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ความสัมพันธระหวางเมทิลลีนเตตระไฮโดรโฟเลตรีดักเตสจีนโพลีมอรฟซึม
กับระดับโฮโมซิสเตอีนในผูปวยไทยที่เปนโรคหลอดเลือดหัวใจ

บทคัดยอ
  เอนไซมเมทลิลนีเตตระไฮโดรโฟเลตรีดักเตส (MTHFR) ทาํหนาท่ีสาํคัญในกระบวนการเมแทบอลิซึมของโฮโมซิสเตอีน 

เมื่ อมีการเปลี่ยนแปลงเกิดข้ึนกับจีน MTHFR จะสงผลใหมีการเพิ่มขึ้นของระดับโฮโมซิสเตอีนในเลือดซ่ึงมีผลชักนําใหเกิด

การบาดเจ็บจากภาวะออกซิเดชันของเซลลผนังหลอดเลือดทําใหสูญเสียความสามารถในการทําหนาท่ีของหลอดเลือดสงผล

ใหเกิดกระบวนการ atherosclerosis การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่ อศึกษาความสัมพันธระหวางจีนโพลีมอรฟซึมของเมทิลลีน

เตตระไฮโดรโฟเลต รดัีกเตสและระดบัโฮโมซิสเตอนีในคนไทยทีป่วยดวยโรคหลอดเลอืดหัวใจโดยศึกษาในอาสาสมคัรจาํนวน 

352 รายที่มีอาการเขาขายโรคหลอดเลือดหัวใจและเขารับการตรวจโดยการทํา coronary angiography ที่ศูนยหัวใจสิริกิต์ิ

มหาวิทยาลัยขอนแกน จากผล coronary angiography แบงอาสาสมัครออกเปนกลุมผูปวยโรคหลอดเลือดหัวใจจํานวน 206 

รายและกลุมควบคุมจํานวน 146 ราย ตรวจหาโพลีมอรฟซึมของจีนเมทิลลีนเตตระไฮโดรโฟเลตรีดักเตส (MTHFR) ชนิด 

C677T และ A1298C ดวยเทคนิค PCR-RFLP และเทคนิค AS-PCR ตามลําดับ ตรวจวัดระดับโฮโมซิสเตอีนรวมในซีรัม

ดวยวิธี DiazymeHomocysteine  Enzymatic Assay Kit ผลการศึกษาพบวาท้ังความถ่ีของจีโนไทปและอัลลีลของโพลีมอร

ฟซึม MTHFR C677T และ A1298C ไมมคีวามแตกตางกันระหวางกลุมควบคุมและกลุมผูปวยโรคหลอดเลอืดหัวใจ อยางไร

ก็ตามพบวาสัดสวนความถ่ีของผูที่เปนพาหะอัลลีล T (CT, TT) ของ MTHFR C677T, มีคาสูงกวาอยางมีนัยสําคัญในกลุม

ตัวอยางท้ังหมดและเฉพาะในกลุมตัวอยางเพศชายท่ีมีระดับโฮโมซิสเตอีนสูงเมื่ อเทียบกับกลุมที่มีระดับต่ํากวา เมื่ อใชคา cut 
off  ของระดับโฮโมซิสเตอีนเทากับ 15 ไมโครโมลตอลิตร หรือเมื่ อแบงชวงระดับของโฮโมซิสเตอีนออกเปนสามชวงคือท่ี

1นักศึกษาบัณฑิตศึกษาสาขาวิทยาศาสตรการแพทย คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน
2กลุมวิจัยหัวใจและหลอดเลือด มหาวิทยาลัยขอนแกน
3กลุมวิชาเคมีคลินิก คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน
4ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน
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คา ≤ 10, ระหวาง > 10-15 และ > 15 ไมโครโมลตอลิตร ในขณะที่สัดสวนความถ่ีของพาหะ T อัลลีล จะมีคาต่ําในกลุม
ตัวอยางท้ังหมดและในกลุมตวัอยางเพศชายท่ีมรีะดบัโฮโมซสิเตอนีต่ํา อยางไรกต็ามไมพบความสมัพนัธดังกลาวในกลุมตวัอยาง
เพศหญิง ยังคงพบอีกวาในกลุมตัวอยางท้ังหมดและกลุมตัวอยางเฉพาะเพศชายท่ีมีอัลลีล T (CT, TT) มีคาเฉลี่ยของระดับ
โฮโมซิสเตอีนรวมสูงกวาในกลุมที่มี จีโนไทป CC (P < 0.001) และไมพบลักษณะดังกลาวในกลุมตัวอยางเพศหญิง สวน
โพลมีอรฟซึมชนิด A1298C กลบัไมพบความสัมพนัธระหวางโพลีมอรฟซึมกบัระดบัโฮโมซิสเตอีนรวมทัง้ในกลุมตัวอยางท้ังหมด
และกลุมทีแ่ยกตามเพศชายและหญิง ผลการศึกษาคร้ังน้ีบงช้ีวาโพลมีอรฟซึมของจีนเมทลิลนีเตตระไฮโดรโฟเลต รดัีกเตสชนิด 
C677T มผีลตอการเพิม่ขึน้ของระดบัโฮโมซิสเตอนีรวมในกระแสเลอืดซ่ึงเปนหนึง่ในปจจัยเสีย่งตอการเกดิโรคหลอดเลอืดหัวใจ

คําสําคัญ: เมทิลลีนเตตระไฮโดรโฟเลต รีดักเตส, โพลีมอรฟซึม, ระดับโฮโมซิสเตอีนรวม
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Association between methylenetetrahydrofolate reductase gene (MTHFR) 
polymorphisms and homocysteine level in Thai patients with coronary 

artery disease

Abstract
  Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) is a key regulatory enzyme in folate and homocysteine 

(Hcy) metabolisms. Mutation of MTHFR gene leads to the increased levels of Hcy. Elevated blood Hcy level 

may induce oxidative injury to vascular endothelial cells and impairs vascular function leading to atherosclerosis. 

The aim of the present study was to investigate the relationships between MTHFR polymorphisms and total 

homocysteine (tHcy) level in Thai patients with coronary artery disease (CAD). A case-control study was 

performed in 352 subjects who were clinically suspected of having CAD and were undergoing coronary angiography 

at Queen Sirikit Heart Center of the Northeast, Khon Kaen University. Based on angiographic results, 206 

patients were categorized as CAD and 146 subjects were control. The polymorphisms of MTHFR C677T and 

A1298C were genotyped in subjects with CAD and control groups, using PCR-RFLP and AS-PCR techniques, 

respectively. Serum tHcy was determined using DiazymeHomocysteine Enzymatic Assay Kit (Diazyme, USA). 

The results demonstrated that the genotype and allele frequencies of MTHFR C677T and A1298C polymor-
phisms were not significantly different between control and CAD groups. Significant elevation of the relative 

frequency (%) of T carriers (CT, TT) of C677T polymorphism was observed in all subjects and in male alone 

with higher level of tHcy as compared with lower level, either by using tHcy cut-off point at 15 μmol/L or 
by categorizing the tHcy concentration into 3 levels as <10, >10-15 and > 15 μmol/L; a lower percentage 
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of T carrier was always revealed in all subjects with lower level of tHcy. There was, however, no significant 
difference when observed in female subjects. In addition, the mean serum tHcy levels in the T carriers (CT, TT) 
of C677T were higher in all subjects as well as in male subjects alone (P<0.001) as compared with the CC 
genotype; there was apparently no difference observed in female subjects. There were no significant association 
between the A1298C polymorphism and serum tHcy, either by cut-off level or by mean level, as observed in 
all subjects as well as separated male and female groups. This study indicated that polymorphism of MTHFR 
C677T contributes to the risk of CAD by the effect on increase of blood tHcy concentration. 
 

Keywords: Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), Polymorphisms, Total homocysteine (tHcy) level
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บทนํา
  โรคหลอดเลือดหัวใจ (coronary artery disease; 
CAD) เปนสาเหตสุาํคัญของความเจ็บปวยและการเสยีชีวติใน
ทั่วโลก(1) ในประเทศไทยอุบัติการณของโรคหลอดเลือดหัวใจ 
ป พ.ศ. 2539-2548 จาก 40.73 รายตอประชากรแสนคน 
เพิ่มขึ้นเปน 198.68 รายตอประชากรแสนคน(2) บงช้ีวาเปน
ปญหาดานสาธารณสุขที่สําคัญอันดับตนของประเทศ โรค
หลอดเลอืดหัวใจมสีาเหตสุาํคัญมาจากการเกิด atheromatous 
plaque ที่ผนังช้ันใน (intima) ของหลอดเลือดแดงโคโรนารี 
สงผลใหผนังหลอดเลือดบริเวณท่ีเกิด plaque มีลักษณะหนา
ตัวขึ้น (sclerosis) การเกิด atheromatous plaque ทําใหชอง
ทางเดินของหลอดเลือดตีบแคบลงมีผลกระทบตอการไหลเวยีน
เลอืดไปเล้ียงกลามเนือ้หวัใจเกิดภาวะกลามเนือ้หวัใจขาดเลือด 
(ischemic heart disease; IHD) โรคหลอดเลอืดหัวใจเปนโรค
ที่เกิดจากหลายปจจัยรวมกันซ่ึงเปนปจจัยเสี่ยงไดแก อายุ เพศ 

ความอวน ความดันโลหิตสูง ภาวะไขมันในเลือดผิดปกติ การ

สูบบุหรี่ ระดับโฮโมซิสเตอีนสูงในเลือด และที่สําคัญคือปจจัย

ทางดานพันธกุรรม(3-5) โฮโมซิสเตอีน (Hcy) เปนกรดอะมโินท่ีมี

กาํมะถนัเปนองคประกอบโดยเปนผลผลติท่ีไดจากกระบวนการ

เมแทบอลิซึมของเมทไธโอนีนซ่ึงโดยปกติ Hcy ในรางกาย

สามารถถกูเปลีย่นกลบัไปเปนเมทไธโอนนีไดโดยกระบวนการเม

แทบอลิซึมของ Hcy ผาน remethylation pathway โดยอาศัย

เอนไซมหลักสองชนิดคือ methionine synthase (MS) และ 

methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) นอกจาก

นี้ Hcy จะถูกเปลี่ยนเปน cysteine ผาน transsulfuration 
pathway โดยอาศัยเอนไซม cystrathionine β-systhase 

(CBS) และ γ-cystathionase(6,7) ระดับของ Hcyในเลือด
ที่มีการศึกษาในคนปกติทั่วไปอยู ระหวาง 5-15 ไมโครโมล
ตอลติร(8) เนื่ องจากกระบวนการเมแทบอลซึิมของ Hcy มวีติามิน

บี 12 และโฟเลทเปนปจจัยรวม ดังน้ันระดับของ Hcy ใน

เลือดจึงเกี่ยวของกับระดับวิตามินบี 12 และโฟเลทซึ่งวิตามิน
ดังกลาวสามารถลดระดับ Hcy ในเลือดลงได(9) Hcy ที่พบใน

กระแสเลือดประกอบดวยหลายรูปแบบ ไดแก reduced form 
พบเพยีงรอยละ 1 ทีเ่หลอืเปน oxidized form โดยรอยละ 70 

อยูในรูปที่ Hcy จับกับอัลบูมินและรอยละ 30  อยูในรูปแบบ
ที่จับกันเองของ Hcy (homocysteine dimer) หรือจับกับกรด

อะมิโนชนิดอื่ นๆ ที่มีกํามะถันเปนองคประกอบ(10) สําหรับการ

ตรวจวัดระดับ Hcy ในทางคลินิกมีการแนะนําใหตรวจวัดแบบ 
Hcy รวม (total homocysteine; tHcy)(11) ซ่ึงการเพิ่มขึ้นของ

ระดบั tHcy ในเลอืดหรือมคีาสูงเกนิกวา 15 ไมโครโมลตอลติร 
เปนหนึง่ในปจจัยเสีย่งท่ีสาํคัญตอการเกดิโรคหลอดเลือดหัวใจ 
เนื่ องจากพบวา Hcy มผีลทาํใหเกดิภาวะ oxidative stress ตอ
เซลลบผุนังหลอดเลอืด (endothelial cell) สงผลใหการทาํงาน
ของเซลลบผุนังหลอดเลอืดผิดปกติไป (endothelial dysfunc-
tion) โดยมีการหลั่ง nitric oxide (NO) ลดลง(12) เปนผลให
ความยืดหยุนของหลอดเลือดผิดปกติ Hcy ยังมีสวนในการ
กระตุนการเกาะติดของเกล็ดเลือดท่ีผนังหลอดเลือด(13) และ
กระตุนการแบงตัวของเซลลกลามเนื้อเรียบเพิ่มมากขึ้น(14) 
นอกจากน้ียงัเกีย่วของกับการเพิม่ prothrombotic factor(15, 16) 
ซ่ึงปจจัยตางๆ เหลาน้ีเกี่ยวของกับกระบวนการเกิด athero-
sclerosis ซ่ึงเปนสาเหตุหลักของการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจ

  methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 
เปนเอ็นไซมสําคัญในกระบวนการลดระดับของ Hcy โดย
เปลี่ยนกลับไปเปนเมทไธโอนีนโดยจีน MTHFR อยูบน

โครโมโซมคูที่ 1 มีขนาด 20,374 bp ทําหนาท่ีในการสราง

เอนไซม MTHFR และ polymorphisms ของจีนนี้ที่มีการ

ศึกษาและพบวามีผลกระทบตอการทํางานของเอนไซม MTH-

FR คือ C677T (rs1801133) และ A1298C (rs1801131) 

โดย C677T เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของนิวคลิโอไทด ที่

ตําแหนง 677 (ลําดับบน cDNA) ใน exon ที่ 4 ของจีน 

MTHFR จากไซโตซีน (C) ไปเปนไทมีน (T) สงผลใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนลําดับที่ 222 ของเอนไซม 

MTHFR จากอะลานนี (A) ไปเปนวาลีน (V) ทาํใหเอนไซมที่
สรางไดมคุีณสมบติัไมทนความรอน (thermolabile enzyme)
(17) ซ่ึงทําใหความสามารถในการทํางานของเอนไซมลดลง

สงผลใหมกีารเพิม่ขึน้ของระดบั tHcy ในเลอืด โพลมีอรฟซึม

ของจีน MTHFR อีกชนิดคือ A1298C ซ่ึงเกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงของนิวคลิโอไทดที่ตําแหนง 1298 จากอะดีนีน 
(A) เปนไซโตซีน (C) สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของ

กรดอะมโินจากกลตูาเมท (E) ไปเปนอะลานนี (A) ทีตํ่าแหนง

กรดอะมโิน 429 ของเอนไซม MTHFR และสงผลตอการทํา

หนาท่ีของเอนไซมเชนเดียวกันกับ C677T(18) จากการท่ีโพลี

มอรฟซึมของจีน MTHFR มผีลกระทบตอระดบัของ Hcy ใน
กระแสเลอืดซ่ึงเปนปจจัยเสีย่งสาํคัญของการเกดิ CAD รวม

ทั้งยังไมมีรายงานการศึกษาความสัมพันธดังกลาวในคนไทย
มากอน การศึกษาในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่ อศึกษาความ

สมัพนัธระหวางโพลีมอรฟซึมของ MTHFR และระดบั tHcy 

ในผูปวยคนไทยท่ีไดรับการวินิจฉัยเปน CAD
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วัสดุและวิธีการศึกษา
  1. กลุมตัวอยาง
  เปนผูปวยทีเ่ขารบัการตรวจรกัษาโรคท่ีศูนยหวัใจสริกิต์ิิ

ภาคตะวันออกเฉยีงเหนอื มหาวทิยาลยัขอนแกนจาํนวน 352 
รายอายุ 35 ปขึน้ไป โดยการศึกษาน้ีไดรบัการรบัรองจรยิธรรม
การศึกษาวิจัยในมนษุยเลขที ่HE510414 จากคณะกรรมการ
จริยธรรมการทําวิจัยในมนุษย มหาวิทยาลัยขอนแกนโดย
อาสาสมัครทุกรายไดรับการช้ีแจงเก่ียวกับรายละเอียดของ
โครงการวิจัยจากคณะผูวิจัยและลงนามในใบยินยอมเขารวม
โครงการวิจัยและอาสาสมคัรทกุคนไดตอบแบบสอบถามเก่ียว
กับประวัติสุขภาพท่ัวไป อาสาสมัครจะถูกแบงออกเปนสอง
กลุมตามผลการตรวจหลอดเลือดหัวใจโดยการทํา coronary 
angiography คือ กลุม CAD และกลุมควบคุมโดยกลุม 
CAD จํานวน 206 รายมีคาการตีบของหลอเลือดโคโรนารี
หลัก (main coronary arteries) มากกวาหรือเทากับรอยละ 

50 ( > 50 % stenosis) ต้ังแตหนึ่งเสนขึ้นไป (ไดแก left 

main coronary artery; LCA, left anterior descending; 

LAD, left circumflex artery; LCX และ right coronary 

artery; RCA) และตองไมมีโรคที่มีผลกระทบตอระดับ 

Hcyในเลือด ไดแก โรคตับ โรคไตและโรคมะเร็งหรือโรคท่ี

เกีย่วของกับการอกัเสบตางๆนอกจากน้ีตองไมเปนผูทีม่ภีาวะ 

unstable angina และ left ventricular hypertrophy และ

ไมไดทํา percutaneous coronary intervention หรือ stent 

implantation สําหรับกลุมควบคุมจํานวน 146 รายโดยผล
การตรวจหลอดเลือดหัวใจ ไมแสดงการตีบของหลอดเลือด

โคโรนารีอยางชัดเจน หรือมีคาการตีบนอยกวารอยละ 50 

และมีเกณฑในการคัดออกเชนเดียวกับกลุม CAD

  2. การเจาะเก็บและเตรียมตัวอยางเลือด
  เจาะเก็บเลือดจากเสนเลือดดําของอาสาสมัครที่งด
อาหารและเครื่ องดื่ มอยางนอย 12 ช่ัวโมง โดยแบงเกบ็เลอืด

ในสารกันเลือดแข็งชนิด ไตรโซเดียมซิเตรต 3.2 % และ

นํา packed cell มาใชสําหรับการสกัดดีเอ็นเอโดยชุดน้ํายา
สาํเรจ็รปู FlexiGene DNA kit (QIAGEN, Germany) สวน

ซีรมัซึง่เตรยีมจากเลอืดท่ีไมมสีารกนัเลอืดแข็งถูกเกบ็แยกเพื่ อ
ใชในการตรวจระดับของ tHcy โดยใชชุดน้ํายาตรวจสําเรจ็รปู 

Enzymatic Assay kit (Diazyme) การตรวจระดับไขมันใน
เลือด การตรวจระดับ high-sensitive C-reactive protein 
(hs-CRP) และระดับของอินซูลิน สําหรับการตรวจระดับ

นํ้าตาลในเลือดใช sodium fluoride เปนสารกันเลือดแข็ง

  3. การตรวจหาโพลีมอรฟซึมของจีน MTHFR

  ตรวจหาโพลีมอรฟซึมของจีน MTHFR ชนิด C677T 
ดวยเทคนคิ polymerase chain reaction-restriction fragment 
length polymorphism (PCR-RFLP) โดยใช forward และ 
reverse primers (Invitrogen, Carlsbad, CA) ซ่ึงมีลําดับของ
นิวคลีโอไทด คือ 5’-CCT TGA ACA GGT GGA GGC 
CAG-3’ และ 5’-GCG GTG AGA GTG GGG TGG AG-3’ 
ตามลําดับ สวนผสมตางๆในปฏิกริยิา PCR ปรมิาตรรวม 25 μl 
ประกอบดวย primer แตละชนดิความเขมขน 1 pmol, dNTPs 
(Promega) 0.2 mM, PCR buffer 1X (invitrogen), MgCl

2
 

1.75 mM (Invitrogen), Taq DNA polymerase (Invitrogen) 
และดีเอ็นเอของกลุมตัวอยาง 100 ng ทํา PCR โดยใชเครื่ อง 
DNA thermal cycler G-strom (Gene Technology, UK) 
โดยมีขั้นตอน คือ denaturation ที่อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 5 
นาทีตามดวย PCR cycle ที่อุณหภูมิ 95°C 30 วินาที, 65°C 

30 วินาที และ 72°C วินาที จํานวน 30 รอบ และสําหรับ final 

extension ทีอุ่ณหภูม ิ72°C เปนเวลา 5 นาทีจากน้ันแบงผลผลติ

จาก PCR ออกเปน 2 หลอด หลอดละ 10 μl แลวนําไปตัด

ดวยเอ็นไซม Hinf I 8 unit ที่ อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 16 

ช่ัวโมงแลวตรวจสอบขนาดของช้ินสวนของดีเอน็เอทีไ่ดจากการ

ยอยดวยวิธี electrophoresis บน 2 % agarose gel ซ่ึงในกรณี

ของอัลลีล C จะไมถูกตัดดวยเอนไซม Hinf I ทําใหตรวจพบ

แถบดีเอน็เอขนาด 294 bp ในขณะทีอั่ลลลี T ซ่ึงม ีrestriction 

site ของเอนไซม Hinf I ทาํใหถกูยอยไดแถบดีเอน็เอขนาด 126 
และ 168 bp (รูปที่ 1) สําหรับการตรวจหาโพลีมอรฟซึมของ 

MTHFR ชนิด A1298C ใชเทคนิค nested allele-specific 
polymerase chain reaction (nested AS-PCR) ทีไ่ดพฒันาข้ึน
สาํหรบัการศึกษาน้ีโดยใช primer 5 ชนิด คือ Forward (outer) 

5’-CAT GCT TGT GGT TGA CCT GG-3’ , Reverse 

(outer) 5’-CAC AGG ATG GGG AAG TCA CAG-3’, 
Forward (A allele) 5’-GGA GGA GCT GAC CAG TGA 
TGA-3’, Forward (C allele) 5’ CAG GAA ACA GCT 

ATG ACA GAA GCT TGA GGA GCT GAC CAG TGA 

TGC-3’, และ nested primer (C allele) 5’-GTT TTC CCA 
GTC ACG ACC AGG AAA CAG CTA TGA C-3’ ซ่ึง
กรณีจีโนไทปแบบ AA จะใหผลผลิตดีเอ็นเอขนาด 180 และ 

400 bp และจีโนไทป CC ใหผลดีเอ็นเอขนาด 221 และ 400 
bp สวนจีโนไทปแบบ AC ใหผลดีเอน็เอขนาด  180, 221 และ 

400 bp ดัง รูปที่ 2



7J Med Tech Phy Ther • Vol 25 No 1 • January-April 2013

รูปที่ 1 ผลการตรวจ DNA บน 2 % agarose gel electro-
phoresis แสดงจีโนไทปของจีน MTHFR โพลีมอร
ฟซึมชนิด C677T : Lane 1, 2 = TT genotype; 
Lane 3= CT genotype; Lane 4 = CC genotype; 

M = DNA size  marker (50 bp DNA ladder)

รูปที่ 2 ผลการตรวจ DNA บน 2 % agarose gel electro-
phoresis แสดงจีโนไทปของจีน MTHFR โพลีมอร
ฟซึมชนิด A1298C : M = DNA size marker (50 

bp DNA ladder); NC = no template control; 

Lane 1, 2 = CC genotype; Lane 3, 4, 6 = AC 
genotype; lane 5, 7 = AA genotype

  4. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ
  วเิคราะหขอมลูทางสถติิดวยโปรแกรมสาํเรจ็รปู SPSS 

version 17 สาํหรบัการทดสอบการกระจายของขอมลูใช Kol-
mogorov-Smirnov test โดยขอมูลที่มีการกระจายแบบไม
ปกติจะถูกแปลงขอมูลใหเปนคา log 10 กอนนํามาวิเคราะห 
การวิเคราะหความแตกตางของคาเฉลี่ยของขอมูลซึ่งเปนคา

ตอเนื่ องระหวางสองกลุมดวย independent-sample t-test 
และมากกวาสองกลุมขึ้นไปโดยใช ANOVA สวนขอมูลเชิง
กลุมวิเคราะหความแตกตางระหวางกลุมโดยใช Chi-square 
test การหาความสมัพนัธระหวางจีโนไทปของจีน MTHFR กบั
ระดบั tHcy ในกลุมตัวอยางใช Logistic regression analysis 
เพื่ อวิเคราะหหา Odds ratio (OR) และยอมรับคาความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีคา P < 0.05

ผลการศึกษา
  การเปรยีบเทยีบผลการตรวจวัดระดับสารชีวเคมตีางๆ
ในเลือดรวมทั้งคาตัวแปรตางๆทางคลินิก ระหวางกลุมอาสา
สมัครทั้งสองกลุมพบวา อายุ, Waist/hip ratio, total cho-
lesterol (TC), triglyceride (TG), low-density lipoprotein 
cholesterol (LDL-C), high-density lipoprotein choles-
terol (HDL-C), fasting blood sugar (FBS), blood urea 

nitrogen (BUN), creatinine (Cr) ภาวะความดันโลหิตสูง 

(hypertention), dyslipidemia, diabetes mellitus (DM), 

สถานะการสูบบุหรี่ ในกลุม CAD มีคาสูงกวากลุมควบคุม

อยางมีนยัสาํคัญทางสถิติ ขณะที ่HDL-C ในกลุม CAD มรีะ

ดบัต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนยัสาํคัญทางสถิติ (ตารางที ่1) 

นอกจากน้ียังพบความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

ของจํานวนเพศของอาสาสมัครระหวางกลุมควบคุมและกลุม 

CAD 

  ตารางที ่2 แสดงการกระจายความถีข่องจีโนไทปของ

จีน MTHFR ชนิด C677T โดยพบวาจีโนไทปชนิด CC พบ
มากที่สุดในท้ังกลุมควบคุมและกลุม CAD รองลงมาคือ CT 
และ TT ตามลําดับ สวนความถ่ีอัลลีล (allele frequency) 
C และ T ของกลุมควบคุมคือ รอยละ 87.6 และ 12.4 ตาม

ลําดับ และในกลุม CAD คือ รอยละ 86.6 และ 13.4 ตาม

ลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวาความถ่ีของท้ังจีโนไทปและอัลลีล
ในกลุมตัวอยางท้ังสองกลุมไมมีความแตกตางกันอยางมีนัย
สําคัญทางสถิติ สวนการกระจายความถ่ีของจีโนไทป ชนิด 
A1298C พบวาจีโนไทปชนิด AA พบมากทีส่ดุในท้ังสองกลุม

ศึกษา รองลงมาคือ AC และ CC ตามลําดับ สวนความถ่ี

อัลลีล A และ C ของกลุมควบคุมคือ รอยละ 69.8 และ 
30.2 ตามลําดับ และในกลุม CAD คือรอยละ 70.7 และ
รอยละ 29.3 ตามลําดับ ซ่ึงพบวาความถ่ีของท้ังจีโนไทปและ
อัลลลีในกลุมตัวอยางท้ังสองกลุมไมมคีวามแตกตางกันอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติเชนเดียวกับ C677T
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ตารางที่ 2 ความถ่ีจีโนไทปและอัลลีลของจีน MTHFR (C677T และ A1298C) ในกลุมควบคุมและกลุม CAD

MTHFR polymorphism Control group CAD group P - value

C677T
Genotype frequency (n = 347)
CC %, (n)
CT %, (n)
TT %, (n)
Allele frequency (n = 694)
C allele %, (n)
T allele %, (n)
A1298C
Genotype (n = 302)
AA %, (n)
AC %, (n)
CC %, (n)
Allele (n = 604)
A allele %,(n)
C allele %,(n)

(n = 145)
77.9 (113)
19.3 (28)
2.8 (4)

(n = 290)
87.6 (254)
12.4 (36)

(n = 126)
50.8 (64)
38.1 (48)
11.1 (14)
(n = 252)
69.8 (176)
30.2 (76)

(n = 202)
75.2 (152)
22.8 (46)
2.0 (4)

(n = 404)
86.6 (350)
13.4 (54)

(n = 176)
50.6 (89)
40.3 (71)
9.1 (16)

(n = 352)
70.7(249)
29.3(103)

0.678

0.713

0.820

0.812

 การศึกษาความสัมพนัธระหวางโพลีมอรฟซึมของ MTH-

FR ชนิด C677T กับระดับ tHcy ในกลุมตัวอยางท้ังหมด

โดยใชคา cut-off ที่ 15 ไมโครโมลตอลิตร พบวาความถ่ีเชิง

เปรียบเทียบ (relative frequency) ของจีโนไทปชนิด CC มี

คาลดลงในขณะท่ี CT+TT มีคาเพิ่มขึ้นเมื่ อระดับ tHcy มีคา

สูงกวา 15 ไมโครโมลตอลิตร โดยมีความแตกตางอยางมีนัย

สาํคัญทางสถิติ (P = 0.002) และทาํใหจีโนไทปแบบ CT+TT 
มีคาความเส่ียง 3.34 เทาเมื่ อเทียบกับ CC (OR = 3.34; 

95% CI= 1.53-7.26; P = 0.002) ซ่ึงเมื่ อวิเคราะหแยกตาม

เพศพบวาลกัษณะความสัมพนัธดังกลาวแสดงชัดเจนในกลุม

เพศชาย (OR = 3.54; 95% CI= 1.32-9.49; P = 0.012) 
แตไมพบนัยสําคัญทางสถิติในกลุมตัวอยางเพศหญิง (OR 
= 3.04; 95% CI= 0.85-10.87; P = 0.087) สวนความ

สัมพันธระหวางโพลีมอรฟซึมของ MTHFR ชนิด A1298C 

กับระดับของ tHcy โดยใชคา cut-off ที่ 15 ไมโครโมล

ตอลติร ถงึแมแนวโนมของความถ่ีจีโนไทปชนิด AA มคีาเพิม่

ขึ้นสวน AC+CC มีคาลดลงเมื่ อระดับ tHcy มีคาสูงกวา 15 

ไมโครโมลตอลติรโดยแสดงใหเหน็ทัง้ในเพศชายและหญงิแต

กลับไมพบนัยสําคัญทางสถิติ

  เมื่ อแบงชวงของระดับ tHcy ออกเปนสามชวงคือ <  

10, > 10-15 และ > 15 ไมโครโมลตอลติร (ตารางที ่3) พบ

วาความถ่ี (reative frequency) ของ MTHFR C677T ชนิด 

CT+TT มีแนวโนมเพิ่มขึ้นในขณะที่จีโนไทปชนิด CC มีแนว
โนมลดลงอยางมีนยัสาํคัญทางสถิติเมื่ อระดบัของ tHcy เพิม่
ขึ้น (P = 0.003) ซ่ึงใหผลชัดเจนในกลุมตัวอยางเพศชาย (P 

= 0.011) สวนในกลุมตัวอยางเพศหญิงไมพบความแตกตาง

อยางมีนยัสาํคัญทางสถิติ สวนความถ่ีจีโนไทปของ A1298C 
ชนิด AA และ AC+CC ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัย
สําคัญทางสถิติระหวางท้ัง 3 ชวงของระดับ tHcy ทั้งในกลุม

ตัวอยางท้ังหมด และการแบงเปนเพศชายและเพศหญิง 
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ตารางที่ 3 ความสัมพันธระหวางโพลีมอรฟซึมของจีน MTHFR (C677T และ A1298C) และระดับโฮโมซิสเตอีนรวม 

MTHFR polymorphism tHcy (μmol/L) P - valuea

≤ 10 > 10-15 > 15

C677T genotype 
All subjects (n = 285)
CC %, (n)
CT+ TT %, (n)
Male (n = 167)
CC %, (n)
CT+TT %, (n)
Female (n = 118)
CC %, (n)
CT+TT %, (n)
A1298C genotype 

All subjects (n=251)

AA %, (n)

AC+CC %, (n)

Male (n=149)

AA %, (n)

AC+CC %, (n)

Female (n=102)

AA %, (n)

AC+CC %, (n)

86.3 (44)
13.7 (7)

91.3 (21)
8.7 (2)

82.1 (23)
17.9 (5)

42.6 (20)

57.4 (27)

35.0 (7)

65.0 (13)

48.1 (13)

51.9 (14)

77.5 (158)
22.5 (46)

77.6 (97)
22.4 (28)

77.2 (61)
22.8 (18)

50.8 (91)

49.2 (88)

52.2 (59)

47.8 (54)

48.5 (32)

51.5 (34)

53.3 (16)
46.7 (14)

52.6 (10)
47.4 (9)

54.5 (6)
45.5 (5)

56.0 (14)

44.0 (11)

56.3 (9)

43.8 (7)

55.6 (5)

44.4 (4)

0.003

0.011

0.179

0.485

0.322

0.919
a: เปรียบเทียบระหวางโฮโมซิสเตอีนรวมในแตละระดับโดยใช Chi-square test

  ตารางที ่4 แสดงผลของ MTHFR โพลมีอรฟซึมตอ
คาเฉลีย่ของระดบั tHcy เปรยีบเทยีบกนัระหวาง wild types 
และ variants ของโพลีมอรฟซึมชนดิ C677T และ A1298C 

ในกลุมตัวอยางท้ังหมด และการวิเคราะหแยกเปนกลุม

ควบคุมและกลุม CAD พบวาในกลุมตัวอยางท้ังหมดที่มี

จีโนไทปของ C677T แบบ CT+TT มีคาเฉลี่ยของระดับ 
tHcy สูงกวากลุมที่มีจีโนไทปเปนแบบ CC อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (P < 0.001) ซ่ึงความแตกตางดังกลาวเมื่ อแยกตาม

เพศพบวามีนยัสาํคัญทางสถิติเฉพาะในกลุมตัวอยางเพศชาย 

และเมื่ อวิเคราะหแยกเปนกลุมควบคุมและกลุม CAD ก็ให
ผลความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเฉพาะในเพศชาย

เชนเดียวกันทั้งสองกลุม สวนโพลีมอรฟซึมชนิด A1298C 

ไมพบความแตกตางของคาเฉลี่ยของระดับ tHcy ระหวาง
จีโนไทป AA และ AC+CC 
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ตารางที่ 4 เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของระดับโฮโมซิสเตอีนรวมระหวาง wild type และ variant type ของ MTHFR 
จีนโพลีมอรฟซึม (C677T และ A1298C) ในกลุมตัวยางท้ังหมด กลุมควบคุม และกลุม CAD

MTHFR
polymorphism

Group Genotype tHcy levels; μmol/L (Mean ± SD)

All subjects Male Female

C677T

All 
subjects 
(n = 285)

CC
CT+TT
P - valuea

11.8 ± 2.4
13.2 ± 3.2
< 0.001

12.0 ± 2.4
13.9 ± 3.3
< 0.001

11.5 ± 2.3
12.2 ± 2.8

0.222

Control 
(n = 119)

CC
CT+TT
P - valuea

11.7 ± 2.2
12.8 ± 3.1

0.059

12.4 ± 2.3
14.5 ± 3.5

0.032

11.2 ± 2.0
11.8 ± 2.5

0.292

CAD 
(n = 168)

CC
CT+TT
P - valuea

11.9 ± 2.5
13.5 ± 3.3

0.001

11.9 ± 2.4
13.8 ± 3.2

0.001

12.0 ± 2.7
12.7 ± 3.3

0.446

A1298C

All 

subjects 

(n =251)

AA

AC+CC

P - valueb

12.2 ± 2.7

11.9 ± 2.6

0.367

12.8 ± 2.8

12.1 ± 2.5

0.150

11.4 ± 2.3

11.6 ± 2.6

0.659

Control 

(n = 107)

AA

AC+CC

P - valueb

11.9 ± 2.4

11.9 ± 2.3

0.997

12.9 ± 2.7

12.8 ± 2.0

0.905

11.2 ± 2.0

11.4 ± 2.3

0.790

CAD 

(n =146)

AA

AC+CC

P - valueb

12.5 ± 2.9

11.9 ± 2.8

0.259

12.5 ± 2.9

11.9 ± 2.6

0.128

11.7 ± 2.7

12.0 ± 3.1

0.756
a: เปรียบเทียบระหวาง CC และ CT+TT โดยใช independent-sample t-test, b: เปรียบเทียบระหวาง AA และ AC+CC 

โดยใช independent-sample t-test

  เมื่ อศึกษาผลกระทบรวม (combined effect) ของ 
MTHFR โพลมีอรฟซึม C677T และ A1298C ตอคาเฉลีย่

ของระดับโฮโมซิสเตอีนรวม โดยเปรียบเทียบระหวางแตละ 

combination ในกลุมตัวอยางท้ังหมดและเมื่ อแยกตามเพศ 
(ตารางที่ 5) พบวามีความแตกตางอยางนัยสําคัญทางสถิติ

ในกลุมตัวอยางท้ังหมดและเฉพาะในเพศชายโดยพบวากลุม

จีโนไทปรวม CC/AA มีคาเฉลี่ยของระดับ tHcy ต่ําสุดและ
เพิม่สงูข้ึนตามลําดับในกลุม CC/AC+CC, CT+TT/AC+CC 
และ CT+TT/AA มีคาเฉลี่ยของระดับtHcy สูงสุด โดยใน

การศึกษาน้ีไมพบลักษณะจีโนไทปรวมกันแบบ CT+TT/CC
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ตารางที่ 5 ผลกระทบรวม (combined effect) ของ MTHFR จีนโพลีมอรฟซึม (C677T และ A1298C) ตอคาเฉลี่ยของ
ระดับโฮโมซิสเตอีนรวม ในกลุมตัวอยางท้ังหมด

Genotypes
Hcy level; μmol/L(Mean ± SD)

All subjects Male Female

MTHFR C677T/A1298C
CC/AA (n=86)
CC/AC+CC  (n=108)
CT+TT/AA (n=41)
CT+TT/AC+CC  (n=15)
P - valuea

11.6 ± 2.0
  11.9 ± 2.6b1

 13.6 ± 3.4c1

 12.2 ± 2.2d1

< 0.001

12.0 ± 1.9
 12.0 ± 2.6b2

 14.7 ± 3.5c2

 12.8 ± 1.4d2

< 0.001

11.1 ± 2.0
 11.7 ± 2.7b3

 12.1 ± 2.5c3

 11.4 ± 2.9d3

0.508
a: เปรียบเทียบโดยใช ANOVA, b,c,d: เปรียบเทียบระหวางกลุมโดยใช independent-sample t-test
b: เปรียบเทียบระหวาง CC/AA กับ CC/AC+CC; P – value = 0.423b1, 0.905b2, 0.258b3

c: เปรียบเทียบระหวาง CC/AC+CC กับ CT+TT/AA; P – value = 0.001c1 , < 0.001c2, 0.585c3

d: เปรียบเทียบระหวาง CT+TT/AA กับ CT+TT/AC+CC ; P – value = 0.127d1, 0.152d2, 0.577d3 

วิจารณและสรุปผลการศึกษา
  ปจจัยทางพันธุกรรมเปนหนึ่งในปจจัยสําคัญท่ีมีผล

กระทบตอการเกิด CAD โดยอาจพบเปนความสัมพันธที่

แสดงออกอยางจําเพาะในสมาชิกของครอบครัว (familial 

disease) หรือ แสดงออกเปนลักษณะความหลากหลายทาง

พันธุกรรม (polymorphism) ของจีนที่เกี่ยวของในประชากร

ทั่วไป ซ่ึงความหลากหลายทางพันธุกรรม หรือ โพลีมอรฟซึม

ดังกลาวมกัจะพบวามคีวามแตกตางกันในแตละเชือ้ชาติ (eth-

nic group) ในการศึกษาความสัมพันธระหวางโพลีมอรฟซึม
ของ MTHFR ชนิด C677T และ A1298C กับระดับของ 
tHcy ในผูที่มารับการตรวจวินิจฉัย CAD ครั้งน้ีซ่ึงเปนการ

ศึกษาในคนไทย พบวาจีโนไทปของ C677T แบบ CC มี

ความถ่ีมากท่ีสุด (รอยละ 76.4) รองลงมาคือ CT (รอยละ 
21.3) และ TT มคีวามถ่ีต่ําสุด (รอยละ 2.3) โดยการกระจาย

ความถ่ีของจีโนไทปดังกลาวมีความแตกตางจากท่ีรายงานใน
ชาวญ่ีปุนและเกาหลีอยางมากแตกลับมีลักษณะการกระจาย

ความถ่ีคลายคลึงกับที่พบในชาว อินเดีย ตูนิเชีย และ
แคชเมียร(19-23) อยางไรก็ตามมีผลใกลเคียงกับที่มีรายงาน

ในคนไทยกอนหนาน้ีอยางนอย 2 กลุม(24, 25) สําหรับความถ่ี

จีโนไทปของ A1298C ทีพ่บมากท่ีสดุคือ AA (รอยละ 50.7) 
รองลงมาคือ AC (รอยละ 39.4) และ CC (รอยละ 9.9) 
ซ่ึงใหผลการศึกษาท่ีคลายคลึงกับที่มีการรายงานในเช้ือชาติ

อื่ นๆ(19, 20, 22) แตจากท่ีมีการศึกษาในคนไทยโดย Promthet 

และคณะพบวา การกระจายความถี่ของจีโนไทปชนิด AC สูง

ที่สุด (รอยละ 54.6) รองลงมาคือ AA (รอยละ 41.5) และ 

CC (รอยละ 3.9)(25) ซ่ึงอาจเกิดจากความแตกตางกันของการ

คัดเลือกกลุมตัวอยางในการศึกษา 

  การศึกษาน้ีพบวาความถ่ีของจีโนไทปและอัลลีลของ 

MTHFR โพลีมอรฟซึม ชนิด C677T และ A1298C ไมมี

ความแตกตางกันระหวางกลุมควบคุมและกลุม CAD ซ่ึงให

ผลเชนเดียวกันกับการศึกษาในกลุมชนชาวอาหรับ(26) ชาว

บราซิล(27)และกลุมชนทางภาคเหนือของประเทศอินเดีย(28) 

แตจากการศึกษาของ Vijaya Lakshmi และคณะโดยศึกษา

ในชาวอินเดยีพบวาโพลมีอรฟซึม ชนิด C677T โดย T allele 
อาจเพ่ิมความเสี่ยงตอการเกิด CAD ได 1.61 เทา (95% 
CI: 1.04-2.50)(29) สาํหรบัผลการศึกษาในคร้ังน้ีแสดงใหเหน็

วาโพลีมอรฟซึมของ MTHFR ทั้งสองชนิดน้ีอาจไมมีความ

สมัพนัธโดยตรงกับการเกดิ CAD แตอาจมีผลตอกระบวนการ
เกิดโรคเนื่ องจากในกระบวนการเกิดโรคมีปจจัยเสี่ยงรวมกัน
หลายปจจัยและภาวะท่ีมีระดับ tHcy สูงในเลือด (hyperho-

mocysteinemia) มีบทบาททําใหเกิดภาวะ oxidative stress 

และ endothelial dysfunction ซ่ึงเปนกระบวนการในระยะ
แรกของการเกิด atherosclerosis ของหลอดเลือดโคโรนารี 

ดังน้ันจึงอาจเกิดจากตัวอยางในการศึกษาน้ีมีความแตกตาง
กันนอยเนื่ องจากกลุมตัวอยางควบคุมเปนกลุมผูที่เขารับการ
ตรวจรกัษาในโรงพยาบาลซ่ึงประกอบดวยผูทีไ่มแสดงการตีบ



13J Med Tech Phy Ther • Vol 25 No 1 • January-April 2013

ของหลอดเลือดหัวใจ และที่มีการตีบของหลอดเลือดหัวใจ
นอยกวารอยละ 50 บงบอกวาไดมีการเกิด atherosclerosis 
แลวแตมคีวามรนุแรงนอยกวากลุม CAD ดังน้ันจงึไมใชกลุม
สุขภาพดี 
  อยางไรก็ตามการศึกษาน้ีแสดงความสัมพันธระหวาง 
MTHFR โพลีมอรฟซึมชนิด C677T กับระดับของ tHcy 

โดยกลุมตัวอยางท่ีมีจีโนไทปเปน variant carrier (CT+TT) 
มีระดับของ tHcy ที่สูงกวาในกลุมตัวอยางท่ีมีจีโนไทปแบบ 
wild type (CC) อยางมีนัยสําคัญซ่ึงใหผลยืนยันกันจาก
ทั้งการวิเคราะหโดยใชคา cut-off หรือการกําหนดชวงของ
ระดบั tHcy รวมทัง้การวิเคราะหเปรยีบเทยีบโดยตรงระหวาง
จโีนไทปกบัระดบัของ tHcy ซ่ึงการเปลีย่นแปลงนวิคลิโอไทด
จาก C ไปเปน T ทาํใหมกีารเปลีย่นแปลงของของกรดอะมโิน
จาก อะดีนีนไปเปนวาลีนสงผลใหมีการสรางเอนไซมชนิดไม
ทนความรอน (17) ซ่ึงมีผลตอการทํางานของเอนไซมจึงทําให

ระดับ tHcy ในเลือดสูงข้ึน แตไมพบความสัมพันธดังกลาว

ในกลุมตัวอยางเพศหญิงซ่ึงนาจะเกิดจากปจจัยอื่ นๆ ที่มีผล

กระทบตอระดับ tHcy โดยจากท่ีมีการศึกษาไดแก ฮอรโมน

เอสโตรเจน(30)ระดับวิตามิน บี 6, บี 12, และโฟเลท(31) 

เนื่ องจากกระบวนเมแทบอลิซึมของโฮโมซิสเตอีนมีวิตามิน

บ1ี2 และโฟเลทเปนปจจัยรวม ดังน้ันระดบัของ Hcy ในเลอืดจึง

เกีย่วของกับระดบัวติามินบ ี12 และโฟเลทซึง่วิตามินดังกลาว

สามารถลดระดับโฮโมซิสเตอีนในเลือดลงได(9) ในการศึกษา

ครั้งน้ีไมไดมีการตรวจวัดระดับวิตามินดังกลาวในซีรัมของ

ตัวอยางศึกษา สําหรับโพลีมอรฟซึมชนิด A1298C ไมพบ
ความสัมพนัธกบัระดบัtHcyในซีรมัเชนเดียวกับการศึกษาของ 
Friedman และคณะซ่ึงไมพบวาจีโนไทปชนิด CC มีผลตอ
ระดับของ tHcy ในพลาสมา(32) 

  เมื่ อทําการวิเคราะหผลกระทบรวม (combined effect) 

ระหวาง MTHFR โพลีมอรฟซึม C677T และ A1298C 
พบวา AA homozygous ของ A1298C มีผลตอการเพิ่ม
ขึน้ของระดบั tHcy ในเลอืดในผูทีเ่ปน T carriers (CT+TT) 
แตไมมผีลกระทบตอผูทีเ่ปน CC homozygous ของ C677T  

ทั้งน้ีอาจเปนผลจากการท่ี T allele ของ C677T ทําใหมีการ

สราง thermolabile form ของ MTHFR และทําให activ-
ity ลดลง(17) เมื่ อรวมกับการมีจีโนไทปแบบ 1298AA มีการ
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจาก กลูตาเมทไปเปน อะลานีนที่
ตําแหนง 429 ของ MTHFR และมีผลตอการทําหนาท่ีของ

เอนไซม(18)อาจมีผลสงเสริมทําใหความสามารถในการทํางาน

ของ  thermolabile form ของ MTHFR ลดลงมากกวา
เมื่ อเปรียบเทียบกับ native form (จีโนไทปแบบ 677CC) 
หรือแมแตกับกลุมที่มีจีโนไทปแบบ 677 CT+TT รวมกับ 
1298 AC+CC 
  โดยสรปุการศึกษาคร้ังน้ีเทาท่ีสามารถสบืคนไดเปนการ
ศึกษาคร้ังแรกในคนไทยท่ีเปนผูปวย CAD ถงึแมผลการศึกษา
จะไมบงช้ีความสัมพันธโดยตรงระหวาง MTHFR โพลีมอร
ฟซึมกับ CAD แตพบความสัมพันธกับความเสี่ยงของการ
เพิ่มขึ้นของระดับ tHcy ในเลือดซ่ึงเปนปจจัยสําคัญท่ีทําให
เกิด CAD
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