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เอกณรงค์ สินธุวานนท ์: การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนในซิ
โนวิโอไซต์จากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม . (EXPRESSION OF CHONDROGENIC GENES 
IN SYNOVIOCYTES FROM KNEE OSTEOARTHRITIS PATIENTS) อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลัก :  ผศ.ดร.รัชนีกร ธรรมโชติ, 62 หน้า. 
 

 โรคข้อเส่ือม (osteoarthritis, OA) เป็นโรคในกลุ่มอาการข้ออักเสบ ( arthritis) จัดเป็นโรค
กระดูกที่พบได้บ่อยในประชากรสูงอายุท่ัวไปการแสดงออกของยีนที่เปล่ียนแปลงไปและการเส่ือม
ของกระดูกอ่อนเป็นปัจจัยในการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือม ในงานวิจัยนี้ใช้ชีวสารสนเทศน์ในการ
คัดเลือกยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนจากฐานข้อมูลไมโครอาร์เรย์ที่เปรียบเทียบการ
แสดงออกของยีนระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมและคนปกติ ผลจากไมโครอาร์เรย์ พบว่ายีน EBP 
IMPAD1 PPAPDC1B และ FIBIN มีแนวโน้มท่ีจะมี ระดับ การแสดงออกแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ จากนั้นได้ยืนยันผลระดับการแสดงออกในซิโนวิโอไซต์ชนิดบีด้วยเทคนิค real-
time PCR พบว่าการแสดงออกของยีน EBP IMPAD1 และ PPAPDC1B ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อ
เข่าเส่ือม (N=33) และกลุ่มควบคุม (N=5) มีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ในขณะที่ยีน  
FIBIN ซ่ึงได้ออกแบบไพรเมอร์โดยอาศัยล าดับนิวคลีโอไทด์ของชุดโพรบท่ีจ าเพาะต่อยีนค่าการจับ
ของโพรบระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมและกลุ่มควบคุมมีค่าแตกต่างกันมากกว่า 5 เท่า พบว่า
มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p=0.0228) ในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม เมื่อเทียบกับ
กลุ่มควบคุม ซ่ึงผลมีความสอดคล้องกับค่าที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยชีวสารสนเทศน์ เมื่อการเกิด
เมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน FIBIN ด้วยเทคนิค pyrosequencing และวิเคราะห์ค่าสหสัมพันธ์
ด้วยสถิติแบบ  Pearson correlation พบว่าไม่มีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ( p>0.05) 
ระหว่างระดับการแสดงออก และการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์การแสดงออกที่เปล่ียนไปของ
ยีน FIBIN อาจเป็นกลไกที่ซิโนวิโอไซต์ชนิดบีใช้ในการซ่อมแซมกระดูกอ่อนที่เกิดการเสียหายของ
ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม หรืออาจเป็นปัจจัยที่ส าคัญในการเกิดกระดูกงอกในข้อเข่าของผู้ป่วยโรคข้อ
เข่าเส่ือม ซ่ึงเป็นสาเหตุที่ส าคัญที่ท าให้ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมมีอาการรุนแรงขึ้น และน าไปสู่สภาวะ
ทุพลภาพ อย่างไรก็ตามกลไกของยีน FIBIN ที่มีต่อโรคข้อเข่าเส่ือมยังไม่แน่ชัด ดังนั้นควรมี
การศึกษาเพิ่มเติมถึงกลไกการท างานของยีน FIBIN เพื่ออาจใช้ในการพัฒนาการรักษาท่ีมี
ความจ าเพาะต่อการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือมได้ 
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 Knee osteoarthritis (knee OA) is the most prevalent form of arthritis in the elderly 
people. It is characterized by the loss of articular cartilage. Changes in gene expressions and 
degradation of cartilage are important factors of knee osteoarthritis. In this study, bioinformatics 
was used to select chondrogenic genes that are differentially expressed between normal controls 
and knee OA patients from the microarray database. Genes that show statistically different 
expression data are EBP, IMPAD1, PPAPDC1B and FIBIN. In this study, type B synoviocytes 
from knee OA patients and normal controls were used to study differential expression of these 
genes. Gene expression levels were confirmed by real-time PCR technique. The results showed 
no significant differences of mRNA expressions of EBP IMPAD1 and PPAPDC1B genes between 
the knee OA patients (N=33) and normal controls (N=5). The expression results of FIBIN gene, 
whose differences in binding capacity value of the probes between the two groups are more than 5 
times, showed that there were significant differences of the mRNA expressions between the two 
groups (p = 0.0228), which was consistent with microarray data. . However, methylation status in 
the promoter region of the gene, analyzed by pyrosequencing, showed no significant correlation 
between the two sample groups (p> 0.05). Changes in the FIBIN expressions may be one of the 
mechanismsthat type B synoviocytes use for repairing loss of cartilage in knee OA patients or 
may be the cause of osteophyte formation which leads to more severe knee OA. The mechanism 
of FIBIN gene in knee OA pathogenesis remains unclear. Therefore, further study of FIBIN gene 
function is needed and may help developing therapeutic agents that are specific to knee OA. 
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บทที่ 1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญ 

 โรคข้อเส่ือม ( osteoarthritis, OA) เป็นโรคในกลุ่มอาการข้ออักเสบ ( arthritis) (Valdes et al., 

2006)  จัดเป็นโรคกระดูกที่พบได้บ่อยในประชากรสูงอายุท่ัวไป เป็นสาเหตุของสภาวะทุพพลภาพ

อันดับท่ี 8 โดยพบในชาวอเมริกันกว่า 27 ล้านคน  (Lawrence et al., 2008) การเส่ือมมักเกิดขึ้นบริเวณ

กระดูกอ่อนของข้อต่อในร่างกาย เช่น เข่า สะโพก มือ เท้า หรือแม้แต่กระดูกสันหลัง (Valdes et al., 

2006) ซ่ึงส่งผลต่อสุขภาพร่างกาย สุขภาพจิต และน าไปสู่ปัญหาทางด้านการเงิน เนื่องจากมีค่าใช้จ่ายสูง

ในการรักษา (Michaud et al., 2006) ถึงแม้ในปัจจุบันจะยังไม่ทราบสาเหตุที่แน่ชัด ของการ เกิดโรค แต่

เชื่อว่าเกิดขึ้นจากหลายปัจจัยทั้งปัจจัยทางพันธุกรรม ซ่ึงมีความเกี่ยวข้องกับ การเกิดโรคข้อ เข่าเส่ือมถึง 

40 % และปัจจัยอ่ืนๆ โดยพบว่าความเส่ียงต่อการเกิดโรคมีความสัมพันธ์กับ อายุที่เพิ่มขึ้นน้ าหนักตัวที่

สูงขึ้น และพบมากในกลุ่มประชากรเพศหญิง (Spector and MacGregor, 2004) 

ส าหรับข้อเส่ือมท่ีบริเวณเข่านั้น มีงานวิจัยพบว่าเกี่ยวข้องกับโครงสร้างหลายชนิดในข้อเข่า 

รวมถึง น้ าไขข้อ (synovial fluid) ซ่ึงประกอบด้วยเซลล์หลายชนิด เช่น เซลล์กระดูกอ่อน (chondrocyte) 

และเซลล์ในเยื่อบุรอบข้อ (synovial membrane) ซ่ึงมีการแสดงออกของยีนในการควบคุมกระบวนการ

ต่างๆ ภายในข้อเข่า (El Hajjaji et al., 2005)  และมีซิโนวิโอไซต์ ชนิดบี  (type B synoviocyte) ที่ยังไม่

ทราบชัดเจนว่าเป็นเซลล์ที่มาจากที่ใด แต่คาดว่าเป็นเซลล์ที่หลุดออกมาจากเยื่อบุรอบข้อ และยังไม่

ทราบถึงหน้าที่ และบทบาทซ่ึงมีผลต่อโรคข้อเข่าเส่ือมอย่างชัดเจน แต่จากการศึกษาซิโนวิโอไซต์ ชนิด

บีที่สกัดจากน้ าไขข้อพบว่าเป็นเซลล์ที่มีชีวิต และมีลักษณะเป็นเซลล์เกี่ยวพัน ( fibroblast) เหมือนกับ

เซลล์ในเยื่อบุรอบข้อ  (Scanu et al., 2007)  ดังนั้นเป็นไปได้ว่าซิโนวิโอไซต์ที่พบในน้ าไขข้ออาจเป็น

เซลล์ที่มีบทบาทส าคัญต่อการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือม 

เนื่องด้วยสาเหตุหนึ่งของโรคข้อเส่ือมที่เกิดจากปัจจัยทางด้านพันธุกรรมดังนั้นจึงมีการศึกษา

หาความแตกต่าง ระหว่าง ผู้ป่วยโรคข้อเส่ือม และคนปกติทั้งในระดับ genome transcriptome และ 

proteome ซ่ึงจ าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือด้านชีวสารสนเทศศาสตร์ (bioinformatics) โดยน าข้อมูลที่ได้มา

ท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบ ค านวณ และประเมินผลข้อมูลที่ได้ เพื่อหายีนที่คาดว่าจะมี ความเกี่ยวข้อง



2 
 

กับโรคข้อเส่ือม จากนั้นท าการยืนยันความเกี่ยวข้องของยีนนั้น ๆ โดยน ามาศึกษาวิจัยในห้องปฏิบัติการ 

(Graeber and Eisenberg, 2001) 

จากการศึกษาการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยโรคข้อเส่ือมเปรียบเทียบกับคนปกติในเซลล์

กระดูกอ่อนโดยการใช้ไมโครอาร์เรย์ (microarray) และวิเคราะห์ผลด้วยชีวสารสนเทศ พบว่าระดับการ

แสดงออกของยีนในผู้ป่วยโรคข้อเส่ือม แตกต่างจากคนปกติอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แบ่งเป็นยีนที่

เกี่ยวข้องกับการสร้างกระดูก ( bone formation) 7 ยีน และยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์คอลลาเจน 

(collagen encoding) 4 ยีน โดยไม่พบการกลายเกิดขึ้นที่ยีนดังกล่าว (Karlsson et al., 2010)  ซ่ึงอาจมี

สาเหตุมาจากการเปล่ียนแปลงของดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA methylation) ที่เป็นกระบวนการส าคัญใน

การควบคุมความสมดุลของกระบวนการสร้าง ( anabolism) และสลาย ( catabolism) ภายในเซลล์ จาก

การศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน interleukin-1 beta (IL1B) ในเซลล์กระดูกอ่อนของ

ผู้ป่วยโรคข้อเส่ือม และคนปกติ พบว่าในคนปกติ IL1B มีดีเอ็นเอเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ เพื่อ

ควบคุมให้การแสดงออกของยีนในกลุ่มเอนไซม์ย่อยสลาย (catabolic gene) เช่น ยีนที่สร้างโปรตีนกลุ่ม 

matrix metalloproteinase (MMP) และ  aggrecanase (ADAMTS-4 และ ADAMTS-5) เป็นไปอย่าง

เหมาะสม ในขณะที่โพรโมเตอร์ของ ยีน IL1B ในผู้ป่วยโรคข้อเส่ือมเกิดดีเอ็นเอดีเมทิลเลชัน ( DNA 

demethylation) ส่งผลให้ระดับการแสดงออกของเอนไซม์ย่อยสลายสูงขึ้น ซ่ึงกลายเป็นความผิดปกติ

ของระดับการแสดงออก และส่งผลให้เกิดความผิดปกติของความสมดุลระดับเซลล์ (Hashimoto et al., 

2009)  ดังนั้นจะเห็นได้ว่าถึงแม้ยีนจะไม่เกิดการกลายขึ้น แต่หากเกิดความผิดปกติที่การควบคุมการ

แสดงออกของยีน จะท าให้เกิดการแสดงออกที่หรือน้อยเกินไป เช่น ความผิดปกติที่กระบวนการหลัง

การถอดรหัส และโพรโมเตอร์เมทิลเลชัน ท าให้การท างานของโปรตีนหรือระดับการแสดงออกของ

โปรตีนที่ผิดไปจากเดิม ซ่ึงจะน าไปสู่การเกิดความผิดปกติในร่างกายจนก่อให้เกิดโรค (Garcia-Blanco 

et al., 2004) 

สาเหตุที่กล่าวมาข้างต้นอาจท าให้เกิดความผิดปกติในการสร้างโปรตีน หรือองค์ประกอบท่ี
ส าคัญในกระบวนการสร้างกระดูกอ่อน เป็นผลท าให้กระดูกอ่อนบริเวณข้อบางลงจนไม่สามารถท า
หน้าที่ลดแรงกลที่เกิดขึ้นระหว่างกระดูกข้อต่อทั้งสองช้ินน าไปสู่อาการอักเสบ ปวดบวม ข้อติด หากมี
การเส่ือมมากขึ้นของกระดูกอ่อน ผู้ป่วยจะมีอาการเจ็บปวดมากขึ้น บางครั้งอาจเกิดการเสียรูปแบบของ
ข้อต่อจนผู้ป่วยอาจไม่สามารถใช้ชีวิตประจ าวันได้ตามปกติ (Valdes et al., 2006)  ดังนั้นการศึกษา
เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มควบคุมในซิโนวิโอไซต์
ชนิดบคีรั้งนี้อาจเป็นข้อมูลพื้นฐานที่เกี่ยวข้องกับสาเหตุการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือมของผู้ป่วยในประเทศ
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ไทย ซ่ึงเมื่อทราบสาเหตุที่แน่ชัดของการเกิดโรคจะท าให้สามารถน าไปใช้รักษาโรคข้อเข่าเส่ือมได้
ต่อไปในอนาคต นอกจากนี้ยังเป็นการศึกษาการแสดงออกของยีนในซิโนวิโอไซต์ ชนิดบี เพื่อให้ทราบ
ว่ามีการแสดงออกไปในทิศทางใดในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

 เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกในซิโนวิโอไซต์ ชนิดบีจาก
ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

ขอบเขตของการวิจัย 

 เล้ียงซิโนวิโอไซต์ชนิดบีท่ีได้จากน้ าไขข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และผู้ป่วยเอ็นไขว้หน้า
ขาด เพื่อใช้ในการศึกษาเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนด้วย
เทคนิค real-time PCR จากนั้นยีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างผู้ป่วย
โรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มควาบคุมท่ีระดับความเชื่อมั่นมากกว่า 99 เปอร์เซ็นต์ จะถูกวิเคราะห์การเกิด
เมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนด้วยเทคนิค pyrosequencing และวิเคราะห์สหสัมพันธ์ ( correlation) 
ระหว่างระดับการแสดงออกกับการเปล่ียนแปลงของเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน 

ข้อจ ากัดในการวิจัย 

 เนื่องจากงานวิจัยนี้ต้องการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างกระดูกอ่อนในซิ
โนวิโอไซต์ชนิดบีท่ีพบในน้ าไขข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม ซ่ึงปริมาณตั้งต้นของซิโนวิโอไซต์ชนิดบี
ในน้ าไขข้อมีปริมาณน้อยมาก ผู้วิจัยจึงต้องท าการเล้ียงเซลล์เพื่อเพิ่มปริมาณของซิโนวิโอไซต์ชนิดบีใน
ห้องปฏิบัติการ แต่ไม่เกิน passage ที่ 3 เพื่อป้องกันการแสดงออกเปล่ียนไปจนแตกต่างจากการ
แสดงออกของเซลล์ที่อยู่ในน้ าไขข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

ค าจ ากัดความที่ใช้ในการวิจัย 

- ซิโนวิโอไซต์ชนิดบี คือ เซลล์ชนิดเกี่ยวพัน (fibroblast) ที่พบในน้ าไขข้อมีหน้าที่ส าคัญใน
การสร้าง extracellular matrix (ECM) และ hyarulonic acid ซ่ึงเป็นสารหล่อล่ืนภายในข้อ
เข่า 

- real-time PCR คือ เทคนิคที่ใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนซ่ึงมีความแม่นย าสูง 
สามารถใช้แยกความแตกต่างในการแสดงออกของยีนที่มีความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อยได้ 
โดยอาศัยการใช้สารเรืองแสง ( fluorescence reporter)ไปจับท่ีบริเวณ PCR product ท าให้
สามารถวัดปริมาณของ PCR product ที่เกิดขึ้นได้ 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบลักษณะการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนในซิโนวิโอ
ไซต์ชนิดบีท่ีพบในน้ าไขข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

2. สามารถน าผลการวิจัยไปเป็นตัวบ่งชี้ชีวภาพ (biomarker) เพื่อร่วมใช้ในการวินิจฉัยโรคข้อ
เข่าเส่ือมระยะเริ่มต้น ในผู้ป่วยยังที่ไม่แสดงอาการของโรคอย่างชัดเจน 

วิธีด าเนินงานวิจัย 

 งานวิจัยเรื่องนี้ แบ่งออกเป็น 6 ส่วน คือ 

1. ขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจัยในมนุษย์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิม
พระเกียรติ 

2. การศึกษาชีวสารสนเทศเพื่อหายีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนจากการ
แสดงออกของยีนในเซลล์กระดูกอ่อน และเซลล์เยื่อบุรอบข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

3. เพาะเล้ียงซิโนวิโอไซต์ชนิดบีท่ีพบในน้ าไขข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และผู้ป่วยเอ็น
ไขว้หน้าขาดเป็นกลุ่มควบคุม 

4. การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนของซิโนวิโอ
ไซต์ชนิดบีท่ีพบในน้ าไขข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

4.1 สกัดอาร์เอ็นเอจากซิโนวิโอไซต์ชนิดบี และท า reverse transcription 
4.2 ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนด้วยเทคนิค 

real-time PCR  
4.3 วิเคราะห์การแสดงออกของยีนเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

และกลุ่มควบคุมด้วยวิธีการทางสถิติ 
5. ศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนที่มีระดับการแสดงออกแตกต่างกัน

เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มควบคุม 
5.1 สกัดดีเอ็นเอจากซิโนวิโอไซต์ชนิดบี และท า bisulfite treatment 
5.2 ศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนด้วยเทคนิค pyrosequencing 
5.3 วิเคราะห์การเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม

ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มควบคุม 
6. ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการแสดงออก และการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์

ของยีน 
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ล าดับขั้นตอนในการวิจัย 

 

  
น้ าไขข้อถูกเก็บจากผู้ป่วยผ่าตัดเอ็นไขว้หน้าขาดเป็นกลุ่มควบคุม และผู้ป่วยโรค

ข้อเข่าเส่ือมท่ีถูกวินิจฉัยโดยแพทย์ผู้เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านศัลยกรรมกระดูก 

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรต ิ

เพาะเล้ียงซิโนวิโอไซต์ชนิดบีท่ีได้จากน้ า

ไขข้อเพื่อเพิ่มปริมาณในห้องปฏิบัติการ 

ศึกษาชีวสารสนเทศเพื่อคัดเลือกยีนที่เกี่ยวข้อง

กับการเจริญของกระดูกอ่อนจากฐานข้อมูลไม

โครอาร์เรย ์

ศึกษาระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อน

เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มควบคุม 

ศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนที่มีระดับการแสดงออก

แตกต่างกันเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มควบคุม 

วิเคราะห์สหสัมพันธ์ระหว่างระดับการแสดงออก และ

การเปล่ียนแปลงของเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

โรคข้อเสื่อม 

 โรคข้อเส่ือม ( osteoarthritis, OA) เป็นโรคพหุปัจจัย ( multifactorialdisease) ซ่ึงเกิดเฉพาะข้อ

ชนิดที่มีเยื่อหุ้ม ( synovial joint) ในปัจจุบันยังคงไม่ทราบถึงสาเหตุ และกลไกในการเกิดโรคอย่าง

ชัดเจนจากการศึกษาในประชากรชาวอเมริกันพบว่าโรคข้อเข่าเส่ือมเป็นสาเหตุของสภาวะทุพพลภาพ

อันดับท่ี 8ของโลก และพบในชาวอเมริกันกว่า 27 ล้านคน (Lawrence et al., 2008)  ส่วนมากอยู่ในช่วง

อายุ 55-64 ปี ซ่ึงอายุเป็นปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการแสดงอาการของโรคข้อเข่าเส่ือมถึง 44.8 % และโอกาส

ในการเกิดโรคจะเพิ่มมากขึ้นตามอายุท่ีเพิ่มขึ้นโดยเฉพาะหลัง 50 ปีขึ้นไปซ่ึงความเส่ือมสามารถเกิดใน

หลายข้อพร้อมกัน (Murphy et al., 2008) นอกจากอายุแล้วยังมีปัจจัยอ่ืนที่อาจส่งผลให้เกิดการเส่ือมของ

ข้อ เช่น น้้าหนัก 

จากการศึกษาในกลุ่มประชากรที่มีน้้าหนักตัวสูงอายุระหว่าง 25-34 ปี เปรียบเทียบกับกลุ่มคน

ปกติในช่วงอายุเดียวกัน พบว่าอุบัติการณ์ของการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือมไม่มีความแตกต่างกัน แต่ในกลุ่ม

ประชากรที่มีน้้าหนักตัวมากอายุระหว่าง  55-64  ปีพบว่าอุบัติการณ์ของการเกิดโรคสูงกว่ากลุ่มคนปกติ

ในช่วงอายุเดียวกัน (Rodriguez-Fontenla et al., 2012) โดยจากอุบัติการณ์การเกิดโรคพบว่ามีจ้านวน

ผู้ป่วยเพศชายซ่ึงมีน้้าหนักมากเพิ่มขึ้น 0.37 % ต่อปี ในขณะที่จ้านวนผู้ป่วยเพศหญิงซ่ึงมีน้้าหนักมาก

เพิ่มขึ้น 1.02 % ต่อปี (Losina et al., 2012) ด้วยเหตุนี้จึงเชื่อว่าการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือมในคนที่มีน้้าหนัก

สูงอาจเกิดจากสาเหตุอ่ืนเข้ามาเกี่ยวข้องเช่น เพศ 

จากการศึกษาในกลุ่มประชากรช่วงอายุตั้งแต่ 55 ปีขึ้นไปพบว่าในเพศหญิงมีอุบัติการณ์การเกิด

โรคข้อเข่าเส่ือม ความรุนแรงของโรคและจ้านวนของบริเวณที่เกิดการเส่ือมมากกว่าเพศชายคาดว่า

เกี่ยวข้องกับฮอร์โมนเอสโตรเจนซ่ึงท้าหน้าที่ส้าคัญในกระบวนการซ่อมแซม และเจริญเติบโตของ

กระดูกอ่อน (chondrogenesis) ทั้งในเพศหญิง และชาย (Cho et al., 2010) เนื่องจากในหญิงสูงอายุจะเข้า

สู่วัยหมดประจ้าเดือน และเกิดภาวะการขาดฮอร์โมนเอสโตรเจน จึงอาจน้าไปสู่การเกิดโรคข้อเส่ือม 

(Losina et al., 2012) จากการศึกษาอัตราการเกิดโรคข้อเส่ือมในหนูพบว่าเอสโตรเจนสามารถป้องกัน

การเกิดโรคข้อเส่ือม ในขณะที่เมื่อระดับของเอสโตรเจนลดลง จะท้าให้การท้างานของเทสโทสเทอโรน 
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(testosterone) และโพรเจสเทอโรน (progesterone) ซ่ึงป็นตัวเร่งให้เกิดข้อเส่ือมในหนูท้างานได้มากขึ้น 

(Schmidt et al., 2005) 

นอกจากนั้นประวัติการบาดเจ็บที่ข้อเข่ายังส่งผลให้มีความเส่ียงต่อการเกิดโรคถึง 56.8 % 

เนื่องจากการบาดเจ็บท้าให้เกิดการหย่อนหรือหลวมของข้อแบบเรื้อรัง จากนั้นหินปูนจะเข้ามาเกาะท่ี

บริเวณหมอนรองกระดูกท้าให้เกิดอาการข้อติด และอักเสบในเวลาต่อมา ซ่ึงน้าไปสู่การเกิดโรคข้อ

เส่ือม (Murphy et al., 2008) ถึงแม้ไม่เคยมีประวัติการบาดเจ็บมาก่อน แต่หากใช้งานข้อต่อบ่อยครั้งจะ

ส่งผลให้เกิดความเส่ือมได้เร็วกว่าปกติ เช่น นักกีฬา หรืออาชีพท่ีต้องท้างานใช้ร่างกายอย่างหนัก ซ่ึง

โดยทั่วไปในบริเวณข้อจะมีความคงทนอยู่ในระดับหนึ่งในภาวะการใช้งานทั่วไปหรือหากการใช้งาน

นั้นไม่เกินกว่าช่วงความคงทนทางกายวิภาคปกติ แม้ว่าจะเป็นงานที่รุนแรงหรือเป็นการท้างานอย่าง

ต่อเนื่องเป็นเวลานานก็อาจไม่สามารถท้าให้เกิดความเสียหายบริเวณข้อได้ โดยระดับความคงทนของ

ข้อต่อร่างกายจะมีความแตกต่างกันในแต่ละบุคคล ซ่ึงความระดับความคงทนของข้อต่อที่แตกต่างกัน

นั้นอาจเกิดจากพหุสัณฐานทางพันธุกรรม (Evcik et al., 2006) เนื่องจากในจีโนมของมนุษย์ทุก 100-300 

คู่เบส จะพบ single nucleotide polymorphism (SNP) อย่างน้อย 1 ต้าแหน่ง (Ke et al., 2008)  ดังนั้นการ

เกิดโรคข้อเส่ือมอาจมีปัจจัยทางพันธุกรรมเข้ามาเกี่ยวข้อง 

ได้มีการศึกษาปัจจัยทางพันธุกรรมของการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือมจ้านวนมาก รวมท้ังการศึกษาใน

แฝดร่วมไข่ ( homozygotic twins) พบว่า มีความเกี่ยวข้องทางพันธุกรรมของการเกิดโรคข้อเส่ือมมี

ค่าประมาณ 35-60% โดยเฉพาะโรคข้อเข่าเส่ือม มีความเกี่ยวข้องทางพันธุกรรมสูงถึง 40 % (Spector 

and MacGregor, 2004) คาดว่ามีมากกว่า 80 ยีน และมี SNP อย่างน้อย 25,000 ต้าแหน่งที่มีความสัมพันธ์

กับความเส่ียงในการเป็นข้อเข่าเส่ือม (Stern et al., 2003) เช่น SNP ในยีน estrogen receptor-beta (ER-

beta) ซ่ึงท้าหน้าที่เป็นตัวรับสัญญาณในการเริ่มต้นกระบวนการซ่อมแซมกระดูกอ่อนผิวข้อ มี

ความสัมพันธ์กับการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือมในชาวเกาหลี (Lee et al., 2013) SNP ท่ีต้าแหน่ง 5’-

untranslated region (5’-UTR) ในยีน growth differentiation factor 5 (GDF5) ซ่ึงท้าหน้าที่ส้าคัญในการ

สร้างและซ่อมแซมกระดูกอ่อนผิวข้อ มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคข้อเส่ือมในชาวเอเชียและยุโรป 

(Southam et al., 2007) และ SNP ในยีน asporin (ASPN) ซ่ึงมีหน้าที่ในการสังเคราะห์ ECM ที่เนื้อเยื่อ

กระดูกอ่อนมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือมในชาวจีนและญี่ปุ่น (Iida et al., 2006) 

การเกิดพหุสัณฐานในยีนในระดับดีเอ็นเออาจส่งผลต่อการท้างานในระดับการแสดงออก หรือ

ท้าให้โปรตีนเกิดความผิดปกติ และน้าไปสู่การเส่ือมสภาพของกระดูกอ่อนผิวข้อ (articular cartilage) 
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จากการศึกษาการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยโรคข้อเส่ือมเปรียบเทียบกับคนปกติในเซลล์กระดูกอ่อน 

(chondrocyte) โดยไมโครอาร์เรย์ ( microarray) และวิเคราะห์ผลด้วยชีวสารสนเทศ  (bioinformatics) 

พบว่าระดับการแสดงออกของยีนในกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเส่ือม แตกต่างจากในกลุ่มคนปกติอย่างมี

นัยส้าคัญทางสถิติ แบ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างกระดูก (bone formation) 7 ยีน และยีนที่เกี่ยวข้อง

กับการสังเคราะห์คอลลาเจน ( collagen encoding) 4 ยีน โดยไม่พบการกลายเกิดขึ้นที่ยีนดังกล่าว 

(Karlsson et al., 2010)  ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากการเปล่ียนแปลงของดีเอ็นเอเมทิลเลชัน ( DNA 

methylation) 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชันเป็นกระบวนการส้าคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนในส่ิงมีชีวิต 

โดยการเติมหมู่เมทิลที่ต้าแหน่งไซโตซีน (cytosine) บนล้าดับ CpG ของสายดีเอ็นเอ ให้กลายเป็นเมทิล

ไซโตซีน ( 5-methylcytosine, meC) โดยปกติบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนจะมีล้าดับ CpG เป็น

องค์ประกอบมากกว่า 30 % ซ่ึงจะเรียกบริเวณดังกล่าวว่า CpG island การเติมหมู่เมทิลบน CpG island 

นั้นจะเหนี่ยวน้าให้ methyl-CpG-binding domain containing protein (MBD) เข้ามาจับยังบริเวณ

ดังกล่าวจากนั้น DNA methyltransferase (DNMT) จะเข้ามาจับกับ MBD จนเป็น complex ที่บริเวณของ

โพรโมเตอร์ ส่งผลให้ transcription factor (TF) ไม่สามารถเข้ามาจับเพื่อเริ่มต้นกระบวนการถอดรหัส

(transcription) ได้ (Barter et al., 2012)  จากการศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน 

interleukin-1 beta (IL1B) ในเซลล์กระดูกอ่อนโดยเปรียบเทียบระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเส่ือม และคนปกติ 

พบว่าในคนปกติยีน IL1B มีดีเอ็นเอเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ เพื่อควบคุมให้เกิดการแสดงออกของยีน

ในกลุ่มเอนไซม์ย่อยสลาย ( catabolic gene) เช่น ยีนที่สร้างโปรตีนกลุ่ม matrix metalloproteinase 

(MMP) และ aggrecanase (ADAMTS-4 และ ADAMTS-5) เป็นไปอย่างเหมาะสม ในขณะที่บริเวณ

โพรโมเตอร์ของยีน IL1B ในผู้ป่วยโรคข้อเส่ือมเกิดดีเอ็นเอดีเมทิลเลชัน ส่งผลให้ระดับการแสดงออก

ของเอนไซม์ย่อยสลายสูงขึ้น ซ่ึงกลายเป็นความผิดปกติของระดับการแสดงออก และส่งผลให้เกิดความ

ผิดปกติของความสมดุลระดับเซลล์ (Hashimoto et al., 2009) ดังนั้นจะเห็นได้ว่าถึงแม้ยีนจะไม่เกิดการ

กลายขึ้น แต่หากเกิดความผิดปกติที่การควบคุมการแสดงออกของยีน ท้าให้เกิดการแสดงออกที่มาก

หรือน้อยเกินไป เช่น ความผิดปกติที่กระบวนการหลังการถอดรหัส และโพรโมเตอร์เมทิลเลชัน ท้าให้

การท้างานของโปรตีนหรือระดับการแสดงออกของโปรตีนที่ผิดไปจากเดิม ซ่ึงจะน้าไปสู่การเกิดความ

ผิดปกติในร่างกายจนก่อให้เกิดโรคต่าง ๆ (Garcia-Blanco et al., 2004) 
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อาการของโรคข้อเข่าเสื่อม 

 การศึกษาโรคข้อเข่าเส่ือมเริ่มตั้งแต่ปี ค.ศ.1920 โดยเริ่มศึกษาในผู้ป่วยที่มาพบแพทย์เพื่อรักษา

อาการปวดข้ออย่างรุนแรง เมื่อการศึกษาขยายวงกว้างออกไปพบว่าผู้ป่วยโรคข้อเส่ือมในระยะเริ่มต้น

มากกว่า 15 % ที่ถูกวินิจฉัยจากภาพรังสีไม่มีความเจ็บปวด หรือแสดงอาการให้เห็นถึงความผิดปกติ 

(Rodriguez-Fontenla et al., 2012) 

 ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมในระยะแรกจะเกิดกระดูกงอก ( osteophyte) ขนาดเล็ก แต่ยังคงเหลือ

พื้นที่ว่างระหว่างข้อเข่า มีรอยแตกขนาดเล็กบนกระดูกอ่อนผิวข้อ และมีอาการบวมของเนื้อเยื่อกระดูก

อ่อนที่บริเวณ extracellular matrix (ECM) ท้าให้เกิดความไม่เรียบขึ้นที่กระดูกอ่อน ระยะต่อมาจะพบ

กระดูกงอกบริเวณขอบข้ออย่างชัดเจน เริ่มมีการสูญเสียกระดูกอ่อนผิวข้อ (ดังรูป 1ก) ท้าให้อาจเกิด

เสียงดังขณะขยับข้อเนื่องจากพื้นที่ว่างระหว่างข้อต่อเริ่มน้อยลง เมื่อเข้าสู่ระยะที่ 3 พื้นที่ระหว่างข้อต่อ

ลดลงไปอย่างมาก ผู้ป่วยเริ่มแสดงอาการข้อติด มีความเจ็บปวดในขณะที่ยืดหรืองอเข่า เนื่องจากกระดูก

อ่อนที่คอยป้องกันการชนกันของกระดูกซ่ึงมีเส้นประสาทอยู่เป็นจ้านวนมากลดน้อยลง ท้าให้เกิดการ

อักเสบท่ีบริเวณข้อเข่า และสุดท้ายจะสูญเสียพื้นที่ทั้งหมดระหว่างข้อต่อ (ดังรูป 1ข) เนื่องจากสลายของ

กระดูกอ่อนผิวข้อ ผู้ป่วยมีอาการข้อยึด ไม่สามารถยืดหรืองอเข่า มีการอักเสบในข้อเข่าอย่างรุนแรง 

ผู้ป่วยจะเจ็บปวดขณะที่พยายามเคล่ือนไหว ในผู้ป่วยบางรายอาจไม่สามารถใช้ชีวิตประจ้าวันตามปกติ

ได้ และเมื่ออาการรุนแรงมากขึ้น จะเกิดการบิดงอของข้อเข่า และเสียรูปแบบของข้อต่อ (Kim et al., 

2011) (ดังรูป 1ค) 
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(ก)                                                (ข)                                        (ค) 

รูปท่ี 1 ลักษณะของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

(ก) การผ่าตัดเปล่ียนผิวข้อของกระดูกอ่อนที่ไม่สามารถลดแรงกลระหว่างข้อเข่าได ้

(ข) ลูกศรสีแดงแสดงถึงการสูญเสียช่องว่างภายในข้อเข่าเนื่องจากการสลายของกระดูกอ่อนผิวข้อ 

(ค) ผู้ป่วยที่มีอาการรุนแรงจะเกิดการบิดงอของข้อเข่าจนท้าให้เสียรูปแบบของข้อต่อ 

(รูปถ่ายโดย รศ.นพ.ณัฐพล ธรรมโชต)ิ 

องค์ประกอบของข้อเข่า 

 หัวเข่าเป็นข้อชนิดที่มีเยื่อหุ้มประกอบด้วยเซลล์หลายชนิด เช่น เซลล์กระดูกอ่อน ที่รวมตัวกัน

เป็นเนื้อเยื่อกระดูกอ่อนผิวข้อท้าหน้าที่ในการลดแรงกลระหว่างข้อเข่า ป้องกันความเสียหายท่ีเกิดจาก

การกระทบกันของกระดูกข้อต่อ และเซลล์ในเยื่อบุรอบข้อ ( synovial membrane) ซ่ึงท้าหน้าที่ในการ

สร้างน้้าข้อเข่า (knee synovial fluid) ดังรูปที่ 2 เพื่อลดแรงเสียดทานในระหว่างเสียดสีกันของกระดูก

อ่อนผิวข้อ โดยองค์ประกอบของเยื่อบุรอบข้อประกอบด้วย ซิโนวิโอไซต์ชนิดเอ ( type A synoviocyte 

หรือ synovial macrophage หรือ macrophage-like synoviocyte) ซ่ึงเป็นมาโครฟาจแทรกอยู่ในเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพันท้าหน้าที่ในการเลือกผ่านการเข้าออกของสารภายในข้อเข่า (Edwards, 2000)  สามารถ

ตรวจสอบได้ด้วยแอนติบอดี CD14 และ CD68 ซ่ึงจ้าเพาะต่อแอนติเจนในเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการ

กระตุ้นกระบวนการอักเสบ (Hunyadi et al., 1993; Kim et al., 2007)  และซิโนวิโอไซต์ชนิดบี ( type B 

synoviocyte หรือ  synovial fibroblast หรือ  fibroblast-like synoviocyte) เป็นเซลล์ชนิดไฟโบรบลาส 

เนื่องจากมีลักษณะเป็นรูปกระสวย มีเพียง 1 นิวเคลียสในเซลล์ มีการเรียงตัวไปในทิศทางเดียวกันใน
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เยื่อบุรอบข้อ (Edwards, 2000)  และสามารถตรวจสอบได้ด้วยแอนติบอดี CD44 VCAMP-1 (CD54) 

CD55 CD90 (Thy-1) และ cadherin-11 ท่ีมีความจ้าเพาะต่อการกระตุ้นการสังเคราะห์ ECM ซ่ึงเป็น

หน้าที่เฉพาะของเซลล์เกี่ยวพัน (Rokhlin and Cohen, 1996; Lee et al., 2012) 

 

รูปท่ี 2 โครงสร้าของข้อเข่า 

(http://arthritis.about.com/od/arthritisbyanatomy) 

ในเยื่อบุรอบข้อจะมีซิโนวิโอไซต์ชนิดบีมากถึง 95 % และมีซิโนวิโอไซต์ชนิดเอประมาณ 3 % 

ในขณะที่อีกประมาณ 2 % เป็นเซลล์ของหลอดเลือด ( blood vessel) (Edwards, 2000)  ท้ังเซลล์กระดูก

อ่อน และเซลล์ในเยื่อบุรอบข้อต่างมีการแสดงออกของยีนในการควบคุมกระบวนการต่างๆ ภายในข้อ

เข่า (El Hajjaji et al., 2005) ได้แก่กระบวนการในการสร้าง  (anabolism) โดยอาศัย anabolic factor ต่าง 

ๆ เช่น transforming growth factor-β (TGF-β) bone morphogenic proteins (BMPs) cartilage-derived 

morphogenic proteins (CDMPs) insulin-like growth factor (IGFs) connective-tissue growth factor 

(CTGF) hepatocyte growth factor (HGF) และ fibroblast growth factor (FGF) ซ่ึงจัดอยู่ใน  growth 

factor family มีหน้าที่ส้าคัญในการสร้าง ซ่อมแซม และกระตุ้นให้เกิดการแบ่งเซลล์ของกระดูกอ่อน 

นอกจากนั้นยังมีกระบวนการสลาย (catabolism) โดยอาศัย catabolic factor ซ่ึงส่วนใหญ่เป็น protease 

เช่น collagenase gelatinasemembrane-type MMP (MT-MMP) adamalysin (ADAM และตระกูล 

ADAMTS) serine protease  และ thiol protease เพื่อก้าจัดส่วนที่เกิดการเสียหายไประหว่างการเคล่ือนที่

ของข้อเข่า หรือเพื่อลดความหนืดของน้้าในข้อเข่า โดยความสมดุลของกระบวนการสร้าง และสลาย
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ภายในข้อเข่าท่ีถูกควบคุมด้วยเซลล์กระดูกอ่อน และเซลล์เยื่อบุรอบข้อจะท้าหน้าที่รักษาสภาพข้อเข่าให้

อยู่ในสภาวะปกติ (Martel-Pelletier et al., 2008) 

จากการศึกษาซิโนวิโอไซต์ในน้้าข้อเข่านั้น ยังไม่ทราบชัดเจนว่าเป็นเซลล์ที่มาจากที่ใด แต่คาด

ว่าเป็นเซลล์ที่หลุดออกมาจากเยื่อบุรอบข้อ และยังไม่ทราบถึงหน้าที่ และบทบาทซ่ึงมีผลต่อโรคข้อเข่า

เส่ือมอย่างชัดเจน แต่เม่ือสกัดซิโนวิโอไซต์จากน้้าไขข้อเพื่อน้ามาศึกษาพบว่าเป็นเซลล์ที่ยังคงมีชีวิต 

และมีลักษณะของเซลล์เป็นเซลล์เกี่ยวพันเหมือนกับซิโนวิโอไซต์ชนิดบีในเยื่อบุรอบข้อ เนื่องจากมี

แอนติเจน CD90 CD55 และ intracellular prolyl-4-hydroxylase (Scanu et al., 2007) ดังนั้นเป็นไปได้ว่า

ซิโนวิโอไซต์ชนิดบีท่ีพบในน้้าไขข้ออาจเป็นเซลล์ที่มีบทบาทส้าคัญต่อการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือม 

แนวทางการศึกษาการแสดงออก และการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนในโรคข้อเข่าเสื่อม 

 ชีวสารสนเทศเป็นศาสตร์ที่ใช้ในการบริหารจัดการข้อมูลทางด้านชีววิทยา ซ่ึงมีขนาดของ

ข้อมูลเพิ่มมากขึ้นอย่างรวดเร็ว และส่วนหนึ่งเป็นผลมาจากการวิจัยทางด้านจีโนมท่ีมีเป้าหมายหลักใน

การวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดในจีโนมมนุษย์ ชีวสารสนเทศจึงถูกพัฒนามาเพื่อจัดเก็บข้อมูล 

จัดระบบฐานข้อมูล สืบค้นข้อมูล รวมไปจนถึงวิเคราะห์ข้อมูล ซ่ึงท้าให้สะดวกต่อการท้าวิจัยในปัจจุบัน 

(Graeber and Eisenberg, 2001; Giacomelli and Nicolini, 2006; Fan et al., 2008) เช่น การวิเคราะห์จาก

ฐานข้อมูลไมโครอาร์เรย์ 

 ไมโครอาร์เรย์เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน เพราะสามารถวิเคราะห์

การแสดงออกของยีนจ้านวนมากภายในเซลล์ในเวลาเดียวกัน ( high throughput screen) จึงสามารถใช้

เปรียบเทียบรูปแบบการแสดงออกของยีนระหว่างเซลล์ปกติและเซลล์ของผู้ป่วย โดยข้อมูลที่ได้รับจาก

ไมโครอาร์เรย์มีจ้านวนมาก (Yoo et al., 2011) ดังนั้นจึงต้องอาศัยเทคนิคชีวสารสนเทศเพื่อเข้ามาช่วย

ในการวิเคราะห์ข้อมูล เช่น จากการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนในเยื่อบุข้อด้วยวิธีไมโครอาร์เรย์

เปรียบเทียบระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเส่ือมกับกลุ่มประชากรควบคุม จากนั้นวิเคราะห์ผลการแสดงออกผ่าน

เทคโนโลยีชีวสารสนเทศ พบว่า 542 ยีน จากทั้งหมด 33,000 ยีน มีการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมี

นัยส้าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นมากกว่า 95 % โดย 314 ยีน จาก 542 ยีน มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น

ในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมเมื่อเทียบกับกลุ่มคนปกติ และอีก 228 ยีนมีการแสดงออกลดลง (Del Rey et 

al., 2012)  ซ่ึงสามารถแบ่งกลุ่มยีนตามหน้าที่และการท้างานออกเป็นประเภทต่าง ๆ รวมถึงยีนที่

เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์กระดูกอ่อน ( chondrogenic gene) เช่น chondrosarcoma เซลล์กระดูกอ่อน 

และรวมไปถึงเซลล์เกี่ยวพัน บริเวณต่าง ๆโดยจากการศึกษาพบว่า mesenchymal stem cell (MSC) และ
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เซลล์ที่พัฒนามาจาก MSC มีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อน ซ่ึงยีน

ดังกล่าวมีหน้าที่ส้าคัญในการสังเคราะห์ และซ่อมแซมกระดูกอ่อนเม่ือเกิดการเสียหายอันเนื่องมาจาก

แรงกลภายในข้อต่อของร่างกาย ความผิดปกติของยีนในกลุ่มนี้อาจเป็นสาเหตุหนึ่งของการเกิดโรคข้อ

เข่าเส่ือม เนื่องจากความเสียหายของกระดูกอ่อนในข้อเข่าจะเกิดการสะสม และเกิดการสูญเสีย

คุณสมบัติทางกายภาพจนไม่สามารถรับแรงกลได้ตามปกติ (Gyurjan et al., 2007) ตัวอย่างของยีนที่เกิด

ความผิดปกติแล้วอาจเป็นสาเหตุของการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือม ได้แก่ 

ยีน inositol monophosphatase domain containing 1 (IMPAD1) หรือ joints abnormal with 

splitting (JAWS) มีการศึกษาพบว่า ในหนูปรับแต่งพันธุกรรมให้เกิดความผิดปกติของ IMPAD1 มี

กระดูกในส่วนต่าง ๆ ตามร่างกายส้ันอย่างเห็นได้ชัดเม่ือเปรียบเทียบกันหนูปกติ ดังนั้นคาดว่ายีน 

IMPAD1 มีความเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ ซ่อมแซมและการจัดรูปแบบของกระดูกอ่อน (Sohaskey et 

al., 2008) 

ยีน emopamilbinding protein (EBP) ท้าหน้าที่ในการขนส่งโปรตีนภายในเซลล์ใน

กระบวนการสังเคราะห์กระดูกอ่อนในมนุษย์ เมื่อยีนเกิดความผิดปกติท้าให้เกิดโรค 

chondrodysplasiapunctata (CDP) ซ่ึงผู้ป่วยจะมีลักษณะผมร่วง นิ้วมือ นิ้วเท้าส้ัน และเกิดอาการเส่ือม

ตามข้อตั้งแต่อายุยังน้อย (Ikegawa et al., 2000) ดังนั้นการแสดงออกที่เปล่ียนไปของ EBP อาจท้าให้เกิด

โรคข้อเส่ือม 

 ยีน phosphatidic acid phosphatase type 2 domain containing 1B (PPAPDC1B) ท้าหน้าที่เป็น 

tumor suppressor ยับยั้งการท้างานของยีน dual specificity phosphatase 22 (DUSP22) ซ่ึงเป็นยีนที่

ส้าคัญต่อการแบ่งเซลล์ซ่ึงถูกควบคุมด้วย estrogen receptor pathway จากการศึกษาพบว่าหากเกิดความ

เสียหายท่ียีนนี้พบว่ามีอัตราการเกิดมะเร็งเต้านมมากขึ้น  (Bernard-Pierrot et al., 2008)  และหาก มีการ

แสดงออกของยีนนี้มากเกินไปในกระดูกอ่อนจะยับยั้งการแบ่งเซลล์ และไม่สามารถซ่อมแซมกระดูก

อ่อนส่วนที่เสียหายได้ 

 ยีน fin-bud initiation in zebrafish homolog (FIBIN) เป็นยีนที่ท้าหน้าที่ส้าคัญในการพัฒนาของ

รยางค์ในระยะตัวอ่อนของสัตว์มีกระดูกสันหลัง และมีหน้าที่ส้าคัญในกระบวนการเจริญเติบโตของ

รยางค์ในร่างกาย โดยจะแสดงออกลดลงเมื่อมีอายุมากขึ้น หากเกิดความผิดปกติที่ยีน FIBIN จะท้าให้ตัว

อ่อนมีลักษณะผิดปกติบริเวณข้อต่อ (Lakner et al., 2011) 
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 การแสดงออกของยีนที่เปล่ียนไปอาจเกิดจากกลไกการยับยั้งกระบวนการถอดรหัสของยีนผ่าน

การเติมหมู่เมทิลเลชันที่  CpG island บนโพรโมเตอร์ของยีน หรืออาจท้าให้เกิดการเปล่ียนแปลงทาง

โครงสร้างของโครมาทิน (chromatin remodeling) ท้าให้ TF ไม่สามารถเข้ามาจับที่โพรโมเตอร์เพ่ือเริ่ม

กระบวนการถอดรหัสได้ ดังนั้นการศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน จะแยกระหว่าง

เมทิลไซโตซีน และไซโตซีน โดยใช้ bisulfite conversion ซ่ึงไซโตซีนที่ไม่มีการเติมหมู่เมทิล จะเกิด

กระบวนการ deamination และถูกเปล่ียนเป็นยูราซิล ( Uracil, U) ในขณะที่เมทิลไซโตซีนจะไม่มีการ

เปล่ียนแปลง  ดังนั้นสายดีเอ็นเอที่ได้จากกระบวนการ bisulfite conversion (bisulfite converted DNA) 

จะสามารถน้าไปวิเคราะห์การเติมหมู่เมทิลเลชันได้ด้วยเทคนิคต่าง ๆ เช่น methylation specific-PCR 

(MSP-PCR) combined bisulfite restriction analysis (COBRA) (Grunau et al., 2001) methylquan real-

time PCR (Dugast-Darzacq and Grange, 2009) และ pyrosequencing (Imagawa et al., 2011; Yoon et 

al., 2013; Migheli et al., 2013) 

 pyrosequencing เป็นเทคนิคที่มีความละเอียดสูง สามารถใช้ในการบอกอัตราส่วนของการเกิด

เมทิลเลชัน และอันเมทิลเลชันได้อย่างแม่นย้า เนื่องจากในปฏิกริยาของ pyrosequencing จะ

เติม  deoxynucleotide triphosphate (dNTP) ทีละ  1 ตัว ถ้า  dNTP นั้นสามารถจับคู่กับสายดีเอ็นเอ

ต้นแบบ  ได้  DNA polymerase จะน้า  dNTP เข้าต่อกับสายดีเอ็นเอ และปลดปล่อย  pyrophosphate 

(PPi) ในปริมาณที่เท่ากับจ้านวนนิวคลีโอไทด์ที่ใช้ท้าปฏิกริยา  จากนั้น เอนไซม์  ATP sulfurylase จะ

เปล่ียน  PPi ให้เป็น  adenosine triphosphate (ATP) โดยจะรวมเข้ากับ  adenosine phosphosulfate 

(APS) ซ่ึง ATP จะกระตุ้นให้เอนไซม์ luciferase เปล่ียน luciferin ให้กลายเป็น  oxyluciferin และปล่อย

แสงออกมาในปริมาณที่เป็นสัดส่วนกับปริมาณของ  ATP ซ่ึงจะสามารถตรวจจับแสงท่ีปลดปล่อย

ออกมาให้อยู่ในรูป Pyrogram โดยความสูงของ  peak จะเป็นสัดส่วนกับจ้านวนนิวคลีโอไทด์ที่  DNA 

polymerase ต่อสายดีเอ็นเอ ดังนั้นจะสามารถบอกอัตราส่วนระหว่างเมทิลเลชัน และอันเมทิลเลชันบน

โพรโมเตอร์ของยีนได้ (Yoon et al., 2013) 

การรักษาโรคข้อเข่าเสื่อม และความส าคัญของตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ 

 เนื่องจากโรคข้อเข่าเส่ือมจะสามารถตรวจพบเมื่อผู้ป่วยมาพบแพทย์ด้วยอาการปวดข้ออย่าง

รุนแรง หรือเกิดการเสียรูปแบบข้อต่อ จนเกิดการบิดงอจนไม่สามารถใช้ชีวิตประจ้าวันตามปกติได้ ใน

บางครั้งอาจต้องใช้ผลการถ่ายภาพรังสีควบคู่กับการวินิจฉัยโดยแพทย์ผู้เชี่ยวชาญเพื่อยืนยันการเป็นโรค

ข้อเข่าเส่ือม และท้าการรักษาเพื่อบรรเทาอาการเจ็บปวด เช่น การเพิ่มมวลกล้ามเนื้อเข้ามาเป็นตัวรับ
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น้้าหนักแทนกระดูกข้อต่อโดยกายภาพบ้าบัดหรือเต้นแอโรบิคการลดน้้าหนัก การประคบร้อน  

(heating) (Keysor et al., 2003) และการใช้ยาแก้อักเสบ (anti-inflammatory drug) หรือยาชา (anesthetic 

drug) แต่ความเส่ือมบนกระดูกอ่อนผิวข้อจะยังคงอยู่ซ่ึงการรักษาให้หายขาดในปัจจุบันมีเพียงวิธีเดียว 

คือ การผ่าตัด ซ่ึงแบ่งเป็น การผ่าตัดเปล่ียนข้อเทียมเพียงส่วนเดียว (unicompartmental knee 

arthroplasty, UKA) ส้าหรับผู้ป่วยที่มีกระดูกอ่อนผิวข้อเส่ือมสภาพเพียงด้านเดียวของเข่า หรือ การ

ผ่าตัดเปล่ียนข้อเข่าเทียมทั้งหมด (total knee arthroplasty, TKA) (Liu et al., 2011)  ซ่ึงส่งผลต่อสุขภาพ

ร่างกาย สุขภาพจิต และน้าไปสู่ปัญหาทางด้านการเงิน เนื่องจากมีค่าใช้จ่ายสูงในการรักษา (Michaud et 

al., 2006)  ดังนั้นหากสามารถตรวจพบโรคข้อเข่าเส่ือมในระยะเริ่มต้น อาจหลีกเล่ียงปัจจัยต่าง ๆ ท่ี

ก่อให้เกิดการเส่ือมของข้อเข่า และยืดระยะเวลาในการเกิดโรคออกไปได้ ดังนั้นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ 

(biomarkers) จึงมีบทบาทส้าคัญในการท้านายโรคข้อเข่าเส่ือมตั้งแต่ยังไม่แสดงอาการ 

ตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ คือสารชีวโมเลกุลที่เกิดจากกระบวนการระดับโมเลกุลของร่างกาย ดังนั้น

ตัวบ่งชี้ทางชีวภาพจะสะท้อนถึงกระบวนการในการเกิดโรค ท้าให้สามารถจ้าแนกผู้ป่วยออกจากคน

ปกติได้ และยังมีประโยชน์ต่อการเลือกยา หรือพัฒนายาเพื่อให้เหมาะสมกับความผิดปกติในระดับ

โมเลกุลของผู้ป่วย ซ่ึงท้าให้การรักษามีประสิทธิภาพมากขึ้น (Tseng et al., 2009) 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินงานวิจัย 

วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

1. ไมโครปิเปต : P2 (0.1-2µl), P20 (5-20 µl), P100 (20-100 µl), P1000 (0.1-1 มิลลิลิตร) (Gilson, 

France) 

2. ทิป : 10 µl, 200 µl, 1,000 µl(Gilson, France) 

3. หลอดชนิด Microcentrifuge : 0.2 ml และ 1.5 ml (Bionline, UK) 

4. ขวดดูแรน : 50 ml, 100 ml (Duran, Germany) 

5. กระบอกตวง 100 ml และ 1,000 ml (Pyrex®, USA) 

6. แท่นวางหลอด (rack) (Autopack, USA) 

7. ขวดรูปชมพู่ : 250 ml (Pyrex®, USA) 

8. พาราฟิล์ม (Parafilm M, USA) 

9. กระดาษฟลอยด์ (Aro, Chaina) 

10. ปิเปตดูดจ่ายสารอัตโนมัติ (Costar®, USA) 

11. เครื่องวอร์เท็กซ์ (WiseMix®, Korea) 

12. เครื่องป่ันเหวี่ยงรุ่น Mikro120 (Hettichzentrifugen, Germany) 

13. เครื่อง Polymerase chain reaction (PCR) รุ่น T gradient (Biometra®, Germany) 

14. เครื่อง Real-time polymerase chain reaction (Real-time PCR) รุ่น CFX96TM (Bio-Rad, USA) 

15. เครื่องอิเล็กโทรโฟริซิสรุ่น MiniRun GE-100 (Bioer, Chaina) 

16. ถาดส าหรับเตรียมเจล พร้อมหวี (Bioer, Chaina) 

17. เครื่องถ่ายภาพเจล (Bio-Rad, USA) 

18. ตู้เย็น 4 ºC (Sharp, Japan) 

19. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 ºC (Sanden Inter Cool, Thailand ) 

20. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80 ºC (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC, USA) 

21. วอเตอร์บาธรุ่น SWB-10C-1 (Major Science, Taiwan) 

22. จานเล้ียงเซลล์แบบ 12 หลุม (Costar®, USA) 
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23. ฟลาสก์เล้ียงเซลล์ : T25, T75 (Costar®, USA) 

24. ปิเปตแบบฆ่าเชื้อ (Costar®Stripipette) : 5 ml, 10 ml, 25 ml (Costar®, USA) 

25. สไลด์นับเซลล์ (Haemocytometer) 

26. ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow) 

27. ตู้เล้ียงเซลล์ (CO2 incubator) (Thermo Scientific, USA) 

28. กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับรุ่น Motic AE2000 (Motic, Germany) 

29. ตู้นึ่งความดันส าหรับฆ่าเชื้อ 

30. เครื่องไมโครเวฟรุ่น R-219 (Sharp, Japan) 

31. เครื่องช่ังดิจิทอลรุ่น PioneerTM (OHAUS®, USA) 

32. ช้อนตักสาร (Pyrex®, USA) 

33. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (nano drop) (Thermo Scientific, USA) 

34. Optical, 8-CAP Strip, FLAT (Bio-Rad, USA) 

35. Tube, Strip-8, Lo-Pro White (Bio-Rad, USA) 

36. Conical Tube: 15 ml, 50 ml (Kartell, Italy) 

สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. สารเคมีท่ัวไป 

1.1 Agarose, molecular glade (ISC BioExpress, Spain) 

1.2 Absolute ethanol (Merck, Germany) 

1.3 Ethidiumbromind (Bio Basic inc, USA) 

1.4 Boric acid (Research organics, USA) 

1.5 Trisaminomerthane (Research organics, USA) 

1.6 EDTA (Research organics, USA) 

1.7 100 base pair DNA ladder (Biolab, Thailand) 

2. สารเคมีท่ีใช้ในการท า PCR 

2.1 5x PCRBIO reaction buffer (PCRBiosystems, UK) 

2.2 5 U/µl PCRBIO HS TaqDNA Polymerase (PCRBiosystems, UK) 

2.3 Oligonucleotide primer (Biodesign, Thailand) 
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3. สารเคมีท่ีใช้เล้ียงเซลล์ 

3.1 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (GIBCO, USA) 

3.2 Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO, USA) 

3.3 100x Pen-Strep (GIBCO, USA) 

3.4 Basic Fibroblast Growth Factor (FGF) (Invitrogen, USA) 

3.5 Trypsin-EDTA (GIBCO, USA) 

3.6 Phosphate Buffered Saline (PBS) (GIBCO, USA) 

3.7 Tryphan blue (GIBCO, USA) 

4. ชุดสารเคมีส าเร็จรูปท่ีใช้ในงานวิจัย 

4.1 innuPREB Blood DNA Mini Kit (AnalytikJena, Germany) 

4.2 innuPREB RNA Mini Kit (AnalytikJena, Germany) 

4.3 SsoFastTMEvaGreen®Supermix (Bio-Rad, USA) 

4.4 SuperScriptTM III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA) 

4.5 EZ DNA Methylation GoldTM Kit (ZYMO RESEARCH, USA) 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 

 งานวิจัยเรื่องนี้แบ่งออกเป็น 6 ส่วน คือ 

1. ขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจัยในมนุษย์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิม

พระเกียรต ิ

2. การคัดเลือกยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนโดยใช้เทคนิคชีวสารสนเทศ 

3. การเตรียมตัวอย่างซิโนวิโอไซต์ชนิดบีท่ีใช้ในการวิจัย 

4. ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนในซิโนวิโอไซต์ชนิดบี

ของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

5. ศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนใน

ซิโนวิโอไซต์ชนิดบีของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

6. ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการแสดงออก และการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์

ของยีน 
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1. ขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจัยในมนุษย์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระ

เกียรติ 

ด าเนินงานเอกสารส าหรับขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจัยในมนุษย์

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ โดยน าเสนอโครงร่างงานวิจัยทางวิทยาศาสตร์ซ่ึง

ประกอบด้วยความส าคัญ วิธีการ และการน าไปใช้ประโยชน์ในอนาคต รวมถึงข้อพิจารณาด้าน

จริยธรรมการวิจัย เพื่อให้งานวิจัยมีมาตราฐานเป็นที่ยอมรับในระดับสากล และเป็นการให้เคารพใน

ความเป็นมนุษย์ ซ่ึงอาสาสมัครจะได้รับทราบถึงวิธีการ ประโยชน์ของโครงการวิจัย และตัดสินใจเข้า

ร่วมหรือไม่เข้าร่วมโครงการด้วยความสมัครใจ ซ่ึงข้อมูลส่วนตัวที่ได้จะถูกเก็บรักษาเป็นความลับ เพื่อ

ป้องกันการละเมิดสิทธิส่วนบุคคล 

2. การคัดเลือกยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนโดยใช้เทคนิคชีวสารสนเทศ 

 การคัดเลือกยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนน ามาจากผลการทดลองไมโครอาร์เรย์

ในฐานข้อมูล GEO DataSets ของเว็บไซต์ NCBI โดยใช้ค าค้นหาในฐานข้อมูล คือ “Osteoarthritis” and 

“Homo sapiens” จากนั้นน าข้อมูลผลการแสดงออกของยีนระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่ม

คนปกติ เปิดด้วยโปรแกรม Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) โดยรวม

ข้อมูลการแสดงออก (GPL) กับข้อมูลโพรบ (GSE) เพื่อให้ทราบว่าค่าดังกล่าวเป็นค่าการแสดงออกของ

ยีนใด ดังรูปท่ี 3 จากนั้นวิเคราะห์ข้อมูลการแสดงออกด้วยสถิติ t test โดยแบ่งการวิเคราะห์เป็น 2 วิธี

ดังนี้ 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3 ข้อมูลการแสดงออกของยีนกลุ่มคนปกติ และกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 
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2.1 คัดเลือกยีนโดยอาศัยค่าความแตกต่างทางสถิติเท่านั้น 

คัดเลือกยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนจากการแสดงออกของยีนในเซลล์กระดูก

อ่อน (accession number GPL570 series: GSE16464) ของกลุ่มประชากรผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมจ านวน 

10 คน และกลุ่มประชากรปกติจ านวน 4 คน และในเซลล์เยื่อบุรอบข้อ ( accession number GPL96 

series: GSE12021) ของกลุ่มประชากรผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมจ านวน 10 คน และกลุ่มประชากรปกติ 9 

คน โดยจะใช้ยีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกันระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมและกลุ่มประชากร

ปกติที่ความเชื่อมั่นมากกว่า 99 % จากนั้นคัดเลือกยีนซ่ึงเป็นยีนเดียวกันจากทั้ง 2 กลุ่ม เพื่อใช้ใน

การศึกษาการแสดงออกในขั้นตอนต่อไป 

2.2 คัดเลือกยีนโดยอาศัยค่าความแตกต่างทางสถิติ ประกอบกับการวิเคราะห์ค่าการจับที่แตกต่างกัน

ของโพรบ (probe folding) 

คัดเลือกยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนจากการแสดงออกยีนในเซลล์เยื่อบุรอบข้อ 

(accession number GSE12021) ที่มีการแสดงออกแตกต่างกันระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และ

กลุ่มคนปกติที่ระดับความเชื่อมั่นมากกว่า 99 % จากนั้นคัดเลือกเฉพาะยีนที่มีค่าการจับของโพรบ

มากกว่า 300 relative fluorescence unit (RFU) และมีค่าการจับของโพรบแตกต่างกันมากกว่า 5 เท่า

ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มคนปกติ 

3. การเตรียมตัวอย่างซิโนวิโอไซต์ชนิดบีที่ใช้ในการวิจัย  

น้ าข้อเข่าถูกเก็บจากการผ่าตัดเปล่ียนผิวข้อเข่าในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมซ่ึงถูกวินัจฉัยโดยแพทย์

ผู้เชี่ยวชาญด้านศัลกรรมกระดูก จ านวน 24 คนและกลุ่มควบคุมจากการผ่าตัดส่องกล้องรักษาโรคเอ็น

ไขว้หน้าขาดซ่ึงเกิดจากอุบัติเหตุ จ านวน 5 คน จากโรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ โดยน ามา

สกัดเพื่อเล้ียงเซลล์ภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

3.1 การเร่ิมต้นเลี้ยงซิโนวิโอไซต์ชนิดบีจากน้ าข้อเข่า (ดัดแปลงจาก Scanu et al., 2007) 

ซิโนวิโอไซต์ชนิดบีจะถูกแยกจากน้ าข้อเข่าภายในตู้ปลอดเชื้อ  (การเติมหรือทิ้งสารต่าง ๆ ใน

การเล้ียงเซลล์ต้องท าในตู้เขี่ยเชื่อเพื่อป้องกันการปนเปื้อน) โดยก่อนใช้งานต้องเช็ดท าความสะอาดตู้

ปลอดเชื้อด้วย 70 % แอลกอฮอล์ และเปิดแสง UV เป็นเวลา 15 นาที ขั้นแรกลดความหนืดของน้ าข้อเข่า

ด้วย PBS ในอัตราส่วนน้ าข้อเข่า 1 ส่วน ต่อ PBS 1 ส่วนวอร์เท็กซ์ให้เข้ากัน จากนั้นปั่นเหวี่ยงท่ี 

ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทของเหลวทิ้ง และเติม DMEM (ประกอบด้วย 
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FBS เข้มข้น 10 % Pen-Strep เข้มข้น 1 % และ FGF เข้มข้น 4 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร  1 

มิลลิลิตร ลงในตัวอย่างตะกอนเซลล์ที่ได้ โดยใช้ปิเปตขนาด P1000 ดูดขึ้นลงเพื่อให้ตะกอนกระจาย

ออกจากกัน น าไปเล้ียงในจานเล้ียงเซลล์แบบ 12 หลุม ซ่ึงมีอาหารเล้ียงเซลล์อยู่ 1 มิลลิลิตร รวม

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เอียงจานเล้ียงเซลล์วนสลับไปมาเพื่อให้เซลล์กระจายท่ัวหลุม และน าจานเล้ียง

เซลล์ไปใส่ในตู้เล้ียงเซลล์ที่มีสภาวะความหนาแน่นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส หลังจากเสร็จการใช้งานทุกครั้งจะเช็ดท าความสะอาดตู้ปลอดเชื้อด้วย 70 % แอลกอฮอล์ 

และเปิดแสง UV เป็นเวลา 30 นาที (ในระหว่างใช้ตู้ปลอดเชื้อหากต้องน าอุปกรณ์หรือสารเคมีเข้าไป 

ต้องเช็ดด้วย 70 % แอลกอฮอล์เสมอ) 

3.2 การเพาะเลี้ยงซิโนวิโอไซต์ชนิดบ ี

ท าการเปล่ียนอาหารให้ซิโนวิโอไซต์ชนิดบีท่ีอยู่ในจานเล้ียงเซลล์ ทุก ๆ 2-3 วัน โดยใช้ปิเปต

ขนาด P1000 ดูดอาหารทิ้ง 1 มิลลิลิตร เพื่อก าจัดเซลล์ที่ไม่สามารถเกาะพื้นผิวได้ ซ่ึงไม่ใช่ซิโนวิโอไซต์

ชนิดบทีี่เป็นเซลล์ชนิดเกี่ยวพัน และใส่อาหารเล้ียงเซลล์ใหม่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นน าจานเล้ียง

เซลล์ไปใส่ในตู้เล้ียงเซลล์ที่มีสภาวะความหนาแน่นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % ที่อุณหภูมิ 37 

องศาสเซลเซียส ท าซ้ าจนกว่าซิโนวิโอไซต์ชนิดบีจะเต็มก้นหลุม 

จากนั้นย้ายเซลล์ไปเล้ียงต่อในฟลาสก์เล้ียงเซลล์ขนาดหน้าตัด 25 ตารางเซนติเมตร ( T25-

Flask)โดยดูดอาหารเล้ียงเซลล์จากหลุมท้ิง แล้วใส่ PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เอียงจานเล้ียงเซลล์วน

สลับไปมาเพื่อล้างอาหารเล้ียงเซลล์ที่มี FBS อยู่ออกจนหมด ดูดของเหลวทิ้งด้วยปิเปตขนาด P1000 

ท าซ้ า 1-2 ครั้ง จากนั้นเติม Trypsin-EDTA 200 ไมโครลิตร บ่มในตู้เล้ียงเซลล์ 5 นาที เพื่อให้เซลล์หลุด

จากก้นหลุม เติมอาหารเล้ียงเซลล์ 1.8 มิลลิลิตร เพื่อยับยั้งการท างานของ Trypsin-EDTA โดยผสมให้

เข้ากันโดยดูดขึ้นลงจนกว่าเซลล์จะแยกออกจากกันโดยดูผ่านกล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ จากนั้นย้าย

เซลล์ที่ได้ไปใส่ T25-Flask ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลล์อยู่ 3 มิลลิลิตร รวมปริมาตร 5 มิลลิลิตร เอียงสลับไปมา

เพื่อให้ผสมเป็นเนื้อเดียวกันในทิศทางแนวนอน โดยพยายามให้ไม่ให้อาหารขึ้นไปติดด้านบน และ

บริเวณฝาที่มีกระดาษกรองของฟลาสก์เล้ียงเซลล์เพื่อป้องกันการปนเปื้อน โดยเซลล์ในชุดนี้นับเป็น 

passage 1เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ทุก ๆ 2-3 วันโดยดูดอาหารเก่าท้ังหมดทิ้ง และใส่อาหารใหม่ปริมาตร 

5 มิลลิลิตร เมื่อเซลล์มีปริมาณเต็ม T25-Flask จึงย้ายเซลล์ไปเล้ียงต่อในฟลาสก์เล้ียงเซลล์ขนาดหน้าตัด

75 ตารางเซนติเมตร (T75-Flask) โดยท าตามขั้นตอนการย้ายเซลล์ข้างต้น แต่ปรับปริมาณสารที่ใช้ใน

ขั้นตอนต่าง ๆ คือ ในขั้นตอนล้างเซลล์ใช้ PBS 3 มิลลิลิตรและในขั้นตอนการท าให้เซลล์หลุดใช้ 
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Trypsin-EDTA 0.5 มิลลิลิตร ซ่ึงเซลล์ชุดนี้นับเป็น passage ที่ 2จากนั้นเปล่ียนอาหารปริมาตร 12 

มิลลิลิตร ทุก 2-3 วัน จนเซลล์มีปริมาณเต็มก้นฟลาสก์ จึงย้ายเซลล์ลง T75-Flask จ านวน 3 ฟลาสก์ และ

นับเป็น passage ที่ 3 ซ่ึงจะมีปริมาณเซลล์มากพอที่จะใช้ในการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน และการ

เกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน  

4. ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนในซิโนวิโอไซต์ชนิดบีของผู้ป่วย

โรคข้อเข่าเสื่อม 

4.1 การสกัดอาร์เอ็นเอ 

หลังจากที่ซิโนวิโอไซต์ชนิดบีมีปริมาณมากพอ ( passage ที่ 3 มีปริมาณซิโนวิโอไซต์ชนิดบี

ประมาณ 12 ล้านเซลล์ T75-Flask 1 ฟลาสก์) ในการสกัดอาร์เอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป innuPREB 

RNA Mini Kit (AnalytikJena, Germany) ขั้นแรกตกตะกอนซิโนวิโอไซต์ชนิดบีตามขั้นตอนการย้าย

เซลล์ แต่ไม่ต้องย้ายลงฟลาสก์เล้ียงเซลล์ โดยน าไปป่ันตกตะกอนที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 5 นาที เทของเหลวทิ้ง จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ RL ปริมาตร 400 ไมโครลิตร บนตะกอนเซลล์ที่ได้เพื่อ

ย่อยเซลล์ บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 2 นาที ผสมให้เข้ากันโดยใช้วอร์เท็กซ์จนตะกอนเซลล์กระจายออกจากกัน 

บ่มที่อุณหภูมิห้องอีก 3 นาที จากนั้นน าของเหลวทั้งหมดใส่ใน Spin Filter D ที่ซ้อนอยู่บน Receiver 

Tube น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที เพื่อกรองจีโนมิกดีเอ็นเอทิ้ง เติม 70 % 

เอทานอล 400 ไมโครลิตร ลงในของเหลวที่อยู่ใน Receiver Tube ใช้ปิเปตขนาด P1000 ดูดขึ้นลงจน

เป็นเนื้อเดียวกัน และย้ายลง Spin Filter R ที่ซ้อนอยู่บน Receiver Tube อันใหม่ ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

12,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที เทของเหลวทิ้ง จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ HS ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลง

บน Spin Filter R ซ่ึงน ามาซ้อนอยู่บน Receiver Tube หลอดเดิมน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบ

ต่อนาที นาน 1 นาที เทของเหลวทิ้ง เติมบัฟเฟอร์ LS ปริมาตร 750 ไมโครลิตร บน  Spin Filter R ซ่ึง

ซ้อนอยู่บน Receiver Tube หลอดเดิม ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ย้าย Spin 

Filter R ไปซ้อนกับ Receiver Tube หลอดใหม่ ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาที 

ย้าย Spin Filter R ซ้อนบน Elution Tube จากนั้นเติม RNase-free water ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ลงบน

ตัวกรองของ Spin Filter R โดยตรงเพื่อให้ได้อาร์เอ็นเอในรูปของสารละลาย บ่ม 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 

เมื่อครบเวลาน าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที จากนั้นน าไปวัดปริมาณของ

อาร์เอ็นเอด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงเพื่อใช้ในขั้นต่อไป และเก็บสารละลายอาร์เอ็นเอไว้ในตู้ -80 

องศาเซลเซียส เพื่อป้องกันการเส่ือมสภาพของอาร์เอ็นเอ 
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4.2 Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 

เปล่ียนสายอาร์เอ็นเอที่ได้ในข้อ 4.1 ให้เป็นดีเอ็นเอคู่สม ( complementary DNA, cDNA) โดย

ชุดส าเร็จรูป SuperScriptTM III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA) ซ่ึงมี

ขั้นตอนดังนี้ ขั้นแรกน าไพรเมอร์ (random hexamers) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ dNTPs Mix ปริมาตร 

1 ไมโครลิตรรวมกับสายอาร์เอ็นเอ โดยใช้อาร์เอ็นเอปริมาณ 50 นาโนกรัมต่อปฏิกริยา จากนั้นปรับ

ปริมาตรเป็น 10 ไมโครลิตร ด้วย DEPC-treated water น าไปให้ความร้อนที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 

นาที ด้วยเครื่อง PCR จากนั้นแช่น้ าแข็งนาน 1 นาที แล้วเติมสารละลายผสม (ประกอบด้วย RT Buffer 2 

ไมโครลิตร MgCl2 4 ไมโครลิตร DTT 2 ไมโครลิตร RNaseOUTTM 1 ไมโครลิตร และ SuperScriptTM 

III RT 1 ไมโครลิตร) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร รวมปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตขนาด P20 ดูดสาร

ขึ้นลงจนเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นน าเข้าเครื่อง PCR ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อให้

ไพรเมอร์สามารถเข้าจับที่อาร์เอ็นเอต้นแบบ ต่อมาเปล่ียนอุณหภูมิเป็น 50 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที 

เพื่อให้เกิดการสังเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์คู่สม และขั้นสุดท้ายเปล่ียนอุณหภูมิเป็น 85 องศาเซลเซียส 

นาน 5 นาที เพื่อหยุดการท างานของเอนไซม์ SuperScriptTM III RT จากนั้นเติม RNaseH ปริมาตร 1 

ไมโครลิตร และบ่มด้วยเครื่อง PCR ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เพื่อก าจัดสายอาร์เอ็นเอ 

แล้วเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียสเพื่อใช้ในการศึกษาขั้นต่อไป 

4.3 Real-time PCR 

4.3.1 การออกแบบไพรเมอร์ 

cDNAของกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มควบคุมถูกใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีน

ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์กระดูกอ่อนซ่ึงการออกแบบไพรเมอร์อ้างอิงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ

สายเอ็มอาร์เอ็นเอในยีนที่สนใจจากฐานข้อมูล NCBI และตรวจสอบต าแหน่งจับของชุดโพรบจาก

ข้อมูลชีวสารสนเทศท่ีท าให้เกิดการแสดงออกแตกต่างกันระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่ม

คนปกติ จากนั้นออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) ตามค าแนะน า

ของคู่มือการใช้น้ ายา SsoFastTMEvaGreen®Supermix โดยก าหนดขนาดของผลผลิต PCR ไม่เกิน 200 นิ

วคลีโอไทด์และขนาดของไพรเมอร์ไม่เกิน 25 นิวคลีโอไทด์ (ไพรเมอร์ดังตารางท่ี 1) ซ่ึงเป็นยีนที่

เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคชีวสารสนเทศ และใช้  

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) เป็นยีนควบคุมจากนั้นน าไพรเมอร์ที่ได้มา
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ตรวจสอบความจ าเพาะต่อยีน ด้วยโปรแกรม BLAST (www.ncbi.nih.gov) และส่งข้อมูลไพรเมอร์เพ่ือ

สังเคราะห์ที่บริษัท Biodesign (Thailand) 

ตารางท่ี 1 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ส าหรับ real-time PCR และความเข้มข้นที่ใช้ในปฏิกริยา 

 

4.3.2 การทดสอบประสิทธิภาพของปฏิกริยา (Efficiency) 

การทดสอบประสิทธิภาพของปฏิกริยา PCR คือการพิจารณากราฟมาตราฐาน (standard curve) 

ที่ได้ ว่าสามารถใช้อธิบายความสัมพันธ์ระหว่างรอบของ PCR (cycle) ท่ีท าให้ได้ปริมาณผลผลิตที่

ต้องการ  (threshold of product) หรือที่เรียกว่า Ct cycle และความเข้มข้นของสารพันธุกรรมต้นแบบ 

(template) ในปฏิกริยานั้น โดยค านวณค่าร้อยละของ efficiency ตามสมการที่  1 ค่าท่ีได้ควรมีค่า

ใกล้เคียง 100 % ซ่ึงจะแสดงว่า ปริมาณดีเอ็นเอจะเพิ่มขึ้นใกล้เคียงสองเท่า ในแต่ละรอบของปฏิกิริยา 

PCR ตามทฤษฏีการเพิ่มปริมาณของผลผลิตแบบเอ็กซ์โพแนนเชียล (exponential) 

  

ชื่อยีน ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ (5’  3’) 
ความเข้มข้น 

(nM) 
Accession number 

EBP F :  GAAGACCAAGCCTTCTTATCTC 400 NM_006579 

 

R : TGTAGAATGAAGCGGAGGG 400  

PPAPDC1B F :  CTCTACCCTATGCTTGTT 350 NM_001102560.1 

 

R : AAGGCTCAGACTTGTTAA 350  

IMPAD1 F :  CTTTCATTATCTTCAGACACTT 450 NM_017813.4 

 

R : AGCAACCATACTCATTCTT 450  

FIBIN F : GCTAATTCTTACTCTCACCTT 150 NM_203371.1 

 

R : TTAGACAGTTCATAGGAATGG 150  

GAPDH F :  GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 250 NM_001256799.1 

 

R : GAAGATGGTGATGGGATTTC 250  
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สมการที ่1 ร้อยละประสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในแต่ละคู่ไพรเมอร์ 

% Efficiency= (10-1/slope - 1) x 100% 

เมื่อ E คือ ประสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในแต่ละคู่ไพรเมอร์ 

 Slopeคือ ความชันของกราฟ 

ทดสอบประสิทธิภาพของปฏิกริยาโดยการสร้างกราฟมาตรฐานด้วย CFX96TM (Bio-Rad, 

USA) โดยใช้ cDNA เข้มข้น 1x (ก าหนดให้ cDNA จากการท า RT-PCR โดยใช้ปริมาณอาร์เอ็นเอตั้งต้น 

50 นาโนกรัมมีค่าความเข้มข้นเท่ากับ 1x) น ามาละลายด้วยน้ ากล่ันให้มีความเข้มข้นเป็น  1/2x 1/4x1/8x 

1/16x และ 1/32x แต่ละตัวอย่างท าปฏิกิริยา 3 ซ้ าโดยใช้สารตามตารางท่ี 2 และใช้ความเข้มข้นของไพร

เมอร์ตามตารางท่ี 1 ในปฏิกิริยา ตั้งโปรแกรมส าหรับขั้นตอนเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาพีซีอาร์ดังนี้ 

initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาทีเพื่อให้ cDNA แยกออกจากกัน

อย่างสมบูรณ์ และเพื่อกระตุ้นการท างานของ DNA polymerase ใน SsoFastTMEvaGreen®Supermix 

ตามด้วย denature ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 วินาทีจากนั้น annealing/extension ที่อุณหภูมิ 56 

องศาเซลเซียสส าหรับ IMPAD1 EBP และ PPAPDC1B หรืออุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ส าหรับ FIBIN 

นาน 5 วินาทีจ านวน 40 รอบ และ meltingphase เริ่มต้นที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จนถึงอุณหภูมิ 9 5

องศาเซลเซียส โดยเพิ่มอุณหภูมิ 0. 5 องศาเซลเซียสต่อ 1 ขั้นตอน melting phase ซ่ึงใช้เวลาขั้นตอนละ 

2-5 วินาที เพื่อสร้าง meltcurve ส าหรับตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีได้ 

 วิเคราะห์ค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยาด้วย Bio-Rad CFX Manager (Bio-Rad, USA) โดยอาศัย

ค่า ค่าสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (coefficient of determination, r2) โดย r2 ควรมีค่าเข้าใกล้ 1 ซ่ึงแสดงให้

เห็นว่าจุดข้อมูลส่วนใหญ่มีความสัมพันธ์กันในแนวเส้นตรงท าให้ค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยามีความ

น่าเช่ือถือยิ่งขึ้น จากนั้นใช้สภาวะที่มีค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยาที่อยู่ในช่วงใกล้เคียง 100 % ใน

การศึกษาการแสดงออกของยีน 
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ตารางท่ี 2 สารประกอบปฏิกริยา real-time PCR 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้าย 

1. SsoFastTMEvaGreen®Supermix 10.0 

 2. 5 µM Forward primer เปล่ียนแปลงตามความเข้มข้น 150-400nM 

3. 5 µM Reverse primer ในตารางที่ 1 150-400 nM 

4. Distilled water ปรับปริมาตรเป็น 20 

 5. cDNA 2.0 

 รวมปริมาตร 20.0 

 
  4.3.3 การวิเคราะห์ผลการแสดงออกของยีน 

ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนแบบ comparative quantification โดยวิธี  2- ∆∆Ct เพื่อ

เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน IMPAD1 EBP PPAPDC1B และ FIBIN ซ่ึงอยู่ในรูป Ct ระหว่างกลุ่ม

ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มควบคุม โดยขั้นแรกท าการ normalize โดยใช้ค่า Ct ของยีน GAPDH ซ่ึง

เป็น housekeeping gene และค านวณหาระดับการแสดงออกของยีนในแต่ละตัวอย่าง ตามสมการที่  2

จากนั้นเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มควบคุม โดย

วิเคราะห์ผลทางสถิติด้วย z test ที่ความเชื่อมั่นมากกว่า 95 % 

สมการที่ 2 Comparative quantification 

Fold difference  = 2- ∆∆Ct 

= 2- (∆Ct (test) – ∆Ct (calibrator)) 

  = 2- [(Ct (target, test) – Ct (ref, test)) – (Ct (target, calibrator) – Ct (ref, calibrator))] 
เมื่อ  Ct (target, test) คือ Ct ของยีนเป้าหมายจากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

Ct (ref, test) คือ Ct ของ GAPDHจากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

 Ct (target, calibrator) คือ Ct ของยีนเป้าหมายจากกลุ่มควบคุม 

 Ct (ref, calibrator) คือ Ct ของ GAPDHจากกลุ่มควบคุม 
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5. ศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนในผู้ป่วยโรค

ข้อเข่าเสื่อม 

5.1 การสกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอจากตะกอนของซิโนวิโอไซต์ชนิดบีท่ีได้จากการเล้ียงเซลล์ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป 

innuPREB Blood DNA Mini Kit (AnalytikJena, Germany) ขั้นแรกละลายตะกอนเซลล์ด้วยน้ ากล่ัน

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร วอร์เท็กซ์จนเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นย้ายใส่ใน Lysis Tube วอร์เท็กซ์ 5 วินาที 

(หรือจนกว่าตะกอนที่ก้น Lysis Tube จะละลาย) บ่มที่ 70 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เพื่อให้ Lysis 

Buffer สามารถท างานได้ดี จากนั้น เติม Precipitation Buffer ปริมาตร 75 ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเนื้อ

กันโดยวอร์เท็กซ์ นาน 10 วินาที แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วสูงสุด นาน 3 นาที เพื่อตกตะกอนโปรตีน ดูด

ส่วนที่เป็นของเหลวย้ายลงบนหลอดชนิด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 70 % เอทานอล

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นย้ายลง Spin Filter D ที่ซ้อนอยู่บน 

Receiver Tube น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 2นาที เพื่อกรองจีโนมิกดีเอ็นเอ  เท

ของเหลวใน Receiver Tube ทิ้ง และเติม MS Buffer ลงบน Spin Filter D ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 

รอบต่อนาที นาน 1 นาที เพื่อล้างตะกอนดีเอ็นเอที่ได้ เปล่ียน Receiver Tube ใหม่ ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว

สูงสุดนาน 2 นาที เพื่อก าจัดเอทานอล ย้าย Spin Filter D ซ้อนลงบน Elution Tube จากนั้นเติม Elution 

Buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นกรองของ Spin Filter D โดยตรง บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 3 นาที 

และปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียสเพื่อใช้ในการ

ทดลองต่อไป 

5.2 Bisulfite converted treatment 

การศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน จะใช้ชุดสารเคมีส าเร็จรูป EZ DNA 

Methylation GoldTM Kit (ZYMO RESEARCH, USA) โดยจะเปล่ียนไซโตซีน ( cytosine) ทุกตัวที่ไม่มี

การเติมหมู่เมทิลให้เป็นยูราซิล  (uracil) โดยแบ่งเป็น 2 ขั้นตอนดังนี้ ขั้นแรกเติม CT Conversion 

Reagent ปริมาตร 130 ไมโครลิตร ลงในหลอดชนิด microcentrifuge ขนาด 0.2 มิลลิลิตรต่อปฏิกริยา 

โดยใช้ดีเอ็นเอ 500 นาโนกรัมต่อปฏิกริยา (ไม่ควรใช้เกิน 2 ไมโครกรัมเนื่องจากจะเปล่ียนไซโตซีนเป็น

ยูราซิลได้ไม่สมบูรณ์) และปรับปริมาตรให้เป็น 150 ไมโครลิตรด้วยน้ ากล่ัน กลับหลอดไปมาเพื่อให้

เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นน าใส่เครื่อง PCR โดยขั้นแรกที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อ

คลายสายดีเอ็นเอ ต่อมาอุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง เพื่อเปล่ียนไซโตซีนที่ไม่มีการเติมหมู่
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เมทิลให้เป็นยูราซิลขั้นที่ 2 เติม M-Binding Buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน Zymo-SpinTMIC 

Columnและซ้อนบน Collection Tube ใส่ตัวอย่างท่ีได้จากขั้นแรกลงในคอลัมน์ที่มี M-Binding Buffer 

กลับหลอดไปมาเพื่อให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วสูงสุดนาน 30 วินาที เมื่อครบเวลา

เทส่วนของเหลวทิ้ง เติม M-Wash Buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในคอลัมน์ที่ซ้อนอยู่บน 

Collection Tube ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วสูงสุดนาน 30 วินาที เทของเหลวทิ้ง ต่อมาเติม M-Desulphonation 

Buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรลงบนคอลัมน์ที่ซ้อนบน Collection Tube บ่มที่อุณหภูมิห้อง ( 20-30 

องศาเซลเซียส) นาน 15-20 นาที เมื่อครบเวลาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วสูงสุดนาน 30 วินาที เทของเหลวทิ้ง 

จากนั้นเติม M-Wash Buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงบนคอลัมน์ที่ซ้อนอยู่บน Collection Tube ปั่น

เหวี่ยงท่ีความเร็วสูงสุดนาน 30 วินาที เพื่อล้างดีเอ็นเอ ท าการล้างด้วย M-Wash Buffer ซ้ าประมาณ 1-2 

รอบจากนั้นย้ายคอลัมน์ไปซ้อนบนหลอดชนิด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใส่ M-Elution 

Buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนตัวกรองของคอลัมน์โดยตรงเพื่อละลายดีเอ็นเอ ป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็วสูงสุดนาน 30 วินาที เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการศึกษาขั้นต่อไป 

5.3 ไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน 

ขั้นแรกน าล าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล NCBI วิเคราะห์หาต าแหน่งโพรโมเตอร์ของยีน

ด้วยโปรแกรม Promoter 2.0 Prediction Server (www.cbs.dtu.dk/services/Promoter/) เนื่องจากดีเอ็นเอ

ที่ได้จากการท า bisulfite converted treatment นิวคลีโอไทด์ไซโตซีนจะถูกเปล่ียนเป็นยูราซิล จึงต้องท า

การเปล่ียนล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากฐานข้อมูลให้สอดคล้องกับดีเอ็นเอดังกล่าว โดยเลือกบริเวณที่มี 

CpG island ซ่ึงใกล้กับต าแหน่งโพรโมเตอร์เพ่ือเปล่ียนนิวคลีโอไทด์ไซโตซีนที่ไม่ใช่ CpG ทั้งหมดให้

เป็นไทมีน (thymine, T) ตามค าแนะน าของคู่มือการใช้ EZ DNA Methylation GoldTM Kit ใน Bisulfite 

Primer SeekerProgram (www.zymoresearch.com/tools/bisulfite-primer-seeker) จากนั้นน าล าดับนิวคลี

โอไทด์ที่ได้ออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) โดยผลผลิต PCR ที่ได้

ควรมีขนาดอยู่ในช่วง 50-200 นิวคลีโอไทด์ โดยแทนที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ไซโตซีนบนต าแหน่ง CpG 

ของ forward primer ด้วย Y (Y=C/T) และแทนที่ล าดับนิวคลีโอไทด์กวานีน ( guanine, G) บนต าแหน่ง 

CpGของ reverse primer ด้วย R (R=A/G) ดังรูปที่ 4 

5.4 Pyrosequencing 

ส่งตรวจเปอร์เซ็นต์การเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ ของยีน เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มผู้ป่วย

โรคข้อเข่าเส่ือม และในกลุ่มควบคุมด้วยเทคนิค pyrosequencing ท่ี iScience Technology co., ltd. 
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(Thailand) โดยเตรียมสายดีเอ็นเอที่จะใช้ในการตรวจสอบด้วยเทคนิค hot start PCR (HS-PCR) โดยใช้

สารประกอบในการท า PCR ดังตารางที่ 3 และสภาวะในการท า PCR ดังตารางที่ 4  

 
รูปท่ี 4 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันโพรโมเตอร ์

ลูกศรชี้แสดงถึงต าแหน่งเริ่มต้นของโพรโมเตอร ์บริเวณแถบสีเขียวแสดงต าแหน่งที่ไพรเมอร์จับ 

บริเวณแถบสีเหลืองแสดงต าแหน่ง CpG อักษรตัวพิมพ์เล็กสีฟ้าแสดงการแทนที่ไซโตซีนด้วยไทมีน 

ตารางท่ี 3 สารประกอบปฏิกริยา HS-PCR 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้าย 

1. 5x PCRBIO Reaction buffer 10.0 1x 

2. 10 µM Forward primer 2.0 400 nM 

3. 10 µM Reverse primer 2.0 400 nM 

4. Distilled water 16 

 5. bisulfite converted DNA  20.0 

 รวมปริมาตร 50.0 
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ตารางท่ี 4 สภาวะในการท า HS-PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ระยะเวลา 

Pre-denaturation 95 5 นาที 

Denaturation 95 15 วินาที 

Annealing                   35 รอบ 56 15 วินาที 

Extention 72 15 วินาที 

Final extention 72 5 นาที 

6. ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการแสดงออก และการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน 

 วิเคราะห์ค่าความสัมพันธ์ระหว่างระดับการแสดงออก และการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์

ของยีนด้วยสถิติ Pearson correlation โดยใช้โปรแกรม SPSS statistic 17.0 (IBM Corporation, USA) 

ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรคู่หนึ่งว่ามีความสัมพันธ์กันในเชิงเส้นตรงหรือไม่ มี

ความสัมพันธ์ในทิศทางใด มีค่าความสัมพันธ์เป็นเท่าไร และมีค่าความน่าเช่ือถือเป็นที่ยอมรับได้ทาง

สถิติหรือไม ่

 

 



บทที่ 4 

ผลการศึกษา 

1. ขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจัยในมนุษย์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระ

เกียรติ 

 การวิจัยการแสดงออกของยีนในซิโนวิโอไซต์ผ่านการพิจารณาด้านจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ 

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ หนังสือรับรองเลขที่ 057/2555 รหัสโครงการวิจัย MTU-EC-

OT-4-049/55 

2. การคัดเลือกยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนโดยใช้เทคนิคชีวสารสนเทศ 

2.1   คัดเลือกยีนโดยอาศัยค่าความแตกต่างทางสถิติเท่านั้น 

 การคัดเลือกยีนจากฐานข้อมูลไมโครอาร์เรย์ที่ศึกษาการแสดงออกในเซลล์กระดูกอ่อน

(accession number GSE16464) ของกลุ่มประชากรผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมจ านวน 10 คน และกลุ่ม

ประชากรปกติจ านวน 4 คนและในเซลล์เยื่อบุรอบข้อ  (accession number GSE12021) ของกลุ่ม

ประชากรผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมจ านวน 10 คน และกลุ่มประชากรปกติ 9 คน โดยใช้ชีวสารสนเทศ 

พบว่ายีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และ

กลุ่มประชากรปกติที่ค่าความเชื่อมั่น 99 % ในเซลล์กระดูกอ่อนจ านวน  160 ยีน และในเซลล์เยื่อบุรอบ

ข้อจ านวน 952 ยีน เม่ือวิเคราะห์แล้วพบว่า  12 ยีนในเซลล์กระดูกอ่อน และยีนในเยื่อบุรอบข้อ เป็นยีน

เดียวกัน และ เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อน 3 ยีน ดังตารางท่ี 5 คือ ยีน  emopamil 

binding protein (EBP) ยีน inositol monophosphatasedomaincontaining 1 (IMPAD1) หรือยีน joints 

abnormal with splitting (JAWS) และ  ยีน  phosphatidic acid phosphatase domain containing 1B 

(PPAPDC1B) 
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ตารางท่ี 5 ผลการคัดเลือกยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนโดยอาศัยค่าความแตกต่างทางสถิติ

เท่านั้น  

จ านวนยีนที่แตกต่างกันทีค่่าความเชื่อมั่นทางสถิตมิากกว่า 99% 
ลักษณะการแสดงออก 

เซลล์กระดูกอ่อน เซลล์เยื่อบุรอบข้อ 
ยีนที่มีการแสดงออก

ร่วมกัน 

160 ยีน 952 ยีน 12 ยีน เซลล์กระดูกอ่อน เซลล์เยื่อบุรอบข้อ 

ABCF3 AASDH C3orf23 ลดลง เพิ่มขึ้น 

ACPL2 ABCB8 C9orf9 ลดลง ลดลง 

ACTA1 ABTB1 CARS2 ลดลง ลดลง 

ADAMDEC1 ACAD11 DPH5 ลดลง เพิ่มขึ้น 

ADAMTS8 ACAP3 EBP * เพิ่มขึ้น ลดลง 

ADARB1 ACBD6 FAM45A ลดลง เพิ่มขึ้น 

ADCY1 ACER3 IMPAD1 * เพิ่มขึ้น เพิ่มขึ้น 

AGTR1 ACSS1 MAP1LC3A ลดลง ลดลง 

AIDA ACTA2 MSH6 เพิ่มขึ้น ลดลง 

AMOTL1 ACTG1 PPAPDC1B * ลดลง เพิ่มขึ้น 

ANKIB1 ADAL VEPH1 ลดลง ลดลง 

ANKRD1 ADAM17 ZNF688 ลดลง ลดลง 

AOF1 ADAM33 
   

หมายเหตุ * คือยีนที่น าไปใช้ในการศึกษาขั้นต่อไป 
 

2.2    คัดเลือกโดยอาศัยค่าความแตกต่างทางสถิติประกอบกับการวิเคราะห์ค่าการจับที่แตกต่าง

กันของโพรบ  

 คัดเลือกยีนจากฐานข้อมูลไมโครอาร์เรย์ที่ศึกษาการแสดงออกของยีนในเซลล์เยื่อบุรอบข้อโดย

ใช้ชีวสารสนเทศ พบว่า 952 ยีน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อ

เข่าเส่ือม และกลุ่มคนปกติที่ค่าความเชื่อมั่นมากกว่า 99 % หลังจากคัดเลือกเฉพาะยีนที่มีค่าการจับของ

โพรบมากกว่า 300 RFU จ านวนยีนลดลงเหลือ 836 ยีน และเมื่อคัดเลือกยีนโดยให้มีค่าการจับของโพรบ

แตกต่างกันมากกว่า 5 เท่าระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มคนปกติ จ านวนยีนลดลงเหลือ 15 

ยีน พบว่าเป็นยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นเม่ือเทียบกับกลุ่มคนปกติ 5 ยีน และมีการแสดงออกลดลง 10 
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ยีน ดังตารางท่ี  6 โดยมียีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อน 1 ยีน คือ  ยีน fin-budinitiation in 

zebrafishhomolog (FIBIN)  
 

ตารางท่ี 6 ผลคัดเลือกโดยอาศัยค่าความแตกต่างทางสถิติประกอบกับการวิเคราะห์ค่าการจับท่ีแตกต่าง

กันของโพรบ  

จ านวนยีนที่แตกต่างกันทีค่่าความเชื่อมั่น 95% 
การแสดงออกแตกต่างกันมากกว่า 

 5 เท่า 

เซลล์เยื่อบุรอบข้อ ค่าการจับของโพรบมากกว่า 300 RFU เพิ่มขึ้น ลดลง 

952 ยีน 836 ยีน 5 ยีน 10 ยีน 

AASDH AASDH FIBIN  * ADAMTS10 

ABCB8 ABCB8 HLA-DQA1 EMILIN2 
ABTB1 ABTB1 LOC100128501 LOC442075 
ACAD11  ACAD11  LOC653071 LRRFIP1 
ACAP3 ACAP3 NNMT MALAT1 
ACBD6 ACBD6   NCRNA00084 
ACER3 ACER3   PSME4 
ACSS1 ACSS1   SLC20A1 
ACTA2 ACTG1   THRAP3 
ACTG1 ADAL   YPEL2 
หมายเหตุ * คือยีนที่น าไปใช้ในการศึกษาขั้นต่อไป 
 

3. ตัวอย่างซิโนวิโอไซต์ชนิดบีที่ใช้ในการวิจัย 

 ซิโนวิโอไซต์ชนิดบีท่ีสกัดจากน้ าข้อเข่าถูกเล้ียงด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ พบว่าใน passage 0 (P0) 

มีเซลล์ชนิดอ่ืนที่มีลักษณะกลม ปนอยู่กับซิโนวิโอไซต์ชนิดบีซ่ึงเป็นเซลล์เกี่ยวพัน (ดังรูป 5ก) และเมื่อ

เปล่ียนอาหารเซลล์ที่ปนเป้ือนดังกล่าวจะถูกก าจัดไปเนื่องจากไม่มีคุณสมบัติในการเกาะพื้นผิว และ

ปริมาณของซิโนวิโอไซต์ชนิดบีจะเพ่ิมขึ้นเนื่องจากมี FGF-2 เป็นตัวกระตุ้น (ดังรูปที่ 5ข) จนมาก

พอที่จะสกัดอาร์เอ็นเอเพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน และสกัดดีเอ็นเอเพื่อศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบน

โพรโมเตอร์ของยีน  
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   (ก)                                                                (ข) 

รูปท่ี 5 ซิโนวิโอไซต์ชนิดบีท่ีถูกเล้ียงด้วย DMEM 

(ก) เซลล์ใน passage 0    (ข) ซิโนวิโอไซต์ชนิดบีใน passage 3 
 

 ซิโนวิโอไซต่ชนิดบีใช้ระยะเวลาเฉล่ียในการเล้ียงเซลล์ประมาณ 40-80 วัน โดยในช่วง passage 

0 ถึง passage 1 จะใช้ระยะในการเล้ียง 10-45 วัน โดยขึ้นอยู่กับปริมาณของซิโนวิโอไซต์ชนิดบีในน้ าข้อ

เข่าท่ีใช้เริ่มเล้ียง จากนั้นในแต่ละ passage ระยะเวลาท่ีใช้เล้ียงจะลดลง (ดังรูปที่ 6) เนื่องจากมีเซลล์ตั้ง

ต้นในการเพิ่มปริมาณเป็นจ านวนมาก   

 

รูปท่ี 6 ระยะเวลาท่ีใช้ในการเล้ียงซิโนวิโอไซต์ชนิดบี (N=29)  

หมายเหตุ P = passage 
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4.  ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนในซิโนวิโอไซต์ชนิดบีของผู้ป่วย

โรคข้อเข่าเสื่อม 

4.1   ยีนที่ถูกคัดเลือกโดยอาศัยค่าความแตกต่างทางสถิติเท่านั้น 

 ศึกษาการแสดงออกของ IMPAD1 EBP และ PPAPDC1B ด้วย real-time PCR ในสภาวะ initial 

denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที ตามด้วย denature ที่อุณหภูมิ 95 องศา

เซลเซียส นาน 5 วินาที  จากนั้น annealing/extension ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส  โดยใช้ขั้นตอนใน

การท าปฏิกริยา PCR จ านวน 40 รอบ และ meltingphase เริ่มต้นที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จนถึง

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส โดยเพิ่มอุณหภูมิ 0.5 องศาเซลเซียสต่อ 1 ขั้นตอน melting phase ซ่ึงใช้เวลา

ขั้นตอนละ 2-5 วินาที เพื่อสร้าง meltcurve ส าหรับตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีได้  ดังรูปที่  7 ซ่ึงมีค่า

ประสิทธิภาพของปฏิกริยา 95.7 % 96.5 % และ 93.5 % (ดังรูปที ่8 9 และ10) ตามล าดับ โดยใช้ GAPDH 

ซ่ึงมีค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยา 95.2 % (ดังรูปที ่11) เป็นยีนควบคุม 

 

 
 รูปท่ี  7 สภาวะในการท า real-time PCR เพื่อศึกษาการแสดงออกของ IMPAD1 EBP

และ PPAPDC1Bโดยใช้ CFX96TM (Bio-Rad, USA) 
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รูปท่ี 8 ค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยาในการท า real-time PCR ของยีน IMPAD1  

แกน x คือ Ct cycle  แกน y คือ ความเข้มข้นของ cDNA ที่ใช้ในปฏิกริยา 

E = ค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยา PCR 

 

 
รูปท่ี 9 ค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยาในการท า real-time PCR ยีน EBP  
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รูปท่ี 10 ค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยาในการท า real-time PCR ยีน PPAPDC1B 

 

 
รูปท่ี 11 ค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยาในการท า real-time PCR ยีน GAPDH  

 

 จากการศึกษาพบว่าการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนซ่ึงถูก

คัดเลือกโดยอาศัยค่าความแตกต่างทางสถิติเพียงอย่างเดียว ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมจ านวน 33 คน และกลุ่มควบคุมจ านวน 5 คน ทั้ง EBP IMPAD1

และ PPAPDC1B (p value = 0.6913 0.2456 และ 0.2046 ตามล าดับ) ดังรูปที่ 12 
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    (ก)     (ข)  

รูปท่ี 12 การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนในซิโนวิโอไซต์ชนิดบีของผู้ป่วย

โรคข้อเข่าเส่ือมท่ีถูกคัดเลือกโดยอาศัยค่าความแตกต่างทางสถิตเิท่านั้น 

(ก) การแสดงออกของยีน EBP และยีน IMPAD1  (ข) การแสดงออกของยีน PPAPDC1B 

 4.2   ยีนที่ถูกคัดเลือกโดยอาศัยค่าความแตกต่างทางสถิติประกอบกับการวิเคราะห์ค่าการจับที่

แตกต่างกันของโพรบ 

 ศึกษาการแสดงออกของ FIBIN ด้วย real-time PCR ในสภาวะ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 

95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที ตามด้วย denature ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 วินาที  จากนั้น 

annealing/extension ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  โดยใช้ขั้นตอนในการท าปฏิกริยา PCR จ านวน 40 

รอบ และ meltingphase เริ่มต้นที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จนถึงอุณหภูมิ 9 5 องศาเซลเซียส โดยเพิ่ม

อุณหภูมิ 0. 5 องศาเซลเซียสต่อ 1 ขั้นตอน melting phase ซ่ึงใช้เวลาขั้นตอนละ 2-5 วินาที เพื่อสร้าง 

meltcurve ส าหรับตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีได้ดังรูปท่ี  13 ซ่ึงมีค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยา  93.5 % (ดัง

รูปที่ 14) ตามล าดับ โดยใช้ GAPDH ซ่ึงมีค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยา  96 % (ดังรูปที่  15) เป็นยีน

ควบคุม 
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รูปท่ี 13 สภาวะในการท า real-time PCR เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน FIBIN  

 
 

 
รูปท่ี 14 ค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยาในการท า real-time PCR ยีน FIBIN 
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รูปท่ี 15 ค่าประสิทธิภาพของปฏิกริยาในการท า real-time PCR ยีน GAPDH  

 

 จากการศึกษาพบว่าการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนซ่ึงถูก

คัดเลือกโดยอาศัยค่าความแตกต่างทางสถิติประกอบกับการวิเคราะห์ค่าการจับท่ีแตกต่างกันของโพรบ  

มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่นมากกว่า 95 % (p value = 0.0228) โดยกลุ่ม

ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม ( N=33) มีการแสดงออกของ FIBIN เพิ่มขึ้น ( 28.3311 ±56.3876) เมื่อเทียบกับ

กลุ่มควบคุม (N=5) (8.7004 ± 15.6900) ดังรูปที่ 16 

 

รูปท่ี 16 การแสดงออกของ FIBIN ในซิโนวิโอไซต์ชนิดบีของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมท่ีถูกคัดเลือกโดย

อาศัยค่าความแตกต่างทางสถิตปิระกอบกับการวิเคราะห์ค่าการจับท่ีแตกต่างกันของโพรบ 
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5.  ศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนในผู้ป่วยโรค

ข้อเข่าเสื่อม 

 5.1   ต าแหน่งโพรโมเตอร์ของยีน FIBIN  

 การวิเคราะห์ต าแหน่งของโพรโมเตอร์ ยีน FIBIN ด้วยโปรแกรม Promoter 2.0 Prediction 

Server พบจุดเริ่มต้นขอนโพรโมเตอร์อยูที่ต าแหน่ง +199 ดังรูปที่ 17 โดยในช่วง 350 นิวคลีไอไทด์จาก

จุดเริ่มต้นของโพรโมเตอร์ มี CpG 19 ต าแหน่ง ซ่ึงไพรเมอร์ที่ออกแบบด้วย ด้วยโปรแกรม Primer3 

สามารถใช้ศึกษาต าแหน่ง CpG ที่ติดกับ forward primer ได้ 5 ต าแหน่ง ดังรูปท่ี 18 

 

 

รูปท่ี 17 ต าแหน่งโพรโมเตอร์ของยีน FIBIN 

แถบสีชมพู คือ นิวคลีโอไทด์แรกของ exon ที่ 1  

แถบสีส้ม คือ จุดเริ่มต้นของโพรโมเตอร์ที่วิเคราะห์จากโปรแกรม Promoter 2.0 Prediction Server 

 

 

รูปท่ี 18 ต าแหน่ง CpG ที่อยู่บริเวณจุดเริ่มต้นของโพรโมเตอร์ยีน FIBIN 

บริเวณแถบสีเขียวแสดงต าแหน่งที่ไพรเมอร์จับ บริเวณแถบสีเหลืองแสดงต าแหน่ง CpG อักษร 
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 5.2   Hot start PCR 

 เนื่องจากเทคนิค pyrosequencing เป็นเทคนิคที่มีความละเอียดสูง หากสภาวะในการท า PCR 

ไม่เหมาะสม อาจเกิด non-specific product ซ่ึงจะท าให้ค่าท่ีได้เกิดความคลาดเคล่ือน ดังนั้นจึง

จ าเป็นต้องหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท า HS-PCR พบว่าสามารถสังเคราะห์ผลผลิต PCR ได้ที่

อุณหภูมิ 54 56 และ 58 องศาเซลเซียส แต่ไม่สามารถสังเคราะห์ได้ที่ 60 องศาเซลเซียส (ดังรูปที่ 1 9) 

ดังนั้นจึงใช้อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เพื่อท า HS-PCR และส่งวิเคราะห์การเกิดเมทิลเลชันบนโพรโม

เตอร์ของ FIBIN ด้วยเทคนิค pyrosequencing  
 

 
รูปท่ี 19 ผลการสังเคราะห์ยีน FIBIN จาก bisulfite converted DNA ที่อุณหภูมิ annealing 54 56 58 

และ 60 องศาเซลเซียส ในการท า gradient PCR 
 

 5.3   Pyrosequencing 

 การศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบนไซโตซีนที่ CpG island ซ่ึงอยู่ใกล้จุดเริ่มต้นของโพรโมเตอร์

ของยีน จ านวน 5 ต าแหน่ง (ดังรูปที่ 20) พบว่า CpG ต าแหน่งที่ 1 ในกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม (N=24) 

อัตราการเกิดเมทิลเลชันมีแนวโน้มท่ีลดลง ( p value = 0.0784) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมกลุ่ม

ควบคุม  (N=5) (อัตราส่วนการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันในกลุ่มควบคุม : กลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม = 

15.12: 9.88 %) ดังรูปที่ 21 ซ่ึงมีความสัมพันธ์กับการแสดงออกในระดับเอ็มอาร์เอ็นเอที่เพิ่มขึ้นในกลุ่ม

ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม  

152 bps 
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รูปท่ี 20 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ FIBIN (NCBI, 2013) 

STC แสดงจุดเริ่มต้นของโพรโมเตอร์ และ NCG หมายถึง CpG ต าแหน่งที่ N 
 

 
รูปท่ี 21 อัตราการเกิดเมทิลเลชันที่ต าแหน่ง CpG บนโพรโมเตอร์ของ FIBIN 

6.  ความสัมพันธ์ระหว่างระดับการแสดงออก และการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน 

 จากการศึกษาค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์เชิงเส้นตรง ( correlation coefficient) ด้วยสถิติ 

Pearson correlation ระหว่างค่าการแสดงออก และการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน  FIBIN ใน

กลุ่มประชากร 29 คน พบว่าการเกิดเมทิลเลชันที่ต าแหน่ง CpG มีค่า correlationcoefficient บน CpG 

ต าแหน่งที่ 1 2 3 4 และ 5 = 0.255 0.137 0.031 0.125 และ 0.213 ตามล าดับ  (ดังรูปที่ 2 2) ซ่ึงการ

แสดงออกของ FIBIN ที่ศึกษาด้วย real-time PCR ไม่มีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับการ

เกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน  FIBIN ใน CpG ต าแหน่งที่ 1 2 3 4 และ 5 (p value = 0.182 
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0.479 0.875 0.519 และ 0.267 ตามล าดับ ) ในตัวอย่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 24 คนและกลุ่มควบคุม 5 

คน  

 
รูปท่ี 22 ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน และการเกิดเมทิลเลชันบน 

โพรโมเตอร์ของยีน FIBIN  

หมายเหตุ ns = ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ไม่แตกต่างจาก 0 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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บทที่ 5 

อภิปราย สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

อภิปรายผลการทดลอง 

 จากงานวิจัยแสดงให้เห็นว่าการใช้ชีวสารสนเทศน์เพื่อคัดเลือกยีนส าหรับน ามาใช้ในการศึกษา

การแสดงออก ไม่ควรค านึงถึงจากค่าความเชื่อมั่นที่ได้จากการวิเคราะห์ เพียงอย่างเดียว เช่น การศึกษา

การแสดงออกของ EBP ซ่ึงถูกคัดเลือกโดยอาศัยเพียงค่าความเชื่อมั่นมากกว่า 99 % (p value = 0.004) 

ด้วยเทคนิค real-time PCR พบว่าการแสดงออกมีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่าง

กลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มควบคุม (p value = 0.6913) เนื่องจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของชุดโพ

รบ (231320_at) ไม่มีความจ าเพาะต่อล าดับนิวคลีโอไทด์ของ EBP (NM_006579) ดังนั้นผลที่ได้จากไม

โครอาร์เรย์อาจเกิดจากผลบวกลวง (false positive result) ที่สามารถเกิดขึ้นได้ เนื่องจากการใช้อุณหภูมิ

เพียงอุณหภูมิเดียวในขั้นตอนการไฮบริไดซ์ (hybridization) ในการท าไมโครอาร์เรย์ ซ่ึงท าให้โพรบเกิด

การจับแบบไม่จ าเพาะจากนั้นสัญญาณสีฟลูออเรสเซนต์จะถูกส่งไปที่เครื่องตรวจจับ ท าให้แสดงผลที่

เกิดจากการจับกันแบบไม่จ าเพาะเกิดขึ้น เม่ือน ายีนที่ผ่านการวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศน์มาศึกษาการ

แสดงออกของยีนด้วยเทคนิค real-time PCR ซ่ึงมีความแม่นย าในการตรวจสอบปริมาณของสาร

พันธุกรรมที่สูง  (Dallas et al., 2005) ผลที่ได้จึงไม่มีความแตกต่างกันระหว่างกลุ่มผู้ป่วย และกลุ่ม

ควบคุม นอกจากนั้นถึงแม้ผลจากไมโครอาร์เรย์จะมีค่าการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติ แต่ค่าการจับของโพรบมีความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อยระหว่างสองกลุ่มประชากร ยีนที่น ามาใช้

ในการศึกษาด้วยเทคนิคที่มีความละเอียดสูงกว่าจึงอาจไม่เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับผลที่ได้จากการ

วิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศน์เนื่องจากเทคนิคไมโครอาร์เรย์เป็นการศึกษายีนพร้อมกันเป็นจ านวนมาก 

(high throughput)ผลการทดลองจึงมีความละเอียดที่ต่ า ดังนั้นความคลาดเคล่ือนของผลการทดลองจึงมี

สูง (Dallas et al., 2005; Khodakov et al., 2008) เช่น ผลที่ได้จากไมโครอาร์เรย์ โดยที่  IMPAD1 มีการ

แสดงออกเพิ่มขึ้น 1.9 เท่าในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม (p value=0.002) และ PPAPDC1B มีการแสดงออก

เพิ่มขึ้น 2.1 เท่าในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม (p value = 0.008) แต่เม่ือศึกษาการแสดงออกด้วยเทคนิค real-

time PCR พบว่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่ม

ควบคุม (p value = 0.2456 และ 0.2046 ตามล าดับ) ในขณะ FIBIN ที่ถูกคัดเลือกด้วยเทคนิคชีวสารสน

เทศน์ที่ระดับความเชื่อมั่นมากกว่า 99 % (p value = 0.004) ซ่ึงมีค่าการแสดงออกเพิ่มขึ้น  5.1 เท่า ใน
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กลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม เมื่อศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค real-time PCR พบว่ามีการ

แสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p value = 0.0228) โดยกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมมีการ

แสดงออกเพิ่มขึ้นประมาณ 3.26 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมซ่ึง ผลการแสดงออกที่ศึกษาด้วย

เทคนิค real-time PCR ไปในทิศทางเดียวกับผล การแสดงออกของยีนจากฐานข้อมูลไมโครอาร์เรย์ ที่

วิเคราะห์โดยใช้ชีวสารสนเทศน์ 

 การแสดงออกที่เพิ่มขึ้นในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม อาจเกิดจากการตอบสนองต่อการเสียหายของ

กระดูกอ่อนผิวข้อ ยีน FIBIN จึงพยายามที่จะซ่อมแซมกระดูกอ่อนโดยการกระตุ้นกระบวนการ

สังเคราะห์กระดูกอ่อน  หรือ อาจเป็นสาเหตุที่ส าคัญในการท าให้เกิดกระดูกงอกในผู้ป่วยโรคข้อเข่า

เส่ือม เนื่องจากยีน  FIBIN ที่มีความส าคัญในการพัฒนารยางค์ของสัตว์ที่มีกระดูกสันหลังในระยะตัว

อ่อน (Lakner et al., 2011)  การแสดงออกของยีน FIBIN พบมากในสมองส่วนซีรีบรัม กล้ามเนื้อ 

กระดูก และเนื้อเยื่อส่วน mesoderm โดยเฉพาะ MCS ที่จะพัฒนากลายเป็นเซลล์ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน เช่น 

เซลล์กระดูกอ่อน เซลล์ซิโนวิโอไซต์ชนิดบี ซ่ึงเป็นเซลล์ชนิดเกี่ยวพันโดยสังเคราะห์โปรตีนที่มีการ

อนุรักษ์สูงโดยมีความแตกต่างกันน้อยกว่า 10 % ใน ปลาม้าลาย หนู และมนุษย์ กรดอะมิโนตัวที่ 1-8 ท า

หน้าที่เป็น cleavage signal peptide แอสพาราจีนต าแหน่งที่ 30 (Asn30) ท่ีจะถูกเติมหมู่น้ าตาล 

(glycosylation) และกรดอะมิโนซิสเทอีนต าแหน่งที่ 52 และ 64  (Cys52และ Cys64) 2 ต าแหน่งที่จะท า

หน้าที่ในการสร้างพันธะ  disulfide เพื่อรวมตัวกันเป็น complex  โดยมีหน้าที่ส าคัญในระบบการ

สังเคราะห์โปรตีนและส่งออกนอกเซลล์ (biosynthetic-secretorysystem) หากเกิดความผิดปกติที่ Fibin 

ท าให้เกิดเกิดการกุดของครีบในปลาม้าลาย และเกิดการกุดของแขนขาในหนู (Wakahara et al., 2007) 

 จากการศึกษาสหสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออก และการเกิดเมทิลเลชันบนโพโมเตอร์ของ 

FIBIN ต าแหน่ง CpG ท่ี 1 2 3 4 และ 5 ไม่มีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ( p value = 0.182 

0.479 0.875 0.519 และ 0.267 ตามล าดับ ) ซ่ึงอาจเกิดจากกระบวนการอ่ืน เช่น การหายไปของ small 

non-coding RNA หรือ miRNA คือ กระบวนการที่ส าคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนโดยการ

ท าลายอาร์เอ็นเอเป้าหมาย โดยทั่วไป miRNA มีขนาด 20-23 นิวคลีโอไทด์ซ่ึงมีความจ าเพาะต่อ mRNA 

เมื่อเข้าไปจับจะกลายเป็น RNA-inducedsilencing complex (RISC) ซ่ึงจะหยุดการสังเคราะห์โปรตีน

หรืออาจเกิดการท าลายอาร์เอ็นเอสายคู่ด้วยกระบวนการต้านไวรัสของร่างกาย หากเกิดความผิดปกติที่ 

intergenic region ของ miRNA อาจท าให้เกิดการเพิ่มปริมาณของเอ็มอาร์เอ็นเอของยีนดังกล่าว (Barter 

et al., 2012) เช่น การสูญเสียการท างานของ miRNAในกระบวนการของเอนไซม์ dicer ในกระดูกอ่อน
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ของหนูในระยะตัวอ่อน ซ่ึงท าให้หนูเกิดการตายภายในระยะเวลา 7 วัน ซ่ึงเอนไซม์ dicer ท าให้

กระบวนการเจริญของกระดูก และกระดูกอ่อนถูกยับยั้ง เมื่อ miRNA หายไป ท าให้การพัฒนาของ

กระดูกในตัวอ่อนหนูหยุดชะงัก (Guo et al., 2010) เป็นต้น 

 นอกจากนั้นตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษาไม่สามารถคัดเลือกอายุ น้ าหนัก และส่วนสูงให้มีค่า

ใกล้เคียงกันได้ ดังนั้นอาจมีปัจจัยอ่ืนที่ท าให้การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูก

อ่อนแตกต่างกันระหว่างสองกลุ่มตัวอย่าง โดยปัจจัยดังกล่าวอาจไม่เกี่ยวข้องกับสาเหตุในการเกิดโรค

ข้อเข่าเส่ือม เช่น จากการศึกษาปริมาณโปรตีนของ COMP มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ

ที่ค่าความเชื่อมั่นมากกว่า 95 % ระหว่างกลุ่มผู้ที่มีน้ าหนักตัวเกินมาตรฐาน และกลุ่มคนที่มีน้ าหนักปกติ 

(Andersson et al., 2006) ดังนั้นหากน ามาใช้ศึกษาในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมท่ีมีน้ าหนักตัวเกินมาตรฐาน 

จะไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่มีน้ าหนักตัวเกินมาตรฐาน 

สรุปผลการวิจัย 

 การคัดเลือกยีนที่ใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนจากฐานข้อมูลไมโครอาร์เรย์โดยใช้ชี

วสารสนเทศน์ ไม่ควรค านึงถึงเพียงค่าความเชื่อมั่นที่ได้จากการวิเคราะห์ แต่ควรวิเคราะห์ประกอบกับ

ค่าการจับท่ีแตกต่างกันของโพรบ เพื่อให้ได้ข้อมูลที่น่าเชื่อถือในการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน 

โดยพบว่าการแสดงออกของ EBP IMPAD1 และ PPAPDC1B ซ่ึงถูกคัดเลือกโดยอาศัยค่า p value เพียง

อย่างเดียว ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่ม

ควบคุม (p value = 0.6913 0.2456 และ 0.2046 ตามล าดับ) ในขณะที่ FIBIN ที่ถูกคัดเลือกโดยอาศัยค่า p 

value ประกอบกับการวิเคราะห์ค่าการจับท่ีแตกต่างกันของโพรบ มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติในกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ( p value = 0.0228) ซ่ึง

ผลการแสดงออกที่ได้ไปในทิศทางเดียวกับผลการแสดงออกของยีนจากฐานข้อมูลไมโครอาร์เรย์โดยใช้

ชีวสารสนเทศน์และจากการศึกษาการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์พบว่ากลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมมี

อัตราการเกิด เมทิลเลชันลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซ่ึงมีความสอดคล้องกับระดับการ

แสดงออกที่ศึกษาด้วยเทคนิค real-time PCR โดยจากการศึกษาค่าสหสัมพันธ์พบว่าไม่มีความสัมพันธ์

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างการแสดงออก และการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของ FIBIN โดย

การแสดงออกที่เปล่ียนไปอาจเกิดจากปัจจัยอ่ืน เช่น กระบวนการควบคุมการถอดรหัส การเปล่ียนแปลง

ของ miRNA การเปล่ียนแปลงของ acetylation บนโพรโมเตอร์ของยีน หรืออาจเกิดจากการ

เปล่ียนแปลงของ chromatin remodeling เป็นต้น การแสดงออกที่เปล่ียนไปของ FIBIN อาจมีบทบาท
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ส าคัญในการท าให้เกิดโรคข้อเข่าเส่ือม ซ่ึงจะน าไปสู่ความเข้าใจกลไกในการเกิดโรคที่มากขึ้น เพ่ือใช้

พัฒนายาที่มีความจ าเพาะต่อสาเหตุการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือม นอกจากนั้นยังสามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้ทาง

ชีวภาพเพื่อใช้คัดกรองผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมในระยะเริ่มต้นเพื่อหลีกเล่ียงปัจจัยต่าง ๆ ท่ีก่อให้เกิดการ

เส่ือมของข้อเข่า และยืดระยะเวลาในการเกิดโรคออกไปได้  

ข้อเสนอแนะ 

 ควรเลือกกลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษาท่ีมีอายุ และค่าดัชนีมวลกาย ( body mass index,BMI)ที่

ใกล้เคียงกัน เพ่ือหลีกเล่ียงผลการวิจัยที่เกิดจากปัจจัยอ่ืนซ่ึงไม่ใช่ผลที่ต้องการอย่างแท้จริง นอกจากนั้น

จ านวนของกลุ่มตัวอย่างควรมีจ านวนเหมาะสมกับสถิติที่ใช้เพื่อให้สามารถลดความคลาดเคล่ือนที่เกิด

จากปริมาณตัวอย่างอันเนื่องมาจากการวิเคราะห์ด้วยสถิติ และมีความน่าเช่ือถือในระดับท่ีสามารถ

ยอมรับได้ 

 เซลล์ซิโนวิโอไซต์ชนิดบีท่ีได้จากน้ าไขข้อควรท าการสกัดเพื่อเล้ียงเซลล์ภายใน 24 ชั่วโมง 

เนื่องจากเมื่อเซลล์ออกจากร่างกาย จะท าให้สภาพแวดล้อมเปล่ียนไป ซ่ึงอาจท าให้เกิดการเปล่ียนแปลง

ในระดับการแสดงออกของยีน และผลที่ได้อาจมีค่าแตกต่างไปจากการแสดงออกปกติในร่างกาย 

 พัฒนาเทคนิคในการศึกษาอัตราการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนด้วยเทคนิค real-time 

PCR เพื่อลดระยะเวลา และค่าใช้จ่ายในการท า pyrosequencingโดยใช้เทคนิค MethyQuant real-time 

PCR (Dugast-Darzacq and Grange, 2009) และศึกษาการแสดงออกในระดับโปรตีนของ FIBIN 

เพิ่มเติม ด้วยการท า western blot เพื่อดูการแสดงออกในระดับโปรตีน และเปรียบเทียบความสัมพันธ์

ระหว่างการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอที่ได้ศึกษาไป ซ่ึงความเข้าในเพิ่มเติมในระดับการแสดงออก

ของโปรตีนอาจท าให้ทราบถึงกลไกการท างานของ FIBIN ในระดับโปรตีนของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 

ซ่ึงหากไม่สอดคล้องกับข้อมูลการแสดงออกในระดับเอ็มอาร์เอ็นเอ อาจเกิดจากความผิดปกติที่

กระบวนการหลังการแปลรหัส (post-translation) ซ่ึงอาจทราบถึงกลไกที่ส าคัญในการท าให้เกิดโรคข้อ

เข่าเส่ือม 
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ภาคผนวก ก 

การของอนุมัติผ่านจริยธรรมโรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรต ิ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 23 เอกสารผ่านการอนุมัติการวิจัยในมนุษย์โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติภาษาไทย  



55 
 

 

  

รูปท่ี 24 เอกสารผ่านการอนุมัติการวิจัยในมนุษย์โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติภาษาอังกฤษ 
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ภาคผนวก ข 

ผลการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อนจากการวิเคราะห์ด้วยชีวสารสนเทศน์

จากฐานข้อมูลไมโครอาร์เรย ์

ตารางท่ี 7 ค่าการจับของโพรบของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อน และยีนควบคุม 

ยีน รหัสโพรบ 

เซลล์เยื่อบุรอบข้อ 

ค่าการจับของโพรบ 

p value การแสดงออก 
กลุ่มคนปกต ิ

กลุ่มผู้ป่วยโรค
ข้อเข่าเสื่อม 

EBP  
231320_at 146.76 198.16 0.004 เพิ่มขึ้น 1.4 เท่า 

223568_s_at  982.11 1509.07 0.046 เพิ่มขึ้น1.5เท่า 

IMPAD1 
222654_at 1013.68 1963.56 0.002 เพิ่มขึ้น 1.9 เท่า 

224744_at 699.323 1016.3675 0.204 ไม่แตกต่างกัน 

PPAPDC1B 
223569_at 360.87 629.33 0.015 เพิ่มขึ้น 1.7 เท่า 

226150_at 776.92 1638.9 0.008 เพิ่มขึ้น 2.1 เท่า 

FIBIN 
226769_at 1771.15 6199.11 0.053 ไม่แตกต่างกัน 

231001_at 175.3 886.92 0.004 เพิ่มขึ้น 5.1เท่า 

GAPDH 

AFFX-
HUMGAPDH/M33197_3_at 

28724 32267.57 0.483 ไม่แตกต่างกัน 

AFFX-
HUMGAPDH/M33197_5_at 

18302.625 23181.2 0.137 ไม่แตกต่างกัน 
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ภาคผนวก ค 

ผลการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อน ด้วยเทคนิค real-time PCR 

ตารางท่ี 8 ค่า Ct ที่ได้จากการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อน และ

ยีนควบคุม ด้วยเทคนิค real-time PCR 

รหัส
ตัวอย่าง 

ยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อน (Ct cycle) ยีนควบคุม 

IMPAD1 PPAPDC1B EBP FIBIN GAPDH56 GAPDH60 

C1 32.1 29.72 32.15 33.19 27.02 24.82 

C2 27.52 29.58 30.09 31.86 19.17 18.98 

C3 33.42 29.04 32 39.78 27.4 23.8 

C4 27.53 29.02 30 33.63 21.24 20.25 

C5 29.92 31.73 30.92 34.79 22.28 22.1 

OA1 28.11 29.15 30.18 38.58 19.16 25.29 

OA2 28.53 29.53 30.53 35.5 20.72 21.9 

OA3 34.66 32.94 35.26 36.67 26.84 26.68 

OA4 27.03 29.64 28.98 39.72 18.81 25.78 

OA5 31.99 30.55 31.61 33.48 24.07 24.51 

OA6 27.73 30.34 30.32 36.02 19.27 18.56 

OA7 31.77 31.02 32.47 30.62 24.48 24.29 

OA8 32.37 32.42 33.47 33.29 25.76 25.63 

OA9 32.63 32.39 33.14 33.81 25.7 25.45 

OA10 29.07 31.85 30.44 33.77 20.6 20.43 
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ตารางท่ี 8 (ต่อ) ค่า Ct ที่ได้จากการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อน 

และยีนควบคุม ด้วยเทคนิค real-time PCR 

รหัสตัวอย่าง 
ยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของกระดูกอ่อน (Ct cycle) ยีนควบคุม 

IMPAD1 PPAPDC1B EBP FIBIN GAPDH56 GAPDH60 

OA11 31.93 29.25 32.86 37 27.16 24.96 

OA12 31 29.67 30.67 35.67 25.94 22.63 

OA13 31.92 29.41 32.7 37.14 26.71 27.98 

OA14 32.45 29.36 37.69 36.52 26.83 26.41 

OA15 32.34 27.83 28.64 35.81 26.24 24.78 

OA16 27.99 25.16 29.04 37 22.58 21.92 

OA17 27.34 26.13 28.81 37.44 22.65 23.55 

OA18 33.34 31.61 32.28 33.7 25.41 28.54 

OA19 32.59 32.17 34.48 34.2 24.97 25.17 

OA20 32.2 31.21 31.74 31.63 24.19 24.03 

OA21 30.42 30.94 30.97 32.71 23.01 23 

OA22 32.05 31.3 32.29 31.47 23.96 24.26 

OA23 29.47 30.66 32.02 34.62 21.36 21.57 

OA24 32.31 31.36 31.83 32.07 23.81 24.91 

OA25 32.21 31.06 31.76 35.91 24.98 25.09 

OA26 33.51 33.09 34.2 36.73 26.16 27.49 

OA27 29.57 30.65 29.04 36.15 21.22 20.74 

OA28 30.97 31.68 30.82 34.12 23.55 23.5 

OA29 31.19 31.27 31.63 36.02 24.46 25.63 

OA30 30.96 31.29 31.23 35.82 23.8 23.9 

OA31 35 32.29 35.19 36.88 28.1 28.48 

OA32 33.05 32.22 33.29 37.09 26.08 28.75 

OA33 31.33 30.45 30.19 35.14 23.53 23.72 
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ภาคผนวก ง 

ผลการท า HS-PCR เพื่อส่งตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของ FIBIN ด้วยเทคนิค 

pyrosequencing 

 

 

รูปท่ี 25 ผลการท า HS-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อโพรโมเตอร์ของ FIBINเพื่อส่ง

ตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์บนกลุ่มตัวอย่างโรคข้อเข่าเส่ือม และกลุ่มควบคุม 

  

LD    Nv-       C1     C2    C3    C4    C5    OA1 OA2 OA3 OA4 OA5OA6 OA7  OA8 OA9 OA10  

LD   OA11 OA12OA13 OA14 OA15 OA16 OA17 OA18 OA19 OA20 OA21 OA22 OA23 OA24 

152 bps 

152 bps 
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ภาคผนวก จ 

ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนด้วยเทคนิค pyrosequencing 

ตารางท่ี 9 อัตราการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของ FIBIN ที่ CpG ต าแหน่งต่าง ๆ โดยต าแหน่งที่ 2 

และ 7 เป็น internal control เพื่อตรวจสอบความสมบูรณ์ในขั้นตอน bisulfite treatment 

ตัวอย่าง 
การเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนบริเวณ CpG (%) 

1 2 3 4 5 6 7 

C1 8.6 3.88 1.86 2.08 2.32 2 1.43 

C2 21.75 4.05 7.17 10.83 11.2 13.19 5.46 

C3 17.94 7.74 5.78 3.4 3.54 4.88 3.78 

C4 22.99 5.73 2.37 3.31 4.23 5.29 3.49 

C5 4.3 8.45 5.22 5.89 6.11 3.87 4.64 

OA1 10.4 3.84 2.26 2.24 1.79 1.37 1.68 

OA2 13.94 0 1.97 2.04 5.56 5.02 5.25 

OA3 6.81 1.83 7.55 6.07 6.63 6.21 1.84 

OA4 9.79 3.02 1.53 3.44 5.22 2.87 3.13 

OA5 11.21 4.83 3.77 3.32 11.31 7.21 4.88 

OA6 10.59 0 0 1.78 7.4 5.89 6.05 

OA7 5.61 4.28 3.08 3.62 7.23 3.25 2.21 

OA8 7.43 2.66 3.09 1.78 7.77 4.11 6.07 

OA9 14.58 5.65 2.13 3.14 10.5 5.3 4.07 

OA10 20.6 15.42 2.32 2.36 2.4 6.39 7.54 

OA11 3.69 2.13 2.68 2.07 26.45 4.77 1.56 

OA12 29.98 9.24 2.08 3.55 9.17 8.12 7.25 
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ตารางท่ี 9 (ต่อ) อัตราการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของ FIBIN ที่ CpG ต าแหน่งต่าง ๆ โดย

ต าแหน่งที่ 2 และ 7 เป็น internal control เพื่อตรวจสอบความสมบูรณ์ในขั้นตอน bisulfite treatment 

ตัวอย่าง 
การเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนบริเวณ CpG (%) 

1 2 3 4 5 6 7 

OA13 5.52 3.6 3.35 5.22 15.61 5.9 3.06 

OA14 9.97 4.53 2.26 2.42 3.13 3.56 3.3 

OA15 5.6 0 3.67 3 2.36 0 0 

OA16 3.65 2.32 1.24 2.14 1.31 1.38 1.77 

OA17 4.77 2.06 3.9 1.88 2.35 2.04 1.66 

OA18 2.9 2.88 1.56 3.06 2.1 1.28 2.64 

OA19 5.64 3.52 3.17 2.25 0 0 1.85 

OA20 7.6 5.65 4.94 5.53 8.91 6.83 4.51 

OA21 6.42 5.78 7.22 4.31 4.04 2.89 3.47 

OA22 24.49 6.04 3.14 4.53 4.35 5.99 4.8 

OA23 10.99 4.37 4.87 4.18 5.82 3.3 3.19 

OA24 4.94 3.58 5.23 3.3 3.7 2.77 2.98 
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