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            ฐิติพร บุญสุวรรณ : ภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 ท่ีโคดอน 194 280 และ 399 ใน
ผู้ป่วยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน. (Polymorphism of XRCC1 gene codons 194, 280 and 
399 in Ameloblastoma Patients อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: อาจารย์ ดร. ปฐมวดี ญาณทัศนีย์
จิต, 83 หน้า. 

โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน (ameloblastoma) เป็นโรคเนื้องอกที่พบมากเป็นอันดับ 2 
ในกลุ่มของเนื้องอกที่มีต้นก าเนิดจากฟัน (odontogenic tumor) เนื้องอกชนิดนี้เป็นเนื้องอกชนิดที่
ไม่ร้ายแรง แต่พฤติกรรมเฉพาะของโรคจะคล้ายมะเร็ง และมีอัตราการเกิดโรคซ้ าสูง ส าหรับ DNA 
repair gene (กลุ่มย่อยของเป็นยีนต้านมะเร็ง) เป็นกระบวนการซ่อมแซมและป้องกันความเสียหาย
ของดีเอ็นเอ ซึ่งกระบวนการ Base-excision repair (BER) เป็นกระบวนการส าคัญในการซ่อมแซม
ดีเอ็นเอ และในกระบวนการ น้ีมียีนที่ส าคัญคือ X-ray repair cross-complementing Group1 
gene (XRCC1) เป็นยีนที่เกิดภาวะพหุสัณฐานได้สูงและมีการศึกษามากใน โคดอน 194 280 และ 
399 ว่ามีผลต่อความเสี่ยงในการเกิดโรคในหลายๆ  โรค และจากการศึกษาของ นครินทร์ กิตก าธร  
และคณะพบความสัมพันธ์ของภาวะพหุสัณฐานของยีน TP53 ต าแหน่ง โคดอน 72 ว่ามีความเสี่ยง
ต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ดังนั้น คณะผู้วิจัยจึง ต้ังสมมุติฐานว่าการเกิด ภาวะพหุ
สัณฐานในยีน XRCC1 บริเวณ โคดอน 194 280 และ 399 น่าจะเป็นปัจจัยเสี่ยงต่อการก่อให้เกิด
โรคเนื้องอกเซลล์ต้ นก าเนิดฟันในประชากรไทยได้ โดย น าเทคนิค Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) มาใช้ในการศึกษาความหลากหลาย
ของรูปแบบของยีน   XRCC1 ที่ต าแหน่งโคดอน 194 280 และ 399  ในรอยโรคเนื้องอกเซลล์ต้น
ก าเนิดฟันในผู้ป่วยชาวไทยโดยใช้ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับล าดับเบส และยืนยันล าดับเบสด้วยการส่ง  
sequencing ในประชากรที่เป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันจ านวน 82 รายและในประชากรปกติ 
140 ราย โดยในประชากรปกติแบ่งเป็นแบ่งเป็นผู้ชาย 71 ราย (50.71%) และผู้หญิง 69 ราย 
(49.29%) และในผู้ป่วยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันแบ่งเป็นผู้ป่วยชาย 41 ราย (50%) และ
ผู้ป่วยหญิง 41 ราย (50%)  

ในการหาความสัมพันธ์ต่อความเสี่ยงในการก่อให้เกิดโรค เมื่อเทียบในประชากรผู้ป่วยเป็น
โรคกับประชากรปกติ ในโคดอนที่ 194 มีค่าOR (95% CI) เท่ากับ1.62 (1.05-2.48) P- value 
เท่ากับ 0.027 และในโคดอนที่  399 มีค่าOR (95% CI) เท่ากับ1.83 (1.19-2.81) P- value เท่ากับ 
0.005 ซึ่งทั้ง 2 โคดอนมีความสัมพันธ์ต่อความเสี่ยงในกา รก่อให้เกิดโรค แต่ในโคดอนที่ 280 นั้นไม่
พบความสัมพันธ์ต่อความเสี่ยงในการก่อให้เกิดโรคโดยมีค่า OR (95% CI) เท่ากับ1.09 (0.62-
1.89) P- value เท่ากับ 0.862 ส าหรับรูปแบบแฮพลอไทป์ท่ีก่อให้เกิดความเสี่ยงในการเกิดโรคมาก
ที่สุดคือ GGC มีค่า P = 0.000472 และในการยืนยันว่าตัวอย่างเนื้อเยื่อของผู้ป่วยนั้นไม่ได้เกิดจาก
การกลายพันธุ์ของเซลล์ร่างกายโดยการหาค่า  Coefficient of variation (%CV) ต้องมีค่าไม่เกิน
10%  พบว่าทั้ง 3 โคดอนมีค่าไม่เกิน 10%  

จากการศึกษาในครั้งนี้สามารถน าข้อมูลที่ได้ไปใช้เป็นปัจจัยร่วมกับยีนอ่ืนๆ เพื่อใ ช้ในการ
ท านายความเสี่ยงในการเกิดโรคได้ 
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# #5172277923       : MAJOR  GENETICS  
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THITIPORN BOONSUWAN: POLYMORPHISM OF XRCC1 GENE CODON 194, 
280 AND 399 IN AMELOBLASTOMA PATIENTS. ADVISOR: PATTAMAWADEE 
YANATATSANEEJIT, Ph.D., 83 pp.   
 
Ameloblastoma (AB) is the second most common in odontogenic tumor. It is 

characterized as a benign neoplasm, locally invades and frequently recurs.DNA 
repairing gene (sub set of tumor suppressor gene) plays a critical role in protecting 
the genome from carcinogens. Base-excision repair (BER) is an important DNA repair 
pathway. The X-ray repair cross-complementing Group1 (XRCC1) gene has been 
defined as essential in the base excision repair (BER) and single-strand break repair 
processes. This gene is highly polymorphic, the most extensively studied genetic 
changes are in codon 194,280 and 399 and Kitkumthorn, et al found the association of 
TP53 and ameloblastoma. To test the hypothesis that XRCC1codon 194, 280 and 399 
polymorphism was associated with an increased risk of developing ameloblastoma in 
the Thai population. Genotyping was performed by polymerase chain reaction 
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) confirm by sequencing in 82 AB 
patients and 140 normal controls. Normal controls male 71case (50.71%), female 69 
case (49.29%) andAmeloblastomamale 41case (50.00%), female 41 case (50.00%). 
We found association Ameloblastoma in codon 194 OR (95%CI) 1.62 (1.05-2.48)       
P- value = 0.027and codon 399 OR (95%CI) 1.83 (1.19-2.81) P- value = 0.005 not 
found in codon 280 OR (95%CI) 1.09 (0.62-1.89) P- value = 0.862. 

The GGC is risk haplotypes P = 0.000472.Thus we confirmed samples which 
were not somatic mutation with Coefficient of variation (%CV) and found less than 
10%.Our study suggests that SNPs: XRCC1 codon 194 and 399 are one of the genetic 
risk factors for Ameloblastoma and that those polymorphism may be useful as one of 
the genetic markers for predicting the occurrence of this disease. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 เนื้องอก (Neoplasia) เป็นความผิดปกติของเซลล์ในด้านต่าง  ๆ เช่น การเปลี่ยนแปลง
(differentiation) การเจริญวัยเต็มที่  (maturation) การควบคุมการ เติบโต(control of growth) ซึ่ง
จะปรากฏให้เห็นเป็นการสร้างก้อนเนื้อท่ีผิดปกติเรียกว่า  tumors ท าให้มีการบวม ขยายใหญ่ เป็น
ก้อน ตุ่ม ไต ซึ่งอาจงอกขึ้นมาใหม่จากเนื้อเยื่อปกติของร่างกาย  อาจเกิดขึ้นภายในร่างกายหรือบน
ผิวหนังก็ได้ ก้อนเนื้องอกอาจเป็น ชนิดไม่ร้ายแรง  (benign) หรือร้ายแรง (malignant) ก็ได้ขึ้นกับ
ลักษณะหลายอย่าง  ที่เด่นชัดคือ malignant จะมีคุณสมบัติในการแพร่กระจายไปจากจุดก าเนิด  
เนื้องอกชนิดร้ายแรง  จะโตเร็ว รุกรานและท าลายเนื้อเยื่อต่าง  ๆ รอบ ๆ ตัว และแพร่กระจายไปยัง
อวัยวะอื่นที่ไกลออกไปได้ทั่วท้ัวร่างกาย โดยผ่านทางระบบน้ าเหลืองและระบบไหลเวียนโลหิตและ
มักเป็นสาเหตุให้ถึงแก่ชีวิต ส่วน benign จะเติบโตอยู่เฉพาะที่ และมีชื่อเรียกต่างกันไปตามอวัยวะ
ที่เกิด เนื้องอกอาจเกิดจากหลายสาเหตุ ได้แก่ การกลายพันธุ์ การแบ่งตัวที่ผิดปกติของเซลล์หรือ 
ไวรัสบางประเภท นอกจากน้ียังมีปัจจัยทางพันธุกรรมด้วย ซึ่งมียีนที่เกี่ยวข้องอยู่ 2 กลุ่มคือ 1) ยีน
ก่อมะเร็ง (Oncogene)  2) ยีนต้านมะเร็ง  (Tumor suppressor gene ) ซึ่งยีนสองชนิดนี้เกี่ยวข้อง
กับการเจริญของเซลล์ หากพบว่ามีการแสดงออกของยีนก่อมะเร็งมากผิดปกติ แต่ในทางกลับกัน
ยีนต้านมะเร็งถู กยับย้ังการแสดงออก ก็จะท าให้เซลล์ ปกติกลายเป็นเซลล์มะเร็ง การที่ยีนต้าน
มะเร็งถูกยับยั้งการแสดงออกนั้นเกิดจากหลายสาเหตุที่ท าให้เกิดการกลายพันธุ์ในรูปแบบต่างๆ 
รวมถึง ภาวะพหุสัณฐานของยีน (single nucleotide polymorphism, SNP สนิป)  และความ
ผิดปกติของยีนที่ท าหนา้ที่ในการซ่อมแซมดีเอ็นเอ (DNA repair gene) ด้วย  

ภาวะพหุสัณฐานของยีน หรือ สนิป เป็นความแปรผันทางพันธุกรรมในมนุษย์ประเภทหนึ่ง
ที่พบได้บ่อย โดยทั่วไปแล้ว  nucleotide polymorphism จะแสดงออกอย่างน้อย  1% ของ human 
population เรียกว่า SNPs โดยเป็นความแตกต่างของล าดั บนิวคลีโอไทด์เบสเพียง  1 ต าแหน่ง ซึ่ง
การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในล าดับเบสเพียง  1 ต าแหน่งอาจส่งผลต่อการแสดงออกของยีน
ตลอดจนปริมาณและการท างานของโปรตีนได้  ส่วนผลที่เกิดขึ้นจะมากหรือน้อยเพียงใดขึ้นอยู่กับ
ต าแหน่งของสนิปบนสายดีเอ็นเอ ซึ่งอาจเกิดในส่วนที่ไม่มีการถอ ดรหัส และเกิดในส่วนที่มีการ
ถอดรหัส  (สมาคมพันธุศาสตร์แห่งประเทศไทยและสถาบันส่งเสริมการสอนวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี, 2548)  

ส าหรับ DNA repair gene เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอที่แตกหัก 
ซึ่งในชีวิตประจ าวันสายของดีเอ็นเอมีการแตกหักเนื่องมาจากเ มแทบอลิซึมภายในเซลล์หรือจาก
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ปัจจัยภายนอกโดยการแตกหักนี้ส่งผลต่อการด ารงชีวิตของเซลล์  ดังนั้นเมื่อใดก็ตามที่กระบวนการ
ซ่อมแซมดีเอ็นเอ เกิดความเสียหายก็จะส่งผลต่อการเกิดโรคต่างๆได้เช่นกัน  รวมไปถึงการเกิด
โรคมะเร็ง 

โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน (ameloblastoma) เป็น อีกโรคที่ควรให้ความส าคัญ
เนื่องจากโรคนี้เมื่อเป็นแล้วถึงแม้ว่าท าการรักษาก็ยังสามารถกลับมาเป็นซ้ าได้ ซึ่งอัตราการเกิดโรค
ซ้ าสูงถึง ร้อยละ 50-70 โรคเนื้องอกเซลล์ ต้นก าเนิดฟัน เป็นโรคเนื้องอกที่เกิดบริเวณใบหน้าและ
กระดูกขากรรไกร เป็นเนื้องอกที่พบได้บ่อยที่สุดในกลุ่ มของเนื้องอกที่มีต้นก าเนิดจากฟัน 
(odontogenic tumor) มีรายงานครั้งแรกตั้งแต่ปี ค .ศ. 1868 โดย Broca (Baden, 1965) ชื่อ 
ameloblastoma  ถูกต้ังโดย Churchill ในปี ค.ศ. 1933 (Iordanidis et al., 1999) เนื้องอกชนิดนี้
เป็นเนื้องอกที่พบบ่อยที่สุดในกลุ่มเนื้องอกท่ีมี ต้นก าเนิดมาจากฟัน (odontogenic epithelium)  
โดยพบประมาณ 13-24% ตามแต่กลุ่มประชากรที่ใช้ศึกษา  (Small and Waldron, 1955) และพบ
ได้ประมาณ 1% ของรอยโรคในช่องปาก (Melrose et al., 1999) ส าหรับในประเทศไทยจาก
การศึกษาโดยรัฐพงษ์ วรวงศ์วสุ (2543) โดยศึกษาจาก รอยโรคใน ช่องปากจ านวนใน 2,408 ราย
ในปีพ.ศ. 2576-2540 พบว่ารอยโรคเนื้องอกจากเซลล์ต้นก าเนิดฟันมีอัตราการเกิดมากเป็นล าดับ
ท่ี 5 ของรอยโรคทั้งหมดที่พบในช่องปาก และมีอัตราการเกิดโรคในกระดูกขากรรไกร และข้อต่อ
ขากรรไกรมากเป็นล าดับที่ 2 (24.8%, 193 ใน 779 ราย) ต าแหน่งที่เกิดโรคมากกว่าร้อยละ 80 พบ
ที่ขากรรไกรล่าง โดยเฉพาะบริเวณฟันกราม และส่วนท้ายฟันกรามเป็นต าแหน่งที่พบมากท่ีสุด  

(Chaudhuri, 1975) ช่วงอายุท่ีท าให้เกิดโรคส่วนใหญ่ประมาณ 30-50 ปี (Philipsen et al., 2001) 
ส าหรับการรักษาโรคเนื้องอกจากเซลล์ต้นก าเนิดฟันนั้น จะไม่ตอบสนองต่ อการรักษาโดยวิธีเคมี
บ าบัด และรังสีบ าบัด การรักษาผู้ป่วยจึงจ าเป็นท่ีจะต้องใช้วิธีการท าศัลยกรรมอย่างกว้างโดยวิธี
เดียว ท าให้เกิดความพิการของใบหน้า เป็นปัญหาในด้านเศรษฐกิจและสังคม โดยรวม รวมถึง
กลไกการเกิดเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัด  (Muller and Slootweg, 1985) 
การศึกษาในระดับโมเลกุลของเซลล์เนื้องอกชนิดนี้ก็ยังไม่มีการศึกษาอย่างแพร่หลาย การศึกษาที่
มีอยู่ข้อมูลที่ได้ก็ยังน้อยอยู่มากและไม่สมบูรณ์  ดังนั้นการศึกษาหาข้อมูลของเนื้องอกชนิดนี้ใน
ระดับโมเลกุล จึงมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง ที่ต้องมีการศึกษาค้นคว้าเพิ่มเติม  

จากการศึกษาของ นครินทร์ กิตก าธร  และคณะพบความสัมพันธ์ของภาวะพหุสัณฐาน
ของยีน TP53 ต าแหน่ง โคดอน 72 ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็ง (Tumor suppressor) ว่ามีความเสี่ยงต่อ
การเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  (Kitkumthorn et al., 2010) ซึ่งเห็นได้ว่าภาวะพหุสัณฐาน
ของยีนนั้นมีผลต่อความเสี่ยงในการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันได้ 

ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้เราสนใจยีน  XRCC1 ซึ่งจากการค้นคว้าเอกสารงานวิจัยพบว่า
การศึกษาที่ผ่านมาของภาวะพหุสัณฐานในยีน XRCC1 ซึ่งเป็นยีนในกลุ่ม DNA repair gene เป็น
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ยีนที่เกิดภาวะพหุสัณฐานได้สูงและมีการศึกษามากใน  โคดอน 194 (Arg194Trp) โคดอน 280 
(Arg280His) และโคดอน 399 (Arg399Gln) ว่ามีผลต่อความเสี่ยงในการเกิดโรคในหลายๆโรค  
รวมถึงยังไม่มีคณะวิจัยกลุ่มใดท าการศึกษา ภาวะพหุสัณฐาน ของยีน  XRCC1 ที่ส่งผลต่อความ
เสี่ยงในการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน 

ยีน XRCC1 มีต าแหน่งบนโครโมโซมที่  19q13.2 ท าหน้าที่ในการซ่อมแซมดีเอ็นเอที่
เสียหายในกระบวนการ base excision repair   ที่เกิดจากรังสีที่ท าให้เกิดไอออไนเซชัน (ionizing 
radiation) ได้แก่ รังสีเอกซ์  รังสีแกมมาและรังสีคอสมิก  และสารเคมีที่เติมหมู่แอลคิล (Alkylating 
Agent) ซึ่งเมื่อดีเอ็นเอได้รับความเสียหาย จากรังสี และสารเคมีที่เติมหมู่แอลคิล แล้ว แต่ ยีน 
XRCC1 มีความบกพร่องในการท าหน้าที่ก็จะท าให้มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรค (Zhang et al., 
2006) บริเวณ โคดอน  194  280 และ 399 ซึ่งเป็นบริเวณ evolutionarily conserved 
(Ratnasinghe et al., 2001) นั้นส่งผลให้เกิดความเสี่ยงต่อการเกิดโรคได้ในหลายๆโรค เช่น มะเร็ง
เต้านม (Zhang et al., 2006) มะเร็งปอด (Ratnasinghe et al., 2001) มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ 
(Stern et al., 2001) ฯลฯ ดังนั้นจึงตั้งสมมุติฐานว่าการเกิดภาวะพหุสัณฐานในยีน XRCC1 
บริเวณ โคดอน  194  280  และ 399 น่าจะส่งผลท าให้เกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  
(ameloblastoma) 
 การศึกษาในครั้งนี้จะเป็นการศึกษาเพื่อพิสูจน์หาความสัมพันธ์ของภาวะพหุสัณฐานในยีน 
XRCC1 บริเวณโคดอน  194  280 และ 399 โดยการน าเทคนิค Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) ในรอยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิด
ฟันในผู้ป่วยชาวไทยที่ได้รับการวินิจฉัยโดยทันตพยาธิแพทย์ว่าเป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน
ที่รวบรวมได้ ต้ังแต่ ปี พ .ศ. 2542-2551 จ านวน 82 คน จากบล็อกชิ้นเนื้อผู้ป่วย  และในคนปกติ
จ านวน 140 คน จากเลือด โดยต าแหน่งโคดอน 194 ใช้เอนไซม์ PvuII  ต าแหน่งโคดอน  280  ใช้
เอนไซม์ RsaI  และต าแหน่งโคดอน  399 ใช้เอนไซม์ MspI  จากนั้นใช้ค่าการค านวณทางสถิติ
ต่อไปเพื่อเป็นการหาความสัมพันธ์และท านายการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 ที่โคดอน 194 280 และ 399 ในผู้ป่วยโรคเนื้อ
งอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันในผู้ป่วยชาวไทย ที่สัมพันธ์กับความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์
ต้นก าเนิดฟัน (ameloblastoma) 
2. สร้างฐานข้อมูล SNP database และ SNP frequency ของยีน XRCC1 ในต าแหน่งโคดอน 
194, 280 และ 399 ในประชากรไทยเพื่อประโยชน์ในการศึกษาในโรคอ่ืนๆต่อไป 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/getmap.cgi?l194360
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1.3 ขอบเขตการวิจัย 

1. ค้นคว้าเอกสารและข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย  
2. ขออนุมัติจริยธรรมจาก คณะกรรมการ บริหารการด าเนินงานพิจารณาจริยธรรมการ

วิจัยในมนุษย์และการใช้สัตว์ทดลองในการวิจัย  กลุ่มวิทยาศาสตร์สุขภาพ  
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย   

3. เลือกกลุ่มประชากรที่ศึกษา  ประชากรกลุ่มควบคุมจากผู้ที่ไม่ได้เป็นโรคเนื้องอกเซลล์
ต้นก าเนิดฟันและประชากรกลุ่มผู้ป่วยเป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน 

4. สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดในประชากรกลุ่มควบคุมจากผู้ที่ไม่ได้เป็นโรคเนื้องอก
เซลล์ต้นก าเนิดฟันและจากบล็อกชิ้นเนื้อในประชากรกลุ่มผู้ป่วยเป็น โรคเนื้องอกเซลล์
ต้นก าเนิดฟัน 

5. ตรวจสอบภาวะพหุสัณฐานของยีน  XRCC1 โดยใช้เทคนิค PCR-RFLP  
6. วิเคราะห์ผลภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 โดยใช้เทคนิค gel electrophoresis   
7. ยืนยันล าดับเบสโดยการ sequencing 
8. ศึกษาความสัมพันธ์ทางสถิติระหว่าง ภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 ต าแหน่งโค

ดอน 194,  280 และ 399  กับความเสี่ยงต่อการเกิดโรคและลักษณะทางคลินิกของ
โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน 

9. วิเคราะห์ผลเพื่อยืนยันว่าตัวอย่างของคนไข้โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ไม่ได้เกิด
จาก Somatic cell mutation โดยใช้ค่า Coefficient of variation (CV) 

      
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้ทราบถึงความสัมพันธ์ระหว่าง ภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 ต าแหน่ง โคดอน 194 
280 และ 399 กับความเสี่ยงต่อการเกิดโรคและลักษณะทางคลินิกของโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิด
ฟัน โดยได้คาดการว่าภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 ต าแหน่งโคดอน 194 280 และ 399 จะมี
ผลต่อความเสี่ยงการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ซึ่งสามารถน าความรู้ที่ได้ไปเป็นพื้นฐานใน
การท านายและการรักษาโรคได้ 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน (ameloblastoma)  
เป็นโรคเนื้องอกชนิดไม่ร้ายแรงพบได้บ่อยในกระดูกขากรรไกร  พบบ่อยที่สุดในกลุ่มเนื้อ

งอกที่มีต้นก าเนิดมาจากฟัน (odontogenic epithelium) มีลักษณะจุลพยาธิ วิทยาอยู่ในกลุ่มเนื้อ
งอกที่ไม่ร้ายแรง เจริญเติบโตช้าและไม่สัมพันธ์กับอาการแสดงออกจนกว่าจะมีขนาดใหญ่ขึ้นถึงแม้
เนื้องอกชนิดนี้จะเป็นเนื้องอกที่ไม่ร้ายแรงแต่ พฤติกรรม เฉพาะของโรคจะคล้ายมะเร็ง คือมีการ
ท าลายกระดูกลุกลามเฉพาะที่เข้าสู่เนื้อเยื่อข้างเคียง ขอบเขตของโรคไม่ชัดเจน และมีอัตราการเกิด
ซ้ าสูง 50-72% (Regezi et  al., 2002)    เนื้องอกที่มีขนาดใหญ่ขึ้นเรื่อยๆจะท าให้ผู้ป่วยเกิดความ
ไม่สบายในการด ารงชีวิต (Philipsen et al., 2001)   

เซลล์ต้นก าเนิดของเนื้องอกชนิดนี้มีรายงานว่าเกิดจาก (Shaw and Katsikas, 1973)  
 1.  เซลล์เยื่อบุที่เหลือค้างของเนื้อเยื่อที่สร้างฟัน ได้แก่ แถบเยื่อบุผิวต้นก าเนิดฟัน (dental 
lamina), epithelial rest of Malesses เป็นต้น 
 2.  เซลล์เยื่อบุของ odontogenic cyst 

 3.  basal cell ของเนื้อเยื่อช่องปาก 
 4.  เซลล์เยื่อบุของ enamel organ 
      5.  เยื่อช่องปากที่เกิดอยู่นอกช่องปาก 

เนื้องอกชนิดนี้มีลักษณะทางคลินิกและภาพภาพรังสีต่างกันท าให้แบ่งได้เป็น 2 ชนิด  
ซึ่งมีผลต่อการรักษาและพยากรณ์ ได้แก่ (Reichart et al., 1995) 

1. Conventional solid หรือ multicystic ซึ่งพบประมาณ ร้อยละ 86 ของโรคเนื้องอก
เซลล์ต้นก าเนิดฟันทั้งหมด มีช่วงอายุของการเกิดโรคกว้างมาก อาจพบได้น้อยในเด็ก
ต่ ากว่า 10 ขวบ และพบบ่อยในผู้ป่วยกลุ่มอายุ 20 – 40 ปี อายุเฉลี่ย 33 ปี มีลักษณะ
ทางคลินิกพบเป็นการบวมหรือการขยายขนาดของขากรรไกรโดยไม่เจ็บปวด รอยโรค
เติบโตช้า  ๆ จนกระทั่งมีขนาดใหญ่โตมาก ท าให้ใบห น้าผิดรูปร่าง ร้อยละ 80 พบ
บริเวณขากรรไกรล่าง ซึ่งมักพบบริเวณฟันหลัง ส่วนลักษณะทางภาพรังสี  จะพบเป็น
เงาด าหลาย  ๆ วง (multilocular radiolucent lesion) มักพบมีการขยายขนาดของ
กระดูกทั้งด้านแก้มและด้านลิ้น อาจพบการละลายของรากฟัน นอกจากน้ีอาจพบเป็น
ลักษณะเงาด าวงเดีย วซึ่งมีลัษณะคล้ายถุงน้ า แต่ที่ขอบของเงาด าน้ีจะพบมีลักษณะ
เป็นหยัก 
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2. Unicystic พบประมาณร้อยละ 13 มีลักษณะเป็นถุงน้ าเดี่ยวๆ เกิดขึ้นเองหรือเกิดจาก
การเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผิวของถุงน้ าจากท่ีไม่เป็นเนื้องอกกลายมาเป็นเยื่อบุผิวที่
เป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  มักพบในผู้ป่วยอายุน้อย เมื่อเทียบกับ  
Conventional solid คือร้อยละ 75 พบในกลุ่มอายุ 20 ปี และ 30 ปี ร้อยละ90 พบใน
ขากรรไกรล่างบริเวณฟันหลัง ไม่มีอาการใดๆ รอยโรคที่มีขนาดใหญ่มักท าให้เกิดการ
บวมขึ้นโดยไม่ปวด ลักษณะทางภาพรังสีพบเป็นเงาด าวงเดียว 
 
 

 
 

ภาพที่ 2.1 ลักษณะชิ้นเนื้อผู้ป่วยบริเวณกระดูกขากรรไกรที่เป็นโรคเนื้องอกเซลล์  
ต้นก าเนิดฟัน แบบ Conventional จะพบส่วนท่ีมีลักษณะเป็น Unicystic ร่วมด้วย
http://www.oralpatho.dent.chula.ac.th 

 
 โรคนี้สามารถแบ่งตามลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาได้ 4 ชนิด คือ 1.solid 2.unicystic 

3.peripheral และ 4.desmoplastic (Modolo et  al., 2004) โดยทุกชนิดมีลักษณะร่วมกันคือ มี
การรวมกลุ่มของเนื้องอก ลอยอยู่ในเนื้อเยื่อยึดต่อที่โตเต็มที่แล้ว (mature fibrous tissue) กลุ่ม
ของเนื้องอกจะพบเยื่อบุที่สานกันไปมาเป็นร่างแห ชั้นล่างเป็นเซลล์ cuboidal หรือ columnar เรียง
ตัวต้ังฉากกับฐาน (basement membrane) ซึ่งเซลล์ในกลุ่มนี้ก็คือ   ameloblast หรือ 
preameloblast-like cells เซลล์ชั้นในเป็นเซลล์รูป stellate อยู่กันอย่างหลวมๆ บางครั้งจะพบ การ
เกิดถุงน้ า (cystic degeneration) ในชั้นด้านใน (ภาพที่ 2.2) ซึ่งเกิดจากการเสื่อมสลายของเซลล์
ใน stellate reticulum ซึ่งลักษณะที่แตกต่างกันทางจุลพยาธิวิทยาของทั้ง 4 ชนิด ไม่สัมพันธ์กับ
ลักษณะทางคลินิก การเกิดเป็นซ้ า และการพยากรณ์โรค 

 

Unicystic Conventional 
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ภาพที่ 2.2 ลักษณะเนื้อเยื่อเซลล์ชั้นในเป็นเซลล์รูป stellate อยูก่ันอย่างหลวมๆ 
บางครั้งเกิดถุงน้ า (cystic degeneration) 
http://www.oralpatho.dent.chula.ac.th 

 
อาการของโรคเนื้องอกจากเซลล์ต้นก าเนิดฟัน (Philipsen et al., 2001)   
1. บริเวณเนื้องอกบวม 
2. ไม่มีอาการปวดหรือชาร่วมด้วย 
3. มีขนาดใหญ่ขึ้นเรื่อยๆอย่างช้า จนกระทั่งสร้างความล าบากในการด ารงชีวิต 

 
การรักษาโรคเนื้องอกจากเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  (Reichart et al., 1995)   
โรคเนื้องอกจากเซลล์ต้นก าเนิดฟันนั้น จะไม่ตอบสนองต่อการรักษาโดยวิธีเคมีบ าบัด และ

รังสีบ าบัด การรักษาผู้ป่วยจึงจ าเป็นท่ีจะต้องใช้วิธีการท าศัลยกรรมอย่างกว้างโดยวิธีเดียว ซึ่งมีทั้ง 
1. การขูดออก  
2. การควักออก  
3. การตัดโดยรวมขอบเขตของกระดูกรอบๆเนื้องอก  
4. การตัดกระดูกขากรรไกรออกบางส่วน หรือการตัดกระดูกขากรรไกรออกครึ่งหนึ่ง  

หลังจากที่ผู้ป่วยท าศัลยกรรมแล้วจะมีความทุกข์ทรมานเนื่องจากมีความพิการของใบหน้าเกิดขึ้น 
ต้องได้รับการบูรณะด้วยวิธีการท าฟัน ขากรรไกร และใบหน้าเทียม การบ าบัดรักษาโรคนี้ท าให้
ผู้ป่วยสูญเสียเวลาและทรัพย์สินในการรักษา เกิดเป็นภาระทางเศรษฐกิจต่อครอบครัวและประเทศ
โดยรวม ซึ่งวิธีการรักษาเหล่านี้นั้นก็ยังพบว่ามีการกลับมาเป็นโรคซ้ าร้อยละ 50-70 (Ghandhi et 
al., 2006) ดังนั้นการติดตามผู้ป่วยในระยะยาวมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง 
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ปัจจัยที่ท าให้เกิดโรคเนื้องอกจากเซลล์ต้นก าเนิดฟัน (Kitkumthorn et al., 2010) 

การบ่งบอกถึงสาเหตุนั้นยากท่ีจะบอกว่าเกิดขึ้นจากสาเหตุใด อาจเป็นปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม
หรือปัจจัยทางพันธุกรรมเนื่องจากการศึกษาในระดับโมเลกุลของเซลล์เนื้องอกชนิดนี้ก็ยังไม่มี
การศึกษาอย่างแพร่หลาย การศึกษาที่มีอยู่ข้อมูลที่ได้ก็ยังน้อยอยู่มากและไม่สมบูรณ์  ส าหรับกลไก
การเกิดเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัด  ดังนั้นการศึกษาหาข้อมูลของเนื้องอกชนิด
นี้ในระดับโมเลกุล จึงมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง ที่ต้องมี การศึกษาค้นคว้าเพิ่มเติม แต่จากการศึกษา
ที่มีอยู่อาจจะ บ่งบอกสาเหตุของการเกิดโรคเนื้องอกจากเซลล์ต้นก าเนิดฟันที่เกิดจากปัจจัยทาง
พันธุกรรมได้แก่ 

1. ภาวะพหุสัณฐานของยีน (Polymorphisms) 
ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดพบว่า  มักจะเกิดความหลากหลายของการเปลี่ยนแปลงในสายของ

ดีเอ็นเอใน และจากการศึกษาการเกิดการเปลี่ยนแปลงใน  genome มนุษย์พบว่า สามารถเกิดได้
ทุกๆ 200 นิวคลิโอไทด์ หรือบ่อยกว่า การเกิดการผันแปรในสายดีเอ็นเอนี้  เราเรียกว่า ภาวะพหุ
สัณฐาน (DNA polymorphisms) ซึ่งภาวะพหุสัณฐานทางพันธุกรรมที่พบในจีโนมมนุษย์ แบ่งได้
เป็น 3 ชนิด คือ restriction fragment length polymorphism (RFLP), variable number of 
tandem repeats (VNTR) polymorphism และ single nucleotide polymorphism (SNP) และ
การเกิดภาวะพหุสัณฐานของยีนในมนุษย์นั้นมักเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของเบสเพียงเบสเดียวซึ่ง
เราเรียกว่า สนิป เป็นความแปรผันทางพันธุกรรมในมนุษย์ประเภทหนึ่งที่พบได้บ่อย  โดยทั่วไปแล้ว  
nucleotide polymorphism จะแสดงออกอย่างน้อย  1% ของมนุษย์ โดย SNP เป็นความแปรผัน
ของล าดับดีเอ็นเอที่พบเป็นปกติโดยทั่วไปในเส้นสายของดีเอ็นเอ โดยสามารถเกิดได้ทุกๆ  100-300 
เบส โดยเป็นความแตก ต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์เบสเพียง  1 ต าแหน่ง  ซึ่งการเปลี่ยนแปลงที่
เกิดขึ้นในล าดับเบสเพียง  1 ต าแหน่งอาจส่งผลต่อการแสดงออกของยีนตลอดจนปริมาณและการ
ท างานของโปรตีนได้ส่วนผลที่เกิดขึ้นจะมากหรือน้อยเพียงใดขึ้นอยู่กับต าแหน่งของสนิปบนสายดี
เอ็นเอ ซึ่งอาจเกิดในส่วนที่ไ ม่มีการถอดรหัส และเกิดในส่วนที่มีการถอดรหัส  (สมาคมพันธุศาสตร์
แห่งประเทศไทยและสถาบันส่งเสริมการสอนวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี, 2548)  

 

 
 

ภาพที่ 2.3 แผนภาพแสดงตัวอย่างสนิป จ านวน 1 ต าแหน่ง 
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จากการศึกษาของ นครินทร์ กิตก าธร  และคณะพบความสัมพันธ์ของภาวะพหุสัณฐาน
ของยีน TP53 ต าแหน่ง โคดอน 72 ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็ง (Tumor suppressor gene) ว่ามีความ
เสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  (Kitkumthorn et al., 2010) โดยได้ศึกษาล าดับ
เบสบนยีน TP53 ท่ีโคดอน 72 ซึ่งมีขนาด 204 bp จากนั้นใช้  restriction enzyme BstU1 ซึ่งจดจ า
นิวคลีโอไทด์ CGCG  เป็นตัวตรวจหา SNP โดยที่ อัลลีลที่เป็น  Arginine BstU1 สามารถจดจ า 
และตัดได้ท าให้ได้ขนาด 125 และ 79 bp และไม่สามารถจดจ าอัลลีลที่เป็น  Proline ท าให้ได้ขนาด 
204 bp ได้ผลการศึกษา รูปแบบความหลากหลายของ ยีน TP53 ต าแหน่ง โคดอน  72 SNP 
analysis of TP53 codon 72 พบว่ากลุ่มประชากรควบคุมมีจีโนไทป์โฮโมไซกัสโพรลีน (Pro/Pro) 
มากที่สุด  แต่ประชากรผู้ป่วยมีจีโนไทป์เฮทเตอร์โรไซกัสโพรลีนและอาร์จินีน  (Pro/Arg)  แสดงว่า
กลุ่มประชากรในประเทศไทยส่วนใหญ่ที่ยีน TP53 โคดอน 72 แสดงจีโนไทป์โฮโมไซกัสโพรลีน 
(Pro/Pro)มากที่สุด แต่ในกลุ่มประชากรผู้ป่วยแสดงจีโนไทป์เฮทเตอร์โรไซกัสโพรลีนและอาร์จินีน  

(Pro/Arg)   และยังพบว่ากรดอะมิโนอาร์จินี น ที่ยีน TP53  ต าแหน่งโคดอน 72 มีส่วนสัมพันธ์ต่อ
การเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  (ameloblastoma) อาจเนื่อง มาจากกระบวนการควบคุม
การแบ่งเซลล์ของโปรตีน P53 เกิดการท างานผิดปกติไปจึงท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงจาก กรดอะ
มิโนของโพรลีน เปลี่ยนเป็นกรดอะมิโนของอาร์จินีน  ท าให้พบว่า กรดอะมิโนของอาร์จินีน มีผลต่อ
การเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน 

ซึ่งเห็นได้ว่าภาวะพหุสัณฐานของยีนนั้นมีผลต่อความเสี่ยงในการเกิดโ รคเนื้องอกเซลล์ต้น
ก าเนิดฟันได้ ดังนั้นยีนที่มีภาวะพหุสัณฐานของยีนสูงจึงเป็นยีนที่น่าสนใจศึกษา 

 
2. กระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอ 
ในชีวิตประจ าวันเราสายของดีเอ็นเอมีการแตกหักเนื่องมาจากเมแทบอลิซึมภายในเซลล์

หรือจากปัจจัยภายนอก โดยการแตกหักนี้ ส่งผลต่อการด ารงชีวิตของเ ซลล์ไม่ว่าจะเป็นการปิดการ
แสดงออกของยีนในบริเวณที่เกิดการแตกหัก  เกิดการกลายพันธุ์ขึ้น  เกิดการตัดต่อของโครโมโ ซม
ขึ้นเช่นการเกิด  Translocation, Aneuploidy, Loss of chromosome arm และเมื่อเซลล์เกิดการ
แบ่งตัวให้เซลล์ในรุ่นถัดไปลักษณะที่ผิดปกตินี้จะถูกถ่ายทอดไปเรื่ อยๆ ในปริมาณมากขึ้นเรื่อยๆ  
ส่งผลอันตรายต่อสิ่งมีชีวิตได้  (Williams et al. , 2007) โดยหากเซลล์นั้นไม่สามารถซ่อมแซมดีเอ็น
เอที่แตกหักได้เซลล์นั้นจะเข้าสู่ภาวะที่เรียกว่า  Cellular senescence (Chen et al. , 2007) ซึ่ง
เซลล์ไม่สามารถแบ่งตัวได้อีกต่อไป (เป็นการยับย้ังไม่ให้ผลิตเซลล์รุ่นถัดไปที่ผิดปกติ ) หรือเกิดการ
ฆ่าตัวตายของเซลล์โดยกระบวนการ  Apoptosis (เป็นการยอมสละตัวเองเพื่อรักษาส่วนใหญ่ไว้ ) 
หรือในกรณีที่เลวร้ายเซลล์ที่มีดีเอ็นเอแตกหักที่ยังซ่อมแซมไม่สาเร็จสามารถ ผลิตเซลล์รุ่นถัดไปได้
เรื่อยๆ จะท าให้เกิดพยาธิสภา พต่างๆที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอเช่นการเกิดโรค
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ต่างๆ รวมไปถึง การเกิดมะเร็ง  กระบวนการที่เกี่ยวข้องกับการซ่อมแซมดีเอ็นเอที่แตกหักมีหลาย
กระบวนการตามลักษณะของการแตกหักของดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นโดยสามารถแบ่งการแตกหักเป็น
สองกลุ่มหลักๆ คือ  

 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.4 กระบวนการต่างๆที่เกิดหลังจากที่ดีเอ็นเอเกิดความเสียหาย 
            http://www.nature.com 

 
1. Single strand damage ไม่ซับซ้อนและสามารถแก้ไขดีเอ็นเอได้ค่อนข้างสมบูรณ์  

ซึ่งมีสามวิธีคือ (Yeganeh and Jocelyn., 2006)  
1.1 Base excision repair ซึ่งจะมีการน านิวคลีโอไทด์ที่อยู่รอบๆ  จุดผิดปกตินั้นออกไปทั้ง

ท่อนโดยเอนไซม์ DNA Glycosylase แล้วจึงเติมบริเวณที่ว่างโดย  DNA polymerase 
และ DNA ligase  

 
 

ภาพที่ 2.5 กระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอแบบ Base excision repair 
  http://www.sage-hindawi.com 
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1.2  Nucleotide excision repair ท่ีมีลักษณะการท างานคล้ายๆกับ Base excision repair 
แต่จะเกิดเมื่อสายดีเอ็นเอมีการบิดหรือการจัดตัวที่ผิดปกติเช่นการได้รับรังสียูวี  ตัดเบสที่มี
ความผิดปกติมากกว่า เช่น T=T dimers หรือ เบส ที่มี side group ขนาดใหญ่ 
 
มีขั้นตอนดังนี้ 
1) Excision nuclease (Exonuclease) ตัด oligonucleotide (12 mers) บริเวณที่พบเบส
ที่เสียหายออก  
2) DNA polymerase I เติมเบสที่ถูกต้องลงในสายดีเอ็นเอ 
3) DNA ligase จะเชื่อมต่อเบสใหม่ที่ถูกต้องกับสายดีเอ็นเอ 

 
1.3  Mismatch repair หรือ MMR เป็นกระบวนการที่ ส าคัญมากเพราะเป็นกระบวนการ

ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่เข้าคู่กัน  (Proof-reading) เช่น หลังการเกิด  DNA 
replication เป็นต้น การเกิดดีเอ็นเอแตกหักแบบ  Single strand damage นี้ไม่ค่อยมี
ปัญหาในคนปกติที่ไม่มีความผิดปกติของยีนที่เกี่ยวข้องกับการซ่อมแซมดีเอ็นเอ  
เนื่องจากว่ามีต้นแบบให้ลอกอยู่ติดกัน  (อยู่บนโครมาทินเส้นเดียวกัน ) Mismatch เกิด
ระหว่าง replication เมื่อ  
1) ใส่เบสผิด  
2) เกิดการขัดข้องในการ proofreading system จึงต้องมีการซ่อมแซมหลังการ  
replication เช่น T = G ซึ่งจะได้สายดีเอ็นเอต้นแบบที่มเีบสปกติ  
3) ส่วนสายดีเอ็นเอที่สร้างใหม่จะม ีmismatched base  
4) เซลล์จะใช้แบบของ methylation ของ base ในสายดีเอ็นเอที่สร้างใหม่ เป็นเครื่องบอก
ความแตกต่างว่า T หรือ G ถูก  
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ภาพที่ 2.6 ภาพกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอแบบ Single-strand break (SSB) repair 
http://www.nature.com 
 

2. Double strand break เป็นการซ่อมที่ซับซ้อนกว่ามากเนื่องจากเป็นการขาดของ 
ดีเอ็นเอทั้งเส้นโครมาทิน  

มีสองกระบวนการหลักๆ  คือ Homologous recombination (HR) และNon-homologous 
end joining (NHEJ) โดยทั้งสองกระบวนการนี้มีลักษณะการซ่อมแซมที่ค่อนข้างจ าเพาะและเกิด
ในคนละช่วงของ Cell cycle 

 
ภาพท่ี 2.7 ภาพกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอแบบ Double-strand break (DSB) repair 
http://www.nature.com 
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ภาพที่ 2.8 สรุปสาเหตุความเสียของดีเอ็นเอ, กระบวนการซ่อมแซมและหน้าที่ของเซลล์ 
http://www.nature.com 
ดังนั้นหากเซลล์ นั้นไม่สามารถซ่อมแซมดีเอ็นเอ ได้หรือท างานได้บกพร่องก็จะ ก่อให้เกิด

ความเสี่ยงต่อการเกิดโรคต่างๆ  ได้ และหากยีนที่ท าหน้าที่อยู่ในกระบวนการ ซ่อมแซมดีเอ็นเอ ไม่
สามารถท างานได้หรือท างานได้น้อยลงก็จะส่งผลหรือมีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคได้เช่นกัน  
 
ยีนที่น่าสนใจในการศึกษาครั้งนี้  

จากการศึกษาค้นคว้าเอกสาร งานวิจัย  (review literature) พบว่าบริเวณยีน XRCC1  
โคดอน 194 280 และ 399 นั้นส่งผลให้เกิดความเสี่ยงต่อการเกิดโรคได้ในหลายๆ  โรค เช่น มะเร็ง
เต้านม (Zhang et al., 2006) มะเร็งปอด (Ratnasinghe et al., 2001) มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ 
(Stern et al., 2001) ฯลฯ ดังนั้นจึงตั้งสมมุติฐานว่ าการเกิดภาวะพหุสัณฐานในยีน XRCC1 
บริเวณ โคดอน  194  280  และ 399 น่าจะส่งผลท าให้เกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  
(ameloblastoma)  

 
ยีน XRCC1  
XRCC1 หรือ X-ray repair cross complementing group 1 มีต าแหน่งบนโครโมโซมที่  

19q13.2  ทั้งหมด 17 exons ความยาวประมาณ 31.9 kb. และสามารถถอดรหัสกรดอะมิโนได้
ทั้งสิ้น 633 amino acid ประกอบด้วย  2 กลุ่มของครอบครัวโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับวิวัฒนาการ 
(BRCT domains) เป็นยีนที่พบว่ามี ภาวะพหุสัณฐาน สูงมาก โดยเฉพาะต าแหน่งโคดอนที่ 194 
280 และ 399 ซึ่งเป็นบริเวณ evolutionarily conserved (Ratnasinghe et al., 2001) และมี

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/getmap.cgi?l194360
http://www.uniprot.org/uniprot/?query=domain:%22BRCT+domain*%22
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รายงานว่า มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งปอดในประชากรชาวจีน มะเร็งเต้านมในประชากรชาว
ไอร์แลนด์ และมะเร็ง กระเพาะปัสสาวะ ในประชากร ชาวสหรัฐอเมริกา  รวมถึงมีการศึกษายีน 
XRCC1 ในโรคมะเร็งเต้านม มะเร็งเม็ดเลือดขาวในเด็ก และมะเร็งในช่องปากในประชากรชาวไทย
(Pakakasama et al., 2007 ; Sangrajrang et al., 2008 ; Kietthubthew et al., 2006) 

 

 
 

ภาพท่ี 2.9 ภาพจ าลองโครโมโซมยีน XRCC1 MIM *194360 
         http://www.genecards.org 

 
ยีน XRCC1 ท าหน้าที่เป็นยีนที่อยู่ในกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอในกระบวนการ Base 

excision repair (BER) ที่เกิดจากรังสีที่ท าให้เกิดไอออไนเซชัน (ionizing radiation) ได้แก่ รังสี
เอกซ์ รังสีแกมมาและรังสีคอสมิก  และสารเคมีที่เติมหมู่แอลคิล (Alkylating Agent) (Zhang et 
al., 2006) คอยตรวจเช็คและแก้ไขความผิดปกติของ  DNA strand-break repair และในช่วงของ
การแลกเปลี่ยนซิสเตอโครมาทิด  มีหน้าที่ภายในกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอ  Base excision 
repair โดยการท างานร่วมกับโปรตีนตัวอ่ืนๆ เป็น scaffold protein ซึ่งมีกระบวนการดังต่อไปนี้ 

ยกตัวอย่าง เมื่อดีเอ็นเอเกิดความผิดปกติ เช่น เกิดดีอะมิเนชั่นของไซโตซีน เปลี่ยนจาก
เบส C เป็นเบส U ก็จะมีกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอดังนี้ 

1. DNA  glycoslyase จะเข้าเกาะบริเวณเบส U เพื่อตัดพันธะ  Glycosidic Bond 
(Sugar-Base) ท าให้เกิดเป็นต าแหน่ง AP site  

2. ต าแหน่ง AP site นี้ก็จะถูกตรวจพบโดย AP endonuclease (APE1) human 
apurinic/apyrimidinic endonuclease ซึ่งจะท างานร่วมกับ phospho diesterase 
เพื่อตัดกลุ่มน้ าตาล-ฟอสเฟต ตรงที่ไม่มีเบสออก 

3. XRCC1 ก็จะเข้าท างานร่วมกับ DNA Pol ß เพื่อเติมเบสที่ถูกต้องลงใน 
สายดีเอ็นเอ  ในที่นี้คือเบส C  
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4. หลังจากนั้น จะเชื่อม 2 nucleotides ด้วย DNA ligase III ซึ่งท างานร่วมกับ XRCC1     
การซ่อมแซมดีเอ็นเอเสร็จสมบูรณ์  (Matsumoto and Kyung, 1995) 

                                              

             
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

ภาพที่ 2.10 กระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอในกระบวนการ Base excision repair (BER) 
โดยมี XRCC1 ท างานร่วมกับโปรตีนตัวอ่ืนๆ เป็น scaffold protein 

 
เทคนิคท่ีจะช่วยในการวิเคราะห์ภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1  
 ในการวิเคราะห์ ภาวะพหุสัณฐาน ของยีน XRCC1 นั้นเราเลือกใช้เทคนิค Polymerase 
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) ซึ่งเป็นเทคนิคที่
อาศัยการศึกษาความยาวของท่อน DNA หลังการตัดโดย Restriction enzyme เพื่อใช้หา
ความสัมพันธ์ระหว่างลัก ษณะทางพันธุกรรมหรือโรคทางพันธุกรรมที่เกิดจากกลายพันธุ์ 
(Mutation) หรือเกิด ภาวะพหุสัณฐาน  ซึ่งสามารถท าให้เกิด Restriction site ใหม่ หรือท าให้ 
Restriction site เดิมที่มีอยู่แล้วหายไป Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
(กนกวรรณ และ วรัญญา ., 2007) 

G 

U 

U 
AP site 
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 เป็นวิธีที่ใช้หลักการของ sequence polymorphism ซึ่งเกิดขึ้นในยีนของคน (และในยีน
ของสิ่งที่มีชีวิตอ่ืนเช่นกัน ) คือ ในบางครั้ง ภาวะพหุสัณฐาน  หรือ การกลายพันธุ์  ที่เกิดขึ้นใน 
genome  นั้น ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงต่อ restriction site ของเอนไซม์ตัดจ าเพาะได้ เช่ น เดิม
ยีนในต าแหน่งนี้ไม่สามารถตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิดนี้ได้ แต่เมื่อเกิดมี ภาวะพหุสัณฐาน  
หรือ การกลายพันธุ์ ขึ้น อาจท าให้ยีนในบริเวณดังกล่าวสามารถถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิด
เดียวกันนี้ได้ หรืออาจจะเกิดขึ้นในทางกลับกันคือ เดิมยีนส่วนนี้อาจถูกตัดด้วยเ อนไซม์ได้ แต่เมื่อ
เกิดมี การกลายพันธุ์ ขึ้น ท าให้ไม่สามารถถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัวเดิมได้ เป็นต้น   จากลักษณะนี้เอง
ท าให้สาย DNA ของยีนที่สกัดจากคนที่ส่วนนี้ถูกเอนไซม์ตัดได้ จะมีขนาดเล็กกว่าสาย DNA ของ
ยีนเดียวกันนี้ที่สกัดจากคนที่มีส่วนนี้ที่ไม่สามารถตัดด้วยเอน ไซม์ชนิดเดียวกันนี้ได้  ความแตกต่าง
ในความยาวของสาย DNA ชนิดเดียวกันที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิดเดียวกันที่เรียกว่า RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism)  เกิดขึ้นเนื่องจากเกิดการเปลี่ยนแปลงของเบส
บางเบสในสาย DNA นี้  ดังนั้นเมื่อน า DNA ส่วนนั้นมาท าการย่อยด้วย restriction enzyme ก็จะ
ใหรู้ปแบบที่ต่างกัน  ในบางครั้ง ภาวะพหุสัณฐาน หรือ การกลายพันธุ์ ที่เกี่ยวข้องกับการท าให้เกิด
โรค อาจจะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะได้ ท าให้เรา
สามารถน าเทคนิคนี้มาช่วยในการตรวจหาภาวะพหุสัณฐานที่ท าให้เกิดโรคชนิดนั้นๆ ได้  

ลักษณะการตัดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะสามารถแบ่งออกเป็นลักษณะต่างๆ ดังนี้ (กนกวรรณ และ 
วรัญญา ., 2007) 

1. ปลายเหนียว (overhang) คือ ปลายสาย DNA ที่ถูกตัดจะมีสายใดสายหนึ่งยาวกว่า  
อีกสายหนึ่ง ซึ่งสามารถแบ่งออกเป็น 2 แบบ ดังนี้  

- สาย DNA ที่ได้มีปลาย 5’ ที่ยาวกว่าปลาย 3’ เรียกว่า 5' overhangs  
  - สาย DNA ที่ได้มีปลาย 3’ ที่ยาวกว่าปลาย 5’ เรียกว่า 3' overhangs  

 2. ปลายทู่ (blunt end) ปลายสาย DNA ที่ถูกตัดจะมีความความยาวเท่ากัน 

 กรณีล าดับของนิวคลีโอไทด์ของทั้งสองสายที่ถูกตัด  จะสามาร ถอ่านล าดับเบสได้  
เหมือนกัน คือ เมื่อเริ่มอ่านล าดับเบสจากซ้ายไปขวาในสายหนึ่ง  หรือจากขวาไปซ้ายในอีกสาย  
หนึ่งจะมีล าดับเบสเหมือนกัน เรียกกรณีเช่นนี้ว่า พาลินโดรม (palindrome) 
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การวิเคราะหผ์ลทางสถิติในภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1  
1. odds ratios (Yanatatsaneejit et al.,2010 ) เป็นการค านวณหาความสัมพันธ์ 

ระหว่างตวัแปร 2 ตัวที่แต่ละตัวแปรจัดกลุ่มที่แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม เพื่อเปรียบเทียบกันระหว่างการ
มีหรือไม่มีปัจจัยที่เราสงสัย จะเสี่ยงต่อการเกิดโรคมากน้อยเพียงใด ซึ่งค่า odds ratios ที่ได้
สามารถแปรความหมายได้ดังนี้ 
 

= 1 การเกิดโรคหรือภาวะที่สนใจศึกษา นั้นไม่สัมพันธ์กับการมีหรือไม่มีปัจจัยเสี่ยง 
> 1 การเกิดโรคหรือภาวะที่สนใจศึกษา นั้นสัมพันธ์กับการมีหรือไม่มีปัจจัยเสี่ยงเมื่อเทียบกับผู้

ที่ไม่ป่วย 
< 1 การมีปัจจัยเสี่ยงนั้น ท าให้ไม่เกิดโรคหรือภาวะที่สนใจศึกษา 
 

และทุกครั้งที่ ศึกษาค่า  odds ratios จะสุ่มมาท า การศึกษา แค่ครั้งเดียว ดังนั้นจึงต้อง
รายงานค่าเป็นช่วง ซึ่งที่นิยมกันคือ 95% confident intervals (95% CI) ซึ่งค่า 95% CI ต้องมีค่า
ไม่อยู่ในระหว่างค่า 1 และค่า P value < 0.05 จึงถือว่ามีนัยส าคัญทางสถิติ  

 
2. การวิเคราะห์ Haplotype analysis (Ingorn Kimkong, 2008) ผ่านโปรแกรม plink  

version PLINK v1.07 เพื่อหาความสัมพันธ์ของ  
1. Allelic association test 
2. Model of inheritance analysis 
3. Conditional analysis of SNP  
4. Haplotype analysis 
 

เพื่อวิเคราะห์ว่าภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 ในต าแหน่งโคดอนที่ 194 280 และ 399 
นั้นแต่ละสนิปมีความสัมพันธ์ต่อความเสี่ยงในการเกิดโรคหรือไม่ และในแต่ละสนิปมีรูปแบบการ
ถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมแบบใด รวมถึงหากมีการน าสนิปบางไปแล้วจะยังมีผลท าให้ความ
เสี่ยงในการเกิดโรคมากหรือน้อยลงหรือไม่ 
 

Somatic cell mutation  
หมายถึง การกลายของเซลล์ร่างกาย  ไม่เกี่ยวข้องกับเซลล์สืบพันธุ์  จึงไม่มีการถ่ายทอดไปสู่

ลูกหลานรุ่นหลังๆ แต่ก็มีความส าคัญเนื่องจากเซลล์ร่างกายมนุษย์ส่วนใหญ่เกิดจากการแบ่งเซลล์
แบบไมโทซิส โดยเริ่มต้นจากไซโกต  1 เซลล์ และตลอดเวลาที่มีการแบ่งเซลล์แบบไมโทซิส  ย่อมมี
โอกาสเกิดการกลายในเซลล์ร่างกายได้ (ธัญภัค สังฆมานนท์, 2545)  
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ในการตรวจสอบว่าตัวอย่างที่น ามาศึกษานั้นว่าเป็นภาวะพหุสัณฐานไม่ใช่ การ กลายของ
เซลล์ร่างกาย โดยท าการวัดความเข้มแบนด์ ในตัวอย่าง ผู้ป่วยที่มีอัลลีลแบบเฮเทโรไซกัส หลังจาก
น้ันใช้ค่า Coefficient of variation (%CV) เป็นค่าที่ใช้วัดการกระจายสัมพัทธ์ของข้อมูล จากการวัด
ความเข้มแบนด์ เพื่อเปรียบเทียบการกระจายของข้อมูลตั้งแต่สองชุดขึ้นไป  ค านวณจากอัตราส่วน
ระหว่าง ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  กับมัชฌิมเลขคณิต  และคูณด้วย 100 เพื่อให้เป็นค่าร้อยละ 
ค านวณจากสูตร ดังนี้ 
  

วิธีค านวณ Coefficient of variation (%CV) 
 

CV = (SD/ x) 100 
เมื่อ 

SD คือ ส่วนเบี่ยงเบน 
x คือ มัชฌิมเลขคณิต 
 

ค่า Coefficient of variation ต้องมีค่าไม่เกิน 10 จึงสรุปได้ว่าข้อมูลที่ เราสนใจนั้นไม่มีการกระจาย
ตัวของข้อมูลมาก (Yanatatsaneejit et al., 2010)  

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.popterms.mahidol.ac.th/popterms/showmean.php?id=a00234
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บทที่  3 
วิธีการศึกษา 

 

วิธีด าเนินการวิจัย 
การศึกษาในครั้งนี้เป็นการศึกษาภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 โดยการน าเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) ซึ่ง
อาศัยรูปแบบการตัดบริเวณจุดตัดจ าเพาะของเอนไซม์แต่ละชนิดมาใช้ในการศึกษาภาวะพหุ
สัณฐานของยีน  XRCC1 ที่ต าแหน่งโคดอน  194 280 และ 399 ในรอยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิด
ฟันของผู้ป่วยชาวไทยที่ได้รับการวินิจฉัยโดยทันตพยาธิแพทย์ว่าเป็ นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิด
ฟัน ต้ังแต่ ปี พ .ศ. 2542-2551 จ านวน 100 คน จากบล็อกชิ้นเนื้อผู้ป่วย และในคนปกติจ านวน 
150 คน โดยมีขั้นตอนการศึกษาดังนี้ 

1.ประชากรทดลอง 
1. ประชากรกลุ่มผู้ป่วยเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน จากบล็อกชิ้นเนื้อซึ่งได้รับการวินิจฉัย

โดยทันตพยาธิแพทย์ว่าเป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ต้ังแต่ ปี พ .ศ. 2542-2551 
จ านวน 100 คนซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากโรงพยาบาลทันตกรรม คณะทันต
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 

2.  ประชากรกลุ่มคนที่ไม่ป่วยเป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน จากการเก็บตัวอย่าง
เลือด จ านวน 150 คน ซึ่งได้เขียนขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรม 

 2.เครื่องมือและสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
1.  ชุดสกัด DNA  
QIAamp® DNA FFPE Tissue (QIAGEN, Germany)   
2.  อุปกรณ์ที่ใช้ในการสกัด DNA  

        - ถุงมือยาง 
        - ถาดหลุมวางหลอด eppendorf 
        - ไมโครปิเปตต์ขนาด 10, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
      - ทิปไมโครปิเปตต์ขนาด 10, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
       - หลอด eppendorf ขนาด 100 ไมโครลิตร 250 ไมโครลิตร และ 1000 ไมโครลิตร 
       - เครื่อง Centrifuge 
        - เครื่อง Vortex 
        - เครื่อง Thermal cycle 
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- เครื่อง Spectrophotometer 
        - ตู้ดูดอากาศระดับ 2 

3.  อุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษาภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 โดยใช้เทคนิค PCR-RFLP  
        - ถุงมือยาง 
        - ไมโครปิเปตต์ขนาด 2.5, 10, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
       - ทิปไมโครปิเปตต์ขนาด 10, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
        - ถาดหลุมวางหลอด eppendorf 
        - หลอด eppendorf ขนาด 100 ไมโครลิตร   
        - เครื่อง Centrifuge  
        - เครื่อง Vortex 
        - เครื่องปลอดเชื้อส าหรับท า PCR 
  - ต าแหน่งโคดอน 194 ใช้เอนไซม์ PvuII   

- ต าแหน่งโคดอน 280 ใช้เอนไซม์ RsaI   
- ต าแหน่งโคดอน 399 ใช้เอนไซม์ MspI 
- ตู้อบอุณหภูมิ 37° องศา 

4. อุปกรณ์ที่ใช้ในการท า gel electrophoresis 
        - ชุดเครื่องมือส าหรับท า Agarose gel electrophoresis 
        - ขวดรูปชมพู่ 
        - ผง Agarose 
        - เครื่องชั่งน้ าหนัก 
        - ถาดพลาสติก 
        - Ethidium Bromide (EtBr) and dyes 
       - เครื่อง UV illumination 
 5. สารเคมีที่ใช้ในการท า PCR-RFLP 
  - 10x Taq polymerase buffer  

- dNTP    
- Primer    

  - Unit Taq DNA polymerase  
  - Q-Solution    
  - dH2O   
   - buffer NEB   
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  - restriction enzyme PvuII , RsaI และ MspI 
 
3. วิธีการทดลอง  
1.ศึกษาค้นคว้าและรวบรวมข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับโครงงาน 

1.1 ศึกษาล าดับเบสบนยีน XRCC1 ที่ต าแหน่งโคดอน 194 280 และ 399 
เลือกเข้า 2 เวบไซด์เป็นหลัก คือ  www.NCBI.nih.gov และ www.ensemble.org ซึ่งมี

ข้ันตอนดังนี้  
เวบไซต์ที่1 NCBI (www.NCBI.NIH.GOV) 

1. เลือก search Gene หรือ Nucleotide  
ตัวอย่าง  Search Gene --> XRCC1 --> เลือกที่เป็น Homo sapiens 
 

 
 

 
         คือ mRNA                                          คือ nucleotide 
 
เปิดทั้ง NM_00629+2 ซึ่งแสดงถึง mRNA และ NC_000019+9 ซึ่งแสดงถึงนิวคลีโอไทด์  มาเทียบ
คู่กัน จะท าให้ทราบว่า ต าแหน่งใด เป็น intron และ exon 
 

 
ภาพที่ 3.1 ภาพแสดงล าดับเบสของ nucleotide 
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ภาพที่ 3.2 ภาพแสดงล าดับเบสของ mRNA 

 
เวบไซต์ที่2 ensemble (http://www.ensembl.org/index.html) 
 1. Search Human --> XRCC1 --> คลิกหา Gene  

 

 
 
 2.กดเลือก Length (bp) ยาว คือ 2102 (เนื่องจากถ้าเลือกความยาวสั้นอาจจะไม่ได้ 
ล าดับเบสที่เราต้องการทั้งหมด) --> คลิกเข้าไปแล้วเลือก Exons ทางด้านซ้ายของเวบไซต์    

   
 

 

http://www.ensembl.org/index.html


 23 

 
 

ภาพที่ 3.3 ภาพแสดง intron และ exon  
 

1.2 ออกแบบไพรเมอร์ ที่จ าเพาะเจาะจงต่อ ล าดับเบสที่บริเวณ  โคดอน 194  280 และ 
399 ของยีน XRCC1   

การหาต าแหน่งของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่โคดอนทั้งสาม 
ในการออกแบบ ไพรเมอร์ จะต้องทราบว่าล าดับเบสที่บริเวณโคดอน  194  280 และ 399 น้ันอยู่
บริเวณใดของนิวคลีโอไทด์ ยีน XRCC1 โดยใช้โปรแกรม bioedit ซึ่งมขีั้นตอนนี ้

1. ดาวนโ์หลดโปรแกรมที่   http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html 
2. เข้า NCBI จากนั้น คัดลอกล าดับเบส mRNA ทั้งหมด มาไว้ในโปรแกรม  
Microsoft word 
3. เปิด program Bioedit จากนั้นเลือก 
--> File 
--> new alignment  
--> sequence 
--> new sequence  
--> ต้ังชื่อ และ คัดลอกล าดับเบส mRNA ทั้งหมด มาใส่  
--> คลิก sequence type RNA แล้วกด apply สุดท้ายกดปิด box นั้นไป จะได้ดังภาพ 
 

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
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 --> กด ที่ชื่อ XRCC1 ให้เป็นแถบด าดังภาพ  
 --> คลิก Sequence --> Nucleic Acid --> Translate --> Frame 1 
 

 
 

จะได้ดังรูปที่แสดงผลการ Translate protein ของแต่ละโคดอน  ซึ่งต้องหาโคดอน  แรก 
Met ก่อนว่าอยู่ตรงไหนแล้ว ก็ให้นับตัวนั้นเป็นตัวแรกจนกระทั่งถึงโ คดอนที่เราสนใจ  
ยกตัวอย่างเช่น สนใจโคดอนที่ 194 ซึ่งเป็นเบส CGG 
4.น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริเวณที่ครอบคลุม CGG ซึ่งเป็นโคดอนที่ 194 ไปเทียบกับ 
Genomic DNA (nucleotide) ที่เราหาในตอนต้นว่าโคดอนที่เราสนใจอยู่ต าแหน่งใด  
จากนั้นจึงท าการออกแบบไพรเมอร์ 
 

โคดอนที่ 194 
CGG --> Arg 
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โดยไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับล าดับเบสของยีน XRCC1 ที่ต าแหน่งโคดอน 194 280 และ 399 
ต าแหน่งโคดอน 194 
Forward primer      AGAAGGTGACAGTGACCAAG  
Reverse primer      ACGTTGTCCGAGCTCACCT 
 
ต าแหน่งโคดอน 280 
Forward primer      TTGACCCCCAGTGGTGCT 
Reverse primer      TGCCTTCTCCTCGGGGTTT 

 
ต าแหน่งโคดอน 399 
Forward primer      CCCCAAGTACAGCCAGGTC 
Reverse primer      CCCAGCACAGGATAAGGAGC 

 
1.3 ศึกษาวิธี PCR-RFLP  
 

2.การเลือกกลุ่มประชากรที่ศึกษา  
      2.1    คัดเลือกตัวอย่างเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันจากบล็อกชิ้นเนื้อผู้ป่วยซึ่งได้รับความ
อนุเคราะห์ที่โรงพยาบาลทันตกรรม คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดลและได้รับการวิ 
นิจฉัยโดยทันตพยาธิแพทย์ว่าเป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ต้ังแต่ ปี พ .ศ. 2542- 2551 
จ านวน 100 คน 

    2.2 คัดเลือกประชากรกลุ่มควบคุมจากผู้ที่ไม่ได้เป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟั นจ านวน  
150 คนโดยคัดเลือกกลุ่มประชากรควบคุม ที่มีอายุ เพศ และเชื้อชาติใกล้เคียงกับกลุ่มผู้ป่วย  ซึ่งมา
จากแบบสอบถามในการเขียนขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรม 
 
3. เขียนขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรม 

จากคณะกรรมการบริหารการด าเนินงานพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ และการใช้
สัตว์ทดลองในการวิจัย กลุ่มวิทยาศาสตร์สุขภาพ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  และได้รับการอนุมัติ
เป็นสัญญาเลขที่   
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4.  การเก็บตัวอย่าง  

      4.1 คัดเลือกบล็อกชิ้นเนื้อผู้ป่วยที่เป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันซึ่งได้รับความ
อนุเคราะห์ที่โรงพยาบาลทันตกรรม  คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล โดยชิ้นเนื้อมี  
ความหนา 10 µm น าเนื้อเยื่อที่ได้จะน ามาสกัดดีเอ็นเอ 
 ตัวอย่างบล็อกชิ้นเนื้อผู้ป่วยท่ีเป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ได้ถูกน ามาสกัด ดีเอ็นเอ 
โดยใช้ชุดสกัด ชุดสกัด DNA QIAamp® DNA FFPE Tissue ซึ่งเป็นชุดสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอส าหรับ
ชิ้นเนื้อที่อยู่ใน Paraffin โดยเฉพาะ  

4.2 การเก็บตัวอย่างเลือดในกลุ่มควบคุม เก็บตัวอย่าง peripheral blood lymphocyte 
ในผู้ป่วยที่มาบริจาคโลหิตจากสภากาชาดไทย ปริมาณ 10 มล. น ามาสกัด ดีเอ็นเอ โดยใช้วิธี 
phenol chloroform หลังจากนั้นน ามาวัดค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ที่ความยาวคลื่นแสง 260 นา
โนเมตร  

 
5. ท าการศึกษาภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 (SNP analysis of XRCC1 codons 194 280 
and 399) โดยวิธ ีPCR- RFLP  

5.1 เพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอบริเวณที่ต้องการโดย  ออกแบบไพรเมอร์ คร่อมต าแหน่งของยีน 
XRCC1 ที่ ต าแหนง่โคดอน 194 280 และ 399 ตามล าดับ 

 
ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ประกอบไปด้วยสารละลายท้ังหมด 10 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบไปด้วย 

1) 10x Taq polymerase buffer  1 l 

2) dNTP    0.2 l 

3) Primer (F, R)    0.2 l 

 4) Unit Taq DNA polymerase  0.1  l 

 5) Q-Solution    0.5  l 

 6) dH2O    6.8 l  

 7) DNA     1 l 
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PCR Cycle Condition ต้ังค่าตามล าดับ ดังนี้ 

  Initial denaturation  95°C 15 นาท ี
จากนั้นตามด้วย 40 รอบของสามปฏิกิริยา คือ 

 
  1) Denaturation  95°C 40 วินาที 
  2) Annealing   59°C 40 วินาที 
  3) Extension   72°C 40 วินาที 

และสุดท้ายตามด้วยปฎิกริยา 
   Final extension  72°C   7 นาที 

 
5.2 ใช้ restriction enzyme ในการตรวจหา  SNP ซึ่งอาศัยรูปแบบการตัดบริเวณจุดตัด

จ าเพาะของเอนไซม์แต่ละชนิดมาใช้ในการศึกษาภาวะพหุสัณฐานของยีน  XRCC1 ที่ต าแหน่งโค
ดอน 194 280 และ 399 
  ในปฏิกริยา การตัด ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme)ประกอบไปด้วย
สารละลายท้ังหมด 5 ไมโครลิตร ซึ่งจ าแนกได้ 

    1) buffer NEB   1.5 l 

   2) restriction enzyme  0.2 l 

   3) dH2O   3.3 l 
บ่มที่อุณหภูมิ 37°C  เป็นเวลา 16-20 ชม. 

 
เอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ต าแหน่งโคดอน 194 280 และ 399  

1. ต าแหน่งโคดอน 194 ใช้ restriction enzyme PvuII   ซึ่งจดจ านิวคลีโอไทด์  
CAGˇCTG เป็นตัวตรวจหา SNP โดยที่ อัลลีลที่เป็น  Tryptophan (minor allele) ซึ่ง PvuII 
สามารถจดจ า และตัดได้ แต่ไม่สามารถจดจ าและตัดอัลลีลที่เป็น  Arginine (major allele) ได้ 

2. ต าแหน่งโคดอน 280 ใช้ restriction enzyme  RsaI ซึ่งจดจ านิวคลีโอไทด์
GTˇAC เป็นตัวตรวจหา SNP โดยที่ อัลลีลที่เป็น   Arginine (major allele) ซึ่ง RsaI สามารถจดจ า 
และตัดได้ แต่ไม่สามารถจดจ าและตัดอัลลีลที่เป็น Histidine (minor allele) ได้ 

3. ต าแหน่งโคดอน 399 ใช้ restriction enzyme MspI ซึ่งจดจ านิวคลีโอไทด์  
CˇCGG เป็นตัวตรวจหา SNP โดยที่ อัลลีลที่เป็น  Arginine (major allele) ซึ่ง MspI สามารถ
จดจ า และตัดได้ แต่ไม่สามารถจดจ าและตัดอัลลีลที่เป็น Glutamine (minor allele) ได้ 
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ภาพท่ี 1 แสดงต าแหน่งที่เพิ่มจ านวนของบริเวณที่คร่อมโคดอน 194 ที่เป็น Arginine 
(major allele) 
AGAAGGTGACAGTGACCAAGCTTGGCCAGTTCCGTGTGAAGGAGGAGGATGAGAGC
GCCAACTCTCTGAGGCCGGGGGCTCTCTTCTT CAG CCG 
GATCAACAAGACATCCCCAGGTGAGCTCGGACAACGT 
 
ภาพท่ี 2 แสดงต าแหน่งที่เพิ่มจ านวนของบริเวณที่คร่อมโคดอน 194 ที่เป็น Tryptophan 
(minor allele)  
AGAAGGTGACAGTGACCAAGCTTGGCCAGTTCCGTGTGAAGGAGGAGGATGAGAGC
GCCAACTCTCTGAGGCCGGGGGCTCTCTTCTT CAG TCG 
GATCAACAAGACATCCCCAGGTGAGCTCGGACAACGT 
 
 
ภาพท่ี 3 แสดงต าแหน่งที่เพิ่มจ านวนของบริเวณที่คร่อมโคดอน 280 ที่เป็น Arginine 
(major allele) 
TTGACCCCCAGTGGTGCTAACCTAATCTACTCTTTGTCTTCTCCAGTGCCAGCTCCAAC 
TCGT ACCCCAGCCACAGCCCCAGTCCCTGCCCGAGCACAGGGGGCAGTGACAGGC 
AAACCCCGAGGAGAAGGCA 
 
ภาพท่ี 4 แสดงต าแหน่งที่เพิ่มจ านวนของบริเวณที่คร่อมโคดอน 280 ที่เป็น Histidine 
(minor allele) 
TTGACCCCCAGTGGTGCTAACCTAATCTACTCTTTGTCTTCTCCAGTGCCAGCTCCAAC 
TCAT ACCCCAGCCACAGCCCCAGTCCCTGCCCGAGCACAGGGGGCAGTGACAGGC 
AAACCCCGAGGAGAAGGCA 
 
ภาพท่ี 5 แสดงต าแหน่งที่เพิ่มจ านวนของบริเวณที่คร่อมโคดอน 399 ที่เป็น Arginine 
(majorallele) 
CCCCAAGTACAGCCAGGTCCTAGGCCTGGGAGGCCGCATCGTGCGTAAGGAGTGG 
GTGCTGGACTGTCACCGCATGCGTCGGCGGCTGCCCTC C CGG AGGTAAGGCC 
TCACACGCCGGCCCTGCTCCTTATCCTGTGCTGGG 
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ภาพท่ี 6 แสดงต าแหน่งที่เพิ่มจ านวนของบริเวณที่คร่อมโคดอน 399 ที่เป็น Glutamine 
(minor allele) 
CCCCAAGTACAGCCAGGTCCTAGGCCTGGGAGGCCGCATCGTGCGTAAGGAGTGG 
GTGCTGGACTGTCACCGCATGCGTCGGCGGCTGCCCTC C CAG AGGTAAG 
GCCTCACACGCCAGCCCTGCTCCTTATCCTGTGCTGGG 
 
6. จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยการท า PCR ไปวิเคราะห์บน 3% Agarose 
gel ย้อมด้วย ethidium bromide และแปลผลผ่านเครื่อง  UV illumination และอีกส่วนหน่ึงถูก
น าไปตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  โดยต าแหน่งโคดอน 194 ใช้เอนไซม์ PvuII ต าแหน่งโคดอน 280 
ใช้เอนไซม์ RsaI และต าแหน่งโคดอน  399 ใช้เอนไซม์ MspI ในการจดจ าต าแหน่งเบสและน าไป
วิเคราะห์บน gel electrophoresis อีกครั้งและน าผลที่ได้ไปสรุปและวิเคราะห์ผลการทดลอง 
 

3% Agarose gel มีสารประกอบดังนี้ 
1. Agarose   1.5 g 
2. 1X TBE   50 mL 
3. ethidium bromide  3 µl. 
น าสารประกอบข้างบนเข้าเครื่องไมโครเวฟเพื่อละลาย Agarose gel ให้เป็นเนื้อเดียวกัน  
 

 ส าหรับการอ่านผลวิเคราะ ห์จากการตรวจหา Product  เพื่อศึกษาภาวะพหุสัณฐานของ
ยีน XRCC1 ในการศึกษาครั้งนี้ โดยวิธี agarose gel electrophoresis อ่านผลวิเคราะห์ดังนี้ 

 
6.1 PCR Product ของยีน XRCC1 ต าแหน่งโคดอน 194 ที่ได้ (ใช้เอนไซม์ PvuII) 

- ถ้ามี 1 band ที่มีขนาด 131 bp จะรายงานผล  Homozygous Arginine                                    
- ถ้ามี 2 band ที่มีขนาด 40 bp และ 91 bp จะรายงานผล Homozygous     
Tryptophan 
- ถ้ามี 3 band ที่มีขนาด 131 bp 40 bp และ 91 bp จะรายงานผลเป็น   

  Heterozygous 
6.2 PCR Product ของยีน XRCC1 ต าแหน่งโคดอน 280 ที่ได ้(ใช้เอนไซม์ RsaI) 

- ถ้ามี 1 band ที่มีขนาด 133 bp จะรายงานผล  Homozygous Histidine                                   
- ถ้ามี 2 band ที่มีขนาด 63 bp และ 70 bp จะรายงานผล Homozygous 
Arginine 
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- ถ้ามี 3 band ที่มีขนาด 133 bp 63 bp และ 70 bp จะรายงานผลเป็น  
Heterozygous 

6.3 PCR Product ของยีน XRCC1 ต าแหน่งโคดอน 399 ท่ีได้ (ใช้เอนไซม์ MspI) 
- ถ้ามี 1 band ที่มีขนาด 142 bp จะรายงานผล  Homozygous Glutamine                                   
- ถ้ามี 2 band ที่มีขนาด 24 bp และ 118 bp จะรายงานผล Homozygous  
Arginine 
- ถ้ามี 3 band ที่มีขนาด 142 bp 24 bp และ 118 bp จะรายงานผลเป็น 
Heterozygous 

 
7. เลือกตัวอย่างเพื่อท าการ  ยืนยันล าดับเบสโดยการ  direct sequencing โคดอนละ 12 ตัวอย่าง
โดยน า  PCR product  ที่ได้มา  purify โดยใช้  PCR purification Kits  จากบริษัท  
QIAGEN,Germany  จากนั้นจึงส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท แปซิฟิค ไซเอ็นซ์ จ ากัด 

4. การวิเคราะห์ข้อมูล 
ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 ที่ต าแหน่งโคดอน  194 280 

และ 399 กับความเสี่ยงต่อการเกิดโรคและลักษณะทางคลินิกของโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน   
โดยเชื่อมโยงข้อมูลที่ได้เข้าด้วยกันและหาความสัมพันธ์ทางสถิติโดยวิธี chi-square ส าหรับ
การศึกษาความเสี่ยงต่อการเกิดโรคจะเปรียบเทียบรูปแบบของยีน (genotypeและ haplotype) 
ระหว่างประชากรกลุ่มโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน กับกลุ่มควบคุม  โดยก าหนด p value น้อย
กว่า 0.05 จึงจะถือว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญ  นอกจากน้ียังจะศึกษา ความสัมพันธ์
ระหว่างรูปแบบความหลากหลายของยีนกับลักษณะทางคลินิกต่างๆ โดยใช้ค่าสถิติดังนี้   

4.1 Hardy-Weinbreg equilibrium (HWE) จะท าการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม  
Hardy-Weinberg equilibrium calculator ซึ่งค่า P value > 0.05 จึงถือว่าอยู่ใน  Hardy-
Weinberg equilibrium มี 2 วิธีดังนี้ 

4.1.1 โดยเข้าโปรแกรมจาก  
http://www.oege.org/software/hardy-weinberg.html 

วิธีการใช้ : กรอกข้อมูลลงในตารางแล้วกด Calculate 

http://www.oege.org/software/hardy-weinberg.html
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m1 

m2 

m3 

 
ภาพที่ 3.4 ภาพแสดงผลการค านวณ Hardy-Weinbreg equilibrium 

 
 4.1.2 โดยการค านวณด้วยสูตรการค านวณ 

ใช้สูตรการค านวณดังนี้ 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(2m1+m2)/(2*(m1+m2+m3) 
            (m2+2m3)/(2*(m1+m2+m3) 
 
 

 
p2+ 2pq + q2 = 1 
p=0.72 
q=0.28 
 
 
 

Genotype Frequency 

CC 74 

CT 54 

TT 12 

C allele frequency 0.72 p 

T allele frequency 0.28 q 

 1.00 p+q 
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Prob (CC) 0.52 p2 

Prob (CT) 0.40 2pq 

Prob (TT) 0.08 q2 

 1.000 p2 + 2pq + q2 = 1 

 
Genotype Observed 

(O) 
Expected 

(E) 
Different 
(O-E) 

Chi-square 
(O-E)2 / E 

CC 74 72.80 1.2 0.020 

CT 54 56.00 -2.0 0.071 

TT 12 11.20 0.8 0.057 

total 140 140 0.00 0.148 

                 
             ภาพที่ 3.5 ภาพตารางแสดง Hardy-Weinbreg equilibrium 
 
จากภาพที่ 3.5  ได้ค่า Chi-square เท่ากับ 0.148 และค่า P value > 0.05 จึงถือว่าอยู่ใน  

Hardy-Weinberg equilibrium  
 
4.2 Single SNP-Disease association analyses โดยใช้ contingency tables เพื่อ

ประมาณค่า age และ sex-adjusted odds ratios  
contingency tables : Statcalc  
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A คือ ความถี่ของอัลลีลที่เป็นปัจจัยเสี่ยง แล้วท าให้เกิดโรค 
B คือ ความถี่ของอัลลีลที่เป็นปัจจัยเสี่ยง แล้วไม่ท าให้เกิดโรค 
C คือ ความถี่ของอลัลีลที่ไม่เป็นปัจจัยเสี่ยง แล้วท าให้เกิดโรค 
D คือ ความถี่ของอัลลีลที่ไม่เป็นปัจจัยเสี่ยง แล้วไม่ท าให้เกิดโรค 

ซึ่งการค านวณค่า  odd ratios นั้นเป็นการค านวณหาความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร 2 ตัวที่
แต่ละตัวเป็นตัวแปรจัดกลุ่มที่แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม เพื่อเปรียบเทียบกันระหว่างการมีหรือไม่มีปัจจัย
ที่เราสงสัย จะเสี่ยงต่อการเกิดโรคมากน้อยเพียงใด  
ซึ่งค่า odd ratios ที่ได้สามารถแปรความหมายได้ดังนี้ 

= 1 การเกิดโรคหรือภาวะที่สนใจศึกษา นั้นไม่สัมพันธ์กับการมีหรือไม่มีปัจจัยเสี่ยง 
> 1 การเกิดโรคหรือภาวะที่สนใจศึกษา นั้นสัมพันธ์กับการมีหรือไม่มีปัจจัยเสี่ยงเมื่อเทียบ
กับผู้ที่ไม่ป่วย 
< 1 การมีปัจจัยเสี่ยงนั้น ท าให้ไม่เกิดโรคหรือภาวะที่สนใจศึกษา 

และทุกครั้งที่ศึกษาค่า  odd ratios ในแง่ปฏิบัติก็มักจะสุ่มมาท าแค่ครั้งเดียว ดังนั้นจึงต้องรายงาน
ค่าเป็นช่วง ซึ่งที่นิยมกันคือ 95% confident intervals (95% CI) ซึ่งค่า 95% CI ต้องไม่คร่อมค่า 1 
และค่า P value < 0.05 จึงถือว่ามีนัยส าคัญทางสถิติ 
 
 
 
 
 

A 

C D 

B 



 34 

4.3 Haplotype analysis ผ่านโปรแกรม plink version PLINK v1.07 
เพื่อหาความสัมพันธ์ของ 1. Allelic association test 
   2. Model of inheritance analysis 

3. Conditional analysis of SNP  
4. Haplotype analysis 
 

4.4  วิเคราะห์ผลเพื่อยืนยันว่าตัวอย่างของคนไข้โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ไม่ได้เกิด
จาก Somatic cell mutation โดยใช้ค่า Coefficient of variation (%CV) 

Coefficient of variation (%CV) เป็นค่าที่ใช้วัดการกระจายสัมพัทธ์ของข้อมูลเพื่อ
เปรียบเทียบการกระจายของข้อมูลตั้งแต่สองชุดขึ้นไป ค านวณจากอัตราส่วนระหว่างส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐานกับมัชฌิมเลขคณิต และคณูด้วย 100 เพื่อให้เป็นค่าร้อยละ ค านวณจากสูตร 
ดังนี้  

วิธีค านวณ Coefficient of variation (%CV) 
CV = (SD/ x) 100 

 
SD คือ ส่วนเบี่ยงเบน 
x คือ มัชฌิมเลขคณิต 
 
ค่า Coefficient of variation ต้องมีค่าไม่เกิน 10 จงึสรุปได้ว่าข้อมูลที่เราสนใจนั้นไม่มีการ

กระจายตัวของข้อมูลมาก (Yanatatsaneejit et al., 2010) 
 
 ซึ่งในการทดลองเราได้น า Coefficient of variation มาใช้เพื่อวิเคราะห์ผลเพื่อยืนยันว่า
ตัวอย่างของคนไข้โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันที่เราน ามาศึกษานั้นเป็นภาวะพหุสัณฐานจริง 
ไม่ได้เกิดจาก Somatic cell mutation ซึ่งมีขั้นตอนในการท าดังนี้ 

1. เลือกตัวอย่างภาพการวิเคราะห์โดยเทคนิค Gel Electrophoresis ในคนไข้โรคเนื้อ
งอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ที่วิเคราะห์แล้วมีรูปแบบยีนเป็น Heterozygous ทั้ง 3 โคดอน 

2. น าภาพการวิเคราะห์โดยเทคนิค Gel Electrophoresis ในคนไข้โรคเนื้องอกเซลล์ต้น
ก าเนิดฟันที่เลือกไว้มาท าการวัดความเข้มของ band โดยใช้โปรแกรมการวัดความ
เข้มจากเครื่องวิเคราะห์ผลเจล (UV illumination) 

3. เมื่อได้ค่าความเข้มของแต่ละ band ในทุกตัวอย่างแล้ว ก็น าค่าที่ได้มาค านวณหา 
Coefficient of variation (%CV) ต่อไป 

http://www.popterms.mahidol.ac.th/popterms/showmean.php?id=s00289
http://www.popterms.mahidol.ac.th/popterms/showmean.php?id=s00289
http://www.popterms.mahidol.ac.th/popterms/showmean.php?id=a00234
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เมื่อค่า Coefficient of variation ที่ได้มีค่าไม่เกิน 10 จึงสรุปได้ว่า ตัวอย่างของคนไข้โรคเนื้องอก
เซลล์ต้นก าเนิดฟันที่เราน ามาศึกษานั้นเป็นภาวะพหุสัณฐานจริง ไม่ได้เกิดจาก Somatic cell 
mutation 
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บทที่  4 
ผลการศึกษา 

   1.  ผลการศึกษาค้นคว้า 
1.1 ศึกษาล าดับเบสบน ยีน XRCC1 ต าแหน่งโคดอนที่ 194  280 และ 399 
ซึ่งยีน XRCC1 อยู่บนโครโมโซม 19 ต าแหน่ง 13.2 ขนาด 32,267 bp. 633 amino acids 
 

ล าดับเบสบนยีน XRCC1 ต าแหน่งโคดอนที่ 194 ในบริเวณที่สนใจ คือ cgg 
agaaggtgacagtgaccaagcttggccagttccgtgtgaaggaggaggatgagagcgccaactctctgaggccgg
gggctctcttcttcagˇccggatcaacaagacatccccaggtgagctcggacaacgt 

 
ล าดับเบสบนยีน XRCC1 ต าแหน่งโคดอนที ่280 ในบริเวณที่สนใจ คือ cgt 
ttgacccccagtggtgctaacctaatctactctttgtcttctccagtgccagctccaactcgtˇacccc 
agccacagccccagtccctgcccgagcacagggggcagtgacaggcaaaccccgaggagaaggca 

 
ล าดับเบสบนยีน XRCC1 ต าแหน่งโคดอนที ่399 ในบริเวณที่สนใจ คือ cgg 
 
ccccaagtacagccaggtcctaggcctgggaggccgcatcgtgcgtaaggagtgggtgctggactgtcaccgcatg
cgtcggcggctgccctccˇcggaggtaaggcctcacacgccaaccctgctccttatcctgtgctggg 
 
โดยไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับล าดับเบสของยีน XRCC1 ต าแหน่งโคดอนท่ี 194, 280 และ 399 

ต าแหน่งโคดอน 194 
Forward primer     5’ AGAAGGTGACAGTGACCAAG 3’ 
Reverse primer      5’ ACGTTGTCCGAGCTCACCT 3’ 
 
ต าแหน่งโคดอน 280 
Forward primer     5’ TTGACCCCCAGTGGTGCT 3’ 
Reverse primer     5’ TGCCTTCTCCTCGGGGTTT 3’ 

 
ต าแหน่งโคดอน 399 
Forward primer      5‘ CCCCAAGTACAGCCAGGTC 3’ 

Reverse primer      5’ CCCAGCACAGGATAAGGAG 3’ 
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 1.2 เทคนิค PCR-RFLP ซึ่งใช้ restriction enzyme ในการศึกษา ดังนี้ 
- ต าแหน่งโคดอน 194 ใช้ restriction enzyme PvuII   ซึ่งจดจ านิวคลีโอไทด์  

CAGˇCTG เป็นตัวตรวจหา SNP โดยที่ อัลลีลที่เป็น  Tryptophan (TGG) ซึ่งเป็น minor allele ซึ่ง 
PvuII สามารถจดจ า และตัดได้  แต่ไม่สามารถจดจ าและตัดอัลลีลที่เป็น  Arginine (CGG) ซึ่งเป็น
major allele ได้ 

- ต าแหน่งโคดอน 280 ใช้ restriction enzyme  RsaI ซึ่งจดจ านิวคลีโอไทด์GTˇAC เป็น
ตัวตรวจหา SNP โดยที่ อัลลีลที่เป็น   Arginine (CGT) ซึ่งเป็น major allele ซึ่ง RsaI สามารถ
จดจ า และตัดได้ แต่ไม่สามารถจดจ าและตัดอัลลีลที่เป็น Histidine (CAT) ซึ่งเป็น minor allele ได้ 

- ต าแหน่งโคดอน 399 ใช้ restriction enzyme MspI ซึ่งจดจ านิวคลีโอไทด์  
CˇCGG เป็นตัวตรวจหา SNP โดยที่ อัลลีลที่เป็น  Arginine (CGG) ซึ่งเป็น major allele ซึ่ง MspI 
สามารถจดจ า และตัดได้  แต่ไม่สามารถจดจ าและตัดอัลลีลที่เป็น  Glutamine (CAG) ซึ่งเป็น  
minor allele ได้ 
 
     2.   ผลการเลือกกลุ่มประชากรท่ีศึกษา  
      2.1 ตัวอย่างเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันจากบล็อกชิ้นเนื้อผู้ป่วยซึ่งได้รับความอนุเคราะห์ที่
โรงพยาบาลทันตกรรม คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดลและได้รับการวินิจฉัยโดยทันต
พยาธิแพทย์ว่าเป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ต้ังแต่ ปี พ.ศ. 2542-2551 จ านวน 100 คน 

    2.2คัดเลือกประชากรกลุ่มควบคุมจากผู้ที่ไม่ได้เป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน จ านวน  
150 คน โดยคัดเลือกกลุ่มประชากรควบคุม ที่มีอายุ เพศ และเชื้อชาติใกล้เคียงกับกลุ่มผู้ป่วย
(match-group control) 

 
3. ผลการเก็บตัวอย่าง 
 3.1 ผลจากการคัดเลือกบล็อกชิ้นเนื้อผู้ป่วยที่เป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันสกัดดีเอ็น

เอโดยใช้ชุดสกัด QIAamp® DNA FFPE Tissue (QIAGEN/Germany) ซึ่งผลที่ได้พบว่าสกัดดีเอ็น
เอของผู้ป่วยได้จ านวน 82 ราย จาก100 ราย แบ่งเป็นผู้ป่วยชาย 41 ราย (50%) และผู้ป่วยหญิง 
41 ราย (50%) เกณฑ์เฉลี่ยอายุของผู้ป่วยทั้งหมดอยู่ที่ 40 ปี (ผู้ป่วยมีอายุตังแต่ 8-81 ปี)  
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ภาพท่ี 4.1 ลักษณะชิ้นเนื้อผู้ป่วยบริเวณกระดูกขากรรไกรที่เป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้น  
ก าเนิดฟัน แบบ Conventional จะพบส่วนท่ีมีลักษณะเป็น Unicystic 

 
 

 
             
ภาพท่ี 4.2 ลักษณะเนื้อเยื่อเซลล์ชั้นในเป็นเซลล์รูป stellate อยู่กันอย่างหลวมๆ บางครั้ง 

การเกิดถุงน้ า (cystic degeneration) 
 

3.2 ผลจากการเก็บตัวอย่างเลือดในกลุ่มควบคุม เก็บตัวอย่าง peripheral blood 
 lymphocyte จากผู้ที่ไม่ได้เป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันน ามาสกัด ดีเอ็นเอ โดยใช้วิธี phenol 
chloroform (Kitkumthorn et al., 2010) ซึ่งผลที่ได้พบว่าสกัดดีเอ็นเอได้จ านวน  140 ราย จาก 
150 ราย แบ่งเป็นผู้ชาย 71 ราย (50.71%) และผู้หญิง 69 ราย (49.29%) เกณฑ์เฉลี่ยอายุของ
ผู้ป่วยทั้งหมดอยู่ที่ 40 ปี (ผู้ป่วยมีอายุต้ังแต ่25-45 ปี) เพื่อน ามาเปรียบเทียบความสัมพันธ์การเกิด
โรค  
 
 
 
 
 

Unicystic 
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4. ผลการศึกษาภาวะพหุสัณฐานของ ยีน XRCC1 การตรวจหา SNP โดยวิธี  
PCR- RFLP  

4.1  ต าแหน่งโคดอนที่  194 (SNP analysis of XRCC1 codon 194) ใช้เอนไซม์ ตัด
จ าเพาะ PvuII   ซึ่งจดจ านิวคลีโอไทด์ CAGˇCTG เป็นตัวตรวจหา SNP โดยที่ อัลลีลที่เป็น  
Tryptophan (minor allele) PvuII สามารถจดจ า และตัดได้ แต่ไม่สามารถจดจ าและตัดอัลลีล
ที่เป็น Arginine (major allele) ได้  

 
                M           N          A1           A2          A3       A4          A5 
           25 bp          Trp/Trp     Arg/Arg   Trp/Trp     Arg/Arg    Trp/ Arg             

 
 

ภาพท่ี 4.3 แบบแผนดีเอ็นเอของล าดับนิวคลีโอไทด์ของผู้ป่วยที่เป็น  
โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันมื่อตัดด้วยเอนไซม์ PvuII 
M  คือ DNA marker 25 bp           
N          คือ negative control 

 
จากรูปที่ 4.3 พบว่าแต่ละเลนได้ ผลิตภัณฑ์ ดังนี้ 
เลนท่ี  A1 และ A3 (Trp/Trp) คือ ผู้ป่วยที่มีกรดอะมิโนเป็น Tryptophan มี ขนาด 40 และ 91 bp 
เลนที่ A2 และ A4 (Arg/Arg) คือ ผู้ป่วยที่มีกรดอะมิโนเป็น Arginine มี ขนาด131 bp 
เลนที่ A5 (Trp/Arg)       คือ ผู้ป่วยที่มีกรดอะมิโนท้ัง  Tryptophanและ Arginine มี ขนาด 40  
        91 และ 131bp 
 
 

131  bp 
  91  bp 
                    
   
  40  bp 

 

                

    100 bp    
                     
    
             
                     25 bp 
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4.2  ต าแหน่งโคดอนที่  280 (SNP analysis of XRCC1 codon 280) ใช้ restriction 
enzyme RsaI ซึ่งจดจ านิวคลีโอไทด์  GTAC เป็นตัวตรวจหา SNP โดยที่ อัลลีลที่เป็น   
Arginine (major allele) RsaI สามารถจดจ า  และตัดได้ แต่ไม่สามารถจดจ าและตัดอัลลีลที่
เป็น Histidine (minor allele) ได้ 

 
 
             M             N             A1            A2            A3            A4 

                25 bp                 Arg/Arg     Arg/Arg         His         Arg/His 

 
 

ภาพท่ี 4.4 แบบแผนดีเอ็นเอของล าดับนิวคลีโอไทด์ของผู้ป่วยที่เป็น  
โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันมื่อตัดด้วยเอนไซม์ RsaI 

M  คือ DNA marker 25 bp           
N          คือ negative control 

 
จากรูปที่ 4.4 พบว่าแต่ละเลนได้ ผลิตภัณฑ์ ดังนี้ 
เลนท่ี  A1 และ A2 (Arg/Arg) คือ ผู้ป่วยที่มีกรดอะมิโนเป็น Arginine มี ขนาด 63 และ 70 bp 
เลนที่ A3   คือ ผู้ป่วยที่มีกรดอะมิโนเป็น Histidine มี ขนาด 133 bp 
เลนที่ A4 (Arg/His)   คือ ผู้ป่วยที่มีกรดอะมิโนท้ัง Arginine และ Histidine มี ขนาด 
    60  70 และ 133bp 
 

 
 

133 bp 
70 bp   
63 bp  

 

                

        100 bp    
                     
    
                        25 bp 
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4.3  ต าแหน่งโคดอนที่  399 (SNP analysis of XRCC1 codon 399) ใช้ restriction 
enzyme MspI ซึ่งจดจ านิวคลีโอไทด์  CCGG เป็นตัวตรวจหา SNP โดยที่ อัลลีลที่เป็น  
Arginine  (major allele) MspI สามารถจดจ า และตัดได้  แต่ไม่สามารถจดจ าและตัดอัลลีลที่
เป็น Glutamine (minor allele) ได้ 

 
 

            M         N          A1       A2         A3       A4        A5         A6         
               25 bp       Arg/Arg   Arg/Arg  Arg/Gln  Arg/Arg Arg/Arg    Gln  

 
 

ภาพท่ี 4.5 แบบแผนดีเอ็นเอของล าดับนิวคลีโอไทด์ของผู้ป่วยที่เป็น  
โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันมื่อตัดด้วยเอนไซม์ MspI  

 
M  คือ DNA marker 25 bp           
N          คือ negative control 

 
จากรูปที่ 4.5 พบว่าแต่ละเลนได้ ผลิตภัณฑ์ ดังนี้ 
เลนท่ี  A1 A2 A4 และ A5 (Arg/Arg)  คือ ผู้ป่วยที่มีกรดอะมิโนเป็น Arginine มี ขนาด 48 
     และ 94 bp 
เลนที่ A3 (Arg/Gln)   คือ ผู้ป่วยที่มีกรดอะมิโนท้ัง Arginine และ Glutamine 
     มี ขนาด 48  94 และ 142bp 
เลนที่ A6      คือ ผู้ป่วยที่มีกรดอะมิโนเป็น Glutamine มี ขนาด  
     142 bp 

 

142 bp 
94 bp 

 
  48 bp 

 

                

        100 bp    
                     
    
                        25 bp 
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5.  ผลการยืนยันล าดับเบสโดยการ  sequencing โดยน า PCR product  ที่ได้มา 
purify จากนั้นจึงด าเนินการ direct sequencing เพื่อยืนยันล าดับเบส  โดยใช้ forward 
primer ส าหรับต าแหน่งโคดอนที่ 194 และ 399  ส่วน reverse primer ใช้ส าหรับต าแหน่ง
โคดอนที่ 280 
 

5.1 ต าแหน่งโคดอนที่ 194  Arginine (CGG) 
 

 
ภาพท่ี 4.6 แสดงผลการยืนยันการทดลองด้วยวิธี Sequencing 

จากตัวอย่างผู้ป่วยที่มีอัลลีล C ในโคดอนที่ 194 โดยใช้ forward primer 
 

5.2 ต าแหน่งโคดอนที่ 194  Tryptophan (TGG) 

 
ภาพท่ี 4.7 แสดงผลการยืนยันการทดลองด้วยวิธี Sequencing  

จากตัวอย่างผู้ป่วยที่มีอัลลีล T  โดยใช้ forward primer 
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 5.3 ต าแหน่งโคดอนที่ 280  Arginine (CGT) 

 
 

ภาพท่ี 4.8 แสดงผลการยืนยันการทดลองด้วยวิธี Sequencing 
จากตัวอย่างผู้ป่วยที่มีอัลลีล G โดยใช้ reverse primer 

 
5.4 ต าแหน่งโคดอนที่ 280 Histidine (CAT) 
  

 
 

ภาพท่ี 4.9 แสดงผลการยืนยันการทดลองด้วยวิธี Sequencing 
จากตัวอย่างผู้ป่วยที่มีอัลลีล A โดยใช้ reverse primer 
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5.5 ต าแหน่งโคดอนที ่399 Arginine (CGG) 
 

 
 

ภาพท่ี 4.10 แสดงผลการยืนยันการทดลองด้วยวิธี Sequencing 
จากตัวอย่างผู้ป่วยที่มีอัลลีล G โดยใช้ forward primer 

 
5.6 ต าแหน่งโคดอนที่ 399 Glutamine (CAG) 

 

 
 

ภาพท่ี 4.11 แสดงผลการยืนยันการทดลองด้วยวิธี Sequencing 
จากตัวอย่างผู้ป่วยที่มีอัลลีล A โดยใช้ forward primer 
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6. ผลการวิเคราะห์ข้อมูลโดยค่าสถิต ิ
6.1 Hardy-Weinbreg equilibrium (HWE)  
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม  Hardy-Weinberg equilibrium calculator ในประชากรปกติ ซึ่ง

ค่า P value > 0.05 ในทั้ง 3 โคดอน จึงถือว่าอยู่ใน Hardy-Weinberg equilibrium 
ตารางที่ 4.1 Hardy-Weinbreg equilibrium (HWE) 
 

XRCC1  Chi-square P value 
โคดอน 194 0.23 0.6315  
โคดอน 280 3.08 0.0793 
โคดอน 399 0.28 0.5967 

 
สรุปผล จากตารางท่ี 4.1  XRCC1 ต าแหน่งโคดอนที่ 194 280 และ 399 มีค่า P value > 

0.05 จึงถือว่าอยู่ใน Hardy-Weinberg equilibrium 
 
6.2 การศึกษาความเสี่ยงของจีโนไทป์ต่อการเกิดโรค 
ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบความหลากหลายของยีน XRCC1 ต าแหน่ง 

โคดอน194 280 และ 399 กับความเสี่ยงต่อการเกิดโรคและลักษณะทางคลินิกของโรคเนื้องอก
เซลล์ต้นก าเนิดฟัน และรูปแบบของการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรม โดยใช้ contingency 
tables: Statcalc  
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โคดอนที่ 194 
ตารางที่ 4.2 ความสัมพันธ์ ระหว่างความเสี่ยงในการเ กิดโรคกับภาวะพหุสัณฐานในยีน  XRCC1 
ต าแหน่งโคดอน 194 เปรียบเทียบระหว่างผู้ป่วยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันและประชากรปกติ 
 

 
  

จากตารางที่  4.2 XRCC1 ต าแหน่งโคดอน 194 นั้น จากสมมติฐานที่ว่าอัลลี ล T น่าจะมี
ผลต่อความเสี่ยงในการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน พบ ว่ามีรูปแบบทางพันธุกรรมใน
ประชากรกลุ่มปกติและกลุ่มผู้ป่วยทั้งหมด 3 แบบ คือประชากรที่มี จีโนไทป์แบบ CC, CT และ TT 
ซึ่ง ในประชากรปกติมีความถี่ของอัลลีล C เท่ากับ 202 (72.14%) และ ความถี่ของอัลลีล T เท่ากับ 
78 (27.86%) ส่วนในประชากรกลุ่มผู้ป่วย มีความถี่ของอัล ลีล C เท่ากับ 101 (61.59%) และ 
ความถี่ของอัลลีล T เท่ากับ 63 (38.41%) พบว่าค่า OR = 1.62, 95%CI =1.05-2.48 P value 
0.027 (P value < 0.05) 

เมื่อพิจารณาลักษณะชิ้นเนื้อของโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน แบ่งเป็น 2 ลักษณะ คือ 
unicystic และ conventional พบผู้ป่วยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันแบบ  unicystic มีความถี่
ของอัลลีล C เท่ากับ 27 (58.70%) และ ความถี่ของอัลลีล T เท่ากับ 19 (41.30%) พบว่าค่า OR = 
1.82, 95%CI =0.91-3.63 P value 0.093 ก าเนิดฟัน (P value > 0.05)  

ส่วนในผู้ป่วยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันแบบ  conventional มีความถี่ของอัลลี ล C 
เท่ากับ 74 (62.71%) และ ความถี่ของอัลลี ล T เท่ากับ 44 (37.29%) พบว่าค่า OR = 1.54, 
95%CI =0.95-2.49 P value 0.081 (P value > 0.05)  
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ตารางที่ 4.3 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน
กับการถ่ายทอดทางพันธุกรรมในแต่ละจีโนไทป์ ในต าแหน่งโคดอนที่ 194 
 

 
 
จากตารางที่ 4.3 การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมพบ ว่า ถ้าให้อัลลีล T มี

การถ่ายถอดลักษณะทางพันธุกรรมแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยที่มี จีโนไทป์ ที่เป็นโฮโมไซกัส ทริป
โตเฟน (TT) จะมีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ถึง 2.61 เท่า ในขณะที่ผู้ป่วย
ที่เป็นจีโนไทปท์ี่เป็นเฮทเทอโรไซกัส (CT) และโฮโมไซกัสอาร์จีนีน (CC) มีความเสี่ยงต่อการเกิด โรค
เนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  น้อยกว่าจีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัส ทริปโตเฟน  (TT) โดยใช้ค่า OR 
(95%Cl) เท่ากับ 2.61 (0.88-5.33) ซึ่งค่า P = 0.099 ดังในตาราง ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ และเมื่อท าการศึกษาโดยใช้เพศเป็นตัวก าหนดในการศึกษาความสัมพันธ์ พบ ผู้ป่วยที่มีจีโน
ไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัส ทริปโตเฟน  (TT) จะมีความเสี่ยงต่อการเกิด โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน
เพียง 2.20 เท่า ในขณะที่ผู้ป่วยที่เป็นจีโนไทป์ที่เป็นเฮทเทอโรไซกัส  (CT) และโฮโมไซกัสอาร์จีนีน  
(CC) มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน น้อยกว่าจีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัสทริป
โตเฟน (TT) โดยใช้ค่า OR (95%Cl) เท่ากับ 2.20 (0.90-5.41) และไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ ซึ่งค่า P = 0.093 ดังในตาราง 

แต่เมื่อให้ อัลลีล T มีการถ่ายถอดลักษณะทางพันธุกรรมแบบลักษณะ เด่น ก็จะพบว่า
ผู้ป่วยที่มีจีโนไทป์เป็นเฮทเทอโรไซกัส  (CT) และโฮโมไซกัสอาร์จีนีน  (CC) มีความเสี่ยงต่อการเกิด
โรคเนื้อ 1.66 เท่า ในขณะที่ผู้ป่วยที่เป็นโฮโมไซกัส ทริปโตเฟน (TT) มีความเสี่ยงต่อการเกิด โรคเนื้อ
งอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  โดยมีค่า OR (95%Cl) เท่ากับ 1.66 (0.92-3.00) ซึ่งค่า P = 0.937 ดังใน
ตาราง  ไม่เป็น ไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  และเมื่อท าการศึกษาโดยใช้เพศเป็นตัวก าหนดใน
การศึกษาความสัมพันธ์ พบว่าผู้ป่วยที่มี จีโนไทป์เป็นเฮทเทอโรไซกัส  (CT) และโฮโมไซกัสอาร์จีนีน  
(CC) มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้อ 1.66 เท่า ในขณะที่ผู้ป่วยที่เป็นโฮโมไซกัส ทริปโตเฟน (TT) มี
ความเสี่ยงต่อการเกิด โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  โดยมีค่า OR (95%Cl) เท่ากับ 1.66 (0.92-
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3.01) ซึ่งค่า P = 0.095 ดังในตาราง ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งจากการศึกษาลักษณะ
การถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของยีน XRCC1ต าแหน่งโคดอนที่ 194 นั้นไม่สามารถสรุปได้
ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น เนื่องจากไม่พบค่านัยส าคัญทางสถิติ 

 
โคดอนที่ 280 
ตารางที่ 4.4 ตารางความสัม พันธ์ระหว่างความเสี่ยงในการเกิดโรคกับ ภาวะพหุสัณฐานในยีน  
XRCC1 ต าแหน่งโคดอน  280 เปรียบเทียบระหว่างผู้ป่วย โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน และ
ประชากรปกติ 
 

 
 

จากตารางที่ 4.4 XRCC1 ต าแหน่งโคดอน 280 นั้น จากสมมติฐานที่ว่าอัลลี ล A น่าจะมี
ผลต่อความเสี่ยงในการเกิดโรคเ นื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน พบว่ามีรูปแบบทางพันธุกรรมใน
ประชากรกลุ่มปกติและกลุ่มผู้ป่วยทั้งหมด 3 แบบ คือประชากรที่มี จีโนไทป์แบบ GG, GA และ AA 
ซึ่ง ในประชากรปกติมีความถี่ของอัลลี ล G เท่ากับ 237 (84.64%) และ ความถี่ของอัลลี ล A 
เท่ากับ 43(15.36%) ส่วนในประชากรกลุ่ มผู้ป่วย มีความถี่ของอัลลี ล G เท่ากับ 137(83.54%) 
และ ความถี่ของอัลลีล A เท่ากับ 27 (16.46%) พบว่าค่า OR = 1.09, 95%CI =0.62-1.89 
P value 0.862 (P value > 0.05) เมื่อพิจารณาลักษณะชิ้นเนื้อของโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน 
แบ่งเป็น 2 ลักษณะ คือ unicystic และ conventional ต่อความเสี่ยงในการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์
ต้นก าเนิดฟัน พบผู้ป่วยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันแบบ  unicystic มีความถี่ของอัลลี ล G 
เท่ากับ 37 (80.43%) และ ความถี่ของอัลลีล A เท่ากับ 9 (19.57%) พบว่าค่า OR = 1.34, 95%CI 
=0.56-3.15 P value 0.613 (P value > 0.05)  
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ส่วนในผู้ป่วยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันแบบ  Conventional มีความถี่ของอัลลี ล G 
เท่ากับ 100 (84.75%) และ ความถี่ของอัลลี ล A เท่ากับ 18 (15.25%) พบว่าค่า OR = 0.99, 
95%CI =0.52-1.87 P value 0.899 (P value > 0.05)  

 
ตารางที่ 4.5 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน
กับการถ่ายทอดทางพันธุกรรมในแต่ละจีโนไทป์ ในต าแหน่งโคดอนที่ 280 
 

 
 
จากตารางที่ 4.5 การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมพบ ว่า ถ้าให้อัลลีล A มี

การถ่ายถอดลักษณะทางพันธุกรรมแบบลักษณะด้อย พบผู้ป่วยท่ีมี จีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัสฮิสติ
ดีน (AA) จะมีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน เพียง 0.85 เท่า ในขณะที่ผู้ป่วย
ท่ีจีโนไทป์ที่เป็นเฮทเทอโรไซกัส  (AG) และผู้ป่วยที่มี จีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัสอาร์จีนีน  (GG) มี
ความเสี่ยงต่อการเกิด โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิด ฟัน มากกว่าจีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัส ฮิสติดีน 
(AA) โดยมีค่า OR (95%Cl) เท่ากับ 0.85 (0.16-3.96) ซึ่งค่า P = 1.000 ดังในตาราง  ไม่เป็นไป
อย่างมีนัยส าคัญทา งสถิติ และเมื่อท าการศึกษาโดยใช้เพศเป็นตัวก าหนดในการศึกษา
ความสัมพันธ์ พบผู้ป่วยที่มีจีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัสฮิสติดีน (AA) จะมีความเสี่ยงต่อการเกิด โรค
เนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน เพียง 0.85 เท่า ในขณะที่ผู้ป่วยที่ จีโนไทป์ที่เป็นเฮทเทอโรไซกัส  (AG) 
และผู้ป่วยที่มีจีโนไทปท์ี่เป็นโฮโมไซกัสอาร์จีนีน  (GG) มีความเสี่ยงต่อการเกิด โรคเนื้องอกเซลล์ต้น
ก าเนิดฟัน มากกว่าจีโนไทป์ ท่ีเป็นโฮโมไซกัสฮิสติดีน (AA) โดยมีค่า OR (95%Cl) เท่ากับ 0.85 
(0.16-4.04) ซึ่งค่า P = 0.891 ดังในตาราง ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

แต่เมื่อให้ อัลลีล T มีการถ่ายถอดลักษณะทางพันธุกรรมแบบลักษณะ เด่น ก็จะพบว่า
ผู้ป่วยที่มีที่ จีโนไทป์ที่เป็นเฮทเทอโรไซกัส  (AG) และผู้ป่วยที่โฮโมไซกัส ฮิสติดีน (AA) จะมีความ
เสี่ยงต่อการเกิด โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  1.15 เท่า ในขณะที่ จีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัสอาร์
จีนีน (GG)  มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันน้อยกว่า โดยมีค่า OR (95%Cl) 
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เท่ากับ 1.15 (0.06-2.20) ซึ่งค่า P = 0.762 ดังในตาราง ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และ
เมื่อท าการศึกษาโดยใช้เพศเป็นตัวก าหนดในการศึกษาความสัมพันธ์ พบผู้ป่วยที่มีที่จีโนไทป์ที่เป็น
เฮทเทอโรไซกัส  (AG) และผู้ป่วยที่โฮโมไซกัสฮิสติดีน (AA) จะมีความเสี่ยงต่อการเกิด โรคเนื้องอก
เซลล์ต้นก าเนิดฟัน 1.15 เท่า ในขณะที่จีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัสอาร์จีนีน  (GG)  มีความเสี่ยงต่อ
การเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน น้อยกว่า โดยมีค่า OR (95%Cl) เท่ากับ 1.15 (0.06-2.21) 
ซึ่งค่า P = 0.769 ดังในตาราง  ซึ่งไม่เป็น ไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  ซึ่งจากการศึกษาลักษณะ
การถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของยีน XRCC1ต าแหน่งโคดอนที่ 280 นั้นไม่สามารถสรุปได้
ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น เนื่องจากไม่พบค่านัยส าคัญทางสถิติ 
 
โคดอนที่ 399 
ตารางที่ 4.6 ตารางความสัมพันธ์ ระหว่างความเสี่ยงในการเกิดโรคกับ ภาวะพหุสัณฐานในยีน  
XRCC1 ต าแหน่งโคดอน  399 เปรียบเทียบระหว่างผู้ป่วย โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน และ
ประชากรปกติ 
 

 
 

จากตารางที่ 4.6 XRCC1 ต าแหน่งโคดอน 399 นั้น จากสมมติฐานที่ว่าอัลลี ล A น่าจะมี
ผลต่อความเสี่ยงในการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน พบว่ามีรูปแบบทางพันธุกรรมใน
ประชากรกลุ่มปกติและกลุ่มผู้ป่วยทั้งหมด 3 แบบ คือประชากรที่มี จีโนไทป์แบบ GG, GA และ AA 
ซึ่ง ในประชากรปกติมีความถี่ของอัลลี ล G เท่ากับ 206 (73.57%) และ ความถี่ของอัลลี ล A 
เท่ากับ 74 (26.43%) ส่วนในประชากรกลุ่มผู้ป่วย มีความถี่ของอัลลี ล G เท่ากับ 99 (60.37%) 
และ ความถี่ของอัลลีล A เท่ากับ 65 (39.63%) พบว่าค่า OR = 1.83, 95%CI =1.19-2.81 
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P value = 0.005 (P value < 0.05)  
เมื่อพิจารณาลักษณะชิ้นเนื้อของโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน แบ่งเป็น 2 ลักษณะ คือ 

unicystic และconventional ต่อความเสี่ยงในการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน พบผู้ป่วยโรค
เนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันแบบ  unicystic มีความถี่ของอัลลี ล G เท่ากับ 31 (67.39%) และ 
ความถี่ของอัลลีล A เท่ากับ 15 (32.61%) พบว่าค่า OR = 1.35, 95%CI =0.65-2.76 P value 
0.488 (P value > 0.05)  

ส่วนในผู้ป่วยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟั นแบบ conventional มีความถี่ของอัลลี ล G 
เท่ากับ 99 (60.37%) และ ความถี่ของอัลลี ล A เท่ากับ 50 (42.37%) พบว่าค่า OR = 2.05, 
95%CI =1.27-3.30  P value 0.002 (P value < 0.05)  
 
ตารางที่ 4.7 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟั น
กับการถ่ายทอดทางพันธุกรรมในแต่ละจีโนไทป์ ในต าแหน่งโคดอนที่ 399 
 

 
 

จากตารางที่ 4.7 การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมพบว่า อัลลีล A มีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น  เนื่องจากมี ค่า P = 0.002 ซึ่งมีนัยส าคัญทางสถิติ  จากการศึกษาพบ
ผู้ป่วยที่เป็นโฮโมไซกัสกลูตามีน (AA) และจีโนไทป์ที่เป็นเฮทเทอโรไซกัส  (AG) มีความเสี่ยงต่อการ
เกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  2.49 เท่า ในขณะที่ผู้ป่วยที่มี จีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัสอาร์จีนีน  
(GG) จะมีความเสี่ยงต่อการเกิด โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  น้อยกว่า จีโนไทป์ ที่เป็นโฮโม
ไซกัสกลูตามีน (AA) โดยใช้ค่า OR (95%Cl) เท่ากับ 2.49 (1.36 – 4.58) ซึ่งค่า P = 0.002 ดังใน
ตาราง  และเมื่อท าการศึกษาโดยใช้เพศเป็นตัวก าหนดในการศึกษาความสัมพันธ์  ก็จะพบว่า
พบว่า อัลลีล A ยังคงมีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น เนื่องจากมีค่า  P = 0.002 ซึ่งมี
นัยส าคัญทางสถิติ  โดยผู้ป่วยที่เป็นโฮโมไซกัส กลูตามีน  (AA) และจีโนไทป์ที่เป็นเฮทเทอโรไซกัส  
(AG) มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  2.55 เท่า ในขณะที่ผู้ป่วยที่มี จีโนไทป์
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ที่เป็นโฮโมไซกัสอาร์จีนีน (GG) จะมีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  น้อยกว่า
จีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัสกลูตามีน (AA) โดยใช้ค่า OR (95%Cl) เท่ากับ 2.55 (1.38 – 4.79) ซึ่งค่า 
P = 0.002 ดังในตาราง และเป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
 

6.3 Haplotype analysis ผ่านโปรแกรม plink version PLINK v1.07 
 
ตารางที่ 4.8 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของอัลลีลในสนิปของยีน XRCC1 ในผู้ป่วย 

 
 

จากตารางที่ 4.8 พบว่ามี 2 SNPs ที่มีความสัมพันธ์ในการเกิด โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิด
ฟัน คือ rs1799782 (โคดอนที่ 194) และ rs25487 (โคดอนที่ 399) ซึ่งพบว่าอัลลีล T (rs1799782) 
และอัลลีล A (rs25487) มีนัยส าคัญที่เพิ่มขึ้นในผู้ป่วย โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน เมื่อเทียบกับ
คนปกติ (OR =1.615, 95% CI = 1.212- 2.755, P= 0.02109; OR = 1.828, 95% CI = 1.073-
2.432, P= 0.00378 ตามล าดับ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Genes SNP 
Physical 
position 

Allele 
Allele frequency Odd ratio  

(95% CI) 
P value 

Amelo Control 

XRCC1 
โคดอนท่ี 194 

rs1799782 48749414 
C 0.6159 0.7217 1.615 

(1.212- 2.755) 
0.02109 

T 0.3841 0.2786 

XRCC1 
โคดอนท่ี 280 

rs25489 48748252 
G 0.8354 0.8464 1.086 

(0.6424-1.837) 
0.75750 

A 0.1646 0.1536 

XRCC1 
โคดอนท่ี 399 

rs25487 48747566 
G 0.6037 0.7357 1.828 

(1.073-2.432) 
0.00378 

A 0.3963 0.2643 
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ตารางที่ 4.9 ตารางวิเคราะห์รูปแบบของแฮพลอไทปใ์นสนิป rs25487 (โคดอน 399), rs25489  
(โคดอน 280), rs1799782 (โคดอน 194) 
 

 
Haplotype 

 
Haplotype frequency 

 

 
P value 

Amelo Control 

AAT NA NA 0.002194 

GAT 0.03019 0.02727 0.858100 

AGT 0.10370 0.02870 0.000941 

GGT 0.25020 0.22260 0.506300 

AAC 0.02736 0.01659 0.440100 

GAC 0.10710 0.10970 0.931500 

AGC 0.26530 0.21900 0.268100 

GGC 0.21620 0.37610 0.000472 

 

 

จากตารางที่ 4.9 แสดงให้เห็นถึง SNPs ทั้ง 3 ต าแหน่ง rs25487 (โคดอน 399), rs25489  
(โคดอน 280), rs1799782 (โคดอน 194) พบรูปแบบแฮพลอไทป์สามัญ (Common haplotypes 
ซึ่งมีค่า MHF: Minimum Haplotypes Frequency >=0.20) จากการวิเคราะห์ผลนั้น เราพบ 
major haplotyp ที่พบมากกว่า 20% พบทั้งหมด 3 แฮปไพไทป์ คือ GGT AGC GGC ซึ่งทั้ง 3 
รูปแบบนั้นไม่พบว่ามีความเสี่ยงต่อการก่อให้เกิดโรค แต่พบว่ารูปแบบ GGC นั้นพบในประชากร
ปกติสูงถึง 37.61 % แต่กลับพบในผู้ป่วยเพียง  21.62% และ p = 0.0004 มีค่านัยส าคัญทางสถิติ 
เรียกว่า เป็นแฮพลอไทป์ แบบ protective hapoltype ซึ่งถ้าบุคคลใดตรวจแล้ วมีแฮปไพไทป์แบบ 
GGC ก็ไม่จะไม่มีโอกาสเป็นโรค   และยังได้พบว่ารูป แบบแฮพลอไทป์แบบ AGT ซึ่งเป็น minor 
haplotype นั้นก็มีนัยส าคัญต่อการเกิดโรค โดยเป็นแบบ risk hapoltype ซึ่งพบในโรคถึง 10.37% 
แต่พบในประชากรปกติเพียง 2.8% ดังนั้นถ้าบุคคลใดมีรูปแบบแฮปไพไทป์แบบ AGT ก็จะมีความ
เสี่ยงในการเกิดโรค 
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ตารางที่ 4.10 ตารางรูปแบบของการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมในสนิปของผู้ป่วยและ
ประชากรปกติ 

 

Gene SNP 
Minor 

a 
Major 

A 

Amelo 
(N=82) 

Control  
(N=140) 

P value of model of 
inheritance 

Aa Aa AA Aa Aa AA Recessive Dominant 
XRCC1 rs25487 A G 10 45 27 11 52 77 0.2865 0.001468 

 rs25489 A G 3 21 58 6 31 103 NA NA 
 rs1799782 T C 14 35 33 12 54 74 0.05727 0.06949 

 
 จากตารางที่ 4.10 แสดงให้เห็นถึงผล จากการวิเคราะห์ รูปแบบของการถ่ายทอดลักษณะ
ทางพันธุกรรมใน SNPs ที่มีความเสี่ยงต่อการเ กิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน (rs25487 และ 
rs1799782) ในยีน XRCC1 ในสนิป rs25487 (โคดอน 399) มีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบบ  
Dominant และมีค่านัยส าคัญทางสถิติ  P value 0.001468 (P value < 0.05) ส่วนสนิป  
rs1799782 (โคดอน 194) พบค่า P value 0.05727 (P value > 0.05)   
 
 

6.4 ผลวิเคราะห์ เพื่อยืนยันตัวอย่างของคนไข้โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน 
ไม่ได้เกิดจาก Somatic cell mutation โดยใช้ค่า Coefficient of variation (%CV) 
 

 XRCC1 โคดอนที่ 194 
ตารางที่ 4.11 ตารางวัดความเข้มแบนด์ ในตัวอย่าง ผู้ป่วยที่มีอัลลีลแบบเฮเทโรไซกัส จ านวน35คน 
โคดอนที่ 194 

 Density average 
(%) 

Standard deviation 
(SD) 

% CV 

C band  66.70429 
 

1.698986 2.55 

T band at 91 bp  19.57514 
 

1.635662 8.36 
 

T band at 40 bp  13.71171 
 

1.350186 
 

9.85 
 

 

 จากตารางท่ี 4.11 ค่า % CV ของ C band T band (91 bp) และ T band (40 bp) มีค่า 
2.55 8.36 และ 9.85 ตามล าดับ ซึ่งมีค่าน้อยกวา่ 10  
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XRCC1 โคดอนที่ 280  
ตารางที่ 4.12 ตารางวัดความเข้มแบนด์ ในตัวอย่าง ผู้ป่วยที่มีอัลลีลแบบเฮเทโรไซกัส จ านวน21คน 
โคดอนที่ 280 
 

 Density average 
(%) 

Standard deviation 
(SD) 

% CV 

A band  34.08857 
 

1.37784 
 

4.04 
 

G band at 70 bp  33.20429 
 

2.126089 
 

6.40 
 

G band at 63 bp  32.70000 
 

2.48826 
 

7.61 
 

 

จากตาราง 4.12 ค่า % CV ของ A band G band (70 bp) และ G band (63 bp) มีค่า 4.04  6.40 

และ 7.61 ตามล าดับ ซึ่งมีค่าน้อยกวา่ 10  
 

XRCC1 โคดอนที่ 399  
ตารางที่ 4.13 ตารางวัดความเข้มแบนด์ ในตัวอย่าง ผู้ป่วยที่มีอัลลีลแบบเฮเทโรไซกัส จ านวน15คน 
โคดอนที่ 399 จากการท าพีซีอาร์ด้วยเอนไซม์  Taq DNA Polymerase จากบริษัท Invitrogen 
(USA) 
 

 Density average 
(%) 

Standard deviation 
(SD) 

% CV 

A band  37.81133 
 

1.286473 
 

3.40 
 

G band at 95 bp  32.18867 
 

1.30327 
 

4.05 
 

G band at 47 bp  30.00000 
 

1.953923 
 

6.51 
 

 

 จากตาราง 4.13 ค่า % CV ของ A band G band (95 bp) และ G band (47 bp) มีค่า 
3.40 4.05 และ 6.51 ตามล าดับ ซึ่งมีค่าน้อยกวา่ 10  
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XRCC1 โคดอนที่ 399  
ตารางที่ 4.14 ตารางวัดความเข้มแบนด์ ในตัวอย่างผู้ป่วยที่มีอัลลีลแบบเฮเทโรไซกัสจ านวน 30 คน 
โคดอนที่ 399 ที่ใช้ Taq DNA Polymerase Hotstart จากบริษัท Biolabs (England) 
 

 Density average 
(%) 

Standard deviation 
(SD) 

% CV 

A band  63.14533 
 

1.078143 
 

1.71 
 

G band at 95 bp  21.68333 
 

1.632967 
 

7.53 
 

G band at 47 bp  15.14267 
 

1.485876 
 

9.81 
 

 
จากตารางที่ 4.14 ค่า % CV ของ A band G band (95 bp) และ G band (47 bp) มีค่า 

1.71 7.53 และ 9.81 ตามล าดับ ซึ่งมีค่าน้อยกวา่ 10  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 

บทที่  5 
สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการศึกษา 
โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันจัดเป็นเนื้องอกที่พบได้บ่อยที่สุดในกลุ่มของเนื้องอกที่มีต้น

ก าเนิดจากฟัน (Odontogenic tumor) ในการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างภาวะพหุสัณฐานของยีน 
XRCC1 ที่โคดอน 194 280 และ 399 กับความเสี่ยงในการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟั นใน
ผู้ป่วยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน จากการศึกษาด้วยวิธี PCR-RFLPs และวิเคราะห์ผลทางสถิติ
ด้วยวิธี Chi-Square ทั้งในกลุ่มของผู้ป่วยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันจ านวน 82 คน และใน
กลุ่มประชากรปกติจ านวน 140 คนพบว่า  

1. XRCC1 ที่โคดอน 194 พบว่าอัลลีล T (TGG)น้ัน มีอิทธิพลในการเพิ่มความเสี่ยงต่อ
การเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ซึ่งมีค่า ODD ratio = 1.62 และ 95% CI = 
1.05-2.48  (P-Value = 0.027) ซึ่งอัลลีล T (TGG) มีลักษณะการถ่ายทอดทาง
พันธุกรรมแบบ ใดนั้นไม่สามารถสรุปได้ (จากตารางที่ 4.3) รวมถึง พบว่าเพศมี
ความสัมพัน ธ์ต่อการเสี่ยงในการเป็นโรค โดยเพศหญิงที่มีภาวะพหุสัณฐานของยีน  
XRCC1 ที่โคดอน 194 ODD ratio = 1.89 และ 95% CI = 1.02-3.49 (P-Value = 
0.041) จะมีความเสี่ยงมากกว่าเพศชายซึ่งมีค่า  ODD ratio = 1.37 และ 95% CI = 
0.73-2.57 (P-Value = 0.367) และยังพบว่าผู้ป่วยนั้น เป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิด
ฟันแบบ Convention มากกว่าแบบ Unicystic (จากตารางที่ 4.2) 

2. XRCC1 ที่โคดอน 280 พบว่าอัลลีล A (CAT) นั้น ไม่มีอิทธิพลในการเพิ่มความเสี่ยง
ต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ซึ่งมีค่า ODD ratio = 1.09 และ 95% CI = 
0.62-1.89 (P-Value = 0.862) ซึ่งส าหรับอัลลีล A (CAT) มีลักษณะการถ่ายทอดทาง
พันธุกรรมแบบใดนั้นไม่สามารถสรุปได้ (จากตารางที่ 4.5) 

3. XRCC1 ท่ีโคดอน 399 พบว่าอัลลีล A (CAG) นั้น มีอิทธิพลในการเพิ่มความเสี่ยงต่อ
การเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ซึ่ งมีค่า ODD ratio = 1.83 และ 95% CI = 
1.19 -2.81 (P-Value = 0.005) และหากจีโนไทป์ ในต าแหน่งนี้ของผู้ที่ได้รับการ
ถ่ายทอดเป็นแบบ AA หรือ GA จะเพิ่มความเสี่ ยงในการ เกิดโรคได้ถึง 2.49 เท่า 
(ตารางที่ 4.7) เมื่อเปรียบเทียบกั บจีโนไทป์แบบอ่ืน ซึ่งอัลลีล A มีลักษณะการ
ถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบบลักษณะเ ด่นนั่นเอง รวมถึงพบว่าเพศมีความสัมพันธ์ต่อ
การเสี่ยงในการเป็นโรค โดยเพศชายที่มีภาวะพหุสัณฐานของยีน  XRCC1 ที่โคดอน 
399 ODD ratio = 2.23 และ 95% CI = 1.15-4.31 (P-Value = 0.015)  จะมีความ
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เสี่ยงมากกว่าเพศหญิงซึ่งมีค่า  ODD ratio = 1.57 และ 95% CI = 0.86-2.85 และยัง
พบว่าผู้ป่วยนั้นเป็นโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันแบบ  Convention มากกว่าแบบ 
Unicystic (ตารางที่ 4.6) 
 

ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรม น้ัน XRCC1 ที่โคดอน 194 อัลลีล T 
(TGG) และ XRCC1 ที่โคดอน 280 อัลลีล A (CAT) มีลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบ บใด
นั้นไม่สามารถสรุปได้ อาจเนื่องจากธรรมชาติของโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน นั้น โคดอนที่ 399 
มีความเสี่ยงในการก่อให้เกิดโรคได้มากที่สุดจาก 3 โคดอน 

จากการศึกษาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของภาวะพหุสัณฐานในแต่ละสนิปโดยการใช้
โปรแกรม plink version PLINK v1.07 ในสนิปต าแหน่งโคดอนที่ 194 และ 399 (rs1799782 และ 
rs25487 ตามล าดับ) ซึ่งพบว่า อัลลีล T (TGG) ต าแหน่งโคดอนที่ 194  และอัลลีล A  (CAT) 
ต าแหน่งโคดอนที่ 399 มีความเสี่ยงของการเกิด โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันเมื่อเทียบกับคน
ปกติ (OR =1.615, 95% CI = 1.212- 2.755, P= 0.02109; OR = 1.828, 95% CI = 1.073-
2.432, P= 0.00378 ตามล าดับ ) ซึ่งสอดคล้องกับค่าวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Chi-Square  
ส าหรับรูปแบบของแฮพลอไทป์ในคนปกตินั้นจะพบ แฮพลอไทป์แบบ GGC มากที่สุดถึง 37.61% 
(Major haplotype) และพบรูปแบบ AAC น้อยที่สุด 1.66% (Minor haplotype) และพบว่าแฮพลอ
ไทป์แบบ GGC มีความเสี่ยงในการเกิดโรค เนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน  มีค่า P = 0.000472  และ
ในการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของในแต่ละสนิปที่มีนัยส าคัญต่อการก่อให้เกิด
ความเสี่ยงในการเกิดโรค เนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิด ฟันนั้น ในสนิป  rs25487 (โคดอน 399) มีการ
ถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบบ ยีนเด่น (Dominant)  และมีค่านัยส าคัญทางสถิติ  P value 0.001468 
(P value < 0.05) ซึ่งเป็นสนิปที่มีความเสี่ยงในการเกิด โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน มากที่สุด 
ส่วนสนิป rs1799782 (โคดอน 194) มีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบบ ใดนั้นยั งไม่อาจสรุปได้
เนื่องจากไม่มีค่านัยส าคัญทางสถิติ P value 0.05727 (P value > 0.05)   

ในการทดลองนี้ยังได้ท าการวิเคราะห์ ยืนยันว่าตัวอย่างของคนไข้โรคเนื้องอกเซลล์ต้น
ก าเนิดฟัน ไม่ได้ เกิดจาก Somatic cell mutation แต่เป็นภาวะพหุสัณฐาน โดยใช้ค่า Coefficient 
of variation (%CV) ซึ่ง Somatic cell mutation หมายถึง การกลายของเซลล์ร่างกาย  ไม่เกี่ยวข้อง
กับเซลล์สืบพันธุ์  จึงไม่มีการถ่ายทอดไปสู่ลูกหลานรุ่น  แต่ก็มีความส าคัญเนื่องจากเซลล์ร่างกาย
มนุษย์ส่วนใหญ่เกิดจากการแบ่งเซลล์แบบไมโทซิส  โดยเริ่มต้นจากไซโกต  1 เซลล์ และตลอดเวลา
ที่มีการแบ่งเซลล์แบบไมโทซิส ย่อมมีโอกาสเกิดการกลายของยีนในเซลล์ร่างกายเฉพาะที่ ส่งผลให้
เป็นมะเร็งที่บริเวณนั้นในที่สุด 
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ซึ่งพบว่าค่า %CV ของทั้ง 3 โคดอนก็อยูใ่นค่าที่ไม่เกิน 10 จึงสรุปได้ว่าข้อมูลที่เราสนใจนั้น
ไม่มีการกระจายตัวของข้อมูลมาก  ดังนั้นตัวอย่าง ของคนไข้โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันที่เรา
น ามาศึกษานั้นเป็นภาวะพหุสัณฐานจริง ไม่ได้เกิดจาก Somatic cell mutation  

จากการวิเคราะห์ผลการทดลองที่ได้ท าการศึกษาที่บริเวณภาวะพหุสัณฐานของยีน 
XRCC1 ท่ี ต าแหน่ง โคดอนที่ 194 280 และ 399 นั้น พบว่ามีเพียงรูปแบบของอัล ลีล A (CAT)  
ของภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 ต าแหน่ง โคดอนที่ 280 นั้นไม่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค
เนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน อาจเนื่องจากธรรมชาติของกลไลการเกิดโรค เนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิด
ฟันนั้นไม่เกี่ยวข้องกับ XRCC1 ต าแหน่งสนิปที่ 280 รวมทั้งในต าแหน่งสนิปที่  280 นั้น มีการ
เปลี่ยนกรดอะมิโนจาก Arginine ไปเป็น Histidine ซึ่งส าหรับกรดอะมิโนสองตัวนี้นั้นจัดอยู่ในกลุ่ม
เดียวกัน (กลุ่มมีขั้วและที่ไม่ชอบน้ า) ดังนั้นอาจจะท าให้ไม่มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างโปรตีนมาก
นักจึงท าให้ไม่มีผลต่อการจับของยีน XRCC1 ในการท างานเป็น scaffold protein ในกระบวนการ
ซ่อมแซมดีเอ็นเอ จึงท าให้ไม่ส่งผลต่อความเสี่ยงในการเกิดโรค เนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน แต่ ถึง
อย่างไรก็ตาม ก็พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ของโคดอนที่ 280 น้ีในโรคอ่ืนๆ เช่น 
มะเร็งเต้านม (Zhang et al., 2006) มะเร็งปอด (Ratnasinghe et al., 2001) มะเร็งกระเพาะ
ปัสสาวะ (Stern et al., 2001) เป็นต้น 

ผลการศึกษา ในครั้ง น้ีสามารถน าไปเป็นเคร่ืองมือเพื่อช่วยในการวินิจฉัยคัดกรอง ใน
เบื้องต้นของ โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ต่อไปได้  อีกทั้งยังใช้ในการจ าแนกคัดกรองเบื้องต้น
ระหว่างเนื้องอกที่มีต้นก าเนิดจ ากฟัน (odontogenic tumor) กับโรค Ameloblastoma ดังนั้นจึง
สามารถใช้ข้อมูลจากการศึกษาดังกล่าวเป็นส่วนร่วมของ genetic marker ในการคัดกรองเบื้องต้น
ได้ และยังพบว่าภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 ท่ี ต าแหน่งโคดอนที่ 194 และ 399 อาจจะมี
ประโยชน์ในการเป็น ตัวเลือกหนึ่งของ เครื่องหมายทางพันธุกรรมบ่งชี้ในการเกิดโรคต่างๆ  ได้ และ
นอกจากน้ีภาวะพหุสัณฐานของยีน XRCC1 ท่ี ต าแหน่ง โคดอนที่ 194 และ 399 สามารถที่จะ
น ามาใช้ประโยชน์ควบคู่ไปกับการรักษาทางเวชพันธุศาสตร์ โดยที่ความแตกต่างในรูปแบบของอัล
ลีลในผู้ป่วยนั้น จะใช้เป็นข้อมูลในการรัก ษาด้วยยา และยังสามารถสร้างฐานข้อมูล SNP 
database และ SNP frequency ของ XRCC1 ท่ี ต าแหน่งโคดอนที่ 194 280 และ 399 ใน
ประชากรไทยเพื่อสร้างประโยชน์ในการศึกษาโรคอ่ืนๆ ต่อไป 
 
ข้อเสนอแนะ 

โรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันจัดเป็นเนื้องอกที่พบได้บ่อยที่สุดในกลุ่มของเนื้อ งอกที่มีต้น
ก าเนิดจากฟัน (Odontogenic tumor) โดยพบผู้ป่วยส่วนมากอยู่ในระยะสุดท้ายของโรค เนื่องจาก
เป็นโรคที่ระยะเริ่มต้นนั้นไม่แสดงอาการรุนแรงซึ่งกลุ่มของเนื้องอกจะค่อยๆ  มีขนาดใหญ่ขึ้น และ
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ไม่มีลักษณะเฉพาะทางคลินิกของโรค ดังนั้นการศึกษาทางโมเลกุลด้านพันธุศาสต ร์ของโรคเนื้อ
งอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันเพื่อหาเครื่องหมายทางพันธุกรรมและใช้เป็นปัจจัยร่วมในการท านายโรคใน
เบื้องต้นจึงเป็นประโยชน์อย่างมาก 

ซึ่งจากการศึกษายีน  XRCC1 พบว่ามีเพียงต าแหน่งโคดอนที่ 194 และ 399 เท่านั้นที่
เกี่ยวข้องต่อความเสี่ยงในการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ซึ่งสาเหตุของการเกิดโรคเนื้องอก
เซลล์ต้นก าเนิดฟันนั้น อาจมีผลมาจากปัจจัยของสิ่งแวดล้อมอื่นๆ  ด้วย อาจเนื่องจากเชื้อชาติเป็น
ตัวก าหนดธรรมชาติของการเกิดโรคได้ จะพบว่ายีน  XRCC1 ต าแหน่งโคดอนที่ 194 280 และ 399 
อาจพบว่าก่อให้เกิดความเสี่ยงในการเกิดโรคใ นเชื้อชาติหนึ่งแต่ในขณะที่อีกเชื้อชาติกลับไม่ได้
ก่อให้เกิดความเสี่ยงในการเกิดโรค (Duarte et al., 2005 ; Lao et al., 2008) ซึ่งในการศึกษาครั้ง
นี้เราได้ท าเพียงแค่ประชากรในประเทศไทย  แต่อย่างไรก็ตามความถี่ของยีน XRCC1 ในประชากร
ไทยที่ไม่ป่วยเป็นโรคเนื้องอกเซลล์ ต้นก าเนิดฟัน ใกล้เคียงกับในโรคอ่ืนๆ  ที่ท าการศึกษาในยีน 
XRCC1 ในประชากรชาวไทยที่ปกติ (Pakakasama et al., 2007 ; Sangrajrang et al., 2008 ; 
Kietthubthew et al., 2006) และจ านวนของผู้ป่วยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันกับประชากร
ปกตินั้นมีค่าแตกต่างกันมากเกิน แต่เนื่องจากโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันนั้นเป็นโรคหายากโรค
หนึ่ง ดังนั้นจ านวนผู้ป่วยที่ท าการเก็บรวบรวมดีเอ็นเอได้จึงมีจ านวนน้อย ซึ่งในการทดลองครั้ง
ต่อไปควรเลือกจ านวนประชากรของผู้ป่วยโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันกับประชากรปกติให้มี
จ านวนใกล้เคียงกัน ส าหรับในส่วนการวิเคราะห์  Somatic cell mutation โดยใช้ค่า Coefficient of 
variation (%CV) นั้น ได้ท าการแยกวิเคราะห์ในโคดอนที่ 399 ออกเป็น 2 กลุ่ม เนื่องจากในการ
ทดลองนั้นมีบางตัวอย่างใช้  Taq DNA Polymerase Hotstart  และบางตัวอย่างใช้ Taq DNA 
Polymerase จากบริษัท Invitrogen เพื่อให้ได้ค่าที่ไม่คลาดเคลื่อนเนื่องจากเป็นการวัดแถบความ
เข้มแบนด์ ซึ่งการใช้  Taq DNA Polymerase ที่ต่างกันจะท าให้ได้ความหนาและความเข้มของ
แบนด์ที่ต่างกัน  

ดังนั้นจากการศึกษาทางโมเลกุลด้านพันธุศาสตร์ของโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันเพื่อ
ในครั้งนี้นั้นสามารถใช้เป็นปัจจัยร่วมในการท านายโรคในเบื้องต้นได้  โดยอาจใช้เป็นปัจจัยร่วมกับ
ยีน P53 ในการท านายความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟัน ซึ่ง จากการศึกษาที่
ผ่านมาพบว่ากรดอะมิโนอาร์จีนีนในยีน  P53 โคดอน 72 นั้นมีความเสี่ยง ต่อการเกิดโรคเนื้องอก
เซลล์ต้นก าเนิดฟัน ซึ่งมีค่า OR (95% CI) = 2.06 (1.28–3.31), P  = 0.002 (Kitkumthorn et 
al., 2010) จึงเป็นประโยชน์อย่างมากในการ ใช้ท านายโรคในเบื้องต้น  และการศึกษาในด้าน
โมเลกุลของโรคเนื้องอกเซลล์ต้นก าเนิดฟันนั้นยังคงต้องมีการศึกษาค้นคว้าเพิ่มเติมเพื่อเป็น
ประโยชน์ในป้องกันและการรักษาต่อไป  
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ภาคผนวก 
 

1. การสกัดดีเอ็นเอจากบล็อกชิ้นเนื้อ (Paraffin block) QIAamp® DNA FFPE Tissue 

(QIAGEN/GERMANY)   มีขั้นตอนดังนี้ 
1. น าชิ้นเนื้อทางพยาธิจาก Paraffin block มา ตัดsection ให้มีความหนาประมาณ  

5-10 µm 

2. น าชิ้นเนื้อท่ีตัดแล้วมาใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5-2 มิลลิลิตร และเติม 

xylene 1 มิลลิลิตรลงใน ตัวอย่างชิ้นเนื้อ จากนั้นปิดฝา และ vortex ประมาณ 10 วินาที 

3. Centrifuge 2 นาที ที่ความเร็ว 13000 rpm ด้วยอุณหภูมิห้อง 

4. ใช้ปิเปตต์ดูดสารละลายด้านบนทิ้ง 

5. เติม ethanol (96-100%) 1 มิลลิลิตร และ ผสมให้เข้ากันด้วย vortex 

6. Centrifuge 2 นาที ที่ความเร็ว 13000 rpm ด้วยอุณหภูมิห้อง 

7. ใช้ปิเปตต์ดูดสารละลายด้านบนทิ้ง 

8. เปิดฝาทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง (15-25ºC) หรือ incubate ท่ี 37ºC เวลา 10 นาที หรือจนกว่า 

ethanol จะระเหยหมด 

9. เติม ATL buffer 180 µl และเติม Proteinase K 20 µl และ mix ด้วย vortex 

10. Incubate ท่ี 56ºC เวลา 1 ชั่วโมง 

11. Incubate ท่ี 90ºC เวลา 1 ชั่วโมง 

12. Briefly centrifuge 

13. เติม AL buffer 200 µl แล้ว mix ด้วย vortex จากนั้นเติม ethanol (96-100%) 200 µl 

และ mix ด้วย vortex อีกครั้ง 

14. Briefly centrifuge 

15. ดูดสารละลายออกจาก microcentrifuge tube เพื่อ transfer สู่ QIAamp MinElute 

column ปิดฝา จากน้ัน centrifuge ท่ี 6000xg (8000 rpm) 1 นาที และ เปลี่ยน 

collection tube 2 มิลลิลิตรออก ใส่ collection tube ที่สะอาดแทน 

16. เติม AW1 buffer 500 µl ปิดฝา จากน้ัน centrifuge ท่ี 6000xg (8000 rpm) 1 นาที และ 

เปลี่ยน collection tube 2 มิลลิลิตรออก ใส่ collection tube ที่สะอาดแทน 
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17. เติม AW2 buffer 500 µl ปิดฝา จากน้ัน centrifuge ท่ี 6000xg (8000 rpm) 1 นาที และ 

เปลี่ยน collection tube 2 มิลลิลิตรออก ใส่ collection tube ที่สะอาดแทน 

18. Centrifuge ท่ี 20,000xg (14,000 rpm) 3 นาที  

19. เปลี่ยน collection tube 2 มิลลิลิตรออก ใส่ microcentrifuge tube 1.5 มิลลิลิตร จากนั้น

เติม ATE buffer 50 µl 

20. ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง (15-25ºC) ประมาณ 5 นาที และ centrifuge ท่ี 20,000xg 

(14,000 rpm) 1 นาที  

 

2. การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดโดยวิธี Phenol chloroform extraction มีขั้นตอนดังนี้ 

 

1. น าเลือดจากร่างกาย (whole blood) ปั่นตกที่ 3,300 rpm  ดูดส่วน buffy coat หรือส่วน

ของ whole blood มาสกัดดีเอ็นเอ 

2. เติมสารละลาย lysis buffer 1 (sucrose) 10 ml. ต่อ ปริมาณเลือด 1 ml. น ามาผสมกัน 

แล้วน าไปแช่ที่อุณหภูมิ -20°C ที่เวลา 5 นาท ี

3. น ามาป่ันตก 1,000 g RCF 8 นาท ี

4. เททิ้ง 

5. เติมสารละลาย lysis buffer1 ปริมาณ 5 ml. ผสมแล้วปั่นตกที่ 1,000 g ที่เวลา 8 นาที 

จ านวน 2 ครัง้  

6. เททิ้ง 

7. เติมสารละลาย lysis buffer2 ปริมาณ 900 µl. เติม 10%SDS ปริมาณ 50 µl, 20 mg./ml. 

,เติม Protein Kinase ปริมาณ 20 µl. น ามาผสมกัน 

8. น ามาบ่มค้างคืนที่ 50ºC 

9. เติม Phenol : Chloroform : Isoproprylalcohol ปริมาณ 25:24:1 (ผสมไว้แล้วเติม 1:1 

หรือเติมเท่าตัว) น าไปใส่เครื่อง vortex 

10. ปั่นตกที่ 14,000 rpm. โดย Spin down ที่เวลา 5 นาที สารละลายจะแยกเป็นสองชั้น โดย

จะดูดสารละลายชั้นบนใส่ในหลอดทดลองใหม่ 



 67 

11. เติม 100% EtoH (แช่เย็น) 1 เท่า 7.5 M NH4OAC 0.5 เท่า ผสมเบาๆเพราะสาย DNA จะ

ขาด *glycogen 2 µl.+3 M NaOAC 1/10 เท่า+100% ET(cold 2.5 เท่า) 

12. ปั่นตก 14,000 rpm. ที่เวลา 15 นาที แล้วน าส่วนใสทิ้ง 

13. เติม cold 70% EtoH ปริมาณ 500 µl. 

14. ปั่นตก 14,000 rpm. ที่เวลา 5 นาที จากนั้นเทสารละลายส่วนบนทิ้ง ปล่อย Air dry  

ให้แห้ง 

15. ละลายใน dH2O หรือ TE buffer 200 µl.(whole blood) หรือ 20-50 µl. DNA 

 

lysis buffer 1 ประกอบด้วย 

 ผสมสารละลาย Tris HCL 10 มิลลิลิตร 

 1M EDTA   50 มิลลิลิตร 

 NaCl    1.16 กรัม 

ปรับปริมาตรให้ได้ 1ลิตร น าไปฆ่าเชื้อด้วยการ Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  

เวลา 15 นาท ี

3. เอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzyme)  
 
PvuII 

 Recognition Site   
Storage Temperature  Store at -20°c 
Reaction Conditions  1X NEBuffer 2 
Incubate Conditions  at 37°C. 
 
Storage Conditions Buffer 
1X NEBuffer 2 
10 mM Tris-HCl 
50 mM NaCl 
10 mM MgCl2 
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1 mM Dithiothreitol 
pH 7.9 @ 25°C 
 
Percent  Activity in Buffer 
 

NEBuffer 1 NEBuffer 2 NEBuffer 3 NEBuffer 4 
100% 100% 100% 100% 

 
 

RsaI 

Recognition Site   
Storage Temperature  Store at -20°c 
Reaction Conditions  1X NEBuffer 4 
Incubate Conditions  at 37°C. 
 
Storage Conditions Buffer 
1X NEBuffer 4: 
20 mM Tris-acetate 
50 mM potassium acetate 
10 mM Magnesium Acetate 
1 mM Dithiothreitol 
pH 7.9 @ 25°C 
 
Percent  Activity in Buffer 

NEBuffer 1 NEBuffer 2 NEBuffer 3 NEBuffer 4 
100% 100% 50% 100% 
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MspI 

Recognition Site   
Storage Temperature  Store at -20°c 
Reaction Conditions  1X NEBuffer 4 
Incubate Conditions  at 37°C. 
 
Storage Conditions Buffer 
1X NEBuffer 4: 
20 mM Tris-acetate 
50 mM potassium acetate 
10 mM Magnesium Acetate 
1 mM Dithiothreitol 
pH 7.9 @ 25°C 
 
Percent  Activity in Buffer 

NEBuffer 1 NEBuffer 2 NEBuffer 3 NEBuffer 4 
75% 100% 50% 100% 

 
 
4. DNA Ladder 

GeneRuler™ Low Range DNA Ladder, 25-700 bp 
Storage Buffer (TE buffer)  
10 mM Tris-HCl (pH 7.6) and 1 mM EDTA 
 
6X DNA Loading Dye 
10 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.03% bromophenol blue, 0.03% xylene cyanol FF, 
60% glycerol and 60 mM EDTA 
 
Storage Temperature at -20°C 
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5. Reagents for agarose gel electrophoresis 
3% Agarose gel 

Agarose  1.5 g 
 1X TBE   50 mL 
 ethidium bromide 3 µl. 
 
10X TBE Electrophoresis Buffer 
Tris Base  108 g 
Boric Acid  55g 
0.5M EDTA 20 mL 
Water to 1.0 L 

1X TBE Electrophoresis Buffer 

10X TBE   100 mL 
water          900 mL 
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10 mg/ml Ethidium bromide 
Ethidium bromide 1.0 g 
Distilled water 100 ml 
Mix the solution and store in the dark at 4°C.  
 

 
รูปแสดงการเตรียม agarose gel 

 

6. Hardy-Weinberg equilibrium  

ค่า P value > 0.05 จึงถือว่าอยู่ใน Hardy-Weinberg equilibrium 
6.1 โปรแกรมจาก http://www.oege.org/software/hardy-weinberg.html 
วิธีการใช้ : กรอกข้อมูลลงในตาราง กด Calculate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.oege.org/software/hardy-weinberg.html
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Codon 194 

 

 
 

 
Codon 280 
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m1 

m2 

m3 

Codon 399 

 

 
 
 

 
 
6.2 การค านวณโดยใช้สูตร 
ใช้สูตรการค านวณดังนี้  

 
 
 
 
 
 
 

 
(2m1+m2)/(2*(m1+m2+m3) 
(m2+2m3)/(2*(m1+m2+m3) 

 
 

 

Genotype Frequency 

CC 74 

CT 54 

TT 12 

C allele frequency 0.72 p 

T allele frequency 0.28 q 

 1.00 p+q 
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p2+ 2pq + q2 = 1 
p=0.72 
q=0.28 
 

Prob (CC) 0.52 p2 

Prob (CT) 0.40 2pq 

Prob (TT) 0.08 q2 

 1.000 p2 + 2pq + q2 = 1 

 
 

Genotype Observed 
(O) 

Expected 
(E) 

Different 
(O-E) 

Chi-square 
(O-E)2 / E 

CC 74 72.80 1.2 0.020 

CT 54 56.00 -2.0 0.071 

TT 12 11.20 0.8 0.057 

total 140 140 0.00 0.148 

 
จากตาราง ได้ค่า Chi-square เท่ากับ 0.148 และค่า P value > 0.05 จึงถือว่าอยู่ใน  Hardy-
Weinberg equilibrium  
 
7. SNPs and haplotype analysis 

PLINK v1.07  คือโปรแกรมที่คิดค้นโดย  Purcell  et al  จาก the Center for Human 
Genetic Research, Massachusetts General Hospital, Boston (Purcell et al., 2007) ซึ่ง
สามารถดาวโหลด software ได้ที่ http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/. 

 
 
 
 
 

http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/
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วิธีการใช้โปรแกรม PLINK v1.07 
7.1 การเตรียมข้อมูลตามรูปแบบของโปรแกรม 

การท างานของโปรแกรม  PLINK นั้นจะต้องมีข้อมูลอยู่ 2 แบบ คือข้อมูล  PED files และ 
MAP files 
 
1. PED file 
ใน PED file นั้นจะประกอบไปด้วย 6 ข้อมูล ดังนี้ 
Family ID 
Individual ID 
Paternal ID 
Maternal ID 
Sex (1=male; 2=female) 
Phenotype (normal=1; SLE=2) 
1.กรอกข้อมูลลงใน Excel   
2.น าข้อมูลมาวางใน Notepad แล้วบันทึกเป็นไฟล์นามสกุล PED 
 

 
 

ตัวอย่างการบันทึกข้อมูลลงบน Excel 
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ตัวอย่าง PED file (L.ped)  
 
2. MAP 
ใน MAP file นั้นจะประกอบไปด้วย 4 ข้อมูล ดังนี้ 
chromosome (1-22, X, Y or 0 if unplaced) 
rs# or snp identifier 
Genetic distance (morgans) 
Base-pair position (bp units)  
1.กรอกข้อมูลลงใน Excel   
2.น าข้อมูลมาวางใน Notepad แล้วบันทึกเป็นไฟล์นามสกุล MAP 
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ตัวอย่างการบันทึกข้อมูลลงบน Excel 
 

 
 

ตัวอย่าง MAP file (L.map) 
 
7.2 ค าสั่งเริ่มการท างานของ PLINK program 
 การใช้โปรแกรม PLINK  

1.เข้าโปรแกรม Command Prompt  
2.พิมพ์ cd \ (enter) --> plink-1.07-dos (enter) 
3.พิมพ์ plink –-ped L.ped –-map L.map –- ค าสั่งที่ต้องการหาค่าความสัมพันธ์  
(ดูค าสั่งได้จากคู่มือ PLINK v1.07)   
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7.2.1. Allelic association test 

 
 
เมื่อท าการสั่งโปรแกรมเป็นที่เรียบร้อยแล้ว ข้อมูลที่ได้จะมีดังนี้ 
CHR Chromosome 
SNP SNP ID 
BP Physical position (base-pair) 
A1 Minor allele name (based on whole sample) 
F_A Frequency of this allele in cases 
F_U Frequency of this allele in controls 
A2 Major allele name 
P Exact p-value for this test 
OR Estimated odds ratio (for A1) 
L95 Lower bound of 95% confidence interval for odds ratio 
U95 Upper bound of 95% confidence interval for odds ratio 
 

ตัวอย่างข้อมูลที่ได้จากการเข้าโปรแกรม 
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7.2.2. Model of inheritance analysis 
การศึกษารูปแบบการถ่ายทอดลักษณะพันธุกรรมว่ามีลักษณะเด่นหรือด้อยนั้น เราจะท าการศึกษา
โดยใช้ minor allele เป็นตัวทดสอบ โดยใหD้ เป็น minor allele และ d เป็น major allele) 
Allelic: D versus d 
Dominant: (DD, Dd) versus dd 
Recessive: DD versus (Dd, dd) 
Genotypic: DD versus Dd versus dd 
 
ซึ่งการศึกษารูปแบบการถ่ายทอดลักษณะพันธุกรรมว่ามีลักษณะเด่นหรือด้อยนั้น  ให้ท าการ สั่ง
โปรแกรมดังรูปข้างล่าง 

 
 
 

ตัวอย่างข้อมูลที่ได้จากการเข้าโปรแกรม 

 
 
 
 

7.2.3. Conditional analysis of SNP การวิเคราะห์สนิปเพื่อให้ทราบถึงสนิปแต่ละต าแหน่งว่ามี
การถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมแบใด ต้องเลือกค าสั่งโดยอาจให้เป็ นแบบ dominant  หรือ 
recessive   
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ตัวอย่างข้อมูลที่ได้จากการเข้าโปรแกรม 

 
 
 
7.2.4. Haplotype analysis 
ส าหรับการหาความสัมพันธ์ของhaplotype น้ันต้องใช้ค าสั่งตามภาพด้านล่าง 

 
 

 
ตัวอย่างข้อมูลที่ได้จากการเข้าโปรแกรม 

 
 
 
8. Odds Ratio (อัตราส่วนออด)  

เป็นการค านวณหาความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร 2 ตัวที่แต่ละตัวเป็นตัวแปรจัดกลุ่มที่แบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่ม (dichotomous) อัตราส่วนออดจะออกมาในรูปของตาราง 2 x 2 ดังนี้ 

 
รูปแบบการแจกแจงความถี่กรณีที่มีผู้ประเมิน 2 คน ประเมินแบบ 2 ค่า 

 Disease  

Exposure + -  

+ a b a + b 

- c d c + d 

 a + c b + d Total 



 81 

 
โดยนิยามอัตราส่วนออด หรือ OR ได้ว่า  

 
(1) 

แต่ลดทอนได้  

 
(2) 

หรือ OR โดยปกติค านวณได้ด้วย  

 
(3) 

  

สมการสุดท้ายแสดงให้เห็นว่า OR เท่ากับอัตราส่วน cross product ทั่ว ๆ  
ไปของตาราง 2 x 2 หรือ contingency tables : Statcalc  

 
 

ตาราง 2 x 2  หรือ contingency tables : Statcalc 
 

 
 
A คือ ความถี่ของอัลลีลที่เป็นปัจจัยเสี่ยง แล้วท าให้เกิดโรค 
B คือ ความถีข่องอัลลีลที่เป็นปัจจัยเสี่ยง แล้วไม่ท าให้เกิดโรค 
C คือ ความถี่ของอัลลีลที่ไม่เป็นปัจจัยเสี่ยง แล้วท าให้เกิดโรค 
D คือ ความถี่ของอัลลีลที่ไม่เป็นปัจจัยเสี่ยง แล้วไม่ท าให้เกิดโรค 
 
 

A 

C D 

B 
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ภาพตัวอย่างจากการใช้โปรแกรม Statcalc 
การอ่านค่าจากโปรแกรม Statcalc 

1. Odds Ratio มีค่า 1.73 
2. 95% CI อยู่ระหว่าง 1.04-2.88 
3. Chi-Squares และ P value เลือกที่ค่า Yates corrected  

 
ซึ่งการค านวณค่า  odds ratios นั้นเป็นการค านวณหาความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร 2 ตัว

ที่แต่ละตัวเป็นตัวแปรจัดกลุ่มที่แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม เพื่อเปรียบเทียบกันระหว่างกา รมีหรือไม่มี
ปัจจัยที่เราสงสัย จะเสี่ยงต่อการเกิดโรคมากน้อยเพียงใด  
ซึ่งค่า odds ratios ที่ได้สามารถแปรความหมายได้ดังนี้ 

= 1 การเกิดโรคหรือภาวะที่สนใจศึกษา นั้นไม่สัมพันธ์กับการมีหรือไม่มีปัจจัยเสี่ยง 
> 1 การเกิดโรคหรือภาวะที่สนใจศึกษา นั้นสัมพันธ์กับการมีห รือไม่มีปัจจัยเสี่ยงเมื่อเทียบ
กับผู้ที่ไม่ป่วย 
< 1 การมีปัจจัยเสี่ยงนั้น ท าให้ไม่เกิดโรคหรือภาวะที่สนใจศึกษา 

และทุกครั้งที่ศึกษาค่า  odds ratios เราในแง่ปฏิบัติก็มักจะสุ่มมาท าแค่ครั้งเดียว ดังนั้นจึงต้อง
รายงานค่าเป็นช่วง ซึ่งที่นิยมกันคือ 95% confident intervals (95% CI) ซึ่งค่า 95% CI ต้องไม่
คร่อมค่า 1 และค่า P value < 0.05 จึงถือว่ามีนัยส าคัญทางสถิติ 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาวฐิติพร บุญสุวรรณ เกิดวันที่ 12 กุมภาพันธ์ พ .ศ. 2524 ที่จังหวัดยะลา ส าเร็จ
การศึกษาชั้นมัธยมศึกษาที่โรงเรียนสุรนารีวิทยา  และส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาบัณฑิตจาก 
ภาควิชาชีววิทยา คณะศึกษาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ  และเข้าศึกษาต่อระดับ
ปริญญามหาบัณฑิตท่ีภาควิชาพฤกษศาสตร์ สาขาพันธุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์  จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2551 
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