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Degenerative lumbar disease is a chronic degenerative lumbar disorder 

resulting from thickening and hypertrophic ligamentum flavum. Fibroblastic cells 

which present in the ligamentum flavum are stimulated by basic fibroblast growth 

factor gene (bFGF) expression The objective of this research was to study 

relationship of bFGF gene and protein expression in ligamentum flavum tissues from 

pathogenic and non-pathogenic lesions of patients with degenerative lumbar 

disease. A total of nineteen patients with degenerative lumbar disease were enrolled 

in this study. The bFGF gene expression were analysed quantitatively using real time 

reverse transcriptase-polymerase chain reaction (real time RT-PCR) .The expression 

of bFGF protein were determined using enzyme linked immunosorbent assay 

(ELISA). Furthermore , the expression of bFGF was compared in gender and was 

analysed in association with aging. The results showed that bFGF gene and protein 

'expression of pathogenic tissues were sign ificantly higher than those of non-

pathogenic tissues (P<0.01 ).The bFGF gene and protein expression of pathogenic 

tissues showed no significant difference between male and female (P>0.05). For 

pathogenic tissue group, the bFGF gene and protein expression showed a relatively 

strong correlation with age (r=0.46 and r=0.63 respectively, P<0.05) while non 

pathogenic tissue group showed a weak correlation for gene expression (r=0.35, 

P>0.05) and no correlati on for protein expression with age (r=0.07, P>0.05). Our 

study displayed that increased bFGF expression might be associated with the 

chronic degenerative process of ligamentum flavum in lumbar diseases. 
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บทท่ี  1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
โรคกระดูกสันหลังเอวเสื่อม (degenerative lumbar disease) เป็นภาวะทางกระดูกสัน

หลังที่พบบ่อยได้ภาวะหนึ่ง (1) และจัดว่าเป็นภาวะที่ผู้ป่วยเข้ารับการผ่าตัดมากที่สุดภาวะหนึ่งใน
ผู้สูงอายุ(2) เนื่องจากกระดูกสันหลังบริเวณเอวเป็นต าแหน่งที่มีการรับน้ าหนักมากที่สุดและมีการ
เคลื่อนไหวได้ในหลายทิศทางจึงท าให้เสื่อมสภาพได้ง่าย โดยอาจเกิดการเสื่อมได้ทั้งกระดูกสันหลัง
และเนื้อเยื่อหรือข้อต่อบริเวณโดยรอบกระดูกสันหลังที่มีพยาธิสภาพเกิดขึ้น ภาวะโพรงกระดูกสัน
หลังตีบแคบบริเวณเอว (lumbar spinal stenosis) จัดเป็นโรคที่เกิดจากความเสื่อมของกระดูกสัน
หลังที่พบได้บ่อยมากในประเทศไทย และจัดเป็นโรคที่มีการผ่าตัดเป็นอันดับแรกในการผ่าตัดของ
ผู้สูงอายุอีกด้วย(3) ในสหรัฐอเมริกาพบว่ามีค่าใช้จ่ายในการรักษาโรคนี้ถึง 33-55 พันล้านเหรียญ
ต่อปี(4) มีรายงานว่าในประชากร 100,000 คน จะมีโอกาสพบผู้ป่วยที่เกิดโรคนี้ประมาณ 5 ราย (5) 
อุบัติการณ์การเกิดโรคนี้สูงกว่าการเกิดภาวะโพรงกระดูกสันหลังตีบแคบบริเวณคอ (cervicle 
spinal stenosis) ถึง 4 เท่า(6) โรคนี้พบได้บ่อยในกลุ่มประชากรที่มีอายุมากกว่า 65 ปีขึ้นไป โดยที่
พบในเพศชายมากกว่าเพศหญิง 2 เท่า (6) ซึ่งสาเหตุของโรคนี้เกิดจากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง
ของกระดูกสันหลัง เช่น ligamentum flavum มีการหนาตัวมากขึ้น หมอนรองกระดูกสันหลังแตก
และกดทับเส้นประสาท (disc herniation) โรคกระดูกสันหลังเคลื่อน (spondylolisthesis) หรือมี
ภาวะเหล่านี้หลายๆอย่างร่วมกัน (7-8) ซึ่งจากสาเหตุข้างต้นเป็นผลให้เกิดการลดลงของเส้นผ่าน
ศูนย์กลางช่องไขสันหลัง (spinal canal) โดยมีผลท าให้ไปกดรากประสาท ท าให้ผู้ป่วยที่เป็นโรคนี้
เกิดความทุกข์ทรมานจากอาการ neurogenic claudication(5-6,7,9) คือ อาการอ่อนแรงหรืออาการ
ปวดขาเวลาเดินจนท าให้ผู้ป่วยต้องหยุดเดินเป็นพักๆ ซึ่งท าให้คุณภาพชีวิตของผู้ป่วยลดลงและไม่
สามารถท ากิจวัตรประจ าวันได้อย่างปกติ แม้ว่าอุบัติการณ์และความชุกของโรคโพรงกระดูกสัน
หลังตีบแคบบริเวณเอวจะยังไม่เป็นที่ทราบที่แน่ชัด แต่พบว่าภาวะนี้เป็นภาวะที่พบได้บ่อยที่สุด
และเป็นสาเหตุท าให้ผู้ที่มีอายุมากกว่า 65 ปีต้องเข้ารับการผ่าตัดแก้ไขอาการผิดปกติมากที่สุดอีก
ด้วย(10) 

การวินิจฉัยโรคกระดูกสันหลังเอวเสื่อมนี้ในปัจจุบันมักจะใช้วิธีการประเมินจากอาการทาง
คลินิกร่วมกับการซักประวัติผู้ป่วยเป็นหลัก และใช้การตรวจทางรังสี เช่น CT scan หรือ MRI ช่วย
ยืนยันผลการวินิจฉัย (8,9) เนื่องจากในปัจจุบันเรายังไม่ทราบว่าสาเหตุของการเกิดการเสื่อมของ
กระดูกสันหลังว่าเกิดจากการแสดงออกของยีนชนิดใดบ้าง ซึ่งในช่วงเวลาหลายปีที่ผ่านมามี
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การศึกษาพบว่ามีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดความเสื่อมของกระดูกสันหลัง ซึ่ง
สามารถน ามาเป็นเหตุผลที่ใช้อธิบายอาการที่เกิดทางคลินิก เช่น มีรายงานเกี่ยวกับการแสดงออก
ของ transforming growth factor-beta (TGF-β) ใน ligamentum flavum ที่เกิดการหนาตัวใน
ผู้ป่วยที่มีภาวะโพรงกระดูกสันหลัง ligamentum flavum ที่เกิดการหนาตีบแคบ (11-13) แต่อย่างไรก็
ตามการเพิ่มการแสดงออก TGF-β ก็ยังไม่สามารถอธิบายการเกิดการหนาตัวของ ligamentum 
flavum ได้อย่างชัดเจน คาดว่าน่าจะมีปัจจัยอื่น เช่น growth factors เข้ามาเกี่ยวข้องด้วย (11) 
นอกจากนี้ basic fibroblast growth factor (bFGF) พบว่ามีการแสดงออกในเซลล์หลายชนิด ซึ่ง
มีบทบาทเกี่ยวข้องกับกระบวนการที่มีความส าคัญของเซลล์ เช่น การเพิ่มจ านวนของเซลล์ การ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์ หรือแม้แต่การลุกลามของเซลล์มะเร็ง นอกจากนี้ยังพบว่า bFGF มี
ศักยภาพเป็น mitogen (คือ โมเลกุลที่กระตุ้นให้เกิดการแบ่งเซลล์แบบ mitosis) ในเซลล์หลาย
ชนิด ได้แก่ เซลล์กล้ามเนื้อเรียบ (smooth muscle cells) ไมโอไฟโบรบลาส (myofibroblasts) ไฟ
โบรบลาส (fibroblasts)(14) มีการศึกษาพบว่า bFGF มีบทบาทเกี่ยวข้องกับการเกิดการหนาตัวของ
อวัยวะหลายชนิดในร่างกาย เช่น การหนาตัวของกล้ามเนื้อหัวใจในผู้ป่วยที่เป็นโรคหัวใจโต (15) 
นอกจากยังมีการศึกษาพบว่า bFGF และ TGF-β1 มีบทบาทร่วมกันในการควบคุมปริมาณคอลลา
เจนใน extracellular matrix ของเซลล์เส้นเอ็นรอบฟัน (periodontal ligament cells) โดยผ่านการ
แสดงออกของ  matrix metalloproteinase1 (MMP1)(16-18) จากการศึกษาดังกล่าว จึงคาดว่าการ
แสดงออกของ bFGF น่าจะเกี่ยวข้องกับการเกิดพังผืด (fibrosis) และการหนาตัวของ 
ligamentum flavum ในผู้ป่วยที่มีกระดูกสันหลังบริเวณเอวที่มีการเสื่อมร่วมกับเกิดภาวะโพรง
กระดูกสันหลังตีบแคบ ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงให้ความสนใจต่อการเปลี่ยนแปลงรูปแบบการ
แสดงออกของยีน bFGF ภายใน ligamentum flavum กระดูกสันหลังบริเวณเอวที่มีการเสื่อม
ร่วมกับเกิดภาวะโพรงกระดูกสันหลังตีบแคบ 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1. เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนและโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ในโรค

กระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อม 
2. เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของการแสดงออกของยีนและโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อ 

ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรคในโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อม 
3. เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีนและโปรตีน bFGF เพศ และอายุของ

ผู้ป่วย  
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ขอบเขตของการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ข้อตกลงเบื้องต้น 
1. เครื่องมือที่ใช้ในการทดลองเป็นเครื่องมือที่ผ่านการทดสอบความเที่ยงตรง  และความแม่นย า

ตามมาตรฐานของเครื่องมือชนิดนั้นๆ 
2. ผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยให้ความร่วมมือด้วยความเต็มใจตลอดการศึกษาวิจัยโดยมีการลง

ลายมือชื่อในเอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจัยและรับทราบค าชี้แจงในทุก
เรื่องก่อนเข้าร่วมโครงการ 

เก็บชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคจากกระดูกสัน
หลังส่วนเอวระดับที่เกิดพยาธิสภาพและชิ้นเนื้อทีไ่มเ่กิดรอย

โรคจากกระดูกสันหลังส่วนเอวระดับที่ไมพ่ยาธิสภาพ 

ศึกษาการแสดงออก
ของยีน bFGF  

 

เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนและ
โปรตีน bFGF ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิด

รอยโรคและไม่เกิดรอยโรค 

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณการ
แสดงออกของยีนและโปรตีน bFGF เพศ 

และอายุผู้ป่วย 
 

ศึกษาการแสดงออก
ของโปรตีน bFGF 

 

คัดเลือกกลุ่มประชากรเป้าหมาย ได้แก่ ผู้ป่วยโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อมที่มีภาวะช่อง
โพรงกระดูกสันหลังตีบบริเวณเอวจากการหนาตัวของ ligamentum flavum ที่เข้ารับการ

ผ่าตัดรักษาภาวะช่องโพรงกระดูกสันหลังตีบบริเวณเอว 

เก็บข้อมูลเพศ และอาย ุ
 
 

ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 
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ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย 

- Degenerative lumbar disease คือ โรคของกระดูกสันหลังส่วนเอวที่เกิดจากการ
เสื่อมสภาพของโครงสร้างกระดูก 

- Real time RT-PCR เป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากอาร์เอ็นเอ  โดยที่สามารถตรวจวัด
ปริมาณดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจริง  ณ เวลานั้น (19) โดยใช้การติดฉลากด้วยสารเรืองแสงประเภท 
Fluorochrome ไปพร้อมกับท าการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ ท าให้วัดปริมาณดีเอ็นเอที่เพิ่มข้ึนได้ทันที 
โดยไม่ต้องรอให้กระบวนการเสร็จสิ้น 

- Primer คือ oligonucleotide หรือ ดีเอ็นเอสายสั้น ๆ ที่ใช้เป็นแม่แบบของการสร้างดีเอ็นเอ
สายใหม่ 

- Gel electrophoresis เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกโมเลกุลของดีเอ็นเอ หรือ โปรตีนที่สนใจ 
โดยอาศัยหลักการความสามารถในการเคลื่อนที่ที่แตกต่างกันในสนามไฟฟ้า(20) 

- ELISA คือ วิธีการตรวจวัดสารโดยอาศัยหลักการจับกันระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี 
โดยท าการเคลือบพื้นผิวของแผ่นของแข็ง ด้วยแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแอนติเจนที่ต้องการตรวจวัด
ในสารตัวอย่าง ซึ่งจะถูกเติมลงไปพร้อมกับแอนติเจน ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์คอนจูเกต (enzyme 
conjugate) โดยทั้งคู่จะแย่งกันลงไปจับกับแอนติบอดีที่เคลือบผิวเอาไว้ซึ่งจะข้ึนอยู่กับปริมาณสาร
ที่ต้องการตรวจหา ดังนั้นถ้าตัวอย่างมีแอนติเจนมากกว่าก็จะจับกับแอนติบอดีได้มากกว่าและเมื่อ
เติมสารตั้งต้น (substrate) ก็จะได้สีที่เข้มต่างกันตามจ านวนของ แอนติเจน และแอนติบอดีคอนจู
เกต(21) 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

สามารถบอกความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน bFGF และการเปลี่ยนแปลงทาง
พยาธิสภาพของ  ligamentum flavum ในผู้ป่วย โรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อมที่มี ภาวะโพรง
กระดูกสันหลังส่วนเอวตีบแคบ และอาจใช้ความสัมพันธ์ดังกล่าวในการท านายสาเหตุการเกิดโรค 
การด าเนินโรคได้หรือผลในการรักษาโรคดังกล่าว  เนื่องจากในปัจจุบันเรายังไม่ทราบสาเหตุที่
แท้จริงของการเกิดโรคนี้ที่ท าให้เกิดอาการทางคลินิก ท าให้การวินิจฉัยโรคยังคงอาศัยวิธีการ
ประเมินจากอาการทางคลินิกเป็นหลัก อีกทั้งอาจน าความรู้ที่ได้ไปประยุกต์เพื่อใช้พัฒนาองค์
ความรู้ใหม่ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการรักษาโรคนี้ เช่น ประสิทธิภาพการตรวจ การแยกวินิจฉัยโรค
ออกจากโรคอ่ืนได้แม่นย ามากขึ้น นอกจากนี้ยังช่วยเพิ่มความถูกต้องในการวินิจฉัย ตลอดจนการ
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ตรวจวินิจฉัยพบโรคในระยะแรก ซึ่งสามารถลดความรุนแรงของโรคอีกทั้งยังช่วยลดค่าใช้จ่ายใน
การรักษา 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 
1. ยื่นเสนอโครงร่างวิทยานิพนธ์ต่อคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ และ

คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในสัตว์ทดลอง 
2. แสดงเอกสารข้อมูลโครงการวิจัยและเอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัยให้แก่

อาสาสมัครโครงการวิจัย 
3.  เก็บข้อมูลอายุ และ เพศ จากอาสาสมัครโครงการวิจัยที่ลงชื่อยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย 
4. เก็บตัวอย่างชิ้นเนื้อจาก ligamentum flavum  
5. สกัด total RNA จากชิ้นเนื้อ 

เก็บข้อมูลอายุและเพศของผู้ป่วย 

คัดเลือกผู้ป่วยโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อมที่มีภาวะช่องโพรงกระดูกสันหลัง
ตีบบริเวณเอวจากการหนาตัวของ ligamentum flavum ที่เข้ารับการผ่าตัด 

เก็บชิ้นเนื้อจาก ligamentum flavum ที่มีรอยโรคจากกระดูกสันหลังส่วนเอวระดับที่เกิดพยาธิ
สภาพและชิ้นเนื้อทีไ่ม่มีรอยโรคจากกระดูกสันหลังส่วนเอวที่ไม่เกิดพยาธิสภาพ 

 

เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนและโปรตีน bFGF ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อทีเ่กิดรอย
โรคและไมเ่กิดรอยโรค 

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีนและโปรตีน bFGF เพศ และ อายุ  

ศึกษาการแสดงออกของยีนและโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อทีเ่กิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรค 
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6. ศึกษาการแสดงออกของยีน bFGF  
7. สกัดโปรตีนจากชิ้นเนื้อ 
8. ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน bFGF  
9. เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนและโปรตีน bFGF ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและไม่

เกิดรอยโรค 
10. วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน bFGF ระดับความเข้มข้นของโปรตีน 

bFGF เพศ และอายุของผู้ป่วย 
11. สรุปผลการวิจัย เขียนรายงายผลการวิจัย และน าเสนอผลงานวิจัย 
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

แนวคิดและทฤษฎี 
กายวิภาคของกระดูกสันหลังบริเวณเอว 

สันหลัง (vertebral column) ของคน เป็นกระดูกแนวกลางของร่างกาย (axial skeleton) 
ประกอบด้วยกระดูกสันหลัง (vertebrae) หลายอันเรียงซ้อนกันในแนวดิ่งโดยมีข้อต่อหลายข้อท า
หน้าที่เป็นส่วนยึด ท าให้ได้แนวแกน (axis) ของร่างกายที่มีความมั่นคงแต่เคลื่อนไหวได้ จ านวน
กระดูกสันหลังในร่างกายทั้งหมด 33 ชิ้นโดยแบ่งเป็นช่วงคอ (cervic) 7 ชิ้น, ช่วงอก (thoracic) 12 
ชิ้น, ช่วงเอว (lumbar) 5 ชิ้น ช่วงกระเบนเหน็บ (sacrum) 5 ชิ้น และช่วงก้นกบ (coccyx) 4 ชิ้น 
กระดูกสันหลังแต่ละชิ้นจะเชื่อมกันด้วยหมอนรองกระดูกสันหลังทางด้านหน้า และข้อฟาเซ็ตทาง
ด้านหลัง โดยมีเอ็นและกล้ามเนื้อเสริมความแข็งแรงแก่กระดูกสันหลัง(22) 

 

 

 
รูปที่ 1 แสดงลักษณะกระดูกสันหลังของคน  

(จาก http://webschoolsolutions.com) 
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กระดูกสันหลังส่วนส่วนเอว (lumbar spine)(3,6-7) 
กระดูกสันหลังบริเวณเอวประกอบด้วย  
1.  ตัวกระดูก (lumbar vertebral body) อยู่ด้านหน้าของ spinal canal ตัวกระดูกแต่ละชิ้นจะ
เชื่อมด้วยหมอนรองกระดูก ซึ่งท าหน้าที่ร่วมกันในการรับน้ าหนัก ตัวกระดูกจะมีขนาดที่
เปลี่ยนแปลงตามระดับและรูปร่างของกระดูกสันหลัง ตัวกระดูกของกระดูกสันหลังบริเวณเอวจะมี
ขนาดใหญ่กว่ากระดูกสันหลังในส่วนคอและอก เนื่องจากต้องท าหน้าที่แบกรับน้ าหนักมากกว่าใน
บริเวณอ่ืน 
2.  Vertebral arch หรือ vertebral neural เป็นโครงสร้างที่อยู่ล้อมรอบช่องไขสันหลัง (spinal 
canal) เกิดจากกระดูก pedicle, laminae และส่วน dorsum ของตัวกระดูกมาประกอบเป็นช่องไข
สันหลัง  บริเวณรอยต่อของ pedicle และ laminae จะพบ transverse process, superior 
articular process และ inferior articular process โดยที่ inferior articular processes ของ
กระดูกสันหลังอันบนจะมาเชื่อมกับ superior articular process ของกระดูกสันหลังอันล่าง
ต่อเนื่องกันไป เกิดเป็นข้อฟาเซ็ต (facet joint) 
 
 

 
 

รูปที่ 2 แสดงส่วนประกอบกระดูกสันหลังบริเวณเอว 
(จาก http://legacy.owensboro.kctcs.edu) 
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กระดูกสันหลังส่วนเอวแต่ละอันจะมีลักษณะเป็น 3-joint complex คือ ข้อต่อฟาเซ็ตซ้าย, ขวา

และหมอนรองกระดูกสันหลังมาประกอบกัน ซึ่ง 3-joint complex เป็นส่วนที่ท าให้เกิดการตีบแคบ
ของช่องไขสันหลัง กล่าวคือ เมื่อเกิดการเสื่อมของหมอนรองกระดูกสันหลังจะท าให้เกิดการยุบตัว
ของหมอนรองกระดูกสันหลัง เป็นผลท าให้ช่องระหว่างหมอนรองกระดูกสันหลัง (disc space) 
ลดลง ผลที่ตามมาคือข้อต่อฟาเซ็ตต้องรับน้ าหนักเพิ่มมากขึ้น ส่งผลให้ข้อต่อฟาเซ็ต เสื่อมและเกิด
การหนาตัว นอกจากนี้ยังก่อให้เกิดการหนาตัวของ ligamentum flavum อีกด้วย ซึ่งผลสรุป
สุดท้าย คือปริมาตรช่องไขสันหลังลดลง และเกิดการกดทับเส้นประสาทไขสันหลังตามมา(8) 

ช่องไขสันหลัง (spinal canal)(8) 

ช่องไขสันหลัง (spinal canal) เป็นช่องที่อยู่ของเส้นประสาทไขสันหลัง สามารถแบ่งรูปร่าง 3 
แบบ ได้แก่  

รูปร่างแบบ ovoid และ  round เป็นแบบที่มีขนาดของช่องว่างมากที่สุด ทั้งบริเวณส่วนกลาง
และด้านข้าง (แสดงดังรูปที่  3 และ 4) พบว่าค่าเฉล่ียของเส้นผ่านศูนย์กลางแนวหน้าหลัง (AP 
diameter) ของช่องไขสันหลังบริเวณเอวเท่ากับ 12 มิลลิเมตร จากการศึกษาโดยใช้ CT scan 
พบว่า ค่า absolute และ relative central stenosis จะเท่ากับหรือน้อยกว่า 10 และ 13 มิลลิเมตร 
ตามล าดับ 

รูปร่างแบบ trefoil เป็นแบบที่พบเพียง 15 เปอร์เซ็นต์ และเป็นแบบที่มีขนาดช่องว่างน้อยที่สุด
(แสดงดังรูปที่  5) และ พบว่าผู้ป่วยที่มีภาวะโพรงกระดูกสันหลังตีบแคบ  (spinal stenosis) จะมี
ลักษณะช่องไขสันหลังเป็นรูปแบบนี้มากที่สุด 

 
รูปที ่3 แสดงรูปร่างของช่องไขสันหลังแบบ ovoid shape  

(จาก http://www.consumersresearchcncl.org) 
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รูปที ่4 แสดงรูปร่างของช่องไขสันหลังแบบ round shape 

(http://www.google.co.th) 
 

 
รูปที ่5 แสดงรูปร่างของช่องไขสันหลังแบบ trefoil shape 

(จาก http://www.necksecret.com) 

 
โรคกระดูกสันหลังเอวเสื่อม (Degenerative lumbar disease)  

โรคกระดูกสันหลังเอวเสื่อม (degenerative lumbar disease) คือ โรคของกระดูกสันหลัง
ส่วนเอวที่เกิดจากการเสื่อมสภาพของโครงสร้างกระดูก ซึ่งมีสาเหตุได้หลายประการ เช่น การใช้
งานกระดูกสันหลังอย่างหนักโดยการยกหรือแบกวัตถุที่มีน้ าหนักมากต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน 
การเสื่อมที่เกิดจากอายุที่เพิ่มมากขึ้น โรคดังกล่าวนี้พบว่ามักมีการเสื่อมของเนื้อเยื่อรอบไขสันหลัง
(23) เช่น หมอนรองกระดูกสันหลัง (vertebral disc) ข้อต่อฟาเซ็ต และ ligamentum flavum(23) ซึ่ง
ภาวะดังกล่าวจะส่งผลน าไปสู่ภาวะโพรงกระดูกสันหลังตีบแคบ (spinal stenosis) และเกิดการกด
ทับเส้นประสาทไขสันหลังตามมา (แสดงดังรูปที่ 6) 
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รูปที ่6 แสดงลักษณะช่องไขสันหลังบริเวณเอวปกติและมีการตีบแคบ 

(จาก http://spinalstenosispain.net) 
 
ลักษณะการตีบแคบของกระดูกสันหลัง แบ่งได้ 3 ชนิด ได้แก่(2,8)  
1.Central canal stenosis เกิดจาก  
- Ligamentum flavum มีการเปลี่ยนแปลง เช่น มีการหนาตัว 
- หมอนรองกระดูกแตก (disc protusion) 
- กระดูกสันหลังเคลื่อน (spondylolisthesis) 
- ข้อต่อฟาเซ็ต มีการเปลี่ยนแปลง เช่น มีการหนาตัวหรือเสื่อม 

Central stenosis ร้อยละ 40 เกิดจากเนื้อเยื่ออ่อนหนาตัว (soft tissue hypertrophy) 

กล่าวคือ เมื่อช่องระหว่างหมอนรองกระดูกสันหลัง (disc space) ลดลงและข้อต่อฟาเซ็ตเลื่อนตัว 

(subluxation) จะมีผลท าให้ขนาดตามแนวยาวของช่องไขสันหลังลดลง ซึ่งจะส่งผลให้

ส่วนประกอบเนื้อเยื่ออ่อน (soft tissue) บริเวณนั้นมีขนาดใหญ่ขึ้นอย่างสัมพันธ์ตามแนวขวางเดิม 

(relative larger) ซึ่งจะท าให้เกิดการตีบแคบของช่องไขสันหลัง ผลดังกล่าวนี้อธิบายได้ในผู้ป่วยที่

จะมีอาการปวดหลังมากขึ้นเมื่ออยู่ในท่าแอ่นหลัง (lumbar extension) และจะมีอาการดีขึ้นเมื่ออยู่

ในท่าก้มหลัง (lumbar flexion) กล่าวคือ เมื่อมีการแอ่นหลังจะส่งผลให้ ligamentum flavum ม้วน

ตัวเข้าไปอยู่ด้านในช่องไขสันหลัง ท าให้ขนาดช่องไขสันหลังเล็กลง 

2. Lateral spinal canal stenosis 
พบได้ร้อยละ 8-11 และมักเป็นสาเหตุของอาการ lumbar radiculopathy ส าหรับพยาธิสภาพ

การเกิดการตีบแคบชนิดนี้สามารถแบ่งตามกายวิภาคของ lateral spinal canal และ เส้นประสาท 
(nerve) ได้เป็น 3 ส่วน ได้แก่ 
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- ส่วนทางเข้า (lateral recess) จะมีส่วนที่มีขนาดเล็กสุดเท่ากับ 5 มิลลิเมตร โดยจะถือว่ามี

การตีบแคบ เมื่อ lateral recess มีขนาด 3-4 มิลลิเมตร โดยสาเหตุส่วนใหญ่ที่ท าให้เกิด lateral 

recess stenosis คือ superior articular facet hypertrophy หรือ posterolateral disc protusion 

- ส่วนกลาง (mid zone) จะมีรากประสาท (nerve root) ทอดตัวในลักษณะทอดตัวลงต่ าใน

แนวเฉียง (downward, oblique trajectory) โดยต่อเนื่องไปยัง foramen โดยสาเหตุส่วนใหญ่ที่ท า

ให้เกิดการกดทับเส้นประสาทบริเวณส่วนกลาง คือ pars defects และ fibrocartilaginous tissue  

-  ส่วนทางออก (exit zone , intervetebral foramen) โดยปกติ intervertebral foramen 

จะมีขนาด 20-30 มิลลิเมตร  ความกว้างด้านบน 8-10 มิลลิเมตร โดยจะมี พื้นที่ 40-160 ตาราง

มิลลิเมตร มีการศึกษาในศพที่เป็น foraminal nerve root compression พบว่า ความสูง ของ 

foramen น้อยกว่า 15 มิลลิเมตร ความสูงของ posterior disc น้อยกว่า 4 มิลลิเมตร 

3.  Foraminal stenosis 
มักพบได้บ่อยใน lower lumbar region โดยพบ L5 ร้อยละ 75, L4 ร้อยละ 15, L3 ร้อยละ 5.3, 

L2 ร้อยละ4 สาเหตุของ intervetebral foramen stenosis เกิดได้จาก 2 กลไก คือ 
  กลไก static พบว่า spondylosis เป็นสาเหตุที่ก่อให้การตีบแคบของ foramen 

กลไก dynamic มีการอธิบายกลไก คือ เมื่อมีการก้มและการแอ่นหลัง (lumbar flexion & 

extension) จะส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงปริมาตรของ central canal ซึ่งได้มีการศึกษาพบว่า 

เมื่อมีการก้มจะส่งผลให้ปริมาตรของ central canal เพิ่มมากขึ้นร้อยละ 12 เมื่อมีการแอ่นหลังจะ

ส่งผลให้ปริมาตรของ central canal ลดลงร้อยละ 15 และยังพบว่า การถูกกดของรากประสาท 

(nerve root) พบได้มากกว่าเมื่อมีการแอ่นหลัง (ในท่าก้มพบได้น้อยกว่า) foraminal stenosis จะมี

ส่วนเกี่ยวข้องที่ท าให้เกิดอาการ failed back syndrome 
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รูปที่ 7 แสดงลักษณะการตีบแคบของช่องไขสันหลังแบบ central canal stenosis, lateral spinal 

canal stenosis และ foraminal stenosis (จาก www.lordexpdx.com) 

 
Ligamentum flavum 
 

 
 

 รูปที่ 8 ลักษณะของ ligamentum flavum ของคน (จาก www.spineuniverse.com) 
 
 Ligamentum flavum เป็นแผ่นเอ็นที่หุ้มไขสันหลัง (แสดงดังรูปที่ 8) ซึ่งมีอีลาสตินและ
คอลลาเจนเป็นส่วนประกอบในอัตราส่วน 2:1 ประมาณร้อยละ 60-70(11,24) จากการศึกษาของ 
Hirofumi Kosaka และคณะพบว่าเมื่อคนอายุเพิ่มข้ึนอัตราส่วนของอีลาสตินต่อคอลลาเจนจะ
ลดลง กล่าวคือ มีการเพิ่มการแสดงออกของคอลลาเจนเพิ่มมากขึ้น  ในขณะที่อีลาสตินมีการเพิ่ม
การแสดงออกเพียงเล็กน้อย  เป็นผลให้ความยืดหยุ่นของ ligamentum flavum ลดลงและเกิด
พังผืด (fibrosis) ขึ้นที่เอ็น และเกิดการหนาตัวของเอ็นตามมา (11) (แสดงดังรูปที่  9) มีรายงาน
จ านวนมากได้ศึกษาความแตกต่างระหว่างความหนาของ ligamentum flavum ในผู้ป่วยโรค 
degenerative lumbar spinal stenosis และ  ligamentum flavum ที่ปกติ  โดยวัดความหนาจาก

http://www.spineuniverse.com/
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ฟิล์ม MRI พบว่า  ligamentum flavum ในผู้ป่วยโรค degenerative lumbar spinal stenosis จะ
หนากว่าligamentum flavum ที่ปกติอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ(12,13,25) 

 
 
 

 
 

รูปที ่9 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง mRNA (elastin และ collagen type 1) กับความหนา
ของ ligamentum flavum (11) 
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รูปที่ 10 รูปเปรียบเทียบลักษณะการจัดเรียงตัวของอีลาตินไฟเบอร์ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum 
ที่เสื่อมและปกติ ; รูปa และd (a:HE,x10,d:elastic van Gieson,x10 ) แสดงการจัดเรียงตัวของ
เส้นใยอีลาสตินในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่ปกติโดยเส้นใยอีลาสตินจะเรียงขนานกัน รูป  b 
และ e (b:HE,x10 ,e :elastic van Gieson,x10) แสดงการจัดเรียงตัวของอีลาสตินในชิ้นเนื้อ  
ligamentum flavum ที่มีการหนาตัวโดยเส้นใยอีลาสติกจะเรียงไม่เป็นระเบียบ รูป  c และ f แสดง
การเกิดพังผืด  (fibrosis) ซึ่งมีการเพิ่มของเส้นใยคอลลาเจน และการลดลงของเส้นใยอีลาสติน 
และยังพบว่าในบริเวณนี้มีการขยายตัวของ chondrocytes (c:HE,x10,f:elastic van 
Gieson,x10) (47) 

  
 การหนาตัวของ  ligamentum flavum เป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้เกิดการตีบแคบของช่องโพรง
กระดูกสันหลัง โดยการหนาตัวของเอ็นดังกล่าวจะไปกดเบียดรากประสาท ท าให้เกิดอาการแสดง
ทางคลินิก เช่น อาการปวดร้าวลงต้น ขา (11,22) มีรายงานการพบการหนาตัวของ ligamentum 
flavum ครั้งแรกในปี 1913 โดย Elsberg(27) จากการศึกษาของ Koichi Sairyo และคณะในปี 
2007 โดยการน าชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ของผู้ป่วยโรค degenerative lumbar spinal 
stenosis มาท าการย้อมด้วย Masson trichrome stain เพื่อดูการเกิดพังผืด  (fibrosis) และย้อม
ด้วย Verhoeff–van Gieson elastin stain เพื่อดูอีลาสตินไฟเบอร์ และน าผลที่ได้มาเปรียบเทียบ
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กับความหนาของ ligamentum flavum พบว่า ligamentum flavum ที่มีการหนาตัวมากจะมีการ
ติดสี Masson trichome stain และ  Verhoeff–van Gieson elastin stain มาก ในขณะที่  
ligamentum flavum ที่มีการหนาตัวเล็กน้อยจะติดสีน้อยกว่า (29) (แสดงดังรูปที่ 11 และ 12) 
 

 
 
รูปที่ 11 รูปเปรียบเทียบปริมาณพังผืดในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่มีความหนาต่างกันใน
ผู้ป่วยโรค degenerative lumbar spinal stenosis โดยย้อมด้วย Masson trichrome stain รูป a 
แสดง ชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่มีการหนาตัวเล็กน้อย จะมีการติดสี Masson trichrome 
stain (สีฟ้า) น้อย; รูป b แสดง ชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่มีการหนาตัวมากจะมีการติดสี 
Masson trichrome stain (สีฟ้า) มาก(29) 

 

 
 
รูปที่ 12 รูปเปรียบเทียบปริมาณอีลาสตินไฟเบอร์ชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่มีความหนา
ต่างกันในผู้ป่วยโรค degenerative lumbar spinal stenosis โดยย้อมด้วย Verhoeff–van Gieson 
elastin stain รูป A แสดง ชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่มีการหนาตัวเล็กน้อย จะมีการติดสี 
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Verhoeff–van Gieson elastin stain (สีด า) มาก ; รูป B แสดง ชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่มี
การหนาตัวมากจะมีการติดสี Verhoeff–van Gieson elastin stain น้อย(29) 

นอกจากจะมีการศึกษาพบว่าใน ligamentum flavum ที่เสื่อมมีการลดลงของอีลาสตินไฟ
เบอร์ ยังมีการศึกษาพบว่ามีหินปูนสะสม (calcification) ใน ligamentum flavum ที่หนาตัว เช่น 
จากการศึกษาของ Peter K.และคณะในป ี 1999 โดยการท า  histology โดยการน าชิ้นเนื้อ 
ligamentum flavum ของผู้ป่วยโรค degenerative lumbar spinal stenosis มาท าการย้อมด้วย 
Van Kossa และน าไปวัดปริมาณการเกิดหินปูนในชิ้นเนื้อ พบว่ามีผู้ป่วย 35 ราย จาก  38 ราย มี
การย้อมติดส ี Van Kossa และปริมาณหินปูนในชิ้นเนื้อมีความสัมพันธ์กับอายุที่เพิ่มมากขึ้น 
นอกจากนั้นยังพบว่ามีการเกิดพังผืดและมีการลดลงของอัตราส่วนของอีลาสตินต่อคอลลาเจนใน
บริเวณที่เกิดหินปูนอีกด้วย(30) จากการศึกษาของ Teruaki Okuda และคณะในป ี2004 โดยการน า
ชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ของผู้ป่วยโรค degenerative lumbar spinal stenosis มาท า 
histology เพื่อดูลักษณะการเกิดรอยโรคแบบต่างๆในชิ้นเนื้อ พบว่ามีรอยโรคที่เกิดใน ligamentum 
flavum แบบต่างๆคือ ganalion like cystic, chodroid cells, mucinous degeneration, 
calcification, vascularization, granulation และร่องในเนื้อเยื่อ  นอกจากนี้ยังพบว่า มีการเพิ่ม
จ านวนของ fibroblasts จ านวนมากรอบ chondriod cells (33) (แสดงดังรูปที ่13) 
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รูปที่  13 ลักษณะรอยโรคที่พบใน  ligamentum flavum ที่เสื่อม จากการท า histology ได้แก่ 
ganglion-like cystic lesions (a), chondroid cells (b), mucinous degeneration (c), small 
vessels (d), ossification (e), calcification (f), granulation (g), และร่องในเนื้อเยื่อ (h)(33) 

 
การแสดงออกของยีนใน ligamentum flavum ของผู้ป่วย degenerative lumbar disease 
 จากการศึกษาการแสดงออกของยีนใน  ligamentum flavum ที่เสื่อมในผู้ป่วยโรค  
degenerative lumbar spinal stenosis มีรายงานหลายการศึกษาพบว่า TGF-β1 มีบทบาท
ส าคัญที่ท าให้เกิดการหนาตัวของ ligamentum flavum (12,13) เช่น ในปี 2001 Jong bome และ
คณะได้ท าการศึกษาบทบาทของ TGF-β1 ใน ligamentum flavum ที่เกิดการหนาตัวข้ึนในผู้ป่วยที่
มีภาวะช่องโพรงกระดูกสันหลังตีบแคบบริเวณเอวเปรียบเทียบกับ ligamentum flavum ในผู้ป่วยที่
มีภาวะหมอนรองกระดูกแตกและกดทับเส้นประสาท (disc herniation) พบว่าใน ligamentum 
flavum ที่เกิดการหนาตัวข้ึนในผู้ป่วยที่มีภาวะช่องโพรงกระดูกสันหลังการตีบแคบจะมีการ
แสดงออกของ TGF-β1 ในระดับที่สูงกว่า ligamentum flavum ในผู้ป่วยที่มีภาวะหมอนรองกระดูก
แตกและกดทับเส้นประสาท (disc herniation)(12) และในปี 2009 Zong Zm และ Chen JT ได้
ท าการศึกษาบทบาทของ TGF-β1 ใน ligamentum flavum ที่มีความเสื่อมในผู้ป่วยที่มีภาวะช่อง
โพรงกระดูกสันหลังการตีบแคบบริเวณเอวที่มาเข้ารับการผ่าตัดพบว่า ligamentum flavum ของ
ผู้ป่วยจะมีการหนาตัวและมีการแสดงออกของTGF-β1 ที่มากกว่าของคนปกติ(13)  
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- ยีนอ่ืนที่มีบทบาทสนับสนุนให้ ligamentum flavum เกิดการหนาตัว  ได้แก่ TIMPs (tissue 
inhibitor of matrix metalloproteinase) ซึ่งเป็นยีนที่สร้างเอนไซม์  TIMPs ที่อยู่ใน extracellular 
matrix ท าหน้าที่รักษาสมดุล (homeostasis) ของโปรตีนใน extracellular matrix คู่กับเอนไซม์ 
matrix metalloproteinase (MMPs) โดยที่ TIMPs จะป้องกันการสลายของคอลลาเจนโดยยับยั้ง
เอนไซม์ MMPs ซึ่งมีหน้าที่ย่อยคอลลาเจนที่อยู่ใน extracellular matrix  โดยการรักษาระดับ 
TIMPs : MMPs ในอัตราส่วน 1:1(24) จากการศึกษาของ Jong bome และคณะในปี 2005 พบว่ามี
การแสดงออกของ TIMP2 ใน ligamentum flavum ของผู้ป่วยที่มีภาวะช่องโพรงกระดูกสันหลัง
การตีบแคบบริเวณเอวมากกว่าชิ้นเนื้อปกติอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ(24)  
- ในปี 2007 Koichi Sayori และคณะท าการศึกษาโดยเทคนิค  real time-PCR พบว่ามีการ
แสดงออกของยีน  COX2 ใน  ligamentum flavum ที่มีการหนาตัวของผู้ป่วยโรค spinal 
stenosis(29)  
- ในปี 2009 จากการศึกษาการแสดงออกของยีน MMP3 ของ In Soo Oh และ  Kee Yong Ha 
โดยเทคนิค real time-PCR พบว่ามีการแสดงออกของยีน  MMP3 ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum 
ของผู้ป่วยโรค  degenerative spondylolisthesis (31) และปีใน เดียวกัน Jong Beom และคณะ
ท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน MMP2, MMP3 และ  MMP13 โดยการท า  
immunohistochemistry และ  Western blot ในผู้ป่วยโรค degenerative lumbar spinal 
stenosis พบว่ามีการแสดงออกของ  MMP2, MMP3 และ MMP13 ในผู้ป่วยโรค degenerative 
lumbar spinal stenosis (32) 

ความสัมพันธ์ระหว่างความเสื่อมของ ligamentum flavum ในโรค degenerative lumbar 
disease และอายุ 
 จากการศึกษาของ Hirofumi และคณะในปี 2007 โดยท าการศึกษาการแสดงออกของ  mRNA 
ของอีลาสตินและคอลลาเจนชนิดที่1 (collagen type 1) ในแต่ละช่วงอายุ พบว่าในผู้สูงอายุจะมี
ความยืดหยุ่น (elasticity) ของ ligamentum flavum ลดลง เนื่องจากในผู้สูงอายุจะมีการเพิ่มการ
แสดงออกของคอลลาเจนใน ligamentum flavum สัมพันธ์กับอายุที่เพิ่มมากขึ้นในขณะที่การเพิ่ม
ของอีลาสตินจะมีความสัมพันธ์กับอายุน้อยกว่า(11)แสดงดังรูปที่ 14 
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รูปที่ 14 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง mRNA (elastin และ collagen type 1) กับอายุของ

ผู้ป่วย(11)  
 

 จากการศึกษาของ Teruaki Okuda และคณะในปี 2004 โดยเปรียบเทียบค่าเฉล่ียอายุของ
ผู้ป่วยโรค degenerative lumbar disease ระหว่างกลุ่มที่มีการเกิดหินปูน  (calcification) และไม่
มีการเกิดของหินปูนใน ligamentum flavum พบว่าในผู้ป่วยกลุ่มที่มีหินปูนจะมีค่าเฉล่ียอายุที่สูง
กว่ากลุ่มที่ไม่มีหินปูนใน ligamentum flavum อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ(33) (แสดงดังรูปที่ 15) 
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รูปที ่15 กราฟเปรียบเทียบอายุเฉล่ียในผู้ป่วยโรค degenerative lumbar disease ระหว่างกลุ่มที่

มีการเกิดหินปูน (calcification) และไม่มีการเกิดของหินปูนใน ligamentum flavum (33) 
 

 จากการศึกษาของ  Tadanori Sakamaki และคณะในปี 2009 และJanan Abbas และคณะใน
ปี 2010 โดยท าการวัดความหนาของ ligamentum flavum ที่ระดับ L2-L3, L3-L4, L4- L5 และ L5-S1 

ในแต่ละช่วงอายุ ซึ่งการศึกษาทั้งสองรายงานผลที่คล้ายกัน คือพบว่าความหนาของ  ligamentum 
flavum ที่ระดับต่างๆ ดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับอายุ(25,26) (แสดงดังรูปที่ 16) 
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รูปที่ 16 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความหนาของ ligamentum flavum กับอายุของผู้ป่วย
โรค lumbar spinal stenosis โดยแบ่งตามระดับกระดูกสันหลังที่เกิดการตีบแคบ ดังนี้ L2-L3 , L3-

L4, L4- L5 และ L5-S1 แสดงดังรูป a-d ตามล าดับ(25)  
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ความสัมพันธ์ระหว่างเพศและความเสื่อม ของ ligamentum flavum ในโรค degenerative 
lumbar disease  
 จากการศึกษาของ Ha KY และคณะในป ี2005 พบว่ามีการแสดงออกของ estrogen 
receptor ใน artricular cartilage ของข้อต่อฟาเซ็ตในผู้ป่วยสตรีวัยหมดประจ าเดือนที่เป็นโรค 
degenerative spondylolisthesis มากกว่าในผู้ป่วยสตรีวัยหมดประจ าเดือนที่เป็นโรค lumbar 
spinal stenosis(51) 
 ในปี  2010 จากการศึกษาของ Janan Abbas (26) และ Alp Alper (28) ท าการศึกษาโดยวัด
ความหนาของ ligamentum flavum ที่มีการหนาตัวในผู้ป่วยโรค lumbar spinal stenosis 
เปรียบเทียบระหว่างเพศชายและหญิงพบว่าไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
 
Basic fibroblast growth factor (bFGF) 
  Basic fibroblast growth factor หรือที่รู้จักในชื่อ  bFGF หรือ FGF2 เป็นสมาชิกในกลุ่มของ  

fibroblast growth factors มีการค้นพบครั้งแรกโดย Bohlen และคณะในปี 1984 โดยท าการสกัด
โปรตีน bFGF ออกมาจากต่อมใต้สมองวัวซึ่ง พบว่ามีบทบาทในการกระตุ้น การแบ่งเซลล์ของ 
fibroblast (34) หลังจากนั้นต่อมาได้มีรายงานการศึกษาอีกมากมายที่พบว่า bFGF มีความ
เกี่ยวข้องกับการท างานของเซลล์หลายอย่าง เช่น กระบวนการเจริญของหลอดเลือด 
(angiogenesis) การสมานแผล (wound healing) และการพัฒนาเป็นตัวอ่อน นอกจากนี้ยังพบว่า 
bFGF มีศักยภาพเป็นโมเลกุลที่กระตุ้นให้เกิดการแบ่งเซลล์แบบ mitosis (mitogen) ในเซลล์หลาย
ชนิด เช่น เซลล์กล้ามเนื้อเรียบ (smooth muscle cells), myofibroblasts, fibroblasts(14)  

Basic fibroblast growth factor และ การเกิดการหนาตัว 
 มีการศึกษายืนยันว่ามีการแสดงออกของ bFGF ในอวัยวะหลายชนิด เช่น หัวใจ ไต ปอด ตับ 
ซึ่ง bFGF มีบทบาทท าให้อวัยวะดังกล่าวเกิดการหนาตัวหรือมีพังผืดเกิดขึ้น เช่น ในปี 1993 
Henke C และคณะพบว่าในเนื้อเยื่อปอดที่เกิดการบาดเจ็บแบบเฉียบพลัน (acute lung injury) 
จะมีระดับการแสดงออกของ bFGF เพิ่มสูงขึ้น(36) และอีก 3 ปีต่อมามา Inoue Y และคณะพบว่าใน
ผู้ป่วยที่เป็นโรคพังผืดที่ปอดชนิดเรื้อรัง (chronic pulmonary fibrosis) จะมี mast cells เป็นต้น
ก าเนิดในการผลิต bFGF (37) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาของ Yoshikazu Inoue และคณะในปี 2002  
ที่พบว่าจะมีการแสดงออกของ bFGF และตัวรับ (receptor) ของ bFGF ในผู้ป่วยที่มีพังผืดที่ปอด
แต่ก าเนิด (idiopathic pulmonary fibrosis)(14) 
  ในปี 2000 Frank Strutz และคณะ ตรวจพบว่ามีการแสดงออกของ bFGF ทั้งในเนื้อเยื่อไตที่
ปกติ และเนื้อเยื่อไตที่เกิดพังผืด แต่ในเนื้อเยื่อไตที่เกิดพังผืดพบว่ามีการเพิ่มการแสดงออกของ 
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bFGF ที่สูงกว่าในเนื้อเยื่อไตปกติและยังพบว่ามีการแสดงออกของ bFGF ไม่เท่ากันในเนื้อเยื่อแต่
ละต าแหน่งอีกด้วย โดยจะมีการแสดงออกมากในบริเวณ glomerulus และ vascular และมีการ
แสดงออกน้อยในบริเวณ tubule (38) 

มีการศึกษายืนยันว่าการที่มีการผลิตคอลลาเจนที่มากเกินในเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจของผู้ป่วยที่
เป็นโรคกล้ามเนื้อหัวใจเป็นผลมาจากการแสดงออกของยีน bFGF (15)นอกจากนี้การศึกษาของ 
Chua CC และคณะในปี 1991 ได้ท าการศึกษาผลการแสดงออกของ bFGF และ TGFβ-1 ที่มีต่อ
การแสดงออกของ collagen, collagenases and tissue inhibitor of metalloproteinases 
(TIMP) พบว่า bFGF และ TGFβ-1 มีบทบาทร่วมกันในการควบคุมการสันดาป (metabolism) 
ของคอลลาเจนซึ่งพบในเซลล์ fibroblasts ของหัวใจมนุษย์(39)  
Basic fibroblast growth factor และการเสื่อมของกระดูกและข้อ 

มีรายงานการศึกษาพบว่า bFGF ก่อให้เกิดการเสื่อมของกระดูกอ่อนบริเวณข้อ (articular 
cartilage) เช่น จากการศึกษาของ Muddasani และคณะในปี 2008 พบว่า bFGF มีผลเพิ่มการ
แสดงออกของ mRNA ของคอลลาเจนชนิดที่ 1 และ 2 แต่จะท าให้อัตราส่วนคอลลาเจนชนิดที่ 1
ต่อคอลลาเจนชนิดที่ 2 ในกระดูกลดลง และ พบว่าคุณสมบัติ mitogen ของ bFGF ยังมีผลกระตุ้น
สร้าง เซลล์ fibrocartilage แทนที่ hyaline cartilage ซึ่งมีผลท าให้คุณสมบัติการท างานของ
กระดูกอ่อนบริเวณข้อลดลง (40) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบว่า bFGF เกี่ยวข้องกับการแบ่งตัวและ
การหนาตัวของเซลล์เยื่อหุ้มข้อ (synovial proliferation and hyperplasia) (41) โดยมีการตรวจพบ  
bFGF ในน้ าไขข้อและพบว่าปริมาณ bFGF ที่พบสัมพันธ์กับ Lasen’ s grade (ใช้ส าหรับวัดระดับ
การถูกท าลายของกระดูก) (42) ในผู้ป่วยโรค rheumatoid arthritis 

ตลอดจนมีหลักฐานแสดงให้เห็นว่า bFGF เกี่ยวข้องกับการเกิดพยาธิสภาพของการท าลายข้อ
ของผ่าน  MMPs และ  aggrecanases โดยมีการศึกษาพบว่า bFGF ยังมีผลต่อสมดุลใน 
extracellular matrix ของกระดูกอ่อนบริเวณข้อ (articular cartilage homeostasis) ของมนุษย์ 
โดยพบว่า bFGF จะไปกระตุ้นการแสดงออกของ MMP13 และ ADAMTS-4 และ ADAMTS-5  
และไปยับยั้งการสร้าง proteoglycan นอกจากนี้ยังพบว่า bFGF ยังเป็น antagonist ของ BMP7 
และยังสามารถกระตุ้น pro-inflammatory cytokine หลายชนิด เช่น IL-6 และ TNF-α จากผลของ 
bFGF ข้างต้น มีผลให้เกิดความเสื่อมของกระดูกอ่อนบริเวณข้อตามมา(43) 

รายงานการศึกษาแสดงว่า bFGF ก่อให้เกิดการเสื่อมของหมอนรองกระดูกโดย bFGF จะมีผล
ต่อสมดุลของ extracellular matrix ของหมอนรองกระดูกน าไปสู่การเกิดความเสื่อมของหมอนรอง
กระดูกในเวลาต่อมา เช่น จากการศึกษาของ Peng และคณะในปี 2006 พบว่า bFGF มีการเพิ่ม
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การแสดงออกอย่างมากในเซลล์จากหมอนรองกระดูกที่มีการเสื่อมของผู้ป่วยที่มีอาการการปวด
หลังเมื่อเทียบกับเซลล์จากหมอนรองกระดูกจากคนปกติ (44) จากการศึกษาของ  Jukka Tolonen 
และคณะโดย immunohistochemistry พบว่า มีการแสดงออกของ TGFβ-1, TGFβ-2, TGFβ 
receptor type 2 และ bFGF ใน chondrocytes และ fibroblasts ของหมอนรองกระดูกที่มีการ
เสื่อม(45)  

จากการศึกษาการแสดงออกของ cytokine ใน subcromial bursa ของผู้ป่วยที่มีการเสื่อมของ 
rotator cuff ของไหล่ของ Jana Neuwirth และคณะในปี 2006 โดยวิเคราะห์ด้วย real time-PCR
พบว่ามีการแสดงออกของ  bFGF ใน subcromial bursa ของผู้ป่วยที่มีการเสื่อมของ rotator cuff 
ของข้อไหล่(46) 

Basic fibroblast growth factor  และ ligamentum flavum 
 จากการศึกษาของ Yayama T และคณะในปี 2005 ได้ท าการศึกษาการเกิดผลึกแคลเซี่ยม 
(calcium pyrophosphate dehydrate crystals หรือ CPPD crystals) ที่พบใน ligamentum 
flavum ที่เกิดการหนาตัว จากการใช้เทคนิค immunohistological staining พบว่า มีการย้อมติดสี
ของ bFGF ภายในผลึกแคลเซียมที่พบใน ligamentum flavum ที่เกิดการหนาตัว(47) (แสดงดังรูปที่  
17) 

  

 
 

รูปที ่17 ลักษณะ bFGF ที่พบใน ligamentum flavum ที่เกิดการหนาตัว(47) 

 
Real time reverse transcriptase-polymerase chain reaction (Real time RT-PCR) 
 Real time RT-PCR เป็นเทคนิคการเพิ่มปริมาณยีนที่สนใจจาก RNA ต้นแบบ โดย
หลักการ คือ ท าการสกัด RNA ให้มีความบริสุทธิ์ จากนั้นเข้าสู่ข้ันตอนการสังเคราะห์ cDNA โดย
กระบวนการ reverse transcription โดยอาศัยเอนไซม์ reverse transcriptase เอนไซม์นี้ท างาน
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โดยสร้างสายได้ทั้งจากแม่พิมพ์ที่เป็น DNA และ RNA โดยใช้ primer ที่เป็น  gene specific 
primer ซึ่งเป็น primer ที่สามารถใช้ในการสร้างสาย cDNA ที่จ าเพาะที่สุดหรือใช้ oligo (dt) 
primer ซึ่งการใช้ primer ประเภทนี้จะมี RNA จ าเพาะที่เป็น Poly (A)+ RNA เท่านั้นที่ถูกน ามาใช้
เป็นแม่แบบในการสร้างสาย cDNA หรือการใช้ random primer เป็น primer ที่ไม่มีความจ าเพาะ 
จึงสามารถเข้าจับกับ RNA ทุกชนิด ดังนั้น cDNA ที่เกิดขึ้นจึงมีความหลากหลาย จากนั้นอาศัย 
cDNA ที่ถูกสร้างขึ้นมาเป็นแม่แบบ สร้างสาย DNA ขึ้นมาใหม่ ซึ่งมีลักษณะรูปแบบการท าเหมือน 
PCR ธรรมดา ในท้ายที่สุดจะได้สาย DNA ที่เพิ่มจ านวนมากมายจากสาย RNA ตั้งต้น การติดตาม
วัดปริมาณการเพิ่มจ านวนของ DNA เป้าหมายโดยอาศัยการตรวจวัดสัญญาณสารเรืองแสงที่
เพิ่มข้ึน ซึ่งเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณ DNA ที่เพิ่มข้ึนจากปฏิกิริยาในแต่ละรอบที่เกิดปฏิกิริยา 
ซึ่งสามารถติดตามวัดปริมาณการเพิ่มจ านวนของ DNA ตั้งแต่เริ่มต้นจนกระทั่งสิ้นสุดปฏิกิริยา 
(real-time detection) 

การตรวจสอบการเพิ่มจ านวน DNA ด้วย SYBR Green  
SYBR Green I เป็นสารเรืองแสง (fluorochrome) ประเภทหนึ่งที่สามารถเข้าจับกับ minor 

groove ของดีเอ็นเอสายคู่ เมื่อ SYBR Green I เกาะกับดีเอ็นเอสายคู่และถูกกระตุ้น (excite) ด้วย
แสงอุลตราไวโอเลต จะมีการคายพลังงาน (emission) ออกมาในรูปของแสงในช่วงคลื่นยาวขึ้น 
สามารถตรวจจับได้ด้วยตัวรับสัญญาณแสงที่ติดตั้งอยู่กับเครื่อง real time thermocycler แม้ว่า
การจับของ SYBR Green I กับดีเอ็นเอสายคู่ เป็นแบบไม่จ าเพาะ  แต่สามารถแยกสัญญาณการ
เรืองแสง (fluorescence signal) ที่เกิดจาก primer-dimer และ/หรือ non-specific products อ่ืน 
ๆ ออกจาก specific amplified product ได้ด้วยการเปรียบเทียบค่า Tm โดยค่า Tm เป็น
คุณสมบัติเฉพาะของดีเอ็นเอสายคู่แต่ละสาย แปรผันโดยตรงกับ % GC content และความยาว
ของดีเอ็นเอสายคู่ การหาค่า Tm จากเครื่อง real time สามารถวิเคราะห์ได้จาก melting curve 
โดย สัญญาณการเรืองแสงที่ลดลงเมื่อเพิ่มอุณหภูมิให้สูงข้ึนอย่างต่อเนื่อง พวก non-specific 
products หรือ primer-dimer จะมีค่า Tm แตกต่างจาก specific amplified product เช่น Tm 
ของพวก primer-dimer จะมีค่าต่ า เนื่องจากมีขนาดสั้น (15-30 คู่เบส) ต่างจาก amplified DNA 
ซึ่งจะมีขนาดยาวกว่า (>100 คู่เบส) และมีค่า Tm ที่สูงกว่า (แสดงดังรูปที่ 18) 
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รูปที่ 18 การตรวจวัด PCR product โดย SYBR Green I (A) ในช่วงของการ denature เพื่อสลาย 
ดีเอ็นเอสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยว SYBR Green I ยังไม่สามารถเข้าไปจับกับสายดีเอ็นเอสายเดี่ยวได้  
(B) เมื่อ PCR primer เข้าจับและสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ SYBR Green I จะเริ่มสอดแทรกเข้าสู่ สาย
คู่ของดีเอ็นเอและจะมีการเรืองแสง (emission) เมื่อถูกกระตุ้น (excite) ด้วยแสง (C) ในช่วง DNA 
elongation จะมี SYBR Green I เข้าแทรกในดีเอ็นเอสายคู่เป็นจ านวนมาก สามารถตรวจจับการ
เรืองแสงอย่างต่อเนื่องแบบ real time ได้ และเมื่อ PCR cycle เวียนกลับมาสู่ ช่วงของการ 
denature SYBR Green I จะหลุดออกจากสายดีเอ็นเอ การเรืองแสงจะลดลง  (จาก 
http://www.virusrama.org) 



28 

 

 
รูปที ่19 กราฟการเพิ่มจ านวน DNA (amplification plot) ด้วยเทคนิค real time PCR โดยแสดง

ปริมาณสารเรืองแสง (แกน Y) เทียบกับจ านวนรอบของปฏิกิริยา (แกน X)(48) 
การตรวจวัด PCR product โดยอาศัยการวัดปริมาณสารเรืองแสงที่เพิ่มข้ึนในแต่ละรอบ

ของปฏิกิริยา  และใช้ค่า  threshold cycle (Ct) เป็นตัวบ่งชี้ปริมาณ  DNA ที่มีในสารตั้งต้น  (แสดง
ดังรูปที่ 19) ดังนั้นตัวอย่างที่มีปริมาณ  DNA ตั้งต้นมาก  จะมีค่า  Ct ต่ า เนื่องจากมีปริมาณ  DNA 
ตั้งต้นมาก จึงใช้จ านวนรอบของปฏิกิริยาเพียงเล็กน้อยก็สามารถเพิ่มปริมาณสารเรืองแสงให้สูง
กว่าระดับ threshold ได้ ในขณะที่ตัวอย่างที่มีปริมาณ DNA ตั้งต้นน้อย จะมีค่า Ct สูง เนื่องจากมี
ปริมาณ DNA ตั้งต้นน้อยจึงต้องใช้รอบในการท าปฏิกิริยามาก 
การหาปริมาณสัมบูรณ ์(absolute quantitation) โดย เทคนิค real time-PCR(48) 

ในการหาปริมาณสัมบูรณ์ของ  DNA ในตัวอย่างที่สนใจโดยการเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน  (standard curve) ที่สร้างจาก DNA มาตรฐานที่ทราบปริมาณและเจือจาง  DNA 
มาตรฐานให้ความเข้มข้นลดลงคร้ังละ  10 เท่า  (10-fold serial dilutions) แล้วน าเอา  DNA 
มาตรฐานดังกล่าวมาใช้เป็น DNA template ส าหรับท า real time-PCR และบันทึกค่า  Ct จากนั้น
สร้างกราฟมาตรฐาน โดยที่แกน  Y แสดงค่า  Ct และแกน  X แสดงค่า  log concentration ซึ่งจะได้
กราฟที่มีลักษณะเป็นเส้นตรง (แสดงดังรูปที่ 20) 

เมื่อต้องการหาปริมาณ DNA ของยีนที่จ าเพาะจากตัวอย่างที่สนใจ สามารถท า real time-
PCR และบันทึกค่า  Ct เพื่อน าไปเปรียบเทียบกับ  standard curve ก็จะสามารถระบุปริมาณ
สัมบูรณ์ของ DNA จากตัวอย่างที่สนใจได้ ซึ่งจะแสดงออกมาในหน่วย coppies ต่อไมโครลิตร  
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รูปที ่20: แสดงการสร้างกราฟมาตรฐาน จากค่า Ct จาก DNA มาตรฐานที่ถูกเจือจาง (19)  
 

การหาปริมาณเชิงเปรียบเทียบ (relative quantitation)  โดย เทคนิค real-time PCR(48) 

เป็นการค านวณหาปริมาณเชิงเปรียบเทียบของ  DNA ระหว่างตัวอย่างที่สนใจกับตัวอย่าง
ควบคุม โดยการน าค่า Ct ของตัวอย่างที่สนใจ (sample) และตัวอย่างควบคุม  (control) ที่ได้จาก  
real time-PCR มาค านวณ โดยผลที่ได้จะแสดงออกมาในรูปจ านวนเท่าที่แตกต่างกัน โดยสูตรการ
ค านวณแสดงดังภาคผนวก ง  

 
Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 

เป็นวิธีตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดี้ โดยการให้แอนติเจนหรือแอนติบอดี้ที่ทราบชนิด
เคลือบติดบนผิวของแข็ง (solid phase) หลังจากนั้น เติมแอนติบอดี้ที่ต้องการตรวจลงไป ล้างส่วน
ที่ไม่ได้ท าปฏิกิริยาออก เติมแอนติบอดี้ที่ติดฉลากด้วยเอ็นไซม์ไปท าปฏิกริยาอีกชั้นหนึ่ง และเติม
สารตั้งต้น (substate) ลงไป ดังนั้นการย่อยสารตั้งต้นจะมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับปริมาณแอนติบอดี้
ในสิ่งส่งตรวจ (แสดงดังรูปที่ 21) 
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รูปที่ 21 หลักการของเทคนิค ELISA ส าหรับการตรวจหาแอนติเจนที่สนใจ  
(ภาพปรับปรุงจาก http://en.wikibooks.org) 
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บทท่ี  3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

ประชากร 
ประชากร (target population) ผู้เข้ารับการผ่าตัดรักษาโรคกระดูกสันหลังส่วน

เอวเสื่อมที่มี ภาวะโพรงกระดูกสันหลังส่วนเอวตีบแคบจากการหนาตัวของ ligamentum flavum 
อายุระหว่าง 40-80 ปี 

ประชากรกลุ่มตัวอย่าง (sample population) ผู้เข้ารับการผ่าตัดรักษาโรค
กระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อมที่มี ภาวะ โพรงกระดูกสันหลังส่วนเอวตีบแคบจากการหนาตัวของ 
ligamentum flavum อายุระหว่าง 40-80 ปี จากแผนกออร์โธปิดิกส์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 
สภากาชาดไทย 

เกณฑ์การคัดเลือกเข้าศึกษา (inclusion criteria) ผู้เข้ารับการผ่าตัดรักษาโรค
กระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อมที่มี ภาวะ โพรงกระดูกสันหลังส่วนเอวตีบแคบจากการหนาตัวของ 
ligamentum flavum อายุระหว่าง 40-80 ปี ที่ไม่มีโรคอ่ืนร่วมด้วย และยินยอมที่จะเข้าร่วมใน
โครงการวิจัยนี้ 

เกณฑ์การคัดออก (exclusion criteria) ผู้เข้ารับการผ่าตัดรักษาโรคกระดูกสัน
หลังส่วนเอวเสื่อมที่มีภาวะโพรงกระดูกสันหลังส่วนเอวตีบแคบจากการหนาตัวของ ligamentum 
flavum ที่อายุไม่อยู่ในเกณฑ์ และ /หรือมีโรคอ่ืนร่วมด้วย และ /หรือไม่ยินยอมที่จะเข้าร่วมใน
โครงการวิจัยนี้ 

ขนาดของประชากรตัวอย่าง (sample size) การศึกษาในครั้งนี้จะใช้จ านวน
กลุ่มประชากรตัวอย่างจากผู้ป่วยโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อมที่มีภาวะช่องโพรงกระดูกสันหลัง
ตีบบริเวณเอวจากการหนาตัวของ  ligamentum flavum ที่เข้ารับการผ่าตัดรักษาภาวะช่องโพรง
กระดูกสันหลังตีบบริเวณเอว จากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ซึ่งจะค านวณกลุ่มตัวอย่าง โดยใช้สูตร
ค านวณ(53) ดังนี้ 

 
ที่ α = 0.05;   Zα/2 = 1.96 
   β = 0.10;   Zβ   =  1.28 
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  Z = ค่า Z score ที่ระดับความเชื่อมั่น   
  P1= อัตราการเกิดการแสดงออกของยีนในชิ้นเนื้อปกติ (control) 
  P2= อัตราการเกิดการแสดงออกของยีนในชิ้นเนื้อที่เกิดโรค 
  Q = (1-อัตราการเกิดการแสดงออกของยีนในชิ้นเนื้อ) 

 
เพราะฉะนั้นจะต้องใช้ตัวอย่างในการศึกษาวิจัยครั้งนี้อย่างน้อย 18 ตัวอย่าง แต่เนื่องจากมี
ข้อจ ากัดในเรื่องการเก็บตัวอย่างและการเก็บตัวอย่าง ซึ่งตัวอย่างดังกล่าวจะได้มาเมื่อผู้ป่วยที่มี
โรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อมได้รับการวินิจฉัยจากแพทย์ว่ามีภาวะโพรงกระดูกสันหลังตีบแคบ
บริเวณเอว (lumbar spinal stenosis ) และจ าเป็นต้องรักษาโดยการผ่าตัดเท่านั้น 

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิจัย 
1.1 Autoclave (Hydroclave Harvey, USA) 
1.2 Automatic adjustable micropipette (Eppendorf, Germany) 
1.3 Balance (Satorius) 
1.4 Centrifuge, refrigerated centrifuge (Eppendorf, USA) 
1.5 Centrifuge, microcentrifuge high speed (Eppendorf, USA) 
1.6 Combs (BIO-RAD, Hercules, California, USA) 
1.7 NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (scientific: USA) 
1.8 Blade (Parabolar, Germany) 
1.9 Pelsel and motor 
1.10 Cylinder : 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml (Pyrex, USA) 
1.11 Rotor gene 3000 (BIO-RAD, USA) 
1.12 Electrophoresis chamber set (BIO-RAD, USA) 
1.13 Freezer -80 oC (Forma Scientific, USA) 
1.14 Gel Doc 1000 (BIO-RAD, USA) 
1.15 Multi-block heater (Techne DRI Block, USA) 
1.16 Multi-channel pipettor (Biohit, Finland) 
1.17 Pipette rack (Autopack, USA) 

http://www.nanodrop.com/
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1.18 ELISA Plate Reader (BIO-RAD, USA) 
1.19 Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Duran, USA) 
1.20 Refrigerator (Sanyo, Japan) 
1.21 Vortex mixer (Scientific Industry, USA) 
1.22 Water purification equipment (Water pro Ps, Labconco USA) 

วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
1. Pierce® BCATM protein assay kit (Piercenet,USA) 
2. Centrifuge tube,sterile (Elkay, USA) 
3. Disposable gloves (Proglove,Thailand) 
4. Micro tube 1.5 ml (BIO-RAD, USA) 
5. Needle No.20, sterile (Nipro,Japan) 
6. Syringe disposable (Nipro, Japan) 
7. PCR marker (Bioexcellence, UK) 
8. Pipette tip (AxyGen, USA) 
9. RNA isolation RNeasy Mini kit (Qiagen, Germany) 
10. RNA later TM(Qiagen, Germany) 
11. SuperScriptTM III Platinum® One-Step quantitative RT-PCR (Invitrogen, USA) 
12. ProteinExtract®Protein precipitation Kit (Meck, USA) 
13. Quantikine®Human FGF basic Immunoassay (R&D Systems, USA) 
14. 10000X SYBR (Invitrogen, USA) 

สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย 
สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

1. สารเคมีทั่วไป 
1.1 70% ethanol 

2. สารเคมีส าหรับการสกัด RNA 
2.1 Liquid nitrogen 
2.2 Buffer RLT  
2.3 Buffer RW1  
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2.4 Buffer RPE  
3. สารเคมีส าหรับการท า Real time RT-PCR 

3.3.1.1 DepC water 
3.3.2 10 µM primer forward 
3.3.3 10 µM primer reverse 
3.3.4 2X buffer mix (Invitrogen, USA) 
3.3.5 SuperScriptTM III Platinum®(Invitrogen, USA) 
3.3.6 SYBR (Invitrogen, USA) 

4. สารเคมีส าหรับท า agarose gel electrophoresis 
3.4.1 Agarose molecular biology grade  
3.4.2 PCR marker ( 
3.4.3 Loading dye  
3.4.4 1X TAE buffer 
3.4.5 Ethidium bromide  

5. สารเคมีส าหรับการท า ligation 
3.5.1 pGEM vector 
3.5.2 5X T4 ligase buffer 
3.5.3 T4 ligase enzyme 

6. สารเคมีส าหรับการท า Transformation 
3.6.1 LB broth 
3.6.2 IPTG 
3.6.3 X-gal 
3.6.4 Ampicillin 

7. สารเคมีส าหรับการท า สกัดโปรตีน 
3.7.1 0.9% Normal saline  
3.7.2 Precipitation 1  
3.7.3 Precipitation 2 
3.7.4 Precipitation 3 
3.7.5 Precipitation 4 
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3.7.6 Wash buffer 
8. สารเคมีส าหรับการท า ELISA 

3.8.1 bFGF conjugate 
3.8.2 bFGF standard 
3.8.3 Assay diluent RD 1-43 
3.8.4 Calibrator diluent RD 1-54 
3.8.5 Wash buffer 
3.8.6 Color reagent A 
3.8.7 Color reagent B 
3.8.8 Stop solution 

การเก็บรวบรวมข้อมูล 
1. อายุและเพศของผู้ป่วย 
2. ปริมาณ RNA 
3. ภาพถ่ายจากการท า agarose gel electrophoresis 
4. ค่า Ct ที่ได้จากการท า real time RT-PCR 
5. ค่าความเข้มของแถบ DNA บน agarose gel electrophoresis 
6. ปริมาณโปรตีน 

ข้อมูลทั้งหมดที่ได้ท าการเก็บโดยการจัดเก็บและบันทึกลงคอมพิวเตอร์ 

การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 
การเก็บตัวอย่าง  

การเก็บตัวอย่างจากผู้ป่วยที่เข้ารับการผ่าตัดโดยเก็บชิ้นเนื้อจาก ligamentum flavum 
ขนาด 0.2× 0.2 เซนติเมตร จากผู้ป่วยโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อมที่ได้รับการวินิจฉัยจาก
แพทย์ว่ามีภาวะโพรงกระดูกสันหลังตีบแคบบริเวณเอว (lumbar spinal stenosis) ในระดับกระดูก
สันหลังซึ่งเกิดพยาธิสภาพและไม่เกิดพยาธิสภาพ 
การเก็บชิ้นเนื้อ 

1. ท าการเก็บชิ้นเนื้อบริเวณ ligamentum flavum ของผู้ป่วยโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อม

ที่มีภาวะโพรงกระดูกสันหลังตีบแคบบริเวณเอว ทั้งในระดับกระดูกสันหลังที่เกิดรอยโรค และระดับ

ไม่เกิดรอยโรค 
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2. น าชิ้นเนื้อที่ได้จากผู้ป่วยมาตัดแบ่งและชั่งน้ าหนักให้แต่ละชิ้นหนักประมาณ 30 มิลลิกรัม 

3. น าชิ้นเนื้อที่ได้จากข้อ 1. ไปใส่ใน microtube และเติมน้ ายารักษาสภาพ RNA ลงไป 300 

ไมโครลิตร (สัดส่วน 10 ไมโครลิตร ต่อน้ าหนักชิ้นเนื้อ 1 มิลลิกรัม) 

4. น าไปเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ -80 ◦C เพื่อรอสกัด RNA ต่อไป 

 
สกัดแยก total RNA จากชิ้นเนื้อ 

ขั้นตอน           
1. น าชิ้นเนื้อ 30 มิลลิกรัมออกจากน้ ายารักษาสภาพ RNA มาใส่ครกบด 

2.  การท าให้ชิ้นเนื้อแตกละเอียดเป็นเนื้อเดียวกัน (disruption & homogenization) 

- ใช้ครกและสากบดชิ้นเนื้อใน liquid nitrogen จนเป็นผง 

- เทผงและ liquid nitrogen ลงใน microcentrifuge tube 

- ปล่อยให้ liquid nitrogen จนหมด  

- เติม buffer RLT 600 ไมโครลิตร  

3. ท าให้เป็นเนื้อเดียวกัน (homogenization) โดย ผ่านสารละลายเซลล์ (lysate) เข้าออกเข็ม

เบอร์ 20 จ านวน 5-10 ครั้ง 

4. ปั่นตกตะกอน (centrifuge) สารละลายเซลล์ (lysate) เป็นเวลา 3 นาทีที่ความเร็วสูงสุด 

และดูดเอาแต่ของเหลวที่อยู่ชั้นบน (supernatant).ใส่ใน microcentrifuge tube อันใหม่ 

5. เติม 70% ethanol 1 เท่าผสมให้เข้ากันโดยใช้ปิเปตต์ดูดขึ้นลง  

6.  ดูดสารละลายเซลล์ (lylate) 700 ไมโครลิตร น าไปใส่ใน spin column ที่ใส่อยู่ใน 

collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตรน าไป centrifuge ที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 15 วินาที  

เทของเหลวที่ไหลลงสู่ collection tube  

7. เติม Buffer RW1 700 ไมโครลิตร ลงใน RNeasy spin column  น าไป centrifuge ที่  

10,000 rpm เป็นเวลา 15 วินาที  เทของเหลวที่ไหลลงสู่ collection tube ทิ้ง 

8. เติม Buffer RPE 500 ไมโครลิตร ลงใน  RNeasy spin column น าไป centrifuge ที่  

10,000 rpm เป็นเวลา 15 วินาที  เทของเหลวที่ไหลลงสู่ collection tube ทิ้ง 
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9. เติม Buffer RPE 500 ไมโครลิตร ลงใน  RNeasy spin column  น าไป centrifuge ที่ 

10,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที 

10. เปลี่ยน spin column ใส่ collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร อันใหม่ centrifuge ที่ 

13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 

11. เปลี่ยน spin column ใส่ collection tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม RNase-free-water 

30-50  ไมโครลิตร ลงใน RNeasy spin column membrane น าไป centrifuge ที่  

10,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที  เพื่อล้าง RNA ออกจาก membrane จะได้สารละลาย 

RNA  

12. วัดปริมาณและคุณภาพ RNA ที่ได้ทั้งหมดด้วยเครื่อง NanoDrop 1000 ที่ความยาวคลื่น 

260 และ 280 นาโนเมตร (RNA ที่มีคุณภาพจะมีค่าอยู่ระหว่างช่วง 1.8-2.0)  

13. ปรับความเข้มข้นให ้RNA แต่ละตัวอย่างมีความเข้มข้นเท่ากับ 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 

 
การศึกษาการแสดงออกของยีน bFGF ด้วยเทคนิค real time RT-PCR (real time reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction) 

ตาราง 1 แสดง primers ที่ใช้ในการท า real time RT-PCR 
ชื่อ Primer ล าดับเบส (5’3’) ขนาด (คู่เบส) อ้างอิง 

bFGF  (Forward) TAC-AAC-TTC-AAG-CAG-AAG -AG 283 46 

bFGF  (Reverse) CAG-CTC-TTA-GCA-GAC-ATT-GG 

GAPDH  (Forward) GTG-AAG-GTC-GGA-GTC-AAC-GG 107 - 

GAPDH  (Reverse) TCA-ATG-AAG-GGG-TCA-TTG-ATG-G 
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ตารางที่ 2 แสดงชนิดและปริมาตรสารเคมีที่ใช้ท า real time RT-PCR 
สารเคม ี ปริมาตร(ไมโครลิตร) 

DepC water 5.25 
Forward primer แต่ละยีน (ยีน bFGF,GAPDH) 0.375 
Reverse primer แต่ละยีน (ยีน bFGF,GAPDH) 0.375 
2x buffer mix 7.5 
Enzyme ( Reverse transcriptase และ Taq polymerase) 0.3 
SYBR (10x) 0.3 
Template (ยีน bFGF, GAPDH, positive control และ DNA มาตรฐาน)  1 
รวม 15 
ขั้นตอน 
1. ผสมสารละลายส าหรับ real time RT-PCR ดังตารางที่ 2 

2. ดูดสารละลายที่ผสมจากข้อ 1.ใส่หลอดทดลองส าหรับท า real time RT-PCR  

3. น าไปวัดการแสดงออกของยีนโดยเครื่อง real time-PCR โดยใช้สภาวะดังตารางที ่3 

4. ตรวจสอบขนาดของยีน  bFGF และ GAPDH โดยการท า agarose gel electrophoresis โดย
ผสม PCR product 15 ไมโครลิตรกับ 6X loading dye 3 ไมโครลิตร หยอดลงในหลุมของ 2 % 
agarose gel ใช้ marker ที่มีขนาด 100  คู่เบสวัดขนาดของยีน  ใช้ 1X TAE buffer เป็นตัวกลาง
และจ่ายกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์เป็นเวลาประมาณ 40 นาที จากนั้นน า gel ไปย้อมด้วย 0.2% 
ethidium bromide เป็นเวลานาน 10-15 นาที ล้าง gel ด้วยน้ าเปล่า 2-3 ครั้ง แล้วน า gel ไปผ่าน
เครื่องฉายรังสีอัลตร้าไวโอเลต Gel Doc 1000 (BIO-RAD, USA)  
5. ท าการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน bFGF และ GADPH  ดังนี้ 

5.1.ใช้โปรแกรม Quantity One และน าผลจากการตรวจวิเคราะห์ความเข้มของแถบ DNA 
ของ bFGF และ GADPH ของแต่ละตัวอย่างมาคิดอัตราส่วน 

5.2. บันทึกค่า  Ct เพื่อน าไปค านวณปริมาณเชิงเปรียบเทียบและน าไปเปรียบเทียบกับ  
standard curve เพื่อค านวณปริมาณสัมบูรณ์ของ DNA จากตัวอย่าง และน าปริมาณสัมบูรณ์ของ 
DNA ที่ค านวณได้ของ bFGF และ GADPH  ของแต่ละตัวอย่างมาคิดอัตราส่วน 
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ตารางที่ 3 แสดงสภาวะที่ใช้ในการท า real time RT-PCR 
PCR cycle อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 
เวลา (นาที) 

Reverse transciption 
Pre-denaturation 
Denaturation 
Annealing 

- bFGF 
- GAPDH 

Extention 

50 
95 
95 

 
55 
60 
72 

30.00 
3.00 
0.15 

 
0.30 
0.30 
0.30 

 
การเตรียม positive control และสารละลาย DNA มาตรฐานของยีน bFGF และ GAPDH  
1. การสกัดแถบ DNA ออกจาก gel โดยมีข้ันตอนดังนี ้

1.1 น าตัวอย่างที่มีการแสดงออกของยีน bFGF ซึ่งได้จากการท า agarose gel 
electrophoresis มาตัดเจลในบริเวณที่มีแถบ DNA ขนาดที่ต้องการ 

1.2 สกัดแถบ DNA จาก gel ที่ตัดออกมาโดยชุดสกัด GFXTMPCR DNA and Gel Band 
Purification kit ซึ่งมีวิธีการดังนี ้

- น า gel ที่ตัดได้มาชั่งน้ าหนัก 
- เติมสารละลาย capture buffer 10 ไมโครลิตรต่อน้ าหนัก gel 10 มิลลิกรัม 
- น าไปบ่ม (incubation) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสจน gel ละลายหมด 
- ดูดสารละลาย 600 ไมโครลิตรมาใส่ GFX column ที่อยู่ใน collection tube 
- บ่ม (incubation) ที่อุณหภูมิห้อง 1 นาท ี
- ปั่นตกตะกอนที ่13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 
- เติม wash buffer 500 ไมโครลิตร 
- ปั่นตกตะกอนที ่13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 
- เปลี่ยน GFX column ใส่ใน microcentrifuge tube  ขนาด 2 มิลลิลิตรอันใหม ่
- เติม elution buffer 50 ไมโครลิตร 
- ปั่นตกตะกอนที ่13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 
- น าสารละลายที่ได้เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการ ligation ต่อไป 
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2. ท าการเชื่อม (ligation) PCR product กับ plastmid (pGAM-T) เพื่อเตรียมรีคอมบิแนนท ์
พลาสมิด (recombinant plasmid) โดยเตรียมส่วนผสมดังนี ้
- 2X buffer     5.0 ไมโครลิตร 
-  T4 DNA ligase   1.0 ไมโครลิตร 
- pGAM-T    1.0 ไมโครลิตร 
-  PCR product   3.0 ไมโครลิตร 

จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
3. Transformation ด้วยวิธี heat shock เพื่อน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้า competent cells มี
วิธีดังนี้  

 - เตรียม competent cells ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติมสารละลายรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่เตรียมได้จากข้อ 1 ปริมาตร 2 ไมโครลิตรลงไป 

- น าสารละลายที่ได้ไปแช่น้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาท ี
- น าไป heat shock ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 50 วินาท ี
- น ากลับมาแช่น้ าแข็งอีกครั้งเป็นเวลา 2 นาท ี
- เติม SOC medium ปริมาตร 950 ไมโครลิตรลงในหลอดทดลอง 
- น าไปเขย่าที่ความเร็ว 200 rpm ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง 
- น าไปปั่นตกตะกอนที่ 4,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที  
- เทสารละลายที่อยู่บน (supernatant) ทิ้ง จะเหลือแต่ตะกอนของเซลล์ที่ก้นหลอด

ประมาณ 45 ไมโครลิตร 
- เติม X-gal 15 ไมโครลิตรและ IPTG 5 ไมโครลิตรลงในหลอด ผสมให้เข้ากัน 
-น ามากระจาย (spread plate) ให้ทั่วจานที่ใส่อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (LB agar plate) 
-น าจานเลี้ยงเชื้อไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาข้ามคืน  

4. ท าการคัดเลือกโคโลนีที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (Blue/White colony selection) ดังนี ้
- เลือกเขี่ย (pick colony) เฉพาะโคโลนีสีขาวที่ขึ้นบนจานเลี้ยงเชื้อ เพื่อน าไปท า colony 

PCR เพื่อตรวจสอบว่ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่แบคทีเรียรับไว้ว่ามีชิ้นส่วนของยีน bFGF อยู่
หรือไม ่โดยใช ้primer M13 ซึ่งเป็น primer ที่มีความจ าเพาะต่อบริเวณ pGEM-T vector และ
ตรวจสอบผลด้วยการท า agarose gel electrophoresis 

- เขี่ยโคโลนีสีขาวต าแหน่งเดียวกับที่ใช้ท า colony PCR น าไปใส่ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดเหลว (LB brot) ที่อยู่ในหลอดทดลองปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
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- น าไปเขย่า (shaking) ที่ความเร็ว 200 rpm ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 
ชั่วโมง เพื่อเพิ่มปริมาณแบคทีเรียที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ต้องการ 
5. การสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดออกจากแบคทีเรีย (Plasmid extraction) 
 - ดูดแบ่ง bacteria culture ที่เตรียมได้จากข้อ 4. จ านวนปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร น ามาใส่
หลอดทดลองขนาด 2 มิลลิลิตร 

- น าไปปั่นตกตะกอนที ่13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาท ี
-  เทสารละลายที่อยู่บน (supernatant )ทิ้ง จะเหลือแต่ตะกอนของเซลล์ที่ก้นหลอด 
-  เติม lysis solution ที่เย็นจัดปริมาตร 400 ไมโครลิตร 
-  Vortex  30 วินาทีและบ่มที่อุณหภูมิห้อง 3 นาท ี
-  ดูดสารละลายเซลล์ (lysate)ใส่ spin column และปั่นที่ความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 1 นาท ี
- เติม wash buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และปั่นที่ความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 1 นาที 
-  เทสารลายส่วนที่ผ่าน spin column ทิ้งและปั่นที่ความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 1 นาท ี
- น า spin column ใส่ลงใน collection tube อันใหม่และเติม elution buffer 50 

ไมโครลิตร 
- น าไปปั่นที่ความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 1 นาทีจะได้สารละลายพลาสมิดที่บริสุทธิ์ 50 

ไมโครลิตร เพื่อน าไปใช้ท า positive control และสารละลาย DNA มาตรฐานต่อไป 
การสร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) จากสารละลาย DNA มาตรฐาน 
1. น าสารละลายพลาสมิดไปวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายด้วยเครื่อง Nanodrop ที่ความ

ยาวคลื่น 260/280 นาโนเมตร  
2. ค านวณหาความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิดในหน่วย coppise/ไมโครลิตร ดังนี้ 
   [DNA]   =           [DNA](g/μL)x6.02x1023  
          recombinant plasmid (nt) x 660 

โดยที่ pGEM-T vector มีขนาดเท่ากับ 3,015 nucleotides (nt) 
3. เมื่อทราบความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิดแล้วจึงน ามาการเจือจางสารละลายเป็น  DNA 

มาตรฐานเป็นความเข้มข้นที่ลดลงครั้งละ 10 เท่า (10 fold serial dilution) โดยให้ความเข้มข้น
ของสารละลายพลาสมิดอยู่ระหว่าง 109-100  coppies/ไมโครลิตรของ PCR reaction 

4. น าสารละลาย DNA มาตรฐานที่ได้จากข้อ 3.ไปท าเป็น  template ส าหรับท า  real time RT-
PCR และบันทึกค่า  Ct จาก  amplification plot จากนั้นสามารถสร้างกราฟมาตรฐาน  
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(standard curve) โดยที่แกน Y แสดงค่า Ct และแกน  X แสดงค่า  log concentration ซึ่งจะได้
กราฟที่มีลักษณะเป็นเส้นตรง (ดังแสดงในภาคผนวก ค)  

5. หาปริมาณ  DNA ของยีน bFGF และ GAPDH จากตัวอย่าง  โดยท า  real time RT-PCR และ
บันทึกค่า Ct และน าไปเปรียบเทียบกับ standard curve ก็จะสามารถค านวณปริมาณสัมบูรณ์
ของ DNA จากตัวอย่างได้ 

ศึกษาหาปริมาณโปรตีนท่ีแสดงออกในชิ้นเน้ือ ligamentum flavum  
การสกัดโปรตีนจากชิ้นเนื้อ 
ขั้นตอน 
1. น าชิ้นเนื้อหนัก 30 มิลลิกรัม มาใส่ครกบดใน liquid nitrogen จนเป็นผง 
2. เทผงและ liquid nitrogen ลงใน microcentrifuge tube 

3. ปล่อยให้ liquid nitrogen จนหมด  

4. เติม 0.9% NSS 200 ไมโครลิตร 

5. Vortex และปั่นตกตะกอนที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

6. ดูดเฉพาะส่วนที่เป็นของเหลวส่วนบน (supernatant) ใส่ใน microcentrifuge tube ใหม่ 

7. เติมสารส าหรับตกตะกอนโปรตีน (precipitation agent) ที่เย็นจัด 800 ไมโครลิตร 

8. Vortex และน าไปบ่ม (incubation) ที่ -20 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 60 นาที 

9. ปั่นตกตะกอนที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิห้องจะได้ก้อนโปรตีน (pellet 

protein) 

10. ล้างก้อนโปรตีนด้วย wash solution 

11. Vortex และปั่นตกตะกอนที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 

12. ดูด wash solution ทิ้ง 

13. ท าขั้นที่ 10 และ 11 ซ้ า 

14. วางทิ้งไว้ให้ก้อนโปรตีนให้แห้ง 

15. น าไปละลายน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 

16. น าไปเก็บที ่-80 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะห์โปรตีนต่อไป 
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การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
ท าการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนทั้งหมดด้วย Pierce® BCATM protein assay kit 
(Piercenet,USA)  
มีข้ันตอนดังนี ้
1. ท าการเตรียมสารละลายมาตรฐานดังตารางที่ 4 และ 5  

2. ดูดสารละลายตัวอย่างที่ได้จากการสกัดโปรตีน และสารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้จากข้อ 1.

ตัวอย่างละ 25 ไมโครลิตร ลงใน 96 well-plate  

3. ท าการเตรียมสารละลาย working reagent โดยผสม reagent A และ reagent B ใน

อัตราส่วน 50:1 

4. ดูดสารละลาย working reagent 200 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมที่ใส่สารละลายตัวอย่าง 

5. ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 30 นาที  

6. เมื่อครบเวลาท าการวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร ท าการค านวณหาปริมาณโปรตีน

ทั้งหมด  

ตารางที่ 4 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA ในช่วงความเข้มข้น 5 - 250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 

หลอดที่ 
ปริมาตร diluents 

(ไมโครลิตร) 

ปริมาตร BSA 

(ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้น BSA 

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

1 700 100 ของ stock 250 

2 400 400 ของหลอดที่ 1 125 

3 450 300 ของหลอดที่ 2 50 

4 400 400 ของหลอดที่ 3 25 

5 400 100 ของหลอดที่ 4 5 

6 400 0 0 (blank) 
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ตารางที่ 5 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA (ในช่วงความเข้มข้น 20 - 2,000 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) 
 

หลอดที่ 
ปริมาตร diluents 

(ไมโครลิตร) 

ปริมาตร BSA 

(ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้น BSA 

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

1 0 300 ของ stock 2,000 

2 125 375 ของ stock 1,500 

3 325 325 ของ stock 1,000 

4 175 175 ของหลอดที่ 2 750 

5 325 325 ของหลอดที่ 3 500 

6 325 325 ของหลอดที่ 5 250 

7 325 325 ของหลอดที่ 6 125 

8 400 100 ของหลอดที่ 7 25 

9 400 0 0 (blank) 
 
การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน bFGF 
ท าการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน bFGF โดยวิธี ELISA โดยใช้ Quantikine®Human FGF basic 
Immunoassay (R&D Systems, USA) มีขั้นตอนดังนี ้
1. เตรียมสารละลายส าหรับใช้งานดังนี้ 
 1.1 เจือจาง wash buffer  20 มิลลิลิตรในน้ ากลั่น 480 มิลลิลิตร 
 1.2 เตรียม substate sotution โดยผสม  reagent A และ reagent B ปริมาตรอย่างละเท่า

เข้าด้วยกัน  
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 1.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน โดย 
   1.3.1 ดูดสารละลาย bFGF  standard stock solution ที่มีความเข้มข้น 640 พิโค

กรัม/ไมโครลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตรผสมกับ  สารละลาย  calibrator dilutent RD-
5-14 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ดังนั้นจะได้สารละลายมาตรฐานที่มีความเข้มข้น 320 
พิโคกรัม/ไมโครลิตร  

   1.3.2 ผสมสารละลายมาตรฐานที่มีความเข้มข้น 320 พิโคกรัม/ไมโครลิตรกับ  
สารละลาย  calibrator dilutent RD-5-14 ปริมาตร 500 ไมโครลิตรจะได้สารละลาย
มาตรฐานที่มีความเข้มข้น160 พิโคกรัม/ไมโครลิตร 
 1.3.3 ท าต่อจนกระทั่งได้สารละลายมาตรฐานที่มีความเข้มข้น  2.5 พิโคกรัม/
ไมโครลิตร  (ดังแสดงรูปที่ 22) และใช้สารละลาย  calibrator dilutent RD-5-14 เป็น
สารละลายมาตรฐานที่มีความเข้มข้น 0 พิโคกรัม/ไมโครลิตร 

 
รูปที ่22 แสดงการเตรียมสารละลายมาตรฐาน ส าหรับวัดปริมาณโปรตีน bFGF โดยเทคนิค 

ELISA (จาก http://www.rndsystems.com) 
2. เติมสารละลาย dilutent RD-1-43 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมของ microplate 
3. เติมสารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้จากข้อ 1.3 และสารละลายตัวอย่างที่สกัดจากชิ้นเนื้อ 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในแต่ละหลุมของ microplate และปิดด้วย cover strip 
4. น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
5. เทของเหลวออกจาก microplate และซับให้แห้ง  
6. ล้างโดยการเติม wash buffer 400 ไมโครลิตรลงแต่ละหลุม โดยล้างทั้งหมด 4 ครั้ง 
7. เติม bFGF conjugate ปริมาตร 200 ไมโครลิตรลงแต่ละหลุม 
8. น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
9. ล้างโดยการเติม wash buffer 400 ไมโครลิตรลงแต่ละหลุม โดยล้างทั้งหมด 4 ครั้ง 
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10. เติม substrate solution ปริมาตร 200 ไมโครลิตรลงแต่ละหลุม 
11. น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง ในที่มืด เป็นเวลา 30 นาที 
12. เติม stop solution ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงแต่ละหลุม 
13. น าไปวัด  OD (optical density) ที่ความยาวคลื่น 540 และ 450 โดยค่าที่ได้เท่ากับ OD540-
OD450  

15. น าค่า  OD ของสารละลายมาตรฐานที่ได้มาสร้างกราฟสารละลายมาตรฐาน (แสดงใน
ภาคผนวก ค) เพื่อค านวณปริมาณโปรตีน bFGF ของแต่ละตัวอย่าง 

การวิเคราะห์ข้อมูล 

สถิติเชิงพรรณนา (descriptive statistics) เป็นสถิติที่เกี่ยวข้องกับการเก็บรวบรวมข้อมูล 
และการน าเสนอข้อมูล โดยจะแสดงเป็น ค่าเฉล่ีย (mean)  ค่ามัธยฐาน  (median) เปอร์เซ็นต์ไทล์ 
(percentile) ในรูปแบบกราฟและตาราง 

สถิติเชิงอนุมาน (inferential statistic) เป็นสถิติที่ใช้สรุปผลของประชากร เพื่อใช้ในการ
เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่มทดลอง ได้แก่ การเปรียบเทียบความแตกต่างของ
การแสดงออกของยีน/โปรตีน bFGF ระหว่างชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค/ไม่เกิดรอยโรค และ เพศชาย/
หญิง โดยใช้ Mann-Whitney U test และในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ
ยีน/โปรตีน bFGF และอายุจะใช้สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์และความถดถอยเชิงเส้นตรงของโปรแกรม 
SPSS 16.0 ในการวิเคราะห์ข้อมูล ซึ่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 
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บทท่ี  4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 
ผลการวิเคราะห์ 
1. ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bFGF ระหว่างชิ้นเน้ือท่ีเกิดรอยโรค
และไม่เกิดรอยโรคของผู้ป่วยรายเดียวกัน  
1.1 ผลการวิเคราะห์แถบความเข้มของ DNA ของยีน bFGF ระหว่างชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและ

ไม่เกิดรอยโรคของผู้ป่วยรายเดียวกันโดยวิธี agarose gel electrophoresis 
จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน bFGF จากชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่เกิดรอย

โรคและไม่เกิดรอยโรคในผู้ป่วยรายเดียวกัน โดยการท า agarose gel electrophoresis ของ DNA 
ที่ได้จากการท า real time RT-PCR ของ ยีน bFGF และGAPDH จากนั้นย้อมด้วย ethidium 
bromide และน าไปส่องดูด้วยแสงอุลตราไวโอเลตโดยเครื่อง Gel Doc 1000 (BIO-RAD, USA) 
และท าการบันทึกภาพ  จากภาพแถบ  DNA ที่บันทึกได้พบว่าแถบ  DNA ของยีน  bFGF และ  
GAPDH มีขนาด 283 และ 107 คู่เบส ตามล าดับ  

จากการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bFGF ระหว่างชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่
เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรคจากภาพแถบ  DNA ยีน bFGF ของผู้ป่วยจ านวน  19 ราย พบว่ามี
การแสดงออกของยีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคจ านวน 11 ราย ไม่พบการแสดงออกของยีน  
bFGF จ านวน 8 ราย ส่วนในชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคพบการแสดงออกของยีน bFGF จ านวน 2 ราย 
ไม่พบการแสดงออกของยีน  bFGF จ านวน 17 ราย และพบว่ามีการแสดงออกของ  GAPDH ใน
ผู้ป่วยทุกรายทั้งในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรค (แสดงดังรูปที่ 23) 

จากการวิเคราะห์ค่าความเข้มของแถบ DNA ของยีน  bFGF และ GAPDH ในชิ้นเนื้อที่มี
รอยโรคและไม่มีรอยโรคของผู้ป่วยแต่ละคน โดยโปรแกรม  Quantity One และน าค่าที่ได้มาหา
อัตราส่วนยีน bFGF:GAPDH พบว่าจากผู้ป่วยจ านวน  19 ราย มีผู้ป่วยจ านวน 9 รายมีระดับการ
แสดงออกของยีน bFGF:GAPDH ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคมากกว่าชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรคและพบว่า
ผู้ป่วยจ านวน 10 ราย มีระดับการแสดงออกของยีน  bFGF:GAPDH ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค
แตกต่างกับชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรคเล็กน้อย (แสดงดังรูปที่ 24) 
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รูปที่ 23 ภาพถ่ายแถบ  DNA ของยีน bFGF และ  GAPDH ของผู้ป่วยแต่ละราย  จากการท า 
agarose gel electrophoresis, M คือ maker แถวที่  1-19 คือ ผู้ป่วยแต่ละคน , รูปa-b ภาพแถบ  
DNA จากชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคของยีน bFGF และ GAPDH ตามล าดับ , รูปc-d ภาพแถบ  DNA
จากชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคของยีน bFGF และ GAPDH ตามล าดับ 

 
รูปที่  24 กราฟแท่งแสดงการเปรียบเทียบอัตราส่วนความเข้มของแถบ DNA ของยีน 
bFGF:GAPDH ระหว่างชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรคในผู้ป่วยรายเดียวกันของแต่ละคน 
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1.2 ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบอัตราการแสดงออกของยีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและไม่
เกิดรอยโรคของผู้ป่วยรายเดียวกันโดยวิธี real time RT-PCR 
อัตราการแสดงออกของยีน  bFGF สามารถวิเคราะห์จากการวัดปริมาณยีน  bFGF และ 

GAPDH (reference gene) โดยเทคนิค  real time RT-PCR และน าค่า  Ct (cycle threshold) ที่
ได้มาค านวณหาปริมาณเชิงเปรียบเทียบ (relative quantitation) ของ  DNA ระหว่างชิ้นเนื้อ  
ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรค โดยผลการเปรียบเทียบจะแสดงออกมาใน
รูปจ านวนเท่าของการแสดงออกของยีน  bFGF ที่แตกต่างกันระหว่างชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและไม่
เกิดรอยโรค (วิธีการค านวณแสดงในภาคผนวก ค ) และใช้โปรแกรม  Microsoft excel หาค่าเฉล่ีย
เรขาคณิต  (geometric mean) เพื่อวิเคราะห์อัตราการแสดงออกเฉล่ียของยีน  bFGF ในชิ้นเนื้อ  
ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคเปรียบเทียบกับชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค 

จากการศึกษาในผู้ป่วยจ านวน  19 ราย พบว่ามีการแสดงออกของยีน  bFGF ในชิ้นเนื้อ  
ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคเปรียบเทียบกับไม่เกิดรอยโรคเฉล่ียแตกต่างกันประมาณ 51 
เท่า โดยมีผู้ป่วยจ านวน 16 รายมีอัตราการแสดงออกของยีน  bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค
มากกว่าชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรค มีอัตราการแสดงออกของยีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคมากกว่า
ชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรคเฉล่ีย 70.63 เท่า และมีผู้ป่วยจ านวน 3 รายมีอัตราการแสดงออกของยีน  
bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคน้อยกว่าชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรค โดยมีการแสดงออกของยีน bFGF ใน
ชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคมากกว่าชิ้นเนื้อเกิดรอยโรคเฉล่ีย 10.48 เท่า (แสดงดังรูปที่ 25)  

 
รูปที่ 25 กราฟแท่งเปรียบเทียบอัตราการแสดงออกของยีน bFGF ระหว่างชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและ
ไม่เกิดรอยโรคในผู้ป่วยแต่ละคน 
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1.3 ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบปริมาณโปรตีน  bFGF ระหว่างชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและไม่
เกิดรอยโรคของผู้ป่วยรายเดียวกัน 

 จากการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน  bFGF ในชิ้นเนื้อที่มีรอยโรคและชิ้นเนื้อที่ไม่มีรอยโรคของ
ผู้ป่วยแต่ละคน โดยวิธี ELISA จากผู้ป่วยจ านวน  19 ราย พบว่ามีผู้ป่วยจ านวน 16 รายมีปริมาณ
โปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคมากกว่าชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรคและพบว่าผู้ป่วยจ านวน 3 ราย 
มีปริมาณโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคน้อยกว่าชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรค (แสดงดังรูปที่ 26) 

 

รูปที่ 26 กราฟแท่งแสดงการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน bFGF จากชิ้นเนื้อ ligamentum flavum 
ที่เกิดรอยโรคและชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคในผู้ป่วยรายเดียวกันแต่ละคน  
 
2. ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bFGF ระหว่างกลุ่มชิ้นเน้ือ ligamentum 

flavum ท่ีเกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรค 
2.1  ผลการวิเคราะห์ความเข้มของแถบ DNA ของยีน bFGF ใน ligamentum flavum ระหว่าง

กลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรค 
ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bFGF โดยการวัดความเข้มของแถบ 

DNA จากชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรคที่ได้จากการท า real time 
RT-PCR ด้วยโปรแกรม Quantity One และน าค่าความเข้มของแถบ DNA ที่ได้ของยีน bFGF และ
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GADPH ของแต่ละตัวอย่างมาค านวณอัตราส่วน พบว่าค่ามัธยฐาน หรือ เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 50 ของ
อัตราส่วน bFGF : GADPH จากกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและกลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค มีค่า
เท่ากับ 0.09  และ 0 ตามล าดับ (แสดงให้เห็นโดยเส้นสีด าตรงกลางระหว่าง  box ของกราฟ ) ขอบ
ล่างของ box (เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 25) ของชิ้นเนื้อทั้งสองกลุ่มมีค่าเท่ากับ 0 ขอบบนของ box  
(เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 75) มีค่าเท่ากับ 0.17 และ 0 ตามล าดับ ค่า outlier ที่สูงกว่าเปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 95 
มีค่าเท่ากับ 0.36 และ 0.08 ตามล าดับ (ตารางที่ 6) 

จากการหาค่าเฉล่ียความเข้มของแถบ DNA ของยีน  bFGF : GADPH ในกลุ่มชิ้นเนื้อที่
เกิดรอยโรคและกลุ่มชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรคพบว่า มีค่าเท่ากับ 0.10 และ 0.008 ตามล าดับ และจาก
การเปรียบเทียบความแตกต่างความเข้มของแถบ DNA ของยีน bFGF : GADPH ระหว่างกลุ่มชิ้น
เนื้อที่เกิดรอยโรคและกลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค พบว่ากลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคมีการแสดงออก
ของยีน bFGF มากกว่ากลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P< 
0.01) ดังแสดงในตารางที่ 6 และรูปที่ 27  

ตารางที่ 6 ค่ามัธยฐานของความเข้มของแถบ DNA ยีน bFGF: GAPDH ใน ligamentum flavum 
ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและกลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค 

  Median 
Percentile 

25 
Percentile 

75 
Percentile 

95 Mean 

         
กลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค 
(n=19) 

0.09 0 0.17 0.36 0.10 

กลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค
(n=19) 

0 0 0 0.08 0.008 

P* - - - - 0.004 
* มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากการทดสอบโดยใช ้Mann-Whitney test , 
P<0.01 ถือว่าความแตกต่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ
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รูปที่ 27 แผนภูมิกล่อง  (box plot) แสดงการเปรียบเทียบอัตราส่วนความเข้มของแถบ DNA ของ
ยีน bFGF:GAPDH ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคและชิ้นเนื้อไม่เกิดรอย
โรค,* มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.01) 
2.2 ผลการเปรียบเทียบปริมาณสัมบูรณ์ของ  DNA ของยีน  bFGF ใน ligamentum flavum 

ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและกลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค  
ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bFGF ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอย

โรคและกลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค โดยการน าค่า  Ct ที่ได้จากการท า real time RT-PCR ไป
เปรียบเทียบกับกราฟ DNA มาตรฐานของยีน  bFGF และ GADPH ที่ทราบปริมาณ (standard 
curve) และค านวณปริมาณสัมบูรณ์ของ DNA ของ bFGF และ GADPH แต่ละตัวอย่าง (แสดงใน
ภาคผนวก ค) และน าปริมาณสัมบูรณ์ของ DNA ที่ค านวณได้ของ  bFGF และ GADPH ของแต่ละ
ตัวอย่างมาคิดอัตราส่วน พบว่าค่ามัธยฐานของอัตราส่วน  bFGF : GADPH (เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 50) 
จากชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรค มีค่าเท่ากับ 1.37x105  และ 0 ตามล าดับ ขอบ
ล่างของ box (เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 25) มีค่าเท่ากับ 1.27x104 และ 0 ตามล าดับ ส่วนขอบบนของ box 
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(เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 75) มีค่าเท่ากับ 1.03 x106 และ 8.92 ตามล าดับ ค่า outlier ที่สูงกว่าเปอร์เซ็นต์
ไทล์ที่ 95 มีค่าเท่ากับ 9.44 x109 และ 3.75x109ตามล าดับ (ตารางที่ 7 ) 

จากการวิเคราะห์ค่าเฉล่ียปริมาณสัมบูรณ์ของยีน  bFGF :GADPH ในกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิด
รอยโรคและชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรค จากการค านวณค่าเฉล่ียเรขาคณิต  (geometric mean) โดยใช้
โปรแกรม Microsoft excel พบว่าค่าเฉล่ียมีค่าเท่ากับ 1.14x105 และ 26.12 ตามล าดับ และจาก
การเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างการแสดงออกของยีน bFGF  ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอย
โรคและกลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค พบว่าชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคมีการแสดงออกของยีน bFGF 
มากกว่าชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P< 0.01) ดังแสดงใน
ตารางที่ 7 และรูปที่ 28  

 

รูปที่ 28 แผนภูมิกล่อง (box plot) แสดงการเปรียบเทียบปริมาณสัมบูรณ์ของ DNA ของยีน bFGF 
ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรค,* มีความแตกต่างอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.01) 
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ตารางที่  7 ค่ามัธยฐานของปริมาณสัมบูรณ์ของยีน bFGF:GAPDH ใน ligamentum flavum 
ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและกลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค 

  Median 
Percentile 

25 
Percentile 

75 
Percentile 

95 Mean 

         
ชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค
(n=19) 

1.37x105 1.27x104 1.03 x106 9.44x109 1.14x105 

ชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค
(n=19) 

0 0 8.92 3.75x109 26.12 

P* - - - - 0.001 

* มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากการทดสอบโดยใช ้Mann-Whitney test , 
P<0.01 ถือว่าความแตกต่างนั้นมีนัยส าคัญทางสถิต ิ

2.3 ผลการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน bFGF ใน ligamentum flavum ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อที่
เกิดรอยโรคและกลุ่มชิ้นนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค  
ผลการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน bFGF จากชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ระหว่างกลุ่ม

ชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและกลุ่มชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรค  พบว่าค่ามัธยฐานของปริมาณโปรตีน  bFGF 
(เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 50) จากกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและกลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค มีค่าเท่ากับ  
223  และ 67.9 พิคโคกรัม/มิลลิกรัม  ตามล าดับ ขอบล่างของ box (ค่าเปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 25) มีค่า
เท่ากับ 66.2 และ 24.4 พิคโคกรัม/มิลลิกรัม ตามล าดับ ส่วนขอบบนของ box (เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 
75) มีค่าเท่ากับ 443 และ 67.9 พิคโคกรัม/มิลลิกรัม ตามล าดับ ค่า outlier ที่สูงกว่าเปอร์เซ็นต์ไทล์
ที่ 95 มีค่าเท่ากับ 748 และ 194 พิคโคกรัม/มิลลิกรัม ตามล าดับ (ตารางที่ 8) 

จากการวิเคราะห์ค่าเฉล่ียปริมาณโปรตีน bFGF ในกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและกลุ่มชิ้น
เนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค  พบว่ามีค่าเท่ากับ 256.68 และ 75.72 พิคโคกรัม/มิลลิกรัม ตามล าดับ และ
จากการทดสอบค่านัยส าคัญทางสถิติ พบว่าปริมาณโปรตีน bFGF จากกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค
และกลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.01) ดังแสดงในรูปที่ 
29 และตารางที่ 8 
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รูปที่ 29 แผนภูมิกล่อง  (box plot) แสดงการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน bFGF ระหว่างกลุ่มชิ้น
เนื้อ ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรค,* มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P<0.01) 

ตารางที่ 8 ค่ามัธยฐานของปริมาณโปรตีน bFGF ใน ligamentum flavum ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อที่
เกิดรอยโรคและกลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค 

  
Median 
(pg/mg) 

Percentile25 
(pg/mg) 

Percentile75 
(pg/mg) 

Percentile95 
(pg/mg) 

Mean 
(pg/mg) 

         
ชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค
(n=19) 

223 66.2 443 748 256.68 

ชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค
(n=19) 

67.9 24.4 67.9 194 75.72 

P* - - - - 0.003 

* มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากการทดสอบโดยใช ้Mann-Whitney test , 
¶ P<0.01 ถือว่าความแตกต่างนั้นมีนัยส าคัญทางสถิต ิ
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3. ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์การแสดงออกของยีน bFGF และอายุผู้ป่วย 
3.1 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มของแถบ DNA ยีน bFGF และอายุผู้ป่วย 

จากการวิเคราะห์การแสดงออกยีน bFGF จากชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ในต าแหน่งที่
เกิดรอยโรค โดยการวัดความเข้มของแถบ DNA ของยีน bFGF:GAPDH ที่ได้จากการท า real time 
RT-PCR และน าไปค านวณความสัมพันธ์กับอายุ โดยการวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์  
(pearson’s correlation coefficient หรือ r) เพื่อดูระดับความสัมพันธ์ ซึ่งสามารถแปลผลได้ดังนี้ 
ค่า r อยู่ระหว่าง 0.8-1 แสดงว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมาก ค่า  r อยู่ระหว่าง 0.5-0.8 แสดงว่ามี
ความสัมพันธ์กันปานกลาง ค่า r อยู่ระหว่าง 0.2-0.5 แสดงว่ามีความสัมพันธ์กันเล็กน้อย และถ้า
ค่า r น้อยกว่า 0.2 แสดงว่าไม่มีความสัมพันธ์กัน(53) นอกจากนี้ยังท าการวิเคราะห์ความถดถอยเชิง
เส้นตรง (linear regression) เพื่อใช้พิจารณาค่านัยส าคัญทางสถิติของความสัมพันธ์  ซึ่งทั้งค่า
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์และความถดถอยเชิงเส้นตรงจะวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม SPSS 16.0  

จากผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มของแถบ DNA ของยีน 
bFGF:GAPDH ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและอายุผู้ป่วย พบว่าค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ์(r) ระหว่าง
ชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคกับอายุผู้ป่วย มีค่าเท่ากับ  0.46 (แสดงดังรูปที่  30) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการ
แสดงออกยีน bFGF มีความสัมพันธ์กับอายุผู้ป่วยปานกลาง นอกจากนี้ค่า r ที่พบยังมีค่าเป็นบวก 
ซึ่งชี้ให้เห็นว่าการแสดงออกของยีน  bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคจะมีแนวโน้มเพิ่มข้ึนตามอายุ
ผู้ป่วย และจากการทดสอบค่านัยส าคัญทางสถิติของความสัมพันธ์ดังกล่าว พบว่าการแสดงออก
ของยีน  bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคมีความสัมพันธ์กับอายุ (P < 0.05) อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ  

นอกจากนี้จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มของแถบ DNA ของยีน 
bFGF:GAPDH ในชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคและอายุผู้ป่วย พบว่าค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) 
ระหว่างชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคมีกับอายุผู้ป่วย มีค่าเท่ากับ  0.35 (แสดงดังรูปที่ 31) จากการ
ทดสอบค่านัยส าคัญทางสถิติของความสัมพันธ์ดังกล่าว พบว่าการแสดงออกของยีน  bFGF ในชิ้น
เนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคกับอายุไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ(P > 0.05) 
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รูปที ่ 30 กราฟการกระจายตัว  (scatter diagram) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มของแถบ 
DNA ของยีน bFGF:GAPDH ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและอายุผู้ป่วย 

 

 

รูปที ่ 31 กราฟการกระจายตัว  (scatter diagram) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มของแถบ 
DNA ของยีน bFGF:GAPDH ในชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคและอายุผู้ป่วย 
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3.2 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของอัตราการแสดงออกของยีน bFGF และอายุผู้ป่วย 
จากการวิเคราะห์อัตราการแสดงออกของยีน  bFGF โดยการค านวณหาปริมาณเชิง

เปรียบเทียบของ DNA (relative quantitation) ของยีน bFGF ระหว่างชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและไม่
เกิดรอยโรค  โดยผลการเปรียบเทียบจะแสดงออกมาในรูปจ านวนเท่าของการแสดงออกของยีน 
bFGF ที่แตกต่างกันระหว่างชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรค (สูตรการค านวณแสดงใน
ภาคผนวก  ค) และน าค่าที่ได้ดังกล่าวไปหาความสัมพันธ์กับอายุโดยดูจากค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์ (correlation coefficient หรือค่า r) ที่ค านวณโดยโปรแกรม SPSS 16.0  

จากการน าค่าอัตราการแสดงออกของยีน bFGF ไปหาความสัมพันธ์กับอายุโดยพิจารณา
จากค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) พบว่าเท่ากับ 0.57 (แสดงดังรูปที่ 32) ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีอัตรา
การแสดงออกของยีน  bFGF ในชิ้นเนื้อ  ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคของผู้ป่วยมี
ความสัมพันธ์กับอายุผู้ป่วยในระดับปานกลาง นอกจากนี้ค่า r ที่พบยังแสดงเป็นค่าบวก ซึ่งแสดง
ให้เห็นว่าอัตราการแสดงออกของยีน bFGF ในชิ้นเนื้อจะ ligamentum flavum ของผู้ป่วยที่เป็นโรค
จะเพิ่มมากขึ้นตามอายุ และจากการทดสอบค่านัยส าคัญทางสถิติของความสัมพันธ์ดังกล่าว 
พบว่า  อัตราการแสดงออกของยีน  bFGF ในชิ้นเนื้อ  ligamentum flavum ของผู้ป่วยมี
ความสัมพันธ์กับอายุ (P < 0.05) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

 

รูปที ่32 กราฟการกระจายตัว (scatter diagram) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการแสดงออก
ของยีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum กับอายุผู้ป่วย 
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3.3 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณโปรตีน bFGF และอายุผู้ป่วย 
จากการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคและ

ไม่เกิดรอยโรค และน าไปหาความสัมพันธ์กับอายุโดยใช้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์  (r) จากผลการ
วิเคราะห์แสดงให้เห็นว่าปริมาณโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคมีความสัมพันธ์กับอายุ (r = 
0.63) และ มีแนวโน้มเพิ่มข้ึนตามอายุผู้ป่วย (แสดงดังรูปที่ 33) และจากการทดสอบค่านัยส าคัญ
ทางสถิติของความสัมพันธ์ดังกล่าว พบว่าปริมาณโปรตีน  bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคมี
ความสัมพันธ์กับอายุ (P < 0.05) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

 

 

รูปที ่ 33 กราฟการกระจายตัว  (scatter diagram) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณโปรตีน 
bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคกับอายุผู้ป่วย 
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รูปที ่ 34 กราฟการกระจายตัว  (scatter diagram) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณโปรตีน 
bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่ไม่เกิดรอยโรคกับอายุผู้ป่วย 

จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณโปรตีน  bFGF ในชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค
กับอายุ โดยพบว่าค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) ระหว่างชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคกับอายุ มีค่า
เท่ากับ 0.07 (แสดงดังรูปที่ 34) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าปริมาณโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค
กับอายุไม่มีความสัมพันธ์ต่อกัน และจากการทดสอบค่านัยส าคัญทางสถิติของความสัมพันธ์
ดังกล่าว พบว่าปริมาณโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคกับอายุไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (P 
> 0.05) เช่นกัน 

 
4. ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bFGF ระหว่างเพศหญิงและชาย 
4.1 ผลการเปรียบเทียบความเข้มแถบ DNA ของยีน bFGF ระหว่างเพศหญิงและชาย 

ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum 
ที่เกิดรอยโรคระหว่างเพศชายและหญิง โดยการวัดความเข้มของแถบ DNA ที่ได้จากการท า real 
time RT-PCR โดยโปรแกรม Quantity One และน าค่าความเข้มของแถบ DNA ที่ได้ของยีน  bFGF 
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และ GADPH ของแต่ละตัวอย่างมาค านวณอัตราส่วน พบว่าค่ามัธยฐาน หรือ เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 50 
ของยีน bFGF : GADPH จากชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคของเพศหญิงและชาย มีค่าเท่ากับ  0.12  และ 0 
ตามล าดับ ขอบล่างของ box (ค่าเปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 25) มีค่าเท่ากับ 0 ทั้งของเพศหญิงและชาย 
ขอบบนของ box (เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 75 ) มีค่าเท่ากับ  0.21 และ 0.14 ตามล าดับ  ค่า outlier ที่สูง
กว่าเปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 95 มีค่าเท่ากับ 0.36 และ 0.17 ตามล าดับ (ตารางที่ 9 ) 

จากการหาค่าเฉล่ียความเข้มของแถบ DNA ของยีน bFGF : GADPH ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอย
โรคของเพศหญิงและชายพบว่ามีค่าเท่ากับ 0.13 และ 0.06 ตามล าดับ และเมื่อเปรียบเทียบความ
แตกต่างความเข้มของแถบ DNAของยีน  bFGF : GADPH ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคระหว่างเพศ
หญิงและชายพบว่าเพศหญิงมีความเข้มของแถบ DNA ของยีน  bFGF : GADPH ในชิ้นเนื้อที่เกิด
รอยโรคมากกว่าเพศชาย แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P > 0.05) ดังแสดงใน
ตารางที่ 9 และรูปที่ 35 

ตารางที่ 9 ค่ามัธยฐานของความเข้มของแถบ DNA ยีน bFGF: GAPDH ในชิ้นเนื้อ  ligamentum 
flavum ที่เกิดรอยโรคระหว่างเพศหญิงและชาย 

  Median 
Percentile  

25 
Percentile 

75 
Percentile 

95 Mean 

         
เพศหญิง
(n=11) 

0.12 0 0.21 0.36 0.13 

เพศชาย 
(n=8) 

0 0 0.14 0.17 0.06 

P - - - - 0.16 
 P<0.05 ถือว่าความแตกต่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ
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รูปที่ 35 แผนภูมิกล่อง (box plot) แสดงการเปรียบเทียบความเข้มของแถบ DNA ยีน bFGF ในชิ้น
เนื้อที่เกิดรอยโรคระหว่างเพศหญิงและชาย 
4.2 ผลการเปรียบเทียบอัตราการแสดงออกยีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ระหว่าง

ผู้ป่วยเพศหญิงและชาย 
จากการวิเคราะห์อัตราการแสดงออกของยีน  bFGF โดยการหาปริมาณเชิงเปรียบเทียบ 

(relative quantitation) ของยีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคและไม่เกิด
รอยโรคทั้งเพศชายและหญิง โดยผลการเปรียบเทียบจะแสดงออกมาในรูปจ านวนเท่าที่แตกต่าง
กัน (สูตรการค านวณแสดงในภาคผนวก ค) จากผลการศึกษาพบว่า ค่ามัธยฐาน (เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 
50) ของอัตราการแสดงออกของยีน bFGF ของเพศหญิงและชาย มีค่าเท่ากับ  47.84  และ 71.53 
เท่า ตามล าดับ ขอบล่างของ box (ค่าเปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 25) มีค่าเท่ากับ 8.46 และ 19.37เท่า 
ตามล าดับ ส่วนขอบบนของ box (เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 75) มีค่าเท่ากับ  147.03 และ 123.14 เท่า 
ตามล าดับ  ค่า outlier ที่สูงกว่าเปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 95 มีค่าเท่ากับ  380 และ  357 เท่า ตามล าดับ 
(ตารางที่ 10) 

จากการหาค่าเฉล่ียเรขาคณิต (geometric mean) โดยใช้โปรแกรม Microsoft excel 
พบว่าค่าเฉล่ียอัตราการแสดงออกเฉล่ียของยีน  bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค :ชิ้นเนื้อไม่เกิดรอย
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โรคระหว่างเพศหญิงและชายมีค่าเท่ากับ 58.85 และ 43.67 เท่า ตามล าดับ และเมื่อเปรียบเทียบ
ความแตกต่างระหว่างอัตราการแสดงออกของยีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคต่อชิ้นเนื้อที่ไม่เกิด
รอยโรคระหว่างเพศหญิงและชาย พบว่าในกลุ่มเพศหญิงมีการแสดงออกของยีน  bFGF มากกว่า
เพศชายเล็กน้อย แต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (P> 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 10 และ รูปที่ 36 
 
ตารางที่ 10 ค่ามัธยฐานอัตราการแสดงออกของ  ยีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum 
ระหว่างผู้ป่วยเพศหญิงและชาย 

  
Median 
(เท่า) 

Percentile 25 
(เท่า) 

Percentile 75 
(เท่า) 

Percentile 95 
(เท่า) 

Mean 
(เท่า) 

         
เพศหญิง 
(n=11) 

47.84 8.46 147.03 380 58.85 

เพศชาย    
(n=8) 

71.53 19.37 123.14 357 43.67 

P - - - - 1.00 

¶ P<0.05 ถือว่าความแตกต่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ
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รูปที่ 36 แผนภูมิกล่อง (box plot) แสดงการเปรียบเทียบอัตราการแสดงออกของยีน bFGF ในชิ้น
เนื้อที่เกิดรอยโรคระหว่างเพศชายและหญิง  

4.3  ผลการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน bFGF ระหว่างผู้ป่วยเพศหญิงและชาย 
ผลการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum จากชิ้นเนื้อที่

เกิดรอยโรคระหว่างเพศหญิงและชาย พบว่าค่ามัธยฐาน  (ค่าเปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 50) ของปริมาณ
โปรตีนในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค ของเพศหญิงและชายมีค่าเท่ากับ 223 และ 257 พิคโคกรัม/
ไมโครกรัม ตามล าดับ ขอบล่างของ box (ค่าเปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 25) มีค่าเท่ากับ 66.2 และ 67 พิคโค
กรัม/ไมโครกรัม ตามล าดับ ส่วนขอบบนของ (เปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 75) มีค่าเท่ากับ  289 และ 584 พิค
โคกรัม/ไมโครกรัม ตามล าดับ  และค่า outlier ที่สูงกว่าเปอร์เซ็นต์ไทล์ที่ 95 มีค่าเท่ากับ  553 และ 
748 พิคโคกรัม/ไมโครกรัม (ตารางที่ 11) 

จากการหาค่าเฉล่ีย พบว่าค่าเฉล่ียปริมาณโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคของเพศ
หญิงและชายมีค่าเท่ากับ 221และ 391 พิคโคกรัม/ไมโครกรัม  ตามล าดับ และเมื่อเปรียบเทียบ
ความแตกต่างระหว่างปริมาณโปรตีน bFGF ในกลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคระหว่างเพศหญิงและ
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ชาย ไม่พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P> 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 11 และรูป
ที่ 37  
ตารางที่ 11 ค่ามัธยฐานของปริมาณโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum จากต าแหน่งที่

เกิดรอยโรคของเพศหญิงและชาย 

  
Median 
(pg/mg) 

Percentile25 
(pg/mg) 

Percentile75 
(pg/mg) 

Percentile95 
(pg/mg) 

Mean 
(pg/mg) 

         
หญิง      

(n=11) 
223 66.2 289 553 211 

ชาย          
(n=8) 

257 67 584 748 391 

P - - - - 0.46 

P<0.05 ถือว่าความแตกต่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ
 

 
รูปที่ 37 แผนภูมิกล่อง (box plot) แสดงการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอย
โรคระหว่างเพศชายและหญิง 
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บทท่ี  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 
ในปัจจุบันยังไม่มีรายงานการศึกษาที่ชัดเจนว่ามีการแสดงออกของยีนใดบ้างที่มีผลท าให้

เกิดการเกิดการหนาตัวของ ligamentum flavum ในผู้ป่วยโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อม แม้ว่ามี
รายงานการศึกษายืนยันว่ามีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการหนาตัวของ  ligamentum 
flavum ซึ่งสามารถน ามาอธิบายอาการที่เกิดขึ้นทางคลินิก  เช่น TGF-β1 ,MMP2, MMP3, 
MMP13 และ TIMPs เป็นต้น แต่ยังไม่สามารถอธิบายการเกิดการหนาตัวของ ligamentum 
flavum ได้อย่างชัดเจน ซึ่งอาจจะมีโปรตีนที่เป็นปัจจัยการเจริญเติบโตเข้ามาเกี่ยวข้อง ดังนั้นใน
การศึกษาครั้งนี้จึงให้ความสนใจต่อการเปลี่ยนแปลงรูปแบบการแสดงออกของยีน bFGF ภายใน 
ligamentum flavum ผู้ป่วยโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อม 

การวิจัยครั้งนี้ใช้ตัวอย่างจากผู้ป่วยที่มารับการผ่าตัดรักษาโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวกด
ทับเส้นประสาท แผนกออร์โธปิดิกส์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ มีจ านวนทั้งสิ้น 19 ราย เป็นชาย 8 
รายและหญิง 11 ราย อายุเฉล่ีย 61.84±11.01 ปี ผลจากการศึกษาเปรียบเทียบการแสดงออกของ
ยีน bFGF ระหว่างชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรคของผู้ป่วยรายเดียวกัน  โดยเทคนิค  real 
time RT-PCR ทั้งจากการวิเคราะห์แถบความเข้มของ DNA และการวิเคราะห์อัตราการแสดงออก
ของยีน bFGF พบว่าผู้ป่วยจ านวน 11 รายจาก 19 รายมีการแสดงออกของยีน  bFGF ในชิ้นเนื้อที่
เกิดรอยโรคมากกว่าไม่เกิดรอยโรค และพบว่าอัตราการแสดงออกของยีน bFGF ระหว่างชิ้นเนื้อที่
เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรคในผู้ป่วยแต่ละรายแตกต่างกันเฉล่ียประมาณ 51 เท่าและจากผล
การศึกษาเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรคของผู้ป่วย
รายเดียวกัน โดยวิธี ELISA พบผู้ป่วยจ านวน  16 รายจาก  19 ราย มีปริมาณโปรตีน  bFGF ในชิ้น
เนื้อที่เกิดรอยโรคมากกว่าชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรค  

จากผล การ ศึกษา เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bFGF ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อ 
ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรค ทั้งจากการวิเคราะห์แถบความเข้มของ  
DNA และการเปรียบเทียบปริมาณสัมบูรณ์ของ  DNA พบว่ากลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคมีการ
แสดงออกของยีน bFGF มากกว่ากลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P< 0.01) (แสดงดังรูปที่ 27 และ 28) และจากผลการการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน
ในชิ้นเนื้อทั้งสองกลุ่มพบว่ากลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคมีปริมาณโปรตีน bFGF  มากกว่ากลุ่มชิ้นเนื้อ
ที่ไม่เกิดรอยโรค และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P< 0.01) (แสดงดังรูปที่ 29) 
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จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน  bFGF และอายุของผู้ป่วย 
จากการน าอายุผู้ป่วยมาศึกษาความสัมพันธ์กับความเข้มของแถบ DNA พบว่าการแสดงออกของ
ยีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคเกิดสัมพันธ์กับอายุที่เพิ่มข้ึน และมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P < 
0.05) ในขณะที่การแสดงออกของยีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคเกิดสัมพันธ์กับอายุเล็กน้อย 
แต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) และจากการน าอายุผู้ป่วยมาศึกษาความสัมพันธ์กับอัตรา
การแสดงออกของยีน bFGF พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(แสดงดังรูปที่ 32)   

จากการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน bFGF จากชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ในที่เกิดรอยโรค
และไม่เกิดรอยโรค และน าไปศึกษาความสัมพันธ์กับอายุ ผลการวิเคราะห์พบว่าปริมาณโปรตีน  
bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคมีความสัมพันธ์กับอายุอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) แต่จาก
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณโปรตีน  bFGF ในชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคกับอายุ
ปริมาณโปรตีน bFGF กับอายุ พบว่าไม่มีความสัมพันธ์ต่อกัน และจากการทดสอบค่านัยส าคัญ
ทางสถิติพบว่าปริมาณโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคกับอายุไม่มีความสัมพันธ์อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P > 0.05) เช่นกัน 

ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum 
ที่เกิดรอยโรคระหว่างเพศชายและหญิง ทั้งโดยการวัดความเข้มของแถบ DNA ที่ได้จากการท า 
real time RT-PCR และจากการวิเคราะห์อัตราการแสดงออกของยีน  bFGF ในชิ้นเนื้อ พบว่าเพศ
หญิงมีการแสดงออกของยีน bFGF มากกว่าเพศชาย แต่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P > 0.05)  

ผลการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum จากชิ้นเนื้อที่
เกิดรอยโรคระหว่างเพศหญิงและชาย พบว่า ในกลุ่มเพศชายมีปริมาณโปรตีน bFGF มากกว่าเพศ
หญิงเล็กน้อย แต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (P > 0.05) ดังนั้นจึงอาจสรุปได้ว่าการแสดงออกของยีน 
bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ที่เกิดรอยโรคระหว่างเพศชายและหญิงอาจจะมีการ
แสดงออกไม่แตกต่างกัน 

อภิปรายผลการวิจัย 
การเกิดการหนาตัวของ ligamentum flavum เป็นภาวะที่พบบ่อยในผู้สูงอายุที่มีการเสื่อม

ของกระดูกสันหลังโดยเฉพาะกระดูกสันหลังส่วนเอว แม้การศึกษาก่อนหน้านี้จะมีผู้สันนิษฐานว่า
การเกิดการหนาตัวและการเกิดพังผืดของ ligamentum flavum ในโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อม
ว่าอาจจะมีผลมาจากกลไกการเสื่อมตามอายุ (11,26.28)และการใช้งาน (mechanical stress)(24) แต่
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กลไกการเกิดโรคที่แท้จริงยังไม่สามารถหาข้อสรุปได้แน่ชัดในปัจจุบัน คาดว่าน่าจะมีปัจจัยอื่น เช่น 
growth factors เข้ามาเกี่ยวข้องด้วย(11) 

จากผลการศึกษาเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bFGF ระหว่างชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค
และไม่เกิดรอยโรคของผู้ป่วยรายเดียวกันพบว่า มีการแสดงออกของยีน  bFGF ในผู้ป่วยบางราย 
โดยจากผู้ป่วยจ านวน  19 ราย พบว่ามี  11 รายมีการแสดงออกของยีน  bFGF (แสดงดังรูปที่  23) 
โดยในผู้ป่วยที่มีการแสดงออกของยีน  bFGF พบว่ามีอายุเฉล่ีย  65.18±9.73 ปี ในขณะที่ผู้ป่วยที่
ไม่มีการแสดงออกของยีน  bFGF พบว่ามีอายุเฉล่ีย  57.25±11.76 ปี ซึ่งผลในส่วนนี้ท าให้คาดว่า
ยีน bFGF จะมีการแสดงออกมากในผู้สูงอายุที่เป็นโรค degenerative lumbar disease ส าหรับใน 
ligamentum flavum ที่ไม่เกิดรอยโรคที่พบว่ามีการแสดงออกของยีน  bFGF ของผู้ป่วยจ านวน  2 
ราย คาดว่าในต าแหน่งนั้นอาจมีการเสื่อมอยู่แล้ว แต่ยังอาจไม่สามารถมองเห็นด้วยตาเปล่า ซึ่ง
อาจจะยืนยันได้โดยการน าชิ้นเนื้อไปศึกษา  histology โดยอาจย้อมชิ้นเนื้อเพื่อศึกษาการจัดเรียง
ตัวของอีลาสตินไฟเบอร์ ซึ่งถ้าพบว่ามีการจัดเรียงตัวผิดปกติ การจัดเรียงตัวของอีลาสตินไฟเบอร์
จะไม่ขนานกัน ซึ่งเกิดจากการแตกออกของมัดอีลาสติน (elastin fiber bundle) เป็นลักษณะที่พบ
ใน ligamentum flavum ที่มีการเสื่อม(5) (แสดงดังรูปที่ 10)  

จากผลการศึกษาการแสดงออกของยีน bFGF ระหว่างกลุ่มชิ้นเนื้อ ligamentum flavum 
ที่เกิดรอยโรคและไม่เกิดรอยโรค ซึ่งพบว่ากลุ่มชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคมีการแสดงออกของยีน bFGF 
มากกว่ากลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P< 0.01) ซึ่ง
สมมุติฐานของงานวิจัยคาดว่าการแสดงออกของยีน bFGF อาจจะมีบทบาทท าให้เกิดการหนาตัว
ของ ligamentum flavum โดยจากการการกระตุ้นของ  bFGF มีผลท าให้เซลล์ไฟโบรบลาสที่ปกติ
จะเป็นเซลล์ที่สร้างโปรตีนเส้นใยอีลาสตินและคอลลาเจน เกิดการแบ่งเซลล์  (proliferation) 
เพิ่มข้ึน จนมีผลท าให้อัตราส่วนอีลาสตินต่อคอลลาเจนเปลี่ยนแปลง จนเกิดการเสื่อมของ  
ligamentum flavum ตามมาในที่สุด ซึ่งข้อสันนิฐานนี้คล้ายกับกับข้อสันนิฐานของ  Jong Bome 
และคณะในปี2005(24) ซึ่งคาดว่า TIMP2 อาจมีผลท าให้เกิดการหนาตัวของ  ligamentum flavum 
โดย TIMP2 จะมีผลส่งเสริมกระบวนการแบ่งเซลล์ (proliferation) และยับยั้งการตาย (apoptosis) 
ของเซลล์ไฟโบรบลาส (fibroblasts) แต่จากการทดสอบสมมุติฐาน สรุปได้ว่า TIMP2 อาจมีผลท า
ให้เกิดการหนาตัวและผังพืด (fibrosis) แต่ไม่มีผลต่อ  programmed cell death ของเซลล์ไฟ      
โบรบลาสใน ligamentum flavum ที่เสื่อม และจากการศึกษา  ของ Yayama T และคณะได้ตั้ง
สมมุติฐานว่าใน ligamentum flavum ของผู้ป่วยโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อม บริเวณที่มีการ
ลดลงของเส้นใยอีลาสติน (elastin fiber) และเส้นใยคอลลาเจน (collagen fiber) อาจเป็นบริเวณ
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ที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดผังพืด ซึ่ง Yayama T เสนอแนะข้อคิดเห็นไว้ว่า การเกิดผังพืดอาจเป็นผลมา
จากการกระตุ้นโดยโปรตีน bFGF ที่หลั่งมาจาก เซลล์กระดูกอ่อนที่เกิดการหนาตัว (hypertrophic 
chondrocytes)ขึ้น (47) ซึ่งการศึกษาของ  Teruaki และคณะพบว่ามีกลุ่มเซลล์ตัวอ่อนของเซลล์
กระดูกอ่อน (chondroid cells) และการเกิดกระบวนการสร้างเซลล์กระดูกอ่อน 
(chondrogenesis) ใน ligamentum flavum ที่เกิดการเสื่อม (33) จากรายงานการศึกษาข้างต้นท า
ให้ผู้วิจัยคาดว่า การหนาตัวของ ligamentum flavum อาจไม่ได้มีผลมาจากกระบวนการแบ่งเซลล์
อย่างผิดปกติของเซลล์ไฟโบรบลาส และน าไปสู่การตั้งสมมุติฐานใหม่ที่ว่าใน ligamentum flavum 
ที่เสื่อม  อาจมาจากเซลล์กระดูกอ่อนใน  ligamentum flavum ที่ได้รับการบาดเจ็บ และมีการ
อักเสบข้ึนบ่อยครั้ง (29,52)จะสร้างและหลั่ง bFGF ซึ่ง bFGF อาจท างานร่วมกับไซโตไคน์ตัวอ่ืน (49) 

(แสดงดังรูปที่39) มีผลชักน าให้เซลล์ไฟโบรบลาสมีการผลิตเส้นใยคอลลาเจนเพิ่มมากขึ้นอย่าง
รวดเร็ว(47) และนอกจากนี้เซลล์ไฟโบรบลาส และ TGF-β ยังมีผลชักน าให้เกิดการหนาตัวของเซลล์
กระดูกอ่อนอีกด้วย(47,50) ยังมีการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าผู้ป่วยโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวเสื่อมร้อย
ละ 80 มีหินปูนเกิดขึ้นใน ligamentum flavum ร่วมด้วยเสมอโดยเฉพาะบริเวณที่มีการหนาตัวของ
เซลล์กระดูกอ่อน (33) และที่ส าคัญจากการศึกษาโดยการย้อมแอนตี้บอดี้ที่จ าเพาะ 
(immunohistochemistry) ต่อโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum ของผู้ป่วยโรคกระดูก
สันหลังส่วนเอวตีบแคบและโรคหมอนรองกระดูกแตกเปรียบเทียบกัน พบว่าชิ้นเนื้อ  ligamentum 
flavum ของผู้ป่วยโรคกระดูกสันหลังส่วนเอวตีบแคบมีการแสดงออกของ  bFGF บริเวณที่มีการ
หนาตัวของเซลล์กระดูกอ่อน ซึ่งอยู่บริเวณโดยรอบผลึกแคลเซี่ยม แต่ไม่พบลักษณะเช่นนี้ในชิ้นเนื้อ 
ligamentum flavum ของผู้ป่วยโรคหมอนรองกระดูกแตก (47) จากผลที่ได้จึงอาจมีความเป็นไปได้
ที่ว่าเซลล์กระดูกอ่อนที่หนาตัว  (hypertrophic chondrocytes) (พบเฉพาะใน  ligamentum 
flavum ที่เสื่อม) อาจเกี่ยวข้องกับการก่อตัวของหินปูนโดยการหลั่ง  bFGF จากผลการศึกษาของ
รายงานข้างต้นจึงคาดว่าผลการศึกษาที่พบว่ามีการแสดงออกของยีน  bFGF ใน ligamentum 
flavum ที่เสื่อม อาจมีกลไกทางพยาธิสรีรวิทยาดังที่อธิบายไว้ข้างต้น (แสดงดังรูปที่ 39) 
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รูปที่ 38 แสดงสมมุติฐานการเกิดการหนาตัวของ ligamentum flavum (29) 
 

 
 
รูปที่ 39 แสดงสมมุติฐานกลไกการเสื่อมของ ligamentum flavum ของผู้ป่วยโรคกระดูก

สันหลังส่วนเอวเสื่อม 
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จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีนและโปรตีน  bFGF และอายุ
ของผู้ป่วยที่พบว่ามีการแสดงออกในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคเกิดสัมพันธ์กับอายุที่เพิ่มข้ึน แสดงให้เห็น
ว่ายีน bFGF อาจเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดความเสื่อม เช่นเดียวกับคอลลาเจนที่มีการศึกษา
ก่อนหน้านี้ว่ามีการแสดงออกเพิ่มตามอายุ(11) โดยจากผลการศึกษาที่พบว่าการแสดงออกของยีน
และโปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคเพิ่มตามอายุนั้นแสดงให้เห็นว่าว่ายีน  bFGF อาจจะมี
การแสดงออกเพิ่มมากขึ้นเฉพาะ ligamentum flavum เสื่อมเท่านั้นและปริมาณของการแสดงออก
ของยีนนี้จะเพิ่มมากขึ้นตามอายุ นั่นคือในผู้ป่วยที่มีอายุมากอาจมีการแสดงออกของยีนและมี
ปริมาณโปรตีนมากกว่าผู้ป่วยที่มีอายุน้อย แต่ในขณะที่คนปกติที่อายุใกล้เคียงกันอาจมีการ
แสดงออกของยีน  bFGF ไม่ต่างกัน เนื่องจากผลการศึกษาในชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรคไม่พบ
ความสัมพันธ์กับอายุ จากการศึกษาของ  Teruyaki และคณะที่พบว่าค่าเฉล่ียอายุของผู้ป่วยโรค  
degenerative lumbar disease ที่มีหินปูนเกาะใน ligamentum flavum มีค่ามากกว่าผู้ป่วยที่ไม่มี
หินปูนเกาะใน ligamentum flavum(33) จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าการเกิดหินปูนจะพบมากใน
ผู้สูงอายุ ซึ่งคาดว่าการผู้สูงอายุจะมีการสะสมของหินปูน ดังนั้นในผู้ที่อายุมากจึงมีการสะสมของ
หินปูนมาก จากสมมุติฐานของผู้วิจัยที่กล่าวไว้ข้างต้นว่ามีหินปูนเกิดขึ้นใน ligamentum flavum ที่
เสื่อมอาจเป็นผลมาจากเซลล์กระดูกอ่อนที่หนาตัวหลั่ง  bFGF ออกมาควบคุมการก่อตัว 
(formation) ของหินปูนนั้น(47) อาจสามารถน ามาใช้อธิบายได้ว่าเหตุใด bFGF และการเกิดหินปูน
ในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคจึงมีการเพิ่มการแสดงออกมากขึ้นตามอายุ โดยผู้วิจัยคาดว่าอาจเกิดจาก
การที่เซลล์กระดูกอ่อนที่หนาตัวหลั่ง  bFGF ออกมาควบคุม จึงท าให้พบว่าทั้งการแสดงออกของ  
bFGF และการเกิดของหินปูนมีความสัมพันธ์กับอายุ แต่นอกจากนี้ผู้วิจัยคาดว่าอาจมีปัจจัยอื่นที่
เกี่ยวข้องอีก เช่น ระยะเวลาที่เป็นโรค การด าเนินชีวิตประจ าวัน (life style) เป็นต้น ท าให้ในผู้ที่
อายุน้อยแต่มีระยะเวลาที่เป็นโรคนานอาจมีหินปูนและการแสดงออกของยีน  bFGF ที่มากกว่า
ผู้สูงอายุที่เพิ่งเกิดโรคก็ได้ โดยสามารถอธิบายได้จากการที่มีผู้ป่วยบางรายที่มีอายุน้อยแต่กลับ
พบว่ามีการแสดงออกของทั้งยีนและโปรตีน  bFGF มาก หรือผู้ป่วยที่อายุมากแต่กลับมีการ
แสดงออกของยีนและโปรตีน  bFGF น้อย  (แสดงดังรูปที่ 30, 32 และ  34) แต่อย่างไรก็ตามใน
การศึกษาครั้งนี้ไม่ได้เก็บข้อมูลอ่ืนๆ เช่น ระยะเวลาการเกิดโรคของผู้ป่วย เป็นต้น ซึ่งสมมุติฐานใน
ส่วนนี้จะท าการศึกษาในโอกาสต่อไป ส าหรับการแสดงออกของยีน  bFGF ในชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอย
โรคจะพบว่ามีปริมาณการแสดงออกของยีนและโปรตีนที่น้อยกว่าในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค และไม่
สัมพันธ์กับอายุ คาดว่าในชิ้นเนื้อไม่เกิดรอยโรค อาจยังไม่มีกระบวนการเกิดการหนาตัวของเซลล์
กระดูกอ่อน หรืออาจพบเซลล์กระดูกอ่อนเล็กน้อยที่ใน  ligamentum flavum ซึ่งเซลล์กระดูกอ่อน
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อาจมีการหลั่งโปรตีน bFGF ได้บ้างแต่ในปริมาณน้อย จึงไม่มีผลต่อการก่อตัวของหินปูนหรือมีผล
น้อย ดังนั้นจึงอาจไม่พบหรือพบการเกิดหินปูนได้น้อยใน ligamentum flavum ผู้ป่วยที่อายุน้อย 
จึงอาจท าให้ผลการศึกษาที่พบมี  bFGF มีปริมาณในแต่ละช่วงอายุไม่แตกต่างกันและพบใน
ปริมาณที่น้อยกว่าในชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค 

ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum 
ที่เกิดรอยโรคระหว่างเพศชายและหญิง ซึ่งพบว่าทั้งการวิเคราะห์โดยการวัดความเข้มของแถบ 
DNA และการวิเคราะห์อัตราการแสดงออกของยีน เพศหญิงจะมีการแสดงออกของยีน  bFGF 
มากกว่าเพศชายแต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (P > 0.05) นอกจากนี้ผลการเปรียบเทียบปริมาณ
โปรตีน bFGF ในชิ้นเนื้อ ligamentum flavum จากชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรคระหว่างทั้งสองเพศพบว่า
ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P > 0.05)เช่นกัน จึงคาดว่าการแสดงออกของยีนและ
โปรตีน bFGF มีการแสดงออกไม่แตกต่างกันทั้งในทั้งสองเพศ โดยผลที่ได้ยังสอดคล้องกับผล
การศึกษาที่พบก่อนหน้านี้ที่ท าการศึกษาโดยวัดความหนาของ  ligamentum flavum ที่มีการหนา
ตัวในผู้ป่วยโรค  lumbar spinal stenosis เปรียบเทียบระหว่างเพศชายและหญิงพบว่าไม่มี
นัยส าคัญทางสถิติ (26,28) แต่ยังมีบางการศึกษาที่มีข้อเสนอแนะว่าการหนาตัวของ  ligamentum 
flavum อาจมีอิทธิพลมาจากฮอร์โมนเพศ(50) 

ข้อเสนอแนะ 

1.จากการวิจัยในครั้งนี้เป็นการศึกษาการแสดงออกของยีนระหว่างกลุ่ม และศึกษา
ความสัมพันธ์ของยีน แต่อันเนื่องมาจากข้อจ ากัดในการเก็บตัวอย่างจากผู้ป่วยและระยะเวลาใน
การท าวิจัย ดังนั้นเพื่อให้ผลชัดเจน ควรจะเก็บตัวอย่างเพิ่ม เพื่อน ามาใช้ประเมินผลได้ชัดเจนขึ้น 

2.ในการศึกษาการแสดงออกของยีนควรเลือกใช้เทคนิค  real time-PCR มากกว่า  
conventional PCR เนื่องจาก  conventional PCR จะให้ผลแบบ  end-point detection ซึ่งไม่มี
ความถูกต้องและแม่นย าเท่า real time-PCR ซึ่งให้ผลแบบ real-time detection 
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ภาคผนวก ก 
เอกสารข้อมูลส าหรับอาสาสมัครโครงการวิจัย 

(Information sheet for research volunteer) 
ชื่อโครงการวิจัย : การศึกษาความสัมพันธ์ของไซโตไคน์และความรุนแรงของโรคกระดูกสันหลังส่วน
เอวเสื่อม 
แพทย์ผู้ท าวิจัย  
ชื่อ  นพ.สิทธิศักดิ์  หรรษาเวก 
ที่อยู่  ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
เบอร์โทรศัพท ์  02-256-4482 , 0850425466 (ที่ท างานและมือถือ) 
 
แพทย์ผู้ร่วมในโครงการวิจัย 
ชื่อ  อาจารย์ นพ. ชูเกียรติ   เฉลิมพันธ์พิพัฒน์ 
ที่อยู่  ภาควิชากายวิภาค คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
เบอร์โทรศัพท ์ 02-256-4510 , 0818070917  (ที่ท างานและมือถือ) 
เรียน ผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยทุกท่าน 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่แสดงข้อมูลเพื่อใช้ประกอบการตัดสินใจของท่านในการเข้าร่วมการ
ศึกษาวิจัย อย่างไรก็ตามก่อนที่ท่านจะตัดสินใจเข้าร่วมในการศึกษาวิจัยดังกล่าว ขอให้ท่านอ่าน
เอกสารฉบับนี้อย่างถี่ถ้วน เพื่อให้ท่านได้ทราบถึงเหตุผลและรายละเอียดของการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ 
หากท่านมีข้อสงสัยใดๆ เพิ่มเติม กรุณาซักถามจากทีมงานของแพทย์ผู้ท าวิจัย หรือแพทย์ผู้ร่วมท า
วิจัยซึ่งจะเป็นผู้สามารถตอบค าถามและให้ความกระจ่างแก่ท่านได้ 
 ท่านสามารถขอค าแนะน าในการเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้จากครอบครัว เพื่อน หรือแพทย์
ประจ าตัวของท่านได้ ท่านมีเวลาอย่างเพียงพอในการตัดสินใจโดยอิสระ ถ้าท่านตัดสินใจแล้วว่าจะ
เข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้ ขอให้ท่านลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมของโครงการวิจัยนี้ 
ค าชี้แจงเกี่ยวกับโรคท่ีอาสาสมัครได้รับการวินิจฉัย 

ภาวะกระดูกสันหลังเอวเสื่อม หมายถึง  การเกิดการสึกหรอและเสื่อมสภาพของกระดูก

สันหลังบริเวณเอว และเนื้อเยื่อหรือข้อต่อบริเวณโดยรอบกระดูกสันหลังที่มีพยาธิสภาพเกิดขึ้น โรค

กระดูกสันหลังเอวเสื่อม (degenerative lumbar disease) ที่พบได้บ่อย ได้แก่ ภาวะโพรงกระดูกสัน

หลังตีบแคบบริเวณเอว (lumbar spinal stenosis ) หมอนรองกระดูกสันหลังเคลื่อน (disc 

herniation)  และโรคกระดูกสันหลังเคลื่อน ( spondylolisthesis )  ซึ่งการเสื่อมของกระดูกสันหลัง
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มักจะน าไปสู่เกิดภาวะโพรงกระดูกสันหลังตีบแคบตามมา 

เนื่องจาก การเสื่อมของกระดูก , เอ็น และเนื้อเยื่อบริเวณกระดูกสันหลังที่มีพยาธิสภาพ

เกิดขึ้นท าให้โครงสร้างเดิมเปลี่ยนไป เช่น กระดูกสันหลังหรือหมอนรองกระดูกเสื่อม ท าให้มีการยื่น

หรือแตกออกมา , เอ็นและข้อหนามากขึ้น  สิ่งเหล่านี้จะไปมีผลต่อช่องไขสันหลังซึ่งเป็นที่อยู่ปกติ

ของเส้นประสาท ท าให้เกิดอาการปวดดังกล่าว 

วัตถุประสงค์ของการศึกษา 
 วัตถุประสงค์หลักจากการศึกษาในครั้งนี้ เพื่อศึกษารูปแบบการเปลี่ยนแปลงการ

แสดงออกของสารพันธุกรรมในข้อต่อและเอ็นบริเวณกระดูกสันหลังที่ผิดปกติในผู้ป่วยที่มีภาวะ

กระดูกสันหลังเอวเสื่อม ได้แก่ โรคโพรงกระดูกสันหลังตีบแคบบริเวณเอว  หมอนรองกระดูกสันหลัง

เคลื่อน  และโรคกระดูกสันหลังเคลื่อน  เพื่อใช้ในการศึกษาหาสาเหตุที่ท าให้เกิดอาการต่างๆ เช่น 

อาการปวด หรือชาในผู้ป่วยที่เกิดภาวะนี้ โดยประมาณจ านวนผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยรวม 20 คน  

วิธีการท่ีเกี่ยวข้องกับการวิจัย 
 หลังจากท่านให้ความยินยอมที่จะเข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้ ผู้วิจัยจะขอเก็บชิ้นเนื้อขนาด 
0.5×0.5 เซนติเมตร จากบริเวณข้อต่อและ/หรือเอ็นในบริเวณกระดูกสันหลังซึ่งได้รับการวินิจฉัยจาก
แพทย์ว่าผิดปกติและมีความจ าเป็นต้องได้รับการผ่าตัดเพื่อน าชิ้นเนื้อดังกล่าวออก โดยผู้ท าการวิจัย
จะขอเก็บชิ้นเนื้อดังกล่าวในขณะที่ท่านได้รับการผ่าตัดแก้ไขภาวะกระดูกสันหลังที่ผิดปกติโดย
ศัลยแพทย์ โดยการเก็บชิ้นเนื้อดังกล่าวจะเก็บจากข้อต่อและ/หรือเอ็นที่ผิดปกติซึ่งถูกตัดออกมาแล้ว
ตามแผนการรักษาตามปกติของทีมแพทย์ที่ดูแลรักษาผู้ป่วยเท่านั้น 
ความรับผิดชอบของอาสาสมัครผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย 

 เพื่อให้งานวิจัยนี้ประสบความส าเร็จ จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องได้รับความร่วมมือจาก

ท่าน โดยท่านจะต้องปฏิบัติตามค าแนะน าของแพทย์ผู้ท าวิจัยอย่างเคร่งครัด รวมทั้งแจ้งอาการ

ผิดปกติต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นกับท่านระหว่างที่ท่านเข้าร่วมในโครงการวิจัยให้ผู้ท าวิจัยได้รับทราบ 

ความเสี่ยงท่ีอาจได้รับ 

 อาสาสมัครอาจจะรับความเสี่ยงและความไม่สะดวกสบายจากการเก็บชิ้นเนื้อดังกล่าวเพียง

เล็กน้อย เนื่องจากการเก็บชิ้นเนื้อดังกล่าวจะเก็บจากข้อต่อและ /หรือเอ็นที่ผิดปกติซึ่งถูกตัดออก

มาแล้วตามแผนการรักษาตามปกติของทีมแพทย์ที่ดูแลรักษาผู้ป่วยเท่านั้น หากท่านมีข้อสงสัยใด ๆ 

เกี่ยวกับความเสี่ยงที่อาจได้รับจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัยท่านสามารถสอบถามจากแพทย์
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ผู้ท าวิจัยได้ตลอดเวลา 

ความเสี่ยงท่ีไม่ทราบแน่นอน 
 ท่านอาจเกิดอาการข้างเคียง หรือความไม่สบาย  ซึ่งอาการข้างเคียงเหล่านี้เป็นอาการที่ไม่
เคยพบมาก่อน เพื่อความปลอดภัยของท่าน ควรแจ้งผู้ท าวิจัยให้ทราบทันทีเมื่อเกิดความผิดปกติ
ใดๆ เกิดขึ้น 
 หากท่านมีข้อสงสัยใดๆ เกี่ยวกับความเสี่ยงที่อาจได้รับจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัย ท่าน
สามารถสอบถามจากผู้ท าวิจัยได้ตลอดเวลา   
 หากมีการค้นพบข้อมูลใหม่ ๆ ที่อาจมีผลต่อความปลอดภัยของท่านในระหว่างที่ท่านเข้า
ร่วมในโครงการวิจัย ผู้ท าวิจัยจะแจ้งให้ท่านทราบทันที เพื่อให้ท่านตัดสินใจว่าจะอยู่ในโครงการวิจัย
ต่อไปหรือจะขอถอนตัวออกจากการวิจัย 
การพบแพทย์ในกรณีที่เกิดอาการข้างเคียง 

  ในขณะพักรักษาอยู่ในโรงพยาบาลหากท่านมีอาการข้างเคียงใด ๆที่เกิดจากผลของการท า

วิจัย  ขอให้ท่านรีบแจ้งแพทย์เจ้าของไข้หรือแพทย์ผู้ท าวิจัยทันที หรือขณะกลับไปพักรักษาตัวที่บ้าน

หากมีอาการผิดปกติให้ท่านรีบมาพบแพทย์ที่สถานพยาบาลทันที ถึงแม้ว่าจะอยู่นอกตารางการนัด

หมาย เพื่อแพทย์จะได้ประเมินอาการข้างเคียงของท่าน หากอาการต่าง ๆ ดังกล่าวเป็นผลจากการ

เข้าร่วมในโครงการวิจัย ท่านจะได้รับการรักษาทางการแพทย์ที่เหมาะสม โดยไม่เสียค่าใช้จ่าย 

ประโยชน์ท่ีอาจได้รับ 
 อาสาสมัครจะได้รับการตรวจรูปแบบการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของสารพันธุกรรมใน

ข้อต่อและเอ็นบริเวณกระดูกสันหลังที่ผิดปกติ  ซึ่งน่าจะเป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดอาการต่างๆ เช่น 

อาการปวด หรือชาในผู้ป่วย  ซึ่งอาจจะน าไปสู่การป้องกันหรือการประเมินความเสี่ยงได้ แต่ไม่ได้

รับรองว่าสุขภาพของท่านจะต้องดีขึ้นหรือความรุนแรงของโรคจะลดลงอย่างแน่นอน 

วิธีการและรูปแบบการรักษาอ่ืน ๆ ซ่ึงมีอยู่ส าหรับอาสาสมัคร 
 ท่านไม่จ าเป็นต้องเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้เพื่อประโยชน์ในการรักษาโรคที่ท่านเป็นอยู่ 
เนื่องจากมีแนวทางการรักษาอ่ืน ๆ หลายแบบส าหรับรักษาโรคของท่านได้ ดังนั้นจึงควรปรึกษาแนว
ทางการรักษาวิธีอ่ืนๆ กับแพทย์ผู้ให้การรักษาท่านก่อนตัดสินใจเข้าร่วมในการวิจัย 
ข้อปฏิบัติของท่านขณะท่ีร่วมในโครงการวิจัย 
ขอให้ท่านปฏิบัติดังนี้ 

- ขอให้ท่านให้ข้อมูลทางการแพทย์ของท่านทั้งในอดีต และปัจจุบัน แก่ผู้ท าวิจัยด้วย
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ความสัตย์จริง 
- ขอให้ท่านแจ้งให้ผู้ท าวิจัยทราบความผิดปกติที่เกิดขึ้นระหว่างที่ท่านร่วมใน

โครงการวิจัย 
อันตรายที่อาจเกิดขึ้นจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัยและความรับผิดชอบของผู้ท าวิจัย 
 หากพบอันตรายที่เกิดขึ้นจากการวิจัย ท่านจะได้รับการรักษาอย่างเหมาะสมทันที  หาก
พิสูจน์ได้ว่าท่านปฏิบัติตามค าแนะน าของทีมผู้ท าวิจัยแล้ว ผู้ท าวิจัย /ผู้สนับสนุนการวิจัยยินดีจะ
รับผิดชอบค่าใช้จ่ายในการรักษาพยาบาลของท่าน และการลงนามในเอกสารให้ความยินยอม ไม่ได้
หมายความว่าท่านได้สละสิทธิ์ทางกฎหมายตามปกติที่ท่านพึงมี 
 
 ในกรณีที่ท่านได้รับอันตรายใด ๆ หรือต้องการข้อมูลเพิ่มเติมที่เกี่ยวข้องกับโครงการวิจัย 
ท่านสามารถ 
ติดต่อกับผู้ท าวิจัยคือ นพ .สิทธิศักดิ์ หรรษาเวก โทรศัพท์ 02-256-4482 , 0850425466 หรือ 
อาจารย์ นพ .ชูเกียรติ  เฉลิมพันธ์พิพัฒน์ โทรศัพท์  02-256-4510  , 0818070917 ได้ตลอด 24 
ชั่วโมง 
ค่าใช้จ่ายของท่านในการเข้าร่วมการวิจัย 
 ท่านจะไม่ต้องเสียค่าใช้จ่ายใดๆจากการเข้าร่วมโครงการวิจัย โดยผู้วิจัยจะเป็นผู้รับผิดชอบ
ค่าใช้จ่ายที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัยทั้งหมด (ค่าใช้จ่ายอื่นไม่ที่เกี่ยวข้องกับโครงการวิจัย เช่น 
ค่าธรรมเนียมทางการแพทย์ ค่าวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ ท่านต้องเป็นผู้รับผิดชอบเอง)                           
ค่าตอบแทนส าหรับผู้เข้าร่วมวิจัย  
 ท่านจะไม่ได้รับเงินค่าตอบแทนจากการเข้าร่วมในการวิจัยในครั้งนี้  
การเข้าร่วมและการสิ้นสุดการเข้าร่วมโครงการวิจัย 
 การเข้าร่วมในโครงการวิจัยครั้งนี้เป็นไปโดยความสมัครใจ หากท่านไม่สมัครใจจะเข้าร่วม
การศึกษาแล้ว ท่านสามารถถอนตัวได้ตลอดเวลา การขอถอนตัวออกจากโครงการวิจัยจะไม่มีผลต่อ
การดูแลรักษาโรคของท่านแต่อย่างใด 
 ผู้ท าวิจัยอาจถอนท่านออกจากการเข้าร่วมการวิจัย เพื่อเหตุผลด้านความปลอดภัยของท่าน 
หรือ ในกรณีดังต่อไปนี้ 
  -     ท่านไม่สามารถปฎิบัติตามค าแนะน าของผู้ท าวิจัย 

- ท่านเกิดอาการข้างเคียง หรือความผิดปกติที่เป็นผลมาจากการการเข้าร่วม
โครงการวิจัย 

การปกป้องรักษาข้อมูลความลับของอาสาสมัคร 
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 ข้อมูลที่อาจน าไปสู่การเปิดเผยตัวท่าน จะได้รับการปกปิดและจะไม่เปิดเผยแก่สาธารณชน 
ในกรณีที่ผลการวิจัยได้รับการตีพิมพ์ ชื่อและที่อยู่ของท่านจะต้องได้รับการปกปิดอยู่เสมอ โดยจะใช้
เฉพาะรหัสประจ าโครงการวิจัยของท่าน 
 จากการลงนามยินยอมของท่านผู้ท าวิจัย และผู้สนับสนุนการวิจัยสามารถเข้าไปตรวจสอบ
บันทึกข้อมูลทางการแพทย์ของท่านได้แม้จะสิ้นสุดโครงการวิจัยแล้วก็ตาม หากท่านต้องการยกเลิก
การให้สิทธิ์ดังกล่าว ท่านสามารถแจ้ง หรือเขียนบันทึกขอยกเลิกการให้ค ายินยอม โดยส่งไปที่ 
ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 หากท่านขอยกเลิกการให้ค ายินยอมหลังจากที่ท่านได้เข้าร่วมโครงการวิจัยแล้ว ข้อมูล
ส่วนตัวของท่านจะไม่ถูกบันทึกเพิ่มเติม อย่างไรก็ตามข้อมูลอ่ืน ๆ ของท่านอาจถูกน ามาใช้เพื่อ
ประเมินผลการวิจัย  และท่านจะไม่สามารถกลับมาเข้าร่วมในโครงการนี้ได้อีก ทั้งนี้เนื่องจากข้อมูล
ของท่านที่จ าเป็นส าหรับใช้เพื่อการวิจัยไม่ได้ถูกบันทึก 
 จากการลงนามยินยอมของท่านแพทย์ผู้ท าวิจัยสามารถบอกรายละเอียดของท่านที่เกี่ยวกับ
การเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้ให้แก่แพทย์ผู้รักษาท่านได้ 
สิทธิ์ของผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย 
 ในฐานะที่ท่านเป็นผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย ท่านจะมีสิทธิ์ดังต่อไปนี้ 

1. ท่านจะได้รับทราบถึงลักษณะและวัตถุประสงค์ของการวิจัยในครั้งนี้ 
2. ท่านจะได้รับการอธิบายเกี่ยวกับระเบียบวิธีการของการวิจัยทางการแพทย์ รวมทั้งสารเคมี

และอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้ 
3. ท่านจะได้รับการอธิบายถึงความเสี่ยงและความไม่สบายที่จะได้รับจากการวิจัย 
4. ท่านจะได้รับการอธิบายถึงประโยชน์ที่ท่านอาจจะได้รับจากการวิจัย 
5. ท่านจะได้รับการเปิดเผยถึงประโยชน์และความเสี่ยงที่ท่านอาจได้รับ 
6. ท่านจะได้รับทราบแนวทางในการรักษา ในกรณีที่พบโรคแทรกซ้อนภายหลังการเข้าร่วมใน

โครงการวิจัย 
7. ท่านจะมีโอกาสได้ซักถามเกี่ยวกับงานวิจัยหรือขั้นตอนที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย 
8. ท่านจะได้รับทราบว่าการยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้ ท่านสามารถขอถอนตัวจาก

โครงการเมื่อไรก็ได้ โดยผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัยสามารถขอถอนตัวจากโครงการโดยไม่ได้
รับผลกระทบใด ๆ ทั้งสิ้น 

9. ท่านจะได้รับส าเนาเอกสารใบยินยอมที่มีทั้งลายเซ็นและวันที่ 
10. ท่านจะได้โอกาสในการตัดสินใจว่าจะเข้าร่วมในโครงการวิจัยหรือไม่ก็ได้ โดยปราศจากการ
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ใช้อิทธิพลบังคับข่มขู่ หรือการหลอกลวง 
 
หากท่านไม่ได้รับการชดเชยอันควรต่อการบาดเจ็บหรือเจ็บป่วยที่เกิดขึ้นโดยตรงจากการ

วิจัย  หรือท่านไม่ได้รับการปฏิบัติตามที่ปรากฎในเอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับผู้เข้าร่วมในการ
วิจัย ท่านสามารถร้องเรียนได้ที่ คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย  ตึกอานันทมหิดลชั้น 3  โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ถนนพระราม 4 ปทุมวัน กรุงเทพฯ 
10330  โทร 0-2256-4455 ต่อ 14, 15 ในเวลาราชการ 

 
ขอขอบคุณในการร่วมมือของท่านมา ณ ที่นี้ 
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เอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจัย 
การวิจัยเรื่อง   การศึกษาความสัมพันธ์ของไซโตไคน์และความรุนแรงของโรคกระดูกสันหลังส่วนเอว

เสื่อม   
          วันให้ค ายินยอม วันที่...........เดือน...................................พ.ศ. ................. 
 ข้าพเจ้า นาย /นาง /นางสาว .............................................................................ได้อ่าน
รายละเอียดพร้อมด้วยเอกสารข้อมูลส าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย ทั้งนี้ก่อนที่จะลงนามในใบ
ยินยอมให้ท าการวิจัยนี้ ข้าพเจ้าได้รับการอธิบายจากผู้วิจัยถึงวัตถุประสงค์ของการวิจัย ระยะเวลา
ของการท าวิจัย วิธีการวิจัย อันตรายหรืออาการที่อาจเกิดขึ้นจากการวิจัย รวมทั้งประโยชน์ที่จะ
เกิดขึ้นจากการวิจัยอย่างละเอียดจนมีความเข้าใจอย่างดี  
 ข้าพเจ้ารับทราบจากผู้วิจัยว่าหากเกิดอันตรายใด ๆ จากการวิจัยดังกล่าว ผู้เข้าร่วมวิจัยจะ
ได้รับการรักษาพยาบาลโดยไม่เสียค่าใช้จ่าย ข้าพเจ้ามีสิทธิที่จะบอกเลิกเข้าร่วมในโครงการวิจัย
เมื่อใดก็ได้ โดยไม่จ าเป็นต้องแจ้งเหตุผล และบอกเลิกการเข้าร่วมการวิจัยนี้ จะไม่มีผลต่อการรักษา
โรคหรือสิทธิอ่ืน ๆ ที่ข้าพเจ้าจะพึงได้รับต่อไป  
 ผู้วิจัยรับรองว่าจะเก็บข้อมูลส่วนตัวของข้าพเจ้าเป็นความลับ และจะเปิดเผยได้เฉพาะเมื่อ
ได้รับการยินยอมจากข้าพเจ้าเท่านั้น บุคคลอ่ืนในนามของบริษัทผู้สนับสนุนการวิจัย คณะกรรมการ
พิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน ผู้ได้รับอ านาจมอบหมายอาจได้รับอนุญาตให้เข้ามาตรวจและ
ประมวลข้อมูลของผู้เข้าร่วมวิจัย ทั้งนี้จะต้องกระท าไปเพื่อวัตถุประสงค์ตรวจสอบความถูกต้องของ
ข้อมูลเท่านั้น โดยการตกลงที่จะเข้าร่วมการศึกษานี้ ข้าพเจ้าได้ให้ค ายินยอมที่จะให้มีการตรวจสอบ
ข้อมูลประวัติทางการแพทย์ของผู้เข้าร่วมวิจัยได้  
 ข้าพเจ้าเข้าใจว่าข้าพเจ้ามีสิทธิ์ที่จะตรวจสอบหรือแก้ไขข้อมูลส่วนตัวของข้าพเจ้าและ
สามารถเลิกการให้สิทธิ์ในการใช้ข้อมูลส่วนตัวของข้าพเจ้าได้ โดยต้องแจ้งให้ผู้วิจัยรับทราบ  
 ข้าพเจ้าได้ตระหนักว่าข้อมูลในการวิจัยรวมถึงข้อมูลทางการแพทย์ที่ไม่มีการเปิดเผยชื่อ จะ
ผ่านกระบวนการต่าง ๆ เช่น การเก็บข้อมูล การบันทึกข้อมูลลงในคอมพิวเตอร์ การตรวจสอบ การ
วิเคราะห์ และการรายงานเพื่อวัตถุประสงค์ทางวิทยาศาสตร์ รวมทั้งการใช้ข้อมูลทางการแพทย์ใน
อนาคตหรือการวิจัยทางด้านเภสัชภัณฑ์ เท่านั้น  
 ข้าพเจ้าได้อ่านข้อความข้างต้นและมีความเข้าใจดีทุกประการแล้ว ยินดีเข้าร่วมในการวิจัย
ด้วยความเต็มใจ จึงได้ลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมนี้  
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  ................................................................................ลงนามผู้ให้ความยินยอม 
  (.................................................................................) ชื่อผู้ยินยอมตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 

ข้าพเจ้าได้อธิบายถึงวัตถุประสงค์ของการวิจัย วิธีการวิจัย อันตราย หรืออาการไม่พึง
ประสงค์หรือความเสี่ยงที่อาจเกิดขึ้นจากการวิจัย รวมทั้งประโยชน์ที่จะเกิดขึ้นจากการวิจัยอย่าง
ละเอียด ให้ผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัยตามนามข้างต้นได้ทราบและมีความเข้าใจดีแล้ว พร้อมลงนาม
ลงในเอกสารแสดงความยินยอมด้วยความเต็มใจ 
  
  ......................................................................................ลงนามผู้ท าวิจัย 
  (..................................................................................) ชื่อผู้ท าวิจัย ตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 
  ......................................................................................ลงนามพยาน 
  (....................................................................................) ชื่อพยาน ตัวบรรจง 

วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคม ี

1. การเตรียม 10X Tris-acetic EDTA buffer (TAE buffer)  
1.1 ชั่ง Tris base 48.4 g ละลายด้วยน้ ากลั่น ประมาณ 50 ml 
1.2 เติม glacial acetic 17.0 ml คนให้เข้ากัน 
1.3 เติม 0.5 M EDTA, pH 8.0 7.44 ml คนให้เข้ากัน 
1.4 เติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 100 ml ปรับ pH 7.8  

2. การเตรียม 2% agarose gel 
2.1 ชั่งผง agarose 0.8 g เทลงใน flask ขนาด 250 ml 
2.2 เติม TAE buffer จนได้ปริมาตร 40 ml  
2.3 อุ่นด้วย microwave จนละลายเข้ากันดี และเทลงแบบพิมพ์ (tray) 

3. การเตรียม LB agar 
3.1 ชั่ง Tryptone 1 g, NaCl 0.5 g, Yeast extract 0.5 g  และ Agar 1.5 g  
3.2 เติมน้ ากลั่นจนครบ 100 ml  
3.3 น าทั้งหมดไปเข้าเครื่อง autoclave ที่ 121 °C, 15 pound เป็นเวลา 15 นาที 
3.4 เติม ampicillin 100 mg/ml 200 µl ผสมให้เข้ากัน 
3.5 เทใส่จานเลี้ยงเชื้อประมาณ 30 ml ตั้งทิ้งไว้จนแข็ง 
3.6 เติม IPTG 250 mg/ml 4 µl และ X-Gal 50 mg/ml กระจายให้ทั่วจานเลี้ยงจนแห้ง 

4. การเตรียม LB broth 
4.1 ชั่ง Tryptone 1 g, NaCl 0.5 g และ Yeast extract 0.5 g เติมน้ ากลั่นประมาณ 100 ml 
4.2 น าทั้งหมดไป autoclave ที่ 121 °C, 15 pound นาน 15 นาท ี
4.3 เติม ampicillin 100 mg/ml 200 µl  

5. การเตรียม Soc medium 
5.1 ชั่ง Tryptone 2 g, 1 M NaCl 0.06 g, 1 M KCl 0.25 ml และ Yeast extract 0.5 g  
5.2 เติมน้ ากลั่นจนครบ 100 ml  น าไป autoclave ที่ 121 °C, 15 pound นาน 15 นาที 
5.3 เติมสารละลาย 2 M Mg2+ และ 2 M glucose 1 ml 

6. การเตรียม DEPC water 
6.1 ผสม DEPC 0.1 ml และน้ ากลั่น 100 ml เขย่าและน าไปบ่มที่ 37 °C นาน 12 ชั่วโมง 
น าไป autoclave 
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ภาคผนวก ค 
การค านวณหาปริมาณ DNA ของยีน bFGF 

 
ค่า threshold cycle (Ct) จากการท า real time RT-PCR ของตัวอย่าง เท่ากับ 23.25 
      y = (-3.177)x +34.037  
แทนค่าลงในสมการ  23.25 = (-3.177)x + 34.037 
                       X = 3.395  
             concentration = 10 concentration 

          concentration  = 103.395 = 2485.08 coppies/μL 
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การค านวณหาปริมาณ DNA ของยีน GAPDH 
 

 
ค่า threshold cycle (Ct) จากการท า real time RT-PCR ของตัวอย่าง เท่ากับ 25.61 
      y = (-3.502)x +43.693  
แทนค่าลงในสมการ         25.61 = (-3.502)x + 43.693 
                   x.= 5.163  
             concentration = 10 concentration 

          concentration  = 105.163 = 145,545.90 coppies/μL 
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การค านวณหาปริมาณเชิงเปรียบเทียบ (relative quantitation)  
สูตร ΔΔCt = ΔCt (sample) - ΔCt (calibrator) 
ΔCt (sample) = Ct (target gene of sample) – Ct (reference gene of sample) 
ΔCt (calibrator) = Ct (target gene of calibrator) – Ct (reference gene of calibrator) 
 
ΔCt (sample) = Ct (target gene of sample) – Ct (reference gene of sample)  
แทนค่า ΔCt (patho LF) = Ct (bFGF of patho LF) – Ct (GAPDH of patho LF)  
    = 30-25  = 5 
ΔCt (calibrator) = Ct (target gene of calibrator) – Ct (reference gene of calibrator)  
แทนค่า ΔCt (non patho LF) = Ct (bFGF of non patho LF) – Ct (GAPDH of non patho LF)  
   = 40 – 29  = 11 
อัตราส่วนการแสดงออกของยีน bFGF ใน 

ชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค :ชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค = 2 
(-ΔΔCt)  

         = 2 -(5-11)    =   64 
ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่า  ชิ้นเนื้อที่เกิดรอยโรค มีการแสดงออกของยีน  bFGF ในระดับ  mRNA 
มากกว่ากลุ่มชิ้นเนื้อที่ไม่เกิดรอยโรค ประมาณ 64 เท่า 
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การค านวณหาปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total protein) 
 

 
รูปแสดงค่าสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) 

 
ค่าเฉล่ียค่าดูดกลืนคลื่นแสงที่ 570 นาโนเมตร ของสารละลายตัวอย่าง = 0.132 
แทนค่าลงในสมการ   y = 0.0007x + 0.01125 
        0.132 = 0.0007x + 0.01125 
              0.132 – 0.01125 = 0.0007x 
                x = 27.86 
ปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่มีในสารตัวอย่าง คือ   27.86 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
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การค านวณหาปริมาณโปรตีน bFGF 
 

 
รูปแสดงค่าสารละลายมาตรฐาน bFGF 

 
ค่าเฉล่ียค่าดูดกลืนคลื่นแสงที่ 570-450 นาโนเมตร ของสารละลายตัวอย่าง = 0.366 
แทนค่าลงในสมการ   y = 0.0005x + 0.019 
        0.366 = 0.0005x + 0.019 
              0.366 – 0.019 = 0.0005x 
                x = 86.6 
ปริมาณโปรตีน bFGF ที่มีในสารตัวอย่าง คือ   27.86 พิคโคกรัม/มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 
แสดงรายงานการตีพิมพ์บางส่วนของวิทยานิพนธ์ในวารสารการประชุมวิชาการ มอบ.วิจัย ครั้งที่ 4 
ณ.โรงแรมลายทอง จังหวัดอุบลราชธานี ระหว่างวันที ่9 – 10 สิงหาคม 2553  
 
ชื่อวารสาร  The 4th Ubon Ratchathani University Research Conference 
หัวข้อเรื่อง  การศึกษาความสัมพันธ์ของไซโตไคน์และความรุนแรงของโรคกระดูกสันหลังส่วน

เอวเสื่อม (RELATIONSHIP OF CYTOKINE WITH SEVERITY IN 
DEGENERATIVE LUMBAR DISEASE) 

หน้า  208 - 216 
ล าดับการน าเสนอ 247 
ชื่อผู้น าเสนอ นางสาวจริยา พูลภักดี 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์
 
ชื่อผู้วิจัยหลัก (ภาษาไทย) นางสาวจริยา พูลภักด ี

ต าแหน่งทางวิชาการ  ไม่ม ี
(ภาษาอังกฤษ)   Miss Jariya Poonphakdee 
ต าแหน่ง นิสิตวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตหลักสูตร  

สาขาชีวเคมีทางการแพทย ์ภาควิชาชีวเคม ี
คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

โทรศัพท ์  08-977-06166 
ที่อยู่ปัจจุบัน   128/89 บางกอกน้อย บางขุนนนท์ กทม.10700 
 
ประวัติการศึกษา 

 

สถานศึกษา ปริญญา สาขา ปี พ.ศ. ที่ส าเร็จการศึกษา 

มหาวิทยาลัยมหิดล 
พยาบาลศาสตรบัณฑิต 

(พย.บ.) 
การ

พยาบาล 
2547 
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