
 
 
 
 

 
 

บทที� 2 

เอกสารและงานวจิยัที�เกี�ยวข้อง 

 

2.1 ความหลากหลายของดอีอกซิไรโบนิวคลอีกิ (DNA polymorphism)  

        ความหลากหลายของดีออกซิไรโบนิวคลีอิก (DNA polymorphism) เป็นความแตกต่างของ

ลาํดบัเบสบนสายดีออกซิไรโบนิวคลีอิก (deoxyribonucleic acid; DNA) ที�ตาํแหน่งต่างๆ ในจีโนม 

(genome) ของคน ซึ� งสามารถพบได้ทั� งภายในบุคคลเดียวกันและระหว่างบุคคล โดยคนจะมี

โครโมโซม (chromosome) จาํนวน 2 ชุด (2n) และในแต่ละบุคคลจะมีความแตกต่างใน DNA หรือ 

chromosome ทั�งสองชุดไดทุ้ก 500-1000 เบส สาเหตุของการเกิด DNA polymorphism (กิตติพฒัน์ 

อุโฆษกิจ. 2549; คณะแพทยศ์าสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 2546; Buckingham. 2007) ไดแ้ก่ 

        - การเปลี�ยนของเบสตวัเดียว พบทั�งการแทนที�เบสปกติดว้ยเบสอื�น และการเพิ�ม (insertion) 

หรือหายไป (deletion) ของเบสเพียง 1 ตวั สาเหตุสาํคญัของการเปลี�ยนของเบสตวัเดียวกนัเกิดจาก

ความผดิพลาดระหว่างการจาํลองตวัของ DNA หรือเกิดจากการกระตุน้ให้เปลี�ยนแปลงดว้ยสิ�งก่อ

การกลายพนัธุ ์(mutagen) 

        - การขาดหายไปหรือการสอดแทรกของ DNA ซึ�งการขาดหายไปของชิ�น DNA มกัเป็นสาเหตุ

หรือเกี�ยวขอ้งกับโรคต่างๆ เช่น โรคธาลสัซีเมีย (thalassemia) ฮีโมฟิเลีย (hemophilia) และโรค

หลอดเลือดหวัใจตีบ (coronary artery disease; CAD) เป็นตน้ เชื�อว่ามีสาเหตุจากความผดิปกติเมื�อมี

การแลกเปลี�ยนส่วนของ DNA ในกระบวนการ recombination ส่วนการสอดแทรกของชิ�น DNA ที�

เป็นสาเหตุของ DNA polymorphism นั�น พบนอ้ยกว่าการขาดหายไปของชิ�น DNA 

        - การขาดหายไปหรือการขยายจาํนวนของชิ�น DNA ในกระบวนการ recombination ซึ�งความ

ผดิปกติของ DNA แบบนี�มกัจะพบในส่วนของ multigene families เมื�อเกิดการแลกเปลี�ยนส่วนของ 

DNA ระหว่างการครอสซิงโอเวอร์ (crossing over) ของ chromosome คู่เหมือน อาจมีการเรียงตวัผดิ 

(mis-align) ของลาํดบัเบสที�เหมือนหรือคลา้ยกนั ทาํให้มีการไขวเ้ปลี�ยนของซิสเตอร์โครมาทิด 

(sister chromatid) ที�ไม่เท่ากนั เป็นผลใหชิ้�น DNA ขาดหายไป หรือขยายจาํนวนขึ�น 

        - การขยายจาํนวนของชิ�น DNA ที�เกิดจากการเลื�อนของเบส (slippage bases) ในบริเวณเบสซํ� า

ที�มีเบสแกนขนาดเลก็เรียงตวัอยูด่ว้ยกนัหลายๆ หน่วยซํ� านั�น อาจมีการเลื�อนของเบสทาํให้เกิดการ

กลายพนัธุ ์(mutation) ของ DNA ได ้การเลื�อนของเบสทาํให้เกิดการซํ� ากนัของเบส และมีปลายยื�น

ออกมา  
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2.2 การแสดงออกของยนี (Gene expression) 

        จีโนม (genome) ของคนประกอบดว้ยยีน (gene) ประมาณ 30,000 ชนิด แต่จะมีเพียงบางยีน

เท่านั�นที�สามารถใชง้านไดใ้นแต่ละเซลล ์เพราะมีการควบคุมการแสดงออกของยนีใหเ้กิดขึ�นเฉพาะ

ส่วนที�ตอ้งการเท่านั�น เรียกกระบวนการควบคุมให้มีการแสดงออกเฉพาะยีนที�ต้องการว่า การ

ควบคุมการแสดงออกของยนี (regulation of gene expression) ส่วนการแสดงออกของยีน หมายถึง 

การถอดรหัสพนัธุกรรมของยีนจาก DNA เป็น mRNA แลว้เกิดการแปลรหัสเป็นโปรตีน รหัส

พนัธุกรรมของยีนใน DNA เป็นตวักาํหนดชนิดของโปรตีนที�เซลลส์ร้าง โดยเริ�มตน้ในนิวเคลียส

จากกระบวนการถอดรหสัพนัธุกรรม (transcription) ซึ�งเป็นการถอดรหัสพนัธุกรรมที�อยู่ใน DNA 

เป็น mRNA จากนั�น mRNA จะเขา้สู่กระบวนการแปลรหัสพนัธุกรรม (translation) เพื�อแปลรหัส

จาก mRNA เป็นโปรตีนในไซโตพลาสซึม การควบคุมการแสดงออกของยีนเป็นการถ่ายทอด

ขอ้ความทางชีวภาพหรือขอ้ความทางพนัธุกรรมที�บรรจุอยูใ่น DNA ไปยงั mRNA แลว้จึงแปลรหัส

ไปเป็นโปรตีน (หัทยา กากีวงศ์.  2549) ในเซลล์ร่างกายของสิ� งมีชีวิตทุกเซลล์มีข้อมูลทาง

พนัธุกรรมหรือยนีเหมือนกนั แต่ในระหว่างการเจริญเติบโตและการเปลี�ยนสภาพ (differentiation) 

ของแต่ละเซลลม์ีกลไกการควบคุมการแสดงออกของยนีเหล่านี�แตกต่างกนัไปตามช่วงเวลา โดยการ

ควบคุมการแสดงออกของยีนแบ่งเป็น 2 ช่วง คือ ช่วงระหว่างกระบวนการ transcription โดยเป็น

การควบคุมการสงัเคราะห์ mRNA ซึ�งลาํดบัเบสที�อยู่บนสาย mRNA ถูกกาํหนดโดยลาํดบัของเบส

ใน DNA template อีกช่วงจะเกิดระหว่างกระบวนการ translation มาเป็นโพลีเปปไทด ์

(polypeptide) หรือโปรตีน การควบคุมการแสดงออกของยนี  มีผลต่อปริมาณของโปรตีนที�ถกูสร้าง

ขึ�น และมีขั�นตอนการควบคุม 5 ขั�นตอนดงันี�  การควบคุมระดับจีโนม (genomic control) การ

ควบคุมการถอดรหัส (transcriptional control) การควบคุมหลงัการถอดรหัส (post-transcriptional 

control) การควบคุมการแปลรหัส (translation control) และการควบคุมหลงัการแปลรหัส (post-

translation control) เพื�อป้องกนัไม่ใหเ้กิดการเปลี�ยนแปลงการแสดงออกของยีน (กิตติพฒัน์ อุโฆษ

กิจ. 2549; คณะแพทยศ์าสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 2546) 

 

2.3 ความแปรผนัหลากหลายทางพนัธุกรรมในมนุษย์ (Human genetic polymorphism)  

        ความแปรผนัหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic polymorphism หรือ DNA polymorphism) 

หมายถึง การเปลี�ยนแปลงรหสัพนัธุกรรมที�ไม่ก่อใหเ้กิดโรค หรือเป็นความหลากหลายของ DNA ที�

เป็นลกัษณะปกติในประชากร หากพิจารณาที�ระดบัยีน หมายถึง ความแตกต่างของเบสระหว่าง      

2 chromosome ณ ตาํแหน่งเดียวกนั คือมีมากกว่า 2 อลัลีล (allele) ที� 1 โลคัส (locus) ซึ� ง DNA 

polymorphism นี� พบได้มากกว่าร้อยละ 1 ในประชากรปกติ โดยมนุษยจ์ะมีลาํดบัเบสส่วนใหญ่    

ใน DNA เหมือนกนัทุกคน จะแตกต่างกนัเพียงร้อยละ 0.1 ของลาํดบัเบสทั�งหมดในจีโนมเท่านั�น 
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จากความแตกต่างเพียงร้อยละ 0.1 นี� ส่งผลใหเ้กิดความแตกต่างทางพนัธุกรรมที�ทาํให้มนุษยทุ์กคน  

มีเอกลกัษณ์ที�เป็นของตนเอง ยกเวน้จะเป็นฝาแฝดที�เป็นไข่ใบเดียวกนั กลไกที�ทาํให้เกิดความ

แตกต่างทางพนัธุกรรมดงักล่าว คือ การเปลี�ยนแปลงของลาํดบัเบสที�เกิดขึ�นเองตามธรรมชาติใน

จีโนมมนุษย ์ทาํใหแ้ต่ละบุคคลมีลาํดบัเบสแตกต่างกนั ณ ตาํแหน่งเดียวกนับน chromosome หนึ�ง ๆ 

ที�เรียกว่า มี allele ที�ต่างกัน (ตาํแหน่งที�จาํเพาะของลาํดับเบสบน chromosome เรียกว่า locus)        

ซึ�งที�มาของความแปรผนัหลากหลายทางพนัธุกรรมในมนุษยม์าจากการกลายพนัธุ์ (mutation) แต่

การ mutation ที� เป็นโทษมกัจะถูกคัดออกโดยกระบวนการคัดเลือกตามธรรมชาติ (negative 

selection) ส่วน mutation ที� เป็นประโยชน์จะถูกเก็บและถ่ายทอดไปในรุ่นลูก จนมีความถี�ใน

ประชากรมากกว่าร้อยละ 1 จึงกลายเป็นความหลากหลายทางพนัธุกรรม (กิตติพฒัน์ อุโฆษกิจ. 

2549; คณะแพทยศ์าสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 2546)   

        การเกิด polymorphism อาจทาํใหเ้กิดการเปลี�ยนแปลงของชนิดของกรดอะมิโนในโครงสร้าง

ของเอนไซม ์ซึ�งอาจส่งผลกระทบต่อปริมาณและการทาํงานของเอนไซม ์ทาํให้มีอตัราเสี�ยงต่อการ

เกิดโรคต่างๆ แตกต่างกนัในแต่ละบุคคล การตรวจสอบความแตกต่างของ polymorphism นั�น

สามารถทาํได้หลายวิธี อาศยัหลกัการแตกต่างกันออกไป วิธีที� เป็นที�นิยมได้แก่ วิธี restriction 

fragment length polymorphism (RFLP), single-stranded conformation polymorphism (SSCP), 

denaturing high performance liquid chromatography (DHPLC) และ DNA hybridization 

(Buckingham. 2007) ซึ�งวิธีการดงักล่าวตอ้งอาศยัการเพิ�มจาํนวน (amplification) DNA โดยเทคนิค 

polymerase chain reaction (PCR) ก่อนทั�งสิ�น 

 

2.4 ปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรส (PCR)   

         ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction; PCR) เป็นเทคนิคพื�นฐานทางอณู

ชีววิทยาที�นาํมาใชใ้นการเพิ�มปริมาณ DNA ในหลอดทดลองจากปริมาณ DNA ที�ใชเ้ป็นแม่แบบ 

(DNA template) เพียงเลก็นอ้ยไดเ้ป็นผลผลิตหลายลา้นโมเลกุล โดยอาศยัหลกัการการจาํลอง DNA 

(DNA replication) ซึ�งเป็นการสังเคราะห์สาย DNA สายใหม่จาก DNA template ขอ้ดีของเทคนิค 

PCR คือ สามารถเพิ�มปริมาณ DNA ไดอ้ย่างจาํเพาะเจาะจง โดยมีขั�นตอนการทาํงานที�ใชเ้วลาสั�น 

ปฏิกิริยา PCR คิดคน้และพฒันาขึ�นโดย Kary Mullis และคณะ ซึ�งในปัจจุบนัเทคนิค PCR ไดรั้บ

การปรับปรุงและพฒันาเพื�องานวิจยัทางชีวโมเลกุลและพนัธุวิศวกรรม เช่น การสร้าง DNA ติดตาม 

(DNA probe) การเพิ�มปริมาณยนี (gene cloning) การวิเคราะห์ลาํดบัเบสของยีน (gene sequencing) 

การศึกษาการแสดงออกของยีนจาก mRNA (gene expression) การสร้างยีนกลายพนัธุ์ (in vitro 

mutagenesis) และการบ่งชี�ตาํแหน่งกลายพนัธุ์บนยีน (point mutations and deletions) เป็นต้น 

(คณะแพทยศ์าสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 2546; อุไรวรรณ วิจารณกุล. 2545) 
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        ขั�นตอนแรกในการศึกษาโดยเทคนิค PCR คือการหาลาํดบั nucleotide ของยีนหรือชิ�นส่วน 

DNA ที�สนใจ จากนั�นทาํการสังเคราะห์สาย oligonucleotide สั�นๆ จาํนวน 2 สายเพื�อใชเ้ป็นไพร

เมอร์ (primer) โดยแต่ละสายมีเบสคู่สมกับส่วนปลาย 3' ของเส้น DNA ที�สนใจ primer                   

ที�ใชโ้ดยทั�วไปจะมีความยาวประมาณ 18-30 เบส นาํมาทาํปฏิกิริยากบัสารตั�งตน้ที�สาํคญัในการทาํ 

PCR (หทัยา กากีวงศ.์ 2549; อุไรวรรณ วิจารณกุล. 2545)                                                                                                                        

       2.4.1 สารตั�งต้นที�สําคญัในการทําปฎกิริิยา PCR   

                - DNA แม่แบบ (DNA template) คือ DNA ตน้แบบ หรือยนีส่วนที�ตอ้งการเพิ�มปริมาณ 

หรือเป็นตวัอยา่ง DNA ที�ตอ้งการนาํมาตรวจหา DNA จาํเพาะ เช่น DNA ที�สกดัจากเลือด เซลลที์�มี

นิวเคลียสของมนุษย ์หรือสิ�งมีชีวิตชนิดต่างๆ ซึ�งเป็น DNA ที�ทราบลาํดบัเบสแลว้ 

                - DNA สายเริ�มตน้ขนาดสั�นๆ เรียกว่าไพรเมอร์ (primer) มีความยาวประมาณ 18-30 เบส 

สายหนึ�งเรียกว่า forward primer อีกสายหนึ�ง เรียกว่า reverse primer แต่ละสายจะมีลาํดบัเบสที�เขา้คู่ 

(complementary) กบัลาํดบัเบสดา้นปลาย 3’ ของสาย DNA template แต่ละสาย และสามารถจบักบั 

DNA template ได ้โดยจบัที�ตาํแหน่งที�อยูข่นาบขา้ง (flanking region) กบัส่วนที�ตอ้งการเพิ�มจาํนวน 

สาํหรับ primer ไดม้าจากการสงัเคราะห์ดว้ยเครื�องสงัเคราะห์ DNA (DNA synthesizer) ในการทาํ 

PCR จึงตอ้งทราบลาํดบัเบสของ DNA ที�ตอ้งการจะเพิ�มจาํนวน เพื�อใชใ้นการสร้าง primer ที�

จาํเพาะ  

                - ดีออกซีนิวคลีโอไทดไ์ตรฟอสเฟต (dNTP) เป็นนิวคลีโอไทด ์ ซึ�งเป็นหน่วยยอ่ยสาํหรับ

นาํไปสงัเคราะห ์DNA สายใหม่ เบสมี 4 ชนิด ไดแ้ก่ adenine (A), guanine (G), cytosine (C) และ

thymine (T) ซึ�งเป็นส่วนประกอบสาํคญัของโครงสร้าง DNA 

                - เอนไซม ์DNA โพลีเมอเรส (DNA polymerase) ทาํหนา้ที�ในการสงัเคราะห์ DNA สาย

ใหม่ เอนไซมนี์�มีหลายชนิด ที�นิยมใชก้นัทั�วไปเป็นเอนไซมที์�สกดัไดจ้ากแบคทีเรียชื�อ Thermus 

aquaticus จึงเรียกเอนไซมนี์� ว่า Taq DNA polymerase แบคทีเรียชนิดนี�อาศยัอยูใ่นนํ� าพุร้อน            

มีคุณสมบติัทนต่ออุณหภูมิสูงไดถ้ึง 95 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิที�เหมาะสมต่อการทาํงานของ

เอนไซม ์(optimum temperature) คือประมาณ 72 องศาเซลเซียส 

                - แมกนีเซียมคลอไรด ์ (MgCl2) เป็น cofactor ของเอนไซม ์ DNA polymerase โดย

แมกนีเซียมมีผลต่อการทาํงานของเอนไซม ์ DNA polymerase เนื�องจากเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาของ

เอนไซม ์DNA polymerase ซึ�งช่วยเพิ�มปริมาณ PCR product และช่วยใหเ้กิดการจบักนัของ primer 

กบั DNA template เกิดขึ�นอยา่งจาํเพาะ ส่งผลใหไ้ด ้PCR product ที�มีความจาํเพาะสูงขึ�น 

                - บฟัเฟอร์ (buffer) เป็นสารละลายที�ทาํใหส้ภาวะความเป็นกรด-ด่างของสารในหลอด

ทดลองมีความเหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยา 

                - นํ� าปราศจากอิออน (dH2O) ที�ผา่นการฆ่าเชื�อ ซึ�งใชผ้สมกบัสารตั�งตน้ดงักล่าวทั�งหมด 
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                สารเคมีที�เป็นส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR จะผสมกนัไวใ้น PCR tube และนาํไปใส่ใน

เครื�อง PCR ที�ปรับอุณหภูมิไดต้ามโปรแกรมที�กาํหนด จะเกิดการสงัเคราะห ์ DNA สายใหม่ขึ�นใน 

PCR tube ซึ�งเมื�อเกิดปฏิกิริยาจนครบรอบและระยะเวลาที�กาํหนดจะได ้ PCR product เป็น DNA 

ของตาํแหน่งที�ตอ้งการเป็นจาํนวนมาก (คณะแพทยศ์าสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 2546;         

อุไรวรรณ วิจารณกุล. 2545)   

       2.4.2 ขั�นตอนการทําปฏิกริิยา PCR  

                ขั�นตอนการทาํปฎิกิริยา PCR ประกอบดว้ย 3 ขั�นตอนหลกั คือ 

                - การแยกสาย DNA template (denaturation) โดยใชอุ้ณหภูมิสูง 94-95 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลาประมาณ 30-60 วินาทีเพื�อให้ dsDNA คลายเกลียวออกจากกัน โดยเมื�อเริ�มตน้ DNA 

template จะอยู่ในลกัษณะที�เป็นเกลียวคู่ เมื�อเพิ�มอุณหภูมิถึงประมาณ 94 องศาเซลเซียส จะทาํให้

พนัธะไฮโดรเจนระหว่างคู่เบสของ DNA ถกูทาํลาย ทาํใหเ้สน้ DNA แยกออกจากกนั ซึ�งขั�นตอนนี�

จะแตกต่างจากการสงัเคราะห์ DNA ในธรรมชาติ คือ ในสิ�งมีชีวิตจะมีเอนไซม ์helicase ช่วยในการ

แยกสายและคลายเกลียว DNA ในทางปฏิบติั เวลาที�ใช้อาจปรับเปลี�ยนตามความเหมาะสมกับ

ลกัษณะความซบัซอ้น (complexity) ของ DNA template ลกัษณะและขนาดของ PCR tube ปริมาตร

ของปฏิกิริยา PCR และชนิดของเครื�อง PCR ที�ใช ้โดยในกรณี DNA template มี GC content สูง 

อาจต้องใช้เวลาในขั�นตอน denaturation นานขึ� นหรือใช้อุณหภูมิที�สูงขึ�น อย่างไรก็ตามการใช้

เวลานานและอุณหภูมิสูงเกินไป จะทาํให้เอนไซมแ์ละ nucleotide สูญเสียคุณสมบัติได ้แต่ถา้ใช้

เวลานอ้ยและอุณหภูมิต ํ�าเกินไป จะทาํให้สาย dsDNA แยกออกจากกนัไม่สมบูรณ์อาจทาํให้ PCR 

product ลดลง นอกจากนี� การใชอุ้ณหภูมิที�สูงเกินไปและนานเกินไปเนื�องจากจะทาํให้ระดบัการ

ทาํงานของเอนไซม ์Taq DNA polymerase ลดลง (คณะแพทยศ์าสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 

2546; หทัยา กากีวงศ.์  2549) 

                - การจบัของสาย primer กบั DNA template (annealing) โดยใช้อุณหภูมิ 50-65 องศา

เซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 30-60 วินาที เพื�อให้ primer เขา้จบักับ DNA template ในบริเวณที�

ลาํดับเบสเข้าคู่ก ัน เมื�อแยกสาย dsDNA ออกจากกันแลว้ จะลดอุณหภูมิลงเหลือ 50-65 องศา

เซลเซียส เพื�อให ้primer เขา้มาจบับริเวณที�มีลาํดบัเบสคู่สมกนั ในการสังเคราะห์ DNA ไม่สามารถ

ที�จะเริ�มจากเบสตวัเริ�มตน้ไดเ้นื�องจากเอ็นไซม ์DNA polymerase ตอ้งการปลาย -OH ทางดา้น 3' 

เพื�อนาํ nucleotide มาต่อ ซึ� งในสิ�งมีชีวิตจะมีเอ็นไซม ์primase เป็นตัวสร้าง RNA primer ขึ� น 

โดยทั�วไปใชอุ้ณหภูมิ annealing temperature ที�ต ํ�ากว่าจุดหลอมเหลว (melting temperature ; Tm) 

ของ primer ประมาณ 5 องศาเซลเซียส การใช้อุณหภูมิที� สูงในขั�นตอนนี� จะช่วยในการเพิ�ม

ความจาํเพาะในการจบัคู่ เวลาที�ใชใ้นขั�นตอนนี� ประมาณ 30 วินาที ขั�นตอนนี� มีความสาํคญัต่อ

ประสิทธิภาพและความจาํเพาะในการทาํ PCR โดยทั�วไปสามารถทดสอบหาอุณหภูมิที�เหมาะสม 
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โดยการหาค่า Tm ของ primer จากการใชสู้ตรคาํนวณ ไดด้งันี�  Tm = 4 (จาํนวนเบสของ G + จาํนวน

เบสของ C) + 2 (จาํนวนเบสของ A + จาํนวนเบสของ T) จากนั�นเปรียบเทียบการทาํ PCR โดยใช้

อุณหภูมิ annealing ที�ต่างกนัประมาณ 2 องศาเซลเซียส หลายๆ อุณหภูมิ โดยใชค่้า Tm - 5 องศา

เซลเซียส เป็นอุณหภูมิหลกั การใชอุ้ณหภูมิต ํ�าเกินไปทาํให้การ annealing ของ primer เกิดอย่างไม่

จาํเพาะ แต่หากใชอุ้ณหภูมิสูงเกินไปการ annealing จะเกิดขึ�นนอ้ยหรือไม่มีเลย      

                - การสงัเคราะห์ DNA สายใหม่โดยการต่อสาย primer extension ในทิศทาง 5 ΄ ไป 3΄ ใช้

อุณหภูมิ 70-75 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 30-120 วินาที ในขั�นตอนนี� จะเป็นการสร้างสาย 

DNA ต่อจาก primer โดยอุณหภูมิที�ใช้จะพอเหมาะกับการทาํงานของเอนไซม์ Taq DNA 

polymerase โดยเอนไซม ์Taq DNA polymerase จะทาํหนา้ที�นาํเบสที�เขา้คู่กบั DNA template มาต่อ

เขา้ที�ปลายของสาย primer ทั�ง 2 เพื�อให้ได ้DNA สายใหม่ ส่วนเวลาที�ใชใ้นขั�นตอนนี� จะขึ�นกับ

ความเข้มขน้ และความยาวของลาํดบัเบส DNA template รวมทั�งอุณหภูมิที�ใช้ในปฏิกิริยาดว้ย     

โดยปกติเอนไซม ์Taq DNA polymerase สามารถเพิ�มความยาวของสาย DNA ไดป้ระมาณ 6,000 

nucleotide ต่อนาทีที�อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส การใชเ้วลาที�มากในขั�นตอนแรกจะมีประโยชน์

สาํหรับ DNA template ที�มีจาํนวนน้อย การสังเคราะห์จะดาํเนินตามลาํดบั 3 ขั�นตอนซํ� ากนัเป็น

จาํนวน 35-40 รอบ ทาํใหไ้ด ้PCR product เป็น DNA สายใหม่เพิ�มขึ�นเป็นจาํนวนมาก 

                ปฏิกิริยาทั�ง 3 ขั�นตอนหลกัรวมเรียกว่า 1 รอบ PCR (PCR cycle) จะให้ผลผลิตเป็น DNA 

สายคู่ที�มีลาํดบัเบสเป็นคู่สมกบั DNA template เพิ�มขึ�นเป็นสองเท่า จาํนวนรอบของการทาํ PCR 

มากขึ� น จะได้ dsDNA ที�สนใจจํานวนมาก เรียกการเพิ�มจ ํานวนแบบนี� ว่ า  “exponential 

amplification” ซึ� งคาํนวณไดเ้ท่ากบั 2n (n คือ จาํนวนรอบในการทาํ PCR cycle number) โดย

จาํนวนรอบที�ทาํ PCR 20 รอบ สามารถเพิ�มปริมาณสาร dsDNA มากกว่า 100,000  เท่า จาํนวนรอบ

ในการทาํ PCR ขึ�นกบัปริมาณ DNA template ตั�งตน้ แต่ถา้ใชจ้าํนวนรอบที�มากขึ�นโอกาสที�จะได้

ผลผลิต PCR ที�ผดิพลาดมากขึ�นตามไปดว้ย เนื�องจาก PCR product ที�ไดจ้ะมีความจาํเพาะเจาะจงที�

ลดลง และมี background มากขึ� น แต่ถา้ใช้จาํนวนรอบน้อยเกินไปผลผลิตที�ได้ก็น้อยลงด้วย 

(คณะแพทยศ์าสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 2546; หทัยา กากีวงศ.์  2549) 

 

2.5 การศึกษาความแปรผันหลากหลายทางพันธุกรรมโดยวิธี Restriction fragment length 

polymorphism (RFLP)  

        เทคนิค restriction fragment length polymorphism (RFLP) คือ เทคนิคที�ใชใ้นการศึกษาความ

ยาวของท่อน DNA หลงัการตดัโดย restriction endonuclease เพื�อใชห้าความสัมพนัธ์ของลกัษณะ

ทางพนัธุกรรมหรือโรคทางพนัธุกรรมที�เกิดจากกลายพนัธุ ์(mutation) ซึ�งการกลายพนัธุ์สามารถทาํ
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ใหเ้กิด restriction site ใหม่ หรือทาํให้ restriction site เดิมที�มีอยู่แลว้หายไป หลงัจากการตดั DNA 

ดว้ย restriction endonuclease แลว้ นาํเอา DNA นั�นไปหาผงัของ RFLP (Buckingham. 2007) 

        Restriction endonuclease คือ เอนไซมที์�สามารถไปจบัและตดั DNA สายคู่ที�ตาํแหน่งจาํเพาะ

ของลาํดบันิวคลิโอไทด ์(nucleotide) ที�เรียกว่า recognition sequence หรือ restriction site ส่วนการ

เรียกชื�อ restriction endonuclease  เรียกชื�อตามแบคทีเรียที�นาํมาแยกเอนไซม ์โดยนาํอกัษรตวัแรก

มาจากชื�อ genus อกัษรสองตวัออกมาเป็นอกัษรสองตวัแรกของ species อกัษรตวัถดัมาจะเป็น 

strain และถดัมาจะเป็นตัวเลขโรมนัที�ระบุถึงการค้นพบเอนไซม์ชนิดนั�น เช่น DdeI มาจาก

แบคทีเรีย genus Desulfovibrio species desulfuricans ซึ� งเอนไซม์นี� ถูกคน้พบเป็นตัวแรกใน

แบคทีเรียชนิดนี�  (คณะแพทยศ์าสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 2546) 

        Restriction endonuclease แบ่งไดเ้ป็น 3 ชนิด คือ type I restriction endonuclease และ type II 

restriction endonuclease และ type III restriction endonuclease ตามคุณสมบติั ความตอ้งการ       

co-factor และวิธีการตดั DNA (คณะแพทยศ์าสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 2546) ดงันี�  

        -Type I restriction endonuclease จะไม่ตดั DNA ที�ตาํแหน่งจาํเพาะ ซึ�ง type I restriction 

endonuclease ส่วนใหญ่จะตดั DNA ห่างออกไปจาก recognition site ของเอนไซม ์

        -Type II restriction endonuclease จะตดั DNA ตรงตาํแหน่ง recognition site เนื�องจากเอนไซม์

ในกลุ่มนี� เป็นเอนไซมที์�มี 2 subunit ที�เหมือนกนั (identical) 

        -Type III restriction endonuclease จะตดั DNA ที�ตาํแหน่งห่างออกจาก recognition site ไป   

25 คู่เบส เนื�องจากเอนไซมใ์นกลุ่มนี� เป็นเอนไซมที์�มี 2 subunit ที�ต่างกนั 

        ในปัจจุบนัมี restriction endonuclease หลายชนิด เช่น AluI, BamHI, BsrBI, DdeI, EcoRI, 

Fnu4hI, HinfI, PstI และ TaqI เป็นตน้ โดย restriction endonuclease แต่ละชนิดจะมีความจาํเพาะต่อ

ลาํดบัเบสของ DNA ที�แตกต่างกนั ดงัตารางที� 1 
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ตารางที� 1 ตวัอยา่งเอนไซมต์ดัจาํเพาะ แหล่งที�มาของเอนไซมแ์ละตาํแหน่งตดัจาํเพาะ 

เอนไซม์ แหล่งที�มา ตาํแหน่งตดัจาํเพาะ 

AluI Arthrobacter luteus 
AG ↓ CT 

TC ↑ GA 

BamHI Bacillus amyloliquefaciens H 
G ↓ GATC        C 

C        CTAG ↑ G 

BsrBI Bacillus stearothermophilus 
CCG↓ CTC 

GGC↑GAG 

DdeI Desulfovibrio desulfuricans 
C ↓ TNA        G 

G       ANT  ↑ C 

EcoRI Escherichia coli R factor 
G ↓ AATT       C 

G       TTAA ↑ G 

Fnu4HI Fusobacterium nucleatum 
GC ↓ N      GC 

CG       N ↑ CG 

HinfI Hemophilus influenza Rf 
G↓ANT      C 

C      TNA↑G 

PstI Providencia stuartii 
C       TGCA ↓ G 

G ↑ ACGT       C 

TaqI Thermus aquaticus 
T ↓ CG        A 

A       GC  ↑ T 

 

        เทคนิค RFLP ได้ถูกนําไปประยุกต์ในงานวิเคราะห์ DNA หลายแบบ เช่น การจาํแนก 

genotyping ของเชื�อไวรัสและแบคทีเรียบางชนิด  การจาํแนกชนิดของจุลินทรีย ์ นอกจากนั�น RFLP 

ยงัสามารถใชต้รวจหา point mutation ของยีนต่างๆ เช่น โรคมะเร็งหรือโรคความผิดปกติทาง

พนัธุกรรม โดยอาศยัหลกัการที�ว่าเมื�อมีการเปลี�ยนแปลงลาํดบัเบสในตาํแหน่งของยีน restriction 

endonuclease จะไม่สามารถตัด DNA ในตาํแหน่งนั�นได้ จึงทาํให้สามารถแยกความแตกต่าง

ระหว่าง DNA เหล่านั�น หลกัการทาํ RFLP ประกอบดว้ยขั�นตอนดงันี�  คือการเตรียม DNA โดยการ

เพิ�มจาํนวนชิ�นส่วน DNA ที�สนใจ (DNA amplification) จากนั�นทาํการตดั DNA ออกเป็นชิ�นย่อย

ดว้ย restriction endonuclease และตรวจสอบความแตกต่างของชิ�นส่วน DNA โดยใช้เทคนิค 

electrophoresis (คณะแพทยศ์าสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 2546; สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล.  2548) 
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2.6 การแยกชิ�น DNA ด้วยกระแสไฟฟ้า (electrophoresis)  

        Electrophoresis เป็นวิธีการแยกสารที�ผสมกนัอยูใ่หอ้อกจากกนัโดยใชก้ระแสไฟฟ้า หลกัการ

ของ electrophoresis คือ โมเลกุลที�มีประจุอยูใ่นสนามไฟฟ้าที�เกิดจากขั�วไฟฟ้า 2 ขั�วในสารละลาย 

โมเลกุลของสารนั�นจะมีการเคลื�อนยา้ยจากขั�วหนึ� งไปสู่ขั�วหนึ� ง โดยที�โมเลกุลที�มีประจุไฟฟ้ารวม

เป็นบวกจะเคลื�อนที�ไปที�ขั�วลบ ในขณะที�โมเลกุลที�มีประจุไฟฟ้ารวมเป็นลบจะเคลื�อนที�ไปที�

ขั�วบวก ซึ�งการเคลื�อนที�ในลกัษณะนี� เรียกว่า electrophoresis ความเร็วในการเคลื�อนที�ขึ�นอยู่ก ับ

ปัจจยั 2 ประการคือ แรงผลกัดนัซึ�งเกิดโดยสนามไฟฟ้ากระทาํต่อโมเลกุลและแรงตา้นทานการ

เคลื�อนที� ซึ�งเกิดขึ�นในขณะที�โมเลกุลนั�นเคลื�อนยา้ยเขา้ไปในตวักลางและเนื�องจากโมเลกุลของสาร

ต่างๆ จะมีความแตกต่างกนัทั�งขนาด รูปร่าง และประจุไฟฟ้า   ทาํให้ความสามารถในการเคลื�อนที�

ในสนามไฟฟ้าต่างกนั จึงสามารถแยกโมเลกุลของสารหลายชนิดออกจากกนัได ้(Buckingham. 

2007) ในทางอณูชีววิทยานิยมนําเทคนิคนี� มาใช้ในการแยกขนาดของ DNA และโปรตีน             

โดยตวักลาง ที�นิยมใชม้ี 2 ประเภท คือ 

        - Paper electrophoresis ซึ�งนิยมใชใ้นการแยกสารที�เป็นส่วนผสมของโมเลกุลที�มีประจุและมี

ขนาดเลก็โดยใชก้ระดาษกรอง นาํมาทาํใหเ้ปียกดว้ยสารละลายที�มีการควบคุม pH และนาํมาวางไว้

ระหว่างขั�วไฟฟ้า 2 ขั�ว จากนั�นนาํสารที�ตอ้งการจะแยกโมเลกุลต่างๆ ออกจากกนัไปหยดที�ตาํแหน่ง

ที�กาํหนดบนกระดาษนั�น เมื�อเปิดสนามไฟฟ้า และปล่อยใหโ้มเลกุลเคลื�อนที�เป็นเวลาพอเหมาะแลว้ 

จึงนาํเอากระดาษนั�นมาทาํใหแ้หง้ ยอ้มสี และเปรียบเทียบกบัการเคลื�อนที�ของสารมาตรฐานที�ทราบ  

       - Gel electrophoresis คือ การใชวุ้น้เป็นตวักลาง ซึ� งเป็นที�นิยมเป็นอย่างมากในการศึกษา

เกี�ยวกบัโปรตีนและกรดนิวคลีอิก วุน้ประกอบไปดว้ยเนื�อวุน้และสารละลายที�เหมาะสม ซึ�งเนื�อวุน้

ที�นิยมใช้มี 2 ชนิด คือ polyacrylamide ซึ� งเป็น cross-linked polymer ที�สามารถละลายนํ� าได ้      

และ agarose ซึ�งเป็น polysaccharide ในเนื�อวุน้ที�หล่อเป็นแบบมีคุณสมบัติเป็นรูพรุนอยู่ภายใน 

จากนั�นนาํเนื�อวุน้ไปตั�งไวร้ะหว่างขั�วไฟฟ้า 2 ขั�ว แลว้หยอดสารละลายที�ตอ้งการศึกษาลงไปในเนื�อ

วุน้ ซึ�งเมื�อเปิดกระแสไฟฟ้า โมเลกุลในสารละลายนั�นก็จะมีการเคลื�อนที� ถา้ปัจจยัอื�นๆ เหมือนกนั 

โมเลกุลใหญ่กว่าก็จะเคลื�อนที�ด้วยความเร็วน้อยกว่า ยิ�งใชเ้วลานานขึ�นก็จะเคลื�อนที�แยกกันได้

ชดัเจนขึ�น  

        DNA ที�เกิดจากปฏิกิริยา PCR ในหลอดทดลองจะไม่สามารถมองเห็นดว้ยตาเปล่าได ้ ดงันั�น  

ในการตรวจหา PCR product จะตอ้งนาํตวัอยา่งที�ทาํ PCR มาตรวจสอบโดยวิธี gel electrophoresis 

ซึ�งเป็นการแยก DNA ใน agarose gel ดว้ยกระแสไฟฟ้า เปรียบเทียบกบั DNA marker ที�ทราบขนาด

แน่นอน โดยระยะทางที� DNA สามารถเคลื�อนที�ไปไดจ้ะขึ�นอยูก่บัขนาดของ DNA และ

กระแสไฟฟ้าที�ใช ้ จากนั�นนาํ agarose gel ไปยอ้มดว้ย ethidium bromide ซึ�งมีลกัษณะเป็น 

polycyclic aromatic compound มีประจุบวกซึ�งจะไปจบักบั DNA ระหว่างคู่เบส โดยโมเลกุลของ 
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ethidium bromide จะจบักบั DNA ที�มีประจุลบตรงตาํแหน่งของเกลียวที�ทาํมุม 26°  ดงันั�น          

เมื�อนาํ agarose gel ที�ผา่นการยอ้มดว้ย ethidium bromide ไปส่องบนเครื�องกาํเนิดแสง

อลัตราไวโอเลต (UV transilluminator) จะเห็นแบน DNA เรืองแสงบน agarose gel จากนั�น

บนัทึกภาพดว้ยเครื�องบนัทึกภาพถ่ายอตัโนมติั (คณะแพทยศ์าสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 2546) 

 

2.7 การคาํนวณหาความถี�การกระจายตวั (Gene frequency)  

        การคาํนวณ genotype frequencies และ allele frequencies สามารถทาํโดยใชห้ลกัการ Hardy – 

Weinberg rules ซึ�งมีแนวคิดว่า ประชากรหนึ� งที�พนัธุกรรมอยู่ในภาวะสมดุล (Hardy-Weinberg 

equilibrium) ไม่มีวิวฒันาการ คือเป็นประชากรขนาดใหญ่ ไม่มีการกลายพนัธุ์ของยีน (mutation) 

ประชากรมีการแยกออกจากประชากรอื�นๆ ในชนิดพนัธุ์เดียวกนัไม่มีการอพยพ (migration) มีการ

แต่งงานแบบสุ่ม (random) ไม่มีการเลือก (selection) และยีนไม่มีผลต่อการอยู่รอดหรือสืบพนัธุ ์

สัดส่วนของลกัษณะที�แสดงออกทางพนัธุกรรม (genotype) ที�ตาํแหน่งของยีนหนึ� งซึ�งมี allele 2 

ประเภทแสดงออกร่วมกนั (co-dominant) จะเป็นไปตามสมการ 

P2 + 2pq + q2 = 1 

        เมื�อ p คือความถี�ของ allele A และ q  คือความถี�ของ allele B  โดยผลรวมของความถี�ของ 

allele A และ allele B ในประชากรทั�งหมดจะตอ้งเท่ากบั 1 และความถี�ของ genotype AA, AB และ 

BB ยอ่มเท่ากบั p2, 2pq และ q2 ตามลาํดบัคงที�ไปตลอดทุกรุ่นถดัไป โดยไม่มีแรงกดดนัที�ทาํให้เกิด

การวิวฒันาการ (กิตติพฒัน์ อุโฆษกิจ. 2549)   

 

2.8 พาราออกโซเนส (Paraoxonase)  

        กลุ่มของยีน paraoxonase (PON) ประกอบดว้ย ยีน 3 ตวั คือ PON1, PON 2 และ PON 3 อยู่

บน chromosome คู่ที� 7 ในส่วนของ long arm ตาํแหน่งระหว่าง q21.3 และ q22.1 (Li. 2003 : 766-

779) (ภาพที�1) ซึ�งยนี PON ทาํการควบคุมการแสดงออกทางโครงสร้างของเอนไซม ์ทาํให้ลกัษณะ

โครงสร้างของเอนไซมใ์นกลุ่มนี�มีความคลา้ยคลึงกนัทั�งในระดบั nucleotide และระดบักรดอะมิโน 

(Mackness. 2002 :  357-362; Draganov. 2004 : 78-88) โดยโครงสร้างของเอนไซมป์ระกอบดว้ย

กรดอะมิโนประมาณ 354 ตวั มีขนาดประมาณ 40 - 45 kDa มีลกัษณะโครงสร้างเป็นวงคลา้ย 

aromatic ring ซึ�งเกิดจากการเชื�อมโยงกนัของกรดอะมิโน cysteine (Cys) ที�ตาํแหน่ง 42 และ 353 

และมีสายคาร์โบไฮเดรตหลายสายมาจบัอยู่บนโครงสร้างนี�  นอกจากนี� ยงัมี Cys อิสระที�ตาํแหน่ง 

284 ซึ�งมี sulhydryl group (-SH) ทาํให้เอนไซมใ์นกลุ่ม paraoxonase จดัอยู่ในกลุ่ม glycoprotein 

esterase enzyme ที�มีคุณสมบติัในการสลาย (hydrolyze) สาร lipid hydroperoxide และ hydrogen 
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peroxide อนัเป็นผลจากกระบวนการ lipid oxidation ภายในร่างกาย จึงเชื�อว่าเอนไซม์กลุ่มนี� มี

คุณสมบติัในการป้องกนัการเกิดภาวะหลอดเลือดแดงแข็งตวั (Draganov. 2004 : 78-88)  

 
ภาพที� 1 กลุ่มยนี PON บนโครโมโซมคู่ที� 7 ตาํแหน่งระหว่าง q21.3 และ q22.1 (Li. 2003 : 766-

779) 

Paraoxonase 1 (PON1) 

        PON1 เป็นเอนไซมใ์นกลุ่ม calcium-dependent esterase หรือ lactonase ซึ�งเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

hydrolysis สารจาํพวก organophosphate (La Du. 1996 : 1186-1187) Mazur และคณะเป็นกลุ่มแรก

ที�มีการรายงานว่าพบเอนไซม์ PON1 ในเนื�อเยื�อของสัตว์ ซึ� งสามารถสลายยาฆ่าแมลงในกลุ่ม 

organophosphate (Mazur. 1946 : 271-289) โดย PON เป็นชื�อที�ไดม้าจากคุณสมบติัในการสลาย 

metabolite product ของ paraoxon (paraoxonase activity, EC 3.1.8.1) ซึ�ง paraoxon เป็นยาฆ่าแมลง

ที�เป็น substrate ที�ใชใ้นการศึกษามากที�สุด นอกจากนี�  PON1 ยงัมีความสามารถสลาย metabolite 

ของยาฆ่าแมลงตวัอื�นๆ เช่น oxon และ diazoxon ที�มีความสามารถในการทาํลายสาร   สื�อประสาท 

เช่น sarin และ soman (Davies. 1996 : 334-336) และ PON1 ยงัสามารถสลาย สารประกอบในกลุ่ม 

aromatic ester เช่น phenyl acetate (arylesterase activity, EC 3.1.1.2) นอกจากนี�  PON1 สามารถ

สลายสารประกอบในกลุ่ม aromatic และ aliphatic lactones ได ้(Biggadike. 2000 :  19-21; 

Billecke. 2000 : 1335-1342) PON1 ประกอบดว้ย amino acid 354 ตวั มีนํ� าหนักโมเลกุล 45 kDa 

สามารถพบไดใ้นตบัแต่พบไดน้อ้ยในไต  (Ng. 2005 : 153-163) PON1 จะถกูหลั�งออกมาใน plasma 

และจับกบั high-density lipoprotein (HDL) โดย apolipoprotein AI (apo AI) บน HDL เป็น

ตวักระตุน้ให ้PON1 หลั�งออกมามาจากตบั (ภาพที� 2) (Sorenson. 1999 : 2214-2225; James. 2004 : 

1986-1994; Deakin. 2004 : 435-447) ซึ�ง calcium ions (Ca2+) 2 ตวั ที�อยู่ตรงกลางโครงสร้างของ 

PON1 ทาํหนา้ที� hydrolytic activity นอกจากนี�  PON1 มี cysteine 3 ตาํแหน่งคือ cysteine (ภาพที� 3) 

ที�ตาํแหน่ง 42 และตาํแหน่ง 353 เชื�อมติดกนัโดย disulfide bond ในขณะที� cysteine ที�ตาํแหน่ง 284 

เป็น free cysteine ที�จาํเป็นสําหรับการทาํงานของ arylesterase และทาํหน้าที� เป็น antioxidant 

enzyme ในการยบัย ั�ง LDL oxidation (Aviram. 1998 : 1617-1624) โดย Avriam และคณะไดอ้ธิบาย

ว่า การดึง Ca2+ ออกส่งผลกระทบต่อเสถียรภาพของ PON1 และส่งผลกระทบต่อการทาํงานในการ 

hydrolyze สารจาํพวก organophosphate ให้มี activity น้อยลง แต่ไม่รบกวนความสามารถในการ

ยบัย ั�ง LDL oxidation (Aviram. 1998 : 1617-1624) 
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ภาพที� 2 การกระตุน้การหลั�งเอนไซม ์ PON1 จากเซลลต์บั โดย apolipoprotein AI บน HDL 

(Deakin. 2004 : 435-447) 

 

        Mackness และคณะสามารถอธิบายไดเ้ป็นกลุ่มแรกว่า purified  PON1 ของมนุษยส์ามารถ

ยบัย ั�ง LDL oxidation ในหลอดทดลอง (Mackness. 1991 : 193-199) จากการศึกษาคุณสมบติัการ

เป็น antioxidant ของ PON1 อธิบายไดว้่า PON1 สามารถป้องกนัการเกิด oxidized-LDL (Ox-LDL) 

โดยกลไกการยบัย ั�ง Ox-LDL ของ PON1 ที�เป็นไปได้คือการ hydrolyze lipid peroxide และ 

hydrogen peroxide (Mackness. 1993 : 129-135) Watson และคณะอธิบายว่า PON1 ทาํให้ผนัง

หลอดเลือด artery มีการตอบสนองต่อการอกัเสบน้อยลงโดยทาํลาย Ox-LDL (Watson. 1995 : 

2882-2891) นอกจากนี�  free sulfhydryl group ของ cysteine ที�ตาํแหน่ง 284 ยงัสามารถป้องกนัการ

เกิด oxidized phospholipids ของ HDL (Aviram. 1998 : 1617-1624) ซึ�งระดบัการทาํงานของ PON1 

จะไม่แตกต่างกนัระหว่างเพศแต่ขึ�นกบัอายุ โดยพบว่าในเด็กแรกเกิดจนถึงก่อนอายุครบ 1 ปี จะมี

ระดบัการทาํงานของ PON1 ประมาณ 50% ของระดบัที�พบในผูใ้หญ่ (Mackness. 1998 : 329-336; 

Cole . 2003 : 357-364) ในเด็กที�มีอายุมากกว่า 1 ปี จะมีระดบัการทาํงานของ PON1 เท่ากบัผูใ้หญ่ 

อย่างไรก็ตาม Richter และ Furlong พบว่าความเขม้ขน้และระดบั activity ของ PON1 ในแต่ละ

บุคคลมีความแตกต่างกนัมากถึง 13 เท่า (Richter. 1999 : 745-753) 
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ภาพที� 3 โครงสร้างของ PON1 (La Du. 1999 : 379-388) 

        ระดับการทาํงานของ PON1 ในซีรั�มมีความหลากหลายเกี�ยวเนื�องมาจากหลายปัจจัย เช่น 

polymorphisms ของยนี PON1 วิถีการดาํรงชีวิตและการเกิดโรค โดย Nishio และ คณะ พบว่าการ

สูบบุหรี�มีผลยบัย ั�ง PON1 activity ในหลอดทดลอง (Nishio. 1997 : 289-293) ซึ�งสอดคลอ้งกับ

รายงานการวิจยัจาํนวนมากที�พบว่าคนที�สูบบุหรี�มีระดบัการทาํงานของ PON1 ตํ�ากว่าคนที�ไม่สูบ

บุหรี�  (James. 2000 : 2252-2257; Jarvik. 2002 : 1329-1333; Ferre. 2003 : 1491-1497; Senti. 2003 : 

5422-5426) อาจเนื�องจากสารประกอบในกลุ่ม aldehyde และ aromatic hydrocarbon ที�อยู่ในบุหรี�  

แต่ระดบัการทาํงานของ PON1 ที�ลดลงจะกลบัมาอยู่ที�ระดับเท่าเดิมหลงังดสูบบุหรี�  3-24 เดือน 

(Nishio. 1997 : 289-293) นอกจากนี� ยงัพบว่าการดื�ม alcohol มีผลต่อระดบัการทาํงานของ PON1 

activity โดย ethanol alcohol และ aliphatic alcohol สามารถยบัย ั�ง PON1 ใน serum ของมนุษย ์

(James. 2000 : 2252-2257; Ferre. 2003 : 1491-1497) แต่ไม่สอดคลอ้งกบัรายงานการวิจยัของ 

Debord และคณะ ที�พบว่าการดื�ม alcohol ของผูช้ายที�มีสุขภาพดีจะทาํให้ระดบัการทาํงานของ 

PON1 สูงขึ�น (Debord. 1998 : 105-115) และจากการศึกษาอื�นๆ พบว่าการดื�ม alcohol ในปริมาณ
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เล็กน้อยเป็นประจาํจะทาํให้มีระดบัการทาํงานของ PON1 สูงกว่าผูที้�ไม่ได้ดื�ม alcohol ถึง 39% 

ในขณะที�มีการดื�ม alcohol อย่างหนักจะทาํให้มีระดบัการทาํงานของ PON1 ตํ�ากว่าผูที้�ไม่ไดดื้�ม 

alcohol ถึง 45% (Vandergaag. 1999 : 405-410) แต่อยา่งไรก็ตามบางรายงานการวิจยัพบว่าปริมาณ

การดื�ม alcohol ไม่มีผลกระทบต่อระดบัการทาํงานของ PON1 (Ferre. 2003 : 1491-1497; Sarandol. 

2003 : 507-512) 

        มีรายงานการวิจัยพบว่าระดับการทาํงานของ PON1 ลดลงเกี�ยวข้องกับการเกิดโรค เช่น 

โรคเบาหวาน (Boemi. 2001 :  229-235; Mackness. 2001 :  1451-1457; Senti. 2003 : 5422-5426) 

vascular dementia, Alzheimer (Paragh. 2002 : 63-67) liver cirrhosis และ chronic hepatitis (Ferre. 

2002 : 261-268) รวมทั�ง renal failure (Paragh. 1998 : 166-170) อยา่งไรก็ตามระดบัการทาํงานของ 

PON1 จะกลบัคืนมาอยู่ที�ระดบัปกติภายหลงัจากที�ผูป่้วยได้รับการผ่าตัดเปลี�ยนไต (Dantoine. 

1998:) นอกจากนี� ยงัพบว่าในผูช้ายที�เป็น coronary artery disease (CAD) ในระยะเริ�มตน้จะมีระดบั

การทาํงานของ PON1 ตํ�ากว่าในผูช้ายที�มีสุขภาพดี ถึง 30% (Mackness. 2003 : 2775-2779)  

        ความแตกต่างของความเขม้ขน้และระดบัการทาํงานของ PON1 ในระหว่างบุคคลยงัมีปัจจยั

จาก polymorphisms ของยนี PON1 จากการศึกษาจนถึงปัจจุบนัพบว่ายีน PON1 มี  polymorphisms 

อยู่หลายตาํแหน่งทั�ง coding region และ promoter ซึ� งยีน PON1 ส่วน coding region มี 

polymorphisms ที�สาํคญัอยู่ 2 ตาํแหน่ง คือ ตาํแหน่งที� 192 จะถูกควบคุมโดย allele ที�ควบคุมการ

สร้าง amino acid ชนิด glutamine และ arginine (Q192R) และที�ตาํแหน่ง 55 จะถูกควบคุมโดย 

allele ที�ควบคุมการสร้าง amino acid ชนิด leucine และ methionine (L55M) (Adkins. 1993 : 598-

608; Humbert. 1993 : 73-76) ซึ�ง L55M polymorphism มีผลกระทบต่อความเขม้ขน้ของ PON1 

และ Q192R polymorphism มีผลกระทบต่อระดับการทํางานของ PON1 โดยเชื�อว่า L55M 

polymorphism ทาํหนา้ที�ในการจบักนัระหว่าง PON1 กบั HDL เพราะ L55M มีตาํแหน่งอยู่ทางดา้น 

N-terminal ของ PON1 (Furlong. 1991 : 1013 -1040) ส่วน Q192R polymorphism ทาํหน้าที�ในการ

ควบคุมระดบัการทาํงานของ PON1 โดยขึ�นอยูก่บัชนิดของ substrate  (Davies. 1996 : 334-336) ซึ�ง 

RR genotype มีประสิทธิภาพในการ hydrolyze paraoxon สูงกว่า QQ genotype (Humbert. 1993 : 

73-76) ในทางตรงกนัขา้ม QQ genotype มีประสิทธิภาพในการ hydrolyze diazoxon, soman และ 

sarin สูงกว่า RR genotype (Davies. 1996: 334-336) ส่วนของ PON1 gene promoter มี 

polymorphism ที�สาํคญั คือ ตาํแหน่งที� -108 โดยพบว่าการเปลี�ยนจาก cytosine (C) เป็น thymine 

(T) (T-108C) มีความสมัพนัธก์บัระดบัความเขม้ขน้ของ PON1 โดย CC genotype จะมีความเขม้ขน้

ของ PON1 ในซีรั�มสูงกว่า TT genotype (Leviev. 2000 : 516-521; Suehiro. 2000 : 295-298) 

        ปัจจุบนัมีการศึกษาเกี�ยวกบัลกัษณะของ polymorphism และระดบัการทาํงานของ PON1 ใน

การป้องกนัการเกิดภาวะหลอดเลือดแดงแข็งตวั (atherosclerosis) เนื�องจาก PON1 มีคุณสมบติัเป็น 
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antioxidant ที�สามารถป้องกนัการเกิด LDL และ HDL oxidation โดย Osei-Hyiaman และคณะ

พบว่ากลุ่มประชากรที�มีการแสดงออกของ genotype ของยีน PON1-(Q192R) แบบ RR มี

ความสัมพนัธ์กบัการเกิด coronary artery disease (Osei-Hyiaman. 2001 : 639–644) แต่ในบาง

รายงานการวิจยัไม่พบความสัมพนัธ์ระหว่าง PON1-(Q192R) ต่อความเสี�ยงในการเกิด coronary 

heart disease (CHD) (Hangel. 1999 : 217-224; Watzinger. 2002 : 116-122) แต่จากการศึกษา

ความสัมพนัธ์ระหว่าง polymorphisms ของ PON1 กบั CHD โดยวิธี meta-analysis พบว่ากลุ่ม

ประชากรที�มีการแสดงออกของ genotype ของยีน PON1-(Q192R) แบบ RR มีความสัมพนัธ์กบั 

CHD (Wheeler. 2004 : 689-695) ในขณะที� Mackness และคณะ พบว่าในกลุ่มประชากรที�มี L 

allele ของยนี PON1-(L55M) จะมีความสัมพนัธ์กบัภาวะ atherosclerosis (Mackness. 2004 : 1317-

1323) จากรายงานการศึกษาจาํนวนมากพบว่า PON polymorphisms เป็นปัจจยัเสี�ยงทางพนัธุกรรม 

ต่อการเกิด coronary heart disease (CHD) แต่ผลที�ไดย้งัมีความขดัแยง้อยู่ ซึ�งปัจจยัหลกัที�อาจทาํให้

เกิดความแตกต่างเหล่านี�  คือ การกระจายตวั PON polymorphisms ในแต่ละเชื�อชาติมีความแตกต่าง

กนั ดงันั�นการศึกษาการกระจายตวัของ PON1 polymorphisms ที�ตาํแหน่ง T-108C, L55M และ 

Q192R ในกลุ่มประชากรแต่ละประเทศ จึงมีความสาํคญัในการประเมินความเสี�ยงของการเกิดโรค

ร้ายแรงต่างๆ ที�เกี�ยวขอ้งกบัภาวะ oxidative stress เพื�อใชเ้ป็นแนวทางในการป้องกนัและการรักษา

โรค 


