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Abstract ไทย 
 

วัตถุประสงค: ปจจัยทางพันธุกรรมท่ีเกี่ยวของกับภาวะเอชดีแอลในเลือดสูงยังไมเปนท่ีเขาใจแนชัด คณะผูวิจัยทําการ
ถอดรหัสพันธุกรรมยีน 3 ยีน คือ CETP, LIPC และ LIPG ซึ่งสรางโปรตีน คอเลสเตอริล เอสเทอร ทรานสเฟอร โปรตีน, 
เฮบพาติค ไลเปส และ เอนโดทีเลียล ไลเปส ตามลําดับ ในคนไทยที่มีระดับเอชดีแอลในเลือดสูงมากเทยีบกับประชากร
กลุมควบคุม 
 
วิธีดําเนินการวิจัย คณะผูวิจัยทําการถอดรหัสยีนCETP, LIPC และ LIPG ในสวนของ exon และ exon-intron junctions 
เพ่ือคนหาการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมในคนไทย 64 คนท่ีมีระดับเอชดีแอล ≥2.59 มิลลิโมล/ลิตร (100 มลิลิกรัม/
เดซิลิตร) และเปรียบเทียบกับผลในประชากรกลุมควบคุม 113 คน 
 
ผลการวิจัย ใน coding region ของยีน CETP พบมีการเปล่ียนแปลงที่ไมเคยมีการรายงานมากอน 2 ตําแหนง คือ 
deletion mutation ใน exon 9 (c.785-788 delTCCC หรือ p.Leu262ProfsX31) และ duplication mutation ใน exon 13 
(c.1226-1230 dupAGACT หรือ p.Val411ArgfsX6) และพบการเปล่ียนแปลงที่ไมเคยมีการรายงานมากอนอีก 4 ตําแหนง
ในสวนของCETP promoter ไดแก 18-bp deletion mutation (g.4989-5006delGGGCGGACATACATATAC) 1 ตําแหนง
และ point mutations 3 ตําแหนง (g.4982G>T, g.4961C>T และ g.4659C>T) ในยีน LIPC พบมีการเปล่ียนแปลงที่ไม
เคยมีการรายงานมากอนแบบ missense mutations 2 ตําแหนง คือ p.Gly141Ser และ p.Val173Met การเปล่ียนแปลงทาง
พันธุกรรมดังกลาวไมพบในกลุมควบคุมเลย การทดลองทํา site-directed mutagenesis และศึกษาการเปล่ียนแปลงหนาท่ี
ในระดับเซลล พบวาการเปล่ียนแปลง 18-bp deletion mutation ท่ี CETP promoter  มีผลทําให transcriptional activity 
ลดลง นอกจากนี้พบการเปล่ียนแปลงที่พบบอยในยีน CETP คือ p.Asp459Gly หรือ D459G ท่ีพบบอยกวาอยางมี
นัยสําคัญในกลุมคนไขท่ีมีระดบัเอชดีแอลสูงเทียบกับกลุมควบคุม (23% และ 4% ตามลําดับ, P<0.0001) สําหรับในยีน 
LIPG ไมพบการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมใหม 
 
สรุป คณะผูวิจัยพบการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมท่ีไมเคยมีรายงานมากอนในยีน CETP และ LIPC ในกลุมคนที่มีระดับ
เอชดีแอลสูง การเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมในยีน CETP และ LIPC ท้ังแบบท่ีพบใหมและท่ีมีการรายงานมากอน พบได
ประมาณ 1 ใน 3 ของคนที่มีระดับเอชดีแอลสูงดังกลาว 
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Abstract 
 

Objective Genetic factors associated with high HDL-cholesterol levels or hyperalphalipoproteinemia are 
incompletely understood. We resequenced 3 candidate genes, CETP, LIPC and LIPG, which encode cholesteryl 
ester transfer protein, hepatic lipase, and endothelial lipase, respectively, in Thai subjects with very high levels of 
HDL-cholesterol compared with healthy controls. 
 
Materials and Methods Sequence variants of the CETP, LIPC and LIPG genes were identified by sequencing 
the exon and exon-intron junctions in 64 subjects with HDL-cholesterol levels ≥2.59 mmol/L (100 mg/dL) and 
compared with 113 normolipidemic subjects. 
 
Results In the CETP gene, we found 2 novel mutations in the coding sequence, a deletion mutation in exon 9 
(c.785-788 delTCCC or p.Leu262ProfsX31) and a duplication mutation in exon 13 (c.1226-1230 dupAGACT or 
p.Val411ArgfsX6). Four other novel mutations in the CETP promoter, one deletion mutation (g.4989-
5006delGGGCGGACATACATATAC) and 3 point mutations (g.4982G>T, g.4961C>T, g.4659C>T) were also 
identified. In the LIPC gene, 2 novel missense mutations (p.Gly141Ser and p.Val173Met) were found. None of 
these mutations were found in the control group. Site-directed mutagenesis and functional studies in vitro 
confirmed that the 18-bp deletion mutation in the CETP promoter was associated with a reduction in 
transcriptional activity. One common variant in the CETP gene (p.Asp459Gly or D459G) was also found more 
commonly in the hyperalphalipoproteinemia group compared to the control group (23% vs 4%, respectively, 
P<0.0001). No rare or novel variants in the LIPG gene were identified. 
 
Conclusion Several variants were found in the CETP and LIPC genes in subjects with high HDL-cholesterol 
levels. Rare and common variants in the CETP and LIPC genes contribute to approximately one-third of the Thai 
subjects with hyperalphalipoproteinemia. 
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Executive Summary 
 
1.  ความสําคัญและที่มาของปญหา 

โรคหลอดเลือดหัวใจและโรคหลอดเลือดสมองตีบเปนสาเหตุสําคัญของการเสียชีวิตและภาวะทุพพลภาพในอันดับ
ตนๆของประชากรทั่วโลก รวมท้ังประเทศไทย ในปจจุบัน พบมีแนวโนมโรคเหลานี้มากขึ้นเรื่อยๆ (1) ระดับไขมันในเลือดท่ี
ผิดปกติ ไมวาจะมีระดับ low-density lipoprotein (LDL) cholesterol สูง หรือมีระดับ high-density lipoprotein (HDL) 
cholesterol ตํ่าลวนเปนปจจัยเส่ียงของโรคดังกลาว ยารักษาภาวะไขมันในเลือดผิดปกติในปจจุบัน ไดผลดีในการลดระดับ 
LDL แตยังไมมียาท่ีมีประสิทธิภาพดีและมีอาการขางเคียงต่ําในการเพ่ิมระดับ HDL (2) 

HDL เปนอนุภาคของโปรตีนและไขมัน (lipoprotein) ในเลือดซึ่งมีหนาท่ีปองกันการเกิดโรคหลอดเลือดแดงแข็ง 
(atherosclerosis) แมวาระดับของ HDL ในเลือดจะขึ้นอยูกับปจจัยท้ังทางพันธุกรรมและทางส่ิงแวดลอม การศึกษาปจจัย
ทางพันธุกรรมท่ีกําหนดระดับ HDL อยางเปนระบบยังมีอยูนอย 

ระดับ HDL ในเลือด ถือเปน complex quantitative trait ซึ่งไมไดถายทอดทางพันธุกรรมแบบ Mendelian แต
เปนผลจากความแตกตางของ DNA ในหลายๆตําแหนง (3) ในปจจุบัน การถอดรหัสพันธุกรรมท่ีเรียกวา resequencing 
approach ซึ่งทําการถอดรหัสพันธุกรรมของยีนหลายๆยีนท่ีพบวามีความเกี่ยวของกับลักษณะท่ีศึกษากําลังไดรับความ
นิยมมากขึ้น (4,5) ซึ่งสามารถใชคนหา missense DNA variants ท่ีพบไดไมบอยในประชากรกลุมท่ีมีลักษณะท่ีตองการ
ศึกษา เนื่องจากการที่มี missense DNA variants หลายๆตําแหนงเปนตัวกําหนด quantitative trait ดังกลาว จึงมีการใช
วิธีนี้ในการศึกษา trait ของโรคหรือลักษณะท่ีพบบอย เชนการศึกษาในคนที่มีระดับ HDL ตํ่า พบวาเกิดจากมี missense 
mutations ของยีน LCAT, APOA1 และ ABCA1 (3) การศึกษาในคนที่มีระดับไตรกลีเซอไรดสูง พบวาเกิดจากมี 
missense mutations ของยีน LPL, APOC2 และ APOA5 (5) 

การศึกษาทางพันธุกรรมของระดับ HDL สูงท่ีผานมา มักศึกษาจําเพาะเฉพาะยีนใดยีนหนึ่งเทานั้น (6) และยังไม
เคยมีการศึกษาอยางเปนระบบมากอนวาเกิดจาก missense DNA variants ใน candidate gene ตางๆหรือไม การศึกษานี้
ตองการคนหาความผิดปกติทางพันธุกรรมในคนที่มีระดับ HDL สูง (hyperalphalipoproteinemia หรือ HALP) และยืนยัน
ความผิดปกติท่ีพบดังกลาวโดยการศึกษาหนาท่ีท่ีเปล่ียนแปลงไปจากการทํา expression studies 

เมตะบอลิสมของ HDL ในรางกาย มีความซับซอน และอาศัยการทํางานของเอนไซมและโปรตีนหลายชนิด (7,8) 
ความผิดปกติของโปรตีนหลายๆตัวในกระบวนการตางๆของเมตะบอลิสมของ HDL ทําใหระดับของ HDL ในเลือด
เปล่ียนแปลงไปได เมตะบอลิสมของ HDL เริ่มจากการหล่ัง apolipoprotein A-I (apo A-I) ซึ่งเปนโปรตีนท่ีเปน
สวนประกอบหลักของ HDL จากตับและลําไสเล็ก (รูปท่ี 1) Apo A-I สามารถรวมตัวกับฟอสโฟลิปด (phospholipid) ไดเปน 
HDL ขนาดเล็กท่ีเรียกวา prebeta HDL ซึ่ง prebeta HDL นี้สามารถรับคอเลสเตอรอลออกจากเซลลในอวัยวะตางๆของ
รางกายรวมท้ังเซลล macrophages ในผนังหลอดเลือดท่ีเปนสาเหตุของการเกิดโรคหลอดเลือดแดงแข็งดวย เมื่อ
คอเลสเตอรอลถูกลําเลียงออกจากเซลลมายัง prebeta HDL คอเลสเตอรอลจะถูกเปล่ียนเปนคอเลสเตอริล เอสเทอร 
(cholesteryl ester) โดยเอนไซม lecithin:cholesterol acyltransferase (LCAT) ท่ีอยูบน HDL เมื่อคอเลสเตอรอลออกจาก
เซลลมายัง prebeta HDL มากขึ้น HDL มีขนาดใหญขึ้นๆ จนกลายเปน HDL ขนาดใหญท่ีเรียกวา alpha HDL
คอเลสเตอรอลท่ีออกจากเซลลและมาอยูท่ี HDL นี้จะถูกสงไปท่ีตับเพ่ือขับออกจากรางกายทางน้ําดีไดหลายวิธี เชน 
คอเลสเตอรอลอาจถูกสงไปท่ีตับโดย HDL จับกับ receptor ตางๆที่ตับโดยตรง ไดแก LDL receptor, LDL receptor-
related protein (LRP), และ scavenger receptor class B type I (SR-BI) หลังจากท่ี HDL จับกับ receptor เหลานี้
คอเลสเตอรอลจะถูกลําเลียงเขาเซลลตับดวยวิธีตางๆกัน นอกจากนี้ คอเลสเตอรอลใน HDL ยังสามารถถูกสงตอไปท่ีตับ 
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รูปท่ี 1 เมตะบอลิสมของ HDLและบทบาทของ CETP และ HL ตับสราง apo A-I ท่ีรวมตัวกับ phospholipid ไดเปน 
prebeta HDL เมื่อ free cholesterol (FC) ออกจากเซลลมาจะถูกเปล่ียนเปน cholesterol ester (CE) ดวยเอนไซม LCAT 
เมื่อ CE มีมากขึ้น prebeta HDL จะกลายเปน alpha HDL CE ถูกลําเลียงสูตับโดยตรงโดยผานทาง LDL-R, LRP หรือ 
SR-BI นอกจากนี้ CE อาจถูกแลกเปล่ียนกับ triglyceride (TG) ใน triglyceride-containing lipoproteins โดยอาศัย
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เพ่ือกําจัดออก ผานทาง triglyceride-containing lipoproteins เชน VLDL (very low-density lipoprotein) กับ LDL (low-
density lipoprotein) โดยอาศัยเอนไซม cholesteryl ester transfer protein (CETP) เมื่อคอเลสเตอรอลถูกสงตอไปยัง 
VLDL และ LDL แลว HDL จะไดรับไตรกลีเซอไรด (triglyceride) จาก VLDL และ LDL มาแทน ซึ่งไตรกลีเซอไรดเหลานี้
จะถูกยอยตอดวยเอนไซม hepatic lipase (HL) ทําให HDL มีขนาดเล็กลงและเปล่ียนจาก alpha HDL กลับไปเปน 
prebeta HDL ตามเดิม (รูปท่ี 1) 

ในสัตวทดลองบางชนิด เชนหนู mouse และ หนู rat พบวาไมมีเอนไซม CETP (9) ดังนั้น การลําเลียง
คอเลสเตอรอลสวนเกินจากเซลลกลับไปท่ีตับในสัตวเหลานี้ จึงตองอาศัย receptor ตางๆท่ีตับในการจับกับ HDL โดยตรง 
คือ LDL receptor, LRP และ SR-BI แตในสัตวท่ีมีเอนไซม CETP ซึ่งรวมทั้งคนดวย การลําเลียงคอเลสเตอรอลสวนเกิน
จากเซลลกลับไปท่ีตับจะอาศัยเอนไซม CETP เปนหลัก บทบาทของ LRP และ SR-BI ในคนนั้น จึงไมคอยมคีวามสําคัญ
นัก 

เอนไซม CETP เปนเอนไซมท่ีสําคัญในเมตะบอลิสมของ HDL ของคน การขาดเอนไซมนี้สงผลใหการลําเลียง
คอเลสเตอรอลของ HDL ผิดปกติไป ทําให HDL คั่งในเลือดและระดับ HDL ในเลือดสูงขึ้น (10) การขาดเอนไซม CETP นี้
เปนสาเหตุท่ีพบไดบอยท่ีสุดของการมีระดับ HDL ในเลือดสูง (11) อยางไรก็ตาม การขาดเอนไซม CETP พบไดบอย
เฉพาะในแถบเอเชีย โดยเฉพาะอยางย่ิงชนชาติญี่ปุน แตพบไดนอยมากในคนผิวขาวหรือผิวดํา (12) 

การขาดเอนไซม CETP พบไดบอยในคนญี่ปุน ซึ่งสวนใหญเกิดจากการกลายพันธุของ CETP gene ท่ี intron 14 
ตรงตําแหนง splice site (Ivs14+1G>A หรือ c.1321+1 G>A) และท่ี exon 15 ซึ่งเปน missense mutation (p.Asn459Gly 
หรือ D442G) อยางไรก็ตาม ในคนญี่ปุนท่ีมีระดับ HDL สูง พบวา 36% มีการทํางานของเอนไซม CETP ปกติ (13) ซึ่ง
แสดงวาการมีระดับ HDL สูงนาจะเกิดจากสาเหตุอ่ืนรวมดวย 

นอกเหนือจากการขาด CETP แลว ระดับของ HDL ท่ีสูงขึ้น อาจเกิดจากสาเหตุทางพันธุกรรมอื่นๆ มีรายงาน
ประปรายวาการขาดเอนไซม hepatic lipase ทําใหระดับ HDL ในเลือดสูงได (14-17) hepatic lipase เปนเอนไซมท่ีสลาย
ไตรกลีเซอไรดและ phospholipid ใน HDL และเปนตัวกําหนดระดับ HDL ท่ีสําคัญอันหนึ่ง ในครอบครัวท่ีพบมีการขาด
เอนไซม hepatic lipase พบมีการเพ่ิมขึ้นของระดับ HDL (14-17) นอกจากนี้ ในสัตวทดลอง ยังพบวาเอนไซม endothelial 
lipase มีความสําคัญในการควบคุมระดับ HDL โดยหนูทดลองท่ีขาดเอนไซม endothelial lipase มีระดับ HDL สูงกวาปกติ 
(18,19) การศึกษาในคนผิวขาวท่ีมีระดับ HDL สูง พบมีกลายพันธุของ LIPG gene ท่ีสราง endothelial lipase (20)  

สําหรับในประเทศไทย ยังไมเคยมีการศึกษามากอนวาการท่ีมีระดับ HDL สูงในเลือด เกิดจากสาเหตุใด กลุม
ผูวิจัยเปนกลุมแรกท่ีไดศึกษาถึงสาเหตุของระดับ HDL ในเลือดสูงในคนไทย โดยวัดการทํางานของเอนไซม CETP และ 
hepatic lipase ในกลุมคนไขท่ีมีระดับ HDL สูงท่ีไมพบมีสาเหตุอ่ืนท่ีอธิบายไดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีมีระดับ HDL 
ปกติท่ีมีอายุและเพศใกลเคียงกัน (ในปจจุบัน ยังไมมีวิธีท่ีใชวัดการทํางานของเอนไซม endothelial lipase ในเลือดได) 
ผลการวิจัยพบวา ในกลุมคนไขท่ีมีระดับ HDL สูง มีการทํางานลดลงของทั้งเอนไซม CETP และ hepatic lipase เมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุมท่ีมีระดับ HDL ปกติอยางมีนัยสําคัญ (21) ซึ่งสาเหตุของการทํางานของเอนไซมนี้ลดลง นาจะ
เกิดจากความผดิปกติในรหัสพันธุกรรมของยีน CETP และ/หรือ LIPC ท่ีควบคุมการสรางเอนไซม CETP และ hepatic 
lipase ตามลําดับนั่นเอง  

ยีน CETP อยูบนโครโมโซมคูท่ี 16 ประกอบดวย 16 exons ท่ีสรางกรดอะมิโนท้ังส้ิน 476 กรดอะมิโน การ
เปล่ียนแปลงของรหัสพันธุกรรมท่ีพบในยีนนี้ ปจจุบัน พบอยางนอย 10 ตําแหนงในคนญี่ปุน (22) ในคนจีนและไตหวัน พบ
มีการกลายพันธุท่ีใกลเคียงกับในคนญี่ปุน (23-26) ในคนผิวขาวพบไดแตนอยมาก (12, 27-29) และในคนไทย ยังไมมี
การศึกษามากอน  



 8 

ยีน LIPC ท่ีสราง hepatic lipase อยูบนโครโมโซมคูท่ี 15 ประกอบดวย 9 exons มีรายงานการกลายพันธุ
ประปรายในหลายเชื้อชาติกวา 10 mutations โดยเกือบท้ังหมดพบเปน missense mutation (30-33)  

ยีน LIPG ท่ีสราง endothelial lipase อยูบนโครโมโซมคูท่ี 18 ประกอบดวย 10 exons การศึกษาทางพันธุกรรม 
มีเพียงการศึกษาเดียวท่ีทําในคนที่มีระดับ HDL-C สูงผิวขาวและผิวดํา (34) นอกนั้นเปนการศึกษา polymorphism ในคน
ปกติหรือคนท่ีมีโรคหัวใจ (35-37) 

มีการศึกษาการกลายพันธุของยีน CETP ท่ีพบไดบอยในคนญี่ปุนคือ D442G โดยมีการ express ในเซลล
เพาะเล้ียง ซึ่งพบวา D442G เปนสาเหตุใหการทํางานของเอนไซมลดลงจริง (38) 

การศึกษารหัสพันธุกรรมในสวนของ exon, exon-intron junction และ promoter ของยีน CETP, LIPC และ 
LIPG แบบ resequencing approach และทําการยืนยันการเปล่ียนแปลงหนาท่ีของความผิดปกติทางพันธุกรรมท่ีพบดวย 
expression studies จึงเปนการศึกษาตอเนื่องจากการศึกษาการทํางานของ CETP และ hepatic lipase ในคนไทย (21) 

ผูวิจัยคาดวาองคความรูใหมท่ีจะไดจากการศึกษานี้คือทราบถึงยีนท่ีมีผลตอระดับ HDL สูง ซึ่งยังไมเคยมี
การศึกษาอยางเปนระบบครบถวนมากอน รวมท้ังใหขอมูลในดานของ single nucleotide polymorphism ท่ีเปนระบบในคน
ไทย การศึกษาน้ีจะทําการยืนยัน pathogenicity ของความผิดปกติท่ีพบในระดับเซลลดวย องคความรูใหมจากการศึกษานี้
จะบอกถึงปจจัยท่ีมีผลตอระดับ HDL สูงและสามารถใชเปนเปาหมายในการศึกษาตอยอดเพ่ือคนหาวิธีปรับเปล่ียนระดับ 
HDL ดวยยาหรือสารท่ีมีผลตอโปรตีนเปาหมายใหมเหลานั้น โดยมีจุดหมายเพ่ือเพ่ิมระดับ HDL และลดการเกิดโรคหลอด
เลือดแดงแข็งในที่สุด 

 
2.  วัตถุประสงค 

1. เพ่ือศึกษาถึงการเปล่ียนแปลงของรหัสพันธุกรรมของยีนท่ีสรางโปรตีนท่ีมีความสําคัญตอการควบคุมระดับ 
HDL ในคนไทยที่มีระดับ HDL สูง 

2. เพ่ือยืนยันผลของการเปล่ียนแปลงของรหัสพันธุกรรมท่ีเกิดขึ้นโดยการศึกษาหนาท่ีดวย in vitro expression 
studies 
 
3.  ระเบียบวิธีการวิจัย 
ข้ันตอนและวิธีการเก็บขอมูลและตัวอยางจากผูถูกวิจัย 

ในการศึกษานี้ ใชตัวอยางเลือดของผูเขารวมโครงการวิจัยทุนรัชดาภิเษกสมโภช ซึ่งไดผานการพิจารณาจาก
คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมเรยีบรอยแลว และผูเขารวมวิจัยไดลงนามยินยอมใหมีการตรวจรหัสสารพันธุกรรมได  
 
จํานวน หรือขนาดตัวอยางท่ีใชศึกษา 

ผูมีระดับ HDL-cholesterol สูง (hyperalphalipoproteinemia หรือ HALP) 64 รายจากคลินิกผูปวยนอก 
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ โดยตองมีระดับ HDL-cholesterol ≥2.59 มิลลิโมล/ลิตร (100 มิลลิกรัม/เดซิลิตร) อยางนอย 2 
ครั้งโดยไมมีสาเหตุท่ีอธิบายได และไมไดใชยาท่ีมีผลตอระดับ HDL-cholesterol สวนกลุมควบคุม 113 รายมีระดับ HDL-
cholesterol ปกติ 
 
ข้ันตอนการวิจัยและวิธีการวิเคราะหขอมูล  
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เม็ดเลือดขาวของผูเขารวมวิจัยท้ังกลุมท่ีมีระดับ HDL สูงกวาหรือเทากับ 100 มก./ดล. และกลุมควบคุม ท่ีไดทํา
การเก็บไวแลวถูกนํามาสกัด DNA ดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรม DNA ของผูมีระดับ HDL สูง และของกลุมควบคุม จะถูกทํา
การเพ่ิมจํานวน DNA ดวยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยใช primers ในสวนของ exon, exon-intron 
junction และ promoter ของยีน CETP (16 exons), LIPC (10 exons) และ LIPG (9 exons) ท่ีสรางโปรตีน CETP, 
hepatic lipase และ endothelial lipase ตามลําดับ จากนั้น จะมีการตรวจสอบขนาด DNA วาถูกตองตามท่ีตองการดวยวิธี 
gel electrophoresis แลวจึงสง DNA ท่ีเพ่ิมจํานวนแลวไปตรวจสอบรหัสพันธุกรรมโดยวิธี direct sequencing ดวย 
automated DNA analyzer  

ในการตรวจสอบรหัสพันธุกรรมของยีน CETP, LIPC และ LIPG เมื่อพบการกลายพันธุท่ีผิดปกติ จะทําการ
เปรียบเทียบกับ database ท่ีมีอยู และศึกษาเพ่ิมเติมในผูท่ีมีระดับ HDL สูง และกลุมควบคุมท้ังหมด โดยใชวิธี PCR-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) หากพบการกลายพันธุใหม (new mutation) จะทําการยืนยัน
เปรียบเทียบกับโครโมโซมของคนปกติจํานวนอยางนอย 200 โครโมโซม  

เมื่อพบวามีการเปล่ียนลําดับกรดอะมิโนท่ีไมเคยมีการศึกษามากอน ไดมีการคาดการณวาการกลายพันธุท่ี
เกิดขึ้นทําใหการทํางานของโปรตีนเปล่ียนแปลงไปหรือไม โดยใชโปรแกรม PANTHER, PolyPhen-2 และ SNP3D  

ในการศึกษาการเปล่ียนแปลงของหนาท่ีในระดับเซลล (expression studies) จะใชวิธีมาตรฐานในการแสดงออก
ของยีนแบบชั่วคราว (transient expression) โดยมีการเตรียม full length DNA และ mutant DNA ท่ีมีการเปล่ียนแปลง
ลําดับเบสตามท่ีพบการกลายพันธุดวยวิธี site-directed mutagenesis และยืนยันดวยการทํา sequencing เพ่ือ clone เขา
ไปใน expression vector จากนั้น จะทําการ transfect เขาในเซลล การศึกษาการเปล่ียนแปลงของหนาท่ีในระดับเซลลจะ
ทําโดยการวัดการทํางานของโปรตีนในเซลลและใน media ท่ีเพาะเล้ียงเซลลเปรียบเทียบกันระหวาง DNA ปกติและ DNA 
ท่ีมีการกลายพันธุ ในกรณีท่ีพบการกลายพันธุในสวนของ promoter ใช vector ท่ีมี reporter gene และวัดการทํางานดวย 
reporter assay 

 
การวิเคราะหขอมูล (Data analysis) 

ขอมูลท่ีมีการกระจายตัวแบบปกติ (normal distribution)  แสดงผลโดยใช mean ± SD สวนขอมูลท่ีไมมีการ
กระจายตัวแบบปกติ แสดงผลโดยใช median (interquartile range) การทดสอบการกระจายตัววาเปนแบบปกติหรือไม ใช
การทดสอบดวย One-Sample Kolmogorov-Smirnov Testการเปรียบเทียบระหวางกลุมใช Chi square หรือ Student t 
test การวิเคราะหขอมูลดังกลาวใชโปรแกรมทางสถิติ SPSS  
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เน้ือหางานวิจัย 
 

ลักษณะพ้ืนฐานของประชากรที่ศึกษาท้ัง 2 กลุมแสดงในตารางที่ 1 พบวากลุมท่ีมีระดับ HDL-cholesterol สูง 
(HALP) มีระดับ total cholesterol สูงกวาและระดับ triglyceride ตํ่ากวาอยางมีนัยสําคัญ 
 
ตารางท่ี 1. ลักษณะพื้นฐานของประชากรที่ศึกษา 

 HALP Controls P value 

 (n=64) (n=113)  

อายุ (ป) 53.6  14.2 50.7  16.5 0.22 
สัดสวนเพศหญิง 91% 81% 0.08 
Total cholesterol (mg/dL) 245.7  42.1 200.0  42.2 <0.001 
Triglyceride (mg/dL) 66.8  31.7 99.1  53.3 <0.001 
HDL-cholesterol (mg/dL) 114.9  13.4 62.8  12.8 <0.001 
LDL-cholesterol (mg/dL) 116.6  39.1 117.9  37.4 0.83 

แสดงขอมูลเปน mean  SD หรือ %. HALP: hyperalphalipoproteinemia 
 

ตารางที่ 2 แสดงการเปล่ียนแปลงของรหัสพันธุกรรมท่ีพบนอยในยีนท่ีศึกษา ในยีน CETP พบการเปล่ียนแปลง 2 
ตําแหนง การเปล่ียนแปลงแรกเปน novel 4-bp deletion ใน exon 9 หรือ c.785-788delTCCC ซึ่งเคยรายงานโดย
คณะผูวิจัยมากอน (21) การเปล่ียนแปลงนี้ คาดวาทําใหเกิด frameshift mutation เกิดเปน premature stop codon 
หลังจากนั้น 31 กรดอะมิโน สวนการเปล่ียนแปลงที่ 2 เปน novel 5-bp duplication ใน exon 13 หรือ c.1226-
1230dupAGACT ซึ่งคาดวาทําใหเกิด frameshift mutation เกิดเปน premature stop codon หลังจากนั้น 6 กรดอะมิโน 
การเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมท้ัง 2 นี้คาดวาทําใหเกิดโปรตีนท่ีส้ันลงและขาดสวน C-terminus ซึ่งเปนสวนท่ีจับกับไขมัน  
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ตารางที่ 2. การเปลี่ยนแปลงของรหัสพันธุกรรมที่พบนอย (rare sequence variants) ในยีน CETP, LIPC และ LIPG  
Location Variant name Known or 

novel 
Predicted effect at the protein level No. of carrier 

 DNA level Protein level 
(common name) 

 PANTHER 
(subPSEC 

score) 

PolyPhen-2 SNP3D (SVM 
score) 

HALP 
(n=64) 

Controls 
(n=113) 

Gene: CETP         

Exon 9 c.785-788 
delTCCC 

p.Leu262ProfsX31 novel Frameshift with early truncation 1  0 

Exon 13 c.1226-1230 
dupAGACT 

p.Val411ArgfsX6 novel Frameshift with early truncation 1  0 

Promoter g.4989-5006 
delGGGCGGACAT

ACATATAC 

(-25_-42del 
GGGCGGACA 
TACATATAC) 

novel - - - 1 0 

 g.4982G>T (-49G>T) novel - - - 1 0 
 g.4961C>T (-70C>T) novel - - - 2 0 
 g.4659C>T (-372C>T) novel - - - 1 0 
Gene: LIPC         
Exon 3 c.421A>G p.Gly141Ser novel deleterious  

(-4.43) 
probably 
damaging 

deleterious    
(-1.58) 

1  0 

Exon 4 c.517G>A p.Val173Met Novel deleterious  
(-6.43) 

possibly 
damaging 

deleterious    
(-0.53) 

1 0 
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การเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมในสวนของ CETP promoter เคยมีรายงานวาสัมพันธกับภาวะ HDL สูง (39) ใน
การศึกษานี้ พบการเปล่ียนแปลงใน CETP promoter 4 ตําแหนง โดยเปน novel 18 bp deletion mutation 1 ตําแหนง 
สวนการเปล่ียนแปลงอีก 3 ตําแหนง เปน heterozygous novel point mutations ไดแก g.4982G>T (-49G>T), 
g.4961C>T (-70C>T), และ g.4659C>T (-372C>T) ซึ่งไมเคยมีรายงานมากอน 
 ในยีน LIPC พบการเปล่ียนแปลงที่พบนอย (rare variants) 2 ตําแหนงคือ p.Gly141Ser และ p.Val173Met จาก
การใชโปรแกรม 3 โปรแกรม (PANTHER, PolyPhen-2 และ SNP3D) ทํานายวาท้ัง p.Gly141Ser และ p.Val173Met ทํา
ใหโปรตีนทํางานไดลดลงดังตารางที่ 2 สําหรับในยีน LIPG ไมพบการเปล่ียนแปลงที่พบนอยหรือพบใหม      

การเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมท่ีพบบอย (common variants) พบ 3 ตําแหนงในยีน CETP คือ p.Val422Ile 
(I405V), p.Asp459Gly (D442G) และ g.4402C>A (-629C>A) ดังแสดงในตารางที่ 3 ในการศึกษานี้ พบวาพบ 
p.Asp459Gly ไดบอยกวาในกลุมท่ีมี HDL สูงอยางมีนัยสําคัญ (Odds ratio = 8.3, 95% CI 2.6 to 26.4, ตารางที่ 4).  
 
ตารางท่ี 3. การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมท่ีพบบอย (common sequence variants) ในยีน CETP, LIPC และ 
LIPG  

Variant name Allele frequencies Location 
DNA level Protein level   (common 

name) 
SNP 

Identifier 
HALP 
(n=64) 

Controls 
(n=113) 

P value 

Gene: CETP       

Exon 14 c.1264G>A p.Val422Ile (I405V) rs5882 0.430 0.447 0.824 

Exon 15 c.1376A>G p.Asp459Gly (D442G) rs2303790 0.133 0.018 <0.0001 
Promoter g.4402C>A (-629C>A) rs1800775 0.492 0.385 0.057 
Gene: LIPC       
Exon 3 c.283G>A p.Val95Met (V73M) rs6078 0.352 0.296 0.287 

Exon 5 c.644A>G p.Asn215Ser (N193S) rs6083 0.297 0.580 <0.0001 

Exon 7 c.1068C>A p.Phe356Leu (L334F) rs3829462 0.039 0.053 0.616 
Gene: LIPG       
Exon 3 c.332C>T p.Thr111Ile rs2000813 0.344 0.263 0.115 



ในยีน LIPC พบการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมท่ีพบบอย 3 ตําแหนง คือ p.Val95Met (V73M), p.Asn215Ser 
(N193S), และ p.Phe356Leu (L334F) และยีน LIPG พบ 1 ตําแหนงคือ p.Thr111Ile ความถ่ีท่ีพบในประชากรที่ศึกษาท้ัง 
/ กลุมไมแตกตางกัน ยกเวน p.Asn215Ser ท่ีพบไดนอยกวาในกลุม HDL สูง (ตารางที่ 3)  

เมื่อพิจารณาความถ่ีของการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมท่ีพบนอยในยีน CETP หรือ LIPC พบวาในกลุมท่ีมี HDL 
สูง พบได 5/64 (7.8%) เทียบกับ 0/113 (0%) ในกลุมควบคมุ (OR = ∞, P=0.0056, ตารางที่ 4) ในขณะท่ีความถ่ีของการ
เปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมท่ีพบบอยในยีนCETP, LIPC และ LIPG ไมแตกตางกันระหวางกลุม ยกเวน p.Asp459Gly 
(ตารางที่ 3 และ 4) Odds ratio ของการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมท่ีพบนอยในยีน CETP หรือ LIPC หรือ CETP 
p.Asp459Gly เทากับ 11.5 โดยมีคาความเชื่อมั่นท่ี 95% อยูในชวง 3.7 ถึง 35.7 (P<0.0001) 

 
ตารางท่ี 4. Carrier frequencies ของ sequence variants ในยีน CETP และ LIPC  
 HALP 

(n=64) 
Controls 
(n=113) 

P value 

Rare variants    

 - ≥1 CETP variants* 3 (4.7%) 0 0.046 

 - ≥1 LIPC variants 2 (3.1%) 0 0.129 

 - ≥1 CETP or LIPC variants 5 (7.8%) 0 0.0056 

Common variants    

 - ≥1 CETP p.Asp459Gly  15 (23.4%) 4 (3.5%) <0.0001 

 - ≥1 any CETP variants 56 (87.5%) 94 (83.2%) 0.518 

 - ≥1 any LIPC variants 51 (79.7%) 99 (87.6%) 0.193 

Rare and common variants    

- ≥1 rare variants or CETP p.Asp459Gly 19 (29.7%) 4 (3.6%) <0.0001 

 
* Individuals with novel point mutations in the CETP promoter were treated as controls   
 
Novel deletion mutation ใน CETP promoter และการศึกษาการเปลี่ยนแปลงในหนาท่ีระดับเซลล 

คนไข 1 ราย พบวามี  heterozygous 18 bp deletion mutation ในสวนของ CETP promoter ท่ีตําแหนง -25 ถึง 
-42 นับจาก transcription start site, -25_-42del GGGCGGACATACATATAC (รูปท่ี 3, GenBank accession number 
HM191724) ซึ่งไมพบในกลุมควบคุมท้ัง 113 ราย  เนื่องจากตําแหนง -26 ถึง -43 ของ CETP promoter เปนบริเวณท่ีมี
การจับ (binding sites) สําหรับ Sp1 transcription factor และ TATA box (รูปท่ี 3) ซึ่งมีรายงานวา Sp1 ทําหนาท่ีเปน
ตัวกระตุนการแสดงออกของยีน CETP ท่ีตําแหนง -37 ดังนั้น novel deletion mutation ท่ีพบในผูปวยรายนี้ นจะสงผลให
การแสดงออกของยีน CETP ลดลง จึงไดทําการทดลอง transfection experiments เพ่ือประเมิน transcriptional activity 
ในเซลล HepG2 
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ผูวิจัยไดทําการ clone 777-bp DNA fragment ในสวนของ CETP promoter ลงใน luciferase reporter vector 
และ transfect เขาในเซลล HepG2 สําหรับ18 bp deletion mutant ท่ีไดจากการทํา site-directed mutagenesis พบวา 
luciferase activity ใน cell lysates ลดลงเหลือเพียง 12% เมื่อเทียบกับ wild-type sequences (0.60 + 0.1 vs. 4.93 + 0.2, 
P <0.001, รูปท่ี 4) ผลการทดลองนี้บงวา novel 18 bp deletion mutation ท่ีพบใน CETP promoter มีความสัมพันธกับ
การลดลงของ transcriptional activity 
 
 

 
 
รูปท่ี 3 ลําดับการเรียงตัวของ nucleotide ในสวนของ CETP promoter และ novel deletion mutation ท่ีพบ 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 4 Luciferase activity ใน cell lysate  
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Novel missense mutation ใน LIPC และการศึกษาการเปลี่ยนแปลงในหนาท่ีระดับเซลล 
คนไข 1 ราย พบวามี  heterozygous missense mutation ใน LIPC คือ p.Gly141Ser ผลการทํานายการทํางาน

ของโปรตีน LIPC จากการใชโปรแกรม 3 โปรแกรม (PANTHER, PolyPhen-2 และ SNP3D) ทํานายวา p.Gly141Ser ทํา
ใหโปรตีนทํางานไดลดลง เพ่ือเปนการยืนยัน คณะผูวิจัยจึงได express wild-type และ mutant hepatic lipase ใน Vero 
cells โดย insert wild-type และ mutant hepatic lipase cDNA ใน pcDNA 3.1 expression vector และ trasfect เขาไปใน 
Vero cells โดยใช lipofectamine จากนั้น จึงวัด hepatic lipase activity ใน media และ cell lysate 

ผลการทดลอง พบวา cells ท่ี transfect ดวย mutant hepatic lipase cDNA มี hepatic lipase activity ลดลง 
โดยใน cell lysate พบวา activity ลดลงเหลือ 20% และใน media ลดลงเหลือ 6% เมื่อเทียบกับ cells ท่ี transfect ดวย 
wild-type hepatic lipase cDNA ดังรูปท่ี 5 
 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 5 Hepatic lipase activity ใน cell lysate และ ใน media  
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อภิปรายผล 
 

ภาวะ HDL สูงหรือ HALP เกิดไดจากสาเหตุตางๆท้ังทางพันธุกรรมและส่ิงแวดลอม ในการศึกษานี้ ไดทําการ
ถอดรหัสยีน 3 ยีนท่ีมีรายงานวาสัมพันธกับภาวะ HDL สูง ผลการศึกษาพบวาการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมท่ีพบนอย 
(rare variants) ในยีน CETP และ LIPC พบไดบอยในกลุมท่ีมี HDL สูงเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (7.8% vs. 0%) และการ
เปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมท่ีพบไดบอย (common variants) ของยีน CETP คือ p.Asp459Gly พบไดบอยในกลุม HDL 
สูงเชนเดียวกัน (23.4% vs. 3.5%) โดยรวมพบวา 29.7% ของคนไขท่ีมี HDL สูงมี ≥1 copy ของ rare variants ในยีน 
CETP หรือ LIPC หรือ ≥1 copy ของ common CETP p.Asp459Gly variant  

การศึกษาท่ีผานมาเกี่ยวกับบทบาททางพันธุกรรมของระดับไขมันในเลือดผิดปกติ ไดใชวิธีการถอดรหัส 
(resequencing approach) ซึ่งการศึกษาของ Cohen และคณะ แสดงวา rare nonsynonymous variants ของยีน ABCA1, 
APOA1 และ LCAT พบได 16% ในคนท่ีมีระดับ HDL ตํ่า (3) โดยที่สวนใหญของ rare variants เหลานี้ มีผลใหการทํางาน
ของโปรตีนลดลง (functionally deleterious) การศึกษาในคนไขท่ีมีระดับไทรกลีเซอไรดสูงมาก พบวาการเปล่ียนแปลงทาง
พันธุกรรมของยีน LPL และ APOC2 พบได 10% (5) และเมื่อรวมกับ APOA5 p.S19W common variant พบวา 41.8% 
ของคนไขท่ีมีระดับไทรกลีเซอไรดสูงมาก มี ≥1 copy ของ rare variants ในยีน LPL หรือ APOC2 หรือ ≥1 copy ของ 
common APOA5 variant แตพบเพียง 8.9% ในกลุมควบคุม (5) การศึกษาดังกลาวแสดงถึงบทบาทของทั้ง rare และ 
common variants ในการกําหนดระดับของไขมันในกระแสเลือดในประชากรที่ศึกษา  

ในการศึกษานี้ ไดเลือกยีน CETP, LIPC, และ LIPG เนื่องจากมีรายงานวามีบทบาทตอระดับ HDL ในเลือด 
(6,11,14,20) การศึกษาเดิมของคณะผูวิจัยไดแสดงวาการทํางานของ CETP และ hepatic lipase ในเลือดตํ่าลงในคนไขท่ี
มี HDL สูงเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (21) การศึกษานี้บงวายีน CETP และ LIPC มีความสัมพันธกับระดับ HDL สูงในคน
ไทย แตไมพบความสัมพันธของยีน LIPG กับระดับ HDL ในคนไทย ซึ่งแตกตางจากผลการศึกษาในคนผิวขาว (12,20) 

สําหรับ p.Asp459Gly variant นั้นพบไดบอยวามีความสัมพันธกับระดับ HDL สูงในคนเอเชีย การศึกษาในระดับ
เซลลบงวา p.Asp459Gly CETP mutant ถูกหล่ังออกมาจากเซลลไดนอยกวาและทําหนาท่ีไดดอยกวา wild-type protein 
(38) ในการศึกษานี้ ไดพบ rare variants ใหม 2 ตําแหนงท่ี exon 9 และ exon 13 ของยีน CETP ซึ่งพยากรณวาท้ังคูทํา
ใหเกิดโปรตีนท่ีส้ันลงที่ขาด C terminus นอกจากนี้ ยังพบ novel deletion mutation ท่ีผลการศึกษาระดับเซลลยืนยันวาทํา
ให transcriptional activity ลดลงดวย  

สําหรับยีน LIPC พบมี novel missense mutation 2 ตําแหนงคือ p.Gly141Ser และ p.Val173Met ซึ่งพยากรณ
ดวย software ท้ัง 3 แบบพบวานาจะมีผลทําใหการทํางานของโปรตีนเสียไป  

ในการศึกษานี้ พบวา p.Asn215Ser ของยีน LIPC พบไดนอยกวาในคนไขท่ีมี HDL สูง อยางไรก็ตาม การศึกษา
ขนาดใหญในคนผิวขาวพบวา p.Asn215Ser รวมท้ัง p.Val95Met และ p.Phe356Leu ไมมีควมสัมพันธกบัระดับ HDL 
ชัดเจน (40)  
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สรุป 
 

การศึกษานี้บงวาการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของยีน CETP และ LIPC พบไดถึง 1 ใน 3 ของคนไทยที่มี
ระดับ HDL สูง ซึ่งสนับสนุนแนวคิดท่ีวา rare alleles หลายๆตําแหนงท่ีมีผลมาก (large effect sizes) มีสวนเก่ียวของกับ
ระดับไขมันในเลือดท่ีผิดปกติ นอกจากนี้ยังบงวาบทบาททางพันธุกรรมของ HDL นั้นซับซอนและยังมียีนอีกจํานวนมากท่ี
เกี่ยวของกับระดับ HDL แตยังไมไดรับการคนพบ 
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