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บทคดัย่อ 
 

 มะเร็งตบัเป็นมะเร็งท่ีพบมากอนัดบัหา้ในประชากรโลกและเป็นอนัดบัส่ีของการตายจากโรคมะเร็ง 
มะเร็งตบัจะพบในเพศชายมากกว่าเพศหญิงสองถึงส่ีเท่า พบมากในประชากรในเอเชียและแอฟริกา สาเหตุท่ี
เพศชายเกิดมากกว่าเพศหญิงเพราะปัจจยัจากพฤติกรรมในชีวิตประจาํวนั และปัจจยัเส่ียงของมะเร็งเซลลต์บั
มีหลายปัจจยัเช่นการด่ืมสุรา/เคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์ การสูบบุหร่ี  GSTP1 เป็นเอ็นไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
กาํจดัสารพิษ เช่นสารก่อมะเร็ง  และความหลากหลายของยนี GSTP1 codon 105 ใน exon 5 และ codon 114 
ใน exon 6 จะทาํใหก้ารทาํงานของเอน็ไซมมี์ประสิทธิภาพนอ้ยลงซ่ึงเป็นสาเหตุการเกิดโรคมะเร็งชนิดต่างๆ 
การวิจยัน้ีจึงไดศึ้กษาหาความสัมพนัธ์ความหลากหลายของยนี GSTP1กบัผูป่้วยมะเร็งตบั และความเส่ียงต่อ
การเกิดโรคมะเร็งเซลลต์บั และหวงัว่างานวิจยัน้ีจะเป็นองคค์วามรู้เก่ียวกบัผลของความหลากหลายของยีน 
GSTP1ต่อผูป่้วยมะเร็งตบัชาวไทย 

คณะผูว้ิจยัไดศึ้กษาความหลากหลายของยีน GSTP1 ของผูป่้วยมะเร็งตบัชาวไทยจาํนวน 52 ราย 
และกลุ่มคนปกติ 62 ราย โดยใชเ้ทคนิค PCR-RFLP  และหาความสัมพนัธ์ระหว่างความหลากหลายของยีน 
GSTP1 exon 5 และ exon 6 กบักลุ่มผูป่้วย กลุ่มคนปกติ กบัพยาธิสภาพของผูป่้วย พบว่าความหลากหลาย
ของยีน  GSTP1 exon 6 (C/T) เก่ี ยวข้องกับความเส่ียงในการเกิดโรคมะเร็งตับ  (OR value =  4.40) 
นอกจากนั้นยงัพบว่ามีความสัมพนัธ์กบัเพศของผูป่้วย (P = 0.015) ในขณะท่ีไม่พบความสัมพนัธ์ระหว่าง
ความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 5 กบัพยาธิสภาพของผูป่้วยแต่อยา่งใด  

ผลการวิจยัสรุปไดว้่าเฉพาะความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 6 เป็นปัจจยัเส่ียงต่อการเป็นมะเร็ง
ตบัของชาวไทยในผูป่้วยเพศชายและมีแนวโน้มท่ีจะสัมพนัธ์กบัความรุนแรงของโรค และไม่พบว่าความ
หลากหลายของยนี GSTP1 exon 5 สมัพนัธ์กบัความเส่ียงต่อการเป็นมะเร็งตบั 
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Abstract 
 
 Liver cancer is the fifth most common malignancy and the fourth leading cause of cancer-related 
deaths worldwide. Liver cancer cases are two to four times more common in males than in females, and 
the highest incidences are found in Asia and Sub-Saharan Africa.  This gender disparity is the result of 
different behavioral risk factors, such as smoking and drinking alcohol.  GSTP1 is an enzyme that is 
involved in the detoxification of carcinogenic electrophiles. GSTP1 codon 105 in exon 5 and codon 114 in 
exon 6 polymorphisms result in decreased enzyme detoxification activity, which is the cause of many 
cancers.  This study aims to investigate the associations between GSTP1 polymorphism, liver cancer 
patients, and the risk factors for liver cancer. It is hoped that this research will provide useful knowledge 
on the effects of genetic GSTP1 polymorphism in Thai liver cancer patients. 

DNA from forty-four Thai liver cancer patients and 52 healthy controls were analyzed for GSTP1 
exon 5 and exon 6 polymorphisms by PCR-RFLP. The associations between GSTP1 polymorphism, the 
control group, and clinicopathological parameters were determined. The results show that GSTP1 exon 6 
polymorphism genotypes ( C/ T)  were correlated with an increased risk of hepatocellular carcinoma 
susceptibility (OR value = 4.40). Moreover, exon 6 polymorphism genotypes (C/T) were associated with 
the gender of patients (P = 0.015), but no relationships were found between GSTP1 exon 5 polymorphism 
and the clinicopathological data of patients.  

The results suggest that the GSTP1 exon 6 polymorphism genotype was associated with an 
increase in the risk of liver cancer in male patients and that it tended to be related to cancer differentiation. 
No association was found between GSTP1 exon 5 polymorphism and the risk of liver cancer. 
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 บทท่ี 1 
บทนํา 

 
 

ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 
 

มะเร็งตบั (liver cancer) เป็นมะเร็งท่ีพบมากเป็นอนัดบัหา้ของโรคมะเร็งท่ีพบในประชากรโลก ในปี 2018 
คาดว่าจะมีผูป่้วยมะเร็งตบัรายใหม่ ประมาณ  840,000 ราย และมีผูป่้วยมะเร็งตบัเสียชีวิตประมาณ 695,900  ราย 
สาํหรับประเทศไทย ในเพศชายมะเร็งตบัพบสูงเป็นอนัดบัหน่ึงมีอตัราการเกิด 33.9/100,000 ของประชากร และพบ
บ่อยเป็นอนัดบัสามในเพศหญิง 12.9/100,000 ของประชากร การวินิจฉัยโรคและการพยากรณ์โรคมะเร็งตบัใน
ปัจจุบนัยงัคงไม่ดีเท่าท่ีควร ทาํใหอ้ตัราการรอดชีวิตของผูป่้วยหลงัการผา่ตดั (5 year survival) ตํ่า  

สาเหตุและปัจจยัเส่ียงของมะเร็งตบัมีหลายสาเหตุเช่น การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี และชนิดซี  การป่วย
เป็นโรคตบัแข็ง การด่ืมสุรา/เคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล ์ การรับประทานอาหารท่ีมีเช้ือราชนิด Aspergillus flavus และ 
Aspergillus parasiticus ท่ีผลิตสารอะฟลาทอกซิ น (aflatoxin) ท่ีปนเป้ือนในอาหาร การไดรั้บสารพิษจาการทาํงาน 
การสูบบุหร่ีและปัจจยัทางพนัธุกรรมกพ็บเป็นปัจจยัเส่ียงในการเกิดโรคมะเร็งตบั ปัจจยัทางพนัธุกรรมน้ีมีกลุ่มยนีท่ี
สําคญัท่ีศึกษากนัมากคือ Carcinogen metabolism genes ซ่ึงเป็นกลุ่มยีนท่ีสร้างเอ็นไซมท่ี์ทาํให้สารพิษหรือสารท่ี
ร่างกายไม่ต้องการให้กลายเป็นสารท่ีมีพิษน้อยลง ยีนกลุ่มน้ีแบ่งเป็น  2 ประเภทคือ Phase I enzyme ได้แก่ 
CYP1A1, CYP2D6 ซ่ึงจะทาํปฏิกิริยากบัสารแปลกปลอมต่างๆ  Phase II enzyme ไดแ้ก่ Glutathione S-transferase 
ซ่ึงช่วยใหส้ารพิษละลายนํ้าไดม้ากข้ึนและถูกขบัออกจากร่างกายได ้

GSTP1 อยู่บนโครโมโซมคู่ท่ี 11 มีความหลากหลายของยีนตรง Codon ท่ี 105 บน exon 5 และ Codon ท่ี 
114 exon 6 ของยีนน้ี คือ บน exon 5  มีการเปล่ียนจากเบส G เป็นเบส A ซ่ึงเป็นตาํแหน่ง active site ของเอ็นไซม ์
ทาํให้เกิดการเปล่ียนกรดอะมิโนจาก Isolucine เป็น Valine และ exon 6 เปล่ียนจาก Alanine เป็น Valine ซ่ึงมีผลทาํ
ใหก้ารเร่งปฏิกิริยาของเอน็ไซมล์ดลง  

 ในการหาความหลากหลายของยีน GSTP1 มกัใช้เทคนิค PCR-RFLP และหาความสัมพนัธ์ของความ
หลากหลายของยนีกบัมะเร็งชนิดต่างๆมีการศึกษากนัมากข้ึนโดยเฉพาะประเทศตะวนัตก แต่สาํหรับประเทศไทยมี
การศึกษาอยูบ่า้งแต่ยงัไม่มากนกั ผูว้ิจยัมุ่งศึกษาหาความสัมพนัธ์ของความหลากหลายของยีนน้ีกบัมะเร็งตบั ของ
ผูป่้วยชาวไทยและกลุ่มคนปกติเพื่อเป็นพื้นฐานความรู้ใหศึ้กษาความสาํคญัของยนีเหล่าน้ี 
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วตัถุประสงค์ของการวจิัย 
1. เพื่อศึกษาความถ่ีของความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 5 และ exon 6 ในผูป่้วยมะเร็งตบัและ

กลุ่มคนปกติ 
2. หาความเส่ียงของการเกิดโรคมะเร็งตบัจากของความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 5 และ 

exon 6   ในผูป่้วยมะเร็งตบัและกลุ่มคนปกติ 
3. หาความสัมพนัธ์ระหว่างของความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 5 และ exon 6 กับพยาธิ

สภาพของผูป่้วยมะเร็งตบั เช่น อายุ, ขนาดของกอ้นมะเร็ง, อตัราการอยู่รอดและระดบัความรุนแรงของ
โรคมะเร็งตบั 

 
สมมติฐานของการวจิัย 

1. ความถ่ีของความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 5 และ exon 6 มีความสัมพนัธ์กบัความเส่ียง
ของการเกิดโรคมะเร็งตบัในผูป่้วยมะเร็งตบัและกลุ่มคนปกติ 

2. ความถ่ีของความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 5 และ exon 6 มีความสัมพนัธ์กบัพยาธิสภาพ
ของผูป่้วยโรคมะเร็งตบั 

3. ความถ่ีของความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 5 และ exon 6 มีความสัมพนัธ์กบัอตัราการอยู่
รอดของผูป่้วยโรคมะเร็งตบั 

 
ขอบเขตของการวจิัย 

เป็นการศึกษาทางระบาดวิทยาของความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 5 และ exon 6 ในผูป่้วย
มะเร็งตบัชาวไทยจากสถาบนัมะเร็งแห่งชาติจาํนวนประมาณ 100 คน และหาความสัมพนัธ์ระหว่างความ
หลากหลายของยีน  GSTP1 exon 5 และ 6 กับพยาธิสภาพของผูป่้วยมะเร็งตับได้แก่ อายุ, ขนาดของ
กอ้นมะเร็ง, อตัราการอยูร่อดของผูป่้วย และระยะของโรคมะเร็ง  

 
ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

ประเมินบทบาทความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 5 และ exon 6  ท่ีนาํไปสู่ความเช่ือมโยงกบั
อตัราการอยูร่อดผูป่้วยและพยาธิสภาพของผูป่้วยมะเร็งตบั ซ่ึงจะมีผลต่อการประเมินการรักษาและ การให้
คาํปรึกษาทางพนัธุศาสตร์ต่อผูท่ี้เป็นมะเร็งตบั 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวจิยัทีเ่ก่ียวข้อง 

 
 
ทบทวนเอกสารวรรณกรรมทางวชิาการ 
 

มะเร็งตบัเป็นมะเร็งท่ีพบมากเป็นอนัดบัหา้ของโรคมะเร็งท่ีพบในประชากรโลก (1) ในปี 2018 คาด
วา่จะมีผูป่้วยมะเร็งตบัรายใหม่ ประมาณ  840,000 ราย (2)  สาํหรับประเทศไทยพบอุบติัการณ์ของมะเร็งตบั
อยูใ่นอนัดบัหน่ึงของโรคมะเร็งท่ีพบทั้งหมด (3)  ในเพศชายมะเร็งตบัพบสูงเป็นอนัดบัหน่ึงมีอตัราการเกิด 
33.9/100,000 ของประชากร และพบบ่อยเป็นอนัดบัสามในเพศหญิง 12.9/100,000 ของประชากร อยา่งไรก็
ตามการวินิจฉัยโรคและการพยากรณ์โรคมะเร็งตบัในปัจจุบนัยงัคงไม่ดีเท่าท่ีควร คาดกนัว่าอตัราการรอด
ชีวิตของผูป่้วยหลงัการผา่ตดั (5 year survival) อยูท่ี่ประมาณ 26-44 % อาจเน่ืองมาจากผูป่้วยจะทราบว่าเป็น
มะเร็งก็ต่อเม่ือโรคมะเร็งเขา้สู่ระยะลุกลามไปแลว้  การตรวจหา DNA marker สาํหรับผูป่้วยมะเร็งตบัจึงเป็น
ส่ิงจาํเป็นสาํหรับการพยากรณ์โรคและการดาํเนินไปของโรค  (1)   
 

สาเหตุและปัจจยัเส่ียงของมะเร็งตบัเช่น การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี และชนิดซี  การป่วยเป็นโรค
ตบัแข็ง การด่ืมสุรา/เคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์  การรับประทานอาหารท่ีมีเช้ือราชนิด Aspergillus flavus และ 
Aspergillus parasiticus ท่ีผลิตสารอ ะฟลาทอกซิ น(aflatoxin) ท่ีปนเป้ือนในอาหาร เช่น ถัว่ลิสงป่น พริกป่น 
ธัญพืชท่ีเปียกช้ืน การไดรั้บสารพิษจาการทาํงานเช่นสาร vinyl chloride monomer การสูบบุหร่ีก็พบเป็น
ปัจจยัเส่ียงในการเกิดโรคมะเร็งตบั(4, 5)  
 ยนี Glutathione S-transferase 

กลุ่มยีน ท่ี มีการศึกษากันมากกลุ่มหน่ึงคือ  ยีน ท่ีสร้างเอนไซม์เก่ียวข้องกับกระบวนการ 
biotransformation ซ่ึงเป็นกระบวนการทางเคมีในส่ิงมีชีวิตท่ีจะเปล่ียนคุณสมบติัการละลายของสารท่ีมีพิษ
ต่อร่างกายหรือสารท่ีร่างกายไม่ตอ้งการให้กลายเป็นสารท่ีมีพิษนอ้ยลงและมีความสามารถในการละลายได้
ดีข้ึนจึงขบัออกจากร่างกายได ้โดยปรกติเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบักระบวนการ Biotransformation จะแบ่งเป็น 
2 ประเภทใหญ่ๆ คือ phase I enzyme ได้แก่ Cytochrome P450 enzyme และ phase II enzyme ซ่ึงได้แก่ 
เอ็นไซม์ glutathione S-transferase ซ่ึงเป็นกลุ่มของเอนไซม์ท่ีมีหลายชนิด โดยธรรมชาติแลว้ทาํหน้าท่ีใน
การทาํลายสารท่ีทาํให้เกิดพิษ เช่น สารตวักลางท่ีเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิสม, สารอนุมูลอิสระ, ยา
ต่างๆ หรือสารก่อมะเร็งชนิดต่างๆ โดยการเช่ือมต่อสารดงักล่าวกับสาร glutathione แลว้ขบัท้ิงออกจาก
ร่างกาย ยนีท่ีทาํหนา้ท่ีในการสร้างเอนไซมคื์อ glutathione S-transferase (GSTs) กลุ่มน้ี (6, 7) 
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กลุ่มของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอ็นไซม ์Glutathione S-transferase (glutathione S-transferase gene 
family) ในขณะท่ีพบว่ามีทั้งส้ิน 16 ยีนท่ีควบคุมการสร้าง glutathione S-transferase ในส่วนไซโตพลาสซึม
ของเน้ือเยื่อ และมี 6 ยีน ท่ีควบคุมการสร้างในส่วนเมมเบรน (8) ในท่ีน้ีจะกล่าวถึงเฉพาะยีนควบคุมการ
สร้าง glutathione S-transferase ในส่วนไซโตพลาสซึมของเน้ือเยื่อ ซ่ึงในมนุษยพ์บว่าแบ่งเป็น 8 คลาส
ใหญ่ๆ (9) ไดแ้ก่ 
1. คลาส Alpha อยูบ่น chromosome คู่ท่ี 6 (6p) แบ่งเป็น A1-A4 
2. คลาส Mu อยูบ่น chromosome คู่ท่ี 1 (1p) แบ่งเป็น M1-M5 
3. คลาส Theta อยูบ่น chromosome คู่ท่ี 22 (22q) แบ่งเป็น T1 และ T2 
4. คลาส Pi อยูบ่น chromosome คู่ท่ี 11(11q) แบ่งเป็น P1 
5. คลาส Zeta อยูบ่น chromosome คู่ท่ี 14 (14q) แบ่งเป็น Z1 
6. คลาส Sigma อยูบ่น chromosome คู่ท่ี 4 (4q)  
7. คลาส Kappa ยงัไม่ทราบตาํแหน่งแน่ชดั แต่พบว่าอาจควบคุมการสร้างเอน็ไซมท่ี์มีอยูใ่นไมโตคอน
เดรีย ไดแ้ก่ K1 
8. คลาส Chi หรือ Omega อยูบ่น chromosome คู่ท่ี 10 (10q) แบ่งเป็น O1 และ O2 
 

ความหลากหลายของยนี (Genetic Polymorphism) ) หมายถึง การเปล่ียนแปลงลาํดบันิว คลีโอไทด ์ 
ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยกบัการกลายพนัธ์ุของยีน (Gene mutation) แตกต่างกนัตรงท่ี Polymorphism สามารถพบ
ได้อย่างตํ่ า  1%ของคนปกติ  ส่ วนใหญ่ของ  Polymorphism มักจะมีลักษณะเป็น  single nucleotide 
polymorphism หรือท่ีเรียกว่า SNPs  SNPs ท่ี เป็น  homozygote จะมีลักษณะเป็น  biallelic polymorphism 
marker  คือมี polymorphism ในทั้งสองอลัลีลของโครโมโซม พบว่าความถ่ีในการเกิด SNPs จะสูง โดยจะ
พบการเกิด SNPs ไดใ้นทุกๆ 300 bps ในปัจจุบนัพบวา่การเกิด polymorphism ในยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัเมตาบอลิ
ซึม อาจมีผลต่อการกาํจดัสารพิษได ้ดงัเช่นท่ีพบในยนีท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์Glutathione S-transferase 

glutathione S-transferase ชนิด P1(GSTP1) อยูบ่นโครโมโซมคู่ท่ี 11q13 มีความหลากหลายของยีน
ตรง Codon ท่ี 105 บน exon 5 และ Codon ท่ี 114 บน exon 6 ของยนีน้ี ทาํใหเ้กิดการเปล่ียนกรดอะมิโนซ่ึงมี
ผลทําให้การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ลดลง (10) พบว่าความหลากหลายของยีนตรง Codon ท่ี 105 มี
ความสัมพันธ์กับความเส่ียงต่อผู ้ป่วยมะเร็งลําไส้  (11) และความหลากหลายตรง Codon ท่ี  114  มี
ความสมัพนัธ์กบัความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งปอด (12) 

สําหรับการศึกษาผลกระทบของยีนน้ีกับโรคมะเร็งต่างๆในประเทศไทยยงัมีไม่มากนัก เช่น มี
การศึกษาผลของความหลากหลายของยีน GSTP1 กบัมะเร็งเม็ดเลือดขาวในเด็กพบว่ายีนน้ียงัไม่มีความ
เก่ียวขอ้งกบัการเกิดมะเร็งชนิดน้ี (13)  การหาความสมัพนัธ์ของความหลากหลายของยนีกบัมะเร็งชนิดต่างๆ
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มีการศึกษากนัมากข้ึนโดยเฉพาะประเทศตะวนัตก แต่สาํหรับประเทศไทยมีการศึกษาอยูบ่า้งแต่ยงัไม่มากนกั 
ผูว้ิจยัมุ่งศึกษาหาความสัมพนัธ์ของความแปรผนัของจาํนวนชุดดีเอน็เอของยนีทั้งสองชนิดกบัมะเร็งตบัของ
ผูป่้วยชาวไทยเพื่อเป็นพื้นฐานความรู้ใหศึ้กษาความสาํคญัของยนีเหล่าน้ี 
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บทท่ี 3 
ระเบียบวธีิวจิยั 

 
 
การเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอ   
 

ใชบ้ล็อกช้ินเน้ือฝังพาราฟินของผูป่้วยมะเร็งตบัของสถาบนัมะเร็งแห่งชาติ ระหว่างปี พ. ศ. 2555-
2558 จาํนวน 100 ราย  

โดยคาํนวรจากสูตรของ Taro Yamane 
n  =                   N    
                       1+N(e)2                                                                 
n  =        จาํนวนกลุ่มตวัอยา่ง 
N =       จาํนวนประชากรทั้งหมด (ผูป่้วยมะเร็งตบัตั้งแต่ปี 2555-2558)   
e = ความคลาดเคล่ือน (0.1) 
  แทนค่า   n  =        1232    
                                                                  1+1232(0.1)2 
จาํนวนกลุ่มตวัอยา่ง =   93 
โดยตดับล็อกช้ินเน้ือฝังพาราฟินมีความหนา ขนาด 10 ไมครอน จาํนวน 2 ช้ิน มาสกัดดีเอ็นเอ 

พร้อมเก็บขอ้มูลทางพยาธิสภาพของผูป่้วยคือ อาย,ุ ขนาดของกอ้นมะเร็ง, ระดบัความรุนแรงของโรคมะเร็ง
และอตัราการอยู่รอดของผูป่้วย การรักษาด้วยยาเคมีโดยขอ้มูลทั้ งหมดของผูป่้วยผูว้ิจัยจะต้องปิดเป็น
ความลบัและใชต้วัอยา่งดีเอ็นของกลุ่มคนปกติจาํนวน 100 ราย (ประมาณ 200 นาโนกรัม/ 15  ไมโครลิตร) 
ซ่ึงเป็นตวัอยา่งดีเอน็ท่ีเหลือจากโครงการ “ความหลากหลายของยีน VEGF และ EGF กบัความเส่ียงต่อการ
เกิดโรคมะเร็งตบั”ใบจริยธรรมเลขท่ี 046/2554 

 
การทาํ PCR-RFLP สําหรับยนี GSTP1 

ความผดิปรกติจากการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดข์องยนีน้ีจะใชเ้ทคนิค PCR และตดัผลิตภณัฑ์
ของ PCR ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะเพื่อดูการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด ์

ดีเอ็นเอเร่ิมตน้(Primer) สําหรับการทาํ PCR ของยีน GSTP1 exon 5 คือ 5’-GGC TCT ATG GGA 
AGG ACC AGC-3’ และ (5’-AAG GGG TCA GCC CAA GCC A-3’) มีผลิตภณัฑข์อง PCR ขนาด 206 bp 
ทาํ PCR ด้วยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอซ่ึงมีขั้นตอนคือกาํหนดอุณหภูมิ 94oC เวลา 5 นาที, หลงัจากนั้ น
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โปรแกรมเคร่ืองกาํหนด 30 รอบการทาํ PCR ดงัน้ี 94 oC เวลา 5 วินาที, 60oC เวลา 5 วินาที, 72oC เวลา 15 
วินาทีและสุดทา้ย 72oC เวลา 7 นาทีเม่ือไดผ้ลิตภณัฑข์อง PCR แลว้นาํไปแยกดีเอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้าเสร็จ
แลว้ยอ้มดว้ยสียอ้ม fluorodye เพื่อดูผลิตภณัฑข์อง PCR ขนาด 205 bp ภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเลต หลงัจาก
นั้นนาํผลิตภณัฑ์ของ PCR ไปตดัดว้ยเอ็นไซม ์BsmA1  และนาํไปแยกดีเอ็นเอดว้ยกระแสไฟฟ้ายอ้มดว้ยสี
ยอ้ม fluorodye เพื่อดูช้ินดีเอน็เอขนาดต่างๆภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเลต โดยจะมีช้ินดีเอน็เอ 3 แบบหลงัการ
ตดัดว้ยเอน็ไซมคื์อถา้ตวัอยา่งมีนิวคลีโอไทดป์รกติจะมีช้ินดีเอน็เอขนาด 205 bp ช้ินเดียว แต่ถา้นิวคลีโอไทด์
ของตวัอยา่งมีการเปล่ียนจาก A เป็นเบส G แบบ heterozygous ก็จะสามารถถูกตดัไดด้ว้ยเอ็นไซมโ์ดยจะมี
ช้ินดีเอน็เอ 3 ช้ินขนาด 206 bp, 120 bp และ 86 bp  แต่ถา้นิวคลีโอไทด์ของตวัอยา่งมีการเปล่ียนจาก A เป็น
เบส G แบบ homozygous จะมีช้ินดีเอน็เอ 2 ช้ินขนาด 120 bp และ 86 bp 

ดีเอ็นเอเร่ิมตน้(Primer) สําหรับการทาํ PCR ของยีน GSTP1 exon 6 (15)  คือ 5’ GCA GAG GAG 
AAT CTG GGA CTC T 3’ และ  5’GGC  TCA CAC CTG TGT CCA TCT G 3’ มีผลิตภัณฑ์ของ PCR 
ขนาด 224 bp ทาํ PCR ดว้ยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอซ่ึงมีขั้นตอนคือกาํหนดอุณหภูมิ 94oC เวลา 5 นาที, 
หลงัจากนั้นโปรแกรมเคร่ืองกาํหนด 30 รอบการทาํ PCR ดงัน้ี 94 oC เวลา 30 วินาที, 67oC เวลา 30 วินาที, 
72oC เวลา 30 วินาทีและสุดทา้ย 72oC เวลา 7 นาทีเม่ือไดผ้ลิตภณัฑ์ของ PCR แลว้นําไปแยกดีเอ็นเอด้วย
กระแสไฟฟ้าเสร็จแลว้ยอ้มดว้ยสียอ้ม fluorodye เพื่อดูผลิตภณัฑข์อง PCR ขนาด 280 bp ภายใตแ้สงอลัตร้า
ไวโอเลต  หลังจากนั้ นนําผลิตภัณฑ์ของ PCR ไปตัดด้วยเอ็นไซม์ Aci1  และนําไปแยกดีเอ็นเอด้วย
กระแสไฟฟ้ายอ้มดว้ยสียอ้ม fluorodye เพื่อดูช้ินดีเอน็เอขนาดต่างๆภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเลต โดยจะมีช้ินดี
เอน็เอ 3 แบบหลงัการตดัดว้ยเอน็ไซมคื์อถา้ตวัอยา่งมีนิวคลีโอไทด์ปกติจะมีช้ินดีเอน็เอ 2 ช้ิน ขนาด ขนาด 
170 bp และ 110 bp แต่ถา้นิวคลีโอไทด์ของตวัอยา่งมีการเปล่ียนเป็นแบบ mutant ก็จะไม่สามารถถูกตดัได้
ด้วยเอ็นไซม์โดยจะมีช้ินดีเอ็นเอขนาด ขนาด 280 bp ถ้าเป็น heterozygous ก็จะสามารถถูกตัดได้ด้วย
เอน็ไซมโ์ดยจะมีช้ินดีเอน็เอ 3 ช้ินขนาด 280 , 170 bp และ 110 bp 
 
การวเิคราะห์ข้อมูล 

เป็นการศึกษาทางระบาดวิทยาของความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 5 และ exon 6 ผูป่้วย
มะเร็งตบัชาวไทยจากสถาบนัมะเร็งแห่งชาติ ใช ้logistic regression analysis คาํนวณค่า Odds ratio และ 95% 
confident interval ระหว่างกลุ่มผูป่้วยมะเร็งตับและกลุ่มคนปกติ และหาความสัมพันธ์ระหว่างความ
หลากหลายของยีนกบัพยาธิสภาพของผูป่้วยมะเร็งตบั ไดแ้ก่ อายุ, ขนาดของกอ้นมะเร็ง, โดยใชส้ถิติ chi-
square test และหาความสัมพนัธ์ระหว่างความหลากหลายของยีนกบัอตัราการอยูร่อดของผูป่้วยและระดบั
ความรุนแรงของโรคมะเร็งผูป่้วยโดยใช้สถิติ Kaplan-Meier survival ในการวิเคราะห์ขอ้มูล โดยมีค่า P-
value นอ้ยกวา่ 0.05 จึงจะถือวา่มีความสมัพนัธ์กนัอยา่งมีนยัสาํคญั 
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บทท่ี 4 
ผลการวจิยั 

 
4.1 การทํา PCR ของยนี GSTP1 exon 5 และ exon 6 

 การเพิ่มปริมาณของยนี GSTP1 exon 5 โดยการทาํ PCR จากดีเอน็เอของตวัอยา่งผูป่้วยมะเร็งตบัและ
ตรวจสอบดีเอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้าเสร็จแลว้ยอ้มดว้ยสาร fluorodye จะไดผ้ลผลิตขนาด 206 bp ดงัรูปท่ี 1 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี1 แสดงผลผลิต PCR ของ GSTP1 exon 5 ของตวัอยา่งผูป่้วยมะเร็งตบัหมายเลข 1, 3, 8, 9 และ 10  
บน 2.0% agarose gel และยอ้มดว้ย fluorodye เลน M  คือ100 bp marker 

 
 
 
 
 

                M         1        3          8        9       10    

 

206 bp 
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 การเพิ่มปริมาณของยนี GSTP1 exon 6 โดยการทาํ PCR จากดีเอน็เอของตวัอยา่งผูป่้วยมะเร็งตบัและ
ตรวจสอบดีเอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้าเสร็จแลว้ยอ้มดว้ยสาร fluorodye จะไดผ้ลผลิตขนาด 280 bp ดงัรูปท่ี 2 

 
 
 
 
 

  

 

 

 

 

รูปท่ี2 แสดงผลผลิต PCR ของ GSTP1 exon 6 ของตวัอยา่งผูป่้วยมะเร็งตบัหมายเลข 1, 3, 8, 9 และ 10  
บน 2.0% agarose gel และยอ้มดว้ย fluorodye เลน M  คือ100 bp marker 
 

 

 

 

 

                M         1        3          8        9       10 

280 bp 
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4.2 การทํา PCR-RFLP ของยนี GSTP1  

ความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 5 โดยวิธี PCR-RFLP โดยหลงัการทาํ PCR จนได้ผลผลิต
ขนาด 206 bp แลว้จึงนาํมาตดัดว้ยเอ็นไซม์ BsmA1ผลท่ีไดจ้ะข้ึนอยู่กบัความหลากหลายของยีน GSTP1ท่ี
ตาํแหน่งโคดอน 105 ดงัรูปท่ี 3 และสรุปผลการทดลองของทั้งตวัอยา่งผูป่้วยมะเร็งตบัและตวัอยา่งคนปรกติ
ไดไ้ดด้งัตารางท่ี 1 และ 2 
 

 
 
 
 

             
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี3 แสดงผลผลิต PCR-RFLP ของ GSTP1 exon 5 ในผูป่้วยมะเร็งตบั  
 

หมายเหตุ M คือ 100  base  pair marker 
25  คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 25 และ มี polymorphism เป็น A/A 
39  คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 39 และ มี polymorphism เป็น A/G 
40  คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 40 และ มี polymorphism เป็น A/G 

141 คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 141 และ มี polymorphism เป็น A/A 
143 คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 143 และ มี polymorphism เป็น A/A 
144 คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 144 และ มี polymorphism เป็น A/A 
145 คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 145 และ มี polymorphism เป็น A/A 
146 คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 146 และ มี polymorphism เป็น A/G 

 
 

             M          24     25       39       40      141     143      144     145    146                             

206 bp 
120 bp 
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ความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 6 โดยวิธี PCR-RFLP โดยหลงัการทาํ PCR จนได้ผลผลิต
ขนาด 280 bp แลว้จึงนาํมาตดัดว้ยเอ็นไซม์ BsmA1ผลท่ีไดจ้ะข้ึนอยู่กบัความหลากหลายของยีน GSTP1ท่ี
ตาํแหน่งโคดอน 114 ดงัรูปท่ี 4 และสรุปผลการทดลองของทั้งตวัอยา่งผูป่้วยมะเร็งตบัและตวัอยา่งคนปรกติ
ไดไ้ดด้งัตารางท่ี 3 และ 4 

 
 
 

 
 

รูปท่ี4 แสดงผลผลิต PCR-RFLP ของ GSTP1 exon 6 ในผูป่้วยมะเร็งตบั  
 

หมายเหตุ M คือ 100  base  pair maker 
1  คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 1   และ มี polymorphism เป็น C/T 
3  คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 3   และ มี polymorphism เป็น C/T 
8  คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 8   และ มี polymorphism เป็น C/T 
9  คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 9   และ มี polymorphism เป็น C/T 
10 คือ ผูป่้วยมะเร็งตบั หมายเลข 10 และ มี polymorphism เป็น C/T 

 
 
 
 
 

              M            1           3            8           9           10 

280 bp 

110 bp 
170 bp 
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ตาราง 1  ผลสรุปการทาํ  PCR-RFLP ของ GSTP1 exon 5 ในตวัอยา่งผูป่้วยมะเร็งตบั (n= 52) 

 

Sample 
PCR-RFLP 

result 
Sample 

PCR-RFLP 
result 

T1 A/A T29 - 

T2 A/A T30 - 

T3 A/A T31 - 

T4 A/A T32 - 

T5 G/A T33 A/A 

T6 G/A T34 A/A 

T7 A/A T35 A/A 

T8 A/A T36 A/A 

T9 A/A T37 A/A 

T10 A/A T38 A/A 

T11 A/A T39 A/A 

T12 A/A T40 A/A 

T13 A/A T41 A/A 

T14 A/A T42 A/A 

T15 A/A T43 A/A 

T16 A/A T44 G/A 

T17 A/A T45 G/A 

T18 A/A T46 A/A 

T19 - T47 G/A 

T20 - T48 - 

T21 - T49 - 

T22 - T50 A/A 

T23 - T51 G/A 

T24 - T52 G/A 

T25 -   

T26 -   

T27 -   

T28 -   
  
 Remark: Wild type (A/A), Heterozygous (G/A) , - = Not detected 
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ตาราง 2  ผลสรุปการทาํ  PCR-RFLP ของ GSTP1 exon 5 ในตวัอยา่งกลุ่มคนปกติ (n= 62) 

Sample 
PCR-RFLP 

result 
Sample 

PCR-RFLP 
result 

C1 G/A C33 G/A 
C2 A/A C34 G/A 

C3 A/A C35 A/A 

C4 A/A C36 A/A 

C5 A/A C37 A/A 

C6 A/A C38 G/A 

C7 A/A C39 A/A 

C8 A/A C40 A/A 

C9 G/A C41 G/A 

C10 A/A C42 G/A 

C11 A/A C43 A/A 

C12 G/A C44 A/A 

C13 A/A C45 A/A 

C14 A/A C46 A/A 

C15 A/A C47 G/A 

C16 A/A C48 A/A 

C17 A/A C49 G/A 

C18 A/A C50 A/A 

C19 - C51 A/A 

C20 - C52 G/A 

C21 - C53 G/A 

C22 - C54 A/A 

C23 - C55 A/A 

C24 - C56 G/A 

C25 - C57 G/A 

C26 - C58 A/A 

C27 - C59 A/A 

C28 - C60 A/A 

C29 G/A C61 A/A 

C30 A/A C62 A/A 

C31 G/A   
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C32 G/A   

ตาราง 3  ผลสรุปการทาํ  PCR-RFLP ของ GSTP1 exon 6 ในตวัอยา่งผูป่้วยมะเร็งตบั (n= 52) 

 

Sample 
PCR-RFLP 

result 
Sample 

PCR-RFLP 
result 

T1 C/T T29 C/C 

T2 - T30 C/C 

T3 - T31 C/C 

T4 - T32 C/C 

T5 - T33 C/T 

T6 - T34 C/T 

T7 C/T T35 C/T 

T8 C/T T36 C/T 

T9 C/T T37 C/T 

T10 C/T T38 C/T 

T11 C/T T39 C/T 

T12 C/C T40 C/T 

T13 C/T T41 C/T 

T14 C/T T42 C/T 

T15 C/T T43 C/T 

T16 C/T T44 C/T 

T17 C/T T45 C/T 

T18 C/T T46 C/T 

T19 C/T T47 C/T 

T20 C/T T48 C/T 

T21 C/T T49 C/T 

T22 C/C T50 C/T 

T23 C/C T51 C/T 

T24 C/C T52 C/C 

T25 C/C   

T26 C/C   

T27 C/C   

T28 C/C   
 Remark: Wild type (C/C), Heterozygous (C/T) , - = Not detected 
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ตาราง 4  ผลสรุปการทาํ  PCR-RFLP ของ GSTP1 exon 6 ในตวัอยา่งกลุ่มคนปกติ (n= 62) 

Sample PCR-RFLP result Sample PCR-RFLP result 

C1 - C33 C/C 

C2 - C34 C/C 

C3 - C35 C/C 

C4 - C36 C/C 

C5 - C37 C/C 

C6 - C38 C/C 

C7 C/C C39 C/C 

C8 - C40 C/C 

C9 C/C C41 C/C 

C10 - C42 C/C 

C11 - C43 C/C 

C12 - C44 C/C 

C13 C/C C45 C/C 

C14 C/C C46 C/C 

C15 - C47 C/C 

C16 - C48 C/C 

C17 C/C C49 C/C 

C18 - C50 C/C 

C19 C/C C51 C/C 

C20 C/C C52 C/C 

C21 C/C C53 C/C 

C22 C/C C54 C/C 

C23 C/C C55 C/C 

C24 C/C C56 C/C 

C25 C/C C57 C/C 

C26 C/C C58 C/C 

C27 C/C C59 C/C 

C28 C/C C60 C/C 

C29 C/C C61 C/C 

C30 C/C C62 C/C 

C31 C/C   
C32 C/C   
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การวเิคราะห์ข้อมูล 
 
การหาความสัมพนัธ์ระหว่างความหลากหลายของยนี GSTP1 ในกลุ่มผู้ป่วยและกลุ่มคนปกติ 

โดยใชส้ถิติ Chi-Square Test จากตารางท่ี 5 พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัระหวา่งกลุ่มผูป่้วยและกลุ่ม
คนปกติ (ค่า P >0.05) จากค่าความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 5 แต่พบความสัมพนัธ์ระหว่างค่าความ
หลากหลายของยีน GSTP1 exon 6 กบักลุ่มผูป่้วยและกลุ่มคนปกติ (ค่า P = 0.000)  เม่ือหาค่าความสัมพนัธ์
จากค่า Odds ratio ก็พบว่าความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 6 เป็นปัจจยัเส่ียงต่อการเป็นมะเร็งตบั (OR 
=4.4) ดว้ย 
 
ตารางท่ี 5 แสดงค่าความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 5 และ exon 6 ของผูป่้วยและกลุ่มคนปกติ 
 
 

                                                         
                             EXON5                                          EXON6 

                                                        
                            GSTP1 status           Control                 HCC                          Control                HCC 

 
         Wild type             35 (67.3%)            29 (80.6%)                 49 (100%)            10 (22.7%)   
 
          Mutant             17 (32.7%)             7 (19.4%)                   0 (0.0%)              34 (77.3%) 

 
           Total                          52                       36                            49                        44 

 
      Odds ratio,                      0.50 (0.18-1.36)                                     4.40 (2.55-7.59)                                      
       (95%CI) 
 
        P-Value                                  0.170                                                     0.000* 
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การหาความสัมพนัธ์ระหว่างความหลากหลายของยนี GSTP1 กับพยาธิสภาพของผู้ป่วยมะเร็งตับ 
หาความสมัพนัธ์ระหวา่งความแปรผนัของจาํนวนชุดดีเอน็เอของยนีกบัพยาธิสภาพของผูป่้วยมะเร็ง

ตบั  ไดแ้ก่ อายุ, ขนาดของกอ้นมะเร็ง, โดยใชส้ถิติ chi-square test และหาความสัมพนัธ์ระหว่างความแปร
ผนัของจาํนวนชุดดีเอน็เอของยนีและอตัราการอยูร่อดของผูป่้วยโดยใชส้ถิติ Kaplan-Meier Survival ในการ
วิเคราะห์ขอ้มูล โดยมีค่า P-value นอ้ยกวา่ 0.05 จึงจะถือวา่มีความสมัพนัธ์กนัอยา่งมีนยัสาํคญั  

 

ตารางท่ี 6 แสดงขอ้มูลประวติัผูป่้วยมะเร็งตบั 
 

 
sample Gender Age Histological

Tumor 
Size 

Survival 
(weeks) 

T1 M 68 PD 3.3 94.4 

T2 M 55 MD 5 201.9 

T3 M 58 MD 16.5 38.9 

T4 M 55 PD 8.7 185.4 

T5 M 71 MD 12.5 67.3 

T6 F 34 MD 5.6 29.0 

T7 M 47 MD 17 39.3 

T8 M 74 MD 3 184.1 

T9 M 61 WD 2.8 164.6 

T10 M 31 MD 8.5 161.3 

T11 F 44 MD 18 33.3 

T12 F 37 WD 10.3 149.7 

T13 M 64 MD 12.5 186.0 

T14 M 57 MD 2 245.1 

T15 F 50 MD 15.1 60.6 

T16 F 50 MD 4.3 121.0 

T17 M 57 MD 11 119.9 

T18 M 37 MD 3 93.7 

T19 M 53 WD 2.8 165.6 

T20 M 43 PD 15.7 49.9 

T21 M 58 MD 3.2 86.4 

T22 F 53 unknown   87.4 

T23 F 57 MD 3.4 84.7 

T24 F 54 MD 1.3 79.0 

T25 76.6 

T26 M 51 MD 3.1 75.7 

T27 M 51 WD 14 71.6 
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T28 F 69 WD 1.5 46.9 

T29 M 57 MD 3.5 48.0 

T30 M   3 Alive 
T31 M 79 MD 3.5 Alive 
T32 M 53 MD 3 Alive 
T33 M 39 unknown 9 102.86 
T34 F 54 unknown 6 18.86 
T35 M 39 unknown 9 102.86 
T36 M 57 MD 11 108.2014 

T37 M 47 MD 4 
T38 M 43 MD 11 1.29 

T39 F 39 MD 10 100.2014 

T40 M 51 unknown 6 9.14 

T41 M 63 unknown 6 >115.28 

T42 M 57 unknown 15 14 
T43 M 33 unknown 5 21.71 

T44 M 55 unknown 6 23.14 

T45 M 64 unknown 7.5 >85.71 

T46 M 38 unknown 20 9.2014 

T47 M 62 unknown 5 >84.71 

T48 F 59 unknown 3 >85.42 

T49 M 55 unknown 10 >42.14 

T50 M 47 unknown 15 15.71 

T51 M 75 unknown 7 58.43 

T52 M 42 PD 7 >300.42 
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การหาความสัมพนัธ์ระหว่างความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 5 และ exon 6 กบัพยาธิสภาพ

ดา้นต่างๆของผูป่้วยมะเร็งตบัโดยใชส้ถิติ Chi-Square Test ในการวิเคราะห์ขอ้มูลจากผูป่้วยโดยใชข้อ้มูลจาก
ตารางท่ี 6 เป็นการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างผูป่้วยทุกราย โดยค่า P-value นอ้ยกว่า 0.05 จึงจะถือว่ามี
ความสัมพนัธ์กนัอยา่งมีนยัสาํคญั จากผลการหาความสัมพนัธ์พบวา่ความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 5 
ของผูป่้วยไม่มีความสัมพนัธ์อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติกบัพยาธิสภาพดา้นต่างๆของผูป่้วย (ค่า P >0.05) ดงั
แสดงในตารางท่ี 7 ในขณะท่ีพบความสมัพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 6 กบัผูป่้วยเพศ
ชาย (ค่า P= 0.15)  ดงัแสดงในตารางท่ี 8 

 
ตารางท่ี 7 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 5 กบัพยาธิสภาพของผูป่้วยมะเร็ง
ตบั 
                             

 
 

Parameter 

GSTP1 status  
P-value 

 

Wild type 
A/A 
 n(%) 

Mutant 
A/G  
n(%) 

 
Stage 

   
  0.356 

I+II 18 (78)  2 (8)  

III  2 (8)  1 (4)  
Tumor size    0.566 

<3         4 (13) 0 (0)  
>3         25 (69)  7 (18)  

Differentiation   0.485 
WD 2 (9)  0 (0)  
MD 
PD 

16 (68.5)
  2 (9) 

 2 (9) 
    1 (4.5) 

 

Sex   1.000 
F 6 (17)   1 (2)  
M 23 (64)      6 (17)  

Age   0.674 
<50 13 (36)   2 (6)  
>50 16 (44)      5 (14)  
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ตารางท่ี 8 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 6 กบัพยาธิสภาพของผูป่้วยมะเร็ง
ตบั 
 
 

 
 

Parameter 

GSTP1 status  
P-value 

*significant 

Wild type 
C/C 

n(%) 

Mutant 
C/T  
n(%) 

 
Stage 

   
  0.574 

I+II 7 (25)    17 (61)  

III   2 (7) 2 (7)  
Tumor size    0.624 

<3          2 (5)  5 (12)  
>3         7 (16) 29 (67)  

Differentiation   0.070 
WD 3 (11)   1 (4)  
MD 
PD 

 4 (16) 
  2 (8) 

  16 (53) 
   2 (8) 

 

Sex     0.015* 
F 6 (14)     6 (14)  
M  4 (9)    28 (63)  

Age   0.452 
<50 2 (5)    13 (30)  
>50   8 (18)    21 (47)  

 

 
 
การหาความสัมพนัธ์ระหว่างระหว่างความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 5 และ exon 6 กบัอตัรา

การอยู่รอดของผูป่้วยโดยใช้สถิติ Kaplan-Meier Survival โดยใช้ขอ้มูลจากตารางท่ี 6  พบว่ายีน GSTP1 
exon 5  มีค่า P-value 0.091 และ GSTP1 exon 6  มีค่า P-value  0.833 จึงถือว่าไม่มีความสัมพันธ์ของยีน 
GSTP1 กบัอตัราการอยูร่อดของผูป่้วยดงัแสดงในรูปท่ี 5  และ 6 

 
 

 
 
 



21 

 

 
 
 

รูปท่ี 5 แสดงหาความสมัพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 5 กบัอตัราการอยูร่อดของ
ผูป่้วยโดยใชส้ถิติ Kaplan-Meier Survival 
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รูปท่ี 6 แสดงหาความสมัพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 5 กบัอตัราการอยูร่อดของ

ผูป่้วยโดยใชส้ถิติ Kaplan-Meier Survival 
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บทท่ี 5 
สรุป อภปิรายและข้อเสนอแนะ 

 
 
สรุป อภิปรายและข้อเสนอแนะ 
 

เอนไซม์ Glutathione S-transferase (GSTs) เป็นเอนไซม์ท่ี เก่ียวข้องกับเมตาบอลิซึมทางด้าน 
Biotransformation มีบทบาทสําคญัในกระบวนการกาํจดัสารพิษและปกป้องเซลลจ์ากอนุพนัธ์ของสารก่อ
มะเร็ง หลงัจากคอนจูเกตแลว้จะทาํให้ไดส้ารท่ีมีพิษนอ้ยลงและละลายนํ้ าไดดี้ข้ึนจึงถูกขบัออกจากร่างกาย
ไดง่้าย และการเกิดความหลากหลายของยีน GSTP1 มีผลกระทบต่อการทาํงานของเอน็ไซม ์Glutathione S-
transferase ทาํใหเ้ซลลถู์กทาํลายจากสารพิษต่างๆได ้(14)  

ในการศึกษาท่ีผา่นมาพบว่าความหลากหลายของยนี GSTP exon 5 มีผลทาํให้เกิดความเส่ียงต่อการ
เป็นโรคมะเร็งตบั(15, 16) แต่ในการศึกษาคร้ังน้ีไม่พบความแตกต่างระหวา่งความหลากหลายของยนี GSTP 
exon 5 กั บ ผู ้ ป่ ว ย ท่ี เป็ น  wild type genotype Ile105/Ile105 แ ล ะผู ้ ป่ ว ย แ บ บ  heterozygous genotype 
Ile105/Val105 (P = 0.170) โดยมีค่าความเส่ียง OR = 0.05 แต่กลบัพบว่าความหลากหลายของยีน GSTP 
exon 6 แบบ wild type genotype (Ala114/Ala114)และผูป่้วยแบบ heterozygous genotype Ala114/Val114 
(P = 0.00) มีผลทาํให้เกิดความเส่ียงต่อการเป็นโรคมะเร็งตบั (OR = 4.40)  จากการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์
ระหว่าง ความหลากหลายของยีน GSTP และพยาธิสภาพดา้นต่างๆของผูป่้วยมะเร็งตบัผลการศึกษาพบว่า 
ยนี GSTP exon 6 แบบ heterozygous genotype Ala114/Val114 มีความสัมพนัธ์อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติกบั
เพศของผูป่้วย (P = 0.015) โดยเฉพาะเพศชายท่ีมีความถ่ีในการพบความหลากหลายของยีน GSTP exon 6 
แบบ heterozygous genotype สูงกวา่เพศหญิงมาก (เพศชาย 63%, เพศหญิง 14%)     

โดยทัว่ไปผูช้ายมกัจะมีความเส่ียงต่อการเกิดเป็นตบัแขง็ ไขมนัพอกตบั และมะเร็งตบัมากกว่าเพศ
หญิงเพราะว่าเพศหญิงจะมีฮอร์โมนเอสโตรเจนท่ีจะสามารถช่วยลดภาวะการอกัเสบของตบัได ้(17, 18) ทาํ
ให้พบอัตราการเกิดของโรคมะเร็งตับในเพศชายมากกว่าเพศหญิง 2-4 เท่า ซ่ึงสาเหตุมาจากการใช้
ชีวิตประจาํวนัเช่น การด่ืมเหลา้ และสูบบุหร่ี ซ่ึงพฤติกรรมดงักล่าวมีในเพศชายมากกว่าเพศหญิงมาก (19, 
20) และทาํใหเ้น้ือเยือ่ตบัและดีเอน็เอถูกทาํลายจากภาวะ oxidative stress และการอกัเสบ เป็นท่ีทราบกนัดีอยู่
แลว้ว่า oxidative stress เก่ียวขอ้งกบัการเกิดมะเร็งตบั เพราะขบวนการoxidation น้ีเกิดข้ึนเม่ือร่างกายไดรั้บ
สารพิษต่างๆและก่อให้เกิด reactive oxygen species (ROS) ซ่ึงเอ็นไซม์ Glutathione S-transferase (GSTs) 
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โดยเฉพาะ  GSTP1 จะทําหน้าท่ีช่วยกําจัด  ROS ออกจากร่างกาย โดยมีงานวิจัยก่อนหน้าน้ีพบว่ามี
ความสัมพันธ์ระหว่าง GSTP1 และค่า oxidative stress โดยถ้ามีการแสดงออกของยีน GSTP1 ลดลงจะ
ส่งเสริมใหเ้กิดค่า oxidative stress เพิ่มมากข้ึนและทาํใหมี้ความเส่ียงต่อการเป็นมะเร็งตบัมากข้ึนดว้ย (21) 

งานวิจยัท่ีศึกษาความสมัพนัธ์ระหว่างความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 6 กบัความเส่ียงต่อการ
เกิดมะเร็งชนิดต่างๆยงัมีค่อนขา้งจาํกดั ซ่ึงมีเพียงบางงานวิจยัท่ีพบว่าความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 
6 เส่ียงต่อการเกิดมะเร็งปอด (22) ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีจึงเป็นรายงานแรกท่ีเสนอผลของความหลากหลาย
ของยีน GSTP1 exon 6 มีความเก่ียวขอ้งกบัการเพิ่มความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งตบัและความรุนแรงของโรค 
(cancer differentiation)  

ผลงานวิจยัสรุปไดว้่า ความหลากหลายของยนี GSTP1 exon 6 มีความสัมพนัธ์กบัความเส่ียงต่อการ
เกิดมะเร็งตบัและ มีความสมัพนัธ์กบัผูป่้วยมะเร็งตบัเพศชายและมีแนวโนม้ท่ีจะสมัพนัธ์กบัความรุนแรงของ
โรค แต่ไม่พบความสัมพนัธ์ระหว่างความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 5 กับพยาธิสภาพของผูป่้วย
มะเร็งตบัและความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งตบั  

ในการศึกษาในอนาคตควรมีการทดสอบ GSTP1 enzyme activity โดยใช ้mammalian cell line เพื่อ
บอกไดว้่าการเกิดความหลากหลายของยีน GSTP1 exon 6 มีผลต่อการทาํงานของเอนไซมแ์ละเป็นสาเหตุ
ของการเกิดมะเร็งตบัหรือไม่  
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Abstract
Introduction: Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth 
most common malignancy and the fourth leading cause of 
cancer-related deaths worldwide. HCC cases are two to four 
times more common in males than in females, and the high-
est incidence is found in Asia and Sub-Saharan Africa. This 
gender disparity is the result of different behavioral risk fac-
tors, such as smoking and drinking alcohol. Glutathione  
S-Transferase P1 (GSTP1) is an enzyme that is involved in the 
detoxification of carcinogenic electrophiles. GSTP1 codon 
105 in exon 5 and codon 114 in exon 6 polymorphisms result 
in decreased enzyme detoxification activity, which is the 
cause of many cancers. Objectives: This study aims to inves-
tigate the associations between GSTP1 polymorphism, HCC 
patients, and the risk factors for HCC. It is hoped that this re-
search will provide useful knowledge on the effects of ge-
netic GSTP1 polymorphism in Thai HCC patients. Methods: 
DNA from 44 Thai HCC patients and 52 healthy controls was 
analyzed for GSTP1 exon 5 and exon 6 polymorphisms by 

PCR-RFLP. The associations between GSTP1 polymorphism, 
the control group, and clinicopathological parameters were 
determined. Results: The results show that GSTP1 exon 6 
polymorphism genotypes (C/T) were correlated with an in-
creased risk of HCC susceptibility (OR = 4.40). Moreover, 
exon 6 polymorphism genotypes (C/T) were associated with 
the gender of patients (p = 0.015), but no relationships were 
found between GSTP1 exon 5 polymorphism and the clini-
copathological data of patients. Conclusions: The results 
suggest that the GSTP1 exon 6 polymorphism genotype was 
associated with an increase in the risk of HCC in male pa-
tients and that it tended to be related to cancer differentia-
tion. No association was found between GSTP1 exon 5 poly-
morphism and the risk of HCC. © 2020 S. Karger AG, Basel

Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most 
common malignancy in the world and the fourth leading 
cause of cancer-related deaths worldwide [1]. The risk 
factors for HCC include chronic hepatitis virus infec-
tions, cirrhosis, alcohol, nonalcoholic fatty liver disease, 
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smoking, and consuming food contaminated with afla-
toxin [2, 3]. HCC is two to four times more likely to be 
found in males than females, and the highest incidence is 
found in Asia and Sub-Saharan Africa [4, 5]. In Thailand, 
HCC is the leading cause of cancer in males, and the third 
leading cause of cancer in females [6]. This gender dispar-
ity is the result of differences in behavioral risk factors, 
such as smoking and drinking alcohol [7].

Glutathione S-Transferase P1 (GSTP1) is an enzyme 
located on chromosome 11q13 that is involved in the de-
toxification of carcinogenic electrophiles. Research 
showed that GSTP1 genetic polymorphism results in de-
creased enzyme detoxification activity, which is the cause 
of many cancers. Prior studies also found that the poly-
morphism at codon 105 in exon 5 results in a substitution 
of isoleucine for valine [8], and codon 114 in exon 6 
causes the substitution of alanine for valine [9]. The 
GSTP1 polymorphism at codon 105 may be associated 
with susceptibility to breast cancer [10], and codon 114 
may be associated with lung cancer [11]. In Thailand, re-
cent research showed that GSTP1 polymorphism was re-
lated to cancer progression in breast cancer patients [12].

PCR-RFLP was used to analyze the genetic polymor-
phism of GSTP1 in Thai HCC patients and to investigate 
the association between GSTP1 polymorphism and the 
clinicopathological parameters of HCC patients. The risk 
factors were determined by applying binary logistic re-
gression to compare the frequencies of GSTP1 polymor-
phism in the control group and the patients. The survival 
status was determined using the Kaplan-Meier survival 
curve. Statistical significance was set at p ≤ 0.05. It is 
hoped that this research will provide useful knowledge on 
the effects of genetic GSTP1 polymorphism in Thai HCC 
patients.

Materials and Methods

Sample Collection and DNA Isolation
Forty-four HCC DNA samples were extracted from formalin-

fixed, paraffin-embedded tissues obtained from the National Can-
cer Institute of Thailand. The DNA was collected using the High 
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics, Germa-
ny) from the peripheral blood of 52 healthy control subjects who 
had no history of cancer.

Analysis of the GSTP1 Polymorphism by PCR-RFLP
Gene polymorphisms in GSTP1 exon 5 and exon 6 (rs1695:313 

A > G, and rs1138272:341C > T) were analyzed using PCR-RFLP. 
For GSTP1 exon 5, the 206-bp amplicon fragment was amplified 
using forward primer (5′-GGC TCT ATG GGA AGG ACC AGC-
3′) and reverse primer (5′-AAG GGG TCA GCC CAA GCC A-3′) 
in a final volume of 25 μL, consisting of 1.5 mm MgCl2, 0.3 mm of 

each dNTPs, 0.2 μm of each primer, 2.5 U Taq DNA polymerase 
(PL1202; Vivantis Technologies Sdn. Bhd., Selangor Darul Ehsan, 
Malaysia) in PCR buffer containing 500 mm KCl, 100 mm Tris-
HCl (pH 9.1) and 0.1% Triton™ X-100, and DNA template 100 ng. 
The thermal cycling conditions were initial denaturation at 94°C 
for 2 min, followed by 35 cycles of amplification as follows: a de-
naturing step at 94°C for 5 s, a primer annealing step at 60°C for  
5 s, then an extension step at 72°C for 15 s, and a final extension 
step was done at 72°C for 5 min. For GSTP1 exon 6, the 280-bp 
amplicon fragment was amplified using forward primer (5′-GCA 
GAG GAG AAT CTG GGA CTC T-3′) and reverse primer (5′-
GGC TCA CAC CTG TGT CCA TCT G-3′) in a final volume of 
25 μL, consisting of 1.5 mm MgCl2, 0.3 mm of each dNTPs, 0.2 μm 
of each primer, 2.5 U Taq DNA polymerase (PL1202; Vivantis 
Technologies Sdn. Bhd., Selangor Darul Ehsan, Malaysia) in PCR 
buffer containing 500 mm KCl, 100 mm Tris-HCl (pH 9.1) and 
0.1% Triton™ X-100, and DNA template 100 ng. The thermal cy-
cling conditions were initial denaturation at 95°C for 2 min, fol-
lowed by 35 cycles of amplification as follows: a denaturing step at 
95°C for 30 s, a primer annealing step at 67°C for 30 s, then an 
extension step at 72°C for 30 s, and a final extension step was done 
at 72°C for 5 min.

The amplicon polymorphism fragments of GSTP1 exon 5 and 
exon 6 were analyzed by digesting with BsmAI (R0529; New Eng-
land Biolabs, Ipswich, MA, USA) and AciI (R0551; New England 
Biolabs, Ipswich, MA, USA), respectively. For GSTP1 exon 5 poly-
morphism, homozygous A/A (wild type) individuals had a single 
fragment length of 206 bp, heterozygous A/G individuals had 
three fragments of 206, 120, and 86 bp and homozygous G/G in-
dividuals had two fragments of 120 and 86 bp. For GSTP1 exon 6 
polymorphism, homozygous C/C (wild type) individuals had two 
fragments of 170 and 110 bp, heterozygous C/T individuals had 
three fragments of 280, 170, and 110 bp, and homozygous T/T 
individuals had a single fragment of 280 bp. All the PCR-RFLP 
reaction products were analyzed using 2% agarose gel electropho-
resis.

Statistical Analysis
The GSTP1 genotype frequencies of the control group and pa-

tients were compared using the χ2 test. The association between the 
control genotype and the disease was evaluated using binary logis-
tic regression. The relationship between the clinicopathological 
parameters of the patients and the GSTP1 polymorphism was de-
termined using the χ2 test. Survival status was determined using 
the Kaplan-Meier survival method and the log-rank test. A p value 
lower than 0.05 was considered statistically significant.

Results

The Relationship between the GSTP1 Polymorphism 
Frequencies of the Control Group and the Patients
The GSTP1 genetic polymorphism was analyzed using 

the PCR-RFLP technique. The overall mutant exon 5 
(A/G) and exon 6 (C/T) frequencies of the control sam-
ples were 32.7 and 0.00%, respectively, and those of the 
patients were 19.4 and 77.3%, respectively. After analysis 
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using the χ2 test, there were no differences between the 
control group and the patients in GSTP1 exon 5 (p ≥ 
0.05), but the data showed a statistical difference in GSTP1 
exon 6 (p = 0.00).

Only GSTP1 exon 6 polymorphism (C/T) was shown 
to be associated with a high risk of hepatocellular carci-
nogenesis (OR = 4.40). While the GSTP1 exon 5 polymor-
phism (A/G) was not related to the risk factors for HCC 
(OR = 0.50), the data are summarized in Table 1.

Statistical Analysis of GSTP1 Frequencies and the 
Clinicopathological Parameters of the Patients
The relationship between the clinicopathological pa-

rameters of the HCC patients and GSTP1 polymorphisms 
was observed, as shown in Tables 2 and 3. The GSTP1 
exon 5 genotype showed no significant difference in stage, 
size of tumor, differentiation, gender, and the patients’ 
age at diagnosis (p > 0.05). Recently, the GSTP1 exon 6 
genotype was found to be correlated with male patients 
(p = 0.015), and it tended to be associated with cancer dif-
ferentiation (p = 0.070).

GSTP1 status Exon 5 Exon 6

control HCC control HCC

Wild type 35 (67.3%) 29 (80.6%) 49 (100%) 10 (22.7%)
Mutant 17 (32.7%) 7 (19.4%) 0 (0.0%) 34 (77.3%)

Total 52 36 49 44

Odds ratio (95% CI) 0.50 (0.18–1.36) 4.40 (2.55–7.59)

p value 0.170 0.000*

* Significant.

Table 1. GSTP1 polymorphism status in 
hepatocellular carcinoma (HCC) patients 
and the control group

Table 2. GSTP1 Exon 5 polymorphism status and clinicopatho-
logical parameters of hepatocellular carcinoma patients

Parameter GSTP1 status p value

wild-type A/A, 
n (%)

mutant A/G, 
n (%)

Stage 0.356
I + II 18 (78) 2 (8)
III 2 (8) 1 (4)

Tumor size 0.566
≤3 cm 4 (13) 0 (0)
>3 cm 25 (69) 7 (18)

Differentiation 0.485
WD 2 (9) 0 (0)
MD 16 (68.5) 2 (9)
PD 2 (9) 1 (4.5)

Sex 1.000
Female 6 (17) 1 (2)
Male 23 (64) 6 (17)

Age 0.674
≤50 years 13 (36) 2 (6)
>50 years 16 (44) 5 (14)

WD, well differentiated; MD, moderately differentiated; PD, 
poorly differentiated.

Table 3. GSTP1 Exon 6 polymorphism status and clinicopatho-
logical parameters of hepatocellular carcinoma patients

Parameter GSTP1 status p value*

wild-type C/C, 
n (%)

mutant C/T, 
n (%)

Stage 0.574
I + II 7 (25) 17 (61)
III 2 (7) 2 (7)

Tumor size 0.624
≤3 cm 2 (5) 5 (12)
>3 cm 7 (16) 29 (67)

Differentiation 0.070
WD 3 (11) 1 (4)
MD 4 (16) 16 (53)
PD 2 (8) 2 (8)

Sex 0.015*
Female 6 (14) 6 (14)
Male 4 (9) 28 (63)

Age 0.452
≤50 years 2 (5) 13 (30)
>50 years 8 (18) 21 (47)

WD, well differentiated; MD, moderately differentiated; PD, 
poorly differentiated. * Significant.
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Survival of Patients with GSTP1 Polymorphisms
The survival analysis showed that there was no asso-

ciation between GSTP1 polymorphism and patient sur-
vival (Fig. 1 and 2, p = 0.091 and 0.833, respectively).

Discussion/Conclusion

The GSTP1 gene was involved in the detoxification of 
carcinogenic electrophiles and genetic polymorphism led 
to a loss of enzyme catalytic activity, resulting in an in-
crease in harm to the cell or DNA from various toxic 
agents [13]. Previous studies have indicated that GSTP1 
exon 5 polymorphism increased the risk of hepatocellular 
carcinogenesis [14, 15]. Conversely, the results of our 
study found no significant difference between the control 
group and Thai HCC patients with wild-type Ile105/
Ile105 and heterozygous genotype Ile105/Val105 (p = 
0.170) and the risk of HCC (OR = 0.50). However, we 
found a relationship between the wild-type Ala114/
Ala114 and heterozygous genotype Ala114/Val114 (p = 
0.00) that increased the risk for HCC (OR = 4.40). We 
analyzed the relationship between GSTP1 polymorphism 
and the clinicopathological parameters; the results 
showed that the GSTP1 exon 6 mutant genotype was as-
sociated with the gender of patients (p = 0.015). The fre-
quency of mutant genotype in male patients was higher 
than in female patients (male 63%, female 14%).

Males are more likely to develop chronic hepatitis, cir-
rhosis, and HCC from the hepatitis virus than females be-
cause the effect of the estrogen hormone decreases hepatic 
inflammation and viral production [16, 17]. However, HCC 
was found in males two to four times more often than in fe-
males due to behavioral risk factors such as smoking and 
alcohol consumption. Smoking and alcohol use are more 
common in males than in females [7, 18] damaging the liver 
tissue and DNA structure by oxidative stress and inflamma-
tion. It is already known that oxidative stress is correlated 
with the pathogenesis of HCC. Oxidative stress is an oxida-
tion process that occurs after the body has been exposed to 
harmful factors, which produces excess reactive oxygen spe-
cies. Glutathione S-transferases, especially in GSTP1, are in-
volved in the reactive oxygen species detoxification pathway 
[19]. Previous research noted the correlation between 
GSTP1 and oxidative stress in HCC. The results showed that 
a decrease in the GSTP1 expression might elevate oxidative 
stress and promote hepatocellular carcinogenesis [20].

Research into the relationship between GSTP1 exon 6 
polymorphism and overall cancer risk has been limited. 
Previous studies only identified an association with lung 
cancer susceptibility [21]. This research is the first to pro-
vide data on the effects of GSTP1 polymorphism risks for 
HCC in Thailand. We found that GSTP1 exon 6 polymor-
phism was related to an increased risk of hepatocellular 
carcinogenesis, and it tended to be related to cancer dif-
ferentiation.
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Fig. 1. Kaplan-Meier survival curve for the patients with hepato-
cellular carcinoma according to GSTP1 exon 5 polymorphisms.

Fig. 2. Kaplan-Meier survival curve for the patients with hepato-
cellular carcinoma according to GSTP1 exon 6 polymorphisms.
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In conclusion, we found that GSTP1 exon 6 polymor-
phism was associated with an increased risk for HCC in 
male patients, and it tended to be related to cancer differ-
entiation. However, no association was found between 
GSTP1 exon 5 polymorphism and the risk for HCC.
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