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บทที่ 1 

บทนํา 

ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย  

โรคทอน้ําดีตีบตัน (Biliary atresia) หรือ BA (OMIM 210500) เปนกลุมอาการคั่ง

ของน้ําดีที่เกิดในทารกอันเนื่องมาจากการตีบตันในสวนหนึ่งสวนใดของทอน้ําดี [1-3] และเปนหนึง่

ในสาเหตุหลักของการเกิดภาวะตัวเหลืองในทารกแรกเกิด ซึ่งการตีบตันของทอน้ําดีทําใหเกิดการ

คั่งของน้ําดี (cholestasis) และการคั่งของน้ําดีที่เกิดขึ้นนี้กอใหเกิดพังผืดขึ้นในตับ [4] หากปลอย

ทิ้งไวหรือไมไดรับการรักษาที่ถูกตองจะพัฒนาตอไปสูภาวะตับแข็ง ผูปวยอาจเสียชีวิตภายในขวบ

ปแรกและโดยมากจะเสียชีวิตทั้งหมดภายในอายุ 7 ป [5] ผูปวยแสดงอาการตัวเหลืองตาเหลือง 

(jaundice) อุจจาระมีสีซีด ปสสาวะมีสีเขม เน่ืองจากมีการสะสมของบิลลิรูบิน (bilirubin) ในเลือด 

สําหรับอาการที่ปรากฏรวม ไดแก อาการตับโต น้ําหนักลด โดยแปรตามลักษณะของอาการตัว

เหลืองตาเหลืองที่เพิ่มข้ึน ผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันในระยะแรกจะไดรับการผาตัดแบบคาไซ (Kasai 

portoenterostomy) หากการดําเนินโรคยังไมดีขึ้นจะไดรับการแนะนําใหเปลี่ยนตับ (liver 

transplants) ตอไป ซึ่งอัตราการอยูรอดภายหลังการผาตัดเปลี่ยนตับในปจจุบันอยูที่ 90% [6]  

ตัวเลขรายงานอุบัติการณการเกิดโรคในเด็กแรกเกิดมีชีพของประเทศตางๆที่

แสดงไวเชน ประเทศฝรั่งเศส (1:19,500) ประเทศอังกฤษรวมทั้งเครือจักรภพ (1:16,700) ประเทศ

สหรัฐอเมริกาและประเทศสวีเดน (1:14,000) [7-10] แสดงใหเห็นวาโรคนี้เปนโรคที่คอนขางพบได

นอยและแมวาจะไดรับการศึกษาคนควาอยางจริงจังแลวก็ตามขณะนี้ก็ยังไมมีผูใดทราบอยางแน

ชัดวาอะไรคือสาเหตุของการเกิดโรคที่แนนอน อีกทั้งยังไมสามารถหา animal model ที่เหมาะสม

ตอโรคได ดวยเหตุนี้เองจึงทําใหความเขาใจถึงกระบวนการในการเกิดโรคเปนไปอยางลาชา มี

สมมติฐานมากมายที่พยายามอธิบายถึงสาเหตุของการเกิดโรค โดยทั่วไปมี 2 สมมติฐาน 

สมมติฐานแรกคาดวาเกิดจากผลของ ductal plate malformations ที่เกิดขึ้นระหวางการพัฒนา

ตับ และสมมติฐานที่สองคาดวาเกิดจากกระบวนการของการกระตุนทางภูมิคุมกัน [11] โดย

สมมติฐานสุดทายนี้อาศัยหลักฐานทางดานเนื้อเยื่อวิทยา (Histology) และวิทยาภูมิคุมกัน 

(Immunology) มาสนับสนุน 

และแมวาผูปวยทุกคนจะไดรับการผาตัดแบบคาไซแลวก็ตามผูปวยในแตละคนก็

มีการพัฒนาของพังผืดในตับที่ระดับไมเทากัน Connective tissue growth factor (CTGF) เปน

โปรตีนที่ไดรับการศึกษาและพบวาอาจเปนกุญแจสําคัญตอการพัฒนาพังผืด (fibrosis) และ

กระบวนการซอมแซมของผิวหนัง (wound repair) [12] จากการศึกษายังพบอีกวา CTGF 
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แสดงออกอยางชัดเจน (over expressed) ในแผลเปนที่มีลักษณะเปนพังผืดในอวัยวะตางๆรวมไป

ถึงตับดวย [13]  

มีผูศึกษาในบริเวณ promoter ของยีน connective tissue growth factor พบวา

มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphisms) ทั้งในบริเวณที่มี transcription factor มาจับ 

และไมใชโดยคาดวา polymorphisms ในบริเวณที่มี transcription factor มาจับอาจมี

ความสัมพันธกับการเกิดพังผืดได [14,15] อยางไรก็ตามการศึกษาที่มีมากอนหนานี้ทั้งหมดเปน

การศึกษาในกลุมประชากรที่มีความแตกตางกับประชากรในประเทศไทย ผลที่ไดอาจมีความ

แตกตางกัน อีกทั้งยังไมมีผูใดทําการศึกษา polymorphisms ในบริเวณ promoter ของยีน 

connective tissue growth factor ในกลุมของเด็กไทยที่ปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตันมากอน 

เปนไปไดวาอาจจะมีความเกี่ยวของกันระหวาง polymorphisms ในสวน promoter ของยีนกับการ

เกิดโรคและระดับพังผืดที่แตกตางกันในผูปวยแตละบุคคล วัตถุประสงคของการศึกษาในครั้งนี้คือ 

เพื่อที่จะหาความสัมพันธระหวาง polymorphisms ในบริเวณ promoter ของยีน CTGF  กับการ

เกิดโรค ระดับของ CTGF ในเลือด และระดับของพังผืดในตับโดยใชการทํางานของตับเปนตัวบง

บอกในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันภายหลังจากการไดรับการผาตัดแบบคาไซ 

คําถามของการวิจัย  
1. ความแตกตางทางพันธุกรรม (SNPs) ในสวน promoter ของยีน CTGF มี

ความสัมพันธกับการเกิดโรคหรือไม 

2. ความแตกตางทางพันธุกรรม (SNPs) ในสวน promoter ของยีน CTGF มี

ความสัมพันธกับระดับความรุนแรงของการทํางานของตับในผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตบีตันภายหลัง

ทําผาตัดคาไซหรือไม 

3. ระดับ CTGF ในเลือดมีความสัมพันธกับความรุนแรงของการทํางานของตับใน

ผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตันภายหลังทําผาตัดคาไซหรือไม เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 

วัตถุประสงคของการวิจัย  
ศึกษาความสัมพันธของรูปแบบความแตกตางทางพันธุกรรมของยีน CTGF กับ

การเกิดโรค ระดับ CTGF ในเลือด และระดับความรุนแรงของการทํางานของตับในผูปวยเด็กโรค

ทอน้ําดีตีบตัน 
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สมมติฐาน  
1. ความแตกตางทางพันธุกรรม (SNPs) ในสวน promoter ของยีน CTGF 

เกี่ยวของกับโรคทอน้ําดีตีบตัน 

2. ความแตกตางทางพันธุกรรม (SNPs) ในสวน promoter ของยีน CTGF ใน

ผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตันที่มีความรุนแรงของโรคแตกตางกับผูปวยที่ไมมีความรุนแรงของโรค     

3. ระดับ CTGF ในเลือดของผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตันสูงกวากลุมควบคุม 

ขอตกลงเบื้องตน 
กลุมที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย 2 กลุม 1) กลุมที่ทําการศึกษา (Case) 

คือ กลุมเด็กที่ไดรับการวินิจฉัยจากแพทยวาปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตันที่ไดมาทําการรักษาที่

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย กรุงเทพมหานคร 2) กลุมควบคุม (Control) เปนกลุม

เด็กสุขภาพดีที่ไมปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตันและกลุมสตรีมีครรภที่มารับการฝากทองที่โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ  

ระดับพังผืดในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันจะใชคา Total bilirubin (TB) เปนตัวแบง

ผูปวยออกเปนสองกลุมคือ no jaundice (TB < 2.0 mg/dl) และ persistent jaundice (TB ≥ 2.0 

mg/dl) 

เนื่องจากอุบัติการณโรคทอน้ําดีตีบตันในเชื้อชาติตางๆไมแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญจึงไมมีการแยกเชื้อชาติโดยผูปวยทุกรายเกิดในประเทศไทย 

การใหคํานิยามเชิงปฏิบัติที่จะใชในการวิจัย  
Polymorphisms ในบริเวณ promoter ของยีน CTGF ที่จะทําการศึกษามี 2 

ตําแหนง คือ ตําแหนง -447G>C จะทําการศึกษาโดยใช ARMS-PCR และในตําแหนง -132 C>G 

จะทําการศึกษาโดยใช RFLP 

เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ศึกษาทั้ง genotype และ haplotype ในสวนของ

genotype นั้น polymorphism สําหรับ -447G>C จะเขียนในรูปของ -447GG, -447GC, และ          

-447CC ในขณะที่ genotype ในตําแหนง -132C>G จะเขียนในรูปของ-132CC, -132CG และ    

-132GG ในกรณีของ genotype combination สําหรับ -447G>C และ -132C>G จะใช

เครื่องหมาย “/” ยกตัวอยางเชน -447GC/-132CG แสดงใหเห็นวาบุคคลนั้นมี polymorphism 

เปนแบบ -447GC รวมกับ -132CG ในขณะที่ -447GG/-132GG อธิบายไดวาบุคคลนั้นมี 

polymorphism เปนแบบ -447GG รวมกับ -132GG 

สําหรับ haplotype จะใชเครื่องหมาย ”-“ ยกตัวอยางเชน G-C/C-G หมายความ

วา 1 allele มี G และ C ที่ตําแหนง -447 และ -132 ในขณะที่อีก allele ประกอบดวย C ที่ตําแหนง 
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nucleotide -447 และ G ที่ตําแหนง nucleotide -132 และหากกลาวถึงเพียง 1 allele จะใช  G-C 

แสดงวา allele นั้นมี G ที่ nucleotide  -447 และ C ที่ nucleotide -132 

กรอบแนวความคิดในการวิจัย    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ขอจํากัดในการวิจัย  
ไมสามารถคํานวณจํานวนประชากรที่จะใชในการทดลองไดเนื่องจากไมมี

การศึกษายีนนี้ในกลุมประชากรไทยมากอน  

ปญหาดานลิขสิทธิ์ของสารที่นํามาทําการพัฒนาชุด ELISA  

ในหลายการทดลองพบวาระดับของ CTGF เพิ่มขึ้นอยางชัดเจนใน fibrosis diseases   

มีหลักฐานที่แสดงใหเห็นวาระดับของ CTGF ในเลือดมีความสัมพันธกับระดับพังผืดใน 

fibrosis organ ของผูปวย 

พบวาระดับของ CTGF เพิ่มขึ้นในโรคทอน้ําดีตีบตัน  

Polymorphisms ที่ promoter ของยีน CTGF อาจมีสวนเกี่ยวของกับการเกิดโรค ระดับ 

CTGF ในเลือดและระดับพังผืดในตับที่แตกตางกันในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตัน 

ELISA 

Serum CTGF level Polymorphisms 

ARMS, RFLP 

Biliary atresia Control 

หาความสัมพันธโดยการคํานวณทางสถิติ และสรุปผลการทดลอง 

 Polymorphisms ของยีน CTGF ที่ตําแหนง -447G>C และ -132C>G ในสวนของ 

promoter อาจเกี่ยวของกับการเกิดโรค ระดับ CTGF ในเลือดและระดับพังผืดในตับผูปวย 
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คําสําคัญ  
  CTGF, Biliary atresia, Polymorphisms, ARMS, RFLP, ELISA  

รูปแบบการวจิัย  
รูปแบบการศึกษาเปนแบบ Case-control study                           

ปญหาทางจริยธรรม 
  โครงการนี้ไดผานการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมศึกษาวิจัยในมนุษย

ของคณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และกอนการทําการเจาะเลือดในผูปวยทอน้ําดี

ตีบตันและกลุมควบคุมไดอธิบายจุดมุงหมายการศึกษาและขออนุญาตเปนลายลักษณอักษร 

ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย  
ทําใหทราบถึงความสัมพันธระหวาง polymorphisms ของยีน CTGF ในสวนของ 

promoter กับการเกิดโรค ระดับ CTGF ในเลือดและการทํางานของตับที่เกี่ยวของกับระดับพังผืด

ในตับโดยใช liver function test เปนตัวกําหนดระดับความรุนแรงของโรค การทราบการทํางาน

ของ CTGF กับความรุนแรงจะสามารถใชเปนตัวบอกการพยากรณของโรค รวมทั้งแนวทางความ

เปนไปไดในการรักษา ปองกันการเกิดพังผดืในอนาคต 

ระเบียบวิธีวิจัย  
1. การเก็บตัวอยาง 

1.1 กลุมผูปวย (case) คือ กลุมเด็กที่ไดรับการวินิจฉัยจากแพทยผูเชี่ยวชาญ

วาปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตันจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย กรุงเทพมหานคร  

1.2 กลุมควบคุม (control) คือกลุมเด็กสุขภาพดีที่มารับวัคซีนและกลุมสตรี

ที่มารับการฝากครรภที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย กรุงเทพมหานคร  

  2. ขั้นตอนในการศึกษา 

         2.1 การเก็บตัวอยางเลือด 

         2.2 การสกัด DNA และการเก็บ serum  

         2.3 การเพิ่มจํานวน DNA        

 2.4การตรวจสอบ polymorphism โดยใช ARMS และ Restriction 

Fragment length polymorphism 

         2.5 การตรวจสอบผลิตภัณฑโดยใช Agarose gel electrophoresis 

         2.6 Enzyme Link Immunosorbent Assay 

         2.7 การเก็บรวบรวมขอมูลและการวิเคราะหขอมูล 



บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
1. โรคทอน้ําดีตีบตัน (Biliary atresia; BA) 

ความเปนมา  
 โรคทอน้ําดีตีบตัน (Biliary atresia หรือ BA) (OMIM 210500) เปนกลุมอาการคั่ง

ของน้ําดีในวัยแรกเกิด สาเหตุการเกิดโรคยังไมทราบแนชัด โรคนี้มีการตีบตันของทอน้ําดีในสวน

ของ extrahepatic bile duct [16] รูปแบบของการเกิดทอน้ําดีตีบตันแบงออกตามระยะการแสดง

อาการไดเปน 2 แบบ คือ [17]  

(1) Non-syndromic BA หรือ postnatal form มีประมาณ 80% ของผูปวย 

อาการเกิดขึ้นในระยะ 3 ถึง 6 สัปดาหนับต้ังแตแรกคลอด โดยกอนหนานี้เด็กมีลักษณะปกติและ

จะคอยๆมีอุจจาระสีซีดเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ แสดงเปนนัยใหเห็นวาอาจเกิดจากการที่เด็กไดสัมผัสกับ

สิ่งแวดลอมภายนอก  

               (2) Syndromic BA หรือ fetal/embryonic form มีประมาณ 20% ของผูปวย

อาการของโรคเกิดภายในระยะเวลา 3 สัปดาหนับตั้งแตแรกคลอด คาดวาเกิดเนื่องจากความ

ผิดปกติที่เปนมาแตกําเนิดอันเกิดจากหลายสาเหตุดวยกัน เชน polysplenia, cardiac หรือ intra 

abdominal defects (situs inversus, pre-duodenal portal vein, absence of retro-hepativ 

inferior vena cava, intestinal malrotation, annular pancrease) 

 พยาธิวิทยา  
  พยาธิวิทยาของ extrahepatic biliary system มีความหลากหลายอยางมากใน

กลุมผูปวยแตสามารถจําแนกโดยใชตําแหนงการตีบตันเปนพื้นฐานในการแยกทําใหสามารถแบง

ออกไดเปน 3 กลุมดังนี้ [7]  

Type I: Common bile duct atresia ชนดิที่มีการตีบตันบริเวณ common duct

ในขณะที่ proximal ducts ปกติ เปนการตีบตันเฉพาะสวนปลายของทอน้ําด ี

Type II: Common hepatic duct atresia ชนิดที่มีการตีบตันของ hepatic duct 

และพบ cystic structures ในบริเวณ porta hepatitis เปนการตีบตันเฉพาะสวนตนของทอน้าํด ี

Type III: Common bile duct รวมทัง้ right และ left hepatic duct atresia 

(>90% ของผูปวย) มีการตบีตันบริเวณ right และ left hepatic ducts ไปจนถึง porta hepatitis 

เปนการตีบตันตลอด extrahepatic bile duct  



 7 

 ลักษณะทางคลินิก 
ลักษณะทางคลินิกของโรคทอน้ําดีตีบตันผูปวยจะมีอาการที่เรียกวา jaundice 

กลาวคือผูปวยจะมีตัวเหลืองและบริเวณตาขาวมีสีเหลือง อาการตัวเหลืองตาเหลืองในเด็กเกิดใหม

ถือวาเปนเรื่องพบไดบอย และเด็กสามารถหายเหลืองไดภายใน 2 สัปดาหนับตั้งแตแรกคลอด 

อยางไรก็ตาม ถาสาเหตุของอาการตัวเหลืองตาเหลืองมาจากการเกิดโรคตับอาการเหลานี้จะไม

หายไป นอกจากนี้ยังมีอาการอื่นๆ ไดแก ปสสาวะมีสีเขมและอุจจาระมีสีซีด แตอาการเหลานี้ก็

ไมไดเปนอาการที่บงบอกแนชัดวาผูปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตัน จําเปนที่จะตองไดรับการวินิจฉัย

อยางละเอียดตอไป  

          ความถี่ (Frequency)  
  โรคทอน้ําดีตีบตันเปนโรคที่พบไดนอยโดยจะพบในอัตราสวนประมาณ 1 ตอ

10,000 ถึง 20,000 ของเด็กแรกเกิดมีชีพ มีรายงานถึงอุบัติการณในการเกิดโรค BA ไวในหลาย

แหงดวยกันเชน 5/100,000 ในประเทศเนเธอรแลนด [18] 5.1/100,000 ในประเทศฝรั่งเศส [19] 

6.5 /100,000 ในรัฐเทกซัส ประเทศสหรัฐอเมริกา [20] 7/100,000 ในรัฐวิกตอเรีย ประเทศ

ออสเตรเลีย [21] 7.4/100,000 ในประเทศญี่ปุน [22] และจากการศึกษา time- และ space – 

time distribution ของโรค BA พบวาโรคนี้สามารถเกิดขึ้นไดในทุกๆฤดูกาลแตการศึกษานี้เปน

เพียงการศึกษาในกลุมตัวอยางที่จํากัด [20,21]   

 เชื้อชาติ (Race) 
  โรคทอน้ําดีตีบตันพบไดทุกเชื้อชาติ 

เพศ (Sex)  
  พบไดทั้งสองเพศบางรายงานพบในเพศหญิงมากกวาเพศชาย  

 อายุ (Age) 
  เกิดเฉพาะในชวงแรกเกิดเทานั้น โดยแบบ fetal/ perinatal form จะเกิดภายใน 2 

สัปดาหแรก และแบบ postnatal form จะเกิดภายใน 2-8 สัปดาหนับต้ังแตแรกคลอด                                                  

การตาย (Mortality / Morbidity) 
  อัตราการมีชีวิตรอดในระยะยาวภายหลังจากการไดรับการผาตัดแบบคาไซอยูที่ 

47-60% ภายใน 5 ปและ 25-35% ภายใน 10 ป สําหรับผูที่ไดรับการผาตัดแบบคาไซแลวอาจมี

อาการขางเคียงไดแก cholangitis (50%) และ portal hypertension (>60%) มีเด็กจํานวนหนึ่ง

ประมาณ 1 ใน 3 ของผูปวยทั้งหมดซึ่งภายหลังจากการไดรับการผาตัดแบบคาไซแลวน้ําดียังไม

สามารถไหลผานไปได ตับของผูปวยเด็กเหลานี้อาจมีการพัฒนาไปเปนตับแข็งภายในชวงปแรก
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ของชีวิต ผูปวยที่มีอาการตับแข็งยังมีความเสี่ยงที่จะพัฒนาตอไปเปนมะเร็งตับ (Hepatocellular 

Carcinoma) วิธีเดียวที่สามารถจะทําใหเด็กมีอายุยืนยาวตอไปไดก็คือการผาตัดเปลี่ยนตับ  

 การวินิจฉัย (Diagnosis)  
  การวินิจฉัยประกอบดวยการทํา HIDA scan (การฉีดสารรังสีแลว scan ตับ) เพื่อ

ประมาณการไหลของน้ําดี การทํา abdominal x-ray เพื่อตรวจดูตับและมาม การทํา liver biopsy 

เพื่อประมาณระดับการเกิดภาวะตับแข็ง หรืออาจใชวิธีการอื่นทางหองปฏิบัติการทดแทนเพื่อหา

สาเหตุของการเกิดอาการตัวเหลืองตาเหลือง โดยทั่วไปจะใชวิธีการที่เรียกวา serum fractionated 

bilirubin assay โดยคาที่นํามาใชในการวิเคราะหคือคาที่มีคามากกวา 2  mg/dl (34.2 μmol/l) 

ของ total bilirubin เปนวิธีตรวจวินิจฉัยที่รวดเร็ว คานี้ใชเปนบรรทัดฐานในการตรวจวินิจฉัย เปน

ตัวชวยใหมีการตรวจอยางอื่นและเปนตัวตัดสินในการเลือกวิธีการรักษาคานี้ไดกําหนดและแนะนํา

ใหใชโดยศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทาง (centers of excellence) [23] อยางไรก็ตามการตรวจทาง

หองปฏิบัติการทั้งหมดไมสามารถที่จะบอกไดอยางถูกตองแนนอน การตรวจวินิจฉัยที่ดีที่สุดคือ

การทํา intraoperation cholangiography 

การรักษา (Treatment) 
  ผูปวยเด็กที่ไมไดรับการรักษาจะทําใหเกิดภาวะตับวาย (liver failure) ภายใน  1 

หรือ 2 ป การจัดการเพื่อรักษาผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันในปจจุบันมี 2 ขั้นตอนดวยกัน ในชวงแรก

เกิดผูปวยจะไดรับการผาตัดแบบคาไซ ซึ่งมีจุดประสงคเพื่อที่จะขจัดน้ําดีที่มีการสะสมอยูในตับให

ไหลออกไปทางลําไส (intestine) การผาตัดไดเกิดขึ้นในชวงปลายป ค.ศ.1959 นพ.Morio kasai 

ศัลยแพทยชาวญี่ปุนไดรายงานวา เขาไดทําการตรวจทาง microscopic ที่ทอนํ้าดีของเด็กทารกที่

ปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตันทําใหพบวามี channel ที่บริเวณ porta hepatic เปนจํานวนมาก การ

เปด channels เหลานี้โดยการใชการผาตัดเอาสวนของ extrahepatic biliary ที่เกิดการตีบตันออก

ก็จะสงผลใหมีการระบายน้ําดีใหซึมออกไปได การผาตัดนี้จะสงผลดีตอเด็กโดยเฉพาะอยางยิง่หาก

ไดรับการผาตัดภายใน 8 สัปดาหนับตั้งแตแรกคลอด การผาตัดแบบคาไซนี้ปจจุบันไดรับการ

ยอมรับวาเปนการผาตัดที่ใชเปนมาตรฐานในการรักษาอาการของโรคทอน้ําดีตีบตัน 2) ข้ันตอนที่ 

2 ทําการเปลี่ยนตับซ่ึงใชในกรณีที่การรักษาการผาตัดแบบคาไซลมเหลวเปนการแกปญหาการคั่ง

ของน้ําดีที่เกิดรวมกับการเกิดภาวะตับแข็ง 

 สาเหตุการเกิดโรค (Etiology) 
ในปจจุบันยังไมทราบสาเหตุที่แนชัด จากการศึกษาอยางตอเนื่อง เชื่อวาโรคทอ

น้ําดีตีบตันเกิดจากปจจัยภายใน และปจจัยภายนอกรวมกัน รวมไปถึงปจจัยกอนคลอดและหลัง
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คลอด โดยเกิดขึ้นอยางจําเพาะเจาะจงในชวงระยะเวลาที่เหมาะสม คือระหวางชวงกอนคลอดไป

จนถึงเด็กอายุได 3 เดือนนับต้ังแตแรกคลอด ดังภาพที่ 1 

 

 

  

 

 

ภาพที่ 1 ปจจัย 4 ประการที่คาดวาเมื่อมีปฏิสัมพันธกันแลวจะทําใหเกิดโรคทอน้ําดีตีบตัน [24] 

  โรคทอน้ําดีตีบตันไมจัดวาเปนโรคถายทอดทางพันธุกรรม เนื่องจากการศึกษา 

identical twins แบบ discordant ในหลายการศึกษาพบวามีเพียง 1 ใน 2 คนเทานั้นที่เปนโรคนี้ 

(discordant) อีกทั้งการเกิดซ้ําของโรคนี้ในครอบครัวเดียวกันเปนไปไดยากมาก [25,26] สําหรบัใน

ประเทศไทยไดมีการศึกษาในแฝด 8 รายที่ไดรับการวินิจฉัยวาเปนโรคทอน้ําดีตีบตันโดยการผาตัด

ตรวจทอน้ําดี พบวาผูปวยทุกรายที่เปนแฝดจะเปนโรคทอน้ําดีตีบตันเพียงคนเดียว (discordant) 

โดยที่แฝดอีกคนปกติดี ในจํานวนนี้แฝด1 คูเปนแบบ dizygotic twin แฝดอีก 6 คูพบวามีหมูเลือด 

ABO หมูเดียวกัน และในจํานวนนี้ 2 คูพบวามีหมูเลือด minor ที่เหมือนกัน (Dec, MM และ Le a-

b-) ทารกคูสุดทายไดพิสูจนโดยใช Short tendem repeat (STR) ในพอ แม และแฝด พบวาแฝด

ทั้งสองรายนี้นาจะเปน monozygotic twin (โอกาส  > 99.99%) ทําใหสนับสนุนวาโรคทอน้ําดีตีบ

ตันเปนโรคที่เกิดขึ้นหลังคลอดมากกวาที่จะเปนโรคถายทอดทางพันธุกรรมโดยตรง [27] 

ทฤษฎีเกี่ยวกบัสาเหตุการเกิดโรคทอน้ําดีตีบตันโดยสรุปในปจจุบันมี 6 ทฤษฎี ดัง

แสดงในตารางที่ 1 

Viral Infection จากการศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยาพบวามีความเปนไปไดวาสาเหตุ

การเกิดโรคนาจะมาจากการติดเชื้อหรือการไดรับการสัมผัสกับส่ิงแวดลอมที่มีการปนเปอน 

infectious agent [9] ยิ่งไปกวานั้นจากการศึกษาโดยการทดลองให virus infection เขาไปในหนูที่

เพิ่งเกิดใหมพบวาหนูสราง lesion ที่คลายคลึงกับโรคทอน้ําดีตีบตัน [28] ในป ค.ศ. 1974 

Benjamin Landing นักพยาธิวิทยาโรคเด็ก ไดเสนอโรคทอน้ําดีตีบตัน โรค idiopathic neonatal 

hepatitis และโรค choledochal cyst นาจะเปนกลุมอาการของโรคที่มีผลจากการไดรับการ

บาดเจ็บที่บริเวณ hepatobiliary tree ที่แตกตางกัน และเปนคนแรกที่บัญญัติคําวา infatile 

Genetic Factors 
(? HLA genotype) 

Development of Bile 
Ducts and Liver 

Environmental Factors 
(? Viral infection) 

Immune Dysregulation  
In Neonate 

BILIARY ATRESIA 
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ตารางที่  1 ปจจัยที่คาดวานาจะเปนสาเหตุของการเกิดทอน้ําดีตีบตัน [24] 

Infectious: reovirus, rotavirus, retrovirus, cytomegalovirus, human papilloma virus 

Immune dysregulation 

Autoimmune mechanism  

Vascular lesion/ateriopathy 

Defective morphogenesis 

 Inherited mutations 

Laterality genes (presumed), associated with polysplenia and asplenia syndromes 

(e.g. CFC1) 

  Ductal plate malformation (e.g. HNF6) 

  Jagged 1 

 Somatic mutations 

 Modifier genes 

Toxin exposure 

 
obstructive cholangiopathies [29] แมวา Landing จะเสนอวาสาเหตุของโรคนาจะเกี่ยวของกับ

ไวรัสตับอักเสบ แตจากการศึกษาลึกลงไปแลวพบวาไวรัสตับอักเสบทั้ง เอ บี และ ซี ไมมี

ความสัมพันธกับโรคทอน้ําดีตีบตัน ในปจจุบันจึงมุงศึกษาไปที่ไวรัสอ่ืนอีก 5 ชนิด 

ในหลายปมานี้ cytomegalovirus (CMV)  ไดถูกคาดวานาจะเปนสาเหตุของการ

เกิดโรคเพราะพบเด็กที่เปนโรคทอน้ําดีตีบตันมีการติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ในอัตราสวนที่มากเมื่อเทียบ

กับเด็กที่มีสุขภาพดี [30] รวมทั้งการศึกษาในประเทศไทยไดผลเชนเดียวกัน (ขอมูลที่ไมไดลง

พิมพ) ปจจุบันการศึกษาของประเทศสวีเดนพบ CMV antibodies ในแมของผูปวยที่เปนโรคทอ

น้ําดีตีบตัน และพบ DNA ของ CMV ในตับของผูปวยครึ่งหนึ่งของจํานวนผูปวยเด็กที่เปนโรคใน

ประเทศแคนาดา แตก็ไมสามารถจะแสดงใหเห็นไดวามี CMV อยูใน bile duct ของเด็ก [31] 

บทบาทของ CMV ยังคงตองไดรับการศึกษาตอไป 

ไวรัสอีกสองชนิดที่ไดรับความสนใจไดแก reovirus และ rotavirus สาเหตุที่ 

reovirus ไดรับความสนใจเนื่องจากการสังเกตและพบวามีการติดเชื้อของไวรัสชนิดนี้แลวทําใหเกดิ

อาการของโรคบริเวณ intrahepatic และ extrahepatic bile duct รวมทั้งตับซึ่งคลายคลึงกับโรค

ทอน้ําดีตีบตัน [32] lesions ที่เกิดขึ้นนี้จะยังคงติดอยูตอไปภายหลังจากการติดเชื้อ ถึงแมวาจะ

ตรวจไมพบแอนติเจนของไวรัสแลวก็ตาม มคีณะนักวิจัยคณะหนึ่งไดทําการทดลองแลวตรวจพบวา

พบแอนติเจนของ reovirus ที่บริเวณ bile duct remnants จากเด็กที่ปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตัน  

[33,34] และพบในลูกลิง rhesus เชนเดียวกัน [35] อยางไรก็ตาม Steele และคณะ [36] ไดทํา

การตรวจหา reovirus RNA ในเนื้อเยื่อตับที่ถูก fix ดวยฟอรมาลีนในผูเด็กโรคทอน้ําดีตีบตัน
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จํานวน 14 คน และกลุมควบคุมอีก 16 คน โดยใช nested reverse transcriptase-polymerase 

chain reaction (RT-PCR) แตตรวจไมพบ ผลของการศึกษาที่แตกตางกันนี้อาจจะเปนผลมาจาก

วิธีการเตรียมเนื้อเยื่อ วิธีการสกัด RNA และการใช PCR primers ที่ตรวจสอบ reovirus genes ที่

แตกตางกัน ถา reovirus มีความเกี่ยวของจริง ก็ตองจัดวิธีการศึกษาใหมีประสิทธิภาพที่ดีพอ 

รวมทั้งตองมีการศึกษาในกลุมผูปวยที่มีอาการของโรคที่เดนชัดและกลุมควบคุมที่สุขภาพดีใน

ปริมาณที่มากพอดวย 

Riepenhoff-Talty และคณะ นํา rotavirus group A ฉีดเขาไปใหเกิดการติดเชื้อ

กับหนูเกิดใหมพบวาเกิดการตีบตันของ extrahepatic bile duct ที่มีลักษณะทางเนื้อเยื่อ

เหมือนกับโรคทอน้ําดีตีบตัน [37] หลังจากการทดลองนี้แลวกลุมศึกษานี้ไดนําเอาเนื้อเยื่อสวน 

hepatobiliary tissues จากผูปวยมาตรวจสอบ rotavirus group C โดยใชวิธี RT-PCR พบวา 10 

จาก 18 รายในผูปวยตรวจพบ RNA ของไวรัสชนิดนี้ ในขณะที่กลุมควบคุมที่ไมไดปวยจํานวน 12 

รายตรวจไมพบเลย [38]  ทางกลุมของ Bobo และคณะ [39] ไดตรวจหา RNA ของ rotavirus 

group A B และ C จากเนื้อเยื่อผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันจํานวน 10 คน และ กลุมควบคุม 14 คน 

ดวยวิธี nested RT-PCR/ enzyme immunoassay แตตรวจไมพบ อยางไรก็ตามครึ่งหนึ่งของกลุม

ผูปวยมีอายุมากกวา 12 เดือนแลวในขณะที่นําเอาเนื้อเยื่อออกมา 

ในประเทศอาเจนตินามีการศึกษา Human papilloma virus (HPV) ในเนื้อเยื่อ

ตับผูปวยจํานวน 18 คน โดยวิธี PCR ตรวจพบวาผูปวยมีไวรัสจํานวน 16 คน ในขณะที่กลุม

ควบคุมตรวจไมพบ [40] แตจากการตรวจสอบดวยวิธีเดียวกันนี้ของ Domiati-Saad และคณะใน

ประเทศสหรัฐอเมริกาโดยใชผูปวยจํานวน 19 คนกลับตรวจไมพบไวรัสชนิดนี้ [41]  

Immune injury   Schreiber และ Kleinman [42] ไดเสนอแนวคิดวาบริเวณ 

biliary epithelium หากมีการติดเชื้อไวรัสหรือไดรับสารพิษก็จะนําไปสูการแสดงออกของแอนตเิจน

ท่ีบริเวณ bile duct eithelia ขึ้น เหตุการณเหลานี้เกิดขึ้นจากการ present ของ macrophage ตอ 

T lymphocyte เปนเหตุใหเกิด epithelial injury การมี innate และ acquired immunity ที่เกิดใน

เด็กทารกแรกเกิดนี้อาจอธิบายไดวาทําไมโรคนี้จึงเกิดภายใน 3 เดือนแรกของชีวิต ยีนที่เกี่ยวของ

กับการสราง immune regulatory protein ที่ควบคุมเก่ียวกับ susceptibility ของ immune หรือ 

autoimmune injury ในโรคทอน้ําดีตีบตันมีหลายตัวดวยกัน โดยทั่วไปในโรคที่เกี่ยวกับ immune-

mediated liver disease อยางเชน autoimmune hepatitis, primary sclerosing cholangitis 

และ primary biliary cirrhosis พบวาเกี่ยวของกับ specific HLA antigens [43] Silviara และ

คณะ ไดเสนอวาในประชากรชาวยุโรป HLA-B12 และ haplotypes A9-B5 และ A28-B35 มีความ

เกี่ยวของกับโรคทอน้ําดีตีบตัน (49% ของผูปวย biliary atresia และ 23% ในกลุมควบคุม) 

ในขณะที่ญี่ปุนมีความสัมพันธเปนแบบ A33, B44 และ DR6 [44] แตในประเทศสเปนไมพบ
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ความสัมพันธของ HLA กับผูปวย BA ทั้งหมดจํานวน 48 คนเลย [45] แตเปนที่นาสังเกตวา

การศึกษาจีโนมของ MHC I และ II ยังไมสมบูรณทั้งหมด มียีน HLA กวา 100 ยีนใน human 

MHC genome เปนไปไดวาอาจจะพบความสัมพันธของ HLA ตัวอื่นๆที่เกี่ยวของกับโรคก็เปนได     

Autoimmunity โรคทอน้ําดีตีบตันอาจเปนผลมาจากกระบวนการ autoimmune-

mediated process มีการทดลอง 2 การทดลองดวยกันที่ทําการทดสอบ autoantibodies ใน

ผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตัน Vasiliauskas และคณะ [46] รายงานวาผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันจํานวน 

10 คน จาก 11 คน ตรวจพบ serum IgG และ IgM antinutrophil cytoplasmic antibodied 

(ANCA) เปนบวก และมีระดับของ IgM-ANCA ในกลุมผูปวยอยูในระดับสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบ

กับเด็กและผูใหญที่ปวยดวยโรคตับอ่ืนๆ Burch และคณะ [47] ศึกษา autoantibodies ในแมของ

เด็กที่ปวยดวยโรคทอน้ําดีตีบตันเพื่อทดสอบสมมติฐานที่การถายทอด autoantibodies จากแม

ไปสูลูกอาจจะเกี่ยวของกับ liver และ bile duct injury  จากการศึกษาพบวา titer ของ anti-Rho 

antibodies ในแมที่มีลูกปวยดวยโรคทอน้ําดีตีบตันมีอยูในระดับตํ่ากวากลุมควบคุม ซึ่ง Rho 

protein เปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเกิด actin organization, gene expression และ cell cycle 

progression โดยพบวาการมี titer ของ anti-Rho antibodies อยูในระดับตํ่านี้พบมากในแมของ

ทารกที่ปวยดวยโรคตับ อาจเปนไปไดวา maternal factor ในเรื่องของ immune-mediated bile 

duct injury อาจเปนสาเหตุของการเกิดโรคได แตทั้งนี้ทั้งนั้นยังไมไดรับการยนืยันอยางชัดเจน  

และเปนที่นาสนใจมากเมื่อปจจัยเสี่ยงในเรื่องของ autoimmunity เกี่ยวของกับ

การมี polymorphism ของยีน ซึ่งสามารถใชทํานาย susceptibility ของบุคคลที่มีลักษณะของ 

autoimmune disorder ได จากรายงานของ Bernal และคณะ [48] และ Mitchell และคณะ [49] 

พบวา polymorphism ของ TNF-α  เกี่ยวของกับ susceptibility ของผูปวยโรค primary 

sclerosing cholangitis นอกจากนี้ยังมี polymorphism ของ IL-1 gene family เกี่ยวของกับการ

ดําเนินโรคของผูปวย primary biliary cirrhosis  [50] จากการตรวจสอบ polymorphism บริเวณ 

promoter ของยีน TNF-α  และ IL-1 อีก 2 ตัวไดแก ILIB และ ILIRN และ ในยีน IL-10 บริเวณ 

promoter 3 ตําแหนง โดยใช genomic DNA ของเด็กที่ปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตันจํานวน 101 คน 

ในประเทศอังกฤษเปรียบเทียบกับกลุมผูปวยผูใหญจํานวน 96 คนที่มีการ match แบบ 

geographical และแบบ racial พบวาไมมีความแตกตางกันในตําแหนงของ allele, genotype 

หรือ haplotype ในทุกยีนที่ทดลองเมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมผูปวยและกลุมควบคุม [51] ทําให

เห็นวา candidate gene เหลานี้ไมนาจะเกี่ยวของกับการทําใหเกิดทอน้ําดีตีบตัน แตอาจจะมี 

immunoregulatory gene ตัวอ่ืนๆที่อาจจะเปนตัวแสดงบทบาทของ biliary tract injury ตอไปใน

อนาคต  
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Vascular etiology สมมติฐานนี้เกิดจากการทําการทดลองโดยการจําลอง

เหตุการณนี้โดยตรง จากความรูที่วา intrahepatic และ extrahepatic bile duct ไดรับเลือดจาก

กระบวนการ hepatic arterial circulation ดังนั้นหากมีการกระทบกับระบบนี้อาจมีการเกิด 

hepatic arterial ischemia ขึ้น Pickett และคณะ [52] ไดทดสอบใหเห็นวามีการคั่งของน้ําดีภาย

หลังจากการเชื่อม hepatic vessels ของแกะในระยะ fetus  นอกจากนี้ไดมีผูทําการสังเกตผูปวย

ดวยโรคทอน้ําดีตีบตันพบวาผูปวยมีความผิดปกติของแขนงของ hepatic artery ในสวน 

extrahepatic biliary tree ดังนั้นอาจเปนไปไดวาความผิดปกติของหลอดเลือดทําใหเกิด lesion 

ขึ้นในผูปวยอยางไรก็ตามกระบวนการการเกิด lesion ยังไมเปนที่ทราบแนชัด 

Defective morphogenesis มีอีกหลายกรณีที่สนับสนุนวาโรคทอน้ําดีตีบตันชนิด 

fetal form เกิดจากกระบวนการ morphogenesis ที่ผิดปกติของ biliary tree เพราะพบความ

ผิดปรกติของ visceral organ symmetry ในโรค polysplenia syndrome รวมกับโรคทอน้ําดีตีบ

ตัน และการเกิด recessive insertional mutation บริเวณ proximal ของโครโมโซมที่ 4 ในหนู หรือ

การเกิดแบบ complete deletion ของยีน INV ในหนูทําใหเกิดความผิดปกติของ hepatobiliary 

system ดังนั้น Schon และคณะ [53] จึงไดทําการ mapped ยีนในมนุษยพบวาไมปรากฏวามี 

mutation ในกลุมผูปวยทั้ง 7 คนที่เปนโรคทอน้ําดีตีบตันแสดงใหเห็นวายีน INV  อาจไมเกี่ยวของ

กับการเกิดโรคนี้ 

สําหรับยีนของมนุษยตัวอื่นที่เกี่ยวของกับการกําหนดแกนซายขวาของมนุษย 

ไดแก ZIC3, LEFTB และ ACVR2B มีความเกี่ยวของกับการเกดิ situs defect ในเปอรเซ็นตที่นอย

มาก Bamford และคณะ [54] พบวาในยีน CFC1 ซึ่งถอดรหัสไดเปน CRYPTIC protein ในผูปวย

ที่มี laterality defects จํานวน 9 คนจากคนไข 144 คนมี heterozygous mutations และใน

จํานวนนั้นมีผูปวย 1 รายที่มีอาการของโรคทอน้ําดีตีบตันรวมกับ polysplenia syndrome 

Jacquemin และคณะ [55] ไดสังเกตพบวาในพี่นอง 2 คนที่เปน laterality defect และมีคนหนึ่ง

เปน BA รวมดวยทั้งคูมี heterozygous gene mutations ซึ่งไดรับมาจากแมที่มีสุขภาพดี

เหมือนกัน ทําใหดูเหมือนวา CFC1 ไมนาจะเกี่ยวของตอการเกิด phenotype นี้โดยตรง แตนาจะ

เกิดจากการที่มี environment factor หรือ genetic factor ตัวอ่ืนมาชวยสงเสริมใหเกิดลักษณะ

ของโรคนี้ข้ึน 

นอกจากที่กลาวมาขางตนแลวบทบาทของ JAGGED1 ที่แสดงออกตอ ductal 

plate epithelia และ HNF6 ซึ่งเปน nuclear transcription factor ที่แสดงออกในชวงการพัฒนา 

extrahepatic bile duct และ gall bladder กําลังไดรับความสนใจ Kohsaka และคณะ [56] 

พบวาผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตัน 9 รายจากผูปวยทั้งหมดจํานวน 102 รายม ี missense mutations 

ของยีน JAGGED1 ผูปวยกลุมที่มี mutations นี้มีการดําเนินโรคที่แย สิ่งนี้แนะใหเห็นวา 
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JAGGED1 อาจเปน modifying factor ในผูปวย นอกจากนี้การ knockout ยีน Hnf6 ในหนูเปน

สาเหตุที่ทําใหเกิดความผิดปกติของ hepatic artery และแขนงได [57] 

เปนที่ทราบกันดีอยูแลววาสาเหตุการเกิดโรคยังไมเปนที่ทราบแนชัด หากทําการ

สืบคนยีนที่มีการแสดงออกจําเพาะในเนื้อเยื่อตับที่เปนโรคทอน้ําดีตีบตันจากนั้นจึงทําการศึกษา

รูปแบบการแสดงออกของยีนเหลานี้อาจนํามาซึ่งความเขาใจถึงกลไกการเกิดโรคไดดีกวา ใน

การศึกษาของ Choe และคณะ [58) ไดนําตับของผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันที่รอรับการผาตัดเปลี่ยน

ตับ และตับปกติของผูใหตับมาสกัด RNA แลวเปลี่ยนใหเปน cDNA เพื่อนํามาทําเปน 

radiolabeled cDNA prob ดวยวิธีการ random primed DNA labeling method ใชในการคัด

กรองการแสดงออกของยีนที่แตกตางกันดวยการทําการ hybridize ดวย expressed sequence 

tags (EST) dot blot panel ทําการยืนยันผลดวย Northern blot hybridization กับยีนที่มีการ

แสดงออกที่แตกตางอยางมากกับเนื้อเยื่อตับปกติ ผลการทดลองพบวาจาก 1,730 EST clones มี 

clones ที่มีการแสดงออกอยางมากในโรค biliary cirrhosis จํานวน 26  cDNA clones และมี 

clones ที่มกีารแสดงออกที่ลดลงอยางมีนัยสําคัญอีกจํานวน 2 clones ผลจากการยืนยันดวย 

Northern blot  hybridization พบวา Tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP)-1 และ 

IGFBP-2 มีความสัมพันธกับผลของ EST screening ซึ่งจากการทดลองนี้ทําใหทราบวายีนที่มีการ

แสดงออกเพิ่มมากขึ้นในโรคนี้นาจะเปนยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการสรางพังผืด หรือกระบวนการ

ยับยั้งการสลายพังผืดนั่นเอง  ในอีกการทดลองหนึ่งโดยใชเทคนิค cDNA microarray ของ Chen 

และคณะ [59] เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนทาง messenger RNA จํานวน 18,000 ยีนโดยทํา

การเปรียบเทียบระหวางตับปกติ, disease control และตับที่เปน end-stage BA จากนั้น

ทําการศึกษาดวยวิธี Reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) และ 

Northern blot analysis เพื่อเปนการยืนยันการเปลี่ยนแปลงในการแสดงออกของยีน ผลการ

วิเคราะหดวย cluster และ principal component analysis เปดเผยวากลุมที่เปน BA ทั้งหมดแยก

ออกจากกลุมควบคุมและกลุม diseased control อยางชัดเจน  อีกท้ังยังพบอีกวามียีนจํานวน 35 

ยีนที่มีการแสดงออกแตกตางกันในกลุมที่เปนโรคกับกลุมควบคุม ซึ่งยีนสวนใหญเหลานี้มีหนาที่

เกี่ยวของกับ cell signaling, transcription regulation, hepatic development, morphogenesis  

Toxin exposure การเกิด outbreak ของโรคทอน้ําดีตีบตันในแกะและฝูงปศุสัตว

ในประเทศออสเตรเลียอาจจะเกี่ยวของกับเชื้อราหรือ toxin ตัวใดตัวหนึ่งที่สัตวเหลานี้ไดรับจาก

ส่ิงแวดลอมรอบๆ [60] อาจเปนไปไดวาสารพิษหรือเชื้อตางๆเหลานี้จะไปทําใหชั้นของ bile duct 

epithelial ที่อยูในชั้น submucosa ไดรับการบาดเจ็บแลวสงผลใหเกิดการทําลาย extrahepatic 

bile ducts ข้ึน 
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2. ยีน CTGF และผลิตภัณฑ 
การคนพบ 

Human connective tissue growth factor (CTGF) ถูกคนพบเปนครั้งแรกโดย 

Bradham และคณะ [61] ใน conditioned medium โดยถูกหลั่งออกมาจาก human umbilical 

vein endothelial cells (HUVECs) ที่ culture ไว และพบวามีฤทธิ์เปนตัวกระตุนการเกิด DNA 

synthesis และ chemotaxis ใน fibroblast มีการคนพบวาโมเลกุลนี้มีฤทธิ์ทาง immunoreactivity 

กับ platelet derived growth factor (PDGF) polyclonal antibodies ถึงแมวา CTGF จะไมมี

ลําดับกรดอะมิโนใดๆที่ homology ตอ PDGF เลย และในชวงเวลาใกลเคียงกันก็มีการคนพบ 

mouse CTGF ซึ่งแยกไดจาก serum-stimulated mouse NIH 3T3 fibroblasts และจาก 

transforming growth factor (TGF) - β -  stimulated mouse AKK-2B cells โดยใช differential 

cloning techniques [62-64]  
CCN gene family 

CTGF มีโครงสรางที่คลายคลึงกับโปรตีนสองกลุมคือ cysteine-rich (CYR61) และ 

nephroblastoma overexpressed (NOV) ดังนั้นชื่อยอ “CCN” จึงมาจาก (CTGF/CYR1/NOV) 

ซึ่งถูกตั้งโดย Peter Bork ในป 1993 [65] ภายหลังจากการคนพบ CTGF ก็ไดรับการตั้งชื่อไป

หลากหลาย ยกตัวอยางเชน CCN2, NOV2, insulin-like growth factor-binding protein 24 

(HSC24) แตปจจุบันไดมีมติเกี่ยวกับการตั้งชื่อโปรตีนของ CCN family ออกมาแลวเพื่อใหเปน

มาตรฐานเดียวกัน [66] ดังนั้นชื่อของ CTGF จึงกําลังจะถูกเปลี่ยนไปเปน CCN2  

สําหรับสมาชิกของ CCN gene family ในมนุษยประกอบดวยสมาชิกทั้งหมด 6 ตัว 

อันไดแก cystein-rich 61 (CRY61), connective tissue growth factor (CTGF/CCN2), 

nephroblastoma overexpressed (NOV/CCN3), Wnt-induced secreted protein-1 (WISP-

1/CCN4), -2 (WISP-2/CCN5), -3 (WISP-3/CCN6) [67] ในตารางที่ 2 แสดงชื่อมาตรฐานของ

สมาชิกในกลุม CCN gene family และในตารางที่ 3 แสดงชื่อของสมาชิกของในสัตวสปชีสตางๆ   

ตารางที่ 2 Proposed nomenclature สําหรับ CCN proteins [68] 

CCN nomenclature  Current names  Alternative designation 

CCN1    CYR61/CCE10  IGFBP-rP4                                      

CCN2                  CTGF/FISP12              IGFBP-rP2, HSC24                        

CCN3                                        NOV    IGFBP-rP3                                      

CCN4    WISP-1/ELM1                                                         

CCN5    WISP-2/rCOP-1                                                                        

CCN6             WISP-3        
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ตารางที่ 3 สมาชิก 6 ตัวของ CCN gene family ในมนุษยและในสัตวสปชีสตางๆไดแกสัตวตระกูล Xenopus 

จนถึงสัตวตระกูล Rodent [68] 

ชื่อยีนและ
ตําแหนง 

ชื่อเต็มในมนุษย ชื่อในสัตวสปชีสตางๆ 

cyr61 

(1p22.3) 

cystein-rich 61 CEF10(chicken embryo fibroblast) (Ck)  

βIG1 (TGFβ induced gene) cyr61 (Mu) 

ctgf (6q23.1) connective tissue 

growth factor 

Ctgf (Ck) ctgf (Sw) ctgf (Xn) bIG2 (TGFβ induced gene) 

(Mu)  Fisp 12 (fibroblast inducible secreted protein) (Mu) 

nov (8q24.1) nephroblastoma 

overexpressed 

Nov (Ck) novM (Mu) nov (Sw) nov (Xn) 

WISP-1 

(8q24.1-24.3) 

Wnt-induced secreted 

protein-1 

Elm1 (expressed in low metastatic type 1 cells) (Mu)  

Wisp 1 (Mu) 

WISP-2 

(20q12-13) 

Wnt-induced secreted 

protein-2 

rCop-1 (expression lost  after transformation) (Mu) HICP 

(heparin induced CCN-like protein)Wisp-2 (Mu) 

WISP-3 

(6q23.1) 

Wnt-induced secreted 

protein-3 

 

  
CYR61/CCN1 ถูกจําแนกครั้งแรกวาเปน growth factor–inducible immediate-

early gene โดยใชวิธีการ differential hybridization screening จาก cDNA library ที่ไดจาก 

serum-stimulated mouse fibroblasts [69] ตั้งแตนั้นเปนตนมา CYR61/CCN1 ก็ถูกพบวามี

บทบาทหลายอยางไมวาจะเปน cell adhesion การชักนําใหเกิด cell migration สงเสริมใหเกิด 

mitogenesis และการสนับสนุนให cell survival [70, 71]  

NOV/CCN3 ไดรับการจัดวาเปน over-expressed gene ใน chicken 

nephroblastomas ซึ่งถูก induced โดย myeloblastosis-associated virus [72] การ 

overexpression ของ full-length chicken NOV/CCN3 ยังแสดงใหเห็นวามันไปยับยั้งการ

เจริญเติบโตของ chicken embryo fibroblasts (CEFs) อีกดวย [73] ขอมูลในปจจุบันยังระบุวา 

NOV/CCN3 สนับสนุนการเกิด endothelial cell adhesion ผาน integrins αvβ3,  α5 β1, α6β1 และ 

Heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) รวมทั้งชักนําใหเกิด cell migration โดยการใช 

integrin αvβ3 และ α5 β1 [73] 

WISP-1/CCN4 ถูกคนพบโดยนักวิจัยที่ทําการศึกษา low metastatic K-1735 

melanoma cells [74] เปนยีนที่ถูก upregulate โดย Wnt-1 ใน mammary epithelial cells [75] 

มีคุณสมบัติแบบ growth-suppressive properties ยกตัวอยางคือ เมื่อฉีด WISP-1/CCN4 เขาไป

ในเซลลจะทําใหเซลลที่ถูกฉีดเขาไปเจริญเติบโตชากวาเซลลควบคุมและเมื่อฉีด WISP-1/CCN4 
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เขาไปใน tumorigenic และ metastatic K-1735 cells ผลที่ออกมาคือลดการเกิด lung 

metastatic colonies และชักนําไปสูการลดการเจริญเติบโตของกอนเนื้องอก [76] 

WISP-2/CCN5 พบวาเปนยีนที่ down-regulated ใน rat embryo fibroblasts 

และเปน inactivated p53 tumor suppresser gene [77] มีการแสดงออกของ WISP-2/CCN5 ใน

ระดับสูงใน heparin-arrested cells และลดต่ําลงใน proliferating cells [78] โปรตีนตัวนี้ขาด

สวนของ C-terminal domain ซึ่งเปนสวนที่พบในโปรตีนตัวอื่นของ CCN gene family [79] 

WISP-3/CCN6 ถูกพบดวย expressed sequence tag (EST) database 

รวมกับ WISP-1/CCN4 โปรตีนตัวนี้ประกอบดวยสวน conserve ของ cysteine residues เพยีง 

34 จาก 38 ตัวที่สมาชิกของ CCN protein family มีเนื่องจากมีการขาดหายของ cysteine 

residues 4 ตัวใน module ที่ 2 [79] WISP-3/CCN6 ยังไมคอยมีการศึกษามากนักแตมีการคนพบ

วา over-expressed ใน human colon tumors [75] 
CCN family modular structure 

สมาชิกของ CCN family เปนโปรตีนขนาดประมาณ 30-40 กิโลดอลตันซึ่ง

ประกอบดวย cysteine-rich เปนสวนใหญถึง 10% โดยมวล [79] โปรตีนกลุมนี้มี 4 modules 

ดวยกัน [68] 

  Module 1 มีชื่อวา insulin-like growth factor (IGF)-binding domain ซึ่งมีสวน

ที่ conserve ที่มีการจัดเรียงเปนแบบ Gly-Cys-Gly-Cys-Cys-X-X-Cys โดย X คือ กรดอะมิโนใดๆ

การจัดเรียงแบบนี้จะอยูใน amino-terminal portion ของ IGF binding protein [80] 

Module 2 มีชื่อวา von Willebrand type C domain เกี่ยวของกับ 

Oligomerization และ protein complex formation [81] 

 

ภาพที่ 2 ชื่อและการจัดเรียงโครงสรางของสมาชิกทั้ง 6 ตัวของ CCN family [13]  
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  Module 3 มีชื่อวา thrombospondin-1 domain เกี่ยวของกับการจับของ 

soluble และ matrix macromolecules [82] 

  Module 4 มีชือ่วา C-terminal domain ประกอบดวยสวนของ cystine knot ที่มี

ความ homologous กับโปรตีนที่เกีย่วของกับการพัฒนา midline glia และ commissural axon 

pathways ในแมลงหวี ่[83] นอกจากนี้สวนของ C-terminal domain ยังเกีย่วของกบั cell surface 

receptor binding [84] และแสดงคุณสมบัติทางดาน mitogenic activity ตอ fibroblasts [85]  
การศึกษายีน CTGF และโปรตีน 

ยีน hCTGF อยูบนโครโมโซมที่ 6 ตําแหนง 6q23.1 [85] มีขนาดประมาณ 3 กิโล

เบสประกอบดวย 5 exons และ 4 introns [86]  

 

 

 

 
 
ภาพที่ 3 ภาพของ human CTGF gene promoter แสดงสวน control element [83] 

CTGF promoter : ประกอบดวยสวนของ regulatory elements มากมาย เชน 

AP-1, CaG, TATA, M-CAT, SP1 [85] TGFβ response element (TβRE/BCE-1) ถูกคนพบเปน

คร้ังแรกโดย Grotendorst และคณะในป 1996 [86] เปนสวนที่เกี่ยวของและมีความสําคัญอยาง

มากตอการแสดงออกขั้นพื้นฐานของยีน [12] ตอมาไดถูกเปลี่ยนชื่อเปน BCE-1 ขณะนี้ไดมีความ

พยายามศึกษาเกี่ยวกับ factor(s) ที่จะมาจับกับสวนนี้อยู นอกจากนี้ยังมีสวนของ SMAD binding 

element ที่เกี่ยวของกับการชักนําของ TGFβ ตอการแสดงออกของยีน CTGF ใน fibroblast ของ

ปอดและผิวหนัง จากการศึกษาโดยใช Electromobility shift assay แสดงใหเห็นวามีการจับของ 

SMAD3 กับ SMAD4 ตอ SMAD binding element นี้ และพบอีกวาการจับของ SMADs สามารถ

ถูกยับยั้งดวย ski และ snoN ซึ่งเปนตัวควบคุม SMAD activity [87] ใน dermal fibroblast พบวา 

Sp1 binding site มีความจําเปนตอ CTGF promoter activity เชนกนั แตไมเกี่ยวของกับการชัก

นําการแสดงออกของ TGFβ ตอการแสดงออกของ CTGF แตใน mesangial cells พบวา Sp1 ไม

เกี่ยวของกับการควบคุม CTGF promoter activity [88] Wilms tumor suppressor WT1 พบวา

เปนตัวกดการแสดงออกของ CTGF [89] ยังมีรายงานเกี่ยวกับ transcription factor binding 

sites อีกไดแก การศึกษาของ Blom และคณะ [15] โดยใชโปรแกรม TRANSFAC พบวาในบริเวณ
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CTGF promoter (ภาพที่ 4) ของผูปวย 5 คนและกลุมควบคุม 6 คนจากผูปวย ischaemic heart 

disease จํานวน 32 คนและกลุมควบคุมจํานวน 45 คน มี polymorphic site อยูบริเวณตําแหนง  

-447G>C ซึ่งใกลเคียงกับ MZF1 recognition site และพบผูปวยจํานวน 1 คนมีที่ตําแหนง           

-132C>G ซึ่งใกลเคียงกับ PBX-1 recognition site สําหรับ PBX-1 ยังไมมีหลักฐานการศึกษา แต

สําหรับ MZF1 แสดงบทบาทในการเพิ่มอัตราการเจริญของ NIH3T3 cells เมื่อฉีดเขาไปในหนูยัง

สงผลใหมีการพัฒนาเปน fibrosarcoma สําหรับการทดลองใน In vitro เซลลที่ฉีด MZF1 จะเกิด 

lost contraction inhibition อาจเปนไปไดวา MZF1 อาจมีผลทาง biological effect ตอการ

ควบคุมยีน CTGF  ดังเชน ทําใหเกดิการเพิ่มข้ึนของ CTGF ทําให NIH3T3 cells ถูกเหนี่ยวนําให

เกิด proliferation หรือทําให CTGF กระตุน fibroblast proliferation เกิดการ form ของ granule 

tissue ดังนั้น MZF1 site นาจะมีความเกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของ CTGF ซึ่ง

ขณะนี้กําลังอยูในการศึกษา 

3’ Untranslated region: Kondo และคณะ [90] ศึกษาบริเวณ 3’UTR region 

ของ mouse CTGF (Fisp-12) เปรียบเทียบกับมนุษยโดยใชสวนที่เชื่อมตอกับ coding region 

จํานวน 91 base pair พบวามีความเหมือนกันประมาณ 82.4% เมื่อทําการโคลน 91 base pair นี้

เขาไปในระบบของ luciferase reporter construction พบวามีการยับยั้งการแสดงออกของ 

luciferase ที่สังเกตไดเปน 65.4 และ 46.1% เมื่อทําการโคลนแบบ sense และ antisense 

ตามลําดับ การเปลี่ยนแปลงเล็กๆนอยๆนี้ทําใหเห็นวา orientation ก็สามารถที่จะทํานายความ

เสถียรของโครงสรางสองมิติของ 91 base pair fragment ได และจากการศึกษาของ Kubota และ

คณะ [91] ไดทําการศึกษาโดยใชวิธี RNA gel electromobility analysis พบวาสวนนี้แสดง

บทบาทเปน RNA-structure dependent post-transcriptional regulatory element การศึกษาใน

คร้ังนี้จึงทําใหสามารถนําเอาผลของการศึกษาไปประยุกตใชเปนพื้นฐานในการศึกษา in vitro 

culture condition 

exon ที่ 1: ประกอบดวย 37 กรดอะมิโนซึ่งถอดรหัสไดเปน leader peptide 

sequence มีบทบาทในการนําเอา CTGF ออกจาก endoplasmatic reticulum ไปสู Golgi [92]  

exon ที่ 2: ถอดรหัสให insulin-like growth factor binding proteins (IGFBPs) 

หรือโดเมนที่ 1 [79]  

exon ที่ 3: ถอดรหัสใหโดเมนที่ 2 หรือ Von Willebrand factor type C 

exon ที่ 4: ถอดรหัสใหโดเมนที่ 3 คือ thrombospondin type I domain (TSP1) 

exon ที่ 5: ถอดหรัสใหสวน C-terminal domain ดังแสดงในภาพที่ 5 
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ภาพที่ 4 ผลการศึกษาลําดับเบสของ human CCN2 (CTGF) promoter จากตําแหนง -579 ถึง +64 ในผูปวย

โรค ischaemic heart disease แสดง forward และ reverse primers, สวนที่คาดวานาจะเปน transcription 

factor binding site โดยวิเคราะหจากโปรแกรม TRANSFAC, polymorphism ที่ตําแหนง -447G>C,                

-132C>G, insertion ที่ตําแหนง  -43(G), -47(C), -71(G), -198C>G และตําแหนงของการเริ่ม transcriptional 

initiation site [15] 
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ภาพที่ 5 โครงสรางการจัดเรียงตัวของยีน CTGF ตัวเอนระบุหนาที่ของแตละสวน (ก) mRNA ของ hCTGF (ข) 

และโปรตีน (ค) [12] 

จากการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ CTGF ในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 5 species 

และสัตวคร่ึงน้ําครึ่งบกอีก 2 species (ภาพที่ 6) พบวาประกอบดวย 343-349 residues และมี

การคาดการณวา 22-27 residues แรกมีหนาที่เปน signal peptides ในภาพแสดง homology 

ของโปรตีนในแตละ species สังเกตไดวาความหลากหลายจะพบอยูในสวนของ signal peptide 

region  

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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ภาพที่ 6 การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ CTGF แตละ species บริเวณแรเงาแสดงสวน conserve ของ

ทุก species สังเกตวาการเปลี่ยนแปลงเบสเพียงเบสเดียวใน codon ของ bovine CTGF ทําใหสวน conserve 

Cys residues เปล่ียนเปน Y103, S166, Y209 และ F284 [13] 
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3. บทบาทของไซโตไคน CTGF ในกระบวนการรักษาบาดแผลและการเกิดโรคที่เกี่ยวของ
กับพังผืด 
 ไซโตไคน (cytokines)  

ไซโตไคน (cytokines) คือ สารน้ําตางๆที่สรางและหลั่งโดยเซลลของรางกายมี

บทบาทในภูมิคุมกันทั้งแบบไมจําเพาะ (non-specific immunity) และแบบจําเพาะ (specific 

immunity) ไซโตไคนสวนใหญมีธรรมชาติเปนโปรตีน เซลลสําคัญที่หลั่งไซโตไคนคือเซลลของ

ระบบภูมิคุมกัน ซึ่งไดแก มาโครฟาจ โมโนซัยท และลิมโฟซัยท นอกจากนั้นไซโตไคนยังหลั่งจาก

เซลลอ่ืน อาทิเชน endothelial cell, fibroblast ฯลฯ [93] ในที่นี้ CTGF ถูกผลิตไดจากเซลลหลาย

ชนิดดวยกันภายในตับ ไดแก fibroblast, mononuclear cell, myofibroblast, hepatocyte, bile 

duct epithelial cell และ endothelial cell [94] กระบวนการรักษาบาดแผล (wound healing) 

เปนกระบวนการที่ซับซอน การซอมแซม (repair) จะเริ่มต้ังแตการไดรับการอักเสบอยางเฉียบพลัน

ของเนื้อเยื่อที่ถูกทําลายซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการ 2 กระบวนการดวยกัน คือ กระบวนการเกิด

ใหม (regeneration) ของเนื้อเยื่อที่ถูกทําลายโดย parenchymal cell ของเนื้อเยื่อที่ไดรับ

ผลกระทบ และอีกกระบวนการหนึ่งคือ กระบวนการการแทนที่โดย connective tissue ใน

กระบวนการสรางพังผืด ทั้งสองกระบวนการนี้จะเกิดขึ้นระหวางการซอมแซม ไซโตไคนและ 

soluable growth factors ตางๆ จะมีหนาที่ควบคุมการเกิด migration, proliferation และ 

differentiation ของเซลลพรอมๆกับการควบคุมการสังเคราะหและการสลายของสวนประกอบของ 

extracellular matrix (ECM)  

จากการศึกษาถึงกระบวนการการเกิดพังผืดพบวามีความสลับซับซอนมากเกิน

กวาที่ไซโตไคนตัวใดตัวหนึ่งเพียงตัวเดียวจะเปนตัวกอใหเกิดกระบวนการการรักษาบาดแผลและ

กระบวนการการเกิดพังผืดได [95] สิ่งสําคัญที่สุดคือการเลือกไซโตไคนที่เหมาะสมเพื่อที่จะพัฒนา

สูการใชประโยชนแบบ anti-cytokine/cytokine therapy ตอไป สําหรับเกณฑในการเลือกวาไซโต

ไคนตัวใดเหมาะที่จะนํามาศึกษา  ในปจจุบันยึดเกณฑดังนี้ [96] ประการแรก  candidate 

cytokine(s) ตองเกี่ยวของกับการกระตุนการเกิด fibroblast proliferation และการสังเคราะห

คอลลาเจน ประการที่สอง ไซโตไคนเหลานี้ควรถูกผลิตในบริเวณที่เกิดการสรางพังผืด ประการที่

สาม ควรจะมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นของไซโตไคนเหลานี้ในผูปวยที่มีพังผืดและ/หรือใน

สัตวทดลองที่เกิดพังผืด ประการที่สี่ การเพิ่มมากขึ้นของไซโตไคน หรือการ deficiency/knockout 

ยีนของไซโตไคนตวันี้เปนผลตอการเกิดพังผืดในสัตวทดลองที่เกิดโรค ประการที่หา anti-cytokine 

agents ควรจะเปน non-toxic, non-immunogenic, เสถียร และบรรเทาการเกิดพังผืดใน

สัตวทดลองได ซึ่งจากทั้งหมดนี้ CTGF เปนไซโตไคนที่ครอบคลุมกฎเกณฑเกือบจะทุกประการที่

กลาวมา ดังนั้นจึงเปนไซโตไคนที่นาสนใจที่จะนํามาศึกษาตอไป 
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CTGF กับกฎเกณฑความเหมาะสมทั้ง 5 ประการ 
จากที่กลาวมาขางตนถึงหลักเกณฑในการเลือกไซโตไคนที่นํามาใชในการศึกษา

พบวา CTGF มีความครอบคลุมกฎเกณฑทั้ง 5 ประการดังนี้ 

ประการที่ 1 ไซโตไคนจะตองเกี่ยวของกับการกระตุนการเกิด fibroblast proliferation และการ

สังเคราะหคอลลาเจน  

ในปจจุบันพบวา CTGF มีบทบาทตางๆมากมายทั้งทางดานกระบวนการทางสรีรวิทยา

การพัฒนาของเอมบริโอ รวมไปถึงกระบวนการ differentiation [71] นอกจากนั้นสิ่งที่สําคัญที่สุดก็

คือ CTGF ยังแสดงบทบาทที่เกี่ยวของกับการเกิดพังผืด และกระบวนการหายของบาดแผลรวมไป

ถึงการสราง extracellular matrix [79] อีกทั้งยังควบคุม proliferation, migration, adhesion และ

การผลิต ECM molecule ใน cultured fibroblasts อีกดวย [71] ในทางกลับกันมีรายงานวา 

CTGF มีบทบาททําใหเกิด apoptosis [96] ความขัดแยงที่เกิดขึ้นนี้ยังไมมีขอสรุปแนชัดแตนาจะ

เกิดจากการที่ใช model systems และขั้นตอนในการศึกษาที่แตกตางกันรวมไปถึงสภาวะใน

การศึกษาแมกระทั่งสารเคมีที่ใชก็หลากหลาย โดยเฉพาะอยางยิ่งโปรตีน CTGF  และแอนติบอดี

และเนื่องจากโครงสรางที่ซับซอนของ CTGF เอง ทําใหการศึกษาเปนไปอยางลาชา  

ประการที่สอง ไซโตไคนเหลานี้ควรจะถูกผลิตที่บริเวณที่เกิดการสรางพังผืด 

การศึกษาปจจุบันพบวา CTGF มีความสามารถในการสงเสริมการสรางพังผืดโดยถูกชัก

นําดวย TGF-β และมีเปาหมายอยูที่ fibroblast [64] ในกรณีของการเกิดพังผืดในตับตรวจพบ 

CTGF ถูกสรางจากเซลลหลายๆชนิดในตับไดแก fibroblast, mononuclear cell, myfibroblast, 

hepatocyte, bile duct epithelial cell และ endothelial cell [94] ดังไดกลาวไปแลว 

ประการที่สาม ควรจะมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นของไซโตไคนเหลานี้ในผูปวยที่มีพังผืดและ/หรือ

ในสัตวทดลองที่เกิดพังผืด 

พบวา CTGF มีการแสดงออกอยางชัดเจน (over-expression) ในผูปวยโดยมีการแสดง

รวมกับ TGF-β ใน fibrotic skin disorder หลายโรครวมทั้งโรคทอน้ําดีตีบตันและพบการ

แสดงออกของ CTGF mRNA และ/หรือโปรตีนใน fibrotic lesions ในเนื้อเยื่อภายในอวัยวะตางๆ

ซึ่งรวมไปถึงตับดวยดังแสดงในตารางที่ 4 

ประการที่สี่ การเพิ่มมากขึ้นของไซโตไคน หรือการ deficiency/knockout ยีนของไซโตไคนตัวนี้

เปนผลตอการเกิดพังผืดในสัตวทดลองที่เกิดโรค 

 จากหลายการทดลองระบุวาภายหลังการฉีด  CTGF เขาทาง  subcutaneous ใน

สัตวทดลองพบวามีการพัฒนาของ fibrotic lesions แตยังไมมีหลักฐานแนนอนวา CTGF มี

บทบาทโดยตรงตอการเกิดพังผืดภายในอวัยวะของสิ่งมีชีวิต [94]   
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ตารางที่ 4 การแสดงออกอยางมากของ CTGF ในโรคตางๆที่มีรายงานไว [97] 

Disease      Reference 
Gastro-intestinal diseases  

Chronic pancreatitis     di Mola et al., 1999  

Liver fibrosis, hepatitis C     Paradis et al., 1999  

Chron’s disease, ulcerative colitis    Dammeier et al.,1998  

Dermatological diseases  

Scleroderma, eosinophilic fascitis,    Igarashi et al., 1996 

Dupuytren’s contracture  

Pulmonary diseases  

Idiopathic pulmonary fibrosis,     Allen et al., 1999;  

sarcoidosis, asthma     Burgess et al., 2003 

Cardiovascular diseases  

Cerebral infarction      Schwab et al., 2000  

Ischaemic heart disease     Chen et al., 2000  

Atherosclerosis      Oemar et al., 1997  

Renal diseases  

IgA nephropathy, crescentic glomerulonephritis,   Ito et al., 1998;  

focal glomerulosclerosis, lupus nephritis,   Wahab et al., 2001 

membranoproliferative glomerulonephritis   Riser et al., 2003 

and diabetic nephropathy     

Malignancies  

Desmoplastic malignant melanoma    Kubo et al., 1998  

Mammary carcinoma     Frazier and Grotendorst, 1997  

Pancreatic cancer      Wenger et al., 1999  

Cartilaginous tumors     Shakunaga et al., 2000  

Glioblastoma     Pan et al., 2002 

 

 

ประการที่หา anti-cytokine agents ควรจะเปน non-toxic, non-immunogenic, เสถียร และ

บรรเทาการเกิดพังผืดในสัตวทดลองได 

 จากการศึกษาของบริษัท FibroGen ประเทศสหรัฐอเมริกาไดมีการออกแบบการยับยั้งการ

แสดงออกของ CTGF ในกระบวนการพัฒนาพังผืดพบวาพังผืดสามารถรักษาไดดวยแอนติบอดีตอ 

CTGF ในสัตวทดลองที่เปน systemic sclerosis และปวยเปนโรคพังผืดในไตและปอด จาก

การศึกษาอื่นๆยังพบวา CTGF เปน downstream ที่ตอบสนองตอ transforming growth factor-

beta (TGF-beta) แสดงใหเห็นถึงความสําคัญของ CTGF ตอการรักษาโรคพังผืดเรื้อรัง TGF-beta 

เปนโปรตีนควบคุมที่มีบทบาทตางๆมากมายรวมไปถึงบทบาทที่ตอบสนองตอการอักเสบและการ
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เกิดบาดแผล อีกทั้งเปนตัวควบคุม CTGF จากบทบาทของ CTGF ตอกระบวนการการเกิด

แผลเปนนี้เอง CTGF จึงเหมาะสมอยางมากที่จะเปน specific target สําหรับกระบวนการการ

รักษาแบบ anti-fibrotic therapies ซึ่งพบวาสามารถใหผลที่ดีอยางชัดเจนทางคลินิกโดยที่ไมมี

ผลกระทบขางเคียงในวงกวาง [98] 
 พังผืด (fibrosis)  
  พังผืดหรือ fibrosis เปนคํากลาวสําหรับใชเรียกการสะสมและการกอตัวขึ้นของ 

scar tissue ที่มีมากจนเกินไป เกิดเนื่องมาจากการขาดความสมดุลระหวางสองกระบวนการใน

การรักษาสมดุลนั่นก็คือ กระบวนการสรางและกระบวนการสลายของพังผืด สงผลตอการขาด

ประสิทธิภาพหรือการเสียไปของอวัยวะที่มีการสะสมของพังผืดที่มากจนเกินไป พังผืดเกิดมาจาก

โรคเรื้อรังของปอด ไต ตา หัวใจ ตับและผวิหนังในปจจุบันยังไมมีการรักษา  
CTGF กับการเกิดพังผืด 

เปนที่รูกันดีวา CTGF มีบทบาทในระดับ downstream ของกระบวนการกระตุน

การเกิดพังผืดแบบเรื้อรังของ transforming growth factor-beta (TGF-beta) (ภาพที่ 7) เมื่อถูก

กระตุนดวย TGF-beta แลว CTGF ก็จะถูกชักนํากอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงที่เซลล fibroblast ไป

เปน myofibroblast ซึ่งมีการสะสมช้ันของคอลลาเจน พังผืดเกิดจากกระบวนการสราง scar 

tissue มีความเร็วในการสรางมากกวาการสลายทําใหเนื้อเยื่อปกติถูกแทนที่ดวย scar tissue 

สงผลใหอวัยวะที่ถูกแทนที่นี้ไมสามารถทําหนาที่ไดดีเพียงพออาจนําไปสูภาวะอวัยวะลมเหลวทํา

ใหผูปวยเสียชีวิตได จากการศึกษาที่ผานมาแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาระดับของ CTGF มี

ความสัมพันธกับระดับความรุนแรงในโรคหลายชนิด ไดแก diabetic nephropathy, 

glomerulosclerosis และ IgA nephropathy (สาเหตุของภาวะไตวาย) diabetic retinopathy 

และ advanced macular degeneration (พังผืดของตา ทําใหตาบอด) ตับแข็ง (cirrhosis) และ

โรคทอน้ําดีตีบตัน (biliary atresia) ทําใหเกิดพังผืดในตับและตับวาย  

กระบวนการการเกิดพังผืดในตับและการพัฒนาไปสูภาวะตับแข็ง [99]  

 ระดับของการเกิดพังผืดเปนตัวกําหนดที่สําคัญตอผลที่เกิดขึ้นกับความผิดปกติของตับ

และทางเดินทอน้ําดีในเด็ก พังผืดเปนผลมาจากการสรางและสะสมของ extracellular matrix ที่

มากเกินไป hepatic stellate cells มีสวนสําคัญเพราะเซลลเหลานี้มีหนาที่สราง extracellular 

matrix collagen เปน extracellular matrix มีสวนสําคัญโดยจะรวมตัวกันเปน scalffold 

ประกอบดวย fibril-forming inter-stitial collagens type-I และ III รวมทั้ง sheet-forming 

basement membrane collagen type IV ในภาวะตับแข็งองคประกอบเหลานี้จะเพิ่มข้ึนถึง 10 

เทา กระบวนการการเกิดพังผืดในตับเกี่ยวของกับ hepatic stellate cells (HSCs) ดังนี้ 
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ภาพที่ 7 กระบวนการการเกิดพังผืด (1) การบาดเจ็บของเนื้อเยื่อปกติ (2) เกิดการกระตุนแบบ cascade ของ

การอักเสบสงผลตอการเพิ่มขึ้นของ TGF (3) การตอบสนองตอการรักษาโดย TGF ไปกระตุน CTGF ซึ่งเปน 

downstream (4) เกิดการสรางคอลลาเจน (5) ภาวะการสรางเปนไปอยางขาดสมดุลทําใหเกิดการสะสมเพิ่ม

มากขึ้นของพังผืด [98] 

 องคประกอบของ Matrix ในเซลลตับปกติและเซลลตับที่เปนพังผืด  

 ในเซลลตับปกติจะประกอบดวยเซลลสําคัญ (ภาพที ่8) คือ 

1. epithelial component (hepatocytes) มีหนาที่คอยควบคุมการบาดเจ็บที่เกิดขึ้น

เนื่องจากการติดเชื้อ สารพิษ เมตาบอลิซึม และภูมิตานตอตับโดย hepatocytes สรางและหลั่ง

อนุมูลอิสระ lipid peroxide products, proteases, cytokine และ growth factors ทําใหเซลล

ขางเคียงสราง collagen 

2.  endothelial lining แบงเปน   

-   bile duct epithelial cells ทําหนาที่สรางน้ําดี cytokine, chemokine และ 

growth factor 

- sinusoidal endothelia มีรูเลือกผานเพื่อใหสารตางๆไหลเวียนไปสู 

hepatocytes เซลลเหลานี้สรางและหลั่ง hepatocyte growth factor, Insulin-like growth 

factors-2, transforming growth factor α, endothelin และองคประกอบตางๆของ matrix เมื่อมี

การอักเสบเซลลเหลานี้จะแสดง intracellular adhesion molecule 1 ซึ่งสงผลตอการยึดเกาะของ 

neutrophils และเพิ่มการตอบสนองตอการอักเสบกอใหเกิดความเสียหายตอเนื้อเยื่อ ถา 

sinusoidal endothelia ถูกทําลายจะทําใหการไหลเวียนของเลือดบกพรองและนําไปสู ischemic 

injury ตอไป 

3.  tissue macrophages (Kupffer cells) ทําหนาที่เปน macrophages ของตับทําให

เกดิขบวนการ phagocytosis นอกจากนี้ยังผลิต tumor necrosis factor, interferon alfa-1 และ 
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beta-1, interleukin (IL)-1, IL-6, prostaglandin 2 และ proinflammatory products อ่ืนๆ สาร

เหลานี้จะสงผลใหเกิดการกระตุน T cells cytotoxicity เพิ่มการตอบสนองภาวะอักเสบและกระตุน 

fibrogenesis 

4. perivascular stellate cell (ปจจุบันมีหลายชื่อ ไดแก Ito cell, lipocyte, 

perisinusoidal cell หรือ fat-storing cell) มีหนาที่เก็บสะสมวิตามิน A และเปนแหลงผลิต 

extracellular matrix collagen type I และ III ดังนั้นเซลลนี้จึงมีสวนสําคัญตอการเกิดพังผืดท่ีตับ

นําไปสูการเกิดตับแข็ง นอกจากนี้ stellate cells ยังสังเคราะห และหลั่ง transforming growth 

factor α, endothelin, nitric oxide, insulin like growth factor และ matrix metalloproteinase 

และ inhibitor เนื่องจากเซลลเหลานี้ยืดหดตัวไดจึงสามารถควบคุมการไหลเวียนของเลือดภายใน 

sinusoid 

ภายใน sinusoidal ในสวนของ subendothelial space of Disse จะมี hepatocytes 

ประกอบดวย low-density หรือ basement membrane-like matrix ซึ่ง subendothelial matrix 

เหลานี้ประกอบดวย ECM molecule ที่เกิดการสานกันคลายๆรางแหเพื่อทําหนาที่พยุงเซลลเอาไว

แตก็อนุญาตใหมีการไหลผานเขาออกของสารละลายหรือ growth factors ได (ภาพที่ 9 ก) 

ระหวางที่ตับไดรับอันตรายสวนประกอบของ ECM ก็จะกลายเปนแบบ scar-like หนาที่ของเซลล

ตับก็จะเสื่อมลงซึ่งสิ่งเหลานี้เองที่อธิบายไดวาทําไมการพัฒนาของพังผืดจึงทําใหเกิดการ

แสดงออกอยางชัดเจนตอการลดลงของ serum albumin การสูญเสียความสามารถในการกําจัด

สารพิษและการสูญเสียการผลิต clotting factor (ภาพที่ 9 ข) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 8 ตําแหนงการจัดเรียงตัวของเซลลชนิดตางๆภายในตับปกติ ในสวนที่มีชื่อวา space of Disse มี 

hepatic stellate cells แทรกอยู โดยปกติ Kupffer cell จะจับอยูที่ผนัง endothelial ในชองวางระหวาง 

sinusoidal space การกระตุน hepatic stellate cells สงผลใหเกิดการสะสมของ extracellular matrix 

(fibrosis) [99] 

การกระตุน hepatic stellate cells สูการเปลี่ยนแปลงของเซลลจากระยะพักที่มีการเก็บ

สะสมของวิตามิน A (quiescent cells vitamin A-storing cells) ใหมีการแบงตัวสรางเสนใยมาก
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ขึ้น จนเขาสูสภาพที่เรียกวา myofibroblasts (ภาพที่ 10) ในชวงระยะแรกของกระบวนการจะ

เรียกวา Initiation หรือเรียกอีกอยางหนึ่งวา preinflammatory stage ระยะนี้จะมีการเปลี่ยนแปลง

อยางรวดเร็วเมื่อไดรับการตอบสนองจากไซโตไคน 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 9 subendothelial ระหวาง stellate cell ถูกกระตุน (ก) การจัดเรียงตัวปรกติของ sinusoidal ที่

ประกอบดวย stellate cell มีหยดวิตามิน A อยูรอบนิวเคลียสลอมรอบดวย low density matrix (ข) ระหวางการ

บาดเจ็บของตับ stellate cell มีการเพิ่มจํานวน และมีการสะสมของ fibrillar matrix ในขั้นนี้ hepatocytes จะมี

การสูญเสีย microvilli และมีการปดของชองวางของ endothelial (endothelial fenestrae) [99] 

บทบาทของกระบวนการการอักเสบในการกระตุน hepatic stellate cell และการเกิดพังผืด 

 ในชวงตนของการเปลี่ยนแปลง ภายใน stellate cells จะไดรับการกระตุนแบบ paracrine 

จากเซลลขางเคียงอันไดแก sinusoidal endothelium, Kupffer cells, platelets และ leukocytes 

สําหรับ endothelial cells จะมีสวนรวมทั้งกระตุน-สราง cellular fibronectin และการเปลีย่น 

TGFβ จากสภาวะนิ่ง (latent) ใหอยูในสภาวะตื่นตวั (active) ในระยะนี้สามารถใช Kupffer cell 

เปน marker ในการบงบอกถึงการกระตุน stellate cells ไดเพราะมกีารแทรกซึมเขามาของ 

kupffer cell โดย kupffer cell จะไปกระตุนการสงัเคราะห matrix การเพิม่จํานวนเซลล และการ 

release ของวิตามนิ A ออกจาก stellate cell ผานทางไซโตไคน ยกตัวอยางเชน TGFβ  จาก 

Kupffer cell จะกระตุนการสังเคราะห extracellular matrix ของ stellate cell นอกจากนัน้เมื่อมี

การเพิม่เขามาของ leukocyte ในระหวางการที่ตับไดรับบาดเจ็บ leukocyte ก็จะเขามารวมกบั 

Kupffer cell ในการทําหนาที่สรางองคประกอบตางๆเพือ่ที่จะมาชวยควบคุม stellate cell  เปนที่

นาสงัเกตวา leukocyte มีสวนอยางมากในการเกิดพงัผดื การเกิดพงัผืดจากการอักเสบเปนผลมาก

จากไซโตไคนที่หลัง่ออกมาจาก lymphocyte และ neutrophil ซึ่งกระตุน hepatic stellate cell ทั้ง

แบบ paracrine และ autocrine ไซโตไคนเหลานี้ไดแก TGFβ , vascular endothelial growth 

factor (VEGF) platelet-derived growth factor (PDGF) เปนตน นอกจากนีย้ังมีผลกระตุน

ข ก 
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โดยตรงตอ fibrogenic cytokine อยาง connective tissue growth factor (CTGF) ใน cultured 

stellate cells ดวย 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 10 การกระตุน stellate cell เม่ือตับไดรับบาดเจ็บ การกระตุนที่ตอบสนองตอการบาดเจ็บของตับมี 2 

ขั้นตอนคือ ระยะแรก (initiation) เมื่อไดรับการกระตุนจากไซโตไคนของ host และส่ิงเรา  stellate cell  ก็จะเขาสู

ระยะ perpetuation อันประกอบดวยลําดับขั้นตางๆมากมายดังแสดงในภาพ สุดทายแลวผลก็คือมีการเพิ่มการ

สะสมของเสนใย fibril หรือ scar matrix ขั้นตอมาคือขั้น resolution เปนขั้นที่ fibrosis stellate cell จํานวนหนึ่ง

ถูกกําจัดโดยกระบวนการ apoptosis และกระบวนการ reversion เพื่อเพิ่มปริมาณของเซลลชนิด quiescent ให

มากขึ้น [99]  

กระบวนการ perpetuation ของ stellate cell activation 

 กระบวนการ perpetuation ประกอบดวยขั้นตางๆดังนี้ proliferation, fibrogenesis, 

contractility, การ release ของ proinflammatory cytokines, chemotaxis, การสูญเสีย retinoid 

และการสลาย matrix 

 Proliferation: การเพิ่มข้ึนของจํานวน hepatic stellate cell ระหวางที่ตับถูกทําลายทําให

เกิดการเพิ่มการแสดงออกของ cytokine receptors สงผลใหไซโตไคนสามารถที่จะมีการ

แสดงออกไดดีข้ึนและมีการกระตุนการเพิ่มจํานวนการแบงตัวของ hepatic stellate cell และเพิ่ม

กระบวนการการสรางพังผืดตามมา [100] PDGF จดัวาเปน proliferative cytokine ที่ไดรับความ

สนใจมากที่สุดในขณะนี้  

 Fibrogenesis: การสราง matrix โดย hepatic stellate cell ที่ถูกกระตุนสามารถสังเกตได

จากการทํางานของ TGFβ [101] Stellate cells เปนแหลงที่สําคัญตอกระบวนการสรางพังผืดใน

ตับโดยการควบคุมของ TGFβ [102] TGFβ receptors ใน quiescent HSCs และ activated 

HSCs ที่อยูในแบบ myofibroblast-like มีอยู 2 ชนิดดวยกัน คือ TβRI และ RII [103]  
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 Contractility: stellate cells สามารถผลิต nitric oxide (NO) ซึ่งออกฤทธิ์ตรงขามกับ 

Endothelin-1 (ET-1) และผลรวมของ contractility activity ของ stellate cells ในสิ่งมีชีวิตก็จะ

ขึ้นกับปจจัยทั้งสองนี้ หากเกิดความไมสมดุลกันทําให endothelin มีบทบาทมากกวาก็จะใหเกิด

การพัฒนาของโรคตับข้ึน [104] 

 Cytokine release: กระบวนการ stellate cell activation ถูกควบคุมดวยการควบคุมของ

ไซโตไคนแบบ autocrine ในสิ่งมีชีวิต ไซโตไคนเหลานี้ไดแก TGFβ1, PDGF, FGF, HGF, platelet 

activating factor และ ET-1 [105] ในขณะนี้ยังคนพบไซโตไคนตัวใหมๆเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ 

 Loss of vitamin A (retinoids): ในกระบวนการกระตุน stellate cells จะเกิดมีการสูญเสีย

หยด retinoid หรือวิตามิน A ออกไปสู extracellular space [106] แตยังไมเปนที่ทราบแนชัดวา

เหตุใดจึงเปนเชนนี้ อยางไรก็ตามการสูญเสีย retinoid อาจเปนสิ่งจําเปนสําหรับการกระตุน 

stellate cells หากมีการยับยั้งการสูญเสีย retinoid อาจสงผลตอลําดับข้ันการเกิดกระบวนการการ

กระตุนได  

 Chemotaxis: โดยปกติแลวเมื่อมีการเกิด proliferation ขึ้น stellate cells ก็จะมาสะสม

กันในบริเวณที่เกิดการบาดเจ็บดวยกระบวนการ chemotaxis ตัวสารที่ใชกระตุนการเคลื่อนที่นี้มี

หลายชนิดดวยกัน ไดแก PDGF, IGF-1, ET และ monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) 

ตัวที่เปน chemoattractants ใน HSCs ที่สําคัญคือ PDGF, IGF-1 (99) MCP-1 ถูกผลิตดวย 

HSCs ทําใหเกิดการเขามาสะสมของ monocyte, lymphocytes และยังออกฤทธิ์ในการกระตุน

เซลลเหลานี้ดวย (107)  

 Matrix degradation: กระบวนการยอยสลาย ECM แบงอยางกวางๆไดเปน 2 ชนิด

ดวยกันภายในตับ คือ กระบวนการยอยสลาย matrix แบบที่เปน low density matrix ในตับปกติ

หรือที่เรียกวา pathologic matrix degradation และอีกกระบวนการหนึ่งคือการยอย scar ที่สะสม

อยูซึ่งจะชวยทําใหตับที่ไดรับการบาดเจ็บเปลี่ยนกลับไปเปนปกติ เรียกกระบวนการยอยนี้วา 

restorative matrix degradation กระบวนการยอยจะถูกควบคุมดวย matrix-metalloproteinase 

family หรือที่รูจักกันในชื่อของ matrixins ซึ่งจะใชควบคุมทั้งแบบ pathologic และแบบ 

restorative matrix degradation โดย matrix-metalloproteinase เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะ

ตอการยอยสลาย collagens และ non-collagen [108] เอนไซมเหลานี้แบงไดเปน 5 ประเภท คือ 

interstitial collagenases (MMP-1, -8, -13), gelatinases (MMP-2,-9), stromelysins (MMP-3, 

-7, -10,-11), membrane type (MMP-14, -15, -16,-17,-24,-25) และ metalloelastase (MMP-

12) การสูญเสียกระบวนการทําลายการสะสมของ scar matrix จึงเปนสาเหตุทําใหมีการพัฒนา

จนกลายเปนตับแข็ง 
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กระบวนการ resolution ของพังผืดในตับและทิศทางของ activated stellate cells 

 จากการคนพบในมนุษยและจากการทดลองในตับที่ไดรับบาดเจ็บพบวาปริมาณของ 

activated stellate cells ที่ถูกเก็บไวในเนื้อเยื่อลดลง อาจเปนไปไดวามีกระบวนการอยางนอย 2 

กระบวนการที่พอจะสังเกตไดนั่นคือ กระบวนการ reversion ของ stellate cells ที่ถูกกระตุน และ

กระบวนการในการกําจัด activated stellate cells โดยวิธี apoptosis [109] 

กระบวนการ Reversion: ยังไมทราบแนชัดวา activated stellate cells สามารถกลบัไป

เปน ระยะ quiescent ในสิ่งมีชีวิตไดอยางไร 

กระบวนการ Apoptosis: การเกิด apoptosis ของ HSCs อาจเปนกระบวนการในการลด 

activated stellate cells ในพังผืดของตับได โดย apoptosis จะลดการเกิด activated HSCs ใน

ตับปกติ ดังนั้นเมื่อตับเกิดไดรับบาดเจ็บข้ึน apoptosis จึงถูกยับยั้งดวย soluable factor และ 

matrix components ที่ถูกสรางจาก activated HSCs จึงทําใหเกิดพังผืดขึ้น [110] 
CTGF กับการเกิดพังผืดในตับ 
จากการศึกษาในระยะตนดวยการใช fibroblast พบวา CTGF เปน TGF-β1-induced 

immediated early gene [63] การแสดงออกของ CTGF ตามการกระตุนของ TGF-β เปนไปอยาง

รวดเร็วเพียงเสี้ยวนาที โดยการตอบสนองนี้จะเกี่ยวของกับ TGF-β response element ภายใน 

CTGF promoter [86] อยางไรก็ตามในการศึกษาเมื่อเร็วๆนี้นอกจากจะพบวาการแสดงออก

พื้นฐานของ CTGF จําเปนจะตองใช TGF-β response element แตก็พบวายังตองอาศัย Smad-

binding sequence และ สวนอื่นที่อยูบริเวณ promoter นี้ดวย [111]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 11 ความเกี่ยวของของ transforming growth factor-β และ Smad ในการกระตุนการแสดงออกของยีน

คอลลาเจน [112] 
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 จากภาพที่ 11 TGF-β จะถูกหลั่งออกมาจาก activated lymphocytes หรือ monocytes 

ในรูป inactive form และจะตองอยูในรูปที่ซับซอนจับเปน complex กอนจึงจะทํางานได เมื่อเปน 

active TGF-β แลวจึงจะมาจับกับเซลลเปาหมาย หลังจากที่จับอยางจําเพาะเจาะจงกับ TGF-βII 

receptor บนผิวเซลลเปาหมาย จากนั้นจึงเกิดกระบวนการ phosphorylation ของ TGF-βI และ 

TGF-βII รวมตัวกันทําใหกลายเปน active receptor complex ตอมาจึงสงสัญญาณเขาไปภายใน

นิวเคลียสโดยรวมกับ Smad family protein โดย Smad 2 หรือ Smad 3 จะไปจับกับ TGF-β 

receptor complex เกิด phosphorylation แลวจับเปน complex กับ Smad 4 ซึ่งเปนโปรตีน

ภายใน cytoplasm ที่เกี่ยวของกับการเกิด translocation ของ Smad complex เพื่อเขาไปใน

นิวเคลียส นอกจากนี้ยังพบวา Smad 7 เปนตัวยับยั้ง Smad ที่จะไปจับกับ TGF-β receptor 

complex และปองกันการเกิดการ phosphorylation ของ Smad 2 และ Smad 3 สงผลใหเกิดการ

ลดลงของการแสดงออกของยีนคอลลาเจนที่ตองการการกระตุนดวย TGF-β  จากภาพเมื่อ 

complex เคลื่อนไปยังนิวเคลียสแลวจะไปกระตุนยีนคอลลาเจนซึ่งในที่นี้ไดแก ยีน CTGF นั่นเอง 

โดยไปจับบริเวณ promoter  แลวรวมตัวกับ co-activator และ additional transcription factor 

เกิดการแสดงออกของยีนขึ้น [112] เมื่อเกิดการแสดงออกของ CTGF ซึ่งผลิตจากเซลลตางๆ

ภายในตับที่เกิดจากการกระตุนของ TGF-β  แลว CTGF ก็จะไปกระตุน quiescent HSCs เพื่อให

กลายเปน activated HSCs ตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 12 การผลิต CTGF และการแสดงบทบาทของ CTGF ในการสรางพังผืดในตับ [94] 
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จากภาพที่ 12 การผลิต CTGF ถูกผลิตจากเซลลหลายชนิดภายในตับ โดยเซลลเปาหมายแบบ 

autocrine และ paracrine ของ CTGF ก็คือ HSCs โดยเฉพาะอยางยิ่ง CTGF มีความจําเปนตอ

การใชกระตุน HSCs  ซึ่ง CTGF จะจับไดกับทั้ง low density lipoprotein receptor-related 

protein (LRP) ซึ่งเปน signaling และ adhesion receptor และ integrins บนผิวของ HSC 

เกี่ยวของกับ Heparan sulfate proteoglycan (HSPG) กระบวนการที่จับกับ LRP นั้น CTGF 

อาจจะถูกกําจัดใหหมดไปไดโดยการยอยสลายจาก endosome  และในกรณีเดียวกันการจับกับ 

Integrin ก็สงผลใหเกิดการกระตุนในสวนของ intracellular cascade เพื่อเพิ่มการเกิด 

proliferation, adhesion, motility และการสังเคราะหคอลลาเจน 



บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

  
ตัวอยางที่ใชในการทดลอง (Specimens) 

ตัวอยางที่ใชในการทดลองครั้งนี้ไดแก peripheral blood leukocyte และซีรัม 

จากผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตัน, เด็กที่มีสุขภาพดี และสตรีที่มารับการฝากครรภที่โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ  

เครื่องมือ (Materials)  
Aluminum foil (Rainbow metal company, USA) 

Barrier Tip: 200 μl (BioScience, USA) 

Beaker: 5 ml, 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1000 ml (Pyrex, England) 

Combs (Bio-RAD, USA) 

Cylinder: 25 ml (Pyrex, England) 

Flat-bottom ELISA plate (Costar, USA) 

Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (BioScience, USA)  

Parafilm (Penchiney plastic packaging, USA) 

Petri dish  

Pipette rack (Eppendorf, Germany) 

Pipette Tips: 10 μl, 200 μl, 1000 μl (BioScience, USA) 

Polypropylene conical tube: 15 ml, 50 ml (Elkay, USA) 

Reagent bottle: 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Duran, Germany) 

Sterile pasture pipette (Samco Scientific Corporation, USA) 

Stirring magnetic bar (V&P scientific, USA) 

Thermometer (Precision, Germany) 

อุปกรณ (Equipments) 
ABIPRISMTM 310 Genetic (Perkin-Elmer, USA) 

Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey, USA) 
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Automatic adjustable micropipette: P2.5 (0.1-2.5 μl), P10 (0.5-10 μl), 

P200 (20-200 μl) (Eppendorf, Germany), P20 (2-20 μl) (Socorex, 

Switzerland), P1000 (0.1-1 ml) (Gilson, France) 

Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland)  

Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 

Chemical safety carbinet (Toxicap, France) 

Class II microbiological safety carbinet (Envair, England) 

Cuvett: 5 μl, 10 μl (MiralBio, Japan) 

Deep Freezer -20°C (Sanyo, Japan) 

Deep Freezer -70°C (Forma Scientific, USA) 

ELISA microplate reader (Bio-RAD model 3550, USA) 

ELISA microplate washer (TECAN,Austria) 

Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 

Incubator (Memmert, Germany) 

Incubator with orbital shaker (Stuart Scientific, UK) 

Microcentrifuge 0.2 ml (Butterfly,Taiwan) 

Microcentrifuge 1.5 ml (Denver, USA) 

Mitsubishi Video copy processor (Bio-RAD, USA) 

Multi-block heater (Lab-Line Instrument, USA) 

Multi-channel pipette: P (Socorex,Switzerland) 

PCR HEPA+ carbinet (LIO LAB, Thailand) 

PCR safety carbinet (LIO LAB, Thailand) 

pH meter (Eutech Cybernatics, Singapore) 

Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 

Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich, USA) 

Refrigerator 4°C (Mitsubishi, Japan) 

Spectrophotometer (MiralBio, Japan) 

Speed-Vac (Thomas Scientific, USA) 

Stirring hot plate (Bamstead/Thermolene, USA) 

Thermal cycler (Eppendorf, MasterCycler gradient, Germany) 

Thermal paper (Bio-RAD, USA) 
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Thermostat shaking-water bath (Heto, Denmark) 

UV transilluminator (Fotodyne, USA) 

Vortex mixer (Scientific Industries, USA)   

Water purification equipment (Yamato Scientific, Japan) 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย (Reagent) 
1. สารเคมีทั่วไป (General reagent) 

Agarose molecular grade (Promega, USA) 

Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 

Sucrose (USB, Hong Kong) 

Diethyl pyrocarbonate (Sigma, Singapore) 

Bromphenal blue (Pharmacia, Hong kong) 

Boric acid (USB, Hong kong) 

Tris (USB, Hong Kong) 

Hydrochloric acid (Sigma, Singapore) 

100 base pair DNA ladder (Biolabs, USA) 

2. สารเคมีสําหรับสกัด DNA (DNA extraction) 

Absolute ethanol (Sigma, Singapore) 

Chloroform (Sigma, Singapore) 

Disodium ethylenediamine tetraacetic acid: EDTA (USB, Hong Kong) 

                        Isoamyl alcohol (Sigma, Singapore) 

Magnesium chloride (Sigma, Singapore) 

                        Phenol (Sigma, Singapore) 

Proteinase K (Sigma, Singapore) 

                        Sodium acetate (USB, Hong Kong) 

Sodium chloride (USB, Hong Kong) 

                        Sodium dodecyl sulfate (Sigma, Singapore) 

Sodium hydroxide (USB, Hong Kong) 

Tris-HCl (USB, Hong Kong) 

                        Triton X-100 (Sigma, Singapore) 
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3. สารเคมีสําหรับ Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 Eppendorf MasterMix (2.5X) (Eppendorf, Germany): Taq DNA 

polymerase (62.5 U/ml) 125 mM KCl, 75 mM Tris-HCl ph 8.3, 

3.75 mM Mg(OAc)2, 0.25% Igepal®- CA630, 500 μM of each   

dNTP and sterbilizer. 

 Genomic DNA sample      

 Oligonucleotide primers (Proligo, Singapore) 

4.  สารเคมีสําหรับ Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 

 Anti-human CTGF C-terminal peptide antibody (R&D, USA) 

 Alkaline phosphatase -conjugated streptavidin (Zymed, USA) 

 Biotinylated anti-human CTGF C-terminal peptide antibody (R&D, USA) 

 Bovine serum albumin (Sigma, Singapore) 

 p-nitrophenyl phosphate (Zymed, USA) 

 Phosphate buffered saline: PBS tablets (Bio Basic, Canada)  

 Recombinant human CTGF (MBL, USA) 

 Trizma base (Sigma, Singapore) 

5.          สารเคมีสําหรับโคลนนิ่ง (Cloning) 

 Ampicillin (Phamacia, Hong kong) 

 isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside: IPTG (Bio Basic, Germany) 

 Magnesium sulfate (Sigma, Singapore) 

 pGEM-T Easy Vector System (Promega, USA) 

 Tryptone (Giboco BRL, USA) 

 Yeast extract (Giboco BRL, USA) 

 5-bromo-4-chloro-3-inodlyl-β-D-galactopyranoside:X-gal (Bio Basic,   

Germany) 

6.          สารเคมีสําหรับการทํา Sequencing 

 ABI PRISMTM BigDyeTM Terminator CyCle Sequencing Ready Reaction  

Kit (Perkin-Elmer Applied Biosystems Division, Foster City, CA) 

                         Gel Extraction Kit (Eppendorf, Germany) 
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7.         เอนไซมตัดจําเพาะสําหรับ Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 

 BstU1 and 10X NE buffer 2 (Biolabs, USA) 

 HpaII and 10X NE buffer 1 (Biolabs, USA) 
วิธีการดําเนินการวิจัย 
                    1. ประชากรศึกษา 

การศึกษาในครั้งนี้ไดรับความเห็นชอบจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมวิจัย

ในมนุษยของคณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ผูปกครองของผูปวยเด็กทั้งหมดที่ไดรับ

การวินิจฉัยวาเปนโรคทอน้ําดีตีบตันรวมไปถึงเด็กที่มสีุขภาพดีจะไดรับคําแนะนําถึงวัตถุประสงค

ของการศึกษาในครั้งนี้ และลงลายมือช่ือยินยอมใหทําการศึกษาเปนลายลักษณอักษรแลว 

ผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตันทั้งหมดจํานวน 84 คน แบงเปนผูปวยหญิง 44 คน

และผูปวยชายจํานวน 40 คน (อายุเฉลี่ย ± SD = 6.12 ±  4.79) ซึ่งเปนผูปวยเด็กที่ไดรับการ

วินิจฉัยวาเปนโรคทอน้ําดีตีบตัน (biliary atresia) ในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ซึ่งไดรับการผาตัด

แบบคาไซแลวและมาติดตามรับการรักษาเปนประจําที่หนวยโรคระบบทางเดินอาหารที่แผนก

ผูปวยนอก ตึก ภปร. ชั้น 9 ทุกวันพุธ เวลา 09.00-12.00 น. สําหรับกลุมควบคุมจํานวน 142 คน 

แบงเปนเพศหญิงจํานวน 95 คนและเพศชายจํานวน 47 คน (อายุเฉลี่ย± SD = 17.39 ± 9.21) ซึ่ง

เปนเด็กที่มาตรวจรับวัคซีนในคลินิกเด็กดีที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ เด็กในกลุมควบคุมมีลักษณะ

ปกติและไมไดกําลังปวยเปนโรคจํานวน 110 คน แบงเปนเพศชาย 47 คนและเพศหญิง 63 คน 

(อายุเฉลี่ย± SD = 13.30 ± 3.01)  และจากกลุมสตรีที่เขามารับการฝากครรภที่โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ จํานวน 32 คน (อายุเฉลี่ย ± SD = 34.69 ± 5.84) เพื่อเปรียบเทียบผลระหวางกลุม

ผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันดวยกันจะใชระดับของ total bilirubin (TB) เปนตัวจําแนกจะแบงไดเปน 2 

กลุมดวยกันคือ กลุมผูปวยที่ไมมีอาการตัวเหลืองตาเหลือง (without jaundice ) คือมีคา(TB < 2.0 

mg/dl, n= 47) และกลุมผูปวยที่มีอาการตัวเหลืองตาเหลือง (with jaundice) TB ≥ 2.0 mg / dl, 

n= 37) ในการศึกษาครั้งนี้ไดตัดผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันซึ่งไดรับการผาตัดเปลี่ยนตับ (Liver 

transplantation) โดยไมไดทําการผาตัดแบบคาไซ หรือเปนผูปวยที่ทําการผาตัดแบบคาไซแลวไม

ประสบผลสําเร็จเปน end stage biliary atresia คือการทํางานของตับลมเหลว รอการทําการ

ผาตัดเปลี่ยนตับ รวมไปถึงผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันที่มีความเกี่ยวของกับโรคอื่นๆ (ยกเวนโรคที่เปน

ภาวะแทรกซอนจากการผาตัดแบบคาไซ) แสดงอาการไขหรือมีการอักเสบของทอน้ําดีหรือมีความ

ผิดปกติเกี่ยวกับการแข็งตัวของเลือดเมื่อทําการเจาะเลือด 
2. การเก็บตัวอยางซีรัม 
ซีรัมถูกเก็บจาก peripheral venous whole blood ปริมาตร 3 ml ซึ่งถูกดูดจาก 

sterile syringe แลวเก็บไวใน clotted blood tube ปลอยใหเลือดแข็งตวัจากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยง
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เพื่อตกตะกอนเม็ดเลือดที่ 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นปเปตซีรัมสวนบน

นําไปใสหลอด microcentrifuge tube เก็บไวที่ -70°C จนกระทั่งนําไปใชตรวจสอบ 

3. การสกัดดีเอ็นเอ [112] 

ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดปริมาตร 3 ml ที่ถูกเก็บไวใน EDTA vacutainer 

tubes นําไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเม็ดเลือดที่ 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง      

ปเปตพลาสมาสวนบนเก็บไวเพื่อนําไปทําการทดลองอยางอื่นตอไป จากนั้นนํา buffy coat และ

สวนของเม็ดเลือดแดงที่เหลือทั้งหมดไปใสใน polypropylene tube เติม lysis buffer 1∗ปริมาตร 

10 ml เขยาสวนผสมอยางแรงใหเขากันเปนเวลา 10 นาที แลวนําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนที่ 

3,000 rpm เปนเวลา 8 นาที ที่อุณหภูมิหอง ปเปตสวนขางบนทั้งหมดทิ้งเติม lysis buffer 1 

ปริมาตร 3 ml ลงไปแลวเขยาสวนผสมอยางแรงใหเขากันอีกครั้งเปนเวลา 10 นาทีจากนั้นนําไปปน

เหวี่ยงที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 8 นาททีี่ 3,000 rpm ปเปตสวนบนทิ้งเติม lysis buffer 2∗     900 μl  

proteinase K (20 mg/ml H20) ∗ 10 μl และ 10% SDS∗ ปริมาตร 50 μl  เขยาอยางแรงประมาณ 

30 วินาทีแลวบมที่ 37°C เปนเวลา 1 คืน จากนั้นเติม phenal/chloroform/isoamyl alcohol 

(25:24:1) ∗ ปริมาตร 500 ml นําไปเขยาอยางแรงอีก 15 วินาที ปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิหองอีก 5 นาที

ที่ 6,000 rpm คอยๆยายสวนใสขางบนแบงใส microcentrifuge tube ใหมขนาด 1.5 ml  จํานวน 

2 หลอดตอ 1 ตัวอยาง หลอดละประมาณ 500 μl เติม 100% ethanol ที่เย็นจัดปริมาตร 800 

มิลลิลิตร 3 M ammonium acetate∗ 50 μl และ 20 μg/ml glycogen ∗ 4 μl ผสมใหเขากันโดย

พลิกหลอดไปมา แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ -20°C เปนเวลา 1 คืน ทําการตกตะกอน dsDNA โดย

การหมุนเหวี่ยงที่ 14,000 rpm อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 20 นาที ปเปตสวนน้ําใสทิ้งจนหมดแลว

ลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 1 ml แลวหมุนเหวี่ยงเปนเวลา 5 นาทีที่ 14,000 rpm 

อุณหภูมิ  4°C ปเปต ethanol ทิ้งไป นําตะกอน dsDNA ที่ไดทําใหเปนผูปวยเด็กที่ไดรับการ

วินิจฉัยวาเปนโรคทอน้ําดีตีบตัน (biliary atresia) ใน แหงดวยเครื่อง speed vacuum เพื่อให 

ethanol ระเหยออกไปจนหมดเปนเวลา 10 นาที (หรือจนกวาจะแหง) ละลาย dsDNA ดวยน้าํกลัน่

ที่ผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตร 100 μl แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C 1 คืน หลังจากนั้นผสมใหเขา

กันดีดวยการปเปตขึ้นลง แลวนําไปวัดความเขมขนของดีเอ็นเอที่  260 nm จากนั้นเก็บไวที่  -20°C  

                                                  
∗ ดูรายละเอียดในภาคผนวก 
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4. ขอมูลของ SNPs 
     SNPs 2 ตําแหนงบริเวณ CTGF promoter อันไดแกตําแหนง -447G>C และ       

-132 C>G ไดอางอิงจากการศึกษาที่ตีพิมพกอนหนานี้ของ Blom และคณะ [15] 
5. การออกแบบไพรเมอร 

      Forward primer และ Reverse primer ที่ใชในการทดลอง ไดแก CTGF-F และ 

CTGF-R ตามลําดับใชอางอิงจาก Blom และคณะ [15] และทําการออกแบบเพิ่มเติมจากลําดับ

เบสที่ตีพิมพในการศึกษาเดียวกัน [15] ไดแก CTGF/G และ CTGF/C (ตารางที่ 5) 
 
ตารางที่ 5 ไพรเมอรและขนาดของผลิตภัณฑ 
PCR amplification Forward Reverse Product (bp) 

CTGF 

ตําแหนง-559ถึง39 

CTGF-F:  
5’CAGGTAGGCATCTTGAG3’ 598 

CTGF 

(-447G>C) 

CTGF/G:  
5’GCAAATCATTGCTAAAGGGTTG3’ 
or 
CTGF/C:  
5’GCAAATCATTGCTAAAGGGTTC3’ 

CTGF-R: 
5’CACTGGCTGTCTCCT3’ 

506 

 

 

6. การตรวจสอบลําดับเบส  
กอนที่ polymorphisms ที่ตําแหนง -447G>C และ -132C>G ที่อยูบริเวณ 

promoter ของยีน CTGF จะถูกวิเคราะห ในขั้นแรกจะเพิ่มจํานวนของสารพันธุกรรมในบริเวณ

ตําแหนงที่ -559 จนถึงตําแหนง 39 (primary PCR product) โดยใชวิธี polymerase chain 

reaction (PCR) โดย reaction mixture และรอบปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 6 และ 7 ตามลําดับ 

 

ตารางที่ 6 reaction mixture สําหรับ PCR ตําแหนงระหวาง -559 ถึง 39 
สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา (25 μl) 

Eppendorf MasterMix (2.5X) - 10 μl 

25 μM CTGF-F primer 0.5 μM 0.5 μl 

25 μM CTGF-R primer 0.5 μM 0.5 μl 

50 ng/μl Genomic DNA 100 ng 2 μl 

Distilled water - 12 μl 
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ตารางที่ 7 รอบปฏิกิริยาสําหรับตําแหนงระหวาง -559 ถึง 39 
ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา 

Initial denaturation 94°C 3 min 

40 cycle of Denaturation 94°C 30 sec 

Annealing 59°C 30 sec 

Extension 72°C 1 min 

Final extension 72°C 7 min 

 
6.1 CTGF -447G>C  
ตําแหนงนี้ตรวจสอบดวย Amplification- refractory mutation systems 

(ARMS) ไพรเมอรที่ใชในการตรวจสอบครั้งนี้แบงเปน 2 ชุดดวยกัน ชุดแรกประกอบดวย CTGF/G 

และ CTGF-R และอีกชุดหนึ่งคือ CTGF/C และ CTGF-R ซึ่งทําการเพิ่มจํานวนแยกกันเปน 2 

หลอดในแตละตัวอยาง สําหรับการเพิ่มจํานวนในการทดลองนี้ใชปฏิกิริยาและสวนประกอบตาม

ตารางที่ 8 และ 9  

ตารางที่ 8 สวนประกอบของ PCR สําหรับตําแหนงที่ -447G>C 
สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา 

Eppendorf MasterMix (2.5X) - 10 μl 

25 μM CTGF/G or C primer 0.5 μM 0.5 μl 

25 μM CTGF-R primer 0.5 μM 0.5 μl 

primary PCR product (dilution 1:1000) - 2 μl 

Distilled water - 12 μl 

ปริมาตรรวม 25 μl 

 

ตารางที่ 9 รอบปฏิกิริยาสําหรับตําแหนง -447G>C 
ขั้นตอน อุณหภูม ิ เวลา 

Initial denaturation 94°C 3 min 

40 cycle of Denaturation 94°C 30 sec 

Annealing 63°C 30 sec 

Extension 72°C 1 min 

Final extension 72°C 7 min 
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6.2 CTGF -132 C>G   
ศึกษาตําแหนง -132C>G ดวยการตัด primary PCR product ดวยเอนไซมตัด

จําเพาะยอยดวย 1 U BstUI เปนเวลา 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 60°C ใน 10X NE buffer 2 และตัดดวย 

1U HpaII เปนเวลา 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37°C ใน 10X NE buffer 1 สวนประกอบในการทําตอ 1 

ปฏิกิริยาปริมาตรรวม 10 μl แสดงในตารางที่ 10 

ตารางที่ 10 reaction mixture ของ RFLP สําหรับตรวจสอบตําแหนง -132C>G 

 

 

 
 

7. การตรวจสอบผลิตภัณฑดวย Electrophoresis  
ผลิตภัณฑจากทั้งการตรวจสอบดวย ARMs และ RFLP ปริมาตร 10 μl ถูก

ตรวจสอบโดยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยนํามาผสมกับ loading buffer∗ ปริมาตร     

4 μl แลวนําไปแยกขนาดดวย  2% (w/v) gel∗ ใน 1X Tris-borate-EDTA (TBE) buffer∗ และใช

กระแสไฟความตางศักย 100 โวลตเปนเวลา 60 นาที จากนั้นยอมเจลดวย ethidium bromide  

(10 μg/ml) นําเจลไปตรวจหาแถบของ DNA ภายใตแสง UV แลวบันทึกภาพ 

 8. การหาขนาดของ DNA 
คํานวณขนาดของ DNA จากการเปรียบเทียบระยะทางที่ DNA เคลื่อนที่ไปกับ

ความสัมพันธระหวางระยะทางที่ DNA มาตรฐานเคลื่อนที่กับขนาดของ DNA มาตรฐาน (100 

base pair DNA ladder (Biolabs, USA)) 

9. การทําโคลนนิ่ง และการเตรียมพลาสมิดเพื่อการทํา positive control 
ทําการเตรียม primary PCR product ที่ไดใหมีความเขมขนโดยใชวิธีของ 

Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendorf, Germany) นํา PCR product solution ที่ไดมาแยก

โดยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยใช 2% (w/v) gel ใน 1X TBE และใชกระแสไฟความ

ตางศักย 100 โวลตเปนเวลา 60 นาที จากนั้นยอมเจลดวย ethidium bromide (10 μg/ml) เปน

                                                  
∗ ดูรายละเอียดในภาคผนวก 

 

 

สวนประกอบ ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา 

PCR product 

10X NE Buffer 2,1 

BstuI,  HpaII 

Sterile Distilled water 

5 μl 

1 μl 

0.1 μl 

3.9 μl 
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เวลา 10 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่นเปนเวลา 15 นาที ทําซ้ํา 2 คร้ัง นําเจลไปตรวจหาแถบของ 

DNA ภายใตแสง UV ตัดชิ้นสวนของเจลที่มี DNA ที่ตองการจากเจลแลวนํามาทําใหบริสุทธิ์ตาม

วิธีของ Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendorf, Germany) นํา primary PCR product ที่

บริสุทธิ์แลวมาเชื่อมตอเขากับพลาสมดิ pGEM-T∗ ตามวิธีของ pGEM-T Easy Vector System 

(Promega, USA) 

นําพลาสมิดสายผสมถายเขาสู Competent cell (Escherichia coli JM109) โดย

ใชวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Cohen Chang และ Hsu (1972) [อางถึงใน 113] โดยนํา Competent 

cell ที่เก็บไวที่ -70°C มาปลอยใหละลายในน้ําแข็ง ใส ligation mixture 10 μl ผสมกับ 

competent cell ปริมาตร 100 μl ดูดขึ้นลงเบาๆ นําไปแชในน้ําแข็ง 20 นาที จากนั้นนํามาบมใน 

water bath ที่ 42°C เปนเวลา 50 วินาที เมื่อครบกําหนดนํามาแชในน้ําแข็งเปนเวลา 2 นาที เติม 

SOC∗ ปริมาตร 950 μl เพื่อฟนฟูสภาพเซลล นําหลอดไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1.30 

ชั่วโมงดวยการแกวงที่ความเร็ว 200 rpm เมื่อครบเวลานําเอาหลอดออกจากตูบมนาํไปปนเหวีย่งที่

ความเร็ว 6,000 rpm เปนเวลาประมาณ 5 วินาที แลวดูด SOC ทิ้งประมาณ 750 μl เพื่อใหเหลือ

เซลลประมาณ  100 μl ผสมเซลลใหเปนเนื้อเดียวกันโดยดูดขึ้นลงดวยปเปตเบาๆ จากนั้นนําไป

เกลี่ยบนผิวหนาอาหาร LB Agar∗ ซึ่งใน 1 plate ปริมาตรประมาณ 25 μl มี Ampicillin∗ (2.5μg) 

และ 5-bromo-4-chloro-3-inodlyl-β-D- galactopyranoside (X-gal)∗ (0.6 μg) และ 0.5 mM 

isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside (IPTG) ∗ (0.6 μg) นํา plate ไปบมที่ 37°C เปนเวลา

ประมาณ 16-18 ชั่วโมง 

เมื่อทําการเลือก blue-white colony โดยเลือก white colony มาเขี่ยบน LB 

broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มี Ampicillin (0.5 mg) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลาประมาณ 

16-18 ชั่วโมง ทําการสกัดแบบ Miniprep โดยใชแตละ culture ปริมาตร 3 มิลลิลิตรดวย

FastPlasmid Mini 100 preparation kit (Eppendorf, Germany) ตามที่แนะนําจากผูผลิต 

 

 

                                                  
∗ ดูรายละเอียดในภาคผนวก 
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10. การวิเคราะหลําดับเบส (Sequence Analysis) 
ผลิตภัณฑจากการทํา PCR ถูกทําใหบริสุทธิ์จาก 2% agarose gel โดยใช 

Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendorf, Germany) หรือสกัดพลาสมิดสายผสมจาก culture 

โดยใช FastPlasmid Mini 100 preparation kit (Eppendorf, Germany) ทําการหาลําดับเบสดวย 

dideoxy chain termination รวมกับวิธี PCR  และใชสารเรืองแสงเปนตัวติดฉลากโดยมีการติด

ฉลากสีในสาย DNA ขณะมีการสรางสาย DNA โดยติดที่ปลาย 3’ ของ dideoxynucleotide 

triphosphate (dye terminator) DNA template สําหรับปฏิกิริยาการทํา sequencing จะใช 

AmpliTaqTM DNA Polymerase FS dye terminator cycle sequencing chemistry จากชุด ABI 

PRISMTM BigDyeTM Terminator CyCle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer 

Applied Biosystems Division, Foster City, CA) ซึ่งประกอบดวย ddNTPs 4 แบบที่ถูกติดฉลาก

ดวย fluorescence ที่แตกตางกัน (BigDyeTM Terminators) การเตรียม sequencing reactions 

ปริมาตร 20 μl สําหรับ PCR products หรือพลาสมิดสายผสมแตละปฎิกิริยาเตรียมในหลอด

ขนาด 0.2 ml ดังแสดงในตารางที่ 11 

ตารางที่ 11 sequencing mixture สําหรับการวิเคราะหลําดับเบส 

สวนประกอบ ปริมาตร (μl) 

Big Dye 

Buffer 

Primer (at 25 mM) 

Template 

Sterile distilled water 

4 

2 

0.67 

8 

5.33 

ผสมสวนผสมขางตนใหเขากันดี จากนั้นนําหลอดสวนผสมมาเขาเครื่อง Gene 

Amp PCR system 9600 (Perkin-Elmer, USA) โดยใชทั้งหมด 25 รอบปฎิกิริยาดังนี้ โดยในแตละ

รอบปฏิกิริยาประกอบดวย 96°C 10 วินาที 50°C 10 วินาที 60°C 4 นาที เมื่อครบเวลานํา

ผลิตภัณฑที่ไดมาทําใหบริสุทธดวยวิธี isopropanol precipitation โดยนําหลอดมาปนตก

ประมาณ 10 วินาทียายผลิตภัณฑภายในหลอดโดยการปเปตใสในหลอด microcentrifuge ใหม

ขนาด 1.5 ml เติม 20 μg/ml glycogen ปริมาตร 4 μl, 75% isopropanol ปริมาตร 80 μl ผสมให

เขากันดวยการ vortex แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที เพื่อตกตะกอนผลิตภัณฑ 

จากนั้นนําหลอดมาปนเหวี่ยงที่ 13,000 rpm เปนเวลา 30 นาที ดูดน้ําสวนขางบนทิ้งใหหมดโดยใช 

pipet tip แยกแตละตัวอยาง ระมัดระวังอยาใหโดนตะกอน DNA จากนั้นเติม 75% isopropanol 

ปริมาตร 250 μl ผสมใหเขากันดวยการ vortex ประมาณ 10 วินาที หมุนเหวี่ยงเปนเวลา 5 นาทีที่ 

13,000 rpm เมื่อครบเวลากําจัดน้ําสวนบนออกแลวทําใหแหงดวยเครื่อง speed-vacuum เปน
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เวลา 5-10 นาที (หรือจนกวาจะแหง) ละลายตะกอนของแตละตัวอยางดวย TSR 25 μl นํา

ตัวอยางไปบมที่ 95°C เปนเวลา 2 นาทีจากนั้นยายหลอดไปไวในน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 2 นาที ใน

ขั้นสุดทายยายสวนผสมใสลงในหลอดสําหรับทําการวิเคราะหลําดับเบส โดยตัวอยางที่เตรยีมไวจะ

ถูกนําไปตรวจสอบลําดับเบสดวยเครื่อง Perkin Elmer 310 Sequencer (Perkin-Elmer, Applied 

Biosystems Division, Foster City, CA) 
11. การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด 
 นําขอมูลที่ไดมาทําการตรวจสอบวามีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดในสื่ง

มีชีวิตชนิดใดบาง โดยใชโปรแกรม Blast เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

GenBank ที่มีอยูใน National Center for Biotechnology Information (NCBI)  
12. CTGF sandwich ELISA 

วัดปริมาณของ CTGF ในซีรัมดวยวิธี sandwich ELISA โดยใช biotinylated 

และ non-biotinylated affinity purified goat polyclonal antibodies ตอ human CTGF โดยนํา 

6 μg/ml Anti-human CTGF C-terminal peptide antibody ∗(R&D, USA) ซึ่งละลายใน 10 mM 

sodium carbonate∗, pH 9.6 ปริมาตร 100 μl ใสลงใน flat-bottom ELISA plate (Costar 96-

well) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 20 ชั่วโมง antibody ที่ไมไดจับกับผิว plate จะถูกชะ

ออกไปดวย PBS ที่ประกอบดวย 0.1% (vol/vol) Triton X-100 (บัฟเฟอร A) 300 μl ลางจํานวน 4 

คร้ัง เคาะน้ําออกใหหมด จากนั้นเติม 300 μl ของบัฟเฟอร A ซึ่งประกอบดวย 1% BSA บมที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง ลางอีกครั้งดวยบัฟเฟอร A ปริมาตร 300 μl จํานวน 4 คร้ัง เคาะ

น้ําออกใหหมด เติม rhCTGF∗ หรือ ซีรัมปริมาตร 100 μl แลวนําไปบมที่ 4 °C เปนเวลา 20 ชั่วโมง 

เมื่อครบเวลานํามาลางดวยบัฟเฟอร A ปริมาตร 300 μl จํานวน 4 คร้ัง กําจัดน้ําออกใหหมดแลว

เติม 0.8 μg/ml Biotinylated anti-human CTGF C-terminal peptide antibody ∗(R&D, USA) 

ปริมาตร 100 μl นําไปบมเปนเวลา 20 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 °C เมื่อครบเวลานําไปลางดวย

บัฟเฟอร A ตามขั้นตอนที่ผานมา ภายหลังจากการลางเติม 1.5 μg/ml alkaline phosphatase -

conjugated streptavidin∗ 100 μl บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที ลางดวยบัฟเฟอร A แลว

เติม 1 mg/ml p-nitrophenyl phosphate∗ ปริมาตร 100 μl บมตอที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 

                                                  
∗ ดูรายละเอียดในภาคผนวก 
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นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย 0.75 M NaOH แลววัดคา Absorbance ที่ 405 nm ดวย 

microplate reader 

13. การวิเคราะหทางสถิติ 
ในวิทยานิพนธนี้มีผลการทดลองที่ตองวิเคราะหคือผลจากการตรวจสอบ 

genotype และผลของระดับซีรัม CTGF ในกลุมผูปวย โดย SNP genotypes จะถูกแบงออกเปน

สามกลุม โดยถือวา common homozygous genotype ที่พบมากที่สุดเปนตัวอางอิง คํานวณ 

haplotype ดวยการใช common haplotype ที่พบมากที่สุดเปนตัวอางอิง สําหรับ SNP แตละ

ตําแหนงจะนําไปคํานวณวาอยูในสมดุล Hardy-Weinberg equilibrium หรือไมดวย Markov 

chain random-walk algorithm [114] และคํานวณ linkage disequilibrium coefficient (D’) 

ตามวิธีของ Lewontin [115] ซึ่งการคํานวณที่กลาวมาขางตนใชโปรแกรม SNPAnalyzer 

(http://www.istech.info/istech/board/login_form.jsp.) จากน้ันเปรียบเทียบความถี่ allele และ 

genotype ดวย chi-square test (http://www.unc.edu/~preacher/chisq/chisq.htm) หาคา 

Odds ratio และ 95% confidence interval (CI) ดวยโปรแกรม Epi info version 6 เพื่อหา
ความสัมพันธระหวาง SNPs และโรค เปรียบเทียบระดับของ CTGF ในเลือดกับ genotypes ดวย 

analysis of variance (ANOVA) ใช Kruskal-Wallis test ดวยโปรแกรม SPSS โดยกําหนดใหคา 

P <0.05 ถือวามีนัยสําคัญทางสถิติ 
 



บทที่ 4 

 ผลการทดลอง  

1. ผลการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของ CTGF gene ระหวางตําแหนง -559 ถึง 39 
สามารถเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของ CTGF gene ไดดวยไพรเมอรที่จําเพาะกับบริเวณ 

-559 ถึง 39 (CTGF-F และ CTGF-R) พบแถบของสารพันธุกรรมขนาด 598 bp โดยตัวอยาง

ทั้งหมดที่สามารถเพิ่มสารพันธุกรรมไดจะนําไปตรวจสอบ Single nucleotide polymorphisms ใน

บริเวณดังกลาวตอไปดวยวิธี Amplification- refractory mutation systems (ARMS) และ 

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) สําหรับผลของการเพิ่มจํานวนสาร

พันธุกรรมในการทดลองครั้งนี้แสดงในภาพที่ 13 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 13 ผลการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF gene ที่ไดจากการสกัดดวยวิธี 

phenal-chloroform extraction โดยใช 2% agarose gel โดยชอง M คือ 100 bp DNA marker ชอง N คือ ชุด

ควบคุมที่ใชน้ําแทน DNA ชอง 1-3 คือ DNA ที่สกัดไดจากตัวอยาง 

2. ผลการตรวจยนืยันผลของสารพันธุกรรมที่ไดจากการเพิ่มจาํนวนดวยวิธ ี Polymerase 
chain reaction (PCR) ในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF gene 
 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดขนาด 250 bp จากการทํา direct sequencing มาวิเคราะห

โดยใชโปรแกรม Blast จากฐานขอมูลใน GenBank ของ National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (ภาพที่ 14) พบวามีความเหมือนกับ Human DNA sequence from clone 

RP11-69I8 on chromosome 6 Contains the CTGF gene for connective tissue growth 

factor, the 3' end of a novel gene and a CpG island, complete sequence มากที่สุด (97% 

Identitiy; 243/250 bp) และเหมือนกับ Homo sapiens connective tissue growth factor gene, 

M    N    1     2     3  

 598 bp 
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promoter and partial cds (96% Identity; 242/250 bp) ในอันดับรองลงมา ดังแสดงในภาพที่ 

15 และ 16 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 14 ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม Blast จากการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมดวย PCR ขนาด 

ประมาณ 600 bp ซึ่งลําดับเบสที่ไดรับจากการทํา sequencing มีจํานวน 250 bp  

 

> gi|11128486|emb|AL354866.10|  Human DNA sequence from clone RP11-69I8 
on chromosome 6 Contains the CTGF gene for connective tissue growth factor, 
the 3' end of a novel gene and a CpG island, complete sequence  Length=61349 
 
 Score = 391 bits (197), Expect = 3e-105 
 Identities = 243/250 (97%), Gaps = 1/250 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query       14                TCCTTTTC-ACTCTTTGGAGAGTTTCAAGAGCCTATAGCCTCTAAAACGCAAATCATTGC   72 
              |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  33812  TCCTTTTCTACTCTTTGGAGAGTTTCAAGAGCCTATAGCCTCTAAAACGCAAATCATTGC  33753 
 
Query  73     TAAGGGTTnnnnnnnAGAAACCTTTTCGAATTTTTTAGGAATTCCTGCTGTTTGCCTCTT  132 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  33752  TAAGGGTTGGGGGGGAGAAACCTTTTCGAATTTTTTAGGAATTCCTGCTGTTTGCCTCTT  33693 
 
Query  133    CAGCTACCTACTTCCTAAAAAGGATGTATGTCAGTGGACAGAACAGGGCAAACTTATTCG  192 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  33692  CAGCTACCTACTTCCTAAAAAGGATGTATGTCAGTGGACAGAACAGGGCAAACTTATTCG  33633 
 
Query  193    AAAAAGAAATAAGAAATAATTGCCAGGGTGTTTATAAAAGAGATGAATCGGGAGGGGTGC  252 
              |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| || ||||||| |||| ||||| 
Sbjct  33632  AAAAAGAAATAAGAAATAATTGCCAGTGTGTTTATAAATGATATGAATCAGGAGTGGTGC  33573 
 
Query  253    GAAGTGGATA  262 
              |||| ||||| 
Sbjct  33572  GAAGAGGATA  33563 
 
 
 

ภาพที่ 15 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ DNA ขนาด 250 bp จากตัวอยางที่ทําการเพิ่มจํานวนสาร

พันธุกรรมในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF gene กับ Human DNA sequence จาก clone RP11-69I8 
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> gi|14334034|gb|AF316368.1|AF316368  Homo sapiens connective tissue 
growth factor gene, promoter and partial cds  Length=1026 
 
 Score = 391 bits (197), Expect = 3e-105 
 Identities = 242/250 (96%), Gaps = 1/250 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  14  TCCTTTTC-ACTCTTTGGAGAGTTTCAAGAGCCTATAGCCTCTAAAACGCAAATCATTGC  72 
           |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  254 TCCTTTTCTACTCTTTGGAGAGTTTCAAGAGCCTATAGCCTCTAAAACGCAAATCATTGC 313 
 
Query  73  TAAGGGTTnnnnnnnAGAAACCTTTTCGAATTTTTTAGGAATTCCTGCTGTTTGCCTCTT  132 
           |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  314 TAAGGGTTCGGGGGGAGAAACCTTTTCGAATTTTTTAGGAATTCCTGCTGTTTGCCTCTT  373 
 
Query  133 CAGCTACCTACTTCCTAAAAAGGATGTATGTCAGTGGACAGAACAGGGCAAACTTATTCG  192 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  374 CAGCTACCTACTTCCTAAAAAGGATGTATGTCAGTGGACAGAACAGGGCAAACTTATTCG  433 
 
Query  193 AAAAAGAAATAAGAAATAATTGCCAGGGTGTTTATAAAAGAGATGAATCGGGAGGGGTGC  252 
           |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| || ||||||| |||| ||||| 
Sbjct  434 AAAAAGAAATAAGAAATAATTGCCAGTGTGTTTATAAATGATATGAATCAGGAGTGGTGC  493 
 
Query  253 GAAGTGGATA  262 
           |||| ||||| 
Sbjct  494 GAAGAGGATA  503 
 

ภาพที่ 16 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ DNA ขนาด 250 bp จากตัวอยางที่ทําการเพิ่มจํานวนสาร

พันธุกรรมในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF gene กับ Homo sapiens connective tissue growth factor 

gene, promoter และบางสวนของการถอดรหัส 

  
3. ผลการวิเคราะห SNP ที่ตําแหนง -447G>C ดวยวิธี ARMS  

เมื่อนําผลิตภณัฑที่ไดทาํการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF 

gene ไปตรวจสอบ SNP ในตําแหนง -447G>C ดวยวิธี ARMS ซึ่งสามารถตรวจ SNPs ได 3 

รูปแบบดวยกนัคือ -447GG, -447GC และ -447CC ผลจากการตรวจสอบในกลุมผูปวยเด็กโรค

ทอน้าํดีตีบตันจํานวน 84 คนและกลุมควบคุมจํานวน 142 คน พบวาในกลุมผูปวยมีรูปแบบของ 

SNPs ที่เปนแบบ -447GG จํานวน 70 คน แบงเปนชาย 31 คน และหญิง 39 คน แบบ -447GC 

จํานวน 14 คน แบงเปนชาย 9 คน หญงิ 5 คน กลุมควบคุมมีรูปแบบ -447GG จาํนวน 131 คน 

แบงเปนชาย 45 คน หญิง 86 คน แบบ -447GC จํานวน 11 คน แบงเปนชาย 2 คน หญงิ 9 คน 

สําหรับรูปแบบ -447CC ตรวจไมพบทั้งในกลุมผูปวยและกลุมควบคุม ภาพการตรวจสอบ SNP ใน

ตําแหนง -447G>C ดวยวิธ ีARMS แสดงในภาพที่ 17 
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ภาพที่ 17 รูปแบบการตรวจสอบ SNPs บริเวณ -447G>C ที่ไดจากการตรวจสอบดวยวิธี ARMS โดยใช 2% 

agarose gel ชอง M คือ 100 bp DNA marker ชอง N/G คือชุดควบคุมสําหรับชุดที่ใชไพรเมอร CTGF/G 

รวมกับไพรเมอร CTGF-R ชอง N/C คือชุดควบคุมสําหรับชุดที่ใชไพรเมอร CTGF/C รวมกับไพรเมอร CTGF-R 

และใชน้ําแทน PCR product ชอง 1/G และ 1/C คือ ตัวอยางที่ 1 พบแถบของ DNA ในชุด1/G เพียงชุดเดียว 

จัดเปน homozygous GG ชอง 2/G และ 2/C คือ ตัวอยางที่ 2 พบแถบของ DNA ทั้งสองชุด จัดเปน 

heterozygous GC ชอง P/G คือ positive control สําหรับ homozygous GG ที่ไดจากพลาสมิดที่มีชิ้นสวนของ 

allele G เชื่อมอยู ใชไพรเมอร CTGF/G รวมกับไพรเมอร CTGF-R ชอง P/C คือ positive control สําหรับ 

homozygous GG ที่ไดจากพลาสมิดที่มีชิ้นสวนของ allele G เชื่อมอยู ใชไพรเมอร CTGF/C รวมกับไพรเมอร 

CTGF-R  

4. ผลจากการตรวจสอบตัวอยางเพื่อยืนยันผล heterozygous GC และ homozygous GG 
ของ SNP ตําแหนง -447G>C 

ทําการตรวจสอบเพื่อยืนยันผลการตรวจดวยวิธี ARMs ในตัวอยางที่ใหผลเปน 

heterozygous ทั้งหมดในกลุมผูปวยจํานวน 14 คน และกลุมควบคุมจํานวน 8 คนจาก 11 คน 

และ homozygous บางสวนโดยตรวจสอบในกลุมผูปวย 5 คนและกลุมควบคุม 10 คนโดยใชวิธี 

direct sequencing จาก PCR product ระหวางตําแหนง -559 ถึง 39 ของ CTGF gene ขนาด

ประมาณ 600 bp โดยใชไพรเมอร CTGF-R [15] จากผลการตรวจสอบพบวาใหผลตรงกับผลของ 

ARMs ทุกตัวอยางที่ทําการตรวจสอบ ผลการตรวจดวยวิธี direct sequencing แสดงในภาพที่ 18 

 

 

 

 

506 bp 

    M    N/G  N/C 1/G  1/C    2/G  2/C   P/G   P/C  
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ภาพที่ 18 ภาพ chromatogram ที่ไดรับจาก automated sequencing แสดง homozygous GG จากตัวอยางที่

ใหผลเปน homozygous GG ที่ไดจากการตรวจสอบดวยวิธี ARMs (ก) และ heterozygous GC จากตัวอยางที่

ใหผลเปน heterozygous GC ณ ตําแหนง -447G>C (ข) 

5. ผลการวิเคราะห SNP ที่ตําแหนง -132C>G ดวยวิธี RFLP 
เมื่อนําผลิตภณัฑที่ไดทาํการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF 

gene ไปตรวจสอบ SNP ในตําแหนง -132C>G ดวยวิธี RFLP ซึ่งสามารถตรวจได 3 รูปแบบคือ   

-132CC, -132CG และ -132GG ในกลุมผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตันจํานวน 84 คนและกลุม

ควบคุมจํานวน 142 คน โดยใชเอนไซมตดัจําเพาะ BstUI ตรวจสอบผลิตภัณฑดวย 2% agarose 

gel ซึ่งในกรณีของ homozygous CC ผลิตภณัฑของ PCR product ขนาด 598 bp จะถูกยอย

ออกเปน 3 สวน ประกอบไปดวยขนาด 427, 88 และ 83 bp กรณีของ heterozygous CG จะถูก

ยอยออกเปน 4 ขนาดดวยกนัคือ 515, 427, 88 และ 83 bp กรณีของ  homozygous GG จะถกู

ก 

ข 
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ยอยออกเปน 3 ขนาดคือ 515, 88 และ 83 bp ผลจากการตรวจสอบดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

BstUI พบวาทัง้ในกลุมผูปวยเด็กโรคทอน้าํดีตีบตันจํานวน 84 คนและกลุมควบคุมจํานวน 142 คน 

มีรูปแบบการตัดดวยเอนไซมประกอบดวยแถบขนาด 515, 88 และ 83 bp ซึ่งแปลผลไดวาเปน 

homozygous GG (ภาพที ่19) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 19 ภาพแสดงผลจากการยอยดวยเอนไซม BstUI ใน 2% agarose gel โดย M คือ 100 bp DNA 

marker 1-5 คือตัวอยางที่นําไปยอยดวยเอนไซม BstUI พบแถบของสารพันธุกรรมถูกยอยเหลือขนาดประมาณ 

515, 88 และ 83 bp โดยแถบของสารพันธุกรรมที่ถูกยอยขนาด 88 และ 83 bp ไมสามารถแยกออกจากกันได 

ซึ่งตรวจพบรูปแบบของการตัดดวยเอนไซมแบบนี้ในทุกตัวอยาง 

6. ผลการตรวจสอบตัวอยางเพื่อยืนยันผล homozygous GG ของ SNP -132C>G 
 เมื่อนําผลิตภณัฑที่ไดทาํการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF 

gene ดวยไพรเมอร CTGF-F และ CTGF-R ขนาดประมาณ 600 bp ไปตรวจสอบ SNP ใน

ตําแหนง -132C>G ดวยวธิี direct sequencing โดยใชไพรเมอร CTGF-R เพื่อยนืยนัผลการตดั

ดวยเอนไซม BstUI ซึ่งใหผลเปน homozygous GG ทั้งหมดในตัวอยางทีท่ดลอง ผลจากการ

ตรวจสอบตัวอยางจาํนวน 20 ตัวอยางดวยวธิ ีdirect sequencing ใหผลดังแสดงในภาพที่ 20 

 

 
 

 

 
 
 
 
ภาพที่ 20 ผลการตรวจดวยวิธี direct sequencing บริเวณ -132 ทําใหทราบวามีลําดับเบสที่ไมใช restriction 

site ของเอนไซม BstUI ทําใหเอนไซมไมสามารถตัดที่ตําแหนงนี้ได 

 515 bp 

 88, 83 bp 
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 จากผลการตรวจยืนยันดวยวิธี direct sequencing ทําใหทราบวาเปนเพราะลําดับเบส

บริเวณ -132 ของ CTGF gene มีการเรียงลําดับเปนแบบที่เอนไซม BstUI ไมสามารถตัดได (ซึ่ง

เอนไซมนี้มี restriction site คือ CG/CG แตจากผลการตรวจลําดับเบสทั้งหมด 20 ตัวอยางโดย

แบงเปนกลุมผูปวย 10 คน และกลุมควบคุม 10 คน ใหผลดังแสดงในภาพที่ 24 คือบริเวณนั้นมี

การเรียงลําดับเบสเปนแบบ CCGG จึงทําใหเห็นเปนรูปแบบเดียวกับ homozygous GG คือมีแถบ

ของสารพันธุกรรมที่บริเวณประมาณ 515 bp ซึ่งหมายความวาเอนไซมไมสามารถตัดในตาํแหนงนี้

ไดนั่นเอง 
 7.ผลการตรวจสอบตัวอยางเพื่อยืนยันผล sequencing ที่ตําแหนง -132 ดวย RFLP 
 เนื่องจากผลการตัดดวยเอนไซม BstUI ไมสามารถตัดที่ตําแหนง -132 ไดเพราะมีลําดับ

เบสที่ไมตรงกับ restriction site ของเอนไซม ดังนั้นเพื่อเปนการยืนยันผลจากการทํา sequencing 

วาลําดับเบสในตัวอยางที่ทําการศึกษาทั้งหมดมีการเรียงลําดับเปนแบบ CCGG ทุกตัวอยางจริง 

จึงไดทําการยืนยันผลของ sequencing ดวยการนําผลิตภัณฑที่ไดทําการเพิ่มจํานวนสาร

พันธุกรรมในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF gene ทุกตัวอยางมาตัดดวยเอนไซม HpaII ซึ่งมี 

restriction site เปนแบบ CC/GG หากมีลําดับเบสเรียงแบบ CC/GG ชิ้นสวนขนาด 598 bp จะถกู

ยอยออกเปน 3 สวนคือ 427, 97 และ 74 bp ผลการตรวจสอบดวย RFLP โดยใช HpaII แสดงใน

ภาพที่ 21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 21 ผลการตรวจสอบดวย RFLP โดยใช HpaII ใน 2% agarose gel โดย M คือ 100 bp DNA marker 

1-3 คือตัวอยางที่นําไปยอยดวยเอนไซม HpaII 4 คือชุดควบคุมที่มีตัวอยางและใชน้ําแทนเอนไซม 

 จากภาพที่ 21 เอนไซม HpaII สามารถยอยทุกตัวอยางและใหแถบของ DNA เปน 3 สวน

คือ 427, 97 และ 74 bp แสดงวาทุกตัวอยางที่นํามาศึกษามีลําดับเบสเรียงแบบ CCGG ไม

เหมือนกับการเรียงแบบ CGCG ดังที่มีรายงานในการศึกษากอนหนานี้ [15] 

 M      1      2       3      4 

 598 bp 

 97 bp 
 74 bp 

 427 bp 
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8. ผลการวัดระดับ CTGF ในเลือดดวย sandwich ELISA 
 ตรวจสอบระดับของ CTGF ในเลือดดวย sandwich ELISA เพื่อศึกษาความสัมพันธ

ระหวางระดับ CTGF ในเลือดของกลุมผูปวยกับ genotype แบบตางๆ ที่เกิดจาก polymorphisms 

ในบริเวณ CTGF promoter รวมทั้งเปรียบเทียบระดับของ CTGF ในเลือดระหวางกลุมผูปวยและ

กลุมควบคุม ทําการพัฒนาชุด sandwich ELISA โดยใช capturing antibody คือ Anti-human 

CTGF C-terminal peptide antibody และ detecting antibody คือ Biotinylated anti-human 

CTGF C-terminal peptide antibody ตรวจวัดดวยระบบ Alkaline phosphatase (AP) และ 

para-nitro phenylphosphate (PNPP) และใช recombinant human CTGF เปน standard เพื่อ

ใชในการวัดหาระดับของ CTGF ที่ตองการตรวจสอบในตัวอยางซีรัม ผลการทดลองคือไมสามารถ

ตรวจวัดระดับของ CTGF ไดเนื่องจากตรวจไมพบความแตกตางระหวางความเขมขนที่แตกตางกัน

ของ recombinant human CTGF และคาที่ไดจากการทดลองของระดับ CTGF ในกลุมควบคุม

ปกติไมตรงตามคาเปนจริงที่ไดจากการทดลองอื่น [121] สําหรับผลการทดลองและตารางการเติม

สาร แสดงในภาพที่ 22  

 
               1              2  

A 0.040        0.464 

B 0.144        0.350 

C 0.419        0.431 

D 0.543 

E 0.600 

F 0.564 

G 0.343 

H 0.536 

 

 
ภาพที่ 22 ผลการวัดคาความเขมแสงในความเขมขนของโปรตีนระดับที่แตกตางกัน 

 

 

 

 

 

 

ชอง 1°antibody antigen 2°antibody 
1A X X X 
1B X Healthy serum  
1C  X  
1D  rhCTGF 200 ng/ml  
1E  rhCTGF 100 ng/ml  
1F  rhCTGF 50 ng/ml  
1G  rhCTGF 10 ng/ml  
1H  rhCTGF 1 ng/ml  
2A  rhCTGF 0.1 ng/ml  
2B  rhCTGF 1 μg/ml  

2C  Healthy serum  
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9. ผลการคํานวณทางสถิติ 
 9.1 การศึกษา polymorphism ของยีน CTGF   

เมื่อตรวจสอบ SNPs ของยีน CTGF ที่ตําแหนง -447G>C และ -132C>G โดยใชวิธี 

ARMs และ RFLP ตามลําดับในการศึกษานี้พบวามีเพียงตําแหนง -447G>C เทานั้นที่พบ 

polymorphisms โดยที่ตําแหนง -447 ในกลุมควบคุมจํานวน 142 คน (อายุเฉลี่ย ± SD = 17.39  

± 9.21) พบวามีแบบของ genotype GG, GC และ CC จํานวน 131, 11 และ 0 ตามลําดับ 

สําหรับกลุมผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตันจํานวน 84 คน (อายุเฉลี่ย ± SD = 6.12 ±  4.79) พบวามี

แบบของ genotype เปน GG จํานวน 70 คน GC จํานวน 14 คน และไมพบแบบ CC เชนเดียวกับ

กลุมควบคุม ดังตารางที่ 12 
ตารางที่ 12 CTGF genotypic และ allele distribution ณ ตําแหนง -447G>C ในผูปวย BA และกลุมควบคุม 

   BA, n (%) n=84 Controls, n(%) n=142 Odds ratio (95%CI)     P 

Age (yr)  6.12 ± 4.79 17.39 ± 9.21                  <0.0005 

Male: female 40: 44  47: 95                     0.03 

Genotype 

GG  70 (83.33)  131 (92.25)           Ref 

GC  14 (16.67)  11 (7.75)   2.38 (0.96-5.98)                 0.04  

CC  0 (0)  0 (0) 

Alleles 

G  154 (91.67) 273 (96.13)           Ref                  0.05 

C  14 (8.33)  11 (3.87)   2.26 (0.94-5.47) 

Ref. = Reference category                                                                                       

9.2 ความสัมพันธระหวาง -447G>C polymorphism และ สภาวะ jaundice 
ศึกษาความสัมพันธระหวาง polymorphism ของ CTGF gene promoter ที่

ตําแหนง -447 ในกลุมผูปวยโดยแบงผูปวยออกเปน 2 กลุมคือ No jaundice (TB < 2.0 mg/dl) 

และ persistent jaundice (TB ≥ 2.0 mg/dl) ดังแสดงในตารางที่ 13  

ตารางที่ 13 CTGF genotypic และ allele distribution ณ ตําแหนง -447G>C ในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันแบบ 

without jaundice และ persistent jaundice 

  No Jaundice, n(%) n=47 Jaundice, n(%) n=37 Odds ratio (95%CI)  P 

Age (yr)  6.70 ± 4.35  5.38 ± 5.26                 0.210 

Male: Female 24: 23   16:21                  0.476 

Genotype 

GG  40 (85.11)   30 (81.08)            Ref 

GC  7 (14.89)   7 (18.92)   1.33 (0.37-4.84)             0.623 

CC  0 (0)   0 (0) 

Ref. = Reference category                                                                                       
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  สําหรับการศึกษาความสัมพันธระหวาง polymorphism ที่ตําแหนง -447G>C 

กับระดับ CTGF ในเลือดของผูปวย without jaundice และ persistent jaundice, การศึกษา 

polymorphism ที่ตําแหนง  -132C>G ในกลุมผูปวยและกลุมควบคุม, การศึกษาความสัมพันธ

ระหวาง polymorphism ที่ตําแหนง -132C>G กับระดับ CTGF ในเลือดของผูปวย without 

jaundice และ persistent jaundice, การศึกษาความแตกตางระหวางระดับ CTGF ในเลือดของ

กลุมควบคุมและกลุมผูปวยไมสามารถทําไดเนื่องจาก ตรวจไมพบ polymorphism ที่ตําแหนง       

-132 ในกลุมประชากรที่ศึกษา และไมสามารถตรวจวัดระดับของ CTGF ในเลือดไดอยางถูกตอง

แนนอน 



บทที่ 5 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

สรุปผลการทดลอง 
ยีน CTGF เปนยีนที่ถูกคนพบใหมวามีบทบาทในการซอมแซมเนื้อเยื่อและ

เกี่ยวของกับกระบวนการการเกิดพังผืด นอกจากนี้ยังพบวามีการแสดงออกอยางมากในหลายโรค

ที่เกี่ยวของกับการเกิดพังผืดเชนโรค liver fibrosis [97] ดังนั้นการควบคุมการแสดงออกของ 

CTGF อาจมีความเกี่ยวของกับการเกิดพังผืดก็เปนได และโรคทอน้ําดีตีบตันก็เปนโรคที่เกี่ยวของ

กับการเกิดพังผืด Polymorphism ในสวน promoter ของยีนอาจสงผลกระทบตอการเกิด 

transcription และตอเนื่องไปถึงการแสดงออกของยีน ในกรณีนี้ความแตกตางของ genotypes ที่

มีอยูในแตละบุคคลอาจเปนตัวบงบอกถึงความแตกตางทาง susceptibility, severity และผลทาง

คลินิกของโรคได [116] จากการศึกษาของ Blom และคณะ [15] ซึ่งไดศึกษา polymorphic sites 

ในสวน promoter ของยีน CTGF  ในกลุมควบคุมที่มีสุขภาพดี จํานวน 45 คนกับกลุมผูปวยที่เปน

โรค Ischemic heart disease (IHD) จํานวน 32 คน พบวาในกลุมควบคุม 6 คน และกลุมผูปวย 

IHD จํานวน 5 คน ที่ตําแหนง -447 ของยีน CTGF พบ polymorphism แบบ G>C ซึ่งตําแหนงนี้

ใกลเคียงกับตําแหนง binding site  ของ MZF1 โดย MZF1 นี้มีความสําคัญตอการเกิด 

granulopoiesis ในมนุษย และพบวาเมื่อ transfect เขาไปในเซลล NIH3T3 สงผลใหเซลลมี 

growth rate เพิ่มมากขึ้น ยิ่งกวานี้ยังพบวาเมื่อ transfect เซลลดวย MZF1 เขาไปใน athymic 

mice ทําใหเซลลมกีารพัฒนาไปเปน fibrosarcomas ดวย [117] ใน In vitro เมื่อทําการ transfect 

MZF1 เขาไปในเซลล NIH3T3 พบวาเซลลสูญเสีย contact inhibition และพบอีกวาการเกิด 

proliferation ของเซลล NIH3T3 fibroblast ในจะเพิ่มข้ึนอยางชัดเจนเมื่อใหรวมกับ CTGF และ

เมื่อทําการศึกษาตอไปในสัตวทดลองพบวาการให MZF1 รวมกับ CTGF  จะกระตุนใหเกิด 

fibroblast proliferation และ granulation tissue formation [118] จากหลักฐานตางๆที่กลาวมา

เปนไปไดวาบทบาทของ MZF1 นาจะมีผลเกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน CTGF  

นอกจากนี้ยังพบวาผูปวย IHD 1 คนพบ C>G substitution ที่ตําแหนง -132 โดย

ที่ตําแหนงนี้มีความใกลเคียงกับ Pbx-1 homeo domain box ซึ่งคาบเกี่ยวดานการควบคุมการ

แสดงออกของยีนระหวาง Pbx และ Hox ในการควบคุมรูปแบบการกําหนด anterior-posterior 

และการพัฒนาของเอมบริโอ [15] และ CTGF ก็เปนยีนที่เกี่ยวของกับการพัฒนาของเอมบริโอดวย 

ในปจจุบันยังไมมีการศึกษาถึงบทบาทของ -132C>G substitution ในการแสดงออกดานใดๆเลย

อาจเปนไปไดวาตําแหนงนี้อาจสงผลตอ susceptibility, severity และผลทางคลินิกของโรคได 

susceptibility, severity และผลทางคลินิกของโรคไดเชนกัน  
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เมื่อทําการทดลองในตําแหนง -447 และ -132 ของยีน CTGF ในกลุมประชากร

คนไทยพบวาที่ตําแหนง -447 ในกลุมผูปวยมี Genotype แบบ heterozygous GC สูงกวาในกลุม

ควบคุม (p –value = 0.04) โดยมี genotype frequency แบบ homozygous GG ในกลุมควบคุม

คือ 92.25 % และในกลุมผูปวย คือ 83.33 % แบบ heterozygous GC ในกลุมควบคุมเทากับ 

7.75 % และกลุมผูปวยเทากับ 16.67 % ซึ่งในการทดลองที่มีมากอนหนานี้ในโรค IHD [15] ก็มีคา

ของ genotype frequency ใกลเคียงกัน คือ ในแบบ homozygous GG ในกลุมควบคุมเทากับ 

86.6% ในกลุมผูปวยคือ 84.4% แตสําหรับแบบ heterozygous GC ในกลุมที่มีรายงานมากอน

หนานี้มีความแตกตางกันกับกลุมผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตัน คือ มีคาในกลุมควบคุมเทากับ 13.3 % 

และกลุมผูปวยมีคาเทากับ 15.6 % ซึ่งในการทดลองนี้ไมมีความแตกตางกันระหวาง genotype 

แบบ heterozygous GC ระหวางกลุมควบคุมและกลุมผูปวย เปนที่นาสังเกตวาทั้งในการทดลองที่

มีรายงานมากอนหนาและในการทดลองนี้ตรวจไมพบบุคคลที่มี genotype CC เลยทั้งในกลุม

ผูปวยและกลุมควบคุม 

เมื่อนําขอมูลจากการศึกษามาคํานวณคา Odds ratio เพื่อคํานวณหาวาบุคคล

หนึ่งหากมี genotype แบบ GC จะมีความเสี่ยงตอการเกิดโรคทอน้ําดีตีบตันเปนเทาใด พบวาได

คาเปน 2.38 และมีคา 95%CI อยูระหวาง 0.96-5.98 เนื่องจากคา 95%CI มีคา 1 ตกอยูในชวง

ดังกลาวดวย แสดงวาอัตราเสี่ยงของการเกิดโรคในกลุมผูมี genotype GC เทากับอัตราเสี่ยงของ

การเกิดโรคในกลุมที่ไมมี genotype GC  

เมื่อทําการศึกษาความสัมพันธระหวาง polymorphism ตําแหนง -447 

เปรียบเทียบกับระดับความรุนแรงของโรคในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันโดยแบงระดับความรุนแรง

ของโรคตามคา Total bilirubin พบวา polymorphism แบบ GC ไมมีความสัมพันธกับระดับความ

รุนแรงของโรคหรือระดับพังผืดในตับของผูปวย (p –value = 0.623) 

ในการศึกษา polymorphism ในตําแหนง -132 ของยีน CTGF  พบวาเมื่อทําการ

ทดลองแลวในกลุมประชากรของคนไทยทั้งกลุมควบคุมและกลุมผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันพบวาที่

ตําแหนงนี้มีการจัดเรียงตัวของลําดับเบสที่แตกตางไปจากกลุมประชากรที่มีรายงานไวใน

การศึกษากอนหนาซึ่งเปนกลุมประชากรเนเธอรแลนด [15] ดังนั้นตําแหนงนี้จึงไมเปน 

polymorphism ในกลุมประชากรไทย ภายหลังจากการรายงานการศึกษาในกลุมประชากร

คอเคซอยดหลังจากนั้น 1 ปไดมีรายงานของลําดับเบสในสวน CTGF promoter gene ตั้งแต

ตําแหนง -499 ถึง +100 ซึ่งทําการศึกษาในประชากรชาวญี่ปุนและมีพื้นฐานทางพันธุกรรม

ใกลเคียงกับประชากรไทยพบวาที่ตําแหนง -132 ในประชากรชาวญี่ปุนมีการเรียงลําดับเบสที่

เหมือนกับประชากรชาวไทย [119] 
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ในการศึกษาระดับ CTGF ในเลือดดวยวิธี ELISA นั้นไมสามารถวัดระดับปริมาณ

โปรตีนในเลือดไดเนื่องจากระบบไมมีความไวพอในการแยกระดับปริมาณโปรตีน 
วิจารณผลการทดลอง 

การศึกษาความถี่ของ genotype และ allele ในตําแหนง polymorphic site ของ 

CTGF promoter gene ในตําแหนง -447G>C พบวาการเกิด polymorphism ที่ตําแหนงนี้ไม

เกี่ยวของกับระดับความรุนแรงของโรคหรืออัตราการเกิดพังผืดในตับของผูปวยแตละคน ซึ่งมีความ

เปนไปไดเนื่องจากเมื่อตรวจสอบลําดับการเรียงตัวของเบสที่เปน recognition site ของ MZF-1 ใน

มนุษยแลวพบวามี recognition site เปน NGNGGGGA [120] จะสังเกตเห็นวาตําแหนงแรกของ 

recognition site คือตัว N ซึ่งหมายถึงเบสใดๆก็ได และตําแหนงนี้ตรงกับตําแหนง polymorphic 

site ของ -447G>C พอดี ดังนั้นอาจเปนไปไดวาไมวาจะมีการเปลี่ยนเบสเปนแบบใด เชนมีการ

เปลี่ยนเบสแบบ G ไปเปนแบบ C ดังที่ตําแหนง -447 ก็ไมนาจะมีผลตอการเปลี่ยนแปลงระดับ 

transcription ของยีน และจากการคํานวณคา odds ratio เพื่อคํานวณหาวาบุคคลหนึ่งหากมี 

genotype แบบ GC จะมีความเสี่ยงตอการเกิดโรคทอน้ําดีตีบตันเปนเทาใดนั้นไดคาเปน 2.38 

และมีคา 95%CI อยูระหวาง 0.96-5.98 ซึ่งตามทฤษฎีแลวจะถือวาไมมีนัยสําคัญทางสถิติ แตจาก

คา 95%CI มีคาลางอยูที่ 0.96 และคาบนอยูที่ 5.98 สังเกตไดวาคามีแนวโนมที่จะมีความเสี่ยง

มากกวาจึงอาจถือไดวาบุคคลที่มี genotype แบบ GC มีแนวโนมที่จะมีความเสี่ยงตอการเกิดโรค

ทอน้ําดีตีบตันมากกวาบุคคลที่ไมมี genotype แบบ GC  

จากการศึกษาความถี่ของ genotype และ allele ที่ตําแหนง -132C>G ไมพบวา

มี polymorphism ที่ตําแหนงนี้ในกลุมประชากรชาวไทยที่ทําการศึกษาซึ่งลําดับการเรียงตัวของ

เบสเรียงแบบเดียวกับกลุมประชากรชาวญี่ปุน แตเรียงตางกับกลุมประชากรชาวเนเธอรแลนด 

แสดงใหเหน็วาตําแหนงนี้อาจไมมีความสําคัญตอการเกิดโรคทอน้ําดีตีบตันเนื่องจากอุบัติการณใน

การเกิดโรคทอน้ําดีตีบตันมีความใกลเคียงกันทั่วโลก [18-22] และความแตกตางกันนี้ยิ่งแสดงให

เห็นวาตําแหนงนี้อาจไมเกี่ยวของกับความแตกตางกับระดับของพังผืดในตับที่แตกตางกันในผูปวย

ทั้งนี้เนื่องจากผูปวยทุกคนมีการเรียงลําดับเบสที่ตําแหนงนี้เปนรูปแบบเดียวกัน 

ในการศึกษาระดับ CTGF ในเลือดไดทําการวัดระดับโปรตีนโดยวิธี sandwich 

ELISA แตเนื่องจากไมมีชุดตรวจวัดระดับโปรตีน CTGF สําเร็จรูปจําหนายจึงไดทําการพัฒนาชุด

ตรวจเอง และจําเปนตองใช capturing, detecting antibody และ recombinant human CTGF

จากการศึกษาที่ผานมาเกี่ยวกับการวัดระดับโปรตีนตัวนี้ในตางประเทศใช antibody ทั้งสองตัว

และ recombinant human CTGF ที่ใชเปน standard จากบริษัท FibroGen ซึ่งเปนบริษัทคนควา

พัฒนายา โดยไดติดตอขอ recombinant human CTGF และ antibody ทั้งสองตัวจากบริษัทแต

ไมไดรับการตอบรับใดๆ  จึงจําเปนที่ตองสั่งซื้อ antibody จากบริษัท R&D และ recombinant 
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human CTGF จากบริษัท MBL แตเนื่องจากบริษัท FibroGen ไดจดลิขสิทธิ์เกี่ยวกับ antibody ทั้ง

สองตัวไวทําใหบริษัทอื่นๆไมสามารถผลิต antibody ที่จําเพาะกับสวนที่ทางบริษัท FibroGen จด

ลิขสิทธิ์ไวกอนได ดังนั้น antibody ทั้งสองตัวที่ไดสั่งซื้อจากบริษัท R&D จึงจําเพาะกับโปรตีนคน

ละสวนกับของทางบริษัท FibroGen และตัว capturing antibody ที่สั่งซื้อไดระบุไวในขอบงใชวา

สําหรับการตรวจสอบแบบ direct ELISA สวน detecting antibody ไดระบุวาใชสําหรับ western 

blot ซึ่งไมไดระบุโดยตรงวาใชไดกับ sandwich ELISA อยางไรก็ตามทางบริษัท R&D ไดทดลองใช 

antibody 2 ตัวนี้ในการทํา sandwich ELISA ซึ่งสามารถตรวจสอบ recombinant human CTGF 

ได แตไมไดทดลองกับตัวอยางซีรัมจริงและไมไดมีการทดลองเพิ่มเติมไปมากกวานี้ จึงไดนํา 

antibody ทั้งสองตัวมาพัฒนาชุด sandwich ELISA แตก็มีขีดจํากัดคือผลที่ไดรับไมสามารถ

ตรวจวัดระดับของ CTGF อันเปนคาที่ถูกตองไดเนื่องจาก recombinant human CTGF ซึ่งใชเปน

ตัวเปรียบเทียบระดับของ CTGF นั้นใหคาจากการวัดความเขมแสง (OD) ซึ่งวัดที่ความยาวคลื่น 

405 nm ไมตางกันระหวางคาปริมาณโปรตีนที่แตกตางกัน ในการทดลองที่ผานมาไดทดสอบ

ปริมาณโปรตีนไปแลว 8 ความเขมขนดวยกันคือ 0, 0.1, 1, 10, 50, 100, 200 ng/ml และ 1 μg/ml 

พบวาปริมาณโปรตีนที่ตางกันทั้งหมดใหคาจากการวัดความเขมแสงไมตางกัน นอกจากนี้เมื่อ

นําไปทดสอบดวยซีรัมของกลุมควบคุมซ่ึงเปนบุคคลปกติจํานวน 4 รายและมีอายุใกลเคียงกับกลุม

ผูปวย คาที่ไดควรจะมีคาของปริมาณโปรตีนอยูที่นอยกวา 0.5 ng/ml [121] แตคาที่วัดไดใหคาวัด

ความเขมแสงเทากับ recombinant human CTGF ความเขมขนโปรตีนท่ี 200 ng/ml ผลการ

ทดลองที่ไดจึงใหคาของกลุมควบคุมผิดหลักความเปนจริงดังภาพที่ 23 

  

 

 

 

 

 

ภาพที่ 23 ระดับซีรัม CTGF ในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันและกลุมควบคุมที่มีสุขภาพดี [121] 

 จากภาพที่ 22 รายงานผลการตรวจสอบระดับของ CTGF ในซีรัมโดยใช sandwich 

ELISA ในกลุมประชากรชาวญี่ปุน เห็นไดวากลุมควบคุมมีคาเฉลี่ยอยูที่นอยกวา 0.5 ng/ml กลุม

ผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันแบงดวยคา liver function test ออกเปน 3 กลุมซ่ึงคาที่มากที่สุดของกลุม
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ผูปวยอยูที่ 220.90 ng/ml จากหลักฐานดังกลาวจึงเปนไปไมไดที่คาของระดับโปรตีนในกลุม

ควบคุมจะมีคาเทากับผูปวยที่มีคาของโปรตีนมากที่สุด นอกจากนี้ยังประสบปญหา background 

สูงแตไมสามารถปรับลดไดเนื่องจากคา OD ที่วัดไดอยูในระดับตํ่า อยางไรก็ดีไดทําการแกปญหา

ดังกลาวดังนี้ 

สัญญาณต่ํา    

 - ปรับระยะเวลา incubate ใหมากขึ้น ผลที่ไดคือ สัญญาณยังคงต่ําแตให background 

สูงขึ้น 

- ตรวจสอบ activity ของ substrate และ conjugate แลววาสามารถใชตรวจสอบได 

- อาจมีสารประกอบบางอยางในตัวอยางที่ทดลองรบกวน antibody ที่ coat ไวที่ ELISA 

plate จึงทําการ dilute ซีรัมแตใหผลไมคอยแตกตางกับไม dilute มากนักอีกทั้งในสวนของ 

recombinant human CTGF ซึ่งคอนขางบริสุทธิ์ก็ใหผลเชนเดียวกัน  

- ตรวจสอบแลววาปริมาณของสารที่ใชในการทดลองทั้งหมดไดใชตามชวงที่บริษัทได

แนะนําไว  

Background สูง  

- ไดเพิ่มปริมาตรของ blocking solution เวลาในการ incubate และเปลี่ยนชนิดของ 

blocking solution เปนหลายชนิดแลวแตใหผลคงเดิม 

 - ไดปรับความเขมขนของ conjugated second antibody โดยทําการลดความเขมขนของ 

ลงแลวแตก็ยังคงให background สูงเชนเดิม 

 - ใช detergent ที่แรงขึ้นก็ยังสงผลใหเกิด high background อยู 

 ซึ่งจากการปรับเปลี่ยนตามขั้นตอนตางๆแลวก็ยังใหผลคงเดิมอยูนั่นคือสัญญาณต่ํา 

background สูง และไมสามารถตั้งคา standard ได เมื่อไดทําการทดลองเพิ่มสัญญาณก็จะทําให 

background สูงขึ้นตามไปดวย เมื่อ background สูงแลวทําการเพิ่มความแรงของ detergent ทํา

ให background ลดลงแตก็ทําใหสัญญาณหายไป อีกทั้งปริมาณของโปรตีนในซีรัมของกลุม

ควบคุมปกติใหคาที่สูงเกินความเปนจริงไดลอง dilute ซีรัมลงครึ่งหนึ่งใหผลไมตางกับไม dilute 

ดวยเหตุนี้จึงไมยังสามารถพัฒนาชุดตรวจสอบได 

 และเนื่องจากปจจุบันนี้ยังไมมีชุดตรวจสอบสําเร็จรูป (Kit) จําหนาย ซึ่งบางการทดลองได

มีการ induce antibody ในหนูข้ึนมาใช แตสําหรับการทดลองนี้ไดซื้อ antibody ซึ่งมีความจําเพาะ

กับสวนที่แตกตางกันของโปรตีน CTGF ใช standard ที่ผลิตเพื่อจําหนายและไดมาจากคนละ

แหลงกับ antibody ซึ่งตามหลักแลวไมนาจะมีความแตกตางกันในการใหผลของการตรวจสอบ

ปริมาณโปรตีน การพัฒนาชุดตรวจสอบสําเร็จรูปสําหรับโปรตีน CTGF เพื่อจําหนายนี้อาจเปนไป

ไดยากเนื่องจากติดปญหาลิขสิทธิ์ของบริษัท FibroGen ที่มุงพัฒนายามากกวาที่จะผลิตเพื่อ
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การคาอีกทั้งหากจะผลิต antibody ที่จําเพาะกับสวนเดียวกับของทางบริษัท FibroGen ซึ่งใหผล

การทดลองที่ดีก็ทําไมไดเนื่องจากติดปญหาลิขสิทธิ์เชนเดียวกัน 

 อยางไรก็ตามจากผลการทดลองในสวนที่ไดทําการทดลองไปแลวซึ่งพบวาความแตกตาง

ทางพันธุกรรมไมมีความสัมพันธกับระดับความรุนแรงของโรคดังนั้นก็อาจจะไมสงผลใหปริมาณ

โปรตีนเปลี่ยนแปลงจนสงผลกระทบตอการแสดงออกของพังผืดที่แตกตางกันในแตละบุคคลได 

ดังนั้นการทําการวัดระดับ CTGF ดวย ELISA ก็อาจไมจําเปนที่จะตองทําการทดลอง 

โดยสรุปคือพบ polymorphism ที่ตําแหนง -447 ในกลุมผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันมีรูปแบบ

ของ Genotype GC สูงกวากลุมควบคุม (p –value = 0.04) โดยบุคคลที่มี Genotype GC ใน

ตําแหนงของ  -447CTGF promoter gene มีความเสี่ยงตอการเกิดโรคทอน้ําดีตีบตันไมแตกตาง

ไปจากบุคคลที่ไมมี genotype แบบนี้ และความแตกตางทางพันธุกรรมที่ตําแหนงนี้ไมมีความ

เกี่ยวของกับระดับความรุนแรงของการทํางานของตับในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตัน 
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บัฟเฟอร และ สารละลาย 

 
1. Lysis Buffer I 

          Sucrose   109.54   g 

         1.0 M Tris-HCl (pH 7.5) 10    ml 

         1.0 M MgCl2   5     ml 

        Triton X-100 (pure)  10     ml 

      Distilled water เปน                    1000                             ml  

ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บในตูเย็นที ่4°C 

2. Lysis Buffer II 

 5.0 M NaCl   15     ml  

 0.5 M EDTA (pH 8.0)  48    ml 

       Distilled water เปน                    1000                             ml  

ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

3. 20 mg/ml Proteinase K 

              Proteinase K                              2        ml   

              Distilled water เปน                     1    ml 

ผสมสารละลายใหเขากันแลวเก็บในตูเย็นที่ -20°C 

4. 10% SDS solution 

  Sodium dodecyl sulfate 10    g 

      Distilled water เปน                    100                               ml  

ผสมสารละลายใหเขากันแลวเก็บที่อุณหภมูิหอง 

5. 25:24:1 (v/v) Phenol/chloroform/isoamyl alcohol 

Phenol    25    volume 

Chloroform    24    volume 

Isoamyl alcohol   1    volume  

ผสมสารละลายใหเขากันแลวเก็บใสในขวดที่ฆาเชื้อแลวในตูเย็นที ่4°C 
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6. 7.5 M Ammonium acetate (CH3COONH4) 

 Ammonium acetate                     57.81   g 

 Distilled water                             80   ml 

ปรับปริมาตรใหเปน 100 ml ดวยน้ํากลั่นจากนัน้นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave 

      7.  20 μg/ml glycogen 

  Glycogen         4    g 

Distilled water       1    ml                                            

8. 1.0 M Tris-HCl 

              Tris base                                    12.11    g 

เติม Distilled water และปรับ pH ใหเปน 7.5 ดวย HCl 

        Distilled water เปน                     100                            ml  

ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บที่อุณหภมูิหอง 

9. 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

              Disodium ethylenediamine tetraacetate.2H2O         186.6  g 
เติม Distilled water และปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย NaOH 

       Distilled water เปน                                                   1000          ml 

ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บที่อุณหภมูิหอง 

10. 1.0 M MgCl2 solution 

               Magnesium chloride.6H2O            20.33   g 

              Distilled water เปน                          100   ml  

      ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บที่อุณหภูมิหอง 

11. 5 M NaCl solution  

Sodium chloride         29.25   g 

              Distilled water เปน                            100   ml 

ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บที่อุณหภมูิหอง 
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12. 10X Tris borate buffer (10X TBE buffer) 

 Tris-base                   100   g 

 Boric acid                   55    g 

              0.5 M EDTA (pH 8.0)                         40                             ml 

ปรับปริมาตรใหเปน 1,000 ml ดวยน้าํกลัน่ที่ฆาเชื้อแลวจากนั้นผสมใหเขากนัแลวเก็บที่

อุณหภูมิหอง 

13. 6X loading dye 

Bromphenol blue        0.25   g 

 Xylene cyanol               0.25   g 

 Glycerol                      50    ml 

 1M Tris (pH 8.0)                             1    ml 

              Distilled water เปน                           100   ml 

ผสมใหเขากนัแลวเก็บในตูเย็นที่อุณหภูม ิ4°C 

14. 2% Agarose gel (w/v) 

 Agarose            2     g 

             1X TBE เปน                                         100    ml 

ละลายดวยการอุนในเตาไมโครเวฟจากนัน้ผสมใหเขากนัจนเจลละลายจนหมด 

15. SOB Medium  

 Tryptone            20    g 

yeast extract            5    g  

 NaCl            0.5   g  

 250 mM KCl          10       ml 

  Distilled water เปน            1    L 

นําไปฆาเชื้อดวย autoclave 

16. SOC medium  

 SOB ที่ม ี2 M MgCl2 และ 1.0 M glucolin 

 

 

 

  



 79 

 

 

17. LB agar  

 NaCl              10   g 

 Tryptone             10   g 

 Yeast extract              5   g 

 Agar                15   g 

  Distilled water เปน             1   L 

ปรับ pH ใหเปน 7.0 ดวย 5 N NaOH แลวนําไปฆาเชื้อดวย autoclave 

       18. LB broth 

NaCl              10   g 

 Tryptone             10   g 

 Yeast extract              5   g 

Distilled water เปน             1   L 

ปรับ pH ใหเปน 7.0 ดวย 5 N NaOH นําไปฆาเชื้อดวย autoclave 

19. Ampicillin stock solution (100 mg/ml) 

   Ampicillin sodium salt   5   g 

   Deionized water   50   ml 

(ใช Filter-sterilize เก็บไวที ่-20°C) 

 20. IPTG stock solution (100 mM) 

  Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside  238.3  g 

Deionized water     10  ml 

(ใช Filter-sterilize เก็บไวที ่-20°C) 

       21. 200 μg/ml Anti-human CTGF C-terminal peptide antibody 

ละลาย 100 μg ของ Anti-human CTGF C-terminal peptide antibody ดวย 

sterile PBS ปริมาตร 0.5 ml แลวเก็บที่ -20°C 

22. 200 μg/ml Recombinant human CTGF 

ละลาย 20 μg ของ Recombinant human CTGF ดวย Deionized water ที่ผาน

การฆาเชื้อปริมาตร 100 μl แลวเก็บที ่-20°C 
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       23. 50 μg/ml Biotinylated anti-human CTGF C-terminal peptide antibody 

ละลาย 50 μg ของ Biotinylated anti-human CTGF C-terminal peptide 

antibody ดวย sterile Tris-buffered saline pH 7.3 (20 mM Trizma base, 150 mM 

NaCl) ที่ประกอบดวย 0.1% BSA ปริมาตร 1 ml  

      24. 1.5 μg/ml alkaline phosphatase -conjugated streptavidin  

ละลาย alkaline phosphatase -conjugated streptavidin ปริมาตร 1.5 μl ใน 

50 mM Tris-buffered saline, pH 7.5 โดยเติมใหครบ 1 ml 

      25. 10 mM Sodium carbonate, pH 9.6 

  Na2CO3   0.159  g 

  NaHCO3   0.293  g 

Distilled water เปน  100  ml 

      26. 50 mM Tris-buffered saline, pH 7.5 

  Tris HCl    6.35   g 

  Tris Base    1.18  g 

  NaCl     8.77   g 

  Distilled water     800   ml 

 ปรับ pH ใหเปน 7.5 แลวเติมน้ํากลั่นฆาเชื้อใหครบ 1 L 

      27. 100 mg/ml p-nitrophenyl phosphate stock solution (Zymed, USA) 

 ละลาย PNPP 100 mg ดวย deionized water ที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 1 

ml จากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิ 4°C  
      28. 1 mg/ml p-nitrophenyl phosphate (Zymed, USA) 

เตรียม 0.1 M 2 amino-2-methyl 1,3 –propanotiol, pH 10.3 โดยนํา substrate 

buffer ปริมาตร 1 ml ผสมกับ Distilled water 9 ml จากนั้นนํา 100 mg/ml                   

p-nitrophenyl phosphate stock solution ที่เตรียมไวปริมาตร 100 μl ผสมกับ 0.1 M 2 

amino-2-methyl 1,3 –propanotiol, pH 10.3 ปริมาตร 10 ml ผสมใหเขากันเก็บที่ 4°C 
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  29. พลาสมิด pGEM-T (pGEM-T Easy Vector System (Promega, USA)) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวภัทรธิดา สงวนหมู เกิดเมื่อวันอาทิตย ที่ 17 พฤษภาคม พ.ศ. 2524 ที่

จังหวัดกรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนปลายโดยเปนนักเรียนโครงการ

ลงทะเบียนเรียนตามเวลาและความสามารถ (ลบส.) จากโรงเรียนเตรียมอุดมศึกษาพัฒนาการ ใน

ระดับปริญญาตรี ไดรับคัดเลือกเขาศึกษาตอในโครงการรับนิสิตดวยวิธีพิเศษ (วพ.1) ในป

การศึกษา 2542 จากคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย สาขาพันธุศาสตร สําเร็จ

การศึกษาในปการศึกษา 2545 และสําเร็จการศึกษาจากคณะมนุษยศาสตร มหาวิทยาลัย

รามคําแหง สาขาภาษาไทย ในปการศึกษา 2547 ระดับปริญญาโทไดเขาศึกษาในหลักสูตร    

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิทยาศาสตรการแพทย แขนงอณูชีววิทยาและพันธุศาสตร คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และจบการศึกษาในปการศึกษา 2548 
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