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             Sudden Unexplained Death Syndrome (SUDS) หรือโรคใหลตาย มีลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจเหมือนกับ 
Brugada syndrome คือพบ right bundle branch block และ ST segment elevation ใน lead V1 ถึง V3  Brugada 
syndrome เปนโรคทางพันธุกรรม ถายทอดแบบ autosomal dominant ( โดยใชลักษณะคลื่นหัวใจดังกลาว และการ
ตายเฉียบพลันโดยไมทราบสาเหตุเปน phenotype ) ยีนที่เปนสาเหตุของ Brugada syndrome คาดวานาจะเปนยีนที่
สราง ion channel protein ตาง ๆ ซึ่งประมาณ 15 % ของผูปวย Brugada syndrome มีสาเหตุมาจากการกลายพันธุ
ของยีน SCN5A นอกจากนี้ยังมียีนที่คาดวานาจะเปนสาเหตุของ Brugada syndrome อีกอยางนอย 2 ยีน คือ ยีน 
KCND2 และ  KCND3 วัตถุประสงคของการวิจัยครั้งนี้เพื่อศึกษาวา โรคใหลตายเกิดจากการกลายพันธุของยีน เหลานี้ 
หรือไม โดยทํา linkage studies ใน 4 ครอบครัวใหลตายพบวามีหลักฐานวามีความสัมพันธกับSCN5A1ครอบครัวจึงได
ทําdirect sequencing exon 5, 12, 17, 18, 23 และ 28 ในครอบครัวใหลตายนั้น  เพื่อหาการกลายพันธุ 8 ตําแหนง ที่
เคยมีรายงานมากอนจาก Brugada syndrome แตตรวจไมพบในครอบครัวใหลตายนี้ จึงสรุปได วาโรคใหลตายมีการ 
กลายพันธุที่ไมเหมือนกับใน Brugada syndrome ในตางประเทศ และอาจจะเกิดจากการกลายพันธุของยีนอื่นก็ได ที่ไม
ใชยีนที่ศึกษาอีก 2 ยีนก็คือยีน KCND2 และ  KCND3 โดยอาศัยสมมติฐานที่วาโรคใหลตายนาจะมาจากการกลายพันธุ
ของยีนเพียง 1 ยีน โดยไดทํา linkage analysis ในครอบครัวใหลตาย 4 ครอบครัวที่มีคล่ืนไฟฟาหัวใจดังกลาวพรอมๆไป
กับยีน SCN5A ผลปรากฏวาไมพบยีนที่เปนสาเหตุของการเกิดใหลตาย ดังนั้นจึงตองหายีนที่เปนสาเหตุของการเกิดใหล
ตายในการศึกษาครั้งตอไป 
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            Sudden Unexplained Death Syndrome ( SUDS) (or Lai-tai) shares the same ECG pattern as  Brugada 
syndrome : right bundle branch block and ST segment elevation in V1 to V3. Brugada syndrome is a genetic 
disorder with the inheritance pattern of autosomal dominant (using the ECG pattern and unexplained sudden 
death as phenotype) and associate with cardiac sodium channels (SCN5A) mutations . To detect  the SCN5A 
mutation in SUDS, we performed the direct sequencing in one family with some evidence of  linkage to SCN5A. 
However, the direct sequencing in eight reported mutations ( exon 5,12,17,18,23 and 28 )in this family failed to 
demonstrate the mutations. We concluded that the mutations in SUDS  maybe the novel mutations different 
from previously reported mutations or maybe caused by other mutations such as KCND2 and KCND3 gene. 
We performed  the linkage study in four families in three gene, SCN5A, KCND2 and KCND3 and could not find 
the linkage  to these genes. we concluded that these genes were not  associated with SUDS .Further studies 
are needed to elucidate the molecular mechanism of this syndrome. 
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     คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
 
SUDS   =  Sudden Unexplained Death Syndrome 
RBBB   =  Right bundle branch block 
PCR   =  Polymerase chain reaction 



บทที่  1 
บทนํา 

 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 
โรคใหลตาย(Sudden Unexplained Death Syndrome:SUDS) จัดไดวาเปนโรคหนึ่งที่

เปนปญหาทางสาธารณสุขและสรางปญหาทางเศรษฐกิจและความเสียหายใหกับครอบครัวของผู
เสียชีวิตและประเทศชาติไดมากพอควร เนื่องมาจากผูปวยที่เสียชีวิตดวยโรคนี้มักจะเปนบุคคลที่มี
อายุไมมากนัก และมักจะเปนกําลังหลักของครอบครัวในการดํารงชีวิต จากการเก็บอุบัติการการ
เกิดโรคใหลตายในประเทศไทย ซึ่งมีอุบัติการการเกิดอยูระหวาง 23.8-38 คนตอประชากร 1 แสน
คน(1,2,3)พบวา มีปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคหลายประการไมวาจะเปนภาวะความเครียด(4) ,
ภาวะโปแตสเซียมในเลือดต่ํา ซึ่งมักจะมาจากการไดรับโปแตสเซียมจากอาหารที่ไมเพียงพอหรือ
เกิดจากโรคหลายโรคที่ทําใหเกิดภาวะดังกลาวไดแก Distal Renal Acidosis(5)  และที่สําคัญจาก
การศึกษาของคณะผูทําการศึกษา 2 คณะคือ สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ(6) กับปยทัศน 
ทัศนาวิวัฒนและคณะ(7) ดวยการทํา Pedigree พบวาปจจัยทางพันธุกรรมนาจะเปนปจจัยหลักที่มี
สวนเกี่ยวของกับการเกิดโรคใหลตายดวย 
 ลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจของผูปวยที่รอดชีวิตจากใหลตายนั้นจะพบวามี Right Bundle 
Branch Block และ ST Segment Elevation ใน Lead V1-V3ซึ่งจะนําไปสูการเตนของหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ ventricular fibrillation ได(3,8) ลักษณะของคลื่นไฟฟาหัวใจดังกลาวและอาการทาง
คลินิกอื่นๆ ของ ใหลตายนั้นคลายคลึงกับกลุมโรคอีกกลุมหนึ่งที่เคยมีการรายงานมากอนแลวคือ 
Brugada Syndrome มาก(9) และจากการศึกษาทางพันธุกรรมกอนหนานี้ พบวายีนที่เกี่ยวของกับ 
Brugada Syndrome เปนยีนที่ควบคุมการทํางานของ channel ตางๆ ที่หัวใจ ซึ่งมียืนที่เกี่ยวของ
แลวอยางนอย 1 ยีนคือยีน SCN5A(10-20) และยังมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับยีนที่นาจะเกี่ยวของ
กับ Brugada Syndrome อีกอยางนอย 2 ยีนคือ KCND2 และ KCND3 เนื่องจาก ทั้ง 2 ยีน เปน
ยีนที่เกี่ยวของกับ transient outward current ( Ito) ซึ่งเกี่ยวของกับ การไหลออกของโปแตสเซียม
ในปลายระยะที่1ของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหัวใจ ซึ่งเกี่ยวของกับการเกิด Brugada 
syndrome(21,22) 

 และจากการอนุมานดวยลักษณะทางคลินิคและลักษณะของคลื่นไฟฟาหัวใจดังที่กลาวไป
แลวขางตน จึงมีเหตุผลพอจะเชื่อไดวาใหลตายนาจะเปนกลุมโรคที่ใกลเคียงหรือวาอาจจะเกี่ยว
ของกับ Brugada Syndrome ดวย เพราะฉะนั้นเปาหมายของการศึกษาครั้งนี้ก็คือเพื่อตองการที่



 2

จะพิสูจนวายีน SCN5A ซึ่งเปนตนเหตุของ Brugada Syndrome นั้น เปนตนเหตุการเกิด SUDS 
ดวยหรือไม โดยนอกจากยีน SCN5A ซึ่งเปนยีนหลักในการศึกษาครั้งนี้แลว ยีนอื่นๆ ที่เกี่ยวของ
เชน KCND2 และ KCND3 ก็ยังไดรับการพิจารณาไปพรอมๆ กันดวยกัน 
 ประโยชนที่คาดวานาจะไดจากการศึกษาในครั้งนี้ก็คือ นอกจากจะทําใหเรารูถึงยีนที่เปน
สาเหตุของการเกิดโรคใหลตายแลว ยังจะทําใหเราสามารถวินจิฉัยโรคนี้ในกลุมผูปวยที่มีปจจัย
เสี่ยงที่จะเกิดโรคเชนกลุมญาติพี่นองของผูปวยไดงายและสะดวกกวาวิธีการเดิมคือ 
Procainamide Test ซึ่งเปนวิธีการที่มีความจําเพาะเจาะจงและความปลอดภัยคอนขางต่ํา อีก
ดวย และประโยชนขอสุดทายก็คือการวินัจฉัยโรคใหลตายไดอยางรวดเร็วและแมนยํานั้นจะทําให
ประเทศชาติสูญเสียทรัพยากรบุคคลที่เปนกําลังสําคัญของประเทศนอยลงซึ่งจะเปนการลดปญหา
เศรษฐกิจและปญหาทางสังคมอันอาจจะตามมาไดอีกหลายประการ 
 
สมมติฐานเบื้องตน 
 

เปนที่นาประหลาดใจวาเพราะเหตุใดชายหนุมที่อยูในวัยทํางานและมีสุขภาพแข็ง
แรงสมบูรณดีจึงเสียชีวิตอยางกระทันหันโดยไมมีสาเหตุ จากขอสงสัยนี้ทําใหเกิดการ
ศึกษาถึงสาเหตุของใหลตาย เนื่องจากอาการทางคลินิกของโรคใหลตายมีลักษณะเหมือน
กับ Brugada Syndrome ดังนั้นสาเหตุของการเกิดใหลตายกับ Brugada Syndrome ก็นาจะ
เปนสาเหตุเดียวกัน จากการศึกษาถึงสาเหตุของ Brugada Syndrome พบวามีสาเหตุมา
จากการกลายพันธุของ ยีนที่ควบคุมchannel ตางๆ ในหัวใจ คือ Sodium channel ดังนั้น
สาเหตุของการเกิดโรคใหลตายกน็าจะมาจากการกลายพันธของยีนที่ควบคุม channel 
ตางๆดวยเชนกัน และสาเหตุของการเกิดใหลตายนาจะมาจากการกลายพันธุของยีน
เพียง1ยีน เนื่องมาจากมักจะพบโรคใหลตายในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเปนสวนมาก ซ่ึง
ตางไปจาก Brugada syndrome ซ่ึงมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุไดจากหลายยีน ( 
Genetic heterogeneity) 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

 
เพื่อศึกษาถึงการกลายพันธุของยีน SCN5A และศึกษาถึงการถายทอดของ polymorphic 

markers ที่ใกลกับยีน SCN5A, KCND2 และ KCND3  ในครอบครัวของผูรอดชีวิตจากใหลตายที่
มี ECG แบบ RBBB และ ST elevation ใน lead V1-V3 
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ขอบเขตของการวิจัย 
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เปรียบเทียบลักษณะทางคลีนิคและคลื่นไฟฟาหัวใจของโรคใหลตายกับ 
Brugada Syndrome เห็นวามีลักษณะทั้ง 2 อยางเหมือนกัน ดังนั้นทั้ง 2 โรคนี้

นาจะเปนโรคเดียวกัน

ตองพิสูจนวาทั้ง 2 โรคนี้มีสาเหตุของการเกิดโรคเหมือนกันหรือไม 

สาเหตุของ Brugada Syndrome พบวามีสาเหตุมาจากการกลายพันธุของยีน 
SCN5A, KCND2 และ KCND3

โรคใหลตายนาจะมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุของ SCN5A, KCND2 และ
KCND3 เชนเดียวกัน

ศึกษาการถายทอดของโครโมโซมในตําแหนงของ polymorphic markers ที่ใกล
กับยีน SCN5A , KCND2 และ KCND3 โดยการทํา linkage analysis 

Polymorphic markers ที่อยูใกลกับยีนใดมีคา lod score มากกวา3 ขึ้นไป 
เปน candidate gene 

ตรวจหาการเปลี่ยนเบสของยีนที่เปน candidate ในคนไขใหลตายและคนปกติ 
บริเวณเดียวกับที่เกิดใน Brugada Syndrome โดยวิธี Sequence analysis
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นิยามเชิงปฏิบัติการ 
 

Linkage analysis คือ การหาความสัมพันธระหวางลักษณะของโรคที่ตองการ
ศึกษา(phenotype)กับ candidate gene ที่ทําใหเกิดโรคนั้นโดยการศึกษาจาก polymorphic 
marker ที่อยูใกลเคียงกับยีนนั้นหรืออยูภายในยีนนั้นเอง 

ผูเสียชีวิตจากใหลตาย คือ ผูที่เสียชีวิตอยางเฉียบพลันโดยไมทราบสาเหตุสวนใหญเกิดขึ้น
ระหวางนอนหลับ โดยที่ผลการตรวจศพและตรวจทางพยาธิวิทยาไมพบความผิดปกติอ่ืนใดที่
อธิบายถึงสาเหตุการเสียชีวิตได 

ผูรอดชีวิตจากใหลตาย คือ ผูที่มีอาการหัวใจเตนผดิปกติอยางรุนแรงและหมดสติไป แตได
รับการชวยกูชีวิตโดยการนวดหัวใจจากผูเห็นเหตุการณไดทันที และเปนผูที่มีสุขภาพแข็งแรงดีกอน
เกิดอาการ ผลการตรวจวินิจฉัยทางคลีนิคไมพบความผิดปกติของอวัยวะตางๆเชนเนื้องอกใน
สมองหรือ โรคหลอดเลือดหัวใจ เปนตน 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 
 

1.) เปนการยืนยันวาโรคใหลตายมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุของยีน ซึ่งจะนําไปสูบทสรุป
ตอไปไดวาโรคใหลตายเปนโรคทางกรรมพันธุ 

2.) เปนจุดเริ่มตนนําไปสูการวินิจฉัยแนวใหม จากเดิมจะตองตรวจดูคลื่นหัวใจ ซึ่งคอนขางยุง
ยากมีหลายขั้น อีกทั้งยังเสี่ยงตอการแพยา Procainamide ของผูตรวจที่มีโอกาสเสี่ยง แต
ถาทราบถึงจุดที่เกิดการกลายพันธุของยีน ตอการเกิดโรคใหลตายก็สามารถวินิจฉัยโดย
การตรวจ DNA ของผูถูกตรวจได 

3.) จากประโยชนทั้ง 2 ขอจะนําไปสูการปองกันการเกิดโรคใหลตายได ดังนั้นถาพบวาบุคคล
ใดบุคคลหนึ่งในครอบครัวเปนโรคใหลตายแลว ก็สามารถตรวจไดวาบุคคลอื่นๆในครอบ
ครัวเปนโรคใหลตายดวยหรือไม และถาพบวาบุคคลในครอบครัวนั้นเปนโรคใหลตายก็
สามารถปองกันไดโดยรักษาสุขภาพใหสมบูรณ ดูแลการกินอยูหลับนอนใหถูกสุขลักษณะ 
ระวังไมใหเกิดความเครียด ไปพบแพทยเพื่อขอคําปรึกษาอยางสม่ําเสมอ เพื่อปองกันการ
เสียชีวิตอยางเฉียบพลันก็สามารถลดจํานวนของคนที่เปนโรคใหลตายลงได 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

 
     1.ประชากรเปาหมาย ( target population) 
  ประชากรในภาคอีสานที่มีลักษณะอาการเขากันไดกับโรคใหลตาย รวมถึงครอบครัวของผู

ปวยใหลตายและคนปกติที่อาศัยอยูในหมูบานเดียวกันกับผูปวยใหลตาย 
  1.1   inclusion criteria 

1.1.1    ผูรอดชีวิตจากใหลตายคือชาวไทยเดิมที่แข็งแรงดีไมมีโรคประจําตัวเกิด cardiac 
arrest หรือ ventricular fibrillation  ตรวจรางกายปกติ และตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจไมพบ long 
QT interval , blood chemistry , chest x-ray, echocardiography , exercise stress test 
และ coronary angiography อยูในเกณฑปกติ 
1.1.2 ครอบครัวผูเสียชีวิตหรือรอดชีวิตจากใหลตายที่มีอายุ15ปข้ึนไป ที่มีคลื่นไฟฟาหัวใจ

แบบ Right Bundle Branch Block และ ST segment elevation ใน lead V1-3 
(สวนของ ST segment ที่หางจาก J point 0.08 วินาที ยกขึ้นสูงมากกวา 0.01  
mv.จาก baseline ใน lead V1-3 อยางนอย2ใน3lead )ไมวาจะเกิดขึ้นเองหรือทําให
เกิดโดยใชยา Procainamide เปนตน โดยการฉีดยาเขาทางหลอดเลือดดํา ญาติพี่
นองที่ไมมีECG ดังกลาวถือวาปกติ 

1.2 exclusion criteria 
1.2.1 ผูที่ไมรวมมือในการทําวิจัย Procainamide test 
1.2.2 ผูที่ 12 lead ECG มี prolong QT interval (QTc > 0.44 sec) มากกวา 3 leads 

หรือมี second , high grade or third degree AV block 
1.2.3 ผูที่มีประวัติแพยา Procainamide    

2.การเก็บตัวอยางผูปวย 
case:    ผูปวยใหลตายและญาติ 
control:    คนปกติที่ไมมีคลื่นหัวใจแบบ RBBB และ  ST segment elevation หลังจากได

รับ procainamide  
3.การดําเนินงานวิจัย 

- เก็บเลือด 
- สกัด DNA 
- หา linkage analysis โดยวิธี microsatellite 
- sequence analysis 



บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

โรคใหลตาย คือโรคที่มีการเสียชีวิตอยางเฉียบพลันในคนวัยหนุมและเกือบจะทั้ง
หมดเกิดกับผูชายวัยแรงงานที่แข็งแรงและไมมีโรคประจําตัว อายุระหวาง20-49ป สวน
ใหญเกิดขึ้นระหวางนอนหลับหรือขณะกําลังพักผอนโดยที่ผลการตรวจทางพยาธิวิทยาไม
พบความผิดปกติอ่ืนใดที่อธิบายสาเหตุการตายได(2,3,23,24) 

2.1  ลักษณะอาการทางคลีนิคของใหลตาย(25) 

         สามารถแบงลักษณะอาการทางคลีนิกของโรคใหลตายออกเปน 2 กลุมคือ 

1. ลักษณะอาการกอนตาย    แบงไดเปน 

• ไมมีอาการที่แสดงถึงความผิดปกติ 

• มีอาการเจ็บปวยเล็กนอยในชวง2สัปดาหกอนตาย  ยกตัวอยางเชน มีอาการไข 
หายใจไมอ่ิม ปวดทอง ปวดขา ปวดเอว หงุดหงิด ปวดศีรษะ เหนื่อยเพลียหรือนอนไม
หลับ หรือทองอืดซึ่งเปนอาการที่สําคัญอาการหนึ่งของโรคใหลตาย 

2. อาการแสดงขณะเกิดใหลตาย 

            แบงลักษณะอาการนี้ออกไดเปน2กลุม  ตามลักษณะของการเกิดอาการ ตามชวงเวลา 
การมีหรือไมมีผูเห็นเหตุการณดังนี้ 

• กลุมที่ตายโดยไมมีผูเห็นเหตุการณ ไมสามารถทราบไดวามีอาการหรือไมญาติพบภาย
หลังวาผูใหลตายไดตายแลวในขณะนอน กลุมนี้อาจเปนกลุมที่ไมมีอาการชัดเจนพอ 
หรือขณะมีอาการไมมีความรุนแรงเพียงพอที่จะเปนที่ผิดสังเกตของญาติ 

• กลุมที่มีผูเห็นเหตุการณ  แบงได2กลุมคือ 

1. กลุมที่ญาติเห็นเหตุการณตั้งแตเร่ิมตน ประมาณรอยละ10 – 16 ของใหลตาย 
เกิดเหตุการณขณะนอนหรือนั่งพักผอน ในเวลากลางวัน เชน กําลังสนทนา ดูโทร
ทัศน ฟงวิทยุ 
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2. กลุมที่ญาติเห็นเหตุการณ ซึ่งในกรณีนี้จะไดประวัติเกี่ยวกับลักษณะอาการคือ มี
เสียงดังในคอ เหมือนมีอาการหายใจลําบาก หายใจขัดหรือมีอาการเหมือนสําลัก 
หายใจไมทัน โดยไมมีเสียงหวีดหวิว แตจะเปนเหมือนมีเสมหะติดคอ บางรายมี
เสียงกรีดรองเหมือนมีการฝนรายหรือละเมอ นอกจากนี้ยังมีอาการเกร็งตัว ทอง
แข็ง กํามือแนน มีน้ําลายฟูมปาก บางรายมีปสสาวะรวมดวย ทุกรายจะไดประวัติ
ของการปลุกตื่นลําบาก ในระยะที่ปลุกตื่นไดญาติตองใชความพยายามหลาย
อยางเพื่อทําใหผูใหลตายรูสึกเจ็บแลวตื่นขึ้นมา 

ผูที่มีอาการแลวถูกปลุกขึ้นมาได จะใหประวัติเกี่ยวกับการมีปญหาของ
การหายใจเชน รูสึกเหมือนทางเดินหายใจอุดตัน มีความรูสึกเหมือนถูกกดทับที่
หนาอก ทําใหหายใจลําบากหรือมีอาการมึนชาออนแรง ในกรณีที่ปลุกไมตื่นสวน
ใหญจะตายภายใน30นาที และมากกวารอยละ90จะตายภายในเวลา1ชั่วโมงตั้ง
แตเร่ิมมีอาการ 

2.1.1   ใหลตายซ้ํา 

ผูที่รอดจากอาการใหลตายเหลานี้บางรายจะตายในเวลาตอมาภายหลังลมตัวลง
นอนอีกครั้ง หรือระหวางเดินทางไปโรงพยาบาลในคืนเดียวกัน หรือในเวลาหลายชั่วโมงตอมา การ
ใหลตายยังอาจเกิดซ้ําไดอีกในระยะเปนเดือนหรือปภายหลังจากอาการครั้งแรก เนื่องจากอาการ
ขณะเกิดใหลตายมีลักษณะคลายอาการชักของโรคลมบาหมู ทําใหญาติหรือเจาหนาที่ที่เกี่ยวของ
ทางการแพทยเขาใจผิด จึงเปนสาเหตุใหผูที่เสี่ยงที่จะเกิดใหลตายซ้ําไดเหลานี้ไมไดรับการตรวจ
รักษาที่เหมาะสมและตายในระยะเวลาตอมา 

2.1.2 สิ่งที่ตรวจพบกอนตาย 

เนื่องจากผูที่ใหลตายทุกรายไมมีปณหาสุขภาพที่รุนแรงพอที่จะรบกวนการทํางาน
ในชีวิตประจําวัน ประกอบกับผูตายสวนใหญยังอยูในวัยฉกรรจที่แข็งแรง จึงไมไดรับการตรวจสุข
ภาพอยางจริงจังกอนตาย โดยเฉพาะอยางยิ่งสุขภาพของระบบหัวใจและหลอดเลือด อยางไรก็ดี 
ในรายที่เคยมีการตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจมากอน อาจพบมีรายงานความผิดปกติบาง เชน1ใน7ราย
ที่รายงานโดย Gotoh พบวามี complete right bundle branch block และ left axis deviation 
ของ QRS Axis สวนอีก6รายไมไดมีการตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจมากอน  ผลการตรวจพยาธิสภาพ
ของหัวใจทั้ง7ราย พบวามีความผิดปกติของระบบเหนี่ยวนําไฟฟาในหัวใจ 
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- Hayashi และคณะ ไดรายงานชาวญี่ปุน 2ราย ที่ไมมีความผิดปกติของโครงสรางหัว
ใจมากอน แตเกิดมีอาการวิงเวียนหรือหมดสติตองเขาพักรักษาตัวในโรงพยาบาลและ
ตายในเวลากลางคืน ขณะติดเครื่องตรวจจับคลื่นไฟฟาหัวใจซึ่งพบวามี ventricular 
flutter และ ventricular fibrillation เกิดขึ้น 

- สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ ไดรายงานถึงชาวไทยอายุ29ป ซึ่งมีสุขภาพแข็ง
แรงมากอน จนกระทั่งอยูมาวันหนึ่งเกิดหมดสติอยางกระทันหันในขณะกําลังนั่งอาน
หนังสือพิมพ แตสามารถปลุกตื่นขึ้นมาได และถูกนําสงโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  ใน
ขณะที่กําลังซักถามประวัติอยูนั้นไดเกิดอาการหมดสติขึ้นมาอีกครั้งหนึ่ง ขณะติด
เครื่องตรวจจับคลื่นไฟฟาหัวใจ พบวามี ventricular fibrillation เกิดขึ้นดวยเชนกัน(8) 

2.1.3 ส่ิงที่ตรวจพบหลังจากการฟนคืนชีพ 

- กุลวี  เนตรมณี และคณะ ไดทําการตรวจหารูปแบบของคลื่นไฟฟาหัวใจในคนไขที่รอด
ชีวิตจากใหลตาย โดยศึกษาจากชายไทย27คน ที่รอดชีวิตจากอาการหมดสติเนื่อง
จาก ventricular  fibrillation โดยที่คนไขทุกคนไมมีความผิดปกติของโครงสรางหัวใจ
แตอยางใด จากการศึกษาพบวา16คนจากคนไข27คนมีคลื่นไฟฟาหัวใจที่ผิดปกติ
แบบ Right Bundle Branch Block และ ST segment elevation ใน lead V1-3 ซึ่ง
ลักษณะที่ผิดปกติของคลื่นไฟฟาหัวใจแบบนี้ตรงกับคลื่นไฟฟาหัวใจใน Brugada 
syndrome(3) 

- สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ พบผูรอดชีวิตจากใหลตายอายุ29ป โดยผลการ
ตรวจรางกายเปนปกติ เชนความดันเลือด (158/72 mmHg)  อัตราการเตนของหัวใจ 
(75/min) และอุณหภูมิของรางกาย(36.6 องศาเซลเซียส) คลื่นไฟฟาหัวใจแสดงถึง
ความปกติของ sinus rhythm , P wave , ชวง PR ปกติ และมีชวงQT ปกติ(408 ms) 
แตมีST segment elevation ใน lead V2-3(8) 

- ในระหวางเดือนกรกฎาคมถึงเดือนธันวาคมพ.ศ.2541มีผูปวยที่เขารักษาในโรง
พยาบาลจุฬาลงกรณดวยเรื่องการตายเฉียบพลันโดยไมทราบสาเหตุระหวางนอน
หลับหรือขณะพัก เมื่อตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจพบ ventricular fibrillation ทุกราย และ5
ใน6รายตรวจพบคลื่นไฟฟาหัวใจแบบ Right Bundle Branch Block (RBBB)และ ST 
segment elevation ใน lead V1-3 
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ดังนั้นลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจที่ผิดปกติแบบ RBBB และ ST segment elevationใน lead 
V1-3 นาจะเปนตัวบงบอกการเกิดการตายอยางเฉียบพลัน (Arrhythmogenic marker) ในโรคใหล
ตาย 

2.2   ปจจัยที่ทําใหเกิดโรคใหลตาย 

การบงบอกถึงสาเหตุนั้นยากที่จะบอกวาเกิดขึ้นจากสาเหตุใด เนื่องจากการศึกษาโรคใหล
ตายยังมีนอย การที่จะไดขอสรุปนั้นตองมีการศึกษาเพิ่มเติมอีกมาก แตจากการศึกษาที่มีอยูอาจจะ
แบงสาเหตุของการเกิดใหลตายไดเปน 2 สาเหตุใหญๆ คือ ปจจัยทางสิ่งแวดลอม และ ปจจัยทาง
พันธุกรรม 

2.2.1 ปจจัยทางสิ่งแวดลอม 

2.2.1.1  ภาวะโปตัสเซียมต่ํา 

ไดมีผูตั้งขอสังเกตวาเหตุใดใหลตายจึงเกิดกับประชากรในภาคตะวันออก
เฉียงเหนือมากกวาประชากรในภาคอื่นๆ ทั้งนี้อาจจะอธิบายปรากฏการณนี้ดวยเหตุผลและขอมูลตอ
ไปนี้ 

• ประชากรภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีความชุกของโรคหลายโรคที่อาจจะเกี่ยวของกับ
การเกิดภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ํา เชน distal renal tubular acidosis , hypokalemic 
periodic paralysis และโรคนิ่วไต(5) 

• อาจเกิดจากการบริโภคอาหารของชาวอีสาน เนื่องจากอาหารหลักของชาวอีสานมักจะ
เปนอาหารที่มีคาโปตัสเซียมต่ํามาก ไดแกขาวเหนียวนึ่ง ขนมจีน และมะละกอดิบในรูป
ของสมตํา และบริโภคอาหารในกลุมที่มีโปตัสเซียมสูงในปริมาณที่ไมมากพอ ไดแก
อาหารที่เปนผลิตภัณฑของถั่วตางๆ และผลไม ไดแก มะยม มะเขือเทศ กลวย(26,27) 

นอกจากนี้ยังพบวาประชากรทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีการสูญเสียโปตัส
เซียมทางเหงื่อในฤดูหนาวเปน1/3 และในฤดูรอนเปน1/2 ของโปตัสเซียมที่ขับออกมาทางปสสาวะ 
แสดงวามีภาวะบกพรองโปตัสเซียมดวย โดยมีสาเหตุจากการรับประทานโปตัสเซียมนอย แตมีการ
สูญเสียโปตัสเซียมของเหงื่อมากทําใหมีโปตัสเซียมในเลือดและปสสาวะต่ํา(28) 
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จากเหตุผลและขอมูลดังกลาวบงชี้วาประชากรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
นาจะมีภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ํา และภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ํานี้เองนาจะเปนปจจัยสงเสริมภาวะ
หัวใจเตนผิดจังหวะชนิด ventricular fibrillation 

อยางไรก็ดี แมภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ําจะเปนสาเหตุใหหัวใจเตนผิด
จังหวะไดบอย แตมักจะมีอาการของกลามเนื้อออนแรงกอนเกิดการตายกระทันหัน ซึ่งไมใชลักษณะ
อาการที่พบไดในใหลตาย นอกจากนี้การมีภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ํารวมกับมีความผิดปกติของหัว
ใจเชนหัวใจโตจากโรคความดันโลหิตสูงหรอืกลามเนื้อหัวใจตายก็อาจทําใหเกิดการเตนผิดจังหวะ
ชนิดรุนแรงถึงขั้นเกิด ventricular fibrillation ได ดังนั้นภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ําจึงเปนเพียงปจจัย
หนึ่งเทานั้นในการเกิดใหลตาย ไมอาจกลาวไวาถาพบประชากรที่มีภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ําแลว
บุคคลผูนั้นจะตองเปนโรคใหลตาย 

2.2.1.2  ความสัมพันธระหวางความเครียดกับโรคใหลตาย 

ความเครียดก็เปนอีกสาเหตุหนึ่งของโรคใหลตาย ดังเชนที่ Goh KT และ
คณะ พบวาเมื่อเปรียบเทียบปญหาทางจิตใจ อารมณของคนงานไทยที่เกิดใหลตายโดยการซัก
ประวัติเกี่ยวกับปญหาตางๆจากผูใกลชิด เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซ่ึงเปนแรงงานไทยใน
ประเทศสิงคโปร พบวาในกลุมที่เกิดใหลตายมีปญหาทางอารมณมากกวากลุมควบคุมซึ่งมีปญหาที่มี
ผลกระทบตอจิตใจ ไดแกไมสามารถปรับตัวไดในสิ่งแวดลอมใหม ความหางไกลจากครอบครัว ภาวะ
หนี้สิน และชั่วโมงการทํางานที่ยาวนาน โดยที่ภาวะความตึงเครียดทั้งหมดนี้มีผลตอการตายอยาง
เฉียบพลันได(4) 

2.2.2 ปจจัยทางพันธุกรรม 

คณะวิจัยหลายคณะเชน สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ ปยทัศน ทัศนา
วิวัฒน และคณะ พบวาโรคใหลตายสามารถถายทอดทางพันธุกรรมไดดังนี้ 

  สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ ไดศึกษาลักษณะแบบแผนการถาย
ทอดทางพันธุกรรมในครอบครัวผูเสียชีวิตจากใหลตาย โดยการสงแบบสอบถามญาติของ
ผูเสียชีวิตจากใหลตายที่สิงคโปร 45 รายพบวา 33 % มีประวัติญาติในครอบครัวเสียชีวิต
เฉียบพลันโดยไมทราบสาเหตุ 9ครอบครัวเปนญาติฝายบิดา ,2 ครอบครัวเปนญาติฝาย
มารดา และ2ครอบครัวเปนญาติทั้งฝายบิดาและมารดา และศึกษาจาก pedigree ที่มีญาติ
มากกวา1รายเสียชีวิตแบบเดียวกัน ทั้งที่มีรายงานในวารสารการแพทย และสอบถามจาก
ญาติผูเสียชีวิตจากใหลตาย จํานวน32ครอบครัวพบวา17ครอบครัวมีญาติฝายบิดา และ 
15 ครอบครัวมีญาติฝายมารดาที่เสียชีวิตเฉียบพลันระหวางนอนหลับ(29)  นอกจากนี้แลว 
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ยังทําการศึกษาตอไป พบวาในครอบครัวใหลตาย3ครอบครัวที่มีคลื่นไฟฟาหัวใจแบบ 
Brugada syndrome พบรูปแบบของ pedigree เปนแบบ vertical transmission ดังนั้นแบบ
แผนการถายทอดทางพันธุกรรมเปนแบบ autosomal dominant(6) 

ปยทัศน ทัศนาวิวัฒน และคณะ ไดสัมภาษณเครือญาติและเพื่อนบานผูใกลชิด เพื่อ
สอบสวนยืนยันความชุกของการตายที่มีลักษณะอาการเขากับหลักเกณฑและคํานิยามของใหลตาย 
ในครอบครัวที่มีใหลตายเกิดขึ้น การสอบสวนทําในสายเครือญาติทุกระดับชั้นและทุกครอบครัวที่
เกี่ยวของ มีการทดสอบยืนยันความถูกตองของประวัติที่ได โดยการสอบถามรายละเอียดจากผูรูเห็น
เหตุการณเดียวกันหลายๆคน  พบวาในสมาชิก 49 ครอบครัวจํานวน418คน มีการตายที่มีลักษณะที่
เขาไดกบัโรคใหลตายถึง25คน ใน14ครอบครัว ผูตายทุกคนเปนชายมีอายุเฉลี่ย 31.26ป และมีชวง
อายุระหวาง 25-50 ป ในจํานวนนี้มีการตายในครอบครัวพอแมเดียวกันถึง 6ครอบครัว มีการตาย
ของพี่ชาย นองสาวรวม3คน ในครอบครัวเดียวกันถึง3ครอบครัว และ2คนในอีก3ครอบครัว(30) ดังนั้น
จึงอาจกลาวไดวาโรคใหลตายนาจะถายทอดทางพันธุกรรม 

2.2.3 ปจจัยรวมระหวางสิ่งแวดลอมและพันธุกรรม 

ผูที่มีความผิดปกติของยีนอยูกอนแลวถามีปจจัยเสี่ยงจากภายนอกมากระตุนอีก ยก
ตัวอยางเชนลักษณะการอยูอาศัย สุขลักษณะในการบริโภคอาหาร หรือมีความเครียดเขามากระทบ
จิตใจ ก็จะเปนปจจัยเสริมทําใหบุคคลผูนั้นมีโอกาสตอการเกิดการเตนหัวใจผิดปกติแบบ ventricular 
fibrillation มากขึ้น (6) 

2.3   Brugada syndrome คืออะไร 

Brugada syndrome คือกลุมอาการทีมีการเสียชีวิตอยางเฉียบพลันจาก ventricular 
fibrillation ที่เกิดกับผูที่อายุระหวาง 30-40 ป โดยที่ไมมีความผิดปกติของโครงสรางหัวใจแตอยางใด 
จากการตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจพบวามีลักษณะเปนแบบ Right Bundle Branch Block (RBBB) และ 
ST segment elevation ใน lead V1-3 สวนใหญเกิดในผูชาย(9,11,31,32,33) 

- Atarashi และคณะ รายงานวา จากคนไขBrugada syndrome ทั้งหมด 63คน เปนผูชาย60
คน (คิดเปนรอยละ 95.23)(9) 

- Brugada และคณะ รายงานวาจากคนไข Brugada syndrome ทั้งหมด 63คน เปนผูชาย56
คน (คิดเปนรอยละ88.89)(9) 
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2.3.1 รูปแบบคลื่นไฟฟาหัวใจและลักษณะอาการทางคลีนิคของBrugada syndrome 

- Brugada และคณะ พบวาจากคนไข Brugada syndrome 63คน มีคนไขที่
แสดงอาการ 41คน (คิดเปนรอยละ65) ซึ่งอาการดังกลาวประกอบดวย เปนลม
หมดสติ รอยละ22 หรือเกิดการเสียชีวิตอยางเฉียบพลันเนื่องมาจาก 
ventricular fibrillation รอยละ 78 สวนคนไข Brugada syndrome อีก22คนไม
มีอาการใดๆ(9) 

- Atarashi และคณะ พบวาจากคนไข Brugada syndrome 63 คน มีคนไขที่
แสดงอาการ 29 คน อาการดังกลาว ประกอบดวยเปนลมหมดสติ 12 คน เกิด 
ventricular fibrillation 17 คน  สวนคนไขอีก 34 คน ไมแสดงอาการใดๆ(9) 

คนไข Brugada syndrome จะมีรูปแบบของคลื่นไฟฟาหัวใจ ( ECG) ผิดปกติ แบบ 
RBBB และ ST segment elevation ใน lead V1-3(9,11,31,32,33) 

2.3.2 ความสัมพันธระหวางใหลตายและ Brugada syndrome 

 ผูที่รอดชีวิตจากใหลตายสวนใหญตรวจพบคลื่นไฟฟาหัวใจแบบ RBBB และ ST 
segment elevation ใน lead V1-3 ซึ่งลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจแบบนี้เปนลักษณะเดียวกับคลื่นไฟ
ฟาหัวใจที่พบในผูปวย Brugada syndrome(34) นอกจากนี้แลวลักษณะอาการทางคลีนิคของใหล
ตาย และ Brugada syndrome มีลักษณะอาการที่คลายคลึงกันมาก คือเกิดในเพศชายเปนสวน
ใหญโดยมากเกิดในคนวัยหนุมที่แข็งแรงไมมีโรคประจําตัวมากอน มักจะตายอยางกระทันหันในขณะ
นอนหลับหรือพักผอนโดยที่ไมมีความผิดปกติของโครงสรางหัวใจแตอยางใด จากลักษณะอาการทาง
คลีนิคและคลื่นไฟฟาหัวใจที่เหมือนกันของทั้งใหลตายและ Brugada syndrome จึงนาจะเกิดมาจาก
สาเหตุทางพันธุกรรมที่เหมือนกัน 

2.3.3 ปจจัยทางพันธุกรรมของ Brugada syndrome 

 Brugada syndrome เปนโรคที่ถายทอดทางพันธุกรรม โดยรูปแบบของการถาย
ทอดเปนแบบ autosomal dominant(35,36) และจากรายงานจากหลายๆคณะวิจัยพบวา  Brugada 
syndrome เปน genetic heterogeneity หมายความวา โรคเดียวกันแตเกิดจากการกลายพันธุของ
ยีนที่ตางกัน ซึ่งยีนที่นาจะเปนสาเหตุของโรคไดแก ion channel ตางๆในหัวใจ เชน sodium 
channel หรือ potassium channel 
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2.3.3.1 Sodium channel 

ยีนที่สราง cardiac sodium channel ที่มีหลายคณะวิจัยคนพบวาเปน
สาเหตุหนึ่งที่สําคัญที่ทําใหเกิด Brugada syndrome นั่นคือ ยีน SCN5A ซึ่งเปน α subunit 
cardiac sodium channel gene ประกอบไปดวย 28 exon ซึ่งจะสราง α subunit cardiac 
sodium channel protein ซึ่งประกอบไปดวย 4 domain แตละdomain ประกอบดวย 6 
transmembrane โดยที่มีปลาย carboxy (COOH) และปลาย amino(NH2) อยูในintracellular(37)  
ซึ่งประมาณ15-20 % ของคนไข Brugada syndrome เกิดจากการกลายพันธุของยีนนี้(15,38) 

การกลายพันธุของยีน SCN5A ที่ตําแหนงตางๆดังตอไปนี้ทําใหเกิด 
Brugada syndrome 

• Qiuyun Chen และคณะ รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของ SCN5A 
โดยวิธี sequence analysis ดังตอไปนี้(10) 

1.) เกิดการ insertion ของ 2 nucleotide , AA ที่บริเวณ intron5 ซึ่งจะทําให
ลําดับเบสที่บริเวณ splice-donor ของบริเวณ intron 5 ผิดไป 

2.) เกิดการ deletion ของ nucleotide A ที่ codon 1397 ซึ่งจะทําใหเกิด stop 
codon ผลก็คือจะมีสวนของ DIII / S6 , DIV /S1-6 และสวนปลายcarboxy 
ของ cardiac sodium channel ขาดหายไป 

3.) เกิดการเปลี่ยนแปลงเบสที่บริเวณ exon 28 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง 
amino acid ที่ตําแหนง codon ที่ 1620 ( T1620M) รวมกับการเปลี่ยนแปลง 
amino acid  ที่ตําแหนง codon ที่1232 ( R1232W)  

ที่ตําแหนง codon ที่ 1620 (T1620M) ไดมีอีกหลายคณะวิจัยตรวจพบไดแก 

- Wang และคณะ(11) 

- Baroudi และคณะ (12,13) 

- Wan X และคณะ(14) 

• silvia G และคณะ  ไดทําการตรวจกรองหาการกลายพันธุของยีน SCN5A 
ใ น ค น ไ ข  Brugada syndrome 52 ค น  โ ด ย วิ ธี  SSCP ( Single strand Conformation 
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Polymorphism) พบวาเกิดจากการกลายพันธุของยีน SCN5A 8 คน (คิดเปนรอยละ 15) โดยแบง
เปนคนไขที่แสดงอาการ 3 คน ไมแสดงอาการ 5คน จากการวิจัยในครั้งนี้พบบริเวณที่เกิดการกลาย
พันธุของยีน SCN5A ทั้งหมด 8บริเวณ คือ(15) 

1. exon 7 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 298 (V294M) 

2. exon 8 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 319 (G319F) 

3. exon 12 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 567 (L567Q) 

4. exon 16 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 892 (F892I) 

5. exon 17 ทําให เกิดการเปลี่ยนแปลง  amino acid 2 ตําแหน งคือ  ที่ตํ าแหนง965 
(R965C) และที่ตําแหนง 1053 (E1053K) 

6. exon 18 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1114 (D1114N) 

7. exon 28 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1795 (Y1795H) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.1 แสดงถึง α -subunit cardiac sodium channel proteinในบริเวณที่มีการกลายพันธุของ SCN5A 
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• Rook MB และคณะ รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของ SCN5A 
ที่ทําใหเกิด Brugada syndrome  อีก 2 ตําแหนงคือ(16) 

1.) exon 26  ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง codon ที่ 1512 
(R1512W) 

2.) exon  28      ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง    codon ที่ 1924 
(A1924T) 

• Akai J  และคณะ   รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของ SCN5A อีก1
ตําแหนงคือที่บริเวณ exon28ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง1710 (S1710 L)(17) 

• Veldkampt และคณะ  รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของ SCN5A  อีก 
1ตําแหนง คือเกิดการ insertion ของกรดอะมิโน aspartic acid ที่ codon ที่1795 (1795insD)(39) 

• Baroudi G  และคณะ  รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของ SCN5A อีก 
1ตําแหนง คือ ที่บริเวณ exon 24 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1432 
(R1432G)(40) 

2.3.3.2    Potassium channel 

ยีนที่สราง Potassium channel protein ที่เกี่ยวของกับ Brugada syndrome ไดแก 
KCND2 ซึ่งประกอบไปดวย  6 exon และยีน KCND3 ซึ่งประกอบไปดวย 7 exon โดยที่ยีนทั้ง 2นี้ 
เปนยีนที่เกี่ยวของกับการสราง Potassium channel protein ที่เกี่ยวของกับ transient outward 
current ( I to) ที่เมื่อเกิดการกลายพันธุแลวจะสงผลใหเกิด Brugada syndrome แตยังไมมีการราย
งานการกลายพันธุของยีนนี้ที่ทําใหเกิด Brugada syndrome มีเพียงแตกลาววายีนทั้ง2นี้นาจะเปน 
candidate เทานั้น(20,21) 

2.3.4  การกลายพันธุของ Sodium channel และ Potassium channel ทําใหเกิด 
Brugada syndrome ไดอยางไร 

 SCN5A เปนยีนที่สราง α subunit cardiac sodium channel ที่เกี่ยวของกับศักย
ไฟฟาขณะทํางาน ( action potential) ของกลามเนื้อหัวใจ) 
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2.3.4.1     คุณสมบัติทางไฟฟาของกลามเนื้อหัวใจ(41) 

  ความเขมขนของไอออนชนิดตางๆที่อยูภายในเซลกลามเนื้อหัวใจ และของเหลว
นอกเซล ( extracellular fluid ) มีความแตกตางกันคือ ภายในเซลมีโปตัสเซียม (ประมาณ 150 
mmole ) สูงกวาภายนอกเซล( ซึ่งมี 4 mmole) และโซเดียมอยูภายนอกเซล (140 mmole) สูงกวา
ภายในเซล( ซึงมี 30mmole) ภาวะปกติ ผนังเซลกลามเนื้อหัวใจมีความสามารถในการซึมผานของโป
แตสเซียมสูง ดังนั้นถาสอดขั้วไฟฟาขนาดเล็กเขาไปภายในเซลจะไดความตางศักยระหวางภายใน
เซลและนอกเซล โดยภายในเซลมีคาเปนลบ คาของศักยไฟฟาของเยื่อหุมเซลขณะพักในเซลกลาม
เนื้อหัวใจโดยทั่วๆไปเทากับ –80 ถึง –90 มิลลิโวลท คาของศักยไฟฟาของเยื่อหุมเซลจะเปลี่ยนแปลง
ไปไดเมื่อเซลกลามเนื้อหัวใจถูกกระตุน ซึ่งทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการนําผานของไอออนผานผนัง
เซลล เกิดเปนศักยไฟฟาทํางานเกิดขึ้น ซึ่งแบงไดเปน 4 ระยะ คือ 

ระยะ 0  หมายถึงระยะที่มีดีโพลาไรเซชันอยางรวดเร็ว และจะเกิดการเปลี่ยน
ศักยไฟฟาของเยื่อหุมเซลลจากลบไปเปนบวก เนื่องจากมีโซเดียมผานเขาไปในเซลล 

ระยะ 1   หมายถึงระยะที่มีรีโพลาไรเซชันอยางรวดเร็ว ซึ่งเกิดจาก inactivation 
ของ โซเดียม และ activation ของคลอไรด และบางสวนจาก outward K current 

ระยะ 2   หมายถึงระยะที่มีดีโพลาไรเซชันคงตัวอยูเร่ือยๆหรือ plateau ซึ่งเปน
ลักษณะเฉพาะของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหัวใจ เกิดจาก activate Ca – sloe channel 
และมี K current จากนอกเซลเขาภายในเซลล 

ระยะ 3   หมายถึงระยะที่มีรีโพลาไรเซชันอยางรวดเร็ว กลับสูศักยไฟฟาขณะ
พักเกิดจาก activation ของ K current ทําใหโปแตสเซียมออกไปนอกเซลล และมี inactivation ของ 
Ca channel 

ระยะ 4   หมายถึงระยะดีโพลาไรเซชันในขณะกลามเนื้อหัวใจคลายตัว ซึ่งมี
ความตางศักยของเยื่อหุมเซลลกลับสูระดับเดิมกอนเกิดศักยไฟฟาขณะทํางาน ระดับของโซเดียม
และโปแตสเซียมภายในเซลจะกลับสูปกติโดยอาศัยการทํางานของโซเดียมปมพ 

2.3.4.2  activation และ inactivation gate ของ Sodium และ Potassium 
channel(41,42) 

 จากภาพที่ 3 แสดงการทํางานของประตูความตางศักยของชองทางโซเดียมใน 3 
สภาวะ แตละชองทางมี 2 ประตู ประตูหนึ่งอยูที่ชองทางดานนอกของเยื่อหุมเซลลซึ่งเรียก activation 
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gate และอีกประตูหนึ่งอยูที่ชองทางดานในของเยื่อหุมเซล ซึ่งเรียก inactivation gate ซายมือสุด
แสดงสภาวะของเยื่อหุมเซลขณะพักซึ่งมีความตางศักยประมาณ –90 มิลลิโวลท ในสภาวะนี้ 
activation gate จะปดสนิท ปองกันการผานเขาเซลของโซเดียม แต inactivation gate  จะเปด  เมื่อ
มีความตางศักยของเยื่อหุมเซลลดลงจาก –90 มิลลิโวลท มาอยูระหวาง –70 และ –50 มิลลิโวลท จะ
ทําให activation gate เปลี่ยนรูปรางไปอยูในทาเปดเรียกวา activated state ซึ่งทําใหโซเดียม
สามารถวิ่งเขาเซลไดอยางมากมายเพิ่มข้ึนจากเดิมเปน 500-5000 เทา ระยะตอมาภายในเศษหนึ่ง
สวนหมื่นของวินาที inactivation gate จะปดทําใหโซเดียมไมสามารถผานเขาได ทําใหความตาง
ศักยของเยื่อหุมเซลกลับคืนสูปกติ เกิดรีโพลาไรเซชั่น inactivation gateนี้จะไมเปดอีกจนกวาความ
ตางศักยของเยื่อหุมเซล กลับคืนสูปกติขณะพัก 

 จากภาพที่4 แสดงสภาวะของประตูความตางศักยของชองทางโปแตสเซียมในระยะ
พัก และระยะเกิดศักยไฟฟาขณะทํางาน ในระยะพัก ประตูนี้จะปด โปแตสเซียมไมสามารถผานเขา
ออกจากเซลได เมื่อความตางศักยของเยื่อหุมเซลลดลงจาก –90 มิลลิโวลทมาจนถึง +35 มิลลิโวลท 
จะทําใหประตูคอยๆเปดออกชาๆทําใหโปแตสเซียมผานออกจากเซล แตเนื่องจาก ประตูโปแตสเซียม
เปดชา โดยจะเปดพรอมๆกับที่ประตูโซเดียม ( inactivation gate ) ปด ดังนั้นระยะที่ลดการนํา
โซเดียมเขาเซลจะตรงกับระยะที่มีการเพิ่มโปตัสเซียมออกจากเซล 

  

 

 

ภาพที่2.2 แสดงถึงศักยไฟฟาทํางานของกลามเนื้อหัวใจ ในระยะตางๆ 
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ภาพที่ 2.3 แสดงการทํางานของประตูความตางศักยที่ควบคุมการทํางานของ Sodium 

 

ภาพที่ 2.4 แสดงการทํางานของประตูความตางศักยที่ควบคุมการทํางานของ Potassium channel
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2.3.4.3     การกลายพันธุของยีน SCN5A ทําใหเกิด Brugada syndrome ไดอยางไร 
 
                    การกลายพันธุของยีน SCN5A ใน Brugada syndrome เปนแบบ loss of 
function (43)เนื่องมาจากการกลายพันธุทําใหเกิด inactivation ของ Sodium channel เร็วกวาปกติ 
ดังนั้นจึงทําใหปริมาณของ sodiumเขาเซลนอยกวาปกติ ซึ่งความผิดปกตินี้เกิดขึ้นในชวงปลาย
ระยะ 0 ของศักยไฟฟาทํางานของกลามเนื้อหัวใจ และสงผลใหเกิดระยะ 1 เร็วขึ้นกวาปกติ  ดังนั้น
การกลายพันธุการกลายพันธุของยีน SCN5A ที่ทําใหเกิด Brugada syndrome จึงเกี่ยวของกับ 
inactivation ของ Sodium channel  ทําใหเกิดรีโพลาไรเซชันในกลามเนื้อหัวใจเร็วขึ้นกวา
ปกต(ิ10,31,38,43,44) 

                    Brugada syndrome จะเกี่ยวของกับกลามเนื้อหัวใจในชั้น epicardium และ 
endocardium  โดยการกลายพันธุของยีน SCN5A ทําใหเกิด inactivation ของ Sodium channel 
ในชั้น epicardium เร็วกวาคนปกติ ในขณะที่ในชั้น endocardium เปนไปตามปกติ ดังนั้นใน 
epicardium ของคนไข Brugada syndrome จึงมีจํานวนของโซเดียมที่เขาเซลนอยกวา และเกิดรี
โพลาไรเซชันไดเร็วกวาใน endocardium จึงทําใหเกิดความตางศักยระหวาง epicadium และ 
endocardium ขึ้นในชวงระยะ 1  ของศักยไฟฟาทํางานในกลามเนื้อหัวใจ       ( Transmural 
voltage gradient)  ซึ่ง Transmural voltage gradient  นี่ทําใหเกดิคลื่นหัวใจแบบ ST segment 
elevation (31,38,45) 

 
2.3.4.4      การกลายพันธุของยีน  KCND2 และ KCND3 ทําใหเกิด Brugada 

syndrome ไดอยางไร 
 
                         เนื่องจาก KCND2 และ KCND3 เปนยีนที่สราง Potassium channel ที่
เกี่ยวของกับ กระแสของโปแตสเซียมที่ไหลออกนอกเซล ( transient  outwark current ; I T0 ) ซึ่งจะ
เกี่ยวของในปลายระยะ 1 ของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหัวใจ  การกลายพันธุของยีน 
KCND2 และ KCND3 ทําให  I T0 ในปลายระยะที่ 1  ของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหัว
ใจ นี้ เพิ่มข้ึนมากกวาปกติ ทําใหเกิดรีโพลาไรเซชั่นในกลามเนื้อหัวใจเร็วขึ้นกวาปกติ  ดังนั้น การก
ลายพันธุของยีน KCND2 และ KCND3 ใน Brugada syndrome จึงเปนแบบ gain of 
function(21,22) 

                        การกลายพันธุของยีน KCND2 และ KCND3 ที่ทําใหเกิด Brugada 
syndrome ก็เนื่องมาจาก การเพิ่มข้ึนของโปแตสเซียมที่ไหลออกนอกเซลในปลาย ระยะที่ 1 ของ
ศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหัวใจในชั้น  epicardium โดยในขณะที่ชั้น endocardium 
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เปนไปตามปกติ จึงทําใหเกิด Transmural voltage gradient ซึ่งเปนสาเหตุของคลื่นไฟฟาหัวใจที่
ผิดปกติแบบ ST segment elevation(46) 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.5 A แสดงถึงศักยไฟฟาขณะทํางานในกลามเนื้อหัวใจชั้น epicardium และ 
endocardium ในคนปกติ  ภาพที่ 2.5 B เปนภาพที่แสดงถึง Transmural voltage gradient  
ระหวาง epicardium กับ endocardium  ที่ทําใหเกิดคลื่นไฟฟาหัวใจแบบ ST segment 
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2.3.5   Linkage Analysis(47) 

 
 Linkage Analysis คือ การหาความสัมพันธระหวางโรคที่ตองการศึกษากับ candidate 
gene ที่คิดวานาจะเปนสาเหตุของโรคนั้น โดยการศึกษาจาก polymorphic marker ที่อยูใกลเคียง
กับยีนนั้น หรืออยูภายในยีนนั้นเอง ในการทํา Linkage Analysis นั้นสามารถวิเคราะหผลไดจาก
คา lod score 
 

2.3.5.1    Lod score คืออะไร 
 
                   Lod score คือคาลอการิทึมของ likelyhood ratio ซึ่ง likelyhood ratio คือ 
อัตราสวนระหวาง link ตอ unlink โดยมีสูตรคํานวณดังนี้ 
 
  
 
 
 
 
θ คือ   recombination fraction 
m คือ   จํานวน meiosis ที่ไมเกิด recombination ( non- recombination ) ในครอบครัวนั้น 
n   คือ   จํานวน meiosisที่เกิด recombination  ในครอบครัวนั้น 
  
  

recombination fraction ( θ )   เปนเครื่องมือสําหรับวัดระยะหางระหวาง 2 loci บน
genetic map  ยกตัวอยางเชน ถา recombination fraction  เทากับ 0.01 หมายความวา ระยะ
หางระหวาง 2 loci บน genetic map เทากับ 1 เซนติมอรแกน (cM)  โดยที่คาของ 
recombination fraction จะไมเกิน 0.5  

 
 
 
 

 Lod score ; Z   =  ( 1 - θ )m . θ n 

         ( ½ ) m+n 
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2.3.5.2    เกณฑในการ Include และ exclude linkage 
 
โดยพิจารณาจากคา lod score ดังนี้ 
1.) ถาคา lod score มีคามากกวา 3    แสดงวา 2 loci link กัน ( Include ) 
2.) ถาคา lod score  มีคานอยกวา –2  แสดงวา 2 loci ไม link กัน ( Exclude ) 
3.) ถาคา lod score มีคาอยูระหวาง –2 กับ 3 แสดงวา ไมสามารถ Include หรือ Exclude  

linkage ได 
 
การคํานวณคา lod score จากสูตรขางตน สามารถทําไดในกรณีที่ pedigree ไมซับซอนเกินไป 
ยกตัวอยางเชน ในรูป pedigree 2.6 ก และ 2.6ข จะสามารถคํานวณคา lod score จากสูตรได 
เนื่องจากใน pedigree ที่ 2.6ก ทุก meiosisสามารถบอกไดวามีการถายทอด allele ทั้ง 2 มาจาก
ใคร ดังนั้นจึงสามารถบอกไดอยางชัดเจนวา III 1- III5  ไมเกิด recombination และ III6 เกิด 
recombination  สวนในรูป pedigree ที่ 2.6 ข ก็ยังสามารถคํานวณ lod score ดวยสูตรได แตจะ
ยากกวาในรูป 2.6ก เนื่องจากใน II1 ซึ่งมี allele A1 A2 และเปนโรคดวยนั้น ไมสามารถบอกไดวา 
allele ใดที่เปน allele ที่ทําใหเกิดโรค เพราะไมทราบ allele ของ I 1 และ I 2 ซึ่งเปน พอ และแม ดัง
นั้น ในรุนที่ 3 ซึ่งเปนลูกของ II1 นั้น มีโอกาสเกิดขึ้นได 2 กรณีคือ III 1- III5  ไมเกิด recombination 
และ III6 เกิด recombination หรือ III 1- III5  เกิด recombination และ III6  ไมเกิด recombination 
สวนในรูป pedigree 2.6ค นั้นถาเราพิจารณาที่ III 7 และ III 8  จะเห็นวา ไดรับ allele A 1 ที่ทําให
เกิดโรคมาจาก II 3 ซึ่งเปนพอซ่ึงไมทราบ genotype  ดังนั้น เราจึงไมสามารถแนใจไดวา allele A 1 
ที่มาจาก II 3  นั้นจะเปน allele เดียวกันกับที่มาจาก II 1 หรือไม เพราะเราไมทราบ allele ของ I 1 
และ I 2 วาจะมี allele A 1 กี่ตัว  เนื่องจากเราไมทราบ genotype ของ I 1 และ I 2  เชนกัน ดังนั้นใน 
pedigree ลักษณะนี้คอนขางจะยุงยากในการคิดคํานวณดวยสูตร ดังนั้นจึงนิยมใชโปรแกรม
คอมพิวเตอรมาชวยในการหาคา lod score  ซึ่งในการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้ไดใช LINKAGE 
program version 5.1 ของ J. Ott  
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A2A5 A1A6

A1A2 A3A4

A1A3 A2A3 A1A4 A1A4 A2 A4 A2A3 

ภาพที่ 2.6 ก แสดงถึง pedigree ในครอบครัว A
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A1A2  A3A4

A1A3 A2A3 A1A4 A1A4 A2 A4 A2A3 

ภาพที่ 2.6 ขแสดงถึง pedigree ในครอบครัว B
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A1A3 A1A2  A3A4

A2A3 A1A4 A1A4 A2 A4 A2A3

A5A6 

A1A5 A1A6 

ภาพที่ 2.6 คแสดงถึง pedigree ในครอบครัว C



บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
       3.1        ตัวอยางเลือด 
  

             ตัวอยางเลือดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ ใชตัวอยางเลือดของผูรอดชีวิตจากใหลตาย 
รวมไปถึงญาติของผูปวยและคนปกติที่ไมมีคลื่นไฟฟาหัวใจแบบ RBBB และ ST-segment 
elevation 
       
       3.2        เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 
       
 วัสดุอุปกรณ 
1. Pipette tip : 10 µl , 1,000µl (Elkay , USA) 
2. Microcentrifuge tube : 0.2 ml , 0.5 ml , 1.5 ml (Bio –rad , Elkay , USA) 
3. Polypropylene canical tube : 15 ml (elkay , USA) 
4. Beaker : 50 ml ,100ml , 200 ml , 500 ml , 1,000 ml (Pyrex) 
5. Flask : 250 ml , 500 ml , 1,000 ml (Pyrex)  
6. Reagent bottle : 100 ml , 250 ml , 500 ml , 1,000 ml (Duran , USA) 
7. Cylinder : 25 ml , 50 ml , 100 ml , 250 ml , 500 ml , 1,000 ml (Duran ,USA) 
8. Glass pipette : 5 ml , 10 ml (Witeg , Germany) 
9. Pipette rack (Autopack , USA) 
10. Thermometer (Precision , Germany) 
11. Parafilm (American National Can , USA) 
12. Plastic wrap 
13. Stirring-magnetic bar 
14. Combs 
15. Electrophoresis chamber set 
16. Automatic adjustable micropipette : P2(0.1-2µ l) , P10 (0.5-10µ l) , P20 (5-20µ l) , 

P100 (20-100µ l) , P1000 (0.1-1 ml) (Gilson , France) 
17. Pipette boy (Tecnomara , Switzerland) 
18. Vortex (Scientific Industry , USA) 
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19. PH meter (Eutech Cybernatics) 
20. Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne , USA) 
21. Balance (Precisa , Switzerland) 
22. Microcentrifuge (Fotodyne , USA) 
23. DNA Thermal cycle 480 (Perkin Elmer , Cetus USA) 
24. Thermal cycle (Touch Down , Hybraid USA) 
25. Power supply model 250 (Gibco BRL , Scotland) 
26. Horizon 11-14 (Gibco BRL , Scotland) 
27. Incubator (Memmert) 
28. Thermostat shaking-water bath (Heto , Denmark) 
29. Spectronic spectrophotometers (Genesys5 , Milon Roy USA) 
30. UV Transillumintor (Fotodyne USA) 
31. UV-absorbing face shield (Spectronic , USA)  
32. Gel Doc 1000 (Bio-RAD) 
33. Mitsubishi Video copy processor 
34. Molecular Dynamics Storage Phosphor Screen 
35. Thermal paper  
36. Refrigerator 40C (Misubishi , Japan) 
37. Deep freeze –200C , -800C (Revco) 
38. Water Purification equipment (Water pro Ps , Labconco USA) 
39. Water bath 
  
สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
1. สารเคมีทั่วไป 

1.1 Absolute ethanol (Merck) 
1.2 Agarose , molecular glade (Promega)  
1.3 Ammonium acetate (Merck) 
1.4 Boric acid (Merck) 
1.5 Bromphenol blue (Pharmacia) 
1.6 Disodium ethylenediamine tetracetic acid : EDTA (Merck) 
1.7 Ethidium bromide (Gibco BRL) 
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1.8 Ficoll 400 (Pharmacia) 
1.9 Hydrochloric acid (Merck) 
1.10 Mineral oil (Sigma) 
1.11 Phenol (Sigma) 
1.12 Chloroform (Merck) 
1.13 Isoamyl alcohol (Merck) 
1.14 Sodium chloride (Merck) 
1.15 Sodium dodecyl sulfate (Sigma) 
1.16 Sodium hydroxide (Merck)  
1.17 Sucrose (BDH) 
1.18 Tris base (USB) 
1.19 Triton X-100 (Pharmacia) 
1.20 100 base pair DNA ladder (Biolabs) 
1.21 Polyacrylamide 
1.22 Ammonium Persulfate 
1.23 Temed 

2. สารเคมีสําหรับการทํา kinase 
2.1 10X kinase buffer 
2.2 T4 kinase (Biolabs) 
2.3 γ-P32 ATP (Dupont) 
2.4 Primer forward (GibThai) 

3. สารเคมีสําหรับการทํา PCR 
3.1 10X PCR buffer (500 mM KCl , 200mM Tris-HCl pH 8.4) ( Perkin) 
3.2 Magnesium chloride (GibcoBRL) 
3.3 Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) (Promega) 
3.4 Oilgonucleotide primers (GibThai) 
3.5 Tag DNA polymerase (Perkin , Dynazyne) 
3.6 Genomic DNA sample 
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      3.3        วิธีดําเนินการวิจัย  
      
       3.3.1      กลุมตัวอยาง 

- กลุมตัวอยางเลือดของผูรอดชีวิตจากใหลตายและครอบครัว 
                    ใชตัวอยางเลือดของผูรอดชีวิตจากใหลตายและครอบครัว 20 มิลลิลิตร 4 ครอบครัว 
ทุกคนในครอบครัวไดรับการวัดคลื่นหัวใจหลังไดรับยา Procainamide เพื่อตรวจวัดคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ RBBB และ ST-segment elevation ใน lead V1ถึง V3 

- กลุมตัวอยางเลือดของคนปกติ 
                     ใชตัวอยางเลือดของคนปกติที่อยูในหมูบานเดียวกันกับผูรอดชีวิตจากใหลตาย

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
3.3.2        การสกัด ดีเอ็นเอ 

        นําเลือดปริมาณ 20 มิลลิลิตร มาสกัด ดีเอ็นเอ โดยมีข้ันตอนดังตอไปนี้ 
1. นําเลือด 20 มิลลิลิตร มา centrifuge ที่ความเร็ว 3000 rpm เปนเวลา 10 นาที 
2. เก็บสวนที่เปน buffy coat  ไวในหลอด polypropylene หลอดใหม โดยเทสวน 

supernatant ทิ้ง 
3. เติม lysis buffer I ที่แชเย็น 10 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน จากนั้น incubate ที่อุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี
4. นํามา centrifuge ที่ความเร็ว 1000 g เปนเวลา 8 นาที จากนั้นนําสวนใสทิ้ง 
5. เติม lysis buffer I ที่แชเย็น 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นํามา centrifuge ที่ความเร็ว 1000 

g เปนเวลา 8 นาที แลวเทสวน supernatant ทิ้ง 
6. เติม lysis buffer II ปริมาตร 900 ไมโครลิตร , สารละลาย proteinase K 10 ไมโครลิตร 

และ 10% SDS 50 ไมโครลิตร จากนั้นเขยาเปนเวลา 15 วินาที 
7. นําสวนผสมทั้งหมดแชใน waterbath ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ทิ้งไวขามคืน 
8. เติม phenol-chloroform-isoamyl alcohol 1 มิลลิลิตร เขยาเปนเวลา 15 วินาที จากนั้น

นําไป centrifuge ที่ความเร็ว 6000 rpm เปนเวลา 5 นาที 
9. ดูดสวน supernatant ที่มี DNA อยูใสในหลอดใหม 
10. เติม 7.5 M CH3 COONH4 ลงไปครึ่งหนึ่งของปริมาตรของ supernatant และเติม 100 % 

ethanol ลงไปดวยปริมาตรเทากับปริมาตรของ supernatant ผสมใหเขากัน จะเห็นสาย
ของดีเอ็นเอ จากนั้นนําไป centrifuge ที่ความเร็ว14000 rpm เปนเวลา 15 นาที จากนั้น
ดูดสวนใสทิ้ง จะเห็น pellet ใสๆ อยูติดกนหลอด 
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11. เติม 70% ethanol ลงไปลาง pellet จากนั้นนําไป centrifuge ที่ความเร็ว14000 rpm เปน
เวลา 20 นาที ดูดสวน supernatant ทิ้ง 

12. ละลาย ดีเอ็นเอ ดวยน้ํากลั่น ปริมาตร 20-300ไมโครลิตร จากนั้นนําไป incubate ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จน ดีเอ็นเอละลายหมด 

 
     3.3.3           การทํา Linkage analysis  มีขั้นตอนดังนี้ 

3.3.3.1 การติดสลาก primer ดวยสารกัมมันตภาพรังสี γ-p32ARP โดยวิธี Kinase 
 

 ขั้นตอนที่1       ปริมาตรของสวนผสม (ปริมาตรรวมขึ้นอยูกับปริมาตรของ Primer ที่นํามาติด
สลาก) 

 
 ความเขมขนในปฏิกริยา ปริมาตรที่ใชในการ kinase
   
10x kinase buffer 10x 1x 
   
T4 kinase (Biolabs) 10 U / µ l 1 U / µ l 
   
γ-p32ARP (Dupant) 10 µCi / µ l 2 µCi / µ l 
   
Primer (forward) 20 µM 10 µM 
   
น้ํากลั่นจนครบ  ปริมาตรรวม 

 
ขั้นตอนที่2        ผสมใหเขากันจากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อใหสารที่ติดอยูบน
ฝาหรือขางหลอดตกลงมา 
ขั้นตอนที่3        incubate สวนผสมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  

3.3.3.2         การเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอ 
ยีนที่นํามาศึกษาในครั้งนี้ มีทั้งหมด 3 ยีน คือ SCN5A , KCND2 และ KCND3 

                          3.3.3.2.1     การเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอ ในpolymorphic marker ของยีน SCN5A  
marker ของยีนนี้มี 3 marker คือ D3S1298 , D3S3521 และ marker ภายในยีน (intragenic) มี
ขั้นตอนการทําดังนี้ 
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ขั้นตอนที่1  10 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) ประกอบดวย 
D3S1298 

 ความเขมขนในปฏิกิริยา ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา
10mMdNTP 0.2 mM 0.2 µ l 
   
10x buffer 1X 1 µ l 
   
25 mM Mgcl2 1.5 mM 0.6 µ l 
   
Tag DNA Polymerase (5U/µl) 2U / 100 µ l 0.04 µ l 
   
DNA template (50ng/µl) - 2 µ l 
   
20µM labelled sense-primer 10 µM 0.1 µ l 
   
20µM antisense-primer 20 µM 0.05 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ  10 µ l 

 
 
 
 
 
 
 

   
10mMdNTP 0.2 mM 0.2 µ l 
   
10x buffer 1X 1 µ l 

D3S3521 
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25 mM Mgcl2 1.5 mM 0.6 µ l 
   
Tag DNA Polymerase (5U/µl) 2U / 100 µ l 0.04 µ l 
   
DNA template (50ng/µl) - 2µ l 
   
20µM labelled sense-primer 10 µM 0.2 µ l 
   
20µM antisense-primer 20 µM 0.1 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ  10 µ l 

 
 
Marker ภายในยีน  

 ความเขมขนในปฏิกิริยา ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา
   
10mMdNTP 0.2 mM 0.2 µ l 
   
10x buffer 1X 1 µ l 
   
25 mM Mgcl2 1.5 mM 0.6 µ l 
   
Tag DNA Polymerase (5U/µl) 2U / 100 µ l 0.04 µ l 
   
DNA template (50ng/µl) - 2 µ l 
   
20µM labelled sense-primer 10 µM 0.1 µ l 
   
20µM antisense-primer 20 µM 0.1 µ l 
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เติมน้ํากลั่นจนครบ  10 µ l 

ขั้นตอนที่2     ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3      เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Hybraid/DNA thermal cycle โดยใชสภาวะตอไปนี้ 

• Initiation       95 0C    2  นาที 
• 35 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  45  วินาที  

Annealing               57 0C  45  วินาที   
Extension               72 0C     1  นาที 

• Final extension      72 0C     7  นาที 
3.3.3.2.2      การเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอของpolymorphic markerในยีน KCND2 : marker 
เปน marker ภายในยีน  

 
ขั้นตอนที่1 10 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนในปฏิกิริยา ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา
   
10mMdNTP 0.2 mM 0.2 µ l 
   
10x buffer 1X 1 µ l 
   
25 mM Mgcl2 1.5 mM 0.6 µ l 
   
Tag DNA Polymerase (5U/µl) 2U / 100 µ l 0.04 µ l 
   
DNA template (50ng/µl) - 2 µ l 
   
100µM labelled sense-primer 50 µM 0.1 µ l 
   
100µM antisense-primer 100 µM 0.05 µ l 
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เติมน้ํากลั่นจนครบ  10 µ l 

ขั้นตอนที่2       ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3       เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Hybraid/DNA thermal cycle โดยใชสภาวะตอไปนี้ 

• Initiation       95 0C    2  นาที 
• 35 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  45  วินาที  

Annealing               56 0C  45  วินาที   
Extension               72 0C     1  นาที 

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 
3.3.3.2.3         การเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอ ของ polymorphic marker ในยีน KCND3  : 
marker ของยีนนี้มี 2 marker คือ D1S2696 และ D1S2746  

 
ขั้นตอนที่1     10 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) ประกอบดวย 
 
D1S2696 

 ความเขมขนในปฏิกิริยา ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา
   
10mMdNTP 0.2 mM 0.2 µ l 
   
10x buffer 1X 1 µ l 
   
25 mM Mgcl2 1.5 mM 0.6 µ l 
   
Tag DNA Polymerase (5U/µl) 2U / 100 µ l 0.04 µ l 
   
DNA template (50ng/µl) - 2 µ l 
   
20µM labelled sense-primer 10 µM 0.2 µ l 
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20µM antisense-primer 20 µM 0.1 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ  10 µ l 

 
D1S2746 

 ความเขมขนในปฏิกิริยา ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา
   
10mMdNTP 0.2 mM 0.2 µ l 
   
10x buffer 1X 1 µ l 
   
25 mM Mgcl2 1.5 mM 0.6 µ l 
   
Tag DNA Polymerase (5U/µl) 2U / 100 µ l 0.04 µ l 
   
DNA template (50ng/µl) - 2 µ l 
   
20µM labelled sense-primer 10 µM 0.2 µ l 
   
20µM antisense-primer 20 µM 0.1 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ  0 µ l 

 
ขั้นตอนที่2        ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3       เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Hybraid/DNA thermal cycle โดยใชสภาวะตอไปนี้ 

• Initiation       95 0C    2  นาที 
• 35 PCR cycle of :   Denaturation     94 0C  45  วินาที  

Annealing             58 0C  45  วินาที   
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Extension              72 0C     1  นาที 
• Final extension               72 0C     7  นาที 

 มีขั้นตอนดังนี้ 
ขั้นตอนที่1        สวนผสมของเจล (ปริมาตรขึ้นอยูกับขนาดของเจล) 
 

50 ml 60 ml 80 ml 100 ml 
Urea(g) 21 25.2 33.6 42 
40%acrylamide : Bis19:1(ml) 7.5 9 12 15 
10xTBE (ml) 5 6 8 10 
H2O(ml) 21 26 35 43 
10%Ammonium persulfate (µ l) 330 396 528 660 
TEMED(µ l) 29 34.8 46.4 58 

 
ขั้นตอนที่2           ผสม 1X loading denature buffer 5 ไมโครลิตรลงใน PCR Product 10 
ไมโครลิตร จากนั้นแยกสายดีเอ็นเอ ออกจากกันดวยอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส แลวนําไปแชใน 
ice box เพื่อปองกันสายดีเอ็นเอกลับมาเขาคูกันอีกครั้ง 
ขั้นตอนที่3            run gel บน 6% denaturating polyacrylamide gel  
ขั้นตอนที่4            วิเคราะหผล Linkage analysis โดยใช LINKAGE program Version 5.1 (48) 

 
3.3.4         Primer สําหรับ microsatellite  

Polymorphic marker สําหรับ microsatellite มีทั้งหมด 6 marker ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ 
• Polymorphic marker สําหรับยีน SCN5A 

1) D3S1298 : ระยะหางระหวาง marker นี้กับยีน SCN5A เทากับ 1.767 เมกะเบส มี 
heterozygosity index เทากับ 0.8787 ( 49 ) 

2) D3S3521 : ระยะหางระหวาง marker นี้กับยีน SCN5A เทากับ 0.773 เมกะเบส มี 
heterozygosity index เทากับ 0.8276 ( 49 )  

โดยระยะหางระหวาง 2 marker ประมาณ 1 เซนติมอรแกน 
3) Marker ภายในยีน SCN5A เปน (CA)n repeat ภายในยีนที่บริเวณ intron 16 โดยมี 

heterozygosity index เทากับ 0.8276 ( 37 ) 
• Polymorphic marker สําหรับยีน KCND2 เปน (CA)n repeat โดยออกแบบ primer 

ครอมบริเวณ  (CA)n repeat ที่ตําแหนงเบสที่ 7241 โดยเริ่มออกแบบ primer ตั้งแต
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ตําแหนงเบสที่ 7088 ครอมไปจนถึงตําแหนงเบสที่ 7354 โดยใชโปรแกรม oligo ใน
การออกแบบ ซึ่งได primer sense และ antisense ดังนี้ 

sense   GAAGGAAGGGAAGAGGGGTG 
  antisense   TTGGCAACTATAAGCAAGGCTG 
โดย หลักการ ของการออกแบบ primer ใชหลักการคือ ตองเลือกใหไมเกิดการจับคูเบสกัน
เองของ sense และ antisense primer เพราะจะทําให primer ไมสามารถเกาะสาย ดีเอ็น
เอ ที่เราตองการได 
 
 
• Polymorphic marker สําหรับยีน KCND3 
1) D1S2696  
2) D1S2746 

ระยะหางระหวาง marker ทั้งสองกับยีน KCND3 ยังไมทราบเปนที่แนชัด เนื่องจาก
ยีน KCND3 เปนยีนคอนขางใหมตรวจไมพบใน Summary map แตมีคณะวิจัยไดทํา
การศึกษาถึงยีน KCND3 ดังนี้ 
-    Alex V. Postma และคณะ พบวา KCND3 อยูที่ตําแหนง 1P13.2 ( 21 ) 
-    Hadas Lahat และคณะไดจัดทําแผนที่ของ marker ตางๆที่อยูบนโครโมโซมที่ 1 
ไดผลดังนี้ ( 51 ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
จากการศึกษาในครั้งนี้พบวา ยีน KCND3 อยูใกลกับ D1S187 ซึ่งเปน polymorphic 
marker แตไมสามารถนํามาทํา linkage analysisใ ในครั้งนี้ไดเนื่องจากไมสามารถ
บอกgenetics distance ของ D1S187 กับ อีก D1S2746 และD1S2696 ได จึงไม
สามารถวิเคราะหคา lod score ได 
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ภาพที่ 3.1 แสดงถึงตําแหนงตางๆของ marker ที่อยูบนโครโมโซมที่1 
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จากเว็บไซดตางๆตอไปนี้ 
• www.cedar.genetics.soton.ac.uk ( 49 )ซึ่งเปน summary map พบวา D1S187

อยูตรงกลางระหวาง D1S2696 และ D1S2746 ดังนั้น KCND3 จึงนาจะอยู
ระหวาง D1S2696 และ D1S2746 ดวย 

• www.gdb.org บอกถึงคาของ heterozygosity (52) 
heterozygosity index ของ D1S2696 เทากับ 0.88  

heterozygosity index ของ D1S2746 เทากับ  0.79  
heterozygosity index ของ D1S187 เทากับ  0.71  
• www.genome.wi.mit.edu ( 50 )พบวา D1S2696 อยูหางจาก D1S2746เปนระยะ

ทาง  6 เซนติมอรแกน  และ พบวา D1S2746 อยูติดกับ D1S418 (ทั้ง 2 marker 
อยูที่ตําแหนง 152 เซนติมอรแกนเหมือนกัน) แตไมบอกตําแหนงของ D1S187 
แตจากแผนที่ของ Hadas Lahat และคณะ จะเห็นวา D1S187 อยูใกลกับ 
D1S418 (แตไมทราบระยะหางที่แนนอน) ดังนั้น D1S2746 จึงนาจะอยูใกลกับ 
D1S187 ดวย และจากการที่พบวา ยีน KCND3 อยูใกลกับ D1S187 ทําใหพอจะ
สรุปไดวายีน KCND3 ใกลกับ D1S2746 เชนกัน ซึ่งปญหาตอมาก็คือยีน 
KCND3 นั้น ที่พบวาอยูใกลกับ D1S187จะอยูหางจากD1S187ไปทางcenหรือ
ทาง tel และ ซึ่งจากการพิจารณาจากแผนที่ของ Hadas แลว ยีน KCND3 นาจะ
อยูทาง tel ของ D1S187 และจาก www. gdb.org ( 52 ) พบวา D1S2746 และ 
D1S187 อยูบน 1p13.2 เชนเดียวกับยีน KCND3 ดังนั้น ยีน KCND3 จึงนาจะ
อยูใกลกับ D1S2746 ดวยเชนกัน แตไมสามารถบอกตําแหนงที่แนชัดของยีน 
KCND3 วาจะอยูทาง cen หรือ tel ของ d1s2746 ดังภาพที่ 3.2 
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KCND3และแสดงถึงบริเวณที่นาจะเปนไปไดของยีน KCND3 (ลูกศรที่อยูระหวาง 
D1S2746) 
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จากขอมูลขางตนจึงเลือก D1S2696 และ D1S2746 เปนmarkerสําหรับยีน KCND3 
 

3.3.5             การหาตําแหนงที่เกิดการกลายพันธุโดยวิธี sequence analysis ของยีนSCN5A 
 

                    ตําแหนงที่หาการกลายพันธุ คือที่บริเวณ exon5 , exon12(1) , exon12(2), 
exon17(1), exon17(2), exon18 , exon23, exon28(1), exon28(2) และ exon28(3) มีขั้นตอน
ดังตอไปนี้ 

3.3.5.1 การเพิ่มปริมาณ DNA โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) ใน
บริเวณ exon ตางๆคือ 

exon5       มีขั้นตอนดังนี้ 
ขั้นตอนที่1         50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 

 
 
 
 ความเขมขนใน

ปฏิกิริยา 
ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

   
10x PCR buffer with Mgcl2 1x 5 µ l 
   
10mM dNTP 0.4 mM 2 µ l 
   
52.1 µM forward-primer  0.2 µM 0.2 µ l 
   
50.1 µM reverse-primer  0.2 µM 0.2 µ l 
   
Tag DNA polymerase (2U/µ l)  0.16U/100 µ l 0.4 µ l 
   
DNA template (50ng/µ l) - 4 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ - 50 µ l 
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ขั้นตอนที่2           ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อใหสารที่อยูบน
ฝาหรือขางหลอดตกลงมา 
ขั้นตอนที่3           เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดย
ใชสภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

Annealing               61 0C  30  วินาที   
Extension               72 0C     30  วินาที 

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 

• Exon12(1)   มีขั้นตอนดังนี้ 
ขั้นตอนที่1         50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

   
10x PCR buffer with Mgcl2 1x 5 µ l 
   
10mM dNTP 0.4 mM 2 µ l 
   
42.4 µM forward-primer  0.08 µM 0.1 µ l 
   
49.8 µM reverse-primer  0.1 µM 0.1 µ l 
   
Tag DNA polymerase (2U/µ l)  0.16U/100 µ l 0.4 µ l 
   
DNA template (50ng/µ l) - 4 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ - 50 µ l 



 41

   
 

ขั้นตอนที่2         ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

Annealing               54 0C  30  วินาที   
Extension               72 0C     30  วินาที 

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 
Exon12(2)    มีขั้นตอนดังนี้ 

ขั้นตอนที่1         50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

   
10x PCR buffer with Mgcl2 1x 5 µ l 
   
10mM dNTP 0.4 mM 2 µ l 
   
42.5 µM forward-primer  0.09 µM 0.1 µ l 
   
38.8 µM reverse-primer  0.08 µM 0.1 µ l 
   
Tag DNA polymerase (2U/µ l)  0.16U/100 µ l 0.4 µ l 
   
DNA template (50ng/µ l) - 5 µ l 
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เติมน้ํากลั่นจนครบ - 50 µ l 
 

ขั้นตอนที่2         ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง( centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3         พิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

 Annealing               53 0C  30  วินาที   
 Extension               72 0C     1  นาที 

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 
 
Exon17(1)   มีขั้นตอนดังนี้ 

ขั้นตอนที่1         50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

   
10x PCR buffer with Mgcl2 1x 5 µ l 
   
10mM dNTP 0.2 mM 1 µ l 
   
39.5 µM forward-primer  0.08 µM 0.1 µ l 
   
46.5 µM reverse-primer  0.09 µM 0.1 µ l 
   
Tag DNA polymerase (2U/µ l)  0.16U/100 µ l 0.4 µ l 
   
DNA template (50ng/µ l) - 3 µ l 
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เติมน้ํากลั่นจนครบ - 50 µ l 
 

ขั้นตอนที่2         ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

 Annealing               65 0C  30  วินาที   
   Extension               72 0C     1  นาที 

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 
Exon17(2)   มีขั้นตอนดังนี้ 
 

ขั้นตอนที่1         50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

   
10x PCR buffer with Mgcl2 1x 5 µ l 
   
10mM dNTP 0.4 mM 2 µ l 
   
42.7 µM forward-primer  0.09 µM 0.1 µ l 
   
45.2 µM reverse-primer  0.09 µM 0.1 µ l 
   
Tag DNA polymerase (2U/µ l)  0.16U/100 µ l 0.4 µ l 
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DNA template (50ng/µ l) - 7 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ - 50 µ l 
 

ขั้นตอนที่2         ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome  PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

Annealing               50 0C  30  วินาที   
Extension               72 0C     30  วินาที 

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 

Exon18    มีขั้นตอนดังนี้ 
 

ขั้นตอนที่1       50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

   
10x PCR buffer with Mgcl2 1x 5 µ l 
   
10mM dNTP 0.4 mM 2 µ l 
   
34.5 µM forward-primer  0.13 µM 0.2 µ l 
   
37.6 µM reverse-primer  0.15 µM 0.2 µ l 
   
Tag DNA polymerase (2U/µ l)  0.16U/100 µ l 0.4 µ l 
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DNA template (50ng/µ l) - 3 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ - 50 µ l 
 

ขั้นตอนที่2        ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

Annealing               53 0C  30  วินาที   
Extension               72 0C     30  วินาที 

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 

Exon23    มีขั้นตอนดังนี้ 
 

ขั้นตอนที่1        50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

   
10x PCR buffer with Mgcl2 1x 5 µ l 
   
10mM dNTP 0.6 mM 3 µ l 
   
51.3 µM forward-primer  0.2 µM 0.2 µ l 
   
46.9 µM reverse-primer  0.19 µM 0.2 µ l 
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Tag DNA polymerase (2U/µ l)  0.16U/100 µ l 0.4 µ l 
   
DNA template (50ng/µ l) - 2 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ - 50 µ l 
 

ขั้นตอนที่2        ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

Annealing               59 0C  30  วินาที   
Extension               72 0C     30  วินาที 

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 

Exon28(1)    มีขั้นตอนดังนี้  
 

ขั้นตอนที่1        50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

   
10x PCR buffer with Mgcl2 1x 5 µ l 
   
10mM dNTP 0.4 mM 2 µ l 
   
57.4 µM forward-primer  0.11 µM 0.1 µ l 
   
49.9 µM reverse-primer  0.1 µM 0.1 µ l 
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Tag DNA polymerase (2U/µ l)  0.16U/100 µ l 0.4 µ l 
   
DNA template (50ng/µ l) - 2 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ - 50 µ l 
 

ขั้นตอนที่2       ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome  PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       94 0C    1 นาที 

55  0C   1 นาที 
72  0C    1 นาที 

• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  
Annealing                67 0C  30  วินาที   
Extension               72 0C     30  วินาที 

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 
 

Exon28(2)    มีขั้นตอนดังนี้ 
 

ขั้นตอนที่1        50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

   
10x PCR buffer with Mgcl2 1x 5 µ l 
   
10mM dNTP 0.4 mM 2 µ l 
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46.1 µM forward-primer  0.09 µM 0.1 µ l 
   
49.2 µM reverse-primer  0.1 µM 0.1 µ l 
   
Tag DNA polymerase (2U/µ l)  0.16U/100 µ l 0.4 µ l 
   
DNA template (50ng/µ l) - 2 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ - 50 µ l 
 

ขั้นตอนที่2       ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3         เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
 
• Initiation       94 0C    1 นาที 
                                                                                      55  0C   1 นาที 
                                                                                      72  0C     1 นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  
                                     Annealing               67 0C  30  วินาที   
                                     Extension               72 0C     30  วินาที 
• Final extension               72 0C     7  นาที 
 

Exon28(3)    มีขั้นตอนดังนี้ 
ขั้นตอนที่1        50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

   
10x PCR buffer with Mgcl2 1x 5 µ l 
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10mM dNTP 0.4 mM 2 µ l 
   
56.9 µM forward-primer  0.113 µM 0.1 µ l 
   
49.4 µM reverse-primer  0.098 µM 0.1 µ l 
   
Tag DNA polymerase (2U/µ l)  0.16U/100 µ l 0.4 µ l 
   
DNA template (50ng/µ l) - 2 µ l 
 - 50 µ l 
เติมน้ํากลั่นจนครบ - 50 µ l 
 

ขั้นตอนที่2        ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3         เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       94 0C    1 นาที 

55  0C   1 นาที 
72  0C     1 นาที 

• 30 PCR cycle of :                          Denaturation    94 0C  30  วินาที  
Annealing   67 0C  30  วินาที   
Extension   72 0C     30  วินาที 

• Final extension                72 0C     7  นาที 
 

       3.3.5.2        Run 2% agarose gel electrophoresis   มีขั้นตอนดังนี้ 
1) ผสม 6X gel loading buffer กับ PCR product เขาดวยกัน 
2) run gel บน 2% agarose gel 
3) ดูผลของ gel 

               3.3.5.3       DNA sequencing    มีขั้นตอนตางๆดังตอไปนี้ 
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ขั้นที่ 1 Cycle sequencing  
 สวนผสมของขั้นตอนมีดังตอไปนี้  
 template     6 µ l 
 Terminator Ready Reaction Mix (Dye)  8 µ l 
 Primer 3.2 Pmole    1 µ l 

น้ํา       5 µ l 
ปริมาตรรวม     20 µ l 

  
    นําสวนผสมทั้งหมดนี้เขาเครื่อง PCR โดยใช condition ดังตอไปนี้ 

 
อุณหภูมิ เวลา 
96  0C 10  วินาที 
50  0C 5  วินาที 
60  0C 4  นาที 

 
      ทําทั้งหมด 25 รอบ 
ขั้นที่ 2 Purifying Extension Products เปนขั้นตอนเพื่อลางเอาTerminator dye 

สวนเกินออกโดยมีข้ันตอนดังตอไปนี้ 
1) นําดีเอ็นเอ 20 ไมโครลิตร ที่ติด Terminator dye จากขั้นตอน Cycle sequencing มา

ใสลงใน 75% Isopropanol 80 ไมโครลิตร จากนั้นผสมใหเขากันโดยใช vortex 
2) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที  
3) centrifuge เปนเวลา 20 นาที จะไดตะกอนสีขาวของดีเอ็นเอ 
4) ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 75% Isopropanol 250 ไมโครลิตร จากนั้นผสมใหเขากัน

โดยใช vortex 
5) centrifuge เปนเวลา 5 นาทีนําตะกอนที่ลางเสร็จแลวมาทําใหแหงโดยใชเครื่อง 

vacuum 
ขั้นที่ 3 preparing and loading the samples  
สําหรับเครื่อง ABI Prism 310 มีขั้นตอนดังตอไปนี้ 
1) ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย 25 ไมโครลิตรของ Template suppression Reagent 

(TSR)  
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2) Vortex และ Spin samples 
3) จากนั้นแยกสายดีเอ็นเอออกจากกันที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาที 

แลวนําไปแชใน ice box เพื่อปองกันสายดีเอ็นเอกลับมาเขาคูกันอีกครั้ง 
4) เปลี่ยน หลอด ใส samples เพื่อเตรียมสําหรับเขาเครื่อง sequence 
5) วิเคราะหผลโดยดูผลการเปลี่ยนลําดับเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 

I 

1      2          3         4                        5                               6           7                                     8
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ภาพที่ 3.3 แสดงถึง pedigree ของครอบครัว KEK 
    

II 

1        2        3            4        5    6      7     8    9   10       11   12   13    14   15    16    17   18       19          20     21

III 

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

คือชายที่แสดง
อาการของใหลตาย 

คือหญิงที่แสดง
อาการของใหลตาย 

คือชายที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome

คือหญิงที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome

คือชายที่ปกติ คือหญิงที่ปกติ

                                                                                                                   

II 

I 
        1                2

III 

      1                     2     3                     4                        5
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ภาพที่  9 แสดงถึง pedigree ของครอบครัว SSr

ภาพที่ 3.4 แสดงถึง pedigree ของครอบครัว SSR

คือชายที่แสดง
อาการของใหลตาย 

คือหญิงที่แสดง
อาการของใหลตาย

คือชายที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome 

คือหญิงที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome

คือชายที่ปกติ คือหญิงที่ปกติ
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ภาพที่ 3.5 แสดงถึง pedigree ของครอบครัว LAP

ภาพที่ 9 แสดงถึง pedigree ของครอบครัว IQ2I

คือชายที่แสดง
อาการของใหลตาย 

คือหญิงที่แสดง
อาการของใหลตาย

คือชายที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome 

คือหญิงที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome

คือชายที่ปกติ คือหญิงที่ปกติ
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ภาพที่ 3.6 แสดงถึง pedigree ของครอบครัว Iq2I 

คือชายที่แสดง
อาการของใหลตาย 

คือหญิงที่แสดง
อาการของใหลตาย

คือชายที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome 

คือหญิงที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome

คือชายที่ปกติ คือหญิงที่ปกติ

     1            2             3         4                       5           6       7          8           9 

         1            2                   3           4        5    6     7                8                9 

            1    2      3     4           5                6

























บทที่  5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

5.1   การหาการกลายพันธุของยีน SCN5A ในครอบครัว SSR 

ตามที่มีรายงาน ถึงสาเหตุที่ทําใหเกิด Brugada Syndrome วาเกิดจากการกลายพันธุ
ในบริเวณexonที่ 5 ,12 ,17 ,18 ,23 และ28 โดยเฉพาะบริเวณ codon ที่1620 ที่เปลี่ยนจาก 
threonineเปน methionine ที่บริเวณexon ที่28นั้น เมื่อไดทําการตรวจหาการกลายพันธุของผูรอด
ตายในครอบครัว SSR ซึ่งไมมี crossing over ในการทํา linkage analysis แลว ผลปรากฏวาไม
พบการกลายพันธุในบริเวณดังกลาว พบเพียงแต polymorphism ในบริเวณ exon 5 , 12 , และ17 
เทานั้น  ซ่ึงความเปนไปไดเปนไดหลายกรณี เชน 

5.1.1 ยังตรวจหาการกลายพันธุไมทั่วทั้งยีน 

ถายีน SCN5A เปนยีนที่ทําใหเกิดโรคใหลตายจริง ก็อาจเปนไปไดวา การกลาย
พันธุในยีนนี้อาจจะเปนที่บริเวณอื่นที่ไมใชทั้ง 6 exon นี้ อาจจะเปนที่ exon 7 , 8 , 16 หรือ 28 ที่
ยังไมไดตรวจหาก็เปนได (เนื่องจาก exon 28 เปนexon ที่มีขนาดใหญ) หรืออาจจะเปนการกลาย
พันธุที่บริเวณอื่นนอกเหนือจากที่เคยมีรายงานไวในBrugada Syndrome นั่นคือการกลายพันธุ
ของใหลตายในยีน SCN5A ไมจําเปนตองเหมือนกับในBrugada Syndrome  เพราะถาจะ
พิจารณาการกลายพันธุของ Brugada Syndrome จริงๆแลวบริเวณที่เกิดการกลายพันธุบอยที่สุด
คือ T1620M  ซึ่งนาจะเจอในใหลตายเชนเดียวกัน  แตกลับไมเจอการเปลี่ยนแปลงเบสเลย แมแต
การเปนpolymorphism แตกลับเจอ polymorphism ในexon 5 และ12  ดังนี้  

• Polymorphism บริเวณ exon 5       amino acid ที่เปลี่ยนไปนั้นอยูในกลุม
เดียวกันจึงไมนาทําใหการทํางานตางไปจากเดิม อีกทั้งผล ของ sequence ที่ไดก็เปน
homozygous ซึ่งถาเปนmutation ควรจะไดเปน heterozygous เพราะการถายทอดในครอบครัว 
SSR นั้นเปนแบบ autosomal dominant  ซึ่งเมื่อตรวจในคนปกติก็ไดผลแบบเดียวกัน 

• polymorphismบริเวณexon 12 amino acid ที่เปลี่ยนไปนั้นอยูคนละ
กลุม คือจากกลุมที่ไมมีข้ัวไปเปนกลุมที่มีขั้วนาจะทําใหการทํางานเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม และผล 
ของ sequence ที่ไดก็เปน homozygous แตเนื่องจากการเปลี่ยนกลุมของ amino acid ที่เปลี่ยน
กลุมอยางชัดเจนนั้น จึงตรวจหาการกลายพันธุในคนปกติที่มีภูมิลําเนาเดิมและอาศัยอยูใน
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กรุงเทพ เปนเพศหญิง อายุ25ป แตก็ไมพบความแตกตางระหวาง ผูรอดชีวิตกับคนปกติ   ทั้งนี้อาจ
จะอธิบายไดเปน2กรณีดังนี้ 

  กรณีที่1   

ที่ตําแหนงที่เกิดการกลายพันธุนี้อาจจะไมไดทําใหรูปรางของโปรตีนเปลี่ยนแปลง
ไป จนถึงขั้นใหการทํางานของโปรตีนเปลี่ยนไปจากเดิม หรือที่ตําแหนงนี้อาจจะไมไดเปนตําแหนง
ที่สําคัญในการทําใหเกิดใหลตายก็เปนได  ดังนั้นในคนปกติที่เปนคนไทยและผูรอดชีวิตจากใหล
ตายจงึมีลําดับเบสที่เหมือนกันในบริเวณนี้ แตมีลําดับเบสที่แตกตางไปจากใน Genbank ดังนั้นจึง
อาจกลาวไดวา polymorphism ที่เกิดขึ้นนี้เปน polymorphism ระหวางเชื้อชาติ 

กรณีที่2 

อาจเปนไปไดวาลําดับเบสที่อยูในGenbank นั้นผิด นั่นคือจริงๆแลวลําดับเบสที่
ตําแหนงที่1804 ควรจะตองเปน G (เหมือนกับในคนไทย) แตใน Genbank กลับเปน C ทําใหเกิด
การเขาใจผิดไดวาเปน polymorphism  ซึ่งจากการตรวจสอบโดยการเปรียบเทียบลําดับเบสของ
clone  ทั้งหมดที่มีอยูใน genbank กับลําดับเบสที่ไดจากการทดลองนี้ผลปรากฏวา มีเพียงclone 
ที่ใชเปน control เทานั้นที่มีลําดับเบสที่แตกตางไปจากการทดลองนี้ ดังนั้นจึงนาจะเปนไปไดอยาง
มากวาลําดับเบสของ clone ที่ใชเปน control ผิด 

 เกิด non –informative ขึ้นใน marker D3S3521 และ intragenic 

เนื่องจากเหตุผลที่นําครอบครัว SSR มาตรวจหาการกลายพันธุก็เพราะวา ไมมี 
crossing over เกิดขึ้นใน 2 marker นี้  แตถาจะพิจารณาจากภาพที่ 5.1ใหดีจะเห็นวาใน marker 
d3s3521 ที่ III 1 ที่มี allele 2 อยูนั้น ไมสามารถบอกไดวา allele 2 ไหนที่ถายทอดลงมาให เนื่อง
จาก   II1 ที่เปนบิดาและมีคลื่นไฟฟาแบบ Brugada นั้น มี allele 2 ทั้ง2allele  ดังนั้น allele 2ที่
ถายทอดจาก II1 ลงมายัง III1 นั้น อาจจะเปน allele ที่ทําใหเกิดโรคหรือไมเกิดโรคก็ได ถาเปน 
allele ที่ทําใหเกิดโรคถายทอดมาให ก็แสดงวามี crossing over เกิดขึ้น ใน marker d3s3521 
สวนใน intragenic ก็เชนเดียวกัน ยกตัวอยางเชนใน  III1 ที่มี allele 2 อยูนั้น ก็ไมสามารถบอกได
เชนเดียวกันวา allele 2ตัวไหนที่ถายทอดลงมาใหจาก II1 เนื่องจาก II1 มีallele 2ทั้ง2 allele ถา II1 
ถายทอด allele2 ที่ทําใหเกิดโรคมาให III1 ก็จะเกิด crossing over ขึ้นได  นอกจากนี้ยังพิจารณา
ไดใน III3 ไดอีก ซึ่ง III3 มี allele 2 ซึ่งไดจากII4 ที่มีคลื่นไฟฟาหัวใจแบบ Brugada โดยที่ไมทราบวา 
allele 2ตัวไหนที่ถายทอดลงมาใหIII3 ถาallele 2 ตัวที่ถายทอดลงมาไมไดเปนตัวที่ทําใหเกิดโรค ก็
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จะเกิด crossing over ขึ้น ซึ่งการเกิด crossing over ใน gene นั้น ก็ไมนาที่จะเปนสาเหตุของโรค
นั้นได ดังนั้นจึงไมพบการกลายพันธุในยีน SCN5A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2       การวิเคราะหผลของlinkage analysis 

              จากสมมติฐานที่วา โรคใหลตายนั้นนาที่จะเกิดจากการกลายพันธุของยีนเพียงยีนเดียว 
ดังนั้นจึงสามารถรวมคา lod score ที่ไดจาก 4 ครอบครัว ใน marker ตางๆของทั้ง2ยีน และ 
intragenic ของ KCND2  ได โดยจากการวิเคราะหพอจะสรปุไดดังนี้ 

5.2.1             ยีน SCN5A  ซึ่งมี marker ดังตอไปนี้ 

•  D3S1298 

จากตารางที่ 1.4พบวา เราสามารถexclude  linkage ออกไดตั้งแต θ = 0 จนถึง 0.1 
ซึ่งหมายความวา นับจากตําแหนงของ marker ไปจนถึง 10 เซนติมอรแกน ทั้งซายและขวา เรา
สามารถ exclude linkage ออกได  

  

ภาพที่5.1 แสดงการถายทอด allele ในครอบครัว SSR ในmarker  d3s3521 และ intragenic
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• D3S3521 

จากตารางที่1.4 เชนเดียวกันพบวา เราสามารถ exclude linkage ออกไดตั้งแต 
θ = 0 จนถึง 0.05 หมายความวา นับจากตําแหนงของ marker ไปจนถึง 5 เซนติ
มอรแกน  ทั้งซายและขวา เราสามารถ exclude linkage  ออกได 

 

                              

 

                

ภาพที่5.2 แสดงถึงบริเวณที่สามารถ exclude ออกไดของทั้ง2 markersคือที่ marker 
D3S1298 สามารถ exclude ออกไดที่ 10 CM และที่marker D3S3521 สามารถ exclude ออกได
ที่ 5CM 

 จากขอมูลจาก summary map และ Whitehead Institute พบวา  ยีน SCN5A อยูระหวาง 
d3s1298 และ d3s3521  โดยที่ ยีน SCN5A อยูระหวาง ทั้ง2 marker นี้ และ 2 marker นี้ อยูหาง
กัน 1 เซนติมอรแกน  

 

cen                                                                                                              tel 

                                                           

 

ภาพที่5.3 แสดงถึงตําแหนงของยีนSCN5A , D3S1298 และ D3S3521 บนโครโมโซมที่3 
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จากขอมูลทั้งหมดทําใหสามารถสรุปไดวาทั้ง 2markersนี้อยูหางจาก ยีน SCN5A ไมถึง 1 
เซนติมอรแกน ดังนั้นสําหรับยีน SCN5A  เราสามารถ exclude linkage ออกไดตั้งแต θ =  0.01
หรือที่ระยะหางจาก marker นับไปจนถึงระยะ 1 เซนติมอรแกน 

จากตารางที่ 1.3 จะเห็นวา สําหรับ marker D3S1298 นั้น ที่ θ = 0.01 มีคา lod score 
เทากับ –12.148715  ซึ่งสามารถ exclude linkage ได และ ที่  marker D3S3521 นั้น ที่ θ = 
0.01 มีคา lod score เทากับ –5.37169 ซึ่งสามารถ exclude linkage ได ซึ่งยีน SCN5A ก็อยูใน
บริเวณนี้ ดังนั้นเราสามารถ exclude ยีน SCN5A ออกได 

 

 

 

                                      1เซนติมอรแกน 

                            

  ภาพที่5.4 แสดงถึงการ exclude ออกของยีน SCN5A ของทั้ง2 markers ลูกศรเสนที่1 
แสดงถึง exclude linkage ของ d3s3521 ที่ θ = 0.01 ซึ่งรวม ยีน SCN5A อยูในบริเวณนี้ดวย   
ลูกศรเสนที่2 แสดงถึง exclude linkage ของ d3s3521 ที่ θ = 0.01 ซึ่งรวม ยีนSCN5A อยูใน
บริเวณนี้ดวย 

 จากขอมูลขางตนสามารถสรุปไดวา ยีน SCN5A ไมนาที่จะเปนสาเหตุของโรค
ใหลตาย  ดังนั้นในครอบครัว SSR ที่ไดตรวจหาการกลายพันธุ เนื่องจากไมมี crossing over ใน
การทํา linkage analysis เกิดขึ้นนั้น นาที่จะเกิดจาก non- informative ใน marker D3S3521 
และ intragenic ประกอบกับขอมูลในการตรวจหาการกลายพันธุในยีน SCN5A  ซึ่งไมเจอการก
ลายพันธุในบริเวณที่นาจะเกิดดวยแลว ก็นาจะเปนสาเหตุที่จะสนับสนุนความคิดที่วายีน SCN5A 
ไมนาที่จะเปนสาเหตุของการเกิดใหลตาย 
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5.2.2                ยีน KCND2 

 จากการทํา linkage analysis ในยีน KCND2  โดยใช intragenic เปน marker 
ไดคา lod score ของยีนนี้ ดังตารางที่ 2.2 โดยที่ θ = 0 มีคา lod score เทากับ −α ซึ่งสามารถ 
exclude linkage ไดเลยทันที เนื่องจากภายในยีนไมควรจะมี crossing over เกิดขึ้น จากขอมูลดัง
กลาวสรุปไดวา ยีน KCND2 ไมนาที่จะเปนสาเหตุของการเกิดใหลตาย 

5.2.3             ยีน KCND3   ซึ่งมี marker ดังตอไปนี้ 

• D1S2696 

จากตารางที่ 3.3 พบวา เราสามารถ exclude  linkage ออกไดตั้งแต θ = 0 จน
ถึง 0.1ซึ่งหมายความวา นับจากตําแหนงของ marker ไปจนถึง 10 เซนติมอรแกน ทั้งซายและขวา
เราสามารถ exclude linkage  ออกได                                                                                                               

• D1S2746 

จากตารางที่3.3 เชนเดียวกัน เราสามารถ exclude linkage ออกไดตั้งแต θ = 0 
จนถึง 0.05 ซึ่งหมายความวา นับจากตําแหนงของ marker ไป จนถึง 5 เซนติมอรแกน ทั้งซายและ
ขวาเราสามารถ exclude linkage  ออกได 

 

 

 

 

                        

ภาพที่5.5 แสดงถึงบริเวณที่สามารถ exclude ออกไดของทั้ง 2 markersคือที่ marker D1S2696 
สามารถ exclude ออกไดที่ 10 CM และที่ marker D1S2746 สามารถ exclude ออกไดที่ 5CM 

 D1S2696

10เซนติมอรแกน 10เซนติมอรแกน

D1S2746

5CM 5CM 
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เนื่องจากยีน KCND3 เปนยีนที่คอนขางใหม ยังมีคนที่ศึกษาถึงยีนนี้คอนขางนอย และยังไมมียีนนี้
อยูใน summary map ดังนั้นจึงไมสามารถทราบถึงตําแหนงที่แนนอนของยีนนี้ได ทราบเพียงแตวา
ยีนนี้อยูในบริเวณ 1p13.2 

                       แตจากขอมูลตางๆที่กลาวไวในขางตนทําใหสามารถคาดเดาบริเวณของยีน 
KCND3 ได 2บริเวณดังภาพที่ 5.6(บริเวณที่1) และภาพที่ 5.7(บริเวณที่2) 

บริเวณที่1 

cen           tel 

 

 

บริเวณที่2 

 

cen          tel 

 

                          จากภาพขางตน จะเห็นวา marker D1S2696 มีระยะหางจาก D1S2746 อยู 6 
เซนติมอรแกน โดยที่มียีน KCND3 อยูติดกับ D1S2746 นั่นคือ ยีน KCND3 ไมไดอยูกึ่งกลาง
ระหวาง 2 marker นี้อยางแนนอน ไมวายีนKCND3 นี้จะอยูระหวาง2 markerนี้ หรืออยูถัดออกมา
จาก D1S2746 เล็กนอย ระยะหางระหวางยีน KCND3 กับ marker D1S2696 ก็นาที่จะเกิน5 เซน
ติมอรแกน แตไมเกิน 10เซนติมอรแกน ดังนั้นจึงพิจารณาคา lod score ที่ θ = 0.1 จะไดคา lod 
score มีคาเทากับ –3.547 ซึ่งยังสามารถ exclude linkage ออกได  
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สําหรับ marker D1S2746 นั้นจะเห็นวาอยูติดกับยีน KCND3  ดังนั้นระยะหางจาก marker ถึงยีน
ไมนาที่จะเกิน 1 เซนติมอรแกน ซึ่งเมื่อมาพิจารณาจากตารางที่ 3.3แลว จะเห็นวาที่ marker นี้
สามารถ exclude linkage ออกไดจนถึงระยะ 5 เซนติมอรแกน ดังนั้น จึงสามารถ exclude 
linkage ออกไดใน marker D1S2746 

D1s2696

KCND3

exclude

exclude

10 CM 10 CM
D1S2746

1 CM1 CM

ภาพที่5.8 แสดงถึงการ exclude ออกของยีน KCND3 ของทั้ง2 markers คือ D1S2696 
สามารถ exclude ออกไดที่θ = 0.1 ซึ่งรวมยีน KCND3 ดวยและ D1S2746 สามารถ 
exclude ออกไดทีθ่ = 0.01 ซึ่งรวมยีน KCND3 ดวย

จากขอมูลขางตนทําใหสามารถสรุปไดวายีนKCND3 ไมนาที่จะใชสาเหตุของการเกิดโรคใหลตาย ถา
เชื่อตามสมมติฐานที่วาโรคใหลตายนาจะเกิดจากการกลายพันธุของยีนเพียงยีนเดียว 

แตถาพิจารณาดูรายละเอียดในแตละครอบครัวจะเห็นวาที่ marker D1S2746 ในครอบครัว LAP
และSSR นั้น มีคา lod score ที ่θ = 0 ไมเทากับ−α ซึ่งเมื่อมาพิจารณาการอานผลของเจลจะเห็น
วาทั้ง2 ครอบตรัวนั้นผลที่อานไดเปน non – informative เชนเดียวกับใน marker D3S3521  และ 
intragenic ของยีน SCN5A ในครอบครัวSSR และคา lod score ของทั้ง2 ครอบครัวนี้เปนบวก 
ซึ่งจากผลดังกลาวจึงสามารถคิดไดเปน2กรณีคือ 
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                        กรณีที่1 

ยังคงเปนไปตามสมมติฐานเดิมนั่นคือ โรคใหลตายนาจะเกิดจากการกลายพันธุ
ของยีนเพียงยีนเดียว  ผลที่ไดจากทั้ง2ครอบครัวใน marker D1S2746 นั้นเกิดจาก non – 
informative ของmaker นั้นเอง แตเมื่อรวมคา lod score ใน marker นี้แลว ก็ยังสามารถ 
exclude linkage ไดและยังสรุปเหมือนเดิม นั่นคือ ยีน KCND3 ไมไดเปนสาเหตุของโรคใหลตาย 

 
กรณีที่2 

อาจจะเปนไปไดวาโรคใหลตายอาจจะเกิดจากหลายยีน ซึ่งหมายความวาในแตละ
ครอบครัวก็อาจจะไมไดเกิดจากการกลายพันธุจากยีนเดียวกัน ซึ่งในกรณีนี้ไมสามารถ ที่จะรวมคา 
lod score ในแตละครอบครัวได และถาดูคา lod score ในครอบครัว SSR จะเห็นวาคา lod score 
ยังไมถึง3 ทั้งนี้อาจเปนเพราะวาจํานวนคนในครอบครัว SSR ยังมีนอยเกินไป ถาตองการยืนยันวา
ในครอบครัว SSR นี้ มีสาเหตุของใหลตายมาจากการกลายพันธุของยีน KCND3 หรือไม อาจจะ
ตองตามเจาะเลือดคนอื่นๆในครอบครัวที่ยังไมไดเขารวมในการวิจัย เพื่อทํา linkage analysis หา
คา lod score ใหมอีกครั้งหนึ่ง หรือถาไมสามารถตามตัวไดก็อาจจะตองตรวจหาการกลายพันธุใน
ยีน KCND3 นี้ ซึ่งมีทั้งหมด 7 exon  

 
แตจากขอมูลและผลการทดลองทั้งหมดนาจะสรุปไดวาโรคใหลตายไมนาที่จะเกิด

จากการกลายพันธุของยีน KCND3 คาlod score ที่ไดในครอบครัว SSR และ LAP ใน marker นา
ที่จะเปนเพราะ non – informative ของ marker มากกวา 

 
 
 
 

5.3        สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 
 

จากผลการทดลองทั้งหมดทําใหสามารถสรุปไดวายีน  SCN5A , KCND2  และ
KCND3  ไมนาที่จะใชสาเหตุของการเกิดโรคใหลตาย นาจะเปน ion channel  ตัวอื่นที่ทําใหเกิด
โรคใหลตายมากกวา อาทิเชน  Potassium channel ตัวอื่นๆ เชน  KVLQT1  , HERG  ซึ่งเปน
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ยีนที่ทําใหเกิด Long QT syndrome นอกจากนี้ยังมี KCNA4 , KCNA5  และ KCNB1  นอก
จาก Potassium channel แลว ยังมี candidate gene ตัวอื่นๆอีก เชน  β subunit ของ SCN5A 

ยีนที่เกี่ยวของกับ Calcium channel ตางๆ หรือ อาจจะเปนยีนที่เกี่ยวของกับ Na – K  exchange 
ก็เปนไดซึ่งสามารถทําการศึกษาตอไปได เพื่อที่จะไดทราบถึงสาเหตุที่แทจริงของโรคใหลตายตอไป 
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ภาคผนวก ก 
BUFFERS AND REAGENT  

1. Lysis Buffer Ι 

Sucrose 109.54  g 

1.0 M Tris – HCl (pH 7.5) 10 ml 

1.0 M MgCl2 5 ml 

Triton X – 100 (pure) 10  ml 

Distilled water to 1,000 ml 

Sterilize the solution by autoclaving and store in a refrigerator (at 40C). 

2. Lysis Buffer ΙΙ 

5.0 M NaCl 15 ml 

0.5 M EDTA (pH 8.0) 48 ml 

Distilled water to  1,000 ml 

Sterilize the solution by autoclaving and store at room temperature. 

3. 10% SDS solution 

Sodium dodecyl sulfate  10  g 

Distilled water to 100  ml 

Mix the solution and store at room temperature. 

4. 20 mg/ml Proteinase K 
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Proteinase K 2  mg 

Distilled water to 1  ml 

Mix the solution and store in a refrigerator (at -200C). 

5. 1.0 M Tris – HCl 

Tris base            12.11  g 

Dissolve in distilled water and adjusted pH to 7.5 with HCl 

Distilled water to  100  ml 

Sterilize the solution by autoclaving and store at room temperature. 

6. 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

Disodium ethylenediamine tetraacetate.2H2O 186.6 g 

Dissolve in distilled water and adjusted pH to 8.0 with NaOH 

Distilled water to   1,000 ml 

Sterilize the solution by autoclaving and store at room temperature. 

7. 1.0 M MgCl2 solution 

Magnesium chloride.6H2O          20.33  g 

Distilled water to  100  ml 

Dispense the solution into aliquots and sterilize by autoclaving. 

8. 5 M NaCl solution 

Sodium chloride         29.25  g 



 84

Distilled water to             100  ml 

Dispense the solution into aliquot and sterilize by autoclaving. 

9. 10X Tris borate buffer (10X TBE buffer) 

Tris – base            100  g 

Boric acid  55  g 

0.5 M EDTA (pH 8.0)  40  ml 

Adjust volume to 1,000 ml with distilled water. The solution was mixed and 
store at room temperature. 

10. 6X loading dye 

Bromphenol blue 0.25  g 

Xylene cyanol 0.25  g 

Glycerol  50  ml 

1M Tris (pH 8.0)    1 ml 

Distilled water until             100  ml 

Mixed and stored at 40C 

11. 7.5 M Ammonium acetate (CH3COONH4) 

Ammonium acetate          57.81  g 

Distilled water   80  ml 

Adjust volume to 100 ml with distilled water and sterilize by autoclaving. 

12. 25:24:1 (v/v) Phenol-chloroform-isoamyl alcohol 
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Phenol 25  volume 

Chloroform 24  volume 

Isoamyl alcohol  1  volume 

Mix the reagent and store in a sterile bottle kept in a refrigerator. 

13. 2% Agarose gel (w/v) 

Agarose 1.6  g 

1X TBE  80  ml 

Dissolve by heating in microwave oven and occasional mix until no granules 
of agarose are visible. 

14. Ethidium bromide 

 Ethidium bromide 10  mg 

 Distilled water    1  ml 

 Mix the solution and store at 40C 
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ภาคผนวก ข 

การคํานวณคา lod score 

 
การคํานวณคา lod score โดยใช Linkage program version 5.1 มีขั้นตอนดังตอไปนี้ 
1     สราง Pedfile โดยใชโปรแกรม MAKEPED 
2.    สราง  DATAFILE โดยใชโปรแกรม PEDFILE 
3.     เขาโปรแกรม LCP เพื่อหาคา lod score 

 
การสราง PEDFILE มีขั้นตอนคือ 
                 1. ในขั้นตนตองสรางfile  Sample.pre ข้ึนมากอน โดยใสขอมูลจาก pedigree ดังนี้ 
 
I.D ของครอบครัว    I.D.ของบุคคล   I.D.ของพอ  I.D.ของแม  เพศ  เปน/ไมเปนโรค  genotype 
  
 โดยกําหนดให เพศชาย  คือ  หมายเลข  1 
    เพศหญิง  คือ  หมายเลข  2 
    ไมเปนโรค คือ  หมายเลข  1 
    เปนโรค     คือ   หมายเลข  2 
ยกตัวอยาง จาก pedigree ดังนี้ 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
จาก pedigree ขางตน สามารถสราง file   Sample.pre  ไดดังนี้ 

3,4 2,2

2,3
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1    1     0     0    1     2     1      2      
1     2    0      0    2    1      2     3      
1     3    1      2     1    2     2     2      
 
 โดยแตละคอลัมนหมายความดังตอไปนี้ 
คอลัมนที่1  แสดงถึง เลขประจําตัวของแตละครอบครัว 
คอลัมนที่2  แสดงถึง เลขประจําตัวของแตละบุคคล 
คอลัมนที่3  แสดงถึง เลขประจําตัวของบิดา 
คอลัมนที่4  แสดงถึง เลขประจําตัวของมารดา 
คอลัมนที่5  แสดงถึง เพศ  
คอลัมนที่6  แสดงถึง phenotype 
คอลัมนที่7   แสดงถึง genotype 
     

2. เรียกโปรแกรม  Makeped  แลวใสขอมูลดังนี้ 
input  file       :  Sample.pre 
output file      : Sample.ped 
loop          :  no 
proband selected automatically  :  yes 

 
การสราง DATAFILE มีขั้นตอนคือ 

1.  เลือกโปรแกรม PREPLINK  
2.  เลือก see or modify loci description ( k ) 
3. เลือก change locus type ( c ) 
4. ใสตําแหนงของ locus ที่ตองการเปลี่ยน โดยในครั้งแรกใสตําแหนงของ locus เปน        

ตําแหนงที่ 1 ดังนี้ 
4.1 )  เลือกไปที่ affection status  ( c ) 
4.2 )   เลือก see or modify a locus ( a ) 
4.3 )   เลือกตําแหนงของ locus เปนตําแหนงที่ 1 อีกครั้ง 
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4.4 )   เลือกไปที่ penetrance ( c ) จากนั้นกําหนดคาของ penetrance โดยถา
เปนโรคที่ถายทอดแบบ autosomal dominant อยางเชนในโรคใหลตายซึ่งให
คา penetrance เปน 100% จึงใสคาดังนี้ 

Genotype   1   1    ใสคา  0 
Genotype    1   2   ใสคา   1 
Genotype     2   2   ใสคา   1 

4.5 เลือกไปที่ gene frequency  ( d ) โดยใสคา gene frequency เปน 0.99 
และ 0.01 

4.6 เลือก exit ( e ) เพื่อออกจากเมนูนี้ 
5. เลือกไปที่ change locus type ( e ) อีกครั้งหนึ่ง 
6. ใสตําแหนงของ locus ที่ตองการเปลี่ยน โดยในครั้งหลังนี้ใสตําแหนงของ locus เปน

ตําแหนงที่ 2 ดังนี้ 
6.1 เลือกไปที่ allele number (d) 
6.2 เลือก see or modify a locus (a) 
6.3 เลือกตําแหนงของ locus เปนตําแหนงที่ 2 อีกครั้ง 
6.4 เลือกไปที่ allele number  
6.5  ใสจํานวน allele ที่มีในครอบครัวนั้น  
6.6 เลือกไปที่ gene frequency  
6.7 ใสคาความถี่ของยีน โดยคิดใหคาความถี่ของยีนเทากัน 
6.8 กดเลือก exit (c) เพื่อออกจากเมนูนี้ 

7. กดเลือกไปที่ return to main menu ( f ) เพื่อกลับไปยังหนาจอหลัก 
8. เลือก write DATAFILE ( n ) 
9. บันทึก file เปน Sample.dat 
10. กด exit ในหนาจอหลัก ( o ) เพื่อเสร็จสิ้นการสราง DATAFILE (ถาไมกด exit จะถือวา

ยังไมไดสราง DATAFILE เลย) 
 
การเรียกโปรแกรมLCP มีขั้นตอนคือ 
1. ใสชื่อ file ดังตอไปนี้ 

Command file name  :  Sample.bat 
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Pedigree file name    :  Sample.ped 
Parameter file name   :  Sample.dat 

2. เลือก general pedigree 
3. เลือก lod score table  
4. เลือก โปรแกรม MLINK 
5. เลือก no sex different 
6. เลือก locus order เปน 1  2 
7. เลือก other recomb. ตามตองการ 

สุดทายจะไดคา lod score ตามตองการ โดยเลือกไปที่ file Sample.bat 

 

 

 

 

 

 



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาว ปฐมวดี ญาณทัศนียจิต เกิดเมื่อวันที่ 31 ตุลาคม  พ.ศ. 2515 สําเร็จการศึกษา  
ในระดับปริญญาตรีที่คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป2537 และจบการ
ศึกษาในระดับปริญญาโทที่คณะแพทยศาตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป 2545 
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