
 

 
 

การรายงานการวจิยั 
 
 

การพฒันาเทคนิคเลี 3ยงเนื 3อเยื6อ 7 มติ ิโดยใช้เซลล์ต้นกาํเนิดจากการเหนี6ยวนําในการสร้างแบบจาํลองเพื6อศกึษาการ
พฒันาการของกระดกูปกตใินมนุษย์และพยาธิกลไกของโรคกระดกู 

 
Development of three-dimensional tissue culture technique from Induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs) as a model to 

study normal human bone development and pathomechanism of bone diseases 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หวัหน้าโครงการ อาจารย์ ดร.สพุรรษา  ยอดเมือง 
ฝ่ายวิจยั คณะแพทยศาสตร์ 

ตลุาคม `abc ถงึเดือน  กนัยายน `abf   

 
 
 
 



กติตกิรรมประกาศ 
 

โครงการนี hได้รับทนุอดุหนนุการวิจยัจาก จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 



 

บทคัดย่อ 
 

เทคโนโลยีวิศวกรรมเนื hอเยืlอเป็นอีกทางเลือกหนึlงทีlถกูนํามาใช้สร้างแบบจําลองนอกร่างกายเพืlอให้ได้เนื hอเยืlอทีlใกล้เคียงกบั
มนษุย์และลดการใช้สตัว์ทดลองในการวิจยัทางการแพทย์ การใช้สตัว์ทดลองยงัมีข้อจํากดัในการเลยีนแบบสรีรวิทยาของมนษุย์ กลไก
ระดบัอณชีูววทิยา กลไกการเกิดโรค และผลการตอบสนองทางเภสชัจลศาสตร์ จดุประสงค์ของการวิจยัในครั hงนี hคือ เพืlอศกึษาการ
แสดงออกของยีนในเซลล์กระดกูทีlได้รับการพฒันาและเปลีlยนแปลงมาจากเซลล์มีเซน็ไคม์ (iMSCs) โดยเซลล์มีเซน็ไคม์นี hได้มาจากเซลล์
ต้นกําเนิดทีlได้รับการเหนีlยวนําจากผู้ ป่วยโรคกระดกูเปราะ (Osteogenetic Imperfecta) เซลล์มีเซน็ไคม์ได้ถกูนํามาเพาะเลี hยงเป็นเวลา 4 
สปัดาห์โดยแยกการทดลองเป็น 2 สภาวะ คือสภาวะ 2 มิตใินจานเพาะเลี hยงเนื hอเยืlอ และสภาวะ 3 มิตใินโครงเลี hยงเซลล์ทีlมีรูพรุน จากการ
วเิคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยวธีิ Real-time PCR พบวา่ยีน RUNX2, SP7 และ COL1A1 มีการแสดงออกเพิlมขึ hนในเซลล์ทีlเลี hยงใน
สภาวะ 3 มิต ิเมืlอเทียบกบัเซลล์ทีlเลี hยงในสภาวะ 2 มิต ิผลการทดลองดงักลา่วชี hให้เหน็วา่งสิlงแวดล้อมขนาดไมครอนในโครงเลี hยงเซลล์มี
อิทธิพลตอ่การพฒันาและเปลีlยนแปลงของเซลล์มีเซน็ไคม์ให้ไปเป็นเซลล์กระดกู งานวิจยันี hได้นําเทคโนโลยีวิศวกรรมเนื hอเยืlอมาใช้ในการ
สร้างแบบจําลองเนื hอเยืlอนอกร่างกายและได้แสดงให้เหน็ถงึศกัยภาพของการนําเทคโนโลยีนี hมาใช้ในการค้นหาตวัชี hวดัทางชีวภาพของ
โรคกระดกูเปราะ ซึlงตวัชี hวดัทางชีวภาพบางตวัอาจไมป่รากฏในการเลี hยงเซลล์แบบปกตบินจานเพาะเลี hยง การนําเทคโนโลยีวิศวกรรม
เนื hอเยืlอผนวกเข้ากบัการศกึษาการแสดงออกของยีนสามารถนําไปสูข้่อมลูกลไกการเกิดโรคและทําให้ทราบถงึโมเลกลุเปา้หมาย เพืlอใช้
ในการออกแบบการรักษาทีlเฉพาะเจาะจงแก่ผู้ ป่วยโรคกระดกูเปราะตอ่ไป 
 
 
 
 



 

 

Abstract 
 

Tissue engineering is the alternative approach for creating in vitro models that hold promise for mimicking human 
tissues and reducing of the employment of animals in medical research. The use of animal models often shows limits in 
recapitulation of human conditions due to differences between human and animal physiology, molecular mechanisms, 
pathomechanism, and pharmacokinetic responses. The objective of this study was to investigate gene expression profiles 
of iPSC-derived mesenchymal stromal cells (iMSCs) from Osteogenetic Imperfecta patients during osteogenic differentiation. 
Osteogenic differentiation of iMSCs was performed for 4 weeks in 2 different culture systems, which are 2-dimensional (2D) 
culture in well-plates and 3-dimensional (3D) culture in porous scaffolds. Real-time PCR results showed higher expression 
of RUNX2, SP7 and COL1A1 in 3D culture system compared to 2D culture system, indicating an influence of scaffold’s 
microenvironment on osteogenic differentiation of iMSCs. We demonstrated the use of tissue engineering to create 3D in 
vitro models and its potential use in discovery of Osteogenetic Imperfecta biomarkers that do not express in 2D culture 
system. Taken together, in vitro tissue models and gene expression profiling can provide valuable information of 
pathomechanism and candidate molecular targets to design a specific treatment plan of OI patients. 
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บทนํา  
 ความเจริญก้าวหน้าทางการแพทย์มีบทบาทสาํคญัตอ่การพฒันาคณุภาพชีวิต เหน็ได้จากอายคุาดเฉลีlย (life expectancy) ทีl
เพิlมขึ hนของประชากร และผลกระทบทีlประเทศไทยกําลงัเผชิญอยูใ่นขณะนี hคือการก้าวสูส่งัคมผู้สงูอาย ุ โดยสมบรูณ์ จากรายงานของ
สถาบนัวิจยัประชากรและสงัคม, มหาวิทยาลยัมหิดล ชี hให้เหน็วา่ประชากรอายตุั hงแต ่ 60 ขึ hนไป ได้เพิlมขึ hนจาก 10.6% ของประชากร
ทั hงหมด ในปี 2550 ไปเป็น 16.5% ในปี 2559 ซึlงมีแนวโน้มวา่กลุม่ประชากรเหลา่นั hนกําลงัจะเผชิญกบัปัญหาโรคเสืlอมถอย 
(degenerative diseases) ของเนื hอเยืlอ อวยัวะ และโครงสร้างตา่งๆ ในร่างกายอยา่งหลีกเลีlยงไมไ่ด้ โรคเสืlอมถอย เชน่ กระดกูพรุน และ
ข้อเขา่เสืlอม ซึlงพบมากในผู้สงูอายแุละสตรีวยัหมดประจําเดือน เป็นเหตใุห้การเคลืlอนไหวของร่างกายทําได้อยา่งจํากดั ผู้ ป่วยต้องอาศยั
อปุกรณ์ชว่ยพยงุ และทานยาเสริมสร้างความแข็งแรงให้กบักระดกู จะเหน็ได้วา่โรคเสืlอมถอยทาง musculoskeleton สง่ผลกระทบตอ่
คณุภาพชีวิตของผู้ ป่วยและครอบครัวอยา่งหลีกเลีlยงไมไ่ด้ นอกจากนี hรัฐบาลและหนว่ยงานทีlให้บริการสาธารสขุต้องแบกรับภาระ
คา่ใช้จา่ยในการดแูลรักษาพยาบาลผู้ ป่วยเป็นระยะเวลาทีlยาวนาน เนืlองจากเป็นปัญหาสขุภาพเรื hอรัง   

 เพืlอให้เข้าใจพยาธิกลไลของโรคผู้วิจยัจงึวางแผนทีlจะพฒันาแบบจําลองโรคกระดกูโดยคํานงึถงึสภาพแวดล้อมขนาดไมครอน 
(microenvironment) ทีlจะใช้ในการเพาะเลี hยงเนื hอเยืlอกระดกูทั hงในภาวะปกตแิละภาวะเกิดโรค  แทนการเพาะเลี hยงเนื hอเยืlอโดยใช้จาน
เพาะเลี hยงซึlงไมส่ามารถจําลองสภาพแวดล้อมในการเจริญของเนื hอเยืlอกระดกูได้อยา่งแท้จริง การศกึษาครั hงนี hจะทําการสร้างแบบจําลอง
กระดกูในภาวะปกตกิ่อนเพืlอทดสอบวิธีการและลําดบัขั hนตอนก่อนทีlจะนําไปใช้กบักระดกูในภาวะเกิดโรคในลําดบัตอ่ไป จากนั hนจะทํา
การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนระหวา่งกระดกูในภาวะปกตแิละภาวะเกิดโรคทั hงในระดบั transcription และ translation และจะ
ทําการศกึษาเครืlองหมายทางชีววิทยาทีlแตกตา่งกนัระหวา่งกระดกูภาวะปกตแิละภาวะเกิดโรค เพืlอนําไปสูค่วามเข้าใจกลไกการเกิดโรค
ได้ในลาํดบัตอ่ไป 

พยาธิกลไกทีlต้องการจะศกึษาในการวิจยันี hคือพยาธิกลไกของโรคกระดกูเปราะ Osteogenesis Imperfecta (OI) เนืlองจากกลุม่
ผู้วิจยัมีความรู้และความชํานาญ ในเรืlองการแสดงออกของยีนกลายพนัธุ์ทีlก่อโรคให้เกิดโรคกระดกูเปราะเป็นอยา่งดี สิlงเป็นจดุเดน่ของ
งานวจิยันี hคือการใช้เซลล์ชนิดมีเซนไคม์ (mesenchymal stromal cells, MSCs) จากผู้ ป่วยโรคกระดกูเปราะมาสร้างแบบจําลองการเกิด
โรค ซึlงถือเป็นข้อได้เปรียบในการพฒันาวิธีการรักษาผู้ ป่วยเนืlองจากเป็นการใช้เซลล์ของผู้ ป่วยเอง และแบบจําลองทีlได้จะมีความ
สอดคล้องกบัปัญหาทางคลนิิก (clinically relevant problem) และเป็นทีlทราบกนัดีวา่ผลของการตอบสนองตอ่ยาทีlใช้รักษาระหวา่ง
มนษุย์กบัสตัว์อาจแตกตา่งกนั ดงันั hนหากใช้สตัว์ทดลอง (animal models) เพืlอการศกึษาฤทธิ�ทางเภสชัวิทยาอาจทําให้เกิดความ
คลาดเคลืlอนได้  

แบบจําลองภาวะเกิดโรคทีlได้จากการวิจยัในครั hงนี hจะชว่ยพฒันาการวินิจฉยัและรักษาโรคกระดกูเปราะได้อยา่งมีประสทิธิภาพ    
ผู้ ป่วยเข้าถงึการรักษาได้อยา่งทนัทว่งทีก่อนทีlอาการของโรคจะทวีความรุนแรงขึ hน  และเปา้หมายสงูสดุของการวิจยันี hเพืlอให้ผู้ ป่วยมี
คณุภาพชีวิตทีlดีและใช้ชีวิตอยูใ่นสงัคมได้อยา่งปกตสิขุ  
 

แบบจาํลองทางชีววทิยา 
แบบจําลองทางชีววิทยามีความสําคญัตอ่การพฒันาการรักษาโรคตา่งๆ ในมนษุย์ แบบจําลองทางชีววิทยาทีlเป็นทีlนิยมใช้ใน

ปัจจบุนัคือการใช้สตัว์ทดลองขนาดเลก็ เชน่ หน ูกระตา่ย หรือทีlมีขนาดใหญ่และเป็นสตัว์เลี hยงลกูด้วยนมคือ ลงิ  การใช้สตัว์ทดลองจาก
สตัว์ เพืlอศกึษากลไกการเกิดโรคของมนษุย์มีข้อจํากดัเชน่ ยาหรือสารเคมีบางตวัสามารถออกฤทธิ�ได้ดีในเซลล์สตัว์ แตก่ลบัไมอ่อกฤทธิ�ใน
เซลล์มนษุย์ รวมไปถงึกลไกการเกิดโรคบางอยา่งในมนษุย์มีความแตกตา่งจากสตัว์อยา่งสิ hนเชิง อีกทั hงคา่ใช้จา่ยในการดแูลสตัว์ทดลองมี
ราคาสงู หากพิจารณาด้านจริยธรรมในการใช้สตัว์ทดลองเพืlอการวิจยัทางการแพทย์จะเหน็วา่เป็นทีlถกเถียงกนัอยู ่ และกลุม่นกัวิจยัได้
เสนอแนวทางทีlเรียกวา่ The principle of 3Rs (Replacement, Reduction, and Refinement) เพืlอให้เกิดการตระหนกัถงึสวสัดิภาพของ
สตัว์ทดลองทางวิทยาศาสตร์ โครงการวิจยันี hจงึพยายามพฒันาแบบจําลองทางชีววิทยาเพืlอศกึษากลไกการเกิดโรคในมนษุย์ และ
หลีกเลีlยงการใช้สตัว์ทดลอง   
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แบบจําลองทางวิทยาเพืlอศกึษากลไกการเกิดโรค เพืlอพฒันายา การคดักรองสารออกฤทธิ� เพืlอใช้ในการรักษา สว่นใหญ่เซลล์ทีl
ใช้ไมว่า่จะเป็นเซลล์คนหรือเซลล์สตัว์จะทําการเพาะเลี hยงบนจานเลี hยงเซลล์ซึlงเป็นรูปแบบ ` มิต ิ จะเหน็ได้วา่การเพาะเลี hยงเซลล์ใน
รูปแบบดงักลา่วยงัหา่งไกลจากภาวะปกตขิองเซลล์ในร่างกายทีlมีการปฏิสมัพนัธ์ f) ระหวา่งเซลล์ด้วยกนัเอง และ 2)ระหวา่งเซลล์และ
เมทริกส์นอกเซลล์ ซึlงปฏิสมัพนัธ์ดงักลา่วเป็นรูปแบบ � มิต ิโครงการวิจยันี hจงึพฒันาแบบจําลองทางชีววิทยาโดยคํานงึถงึภาวะแวดล้อม
ของการเพาะเลี hยงเซลล์กระดกูในห้องปฎิบตักิารให้ใกล้เคียงกบักระดกูมนษุย์มากทีlสดุ (ภาพที6 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
ภาพที6 h การใช้เทคนิควศิวกรรมเนื 3อเยื6อในการออกแบบจาํลองภาวะปกตแิละภาวะพยาธิสภาพ 

ภาพบนคือการสร้างเนื hอเยืlอทดแทนโดยการนําเซลล์จากผู้ ป่วยออกมาเพาะเลี hยงนอกร่างกายในห้องปฏิบตักิารด้วยสภาพวะทีlเหมาะสม 

แล้วนําเนื hอเยืlอทีlเตม็วยั กลบัไปปลกูถ่ายในผู้ ป่วย ภาพด้านลา่งคือการสร้างแบบจําลองการเกิดโรค โดยนําเซลล์จากผู้ ป่วยออกมา
เพาะเลี hยงนอกร่างกายในห้องปฏิบตักิารด้วยสภาพวะทีlเหมาะสม แบบจําลองทีlได้สามารถนํามาคดักรองยาและศกึษากลไกการเกิดโรค 

โดยไมมี่การนํากลบัเข้าไปในร่างกายผู้ ป่วย 

 

โรคกระดกูเปราะ (Osteogenesis Imperfecta) 
โรคกระดกูเปราะเป็นโรคถ่ายทอดทางพนัธกุรรมทีlเกิดจากการกลายพนัธุ์ของยีนอยา่งน้อย 17 ยีน โดย 90% ของผู้ ป่วยเกิดการ

กลายพนัธุ์ของยีน COL1A1 หรือ COL1A2 และมีการถ่ายทอดลกัษณะพนัธกุรรมแบบยีนเดน่ (autosomal dominant)  โดยผู้ ป่วยจะผลติ
คอลลาเจนลดลงหรือคอลลาเจนทีlได้มีโครงสร้างไมส่มบรูณ์ผิดรูปไป จงึเป็นสาเหตใุห้กระดกูเปราะบางและแตกหกังา่ย หากผู้ ป่วยได้รับ
การวินิจฉยัโรคแตเ่นิlนๆ แพทย์จะสามารถปรับการรักษาและบรรเทาความรุนแรงของโรคได้ ปัจจบุนัการหาลําดบัยีนเพืlอตรวจหาตําแหนง่
ทีlผิดปกตถิกูนํามาใช้ในการวินิจฉยัโรคกระดกูเปราะร่วมกบัการตรวจลกัษณะฟีโนไทป์ทีlผิดปกตติา่งๆ เชน่ การหกั งอ ผิดรูปของแขน ขา 
และ ฟัน  เพืlอให้การรักษาเป็นไปอยา่งถกูต้องและรวดเร็วขึ hน การมีแบบจําลองโรคกระดกูเปราะของผู้ ป่วยเฉพาะรายจะชว่ยให้การตรวจ
วนิิจฉยั คดักรอง วางแผนการรักษา ให้ยา ทําได้อยา่งมีประสทิธิภาพ และสามารถยน่ระยะเวลาการสงัเกตเหน็การตอบสนองตอ่การ
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รักษาได้ อีกทั hงสามารถนําไปสูค่วามเข้าใจของกลไกลการเกิดโรคได้ การสร้างแบบจําลองของโรคกระดกูเปราะอาศยัหลกัการคล้ายคลงึ
กบัการสร้างเนื hอเยืlอกระดกูภาวะปกต ิโดยการใช้ความรู้ทางวิศวกรรมเนื hอเยืlอ ซึlงประกอบด้วย 3 สว่นหลกัคือ   
i) เซลล์ (Cells) ซึlงเป็นหนว่ยยอ่ยทีlเก็บข้อมลูทางชีววิทยาของสิlงมีชีวิต  
ii) โครงสร้างเลี hยงเซลล์ (scaffolds) เพืlอให้เซลล์เข้ายดึเกาะและเจริญเตบิโต และ  
iii) สิlงกระตุ้น (Stimuli) ทีlเหมาะสมตอ่การเจริญและพฒันาของเซลล์จนกลายเป็นเนื hอเยืlอทีlทําหน้าทีlได้ (ภาพที6 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

ภาพที6 n องค์ประกอบของวศิวกรรมเนื 3อเยื6อ (Tissue engineering) นําไปสู่การสร้างแบบจาํลองโรคกระดกูเปราะ 

 

 

วัตถุประสงค์โครงการวจัิย 
Specific Aim 1 ศกึษาความสามารถของเซลล์ต้นกาํเนิดชนิดมีเซนไคม์ในการพฒันาและเปลี6ยนแปลงไปเป็นเป็นเนื 3อเยื6อ
กระดกูในสิ6งแวดล้อมขนาดไมครอน โดยนําความรู้ทางวิศวกรรมเนื hอเยืlอมาสร้างเป็นแบบจําลอง โครงเลี hยงเซลล์แบบรูพรุน
และอาหารจําเพาะจะถกูนํามาใช้ในการเพาะเลี hยงเซลล์ภาวะปกตแิละเซลล์จากผู้ ป่วยเพืlอกระตุ้นให้เกิดการเปลีlยนแปลงไปเป็นเนื hอเยืlอ
กระดกู 
 
Specific Aim 2 เปรียบเทยีบความแตกต่างของเนื 3อเยื6อกระดกูปกตแิละเนื 3อเยื6อกระดกูภาวะกระดกูเปราะ เนื 3อเยื6อกระดกู
จาก Specific Aim 1 ทั hงเซลล์ภาวะปกตแิละเซลล์จากผู้ ป่วยจะนํามาศกึษาการแสดงออกของยีน และความสามารถในการสร้าง 
extracellular matrix  
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การสร้างแบบจําลองโรคกระดกูเปราะในห้องปฏิบตักิารเริlมจากการนําเซลล์ต้นกําเนิดของผู้ ป่วยชนิดมีเซนไคม์  

(Mesenchymal Stromal Cells, MSCs) มาเพาะเลี hยงในโครงเลี hยงเซลล์แบบรูพรุนซึlงทําหน้าทีlเป็นสิlงแวดล้อมขนาดไมครอน 
(microenvironment) ให้กบัเซลล์ ร่วมกบัการให้อาหารเลี hยง osteogenic media เพืlอเหนีlยวนําให้ MSCs กลายเป็นเซลล์กระดกู 
(osteoblasts)  
 ในเบื hองต้นได้ทําการศกึษาความสามารถของเซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคม์จากผู้ ป่วยโรคกระดกูเปราะ ในการเจริญและพฒันา
ไปเป็นเซลล์กระดกูในจานเพาะเลี hยง พบวา่หลงัจากเพาะเลี hยงไป 28 วนั เซลล์ดงักลา่วมีการแสดงลกัษณะของเซลล์กระดกูได้ ลกัษณะทีl
พบ เชน่ การผลติแคลเซียม (red staining) และการมีอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส activity (purple staining) จนได้ระเบียบวิธีการเหนีlยวนํา
เซลล์และวธีิเพาะเหยีlยวเซลล์แบบ � มิติ เพืlอนําไปสูก่ารวิเคราะห์ผลและศกึษาการแสดงออกของยีนในปีทีl ` (ภาพที6 3)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที6 7 องค์ความรู้ที6ได้จากการทาํวจิยัในปีที6 1 นําไปสู่งานวจิยัในปีที6 2 

ในปีแรกได้เพิlมจํานวนเซลล์ และคดิค้นวิธีการเลี hยงเซลล์แบบ � มิตใิห้ได้  micro-bone tissue ของผู้ ป่วยโรคกระดกูเปราะ และในปีทีl ` 
จะเป็นการศกึษาการสดงออกของยีน และ  characterize biological function  
 

 
อยา่งไรก็ตามทีlผา่นมาการเพาะเลี hยงเนื hอเยืlอในจานเพาะเลี hยงไมมี่การควบคมุสภาพแวดล้อมระดบัไมครอน 

(microenvironment) ทีlอยูร่อบๆ เซลล์อยา่งแท้จริง ซึlงอาจทําให้เนื hอเยืlอกระดกูทีlได้อาจสญูเสียลกัษณะทางชีววิทยาทีlสําคญัระหวา่งการ
พฒันาและเปลีlยนแปลง จากนั hนจงึมีการปรับวธีิการเพาะเลี hยงโดยทําการเพาะเลี hยงเซลล์ให้เป็นทรงกลม หรือ osteogenic pellets (ภาพ
ที6 7 cell pellet สีเขียว) อยา่งไรก็ตามการเก็บข้อมลูและการ handling ทําได้คอ่นข้างลําบากเนืlองจาก osteogenic pellets มีขนาดเลก็ 
(0.5 mm) ดงันั hนจงึมีแนวคดิทีlจะเปลีlยนระบบการเพาะเลี hยงเซลล์แบบใหมโ่ดยอาศยัโครงเลี hยงเซลล์แบบรูพรุนทีlมีสว่นประกอบของ 
medical grade hydroxyapatite  (แผนภาพที6 7 porous scaffold)     ซึlงมีโครงสร้างและสว่นประกอบคล้ายกบักระดกูมาก โดยโครง
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เลี hยงเซลล์ดงักลา่วจะเป็นทีlยดึเกาะของเซลล์ชนิดมีเซน็ไคม์เพืlอให้เกิดการเจริญเตบิโตและพฒันาเป็นเนื hอเยืlอกระดกูตอ่ไป และนําไปสู่
จดุประสงค์ทีl f ของโครงการวิจยันี h : Specific Aim 1 "ศกึษาความสามารถของเซลล์ชนิดมีเซนไคม์ในการพฒันาและเปลีlยนแปลงไปเป็น
เป็นเนื hอเยืlอกระดกูในสิlงแวดล้อมขนาดไมครอน"  โดยจะดําเนินการในชว่งปีแรกของโครงการ จากนั hนแบบจําลองโรคกระดกูเปราะทีlได้จะ
ถกูนํามาศกึษาเปรียบเทียบกบัแบบจําลองกระดกูในภาวะปกต ิ ทั hงในระดบั RNA และโปรตีน วา่มีการเพิlม ลด ขาดหาย หรือไม ่ ซึlงจะ
ดําเนินการในปีทีl 2 ของโครงการ ซึlงจะสอดคล้องกบั Specific Aim 2 "เปรียบเทียบความแตกตา่งของเนื hอเยืlอกระดกูปกตแิละเนื hอเยืlอ
กระดกูภาวะกระดกูเปราะ"  
 การตรวจวิเคราะห์ RNA และโปรตีน และbiomarkers ตา่งๆ สามารถนําไปสูก่ารรักษาผู้ ป่วยอยา่งจําเพาะเจาะจง เพืlอให้แพทย์
เลือกวิธีการรักษา ชนิดและขนาดของยาทีlเหมาะสมกบัผู้ ป่วยในแตล่ะรายได้ นอกจากโครงการวิจยันี hจะนําไปสูก่ารวินิจฉยั รักษา ผู้ ป่วย
โรคกระดกูเปราะเฉพาะรายแล้ว ความรู้ทีlได้มีศกัยภาพทีlจะนํามาเป็นต้นแบบในการสร้างแบบจําลองโรคระบบอืlนๆ เชน่ ระบบประสาท 
ระบบยอ่ยอาหาร ระบบไหลเวียนเลือด เพืlอปอ้งกนัและรักษาโรคเสืlอมถอย (degenerative diseases) ชนิดตา่งๆ ทีlประเทศไทยกําลงั
เผชิญอยูใ่นขณะนี h  

 

ระเบียบวธีิวจัิย  
h. การเพาะเลี 3ยงเซลล์: เพิlมจํานวน MSCs เพืlอให้ได้จํานวนเซลล์เพียงพอตลอดการทดลอง ทั hงเซลล์ภาวะปกตแิละเซลล์ทีlได้จาก

ผู้ ป่วยในอาหารเลี hยง growth medium (a-MEM supplemented with 10%FBS, 1% antibiotic/antimycotic, 1% HEPES, 5 ng/ml 
bFGF) ทีlอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส และทําการเปลีlยนอาหาร 2 ครั hงตอ่สปัดาห์  
 
2. การพฒันาของเนื 3อเยื6อกระดกู:  เซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคม์ (2 x 105 cells) ทั hงเซลล์ภาวะปกตแิละเซลล์ทีlได้จากผู้ ป่วยจะถกู
เหนีlยวนําและพฒันาให้เป็นเนื hอเยืlอกระดกูในโครงเลี hยงเซลล์แบบรูพรุนเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ ในอาหาร osteogenic medium (high 

glucose DMEM, 10% FBS, 1% Antibiotic/antimycotic, 1% HEPES, 10 mM b-glycerolphophate, 50 µM ascorbic acid, 1 µM 
dexamethasone) ทีlอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส และทําการเปลีlยนอาหาร 2 ครั hงตอ่สปัดาห์  
 
3. ความสามารถในการเพิ6มจาํนวนและการอยู่รอดของเซลล์: เนื hอเยืlอกระดกูภาวะปกตแิละภาวะเกิดโรคจะถกูนํามาวิเคราะห์การ
เพิlมจํานวนของเซลล์ และการอยูร่อดของเซลล์ ทกุๆ สปัดาห์ เป็นระยะเวลานาน � สปัดาห์ (n=6) โดยวิธีวดัปริมาณ DNA ควบคูไ่ปกบั
การวดั KI-67 ซึlงเป็นตวับง่ชี h การเพิlมจํานวนของเซลล์ รวมทั hงวิธี Live/Dead assay  
 
x. การวเิคราะห์หาปริมาณ extracellular matrix (ECM): เนื hอเยืlอทีlผา่นการเพาะเลี hยงจะถกูนํามาตรวจสอบ การสร้าง osteogenic 
markers ทั hงการวเิคราะห์ทางชีวเคมี และ immunohistology chemistry และการแสดงออกของยีนทีlเกีlยวข้อง  
 
}. การประเมนิความแขง็แรงเชงิกล (mechanical properties): โดยใช้เครืlอง instron เพืlอคํานวนหา Young’s modulus ของเนื hอเยืlอ
กระดกูทีlสร้างขึ hน (n=6) โดยจะทําการทดลองซํ hา 3 ครั hง   
 
�. การวเิคราะห์ทางสถติ:ิ จะดําเนินการโดย GraphPad Prism software (La Jolla, CA) Dependent variables ในการวเิคราะห์ 
Two-way ANOVA คือ ปริมาณ ECM และคา่ Young’s modulus สว่น Independent variables คือ ชนิดของเซลล์ในการทดลอง 

Bonferroni post-test จะถกูนํามาใช้วิเคราะห์ทีl a = 0.05 เพืlอหาความแตกตา่งอยา่งมีนยัยะสําคญั การรายงานผลจะอยูใ่นรูป mean 
± SEM (n = 6)  
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ภาพที6 x  สรุปวธีิการดาํเนินงานในปีที6 h 

เซลล์ชนิดมีเซน็ไคม์ของคนปกต ิและจากผู้ ป่วยโรคกระดกูเปราะ ` ราย ถกูนํามาเพิlมจํานวนให้มีจํานวนมากพอตลอดการทดลอง และ
เก็บไว้ในไนโตรเจนเหลว จากนั hนจะมีการเลี hยงเซลล์ ` รูปแบบ คือแบบ `D ใน well plate และ แบบ �D ในหลอดทดลอง low 
attachment เมืlอครบกําหนด ` และ � สปัดาห์ จะทําการเก็บเซลล์เพืlอนํามาสกกั RNA  และนํามาศกึษาการแสดงออกของยีนด้วยวิธี 
Real-time PCR 
 

ผลการทดลอง  

1. Development of bone 3D-culture system (กาํลังอยู่ระหว่างร่างสิทธิบตัรวธีิการเลี 3ยงเซลล์กระดกูแบบ 7 มติ)ิ  
1.1 เซลล์ชนิดมีเซน็ไคม์ของผู้ ป่วยถกูนํามาเพิlมจํานวนให้เพียงพอแก่การทดลอง และนํามาเพาะเลี hยงในโครงเลี hยงเซลล์แบบรู

พรุนเป็นเวลา f� หรือ `® วนั (ภาพที6 }.h) เพืlอให้เกิดการพฒันาเปลีlยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู osteoblasts  
 
f.` เนื hอเยืlอกระดกูทีlทําการเพาะเลี hยงจนครบกําหนดเวลา สามารถนํามาสกดั total RNA ออกมาได้ โดยปริมาณทีlได้จะอยูที่l 

100 ng/ul ในสปัดาห์ทีl ` และ �cc ng/ul ในสปัดาห์ทีl � ซึlงมีปริมาณเพียงพอตอ่การศกึษาการแสดงออกของยีนในขั hนตอนตอ่ไป 
 
f.� การทํา histology เนื hอเยืlอกระดกู พบวา่ ยงัตดิปัญหาการตดั section เพราะโครงเลี hยงเซลล์จาก hydroxyapatite จนไม่

สามารถตดัให้ขาดด้วยเครืlอง microtome หลงัจากนําไปฝังใน paraffin ดงันั hนจงึนําเนื hอเยืlอกระดกูทีlเพาะเลี hยงจนครบ f� หรือ `® วนั 
มาทําการยอ่ยสว่นประกอบ inorganic ด้วย 5%  formic acid ในการทํา scaffold removal จนเหลือแคเ่มทริกซ์นอกเซลล์ทีlออ่นนุม่ 
(ภาพที6 }.n) 

 

1.4 นําเมทริกซ์นอกเซลล์ทีlได้มาแชไ่ว้ใน 1% agarose เพืlอใช้เป็นวสัดคุํ hาจนุ ไมใ่ห้เมทริกซ์เสยีรูป ดงัภาพที6 }.7 
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ภาพที6 } การพฒันาแบบจาํลองกระดกู แบบ 3 มติ ิ

โครงเลี hยงเซลล์แบบรูพรุนทีlใช้มีสว่นประกอบหลกัคือ hydroxyapatite และสามารถกําจดัออกไปได้ด้วย a % formic acid เนื hอเยืlอ
กระดกูรวมไปถงึเมทริกซ์นอกเซลล์จะนํามาแชไ่ว้ใน f% agarose ซึlงทําหน้าทีlเป็นวสัดคุํ hาจนุ  
 
 
 

n. การแสดงออกของยีนระดบั RNA 
 

2.1 ผลการแสดงออกของยีนเกีlยวกบัการพฒันาไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์มีเซน็ไคม์ทีlได้จากผู้ ป่วยคนทีl f (iMSC P1) แสดง
ให้เหน็ดงัภาพด้านลา่ง ยีนทีlทําการตรวจสอบ คือ ยีนทีl encode เป็น osteogenic transcription factors จํานวน ` ยีน คือ RUNX2 และ 
SP7 ซึlงเป็น bone early markers รวมทั hงยีนทีl encode โปรตีน collagen type I คือ COL1A1 ซึlงเป็น bone late marker 

 
 
ภาพที6 � ตวัอย่างของผลการวเิคราะห์ด้วยวธีิ Real-time PCR 
โดยยงัไมไ่ด้ทําการวิเคราะห์ทางสถิตอิยา่งละเอียด A) RUNX2 B) SP7 C) COL1A1 
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`.` พบการแสดงออกของยีน RUNX2 สงูในเซลล์ทีlเลี hยงในรูปแบบ 3D culture เมืlอเทียบกบัแบบ `D well plate (ภาพที6 6A) 
และการแสดงออกของยีน RUNX2 มีการเพิlมสงูขึ hนในสปัดาห์ทีl � เมืlอเทียบกบัสปัดาห์ทีl `  

 
2.3 การแสดงออก SP7 มีแนวโน้มคล้ายคลงึกบัยีน RUNX2 โดยในกลุม่ 3D culture มีปริมาณสงูกวา่กลุม่ทีlเลี hยงใน 2D well 

plate (ภาพที6 6B) สิlงทีlนา่สนใจคือ SP7 มีแนวโน้มในการแสดงออกของยีนสงูในสปัดาห์ทีl ` ซึlงตา่งจากยีน RUNX2 ทีlแสดงออกสงูใน
สปัดาห์ทีl �   

 
2.4 ยีน COL1A1 ถกู encode ได้โปรตีน collagen type I ซึlงเป็นหนึlงใน extracellular matrix ทีlสําคญัของกระดกู พบวา่มีการ

แสดงออกในกลุม่ �D culture สงูกวา่กลุม่ `D well plate (ภาพที6 6C) 
 

อยา่งไรก็ตาม ความแปรปรวนในการแสดงออกของยีนยงัมีคา่ไมแ่นน่อนในกลุม่ �D culture อาจเนืlองมาจากคณุภาพของ 
total RNA ทีlสกดัได้ จงึต้องทําการทดลองซํ hา และเพิlมจํานวน n สงูขึ hน จากเดมิทีl n = 4  
 

3. Immunohistochemistry of collage type I  
เซลล์กระดกู osteoblast ได้เพิlมจํานวนขึ hนและได้เข้าไปเจริญเตบิโตในรูพรุนของโครงเลี hยงเซลล์ พบการตดิสีของนิวเคลียส (สี

มว่งเข้ม) และจากการทํา immunohistochemistry สามารถตรวจพบ collagen type II (สนํี hาตาล) ซึlงเป็นโปรตีนทีlสําคญัตอ่โครงสร้าง
กระดกูทั hงในกระดกูจําลองของคนปกตแิละของผู้ ป่วย   

 
ภาพที6 � Immunohistochemistry of collagen type I ของผู้ป่วยรายที6  h 

เซลล์ได้เข้าไปอาศยัและเจริญเตบิโตในชอ่งวา่ของ porous scaffold และสามารถผลติ collagen type I  
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อภปิรายผลการวจัิย 
 สร้างแบบจําลองนอกร่างกายเพืlอใช้ในการวิจยัทางการแพทย์ชว่ยให้นกัวิจยัทราบถงึกลไกในการควบคมุการทํางานของเซลล์
และเนื hอเยืlอเพืlอใช้ในการวางแผนการรักษา การหาโมเลกลุเปา้หมายเพืlอออกแบบยารักษาโรคตา่งๆ รวมไปถงึการทดสอบความ
ปลอดภยัของผลติภณัฑ์ก่อนทีlจะนํามาใช้กบัมนษุย์ สว่นใหญ่การศกึษาการทํางานของเซลล์ในแบบจําลองนอกร่างกายยงัคงทําโดยการ
เพาะเลี hยงเซลล์ในจานเพาะเลี hยงเนืlองจากทําได้งา่ย ได้ผลเร็ว และเป็นการคดักรองผลการทดลองในเบื hองต้น แตข้่อด้อยของการ
เพาะเลี hยงเซลล์ด้วยวิธีนี hคือเซลล์ทีlได้ยงัมีความแตกตา่งกบัเซลล์ทีlอยูใ่นร่างกายมนษุย์ซึlงถกูแวดล้อมด้วยเมทริกซ์นอกเซลล์ แบบจําลอง
อีกชนิดทีlนิยมใช้ในงานวจิยัทางการแพทย์คือการใช้สตัว์ทดลองเพืlอใช้จําลองสภาวะในร่างกายของมนษุย์ แตบ่อ่ยครั hงสตัว์ทดลองยงัมี
ข้อจํากดัในการเลียนแบบสรีรวิทยาของมนษุย์ กลไกระดบัอณชีูววิทยา กลไกการเกิดโรค และผลการตอบสนองทางเภสชัจลศาสตร์ และ
ต้องใช้เงินจํานวนมากในการดแูลสตัว์ทดลอง นอกจากนี hทั hงยงัมีข้อถกเถียงด้านจริยธรรม และการกระทําตอ่สตัว์อยา่งมีมนษุยธรรม เพืlอ
หลีกเลีlยงปัญหาจากการเลี hยงเซลล์ในจานเพาะเลี hยงทีlให้เซลล์ซึlงมีคณุลกัษณะทีlยงัหา่งไกลจากสภาวะจริงในร่างกาย รวมทั hงลดการใช้
สตัว์ทดลองซึlงไมส่ามารถเป็นตวัแทนการทํางานของร่างกายมนษุย์อยา่งสมบรูณ์ โครงการวิจยันี hจงึต้องการเสนอทางเลอืกในการสร้าง
แบบจําลองนอกร่างกายเพืlอใช้ในการวิจยัทางการแพทย์ด้วยการสร้างเนื hอเยืlอในห้องปฏิบตักิารโดยใช้เทคโนโลยีวิศวกรรมเนื hอเยืlอ 

สมมตุฐิานของการทดลองนี hคือเนื hอเยืlอทีlสร้างขึ hนนี hจะมีการแสดงออกของยีนทีlเกีlยวข้องกบักระดกูทั hงในด้านชนิดของยีนทีl
เพิlมขึ hน และปริมาณการแสดงออกยีนทีlเพิlมขึ hน เมืlอเทียบกบัการเลี hยงเซลล์ในจานเพาะเลี hยงแบบปกติ แบบจําลองนอกร่างกายทีlสร้างขึ hน
ถกูนํามาใช้เพืlอการศกึษากลไกการเกิดโรคกระดกูเปราะ โดยเซลล์ทีlนํามาศกึษาในครั hงนี hคือเซลล์กระดกูชนิดออสตโิอบลาสต์ทีlได้รับการ
พฒันาและเปลีlยนแปลงมาจากเซลล์มีเซน็ไคม์ (iMSCs) โดยเซลล์มีเซน็ไคม์นี hได้มาจากเซลล์ต้นกําเนิดทีlได้รับการเหนีlยวนําจากผู้ ป่วย
โรคกระดกูเปราะ (Osteogenetic Imperfecta) อีกตอ่หนึlง ปัจจบุนัการรักษาผู้ ป่วยโรคกระดกูเปราะยงัคงรักษาตามอาการและการให้ยา
ในกลุม่ bisphosphonates ซึlงจะเข้าไปยบัยั hงไมใ่ห้เซลล์ออสตโิอคลาสต์ (osteoclasts) สลายกระดกู จากรายงานทีlผา่นมาพบวา่
บอ่ยครั hงทีlผู้ ป่วยไมต่อบสนองตอ่การรักษาด้วยยาชนิดนี h จงึเป็นเป็นเหตจุงูใจให้มีการค้นหาวิธีในการรักษาด้วยวิธีอืlน โรคกระดกูเปราะ
เป็นโรคทางพนัธกุรรมทีlเกิดจากการกลายพนัธุ์ของยีนหลายชนิดซึlงมีทั hงยีนทีlอยูบ่นโครโมโซมร่างกายซึlงมีลกัษณะการถ่ายทอด
พนัธกุรรมแบบยีนเดน่ (autosomal dominant)  รวมถงึการกลายพนัธุ์ของยีน MBTPS: ซึlงมีการถ่ายทอดแบบลกัษณะด้อยบนโครโมโซม 
X  ความหลากหลายของการกลายพนัธุ์เหลา่นี hอาจเป็นทีlมาของประสทิธิภาพทีlไมเ่ทา่กนัในการรักษาผู้ ป่วยโรคกระดกูเปราะแม้วา่จะให้
ยาชนิดเดียวกนั มีความเป็นไปได้วา่หากทราบตวัชี hวดัทางชีวภาพของโรคกระดกูเปราะเพิlมขึ hน ไมว่า่จะเป็นตวัชี hวดัทางชีวภาพทีlเกีlยวข้อง
กบัการเสริมสร้างกระดกูให้แข็งแรงหรือตวัชี hวดัทางชีวภาพทีlต้องยบัยั hงไมใ่ห้แสดงออก ซึlงการทราบข้อมลูดงักลา่วจะเป็นการสร้าง
ทางเลอืกในการรักษาผู้ ป่วยโรคกระดกูเปราะแตล่ะรายอยา่งจําเพาะเจาะจง  

การสร้างเนื hอเยืlอกระดกูในห้องปฏิบตักิารโดยเทคโนโลยีวิศวกรรมเนื hอเยืlอมีจดุประสงค์หลกัคือเพืlอทดแทนกระดกูทีlสญูเสียไป
จากอบุตัเิหต ุ ความเสืlอมถอยของร่างกาย หรือโรคมะเร็ง โดยทําการสร้างเนื hอเยืlอกระดกูให้มีโครงสร้างและหน้าทีlคล้ายคลงึกบัเนื hอเยืlอ
เดมิ ภายในห้องปฏิบตักิารจะมีการเพาะเลี hยงเซลล์ให้อยูใ่นสภาวะแวดล้อมทีlเหมือนกบัสภาวะแวดล้อมในร่างกายมนษุย์มากทีlสดุ ไมว่า่
จะเป็นอณุหภมูิ ความเป็นกรด-เบส และตวักระตุ้นทีlเหมาะสมตอ่การพฒันาและเปลีlยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู  

ด้วยหลกัการดงักลา่วผู้วิจยัจงึได้สร้างแบบจําลองเนื hอเยืlอกระดกูของผู้ ป่วยโรคกระดกูเปราะ เพืlอใช้เนื hอเยืlอนี hเป็นตวัแทนของ
ผู้ ป่วยในการค้นหาตวัชี hวดัทางชีวภาพ และศกึษากลไกการเกิดโรค ในชว่งแรกของการวิจยัจะเป็นการทดสอบแบบจําลองทีlสร้างขึ hนวา่มี
ความเหมือนหรือแตกตา่งจากเนื hอเยืlอกระดกูมากน้อยเพียงใด โดยการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนทีlเกีlยวข้องกบักระดกู ได้แก่ยีน 
RUNX2, SP7 และ COL1A1 ซึlงทั hง 3 ยีนสามารถแสดงออกในเนื hอเยืlอกระดกูของผู้ ป่วยโรคกระดกูเปราะ และเนื hอเยืlอกระดกูทีlได้มาจาก
เซลล์มีเซน็ไคม์ของคนปกต ิชี hให้เหน็วา่สภาวะแวดล้อมทีlใช้ในการเพาะเลี hยงเซลล์มีความเหมาะสมตอ่การสร้างกระดกูได้เป็นอยา่งดี สิlงทีl
นา่สนใจคือปริมาณการแสดงออกของยีนเหลา่นี hในเซลล์ทีlเลี hยงในสภาวะ 2 มิต ิบนจานเลี hยงเซลล์มีคา่น้อยกวา่ การเลี hยงเซลล์ในสภาวะ 
3 มิตใินโครงเลี hยงเซลล์แบบรูพรุนได้อยา่งชดัเจน  อีกประเดน็หนึlงคือ การแสดงออกของยีน SP7 มีคา่สงูในสปัดาห์ทีl 2 มากกวา่สปัดาห์ทีl 
4 นั hนแสดงให้เหน็วา่ SP7 เป็นยีนทีlแสดงออกในชว่งแรกของการพฒันาและเปลีlยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู ตา่งกบั COL1A1 ทีlจะมีคา่
สงูในสปัดาห์ทีl 4  
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โครงเลี hยงเซลล์แบบรูพรุนทีlใช้ในงานวิจยัในครั hงนี hเป็นชนิด medical grade ซึlงมี hydroxyapatite สว่นประกอบหลกั 
hydroxyapatite เป็นสารอนินทรีย์ทีlเป็นสว่นประกอบหลกัของกระดกู และถกูนํามาใช้ในการซอ่มสร้างกระดกูอยา่งแพร่หลาย  ก่อนหน้า
นั hนกลุม่ผู้วิจยัได้ใช้ decellularized bone แตเ่กรงวา่จะไมส่ามารถแยกได้วา่ collagen type II ทีlตรวจพบในกระดกูทีlสร้างขึ hนใน
ห้องปฏิบตักิาร วา่มาจากเซลล์กระดกูทีlเพาะเลี hยงหรือเป็น collagen type II ทีlยงัตกค้างใน decellularized bone ผลจาก 
immunohistochemistry ชี hให้เหน็วา่เซลล์กระดกูของผู้ ป่วยได้แทรกตวัอยูใ่นรูพรุนอยา่งทัlวถงึและสร้างเมทริกซ์นอกเซลล์ได้ 

ข้อจํากดัของแบบจําลองทีlได้สร้างขึ hนนี hคือ การมีเพียงเซลล์ชนิดเดียว เพาะเลี hยงเซลล์เพียงชนิดเดียว ซึlงอาจยงัไมส่มจริงและยงั
ซบัซ้อนเมืlอเทียบกบัเนื hอเยืlอกระดกู ซึlงอาจขาดปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งเซลล์ชนิดอืlนๆ เชน่เซลล์ออสตโิอคลาส ข้อจํากดัอีกประการคือ กลุม่
ควบคมุควรจะมี genetic back ground อยา่งเดียวกนั คือ เซลล์ของผู้ ป่วยทีlทําการแก้ไขการกลายพนัธุ์ แล้วแปรสภาพมาเป็นเซลล์มีเซน็
ไคม์ แตเ่ราใช้กลุม่ควบคมุคือ MSCs ทีlได้มาจากคนปกต ิ ดงันั hนการวิเคราะห์ข้อมลูหรือเปรียบเทียบจะเน้นเป็นการศกึษาระหวา่ง 2D 
เปรียบเทียบกบั 3D culture system แทนทีlจะเป็น ผู้ ป่วยเปรียบเทียบกบัคนปกต ิ  อีกวิธีทีlจะดําเนินการศกึษาในชว่งทีl 2 คือ การเพิlม
จํานวน  biological samples ของเซลล์มีเซน็ไคม์ของคนปกต ิ จากนั hนนํามาพฒันาและเปลีlยนแปลงให้ได้เซลล์กระดกู osteogenic 
differentiation เพืlอให้ได้แนวโน้มและแบบแผนของการแสดงออกยีนจากเซลล์กระดกูอยา่งมีนยัสําคญั ทั hงในระดบั RNA และ ในระดบั
โปรตีน ทั hงในด้านจํานวนของยีนทีlต้องการศกึษา  
 ท้ายทีlสดุแล้ว ประโยชน์ทีlจะได้รับจากการวิจยันี hคือ  การเข้าใจกลไกการเกิดโรคกระดกูเปราะเพืlอสามารถวางแผนการรักษาได้
อยา่งมีประสทิธิภาพและทนัทว่งทีก่อนทีlอาการของโรคจะรุนแรงขึ hน อีกทั hงเป็นการพฒันาแบบจําลองโรคชนิดอืlน เชน่ โรคในระบบ
ประสาท ระบบทางเดนิอาหาร หรือระบบไหลเวียนเลอืด โดยการใช้เทคโนโลยีวิศวกรรมเนื hอเยืlอ  
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