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             Sudden Unexplained Death Syndrome (SUDS) หรือโรคใหลตาย มีลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจเหมือนกับ 
Brugada syndrome คือพบ right bundle branch block และ ST segment elevation ใน lead V1 ถึง V3  Brugada 
syndrome เปนโรคทางพันธุกรรม ถายทอดแบบ autosomal dominant ( โดยใชลักษณะคลื่นหัวใจดังกลาว และการ
ตายเฉียบพลันโดยไมทราบสาเหตุเปน phenotype ) ยีนที่เปนสาเหตุของ Brugada syndrome คาดวานาจะเปนยีนที่
สราง ion channel protein ตาง ๆ ซึ่งประมาณ 15 % ของผูปวย Brugada syndrome มีสาเหตุมาจากการกลายพันธุ
ของยีน SCN5A นอกจากนี้ยังมียีนที่คาดวานาจะเปนสาเหตุของ Brugada syndrome อีกอยางนอย 2 ยีน คือ ยีน 
KCND2 และ  KCND3 วัตถุประสงคของการวิจัยครั้งนี้เพื่อศึกษาวา โรคใหลตายเกิดจากการกลายพันธุของยีน เหลานี้ 
หรือไม โดยทํา linkage studies ใน 4 ครอบครัวใหลตายพบวามีหลักฐานวามีความสัมพันธกับSCN5A1ครอบครัวจึงได
ทําdirect sequencing exon 5, 12, 17, 18, 23 และ 28 ในครอบครัวใหลตายนั้น  เพื่อหาการกลายพันธุ 8 ตําแหนง ที่
เคยมีรายงานมากอนจาก Brugada syndrome แตตรวจไมพบในครอบครัวใหลตายนี้ จึงสรุปได วาโรคใหลตายมีการ 
กลายพันธุที่ไมเหมือนกับใน Brugada syndrome ในตางประเทศ และอาจจะเกิดจากการกลายพันธุของยีนอื่นก็ได ที่ไม
ใชยีนที่ศึกษาอีก 2 ยีนก็คือยีน KCND2 และ  KCND3 โดยอาศัยสมมติฐานที่วาโรคใหลตายนาจะมาจากการกลายพันธุ
ของยีนเพียง 1 ยีน โดยไดทํา linkage analysis ในครอบครัวใหลตาย 4 ครอบครัวที่มีคล่ืนไฟฟาหัวใจดังกลาวพรอมๆไป
กับยีน SCN5A ผลปรากฏวาไมพบยีนที่เปนสาเหตุของการเกิดใหลตาย ดังนั้นจึงตองหายีนที่เปนสาเหตุของการเกิดใหล
ตายในการศึกษาครั้งตอไป 
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            Sudden Unexplained Death Syndrome ( SUDS) (or Lai-tai) shares the same ECG pattern as  Brugada 
syndrome : right bundle branch block and ST segment elevation in V1 to V3. Brugada syndrome is a genetic 
disorder with the inheritance pattern of autosomal dominant (using the ECG pattern and unexplained sudden 
death as phenotype) and associate with cardiac sodium channels (SCN5A) mutations . To detect  the SCN5A 
mutation in SUDS, we performed the direct sequencing in one family with some evidence of  linkage to SCN5A. 
However, the direct sequencing in eight reported mutations ( exon 5,12,17,18,23 and 28 )in this family failed to 
demonstrate the mutations. We concluded that the mutations in SUDS  maybe the novel mutations different 
from previously reported mutations or maybe caused by other mutations such as KCND2 and KCND3 gene. 
We performed  the linkage study in four families in three gene, SCN5A, KCND2 and KCND3 and could not find 
the linkage  to these genes. we concluded that these genes were not  associated with SUDS .Further studies 
are needed to elucidate the molecular mechanism of this syndrome. 
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     คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
 
SUDS   =  Sudden Unexplained Death Syndrome 
RBBB   =  Right bundle branch block 
PCR   =  Polymerase chain reaction 



บทที่  1 
บทนํา 

 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 
โรคใหลตาย(Sudden Unexplained Death Syndrome:SUDS) จัดไดวาเปนโรคหนึ่งที่

เปนปญหาทางสาธารณสุขและสรางปญหาทางเศรษฐกิจและความเสียหายใหกับครอบครัวของผู
เสียชีวิตและประเทศชาติไดมากพอควร เนื่องมาจากผูปวยที่เสียชีวิตดวยโรคนี้มักจะเปนบุคคลที่มี
อายุไมมากนัก และมักจะเปนกําลังหลักของครอบครัวในการดํารงชีวิต จากการเก็บอุบัติการการ
เกิดโรคใหลตายในประเทศไทย ซึ่งมีอุบัติการการเกิดอยูระหวาง 23.8-38 คนตอประชากร 1 แสน
คน(1,2,3)พบวา มีปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคหลายประการไมวาจะเปนภาวะความเครียด(4) ,
ภาวะโปแตสเซียมในเลือดต่ํา ซึ่งมักจะมาจากการไดรับโปแตสเซียมจากอาหารที่ไมเพียงพอหรือ
เกิดจากโรคหลายโรคที่ทําใหเกิดภาวะดังกลาวไดแก Distal Renal Acidosis(5)  และที่สําคัญจาก
การศึกษาของคณะผูทําการศึกษา 2 คณะคือ สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ(6) กับปยทัศน 
ทัศนาวิวัฒนและคณะ(7) ดวยการทํา Pedigree พบวาปจจัยทางพันธุกรรมนาจะเปนปจจัยหลักที่มี
สวนเกี่ยวของกับการเกิดโรคใหลตายดวย 
 ลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจของผูปวยที่รอดชีวิตจากใหลตายนั้นจะพบวามี Right Bundle 
Branch Block และ ST Segment Elevation ใน Lead V1-V3ซึ่งจะนําไปสูการเตนของหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ ventricular fibrillation ได(3,8) ลักษณะของคลื่นไฟฟาหัวใจดังกลาวและอาการทาง
คลินิกอื่นๆ ของ ใหลตายนั้นคลายคลึงกับกลุมโรคอีกกลุมหนึ่งที่เคยมีการรายงานมากอนแลวคือ 
Brugada Syndrome มาก(9) และจากการศึกษาทางพันธุกรรมกอนหนานี้ พบวายีนที่เกี่ยวของกับ 
Brugada Syndrome เปนยีนที่ควบคุมการทํางานของ channel ตางๆ ที่หัวใจ ซึ่งมียืนที่เกี่ยวของ
แลวอยางนอย 1 ยีนคือยีน SCN5A(10-20) และยังมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับยีนที่นาจะเกี่ยวของ
กับ Brugada Syndrome อีกอยางนอย 2 ยีนคือ KCND2 และ KCND3 เนื่องจาก ทั้ง 2 ยีน เปน
ยีนที่เกี่ยวของกับ transient outward current ( Ito) ซึ่งเกี่ยวของกับ การไหลออกของโปแตสเซียม
ในปลายระยะที่1ของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหัวใจ ซึ่งเกี่ยวของกับการเกิด Brugada 
syndrome(21,22) 

 และจากการอนุมานดวยลักษณะทางคลินิคและลักษณะของคลื่นไฟฟาหัวใจดังที่กลาวไป
แลวขางตน จึงมีเหตุผลพอจะเชื่อไดวาใหลตายนาจะเปนกลุมโรคที่ใกลเคียงหรือวาอาจจะเกี่ยว
ของกับ Brugada Syndrome ดวย เพราะฉะนั้นเปาหมายของการศึกษาครั้งนี้ก็คือเพื่อตองการที่
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จะพิสูจนวายีน SCN5A ซึ่งเปนตนเหตุของ Brugada Syndrome นั้น เปนตนเหตุการเกิด SUDS 
ดวยหรือไม โดยนอกจากยีน SCN5A ซึ่งเปนยีนหลักในการศึกษาครั้งนี้แลว ยีนอื่นๆ ที่เกี่ยวของ
เชน KCND2 และ KCND3 ก็ยังไดรับการพิจารณาไปพรอมๆ กันดวยกัน 
 ประโยชนที่คาดวานาจะไดจากการศึกษาในครั้งนี้ก็คือ นอกจากจะทําใหเรารูถึงยีนที่เปน
สาเหตุของการเกิดโรคใหลตายแลว ยังจะทําใหเราสามารถวินจิฉัยโรคนี้ในกลุมผูปวยที่มีปจจัย
เสี่ยงที่จะเกิดโรคเชนกลุมญาติพี่นองของผูปวยไดงายและสะดวกกวาวิธีการเดิมคือ 
Procainamide Test ซึ่งเปนวิธีการที่มีความจําเพาะเจาะจงและความปลอดภัยคอนขางต่ํา อีก
ดวย และประโยชนขอสุดทายก็คือการวินัจฉัยโรคใหลตายไดอยางรวดเร็วและแมนยํานั้นจะทําให
ประเทศชาติสูญเสียทรัพยากรบุคคลที่เปนกําลังสําคัญของประเทศนอยลงซึ่งจะเปนการลดปญหา
เศรษฐกิจและปญหาทางสังคมอันอาจจะตามมาไดอีกหลายประการ 
 
สมมติฐานเบื้องตน 
 

เปนที่นาประหลาดใจวาเพราะเหตุใดชายหนุมที่อยูในวัยทํางานและมีสุขภาพแข็ง
แรงสมบูรณดีจึงเสียชีวิตอยางกระทันหันโดยไมมีสาเหตุ จากขอสงสัยนี้ทําใหเกิดการ
ศึกษาถึงสาเหตุของใหลตาย เนื่องจากอาการทางคลินิกของโรคใหลตายมีลักษณะเหมือน
กับ Brugada Syndrome ดังนั้นสาเหตุของการเกิดใหลตายกับ Brugada Syndrome ก็นาจะ
เปนสาเหตุเดียวกัน จากการศึกษาถึงสาเหตุของ Brugada Syndrome พบวามีสาเหตุมา
จากการกลายพันธุของ ยีนที่ควบคุมchannel ตางๆ ในหัวใจ คือ Sodium channel ดังนั้น
สาเหตุของการเกิดโรคใหลตายกน็าจะมาจากการกลายพันธของยีนที่ควบคุม channel 
ตางๆดวยเชนกัน และสาเหตุของการเกิดใหลตายนาจะมาจากการกลายพันธุของยีน
เพียง1ยีน เนื่องมาจากมักจะพบโรคใหลตายในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเปนสวนมาก ซ่ึง
ตางไปจาก Brugada syndrome ซ่ึงมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุไดจากหลายยีน ( 
Genetic heterogeneity) 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

 
เพื่อศึกษาถึงการกลายพันธุของยีน SCN5A และศึกษาถึงการถายทอดของ polymorphic 

markers ที่ใกลกับยีน SCN5A, KCND2 และ KCND3  ในครอบครัวของผูรอดชีวิตจากใหลตายที่
มี ECG แบบ RBBB และ ST elevation ใน lead V1-V3 



 3

ขอบเขตของการวิจัย 

 

100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เปรียบเทียบลักษณะทางคลีนิคและคลื่นไฟฟาหัวใจของโรคใหลตายกับ 
Brugada Syndrome เห็นวามีลักษณะทั้ง 2 อยางเหมือนกัน ดังนั้นทั้ง 2 โรคนี้

นาจะเปนโรคเดียวกัน

ตองพิสูจนวาทั้ง 2 โรคนี้มีสาเหตุของการเกิดโรคเหมือนกันหรือไม 

สาเหตุของ Brugada Syndrome พบวามีสาเหตุมาจากการกลายพันธุของยีน 
SCN5A, KCND2 และ KCND3

โรคใหลตายนาจะมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุของ SCN5A, KCND2 และ
KCND3 เชนเดียวกัน

ศึกษาการถายทอดของโครโมโซมในตําแหนงของ polymorphic markers ที่ใกล
กับยีน SCN5A , KCND2 และ KCND3 โดยการทํา linkage analysis 

Polymorphic markers ที่อยูใกลกับยีนใดมีคา lod score มากกวา3 ขึ้นไป 
เปน candidate gene 

ตรวจหาการเปลี่ยนเบสของยีนที่เปน candidate ในคนไขใหลตายและคนปกติ 
บริเวณเดียวกับที่เกิดใน Brugada Syndrome โดยวิธี Sequence analysis
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นิยามเชิงปฏิบัติการ 
 

Linkage analysis คือ การหาความสัมพันธระหวางลักษณะของโรคที่ตองการ
ศึกษา(phenotype)กับ candidate gene ที่ทําใหเกิดโรคนั้นโดยการศึกษาจาก polymorphic 
marker ที่อยูใกลเคียงกับยีนนั้นหรืออยูภายในยีนนั้นเอง 

ผูเสียชีวิตจากใหลตาย คือ ผูที่เสียชีวิตอยางเฉียบพลันโดยไมทราบสาเหตุสวนใหญเกิดขึ้น
ระหวางนอนหลับ โดยที่ผลการตรวจศพและตรวจทางพยาธิวิทยาไมพบความผิดปกติอ่ืนใดที่
อธิบายถึงสาเหตุการเสียชีวิตได 

ผูรอดชีวิตจากใหลตาย คือ ผูที่มีอาการหัวใจเตนผดิปกติอยางรุนแรงและหมดสติไป แตได
รับการชวยกูชีวิตโดยการนวดหัวใจจากผูเห็นเหตุการณไดทันที และเปนผูที่มีสุขภาพแข็งแรงดีกอน
เกิดอาการ ผลการตรวจวินิจฉัยทางคลีนิคไมพบความผิดปกติของอวัยวะตางๆเชนเนื้องอกใน
สมองหรือ โรคหลอดเลือดหัวใจ เปนตน 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 
 

1.) เปนการยืนยันวาโรคใหลตายมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุของยีน ซึ่งจะนําไปสูบทสรุป
ตอไปไดวาโรคใหลตายเปนโรคทางกรรมพันธุ 

2.) เปนจุดเริ่มตนนําไปสูการวินิจฉัยแนวใหม จากเดิมจะตองตรวจดูคลื่นหัวใจ ซึ่งคอนขางยุง
ยากมีหลายขั้น อีกทั้งยังเสี่ยงตอการแพยา Procainamide ของผูตรวจที่มีโอกาสเสี่ยง แต
ถาทราบถึงจุดที่เกิดการกลายพันธุของยีน ตอการเกิดโรคใหลตายก็สามารถวินิจฉัยโดย
การตรวจ DNA ของผูถูกตรวจได 

3.) จากประโยชนทั้ง 2 ขอจะนําไปสูการปองกันการเกิดโรคใหลตายได ดังนั้นถาพบวาบุคคล
ใดบุคคลหนึ่งในครอบครัวเปนโรคใหลตายแลว ก็สามารถตรวจไดวาบุคคลอื่นๆในครอบ
ครัวเปนโรคใหลตายดวยหรือไม และถาพบวาบุคคลในครอบครัวนั้นเปนโรคใหลตายก็
สามารถปองกันไดโดยรักษาสุขภาพใหสมบูรณ ดูแลการกินอยูหลับนอนใหถูกสุขลักษณะ 
ระวังไมใหเกิดความเครียด ไปพบแพทยเพื่อขอคําปรึกษาอยางสม่ําเสมอ เพื่อปองกันการ
เสียชีวิตอยางเฉียบพลันก็สามารถลดจํานวนของคนที่เปนโรคใหลตายลงได 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

 
     1.ประชากรเปาหมาย ( target population) 
  ประชากรในภาคอีสานที่มีลักษณะอาการเขากันไดกับโรคใหลตาย รวมถึงครอบครัวของผู

ปวยใหลตายและคนปกติที่อาศัยอยูในหมูบานเดียวกันกับผูปวยใหลตาย 
  1.1   inclusion criteria 

1.1.1    ผูรอดชีวิตจากใหลตายคือชาวไทยเดิมที่แข็งแรงดีไมมีโรคประจําตัวเกิด cardiac 
arrest หรือ ventricular fibrillation  ตรวจรางกายปกติ และตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจไมพบ long 
QT interval , blood chemistry , chest x-ray, echocardiography , exercise stress test 
และ coronary angiography อยูในเกณฑปกติ 
1.1.2 ครอบครัวผูเสียชีวิตหรือรอดชีวิตจากใหลตายที่มีอายุ15ปข้ึนไป ที่มีคลื่นไฟฟาหัวใจ

แบบ Right Bundle Branch Block และ ST segment elevation ใน lead V1-3 
(สวนของ ST segment ที่หางจาก J point 0.08 วินาที ยกขึ้นสูงมากกวา 0.01  
mv.จาก baseline ใน lead V1-3 อยางนอย2ใน3lead )ไมวาจะเกิดขึ้นเองหรือทําให
เกิดโดยใชยา Procainamide เปนตน โดยการฉีดยาเขาทางหลอดเลือดดํา ญาติพี่
นองที่ไมมีECG ดังกลาวถือวาปกติ 

1.2 exclusion criteria 
1.2.1 ผูที่ไมรวมมือในการทําวิจัย Procainamide test 
1.2.2 ผูที่ 12 lead ECG มี prolong QT interval (QTc > 0.44 sec) มากกวา 3 leads 

หรือมี second , high grade or third degree AV block 
1.2.3 ผูที่มีประวัติแพยา Procainamide    

2.การเก็บตัวอยางผูปวย 
case:    ผูปวยใหลตายและญาติ 
control:    คนปกติที่ไมมีคลื่นหัวใจแบบ RBBB และ  ST segment elevation หลังจากได

รับ procainamide  
3.การดําเนินงานวิจัย 

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



บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

โรคใหลตาย คือโรคที่มีการเสียชีวิตอยางเฉียบพลันในคนวัยหนุมและเกือบจะทั้ง
หมดเกิดกับผูชายวัยแรงงานที่แข็งแรงและไมมีโรคประจําตัว อายุระหวาง20-49ป สวน
ใหญเกิดขึ้นระหวางนอนหลับหรือขณะกําลังพักผอนโดยที่ผลการตรวจทางพยาธิวิทยาไม
พบความผิดปกติอ่ืนใดที่อธิบายสาเหตุการตายได(2,3,23,24) 

2.1  ลักษณะอาการทางคลีนิคของใหลตาย(25) 

         สามารถแบงลักษณะอาการทางคลีนิกของโรคใหลตายออกเปน 2 กลุมคือ 

1. ลักษณะอาการกอนตาย    แบงไดเปน 

• ไมมีอาการที่แสดงถึงความผิดปกติ 

• มีอาการเจ็บปวยเล็กนอยในชวง2สัปดาหกอนตาย  ยกตัวอยางเชน มีอาการไข 
หายใจไมอ่ิม ปวดทอง ปวดขา ปวดเอว หงุดหงิด ปวดศีรษะ เหนื่อยเพลียหรือนอนไม
หลับ หรือทองอืดซึ่งเปนอาการที่สําคัญอาการหนึ่งของโรคใหลตาย 

2. อาการแสดงขณะเกิดใหลตาย 

            แบงลักษณะอาการนี้ออกไดเปน2กลุม  ตามลักษณะของการเกิดอาการ ตามชวงเวลา 
การมีหรือไมมีผูเห็นเหตุการณดังนี้ 

• กลุมที่ตายโดยไมมีผูเห็นเหตุการณ ไมสามารถทราบไดวามีอาการหรือไมญาติพบภาย
หลังวาผูใหลตายไดตายแลวในขณะนอน กลุมนี้อาจเปนกลุมที่ไมมีอาการชัดเจนพอ 
หรือขณะมีอาการไมมีความรุนแรงเพียงพอที่จะเปนที่ผิดสังเกตของญาติ 

• กลุมที่มีผูเห็นเหตุการณ  แบงได2กลุมคือ 

1. กลุมที่ญาติเห็นเหตุการณตั้งแตเร่ิมตน ประมาณรอยละ10 – 16 ของใหลตาย 
เกิดเหตุการณขณะนอนหรือนั่งพักผอน ในเวลากลางวัน เชน กําลังสนทนา ดูโทร
ทัศน ฟงวิทยุ 
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2. กลุมที่ญาติเห็นเหตุการณ ซึ่งในกรณีนี้จะไดประวัติเกี่ยวกับลักษณะอาการคือ มี
เสียงดังในคอ เหมือนมีอาการหายใจลําบาก หายใจขัดหรือมีอาการเหมือนสําลัก 
หายใจไมทัน โดยไมมีเสียงหวีดหวิว แตจะเปนเหมือนมีเสมหะติดคอ บางรายมี
เสียงกรีดรองเหมือนมีการฝนรายหรือละเมอ นอกจากนี้ยังมีอาการเกร็งตัว ทอง
แข็ง กํามือแนน มีน้ําลายฟูมปาก บางรายมีปสสาวะรวมดวย ทุกรายจะไดประวัติ
ของการปลุกตื่นลําบาก ในระยะที่ปลุกตื่นไดญาติตองใชความพยายามหลาย
อยางเพื่อทําใหผูใหลตายรูสึกเจ็บแลวตื่นขึ้นมา 

ผูที่มีอาการแลวถูกปลุกขึ้นมาได จะใหประวัติเกี่ยวกับการมีปญหาของ
การหายใจเชน รูสึกเหมือนทางเดินหายใจอุดตัน มีความรูสึกเหมือนถูกกดทับที่
หนาอก ทําใหหายใจลําบากหรือมีอาการมึนชาออนแรง ในกรณีที่ปลุกไมตื่นสวน
ใหญจะตายภายใน30นาที และมากกวารอยละ90จะตายภายในเวลา1ชั่วโมงตั้ง
แตเร่ิมมีอาการ 

2.1.1   ใหลตายซ้ํา 

ผูที่รอดจากอาการใหลตายเหลานี้บางรายจะตายในเวลาตอมาภายหลังลมตัวลง
นอนอีกครั้ง หรือระหวางเดินทางไปโรงพยาบาลในคืนเดียวกัน หรือในเวลาหลายชั่วโมงตอมา การ
ใหลตายยังอาจเกิดซ้ําไดอีกในระยะเปนเดือนหรือปภายหลังจากอาการครั้งแรก เนื่องจากอาการ
ขณะเกิดใหลตายมีลักษณะคลายอาการชักของโรคลมบาหมู ทําใหญาติหรือเจาหนาที่ที่เกี่ยวของ
ทางการแพทยเขาใจผิด จึงเปนสาเหตุใหผูที่เสี่ยงที่จะเกิดใหลตายซ้ําไดเหลานี้ไมไดรับการตรวจ
รักษาที่เหมาะสมและตายในระยะเวลาตอมา 

2.1.2 สิ่งที่ตรวจพบกอนตาย 

เนื่องจากผูที่ใหลตายทุกรายไมมีปณหาสุขภาพที่รุนแรงพอที่จะรบกวนการทํางาน
ในชีวิตประจําวัน ประกอบกับผูตายสวนใหญยังอยูในวัยฉกรรจที่แข็งแรง จึงไมไดรับการตรวจสุข
ภาพอยางจริงจังกอนตาย โดยเฉพาะอยางยิ่งสุขภาพของระบบหัวใจและหลอดเลือด อยางไรก็ดี 
ในรายที่เคยมีการตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจมากอน อาจพบมีรายงานความผิดปกติบาง เชน1ใน7ราย
ที่รายงานโดย Gotoh พบวามี complete right bundle branch block และ left axis deviation 
ของ QRS Axis สวนอีก6รายไมไดมีการตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจมากอน  ผลการตรวจพยาธิสภาพ
ของหัวใจทั้ง7ราย พบวามีความผิดปกติของระบบเหนี่ยวนําไฟฟาในหัวใจ 



 8

- Hayashi และคณะ ไดรายงานชาวญี่ปุน 2ราย ที่ไมมีความผิดปกติของโครงสรางหัว
ใจมากอน แตเกิดมีอาการวิงเวียนหรือหมดสติตองเขาพักรักษาตัวในโรงพยาบาลและ
ตายในเวลากลางคืน ขณะติดเครื่องตรวจจับคลื่นไฟฟาหัวใจซึ่งพบวามี ventricular 
flutter และ ventricular fibrillation เกิดขึ้น 

- สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ ไดรายงานถึงชาวไทยอายุ29ป ซึ่งมีสุขภาพแข็ง
แรงมากอน จนกระทั่งอยูมาวันหนึ่งเกิดหมดสติอยางกระทันหันในขณะกําลังนั่งอาน
หนังสือพิมพ แตสามารถปลุกตื่นขึ้นมาได และถูกนําสงโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  ใน
ขณะที่กําลังซักถามประวัติอยูนั้นไดเกิดอาการหมดสติขึ้นมาอีกครั้งหนึ่ง ขณะติด
เครื่องตรวจจับคลื่นไฟฟาหัวใจ พบวามี ventricular fibrillation เกิดขึ้นดวยเชนกัน(8) 

2.1.3 ส่ิงที่ตรวจพบหลังจากการฟนคืนชีพ 

- กุลวี  เนตรมณี และคณะ ไดทําการตรวจหารูปแบบของคลื่นไฟฟาหัวใจในคนไขที่รอด
ชีวิตจากใหลตาย โดยศึกษาจากชายไทย27คน ที่รอดชีวิตจากอาการหมดสติเนื่อง
จาก ventricular  fibrillation โดยที่คนไขทุกคนไมมีความผิดปกติของโครงสรางหัวใจ
แตอยางใด จากการศึกษาพบวา16คนจากคนไข27คนมีคลื่นไฟฟาหัวใจที่ผิดปกติ
แบบ Right Bundle Branch Block และ ST segment elevation ใน lead V1-3 ซึ่ง
ลักษณะที่ผิดปกติของคลื่นไฟฟาหัวใจแบบนี้ตรงกับคลื่นไฟฟาหัวใจใน Brugada 
syndrome(3) 

- สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ พบผูรอดชีวิตจากใหลตายอายุ29ป โดยผลการ
ตรวจรางกายเปนปกติ เชนความดันเลือด (158/72 mmHg)  อัตราการเตนของหัวใจ 
(75/min) และอุณหภูมิของรางกาย(36.6 องศาเซลเซียส) คลื่นไฟฟาหัวใจแสดงถึง
ความปกติของ sinus rhythm , P wave , ชวง PR ปกติ และมีชวงQT ปกติ(408 ms) 
แตมีST segment elevation ใน lead V2-3(8) 

- ในระหวางเดือนกรกฎาคมถึงเดือนธันวาคมพ.ศ.2541มีผูปวยที่เขารักษาในโรง
พยาบาลจุฬาลงกรณดวยเรื่องการตายเฉียบพลันโดยไมทราบสาเหตุระหวางนอน
หลับหรือขณะพัก เมื่อตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจพบ ventricular fibrillation ทุกราย และ5
ใน6รายตรวจพบคลื่นไฟฟาหัวใจแบบ Right Bundle Branch Block (RBBB)และ ST 
segment elevation ใน lead V1-3 



 9

ดังนั้นลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจที่ผิดปกติแบบ RBBB และ ST segment elevationใน lead 
V1-3 นาจะเปนตัวบงบอกการเกิดการตายอยางเฉียบพลัน (Arrhythmogenic marker) ในโรคใหล
ตาย 

2.2   ปจจัยที่ทําใหเกิดโรคใหลตาย 

การบงบอกถึงสาเหตุนั้นยากที่จะบอกวาเกิดขึ้นจากสาเหตุใด เนื่องจากการศึกษาโรคใหล
ตายยังมีนอย การที่จะไดขอสรุปนั้นตองมีการศึกษาเพิ่มเติมอีกมาก แตจากการศึกษาที่มีอยูอาจจะ
แบงสาเหตุของการเกิดใหลตายไดเปน 2 สาเหตุใหญๆ คือ ปจจัยทางสิ่งแวดลอม และ ปจจัยทาง
พันธุกรรม 

2.2.1 ปจจัยทางสิ่งแวดลอม 

2.2.1.1  ภาวะโปตัสเซียมต่ํา 

ไดมีผูตั้งขอสังเกตวาเหตุใดใหลตายจึงเกิดกับประชากรในภาคตะวันออก
เฉียงเหนือมากกวาประชากรในภาคอื่นๆ ทั้งนี้อาจจะอธิบายปรากฏการณนี้ดวยเหตุผลและขอมูลตอ
ไปนี้ 

• ประชากรภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีความชุกของโรคหลายโรคที่อาจจะเกี่ยวของกับ
การเกิดภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ํา เชน distal renal tubular acidosis , hypokalemic 
periodic paralysis และโรคนิ่วไต(5) 

• อาจเกิดจากการบริโภคอาหารของชาวอีสาน เนื่องจากอาหารหลักของชาวอีสานมักจะ
เปนอาหารที่มีคาโปตัสเซียมต่ํามาก ไดแกขาวเหนียวนึ่ง ขนมจีน และมะละกอดิบในรูป
ของสมตํา และบริโภคอาหารในกลุมที่มีโปตัสเซียมสูงในปริมาณที่ไมมากพอ ไดแก
อาหารที่เปนผลิตภัณฑของถั่วตางๆ และผลไม ไดแก มะยม มะเขือเทศ กลวย(26,27) 

นอกจากนี้ยังพบวาประชากรทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีการสูญเสียโปตัส
เซียมทางเหงื่อในฤดูหนาวเปน1/3 และในฤดูรอนเปน1/2 ของโปตัสเซียมที่ขับออกมาทางปสสาวะ 
แสดงวามีภาวะบกพรองโปตัสเซียมดวย โดยมีสาเหตุจากการรับประทานโปตัสเซียมนอย แตมีการ
สูญเสียโปตัสเซียมของเหงื่อมากทําใหมีโปตัสเซียมในเลือดและปสสาวะต่ํา(28) 
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จากเหตุผลและขอมูลดังกลาวบงชี้วาประชากรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
นาจะมีภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ํา และภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ํานี้เองนาจะเปนปจจัยสงเสริมภาวะ
หัวใจเตนผิดจังหวะชนิด ventricular fibrillation 

อยางไรก็ดี แมภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ําจะเปนสาเหตุใหหัวใจเตนผิด
จังหวะไดบอย แตมักจะมีอาการของกลามเนื้อออนแรงกอนเกิดการตายกระทันหัน ซึ่งไมใชลักษณะ
อาการที่พบไดในใหลตาย นอกจากนี้การมีภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ํารวมกับมีความผิดปกติของหัว
ใจเชนหัวใจโตจากโรคความดันโลหิตสูงหรอืกลามเนื้อหัวใจตายก็อาจทําใหเกิดการเตนผิดจังหวะ
ชนิดรุนแรงถึงขั้นเกิด ventricular fibrillation ได ดังนั้นภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ําจึงเปนเพียงปจจัย
หนึ่งเทานั้นในการเกิดใหลตาย ไมอาจกลาวไวาถาพบประชากรที่มีภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ําแลว
บุคคลผูนั้นจะตองเปนโรคใหลตาย 

2.2.1.2  ความสัมพันธระหวางความเครียดกับโรคใหลตาย 

ความเครียดก็เปนอีกสาเหตุหนึ่งของโรคใหลตาย ดังเชนที่ Goh KT และ
คณะ พบวาเมื่อเปรียบเทียบปญหาทางจิตใจ อารมณของคนงานไทยที่เกิดใหลตายโดยการซัก
ประวัติเกี่ยวกับปญหาตางๆจากผูใกลชิด เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซ่ึงเปนแรงงานไทยใน
ประเทศสิงคโปร พบวาในกลุมที่เกิดใหลตายมีปญหาทางอารมณมากกวากลุมควบคุมซึ่งมีปญหาที่มี
ผลกระทบตอจิตใจ ไดแกไมสามารถปรับตัวไดในสิ่งแวดลอมใหม ความหางไกลจากครอบครัว ภาวะ
หนี้สิน และชั่วโมงการทํางานที่ยาวนาน โดยที่ภาวะความตึงเครียดทั้งหมดนี้มีผลตอการตายอยาง
เฉียบพลันได(4) 

2.2.2 ปจจัยทางพันธุกรรม 

คณะวิจัยหลายคณะเชน สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ ปยทัศน ทัศนา
วิวัฒน และคณะ พบวาโรคใหลตายสามารถถายทอดทางพันธุกรรมไดดังนี้ 

  สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ ไดศึกษาลักษณะแบบแผนการถาย
ทอดทางพันธุกรรมในครอบครัวผูเสียชีวิตจากใหลตาย โดยการสงแบบสอบถามญาติของ
ผูเสียชีวิตจากใหลตายที่สิงคโปร 45 รายพบวา 33 % มีประวัติญาติในครอบครัวเสียชีวิต
เฉียบพลันโดยไมทราบสาเหตุ 9ครอบครัวเปนญาติฝายบิดา ,2 ครอบครัวเปนญาติฝาย
มารดา และ2ครอบครัวเปนญาติทั้งฝายบิดาและมารดา และศึกษาจาก pedigree ที่มีญาติ
มากกวา1รายเสียชีวิตแบบเดียวกัน ทั้งที่มีรายงานในวารสารการแพทย และสอบถามจาก
ญาติผูเสียชีวิตจากใหลตาย จํานวน32ครอบครัวพบวา17ครอบครัวมีญาติฝายบิดา และ 
15 ครอบครัวมีญาติฝายมารดาที่เสียชีวิตเฉียบพลันระหวางนอนหลับ(29)  นอกจากนี้แลว 
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ยังทําการศึกษาตอไป พบวาในครอบครัวใหลตาย3ครอบครัวที่มีคลื่นไฟฟาหัวใจแบบ 
Brugada syndrome พบรูปแบบของ pedigree เปนแบบ vertical transmission ดังนั้นแบบ
แผนการถายทอดทางพันธุกรรมเปนแบบ autosomal dominant(6) 

ปยทัศน ทัศนาวิวัฒน และคณะ ไดสัมภาษณเครือญาติและเพื่อนบานผูใกลชิด เพื่อ
สอบสวนยืนยันความชุกของการตายที่มีลักษณะอาการเขากับหลักเกณฑและคํานิยามของใหลตาย 
ในครอบครัวที่มีใหลตายเกิดขึ้น การสอบสวนทําในสายเครือญาติทุกระดับชั้นและทุกครอบครัวที่
เกี่ยวของ มีการทดสอบยืนยันความถูกตองของประวัติที่ได โดยการสอบถามรายละเอียดจากผูรูเห็น
เหตุการณเดียวกันหลายๆคน  พบวาในสมาชิก 49 ครอบครัวจํานวน418คน มีการตายที่มีลักษณะที่
เขาไดกบัโรคใหลตายถึง25คน ใน14ครอบครัว ผูตายทุกคนเปนชายมีอายุเฉลี่ย 31.26ป และมีชวง
อายุระหวาง 25-50 ป ในจํานวนนี้มีการตายในครอบครัวพอแมเดียวกันถึง 6ครอบครัว มีการตาย
ของพี่ชาย นองสาวรวม3คน ในครอบครัวเดียวกันถึง3ครอบครัว และ2คนในอีก3ครอบครัว(30) ดังนั้น
จึงอาจกลาวไดวาโรคใหลตายนาจะถายทอดทางพันธุกรรม 

2.2.3 ปจจัยรวมระหวางสิ่งแวดลอมและพันธุกรรม 

ผูที่มีความผิดปกติของยีนอยูกอนแลวถามีปจจัยเสี่ยงจากภายนอกมากระตุนอีก ยก
ตัวอยางเชนลักษณะการอยูอาศัย สุขลักษณะในการบริโภคอาหาร หรือมีความเครียดเขามากระทบ
จิตใจ ก็จะเปนปจจัยเสริมทําใหบุคคลผูนั้นมีโอกาสตอการเกิดการเตนหัวใจผิดปกติแบบ ventricular 
fibrillation มากขึ้น (6) 

2.3   Brugada syndrome คืออะไร 

Brugada syndrome คือกลุมอาการทีมีการเสียชีวิตอยางเฉียบพลันจาก ventricular 
fibrillation ที่เกิดกับผูที่อายุระหวาง 30-40 ป โดยที่ไมมีความผิดปกติของโครงสรางหัวใจแตอยางใด 
จากการตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจพบวามีลักษณะเปนแบบ Right Bundle Branch Block (RBBB) และ 
ST segment elevation ใน lead V1-3 สวนใหญเกิดในผูชาย(9,11,31,32,33) 

- Atarashi และคณะ รายงานวา จากคนไขBrugada syndrome ทั้งหมด 63คน เปนผูชาย60
คน (คิดเปนรอยละ 95.23)(9) 

- Brugada และคณะ รายงานวาจากคนไข Brugada syndrome ทั้งหมด 63คน เปนผูชาย56
คน (คิดเปนรอยละ88.89)(9) 
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2.3.1 รูปแบบคลื่นไฟฟาหัวใจและลักษณะอาการทางคลีนิคของBrugada syndrome 

- Brugada และคณะ พบวาจากคนไข Brugada syndrome 63คน มีคนไขที่
แสดงอาการ 41คน (คิดเปนรอยละ65) ซึ่งอาการดังกลาวประกอบดวย เปนลม
หมดสติ รอยละ22 หรือเกิดการเสียชีวิตอยางเฉียบพลันเนื่องมาจาก 
ventricular fibrillation รอยละ 78 สวนคนไข Brugada syndrome อีก22คนไม
มีอาการใดๆ(9) 

- Atarashi และคณะ พบวาจากคนไข Brugada syndrome 63 คน มีคนไขที่
แสดงอาการ 29 คน อาการดังกลาว ประกอบดวยเปนลมหมดสติ 12 คน เกิด 
ventricular fibrillation 17 คน  สวนคนไขอีก 34 คน ไมแสดงอาการใดๆ(9) 

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

2.3.2 ความสัมพันธระหวางใหลตายและ Brugada syndrome 

 ผูที่รอดชีวิตจากใหลตายสวนใหญตรวจพบคลื่นไฟฟาหัวใจแบบ RBBB และ ST 
segment elevation ใน lead V1-3 ซึ่งลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจแบบนี้เปนลักษณะเดียวกับคลื่นไฟ
ฟาหัวใจที่พบในผูปวย Brugada syndrome(34) นอกจากนี้แลวลักษณะอาการทางคลีนิคของใหล
ตาย และ Brugada syndrome มีลักษณะอาการที่คลายคลึงกันมาก คือเกิดในเพศชายเปนสวน
ใหญโดยมากเกิดในคนวัยหนุมที่แข็งแรงไมมีโรคประจําตัวมากอน มักจะตายอยางกระทันหันในขณะ
นอนหลับหรือพักผอนโดยที่ไมมีความผิดปกติของโครงสรางหัวใจแตอยางใด จากลักษณะอาการทาง
คลีนิคและคลื่นไฟฟาหัวใจที่เหมือนกันของทั้งใหลตายและ Brugada syndrome จึงนาจะเกิดมาจาก
สาเหตุทางพันธุกรรมที่เหมือนกัน 

2.3.3 ปจจัยทางพันธุกรรมของ Brugada syndrome 

 Brugada syndrome เปนโรคที่ถายทอดทางพันธุกรรม โดยรูปแบบของการถาย
ทอดเปนแบบ autosomal dominant(35,36) และจากรายงานจากหลายๆคณะวิจัยพบวา  Brugada 
syndrome เปน genetic heterogeneity หมายความวา โรคเดียวกันแตเกิดจากการกลายพันธุของ
ยีนที่ตางกัน ซึ่งยีนที่นาจะเปนสาเหตุของโรคไดแก ion channel ตางๆในหัวใจ เชน sodium 
channel หรือ potassium channel 
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2.3.3.1 Sodium channel 

ยีนที่สราง cardiac sodium channel ที่มีหลายคณะวิจัยคนพบวาเปน
สาเหตุหนึ่งที่สําคัญที่ทําใหเกิด Brugada syndrome นั่นคือ ยีน SCN5A ซึ่งเปน α subunit 
cardiac sodium channel gene ประกอบไปดวย 28 exon ซึ่งจะสราง α subunit cardiac 
sodium channel protein ซึ่งประกอบไปดวย 4 domain แตละdomain ประกอบดวย 6 
transmembrane โดยที่มีปลาย carboxy (COOH) และปลาย amino(NH2) อยูในintracellular(37)  
ซึ่งประมาณ15-20 % ของคนไข Brugada syndrome เกิดจากการกลายพันธุของยีนนี้(15,38) 

การกลายพันธุของยีน SCN5A ที่ตําแหนงตางๆดังตอไปนี้ทําใหเกิด 
Brugada syndrome 

• Qiuyun Chen และคณะ รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของ SCN5A 
โดยวิธี sequence analysis ดังตอไปนี้(10) 

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

2.) เกิดการ deletion ของ nucleotide A ที่ codon 1397 ซึ่งจะทําใหเกิด stop 
codon ผลก็คือจะมีสวนของ DIII / S6 , DIV /S1-6 และสวนปลายcarboxy 
ของ cardiac sodium channel ขาดหายไป 

3.) เกิดการเปลี่ยนแปลงเบสที่บริเวณ exon 28 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง 
amino acid ที่ตําแหนง codon ที่ 1620 ( T1620M) รวมกับการเปลี่ยนแปลง 
amino acid  ที่ตําแหนง codon ที่1232 ( R1232W)  

ที่ตําแหนง codon ที่ 1620 (T1620M) ไดมีอีกหลายคณะวิจัยตรวจพบไดแก 

- Wang และคณะ(11) 

- Baroudi และคณะ (12,13) 

- Wan X และคณะ(14) 

• silvia G และคณะ  ไดทําการตรวจกรองหาการกลายพันธุของยีน SCN5A 
ใ น ค น ไ ข  Brugada syndrome 52 ค น  โ ด ย วิ ธี  SSCP ( Single strand Conformation 
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Polymorphism) พบวาเกิดจากการกลายพันธุของยีน SCN5A 8 คน (คิดเปนรอยละ 15) โดยแบง
เปนคนไขที่แสดงอาการ 3 คน ไมแสดงอาการ 5คน จากการวิจัยในครั้งนี้พบบริเวณที่เกิดการกลาย
พันธุของยีน SCN5A ทั้งหมด 8บริเวณ คือ(15) 

1. exon 7 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 298 (V294M) 

2. exon 8 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 319 (G319F) 

3. exon 12 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 567 (L567Q) 

4. exon 16 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 892 (F892I) 

5. exon 17 ทําให เกิดการเปลี่ยนแปลง  amino acid 2 ตําแหน งคือ  ที่ตํ าแหนง965 
(R965C) และที่ตําแหนง 1053 (E1053K) 

6. exon 18 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1114 (D1114N) 

7. exon 28 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1795 (Y1795H) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.1 แสดงถึง α -subunit cardiac sodium channel proteinในบริเวณที่มีการกลายพันธุของ SCN5A 
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• Rook MB และคณะ รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของ SCN5A 
ที่ทําใหเกิด Brugada syndrome  อีก 2 ตําแหนงคือ(16) 

1.) exon 26  ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง codon ที่ 1512 
(R1512W) 

2.) exon  28      ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง    codon ที่ 1924 
(A1924T) 

• Akai J  และคณะ   รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของ SCN5A อีก1
ตําแหนงคือที่บริเวณ exon28ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง1710 (S1710 L)(17) 

• Veldkampt และคณะ  รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของ SCN5A  อีก 
1ตําแหนง คือเกิดการ insertion ของกรดอะมิโน aspartic acid ที่ codon ที่1795 (1795insD)(39) 

• Baroudi G  และคณะ  รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของ SCN5A อีก 
1ตําแหนง คือ ที่บริเวณ exon 24 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1432 
(R1432G)(40) 

2.3.3.2    Potassium channel 

ยีนที่สราง Potassium channel protein ที่เกี่ยวของกับ Brugada syndrome ไดแก 
KCND2 ซึ่งประกอบไปดวย  6 exon และยีน KCND3 ซึ่งประกอบไปดวย 7 exon โดยที่ยีนทั้ง 2นี้ 
เปนยีนที่เกี่ยวของกับการสราง Potassium channel protein ที่เกี่ยวของกับ transient outward 
current ( I to) ที่เมื่อเกิดการกลายพันธุแลวจะสงผลใหเกิด Brugada syndrome แตยังไมมีการราย
งานการกลายพันธุของยีนนี้ที่ทําใหเกิด Brugada syndrome มีเพียงแตกลาววายีนทั้ง2นี้นาจะเปน 
candidate เทานั้น(20,21) 

2.3.4  การกลายพันธุของ Sodium channel และ Potassium channel ทําใหเกิด 
Brugada syndrome ไดอยางไร 

 SCN5A เปนยีนที่สราง α subunit cardiac sodium channel ที่เกี่ยวของกับศักย
ไฟฟาขณะทํางาน ( action potential) ของกลามเนื้อหัวใจ) 
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2.3.4.1     คุณสมบัติทางไฟฟาของกลามเนื้อหัวใจ(41) 

  ความเขมขนของไอออนชนิดตางๆที่อยูภายในเซลกลามเนื้อหัวใจ และของเหลว
นอกเซล ( extracellular fluid ) มีความแตกตางกันคือ ภายในเซลมีโปตัสเซียม (ประมาณ 150 
mmole ) สูงกวาภายนอกเซล( ซึ่งมี 4 mmole) และโซเดียมอยูภายนอกเซล (140 mmole) สูงกวา
ภายในเซล( ซึงมี 30mmole) ภาวะปกติ ผนังเซลกลามเนื้อหัวใจมีความสามารถในการซึมผานของโป
แตสเซียมสูง ดังนั้นถาสอดขั้วไฟฟาขนาดเล็กเขาไปภายในเซลจะไดความตางศักยระหวางภายใน
เซลและนอกเซล โดยภายในเซลมีคาเปนลบ คาของศักยไฟฟาของเยื่อหุมเซลขณะพักในเซลกลาม
เนื้อหัวใจโดยทั่วๆไปเทากับ –80 ถึง –90 มิลลิโวลท คาของศักยไฟฟาของเยื่อหุมเซลจะเปลี่ยนแปลง
ไปไดเมื่อเซลกลามเนื้อหัวใจถูกกระตุน ซึ่งทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการนําผานของไอออนผานผนัง
เซลล เกิดเปนศักยไฟฟาทํางานเกิดขึ้น ซึ่งแบงไดเปน 4 ระยะ คือ 

ระยะ 0  หมายถึงระยะที่มีดีโพลาไรเซชันอยางรวดเร็ว และจะเกิดการเปลี่ยน
ศักยไฟฟาของเยื่อหุมเซลลจากลบไปเปนบวก เนื่องจากมีโซเดียมผานเขาไปในเซลล 

ระยะ 1   หมายถึงระยะที่มีรีโพลาไรเซชันอยางรวดเร็ว ซึ่งเกิดจาก inactivation 
ของ โซเดียม และ activation ของคลอไรด และบางสวนจาก outward K current 

ระยะ 2   หมายถึงระยะที่มีดีโพลาไรเซชันคงตัวอยูเร่ือยๆหรือ plateau ซึ่งเปน
ลักษณะเฉพาะของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหัวใจ เกิดจาก activate Ca – sloe channel 
และมี K current จากนอกเซลเขาภายในเซลล 

ระยะ 3   หมายถึงระยะที่มีรีโพลาไรเซชันอยางรวดเร็ว กลับสูศักยไฟฟาขณะ
พักเกิดจาก activation ของ K current ทําใหโปแตสเซียมออกไปนอกเซลล และมี inactivation ของ 
Ca channel 

ระยะ 4   หมายถึงระยะดีโพลาไรเซชันในขณะกลามเนื้อหัวใจคลายตัว ซึ่งมี
ความตางศักยของเยื่อหุมเซลลกลับสูระดับเดิมกอนเกิดศักยไฟฟาขณะทํางาน ระดับของโซเดียม
และโปแตสเซียมภายในเซลจะกลับสูปกติโดยอาศัยการทํางานของโซเดียมปมพ 

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

 จากภาพที่ 3 แสดงการทํางานของประตูความตางศักยของชองทางโซเดียมใน 3 
สภาวะ แตละชองทางมี 2 ประตู ประตูหนึ่งอยูที่ชองทางดานนอกของเยื่อหุมเซลลซึ่งเรียก activation 



 17

gate และอีกประตูหนึ่งอยูที่ชองทางดานในของเยื่อหุมเซล ซึ่งเรียก inactivation gate ซายมือสุด
แสดงสภาวะของเยื่อหุมเซลขณะพักซึ่งมีความตางศักยประมาณ –90 มิลลิโวลท ในสภาวะนี้ 
activation gate จะปดสนิท ปองกันการผานเขาเซลของโซเดียม แต inactivation gate  จะเปด  เมื่อ
มีความตางศักยของเยื่อหุมเซลลดลงจาก –90 มิลลิโวลท มาอยูระหวาง –70 และ –50 มิลลิโวลท จะ
ทําให activation gate เปลี่ยนรูปรางไปอยูในทาเปดเรียกวา activated state ซึ่งทําใหโซเดียม
สามารถวิ่งเขาเซลไดอยางมากมายเพิ่มข้ึนจากเดิมเปน 500-5000 เทา ระยะตอมาภายในเศษหนึ่ง
สวนหมื่นของวินาที inactivation gate จะปดทําใหโซเดียมไมสามารถผานเขาได ทําใหความตาง
ศักยของเยื่อหุมเซลกลับคืนสูปกติ เกิดรีโพลาไรเซชั่น inactivation gateนี้จะไมเปดอีกจนกวาความ
ตางศักยของเยื่อหุมเซล กลับคืนสูปกติขณะพัก 

 จากภาพที่4 แสดงสภาวะของประตูความตางศักยของชองทางโปแตสเซียมในระยะ
พัก และระยะเกิดศักยไฟฟาขณะทํางาน ในระยะพัก ประตูนี้จะปด โปแตสเซียมไมสามารถผานเขา
ออกจากเซลได เมื่อความตางศักยของเยื่อหุมเซลลดลงจาก –90 มิลลิโวลทมาจนถึง +35 มิลลิโวลท 
จะทําใหประตูคอยๆเปดออกชาๆทําใหโปแตสเซียมผานออกจากเซล แตเนื่องจาก ประตูโปแตสเซียม
เปดชา โดยจะเปดพรอมๆกับที่ประตูโซเดียม ( inactivation gate ) ปด ดังนั้นระยะที่ลดการนํา
โซเดียมเขาเซลจะตรงกับระยะที่มีการเพิ่มโปตัสเซียมออกจากเซล 

  

 

 

ภาพที่2.2 แสดงถึงศักยไฟฟาทํางานของกลามเนื้อหัวใจ ในระยะตางๆ 
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ภาพที่ 2.3 แสดงการทํางานของประตูความตางศักยที่ควบคุมการทํางานของ Sodium 

 

ภาพที่ 2.4 แสดงการทํางานของประตูความตางศักยที่ควบคุมการทํางานของ Potassium channel
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2.3.4.3     การกลายพันธุของยีน SCN5A ทําใหเกิด Brugada syndrome ไดอยางไร 
 
                    การกลายพันธุของยีน SCN5A ใน Brugada syndrome เปนแบบ loss of 
function (43)เนื่องมาจากการกลายพันธุทําใหเกิด inactivation ของ Sodium channel เร็วกวาปกติ 
ดังนั้นจึงทําใหปริมาณของ sodiumเขาเซลนอยกวาปกติ ซึ่งความผิดปกตินี้เกิดขึ้นในชวงปลาย
ระยะ 0 ของศักยไฟฟาทํางานของกลามเนื้อหัวใจ และสงผลใหเกิดระยะ 1 เร็วขึ้นกวาปกติ  ดังนั้น
การกลายพันธุการกลายพันธุของยีน SCN5A ที่ทําใหเกิด Brugada syndrome จึงเกี่ยวของกับ 
inactivation ของ Sodium channel  ทําใหเกิดรีโพลาไรเซชันในกลามเนื้อหัวใจเร็วขึ้นกวา
ปกต(ิ10,31,38,43,44) 

                    Brugada syndrome จะเกี่ยวของกับกลามเนื้อหัวใจในชั้น epicardium และ 
endocardium  โดยการกลายพันธุของยีน SCN5A ทําใหเกิด inactivation ของ Sodium channel 
ในชั้น epicardium เร็วกวาคนปกติ ในขณะที่ในชั้น endocardium เปนไปตามปกติ ดังนั้นใน 
epicardium ของคนไข Brugada syndrome จึงมีจํานวนของโซเดียมที่เขาเซลนอยกวา และเกิดรี
โพลาไรเซชันไดเร็วกวาใน endocardium จึงทําใหเกิดความตางศักยระหวาง epicadium และ 
endocardium ขึ้นในชวงระยะ 1  ของศักยไฟฟาทํางานในกลามเนื้อหัวใจ       ( Transmural 
voltage gradient)  ซึ่ง Transmural voltage gradient  นี่ทําใหเกดิคลื่นหัวใจแบบ ST segment 
elevation (31,38,45) 

 
2.3.4.4      การกลายพันธุของยีน  KCND2 และ KCND3 ทําใหเกิด Brugada 

syndrome ไดอยางไร 
 
                         เนื่องจาก KCND2 และ KCND3 เปนยีนที่สราง Potassium channel ที่
เกี่ยวของกับ กระแสของโปแตสเซียมที่ไหลออกนอกเซล ( transient  outwark current ; I T0 ) ซึ่งจะ
เกี่ยวของในปลายระยะ 1 ของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหัวใจ  การกลายพันธุของยีน 
KCND2 และ KCND3 ทําให  I T0 ในปลายระยะที่ 1  ของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหัว
ใจ นี้ เพิ่มข้ึนมากกวาปกติ ทําใหเกิดรีโพลาไรเซชั่นในกลามเนื้อหัวใจเร็วขึ้นกวาปกติ  ดังนั้น การก
ลายพันธุของยีน KCND2 และ KCND3 ใน Brugada syndrome จึงเปนแบบ gain of 
function(21,22) 

                        การกลายพันธุของยีน KCND2 และ KCND3 ที่ทําใหเกิด Brugada 
syndrome ก็เนื่องมาจาก การเพิ่มข้ึนของโปแตสเซียมที่ไหลออกนอกเซลในปลาย ระยะที่ 1 ของ
ศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหัวใจในชั้น  epicardium โดยในขณะที่ชั้น endocardium 
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เปนไปตามปกติ จึงทําใหเกิด Transmural voltage gradient ซึ่งเปนสาเหตุของคลื่นไฟฟาหัวใจที่
ผิดปกติแบบ ST segment elevation(46) 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.5 A แสดงถึงศักยไฟฟาขณะทํางานในกลามเนื้อหัวใจชั้น epicardium และ 
endocardium ในคนปกติ  ภาพที่ 2.5 B เปนภาพที่แสดงถึง Transmural voltage gradient  
ระหวาง epicardium กับ endocardium  ที่ทําใหเกิดคลื่นไฟฟาหัวใจแบบ ST segment 
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2.3.5   Linkage Analysis(47) 

 
 Linkage Analysis คือ การหาความสัมพันธระหวางโรคที่ตองการศึกษากับ candidate 
gene ที่คิดวานาจะเปนสาเหตุของโรคนั้น โดยการศึกษาจาก polymorphic marker ที่อยูใกลเคียง
กับยีนนั้น หรืออยูภายในยีนนั้นเอง ในการทํา Linkage Analysis นั้นสามารถวิเคราะหผลไดจาก
คา lod score 
 

2.3.5.1    Lod score คืออะไร 
 
                   Lod score คือคาลอการิทึมของ likelyhood ratio ซึ่ง likelyhood ratio คือ 
อัตราสวนระหวาง link ตอ unlink โดยมีสูตรคํานวณดังนี้ 
 
  
 
 
 
 
θ คือ   recombination fraction 
m คือ   จํานวน meiosis ที่ไมเกิด recombination ( non- recombination ) ในครอบครัวนั้น 
n   คือ   จํานวน meiosisที่เกิด recombination  ในครอบครัวนั้น 
  
  

recombination fraction ( θ )   เปนเครื่องมือสําหรับวัดระยะหางระหวาง 2 loci บน
genetic map  ยกตัวอยางเชน ถา recombination fraction  เทากับ 0.01 หมายความวา ระยะ
หางระหวาง 2 loci บน genetic map เทากับ 1 เซนติมอรแกน (cM)  โดยที่คาของ 
recombination fraction จะไมเกิน 0.5  

 
 
 
 

 Lod score ; Z   =  ( 1 - θ )m . θ n 

         ( ½ ) m+n 
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2.3.5.2    เกณฑในการ Include และ exclude linkage 
 
โดยพิจารณาจากคา lod score ดังนี้ 
1.) ถาคา lod score มีคามากกวา 3    แสดงวา 2 loci link กัน ( Include ) 
2.) ถาคา lod score  มีคานอยกวา –2  แสดงวา 2 loci ไม link กัน ( Exclude ) 
3.) ถาคา lod score มีคาอยูระหวาง –2 กับ 3 แสดงวา ไมสามารถ Include หรือ Exclude  

linkage ได 
 
การคํานวณคา lod score จากสูตรขางตน สามารถทําไดในกรณีที่ pedigree ไมซับซอนเกินไป 
ยกตัวอยางเชน ในรูป pedigree 2.6 ก และ 2.6ข จะสามารถคํานวณคา lod score จากสูตรได 
เนื่องจากใน pedigree ที่ 2.6ก ทุก meiosisสามารถบอกไดวามีการถายทอด allele ทั้ง 2 มาจาก
ใคร ดังนั้นจึงสามารถบอกไดอยางชัดเจนวา III 1- III5  ไมเกิด recombination และ III6 เกิด 
recombination  สวนในรูป pedigree ที่ 2.6 ข ก็ยังสามารถคํานวณ lod score ดวยสูตรได แตจะ
ยากกวาในรูป 2.6ก เนื่องจากใน II1 ซึ่งมี allele A1 A2 และเปนโรคดวยนั้น ไมสามารถบอกไดวา 
allele ใดที่เปน allele ที่ทําใหเกิดโรค เพราะไมทราบ allele ของ I 1 และ I 2 ซึ่งเปน พอ และแม ดัง
นั้น ในรุนที่ 3 ซึ่งเปนลูกของ II1 นั้น มีโอกาสเกิดขึ้นได 2 กรณีคือ III 1- III5  ไมเกิด recombination 
และ III6 เกิด recombination หรือ III 1- III5  เกิด recombination และ III6  ไมเกิด recombination 
สวนในรูป pedigree 2.6ค นั้นถาเราพิจารณาที่ III 7 และ III 8  จะเห็นวา ไดรับ allele A 1 ที่ทําให
เกิดโรคมาจาก II 3 ซึ่งเปนพอซ่ึงไมทราบ genotype  ดังนั้น เราจึงไมสามารถแนใจไดวา allele A 1 
ที่มาจาก II 3  นั้นจะเปน allele เดียวกันกับที่มาจาก II 1 หรือไม เพราะเราไมทราบ allele ของ I 1 
และ I 2 วาจะมี allele A 1 กี่ตัว  เนื่องจากเราไมทราบ genotype ของ I 1 และ I 2  เชนกัน ดังนั้นใน 
pedigree ลักษณะนี้คอนขางจะยุงยากในการคิดคํานวณดวยสูตร ดังนั้นจึงนิยมใชโปรแกรม
คอมพิวเตอรมาชวยในการหาคา lod score  ซึ่งในการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้ไดใช LINKAGE 
program version 5.1 ของ J. Ott  
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A2A5 A1A6

A1A2 A3A4

A1A3 A2A3 A1A4 A1A4 A2 A4 A2A3 

ภาพที่ 2.6 ก แสดงถึง pedigree ในครอบครัว A
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A1A2  A3A4

A1A3 A2A3 A1A4 A1A4 A2 A4 A2A3 

ภาพที่ 2.6 ขแสดงถึง pedigree ในครอบครัว B
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A1A3 A1A2  A3A4

A2A3 A1A4 A1A4 A2 A4 A2A3

A5A6 

A1A5 A1A6 

ภาพที่ 2.6 คแสดงถึง pedigree ในครอบครัว C



บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
       3.1        ตัวอยางเลือด 
  

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

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

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

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

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

- กลุมตัวอยางเลือดของผูรอดชีวิตจากใหลตายและครอบครัว 
                    ใชตัวอยางเลือดของผูรอดชีวิตจากใหลตายและครอบครัว 20 มิลลิลิตร 4 ครอบครัว 
ทุกคนในครอบครัวไดรับการวัดคลื่นหัวใจหลังไดรับยา Procainamide เพื่อตรวจวัดคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ RBBB และ ST-segment elevation ใน lead V1ถึง V3 

- กลุมตัวอยางเลือดของคนปกติ 
                     ใชตัวอยางเลือดของคนปกติที่อยูในหมูบานเดียวกันกับผูรอดชีวิตจากใหลตาย

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
3.3.2        การสกัด ดีเอ็นเอ 

        นําเลือดปริมาณ 20 มิลลิลิตร มาสกัด ดีเอ็นเอ โดยมีข้ันตอนดังตอไปนี้ 
1. นําเลือด 20 มิลลิลิตร มา centrifuge ที่ความเร็ว 3000 rpm เปนเวลา 10 นาที 
2. เก็บสวนที่เปน buffy coat  ไวในหลอด polypropylene หลอดใหม โดยเทสวน 

supernatant ทิ้ง 
3. เติม lysis buffer I ที่แชเย็น 10 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน จากนั้น incubate ที่อุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี
4. นํามา centrifuge ที่ความเร็ว 1000 g เปนเวลา 8 นาที จากนั้นนําสวนใสทิ้ง 
5. เติม lysis buffer I ที่แชเย็น 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นํามา centrifuge ที่ความเร็ว 1000 

g เปนเวลา 8 นาที แลวเทสวน supernatant ทิ้ง 
6. เติม lysis buffer II ปริมาตร 900 ไมโครลิตร , สารละลาย proteinase K 10 ไมโครลิตร 

และ 10% SDS 50 ไมโครลิตร จากนั้นเขยาเปนเวลา 15 วินาที 
7. นําสวนผสมทั้งหมดแชใน waterbath ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ทิ้งไวขามคืน 
8. เติม phenol-chloroform-isoamyl alcohol 1 มิลลิลิตร เขยาเปนเวลา 15 วินาที จากนั้น

นําไป centrifuge ที่ความเร็ว 6000 rpm เปนเวลา 5 นาที 
9. ดูดสวน supernatant ที่มี DNA อยูใสในหลอดใหม 
10. เติม 7.5 M CH3 COONH4 ลงไปครึ่งหนึ่งของปริมาตรของ supernatant และเติม 100 % 

ethanol ลงไปดวยปริมาตรเทากับปริมาตรของ supernatant ผสมใหเขากัน จะเห็นสาย
ของดีเอ็นเอ จากนั้นนําไป centrifuge ที่ความเร็ว14000 rpm เปนเวลา 15 นาที จากนั้น
ดูดสวนใสทิ้ง จะเห็น pellet ใสๆ อยูติดกนหลอด 
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11. เติม 70% ethanol ลงไปลาง pellet จากนั้นนําไป centrifuge ที่ความเร็ว14000 rpm เปน
เวลา 20 นาที ดูดสวน supernatant ทิ้ง 

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

 
     3.3.3           การทํา Linkage analysis  มีขั้นตอนดังนี้ 

3.3.3.1 การติดสลาก primer ดวยสารกัมมันตภาพรังสี γ-p32ARP โดยวิธี Kinase 
 

 ขั้นตอนที่1       ปริมาตรของสวนผสม (ปริมาตรรวมขึ้นอยูกับปริมาตรของ Primer ที่นํามาติด
สลาก) 

 
 ความเขมขนในปฏิกริยา ปริมาตรที่ใชในการ kinase
   
10x kinase buffer 10x 1x 
   
T4 kinase (Biolabs) 10 U / µ l 1 U / µ l 
   
γ-p32ARP (Dupant) 10 µCi / µ l 2 µCi / µ l 
   
Primer (forward) 20 µM 10 µM 
   
น้ํากลั่นจนครบ  ปริมาตรรวม 

 
ขั้นตอนที่2        ผสมใหเขากันจากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อใหสารที่ติดอยูบน
ฝาหรือขางหลอดตกลงมา 
ขั้นตอนที่3        incubate สวนผสมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  

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

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

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

 
 
 
 
 
 
 

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

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

 
 
Marker ภายในยีน  

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



 33

   
เติมน้ํากลั่นจนครบ  10 µ l 

ขั้นตอนที่2     ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3      เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Hybraid/DNA thermal cycle โดยใชสภาวะตอไปนี้ 

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

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

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

 
ขั้นตอนที่1 10 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

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



 34

   
เติมน้ํากลั่นจนครบ  10 µ l 

ขั้นตอนที่2       ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3       เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Hybraid/DNA thermal cycle โดยใชสภาวะตอไปนี้ 

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

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

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

 
ขั้นตอนที่1     10 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) ประกอบดวย 
 
D1S2696 

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

 
D1S2746 

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

 
ขั้นตอนที่2        ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3       เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Hybraid/DNA thermal cycle โดยใชสภาวะตอไปนี้ 

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

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

 มีขั้นตอนดังนี้ 
ขั้นตอนที่1        สวนผสมของเจล (ปริมาตรขึ้นอยูกับขนาดของเจล) 
 

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

 
ขั้นตอนที่2           ผสม 1X loading denature buffer 5 ไมโครลิตรลงใน PCR Product 10 
ไมโครลิตร จากนั้นแยกสายดีเอ็นเอ ออกจากกันดวยอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส แลวนําไปแชใน 
ice box เพื่อปองกันสายดีเอ็นเอกลับมาเขาคูกันอีกครั้ง 
ขั้นตอนที่3            run gel บน 6% denaturating polyacrylamide gel  
ขั้นตอนที่4            วิเคราะหผล Linkage analysis โดยใช LINKAGE program Version 5.1 (48) 

 
3.3.4         Primer สําหรับ microsatellite  

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

1) D3S1298 : ระยะหางระหวาง marker นี้กับยีน SCN5A เทากับ 1.767 เมกะเบส มี 
heterozygosity index เทากับ 0.8787 ( 49 ) 

2) D3S3521 : ระยะหางระหวาง marker นี้กับยีน SCN5A เทากับ 0.773 เมกะเบส มี 
heterozygosity index เทากับ 0.8276 ( 49 )  

โดยระยะหางระหวาง 2 marker ประมาณ 1 เซนติมอรแกน 
3) Marker ภายในยีน SCN5A เปน (CA)n repeat ภายในยีนที่บริเวณ intron 16 โดยมี 

heterozygosity index เทากับ 0.8276 ( 37 ) 
• Polymorphic marker สําหรับยีน KCND2 เปน (CA)n repeat โดยออกแบบ primer 

ครอมบริเวณ  (CA)n repeat ที่ตําแหนงเบสที่ 7241 โดยเริ่มออกแบบ primer ตั้งแต
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ตําแหนงเบสที่ 7088 ครอมไปจนถึงตําแหนงเบสที่ 7354 โดยใชโปรแกรม oligo ใน
การออกแบบ ซึ่งได primer sense และ antisense ดังนี้ 

sense   GAAGGAAGGGAAGAGGGGTG 
  antisense   TTGGCAACTATAAGCAAGGCTG 
โดย หลักการ ของการออกแบบ primer ใชหลักการคือ ตองเลือกใหไมเกิดการจับคูเบสกัน
เองของ sense และ antisense primer เพราะจะทําให primer ไมสามารถเกาะสาย ดีเอ็น
เอ ที่เราตองการได 
 
 
• Polymorphic marker สําหรับยีน KCND3 
1) D1S2696  
2) D1S2746 

ระยะหางระหวาง marker ทั้งสองกับยีน KCND3 ยังไมทราบเปนที่แนชัด เนื่องจาก
ยีน KCND3 เปนยีนคอนขางใหมตรวจไมพบใน Summary map แตมีคณะวิจัยไดทํา
การศึกษาถึงยีน KCND3 ดังนี้ 
-    Alex V. Postma และคณะ พบวา KCND3 อยูที่ตําแหนง 1P13.2 ( 21 ) 
-    Hadas Lahat และคณะไดจัดทําแผนที่ของ marker ตางๆที่อยูบนโครโมโซมที่ 1 
ไดผลดังนี้ ( 51 ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
จากการศึกษาในครั้งนี้พบวา ยีน KCND3 อยูใกลกับ D1S187 ซึ่งเปน polymorphic 
marker แตไมสามารถนํามาทํา linkage analysisใ ในครั้งนี้ไดเนื่องจากไมสามารถ
บอกgenetics distance ของ D1S187 กับ อีก D1S2746 และD1S2696 ได จึงไม
สามารถวิเคราะหคา lod score ได 
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ภาพที่ 3.1 แสดงถึงตําแหนงตางๆของ marker ที่อยูบนโครโมโซมที่1 



 38

จากเว็บไซดตางๆตอไปนี้ 
• www.cedar.genetics.soton.ac.uk ( 49 )ซึ่งเปน summary map พบวา D1S187

อยูตรงกลางระหวาง D1S2696 และ D1S2746 ดังนั้น KCND3 จึงนาจะอยู
ระหวาง D1S2696 และ D1S2746 ดวย 

• www.gdb.org บอกถึงคาของ heterozygosity (52) 
heterozygosity index ของ D1S2696 เทากับ 0.88  

heterozygosity index ของ D1S2746 เทากับ  0.79  
heterozygosity index ของ D1S187 เทากับ  0.71  
• www.genome.wi.mit.edu ( 50 )พบวา D1S2696 อยูหางจาก D1S2746เปนระยะ

ทาง  6 เซนติมอรแกน  และ พบวา D1S2746 อยูติดกับ D1S418 (ทั้ง 2 marker 
อยูที่ตําแหนง 152 เซนติมอรแกนเหมือนกัน) แตไมบอกตําแหนงของ D1S187 
แตจากแผนที่ของ Hadas Lahat และคณะ จะเห็นวา D1S187 อยูใกลกับ 
D1S418 (แตไมทราบระยะหางที่แนนอน) ดังนั้น D1S2746 จึงนาจะอยูใกลกับ 
D1S187 ดวย และจากการที่พบวา ยีน KCND3 อยูใกลกับ D1S187 ทําใหพอจะ
สรุปไดวายีน KCND3 ใกลกับ D1S2746 เชนกัน ซึ่งปญหาตอมาก็คือยีน 
KCND3 นั้น ที่พบวาอยูใกลกับ D1S187จะอยูหางจากD1S187ไปทางcenหรือ
ทาง tel และ ซึ่งจากการพิจารณาจากแผนที่ของ Hadas แลว ยีน KCND3 นาจะ
อยูทาง tel ของ D1S187 และจาก www. gdb.org ( 52 ) พบวา D1S2746 และ 
D1S187 อยูบน 1p13.2 เชนเดียวกับยีน KCND3 ดังนั้น ยีน KCND3 จึงนาจะ
อยูใกลกับ D1S2746 ดวยเชนกัน แตไมสามารถบอกตําแหนงที่แนชัดของยีน 
KCND3 วาจะอยูทาง cen หรือ tel ของ d1s2746 ดังภาพที่ 3.2 
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ภาพที่ 3.2  แสดงถึงตําแหนงของ marker ตางๆบนโครโมโซมที่1 ที่ใกลเคียงกับยีน 
KCND3และแสดงถึงบริเวณที่นาจะเปนไปไดของยีน KCND3 (ลูกศรที่อยูระหวาง 
D1S2746) 

cen 
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จากขอมูลขางตนจึงเลือก D1S2696 และ D1S2746 เปนmarkerสําหรับยีน KCND3 
 

3.3.5             การหาตําแหนงที่เกิดการกลายพันธุโดยวิธี sequence analysis ของยีนSCN5A 
 

                    ตําแหนงที่หาการกลายพันธุ คือที่บริเวณ exon5 , exon12(1) , exon12(2), 
exon17(1), exon17(2), exon18 , exon23, exon28(1), exon28(2) และ exon28(3) มีขั้นตอน
ดังตอไปนี้ 

3.3.5.1 การเพิ่มปริมาณ DNA โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) ใน
บริเวณ exon ตางๆคือ 

exon5       มีขั้นตอนดังนี้ 
ขั้นตอนที่1         50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 

 
 
 
 ความเขมขนใน

ปฏิกิริยา 
ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

   
10x PCR buffer with Mgcl2 1x 5 µ l 
   
10mM dNTP 0.4 mM 2 µ l 
   
52.1 µM forward-primer  0.2 µM 0.2 µ l 
   
50.1 µM reverse-primer  0.2 µM 0.2 µ l 
   
Tag DNA polymerase (2U/µ l)  0.16U/100 µ l 0.4 µ l 
   
DNA template (50ng/µ l) - 4 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ - 50 µ l 
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ขั้นตอนที่2           ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อใหสารที่อยูบน
ฝาหรือขางหลอดตกลงมา 
ขั้นตอนที่3           เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดย
ใชสภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

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

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 

• Exon12(1)   มีขั้นตอนดังนี้ 
ขั้นตอนที่1         50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

   
10x PCR buffer with Mgcl2 1x 5 µ l 
   
10mM dNTP 0.4 mM 2 µ l 
   
42.4 µM forward-primer  0.08 µM 0.1 µ l 
   
49.8 µM reverse-primer  0.1 µM 0.1 µ l 
   
Tag DNA polymerase (2U/µ l)  0.16U/100 µ l 0.4 µ l 
   
DNA template (50ng/µ l) - 4 µ l 
   
เติมน้ํากลั่นจนครบ - 50 µ l 
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ขั้นตอนที่2         ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

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

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

ขั้นตอนที่1         50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

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

ขั้นตอนที่2         ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง( centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3         พิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

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

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

ขั้นตอนที่1         50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

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

ขั้นตอนที่2         ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

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

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

ขั้นตอนที่1         50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

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

ขั้นตอนที่2         ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome  PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

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

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 

Exon18    มีขั้นตอนดังนี้ 
 

ขั้นตอนที่1       50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

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

ขั้นตอนที่2        ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

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

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 

Exon23    มีขั้นตอนดังนี้ 
 

ขั้นตอนที่1        50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

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

ขั้นตอนที่2        ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       95 0C    5  นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  

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

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 

Exon28(1)    มีขั้นตอนดังนี้  
 

ขั้นตอนที่1        50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

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

ขั้นตอนที่2       ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome  PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       94 0C    1 นาที 

55  0C   1 นาที 
72  0C    1 นาที 

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

• Final extension     72 0C     7  นาที 
 
 

Exon28(2)    มีขั้นตอนดังนี้ 
 

ขั้นตอนที่1        50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

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

ขั้นตอนที่2       ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3         เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
 
• Initiation       94 0C    1 นาที 
                                                                                      55  0C   1 นาที 
                                                                                      72  0C     1 นาที 
• 30 PCR cycle of : Denaturation     94 0C  30  วินาที  
                                     Annealing               67 0C  30  วินาที   
                                     Extension               72 0C     30  วินาที 
• Final extension               72 0C     7  นาที 
 

Exon28(3)    มีขั้นตอนดังนี้ 
ขั้นตอนที่1        50 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย 
 

 ความเขมขนใน
ปฏิกิริยา 

ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา

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

ขั้นตอนที่2        ผสมใหเขากัน จากนั้นนําเขาเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)เพื่อใหสารที่อยูบนฝา
หรือขางหลอดตกลงมา 
ข้ันตอนที่3         เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Perkin-Elmer/genome PCR system 2400 โดยใช
สภาวะตอไปนี้ 
• Initiation       94 0C    1 นาที 

55  0C   1 นาที 
72  0C     1 นาที 

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

• Final extension                72 0C     7  นาที 
 

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

               3.3.5.3       DNA sequencing    มีขั้นตอนตางๆดังตอไปนี้ 
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ขั้นที่ 1 Cycle sequencing  
 สวนผสมของขั้นตอนมีดังตอไปนี้  
 template     6 µ l 
 Terminator Ready Reaction Mix (Dye)  8 µ l 
 Primer 3.2 Pmole    1 µ l 

น้ํา       5 µ l 
ปริมาตรรวม     20 µ l 

  
    นําสวนผสมทั้งหมดนี้เขาเครื่อง PCR โดยใช condition ดังตอไปนี้ 

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

 
      ทําทั้งหมด 25 รอบ 
ขั้นที่ 2 Purifying Extension Products เปนขั้นตอนเพื่อลางเอาTerminator dye 

สวนเกินออกโดยมีข้ันตอนดังตอไปนี้ 
1) นําดีเอ็นเอ 20 ไมโครลิตร ที่ติด Terminator dye จากขั้นตอน Cycle sequencing มา

ใสลงใน 75% Isopropanol 80 ไมโครลิตร จากนั้นผสมใหเขากันโดยใช vortex 
2) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที  
3) centrifuge เปนเวลา 20 นาที จะไดตะกอนสีขาวของดีเอ็นเอ 
4) ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 75% Isopropanol 250 ไมโครลิตร จากนั้นผสมใหเขากัน

โดยใช vortex 
5) centrifuge เปนเวลา 5 นาทีนําตะกอนที่ลางเสร็จแลวมาทําใหแหงโดยใชเครื่อง 

vacuum 
ขั้นที่ 3 preparing and loading the samples  
สําหรับเครื่อง ABI Prism 310 มีขั้นตอนดังตอไปนี้ 
1) ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย 25 ไมโครลิตรของ Template suppression Reagent 

(TSR)  
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2) Vortex และ Spin samples 
3) จากนั้นแยกสายดีเอ็นเอออกจากกันที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาที 

แลวนําไปแชใน ice box เพื่อปองกันสายดีเอ็นเอกลับมาเขาคูกันอีกครั้ง 
4) เปลี่ยน หลอด ใส samples เพื่อเตรียมสําหรับเขาเครื่อง sequence 
5) วิเคราะหผลโดยดูผลการเปลี่ยนลําดับเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 

I 

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

II 

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

III 

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

คือชายที่แสดง
อาการของใหลตาย 

คือหญิงที่แสดง
อาการของใหลตาย 

คือชายที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome

คือหญิงที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome

คือชายที่ปกติ คือหญิงที่ปกติ

                                                                                                                   

II 

I 
        1                2

III 

      1                     2     3                     4                        5
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ภาพที่  9 แสดงถึง pedigree ของครอบครัว SSr

ภาพที่ 3.4 แสดงถึง pedigree ของครอบครัว SSR

คือชายที่แสดง
อาการของใหลตาย 

คือหญิงที่แสดง
อาการของใหลตาย

คือชายที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome 

คือหญิงที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome

คือชายที่ปกติ คือหญิงที่ปกติ
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ภาพที่ 3.5 แสดงถึง pedigree ของครอบครัว LAP

ภาพที่ 9 แสดงถึง pedigree ของครอบครัว IQ2I

คือชายที่แสดง
อาการของใหลตาย 

คือหญิงที่แสดง
อาการของใหลตาย

คือชายที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome 

คือหญิงที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome

คือชายที่ปกติ คือหญิงที่ปกติ
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ภาพที่ 3.6 แสดงถึง pedigree ของครอบครัว Iq2I 

คือชายที่แสดง
อาการของใหลตาย 

คือหญิงที่แสดง
อาการของใหลตาย

คือชายที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome 

คือหญิงที่มีคลื่นหัวใจที่ผิด
ปกติแบบ Brugada 
syndrome

คือชายที่ปกติ คือหญิงที่ปกติ

     1            2             3         4                       5           6       7          8           9 

         1            2                   3           4        5    6     7                8                9 

            1    2      3     4           5                6

























บทที่  5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

5.1   การหาการกลายพันธุของยีน SCN5A ในครอบครัว SSR 

ตามที่มีรายงาน ถึงสาเหตุที่ทําใหเกิด Brugada Syndrome วาเกิดจากการกลายพันธุ
ในบริเวณexonที่ 5 ,12 ,17 ,18 ,23 และ28 โดยเฉพาะบริเวณ codon ที่1620 ที่เปลี่ยนจาก 
threonineเปน methionine ที่บริเวณexon ที่28นั้น เมื่อไดทําการตรวจหาการกลายพันธุของผูรอด
ตายในครอบครัว SSR ซึ่งไมมี crossing over ในการทํา linkage analysis แลว ผลปรากฏวาไม
พบการกลายพันธุในบริเวณดังกลาว พบเพียงแต polymorphism ในบริเวณ exon 5 , 12 , และ17 
เทานั้น  ซ่ึงความเปนไปไดเปนไดหลายกรณี เชน 

5.1.1 ยังตรวจหาการกลายพันธุไมทั่วทั้งยีน 

ถายีน SCN5A เปนยีนที่ทําใหเกิดโรคใหลตายจริง ก็อาจเปนไปไดวา การกลาย
พันธุในยีนนี้อาจจะเปนที่บริเวณอื่นที่ไมใชทั้ง 6 exon นี้ อาจจะเปนที่ exon 7 , 8 , 16 หรือ 28 ที่
ยังไมไดตรวจหาก็เปนได (เนื่องจาก exon 28 เปนexon ที่มีขนาดใหญ) หรืออาจจะเปนการกลาย
พันธุที่บริเวณอื่นนอกเหนือจากที่เคยมีรายงานไวในBrugada Syndrome นั่นคือการกลายพันธุ
ของใหลตายในยีน SCN5A ไมจําเปนตองเหมือนกับในBrugada Syndrome  เพราะถาจะ
พิจารณาการกลายพันธุของ Brugada Syndrome จริงๆแลวบริเวณที่เกิดการกลายพันธุบอยที่สุด
คือ T1620M  ซึ่งนาจะเจอในใหลตายเชนเดียวกัน  แตกลับไมเจอการเปลี่ยนแปลงเบสเลย แมแต
การเปนpolymorphism แตกลับเจอ polymorphism ในexon 5 และ12  ดังนี้  

• Polymorphism บริเวณ exon 5       amino acid ที่เปลี่ยนไปนั้นอยูในกลุม
เดียวกันจึงไมนาทําใหการทํางานตางไปจากเดิม อีกทั้งผล ของ sequence ที่ไดก็เปน
homozygous ซึ่งถาเปนmutation ควรจะไดเปน heterozygous เพราะการถายทอดในครอบครัว 
SSR นั้นเปนแบบ autosomal dominant  ซึ่งเมื่อตรวจในคนปกติก็ไดผลแบบเดียวกัน 

• polymorphismบริเวณexon 12 amino acid ที่เปลี่ยนไปนั้นอยูคนละ
กลุม คือจากกลุมที่ไมมีข้ัวไปเปนกลุมที่มีขั้วนาจะทําใหการทํางานเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม และผล 
ของ sequence ที่ไดก็เปน homozygous แตเนื่องจากการเปลี่ยนกลุมของ amino acid ที่เปลี่ยน
กลุมอยางชัดเจนนั้น จึงตรวจหาการกลายพันธุในคนปกติที่มีภูมิลําเนาเดิมและอาศัยอยูใน
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กรุงเทพ เปนเพศหญิง อายุ25ป แตก็ไมพบความแตกตางระหวาง ผูรอดชีวิตกับคนปกติ   ทั้งนี้อาจ
จะอธิบายไดเปน2กรณีดังนี้ 

  กรณีที่1   

ที่ตําแหนงที่เกิดการกลายพันธุนี้อาจจะไมไดทําใหรูปรางของโปรตีนเปลี่ยนแปลง
ไป จนถึงขั้นใหการทํางานของโปรตีนเปลี่ยนไปจากเดิม หรือที่ตําแหนงนี้อาจจะไมไดเปนตําแหนง
ที่สําคัญในการทําใหเกิดใหลตายก็เปนได  ดังนั้นในคนปกติที่เปนคนไทยและผูรอดชีวิตจากใหล
ตายจงึมีลําดับเบสที่เหมือนกันในบริเวณนี้ แตมีลําดับเบสที่แตกตางไปจากใน Genbank ดังนั้นจึง
อาจกลาวไดวา polymorphism ที่เกิดขึ้นนี้เปน polymorphism ระหวางเชื้อชาติ 

กรณีที่2 

อาจเปนไปไดวาลําดับเบสที่อยูในGenbank นั้นผิด นั่นคือจริงๆแลวลําดับเบสที่
ตําแหนงที่1804 ควรจะตองเปน G (เหมือนกับในคนไทย) แตใน Genbank กลับเปน C ทําใหเกิด
การเขาใจผิดไดวาเปน polymorphism  ซึ่งจากการตรวจสอบโดยการเปรียบเทียบลําดับเบสของ
clone  ทั้งหมดที่มีอยูใน genbank กับลําดับเบสที่ไดจากการทดลองนี้ผลปรากฏวา มีเพียงclone 
ที่ใชเปน control เทานั้นที่มีลําดับเบสที่แตกตางไปจากการทดลองนี้ ดังนั้นจึงนาจะเปนไปไดอยาง
มากวาลําดับเบสของ clone ที่ใชเปน control ผิด 

 เกิด non –informative ขึ้นใน marker D3S3521 และ intragenic 

เนื่องจากเหตุผลที่นําครอบครัว SSR มาตรวจหาการกลายพันธุก็เพราะวา ไมมี 
crossing over เกิดขึ้นใน 2 marker นี้  แตถาจะพิจารณาจากภาพที่ 5.1ใหดีจะเห็นวาใน marker 
d3s3521 ที่ III 1 ที่มี allele 2 อยูนั้น ไมสามารถบอกไดวา allele 2 ไหนที่ถายทอดลงมาให เนื่อง
จาก   II1 ที่เปนบิดาและมีคลื่นไฟฟาแบบ Brugada นั้น มี allele 2 ทั้ง2allele  ดังนั้น allele 2ที่
ถายทอดจาก II1 ลงมายัง III1 นั้น อาจจะเปน allele ที่ทําใหเกิดโรคหรือไมเกิดโรคก็ได ถาเปน 
allele ที่ทําใหเกิดโรคถายทอดมาให ก็แสดงวามี crossing over เกิดขึ้น ใน marker d3s3521 
สวนใน intragenic ก็เชนเดียวกัน ยกตัวอยางเชนใน  III1 ที่มี allele 2 อยูนั้น ก็ไมสามารถบอกได
เชนเดียวกันวา allele 2ตัวไหนที่ถายทอดลงมาใหจาก II1 เนื่องจาก II1 มีallele 2ทั้ง2 allele ถา II1 
ถายทอด allele2 ที่ทําใหเกิดโรคมาให III1 ก็จะเกิด crossing over ขึ้นได  นอกจากนี้ยังพิจารณา
ไดใน III3 ไดอีก ซึ่ง III3 มี allele 2 ซึ่งไดจากII4 ที่มีคลื่นไฟฟาหัวใจแบบ Brugada โดยที่ไมทราบวา 
allele 2ตัวไหนที่ถายทอดลงมาใหIII3 ถาallele 2 ตัวที่ถายทอดลงมาไมไดเปนตัวที่ทําใหเกิดโรค ก็
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จะเกิด crossing over ขึ้น ซึ่งการเกิด crossing over ใน gene นั้น ก็ไมนาที่จะเปนสาเหตุของโรค
นั้นได ดังนั้นจึงไมพบการกลายพันธุในยีน SCN5A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2       การวิเคราะหผลของlinkage analysis 

              จากสมมติฐานที่วา โรคใหลตายนั้นนาที่จะเกิดจากการกลายพันธุของยีนเพียงยีนเดียว 
ดังนั้นจึงสามารถรวมคา lod score ที่ไดจาก 4 ครอบครัว ใน marker ตางๆของทั้ง2ยีน และ 
intragenic ของ KCND2  ได โดยจากการวิเคราะหพอจะสรปุไดดังนี้ 

5.2.1             ยีน SCN5A  ซึ่งมี marker ดังตอไปนี้ 

•  D3S1298 

จากตารางที่ 1.4พบวา เราสามารถexclude  linkage ออกไดตั้งแต θ = 0 จนถึง 0.1 
ซึ่งหมายความวา นับจากตําแหนงของ marker ไปจนถึง 10 เซนติมอรแกน ทั้งซายและขวา เรา
สามารถ exclude linkage ออกได  

  

ภาพที่5.1 แสดงการถายทอด allele ในครอบครัว SSR ในmarker  d3s3521 และ intragenic
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• D3S3521 

จากตารางที่1.4 เชนเดียวกันพบวา เราสามารถ exclude linkage ออกไดตั้งแต 
θ = 0 จนถึง 0.05 หมายความวา นับจากตําแหนงของ marker ไปจนถึง 5 เซนติ
มอรแกน  ทั้งซายและขวา เราสามารถ exclude linkage  ออกได 

 

                              

 

                

ภาพที่5.2 แสดงถึงบริเวณที่สามารถ exclude ออกไดของทั้ง2 markersคือที่ marker 
D3S1298 สามารถ exclude ออกไดที่ 10 CM และที่marker D3S3521 สามารถ exclude ออกได
ที่ 5CM 

 จากขอมูลจาก summary map และ Whitehead Institute พบวา  ยีน SCN5A อยูระหวาง 
d3s1298 และ d3s3521  โดยที่ ยีน SCN5A อยูระหวาง ทั้ง2 marker นี้ และ 2 marker นี้ อยูหาง
กัน 1 เซนติมอรแกน  

 

cen                                                                                                              tel 

                                                           

 

ภาพที่5.3 แสดงถึงตําแหนงของยีนSCN5A , D3S1298 และ D3S3521 บนโครโมโซมที่3 
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จากขอมูลทั้งหมดทําใหสามารถสรุปไดวาทั้ง 2markersนี้อยูหางจาก ยีน SCN5A ไมถึง 1 
เซนติมอรแกน ดังนั้นสําหรับยีน SCN5A  เราสามารถ exclude linkage ออกไดตั้งแต θ =  0.01
หรือที่ระยะหางจาก marker นับไปจนถึงระยะ 1 เซนติมอรแกน 

จากตารางที่ 1.3 จะเห็นวา สําหรับ marker D3S1298 นั้น ที่ θ = 0.01 มีคา lod score 
เทากับ –12.148715  ซึ่งสามารถ exclude linkage ได และ ที่  marker D3S3521 นั้น ที่ θ = 
0.01 มีคา lod score เทากับ –5.37169 ซึ่งสามารถ exclude linkage ได ซึ่งยีน SCN5A ก็อยูใน
บริเวณนี้ ดังนั้นเราสามารถ exclude ยีน SCN5A ออกได 

 

 

 

                                      1เซนติมอรแกน 

                            

  ภาพที่5.4 แสดงถึงการ exclude ออกของยีน SCN5A ของทั้ง2 markers ลูกศรเสนที่1 
แสดงถึง exclude linkage ของ d3s3521 ที่ θ = 0.01 ซึ่งรวม ยีน SCN5A อยูในบริเวณนี้ดวย   
ลูกศรเสนที่2 แสดงถึง exclude linkage ของ d3s3521 ที่ θ = 0.01 ซึ่งรวม ยีนSCN5A อยูใน
บริเวณนี้ดวย 

 จากขอมูลขางตนสามารถสรุปไดวา ยีน SCN5A ไมนาที่จะเปนสาเหตุของโรค
ใหลตาย  ดังนั้นในครอบครัว SSR ที่ไดตรวจหาการกลายพันธุ เนื่องจากไมมี crossing over ใน
การทํา linkage analysis เกิดขึ้นนั้น นาที่จะเกิดจาก non- informative ใน marker D3S3521 
และ intragenic ประกอบกับขอมูลในการตรวจหาการกลายพันธุในยีน SCN5A  ซึ่งไมเจอการก
ลายพันธุในบริเวณที่นาจะเกิดดวยแลว ก็นาจะเปนสาเหตุที่จะสนับสนุนความคิดที่วายีน SCN5A 
ไมนาที่จะเปนสาเหตุของการเกิดใหลตาย 
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5.2.2                ยีน KCND2 

 จากการทํา linkage analysis ในยีน KCND2  โดยใช intragenic เปน marker 
ไดคา lod score ของยีนนี้ ดังตารางที่ 2.2 โดยที่ θ = 0 มีคา lod score เทากับ −α ซึ่งสามารถ 
exclude linkage ไดเลยทันที เนื่องจากภายในยีนไมควรจะมี crossing over เกิดขึ้น จากขอมูลดัง
กลาวสรุปไดวา ยีน KCND2 ไมนาที่จะเปนสาเหตุของการเกิดใหลตาย 

5.2.3             ยีน KCND3   ซึ่งมี marker ดังตอไปนี้ 

• D1S2696 

จากตารางที่ 3.3 พบวา เราสามารถ exclude  linkage ออกไดตั้งแต θ = 0 จน
ถึง 0.1ซึ่งหมายความวา นับจากตําแหนงของ marker ไปจนถึง 10 เซนติมอรแกน ทั้งซายและขวา
เราสามารถ exclude linkage  ออกได                                                                                                               

• D1S2746 

จากตารางที่3.3 เชนเดียวกัน เราสามารถ exclude linkage ออกไดตั้งแต θ = 0 
จนถึง 0.05 ซึ่งหมายความวา นับจากตําแหนงของ marker ไป จนถึง 5 เซนติมอรแกน ทั้งซายและ
ขวาเราสามารถ exclude linkage  ออกได 

 

 

 

 

                        

ภาพที่5.5 แสดงถึงบริเวณที่สามารถ exclude ออกไดของทั้ง 2 markersคือที่ marker D1S2696 
สามารถ exclude ออกไดที่ 10 CM และที่ marker D1S2746 สามารถ exclude ออกไดที่ 5CM 

 D1S2696

10เซนติมอรแกน 10เซนติมอรแกน

D1S2746

5CM 5CM 
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เนื่องจากยีน KCND3 เปนยีนที่คอนขางใหม ยังมีคนที่ศึกษาถึงยีนนี้คอนขางนอย และยังไมมียีนนี้
อยูใน summary map ดังนั้นจึงไมสามารถทราบถึงตําแหนงที่แนนอนของยีนนี้ได ทราบเพียงแตวา
ยีนนี้อยูในบริเวณ 1p13.2 

                       แตจากขอมูลตางๆที่กลาวไวในขางตนทําใหสามารถคาดเดาบริเวณของยีน 
KCND3 ได 2บริเวณดังภาพที่ 5.6(บริเวณที่1) และภาพที่ 5.7(บริเวณที่2) 

บริเวณที่1 

cen           tel 

 

 

บริเวณที่2 

 

cen          tel 

 

                          จากภาพขางตน จะเห็นวา marker D1S2696 มีระยะหางจาก D1S2746 อยู 6 
เซนติมอรแกน โดยที่มียีน KCND3 อยูติดกับ D1S2746 นั่นคือ ยีน KCND3 ไมไดอยูกึ่งกลาง
ระหวาง 2 marker นี้อยางแนนอน ไมวายีนKCND3 นี้จะอยูระหวาง2 markerนี้ หรืออยูถัดออกมา
จาก D1S2746 เล็กนอย ระยะหางระหวางยีน KCND3 กับ marker D1S2696 ก็นาที่จะเกิน5 เซน
ติมอรแกน แตไมเกิน 10เซนติมอรแกน ดังนั้นจึงพิจารณาคา lod score ที่ θ = 0.1 จะไดคา lod 
score มีคาเทากับ –3.547 ซึ่งยังสามารถ exclude linkage ออกได  
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สําหรับ marker D1S2746 นั้นจะเห็นวาอยูติดกับยีน KCND3  ดังนั้นระยะหางจาก marker ถึงยีน
ไมนาที่จะเกิน 1 เซนติมอรแกน ซึ่งเมื่อมาพิจารณาจากตารางที่ 3.3แลว จะเห็นวาที่ marker นี้
สามารถ exclude linkage ออกไดจนถึงระยะ 5 เซนติมอรแกน ดังนั้น จึงสามารถ exclude 
linkage ออกไดใน marker D1S2746 

D1s2696

KCND3

exclude

exclude

10 CM 10 CM
D1S2746

1 CM1 CM

ภาพที่5.8 แสดงถึงการ exclude ออกของยีน KCND3 ของทั้ง2 markers คือ D1S2696 
สามารถ exclude ออกไดที่θ = 0.1 ซึ่งรวมยีน KCND3 ดวยและ D1S2746 สามารถ 
exclude ออกไดทีθ่ = 0.01 ซึ่งรวมยีน KCND3 ดวย

จากขอมูลขางตนทําใหสามารถสรุปไดวายีนKCND3 ไมนาที่จะใชสาเหตุของการเกิดโรคใหลตาย ถา
เชื่อตามสมมติฐานที่วาโรคใหลตายนาจะเกิดจากการกลายพันธุของยีนเพียงยีนเดียว 

แตถาพิจารณาดูรายละเอียดในแตละครอบครัวจะเห็นวาที่ marker D1S2746 ในครอบครัว LAP
และSSR นั้น มีคา lod score ที ่θ = 0 ไมเทากับ−α ซึ่งเมื่อมาพิจารณาการอานผลของเจลจะเห็น
วาทั้ง2 ครอบตรัวนั้นผลที่อานไดเปน non – informative เชนเดียวกับใน marker D3S3521  และ 
intragenic ของยีน SCN5A ในครอบครัวSSR และคา lod score ของทั้ง2 ครอบครัวนี้เปนบวก 
ซึ่งจากผลดังกลาวจึงสามารถคิดไดเปน2กรณีคือ 
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                        กรณีที่1 

ยังคงเปนไปตามสมมติฐานเดิมนั่นคือ โรคใหลตายนาจะเกิดจากการกลายพันธุ
ของยีนเพียงยีนเดียว  ผลที่ไดจากทั้ง2ครอบครัวใน marker D1S2746 นั้นเกิดจาก non – 
informative ของmaker นั้นเอง แตเมื่อรวมคา lod score ใน marker นี้แลว ก็ยังสามารถ 
exclude linkage ไดและยังสรุปเหมือนเดิม นั่นคือ ยีน KCND3 ไมไดเปนสาเหตุของโรคใหลตาย 

 
กรณีที่2 

อาจจะเปนไปไดวาโรคใหลตายอาจจะเกิดจากหลายยีน ซึ่งหมายความวาในแตละ
ครอบครัวก็อาจจะไมไดเกิดจากการกลายพันธุจากยีนเดียวกัน ซึ่งในกรณีนี้ไมสามารถ ที่จะรวมคา 
lod score ในแตละครอบครัวได และถาดูคา lod score ในครอบครัว SSR จะเห็นวาคา lod score 
ยังไมถึง3 ทั้งนี้อาจเปนเพราะวาจํานวนคนในครอบครัว SSR ยังมีนอยเกินไป ถาตองการยืนยันวา
ในครอบครัว SSR นี้ มีสาเหตุของใหลตายมาจากการกลายพันธุของยีน KCND3 หรือไม อาจจะ
ตองตามเจาะเลือดคนอื่นๆในครอบครัวที่ยังไมไดเขารวมในการวิจัย เพื่อทํา linkage analysis หา
คา lod score ใหมอีกครั้งหนึ่ง หรือถาไมสามารถตามตัวไดก็อาจจะตองตรวจหาการกลายพันธุใน
ยีน KCND3 นี้ ซึ่งมีทั้งหมด 7 exon  

 
แตจากขอมูลและผลการทดลองทั้งหมดนาจะสรุปไดวาโรคใหลตายไมนาที่จะเกิด

จากการกลายพันธุของยีน KCND3 คาlod score ที่ไดในครอบครัว SSR และ LAP ใน marker นา
ที่จะเปนเพราะ non – informative ของ marker มากกวา 

 
 
 
 

5.3        สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 
 

จากผลการทดลองทั้งหมดทําใหสามารถสรุปไดวายีน  SCN5A , KCND2  และ
KCND3  ไมนาที่จะใชสาเหตุของการเกิดโรคใหลตาย นาจะเปน ion channel  ตัวอื่นที่ทําใหเกิด
โรคใหลตายมากกวา อาทิเชน  Potassium channel ตัวอื่นๆ เชน  KVLQT1  , HERG  ซึ่งเปน
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ยีนที่ทําใหเกิด Long QT syndrome นอกจากนี้ยังมี KCNA4 , KCNA5  และ KCNB1  นอก
จาก Potassium channel แลว ยังมี candidate gene ตัวอื่นๆอีก เชน  β subunit ของ SCN5A 

ยีนที่เกี่ยวของกับ Calcium channel ตางๆ หรือ อาจจะเปนยีนที่เกี่ยวของกับ Na – K  exchange 
ก็เปนไดซึ่งสามารถทําการศึกษาตอไปได เพื่อที่จะไดทราบถึงสาเหตุที่แทจริงของโรคใหลตายตอไป 
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ภาคผนวก ก 
BUFFERS AND REAGENT  

1. Lysis Buffer Ι 

Sucrose 109.54  g 

1.0 M Tris – HCl (pH 7.5) 10 ml 

1.0 M MgCl2 5 ml 

Triton X – 100 (pure) 10  ml 

Distilled water to 1,000 ml 

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

2. Lysis Buffer ΙΙ 

5.0 M NaCl 15 ml 

0.5 M EDTA (pH 8.0) 48 ml 

Distilled water to  1,000 ml 

Sterilize the solution by autoclaving and store at room temperature. 

3. 10% SDS solution 

Sodium dodecyl sulfate  10  g 

Distilled water to 100  ml 

Mix the solution and store at room temperature. 

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

Distilled water to 1  ml 

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

5. 1.0 M Tris – HCl 

Tris base            12.11  g 

Dissolve in distilled water and adjusted pH to 7.5 with HCl 

Distilled water to  100  ml 

Sterilize the solution by autoclaving and store at room temperature. 

6. 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

Disodium ethylenediamine tetraacetate.2H2O 186.6 g 

Dissolve in distilled water and adjusted pH to 8.0 with NaOH 

Distilled water to   1,000 ml 

Sterilize the solution by autoclaving and store at room temperature. 

7. 1.0 M MgCl2 solution 

Magnesium chloride.6H2O          20.33  g 

Distilled water to  100  ml 

Dispense the solution into aliquots and sterilize by autoclaving. 

8. 5 M NaCl solution 

Sodium chloride         29.25  g 
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Distilled water to             100  ml 

Dispense the solution into aliquot and sterilize by autoclaving. 

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

Tris – base            100  g 

Boric acid  55  g 

0.5 M EDTA (pH 8.0)  40  ml 

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

10. 6X loading dye 

Bromphenol blue 0.25  g 

Xylene cyanol 0.25  g 

Glycerol  50  ml 

1M Tris (pH 8.0)    1 ml 

Distilled water until             100  ml 

Mixed and stored at 40C 

11. 7.5 M Ammonium acetate (CH3COONH4) 

Ammonium acetate          57.81  g 

Distilled water   80  ml 

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

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

Chloroform 24  volume 

Isoamyl alcohol  1  volume 

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

13. 2% Agarose gel (w/v) 

Agarose 1.6  g 

1X TBE  80  ml 

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

14. Ethidium bromide 

 Ethidium bromide 10  mg 

 Distilled water    1  ml 

 Mix the solution and store at 40C 
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ภาคผนวก ข 

การคํานวณคา lod score 

 
การคํานวณคา lod score โดยใช Linkage program version 5.1 มีขั้นตอนดังตอไปนี้ 
1     สราง Pedfile โดยใชโปรแกรม MAKEPED 
2.    สราง  DATAFILE โดยใชโปรแกรม PEDFILE 
3.     เขาโปรแกรม LCP เพื่อหาคา lod score 

 
การสราง PEDFILE มีขั้นตอนคือ 
                 1. ในขั้นตนตองสรางfile  Sample.pre ข้ึนมากอน โดยใสขอมูลจาก pedigree ดังนี้ 
 
I.D ของครอบครัว    I.D.ของบุคคล   I.D.ของพอ  I.D.ของแม  เพศ  เปน/ไมเปนโรค  genotype 
  
 โดยกําหนดให เพศชาย  คือ  หมายเลข  1 
    เพศหญิง  คือ  หมายเลข  2 
    ไมเปนโรค คือ  หมายเลข  1 
    เปนโรค     คือ   หมายเลข  2 
ยกตัวอยาง จาก pedigree ดังนี้ 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
จาก pedigree ขางตน สามารถสราง file   Sample.pre  ไดดังนี้ 

3,4 2,2

2,3
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1    1     0     0    1     2     1      2      
1     2    0      0    2    1      2     3      
1     3    1      2     1    2     2     2      
 
 โดยแตละคอลัมนหมายความดังตอไปนี้ 
คอลัมนที่1  แสดงถึง เลขประจําตัวของแตละครอบครัว 
คอลัมนที่2  แสดงถึง เลขประจําตัวของแตละบุคคล 
คอลัมนที่3  แสดงถึง เลขประจําตัวของบิดา 
คอลัมนที่4  แสดงถึง เลขประจําตัวของมารดา 
คอลัมนที่5  แสดงถึง เพศ  
คอลัมนที่6  แสดงถึง phenotype 
คอลัมนที่7   แสดงถึง genotype 
     

2. เรียกโปรแกรม  Makeped  แลวใสขอมูลดังนี้ 
input  file       :  Sample.pre 
output file      : Sample.ped 
loop          :  no 
proband selected automatically  :  yes 

 
การสราง DATAFILE มีขั้นตอนคือ 

1.  เลือกโปรแกรม PREPLINK  
2.  เลือก see or modify loci description ( k ) 
3. เลือก change locus type ( c ) 
4. ใสตําแหนงของ locus ที่ตองการเปลี่ยน โดยในครั้งแรกใสตําแหนงของ locus เปน        

ตําแหนงที่ 1 ดังนี้ 
4.1 )  เลือกไปที่ affection status  ( c ) 
4.2 )   เลือก see or modify a locus ( a ) 
4.3 )   เลือกตําแหนงของ locus เปนตําแหนงที่ 1 อีกครั้ง 
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4.4 )   เลือกไปที่ penetrance ( c ) จากนั้นกําหนดคาของ penetrance โดยถา
เปนโรคที่ถายทอดแบบ autosomal dominant อยางเชนในโรคใหลตายซึ่งให
คา penetrance เปน 100% จึงใสคาดังนี้ 

Genotype   1   1    ใสคา  0 
Genotype    1   2   ใสคา   1 
Genotype     2   2   ใสคา   1 

4.5 เลือกไปที่ gene frequency  ( d ) โดยใสคา gene frequency เปน 0.99 
และ 0.01 

4.6 เลือก exit ( e ) เพื่อออกจากเมนูนี้ 
5. เลือกไปที่ change locus type ( e ) อีกครั้งหนึ่ง 
6. ใสตําแหนงของ locus ที่ตองการเปลี่ยน โดยในครั้งหลังนี้ใสตําแหนงของ locus เปน

ตําแหนงที่ 2 ดังนี้ 
6.1 เลือกไปที่ allele number (d) 
6.2 เลือก see or modify a locus (a) 
6.3 เลือกตําแหนงของ locus เปนตําแหนงที่ 2 อีกครั้ง 
6.4 เลือกไปที่ allele number  
6.5  ใสจํานวน allele ที่มีในครอบครัวนั้น  
6.6 เลือกไปที่ gene frequency  
6.7 ใสคาความถี่ของยีน โดยคิดใหคาความถี่ของยีนเทากัน 
6.8 กดเลือก exit (c) เพื่อออกจากเมนูนี้ 

7. กดเลือกไปที่ return to main menu ( f ) เพื่อกลับไปยังหนาจอหลัก 
8. เลือก write DATAFILE ( n ) 
9. บันทึก file เปน Sample.dat 
10. กด exit ในหนาจอหลัก ( o ) เพื่อเสร็จสิ้นการสราง DATAFILE (ถาไมกด exit จะถือวา

ยังไมไดสราง DATAFILE เลย) 
 
การเรียกโปรแกรมLCP มีขั้นตอนคือ 
1. ใสชื่อ file ดังตอไปนี้ 

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

2. เลือก general pedigree 
3. เลือก lod score table  
4. เลือก โปรแกรม MLINK 
5. เลือก no sex different 
6. เลือก locus order เปน 1  2 
7. เลือก other recomb. ตามตองการ 

สุดทายจะไดคา lod score ตามตองการ โดยเลือกไปที่ file Sample.bat 

 

 

 

 

 

 



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาว ปฐมวดี ญาณทัศนียจิต เกิดเมื่อวันที่ 31 ตุลาคม  พ.ศ. 2515 สําเร็จการศึกษา  
ในระดับปริญญาตรีที่คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป2537 และจบการ
ศึกษาในระดับปริญญาโทที่คณะแพทยศาตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป 2545 
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