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บทคัดย่อ 

มะเร็งต่อมไทรอยด์ เป็นมะเร็งท่ีพบได้ทุกช่วงอายุ ซึ่งพบในเพศหญิงมากกว่าเพศชาย  

โดยมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด differentiated (DTC) เป็นชนิดท่ีสามารถพบบ่อยท่ีสุดของมะเร็ง 

ต่อมไทรอยด์ทัง้หมด จากการศึกษา Genome Wide Association Study (GWAS) ในประชากร

ประเทศสหรัฐอเมริกาพบว่า SNPs 5 ต าแหน่ง  ไ ด้แก่  rs965513 rs944289 rs116909374 

rs2439302 และ rs966423 มีความสัมพันธ์กับการเ กิดมะเ ร็งต่อมไทรอยด์ การศึกษานี  ้

มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง rs116909374 บนโครโมโซม 14q13.3 และ 

มะเ ร็งต่อมไทรอยด์ชนิด  differentiated ในประชากรไทย  ผู้ วิจัยท าการศึกษาในผู้ ป่ วย 

โรคมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC จ านวน 207 คน และคนปกติจ านวน 179 คน จากนัน้ศึกษา 

จีโนไทป์ของแต่ละคนด้วยวิธี PCR-RFLP และตรวจสอบด้วยวิธี Sequencing ผลการวิจยัพบว่า 

ในผู้ ป่วยโรคมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC มีจีโนไทป์ CC และ CT จ านวน 206 และ 1 คน

ตามล าดับ ส่วนคนปกติมีจีโนไทป์ CC จ านวน 179 คน ข้อมูลท่ีได้จากการศึกษาครัง้นี ้พบว่า 

rs116909374 บนโครโมโซม 14q13.3 ไม่มีความสัมพันธ์กับมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC  

ในประชากรไทย จากการศึกษาในประเทศต่างๆ  พบความสัมพันธ์ระหว่างอัลลีล T ของ 

rs116909374 กับการเกิดมะเร็งต่อมไทรอยด์ในคนคอเคเซียน ในขณะท่ีไม่พบความสัมพันธ์

ระหวา่ง rs116909374 กบัการเกิดมะเร็งตอ่มไทรอยด์ในคนเอเชีย ซึง่สอดคล้องกบัผลการศึกษานี ้

ดังนัน้ ท าให้ rs116909374 จึงไม่เหมาะสมในการใช้เป็นข้อมูลพืน้ฐานในการท านายโอกาส 

การเกิดมะเร็งต่อมไทรอยด์ในประชากรไทย เน่ืองจาก rs116909374 ไม่มีความสัมพันธ์กับ 

มะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC ในประชากรไทย และคนเอเชีย ซึ่งมีความแตกต่างทางเชือ้ชาติกบั

คนคอเคเซียนท่ีพบความสมัพนัธ์ได้ 

ค าส าคัญ: มะเร็งตอ่มไทรอยด์, rs116909374, 14q13.3, PCR-RFLP 
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Abstract 

Thyroid cancer can be found at every age and women are more likely to develop 

thyroid cancer than men. Differentiated thyroid cancer (DTC) is the most common type of 

all thyroid cancers. Previous Genome Wide Association Study (GWAS) in United States 

population demonstrated that 5 SNPs including rs965513 rs944289 rs116909374 

rs2439302 and rs966423 were associated with thyroid cancer. The objective of this study 

is to identify the association between rs116909374 on 14q13.3 and differentiated thyroid 

cancer in Thai population. Differentiated thyroid cancer patients and healthy controls of 

207 and 179 individuals, respectively. PCR-RFLP analysis was used to determine  

the genotype and the results were confirmed by sequencing. We found that 206 and  

1 individuals Thai differentiated thyroid cancer patients had CC and CT genotypes, 

respectively, while only CC genotype were found in the healthy controls. Hence, there was 

no significant association between the risk T allele of rs116909374 and DTC in Thai population. 

Previous study showed that no association was found between rs116909374 and  

thyroid cancer in Asian which corresponded with this study. In conclusion, rs116909374 

is not an informative genetic markers for thyroid cancer prediction in Thai population. 
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บทที่ 1 

บทน า 

ตอ่มไทรอยด์ (thyroid gland) เป็นอวยัวะสร้างฮอร์โมน T3 (triiodothyronine) และ T4 (thyroxine) 

ซึ่งท าหน้าท่ีควบคมุการเผาผลาญพลงังานของร่างกาย อุณหภูมิของร่างกาย ความแข็งแรงของ

กล้ามเนือ้ ระดบัไขมนัในเลือด รวมทัง้อารมณ์และความรู้สกึ เม่ือผิดปกต ิบริเวณตอ่มไทรอยด์จะมี

ลักษณะเป็นก้อนโตขึน้ ซึ่งอาจเกิดเป็นโรคมะเร็งต่อมไทรอยด์ (thyroid cancer) (Bonert and 

Friedman, 2007) 

มะเร็งต่อมไทรอยด์ เป็นมะเร็งท่ีพบได้ทุกช่วงอายุ โดยพบในเพศหญิงมากกว่าเพศชาย  

ในปี 2559 โรคมะเร็งตอ่มไทรอยด์ถกูจดัอยู่ในอนัดบัท่ี 14 ของโรคมะเร็งท่ีพบทัง้หมดในประเทศไทย 

และมะเร็งตอ่มไทรอยด์ถกูจดัเป็นอนัดบัท่ี 8 ของมะเร็งทัง้หมดท่ีพบในประชากรหญิงไทย (สถาบนั

มะเร็งแห่งชาติ, 2561) มะเร็งตอ่มไทรอยด์มี 3 ชนิด ได้แก่ differentiated thyroid cancer (DTC) 

medullary thyroid cancer (MTC) และ  anaplastic thyroid cancer (ATC) (Verburg, Brans, 

and Mottaghy, 2011) โดยมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC เป็นชนิดท่ีสามารถพบได้ 94% ของ

มะเร็งต่อมไทรอยด์ทัง้หมด (Sherman, 2003) และสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ชนิดย่อย ได้แก่ 

papillary thyroid cancer (PTC) และ  follicular thyroid cancer (FTC) (Verburg et al., 2011) 

ซึ่ งชนิดย่อย PTC พบได้ 85% ของมะเ ร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC (Palimeri, Gousis, and 

Vlassopoulou, 2015)  

งานวิจัยส่วนใหญ่ศึกษาถึงความผิดปกติแบบ somatic mutation จากก้อนมะเร็ง 

ต่อมไทรอยด์ ซึ่งเป็นการตรวจวิเคราะห์เพ่ือยืนยันการเกิดโรค  การวางแผนการรักษา ตลอดจน 

เพ่ือการพยากรณ์โรค เช่น มิวเทชันในยีน BRAF ท่ีต าแหน่ง c.1799T>A (p.V600E) พบมากถึง 

40% ในผู้ ป่วยมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด PTC มิวเทชันในยีน RAS ท่ีโคดอน12 13 หรือ 61 พบ  

10-12% ในผู้ ป่วยมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด PTC และมิวเทชนัในยีน RET ตรวจพบในผู้ ป่วยมะเร็ง

ต่อมไทรอยด์ชนิด PTC 40-70% (Chien and Koeffler, 2012) เ ป็นต้น  ในขณะท่ีการศึกษา 

ความผิดปกติใน germline สามารถใช้ท านายความเส่ียงในการเกิดมะเร็งต่อมไทรอยด์ได้  

เรียกว่า Genetic predisposition หรือ Genetic susceptibility ท่ีเกิดความผิดปกติบนยีนแล้ว 

มีความสัมพันธ์กับการเ กิดของโรค แต่อาจไม่ไ ด้ เ ป็นสาเหตุหลักของการเกิดโรค  เช่น  
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ยีน FOXE1 บนโครโมโซม 9q22.33 และยีน TTF-1 บนโครโมโซม 14q13.3 มีความสัมพันธ์กับ 

การเกิดโรคมะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิด PTC และ FTC (Gudmundsson et al., 2009)  

จากการศึกษา Genome Wide Association Study (GWAS) ของการเกิดโรคมะเ ร็ง 

ต่อมไทรอยด์ชนิด PTC กับ SNPs ในผู้ ป่วย จ านวน 1,216 คน และคนปกติจ านวน 1,416 คน 

พบว่า SNPs 5 ต าแหน่ง ได้แก่ rs965513 rs944289 rs116909374 rs2439302 และ rs966423  

มีความสมัพนัธ์กับการเกิดโรคมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด PTC ในประชากรประเทศสหรัฐอเมริกา 

โดย rs965513 มีค่า OR=1.81 CI=1.62-2.04 และ p-value=8.20x10-24 rs944289 มีค่า OR=1.23 

CI=1.09-1.38 และ p-value=4.89x10-4 rs116909374 มีค่า OR=1.90 CI=1.44-2.53 และ p-value=7.54x10-6 

rs2439302 มีคา่ OR=1.30 CI=1.16-1.45 และ p=value=5.11x10-6 และ rs966423 มีคา่ OR=1.27 

CI=1.14-1.42 และ  p-value=2.18x10-5 (Jendrzejewski et al., 2016) ในการศึกษาประชากร

ประเทศไอซ์แลนด์ศึกษา SNPs 3 ต าแหน่ง ได้แก่ rs116909374 rs2439302 และ rs966423 

พบว่ามีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด PTC โดย rs116909374 มีค่า 

OR=2.03 CI=1.54-2.67 และ p-value=5.4x10-7 rs2439302 มีคา่ OR=1.41 CI=1.23-1.62 และ 

p=value=1.3x10-6 แ ล ะ  rs966423 มี ค่ า  OR=1.26 CI=1.11-1.43 แ ล ะ  p-value=3.8x10-4 

(Gudmundsson et al., 2013) ส่วนคนประชากรประเทศจีนมีการศึกษา SNPs 5 ต าแหน่ง ได้แก่ 

rs965513 rs944289 rs116909374 rs2439302 และ rs966423 พบวา่มีความสมัพนัธ์กบัการเกิด

โรคมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด PTC เพียง 4 ต าแหน่ง ได้แก่ rs965513 rs944289 rs2439302 และ 

rs966423 โดยมีคา่ความเส่ียงในครอบครัวคือ 1.02  1.04 1.02 และ 1.05 ตามล าดบั (Guo et al., 

2014) 

จากการศกึษาในคนคอเคเซียน ได้แก่ ประชากรประเทศสหรัฐอเมริกา (Jendrzejewski et al., 

2016) ประชากรประเทศไอซ์แลนด์ ประชากรประเทศเนเธอร์แลนด์ และประชากรประเทศสเปน 

พบว่า rs116909374 บนโครโมโซม 14q13.3 มีความสมัพนัธ์กับการเกิดโรคมะเร็งต่อมไทรอยด์ 

(Gudmundsson et al., 2013) แต่จากการศึกษาในคนเอเชีย ได้แก่ ประชากรประเทศจีน พบว่า 

rs116909374 บนโครโมโซม 14q13.3 ไม่มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งต่อมไทรอยด์  

(Guo et al., 2014) 

ในการศกึษานี ้ผู้วิจยัเลือกศกึษาความสมัพนัธ์ของต าแหน่ง rs116909374 กบัโรคมะเร็ง

ตอ่มไทรอยด์ เน่ืองจาก rs116909374 มีความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคมะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิด DTC 

ในคนคอเคเซียน แต่ยังไม่พบความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC  
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ในคนเอเชีย และข้อมูลท่ีได้จากการศึกษาในครัง้นีอ้าจใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานในการท านายโอกาส

การเกิดโรคมะเร็งตอ่มไทรอยด์ในประชากรไทยได้ 

วัตถุประสงค์ 

เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง rs116909374 บนโครโมโซม 14q13.3 และมะเร็ง 

ตอ่มไทรอยด์ชนิด differentiated ในประชากรไทย 
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บทที่ 2 

การตรวจเอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

ต่อมไทรอยด์และมะเร็งต่อมไทรอยด์ 

 ตอ่มไทรอยด์เป็นตอ่มไร้ท่อท่ีใหญ่ท่ีสดุในร่างกาย มีรูปร่างคล้ายกบัผีเสือ้ อยูบ่ริเวณส่วนหน้า

ของล าคอ ประกอบด้วย 2 กลีบใหญ่ ได้แก่กลีบด้านซ้าย และกลีบด้านขวา ทัง้ 2 กลีบเช่ือมตอ่กันด้วย

เนือ้เย่ือบางๆ ท่ีเรียกว่า อิสท์มัส (Isthmus) นอกจากนีต้่อมไทรอยด์ยังท าหน้าท่ีสร้างและ 

หลัง่ฮอร์โมนไทรอกซิน (thyroxine, tetraiodothyronine, T4) และไทรไอโอโดไทโรนีน (triiodothyronine, T3)

ซึ่งเป็นฮอร์โมนท่ีมีผลในการควบคุมเมแทบอลิซึมของเซลล์ต่างๆ โดยปกติแล้วเซลล์จะแบ่งตัว 

เพ่ือสร้างเซลล์ใหมแ่ละทดแทนเซลล์เก่าโดยการควบคมุของร่างกาย แตถ้่ามีการแบง่ตวัมากจนเกินไป

โดยท่ีร่างกายไม่สามารถควบคุมได้ จะท าให้เกิดก้อนเนือ้ขึน้ เรียกว่า มะเร็งต่อมไทรอยด์  

(ปราณี ฉายศริิ, 2557) (ภาพท่ี 2.1) 

 มะเร็งตอ่มไทรอยด์เป็นมะเร็งท่ีพบได้ทกุช่วงอาย ุโดยจะพบในเพศหญิงมากกว่าเพศชาย

ในอัตราส่วน 3 ต่อ 1 นอกจากนีม้ะเร็งต่อมไทรอยด์ถูกจัดอยู่ในอันดับท่ี  14 ของมะเร็งทัง้หมด 

ในประเทศไทย และถูกจดัอยู่ในอนัดบัท่ี 8 ของมะเร็งท่ีพบในประชากรหญิงไทย (สถาบนัมะเร็ง

แหง่ชาต,ิ 2561) 

 

ภาพท่ี 2.1 ก้อนมะเร็งท่ีตอ่มไทรอยด์ (Mayo clinic, 2019 : online) 
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ประเภทของมะเร็งต่อมไทรอยด์   

Differentiated thyroid cancer (DTC) เ ป็นชนิด ท่ีสามารถพบไ ด้  94% ของมะ เ ร็ ง 

ต่อมไทรอยด์ทัง้หมด  (Sherman, 2003) และสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ชนิดย่อย ได้แก่   

ชนิด papillary thyroid cancer (PTC) พบได้ 85% ของมะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิด DTC (Palimeri et al., 

2015) พบมากในชว่งอายรุะหว่าง 30-50 ปี มะเร็งชนิดนีโ้ตช้า ไมมี่อาการ หรือไมแ่สดงอาการรุนแรง 

การแพร่กระจายส่วนใหญ่จะไปท่ีตอ่มน า้เหลืองบริเวณล าคอ หรือถ้าเป็นมากอาจลกุลามไปท่ีปอด 

และกระดูก มะเร็งชนิดนีม้ักจะอยู่เฉพาะในกลีบหนึ่งของไทรอยด์ หรืออาจข้ามไปอีกกลีบหนึ่ง  

ทางท่อน า้เหลือง โดยมากมกัเป็นก้อนขนาดประมาณ 1.5 เซนติเมตร (Clayman, 2018 : online) 

และชนิด  follicular thyroid cancer (FTC) พบได้ 15% ของมะเ ร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC 

(Verburg et al., 2011) อาจพบได้บ่อยในเขตท่ีขาดไอโอดีน มักจะพบในผู้หญิง และพบมากใน 

ช่วงอายุ 40-60 ปี ซึ่งการแพร่กระจายมะเร็งชนิดนีจ้ะลุกลามเข้าไปในโครงสร้างหลอดเลือด 

ภายในต่อมไทรอยด์  และมะเ ร็งชนิดนี มี้ความสัมพัน ธ์กับการไ ด้ รับ รังสี เ พียงเล็กน้อย  

(Norman, 2016 : online) 

Medullary thyroid cancer (MTC) พบได้ประมาณ 5% ของมะเร็งต่อมไทรอยด์ทัง้หมด 

(Sherman, 2003) สามารถแบง่ออกเป็น 2 กลุม่ (Sherman, 2003) คือ กลุม่ Sporadic เป็นกลุม่ท่ีพบ

ส่วนใหญ่ประมาณ 80% ส่วนมากพบในผู้ ป่วยอายุประมาณ 45 ปี และเนือ้งอกจบักับสารรังสีได้

ต ่ากว่าเนือ้ไทรอยด์ปกติ เป็น hypofunctioning หรือ cold nodule ผู้ ป่วยบางรายอาจมีอาการ

ท้องเดนิร่วมด้วย หรือเรียกว่า กลุม่อาการคชุชิ่ง (Cushing’s syndrome) และกลุม่ Familial สว่นใหญ่

พบในผู้ ป่วยอายุน้อย โดยมีอายุเฉล่ีย 35 ปี มักเกิดเป็นหลายก้อน และเป็นทัง้สองข้างของ 

ตอ่มไทรอยด์ ถ้าพบผู้ ป่วยมะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิด MTC ในเด็กส่วนใหญ่จะเกิดจากการถ่ายทอด

ทางพันธุ ก รรมแบบ autosomal dominant ซึ่ ง เ ป็นส่ วนหนึ่ ง ของ โรค  multiple endocrine 

adenomatosis type II หรือ type III  

Anaplastic thyroid cancer (ATC) พบได้ประมาณ 1% ของมะเร็งต่อมไทรอยด์ทัง้หมด 

(Sherman, 2003) มะเร็งชนิดนีจ้ะไม่ตอบสนองต่อการรักษาใดๆ เน่ืองจากเป็นมะเร็ง ท่ีมี  

ความรุนแรง ส่วนใหญ่ผู้ ป่วยจะเสียชีวิตใน 6-12 เดือน และไม่สามารถใช้แร่รังสีไอโอดีน-131  

ในการรักษาได้ เพราะเซลล์มะเร็งไม่จบักับแร่รังสีไอโอดีน ส่วนใหญ่การรักษาจะประคบัประคอง

ตามอาการเท่านัน้  มีผู้ ป่วยมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด ATC ประมาณ 20% ท่ี มี เนือ้งอกใน 

ต่อมไทรอยด์ โดยท่ีเซลล์มะเร็งมีลกัษณะคล้ายกับเซลล์ปกติ  เนือ้งอกในต่อมไทรอยด์ส่วนใหญ่
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เป็นแบบ PTC และอาจจะมี FTC ร่วมด้วย จึงเป็นไปได้ว่า มะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิดนีอ้าจเกิดจาก

เซลล์ท่ีมีลกัษณะคล้ายกบัเซลล์ปกติ (Ricarte-Filho et al., 2009) 

สาเหตุการเกดิมะเร็งต่อมไทรอยด์   

ระดบั thyroid stimulating hormone (TSH) ในเลือดสูงเป็นเวลานานๆ จะไปกระตุ้นให้

เซลล์เนือ้งอกในต่อมไทรอยด์กลายเป็นเซลล์มะเร็งได้ มะเร็งท่ีเกิดขึน้มักเป็นชนิด papillary 

thyroid carcinoma (PTC) และ anaplastic thyroid carcinoma (ATC) (Farwell, 2014) 

รังสีสามารถท าให้เกิดความผิดปกติของเซลล์และกลายเป็นมะเร็งได้ มีรายงานการใช้รังสี

รักษาบริเวณศีรษะและล าคอ เช่น การรักษาโรคต่อมไทมสัโต หรือผู้ ท่ีรอดชีวิตจากระเบิดปรมณู 

ในญ่ีปุ่ น ซึ่งจะกลายเป็นมะเร็งต่อมไทรอยด์ในภายหลงั แต่การกินน า้แร่ไอโอดีน -131 เพ่ือรักษา

โรคไทรอยด์เป็นพิษยังไม่มีรายงานว่าท าให้เกิดมะเร็งต่อมไทรอยด์  (Vaisman, Corbo, and 

Vaisman, 2011) 

 เกิดจากพนัธุกรรม ในมะเร็งตอ่มไทรอยด์บางชนิด เช่น papillary thyroid cancer (PTC) 

และ medullary thyroid carcinoma (MTC) มกัมีประวตัเิป็นในครอบครัว (Li, and Rawlings, 2018) 

 การเกิดมิวเทชันของยีนบางชนิด เช่น มิวเทชันในยีน BRAF ท่ีต าแหน่ง c.1799T>A 

(p.V600E) พบมากถึง 40% ในผู้ ป่วยมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด PTC มิวเทชนัในยีน RAS ท่ีโคดอน

12 13 หรือ 61 พบ 10-12% ในผู้ ป่วยมะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิด PTC และ มิวเทชนัในยีน RET พบใน

ผู้ ป่วยมะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิด PTC 40-70% (Chien and Koeffler, 2012)  

Genome-wide association study (GWAS)  

 GWAS เป็นการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างล าดับเบสท่ีแตกต่างกันในจีโนมของกลุ่ม

ประชากรหนึ่งๆ ต่อลักษณะฟีโนไทป์หนึ่งๆ ท่ีมีความแตกต่างกัน มีวัตถุประสงค์เพ่ือให้ทราบ

บริเวณของดีเอ็นเอท่ีเก่ียวข้องกบัลกัษณะฟีโนไทป์ท่ีสนใจ ซึ่งท าได้โดยการน ากลุม่ประชากรหนึง่ๆ

มาแบง่เป็น 2 กลุม่ โดยใช้ลกัษณะฟีโนไทป์ท่ีแตกตา่งกนัท่ีต้องการศกึษา จากนัน้น ามาท า SNP arrays 

ทัง้จีโนมของทัง้ 2 กลุ่ม แล้วจึงน าข้อมูลมาเขียนกราฟท่ีเรียกว่า Manhattan plot โดยจากกราฟ

แกน y คือ -log p-value ของความสัมพันธ์แต่ละ SNPs และแกน x คือ ต าแหน่ง SNPs บน

โครโมโซม ซึ่งหากแกน y มีค่ามาก และมีนัยส าคัญทางสถิติ แสดงว่าต าแหน่งดังกล่าวมี

ความสมัพนัธ์กบัฟีโนไทป์ท่ีสนใจ (ภาพท่ี 2.2) ข้อดีของ GWAS คือ มีความละเอียด และแมน่ย าสงู 

อีกทัง้ชว่ยร่นระยะเวลาและเพิ่มโอกาสในการค้นหาและระบตุ าแหนง่ยีนเปา้หมายเม่ือเปรียบเทียบ

กบัการสร้างแผนท่ีพนัธุกรรมแบบดัง้เดมิ (traditional linkage mapping) (Turner, 2018) 
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ภาพท่ี 2.2 การศึกษา Genome-wide association study (GWAS) เป็นการน ากลุ่มประชากร

หนึ่งๆมา แบง่เป็น 2 กลุ่ม โดยใช้ลกัษณะฟีโนไทป์ท่ีแตกตา่งกนัท่ีต้องการศึกษา จากนัน้น ามาท า 

SNP arrays ทัง้จีโนมของทัง้ 2 กลุม่ แล้วจงึน าข้อมลูมาเขียนกราฟท่ีเรียกวา่ Manhattan plot โดย

จากกราฟแกน y คือ -log p-value ของความสมัพนัธ์แตล่ะ SNPs และแกน x คือ ต าแหน่ง SNPs 

บนโครโมโซม โดย SNPs ท่ีมีค่า -log p-value มาก แสดงถึงต าแหน่งนัน้มีความสัมพันธ์กับ

ลกัษณะฟีโนไทป์ท่ีต้องการศกึษา (EMBL-EBI, 2019 : online) 

 จากการศกึษา GWAS ของกลุ่มตวัอย่างท่ีเป็นโรคมะเร็งต่อมไทรอยด์ 1,216 คน กบักลุ่ม

ปกติท่ีไม่เป็นโรคมะเร็งตอ่มไทรอยด์ 1,416 คน ในประชากรประเทศสหรัฐอเมริกา พบว่ามี SNPs 

5 ต าแหน่ง ท่ีมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรงมะเร็งต่อมไทรอยด์ ซึ่ง SNPs ได้แก่ rs965513 

rs944289 rs116909374 rs2439302 และ rs966423 (Jendrzejewski et al., 2016)  

ภาวะพหสัุณฐานของยีน (polymorphisms) 

ภาวะพหสุณัฐานของยีน (polymorphisms) คือ ความแตกตา่งของรูปแบบทางพนัธุกรรม

มากกวา่ 1 แบบขึน้ไป ซึง่ความแตกตา่งนีจ้ะต้องมีมากกวา่ร้อยละ 1 ของประชากรทัง้หมด โดยการ

เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด์หนึ่งโมเลกลุในจีโนมท าให้เกิดความแตกตา่งจากจีโนมของสิ่งมีชีวิตอ่ืน

ในชนิดเดียวกนั หรือตา่งจากโครโมโซมอีกแทง่หนึง่ในสิ่งมีชีวิตเดียวกนั เรียกวา่ single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) (ภาพท่ี 2.3) SNPs เป็นการแปรผันทางพันธุกรรมท่ีมีความคงท่ีสูงสุด

และยงัสามารถพบได้บอ่ยท่ีสดุ โดยจะพบ SNPs 1 ครัง้ ได้ทกุๆ 100-300 เบส โดยพบได้ทัง้ในส่วนท่ี

สามารถถอดรหสัเป็นโปรตีน (coding region) และส่วนท่ีไม่ถกูถอดรหสัเป็นโปรตีน (non-coding region) 
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ซึ่งจะส่งผลตอ่การแสดงออกของยีน ปริมาณและการท างานของโปรตีน หรืออาจไม่ส่งผลกระทบ

ใดๆเลยก็เป็นได้ ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัต าแหนง่ของ SNPs บนสายของ DNA (Jetanin, 2013 : online) 

 

 
 

ภาพท่ี 2.3 Single nucleotide polymorphisms (SNPs) เป็นการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด์

โมเลกลุหนึง่ในจีโนมท าให้เกิดความแตกตา่งจากจีโนมของสิ่งมีชีวิตอ่ืนในชนิดเดียวกนั หรือตา่งจาก

โครโมโซมอีกแทง่หนึง่ในสิ่งมีชีวิตเดียวกนั (Genetics generation, 2015 : online) 

rs116909374 

rs116909374 เป็น SNPs ต าแหน่งหนึ่ง ท่ีอยู่บนโครโมโซมท่ี 14q13.3 (ภาพท่ี 2.4)  

ซึ่งมี major allele คือ allele C และ minor allele คือ allele T โดยค่า MAF (minor allele frequency) 

มีคา่ 0.011 (1000 Gemones) (National Center for Biotechnology Information, 1992 : online)   

 

 
 

 

ภาพท่ี 2.4 ต าแหนง่ของ rs116909374 บนโครโมโซมท่ี 14q13.3 (UCSC genome browser, 2013 : online) 

 



9 
 

การศกึษาในคนคอเคเซียน ได้แก่ ประชากรประเทศสหรัฐอเมริกา (Jendrzejewski et al., 2016) 

ประชากรประเทศไอซ์แลนด์ ประชากรประเทศเนเธอร์แลนด์ และประชากรประเทศสเปน พบว่า 

rs116909374 มีความสมัพนัธ์กับการเกิดโรคมะเร็งต่อมไทรอยด์ (Gudmundsson et al., 2013) 

แตจ่ากการศกึษาในคนเอเชีย ได้แก่ ประชากรประเทศจีน พบวา่ rs116909374 ไมมี่ความสมัพนัธ์

กบัการเกิดโรคมะเร็งตอ่มไทรอยด์ (Guo et al., 2014) 

Polymerase Chain Reaction (PCR)  

Polymerase Chain Reaction (PCR) เป็นวิธีท่ีถูกพฒันาขึน้โดย Kary Mullis ในปี 1984 

(Joshi and Deshpande, 2010) โดยเทคนิคนีมี้พืน้ฐานมาจากการใช้ความสามารถของดีเอ็นเอพอลิเมอเรส 

ในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่มาประกอบเข้ากบัดีเอ็นเอแม่แบบ เน่ืองจากดีเอ็นเอพอลิเมอเรส

สามารถเพิ่มนิวคลีโอไทด์ได้ต้องมีหมู่ 3'-OH มาก่อน จึงจ าเป็นต้องใช้ไพรเมอร์ท่ีสามารถจับกับ 

นิวคลีโอไทด์ตวัแรกได้ โดยข้อก าหนดนีท้ าให้นักวิจัยสามารถระบุขอบเขตของดีเอ็นเอแม่แบบ

เฉพาะต าแหน่งท่ีต้องการในการศึกษาได้ ซึ่งหลงัจากการท าพีซีอาร์จะได้ดีเอ็นเอล าดบัท่ีต้องการ

ออกมาหลายชดุ (Abd-Elsalam, 2003) 

 พีซีอาร์สามารถแบ่งเป็นขัน้ตอนได้ 3 ขัน้ตอนหลักๆ (Joshi and Deshpande, 2010) 

(ภาพท่ี 2.5) ได้แก่ 

1. Denaturing เป็นการแยกสายดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบจากสภาพท่ีเป็นสายคูใ่ห้เป็นสายเด่ียว 

โดยใช้อณุหภมูิสงูประมาณ 90-97 องศาเซลเซียส 

2. Annealing เป็นขัน้ตอนท่ีลดอุณหภูมิลงและจัดให้ไพรเมอร์ซึ่งเป็นดีเอ็นเอสายสัน้ๆ  

ท่ีมีล าดบัเบสเป็นคู่สมกบัดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบจบัคูก่ัน ซึ่งนิยมใช้อณุหภูมิในช่วง 50-60 

องศาเซลเซียส 

3. Extension เป็นขัน้ตอนการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหมโ่ดยสงัเคราะห์จากสว่นปลาย 5’ ของ

ไพรเมอร์ ตามดีเอ็นเอต้นแบบแตล่ะสายโดยอาศยัการท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส

ซึง่เอนไซม์นีส้ามารถท างานได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิประมาณ 72 องศาเซลเซียส 



10 
 

 

ภาพท่ี 2.5 ขัน้ตอนการท างานของกระบวนการพีซีอาร์ท่ีประกอบด้วย 3 ขัน้ตอนได้แก่ Denaturation, 

Annealing และ Extension (Lorenz, 2012) 

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) เป็นวิธีท่ีตรวจสอบความแตกตา่ง

ของล าดบัดีเอ็นเอของดีเอ็นเอ 2 โมเลกลุด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ (restriction enzymes) ซึ่งล าดบั

ดีเอ็นเอท่ีแตกตา่งกนั จะได้ขนาดของดีเอ็นเอแตกตา่งกนัด้วย 

หลังจากท า PCR-RFLP แล้วจะตรวจสอบผลโดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟริซิส (Agarose gel 

electrophoresis) เป็นเทคนิคท่ีใช้แยกชิน้ดีเอ็นเอ หรือโปรตีน (Kryndushkin et al., 2003) ท่ีมี

ขนาดแตกต่างกันออกจากกันด้วยสนามไฟฟ้า ทัง้นีเ้พราะดีเอ็นเอมีประจุลบจากหมู่ฟอสเฟต  

ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่ ซึ่งมีมวลมากก็จะมีจ านวนประจลุบมากขึน้ด้วย ดงันัน้เม่ือพิจารณาสดัสว่น

ของประจตุอ่มวลดีเอ็นเอแล้วจะเป็นคา่คงท่ี agarose gel electrophoresis แยกดีเอ็นเอออกจากกันได้

โดยอาศยัแรงเสียดทานการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอ แรงเสียดทานนีข้ึน้อยู่กบัรูปร่างและขนาดของดีเอ็นเอ 

โดยดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กจะเคล่ือนท่ีได้เร็วกว่าดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่ซึ่งมีแรงเสียดทาน  

การเคล่ือนท่ีมากกวา่ (Yilmaz, Ozic, and Gok, 2012) 

DNA sequencing 

 DNA sequencing เป็นวิธีหนึ่งท่ีใช้ส าหรับตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของเบสอะดีนีน, 

กัวนีน, ไซโทซีน และไทมีน ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ โดยจะแยกแต่ละเบสด้วยสีฟลูออเรสเซนซ์ท่ี

แตกตา่งกนั ซึง่ข้อมลูจะแสดงออกมาเป็นกราฟโครมาโตแกรม (Chromatogram) (Kumar, 2012) 

High resolution melt (HRM) 

 High resolution melt (HRM) เป็นวิธีหนึ่งท่ีใช้ตรวจสอบความแปรผันของยีน รวมไปถึง 

จีโนไทป์ของแตล่ะบคุคล และ SNPs ได้ โดยใช้อณุหภูมิระหว่าง 55-95 องศาเซลเซียส และวดัคา่
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สัญญาณฟลูออเรสเซนซ์ท่ีได้ในแต่ละช่วงของอุณหภูมิ ซึ่งจะแสดงข้อมูลเป็นกราฟ HRM plot 

(Slomka et al., 2017) 

การตรวจสอบจีโนไทป์ของ SNPs มีหลายวิธี เช่น RFLP DNA sequencing และ HRM  

ซึง่ในงานวิจยันีเ้ลือกใช้เทคนิค RFLP เน่ืองจากผู้วิจยัได้พิจารณาข้อจ ากดัดงันี ้(ตารางท่ี 2.1) 

ตารางท่ี 2.1 การเปรียบเทียบข้อจ ากดัของการตรวจสอบจีโนไทป์วิธี RFLP DNA sequencing และ HRM 

 RFLP DNA sequencing HRM 

ราคา + ++ +++ 

ความยาก ++ + +++ 

เวลา +++ + ++ 

ความทนัสมยั + +++ ++ 

หมายเหต ุให้เคร่ืองหมาย + แสดงถึงความมากน้อยของข้อจ ากดั 

 ข้อจ ากดัของเทคนิค RFLP สามารถแบง่ได้เป็นข้อดีคือมีราคาถกูท่ีสดุ และท าการทดลอง

ง่ายท่ีสดุ สว่นข้อเสียคือเทคนิคนีจ้ะใช้เวลามากในการทดลอง และมีความทนัสมยัท่ีน้อย เม่ือเทียบ

กบัเทคนิค DNA sequencing และ HRM ซึง่งานวิจยันีไ้ด้เลือกใช้เทคนิค RFLP เน่ืองจากพิจารณา

ว่าเทคนิคนีส้ามารถทดลองได้ง่าย ราคาถกู และสามารถตรวจสอบจีโนไทป์ของ SNPs ท่ีสนใจได้ 

นอกจากนีผู้้ วิจัยจึงเลือกใช้เทคนิค DNA sequencing ซึ่งมีความทันสมัย โดยการสุ่มตัวอย่าง

ตรวจสอบจีโนไทป์ด้วยเทคนิค DNA sequencing เพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของเทคนิค RFLP 

สว่นเทคนิค HRM เป็นเทคนิคท่ีมีความทนัสมยัเชน่กนั แตก่ารทดลองสามารถท าได้ยาก และราคาสงู 

จงึไมเ่หมาะสมกบังานวิจยันี ้
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บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวธีิการด าเนินการ  

กลุ่มประชากรที่ใช้ศึกษา  

 ตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษาเป็นตัวอย่างเลือดจากผู้ ป่วยมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC  

จากโรงพยาบาลศิริราช ซึ่งได้รับอนุมัติจากกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน 

จากคณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล และส าหรับตวัอย่างเลือดคนปกติท่ีไม่มีประวตัิครอบครัว

เป็นโรคเก่ียวกบัตอ่มไทรอยด์ ได้รับการอนญุาตให้ใช้เลือดในการวิจยัจากแตล่ะบคุคลแล้ว  

เคร่ืองมือและสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

 เคร่ืองมือท่ีใช้ในงานวิจยั 

- เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Thermal Cycler) (Bioer, China) 

- เคร่ืองอิเล็กโทรโฟริซิส (Electrophoresis Machine) (Cosmo, Japan) 

- เคร่ือง Nanodrop spectrophotometer (Molecular Devices, USA) 

- เคร่ืองถ่าย และบนัทกึภาพเจล (gel documentation analysis) (Bio-Rad, USA) 

สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจยั 

1. สารเคมีทัว่ไป 

- Distilled water 

- 70% alcohol 

- Agarose 

- Ethidium bromide (EtBr) 

- 100 bp DNA ladder (SMOBIO technology Inc., Taiwan) 

- 6X loading dye 

2. สารเคมีส าหรับการสกดัดีเอ็นเอ (Geneaid biotech Ltd., Taiwan) 

- 1X RBC lysis buffer 

- GT buffer 

- Proteinase K 

- GB buffer 
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- Elution buffer 

- Absolute ethanol 

- W1 buffer 

- Wash buffer 

- Preheated elution buffer 

3. สารเคมีส าหรับท าพีซีอาร์ (Thermo Fisher Scientific Inc., America) 

- 10X Taq buffer with (NH4)2SO4 

- 25mM Magnesium chloride (MgCl2) 

- 25mM Deoxynucleotide triphosphate (dNTP) 

- 10 μM Forward primer 

- 10 μM Reverse primer 

- Taq DNA polymerase 

4. สารเคมีส าหรับตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ (New England Biolabs Inc., America) 

- Restriction enzyme 

- NEBuffer 3.1 

5. สารเคมีส าหรับเตรียมตวัอยา่งสง่ sequencing 

- ExoSAP-IT (Gibthai Inc., Thailand) 

วิธีการด าเนินงาน 

การศึกษาค้นคว้า และรวบรวมข้อมูลท่ีเก่ียวข้อง 

ศกึษาล าดบัเบสของต าแหน่ง rs116909374 โดยค้นหาจากเว็บไซต์ www.NCBI.nih.gov 

และ  www.ensemble.org และรวบรวมข้อมลูท่ีเก่ียวข้องกบังานวิจยั 

การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับกระบวนการพีซีอาร์ 

ออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะเจาะจงต่อล าดับนิวคลีโอไทป์ท่ีต าแหน่ง rs116909374  

บนโครโมโซม 14q13.3 ให้ครอบคลมุส่วนท่ีต้องการศกึษา และมีคา่ %GC และคา่ Tm ท่ีเหมาะสม

โดยใช้โปรแกรม primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) 
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การออกแบบเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 ออกแบบเอนไซต์ตดัจ าเพาะตอ่ต าแหนง่ rs116909374 ท่ีสามารถแยกจีโนไทป์ทัง้ 3 แบบ

ออกจากกนัได้ โดยใช้โปรแกรม Webcutter2.0 (http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html) 

การสกัดดีเอ็นเอ 

 น าตวัอยา่งเลือดของผู้ ป่วยมะเร็งตอ่มไทรอยด์ และคนปกตมิาสกดัดีเอ็นเอ โดยใช้ชดุสกัด

ส าเร็จรูป GeneAid DNA Mini Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) จากนัน้น าดีเอ็นเอปริมาตร 

1 ไมโครลิตร มาวัดคุณภาพของดีเอ็นเอผ่านการวัดค่าดูดกลืนแสง โดยใช้เคร่ือง Nanodrop 

spectrophotometer (SpectraMax M3, Molecular Devices, USA) ท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 

280 นาโนเมตร จากนัน้ค านวณอตัราส่วนระหว่างค่า OD260 ตอ่ OD280 ซึ่งเป็นคา่การดดูกลืนแสง

ของดีเอ็นเอตอ่ค่าการดดูกลืนแสงของโปรตีน (OD260/OD280) ส าหรับคา่การดดูกลืนแสงท่ีแสดงถึง

ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีความบริสุทธ์ิจะต้องมีค่ามากกว่า 1.8 (Sukumaran, 2011) หลังจากนัน้ 

เก็บหลอดทดลองท่ีบรรจดีุเอ็นเอไว้ในตู้เย็นท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

การเพิ่มปริมาณดีเอนเอ 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ และใช้สารเคมีของบริษัท Thermo scientific 

(Thermo Fisher Scientific Inc., America) ซึ่งในหนึ่งปฏิกิริยาของการท า PCR ประกอบด้วย

สารละลายปริมาตรทัง้หมด 20 ไมโครลิตร เป็นไปตามตารางท่ี 3.1 

ตารางท่ี 3.1 สว่นผสมท่ีใช้ในปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

สาร ความเข้มข้นสดุท้าย 

10x Taq Buffer with (NH4)2SO4 1X 

25 mM MgCl2 1.5 mM 

10 mM dNTP 0.2 mM 

10 μM Forward primer 0.15 μM 

10 μM Reverse primer 0.15 μM 

Taq DNA polymerase 0.5 U 

DNA sample (gDNA) 50 ng 

Distilled water  
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สภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR เป็นไปตามตารางท่ี 3.2 

ตารางท่ี 3.2 สภาวะในปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 

Initial denaturation 94 5 

PCR cycle (35 cycles)  

- Denaturation 94 0.5 

- Annealing ปรับตามความเหมาะสมของ Tm 0.5 

- Extension 72 0.75 

Final extension 72 10 

 

 ในขัน้ annealing ต้องปรับอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับ Tm ของไพรเมอร์ เพ่ือให้ได้ขนาดของ 

ดีเอ็นเอท่ีต้องการเพียงแถบเดียว และเหมาะสมกบัการทดลองนี ้

การตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ โดยการท าเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) 

 มีขัน้ตอนดงันี ้

1. เตรียมถาดส าหรับใสเ่จล โดยเช็ดท าความสะอาด 

2. วางถาดเจลไว้บนพืน้เรียบแล้วเสียบหวีลงบนด้านปลายของแผน่เจล 

3. เตรียมวุ้น agarose 1.5% โดยชัง่ผง agarose 0.9 กรัม ใสใ่นขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร 

เติม 1X TBE buffer ปริมาตร 60 มิลลิลิตร และละลาย agarose โดยใช้เคร่ืองไมโครเวฟ 

จนกระทัง้ได้สารละลายใสเป็นเนือ้เดียวกนั 

4. น าสารละลาย agarose จากข้อ 3 มาเทลงในถาดเจลท่ีเสียบหวีแล้ว โดยเทให้มีความหนา

ประมาณ 5 มิลลิลิตร ระวงัอย่าให้มีฟองอากาศ และตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้องจนเจลแข็งตวั 

จากนัน้จงึคอ่ยๆ ดงึหวีออกอยา่งระมดัระวงั 

5. น าถาดเจลไปใส่ใน electrophoresis chamber โดยให้ด้านท่ีมีรูอยู่ใกล้ขัว้ลบ และเติม  

1X TBE buffer ให้ทว่มผิวหน้าเจล 

6. ดดูสารละลาย 100 bp DNA ladder 1.5 ไมโครลิตร และ ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ 5 ไมโครลิตร  

ซึง่ผสมอยูก่บั 6X Loading dye 1 ไมโครลิตร ลงในรู 

7. เ ม่ือโหลดตัวอย่างครบทุกหลุมแล้ว  ปิดฝา  electrophoresis chamber และเ ปิด

กระแสไฟฟ้า 100 โวลล์ เป็นเวลา 30 นาที 
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8. น าเจล agarose ไปแช่ในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนัน้ล้าง

ด้วยน า้สะอาด เป็นเวลา 10 นาที 

9. น าแผ่นเจลไปส่องดผูลภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต โดยใช้โปรแกรม gel documentation 

analysis ท าการถ่ายภาพ และบนัทึกภาพ ซึ่งจะพบแถบของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ เทียบกับ 

100 bp DNA ladder 

การตรวจสอบจีโนไทป์ต าแหน่ง rs116909374  

การตรวจสอบจีโนไทป์ด้วยเทคนิค RFLP และใช้สารเคมีของบริษัท  BioLabs (New 

England Biolabs Inc., America) ซึ่งในหนึ่งปฏิกิริยาของการท า RFLP ประกอบด้วยสารละลาย

ปริมาตรทัง้หมด 50 ไมโครลิตร เป็นไปตามตารางท่ี 3.3 

ตารางท่ี 3.3 สว่นผสมท่ีใช้ในปฏิกิริยาการตรวจสอบจีโนไทป์  

สารประกอบ ความเข้มข้นสดุท้าย 

Restriction enzyme 5 U 

10X NEBuffer 3.1 1X 

DNA (PCR product)  

Distilled water  

 

การตรวจสอบผลของจีโนไทป์ต าแหน่ง rs116909374 ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose 

gel electrophoresis) 

มีขัน้ตอนดงันี ้

1. เตรียมถาดส าหรับใสเ่จล โดยเช็ดท าความสะอาด 

2. วางถาดเจลไว้บนพืน้เรียบแล้วเสียบหวีลงบนด้านปลายของแผน่เจล 

3. เตรียมวุ้ น agarose 2% โดยชั่งผง agarose 1.2 กรัม ใส่ใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  

เติม 1X TBE buffer ปริมาตร 60 มิลลิลิตร และละลาย agarose โดยใช้เคร่ืองไมโครเวฟ 

จนกระทัง้ได้สารละลายใสเป็นเนือ้เดียวกนั 

4. น าสารละลาย agarose จากข้อ 3 มาเทลงในถาดเจลท่ีเสียบหวีแล้ว โดยเทให้มีความหนา

ประมาณ 5 มิลลิลิตร ระวงัอย่าให้มีฟองอากาศ และตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้องจนเจลแข็งตวั 

จากนัน้จงึคอ่ยๆ ดงึหวีออกอยา่งระมดัระวงั 
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5. น าถาดเจลไปใส่ใน electrophoresis chamber โดยให้ด้านท่ีมีอยู่รูใกล้ขัว้ลบ และเติม  

1X TBE buffer ให้ทว่มผิวหน้าเจล 

6. ดดูสารละลาย 100 bp DNA ladder 1.5 ไมโครลิตร และ sample 20 ไมโครลิตร ซึง่ผสมอยู่กบั 

6X Loading dye 1 ไมโครลิตร ลงในรู  

7. เ ม่ือโหลดตัวอย่างครบทุกหลุมแล้ว  ปิดฝา  electrophoresis chamber และเ ปิด

กระแสไฟฟ้า 135 โวลล์ เป็นเวลา 30 นาที 

8. น าเจล agarose ไปแช่ในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนัน้ล้าง

ด้วยน า้สะอาด เป็นเวลา 10 นาที 

9. น าแผ่นเจลไปส่องดผูลภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต โดยใช้โปรแกรม gel documentation 

analysis ท าการถ่ายภาพ และบนัทึกภาพ ซึ่งจะพบแถบของดีเอ็นเอ เทียบกับ 100 bp 

DNA ladder 

การตรวจสอบความถูกต้องของเทคนิค RFLP 

การตรวจสอบจีโนไทป์ด้วยเทคนิคRFLP อาจเกิดความผิดพลาดบางอย่าง ส่งผลให้ผลของ

จีโนไทป์ผิดพลาด ซึง่การตรวจสอบความถกูต้องของเทคนิค RFLP ท าได้โดยเทคนิค DNA sequencing 

(Macrogen Inc., Korea) ซึ่ ง ในหนึ่ งปฏิ กิ ริยาของการท า  DNA sequencing ประกอบด้วย

ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ปริมาณ 10 ไมโครลิตร และ ExoSAP-IT ปริมาณ 2 ไมโครลิตร แล้วบม่ท่ีอณุหภมูิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้น าไปเก็บท่ี

อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เตรียมสง่ Macrogen Sequencing Service (Macrogen Inc., Korea) 

  



18 
 

บทที่ 4  

ผลการทดลอง 

 ข้อมลูทัว่ไปของประชากรท่ีใช้ศกึษา ได้แก่ ผู้ ป่วยมะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิด DTC (DTC patients) 

จ านวน 207 คน และคนปกติ (Controls) จ านวน 179 คน ซึง่ข้อมลูตา่งๆแสดงดงันี ้(ตารางท่ี 4.1) 

ตารางท่ี 4.1 เพศ อาย ุและชว่งอายขุองผู้ ป่วยมะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิด DTC และคนปกติท่ีน ามาศกึษา 

Characteristics DTC patients Controls 

Male/Female 37/170 38/141 

Age (years)* 51.6±14.6 30.6±11.8 

Range of age (years) 19 - 88 19 - 87 

*Mean±S.D. 

ผู้ ป่วยมะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิด DTC จ านวน 207 คน พบวา่มีเพศชาย จ านวน 37 คน และ

เพศหญิง จ านวน 170 คน ซึ่งผู้ ป่วย DTC ทัง้หมดมีคา่เฉล่ียอายเุท่ากบั 51.6±14.6 และมีช่วงอายุ

ระหว่าง 19-88 ปี ส่วนคนปกติ จ านวน 179 คน พบว่ามีเพศชาย จ านวน 38 คน และเพศหญิง 

จ านวน 141 คน ซึง่คนปกตทิัง้หมดมีคา่เฉล่ียอายเุทา่กบั 30.6±11.8 และมีชว่งอายรุะหวา่ง 19-87 ปี 

จากการออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง rs116909374 

ได้ผลการออกแบบดงันี ้(ตารางท่ี 4.2) 

ตารางท่ี 4.2 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ศกึษาท่ีต าแหนง่ rs116909374  

Primer Primer sequence (5’-3’) Tm (
๐C) %GC PCR-product size (bp) 

Forward primer GAACAGCATTCACTTTGAGCA 53.8 42.9 
 

700 bp 
Reverse primer TGTGCTCTAATCCTAGCACCAT 55.7 45.5 

 

จากการออกแบบเอนไซม์ตดัจ าเพาะเพ่ือใช้ในการแยกจีโนไทป์ของต าแหน่ง rs116909374 

ได้เอนไซม์ตดัจ าเพาะ NsiI (Biolabs, USA) 

A T G C A T 

T A C G T A 
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แผนภาพจ าลองการตดัของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NsiI (ภาพท่ี 4.1) ซึ่งเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NsiI 

สามารถแยกจีโนไทป์ทัง้ 3 รูปแบบออกจากกันได้ โดยจีโนไทป์ CC จะมีขนาดดีเอ็นเอ 700 bp.  

จีโนไทป์ CT มีขนาดดีเอ็นเอ 328, 372 และ 700 bp. และจีโนไทป์ TT มีขนาดดีเอ็นเอ 328 และ 

372 bp. และสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบจีโนไทป์ เป็นไปตามตารางท่ี 4.3  

 

ภาพท่ี 4.1 แผนภาพจ าลองการตดัของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NsiI โดยจีโนไทป์ CC จะมีขนาดดีเอ็นเอ 

700 bp. จีโนไทป์ CT มีขนาดดีเอ็นเอ 328, 372 และ 700 bp. และจีโนไทป์ TT มีขนาดดีเอ็นเอ 

328 และ 372 bp. 

ตารางท่ี 4.3 สภาวะในปฏิกิริยาตรวจสอบจีโนไทป์ 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 

Incubation 37 15 

Inactivate 65 20 

 

จากการตรวจสอบอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในขัน้ตอน annealing ด้วย PCR ท่ีอุณหภูมิ 56 

และ 58 องศาเซลเซียส และน ามาวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis บน 

1.5% agarose gel (ภาพท่ี 4.2) แสดงว่าอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสมของ rs116909374 ในขัน้ตอน 

annealing คือ 56 องศาเซลเซียส 

 
ภาพท่ี 4.2 ผลเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการหาอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในขัน้ตอน annealing ของ 

rs116909374 ท่ีอณุหภมูิ 56 และ 58 องศาเซลเซียส  
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จากการศกึษา rs116909374 บนโครโมโซมท่ี 14q13.3 ในคนปกติ จ านวน 179 คน และ

ผู้ ป่วยมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC จ านวน 207 คน ด้วยวิธี PCR-RFLP ได้ผลการตรวจสอบคือ 

ในคนปกต ิจ านวน 179 คน พบวา่มีจีโนไทป์ CC ทัง้หมด แตใ่นผู้ ป่วยมะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิด DTC 

จ านวน 206 คน พบว่ามีจีโนไทป์ CC และจ านวน 1 คน พบว่ามีจีโนไทป์ CT (ตารางท่ี 4.4) และ

ตวัอยา่งผลการตรวจสอบด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (ภาพท่ี 4.3)  

ตารางท่ี 4.4 ข้อมลูจีโนไทป์ของคนปกติ และผู้ ป่วยมะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิด DTC ท่ีท าการศกึษา 

 Genotype Total 

CC CT TT 

Controls 179 - - 179 

DTC patients 206 1 - 207 

 386 

 

 

ภาพท่ี 4.3 ผลเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NsiI โดยชอ่งท่ี 1 และ 22 คือ 

DNA ladder และช่องท่ี 2-21 แสดงการตดัของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NsiI  โดยรหสัตวัอย่าง 7014 

7020 7021 7023 7028 7065 7073 7094 7201 7206 7212 7223 7231 7236 7252 7253 7257 

และ 7262 แสดงจีโนไทป์ CC และรหสัตวัอยา่ง 7024 แสดงจีโนไทป์ CT 

 จากการท า DNA sequencing ทัง้หมด 8 ตวัอย่าง โดยการสุ่มเลือกตวัอย่างท่ีท า PCR-RFLP แล้ว

พบว่ามีจีโนไทป์ CC จ านวน 7 ตวัอย่าง และจีโนไทป์ CT จ านวน 1 ตวัอย่าง พบว่าผลของการท า 

DNA sequencing มีจีโนไทป์เป็นไปตามผลของวิธี PCR-RFLP ทกุตวัอย่าง ซึ่งแสดงตวัอย่างดงันี ้

(ภาพท่ี 4.4) 
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ก.) 

 

 

ข.) 

 

 

 

ภาพท่ี 4.4 ผล DNA sequencing ของ rs116909374 ก.) แสดงจีโนไทป์ CC ข.) แสดงจีโนไทป์ CT 

 การวิเคราะห์สมดลุฮาร์ดี-ไวน์เบิร์ก (Hardy-Weinberg equilibrium) ได้คา่ X2 = 0 พบว่า 

p-Value > 0.05 แสดงว่า การกระจายจีโนไทป์ของ rs116909374 ของตวัอย่างทัง้ผู้ ป่วยมะเร็ง

ตอ่มไทรอยด์ชนิด DTC และคนปกตอิยูใ่นสมดลุฮาร์ดี-ไวน์เบร์ิก  

จากการศึกษาในผู้ ป่วยมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC และคนปกติ จ านวน 386 คน  

พบจีโนไทป์ 2 แบบ คือ CC และ CT ความถ่ีจีโนไทป์ CC CT และ TT เทา่กบั 0.9974 0.0026 และ 

0 ตามล าดบั และความถ่ีแอลลีล C มีคา่ 0.9987 ความถ่ีแอลลีล T มีคา่ 0.0013 จากการศกึษาใน

ผู้ ป่วยมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC จ านวน 207 คน พบจีโนไทป์ 2 แบบ คือ CC และ CT ความถ่ี

จีโนไทป์ CC CT และ TT เท่ากับ 0.9952 0.0048 และ 0 ตามล าดบั และความถ่ีแอลลีล C มีค่า 

0.9976 ความถ่ีแอลลีล T มีคา่ 0.0024 และจากการศกึษาในคนปกต ิจ านวน 179 คน พบจีโนไทป์ 

1 แบบ คือ CC ความถ่ีจีโนไทป์ CC CT และ TT เทา่กบั 1 0 และ 0 ตามล าดบั และความถ่ีแอลลีล 

C มีคา่ 1 ความถ่ีแอลลีล T มีคา่ 0 จากการค านวณทางสถิติ พบว่า ทัง้จีโนไทป์ CC และ CT มีคา่ 

p-value เท่ากับ 1.00 ซึ่งมากกว่า 0.05 แสดงว่า สัดส่วนจีโนไทป์ CC และ CT ในผู้ ป่วยมะเร็ง 

ต่อมไทรอยด์ชนิด DTC กับคนปกติ มีสัดส่วนไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ท่ี  

ความเช่ือมั่น 95% ส่วนจีโนไทป์ TT ไม่สามารถค านวณค่า p-value ได้ และทัง้ 3 จีโนไทป์ 

ไมส่ามารถค านวณคา่ Odds Ratio และ 95% Confidence Interval ได้  
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บทที่ 5 

อภปิรายผลการศึกษา 

งานวิจัยนีมี้วัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง rs116909374 กับมะเร็ง 

ตอ่มไทรอยด์ชนิด DTC ในประชากรไทย ผู้วิจยัได้รับตวัอยา่งเลือดผู้ ป่วย DTC จากโรงพยาบาลศริิราช 

และเก็บตวัอยา่งเลือดจากคนปกต ิจากนัน้น ามาสกดัดีเอ็นเอด้วยชดุสกดัส าเร็จรูป GeneAid DNA Mini Kit 

(Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) และวดัความเข้มข้นโดยใช้เคร่ือง Nanodrop spectrophotometer 

(SpectraMax M3, Molecular Devices, USA) ซึ่งความเข้มข้นท่ีวดัได้ในแตล่ะตวัอย่างไม่เท่ากัน 

ผู้ วิจัยจึงท าการปรับความเข้มข้นของตัวอย่างให้มีความเข้มข้น 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร  

ส าหรับตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีมีความเข้มข้นสูงกว่า 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ด้วยการเติมน า้กลั่น 

หลงัจากนัน้น ามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR และตรวจสอบจีโนไทป์ด้วยเทคนิค RFLP 

เป็นเทคนิคท่ีใช้ตรวจสอบความแตกตา่งของล าดบัดีเอ็นเอของดีเอ็นเอ 2 โมเลกลุด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 

พบวา่ผู้ ป่วย DTC มีจีโนไทป์ CC และ CT เทา่กบั 206 และ 1 คนตามล าดบั สว่นคนปกตมีิจีโนไทป์ CC 

เทา่กบั 179 คน  และเพ่ือเป็นการยืนยนัความถกูต้องของการตรวจสอบจีโนไทป์ด้วยเทคนิค PCR-RFLP 

ผู้วิจยัจงึสุม่ตวัอยา่งดีเอ็นเอจ านวน 8 ตวัอยา่ง เพ่ือน าไปทดสอบจีโนไทป์ด้วยเทคนิค DNA sequencing 

ผลจากการยืนยนัล าดบันิวคลีโอไทด์พบวา่ผลเป็นไปตามผลการตรวจสอบจีโนไทป์ด้วยเทคนิค PCR-RFLP  

rs116909374 ไม่ได้ตัง้อยู่บนยีน ซึ่งจากการศึกษายีนใกล้เคียงพบยีน LOC107984003 

ซึง่หา่งจาก SNPs 4,207 เบส โดยยีนนีมี้การแสดงออกท่ีตอ่มไทรอยด์, กระเพาะอาหาร และสมอง 

แต่ยังไม่มีการศึกษาหน้าท่ีการท างานของยีนนี ท่ี้ชัดเจน (National Center for Biotechnology 

Information, 2018 : online) 

จากผลการทดลองจะเห็นว่าไม่ มีความสัมพันธ์ระหว่าง  rs116909374 กับมะเ ร็ง 

ต่อมไทรอยด์ในประชากรไทยสอดคล้องกับการศึกษาของ Guo et al., 2014 ก่อนหน้านี ้

ในประชากรจีน ซึ่งไม่มีความสมัพนัธ์ระหว่าง rs116909374 กับมะเร็งต่อมไทรอยด์เช่นกัน และ

พบว่าแอลลีล T ในประชากรจีนมีความถ่ีเท่ากับ 0 โดยศกึษาในผู้ ป่วย PTC จ านวน 845 คน และ

คนปกต ิจ านวน 1005 คน กลา่วคือประชากรไทย และจีน จดัเป็นประชากรในทวีปเอเชียเหมือนกนั 

จงึท าให้ไมพ่บความสมัพนัธ์ระหวา่ง rs116909374 กบัมะเร็งตอ่มไทรอยด์เชน่เดียวกนั 

ส าหรับผลการทดลองในทวีปอเมริกา ของประชากรสหรัฐอเมริกา (Jendrzejewski et al., 

2016) และทวีปยุโรป ได้แก่ประชากรไอซ์แลนด์ ประชากรเนเธอร์แลนด์  และประชากรสเปน 

(Gudmundsson et al., 2013) พบว่ า มี ความสัมพัน ธ์ ร ะหว่ า ง  rs116909374 กับมะ เ ร็ ง 
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ต่อมไทรอยด์ ซึ่งในประชากรดงักล่าวมีความแตกต่างทางเชือ้ชาติกับประชากรไทยซึ่งจัดเป็น

ประชากรในทวีปเอเชีย จงึท าให้ผลการทดลองแตกตา่งกนัด้วย  

นอกจากนี  ้ การ เ กิดมะ เ ร็ งต่อมไทรอย ด์ มีสา เหตุมาจากหลายๆปัจจัย  เช่น  

การใช้ชีวิตประจ าวัน, การได้รับรังสีจากการรักษา รวมถึงปัจจัยท างสิ่งแวดล้อมต่างๆ  

ดงันัน้การศกึษาความสมัพนัธ์จงึต้องดตู าแหนง่อ่ืนร่วมด้วย  
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บทที่ 6 

สรุปผลการศึกษา 

การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง rs116909374 บนโครโมโซม 14q13.3 และมะเร็ง 

ต่อมไทรอยด์ชนิด DTC โดยตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษาเป็นตัวอย่าง เลือดจากผู้ ป่วยมะเร็ง 

ต่อมไทรอยด์ชนิด  DTC จ านวน 207 คน และตัวอย่าง เ ลือดคนปกติ  จ านวน 179 คน  

จากนัน้ตรวจสอบจีโนไทป์ของแตล่ะบคุคลโดยเทคนิค PCR-RFLP และสุม่ตวัอยา่งตรวจสอบจีโนไทป์

ด้วยเทคนิค DNA sequencing เพ่ือตรวจสอบความถกูต้องของเทคนิค PCR-RFLP ผลการทดลอง

พบว่าผู้ ป่วย DTC มีจีโนไทป์ CC และ CT เท่ากับ 206 และ 1 ตามล าดบั คนปกติมีจีโนไทป์ CC 

เทา่กบั 179 คน ดงันัน้สรุปได้วา่ rs116909374 ไมมี่ความสมัพนัธ์กบัมะเร็งตอ่มไทรอยด์ชนิด DTC 

ในประชากรไทย 
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ตารางข้อมลูผู้ ป่วยมะเร็งต่อมไทรอยด์ชนิด DTC  

No. Code Gender Age Genotype 

1 RS-P 3 Female 79 CC 

2 RS-P 8 Female 51 CC 

3 RS-P 10 Female 27 CC 

4 RS-P 11 Female 56 CC 

5 RS-P 12 Female 54 CC 

6 RS-P 13 Female 58 CC 

7 RS-P 14 Female 48 CC 

8 RS-P 15 Female 39 CC 

9 RS-P 16 Female 20 CC 

10 RS-P 17 Female 58 CC 

11 RS-P 18 Female 44 CC 

12 RS-P 19 Female 74 CC 

13 RS-P 21 Female 47 CC 

14 RS-P 24 Female 55 CC 

15 RS-P 25 Female 55 CC 

16 RS-P 27 Female 34 CC 

17 RS-P 32 Male 66 CC 

18 RS-P 44 Female 27 CC 

19 RS-P 48 Female 40 CC 

20 RS-P 52 Female 46 CC 

21 RS-P 53 Female 61 CC 

22 RS-P 56 Female 82 CC 

23 RS-P 59 Female 56 CC 

24 RS-P 61 Female 48 CC 

25 RS-P 64 Female 44 CC 

26 RS-P 65 Male 45 CC 

27 RS-P 67 Male 55 CC 

28 RS-P 68 Female 52 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

29 RS-P 69 Female 56 CC 

30 RS-P 70 Female 49 CC 

31 RS-P 71 Female 42 CC 

32 RS-P 72 Female 53 CC 

33 RS-P 74 Male 81 CC 

34 RS-P 77 Female 38 CC 

35 RS-P 79 Female 21 CC 

36 RS-P 81 Male 64 CC 

37 RS-P 84 Male 78 CC 

38 RS-P 85 Female 63 CC 

39 RS-P 86 Female 44 CC 

40 RS-P 88 Female 50 CC 

41 RS-P 90 Male 65 CC 

42 RS-P 91 Female 57 CC 

43 RS-P 92 Female 53 CC 

44 RS-P 98 Female 54 CC 

45 RS-P 99 Female 49 CC 

46 RS-P 102 Female 45 CC 

47 RS-P 103 Male 55 CC 

48 RS-P 106 Female 53 CC 

49 RS-P 107 Female 48 CC 

50 RS-P 110 Male 38 CC 

51 RS-P 117 Female 57 CC 

52 RS-P 118 Female 57 CC 

53 RS-P 122 Female 44 CC 

54 RS-P 123 Female 65 CC 

55 RS-P 125 Female 22 CC 

56 RS-P 127 Female 53 CC 

57 RS-P 131 Female 55 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

58 RS-P 133 Female 60 CC 

59 RS-P 134 Female 19 CC 

60 RS-P 136 Female 59 CC 

61 RS-P 137 Male 33 CC 

62 RS-P 142 Male 65 CC 

63 RS-P 144 Female 36 CC 

64 RS-P 147 Female 48 CC 

65 RS-P 152 Male 63 CC 

66 RS-P 153 Female 58 CC 

67 RS-P 160 Female 42 CC 

68 RS-P 161 Female 58 CC 

69 RS-P 164 Female 58 CC 

70 RS-P 167 Female 75 CC 

71 RS-P 169 Female 52 CC 

72 RS-P 171 Female 27 CC 

73 RS-P 173 Female 28 CC 

74 RS-P 174 Female 57 CC 

75 RS-P 177 Male 76 CC 

76 RS-P 179 Male 87 CC 

77 RS-P 180 Male 62 CC 

78 RS-P 182 Female 38 CC 

79 RS-P 187 Female 66 CC 

80 RS-P 188 Female 69 CC 

81 RS-P 189 Male 41 CC 

82 RS-P 191 Female 55 CC 

83 RS-P 192 Female 53 CC 

84 RS-P 194 Female 71 CC 

85 RS-P 195 Male 67 CC 

86 RS-P 197 Female 48 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

87 RS-P 201 Female 64 CC 

88 RS-P 202 Female 45 CC 

89 RS-P 203 Female 40 CC 

90 RS-P 205 Female 68 CC 

91 RS-P 206 Female 52 CC 

92 RS-P 210 Female 55 CC 

93 6255 Female 51 CC 

94 6256 Female 71 CC 

95 7005 Male 76 CC 

96 7011 Female 26 CC 

97 7014 Female 25 CC 

98 7020 Female 57 CC 

99 7021 Male 68 CC 

100 7023 Female 40 CC 

101 7024 Female 33 CT 

102 7028  Female  - CC 

103 7065 Female 46 CC 

104 7073 Female 45 CC 

105 7094 Female 47 CC 

106 7201 Female 41 CC 

107 7206 Female 43 CC 

108 7207 Female 20 CC 

109 7212 Male 69 CC 

110 7218 Female 64 CC 

111 7221 Female 44 CC 

112 7223 Female 41 CC 

113 7231 Female 45 CC 

114 7236 Female 31 CC 

115 7249 Male 69 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

116 7252 Female 26 CC 

117 7253 Female 49 CC 

118 7257 Female 51 CC 

119 7262 Female 61 CC 

120 7271 Female 39 CC 

121 7274 Male 34 CC 

122 7290 Female 55 CC 

123 7363 Male 39 CC 

124 7370 Female 65 CC 

125 7374 Female 37 CC 

126 7376 Female 49 CC 

127 7380 Female 60 CC 

128 7385 Female 40 CC 

129 7389 Female 38 CC 

130 7395 Female 49 CC 

131 7396 Female 42 CC 

132 7414 Female 58 CC 

133 7433 Female 52 CC 

134 7434 Female 37 CC 

135 7439 Female 61 CC 

136 7442 Female 33 CC 

137 7444 Female 50 CC 

138 7455 Female 28 CC 

139 7457 Male 57 CC 

140 7458 Female 67 CC 

141 7466 Female 53 CC 

142 7467 Female 85 CC 

143 7469 Female 29 CC 

144 7479 Female 50 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

145 7552 Female 49 CC 

146 7554 Female 66 CC 

147 7560 Female 84 CC 

148 7563 Female 50 CC 

149 7565 Female 64 CC 

150 7566 Male 71 CC 

151 7569 Female 60 CC 

152 7579 Female 59 CC 

153 7585 Female 52 CC 

154 7592 Male 65 CC 

155 7598 Female 30 CC 

156 7604 Male 55 CC 

157 7609 Female 57 CC 

158 7611 Female 50 CC 

159 7612 Male 70 CC 

160 7615 Male 63 CC 

161 7617 Female 50 CC 

162 7627 Female 56 CC 

163 7632 Male 63 CC 

164 7640 Female 64 CC 

165 7656 Female 39 CC 

166 7657 Female 53 CC 

167 7660 Female 57 CC 

168 7662 Male 63 CC 

169 7665 Female 46 CC 

170 7669 Female 47 CC 

171 7670 Female 62 CC 

172 7671 Male 88 CC 

173 7680 Female 60 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

174 7689 Female 63 CC 

175 7694 Female 21 CC 

176 7701 Female 37 CC 

177 7703 Male 53 CC 

178 7706 Female 34 CC 

179 7707 Male 71 CC 

180 7714 Female 78 CC 

181 7723 Male 68 CC 

182 7727 Female 73 CC 

183 7738 Female 24 CC 

184 7739 Female 58 CC 

185 7740 Male 48 CC 

186 7743 Female 32 CC 

187 7797 Female 31 CC 

188 7798  Female  - CC 

189 7800 Female 50 CC 

190 7804  Female -  CC 

191 7806 Female 39 CC 

192 7807 Female 54 CC 

193 7810 Female 53 CC 

194 7811 Female 40 CC 

195 7813 Male 58 CC 

196 7814 Female 30 CC 

197 7815 Female 83 CC 

198 7835 Female 57 CC 

199 7838 Female 36 CC 

200 7839 Female 31 CC 

201 7840 Female 50 CC 

202 7841 Female 41 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

203 7847 Female 43 CC 

204 7849 Female 41 CC 

205 7852 Female 70 CC 

206 7853 Female 44 CC 

207 7854 Female 57 CC 

 

ตารางข้อมลูคนปกติท่ีไม่มีประวตัิครอบครัวเป็นโรคเก่ียวกบัต่อมไทรอยด์ 

No. Code Gender Age Genotype 

1 C-1 Female 35 CC 

2 C-2 Female 21 CC 

3 C-3 Female 36 CC 

4 C-4 Female 21 CC 

5 C-6 Female 22 CC 

6 C-7 Female 24 CC 

7 C-8 Female 21 CC 

8 C-9 Male 21 CC 

9 C-10 Female 23 CC 

10 C-11 Female 21 CC 

11 C-12 Male 22 CC 

12 C-13 Male 22 CC 

13 C-14 Male 22 CC 

14 C-15 Male 22 CC 

15 C-16 Male 20 CC 

16 C-17 Male 23 CC 

17 C-18 Male 69 CC 

18 C-19 Female 63 CC 

19 C-20 Male 41 CC 

20 C-21 Female 34 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

21 C-22 Female 22 CC 

22 C-23 Female 22 CC 

23 C-24 Female 22 CC 

24 C-25 Female 24 CC 

25 C-26 Female 23 CC 

26 C-27 Male 32 CC 

27 C-29 Female 21 CC 

28 C-30 Female 21 CC 

29 C-31 Male 23 CC 

30 C-32 Female 20 CC 

31 C-33 Female 22 CC 

32 C-34 Female 21 CC 

33 C-35 Female 21 CC 

34 C-36 Female 20 CC 

35 C-37 Female 21 CC 

36 C-38 Female 21 CC 

37 C-39 Female 21 CC 

38 C-40 Female 21 CC 

39 C-41 Male 21 CC 

40 C-42 Female 60 CC 

41 C-43 Female 29 CC 

42 C-44 Female - CC 

43 C-45 Male 72 CC 

44 C-46 Male 53 CC 

45 C-47 Female 50 CC 

46 C-48 Male 43 CC 

47 C-49 Female 41 CC 

48 C-50 Female 22 CC 

49 C-51 Female 87 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

50 C-52 Female 21 CC 

51 C-53 Male 21 CC 

52 C-54 Male 21 CC 

53 C-55 Female 21 CC 

54 C-56 Male 21 CC 

55 C-57 Female 20 CC 

56 C-58 Male 22 CC 

57 C-59 Male 21 CC 

58 C-60 Male 21 CC 

59 C-61 Female 21 CC 

60 C-62 Male 21 CC 

61 C-63 Female 40 CC 

62 C-64 Male 33 CC 

63 C-65 Female 20 CC 

64 C-311 Female 29 CC 

65 C-314 Male 31 CC 

66 C-316 Female 26 CC 

67 C-318 Female 23 CC 

68 C-319 Female 34 CC 

69 C-320 Female 27 CC 

70 C-321 Female 24 CC 

71 C-322 Female 29 CC 

72 C-323 Male 34 CC 

73 C-325 Male 33 CC 

74 C-326 Female 50 CC 

75 C-335 Male 34 CC 

76 C-337 Female 25 CC 

77 C-339 Female 27 CC 

78 C-341 Female 26 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

79 C-342 Female 24 CC 

80 C-350 Female - CC 

81 C-356 Male 26 CC 

82 C-358 Female 33 CC 

83 C-361 Female 27 CC 

84 C-362 Male 23 CC 

85 C-363 Female 24 CC 

86 C-368 Female 25 CC 

87 C-369 Male 24 CC 

88 C-370 Female 22 CC 

89 C-371 Female 23 CC 

90 C-374 Female 24 CC 

91 C-375 Female 25 CC 

92 C-378 Female 30 CC 

93 C-379 Female 27 CC 

94 C-383 Male 28 CC 

95 C-384 Female 55 CC 

96 C-385 Female 30 CC 

97 C-387 Female 27 CC 

98 C-388 Female 25 CC 

99 C-389 Male 28 CC 

100 C-390 Female 36 CC 

101 C-391 Female 33 CC 

102 C-392 Female 23 CC 

103 C-399 Female 21 CC 

104 C-401 Female 21 CC 

105 C-402 Female 21 CC 

106 C-405 Female 21 CC 

107 C-414 Female 24 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

108 C-415 Female 26 CC 

109 C-416 Female 24 CC 

110 C-417 Female 24 CC 

111 C-419 Female 30 CC 

112 C-464 Female 42 CC 

113 C-470 Female 49 CC 

114 C-471 Female 66 CC 

115 C-473 Female 46 CC 

116 C-474 Female 35 CC 

117 C-494 Female 42 CC 

118 C-496 Female 53 CC 

119 C-497 Female 41 CC 

120 C-502 Female 55 CC 

121 C-504 Female 30 CC 

122 C-505 Female 43 CC 

123 C-507 Female 40 CC 

124 C-510 Female 47 CC 

125 C-511 Female 55 CC 

126 C-512 Male 35 CC 

127 C-513 Female 41 CC 

128 C-514 Female 24 CC 

129 C-515 Female 28 CC 

130 C-516 Female 30 CC 

131 C-517 Male 36 CC 

132 C-525 Female 55 CC 

133 C-530 Female 23 CC 

134 C-531 Female 28 CC 

135 C-532 Female 22 CC 

136 C-533 Male 28 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

137 C-535 Female 40 CC 

138 C-537 Female 20 CC 

139 C-538 Female 33 CC 

140 C-540 Female 29 CC 

141 C-541 Female 37 CC 

142 C-544 Female 37 CC 

143 C-546 Female 34 CC 

144 C-547 Female 23 CC 

145 C-548 Female 24 CC 

146 C-551 Female 27 CC 

147 C-552 Female 32 CC 

148 C-553 Female 19 CC 

149 C-554 Female 21 CC 

150 C-555 Female 33 CC 

151 C-557 Female 29 CC 

152 C-558 Female 22 CC 

153 C-559 Female 19 CC 

154 C-560 Female 30 CC 

155 C-561 Female 26 CC 

156 C-564 Female 26 CC 

157 C-568 Female 24 CC 

158 C-575 Female 19 CC 

159 C-576 Female 27 CC 

160 C-577 Female 23 CC 

161 C-579 Female 28 CC 

162 C-585 Female 19 CC 

163 C-586 Female 39 CC 

164 C-611 Female 41 CC 

165 C-612 Female 32 CC 
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No. Code Gender Age Genotype 

166 C-613 Female 30 CC 

167 C-614 Female 27 CC 

168 C-615 Female 45 CC 

169 C-616 Female 30 CC 

170 C-617 Female 42 CC 

171 C-618 Female 34 CC 

172 C-619 Female 40 CC 

173 C-620 Female 50 CC 

174 C-621 Female 30 CC 

175 C-622 Male 50 CC 

176 C-623 Male 54 CC 

177 C-624 Female 27 CC 

178 C-625 Male 41 CC 

179 C-626 Female 28 CC 

  

การเตรียมสารละลาย 

- 5X TBE (Tris-Borate-EDTA) 

Tris base    54 กรัม 

Boric acid   27.5 กรัม 

EDTA (pH 8.0)   3.72 กรัม 

เตมิน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตรสดุท้าย 1 ลิตร 

- 1X TBE 

5X TBE  1 สว่น ตอ่ น า้กลัน่ 4 สว่น 

- Ethidium bromide 10 mg/ml 

Ethidium bromide  1 กรัม 

  Distilled water   10 มิลลิลิตร 
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