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บทคัดย่อภาษาไทย 

ปรัชญ มีนาทุ่ง : การวินิจฉัยโรคกล้ามเนื้อหัวใจตายเฉียบพลันโดยใช้ไมโครอาร์เอ็นเอใน
กระแสเลือดเป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพหลังตาย (Circulating microRNA as a post-mortem 
biomarker for diagnosis of acute myocardial infarction) อ .ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก: ผศ. นพ. กรเกียรต ิวงศ์ไพศาลสิน {, 54 หน้า. 

miRNA คือ อาร์เอ็นเอท่ีไม่มีการถอดรหัส (non-coding RNA) มีขนาดราว 22 - 26 เบส มี
หน้าท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนในช่วงหลังการถอดรหัส (Post-Transcription) โดย miRNA จะ
ท าหน้าท่ีควบคุมการเพิ่มหรือลด (up/down-regulate) messenger RNA (mRNA) ภายในเซลล์ ใน
วงการวิทยาศาสตร์การแพทย์ miRNA ถูกน ามาใช้ในการตรวจมะเร็ง เป็นต้น การศึกษาครั้งนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาระดับการแสดงออกของ miRNA ท่ีแตกต่างกันในกลุ่มควบคุม และกลุ่ม
ผู้เสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจตายจาการขาดเลือดเฉียบพลัน (AMI) ในตัวอย่างเลือดศพ พบว่า 
mir-133a mir-208b และ mir-499 ในกลุ่ม AMI มีการแสดงออกท่ีสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ โดยมีค่าความจ าเพาะ (specificity) เท่ากับ 67% 78% และ 78% ค่าความไว 
(sensitivity) เท่ากับ 80% 80% และ 89% มีค่าพื้นท่ีใต้กราฟ (area under the curve; AUC) ของ 
receiver operating characteristic (ROC) อยู่ท่ี 0.81 0.80 และ 0.83 ตามล าดับ การศึกษาครั้งนี้
จึงได้แสดงถึงความเป็นไปได้ท่ีจะน า miRNA มาประยุกต์ใช้ในงานด้านนิติเวชศาสตร์เพื่อเพิ่มขีด
ความสามารถในการวินิจฉัยเหตุเสียชีวิต 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5674102530 : MAJOR MEDICAL SCIENCE 
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PRACHAYA MENATHUNG: Circulating microRNA as a post-mortem biomarker 
for diagnosis of acute myocardial infarction. ADVISOR: ASST. PROF. KORNKIAT 
VONGPHAISARNSIN, M.D. {, 54 pp. 

miRNAs, small noncoding RNA, are 22 - 26 nucleotides in length and regulate 
gene expression in post transcription. Their roles are to up/down-regulate mRNA in 
cell. In medical science, miRNA was generally studied in cancer diagnosis. The objective 
of this study is to observe a difference of mir-133a, mir-208b and mir-499 expressional 
level between control group and acute myocardial infarction (AMI) group in post-
mortem blood. The result shows that the AMI group has significantly up/down 
regulation of mir-133a mir-208b and mir-499 in compared to control group. The 
sensitivity are 80% 80% and 89% and specificity are 67% 78% and 78%, respectively. 
The area under curve of receiver operating characteristic (ROC) are 0.81 0.80 and 0.83, 
respectively. Finally, the author has suggested that miRNAs is good for screening a 
cause of death for AMI. 

 

 

Field of Study: Medical Science 
Academic Year: 2015 
 

Student's Signature   
 

Advisor's Signature   
   

 

 



 ฉ 

 

 

 
กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 

 

การศึกษาในครั้งนี้ ผู้วิจัยต้องขอกราบขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ นพ. กรเกียรติ 
วงศ์ไพศาลสิน ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ ส าหรับค าแนะน า ข้อเสนอแนะ ร่วมท้ังความช่วยเหลือใน
เรื่องต่างๆ จนท าให้การท าวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุลวงไปได้ด้วยดี 

ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร. นพ. เผด็จ สิริยะเสถียร รองศาสตราจารย์ 
ดร. วิไล อโนมะศิริ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ นพ. ณัฐ ตันศรีสวัสด์ิ และ รองศาสตราจารย์ ดร. บุษบา 
ฤกษ์อ านวยโชค ส าหรับข้อเสนอแนะในการน าเสนอ และการตรวจสอบ แก้ไขข้อบกพร่องต่างๆ ท่ี
เป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ 

ขอขอบพระคุณ คุณภัทรกร แสงแก้วตระกูล และ คุณกวิน รัศมีไพศาล ส าหรับความ
ช่วยเหลือด้านการทดลอง ด้านเครื่องมือและเทคนิคต่างๆในการท าการทดลองในวิทยานิพนธ์ฉบับ
นี้ 

ขอขอบพระคุณ คุณอัจฉรา บุญเลิศ และ คุณปิยวรรณ แดงเก้า ส าหรับความช่วยเหลือ
ด้านการติดต่อส่ังซื้อชุดน้ ายาต่างๆ ในการท าการทดลองในวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ 

ขอขอบพระคุณ คุณอธิภู อนันต์ด ารงรัตน์ คุณสุรศักดิ์ สุทัศน์ และ คุณดาวินี ชิณวงศ์ ท่ี
ได้ให้ค าแนะน า และความช่วยเหลือในการเก็บข้อมูล 

ขอกราบขอบพระคุณ คณาจารย์ทุกท่านในคณะแพทย์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ท่ี
ประสิทธิ์ประสาทวิชาความรู้จนส าเร็จการศึกษาในระดับมหาบัณฑิต 

ขอกราบขอบพระคุณ บุคลากร และเจ้าหน้าท่ีภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ท่ีให้ช่วยเหลือตลอดการศึกษาในระดับมหาบัณฑิต 

สุดท้ายขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ท่ีคอยให้การก าลังใจ และให้การสนับสนุนจน
สามารถส าเร็จการศึกษา 

 



สารบัญ 
  หน้า 

บทคัดย่อภาษาไทย............................................................................................................................... ง 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ........................................................................................................................ จ 

กิตติกรรมประกาศ .............................................................................................................................. ฉ 

สารบัญ ................................................................................................................................................ ช 

สารบัญตาราง ...................................................................................................................................... 1 

สารบัญรูปภาพ .................................................................................................................................... 1 

บทท่ี 1................................................................................................................................................. 1 

บทน า .................................................................................................................................................. 1 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา ......................................................................................... 1 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย ................................................................................................................ 2 

แนวความคิดในการวิจัย (Experimental Design) ........................................................................ 2 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ ............................................................................................................. 3 

วิธีด าเนินการวิจัย ........................................................................................................................... 3 

ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย ............................................................................................. 3 

บทท่ี 2................................................................................................................................................. 4 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง ........................................................................................................... 4 

โรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน (Acute myocardial infarction, AMI) ........................... 4 

การบาดเจ็บ และการตายของเซลล์ (Cell Injury and Death) ..................................................... 6 

โรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันกับการบาดเจ็บของเซลล์ ................................................... 7 

การวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันในศพทางนิติเวช
ศาสตร์ ................................................................................................................................... 11 

การใช้เอนไซม์ในการตรวจวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด
เฉียบพลัน .............................................................................................................................. 16  

 



 ซ 

  หน้า 

การใช้เอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) ในการวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิต ................................................. 16 

ไมโครอาร์เอ็นเอ (microRNA, miRNA) ....................................................................................... 17 

การสังเคราะห์ miRNA.......................................................................................................... 18 

miRNA กับบทบาทท่ีใช้เป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพ (Biomarker)............................................... 19 

miRNA กับการจ าแนกชนิด .................................................................................................. 21 

Circulating miRNAs ................................................................................................. 21 

Tissue Specific miRNAs .......................................................................................... 21 

microRNA133a (mir-133a)........................................................................ 22 

microRNA208b (mir-208b) ....................................................................... 24 

microRNA499 (mir-499) ............................................................................ 25 

การใช้ไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA) ในการวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิต ..................................... 26 

บทท่ี 3............................................................................................................................................... 27 

วิธีด าเนินการวิจัย .............................................................................................................................. 27 

การทดลองในมนุษย์ ..................................................................................................................... 27 

กลุ่มประชากรท่ีใช้ในการศึกษา ............................................................................................. 27 

วิธีการวิจัย ............................................................................................................................. 27 

1. เกณฑ์การคัดเลือกตัวอย่าง ........................................................... 27 

2. การคัดเลือก miRNA .................................................................... 28 

3. การเตรียมตัวอย่างเลือด ............................................................... 29 

4. ขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอย่าง.................................. 29 

5. ขั้นตอนการสังเคราะห์ cDNA (Reverse Transcription) ............ 30 

6. การวัดปริมาณ cDNA (Real-time PCR) ..................................... 31 

7. การรวบรวมข้อมูล (Data collection) ........................................ 32  

 



 ฌ 

  หน้า 

8. การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) ........................................... 32 

9. การทดสอบสมมุติฐานการวิจัย ..................................................... 33 

10. ข้อพิจารณาทางจริยธรรม (Ethical consideration) ................... 34 

11. ข้อจ ากัดในการท าวิจัย (Limitation) ............................................ 34 

12. อุปสรรคท่ีอาจจะเกิดขึ้นระหว่างการวิจัยและมาตรการในการ
แก้ไข (Obstacles and Strategies to Solve the Problem) .. 35 

อุปสรรคท่ีอาจเกิดขึ้น ................................................................... 35 

มาตรการในการแก้ไข ................................................................... 35 

บทท่ี 4............................................................................................................................................... 36 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล ....................................................................................................................... 36 

การทดลอง ................................................................................................................................... 36 

การเปรียบเทียบการแสดงออกของ miRNA ในกลุ่มตัวอย่างกลุ่มวิจัย และกลุ่มควบคุม ....... 36 

การเปรียบเทียบการแสดงออกของ mir-133a ........................................................... 37 

การเปรียบเทียบการแสดงออกของ mir-208b ........................................................... 38 

การเปรียบเทียบการแสดงออกของ mir-499.............................................................. 39 

การทดสอบด้วย Receiver Operating Characteristic (ROC) ........................................... 40 

อัตราความส าเร็จในการท า qRT-PCR (%PCR Success Rate) ........................................... 42 

ความสัมพันธ์ระหว่าง อายุ เพศ สาเหตุการเสียชีวิต ช่วงเวลาเสียชีวิต .................................. 43 

บทท่ี 5............................................................................................................................................... 45 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ ................................................................................. 45 

วิจารณ์ผลการทดลอง ................................................................................................................... 45 

ข้อเสนอแนะ ................................................................................................................................. 47 

รายการอ้างอิง ................................................................................................................................... 48  

 



 ญ 

  หน้า 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์................................................................................................................. 54 

 



 

 

สารบัญตาราง 

ตารางที่ 1 แสดงการสังเกตการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ในโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด 
(ตารางจาก Robbins Basic Pathology 9th Edition).................................................. 13 

ตารางที่ 2 miRNA ท่ีแสดงออกในผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน ............................. 20 

ตารางที่ 3 ตารางค านวณความไว (Sensitivity) และความจ าเพาะ (Specificity) ของชุดตรวจ . Error! 
Bookmark not defined. 

ตารางที่ 4 แสดงค่าเฉล่ีย (Mean) ค่ามัธยฐาน (Median) และค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
(Standard Deviation) ของ mir-133a mir-208b และ mir-499 ท้ังในกลุ่มควบคุม 
และกลุ่ม AMI ................................................................................................................. 36 

ตารางที่ 5 ตารางแสดงผลของการเปรียบเทียบค่า Ct ของ mir-133a โดยใช้สถิติ T-test .............. 37 

ตารางที่ 6 ตารางแสดงผลของการเปรียบเทียบค่า Ct ของ mir-208b โดยใช้สถิติ T-test .............. 38 

ตารางที่ 7 ตารางแสดงผลของการเปรียบเทียบค่า Ct ของ mir-208b โดยใช้สถิติ T-test .............. 39 

ตารางที่ 8 แสดงอัตราความส าเร็จในการท า qRT-PCR ของ U6b ................................................... 42 

ตารางที่ 9 แสดงอัตราความส าเร็จในการท า qRT-PCR ของ mir-133a .......................................... 42 

ตารางที่ 10 แสดงอัตราความส าเร็จในการท า qRT-PCR ของ mir-208b........................................ 42 

ตารางที่ 11 แสดงอัตราความส าเร็จในการท า qRT-PCR ของ mir-499 .......................................... 42  



 

 

สารบัญรูปภาพ 

รูปที่ 1 แสดงลักษณะทางกายวิภาคของหลอดเลือดแดงโคโรนารี 
(http://galleryhip.com/coronary-arteries.html เข้าถึงเมื่อวันท่ี 9 เมษายน 2558) ................... 4 

รูปที่ 2 แสดงการสร้าง Collateral vessels หรือหลอดเลือดขนาดเล็กเพื่อเป็นทางผ่านให้เลือด
สามารถไปเล้ียงกล้ามเนื้อหัวใจ 
(http://circ.ahajournals.org/content/116/11/e340/F1.expansion เข้าถึงเมื่อวันท่ี 9 
เมษายน 2558) ................................................................................................................................... 5 

รูปที่ 3 แสดงระยะต่างๆของเซลล์ ในการตอบสนองต่อ Stress และ ส่ิงเร้าท่ีรุนแรง (Injurious 
stimuli) (ภาพจาก Robins Basic Pathology 9th Edition) ............................................................. 7 

รูปที่ 4 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง เซลล์ ปกติ เซลล์ adapted, Reversible injury และ เซลล์ 
กล้ามเนื้อหัวใจท่ีตายแล้ว (ภาพจาก Robins Basic Pathology 9th Edition) ................................... 8 

รูปที่ 5 แสดงภาพตัดขวางของหัวใจห้องล่างซ้ายท่ีมีการขยายขนาดของเซลล์ (Hypertrophy) 
รูปขวาคือกล้ามเนื้อหัวใจท่ีไม่มีการขยายขนาด เปรียบเทียบกับหัวใจปกติ (ตรงกลาง) หัวใจท่ีมี
ความดันสูงเกินไป(รูปซ้าย) จะมีการเพิ่มขนาดของมวล ผนังหนาขึ้น และช่องภายใน (lumen) 
ขนาดเล็ก ส่วนหัวใจท่ีมีปริมาตรสูงเกินไป (รูปขวา) จะมีการเพิ่มมวล แต่ช่องภายใน (lumen) จะ
กว้าง และมีขนาดใหญ่ ผนังเป็นปกติ (ภาพจาก Robins Basic Pathology 9th Edition) ................. 9 

รูปที่ 6 แสดงกล้ามเนื้อหัวใจท่ีก าลังเข้าสู่การตายของเซลล์ แบบ Necrosis หลังจากหลอดเลือด
แดงโคโรนารี(coronary artery) อุดตัน การตายของเซลล์แบบ Necrosis เริ่มจากตรงกลาง และ
ขยายไปราวหนึ่งในสามจะขาดเลือดไปเล้ียง (Subendocardial infarction) โดยผนังของหัวใจ
จะหนาขึ้น แล้วเพิ่มขนาดขึ้นเรื่อยๆ (ภาพจาก Robbins Basic Pathology 9th Edition)............... 10 

รูปที่ 7 แสดงถึงการพึ่งพาหลอดเลือดข้างเคียงหลังจากเกิดโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด การ
สังเกตด้วยตาเปล่าและกล้องจุลทรรศน์ขึ้นอยู่กับระยะเวลาท่ีเซลล์ได้รับบาดเจ็บ บริเวณท่ีเกิดจาก
ตารางท่ี 1 เรียงตามล าดับช่วงเวลาท่ีเซลล์ กล้ามเนื้อหัวใจได้รับความเสียหาย (ภาพจาก 
Robbins Basic Pathology 9th Edition) ........................................................................................ 11 

รูปที่ 8 แสดงความสัมพันธ์ของเซลล์ปกติ การตายของเซลล์ และการบาดเจ็บของเซลล์ตาม
ระยะเวลาท่ีส่งผลให้เซลล์มีการเปล่ียนแปลง ท้ังในระดับชีวเคมี และโครงสร้างภายในเซลล์โดย



 

 

2 

การสังเกตจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน กล้องจุลทรรศน์ และ ระดับท่ีมองเห็นด้วยตาเปล่า 
(ภาพจาก Robbins Basic Pathology 9th Edition) ....................................................................... 15 

รูปที่ 9 ไมโครอาร์เอ็นเอจาก (ภาพจาก http://cegg.unige.ch/mirortho/results?seed=mir-
208 เข้าถึงเมื่อวันท่ี 9 เมษายน 2558) ............................................................................................. 17 

รูปที่ 10 รูปแบบจ าลองการสังเคราะห์และการท างานของ miRNA ภายในเซลล์ (ภาพจาก 
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fnins.2012.00013/full เข้าถึงเมื่อวันท่ี 9 
เมษายน 2558) ................................................................................................................................. 19 

รูปที่ 11 แสดงหน้าต่างของเว็บไซด์ท่ีใช้ระบุข้อมูล Sequence ของ miRNA ท่ีใช้ในการศึกษา      
(ภาพจาก https://www.lifetechnologies.com/th/en/home/life-science/pcr/real-
time-pcr/real-time-pcr-assays.html เข้าถึงเมื่อวันท่ี 20 เมษายน 2558) .................................. 28 

รูปที่ 12 แผนภาพแสดงค่า Ct (cycle threshold) ของ mir-133a ระหว่างกลุ่มควบคุม และ
กลุ่ม AMI โดยใช้สถิติ T-test ............................................................................................................ 37 

รูปที่ 13 แผนภาพแสดงค่า Ct (cycle threshold) ของ mir-208b ระหว่างกลุ่มควบคุม และ
กลุ่ม AMI โดยใช้สถิติ T-test ............................................................................................................ 38 

รูปที่ 14 แผนภาพแสดงค่า Ct (cycle threshold) ของ mir-499 ระหว่างกลุ่มควบคุม และกลุ่ม 
AMI โดยใช้สถิติ T-test ..................................................................................................................... 39 

รูปที่ 15 รูปภาพแสดง Receiver Operating Characteristic (ROC) ของ mir-133a.................... 40 

รูปที่ 16 รูปภาพแสดง Receiver Operating Characteristic (ROC) ของ mir-208b ................... 41 

รูปที่ 17 รูปภาพแสดง Receiver Operating Characteristic (ROC) ของ mir-499 ...................... 41 



 

 

บทท่ี 1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

โรคกล้ามเนื้อหัวใจตายจากการขาดเลือดเฉียบพลัน หรือ กล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน 
(Acute Myocardial Infarction, AMI) เป็นสาเหตุหลักในการเสียชีวิตของประชากรท่ัวโลก   ปีพ.ศ.
2553 สมาคมโรคหัวใจแห่งสหรัฐอเมริกา (American Heart Association) ได้รายงานสถิติของ
ผู้เสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันมีจ านวนมากถึง 7.2 ล้านคนหรือคิดเป็น 12.2 % 
ของสาเหตุการเสียชีวิตท้ังหมดท่ัวโลก (1) ส่วนในประเทศไทย ส านักโรคไม่ติดต่อ กระทรวง
สาธารณสุขรายงานระหว่างปี พ.ศ. 2550 - 2556 พบผู้ป่วยด้วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด
เฉียบพลัน 1,726,346 รายจากจ านวนผู้ป่วยโรคหัวใจท้ังหมด โดยเป็นผู้ป่วยในเขตกรุงเทพมหานคร 
231,960 ราย และพบมีอัตราการเสียชีวิตในปี พ.ศ. 2556 สูงถึง 17,388 ราย เฉล่ียช่ัวโมงละ 2 ราย 
ดังนั้น โรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันจึงเป็น 1 ใน 3 ของสาเหตุการเสียชีวิตสูงสุดซึ่งใกล้เคียง
กับการเสียชีวิตด้วยอุบัติเหตุ และโรคมะเร็ง (2) การตรวจวินิจฉัยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดทาง
นิติเวชศาสตร์นั้นก็มีข้อจ ากัดในเรื่องเวลา ท้ังการวินิจฉัย และการออกผล เนื่องจากการสังเกตการ
เปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึ้นกับการบาดเจ็บหรือการตายของเซลล์นั้น ขึ้นกับเครื่องมือท่ีใช้ในการตรวจ และ 
ระยะเวลาของการเกิดการบากเจ็บของกล้ามเนื้อหัวใจ หากจะสังเกตการอุดกั้นรุนแรงของหลอดเลือด
หัวใจ จนท าให้เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจตายได้นั้น การตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา ในระยะแรกๆ 
อาจจะพบเพียงเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจบวมเพียงเท่านั้น และไม่สามารถสังเกตด้วยตาเปล่าได้หากเกิด
การตายของกล้ามเนื้อหัวใจในช่วงเวลาไม่เกิน 12 ช่ัวโมง (3) ดังนั้นการศึกษาโดยการน าไมโครอาร์
เอ็นเอ (miRNA) ในเลือดซึ่งเคยมีการทดลองในการตรวจผู้ป่วยทางคลินิกมาประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งช้ี
ทางนิติเวชศาสตร์น่าจะให้ผลท่ีรวดเร็ว ถูกต้อง และแม่นย าท่ีสูงกว่า อีกท้ัง miRNA เคยถูกน าไปใช้ใน
การจ าแนกชนิดของสารคัดหล่ังท่ีพบในท่ีเกิดเหตุได้อย่างมีประสิทธิภาพมาแล้ว นั้นก็เพราะ miRNA 
มีขนาดเล็ก และมีความทนทานต่อการเส่ือมสภาพ miRNA จึงเป็นทางเลือกท่ีดีท่ีจะน ามาประยุกต์ใช้
เป็นตัวบ่งช้ีทางนิติเวชศาสตร์ 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

ศึกษาการแสดงออกของ mir-133a mir-208b และ mir-499 โดยการเปรียบเทียบระหว่าง
กลุ่มผู้เสียชีวิตด้วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน (AMI) กับผู้ท่ีเสียชีวิตด้วยเหตุอื่นในตัวอย่าง
เลือดจากผู้เสียชีวิตทางนิติเวชศาสตร์ 

เพื่อทดสอบประสิทธิผล (Effectiveness) ในการใช้ mir-133a mir-208b และ mir-499 
เป็นตัวบ่งช้ีเหตุเสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน (AMI) 

 
แนวความคิดในการวิจัย (Experimental Design) 

 

AMI Group 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ท าให้สามารถน า miRNA ท่ีเป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพส าหรับวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตจากโรค

กล้ามเนื้อหัวใจเฉียบพลันในศพทางนิติเวชศาสตร์ได้ 

2. สามารถน าการศึกษานี้ไปใช้เป็นแนวทางในการศึกษาการวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตจากโรค

อื่นได้ หรือ ทดลองกับ miRNA ชนิดใหม่ได้ 

วิธีด าเนินการวิจัย 

Analytical Study 
 

ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

  

ท่ี ขั้นตอนการด าเนินการวิจัย 
ระยะเวลา : 12 เดือน 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1. เลือกหัวข้อการวิจัย             
2. ปรึกษาอาจารย์ท่ีปรึกษา             
3. รวบรวมข้อมูลท่ีเกี่ยวข้อง             
4. เขียนโครงร่างวิทยานิพนธ ์             
5. ท าการทดลอง             
6. รวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูล             
8. จัดท ารายงานการวิจัย             
9. รายงายวิจัยฉบับสมบูรณ์             
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

โรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน (Acute myocardial infarction, AMI) 

โรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน เป็นภาวะท่ีเลือดมาเล้ียงกล้ามเนื้อหัวใจไม่เพียงพอ
ต่อความต้องการ ซึ่งเกิดจากหลอดเลือดแดงโคโรนารีท่ีเล้ียงหัวใจ (Coronary arteries)  มีการอุดตัน 
สาเหตุหลักคือความผิดปกติของหลอดเลือดแดงท่ีเรียกว่า Atherosclerosis หรือภาวะหลอดเลือด
แดงตีบแข็งเป็นผลให้เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด และตาย (Myocardial necrosis) โดยการเกิด 
Atherosclerosis นั้นมักเกิดกับ Epicardial coronary arteries ซึ่งประกอบด้วยหลอดเลือดหลัก 3 
เส้นดังนี้ (รูปท่ี 1) (4, 5) 

1. Left anterior descending (LAD) 

2. Left circumflex (LCX) 

3. Right coronary artery (RCA) 

 

 
รูปที่ 1 แสดงลักษณะทางกายวิภาคของหลอดเลือดแดงโคโรนารี 
(http://galleryhip.com/coronary-arteries.html เข้าถึงเมื่อวันท่ี 9 เมษายน 2558) 
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การเกิด Atherosclerosis อาจเกิดขึ้นกับหลอดเลือดใดหลอดเลือดหนึ่งหรือเกิดกับหลอด
เลือดแดงท้ัง 3 เส้นเลยก็ได้ โดยการเกิด Atherosclerosis มีความสัมพันธ์กับอาการทางคลินิก 2 
แบบหลัก คือ 

Chronic Atherosclerosis คือการเกิด Atherosclerosis ท่ีแบบค่อย ๆ เพิ่มขึ้นจนถึงขึ้น
หลอดเลือดอุดตันในร้อยละ 75 จนท าให้กล้ามเนื้อหัวใจรับเลือดไม่เพียงพอต่อความต้องการ ผู้ป่วยจะ
เริ่มมีอาการเจ็บหน้าอก แน่นหน้าอก เมื่อหัวใจท างานหนัก หรือมีการท ากิจกรรมท่ีมากกว่าปกติ เรียก
อาการนี้ว่า Stable Angina และเมื่อมีการพัฒนาจนหลอดเลือดอุดตันเกินร้อยละ 90 แล้ว จะ
ก่อให้เกิดการขาดเลือดของกล้ามเนื้อหัวใจแบบเรื้อรังส่งผลให้มีอาการแน่นหน้าอกแม้อยู่ในขณะพัก
เรียกว่า Unstable Angina และอาจเข้าสู่ภาวะหัวใจล้มเหลวได้ในท่ีสุด  

จากอาการ ท่ี ก ล่ า วม า ท้ั ง หม ดข้ า ง ต้นก าร เ กิ ด  Atherosclerosis แบบ  Chronic 
atherosclerosis นั้นจะเกิดแบบค่อยเป็นค่อยไปร่างกายจึงมีการสร้างหลอดเลือดขนาดเล็กเพื่อเป็น
ทางผ่านให้เลือดสามารถไหลผ่านไปเล้ียงกล้ามเนื้อหัวใจเพื่อป้องกันความเสียหายจากการขาดเลือด 
เรียกว่า Collateral vessels ดังนั้นเมื่อเกิดอาการการอุดตันของหลอดเลือดอย่างสมบูรณ์ ก็มักจะไม่
พบการตายของกล้ามเนื้อหัวใจเป็นบริเวณกว้างได้ 

 

 
รูปที่ 2 แสดงการสร้าง Collateral vessels หรือหลอดเลือดขนาดเล็กเพื่อเป็นทางผ่านให้เลือด
สามารถไปเล้ียงกล้ามเนื้อหัวใจ 
(http://circ.ahajournals.org/content/116/11/e340/F1.expansion เข้าถึงเมื่อวันท่ี 9 เมษายน 
2558) 

 



 

 

6 

Acute plague change คือการอุดตันของหลอดเลือดแดงแบบกะทันหันเนื่องจากการ
เปล่ียนแปลงของ Atherosclerotic plaque ท าให้เกิดก้อนล่ิมเลือด (Thrombus) ไปอุดหลอดเลือด 
หากเลือดไม่สามารถผ่านไปเล้ียงกล้ามเนื้อหัวใจในระยะเวลานาน จะส่งผลให้เกิดการตายของ
กล้ามเนื้อหัวใจเฉียบพลันได้ 
 เมื่อมีการอุดตันของหลอดเลือดแดงโคโรนารี(Coronary Artery Occlusion) ท าให้ขาดเลือด
ไปเล้ียงกล้ามเนื้อหัวใจส่งผลกระทบทันทีต่อหน้าท่ี และโครงสร้างของเซลล์ ภายในไม่กี่วินาทีหลังการ
อุดตัน Aerobic Glycolysis จะหยุดลงน าไปสู่การลดลงของ Adenosine Triphosphate (ATP) และ
อาจเกิดการสะสมของ Noxious Metabolites (เช่น Lactic acid) ในเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ ผลท่ี
ตามมาจะท าให้เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจไม่สามารถหดตัวได้ตามปกติ จะเกิดขึ้นภายในเวลาไม่เกิน 1 นาที
หลังจากขาดเลือด การเปล่ียนแปลงดังกล่าวอาจกลับสู่ภาวะปกติ (Reversible injury) ได้ถ้าการอุด
ตันกินเวลาไม่นาน ประมาณ 20-30 นาที แต่หากการขาดเลือดด าเนินต่อไป โครงสร้างและ 
organelles ของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจจะถูกท าลาย เช่น Disruption of cell membrane และ มีการ
ปล่อย Lysosomal enzymes ออกมาย่อยเซลล์ ท าให้เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจตาย (necrosis) ในท่ีสุด 
คือเป็นการท าลายกล้ามเนื้อหัวใจถาวร โดยท่ัวไปมักเกิดเมื่อมีการขาดเลือดยาวนานประมาณ 30 
นาที และถึงแม้ว่าหลัง 30 นาทีจะเริ่มมีการตายของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจเกิดขึ้นซึ่งจะถือว่าเป็นการ
บาดเจ็บถาวร (Irreversible injury) แล้ว แต่กล้ามเนื้อบริเวณดังกล่าวไม่ได้ตายพร้อมกันท้ังหมด 
ดังนั้นหากมีเลือดไหลผ่านจุดอุดตันไปได้ก็อาจจะช่วยให้กล้ามเนื้อหัวใจบางส่วนในรอดตายได้ 
ระยะเวลามักจะอยู่ในช่วง 2-4 ช่ัวโมง หรือไม่เกิน 6 ช่ัวโมง  
 

การบาดเจ็บ และการตายของเซลล์ (Cell Injury and Death)  

การตอบตอบสนองของเซลล์ต่อภาวะเครียด (Stress) และสารพิษในธรรมชาติ เซลล์จะมีการ
ปรับเปล่ียนโครงสร้าง และหน้าท่ี โดยเซลล์จะพยายามรักษาสมดุลเซลล์ท่ีเรียกว่า Homeostasis ให้
อยู่ในสภาวะปกติ หากเซลล์ได้รับส่ิงเร้าท่ีไม่ก่อโรคหรือพยาธิสภาพ (Physiologic stimuli) หรือ ส่ิง
เร้าท่ีก่อโรคหรือท่ีเกิดจากการเป็นโรค (Pathologic stimuli) จึงมีการการปรับตัวเพื่ออยู่รอด 
(Viability) และ รักษาหน้าท่ี (Function) ของเซลล์เอาไว้ เช่น การเพิ่มขนาดของเส้นใยเซลล์เมื่อ
สัมผัสส่ิงเร้า (Hypertrophy) การเพิ่มจ านวนเซลล์ (Hyperplasia) การฝ่อของกล้ามเนื้อจากการ
สูญเสียโปรตีนภายในเซลล์ (Atrophy) และการตอบสนองต่อส่ิงเร้าโดยเปล่ียนจากเซลล์ชนิดหนึ่งไป
เป็นเซลล์ท่ีเจริญเต็มท่ีอีกชนิดหนึ่ง (Metaplasia) (3, 5) 

การบาดเจ็บของเซลล์ (Cell injury) (รูปท่ี 3) จะเกิดขึ้นเมื่อเซลล์ได้รับอันตรายจากภายนอก 
หากสภาวะดังกล่าวไม่รุนแรง เซลล์ท่ีบาดเจ็บอาจสามารถกลับมาฟื้นตัวเพื่อเข้าสู่สภาพการท างาน
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ปกติได้ (Reversible injury) แต่หากได้รับ Stress ท่ีรุนแรงก็จะส่งผลให้เกิดการบาดเจ็บถาวร 
(Irreversible  injury) และน าไปสู่การตายของเซลล์ โดยการตายของเซลล์นั้นเป็นหนึ่งในกิจกรรมท่ี
ส าคัญของเซลล์ในโรคท่ีมีการพัฒนาในเนื้อเยื่อหรืออวัยวะอื่นๆ การตายของเซลล์นั้นเกิดขึ้นได้จาก
หลายสาเหตุ เช่น การขาดเลือด(Ischemia) การติดเช้ือ (Infection) สารพิษ (Toxin) และปฏิกิริยาท่ี
เกิดจากภูมิคุ้มกัน (Immune response) นอกจากนี้การตายของเซลล์ยังเป็นกระบวนการปกติท่ีมี
ความจ าเป็นใน การเจริญของตัวอ่อน (Embryogenesis) การพัฒนาของอวัยวะ และการรักษา ภาวะ
ความสมดุล (Homeostasis)  
 

 
รูปที่ 3 แสดงระยะต่างๆของเซลล์ ในการตอบสนองต่อ Stress และ ส่ิงเร้าท่ีรุนแรง ( Injurious 
stimuli) (ภาพจาก Robins Basic Pathology 9th Edition) 
 
โรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันกับการบาดเจ็บของเซลล์  

ปัจจัยต่างๆท่ีส่งผลต่อการบาดเจ็บของกล้ามเนื้อหัวใจ (Myocardium) เช่น ความดันโลหิต
สูง(Hypertension) หรือ ล้ินหัวใจตีบ (Stenotic valve) ท าให้เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจจะเกิดจากการ
ปรับตัวโดยการขยายขนาดเซลล์ (Hypertrophy) จนเกิดการอุดตันของหลอดเลือดแดงโคโรนารี 
(Coronary artery) ท าให้เลือดไปเล้ียงไมเพียงพอ เมื่อเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจท่ีขาดเลือด ( Ischemia) 
เป็นเวลานานอาจท าให้กล้ามเนื้อหัวใจได้รับความเสียหายได้ ในบางครั้ งเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจอาจ
กลับคืนสภาพได้ (Reversibly injury) ถ้าได้รับความเครียด (Stress) น้อย หรือการอุดตันของหลอด
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เลือดโคโรนารีเกิดขึ้นไม่สมบูรณ์ ส่วนการบาดเจ็บแบบถาวร ( Irreversible injury) และการตายของ
เซลล์ (Infarction) จะเกิดขึ้นเมื่อหลอดเลือดแดงโคโรนารีอุดตันอย่างสมบูรณ์ หรืออุดตันมาเป็น
เวลานาน นอกจากนี้ความเครียดท่ีเซลล์ได้รับไม่ได้ส่งผลเพียงการเปล่ียนแปลงของรูปร่างเซลล์ 
(Morphology) แต่ยังส่งผลต่อการท างานหน้าท่ี และลักษณะเนื้อเยื่ออีกด้วย ท าให้เซลล์กล้ามเนื้อ
หัวใจ (Myocytes) ท่ีเป็นได้รับบาดเจ็บเล็กน้อยคืนสภาพได้ และอาจมีลักษณะคล้ายกับรูปร่างของ
เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจปกติ ดังนั้นความเครียดจึงเป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดการปรับตัวของเซลล์ หรือ เป็น
เหตุให้เกิด Reversible injury หรือ Irreversible injury ในเซลล์เช่นกัน (3) 

 

 
รูปที่ 4 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง เซลล์ ปกติ เซลล์ adapted, Reversible injury และ เซลล์ 
กล้ามเนื้อหัวใจท่ีตายแล้ว (ภาพจาก Robins Basic Pathology 9th Edition) 

 
การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของเซลล์หลังได้รับบาดเจ็บ แบ่งได้เป็น 2 ระดับ คือ การบาดเจ็บ

ท่ีสามารถคืนสภาพได้ (Reversible cell injury) และ การบาดเจ็บท่ีไม่สามารถคืนสภาพไ ด้  
(Irreversible cell injury) จนเซลล์ตาย (Cell death) โดย Reversible cell injury เป็นการบาดเจ็บ
ของเซลล์แบบไม่รุนแรงมากนัก หรือ เป็นช่วงระยะแรก ๆ หลังได้รับบาดเจ็บ โดยการบาดเจ็บนั้นท า
ให้โครงสร้างของเซลล์เปล่ียนแปลงไปบางส่วน แต่เซลล์ก็ยังสามารถคืนสภาพดังเดิมได้ภายหลังเมื่อส่ิง
เร้านั้นหมดไป กลไกหลัก ๆ คือ การลดปริมาณลงของ Oxidative phosphorylation ภายในเซลล์ 
ท าให้เซลล์ขาดพลังงาน ATP ส่งผลให้มีน้ าทะลักเข้าสู่เซลล์ และมีการเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของ
สารต่าง ๆ ภายในเซลล์ ท าให้เซลล์บวมน้ า (Cellular swelling) ซึ่งเป็นการเปล่ียนแปลงทาง
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โครงสร้างเบื้องต้น และถ้าการบาดเจ็บนั้นรุนแรงเกินกว่าท่ีจะซ่อมแซม หรือ เกิน Point of no 
return แล้วเซลล์จะมีการเปล่ียนแปลงมากขึ้นและเข้าสู่ระดับ Irreversible injury จนเซลล์ตาย จาก
ตัวอย่างในรูปท่ี 4 แสดงถึงการปรับเปล่ียนรูปร่างของกล้ามเนื้อหัวใจแบบขยายขนาด (Hypertrophy) 
ในรูปล่างซ้าย ท าให้ผนังของหัวใจห้องล่างซ้ายหนาขึ้นราว 2 เซนติเมตร (ปกติ 1 - 1.5 เซนติเมตร) 
ส่วนรูปถัดมา (ขวากลาง) เป็นการบาดเจ็บแบบ Reversible injury โดยเซลล์จะบวมน้ า และรูปล่าง
ขวาแสดงให้เห็นเซลล์ตายแบบ necrosis สังเกตได้จากสีท่ีจางลงซึ่งเป็นบริเวณท่ีเกิดโรคกล้ามเนื้อ
หัวใจขาดเลือด ภาพท้ังสามตัวอย่างนั้นถูกย้อมด้วยสี Triphenyltetrazolium Chloride โดยสีของ
กล้ามเนื้อหัวใจท่ีเป็นปกติจะติดสีแดงอมม่วง (Magenta) หากติดสีจางหรือย้อมไม่ติดแสดงว่าเซลล์
ตายซึ่งเกิดการสูญเสียเอนไซม์หลังจากท่ีเซลล์ตาย  

 
รูปที่ 5 แสดงภาพตัดขวางของหัวใจห้องล่างซ้ายท่ีมีการขยายขนาดของเซลล์ (Hypertrophy) รูปขวา
คือกล้ามเนื้อหัวใจท่ีไม่มีการขยายขนาด เปรียบเทียบกับหัวใจปกติ (ตรงกลาง) หัวใจท่ีมีความดันสูง
เกินไป(รูปซ้าย) จะมีการเพิ่มขนาดของมวล ผนังหนาขึ้น และช่องภายใน (lumen) ขนาดเล็ก ส่วน
หัวใจท่ีมีปริมาตรสูงเกินไป (รูปขวา) จะมีการเพิ่มมวล แต่ช่องภายใน (lumen) จะกว้าง และมีขนาด
ใหญ่ ผนังเป็นปกติ (ภาพจาก Robins Basic Pathology 9th Edition) 
 

กล้ามเนื้อหัวใจเมื่อได้รับส่ิงเร้าก่อให้เกิดการปรับเปล่ียนโครงสร้างรวมทั้งขนาดมวลของเซลล์
กล้ามเนื้อหัวใจ (Myocyte) ท่ีเพิ่มขึ้น แม้จะไม่สามารถเพิ่มจ านวนเซลล์ได้ แต่ยังคงสามารถปรับตัว
เพื่อเพิ่มการท าหน้าท่ีได้ โดยเพิ่มจ านวนซาร์โคเมียร์ (Sarcomere) (รูปท่ี 5) ในสภาวะท่ีความดันสูง

เกินไป (เช่น ความดันโลหิตสูง หรือล้ินหัวใจตีบ) Sarcomere สายใหม่ท่ีถูกสร้างขึ้นจะมีขนาดเท่าเดิม 
และการขยายขนาดของเส้นใยกล้ามเนื้อเป็นผลท าให้ผนังของหัวใจห้องล่างหนาขึ้นแต่ขนาดของห้อง 

(Chamber) ไม่ได้ใหญ่ขึ้นตาม ส่วนสภาวะท่ีหัวใจมีปริมาตรเกินก าหนด (เช่น ล้ินหัวใจรั่ว) 
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Sarcomere สายใหม่จะถกูเติมลงใน Sarcomere สายเดิมเพื่อเพิ่มความยาวของเส้นใยกล้ามเนื้อ

 
รูปที่ 6 แสดงกล้ามเนื้อหัวใจท่ีก าลังเข้าสู่การตายของเซลล์ แบบ Necrosis หลังจากหลอดเลือดแดง
โคโรนารี(coronary artery) อุดตัน การตายของเซลล์แบบ Necrosis เริ่มจากตรงกลาง และขยายไป
ราวหนึ่งในสามจะขาดเลือดไปเล้ียง (Subendocardial infarction) โดยผนังของหัวใจจะหนาขึ้น 
แล้วเพิ่มขนาดขึ้นเรื่อยๆ (ภาพจาก Robbins Basic Pathology 9th Edition) 
 

การขาดเลือดของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจจนก่อให้เกิดการบาดเจ็บแบบไม่สามารถคืนสภาพได้ 
(Irreversible injury) มักเกิดบริเวณ Subendocardial zone เป็นบริเวณแรกๆ (รูปท่ี 7) ท่ีเป็น
เช่นนั้นก็เพราะว่าเป็นบริเวณสุดท้ายท่ีจะได้รับเลือดจาก Epicardial vessels และยังเป็นบริเวณท่ี
ได้รับแรงดันสูงท่ีสุดอีกด้วยซึ่งปัจจัยดังกล่าวเป็นอุปสรรคต่อการเข้าถึงของเลือด การขาดเลือดเป็น
เวลานานท าให้การตายของเซลล์บริเวณนั้นขยายวงออก แล้วจะขยายเต็มท่ีโดยใช้เวลา 3 ถึง 6 ช่ัวโมง 
หากไม่ได้รับการรักษาผนังของหลอดเลือดจะหนาขึ้นจากภายใน (Transmural infarct) หลังเกิดโรค
กล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด การเกิด Infarction แบบต่างๆนั้นท้ังบริเวณ ขนาด รูปร่าง (Morphologic 
features) ของรอยโรคขึ้นอยู่กับหลายๆปัจจัย เช่น ขนาด และการกระจายของหลอดเลือดท่ีเข้ามา
เล้ียง (รูปท่ี 8) อัตราการพัฒนา และระยะเวลาการอุดตันท าให้ลดเมทาบอลิซึม (Metabolism) ของ
กล้ามเนื้อหัวใจ 
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รูปที่ 7 แสดงถึงการพึ่งพาหลอดเลือดข้างเคียงหลังจากเกิดโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด การสังเกต
ด้วยตาเปล่าและกล้องจุลทรรศน์ขึ้นอยู่กับระยะเวลาท่ีเซลล์ได้รับบาดเจ็บ บริเวณท่ีเกิดจากตารางท่ี 1 
เรียงตามล าดับช่วงเวลาท่ีเซลล์ กล้ามเนื้อหัวใจได้รับความเสียหาย (ภาพจาก Robbins Basic 
Pathology 9th Edition) 

 
การวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันในศพทางนิติเวชศาสตร์  

การตรวจวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตในทางนิติเวชศาสตร์นั้นสามารถแบ่งได้เป็นสองวิธีดังนี้ 
คือ วิธีการผ่าศพตรวจดูด้วยตาเปล่า (Gross Examination) และ การตัดช้ินเนื้อไปตรวจดูด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ (Microscopic Examination) การวินิจฉัยว่าเหตุท่ีท าให้เสียชีวิตนั้นคือโรคกล้ามเนื้อหัวใจ
ขาดเลือดหรือไม่นั้นจะสังเกตการเปล่ียนแปลงของกล้ามเนื้อหัวใจหลังจากขาดเลือด โดยปกติจะเห็น
ได้ด้วยตาเปล่าหลังจาก 12 ช่ัวโมงขึ้นไปแล้ว จะพบเป็นบริเวณท่ีกล้ามเนื้อตายเป็นจุดคล้ าๆ และการ
สังเกตมักจะสังเกตท่ีหัวใจห้อง Left Ventricle เนื่องมาจากเป็นบริเวณท่ีมีหลอดเลือดท่ีเป็นสาเหตุ
ของโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดมาเล้ียงนั้นก็คือ (3, 5) 

Left anterior descending coronary artery พบว่าเป็นหลอดเลือดท่ีพบการอุดตันบ่อย
ท่ีสุด (40-50%) ซึ่งหลอดเลือดดังกล่าวส่งเลือดไปเล้ียง บริเวณ Apex และ Anteroinferior wall 
ของ Left ventricle และ Anterior portion of interventricular septum 

Right coronary artery หลอดเลือดนี้จะส่งเลือดไปเล้ียงบริเวณ Posterior wall of left 
ventricle, Posterior portion of interventricular septum, Right ventricular free wall พ บ
ประมาณ 30-40% 
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Left circumflex coronary artery หลอดเลือดนี้จะส่งเลือดไปเล้ียงบริเวณ Lateral wall 
of left ventricle ยกเว้นส่วน Apex พบประมาณ 15-20% 

ในระยะแรกเมื่อเซลล์เกิดการบาดเจ็บ การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึ้นจะเป็นระดับโมเลกุล หรือ 
ระดับชีวเคมีภายในเซลล์ก่อนโดยจะไม่พบการเปล่ียนแปลงทางโครงสร้างให้เห็นด้วยตาเปล่าหรือโดย
กล้องจุลทรรศน์ธรรมดา ต่อมาโครงสร้างภายในเซลล์จะมีการเปล่ียนแปลงท่ีสามารถสังเกตได้ผ่าน
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนซึ่งอาจจะใช้เวลาเป็นนาทีหรือช่ัวโมง หลายช่ัวโมงต่อมาจึงสามารถสังเกต
ได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา และการศึกษาด้วยตาเปล่า 

การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึ้นหลังจากการขาดเลือดท่ีสังเกตได้จากกล้องจุลทรรศน์ เริ่มเห็นได้ท่ี 
6-12 ช่ัวโมงหลังการเกิดการขาดเลือด พบลักษณะเป็น Wavy fibers ท่ีเกิดจากแรงดึงจากกล้ามเนื้อ
ปกติท่ีอยู่รอบๆ ซึ่งหลังจาก 12 ช่ัวโมง จะสามารถเห็นการตายแบบ Coagulative Necrosis โดยจะ
พบ Pyknosis of nuclei และ Eosinophillic Cytoplasm นอกจากนี้ยังพบ มี Interstitial edema, 
Vascular congestion และ Hemorrhage ท าให้สามารถเห็นจุดคล้ าๆได้ด้วยตาเปล่า และจะมีเซลล์
อักเสบเข้ามา ใน 12-24 ช่ัวโมง ปริมาณของ Neutrophil ซึ่งเพิ่มขึ้นจนสามารถเห็นได้ชัดเจนในวันท่ี 
3 เมื่อดูด้วยตาเปล่ากล้ามเนื้อจะเริ่มเปล่ียนเป็นสีเหลืองเนื่องจากเป็นบริเวณท่ีมีกล้ามเนื้อตาย จาก
ข้อมูลท่ีกล่าวมาข้างต้นการสังเกตด้วยตาเปล่า และการตัดเอาช้ินเนื้อไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์  
โรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันจะสามารถจะไม่สามารถระบุเหตุตายได้ชัดเจนหากผู้เสียชีวิต
เสียชีวิตในช่วงเวลาก่อน 12 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 1 แสดงการสังเกตการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ในโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด (ตาราง
จาก Robbins Basic Pathology 9th Edition) (3) 

Time 
Frame 

Gross Features Light Microscopic Findings Electron Microscopic 
Findings 

Reversible Injury 

0-1½ 
hours 

None None 
Relaxation of myofibrils; 
glycogen loss; 
mitochondrial swelling 

Irreversible Injury 

½-4 
hours 

None 
Usually none; variable 
waviness of fibers at 
border 

Sarcolemmal disruption; 
mitochondrial amorphous 
densities 

4-12 
hours 

Occasionally 
dark mottling 

Beginning coagulation 
necrosis; edema; 
hemorrhage 

 

12-24 
hours 

Dark mottling 

Ongoing coagulation 
necrosis; pyknosis of 
nuclei;hypereosinophilic 
appearance of myocytes; 
marginalcontraction band 
necrosis; beginning 
neutrophilic infiltrate 

 

1-3 
days 

Mottling with 
yellow-tan 
infarct center 

Coagulation necrosis with 
loss of nuclei and 
striations; interstitial 
infiltrate of neutrophils 
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3-7 
days 

Hyperemic 
border; central 
yellow-tan 
softening 

Beginning disintegration 
of dead myofibers, with 
dying neutrophils; early 
phagocytosis of dead 
cells by macrophages at 
infarct border 

 

7-10 
days 

Maximally 
yellow-tan 
and soft, with 
depressed 
red-tan 
margins 

Well-developed 
phagocytosis of dead 
Cells; early formation of 
fibrovascular granulation 
tissue at margins 

 

10-14 
days 

Red-gray 
depressed 
infarct borders 

Well-established 
granulation tissue with 
new blood vessels and 
collagen deposition 

 

2-8 
weeks 

Gray-white 
scar, 
progressive 
from border 
toward core of 
infarct 

Increased collagen 
deposition, with 
decreased Cllularity 

 

>2 
months 

Scarring 
complete 

Dense collagenous scar 
 

 
จะเห็นได้ว่า การสังเกตการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึ้นกับการบาดเจ็บของเซลล์หรือการตายนั้น 

ขึ้นกับเครื่องมือท่ีใช้ในการตรวจ และ ระยะเวลาของการบาดเจ็บ ดังนั้นการสังเกตผู้ป่วยหลอดเลือด
แดงโคโรนารี (Coronary artery) อุดกั้นรุนแรงจนท าให้เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจตายนั้น ถ้าหากการตรวจ
กล้ามเนื้อหัวใจด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา ในระยะแรกๆ อาจจะพบเพียงเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจบวม
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เท่านั้น และไม่สามารถสังเกตด้วยตาเปล่า หากเกิดการตายของกล้ามเนื้อหัวใจไม่เกิน 12 ช่ัวโมง (รูป
ท่ี 8)  

จากการตรวจเลือดในผู้ป่วยเพื่อหาระดับของเอนไซม์กล้ามเนื้อหัวใจ mRNA และ miRNA 
สามารถบ่งช้ีถึงการตายของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจได้โดยไม่จ าเป็นต้องรอถึง 12 ช่ัวโมง เนื่องจากเกิด
การเปล่ียนแปลงของระดับการแสดงออกของ mRNA และ miRNA ในระดับเซลล์ สามารถสังเกตได้
แม้เกิดการตายเพียงเล็กน้อย ดังนั้นการน าการตรวจหาระดับของ mRNA และ miRNA มาประยุกต์ใช้
อาจเป็นทางเลือกท่ีดีในการวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตด้วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน 

 
รูปที่ 8 แสดงความสัมพันธ์ของเซลล์ปกติ การตายของเซลล์ และการบาดเจ็บของเซลล์ตามระยะเวลา
ท่ีส่งผลให้เซลล์มีการเปล่ียนแปลง ท้ังในระดับชีวเคมี และโครงสร้างภายในเซลล์โดยการสังเกตจาก
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน กล้องจุลทรรศน์ และ ระดับท่ีมองเห็นด้วยตาเปล่า (ภาพจาก Robbins 
Basic Pathology 9th Edition) 
 

จากการศึกษาก่อนหน้า การตรวจวินิจฉัยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันในผู้ป่วย
พบว่าการตรวจเลือดเพื่อหาระดับของเอนไซม์ (Troponin-T, Troponin-I, CK-MB) เป็นวิธีการ
วินิจฉัยผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันท่ีเป็นท่ียอมรับในระดับสากล แต่การตรวจ
ชันสูตรพลิกศพหรือการวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตนั้นต่างออกไป เนื่องจากภายหลังการเสียชีวิตศพ
เริ่มมีการเน่า การเก็บตัวอย่างเลือดจากร่างกายท าได้ยากล าบากมากขึ้นเพราะตัวอย่างเริ่มมีการ
เส่ือมสภาพ สูญสลาย และอาจมีการปนเปื้อนจากภายนอก (External Contamination) ท าให้ไม่
สามารถท่ีจะน ามาตรวจหาระดับของเอ็นไซม์ และแปลผลได้ (6, 7) การศึกษาตัวบ่งช้ีทางชีวภาพชนิด
ใหม่เพื่อท่ีจะทดแทนจ ากัดของตัวบ่งช้ีทางชีวภาพเดิม ในการวินิจฉัยหาสาเหตุการเสียชีวิตเพื่ อให้มี
ความถูกต้อง และแม่นย ามากขึ้นจากการศึกษาระดับ miRNA ในสัตว์ทดลองพบว่า miRNA สามารถ
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ตรวจพบได้หลังการเสียชีวิต และยังคงระดับความคงตัว (Stability) ไว้ได้สูงในช่วงเวลาหลังเสียชีวิตได้
นานถึง 48 ช่ัวโมง (8) นอกจากนี้ยังมีการมีการศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่า miRNA ถูกหล่ังออกมาอยู่ใน
รูปท่ีทนต่อการย่อยของเอนไซม์อาร์เอ็นเอส (RNase) (9) ดังนั้นการตรวจหาระดับของ miRNA ใน
ตัวอย่างเลือดศพจึงเป็นแนวทางในการวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด
เฉียบพลันในตัวอย่างเลือดศพทางนิติเวชศาสตร์ 

 
การใช้เอนไซม์ในการตรวจวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลนั  

จากข้อจ ากัดของการผ่าชันสูตรศพในการวินิจฉัยของการเสียชีวิตอันเนื่องมาจากโรค
กล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด ในปี 2005 การศึกษาของ Susan J. Davies และคณะ (6) ได้มีการน า 
Cardiac enzyme ท่ีใช้ตรวจวินิจฉัยคัดแยกผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันมาทดลองใน
ตัวอย่างเลือดผู้เสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันพบว่าความจ าเพาะของ Cardiac 
troponins ลดลง โดยผู้วิจัยรายงานว่าระดับของ Troponins ท่ีลดลงนั้นตัวอย่างเลือดเกิดการ
ปนเปื้อน และการเส่ือมสภาพสูงหลังตายจึงท าให้ในผลท่ีได้ไม่สามารถบอกถึงความสัมพันธ์กับการ
ตายของกล้ามเนื้อหัวใจได้ นอกจากการศึกษาดังกล่าวแล้วยังมีการศึกษาของ Bao Li Zhu และคณะ
(10)ในปี 2007 พบว่าระดับของ Cardiac enzyme ท่ีใช้ตรวจวินิจฉัยคัดแยกผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจ
ขาดเลือดเฉียบพลันในเลือดศพท่ีเสียชีวิต 48 ช่ัวโมงขึ้นไปนั้น Enzyme ท้ัง 3 ชนิด (โดยเฉพาะ CK-
MB) จะไม่คงท่ีหลังจากเสียชีวิตในช่วง 12 ช่ัวโมงแรก จากการศึกษาข้างต้นแสดงให้เห็นถึงความไม่
เสถียร และความจ าเพาะท่ีลดลงหลังเสียชีวิตของ Cardiac enzyme ท่ีน ามาประยุกต์ใช้ตรวจวินิจฉัย
สาเหตุการการเสียชีวิตโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน ดังนั้น  Cardiac enzyme จึงไม่
สามารถท่ีจะน ามาใช้เป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพในการระบุสาเหตุการเสียชีวิตได้ 
 
การใช้เอ็มอาร์เอน็เอ (mRNA) ในการวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิต 

ท้ังนี้การศึกษา Cardiac biomarkers ในกระแสเลือดนอกจากการตรวจหาข้างต้นแล้วยังมี
การศึกษาการแสดงออกของสารพันธุกรรม ภายหลังจากหลังกล้ามเนื้อหัวใจได้รับบาดเจ็บ เช่นในปี 
2003 Martin Bauer และคณะได้ศึกษาการแสดงออกของ mRNA ในตัวอย่างเลือดของผู้เสียชีวิตจาก
โรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน แต่การเก็บรักษา mRNA นั้นเป็นเรื่องยาก เนื่องจากตัวอย่างมี
การเส่ือมสภาพ และในปี 2010 Marielle Vennemann และคณะ (11) พบว่า mRNA สามารถอยู่ใน
ตัวอย่างได้เพียง 5-10 นาทีเท่านั้น หลังจากเสียชีวิต  

ดังนั้นท้ัง Enzyme biomarkers ข้างต้นและ mRNA จึงไม่เหมาะและเป็นข้อจ ากัดส าหรับ
การน ามาช่วยในการวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิต โดยเฉพาะในกรณีท่ีเก็บตัวอย่างเลือดในผู้เสียชีวิตเกิน 
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12 ช่ัวโมงจากเหตุผลข้างต้น biomarkers อีกชนิดหนึ่งท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายส าหรับตรวจ
วินิจฉัยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด และเป็นสารพันธุกรรมท่ีมีความคงทนต่อเอนไซม์นิวคลิเอส 
(Nuclease) ท าให้สามารถอยู่รอดได้ในตัวอย่างท่ีเส่ือมสภาพนั้นก็คือไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA)  

 
ไมโครอาร์เอ็นเอ (microRNA, miRNA)  

 
รูปที่ 9 ไมโครอาร์เอ็นเอจาก (ภาพจาก http://cegg.unige.ch/mirortho/results?seed=mir-208 
เข้าถึงเมื่อวันท่ี 9 เมษายน 2558) 
 

ไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA) คือ RNA สายส้ัน ๆ ท่ีถูกถอดรหัสจากจีโนมในบริเวณท่ีไม่
ก าหนดการสร้างโปรตีน (Noncoding region) มีขนาดประมาณ 22 - 26 เบส มีบทบาทในการ
ควบคุมการแสดงออกของยีนรวมถึง การเจริญเติบโต การเปล่ียนแปลงตัวเอง การแบ่งตัวเพิ่มจ านวน 
การตาย กระบวนการเมทาบอลิซึม และพัฒนาการของเซลล์  

miRNA ควบคุมการท างานของเซลล์โดยการจับเข้าท่ีปลายด้าน 3’ untranslated regions 
(UTRs)   ของเอ็มอาร์ เอ็น เอ (messenger RNA, mRNA)  เป้าหมายแล้วยับยั้ งการแปลรหัส 
(Translation) เป็นโปรตีน ตัวอย่างเช่น ในกระบวนการสร้างเซลล์เม็ดเลือดแดงมี miRNA มากกว่า 
20 ชนิดท่ีคอยควบคุมกระบวนการให้ด าเนินไปอย่างปกติ โดยควบคุมขั้นตอนการเปล่ียนแปลง 
(Differentiation) ของเซลล์ต้นก าเนิดไปเป็นเซลล์ตัวอ่อนต้ังต้นของเม็ดเลือดแดง การแบ่งตัวเพิ่ม
จ านวน และการเจริญเติบโตของเซลล์  

ระดับการแสดงออกของ miRNA แต่ละชนิดจะแตกต่างกันตามระยะของการเจริญเติบโตของ
เซลล์ ซึ่งแสดงให้เห็นถึงการท างานอย่างจ าเพาะเจาะจงกับยีนเป้าหมาย และระยะของการ
เจริญเติบโตหรือการพัฒนาการของเซลล์ กระบวนการควบคุมการสร้างเซลล์เม็ดเลือดแดงนั้น miRNA 
มีบทบาทท่ีส าคัญโดยท างานร่วมกับโปรตีนควบคุมอย่างเป็นระบบเพื่อป้องกันไม่ให้เกิดโรคท่ีมีสาเหตุ
มาจากความผิดปกติในกระบวนการสร้างเซลล์เม็ดเลือดแดง เช่น โรคธาลัสซีเมีย นอกจากนี้การ
แสดงออกที่ผิดปกติของ miRNAอาจส่งผลให้ยีนท างานผิดปกติและเกิดโรคในท่ีสุด (9, 12-16) 
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การสังเคราะห์ miRNA  

การสังเคราะห์ miRNA (รูปท่ี 10) เริ่มต้นจากในนิวเคลียสโดยมี เอนไซม์ RNA polymerase 
II จะท าการสร้าง  primary miRNA (pri-miRNA) มีรูปร่าง hairpin-shaped โครงสร้างของ  pri-
miRNA  นั้ นประกอบไปด้วยหั ว  Cap ท่ีปลาย ด้าน  5 ’ และ  หาง  poly A ท่ีบริ เ วณปลาย
ด้าน  3’ จากนั้น  pri-miRNA จะถูกตัดโดยเอนไซม์  Drosha ซึ่ ง เป็น  dsRNA-specific RNase III 
endonuclease จะท าหน้าท่ีร่วมกับ DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCR8)  ได้
เป็น precursor miRNA (pre-miRNA) มีความยาวประมาณ 60-100 นิวคลีโอไทด์ pre-miRNA จะ
ถูกส่งออกมายังไซโตพลาสซึมโดยโปรตีน Exportin-5 ต่อมาเอนไซม์ในกลุ่ม RNase III ท่ีช่ือ Dicer ซึ่ง
เป็นเอนไซม์นิวคลิเอส (Nuclease) ในไซโตพลาสซึม ท าหน้าท่ีร่วมกับโปรตีน  TRBP (TAR-RNA 
binding protein) ท่ีสามารถจับกับ RNA สายคู่ แล้วตัด pre-miRNA ได้ microRNA สายคู่ท่ีมีการ
เข้าคู่กันแบบไม่สมบูรณ์มีความยาวประมาณ 20-25 นิวคลีโอไทด์ double-strand RNA สายส้ัน ๆ นี้
จะแยกออกจากกันด้วยเอนไซม์ RNA helicase สาย RNA เส้นท่ีมีปลายด้าน 5’ จะมีความเสถียรต่ า
กว่าจึงไปรวมกับโปรตีนชนิดหนึ่ง ช่ือว่า Argonaute อยู่ในรูป RNA-induce silencing complex 
(RISC) ในขณะท่ีอีกสายหนึ่งจะถูกย่อยสลายไป แต่ก็มีการศึกษาท่ีพบว่า บางกรณี miRNA สามารถ
ท าหน้าท่ีได้ท้ังสองเส้น ซึ่งโครงสร้างสุดท้ายคือ RISC-associated miRNA complex พร้อมจะท า
หน้าท่ีในการยับยั้งการท างานของ mRNA ต่อไป (9, 12-15) 
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รูปที่  10 รูปแบบจ าลองการสังเคราะห์และการท างานของ  miRNA ภายในเซลล์ (ภาพจาก 
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fnins.2012.00013/full เ ข้ า ถึ ง เ มื่ อ วั น ท่ี  9 
เมษายน 2558) 
 
miRNA กับบทบาทที่ใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ (Biomarker)  

ในปัจจุบันนอกจากพบว่า miRNA เกี่ยวข้องกับกระบวนการพื้นฐานต่าง ๆ ของเซลล์  ท้ังเป็น
การพัฒนาของตัวอ่อน (Fetal development) กระบวนการเมทาบอลิซึม (Metabolism) การ
เปล่ียนแปลงไปท าหน้าท่ีเฉพาะของเซลล์ (Cell differentiation) และ โปรแกรมการตายของเซลล์ 
(Apoptosis) miRNA ยังเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคบางโรคในมนุษย์อีกด้วย เช่น โรคอัลไซเมอร์ 
(Alzheimer's disease) โรคพาร์กินสัน (Parkinson's disease) โรคมะเร็ง และโรคกล้ามเนื้อหัวใจ
ขาดเลือด (Acute myocardial infarction, AMI) โดยเฉพาะอย่างยิ่งโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด
เฉียบพลันซึ่งมีการศึกษาท่ีพบว่า miRNA ถูกปล่อยออกมาในเลือดค่อนข้างสูงเมื่อมีการบาดเจ็บของ
กล้ามเนื้อหัวใจ (9, 12-15) 
          miRNA ท่ีแสดงออกในผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด (ตารางท่ี 3) มีหลายชนิดท่ีได้รับ
การยืนยันว่ามีระดับการแสดงออกในตัวอย่างเลือดสูง การศึกษาของ Ali Sheikh Md Sayed และ

http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fnins.2012.00013/full%20เข้าถึงเมื่อวันที่%209%20เมษายน%202558
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fnins.2012.00013/full%20เข้าถึงเมื่อวันที่%209%20เมษายน%202558
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คณะ พบว่า miRNA ชนิด mir-133a mir-208b และ mir-499 มีความถูกต้อง และรวดเร็วในการ
วินิจฉัยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดสูง(9) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาเกี่ยวกับ miRNA ชนิด mir-133a 
mir-208b และ mir-499 อย่างกว้างขวางในตัวอย่าง ผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด เช่น 
การศึกษาของ Maarten F. Corsten, Chao Cheng และ กลุ่มอื่นๆ อีกหลายคณะพบว่า mir-133a 
mir-208b และ mir-499 มีระดับการแสดงออกในตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาด
เลือดสูงอย่างมีนัยส าคัญท้ังส้ิน โดย mir-499 เป็น Biomarker ท่ีให้ค่าทางสถิติสูงท่ีสุดดังนี้ค่าความ
ไว 90% และความจ าเพาะถึง 96% ความแม่นย า 93% (17) 

miRNA ท่ีน ามาใช้ในการศึกษานี้มีดังนี้ mir-133a mir-208b และ mir-499 โดยการคัดเลือก 
miRNA มาใช้ในการศึกษานั้นจะท าการพิจารณาจากค่าความแม่นย า (Accuracy) ความไว
(Sensitivity) และ ความจ าเพาะ (Sensitivity) ท่ีสูงท่ีสุดจากการศึกษาก่อนหน้าโดยรวบรวมผลของ
การน า miRNA หลายชนิดไปใช้ในการคัดแยกผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดกับคนสุขภาพดี และ
น าผลการศึกษาท่ีได้ท้ังท่ีเป็นผลบวกจริง (True positive) ผลบวกลวง (False positive) ผลลบจริง 
(True negative) และ ผลลบลวง (False positive) มาท าการวิเคราะห์ทางสถิติจนได้ค่า ความ
แม่นย า (Accuracy) ความไว (Sensitivity) และ ความจ าเพาะ (Sensitivity)  

 
ตารางที่ 2 miRNA ท่ีแสดงออกในผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน 

miRNA Tissue Specific Up/Down regulation Reference 

mir-1 Cardiac and skeletal muscles Up (13, 14, 18-20) 
mir-133a Smooth, cardiac and skeletal 

muscles 
Down (9, 14, 18-23) 

mir-133b Smooth, cardiac and skeletal 
muscles 

Up (9, 18) 

mir-208a Cardiac muscles Up (9, 14, 20) 
mir-208b Cardiac muscles Up (9, 17, 20, 24, 

25) 
mir-499 Cardiac muscles Down (9, 14, 17, 20, 

24, 26-28) 
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miRNA กับการจ าแนกชนิด  

miRNA ตามธรรมชาติสามารถแบ่งได้ 2 ประเภทดังนี ้
1. Circulating miRNAs 
2. Tissue Specific miRNAs 
miRNA ท้ังในระบบไหลเวียนเลือด (Circulating miRNAs) และในเนื้อเยื่อ (Tissue Specific 

miRNAs) มีระดับการแสดงออก และความจ าเพาะท่ีแตกต่างกันออกไป และในบางชนิดนั้นอาจมี
ความสัมพันธ์กันอีกด้วย อาทิ เช่น การศึกษาการแสดงออกของ miRNA ในมะเร็งเต้านม (Breast 
Cancer) ของ Peadar S. Waters และคณะในปี 2012 พบว่าระดับของ miRNA ท้ังสองชนิดมีระดับ
ท่ีสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (29) 

 
Circulating miRNAs  

miRNA เมื่ออยู่ภายนอกเซลล์มี ลักษณะเป็นสายเด่ียว (Single Strand) ควบคุมการ
แสดงออกของยีนหลังการ Transcription (Post-Transcription) โดยจับบริเวณ 3' untranslated 
regions (UTRs) ของ target mRNAs เมื่อ miRNAs จับอย่างสมบูรณ์กับ target mRNA แล้ว mRNA 
ก็จะมีการสลายตัวอย่างรวดเร็ว ขณะท่ีการไหลเวียนของ miRNA (Circulating miRNA) ยังมีความ
เสถียรและคงทนต่อ RNase นั้นก็เพราะมีหลายปัจจัยท่ีปกป้อง Circulating miRNA จากการย่อย
สลายโดย RNase อิสระ ตัวอย่าง เช่น ในระบบเลือด Circulating miRNA นั้นมิได้อยู่แบบอิสระ
หากแต่โดยปกติจะถูกบรรจุอยู่ใน Microvesicles หรือ Exosomes นอกจากนี้  Circulating miRNA 
ยังสามารถสร้างคอมเพล็กซ์โปรตีนเป็น  protein-miRNA complexes กับ โปรตีนบางชนิด (เช่น 
nucleolar RNA-binding protein และ  Nucleophosmin 1) เพื่อคงทนต่อการย่อยสลาย 

แม้ว่า Circulating miRNA จะมีความเสถียร (Stable) แต่ขั้นตอน และเทคนิคในการ 
Isolation of cell-free miRNAs เพื่อให้ได้ความบริสุทธิ์สูงนั้นค่อนข้างยาก เหตุผลคือในพลาสมา 
(Plasma) หรือ ซีรัม (Serum) มีปริมาณ RNA ค่อนข้างต่ า และ ความเข้มข้นของโปรตีนใน Plasma 
หรือ Serum อาจมีผลต่อการเตรียมตัวอย่าง และการตรวจสอบ (9, 15, 20) 

 
Tissue Specific miRNAs  

Tissue-specific miRNAs (TS miRNA) คือ miRNA ท่ีมีรูปแบบการแสดงออกในเนื้อเยื่อ
จ าเพาะเจาะจง เนื่องจาก miRNA นั้นมีหน้าท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนหลัง Transcription 
(Post-Transcription) ท าให้กระบวนการต่าง ๆ ท่ีเกิดขึ้นในเซลล์แล้วถูกควบคุมด้วย miRNA การ
แสดงออกของ miRNA มีท้ัง Up regulation และ Down regulation ซึ่งก็มีการแสดงออกของ 
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miRNA ต าแหน่งท่ีแตกต่างกันไปในแต่ละเนื้อเยื้อ ในบางกรณีพบว่าโรคบางโรคท่ีก่อให้ เกิดความ
เสียหายแก่เซลล์บริเวณนั้น ๆ ท าให้มีการเปล่ียนแปลงระดับการแสดงออกของ miRNA ซึ่งสามารถ
น าไปประยุกต์ใช้เพื่อเป็นตัวบ่งช้ีในโรคบางโรคได้ อาทิเช่น การศึกษาของ Claudine Seeliger และ
คณะ ในปี 2014 (30)พบว่าเมื่อกระดูกหัก (Osteoporotic Fractures) ระดับของ miRNA ในเนื้อเยื้อ
กระดูก (Bone tissue) สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกเหนือจากการศึกษาดังกล่าวแล้ว
การศึกษา Tissue-specific miRNAs ยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการคัดแยก สารคัดหล่ัง(Body 
fluid) ได้อีกด้วย เช่น การศึกษาของ Dmitry Zubakov และคณะในปี 2010 (31)แสดงให้เห็นการ
แสดงออกของ miRNA ท่ีมี Up regulation และ Down regulation แตกต่างกันใน เลือด น้ าลาย 
น้ าอสุจิ สารคัดหล่ังจากช่องคลอด และ Menstrual blood ท าให้ miRNA นั้นนอกจากจะมีบทบาทท่ี
ส าคัญในการควบคุมหน้าท่ี และการเปล่ียนแปลงไปเป็นมีคุณสมบัติเฉพาะเซลล์ (differentiation) 
แล้วยังสามารถใช้ในการระบุประเภทของเนื้อเยื่อได้อีกด้วย(16, 20) 

ในกลุ่มโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดมี miRNA ท่ีเกี่ยวข้องดังนี ้
 

microRNA133a (mir-133a)  

จากการศึกษา mir-133 มีการแสดงออกและสามารถตรวจพบได้ในกล้ามเนื้อหัวใจ (Cardiac 
muscles) และกล้ามเนื้อลาย (Skeletal muscles) โดย mir-133 (mir-133a และ mir133b) เป็น
หลักในการควบคุมการ Phenotypic switch ของ Vascular Smooth muscle เซลล์ ซึ่งมีส่วนในท า
ให้เกิดภาวะ Atherosclerosis จากการศึกษาพบว่าระดับ mir-133a ในหนู rat สูงขึ้นใน 1 ช่ัวโมง
หลังจากมีอาการของโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน และขึ้นสูงท่ีสุดท่ี  3 ช่ัวโมงแต่ในหนู 
mouse ขึ้นสูงท่ีสุดถึง 6 ช่ัวโมง mir-133 นั้นมี 2 isoforms คือ mir-133a และ mir-133b โดย mir-
133b นั้นมี sequence ต่างจาก mir-133a เพียงเล็กน้อยเท่านั้น คือบริเวณ 3’-terminal โดย mir-
133a เป็น guanidine และ miR-133b เป็น adenosine (32) 

mir-133a เป็น cardiac-specific miRNA ท่ีมีระดับการแสดงออกเกี่ยวข้องกับ Myogenic 
transcription factor เช่น Mef2 MyoD myocardin และ SRF ในเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ ส่วน mir-
133b จะไม่แสดงออกใน Cardiomyocytes แต่จะไปแสดงออกในอย่างจ าเพาะเจาะจงใน skeletal 
muscle เท่านั้น mir-133a มีบทบาทในกระบวนการ Cardiogenesis คือ mir-133a จะท างาน
ร่วมกับ mir-1 ในการควบคุมช่วงเริ่มต้นของ mesoderm ใน embryonic stem cell โดยท าหน้าท่ี 
down-regulate epidermal growth factor receptor (EGFR) นอกจากนี้ miR-133a ยังมีบทบาท
ในโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด โดยการแสดงออกของ miR-133a ในเลือดของผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อ
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หัวใจขาดเลือดนั้นเกี่ยวข้องกับการบาดเจ็บของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจจึงนิยมใช้เป็น diagnostic 
marker ส าหรับการวินิจฉัยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน (32) 

mir-133a มีคุณสมบัติ anti-apoptotic ในการบาดเจ็บของ cardiomyocytes โดยจะ 
overexpression เพื่อลดการเกิด cardiac cell apoptosis พบว่า miR-133a ท าหน้าท่ียับย้ัง pro-
apoptotic genes เช่น caspase-9, apoptotic protease activating factor 1 (APAF1), death-
associated protein kinase2 (DAPK2), BCL2-like 11 (BCL2L11), and Bcl-2-modifying 
factor (BMF) ในช่วงหลังการเกิดโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด mir-133a ยังมีส่วนช่วยลด fibrosis 
ใน cardiac cell โดยจะไปบล็อกการท างานของ pro-fibrotic genes เช่น CTGF และ collagen 
1A1 อีกท้ังยังไปยับยั้ง Akt-dependent signaling mechanism ซึ่งเป็นกลไกท่ีน าไปสู่ภาวะหัวใจ
ล้มเหลว (9, 20, 22, 23, 32, 33) 

ในปี 2010 Jing Ai และคณะได้สังเกตการณ์แสดงออกของ mir-133 พบว่าระดับการ
แสดงออกของ mir-133 ไม่สามารถบอกถึงความแตกต่างระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาด
เลือดเฉียบพลัน ผู้ท่ีได้รับการรักษาแล้ว และกลุ่มควบคุมได้ ส่วนการศึกษาของ YuriD’Alessandra 
และคณะในปี 2013 ได้สังเกตในพลาสมาของผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน 33 คน 
พบว่าระดับ miRNA ท้ัง mir-133a และ mir-133b เพิ่มขึ้นถึงจุดสูงสุดหลังมีอาการของโรคราวๆ 156 
นาที การเพิ่มระดับของ mir-133a และ mir-133b สอดคล้องกับการเพิ่มขึ้นของระดับ Troponin T 
(cTnT) อีกท้ังระดับการแสดงออกของ mir-133a ยังมีความสัมพันธ์กับ Troponin I จากรายงานของ 
Shali Chen ในปี 2014 และคณะระบุว่า mir-133a มีระดับการแสดงออกที่สูงอย่างมากในกล้ามเนื้อ
หัวใจระยะ fibrosis การวิเคราะห์โดยใช้ Receiver Operating Characteristic  สามารถค านวณ
พื้นท่ีใต้กราฟ ROC (Area under ROC curve) ได้ จากการศึกษา Feng Wang และคณะ ปี 2013 
ระบุไว้คือ 0.918 ท่ีความเช่ือมั่น 95% 

ล าดับ Sequence ของ mir-133a แบบ Stem-loop 
 ACAAUGCUUUGCUAGAGCUGGUAAAAUGGAACCAAAUCGCCUCUUCAAUGGAUUU
GGUCCCCUUCAACCAGCUGUAGCUAUGCAUUGA 
 ล าดับ sequenceของ mir-133a แบบ Mature 
 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG 
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microRNA208b (mir-208b)  

 mir-208 เป็น miRNA ตัวหลักท่ีแสดงออกในกล้ามเนื้อหัวใจท่ี encode จาก intron ของ 

α -myosin heavy chain gene เ กี่ ย ว ข้ อ ง กั บ  Cardiomyocyte Hypertrophy, Fibrosis แ ละ 
ควบคุมการแสดงออกของ Cardiac muscles gene ซึ่งสอดคล้องกับการเพิ่มขึ้นของการเพิ่มของ
ระดับ troponin T (cTnT) mir-208b นั้นเป็น cardiac-enriched miRNA โดยมี 2 soforms คือ 
mir-208a และ mir-208b โดยท้ังสองถูกสังเคราะห์มาจาก Chromosome 14q11.2 โดย mir208a 

สัง เคราะห์มาจาก intron 29 ของ  MYH6 gene ท่ีจะ encodes ไปเป็น α-cardiac muscle 
myosin heavy chain (MHC) (fast myosin) ขณะท่ี mir-208b สังเคราะห์มาจาก intron 31 ของ 
MYH7 gene ท่ีจะ encode ไปเป็น ß-cardiac muscle MHC (slow myosin) และท้ังสองมีการ
แสดงออกในกล้ามเนื้อหัวใจ (cardiac muscle) (9, 15, 20, 25, 28, 32, 34) 

mir-208 มีส่วนในกระบวนการ Cardiogenesis เช่นเดียวกับ miR-1 และ miR-133 แต่ mir-
208 จะเกี่ยวข้องกับช่วง late stages ของ Cardiac development จาก myoblasts ไปเป็น 
cardiomyocytes โดย mir-208 จะไปควบคุมการแสดงออกของ Cardiac MHC ท าให้ miR-208 
สามารถน าไปใช้เป็นตัวบ่งช้ีในการวินิจฉัย ( diagnostic marker) กล้ามเนื้อหัวใจตายจากการขาด
เลือด การแสดงออกในของ mir-208b นั้นช่วยลดอาการ infarcted heart เพื่อรักษา cardiac 
function ท าให้ไม่สามารถตรวจพบระดับการแสดงออกของ mir-208b ได้ในเลือดของผู้ท่ีมิได้เป็น
โรคกล้ามเนื้อหัวใจตายจากการขาดเลือด โดย mir-208b สามารถตรวจพบได้ในเลือดภายใน 1 
ช่ัวโมงหลังเกิดโรคในผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันราว 90% ซึ่งเร็วกว่า  troponin T 
ท่ีเป็น gold standard ในการตรวจโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดถึง 3 ช่ัวโมง (troponin T สามารถ
ตรวจพบได้ใน 3-4 ช่ัวโมง และขึ้นถึงระดับสูงสุดท่ี 18 ช่ัวโมง หลังเกิดโรค) 

จากการวิเคราะห์ Receiver Operating Characteristic  สามารถค านวณค่า area under 
ROC curve ได้คือ 0.94 แสดงให้เห็นว่า mir-208b เป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพท่ีดี (ideal biomarker) 
ส าหรับโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด โดยท่ี mir-208b ในเลือดของผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด
เฉียบพลันเพิ่มขึ้นถึงระดับสูงสุดใน 12 ช่ัวโมง หลังจากมีอาการแน่นหน้าอก ปี 2012 Yvan Devaux 
และคณะ ได้ท าการทดลองโดยใช้ mir-208b ในผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันโดยมี
ความแม่นย าในการแยกผู้ป่วยถึง 80%  
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ล าดับ Sequence ของ mir-208b แบบ Stem-loop 
 CCUCUCAGGGAAGCUUUUUGCUCGAAUUAUGUUUCUGAUCCGAAUAUAAGACGAA
CAAAAGGUUUGUCUGAGGGCAG 
 ล าดับ Sequence ของ mir-208b แบบ Mature 
 AUAAGACGAACAAAAGGUUUGU 
 

microRNA499 (mir-499)  

 mir-499 เป็น miRNA ท่ีจ าเพาะต่อกล้ามเนื้อหัวใจ (Cardiac muscles) ถูกสังเคราะห์มาจาก
บริเวณ intron 19 ของ MYH7B gene หรือ MYH14 gene ใน chromosome 20q11.2 เกี่ยวข้อง
กับกระบวนการ Cardiogenesis เช่นเดียวกับ mir-208 ท่ีควบคุมช่วงท้ายของการบวนการ 
cardiogenesis และ การ differentiation ของ myoblasts ไปเป็น cardiomyocytes โดย mir-499 
นั้นจะ down-regulates myocyte enhancer factor 2C (MEF2C) ในการตรวจวินิจฉัยโรค
กล้ามเนื้อหัวใจตายจากการขาดเลือดเฉียบพลันนั้นเมื่อ mir-499 ถูกยับยั้งหรือถูกลดการท างาน 
(deregulation) จะก่อให้เกิดโรคหัวใจโตเพราะ mir-499 มีส่วนในการควบคุมการแสดงออกของ 
Sarcomeric genes การปรากฏของ miRNA ชนิดนี้ในกระแสเลือดจึงเป็นตัวบ่งช้ีถึงระดับความ
เสียหายท่ีเกิดจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจตายจากการขาดเลือดเฉียบพลันได้ mir-499 นั้นมีส่วนให้เกิด 
Cardioprotective effect โดยจะป้องกันเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจไม่ให้เกิด H2O2-induced apoptosis 
ในสัตว์ทดลองพบว่าผลการแสดงออกของ mir-499 ในเซลล์หัวใจหนู rat มีส่วนในการยับยั้งกลไกการ
เข้าสู้โปรแกรมการตายของเซลล์แบบ Mitochondrial Apoptosis ซึ่ง mir-499 นั้นมีเป้าหมายในการ
ยับย้ัง Proapoptotic Regulators หลายตัว เช่น Tyrosinephosphorylation-regulated kinase 2 
(Dyrk2), Programmed cell death protein 4 (Pdcd4) และ Phosphofurin acidic cluster 
sorting protein 2 (Pasc2) เมื่อ mir-499 ไปจับกับ Dyrk2 เกิดเป็น mir-499-dependent Dyrk2 มี
หน้าท่ียับย้ังการท างานของ p53 ท่ีเคล่ือนท่ีเข้าไปในไมโทคอนเดรีย (Mitochondria) ท าให้หยุด 
Proapoptotic Factors (Bak, Bax, Bid) และยับย้ัง Calcineurin-Dependent 
dephosphorylation ของ dynaminrelated protein-1 (Drp1) ท่ีก่อให้เกิด Mitochondrial 
Fission Program อีกด้วย (รูปภาพท่ี 12) (9, 15, 17, 20, 26, 34, 35) 

จากการวิเคราะห์ Receiver Operating Characteristic สามารถค านวณค่า Area under 
ROC curve ได้คือ 0.92 และ mir-499 ยังสามารถระบุผู้ป่วยท่ีเป็นโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด
เฉียบพลันได้โดยท่ีค่าความแม่นย าสูงถึง 93% ซึ่งสูงกว่าการตรวจโดยใช้ Biochemical marker อย่าง 
cTnT ท่ีมีความแม่นย าอยู่ท่ี 88%  
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ล าดับ Sequence ของ mir-499 แบบ Stem-loop 
 GCCCUGUCCCCUGUGCCUUGGGCGGGCGGCUGUUAAGACUUGCAGUGAUGUUUAA
CUCCUCUCCACGUGAACAUCACAGCAAGUCUGUGCUGCUUCCCGUCCCUACGCUGCCUGGG
CAGGGU 
 ล าดับ Sequence ของ mir-499 แบบ Mature 
 AACAUCACAGCAAGUCUGUGCU 

 
การใช้ไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA) ในการวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิต  

ในปี ค.ศ. 2012 นักวิจัยหลายกลุ่มค้นพบบทบาทส าคัญของ microRNA (miRNA) เมื่อ
กล้ามเนื้อหัวใจได้รับความเสียหายลักษณะมีระดับการแสดงออกของ miRNA ในเลือดผู้ป่วยท่ีสูงขึ้น
เมื่อเปรียบเทียบกับคนปกติ(20, 22) ดังนั้นลักษณะการแสดงออกของ miRNA จึงสามารถใช้เป็นตัว
บ่งช้ีในการตรวจวินิจฉัยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันได้ โดยเน้นไปท่ีการแสดงออกของ
ระดับ miRNA ในตัวอย่างเลือดท่ีสามารถบอกความแตกต่างระหว่างผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาด
เลือดเฉียบพลัน คนปกติ และกลุ่มคนท่ีได้รับการรักษาแล้วได้ ทางผู้วิจัยจึงได้สนใจท่ีจะน าการ
แสดงออกของ miRNA ท่ีใช้เป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพในผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดมาประยุกต์ใช้
ในการตรวจวินิจฉัยเหตุตายจากโรคดังกล่าว แม้จะมีการศึกษาท่ีพบว่าในงานทางนิติวิทยาศาสตร์นั้น
ปัญหาส่วนใหญ่คือการเส่ือมสภาพของตัวอย่าง การศึกษาของ Sophie Jones และคณะ ในปี 2012 
(36) ได้ศึกษาการเก็บตัวอย่างรักษาตัวอย่างในกระดาษ FTA® ท่ีความเข้มข้น และอุณหภูมิต่างๆโดย
เก็บตัวอย่างไว้ถึง 13 สัปดาหซ์ึ่งผลการศึกษาก็ให้ผลท่ีน่าพอใจคือปริมาณของ miRNA ยังคงมีมากพอ
ในการเพิ่มปริมาณโดยเทคนิค PCR แม้อาจไม่ได้ประสิทธิภาพท่ีสูงเท่า 903 Protein Saver Card 
และ 3MM filter papers (มีความสามารถเก็บรักษาโปรตีน) การศึกษาในปี 2011 ของ Moon-Suhn 
Ryu และคณะในปี 2011 (37) ได้ศึกษาการแสดงออกของ miRNA ในเลือดผู้ป่วยโรค human 
dietary zinc depletion โดยเก็บตัวอย่างลงในกระดาษ FTA®  ซึ่งก็ไม่พบปัจจัยท่ีจะมายับยั้ง
กระบวนการ PCR แต่อย่างใด การศึกษาของ Moon-Suhn Ryu และคณะแสดงให้เห็นว่ากระดาษ 
FTA® เป็นตัวเลือกท่ีดีในการน ามาเก็บตัวอย่าง ซึ่งผู้วิจัยสนใจศึกษา miRNA การเก็บตัวอย่างใน 903 
Protein Saver Card และ 3MM filter papers จึงดูเกินความจ าเป็นส าหรับการศึกษา ดังนั้น
กระดาษ FTA® จึงเป็นตัวเลือกท่ีเพียงพอในการน ามาใช้เก็บรักษาตัวอย่างในการศึกษานี้ 
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บทท่ี 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

การทดลองในมนุษย์ 

กลุ่มประชากรที่ใช้ในการศึกษา 

 กลุ่มผู้เสียชีวิตด้วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันท่ีได้รับการวินิจฉัยสาเหตุการ
เสียชีวิตโดยวิธีการผ่าชันสูตร (Autopsy) ท้ังวิธีการผ่าศพตรวจดูด้วยตาเปล่า (Gross Examination) 
และ การตัดช้ินเนื้อไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ (Microscopic Examination) 
 
วิธีการวิจัย 

1. เกณฑ์การคัดเลือกตัวอย่าง 

กลุ่มวิเคราะห์ (Analytical group) 

- ผู้เสียชีวิตท่ีเสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน 

- ไม่จ ากัดเพศ 

- สัญชาติไทย 

- เป็นผู้ท่ีเสียชีวิตในช่วงเวลาไม่เกิน 12 ช่ัวโมง 

 กลุ่มควบคุม (Control group) 

- ผู้เสียชีวิตท่ีไม่ได้เสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน ไม่มีการบาดเจ็บ

บริเวณช่องอก และไม่เคยได้รับการกู้ชีพมาก่อน 

- ไม่พบประวัติโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน 

- ไม่จ ากัดเพศ 

- สัญชาติไทย 

- เป็นผู้ท่ีเสียชีวิตในช่วงเวลาไม่เกิน 12 ช่ัวโมง 
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2. การคัดเลือก miRNA 

ศึกษา miRNA ท้ัง 3 ต าแหน่งท่ีน ามาใช้เป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพในผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจ
ขาดเลือด ซึ่ง mir-133a mir-208b และ mir-499 เป็นต าแหน่งท่ีได้รับการยืนยันว่ามีระดับการ
แสดงออกในตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันสูง เพราะว่า  mir-133a 
mir-208b และ mir-499 มีความสัมพันธ์กับการเกิด Atherosclerosis และ Cardiomyocyte 
Hypertrophy ซึ่งจะเกิดขึ้นหลังจากมีอาการของโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด  U6B ซึ่งเป็น RNA 
ขนาดเล็กท่ีนิยม 

การคัดเลือก Primer และ Probe นั้นจะท าการตรวจสอบข้อมูลของ miRNA ท้ัง 3 ต าแหน่ง
จากเว็บไซด์ www.mirbase.org (38) และระบุ Sequence ของ miRNA แบบ mature ท่ีต้องการ
ลงบนเว็บไซด์ www.lifetechnologies.com (39) และก าหนดคุณสมบั ติ ดังนี้  microRNA -> 
mature miRNA -> Human -> รหัสของ miRNA ท่ีต้องการ (รูปท่ี 11) 

 
รูปที่ 11 แสดงหน้าต่างของเว็บไซด์ท่ีใช้ระบุข้อมูล Sequence ของ miRNA ท่ีใช้ในการศึกษา      
(ภาพจาก https://www.lifetechnologies.com/th/en/home/life-science/pcr/real-time-
pcr/real-time-pcr-assays.html เข้าถึงเมื่อวันท่ี 20 เมษายน 2558) 
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โดย miRNA การศึกษานี้มีดังนี ้

- TaqMan MicroRNA  Assay, Assay ID:001352 ,mmu-miR-499 

- TaqMan MicroRNA  Assay, Assay ID:002246,hsa-miR-133a 

- TaqMan MicroRNA  Assay, Assay ID:002290,hsa-miR-208b 

- TaqMan MicroRNA  Assay, , Assay ID:001093,RNU6B* 

* U6B เป็น non-coding small nuclear RNA (snRNA) หรือ RNA ขนาดเล็กท่ีนิยมน ามาใช้
เป็นตัว normalize หรือ reference gene ในการเปรียบเทียบการแสดงออกของ miRNA ซึ่ง U6B 
จะแสดงออกในทุก ๆ เซลล์เพราะเป็นส่วนหนึ่งในกระบวนการ splicing การตัด introns ในการ
สังเคราะห์ RNA  

โดย U6B มี Sequence ดังนี้
CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTTT (40) 
 

3. การเตรียมตัวอย่างเลือด 

เก็บตัวอย่างเลือดจาก Femoral vein ใส่ในหลอดเก็บเลือดจุกสีม่วง 4 ml แล้วเก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ -20◦C และเก็บตัวอย่างลงบนกระดาษ FTA®  โดยหยด 2-3 หยด (<125 μL ต่อ 1 inch 

circle, <75 μL ต่อ ¾ inch circle) ลงบนวงกลมของกระดาษ FTA®  ท้ิงให้แห้งแล้วจึงเก็บรักษา
ตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
4. ขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอย่าง  

การสกัด miRNA จากตัวอย่างใช้ชุดสกัด mirVana™ PARIS™ Kit โดยท าตามขั้นตอนตาม 
Protocol ดังนี้ (40) 

1. ตัด Blood FTA โดยการ punch ขนาด 1.2 mm ประมาณ 5-10 punch (หากเป็น 

whole blood ข้ามไปข้อ 4) 

2. เตรียม Disruption buffer 300 µl ใน ice box เขย่าโดยการ Vortex 5 นาที เพื่อ 

release blood ออกจาก FTA 

3. เปล่ียนไปยัง tube ใหม,่ บันทึกปริมาตรข้อ 2 

4. เติม 2X Denaturing solution จ านวนเท่ากับปริมาตรในข้อ 3 เขย่าโดยการ Vortex 

30-60 วินาที แล้ว Incubate บน ice box  5 นาที 
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5. เติม acid-phenol-chloroform จ านวนเท่ากับปริมาตรในข้อ 4 น าไป Vortex เป็น

เวลา 30-60 วินาที 

6. Centrifuge ด้วยความเร็ว 10,000xg เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 

7. ดูดส่วนใส aqueous phase หรือ upper phase ลงในหลอดใหม่ บันทึกปริมาตร 

8. เติม abs. ETOH 1.25 เท่าของปริมาตรในข้อ 7 ผสมให้เข้ากันโดยการ Vortex 

9. ถ่าย lysate/ETOH (สารละลายในข้อ 8) ให้ไหลผ่าน filter cartridge (เปล่ียนจาก

หลอดเดิมมาใส่ใน collection tube)ไม่เกิน 700 µl ต่อครั้ง 

10. Centrifuge ด้วยความเร็ว 10,000xg เป็นเวลา 30 วินาที ท าซ้ าจนกว่า lysate 

mixture ไหลผ่าน filter จนหมด 

11. ล้าง filter ด้วย Wash Solution 1 จ านวน 700 µl  

12. Centrifuge เป็นเวลา 15 วินาที 

13. เทส่วนใสท่ีได้จากการกรองท้ิง 

14. ล้างด้วย Wash 2/3 solution จ านวน 500 µl 

15. Centrifuge ประมาณ 15 วินาที 

16. ล้างอีกครั้งด้วย Wash 2/3 solution และ centrifuge ประมาณ 15 วินาที 

17. เติม Elution buffer ท่ี 95°C จ านวน 50 µl ลงบน filter ท่ีบรรจุบนหลอดใหม่เพื่อชะ

สารตัวอย่างท่ีต้องการออกจาก filter 

18. Centrifuge 30 วินาที 

19. ตรวจสอบปริมาณของ miRNA โดยวิธี NanoDrop ท่ีความยาวคล่ืน 260 nm 

20. เก็บสารละลายท่ี -20°C ในกรณีท่ีไม่ได้การวิเคราะห์ต่อในทันที 

 

5. ขั้นตอนการสังเคราะห์ cDNA (Reverse Transcription)  

การสังเคราะห์ cDNA จาก ตัวอย่างโดย TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit 
ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการดังนี้ (41) 

1. ผสม RT master mix ใน PCR tube ตามอัตราส่วนข้างล่างนี ้
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2. แบ่ง RT master mix ลงใน Reaction tube หลอดละ 13 µl 

3. เติม RNA ท่ีสกัดได้จากขึ้นตอนสกัด ลงใน Reaction tube 2 µl (ตัวอย่างจะต้องมี

ความเข้มข้นอยู่ที่ 10 ng/µl) น าไป Vortex และ Spin down 

4. Incubate tube บนน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที และเก็บบนน้ าแข็งจนกว่าจะพร้อมท่ี

จะ load สู่เครื่อง PCR 

5. ต้ัง Reaction volume ไปท่ี 15.0 µl และก าหนด Program เป็น RT-PCR 

6. น า Reaction tube บรรจุลงในเครื่อง PCR 

7. เริ่มการ Reverse transcription โดยใช้ Condition ตามนี้ 

 

6. การวัดปริมาณ cDNA (Real-time PCR) 

1. ผสม PCR reaction mix ดังนี ้ 

 
2. ปิเปต PCR reaction mix ลงใน 96 Well plate หลุมละ 18.67 µl 

3. เติม RT-PCR product ลงใน 96 Well plate หลุมละ 1.33 µl 

4. ปิด 96 Well plate โดยใช้ MicroAmp® Optical Adhesive Film หรือ 

MicroAmp® Optical Caps จากนั้น spin down เพื่อไล่ฟองอากาศ 
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5. บรรจุ 96 Well plate เข้าสู้ระบบ Real-time PCR 

6. เริ่มต้นกระบวนการ Real-time PCR โดยใช้ Condition นี้ 

 
 
 

7. การรวบรวมข้อมูล (Data collection) 

การวิเคราะห์ผลจากเครื่อง Real-Time PCR ท าได้โดยการบันทึกค่า Cycle threshold หรือ 
ค่า Ct ท่ีได้จากค านวณจ านวนรอบท่ีใช้ในการเพิ่มปริมาณ (Amplification) ของตัวอย่าง โดยค่า Ct 
ท่ีได้จากเครื่อง Real-Time PCR นั้นจะแปรผกผันกับความเข้มข้นของสารพันธุกรรมท่ีได้จากการเพิ่ม
ปริมาณ DNA ผลจาก Real-Time PCR จะเป็นกราฟ Amplification Curve 

 

8. การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

การวัดปริมาณด้วยวิธี real-time PCR ในการศึกษานี้จะใช้วิธี Relative quantitation ซึ่งเป็น
การวัดปริมาณเพื่อหาสัดส่วนปริมาณของสารพันธุกรรมเป้าหมายในตัวอย่างเทียบกับในตัว 
calibrator วิธีนี้นิยมใช้ในการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน (gene expression) ปริมาณของสาร
พันธุกรรมเป้าหมายจะถูก normalized ด้วยยีนอ้างอิง (reference gene) ในการศึกษานี้คือค่า Ct 
ของ U6b  

การเปรียบเทียบโดยใช้วิธี ∆Ct จะใช้ได้เมื่อประสิทธิภาพการเพิ่มจ านวนของ reference gene 
เหมือนกับประสิทธิภาพของยีนเป้าหมาย โดยข้อมูลของตัวอย่าง และ calibrator เริ่มต้นต้องท า 
normalization เพื่อลดความแปรปรวนของตัวอย่างท้ังด้านคุณภาพ และปริมาณ ซึ่งค านวณจาก
สมการต่อไปนี้ 

∆Ct = Cttarget - Ctreference 
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ค่า Ct target นั้นหมายถึงจ านวนรอบในการ Amplification ถ้าค่า Ct target สูง แสดงให้เห็นว่า
มีปริมาณของ target น้อย หรือในตัวอย่างนั้นมีการแสดงออกของ miRNA ต่ า เนื่องจากการท า Real-
Time PCR จะท า 3 ซ้ าในแต่ละตัวอย่าง ค่า Ct ท่ีได้จะถูกน ามาเฉล่ียได้เป็นค่า Ct target จึงน าค่า Ct 

target ของท้ัง mir-133a mir-208b และ mir-499 ไป normalization กับค่า Ct reference จนได้ค่า ∆Ct  
∆Ct ของท้ัง mir-133a mir-208b และ mir-499 หรือ Ct target ท่ีผ่านการ normalization 

จะถูกน ามาเปรียบเทียบด้วยสถิติ T-test เพื่อบอกถึงระดับการแสดงออกของ miRNA ท่ีแตกต่างกัน
ในตัวอย่างท้ังกลุ่มควบคุม และกลุ่มทดลอง และเลือกใช้วิธี ∆∆Ct เพื่อบอกระดับการแสดงออกของ 
miRNA ว่ากลุ่ม AMI มีการแสดงออกสูง หรือต่ ากว่าการแสดงออกในกลุ่มควบคุมกี่เท่า ซึ่งค านวณ
จากสมการนี้ 

   2−∆∆Ct =  2−(∆Ct AMI − ∆Ct control) 
 

9. การทดสอบสมมุติฐานการวิจัย 

การเปรียบเทียบกลุ่มตัวอย่างท้ังกลุ่มวิจัย และกลุ่มควบคุมด้วยสถิติ T-test เพื่อบอกถึงระดับ
การแสดงออกของ miRNA ผู้วิจัยจะท าการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียค่า Ct Sample  ของท้ังสองกลุ่มโดย
พิจารณาค่า Significant (P-value) หากมากกว่า 0.05 แสดงว่าความแปรปรวนของท้ังสองกลุ่มไม่
แตกต่างกัน หากไม่เกิน 0.05 แสดงว่าความแปรปรวนของท้ังสองกลุ่มแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญต่าง
สถิติ  

การทดสอบด้วย Receiver Operating Characteristic เพื่อหาค่า cut point ท่ีดีท่ีสุดของ
การตรวจคืออยู่ในช่วงท่ีมี Sensitivity และ Specificity สูงท้ังสองค่า (13, 18, 23, 42) 

- การสร้างเส้นโค้ง ROC จะเช่ือมต่อแต่ละจุดของข้อมูลซึ่งมีค่า 1 - Specificity อยู่ในแนวแกน 

x และ Sensitivity อยู่ในแนวแกน y เป็นเส้นตรง 

- ประมาณค่าพื้นท่ีใต้กราฟ ROC (Area Under the Curve : AUC) โดยอาศัยหลักเกณฑ์เชิง

ส่ีเหล่ียมคางหมู (Trapezoidal Rule) และใช้ค่า AUC เป็นตัวก าหนดค่าความแม่นย า 

(Accuracy) 

- Poor Test : ROC ~ 0.5 

- Good Test : ROC ~ 1.0 

การเปรียบเทียบ marker ท้ังสามต าแหน่งโดยการน าค่า Sensitivity และ Specificity ของท้ัง
สาม marker มาเปรียบเทียบเพื่อหา marker ท่ีดีท่ีสุดในการศึกษานี้ และการทดสอบความเร็วในการ
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ออกผลโดยเปรียบเทียบกับการผ่าชันสูตรศพท้ัง การผ่าชันสูตรด้วยตาเปล่า และการตรวจด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ 

การศึกษาในครั้ ง ใ ช้ โปรแกรมสถิ ติ  IBM SPSS Statistics Base version 22.0 ในการ
ประมวลผลการทดลองท้ังการเปรียบเทียบระดับการแสดงออกโดยสถิติ T-test และการท า Receiver 
Operating Characteristic 

 
10. ข้อพิจารณาทางจริยธรรม (Ethical consideration) 

เนื่องจากตัวอย่างเลือดท่ีน ามาใช้ในการทดสอบถูกจัดเก็บตามข้ันตอนปกติของการชันสูตรศพ 
โดย แพทย์นิติเวชส่งตรวจไปห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างท้ังหมดจะไม่ระบุช่ือ- นามสกุล ตามหลักห่วงโซ่
วัตถุพยาน (chain of custody) จะปรากฏเพียงรหัสการวิจัยท่ีผู้วิจัยจัดท าขึ้น และจะด าเนินการ
ท าลายตัวอย่างทันทีภายหลังจากท่ีโครงการด าเนินเสร็จเรียบร้อย 
 ผู้วิจัย และผู้ร่วมวิจัย เคารพและปฏิบัติตามหลักจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์อย่างเครง่ครัด 

- หลักความเคารพในบุคคล : การเก็บตัวอย่างเลือดจากผู้เสียชีวิตท่ีญาติอนุญาตเข้าร่วม

โครงการเพื่อน ามาใช้ในการศึกษานั้นจะถูกจัดเก็บ และใช้เลขรหัสแทนท่ีช่ือของ

ผู้เสียชีวิตโดยเจ้าหน้าท่ีเก็บตัวอย่างของห้องปฏิบัติการ ผู้วิจัยจะไม่สามารถทราบช่ือ 

หรือนามสกุลของเจ้าของตัวอย่างได้   

- หลักการให้ประโยชน์ และไม่ก่อให้เกิดอันตราย : ผู้วิจัยจะรักษาผลประโยชน์ให้กับ

ผู้เสียชีวิต โดยการป้องกันการหลุดรอดของข้อมูลเพื่อไม่ให้เกิดผลกระทบในภายหลังต่อ

ญาติของผู้เสียชีวิต ผู้วิจัยจะด าเนินการท าลายตัวอย่างทันทีหลังจากท่ีการศึกษาด าเนิน

เสร็จส้ิน   

- หลักความยุติธรรม :  ผู้วิจัยจะด าเนินการคัดตัวอย่างออกจากการศึกษา หากการ

คัดเลือกตัวอย่างจากผู้เสียชีวิตท่ีญาติอนุญาตเข้าร่วมโครงการ หรือการวิเคราะห์ผล

การศึกษา ไม่ถูกต้องหรือ ไม่เป็นไปตามขอบเขตของการศึกษาท่ีก าหนด 

 

11. ข้อจ ากัดในการท าวิจัย (Limitation) 

ผลจากการศึกษาในครั้งนี้สามารถน าไปอ้างอิงได้เฉพาะในผู้เสียชีวิตช่วงเวลาไม่เกิน 12 
ช่ัวโมงเท่านั้น ถ้าเป็นช่วงเวลาหลัง 12 ช่ัวโมง ทางผู้วิจัยไม่สามารถบอกถึงผลของระดับการแสดงออก
ของ miRNA ได้ 
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การศึกษาครั้งนี้ท าในคนท่ีมีสัญชาติไทยเท่านั้น ดังนั้นการแสดงออกของระดับ miRNA ใน
ตัวอย่างเลือดของผู้เสียชีวิตสัญชาติอื่นอาจให้ผลท่ีแตกต่างออกไป 

 
12. อุปสรรคท่ีอาจจะเกิดขึ้นระหว่างการวิจัยและมาตรการในการแก้ไข (Obstacles and 

Strategies to Solve the Problem) 

อุปสรรคท่ีอาจเกิดขึ้น 

1. เทคนิคการสกัด miRNA  

2. การเส่ือมสภาพของตัวอย่าง การปนเป้ือน ของตัวอย่างท่ีมาถึงห้องปฏิบัติการในช่วงเวลา 

12 ช่ัวโมง อาจมีการคลาดเคล่ือนในการระบุเวลา 

มาตรการในการแก้ไข 

1. เลือกชุด Kit ท่ีใช้ส าหรับสกัด miRNA โดยเฉพาะ ขั้นตอนการสกัดควรระมัดระวงัการ

ปนเป้ือนให้มากท่ีสุด 

2. เก็บตัวอย่างบนกระดาษ FTA® 

3. การเก็บโดยตัวอย่างจะถูกกระท าโดยผู้เชียวชาญเพื่อลดการปนเป้ือน 

4. ตรวจสอบเวลาให้ชัดเจนก่อนรับตัวอย่าง 
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บทท่ี 4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

การทดลอง 

การเปรียบเทียบการแสดงออกของ miRNA ในกลุ่มตัวอย่างกลุ่มวิจัย และกลุ่มควบคุม 

การเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของ miRNA 3 ต าแหน่ง คือ mir-133a mir-208b และ 
mir499 ในเลือดศพกลุ่มควบคุม และกลุ่ม AMI จ านวนกลุ่มละ 10 ตัวอย่าง โดยใช้ค่าเฉล่ียของ ∆Ct 
น ามาเปรียบเทียบด้วยสถิติ T-test พบว่าในกลุ่มควบคุมมีค่าเฉล่ีย (mean) เท่ากับ 3.0222 5.8739 
และ 7.1872 ตามล าดับ มีส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation) เท่ากับ 3.8292  4.2254 
และ 3.2159 ตามล าดับ กลุ่ม AMI มีค่าเฉล่ียเท่ากับ -1.6373 0.3625 และ 2.3785 ตามล าดับ มีส่วน
เบ่ียงเบนมาตรฐานเท่ากับ 4.6968 6.1844 และ 4.3728 ตามล าดับ (ตารางท่ี 3) 
 
ตารางที่ 3 แสดงค่าเฉล่ีย (Mean) ค่ามัธยฐาน (Median) และค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard 
Deviation) ของ mir-133a mir-208b และ mir-499 ท้ังในกลุ่มควบคุม และกลุ่ม AMI 

Group 
miRNA 

mir-133a mir-208b mir-499 
Control Mean 3.0222 5.8739 7.1872 

Median 5.1487 7.4277 6.7090 
Std. Deviation 3.8292 4.2254 3.2159 
Std. Error 1.2764 1.4085 1.0720 

AMI Mean -1.6373 0.3625 2.3785 
Median -0.6450 2.2268 3.9560 
Std. Deviation 4.6968 6.1844 4.3728 
Std. Error 1.4853 1.9557 1.4576 
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การเปรียบเทียบการแสดงออกของ mir-133a 

ค่าเฉล่ียของ ∆Ct ของ mir-133a ในกลุ่มควบคุม และกลุ่ม AMI กลุ่มละ 10 ตัวอย่างถูก
น ามาเปรียบเทียบด้วยสถิติ T-test พบว่าการแสดงออกของ mir-133a ในกลุ่ม AMI มีการแสดงออก
ท่ีสูงกว่ากลุ่มควบคุม (แสดงในรูปท่ี 12) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ P-value = 0.029 ซึ่งน้อยกว่า 
0.05 ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% แสดงในตารางท่ี 4 

 

 
รูปที่ 12 แผนภาพแสดงค่า ∆Ct ของ mir-133a ระหว่างกลุ่มควบคุม และกลุ่ม AMI โดยใช้สถิติ T-
test  
 
ตารางที่ 4 ตารางแสดงผลของการเปรียบเทียบค่า Ct ของ mir-133a โดยใช้สถิติ T-test 

 

t-test for Equality of Means 

Sig. (2-tailed) 
Mean 
Difference 

Std. Error 
Difference 

95% 
Confidence 
Interval of the 
Difference 

Lower 

Ct Equal variances assumed     

Equal variances not 
assumed 

.029 4.6595067 1.9583824 .5250307 

 
 
 
 

∆C
t 

Control AMI 
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การเปรียบเทียบการแสดงออกของ mir-208b 

ค่าเฉล่ียของ ∆Ct ของ mir-208b ในกลุ่มควบคุม และกลุ่ม AMI กลุ่มละ 10 ตัวอย่าง 
ค่าเฉล่ียของ ∆Ct ของ mir-208b ถูกน ามาเปรียบเทียบด้วยสถิติ T-test พบว่าการแสดงออกของ 
mir-208b ในกลุ่ม AMI มีการแสดงออกที่สูงกว่ากลุ่มควบคุม (แสดงในรูปท่ี 13) อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ P-value = 0.036 ซึ่งน้อยกว่า 0.05 ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% แสดงในตารางท่ี 5 

 
รูปที่ 13 แผนภาพแสดงค่า ∆Ct ของ mir-208b ระหว่างกลุ่มควบคุม และกลุ่ม AMI โดยใช้สถิติ T-
test  
 
ตารางที่ 5 ตารางแสดงผลของการเปรียบเทียบค่า Ct ของ mir-208b โดยใช้สถิติ T-test 

 

t-test for Equality of Means 

Sig. (2-tailed) 
Mean 
Difference 

Std. Error 
Difference 

95% 
Confidence 
Interval of the 
Difference 

Lower 

Ct Equal variances assumed     

Equal variances not 
assumed 

.036 5.5113744 2.4100860 .4005190 

 
 
 
 
 

∆C
t 

Control AMI 
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การเปรียบเทียบการแสดงออกของ mir-499 

ค่าเฉล่ียของ ∆Ct ของ mir-499 ในกลุ่มควบคุม และกลุ่ม AMI กลุ่มละ 10 ตัวอย่าง ค่าเฉล่ีย
ของ ∆Ct ของ mir-499 ถูกน ามาเปรียบเทียบด้วยสถิติ T-test พบว่าการแสดงออกของ mir-499 ใน
กลุ่ม AMI มีการแสดงออกที่สูงกว่ากลุ่มควบคุม (แสดงในรูปท่ี 14) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ P-value 
= 0.018 ซึ่งน้อยกว่า 0.05 ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% แสดงในตารางท่ี 6 

 
รูปที่ 14 แผนภาพแสดงค่า ∆Ct ของ mir-499 ระหว่างกลุ่มควบคุม และกลุ่ม AMI โดยใช้สถิติ T-
test  
 
ตารางที่ 6 ตารางแสดงผลของการเปรียบเทียบค่า Ct ของ mir-208b โดยใช้สถิติ T-test 

 

t-test for Equality of Means 

Sig. (2-tailed) 
Mean 
Difference 

Std. Error 
Difference 

95% 
Confidence 
Interval of the 
Difference 

Lower 

Ct Equal variances assumed     

Equal variances not 
assumed 

.018 4.8087000 1.8093353 .9452187 

 
 
 

∆C
t 

Control AMI 
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การทดสอบด้วย Receiver Operating Characteristic (ROC)  

 การทดสอบความสามารถในการพยากรณ์ผลของชุดตรวจด้วย Receiver Operating 
Characteristic (ROC) เพื่อหาค่าจุดตัดหรือ cut point ท่ีตัดในช่วงท่ีมีค่าความไว (sensitivity) และ
ความจ าเพาะ (specificity) ของการตรวจสูงท้ังสองค่า โดย mir-133a mir-208b และ mir-499 มีค่า
พื้นท่ีใต้กราฟ หรือ Area under curve (AUC) อยู่ท่ี 0.81 0.80 และ 0.83 ตามล าดับ มีค่าความไว
เท่ากับ 80% 80% และ 89% ตามล าดับ และมีค่าความจ าเพาะเท่ากับ 67% 78% และ 78% 
ตามล าดับ (แสดงในรูป 15, 16, 17) 

 
รูปที่ 15 รูปภาพแสดง Receiver Operating Characteristic (ROC) ของ mir-133a 
 
 

AUC = 0.81 
P < 0.05 
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รูปที่ 16 รูปภาพแสดง Receiver Operating Characteristic (ROC) ของ mir-208b 

 
รูปที่ 17 รูปภาพแสดง Receiver Operating Characteristic (ROC) ของ mir-499 

AUC = 0.80 
P < 0.05 

AUC = 0.83 
P < 0.05 
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อัตราความส าเร็จในการท า qRT-PCR (%PCR Success Rate) 

กระบวนการท า qPCR หรือ Real-time PCR เป็นขั้นตอนหลังจากการท า RT-PCR ซึ่งได้ผล
ผลิตเป็น cDNA เพื่อเป็นการวัดปริมาณของ cDNA เริ่มต้นท่ีพบในตัวอย่าง การท า Real-time PCR 
ในหนึ่งตัวอย่างนั้นจะท าท้ังส้ิน 3 ซ้ า การศึกษาครั้งนี้พบว่า U6b ขึ้นท้ัง 3 ซ้ า 16 ตัวอย่าง (แสดงใน 
ตารางท่ี8) mir-133a ขึ้นท้ัง 3 ซ้ า 19 ตัวอย่าง (แสดงใน ตารางท่ี9) mir-208b ขึ้นท้ัง 3 ซ้ า 15 
ตัวอย่าง (แสดงใน ตารางท่ี10) และ mir-499 ขึ้นทั้ง 3 ซ้ า 14 ตัวอย่าง (แสดงใน ตารางท่ี11) คิดเป็น
อัตราความส าเร็จในการท า qRT-PCR ได้ 80% 95% 75% และ 70% ตามล าดับ 
ตารางที่ 7 แสดงอัตราความส าเร็จในการท า (%PCR Success Rate) qRT-PCR ของ U6b 

จ ำนวนซ ้ำ 

กลุม่ 

%PCR AMI Control 

3 7 9 80 

2 3 1 15 

1 0 0 0 

0 0 0 0 

 
ตารางที่ 8 แสดงอัตราความส าเร็จในการท า (%PCR Success Rate) qRT-PCR ของ mir-133a 

จ ำนวนซ ้ำ 

กลุม่ 

%PCR AMI Control 

3 10 9 95 

2 0 1 5 

1 0 0 0 

0 0 0 0 

 
ตารางที่ 9 แสดงอัตราความส าเร็จในการท า (%PCR Success Rate) qRT-PCR ของ mir-208b 

จ ำนวนซ ้ำ 

กลุม่ 

%PCR AMI Control 

3 6 9 75 

2 4 0 20 

1 0 1 5 

0 0 0 0 

 
ตารางที่ 10 แสดงอัตราความส าเร็จในการท า (%PCR Success Rate) qRT-PCR ของ mir-499 

จ ำนวนซ ้ำ 

กลุม่ 

%PCR AMI Control 
3 4 10 70 

2 3 0 15 

1 2 0 10 

0 1 0 5 
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ความสัมพันธ์ระหว่าง อายุ เพศ สาเหตุการเสียชีวิต ช่วงเวลาเสียชีวิต 

 ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าผู้เสียชีวิตท้ังหมดในกลุ่ม AMI เป็นเพศชาย มีช่วงอายุต้ังแต่ 25-60 
ปี (แสดงใน ตารางท่ี 11) ผู้เสียชีวิตในกลุ่ม Control เป็นเพศชาย 8 คน และเป็นเพศหญิง 2 คน มี
ช่วงอายุต้ังแต่ 14-75 ปี (แสดงใน ตารางท่ี 12) โดยช่วงเวลาเสียชีวิตส่วนใหญ่ในกลุ่ม AMI และกลุ่ม 
Control คือ 0.5-2 ช่ัวโมง และ 2-4 ช่ัวโมง ส่วนระดับการแสดงออกของ miRNA ท่ีผ่านการค านวณ 
∆Ct ในกลุ่ม AMI (แสดงใน ตารางท่ี 11) มีระดับการแสดงออกของ mir-133a mir-208b และ mir-
499 คิดเป็นค่าเฉล่ียอยู่ท่ี -1.6373 0.3626 และ 2.3785 ตามล าดับ มี ∆Ct ต่ าสุดอยู่ท่ี -10.1125 -
14.0140 และ -7.6725 ตามล าดับ มีค่า ∆Ct สูงสุดอยู่ท่ี 4.5137 6.6922 และ 6.4620 ตามล าดับ 
กลุ่ม Control (แสดงใน ตารางท่ี 12) มีระดับการแสดงออกของ mir-133a mir-208b และ mir-499 
คิดเป็นค่าเฉล่ียอยู่ท่ี 2.0501 4.7222 และ 6.5466 ตามล าดับ มี ∆Ct ต่ าสุดอยู่ท่ี -6.6945 -5.6433 
และ 0.7813 ตามล าดับ มีค่า ∆Ct สูงสุดอยู่ท่ี 7.6093 11.4677 และ 11.1627 ตามล าดับ  
 
ตารางที่ 11 แสดงการข้อมูล อายุ เพศ สาเหตุการเสียชีวิต ช่วงเวลาเสียชีวิต และ ∆Ct ของกลุ่ม AMI 

Case 
No. 

Gender Age Descriptive data PMI(hr.) 
∆Ct 

133a 208b 499 
A1 ช 50 - 1-6 2.5357 1.0023 6.4620 
A2 ช 46 - 2 4.5137 2.1513 3.9560 
A3 ช 42 - 2 -1.0513 3.6083 - 
A4 ช 59 - 0.5-2 -8.4877 2.3023 0.4065 
A5 ช 57 - 2-4 0.8887 5.2563 5.9543 
A6 ช 32 - 0.5-2 -10.1125 -14.0140 -7.6725 
A7 ช 60 - 0.5-2 1.1218 6.6922 4.2840 
A8 ช 36 - 4-6 -0.4393 3.3783 3.6797 
A9 ช 25 - 6-12 -0.8508 -0.3280 4.4808 
A10 ช 42 - 0-1 -4.4917 -6.4233 -0.1440 

Average ∆Ct -1.6373 0.3626 2.3785 
ช คือ เพศชาย 
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ตารางที่ 12 แสดงข้อมูล อายุ เพศ สาเหตุการเสียชีวิต ช่วงเวลาเสียชีวิต และ ∆Ct ของกลุ่ม 
Control 

Case 
No. 

Gender Age Descriptive data PMI(hr.) 
∆Ct 

133a 208b 499 
C1 ญ 33 ตกท่ีสูง 2-3 1.7480 1.6167 6.4353 
C5 ช 75 อุบัติเหตุ 2-4 5.8690 8.2010 11.1627 
C6 ช 31 แขวนคอ 8-12 7.6093 4.4307 10.2727 
C7 ญ 14 ตกท่ีสูง 0.5-2 -0.1027 4.2717 2.8457 
C8 ช 43 อุบัติเหตุ 1-2 5.1487 7.4580 9.0520 
C9 ช 34 ตกท่ีสูง 2-3 5.8380 7.4277 10.0163 
C10 ช 27 อุบัติเหตุ รพ -3.8843 -1.9780 2.2017 
C11 ช - เลือดออกในสมอง 8-12 -0.3457 9.9700 5.9897 
C12 ช 46 เลือดออกในสมอง 2-4 -6.6983 -5.6433 0.7813 
C13 ช 73 ตกท่ีสูง 2-4 5.3192 11.4677 6.7090 

Average ∆Ct 2.0501 4.7222 6.5466 
ช คือเพศชาย และ ญ คือเพศหญิง  
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

วิจารณ์ผลการทดลอง 

 ระดับการแสดงออกของ miRNA ท้ัง 3 ต าแหน่งในตัวอย่างเลือดศพทางนิติเวชศาสตร์ถูก

น ามาค านวณด้วยวิธี ∆Ct และเปรียบเทียบโดยใช้สถิติ T-test พบว่า กลุ่ม AMI และกลุ่มควบคุมมี
ความการแสดงออกของ miRNA ท้ัง 3 ต าแหน่ง ให้ผลแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีความ
เช่ือมั่น 95% คือมีค่า P<0.05  

ระดับการแสดงออกของ mir-133a ในกลุ่ม AMI มีค่าสูงกว่ากลุ่มควบคุมถึง 12.8836 เท่า
เมื่อค านวณด้วยวิธี 2 -∆∆Ct ส่วนการทดสอบความสามารถในการพยากรณ์ผลของชุดตรวจด้วย 
Receiver Operating Characteristic (ROC) พบว่ามีค่า Area under curve (AUC) อยู่ท่ี 0.81 ค่า 
sensitivity เท่ากับ 80% และ specificity เท่ากับ 67% ท่ีความเช่ือมั่น 95% ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับ
การศึกษาในทางคลินิกก่อนหน้านี้ของ Feng Wang และคณะ (23)ท่ีท าการเปรียบเทียบการ
แสดงออกของ mir-133a ในตัวอย่างเลือดผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจตายจากการขาดเลือดเฉียบพลัน 
กับกลุ่มควบคุม ท่ีเป็นเช่นนั้นก็เพราะ mir-133a มีกลไกในการยับยั้ง หรือ Down Regulate 
Caspase-9 (CASP9) และ Apoptotic Protease Activating Factor 1 (APAF1) ซึ่งเป็นโปรตีนตัว
หลักในโปรแกรมการตายของเซลล์แบบ Apoptosis จากผลการศึกษาท่ีกล่าวมาข้างต้นสรุปว่าระดับ
การแสดงออกของ mir-133a สามารถตรวจพบได้ในตัวอย่างเลือดหลังการเสียชีวิตใน 12 ช่ัวโมง และ
ยังให้ผลการแสดงออกที่สอดคล้องกับผลการศึกษาในทางคลินิก 

mir-208b มีระดับการแสดงออกในกลุ่ม AMI สูงกว่ากลุ่มควบคุมเช่นเดียวกับ mir-133a เมื่อ
ค านวณด้วยวิธี 2-∆∆Ct ได้ 1.5934 เท่า การทดสอบความสามารถในการพยากรณ์ผลของชุดตรวจด้วย 
Receiver Operating Characteristic (ROC) พบว่ามีค่า Area under curve (AUC) อยู่ท่ี 0.80 ค่า 
sensitivity เท่ากับ 80% และ specificity เท่ากับ 78% ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% ซึ่งสูงกว่า mir-
133a ท่ีมีค่า specificity เพียง 67% อีกท้ังผลการเปรียบเทียบของสองกลุ่มยังสอดคล้องกับผล
การศึกษาทางคลินิกของ Chencheng Li และคณะ ในปี 2015 (20) ท่ีพบว่า miRNA ต าแหน่ง mir-
208b มีระดับการแสดงออกในกลุ่มผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจตายจากการขาดเลือดเฉียบพลันสูงกว่า
ในกลุ่มควบคุมท่ีเป็นคนสุขภาพดี ท่ีเป็นเช่นนั้นก็เพราะ mir-208b ท าหน้าท่ีควบคุม Cardiac 
muscles gene ในการสังเคราะห์ myosin heavy chain ในกล้ามเนื้อหัวใจเมื่อหัวใจได้รับความ
เสียหาย mir-208b จะ Up-Regulate เพื่อรักษาการหน้าท่ีของกล้ามเนื้อหัวใจ (Cardiac Function) 
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เอาไว้ จากผลการศึกษาข้างต้นสามารถยืนยันได้ว่ายังคงพบระดับการแสดงออกในตัวอย่างเลือดหลัง
การเสียชีวิตใน 12 ช่ัวโมงอีกด้วย 
 ระดับการแสดงออกของ mir-499 ท่ีพบในตัวอย่างกลุ่ม AMI และกลุ่มควบคุมเมื่อน าไป
เปรียบเทียบระดับการแสดงออกด้วยวิธี 2-∆∆Ct พบว่า กลุ่ม AMI มีระดับการแสดงออกสูงกว่ากลุ่ม
ควบคุมเท่ากับ 0.7353 เท่า การทดสอบความสามารถในการพยากรณ์ผลของชุดตรวจด้วย Receiver 
Operating Characteristic (ROC) พบว่ามีค่า Area under curve (AUC) อยู่ท่ี 0.80 ค่า sensitivity 
เท่ากับ 89% และ specificity เท่ากับ 78% ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% สูงกว่า miRNA 2 ต าแหน่ง
ก่อนหน้าคือ mir-133a และ mir-208b จากการศึกษาทางคลินิกในปี 2015 ของ Xian Liu และคณะ 
(34)พบว่าเมื่อเปรียบเทียบระดับการแสดงของ miRNA ต าแหน่ง mir-499 จะมีระดับการแสดงออก
ในกลุ่มผู้ป่วยโรคกล้ามเนื้อหัวใจตายจากการขาดเลือดเฉียบพลันสูงกว่าในกลุ่มควบคุมท่ีเป็นคน
สุขภาพดีโดยมีค่าพื้นท่ีใต้กราฟ (AUC) โดยการค านวณ Receiver Operating Characteristic (ROC) 
curve analysis เท่ากับ 0.88 ซึ่งให้ผลใกล้เคียงกับการศึกษานี้นั้นก็เพราะการแสดงออกของ mir-
499 ในกระแส เ ลือดนั้ น มี หน้ า ท่ี ในก ารยั บยั้ ง  Proapoptotic Regulators หลาย ตั ว  เ ช่น 
Tyrosinephosphorylation-regulated kinase 2 (Dyrk2), Programmed cell death protein 4 
(Pdcd4) และ Phosphofurin acidic cluster sorting protein 2 (Pasc2) เมื่อ mir-499 ไปจับกับ 
Dyrk2 เกิดเป็น mir-499-dependent Dyrk2 มีหน้าท่ียับย้ังการท างานของ p53 ท่ีเคล่ือนท่ีเข้าไปใน
ไมโทคอนเดรีย (Mitochondria) ท าให้หยุด Proapoptotic Factors (Bak, Bax, Bid) และยับยั้ง 
Calcineurin-Dependent dephosphorylation ข อ ง  dynaminrelated protein-1 (Drp1) ท่ี
ก่อให้เกิด Mitochondrial Fission ซึ่งจากผลการศึกษานี้ยังแสดงให้เห็นอีกว่าระดับการแสดงออก
ของ mir-499 ยังคงสามารถถูกตรวจพบได้ในตัวอย่างเลือดแม้จะเป็นช่วงหลังเสียชีวิตแล้วถึง 12 
ช่ัวโมง 

ประสิทธิผลของระดับการแสดงออกของ miRNA ท้ัง 3 ต าแหน่งท้ัง mir-133a mir-208b 
และ mir-499 ท่ีได้ในการศึกษา มีเพียง mir-133a เท่านั้นท่ีไม่เพียงพอจะน ามาประยุกต์ใช้เป็นตัว
บ่งช้ีเหตุเสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน (AMI) ในตัวอย่างทางนิติเวชศาสตร์ ส่วน 
miRNA อีกสองต าแหน่ง ให้ผลการทดสอบความสามารถในการพยากรณ์ผลของชุดตรวจด้วย 
Receiver Operating Characteristic (ROC)ในกลุ่ม AMI และกลุ่มควบคุม ท่ี ดีกว่ า แต่ %PCR 
Success Rate หรืออัตราความส าเร็จการท า qRT-PCR นั้นท้ัง mir-208b และ mir-499 น้อยกว่า 
mir-133a ท่ีให้อัตราความส าเร็จถึง 95% ซึ่ง mir-208b และ mir-499 มีอัตราความเสร็จเพียง 75% 
และ 70% ตามล าดับ  จากผลการศึกษาดังกล่าวจึงสรุปได้ว่าแม้ mir-133a อาจไม่เพียงพอจะน ามา
ประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งช้ีเหตุเสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน (AMI) ในตัวอย่างทาง
นิติเวชศาสตร์ แต่ mir-133a สามารถให้ผลในตัวอย่างท่ี mir-208b และ mir-499 ไม่สามารถให้ผลได้ 
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ดังนั้นระดับการแสดงออกของ mir-133a สามารถน ามาใช้เป็นส่วนหนึ่งเพื่อประกอบการตัดสินใจใน
การวินิจฉัยเหตุท่ีน าไปสู่การเสียชีวิตหากผลของ mir-208b และ mir-499 มีปัญหาได้ miRNA ท้ัง 3 
ต าแหน่งเมื่อถูกน ามาใช้ร่วมกันผู้วิจัยเช่ือว่าสามารถให้ประสิทธิผลสูงสุดในการวินิจฉัยสาเหตุการ
เสียชีวิตได้ แม้จะยังมีข้อจ ากัดอยู่บ้างแต่การศึกษานี้เป็นการเพิ่มทางเลือกในอนาคตท่ีจะน าการศึกษา
การแสดงออกของ miRNA มาใช้ในตัวอย่างทางนิติเวชศาสตร์ได้อีกด้วย 

 
ข้อเสนอแนะ 

ผลการศึกษาข้างต้นถึงแม้ miRNA ท้ัง 3 ต าแหน่ง mir-133a mir-208b และ mir-499 จะมี
ค่า sensitivity เท่ากับ 80% 80% 89% ตามล าดับ แต่ค่า specificity ยังไม่สูงมากนักโดยเฉพาะ 
mir-133a จึงควรมีการศึกษาระดับการแสดงออกของ miRNA เพิ่มเติมในต าแหน่งอื่นๆ ท่ีเกี่ยวข้อง
เพื่อให้ครอบคลุมถึงปัจจัยท่ีเป็นเหตุของโรคมากขึ้น  

ในส่วนค่า ∆Ct ของกลุ่ม AMI ท่ีแสดงในตารางท่ี 11 และตารางท่ี 12 นั้น เมื่อเปรียบเทียบ
กับช่วงเวลาเสียชีวิตแม้จะมีระดับการแสดงออกของ miRNA ท่ีความแตกต่างกับกลุ่ม Control อย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ แต่ระดับของการแสดงออกของ miRNA ในแต่ระช่วงเวลาต่างๆ หลังตายมีระดับ
ลดลงในช่วงเวลาท่ีเพิ่มขึ้น จึงควรมีการเพิ่มการศึกษาช่วงเวลาเสียชีวิตกับระดับการแสดงออกใน
การศึกษาต่อไป 

การศึกษานี้กลุ่มตัวอย่างท้ังหมดมาจากเลือดศพของผู้มีสัญชาติไทยเพียงเท่านั้น ในการศึกษา
ในอนาคตหากต้องการน าไปประยุกต์ใช้ในเขตพื้นท่ีอื่น ควรทดลองในตัวอย่างเลือดศพในสัญชาติอื่น
อาจให้ผลการแสดงออกที่แตกต่างออกไป 



 

 

รายการอ้างอิง 
 

1. Go AS, Mozaffarian D, Roger VL, Benjamin EJ, Berry JD, Blaha MJ, et al. Heart 
disease and stroke statistics--2014 update: a report from the American Heart 
Association. Circulation. 2014;129:e28-e292. 
2. กระทรวงสาธารณสุข สก. จ านวนผู้ป่วยโรคหัวใจขาดเลือดในประเทศไทย 2014. Available 
from: http://thaincd.com/information-statistic/non-communicable-disease-data.php. 
3. Kumar V, Jon C. Aster, James A. Perkins. Robbins Basic Pathology. 
Philadelphia, PA 19103-28992013. Available from: www.elsevier.com/permissions. 
4. วิไล พัววิไล, สุดารัตน์ ตันสุภสวัสดิกุล, ด ารัส ตรีสุโกศล, บรรหาร กออนันตกูล, สุรพันธ์ สิทธิ
สุข, ภาวิทย์ เพียรวิจิตร, และคณะ. แนวทางเวชปฏิบัติการวินิจฉัยและรักษาโรคหัวใจขาดเลือด
เฉียบพลัน. ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทย จ ากัด2000. 
5. สุรีย์ เลขวรรณวิจิตร. พยาธิวิทยาของโรคหัวใจ. โรงพิมพ์คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่2013. 
6. Davies SJ, Gaze DC, Collinson PO. Investigation of cardiac troponins in 
postmortem subjects: comparing antemortem and postmortem levels. The American 
journal of forensic medicine and pathology. 2005;26:213-5. 
7. Batalis NI, Marcus BJ, Papadea CN, Collins KA. The role of postmortem cardiac 
markers in the diagnosis of acute myocardial infarction. Journal of forensic sciences. 
2010;55:1088-91. 
8. Wang H, Mao J, Li Y, Luo H, Wu J, Liao M, et al. 5 miRNA expression analyze in 
post-mortem interval (PMI) within 48 h. Forensic Science International: Genetics 
Supplement Series. 2013;4:e190-e1. 
9. Sayed AS, Tian-Lun Yang, and Jun Peng. Circulating microRNAs: A Potential 
Role in Diagnosis and Prognosis of Acute Myocardial Infarction. Hindawi Publishing 
Corporation. 2013;Volume 35 (2013):561–6. 
10. Zhu BL, Ishikawa T, Michiue T, Li DR, Zhao D, Bessho Y, et al. Postmortem 
cardiac troponin I and creatine kinase MB levels in the blood and pericardial fluid as 
markers of myocardial damage in medicolegal autopsy. Legal medicine. 2007;9:241-
50. 

 

http://thaincd.com/information-statistic/non-communicable-disease-data.php
http://www.elsevier.com/permissions


 

 

49 

11. Vennemann M, Koppelkamm A. Postmortem mRNA profiling II: Practical 
considerations. Forensic Sci Int. 2010;203:76-82. 
12. Panyasai S. MicroRNA : Biosynthesis function and the important role in 
erythropoiesis. JOURNAL OF MEDICAL TECHNOLOGY AND PHYSICAL THERAPY. 2012; 
24:3-9. 
13. Ai J, Zhang R, Li Y, Pu J, Lu Y, Jiao J, et al. Circulating microRNA-1 as a 
potential novel biomarker for acute myocardial infarction. Biochem Biophys Res 
Commun. 2010;391:73-7. 
14. Wang GK, Zhu JQ, Zhang JT, Li Q, Li Y, He J, et al. Circulating microRNA: a 
novel potential biomarker for early diagnosis of acute myocardial infarction in 
humans. European heart journal. 2010;31:659-66. 
15. Chistiakov DA, Orekhov AN, Bobryshev YV. Cardiac-specific miRNA in 
cardiogenesis, heart function, and cardiac pathology (with focus on myocardial 
infarction). J Mol Cell Cardiol. 2016;94:107-21. 
16. Runglawan Silakit NN. Plama MicroRNAs: a Biomarker for Cancer Diagnosis. 
Srinagarind Med J. 2012;2012: 27(3):310-6. 
17. Corsten MF, Dennert R, Jochems S, Kuznetsova T, Devaux Y, Hofstra L, et al. 
Circulating MicroRNA-208b and MicroRNA-499 reflect myocardial damage in 
cardiovascular disease. Circ Cardiovasc Genet. 2010;3:499-506. 
18. Bostjancic E, Zidar N, Stajer D, Glavac D. MicroRNAs miR-1, miR-133a, miR-133b 
and miR-208 are dysregulated in human myocardial infarction. Cardiology. 
2010;115:163-9. 
19. Kuwabara Y, Ono K, Horie T, Nishi H, Nagao K, Kinoshita M, et al. Increased 
microRNA-1 and microRNA-133a levels in serum of patients with cardiovascular 
disease indicate myocardial damage. Circ Cardiovasc Genet. 2011;4:446-54. 
20. Li C, Pei F, Zhu X, Duan DD, Zeng C. Circulating microRNAs as novel and 
sensitive biomarkers of acute myocardial Infarction. Clin Biochem. 2012;45:727-32. 
21. Liu N, Bezprozvannaya S, Williams AH, Qi X, Richardson JA, Bassel-Duby R, et 
al. microRNA-133a regulates cardiomyocyte proliferation and suppresses smooth 
muscle gene expression in the heart. Genes & development. 2008;22:3242-54. 



 

 

50 

22. Bauters C, Kumarswamy R, Holzmann A, Bretthauer J, Anker SD, Pinet F, et al. 
Circulating miR-133a and miR-423-5p fail as biomarkers for left ventricular remodeling 
after myocardial infarction. Int J Cardiol. 2013;168:1837-40. 
23. Wang F, Chunxia Zhao, Huaping Li, Sandip Chaugai, Yan Wang, Chen Chen, 
and Dao Wen Wang. Plasma microRNA-133a is a new marker for both acute 
myocardial infarction and underlying coronary artery stenosis. Journal of Translational 
Medicine. 2013:11:222. 
24. Devaux Y, Vausort M, Goretti E, Nazarov PV, Azuaje F, Gilson G, et al. Use of 
Circulating MicroRNAs to Diagnose Acute Myocardial Infarction. Clinical Chemistry. 
2012:559–67. 
25. Lv P, Zhou M, He J, Meng W, Ma X, Dong S, et al. Circulating miR-208b and 
miR-34a are associated with left ventricular remodeling after acute myocardial 
infarction. International journal of molecular sciences. 2014;15:5774-88. 
26. Adachi T, Nakanishi M, Otsuka Y, Nishimura K, Hirokawa G, Goto Y, et al. 
Plasma microRNA 499 as a biomarker of acute myocardial infarction. Clin Chem. 
2010;56:1183-5. 
27. Matkovich SJ, William H Eschenbacher, Lisa E Dorn, and Gerald W Dorn II. 
Direct and indirect involvement of microRNA-499 in clinical and experimental 
cardiomyopathy. NIH Public Access. 2012:521–31. 
28. Xiao J, Shen B, Li J, Lv D, Zhao Y, Wang F, et al. Serum microRNA-499 and 
microRNA-208a as biomarkers of acute myocardial infarction. International journal of 
clinical and experimental medicine. 2014;7:136-41. 
29. Waters PS, McDermott AM, Wall D, Heneghan HM, Miller N, Newell J, et al. 
Relationship between Circulating and Tissue microRNAs in a Murine Model of Breast 
Cancer. PLoS ONE. 2012;7:e50459. 
30. Seeliger C, Karpinski K, Haug AT, Vester H, Schmitt A, Bauer JS, et al. Five 
freely circulating miRNAs and bone tissue miRNAs are associated with osteoporotic 
fractures. Journal of bone and mineral research : the official journal of the American 
Society for Bone and Mineral Research. 2014;29:1718-28. 
31. Zubakov D, Boersma AW, Choi Y, van Kuijk PF, Wiemer EA, Kayser M. MicroRNA 
markers for forensic body fluid identification obtained from microarray screening and 



 

 

51 

quantitative RT-PCR confirmation. International journal of legal medicine. 
2010;124:217-26. 
32. Kakimoto Y, Tanaka M, Kamiguchi H, Hayashi H, Ochiai E, Osawa M. MicroRNA 
deep sequencing reveals chamber-specific miR-208 family expression patterns in the 
human heart. Int J Cardiol. 2016;211:43-8. 
33. Chen S, Puthanveetil P, Feng B, Matkovich SJ, Dorn GW, Chakrabarti S. Cardiac 
miR-133a overexpression prevents early cardiac fibrosis in diabetes. Journal of 
Cellular and Molecular Medicine. 2014;18:415-21. 
34. Liu X, Fan Z, Zhao T, Cao W, Zhang L, Li H, et al. Plasma miR-1, miR-208, miR-
499 as potential predictive biomarkers for acute myocardial infarction: An 
independent study of Han population. Exp Gerontol. 2015;72:230-8. 
35. Wang JX, Jiao JQ, Li Q, Long B, Wang K, Liu JP, et al. miR-499 regulates 
mitochondrial dynamics by targeting calcineurin and dynamin-related protein-1. Nat 
Med. 2011;17:71-8. 
36. Jones S, Sutherland CJ, Hermsen C, Arens T, Teelen K, Hallett R, et al. Filter 
paper collection of Plasmodium falciparum mRNA for detecting low-density 
gametocytes. Malaria journal. 2012;11:266. 
37. Ryu MS, Langkamp-Henken B, Chang SM, Shankar MN, Cousins RJ. Genomic 
analysis, cytokine expression, and microRNA profiling reveal biomarkers of human 
dietary zinc depletion and homeostasis. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America. 2011;108:20970-5. 
38. mirbase@manchester. mirbase Faculty of Life Sciences University of 
Manchester2015. Available from: http://www.mirbase.org/search.shtml. 
39. lifetechnologies. Assay Search Tool - Find & Buy Your Single Tube TaqMan® 
Assays. 2015. 
40. mirVana™ PARIS™ Kit [Internet]. 2011. Available from: 
www.appliedbiosystems.com/support. 
41. TaqMan® Universal PCR Master Mix User Guide [Internet]. 2014. Available 
from: https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/4304437. 

http://www.mirbase.org/search.shtml
http://www.appliedbiosystems.com/support
https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/4304437


 

 

52 

42. Li YQ, Zhang MF, Wen HY, Hu CL, Liu R, Wei HY, et al. Comparing the 
diagnostic values of circulating microRNAs and cardiac troponin T in patients with 
acute myocardial infarction. Clinics (Sao Paulo). 2013;68:75-80. 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

 



 

 

54 

 

 

 
ประว ัติผู้เขียนว ิทยา นิพนธ ์
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์

 

ข้อมูลของผู้วิจัยหลัก  

ช่ือ-นามสกุล (ภาษาไทย) นายปรัชญ มีนาทุ่ง  

ช่ือ-นามสกุล (ภาษาอังกฤษ) Mr.Prachaya Menathung  

รหัสประจ าตัวนิสิต 567 41025 30  

วัน/เดือน/ปี เกิด 11 ธันวาคม 2532 

สถานท่ีเกิด จังหวัดสงขลา  

นิสิตหลักสูตร/สาขาวิชา วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์  

สังกัดภาควิชา ภาควิชานิติเวชศาสตร์  

การศึกษา วิทยาศาสตร์บัณฑิต (จุลชีววิทยา) มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 

ทุนวิจัย ได้รับทุนสนับสนุนจากโครงการขับเคล่ือนการวิจัยกองทุนรัชดาภิเษกสมโภช 
(Special Task Force for Activating Research (STAR) กลุ่มการวิจัยนิติพันธุศาสตร์ 

 


	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญรูปภาพ
	บทที่ 1
	บทนำ
	ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา
	วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	แนวความคิดในการวิจัย (Experimental Design)
	ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ
	วิธีดำเนินการวิจัย
	ลำดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย

	บทที่ 2
	เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	โรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน (Acute myocardial infarction, AMI)
	การบาดเจ็บ และการตายของเซลล์ (Cell Injury and Death)
	โรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันกับการบาดเจ็บของเซลล์
	การวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลันในศพทางนิติเวชศาสตร์
	การใช้เอนไซม์ในการตรวจวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตจากโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน
	การใช้เอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) ในการวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิต
	ไมโครอาร์เอ็นเอ (microRNA, miRNA)
	การสังเคราะห์ miRNA
	miRNA กับบทบาทที่ใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ (Biomarker)
	miRNA กับการจำแนกชนิด
	Circulating miRNAs
	Tissue Specific miRNAs
	microRNA133a (mir-133a)
	microRNA208b (mir-208b)
	microRNA499 (mir-499)


	การใช้ไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA) ในการวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิต


	บทที่ 3
	วิธีดำเนินการวิจัย
	การทดลองในมนุษย์
	กลุ่มประชากรที่ใช้ในการศึกษา
	วิธีการวิจัย
	1. เกณฑ์การคัดเลือกตัวอย่าง
	2. การคัดเลือก miRNA
	3. การเตรียมตัวอย่างเลือด
	4. ขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอย่าง
	5. ขั้นตอนการสังเคราะห์ cDNA (Reverse Transcription)
	6. การวัดปริมาณ cDNA (Real-time PCR)
	7. การรวบรวมข้อมูล (Data collection)
	8. การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis)
	9. การทดสอบสมมุติฐานการวิจัย
	10. ข้อพิจารณาทางจริยธรรม (Ethical consideration)
	11. ข้อจำกัดในการทำวิจัย (Limitation)
	12. อุปสรรคที่อาจจะเกิดขึ้นระหว่างการวิจัยและมาตรการในการแก้ไข (Obstacles and Strategies to Solve the Problem)
	อุปสรรคที่อาจเกิดขึ้น
	มาตรการในการแก้ไข




	บทที่ 4
	ผลการวิเคราะห์ข้อมูล
	การทดลอง
	การเปรียบเทียบการแสดงออกของ miRNA ในกลุ่มตัวอย่างกลุ่มวิจัย และกลุ่มควบคุม
	การเปรียบเทียบการแสดงออกของ mir-133a
	การเปรียบเทียบการแสดงออกของ mir-208b
	การเปรียบเทียบการแสดงออกของ mir-499

	การทดสอบด้วย Receiver Operating Characteristic (ROC)
	อัตราความสำเร็จในการทำ qRT-PCR (%PCR Success Rate)
	ความสัมพันธ์ระหว่าง อายุ เพศ สาเหตุการเสียชีวิต ช่วงเวลาเสียชีวิต


	บทที่ 5
	สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ
	วิจารณ์ผลการทดลอง
	ข้อเสนอแนะ

	รายการอ้างอิง
	ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

