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ภูมิหลัง 

โรคมะเร็งเป็นสาเหตุการเสียชีวิตในอันดับต้นๆ ของประชากรไทยติดต่อกันมานานหลายสิบปี จาก
สถิติล่าสุดในปีพุทธศักราช 2554 ของกระทรวงสาธารณสุข มีรายงานว่ามีผู้เสียชีวิต 61,082 ราย เฉลี่ยชั่วโมง
ละเกือบ 7 ราย เป็นชาย 35,437 ราย และหญิง 25,645 ราย และคาดการณ์ว่าจะมีแนวโน้มการเพิ่ม จ านวนของ
ผู้ป่วยรายใหม่มากขึ้นเร่ือยๆ อย่างต่อเนื่อง สืบเนื่องมาจากวิถีการใช้ชีวิต สภาพแวดล้อมภายนอก ที่เป็นปัจจัย
เสี่ยง เช่น อาหาร สารเคมี รวมทั้งปัจจัยภายใน เช่น พันธุกรรม ดังนั้น โรคมะเร็งจึงถือเป็นปัญหาสาธารณสุขที่
ส าคัญของประเทศ ซึ่งนอกจากจะส่งผลเสียต่อเศรษฐกิจและสังคมในระดับมหภาคแล้ว ยังขัดขวาง ขีดจ ากัด
ความสามารถในการพัฒนาประเทศ  เนื่องจากในแต่ละปีต้องสูญเสียทรัพยากรบุคคลอันทรงคุณค่าไปเป็น
จ านวนมากอีกด้วย 
            ทั้งนี้การรักษาโรคมะเร็งในปัจจุบันได้เปลี่ยนแปลงไปจากอดีตมาก โดยเน้นไปที่การรักษาเฉพาะบุคคล 
(Personalized cancer medicine) เช่นการใช้ยารักษามะเร็งกลุ่มใหม่ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อเซลล์มะเร็ง 
(targeted therapy) และใชว้ธิีการตรวจระดับโมเลกุลเพื่อช่วยในการวินิจฉยั ติดตามโรค และเลือกยาที่ใช้ใน
การรักษา ซึ่งส่งผลให้สามารถเลือกวิธีรักษาที่เหมาะสมกับผู้ป่วยแต่ละคน ตามสาเหตุและกระบวนการก่อโรค 
(molecular pathway) ได้ น ามาสู่ความส าเร็จในการตอบสนองต่อการรักษาที่ดียิ่งขึ้น ท าให้ผู้ป่วยมีคณุภาพ
ชีวิตที่ดีขึ้น ลดการสูญเสียทั้งทรัพยากรมนุษย์ และงบประมาณของประเทศชาติได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 ปัจจุบันการศึกษาหาล าดับเบสทั้งหมดของสารพันธุกรรมดีเอ็นเอ (DNA sequence) ถือได้ว่าเป็น
หนึ่งในองค์ประกอบที่ส าคัญที่สุดในการศึกษาทางด้านจีโนมิกส์ (Genomics) ซึ่งก็คือการศึกษาจีโนม 
(genome) ทัง้หมดของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดนั่นเอง ตัวอย่างของการศึกษา DNA sequence ได้แก่ การศึกษาการ
กลายพันธุ์ของยีนที่ท าให้เกิดโรคหรือมีผลต่อการรักษาโรคในมนุษย์   หนึ่งในวิธีที่เป็นที่นิยมที่สุดคือ การหา
ล าดับเบสดีเอ็นเอแบบ Sanger (Sanger sequencing) ซึ่งถูกค้นพบในปี 1977  ซึ่งใช้วิธีการหาล าดับเบสที่
เรียกว่า dideoxy หรือ chain termination  อย่างไรก็ตาม Sanger sequencing  ถือเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพ 
(output) ไม่สูง  ถึงแม้ว่าจะมีความถูกต้อง (accuracy) สูงก็ตาม  เนื่องจากเป็นการเรียงล าดับเบสได้ครั้งละ 1 
ตัวอย่างส่งตรวจเทา่นั้น  ท าให้วิธีนี้เป็นวิธีที่สิ้นเปลืองทรัพยากรและมีค่าใช้จ่ายสูง  ดังน้ันในช่วง 10 ปีที่ผ่านมา 
จึงมีการพัฒนาและน าเอาวิธีการจัดล าดับเบสแบบใหม่มาใช้ ซึ่งวิธีใหม่นี้มีความสามารถในการหาล าดับเบส
ในปริมาณที่มากกว่า (high- throughput)  ท าได้หลายตัวอย่างในเวลาเดียวกัน  (multiplexing) และ มีความ
ไวในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของ DNA สูงกว่า  (high sensitivity) ซึ่งวิธีนี้เรียกรวมๆว่า Next Generation 
Sequencing (NGS)  
 NGS เป็นเทคโนโลยีการหาล าดับเบสที่พัฒนาขึ้นใหม่ มีความสามารถในการเรียงล าดับเบสจ านวน
มากในการท างานของเครื่องเพียงครั้งเดียว โดยสามารถใช้หาล าดับเบสของจีโนมมนุษย์ (Human genome) 
ซึ่งมีความยาว 3 พันล้านเบส  การหาล าดับเบสเอ็กโซมมนุษย์ (Exome Sequencing)   ซึ่งมีความยาว 50 ล้าน
เบส   หรือ การหาล าดับเบสของบริเวณเฉพาะของจีโนมหลายๆบริเวณหรือยีนหลายยีนที่สนใจ  (Panel or 
Targeted sequencing) จากหลายตัวอย่างที่มีความยาวรวมกันเป็นล้านเบสได้   โดยในปัจจุบันเทคโนโลยี 

http://www.thaibiotech.info/what-is-genome.php
http://www.thaibiotech.info/what-is-genome.php
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NGS ที่เป็นที่นิยมและใช้กันมากที่สุดได้แก่ sequencing by synthesis (SBS) technology ของบริษัท 
Illumina และ semiconductor sequencing technology ของบริษัท Life Technologies   NGS ได้ถูก
น ามาใช้กันอย่างแพร่หลายในโรงพยาบาลหลายแห่งและห้องปฏิบัติการชั้นน าของโลก  เพื่อช่วยในการวินิจฉัย
และการวิจัยโรคต่างๆ รวมถึงโรคมะเร็ง   ประโยชน์หลักของการใช้ NGS เมื่อเทียบกับวิธีเก่าคือ ค่าใช้จ่ายที่
ลดลงในระยะยาวและข้อมูลที่เพิ่มขึ้นต่อตัวอย่าง   ซึ่งค่าใช้จ่ายเฉลี่ยของการหาล าดับเบสโดยใช้ NGS   ต่อ
ตัวอย่างจะยิ่งต่ าลงอีกเมื่อมีจ านวนตัวอย่างที่มากขึ้นต่อการท างานของเครื่องหนึ่งครั้ง  แต่ปริมาณข้อมูลที่มาก
ขึ้นก็อาจท าให้เกิดปัญหาในการวิเคราะห์ข้อมูลและแปลผลได้  

 โดยในต่างประเทศ ได้มีการน า NGS มาใช้ในงานทางคลินิก ดังต่อไปนี้ 
- Noninvasive prenatal testing (NIPT)  การวินิจฉัยก่อนคลอดโดยใช้ cell-free fetal DNA ที่ปนอยู่

ในเลือดของมารดา 
- Comprehensive cancer panels  การหาล าดับเบสของยีนที่เกี่ยวข้องกับมะเร็งหลายๆ ยีนที่มีผลต่อ

การรักษา (clinically actionable) ในการตรวจครั้งเดียว เพื่อช่วยในการวินิจฉัย เลือกให้ยา ติดตาม
ผลการรักษา หรือท านายการด าเนินโรค 

- Assessment of diseases of unknown etiology  การหาที่มาของโรคซึ่งไม่ทราบสาเหตุ เช่น โรคทาง
พันธุกรรมหายาก (rare disease) ต่างๆ 

- Infectious disease identification and surveillance  การตรวจหาเชื้อโรคที่เป็นสาเหตุของโรคติด
เชื้อใหม่ๆ  
 

NGS กับ การศึกษาทางด้านจีโนมิกส์ของโรคมะเร็ง 
 เป็นที่ทราบกันว่า โรคมะเร็งจัดเป็นโรคทางพันธุกรรมอย่างหนึ่งซึ่งเกิดจากการกลายพันธุ์ของสาร
พันธุกรรม  DNA ในเซลล์มะเร็ง การศึกษาการกลายพันธุ์ของ DNA ทั้ง 2 ชนิด (somatic และ germline 

mutation)  ในโรคมะเร็ง จึงมีความส าคัญทั้งในแง่การวิจัยเพื่อหาวิธีการรักษาใหม่ๆ หรือเพื่อช่วยให้วินิจฉัยโรค
ได้เร็วขึ้น รวมถึงเพื่อพัฒนาการติดตาม และท านายผลการรักษาโรค  นอกจากนี้การรักษาโรคมะเร็งในปัจจุบัน 
เน้นการรักษาเชิงบุคคล (Personalized cancer medicine)  โดยให้ยารักษาโรคมะเร็งที่ต่างกันตามลักษณะ
การกลายพันธุ์ของ DNA ในผู้ป่วยมะเร็งแต่ละคน   ตัวอย่างที่เห็นได้ชัดคือการตรวจหา somatic mutation 
ของ ยีน KRAS และ BRAF จากชิ้นเนื้อมะเร็งล าไส้ใหญ่  เพื่อช่วยในการเลือกให้ยา Cetuximab ซึ่งก็คือ 
monoclonal antibody  ต่อ Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) แก่ผู้ป่วย  โดยจะเลือกให้ยานี้กับ
ผู้ป่วยที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน 2 ตัวนี้เท่านั้น (wild type)  เนื่องจากถ้าผู้ป่วยมีการกลายพันธุ์ของยีนที่
กล่าวมาตัวใดตัวหนึ่ง ก็จะมีผลการตอบสนองต่อการรักษาด้วย Cetuximab ที่ไม่ดี   ดังนั้นจึงจะเห็นได้ว่าการ
น าเทคโนโลยี  NGS มาใช้ในการตรวจรักษาโรคมะเร็งจะเป็นประโยชน์ต่อผู้ป่วยอย่างมาก โดยเฉพาะเมื่อมียา
ที่จ าเพาะเจาะจงต่อการกลายพันธุ์ (targeted therapy) ของยีนที่เกี่ยวข้องกับโรคมะเร็งตัวใหม่ๆออกมาอย่าง
ต่อเนื่องในปัจจุบัน  
 ปัจจุบัน บริษัทผู้ผลิตมีการพัฒนาชุดตรวจหาการกลายพันธุ์ของ DNA ส าหรับโรคมะเร็งโดยใช้
เทคโนโลยี  NGS ทั้งในระดับ germline และ somatic ออกมาอย่างแพร่หลาย โดยบางชุดตรวจสามารถใช้กับ
ชิ้นเนื้อมะเร็งที่เก็บในรูปแบบ Formalin-Fixed Paraffin-Embedded (FFPE) ซึ่งเป็นวิธีการเก็บรักษาชิ้นเนื้อ
เพื่อการวินิจฉัยที่พยาธิแพทย์ทั่วโลกใช้กันแพร่หลายที่สุดได้ด้วย  เป็นที่ทราบกันว่า DNA ที่ได้ จาก FFPE 
tissue มีคุณภาพต่ าและมีความยาวสั้น ซึ่งถือเป็นปัญหาส าคัญต่อการน าไปใช้กับ NGS นอกจากนี้ จีโนมของ
มะเร็ง (cancer genome) โดยทั่วไป มีความซับซ้อนสูงมาก ประกอบไปด้วยการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม 
(genetic alteration) หลายชนิด ทั้งการกลายพันธุ์ระดับยีน (point mutation, small indel, loss of 
heterozygosity) การกลายพันธุ์ระดับโครโมโซมทั้งโครงสร้าง (structural variation) และจ านวน 
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(aneuploidy)  ที่ส าคัญชิ้นเนื้อมะเร็งประกอบไปด้วยทั้งเซลล์ปกติและเซลล์มะเร็ง (mosaicism) และบริเวณ
ต่างๆ ของก้อนมะเร็งก็อาจมีลักษณะการกลายพันธุ์ที่ไม่เหมือนกัน (tumor heterogeneity) ซึ่งปัจจัยต่างๆ ที่
กล่าวมานี้ท าให้การวิเคราะห์ข้อมูลล าดับเบสของมะเร็งท าได้ค่อนข้างยาก และจ าเป็นต้องใช้เทคนิคทาง        
ชีวสารสนเทศและระบบคอมพิวเตอร์ประสิทธิภาพสูงในการวิเคราะห์ข้อมูล  
 
ข้อมูลที่ได้จากเทคโนโลยี NGS 

เทคโนโลยี NGS ในปัจจุบัน สามารถตรวจล าดับเบสได้อย่างรวดเร็ว โดยใช้เทคนิคที่เรียกว่า short-
gun sequencing เริ่มต้นจากการเตรียมแม่แบบของการ sequencing (template library preparation) โดย
แบ่ง genomic DNA เป็นชิ้นเล็กๆ (DNA fragment) จ านวนนับพันล้านชิ้น โดยความยาวของล าดับเบสของ
ชิ้นส่วนDNA เหล่านี้จะมีตั้งแต่สายสั้นๆ ขนาด 25-1,000 เบสขึ้นกับชนิดของเทคโนโลยีที่ใช้ ในขั้นตอนถัดไป 
ชิ้นส่วนของ DNA เหล่านี้จะถูกเชื่อมเข้ากับอะแด็ปเตอร์ (adapter) โดยอะแด็ปเตอร์เหล่านี้จะจับกับ 
universal primer ซึ่งจะถูกใช้เวลาเพิ่มจ านวนชิ้นส่วนDNAและใช้ตรวจล าดับเบสโดยวิธี SBS โดยชิ้นส่วนนับ
ล้านนี้จะถูกตรวจหาล าดับเบสพร้อมๆกัน หลังจากนั้นข้อมูลล าดับเบสของชิ้นส่วน DNA แต่ละชิ้นจะถูกน ามา
ประกอบกันใหม่ (assemble) เพื่อให้ทราบล าดับเบสรวมทั้งหมดของ sequence ที่ต้องการศึกษา 

ในการวิเคราห์ข้อมูลจีโนมมะเร็งนั้น เพื่อให้สามารถแยกจีโนมปกติ ออกจากจีโนมมะเร็งได้ จ าเป็น
จะต้องมีข้อมูลจีโนมปกติจากผู้ป่วยรายเดียวกัน (matched normal genome) มาเปรียบเทียบกับข้อมูลจีโนม
ของเนื้อเยื้อมะเร็ง โดยข้อมูลของจีโนมปกติส าหรับการศึกษามะเร็งทางเลือดส่วนใหญ่มากจากเซลล์ผิวหนัง 
(skin biopsy) หรือ ส าหรับจากเม็ดเลือดขาวในเลือดในกรณีศึกษามะเร็งชนิดอื่นๆ เพื่อลดโอกาสการปนเปื้อน
ของจีโนมปกติในการตรวจล าดับเบสของเซลล์มะเร็ง [Mwenifumbo and Marra, 2013] ในกรณีที่ไม่มีข้อมูล
ของจีโนมปกติจากผู้ป่วยรายเดียวกันให้เปรียบเทียบ อาจใช้ข้อมูลที่มีอยู่ในฐานข้อมูลความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในคนปกติเช่น dbSNP จาก US National Center for Biotechnology (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) 
หรือ ข้อมูลจาก โครงการ 1000 Genome Project (www.1000genomes.org) 

เพื่อให้การตรวจการกลายพันธุ์มีความถูกต้องมากขึ้น เทคโนโลยี NGS ที่ใช้ในการศึกษาเนื้อเยื่อ
มะเร็งจ าเป็นที่จะต้องมีข้อมูลของการกลายพันธุ์แต่ละต าแหน่ง (coverage) ซ้ าๆกันจ านวนมาก ทั้งนี้ล าดับ
ความซ้ าซ้อนของข้อมูลที่ยอมรับกันว่าน่าเชื่อถือส าหรับข้อมูล NGS ที่ควรใช้ส าหรับการวินิจฉัยทางคลินิค และ 
การรักษาเชิงบุคคล อย่างต่ าควรอยู่ที่ 50x [Ajay, 2011] ซึ่งสูงกว่าตัวเลขเดิมที่ 30x ทั้งนี้เนื่องจากการกลาย
พันธุ์ที่เกิดขึ้นในชิ้นเนื้อมะเร็งอาจเป็นสัดส่วนที่ต่างๆกันตั้งแต่ 0% ถึง 100% ดังนั้นเพื่อให้สามารถตรวจพบ
การกลายพันธุ์ในเนื้อเยื่อมะเร็งในปริมาณต่ าๆ เช่น 1-2 % จึงอาจจ าเป็นต้องใช้ coverage ในระดับสูง
มากกว่า 400x เพื่อให้มีความมั่นใจว่าการกลายพันธุ์ที่ตรวจพบเกิดขึ้นจริง [Mwenifumbo and Marra, 2013] 
การใช้เทคนิคเช่น microdisection, cell sorting หรือสร้าง low-passage cell line เพื่อเลือกเฉพาะเซลล์มะเร็ง
ให้มีสัดส่วนมากกว่า 80% ของเซลล์ทั้งหมดมาสกัดสารพันธุกรรม ก็จะช่วยลดโอกาศที่จะตรวจไม่พบการ
กลายพันธุ์ในเนื้อเยื่อมะเร็งที่ศึกษา (false negative) โดยถ้าเลือกใช้การตรวจแบบ paired-end แทน single 
read ถึงแม้จะมีราคาสูงกว่า ก็จะสามารถช่วยให้ตรวจพบการเปลี่ยนแปลงขนาดใหญ่ของ DNA (structural 
variation) หรือ indels ได้ถูกต้องสูงขึ้น 

ปัจจัยที่ส าคัญที่สุด ก่อนที่จะสรุปว่าการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่พบสัมพันธุ์กับโรคมะเร็งที่
ท าการศึกษา คือ การตรวจเช็คโดยใช้เทคนิคอื่นเช่น PCR และ Sanger sequencing เพื่อตรวจสอบว่าการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมนั้นเกิดขึ้นจริง และ ไม่ได้เป็นความผิดพลาดในการตรวจจาก NGS เช่น จาก 
sequencing error หรือ sequencing bias หรือ alignment ผิดต าแหน่ง  
  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP
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การแปลผลข้อมูลที่ได้จากเทคโนโลยี NGS 
ผลจากการที่ NGS แพร่หลายมากขึ้น ความเร็วในการตรวจลดลง และราคาตรวจต่อผู้ป่วยหนึ่งราย

เริ่มถูกลง ท าให้แพทย์เริ่มหันมาสนใจส่งตรวจโรคทางพันธุกรรมหลายๆอย่างโดยใช้ NGS เพิ่มมากขึ้น ไม่นับ
รวมถึงการตรวจทางพันธุกรรมที่มุ่งเป้ากลุ่มผู้บริโภคโดยตรงโดยอีกหลายบริษัท ปัจจุบันเมื่อเราตรวจพบการ
เปลี่ยนแปลงรหัสทางพันธุกรรมเช่น Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) ข้อมูลส่วนใหญ่ที่ใช้ส าหรับ
การแปลความหมายของรหัสพันธุกรรมเหล่านี้ เป็นข้อมูลที่ได้มาศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่าง SNPs กับโรค 
จาก genome-wide association study (GWAS) ในประชากรต่างชาติ เช่น ยุโรป หรือ อเมริกา หากเป็นการ
กลายพันธุ์ที่มีผลกระทบต่อการท างานของโปรตีน หรือ เอนไซม์โดยตรง ถ้าพบการกลายพันธุ์นั้นในประชากร
ในประเทศไทยด้วย การแสดงออกของการกลายพันธุ์นั้นน่าจะมีผลไม่ต่างกัน ทั้งนี้การน าเอาผลการศึกษาจาก
ต่างชาติมาใช้กับประชากรไทยโดยตรง ควรต้องใช้ด้วยความระมัดระวัง ถ้าไม่มีการศึกษาเพื่อตรวจสอบผล
ของการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมเหล่านี้ในประชากรไทยก่อน 

ปัญหาหลักที่ตามมาคือจ านวนข้อมูลที่ได้มามีจ านวนมาก การวิเคราะห์ข้อมูลที่ได้จาก โครงการวิจัย
ที่ใช้ NGS จึงจ าเป็นต้องใช้ระบบคอมพิวเตอร์ที่มีประสิทธิภาพสูง (high-performance computing resource) 
ถึงแม้ว่าในปัจจุบันจะมีคอมพิวเตอร์ระบบคลัสเตอร์ขนาดใหญ่ (computing cluster) เช่น โครงการ Extreme 
Science and Engineering Discovery Environment (www.xsede.org) ที่สนับสนุนโดย National Science 
Foundation สหรัฐอเมริกา ซึ่งสนับสนุนให้มีการแชร์ข้อมูลระหว่างกลุ่มนักวิทยาศาสตร์ และ สนับสนุนให้การ
วิเคราะห์ข้อมูล NGS เป็นอย่างโปรงใส และสามารถท าซ้ าได้ (reproducible) แต่การใช้ระบบ cloud 
computing สาธารณะ ก็ยังเป็นปัญหาที่ทางจริยธรรมที่ยังเป็นที่ถกเถียงกันอยู่ว่าท าอย่างไรจึงจะให้เกิดความ
สมดุลระหว่างการรักษาความเป็นส่วนบุคคล (privacy) และ เพื่อเป็นประโยชน์ต่อความก้าวหน้าทาง
วิทยาศาสตร์ [Greenbaum et al, 2011] 

นอกเหนือจากทรัพยากรทางคอมพิวเตอร์ที่จ าเป็นต้องใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล NGS แล้ว ทรัพยากร
บุคคลที่มีความรู้และความเข้าใจในการวิเคราะห์ข้อมูลที่ได้จาก NGS ก็เป็นอีกปัญหาหนึ่งที่ส าคัญส าหรับ
ประเทศไทย ทั้งในด้าน bioinformatics, genetic epidemiology, statistical genetics และสาขาที่เกี่ยวข้อง 
นอกจากนั้นแพทย์ในสาขาที่เกี่ยวข้องก็ควรมีความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับการสั่งตรวจและแปลผลข้อมูลที่ได้
จาก NGS  
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