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Musculoskeletal tumor is tumor that develops in muscle, bone and nervous 
system. Although it has low incident disease but it has severity and many subgroups 
of tumor. Moreover, it is difficult to diagnose and treatment. However, the 
progression of this tumor related to Alu and LINE-1 methylation. Not only 
methylation process cause genomic instability but oxidative stress can alternate 
methylation in tumor. Thus, this study was to determine Alu and LINE-1 methylation 
level and pattern in neoplastic compared with non-neoplastic adjacent tissues and 
peripheral blood leukocytes (PBL) of 46 patients with musculoskeletal tumor 
compared with 107 healthy controls using Combined bisulfite restriction analysis 
(COBRA) Alu and LINE-1 involve to 8-OHdG levels in tissue and plasma using Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). The results revealed that Alu methylation level 
in neoplastic of liposarcoma patients were significantly higher than in non-neoplastic 
adjacent tissues (P=0.042). Moreover, Alu methylation level in bone tumor were 
significantly decrease (P=0.044). In addition, Alu methylation level in PBL was 
significantly higher than in those healthy controls. Alu methylation level in benign 
and malignant tumor was significantly higher than in healthy controls (P<0.001). LINE-
1 methylation in neoplastic tissues was significantly lower than in non-neoplastic 
adjacent tissues (P=0.032). Positive correlation of Alu and LINE-1 methylation 
between neoplastic tissues and PBL (r=0.779, P<0.001 and r=0.768, P<0.001 
respectively). Furthermore, neoplastic tissue and plasma from patients were higher 8-
OHdG level (P<0.001). These findings suggest that alternation of methylation process 
and 8-OHdG level were associated with musculoskeletal tumor progression. 
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บทที่ 1 
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

เนื้องอก (neoplasm) คือ กลุ่มเซลล์หรือเนื้อเยื่อในร่างกายที่เจริญมากผิดปกติและไม่มี
ความสัมพันธ์กับเนื้อเยื่อปกติอ่ืน เกิดข้ึนโดยไม่ทราบสาเหตุแน่ชัด หรือถ้าพบและก่าจัดออกไปก็อาจมี
การเจริญต่อไปได้อีก เนื้องอกแบ่งเป็นชนิดไม่ร้าย (benign tumor) และชนิดร้ายหรือมะเร็ง 
(malignant tumor, cancer) ลักษณะส่าคัญของมะเร็งที่แตกต่างจากเนื้องอกชนิดไม่ร้ายคือ การรุก
คืบ (invasion) และการแพร่กระจาย (metastasis) โดยที่มะเร็งสามารถแบ่งได้ตามเนื้อเยื่อต้นก่าเนิด
ว่ามาจากเนื้อเยื่อชั้นผิว (epithelium) เรียกว่า carcinoma และจากเนื้อเยื่อโครง (mesenchyme) 
เรียกว่า sarcoma อย่างไรก็ตาม ในส่วนของเนื้องอกของระบบโครงร่าง (musculoskeletal tumor) 
สามารถแบ่งกลุ่มได้เป็น เนื้องอกปฐมภูมิ (primary bone tumor) คือเนื้องอกที่เกิดขึ้นบริเวณ
กระดูกเป็นหลัก ส่วนใหญ่มีต้นก่าเนิดมาจาก mesenchyme ถัดมาเป็นเนื้องอกทุติยภูมิ (secondary 
bone tumor) คือมะเร็งที่แพร่กระจายจากอวัยวะอ่ืนมายังกระดูก และสุดท้ายคือ เนื้องอกเนื้อเยื่อ
อ่อน (soft tissue tumor) คือเนื้องอกท่ีมีต้นก่าเนิดจาก mesenchyme แต่เริ่มเกิดขึ้นนอกกระดูก  

โรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนถือได้ว่าเป็นโรคที่มีอุบัติการณ์เกิดต่่ามากเมื่อ
เปรียบเทียบกับเนื้องอกชนิดอ่ืน แต่พบว่ามีความหลากหลายของโรคค่อนข้างสูง และมีความรุนแรง
มาก โดยที่เนื้องอกกระดูกมีอุบัติการณ์เกิดคิดเป็นร้อยละ 0.5 ของเนื้องอกทั้งหมด โดยพบมากในวัย
เด็กมากกว่าวัยผู้ใหญ่ ในส่วนของเนื้องอกเนื้อเยื่ออ่อนมีอุบัติการณ์เกิดที่สูงกว่าประมาณ 3-4 เท่า 
และอาการของโรคนี้จะแสดงออกในช่วงหลังจากอายุ 50 ปี(1) อย่างไรก็ตาม องค์การอนามัยโลก 
(World Health Organization, WHO) ได้รายงานถึงโรคมะเร็งกระดูก มีอุบัติการณ์การเกิดร้อยละ 
0.2 ของมะเร็งทั้งหมด ซึ่งมีความรุนแรงเป็นอันดับที่ 4 ท่าให้ผู้ป่วยที่อายุต่่ากว่า 20 ปี เสียชีวิตด้วย
โรคมะเร็งดังกล่าว(2) จากการส่ารวจและงานวิจัยเกี่ยวกับโรคมะเร็งกระดูกที่ผ่านมาแสดงให้เห็นว่า 
ในระยะเวลา 5 ปีที่ผ่านมาในประเทศแถบยุโรป พบว่ามีอัตราการรอดชีวิตประมาณร้อยละ 61.8 และ
ประเทศสหรัฐอเมริกาประมาณร้อยละ 79(3) ซึ่งรายงานนี้สอดคล้องกับสมาคมมะเร็งแห่งประเทศ
สหรัฐอเมริกา (American Cancer Society) ในปี พ.ศ. 2558 ที่คาดการณ์ว่า สถิติการเกิดมะเร็ง
กระดูก มีจ่านวน 2,970 ราย และมีอัตราการเสียชีวิตด้วยโรคมะเร็งกระดูกและข้อจ่านวน 1,490 ราย
(4) ส่วนมากโรคมะเร็งกระดูกพบมากในวัยเด็กและวัยรุ่น จึงมีผลกระทบอย่างยิ่งต่อคุณภาพชีวิตใน
ระยะยาวของผู้ป่วย(5) ดังนั้นเนื้องอกกระดูกจึงมีความร้ายแรงต่อระบบสาธารณสุข ในส่วนของมะเร็ง
เนื้อเยื่ออ่อนมีอุบัติการณ์เกิดร้อยละ 1 ของเนื้องอกทั้งหมด ซึ่งในปีพ.ศ. 2547 ได้มีการรายงานว่า 
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ประเทศสหรัฐอเมริกามีผู้ป่วยโรคเนื้องอกเนื้อเยื่ออ่อน ประมาณ 8,680 ราย และ มีผู้เสียชีวิตด้วยโรค
ดังกล่าวสูงถึง3,660 ราย คิดเป็นร้อยละ 1.15(6)  ในส่วนของรายงานในประเทศไทยจากสถาบัน
มะเร็งแห่งชาติในปี พ.ศ. 2555 คาดการณ์ว่ามีผู้ป่วยโรคมะเร็งกระดูกจ่านวน 11 ราย และผู้ป่วย
โรคมะเร็งเนื้อเยื่ออ่อนจ่านวน 41 ราย(7) 

อย่างไรก็ตาม โรคเนื้องอกกระดูกและเนื้ อเยื่ออ่อนมีอุบัติการณ์เกิดที่ต่่ามากเมื่อ
เปรียบเทียบกับโรคมะเร็งชนิดอื่น อีกทั้งในการวินิจฉัยนั้นเป็นไปได้ยาก เนื่องจากโรคนี้จะแสดงอาการ
ก็ต่อเมื่อมีความรุนแรงมากขึ้น จึงต้องอาศัยการตรวจชิ้นเนื้อและดูลักษณะด้วยกล้องจุลทรรศน์เป็นวิธี
หลัก แต่ในการวินิจฉัยด้วยวิธีนี้มีข้อจ่ากัดต่างๆ ในด้านของการแยกเนื้องอกที่ไม่อันตรายออกจากเนื้อ
งอกที่เป็นอันตราย โดยโรคเนื้องอกที่ไม่อันตราย อาจจะท่าการรักษาโดยการผ่าตัดและเฝ้าระวังการ
เกิดซ้่า ส่วนเนื้องอกที่เป็นอันตราย ผู้ป่วยอาจจะท่าการรักษาโดยใช้เคมีบ่าบัด การฉายรังสีรักษา
ร่วมกับการผ่าตัด โดยที่ผู้ป่วยจ่านวนมากได้รับการวินิจฉัยช้าก่อนที่จะได้รับการรักษา จึงจ่าเป็นต้อง
พัฒนาค้นหาวิธีตรวจและตัวบ่งชี้ (biomarkers) โรคมะเร็งในผู้ป่วย  ให้มีประสิทธิภาพและเชื่อถือได้  

 
กระบวนการเหนือพันธุกรรม (epigenetics) คือ กระบวนการเปลี่ยนแปลงการ

แสดงออกของยีนที่ถ่ายทอดทางพันธุกรรม แต่ไม่ได้เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงล่าดับเบสของ DNA 
กล่าวคือมีการเปลี่ยนแปลงในส่วนของลักษณะที่ปรากฏ (phenotype) แต่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงใน
ส่วนรูปแบบของยีน (genotype) มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการในระดับเซลล์ โดยที่กระบวนการ
เปลี่ยนแปลงทาง epigenetic นี้สามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ หรือจากปัจจัยอ่ืนได้ ยกตัวอย่าง
เช่น อายุ สิ่งแวดล้อม การด่าเนินชีวิต และโรคต่างๆ เป็นต้น โดยท่าให้มีหรือไม่มีการแสดงออกของ
ยีนได้ และเป็นกระบวนการที่ก่าหนดว่าจะมีการถอดรหัสและแปลรหัสไปเป็นโปรตีนต่อไปหรือไม่  
อย่างไรก็ตามการเกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงทาง epigenetic นี้อาจส่งผลกระทบต่อการแสดงออก
ของยีนท่าให้เกิดความเสียหายได้โดยท่าให้เกิดโรคมะเร็ง ซึ่งจุดเริ่มต้นของกระบวนการเปลี่ยนแปลงมี
ความเกี่ยวข้องกับ 3 กระบวนการหลัก ประกอบด้วย DNA methylation, histone modification 
และ non-coding RNA (ncRNA)-associated gene silencing(8) กระบวนการเกิด DNA 
methylation เป็นกระบวนการหนึ่งที่มีการศึกษาอย่างแพร่หลาย โดยท่าการเติมหมู่เมทิล (-CH3) ที่
คาร์บอนต่าแหน่งที่ 5 ของเบสไซโตซีน (5-mc) ซึ่งเกิดขึ้นบริเวณ major groove ของ DNA และ
ส่งผลให้เกิดการยับยั้งกระบวนการถอดรหัส (transcription) การแสดงออกของยีนลดลงหรือเพ่ิมขึ้น
นั้นขึ้นอยู่กับระดับของการเกิด methylation โดยที่ DNA methylation สามารถแบ่งได้ 2 ประเภท 
คือ hypermethylation ซึ่ งหมายถึง กลไกการเติมหมู่ เมทิลที่สู งกว่าระดับปกติ และ 
hypomethylation หมายถึง กลไกการเติมหมู่เมทิลที่ต่่ากว่าระดับปกติ กลไกทั้ง 2 ประเภทนี้ 



 18 

สามารถพบในโรคมะเร็งของมนุษย์(9) นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลง epigenetic มีความเกี่ยวข้องกับ
มะเร็งที่มีการแพร่กระจาย ยกตัวอย่างเช่น มะเร็งเต้านม มะเร็ งปอด มะเร็งกระเพาะอาหาร มะเร็ง
ล่าไส้ใหญ่(10) เป็นต้น ซึ่งการเปลี่ยนแปลงนี้ส่งผลให้เซลล์มะเร็งมีจ่านวนเพ่ิมมากขึ้น อย่างไรก็ตาม
การเกิด global DNA hypomethylation ท่าให้สูญเสียกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับการควบคุม
กระบวนการถอดรหัสในบริเวณที่โดยปกติจะไม่มีการแสดงออกของยีน ด้วยเหตุนี้จึงท่าให้มีการ
แสดงออกของยีนนั้นขึ้น ยกตัวอย่างเช่น proto-oncogene ยกตัวอย่างเช่น K-ras, cyclin D1 และ 
Her-2 และ tumor suppressor gene ยกตัวอย่างเช่น p16, p53 และ APC เป็นต้น(11) 

 

จากการตรวจเพ่ือท่าการรักษาผู้ป่วยโรคมะเร็งมีหลายตัวบ่งชี้ที่สามารถคัดกรองผู้ป่วย 
ได้แก่ carcinoembryonic antigen (CEA) ที่ใช้ในการคัดกรองผู้ป่วยโรคมะเร็งล่าไส้ใหญ่ ซึ่งมักพบ
ค่า CEA สูง แต่ค่า CEA ไม่ได้จ่าเพาะต่อโรคมะเร็งล่าไส้ใหญ่เพียงโรคเดียว ส่วนมากจึงใช้ในการ
ติดตามผลการรักษาและการกลับมาเป็นซ้่าของโรคดังกล่าว ในการตรวจค่า CEA ท่าการตรวจใน
ห้องปฏิบัติการโดยการเจาะเลือด(12) นอกจากนี้มีตัวบ่งชี้อ่ืนอีกหลายชนิด ได้แก่ AFP (มะเร็งตับ) 
PSA (มะเร็งต่อมลูกหมาก) เป็นต้น(13) การรักษาโรคมะเร็งมีแนวทางการรักษาหลายวิธี ได้แก่การ
ผ่าตัด วิธีเคมีบ่าบัด การฉายรังสี นอกจากโรคมะเร็งอาจมีสาเหตุมาจากพันธุกรรมแล้ว พบว่ามีความ
เกี่ยวข้องกับกระบวนการเหนือพันธุกรรม หลายงานวิจัยที่ผ่านมามีการศึกษาตัวบ่งชี้ที่อาจใช้ในการ
ตรวจวินิจฉัยถึงโรคมะเร็ง โดยมีการศึกษากระบวนการเกิด DNA methylation ทั้งของผู้ป่วย
โรคมะเร็งหลายชนิด  
 

Long Interspersed nuclear element-1 (LINE-1) คือ retrotransposon ที่มีล่าดับ
เบสเรียงตัวซ้่ากันหลายหน่วย กระจายอยู่ทั่วไปในจีโนมของสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอต โดยที่ LINE-1 
มีประมาณ 500,000 ชุด เป็นสัดส่วนประมาณร้อยละ 17 ของจีโนมในมนุษย์ทั้งหมด(14) สามารถ
เพ่ิมจ่านวนได้เองอย่างอิสระ(15) LINE-1 มีการท่างานในเซลล์สืบพันธุ์ในช่วงระหว่างการเจริญของตัว
อ่อน(16),(17) ในทางกลับกันเซลล์ร่างกาย จะมีการยับยั้ง LINE-1 แบบ epigenetic(18) อย่างไรก็
ตามการท่างานของ LINE-1 จะท่าให้ภายในจีโนมของมนุษย์มีการเปลี่ยนแปลงรูปแบบใหม่ ส่งผลให้
เป็นบริเวณที่เกิดกลายพันธุ์ ซึ่งเป็นสาเหตุหลักที่ท่าให้มีความแปรผันทางจีโนม และอาจเกี่ยวข้องกับ
พยาธิก่าเนิดของโรคพันธุกรรมหลายชนิด รวมทั้งโรคมะเร็ง ซึ่งเกิดจากการสะสมของยีนที่เกิดการ
กลายพันธุ์(19),(20) การท่างานของ LINE-1 มีความแตกต่างกันตามประเภทของมะเร็ง และมีการ
แปรผันในช่วงระหว่างที่มีการพัฒนาของมะเร็ง(21) โดยปกติ LINE-1 มีการศึกษาในเชิง epigenetic 
ในมะเร็งเพื่อศึกษาถึงผลของระดับการเกิด methylation ในมะเร็ง 
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จากรายงานการวิจัยก่อนหน้านี้ พบว่า มีการศึกษาการเกิด hypomethylation ของ 
LINE-1 ในมะเร็งหลายชนิด ยกตัวอย่างเช่น มะเร็งต่อมน้่าลาย มะเร็งกล่องเสียง มะเร็งล่าไส้ใหญ่ เป็น
ต้น ผลการวิจัยเป็นไปในทิศทางเดียวกัน พบว่าในมะเร็งมีระดับการเกิด methylation ต่่ากว่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อปกติข้างเคียง(22) จากผลการวิจัยดังกล่าวจึงสามารถบ่งชี้ได้ว่า LINE-1 
hypomethylation สามารถใช้ในการวินิจฉัยโรคมะเร็งดังกล่าวได้ นอกจากนี้แสดงให้เห็นว่า LINE-1 
hypomethylation มีความเก่ียวข้องกับการพัฒนาและความรุนแรงของมะเร็งได้  ถึงแม้ว่าการศึกษา 
global hypomethylation ในโรคมะเร็งไดม้ีการศึกษาอย่างมาก แต่การศึกษาในโรคเนื้องอกกระดูก
และเนื้อเยื่ออ่อนมีการศึกษาน้อยมากเมื่อเปรียบเทียบกับมะเร็งชนิดอ่ืน ซึ่งถ้าสามารถเข้าใจถึงระดับ
การเกิดรวมถึงรูปแบบของ methylation ในเนื้องอกดังกล่าวได้ อาจจะสามารถน่าผลการศึกษาที่
ได้มาประยุกต์พัฒนาช่วยในการวินิจฉัยและพยากรณ์โรครวมถึงติดตามผลการรักษาได้ต่อไป 

 
Alu หรือ short interspersed nuclear element (SINE) คือ retrotransposon ที่

จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ LINE-1 ในจีโนมของมนุษย์คิดเป็นสัดส่วนประมาณร้อยละ 11(23) ซึ่ง Alu 
สามารถกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของโครโมโซม การเพิ่มเติมหรือขาดหายไป และการเกิด 
recombination ที่ไม่สมบูรณ์(24) ในทางเดียวกันกับ LINE-1 พบว่าในเซลล์ปกติ การท่างานของ 
Alu นั้นจะถูกยับยั้งโดยการเกิด methylation ผ่านล่าดับเบส(25) จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า 
มะเร็งบางชนิดมีการเกิด hypomethylation ของ Alu(26),(27) จากการศึกษาที่ผ่านมานี้จึงท่าให้
เกิดแนวคิดที่ว่า การที่  LINE-1 และ Alu เกิดการกระตุ้นซ้่าในเซลล์ปกติผ่านการเกิด 
hypomethylation สามารถเหนี่ยวน่าให้เกิดความไม่เสถียรของจีโนม ส่งผลให้เซลล์ปกติกลายเป็น
เซลล์มะเร็งในที่สุด(28) 
 

ภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) เป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการเม
แทบอลิซึมภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต เรียกว่า reactive oxygen species (ROS) โดยในร่างกายคน
ปกติสามารถผลิตสารอนุมูลอิสระ (free radical) ได้สูงถึง 10,000-20,000 ต่อวัน อย่างไรก็ตามบาง
กรณี ROS มีความเกี่ยวข้องกับการท่างานทางด้านชีววิทยาของมนุษย์ ในขณะเดียวกัน ROS เปรียบ
เหมือนตัวแทนของผลพลอยได้ที่เกิดจากกระบวนการทางด้านเมแทบอลิซึมของสิ่งมีชีวิต [2] ซึ่งใน
ร่างกายมีการผลิต ROS หลายชนิด ได้แก่ superoxide (O2

•-) hydroxyl radical (OH•) hydrogen 
peroxide (H2O2) และ singlet oxygen (O2) [20] ถึงแม้ในร่างกายของมนุษย์มีกระบวนการก่าจัด 
ROS ด้วยสารก่าจัดอนุมูลอิสระ (antioxidants) ทั้งที่เป็นเอนไซม์และไม่ใช่เอนไซม์ โดยสารต้าน
อนุมูลอิสระที่เป็นเอนไซม์ได้แก่ superoxide dismutase (SOD) เป็นเอนไซม์ที่สลาย O2

• กลายเป็น 
H2O2 และ O2 โดยที่เอนไซม์ SOD พบในเกือบทุกเซลล์และใน extracellular fluid นอกจากนี้มี
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เอนไซม์ catalase สามารถสลาย H2O2 ได้เป็น H2O และ O2
• โดยขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของปริมาณ 

H2O2 นอกจากนี้มีเอนไซม์ glutathione peroxidase (GSHPx) สามารถสลาย H2O2 ได้เป็น H2O 
และสารต้านอนุมูลอิสระที่ไม่ใช่เอนไซม์ได้แก่ วิตามินเอ วิตามินซี และวิตามินอีที่ได้จากผักและผลไม้ 
อย่างไรก็ตาม ROS ที่ไม่สามารถก่าจัดออกได้มีผลต่อการเกิดความผิดปกติของร่างกาย ส่งผลให้เกิด
โรคต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งมีความเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคมะเร็ง [2] โรคมะเร็งที่ เกิดจาก 
oxidative stress เกิดจาก 2 กลไกหลัก กลไกแรกคือ oxidative damage ควบคุมการเกิดมะเร็ง
ผ่านทางการแสดงออกของยีน เป็นผลมาจากมีการซ่อมแซมสายดีเอ็นเอท่ีได้รับความเสียหายผิดพลาด
ท่าให้เกิดการกลายพันธุ์ กลไกที่สองคืออนุมูลอิสระเหนี่ยวน่าให้เกิดพันธุกรรมที่เปลี่ยนแปลงไป 
อย่างไรก็ตามในการตรวจวัดระดับของ oxidative stress ส่วนมากท่าการตรวจวัดใน 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine (8-OHdG) เนื่องจากเป็นสารที่มีรูปแบบโครงสร้างง่ายต่อการศึกษา และเป็นสาร
ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ โดยการกลายพันธุ์อาจเป็นผลมาจากการสร้าง 8 -OHdG ซึ่งเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเกิด transversion ของ GC เป็น TA นอกจากนี้ 8-OHdG มีการสูญเสียความจ่าเพาะใน
การจับคู่เบส การเพ่ิมเบส adenine ตรงข้ามกับบริเวณที่เกิดความเสียหาย ดังนั้นจึงเหมาะกับการ
เป็นตัวบ่งชี้โรคมะเร็ง [23] 
 

ค าถามการวิจัย 

ค่าถามหลัก     ระดับและรูปแบบการเกิด global methylation ของ LINE-1 และ 
Alu ระหว่างชิ้นเนื้องอก (neoplastic tissues), ชิ้นเนื้อปกติข้างเคียง 
(non-neoplastic adjacent tissues) และใน peripheral blood 
leukocytes ของผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี รวมถึงการตรวจวัดระดับ 8-OHdG ใน 
neoplastic tissues เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent 
tissues และพลาสมาของผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดีมีความแตกต่างกันหรือไม่  

ค่าถามรอง   การเกิด methylation และรูปแบบของ LINE-1 และ Alu elements           

               ในเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนมีความสัมพันธ์กับใน peripheral       
blood leukocytes หรือไม่อย่างไร รวมถึงระดับ 8-OHdG ในผู้ป่วย
โรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนมีความสัมพันธ์กับระดับการเกิด 
LINE-1 และ Alu methylationหรือไม่อย่างไรและความสัมพันธ์นี้
สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวเคมีในการพยากรณ์โรคได้หรือไม่  
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วัตถุประสงค์ของโครงการ 

1. เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบระดับและรูปแบบการเกิด methylation ของ LINE-1 และ 
Alu ใน neoplastic tissues, non-neoplastic adjacent tissues และ 
peripheral blood leukocytes จากผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน 
โดยอาศัยเทคนิค quantitative combine bisulfite restriction analysis 
(qCOBRA) รวมถึงตรวจวัดระดับการเกิด 8-OHdG ใน neoplastic tissues 
เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues และพลาสมาของผู้ป่วย
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี 

2. เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ของการเกิด methylation และรูปแบบของ LINE-1 และ 
Alu elements ในเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน เปรียบเทียบกับ peripheral 
blood leukocytes รวมถึงระดับ 8-OHdG ในผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและ
เนื้อเยื่ออ่อนมีความสัมพันธ์กับระดับการเกิด LINE-1 และ Alu methylation ซึ่งท่า
ให้ทราบความสัมพันธ์ดังกล่าวและอาจน่าไปประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งชี้ในการพยากรณ์
โรค  

 

สมมติฐานการวิจัย  

สมมติฐานหลัก   ผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนจะมีระดับ methylation 
ลดลง (global hypomethylation) ใน neoplastic tissues เมื่อ
เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues และจะมี
รูปแบบของการเกิด methylation ที่แตกต่างจาก non-neoplastic 
adjacent tissues รวมถึงระดับ 8-OHdG ในผู้ป่วยโรคเนื้องอก
กระดูกและเนื้ออ่อนน่าจะมีปริมาณน้อยกว่าในกลุ่มควบคุม 

สมมติฐานรอง   การเกิด methylation และรูปแบบของ LINE-1 และ Alu elements 
ในชิ้นเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนและ peripheral blood 
leukocytes มีระดับที่ลดลง และมีความสัมพันธ์กัน ซึ่งอาจน่าไปใช้
เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวเคมี เพ่ือพยากรณ์โรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่อ
อ่อนได้  
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ขอบเขตของการวิจัย 

การเก็บตัวอย่างจากผู้ป่วยโรคเนื้องอกของกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนที่ได้รับการวินิจฉัย
จากแพทย์ ซึ่งมีความจ่าเป็นต้องเข้ารับการผ่าตัด และชิ้นเนื้อที่เลือกเก็บเป็นชิ้นเนื้อที่ต้องผ่าตัดออก
จากผู้ป่วยตามแผนการรักษา ซึ่งศัลยแพทย์เป็นผู้คัดเลือกว่าชิ้นเนื้อดังกล่าวโดยดูลักษณะทางพยาธิ
กายวิภาค (gross pathology) โดยการศึกษาครั้งนี้จะด่าเนินการเก็บชิ้นเนื้อที่เป็นเนื้องอกกระดูกและ
เนื้อเยื่ออ่อน และชิ้นเนื้อปกติบริเวณข้างเคียง และท่าการเจาะเลือดจากผู้ป่วย  

ในส่วนของกลุ่มควบคุมนั้น มีการเก็บเลือดจากกลุ่มที่มีสุขภาพดี ไม่มีประวัติรับการ
รักษาด้วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน รวมถึงโรคเรื้อรัง เช่นโรคเบาหวาน โรคความดันโลหิต
สูง เป็นต้น 

 
ข้อตกลงเบื้องต้น  

1. เครื่องมือและชุดการทดสอบต่างๆ ที่ใช้ในการทดสอบเป็นเครื่องมือที่ผ่านการ
ทดสอบความเที่ยงตรงและความแม่นย่าของการทดสอบเครื่องมือและชุดการ
ทดสอบนั้นๆ 

2. ผู้เข้าร่วมโครงการศึกษาวิจัยเป็นผู้ป่วยที่มารับการผ่าตัด ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 
สภากาชาดไทย 

3. ผู้เข้าร่วมโครงการศึกษาวิจัยให้ความร่วมมือด้วยความเต็มใจตลอดการศึกษาวิจัย 
โดยมีการลงลายมือชื่อในใบยินยอม ( informed consent) ด้วยความสมัครใจ
ภายหลังได้รับการชี้แจงให้ทราบในทุกด้าน ซึ่งรวมถึงความเสี่ยงที่อาจเกิดข้ึน 

 
ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย 

- Musculoskeletal tumor หรือโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนเป็นเนื้องอกที่
เกิดข้ึนในกล้ามเนื้อ กระดูก และระบบประสาท สามารถจ่าแนกได้เป็นเนื้องอกชนิดไม่
รุนแรง (benign) และรุนแรง (malignant) 

- Bisulfite treatment เป็นการดึงหมู่เอมีน (-NH2) ที่เบสไซโตซีน (cytosine) ออก ท่า
ให้สามารถเปลี่ยนไปเป็นเบสยูราซิล (uracil) ได้ จึงน่ามาประยุกต์ใช้กับการวิเคราะห์
กระบวนการเกิด DNA methylation 

- quantitative combine bisulfite restriction analysis (qCOBRA) คือ เทคนิคที่ใช้
ในการเพ่ิมจ่านวนของ bisulfited DNA เพ่ือตรวจสอบระดับการเกิดและรูปแบบ 
methylation 



 23 

- ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) เป็นวิธีตรวจหาสารที่ต้องการ
ศึกษา โดยอาศัยการจับกันของแอนติเจนและแอนติบอดีซึ่งเป็นแอนติบอดีที่จ่าเพาะ
ต่อแอนติเจนที่ต้องการศึกษา โดยที่แอนติเจนหรือ แอนติบอดีมีการติดฉลากด้วย
เอนไซม์คอนจูเกต (enzyme conjugate) โดยทั้งคู่จะแย่งกันลงไปจับกับแอนติบอดีที่
เคลือบผิวเอาไว้ซึ่งจะขึ้นอยู่กับปริมาณกับสารที่ต้องการตรวจหา ดังนั้นถ้าตัวอย่างมี
แอนติเจนมากกว่าก็สามารถจับกับแอนติบอดีที่เคลือบบริเวณเพลทได้มากกว่า และ
เมื่อเติมสารตั้งต้น (substrate) ก็จะได้สีเข้มแตกต่างกันตามจ่านวนของ แอนติเจน 
และ แอนติบอดีคอนจูเกต 

- Polyacrylamide gel electrophoresis เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยก DNA ที่มีขนาด
เล็กหรือแยกโปรตีน โดยอาศัยหลักการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้า 

  
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

การวิจัยในครั้งนี้สามารถแสดงให้เห็นถึงระดับการเกิดและรูปแบบของ methylation 
ในเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน เมื่อเปรียบเทียบกับในเนื้อเยื่อปกติข้างเคียงจากผู้ป่วยโรคเนื้องอก
กระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน ซึ่งอาจน่าผลการวิจัยทาง epigenetics มาช่วยอธิบายกลไกพยาธิก่าเนิดของ
การเกิดโรคมะเร็งกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน อีกท้ังอาจน่าไปประยุกต์ใช้ในการพยากรณ์และติดตามการ
รักษาโรคดังกล่าวได้ ท่าให้ทราบถึงกระบวนการที่เปลี่ยนแปลงไปของการแสดงออกของ Alu และ 
LINE-1 นอกจากนี้ความรู้ที่ได้รับจากการวิจัยครั้งนี้อาจจะสามารถน่าไปประยุกต์ใช้พัฒนาเป็นองค์
ความรู้ใหม่ได้ต่อไป 
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วิธีด าเนินการวิจัย 
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ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

1. ยื่นเสนอโครงร่างวิทยานิพนธ์ต่อคณะกรรมการวิทยานิพนธ์หลักสูตรชีวเคมี  และ
คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย 

2. แสดงเอกสารข้อมูลโครงการวิจัยและเอกสารแสดงความยินยอมในการเข้าร่วม
โครงการวิจัยแก่อาสาสมัครโครงการวิจัย 

3. เก็บข้อมูลและตัวอย่างชิ้นเนื้องอก ชิ้นเนื้อปกติข้างเคียงและ peripheral blood 
leukocytes จากผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน 

4. สกัด DNA จากชิ้นเนื้อตัวอย่างและ peripheral blood leukocytes 
5. ท่า bisulfite treatment และ qCOBRA Alu และ LINE-1 
6. ศึกษาและวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation ในชิ้นเนื้อ

ตัวอย่างและ peripheral blood leukocytes  
7. รวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูล 
8. สรุปผลการวิจัย เขียนรายงานวิทยานิพนธ์ 

9. น่าเสนอผลงานการวิจัยต่อคณะกรรมการวิทยานิพนธ์ 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

โรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน (Musculoskeletal tumor) 

โรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน เป็นเนื้องอกที่เกิดขึ้นในกล้ามเนื้อ กระดูก และ
ระบบประสาท สามารถแบ่งประเภทได้เป็นเนื้องอกชนิดไม่รุนแรงและรุนแรง อีกทั้งแบ่งย่อยเป็นขั้น
ปฐมภูมิและขั้นทุติยภูมิได้อีกด้วย เนื้องอกขั้นปฐมภูมิ (primary tumor) มีจุดก่าเนิดมาจากกระดูก 
กล้ามเนื้อ หรือเนื้อเยื่ออ่อน ในขณะที่เนื้องอกขั้นทุติยภูมิ (secondary tumor) หมายถึงเนื้องอกที่มี
การกระจายตัวจากบริเวณใดบริเวณหนึ่งในร่างกายไปยังกระดูก กล้ามเนื้อ หรือเนื้อเยื่ออ่อน(29) 

โรคเนื้องอกในระบบกล้ามเนื้อ กระดูกและข้อ เป็นโรคที่มีอุบัติการณ์ต่่ามาก อีกทั้ง
สามารถแบ่งได้หลากหลายประเภท เป็นมะเร็งที่เกิดจากกระดูก กระดูกอ่อน กล้ามเนื้อ และเนื้อเยื่อ
อ่อน คิดเป็นสัดส่วนประมาณร้อยละ 0.5 ของมะเร็งในมนุษย์ ซึ่งพบอุบัติการณ์เกิดในวัยเด็กมากกว่า
วัยผู้ใหญ่(30) สามารถจัดประเภทได้เป็นชนิดที่รุนแรงและไม่รุนแรง โดยที่ชนิดไม่รุนแรงมีอุบัติการณ์
การเกิดประมาณ 3 ,000 คนต่อประชากร 1 ล้านคน ส่วนชนิดที่รุนแรงพบอุบัติการณ์การเกิด
ประมาณ 30 คนต่อประชากร 1 ล้านคน หรือคิดเป็นร้อยละ 1 ของเนื้องอกทั้งหมด โดยพบ
ความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของเนื้องอก อาการ ต่าแหน่ง อายุ และเพศของผู้ป่วย มีทั้งที่เป็นเนื้องอก
ธรรมดา (benign tumor) และมะเร็ง (malignant tumor) โดยที่ benign tumor มีอุบัติการณ์เกิด
มากกว่า 100 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับ malignant tumor(31) สามารถแบ่งย่อยเป็น 2 ชนิด ได้แก่ 
เนื้องอกกระดูก (bone tumor) และเนื้องอกเนื้อเยื่ออ่อน (soft tissue tumor) ต่าแหน่งส่วนใหญ่ที่
พบ คือแขน ขา มือ และเท้า ประมาณร้อยละ 75 และอีกร้อยละ 10 จะพบที่เนื้อเยื่อกล้ามเนื้อ
บริเวณล่าตัวและในช่องท้อง โรคเนื้องอกเนื้อเยื่ออ่อนส่วนมากพบในเพศชายมากกว่าเพศหญิง และ
อายุเฉลี่ยที่พบประมาณ 65 ปี พบว่าร้อยละ 10 ของผู้ป่วยโรคมะเร็งกล้ามเนื้อมีการแพร่กระจาย ซึ่ง
ผู้ป่วยจ่านวนร้อยละ 33 มีโอกาสเสียชีวิตจากโรคมะเร็งที่ลุกลามไปยังปอด สามารถเกิดขึ้นจาก
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิด mesenchymal หรือ connective tissue ในร่างกายได้ อย่างไรก็ตาม
ระยะแรกจะไม่แสดงอาการจนกระทั่งเมื่อระยะเวลาผ่านไป จึงปรากฏอาการและแสดงอาการ โรค
เนื้องอกเนื้อเยื่ออ่อนชนิดไม่รุนแรง (soft tissue tumor) ที่พบได้บ่อยได้แก่ เนื้องอกไขมัน (lipoma), 
fibrous tumor และเนื้องอกในหลอดเลือด ในกลุ่มผู้ป่วยเด็กโรคมะเร็งเนื้อเยื่ออ่อนส่วนใหญ่พบ
โรคมะเร็งกล้ามเนื้อลาย (rhabdomyosarcoma) ส่วนกลุ่มผู้ป่วยวัยรุ่นมักพบโรคมะเร็งเยื่อบุข้อ 
(synovial sarcoma)(32) และกลุ่มผู้สูงอายุมักพบโรคมะเร็งไขมัน (liposarcoma) และมะเร็ง
กล้ามเนื้อเรียบ (leiomyosarcoma) สาเหตุของการเกิดโรคนี้ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด อาจเกิดจาก
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ปัจจัยทางพันธุกรรม สิ่งแวดล้อม การได้รับรังสี การติดเชื้อไวรัส หรือภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง 
นอกจากนี้มีรายงานว่าพบเนื้องอกของเนื้อเยื่ออ่อนชนิดมะเร็งเกิดขึ้นบริเวณที่มีแผลเป็น ตรงบริเวณที่
มีการหักของกระดูก และใกล้กับบริเวณท่ีมีการผ่าตัด(1) งานวิจัยที่ผ่านมารายงานว่าความผิดปกติของ
โครโมโซม (chromosome aberration) สามารถบ่งบอกถึงภาวะการเกิดมะเร็งเนื้อเยื่ออ่อนได้ (33) 
จากงานวิจัยที่ผ่านมาได้มีการศึกษากระบวนการเกิด global demethylation ของ LINE-1 ในโรค 
chondrosarcoma หลังจากท่ีมีการบ่าบัดด้วย 5-aza-2-deoxycytidine ในสัตว์ทดลอง พบว่ามีการ
รุกรานของเนื้องอกและท่าให้เนื้องอกเจริญมากขึ้น จึงอาจกล่าวว่า global hypomethylation 
หลังจากได้รับการบ่าบัดด้วย 5-aza-2-deoxycytidine อาจช่วยกระตุ้นให้เกิดการสร้างเนื้องอกใน
เซลล์ chondrosarcoma ของสัตว์ทดลอง(34) 

โรคเนื้องอกกระดูก (bone tumor) มีอุบัติการณข์องโรคต่่ามากเช่นเดียวกันกับเนื้องอก
เนื้อเยื่ออ่อน คิดเป็นประมาณร้อยละ 0.2 ของเนื้องอกทั้งหมด อาการและอาการแสดง เช่น ผู้ป่วยมี
อาการปวดอย่างรุนแรง เนื่องจากโครงรูปของกระดูกนั้นได้รับความเสียหาย ส่งผลให้เกิดการแตกหัก
ของกระดูกได้ง่าย และเกิดอาการปวดอย่างรุนแรง โดยทั่วไปโรค โดยโรคมะเร็งกระดูกในเด็กมี
อุบัติการณ์ของโรคค่อนข้างต่่า จากรายงานพบว่ามีอุบัติการณ์ประมาณ 8.7 ราย ในเด็กที่มีอายุน้อย
กว่า 20 ปี จาก 1 ล้านคน(35) ซึ่งโรคเนื้องอกกระดูก (benign bone tumor) พบในช่วงอายุต่่ากว่า 
30 ปี เช่น osteochondroma, osteoblastoma, giant cell tumor เป็นต้น ในส่วนของโรคมะเร็ง
กระดูก (malignant bone tumor) เช่น osteosarcoma, chondrosarcoma เป็นต้น จากงานวิจัย
ที่ผ่านมา พบว่ามะเร็งกระดูกชนิด osteosarcoma พบมากที่สุดร้อยละ 35 โดยมะเร็งดังกล่าวมีการ
ตรวจพบ malignant mesenchymal cells ซึ่งท่าหน้าที่ในการสร้าง osteoid และกระดูกเจริญไม่
เต็มที่ รองลงมาคือ chondrosarcoma ร้อยละ 25 และ Ewing sarcoma ร้อยละ 16 เนื่องจากใน
ระยะแรกโรคนี้จะไม่แสดงอาการ ท่าให้การวินิจฉัยโรคดังกล่าวเป็นไปได้ช้า ส่งผลให้รักษาไม่ทันท่วงที 
อย่างไรก็ตาม มีรายงานการศึกษาหลายงานได้อภิปรายไว้ว่า การเกิดเนื้องอกเนื้อเยื่ออ่อนอาศัยปัจจัย
ประกอบด้วย 2 ปัจจัยหลัก ได้แก่ ปัจจัยทางด้านพันธุกรรม (genetic) และปัจจัยทางด้านเหนือ
พันธุกรรม (epigenetics) (36), (37), (38) งานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับ LINE-1 methylation ในโรค
เนื้องอก ameloblastoma และ keratocystic odontogenic (KCOT) ซึ่งเป็นเนื้องอกที่มีจุดก่าเนิด
เดียวกัน แต่มีระดับความรุนแรงและการเกิดซ้่าที่ต่างกัน พบว่า LINE-1 methylation ของ KCOT สูง
กว่าใน ameloblastoma อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ ซึ่งการเกิด global hypomethylation ของ 
ameloblastoma สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ศึกษาในมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ ตับ ต่อม
ลูกหมาก ปอด กระเพาะอาหาร เป็นต้น นอกจากนี้พบว่าระดับการเกิด global hypomethylation 
ในเนื้องอกต่่ากว่าในเนื้อเยื่อปกติ (39) รวมทั้งยังมีการศึกษา LINE-1 และ Alu methylation ของ
โรค multiple myeloma (MM) พบว่าในผู้ป่วยโรค MM มีระดับ LINE-1 และ Alu methylation 
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ในเนื้องอกหรือเซลล์เม็ดเลือดขาว (peripheral blood leukocytes) ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมที่มีสุขภาพดี แสดงให้เห็นว่าระดับการเกิด LINE-1 และ Alu methylation ในมะเร็งนั้นลดลง 
ท่าให้เกิดความไม่เสถียรของจีโนม แต่ในกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดีมีระดับการเกิด methylation สูง
กว่า สอดคล้องกับงานวิจัยที่มีการศึกษาในมะเร็งชนิดอ่ืนก่อนหน้านี้ พบว่าระดับการเกิด global 
hypomethylation นั้นลดลงอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติและมีความเกี่ยวข้องกับการเจริญของเนื้องอก 
จึงแสดงให้เห็นว่า DNA hypomethylation ในโรคมะเร็งอาจท่าให้เกิดกระบวนการ mitotic 
recombination ที่ผิดปกติ ส่งผลให้โครโมโซมเกิดความเสียหาย หรือเกิดการย้ายต่าแหน่งของ
โครโมโซม นอกจากนี้มีหลักฐานที่สนับสนุนว่า กระบวนการเกิด global hypomethylation ของ 
repetitive elements ในเนื้องอก MM นั้นอาจเกี่ยวข้องกับการเกิดพยาธิสภาพของโรค และการ
ตรวจ DNA methylation ในขณะที่มกีารเจริญของเนื้องอก MM จึงอาจประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งชี้ความ
เสี่ยงที่อาจก่อให้เกิดโรคมะเร็งดังกล่าวได้(40) นอกจากนี้มีการศึกษาใน Alu methylation พบว่าใน
ภาวะขาดออกซิเจน (hypoxia) นั้นเกิดกระบวนการ Alu hypomethylation ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยที่ผ่านมา พบว่า การเกิด Alu methylation ที่เปลี่ยนแปลงไป ส่งผลให้เกิดกระบวนการ 
transcription เพ่ิมขึ้นของ Alu จึงท่าให้เกิดความไม่เสถียรของจีโนมในภาวะขาดออกซิเจน 
(hypoxia) และเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท่าให้เกิดการเจริญของเนื้องอก(41) จากข้อมูลนี้แสดงให้เห็นว่า 
ถึงแม้โรคดังกล่าวมีอุบัติการณ์เกิดโรคต่่ามาก แต่มีความรุนแรงและอันตรายสูงต่อผู้ป่วย ดังนั้น
การศึกษาวิจัยโดยใช้วิธีการทางชีวเคมีและอณูชีววิทยาอาจท่าให้เกิดความรู้ความเข้าใจ  หรือการ
ป้องกันการเกิดโรคซ่ึงมีความส่าคัญต่อการศึกษาโรคดังกล่าวนี้  

 
DNA methylation 

กระบวนการ DNA methylation จัดเป็น epigenetic ชนิดหนึ่ง ซ่ึงเกิดขึ้นแล้วส่งผลต่อการควบคุม
การแสดงออกของยีน โดยทั่วไปยีนที่มีการแสดงออกจะเกิด DNA methylation ชนิด 
hypomethylation ในทางกลับกันยีนที่ไม่ได้รับการกระตุ้นจะเกิดกระบวนการ hypermethylation 
ในบริเวณ promoter 
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รูปที่ 1 กระบวนการเกิด methylation ที่บริเวณ promoter ส่งผลให้เกิดการแสดงออกหรือไม่เกิด
การแสดงออกของยีน (    หมายถึง ต่าแหน่งของเบสไซโตซีนที่มีการเกิด methylation และ   
หมายถึง ต่าแหน่งของเบสไซโตซีนที่ไม่มีการเกิด methylation) 

 
เนื่องจากมีการศึกษาการเกิดกระบวนการ hypermethylation ของ LINE-1 และ Alu 

ในโรคมะเร็งต่อมไทรอยด์ พบว่ามีการเกิดกระบวนการดังกล่าวในเนื้อเยื่อปกติ และเนื้องอก ซึ่งตรวจ
ไม่พบในกระบวนการเกิด global hypomethylation แสดงให้เห็นว่าการเกิด hypermethylation 
อาจจะท่าให้เกิดเป็นมะเร็งไทรอยด์ได้ (42) อย่างไรก็ตาม มีการศึกษากระบวนการ global 
hypomethylation ของ LINE-1 และ Alu ในโรคมะเร็งหลายชนิด ยกตัวอย่างเช่น โรคมะเร็งต่อม
น้่าลาย (mucoepidermoid carcinoma) มีการศึกษาในเนื้อเยื่อปกติข้างเคียงของต่อมน้่าลาย 
เนื้อเยื่อส่วนระหว่างเนื้อเยื่อปกติข้างเคียง (intermediate cells) และเซลล์หลั่งสารเมือก (mucous 
cells) พบว่ามีความแตกต่างของระดับ methylation ที่ต่่าลงอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบระหว่างชนิดเซลล์ และมีระดับของ methylation ในเนื้อเยื่อปกติข้างเคียง 
intermediate cells และ mucous cells ลดลงตามล่าดับ โดยที่ระดับการเกิด methylation ใน 
intermediate cells นั้น ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานการวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า intermediate cells ซึ่ง
เป็นส่วนที่อยู่ระหว่างเนื้อเยื่อปกติข้างเคียงกับ mucous cells นั้น น่าจะแยกออกมาจากเซลล์ส่ารอง 
(reserve cells) ในหน่วยของเซลล์ต่อมน้่าลาย และเชื่อว่าเป็น progenitor cells ของ mucous 
cells ดังนั้นอาจจะเป็นส่วนที่อยู่กึ่งกลางในการเปลี่ยนรูปร่างของเซลล์เนื้อเยื่อปกติข้างเคียงและ 
mucous cells ได้ แต่การศึกษาดังกล่าวไม่สามารถวัดระดับการเกิด methylation จากเซลล์ส่ารอง
ในหน่วยของเซลล์ต่อมน้่าลายได้โดยตรง ท่าให้ยังไม่สามารถสรุปผลได้ว่าระดับการเกิด LINE-1 
hypomethylation นั้นลดลงจากเนื้อเยื่อปกติข้างเคียงและ mucous cells นอกจากนี้ระดับ 
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methylation ที่ลดลงมีความเก่ียวข้องกับความรุนแรงของมะเร็ง อีกทั้งเนื้อเยื่อของมะเร็งต่อมน้่าลาย
มีระดับของ methylation ที่ต่่าลงในทุกเซลล์เมื่อเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อปกติของต่อมน้่าลาย(43) 
นอกจากนี้มีการศึกษาในโรคมะเร็งล่าไส้ใหญ่เปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อปกติข้ างเคียง พบว่าเนื้องอก
มะเร็งล่าไส้ใหญ่มีการเกิดกระบวนการ hypomethylation ของ LINE-1 ที่บริเวณ promoter แต่ไม่
พบว่าเกิดกระบวนการดังกล่าวในเนื้อเยื่อปกติ(44) 

รูปที่ 2 ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิดกระบวนการ methylation ที่เปลี่ยนแปลงไป ส่งผลให้เกิด
ความผิดปกติของยีน น่าไปสู่การเจริญของโรคมะเร็ง (     หมายถึง ต่าแหน่งของเบสไซโตซีนที่มีการ
เกิด methylation และ     หมายถึง ต่าแหน่งของเบสไซโตซีนที่ไม่มีการเกิด methylation) 

 
จากงานวิจัยที่ผ่านมา แสดงให้เห็นว่าสาเหตุหนึ่งที่ท่าให้เกิดมะเร็งนั้นมีความเกี่ยวข้อง

กับการเปลี่ยนแปลงไปของ DNA methylation ดังแสดงในรูปที่ กล่าวคือเซลล์มะเร็งมีการเกิด 
methylation ของ LINE-1 และ Alu ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อปกติ โดยท่าการศึกษาใน
เนื้อเยื่อของโรคมะเร็งหลายชนิด และตรวจวัดจากระดับรวมถึงรูปแบบของการเกิด methylation ใน 
LINE-1 และ Alu(9) นอกจากนี้ได้มีการศึกษาใน peripheral blood leukocytes ของ LINE-1 และ 
Alu พบว่า ผู้ป่วยมีระดับการเกิด methylation ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับในกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี
(8, 45) ดังนั้นการเกิด DNA methylation ที่เปลี่ยนแปลงไปของ LINE-1 และ Alu มีความสัมพันธ์
กับการเกิดเนื้องอกและสามารถพัฒนาให้เกิดมะเร็งได้ 
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Long Interspersed nuclear element-1 (LINE-1) 

Long interspersed nuclear elements (LINE-1) คือ retrotransposon ชนิดหนึ่งที่
จัดอยู่ในกลุ่มของ non-long terminal ซ้่าๆ กันหลายหน่วย (non-LTR) ในจีโนมของมนุษย์ ซึ่งพบ
มากกว่า 500,000 ชุด คิดเป็นสัดส่วนประมาณร้อยละ 17 (44, 46) มีความสามารถในการเพ่ิมจ่านวน
ตัวเองได้อย่างอิสระผ่านตัวกลางที่เป็น RNA นอกจากนี้องค์ประกอบหลักของ LINE-1 พบว่า
ความสามารถของ retrotransposition มีการเสียหายไป ส่งผลให้ปลาย 5′ มีการขาดหายไป เกิดการ
ปรับเปลี่ยนแบบกลับ หรือเกิด point mutation ซึ่งเกิดขึ้นในช่วง reverse transcription หรือเกิด
การจ่าลองโครโมโซมของส่วนที่มีการเพ่ิมเติมเข้าไป นอกจากนั้นในจีโนมของมนุษย์มีในส่วนที่เป็น 
LINE-1 ที่ท่างานได้ประมาณ 50-120 ตัว (ร้อยละ 5-10 ของบริเวณที่ท่างานได้) (47) LINE-1 เหล่านี้
อาศัยกลไกการท่างานแบบคัดลอก-วาง (copy-and-paste) เพ่ือเพ่ิมจ่านวนของตัวเองตลอดทั้งจีโนม 
ส่งผลให้เกิดความเสียหายต่อยีนบริเวณข้างเคียง และล่าดับเบสของตัวควบคุม ด้วยเหตุนี้จึงท่าให้เกิด
การกลายพันธุ์ของยีนภายในจีโนม เกิดเป็นโรคทางพันธุกรรมชนิดต่างๆ รวมถึงโรคมะเร็งด้วย 
(48)โครงสร้างของ LINE-1 มีความยาวประมาณ 6 kb ประกอบด้วย 5′untranslated region 
(5′UTR) Open reading frame 2 ชนิด คือ ORF1 และ ORF2 และปลาย 3′UTR มีส่วนที่
ประกอบด้วย poly(A) tail ดังแสดงในรูปที่ 1(49) 

 
รูปที่ 3 โครงสร้างของ LINE-1 ที่ประกอบด้วย 3 ส่วนคือ 5′UTR Open reading frame 2 ชนิด คือ 
ORF1 และ ORF2 และปลาย 3′UTR มีส่วน poly(A) tail(49) 
 

โดยการเคลื่อนที่ของ LINE-1 เพ่ือท่าการสร้าง LINE-1 ตัวใหม่ ดังแสดงในรูปที่ 4 ซึ่งมี
การเกิด 5 ขั้นตอน เริ่มจากกระบวนการถอดรหัส full length-L1 elements (FL-L1) จาก 
promoter ภายในจีโนมโดย RNA polymerase II อย่างไรก็ตามการเกิดกระบวนการถอดรหัส
ดังกล่าวเริ่มต้นเมื่อ LINE-1 ที่หลุดออกมามีการขาดหายไปของล่าดับเบสที่ส่าคัญในช่วง 100 คู่เบส
แรกของ 5’UTR ส่งผลให้เกิดการส่งออกจากนิวเคลียสไปยังไซโทพลาสซึม ซึ่งบริเวณนี้เป็นบริเวณที่มี
การแปลรหัสได้เป็นโปรตีนของ LINE-1 จ่านวน 2 ชนิด ได้แก่ ORF1p ซึ่งเป็นโปรตีนขนาดเล็กที่จับ
กับ RNA และ ORF2p เป็นโปรตีนที่มีขนาดใหญ่กว่า ORF2p สามารถสร้างเอนไซม์ทั้ง 
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endonuclease และ reverse transcriptase หลังจากนั้น ORF1p และ ORF2p สามารถจับกับ 
mRNA ของ LINE-1 ท่าให้เกิดการรวมตัวกันเป็นสารประกอบ ribonucleoprotein เพ่ือเข้าไปยัง
นิวเคลียส โดยโปรตีน ORF1p และ ORF2p มีบริเวณของ cis มากเพ่ือช่วยในการเคลื่อนที่ของ RNA 
อย่างจ่าเพาะและสามารถเพ่ิมจ่านวนของ LINE-1 ให้มากขึ้น ขั้นตอนสุดท้ายของการเกิดกระบวนการ
เคลื่อนที่ของ LINE-1 เรียกว่าขั้นตอน target-primed reverse transcription (TPRT) ซึ่ง
กระบวนการนี้เริ่มต้นเมื่อ EN domain ของ ORF2p เกิดรอยขาดของ genomic DNA ที่บริเวณ
เป้าหมาย ซึ่งล่าดับเบสส่าหรับ EN domain คือ 5’-TTT/A-3’ โดยการตัดที่บริเวณล่าดับเบสนี้ท่าให้
เกิดหมู่ 3’OH หลังจากนั้น 3’OH จึงถูก ORF2p RT domain น่าไปเป็นตัวเริ่มต้นที่ท่าให้เกิด
กระบวนการ reverse transcription ของ LINE-1 mRNA โดยเริ่มต้นจาก poly (A) tail และต่อ
ขยายไปทางด้านปลาย 5’ของ mRNA สุดท้าย complementary strand ได้รับการสังเคราะห์และ
บริเวณที่เกิดช่องว่างได้ผ่านกลไกการซ่อมแซม ซึ่งกลไกดังกล่าวยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดส่งผลให้เกิด
เป็น LINE-1 ชุดใหม่แทรกอยู่ใน genomic DNA (46) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 การเคลื่อนที่ของ LINE-1 ในการสร้าง LINE-1 ตัวใหม่เพ่ือเพ่ิมจ่านวนในจีโนม 
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อย่างไรก็ตามการที่ LINE-1 มีขั้นตอนการเกิดหลายขั้นตอนนั้นเพ่ือช่วยให้เซลล์ของ
มนุษย์มีการควบคุมการเกิดการกลายพันธุ์ได้ โดยปกติกลไกการยับยั้งการท่างานของ LINE-1 มีหลาย
กลไกซึ่งเกิดขึ้นในขั้นตอนของการเคลื่อนที่ของ LINE-1 โดยกลไกที่ปัจจุบันมีการศึกษาอย่างมาก
เกี่ยวกับการคุม LINE-1 ได้แก่การเกิด CpG dinucleotide methylation ที่บริเวณ promoter ของ 
LINE-1 ซึ่งมีการยับยั้งกระบวนการถอดรหัส นอกจากนี้ยังมีกลไกอ่ืนที่สามารถยับยั้งการท่างานของ 
LINE-1 ได้แก่กระบวนการ histone modification และ chromatin remodeling (47) และโปรตีน
ที่อยู่ภายในเซลล์ท่าการยับยั้งการเคลื่อนที่ของ LINE-1 หลังจากเกิดกระบวนการถอดรหัสทั้งในไซ
โทพลาซึมและนิวเคลียส (50) 

จากการศึกษาการท่างานของ LINE-1 ในเซลล์มะเร็งหลายการศึกษาส่วนมากเป็นเนื้อ
งอกท่ีเกิดข้ึนบริเวณเยื่อบุผิว โดยระดับการเคลื่อนที่ของ LINE-1 สูงที่สุด พบในมะเร็งหลายชนิดได้แก่ 
มะเร็งล่าไส้ใหญ่และมะเร็งปอด (51), (52) ในส่วนของการเคลื่อนที่ของ LINE-1 ที่มีระดับปานกลาง 
ได้แก่มะเร็งหลอดอาหาร มะเร็งตับอ่อน (53), (54) มะเร็งรังไข่ และมะเร็งต่อมลูกหมาก (51) เป็นต้น 
และมะเร็งที่มีระดับการเคลื่อนที่ของ LINE-1 ต่่าแต่สามารถวัดค่าได้ ได้แก่มะเร็งกระดูก มะเร็งเต้านม 
(55) และมะเร็งตับ (56) เป็นต้น นอกจากนี้งานวิจัยที่ผ่านมาได้มีการศึกษากระบวนการท่างานรวมถึง
กลไกของ LINE-1 ที่ส่งผลต่อการเจริญของเนื้องอกหลายชนิด พบว่ากระบวนการเกิด promoter 
methylation ดังที่ได้กล่าวข้างต้นมีความเกี่ยวข้องกับการยับยั้งการท่างานของ LINE-1 ดังนั้นจึงมี
หลายงานวิจัยชี้ให้เห็นว่ากระบวนการการเกิด hypomethylation ของ LINE-1 เป็นขั้นตอนส่าคัญที่
ท่าให้เกิดการกระตุ้นซ้่าที่ส่งผลให้เกิดการเจริญของเนื้องอก ส่าหรับบทบาทหน้าที่ของ LINE-1 ต่อการ
เกิดมะเร็ง หลายงานวิจัยอภิปรายว่า LINE-1 เป็นตัวบ่งชี้ชนิดหนึ่งที่สามารถอธิบายถึงระดับการเกิด 
overall global hypomethylation (56) และเกี่ยวข้องกับ retrotransposition โดยที่การเพ่ิมของ 
LINE-1 อาจจะส่งผลต่อระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมายที่เปลี่ยนแปลงไป (49) ซึ่งเป็นผลมาจาก
ชนิดของเซลล์และการปรับลักษณะของ LINE-1 (57) จากรายงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า การเพ่ิมของ 
LINE-1 ส่งผลต่อการยับยั้งการแสดงออกยีนเป้าหมาย (58) และได้รับการกระตุ้นซ้่าในเซลล์มะเร็ง 
เป็นเหตุให้เกิดความเสียหายของจีโนมและการเปลี่ยนแปลงไปของ epigenetic นอกจากนี้การ
แสดงออกของ LINE-1 มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างเนื้องอกในมะเร็งบางชนิด ซึ่ง Ogino 
และคณะ รายงานว่าการเกิด LINE-1 hypomethylation เป็นผลที่แสดงให้เห็นถึงความไม่เสถียรของ
โครโมโซม และมีความเกี่ยวข้องกับอัตราการรอดชีวิตที่ต่่าลงของผู้ป่วยโรคมะเร็งล่าไส้ใหญ่ (59) 
สอดคล้องกับการศึกษาในโรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ (60, 61) จึงท่าให้ LINE-1 อาจจะเป็นตัวบ่งชี้ 
(biomarker) ชนิดหนึ่งที่สามารถใช้วินิจฉัยโรคมะเร็งเนื้องอกเนื้อเยื่ออ่อนในบางชนิดได้ (15) 
นอกจากนี้มีการอภิปรายผลการศึกษาจากหลายงานวิจัยเกี่ยวกับ LINE-1 ว่าเป็นตัวขับเคลื่อนที่ท่าให้
เกิดโรคมะเร็ง โดยในงานวิจัยของ Miki และคณะ พบว่าการเกิด LINE-1 ชุดใหม่ในจีโนมท่าให้เกิด
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ความเสียหายต่อบริเวณ exon ของ APC tumor suppressor gene ส่งผลให้เกิดการเจริญของ
มะเร็ง อย่างไรก็ตามบทบาทการเพ่ิมจ่านวนของ LINE-1 ในโรคมะเร็งล่าไส้ใหญ่ไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด 
(62) อีกทั้งมีการศึกษาการเคลื่อนที่ของ LINE-1 ที่ส่งผลให้เกิดการกลายพันธุ์ของยีนของ Shukla 
และคณะ ท่าการศึกษาในโรคมะเร็งตับ พบว่าการเพ่ิมจ่านวนชุดของ LINE-1 ในยีน ST18 ซึ่งท่าให้ตัว
ยับยั้งที่ควบคุม cis element เสียหายส่งผลให้เกิดการแสดงออกของยีน ST18 มากขึ้น และท่าการ
สรุปผลว่าเป็น proto-oncogene ที่มีบทบาทส่าคัญท่าให้เกิดโรคมะเร็งตับ ดังนั้นการเพ่ิมจ่านวนชุด
ของ LINE-1 ใน ST18 มีผลท่าให้เกิดการสร้างและการคงสภาพของเนื้องอก (56) 

 
Short Interspersed nuclear element (SINE หรือ Alu) 

Alu คือ retrotransposon ชนิดหนึ่ง จัดอยู่ในกลุ่มของ short interspersed nuclear 
element (SINE) โดยมาจาก 7SL RNA gene ซึ่งเป็นรหัสของส่วนประกอบ RNA ใน signal 
recognition particle (SRP) เกี่ยวข้องกับการเกิด translocation ของกระบวนการสังเคราะห์
โปรตีนตัวใหม่ (24) นอกจากนี้ Alu element เป็น retrotransposon ที่พบจ่านวนมากกว่า 1 ล้าน
ซ้่า ซึ่งมากที่สุดในจีโนมของมนุษย์ (25) คิดเป็นสัดส่วนประมาณร้อยละ 11 แต่เป็น repetitive 
element ที่ไม่สามารถเพ่ิมจ่านวนเอง ได้ ต้องอาศัยการท่างานจาก LINE-1 เป็นหลัก ซึ่ง Alu มีการ
สร้าง RNA polymerase III ของ RNA ที่ถอดรหัสแล้วในระดับต่่า ส่งผลให้เกิดกระบวนการ 
retrotransposition นอกจากนี้ Alu element มีผลต่อการแสดงออกของยีน ประกอบด้วย 
polyadenylation splicing และ ADAR editing (63), (64) โครงสร้างของ Alu มีความยาว
ประมาณ 280 คู่เบส ประกอบด้วย enhancer element, transcriptional signals โดยเชื่อมกับ
ส่วนของ A rich region และ poly (A) tail ซึ่งส่วนของ poly (A) tail นี้มีบทบาทต่อกลไกการเพ่ิม
จ่านวนของ Alu ดังแสดงในรูปที่ 5 (65) 

รูปที่ 5 โครงสร้างของ Alu ที่ประกอบด้วย 3 ส่วนคือ enhancer element transcriptional 
signals และปลาย 3′UTR มีส่วน poly(A) tail (65) 

 
นอกจากนี้ภายใน promoter ของ Alu มี RNA polymerase III ท่าให้เกิดการกระตุ้น

ให้เกิดกระบวนการถอดรหัสที่บริเวณจุดเริ่มต้นของ Alu element และผลิต RNA ที่ใช้ส่าหรับการ
เพ่ิมจ่านวนของ Alu element อย่างไรก็ตาม Alu element ไม่มี terminator ที่ใช้ในการหยุด
กระบวนการถอดรหัส ดังนั้น Alu ที่ถอดรหัสแล้วจึงหยุดกระบวนการที่ต่าแหน่งใกล้กับจีโนมโดยใช้
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ต่าแหน่งล่าดับเบส TTTT เป็นตัวหยุดกระบวนการถอดรหัส ส่าหรับกลไกการแทรก Alu element 
สายใหม่เข้าไปยัง DNA เป้าหมาย ดังแสดงในรูปที่ 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 กลไกการเกิด reverse transcription ของ Alu element 
 

กระบวนการดังกล่าวเป็นกระบวนการที่ Alu RNA น่า ORF2p ที่ได้จากการแปลรหัส
ของ LINE-1 เข้ามายังบริเวณ DNA เป้าหมาย หลังจากนั้นเกิดการ reverse transcription เป็น 
cDNA copy แล้วเกิดการแทรกของ Alu สายใหม่เข้าไปยัง target DNA ท่าให้บริเวณดังกล่าวอาจ
เป็นแหล่งสะสมที่ท่าให้เกิดการกลายพันธุ์ น่าไปสู่การเกิดโรคต่างๆ รวมถึงโรคมะเร็งได้อีกด้วย 
ถึงแม้ว่าการเพ่ิมจ่านวนของ Alu element ขึ้นกับ ORF2p จาก LINE-1 แต่ Alu สามารถเพ่ิมจ่านวน
ได้โดยไม่ต้องผ่านกระบวนการของ LINE-1 ก่อน เนื่องจากการเพ่ิมจ่านวนของ LINE-1 ต้องอาศัยทั้ง 
ORF1p และ ORF2p ในส่วนของ Alu ต้องการเพียง ORF2p จาก LINE-1 เท่านั้น ด้วยเหตุนี้แสดงให้
เห็นว่า Alu เป็น retrotransposon ที่มีความเก่ียวข้องกับหลายโรค (63) นอกจากนี้ในส่วนของ CpG 
residue พบว่ามี Alu element จ่านวนมาก ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการเกิด methylation คิดเป็น
สัดส่วนประมาณร้อยละ 25 ในจีโนม (64) เนื่องจาก CpG ที่เกิด methylation สามารถเกิดการ
กลายพันธุ์เป็น TpG ส่วนมากการเกิด Alu methylation จึงเกิดใน element ที่เพ่ิงได้รับการสร้าง
ขึ้นใหม่ นอกจากนี้ระดับการเกิด Alu methylation มีระดับการเกิดที่แตกต่างกันในแต่ละ tissue 
โดยส่วนมากพบว่าในเนื้องอกหลายชนิดมีระดับการเกิด Alu methylation ที่ลดลง อีกทั้งมีการ
คาดการณ์ว่า Alu element อาจเป็นแหล่งที่พบ CpG ใหม่ที่สามารถควบคุมการท่างานของยีน
ข้างเคียง (66) จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าในเซลล์ร่างกายที่ปกติมีการเกิด Alu methylation 

TTTT TTTT 
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ค่อนข้างสูง ดังนั้นการเกิด Alu methylation ที่เปลี่ยนแปลงไปอาจส่งผลถึงการท่างานของ Alu 
element ที่ผิดปกติ จึงท่าให้มีการแสดงออกของยีนที่เปลี่ยนแปลงไป และเกิดความไม่เสถียรของจี
โนม ซึ่งเป็นคุณลักษณะส่าคัญของโรคมะเร็ง [38] ซึ่งการศึกษาระดับการเกิด Alu methylation มี
การศึกษาในมะเร็งหลายชนิด เช่น การศึกษาในมะเร็งสมองชนิด glioma โดยท่าการศึกษาใน cell-
free DNA พบว่าระดับการเกิด Alu methylation ในมะเร็ง glioma ต่่ากว่าอย่างมีนัยส่าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เป็น benign tumor และกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี และเมื่อ
ท่าการศึกษาในแต่ละประเภทโรคของผู้ป่วยมะเร็ง glioma พบว่าระดับการเกิด Alu methylation 
ในผู้ป่วยโรคมะเร็ง glioblastoma and gliosarcoma รวมถึง anaplastic astrocytoma มีการเกิด 
Alu hypomethylation เมื่อเปรียบเทียบกับในกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี นอกจากนี้เมื่อแบ่งตาม
ความรุนแรงของมะเร็ง (low grade และ high grade) พบว่าในมะเร็ง high grade มีระดับการเกิด 
Alu methylation ต่่ากว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมแต่ไม่พบความ
แตกต่างทางสถิติระหว่าง low grade และกลุ่มควบคุม และจากการศึกษานี้ได้วิเคราะห์ความสัมพันธ์
ระหว่างระดับการเกิด Alu methylation กับอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยโรคมะเร็ง glioma พบว่าที่
ระดับ Alu methylation น้อยกว่าร้อยละ 50 มีอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยต่่าที่สุด (67) นอกจากนี้
มีการศึกษาในมะเร็งตับอ่อนโดยท่าการศึกษาในเซลล์เม็ดเลือดขาว พบว่าร้อยละการเกิด Alu 
methylation ของยีนเป้าหมายเปรียบเทียบกับยีนอ้างอิง (PMR) ในมะเร็งตับอ่อนมีค่าสูงกว่าในกลุ่ม
ควบคุม และมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งตับอ่อน (68) 

 
ภาวะเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress) 

ในภาวะปกติเมแทบอลิซึมของร่างกายมีการสร้างผลิตภัณฑ์ชนิดหนึ่งที่เป็นอนุพันธ์ของ
ออกซิเจน เรียกว่า Reactive Oxygen Species (ROS) :ซึ่งส่งผลท่าให้เกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน 
โดย ROS ประกอบด้วยอนุพันธ์จากออกซิเจน ได้แก่ superoxide (O2

•-) hydroxyl radical (OH•) 
hydrogen peroxide (H2O2) และ singlet oxygen (O2) (69) ดังนั้นร่างกายจึงมีสารต่อต้านและ
ก่าจัดสารอนุมูลอิสระเหล่านี้เพ่ือลดการสะสมที่ก่อให้เกิดอันตรายต่อเซลล์ โดยสารที่สามารถก่าจัด
สารอนุมูลอิสระ ได้แก่ superoxide dismutase (SOD) เป็นเอนไซม์ท่ีท่าลาย O2

•- ได้เป็น H2O2 และ 
O2

• และในการก่าจัด H2O2 มีเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ 2 ชนิด ชนิดแรก คือ catalase ซึ่ง
ไม่ต้องการ cofactor ในการเกิดปฏิกิริยา โดยเอนไซม์ดังกล่าวสามารถสลาย H2O2 ได้เป็น H2O และ 
O2

• กระบวนการดังกล่าวพบในทุกเนื้อเยื่อของร่างกาย และการเกิดปฏิกิริยาดังกล่าวขึ้นอยู่กับความ
เข้มข้นของปริมาณ H2O2 ชนิดที่สองคือ glutathione peroxidase (GSHPx) ท่าการสลาย H2O2 ได้
เป็น H2O โดยอาศัย glutathione (GSH) เป็น cofactor และการสลายด้วยเอนไซม์ดังกล่าวเป็นผล
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มาจากการเกิดออกซิเดชันของ oxidized glutathione (GSSG) นอกจากนี้เอนไซม์ GSHPx มี
องค์ประกอบเป็น selenium อยู่ที่บริเวณตรงกลางของโครงสร้าง และพบได้ทั่วไปในไซโทพลาซึมของ
เซลล์ เอนไซม์ GSHPx แตกต่างจาก catalase ที่เอนไซม์ดังกล่าวสามารถเกิดปฏิกิริยาได้ถึงแม้ว่ามี
ปริมาณ H2O2 น้อยก็ตาม แต่ต้องอาศัยปริมาณของ GSH สูง ในบางกรณี ROS มีบทบาทส่าคัญใน
เรื่องของหน้าที่ส่าคัญทางชีววิทยา อย่างไรก็ตาม ROS ถือว่าเป็นผลพลอยได้ที่เกิดจากกระบวนการเม
แทบอลิซึมของเซลล์ในร่างกาย (70) ถึงแม้ว่าในร่างกายมีกระบวนการก่าจัดสารอนุมูลอิสระออกจาก
เซลล์เพ่ือคงสภาพสมดุลของร่างกาย แต่ ROS มีบทบาทส่าคัญในการเกิดโรคต่างๆ เมื่ออายุเพ่ิมมาก
ขึ้น ยกตัวอย่างเช่น โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดตีบตัน โรคข้อเข่าเสื่อม โรคทางระบบประสาท เป็นต้น 
(71) อย่างไรก็ตาม ROS ทุกชนิดสามารถจับกับองค์ประกอบภายในเซลล์ได้ ยกตัวอย่างเช่น ไนโตร
จีนัสเบสของดีเอ็นเอ หรือ deoxyribosyl backbone ส่งผลให้เบสและสายของดีเอ็นเอเกิดความ
เสียหายตามล่าดับ ดังนั้นความเสียหายของดีเอ็นเอที่เกิดจาก ROS เกิดเป็นสารที่ก่อให้เกิดการกลาย
พันธุ์และพัฒนาไปเป็นโรคมะเร็งในที่สุด (72), (73) ในทางเดียวกันการสะสมของเซลล์ที่เกิดการกลาย
พันธุ์เป็นสัดส่วนโดยตรงกับจ่านวนของดีเอ็นเอที่ได้รับความเสียหายซึ่งไม่ได้รับการซ่อมแซม กล่าวคือ 
ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด oxidative stress ส่งผลให้เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอและเป็น
สาเหตุท่าให้เกิดโรคมะเร็งในมนุษย์ ดังแสดงในรูปที่ โดยที่ในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตมีโอกาสที่ได้รับสาร
หรือสิ่งกระตุ้นที่ก่อให้เกิดความผิดปกติของดีเอ็นเอ สารดังกล่าวมาจากทั้งภายนอกเซลล์ เช่น
สิ่งแวดล้อม รังสี ยาที่ใช้ในทางการแพทย์ เป็นต้น หรือจากภายในเซลล์ เช่น oxidative stress ที่ได้
จากกระบวนการเมแทบอลิซึม โดยก่อให้เกิดออกซิเจน การตอบสนองต่อระบบภุมิคุ้มกัน และการ
อักเสบ ส่งผลให้เกิดความเสียหายของ DNA และเกิด DNA adduct เมื่อเกิดความเสียหายจึง
เหนี่ยวน่าให้สารต้านอนุมูลอิสระชนิดต่างๆ เข้ามาก่าจัด ROS ได้แก่ สารที่อยู่ภายในเซลล์ประเภท 
glutathione และวิตามินซี และวิตามินอีรวมถึงเอนไซม์ที่มีความสามารถในการก่าจัด ROS ได้แก่ 
SOD, catalase, GSHPx ถ้า DNA ที่ได้รับความเสียหายจากสารดังกล่าวได้รับการซ่อมแซมจาก
กระบวนการซ่อมแซม DNA ภายในเซลล์ ท่าให้สามารถคงสภาพและท่างานได้ตามปกติ อย่างไรก็ตาม 
ถ้า DNA ที่ได้รับความเสียหายและไม่สามารถท่าการซ่อมแซมได้นั้นจะส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์ 
(cell death) หรือเกิดการกลายพันธุ์ ก่อให้เกิดความไม่เสถียรของจีโนม และเกิดมะเร็งได้ต่อไป (74) 
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รูปที่ 7 ความสัมพันธ์ของการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันส่งผลให้เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอและ
เกิดโรคมะเร็งในมนุษย์ (74) 
 

การตรวจวิเคราะห์กลไกที่จ่าเพาะของภาวะเครียดออกซิเดชันต่อการเกิดกระบวนการ
สร้างมะเร็งยังไม่มีการศึกษาที่เพียงพอ แต่เชื่อว่าเกิดจาก 2 กลไกหลักที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็ง 
กลไกแรกคือ oxidative damage ควบคุมการเกิดมะเร็งผ่านทางการแสดงออกของยีน โดยที่
กระบวนการทางด้าน epigenetic โดยกระบวนการนี้ส่งผลให้เกิดการกระตุ้น growth signal และ
กระบวนการเพ่ิมจ่านวนเซลล์ (proliferation) การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นของกระบวนการจัดเรียง
โครโมโซม (chromosomal rearrangement) เป็นผลมาจากการซ่อมแซมเส้น DNA ที่ได้รับความ
เสียหายหรือล่าดับเบสผิดพลาด เกิดการกลายพันธุ์ ยกตัวอย่างเช่น การแทนที่หรือขาดหายไปของ
เบส และกระบวนการแสดงออกของยีนเปลี่ยนแปลงไป จึงอาจส่งผลให้เกิดโรคมะเร็ง (75) กลไกที่
สองคือ สารอนุมูลอิสระเหนี่ยวน่าให้เกิดพันธุกรรมที่เปลี่ยนแปลงไป โดยที่สารอนุมูลอิสระเหล่านี้อาจ
ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงเบสของ DNA ในยีนก่อให้เกิดมะเร็ง (oncogene) และยีนต้านมะเร็ง 
(tumor suppressor gene) อย่างไรก็ตาม ในการตรวจวัดระดับ oxidative stress ส่วนมากท่าการ
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ตรวจวัด 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) โดยกลไกการสร้าง 8-OHdG ดังแสดงในรูปที่ 
8 เนื่องจากเป็นสารที่มีรูปแบบโครงสร้างง่ายต่อการศึกษา และเป็นสารก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ โดย
การกลายพันธุ์อาจเป็นผลมาจากการสร้าง 8-OHdG ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการ transversion ของ 
GC เป็น TA นอกจากนี้ 8-OHdG มีการสูญเสียความจ่าเพาะในการจับคู่เบส การเพ่ิมเบส adenine 
ตรงข้ามกับบริเวณท่ีเกิดความเสียหาย ดังนั้นจึงเหมาะกับการเป็นตัวบ่งชี้โรคมะเร็ง (76) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8 โครงสร้างของผลิตภัณฑ์ที่มาจาก C8-OH adduct ของเบส guanine โดยเกิดจาก radical ที่
เป็น OH• เข้าไปท่าปฏิกิริยากับคาร์บอนต่าแหน่งที่ 8 ของเบส guanine 
 

จากที่กล่าวข้างต้นการตรวจวัดระดับของ oxidative stress นิยมตรวจวัดปริมาณของ 
8-OHdG โดยการศึกษาที่ผ่านมามีการศึกษาในโรคมะเร็งหลายชนิด จากการศึกษาของ Matsui และ
คณะ ท่าการตรวจวัดปริมาณ 8-OHdG ในผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านมด้วยเทคนิค high performance 
liquid chromatography-electrochemical detector (HPLC-ECD) ผลการศึกษาพบว่า ระดับ  
8-OHdG ใน DNA ของชิ้นเนื้อมะเร็งเต้านมในผู้ป่วยมีค่าสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับชิ้นเนื้อปกติข้างเคียง (non-neoplastic adjacent tissue) (77) สอดคล้องกับ
การศึกษาของการศึกษาของ Musarrat และคณะ พบว่าระดับ 8-OHdG ในมะเร็งเต้านมมีระดับสูง
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กว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (78) นอกจากนี้มีการศึกษาในมะเร็ง
ปากมดลูก ซึ่งท่าการตรวจวัดระดับ 8-OHdG ในดีเอ็นเอของผู้ป่วยโรคมะเร็งปากมดลูก พบว่าระดับ
การเกิด 8-OHdG ในผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกมีค่าสูงขึ้นจากการตรวจวัดในมะเร็งชนิด low-grade ไป
ยัง high grade dysplasia อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม อย่างไรก็ตาม 
การศึกษานี้ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างระดับการเกิด 8-OHdG กับ papillomavirus (79) อีกทั้งมี
การตรวจวัดระดับการเกิด 8-OHdG ในมะเร็งอีกหลายชนิด เช่น มะเร็งล่าไส้ใหญ่ (80) มะเร็ง
กระเพาะอาหาร (81) มะเร็งตับ (82) มะเร็งปอด (83) เป็นต้น ซึ่งให้ผลเป็นในทิศทางเดียวกันคือ 
ผู้ป่วยโรคมะเร็งเหล่านี้มีระดับ 8-OHdG สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ  

 
ความสัมพันธ์ระหว่างภาวะเครียดออกซิเดชันและการเกิด DNA methylation 

นอกจาก ROS ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงทางด้านพันธุศาสตร์แล้ว พบว่าการ
เปลี่ยนแปลงทางด้าน epigenetic มีผลมาจาก ROS เช่นกัน การเปลี่ยนแปลงดังกล่าวส่งผลต่อจีโนม
ในมนุษย์อีกทั้งยังมีบทบาทส่าคัญที่ท่าให้เกิดโรคมะเร็ง (84) โดยการผลิต ROS ขึ้นนั้นมีความ
เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงรูปแบบการเกิด DNA methylation กล่าวคือ DNA ที่เสียหายจาก 
hydroxyl radical ดังที่กล่าวไว้ข้างต้น คือ 8-OHdG ส่งผลให้เกิดกระบวนการ DNA methylation 
ลดลง ซึ่ง 8-OHdG ไปรบกวนความสามารถของดีเอ็นเอที่เป็นสารตั้งต้นของเอนไซม์ DNA 
methyltransferase (DNMT) ดังนั้นจึงท่าให้เกิด global hypomethylation (85) นอกจากนี้การ
เกดิ oxidative stress ซึ่งเหนี่ยวน่าการสร้าง ROS ท่าให้กลไก hypermethylation ในยีนต้านมะเร็ง 
(tumor suppressor gene) ผิดปกติที่บริเวณ promoter จึงไม่เกิดการแสดงออกของยีน (gene 
silencing) และเกิดการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

ประชากร 

1. กลุ่มประชากรเป้าหมาย (Target Population) 

เกณฑ์การคัดเลือก (Inclusion criteria)  
ผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและกล้ามเนื้อ อายุระหว่าง 18-80 ปี ที่เข้ารับการผ่าตัดจาก

ฝ่ายออร์โธปิดิกส์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย  
เกณฑ์การคัดออก (Exclusion criteria)  
ผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนที่ได้รับการรักษาด้วยเคมีบ่าบัดหรือรังสีรักษา 

หรือเคยเข้ารับการผ่าตัดมาก่อน ผู้ป่วยที่เป็นโรคที่ส่งผลรบกวนต่อเมแทบอลิซึมของกระดูกและ
เนื้อเยื่ออ่อน และผู้ป่วยโรคเรื้อรังชนิดอื่นๆ เช่น โรคเบาหวาน โรคความดันโลหิตสูง เป็นต้น  

 
2. ขนาดของประชากรตัวอย่าง (Sample Size) 

การศึกษาในครั้งนี้ใช้จ่านวนกลุ่มประชากรตัวอย่างจากผู้ป่วยโรคเนื้องอกของกระดูก
และเนื้อเยื่ออ่อนที่เข้ารับการผ่าตัดจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ โดยสามารถค่านวณกลุ่มตัวอย่าง โดย
ใช้สูตรค่านวณ ดังนี้ 

 

  
 

     
 

 

n = ขนาดของกลุ่มตัวอย่าง 
N = ขนาดของประชากรที่เกิดโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนในปี พ.ศ.2550 
e = ระดับความคลาดเคลื่อนของการสุ่มตัวอย่างท่ียอมรับได้ (5%) 
 

  
  

    (    ) 
 

 
ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้ต้องใช้จ่านวนตัวอย่าง 37 ตัวอย่าง แต่เนื่องจากมีข้อจ่ากัดใน

เรื่องการเก็บตัวอย่าง ซึ่งตัวอย่างดังกล่าวได้จากผู้ป่วยได้รับการวินิจฉัยจากแพทย์ว่าเป็นโรคเนื้องอก
ของกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน โดยมีความจ่าเป็นต้องเข้ารับการผ่าตัด ซึ่งเลือกเก็บตัวอย่างชิ้นเนื้องอก
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ของกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน ชิ้นเนื้อปกติบริเวณข้างเคียงที่ต้องผ่าตัดออกจากผู้ป่วยตามแผนการ
รักษาและตัวอย่างเลือด จึงสามารถเก็บตัวอย่างได้อย่างน้อย 37 ตัวอย่าง โดยจ่านวนประชากรและ
ประเภทของโรคท่ีน่ามาศึกษา ดังแสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางท่ี 1 ผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor โดยจ่าแนกตามชนิดของโรค จ่านวน 46 ราย 
 

ชนิดของโรค musculoskeletal tumor 
จ านวนผู้ป่วย 

(ราย) 

Liposarcoma 11 

Soft tissue sarcoma 4 

Giant cell tumor (GCT) 4 

Metastasis CA 4 

Spindle cell tumor 4 

Lipoma 3 

Schwannoma 3 

Osteosarcoma 2 

Chondrosarcoma 2 

Leiomyosarcoma 1 

Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumor (MPNST) 1 

Chondroma 1 

Hibernoma 1 

Cholangiocarcinoma 1 

Hemangioma 1 

Hemangioendothelioma 1 

Adrenocarcinoma 1 

Fibromatosis 1 

จ านวนรวม 46 
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3. เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 

-     Autoclave (Hydroclave Harvey, USA) 
-     Automatic adjustable micropipette (Eppendorf, Germany) 
-     Balance (Satorius, Germany)  
-     Blade (Parabolar, Germany)  
-     Centrifuge, refrigerated centrifuge (Eppendorf, USA)  
-     Centrifuge, microcentrifuge high speed (Eppendorf, USA)  
-     Combs (BIO-RAD, Hercules, California, USA)  
-     Cuvette 
-     Cylinder : 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml (Pyrex, USA)  
-     Digital timer 
-     Electrophoresis chamber set (BIO-RAD, USA)  
-     ELISA microplate reader (BIO-RAD model 3550, USA) 
-     Freezer -80 °C (Forma Scientific, USA)  
-     Gel Doc 1000 (BIO-RAD, USA)  
-     Mastercycler personal (Eppendorf, USA) 
-     Multi-block heater (Techne DRI Block, USA)  
-     Multi-channel pipettor (Biohit, Finland)  
-     Microcentrifuge tube rack  
-     Motar and pestle  
-     NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Scientific: USA)  
-     pH meter (Eutech Cybernataics) 
-     Pipette rack (Autopack, USA)  
-     Power supply model 250 (BIO-RAD, USA) 
-     Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Duran, USA)  
-     Refrigerator (Sanyo, Japan)  
-     Spectrophotometer (BIO-RAD, USA) 
-     Stirring-magnetic bar  
-     Vortex mixer (Scientific Industry, USA)  
-     Water purification equipment (Water pro Ps, Labconco, USA)  
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-     Water bath: Memmert WB45 (Memmert, German) 
 
4. วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย (Equipments) 
  -     Aluminum foil (Rainbow metal company, USA) 
  -     Clotted blood and EDTA tube (Vacuettee, Austria) 
  -     Disposable gloves (Proglove, Thailand) 
  -     Glass pipette: 1ml, 5 ml, 10 ml (Witeg, Germany) 
  -     Kimwipes paper (Kimberly-Clark, Australia) 
  -     Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (BIO-RAD, USA) 
  -     Parafilm (American National Can, USA) 
  -     Petri dish 
  -     Pipette tip: 10 µl, 200 µl, 1000 µl  
  -     Plastic wrap  
  -     Polypropylene conical tube, sterile: 15 ml, 50 ml (Elkay, USA) 
  -     PCR markers (BIO-RAD, USA) 
  -     Sanitary tissue paper (Celox, Thailand) 
 
5. สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย (Reagents) 

    5.1 สารเคมีทั่วไป (General reagent) 
  -     Agarose molecular grade (Sigma, USA) 
  -     Boric acid (Emsure, Germany) 
  -     70% Ethanol (QRec, New Zealand) 
  -     Ethidium bromide (Sigma, USA) 
  -     Hydrochloric acid (Sigma, USA) 
  -     RNA laterTM (Qiagen, Germany) 
  -     Tris (Calbiochem, USA) 

   5.2 สารเคมีส่าหรับสกัด DNA จากชิ้นเนื้อเยื่อ (DNA extraction from              
tissues) (Vivantis, Malaysia) 

  -     Absolute ethanol (QRec, New Zealand) 
-     Buffer TB 
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  -     Buffer TL 
  -     Elution buffer 
  -     Lysis enhancer 
  -     Proteinase K 
  -     Wash buffer 

5.3 สารเคมีส่าหรับสกัด DNA จากเซลล์เม็ดเลือดขาว (DNA extraction                  
from peripheral blood leukocytes) (Vivantis, Malaysia) 

  -     Elution buffer type 5 
  -     Lysis buffer type 10 
  -     Proteinase K 
  -     3X RBC lysis buffer 
  -     Wash buffer type 6 
    5.4 สารเคมีส่าหรับท่า bisulfite treatment (Zymo research, USA) 

  -     CT conversion reagent 
  -     M-binding buffer 
  -     M-desulphonation buffer 
  -     M-dilution buffer 
  -     M-dissolving buffer 
  -     M-elution buffer 
  -     M-wash buffer 

   5.5 สารเคมีส่าหรับท่า quantitative Combined bisulfite restriction analysis 
(qCOBRA) 

-     1X Bovine serum albumin (BSA) (GE Healthcare, USA) 
-    10 mM Deoxynucleotide triphosphates (dNTP) (Applied biosystem, 

USA) 
  -     Distilled water 
  -     0.5 U Hotstar Taq DNA polymerase (Qiagen, Germany) 
  -     25 mM MgCl2 (Qiagen, Germany) 
  -     Mineral oil 
  -     10X NEBuffer 3.1 (New England BioLabs, UK) 
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  -     10X PCR buffer (Qiagen, Germany) 
  -     10 µM Forward primer (Macrogen, Korea) 
  -     10 µM Reverse primer (Macrogen, Korea) 
  -     Taq I buffer (Thermo Scientific, USA) 
  -     Taq I enzyme (Thermo Scientific, USA) 
  -     Tas I enzyme (Thermo Scientific, USA) 
    5.6 สารเคมีส่าหรับการเตรียม Polyacrylamide gel 

  -      40% Acrylamide (BIO-RAD, USA) 
  -      10% Ammonium persulfate (APS) 
  -      Distilled water 

-      6X loading dye (Fermentas, USA) 
  -      25 bp Marker (Promega, USA) 
  -      1X TBE buffer 
  -      10X TBE buffer 
  -      Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Amersham Bioscience, UK) 

 5.7 สารเคมีส่าหรับการท่า Enzyme linked immunosorbent assay              
(ELISA) (Trevigen, USA) 

  -     Alkaline Phosphatase 
  -     Anti 8-OHdG monoclonal solution 
  -     Assay diluent 
  -     100X Cations 
  -     DNase I 
  -     Goat anti-Mouse IgG-HRP conjugate 
  -     0.2 M HCl 
  -     PBST 
  -     8-OHdG standard 
  -     TACS-Sappire™ 
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6. การเก็บรวบรวมข้อมูล 

ส่าหรับข้อมูลทั้งหมดที่ได้จากการท่าวิจัยครั้งนี้ ได้ท่าการเก็บรวบรวมด้วยการจดบันทึกลง
สมุดปฏิบัติการและบันทึกข้อมูลทั้งหมดลงในคอมพิวเตอร์โดยใช้โปรแกรม Microsoft Excel 
 
7. การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

   7.1 การเก็บชิ้นเนื้อเยื่อ 

7.1.1 ท่าการเก็บชิ้นเนื้อเยื่อมะเร็งและชิ้นเนื้อเยื่อปกติบริเวณข้างเคียงของผู้ป่วยโรคเนื้องอกของ 
กระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน 

7.1.2 น่าชิ้นเนื้อเยื่อที่ได้จากผู้ป่วยมาตัดแบ่งและชั่งน้่าหนักให้แต่ละชิ้นหนักประมาณ 30 mg 
7.1.3 น่าชิ้นเนื้อเยื่อที่ได้จากข้อ 7.1.2 ใส่ใน microcentrifuge tube และเติมน้่ายารักษาสภาพ 

RNA ลงไป 300 µl (สัดส่วน 10 µl ต่อน้่าหนักชิ้นเนื้อ 1 mg) 
7.1.4 น่าไปเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ -20oC เพ่ือรอสกัด DNA ต่อไป 

 
   7.2 การศึกษา DNA methylation 

 7.2.1 การสกัดแยก DNA จากชิ้นเนื้องอกและเนื้อเยื่อปกติข้างเคียง 

7.2.1.1 น่าชิ้นเนื้อเยื่อน้่าหนัก 30 mg จากชิ้นเนื้อเยื่อที่เก็บไว้ในน้่ายารักษาสภาพ RNA มาใส่
ลงในโกร่งบด 

7.2.1.2 บดชิ้นเนื้อเยื่อให้ละเอียดโดยใช้ครกและสากบดชิ้นเนื้อเยื่อในไนโตรเจนเหลว แล้วน่า
ผงที่ได้ใส่ลงใน microcentrifuge tube หลังจากนั้นจึงเติม buffer TL ปริมาตร 250 
µl และproteinase K ปริมาตร 20 µl ผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex จากนั้นเติม lysis 
enhancer ปริมาตร 12 µl ผสมให้เข้ากันทันที น่าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65°C เป็นเวลา 1-
3 ชั่วโมง (หรือท้ิงไว้ข้ามคืนจนได้สารละลายใส) 

7.2.1.3 ผสมสารละลายที่ได้ให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยเติม buffer TB ปริมาตร 560 µl ผสมให้
เข้ากันโดยใช้ vortex แล้วน่าไปบ่มท่ี 65°C เป็นเวลา 10 นาท ี

7.2.1.4 เติม absolute ethanol ปริมาตร 200 µl แล้วจึงผสมให้เข้ากันทันที 
7.2.1.5 ดูด lysate ปริมาตร 600 µl น่าไปใส่ใน spin column ที่ประกอบอยู่กับ collection 

tube หลังจากนั้นน่าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 5,000 g เป็นเวลา 1 นาที เท
ของเหลว ที่อยู่ใน collection tube ออก ท่าซ้่าจน lysate หมด 
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7.2.1.6 เติม wash buffer ปริมาตร 750 µl ลงใน spin column น่าไปปั่นตกตะกอนที่
ความเร็ว 5,000 g เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวที่อยู่ใน collection tube ออก ท่า
ขั้นตอนนี้ซ้่าอีกครั้ง 

7.2.1.7 น่าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือก่าจัด ethanol ออก
ให้หมด เทของเหลวที่อยู่ใน collection tube ออก 

7.2.1.8 เปลี่ยน spin column ใส่ collection tube ใหม่ เติม elution buffer ที่บ่มไว้ที่ 
65°C ปริมาตร 200 µl ลงใน spin column membrane ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 2 นาที แล้วน่าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 5,000 g เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือ
ชะ DNA ออกจาก membrane จึงได้สารละลาย DNA 

7.2.1.9 น่า DNA ที่สกัดได้เก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ -20oC ก่อนน่าไปท่าการทดลองในขั้นตอน
ต่อไป 

7.2.2 การสกัดแยก DNA จากเซลล์เม็ดเลือดขาว (peripheral blood leukocytes) 
7.2.2.1 น่าเลือดตัวอย่างเติม 3X RBC lysis buffer แล้วน่าไปบ่มที่เครื่องเขย่า อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 5 นาท ี
7.2.2.2 ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
7.2.2.3 ดูดส่วนใสทิ้ง และผสมก่อนที่จะดูดตัวอย่างใส่ลงใน microcentrifuge tube หลอด

ใหม ่
7.2.2.4 เติม proteinase K ปริมาตร 20 µl จากนั้นจึงเติม lysis buffer type 10 ปริมาตร 

400 µl แล้วจึงผสมให้เข้ากันด้วย vortex เป็นเวลา 15 วินาที 
7.2.2.5 บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที  
7.2.2.6 เตรียม column และ collection tube แล้วจึงดูด lysate ใส่ลงใน column 
7.2.2.7 น่า column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที แล้วจึงดูดส่วนใสทิ้ง 

น่าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้ง 
7.2.2.8 เติม lysis buffer type 10 ปริมาตร 500 µl ลงใน column แล้วจึงน่าไปปั่นเหวี่ยงที่

ความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 1 นาท ี
7.2.2.9 เติม wash buffer type 6 ปริมาตร 500 µl ลงใน column แล้วจึงน่าไปปั่นเหวี่ยงที่

ความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนใสทิ้ง แล้วจึงปั่นเปล่าอีก 1 ครั้ง เป็น
เวลา 1 นาท ี

7.2.2.10 เตรียม microcentrifuge tube หลอดใหม่ เพื่อเก็บ DNA ที่สกัดได้ 
7.2.2.11 น่าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 1 นาท ี
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7.2.2.12 ท่าการเก็บ DNA ที่สกัดได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20°C เพ่ือรอท่า qCOBRA LINE-1 และ 
qCOBRA Alu ต่อไป 

7.2.3 การวัดปริมาณ DNA 

วัดปริมาณ DNA ที่ได้ทั้งหมดด้วยเครื่อง spectrophotometer โดยอาศัยคุณสมบัติ
การดูดกลืนแสงของ DNA ที่ความยาวคลื่น 260 nm โดยที่ A260 = 1 = 50 µg/µl DNA 

7.2.3.1 แบ่ง DNA ตัวอย่างมาเจือจาง (dilute) ด้วยน้่าที่ปราศจากการปนเปื้อน DNase 
7.2.3.2 วัดค่าการดูดกลืนแสงของ DNA ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น

260 และ 280 nm 
7.2.3.3 ค่านวณหาปริมาณ DNA โดยที่ A260 = 1= 50 µg/µl DNA และวัดคุณภาพ DNA 

จากสัดส่วนค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260/280 nm ซ่ึง DNA ที่มีคุณภาพจะ
มีค่าระหว่างช่วง 1.8-2.0 

 
7.2.4 น า DNA มาท า bisulfite treatment 

ปรับค่าความเข้มข้นของ DNA ให้มีค่าความเข้มข้นเป็น 2.5 ng/µl ปริมาตร 20 µl (50 ng) 
หลังจากนั้นจึงน่ามาท่าปฏิกิริยากับ bisulfite โดยใช้ EZ 8 DNA Methylation-Gold™ Kit (Zymo 
Research Corporation, Orange, CA, USA) 

 
7.2.5 quantitative Combined bisulfite restriction analysis                  

(qCOBRA) ของ LINE-1 และ Alu  

7.2.5.1 ท่าการเพ่ิมจ่านวนของ bisulfited DNA โดยใช้ปฏิกิริยา polymerase chain 
reaction (PCR) โดยใช้ primer ดังแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 ชื่อและล่าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ที่ใช้ในการเพ่ิมจ่านวนของ COBRA LINE-1 และ 
COBRA Alu(25) 

 
7.2.5.2 ผสมสารที่ใช้ส่าหรับการท่า PCR โดยมีส่วนประกอบ ดังแสดงในตารางที่ 2 

 
ตารางท่ี 3 สารเคมี และปริมาตรที่ใช้ในการท่า PCR ของ COBRA LINE-1 

 
  

ชื่อ Primer ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’3’) 
ขนาด 

(คู่เบส) 

LINE-1 forward primer 5’-GTTAAAGAAAGGGGTGAYGGT-3’ 
92 

LINE-1 reverse primer  5’-AATACRCCRTTTCTTAAACCRATCTA-3’ 

Alu forward primer 5’-GGRGRGGTGGTTTARGTTTGTAA-3’ 
133 

Alu reverse primer 5’-CTAACTTTTTATATTTTTAATAAAAACRAAATTTCACCA-3’ 

สารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา 
ปริมาตรต่อตัวอย่าง 

(µl) 
Final concentration 

10X PCR buffer 1 - 

200 mM dNTPs 0.2 40 mM 

25 mM MgCl2 0.4 10 mM 

20 µM primers (forward and reverse) 0.3 6 µM 

0.5 U HotStar Taq DNA polymerase 0.1 - 

Distilled water 7 - 

50 ng bisulfite-treated DNA 1 - 

ปริมาตรรวม 10 
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ตารางท่ี 4 สารเคมี และปริมาตรที่ใช้ในการท่า PCR ของ COBRA Alu 

 
7.2.5.3 น่า master mix ที่ผสมจากข้อ 7.2.5.2 ใส่ลงใน tube ส่าหรับท่า PCR แล้วจึงดูด 

DNA template ใส่ในขั้นตอนสุดท้าย 

7.2.5.4 น่าไปเพ่ิมจ่านวน DNA ด้วย PCR โดยใช้สภาวะดังแสดงในตารางที่ 5 และ 6 
 

ตารางท่ี 5 สภาวะและเวลาที่ใช้ในการท่า PCR ของ COBRA LINE-1 

สภาวะท่ีท าปฏิกิริยา เวลาที่ใช้ท าปฏิกิริยา (นาที) 

95 ºC initial activation                         15.00         

95 ºC denaturation 0.45 

55 ºC annealing 0.45 

72 ºC extension 0.45 

72 ºC final extension 7.00 

สารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา 
ปริมาตรต่อตัวอย่าง 

(µl) 
Final concentration 

10X PCR buffer 1 - 

200 mM dNTPs 0.2 40 mM 

25 mM MgCl2 0.4 10 mM 

20 µM primers (forward and reverse) 0.3 6 µM 

0.5 U HotStar Taq DNA polymerase 0.1 - 

Distilled water 7 - 

50 ng bisulfite-treated DNA 1 - 

ปริมาตรรวม 10 

40 รอบ 



 52 

ตารางท่ี 6 สภาวะและเวลาที่ใช้ในการท่า PCR ของ COBRA Alu 

สภาวะท่ีท าปฏิกิริยา เวลาที่ใช้ท าปฏิกิริยา (นาที) 

95 ºC initial activation                         15.00         

95 ºC denaturation 0.45 

57 ºC annealing 0.45 

72 ºC extension 0.45 

72 ºC final extension 7.00 

 
7.2.6 การวิเคราะห์รูปแบบการเกิดเมทิเลชัน 

7.2.6.1 หลังจากท่าการเพ่ิมจ่านวนด้วยปฏิกิริยา PCR จึงท่าการตัด PCR product ด้วย
เอนไซม์ตัดจ่าเพาะ โดยที่ LINE-1 ตัดด้วยเอนไซม์ 2 U TaqI และ 8 U TasI ใน
สารละลาย NEBuffer 3.1 ดังแสดงในตารางที่ 6 ในขณะที่ Alu ถูกตัดด้วยเอนไซม์   
2 U TaqI ในสารละลาย TaqI buffer ดังแสดงในตารางที่ 7  

7.2.6.2 น่าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65°C ข้ามคืน ซึ่ง TaqI มีต่าแหน่ง restriction site คือ 5′ TCGA 
3′ และ 3′ AGCT 5′ ในส่วนของ TasI มีต่าแหน่ง restriction site คือ 5′ AATT 3′ 
และ 3′ TTAA 5′ 

7.2.6.3 น่ ามาวิ เคราะห์รูปแบบการเกิดเมทิ เลชัน ด้วย 8% non-denaturing 
polyacrylamide gel สารที่ใช้เตรียมดังแสดงในตารางที่ 8 หลังจากนั้นน่า PCR 
product 10 µl ผสมกับ 6X loading dye 6 µl แล้วจึงหยอดลงในช่องเจลที่เตรียม
ไว้ แล้วน่ามาผ่านการแยกวิเคราะห์ด้วย 8% non-denaturing polyacrylamide 
gel ที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ กระแสไฟฟ้า 0.4 แอมแปร์ เป็นเวลา 60 นาที น่าเจล
ที่ได้ย้อมด้วย ethidium bromide เป็นเวลา 15 นาที แล้วจึงล้างด้วยน้่าเป็นเวลา 10 
นาท ี

7.2.6.4 วัดความเข้มของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ (band intensity) ด้วยเครื่อง Molecular 
Imager Gel Doc ด้วยโปรแกรม Image Lab (Bio-Rad, Begoniastraat, Belgium) 
ขนาดของ PCR product เทียบได้จาก 25 bp ladder โดย Alu สามารถแยกได้เป็น 
5 ส่วน ประกอบด้วยขนาด 133, 90, 75, 58, 43 คู่เบส ในส่วนของ LINE-1 สามารถ
แยกได้เป็น 5 ส่วน ประกอบด้วยขนาด 92, 60, 50, 42 และ 32 คู่เบส 

40 รอบ 
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7.2.6.5 การวิเคราะห์ความเข้มของแถบดีเอ็นเอซึ่งแสดงถึงรูปแบบการเกิด methylation
สามารถค่านวณได้จากสูตร ดังนี้  

สูตรการค่านวณรูปแบบการเกิดเมทิเลชันใน Alu 
ก่าหนดให้ A แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 133 คู่เบส หารด้วย 133 
            B แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 58 คู่เบส หารด้วย 58 
            C แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 75 คู่เบส หารด้วย 75 
            D แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 90 คู่เบส หารด้วย 90 
            E แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 43 คู่เบส หารด้วย 43 
            F แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 32 คู่เบส หารด้วย 32 

ร้อยละของ Alu methylation (% mC)     =    100X (E+B)/(2A+E+B+C+D) 
ร้อยละของ Alu hypermethylation (% mCmC)   =     100X F/(A+C+D+F) 
ร้อยละของ Partially Alu methylation (%uCmC)  =    100X C/(A+C+D+F) 

              (%mCuC)    =  100X D/(A+C+D+F) 
ร้อยละของ Alu hypomethylation (%uCuC)    =  100X A/(A+C+D+F) 

 
สูตรการค่านวณรูปแบบการเกิดเมทิเลชันใน LINE-1 

ก่าหนดให้ A แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 92 คู่เบส หารด้วย 92 
            B แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 60 คู่เบส หารด้วย 56 
            C แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 50 คู่เบส หารด้วย 48 
            D แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 42 คู่เบส หารด้วย 40 
            E แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 32 คู่เบส หารด้วย 28 

  F แทน [(D+E)-(B-C)] หารด้วย 2 
ร้อยละของ LINE-1 methylation (% mC) = 100X (A+2C+F)/(2A+2B+2C+2F) 
ร้อยละของ LINE-1 hypermethylation (% mCmC) = 100X (C/2)/[(C/2)+A+B+F) 
ร้อยละของ Partially LINE-1 methylation (%uCmC) = 100X F/[(C/2)+A+B+F)] 

     (%mCuC) = 100X A/[(C/2)+A+B+F)] 
รอ้ยละของ LINE-1 hypomethylation (%uCuC)      = 100X B/[(C/2)+A+B+F)] 
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ตารางท่ี 7 สารเคมีที่ใช้ในการตัด PCR product ด้วยเอนไซม์ตัดจ่าเพาะ ของ Alu 
 

 
 
 

 

 

 
 

ตารางท่ี 8 สารเคมีที่ใช้ในการตัด PCR product ด้วยเอนไซม์ตัดจ่าเพาะ ของ LINE-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 9 สารเคมีที่ใช้ในการเตรียม 8% non-denaturing polyacrylamide gel 
  
 
 
 
 
 
 
 

สารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา ปริมาตรต่อตัวอย่าง (µl) 

Taq I buffer 1 

2 U Taq I enzyme 0.2 

Distilled water 0.8 

PCR product 8 

ปริมาตรรวม 10 

สารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา ปริมาตรต่อตัวอย่าง (µl) 

NEBuffer 3.1 buffer 1 

10X BSA 0.1 

2 U Taq I enzyme 0.2 

8 U Tas I enzyme 0.2 

Distilled water 0.5 

PCR product 8 

ปริมาตรรวม 10 

สารเคมี ปริมาตรต่อเจล 

40% Polyacrylamide 1.2 ml 

10X TBE buffer 600 µl 

Distilled water 4.2 ml 

TEMED 60 µl 

Ammonium persulfate 6 µl 
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7.3 การวิเคราะห์ภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ด้วยเทคนิค ELISA 
การวิเคราะห์ระดับ 8-hydroxy-2’deoxyguanosine (8-OHdG) ของ DNA ในชิ้นเนื้อและ

พลาสมาของผู้ป่วยด้วยเทคนิค enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) มีข้ันตอนดังนี้ 
7.3.1 การเตรียมดีเอ็นเอในชิ้นเนื้อ 

7.3.1.1 สารละลาย DNA ที่สกัดได้ (ความเข้มข้นประมาณ 200-1,000 µg/ml) น่ามาเติมด้วย 
100X Cations เพ่ือปรับให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1X 

7.3.1.2 เติม DNase I ปริมาตร 2 µl แล้วจึงบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
7.3.1.3 เติม Alkaline phosphatase 2 µl แล้วจึงบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

 
7.3.2 ขั้นตอนการวิเคราะห์ระดับ 8-OHdG 

7.3.2.1 น่า microplate วางไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
7.3.2.2 เตรียม serial dilutions ของสารละลายมาตรฐาน 8-OHdG ดังแสดงในตารางที่ 10

รวมถึงเตรียมตัวอย่าง DNA และพลาสมา 
 

ตารางท่ี 11 การเจือจางสารละลายมาตรฐาน 8-OHdG 

 
 

7.3.2.3 เติมสารละลายมาตรฐาน 8-OHdG และตัวอย่างปริมาตร 25 µl ลงในแต่ละช่องของ 
microplate โดยช่องของสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0 nM และ blank ให้
เติม Assay diluent 

7.3.2.4 เติม anti 8-OHdG monoclonal solution ปริมาตร 25 µl ลงไปทุกช่องยกเว้นช่อง 
blank แต่ให้เติม Assay diluent ปริมาตร 25 µl ในช่อง blank แทน ผสมให้เข้ากัน
โดยหลีกเลี่ยงไม่ให้เกิดฟองอากาศ ปิด microplate ด้วยฟิล์มใส และบ่มที่อุณหภูมิ 
25°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

8-OHdG 

concen 

200 nM 

(56.7ng/ml) 

100 nM 

(28.3 ng/ml) 

50nM 

(14.2 ng/ml) 

25 nM 

(7.1 ng/ml) 

12.5 nM 

(3.54 ng/ml) 

6.25 nM 

(1.77 ng/ml) 

3.13 nM 

(0.89 ng/ml) 

8-OHdG 

standard 

20 µM 

3 µl 150 µl 150 µl 150 µl 150 µl 150 µl 150 µl 

Assay 

diluent 
297 µl 150 µl 150 µl 150 µl 150 µl 150 µl 150 µl 

*ดัดแปลงจาก https://trevigen.com/docs/protocol/protocol_ 4380-192- K.pdf 
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7.3.2.5 น่าฟิล์มใสออกและท่าการล้างด้วย PBST จ่านวน 4 ครั้ง แล้วจึงซับ PBST ออกด้วย
กระดาษทิชชู่ 

7.3.2.6 เติม Goat anti-Mouse IgG-HRP conjugate ที่ท่าการเจือจางแล้ว ปริมาตร 50 µl 
ลงไปในแต่ละช่อง ยกเว้นช่อง blank ให้เติม Assay diluent ปริมาตร 50 µl แทน 
จากนั้นปิดฟิล์มใสที่ microplate น่าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และ
น่า TACS-Sapphire™ มาวางไว้ที่อุณหภูมิ 25°C 

7.3.2.7 น่าฟิล์มใสออกและท่าการล้างด้วย PBST จ่านวน 4 ครั้ง แล้วจึงซับ PBST ออกด้วย
กระดาษทิชชู่ 

7.3.2.8 เติมสับสเตรท TACS-Sapphire™ ปริมาตร 50 µl ลงไปในทุกช่องของ microplate 
แล้วจึงบ่มอุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 15 นาทีในที่มืด หลังจากนั้นท่าการหยุดปฏิกิริยา
ด้วยการเติม 0.2M HCl ปริมาตร 50 µl ผสมให้เข้ากันทันที 

7.3.2.9 วัดค่าการดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรด้วยเครื่อง microplate 
reader 

7.3.2.10 น่าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้มาค่านวณความเข้มข้นของ 8-OHdG ทั้งในพลาสมา
และ DNA ที่สกัดจากชิ้นเนื้อ โดยที่ค่าความเข้มข้นของ 8-OHdG ในชิ้นเนื้อน่ามาท่า
การ normalize ด้วย DNA หนึ่งหน่วย 

 
8. การวิเคราะห์ข้อมูล 

สถิติเชิงพรรณนา (descriptive statistics) ชนิด cross-sectional prospective study
เป็นสถิติท่ีเกี่ยวข้องกับการเก็บรวบรวมข้อมูล และการน่าเสนอข้อมูล โดยแสดงเป็นค่าเฉลี่ย (mean) 
ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ในรูปแบบกราฟและตาราง 

สถิติเชิงอนุมาน (inferential statistic) เป็นสถิติที่ใช้สรุปผลของประชากร ในกรณีที่ข้อมูล
มีการแจกแจงแบบไม่เป็นปกติใช้สถิติ Wilcoxon matched-pairs signed rank test เพ่ือ
เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่มการทดลอง ได้แก่ การเปรียบเทียบระดับการเกิด Alu 
และ LINE-1 methylation ในเนื้องอกเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อปกติข้างเคียง นอกจากนี้ในเซลล์เม็ด
เลือดขาวได้ท่าการเปรียบเทียบระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation ในผู้ป่วยกับผู้ที่มี
สุขภาพดี โดยพบว่ามีการแจกแจงปกติจึงใช้สถิติ Mann-Whitney test และเมื่อท่าการวิเคราะห์โดย
แบ่งตามความรุนแรงของเนื้องอกเป็น benign และ malignant ใช้สถิติ One-way analysis of 
variance (ANOVA) โดยใช้โปรแกรม GraphPad Prism 6 ในการวาดกราฟ ในส่วนของการวิเคราะห์
หาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการเกิด methylation ในเนื้องอกและ peripheral blood 
leukocytes ของผู้ป่วยได้ท่าการวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ที่ทดสอบจาก Pearson’s 
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correlation นอกจากนี้ท่าการวิเคราะห์ ROC curve และพ้ืนที่ใต้กราฟ (Area under curve; AUC) 
ของระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation เพ่ือหาความไว (sensitivity) และความจ่าเพาะ 
(specificity) ในการตรวจวัดเพ่ือใช้เป็นตัวบ่งชี้ ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 22 อย่างไรก็
ตามระดับการเกิด methylation ของผู้ป่วยเปรียบเทียบกับคุณลักษณะที่อาจส่งผลต่อการเกิดพยาธิ
สภาพของโรค เช่น อายุ เพศ และขนาดเนื้องอก เป็นต้น ได้ท่าการวิเคราะห์ด้วยวิธีความถดถอยเชิง
เส้นตรง 
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

ผลการวิเคราะห์ 

1. ความสัมพันธ์ระหว่างระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation ในผู้ป่วย                
โรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนกับลักษณะข้อมูลทางคลินิก 

การศึกษาระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation นั้นท่าการศึกษาในผู้ป่วยโรคเนื้อ
งอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนจ่านวน 46 ราย โดยท่าการศึกษาในชิ้นเนื้องอก ชิ้นเนื้อปกติบริเวณ
ข้างเคียง และ peripheral blood leukocytes (PBL) ของผู้ป่วยรายเดียวกัน นอกจากนี้ข้อมูล
ลักษณะทางคลินิก เช่น อายุ เพศ และขนาดของเนื้องอกได้น่ามาวิเคราะห์ทางสถิติ เพ่ือศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลทางคลินิกและระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation ดังแสดงใน
ตารางที่ 11 

 
ตารางท่ี 11 ความสัมพันธ์ระหว่างระดับการเกิด methylation และลักษณะข้อมูลทางคลินิก 

 

จากตารางที่ 11 แสดงให้เห็นว่าผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนจ่านวน 46 ราย 
แบ่งเป็นเพศชายจ่านวน 20 ราย และเพศหญิงจ่านวน 26 ราย โดยมีอายุเฉลี่ยเท่ากับ 67.9±19.2 ปี 
เมื่อแบ่งตามขนาดของเนื้องอก พบว่า ผู้ป่วยจ่านวน 12 รายมีขนาดของเนื้องอกน้อยกว่าหรือเท่ากับ 
5 เซนติเมตร และผู้ป่วยจ่านวน 34 รายมีขนาดของเนื้องอกมากกว่า 5 เซนติเมตร อย่างไรก็ตาม
ระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation ในผู้ป่วยเปรียบเทียบกับคุณลักษณะทางคลินิกโดยใช้
ค่ามัธยฐานของระดับการเกิด methylation ในชิ้นเนื้อปกติข้างเคียงเป็นค่าแบ่งระดับการเกิด 
methylation พบว่าระดับการเกิด Alu methylation ในผู้ป่วยมีการเกิด Alu hypermethylation 
จ่านวน 25 ราย โดยอายุเฉลี่ยของผู้ป่วยเท่ากับ48.5±14.8 ปี เป็นเพศชาย 10 ราย (ร้อยละ 40) เพศ

คุณลักษณะ 
ชิ้นเน้ืองอก  
(N = 46) 

Alu methylation 

P 

LINE-1 methylation 

P Hypomethylation 
(N = 21) 

Hypermethylation 
(N = 25) 

Hypomethylation 
(N = 23) 

Hypermethylation 
(N = 23 ) 

อายุ (ปี) 67.9 ± 19.2 54.5 ± 17.0 48.5 ± 14.8 0.452 54 ± 15.6 48 ±16.5 0.140 

เพศ 

ชาย 20 (43.5%) 10 (47.6%) 10 (40.0%) 
0.604 

9 (39.1%) 11 (47.8%) 
0.552 

หญิง 26 (56.5%) 11 (52.4%) 15 (60.0%) 14 (60.9%) 12 (52.2%) 

ขนาดเน้ืองอก 

<= 5 ซม. 12 (26.1%) 7 (33.3%) 5 (20.0%) 
0.305 

7 (30.4%) 5 (21.7%) 
0.502 

> 5 ซม. 34 (73.9%) 14 (66.7%) 20 (80.0%) 16 (69.6%) 18 (78.3%) 
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หญิง 15 ราย (ร้อยละ 60) ซึ่งมีขนาดเนื้องอกมากกว่า 5 เซนติเมตร จ่านวน 20 ราย (ร้อยละ 80) 
และขนาดของเนื้องอกน้อยกว่า 5 เซนติเมตร จ่านวน 5 ราย (ร้อยละ 20) ซึ่งในการวิเคราะห์ระดับ
การเกิด Alu methylation และข้อมูลลักษณะทางคลินิกนั้นไม่พบความแตกต่างทางสถิติ ในส่วนของ 
LINE-1 methylation พบว่าเกิดทั้ง LINE-1 hypomethylation และ hypermethylation ใน
จ่านวนที่เท่ากัน โดยอายุเฉลี่ยของผู้ป่วยใน 2 กลุ่ม คือ 54±15.6 และ 48±16.5 ปีตามล่าดับ ซึ่งใน
กลุ่ม LINE-1 hypomethylation แบ่งเป็นเพศชายจ่านวน 9 ราย (ร้อยละ 39.1) และเพศหญิง
จ่านวน 14 ราย (ร้อยละ 60.9) ซึ่งมีขนาดของเนื้องอกมากกว่า 5 เซนติเมตร จ่านวน 16 ราย (ร้อย
ละ 69.6) และขนาดของเนื้องอกน้อยกว่า 5 เซนติเมตรจ่านวน 7 ราย (ร้อยละ 30.4) ในส่วนของ 
LINE-1 hypermethylation ในผู้ป่วยแบ่งเป็นเพศชายจ่านวน 11 ราย (ร้อยละ 47.8) และเพศหญิง
จ่านวน 12 ราย (ร้อยละ 52.2) ซึ่งมีขนาดของเนื้องอกมากกว่า 5 เซนติเมตรจ่านวน 18 ราย (ร้อยละ 
78.3) และขนาดเนื้องอกน้อยกว่า 5 เซนติเมตรจ่านวน 5 ราย (ร้อยละ 21.7) โดยที่ระดับการเกิด 
LINE-1 methylationและลักษณะข้อมูลทางคลินิกไม่มีความแตกต่างทางสถิติเช่นเดียวกับ Alu 
methylation 

นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการเกิด Alu และ LINE-1 
methylationและข้อมูลลักษณะทางคลินิกในเนื้องอกของผู้ป่วยจ่านวน 46 ราย โดยวิเคราะห์จาก
ความสัมพันธ์แบบถดถอยเชิงเส้นตรง โดยจากการวิเคราะห์แสดงเป็นค่าดังนี้ ค่าสัมประสิทธิ์การ
ถดถอยมาตรฐาน (β coefficient) ระดับความเชื่อมั่นที่ร้อยละ 95 (95% CI) และค่าแตกต่างทาง
สถิติ ดังแสดงในตารางที่ 12 

 
ตารางท่ี 12 ความสัมพันธ์แบบถดถอยเชิงเส้นตรงระหว่างระดับการเกิด methylation และลักษณะ
ข้อมูลทางคลินิกของผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน 

 
จากตารางที่ 12 แสดงให้เห็นว่าระดับการเกิด Alu methylation ในผู้ป่วยที่วิเคราะห์ใน

เนื้องอกกับลักษณะข้อมูลทางคลินิก ได้แก่ อายุ เพศ และขนาดของเนื้องอก พบว่าค่าสัมประสิทธิ์การ

คุณลักษณะ 
Alu methylation LINE-1 methylation 

β  coefficient (95%CI) P-value β  coefficient (95%CI) P-value 

อายุ -0.089 (-0.45 to 0.25) 0.567 -0.006 (-0.17 to 0.16)  0.971 

เพศ -0.044 (-12.75 to 9.59) 0.777 -0.114 (-0.71 to 3.26) 0.461 

ขนาดเนื้องอก -0.062 (-1.11 to 0.74) 0.687 0.152 (-0.22 to 0.64) 0.322 
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ถดถอยมาตรฐานของอายุเท่ากับ -0.089 ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 อยู่ในช่วงระหว่าง -0.45 ถึง 

0.25 โดยที่ค่า P-value เท่ากับ 0.567 เมื่อวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยมาตรฐานของเพศ

เท่ากับ -0.044 ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 อยู่ในช่วงระหว่าง -12.75 ถึง 9.59 และค่า P-value 

เท่ากับ 0.777 ในส่วนของขนาดของเนื้องอก พบว่าค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยมาตรฐานเท่ากับ         

-0.062 ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 อยู่ในช่วงระหว่าง -1.11 ถึง 0.74 และค่า P-value เท่ากับ 

0.687 อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์ใน LINE-1 methylation พบว่าค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย

มาตรฐานเท่ากับ -0.006 ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 อยู่ในช่วงระหว่าง -0.17 ถึง 0.16 และค่า   

P-value เท่ากับ 0.971 ในขณะที่ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยมาตรฐานเท่ากับ -0.114 ระดับความ

เชื่อมั่นร้อยละ 95 อยู่ในช่วงระหว่าง -0.71 ถึง 3.26 และค่า P-value เท่ากับ 0.461 ในส่วนของ

ขนาดเนื้องอกพบว่าค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยมาตรฐานเท่ากับ 0.152 ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

อยู่ในช่วงระหว่าง -0.22 ถึง 0.64 และค่า P-value เท่ากับ 0.322  

 
2. การศึกษาระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal 
tumor ด้วยเทคนิค quantitative combine bisulfite restriction analysis (qCOBRA) 

ในการศึกษานี้ได้ท่าการตรวจวัดระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation ใน 
neoplastic tissues, non-neoplastic adjacent tissues และ peripheral blood leukocytes 
จ่านวน 46 ราย โดยในการวิเคราะห์ทาง peripheral blood leukocytes กลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี
มีจ่านวน 107 ราย 

2.1 การศึกษาระดับการเกิด Alu methylation ใน neoplastic tissues เปรียบเทียบกับ 
non-neoplastic adjacent tissues 

หลังจากท่ีวัดความเข้มของแถบดีเอ็นเอแล้วนั้นจึงน่าค่า methylation ที่ได้มาวิเคราะห์ผล
ตามสูตรที่ได้แสดงดังข้างต้น โดยรูปแบบการเกิด Alu methylation มี 6 รูปแบบ ประกอบด้วย
ขนาด 133, 90, 75, 58, 43 คู่เบส ดังแสดงในรูปที่ 9 
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รูปที่ 9 8% non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis ของ Alu methylation ที่
ได้จากการท่า PCR และตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ่าเพาะ (M แทน 25 bp ladder, N แทน non-
neoplastic adjacent tissues, T แทน neoplastic tissues, B แทน peripheral blood 
leukocytes และหมายเลข 1 และ 2 แทนล่าดับผู้ป่วย 
 

จากรูปที่ 9 แสดงให้เห็นว่าจากกลุ่มผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 ราย
ที่ท่าการศึกษาใน neoplastic tissue เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissue นั้นพบว่า 
PCR product ที่ได้จากการท่า PCR แล้วตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ่าเพาะสามารถเกิดรูปแบบของ Alu 
methylation ได้ทั้งหมด 5 รูปแบบ ที่ขนาด 133, 90, 75, 58, 43 คู่เบส ตามล่าดับ จากนั้นจึงท่า
การค่านวณเปอร์เซนต์ของระดับการเกิด Alu methylation ใน neoplastic tissue เปรียบเทียบกับ 
non-neoplastic adjacent tissue ดังแสดงในรูปที่ 10 และเมื่อแบ่งประเภทตามความรุนแรงของ
เนื้องอก สามารถแบ่งได้เป็นเนื้องอกประเภท benign และ malignant ดังแสดงในรูปที่ 11 
  

43 bp 

75 bp 

133 bp 

90 bp 

58 bp 

50 bp 

75 bp 

100 bp 
150 bp 

M N1 T1 B1 B2 N2 T2 
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รูปที่ 11 ระดับการเกิด Alu methylation ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 ราย 
ที่วิเคราะห์ใน neoplastic tissues เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 11 ระดับการเกิด Alu methylation ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 ราย 
ที่วิเคราะห์โดยแบ่งตามประเภทของเนื้องอก ได้แก่ เนื้องอก benign (N=24) และ เนื้องอก 
malignant (N=22) เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues 
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จากรูปที่ 10 และ 11 แสดงให้เห็นว่าระดับการเกิด Alu methylation ใน neoplastic 
tissues มีแนวโน้มสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues อย่างไรก็ตาม 
ระดับ Alu methylation ใน tissue พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P=0.591) โดยสถิติที่ใช้
ทดสอบ คือ Wilcoxon matched-pairs signed rank test นอกจากนั้นเมื่อแบ่งตามประเภทของ
เนื้องอกเป็นประเภท benign จ่านวน 24 ราย และ เนื้องอก malignant จ่านวน 22 รายด้วยสถิติ 
One-way ANOVA พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P=0.69) นอกจากนี้เมื่อท่าการแบ่งตาม
ประเภทของเนื้องอกของโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน โดยแบ่งเป็น liposarcoma 11 ราย, 
metas CA 5 ราย, giant cell tumor 4 ราย, spindle cell tumor 4 ราย, sarcoma 4 ราย และ
อ่ืนๆ 17 ราย ด้วยสถิติ Wilcoxon matched-pairs signed rank test เปรียบเทียบระหว่าง 
neoplastic tissue และ non-neoplastic adjacent tissue ในผู้ป่วยรายเดียวกัน ดังแสดงในรูปที ่
12  พบว่ามีเพียง neoplastic tissues ของผู้ป่วยโรค liposarcoma มีระดับการเกิด Alu 
methylation สูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P=0.042) เมื่อเปรียบเทียบกับ non-neoplastic 
adjacent tissues โดยที่เนื้องอกประเภทอ่ืนไม่พบความแตกต่างทางสถิติใน neoplastic tissues 
เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 12 ระดับการเกิด Alu methylation ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 ราย 
โดยแบ่งตามประเภทของโรคที่เกิดขึ้น ได้แก่ liposarcoma (N = 11) metas CA (N = 5) giant 
cell tumor (N = 4) spindle cell tumor (N = 4) sarcoma (N = 4) และ อ่ืนๆ (N = 17) 
เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissue ของผู้ป่วยรายเดียวกัน 
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นอกจากนี้ทางคณะผู้วิจัยได้ท่าการจัดกลุ่มของโรค musculoskeletal tumor โดยแบ่ง
ตามต้นก่าเนิดของเนื้องอก ได้แก่ เนื้องอกกระดูก (bone tumor) จ่านวน 6 ราย และเนื้องอก
เนื้อเยื่ออ่อน (soft tissue tumor) จ่านวน 40 ราย ซึ่งท่าการวิเคราะห์ด้วยสถิติ paired t-test ดัง
แสดงในรูปที่ 13 พบว่าระดับการเกิด Alu methylation ใน neoplastic tissue ของ bone tumor 
มีระดับการเกิดต่่ากว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P=0.044) เมื่อเปรียบเทียบกับ non-neoplastic 
adjacent tissues อย่างไรก็ตาม ไม่พบความแตกต่างทางสถิติของ neoplastic tissue ใน soft 
tissue sarcoma เมื่อเปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 13 ระดับการเกิด Alu methylation ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 ราย 
โดยแบ่งตามต้นก่าเนิดของเนื้องอก ได้แก่ bone tumor (N = 6) และ soft tissue tumor (N = 40) 
เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues ของผู้ป่วยรายเดียวกัน 
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2.2 การศึกษาระดับการเกิด Alu methylation ใน peripheral blood leukocytes 
(PBL) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี 

นอกจากศึกษาระดับการเกิด Alu methylation ใน neoplastic tissue เปรียบเทียบกับ 
non-neoplastic tissue แล้วนั้น ทางคณะผู้วิจัยได้ท่าการศึกษาระดับการเกิด Alu methylation 
ใน peripheral blood leukocytes ของกลุ่มผู้ป่วยจ่านวน 46 ราย เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มี
สุขภาพดี จ่านวน 107 ราย ผลการวิเคราะห์แยกด้วย 8% non-denaturing polyacrylamise gel 
ของกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี จ่านวน 107 ราย สามารถแยกได้เป็น 5 รูปแบบ ประกอบด้วยขนาด 
133, 90, 75, 58 และ 43 คู่เบส ดังแสดงในรูปที่ 14  ผลการทดลองที่ได้แสดงในรูปที่ 15 พบว่า
ระดับการเกิด Alu methylation ในผู้ป่วยสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมท่ีมีสุขภาพดี (P<0.001) ด้วยสถิติ Mann-Whitney test 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 14 8% non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis ของ Alu methylation ที่
ได้จากการท่า PCR และตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ่าเพาะ (M แทน 25 bp ladder, H แทนกลุ่มควบคุมที่มี
สุขภาพดีและหมายเลข 1 และ 2 แทนล่าดับของกลุ่มควบคุม 
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รูปที่ 15 ระดับการเกิด Alu methylation ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 ราย 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี (healthy controls) จ่านวน 107 ราย 
 

เมื่อแบ่งประเภทตามความรุนแรงของเนื้องอก ด้วยสถิติ One-way ANOVA พบว่าทั้ง 
benign จ่านวน 22 ราย และ malignant จ่านวน 24 ราย มีระดับการเกิด Alu methylation สูง
กว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี ดังแสดงในรูป
ที่ 16 
  



 67 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 16 ระดับการเกิด Alu methylation ในผู้ป่วยที่ท่าการวิเคราะห์จาก peripheral blood 
leukocytes จ่านวน 46 ราย ซึ่งวิเคราะห์โดยแบ่งตามความรุนแรงของเนื้องอก ได้แก่ benign     
(N=24) และ malignant (N=22) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีมีสุขภาพดี (N=107) 

 
เมื่อท่าการวิเคราะห์ระดับการเกิด Alu methylation ใน peripheral blood 

leukocytes โดยจ่าแนกตามชนิดของโรค ได้แก่ liposarcoma (N=11) metas CA (N=5) giant 
cell tumor (N=4) spindle cell tumor (N=4) sarcoma (N=4) และอ่ืนๆ (N=17) พบว่าระดับ
การเกิด Alu methylation ในทุกชนิดของโรคมีค่าสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี (N=107) โดย liposarcoma (P<0.001) metas CA (P=0.0108) giant 
cell tumor (P<0.001) spindle cell tumor (P=0.0268) sarcoma (P=0.0109) และอ่ืนๆ 
(P<0.001) ดังแสดงในรูปที่ 17 
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รูปที่ 17 ระดับการเกิด Alu methylation ใน peripheral blood leukocytes จ่าแนกตามชนิด
ของโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน 

 
นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์ระดับการเกิด Alu methylation ใน peripheral blood 

leukocytes จ่าแนกตามชนิดของต้นก่าเนิดของโรค ได้แก่ bone tumor (N=6) และ soft tissue 
tumor (N=40) พบว่าระดับการเกิด Alu methylation ทั้งใน bone tumor และ soft tissue 
tumor มีค่าสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี 
(N=107) ดังแสดงในรูปที่ 18 
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รูปที่ 18 ระดับการเกิด Alu methylation ใน peripheral blood leukocytes จ่าแนกตามต้น
ก่าเนิดของโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน ได้แก่ bone tumor (N=6) และ soft tissue tumor 
(N=40) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี (N=107) 
 

จากนั้นได้ศึกษาวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการเกิด Alu methylation ใน 
neoplastic tissue กับ peripheral blood leukocytes ของผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor 
เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสองตัวแปร ซึ่งวิเคราะห์ทางสถิติด้วย Pearson’s correlation ดัง
แสดงในรูปที่ 19 
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รูปที่ 19 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของระดับการเกิด Alu methylation ระหว่าง neoplastic 
tissues กับ peripheral blood leukocytes ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor 
 

จากกราฟข้างต้น แสดงให้เห็นว่าระดับการเกิด Alu methylation ใน neoplastic 
tissues มีความสัมพันธ์ในเชิงบวกกับ peripheral blood leukocytes อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ 
(r=0.779, P<0.001) ท่าให้เห็นว่าระดับการเกิด Alu methylation สามารถตรวจวิเคราะห์ได้จาก 
peripheral blood leukocytes ซึ่งอาจน่ามาประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งชี้ที่สะดวกรวดเร็วและผู้ป่วย
เจ็บปวดน้อย (non-invasive biomarker) เมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจวิเคราะห์จาก neoplastic 
tissue นอกจากนี้เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความไวและความจ่าเพาะของวิธีการตรวจวินิจฉัยที่
แสดงให้เห็นถึงความแม่นย่าและถูกต้องในการตรวจวินิจฉัย ทางคณะผู้วิจัยจึงวิเคราะห์ด้วยการสร้าง
กราฟ Receiver Operator Characteristic (ROC curve) ดังแสดงในรูปที่ 20 
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รูปที่ 21 กราฟ ROC curve แสดงถึงความไวและความจ่าเพาะของระดับการเกิด Alu methylation 
ใน peripheral blood leukocytes 
 

จากกราฟ ROC curve ข้างต้น พบว่าระดับการเกิด Alu methylation ใน peripheral 
blood leukocytes มีความไวและความจ่าเพาะสูง (Area under curve = 0.825, จุด cut off ที ่
60.473 และ P<0.001) แสดงให้เห็นว่าระดับการเกิด Alu methylation ใน peripheral blood 
leukocytes อาจสามารถเป็นตัวบ่งชี้เพ่ือวินิจฉัยโรค musculoskeletal tumor ได ้
 

2.3 การศึกษาระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน neoplastic tissues เปรียบเทียบ
กับ non-neoplastic adjacent tissues  

ในส่วนของ LINE-1 หลังจากที่วัดความเข้มของแถบดีเอ็นเอแล้วนั้นจึงน่าค่า methylation 
ที่ได้มาวิเคราะห์ผลตามสูตรที่ได้แสดงดังข้างต้น โดยรูปแบบการเกิด LINE-1 methylation มี 5 
รูปแบบ ประกอบด้วยขนาด 92, 60, 50, 42, และ 32 คู่เบส ดังแสดงในรูปที่ 21 
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รูปที่ 21 8% non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis ของ LINE-1 
methylation ที่ได้จากการท่า PCR และตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ่าเพาะ (M แทน 25 bp ladder, N 
แทน non-neoplastic adjacent tissue, T แทน neoplastic tissue, B แทน peripheral blood 
leukocytes และหมายเลข 1 และ 2 แทนล่าดับผู้ป่วย 
 

จากรูปที่ 21 แสดงให้เห็นว่าจากกลุ่มผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 
ราย ที่ท่าการศึกษาใน neoplastic tissue เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissue นั้น
พบว่า PCR product ที่ได้จากการท่า PCR แล้วตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ่าเพาะสามารถเกิดรูปแบบของ 
LINE-1 methylation ได้ทั้งหมด 5 รูปแบบ ที่ขนาด 92, 60, 50, 42 และ 32 คู่เบส ตามล่าดับ 
หลังจากนั้นจึงค่านวณร้อยละของระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน neoplastic tissue 
เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissue ดังแสดงในรูปที่ 22 
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รูปที่ 22 ระดับการเกิด LINE-1 methylation ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 
ราย ที่วิเคราะห์ใน neoplastic tissues เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues 
 

นอกจากนี้เมื่อแบ่งประเภทตามความรุนแรงของเนื้องอก โดยสามารถแบ่งเป็นเนื้องอก
ประเภท benign และ malignant ดังแสดงในรูปที่ 23 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 23 ระดับการเกิด LINE-1 methylation ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 
ราย ที่วิเคราะห์โดยแบ่งตามประเภทของเนื้องอก ได้แก่ เนื้องอก benign (N=24) และเนื้องอก 
malignant (N=22) เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues 
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จากรูปที่ 22 และ 23 แสดงให้เห็นว่าระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน neoplastic 
tissues มีค่าต่่ากว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P=0.032) เมื่อเปรียบเทียบกับ non-neoplastic 
adjacent tissues โดยสถิติที่ใช้ทดสอบ คือ Wilcoxon matched-pairs signed rank test และ
เมื่อแบ่งตามประเภทของเนื้องอกเป็นประเภท benign จ่านวน 24 รายและ malignant จ่านวน 22 
ราย ด้วยสถิติ One-way ANOVA พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P=0.482) 
 

นอกจากนี้เมื่อท่าการแบ่งตามประเภทของเนื้องอกของโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน 
โดยแบ่งเป็น liposarcoma 11 ราย, metas CA 5 ราย, giant cell tumor 4 ราย, spindle cell 
tumor 4 ราย, sarcoma 4 ราย และอ่ืนๆ 17 ราย ด้วยสถิติ paired t-test เปรียบเทียบระหว่าง 
neoplastic tissue และ non-neoplastic adjacent tissue ในผู้ป่วยรายเดียวกัน ดังแสดงในรูปที่ 
24 พบว่าในแต่ละประเภทของโรคไม่พบความแตกต่างทางสถิติ  เมื่อเปรียบเทียบกับ non-
neoplastic adjacent tissues  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 24 ระดับการเกิด LINE-1 methylation ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 
ราย โดยแบ่งตามประเภทของโรคท่ีเกิดข้ึน ได้แก่ liposarcoma (N = 11) metas CA (N = 5) giant 
cell tumor (N = 4) spindle cell tumor (N = 4) sarcoma (N = 4) และ อ่ืนๆ (N = 17) 
เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues ของผู้ป่วยรายเดียวกัน 
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นอกจากนี้ทางคณะผู้วิจัยได้ท่าการจัดกลุ่มของโรค musculoskeletal tumor โดยแบ่ง
ตามต้นก่าเนิดของเนื้องอก ได้แก่ เนื้องอกกระดูก (bone tumor) จ่านวน 6 ราย และเนื้องอก
เนื้อเยื่ออ่อน (soft tissue tumor) จ่านวน 40 ราย ซึ่งท่าการวิเคราะห์ด้วยสถิติ paired t-test ดัง
แสดงในรูปที่ 25 พบว่าระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน bone tumor และ soft tissue 
tumor ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 25 ระดับการเกิด LINE-1 methylation ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 
ราย โดยแบ่งตามต้นก่าเนิดของเนื้องอก ได้แก่ bone tumor (N = 6) และ soft tissue tumor (N = 
40) เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues ของผู้ป่วยรายเดียวกัน 
 

2.4 การศึกษาระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน peripheral blood leukocytes 
(PBL) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี 

อย่างไรก็ตามทางคณะผู้วิจัยได้ท่าการศึกษาระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน 
peripheral blood leukocytes เช่นเดียวกันกับใน Alu methylation พบว่าระดับการเกิด LINE-1 
methylation ใน peripheral blood leukocytes ของผู้ป่วยมีแนวโน้มต่่ากว่าในกลุ่มควบคุมที่มี
สุขภาพดี แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติระหว่าง 2 กลุ่มนี้ (P=0.796) ดังแสดงในรูปที่ 26 
  



 76 

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 26 ระดับการเกิด LINE-1 methylation ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 
ราย เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี (healthy controls) จ่านวน 107 ราย 
 

หลังจากนั้นจึงท่าการแบ่งระดับการเกิด LINE-1 methylation ตามประเภทของ 
neoplastic tissue โดยแบ่งเป็นเนื้องอก benign จ่านวน 24 ราย และ malignant จ่านวน 22 ราย 
ซึ่งวิเคราะห์ผลด้วย One-way ANOVA ดังแสดงในรูปที่ 27 โดยผลการศึกษา พบว่าระดับการเกิด 
LINE-1 methylation ใน peripheral blood leukocytes ไม่มีความแตกต่างทางสถิติเมื่อท่าการ
แบ่งตามประเภทของเนื้องอกเป็นเกณฑ์ (P=0.261) 
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รูปที่ 27 ระดับการเกิด LINE-1 methylation ในผู้ป่วยที่ท่าการวิเคราะห์จาก peripheral blood 
leukocytes จ่านวน 46 ราย ซึ่งวิเคราะห์โดยแบ่งตามประเภทของเนื้องอก ได้แก่ เนื้องอกbenign 
(N=24) และ malignant (N=22) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีมีสุขภาพดี (N=107) 

 
เมื่อท่าการวิเคราะห์ระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน peripheral blood 

leukocytes โดยจ่าแนกตามชนิดของโรค ได้แก่ liposarcoma (N=11) metas CA (N=5) giant 
cell tumor (N=4) spindle cell tumor (N=4) sarcoma (N=4) และอ่ืนๆ (N=17) พบว่าระดับ
การเกิด LINE-1 methylation ในทุกชนิดของโรคไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุมท่ีมีสุขภาพดี (N=107) ดังแสดงในรูปที่ 28 
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รูปที่ 28 ระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน peripheral blood leukocytes จ่าแนกตามชนิด
ของโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน 
 

นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์ระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน peripheral blood 
leukocytes จ่าแนกตามชนิดของต้นก่าเนิดของโรค ได้แก่ bone tumor (N=6) และ soft tissue 
tumor (N=40) พบว่าระดับการเกิด LINE-1 methylation ทั้งใน bone tumor และ soft tissue 
tumor ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี (N=107) ดังแสดงใน
รูปที่ 29 
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รูปที่ 29 ระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน peripheral blood leukocytes จ่าแนกตามต้น
ก่าเนิดของโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน ได้แก่ bone tumor (N=6) และ soft tissue tumor 
(N=40) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี (N=107) 
 

จากนั้นได้ศึกษาวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน 
neoplastic tissue กับ peripheral blood leukocytes ของผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor 
เพ่ือหาความสัมพันธ์ของสองตัวแปร ซึ่งวิเคราะห์ทางสถิติด้วย Pearson’s correlation ดังแสดงใน
รูปที่ 30 
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รูปที่ 31 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของระดับการเกิด LINE-1 methylation ระหว่าง neoplastic 
tissue กับ peripheral blood leukocytes ในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor 

 
จากกราฟความสัมพันธ์ข้างต้น พบว่าระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน neoplastic 

tissue มีความสัมพันธ์ในเชิงบวกกับ peripheral blood leukocytes อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ   
(r=0.768, P<0.001) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าระดับการเกิด LINE-1 methylation อาจสามารถตรวจ
วิเคราะห์ได้จาก peripheral blood leukocytes ซึ่งอาจน่ามาประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งชี้ที่สะดวกและ
รวดเร็วและผู้ป่วยเจ็บปวดน้อย (non-invasive biomarker) เมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจวิเคราะห์
จาก neoplastic tissue นอกจากนี้เช่นเดียวกับการวิเคราะห์ใน Alu เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง
ความไวและความจ่าเพาะของวิธีการตรวจวินิจฉัยที่แสดงให้เห็นถึงความแม่นย่าและถูกต้องในการ
ตรวจวินิจฉัย จึงท่าการวิเคราะห์ด้วยการสร้างกราฟ ROC curve ดังแสดงในรูปที่ 31 โดยพบว่าระดับ
การเกิด LINE-1 methylation ใน peripheral blood leukocytes มีความไวและความจ่าเพาะต่่า 
(area under curve = 0.53, จุด cut off ที่ 76.37 และ P=0.552) 
  

r = 0.768, P < 0.001 
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รูปที่ 31 กราฟ ROC curve แสดงถึงความไวและความจ่าเพาะของระดับการเกิด LINE-1 
methylation ใน peripheral blood leukocytes  

 
อย่างไรก็ตาม จากผลการวิเคราะห์ระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation ในผู้ป่วย

โรค musculoskeletal tumor ที่ท่าการวิเคราะห์ใน peripheral blood leukocytes จ่านวน 46 
รายและกลุ่มควบคุมท่ีมีสุขภาพดีจ่านวน 107 ราย ทางคณะผู้วิจัยจึงน่าค่าท่ีได้จากการวิเคราะห์ระดับ
การเกิดของ Alu และ LINE-1 methylation ดังกล่าวมาประเมินความเสี่ยงที่อาจท่าให้เกิดโรค
ดังกล่าวด้วยสถิติ regression analysis ดังแสดงในตารางที่ 13 จากผลการวิเคราะห์พบว่า overall 
Alu methylation มีความเกี่ยวข้องกันในเชิงบวก กล่าวคือมีโอกาสเสี่ยงที่อาจท่าให้เป็นโรคดังกล่าว 
(OR: 1.13, 95%CI: 1.08-1.18 และ P<0.001) ส่าหรับ overall LINE-1 methylation พบว่ามี
ความเสี่ยงที่อาจท่าให้เป็นโรคดังกล่าวเช่นกันกับ Alu methylation แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ 
(OR: 1.02, 95%CI: 0.98-1.06 และ P=0.423) นอกจากนี้เมื่อท่าการแบ่งระดับการเกิด 
methylation ตามค่ามัธยฐาน (median) ในกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี เปรียบเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยที่มี
ระดับการเกิด Alu methylation สูง (OR: 7.47, 95%CI: 3.27-17.06 และ P<0.001) แต่ในระดับ
การเกิด LINE-1 methylation พบว่ามีระดับการเกิด methylation ต่่า (OR: 2.03, 95%CI: 0.99-
4.13 และ P=0.053) และเพ่ือประเมินค่าของผล dose response ระหว่างการเกิด Alu 
hypermethylation และ LINE-1 hypomethylation จึงท่าการแบ่งเป็นค่า tertile โดยที่ระดับการ
เกิด Alu methylation ใน tertile ที่ 3 มีผลต่อความเสี่ยงที่อาจท่าให้เกิดโรค musculoskeletal 
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tumor ได้อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ tertile ที่ 1 (OR: 14.17, 95%CI: 5.08-
39.51 และ P<0.001) ในส่วนของ LINE-1 methylation เมื่อท่าการแบ่งเป็น tertile พบว่า tertile 
ที่ 2 มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคดังกล่าวอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ tertile ที่ 1 
(OR: 2.48, 95%CI: 1.04-5.93 และ P=0.041) 

 
ตารางที่ 13 ระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation ที่อาจท่าให้เกิดความเสี่ยงในผู้ป่วยโรค 
musculoskeletal tumor 

 
3. การศึกษาภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ด้วยเทคนิค ELISA 

การศึกษาภาวะเครียดออกซิเดชันนั้นท่าการศึกษาในผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor 
โดยตรวจวิเคราะห์ในสองส่วนหลัก ได้แก่ non-neoplastic และneoplastic tissue จากผู้ป่วยโรค 
musculoskeletal tumor จ่านวน 42 ราย และพลาสมาจากผู้ป่วย จ่านวน 46 รายรวมถึงกลุ่ม
ควบคุมท่ีมีสุขภาพดี จ่านวน 107 ราย  
  

Repetitive elements 
Patients 
(N = 46) 

Healthy Controls 
(N = 107) 

OR (95% CI) P-value 

Alu element     

Overall  100% 100% 1.13 (1.08-1.18) < 0.001 

By median 

Low methylation 19.1% 50% 1.00 (reference)  

High methylation 80.9% 50% 7.47 (3.27-17.06) < 0.001 

By tertile 

1st tertile 27.1% 33.33% 1.00 (reference)  

2nd tertile 25.8% 33.33% 1.17 (0.36-3.74) 0.796 

3rd tertile 41.1% 33.33% 14.17 (5.08-39.51) < 0.001 

LINE-1 element 

Overall  100% 100% 1.02 (0.98-1.06) 0.423 

By median 

Low methylation 51.4% 50% 2.03 (0.99-4.13) 0.053 

High methylation 48.6% 50% 1.00 (reference)  

By tertile 

1st tertile 21.3% 33.33% 1.00 (reference)  

2nd tertile 63.8% 33.33% 2.48 (1.04-5.93) 0.041 

3rd tertile 14.9% 33.33% 1.21 (0.48-3.04) 0.681 
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3.1 การศึกษาภาวะเครียดออกซิเดชันใน non-neoplastic และ neoplastic tissue ของ
ผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor 

จากการวิเคราะห์สภาวะความเครียดออกซิเดชันของผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor 
ใน non-neoplastic adjacent และ neoplastic tissue จ่านวน 42 ราย และท่าการแยกวิเคราะห์
โดยแบ่งตามระดับการเกิด Alu methylation (low Alu และ high Alu) ดังแสดงในรูปที่ 32A พบว่า
ปริมาณ 8-OHdG ใน neoplastic tissue มีปริมาณสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) เมื่อ
เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissue อีกทั้งเมื่อเปรียบเทียบกับระดับการเกิด Alu 
methylation พบว่าระดับการเกิด Alu methylation ที่ต่่าและสูง (low และ high Alu) มีปริมาณ
สูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) เมื่อเปรียบกับ non-neoplastic adjacent tissue 
อย่างไรก็ตาม ปริมาณ 8-OHdG ระหว่าง low และ high Alu ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ 

 

รูปที่ 32 ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ8-OHdG ในชิ้นเนื้อ และ (A) ระดับการเกิด Alu methylation 
(B) ระดับการเกิด LINE-1 methylation ของผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor 

 
นอกจากนี้ทางคณะผู้วิจัยได้ท่าการศึกษาใน LINE-1 ของชิ้นเนื้อ เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์กับ

ระดับ 8-OHdG เช่นเดียวกับ Alu ดังแสดงในรูปที่ 32B จากการศึกษาพบว่า ระดับ 8-OHdG ใน 
neoplastic tissue มีปริมาณสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับ non-
neoplastic adjacent tissue หลังจากนั้นจึงท่าการแบ่งตามระดับการเกิด LINE-1 methylation 
(low และ high LINE-1) พบว่าระดับการเกิด LINE-1 methylation ทั้งใน low และ high LINE-1 มี
ระดับ 8-OHdG สูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับ non-neoplastic 
adjacent tissues 

A) 

 
B) 
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3.2 การศึกษาภาวะเครียดออกซิเดชันโดยตรวจวัดระดับ 8-OHdG ในพลาสมาของผู้ป่วย
โรค musculoskeletal tumor เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีมีสุขภาพดี 

นอกจากท่าการศึกษาในชิ้นเนื้อของผู้ป่วยแล้วนั้น ทางคณะผู้วิจัยได้ท่าการวิเคราะห์ใน
พลาสมาของผู้ป่วยจ่านวน 46 รายและกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี จ่านวน 107 ราย โดยท่าการแยก
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ 8-OHdG กับระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation 
เช่นเดียวกับใน tissue ดังแสดงในรูปที่ 33A และ 33B พบว่าระดับ 8-OHdG ในพลาสมาของผู้ป่วยมี
ปริมาณสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี และ
เมื่อเปรียบเทียบกับระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation พบว่าระดับการเกิด Alu 
methylation ที่ต่่าและสูง (low และ high Alu) มีค่า 8-OHdG สูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ 
(P=0.004, P<0.001 ตามล่าดับ) เมื่อเปรียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี อย่างไรก็ตาม ระดับ        
8-OHdG ระหว่าง low และ high Alu ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ และเมื่อท่าการแบ่งระดับการ
เกิด methylation เป็น low และ high LINE-1 เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี พบว่า
ระดับ 8-OHdG ทั้งใน low และ high LINE-1 มีค่าสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P=0.009, 
P<0.001 ตามล่าดับ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 33 ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ 8-OHdG ในพลาสมา และระดับการเกิด methylation ของ
ผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor (A) ปริมาณ 8-OHdG ในพลาสมาท่ีมีการเกิดแบบ hypo- หรือ 
hypermethylation ของ Alu (B) ระดับ 8-OHdG ในพลาสมาที่มีการเกิดแบบ hypo- หรือ 
hypermethylation ของ LINE-1 
  

(A) 

(B) 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย การอภิปรายข้อมูล 

สรุปผลการวิจัย 

การศึกษานี้ทางคณะผู้วิจัยจึงตรวจวัดระดับการเกิด LINE-1 และ Alu methylation ใน
ผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor จ่านวน 46 ราย ซึ่งวิเคราะห์ในส่วนที่เป็น neoplastic, non-
neoplastic adjacent tissue และ peripheral blood leukocytes ของผู้ป่วยและกลุ่มควบคุมที่มี
สุขภาพดีจากผลการศึกษาเมื่อวิเคราะห์แยกด้วย 8% non-denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis พบว่า Alu สามารถแยกรูปแบบการเกิด methylation ได้แก่ %mC, %mCuC, 
%uCmC และ %uCuC ทั้งหมด 5 ขนาดคู่เบส ได้แก่ 133, 90, 75, 58, และ 43 คู่เบส 

เมื่อวิเคราะห์สถิติด้วย Wilcoxon matched-pairs signed rank test พบว่าใน 
neoplastic tissues ระดับการเกิด Alu methylation มีแนวโน้มสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ non-
neoplastic adjacent tissue (P=0.59) และเมื่อท่าการแบ่งตามประเภทของเนื้องอกด้วยสถิติ 
One-way ANOVA ไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหว่างเนื้องอกชนิด benign กับ malignant เมื่อ
เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues (P=0.69) นอกจากนี้ได้ท่าการตรวจวิเคราะห์
ใน peripheral blood leukocytes ของผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดีด้วยสถิติ Mann-Whitney test พบว่าระดับการเกิด Alu methylation ใน
ผู้ป่วยสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) และเมื่อท่าการแบ่งตามความรุนแรงของเนื้องอก
ด้วยสถิติ One-way ANOVA พบว่าระดับการเกิด Alu methylation มีค่าสูงกว่าทั้ง benign และ 
malignant อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) ทั้งนี้จึงได้ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการเกิด 
Alu methylation ใน neoplastic adjacent tissue กับ peripheral blood leukocytes ของ
ผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor พบว่าระดับการเกิด Alu methylation ใน neoplastic 
tissues มีความสัมพันธ์กับ peripheral blood leukocytes อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (r=0.779, 
P<0.001) อีกทั้งเมื่อหาความไวและความจ่าเพาะของ peripheral blood leukocytes ในการ
วินิจฉัยโรคด้วยกราฟ ROC curve พบว่า Alu methylation ใน peripheral blood leukocytes มี
ความไวและความจ่าเพาะสูง (area under curve = 0.825, จุด cut off ที่ 60.473 และ P<0.001) 
แสดงให้เห็นว่าอาจน่าไปประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งชี้เพ่ือวินิจฉัยโรค musculoskeletal tumor ได้  

อย่างไรก็ตามเมื่อท่าการวิเคราะห์รูปแบบการเกิด LINE-1 ซึ่งแยกวิเคราะห์ด้วย 8% non-
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis สามารถแยกได้ 5 รูปแบบ ได้แก่ %mC, 
%mCuC, %uCmC และ %uCuC ประกอบด้วยขนาด 92, 60, 50, 42 และ 32 คู่เบส ด้วยสถิติ 
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Wilcoxon matched-pairs signed rank test พบว่าระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน 
neoplastic tissues ต่่ากว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P=0.032) เมื่อเปรียบเทียบกับ non-
neoplastic adjacent tissues แต่เมื่อท่าการแบ่งเป็นเนื้องอกชนิด benign และ malignant 
เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissue ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (P=0.482) 
นอกจากนี้เมื่อท่าการวิเคราะห์ใน peripheral blood leukocytes เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มี
สุขภาพดี พบว่า ระดับการเกิด LINE-1 methylation นั้นไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (P=0.796) 
และเมื่อวิเคราะห์ระดับความรุนแรงของเนื้องอกซึ่งแบ่งเป็น benign และ malignant พบว่าไม่มี
ความแตกต่างทางสถิติ (P=0.261) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี หลังจากนั้นทาง
คณะผู้วิจัยจึงวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่าง neoplastic tissue กับ peripheral blood 
leukocytes พบว่าระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน neoplastic tissues มีความสัมพันธ์กับ 
peripheral blood leukocytes อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (r=0.768, P<0.001) อย่างไรก็ตามเมื่อ
วิเคราะห์ถึงความไวและความจ่าเพาะในการวินิจฉัยโรคด้วยการฟ ROC curve พบว่าความไวและ
ความจ่าเพาะของ LINE-1 ใน peripheral blood leukocytes นั้นค่อนข้างต่่า 

ในส่วนของการศึกษาในภาวะเครียดออกซิเดชันแบ่งเป็นการศึกษา 2 ส่วน ส่วนแรกคือ
ศึกษาวิเคราะห์จาก neoplastic tissues ของผู้ป่วยโรค musculoskeletal tumor เปรียบเทียบกับ 
non-neoplastic adjacent tissues พบว่าระดับ 8-OHdG ของผู้ป่วยมีปริมาณสูงกว่าอย่างมี
นัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues นอกจากนี้
เมื่อเปรียบเทียบระหว่างระดับ 8-OHdG กับ Alu methylation ซึ่งท่าการแบ่งค่า Alu methylation 
จากค่ามัธยฐานของระดับการเกิด Alu methylation ซึ่งแบ่งเป็น low และ high Alu ซึ่งจากการ
วิเคราะห์แสดงให้เห็นว่าปริมาณของ 8-OHdG ใน low และ high Alu มีปริมาณสูงกว่าอย่างมี
นัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหว่าง low ละ high Alu และส่วนที่
สองท่าการศึกษาจากพลาสมาของผู้ป่วยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี พบว่าระดับของ   
8-OHdG ในกลุ่มผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ 
(P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี นอกจากนี้เมื่อท่าการแบ่งระดับเป็น low 
และ high Alu พบว่าระดับ 8-OHdG ในกลุ่มผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนสูงกว่าอย่างมี
นัยส่าคัญทางสถิติ (P=0.0004, P<0.001 ตามล่าดับ) แต่ในทางเดียวกันกับ Alu ระดับ 8-OHdG ใน 
low กับ high Alu ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ นอกจากการศึกษาใน Alu แล้ว ทางคณะผู้วิจัยได้
ท่าการศึกษาใน LINE-1 พบว่าใน neoplastic tissues มีระดับของ 8-OHdG สูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญ
ทางสถิติ (P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues และเมื่อแบ่งตาม
ระดับการเกิด LINE-1 methylation เป็น low และ high LINE-1 จากการวิเคราะห์ พบว่าใน low 
และ high LINE-1 มีระดับ 8-OHdG สูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) แต่ไม่พบความ
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แตกต่างทางสถิติระหว่าง low และ high LINE-1 และเมื่อท่าการวิเคราะห์ในส่วนของพลาสมา พบว่า
ระดับ 8-OHdG ในผู้ป่วยมีปริมาณสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี สุดท้ายเมื่อท่าการวิเคราะห์แบ่งระดับ low และ high LINE-1 พบว่าระดับ
ของ 8-OHdG ในผู้ป่วยทั้ง low และ high มีปริมาณสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P=0.0004, 
P<0.001 ตามล่าดับ) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี 

 
อภิปรายผลการวิจัย 

จากวัตถุประสงค์งานวิจัยนี้เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบระดับและรูปแบบการเกิด methylation 
ของ LINE-1 และ Alu ในเนื้องอก เนื้อเยื่อปกติข้างเคียง และ peripheral blood leukocytes จาก
ผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน ซึ่ งการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ากระบวนการเกิด 
methylation ของ repetitive elements เป็นกระบวนการเปลี่ยนแปลงที่ส่งผลกระทบต่อการ
แสดงออกของยีน เกิดความไม่เสถียรของจีโนมส่งผลท่าให้เกิดโรคมะเร็งได้ในที่สุด (23) โดย
กระบวนการเกิด methylation มีระดับการเกิด 2 ชนิดคือ hypomethylation และ 
hypermethylation ซึ่งงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่ากระบวนการเกิด global methylation สามารถท่า
ให้เกิดโรคมะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งเต้านม มะเร็งปอด มะเร็งกระเพาะอาหาร มะเร็งล่าไส้ใหญ่ 
(24) เป็นต้น สมมติฐานหลักของงานวิจัยนี้ คือ ผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนจะมีระดับ 
methylation ลดลง (global hypomethylation) ใน neoplastic tissues เมื่อเปรียบเทียบกับ 
non-neoplastic adjacent tissues ในการศึกษานี้ได้ท่าการศึกษาระดับการเกิด LINE-1 และ Alu 
methylation ทั้งใน neoplastic tissues เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissues 
และใน peripheral blood leukocytes เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี จากผลการศึกษา
พบว่าระดับการเกิด Alu methylation ใน neoplastic tissue มีแนวโน้มสูงกว่า non-neoplastic 
tissue แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ อาจเพราะการตรวจวัดระดับการเกิด Alu methylation ใน
ชิ้นเนื้อมีจ่านวนผู้ป่วยน้อย อีกทั้งมีประเภทของโรคที่หลากหลาย ท่าให้การวิเคราะห์ผลที่ได้นั้นยังไม่
ชัดเจนเพียงพอ ซึ่งผลการศึกษาของ Alu ใน neoplastic และ non-neoplastic tissues นั้นไม่
สอดคล้องกับสมมติฐานหลักที่ตั้งไว้ โดยการศึกษาที่ผ่านมาในโรคมะเร็งหลายชนิด พบว่าระดับการ
เกิด Alu methylation ในโรคมะเร็งมีการเกิดแบบ Alu hypomethylation ยกตัวอย่างเช่น มะเร็ง
หลอดอาหาร พบว่าระดับการเกิด Alu methylation ในชิ้นเนื้อของผู้ป่วยที่เป็นโรคมะเร็งหลอด
อาหารต่่ากว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยมะเร็งหลอดอาหารที่เยื่อเมือกไม่
เป็นมะเร็ง และกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี แสดงให้เห็นว่าระดับการเกิด Alu methylation ที่ลดลงมี
ผลต่อการเจริญของโรคมะเร็งหลอดอาหาร (86) อีกทั้งมีการศึกษาในโรคมะเร็งปอด พบว่าการเกิด 
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Alu hypomethylation ส่งผลให้อัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยลดลง ซึ่งแตกต่างจากการศึกษานี้ที่
ระดับการเกิด Alu methylation ใน neoplastic tissue มีแนวโน้มสูงกว่า non-neoplastic 
adjacent tissue โดยการศึกษานี้สอดคล้องกับโรค post-traumatic stress disorder (PTSD) 
พบว่ามีการเกิด Alu hypermethylation ในผู้ป่วยเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (87) นอกจาก
ศึกษาใน neoplastic และ non-neoplastic adjacent tissue แล้วทางคณะผู้วิจัยได้ศึกษาระดับ
การเกิด Alu methylation ใน peripheral blood leukocytes ของผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและ
เนื้อเยื่ออ่อนเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี พบว่าระดับการเกิด Alu methylation ใน
ผู้ป่วยสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก พบว่า
ระดับ Alu methylation ที่สูงขึ้นใน peripheral blood เป็นเวลาติดต่อกันหลายปีก่อนได้รับการ
วินิจฉัย อาจมีความเกี่ยวข้องกับอัตราเสี่ยงที่ท่าให้เกิดมะเร็งต่อมลูกหมาก (88) และมีการศึกษาใน
โรคมะเร็งล่าไส้ใหญ่ โดยท่าการศึกษาในเซลล์เม็ดเลือดขาว พบว่าผู้ป่วยโรคมะเร็งล่าไส้ใหญ่มีระดับ
การเกิด Alu methylation สูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (89) 
นอกจากนี้มีการศึกษาการเกิด Alu methylation ของเซลล์เม็ดเลือดขาวในโรคมะเร็งตับอ่อนให้ผลที่
สอดคล้องกันคือการเกิด Alu methylation ในผู้ป่วยมีระดับสูงกว่ากลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี (68) ไม่
เพียงแต่โรคมะเร็งหลายชนิดที่สามารถเกิดกระบวนการ Alu hypermethylation ได้แล้วนั้นยังมี
การศึกษาในโรค multiple sclerosis ในเลือดของผู้ป่วยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี 
พบว่าผู้ป่วยมีการเกิด Alu hypermethylation และมีความสัมพันธ์กับค่า EDSS score (90) เมื่อ
ทางคณะผู้จัยวิเคราะห์ถึงระดับการเกิด Alu methylation ใน peripheral blood leukocytes ของ
ผู้ป่วยและกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี โดยวิเคราะห์ทางสถิติแบบ tertile ซึ่งเป็นการวิเคราะห์แบบ 
dose-response effect พบว่าระดับการเกิด Alu methylation ใน tertile ที่ 3 พบว่าระดับการ
เกิด Alu methylation ระหว่างผู้ป่วยและกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส่าคัญ
ทางสถิติ ซึ่งผลที่วิเคราะห์ได้สอดคล้องกับการศึกษาในโรคมะเร็งล่าไส้ใหญ่ ซึ่งพบว่าระดับการเกิด 
Alu methylation ใน quartile ที่สูงที่สุดมีผลต่อการเกิดโรคมะเร็งล่าไส้ใหญ่เมื่อเปรียบเทียบกับ 
quartile ที่ต่่าที่สุดอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (89) อย่างไรก็ตามมีการศึกษาในส่วนของ Alu 
elements ที่ท่าให้เกิดกระบวนการ epigenetic โดยมีความเกี่ยวข้องกับ promoter และการ
ถอดรหัสของยีน โดยพบว่า การเกิด active promoter ส่งผลให้เกิดกระบวน DNA demethylation 
ได้ แต่ในขณะเดียวกันการเกิด weak และ poised promoter ท่าให้ระดับการเกิด methylation 
สูงขึ้น (87) แสดงให้เห็นว่าการเกิด Alu hypermethylation อาจเกิดจากการที่ promoter มีการ
ท่างานลดลง ส่งผลให้มีระดับการเกิด methylation ที่สูงขึ้น 

นอกจากศึกษาใน Alu element แล้วยังได้ท่าการศึกษาใน LINE-1 element ในผู้ป่วยโรค 
musculoskeletal tumor ด้วยเช่นกัน จากผลการศึกษาสอดคล้องกับสมมติฐานข้อแรก พบว่าใน 
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neoplastic tissue มีระดับการเกิด LINE-1 methylation สูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissue ซึ่งสอดคล้องกับหลายงานวิจัยที่ท่าการศึกษาใน
โรคมะเร็งต่างๆ ยกตัวอย่างเช่นโรคมะเร็ง Head and Neck พบว่าระดับการเกิด LINE-1 
methylation ที่มีการกระจายไปยังบริเวณ Head and Neck แต่ไม่พบเซลล์มะเร็ง (LN) และมะเร็ง 
Head and Neck ที่มีการกระจายของเซลล์มะเร็ง (LP) มีระดับต่่ากว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับมะเร็ง Head and Neck ที่ไม่มีการแพร่กระจาย (NM) (91) และสอดคล้องกับ
การศึกษาในโรคมะเร็งปอดระยะแรก ซึ่งผลการศึกษา พบว่าระดับการเกิด LINE-1 methylation ใน
เนื้องอกมีระดับต่่ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และในการศึกษาดังกล่าวได้มีการศึกษาใน
ระดับ promoter พบว่ามีการเกิด promoter hypermethylation ซึ่งการศึกษาดังกล่าวได้อภิปราย
ไว้ว่าการตรวจสอบโรคมะเร็งปอดอาจใช้การตรวจวัดระดับ LINE-1 methylation ควบคู่กับการ
ตรวจวัด promoter hypermethylation (92) อีกทั้งมีการศึกษาในโรคมะเร็งล่าไส้ใหญ่ พบว่ามีการ
เกิด LINE-1 hypomethylation ซึ่งอาจใช้เป็นตัวบ่งชี้ถึงอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยโรคมะเร็งล่าไส้
ใหญ่ (93) นอกจากนี้มีหลายงานวิจัยที่ศึกษาทั้งในโรคมะเร็งตับอ่อน และมะเร็งกระเพาะอาหาร (94) 
โดยให้ผลในทิศทางเดียวกันคือ ในผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งมีการเกิด LINE-1 hypomethylation เมื่อ
เปรี ยบ เที ยบกั บกลุ่ มควบคุมปกติ  ซึ่ งหลายการศึกษาแสดง ให้ เห็นว่ าการ เกิ ด  LINE-1 
hypomethylation ใน neoplastic tissue อาจใช้เป็นตัวบ่งชี้ในการวินิจฉัยโรคมะเร็งได้ อย่างไรก็
ตาม คณะผู้วิจัยได้ท่าการศึกษา LINE-1 methylation ใน peripheral blood leukocytes พบว่า
ระดับการเกิด LINE-1 methylation มีแนวโน้มต่่ากว่าแต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ ซึ่งในงานวิจัย
ก่อนหน้านี้ได้มีการศึกษา LINE-1 methylation ในโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร พบว่าระดับการเกิด 
LINE-1 methylation มีแนวโน้มต่่ากว่ากลุ่มควบคุม แต่มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งกระเพาะ
อาหารอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (95) นอกจากนี้มีการศึกษาในโรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ พบว่ามี
การเกิด LINE-1 hypomethylation ในผู้ป่วยเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (60) อย่างไรก็ตาม
พบว่ามีการศึกษาในมะเร็งกระเพาะอาหารซึ่งได้ผลที่ เป็นในทิศทางเดียวกันคือเกิด LINE-1 
hypomethylation ในผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะอาหารเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (96), 
(97)ถึงแม้ว่าในการศึกษาครั้งนี้ระดับการเกิด LINE-1 methylation ที่ท่าการศึกษาใน neoplastic 
tissue เปรียบเทียบกับ non-neoplastic adjacent tissue พบความแตกต่างทางสถิติ แต่ไม่พบใน 
peripheral blood leukocytes ก็ตาม แสดงให้เห็นว่าการเกิด DNA hypomethylation ใน 
peripheral blood leukocytes ของผู้ป่วยโรคมะเร็งอาจเกิดจาก tumor DNA ที่มีการไหลเวียนใน
กระแสเลือด กล่าวคือการเกิดและการรุกรานของเซลล์มะเร็งนั้นได้หลั่ง tumor DNA ออกมายัง
กระแสเลือด แต่การตรวจวัดระดับ DNA methylation พบในมะเร็งระยะแรกๆ โดยที่ tumor DNA 
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สามารถวัดได้ในพลาสมาแต่ในการศึกษานี้ได้ท่าการตรวจวัดระดับการเกิด DNA methylation ใน 
peripheral blood leukocytes (98) 

เมื่อวิเคราะห์ระดับการเกิด Alu และ LINE-1 methylation กับลักษณะข้อมูลทางคลินิก
แล้วนั้น พบว่าไม่พบตวามแตกต่างทางสถิติระหว่าง 2 กลุ่ม ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 
Chalitchagorn และคณะ (9) รายงานว่าระดับการเกิด LINE-1 methylation ซึ่งท่าการวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค COBRA กับลักษณะข้อมูลทางคลินิกไม่มีความแตกต่างทางสถิติ สอดคล้องกับการศึกษา
ของ Hsiung et al (99) ไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหว่างระดับการเกิด LINE-1 methylation 
กับลักษณะข้อมูลทางคลินิกเมื่อท่าการ adjust ปัจจัยที่อาจส่งผลต่อระดับการเกิด LINE-1 
methylation ได้แก่ อายุ สัญชาติ การสูบบุหรี่ แล้วก็ตาม สอดคล้องกับใน Alu methylation ซึ่ง
เป็นการศึกษาของ Zhu et al. (99) พบว่าระดับการเกิด Alu methylation กับลักษณะข้อมูลทาง
คลินิกไม่มีความแตกต่างทางสถิติ อย่างไรก็ตตามบางการศึกษาพบว่า ระหว่างระดับการเกิด 
methylation ของ repetitive elements กับลักษณะข้อมูลทางคลินิกมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส่าคัญทางสถิติระหว่างเพศชายและหญิง (100), (101) 

เมื่อวิเคราะห์ถึงความสัมพันธ์ระหว่างระดับการเกิด LINE-1 และ Alu methylation ใน 
neoplastic tissue กับ peripheral blood leukocytes พบว่าระดับการเกิดทั้งใน LINE-1 และ 
Alu methylation ใน tissue มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ peripheral blood leukocytes อย่างมี
นัยส่าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับสมมติฐานข้อที่สอง จากผลการวิเคราะห์ดังกล่าวแสดงให้เห็น 
peripheral blood leukocytes ในผู้ป่วยอาจใช้เป็นตัวบ่งชี้ที่ไม่รุนแรงแทนการตรวจจาก 
neoplastic tissue ได ้

สุ ดท้ า ยทา งคณะผู้ วิ จั ย ท่ า กา รศึ กษา ภ าวะ เค รี ยดออกซิ เ ดชั น  ในผู้ ป่ ว ย โ ร ค 
musculoskeletal tumor พบว่าระดับ 8-OHdG ในพลาสมาของผู้ป่วยมีปริมาณสูงกว่าอย่างมี
นัยส่าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับระดับ 
8-OHdG ใน neoplastic tissues พบว่ามีปริมาณสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ 
non-neoplastic adjacent tissues และเมื่อวิเคราะห์ระดับ 8-OHdG โดยใช้การแบ่งเป็นการ
วิเคราะห์ควบคู่กับระดับ LINE-1 และ Alu methylation ในผู้ป่วย พบว่าระดับ low และ high ของ
ทั้ง LINE-1 และ Alu มีระดับ 8-OHdG สูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมท่ีมีสุขภาพดี ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Udomsinprasert และคณะ รายงานว่าระดับของ 
8-OHdG ในพลาสมาของผู้ป่วยโรคท่อน้่าดีตีบตันสูงกว่าอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุม (10) นอกจากนี้รายงานการศึกษาในโรคมะเร็งตับ พบว่า 8-OHdG สามารถเปลี่ยนแปลง
ลักษณะของโครมาตินจาก active chromatin เป็น repressive chromatin ส่งผลให้เกิดกระบวน 
methylation ที่เปลี่ยนแปลงไปน่าไปสู่โรคมะเร็งตับในที่สุด (102) สอดคล้องกับการศึกษาใน
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โรคมะเร็งอีกหลายชนิด ได้แก่โรคมะเร็งไต (103) มะเร็งเต้านม (78) มะเร็งกระเพาะอาหาร (81) 
พบว่าระดับ 8-OHdG ใน neoplastic tissue มีปริมาณสูงกว่าเมื่อเปรียบกับ non-neoplastic 
adjacent tissue หรือ normal tissue โดยทางคณะผู้วิจัยคาดว่าอาจเกี่ยวข้องกับกลไกที่ 8-OHdG 
ไม่สามารถซ่อมแซมเบสที่ผิดปกติไปได้ กล่าวคือระดับ 8-OHdG ที่สูงขึ้นท่าให้เกิดโรคมะเร็งผ่าน
กระบวนการเปลี่ยนแปลงเบส ด้วยเหตุนี้จึงท่าให้ 8-OHdG ที่เสียหายเหนี่ยวน่าให้เกิดกระบวนการ 
mutation transversion (104) หรืออาจเกิดจากกลไกการก่าจัดสารอนุมูลอิสระในร่างกาย มี 
antioxidant อย่าง gluthatione ไม่เพียงพอในการก่าจัดสารอนุมูลอิสระ โดยปกติ glutathione 
สร้างมาจากกรดอะมิโน homocysteine เมื่อเกิดภาวะความเครียดออกซิเดชันท่าให้ 
homocysteine ไม่เพียงพอต่อการสร้าง glutathione เซลล์จึงมีการสลาย S-adenosyl 
Methionine (SAM) เพ่ือน่ามาสร้างเป็น homocysteine ท่าให้ SAM มีลดลง ท่าให้ขาด SAM ที่
น่าไปใช้ในกระบวนการ DNA methylation (105) 

 
ข้อเสนอแนะ  

จากงานวิจัยนี้ท่าการศึกษาในโรค musculoskeletal tumor ซึ่งมีความหลากหลายของ

ประเภทโรครวมถึงจ่านวนผู้ป่วยในแต่ละโรคค่อนข้างน้อย ส่งผลให้การตรวจสอบในแต่ละประเภท

ของโรคอาจใช้ขนาดของประชากรให้มากขึ้นเพ่ือเป็นการยืนยันผลการศึกษาระดับการเกิด LINE-1 

และ Alu methylation ทั้งในชิ้นเนื้องอก (neoplastic tissue) และชิ้นเนื้อปกติข้างเคียง (non-

neoplastic tissue) และเซลล์เม็ดเลือดขาว (peripheral blood leukocytes) ให้ชัดเจนขึ้น อีกทั้ง

การวิเคราะห์ระดับการเกิด methylation ของผู้ป่วย อาจสามารถตรวจวัดในระดับ promoter ใน

ต่าแหน่ง CpG ต่างๆ ผลที่ได้อาจสามารถน่ามาประกอบกับการตรวจวัดระดับ LINE-1 และ Alu 

methylation ที่ท่าการศึกษาในครั้งนี้ได้เพ่ือก่อให้เกิดความรู้ ความเข้าใจกลไกของการเกิดการ

เปลี่ยนแปลงกระบวนการเหนือพันธุกรรมและอาจน่าไปประยุกต์ใช้ เป็นตัวบ่งชี้พยากรณ์โรค 

musculoskeletal tumor อย่างไรก็ตามการศึกษามีการเก็บข้อมูลลักษณะทางคลินิกในผู้ป่วยแต่ละ

รายไม่ครบถ้วนส่งผลให้การวิเคราะห์ลักษณะข้อมูลทางคลินิกชนิดอ่ืนไม่สามารถน่ามาวิ เคราะห์ได้ 

ดังนั้นการศึกษาในอนาคต โรคดังกล่าวอาจต้องมีการเก็บข้อมูลลักษณะทางคลินิกให้ครบถ้วนมากขึ้น 

เพ่ือจะได้ทราบถึงปัจจัยอื่นที่อาจส่งผลต่อการเกิดโรค musculoskeletal tumor ได้ต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
เอกสารข้อมูล และหนังสือแสดงความยินยอมในการเข้าร่วมโครงการวิจัย 

 
1. เอกสารชี้แจงข้อมูลค่าอธิบายส่าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย (Information sheet for patients) 
2. เอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย (Consent form) 
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ชื่อโครงการวิจัย การศึกษาโกลบอลเมทิเลชันในผู้ปว่ยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน 
ผู้สนับสนุนการวิจัย ไม่ม ี

 
ผู้วิจัยหลัก 
ชื่อ     ธมลวรรณ  วรฤทัย 
ที่อยู่ที่ท างานหรือสถานศึกษาของผู้วิจัย ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
เบอร์โทรศัพท์ที่ท างาน   02-2564718  
เบอร์โทรศัพท์ติดต่อ 24 ชั่วโมง  081-6231174 
ผู้วิจัยร่วม (ทุกท่าน) 
1. ชื่อ     ศ.นพ.สิทธิศักดิ์  หรรษาเวก 
ที่อยู่ที่ท างานหรือสถานศึกษาของผู้วิจัย ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
เบอร์โทรศัพท์ที่ท างาน   02-256-4442  
เบอร์โทรศัพท์ติดต่อ 24 ชั่วโมง  045-0425466  
2. ชื่อ     นพ.กฤษณ์ เจริญลาภ 
ที่อยู่ที่ท างานหรือสถานศึกษาของผู้วิจัย ภาควิชาออร์โธปิดิกส์  คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั 
เบอร์โทรศัพท์ที่ท างาน   02-2564510  
เบอร์โทรศัพท์ติดต่อ 24 ชั่วโมง  041-5638370 
 
เรียน ผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยทุกท่าน 
 ท่านได้รับเชิญให้เข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้เนื่องจากท่านเป็นผู้ป่วยที่เข้ามารับการผ่าตัดรักษา
อาการของโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน ก่อนที่ท่านจะตัดสินใจเข้าร่วมในการศึกษาวิจัยดังกล่าว 
ขอให้ท่านอ่านเอกสารฉบับนี้อย่างถี่ถ้วน เพื่อให้ท่านได้ทราบถึงเหตุผลและรายละเอียดของการศึกษาวิจัยใน
คร้ังนี้ หากท่านมีข้อสงสัยใดๆ เพิ่มเติม กรุณาซักถามจากทีมงานของแพทย์ผู้ท าวิจัย หรือแพทย์ผู้ร่วมท าวิจัย
ซึ่งจะเป็นผู้สามารถตอบค าถามและให้ความกระจ่างแก่ท่านได้ 
 ท่านสามารถขอค าแนะน าในการเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้จากครอบครัว เพื่อน หรือแพทย์ประจ าตัว
ของท่านได้ ท่านมีเวลาอย่างเพียงพอในการตัดสินใจโดยอิสระ ถ้าท่านตัดสินใจแล้วว่าจะเข้าร่วมใน
โครงการวิจัยนี้ ขอให้ท่านลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมของโครงการวิจัยนี้ 
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เหตุผลความเป็นมา   
โรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนถือได้ว่าเป็นโรคที่มีอุบัติการณ์เกิดที่ต่ ามากเมื่อเปรียบเทียบกับ

เนื้องอกชนิดอื่น แต่พบว่ามีความหลากหลายของโรคค่อนข้างสูง และมีความรุนแรงมาก โดยที่เนื้องอก
กระดูกมีอุบัติการณ์เกิดคิดเป็นร้อยละ 0.5 ของเนื้องอกทั้งหมด โดยพบมากในวัยเด็กและวัยรุ่นมากกว่าวัย
ผู้ใหญ่ ในส่วนของเนื้องอกเนื้อเยื่ออ่อนมีอุบัติการณ์เกิดที่สูงกว่าประมาณ 3-4 เท่า และอาการของโรคนี้จะ
แสดงออกในช่วงหลังจากอายุ 50 ปี อย่างไรก็ตาม องค์การอนามัยโลก (World Health Organization, 
WHO) ได้รายงานถึงโรคมะเร็งกระดูก มีอุบัติการณ์การเกิดร้อยละ 0.2 ของมะเร็งทั้งหมด ซึ่งมีความรุนแรง
เป็นอันดับที่ 4 ท าให้ผู้ป่วยที่อายุต่ ากว่า 20 ปี เสียชีวิตด้วยโรคมะเร็งดังกล่าว จากการส ารวจและงานวิจัย
เก่ียวกับโรคมะเร็งกระดูกที่ผ่านมาแสดงให้เห็นว่า ในระยะเวลา 5 ปีที่ผ่านมาในประเทศแถบยุโรป พบว่ามี
อัตราการรอดชีวิตที่ประมาณร้อยละ 61.8 และในประเทศสหรัฐอเมริกามีอัตราการรอดชีวิตที่ประมาณร้อย
ละ 79 ซึ่งรายงานนี้สอดคล้องกับสมาคมมะเร็งแห่งประเทศสหรัฐอเมริกา (American Cancer Society ( ใน
ปี พ.ศ. 2558 ที่คาดการณ์ว่า สถิติการเกิดมะเร็งกระดูก มีจ านวน 2,970 ราย และมีอัตราการเสียชีวิตด้วย
โรคมะเร็งกระดูกและข้อจ านวน 1,490 ราย ในส่วนของมะเร็งเนื้อเยื่ออ่อนมีอุบัติการณ์เกิดร้อยละ 1 ของ
เนื้องอกทั้งหมด ซึ่งในปี พ.ศ. 2547 ได้มีการรายงานว่า ประเทศสหรัฐอเมริกามีผู้ป่วยโรคเนื้องอกเนื้อเยื่อ
อ่อน ประมาณ 8,680 ราย และ มีผู้เสียชีวิตด้วยโรคดังกล่าวสูงถึง 3,660 ราย ในส่วนของรายงานใน
ประเทศไทยจากสถาบันมะเร็งแห่งชาติในปี พ.ศ. 2555 คาดการณ์ว่ามีผู้ป่วยโรคมะเร็งกระดูกจ านวน 11 
ราย และผู้ป่วยโรคมะเร็งเนื้อเยื่ออ่อนจ านวน 41 ราย 

อย่างไรก็ตาม การวินิจฉัยในโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนนั้นเป็นไปได้ยาก เนื่องจากโรคนี้
จะแสดงอาการก็ต่อเมื่อมีความรุนแรงมากขึ้น จึงต้องอาศัยการตรวจชิ้นเนื้อและดูลักษณะด้วยกล้อง
จุลทรรศน์เป็นวิธีหลัก แต่ในการวินิจฉัยด้วยวิธีนี้มีข้อจ ากัดต่างๆ ในด้านของการแยกเนื้องอกที่ไม่อันตราย
ออกจากเนื้องอกที่เป็นอันตราย โดยโรคเนื้องอกที่ไม่อันตราย อาจจะท าการรักษาโดยการผ่าตัดและเฝ้าระวัง
การเกิดซ้ า ส่วนเนื้องอกที่เป็นอันตราย ผู้ป่วยอาจจะท าการรักษาโดยใช้เคมีบ าบัด การฉายรังสีรักษาร่วมกับ
การผ่าตัด โดยที่ผู้ป่วยจ านวนมากได้รับการวินิจฉัยช้าก่อนที่จะได้รับการรักษา จึงจ าเป็นต้องพัฒนาค้นหาวิธี
ตรวจและตัวบ่งชี้ (biomarkers) โรคมะเร็งในผู้ป่วยให้มีประสิทธิภาพและเชื่อถือได้  
 
วัตถุประสงค์ของการศึกษา 
 วัตถุประสงค์หลักจากการศึกษาในครั้งนี้คือ เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบระดับและรูปแบบการเกิด
เมทิเลชัน (methylation)  ของไลน์-1 (LINE-1) และอลู (Alu) ในเนื้องอก เนื้อเยื่อปกติข้างเคียง และเม็ด
เลือดขาวจากเลือด (peripheral blood leukocyte)  จากผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน 
โดยอาศัยเทคนิควิเคราะห์แบบคิวโคบรา  (quantitative combine bisulfite restriction analysis; 

qCOBRA ( และเพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ของการเกิดเมทิเลชัน  (methylation)  และรูปแบบของไลน์-1 

(LINE-1) และอลู  (Alu) ในเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน เปรียบเทียบกับเม็ดเลือดขาวจากเลือด 
(peripheral blood leukocyte) ซึ่งอาจน าไปประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งชี้ในการพยากรณ์โรค โดยท าการ



 106 

รวบรวมชิ้นเนื้อที่เป็นเนื้องอกของกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนและชิ้นเนื้อปกติบริเวณข้างเคียง และท าการเจาะ
เลือดจากผู้ป่วยโรคเนื้องอกของกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน  จ านวนผู้เข้าร่วมโครงการ 37 คน  การวิจัยนี้ใช้ชิ้น
เนื้อที่ได้จากการผ่าตัดตามแผนการรักษา ไม่ต้องตัดชิ้นเนื้อเพิ่มแต่อย่างใด 
วิธีการที่เกี่ยวข้องกับการวิจัย 

หากท่านมีคุณสมบัติที่เหมาะสมและยินยอมที่จะเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้   ผู้วิจัยจะขอท าการเก็บชิ้น
เนื้อที่เป็นเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อน รวมถึงชิ้นเนื้อปกติบริเวณข้างเคียง  ขนาด 0.2 x 0.2  เซนติเมตร 
ขณะที่ท่านเข้ารับการผ่าตัด ในวันที่ท่านได้รับการนัดหมายให้มารับการผ่าตัดโดยแพทย์ผู้ให้การรักษา ซึ่งชิ้น
เนื้อดังกล่าวต้องได้รับการผ่าตัดออกตามแผนการรักษาของทีมแพทย์ที่ดูแลรักษาผู้ป่วยอยู่แล้ว แม้ไม่เข้าร่วม
ในโครงการวิจัยนี้ ร่วมกับการเจาะเก็บเลือดปริมาตร 7 มิลลิลิตร (1 ช้อนชาครึ่ง( ก่อนการผ่าตัด  โดยท าการ
เก็บตัวอย่างชิ้นเนื้อและตัวอย่างเลือดที่อุณหภูมิ -80 °C ณ ห้องปฏิบัติการวิจัยภาควิชาชีวเคมี อาคาร
แพทยพัฒน์ ชั้น 7 คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  เพื่อน าไปศึกษาระดับการเกิดเมทิ
เลชันของล าดับเบสในจีโนม ซึ่งอาจจะเกี่ยวข้องกับสาเหตุของการเกิดโรคเนื้องอกของกระดูกและเนื้อเยื่อ
อ่อน และหาตัวบ่งชี้ถึงการเกิดมะเร็งในผู้ป่วย (biomarkers) และใช้ติดตามผลการรักษาจากตัวอย่างเลือด 

 
ความรับผิดชอบของอาสาสมัครผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย 
 เพื่อให้งานวิจัยนี้ประสบความส าเร็จ ผู้ท าวิจัยใคร่ขอความความร่วมมือจากท่าน  โดยจะขอให้ท่าน
ปฏิบัติตามค าแนะน าของผู้ท าวิจัยอย่างเคร่งครัด รวมทั้งแจ้งอาการผิดปกติต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นกับท่านระหว่างที่
ท่านเข้าร่วมในโครงการวิจัยเป็นระยะเวลา 1 ปี ให้ผู้ท าวิจัยได้รับทราบ  อย่างไรก็ตามในโครงการวิจัยนี้ไม่ได้
ท าการติดตามผลหลังจากที่ท่านเข้ารับการผ่าตัดแล้ว 
  
ความเสี่ยงที่อาจได้รับ 
 ท่านอาจจะได้รับความเสี่ยงและความไม่สะดวกสบายจากการเก็บชิ้นเนื้อเล็กน้อย เนื่องจากการ
เก็บชิ้นเนื้อดังกล่าวจะเก็บเมื่อท่านเข้ารับการผ่าตัดตามแผนการรักษาตามปกติของทีมแพทย์ที่ดูแลรักษา
ผู้ป่วยเท่านั้น กรุณาแจ้งผู้ท าวิจัยในกรณีที่พบอาการดังกล่าวข้างต้น หรืออาการอ่ืน ๆ ที่พบร่วมด้วย ระหว่าง
ที่อยู่ในโครงการวิจัย หากท่านมีข้อสงสัยใดๆ เก่ียวกับความเสี่ยงที่อาจได้รับจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัย 
ท่านสามารถสอบถามจากผู้ท าวิจัยได้ตลอดเวลา 
 
ความเสี่ยงที่ได้รับจากการเจาะเลือด 
 ท่านมโีอกาสที่จะเกิดอาการเจ็บ เลือดออก ช้ าจากการเจาะเลือด  อาการบวมบริเวณที่เจาะเลอืด
หรือหน้ามืด และโอกาสที่จะเกิดการติดเชื้อบริเวณที่เจาะเลือดพบไดน้้อยมาก  
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ความเสี่ยงที่ไม่ทราบแน่นอน 
 ในการเก็บชิ้นเนื้อ ท่านจะไม่ได้รับความเสี่ยงเพิ่มขึ้นจากปกติ ถ้าท่านเกิดอาการข้างเคียง หรือ
ความไม่สบาย นอกเหนือจากที่ได้แสดงในเอกสารฉบับนี้ ซึ่งอาการข้างเคียงเหล่านั้นเป็นอาการที่ไม่เคยพบ
มาก่อน เพื่อความปลอดภัยของท่าน ควรแจ้งผู้ท าวิจัยให้ทราบทันทีเมื่อเกิดความผิดปกติใดๆ เกิดข้ึน 
 หากท่านมีข้อสงสยัใดๆ เก่ียวกับความเสี่ยงที่อาจได้รบัจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัย ท่าน
สามารถสอบถามจากผูท้ าวิจัยได้ตลอดเวลา   

หากมีการค้นพบข้อมูลใหม่ ๆ ที่อาจมีผลต่อความปลอดภัยของท่านในระหว่างที่ท่านเข้าร่วมใน
โครงการวิจัย ผู้ท าวิจัยจะแจ้งให้ท่านทราบทันที เพื่อให้ท่านตัดสินใจว่าจะอยู่ในโครงการวิจัยต่อไปหรือจะขอ
ถอนตัวออกจากการวิจัย 
 
การพบแพทย์นอกตารางนัดหมายในกรณีที่เกิดอาการข้างเคียง 
 หากมีอาการข้างเคียงใด ๆ เกิดข้ึนกับท่าน ขอให้ท่านรีบมาพบแพทย์ที่สถานพยาบาลทนัที 
ถึงแม้ว่าจะอยู่นอกตารางการนดัหมาย เพื่อแพทย์จะไดป้ระเมินอาการข้างเคียงของท่าน และให้การรักษาที่
เหมาะสมทันที หากอาการดังกล่าวเปน็ผลจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัย ท่านจะไม่เสียค่าใช้จา่ย  
 
ประโยชน์ที่อาจได้รับ 
  ท่านจะไม่ได้รับประโยชน์ใดๆจากการเข้าร่วมในการวิจัยครั้งนี้  แต่ผลการศึกษาที่ได้จะเป็นความรู้
พื้นฐานในการอธิบายสาเหตุและการด าเนินไปของโรคเนื้องอกกระดูกและเนื้อเยื่ออ่อนในอนาคต  การเข้า
ร่วมในโครงการวิจัยนี้ไม่ได้รับรองว่าสุขภาพของท่านจะต้องดีขึ้นหรือความรุนแรงของโรคจะลดลงอย่าง
แน่นอน 
 
วิธีการและรูปแบบการรักษาอืน่ ๆ ซึ่งมีอยู่ส าหรับอาสาสมัคร 
 ท่านไม่จ าเปน็ต้องเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้เพื่อประโยชน์ในการรักษาโรคที่ท่านเปน็อยู่ เนื่องจากมี
แนวทางการรักษาอื่น ๆ หลายแบบส าหรับรักษาโรคของท่านได ้ดังนั้นจงึควรปรึกษาแนวทางการรักษาวิธี
อื่นๆ กับแพทย์ผู้ให้การรักษาทา่นก่อนตัดสินใจเข้าร่วมในการวิจยั 
 
ข้อปฏิบัติของท่านขณะที่ร่วมในโครงการวิจัย 
ขอให้ท่านปฏิบัติดังนี ้

- ขอให้ท่านให้ข้อมูลทางการแพทย์ของท่านทั้งในอดีต และปัจจุบนั แก่ผู้ท าวิจยัด้วยความสัตย์

จริง 

- ขอให้ท่านแจ้งให้ผู้ท าวิจัยทราบความผิดปกตทิี่เกิดขึ้นระหว่างทีท่่านร่วมในโครงการวิจัย 
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อันตรายที่อาจเกิดขึ้นจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัยและความรับผิดชอบของผูท้ าวิจัย/ผู้สนับสนุนการ
วิจัย 
 หากพบอันตรายที่เกิดข้ึนจากการเข้าร่วมการวิจัย ท่านจะได้รับการรักษาอย่างเหมาะสมทันที  หาก
ท่านปฏิบัติตามค าแนะน าของทีมผู้ท าวิจัยแล้ว ผู้ท าวิจัย/ผู้สนับสนุนการวิจัยยินดีจะรับผิดชอบค่าใช้จ่ายใน
การรักษาพยาบาลของท่าน อีกทั้งจะได้รับการชดเชยการสูญเสียเวลา เสียรายได้ตามความเหมาะสม 
 
 ในกรณีที่ท่านได้รับอันตรายใด ๆ หรือต้องการข้อมูลเพิ่มเติมที่เกี่ยวข้องกับโครงการวิจัย ท่าน
สามารถติดต่อกับผู้ท าวิจัยคือ นางสาวธมลวรรณ วรฤทัย โทรศัพท์ 081-6231174 และแพทย์ผู้ร่วมวิจัยคือ 
ศ. นพ. สิทธิศักดิ์ หรรษาเวก โทรศัพท์ 02-256-4442, 045-042-5466 ได้ตลอด 24 ชั่วโมง 
 
ค่าใช้จ่ายของท่านในการเข้ารว่มการวิจัย 
 ท่านไม่ต้องเสียค่าใชจ้่ายใดๆ จากการเข้าร่วมโครงการวิจัย โดยผู้วิจัยจะเปน็ผู้รับผิดชอบค่าใช้จา่ยที่
เก่ียวข้องกับงานวิจัยทัง้หมด ส าหรับค่าใช้จ่ายที่เกี่ยวกับการรักษาและการผ่าตัด เช่น ค่าธรรมเนียมทาง
การแพทย์ ค่าวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ ทา่นจะเป็นผู้รับผิดชอบเองตามปกติ 
 
ค่าตอบแทนส าหรับผู้เข้าร่วมวิจัย  

ท่านจะไมไ่ด้รับค่าตอบแทนจากการเข้าร่วมในการวิจัยคร้ังนี้  
  

การเข้าร่วมและการสิ้นสุดการเข้าร่วมโครงการวิจัย 
 การเข้าร่วมในโครงการวิจัยครั้งนี้เป็นไปโดยความสมัครใจ หากท่านไม่สมัครใจจะเข้าร่วมการศึกษา
แล้ว ท่านสามารถถอนตัวได้ตลอดเวลา การขอถอนตัวออกจากโครงการวิจัยจะไม่มีผลต่อการดูแลรักษาโรค
ของท่านแต่อย่างใด 
 ผู้ท าวิจัยอาจถอนท่านออกจากการเข้าร่วมการวิจัย เพื่อเหตุผลด้านความปลอดภัยของท่าน หรือ
เมื่อผู้สนับสนุนการวิจัยยุติการด าเนินงานวิจัย หรือ ในกรณีดังต่อไปนี้ 
  -     ท่านไม่สามารถปฎิบตัิตามค าแนะน าของผู้ท าวิจัย 
 
การปกป้องรักษาข้อมูลความลับของอาสาสมัคร 
 ข้อมูลที่อาจน าไปสู่การเปิดเผยตัวท่าน จะได้รับการปกปิดและจะไม่เปิดเผยแก่สาธารณชน ในกรณี
ที่ผลการวิจัยได้รับการตีพิมพ์ ชือ่และที่อยู่ของท่านจะต้องได้รับการปกปิดอยู่เสมอ โดยจะใช้เฉพาะรหัส
ประจ าโครงการวิจัยของท่าน 
 จากการลงนามยนิยอมของท่าน ผู้ท าวิจัย และผูส้นบัสนุนการวจิัย คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย 
ผู้ตรวจสอบการวิจัย และหน่วยงานควบคุมระเบียบกฎหมาย สามารถเข้าไปตรวจสอบบนัทึกขอ้มูลทาง
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การแพทย์ของท่านได้แม้จะสิ้นสุดโครงการวิจัยแล้วก็ตาม โดยไม่ละเมิดสิทธิของทา่นในการรักษาความลับ
เกินขอบเขตที่กฎหมายและระเบียบกฎหมายอนุญาตไว้  

จากการลงนามยนิยอมของท่าน แพทย์ผู้ท าวิจัยสามารถบอกรายละเอียดที่เก่ียวกับการเข้าร่วม
โครงการวิจัยนี้ของท่านให้แก่แพทย์ผู้รักษาทา่นได้ 
 
การยกเลิกการให้ความยินยอม 

หากท่านต้องการยกเลิกการให้ความยินยอมดังกลา่ว ทา่นสามารถแจ้งผู้ท าวจิัยคือ นางสาวธมลว
รรณ วรฤทัย โทรศัพท์ 081-6231174 และแพทย์ผู้ร่วมวิจัยคือ นายแพทยส์ิทธิศักดิ์ หรรษาเวก โทรศัพท์ 
02-256-4442, 045-042-5466 หรือเขียนบันทึกขอยกเลิกการให้ค ายินยอม โดยสง่ไปที่ ภาควชิาชีวเคมี 
คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 1873  
ถ.พระรามสี่ เขตปทุมวัน กทม. 10330 
 หากท่านขอยกเลิกการให้ค ายินยอมหลังจากที่ท่านได้เข้าร่วมโครงการวิจัยแล้ว ข้อมูลส่วนตัวของ
ท่านจะไม่ถูกบนัทึกเพิ่มเติม อย่างไรก็ตามข้อมูลอื่น ๆ ของทา่นอาจถูกน ามาใช้เพื่อประเมนิผลการวิจัย  และ
ท่านจะไมส่ามารถกลับมาเข้าร่วมในโครงการนี้ได้อีก ทั้งนี้เนื่องจากข้อมูลของท่านที่จ าเป็นส าหรับใช้เพื่อการ
วิจัยไม่ได้ถูกบนัทึก 
  
การจัดการกับตัวอย่างชีวภาพที่เหลือ 

ตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ได้จากท่านซึ่งเป็นชิ้นเนื้อที่ต้องได้รับการผ่าตัดตามแผนการรักษาปกติ แม้ไม่เข้า
ร่วมในโครงการวิจัยนี้ หลังเสร็จสิ้นการวิจัยนี้ ผู้วิจัยจะขอเก็บไว้ใช้ในอนาคต โดยจะขออนุญาตเก็บตัวอย่าง
ชิ้นเนื้อที่เหลือไว้ในรูปนิรนาม โดยใช้รหัสที่สามารถเชื่อมโยงกับข้อมูลเดิมของท่านได้  แต่จะเก็บรักษาข้อมูล
ของท่านไว้เป็นความลับ  ไม่เปิดเผยต่อสาธารณะและไม่มีการบันทึกข้อมูลส่วนตัวของท่านเพิ่มเติม  เพื่อ
ประโยชน์ในการศึกษาวิจัยในภายภาคหน้า โดยจะท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -80° C  เป็นระยะเวลา 2 0 
ปี  ในกรณีที่ครบก าหนดระยะเวลาจัดเก็บผู้ท าวิจัยจะขอเก็บชิ้นเนื้อที่เหลือต่อไว้ใช้ในอนาคต โดยจะท า
บันทึกขออนุญาตผ่านหัวหน้าภาควิชามายังคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย   ทั้งนี้การศึกษาวิจัย
ในภายภาคหน้าทุกครั้งที่มีการใช้ชิ้นเนื้อที่ เก็บไว้นี้  จะต้องแจ้งขออนุญาตและได้รับการอนุมัติจาก
คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยทุกครั้ง โดยตัวอย่างชิ้นเนื้ อที่เก็บไว้จะไม่มีการจ าหน่ายหรือ
น ามาใช้ในเชิงพาณิชย์ ส่วนตัวอย่างเลือดที่เหลือจากการวิจัยจะถูกท าลายทั้งหมดตามขั้นตอนมาตรฐานของ
การก าจัดตัวอย่างทางชีวภาพ  

 
สิทธิ์ของผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย 
 ในฐานะที่ทา่นเปน็ผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย ท่านจะมีสทิธิ์ดังตอ่ไปนี้ 

1. ท่านจะได้รบัทราบถึงลักษณะและวัตถุประสงค์ของการวิจัยในคร้ังนี้ 
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2. ท่านจะได้รบัการอธิบายเก่ียวกบัระเบียบวธิีการของการวิจัยทางการแพทย์ รวมทั้งยาและอุปกรณ์ที่

ใช้ในการวิจัยคร้ังนี ้

3. ท่านจะได้รบัการอธิบายถึงความเสี่ยงและความไม่สบายที่จะไดร้ับจากการวิจัย 

4. ท่านจะได้รบัการอธิบายถึงประโยชน์ทีท่่านอาจจะได้รับจากการวิจัย 

5. ท่านจะได้รบัการเปิดเผยถึงทางเลือกในการรักษาด้วยวิธีอื่น ยา หรืออุปกรณ์ซึ่งมีผลดีต่อท่าน

รวมทั้งประโยชน์และความเสี่ยงที่ท่านอาจได้รบั 

6. ท่านจะได้รบัทราบแนวทางในการรักษา ในกรณีที่พบโรคแทรกซ้อนภายหลังการเข้าร่วมใน

โครงการวิจัย 

7. ท่านจะมีโอกาสได้ซักถามเก่ียวกับงานวิจัยหรือข้ันตอนที่เก่ียวข้องกับงานวิจัย 

8. ท่านจะได้รบัทราบว่าการยนิยอมเข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้ ทา่นสามารถขอถอนตัวจากโครงการ

เมื่อไรก็ได้ โดยผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัยสามารถขอถอนตัวจากโครงการโดยไมไ่ด้รับผลกระทบใด ๆ 

ทั้งสิ้น 

9. ท่านจะได้รบัเอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัยและส าเนาเอกสารใบยินยอม

ที่มีทั้งลายเซ็นและวันที่ 

10. ท่านมสีิทธิ์ในการตัดสินใจวา่จะเข้าร่วมในโครงการวิจัยหรือไม่ก็ได้ โดยปราศจากการใช้อิทธิพล

บังคับข่มขู่ หรือการหลอกลวง 

 
หากท่านไม่ได้รับการชดเชยอันควรต่อการบาดเจ็บหรือเจ็บป่วยที่เกิดข้ึนโดยตรงจากการวิจยั หรือ

ท่านไม่ได้รบัการปฏิบตัิตามทีป่รากฎในเอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับผู้เข้าร่วมในการวิจัย ท่านสามารถ
ร้องเรียนได้ที่ ส านักงานคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  ตึก
อานันทมหิดลชั้น 3  โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ถนนพระราม  4 ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 โทรศัพท์/โทรสาร 
0-2256-4493 ในเวลาราชการ หรือ e-mail : medchulairb@chula.ac.th 
 
การลงนามในเอกสารให้ความยินยอม ไม่ได้หมายความวา่ท่านได้สละสิทธิ์ทางกฎหมายตามปกติที่ท่านพึงมี 

 
ขอขอบคุณในการให้ความร่วมมือของท่านมา ณ ทีน่ี้ 
 

..................................................................................  
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การวิจัยเร่ือง  การศึกษาโกลบอลเมทิเลชันในผู้ป่วยโรคเนื้องอกกระดูกและเนือ้เยื่ออ่อน 

วันให้ค ายินยอม  วันที่..............เดือน........................................พ.ศ................................................................. 
 ข้าพเจ้า นาย/นาง/นางสาว………………………………………………………………………………………………... 
.ที่อยู่............................................................................................................................ได้อ่านรายละเอียดจาก
เอกสารข้อมูลส าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยวิจัยที่แนบมาฉบับวนัที่......................และข้าพเจ้ายนิยอมเข้าร่วม
โครงการวิจัยโดยสมัครใจ 
            ข้าพเจ้าได้รับส าเนาเอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจัยที่ข้าพเจ้าได้ลงนาม และ 
วันที่ พร้อมด้วยเอกสารข้อมูลส าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย ทั้งนี้ก่อนที่จะลงนามในใบยินยอมให้ท าการวิจัย
นี้ ข้าพเจ้าได้รับการอธิบายจากผู้วิจัยถึงวัตถุประสงค์ของการวิจัย ระยะเวลาของการท าวิจัย วิธีการวิจัย 
อันตราย หรืออาการที่อาจเกิดขึ้นจากการวิจัย รวมทั้งประโยชน์ที่จะเกิดขึ้นจากการวิจัย และแนวทางรักษา
โดยวิธีอื่นอย่างละเอียด ข้าพเจ้ามีเวลาและโอกาสเพียงพอในการซักถามข้อสงสัยจนมีความเข้าใจอย่างดีแล้ว 
โดยผู้วิจัยได้ตอบค าถามต่าง ๆ ด้วยความเต็มใจไม่ปิดบังซ่อนเร้นจนข้าพเจ้าพอใจ 
 ข้าพเจ้ารับทราบจากผู้วิจัยว่าหากเกิดอันตรายใด ๆ จากการวิจัยดังกล่าว ข้าพเจ้าจะได้รับการ
รักษาพยาบาลโดยไม่เสียค่าใช้จ่าย 
 ข้าพเจ้ามีสิทธิที่จะบอกเลิกเข้าร่วมในโครงการวิจัยเมื่อใดก็ได้ โดยไม่จ าเป็นต้องแจ้งเหตุผล และ
การบอกเลิกการเข้าร่วมการวิจัยนี้ จะไม่มีผลต่อการรักษาโรคหรือสิทธิอื่น ๆ ที่ข้าพเจ้าจะพึงได้รับต่อไป 
 ผู้วิจัยรับรองว่าจะเก็บข้อมูลส่วนตัวของข้าพเจ้าเป็นความลับ และจะเปิดเผยได้เฉพาะเมื่อได้รับการ
ยินยอมจากข้าพเจ้าเท่านั้น คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคนอาจได้รับอนุญาตให้เข้ามาตรวจ
และประมวลข้อมูลของข้าพเจ้า ทั้งนี้จะต้องกระท าไปเพื่อวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบความถูกต้องของข้อมูล
เท่านั้น โดยการตกลงที่จะเข้าร่วมการศึกษานี้ข้าพเจ้าได้ให้ค ายินยอมที่จะให้มีการตรวจสอบข้อมูลประวัติ
ทางการแพทย์ของข้าพเจ้าได้ 
 ผู้วิจัยรับรองว่าจะไม่มีการเก็บข้อมูลใด ๆ เพิ่มเติม หลังจากที่ข้าพเจ้าขอยกเลิกการเข้าร่วม
โครงการวิจัยและต้องการให้ท าลายเอกสารและ/หรือ ตัวอย่างที่ใช้ตรวจสอบทั้งหมดที่สามารถสืบค้นถึงตัว
ข้าพเจ้าได้ 
 ข้าพเจ้าเข้าใจว่า  ข้าพเจ้ามีสิทธิ์ที่จะตรวจสอบหรือแก้ไขข้อมูลส่วนตัวของข้าพเจ้าและสามารถ
ยกเลิกการให้สิทธิในการใช้ข้อมูลส่วนตัวของข้าพเจ้าได้ โดยต้องแจ้งให้ผู้วิจัยรับทราบ 
 ข้าพเจ้าได้ตระหนักว่าข้อมูลในการวิจัยรวมถึงข้อมูลทางการแพทย์ของข้าพเจ้าที่ไม่มีการเปิดเผยชื่อ 
จะผ่านกระบวนการต่าง ๆ เช่น การเก็บข้อมูล การบันทึกข้อมูลในแบบบันทึกและในคอมพิวเตอร์ การ
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ตรวจสอบ การวิเคราะห์ และการรายงานข้อมูลเพื่อวัตถุประสงค์ทางวิชาการ รวมทั้งการใช้ข้อมูลทาง
การแพทย์ในอนาคตหรือการวิจัยทางด้านเภสัชภัณฑ์ เท่านั้น  
 ข้าพเจ้าได้อ่านข้อความข้างต้นและมีความเข้าใจดีทุกประการแล้ว ยินดีเข้าร่วมในการวิจัยด้วย
ความเต็มใจ จึงได้ลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมนี้  
 
 
  ...................................................................................... ลงนามผู้ให้ความยินยอม 
   (....................................................................................(ชื่อผู้ยินยอมตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
  
การจัดการกับตัวอย่างทางชีวภาพ 
 ไม่มีตัวอย่างชีวภาพ 
 มีแต่ไม่มีการขอเก็บ 
 มีและขอเก็บตัวอย่างชีวภาพที่เหลือไว้เพื่อการวิจัยในอนาคต             

ข้าพเจ้า   ยินยอม    
 ไม่ยินยอม  

ให้เก็บตัวอย่างชีวภาพที่เหลือไว้เพื่อการวิจัยในอนาคต 
...................................................................................... ลงนามผู้ให้ความยินยอม 

   (....................................................................................(ชื่อผู้ยินยอมตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 
 
 ข้าพเจ้าได้อธิบายถึงวัตถุประสงค์ของการวิจัย วิธีการวิจัย อันตราย หรืออาการไม่พึงประสงค์หรือ
ความเสี่ยงที่อาจเกิดขึ้นจากการวิจัย รวมทั้งประโยชน์ที่จะเกิดขึ้นจากการวิจัยอย่างละเอียด ให้ผู้เข้าร่วมใน
โครงการวิจัยตามนามข้างต้นได้ทราบและมีความเข้าใจดีแล้ว พร้อมลงนามลงในเอกสารแสดงความยินยอม
ด้วยความเต็มใจ 
  ......................................................................................ลงนามผู้ท าวิจัย 
   (....................................................................................(ชื่อผู้ท าวิจัย ตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 
  ...................................................................................... ลงนามพยาน 
   (....................................................................................(ชื่อพยาน ตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมบัฟเฟอร์ และสารละลาย 

 
1. สารละลาย 10X Tris-boric EDTA buffer (10X TBE buffer) 

Tris base    121.1   g 
Boric acid anhydrous  55.6  ml 
0.5 M Na2EDTA   40  ml 
Distilled water   1,000  ml 

หลังจากนั้นผสมสารละลายให้เข้ากัน และน่าสารละลายปรับ pH เท่ากับ 8.3  
 
2.  6X loading dye 

Bromophenol blue  0.25  g 
Xylene cyanol   0.25  g 
Glycerol    50  ml 
1 M Tris (pH 8.0)   1  ml 
Distilled water   100  ml 

ผสมสารละลายให้เข้ากันและเก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C 
 

3. สารละลาย 10% Ammonium persulfate 
Ammonium persulfate  0.1  g 
Distilled water   1  ml 

ผสมสารละลายให้เข้ากันและเก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C 
 

4. สารละลาย 1X Phosphate buffer saline (PBS) 
NaCl    8.0  g 
Na2HPO4    1.16  g 
KH2PO4    0.2  g 
KCl    0.2  g 
Distilled water   1,000  ml 

ผสมสารละลายให้เข้ากันแล้วท่าการปรับ pH เป็น 7.2 หลังจากนั้นน่าไปฆ่าเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ 
(autoclave) เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง  
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