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โพลีมอร์ฟิซึมของจีน ADAMTS13 (Pro618Ala) และความสัมพันธ์กับโรคหลอด

เลือดหัวใจในคนไทย

บทคัดย่อ

	 	 A disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motif, member 13 (ADAMTS13) เป็น

เอนไซม์ในกลุ่มเมทัลโลโปรตีเอส (metalloprotease) ทำ�หน้าที่ในการตัดย่อย วอน วิลลีแบรนด์แฟกเตอร์ (von Willebrand 

factor; vWF) ที่มีขนาดใหญ่ให้มีขนาดที่เหมาะสมต่อการทำ�งานในกระบวนการห้ามเลือด ในปัจจุบันมีรายงานการเกิดโพลี

มอร์ฟิซึมจำ�นวนมากบนจีน ADAMTS13 และมีรายงานว่าโพลีมอร์ฟิซึม ADAMTS13 Pro618Ala มีความสัมพันธ์กับการ

ลดลงของแอ็กติวิตีของ ADAMTS13 ซึ่งอาจเป็นปัจจัยอย่างหน่ึงที่เพิ่มความเสี่ยงต่อการเกิดภาวะหลอดเลือดอุดตันจากลิ่ม

เลอืดและอาจมผีลตอ่โรคหลอดเลอืดหวัใจได ้การศกึษาครัง้นีม้วีตัถปุระสงคเ์พื่อศกึษาความถีจ่โีนไทปแ์ละความสมัพนัธข์องโพ

ลีมอร์ฟิซึม ADAMTS13 Pro618Ala กับโรคหลอดเลือดหัวใจในคนไทย โดยตรวจหาโพลีมอร์ฟิซึมนี้ด้วยวิธี polymerase 

chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) ในประชากรไทยจำ�นวน 340 ราย แบ่งเป็น 

อาสาสมคัรทีม่สีขุภาพดจีำ�นวน 117 ราย ผูป้ว่ยโรคหลอดเลอืดหวัใจจำ�นวน 126 ราย และผูป้ว่ยที่ไมเ่ปน็โรคหลอดเลอืดหวัใจ

จำ�นวน 97 ราย ผลการศึกษาพบว่าในอาสาสมัครทั้งหมดมีความถี่ของอัลลีล Pro และ Ala เท่ากับร้อยละ 98.68 และ 1.32 

ตามลำ�ดับโดยในกลุ่มอาสาสมัครสุขภาพดี กลุ่มควบคุมที่ไม่เป็นโรคหลอดเลือดหัวใจและกลุ่มผู้ป่วยโรคหลอดเลือดหัวใจ มี

ความถี่จีโนไทป์ Pro/Pro และ Pro/Ala เท่ากับร้อยละ 98.29 vs. 1.71, ร้อยละ 100 vs. 0 และร้อยละ 94.44 vs. 5.56 

ตามลำ�ดับ พบว่าความถี่จีโนไทป์ Pro/Ala ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคหลอดเลือดหัวใจและกลุ่มควบคุมที่ไม่เป็นโรคหลอดเลือด

หัวใจ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (P = 0.028) การศึกษานี้เป็นการศึกษาแรกที่รายงานถึงความชุกของโพลี

มอร์ฟิซึมนี้ในคนเอเชียและจากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าโพลีมอร์ฟิซึม ADAMTS13 Pro618Ala อาจมีความสัมพันธ์กับ

โรคหลอดเลือดหัวใจในคนไทย อย่างไรก็ตาม เนื่องจากความถี่อัลลีล Ala ค่อนข้างตํ่าและกลุ่มประชากรที่ศึกษามีขนาดเล็ก 

จึงควรทำ�การศึกษาเพิ่มเติมในกลุ่มประชากรที่มีขนาดใหญ่ขึ้น 
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Polymorphism of ADAMTS13 gene (Pro618Ala) in Thais and its 

association with coronary artery disease

Abstract								      

		  A disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motif, member 13 (ADAMTS13) is 

a metalloproteinase enzyme cleaving highly active ultralarge von Willebrand factor (vWF) multimers into the 

smaller size and less active vWF.  It has been shown in in vitro study that ADAMTS13 gene (Pro618Ala) 

polymorphism is associated with profound reduced ADAMTS13 activity. Thus, it has been hypothesized that 

low levels of ADAMTS13 may be a risk factor for arterial thrombosis and may influence coronary artery disease  

(CAD). This study therefore aims to investigate the frequency and association of ADAMTS13 Pro618Ala  

polymorphism with CAD in Thais. A total of 340 subjects were recruited in this study, 117 healthy controls 

and 223 patients who were clinically suspected of having CAD undergoing coronary angiography at Queen 

Sirikit Heart Center of the Northeast Hospital, Khon Kaen University. Based on angiographic results, 126 

patients were classified as CAD and 97 patients were non-CAD. The ADAMTS13 P618A polymorphism was 

determined in genomic DNA extracted from leukocytes using polymerase chain reaction-restriction fragment 

length polymorphism (PCR-RFLP) technique. The frequencies of Pro and Ala allele in all subjects were 98.68 

and 1.32 % respectively. The genotype frequencies of Pro/Pro and Pro/Ala in healthy controls, non-CAD and 

CAD were 98.29 vs. 1.71 %, 100 vs. 0 % and 94.44 vs. 5.56 %, respectively. Significant differences of 

genotype distributions of Pro/Ala were found in CAD compared to non-CAD group (P = 0.028). In conclusion, 

this study is the first report of the genotype distributions of the ADAMTS13 Pro618Ala polymorphism in Thais 

and suggested that it seems to be associated with coronary artery disease. However, due to a low frequency of 

the Ala allele in this population, a larger population should be required in further study. 
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บทนำ�

	 	 โรคหลอดเลือดหัวใจ (coronary artery disease; 

CAD) เป็นสาเหตุสำ�คัญของการเสียชีวิตของประชากรใน

แถบประเทศตะวนัตกและเปน็สาเหตกุารเสยีชวีติอนัดบัตน้ๆ 

ของประชากรในประเทศไทย
(1) 
ปัจจุบันพบว่าอัตราการป่วย

เปน็ CAD นัน้มแีนวโนม้เพิม่ขึน้ทกุปี
 
โดยโรคนีเ้กดิจากหลาย

ปจัจยัรว่มกนัทำ�ใหเ้กดิพยาธสิภาพทีผ่นงัหลอดเลอืด และนำ�

ไปสู่พยาธิสภาพต่างๆ ของ CAD ซึ่งปัจจัยเสี่ยงที่เป็นสาเหตุ

การเกิดโรคมีทั้งปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม ได้แก่ อายุ เพศ การ

สบูบหุรี ่ภาวะไขมนัในเลอืดสงู ความดนัโลหติสงู ขาดการออก

กำ�ลังกาย ความเครียด และปัจจัยทางพันธุกรรมร่วมกัน
(2)
 

	 	 เกล็ดเลือดเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีบทบาทสำ�คัญใน

กระบวนการห้ามเลือดโดยการสร้างลิ่มเกล็ดเลือด ที่เกิด

จากการเกาะติด การเกาะกลุ่ม และหลั่งสารของเกล็ดเลือด 

ซึ่งปัจจัยการแข็งตัวของเลือดที่มีบทบาทสำ�คัญในการเกาะ

ติดและเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด คือ วอนวิลลีแบรนด์

แฟกเตอร์ (von Willebrand factor; vWF) ซึ่งเป็นไกลโค

โปรตนีในพลาสมาทีถ่กูสรา้งจากเซลลเ์อนโดทเีลยีมและเมกา 

คารโิอซยัท ์(megakaryocyte)
(3)
 ในรปูของ ultralarge-vWF 

multimer (UL-vWF) ซึง่มโีมเลกลุขนาดใหญแ่ละสามารถจบั

กบัเกลด็เลอืดไดม้ากกวา่ปกต ิดงันัน้เมื่อ UL-vWF ถกูปลอ่ย

เข้าสู่กระแสเลือดก็จะถูกย่อยโดยเอนไซม์ A Disintegrin  

And Metalloproteinase with a Thrombospondin type 

1 motif, member 13 (ADAMTS13) เพื่อให้มีขนาด

เล็กลงและทำ�ให้เกิดลิ่มเลือดในปริมาณที่เหมาะสม
(4)
 ซึ่ง 

ADAMTS13 เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม metalloprotease ทำ�

หน้าที่ตัดย่อยพันธะเปปไทด์ระหว่างกรดอะมิโน tyrosine 

(Tyr) ทีต่ำ�แหนง่ที ่1605 และกรดอะมโิน methionine (Met) 

ทีต่ำ�แหน่งที่ 1606 ในโดเมน A2 ของ vWF
(5)
 หากเกิดภาวะ

พร่อง ADAMTS13 หรือมีแอ็กติวิตีลดลง จะส่งผลให้เกิด

การสะสมของ UL-vWF ที่มากผิดปกติในพลาสมาและนำ�

ไปสูก่ารเกดิภาวะหลอดเลอืดอดุตนัจากลิม่เลอืดในระบบการ

ไหลเวยีนเลอืดในหลอดเลอืดขนาดเลก็ (microcirculation)

(6)
 และอาจเป็นปัจจัยเสี่ยงอย่างหนึ่งที่ทำ�ให้เกิดภาวะหลอด

เลือดแดงอุดตันจากลิ่มเลือดได้เช่นกัน จากการศึกษาต่างๆ 

พบว่าการลดลงของแอ็กติวิตีของ ADAMTS13 ร่วมกับ

การเพิ่มปริมาณของ vWF มีความสัมพันธ์กับการเพิ่มความ

เสี่ยงต่อการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด (cardiovascular 

disease)
(7)
 unstable angina

(8)
 กล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด

เฉียบพลัน (acute myocardial infarction; AMI)
(9-11)

 

CAD
(12)
 โรคที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ เช่น โรคตับ โรค

ไตวายเรื้อรัง การติดเชื้อในกระแสเลือด และ connective 

tissue disease
(13-16)

 เป็นต้น รวมทั้งยังส่งเสริมให้เกิดการ

อักเสบซึ่งเป็นพยาธิกำ�เนิดที่สำ�คัญของโรคท่อเลือดแดง

และหลอดเลือดแดงแข็ง (atherosclerosis) ซึ่งเป็นสาเหตุ

สำ�คญัของการเกดิ CAD
(14, 16, 17)

 นอกจากนีก้ารเปลีย่นแปลง

ของจีน (gene) ADAMTS13 ก็มีความสัมพันธ์กับปริมาณ

และแอ็กติวิตีของ ADAMTS13
(18)
 โดยจีนที่ควบคุมการ

แสดงออกของ ADAMTS13 อยู่บนโครโมโซม 9q34
(19)

 

ปัจจุบันมีรายงานการเกิดการกลายพันธุ์ (mutation) ของ

จีน ADAMTS13 ทั้งหมด 12 ชนิดในครอบครัวของผู้ป่วย 

thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP)
(19, 20)

 ทัง้ยงั

มีรายงานการพบการกลายพันธุ์ชนิดใหม่อีก 2 ชนิดในผู้ป่วย 

TTP อีกด้วย 
(21)
 นอกจากนี้ยังมีรายงานการเกิดโพลีมอร์ฟิ

ซึมบนจีน ADAMTS13 ในประชากรทั่วไปทั้งหมด 8 ชนิด
 

(19, 22)
 ซึ่ง ADAMTS13 Pro618Ala เป็นหนึ่งในโพลีมอร์ฟิ

ซึมที่สามารถตรวจพบและมีความสัมพันธ์กับปริมาณและ

แอ็กติวิตีของ ADAMTS13
(18) 

โพลีมอร์ฟิซึมนี้เกิดจากการ

เปลี่ยนแปลงของ นิวคลีโอไทด์ตำ�แหน่งที่ 1852 (C1852G) 

ใน exon ที ่16 ของจนี ADAMTS13 จาก cytosine (C) เปน็ 

guanine (G) แล้วทำ�ให้กรดอะมิโนที่ตำ�แหน่ง 618 เปลี่ยน

จาก proline (Pro) เปน็ alanine (Ala) โดยพบวา่อลัลลี Ala 

นั้นมีความสัมพันธ์กับการลดลงของทั้งแอ็กติวิตีและปริมาณ

ของ ADAMTS13
(18)
 รวมทั้งการเพิ่มปริมาณของ vWF ใน

ผู้ป่วยโรคหลอดเลือดดำ�ระดับลึกอุดตันจากลิ่มเลือด (deep 

vein thrombosis)
(23)
 ด้วย ซึ่งการศึกษาถึงความชุกของโพลี

มอรฟ์ซิมึ Pro618Ala สว่นใหญเ่ปน็การศกึษาในชาวตะวนัตก 

และพบวา่มคีวามถีข่องอลัลลี Ala ประมาณรอ้ยละ 9.0
(19, 24, 

25)
 จากการศึกษาของ Schettert และคณะ

 (24)
 ซึ่งศึกษาความ

ชุกของโพลีมอร์ฟิซึมนี้ในผู้ป่วยโรคหลอดเลือดหัวใจเรื้อรัง 

พบว่ามีความถี่อัลลีล Ala เท่ากับร้อยละ 4.6 และมีความถี่

จีโนไทป์ Pro/Ala เท่ากับร้อยละ 9.3

	 	 อย่างไรก็ตามในปัจจุบันการศึกษาถึงความสัมพันธ์

ระหว่าง ADAMTS13 กับ CAD ส่วนใหญ่เป็นผลการวิจัย

ในชาวตะวนัตก อกีทัง้ยงัไมม่หีลกัฐานทีแ่นช่ดัในการสนบัสนนุ

ว่าโพลีมอร์ฟิซึมของจีน ADAMTS13 มีบทบาทและส่งผล

ตอ่ความเสีย่งตอ่การเกดิภาวะหลอดเลอืดอดุตนัจากลิม่เลอืด 

ดงันัน้ในการศกึษาวจิยัครัง้นีจ้งึมวีตัถปุระสงคเ์พื่อตรวจหาโพลี
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มอร์ฟิซึม ADAMTS13 Pro618Ala ในประชากรไทยและ

ศกึษาความสมัพนัธร์ะหวา่งโพลมีอรฟ์ซิมึนีก้บั CAD เพื่อเปน็

ขอ้มลูพืน้ฐานสำ�หรบัการคน้หาตวับง่ชีเ้พื่อชว่ยในการประเมนิ

ผลการรักษาและติดตามภาวะแทรกซ้อนที่อาจเกิดขึ้นกับ 

ผู้ป่วย CAD ต่อไป

วัสดุและวิธีการศึกษา

		  1.	 กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ ในการศึกษา

	 	 	 อาสาสมัครในงานวิจัยนี้มีจำ�นวน 340 ราย แบ่ง

เป็น 2 กลุ่ม คือ 

			   กลุ่มที่  1 เป็นอาสาสมัครที่ เข้ ารับบริการ

ตรวจสุขภาพที่สถานบริการสุขภาพเทคนิคการแพทย์และ

กายภาพบำ�บดั คณะเทคนคิการแพทย ์มหาวทิยาลยัขอนแกน่ 

จำ�นวน 117 ราย ที่ไม่มีภาวะความดันโลหิตสูง ไม่เป็นโรค

เบาหวาน ไม่สูบบุหรี่ ไม่มีอาการแสดงของ CAD มีผลการ

ตรวจคลื่นไฟฟ้าหัวใจปกติ   มีระดับนํ้าตาลในเลือดขณะอด

อาหาร (fasting blood sugar; FBS) ระดับไขมันในเลือด 

[total cholesterol (TC), triglyceride (TG), low density 

lipoprotein-cholesterol (LDL-C) และ high density 

lipoprotein-cholesterol (HDL-C)] เอนไซม์ตับ [alanine 

aminotransferase (ALT), aspirate aminotransferase 

(AST) และ alkaline phosphatase (ALP)], blood urea 

nitrogen (BUN) และ creatinine อยู่ในเกณฑ์ปกติ

			   กลุ่มที่ 2 เป็นผู้ป่วยที่มีอาการเข้าข่าย CAD 

และเขา้รบัการตรวจทีศ่นูยห์วัใจสริกิติิ์ มหาวทิยาลยัขอนแกน่ 

จำ�นวน 223 ราย ซึ่งผู้ป่วยเหล่านี้จะได้รับการตรวจวินิจฉัย

จากแพทย์ผู้ชำ�นาญการโรคหัวใจและยืนยันการวินิจฉัยด้วย

ผลการตรวจรา่งกายและการตรวจพเิศษโดยการทำ� coronary 

angiography (CAG) ซึ่งผู้ป่วยที่เข้าร่วมโครงการวิจัยนี้ต้อง

ไม่มีอาการของโรคลิ้นหัวใจ โรคหัวใจวาย โรคตับ โรคไต โรค

มะเร็ง หรือโรคอักเสบอื่นๆ โดยผู้ป่วยจะถูกแบ่งออกเป็น 2 

กลุ่มย่อย ตามผล coronary angiogram คือ กลุ่มควบคุมที่

ไม่เป็น CAD จำ�นวน 97 รายซึ่งมีร้อยละการตีบของหลอด

เลือดหัวใจหลัก น้อยกว่าร้อยละ 50 และกลุ่มที่เป็น CAD 

จำ�นวน 126 ราย ซึ่งมีร้อยละการตีบของหลอดเลือดหัวใจ

หลักอย่างน้อยหนึ่งเส้นมากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 50 

	 	 เกณฑ์ในการจำ�แนกผู้ป่วย CAD ว่ามีหรือไม่มีปัจจัย

เสี่ยงต่อการเกิด CAD มีดังนี้ คือ 1) ภาวะไขมันในเลือดผิด

ปกต ิ(dyslipidemia) คอื มรีะดบัไขมนัชนดิใดชนดิหนึง่ตอ่ไป

นีผ้ดิปกต ิไดแ้ก ่ มรีะดบั TC > 240 mg/dL, TG > 200 mg/

dL, LDL-C > 160 mg/dL หรือ HDL-C < 35 mg/dL
(26)

 

และ/หรือได้รับยาลดระดับไขมันในเลือด 2) โรคเบาหวาน 

(diabetes mellitus) คอื มรีะดบั FBS > 126 mg/dL หรอืมี

ประวตัแิละไดร้บัยารกัษาโรคเบาหวาน 3) ภาวะความดนัโลหติ

สูง (hypertension) คือ มีระดับความดันโลหิตขณะหัวใจบีบ

ตัว (systolic blood pressure; SBP) ≥ 140 mmHg หรือ
มีระดับความดันโลหิตขณะหัวใจคลายตัว (diastolic blood 

pressure; DBP) ≥ 90 mmHg และ/หรือได้รับยาลดความ
ดันโลหิต และ 4) ภาวะอ้วน (obesity) คือ มีค่าดัชนีมวล

กาย (body mass index; BMI) > 25 kg/m
2
  คุณสมบัติ

ต่างๆ ของอาสาสมัครทั้งหมดได้สรุปไว้ ใน ตารางที่ 1 โดย

กลุม่ทีเ่ปน็ CAD สว่นใหญเ่ปน็เพศชาย ในขณะทีอ่าสาสมคัร

ที่มีสุขภาพดีส่วนใหญ่เป็นเพศหญิงและมีอายุน้อยกว่ากลุ่ม 

CAD อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ ในขณะที่อายุของกลุ่มที่

เปน็และไมเ่ปน็ CAD มคีวามแตกตา่งกนัอย่างไมม่นียัสำ�คญั

ทางสถิติ ค่า BMI, SBP, DBP, FBS, ALT และ ALP ใน

กลุม่ CAD มคีา่สงูกวา่กลุม่อาสาสมคัรทีม่สีขุภาพดอียา่งมนียั

สำ�คัญทางสถิติ นอกจากนี้กลุ่ม CAD ยังมีค่า triglyceride 

และ BUN สูงกว่าอาสาสมัครที่มีสุขภาพดีและกลุ่มควบคุม

ที่ไม่เป็น CAD และมีค่า HOMA-IR ที่บ่งบอกภาวะดื้อต่อ

อินสุลิน (insulin resistance) สูงกว่ากลุ่มควบคุมที่ไม่เป็น 

CAD อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ ในขณะที่ค่า  HDL-C ใน

กลุม่ CAD มคีา่ตํา่กวา่กลุม่อาสาสมคัรทีม่สีขุภาพดแีละกลุม่

ควบคุมที่ไม่เป็น CAD อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ นอกจากนี้

ในกลุ่ม CAD ยังมีค่า  LDL-C ตํ่ากว่ากลุ่มอาสาสมัครที่มี

สขุภาพดแีตม่คีา่สงูกวา่กลุม่ควบคมุที่ไมเ่ปน็ CAD อยา่งมนียั

สำ�คญัทางสถติ ิเมื่อเปรยีบเทยีบปจัจยัเสีย่งตอ่การเกดิ CAD 

ระหวา่งกลุม่ CAD กบักลุม่ควบคมุที่ไมเ่ปน็ CAD พบวา่กลุม่ 

CAD  มีภาวะความดันโลหิตสูง ภาวะไขมันในเลือดผิดปกติ 

และโรคเบาหวานมากกว่ากลุ่มควบคุมที่ไม่เป็น CAD อย่าง

มีนัยสำ�คัญทางสถิติ

	 	 การศึกษานี้ได้ผ่านการรับรองด้านจริยธรรมการวิจัย

จากคณะกรรมการจรยิธรรมการทำ�วจิยัในมนษุย ์มหาวทิยาลยั

ขอนแกน่ เลขที ่HE510414 และอาสาสมคัรทกุรายจะไดร้บั

การชี้แจงเกี่ยวกับโครงการวิจัยจากคณะผู้วิจัยและลงนามใน

ใบยินยอมเข้าร่วมโครงการด้วยความสมัครใจ
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ตารางที่ 1   Baseline characteristics of subjects.

Parameters Healthy controls 

(n = 117)

non-CAD

 (n = 97)

CAD 

(n = 126)

P-value
a

Gender; Female, n (%)

              Male, n (%)   

78 (66.70)

39 (33.30)

52 (53.60)

45 (46.40)

40 (31.70)

86 (68.30)
b,c

< 0.001

Age (years)
 

42.19 ± 7.77 59.96 ± 8.51b
61.6 ± 9.10b

< 0.001

Smokers, n (%)    0 27 (27.8)  48 (38.10) 0.108

Hypertension, n (%)    0 72 (74.20) 114 (90.50)
c

0.001

Dyslipidemia, n (%)    0 79 (81.40) 121 (96.00)
c

< 0.001

Diabetes mellitus, n (%)    0 19 (19.60) 44 (34.90)
c

0.012

BMI (kg/m
2
) 22.13 ± 3.68 24.69 ± 3.13 b

24.89 ± 3.21b
< 0.001

SBP (mmHg) 109.63 ± 13.18 127.53 ± 17.18b
132.17 ± 17.58b

< 0.001

DBP (mmHg) 70.67 ± 8.44 73.29 ± 9.23 74.90 ± 12.44b
0.006

FBS (mg/dL) 76.88 ± 6.83 97.53 ± 39.39b
108.42 ± 49.26b

< 0.001

TC (mg/dL) 193.70 ± 23.50 169.28 ± 46.88b
183.06 ± 55.21 < 0.001

TG (mg/dL) 84.32 ± 35.75 143.18 ± 83.29b
174.84 ± 118.20b,c

<0.001

HDL-C (mg/dL) 49.05 ± 10.69 42.92 ± 14.75b
38.20 ± 10.00b,c

< 0.001

LDL-C (mg/dL) 124.85 ± 20.93 91.39 ± 37.19b
104.32 ± 42.42b,c

< 0.001

ALT (U/L) 17.37 ± 7.77 22.47 ± 14.11b
22.73 ± 17.80b

< 0.001

AST (U/L) 25.48 ± 5.76 26.68 ± 12.77 24.98 ± 12.21 0.329

ALP (U/L)

Insulin (µIU/mL)
HOMA-IR

54.87 ± 15.92
-

-

71.83 ± 23.90b

15.13 ± 8.56
4.47 ± 2.92

69.55 ± 24.41b

17.59 ± 28.76
4.66 ± 10.47 

< 0.001

0.069

0.063

BUN (mg/dL) 10.94 ± 2.47 12.06 ± 3.54 13.84 ± 5.61b,c
< 0.001

 

Creatinine (mg/dL)

hs-CRP (mg/L)

WBC count (x10
9
cells/L)

0.97 ± 0.21
0.68 ± 1.06
5.54 ± 1.34

0.88 ± 0.41b

1.70 ± 5.91b

6.75 ± 1.64b

0.96 ± 0.28
1.84 ± 10.24b

7.43 ± 5.32b,c

0.014

< 0.001

< 0.001

Categorical variables are presented as n (%). Continuous variables are presented as geometric means ± SD, except age, 
BMI, SBP, DBP, TC and LDL-C are presented as means ± SD.
a
: compared among 3 groups;  healthy control, non-CAD and CAD groups using one-way ANOVA

b
: compared to healthy controls (p<0.05), 

c
: compared to non-CAD group (P < 0.05)
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		  2.	 การเจาะเก็บและเตรียมตัวอย่างเลือด

		  เจาะเลือดจากหลอดเลือดดำ�ของอาสาสมัครที่ได้งด

อาหารและเครื่องดื่มมาอย่างนอ้ย 12 ชัว่โมง เตรยีมซรีมัจาก

เลือดที่ไม่มีสารกันเลือดแข็งเพื่อใช้ ในการตรวจวัดระดับนํ้า

ตาลขณะอดอาหาร เอนไซม์ตับ (ALT, AST และ ALP), 

BUN, creatinine, total cholesterol, triglyceride, LDL-

C, HDL-C, insulin และ high-sensitive CRP (hs-CRP) 

และเตรยีมพลาสมาทีม่เีกลด็เลอืดนอ้ยจากเลอืดที่ใช้ 3.2 % 

trisodium citrate เป็นสารกันเลือดแข็งเพื่อใช้สำ�หรับตรวจ

ปจัจยัการหา้มเลอืด สำ�หรบัเซลลท์ีเ่หลอืจากการแยกพลาสมา

จะใช้ ในการสกัดดีเอ็นเอจากเม็ดเลือดขาวโดยใช้ชุดนํ้ายา

สำ�เร็จรูป Flexi Gene DNA kit (QIAGEN, Germany) 

		  3.	 การตรวจหาจี โนไทป์ของโพลีมอร์ฟิซึม  

ADAMTS13 Pro618Ala 

		  ตรวจหาจีโนไทป์ของโพลีมอร์ฟิซึม Pro618Ala โดย

ใช้เทคนิค polymerase chain reaction-restriction frag-

ment length polymorphism (PCR-RFLP) ซึ่งดัดแปลง

จากวิธีของ Schettert และคณะ
(24)
 โดยลำ�ดับนิวคลีโอไทด์

ของ forward และ reverse primers คือ 5’-GAGGAG-

GATGGGTGCTCAGC-3’ และ 5’-ACCATCCTC-

CAGGAGGGAGA-3’ (Pacific Science, Thailand) 

ตามลำ�ดับ ส่วนผสมต่างๆ ในปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรรวม 

25 µL ประกอบด้วย forward และ reverse primers 
ความเข้มข้น 1 µM, dNTPs 0.2 mM, 1X PCR buffer, 
1.0 mM MgCl

2
,  Taq DNA polymerase (Invitrogen, 

Brazil) 0.6 unit และตัวอย่างดีเอ็นเอ 100 ng ทำ� PCR 

โดยใช้เครื่อง thermal cycler (PTC 100 และ PTC 200, 

MJ Research, USA) ซึ่งประกอบด้วยขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ 

คือ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 4.30 

นาที ตามด้วย PCR 35 รอบ โดย denaturation ที่อุณหภูมิ 

94 °C 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 59 °C 1 นาที และ 

extension ที่อุณหภูมิ 72 °C 30 วินาที และ final exten-

sion ในรอบสุดท้ายที่อุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 4.30 นาที 

ซึ่งในการทำ� PCR แต่ละครั้ง จะทำ� no template control 

โดยเติมนํ้ากลั่นแทนตัวอย่างดีเอ็นเอ ผลิตผลที่ได้จาก PCR 

จะมีขนาด 139 bp จากนั้นนำ�ไปย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจำ�เพาะ 

HpyCh4IV (New England BioLabs; USA) 2 ยูนิต ที่

อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แล้วตรวจสอบขนาดชิ้น

ส่วนของดีเอ็นเอที่ได้จากการย่อยด้วยวิธี electrophoresis  

อัลลีล (allele) Pro ซึ่งไม่มีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นจุดตัด

ของเอนไซม์ HpyCh4IV (AC’GT) จะไม่ถูกย่อย ทำ�ให้ยัง

คงตรวจพบดีเอ็นเอขนาด 139 bp ในขณะที่อัลลีล Ala ซึ่ง

มลีำ�ดบันวิคลโีอไทดท์ีเ่ปน็จดุตดัของเอนไซม ์HpyCh4IV จะ

ถูกย่อยได้แถบดีเอ็นเอขนาด 119 และ 20 bp (รูปที่ 1) แต่

เนื่องจากแถบดเีอน็เอขนาด 20 bp ไมป่รากฎบน agarose gel 

ดงันัน้จงึแยกจโีนไทปต์า่งๆ ออกจากกนัโดยพจิารณาจากแถบ

ดีเอ็นเอขนาด 139 bp และ 119 bp กล่าวคือ จีโนไทป์ Pro/

Pro พบดีเอ็นเอขนาด139 bp จีโนไทป์ Pro/Ala พบดีเอ็นเอ

ขนาด 139 bp และ 119 bp และจีโนไทป์ Ala/Ala จะพบ

ดีเอ็นเอขนาด 119 bp ดังแสดงใน รูปที่ 1

รูปที่ 1	 Genotypes of ADAMTS13 Pro618Ala poly-

morphism on 2.5 % agarose gel by PCR-RFLP 

technique using 2 units of HpyCh4IV endonu-

clease. M: 50 bp ladder, lane 1: uncut-product, 

lane 2: no template control, lane 3: Pro/Ala, 

lanes 4-9: Pro/Pro.

		  4.	 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

	 	 วเิคราะหก์ารกระจายตวัของขอ้มลูวา่มกีารกระจายตวั

แบบโคง้ปกตหิรอืไม่โดยใชส้ถติ ิOne-Sample Kolmogorov-

Smirnov test ในกรณีที่ข้อมูลมีการกระจายตัวแบบไม่ปกติ 

จะแปลงข้อมูลเป็นค่า  log10 ก่อนที่จะวิเคราะห์ข้อมูลโดย

ใช้สถิติแบบ parametric กรณีที่เป็นข้อมูลแบบค่าต่อเนื่อง

จะวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างกลุ่มตัวอย่าง 

3 กลุ่มโดยใช้สถิติ one-way ANOVA และวิเคราะห์ความ

แตกต่างแต่ละคู่โดยใช้ Scheffe วิเคราะห์ความแตกต่างของ

คา่เฉลีย่ระหว่างสองกลุม่โดยใชส้ถติิ independent-samples 

t-test สำ�หรับข้อมูลเชิงกลุ่ม วิเคราะห์ความแตกต่างระหว่าง

กลุม่โดยใชส้ถติิ Chi-square ซึง่พจิารณาความแตกต่างอยา่ง
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มีนัยสำ�คัญทางสถิติที่ P < 0.05 และในการวิเคราะห์ข้อมูล

ทางสถิตินี้ใช้ โปรแกรม SPSS version 17 

ผลการศึกษา

	 	 ผลการศึกษาพารามิเตอร์ที่บ่งบอกถึงภาวะอักเสบ 

ได้แก่ hs-CRP และจำ�นวนเม็ดเลือดขาวในอาสาสมัครทั้ง 3 

กลุ่ม พบว่า  hs-CRP ของกลุ่มที่เป็นและไม่เป็น CAD สูง

กว่ากลุ่มอาสาสมัครที่มีสุขภาพดีอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

แต่เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่เป็นและไม่เป็น CAD พบ

ว่าไม่มีความแตกต่างกัน สำ�หรับจำ�นวนเม็ดเลือดขาว พบว่า

กลุ่มที่เป็นและไม่เป็น CAD มีจำ�นวนเม็ดเลือดขาวสูงกว่า

อาสาสมัครที่มีสุขภาพดีอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ และกลุ่ม 

CAD มีจำ�นวนเม็ดเลือดขาวสูงกว่ากลุ่มควบคุมที่ไม่เป็น 

CAD อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (ตารางที่ 1)

	 	 จากการตรวจหาความถี่อัลลีลและจีโนไทป์ของอาสา

สมัครทั้งหมด 340 ราย พบว่ามีความถี่ของอัลลีล Pro และ

อัลลีล Ala เท่ากับร้อยละ 98.68 และ 1.32 ตามลำ�ดับ 

จโีนไทปท์ีพ่บมากทีส่ดุคอื Pro/Pro รองลงมาคอื Pro/Ala ซึง่

มคีวามถีเ่ท่ากบัรอ้ยละ 97.35 และ 2.65 ตามลำ�ดบั (ตาราง

ที่ 2) การกระจายตัวของความถี่จีโนไทป์ของกลุ่มตัวอย่าง

เป็นไปตามกฎสมดุล Hardy-Weinberg (X
2
 = 0.061, P = 

0.805) เมื่อพจิารณาความถีอ่ลัลลีและจโีนไทปแ์ยกตามกลุม่ 

พบว่ากลุ่มอาสาสมัครที่มีสุขภาพดีและกลุ่ม CAD มีความถี่

อัลลีล Ala และจีโนไทป์ Pro/Ala เท่ากับร้อยละ 0.85 vs. 

2.78 และร้อยละ 1.71 vs. 5.56 ตามลำ�ดับ ส่วนในกลุ่ม

ควบคุมที่ไม่เป็น CAD พบเฉพาะจีโนไทป์ Pro/Pro เท่านั้น 

(ตารางที่ 2) จากการศึกษานี้ไม่พบจีโนไทป์ Ala/Ala ใน

อาสาสมัครทั้ง 3 กลุ่ม เมื่อเปรียบเทียบความถี่จีโนไทป์ของ

อาสาสมัครทั้ง 3 กลุ่ม พบว่าความถี่จีโนไทป์ของกลุ่ม CAD 

มีความแตกต่างกับกลุ่มอาสาสมัครที่มีสุขภาพดีอย่างไม่มีนัย

สำ�คัญทางสถิติ แต่พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่เป็น CAD (P 

= 0.028) (ตารางที่ 2)  

	 	 เมื่อวเิคราะหส์ดัสว่นของปจัจยัเสีย่งตา่งๆ ตอ่การเกดิ 

CAD ซึ่งได้แก่ โรคเบาหวาน ภาวะไขมันในเลือดผิดปกติ 

ความดนัโลหติสงูและภาวะอว้นในกลุม่ CAD โดยจำ�แนกตาม

จโีนไทป ์พบวา่สดัสว่นของปจัจยัเสีย่งตา่งๆ ในกลุม่ CAD ทีม่ี

จโีนไทปแ์บบ Pro/Pro และ Pro/Ala มคีวามแตกตา่งกนัอยา่ง

ไม่มีนัยสำ�คัญทางสถิติ (ตารางที่ 3) นอกจากนี้เมื่อศึกษาถึง

ความสัมพันธ์ของจีโนไทป์ Pro/Ala กับระดับของสารเคมีใน

เลือดที่เป็นปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิด CAD รวมทั้งพารามิเตอร์

ที่บ่งบอกถึงภาวะอักเสบ พบว่า FBS, hs-CRP และจำ�นวน

เม็ดเลือดขาวในผู้ป่วย CAD ที่มีจีโนไทป์แบบ Pro/Ala มีค่า

สูงกว่าผู้ที่มีจีโนไทป์แบบ Pro/Pro แต่ไม่มีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

(ตารางที่ 4)

ตารางที่ 2	Genotype and allele frequencies of ADAMTS13 Pro618Ala polymorphism in healthy controls, 

	 	 	 non-CAD and CAD groups.

Frequency

Subjects

P-valueHealthy controls

(n = 117)

non-CAD 

(n = 97)

CAD 

(n = 126)

Total 

(n = 340)

Genotype, n (%)

Pro/Pro

Pro/Ala

115 (98.29)

2 (1.71)

97 (100.00)

0 (0.00)

119 (94.44)

7 (5.56)

331 (97.35)

9 (2.65) 0.028*

Allele (%)

Pro

Ala

99.15

0.85

100.00

0.00

97.22

2.78

98.68

1.32

* compared between CAD and non-CAD groups
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ตารางที่ 3	Genotype and allele frequencies of ADAMTS13 Pro618Ala polymorphism in CAD patients with 

	 	 	 and without risk factors for CAD.

CAD risk factors

Patients with CAD, n (%)

P - valuePro/Pro 

(n = 119)

Pro/Ala 

(n = 7)

Diabetes mellitus 

Non-diabetes mellitus 

41 (34.45)

78 (65.55)

3 (42.86)

4 (57.14)

0.650

Dyslipidemia Normolipidemia 114 (95.80)

5 (4.20)

7 (100.00)

0 (0.00)

0.580

Hypertension 

No hypertension 

109 (91.6)

10 (8.40)

5 (71.43)

2 (28.57)

0.077

Obesity 

Non-obesity 

55 (46.22)

64 (53.78)

1 (14.29)

6 (85.71)

0.098

ตารางที่ 4	Levels of biochemical parameters according to allelic variant of ADAMTS13 Pro618Ala 

	 	 	 polymorphism in patients with CAD. Data are presented as geometric means ± SD.

Parameters

Patients with CAD (n =126)

P-value

Pro/Pro (n = 119) Pro/Ala (n = 7)

TC (mg/dL) 183.98 ± 56.16 167.00 ± 34.17 0.443

TG (mg/dL) 205.24 ± 120.64 160.86 ± 51.70 0.336

HDL-C (mg/dL) 39.39 ± 10.04 40.29 ± 10.03 0.818

LDL-C (mg/dL) 104.87 ± 43.12 95.00 ± 28.55 0.552

Insulin (µIU/mL) 23.07 ± 29.79 19.15 ± 11.60 0.731

HOMA-IR 2.62 ± 1.08 2.60 ± 1.46 0.961

FBS (mg/dL) 113.60 ± 46.31 147.00 ± 83.73 0.082

hs-CRP (mg/L) 1.74 ± 10.95 2.87 ± 12.29 0.356

WBC count (x10
9
cells/L) 7.37 ± 5.38 8.77 ± 4.23 0.401

วิจารณ์และสรุปผลการศึกษา

	 	 vWF เป็นปัจจัยเสี่ยงสำ�คัญอย่างหนึ่งต่อการเกิด 

ischemic heart disease
(27)

, myocardial infarction
 (28)

 

และ CAD
(12)
 ปัจจุบันเป็นที่ทราบว่า  vWF ที่ถูกปล่อยสู่

กระแสเลือดนั้นจะถูกย่อยให้มีขนาดเล็กลงและทำ�งานได้

อย่างเหมาะสมด้วยเอนไซม์ ADAMTS13 จากบทบาทของ 

vWF และการทำ�งานของ ADAMTS13 ที่มีผลต่อการเกิด

ลิ่มเลือด จึงสามารถบ่งชี้ได้ว่าหากมีการลดลงของแอ็กติวิตี

ของ ADAMTS13 รว่มกบัการเพิม่ปรมิาณของ vWF มคีวาม

สมัพนัธก์บัการเพิม่ความเสีย่งตอ่การเกดิภาวะหลอดเลอืดอดุ

ตนัจากลิม่เลอืดได ้ซึง่มรีายงานเกีย่วกบัความสมัพนัธร์ะหวา่ง 

ADAMTS13 กบัความเสีย่งตอ่การเกดิ AMI 
(9-11)

 โดยพบวา่

ในผูป้ว่ย AMI จะมปีรมิาณและแอก็ตวิติขีอง ADAMTS13 

ตํา่และม ีvWF antigen/ADAMTS13 antigen ratio สงู ซึง่
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สามารถเป็นตัวบ่งชี้ถึงแนวโน้มของการเกิดภาวะหลอดเลือด

อดุตนัจากลิม่เลอืดในภายหลงัในผูป้ว่ย AMI 
(7, 9)
 และผูป้ว่ย 

unstable angina
(8)
	

	 	 ปัจจุบันมีการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงบนจีน AD-

AMTS13 พบวา่มกีารกลายพนัธุช์นดิ missense และ silent 

mutation หลายแบบและถกูจดัใหเ้ปน็ common-single nu-

cleotide polymorphisms (SNPs) ซึง่ไดม้กีารศกึษาถงึความ

ถีอ่ลัลลีและการทำ�งานของ SNPs บางชนดิ พบวา่มผีลตอ่การ

ลดปรมิาณและ/หรอืลดแอก็ตวิติขีอง ADAMTS13 จากการ

ศึกษาของ Plaimauer และคณะ
(18)
 พบว่าอัลลีลAla มีผล

ตอ่การลดลงของทัง้ปรมิาณและแอก็ตวิติขีอง ADAMTS13 

(ร้อยละ 27±4 และ ร้อยละ 14 ± 1 ตามลำ�ดับ) ซึ่งเป็น
ไปไดว้า่โพลมีอรฟ์ซิมึชนดินีอ้าจจะมคีวามสมัพนัธก์บัการเพิม่

ความเสีย่งตอ่การเกดิภาวะหลอดเลอืดอดุตนัจากลิม่เลอืดได ้

	 	 การศึกษาถึงความชุกของโพลีมอร์ฟิซึม Pro618Ala 

สว่นใหญเ่ปน็การศกึษาในชาวตะวนัตก
(19, 24, 25)

 อยา่งไรกต็าม

ยงัไมม่กีารรายงานถงึความชกุของโพลมีอรฟ์ซิมึชนดินี้ในชาว

เอเชยี ดงันัน้งานวจิยันีจ้งึเปน็การศกึษาแรกทีร่ายงานถงึความ

ชกุของโพลมีอรฟ์ซิมึ Pro618Ala ในชาวเอเชยี การศกึษาใน

คนไทยครั้งนี้พบว่าความถี่อัลลีลและจีโนไทป์ของโพลีมอร์ฟิ

ซมึนีม้คีา่ตํา่มากเมื่อเทยีบกบัการศกึษาในชาวตะวนัตก
(24)
 ซึง่

ความแตกต่างของเชื้อชาติอาจเป็นสาเหตุหนึ่งที่ทำ�ให้ผลการ

ศึกษาแตกต่างกัน สำ�หรับโพลีมอร์ฟิซึมอื่นที่มีความสัมพันธ์

กับการลดลงของแอ็กติวิตีและปริมาณของ ADAMTS13 

และมรีายงานในชาวเอเชยี เชน่ ญีปุ่น่
(22)
 จนี

(29)
 และเกาหลี

(30)
  

ได้แก่ Pro475Ser ในการศึกษานี้ได้ทำ�การตรวจในประชากร

ไทยจำ�นวน 240 ราย พบว่าพบเฉพาะจีโนไทป์ชนิด Pro/Pro 

เท่านั้น (ไม่ได้แสดงข้อมูล)	

	 	 การศึกษาครั้งนี้พบว่ากลุ่ม CAD มีความถี่จีโนไทป์ 

Pro/Ala สงูกวา่กลุม่ควบคมุที่ไมเ่ปน็ CAD อยา่งมนียัสำ�คญั

ทางสถติ ิซึง่อาจแสดงใหเ้หน็วา่โพลมีอรฟ์ซิมึนีม้คีวามสมัพนัธ์

กบัโรคหลอดเลอืดหวัใจในคนไทย แตอ่ยา่งไรกต็ามเนื่องจาก

พบจีโนไทป์ Pro/Ala เพียง 7 ราย จากผู้ป่วย CAD จำ�นวน 

126 ราย ดงันัน้จงึควรทำ�การศกึษาในกลุม่ประชากรที่ใหญข่ึน้

เพื่อยนืยนัผลการศกึษานี ้เมื่อศกึษาถงึความสมัพนัธข์องโพลี

มอรฟ์ซิมึ Pro618Ala กบัปจัจยัเสีย่งตา่งๆ ตอ่การเกดิ CAD 

รวมทั้งพารามิเตอร์ที่บ่งบอกถึงภาวะอักเสบ พบว่าผู้ป่วยที่มี

จีโนไทป์ Pro/Ala ค่า hs-CRP และจำ�นวนเม็ดเลือดขาว มี

แนวโน้มสูงกว่าผู้ที่มีจีโนไทป์ Pro/Pro ซึ่งอาจเกิดจากการที่

อัลลีล Ala นั้นมีผลต่อการลดลงของแอ็กติวิตีและปริมาณ

ของ ADAMTS13 ซึ่งการลดลงของ ADAMTS13 นั้นมี

ความสมัพนัธก์บัภาวะอกัเสบต่างๆ
(13-16) 

รวมทัง้ยงัสง่เสรมิให้

เกิดการอักเสบซึ่งเป็นพยาธิกำ�เนิดที่สำ�คัญของโรคท่อเลือด

แดงและหลอดเลอืดแดงแขง็ซึง่เปน็สาเหตสุำ�คญัของการเกดิ 

CAD 
(14, 16, 17)

 อยา่งไรกต็ามตอ้งทำ�การศกึษาเพิม่เตมิในกลุม่

ประชากรที่มีขนาดใหญ่ขึ้นเพื่อยืนยันผลการศึกษาดังกล่าว

	 	 ผลจากการศึกษาครั้งนี้อาจแสดงให้เห็นวา่โพลีมอร์ฟิ

ซึม Pro618Ala นี้มีความสัมพันธ์กับโรคหลอดเลือดหัวใจ 

แต่อย่างไรก็ตาม เนื่องจากข้อจำ�กัดของการศึกษานี้ คือ กลุ่ม

ประชากรที่ศึกษามีขนาดเล็ก อีกทั้งผู้ป่วยที่เป็นและไม่เป็น 

CAD มีสัดส่วนของเพศชายและหญิงแตกต่างกัน ซึ่งอาจจะ

เป็นตัวแปรที่มีผลต่อการวิเคราะห์ความสัมพันธ์กับการเกิด 

CAD ดังนั้นเพื่อยืนยันผลการศึกษาของงานวิจัยนี้จึงควร

ทำ�การศกึษาเพิม่เตมิในกลุม่ประชากรทีม่ขีนาดใหญข่ึน้และมี

การกระจายของเพศที่ใกล้เคียงกัน รวมทั้งควรมีการตรวจวัด

แอก็ตวิติแีละ/หรอืปรมิาณของ ADAMTS13 เพิม่เตมิตอ่ไป
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