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 ซีโรโทนิน (5-HT) จัดเปนสารสื่อประสาทที่มบีทบาทในหลายระบบของรางกาย โดยฤทธิ์ของซีโร

โทนินนั้นถูกควบคุมใหสมดุลผานการทําหนาที่ของตัวดูดกลับซีโรโทนิน (5-HTT, SERT) ซึ่งเปนเปาหมาย

หลักของยารักษาโรคทางจิตประสาทดวย ความหลากหลายในสวน promoter ของยีน SERT หรือท่ี

เรียกวา 5-HTTLPR มีรายงานวาสัมพันธกบัหลายโรค  มีการศึกษาบทบาทของ 5-HTTLPR นี้ตอการ

แสดงออกของยีน SERT ในเซลลรก เม็ดเลือดขาว และเซลลประสาท แตยังไมมีการศึกษาบทบาทของ 5-

HTTLPR ในเซลลจากระบบทางเดินอาหาร ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงทําการศกึษาอิทธิพลของ 5-HTTLPR ตอ

การถอดรหัสของยีน SERT ในเซลล SW480 ซึ่งเปนเซลลลําไสมนุษยที่มกีารแสดงออกของ SERT ดวย

เทคนิค functional reporter gene assays นอกจากนั้นยังศึกษาถึงผลของสเตียรอยดฮอรโมนไดแก กลู

โคคอรติคอยดและเอสโทรเจน ตอการแสดงออกของยีนนีผ้านทาง 5-HTTLPR ดวย ผลการศึกษาพบวา 

ทอนดีเอ็นเอจากอาสาสมัครชาวไทยที่ใชในการศึกษานี้ มีความแตกตางของ 5-HTTLPR อยู 42 คูเบส 

โดยความหลากหลายชนิด S อัลลีลสงผลใหมี promoter activity นอยกวา L อัลลีลประมาณสองเทาใน

เซลล SW480 ซึ่งเปนความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P <0.05) โดยสะทอนใหเห็นถึงการ

แสดงออกของยีนที่ลดลง อยางไรก็ตาม ไมพบวาสเตียรอยดทั้งสองประเภทมีผลตอการเปลี่ยนแปลงการ

แสดงออกของยีน SERT การศึกษานี้เปนครั้งแรกที่มีการรายงานถึงลําดับเบสของ 5-HTTLPR ในคนไทย 

รวมถึงบทบาทของ 5-HTTLPR ในเซลลระบบทางเดินอาหาร แมวาไมพบบทบาทของสเตียรอยดตอ 

SERT ในการศกึษานี้ก็ตาม คณะผูวิจัยเห็นวาควรมีการศึกษาใหมากขึ้นถึงปฎิสัมพันธและกลไกที่เปนไป

ไดใน serotonergic system โดยเฉพาะระหวางเอสโทรเจนและซีโรโทนิน 
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 Serotonin (5-HT) is a monoamine neurotransmitter and plays important roles in several 

human body’s systems. The serotonin transporter (5-HTT or SERT) which reuptakes serotonin, 

plays a critical role in the regulation of serotonergic function and is the target of widely used 

psychoactive drugs. The allelic variation of SERT expression is caused by functional gene-

promoter polymorphism with two predominant variant alleles, known as 5-HTTLPR. It has been 

demonstrated that 5-HTTLPR is associated with numerous disorders. The functional roles of 5-

HTTLPR have been reported in JAR, lymphoblast and raphe cells. At present, there is no 

profound information regarding the significance of 5-HTTLPR in cells originated from the 

gastrointestinal tracts.  Therefore, the impact of 5-HTTLPR on SERT transcription was studied 

in SW480 cell line, which was shown to express SERT, using functional reporter gene assays. 

In addition, the effect of steroid hormones, estrogen and glucocorticoid, was investigated to 

see whether they regulated SERT expression via 5-HTTLPR. We found 42-bp fragment in L 

allele as compared to S allele of Thai subjects in this study, and this difference in DNA 

fragment resulted in 2-fold higher transcriptional efficiency of L allele (P <0.05).  However, the 

transcriptional effect of both steroids was not found.  This study was the first to demonstrate 

the DNA sequence of 5-HTTLPR in Thai subjects as well as the molecular role of this allelic 

variation in gastrointestinal tract cells.  Further investigations on estrogen-serotonin interaction 

and their involved molecular mechanisms in serotonergic system should be carried out. 

 
 
Keywords : genetic polymorphism, serotonin transporter, human colon adenocarcinoma cell 

line, gene expression 
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ความสาํคัญและที่มาของปญหาที่ทาํการวิจยั 
ในปจจุบันนี ้การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน (genetic polymorphisms) นั้น

ไดรับความสนใจแพรหลายในวงการวิทยาศาสตรการแพทย เนื่องจากความหลากหลายทางพันธุกรรมนี้ 

เปนการแปรผันในระดับของยนีซึ่งอาจมีผลตอการแสดงออกของยีนดวย และการแสดงออกของยีนที่

เปลี่ยนไปนั้น เปนปจจัยสําคญัที่มักสงผลกระทบตอโรคตางๆ ได ดังนั้น การศึกษาถึงความหลากหลาย
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(prevention) การตรวจวินิจฉัยโรค (diagnosis) และการรักษาโรคดวย ยกตัวอยางเชน การนําขอมูล

ความหลากหลายทางพันธุกรรมมาใชในงานทางดานเภสัชพันธุศาสตร (pharmacogenomics) เพื่อ

คนหายารักษาใหม หรือนํามาใชในการตรวจประเมินประสิทธิภาพ รวมทั้งผลขางเคียงของยาเฉพาะ

บุคคลกอนการใหยาจริง 

vii 

Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) เปนสารสื่อประสาทชนิด monoamine 

neurotransmitter ที่สรางมาจากเซลลประสาทในระบบประสาทสวนกลาง และจากเซลล 

enterochromaffin ในระบบทางเดินอาหารเปนหลัก พบวา serotonin นั้นมีบทบาทหนาที่สําคัญใน

หลายๆ ระบบของรางกาย ไดแก ระบบหัวใจและหลอดเลือด ระบบทางเดินหายใจ ระบบภมูิคุมกัน ระบบ

ลําไสและทางเดินอาหาร รวมถึงระบบประสาทดวย สําหรับกลไกการออกฤทธิ์ของ serotonin นั้นจะผาน

ทาง serotonergic pathway ซึ่งถอืเปนกลไกที่มีความสําคญัตอระบบประสาทอยางมาก  เนื่องจากมี

ความเกี่ยวของกับการควบคุมอารมณ จิตใจ และพฤติกรรมตางๆ เชน การนอนหลับ ความวิตกกังวล 

ความเครียด เปนตน โดยการออกฤทธิ์ของ serotonin จะขึน้กับปริมาณของ serotonin ที่อยูใน synapse 

ซึ่งปริมาณนั้นกข็ึ้นอยูกับการดดูกลับ (reuptake) ของ serotonin ที่ถูกควบคุมโดยการทําหนาที่ของ 

serotonin transporter (5-HTT, SERT) จากการศึกษาที่ผานมาพบวาความหลากหลายทางพันธุกรรม

บริเวณ promoter ของยีนที่สราง SERT หรือท่ีเรียกวา 5-HTT gene-linked polymorphic region (5-

HTTLPR) นั้น สามารถนําไปสูการแสดงออกของยีน SERT ที่แตกตางกันได (Heils และคณะ, 1996, 

1997) ในเซลลรก (human placental choriocarcinoma cell line, JAR) (Heils และคณะ, 1996) เซลล

เม็ดเลือดขาว (lymphoblast cell line) (Lesch และคณะ, 1996) และเซลลประสาทของหนู 

(immortalized serotonergic raphe neurons, RN46A) (Mortensen และคณะ, 1996) นอกจากนัน้ 

เมื่อเร็วๆ นี ้ ยังมีรายงานการศึกษาที่นาสนใจซึ่งพบวาฮอรโมนบางประเภท มีความสัมพันธกบัการ

แสดงออกของยีนที่สราง SERT ดวย เชน glucocorticoid สามารถเพิ่มการแสดงออกของ 5-HTT ได โดย

มีกลไกควบคุมที่ 5-HTTLPR (Glatz และคณะ, 2003) รวมถึงพบการลดลงของระดับ SERT mRNA ใน

ลิงภายหลังจากที่ไดรับ estrogen (Bethea และคณะ, 2000) ดวย เปนตน แตทั้งนี้จากงานวิจัยที่ผาน

มายังไมไดศึกษาวาความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR นั้น มีความเกี่ยวของดวยหรือไม อยางไร 

คณะผูวิจัยจึงประสงคจะศึกษาถึงความสัมพนัธระหวาง 5-HTTLPR และฮอรโมนในกลุม steroids เชน 

estrogen ที่มตีอการแสดงออกของ serotonin transporter (SERT) รวมถึงการศึกษาความสัมพันธกบั 

glucocorticoid ในเซลลชนิดอื่นนอกเหนือจากที่ไดมีการศึกษามาแลวดวย เนื่องจากฮอรโมนเหลานี้มักมี

 



ความจาํเพาะตอชนิดของเซลล โดยจะใชเซลลเพาะเลี้ยง (cell culture model) ที่ซึ่งตองมีการทดสอบ

เพื่อยืนยันกอนวา เซลลชนดิใดเหมาะสมที่จะใชเปนตัวแทนของเซลลที่มีการแสดงออกของยีน SERT 

(positive) และเซลลชนิดใดเหมาะสมจะเปนตัวแทนของเซลลที่ไมมีการแสดงออกของยีน SERT 

(negative) 
 

วัตถุประสงคของโครงการ 
1.  เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน SERT, estrogen receptor และ glucocorticoid receptor 

ในเซลลเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ เพื่อหาตัวแทนเซลล ที่เหมาะสมมาใชในงานวจิัยตอไป 

2.  เพือ่ศึกษาบทบาทของความหลากหลายของยีนที่เกิดจากความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR 

ตอการควบคุมการแสดงออกของ SERT ในเซลลเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม 

3.  เพือ่ศึกษาถงึบทบาทของฮอรโมนในกลุมสเตียรอยด เชน estrogen และ glucocorticoid ตอ

ความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR ในการควบคุมการแสดงออกของ serotonin transporter โดยใชเซลล

เพาะเลี้ยงที่เหมาะสม 

 
ระเบียบวธิวีจิัย 
 การศึกษาวิจัยเรื่องบทบาทของความหลากหลายของยีนในการควบคุมการแสดงออกของ SERT 

นั้น สามารถแบงการวิจัยออกไดเปน 6 ขั้นตอนหลัก ดังแผนภูมิในรูปท่ี 1 

 

ข้ันที่ 1  การเก็บตัวอยางและการสกัดดีเอ็นเอ 

 
ข้ันที่ 2  การตรวจหา 5-HTTLPR ดวยเทคนิค PCR 

 
ข้ันที่ 3  การสราง luciferase reporter gene constructs 
 

ข้ันที่ 4  เพิ่มจาํนวนและสกัด luciferase reporter gene constructs จาก E. coli 

 

ข้ันที่ 5  ตรวจสอบการแสดงออกในระดบั mRNA ของยีน SERT, estrogen receptor และ 

glucocorticoid receptor 
 

ข้ันที่ 6  การถายโอนดีเอ็นเอเขาสูเซลล และทดสอบการแสดงออกของ luciferase reporter gene 

 
วิเคราะห และสรุปผลการทดลอง 

 

ศึกษาลําดับเบสของดีเอ็นเอ 

รูปที่ 1  แสดงลําดับขั้นตอนการวิจัย 
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ประโยชนที่ไดรับ 
ในการศึกษาครั้งนี้ ผูวิจัยพบองคความรูใหมที่แสดงวาความหลากหลายของยีน SERT ชนิด              

5-HTTLPR นั้น มีบทบาทในเซลลจากระบบทางเดินอาหาร เชนเดียวกันกับในเซลลรก เซลลเม็ดเลือดขาว 

และเซลลประสาท รวมถึงการพบการกระจายของอัลลีล XL ในกลุมประชากรไทย ซึ่งจะทําใหสามารถ

เขาใจถึงบทบาทของความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR มากยิ่งขึน้ และยังเปนงานวิจัยพื้นฐาน

เพื่อตอยอดงานวิจัยในระดับที่สูงขึ้นในอนาคต เพื่อใหสามารถประยุกตใชขอมูล ในการใหคําแนะนําที่

เปนประโยชนแกประชาชนที่มคีวามหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน SERT ไดตระหนักและปฏิบัติตน

ใหเหมาะสมเพือ่นําไปสูการมสุีขภาพดี โดยสามารถใชเซลลเพราะเลี้ยงที่มีคุณสมบัติเหมาะสมจาก

งานวิจัยครั้งนี้มาใชในการศึกษาตอไปได 

ถึงแมวาผลการศึกษาฮอรโมน glucocorticoid และ estrogen นั้น จะไมพบวามีบทบาทตอการ

แสดงออกของยีน SERT ไมวาจะเปนความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR อัลลีลใดก็ตาม แต

การศึกษากลไกในระดับโมเลกุลของปฏิสัมพนัธระหวาง estrogen กับ serotonin ยังคงไมทราบแนชดั

และนาสนใจที่จะศึกษาตอถึงกลไกที่แทจริง เพื่อใหสามารถเขาใจความสัมพันธระหวาง estrogen กับ 

serotonin ถึงกลไกในระดับโมเลกุล และเปนแนวทางในการผลิตคิดคนยาหรือวิธีการรักษาใหมๆ เพื่อให

สามารถรักษาโรคไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้นโดยลดความเสี่ยงที่จะเกิดผลขางเคียงลง เชน การ

พัฒนาการรักษาโรคที่มีความผิดปกติเกี่ยวกับ SERT โดยการใชฮอรโมนในกลุมสเตียรอยด เปนตน อกี

ทั้งยังชวยในการปองกันรวมถึงการเลือกใชวิธกีารรักษาดวยฮอรโมน estrogen ไดอยางถูกตองและ

เหมาะสมกับแตละบุคคลดวย 

 
งบประมาณ 
 งบประมาณที่ใชแลวทั้งหมดเทากับ 421,857.48 บาท (ส่ีแสนสองหมื่นหนึ่งพันแปดรอยหาสิบ

เจ็ดบาทถวน) ทั้งนี้ ยังไมรวมคาตอบแทนงวดสุดทายจํานวนหกหมื่นบาทถวน  
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บทนํา 
 

 Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) เปนสารสื่อประสาท (monoamine 

neurotransmitter) ที่สรางมาจากเซลลประสาทในระบบประสาทสวนกลาง และจากเซลล 

enterochromaffin ในระบบทางเดินอาหารเปนหลัก พบวา serotonin นั้นมีบทบาทหนาที่สําคัญใน

หลายๆ ระบบของรางกาย ไดแก ระบบหัวใจและหลอดเลือด ระบบทางเดินหายใจ ระบบภมูิคุมกัน ระบบ

ลําไสและทางเดินอาหาร รวมถึงระบบประสาทดวย สําหรับกลไกการออกฤทธิ์ของ serotonin นั้นจะผาน

ทาง serotonergic pathway ซึ่งถือเปนกลไกที่มีความสําคัญตอระบบประสาทอยางมาก เนื่องจากมี

ความเกี่ยวของกับการควบคุมอารมณ จิตใจ และพฤติกรรมตางๆ เชน การนอนหลับ ความวิตกกังวล 

ความเครียด เปนตน โดยการออกฤทธิ์ของ serotonin จะขึน้กับปริมาณของ serotonin ที่อยูใน synapse 

ซึ่งปริมาณนั้นกข็ึ้นอยูกับการดดูกลับ (reuptake) ของ serotonin ที่ถูกควบคุมโดยการทําหนาที่ของ 

serotonin transporter (5-HTT, SERT) ซื่งสวนใหญแลวจะพบอยูในสวนของลําไสและสมอง แตก็มี

รายงานพบวามีการแสดงออกของ SERT ที่เซลลหรืออวัยวะอื่นๆ ในรางกายดวย ไดแก เซลลรก เซลลเม็ด

เลือดขาว เซลลเนื้อเยื่อกระดูก เซลลในระบบหวัใจและหลอดเลือด และเกล็ดเลือด  

 SERT ในมนุษยถูกสรางมาจากยีน human serotonin transporter (hSERT) หรือท่ีเรียกวา 

SLC6A4 (Solute Carrier Family 6 (neurotransmitter transporter, serotonin), member 4) ซึ่งเปน

สัญลักษณของยีนที่เปนที่ยอมรับกันทั่วไป ยนี hSERT นั้นตั้งอยูบนตําแหนง SLC6A4 locus โดยถูก

บันทึกอยูบนโครโมโซมคูที่ 17 (17q11.1 – 17q12) ซึ่งยีนนี้มีความยาวทั้งหมดประมาณ 37.8 kb 

ประกอบดวย 14 exons (Murphy และคณะ, 2004) สามารถถอดรหัส และแปลรหัสเปนโปรตีนที่

ประกอบดวย 630 กรดอะมิโน มีการศึกษาโดยการโคลนยีน SERT ของสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ ไดแก hSERT 

(Ramamoorthy และคณะ, 1993; Mortensen และคณะ, 1999) rat SERT (rSERT) (Blakely และคณะ, 

1991; Hoffman และคณะ, 1991) และ mouse SERT (mSERT) (Chang และคณะ, 1996) และพบวา

ยีน SERT นี้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางมาก ทั้งที่เกิดขึ้นในสวนของยีน ไมวาจะเปน exon 

(coding region) หรือ intron หรือแมกระทั่งในสวนของ noncoding region ที่เปน 5’ และ 3’ 

untranslated region (UTR) โดยเฉพาะอยางยิ่งในสวนของ regulatory motif (promoter) ที่อาจควบคุม

การแสดงออกของยีน (transcriptional activity) พบวา ความหลายหลายของยีนในสวนของ promoter นี้

มีลักษณะเปนทอนดีเอ็นเอลําดับเบสซ้ํา (repetitive elements) ที่อยูทาง 5’ flanking region หางจาก

จุดเริ่มตนของการถอดรหัส (transcription start site) เหนือขึ้นไปประมาณ 1.4 กิโลเบส ในสวนดังกลาว

นี้  ถือเปนความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนที่เกิดจากการ Insertion และ Deletion ที่มีจํานวนชุด

ของการซ้ํา (repeat elements) แตกตางกัน และเรียกความหลากหลายชนิดนี้วา 5-HTT gene-linked 

polymorphic region (5-HTTLPR) ซึ่งเปนความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนที่พบ และมีการศึกษา

กันมากที่สุด ในกรณีของยีน SERT 

 
1



 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน SERT ชนิด 5-HTTLPR นั้นสามารถแบงออกไดเปน 3 

แบบ (Murphy และคณะ, 2004) ไดแก 

1. “Short” หรือ “S” อัลลีล จะมีการซ้ํากัน 14 ชุด (repeat elements) 

 2. “Long” หรือ “L” อัลลีล จะมีการซ้ํากัน 16 ชุด (repeat elements) 

 3. “Superlong” หรือ “XL” อัลลีล จะมีการซ้ํากัน 18-20 ชุด (repeat elements) 

โดยในแตละชดุ (repeat elements) นั้นจะมีประมาณ 20-23 bp และกอใหเกิดความยาวที่แตกตางกัน

ระหวาง S และ L อัลลีลประมาณ 44 bp จากการศึกษาที่ผานมาพบวาความหลากหลายชนิด 5-

HTTLPR นั้น สามารถนําไปสูการแสดงออกของยีน SERT ที่แตกตางกันได (Heils และคณะ, 1996, 

1997) เนื่องจากความหลากหลายทางพันธุกรรมชนิดนี้ พบอยูในสวนที่ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออก

ของยีน โดยเฉพาะ promoter ซึ่งอาจมีผลตอปริมาณของโปรตีนที่สรางไดแตกตางกัน โดยที่ “Short” หรือ 

“S” อัลลีลจะทาํใหการแสดงออกของยีน (transcriptional activity) ลดลง ในขณะที่ “Long” หรือ “L” อัล

ลีลจะทําใหการแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้นในเซลลชนิดตางๆ ไดแก เซลลรก (human placental chorio-

carcinoma cell line, JAR) (Heils และคณะ, 1996) เซลลเม็ดเลือดขาว (lymphoblast cell line) 

(Lesch และคณะ, 1996) และเซลลประสาทของหนู (immortalized serotonergic raphe neurons, 

RN46A) (Mortensen และคณะ, 1996) นอกจากนี้ยังพบวาการกระจายของจีโนไทปกับความถีอ่ัลลี

ลของ 5-HTTLPR ในประชากรทั่วไปนั้นจะมกีารกระจายที่แตกตางกันไปในแตละเชื้อชาติดวย โดยจะพบ 

S อัลลีลไดมากในเชื้อชาติเอเชีย (Asian) ตรงขามกับในกลุมคนผิวขาวในประเทศแถบยุโรปรวมถึง

อเมริกา (Caucasian) ซึ่งจะพบ L อัลลีลไดมากกวา และยงัอาจพบ XL อลัลีลไดเฉพาะในบางกลุม เชน 

ในกลุมประเทศแอฟริกา ประเทศญี่ปุน รวมถึงเชื้อชาติไทยดวย ซึ่งความหลากหลายทางพันธุกรรมของ 

5-HTTLPR ที่มีความแตกตางกันไปในแตละเชื้อชาติเหลานี้ อาจสามารถสงผลใหเกิดความหลากหลาย

ของอาการทางคลินิกของโรคหรือความผิดปกติตางๆ รวมถึงความเสี่ยงตอการเกิดโรคที่แตกตางกันในแต

ละเชื้อชาตินั้นๆ ได จนถึงปจจุบันนี้มีการศึกษามากมายที่รายงานวาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

ยีน SERT ชนิด 5-HTTLPR นั้นมีความสัมพันธกับการเกิดโรคตางๆ โดยเฉพาะโรคทางประสาทและโรค

จิต (neuropsychiatric diseases) เชน โรคเครียด (stress) โรคซึมเศรา (depression) (Mossner และ

คณะ 2000, 2001; Gonda และคณะ, 2005; Cervilla และคณะ 2006) โรควิตกกังวล (anxiety) (You 

และคณะ, 2005) โรคจิตเภท (schizophrenia) (Dubertret และคณะ, 2005) โรคย้ําคิดย้ําทํา 

(obsessive-compulsive disorder) (Di Bella และคณะ, 2002) และการฆาตัวตาย (suicide) (Gaysina 

และคณะ, 2006) เปนตน   

นอกจากนั้น เมื่อเร็วๆ นี้ ยังมีรายงานการศึกษาที่นาสนใจซึ่งพบวาฮอรโมนบางตัวนั้น มี

ความสัมพันธกบัการแสดงออกของยีนที่สราง SERT ดวย เชน glucocorticoid สามารถเพิ่มการ

แสดงออกของ SERT ในเซลลรก (human placental chorio-carcinoma cell, JAR) ได โดยมีกลไกการ

ควบคุมที่บริเวณความหลากหลายของยีน SERT ชนิด 5-HTTLPR (Glatz และคณะ, 2003) รวมถึงพบ
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การลดลงของระดับ SERT mRNA ภายหลังจากที่ไดรับ estrogen โดยมีรายงานวาในกลุมลิง (rhesus 

macaques) ที่ไดรับฮอรโมน estrogen จะมีการเปลี่ยนแปลงของระดับ SERT mRNA โดยจะลดลง

เทากับ 32 % ของกลุมควบคุม (Pecins-Thompson และคณะ, 1998) เชนเดียวกันกับการศึกษาของ 

Bethea และคณะที่พบวามกีารลดลงของระดับ SERT mRNA อยางมีนัยสําคัญในลิงภายหลังจากที่

ไดรับฮอรโมน estrogen แลว (Bethea และคณะ, 2000) แตทั้งนี้จากงานวิจัยที่ผานมายังไมไดศึกษาวา

ความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR นั้น มีความเกี่ยวของดวยหรือไม อยางไร คณะผูวิจยัจึงประสงคจะ

ศึกษาถึงความสัมพันธระหวาง 5-HTTLPR และฮอรโมนในกลุม steroids เชน estrogen ที่มีตอการ

แสดงออกของ SERT รวมถึงการศึกษาความสัมพันธกับ glucocorticoid ในเซลลชนิดอื่นนอกเหนือจากที่

ไดมีการศึกษามาแลวดวย เนื่องจากฮอรโมนเหลานี้มักมีความจําเพาะตอชนิดของเซลล โดยจะใชเซลล

เพาะเลี้ยง (cell culture model) ที่ซึ่งตองมกีารทดสอบเพื่อยืนยันกอนวา เซลลชนิดใดเหมาะสมที่จะใช

เปนตัวแทนของเซลลที่มีการแสดงออกของยนี SERT (positive) และเซลลชนิดใดเหมาะสมจะเปน

ตัวแทนของเซลลที่ไมมีการแสดงออกของยีน SERT (negative) 
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วิธีวิจัย 
 

ประชากรและกลุมตัวอยาง 
ผูบริจาคโลหิตจากศูนยบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย และอาสาสมัครนิสิตจากคณะสห

เวชศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งเปนประชากรไทยที่มีสุขภาพดี โดยที่อาสาสมัครผูเขารวม

โครงการวิจัยในครั้งนี้นั้น จะตองกรอกรายละเอียดลงในแบบฟอรมใบยนิยอมดวยความสมัครใจใหทํา

การวิจัยในมนุษย จากนั้นจึงทําการเจาะเก็บโลหิตจํานวนประมาณ 10 ml เพื่อนํามาสกัดดีเอ็นเอตาม

กระบวนการทําตอไป 

 
ข้ันที่ 1  การเก็บตัวอยางและการสกัดดีเอ็นเอ 

 วัตถุประสงค 

 เพื่อนําส่ิงตัวอยางมาทําการสกัดดีเอ็นเอ 

 วิธีการวิจัย 

 เก็บตัวอยางจากเลือดของผูบริจาคโลหิต จากศูนยบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย และ

อาสาสมัครนิสิตจากคณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จากนัน้นําตัวอยางเลือดที่ทําการเก็บ

จากอาสาสมัคร มาสกัดดีเอ็นเอดวยชุดน้ํายา FlexiGene DNA Kit (QIAGEN) โดยใชหลกัการ alkaline 

lysis ในการสกัด โดยใชเลือดครบสวน (whole blood) ปริมาตร 100 μl และทําตามขั้นตอนที่บริษัท

แนะนํา ดีเอ็นเอที่สกัดไดถูกเก็บไวที่อุณหภมูิ -20 °C 

 

 ข้ันที่ 2  การตรวจหา 5-HTTLPR ดวยเทคนิค PCR และศกึษาลําดับเบสของดเีอ็นเอ 
(DNA Sequencing) 
 วัตถุประสงค 

 เพื่อตรวจหาชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่มีลักษณะของ 5-HTTLPR แตกตางกัน ทั้งอัลลีลยาว (L) และ 

อัลลีลส้ัน (S) มาใชในการศึกษา รวมทั้งศึกษาลําดับเบสของดีเอ็นเอ (DNA Sequencing) ที่แตกตางกัน

ในสวนที่มีความหลากหลายของยีน 

 วิธีการวิจัย 

 นําดีเอ็นเอที่สกัดได (ในขั้นที่ 1) มาตรวจหาความหลากหลายของยีน SERT ชนิด 5-HTTLPR 

ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) โดยใช primers ที่จําเพาะ (Glatz 

และคณะ, 2003) ไดแก  

Forward primer (5’-GGCGTTGCCGCTCTGAATTGC-3’)  

Reverse primer (5’-GAGGGACTGAGCTGGACAACCAC-3’)  
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ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ คณะผูวิจัยไดพัฒนาเทคนิค Touchdown PCR สําหรับการตรวจหา 5-HTTLPR 

เพื่อตรวจสอบจีโนไทปไดอยางมีความจําเพาะ และไดผลดีกวาการใช Conventional PCR ตามปกติ ดวย

ชุดน้ํายา MasterTaq® Kit (Eppendorf) แลวจึงตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรม จากขนาดของ

ชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาบนเจลอกาโรสที่มีความเขมขนเปน 3 % (3 % 

agarose gel electrophoresis) จากนั้นยอมเจลดวยสาร Ethidium Bromide และถายภาพเจลที่ยอม

แลวจากเครื่องถายภาพเจล หากแถบของดเีอ็นเอบนเจลมีขนาดประมาณ 484 bp จะเปน 5-HTTLPR 

ชนิด S อัลลีล และขนาดประมาณ 528 bp จะเปน  5-HTTLPR ชนิด L อัลลีล เมื่อทราบชนิดอัลลีลของ 

5-HTTLPR แลว จึงทําการเลือกตัวอยางดีเอน็เอที่มีชนิด S อัลลีลและชนดิ L อัลลีลมาอยางละ 1 ราย 

เพื่อทําการศึกษาลําดับเบสของดีเอ็นเอที่แตกตางกันของทั้งสองอัลลีลประมาณ 44 bp โดยเตรียม

ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR ขนาดประมาณ 484 bp ของชนิด S อัลลีล และขนาดประมาณ 528 

bp ของชนิด L อัลลีล นําไปตกตะกอน (precipitation) เพื่อใหดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์และเขมขนมากขึ้น 

แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอที่ไดใหมีความเขมขนสุดทายประมาณ 60 ng ในน้ํากลั่น ปริมาตร 15 μl 

จากนั้นนําตัวอยางดีเอ็นเอที่เตรียมไดทั้งสองอัลลีลนี้ ไปหาลําดับเบส ณ หองปฏิบัติการของ ศ.นพ.ยง 

ภูวรวรรณ ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางดานไวรัสตับอักเสบ คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

โดยใชชุดน้ํายา ABI Sequencing kit (ABI, Fostercity, CA) ทําการวิเคราะหดวยเครื่อง ABI Prism 310 

Genetic Analyser (ABI, Fostercity, CA) และเปรียบเทียบลําดับเบสที่ไดนั้นกับลําดับเบสใน GenBank 

accession No. AF117826 และ No. X76753 ตามลําดับ 

 
 ข้ันที่ 3  การสราง luciferase reporter gene constructs 
 วัตถุประสงค 

 เพื่อโคลนชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่มีลักษณะของ 5-HTTLPR แตกตางกัน ทั้งอัลลีลยาว (L) และ 

อัลลีลส้ัน (S) เพื่อนํามาใชในศึกษา 

 วิธีการวิจัย

 การเตรียมชิ้นสวนของดีเอ็นเอ (Insert DNA) สําหรับใชการโคลนนั้น เนื่องจากชิ้นสวนดีเอ็นเอที่

ตองการใชมีปริมาณเบส G และเบส C เปนจํานวนมาก (GC-rich) ทําใหการเตรียมโดยใช Conventional 

PCR ตามปกติคอนขางจะมีความลําบาก คณะผูวิจัยจึงไดปรับปรุงเทคนิคขึ้นมาโดยใชชุดน้ํายา 

TaqPCRx DNA polymerase (Invitrogen) เพื่อแกปญหาดงักลาว และใช  primers ที่จําเพาะ ดังตอไปน้ี 

        - สําหรับการเตรียมชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่มีลักษณะของ 5-HTTLPR แตกตางกัน ทั้ง S และ L อัลลีล  

Forward primer (5’-CAA AGG TAC CGT TGC CGC TCT GAA TGC CAG-3’)  

Reverse  primer (5’-CCG AAG CTT GAA ACG TGG GTT CGA GGC GGA GAG-3’)  

        - สําหรับชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่ขาดลักษณะของ 5-HTTLPR  

Forward  primer (5’-CAA GGT ACC GAA TTC CTG GGC TCA AGC AAT CCT-3’) 

Reverse  primer  (5’-CCG AAG CTT GAA ACG TGG GTT CGA GGC GGA GAG-3’)  
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PCR Products ที่ไดนั้น เปนชิ้นสวนของดีเอ็นเอซึ่งเปนสวนของ promoter ดังแสดงในรูปที่ 2 

จากนั้นทําการโคลนชิ้นสวนของ promoter ขนาดประมาณ 1.9 kb ซึ่งจะเปนสวนของ promoter ของยีน 

SERT ที่มีความหลากหลายชนิด S และ L อลัลีล ของ 5-HTTLPR และขนาด 860 bp ซึ่งจะเปนสวนของ 

promoter ของยีน SERT ที่ขาดลักษณะของความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR Plasmid Vector ที่ใชใน

กรณีนี้ ขาดสวนของ promoter (promoterless luciferase expression vector, pGL3-Basic) (ไดรับ

ความเอื้อเฟอจาก Dr. Robert K. Yu, Institute of Molecular Medicine and Genetics, Medical 

College of Georgia, Georgia’s Health Science University, USA) pGL3-Basic เปนพลาสมิดที่นิยม

ใชสําหรับ reporter gene assay (Tencomnao และคณะ, 2001, 2004; Glatz และคณะ, 2003) 

ลักษณะของพลาสมิดแสดงในรูปที่ 3 

 

 

 
 

 

pGL3-Basic  

“S”   5-HTTLPR 

“L”   5-HTTLPR 

Luc+ 

Luc+ 

Serotonin transporter gene 

42 bp 

EXON 1 

EcoRI 

TATA
5-HTTLPR 

Luc+ NO TANDEM  REPEATS 

CCTTC CAGCA TCCCC CTGCA CCCCC AGCAT CCCCC CTGCA GC 

p5HTT (L860) Luc (860bp) 

p5HTT (S) Luc (~1.9kb) 

p5HTT (L) Luc (~1.9kb) 

 
รูปที่ 2 แสดงลักษณะของชิน้สวนของดีเอ็นเอสําหรับโคลน โดยสวนของ promoter ของยีน SERT ที่มี

ความหลากหลายชนิด S และ L อัลลีล ของ 5-HTTLPR จะมีขนาดประมาณ 1.9 kb และสวนของ 

promoter ของยีน SERT ที่ขาดลักษณะของความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR (EcoRI deletional 

mutant) จะมีขนาด 860 bp (L860) 
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รูปที่ 3 แสดงลักษณะของ promoterless luciferase expression vector, pGL3-Basic 

(http://www.promega.com/figures/popup.asp?fn=0746va&partno=E1751&product=pGL3%2D

Basic+Vector) 

 
ข้ันที่ 4  เพ่ิมจาํนวนและสกดั luciferase reporter gene constructs 

 วัตถุประสงค 

 เพื่อเพิ่มจํานวนของ luciferase reporter gene constructs ใหมีปริมาณมากเพียงพอ แลวจึง

คอยทําการสกัดออกมาใหบริสุทธิ์ เพื่อที่จะใชในการถายโอนเขาสูเซลลที่เหมาะสมในขั้นตอนตอไป 

วิธีการวิจัย

นํา luciferase reporter gene constructs ที่สรางไดทั้ง 3 ชนิด จากขั้นที่ 3 มาเพิม่จํานวนโดย

การถายโอน (transformation) plasmid constructs นี้เขาสูเซลลแบคทีเรีย แลวทําการคัดเลือกเซลลที่

ไดรับ plasmid ที่ตองการดวยเทคนิคการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (endonuclease restriction 

mapping) หลังจากคัดเลือกเซลลที่ไดรับ plasmid ตองการแลว ขั้นตอนตอไปตองทาํการเพิ่มจํานวน 

plasmid เหลานี้ ใหมปีริมาณและความบรสุิทธิ์สูงมากเพียงพอที่จะทําการทดลองในเซลลเพาะเลี้ยงได 

โดยใชชุดสกัด PureLinkTM HiPure Plasmid DNA Purification Kits (Invitrogen) เปนการสกัดจากเซลล

แบคทีเรียในปริมาณมากเรียกวา Maxiprep หลักการเริ่มตนจะใช alkaline lysis เพื่อทําใหเซลลแตกกอน 

จากนั้น plasmid constructs ที่อยูใน lysate จะจบักับ QIAGEN Anion-Exchange Resin ของ column 

โดยที่ genomic DNA, RNA, dye, เศษเซลลและพวก low-molecular weight ตางๆ จะถูกกําจัดออกไป

เพื่อใหไดแต plasmid constructs บริสุทธิ์เทานั้น 

 

 
7

http://www.promega.com/figures/popup.asp?fn=0746va&partno=E1751&product=pGL3%2DBasic+Vector
http://www.promega.com/figures/popup.asp?fn=0746va&partno=E1751&product=pGL3%2DBasic+Vector


ข้ันที่ 5 ตรวจสอบการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีน SERT, estrogen receptor 
และ glucocorticoid receptor  
 วัตถุประสงค 

 เพื่อทดสอบความเหมาะสมในการใช cell culture model ซึ่งจะคัดเลือกชนิดของเซลลที่จะ

นํามาใชเปนตัวแทนของเซลลที่มีการแสดงออกของยีน SERT กับอีกชนิดที่จะใชเปนตัวแทนของเซลลที่ไม

มีการแสดงออกของยีน SERT gene สําหรับการแสดงออกของ receptors สําหรับ steroids และ growth 

factors ตางๆ นั้น จําเปนที่จะตองทดสอบดูดวยเชนกัน เพราะจะมีผลตอการตอบสนองภายหลังที่เติม 

steroids และ growth factors ดังกลาว ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล 

 วิธีการวิจัย 

 1.  เร่ิมตนเพาะเลี้ยงเซลลที่ตองการสกัดใน cell culture dish (ขนาด 100 mm X 20 mm) แลว

ทําการสกัด total RNA จาก cell lines โดยจะใชชุดน้ํายา TRIZOL®Reagent (Invitrogen) ซึ่งขั้นตอนใน

การสกัดนั้น จะยึดตาม procedure ที่บริษัทแนะนํา เซลลเพาะเลี้ยงทั้งหมดที่ใชสําหรับการศึกษานี้ ไดแก 

 HT-29 (Human colon adenocarcinoma cell line) ไดรับความเอือ้เฟอจาก ผศ.ดร.วีระ วงศ

คํา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

HEp2 (Human Larynx carcinoma cell line) ไดรับความเอื้อเฟอจาก ศ.ดร.พรเทพ เทียนสิวา

กุล ภาควิชาจุลทรรศนศาสตรคลินิก คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

HeLa (Human Cervix carcinoma cell line) ไดรับความเอื้อเฟอจาก รศ.ดร.ภาวพันธ ภัทร

โกศล ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 

  HaCaT (Human Keratinocyte cell line) ไดรับความเอื้อเฟอจาก Prof. N.E. Fusenig, 

German Cancer Research Centre, Heidelberg ประเทศสหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี 

HepG2 (Human hepatocellular carcinoma cell line) ไดรับความเอื้อเฟอจาก รศ.พญ.ดร. 

ณัฏฐิยา หิรัญกาญจน ภาควชิาจุลชวีวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 

Jurkat (Human T cell lymphoblast-like cell line) และ SW480 (Human colon 

adenocarcinoma cell line) ไดรับความเอื้อเฟอจาก ศ.นพ.ดร.อภิวัฒน มุทิรางกูร ภาควิชากายวิภาค

ศาสตร คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 2. ทําการตรวจสอบการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีนตางๆ ในเซลลเพาะเลี้ยง เพื่อคัด 

เลือกเซลลที่เหมาะสมในการทดลอง ดวยเทคนิค Reverse-Transcriptase (RT) PCR ซึ่งยีนที่ตองการ

ตรวจสอบมีดังนี้ ยีน SERT, Estrogen receptor (ER), Glucocorticoid receptor (GR) โดยใชยีน β-

actin หรือ glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) เปนตัวควบคุมบวก (positive 

control) การทดลองครั้งนี้จะใชชุดน้ํายา SuperScriptTM III One-Step RT-PCR System with Platinum® 

Taq DNA Polymerase (Invitrogen) และใชอารเอ็นเอทั้งหมด (Total RNA) ที่สกัดไดจากเซลล

เพาะเลี้ยงเปนตนแบบ (template) ในการทําปฏิกิริยา 
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ตารางที่ 1 แสดง primers จําเพาะที่ใชสําหรบัตรวจสอบการแสดงออกของยีนตางๆ 

 
Primer  Sequence Product (bp) Reference 

hβ-actin Sense            5'-ACG GGT CAC CCA CAC TGT GC-3'

hβ-actin Anti-sense   5’-CTA GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT G-3’  

656 (Fisker และคณะ, 

2004)  

hERα Sense               5’-TAT GGG GTC TGG TCC TGT GA-3’

hERα Anti-sense    5’-GGG CGG GGC TAT TCT TCT TA-3’

334 

hERβ Sense       5’-TTC CCG GCA GCA CCA GTA ACC-3’

hERβ Anti-sense   5’-TCC CTC TTT GCG TTT GGA CTA-3’

262 

(You และคณะ, 

2003) 

hGRα/β Sense                 5'-CTT ACT GCT TCT CTC TTC AGT TCC T-3’

hGRα  Anti-sense     5'-GCA ATA GTT AAG GAG ATT TTC AAC C-3’

 

204 

hGRβ  Anti-sense    5'-AGT GCA CAT AAT CTT CTT TTT C TC A-3’ 292 

(Torrego และคณะ, 

2004) 

hGAPDH Sense   5'-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-3’

hGAPDH Anti-sense   5'-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3’

226 (Hu และคณะ, 

2004) 

hSERT Sense                5'-CAT CTG GAA AGG CGT CAA G-3’

hSERT Anti-sense   5'-CGA AAC GAA GCT CGT CAT G-3’

319 (Kubota และคณะ, 

2001) 

 

 

 ข้ันที่ 6 การถายโอนดีเอน็เอเขาสูเซลล (Transfection) และทดสอบการแสดงออกของ 
luciferase reporter gene 
 วัตถุประสงค 

 เพื่อศึกษาถึงบทบาทของ 5-HTTLPR ตอการแสดงออกของยีน SERT นอกจากนี้ ยังศึกษาผล

ของ steroid hormones ตอ 5-HTTLPR ในการควบคุมการแสดงออกของ SERT โดยการวัดการ

แสดงออกของ luciferase reporter gene โดยการใช cell culture model ที่ผานการคัดเลือกแลว (จาก

ขั้นที่ 5) 

 วิธีการวิจัย

 เร่ิมจากการเพาะเลี้ยงเซลลที่ตองการทดสอบ (เซลล SW480 จํานวน 40,000 เซลลตอหลุมและ

เซลล HT-29 จาํนวน 50,000 เซลลตอหลุม) ใน 96 well cell culture plate และนํามา incubate ในตูอบ

เพาะเลี้ยง CO2 อุณหภูม ิ37 °C เปนเวลาขามคืน เพื่อใหปริมาณเซลลมีความหนาแนนประมาณ  90-95 

% ในวันตอไปที่จะทําการทดลอง จากนั้นนาํ plasmid DNA ที่สกัดไดทั้ง 3 แบบ (จากขั้นที่ 4) ซึ่งจะมี

ปริมาณและความบริสุทธิ์สูงมากเพียงพอที่จะทําการทดลองนั้น มาทําการถายโอนเขาสูเซลลเหมาะสมที่

ผานการคัดเลือกดวยชุดน้ํายา LipofectamineTM 2000 (Invitrogen) พรอมกบัพลาสมิดรวม (Co-

transfected pRL-CMV Vector) ดังแสดงลักษณะของพลาสมิดในรูปที่ 4 (ไดรับความเอื้อเฟอจาก Dr. 

Robert K. Yu, Institute of Molecular Medicine and Genetics, Medical College of Georgia, 

Georgia’s Health Science University, USA) หลังจากนัน้ สามารถผสมสาร dexamethasone water 
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soluble (Sigma) หรือ β-estradiol water soluble (Sigma) ที่จะทดสอบกบัเซลลลงในอาหารสําหรับ

เล้ียงเซลล DMEM ที่มีซีรัมกับยาปฏชิีวนะผสมอยูนี้ใหมีความเขมขนตามตองการได ซึง่การทดลองนี้จะ

ใชความเขมขนของสารเทากับ 10-3, 10-6 และ 10-9 nM (Glatz และคณะ, 2003; Soares และคณะ, 

2004) เพาะเลี้ยงเซลลตอไปอกี 24 ชั่วโมงกอนที่จะทดสอบการแสดงออกของยีน luciferase reporter ใน

วันตอไป ในทางตรงกันขาม ไมตองผสมฮอรโมนใดๆ ลงในอาหารเลี้ยงเซลล หากจะศกึษาเพียงผลของ 

5-HTTLPR ตอการแสดงออกของ SERT 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 แสดงลักษณะของ Co-transfected pRL-CMV Vector 

(http://www.promega.com/figures/popup.asp?fn=1354va&partno=E2261 

&product=pRL%2DCMV+Vector) 

 

สําหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีน luciferase reporter เพื่อศึกษา promoter activity 

ของยีน SERT จะทําการวัดโดยใชชุดน้ํายา Dual-GloTM Luciferase Assay System (Promega) ซึ่งจะ

วัดทั้งปริมาณของ firefly luciferase จาก luciferase reporter gene constructs (pGL3-Basic Vector) 

ที่สรางขึ้นกับปริมาณของ Renilla  luciferase จาก pRL-CMV Vector ซึ่งเปนตัวควบคุม (control 

reporter) สําหรับ normalization คาที่วัดได pRL-CMV Vector ที่ถูกถายโอนรวมกับดีเอน็เอพลาสมิดที่

ตองการทดสอบ (co-transfected) เขาไปดวยพรอมกัน เพื่อลดปญหาผลกระทบจากจาํนวนของเซลลที่

ใช (cell number) และประสิทธิภาพในการ transfection (transfection efficiency) รวมถึงผลที่ไม

จําเพาะตางๆ (global effects) เปนตน โดยนําเซลลที่จะตรวจวัดออกมาเติมน้ํายา Dual-GloTM 
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Luciferase Reagent (Dual-GloTM Luciferase Buffer, Dual-GloTM Luciferase Substrate) ปริมาตร 

100 μl ตอหลุมของ 96 well cell culture plate ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไว 10 นาที แลววัดปริมาณของ 

firefly luciferase จากนั้นเติมน้ํายา Dual-GloTM Stop&Glo Reagent (Dual-GloTM Stop&Glo Buffer, 

Dual-GloTM Stop&Glo Substrate) อีก 100 μl ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไว 10 นาทีแลววัดปริมาณของ 

Renilla  luciferase ซึ่งคาของปริมาณแสง luminescence ที่ไดทั้งสองจะถูกวัดดวยเครื่อง VICTOR3 

(PerkinElmer) 

 

การวิเคราะหทางสถิติ 
ขอมูลที่ไดคือ activities ของ firefly luciferase กับ Renilla  luciferase ซึ่งถูกนํามาเทียบเปน

อัตราสวนของ firefly luciferase activities ตอ Renilla  luciferase activities ในแตละการทดลอง แลว

นําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับอตัราสวนที่มาจากการถูก transfect ดวยพลาสมิดที่เปน negative control 

คือ promoterless pGL3-Basic คาที่ไดนั้นจะถูกคํานวณเปนจํานวนเทาของ control (Fold over pGL3-

Basic) เพื่อนํามาเปรียบเทียบกันระหวางคาที่ไดจากเซลล ซึ่งถูกถายโอนดวยพลาสมิดที่มีสวน 5-

HTTLPR ชนิดอัลลีล L ชนิดอัลลีล S และ พลาสมิดที่ขาดตรงสวนของ 5-HTTLPR (L860) ไป จะแสดง

ถึง promoter activity ของยีน SERT ที่มีความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR ในแบบตางๆ 

นอกจากนี้ยังดูถึงการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นเมื่อมีการเติมสารชนิดตางๆ ไดแก dexamethasone water 

soluble หรือ β-estradiol water soluble ลงไปในปริมาณที่ตางกัน (10-3, 10-6 และ 10-9 nM) รวมถึงการ

ตรวจสอบความจําเพาะตอเซลล ก็จะถูกวัดโดยการเปรียบเทียบผลการศึกษาระหวางเซลลแตละชนิด 

(เซลล SW480 และเซลล HT-29) ดวย แตละการทดลองจะทําทั้งหมด 3 คร้ัง (tripicate) แลวนํามาหา

คาเฉลี่ย ซึ่งในงานวิจัยนี้จะใชการคํานวณสถิติ t-test (p<0.05) ในการตัดสินวาคาที่ไดมีความแตกตาง

กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม อยางไร 
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ผลการวิจัย 
 
ตัวอยาง 

ผลการตรวจหาความหลากหลายของยีน SERT ชนิด 5-HTTLPR ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอร

เรส (PCR) จากดีเอ็นเอของอาสาสมัคร คณะผูวิจัยจึงไดทําการเลือกตัวอยางของดีเอ็นเอที่มีความ

หลากหลายชนิด S อัลลีล (จีโนไทปประเภท S/S) และชนิด L อัลลีล (จีโนไทปประเภท L/L) มาอยางละ 1 

ราย โดยขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการตรวจสอบจะมีขนาดประมาณ 484 คูเบส และประมาณ 528 คู

เบสตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 5 
 

 M      S/S    L/L 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่  5 แสดงผลการวิเคราะหความหลากหลายของยีน SERT ชนิด 5-HTTLPR ดวยปฏกิิริยาลูกโซโพลี

เมอรเรส (PCR) บนเจลอกาโรส โดยแถวแรกเปน DNA marker แสดงขนาดของคูเบส (bp) กํากับไว (M) 

และแถวถัดไปเปนลักษณะของจีโนไทปประเภท S/S และ L/L ตามลําดับ 
 

ในการทดลองครั้งนี้ นอกจากตัวอยางของดีเอ็นเอที่มีจีโนไทปประเภท S/S และ L/L แลว 

คณะผูวิจัยยังพบความหลากหลายของ 5-HTTLPR ชนิด XL อัลลีล แบบจีโนไทปประเภท S/XL และ 

L/XL ดวย ดังแสดงในรูปที่ 6 

 

S/XL    L/XL     M 

 

 

 
 
 
 
 
รูปที่  6 แสดงผลการวิเคราะหความหลากหลายของยีน SERT ชนิด 5-HTTLPR ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลี

เมอรเรส (PCR) บนเจลอกาโรส โดยแถวแรกกับแถวที่ 2 เปนลักษณะของจีโนไทปประเภท S/XL และ 

L/XL ตามลําดับ และแถวถัดไปเปน DNA marker แสดงขนาดของคูเบส (bp) กํากับไว (M) 
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การศึกษาลาํดับเบสของดเีอ็นเอ (DNA Sequencing) 
ผลการศึกษาลําดับเบสของดีเอ็นเอจากตัวอยางที่มีความหลากหลายของยีน SERT ชนิด S และ 

L อัลลีลนั้นพบวา L อัลลีลมีทอนดีเอ็นเอแทรกใหยาวกวาอัลลีล S 42 คูเบส ดังนี้ 
 

5’- CCTTC CAGCA TCCCC CTGCA CCCCC AGCAT CCCCC CTGCA GC -3’ 
 

แตเมื่อนําลําดับเบสของ S อัลลีลที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสของ L อัลลีลท่ีอยูในฐานขอมูล 

(GenBank) กลับพบวามีความแตกตางของลําดับเบสอยู 44 คูเบส ซึ่งลําดับเบสที่แตกตางกันนี้

เหมือนกันทั้งใน GenBank accession No. AF117826 และ No. X76753 ดังนี้ 

GenBank accession No. AF117826 

-1631 CAGCA TCCCC CCTGC AGCCC CCCCA GCATC TCCCC TGCAC CCCC -1588 

GenBank accession No. X76753 

-1633 CAGCA TCCCC CCTGC AGCCC CCCCA GCATC TCCCC TGCAC CCCC -1590 

 เมื่อนําลําดับเบสซึ่งมีความแตกตางกันของทั้งสองอัลลีลอยู 42 คูเบสที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้

มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสจากการศึกษาของ Heils (Heils และคณะ, 1996) และ Glatz (Glatz และ

คณะ, 2003) ที่เคยรายงานความแตกตางกันของทั้งสองอัลลีลอยู 44 คูเบส ดังนี้  

5’- CCCCC CAGCA TCCCC CCTGC AGCCC CCCCA GCATC TCCCC TGCA -3’ 

โดยใชวิธี Jotan Hein Method ในโปรแกรม MegAlign ของบริษัท DNASTAR ประเทศสหรัฐอเมริกา 

พบวา มีความคลายกันของลําดับเบสอยูประมาณ 87.8 % ดังแสดงในรูปที่ 7 นอกจากนี้ ยังพบวามี 

Transcription Factors ของมนุษย ที่มีจําเพาะสูงกับลําดับเบสดังกลาว ดังแสดงในรูปท่ี 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่  7  แสดงผลการวิเคราะหลําดับเบสดวยวิธี Jotan Hein Method ในโปรแกรม MegAlign สําหรับ

ผลการศึกษา Transcription Factor ในลําดับเบสของดีเอ็นเอที่แตกตางกันของชนิด S และ L อัลลีลอยู 

42 คูเบส ดวยโปรแกรม TFSEARCH (http://www.cbrc.jp/research /db/TFSEARCH.html)  
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รูปที่  8  แสดงผลการวิเคราะห Transcription Factors ดวยโปรแกรม Promo (Messeguer X และ

คณะม2002; Farre D และคณะ, 2003) 
 
การคัดเลือกเซลลเพาะเลีย้งที่เหมาะสมในการทดลอง 

ในการตรวจสอบการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีนตางๆ ไดแก ยีน SERT, Estrogen 

receptor (ER) ชนิด α และ β, Glucocorticoid receptor (GR) ชนิด α และ β, โดยใชยีน β-actin 

หรือยีน glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) เปนตัวควบคุม คณะผูวจิัยได

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนดังกลาว ในเซลลเพาะเลี้ยง HT-29, HEp2, HeLa, HaCaT, HepG2, 

Jurkat และ SW480  เพื่อทําการคัดเลือกเซลลที่เหมาะสมในการทดลองครั้งนี้ ผลการศึกษาที่ไดแสดงไว

ในตารางที่ 2  
 
ตารางที่ 2 แสดงผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเซลลเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ รวมถึงอุณหภมูิ 

Annealing สําหรับ PCR ที่ใชในการตรวจสอบ (เครื่องหมาย  คือมีการแสดงออกของยนีและ  คือไม

มีการแสดงออกของยีน) 
 

ยีน β-actin GAPDH SERT hERα hGRα 

เซลล 58°C 58°C 59-60°C 58-59°C 52°C 

HepG2      

SW480      

HT-29      

HEp2      

HeLa      

HaCaT      

Jurkat      
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อยางไรก็ตาม ยังไมทราบผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน Estrogen receptor (ER) ชนิด 

β, Glucocorticoid receptor (GR) ชนิด β เนื่องจากคณะผูวิจัยไมสามารถหาสภาวะที่เหมาะสมในการ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนทั้ง 2 ชนิดได และจากผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่ไดนั้น 

คณะผูวิจัยจึงเลือกที่จะใชเซลล SW480 และเซลล HT-29 ซึง่เปนเซลลที่มีแหลงกําเนิดจากระบบทางเดิน

อาหารของมนษุย เปนตัวแทนของเซลลที่เหมาะสมเปนตัวแทนของเซลลที่มีการแสดงออกของยีน SERT 

(positive) เพื่อใชในการศึกษา promoter activity ของยีน SERT ในการทดลองตอไป แตเปนที่นา

เสียดายอยางยิ่งวา ในการทดลองครั้งนี้ผูวิจัยไมสามารถทีจ่ะหาตัวแทนของเซลลที่ไมมีการแสดงออกของ

ยีน SERT (negative) ได 
 
การศึกษา promoter activity ของยีน SERT  
 คณะผูวิจัยไดทําการศึกษา promoter activity ของยีน SERT ที่มีความหลากหลายของยีนชนิด 

5-HTTLPR แบบอัลลีล L และอัลลีล S รวมถงึเมื่อขาดสวนความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR ไป (L860) 

โดยการโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอลักษณะเหลานี้ลงใน plasmid vector ที่ขาดสวนของ promoter 

(promoterless luciferase expression vector, pGL3-Basic) แลวตรวจวดัดวยเทคนิค Reporter gene 

assay ซึ่งใช activity ของยีน luciferase เปนตัวที่บงบอกถงึการแสดงออกของยีน โดยลักษณะของดีเอ็น

เอพลาสมิด (luciferase reporter gene constructs) ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ ไดแสดงไวในรูปท่ี 9 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 

Luc+ 

Luc+ 

Luc+ 

-1796 [ p5HTT (L) Luc ] 

-1796 [ p5HTT (S) Luc ] 

-736 [ p5HTT (L860) Luc ] 

HindIII 

PstI 
PstI 
PstI 

EcoRI 
Sm

aI 
PstI 

XhoI 

-1 -500 -1000 -1500 

5-HTTLPR 

+124 
(A) 

(B) 

 
รูปที่ 9 แสดงแผนภาพของยีน SERT ในสวน promoter ที่มีตําแหนงของเอ็นไซมตัดจําเพาะชนิดตางๆ 

(12) (A) และแสดงลักษณะของชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่ใชในการทดลอง (plasmid constructs) ที่ไดจาก

การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ promoter ของยีน SERT ที่มีความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR 

แบบอัลลีล L (p5HTT (L) Luc) และอัลลีล S (p5HTT (S) Luc) จากตําแหนง -1796 ถึง +124 รวมถึง

ชิ้นสวนที่ขาดสวนความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR (L860) (p5HTT (860) Luc) จากตําแหนง -736 ถึง 

+124 เหลานี้ ลงใน Plasmid Vector ที่ขาดสวนของ promoter (promoterless luciferase expression 

vector pGL3-Basic, Luc+) อางอิงจาก GenBank accession No. X76753 (B) 
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ผลการศึกษา promoter activity ของยีน SERT ที่มีความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR 

แบบอัลลีล L และอัลลีล S รวมถึงเมื่อขาดสวนความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR (L860) ในเซลล 

SW480 เปนดังรูปที่ 10  
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รูปที่  10  แสดง promoter activity ของชิน้สวนดีเอ็นเอในบริเวณ promoter ของยีน SERT ที่มีความ

หลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR แบบอลัลีล L (p5HTT (L) Luc) และอัลลีล S (p5HTT (S) Luc) 

รวมถึงเมื่อขาดสวนความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR (L860) (p5HTT (L860) Luc) ในเซลล SW480 ซึ่ง

แตละชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่เชื่อมตอกบัพลาสมิด pGL3-Basic จะถูกถายโอนเขาสูเซลลพรอมกับ           

พลาสมิดรวม pRL-CMV โดยคา firefly luciferase activities ของแตละชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่สรางขึ้นจะ

ถูกเทียบเปนอัตราสวนกับ Renilla luciferase activities และนํามาคํานวณเปนจํานวนเทาของ control 

(Fold over pGL3-Basic) ซึ่งคาที่ไดจะเปนคาเฉลี่ยจากการทําการทดลองทั้งหมด 3 คร้ัง (tripicate) และ

แสดงคาเฉล่ียของคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) ในแตละแทงกราฟ P < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกบั

คาของ L อัลลีลดวยสถิติ t-test  
 

ผลการทดลองนี้ ในเซลล SW480 แสดงใหเห็นวาคาเฉล่ียจํานวนเทาที่มี activity มากกวาของ 

pGL3-Basic ของ L อัลลีลมากกวาของ S อัลลีลและสวนของ promoter ของยีน SERT ที่ขาดลักษณะ

ของความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR (L860) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P = 0.00005 และ 0.001 

ตามลําดับ) 
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ผลการศึกษา promoter activity ของยีน SERT ที่มีความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR 

แบบอัลลีล L และอัลลีล S รวมถึงเมื่อขาดสวนความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR (L860) ในเซลล HT-

29 เปนดังรูปที่ 11  
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รูปที่ 11 แสดง promoter activity ของชิ้นสวนดีเอ็นเอในบริเวณ promoter ของยีน SERT ที่มีความ

หลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR แบบอลัลีล L (p5HTT (L) Luc) และอัลลีล S (p5HTT (S) Luc) 

รวมถึงเมื่อขาดสวนความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR (L860) (p5HTT (L860) Luc) ในเซลล HT-29 ซึง่

แตละชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่เชื่อมตอกบัพลาสมิด pGL3-Basic จะถกูถายโอนเขาสูเซลลพรอมกับพ

ลาสมิดรวม pRL-CMV โดยคา firefly luciferase activities ของแตละชิน้สวนของดีเอ็นเอที่สรางขึ้นจะ

ถูกเทียบเปนอัตราสวนกับ Renilla luciferase activities และนํามาคํานวณเปนจํานวนเทาของ control 

(Fold over pGL3-Basic) ซึ่งคาที่ไดจะเปนคาเฉลี่ยจากการทําการทดลองทั้งหมด 3 คร้ัง (tripicate) และ

แสดงคาเฉล่ียของคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) ในแตละแทงกราฟ P < 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับคา

ของ L อัลลีลดวยสถิติ t-test 

 

ผลการทดลองนี้ ในเซลล HT-29 แสดงใหเห็นวาคาเฉลี่ยจํานวนเทาที่มี activity มากกวาของ 

pGL3-Basic ของ L อัลลีลมากกวาของ S อัลลีลและสวนของ promoter ของยีน SERT ที่ขาดลักษณะ

ของความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR (L860) อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P = 0.004 และ 0.006 

ตามลําดับ) 
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การศึกษาผลของ Dexamethasone และ β-Estradiol ตอ promoter activity ของยีน SERT  
เนื่องจากเซลล SW480 แสดงออกทั้ง hERα และ hGRα คณะผูวิจัยจึงเลือกเซลลนี้ สําหรับ

การศึกษาผลของ Dexamethasone และ β-Estradiol ตอ promoter activity ของยีน SERT วามีกลไก

การควบคุมผาน 5-HTTLPR หรือไม อยางไร ผลการศึกษา dexamethasone และ β-estradiol ที่ความ

เขมขนของสารเทากับ 0, 10-3, 10-6 และ 10-9 M ตอ promoter activity ของยีน SERT ที่มีความ

หลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR แบบอัลลีล L และอัลลีล S ในเซลล SW480 นั้น แสดงไวในรูปท่ี 12 
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รูปที่ 12 แสดงผลของ dexamethasone (A) และ β-estradiol (B) ที่ความเขมขนของสารเทากับ 0, 

10-3, 10-6 และ 10-9 M ตอ promoter activity ของชิ้นสวนดีเอ็นเอในบริเวณ promoter ของยีน SERT ที่มี

ความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR แบบอัลลีล L (p5HTT (L) Luc) และอัลลีล S (p5HTT (S) 

Luc) ในเซลล SW480 ซึ่งแตละชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่เชื่อมตอกับพลาสมดิ pGL3-Basic จะถูกถายโอน

เขาสูเซลลพรอมกับพลาสมิดรวม pRL-CMV โดยคา firefly luciferase activities ของแตละชิ้นสวนของดี

เอ็นเอที่สรางขึ้นจะถูกเทียบเปนอัตราสวนกับ Renilla luciferase activities และนํามาคํานวณเปน

จํานวนเทาของ control (Fold over pGL3-Basic) ซึ่งคาที่ไดจะเปนคาเฉลี่ยจากการทําการทดลอง

ทั้งหมด 3 ครั้ง (tripicate) และแสดงคาเฉลี่ยของคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) ในแตละแทงกราฟ 
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โดยจากผลการทดลองพบวาคาเฉลี่ยจํานวนเทาของ control ของทั้ง L อัลลีลและ S อัลลีล เมื่อ

ทดสอบดวย dexamethasone และ β-estradiol ที่มีความเขมขนเทากับ 10-3, 10-6 และ 10-9 M นั้นไม

แตกตางจากการทดสอบที่ความเขมขน 0 M อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P > 0.05) 

 
สรุปและอภปิรายผล 

 ผลการวิเคราะหความแตกตางของลําดับเบสในสวนความหลากหลายของยีน SERT ชนิด 5-

HTTLPR ที่พบวาทั้งสองอัลลีลมีลําดับเบสที่แตกตางกันอยู 42 คูเบสจากดีเอ็นเอของอาสาสมัครเชื้อชาติ

ไทยนั้นแตกตางจากในเชื้อชาติ Caucasian ที่เคยมีรายงานไวกอนหนานี้วาทั้งสองอลัลีลมีลําดับเบสที่

แตกตางกันอยู 44 คูเบส (Heils และคณะ, 1996; Glatz และคณะ, 2003) อาจเนื่องจากความแตกตาง

ทางดานเชื้อชาติ อีกทั้งในแตละชุด (repeat elements) ของความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR ที่

มีขนาดประมาณ 20-23 คูเบสนั้น ยังสามารถแตกตางดวยความหลากหลายเกิดขึ้นภายในชุด (repeat 

elements) ไดเชนกัน (Murphy และคณะ, 2004; Glatz และคณะ, 2004) อยางไรก็ตาม ลําดับเบสของ

ทั้งสองเชื้อชาตนิี้มีความคลายกันของลําดับเบสอยูถึงประมาณ 87.8 % เมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี Jotan 

Hein Method ในโปรแกรม MegAlign (DNASTAR, สหรัฐอเมริกา) นอกจากนี้หากนําลําดับเบสที่

แตกตางกันอยู 42 คูเบสนั้น มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสที่ไดจากการเทียบกันระหวางลําดับเบสของ S 

อัลลีลในการศึกษาครั้งนี้ กับลําดับเบสของ L อัลลีลจากลําดับเบสในฐานขอมูล GenBank accession 

No. AF117826 และ No. X76753 พบวามีความแตกตางกันของลําดับเบส รวมถึงความยาวหรือขนาด

ของลําดับเบส อยางไรก็ตาม ลําดับเบสที่ไดจากฐานขอมูล GenBank ทั้งสองหมายเลขนั้นเปนลําดับเบส

ของเชื้อชาติ Caucasian 

ผลการวิเคราะหหา Transcription Factors ของมนุษยที่จาํเพาะกับสวนลําดับเบส 42 คูเบสที่

แตกตางกันของทั้งสองอัลลีลในเชื้อชาติไทยจากโปรแกรม Promo นั้นพบอยูดวยกันทั้งหมด 9 ชนิด ดัง

แสดงในรูปที่ 8 ซึ่งบทบาทหรือความสําคญัของ Transcription Factor แตละชนิดนั้นยังคงตองมี

การศึกษาตอไป โดยอาจใชเทคนิค Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) ในการตรวจสอบวามี

การจับกันของ Transcription Factors เหลานี้ในบริเวณลําดับเบสของดีเอ็นเอหรือไม อยางไร 

ในการศึกษาครั้งนี้ คณะผูวิจัยยังไดพบตวัอยางดีเอ็นเอของอาสาสมัครที่มีความหลากหลาย

ของยีนชนิด 5-HTTLPR แบบ XL อัลลีล ซึง่สวนใหญแลว XL อัลลีลมักพบเฉพาะในเชือ้ชาติแอฟริกา 

(Gelernter และคณะ, 1998) และพบไดบางในเชื้อชาติญี่ปุน (Narita และคณะ, 2001) ซึ่งการที่สามารถ

พบ XL อัลลีลไดในเชื้อชาตไิทยดวยนั้น อาจเปนการบงบอกถึงความสําคัญของการศึกษาการกระจาย

ของอัลลีลนี้ในกลุมประชากรไทย รวมถึงความสัมพันธกบัโรคตางๆ โดยเมื่อไมนานมานี้ไดมีการศึกษานํา

รองถึงการกระจายของอัลลีลในประชากรไทย พบวาความถี่ของ XL อัลลีลเทากับรอยละ 3.1 โดยมี

ความถี่ของ S และ L อัลลีลเทากับรอยละ 62.5 และ 34.4 ตามลําดับ (เมธินี ตันนุกิจ, 2548) อยางไรก็

ตาม กลุมตัวอยางที่ใชยังมีขนาดเล็กและควรทําการศึกษาตอไปโดยเพิ่มจํานวนตัวอยางใหมากขึ้น 

 
19



 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเซลลเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ นั้นพบวา นอกจากที่เคยมี

การรายงานการแสดงออกของ SERT ในเซลลชนิดตางๆ เชน เซลลประสาท เซลลรก เซลล 

enterochromaffin เซลล lymphocyte เซลล macrophage เซลล osteoclast  เซลล osteoblast หรือ 

osteocyte หัวใจ หลอดเลือด เกล็ดเลือด และตอมหมวกไต เปนตนแลว จากการศึกษาครั้งนี้ยังพบวามี

การแสดงออกของ SERT ในเซลลจากบริเวณลําไสใหญ (เซลล HT-29 และเซลล SW480) เซลลผิวหนัง 

(เซลล HaCaT) เซลลตับ (เซลล HepG2) เซลลกลองเสียง (เซลล HEp2) เซลลปากมดลูก (HeLa) ดวย 

ซึ่งในการศึกษาวิจัยครั้งนี้คณะผูวิจัยจึงเลือกที่จะใชเซลล SW480 และเซลล HT-29 ซึ่งเปนเซลลที่มี

ลักษณะคลาย epithelial (epithelial-like) ของลําไสใหญในระบบทางเดินอาหารมาเปนตัวแทนของเซลล

ที่มีการแสดงออกของยีน SERT (positive) และเหมาะสมในการศึกษา promoter activity ของยีน SERT 

ที่มีความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR รวมถึงผลของสเตียรอยดฮอรโมนกลูโคคอรติคอยดกับฮอรโมนเอส

โทรเจนดวย แตเนื่องจากผูวิจัยยังไมสามารถหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุด สําหรับการศึกษาถึงผลของ 

สเตียรอยดฮอรโมนเหลานี้ในเซลล HT-29 ได รวมถึงการที่เซลลนี้ไมมีการแสดงออกของยีน GRα แลว

นั้น ผูวิจัยจึงไดทําการศึกษาผลของสเตียรอยดฮอรโมนเฉพาะแตในเซลล SW480  

 โดยสวนใหญแลว จากการศึกษาที่ผานมา มักมุงเนนไปท่ีการศึกษาในเซลลประสาท (Morten-

sen และคณะ, 1999) เซลลเม็ดเลือดขาว (Lesch และคณะ, 1996) และเซลลรก (Heils และคณะ, 

1996, Glatz และคณะ, 2003) เปนตนแบบ (model) หลัก เพื่อศึกษาถึง promoter activity ของความ

หลากหลายของยีน SERT ชนิด 5-HTTLPR หากแตยังไมเคยมีการรายงานถึงเซลลในระบบทางเดิน

อาหาร ซึ่งเซลลลําไสนั้นยังมีการศึกษาอยูคอนขางนอย โดยเฉพาะในเรื่องของความหลากหลายชนิด 5-

HTTLPR ถึงแมวาซีโรโทนินจะมีบทบาทสําคัญในการทํางานของระบบทางเดินอาหาร รวมถึงเปนแหลง

หลักของการสรางและเก็บสะสมซีโรโทนินในรางกายของมนษุยก็ตาม ทําใหคณะผูวิจัยเลือกที่จะใชเซลล

จากระบบทางเดินอาหารในการศึกษาครั้งนี้ อยางไรก็ตาม เปนที่นาเสียดายอยางยิ่งที่ไมสามารถจะหา

ตัวแทนของเซลลที่ไมมีการแสดงออกของยีน SERT (negative) มาใชในการศึกษาครั้งนี้ได ทําใหไมทราบ

วาผลที่เกิดขึ้นจําเพาะกบัเซลลที่มีการแสดงออกของยีน SERT เทานั้นหรือไม อยางไร ในความจริงแลว

เซลล HepG2 กับเซลล HaCaT ก็มีความเหมาะสมและนาสนใจศึกษาเชนกัน โดยมีรายงานถึงบทบาท

สําคัญของซีโรโทนินในการงอกใหมของเซลลตับ (liver regeneration) (Lesurtel และคณะ, 2006; 

Jeyabalan และคณะ, 2006) และบทบาทในเซลลผิวหนังของโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) ดวย เพียงแตมี

อุปสรรคในการทําการทดลองนั่นคือเซลล HepG2 คอนขางที่จะเพาะเลี้ยงยากและเซลล HaCaT ที่ทํา

การถายโอนดีเอ็นเอเขาเซลลไดยากกวาเซลลชนิดอื่นๆ 

ผลการศึกษา promoter activity ของยีน SERT ที่มีความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR  ในเซลล 

SW480 และเซลล HT-29 นั้นพบวา basal activity ของ L อัลลีลมากกวาของ S อัลลีล ประมาณ 2-3 

เทา ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาในเซลลชนิดอื่น ไดแก การศึกษาของ Heils และคณะในป 1996 ที่

รายงานวา basal activity ของ L อัลลีลมากกวาของ S อลัลีลประมาณ 3 เทาในเซลลรก (Heils และ

คณะ, 1996) การศึกษาของ Lesch และคณะในป 1996 รายงานวา basal activity ของ L อัลลีล 
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มากกวาของ S อัลลีลประมาณ 2 เทาในเซลลเม็ดเลือดขาว (Lesch และคณะ, 1996) และการศึกษาของ 

Mortensen และคณะในป 1999 ที่รายงานวา basal activity ของ L อลัลีลมากกวาของ S อัลลีลประ

มาณ 2 เทาในเซลลประสาทของหนู (Mortensen และคณะ, 1999) แตยังไมสามารถสรุปไดวาผล

การศึกษาที่ไดนี้มีความจําเพาะกับเซลลที่มกีารแสดงออกของ SERT เทานั้นหรือไม ถึงแมวาจะเคยมี

การศึกษาในเซลล COS-1 (Kidney monkey cell line) ที่ไมมีการแสดงออกของยนี SERT ดวย 

(Mortensen และคณะ, 1999) อยางไรก็ตาม เซลล COS-1 ซึ่งเปนเซลลจากลิง รวมถงึเซลล RN64A 

(Immortalized serotonergic raphe neurons) ที่เปนเซลลประสาทของหนูนั้นไมเหมาะที่จะใชเปน

ตัวแทนในการศึกษา promoter activity ในยีนของมนุษย เนื่องจากลําดับเบสในสวน promoter ของยีน

ดังกลาว อาจไมจําเพาะกับ Transcription factor ในเซลลของสัตวทดลอง และทําใหผลการทดลองที่ได

ผิดพลาดไป 

การศึกษาผลของสเตียรอยดฮอรโมนตอการแสดงออกของยนี พบวาทั้ง glucocorticoid 

(dexamethasone) และ estrogen (β-estradiol) ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน 

SERT ไมวาจะมีความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR อัลลีลใดก็ตาม ซึ่งผลการศึกษาที่ไดนี้ขัดแยง

กับการศึกษาของ Glatz และคณะที่พบวา glucocorticoid มีผลตอการแสดงออกของยีน SERT ผานทาง

ความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR ในการศึกษาในเซลลรก (Glatz และคณะ, 2003) อาจเปนไป

ไดวาลําดับเบสในสวนของ 5-HTTLPR ที่เปนตําแหนงซึ่งจับกบั Transcription Factor นั้นมี

ความจาํเพาะตอชนิดของเซลล (cell-specific) รวมถึงชนิดของฮอรโมน (hormone-specific) ดวยในการ

ควบคุมการแสดงออกของยีน SERT  

 นอกจากฮอรโมน glucocorticoid แลว estrogen ยังเปนสเตียรอยดฮอรโมนอีกตัวหนึ่งที่มี

ความสําคัญและนาจะมบีทบาทเกี่ยวของกับ serotonin ดวย ซึ่งปฏิสัมพันธระหวาง estrogen กับ 

serotonin นั้น ไดมีการศึกษากันมานานในเรื่องของอารมณ (mood) และความจํา (cognition) โดยพบวา 

estrogen สามารถเปลี่ยนแปลงองคประกอบตางๆ ในกลไกการออกฤทธิข์อง serotonin เชน serotonin, 

serotonin receptor, serotonin transporter รวมไปถึงเอนไซมที่ใชในกระบวนการสลาย serotonin ดวย 

(Amin และคณะ, 2005) ซึ่งไมเพียงแตในระบบประสาทเทานั้น estrogen ยังมีบทบาทในระบบทางเดิน

อาหาร โดยเฉพาะเรื่องของมะเร็งลําไสใหญ (colon cancer) ซึ่งโรคนี้พบวามีอบุัติการณเกิดในเพศชาย

สูงกวาเพศหญิงเกือบ 50 % บงบอกถึงความเกี่ยวของกับเรื่องของฮอรโมนเพศ ซึ่งยังพบดวยวา

อุบัติการณเกิดโรคมะเร็งลําไสใหญในผูหญิงหลังวัยหมดประจําเดือนนั้น จะสูงกวาผูหญิงกอนวัยหมด

ประจําเดือน (Franceschi และคณะ, 2000) แตจะลดลงในผูหญิงหลังวัยหมดประจําเดือนที่รักษาดวย

ฮอรโมน estrogen (Troisi และคณะ, 1997; Grodstein และคณะ, 1999) โดยเมื่อเร็วๆ นี้มีรายงาน

พบวาการใชยาตานโรคซึมเศรา (antidepressants) ชนิด SSRIs ในปริมาณที่สูงมาก (>6.0x10-6 โมลตอ

วัน) ทุกวันเปนระยะเวลาตั้งแต 0 ถึง 5 ปนั้นสามารถลดความเสี่ยงของการเกิดโรคมะเร็งลําไสใหญไดโดย

อาจไปยับยั้งการเจริญของเซลล (Xu และคณะ, 2006) ทําใหผูวิจัยคาดวาอาจจะมคีวามเปนไปได ที่

ความสัมพันธระหวางฮอรโมน estrogen กบัโรคมะเร็งลําไสใหญนั้น จะเกี่ยวของกับกลไกการออกฤทธิ์
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ของ serotonin และการที่ estrogen สามารถปองกันหรือลดความเสี่ยงของการเกิดโรคไดนั้นไมไดเปนผล

โดยตรงของมัน แตเปนผลทางออมที่ผานกลไกของ serotonin แทน ซึ่งไมวาจะเปนการใชฮอรโมน 

estrogen หรือ SSRIs ก็ตามลวนมีผลทําใหปริมาณของ serotonin เพิ่มมากขึ้น โดยการเพิ่มขึ้นของ 

serotonin นี้อาจเปนกลไกหนึ่งในการลดความเสี่ยงของโรคได ดังแสดงในรูปที่ 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 13 แสดงแผนภาพกลไกที่เปนไปได (proposed mechanism) ของความสัมพันธระหวางฮอรโมน 

estrogen และ serotonin กับโรคมะเร็งลําไสใหญ 

 

 แตจากผลการศึกษาในครั้งนี้พบวา ฮอรโมน estrogen ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงการแสดง 

ออกของยีน SERT ไมวาจะมีความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR อัลลีลใดก็ตาม แสดงวาการ

เพิ่มขึ้นของปรมิาณ serotonin ไมไดเกิดจากผลโดยตรงของ estrogen ตอ SERT เปนไปไดวาการเปลีย่น 

แปลงของ SERT หลังจากไดรับ estrogen นั้น เปนผลทางออมจากผลของ estrogen ตอองคประกอบ

อื่นๆ ในกลไกของ serotonin เชนมีผลตอการสราง serotonin โดยตรง และเมื่อไดรับสารไปเปนระยะเวลา

หนึ่งก็อาจสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของ SERT ตามมาได อยางไรก็ดีการศึกษาผลของฮอรโมน 

estrogen ตอการแสดงออกของยีน SERT ที่ผานมามักทาํในสัตวทดลอง เชน ลิง (Pecins-Thompson 

และคณะ, 1998, Bethea และคณะ, 2000) หรือสัตวที่ใชฟนกัดแทะ (rodents) เชน หนู (rat) 

(McQueen และคณะ, 1999) และหนู (mouse) (Bertrand และคณะ, 2005) เปนตน แตความ

หลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR นี้สามารถพบไดเฉพาะในมนุษยและในสัตวไพรเมท (primates) ที่

ไมใชมนุษย เชน ลิง (rhesus monkey) ที่มีความหลากหลายของยีนในบริเวณ 5’-flanking region เปน 

21 bp insertion หรือ deletion (rh5-HTTLPR) ขณะที่ในพวก prosimians และสัตวที่ใชฟนกัดแทะ 

(rodents) ไมพบวามีความหลากหลายดังกลาว (Glatz และคณะ, 2003) 
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ขอเสนอแนะ 
 

 สําหรับลําดับเบส 42 bp ที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้ ในสวนความหลากหลายชนิด 5-HTTLPR         

ซึ่งแตกตางจากที่เคยมีการศึกษาไวในเชือ้ชาติ Caucasian นั้น คณะผูวิจัยเสนอวาควรจะมีการทํา

ฐานขอมูลลําดับเบสทั้งหมด (whole genome) ในเชื้อชาติไทยเพื่อเปนประโยชนในการศึกษาถึงยีนที่

กอใหเกิดโรค และการศึกษาทางดานเภสัชพันธุศาสตร (pharmacogenomics) ตอไปในอนาคต 

จากผลการวิเคราะห Transcription Factors ของมนุษยที่จาํเพาะกับสวนลําดับเบส 42 คูเบสที่

แตกตางกันของทั้งสองอัลลีลในเชื้อชาติไทยจากโปรแกรม Promo ที่พบอยูดวยกันทั้งหมด 9 ชนิดนั้น 

สําหรับบทบาทหรือความสําคญัของ Transcription Factor แตละชนิดนั้นควรจะมีการศกึษาตอไป โดย

อาจใชเทคนิค Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) ในการตรวจสอบวามีการจบักันของ 

Transcription Factor เหลานี้ในบริเวณลําดับเบสของดีเอ็นเอหรือไม อยางไร เพื่อใหทราบถึงกลไกใน

ระดับโมเลกุล และเขาใจถึงบทบาทของความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR มากยิ่งขึ้น 

จากการที่สามารถพบ XL อัลลีลไดในเชื้อชาติไทยดวยนั้น อาจเปนการบงบอกถึงความสําคัญ

ของการศึกษาการกระจายของอัลลีลนี้ในกลุมประชากรไทย รวมถึงความสมัพันธกับโรคตางๆ และแมจะ

มีการศึกษานํารองถึงการกระจายของอัลลีลในประชากรไทยแลวก็ตาม แตกลุมตัวอยางที่ใชยังมีขนาด

เล็ก ซึ่งควรทําการศึกษาตอไปโดยเพิ่มจาํนวนตัวอยางใหมากขึ้น 

 เปนที่นาเสียดายอยางยิ่งที่ไมสามารถจะหาตัวแทนของเซลลที่ไมมีการแสดงออกของยีน SERT 

(negative) มาใชในการศึกษาครั้งนี้ได ทําใหไมทราบวาผลที่เกิดขึ้นจําเพาะกับเซลลที่มกีารแสดงออก

ของยีน SERT เทานั้นหรือไม อยางไร ซึ่งในการศึกษาตอไปน้ันควรทําการศึกษาในเซลลที่ไมมีการ

แสดงออกของยีน SERT ดวย เพื่อใหสามารถสรุปไดวาผลการศึกษาที่ไดนี้มีความจาํเพาะกับเซลลที่มี

การแสดงออกของ SERT เทานั้นหรือไม นอกจากนี้ควรทาํการศึกษาปรมิาณของซีโรโทนินหรือ SERT ที่

สรางขึ้นจริงภายในเซลลโดยที่มีกลไกการควบคุมยอนกลับดวย เพื่อยืนยันผลการทดลอง เนื่องจากใน

การศึกษา promoter activity ของยีน SERT ของงานวจิัยครั้งนี้ คณะผูวิจยัไดทําการตรวจวัด promoter 

activity ดวยเทคนิคที่เรียกวา luciferase reporter gene assay โดยตรวจวดั promoter activity จากการ

แสดงออกของยีน luciferase reporter ซึ่งคาที่ไดจะบงบอกถึง activity ของความหลากหลายชนิด         

5-HTTLPR แตละอัลลีลในการแสดงออกของยีน อยางไรก็ตาม การตรวจสอบดวยเทคนิคนี้อาจจะ

คลาดเคลื่อนจากความเปนจริงได เพราะไมไดครอบคลุมถึงวงจรของการควบคุม (gene regulation) ใน

รางกายมนุษย เชน กลไกการควบคุมยอนกลบั (negative feedback) ทําใหคาที่วัดไดนั้นมากกวาความ

เปนจริง  

 แมวาในการศึกษาครั้งนี้ จะไมพบวาฮอรโมน estrogen นั้น มีบทบาทตอการแสดงออกของยีน 

SERT ไมวาจะเปนความหลากหลายของยีนชนิด 5-HTTLPR อัลลีลใดก็ตาม แตการศึกษาปฏิสัมพนัธ

ระหวางฮอรโมน estrogen กับ serotonin ถือเปนเรื่องที่มีความสําคัญ ไมวาจะเปนในระบบประสาทหรือ

ระบบทางเดินอาหารก็ตาม estrogen ในเพศหญิงจัดเปนสเตียรอยดฮอรโมนตัวหนึ่งที่ใชในการรักษา 
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(hormone therapy) เพื่อทดแทนฮอรโมนที่ขาดไป (replacement) หรือบรรเทาอาการจากการหมด

ประจําเดือน เชน อาการรอนวูบวาบ (hot flashes) รวมถึงชวยลดความเสี่ยงของภาวะกระดูกพรุน 

(osteoporosis) ในผูหญิงหลังวัยหมดประจําเดือน (postmenopause) รวมถึงผูหญิงกอนวัยหมด

ประจําเดือนที่ขาด estrogen เนื่องจากการผาตัด (surgical menopause) ดวย อยางไรกต็าม หากไดรับ

เปนระยะเวลานานหรือในปริมาณที่มากเกินก็สามารถทําใหเกิดผลขางเคียงได เชน โรคมะเร็งเตานม 

โรคหัวใจ เปนตน ดังนั้น การเขาใจความสมัพันธระหวางฮอรโมน estrogen กับ serotonin ถึงกลไกใน

ระดับโมเลกุล จะเปนแนวทางในการผลิตคิดคนยาหรือวิธีการรักษาใหมๆ  เพื่อใหสามารถรักษาโรคได

อยางมปีระสิทธิภาพมากขึ้นโดยลดความเสี่ยงที่จะเกิดผลขางเคียงลง และยังชวยในการปองกันรวมถึง

การเลือกใชวิธกีารรักษาดวยฮอรโมน estrogen ไดอยางถกูตองและเหมาะสมกับแตละบคุคลดวย 
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