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Abstract
C-C Motif Chemokine Ligand 2 (CCL2) plays a crucial role in inflammation and immune 

response. Single-nucleotide polymorphism (SNP) rs1024611 is associated with increased CCL2 

protein expression, potentially affecting HIV-related complications. This study analyzes the  

genetic diversity of the CCL2 gene promoter region, specifically 378 bp covering SNP 

rs1024611, among HIV-infected individuals in Thailand. DNA was extracted from whole blood  

samples, and the CCL2 gene segment covering rs1024611 was amplified using polymerase-chain 

reaction (PCR) technique. Nucleotide sequences were analyzed by direct sequencing method.  

Bioinformatics analysis of 140 samples with qualified chromatograms identified nucleotide  

variations and examined association and linkage disequilibrium between SNPs. Only one  

additional SNP, rs2151345396, was found. The allelic frequencies of rs1024611 were 0.511 

for allele A and 0.489 for allele G, with genotypic frequencies of 0.193 (AA), 0.636 (AG), 

and 0.171 (GG). The allelic frequencies of rs2151345396 were 0.907 (G) and 0.093 (C).  

Statistical analysis revealed no significant association between rs1024611 and rs2151345396,  

indicating their independence, despite strong linkage disequilibrium (D’ = 0.9985, r2 = 0.0984).  

In addition, the study found that the genetic diversity in the studied population differed 

significantly from the data in the SNP database LiveRef SNPs, dbSNP b156v2 and 1000  
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Genomes Phase 3) from NCBI database. This research underscores the importance of considering 

population-specific genetic diversity, emphasizing the need for nucleotide sequencing and  

diversity assessment before utilizing this information for gene expression studies and the  

development of molecular diagnostic methods targeting the CCL2 gene. 
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วารสารเทคนิิคการแพทย์์ ปีีที่่� 53 ฉบัับที่่� 3 ธัันวาคม 2568 นิิพนธ์์ต้้นฉบัับ

การวิิเคราะห์์ความหลากหลายทางพัันธุุกรรมบริิเวณ
โปรโมเตอร์์ของยีีน CCL2 ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ SNP rs1024611 

ในผู้้�ติิดเชื้้�อเอชไอวีีในประเทศไทย

นวลปรางค์์ ประศาสน์์ธรรม1 จรีีภรณ์์ เอกวััฒน์์ชััย2 วริิศรา ศรีีตะปััญญะ3 และ ไข่่มุุกด์์ ช่่างศรีี2* 

1บััณฑิิตศึึกษาสาขาเทคนิิคการแพทย์์ คณะสหเวชศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยธรรมศาสตร์์ จัังหวััดปทุุมธานีี 
2ภาควิิชาเทคนิิคการแพทย์์ คณะสหเวชศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยธรรมศาสตร์์ จัังหวััดปทุุมธานีี 
3กลุ่่�มงานเทคนิิคการแพทย์์และพยาธิิวิิทยาคลิินิิก โรงพยาบาลนครนายก จัังหวััดนครนายก 

บทคััดย่่อ
C-C Motif Chemokine Ligand 2 (CCL2) มีีบทบาทสำำ�คััญในกระบวนการอักเสบและการ 

ตอบสนองของระบบภููมิคิุ้้�มกันัและ single-nucleotide polymorphism (SNP) rs1024611 มีคีวามสััมพันัธ์์

กับัการเพิ่่�มการแสดงออกของโปรตีน CCL2 ซึ่่�งอาจส่่งผลกระทบต่่อภาวะแทรกซ้้อนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการ

ติดิเชื้้�อเอชไอวี ีการศึึกษานี้้�วิเิคราะห์ค์วามหลากหลายทางพันัธุกุรรมของบริเิวณโปรโมเตอร์ข์องยีนี CCL2 

โดยเฉพาะ 378 คู่่�เบสรอบ rs1024611 ในผู้้�ติิดเชื้้�อเอชไอวีีในประเทศไทย โดยทำำ�การสกััดดีีเอ็็นเอและ

เพิ่่�มปริมิาณชิ้้�นส่ว่นยีนี CCL2 ที่่�มี ีrs1024611 ด้้วยวิธิี ีpolymerase-chain reaction (PCR) และหาลำำ�ดับั

นิิวคลีีโอไทด์์ด้้วยเทคนิิค direct sequencing แล้้วทำำ�การวิิเคราะห์์ทางชีีวสารสนเทศ โดยมีี 140 ตััวอย่่าง 

ที่่�มีีผลโครมาโตแกรมที่่�ดีี โดยดููความหลากหลายของนิิวคลีีโอไทด์์และความสััมพัันธ์์ระหว่่าง SNP  

ในบริเิวณที่่�ทำำ�การศึึกษาพบ SNP เพิ่่�มเติิมอีีกหนึ่่�งชนิิด คืือ rs2151345396 ใน SNP rs1024611 ความถี่่�

ของอััลลีีล A และ G คืือ 0.511 และ 0.489 ตามลำำ�ดัับ โดยมีีความถี่่�ของจีีโนไทป์์ AA 0.193, AG 

0.636, และ GG 0.171 ขณะที่่� SNP rs2151345396 พบความถี่่�ของอััลลีีล G และ C คืือ 0.907 และ 

0.093 ตามลำำ�ดับั การวิเคราะห์์ทางสถิติพิบว่่าไม่่มีคีวามสัมัพันัธ์อ์ย่่างมีีนัยัสำำ�คัญัระหว่าง rs1024611 และ 

rs2151345396 ซึ่่�งบ่่งชี้้�ถึึงความเป็็นอิิสระของ SNP ทั้้�งสอง แม้้ว่่าจะมีี linkage disequilibrium ที่่�สููง 

(D’ = 0.9985, r2 = 0.0984) นอกจากนี้้� ผลการศึึกษานี้้�พบว่า่ความหลากหลายทางพันัธุกุรรมในประชากร

ที่่�ศึึกษานี้้�มีคีวามแตกต่่างอย่่างชััดเจนจากข้้อมููลในฐานข้้อมููลอ้้างอิิง (LiveRef SNPs, dbSNP b156v2 and  

1000 Genomes Phase 3) จากฐานข้้อมููล NCBI งานวิิจััยนี้้�ชี้้�ให้้เห็็นถึึงความสำำ�คััญของความหลากหลาย

ทางพันัธุกุรรมเฉพาะในกลุ่่�มผู้้�ติิดเชื้้�อเอชไอวีี เพื่่�อประเมินิความหลากหลายก่่อนที่่�จะนำำ�มาใช้้ในการศึึกษา

การแสดงออกและการพััฒนาวิิธีีการวิินิิจฉััยระดัับโมเลกุุลของยีีน CCL2 ต่่อไป

คำำ�สำำ�คััญ: ยีีน CCL2 โปรโมเตอร์์ rs1024611 การติิดเชื้้�อเอชไอวีี ความหลากหลายทางพัันธุุกรรม
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นวลปรางค์์ ประศาสน์์ธรรม และคณะ9682

บทนำำ�
C-C Motif Chemokine Ligand 2 (CCL2) 

หรืือ monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) 

เป็็นโปรตีีนที่่�มีีบทบาทสำำ�คััญในกระบวนการอัักเสบ

และการตอบสนองทางภููมิคุ้้�มกััน ปััจจุุบััน CCL2 

เป็็นเป้้าหมายสำำ�หรัับการพััฒนายารัักษาโรคเรื้้�อรััง

หลายชนิิด เช่่น ข้้ออัักเสบรููมาตอยด์์ (rheumatoid 

arthritis) หลอดเลืือดแดงแข็็ง (atherosclerosis) 

และมะเร็็งชนิิดต่่าง ๆ นอกจากนี้้�ยัังพบว่่า CCL2  

มีีบทบาทในการเพิ่่�มจำำ�นวนของเชื้้�อเอชไอวีี (human 

immunodeficiency virus, HIV) และเกี่่�ยวข้้อง

กัับกลไกการตอบสนองทางภููมิิคุ้้�มกัันที่่�เป็็นสาเหตุุ

ของการเกิิดภาวะแทรกซ้้อนในตัับ(1-5) ยีีน CCL2 

ตั้้�งอยู่่�ที่่�แขนข้้างยาว (q) ของโครโมโซมคู่่�ที่่� 17 (q12)  

มีีขนาดประมาณ 1,986 คู่่�เบส และประกอบด้้วย  

3 เอกซอน(6)

งานวิิจััยในปััจจุบัันมุ่่�งเน้้นที่่�การศึึกษาความ

หลากหลายทางพัันธุุกรรมเดี่่�ยว (single-nucleotide 

polymorphism หรืือ SNP) ได้้มีีการศึึกษาความ

สััมพัันธ์์ของ SNP rs1024611 ซ่ึ่�งอยู่�ที่่�ตำำ�แหน่่ง

โปรโมเตอร์ของยีีน CCL2 กัับโรคต่่าง ๆ เช่่น  

โรคจุดุภาพชัดัเสื่่�อมในผู้้�สููงอายุ ุ(age-related macular  

degeneration หรืือ AMD) พบว่่าอััลลีีล G ของ 

rs1024611 เกี่่�ยวข้้องกัับความเสี่่�ยงของการพัฒนา

โรค AMD ในระยะต้้น พร้้อมกัับระดัับ CCL2  

ในซีีรััมที่่�สููงขึ้้�น(7) ส่่วนผู้้�ป่วยโรคพัังผืืดในไขกระดููก 

(primary myelofibrosis) ซ่ึ่�งอยู่่�ในกลุ่่�มโรคไขกระดููก 

สร้า้งเม็็ดเลืือดมาก (myeloproliferative neoplasm) 

ชนิิดที่่�ไม่่พบโครโมโซมฟิิลาเดลเฟีีย แต่่พบจีีโนไทป์์ 

(genotype) rs1024611 GG ได้้บ่่อยขึ้้�นอย่่าง 

มีนีัยัสำำ�คัญัในผู้้�ป่วย ซึ่่�งสัมัพันัธ์ก์ับัระดับัการแสดงออก 

ของ CCL2 ที่่�สููงขึ้้�น(8) และโรคไขกระดููกเป็็นพัังผืืด

ปฐมภููมิิ (primary myelofibrosis) พบว่่าจีีโนไทป์์ 

rs1024611 GG เชื่่�อมโยงกัับความเสี่่�ยงของโรค 

ที่่�เพิ่่�มขึ้้�น และสััมพัันธ์์กัับอััตราการรอดชีีวิิตของ

ผู้้�ป่่วยที่่�ลดลง(9) นอกจากนี้้� ความหลากหลายของ 

rs1024611 A/G ในโรคข้้อเข่า่เสื่่�อมสัมัพันัธ์์กัับอาการ

ที่่�รุุนแรงขึ้้�น โดยมีีระดัับ CCL2 ในซีีรััมสููงขึ้้�นใน 

พาหะของอัลัลีล G(10) สุดุท้้ายการศึึกษาโรคพาร์์กินิสััน

ในประชากรฮั่่�นของจีนี พบว่า่จีีโนไทป์ ์AG และ GG 

เชื่่�อมโยงกัับอาการรุุนแรงขึ้้�นของผู้้�ป่่วย(11) 

rs1024611 มีผีลโดยตรงต่อ่การเพิ่่�มขึ้้�นของ

การแสดงออกของโปรตีนี CCL2 และการตอบสนอง 

ทางภููมิิคุ้้�มกััน ทำำ�ให้้มีีความเสี่่�ยงสููงขึ้้�นในการเกิิด 

โรคอักัเสบต่่าง ๆ การศึึกษาเกี่่�ยวกับัความหลากหลาย

ทางพันัธุกุรรมนี้้�จะช่่วยให้้เข้้าใจเพิ่่�มเติิมเกี่่�ยวกับับทบาท

ของ rs1024611 ในภาวะอัักเสบ และสามารถนำำ�ไปใช้้ 

ในการวิินิิจฉััยและการรัักษาได้้ในอนาคต นอกจากนี้้� 

rs1024611 ยัังสามารถใช้้เป็็นตััวบ่่งชี้้�ทางชีีวภาพใน

การวิินิิจฉััยและการพยากรณ์์โรคในผู้้�ป่่วยได้้(9)  

rs1024611 เป็็นความหลากหลายทางพันัธุุกรรม 

พบที่่�ตำำ�แหน่่ง 5’ ของยีีน CCL2 ซึ่่�งตั้้�งอยู่�บน

โครโมโซมคู่่�ที่่� 17 ภายในโปรโมเตอร์ข์องยีนี CCL2 ซึ่่�ง

อยู่่�ห่่างจากตำำ�แหน่่งเริ่่�มต้้นของการถอดรหััสประมาณ 

2,578 คู่่�เบส โดยมีีความหลากหลายนิิวคลีีโอไทด์์  

2 ชนิิด ได้้แก่่ อะดีีนีีน (A)  และ กวานีีน (G)(12,13)  

โดยจะพบสััดส่่วนแปรผันไปในประชากรที่่�แตกต่่างกััน(14) 

อััลลีีล G ของ rs1024511 มีีผลให้้การแสดงออก

ของยีีน CCL2 เพิ่่�มข้ึ้�นอย่างมีีนััยสำำ�คััญ เนื่่�องจาก

การมีีอััลลีีล G ทำำ�ให้้เกิิดตำำ�แหน่่งการจัับที่่�เหมาะสม 

สำำ�หรัับโปรตีีน TALE (three amino acid loop 

extension) ได้้แก่่ PREP1/PBX2 complex 

(pre-B cell leukemia homeobox 1/ pre-B  

B cell leukemia homeobox 2)(13,15) ซึ่่�งส่่งผล 

ให้้กระตุ้้�นการทำำ�งานของโปรโมเตอร์์ CCL2 ให้้สููง

ขึ้้�นโดยเฉพาะในระหว่่างมีีการอัักเสบ นอกจากนี้้� 
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ตำำ�แหน่่งนิิวคลีีโอไทด์์ 22 คู่่�เบส ที่่�ตำำ�แหน่่ง 5’  

เหนืืออััลลีีล G เมื่่�อพบร่่วมกัับอััลลีีล G ทำำ�ให้้เพิ่่�ม

การแสดงออกของยีีน CCL2 มากขึ้้�น ในขณะที่่� 

ถ้า้ตำำ�แหน่ง่นี้้�เป็น็อัลัลีลี A จะทำำ�ให้ ้TALE ไม่ส่ามารถ 

เกาะได้้และขณะเดีียวกัันก็็จะทำำ�ให้้เพิ่่�มแรงของ 

การเกาะ IRF1 ซ่ึ่�งเป็น็โปรตีนีที่่�กดการแสดงออกของ

ยีีน CCL2 ทำำ�ให้้การแสดงออกน้้อยลง rs1024611 

ยัังอยู่่�ใน linkage disequilibrium อย่่างสมบููรณ์์กัับ 

rs13900 ซึ่่�งอยู่่�ที่่�บริิเวณ 3’ untranslated region 

ของ CCL2 โดยที่่�อััลลีีล T ของ rs13900 สามารถ

เพิ่่�มความเสถียีรของ mRNA ได้ม้ากขึ้้�นจากการจับัที่่�

มีปีระสิิทธิิภาพกัับโปรตีนี HuR ส่ง่ผลให้้ระดัับ CCL2 

เพิ่่�มขึ้้�นอีีก(16)

การศึึกษาความสัมัพันัธ์์ของ SNP rs1024611 

ในยีีน CCL2 กัับภาวะแทรกซ้้อนในผู้้�ติิดเชื้้�อเอชไอวีี 

มีคีวามสำำ�คัญั เนื่่�องจาก SNP นี้้�มีบีทบาทในการควบคุุม 

การอัักเสบและการกระตุ้้�นระบบภููมิิคุ้้�มกััน อััลลีีล G 

ของ rs1024611 ซึ่่�งอยู่่�ในตำำ�แหน่่ง cis-regulatory 

ของยีีน CCL2 มีีความเกี่่�ยวข้้องกัับการเพิ่่�มการ

แสดงออกของยีีน CCL2 ทั้้�งในสภาพแวดล้้อมใน

หลอดทดลองและจากตััวอย่่างผู้้�ป่่วยจริง ซ่ึ่�งนำำ�ไปสู่� 

การเพิ่่�มการเคลื่่�อนย้้ายของโมโนไซต์และแมคโครฟาจ(17) 

ซึ่่�งเป็็นเซลล์สำำ�คััญที่่�ทำำ�หน้้าที่่� เป็็นแหล่่งกัักเก็็บ 

เชื้้�อเอชไอวี และมีีส่่วนกระตุ้้�นการอัักเสบเร้ื้�อรััง  

อัันเป็็นปััจจัยหนึ่่�งที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับความผิิดปกติิทาง

ระบบประสาทในผู้้�ติิดเชื้้�อเอชไอวีี (HIV-associated 

neurocognitive disorders หรืือ HAND)(1,17)  

รวมทั้้�งปััจจัยที่่�มีีผลกระทบจากการแปรผันทาง

พัันธุุกรรมอื่่�น ๆ ร่่วมด้้วย ผลลััพธ์์นี้้�ช่่วยอธิิบาย 

ความแตกต่่างระหว่่างบุุคคลในแง่่ของการตอบสนอง 

การอัักเสบ และแสดงให้้เห็็นถึึงศัักยภาพของ 

rs1024611 ในฐานะตััวบ่ง่ชี้้�ทางชีีวภาพหรืือเป้้าหมาย

การรัักษาในผู้้�ติิดเชื้้�อเอชไอวีี 

การตรวจจับั SNP มีคีวามสำำ�คัญในการศึึกษา 

ทางพันัธุุกรรม ได้แ้ก่่ การวินิจิฉัยัโรคทางพันัธุุกรรม และ

การประยุุกต์์ใช้้ในหลายด้้าน การออกแบบเครื่่�องมืือ 

ทางอณููชีวโมเลกุลที่่�มีคีวามสามารถในการตรวจจับ SNP 

อย่่างแม่่นยำำ�และมีีประสิิทธิิภาพขึ้้�นอยู่่�กัับการระบุุ

ความหลากหลายทางพัันธุุกรรมที่่� ใกล้้เคีียง เช่่น 

polymerase-chain reaction (PCR), real-time 

PCR(18) หรืือการใช้้ molecular beacon-based OC 

sensor(19) เทคนิิคเหล่่านี้้�แสดงให้้เห็็นถึึงความสำำ�คััญ 

ของการออกแบบเครื่่�องมืือทางโมเลกุุลที่่� ใช้้ ใน 

การตรวจจับ SNP ที่่�ต้้องการ โดยอาศััยผลของ 

ความหลากหลายทางพัันธุุกรรมที่่�อยู่่�ใกล้้เคีียง ในการ

เพิ่่�มความแม่่นยำำ�และประสิิทธิิภาพในการตรวจจัับ

การใช้้สายดีีเอ็็นเอต้นแบบจากฐานข้้อมููล 

National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) และตรวจสอบความหลากหลายทางพันัธุุกรรม 

บริิเวณรอบ rs1024611 จากฐานข้้อมููล SNP ใน 

ฐานข้้อมููล NCBI เพื่่�อออกแบบและตรวจสอบ

ความหลากหลายทางพัันธุุกรรมพบว่่ามีีความหลาก

หลายทางพัันธุุกรรมมากกว่่า 120 ชนิิด(14) ทำำ�ให้้

การออกแบบวิิธีีการตรวจทางอณููชีีววิิทยาที่่�จำำ�เพาะ

ต่่อชนิิดพัันธุุกรรมเป็็นไปได้้ยาก นอกจากนี้้� ข้้อมููล

ความถี่่�ของ SNP ในประชากรเฉพาะพ้ื้�นที่่�ยัังมีี

ความแตกต่่างกััน ซึ่่�งปรากฏเฉพาะข้้อมููลจากยุุโรป

และเอเชีีย แต่่ยัังไม่่มีีข้้อมููลสำำ�หรัับประเทศไทยหรืือ

เอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ การศึึกษาความหลากหลาย

ของยีีนรอบ rs1024611 จึึงมีีความจำำ�เป็็นเพื่่�อใช้้

ในการออกแบบวิิธีีการตรวจทางอณููพัันธุุศาสตร์์

ที่่�มีีความแม่่นยำำ�มากขึ้้�นและช่่วยแสดงผลกระทบ

ของ SNP อื่่�นที่่�อาจส่งผลกระทบต่่อการทำำ�งาน 

ของยีีนที่่�ศึึกษาได้้ ในการศึึกษาครั้้�งนี้้� ได้้สำำ�รวจ 

ความหลากหลายทางพัันธุุกรรมบริิเวณใกล้้เคีียงกัับ 

rs1024611 โดยการใช้ก้ารวิเิคราะห์ล์ำำ�ดับันิวิคลีีโอไทด์์ 



นวลปรางค์์ ประศาสน์์ธรรม และคณะ9684

ที่่� ได้้จาก direct sequencing ด้้วยวิิธีีการทาง 

ชีีวสารสนเทศศาสตร์์ในการช่่วยระบุุ SNP ที่่�มีีความ

จำำ�เพาะในประชากรผู้้�ติดเช้ื้�อเอชไอวีในประเทศไทย

สำำ�หรัับใช้้เป็็นข้้อมููลพื้�นฐานในการออกแบบวิิธีีการ

ตรวจทางอณููชีววิิทยา และการทดสอบการทำำ�งานของ

ยีีน CCL2 ที่่�จำำ�เพาะอย่่างแม่่นยำำ�ต่่อไป

วััสดุุและวิิธีีการ
1. ตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการศึึกษา

ตััวอย่่างเลืือดที่่�เหลืือจากโครงการศึึกษา

ความชุกุและผลกระทบของการติดิเชื้้�อไวรัสัตับัอักัเสบ

ต่่อความรุุนแรงของการติิดเชื้้�อไวรััสเอชไอวีและ 

การเกิิดภาวะพิิษต่่อตัับในผู้้�ติิดเชื้้�อชาวไทยที่่�ได้้รัับยา

ต้้านไวรััส ดำำ�เนิินการในระหว่่างปีี พ.ศ. 2556-2557 

และโครงการศึึกษาความชุุกและปััจจััยเสี่่�ยงของโรค

ตัับเรื้้�อรัังและความสััมพัันธ์์ระหว่่างสารหลั่่�งกลุ่่�ม 

CXCL9-11 ในพลาสมากัับความรุุนแรงของโรคตัับ

ในกลุ่่�มผู้้�ติิดเชื้้�อเอชไอวีีชาวไทยที่่�ได้้รัับยาต้้านไวรััส 

ดำำ�เนิินการในปีี พ.ศ. 2559 กลุ่่�มตััวอย่่างนี้้�เป็็น 

ผู้้�ติิดเช้ื้�อเอชไอวีที่่�มีีข้้อบ่งชี้้�ในการให้้ยาต้้านไวรััสตาม

แนวทางการตรวจวินิิจฉััยและการดููแลรัักษาผู้้�ติดเช้ื้�อ

เอชไอวีีและผู้้�ป่่วยเอดส์์ระดัับชาติิ ปีี พ.ศ. 2553 

 โครงการวิิจััยข้้างต้้นมีีจำำ�นวน 260 คน ใช้้เกณฑ์์ 

การคัดัเลืือกตัวัอย่า่งเลืือกเข้า้โครงการ คืือ เป็น็ผู้้�มีอายุุ 

18 ปีีบริบิููรณ์ขึ้้�นไปที่่�มีปีระวัตัิกิารรักัษาการติดเชื้้�อเอชไอวี 

และได้้รัับยาต้้านไวรััสในเวชระเบีียนของโรงพยาบาล

นครนายก ส่่วนเกณฑ์์การคััดตััวอย่่างตรวจออก

จากโครงการ ได้้แก่่ ผู้้�เข้้าร่่วมโครงการมีการติดเชื้้�อ 

ฉวยโอกาส รวมทั้้�งเช้ื้�อวัณโรค หรืืออยู่�ระหว่่างการ 

รับัประทานยาสมุนุไพร ยาสเตียีรอยด์์ และแอลกอฮอล์์ 

ตััวอย่่างได้้มีีการเก็็บข้้อมููล เพศ อายุุ ระยะเวลาการ

ได้ร้ัับยาต้า้นไวรััส สููตรยาต้า้นไวรััสที่่�ได้ร้ับั และข้้อมููล

ทางห้้องปฏิิบััติิการ ได้้แก่่ ค่่า platelet count ระดัับ

เอนไซม์์ AST และ ALT และ CD4+ cell count 

ส่่วนการศึึกษานี้้�ทำำ�โดยสุ่่�มตััวอย่่างโดยไม่่คำำ�นึึงถึึงเพศ

และผลทางห้อ้งปฏิบัิัติกิารมาจำำ�นวน 150 ตัวัอย่างเพื่่�อ

นำำ�มาศึึกษาลำำ�ดับันิวิคลีีโอไทด์ข์อง CCL2 ทั้้�งนี้้�เพื่่�อจะ

นำำ�ไปใช้้พััฒนาวิิธีีการตรวจทางอณููชีววิิทยาของความ

หลากหลายทางพัันธุุกรรมของยีีน CCL2 และจะนำำ� 

ไปหาความสััมพัันธ์์กัับพยาธิิสภาพตัับในผู้้�ติิดเชื้้�อ 

เอชไอวีีต่่อไปในอนาคต  

การศึึกษานี้้�ได้้รับัการรับัรองจากคณะกรรมการ

จริิยธรรมการวิจััยในคน มหาวิิทยาลััยธรรมศาสตร์ 

สาขาวิิทยาศาสตร์์ รหััสโครงการวิิจััยที่่� 125/2565  

ลงวัันที่่� 8 ตุุลาคม พ.ศ. 2565 

2. การสกัดดีีเอ็น็เอและการเพิ่่�มจำำ�นวนชิ้้�นส่่วนยีีน 

CCL2 ด้้วยวิิธีี PCR

สกััดดีี เอ็็นเอจากเลืือดในสารกันเลืือด 

แข็็งตััวชนิิด EDTA จำำ�นวน 150 ตััวอย่่าง โดย

ใช้้ชุุดสกััด DNA QIAamp® DNA Mini 

Kit (QIAGEN, Hilden, สหพัันธ์์สาธารณรััฐ

เยอรมนีี) แล้้วนำำ�มาเพิ่่�มจำำ�นวนด้้วยคู่่� ไพรเมอร์์ 

(F- 5’ TCCACTCACTTCTCTCACGC-3’,  

R- 5’-CCAGTCATGCTTCGGGTTTTC-3’) 

ที่่�ครอบคลุุมตำำ�แหน่่ง SNP-2578 A/G หรืือ 

rs1024611 ของยีีน CCL2 มีีขนาด 473 คู่่�เบส  

ด้ว้ยน้ำำ��ยา HotStarTaq Plus DNA Polymerase kit 

(QIAGEN, Hilden, สหพัันธ์์สาธารณรััฐเยอรมนีี) 

ปริิมาตรทั้้�งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้้วย  

HotStarTaq Plus DNA Polymerase 1 ไมโครลิติร 

(5 units) ไพรเมอร์ forward และ reverse  

ชนิดิละ 5 มิลิลิโมลาร์์ 10X CoralLoad PCR buffer 

5 ไมโครลิตร ดีีเอ็็นเอ 400-800 นาโนกรััม และ

เติิมน้ำำ��กลั่่�นจนได้้ปริิมาตรทั้้�งหมด 50 ไมโครลิตร  

ทำำ�ปฏิกิิริิยิาที่่�อุณุหภููมิ ิ94 องศาเซลเซียีส นาน 5 นาทีี 



การวิิเคราะห์์ความหลากหลายทางพัันธุุกรรมบริิเวณโปรโมเตอร์์ของยีีน CCL2 
ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ SNP rs1024611 ในผู้้�ติิดเชื้้�อเอชไอวีีในประเทศไทย

9685

ตามด้้วยขั้้�นตอน denaturation 94 องศาเซลเซีียส 

นาน 30 วิินาทีี, annealing 60.5 องศาเซลเซีียส  

นาน 30 วิินาทีี และ extension 72 องศาเซลเซีียส 

นาน 45 วิินาทีี 35 รอบ และ 72 องศาเซลเซีียส 

นาน 10 นาทีี ทำำ�การตรวจสอบชิ้้�น PCR ด้้วย 

1% agarose 0.5xTBE ภายใต้้แรงเคลื่่�อนไฟฟ้้า

คงที่่� 100 mV 30 นาทีี จากนั้้�นนำำ�เจลไปย้้อมด้้วย 

ethidium bromide 1 ไมโครลิตร (10 mg/mL) 

และนำำ�ไปอ่านผลภายใต้้แสง UV ด้้วยเครื่่�อง UV 

transilluminator

3. การวิเคราะห์์ลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ด้้วยเทคนิิค 

direct sequencing และวิธิีกีารทางชีวีสารสนเทศ-

ศาสตร์์

ทำำ�ผลผลิิตชิ้้�น PCR ให้้บริิสุุทธิ์์� โดยใช้้ 

ชุุดทำำ�ผลผลิิตดีเอ็็นเอให้้บริิสุุทธิ์์� QIAquick PCR 

purification kit (QIAGEN, Hilden, สหพัันธ์์

สาธารณรัฐัเยอรมนี)ี ตามวิธิีกีารที่่�ระบุใุนชุดุน้ำำ��ยา และ

ส่ง่ไปวิเิคราะห์์เพื่่�อหาลำำ�ดับันิิวคลีีโอไทด์์ที่่�หน่ว่ยบริิการ

วิเิคราะห์์หาลำำ�ดับันิิวคลีีโอไทด์์ บริิษัทั Macrogen Inc.  

กรุงุโซล ประเทศเกาหลีใีต้้ โดยเทคนิิค direct sequencing 

และใช้้ 5’-TCTCTCACGCCAGCACTGAC-3’ 

เป็็นไพรเมอร์์สำำ�หรัับหาลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์

นำำ�ผลการวิิเคราะห์์มาคััดสายนิิวคลีีโอไทด์์

ที่่�มีีโครมาโตแกรมคุุณภาพดีี ได้้แก่่ ไม่่มีีสััญญาณ

รบกวนและสามารถแยกพีีคสััญญาณของแต่่ละ 

นิิวคลีีโอไทด์์ได้้ชััดเจนระหว่่าง 20 ลำำ�ดัับคู่่�เบสแรก

ของการวิเคราะห์์จนถึึง 50 คู่่�เบสก่่อนลำำ�ดัับสุุดท้้าย 

140 รายจากจำำ�นวนตััวอย่่างที่่�วิิเคราะห์์ 150 ราย 

นำำ�มาหาตำำ�แหน่่งและชนิิดนิิวคลีีโอไทด์์ของ SNP 

rs1024611 โดยการใช้้โปรแกรม Unipro UGENE, 

Novosibirsk ประเทศรััสเซีีย(20)

4. การวิเคราะห์์หาความหลากหลายทางพัันธุุกรรม

ของสายนิิวคลีีโอไทด์์ 

นำำ�ไฟล์์ข้้อมููล ab1 จำำ�นวน 140 ไฟล์์  

มาระบุตุำำ�แหน่ง่ความหลากหลายทางพันัธุกุรรมต่า่ง ๆ  

ภายใน rs1024611 ที่่�ตำำ�แหน่่ง 30 คู่่�เบสหน้้า 

rs1024611 จนถึึง 347 คู่่�เบสหลััง rs1024611 ด้ว้ย

การทำำ�เทีียบนิิวคลีีโอไทด์์ด้ว้ยอััลกอริทึึม ClustalX(21) 

และต่่อด้้วย Muscle(22) จากโปรแกรม Unipro 

UGENE(20) ซ่ึ่�งสามารถตรวจสอบตำำ�แหน่่งของ

ความหลากหลายทางพัันธุุกรรมชนิิดต่่าง ๆ ได้้  

เมื่่�อเทีียบกัับไฟล์์อ้้างอิิง ได้้แก่่ นิิวคลีีโอไทด์์จาก

ตัวัอย่าง R (rs1024611 AA) และเมื่่�อพบว่า่ตำำ�แหน่ง่

ใดเป็็น SNP จึึงตรวจสอบต่่อด้้วยการใช้้ function 

compare motif จากโปรแกรม Unipro UGENE 

โดย function นี้้�จะสามารถจำำ�แนกชนิิด SNP เป็็น 

heterozygote หรืือ homozygote ของนิิวคลีีโอไทด์์

ชนิิดใดได้้

ตรวจสอบชนิดิและตำำ�แหน่่งความหลากหลาย 

ทางพัันธุุกรรมที่่�ตรวจพบกัับฐานข้้อมููล single 

nucleotide polymorphism database (dbSNP) 

ในฐานข้้อมููล NCBI โดยอ้้างอิิงจากตำำ�แหน่่งไฟล์์ 

GRCh38.p14, Accession no. NC_000017  

ซึ่่�งเป็็นลำำ�ดับันิิวคลีีโอไทด์์ในฐานข้้อมููล GENBANK 

(NCBI) โดยมีีการตรวจสอบชนิิดและตำำ�แหน่่ง

ของการกลายพัันธุ์์� ที่่�พบทำำ�ได้้โดยอ้้างอิิงฐานข้้อมููล 

dbSNP ในฐานข้้อมููล NCBI โดยใช้้ตำำ�แหน่่งไฟล์์ 

GRCh38.p14, Accession no. NC_000017  

ซึ่่�งเป็็นลำำ�ดับันิิวคลีีโอไทด์์ในฐานข้้อมููล GENBANK 

ข้้อมููลที่่� ได้้จากการตรวจสอบ นำำ�มาเปรียบเทีียบ

กัับข้้อมููลใน LiveRef SNPs, dbSNP b156v2  

(ชุุดข้้อมููลที่่�มีีการปรัับปรุุงอย่่างต่่อเนื่่�องและอยู่่� ใน

เวอร์ช์ั่่�นที่่� 56 รุ่่�นที่่� 2) และ 1000 Genomes Phase 3 
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ที่่�ถููกจััดเก็็บในฐานข้้อมููล dbSNP รุ่่�นที่่� 156 อััปเดต

เวอร์์ชั่่�นที่่� 2

ตรวจสอบความสััมพัันธ์์ของตำำ�แหน่่งของ

ความหลากหลายทางพัันธุุกรรมที่่�พบกัับอาการ

ทางคลิินิิกและความเกี่่�ยวข้้องกัับการทำำ�งานของ

โปรตีีนสำำ�คััญจาก dbSNP (https://www.ncbi.

nlm.nih.gov/snp/), Haploreg (https://pubs.

broadinsti tute.org/mammals/haploreg/

haploreg.php) และ RegulomeDB (https://

regulome.stanford.edu/regulome-search/)

5. การวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิติิ 

ความถี่่�และการกระจายตััวของอัลัลีลี จีีโนไทป์์ 

ของ rs1024611 และความหลากหลายทางพัันธุุกรรมอื่่�น 

ที่่�พบ รวมทั้้�งความสััมพัันธ์์ของการกลายพัันธุ์์�อื่่�นที่่�

ตรวจพบกัับ rs1024611 ถููกนำำ�มาวิิเคราะห์์ด้้วย

สถิิติิไคสแควร์์ โดยใช้้ SPSS version 17.0 และ 

วิิเคราะห์์ Linkage Disequilibrium (LD) และ  

การวิเิคราะห์์สมดุุลฮาร์์ดี-ีไวน์์เบิิร์์ก (Hardy-Weinberg  

equilibrium, HWE) โดยใช้้โปรแกรม SNPStats(23) 

(https://snpstats.net/start.htm?) โดยค่่าไคสแควร์์

จะแสดงความสอดคล้อ้งของการพบจีีโนไทป์ท์ี่่�พบใหม่่

กัับชนิิดของจีีโนไทป์์ rs1024611 ส่่วน Linkage 

Disequilibrium (LD) นั้้�นเป็็นการศึึกษาว่่าตำำ�แหน่ง่ 

SNPs ที่่�อยู่่�ใกล้้กัันมีีโอกาสถ่่ายทอดไปด้วยกัันมาก

หรืือน้อ้ยกว่า่ค่า่คาดหวังัแสดงได้ด้้ว้ยค่า่ D’, r และ r2  

โดยเมื่่�อ D’ มากกว่า่ 0.8 แสดงถึึงการเชื่่�อมโยงที่่�แข็ง็แรง 

ระหว่่างสองตำำ�แหน่่ง ส่่วนค่่า r เป็็นค่่าสััมประสิิทธิ์์� 

การเชื่่�อมโยง ซึ่่�งแสดงถึึงความสามารถในการทำำ�นาย

การเชื่่�อมโยงนั้้�น  โดยค่า่ r2 ที่่�สููง แสดงถึึงการเชื่่�อมโยง 

ที่่�แข็็งแรง ในกรณีีนี้้� ค่า่ r มีคี่า่น้้อยกว่่า 0.5 และเป็็นลบ 

แสดงถึึงความเชื่่�อมโยงที่่�อ่่อนหรืือไม่่มีีความเชื่่�อมโยง

ที่่�ชััดเจนระหว่่างสอง SNP

ผลการวิิจััย
1. ผลการตรวจสอบ ความหลากหลายทางพัันธุกุรรม 

ของนิิวคลีีโอไทด์์ 

ผลการคััดเลืือกโครมาโตแกรมจากการหา

ลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของตััวอย่างดีีเอ็็นเอของผู้้�ป่วย 

เอชไอวีที่่�มีีคุุณภาพดีี มีีจำำ�นวน 140 ตััวอย่่าง  

จาก 150 ตััวอย่าง ซ่ึ่�งเมื่่�อนำำ�มาหาตำำ�แหน่่งและ 

ชนิดิของนิวิคลีีโอไทด์์ของ rs1024611 ด้ว้ยโปรแกรม 

Unipro UGENE พบความถี่่�อััลลีีล A และ G ของ 

rs1024611 เท่่ากัับ 0.511 และ 0.489 โดยมีีความถี่่�

จีีโนไทป์์ AA, GA, GG เท่่ากัับ 0.193, 0.636,  

0.171 ตามลำำ�ดัับ (Table 1) ลัักษณะโครมาโตแกรม 

ในแต่่ละจีีโนไทป์์ (Fig. 1) เมื่่�อนำำ�สายนิิวคลีีโอไทด์์ 

มาตรวจสอบเทีียบกัับ NC_000017.11 จะอยู่่�ที่่� 

ตำำ�แหน่ง่ 34252769 โดยนำำ�สายนิวิคลีีโอไทด์ท์ั้้�งหมด 

140 สาย มาเทีียบเคีียงลํําดัับนิิวคลีีโอไทด์์ พบว่่า 

สายนิวิคลีีโอไทด์ร์ะหว่า่ง 30 คู่่�เบสหน้า้ จนถึึง 347 คู่่�

เบสหลังั rs1024611 ซึ่่�งเท่า่กับัตำำ�แหน่ง่ 34252739 

และ 34253116 ตามลำำ�ดับั พบว่่ามีีระดัับที่่�เหมืือนกััน 

ทั้้�งสาย (consensus) ที่่�สููงมาก เมื่่�อใช้้ข้้อมููลลำำ�ดัับ 

นิิวคลีี โอไทด์์อ้้ าง อิิง (R) ของ rs1024611 

(NC_000017.11) พบตำำ�แหน่่งการแปรผันทาง

พันัธุุกรรมจำำ�นวน 2 ตำำ�แหน่่ง ได้้แก่่ rs1024611 และ 

ที่่�ตำำ�แหน่่งห่่างจาก rs1024611 จำำ�นวน 170 คู่่�เบส 

ในทิิศทาง 3’ (34252939) (Fig. 2) เมื่่�อนำำ�ลำำ�ดัับ 

นิวิคลีีโอไทด์์จากชิ้้�น PCR ระหว่า่งตำำ�แหน่ง่ 34252739 

จนถึึง 34253116 มาเทีียบหาชนิิดความหลากหลาย

ทางพันัธุกุรรมจากฐานข้อ้มููล dbSNP พบจำำ�นวน SNP 

และความหลากหลายทางพันัธุกุรรมอื่่�น ได้้แก่่ การขาดหาย 

ของนิวิคลีีโอไทด์ ์และการเพิ่่�มนิวิคลีีโอไทด์ส์ายสั้้�น ๆ  

จำำ�นวนสููงสุุด 124 ตำำ�แหน่่ง (Table 2) โดยเฉพาะ

อย่า่งยิ่่�งการศึึกษา Live RefSNPs dbSNP b156 v2 

ในฐานข้้อมููล dbSNP พบความหลากหลายจำำ�นวน



การวิิเคราะห์์ความหลากหลายทางพัันธุุกรรมบริิเวณโปรโมเตอร์์ของยีีน CCL2 
ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ SNP rs1024611 ในผู้้�ติิดเชื้้�อเอชไอวีีในประเทศไทย

9687

มากถึึง 124 ตำำ�แหน่่ง ในขณะที่่�การศึึกษา  1000 

Genomes Phase 3 dbSNP b156 v2 ในฐานข้้อมููล 

dbSNP พบเพีียง 11 ตำำ�แหน่่ง จากการศึึกษานี้้�

พบ SNP อื่่�นในบริิเวณรอบ rs1024611 เพีียง 1 

ตำำ�แหน่่งเท่่านั้้�น 

Table 1 Genotype frequency of rs1024611 and rs2151345396 in HIV infected individuals.

rs2151345396

rs1024611 GG GC CC Total (Ratio)

AA 22 5 0 27 (0.193)

AG 68 21 0 89 (0.636)

GG 24 0 0 24 (0.171)

Total (Ratio) 114 (0.814) 26 (0.186) 0 140

Fig. 1	 Chromatogram analysis of rs1024611 genotypes.  Representative chromatograms of genotypes  

	 AA, AG, and GG at the rs1024611 locus. Mutations are indicated by arrows, with Sample R as  

	 the reference and S1, S2, S3, and S4 corresponding to genotypes GG, AG, AG, and  

	 AA, respectively. Alignment performed using ClustalX and Muscle algorithms.
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Fig. 2	 Nucleotide Variation Analysis Around rs1024611. Positions of nucleotide variations identified  

	 within 378 base pairs surrounding rs1024611 from the alignment of 140 samples using the  

	 ClustalX and Muscle algorithms within the Unipro UGENE software. The markers  and  denote  

	 the positions of rs1024611 and rs2151345396, respectively.  
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Table 2		Number of genetic variations identified on GRCh38.p14, Accession Number NC_000017,  

		 from dbSNP in NCBI database.

Study in dbSNP (NCBI)
Positions on GRCh38.p14, Accession No. NC_000017

34252739 - 34252769 34252769 * 34252770 - 34253116

1000 Genomes Phase 3 

dbSNP b156 v2

SNP = 0 SNP = 1 SNP = 10

Live RefSNPs dbSNP b156 v2 SNP = 8 SNP = 1 SNP = 107, D = 8

Remark: D = Other Types of Genetic Variations Excluding SNPs

ตำำ�แหน่่ง SNP ที่่�พบในการศึึกษานี้้� 

(34252939) ใน dbSNP สำำ�หรับัการศึึกษา LiveRef 

SNPs, dbSNP bl56v2  พบ SNP จำำ�นวน 4 ตำำ�แหน่ง่ 

ได้แ้ก่่ rs2151345395 G/C,   rs3917903 G/A/C/T,  

rs2151345399 G/C และ rs2151345396 G/C/T 

ที่่�ตำำ�แหน่่งเดีียวกััน และถ้้ามีีการหาจากการศึึกษา 

1000 Genomes Phase 3 dbSNP b156 v2 พบ 1 

SNP ได้แ้ก่ ่rs2151345396 โดยในการศึึกษานี้้�จะใช้้ 

rs2151345396 เป็็นตััวแทนของตำำ�แหน่่งที่่�พบนี้้� 

เนื่่�องจากมีีรายงานความหลากหลายนิิวคลีีโอไทด์์ 

สามชนิิด ได้้แก่่ C, G และ T ซึ่่�งเพิ่่�มโอกาสใน 

การเปรีียบเทีียบความหลากหลายกัับตััวอย่่างที่่�ศึึกษา

ในงานวิจัิัยนี้้� รวมทั้้�งตำำ�แหน่ง่นี้้�มีขี้อ้มููลรายงานที่่�ศึึกษา

ในประชากรมากที่่�สุุดเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับ SNP อื่่�น 

ในตำำ�แหน่ง่เดีียวกันั ผลในการศึึกษานี้้�พบอััลลีล 2 ชนิดิ 

ได้แ้ก่่ C และ G ไม่พ่บอัลัลีลี T โดยพบจีีโนไทป์ ์CC 

และ GG (Fig. 3) เมื่่�อเทีียบตำำ�แหน่่งนี้้�ถึึงความสำำ�คัญั

ที่่�พบจากการศึึกษาในฐานข้้อมููล dbSNP (https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), Haploreg (https://

pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/

haploreg.php) และ RegulomeDB (https://

regulome.stanford.edu/regulome-search/)  

ไม่่พบรายงานถึึงความเกี่่�ยวข้้องทางคลิินิิกถึึงแม้้จะ

เป็็นตำำ�แหน่่งที่่�มีีการเกาะของ transcription factor  

c-FOS, c-JUN และ GATA2 บน promoter  

ของยีีน CCL2 นอกจากนี้้�รายงานในฐานข้อ้มููล dbSNP 

แสดงความถี่่� rs2151345396 ของประชากรใน

โลกนี้้�เท่่ากัับ G = 0.940, C = 0.060 เอเชีียใต้้ 

เท่่ากัับ G = 0.763 C = 0.237(24) ซึ่่�งยัังไม่่มีี

รายงานในประเทศไทยมาก่่อน ในส่่วนการศึึกษานี้้� 

rs2151345396 มีีความถี่่�อััลลีีล G เท่่ากัับ 0.907 

และ C เท่่ากัับ 0.093 ไม่่พบอััลลีีลชนิิดอื่่�น  

ซึ่่�งสอดคล้้องในทิิศทางเดีียวกััน
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Fig. 3	 Chromatogram analysis of rs2151345396 genotypes. Representative chromatograms of  

	 genotypes GC, GC at the rs2151345396 locus. Mutations are indicated by arrows, with  

	 Sample R as the reference and S1, S2, S3, and S4 corresponding to genotypes GC, GG, GC,  

	 and GG, respectively. Alignment performed using ClustalX and Muscle algorithms.

2. การวิิเคราะห์์สมดุุลฮาร์์ดีี-ไวน์์เบิิร์์ก (Hardy-

Weinberg equilibrium: HWE)

การทดสอบสมดุุลฮาร์์ดี-ีไวน์์เบิริ์ก์ของ SNP 

rs1024611 จากกลุ่่�มตััวอย่่างทั้้�งหมด 140 คน ให้้

ค่่าจีีโนไทป์์ที่่�พบ ได้้แก่่ AA 27 ราย AG 89 ราย 

และ GG 24 ราย ผลการทดสอบแบบ exact test 

จากโปรแกรม SNPSTATS พบว่่า p = 0.0022 

ซึ่่�งมีีค่่าน้้อยกว่่าระดัับนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) 

อย่่างชััดเจน แสดงให้้เห็็นว่่าการกระจายของจีีโนไทป์์

เบี่่�ยงเบนจากความคาดหวัังภายใต้้สมมติิฐานของ 

HWE ซึ่่�งหมายความว่่าอาจมีีแรงทางพัันธุุกรรมหรืือ 

สิ่่�งแวดล้้อมบางอย่างที่่�ส่่งผลต่่อความถี่่�ของจีีโนไทป์์

ในตำำ�แหน่่งนี้้� ตััวอย่่างเช่่น การคััดเลืือกโดยธรรมชาติิ 

(natural selection) หรืือโครงสร้้างประชากร 

(population stratification) หรืือจำำ�นวนที่่�ทำำ�การ

ศึึกษาน้้อยเกิินไป

สำำ�หรัับ SNP rs2151345395 พบจีีโนไทป์์ 

TT 114 ราย, TC 26 ราย และไม่่มีีรายใดที่่�เป็็น CC 

(0 ราย) ค่า่ p = 0.61 ซ่ึ่�งสููงกว่่าระดัับนัยัสำำ�คัญั 0.05 

หมายความว่่าการกระจายของจีีโนไทป์์ไม่่เบี่่�ยงเบน

จากสมดุุลฮาร์์ดีี-ไวน์์เบิิร์์ก อย่่างไรก็็ตาม การไม่่พบ 

จีีโนไทป์์ CC อาจเกิิดจากความถี่่�ของอััลลีล C  

ที่่�ต่ำำ��มากจนไม่่ปรากฏในกลุ่่�มตััวอย่าง ทำำ�ให้้ไม่่สามารถ

เปรีียบเทีียบจีีโนไทป์์ให้้ครบทุุกแบบได้้
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3. การศึึกษาความสอดคล้้องของการพบ ความ

หลากหลายทางพัันธุุกรรม rs2151345396 กัับ 

rs1024611

rs1024611 ในการศึึกษานี้้�มีจีีีโนไทป์ ์3 ชนิดิ 

ได้้แก่่ AA, AG, และ GG ส่่วน rs2151345396  

พบจีีโนไทป์์ 2 ชนิิด ได้้แก่่ GG และ GC โดยเป็็น 

GG ถึึงร้้อยละ 90 และไม่่พบ CC ผลการศึึกษา

ความสอดคล้้องของการพบจีีโนไทป์์ r s1024611 

และจีีโนไทป์์ rs2151345396 แต่่ไม่่พบจีีโนไทป์์ 

rs2151345396 GC ร่่วมกัับจีีโนไทป์์ rs1024611 

GG (Table 1) และเมื่่�อคำำ�นวณทางสถิิติิถึึงความ

สัมัพันัธ์ด์้ว้ยไคสแควร์ค์่า่ไคสแควร์ ์5.595 โดยไม่เ่กินิ

ค่่าที่่�สำำ�คััญ (9.488) ซ่ึ่�งบ่่งชี้้�ว่่าไม่่มีีความสััมพัันธ์์ที่่�มีี 

นััยสำำ�คััญระหว่่าง rs1024611 และ rs2151345396 

ผลการศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นว่่า SNP ทั้้�งสองมีคีวามเป็็น 

อิิสระต่อ่กันในกลุ่่�มตััวอย่า่งนี้้�ถึึงแม้้ว่า่จะห่า่งเพีียง 170 

คู่่�เบส ส่่วนผลการศึึกษาการวิิเคราะห์์ความเชื่่�อมโยง

ทางพันัธุกุรรม (Linkage Disequilibrium) ระหว่า่ง 

rs1024611 และ rs2151345396 มีคี่า่ D’ = 0.9985 

และ  r2 = 0.0984  และ r = -0.3137 (p < 0.05)  

ซึ่่�งสะท้้อนให้้เห็็นถึึงระดัับของความเชื่่�อมโยงทาง

พัันธุุกรรมที่่�สููงมาก (D’ ≈ 1) แม้้ว่่าค่่า r2 จะอยู่่�ใน

ระดัับต่ำำ�� โดยหมายความว่่า SNP ทั้้�งสองมีีแนวโน้้ม 

ที่่�จะถููกถ่่ายทอดร่ว่มกันัในโครโมโซมเดียีวกันั แต่่ไม่่ได้้ 

บ่่งชี้้�ว่่ามีีความสััมพัันธ์์กัันในเชิิงหน้้าที่่�หรืือส่งผลต่อ 

ฟีีโนไทป์์โดยตรง ผลลััพธ์์นี้้�บ่่งชี้้�ว่่า SNP ทั้้�งสองอาจ

อยู่่�ในแฮพลอไทป์บ์ล๊อ๊ก (haplotype block) เดียีวกันั 

และอาจได้ร้ับัอิทิธิพิลจากแรงคัดัเลืือกร่ว่มกััน อย่า่งไร

ก็็ตาม การมีค่่าความเชื่่�อมโยงทางพัันธุุกรรมสููงไม่่ได้้

หมายความว่่าจะต้้องมีีความสััมพันัธ์ท์างสถิิติิในระดัับ

จีีโนไทป์์หรืือฟีีโนไทป์์เสมอ

วิิจารณ์์
rs1024611 เป็็น SNP ที่่�มีีการศึึกษา 

ความสััมพัันธ์์กัับฟีี โนไทป์์กัับโรคที่่�เกี่่�ยวข้้องโดย

เฉพาะกระบวนการอัักเสบที่่�ก่่อให้้เกิิดพยาธิิสภาพใน 

ผู้้�ป่วยหลายชนิิด(1-5) ตำำ�แหน่่งดัังกล่่าวอยู่�ในขอบเขต

ของโปรโมเตอร์ซึ่่�งควบคุุมการแสดงออกของยีนี CCL2 

และมีีรายงานความหลากหลายของยีีนในเช้ื้�อชาติิที่่�

แตกต่่าง(14) มีีการศึึกษาความสััมพัันธ์์ของ SNP นี้้�

กัับระดัับการแสดงออกของยีีน CCL2 และระดัับ

ของ CCL2 ยัังพบว่่ามีีความสััมพัันธ์์กัับความรุุนแรง

ของพยาธิิสภาพในผู้้�ติดเช้ื้�อเอชไอวี(4) แต่่ยัังไม่่มีี 

การศึึกษาความหลากหลายทางพันัธุุกรรมนี้้�ในผู้้�ติดิเชื้้�อ

เอชไอวีีโดยตรง ความหลากหลายของสายนิวิคลีีโอไทด์์ 

ในบริเิวณนี้้�จึึงมีคีวามสำำ�คัญัสำำ�หรับัการศึึกษาการทำำ�งาน 

ของยีีน CCL2 และอาจมีีผลในการออกแบบวิิธีีการ

ตรวจทางอณููชีววิิทยา ในส่่วนของการออกแบบวิิธีกีาร

ตรวจทางอณููชีววิิทยาเพื่่�อตรวจว่า SNP ตำำ�แหน่่งที่่�

สนใจนั้้�นเป็็นนิิวคลีีโอไทด์์ชนิิดใด  ผู้้�ออกแบบจำำ�เป็็น

ต้้องมีีการนำำ�ต้้นแบบของสายนิิวคลีีโอไทด์์จากฐาน

ข้้อมููล NCBI มาประกอบกัับข้้อมููลการปรากฏของ 

SNP นั้้�น รวมทั้้�ง SNP อื่่�นที่่�อาจปรากฏในบริิเวณ 

ใกล้เ้คียีงร่ว่มด้ว้ย และผู้้�ออกแบบต้อ้งทำำ�การประเมินิ

เบื้้�องต้้นถึึงผลกระทบของ SNP ใกล้้เคีียงต่่อความ

แม่่นยำำ�ของผลการตรวจที่่�จะเกิิดขึ้้�น 

ในการทดลองนี้้�เมื่่�อทำำ�การตรวจสอบจำำ�นวน

และตำำ�แหน่่ง SNP ในบริิเวณที่่�สนใจจากฐานข้้อมููล 

dbSNP พบการแปรผันทางพันัธุกุรรมจำำ�นวนมากกว่า่ 

120 ชนิิด และความถี่่�แต่่ละ SNP ในฐานข้้อมููลนี้้� 

แตกต่่างกันัในประชากรภููมิภาคต่่าง ๆ (14) ซ่ึ่�งข้้อมููลได้้แสดง 

ความชุุกในประชากรที่่�ศึึกษาหลากหลายเช้ื้�อชาติิและ

ส่่วนใหญ่่ไม่่ได้้จำำ�เพาะกัับการศึึกษาในประเทศไทย 



นวลปรางค์์ ประศาสน์์ธรรม และคณะ9692

เมื่่�อผู้้�วิิจััยได้้ทำำ�การศึึกษาลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์เบื้้�องต้้น 

โดยการใช้้เทคนิิค direct sequencing พบว่่า  

สายนิิวคลีีโอไทด์์ในพ้ื้�นที่่�บริเิวณ rs1024611 มีลีำำ�ดับั 

นิิวคลีีโอไทด์์เหมืือนกัันสููงมากซ่ึ่�งพบ SNP เพีียง

ชนิิดเดีียว ได้้แก่่ ตำำ�แหน่่ง rs2151345396 ซ่ึ่�ง

อยู่่�ห่่างเพีียง 170 คู่่�เบสในทิิศทาง 3’ จากตำำ�แหน่่ง 

rs1024611 

ตำำ�แหน่่ง rs2151345396 ในฐานข้้อมููล 

dbSNP ปรากฏเป็็นชื่่�อ SNP ที่่�หลากหลายแต่่ไม่่มีี

รายงานที่่�มีีความสััมพัันธ์์กัับฟีีโนไทป์์ใดอย่่างชััดเจน 

ถึึงแม้้จะพบว่่าเป็็นตำำ�แหน่่งเกาะของ transcription 

factors ที่่�สำำ�คััญ ได้้แก่่ GATA2, c-FOS และ 

c-JUN โดยความสำำ�คััญของ GATA2 นั้้�น จำำ�เป็็น

ต่อ่การเพิ่่�มจำำ�นวนและการอยู่�รอดของเซลล์ต้น้กำำ�เนิดิ

โลหิิตในระยะเริ่่�มต้้น และควบคุุมการแสดงออกของ

ยีีนโดยเฉพาะสายเม็็ดเลืือด(25) ส่่วน c-FOS, c-JUN 

เป็น็หนึ่่�งในกลุ่่�มของ transcription factor AP-1 ซ่ึ่�ง

มีีความสำำ�คััญในการควบคุุมการแสดงออกของยีีนที่่�

เกี่่�ยวข้้องกัับการเพิ่่�มจำำ�นวน การเปลี่่�ยนแปลง และ

การตายของเซลล์์(26)

ในรายงาน ฐานข้้อมููล dbSNP มีีความ 

หลากหลายของนิิวคลีีโอไทด์์ SNP rs2151345396 

น้้อยโดยพบ G เกืือบร้้อยละ 100 โดยพบ C ได้้บ้้าง 

แต่่ไม่่พบ A และ T(14) ส่่วนผลจากการศึึกษานี้้�

สััดส่่วนที่่�พบมีีความสอดคล้้องกัันคืือพบจีีโนไทป์์ 

CG ร้้อยละ 1 เมื่่�อทำำ�การศึึกษาความสอดคล้้อง 

ของ rs1024611 และ rs2151345396 จีีโนไทป์์

พบว่่าทั้้�งสอง SNP เป็็นอิิสระต่่อกัันด้้วยการทดสอบ

ทางสถิิติิไคสแควร์์ และความสััมพัันธ์์อััลลีีลในแง่่ของ 

linkage disequilibrium แสดงความเชื่่�อมโยงที่่� 

แข็็งแรงระหว่่าง rs1024611 และ r s2151345396 

ซึ่่�งความเชื่่�อมโยงนี้้�อาจมีความผัันแปรและไม่่ได้้บอก

ถึึงความสััมพัันธ์์ที่่�ชััดเจนเสมอไป หรืืออาจอยู่่� ใน 

แฮพลอไทป์บ์ล็็อกเดียีวกันัได้ ้ ประกอบกับัการทดสอบ 

สมดุุลฮาร์์ดีี-ไวน์์เบิิร์์ก ของ rs1024611 ไม่่พบความ

สมดุุลในประชากรที่่�ศึึกษา ส่่วนการทดสอบ SNP 

rs2151345396 จะมีีความสมดุุลในประชากรที่่�ศึึกษา 

แต่่มีีข้้อจำำ�กััดเนื่่�องจากข้้อมููลไม่่พบจีีโนไทป์์ครบทุุก

ชนิดิทำำ�ให้ค้วามสัมัพันัธ์ม์ีคีวามน่า่เชื่่�อถืือน้อ้ยลง  หาก

มีีตััวอย่่างที่่�มากขึ้้�นอาจทำำ�ให้้เห็็นความสััมพัันธ์์ได้้

อย่างชััดเจน อย่างไรก็็ตามข้้อสังเกตในการศึึกษานี้้�

ตััวอย่่างที่่�มีีจีีโนไทป์์ ของ rs1024611 GG จะไม่่พบ 

จีีโนไทป์์ rs2151345396 GC ในผู้้�ติดเช้ื้�อเอชไอวี

ในประเทศไทย

จากการศึึกษาที่่�ผ่่านมา พบว่่าจีี โนไทป์์ 

rs1024611 AG และ GG มีีความสััมพัันธ์์กัับความ

เสี่่�ยงที่่�เพิ่่�มขึ้้�นในการเกิิดโรค AMD(2) นอกจากนี้้� 

rs1024611 ยังัมีคีวามสัมัพันัธ์ก์ับัความเสี่่�ยงในการเกิดิ 

เส้้นเลืือดขอดปฐมภููมิิ (primary varicose veins, 

PVVs)(27)  rs1024611 ซึ่่�งเป็็น SNP ในยีีน CCL2 

มีีความสััมพัันธ์์กัับระดัับที่่�สููงขึ้้�นของ CCL2 ในซีีรััม

และเพิ่่�มความเสี่่�ยงในการเกิดิโรคต่า่ง ๆ  เช่น่ โรคทาง

ระบบประสาทที่่�เกี่่�ยวข้อ้งกับัการติดิเชื้้�อ เชื้้�อเอชไอวี-ี1 

และโรคหลอดเลืือดแดงแข็็ง (atherosclerosis) 

ข้้อมููลนี้้�บ่่งชี้้�ว่่า rs1024611 อััลลีีล G อาจมีีผลต่่อ

ความไม่่สมดุุลในการแสดงออกของยีีน CCL2 และ  

มีีบทบาทสำำ�คัญในกระบวนการทางพยาธิิวิิทยา(12)   

ส่่วนการศึึกษาในผู้้�ป่วย PMF พบว่่าระดับัการแสดงออก 

ของคีีโมคายส์์ CCL2 ที่่�สููงขึ้้�นนั้้�นมีีความสััมพัันธ์์กัับ

อััตราการรอดชีีวิิตที่่�ลดลง(3) 

จากการศึึกษาตััวอย่่างผู้้�ติิดเช้ื้�อเอชไอวีใน

ประเทศไทยนี้้� ทำำ�ให้้เกิิดข้้อสัังเกตเพิ่่�มเติิมว่่าถ้้าหาก

มีีการศึึกษา rs1024611 ร่่วมกัับ rs2151345396 

อาจสามารถแบ่่งกลุ่่�มผู้้�ป่วยและอาจพบความสััมพัันธ์์

ที่่�ชััดเจนมากข้ึ้�นได้้ และพบว่่าเป็็นลัักษณะจำำ�เพาะ

ของตััวอย่่างการศึึกษานี้้� โดยในภููมิิภาคอื่่�นในโลก 
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อาจไม่่พบความหลากหลายในลัักษณะดัังกล่่าว  

ซึ่่�งจะพบได้้เมื่่�อทำำ�การศึึกษาสายนิิวคลีีโอไทด์์ใน 

กลุ่่�มตััวอย่างที่่�สนใจเท่่านั้้�น โดยข้้อมููลเบ้ื้�องต้้นนี้้�จะ

นำำ�ไปใช้้ในการออกแบบวิิธีีการตรวจทางอณููชีีววิิทยา

ที่่�เหมาะสมกัับการศึึกษาผู้้�ติิดเชื้้�อเอชไอวีีต่่อไป 

ดัังนั้้�นหากจะพิจิารณาสายนิวิคลีีโอไทด์์ที่่�จะ

นำำ�มาเป็น็ต้น้แบบเพื่่�อศึึกษา rs1024611 มีคีวามจำำ�เป็น็ 

ที่่�ต้อ้งพิิจารณาชนิิดความหลากหลายทางพัันธุกุรรมอื่่�น 

รอบ ๆ ประกอบด้้วย ข้้อมููลชนิิดของ SNP ที่่�ได้้

จากการศึึกษา Live RefSNPs dbSNP b156 v2,  

dbSNP อาจไม่่เหมาะสม เพราะให้้จำำ�นวน SNP  

ที่่�มากเกิินจริิง จากการศึึกษานี้้�พบว่่าการใช้้ลำำ�ดัับ 

นิวิคลีีโอไทด์์ในประชากรที่่�ศึึกษาและความหลากหลาย 

ที่่�พบจริงจะให้้ความเหมาะสมของข้้อมููลมากกว่่า ซึ่่�งอาจ

จะนำำ�ไปสู่่�การออกแบบวิิธีีการตรวจความหลากหลาย 

ทางพัันธุกุรรมที่่�จำำ�เพาะที่่�ดีกีว่า่ต่อ่ไป อีกีประการหนึ่่�ง

หากจะศึึกษาความสััมพัันธ์์ระหว่่างความหลากหลาย

ทางพัันธุุกรรมนี้้�กัับภาวะแทรกซ้้อนในตัับในผู้้�ป่วย 

เอชไอวีี กลุ่่�มนี้้�มีีข้้อจำำ�กััดเนื่่�องจากผู้้�ป่่วยเอชไอวีี 

จะได้้รัับยาต้้านไวรััสตามโปรแกรมการรัักษาปกติิและ

พบว่า่บางส่ว่นมีกีารติดิไวรัสัตับัอักัเสบบี ีร่ว่มด้ว้ย โดย

ปััจจัยัเหล่่านี้้�จะทำำ�ให้้อาการแทรกซ้้อนตับัรุนุแรงข้ึ้�นได้้ 

ข้้อจำำ�กััดของงานวิิจััยนี้้�อีีกประการหนึ่่�งคืือ ไม่่ได้้

ทำำ�การตรวจ rs1024611 ในกลุ่่�มคนปกติิ จึึงไม่่อาจ

ทราบว่่ามีีความแตกต่่างจากตััวอย่่างหรืือไม่่ ทั้้�งนี้้� 

จึึงไม่่สามารถนำำ�ไปวิิเคราะห์์เปรีียบเทีียบเพื่่�อหาความ

สััมพัันธ์์ระหว่่าง genotype ของ rs1024611  

กัับลัักษณะทางคลิินิิกของผู้้�ป่่วยเชื้้�อเอชไอวีี ได้้  

จำำ�นวนตััวอย่่างมีีข้้อจำำ�กััดโดยต้้องมีีการรัักษาด้้วย 

ยาต้้านร่่วมด้้วยตามเกณฑ์์จริิยธรรมการวิิจััยในมนุุษย์์ 

ซึ่่�งมีผีลต่อ่ความสามารถในการตรวจจับัความแตกต่า่ง 

ที่่�มีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ และไม่่พบความสมดุุลของ

ประชากรจากการทดสอบสมดุุลฮาร์์ดีี-ไวน์์เบิิร์์ก

สรุุป
ความหลากหลายทางพัันธุุกรรมของยีีน 

CCL2 ที่่�ตำำ�แหน่่งรอบบริิเวณ rs1024611 ซึ่่�ง 

เป็็นตำำ�แหน่่งโปรโมเตอร์ของยีีน ในผู้้�ติดเชื้้�อเอชไอวี 

ในประเทศไทย ขนาด 378 คู่่� เบส ศึึกษาโดย 

การเพิ่่�มจำำ�นวนชิ้้�น PCR แล้้วนำำ�ไปวิิเคราะห์์ลำำ�ดัับ 

นิวิคลีีโอไทด์ด์้ว้ยเทคนิคิ direct sequencing ร่ว่มกับั 

การวิเคราะห์์ทางชีีวสารสนเทศศาสตร์ พบ SNP 1 

ตำำ�แหน่่ง ได้้แก่่ rs2151345396 ซึ่่�งมีีความแตกต่่าง

อย่า่งมากเมื่่�อเทียีบเคียีงกับั SNP ที่่�ได้้จากฐานข้อ้มููล 

dbSNP ซึ่่�งมีีมากถึึง 116 ตำำ�แหน่่ง และเมื่่�อรวม 

ความหลากหลายทางพันัธุกุรรมอื่่�นจะมีคีวามหลากหลาย 

ถึึง 124 ตำำ�แหน่่ง rs2151345396 พบอััลลีล G 

และ C โดยไม่่พบจีีโนไทป์์ CC ซึ่่�งสอดคล้้องกัับ 

รายงานความถี่่�ในประชากรโลก โดยที่่�ไม่เ่คยมีีรายงาน

การตรวจสอบในประเทศไทยและไม่่พบการศึึกษา 

ที่่�เกี่่�ยวข้อ้งกัับอาการทางคลิินิกิหรืือการแสดงออกของ

ยีนี CCL2 จากการศึึกษาพบว่า่ความสัมัพันัธ์์ระหว่า่ง 

SNP ระหว่่าง rs1024611 และ rs2151345396 

เป็็นอิิสระต่่อกััน 

การวิิจััยนี้้�เน้้นย้ำำ��ถึึงความสำำ�คััญของการ

ศึึกษาความหลากหลายทางพันัธุุกรรมในกลุ่่�มศึึกษาใน

ภููมิิภาคจำำ�เพาะ เพื่่�อสร้้างข้้อมููลที่่�จำำ�เพาะเจาะจงและ

ใช้้เป็็นพื้้�นฐานในการพััฒนาวิิธีีการวิินิิจฉััยการศึึกษา

ยีีน CCL2 ในผู้้�ติิดเชื้้�อเอชไอวีีในประเทศไทยที่่�มีี

ประสิิทธิิภาพยิ่่�งขึ้้�นในอนาคต 
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