAS-PCR) ส าหรับ
ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ชนิด G13D, แถวท่ี 1 และ 15 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low 
molecular weight DNA Ladder, แถวท่ี 2 และ 16 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดี
เอ็นเอต้นแบบ), แถวที่ 3-8 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G13D ต่อ
ดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles 
ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 1, แถวท่ี 9-14 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras 
กลายพันธุ์ชนิด G13D ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์  ท่ีอัตราส่วน 10 , 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 
เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 2, แถวท่ี 17-22 แสดงสัดส่วน
ของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G13D ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 
10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับการทดสอบครั้งท่ี 3, แถว
ท่ี 23-28 แสดงสัดส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีน K-ras กลายพันธุ์ชนิด G13D ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่
กลายพันธุ์ ท่ีอัตราส่วน 10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles ตามล าดับ ส าหรับ
การทดสอบครั้งท่ี 4 
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4.5.5 การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 จาก
ตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ด้วยวิธี MAS-PCR  

การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี MAS-PCR 
ท่ีพัฒนาขึ้นด้วยหลักการท่ี AS-primer ด้านปลาย 3’ จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ กับ
ตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง โดยท า
ปฏิกิริยา MAS-PCR และตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ด้วยการรันเจล อิเล็กโตรโฟรีซิส พิจารณาผลโดย
เทียบกับดีเอ็นเอควบคุมบวก คือดีเอ็นเอต้นแบบท่ีไม่พบการกลายพันธุ์ จะพบผลผลิตพีซีอาร์ 1 ขนาด 
คือผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 113 bp ท่ีได้จากไพรเมอร์คู่หลักเท่านั้น ส่วนดีเอ็นเอต้นแบบท่ีมีการกลาย
พันธุ์แต่ละชนิด จะพบผลผลิตพีซีอาร์ 2 ขนาด คือผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 113 bp ท่ีได้จากไพรเมอร์คู่
หลัก และผลผลิตพีซีอาร์ท่ีเกิดจาก AS-primer มีผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 97 bp, 91 bp, 89 bp, 85 
bp, 83 bp, 68 bp และ 64 bp ส าหรับดีเอ็นเอต้นแบบชนิดการกลายพันธุ์ G12C, G12D, G13D, 
G12R, G12A, G12V และ G12S ตามล าดับ ตัวอย่างผลผลิตพีซีอาร์ของดีเอ็นเอต้นแบบชนิดไม่กลาย
พันธุ์และกลายพันธุ์ทั้ง 7 รูปแบบ ของตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้
ตรง แสดงดังภาพท่ี 75  

ผลการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างท้ังหมด 270 ตัวอย่าง พบว่าวิธี MAS-PCR ตรวจไม่พบการ
กลายพันธุ์ จ านวน 157 ตัวอย่าง คิดเป็น 58.15 เปอร์เซ็นต์ และตรวจพบการกลายพันธุ์ จ านวน 113 
ตัวอย่าง คิดเป็น 41.85 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งผลการตรวจหาการกลายพันธุ์ด้วยวิธี MAS-PCR นี้ ให้ผลการ
ตรวจวิเคราะห์สอดคล้องกับการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี Pyrosequencing จากการกลายพันธุ์ท่ีตรวจ
พบท้ังหมด จ านวน 113 ตัวอย่าง พบการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 จ านวน 54 ตัวอย่าง คิด
เป็น 47.79 เปอร์เซ็นต์ ประกอบด้วย การกลายพันธุ์ท่ีพบสูงสุดท่ีต าแหน่งโคดอน 12 คือ การกลาย
พันธุ์ชนิด G12D คิดเป็น 24.78 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วยการกลายพันธุ์ชนิด G12V คิดเป็น 13.27 
เปอร์เซ็นต์ กลายพันธุ์ชนิด G12A และ G12C พบอัตราเท่ากัน คิดเป็น 3.54 เปอร์เซ็นต์ พบการกลาย
พันธุ์ชนิด G12S คิดเป็น 2.65 เปอร์เซ็นต์ และตรวจไม่พบการกลายพันธุ์ชนิด G12R ส าหรับการกลาย
พันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 13 ชนิด G13D พบการกลายพันธุ์คิดเป็น 52.21 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับต าแหน่ง
โคดอน 13 รูปแบบ G13D ท้ังหมด 59 ตัวอย่าง ให้ผลสอดคล้องกับวิธี Pyrosequencing ท้ังหมด คิด
เป็น 100 เปอร์เซ็นต์ แต่อย่างไรก็ตามมี 7 ตัวอย่างท่ีวิธี MAS-PCR ตรวจไม่พบการกลายพันธุ์ แต่วิธี 
Pyrosequencing ตรวจพบ โดยท้ัง 7 ตัวอย่างประกอบด้วย การกลายพันธุ์ชนิด G12D และ G12A 
จ านวนชนิดละ 3 ตัวอย่าง และการกลายพันธุ์ชนิด G12R จ านวน 1 ตัวอย่าง ดังสรุปรายละเอียดใน
ตารางท่ี 21 
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ภาพท่ี 75 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ส าหรับตรวจแยกดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์และไม่กลาย
พันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง
จ านวน 8 ตัวอย่าง, แถวท่ี 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถวที่ 
2 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ), แถวท่ี 3-10 แสดงผลผลิตพีซีอาร์จาก
ตัวอย่างชนิดไม่กลายพันธุ์ และชนิดกลายพันธุ์ G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ G13D 
ตามล าดับ 
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ตารางท่ี  21 ผลการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี 
MAS-PCR และวิธี Pyrosequencing จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 
ตัวอย่าง 
 

K-ras status ชนิดการกลายพันธ์ุ 
และการเปลี่ยนแปลง 

Amino acid 

วิธี Pyrosequencing 
จ านวนที่พบการกลายพันธ์ุ 

(เปอร์เซ็นต์) 

วิธี MAS-PCR 
จ านวนที่พบการกลายพันธ์ุ 

(เปอร์เซ็นต์) 
ชนิดการกลายพันธ์ุ ต าแหน่งโคดอน 12 

และ 13 
120/270  

(44.44 เปอร์เซ็นต์) 
113/270  

(41.85 เปอร์เซ็นต์) 
ต าแหน่งโคดอน 12 โคดอน 12 61/120  

(50.83 เปอร์เซ็นต์) 
54/113  

(47.79 เปอร์เซ็นต์) 

G12D GGT>GAT 
GlyArg 

31/120 
(25.83 เปอร์เซ็นต์) 

28/113 
(24.78 เปอร์เซ็นต์) 

G12V GGT>GTA 
GlyVal 

15/120 
(12.50 เปอร์เซ็นต์) 

15/113 
(13.27 เปอร์เซ็นต์) 

G12A GGT>GCT 
GlyAla 

7/120 
(5.83 เปอร์เซ็นต์) 

4/113 
(3.54 เปอร์เซ็นต์) 

G12S GGT>AGT 
GlySer 

3/120 
(2.50 เปอร์เซ็นต์) 

3/113 
(2.65 เปอร์เซ็นต์) 

G12C GGT>TGT 
GlyCys 

4/120 
(3.33 เปอร์เซ็นต์) 

4/113 
(3.54 เปอร์เซ็นต์) 

G12R GGT>CGT 
GlyArg 

1/120 
(0.83 เปอร์เซ็นต์) 

0/113 
ND 

ต าแหน่งโคดอน 13 โคดอน 13 59/120  
(49.17 เปอร์เซ็นต์) 

59/113  
(52.21 เปอร์เซ็นต์) 

G13D GGC>GAC 
GlyAsp 

59/120 
(49.17 เปอร์เซ็นต์) 

59/113 
(52.21 เปอร์เซ็นต์) 

 

โดยก าหนด นิวคลีโอไทด์ท่ีขีดเส้นใต้ แสดงต าแหน่งการเกิดการกลายพันธุ์ และ ND แสดงการตรวจไม่
พบการกลายพันธุ์ 
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เนื่องจากการกลายพันธุ์มากกว่า 1 ต าแหน่งนั้น มีอุบัติการณ์ต่ า อย่างไรก็ตามในการศึกษา
ครั้งนี้ได้ทดสอบเบ้ืองต้นว่า วิธี MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้นสามารถตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีมี
การกลายพันธุ์มากกว่า 1 ต าแหน่งได้หรือไม่ โดยการน าตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ท่ีพบการกลายพันธุ์มากกว่า 1 ต าแหน่ง จ านวน 8 ตัวอย่าง ดังนี้ ตัวอย่างกลาย
พันธุ์ชนิด G12S และ G12D จ านวน 3 ตัวอย่าง, ตัวอย่างกลายพันธุ์ชนิด G12S และ G13D จ านวน 
1 ตัวอย่าง, ตัวอย่างกลายพันธุ์ชนิด G12D และ G13D จ านวน 2 ตัวอย่าง, ตัวอย่างกลายพันธุ์ชนิด 
G12C และ G13D จ านวน 1 ตัวอย่าง, ตัวอย่างกลายพันธุ์ชนิด G12S และ G12V จ านวน 1 ตัวอย่าง 
มาท าการทดสอบ ผลพบว่าวิธี MAS-PCR ตรวจพบการกลายพันธุ์สอดคล้องกับวิธี Pyrosequencing 
คือตรวจพบ double mutation จ านวน 6 ตัวอย่าง และมี 2 ตัวอย่าง ท่ี 2 วิธีดังกล่าว ให้ผลการ
ตรวจการกลายพันธุ์ไม่สอดคล้องกัน คือวิธี Pyrosequencing ตรวจพบ double mutations แต่วิธี 
MAS-PCR ตรวจพบเพียง single mutation แสดงดังภาพท่ี 76 และ ตารางท่ี 22 แต่อย่างไรก็ตาม 
เมื่อท าการทดสอบการกลายพันธุ์แบบ 1 หลอดทดลองต่อ 1 นิวคลีโอไทด์ พบว่าท้ัง 2 ตัวอย่าง
ดังกล่าว สามารถตรวจพบ double mutations แสดงดังภาพท่ี 77  

ตารางท่ี  22 ผลการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี 
MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้นด้วยหลักการ AS-primer ด้านปลาย 3’ จ าเพาะต่อยีน K-ras ชนิดกลายพันธุ์ 
และวิธี Pyrosequencing จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 8 ตัวอย่าง ท่ีพบ
การกลายพันธุ์มากกว่า 1 ต าแหน่ง 
 

K-ras status ผลการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธ์ุ 

วิธี Pyrosequenciนาโนกรัม วิธี MAS-PCR 
G12S และ G12D กลายพันธ์ุชนิด G12S และ G12D กลายพันธ์ุชนิด G12S และ G12D 

G12S และ G13D กลายพันธ์ุชนิด G12S และ G13D กลายพันธ์ุชนิด G12S และ G13D 

G12D และ G13D กลายพันธ์ุชนิด G12D และ G13D กลายพันธ์ุชนิด G12D และ G13D 
G12D และ G13D กลายพันธ์ุชนิด G12D และ G13D กลายพันธ์ุชนิด G12D และ G13D 

G12S และ G12D กลายพันธ์ุชนิด G12S และ G12D กลายพันธ์ุชนิด G12S 

G12S และ G12D กลายพันธ์ุชนิด G12S และ G12D กลายพันธ์ุชนิด G12S 
G12C และ G13D กลายพันธ์ุชนิด G12C และ G13D กลายพันธ์ุชนิด G12C และ G13D 

G12S และ G12V กลายพันธ์ุชนิด G12S และ G12V กลายพันธ์ุชนิด G12S และ G12V 
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ภาพท่ี 76 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ของตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้
ใหญ่และไส้ตรง ท่ีพบการกลายพันธุ์มากกว่า 1 ต าแหน่ง, แถวท่ี 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low 
molecular weight DNA ladder, แถวท่ี 2 แสดง negative control (ใช้น้ าก ล่ันแทนดีเอ็นเอ
ต้นแบบ), แถวท่ี 3 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง 
กลายพันธุ์ชนิด G12S และ G12D, แถวท่ี 4 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วย
มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง กลายพันธุ์ชนิด G12S และ G13D, แถวท่ี 5 และ 6 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอ
ช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง กลายพันธุ์ชนิด G12D และ G13D, แถวท่ี 
7 และ 8 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง กลายพันธุ์
ชนิด G12S, แถวท่ี 9 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง 
กลายพันธุ์ชนิด G12C และ G13D และแถวท่ี 10 แสดงตัวอย่างดีเอ็นเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของ
ผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง กลายพันธุ์ชนิด G12S และ G12V 
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ภาพท่ี 77 แสดงผลของปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ีทดสอบการกลายพันธุ์ 1 นิวคลีโอไทด์ต่อ 1 หลอดการ
ทดลอง ของตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ท่ีพบการกลายพันธุ์
มากกว่า 1 ต าแหน่ง, แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน Low molecular weight DNA ladder, แถว
ท่ี 2-4 แสดง negative control (ใช้น้ ากล่ันแทนดีเอ็นเอต้นแบบ) ส าหรับหลอดทดสอบนิวคลีโอไทด์
ท่ี 34, 35 และ 38 ตามล าดับ, แถวท่ี 5-7 แสดงตัวอย่างดีเอนเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และไส้ตรง กลายพันธุ์ชนิด G12S และ G12D พบการกลายพันธุ์ชนิด G12S และ G12D 
ส าหรับหลอดทดสอบนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และไม่พบการกลายพันธุ์ส าหรับหลอดทดสอบนิวคลีโอ
ไทด์ท่ี 38 ตามล าดับ, แถวท่ี 8-10 แสดงตัวอย่างดีเอนเอช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้
ใหญ่และไส้ตรง กลายพันธุ์ชนิด G12S และ G12D พบการกลายพันธุ์ชนิด G12S และ G12D ส าหรับ
หลอดทดสอบนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และไม่พบการกลายพันธุ์ส าหรับหลอดทดสอบนิวคลีโอไทด์ท่ี 38 
ตามล าดับ 
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4.6 การเปรียบเทียบผลการตรวจการกลายพันธุข์องยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 
ด้วยวิธี MAS-PCR และวิธี Pyrosequencing  

ท าการเปรียบเทียบและทดสอบความสอดคล้องของผลการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-
ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี MAS-PCR และวิธี Pyrosequencing จากตัวอย่างผู้ป่วย
มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง ดังสรุปในตารางท่ี 21 พบว่าจ านวน 263 ตัวอย่าง
ให้ผลการตรวจหาการกลายพันธุ์ท่ีสอดคล้องกันเมื่อทดสอบด้วย 2 วิธี และเมื่อค านวณทางสถิติ โดย
ใช้ค่าสถิติ kappa (k) พบว่าท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ ค่า k = 0.947 [CI= 0.909 ถึง 
0.986, P < 0.05] ท้ัง 2 วิธีคือ MAS-PCR และ Pyrosequencing ให้ผลความสอดคล้องกันระดับดี
มาก การทดสอบหาค่า positive agreement และ negative agreement ของวิธี MAS-PCR เมื่อ
เทียบกับวิธี Pyrosequencing มีค่าสูงถึง 94 เปอร์เซ็นต์ และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ท้ังนี้
แสดงผลการเปรียบเทียบและการทดสอบค่าทางสถิติ ดังตารางท่ี 23   

ตารางท่ี  23 การเปรียบเทียบและความสอดคล้องของผลตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ี
ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี MAS-PCR และวิธี Pyrosequencing จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง  
 

 
 

วิธี Pyroseqencing ตัวอย่างท้ังหมด 
พบการกลายพันธุ์ ไม่พบการกลายพันธุ ์

วิธี MAS-PCR 
พบการกลายพันธุ์ 
ไม่พบการกลายพันธุ ์
ตัวอย่างท้ังหมด 

 
113 
7 

120 

 
0 

150 
150 

 
113 
157 
270 

Positive agreement: 94 เปอร์เซ็นต์, Cl 95 เปอร์เซ็นต์ [88 เปอร์เซ็นต์; 97 เปอร์เซ็นต์] 
Negative agreement: 100 เปอร์เซ็นต์, Cl 95 เปอร์เซ็นต์ [98 เปอร์เซ็นต์; 100 เปอร์เซ็นต์]  
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4.7 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ส าหรับตัวอย่างชิ้นเนือ้ที่ฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้
ใหญ่และไส้ตรง ด้วยวิธี Direct sequencing 

จากผลการเปรียบเทียบวิธีการตรวจการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 
13 นิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 ท้ัง 2 วิธีคือ MAS-PCR และ Pyrosequencing พบ 7 ตัวอย่างท่ี
ให้ผลการตรวจหาการกลายพันธุ์ไม่สอดคล้องกัน คือวิธี MAS-PCR ตรวจไม่พบการกลายพันธุ์ แต่วิธี 
Pyrosequencing ตรวจพบการกลายพันธุ์ชนิด G12D จ านวน 3 ตัวอย่าง, การกลายพันธุ์ชนิด G12A 
จ านวน 3 ตัวอย่าง และการกลายพันธุ์ชนิด G12R จ านวน 1 ตัวอย่าง จึงท าการตรวจยืนยันเพิ่มเติม
ด้วยวิธี Direct sequencing พบว่าท้ัง 7 ตัวอย่างให้ผลท่ีสอดคล้องกับวิธี Pyrosequencing  

 

4.8 การศึกษาอุบัติการณ์ การเกิดการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 
จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงในประเทศไทย   

ในการศึกษานี้ ได้ศึกษาอุบัติการณ์ การเกิดการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 
12 และ 13 จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงในประเทศไทย จ านวน 270 ตัวอย่าง พบ
การกลายพันธุ์ 44.44 เปอร์เซ็นต์ 

ชนิดการกลายพันธุ์ท่ีพบได้บ่อยคือชนิด G13D, G12D และ G12V ตามล าดับ การเกิดการ
กลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 จากการกลายพันธุ์ทั้งหมด 120 ตัวอย่าง พบ 
การแทนท่ีนิวคลีโอไทด์แบบ transitions จากชนิด GA พบอุบัติการณ์สูงถึง 93 ตัวอย่าง คิดเป็น 
77.50 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา คือ การแทนท่ีนิวคลีโอไทด์แบบ transversions จากชนิด GT พบ
อุบัติการณ์ 19 ตัวอย่าง คิดเป็น 15.83 เปอร์เซ็นต์ และการแทนท่ีนิวคลีโอไทด์แบบ transversions 
จากชนิด GC พบอุบัติการณ์ 8 ตัวอย่าง คิดเป็น 6.67 เปอร์เซ็นต์ ในต าแหน่งโคดอน 12 พบการ
กลายพันธุ์ชนิด G12D (GAT) สูงสุด ท่ีท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน glycine เป็นชนิด 
asparagine พบ 31 ตัวอย่าง จากการกลายพันธุ์ท้ังหมด 61 ตัวอย่าง คิดเป็น 25.83 เปอร์เซ็นต์ 
แสดงรายละเอียดดังตารางท่ี 24  
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ตารางท่ี  24 จ านวนและชนิดการถูกแทนท่ีนิวคลีโอไทด์ ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 
ของตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง 
 

ต าแหน่งโคดอน ชนิดการกลายพันธ์ุ การเกิด point 
mutation 

จ านวน (เปอร์เซ็นต์) 

โคดอนชนิดไม่
กลายพันธ์ุ 

(กรดอะมิโน) 

โคดอนชนิด
กลายพันธ์ุ 

 (กรดอะมิโน) 

12 
นิวคลีโอไทด์ที่ 34 
 
 
นิวคลีโอไทด์ที่ 35 

ตัวอย่างทั้งหมด 
GA 
GC 
GT 
GA 
GC 
GT 

 
3 (2.5 เปอร์เซ็นต์) 
1 (0.83 เปอร์เซ็นต์) 
4 (3.33 เปอร์เซ็นต์) 

31 (25.83 เปอร์เซ็นต์) 
7 (5.83 เปอร์เซ็นต์) 

15 (12.50 เปอร์เซ็นต์) 

 
GGT (Gly) 

 
AGT  (Ser) 
CGT (Arg) 
TGT (Cys) 
GAT (Asp) 
GCT (Ala) 
GTT (Val) 

13 GA 59 (49.17 เปอร์เซ็นต์) GGC (Gly) GAC (Asp) 
 

 

4.9 ศึกษาความสัมพันธ์ของ ลักษณะพื้นฐานทั่วไป และลักษณะทางพยาธิวิทยาของผู้ป่วย กับ
การเกิดการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13  

การศึกษาครั้งนี้ ศึกษาความสัมพันธ์ของ ลักษณะพื้นฐานท่ัวไปประกอบด้วย อายุ เพศ และ
ลักษณะทางพยาธิวิทยาของผู้ป่วยประกอบด้วย ผลทางจุลพยาธิวิทยา และระยะโรค กับการเกิดการ
กลายพันธุ์หรือไม่เกิดการกลายพันธุ์ รวมถึงการความสัมพันธ์การเกิดการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 
12 และ 13 ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง จ านวนท้ังส้ิน 270 ตัวอย่าง จากการศึกษาพบว่า 4 
ช่วงอายุคือ 20-39 ปี, 40-59 ปี, 60-79 ปี และ 80-90 ปี มีความสัมพันธ์ท าให้เกิดการกลายพันธุ์
หรือไม่กลายพันธุ์ ไม่แตกต่างกัน โดยค่า P=0.117 เพศหญิงและชาย มีความสัมพันธ์ท าให้เกิดการ
กลายพันธุ์หรือไม่กลายพันธุ์ ไม่แตกต่างกัน โดยค่า P=0.329 ลักษณะทางพยาธิวิทยา ประกอบด้วย 
Well-differentiated, Moderate-differentiated และ Poorly-differentiated มีความสัมพันธ์ท า
ให้เกิดการกลายพันธุ์หรือไม่กลายพันธุ์ ไม่แตกต่างกัน โดยค่า  P=0.057 และต าแหน่งก้อนมะเร็งท่ี 
Colorectal primary และ Metastasis มีความสัมพันธ์ท าให้เกิดการกลายพันธุ์หรือไม่กลายพันธุ์ ไม่
แตกต่างกัน โดยค่า P=0.066 และความสัมพันธ์การเกิดการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 
ท้ัง 4 ช่วงอายุคือ 20-39 ปี, 40-59 ปี, 60-79 ปี และ 80-90 ปี มีความสัมพันธ์ไม่แตกต่างกัน โดยค่า 
P=0.268 เพศหญิงและชาย มีความสัมพันธ์การเกิดการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ไม่



 162 

แตกต่างกัน โดยค่า P=0.733 ลักษณะทางพยาธิวิทยา  ประกอบด้วย Well-differentiated, 
Moderate-differentiated และ Poorly-differentiated มีความสัมพันธ์การเกิดการกลายพันธุ์ ท่ี
ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ไม่แตกต่างกัน โดยค่า P=0.641 และต าแหน่งก้อนมะเร็งท่ี Colorectal 
primary และ Metastasis มีความสัมพันธ์การเกิดการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ไม่
แตกต่างกัน โดยค่า P=0.323 โดยดังสรุปในตารางท่ี 25 

ตารางท่ี  25 การศึกษาความสัมพันธ์ของ ลักษณะพื้นฐานท่ัวไป และลักษณะทางพยาธิวิทยาของ
ผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง กับการเกิดการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 
13  
 

ลักษณะพ้ืนฐานทั่วไป 
ของผู้ป่วย 

WT KRAS 
จ านวน (%) 

MT KRAS 
จ านวน (%) 

ค่า P  Codon 12 
mutated 

จ านวน (%) 

Codon 13 
mutated 

จ านวน (%) 

ค่า P 

อายุเฉลี่ย (ช่วงอายุ) 
20-39 ปี 
40-59 ปี 
60-79 ปี 
80-90 ปี 
เพศ: 
  ผู้ชาย 
  ผู้หญิง 
ลักษณะทางพยาธิวิทยา: 
Well differentiated 
Moderate- differentiated 

Poorly differentiated  
ต าแหน่งก้อนมะเร็ง: 
Colorectal primary 
Metastasis 

 
7 (63.6 %) 
48 (49.0%) 
85 (57.0%) 
10 (83.3%) 

 
95 (57.9%) 
55 (51.9%) 

 
35 (45.5%) 
102 (58.3%) 
13 (72.2%) 

 
128 (53.6%) 
22 (71.0%) 

 
4 (36.4%) 
50 (51.0%) 
64 (43.0%) 
2 (16.7%) 
 
69 (42.1%) 
51 (48.1%) 
 
42 (54.5%) 
73 (41.7%) 
5 (27.8%) 
 
111 (46.4%) 

9 (29.0%) 

 
0.117 
 
 
 
 
0.329 
 
 
0.057 
 
 
 
0.066 

 
1 (25.0%) 
28 (56.0%) 
30 (46.9%) 
2 (100%) 
 
36 (52.2%) 
25 (49.0%) 
 
19 (45.2%) 
39 (53.4%) 
3 (60.0%) 
 
55 (49.5%) 
6 (66.7%) 

 
3 (75.0%) 
22 (44.0%) 
34 (53.1%) 
0  
 
33 (47.8%) 
26 (51.0%) 
 
23 (54.8%) 
34 (46.6%) 
2 (40.0%) 
 
56 (50.5%) 
3 (33.3%) 

 
0.268 
 
 
 
 
0.733 
 
 
0.641 
 
 
 
0.323 
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บทท่ี 5 
 

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง (Colorectal Cancer) เป็นโรคมะเร็งท่ีพบบ่อย อยู่ในล าดับท่ี 
3 ของโรคมะเร็งท่ีพบท่ัวโลก (1) ในประเทศไทยก็เช่นกัน โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง พบเป็น
อันดับ 3 ในเพศชายมีอุบัติการณ์ 14.7 คน ต่อประชากรชาย 100 ,000 คน และพบเป็นอันดับ 5 ใน
เพศหญิง มีอุบัติการณ์ 11 คน ต่อประชากรหญิง 100 ,000 คน (2, 47, 56) ผลการศึกษาจาก
หลากหลายงานวิจัยพบว่าการเกิดการกลายพันธุ์ของยีน K-ras (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 
viral oncogene homolog) มีความสัมพันธ์เช่ือมโยง กับโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง (23, 74-76, 
102-104) พบว่า ผู้ป่วยโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง ท่ีมีการกลายพันธุ์ของยีน K-ras จะด้ือต่อการ
ใ ห้ ย า เ ค มี บ า บั ด ใ น ก ลุ่ ม ย า  anti-EGFR Monoclonal antibody เ ช่ น  cetuximab แ ล ะ 
panitumumab (9, 18) ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน K-ras เป็นส่ิงส าคัญในการ
รักษาโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่แต่ละราย ในปัจจุบันสถาบัน European Society for Medical Oncology 
(105) และสถาบัน American Society of Clinical Oncology (8) ได้ก าหนดแนวทางการรักษาโดย
ให้ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ก่อนการให้ยากลุ่ม anti-EGFR Monoclonal antibody  
และให้ยานี้ในผู้ป่วยโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงท่ีไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน K-ras เท่านั้น (18, 
23) 

ปัจจุบันการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras มีหลายวิธี รวมท้ังมีชุดตรวจส าเร็จรูป
จ าหน่าย (7, 11, 16, 18, 25) ซึ่ งแ ต่ละวิธีมีปัญหาและข้อจ ากัดแตกต่างกัน เ ช่นวิธี  Direct 
sequencing เป็นวิธีท่ีใช้กันโดยท่ัวไป แต่วิธีดังกล่าวมีความไวท่ีต่ า สามารถตรวจวิเคราะห์การกลาย
พันธุ์ได้ต่ าสุดท่ี 10-30 เปอร์เซ็นต์ mutant allele (18, 25, 106) วิธี HRM เป็นวิธีที่รวดเร็ว มีความ
ไวในการตรวจวิเคราะห์ระดับปานกลางท่ี 5-6 เปอร์เซ็นต์ mutant allele (18, 106) วิธี HRM ยังไม่
สามารถแยกชนิดการกลายพันธุ์ได้ จ าเป็นต้องอาศัยวิธี Direct sequencing หรือวิธีอื่นๆ ช่วยในการ
ยืนยันชนิดการกลายพันธุ์ (107) วิธี Pyrosequencing เป็นวิธีท่ีมีความถูกต้อง รวดเร็ว และพบว่ามี
ความไวสูง สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ได้ต่ าสุดท่ี 5 เปอร์เซ็นต์ mutant allele (11, 16, 
18) แต่อย่างไรก็ตามวิธี Pyrosequencing ต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีท่ีมีราคาแพง จึงไม่เหมาะสม
กับห้องปฏิบัติการท่ัวไป ท่ีขาดแคลนเครื่องมือขั้นสูง หรือไม่เหมาะกับห้องปฏิบัติการในประเทศท่ี
ก าลังพัฒนาและด้อยพัฒนา (25) ชุดทดสอบส าเร็จรูป พบว่า มีความรวดเร็ว และ มีความไวในการ
ตรวจวิเคราะห์สูง สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ได้ต่ าสุดท่ี 1-5 เปอร์เซ็นต์ mutant allele 
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ง่ายในการวิเคราะห์ผล สามารถตรวจวิเคราะห์ได้หลายต าแหน่งรวมถึงสามารถระบุชนิดการกลาย
พันธุ์ได้ แต่การใช้ชุดทดสอบส าเร็จรูปนี้ต้องการเครื่องมือท่ีจ าเพาะ ราคาแพง (25)  

งานวิจัยนี้ ประสบความส าเร็จในการพัฒนาวิธี Multiplex Allele-Specific PCR (MAS-
PCR) เพื่อใช้ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ต าแหน่งท่ีพบบ่อยคือโคดอน 12 และ 13 ใน
ตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง โดยเทียบผลการตรวจวิเคราะห์กับ
วิธีท่ีมีความไวสูงคือวิธี Pyrosequencing โดยชุด AS-primers ท่ีได้ท าการออกแบบนั้น ออกแบบให้
ปลายด้าน 3’ สามารถจับกันอย่างจ าเพาะกับ 7 รูปแบบการกลายพันธุ์ท่ีแตกต่างกัน และให้ผลผลิต
ขนาดต่างๆกันดังนี้คือ G12S mutant (64 bp), G12R mutant (85 bp), G12C mutant (97 bp), 
G12D mutant (91 bp), G12A mutant (83 bp), G12V mutant (68 bp), แ ละ  G13D mutant 
(89 bp) นอกจากนี้แล้ววิธี MAS-PCR ท่ีถูกพัฒนาขึ้นนี้ สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ท้ัง 7 
รูปแบบ ใน 1 หลอดทดลอง จึงง่าย สะดวก รวดเร็ว ประหยัดน้ ายา และลดโอกาสปนเป้ือนท่ีอาจเกิด
จากการท า PCR หลายขั้นตอนหรือในหลายหลอดทดลอง (108) ไม่มีความจ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์ใน
การตรวจวิเคราะห์ท่ีมีราคาแพง เช่น Pyrosequencing หรือ Real-time PCR ใช้เพียงเครื่อง PCR 
เท่านั้น ท าให้สามารถน าวิธี MAS-PCR ท่ีถูกพัฒนาขึ้นนี้ไปประยุกต์ใช้ในห้องปฏิบัติการท่ัวๆไป ท่ี
ห่างไกล หรือห้องปฏิบัติการท่ีขาดแคลนเครื่องมือขั้นสูงได้ (27)   

การออกแบบ AS-primer ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 
และ 13 ท่ีจ าเพาะต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์นั้น ไพรเมอร์ชุดผลผลิตพีซีอาร์ขนาดใหญ่ จ านวนไพร
เมอร์ท้ังหมด 5 เส้นประกอบด้วย KRAS-F และ KRAS-(179bp)-R ใช้เป็นไพรเมอร์คู่หลัก และ AS-
primer 3 เส้น ประกอบด้วย KRAS-nt.34-WT-F, KRAS-nt.35-WT-F และ KRAS-nt.38-WT-F  ให้
ขนาดผลผลิตพีซีอาร์แตกต่างกัน 4 ขนาด คือ 179 bp ส าหรับ ยีน K-ras ท่ีใช้เป็น Internal control 
และขนาด 155 bp, 149 bp และ 152 bp ส าหรับการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 
และ 38 ตามล าดับ ผลการทดสอบกับพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีเป็นดีเอ็นเอควบคุมบวก 8 ชนิด คือดีเอ็นเอ
ชนิดไม่กลายพันธุ์  และดีเอ็นเอกลายพันธุ์ชนิด G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ 
G13D สามารถแยกชนิดกลายพันธุ์ออกจากชนิดไม่กลายพันธุ์ได้ แต่ไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง
ดีเอ็นเอจากตัวอย่างจ าพวกช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินได้ เพราะผลผลิตพีซีอาร์มีขนาดใหญ่พบว่าไม่
เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอท่ีได้จากตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังในพาราฟิน เนื่องจากตัวอย่างช้ิน
เนื้อที่ฝังพาราฟินต้องผ่านขั้นตอนการ fixation ด้วย formalin เป็นเวลานาน เป็นผลให้คุณภาพดีเอ็น
เอท่ีได้จากตัวอย่างเหล่านี้มีคุณภาพต่ า และ พบการแตกหักของดีเอ็นเอในอัตราท่ีสูง (109) รวมถึงดี
เอ็นเอเกิดการ cross-linking ระหว่าง nucleic acid และโปรตีน ส่งผลต่อการยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
(110, 111) การออกแบบไพรเมอร์ KRAS-(113bp)-R ใหม่ ด้วยการขยับไพรเมอร์ด้าน reverse เข้า
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มา เพื่อให้ผลผลิตพีซีอาร์มีขนาดเล็กลง แต่ยังคงใช้ AS-primer ท้ัง 3 เส้น ประกอบด้วย KRAS-
nt.34-WT-F, KRAS-nt.35-WT-F และ KRAS-nt.38-WT-F และไพรเมอร์ KRAS-F เดิม ให้ผลผลิตพีซี
อาร์ท่ีแตกต่างกัน 4 ขนาด คือ 113 bp ส าหรับ ยีน K-ras ท่ีใช้เป็น Internal control และขนาด 89 
bp, 83 bp และ 86 bp ส าหรับการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38 ตามล าดับ 
พบว่าไพรเมอร์ชุดนี้ สามารถแยกดีเอ็นเอชนิดการกลายพันธุ์ออกจากชนิดไม่กลายพันธุ์ได้ และ
สามารถตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอจากตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินได้ เช่นเดียวกับหลายงานวิจัยท่ี
ออกแบบไพรเมอร์ให้ได้ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีมีขนาดเล็ก เพื่อเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอต้นแบบท่ีได้จากตัวอย่าง
ช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน เช่น งานวิจัยของ Ogino และคณะ ได้พัฒนาวิธี Pyrosequencing เพื่อตรวจหา
การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 จากตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟิน โดย
งานวิจัยดังกล่าวออกแบบไพรเมอร์ให้มีผลผลิตพีซีอาร์ขนาดเล็กเพียง 82 bp (16) งานวิจัยของ 
Poehlmann และคณะ ได้พัฒนาวิธี Pyrosequencing เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ี
ต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 จากตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟิน โดยงานวิจัยดังกล่าวออกแบบไพรเมอร์
ให้มีผลผลิตพีซีอาร์ขนาดเล็กเพียง 91 bp (11) อย่างไรก็ตามการทดสอบทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุด 
(เปอร์เซ็นต์ mutant allele) ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ ของไพร์เมอร์ชุดหลังนี้ พบว่าขีดจ ากัด
ต่ าสุดของดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์ท่ีตรวจวัดได้ คือ 50-55 เปอร์เซ็นต์ 
mutant allele ในกลุ่มตัวอย่างท่ีมี เปอร์เซ็นต์ mutant allele ≤ 25 เปอร์เซ็นต์ พบว่า AS-primer 
ให้ผลการทดสอบไม่ตรงกับผล Pyrosequencing สูงถึง 8 ใน 9 ตัวอย่างคิดเป็น 88.89 เปอร์เซ็นต์ 
ขณะท่ีกลุ่มตัวอย่างท่ีมี เปอร์เซ็นต์ mutant allele ≥ 60 เปอร์เซ็นต์ AS-primer ให้ผลการตรวจ
วิเคราะห์ตรงกับผล Pyrosequencing สูงถึง 4 ใน 5 ตัวอย่าง คิดเป็น 80 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นการใช้ 
AS-primer ชุดท่ีจ าเพาะต่อดีเอ็นเอชนิดไม่กลายพันธุ์นี้ จึงไม่เหมาะสมในการน าไปประยุกต์ใช้งานใน
การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงได้ เพราะอาจ
เกิดเป็น false negative ในเปอร์เซ็นต์ท่ีสูง เนื่องจาก ตัวอย่างส่วนใหญ่ จะมี เปอร์เซ็นต์ mutant 
allele ต่ า ในการวิจัยนี้พบ เปอร์เซ็นต์ mutant allele ≤ 50 เปอร์เซ็นต์ สูงถึง 95 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ี
ตัวอย่างท่ีมี เปอร์เซ็นต์ mutant allele ≥ 60 เปอร์เซ็นต์ มีเพียง 5 เปอร์เซ็นต์ เท่านั้นจากตัวอย่าง
ท้ังหมด  

การออกแบบ AS-primer ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 
และ 13 ท่ีจ าเพาะต่อดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ 7 รูปแบบ นั้น จ านวน  AS-primer ท้ังหมด 9 เส้น
ประกอบด้วย KRAS-F และ KRAS-(113bp)-R ใช้เป็นไพรเมอร์ คู่หลัก และ AS-primer 7 เส้น 
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  KRAS-G12S-R, KRAS-G12R-F, KRAS-G12C-F, KRAS-G12D-F, KRAS-G12A-F, 
KRAS-G12V-R และ KRAS-G13D-F ให้ขนาดผลผลิตพีซีอาร์แตกต่างกัน 8 ขนาด คือ 113 bp ส าหรับ 
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ยีน K-ras ท่ีใช้เป็น Internal control และขนาด 64 bp, 85 bp, 97 bp, 91 bp, 83 bp, 68 bp, 
และ 89 bp ส าหรับการกลายพันธุ์ชนิด G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ G13D 
ตามล าดับ ใช้ขั้นตอนการเพิ่มช้ินส่วนดีเอ็นเอแบบ Temperature Switch PCR (TSP) คือมีขั้นตอน
ของอุณหภูมิท่ีแตกต่างกัน 3 ช่วงอุณหภูมิดังนี้ ช่วงอุณหภูมิท่ี 1 ออกแบบให้ใช้อุณหภูมิ Tm (melting 
temperature) เพื่อ amplify เป้าหมายท่ีเกิดจากไพรเมอร์คู่หลัก ในช่วงเวลาส้ันๆ ช่วงอุณหภูมิท่ี 2 
ท าการเพิ่มอุณหภูมิ Tm ให้สูงขึ้นประมาณ 4-6 องศาเซลเซียส เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาท่ีจ าเพาะ และช่วง
อุณหภูมิท่ี 3 ออกแบบให้ใช้อุณหภูมิ Tm เหมาะสมและจ าเพาะกับดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีสนใจ (27, 108
) ขั้นตอนการเพิ่มช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมท่ีใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ดังนี้ คือ 
เริ่มต้นขั้นตอน Denature ด้วยอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ช่วงอุณหภูมิท่ี 1 ใช้อุณหภูมิ 
Tm ท่ี 60 องศาเซลเซียส  นาน 10 รอบ, ช่วงอุณหภูมิท่ี 2 ใช้อุณหภูมิ Tm ท่ี 64 องศาเซลเซียส นาน 
20 รอบ, ช่วงอุณหภูมิท่ี 3 ใช้อุณหภูมิ Tm ท่ี 55 องศาเซลเซียส นาน 20 รอบ และขั้นตอนสุดท้าย 
Extension ด้วยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที งานวิจัยของ Shi และคณะ พัฒนาวิธี M-
ARMS-PCR เพื่อตรวจหาการด้ือยาของเช้ือ M. tuberculosis ประกอบด้วยไพรเมอร์ถึง 8 เส้น และ
ใช้ขั้นตอนการเพิ่มช้ินส่วนดีเอ็นเอต้นแบบโดยอาศัยหลักการ TSP ด้วยเช่นกัน ซึ่งประสบความส าเร็จ
ในการแยกเช้ือท่ีไม่ด้ือยา rifampin ออกจากเช้ือท่ีด้ือยา rifampin ได้ (27)  

ส่วนประกอบในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ท่ีเหมาะสม ประกอบด้วยสารต่างๆดังนี้ 2.5 
มิลลิโมลาร์ MgCl2, 0.2 มิลลิโมลาร์ dNTP, 0.625 Unit/ไมโครลิตร เอนไซม์ Taq DNA polymerase, 
50-100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ดีเอ็นเอต้นแบบ และไพรเมอร์แต่ละชนิด KRAS–F, KRAS–(113bp)-
R, KRAS -G12S-R, KRAS-G12R-F, KRAS-G12C-F, KRAS-G12D-F, KRAS-G12A-F, KRAS-G12V-R, 
KRAS- G13D-F ท่ีความเข้มข้นสุดท้าย 0.05, 0.075, 0.05, 0.025, 0.01, 0.02, 0.02, 0.02, 0.0125 
ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ ซึ่งองค์ประกอบและความเข้มข้นของสารต่างๆในปฏิกิริยา  MAS-PCR 
คล้ายคลึงงานวิจัยของ Shi X. และคณะ (27)   

 การตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ด้วยวิธี MAS-
PCR ท่ีจ าเพาะต่อดีเอ็นเอชนิดกลายพันธุ์ กับตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่
และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง เทียบกับการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี Pyrosequencing พบว่าท้ัง 2 
วิธีให้ผลการตรวจวิเคราะห์ท่ีสอดคล้องกันถึง 97.40 เปอร์เซ็นต์ (263/270) เมื่อค านวนความ
สอดคล้องกันของท้ัง 2 วิธี พบว่ามีความสอดคล้องกันระดับดีมาก (k = 0.947) แต่อย่างไรก็ตาม มี 7 
ตัวอย่างท่ี ท้ัง 2 วิธีให้ผลไม่สอดคล้องกันคือ Pyrosequencing สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของ
ยีน K-ras คือ G12D จ านวน 3 ตัวอย่าง, G12A จ านวน 3 ตัวอย่าง และ G12S จ านวน 1 ตัวอย่าง 
แต่วิธี MAS-PCR ไม่สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ ผลการยืนยันท้ัง 7 ตัวอย่างด้วยการท า Direct 
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sequencing ให้ผลตรงกับวิธี Pyrosequencing การท่ีวิธี MAS-PCR ไม่สามารถตรวจพบการกลาย
พันธุ์ในท้ัง 7 ตัวอย่าง อาจเกิดจาก biased amplification และการจับกันเองระหว่าง AS-primer 
(27, 112) รวมทั้งการแตกหักของดีเอ็นเอท่ีได้จากตัวอย่างช้ินเนื้อที่ฝังพาราฟินเอง ท่ีผ่านกระบวนการ 
fixation เป็นเวลานาน  ท าให้ดีเอ็นเอไม่มีคุณภาพ (109) และดีเอ็นเอเกิดการ cross-linking กับ
โปรตีน ซึ่งยับย้ังปฏิกิริยา MAS-PCR ได้ (110, 111)  

วิธี MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้น สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ได้ต่ าสุดท่ี 1-2 เปอร์เซ็นต์ 
mutant allele จึงมีความไวสูงกว่าวิธี  Direct sequencing และวิธี  HRM ซึ่งมีความไวท่ี 5-20
เปอร์เซ็นต์ mutant allele และวิธี MAS-PCR นี้มีความไวใกล้เคียงกับวิธี Pyrosequencing และชุด
ทดสอบส าเร็จรูป ซึ่งมีความไวท่ี 1-5 เปอร์เซ็นต์ mutant allele (16, 25, 106) ยิ่งไปกว่านั้น ใน
การศึกษาครั้งนี้ยังพบว่า วิธี MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้น มีความแม่นย าท่ีดี โดยได้ท าการทดสอบตรวจ
วิเคราะห์ดีเอ็นเอผสมระหว่างดีเอ็นเอท่ีกลายพันธุ์แต่ละชนิดกับดีเอ็นเอท่ีไม่กลายพันธุ์ ท่ีความเข้มข้น
10, 5, 2, 1, 0.1 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ mutant alleles การทดสอบซ้ า 4 ครั้ง พบให้ผลการทดสอบ
ท่ีเหมือนกัน  

 ในการศึกษานี้พบอุบัติการณ์การกลายพันธุ์ของยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ของ
ผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงในประเทศไทย จากตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และไส้ตรงท่ีส่งตรวจกับสถาบันพยาธิวิทยา กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข จ านวน 
270 ตัวอย่าง พบว่ามีการกลายพันธุ์ทั้งหมด 44.44 เปอร์เซ็นต์ (120/270) ซึ่งอุบัติการณ์การเกิดการ
กลายพันธุ์นี้อยู่ในช่วง 20-50 เปอร์เซ็นต์ ใกล้เคียงกับรายงานวิจัยอื่นๆก่อนหน้านี้ (17, 113) โดยพบ
การกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 เท่ากับ 50.83 เปอร์เซ็นต์ (61/123) และพบการกลายพันธุ์ท่ี
ต าแหน่งโคดอน 13 เท่ากับ 49.17 เปอร์เซ็นต์ (59/123) อัตราการกลายพันธุ์ที่พบในงานวิจัยนี้สูงกว่า
งานวิจัยอื่นๆก่อนหน้า ซึ่งพบการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 ประมาณ 70-90 เปอร์เซ็นต์ และ
พบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 13 ประมาณ 10-30 เปอร์เซ็นต์ (14, 17, 113) แต่อย่างไรก็ตาม
มีงานวิจัยของ Poehlmann และคณะ ท่ีพบการกลายพันธุ์ที่คล้ายคลึงกับงานวิจัยนี้ คือพบการกลาย
พันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 เท่ากับ 52.62 เปอร์เซ็นต์ และพบการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 13 
เท่ากับ 42.12 เปอร์เซ็นต์ (11) และชนิดการกลายพันธุ์ท่ีพบสูงสุดคือ ชนิดการกลายพันธุ์ G13D, 
G12D และ G12V ซึ่งคล้ายคลึงกับงานวิจัยอื่นๆก่อนหน้า (11, 17, 113) รูปแบบการกลายพันธุ์ที่พบ
สูงสุดเกิดจากการแทนท่ีล าดับเบส Glycine (G) ด้วย Aspartic (A)  พบถึง 78.04 เปอร์เซ็นต์  
(96/123) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้า (11, 17)  
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ลักษณะท่ัวไปของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง อันประกอบด้วย ช่วงอายุ เพศ ลักษณะ
ทางพยาธิวิทยาของช้ืนเนื้อ และต าแหน่งของก้อนมะเร็ง พบว่ามีความสัมพันธ์ในการเกิดการกลาย
พันธุ์และไม่กลายพันธุ์ไม่แตกต่างกัน รวมถึงพบความสัมพันธ์กับการเกิดการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโค
ดอน 12 และ 13 และอัตราการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ไม่แตกต่างกันด้วย แต่มีบาง
รายงานการวิจัยท่ีพบการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ในเพศหญิงสูงกว่าเพศชาย (114, 115) ซึ่งตรงข้าม
กับรายงานการวิจัยของ Poehlmann และคณะ ท่ีพบการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ในเพศชายสูงกว่า
เพศหญิง (11) 

วิธี MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้น เป็นวิธีที่รวดเร็ว ใช้เวลาน้อยกว่า 4 ช่ัวโมง ในการทดสอบจนเสร็จ
สมบูรณ์ ท้ังนี้ไม่รวมขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ และเป็นวิธีท่ีราคาไม่แพง เสียค่าใช้จ่ายประมาณ 280 
บาท/ตัวอย่าง นอกจากนี้ยังใช้เพียงเครื่องพีซีอาร์ ไม่ต้องการเทคนิคพิเศษหรือเครื่องมือท่ีจ าเพาะท่ีมี
ร าคา สูง  เ ช่น เครื่ อ ง  Direct sequencing, เค รื่ อ ง  Real-time PCR, Digital PCR หรื อ เ ครื่ อ ง 
Pyrosequencing (26, 116) 
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สรุปผลการทดลอง 

 วิธี MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้น สามารถตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ยีน K-ras ท่ีต าแหน่งโคดอน
ท่ี 12 และ 13 ท่ีพบบ่อย ท้ัง 7 รูปแบบคือ G12S, G12R, G12C, G12D, G12A, G12V และ G13D 
ในหลอดเดียว โดยตรวจวิเคราะห์จากตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีฝังพาราฟินของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้
ตรงได้ จึงง่าย และ สะดวก ต่อ การน าไปใช้ในห้องปฏิบัติการต่างๆ ใช้เพียงเครื่องพีซีอาร์ ซึ่งเป็น
เครื่องมือพื้นฐานท่ีมีในห้องปฏิบัติการอณูชีววิทยา รวมท้ังในปัจจุบันมีในห้องปฏิบัติการโรงพยาบาล
ศูนย์ โรงพยาบาลขนาดใหญ่และขนาดกลาง จึงสามารถน าวิธี MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้นนี้ ไปใช้ตรวจ
วิเคราะห์ผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรงก่อนการให้ยา anti-EGFR Monoclonal antibody ได้ 
เพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษาและเหมาะสมกับผู้ป่วยแต่ละราย วิธีท่ีพัฒนาขึ้นยังมีความไวสูง 
สามารถตรวจหาการกลายพันธุ์ได้ต่ าสุดท่ี 1-2 เปอร์เซ็นต์ mutant allele มีความแม่นย าสูง และยัง
สามารถน าข้อมูลและความรู้ท่ีได้จากการศึกษานี้ไปพัฒนาต่อยอดเป็นชุดทดสอบส าเร็จรูปในอนาคต
ได้ต่อไป 
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การเตรียมสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการทดลอง 

1.  การเตรียม EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) ความเข้มข้น 0.5 โมลาร ์

 ช่ัง Na2EDTA.2H2O จ านวน 186.1 กรัม ละลายในน้ ากล่ัน และผสมให้เข้ากัน โดยการใช้
แท่งแม่เหล็ก (Magnetic Stirrer) แล้วท าการปรับค่า pH ให้เท่ากับ 8.0 ด้วยการเติมสารละลาย 
NaOH ความเข้มข้น 10 โมลาร์ ลงไป หลังจากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น  1000 มิลลิลิตร และน าไปฆ่า
เช้ือด้วยการนึ่งฆ่าเช้ือ (Autoclave) เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส  

2. การเตรียม 10x Tris-borate EDTA buffer (TBE) 

 ช่ัง Tris base จ านวน 108 กรัม และ Boric acid จ านวน 55 กรัม ละลายในน้ ากล่ัน เติม
สารละลาย EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ หลังจากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น  1000 มิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากัน โดยการใช้แท่งแม่เหล็ก (Magnetic Stirrer) และน าไปฆ่าเช้ือด้วยการนึ่งฆ่าเช้ือ (Autoclave) 
เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 

3. การเตรียม 5x Tris-borate EDTA buffer (TBE) 

 น า 10x TBE ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เติมน้ ากล่ันฆ่าเช้ือ (sterile water) จนครบ 1,000 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง ใช้ส าหรับการเตรียม 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel 
electrophoresis  

4. การเตรียม 1x Tris-borate EDTA buffer (TBE) 

 น า 10x TBE ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมน้ ากล่ันฆ่าเช้ือ (sterile water) จนครบ 1,000 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง ใช้เป็น buffer ส าหรับการรันเจล อิเล็คโตรโฟรีซิส  

5. การเตรียม 40 เปอร์เซ็นต์ Acrylamide (19:1) Acrylamide:Bis acrylamide 

ช่ัง acrylamide จ านวน 95 กรัม และ N,N’-Methylene-bis-Acrylamide จ านวน 5 กรัม 
ละลายในน้ ากล่ันฆ่าเช้ือ (sterile water) หลังจากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น  250 มิลลิลิตร เก็บภายใต้
ปลอดแสงไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

6. การเตรียม 10 เปอร์เซ็นต์ Ammonium persulphate 

 ช่ัง Ammonium persulphate 1 กรัม ละลายในน้ ากล่ันฆ่าเช้ือ (sterile water) หลังจาก
นั้นปรับปริมาตรให้เป็น  10 มิลลิลิตร เก็บภายใต้ปลอดแสงไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 



7. การเตรียม 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel electrophoresis  

ท าการตวงน้ ากล่ันฆ่าเช้ือ (sterile water) 6.5 มิลลิลิตร, ตวง 5X TBE buffer ปริมาตร 3 
มิลลิลิตร, ตวงสารละลาย 40 เปอร์เซ็นต์ (19:1) Acrylamide:Bis acrylamide ปริมาตร 3 มิลลิลิตร, 
ดูด 10 เปอร์เซ็นต์ Ammonium persulphate ปริมาตร 100 ไมรโครลิตร และ ดูดสารละลาย 
TEMED ปริมาตร 10 ไมรโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยการใช้แท่งแม่เหล็ก (Magnetic Stirrer) พร้อม
ท้ังประกอบเป็นแผ่นเจลท่ีมีความหนา 1 มิลลิเมตร ใส่หวี (comb) เพื่อให้เกิดช่องว่างของแผ่นเจลเพื่อ
ใส่ตัวอย่าง ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องให้เจลแข็ง นาน 15-20 นาที 

8. การเตรียม 1:400 เท่า SBRgreen I nucleic acid staining 

 ท าการตวง 1x Tris-borate EDTA buffer (TBE) ปริมาตร 400 มิลลิลิตร และดูด 10,000X 
SBRgreen I nucleic acid staining ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บภายใต้ปลอดแสงไว้ท่ี 
4 องศาเซลเซียส   

9. การเตรียม 2 เปอร์เซ็นต์ X-gal 

ท าการช่ัง 5-bromo-4-chloro-3-inodlyl--D-galactopyranoside (X-Gal) จ านวน 0.2 
กรัม ท าให้ละลายด้วยการเติมลารละลาย dimethylformamide (DMF) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสม
ให้เข้ากัน เก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส เมื่อต้องการใช้งาน ดูดสารละลาย 2 เปอร์เซ็นต์ X-gal ปริมาตร 
40 ไมโครลิตร และท าการ Spread บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ให้ท่ัวและผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 
LB แห้งก่อนใช้งาน 

10. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ LB Agar  

ท าการช่ังผงอาหารเล้ียงเช้ือ LB Broth จ านวน 25 กรัม, Agar จ านวน 20 กรัม เทลงในขวด 
Duran ละลายในน้ ากล่ัน หลังจากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น 1000 มิลลิลิตร และน าไปฆ่าเช้ือด้วยการ
นึ่งฆ่าเช้ือ (Autoclave) ท าให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิประมาณ 55 องศาเซลเซียส จากนั้นเทอาหารลงจาน
อาหาร จานละ 25 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องให้แข็งตัว เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 



11. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ LB Agar ที่มี ampicillin ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ท าการช่ังผงอาหารเล้ียงเช้ือ LB Broth จ านวน 25 กรัม, Agar จ านวน 20 กรัม เทลงในขวด 
Duran ละลายในน้ ากล่ัน หลังจากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น 1000 มิลลิลิตร และน าไปฆ่าเช้ือด้วยการ
นึ่งฆ่าเช้ือ (Autoclave) ท าให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิประมาณ 55 องศาเซลเซียส เติมยา ampicillin ความ
เข้มข้น 10  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยท่ีขณะเติมยา ให้อาหารเล้ียงเช้ืออยู่ท่ี
อุณหภูมิประมาณ 55 องศาเซลเซียส ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเทอาหารลงจานอาหาร จานละ 25 
มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องให้แข็งตัว เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส  

12. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ LB Broth 

ท าการช่ังผงอาหารเล้ียงเช้ือ LB Broth ปริมาตร 25 กรัม เทลงในขวด Duran ละลายในน้ า
กล่ัน หลังจากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น 1000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แบ่งใส่หลอดขนาดเล็ก ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร ต่อหลอด และน าไปฆ่าเช้ือด้วยการนึ่งฆ่าเช้ือ (Autoclave) เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 

13. การเตรียม 40 เปอร์เซ็นต์ glycerol  

ท าการตวง glycerol ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เติมน้ ากล่ันให้ปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร ผสม
ให้เข้ากัน และน าไปฆ่าเช้ือด้วยการนึ่งฆ่าเช้ือ (Autoclave)  
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  JOURNAL   Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 112 (21), 6625-6630 (2015) 

   PUBMED   25941399 

  REMARK    GeneRIF: The effector-bindiนาโนกรัม region of activated K-ras4B is 
            occluded by interaction with the membrane in one of the 

            NMR-observable, and thus highly populated, conformational states. 

REFERENCE   5  (bases 1 to 5765) 
  AUTHORS   Gripp,K.W. and Lin,A.E. 

  TITLE     Costello Syndrome 

  JOURNAL   (in) Pagon RA, Adam MP, Ardiนาโนกรัมer HH, Wallace SE, Amemiya A, Bean 
            LJH, Bird TD, Dolan CR, Foนาโนกรัม CT, Smith RJH and Stephens K (Eds.); 
            GENEREVIEWS(R); 

            (1993) 

   PUBMED   20301680 

REFERENCE   6  (bases 1 to 5765) 

  AUTHORS   Rauen,K.A. 

  TITLE     Cardiofaciocutaneous Syndrome 

  JOURNAL   (in) Pagon RA, Adam MP, Ardiนาโนกรัมer HH, Wallace SE, Amemiya A, Bean 
            LJH, Bird TD, Dolan CR, Foนาโนกรัม CT, Smith RJH and Stephens K (Eds.); 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25997988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25970685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25972319
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25941399
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20301680
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            GENEREVIEWS(R); 

            (1993) 

   PUBMED   20301365 

REFERENCE   7  (bases 1 to 5765) 

  AUTHORS   Allanson,J.E. and Roberts,A.E. 

  TITLE     Noonan Syndrome 
  JOURNAL   (in) Pagon RA, Adam MP, Ardiนาโนกรัมer HH, Wallace SE, Amemiya A, Bean 
            LJH, Bird TD, Dolan CR, Foนาโนกรัม CT, Smith RJH and Stephens K (Eds.); 
            GENEREVIEWS(R); 

            (1993) 

   PUBMED   20301303 

REFERENCE   8  (bases 1 to 5765) 

  AUTHORS   Grimmond SM, Raghavan D and Russell PJ. 

  TITLE     Detection of a rare point mutation in Ki-ras of a human bladder 

            cancer xenograft by polymerase chain reaction and direct sequenciนาโนกรัม 
  JOURNAL   Urol. Res. 20 (2), 121-126 (1992) 

   PUBMED   1553789 

REFERENCE   9  (bases 1 to 5765) 

  AUTHORS   Haritani H, Esumi M, Uchida T and Shikata T. 

  TITLE     Oncogene expression in the liver tissue of patients with 

            nonneoplastic liver disease 

  JOURNAL   Cancer 67 (10), 2594-2598 (1991) 

   PUBMED   2015559 

REFERENCE   10 (bases 1 to 5765) 

  AUTHORS   Slebos RJ, Habets GG, Evers SG, Mooi WJ and Rodenhuis S. 

  TITLE     Allele-specific detection of K-ras oncogene expression in human 

            non-small-cell luนาโนกรัม carcinomas 
  JOURNAL   Int. J. Cancer 48 (1), 51-56 (1991) 

   PUBMED   1850383 

COMMENT     REVIEWED REFSEQ: This record has been curated by NCBI staff. The 

            reference sequence was derived from M54968.1, AK292510.1, 

            AW117295.1, AC092794.10 and CD245555.1. 

            This sequence is a reference standard in the RefSeqGene project. 

            On Jan 22, 2014 this sequence version replaced gi:34485723. 

             

            Summary: This gene, a Kirsten ras oncogene homolog from the 

            mammalian ras gene family, encodes a protein that is a member of 

            the small GTPase superfamily. A siนาโนกรัมle amino acid substitution is 
            responsible for an activatiนาโนกรัม mutation. The transformiนาโนกรัม protein 
            that results is implicated in various malignancies, includiนาโนกรัม luนาโนกรัม 
            adenocarcinoma, mucinous adenoma, ductal carcinoma of the pancreas 

            and colorectal carcinoma. Alternative spliciนาโนกรัม leads to variants 
            encodiนาโนกรัม two isoforms that differ in the C-terminal region. 
            [provided by RefSeq, Jul 2008]. 

             

            Transcript Variant: This variant (b) is composed of five exons and 

            lacks exon 4a which the loนาโนกรัมer transcript variant (a) includes. 
            This predominant variant (b) has a cds that terminates in exon 4b 

            and encodes isoform b. 

             

            Sequence Note: This RefSeq record was created from transcript and 

            genomic sequence data to make the sequence consistent with the 

            reference genome assembly. The genomic coordinates used for the 

            transcript record were based on transcript alignments. 

             

            Publication Note:  This RefSeq record includes a subset of the 

            publications that are available for this gene. Please see the Gene 

            record to access additional publications. 

             

            ##Evidence-Data-START## 

            Transcript exon combination :: M54968.1, AK292510.1 [ECO:0000332] 

            RNAseq introns              :: siนาโนกรัมle sample supports all introns 
                                           SAMEA2145743 [ECO:0000348] 

            ##Evidence-Data-END## 

            COMPLETENESS: complete on the 3' end. 

PRIMARY     REFSEQ_SPAN         PRIMARY_IDENTIFIER PRIMARY_SPAN        COMP 

            1-225               M54968.1           1-225 

            226-935             AK292510.1         187-896 

            936-1369            AW117295.1         1-434               c 

            1370-3220           AC092794.10        18464-20314 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20301365
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20301303
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1553789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2015559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1850383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1815608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/158258456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6085879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/21306554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/31006019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/34485723
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            3221-3902           CD245555.1         17-698 

            3903-5765           AC092794.10        20997-22859 

FEATURES             Location/Qualifiers 

 

 
     source          1..5765 

                     /organism="Homo sapiens" 

                     /mol_type="mRNA" 

                     /db_xref="taxon:9606" 

                     /chromosome="12" 

                     /map="12p12.1" 

 

 

     gene            1..5765 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /note="Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog" 

                     /db_xref="GeneID:3845" 

                     /db_xref="HGNC:HGNC:6407" 

                     /db_xref="HPRD:01817" 

                     /db_xref="MIM:190070" 

 

 

     exon            1..181 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /inference="alignment:Splign:1.39.8" 

 

 

     misc_feature    130..132 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /note="upstream in-frame stop codon" 

 

 

     STS             178..303 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="GDB:177365" 

                     /db_xref="UniSTS:154863" 

 

 

     exon            182..303 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /inference="alignment:Splign:1.39.8" 

 

 

     CDS             193..759 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /note="isoform b is encoded by transcript variant b; 

                     v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog; 

                     transformiนาโนกรัม protein p21; c-Kirsten-ras protein; K-ras p21 
                     protein; oncogene KRAS2; PR310 c-K-ras oncogene; cellular 

                     c-Ki-ras2 proto-oncogene; GTPase KRas; K-ras 2" 

                     /codon_start=1 

                     /product="GTPase KRas isoform b" 

                     /protein_id="NP_004976.2" 

                     /db_xref="GI:15718761" 

                     /db_xref="CCDS:CCDS8702.1" 

                     /db_xref="GeneID:3845" 

                     /db_xref="HGNC:HGNC:6407" 

                     /db_xref="HPRD:01817" 

                     /db_xref="MIM:190070" 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=1&to=5765&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=3845
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:6407
http://www.hprd.org/protein/01817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/190070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=1&to=181&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=130&to=132&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=178&to=303&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=154863%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=182&to=303&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=193&to=759&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/15718761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=CCDS&DATA=CCDS8702.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=3845
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:6407
http://www.hprd.org/protein/01817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/190070
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                     /translation="MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQV 

                     VIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKR 

                     VKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTKQAQDLARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLV 

                     REIRKHKEKMSKDGKKKKKKSKTKCVIM" 

 

 

     STS             195..301 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="GDB:177541" 

                     /db_xref="UniSTS:154920" 

 

 

     STS             204..302 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="GDB:177536" 

                     /db_xref="UniSTS:154916" 

 

 

     exon            304..482 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /inference="alignment:Splign:1.39.8" 

 

 

     STS             304..482 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="GDB:181550" 

                     /db_xref="UniSTS:155276" 

 

 

     STS             306..433 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="GDB:177540" 

                     /db_xref="UniSTS:154919" 

 

 

     exon            483..642 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /inference="alignment:Splign:1.39.8" 

 

 

     exon            643..5765 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /inference="alignment:Splign:1.39.8" 

 

 

     STS             723..1099 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="GDB:182559" 

                     /db_xref="UniSTS:155390" 

 

 

     STS             783..1081 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="GDB:182132" 

                     /db_xref="UniSTS:155355" 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=195&to=301&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=154920%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=204&to=302&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=154916%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=304&to=482&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=304&to=482&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=155276%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=306&to=433&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=154919%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=483&to=642&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=643&to=5765&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=723&to=1099&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=155390%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=783&to=1081&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=155355%20%5BUniSTS%20ID%5D
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     STS             832..1031 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="G44377" 

                     /db_xref="UniSTS:95161" 

 

 

     STS             1092..1219 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="RH65999" 

                     /db_xref="UniSTS:85156" 

 

 

     STS             1790..1932 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="GDB:384734" 

                     /db_xref="UniSTS:157091" 

 

 

     STS             3050..3260 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="RH80031" 

                     /db_xref="UniSTS:91103" 

 

 

     STS             3394..3519 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="SHGC-64023" 

                     /db_xref="UniSTS:44527" 

 

 

     STS             4502..4641 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="G62075" 

                     /db_xref="UniSTS:139200" 

 

 

     STS             4621..5466 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="KRAS2_V192" 

                     /db_xref="UniSTS:277443" 

 

 

     STS             5562..5687 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="SHGC-33831" 

                     /db_xref="UniSTS:32288" 

 

 

     STS             5591..5688 

                     /gene="KRAS" 

                     /gene_synonym="C-K-ras; CFC2; K-ras2A; K-ras2B; K-ras4A; 

                     K-ras4B; KI-ras; KRAS1; KRAS2; NS; NS3; RALD; RASK2" 

                     /standard_name="Bda12d09" 

                     /db_xref="UniSTS:86214" 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=832&to=1031&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=95161%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=1092&to=1219&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=85156%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=1790&to=1932&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=157091%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=3050&to=3260&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=91103%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=3394&to=3519&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=44527%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=4502&to=4641&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=139200%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=4621&to=5466&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=277443%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=5562&to=5687&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=32288%20%5BUniSTS%20ID%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/575403057?from=5591&to=5688&sat=4&sat_key=147746917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=86214%20%5BUniSTS%20ID%5D
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ORIGIN       

        1 tcctaggcgg cggccgcggc ggcggaggca gcagcggcgg cggcagtggc ggcggcgaag 

       61 gtggcggcgg ctcggccagt actcccggcc cccgccattt cggactggga gcgagcgcgg 

      121 cgcaggcact gaaggcggcg gcggggccag aggctcagcg gctcccaggt gcgggagaga 

      181 ggcctgctga aaatgactga atataaactt gtggtagttg gagctggtgg cgtaggcaag 

      241 agtgccttga cgatacagct aattcagaat cattttgtgg acgaatatga tccaacaata 

      301 gaggattcct acaggaagca agtagtaatt gatggagaaa cctgtctctt ggatattctc 

      361 gacacagcag gtcaagagga gtacagtgca atgagggacc agtacatgag gactggggag 

      421 ggctttcttt gtgtatttgc cataaataat actaaatcat ttgaagatat tcaccattat 

      481 agagaacaaa ttaaaagagt taaggactct gaagatgtac ctatggtcct agtaggaaat 

      541 aaatgtgatt tgccttctag aacagtagac acaaaacagg ctcaggactt agcaagaagt 

      601 tatggaattc cttttattga aacatcagca aagacaagac agggtgttga tgatgccttc 

      661 tatacattag ttcgagaaat tcgaaaacat aaagaaaaga tgagcaaaga tggtaaaaag 

      721 aagaaaaaga agtcaaagac aaagtgtgta attatgtaaa tacaatttgt acttttttct 

      781 taaggcatac tagtacaagt ggtaattttt gtacattaca ctaaattatt agcatttgtt 

      841 ttagcattac ctaatttttt tcctgctcca tgcagactgt tagcttttac cttaaatgct 

      901 tattttaaaa tgacagtgga agtttttttt tcctctaagt gccagtattc ccagagtttt 

      961 ggtttttgaa ctagcaatgc ctgtgaaaaa gaaactgaat acctaagatt tctgtcttgg 

     1021 ggtttttggt gcatgcagtt gattacttct tatttttctt accaattgtg aatgttggtg 

     1081 tgaaacaaat taatgaagct tttgaatcat ccctattctg tgttttatct agtcacataa 

     1141 atggattaat tactaatttc agttgagacc ttctaattgg tttttactga aacattgagg 

     1201 gaacacaaat ttatgggctt cctgatgatg attcttctag gcatcatgtc ctatagtttg 

     1261 tcatccctga tgaatgtaaa gttacactgt tcacaaaggt tttgtctcct ttccactgct 

     1321 attagtcatg gtcactctcc ccaaaatatt atattttttc tataaaaaga aaaaaatgga 

     1381 aaaaaattac aaggcaatgg aaactattat aaggccattt ccttttcaca ttagataaat 

     1441 tactataaag actcctaata gcttttcctg ttaaggcaga cccagtatga aatggggatt 

     1501 attatagcaa ccattttggg gctatattta catgctacta aatttttata ataattgaaa 

     1561 agattttaac aagtataaaa aattctcata ggaattaaat gtagtctccc tgtgtcagac 

     1621 tgctctttca tagtataact ttaaatcttt tcttcaactt gagtctttga agatagtttt 

     1681 aattctgctt gtgacattaa aagattattt gggccagtta tagcttatta ggtgttgaag 

     1741 agaccaaggt tgcaaggcca ggccctgtgt gaacctttga gctttcatag agagtttcac 

     1801 agcatggact gtgtccccac ggtcatccag tgttgtcatg cattggttag tcaaaatggg 

     1861 gagggactag ggcagtttgg atagctcaac aagatacaat ctcactctgt ggtggtcctg 

     1921 ctgacaaatc aagagcattg cttttgtttc ttaagaaaac aaactctttt ttaaaaatta 

     1981 cttttaaata ttaactcaaa agttgagatt ttggggtggt ggtgtgccaa gacattaatt 

     2041 ttttttttaa acaatgaagt gaaaaagttt tacaatctct aggtttggct agttctctta 

     2101 acactggtta aattaacatt gcataaacac ttttcaagtc tgatccatat ttaataatgc 

     2161 tttaaaataa aaataaaaac aatccttttg ataaatttaa aatgttactt attttaaaat 

     2221 aaatgaagtg agatggcatg gtgaggtgaa agtatcactg gactaggaag aaggtgactt 

     2281 aggttctaga taggtgtctt ttaggactct gattttgagg acatcactta ctatccattt 

     2341 cttcatgtta aaagaagtca tctcaaactc ttagtttttt ttttttacaa ctatgtaatt 

     2401 tatattccat ttacataagg atacacttat ttgtcaagct cagcacaatc tgtaaatttt 

     2461 taacctatgt tacaccatct tcagtgccag tcttgggcaa aattgtgcaa gaggtgaagt 

     2521 ttatatttga atatccattc tcgttttagg actcttcttc catattagtg tcatcttgcc 

     2581 tccctacctt ccacatgccc catgacttga tgcagtttta atacttgtaa ttcccctaac 

     2641 cataagattt actgctgctg tggatatctc catgaagttt tcccactgag tcacatcaga 

     2701 aatgccctac atcttatttc ctcagggctc aagagaatct gacagatacc ataaagggat 

     2761 ttgacctaat cactaatttt caggtggtgg ctgatgcttt gaacatctct ttgctgccca 

     2821 atccattagc gacagtagga tttttcaaac ctggtatgaa tagacagaac cctatccagt 

     2881 ggaaggagaa tttaataaag atagtgctga aagaattcct taggtaatct ataactagga 

     2941 ctactcctgg taacagtaat acattccatt gttttagtaa ccagaaatct tcatgcaatg 

     3001 aaaaatactt taattcatga agcttacttt ttttttttgg tgtcagagtc tcgctcttgt 

     3061 cacccaggct ggaatgcagt ggcgccatct cagctcactg caacctccat ctcccaggtt 

     3121 caagcgattc tcgtgcctcg gcctcctgag tagctgggat tacaggcgtg tgccactaca 

     3181 ctcaactaat ttttgtattt ttaggagaga cggggtttca ccctgttggc caggctggtc 

     3241 tcgaactcct gacctcaagt gattcaccca ccttggcctc ataaacctgt tttgcagaac 

     3301 tcatttattc agcaaatatt tattgagtgc ctaccagatg ccagtcaccg cacaaggcac 

     3361 tgggtatatg gtatccccaa acaagagaca taatcccggt ccttaggtag tgctagtgtg 

     3421 gtctgtaata tcttactaag gcctttggta tacgacccag agataacacg atgcgtattt 

     3481 tagttttgca aagaaggggt ttggtctctg tgccagctct ataattgttt tgctacgatt 

     3541 ccactgaaac tcttcgatca agctacttta tgtaaatcac ttcattgttt taaaggaata 

     3601 aacttgatta tattgttttt ttatttggca taactgtgat tcttttagga caattactgt 

     3661 acacattaag gtgtatgtca gatattcata ttgacccaaa tgtgtaatat tccagttttc 

     3721 tctgcataag taattaaaat atacttaaaa attaatagtt ttatctgggt acaaataaac 

     3781 aggtgcctga actagttcac agacaaggaa acttctatgt aaaaatcact atgatttctg 

     3841 aattgctatg tgaaactaca gatctttgga acactgttta ggtagggtgt taagacttac 

     3901 acagtacctc gtttctacac agagaaagaa atggccatac ttcaggaact gcagtgctta 

     3961 tgaggggata tttaggcctc ttgaattttt gatgtagatg ggcatttttt taaggtagtg 

     4021 gttaattacc tttatgtgaa ctttgaatgg tttaacaaaa gatttgtttt tgtagagatt 

     4081 ttaaaggggg agaattctag aaataaatgt tacctaatta ttacagcctt aaagacaaaa 

     4141 atccttgttg aagttttttt aaaaaaagct aaattacata gacttaggca ttaacatgtt 
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     4201 tgtggaagaa tatagcagac gtatattgta tcatttgagt gaatgttccc aagtaggcat 

     4261 tctaggctct atttaactga gtcacactgc ataggaattt agaacctaac ttttataggt 

     4321 tatcaaaact gttgtcacca ttgcacaatt ttgtcctaat atatacatag aaactttgtg 

     4381 gggcatgtta agttacagtt tgcacaagtt catctcattt gtattccatt gatttttttt 

     4441 ttcttctaaa cattttttct tcaaacagta tataactttt tttaggggat ttttttttag 

     4501 acagcaaaaa ctatctgaag atttccattt gtcaaaaagt aatgatttct tgataattgt 

     4561 gtagtaatgt tttttagaac ccagcagtta ccttaaagct gaatttatat ttagtaactt 

     4621 ctgtgttaat actggatagc atgaattctg cattgagaaa ctgaatagct gtcataaaat 

     4681 gaaactttct ttctaaagaa agatactcac atgagttctt gaagaatagt cataactaga 

     4741 ttaagatctg tgttttagtt taatagtttg aagtgcctgt ttgggataat gataggtaat 

     4801 ttagatgaat ttaggggaaa aaaaagttat ctgcagatat gttgagggcc catctctccc 

     4861 cccacacccc cacagagcta actgggttac agtgttttat ccgaaagttt ccaattccac 

     4921 tgtcttgtgt tttcatgttg aaaatacttt tgcatttttc ctttgagtgc caatttctta 

     4981 ctagtactat ttcttaatgt aacatgttta cctggaatgt attttaacta tttttgtata 

     5041 gtgtaaactg aaacatgcac attttgtaca ttgtgctttc ttttgtggga catatgcagt 

     5101 gtgatccagt tgttttccat catttggttg cgctgaccta ggaatgttgg tcatatcaaa 

     5161 cattaaaaat gaccactctt ttaattgaaa ttaactttta aatgtttata ggagtatgtg 

     5221 ctgtgaagtg atctaaaatt tgtaatattt ttgtcatgaa ctgtactact cctaattatt 

     5281 gtaatgtaat aaaaatagtt acagtgacta tgagtgtgta tttattcatg aaatttgaac 

     5341 tgtttgcccc gaaatggata tggaatactt tataagccat agacactata gtataccagt 

     5401 gaatctttta tgcagcttgt tagaagtatc ctttatttct aaaaggtgct gtggatatta 

     5461 tgtaaaggcg tgtttgctta aacttaaaac catatttaga agtagatgca aaacaaatct 

     5521 gcctttatga caaaaaaata ggataacatt atttatttat ttccttttat caaagaaggt 

     5581 aattgataca caacaggtga cttggtttta ggcccaaagg tagcagcagc aacattaata 

     5641 atggaaataa ttgaatagtt agttatgtat gttaatgcca gtcaccagca ggctatttca 

     5701 aggtcagaag taatgactcc atacatatta tttatttcta taactacatt taaatcatta 

     5761 ccagg 

// 

 ** บริเวณท่ีขีดเสีนใต้คือบริเวณท่ีออกแบบไพรเมอร์คู่หลักให้คร่อมยีน K-ras ต าแหน่งโค
ดอน 12 และ 13, บริเวณตัวอักษรหนาและ label สีเหลือง แสดงต าแหน่งโคดอน 12 และ 13 ท่ีนิ
วคลีโอไทด์ท่ี 34, 35 และ 38  

 



รายละเอียดข้อมูลการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ด้วยวิธี Pyrosequencing 

ตารางท่ี  26 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธี Pyrosequencing จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้
ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง 

ตวัอยา่ง (FFPE) ผลการตรวจวิเคราะห ์ ตวัอยา่ง(FFPE) ผลการตรวจวิเคราะห ์ ตวัอยา่ง(FFPE) ผลการตรวจวิเคราะห ์

1 Wild-type 46 Wild-type 91 Wild-type 

2 Wild-type 47 Wild-type 92 Wild-type 

3 Wild-type 48 Wild-type 93 Wild-type 

4 Wild-type 49 Wild-type 94 Wild-type 

5 Wild-type 50 Wild-type 95 Wild-type 

6 Wild-type 51 Wild-type 96 Wild-type 

7 Wild-type 52 Wild-type 97 Wild-type 

8 Wild-type 53 Wild-type 98 Wild-type 

9 Wild-type 54 Wild-type 99 Wild-type 

10 Wild-type 55 Wild-type 100 Wild-type 

11 Wild-type 56 Wild-type 101 Wild-type 

12 Wild-type 57 Wild-type 102 Wild-type 

13 Wild-type 58 Wild-type 103 Wild-type 

14 Wild-type 59 Wild-type 104 Wild-type 

15 Wild-type 60 Wild-type 105 Wild-type 

16 Wild-type 61 Wild-type 106 Wild-type 

17 Wild-type 62 Wild-type 107 Wild-type 

18 Wild-type 63 Wild-type 108 Wild-type 

19 Wild-type 64 Wild-type 109 Wild-type 

20 Wild-type 65 Wild-type 110 Wild-type 

21 Wild-type 66 Wild-type 111 Wild-type 

22 Wild-type 67 Wild-type 112 Wild-type 

23 Wild-type 68 Wild-type 113 Wild-type 

24 Wild-type 69 Wild-type 114 Wild-type 

25 Wild-type 70 Wild-type 115 Wild-type 

26 Wild-type 71 Wild-type 116 Wild-type 

27 Wild-type 72 Wild-type 117 Wild-type 

28 Wild-type 73 Wild-type 118 Wild-type 

29 Wild-type 74 Wild-type 119 Wild-type 

30 Wild-type 75 Wild-type 120 Wild-type 

31 Wild-type 76 Wild-type 121 Wild-type 

32 Wild-type 77 Wild-type 122 Wild-type 

33 Wild-type 78 Wild-type 123 Wild-type 

34 Wild-type 79 Wild-type 124 Wild-type 

35 Wild-type 80 Wild-type 125 Wild-type 

36 Wild-type 81 Wild-type 126 Wild-type 

37 Wild-type 82 Wild-type 127 Wild-type 

38 Wild-type 83 Wild-type 128 Wild-type 

39 Wild-type 84 Wild-type 129 Wild-type 

40 Wild-type 85 Wild-type 130 Wild-type 

40 Wild-type 86 Wild-type 131 Wild-type 

42 Wild-type 87 Wild-type 132 Wild-type 

43 Wild-type 88 Wild-type 133 Wild-type 

44 Wild-type 89 Wild-type 134 Wild-type 

45 Wild-type 90 Wild-type 135 Wild-type 



ตารางท่ี  27 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธี Pyrosequencing จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้
ใหญ่และไส้ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง (ต่อ) 

ตวัอยา่ง(FFPE) ผลการตรวจวิเคราะห ์ ตวัอยา่ง(FFPE) ผลการตรวจวิเคราะห ์ ตวัอยา่ง(FFPE) ผลการตรวจวิเคราะห ์

136 Wild-type 181 nt.35 G>A (G12D) 226 nt.38 G>A (G13D) 

137 Wild-type 182 nt.35 G>A (G12D) 227 nt.38 G>A (G13D) 

138 Wild-type 183 nt.35 G>A (G12D) 228 nt.38 G>A (G13D) 
139 Wild-type 184 nt.35 G>A (G12D) 229 nt.38 G>A (G13D) 

140 Wild-type 185 nt.35 G>A (G12D) 230 nt.38 G>A (G13D) 

141 Wild-type 186 nt.35 G>A (G12D) 231 nt.38 G>A (G13D) 

142 Wild-type 187 nt.35 G>A (G12D) 232 nt.38 G>A (G13D) 
143 Wild-type 188 nt.35 G>A (G12D) 233 nt.38 G>A (G13D) 

144 Wild-type 189 nt.35 G>A (G12D) 234 nt.38 G>A (G13D) 

145 Wild-type 190 nt.35 G>C (G12A) 235 nt.38 G>A (G13D) 
146 Wild-type 191 nt.35 G>C (G12A) 236 nt.38 G>A (G13D) 

147 Wild-type 192 nt.35 G>C (G12A) 237 nt.38 G>A (G13D) 

148 Wild-type 193 nt.35 G>C (G12A) 238 nt.38 G>A (G13D) 

149 Wild-type 194 nt.35 G>C (G12A) 239 nt.38 G>A (G13D) 
150 Wild-type 195 nt.35 G>C (G12A) 240 nt.38 G>A (G13D) 

151 nt.34 G>A (G12S) 196 nt.35 G>C (G12A) 241 nt.38 G>A (G13D) 

152 nt.34 G>A (G12S) 197 nt.35 G>T (G12V) 242 nt.38 G>A (G13D) 
153 nt.34 G>A (G12S) 198 nt.35 G>T (G12V) 243 nt.38 G>A (G13D) 

154 nt.34 G>C (G12R) 199 nt.35 G>T (G12V) 244 nt.38 G>A (G13D) 

155 nt.34 G>T (G12C) 200 nt.35 G>T (G12V) 245 nt.38 G>A (G13D) 

156 nt.34 G>T (G12C) 201 nt.35 G>T (G12V) 246 nt.38 G>A (G13D) 
157 nt.34 G>T (G12C) 202 nt.35 G>T (G12V) 247 nt.38 G>A (G13D) 

158 nt.34 G>T (G12C) 203 nt.35 G>T (G12V) 248 nt.38 G>A (G13D) 

159 nt.35 G>A (G12D) 204 nt.35 G>T (G12V) 249 nt.38 G>A (G13D) 

160 nt.35 G>A (G12D) 205 nt.35 G>T (G12V) 250 nt.38 G>A (G13D) 
161 nt.35 G>A (G12D) 206 nt.35 G>T (G12V) 251 nt.38 G>A (G13D) 

162 nt.35 G>A (G12D) 207 nt.35 G>T (G12V) 252 nt.38 G>A (G13D) 

163 nt.35 G>A (G12D) 208 nt.35 G>T (G12V) 253 nt.38 G>A (G13D) 
164 nt.35 G>A (G12D) 209 nt.35 G>T (G12V) 254 nt.38 G>A (G13D) 

165 nt.35 G>A (G12D) 210 nt.35 G>T (G12V) 255 nt.38 G>A (G13D) 

166 nt.35 G>A (G12D) 211 nt.35 G>T (G12V) 256 nt.38 G>A (G13D) 

167 nt.35 G>A (G12D) 212 nt.38 G>A (G13D) 257 nt.38 G>A (G13D) 
168 nt.35 G>A (G12D) 213 nt.38 G>A (G13D) 258 nt.38 G>A (G13D) 

169 nt.35 G>A (G12D) 214 nt.38 G>A (G13D) 259 nt.38 G>A (G13D) 

170 nt.35 G>A (G12D) 215 nt.38 G>A (G13D) 260 nt.38 G>A (G13D) 
171 nt.35 G>A (G12D) 216 nt.38 G>A (G13D) 261 nt.38 G>A (G13D) 

172 nt.35 G>A (G12D) 217 nt.38 G>A (G13D) 262 nt.38 G>A (G13D) 

173 nt.35 G>A (G12D) 218 nt.38 G>A (G13D) 263 nt.38 G>A (G13D) 

174 nt.35 G>A (G12D) 219 nt.38 G>A (G13D) 264 nt.38 G>A (G13D) 
175 nt.35 G>A (G12D) 220 nt.38 G>A (G13D) 265 nt.38 G>A (G13D) 

176 nt.35 G>A (G12D) 221 nt.38 G>A (G13D) 266 nt.38 G>A (G13D) 

177 nt.35 G>A (G12D) 222 nt.38 G>A (G13D) 267 nt.38 G>A (G13D) 

178 nt.35 G>A (G12D) 223 nt.38 G>A (G13D) 268 nt.38 G>A (G13D) 
179 nt.35 G>A (G12D) 224 nt.38 G>A (G13D) 269 nt.38 G>A (G13D) 

180 nt.35 G>A (G12D) 225 nt.38 G>A (G13D) 270 nt.38 G>A (G13D) 



รายละเอียดข้อมูลการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน K-ras ด้วยวิธี MAS-PCR 

ตารางท่ี  28 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธี MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้นด้วยหลักการ AS-primer 
ด้านปลาย 3’ จ าเพาะต่อดีเอนเอต้นแบบชนิดกลายพันธุ ์จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้
ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง 

ตวัอย่าง (FFPE) ผลการตรวจวเิคราะห ์ ตวัอย่าง (FFPE) ผลการตรวจวเิคราะห ์ ตวัอย่าง (FFPE) ผลการตรวจวเิคราะห ์

1 Wild-type 46 Wild-type 91 Wild-type 

2 Wild-type 47 Wild-type 92 Wild-type 

3 Wild-type 48 Wild-type 93 Wild-type 

4 Wild-type 49 Wild-type 94 Wild-type 

5 Wild-type 50 Wild-type 95 Wild-type 

6 Wild-type 51 Wild-type 96 Wild-type 

7 Wild-type 52 Wild-type 97 Wild-type 

8 Wild-type 53 Wild-type 98 Wild-type 

9 Wild-type 54 Wild-type 99 Wild-type 

10 Wild-type 55 Wild-type 100 Wild-type 

11 Wild-type 56 Wild-type 101 Wild-type 

12 Wild-type 57 Wild-type 102 Wild-type 

13 Wild-type 58 Wild-type 103 Wild-type 

14 Wild-type 59 Wild-type 104 Wild-type 

15 Wild-type 60 Wild-type 105 Wild-type 

16 Wild-type 61 Wild-type 106 Wild-type 

17 Wild-type 62 Wild-type 107 Wild-type 

18 Wild-type 63 Wild-type 108 Wild-type 

19 Wild-type 64 Wild-type 109 Wild-type 

20 Wild-type 65 Wild-type 110 Wild-type 

21 Wild-type 66 Wild-type 111 Wild-type 

22 Wild-type 67 Wild-type 112 Wild-type 

23 Wild-type 68 Wild-type 113 Wild-type 

24 Wild-type 69 Wild-type 114 Wild-type 

25 Wild-type 70 Wild-type 115 Wild-type 

26 Wild-type 71 Wild-type 116 Wild-type 

27 Wild-type 72 Wild-type 117 Wild-type 

28 Wild-type 73 Wild-type 118 Wild-type 

29 Wild-type 74 Wild-type 119 Wild-type 

30 Wild-type 75 Wild-type 120 Wild-type 

31 Wild-type 76 Wild-type 121 Wild-type 

32 Wild-type 77 Wild-type 122 Wild-type 

33 Wild-type 78 Wild-type 123 Wild-type 

34 Wild-type 79 Wild-type 124 Wild-type 

35 Wild-type 80 Wild-type 125 Wild-type 

36 Wild-type 81 Wild-type 126 Wild-type 

37 Wild-type 82 Wild-type 127 Wild-type 

38 Wild-type 83 Wild-type 128 Wild-type 

39 Wild-type 84 Wild-type 129 Wild-type 

40 Wild-type 85 Wild-type 130 Wild-type 

40 Wild-type 86 Wild-type 131 Wild-type 

42 Wild-type 87 Wild-type 132 Wild-type 

43 Wild-type 88 Wild-type 133 Wild-type 

44 Wild-type 89 Wild-type 134 Wild-type 

45 Wild-type 90 Wild-type 135 Wild-type 



ตารางท่ี  29 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธี MAS-PCR ท่ีพัฒนาขึ้นด้วยหลักการ AS-primer 
ด้านปลาย 3’ จ าเพาะต่อดีเอนเอต้นแบบชนิดกลายพันธุ ์จากตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้
ตรง จ านวน 270 ตัวอย่าง (ต่อ) 

ตวัอยา่ง (FFPE) ผลการตรวจวิเคราะห ์ ตวัอยา่ง (FFPE) ผลการตรวจวิเคราะห ์ ตวัอยา่ง (FFPE) ผลการตรวจวิเคราะห ์

136 Wild-type 181 nt.35 G>A (G12D) 226 nt.38 G>A (G13D) 

137 Wild-type 182 nt.35 G>A (G12D) 227 nt.38 G>A (G13D) 

138 Wild-type 183 nt.35 G>A (G12D) 228 nt.38 G>A (G13D) 

139 Wild-type 184 nt.35 G>A (G12D) 229 nt.38 G>A (G13D) 

140 Wild-type 185 nt.35 G>A (G12D) 230 nt.38 G>A (G13D) 

141 Wild-type 186 nt.35 G>A (G12D) 231 nt.38 G>A (G13D) 

142 Wild-type 187 nt.35 G>A (G12D) 232 nt.38 G>A (G13D) 

143 Wild-type 188 nt.35 G>A (G12D) 233 nt.38 G>A (G13D) 

144 Wild-type 189 nt.35 G>A (G12D) 234 nt.38 G>A (G13D) 

145 Wild-type 190 Wild-type 235 nt.38 G>A (G13D) 

146 Wild-type 191 nt.35 G>C (G12A) 236 nt.38 G>A (G13D) 

147 Wild-type 192 nt.35 G>C (G12A) 237 nt.38 G>A (G13D) 

148 Wild-type 193 nt.35 G>C (G12A) 238 nt.38 G>A (G13D) 

149 Wild-type 194 Wild-type 239 nt.38 G>A (G13D) 

150 Wild-type 195 Wild-type 240 nt.38 G>A (G13D) 

151 nt.34 G>A (G12S) 196 nt.35 G>C (G12A) 241 nt.38 G>A (G13D) 

152 nt.34 G>A (G12S) 197 nt.35 G>T (G12V) 242 nt.38 G>A (G13D) 

153 nt.34 G>A (G12S) 198 nt.35 G>T (G12V) 243 nt.38 G>A (G13D) 

154 Wild-type 199 nt.35 G>T (G12V) 244 nt.38 G>A (G13D) 

155 nt.34 G>T (G12C) 200 nt.35 G>T (G12V) 245 nt.38 G>A (G13D) 

156 nt.34 G>T (G12C) 201 nt.35 G>T (G12V) 246 nt.38 G>A (G13D) 

157 nt.34 G>T (G12C) 202 nt.35 G>T (G12V) 247 nt.38 G>A (G13D) 

158 nt.34 G>T (G12C) 203 nt.35 G>T (G12V) 248 nt.38 G>A (G13D) 

159 Wild-type 204 nt.35 G>T (G12V) 249 nt.38 G>A (G13D) 

160 nt.35 G>A (G12D) 205 nt.35 G>T (G12V) 250 nt.38 G>A (G13D) 

161 nt.35 G>A (G12D) 206 nt.35 G>T (G12V) 251 nt.38 G>A (G13D) 

162 Wild-type 207 nt.35 G>T (G12V) 252 nt.38 G>A (G13D) 

163 nt.35 G>A (G12D) 208 nt.35 G>T (G12V) 253 nt.38 G>A (G13D) 

164 nt.35 G>A (G12D) 209 nt.35 G>T (G12V) 254 nt.38 G>A (G13D) 

165 Wild-type 210 nt.35 G>T (G12V) 255 nt.38 G>A (G13D) 

166 nt.35 G>A (G12D) 211 nt.35 G>T (G12V) 256 nt.38 G>A (G13D) 

167 nt.35 G>A (G12D) 212 nt.38 G>A (G13D) 257 nt.38 G>A (G13D) 

168 nt.35 G>A (G12D) 213 nt.38 G>A (G13D) 258 nt.38 G>A (G13D) 

169 nt.35 G>A (G12D) 214 nt.38 G>A (G13D) 259 nt.38 G>A (G13D) 

170 nt.35 G>A (G12D) 215 nt.38 G>A (G13D) 260 nt.38 G>A (G13D) 

171 nt.35 G>A (G12D) 216 nt.38 G>A (G13D) 261 nt.38 G>A (G13D) 

172 nt.35 G>A (G12D) 217 nt.38 G>A (G13D) 262 nt.38 G>A (G13D) 

173 nt.35 G>A (G12D) 218 nt.38 G>A (G13D) 263 nt.38 G>A (G13D) 

174 nt.35 G>A (G12D) 219 nt.38 G>A (G13D) 264 nt.38 G>A (G13D) 

175 nt.35 G>A (G12D) 220 nt.38 G>A (G13D) 265 nt.38 G>A (G13D) 

176 nt.35 G>A (G12D) 221 nt.38 G>A (G13D) 266 nt.38 G>A (G13D) 

177 nt.35 G>A (G12D) 222 nt.38 G>A (G13D) 267 nt.38 G>A (G13D) 

178 nt.35 G>A (G12D) 223 nt.38 G>A (G13D) 268 nt.38 G>A (G13D) 

179 nt.35 G>A (G12D) 224 nt.38 G>A (G13D) 269 nt.38 G>A (G13D) 

180 nt.35 G>A (G12D) 225 nt.38 G>A (G13D) 270 nt.38 G>A (G13D) 
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