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 ธารนภ สุภัคสถาพรพันธ์ุ : การแสดงออกของยีนที่ควบคุมการแปลรหัสในซิโนวิโอไซต์จาก
 ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม. (EXPRESSION OF TRANSLATIONAL CONTROL GENES IN 
 SYNOVIOCYTES FROM KNEE OSTEOARTHRITIS PATIENTS) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
 หลัก : ผศ.ดร.รัชนีกร ธรรมโชติ, 54 หน้า.   
 
 โรคข้อเข่าเส่ือม เกิดจากการเส่ือมสลายไปของกระดูกอ่อนผิวข้อ ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากการ
แสดงออกของยีนที่ เปล่ียนแปลงไปในซิโนวิโอไซต์  จากการศึกษาข้อมูลไมโครอาร์เรย์  โดยใช้
เทคโนโลยีชีวสารสนเทศเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนในเยื่อบุข้อระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 
(n=10) และกลุ่มควบคุม (n=9) พบว่ามีอย่างน้อย 4,816 ยีน มีการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ  จากนั้นจึงเลือกยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการถอดรหัสและแปลรหัส ได้แก่ ATF3 DPH5 
eIF4G2 และ SBP2 มาศึกษาระดับการแสดงออกของแต่ละยีนด้วยวิธี real-time PCR เพื่อใช้เปรียบเทียบ
และยืนยันผลที่ได้จากไมโครอาร์เรย์ โดยใช้ตัวอย่างอาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากน้ าไขข้อ และซิโนวิโอไซต์
ในน้ าไขข้อที่ผ่านการเพาะเล้ียงเซลล์ ซ่ึงได้จากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 10 ราย และกลุ่มควบคุม 5 ราย 
จากผล real-time PCR พบว่า ระดับการแสดงออกของ eIF4G2 DPH5 และ SBP2 จากตัวอย่างน้ าไขข้อ 
มีการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมกับกลุ่มควบคุม (P < 
0.05) โดย DPH5 eIF4G2 และ SBP2 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นในผู้ป่วย ซ่ึง eIF4G2 และ SBP2 มีทิศ
ทางการแสดงออกสวนทางกับข้อมูลที่ได้จากไมโครอาร์เรย์ ส่วน ATF3 ที่ได้จากน้ าไขข้อพบว่ามีการ
แสดงออกไม่แตกต่างกันระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมกับกลุ่มควบคุม (P > 0.05) ในระดับที่การ
แสดงออกของ ATF3 ที่ได้จากตัวอย่างเพาะเล้ียงเซลล์ มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นในผู้ป่วย (P < 0.01) ซ่ึง
ตรงข้ามกับผลของไมโครอาร์เรย์ ที่ ATF3 มีการแสดงออกลดลง แต่ DPH5 eIF4G2 และ SBP2 จาก
ตัวอย่างซิโนวิโอไซต์ที่ผ่านการเพาะเล้ียงเซลล์ กลับมีการแสดงออกไม่แตกต่างกันระหว่างผู้ป่วยโรค
ข้อเข่าเส่ือมกับกลุ่มควบคุม (P > 0.05) ความแตกต่างของข้อมูลที่ได้จากการท า real-time PCR จาก
ตัวอย่างน้ าไขข้อ และซิโนวิโอไซต์ที่ผ่านการเพาะเล้ียงเซลล์ กับไมโครอาร์เรย์ คาดว่าอาจเกิดจากความ
แตกต่างของตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา รวมถึงผลบวกลวงท่ีอาจเกิดขึ้นในไมโครอาร์เรย์ 
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 Knee osteoarthritis (knee OA) is caused by degradation of articular cartilage partly due to 
gene expression in synoviocytes. From microarray data, bioinformatics analysis was performed to 
compare gene expression between synovial membrane from knee OA patients (n=10) and from 
control group (n=9). The result showed that at least 4,816 genes were statistically significantly 
different. Genes involved in transcriptional and translational processes were investigated. ATF3, 
DPH5, eIF4G2 and SBP2 genes were selected to study the gene expression with real-time PCR and 
validate the microarray result. RNA samples were extracted from fresh synovial fluid and from 
cultured synoviocytes. These samples were obtained from 10 knee OA patients and 5 controls. The 
real-time PCR result revealed that the gene expression of eIF4G2, DPH5 and SBP2 from synovial 
fluid were statistically different between the two groups (P < 0.05) and also had higher expression 
level in the patients, but eIF4G2 and SBP2 results contradicted to the data from microarray. ATF3 
expression levels from synovial fluid were not significantly different between the two groups (P > 
0.05). However ATF3 from cultured cells was statistically different; the patients had a higher level of 
expression (P < 0.01) as opposed to lower level in the microarray result. While DPH5, eIF4G2 and 
SBP2 from cultured synoviocytes showed no significant difference (P > 0.05). The inconsistent 
results from the real-time PCR from synovial fluid and cultured synoviocytes as well as microarray, 
may arise from the heterogeneity of the samples and possible false positive result in microarray. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ควำมเป็นมำและควำมส ำคญั 
 โรคข้อเข่าเสื่อม (knee osteoarthritis, knee OA; MIM165720) เป็นโรคข้อที่พบได้มากใน
ผู้สูงอายุ (Wang et al., 2010) พยาธิสภาพของโรคเกิดจาก กระดูกอ่อนผิวข้อซึ่งท าหน้าที่รองรับแรง
กระแทกนั้น มีการเสื่อมสลายไป ส่งผลให้ผู้ป่วยมีอาการเจ็บปวดข้อเข่าขณะเคลือ่นไหวขอ้ จนบางรายที่
มีอาการรุนแรงไม่สามารถเดินได้ และน าไปสู่ภาวะทุพพลภาพ (Schuelert et al., 2011) สาเหตุของการ
เกิดโรคยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด คาดว่าเกิดจากความไม่สมดุลระหว่างการเสื่อมสลายและการซ่อมแซม
ผิวกระดูกอ่อน โดยมีปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม เช่น อายุ การเปลี่ยนแปลงของระดับฮอร์โมน รวมถึงปัจจัย
ทางพันธุกรรมเข้ามาเกี่ยวข้อง (Shi et al., 2008) อาทิเช่น single nucleotide polymorphism (SNP) ในยีน 
estrogen receptor alpha (ESR1) และ ยีน vitamin D receptor (VDR) พบว่ามีความสัมพันธ์ระหว่าง
ความเสี่ยงในการเป็นโรคข้อเข่าเสื่อมกับการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์  (Tammachote, 2011) 
นอกจากนี้ มีรายงานว่าการแสดงออกของยีนที่เปลี่ยนแปลงไปในเซลล์ซิโนวิโอไซต์ (synoviocyte) ก็มี
บทบาทส าคัญในพยาธิก าเนิดของโรค (Bramlage et al., 2006) 

เซลล์ซิโนวิโอไซต์ ท าหน้าที่ในการสร้างน้ าไขข้อ ซึ่งช่วยในการหล่อลื่นผิวข้อ (Wang et al., 
2011) เมื่อเซลล์ซิโนวิโอไซต์เกิดการอักเสบ จะผลิตเอนไซม์ย่อยสลายกระดูกอ่อน และไซโตไคน์ที่
ก่อให้เกิดการอักเสบชนิดต่าง ๆ อาทิเช่น matrix metalloprotease (MMP) tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) และ interleukin-1β (IL-1β) เป็นต้น ซึ่งสารเหล่านี้จะกระจายอยู่ในน้ าไขข้อ และกระตุ้นให้
เกิดการย่อยสลายกระดูกอ่อนเพิ่มขึ้น จนท าให้กระดูกอ่อนผิวข้อถูกท าลาย (Mototani et al., 2008) 

ดังนั้นการแสดงออกของยีนที่เปลี่ยนแปลงไปในเซลล์ซิโนวิโอไซต์ อาจเปน็สาเหตนุ าไปสูก่ารอบุตัขิอง
โรคข้อเข่าเสื่อมได้ 
 ดังที่กล่าวมาข้างต้นว่ามียีนจ านวนมากที่อาจเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคข้อเสื่อม ไมโครอาร์เรย์ 
(microarray) จึงเป็นเทคนิคหนึ่งที่นิยมใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับการถอดรหัส 
เพราะสามารถวิเคราะห์การแสดงออกของยีนจ านวนมากที่มีอยู่ในเซลล์ได้ในเวลาเดยีวกนั และสามารถ
ใช้เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนระหว่างเซลล์ปรกติและเซลล์ของผู้ป่วย  (Zhang et al., 2012) 
เนื่องจากข้อมูลที่ได้จากไมโครอาร์เรย์มีจ านวนมากจึงจ าเป็นต้องอาศัยเทคโนโลยีชีวสารสนเทศ 
(bioinformatics) ช่วยในการวิเคราะห์ประมวลข้อมูล และจัดกลุ่มตามรูปแบบการแสดงออกอย่างเป็น
ระบบ ก่อนจะน าข้อมูลที่ได้ไปศึกษาเพิ่มเติมโดยวิธี real-time PCR เพื่อยืนยันผล (validation) ที่ได้ 
เนื่องจาก  real-time PCR สามารถตรวจวัดผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เกิดขึ้นจริง ณ ขณะนั้น โดยอาศัยการ
ตรวจจับสัญญาณจากสารเรืองแสง ที่เกิดขึ้นในแต่ละรอบของปฏิกริยา ท าให้มีความแม่นย าและความ



2 
 
ถูกต้องสูง ส่งผลให้ real-time PCR เป็นที่นิยมน าไปประยุกต์ใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนใน
ระดับอาร์เอ็นเออย่างแพร่หลาย (Chuaqui et al., 2002; Khodakov et al., 2008) 

 การวิจัยครั้งนี้ จึงมุ่งเน้นศึกษาและตรวจสอบรูปแบบการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ
ทีว่ิเคราะห์ได้จากไมโครอาร์เรย์ด้วยวิธี real-time PCR ในยีนที่มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการควบคมุ
การถอดรหัสและการแปลรหัส ได้แก่ ยีน homo sapiens activating transcription factor 3 (ATF3) ซ่ึงท า
หน้าทีสั่งเคราะห์โปรตีนทรานสคริพชันแฟคเตอร์ (TF) ควบคุมการท างานของยีนอ่ืน ๆ (Zhou et al., 
2011) ยีน diphthine synthase 5 (DPH5) เกี่ยวข้องกับการดัดแปลงโมเลกุลของโปรตีนภายหลังการแปล
รหัส (posttranslational modification) ซ่ึงช่วยเพิ่มเสถียรภาพของการสังเคราะห์สายพอลิเพปไทด์ 
(Webb et al., 2008) ยีน eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2 (eIF4G2) ผลิตโปรตีนที่
เป็นองค์ประกอบตั้งต้นของขั้นตอนการแปลรหัสในเซลล์ยูคาริโอต ถ้า eIF4G2 มีการแสดงออกลดลง
พบว่า จะชักน าให้เกิดการตายของเซลล์ (Welnowska et al., 2009) และยีน SECIS binding protein 2 
(SBP2) ทีม่ีส่วนในการสังเคราะห์ selenoprotein เช่น thioredoxin reductase 1 (TNXRD1) ซ่ึงท าหน้าที่
ปกป้องเซลล์จาก oxidative stress (Dumitrescu et al., 2010; Du et al., 2012) เป็นต้น ดังนั้นความ
ผิดปรกติที่เกิดขึ้นในยีนดังกล่าว อาจมีผลกระทบต่อสรีระและสัณฐานของเซลล์ในวงกว้าง เพราะ
กระบวนการควบคุมการถอดรหัสและการแปลรหัส เป็นกระบวนการส าคัญที่มีผลต่อการสังเคราะห์
โปรตีนของยีนอ่ืน ๆ (Scheper et al., 2007) และอาจเป็นหนึ่งในปัจจัยที่ท าให้เกิดโรคข้อเข่าเส่ือม 

 
วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 เปรียบเทียบรูปแบบการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมการถอดรหัสและการ
แปลรหัสในเซลล์ซิโนวิโอไซต์จากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 
 
ขอบเขตกำรวิจัย 
 น าข้อมูลการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ ที่วิเคราะห์ด้วยวิธีไมโครอาร์เรย์ จาก
ฐานข้อมูล NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ในส่วน GEO DataSet มาประมวลผลโดยใช้
เทคโนโลยีชีวสารสนเทศ เพื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมและกลุ่มประชากรควบคุม จากนั้น เลือกยีนที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการการควบคุมการถอดรหัสและการแปลรหัส มาศึกษาการแสดงออกของยนีดว้ยวธิ ีreal-time 
PCR เพื่อยืนยันผลที่ได้จากการประมวล โดยใช้ตัวอย่างเซลล์ซิโนวิโอไซต์ที่ได้จากน้ าไขข้อและการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ 
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ข้อจ ำกดัในงำนวิจัย 
 เนื่องจากข้อจ ากัดในการเก็บตัวอย่างน้ าไขข้อที่ได้จากกลุ่มประชากรควบคุม ส่งผลให้งานวิจัย
ชิ้นนี้มีความแตกต่างของประชากรในกลุ่มควบคุมและกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม ในเรื่องอายุ เพศ 
รวมถึงปริมาณตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษาระหว่างกลุ่ม 
 
ค ำจ ำกัดควำมที่ใช้ในกำรวิจัย 
- เทคโนโลยีชีวสารสนเทศ หมายถึง การน าวิทยาการทางคอมพิวเตอร์มาประยุกต์ใชใ้น การรวบรวม 

สืบค้น  และการวิเคราะห์แปรผลข้อมูลทางอณูชีววิทยา เพื่อท านายผลการทดลอง หรือดูแนวโน้ม
ผลที่จะเกิดขึ้น รวมถึงการสร้างแบบจ าลอง เพื่อใช้ตอบโจทย์ทางชีววิทยา 

- ไมโครอาร์เรย์ เป็นเทคนิคหนึ่งที่ใช้ศึกษาการแสดงออกของยีน เริ่มจากน าดีเอ็นเอหรือยีนที่ทราบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์มาติดเรียงลงบนแผ่นไมโครอาร์เรย์ จากนั้นจึงน าสายคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ 
(cDNA) ที่สังเคราะห์จากเอ็มอาร์เอ็นเอ มาติดฉลากด้วยสีเรืองแสง แล้วน ามาไฮบริไดซ์เข้ากับแผน่
ไมโครอาร์เรย์ซิพ ก่อนน าแผ่นไมโครอาร์เรย์ซิพไปล้างและเข้าเครื่องอ่าน โดยต าแหน่งทีส่ายคอม-
พลีเมนทารีดีเอ็นเอเข้าคู่สมกับช้ินดีเอ็นเอบนแผ่นไมโครอาร์เรย์ จะมีความเข้มข้นสีต่างไปจากเดิม 
จึงสามารถใชต้รวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีนได้จากสีที่เปลี่ยนไป 

- Real-time PCR เป็นเทคนิคที่พัฒนามาจากพีซีอาร์แบบดั้งเดิม สามารถใช้ตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซี-
อาร์ที่เกิดขึ้นได้ในทันที และไม่ต้องรอให้กระบวนการเสร็จสิ้น โดยการใช้สารเรืองแสง เช่น 
EvaGreen เป็นต้น ในการวัดปริมาณดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้นในแต่ละรอบปฏิกริยา 

- GEO DataSet เป็นส่วนหนึ่งในฐานข้อมูล NCBI (National Center for Biotechnology Information ) 
ที่เปิดให้บริการข้อมูลในส่วนการแสดงออกของยีน อาทิ ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ เป็นต้น 
 

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

 การศึกษาเปรียบเทียบรูปแบบการแสดงออกของยีนในเซลล์ซิโนวิโอไซต์ระหวา่งผูป้ว่ยโรคขอ้
เข่าเสื่อมและคนปรกติ จะท าให้ทราบถึงรูปแบบการแสดงออกของยีน และอาจเป็นการค้นพบสารบ่งช้ี
ทางชีวภาพชนิดใหม่ ซึ่งสามารถน าไปใช้ในการวินิจฉัยและพยากรณ์โรค ท าให้เข้าใจพยาธิก าเนิดโรค
ข้อเข่าเสื่อมมากขึ้น รวมถึงน ามาประยุกต์ใช้เป็นองค์ความรู้พื้นฐานในการพัฒนาวิธีรักษาให้มี
ความจ าเพาะกับพันธุกรรมในผู้ป่วยแต่ละราย อันจะเป็นประโยชน์ต่อไปในอนาคต 
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1. เขียนเอกสารขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจัยในมนุษย์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์

เฉลิมพระเกียรติ 
2. ศึกษาการแสดงออกของยีนในเยื่อบุรอบข้อที่มีการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมและกลุ่มควบคุม โดยใช้เทคโนโลยีชีวสารสนเทศ จากนัน้ท าการ
เลือกยีนทั้งหมด 4 ยีน เพื่อท าการทดลองในขั้นตอนต่อไป 

3. เก็บตัวอย่างโดยการเจาะน้ าไขข้อจากกลุ่มผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยจากแพทย์ว่าเป็นโรคข้อเข่า
เสื่อม 10 ราย และกลุ่มควบคุมที่เข้ารักษาเอ็นไขว้หน้าเข่าขาด 5 ราย มาสกัดอาร์เอ็นเอ หรือ
เพาะเลี้ยงเซลล์ ก่อนสกัดอาร์เอ็นเอ 

4. ศึกษาระดับการแสดงออกของยีนระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม และกลุ่มควบคุมด้วยวิธี  real-
time PCR  

5. วิเคราะห์ข้อมูล และสรุปผล  
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ล ำดับขั้นตอนในกำรวิจัย 
 

ขออนุมตัิจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวจิัยในมนษุย์  
โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรต ิ

 
ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยนีในเยื่อบขุอ้ระหวา่งกลุม่ผู้ป่วยโรคขอ้เขา่เสือ่มและ 

กลุ่มควบคุม โดยใช้เทคโนโลยีชีวสารสนเทศ จากนัน้ท าการเลือกยีนอยา่งน้อย 
 3 ยีนที่มีการแสดงออกแตกตา่งกันอยา่งมีนัยส าคัญทางสถติิ 

 
เก็บตัวอยา่งโดยการเจาะน้ าไขขอ้จากกลุ่มผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยจากแพทย์ 

ว่าเปน็โรคขอ้เขา่เสือ่ม 
 
 

        เพาะเลี้ยงเซลล์จากตัวอย่างน้ าไขข้อ 
 
 

             สกดัอาร์เอ็นเอจากตวัอยา่ง 
 

        ศึกษาระดับการแสดงออกของยีนวิธ ีreal-time PCR 
 

 เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนระหว่าง 
 ไมโครอาร์เรยก์ับ real-time PCR 
 

 
 
            

รูปท่ี 1 แผนผังแสดงล าดับขั้นตอนในการน าเสนอผลการวจิัย 

 เปรียบเทียบแสดงออกของยนีจากตัวอยา่ง 
น้ าไขขอ้กับการเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ไดจ้าก 

 real-time PCR  
 

วิเคราะห์ขอ้มลู และสรุปผล 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวขอ้ง 

 
โครงสร้างข้อเข่า 
 ข้อเข่าเป็นข้อชนิดที่มีเยื่อหุ้มข้อ (synovial joint) ทีม่ีขนาดใหญ่สุดในร่างกาย ท าหน้าที่รองรับ
น  าหนักและควบคุมการเคล่ือนไหวของร่างกาย ขณะก าลังยืนหรือเดิน โดยโครงสร้างภายในข้อเข่า
ประกอบด้วย ส่วนปลายของกระดูกต้นขา (femur) และส่วนบนกระดูกหน้าแข้ง (tibia) ยึดอยู่ร่วมกัน
ด้วยเส้นเอ็น โดยบริเวณส่วนปลายกระดูกแข็งทั งสองด้าน ยังพบกระดูกอ่อนผิวข้อ (articular cartilage) 
ปกคลุมอยู่ด้วย (Moskowitz et al., 2001) 
 กระดูกอ่อนผิวข้อที่พบในข้อเข่า เป็นกระดูกอ่อนชนิดไฮยาลายน์ (hyaline cartilage) ซ่ึงเป็น
เนื อเยื่อเกี่ยวพันที่ปราศจากเส้นประสาท หลอดเลือดและระบบน  าเหลือง มีสีขาว พื นผิวเรียบเป็นมัน มี
ความยืดหยุ่นสูง จึงช่วยลดแรงกระแทกและแรงเสียดทานที่เกิดขึ น ขณะเคล่ือนไหวข้อเข่าได้เป็นอย่างดี 
(Kheir and Shaw, 2009)โดยกระดูกอ่อนผิวข้อประกอบด้วย ส่วนของเซลล์กระดูกอ่อน (chondrocyte) 
และ extracellular maxtrix (ECM)  
 เซลล์กระดูกอ่อนอาศัยอยู่ในช่อง (lacuna) ที่แทรกอยู่ใน ECM ของกระดูกอ่อนผิวข้อ โดยมี
รูปร่างและลักษณะแตกต่างกันไปตามแต่ละบริเวณที่เซลล์อาศัยอยู่ เซลล์กระดูกอ่อนเจริญมาจากเซลล์มี
เซ็นไคมอล (mesenchymal cell) ท าหน้าที่สร้างไซโตไคน์และสารโมเลกุลขนาดใหญ่ชนิดต่าง ๆ เช่น 
transforming growth factor-β (TGF-β) interleukin-1 (IL-1) และคอลลาเจน (collagen)   เป็นต้น เพื่อ
ควบคุมปริมาณ ECM ให้เหมาะสมต่อแรงที่กดลงบนผิวข้อ (Lee et al., 2004) 
 ECM คือ สารจ าพวกคาร์โบไฮเดรตและโปรตีน ซ่ึงเป็นสารที่ เซลล์กระดูกอ่อนสร้างและ
ปลดปล่อยออกมารอบเซลล์กระดูกอ่อน มีองค์ประกอบส าคัญ คือ น  า เป็นส่วนประกอบถึงร้อยละ 65 
ถึง 80 และสารโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น โปรติโอไกลแคน (proteoglycan) ซ่ึงให้คุณสมบัติยืดหยุ่นแก่
เนื อเยื่อ และคอลลาเจนที่ช่วยให้กระดูกอ่อนคงรูป แข็งแรง และทนทานต่อแรงดึง โดยเฉพาะคอลลา
เจนชนิดที่ 2 ซ่ึงพบเป็นองค์ประกอบหลักใน ECM และถ้ามีความผิดปรกติเกิดขึ นกับคอลลาเจนชนิดนี  
จะส่งผลให้มีการสร้างกระดูกอ่อนผิวข้อน้อยลง หรือไม่มีการสร้างเลย (Kheir and Shaw, 2009) 
 จากที่กล่าวมา จะเห็นได้ว่ากระดูกอ่อนผิวข้อท าหน้าที่เปรียบเสมือนกันชน ป้องกันมิให้กระดูก
แข็งมากระทบเสียดสีระหว่างที่มีการเคล่ือนไหวข้อ เนื่องจากบริเวณส่วนปลายกระดูกแข็งมี
เส้นประสาทอยู่เป็นจ านวนมาก เพราะฉะนั น ถ้าปราศจากกระดูกอ่อนผิวข้อแล้ว เมื่อปลายกระดูกแข็ง
มาชนกัน จะท าให้เกิดอาการปวดข้อ (Moskowitz et al., 2001) 
 นอกจากนี บริเวณช่องเข่ายังล้อมรอบด้วยเยื่อบุข้อ (synovial membrane) ซ่ึงภายในบรรจุน  าไข
ข้อ (synovial fluid) โดยเยื่อบุข้อมีลักษณะเป็นใยพังผืดที่เหนียวแน่น ประกอบด้วยเซลล์ซิโนวิโอไซต์ 
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(synoviocyte) ท าหน้าที่สร้างน  าไขข้อ ซ่ึงช่วยในการหล่อล่ืนข้อเข่า เนื่องจากน  าไขข้อประกอบด้วย
กรดไฮยาลูโรนิก (hyaluronic acid) จ านวนมาก จึงท าให้น  าไขข้อมีความข้นหนืด (Wang et al., 2011) 
  
โรคข้อเสือ่ม 
 โรคข้อเส่ือม (osteoarthritis, OA) เป็นโรคข้อที่พบจ าเพาะกับข้อชนิดที่มีเยื่อหุ้มข้อ เช่น ข้อ
สะโพก  และข้อเข่า เป็นต้น (Ikeda et al., 2002) โดยลักษณะอาการของโรค คือ เจ็บปวดข้อเวลาใช้งาน 
มีเสียงล่ันในข้อขณะขยับข้อ และมีอาการข้อฝืดเมื่อหยุดใช้ข้อเป็นเวลานาน ในกรณีที่มีอาการรุนแรง 
รูปร่างข้อจะเปล่ียนไปจากเดิม เกิดสภาพข้อวิรูป (deformity) ซ่ึงส่งผลให้พิสัยการเคล่ือนไหวข้อลดลง 
และอาจน าไปสู่ภาวะทุพพลภาพ (Abhishek and Doherty, 2013)  
 จากการศึกษา พบว่าทั่วโลกมีผู้ป่วยโรคข้อเส่ือมมากกว่าร้อยล้านคน โดยเฉพาะผู้ที่มีอายุ
มากกว่า 70 ปีขึ นไปเป็นโรคข้อเส่ือมถึงร้อยละ 40 (Kerkhof et al., 2010) ส าหรับประเทศไทยมี
อุบัติการณ์ของโรคอยู่ที่ร้อยละ 11.3 และพบในเพศหญิงมากกว่าเพศชายในอัตราส่วน 3 ต่อ 1 โดยร้อย
ละ 28.34 ของผู้ป่วยมีอาการข้อเข่าเส่ือม (พงษ์ศักดิ์ วัฒนา, 2548) 
 ข้อเข่าเส่ือม เกิดจากการเส่ือมสภาพของกระดูกอ่อนผิวข้อ ท าให้กระดูกอ่อนผิวข้อไม่สามารถ
รองรับแรงกระแทกเวลาเคล่ือนไหวข้อ จึงเกิดรอยแยกขนาดเล็กที่กระดูกอ่อนผิวข้อ เมื่อโรคลุกลาม 
รอยแยกจะขยายใหญ่ขึ นและแตกเป็นร่อง เป็นสาเหตุให้กระดูกอ่อนผิวข้อบางลงและหลุดออกเป็นชิ น
เล็ก ๆ ล่องลอยอยู่ภายในน  าไขข้อ ซ่ึงชิ นกระดูกอ่อนที่หลุดออกมา อาจก่อให้เกิดการอักเสบแก่เยื่อบุข้อ 
(O'Connell, 2000) 
 เมื่อเยื่อบุข้ออักเสบ เซลล์ซิโนวิโอไซต์จะผลิตไซโตไคน์เพื่อใช้ย่อยชิ นกระดูกอ่อน เช่น matrix 
metalloproteinase (MMPs) และ tumour necrosis factor α (TNF-α) โดยสารที่หล่ังออกมาจะ
แพร่กระจายอยู่ในน  าไขข้อ และยังไปกระตุ้นการท าลายกระดูกอ่อนผิวข้อเพิ่มขึ น ถ้าโรคยังลุกลาม
ต่อไป กระดูกอ่อนผิวข้ออาจถูกท าลายจนหมด (Mototani et al., 2008) เหลือเพียงกระดูกแข็งที่อยู่ใต้
กระดูกอ่อนผิวข้อ ซ่ึงมีความหนาตัวของกระดูกเพิ่มขึ น (sclerosis) และมีกระดูกงอก (osteophyte) ยื่น
ออกมาบริเวณรอบข้อ เนื่องจากร่างกายมีการสร้างกระดูกใหม่อย่างรวดเร็ว เพื่อรองรับแรงกระแทกที่
มากขึ นและรักษาสภาพของข้อเอาไว้ ทว่ากระดูกที่ยื่นออกมาเป็นเหตุให้รูปร่างข้อเข่าเปล่ียนแปลงไป 
ท าให้ขาสั นลง โก่ง ไม่สามารถเดินได้ตามปรกติ และมีคุณภาพชีวิตที่ลดลง (Migliore et al., 2010) 
 จากที่กล่าวมาจะเห็นได้ว่า โรคข้อเข่าเส่ือมเป็นผลมาจากการเปล่ียนแปลงของกระดูกอ่อนผิว
ข้อ รวมถึงองค์ประกอบอ่ืน ๆ รอบข้อ โดยสาเหตุของโรคยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด คาดว่าเกิดจากความ
ไม่สมดุลระหว่างการเส่ือมสลายและซ่อมแซมกระดูกอ่อนผิวข้อ (Wang et al., 2010) ซ่ึงมีปัจจัยต่าง ๆ 
มาเกี่ยวข้องสนับสนุน ได้แก่ 
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1. อายุ อุบัติการณ์ของโรคข้อเข่าเส่ือมเพิ่มขึ นตามอายุ เนื่องจากเมื่ออายุเพิ่มขึ น จะมีจ านวนเซลล์
กระดูกอ่อนน้อยลง จึงสังเคราะห์ ECM ได้ลดลง ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีและ
โครงสร้างของกระดูกอ่อนผิวข้อซ่ึงเป็นส่วนส าคัญในการกระจายแรงที่ผ่านทางข้อเข่า (Loeser 
et al., 2005) อาทิ เกิดการแตกหักของเส้นใยคอลลาเจน และโปรติโอไกลแคนมีจ านวนไกลโค
ซามิโนไกลแคนส์ (GAG) น้อยลง ส่งผลให้กระดูกอ่อนผิวข้ออุ้มน  าได้น้อยลงและสูญเสีย
คุณสมบัติเชิงกล เพราะ GAG สามารถอุ้มน  าได้และมีลักษณะเป็นเจล จึงช่วยต้านทานต่อแรง
กดกระแทก GAG ประกอบด้วยน  าตาล 2 โมเลกุลย่อยที่ซ  ากันเรียงต่อกันเป็นสายยาวที่ไม่มีการ
แตกแขนง โดยหมู่คาร์บอกซิลและหมู่ซัลเฟตในน  าตาล ส่งผลให้ GAG มีประจุเป็นลบและ
สามารถดึงดูดสารที่เป็นประจุบวก ท าให้เกิดการออสโมซิสของน  า  (Kheir and Shaw, 2009) 
เป็นต้น 

2. เพศ จากการศึกษาพบว่า ผู้หญิงหลังวัยหมดประจ าเดือนมีโอกาสเป็นโรคข้อเข่าเส่ือมมากกว่า
ผู้ชาย เพราะ ภาวะขาดฮอร์โมนเอสโทรเจน ท าให้เซลล์กระดูกอ่อนซ่ึงมีตัวรับเอสโทรเจน 
(estrogen receptor) ผลิตไซโตไคน์และมีเมตาบอลิสซึมเปล่ียนไปจากเดิม เนื่องจากเอสโทรเจน
ช่วยกระตุ้นการสร้างและซ่อมแซมกระดูกอ่อนผิวข้อ (Riancho et al., 2010) 

3. ความอ้วน (obesity) น  าหนักตัวที่มากขึ น จะเพิ่มปัจจัยเส่ียงในการเป็นข้อเข่าเส่ือม เนื่องจากข้อ
เข่าต้องแบกรับแรงกดมากขึ น ท าให้กระดูกอ่อนผิวข้อเส่ือมสภาพได้เร็วกว่าปรกติ (Harding et 
al., 2012) มีงานวิจัยพบว่า ผู้ที่มีค่าดัชนีมวลกาย (BMI) เกิน 30 kg/m2  จะมีโอกาสเป็นข้อเข่า
เส่ือมเพิ่มขึ นอย่างน้อย 4 เท่า เมื่อเทียบกับผู้ที่มีน  าหนักตัวอยู่ในเกณฑ์มาตราฐาน ซ่ึงมีค่า BMI 
อยู่ระหว่าง 18.5 kg/m2  ถึง 24.9 kg/m2  (Lementowski and Zelicof, 2008) 

4. ปัจจัยทางพันธุกรรม โรคข้อเข่าเส่ือมเกิดจากปัจจัยทางส่ิงแวดล้อมและพันธุกรรมเข้ามามีส่วน
ร่วมในการเกิดโรค จากการศึกษา twin studies แสดงให้เห็นว่าพันธุกรรมมีส่วนเกี่ยวข้องกับ
โรคข้อเส่ือมร้อยละ 35 ถึง 60 เฉพาะในข้อเข่ามีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมถึงร้อยละ 40 
(Valdes and Spector, 2011) และเป็นการถ่ายทอดพันธุกรรมแบบ polygenic โดยคาดว่ามี
มากกว่า 80 ยีน และ single nucleotide polymorphism (SNP) อย่างน้อย 25,000 ต าแหน่งที่มี
ความสัมพันธ์กับความเส่ียงในการเป็นข้อเข่าเส่ือม (Ikegawa, 2007) อาทิ SNP ในยีน growth 
differentiation factor 5 (GDF5) มีความสัมพันธ์กับความเส่ียงในการเกิดโรคข้อเส่ือมในชาว
เอเชียและยุโรป (Shin et al., 2012; Spector et al.) ยีนdouble von Willebrand factor (DVWA) มี
ความสัมพันธ์กับความเส่ียงในการเป็นโรคข้อเข่าเส่ือมในชาวจีนและญี่ปุ่น (Miyamoto et al., 
2008)  
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 นอกจากการเปล่ียนแปลงในระดับนิวคลีโอไทด์จะมีความสัมพันธ์กับความเส่ียงในการเกดิโรค
ข้อเข่าเส่ือมแล้ว ยังพบว่ารูปแบบการแสดงออกของยีนที่เปล่ียนไปในระดับการถอดรหัสอาจเป็นสาเหตุ
หนึ่งในพยาธิก าเนิดโรค (Lockhart and Winzeler, 2000) เช่น จากการศึกษาการแสดงออกของยีน bone 
morphogenetic proteins 4 (BMP-4) ซ่ึงท าหน้าที่ในการซ่อมแซมกระดูก พบว่า ผู้ป่วยที่เป็นข้อเข่าเส่ือม
มีการแสดงออกของโปรตีน BMP-4 ในเยื่อบุข้อลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับประชากร
ควบคุม (Bramlage et al., 2006) หรือ การเติมหมู่เมทิลในบริเวณ CpG islands ที่โพรโมเตอร์ของยีน 
superoxide dismutase (SOD) ส่งผลให้ SOD ที่ท าหน้าที่ในการก าจัด reactive oxygen species (ROS) มี
การแสดงออกของโปรตีนลดลงในเซลล์กระดูกอ่อนของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม จึงก่อให้เกิดการสะสม 
ROS จนเป็นอันตรายต่อกระดูกอ่อนผิวข้อ โดย ROS เป็นสารอนุมูลอิสระที่กระตุ้นให้เกิดการเส่ือม
สลายของเซลล์ (Scott et al., 2010) เป็นต้น  
 
การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน 
 ไมโครอาร์เรย์ เป็นเทคนิคหนึ่งที่นิยมใช้ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน เพราะสามารถ
วิเคราะห์การแสดงออกของยีนจ านวนมากภายในเซลล์ได้ในระยะเวลาเดียวกัน และสามารถใช้
เปรียบเทียบรูปแบบการแสดงออกของยีนระหว่างเซลล์ปรกติและเซลล์ของผู้ป่วย (Chuaqui et al., 
2002) ทว่าข้อมูลที่ได้รับจากไมโครอาร์เรย์มีจ านวนมหาศาล ดังนั นจ าเป็นต้องอาศัยเทคโนโลยีชีวสา
รสนเทศ ซ่ึงเป็นการผสมผสานและประยุกต์ศาสตร์แขนงต่าง ๆ อาทิ วิทยาการคอมพิวเตอร์ ชีวสถิติ 
และสารสนเทศ เป็นต้น มาช่วยวิเคราะห์ประมวลผล จัดกลุ่มตามรูปแบบการแสดงออกและหน้าที่ของ
ยีนอย่างเป็นระบบ (Primrose and Twyman, 2003) 
 จากการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนในเยื่อบุข้อด้วยวิธีไมโครอาร์เรย์เปรียบเทียบ
ระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเส่ือมกับกลุ่มประชากรควบคุม และวิเคราะห์ผลผ่านเทคโนโลยีชีวสารสนเทศ 
พบว่า 542 ยีน จากทั งหมด 33,000 ยีน มีการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05) 
โดย 314 ยีน จาก 542 ยีน มีการแสดงออกเพิ่มขึ นในผู้ป่วย และอีก 228 ยีนที่เหลือมีการแสดงออกลดลง
จากเดิม (Huber et al., 2008) ซ่ึงสามารถแบ่งกลุ่มยีนตามหน้าที่และการท างานออกเป็นประเภทต่าง ๆ 
รวมถึงกระบวนการควบคุมการถอดรหัสและการแปลรหัส 
 
ยีนที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัยนี้ 
 ATF3 ท าหน้าที่สังเคราะห์โปรตีนทรานสคริพชันแฟคเตอร์ ซ่ึงควบคุมกระบวนการถ่ายทอด
รหัสของยีน เพื่อตอบสนองต่อต่อภาวะเครียด ควบคุมการเพิ่มจ านวนและการตายของเซลล์ เป็นต้น 
(Jang et al., 2012; Hai and Hartman, 2001) ส าหรับ ATF3 มีโครงสร้างโมทิฟ (motif) แบบลิว-ซีนซิป
เปอร์ (leucine zipper) ซ่ึงเกิดจากพอลิเพปไทด์แบบ α–helix 2 สาย ที่มีกรดอะมิโนลิวซีน (leucine) 
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กระจายตัวซ  า ๆ มาจับคู่เป็นไดเมอร์ (dimer) รูปร่างคล้ายซิป (zip) โดยหันประจุบวกออกด้านนอก ท า
ให้สามารถจับกับสายดีเอ็นเอที่เป็นประจุลบได้ (Hai and Curran, 1991; Oas et al., 1990)   
 DPH5 เกี่ยวข้องกับกระบวนการ diphthamide biosynthesis ในการดัดแปลงโมเลกุลของ
โปรตีนภายหลังการแปลรหัส โดยเปล่ียนกรดอะมิโนฮิสทิดีน (histidine) ในต าแหน่งที่  715 ของ 
eukaryotic elongation factor-2 (eEF-2)  ให้เป็น diphthamide ซ่ึงช่วยเพิ่มเสถียรภาพพันธะเชื่อมระหว่าง
ทีอาร์เอ็นเอที่มีแอนติโคดอนเป็นคู่สมกับโคดอนบนสายเอ็มอาร์เอ็นเอ ขณะสังเคราะห์สายพอลิเพป
ไทด์ในขั นตอนการแปลรหัส แต่ถ้าไม่มีการดัดแปลงฮิสทิดีนเป็น diphthamide บน eEF-2 จะเกิดการ
สังเคราะห์สายพอลิเพปไทด์ที่ผิดปรกติออกมา (Webb et al., 2008) นอกจากนี ยังพบว่า diphthamide ยัง
ท าหน้าที่ปกป้องเซลล์จาก ribosome-inactivating protein (RIP) ซ่ึงจะไปจับไรโบโซมในต าแหน่ง
เดียวกันกับ eEF-2 และส่งผลให้เกิดการยับยั งกระบวนการแปลรหัส อันน าไปสู่การตายของเซลล์ 
(Gupta et al., 2008) 
 eIF4G2 สังเคราะห์โปรตีน eIF4G2 ซ่ึงท าหน้าที่ร่วมกับ eukaryotic initiation factor อ่ืน ๆ อาทิ 
eIF4E eIF4A และ eIF3 เป็นต้น รวมกันเป็นองค์ประกอบตั งต้นเข้าไปจับท่ีปลาย 5’ ของสายเอ็มอาร์เอ็น
เอ แล้วเคล่ือนที่หา AUG ซ่ึงเป็นจุดเริ่มต้นในการสังเคราะห์โปรตีนของขั นตอนการแปลรหัส 
(Welnowska et al., 2009) ถ้า eIF4G2 มีการแสดงออกลดลงพบว่า จะชักน าให้เกิดการตายของเซลล์ 
(Liberman et al., 2009) 
 SBP2 ท าหน้าที่ เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์โปรตีนในกลุ่ม selenoprotein ตัวอย่างเช่น 
glutathione peroxidase ซ่ึงป้องกันเซลล์จากอนุมูลอิสระ เป็นต้น โดย SBP2 จะเข้าจับกับ sec insertion 
sequence (SECIS) element ซ่ึงมีโครงสร้างแบบ stem loop ที่อยู่บริเวณปลาย 3’-untranslated region 
(3’-UTR) ของสายเอ็มอาร์เอ็นเอแล้ว ชักน าให้ sec-specific elongation factor (EFSec) เข้ามาเกาะกับ 
SBP2 และน า sec-specific tRNA (tRNASec) มาจับแทน releasing factor (RF) ที่ UGA ซ่ึงเป็นรหัสโค
ดอนหยุดการสังเคราะห์สายพอลิเพปไทด์ ดังนั นถ้า SBP2 มีการเปล่ียนแปลงไปจะส่งผลกระทบต่อการ
แสดงออกของยีนที่สร้าง selenoprotein เป็นวงกว้าง (Dumitrescu et al., 2010; Kipp et al., 2012) 
 จากที่กล่าวมาจะเห็นได้ว่า การเปล่ียนแปลงรูปแบบการแสดงออกของยีนซ่ึงท าหน้าที่ควบคุม
กระบวนการถอดรหัสและแปลรหัส จะส่งผลกระทบต่อการสังเคราะห์สายอาร์เอ็นเอและโปรตีนของ
ยีนอื่น ๆ ท าให้รูปร่างและการท างานของเซลล์เปล่ียนไป (Scheper et al., 2007) ซ่ึงอาจน าไปสู่การเป็น
โรคข้อเข่าเส่ือม ดังนั นการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน จะท าให้เข้าใจพยาธิของโรคมากขึ น 
รวมถึงใช้เป็นแนวทางพัฒนาการรักษาโรคและอาจเป็นการค้นพบสารบ่งชี ทางชีวภาพ (biological 
marker) ชนิดใหม่ 
 นอกจากนี ในปัจจุบันได้มีการใช้สารบ่งชี ทางชีวภาพ ซ่ึงเป็นสารที่ใช้ชี วัดสภาพทางชีวภาพที่
เกิดขึ นในร่างกาย 
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แนวทางรักษาและสารบ่งชี้ทางชีวภาพในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 
 การรักษาโรคข้อเข่าเส่ือมสามารถท าได้หลายแนวทาง เพื่อระงับอาการเจ็บปวด ป้องกันการถูก
ท าลายกระดูกอ่อนผิวข้อ และส่งเสริมการท างานของข้อเข่าให้เป็นปรกติ โดยแบ่งออกเป็นวิธีต่าง ๆ ได้
ดังนี  

 การรักษาโดยไม่ใช้ยา (nonpharmacological therapy) เป็นวิธีการรักษาที่มีต้นทุนต่ า ผู้ป่วย
สามารถปฏิบัติได้ด้วยตนเองตอนอยู่ที่บ้าน ได้แก่  

- การออกก าลังกาย เช่น แอโรบิก ว่ายน  า และการเดิน เป็นต้น เพื่อเพิ่มความแข็งแรงให้แก่
กล้ามเนื อ เพิ่มพิสัยการเคล่ือนที่ของข้อเข่า และช่วยลดน  าหนัก 

- การเสริมส้นเท้ารูปล่ิมทางด้านนอก (lateral wedge insole orthosis) หรือใช้เครื่องช่วยพยุง 
เช่น ไม้เท้า (cane) เพื่อเป็นการลดแรงท่ีกระท าผ่านข้อเข่า 

- งดเว้นการสวมใส่รองเท้าส้นสูง เนื่องจากรองเท้าส้นสูงจะเพ่ิมแรงที่กระท าต่อข้อเข่า 
- การปรับเปล่ียนพฤติกรรมการบริโภค ควรหลีกเล่ียงอาหารที่มีไขมันอ่ิมตัวสูง และ

รับประทานวิตามินดี เพื่อลดความเส่ียงในการลุกลามของโรค  
- การเปล่ียนแปลงพฤติกรรมในชีวิตประจ าวัน เช่น หลีกเล่ียงการนั่งพับเพียบ คุกเข่า การ

เดินขึ นบันได เป็นต้น เพราะ พฤติกรรมดังกล่าวจะเป็นการเพิ่มแรงกดดันในช่องเข่า
เพิ่มขึ น 

- การท ากายภาพบ าบัดด้วยความร้อนเพื่อบรรเทาอาการเจ็บข้อเข่า 
 การรักษาโดยใช้ยา (pharmacologic therapy) โดยมีจุดประสงค์หลักเพื่อบรรเทาอาการปวดข้อ 

และลดการอักเสบ ยาเหล่านี  ได้แก่ 
- ยาแก้อักเสบท่ีมิใช่สเตียรอยด์ (nonsteroidal anti-inflammatory drug, NSAID) จะออกฤทธ์ิ

ยับยั งเอนไซม์ cyclooxygenase (COX) ซ่ึงจ าเป็นในการสังเคราะห์ prostaglandin ที่ท าให้
เกิดการอักเสบและอาการเจ็บปวด ทว่าผู้ป่วยที่ใช้ยา NSAID ต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน 
จะมีความเส่ียงต่อการเป็นแผลในกระเพาะ มีเลือดออกในล าไส้ เกล็ดเลือดผิดปรกติ มีการ
ท างานของไตที่ลดลง และเป็นพิษต่อตับ เป็นต้น นอกจากนี ยังควรหลีกเล่ียงการใช้ 
NSAID กับผู้ป่วยที่มีปัญหาเกี่ยวกับระบบหลอดเลือดหัวใจ เพราะ อาจท าให้อาการทรุดลง
กว่าเดิมได้ ดังนั นการใช้ NSAID ควรได้รับการพิจารณาจากแพทย์และมีการตรวจร่างกาย
อย่างสม่ าเสมอ 

- การฉีดยาสเตียรอยด์เข้าข้อ เพื่อบรรเทาอาการปวดข้อเข่า โดยได้ผลในระยะ 2 ถึง 3 เดือน 
และไม่ควรฉีดซ  าเป็นประจ า เนื่องจากยาอาจเร่งการท าลายกระดูกอ่อนผิวข้อได้ 

- การฉีด hyaluronan เข้าข้อเพื่อระงับอาการปวดและเพิ่มพิสัยการเคล่ือนไหวข้อมากขึ น โดย
มีผลข้างเคียงเพียงเล็กน้อย และอาจเป็นชั่วคราว เช่น เยื่อบุข้ออักเสบ เป็นต้น 



12 
 

- การใช้ยาทาบรรเทาอาการปวดประเภทพริก (topical capsaicin) capsaicin เป็นสารที่พบใน
พืชจ าพวกพริก โดยท าหน้าที่ยับยั งการสะสมและลดการสังเคราะห์ substance P ซ่ึงไป
กระตุ้นปลายประสาทรับความเจ็บปวด 

 การรักษาโดยวิธีผ่าตัด (surgery) มีหลายวิธี อาทิ การผ่าตัดเปล่ียนข้อเทียมเพียงส่วนเดียว 
(unicompartmental knee arthroplasty, UKA) ส าหรับผู้ป่วยที่มีกระดูกอ่อนผิวข้อเส่ือมสภาพเพียงด้าน
เดียวของเข่า หรือ การผ่าตัดเปล่ียนข้อเข่าเทียมทั งหมด (total knee arthroplasty, TKA) เหมาะสมกับ
ผู้สูงอายุท่ีมีอาการเจ็บปวดข้อมากและสูญเสียความสามารถในการเคล่ือนไหวข้อ เป็นต้น โดยการผ่าตัด
เปล่ียนข้อเทียมมีผลดี คือ ผู้ป่วยสามารถเดินได้ทันที บรรเทาอาการเจ็บปวดได้ไว และสามารถตัดแต่ง
กระดูกที่ขึ นผิดรูปได้ระหว่างการผ่าตัด เพื่อแก้ไขความพิการ  โดยมีภาวะแทรกซ้อนเพียงเล็กน้อย 
(Colizza et al., 1995) 
 นอกจากนี ในปัจจุบันได้มีการใช้สารบ่งชี ทางชีวภาพช่วยในการวินิจฉัยโรค โดยสารบ่งชี ทาง
ชีวภาพ คือ สารที่ใช้ชี วัดสภาพทางชีวภาพที่เกิดขึ นจริงในร่างกาย ซ่ึงสามารถสะท้อนขั นตอนการ
ด าเนินโรค และความแตกต่างระหว่างพยาธิสภาพในผู้ป่วยกับคนปรกติ ดังนั นจึงท าให้สามารถจ าแนก
ผู้ป่วยได้ละเอียดยิ่งขึ น รวมถึงใช้ติดตามผลตอบสนองต่อการรักษาได้อย่างมีประสิทธิภาพ ตัวอย่างสาร
บ่งชี ที่ใช้วัดระดับการท าลายกระดูกอ่อนผิวข้อและการอักเสบในโรคข้อเข่าเส่ือม ได้แก่ matrillin-1 
(MATN1) ซ่ึงท าหน้าที่จัดเรียงและรักษาโครงสร้าง ECM โดยตามปรกติจะไม่ตรวจเจอ MATN1 ใน
กระดูกอ่อนผิวข้อของคนปรกติ แต่จะพบในซีรั่มหรือกระดูกอ่อนผิวข้อของผู้ป่วยข้อเข่าเส่ือม หรือ 
stromelysin-1 (MMP-3) เป็นเอนไซม์ย่อยสลาย ECM ซ่ึงมีระดับสูงขึ นในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม 
เช่นเดียวกันกับกรดไฮยาลูโรนิก ซ่ึงมีระดับสูงขึ นในซีรั่มของผู้ป่วย (Okimura et al., 1997; Li et al., 
2012) เปน็ต้น 
 ดังนั น การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนที่ได้จากการคัดเลือกด้วยเทคโนโลยีชีวสารสน
เทศ จะท าให้ทราบถึงรูปแบบการแสดงออกของยีนในระดับเอ็มอาร์เอ็นเอของเซลล์ซิโนวิโอไซต์ที่พบ
ในน  าไขข้อระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมและคนปรกติ  และอาจเป็นการค้นพบสารบ่งชี ทางชีวภาพ
ชนิดใหม่ ซ่ึงสามารถน าไปใช้ในการวินิจฉัยและพยากรณ์โรค ท าให้เข้าใจพยาธิก าเนิดโรคข้อเข่าเส่ือม
มากขึ น รวมถึงน ามาประยุกต์ใช้เป็นองค์ความรู้พื นฐานในการพัฒนาวิธีรักษาให้มีความจ าเพาะกับ
พันธุกรรมในผู้ป่วยแต่ละราย อันจะเป็นประโยชน์ต่อไปในอนาคต 
  
 



บทที ่3 
วิธีด ำเนินงำนวิจัย 

 
วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในกำรวิจยั 

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

(Gilson, France) 

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

3. หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (microcentrifuge tube) ขนาด 0.2 ml และ 1.5 ml (Bioline, UK) 

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

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

6. แท่นวางหลอด (rack) (Autopack, USA) 

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

8. พาราฟิล์ม (Parafilm M, USA) 

9. กระดาษฟลอยด์ (Aro, China) 

10. ปิเปต บอย (Costar®, USA) 

11. เครื่องวอร์เท็กซ์ (WiseMix®, Korea) 

12. เครื่องป่ันเหวี่ยง (Hettich zentrifugen, Germany) 

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

14. StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems®, USA)  

15. ถาดส าหรับเตรียมเจล พร้อมหวี (Bioer, China) 

16. เครื่องอิเล็กโทรโฟริซิส (Bioer, China) 

17. เครื่องถ่ายภาพเจล (BIO-RAD, USA) 

18. ตู้เย็น 4 ºC (Sharp, Japan) 

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

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

21. วอเตอร์ บาธ (Major Science, Taiwan) 

22. จานเลี้ยงเซลล์แบบ 12 หลุม (Costar®, USA) 

23. ฟลาสก์เลี้ยงเซลล์ : T25, T75 (Costar®, USA) 
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24. ปิเปตแบบฆ่าเชื้อ ปริมาตร 5 ml, 10 ml, 25 ml (Costar®, USA) 

25. สไลด์นับเซลล์ (Haemocytometer) 

26. ตู้เขี่ยเชื้อ 

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

28. กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ (Motic, Germany) 

29. ตู้นึ่งความดันส าหรับฆ่าเชื้อ 

30. เครื่องไมโครเวฟ (Sharp, Japan) 

31. เครื่องช่ังดิจิทอล (OHAUS®, USA) 

32. ช้อนตักสาร 

33. NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, USA) 

34. Optical, 8-CAP Strip, FLAT (BIO-RAD, USA) 

35. Tube, Strip-8, Lo-Pro White (BIO-RAD, USA) 

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

สำรเคมีที่ใช้ในงำนวิจัย 
1. สารเคมีทัว่ไป 

1.1 Agarose, molecular glade (ISC BioExpress, Spain) 

1.2 Absolute ethanol (Merck, Germany) 

1.3 Ethidium bromind (Bio Basic inc, USA) 

1.4 Boric acid (Research organics, USA) 

1.5 Tris aminomerthane (Research organics, USA) 

1.6 EDTA (Research organics, USA) 

1.7 100 base pair DNA ladder (Biolab, Thailand) 

2. สารเคมีที่ใช้เลี้ยงเซลล์ 

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

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

3.3 100x Pen-Strep (GIBCO, Invitrogen, USA) 

3.4 Basic Fibroblast Growth Factor (FGF) (Invitrogen, USA) 
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3.5 Trypsin-EDTA (GIBCO, Invitrogen, USA) 

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

3.7 Tryphan blue (GIBCO, Invitrogen, USA) 

3. ชุดสารเคมีส าเรจ็รูปท่ีใชใ้นงานวิจยั 

4.1 innuPREB Blood DNA Mini Kit (AnalytikJena, Germany) 

4.2 innuPREB RNA Mini Kit (AnalytikJena, Germany) 

4.3 SsoFastTM EvaGreen® Supermix (BIO-RAD, USA) 

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

โปรแกรมที่ใช้ในงำนวิจัย 
1. Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) 

2. Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/)  
3. StepOne Software V2.1 (Applied Biosystems®, USA) 

 
วีธีด ำเนินกำรวิจยั 
1. การจัดท าเอกสารขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจัยในมนุษย์  โรงพยาบาล
ธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 
 การด าเนินงานเอกสารส าหรับขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจัยในมนุษย์ 
โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ โดยน าเสนอ โครงร่างงานวิจัยที่มีพื้นฐานทางวิทยาศาสตร์ที่
ถูกต้อง รวมถึงข้อพิจารณาด้านจริยธรรมการวิจัย เพื่อให้งานวิจัยมีมาตรฐานเป็นที่ยอมรับในระดับ
สากล และเป็นการให้เคารพในศักดิ์ศรีความเป็นมนุษย์ ซึ่งอาสาสมัครต้องยินยอมเข้าร่วมด้วยความ
สมัครใจ โดยข้อมูลที่ได้จะถูกเก็บรักษาเป็นการลับ เพื่อความเป็นส่วนตัวของอาสาสมัคร 
 
2. กำรศึกษำรปูแบบกำรแสดงออกของยีน โดยใช้เทคโนโลยีชีวสำรสนเทศ 
 น าข้อมูลการแสดงออกของยีนที่ศึกษาในเยื่อบุข้อด้วยวิธีไมโครอาร์เรย์ (accession number 
GSE12021) จาก GEO DataSet ในฐานข้อมูล NCBI มาวิเคราะห์เปรียบเทียบรูปแบบการแสดงออกของ
ยีนด้วยโปรแกรม Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) โดยใช้ t test เพื่อหายีน
ในเยื่อบุข้อที่มีระดับการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 
(n = 10, อายุเฉลี่ย 71.9 ± 2.0 ปี) กับกลุ่มควบคุม (n = 9, อายุเฉลี่ย 49.9 ± 6.7 ปี) เมื่อ p-value มีค่าน้อย
กว่า 0.0005 หรือ p-value ที่ 0.05 แต่ยีนมีการแสดงออกลดลงตั้งแต่ 4 เท่าขึ้นไป หรือยีนมีการแสดงออก
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เพิ่มขึ้นอย่างน้อย 1.4 เท่า ในผู้ป่วย เนื่องจากยีนในกลุ่มดังกล่าว มักมีรูปแบบการแสดงออกของยีน
ระหว่างไมโครอาร์เรย์และ real-time PCR เป็นไปในทิศทางเดียวกัน (Dallas et al., 2005) จากนั้นจึงท า
การเลือกยีน 4 ยีน ซึ่งมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการควบคุมการถอดรหัสหรือการแปลรหัส  มา
ท าการศึกษาต่อในขั้นตอนต่อไป โดยหน้าที่และการท างานของยีนสามารถสืบหาได้จากฐานข้อมูล 
PhosphoSitePlus® (http://www.phosphosite.org) และ PubMed ในฐานข้อมูล NCBI 
 
3. กำรเก็บตัวอย่ำงน  ำไขข้อ เพำะเลี ยงเซลล์ และสกดัอำร์เอน็เอ 
 เก็บตัวอย่างด้วยวิธีการเจาะน้ าไขข้อจากกลุ่มผู้ป่วยที่ได้รับการวนิจิฉยัจากแพทย์ผูเ้ชีย่วชาญทาง
ศัลยกรรมกระดูกว่าเป็นโรคข้อเข่าเสื่อม 10 ราย และกลุ่มควบคุมที่เข้ารับการรักษารักษาเอ็นไขว้หน้า
เข่าขาด โดยวิธีการผ่าตัดส่องกล้อง 5 ราย น ามาสกัดอาร์เอ็นเอหรือเพาะเลี้ยงเซลล์ ภายใน 24 ชั่วโมง 
 3.1 กำรเพำะเลี ยงเซลล์ 
 3.1.1 กำรเริ่มต้นเลี ยงเซลล์ซิโนวิโอไซต์จำกตัวอย่ำงน  ำไขข้อ  
 แยกเซลล์ซิโนวิโอไซต์ออกจากน้ าไขข้อ ภายในตู้เขี่ยเชื้อ (safety cabinet) เพื่อป้องกันการ
ปนเปื้อน โดย น าน้ าไขข้อที่ได้ไปผสมกับ PBS ในอัตราส่วนน้ าไขข้อ 1 ส่วนต่อ PBS 1 ส่วน เพื่อลด
ความหนืดของน้ าไขข้อลง ก่อนน าไปวอร์เท็กซ์ให้เข้ากัน และน าไปหมุนเหวี่ยงความเร็วรอบ 14,000 
รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 10 นาที เสร็จแล้วจึงของเหลวด้านบนทิ้ง และเติมอาหารชนิด DMEM 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย FBS ความเข้มข้นร้อยละ 10 Pen-Strep เข้มข้นร้อยละ 1 และ FGF 
ความเข้มข้น 4 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นสารกระตุ้นการแบ่งเซลล์ โดยใช้ปิเปตดูดขึ้นลงเบา  ๆ ให้
ตะกอนเซลล์กระจายออกจากกัน ก่อนย้ายไปเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลล์แบบ 12 หลุม ซึ่งมีอาหารเลี้ยงเซลล์
อยู่ 1 มิลลิลิตร รวมปริมาตรทั้งหมดเป็น 2 มิลลิลิตร จากนั้นจึงเอียงจานเลี้ยงเซลล์วนสลับซ้ายขวา 
เพื่อให้เซลล์กระจายทั่วหลุม แล้วน าไปบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 
 3.1.2 วิธีเพำะเลี ยงเซลล์ซิโนวิโอไซต์ 
 ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ซิโนวิโอไซต์ไม่ให้เกินแพสเสจ (passage) ที่ 3 เริ่มจากเปลี่ยนอาหารใน
จานเลี้ยงเซลล์ทุก 2 ถึง 3 วัน โดยใช้ปิเปตดูดอาหารทิ้ง 1 มิลลิลิตร และใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ให้
ปริมาตรเท่าเดิม เมื่อเซลล์เพิ่มจ านวนจนเต็มหลุม จึงย้ายเซลล์ไปเลี้ยงต่อในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาดหนา้ตดั 
25 ตารางเซนติเมตร (T25-Flask) โดยดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ในหลุมทิ้ง จากนั้นเติม PBS ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เอียงจานเลี้ยงเซลล์ให้ PBS กระจายทั่วหลุมเพื่อล้างอาหารและของเสียต่าง ๆ ออกให้หมด 
ก่อนใช้ปิเปตดูด PBS ทิ้ง ท าซ้ า 1 ถึง 2 ครั้ง แล้วจึงเติม trypsin-EDTA ปริมาณ 200 ไมโครลิตร แล้ว
น าเข้าไปบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นระยะเวลา 5 นาที เพื่อให้เซลล์หลุดออกจากพื้นผิวจานเลีย้งเซลล ์จากนัน้
เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาณ 1.8 มิลลิลิตร ท่ีผสม FBS เอาไว้ ส าหรับยับยั้งปฏิกิริยาของ trypsin-EDTA 
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แล้วใช้ปิเปตดูดอาหารทั้งหมด ซึ่งมีเซลล์ผสมอยู่ใส่ขวดเลี้ยงเซลล์หน้าตัด 25 ตารางเซนติเมตร ที่มี
อาหารเลี้ยงเซลล์อยู่ในขวด 3 มิลลิลิตร รวมปริมาตรได้ 5 มิลลิลิตร โดยนับเป็นแพสแสจที่ 1 และหมั่น
เปลี่ยนอาหาร เพื่อเพิ่มอาหารและเร่งการเจริญเติบโตของเซลล์ จนกว่าเซลล์เพิ่มปริมาณเต็มขวด
เพาะเลี้ยง 
 หลังจากเซลล์เจริญเต็มขวดเลี้ยงเซลล์หน้าตัด 25 ตารางเซนติเมตรแล้ว จึงย้ายเซลล์ไปเลี้ยงต่อ
ในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาดหน้าตัด 75 ตารางเซนติเมตร แล้วนับเป็นแพสเสจที่ 2 โดยเพิ่มปริมาตรอาหาร
เลี้ยงเซลล์เป็น 10 มิลลิลิตร เมื่อเซลล์เจริญเต็มขวดเพาะเลี้ยงจึงแบ่งเซลล์ออกใส่ขวดเลี้ยงเซลล์หน้าตัด 
75 ตารางเซนติเมตร จ านวน 3 ขวด เพื่อเพิ่มปริมาณเซลล์ให้เพียงพอต่อการศึกษารูปแบบการแสดงออก
ของยีน และนับเป็นแพสเสจที่ 3 
 3.2 กำรสกัดอำร์เอ็นเอ 
 3.2.1 กำรเตรียมตัวอย่ำงซิโนวิโอไซต์จำกน  ำไขข้อส ำหรับกำรสกัดอำร์เอ็นเอ 
 ใช้ปิเปตดูดน้ าไขข้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (microcentrifuge 
tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตามด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วปิเปตขึ้นลงผสมให้เข้ากัน เพื่อ
ลดความหนืดของน้ าไขข้อ ก่อนน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เสร็จ
แล้วจึงเทสารละลายส่วนใสทิ้ง ให้เหลือแต่ตะกอนเซลล์ 
 3.2.2 กำรเตรียมตัวอย่ำงซิโนวิโอไซต์จำกกำรเพำะเลี ยงเซลล์ส ำหรับกำรสกัดอำร์เอ็นเอ 
 เมื่อเซลล์เพิ่มปริมาณเต็มขวดเลี้ยงเซลล์หน้าตัด 75 ตารางเซนติเมตร (มีซิโนวิโอไซต์ประมาณ 
12 ล้านเซลล์ต่อฟลาสก์) ให้ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง จากนั้นเติม PBS 3 มิลลิลิตร เอียงขวดช้า ๆ  ให้ PBS 
กระจายทั่วขวด ก่อนเททิ้ง แล้วท าซ้ า 1 ถึง 2 ครั้ง เสร็จแล้วจึงเติม trypsin-EDTA 0.5 มิลลิลิตร น าไปบ่ม
ที่ตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้เซลล์หลุดออกจากผิวขวดเลี้ยงเซลล์ หลังจากนั้นจึงใช้ปิเปตดูด
สารละลายที่มีเซลล์ผสมอยู่ ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ก่อนน าไปหมุนเหวี่ยงท่ี 
14,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 5 นาที ให้ซิโนวิโอไซต์ตกตะกอน แล้วแยกสารละลายส่วนใสทิง้ไป 
 3.2.3 วิธีกำรสกัดอำร์เอ็นเอ 
 น าตะกอนเซลล์ที่ได้มาสกัดอาร์เอ็นเอด้วย innuPREB RNA Mini Kit (AnalytikJena, 
Germany) เริ่มจากเติมบัฟเฟอร์ RL 400 ไมโครลิตร ส าหรับย่อยเซลล์ โดยบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 2 นาที จากนั้นวอร์เท็กซ์จนเซลล์กระจายออกจากกัน แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้องต่ออีก 3 นาที ก่อนน า
สารละลายทั้งหมดใส่ลงใน spin filter D ที่ซ้อนอยู่ใน receiver tube แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เพื่อคัดกรองดีเอ็นเอออกจากอาร์เอ็นเอ จากนั้นเติมเอทานอล
เข้มข้นร้อยละ 70 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงในสารละลายที่อยู่ใน receiver tube แล้วใช้ปิเปตดูดขึ้น
ลงหลาย ๆ ครั้ง จนสารละลายผสมเป็นเนื้อเดียวกัน ก่อนดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงใน spin filter R ที่
ซ้อนอยู่ใน receiver tube หลอดเดิม น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
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แล้วแยกส่วนสารละลายทิ้ง หลังจากนั้นเติมบัฟเฟอร์ HS 500 ไมโครลิตร ลงบน spin filter R แล้วไป
หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 1 นาที เพื่อล้างตะกอน แล้วเทส่วนสารละลาย
ทิ้ง จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ LS 750 ไมโครลิตร ลงบน spin filter R แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เพื่อล้างตะกอนอีกรอบ แล้วแยกส่วนสารละลายทิ้งไป ตามด้วยน า spin 
filter R ไปซ้อนทับบน receiver tube หลอดใหม่ ก่อนน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ เป็น
ระยะเวลานาน 3 นาที เพื่อก าจัดแอลกอฮอล์ที่ตกค้างอยู่ใน spin filter R หลังจากนั้นน า spin filter R ใส่
ใน elution tube จากนั้นเติม RNase-Free water 30 ไมโครลิตรลงบนตรงกลางของ spin filter R แล้วบ่ม
ไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 1 นาที เพื่อละลายตะกอนอาร์เอ็นเอให้อยู่ในรูปสารละลาย ก่อนน าไปหมุน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เสร็จแล้วจึงน าอาร์เอ็นเอที่ได้ไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 
-80 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป 
 
4. กำรศึกษำรูปแบบกำรแสดงออกของยีน 
 4.1 reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 น าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้มาเป็นต้นแบบในการสังเคราะห์สายสายคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ 
(cDNA) ด้วยชุด SuperScriptTM III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA) เริ่ม
จากเตรียมอาร์เอ็นเอ 50 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา ผสมกับไพรเมอร์ (random hexamers) ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร และ dNTPs Mix 1 ไมโครลิตร แล้วปรับปริมาตรเป็น 10 ไมโครลิตร โดยใช้ DEPC-treated 
water จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที ด้วยเครื่องพีซีอาร์ เสร็จแล้ว
จึงน าไปแช่ในน้ าแข็งเพื่อให้ความเย็นเป็นเวลา 1 นาที แล้วเติม RT buffer 2 ไมโครลิตร MgCl2 4 
ไมโครลิตร DTT 2 ไมโครลิตร RNaseOUTTM 1 ไมโครลิตร และ SuperScriptTM III RT 1 ไมโครลิตร 
รวมปริมาตรทั้งหมดเป็น 20 ไมโครลิตร และน าไปบ่มในเครื่องพีซีอาร์ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้ไพรเมอร์จับกับอาร์เอ็นเอต้นแบบ ตามด้วยอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
60 นาท ีเพื่อด าเนินการสังเคราะห์สายคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ และอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
5 นาท ีส าหรับยับยั้งปฏิกิริยา SuperScriptTM III RT หลังจากนั้นเติม RNaseH 1 ไมโครลิตร แล้วน าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ส าหรับขจัดสายอาร์เอ็นเอต้นแบบ ก่อนน าสายคอม
พลีเมนทารีดีเอ็นเอ ที่สังเคราะห์ได้จาก RT-PCR ไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้วิจัย
ต่อไป 
 4.2 real-time PCR 
 ออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) โดยใช้ข้อมูลล าดับนิวคลี
โอไทด์ของ ATF3 DPH5 eIF4G2 SBP2 และ GAPDH จากฐานข้อมูล NCBI ดังที่แสดงไว้ในตารางท่ี 1 
และน าไพรเมอร์ที่ได้มาตรวจสอบความจ าเพาะต่อยีนด้วยโปรแกรม Primer-BLAST ในฐานข้อมูล 
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NCBI ก่อนน าไปใช้ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนโดยวิธี real-time PCR ด้วย StepOnePlus™ 
Real-Time PCR System (Applied Biosystems®, USA) แต่ละตัวอย่างท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 3 หรือ 2 ซ้ า 
โดยใช้สารตามตารางท่ี 2 ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ของ DPH5 eIF4G2 SBP2 และ GAPDH ใช้สารตามตาราง
ที่ 3 ส าหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ของ ATF3 และตั้งโปรแกรมส าหรับขั้นตอนเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในปฏกิริยิา
พีซีอาร์ ดังต่อไปนี้ 
 initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที เพื่อให้สายคอมพลีเมนทารีดี
เอ็นเอ เสียสภาพอย่างสมบูรณ์และกระตุ้นการท างานของน้ ายาส าเร็จรูป SsoFastEvaGreensupermix 
(BIO-RAD, USA) ก่อนตามด้วย dena ture  ที่อุณหภูมิ  95  องศาเซลเซียส นาน 5 วินาที 
annealing/extension ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส ส าหรับ DPH5 eIF4G2 SBP2 หรืออุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส ส าหรับ ATF3 นาน 5 วินาที เป็นจ านวน 40 รอบ และตามด้วย melting phase เริ่มต้นที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จนถึงอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส โดยเพิ่มอุณหภูมิในอัตราส่วน 0.3 องศา
เซลเซียสต่อนาที เพื่อสร้าง melt curve ส าหรับตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์  
 สร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) เพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพ (efficiency) ของปฏิกิริยา
พีซีอาร์ในแต่ละคู่ไพรเมอร์ โดยน าตัวอย่างดีเอ็นเอมาเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้มีความเข้มข้น 200 50 12.5 
6.25 และ 1.5625 นาโนกรัม/ไมโครลิตร (เจือจางระดับ 1:4) ตามล าดับ ก่อนน าตัวอย่างดีเอ็นเอทั้งห้า
ความเข้มข้นไปเพิ่มปริมาณด้วย real-time PCR พร้อมกัน โดยใช้ปฏิกิริยาและขั้นตอนในการท าพีซีอาร์
ของแต่ละคู่ไพรเมอร์ตามที่ได้กล่าวไปแล้วในข้างต้น จากนั้นค านวณค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ 
(coefficient of determination, r2) ด้วยโปรแกรม StepOne Software V2.1 (Applied Biosystems®, USA) 
เพือ่พิจารณาความเหมาะสมของกราฟมาตรฐานที่ได้ว่า สามารถใช้อธิบายความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ระหวา่ง
สองตัวแปร โดย r2 ควรมีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 0.98 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า จุดข้อมูลส่วนใหญ่อยู่ใกล้หรือ
อยู่บนเส้นถดถอย ก่อนค านวณค่า % efficiency ของปฏิกิริยาในแต่ละคู่ไพรเมอร์ โดยใช้สมการของ 
Wong and Medrano (2005) ดังนี้ 

% efficiency = (E - 1) x 100% 

                = (10-1/slope - 1) x 100% 
 เมื่อ E คือ ประสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในแต่ละคู่ไพรเมอร์  และ slope เท่ากับ ความชัน
ของกราฟ ค่า % efficiency ที่ได้ควรอยู่ระหว่าง 80 ถึง 110 ซึ่งแสดงว่า ปริมาณดีเอ็นเอจะเพิ่มขึ้น
เทียบเคียงสองเท่าในแต่ละรอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ และเป็นการปอ้งกนัความคลาดเคลือ่นในขอ้มลูการ
แสดงออกของยีน (systematic error) เนื่องจากปริมาณดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้นไม่ใกล้เคียงกันในแตล่ะรอบของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ อันเป็นผลมาจาก % efficiency นอกจากนี้ถ้า  % efficiency มีค่าน้อยกว่า 80 แสดงว่า 
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ใช้อาจไม่เหมาะสม หรือถ้า % efficiency มีค่ามากกว่า 110 แสดงว่าอาจเกิด primer-
dimer ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ เป็นต้น 
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ตารางท่ี 1 ล าดับเบสของไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า real-time PCR amplification  

  
 Accession number    ยีน    ล ำดับนิวคลีโอไทด ์(5’ to 3’)     
 
NM_001077394.1 DPH5   Forward ATGGAGATGGAGATGCTAA  
      Reverse AACACCTGGGAATTATGAGG 
NM_001042559.2 eIF4G2     Forward TGTTCCAGGTGAATCAGTGG  
      Reverse TTCGCAGTGGTTAGGTCA 
NM_024077.3  SBP2         Forward CACACTACGGATCTG            
      Reverse CTCACTCACTTGGCTCAG 
NM_001674  ATF3   Forward GTATGATGGCAGGTCCTC             
      Reverse CTAAGACATTGAGTGGAGAGT 
NM_002046.4  GAPDH  Forward GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 
      Reverse GAAGATGGTGATGGGATTTC 
 
 

 
ตารางท่ี 2 องค์ประกอบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ของยีน DPH5 eIF4G2 SBP2 และ GAPDH 

  
        ปริมำตร (ไมโครลิตร)   ควำมเข้มข้นสุดท้ำย     
SsoFastEvaGreensupermix  7.5 
10 µM forward-primer   0.45     300 nM 
10 µM reverse-primer   0.45      300 nM 
distilled water    4.6 
cDNA       2 
ปริมำตรรวม     15 
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ตารางท่ี 3 องค์ประกอบในปฏกิิริยาพซีีอาร์ของยีน ATF3 
  
        ปริมำตร (ไมโครลิตร)   ควำมเข้มข้นสุดท้ำย     
SsoFastEvaGreensupermix  10 
10 µM forward-primer   0.25     200 nM 
10 µM reverse-primer   0.25      200 nM 
distilled water    2.5 
cDNA       2 
ปริมำตรรวม     15 
 
 
 4.3 วิเครำะห์รูปแบบกำรแสดงออกของยีนด้วยวธิี 2- ∆∆Ct 

 ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนแบบ comparative quantification โดยวิธี 2- ∆∆Ct เพื่อ
เปรียบเทียบค่า Ct ของยีนเป้าหมาย (ATF3 DPH5 eIF4G2 และ SBP2) กับ GAPDH ซึ่งเป็น reference 
gene และค านวณหาระดับการแสดงออกของยีนระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่า เสื่อมและกลุ่มควบคุม ตาม
สมการของ Livak and Schmittgen (2001) ดังนี้  

  Fold difference = 2- ∆∆Ct 

               = 2- (∆Ct (test) – ∆Ct (calibrator)) 

               = 2- [(Ct (target, test) – Ct (ref, test)) – (Ct (target, calibrator) – Ct (ref, calibrator))] 
 เมื่อ Ct (target, test) คือ Ct ของยีนเป้าหมายจากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม Ct (ref, test) คือ Ct ของ 
GAPDH จากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม Ct (target, calibrator) คือ Ct ของยีนเป้าหมายจากกลุ่มควบคุม และ
Ct (ref, calibrator) คือ Ct ของ GAPDH จากกลุ่มควบคุม  
 จากนั้นน าข้อมูลการแสดงออกของยีนมาวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วย t test โดยโปรแกรม 
Microsoft Office Excel 2007 เพื่อตรวจหายีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
ระหว่างผู้ป่วยและกลุ่มควบคุม เมื่อ p-value มีค่าน้อยกว่า 0.05 



บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 
1. การขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจัยในมนุษย์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระ
เกียรติ 
 งานวิจัยชิ้นนี้ได้รับพิจารณาอนุมัติด้านจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ ให้ด าเนินงานวิจัยได้ ภายใต้
โครงการการแสดงออกของยีนในซิโนวิโอไซต์จากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม หนังสือรับรองเลขที่ 
057/2555 รหัสโครงการวิจัย MTU-EC-OT-4-049/55  
 
2. การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน โดยใช้เทคโนโลยีชีวสารสนเทศ 
 จากการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนในเยื่อบุข้อระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม (n = 10, 
อายุเฉล่ีย 71.9 ± 2.0 ปี) กับกลุ่มควบคุม (n = 9, อายุเฉล่ีย 49.9 ± 6.7 ปี) จากไมโครอาร์เรย์ด้วย
เทคโนโลยีชีวสารสนเทศ พบว่า มี 4,816 ยีน จากทั้งหมด 22,283 ยีน ซ่ึงคิดเป็นร้อยละ 21.61 มีการ
แสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมกับกลุ่มควบคุม เมื่อ p-
value มีค่าน้อยกว่า 0.05 เช่น ยีน TNKS2 ซ่ึงมีหน้าที่ซ่อมแซมเทโลเมียร์ (telomere) (Nan et al., 2011) 
เป็นต้น จากนั้นจึงคัดกรองยีน ก่อนน าไปศึกษาและเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนด้วยวิธี real-
time PCR โดยเลือกยีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกันระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมกับกลุ่มควบคุมอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อ p-value มีค่าน้อยกว่า 0.0005 หรือ p-value ที่ 0.05 แต่ยีนมีการแสดงออกลดลง
ตั้งแต่ 4 เท่าขึ้นไป หรือยีนมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอย่างน้อย 1.4 เท่า โดยเป็นยีนที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการควบคุมการถอดรหัสและการแปลรหัส อันได้แก่ ATF3 (p-value เท่ากับ 0.0227 และมีการ
แสดงออกลดลง 5.57 เท่า) DPH5 (p-value เท่ากับ 0.0371 และมีการแสดงออกเพิ่มขึ้น 1.43 เท่า) 
eIF4G2 (p-value เท่ากับ 0.00004 และมีการแสดงออกลดลง 4.28 เท่า) และ SBP2 (p-value เท่ากับ 
0.00041 และมีการแสดงออกลดลง 2.01 เท่า) มาศึกษาต่อในขั้นต่อไป  
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3. ตัวอย่างน้้าไขข้อ และซิโนวิโอไซต์จากน้้าไขข้อที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ 
 ตัวอย่างน้ าไขข้อที่น ามาใช้ศึกษา มีลักษณะสีเหลืองใส ข้นหนืด มีปริมาตรตั้งแต่ 1 มิลลิลิตร 
จนถึง 12 มิลลิลิตร ซ่ึงแตกต่างกันไปในแต่ละบุคคล (รูปที่ 2) และเมื่อน าเซลล์ซิโนวิโอไซต์ที่แยกได้
จากน้ าไขข้อมาเพาะเล้ียงเซลล์ ปรากฏว่ามีเซลล์ชนิดอ่ืนนอกจาก ซิโนวิโอไซต์ปะปนมากับน้ าไขข้อ 
โดยซิโนวิโอไซต์ที่พบในน้ าไขข้อจะมีลักษณะเกาะกันเป็นกลุ่ม แตกต่างไปจากซิโนวิโอไซต์ที่ผ่านการ
เล้ียงเซลล์ ซ่ึงเซลล์แยกออกเป็นเซลล์เดี่ยว มีลักษณะหัวท้ายเรียว และแผ่กระจายไปตามพื้นผิวภาชนะ
เล้ียงเซลล์ (รูปท่ี 3) 

 
 

(ก)            (ข)         (ค) 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปท่ี 2 ตัวอย่างน้ าไขข้อ (ก) และ (ข) ตัวอย่างน้ าไขข้อจากผู้ป่วยข้อเข่าเส่ือม 

(ค) ตัวอย่างน้ าไขข้อจากกลุ่มควบคุม 
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(ก) 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

(ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3 ซิโนวิโอไซต์ที่ไดจ้ากน้ าไขข้อ (ก) เซลล์ที่เกาะกันเป็นกลุ่ม (ลูกศร) ในแพจเสจที่ศูนย ์(ข) ซิโนวิ
โอไซต์ที่ผ่านการเพาะเล้ียงเซลล์ ในแพจเสจที่สาม โดยใชก้ าลังขยาย 40 เท่า 
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4. ผลการศกึษารูปแบบการแสดงออกของยนี 
 4.1 ประสิทธิภาพปฏิกิริยาพีซีอาร์ของแต่ละคู่ไพรเมอร์ 
 จากการสร้างกราฟมาตรฐาน เพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในแต่ละคู่ไพร
เมอร์ ได้ผลดังรูปท่ี 4 ถึง 9 โดย % efficiency ของไพรเมอร์ GAPDH ที่อุณหภูมิ annealing/extension 56 
และ 60 องศาเซลเซียส มีค่าเท่ากับ 95.275 และ 104.961 ส่วนค่า % efficiency ของคู่ไพรเมอร์ ATF3 
eIF4G2 DPH5 และ SBP2 มีค่าเท่ากับ 93.705 86.09 104.746 และ 91.328 ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าแต่ละ
คู่ไพร์เมอร์มีค่า % efficiency อยู่ระหว่าง 80 ถึง 110 ซ่ึงแสดงว่าปริมาณดีเอ็นเอจะเพิ่มขึ้นใกล้เคียงสอง
เท่าในแต่ละรอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ และสามารถใช้วิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน โดยไม่เกิด
ความคลาดเคล่ือนในข้อมูลการแสดงออกของยีน เนื่องจากความแตกต่างของ % efficiency นอกจากนี้ 
r2 มีค่ามากกว่า 0.98 แสดงว่าจุดข้อมูลส่วนใหญ่อยู่ใกล้หรืออยู่บนเส้นถดถอย และกราฟมาตรฐานที่ได้
มีความเหมาะสมในการค านวณหา % efficiency 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

slope: -3.441 r2: 0.994 % efficiency: 95.275 
รูปท่ี 4 กราฟมาตรฐานของ GAPDH ที่อุณหภูมิ annealing/extension 56 องศาเซลเซียส 
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slope: -3.208 r2: 0.993 % efficiency: 104.961 
 รูปท่ี 5 กราฟมาตรฐานของ GAPDH ที่อุณหภูมิ annealing/extension 60 องศาเซลเซียส  
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
slope: -3.483 r2: 0.997 % efficiency: 93.705 

รูปท่ี 6 กราฟมาตรฐานของ ATF3 ที่อุณหภูมิ annealing/extension 60 องศาเซลเซียส 
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slope: -3.708 r2: 0.992 % efficiency: 86.09 
รูปท่ี 7 กราฟมาตรฐานของ DPH5 ที่อุณหภูมิ annealing/extension 56 องศาเซลเซียส 

  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

 
 

slope: -3.213 r2: 0.992 % efficiency: 104.746 
รูปท่ี 8 กราฟมาตรฐานของ eIF4G2 ที่อุณหภูมิ annealing/extension 56 องศาเซลเซียส 
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slope: -3.549 r2: 0.997 % efficiency: 91.328 

รูปท่ี 9 กราฟมาตรฐานของ SBP2 ที่อุณหภูมิ annealing/extension 56 องศาเซลเซียส 
 
 
 4.2 ผลการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนด้วยวิธี real-time PCR 
 จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมกับกลุ่มควมคุมด้วยวิธี 
real-time PCR ได้ผลดังรูปที่ 10 จะเห็นว่า DPH5 eIF4G2 และ SBP2 จากตัวอย่างน้ าไขข้อมีการ
แสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมกับกลุ่มควมคุม ที่ p-value 
น้อยกว่า 0.05 โดย DPH5 eIF4G2 และ SBP2 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นในผู้ป่วยเท่ากับ 3.08 1.23 และ 
4.89 เท่า ตามล าดับ ส่วน ATF3 มีระดับการแสดงออกไม่แตกต่างกันระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมกับ
กลุ่มควมคุม (P > 0.05) ผลการศึกษาท่ีได้ตรงกันข้ามกับ ข้อมูลการแสดงออกของยีนที่ได้จากซิโนวิโอ
ไซต์ที่ผ่านการเพาะเล้ียงเซลล์ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า ATF3 มีการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมกับกลุ่มควมคุม ที่ p-value น้อยกว่า 0.01 โดยมีการแสดงออกเพิ่มขึ้น
ในผู้ป่วยเท่ากับ 2.12 เท่า ส่วน DPH5 eIF4G2 และ SBP2 มีระดับการแสดงออกไม่แตกต่างกันระหว่าง
ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมกับกลุ่มควมคุม (P > 0.05) ดังตารางที่ 4 
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ตารางท่ี 4 สรุปผลการทดลอง real-time PCR 
  

ตัวอย่าง ยีน p-value ทิศทางการแสดงออก 

ตัวอย่างน้ าไขข้อ 

ATF3 P > 0.05 ไม่แตกต่างระหว่างผู้ป่วยกับกลุ่มควบคมุ 

DPH5 P < 0.05 แสดงออกเพิ่มขึ้น 3.08 เท่า 

eIF4G2 P < 0.05 แสดงออกเพิ่มขึ้น 1.23 เท่า 

SBP2 P < 0.05 แสดงออกเพิ่มขึ้น 4.89 เท่า 

ซิโนวิโอไซต์ใน 
น้ าไขข้อที่ผ่านการเพาะเล้ียง

เซลล์ 

ATF3 P < 0.01 แสดงออกเพิ่มขึ้น 2.12 เท่า 

DPH5 P > 0.05 ไม่แตกต่างระหว่างผู้ป่วยกับกลุ่มควบคมุ 

eIF4G2 P > 0.05 ไม่แตกต่างระหว่างผู้ป่วยกับกลุ่มควบคมุ 

SBP2 P > 0.05 ไม่แตกต่างระหว่างผู้ป่วยกับกลุ่มควบคมุ 
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(ก) 

 
(ข) 

 
รูปท่ี 10 ผลการแสดงออกของยีนระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม (n=10) กับกลุ่มควบคุม (n=5) ด้วยวิธี 
real-time PCR จาก (ก) ตัวอย่างน้ าไขข้อ (ข) ซิโนวิโอไซตใ์นน้ าไขข้อที่ผ่านการเพาะเล้ียงเซลล์ เมื่อ I-

bar คือ ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน * และ ** แสดงถึง p-value น้อยกว่า 0.05 กับ 0.01 ตามล าดับ  
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บทที่ 5 
อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 
อภิปรายผลการวิจัย 
 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีนที่ได้จากซิโนวิโอไซต์ในตัวอย่างน ้าไขข้อ ด้วยวิธี real-time 
PCR แสดงให้เห็นว่ายีน eIF4G2 DPH5 และ SBP2 มีระดับการแสดงออกเพิ่มขึ นในผู้ป่วยโรคข้อเข่า
เส่ือมอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  โดยมีงานวิจัยรายงานว่า ถ้ายีน SBP2 มีการแสดงออกเปล่ียนไปจะมีผล
ต่อกลไกการอักเสบ การท้าลาย ECM รวมถึงการสังเคราะห์ selenoprotein  เช่น Thioredoxin reductase 
1 (TNXRD1) ซ่ึงท้าหน้าที่ปกป้องเซลล์จาก oxidative stress เป็นต้น ถ้าโปรตีน TNXRD1 มีการ
แสดงออกเพิ่มขึ นจะส่งผลให้การตายของเซลล์ลดลง (Carlson et al., 2009 ) นอกจากนี การแสดงออก
ของยีน DPH5 และ eIF4G2 ที่เพิ่มขึ น จะส่งผลให้เซลล์มีการแบ่งตัวมากขึ น (Uthman et al., 2013; 
Rezaul et al., 2010) ดังนั น ซิโนวิโอไซต์อาจเพิ่มจ้านวนจนเข้าไปท้าลายกระดูกอ่อนผิวข้อ 
เช่นเดียวกับที่เกิดขึ นในโรคข้ออักเสบรูมายตอยด์ (rheumatoid arthritis, RA) ซ่ึงพยาธิสภาพของโรค
เกิดจากการอักเสบเรื อรังของเยื่อบุชนิดต่าง ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเยื่อบุข้อ  ท้าให้เยื่อบุข้อหนาตัวขึ นและ
แผ่ขยาย จนเข้าไปท้าลายกระดูกอ่อนผิวข้ออย่างต่อเนื่อง (Ribel-Madsen et al., 2012) 
 ในขณะที่ ผลการศึกษาการแสดงออกของยีนที่ได้จากซิโนวิโอไซต์ที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์ 
ด้วยวิธี real-time PCR แสดงให้เห็นว่ายีน ATF3 มีการแสดงออกเพิ่มขึ นในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ แต่ผลการแสดงออกของยีน eIF4G2 DPH5 และ SBP2 มีรูปแบบการแสดงออกไม่
แตกต่างกันระหว่างผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือมกับกลุ่มควบคุม 
 ความแตกต่างท่ีเกิดขึ นระหว่างผลการแสดงออกของยีนจากซิโนวิโอไซต์ในน ้าไขข้อและซิโน
วิโอไซต์ที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์ อาจมีสาเหตุมาจากเซลล์ชนิดอ่ืนที่ปะปนมากับน ้าไขข้อ  เนื่องจาก
ภายในน ้าไขข้อประกอบด้วยเซลล์แขวนลอยหลายชนิด เช่น macrophages eosinophils และ 
lymphocytes เป็นต้น (Freemont et al., 1991) ซ่ึงอาจมีผลต่อระดับการแสดงออกของยีนที่ได้จาก
ตัวอย่างน ้าไขข้อ (Morey et al., 2006) ท้าให้รูปแบบการแสดงออกของยีนแตกต่างไปจากผลการ
แสดงออกของยีนในตัวอย่างซิโนวิโอไซต์ที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์ นอกจากนี ส่วนประกอบในอาหาร
ที่ใช้เลี ยงเซลล์มีความจ้าเพาะกับซิโนวิโอไซต์ ส่งผลให้ซิโนวิโอไซต์ ซ่ึงเป็นเซลล์เกาะพื นผิว สามารถ
กระจายตัวยึดเกาะผิวภาชนะเลี ยงเซลล์ได้ดีกว่าเซลล์ชนิดอ่ืน ๆ และทุกครั งที่เปล่ียนอาหารจะเป็นการ
คัดแยกซิโนวิโอไซต์ ซ่ึงเรียงตัวเกาะบนผิวภาชนะ ออกจากเซลล์แขวนลอยที่ปนมากับน ้าไขข้อในตอน
แรก (Woei, 2010) ดังนั นรูปแบบการแสดงออกของยีนที่ได้จากการเพาะเลี ยงเซลล์ จึงมีความน่าเชื่อถือ
มากกว่ารูปแบบการแสดงออกของยีนที่มาจากตัวอย่างน ้าไขข้อ 



32 
 
 ถึงแม ้รูปแบบการแสดงออกของยีนที่ได้จากการเพาะเลี ยงเซลล์ จะมีความจ้าเพาะกับซิโนวิโอ
ไซต์ แต่รูปแบบการแสดงออกของยีนที่ได้อาจเปล่ียนแปลงไปจากสภาพแวดล้อมเดิมในร่างกาย 
เนื่องจากการเกิด cell dedifferentiation เมื่อเลี ยงเซลล์ไปหลายแพสเสจ โดยมีรายงานการวิจัยว่า ซิโนวิ
โอไซต์ที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์จากแพสเสจที่ 2 ไปแพสเสจที่ 4 มีระดับการแสดงออกของยีน
เปล่ียนแปลงไปจากเดิมอย่างไม่มีนัยส้าคัญ แต่ซิโนวิโอไซต์ที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์จากแพสเสจที่ 2 
ไปจนถึงแพสเสจที่ 5 พบว่า ยีนมีการแสดงออกเปล่ียนแปลงไปร้อยละ 7 ดังนั นรูปแบบการแสดงออก
ของยีน ATF3 ที่ได้จากการเพาะเลี ยงเซลล์ซิโนวิโอไซต์ภายใน 3 แพสเสจแรก อาจมีรูปแบบการ
แสดงออกของยีนเปล่ียนไปเพียงเล็กน้อย (Neumann et al., 2010) 
 นอกจากนี  ผล real-time PCR จากตัวอย่างซิโนวิโอไซต์ที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์แสดงให้เห็น
ว่ายีน ATF3 มีทิศทางการแสดงออกตรงข้ามกับข้อมูลที่ได้จากไมโครอาร์เรย์ โดยข้อมูลการแสดงออก
ของยีนในไมโครอาร์เรย์บ่งชี ว่ายีน ATF3 มีการแสดงออกลดลงในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม แต่ผลจาก 
real-time PCR กลับพบว่า ยีน ATF3 มีการแสดงออกเพิ่มขึ นในผู้ป่วย แสดงให้เห็นถึงความขัดแย้งของ
ข้อมูลระหว่างสองเทคนิคที่ใช้ศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ ซ่ึงสาเหตุที่ข้อมูลจากทั ง
สองวิธีไม่ตรงกันนั น อาจเกิดจาก ผลบวกลวง (false positive) ในไมโครอาร์เรย์ ท้าให้ผลไมโครอาร์เรย์
แตกต่างไปจากผล real-time PCR ซ่ึงมีสาเหตุจาก คู่โพรบจับกับเป้าหมายในต้าแหน่งที่ไม่ถูกต้อง หรือ
จับกับเป้าหมายอ่ืนที่มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกัน (cross-hybridization) เนื่องจาก spliced variant 
หรือการน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ผิดพลาดในฐานข้อมูล เช่น GenBank มาใช้ในการออกแบบโพรบ เป็น
ต้น ส่งผลให้การอ่านและแปลสัญญาณความเข้มข้นของสารเรืองแสงตามปริมาณสายคอมพลีเมนทารีดี
เอ็นเอ ที่จับกับคู่โพรบบนแผ่นอาร์เรย์ ผิดไปจากความเป็นจริง (Arikawa et al., 2008) รวมถึงข้อ
แตกต่างระหว่างเทคโนโลยี real-time PCR และไมโครอาร์เรย์ เช่น อุณหภูมิที่ใช้ไฮบริไดซ์ระหว่างโพ
รบกับไพรเมอร์ ในขั นตอน annealing ของไมโครอาร์เรย์กับ real-time PCR เนื่องจากไมโครอาร์เรย์
ไฮบริไดซ์โพรบทั งหมดภายใต้อุณหภูมิเดียว ซ่ึงอุณหภูมิท่ีใช้อาจไม่เหมาะสมกับคู่โพรบในบางยีน จน
น้าไปสู่การเกิด cross-hybridization ในขณะที่อุณหภูมิ annealing ของไพรเมอร์ใน real-time PCR 
สามารถปรับแต่งเพื่อเพิ่มประสิทธิของปฏิกิริยาพีซีอาร์และความจ้าเพาะกับยีนเป้าหมาย (Ashbolt et al., 
2012) หรือข้อแตกต่างระหว่างตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา โดยไมโครอาร์เรย์ศึกษาการแสดงออกของยีน
ในเยื่อบขุ้อ ซ่ึงภายในเยื่อบุข้อนอกจากจะประกอบด้วยซิโนวิโอไซต์แล้ว ยังพบเซลล์ชนิดอ่ืนปะปนอยู่
ด้วย เช่น เซลล์ไขมัน และ mast cell เป็นต้น (Smith, 2011) แต่ตัวอย่างท่ีใช้ใน real-time PCR คือซิโนวิ
โอไซต์ในน ้าไขข้อที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์ ดังนั นรูปแบบการแสดงออกของยีนที่ได้ จึงมีความ
แตกต่างกัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งผลการแสดงออกที่ได้จากการเลี ยงเซลล์ จะมีความจ้าเพาะกับซิโนวิโอ
ไซต์มากกว่า ผลที่ได้จากไมโครอาร์เรย์ 
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 ยีน ATF3 ท้าหน้าที่สังเคราะห์โปรตีนทรานสคริพชันแฟคเตอร์ ซ่ึงมีโครงสร้างโมทิฟแบบลิว
ซีนซิบเปอร์ โดยเกิดจากพอลิเพปไทด์แบบ α–helix 2 สาย ที่เหมือนกันมาจับคู่เป็นโฮโมไดเมอร์ 
(homodimers) หรือสายพอลิเพปไทด์ต่างชนิดกัน อาทิ Jun ATF2 เป็นต้น รวมเป็นเฮเทอโรไดเมอร์ 
(heterodimers) เช่น ATF3 สามารถจับคู่กับ c-Jun เกิดเป็นเฮเทอโรไดเมอร์กระตุ้นกระบวนการ
ถอดรหัส proenkephalin (PENK) ในระบบประสาทเพื่อตอบสนองต่อความเจ็บปวด (Fink et al., 2011; 
Tan et al., 1994)  เป็นต้น ซ่ึงแบบหลังเป็นกลไกที่สลับซับซ้อนในการควบคุมการแสดงออกของยีน ที่
กระบวนการถอดรหัสถูกควบคุมด้วยเฮเทอโรไดเมอร์ เนื่องจากต้องมีการสังเคราะห์สายพอลิเพปไทด์
ทั งสองชนิดในอัตราส่วนที่เหมาะสม เพื่อให้เกิดเฮเทอโรไดเมอร์แทนที่โฮโมไดเมอร์ (Alberts et al., 
2002) ฉะนั น ถ้ายีนมีการแสดงออกเพิ่มขึ น อาจท้าให้ปริมาณ ATF3 ภายในเซลล์เปล่ียนไปจากเดิม 
ส่งผลต่อการเกิดเป็นโฮโมไดเมอร์หรือเฮเทอโรไดเมอร์ระหว่างสายพอลิเพปไทด์  ซ่ึงจะกระทบต่อ
กระบวนการถอดรหัสของยีนที่อยู่ภายใต้การควบคุมของ ATF3 เช่น claudin 1 (CLDN1) ท้าหน้าที่
เกี่ยวข้องกับการยึดเกาะของเซลล์ หรือ cornichon homolog 3  (CNIH3) สังเคราะห์โปรตีนขนส่ง 
(transport protein) (Buganim et al., 2011) เป็นต้น ดังนั น การเปล่ียนแปลงของยีนดังกล่าว อาจมีผลต่อ
สัณฐานและสรีระของเซลล์เป็นวงกว้าง จนสามารถน้าไปสู่การเป็นโรคข้อเข่าเส่ือมได้ในท้ายที่สุด 
 
สรุปผลการวิจัย 
 การศึกษาครั งนี ได้ใช้เทคโนโลยีชีวสารสนเทศเพื่อคัดเลือกยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคข้อเข่า
เส่ือม ท้าให้กระบวนการคัดเลือกยีนมีความรวดเร็วและมีประสิทธิภาพเพิ่มขึ น  รวมถึงประหยัด
ค่าใช้จ่ายในการท้าวิจัย  เนื่องจากใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์เป็นเครื่องมือช่วยในการสืบค้นและ
ประมวลผลรูปแบบการแสดงออกของยีนที่มีอยู่แล้วในฐานข้อมูล จึงช่วยให้การคัดเลือกยีนเป็นไป
โดยสะดวก 
 ผล real-time PCR จากตัวอย่างซิโนวิโอไซต์ที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์ แตกต่างจากการท้า real-
time PCR จากตัวอย่างน ้าไขข้อ ที่ภายในประกอบด้วยเซลล์ชนิดอ่ืนนอกจากซิโนวิโอไซต์ และให้
ข้อมูลที่แตกต่างจากผลของไมโครอาร์เรย์ที่ได้จากฐานข้อมูล เนื่องจากความแม่นย้าและความไวของ 
real-time PCR ที่สูงกว่าในการศึกษาการแสดงออกตามแต่ละยีน รวมถึงผลบวกลวงที่อาจเกิดขึ นในไม
โครอาร์เรย์ ดังนั นควรมีการตรวจสอบรูปแบบการแสดงออกของยีนที่ได้จากไมโครอาร์เรย์ด้วยวิธี real-
time PCR เพื่อยืนยันผลที่ได้ ก่อนน้าไปประยุกต์ใช้เป็นสารบ่งชี ทางชีวภาพ หรือตรวจหายีนที่เกี่ยวข้อง
กับการเกิดพยาธิสภาพของโรค 
 นอกจากนี ผลการแสดงออกของยีนที่ได้จากการเลี ยงเซลล์ ยังมีความจ้าเพาะกับซิโนวิโอไซต์
มากกว่าผลจากไมโครอาร์เรย์ เนื่องจากตัวอย่างท่ีใช้ศึกษาในไมโครอาร์เรย์ คือ เยื่อบุข้อ ซ่ึงอาจมีเซลล์
ชนิดอ่ืนปะปนมาด้วย โดยผล real-time PCR จากตัวอย่างซิโนวิโอไซต์ที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์แสดง
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ให้เห็นว่า ATF3 มีการระดับการแสดงออกเพิ่มขึ น 2.12 เท่าในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเส่ือม ที่ p-value มีค่า
น้อยกว่า 0.01 
 
ข้อเสนอแนะ 
 จากข้อมูลระดับการแสดงออกของยีนในไมโครอาร์เรย์ ควรเลือกยีนที่มีการแสดงออกแตกต่าง
กันระหว่างกลุ่มผู้ป่วยกับกลุ่มควบคุม ตั งแต่ 2 เท่าขึ นไป มาใช้ในการศึกษารูปแบบการแสดงออก 
เนื่องจากยีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย อาจจะไม่เกี่ยวข้องกับกลไกการเกิดโรค 
 กลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษารูปแบบการแสดงออกยีน ถ้าเป็นไปได้ควรใช้กลุ่มผู้ป่วยและกลุ่ม
ควบคุม ที่มีอายุ เพศ เฉล่ียไล่เล่ียกัน เพื่อลดความคลาดเคล่ือนของข้อมูล ที่อาจเกิดจากความแตกต่าง
ทางปัจจัยชีวภาพระหว่างกลุ่มตัวอย่าง 
 ในการเพาะเลี ยงเซลล์ซิโนวิโอไซต์อาจลดจ้านวนแพสเสจที่ใช้ในการเลี ยงเซลล์ลง จาก 3 แพส
เสจ ให้เหลือเพียง 2 แพสเสจ เพื่อป้องกันการเกิด cell dedifferentiation 
 ในขั นตอน real-time PCR อาจใช้โพรบ เช่น Taqman probe เป็นต้น ในการศึกษาระดับการ
แสดงออกของยีน เนื่องจากมีความจ้าเพาะและแม่นย้า ต่อการตรวจวัดปริ มาณผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่
เกิดขึ นจริงในปฏิกิริยา มากกว่า การใช้  EvaGreen กับคู่ไพรเมอร์ แต่อาจมีต้นทุนค่าใช้จ่ายในการ
ทดลองท่ีสูงขึ น 
 ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน ATF3 DPH5 eIF4G2 และ SBP2 ในเม็ดเลือดขาว เพื่อใช้
เปรียบเทียบกับผลการแสดงออกของยีนจากซิโนวิโอไซต์ในน ้าไขข้อ ว่ารูปแบบการแสดงออกของยีน
ในน ้าไขข้อกับเม็ดเลือดขาว มีความใกล้เคียงกันหรือไม ่
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ภาคผนวก ข 
 

ตารางที่ 5 ข้อมูลกลุ่มตัวอย่างในไมโครอาร์เรย์ 
 

                                    จ านวน เพศ (ชาย/หญงิ) อายุเฉลีย่ (ป)ี 

โรคข้อเข่าเส่ือม  10 2/8 71.9 ± 2 

กลุ่มควบคุม  9 7/2 49.9 ± 6.7 
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ภาคผนวก ค 
 
ตารางท่ี 6 ข้อมูล real-time PCR จากตัวอย่างน ้าไขข้อ 
 

ตัวอย่าง ยีน 
อุณหภูม ิ

annealing/extension 
ค่าเฉลี่ย Ct 

ค่าเบี่ยงเบน
มาตราฐาน 

OA 1 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

34.5068 0.2818 

GAPDH  28.2807 0.2442 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

33.7575 0.1994 

eIF4G2 31.4011 0.1272 

SBP2 32.8026 0.2696 

GAPDH 30.3455 0.0843 

OA 2 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

36.8088 0.5932 

GAPDH  30.2615 0.2266 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

35.7018 0.1335 

eIF4G2 31.8853 0.3127 

SBP2 34.556 0.3888 

GAPDH 31.7246 0.2201 

OA 3 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

26.4275 0.0697 

GAPDH  20.2216 0.0656 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

29.3021 0.061 

eIF4G2 22.9925 0.0675 

SBP2 29.6118 0.129 

GAPDH 22.2104 0.1777 
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ตารางท่ี 6 (ต่อ) ข้อมูล real-time PCR จากตวัอย่างน ้าไขข้อ 
 

ตัวอย่าง ยีน 
อุณหภูม ิ

annealing/extension 
ค่าเฉลี่ย Ct 

ค่าเบี่ยงเบน
มาตราฐาน 

OA 4 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

29.9987 0.192 

GAPDH  22.1244 0.0897 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

29.7734 0.2311 

eIF4G2 23.5872 0.0685 

SBP2 29.476 0.2127 

GAPDH 23.0565 0.114 

OA 5 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

32.4917 0.1265 

GAPDH  25.3105 0.1095 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

33.3769 0.1824 

eIF4G2 27.8716 0.0717 

SBP2 33.3423 0.4078 

GAPDH 27.213 0.1355 

OA 6 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

26.2458 0.2515 

GAPDH  19.2509 0.1376 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

27.9428 0.1326 

eIF4G2 21.9714 0.0762 

SBP2 28.0217 0.0833 

GAPDH 20.7133 0.1141 
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ตารางท่ี 6 (ต่อ) ข้อมูล real-time PCR จากตวัอย่างน ้าไขข้อ 
 

ตัวอย่าง ยีน 
อุณหภูม ิ

annealing/extension 
ค่าเฉลี่ย Ct 

ค่าเบี่ยงเบน
มาตราฐาน 

OA 7 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

31.9223 0.0922 

GAPDH  24.6172 0.088 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

32.7947 0.046 

eIF4G2 26.9166 0.0265 

SBP2 33.535 0.2472 

GAPDH 26.4447 0.0536 

OA 8 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

30.6063 0.0458 

GAPDH  23.555 0.0973 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

32.1059 0.1806 

eIF4G2 26.8065 0.0203 

SBP2 30.8885 0.0888 

GAPDH 25.5737 0.1675 

OA 9 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

26.4549 0.1549 

GAPDH  20.7382 0.105 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

30.9305 0.0773 

eIF4G2 23.9157 0.0314 

SBP2 29.8674 0.2125 

GAPDH 22.5003 0.0368 
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ตารางท่ี 6 (ต่อ) ข้อมูล real-time PCR จากตวัอย่างน ้าไขข้อ 
 

ตัวอย่าง ยีน 
อุณหภูม ิ

annealing/extension 
ค่าเฉลี่ย Ct 

ค่าเบี่ยงเบน
มาตราฐาน 

OA 10 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

25.5052 0.0366 

GAPDH  18.8328 0.1135 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

29.1466 0.1551 

eIF4G2 21.808 0.0216 

SBP2 28.4613 0.0885 

GAPDH 20.5998 0.1496 

Control 1 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

30.0591 0.1473 

GAPDH  22.38775 0.0687 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

32.1591 0.3106 

eIF4G2 25.4984 0.0186 

SBP2 31.6012 0.1644 

GAPDH 23.9454 0.0443 

Control 2 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

26.3503 0.2338 

GAPDH  19.6147 0.2605 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

28.2181 0.1159 

eIF4G2 21.9202 0.0134 

SBP2 28.4778 0.0527 

GAPDH 20.6319 0.0234 
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ตารางท่ี 6 (ต่อ) ข้อมูล real-time PCR จากตวัอย่างน ้าไขข้อ 
 

ตัวอย่าง ยีน 
อุณหภูม ิ

annealing/extension 
ค่าเฉลี่ย Ct 

ค่าเบี่ยงเบน
มาตราฐาน 

Control 3 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

23.7792 0.0488 

GAPDH  17.8884 0.0299 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

30.344 0.0885 

eIF4G2 24.2457 0.0865 

SBP2 30.738 0.1871 

GAPDH 22.9624 0.0465 

Control 4 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

31.6031 0.2526 

GAPDH  21.2632 0.0197 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

25.968 0.086 

eIF4G2 20.2229 0.0709 

SBP2 25.7228 0.0698 

GAPDH 19.3313 0.1067 

Control 5 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

25.6411 0.1266 

GAPDH  20.1806 0.0369 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

28.1899 0.1107 

eIF4G2 22.5449 0.0186 

SBP2 27.7272 0.0739 

GAPDH 21.8241 0.0237 
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ตารางท่ี 7 ข้อมูล real-time PCR จากซิโนวิโอไซตใ์นน ้าไขข้อที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์ 
 

ตัวอย่าง ยีน 
อุณหภูม ิ

annealing/extension 
ค่าเฉลี่ย Ct 

ค่าเบี่ยงเบน
มาตราฐาน 

OA 11 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

33.8063 0.4438 

GAPDH  22.3233 0.0842 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

31.6066 0.2304 

eIF4G2 34.2243 0.4638 

SBP2 30.2138 0.1344 

GAPDH 28.9982 0.2061 

OA 12 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

31.2984 0.0355 

GAPDH  21.0477 0.1373 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

30.2688 0.1534 

eIF4G2 30.7858 0.1634 

SBP2 30.2818 0.26 

GAPDH 27.3394 0.0518 

OA 13 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

28.1426 0.3281 

GAPDH  16.4247 0.2232 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

28.3975 0.1654 

eIF4G2 29.9343 0.1771 

SBP2 29.3311 0.2058 

GAPDH 26.1387 0.0472 
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ตารางท่ี 7 (ต่อ) ข้อมูล real-time PCR จากซิโนวิโอไซต์ในน ้าไขข้อที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์ 
 

ตัวอย่าง ยีน 
อุณหภูม ิ

annealing/extension 
ค่าเฉลี่ย Ct 

ค่าเบี่ยงเบน
มาตราฐาน 

OA 14 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

33.7148 0.2655 

GAPDH  21.6088 0.0727 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

29.54 0.1513 

eIF4G2 30.2716 0.1839 

SBP2 29.7958 0.0817 

GAPDH 27.135 0.1178 

OA 15 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

35.2089 0.49 

GAPDH  25.1495 0.1141 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

31.0565 0.1251 

eIF4G2 31.9965 0.4829 

SBP2 30.4357 0.1651 

GAPDH 27.969 0.1067 

OA 16 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

28.3606 0.1047 

GAPDH  19.2101 0.0465 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

29.1098 0.128 

eIF4G2 30.2057 0.1033 

SBP2 29.9945 0.388 

GAPDH 27.1356 0.0499 
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ตารางท่ี 7 (ต่อ) ข้อมูล real-time PCR จากซิโนวิโอไซต์ในน ้าไขข้อที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์ 
 

ตัวอย่าง ยีน 
อุณหภูม ิ

annealing/extension 
ค่าเฉลี่ย Ct 

ค่าเบี่ยงเบน
มาตราฐาน 

OA 17 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

30.5674 0.1286 

GAPDH  16.5747 0.1407 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

27.7987 0.051 

eIF4G2 29.9606 0.2164 

SBP2 29.0084 0.1103 

GAPDH 26.2012 0.0341 

OA 18 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

32.0285 0.1375 

GAPDH  22.0554 0.0787 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

31.7543 0.4336 

eIF4G2 32.2748 0.3518 

SBP2 30.812 0.1688 

GAPDH 29.6982 0.4144 

OA 19 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

31.7801 0.2448 

GAPDH  21.9741 0.1311 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

32.5817 0.4446 

eIF4G2 33.8606 0.1095 

SBP2 31.299 0.1625 

GAPDH 29.396 0.0515 
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ตารางท่ี 7 (ต่อ) ข้อมูล real-time PCR จากซิโนวิโอไซต์ในน ้าไขข้อที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์ 
 

ตัวอย่าง ยีน 
อุณหภูม ิ

annealing/extension 
ค่าเฉลี่ย Ct 

ค่าเบี่ยงเบน
มาตราฐาน 

OA 20 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

30.5219 0.172 

GAPDH  16.4154 0.2081 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

28.5487 0.0693 

eIF4G2 28.2744 0.1964 

SBP2 29.4065 0.2467 

GAPDH 23.9194 0.2467 

Control 6 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

34.4568 0.3075 

GAPDH  20.8202 0.1339 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

30.7111 0.2089 

eIF4G2 31.0586 0.3398 

SBP2 30.4962 0.1967 

GAPDH 27.8439 0.0619 

Control 7 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

29.8662 0.1263 

GAPDH  17.1311 0.1376 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

27.6851 0.0416 

eIF4G2 29.0095 0.3486 

SBP2 28.9889 0.0702 

GAPDH 25.8062 0.1338 
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ตารางท่ี 7 (ต่อ) ข้อมูล real-time PCR จากซิโนวิโอไซต์ในน ้าไขข้อที่ผ่านการเพาะเลี ยงเซลล์ 
 

ตัวอย่าง ยีน 
อุณหภูม ิ

annealing/extension 
ค่าเฉลี่ย Ct 

ค่าเบี่ยงเบน
มาตราฐาน 

Control 8 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

36.4623 0.4535 

GAPDH  24.8774 0.2573 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

31.7214 0.4044 

eIF4G2 32.8702 0.2041 

SBP2 32.0717 0.4217 

GAPDH 28.913 0.0569 

Control 9 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

33.7393 0.2818 

GAPDH  23.4309 0.0786 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

34.6555 0.0982 

eIF4G2 34.7292 1.2157 

SBP2 32.9536 0.4953 

GAPDH 32.3412 0.146 

Control 10 

ATF3 
60 องศาเซลเซียส 

30.0886 0.1916 

GAPDH  17.7507 0.0054 

DPH5 

56 องศาเซลเซียส 

27.1009 0.0982 

eIF4G2 29.2482 0.1699 

SBP2 29.0293 0.0175 

GAPDH 25.326 0.0245 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์
 
ชื่อ-นามสกุล  นายธารนภ สุภัคสถาพรพันธ์ุ 
วันเดือนปีเกิด  16 สิงหาคม พ.ศ. 2530 
สถานที่เกิด  กรุงแทพมหานคร 
ที่อยู่ปัจจุบัน  62/145 หมู่บ้านธนากร 2 ซอย 6/2 ถนนเทิดพระเกียรติ์ ต้าบลวัดชลอ อ้าเภอ 
   บางกรวย จังหวัดนนทบุรี 11130 
เบอร์โทรศัพท์  028-839257, 085-1225175 
ประวัติการศึกษา  วท.บ. (พันธุศาสตร์) จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2552  
ประวัติเผยแพร่ผลงาน การประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ครั งที่ 38  
   (วทท 38) 
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