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Acute hypoxic death has been generally determined as a cause of death in 
forensic examination. There are some circumstances that showed no gross anatomical 
change and thus increased the difficulty in determining hypoxia as cause of death. 
Recent studies demonstrated that miRNA could be used as a biomarker for acute 
hypoxia. We investigated miR-155 miR-210 and miR-373 expressions between acute 
hypoxic case and control groups by quantitative RT- PCR. miR-155 was significantly 
higher in acute hypoxic group then control group (2.27-fold, p<0.05). While miR-373 
showed very low level of expression in both groups. In additional, calulated sample 
size of miR-210 is extremely large suggested that the expression of miR-210 probably 
not statistically significant between both groups. In summary, miR-155 could be a 
promising tool for determining cause of death in hypoxia case. miR-210 and miR-373 
are unsuitable as a diagnosis marker for postmortem acute hypoxia. 
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บทที่ 1 

บทน า 

1. บทน า (Introduction) 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหา (Background and Rationale) 

การเสียชีวิตจากขาดอากาศ หรือ Asphyxial death เป็นการเสียชีวิตจากการขัดขวาง
กระบวนการหายใจ ท าให้เนื้อเยื่อขาดออกซิเจน โดยเฉพาะเนื้อเยื่อและเซลล์สมองส่งผลท าให้หมดสติ
และเสียชีวิต(1, 2) ภาวะขาดออกซิเจนอย่างเฉียบพลัน หรือ Acute hypoxia เป็นภาวะที่เซลล์หรือ
เนื้อเยื่อของสมองและอวัยวะส าคัญ มีการลดระดับของออกซิเจนลงอย่างเฉียบพลัน ตัวอย่างสาเหตุ
ของการเสียชีวิตจากการขาดอากาศเช่น จมน้ า แขวนคอ ถูกบีบรัด  หรือเสียชีวิตจากการถูกกดทับ
บริเวณหน้าอก  

พยาธิสภาพที่พบได้บ่อยจากการตรวจศพกรณีมีที่การขาดอากาศ(1, 2) ประกอบด้วย  
1. จุดเลือดออก (Petechial hemorrhages) บนผิวหนังบริเวณใบหน้าและเยื่อบุเปลือกตา  

(รูปที่ 1) 
2. การค่ังของเลือดและบวมน้ า (Congestion and edema) บริเวณใบหน้า  
3. ใบหน้าและเยื่อบุตาเขียวคล้ า (Cyanosis) 
4. การค่ังของเลือดในหัวใจห้องขวา (Right side heart engorgement) และความเหลวของ

เลือดผิดปกติ (Abnormal fluidity of the blood) 

 
รูปที่ 1 Petechial hemorrhages บนผิวหนังบริเวณเยื่อบุเปลือกตา(2) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 

 
ทั้งนี้พยาธิสภาพที่กล่าวมาข้างต้นนั้นไม่ได้เป็นลักษณะเฉพาะของสาเหตุการเสียชีวิตจากการ

ขาดอากาศเพียงอย่างเดียว แต่ยังสามารถตรวจพบได้ในการเสียชีวิตจากสาเหตุอื่น ๆ ด้วยเช่นกัน จึง
ต้องอาศัยการวัตถุพยานที่เก่ียวข้อง และการตรวจสถานที่เกิดเหตุเพ่ือเป็นส่วนช่วยประกอบในการ
วินิจฉัยหาสาเหตุการเสียชีวิตจากการขาดอากาศ 

ปัจจุบันการวินิจฉัยที่ใช้เป็นมาตรฐานเพื่อหาสาเหตุของการเสียชีวิต คือการชันสูตรศพ 
(Autopsy) แต่ในบางกรณีการชันสูตรศพไม่สามารถให้ข้อมูลที่ชัดเจนถึงสาเหตุการเสียชีวิตได้ 
โดยเฉพาะกรณีขาดอากาศ เช่น ในกรณีการจมน้ าเสียชีวิต ทางผู้วิจัยจึงมีแนวคิดในการหา Biomarker 
ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ เพ่ือเพ่ิมความแม่นย าในการหาสาเหตุของการเสียชีวิต โดยการน าไมโคร
อาร์เอ็นเอ (miRNA) มาใช้เป็นตัวบ่งชี้สาเหตุการเสียชีวิตจากภาวะขาดออกซิเจนอย่างเฉียบพลัน  

miRNA เป็น RNA สายสั้นๆ ท าหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนโดยจับกับ mRNA เพ่ือ
ยับยั้งกระบวนการ translation(3) นอกจากนี้ miRNA สามารถตรวจพบได้ในเลือด(4) ท าให้งานต่อการ
เก็บตัวอย่างเหมาะที่จะน ามาเป็น biomarker ในงานด้านนิติเวชศาสตร์ จากการศึกษาของ 

Holmquist-Mengelbier และคณะ(5) พบว่า Hypoxia-inducible factor 1alpha (HIF-1α) เป็น 
transcription factor หลกัในการตอบสนองต่อภาวะขาดออกซิเจนอย่างเฉียบพลัน ผู้วิจัยจึงเลือก 

miRNA ที่ถูกกระตุ้นด้วย HIF-1α ซึ่งประกอบด้วย miR-155 miR-210 และ miR-373 โดย
เปรียบเทียบการแสดงออกของ miRNA marker ในเลือดของผู้เสียชีวิตจากการขาดอากาศแบบ
เฉียบพลัน กับคนปกติท่ีมีสุขภาพดี โดยใช้เทคนิค real-time PCR และยังไม่มีงานวิจัยใดที่ใช้ miRNA 
ดังกล่าว เป็น Biomarker ตรวจหาสาเหตุการเสียชีวิตจากการขาดอากาศแบบเฉียบพลันมาก่อน 
1.2 วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือศึกษาการแสดงออกของ miR-155 miR-210 และ miR-373 ในผู้เสียชีวิตจาก 
Acute hypoxia 

2. เพ่ือศึกษาความคงสภาพของ miRNA ในเลือดหลังการเสียชีวิต 
 

1.3 ประโยชน์ที่จะได้รับจากการวิจัย 

สามารถน า miR-155 miR-210 และ miR-373 มาประยุกต์ใช้ในการท านายหาสาเหตุของ
การเสียชีวิตในกลุ่ม Acute hypoxia ได้ 
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1.4 กรอบแนวคิดการวิจัย 

  

การวินิจฉัยการเสียชีวิตจากการขาดอากาศบางกรณีไม่พบพยาธิ
ภายนอก ท าให้การวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตเป็นไปได้ยาก จึง
ต้องการเครื่องมือมาช่วยประกอบการวินิจฉัยฯ

ปัจจุบันมีการน า biomarker เข้ามาช่วยในการวินิจฉัยสาเหตุ
การเสียชีวิตจากการขาดอากาศ

ในภาวะขาดออกซิเจน พบว่ามีการแสดงออกของ miR-155 
miR-210 และ miR-373 ที่สูงขึ้น

เปรียบเทียบการแสดงออกของ miR ในกลุ่มผู้ที่เสียชีวิตจาก  
Acute hypoxia และกลุ่มคนปกติท่ีมีสุขภาพดี
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2. ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง (Review of the related literatures) 

2.1 Acute hypoxia 

acute hypoxia เป็นภาวะที่เนื้อเยื่อมีการขาดออกซิเจนอย่างเฉียบพลัน เป็นระยะเวลาน้อย
กว่า 3 ชั่วโมง ส่งผลให้ร่างกายขาดอากาศและเสียชีวิต การเสียชีวิตจาก acute hypoxia อาทิกลุ่มที่
เสียชีวิตจากการขาดอากาศ (asphyxia) เช่น ทางเดินหายใจอุดตัน (airway obstruction) เลือดออก
เฉียบพลนั (acute hemorrhage) การอุดกั้นของถุงลมโดยการบวมน้ าหรือการอักเสบจากการติดเชื้อ 
(blockage of alveoli by edema or infectious exudate) และระบบหัวใจล้มเหลวเฉียบพลัน 
(abrupt cardiorespiratory failure)(6, 7) 

 
2.2 การใช้ Immunohistochemistry ในการตรวจวินิจฉัยการเสียชีวิตจากการขาดอากาศแบบ
เฉียบพลัน 

ในปี 2005 การศึกษาของ Kuhn J. และคณะ(8) ได้มีการศึกษาการแสดงออกของ 

Microtubule-associated protein 2 (MAP2) ในเนื้อเยื่อสมองส่วน hippocampus (areas CA1–

CA4) และ frontal cortex (layers II–VI) ที่ได้จากการผ่าชันสูตร แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่ม control 

เป็นกลุ่มที่เสียชีวิตอย่างฉับพลัน และกลุ่ม hypoxia-ischemia เป็นกลุ่มที่เสียชีวิตจากการขาดอากาศ

พบว่า สมองส่วนของ hippocampus การแสดงออกของ MAP2 จะลดลงอย่างมีนัยส าคัญในกลุ่ม 

hypoxia-ischemia เมื่อเทียบกับกลุ่ม control ผู้วิจยัคาดว่า MAP2 สามารถใช้เป็นข้อมูล

ประกอบการวินิจฉัยในการเสียชีวิตได้ 

การศึกษาของ Bartschat S. และคณะ(6) ในปี 2012  ได้มีการน า Calbindin-D28k ซึ่งเป็น 

Calcium-binding protein มาใช้เป็นตัวบ่งชี้จากการเสียชีวิตที่เกิดจาก acute hypoxia  โดยน า

เนื้อเยื่อของสมองส่วน Cerebellum ของผู้เสียชีวิต แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 เสียชีวิตจาก 

acute hypoxia เช่น เสียชีวติจากการจมน้ า (Drowning) หรือจากการขาดอากาศ (Asphyxia) กลุ่มที ่

2 เสียชีวิตจากหัวใจล้มเหลว เช่น Myocardial infarction และกลุ่มสุดท้ายเสียชีวิตจากการได้รับการ
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บาดเจ็บที่สมองอย่างรุนแรง พบว่าในกลุ่มที่เสียชีวิตจาก acute hypoxia มีการแสดงออกของ 

Calbindin-D28k binding protein  ใน Purkinje cells (PC) ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีเสียชีวิตจากการได้รับการบาดเจ็บที่สมองอย่างรุนแรง (p < 0.05) และกลุ่มท่ี

เสียชีวิตจากหัวใจล้มเหลว (p < 0.001) ผู้วิจัยคาดว่าจะสามารถใช้ Calbindin-D28k เป็นตัวบ่งชี้ใช้

เป็นข้อมูลช่วยประกอบในการหาสาเหตุของการเสียชีวิตที่เกิดจาก acute hypoxia ได้ 

อย่างไรก็ตาม การใช้ Immunohistochemistry เป็น biomarker ในการตรวจหาสาเหตุของ

การเสียชีวิตมีข้อจ ากัด เนื่องจากมีขั้นตอนยุ่งยากในการเตรียมเนื้อเยื่อและใช้เวลานาน 5-7 วัน 

 

2.3 การใช้เอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) ในการหาสาเหตุการเสียชีวิตจากการขาดอากาศแบบ
เฉียบพลัน  

การศึกษาของ  Ishida K.  และคณะ(9) ในปี  2002 ใช้การแสดงออกของ mRNA เป็น 

biomarker ในผู้เสียชีวิตจากจากการขาดอากาศแบบเฉียบพลัน  โดยดูอัตราส่วนการแสดงออกของ 

mRNA ระหว่าง Surfactant-associated protein A1 (SP-A1) และ Surfactant-associated 

protein A2 (SP-A2) เนื่องจากการแสดงออกของ SP-A mRNA จะถูกควบคุมโดยปัจจัยทั้ง 

adenosine 3′,5′-cyclic monophosphate (cAMP), glucocorticoids, interferon γ (IFN γ)  และ  

tumor necrosis factor α (TNFα)  เพ่ือตรวจหาระดับการแสดงออกของ SP-A1 และ SP-A2 ใน

ผู้เสียชีวิตจากการขาดอากาศแบบเฉียบพลันที่แตกต่างจากการเสียชีวิตแบบอ่ืน โดยน าเนื้อเยื่อจาก

ปอดในกลุ่มผู้เสียชีวิตจากการขาดอากาศแบบเฉียบพลัน และกลุ่มควบคุมที่เสียชีวิตจาก acute 

myocardial infarction หรอืเสียชีวิตจากการที่สมองได้รับการบาดเจ็บเฉียบพลัน พบว่าอัตราส่วน

การแสดงออกของ mRNA ระหว่าง SP-A1 และ SP-A2 จะมีค่าสูงกว่าเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม  

ในปี 2006 การศึกษาของ Zhao D. และคณะ(10) ได้ศึกษาเปรียบเทียบการแสดงออก mRNA 

Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) Erythropoietin (EPO) และ Vascular endothelial growth 

factor (VEGF) โดยใช้เทคนิค Quantitative RT-PCR และใช้ mRNA GAPDH เป็น endogenous 

control ในเนื้อเยื่อไตชั้น cortex ทั้ง 2 ข้างของผู้เสียชีวิตแบ่งเป็น 6 กลุ่มดังนี้  

1. fatal blunt/sharp instrument injuries (n = 53/31) 

2. asphyxia (n = 28: aspiration, n = 8; strangulation/hanging, n = 20) 
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3. drowning (n = 27) 

4. fire fatality (n = 62) 

5. acute myocardial infarction/ischemia (AMI, n = 39) 

6. gastrointestinal hemorrhage (n = 5) 

พบว่าในผู้เสียชีวิตจากการจมน้ า (drowning) จะมีการแสดงออกของ HIF-1a และ EPO 

mRNAs น้อยกว่ากลุ่มอ่ืน ๆ และในผู้เสียชีวิตจาก acute myocardial infarction พบการแสดงออก

ของ VEGF mRNA มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ขณะที่การแสดงออกของ mRNA VEGF จะลดลง

ในกลุม่ผู้เสียชีวิตจากการขาดอากาศ ผู้วิจัยคาดว่า mRNA VEGF ไม่ sensitive ในกลุ่มผู้ที่เสียชีวิตจาก

การขาดอากาศ แต่สามารถใช้ mRNA VEGF มาเป็นตวับ่งชี้ช่วยวินิจฉัยในผู้เสียชีวิตจาก acute 

myocardial infarction ได้ 

อย่างไรก็ตาม mRNA ไม่เหมาะที่จะมาใช้เป็น Biomarker เนื่องจาก mRNA จะถูกท าลาย

อย่างรวดเร็วโดยเอนไซม์ ribonuclease ภายหลังการเสยีชีวิต(11) จึงเริ่มมีการใช้ miRNA มาเป็น 

biomarker เพ่ือเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง เนื่องจาก miRNA จะสามารถต้านทานต่อการย่อยของเอนไซม์ 

ribonuclease(12) เพราะ miRNA ถูกหุ้มด้วย microvésicles (MV) หรือจับกับโปรตีนท าให้ทนต่อการ

ย่อยสลาย และมีความเสถียรอยู่ได้นานถึง 12 ชั่วโมง ภายหลังการเสียชีวิต(13, 14) 
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2.4 ไมโครอาร์เอ็นเอ (microRNAs, miRNAs) 

รูปที่ 2 แสดงวิถีการสังเคราะห์ miRNAs(3) 
miRNA เป็น RNA สายสั้น ขนาดความยาวประมาณ 20-23 nucleotides ท าหน้าที่ในการควบคุม

การแสดงออกของยีน  โดยยับยั้งกระบวนการแปรรหัส (translation) หรือท าให้เกิดการย่อยท าลาย

สาย mRNA โดยขั้นตอนการสังเคราะห์ miRNAs ดังรูปที่ 2 เริ่มจากกระบวนการถอดรหัสยีน miRNA 

โดย RNA polymerase II ได้เป็น pri-miRNAs จากนั้น pri-miRNAs จะถูกตัดด้วยเอนไซม์ Drosha 

เป็น pre-miRNAs และออกนอกนิวเคลียสเข้าสู่ไซโตพลาสซึม โดยผ่านทางโปรตีน Exportin5 เมื่อ 

pre-miRNAs อยู่ในไซโตพลาสซึมจะถูกเอนไซม์ Dicer ตัดให้สั้นลง เป็น miRNA duplex และแยก

ออกเป็นสายเดี่ยวเรียกว่า mature miRNA จากนั้น RISC complex จะเข้ามาจับกับ mature miRNA 

เพ่ือควบคุมการแสดงออกของยีน โดย miRNA จับกับ mRNA แบบไม่สมบูรณ์ท าให้เกิดการยับยั้ง

กระบวนการการแปลรหัส (translation) หรือ miRNA จบักับ mRNAs เป้าหมายโดยล าดับเบสของ 

miRNA จะจับแบบสมบูรณ์กับ mRNA เกิดเป็น RNA  สายคู่ส่งผลให้เกิดการสลายของสาย mRNA(3) 

นอกจากนี้ mature miRNA สามารถหลั่งออกนอกเซลล์เข้าไปในระบบหมุนเวียนโลหิตเพ่ือควบคุม

การท างานของร่างกาย ได้โดยหุ้มด้วย vesicle เป็น microvesicles (MV) หรือจับกับโปรตีน ท าให้ 

miRNA สามรถป้องกันการย่อยสลาย โดยเอนไซม์ ribonuclease(4, 15-17) 
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ในทางการแพทย์มีการใช้ miRNA  ใช้เป็น biomarker ในการตรวจหาโรค อาท ิ หัวใจขาด
เลือดเฉียบพลัน (acute myocardial infarction)(15) ในการคัดกรองมะเร็งต่อมลูกหมาก(18) นอกจากนี้
ในทางนิติวิทยาศาสตร์สามารถแยกสารคัดหลั่งของร่างกายโดยอาศัย miRNA profiling เพ่ือบอกที่มา
ชนิดของสารคัดหลั่งในร่างกายได้(19)  

 
2.5 miRNA ที่เกี่ยวข้องกับ acute hypoxia 

2.5.1 Pathway of hypoxia 

รูปที่ 3 แสดงการควบคุมการท างานของ HIFα ในภาวะ normoxia and hypoxia(20) 
 

การตอบสนองของเซลล์ต่อภาวะขาดออกซิเจนจะควบคุมโดย Hypoxia-inducible-factor 

(HIF) โดย HIF จะประกอบด้วย 2  subunit คือ HIFα และ HIFβ จับกันเป็น heterodimer โดยใน

ภาวะที่เซลล์มีออกซิเจนเพียงพอ HIFα จะถูกท าลายโดยผ่านเอนไซม์ Prolyl hydroxylases (PHDs) 
และ Factor inhibiting HIF (FIH-1) โดยจะป้องกันไม่ให้ cofactor อาท ิp300 หรือ cyclic AMP 

response element-binding protein (CBP) มาจับกับ HIFα ส่งผลยับยั้งไม่ให้เกิดการถอดรหัสของ
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ยีน แต่ในภาวะที่เซลล์ขาดออกซิเจน HIFα และ HIFβ จะมาจับกันเป็น heterodimer จะกระตุ้นให้
เกิดการถอดรหัสของยีนที่เก่ียวข้องกับการตอบสนองของเซลล์ในภาวะที่ขาดออกซิเจน(20) ดังรูปที ่3  

ในการศึกษาของ Kulshresht และคณะ(21) ในปี 2007 พบว่าในภาวะ hypoxia จะมี HIFα 
เป็น transcription factor หลักในการกระตุ้น miRNA ให้เซลล์มีการตอบสนองต่อภาวะขาด

ออกซิเจน จะเห็นว่า HIFα เป็นเสมือน sensor ตอบสนองต่อระดับออกซิเจนในเซลล์ 

HIFα ประกอบด้วย HIF-1α, HIF-2α และ HIF-3α โดยหน้าที่ของ HIF-1α เกี่ยวข้องกับ

การตอบสนองต่อเซลล์ในภาวะ Acute hypoxia และ HIF-2α จะตอบสนองต่อภาวะ Hypoxia เมื่อ

มีการขาดออกซิเจนเป็นระยะเวลานาน ส่วน HIF-3α จะควบคุม HIFα แบบย้อนกลับ (Negative-

feedback) ในกรณีท่ี HIFα มีการแสดงออกท่ีมากเกินไป(5)  
จากการศึกษาของ Holmquist-Mengelbier(5) และคณะ ในปี 2006 ได้ท าการเลี้ยงเซลล ์

neuroblastoma ให้อยู่ในภาวะ hypoxia โดยดู activity ของ HIF-1α และ HIF-2α ที่มีปริมาณ

ออกซิเจน 1% พบว่า activity  ของ HIF-1α สูงขึ้นในชั่วโมงแรกๆ และเริ่มมีปริมาณลดลงหลังจาก

ผ่านไป 4 ชั่วโมง ดังรูปที ่4 ในขณะที่ HIF-2α จะมี activity ที่สูงขึ้นหลังจากมีการขาดออกซิเจนเป็น

เวลานานหลายชั่วโมง ซึ่งจะเห็นว่า HIF-1α จะตอบสนองต่อภาวะ acute hypoxia ขณะที ่HIF-2α 
จะตอบสนองต่อภาวะ chronic hypoxia มากกว่า 

รูปที่ 4 แสดง activity โปรตีน HIF-1α และ HIF-2α ในภาวะ hypoxia(5) 
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จากการศึกษาของ Holmquist-Mengelbier และคณะ (5) ในข้างต้นผู้วิจัยจึงเลือก miR-155 

miR-210 และ miR-373 เนื่องจาก miRNA ดังกล่าวจะถูกกระตุ้นการแสดงออกผ่านทาง HIF-1α 
นอกจากนี้ยังพบ miR-155 miR-210 และ miR-373 สามารถตรวจพบได้ในกระแสเลือด(22, 23) 

2.5.2 miRNA ที่เกี่ยวข้องกับ hypoxia 

miR-424 เกี่ยวข้องกับเสถียรภาพของ HIF-1α โดยผ่านทาง  PU.1 ซึ่งเป็น transcription 
factor ตัวหนึ่งที่อยู่บน endothelial cell จะถูกกระตุ้นเมื่อออกซิเจนมีระดับที่ต่ า จากนั้นก็จะส่งผล

ต่อให้ miR-424 มีการแสดงออกท่ีเพ่ิมมากขึ้น อีกทั้ง miR-424 ยังไปกระตุ้น HIF-1α ให้มีเสถียรภาพ
ที่เพ่ิมขึ้น(24) miR-21 ในการเลี้ยงเซลล์ cardiac myocytes ของหนู rat พบว่าในภาวะเซลล์ขาด
ออกซิเจน miR-21 จะไปยับยั้งกระบวนการ apoptosis ผ่านทางยีน PDCD4(25) ในภาวะ hypoxia 

miR-199a มีการแสดงออกท่ีลดลง โดยส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการแสดงออกของ HIF-1α(26)  
 
2.5.2.1 miR-155  

ในภาวะขาดออกซิเจน (hypoxia) miR-155 เกี่ยวข้องกับกระบวนการ glucose 
metabolism โดยจะไปกระตุ้นเอนไซม์ Hexokinase II (HK2) ส่งผลให้กระบวนการ glycolysis 
เพ่ิมข้ึน(27) และกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ angiogenesis โดยยับยั้งการแสดงออกของ ELK3(28) แต่
เมื่อเซลล์มีการขาดออกซิเจนเป็นระยะเวลานาน miR-155 มีผลในการยับยั้งแบบย้อนกลับของ      

HIF-1α โดยจะไปยับยั้งการแสดงออกของ HIF-1α ให้ลดลง(29)  

ส าหรับการวินิจฉัยทางคลินิก ในปี 2017 การศึกษาของ Jairajpuri และคณะ(30) ดูการ
แสดงออกของ 84 miRNAs ในพลาสมาของกลุ่มหญิงตั้งครรภ์ที่มีภาวะครรภ์เป็นพิษ เปรียบเทียบกับ
หญิงตั้งครรภ์มีภาวะปกติ พบว่ามีการแสดงออกท่ีเพ่ิมขึ้นของ miR-155 (p = 0.0034) ในกลุ่มหญิง
ตั้งครรภ์ที่มีภาวะครรภ์เป็นพิษ เมื่อเปรียบกับหญิงตั้งครรภ์มีภาวะปกติ และเมื่อเปรียบเทียบการ
แสดงออกของ miRNAs ในกลุ่มหญิงตั้งครรภ์ที่มีภาวะครรภ์เป็นพิษแบบ severe pre-eclampsia 
(sPE) และ mild pre-eclampsia (mPE) พบว่ามีรูปแบบการแสดงออกของ miRNAs เช่นเดียวกับ
กลุ่มท่ีเปรียบเทียบในกลุ่มหญิงตั้งครรภ์ที่มีภาวะครรภ์เป็นพิษ กับหญิงตั้งครรภ์มีภาวะปกติในหญิง
ตั้งครรภ์ที่มภีาวะครรภ์เป็นพิษ  

2.5.2.2 miR-210  

miR-210 เป็น miRNA หลักในการควบคุมการตอบสนองของเซลล์ในภาวะ hypoxia โดย
ยับยั้งทั้งกระบวนการ cell proliferation, mitochondrial metabolism, DNA repair และกระตุ้น 
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angiogenesis(31) นอกจากนี้ miR-210 จะมีกลไกกระตุ้น HIF-1α แบบย้อนกลับ (Positive-
feedback)(32)  โดยในภาวะ hypoxia จะพบการแสดงออกของ miR-210 สูงขึ้นและ miR-210 ไป
ยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like (GPD1L) ที่

กระตุ้นการท างานของเอนไซม์ PHDs ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย HIF-1α  ส่งผลให้ HIF-1α ไม่ถูก

ท าลายและมีเสถียรภาพจับกับ HIF-1β เพ่ือควบคุมการแสดงออกของยีนให้ตอบสนองต่อภาวะ 
hypoxia ดังรูปที่ 5   

รูปที่ 5 แสดง miR-210 ที่มีผลต่อระดับ HIF-1α(32) 

การศึกษาด้านคลินิกของ miR-210 ในปี 2012 การศึกษาของ Zhang และคณะ(33) ดูการ

แสดงออกของ miR-210 ในพลาสมาของหญิงตั้งครรภ์มีภาวะครรภ์เป็นพิษแบบ mPE และ sPE 

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เป็นหญิงตั้งครรภ์มีสุขภาพดี พบว่า miR-210 มีการแสดงออกท่ีสูงใน

กลุ่มของหญิงในภาวะครรภ์เป็นพิษ ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับการศึกษาของ Biro และคณะ(34) การศึกษา

ของ Whitehead และคณะ(35) ใช้เลือดที่ได้จากมารดาเพ่ือวินิจฉัยความเสี่ยงในการตั้งครรภ์ต่อภาวะ

ขาดออกซิเจนแบบฉับพลัน (Acute hypoxia during labour) และเรื้อรัง (Chronic Hypoxia in 

FGR) โดยในภาวะที่ทารกมีขาดออกซิเจนแบบฉับพลันจะพบการแสดงออกของ miR-210 ในเลือดของ

มารดาครรภ์ต่อภาวะขาดออกซิเจนแบบฉับพลันขณะคลอดเมื่อเทียบกับก่อนคลอด ในปี 2016 

การศึกษาของ Munaut และคณะ(36) ศึกษาการแสดงออกของ 17 miRNAs โดยใช้ serum ของหญิง

ตั้งครรภ์มีภาวะครรภ์เป็นพิษ เปรียบเทียบกับหญิงตั้งครรภ์มีสุขภาพดี พบว่ามีการ แสดงออกของ 

Hypoxia-regulated miRNA Target mRNA Regulatory effect 

Induced hypoxamirs   

MiR-21 PDCD4 ยบัย ั้ง apoptosis 

 MiR-155 HIF1α ยบัย ั้งแบบยอ้นกลบัของ HIF-1α ในภาวะ 
prolong 

MiR-210 ISCU 

RAD52 

GPD1L 

Impairment of mitochondrial function  
Inhibition of DNA repair  

เพิ่มเสถียรภาพของ HIF-1α 

MiR-373 RAD23B ยบัย ั้ง DNA repair 

MiR-424 CUL2 เพิ่มเสถียรภาพของ HIF-1α 

Repressed hypoxamirs   

MiR-199a HIF1α กระตุน้ HIF1α 
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miR‐210‐3p และ miR-210-5p เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ในกลุ่มหญิงตั้งครรภ์ที่

มีภาวะครรภ์เป็นพิษ  

 

2.5.2.3 miR-373 

miR-373 เกี่ยวข้องกับการลดลงของ DNA repair โดยจะไปยับยั้งโปรตีน RAD23B(37) 
การศึกษาด้านคลินิคของ miR-373 ในปี 2013 การศึกษาของ Whitehead และคณะ(35) ใช้เลือดที่ได้
จากมารดาเพ่ือวินิจฉัยความเสี่ยงในการตั้งครรภ์ต่อภาวะขาดออกซิเจนแบบฉับพลัน (Acute hypoxia 
during labour) และเรื้อรัง (Chronic Hypoxia in FGR) โดยในภาวะที่ทารกมีขาดออกซิเจนแบบ
ฉับพลันจะพบการแสดงออกของ miR-373 ลดลงในเลือดของมารดาครรภ์ต่อภาวะขาดออกซิเจนแบบ
ฉับพลันขณะคลอดเมื่อเทียบกับก่อนคลอด  รายละเอียดการศึกษาทางคลินิกของ miR-155, miR-
210 และ miR-373 ได้สรุปไว้ในดังแสดงในตารางที่ 1  
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ตารางท่ี 1 การวินิจฉัยทางคลินิกของ miR-155 miR-210 และ miR-373 ที่เกี่ยวข้องกับ Acute 
hypoxia 

miRNAs Expression Specimens Patients Methods Normalizer References 

miR-210 Up-regulate Plasma Mild pre-
eclampsia  
Severe pre- 
eclampsia 

Real-time 
qPCR 

U6 (33) 

miR-210  Up-regulate Whole blood Acute 
hypoxia 
during 
labour 

Real-time 
qPCR 

RUN-48 
RUN-6b 

(35) 

miR-373 Down-
regulate 

miR‐210‐3p  
miR-210-5p  

Up-regulate Serum Pre-
eclampsia 

Real-time 
qPCR 

RUN6 
cel-miR-39 

(36) 

miR-155  
miR-210  

Up-regulate Plasma Severe pre- 
eclampsia 

Microarray cel-miR-39 (30) 

miR-210 Up-regulate Plasma Severe pre- 
eclampsia 

Real-time 
qPCR 

UniSp6 (34) 
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2.5.6 Endogenous control ทีใ่ช้ในการศึกษาการแสดงออกของ miRNA  

ในการวิเคราะห์ผลเปรียบเทียบการแสดงของ miRNA โดยใช้เทคนิค real-time PCR การ
เลือก endogenous control ที่ดีจะท าให้การวิเคราะห์ผลการวิจัยถูกต้องมากข้ึน endogenous 
control ที่นิยมน าใช้ อาทิ U6 เป็น Small-nucleolar RNA (snRNA) พบการแสดงออกของ U6 คงที ่
และไม่มีความสัมพันธ์กับโรคทางคลินิกจึงท าให้ U6 เหมาะที่จะน ามาใช้เป็น endogenous 
control(38) แต ่U6 ไม่เหมาะที่จะเป็น endogenous control ในตัวอย่างเลือด เนื่องจาก U6 เป็น 
snRNA เมื่อออกมานอกเซลล์จะไม่เสถียรและถูกท าลายด้วย RNAse(39, 40) จากการศึกษาก่อนหน้านี้ มี
การใช้ miRNA เป็น endogenous control ในการวิจัยในตัวอย่างเลือด เนื่องจาก miRNA หุ้มด้วย 
vesicle ท าให้ miRNA สามรถป้องกันการย่อยสลายโดยเอนไซม์ ribonuclease(4, 15-17) miRNA ที่
นิยมน ามาเป็น endogenous control อาทิ miR-24 miR-126 และ miR-484 มีความเสถียรใน 
serum(41) miR-16 และ miR-93 เหมาะเป็น endogenous control ในมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ(42) 

miR-191 เหมาะที่น ามาใช้เป็น endogenous control ใน serum ของผู้ป่วยมะเร็งเต้านม(43) แต ่
miR-16 และ miR-93 ไม่เหมาะที่จะเป็น endogenous control เพราะไม่ทนต่อ RNase เช่นเดียวกับ 
U6(39) miR-24 และ miR-484 ไม่เหมาะจะเป็น endogenous control ในงานวิจัยนี้ เนื่องจาก miR-
24 และ miR-484 เกี่ยวข้องกับกระบวนการ hypoxia(44, 45)  

งานวิจัยนี้จึงเลือก miR-126 และ miR-191 เพ่ือคัดเลือกเป็น endogenous control ที่
เหมาะสมในการดูการแสดงออกของ miRNA ในเลือดของผู้เสียชีวิตจากการขาดออกซิเจนอย่าง
เฉียบพลันต่อไป  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15 

บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย (Research Design) 

การวิจัยแบบ Analytical cohort study  
3.2 ระเบียบวิธีวิจัย (Research Methodology) 

3.2.1 การหาขนาดตัวอย่างที่เหมาะสม 

เนื่องจากยังไม่มีงานวิจัยใดที่น า miR-155 miR-210 และ miR-373 มาใช้เป็น biomarker ใน
ตัวอย่างเลือดของผู้เสียชีวิตมาก่อน ผู้วิจัยจึงได้ท าวิจัยน าร่อง (Pilot study) โดยใช้ตัวอย่างในกลุ่ม 
acute hypoxia และ control กลุ่มละ 10 ตัวอย่าง เพ่ือค านาณหาค่าเฉลี่ย (Mean) และส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (S.D.)  เพ่ือใช้ในการหาขนาดประชากร ดังสูตรต่อไปนี้ 
 

𝑛 =
(Z𝛼

2
+ 𝑍𝛽)

2

(𝜎1
2 + 𝜎2

2)

∆2
 

 

n = ขนาดตัวอย่างที่ต้องการ 

α = type I error ผู้วิจัยก าหนดระดับนัยส าคัญ 0.05  
(ดังนั้นค่า Zα/2 จากการเปิด ตาราง two–tailed=1.96) 

β = type II error ผูว้ิจัยก าหนดความคลาดเคลื่อน 5 % หรือ β = 0.2  

(ดังนั้น Power = 1- β = 80%) ค่า Zβ จากการเปิดตาราง = 0.84) 

Δ = μ
2 - μ1 (ค่าเฉลี่ยของความแตกต่างระหว่างกลุ่ม)  

σ = ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation)  
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3.2.2 กลุ่มประชากรเป้าหมาย (Target Population) 

วัตถุประสงค์ เพ่ือศึกษาการแสดงออกของ miR-155 miR-210 และ miR-373 ในผู้เสียชีวิต
จาก acute hypoxia 

กลุ่มที ่1 Acute hypoxia  
 เกณฑ์คัดเข้า 

▪ ผู้เสียชีวิตทันที สาเหตุจากการแขวนคอ ไม่พบการกู้ชีพ 
▪ รายงานผลการผ่าชันสูตรพลิกศพยืนยันสาเหตุการเสียชีวิตจากการขาดอากาศ 
▪ มีใบยินยอมจากผู้แทนโดยชอบธรรม 
▪ เสียชีวิตไม่เกิน 12 ชั่วโมง 
▪ อายุ 18-40 ปี 

เกณฑ์คัดออก 

▪ เสียชีวิตจากสาเหตุอื่น 
▪ มีประวัติโรค ถุงลมโป่งพอง (COPD) หอบหืด (Asthma) หรือมะเร็งเต้านม 

เก็บตัวอย่างเลือดจาก Peripheral blood ในหลอดเก็บเลือด EDTA ฝาสีม่วงขนาด 2.5 มิลลิลิตร 
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส และเก็บสมองส่วน cerebellum เพ่ือใช้ในการย้อมด้วย H&E 
และดูพยาธิสภาพของเซลล์ Purkinje 

กลุ่มที ่2 Control  
เข้าถึงอาสาสมัครโดยการติดต่อส่วนตัวกับพนักงานภาควิชานิติเวชศาสตร์ โรงพยาบาจุฬาลงกรณ์

ที่เข้ารับการตรวจสุขภาพประจ าปี 
 เกณฑ์คัดเข้า 

▪ อายุระหว่าง 18-40 ปี 
 
เกณฑ์คัดออก 

▪ มีประวัติโรค ถุงลมโป่งพอง (COPD) หอบหืด (Asthma) หรือมะเร็งเต้านม จาก
เวชระเบียน 

เก็บตัวอย่างเลือดจาก Peripheral blood ในหลอดเก็บเลือด EDTA ฝาสีม่วงขนาด 2.5 มิลลิลิตร 
และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  
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3.3 วิธีด าเนินการวิจัย 

3.3.1 เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

1. Centrifuge 
2. Automatic Pipette 
3. GeneAmp PCR System 9700 
4. Laminar Flow Hood 
5. 7500 Real-time PCR system 
6. NanoDrop ยี่ห้อ Thermo scientific 2000 

 
3.3.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. miRNeasy Serum/Plasma (50) 
2. TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit, 200 rxn 

3. TaqMan® MicroRNA Assays, inventoried, small scale 

miRNA marker 

− miR-155-5p 

− miR-210-5p  

− miR-373-5p 

Endogenous control  

− mir-191-5p 

− mir-126-3p 

รายละเอียดของ miRNA marker และ endogenous control ดังแสดง

ในตารางท่ี 2 

4. TaqMan® Universal PCR Master mix II with UNG, 1x5ml  
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ตารางท่ี 2 รายละเอียดของ miRNA marker และ endogenous control ที่ใช้ในงานวิจัย 
miRNA Mature miRNA sequence (5′→ 3′) miRBase* Assay-ID** 

hsa-miR-155-5p UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU MIMAT0000646 2623 
hsa-miR-210-5p AGCCCCUGCCCACCGCACACUG MIMAT0026475 467276_mat 
hsa-miR-373-5p ACUCAAAAUGGGGGCGCUUUCC MIMAT0000725 562 

hsa-miR-126-3p UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG MIMAT0000445 2228 
hsa-miR-191-5p CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG MIMAT0000440 2299 

*miRBase: mirBase accession number.  
**Assay-ID: TaqMan MiRNA Assays ID. 
 

3.3.3 การขอความยินยอมในการเก็บตัวอย่าง  

ทุกกลุ่มตัวอย่างจะมีการอธิบายวัตถุประสงค์ของการวิจัย ระยะเวลาของการท าวิจัย วิธีการ
วิจัย อันตรายที่อาจจะเกิดขึ้นจากการวิจัย รวมทั้งประโยชน์ที่เกิดขึ้นจากการวิจัย สิทธิในการยกเลิกใน
การเข้าร่วมโครงการ และการเก็บข้อมูลส่วนตัวในกลุ่มผู้เสียชีวิต และกลุ่มคนปกติคณะผู้วิจัยจะเก็บไว้
เป็นความลับ โดยการเก็บตัวอย่างในผู้เสียชีวิตจะขอความยินยอมการใช้ตัวอย่างจากผู้แทนโดยชอบ
ธรรม มีเอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมของอาสาสมัคร และเอกสารแสดงยินยอมการใช้ศพเพื่อ
การศึกษา และการเก็บตัวอย่างในคนปกติจะขอยินยอมการใช้ตัวอย่างจากอาสาสมัคร มีเอกสารแสดง
ความยินยอมเข้าร่วมของอาสาสมัคร และมีเอกสารชี้แจงค าอธิบายส าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย โดย
งานวิจัยนี้ได้ผ่านการรับรองจริยธรรมจากจริยธรรมการวิจัยคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย (IRB No. 614/59) 

3.3.4 การเตรียมตัวอย่างเลือด (Sample preparation) 

เก็บตัวอย่างเลือดจากหลอดเลือดด าต้นขา (Femoral vein)  ในหลอดเก็บเลือด EDTA ฝาสี
ม่วงขนาด 2.5 มิลลิลิตร และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาท าการวิเคราะห์ 

 
3.3.5 ขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอย่าง (miRNeasy Serum/Plasma 

Protocol) 

การสกัด miRNA จากตัวอย่างโดยใช้ชุดสกัด miRNeasy Serum/Plasma ตามเกณฑ์วิธี ดังนี้ 
1. น าเลือดมาปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด ขนาด 1.5 มิลลิลิตร   
2. เติม QIAzol Lysis ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร 
3. Vortex แล้วตั้งทิ้งไว้ 5 นาที 
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4. เติม chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  
5. Vortex แล้วตั้งทิ้งไว้ 2-3 นาที แล้วปั่นด้วยเครื่อง centrifuge 10,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 15 นาท ี 
6. ดูดส่วนใส หรือ upper phase ใส่ในหลอดใหม ่ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 
7. เติม 100% ethanol ปริมาตร 900 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน 
8. ดูดสารละลายในข้อ 7 ปริมาตร 700 ไมโครลิตรลงใน miniElute spin column ขนาด 

2 มิลิลิตร แล้วปั่นด้วยเครื่อง Centrifuge โดยใช้ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที ดูดสารกลับ column แล้ว centrifuge 
เหมือนเดิมอีกครั้ง 

9. เติม RWT buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แล้วปั่นด้วยเครื่อง centrifuge โดยใช้
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที  

10. ดูดของเหลวออก 
11. เติม RPE buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วปั่นด้วยเครื่อง centrifuge โดยใช้

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที 
12. ดูดของเหลวออก 
13. เติม 80% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วปั่นด้วยเครื่อง centrifuge โดยใช้

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาท ี
14. เปลี่ยน collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร 
15. เปิดฝา tube แล้วปั่นด้วยเครื่อง centrifuge โดยใช้ความเร็วสูงสุด อุณหภูมิ 25        

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ี
16. เปลี่ยน collection tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
17. เติม RNase-free water ปริมาตร 15 ไมโครลิตร แล้วปั่นด้วยเครื่อง centrifuge โดยใช้

ความเร็วสูงสุด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาท ี
18. ตรวจสอบปริมาณของ miRNA โดยการวัดการดูดกลืนแสงโดยเครื่อง NanoDrop ที่

ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร   
19. เก็บสารละลายที่อุณหภูมิ -20 ถึง -70 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาวิเคราะห์ 
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3.3.6 ขั้นตอนการสังเคราะห์ cDNA (Reverse Transcription) (TaqMan Small 
RNA Assays Protocol)  

การสังเคราะห์ Single-stranded cDNA จาก Total RNA samples โดย TagMan® 

MicroRNA Reverse Transcription Kit ซึ่งเก่ียวข้องกับกระบวนการดังนี้ 
1. ผสม RT master mix ใน polypropylene tube ดังแสดงตารางท่ี 3 
2. ละลาย RT Primer tubes แล้ว spin down  

ท าการใส่ RT master mix ปริมาตร 12.0 ไมโครลิตร ที่ม ี total RNA ลงใน 
polypropylene reaction tube ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 

3. ถ่าย RT primer ปริมาตร 3 ไมโครลิตร จากแต่ละ Assay ลงใน RT reaction tube ปิด
ฝา และ spin down  

4. ต้ัง reaction volume ไปที่ 15.0 ไมโครลิตร  
5. น า reaction tube บรรจุลงใน Thermal cycler  
เริ่มการ reverse-transcription โดยใช้ condition ดังแสดงในตารางท่ี 4 

 
ตารางท่ี 3 การเตรียม reverse transcription master mix 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  

Component 1X (μl) 

100 mM dNTPs (with dTTP) 0.15 

MultiScribeTM Reverse Transcriptase, 50 U/μl 1.00 

10X Reverse Transcription Buffer 1.50 

RNase Inhibitor, 20 U/μl 0.19 

Nuclease-free water 7.16 

5X RT primer 3 

RNA sample (10 ng/μl) 2 

Total volume 15 
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ตารางท่ี 4 Condition ในการตั้งค่า RT-PCR 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

3.3.7 การวัดปริมาณ cDNA (Real-time PCR)  

1. ท าการผสม PCR reaction mix ดังแสดงในตารางที่ 5  
2. ปิเปต PCR reaction mix ใส่ในหลุมบน MicroAmp® Optical 96 well Reaction 

plate  
3. ปิด plate โดยใช้ Optical Adhesive Cover จากนั้น Spin down เพ่ือไล่ฟองอากาศ  

4. บรรจุ plate เข้าสู่เครื่อง Real‐time PCR  
5. ตั้งค่า condition ดังแสดงในตารางท่ี 6 

ตารางท่ี 5 การเตรียม Real-Time PCR reaction mix 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Step Time (min) Temperature (°C) 

Hold 30 16 

Hold 30 42 

Hold 5 85 

Hold ∞ 4 

Component 1X(μl) 

TagMan® Small RNA Assay (20X)
 
 1.00 

Product from RT reaction 1.33 

Tagman® Universal PCR Master Mix II (2X), no UNG 10.00 

Nuclease-free water 7.67 

Total volume 20.00 
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ตารางท่ี 6 Condition ในการตั้งค่า Real‐time PCR 

 

3.4 การวิเคราะห์ข้อมูล 

เปรียบเทียบการแสดงออกของ marker โดยใช้เทคนิค 2-∆∆Ct method(46) วิเคราะห์ผลโดย 
Mann-Whitney Test ในโปรแกรม SPSS statistics 22 
  

 
 
 

Step 

Optional AmpErase® 
UNG activity 

Enzyme 
Activation 

 
PCR 

 
HOLD 

 
HOLD 

CYCLE (40 cycles) 

Denature Anneal/extend 

Temperature 50°C 95°C 95°C 60°C 

Time 2 min 10 min 15 secs 60 secs 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 
4.1 ลักษณะตัวอย่างของกลุ่ม Acute hypoxia และ กลุ่ม Control 

ตัวอย่างทั้งหมด 20 ตัวอย่าง ของกลุ่ม acute hypoxia และ กลุ่ม control แสดงรายละเอียด
ไว้ใน ดังแสดงในตารางที่ 7 โดยค่าเฉลี่ยของอายุทั้ง 2 กลุ่มไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ               
(p > 0.05) 
ตารางท่ี 7 แสดงลักษณะของตัวอย่างของกลุ่ม acute hypoxia และ กลุ่ม control 

 
Characteristics 

Acute 
hypoxia 
(n=10) 

Control 
group 
(n=10) 

อายุ (Mean(S.D.) 25.5 (5.681) 26.6 (2.914) 
เพศ 

ชาย (%) 
หญิง (%) 

 
8 (80%) 
2 (20%) 

 
5 (50%) 
5 (50%) 

Post-mortem interval (PMI) 
น้อยกว่า 2 ชั่วโมง 

2-4 ชั่วโมง 
4-6 ชั่วโมง 
6-8 ชั่วโมง 

 8-12 ชั่วโมง 

 
1 
3 
1 
2 
3 

 

  
รายละเอียดการเก็บตัวอย่างเลือดจากผู้เสียชีวิตในกลุ่ม acute hypoxia และผลจากการย้อม 

H&E ของสมองส่วน cerebellum เพ่ือดูพยาธิสภาพของเซลล์ Purkinje แสดงรายละเอียดไว้ใน ดัง
แสดงในตารางท่ี 8 พบว่าปริมาณของเซลล์ Purkinje ทั้ง 10 ตัวอย่างมีความหนาแน่นระหว่าง 7 ถึง 
14 เซลล์ต่อ 1 mm3 ซึ่งถือว่าปริมาณของเซลล์ Purkinje เป็นปริมาณปกติในผู้เสียชีวิตจากการขาด
ออกซิเจน(47) 
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ตารางท่ี 8 รายละเอียดการเก็บตัวอย่างเลือดของผู้เสียชีวิตในกลุ่ม acute hypoxia และปริมาณ
ของเซลล์ Purkinje 

Sample อาย ุ(ปี) เพศ PMI ปริมาณของ 
เซลล์ Purkinje 

(cells/1 mm3)* 

เก็บเลือดทันที
ในที่เกิดเหตุ 

H1 20 ชาย 2-4 ชั่วโมง 11  

H2 25 หญิง 8-12 ชั่วโมง 14  

H5 29 ชาย 4-6 ชั่วโมง 10 / 
H6 19 ชาย 2-3 ชั่วโมง 9 / 

H7 25 ชาย 0-2 ชั่วโมง 7 / 
H8 33 ชาย 2-4 ชั่วโมง 7 / 

H9 31 ชาย 8-12 ชั่วโมง 10  

H10 19 ชาย 6-10 ชั่วโมง 9  
H11 33 ชาย 8-12 ชั่วโมง 8 / 

H12 21 หญิง 6-8 ชั่วโมง 9 / 

*Purkinje-cells density measures (No. cells/1 mm3). counted in magnification 10×.  
มากกว่า 7.60 cells/1 mm3 = ปริมาณของเซลล์ Purkinje        ปกติในผู้เสียชีวิตจากการขาด
ออกซิเจน(47)  
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4.2 คุณภาพและความเข้มข้นของ RNA ที่ได้จากการสกัด 

ความเข้มข้นของ RNA ที่สกัดได้ในกลุ่ม acute hypoxia มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 150.0 ng/ul ส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) เท่ากับ 68.477 และในกลุ่ม control ความเข้มขน้ของ RNA ที่สกัดได้มี
ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 77.1 ng/ul ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) เท่ากับ 28.114 ดังแสดงในตารางที่ 9 
 
ตารางท่ี 9 แสดงความเข้มข้นของ RNA ที่ได้จากการสกัดในกลุ่ม acute hypoxia และ กลุ่ม 
control 

 A260/A280 A260/A230 RNA (ng/ul) 

Acute hypoxia 
Mean (S.D) 

 
1.83 (0.153) 

 
0.86 (0.496) 

 
150.0 (68.477) 

Control 
Mean (S.D) 

 
1.72 (0.090) 

 
0.73 (0.490) 

 
77.1 (28.114) 

 
4.3 การเลือก Endogenous control ที่เหมาะสม 

endogenous control ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ คือ miR-191 และ miR-126 ค่าเฉลี่ยของ             
2-Ct miR-191 ในกลุ่ม acute hypoxia และ กลุ่ม control เท่ากับ 5.9 x 10-6 และ 3.2 x 10-6 ตามล าดับ 
ส่วนค่าเฉลี่ยของ 2-Ct miR-126  ในกลุ่ม acute hypoxia และ กลุ่ม control เท่ากับ 6.2 x 10-6 และ    
3.2 x 10-6 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของ endogenous control ทัง้สอง พบว่า    
miR-191 มีการแสดงออกในกลุ่ม acute hypoxia 1.82 เท่า (p = 0.07) เมื่อเทียบกับกลุ่ม control 
และ miR-126 มีการแสดงออกในกลุ่ม acute hypoxia 1.92 เท่า (p = 0.03) เมื่อเทียบกับกลุ่ม 
control จะเห็นว่าการแสดงออกของ miR-191 ในทั้ง 2 กลุ่มไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ miR-191 เป็น endogenous control ในการท าการวิจัยต่อไป และค่า 2-Ct ของ 
endogenous control ทั้งสองดังแสดงในตารางท่ี 10 และเนื่องจาก miR-126 มีการแสดงออกท่ี
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p = 0.03) ในกลุ่มผู้เสียชีวิตจากภาวะขาดออกซิเจนอย่าง
เฉียบพลัน เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม จึงน า miR-126 มาคัดเลือกเป็น biomarker ในงานวิจัยนี้
ด้วย   
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ตารางท่ี 10 เปรียบเทียบแสดงออกของ endogenous control miR-191 และ miR-126 ใน
กลุ่ม acute hypoxia และ control 

Endogenous control Means* S.D. p value** 

miR-191   
0.07 Acute hypoxia 5.9 x 10-6 4.037 x 10-6 

Control 3.2 x 10-6 1.967 x 10-6 

miR-126   
0.03 Acute hypoxia 6.2 x 10-6 6.609 x 10-6 

Control 3.2 x 10-6 4.163 x 10-6 

*2-Ct endogenous control   
** Mann-Whitney Test 

 
4.4 การหาขนาดตัวอย่างท่ีเหมาะสม 

ผลการค านวณขนาดตัวอย่างที่เหมะสมของ miR-126, miR-155 และ miR-210 เท่ากับ 
1808, 3 และ 1273 ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 11 ส าหรับ miR-373 ไม่สามารถค านวณหาขนาด
ตัวอย่างที่เหมาะได้ เนื่องจาก miR-373 พบการแสดงออกที่น้อยมากท้ังกลุ่ม acute hypoxia และ
กลุ่ม control จึงได้ตัด miR-373 ออกจากการวิเคราะห์ผลการทดลอง  

ตารางท่ี 11 สรุปการแสดงออกของ miR-155 และ miR-210 ของกลุ่ม acute hypoxia กลุ่ม 
control และขนาดตัวอย่างที่เหมาะสมของแต่ละ miRNA marker 

 miR-126 miR-155 miR-210 

Acute hypoxia    

Mean* 0.3153 6.4431 11.3339 
S.D. 0.86607 0.617774 0.525635 

Control    

Mean* 0.3827 7.6259 11.2794 
S.D. 0.54534 0.278574 0.453792 

Sample size 1808 3 1273 

*Ct = Ct miRNA marker – Ct miR-191  
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4.5 การแสดงออกของ miRNA marker 

การแสดงออกของ miR-155 โดยใช้เทคนิค real-time qPCR ในกลุ่ม acute hypoxia  และ
กลุ่ม control โดยใช้ miR-191 เป็น endogenous control พบว่าค่า Ct ของ miR-155 เท่ากับ 
6.44 ± 0.62 และ 7.63 ± 0.23 ในกลุ่ม acute hypoxia และกลุ่ม control ตามล าดับ miR-155 มี
การแสดงออกในกลุ่ม acute hypoxia มากว่ากลุ่ม control อยู่ 2.27 เท่า และพบว่ามีการแสดงออก
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p = 0.001) ระหว่างกลุ่ม acute hypoxia และกลุ่ม control 
สรุปดังแสดงในตารางท่ี 12 และรูปที ่6 ไมส่ามารถวิเคราะห์ผลการแสดงออกของ miR-126, miR-
210 และ miR-373 ได้เนื่องจาก miR-126 และ miR-210 มีข้อจ ากัดในการเก็บตัวอย่าง ขณะที ่   
miR-373 มีค่า Ct (cycle threshold) มากกว่า 35 cycle ทั้งในกลุ่ม acute hypoxia และกลุ่ม 
control จึงไม่ได้น ามาวิเคราะห์ผลการแสดงออก 

 
ตารางท่ี 12 การแสดงออกของ miR-155 ในกลุ่ม acute hypoxia และกลุ่ม control 

 
miRNA 

Ct
a  

FCb 
 

Pc Acute 
hypoxia 

Control 

miR-155 6.44 ± 0.62 7.63 ± 0.23 2.27 0.001 
a Ct = Ct miRNA marker – Ct miR-191, (presented as mean ± SD). 
b FC: fold change, determined by 2-CT method (Ct = Ct test - Ct control). 
c Mann-Whitney test 
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รูปที่ 6 การแสดงออกของ miR-155 ระหว่างกลุ่ม acute hypoxia และ กลุ่ม control  
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

miRNA ในเลือดเป็น biomarker ที่ส าคัญในการวินิจฉัยการด้านการแพทย์ รวมถึงการ
วินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตจากการขาดออกซิเจนอย่างเฉียบพลัน ในการวิจัยนี้ดูการแสดงออกของ 
miR-155 miR-210 และ miR-373 ในเลือดของผู้เสียชีวิตจากการขาดออกซิเจนอย่างเฉียบพลัน 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมคนปกติที่มีสุขภาพดี โดยใช้เทคนิค real-time PCR โดยเก็บตัวย่างเลือด
ในหลอด EDTA แต่คุณภาพของ RNA ที่ได้จากการสกัดไม่ดีนัก โดยค่าอัตราส่วนเฉลี่ยของ 
A260/A230 ซึ่งเป็นค่าที่บ่งบอกการปนเปื้อนของ reagent ที่จะมีผลในการยับยั้งกระบวนการ 
reverse transcription ในกลุ่มผู้เสียชีวิตจากการขาดออกซิเจนอย่างเฉียบพลัน และกลุ่มควบคุม 
เท่ากับ 0.86 และ 0.73 ตามล าดับ ซึ่งมีค่าน้อยกว่า 1.8 ทั้ง 2 กลุ่ม ผู้วิจัยคาดว่าเนื่องด้วยชุดสกัด 
miRNeasy Serum/Plasma ในน้ ายา QIAzol Lysis และ buffer RWT มีส่วนประกอบของ 
guanidine thiocyanate ซ่ึงดูดกลนืแสงในชว่งคล่ืน 230 นาโนเมตร ท าให้อัตราส่วนของ 
A260/A230 ต่ ากว่า 1.8 เพ่ือคุณภาพที่ดีของ RNA อาจจะเลือกใช้ชุดสกัด RNA อ่ืนที่ไม่มีส่วนประกอบ
ของ guanidine thiocyanate และเนื่องด้วยการเก็บตัวอย่างเลือดในรูปแบบ whole blood ใน
หลอด EDTA ที่ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลานานก่อนการน ามาวิเคราะห์ผล อาจท าให้ RNA ถูก
ท าลายไปบางส่วนจึงส่งผลให้ purity ของ RNA ที่สกัดได้ไม่ดีนัก เพ่ือคุณภาพที่ดีของ RNA ควรเก็บ
ตัวอย่างเลือดในรูปของ plasma หรือ serum และสกัด RNA ทันที 

การดูการแสดงออกของ miRNA โดยใช้เทคนิค real-time PCR การเลือก endogenous 
control ที่เหมาะสมแต่ละชนิดของตัวอย่างที่ศึกษาท าให้การวิเเคราะห์ผลถูกต้องมากขึ้น ในการวิจัยนี้
ผู้วิจัยได้คัดเลือก endogenous control ที่เหมาะสมในตัวอย่างเลือดของผู้เสียชีวิตจากการขาด
ออกซิเจนอย่างเฉียบนพลัน คือ miR-126 และ miR-191 พบว่าการแสดงออกของ miR-191 ไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p = 0.07) miR-191 จึงเหมาะที่จะเป็น endogenous 
control เช่นเดียวกับการศึกษาของ Hu และคณะ miR-191 เหมาะที่น ามาใช้เป็น endogenous 
control ในตัวอย่าง serum ของผู้ป่วยมะเร็งเต้านม(43) ขณะที่ miR-126 มีการแสดงออกท่ีเพ่ิมขึ้น
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p = 0.03) ในกลุ่มผู้เสียชีวิตจากการขาดออกซิเจนอย่างเฉียบพลัน จึงท าให้ 
miR-126 ไม่เหมาะที่จะเป็น endogenous control ในงานวิจัยนี้ และเนื่องจาก miR-126 พบว่ามี
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การแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p = 0.03) จึงได้น า miR-126 มาคัดเลือกเป็น 
miRNA marker ในการศึกษาครั้งนี้ด้วย 

 ในภาวะ hypoxia miR-155 เกี่ยวข้องกับเพ่ิมกระบวนการ glucose metabolism(27) และ
กระตุ้นให้เกิดกระบวนการ angiogenesis(28) ส าหรับการวินิจฉัยทางคลินิกในหญิงตั้งครรภ์ที่มีภาวะ
ครรภ์เป็นพิษ miR-155 ลดการแสดงออกของ Vascular endothelial growth factor (VEGF) ผ่าน 
Cysteine-rich protein 61 (CYR61) ส่งผลท าให้กระบวนการ angiogenesis ลดลง(30, 48, 49) ส าหรับ
ภาวะขาดอากาศแบบเรื้อรัง (chronic hypoxia) miR-155 จะพบการแสดงออกที่ลดลงในกลุ่มคนไข้
โรคจมูกอักเสบจากภูมิแพ้(50) และ miR-155 เกี่ยวข้องกับโรคหอบหืดโดยจะกระตุ้น TH2 ให้ตอบสนอง
ต่อสารที่ก่อภูมิแพ้(51)  

 miR-210 เป็น miRNA หลักในการควบคุมการท างานของเซลล์ให้ตอบสนองต่อภาวะ 
hypoxia โดยจะยับยั้งทั้งกระบวนการ cell proliferation, mitochondrial metabolism, DNA 
repair และกระตุ้น angiogenesis(31) ในทางคลินิก miR-210 พบว่ามีการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนในหญิง
ตั้งครรภ์ที่มภีาวะครรภ์เป็นพิษ(30, 33, 49) โดย NF-kB p50 ซ่ึงเป็น transcription factor จะกระตุ้น 
miR-210.ให้มีการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้น(33) ในภาวะ chronic hypoxia พบการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนของ 
miR-210 ใน serum ของคนไขม้ะเร็งปอดชนิด Non small cell lung cancer หรือ NSCLC(52) และ
ใน plasma ของคนท่ีอยู่ในสภาพแวดล้อมบนภูเขาสูง (ระดับความสูง 3560 เมตร)(53)  

 จากการศึกษาก่อนหน้านี้อาศัยเทคนิค Immunohistochemistry โดยใช้ MAP2(8) 
calbindin-D28k(6) และเทคนิค quantitative RT-PCR โดยดูการแสดงออก mRNA ของ SP-A1 ต่อ 
SP-A2(9) HIF-1 และ EPO(10) มาใช้เป็น biomarkers ในการวินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตจากการขาด
อากาศแบบเฉียบพลัน แต่เทคนิค Immunohistochemistry มีข้อจ ากัดเนื่องจากมีข้ันตอนยุ่งยากใน
การเตรียมเนื้อเยื่อและใช้เวลานาน 5-7 วัน และ mRNA ไม่เหมาะที่จะน ามาใช้เป็น specimen ในทาง
นิติเวช เนื่องจากมี half-life ที่สั้น(12) การศึกษาก่อนหน้านี้มีการใช้ miRNA เป็น biomarker มาใช้ช่วย
วินิจฉัยสาเหตุการเสียชีวิตในทางนิติเวช จากการศึกษาของ Menathung และคณะ พบว่า miRNA มี
เสถียรภาพอยู่ได้นาน 12 ชั่วโมงในเลือดหลังจากการเสียชีวิต(14) 

จากผลศึกษานี้พบว่าการแสดงออกของ miR-155 ใน peripheral blood ของกลุ่มผู้เสียชีวิต
จากการขาดออกซิเจนอย่างเฉียบพลันมีการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 2.27 เท่า    
(p = 0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม control แต่ก็มีข้อจ ากัดในการน า miR-155 ไปใช้เป็น 
biomarker เนื่องจาก miR-155 เกี่ยวข้องกับหลายกระบวนการ เช่น โรคเก่ียวกับเม็ดเลือด 
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(Hematopoietic disease) การตอบสนองต่อภูมิคุ้มกัน (Immune response) ปฏิกิริยาการอักเสบ 
(Inflammatory response) มะเร็ง (Cancers) และ โรคหัวใจและหลอดเลือด (Cardiovascular 
diseases)(22, 54, 55) ขณะที่ miR-126 และ miR-210 ต้องใช้ขนาดตัวอย่างมากถึง 1808 และ 1273 
ตัวอย่าง จึงคาดว่าการแสดงออก miR-126 และ miR-210 ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ และไม่เหมาะที่จะ
ใช้เป็น biomarker ในเลือดของผู้เสียชีวิตจากการขาดอากาศแบบเฉียบพลัน ส าหรับการแสดงออก
ของ miR-373 จากผลการทดลองพบว่ามีการแสดงออกที่น้อยมากท้ัง 2 กลุ่ม ซึ่งคล้ายกับผลการ
ทดลองของ Quero และคณะ(56) โดยไม่พบการแสดงออกของ miR-373 ใน prostate cell lines ชนิด 
LNCaP DU145 และ PC3 ทั้งในภาวะที่เซลล์ได้รับออกซิเจนปกติและภาวะที่เซลล์ขาดออกซิเจน 
ผู้วิจัยคาดว่าเนื่องด้วยตัวเก็บตัวอย่างเลือดในรูปแบบ whole blood ในหลอด EDTA เป็นเวลานาน
หลายเดือนก่อนการน ามาวิเคราะห์ผล อาจท าให้ miRNA ถูกท าลายไปบางส่วน ส่งผลให้พบการ
แสดงออกของ miR-373 น้อย  

 miR210 และ miR-373 ไม่เหมาะที่จะเป็น biomarker ขณะที่ miR-155 สามารถใช้เป็น 

biomarker ช่วยวินิจฉัยหาสาเหตุการเสียชีวิตจากการขาดอากาศแบบเฉียบพลัน และมีความเสถียร

ในเลือดหลังการเสียชีวิตเหมาะส าหรับงานทางด้านนิติเวช แต่มีข้อควรระวังในผู้เสียชีวิตที่มีโรค

ประจ าตัวเป็นโรคจมูกอักเสบจากภูมิแพ้ และหอบหืดเพราะสามารถพบการแสดงออกของ miR-155 

ได้ การศึกษาในอนาคตควรมีการทดสอบความไว และความจ าเพาะของ miR-155 เพ่ือให้ใช้งานได้จริง
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ภาคผนวก ก 

พยาธิสภาพของเซลล์ Purkinje ในเนื้อเยื่อ cerebellum ย้อมด้วย H&E ในกลุ่ม acute 

hypoxia (*magnification 10×) 
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พยาธิสภาพของเซลล์ Purkinje ในเนื้อเยื่อ cerebellum ย้อมด้วย H&E ในกลุ่ม acute 

hypoxia (*magnification 10×) ต่อ 
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พยาธิสภาพของเซลล์ Purkinje ในเนื้อเยื่อ cerebellum ย้อมด้วย H&E ในกลุ่ม acute 

hypoxia (*magnification 10×) ต่อ 
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พยาธิสภาพของเซลล์ Purkinje ในเนื้อเยื่อ cerebellum ย้อมด้วย H&E ในกลุ่ม acute 

hypoxia (*magnification 10×) ต่อ 
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ภาคผนวก ข 

ตารางท่ี 1 แสดงค่าที่ได้ทีจ่ากเครื่อง NanoDrop ในการสกัด RNA ในกลุ่ม acute hypoxia และ 
กลุ่ม control 

Sample  A260/A280 A260/A230 RNA (ng/μl) 
H1 1.63 0.25 117.4 
H2 1.97 1.55 236.8 

H5 1.57 0.66 65.03 

H6 1.85 0.34 133.4 
H7 1.67 0.57 87.73 

H8 1.91 1.11 115.56 

H9 1.94 1.31 279.16 
H10 1.89 1.07 104.8 

H11 1.96 0.27 164.3 
H12 1.97 1.42 196 

C1 1.64 0.42 63.5 

C2 1.78 1.29 72.3 
C3 1.65 1.05 54.23 

C4 1.68 0.68 70.6 

C5 1.95 1.68 144.26 
C6 1.7 0.38 71.43 

C7 1.73 0.22 63.33 

C8 1.72 0.5 59.46 
C9 1.68 0.88 109.9 

C10 1.67 0.19 62.23 
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ตารางท่ี 2 แสดงข้อมูลที่ได้จากการท า real-time PCR ของ miR-126 

Sample Ct* 1 Ct* 2 Ct* 3 Avg Ct* 2-Ct miR-126 

H1 18.218 18.189 18.354 18.25367 3.19888 x 10-6 

H2 15.286 15.194 15.774 15.418 2.28412 x 10-5 

H5 19.025 18.694 18.692 18.80367 2.1849 x 10-6 

H6 17.826 17.813 17.768 17.80233 4.37587 x 10-6 

H7 17.967 18.166 17.889 18.00733 3.79623 x 10-6 

H8 17.324 17.694 17.608 17.542 5.24001 x 10-6 

H9 17.884 17.825 18.171 17.96 3.92194 x 10-6 

H10 16.307 16.434 16.238 16.32633 1.21726 x 10-5 

H11 17.905 17.958 17.891 17.918 4.0378 x 10-6 

H12 21.911 21.893 22.041 21.94833 2.46998 x 10-7 

C1 18.303 18.561 18.646 18.50333 2.6918 x 10-6 

C2 15.761 16.071 16.301 16.04433 1.48004 x 10-5 

C3 18.16 18.415 18.591 18.38867 2.91313 x 10-6 

C4 18.445 18.509 18.188 18.38067 2.93136 x 10-6 

C5 19.897 20.572 19.586 20.01833 9.4185 x 10-7 

C6 19.468 19.585 19.771 19.608 1.25142 x 10-6 

C7 20.041 20.381 20.261 20.22767 8.14264 x 10-7 

C8 18.438 18.351 18.461 18.41667 2.85713 x 10-6 

C9 19.713 20.172 20.231 20.03867 9.28239 x 10-7 

C10 18.654 19 18.867 18.84033 2.13106 x 10-6 

*Ct = cycle threshold 
** Avg Ct = average Ct   
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ตารางท่ี 3 แสดงข้อมูลที่ได้จากการท า real-time PCR ของ miR-191 

*Ct = cycle threshold 
** Avg Ct = average Ct  

Sample Ct* 1 Ct* 2 Ct* 3 Avg Ct* 2-Ct miR-191 

H1 18.236 17.852 18.041 18.043 3.70268 x 10-6 

H2 16.248 15.991 16.094 16.111 1.41288 x 10-5 

H5 19.161 18.733 18.978 18.95733 1.96505 x 10-6 

H6 17.354 17.755 18.211 17.77333 4.46472 x 10-6 

H7 18.351 17.606 17.391 17.78267 4.43388 x 10-6 

H8 17.991 16.524 17.253 17.256 6.3889 x 10-6 

H9 17.739 18.077 18.155 17.99033 3.84123 x 10-6 

H10 16.443 16.438 16.528 16.46967 1.10163 x 10-5 

H11 16.903 16.871 17.164 16.97933 7.74126 x 10-6 

H12 19.525 19.476 19.399 19.46667 1.3799 x 10-6 

C1 18.033 18.005 18.222 18.08667 3.59146 x 10-6 

C2 17 16.899 16.977 16.95867 7.85477 x 10-6 

C3 17.849 18.092 18.143 18.028 3.74137 x 10-6 

C4 17.698 18.006 18.125 17.943 3.96843 x 10-6 

C5 18.668 18.632 19.262 18.854 2.11048 x 10-6 

C6 19.571 19.621 19.596 19.596 1.26187 x 10-6 

C7 19.909 19.799 19.492 19.73333 1.14676 x 10-6 

C8 18.007 17.781 18.121 17.96967 3.89485 x 10-6 

C9 19.325 19.317 19.066 19.236 1.61952 x 10-6 

C10 18.157 18.283 18.258 18.23267 3.24579 x 10-6 
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ตารางท่ี 4 แสดงข้อมูลที่ได้จากการท า real-time PCR ของ miR-155 โดยใช้ miR-191 เป็น 
endogenous control 

Sample Ct* 1 Ct* 2 Ct* 3 Avg Ct** ∆Ct*** ∆∆Ct**** 2-∆∆Ct 
H1 24.176 24.123 24.173 24.15733 6.114333 -1.5116 2.851261 

H2 23.229 22.768 23 22.999 6.888 -0.73793 1.667785 
H5 24.373 24.389 24.367 24.37633 5.419 -2.20693 4.616928 

H6 23.958 23.788 23.807 23.851 6.077667 -1.54827 2.924655 
H7 24.25 24.151 24.367 24.256 6.473333 -1.1526 2.223142 

H8 24.667 24.468 25.177 24.77067 7.514667 -0.11127 1.080176 
H9 23.782 24.253 24.768 24.26767 6.277333 -1.3486 2.546649 
H10 23.523 23.508 23.375 23.46867 6.999 -0.62693 1.544279 
H11 23.804 23.765 23.777 23.782 6.802667 -0.82327 1.769408 

H12 25.198 25.703 25.101 25.334 5.867333 -1.7586 3.383696 
C1 25.473 25.724 26.064 25.75367 7.667 0.041067 0.971936 
C2 24.724 24.472 24.502 24.566 7.607333 -0.0186 1.012976 

C3 25.528 25.664 25.956 25.716 7.688 0.062067 0.957891 
C4 26.009 26.048 26.044 26.03367 8.090667 0.464733 0.724605 

C5 26.318 26.165 26.486 26.323 7.469 -0.15693 1.114915 
C6 26.715 26.794 26.84 26.783 7.187 -0.43893 1.355602 

C7 27.027 27.14 27.118 27.095 7.361667 -0.26427 1.201025 
C8 25.625 25.798 26.057 25.82667 7.857 0.231067 0.852005 

C9 26.526 26.36 27.047 26.64433 7.408333 -0.2176 1.162798 
C10 26.129 26.063 26.276 26.156 7.923333 0.2974 0.813718 
Control Average 7.625933  

*Ct = cycle threshold 
** Avg Ct = average Ct 

***Ct = Ct sample – Ct miR-191 

****Ct = Ct test - Ct control average.  
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ตารางท่ี 5 แสดงข้อมูลที่ได้จากการท า real-time PCR ของ miR-210 โดยใช้ miR-191 เป็น 
endogenous control 

Sample Ct* 1 Ct* 2 Ct* 3 Avg Ct** ∆Ct*** ∆∆Ct**** 2-∆∆Ct 

H1 30.04 29.742 30.066 29.94933 11.90633 0.6267 0.647656 

H2 28 28.126 27.917 28.01433 11.90333 0.6237 0.649004 

H5 29.841 29.651 29.669 29.72033 10.763 -0.51663 1.430613 

H6 28.414 28.935 28.949 28.766 10.99267 -0.28697 1.220072 

H7 28.576 28.435 28.688 28.56633 10.78367 -0.49597 1.410265 

H8 28.309 28.624 28.773 28.56867 11.31267 0.033033 0.977363 

H9 28.597 28.641 28.436 28.558 10.56767 -0.71197 1.638036 

H10 28.403 28.562 28.635 28.53333 12.06367 0.784033 0.580741 

H11 28.514 28.465 28.663 28.54733 11.568 0.288367 0.818829 

H12 30.627 30.721 30.962 30.77 11.30333 0.0237 0.983707 

C1 29.875 29.917 29.956 29.916 11.82933 0.5497 0.683162 

C2 28.06 28.304 28.413 28.259 11.30033 0.0207 0.985754 

C3 29.276 29.266 29.096 29.21267 11.18467 -0.09497 1.068041 

C4 29.136 29.378 29.521 29.345 11.402 0.122367 0.918679 

C5 30.612 30.788 30.624 30.67467 11.82067 0.541033 0.687278 

C6 30.74 30.94 30.586 30.75533 11.15933 -0.1203 1.086961 

C7 30.243 30.308 30.302 30.28433 10.551 -0.72863 1.657069 

C8 29.463 29.439 29.494 29.46533 11.49567 0.216033 0.860929 

C9 29.725 29.675 29.869 29.75633 10.52033 -0.7593 1.692669 

C10 29.66 29.915 29.722 29.76567 11.533 0.253367 0.838936 

Control average 11.27963  
*Ct = cycle threshold 
** Avg Ct = average Ct 

***Ct = Ct sample – Ct miR-191 

****Ct = Ct test - Ct control average  
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ตารางท่ี 6 แสดงข้อมูลที่ได้จากการท า real-time PCR ของ miR-126 โดยใช้ miR-191 เป็น 
endogenous control 

Sample Ct* 1 Ct* 2 Ct* 3 Avg Ct** ∆Ct*** ∆∆Ct**** 2-∆∆Ct 
H1 18.218 18.189 18.354 18.25367 0.210667 -0.1722 1.126775 

H2 15.286 15.194 15.774 15.418 -0.693 -1.07587 2.107988 
H5 19.025 18.694 18.692 18.80367 -0.15367 -0.53653 1.450483 

H6 17.826 17.813 17.768 17.80233 0.029 -0.35387 1.277981 
H7 17.967 18.166 17.889 18.00733 0.224667 -0.1582 1.115894 

H8 17.324 17.694 17.608 17.542 0.286 -0.09687 1.069448 
H9 17.884 17.825 18.171 17.96 -0.03033 -0.4132 1.331636 
H10 16.307 16.434 16.238 16.32633 -0.14333 -0.5262 1.440131 
H11 17.905 17.958 17.891 17.918 0.938667 0.5558 0.68028 

H12 21.911 21.893 22.041 21.94833 2.481667 2.0988 0.233452 
C1 18.303 18.561 18.646 18.50333 0.416667 0.0338 0.976844 
C2 15.761 16.071 16.301 16.04433 -0.91433 -1.2972 2.457515 

C3 18.16 18.415 18.591 18.38867 0.360667 -0.0222 1.015507 
C4 18.445 18.509 18.188 18.38067 0.437667 0.0548 0.962728 

C5 19.897 20.572 19.586 20.01833 1.164333 0.781467 0.581775 
C6 19.468 19.585 19.771 19.608 0.012 -0.37087 1.293129 

C7 20.041 20.381 20.261 20.22767 0.494333 0.111467 0.925647 
C8 18.438 18.351 18.461 18.41667 0.447 0.064133 0.95652 

C9 19.713 20.172 20.231 20.03867 0.802667 0.4198 0.747528 
C10 18.654 19 18.867 18.84033 0.607667 0.2248 0.855714 

Control average 0.382867  
*Ct = cycle threshold 
** Avg Ct = average Ct 

***Ct = Ct sample – Ct miR-191 

****Ct = Ct test - Ct control average  
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ตารางท่ี 7 แสดงข้อมูลที่ได้จากการท า real-time PCR ของ miR-373 โดยใช้ miR-191 เป็น 
endogenous control 

Sample Ct* 1 Ct* 2 Ct* 3 Avg Ct** ∆Ct*** 

H1 34.99 34.68 37.292 35.654 17.611 
H2 34.499 34.26 35.282 34.68033 18.56933 

C1 37.328 36 38.511 37.27967 19.193 

C2 39.578 35.139 38.487 37.73467 20.776 
*Ct = cycle threshold 
** Avg Ct = average Ct 

***Ct = Ct sample – Ct miR-191 
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