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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

สุรางค์รัตน์ ทองกร : การศึกษาผลของการท่ีแม่ได้รับบิสฟีนอลเอต่อทรานสคริปโตมและอินเทอร์แอกโตมของยีน
ท่ีเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมในเซลล์ระบบประสาทของลูกหนู  (Investigation of Bisphenol A 
Maternal Exposure Effects on Transcriptome and Interactome of Genes associated with Autism 
Spectrum Disorder in Neural Cells of Rat Offsprings) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: อ. ดร.เทวฤทธิ ์สะระ
ชนะ, อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: อ. ดร.เดภิชา จินดาทิพย์{, 105 หน้า. 

โรคออทิซึมสเปกตรัม (Autism Spectrum Disorder, ASD) คือ โรคทางพัฒนาการระบบประสาทท่ีพบในเพศ
ชายมากกว่าเพศหญิงโดยไม่ทราบสาเหตุ สาเหตุการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัดแต่การได้รับบิสฟีนอลเอ
ขณะตั้งท้องมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมในลูกหนู อย่างไรก็ตามยังไม่มีการศึกษาแน่ชัดว่าการได้รับบิส
ฟีนอลเอขณะตั้งท้องส่งผลต่อการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมหรือไม่ โดยเฉพาะเมื่อวิเคราะห์แบบ
แยกเพศ ในการศึกษาครั้งน้ี ทางคณะผู้วิจัยจึงท าการศึกษาผลของการได้รับบิสฟีนอลเอในขณะตั้งท้องต่อการแสดงออกของ
ยีนในสมองและความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมรวมไปถึงหน้าท่ีของเซลล์ระบบประสาท ในการท านายว่าการได้รับบิส
ฟีนอลเอสามารถเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนและมีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัมหรือไม่  ทางผู้วิจัยได้ท าการ
วิเคราะห์แบบ meta-analysis โดยใช้ข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ีผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอท่ีได้ตีพิมพ์ไปแล้วและใช้
การวิเคราะห์แบบ hypergeometric distribution หาความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มยีนดังกล่าวกับรายชื่อยีนจากฐานข้อมูลโรค
ออทิซึมสเปกตรัมต่าง ๆ ส าหรับการศึกษาถึงผลของการได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องต่อการแสดงออกของยีนท่ีมีความ
เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมน้ัน คณะผู้วิจัยได้น าสมองส่วนฮิปโปแคมปัสท่ีแยกได้จากลูกหนูท่ีแม่ได้รับบิสฟีนอลขณะตั้ง
ท้องมาวิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมิกส์ด้วยเทคนิค RNA-seq และใช้โปรแกรม Ingenuity Pathway Analysis วิเคราะห์
อินเตอร์แอกโตมและบทบาทหน้าท่ีทางชีวภาพของกลุ่มยีนท่ีมีการแสดงออกผิดปกติ  ยีนท่ีมีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึม
สเปกตรัมถูกคัดเลือกเพื่อยืนยันด้วยเทคนิค quantitative RT-PCR นอกจากน้ีเซลล์ระบบประสาทท่ีแยกได้จากลูกหนูถูก
น ามาเพาะเลี้ยงเพื่อศึกษาความยาวของสายใยประสาท การศึกษาพบว่า จากการวิเคราะห์ทาง meta-analysis ยีนท่ีมีการ
แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอมีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญกับหน้าท่ีและโรคออทิซึมสเปกตรัม การวิเคราะห์ 
RNA-seq ในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสท่ีแยกได้จากลูกหนูท่ีแม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องพบว่ายีนท่ีมีการแสดงออกผิดปกติ
มีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัม เป็นท่ีน่าสนใจอย่างยิ่งว่ากลุ่มยีนท่ีเคยมีการรายงานว่ามีความผิดปกติในโรคออทิซึม
สเปกตรัม ได้แก่ Auts2 Foxp2 และ Smarcc2 แสดงออกผิดปกติอย่างจ าเพาะต่อเพศ การวิเคราะห์เชิงอินเตอร์แอกโตม
พบว่ายีนท่ีมีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอมีความเกี่ยวข้องอย่างมีนัยส าคัญกับบทบาทหน้าท่ีทางระบบ
ประสาทท่ีเคยมีรายงานในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม การวิเคราะห์ความยาวของสายใยประสาทพบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอ
ส่งเสริมความยาวของสายใยประสาทและการแตกแขนงของสายใยประสาทแต่ลดขนาดของตัวเซลล์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
จากการศึกษาครั้งน้ีพบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องส่งผลต่อการแสดงออกท่ีผิดปกติของยีนในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส
และกลุ่มยีนดังกล่าวมีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมและแสดงออกจ าเพาะในแต่ละเพศประกอบกับการได้รับบิส
ฟีนอลเอขณะตั้งท้องส่งเสริมความยาวของสายใยประสาท การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าการได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งครรภ์อาจ
เป็นสาเหตุหรือเพิ่มความเสี่ยงต่อโรคออทิซึมสเปกตรัมและอาจจะเป็นหลักฐานท่ีอธิบายถึงความชุกของโรคน้ีในเพศชายท่ี
มากกว่าเพศหญิงซ่ึงควรศึกษาเพิ่มเติมในอนาคต 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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OUTGROWTH 

SURANGRAT THONGKORN: Investigation of Bisphenol A Maternal Exposure Effects on Transcriptome and 
Interactome of Genes associated with Autism Spectrum Disorder in Neural Cells of Rat Offsprings. 
ADVISOR: TEWARIT SARACHANA, Ph.D., CO-ADVISOR: DEPICHA JINDATIP, Ph.D.{, 105 pp. 

Autism spectrum disorder (ASD) is an early-onset neurodevelopmental disorder inexplicably biased 
towards males. The exact cause of ASD remains unclear, but prenatal exposure to bisphenol A (BPA) has been 
associated with ASD susceptibility in rat offsprings. However, it is still unclear whether prenatal BPA exposure 
dysregulates genes associated with ASD, especially when sex differences are considered. In this study, we therefore 
sought to investigate whether prenatal BPA exposure can cause disruptions in the brain expression of genes 
associated with ASD and neural cells function. To predict whether BPA exposure can alter the expression of genes 
associated with ASD, a meta-analysis of transcriptome profiling data previously published in NCBI GEO DataSets was 
conducted, and differentially expressed genes (DEGs) in response to BPA were identified. A hypergeometric analysis 
was then conducted to examine the association between the list of DEGs and three lists of ASD candidate genes 
obtained from different ASD databases. To further evaluate whether prenatal BPA exposure leads to dysregulation 
of genes associated with ASD, transcriptome profiling analysis of hippocampi isolated from neonatal pups prenatally 
exposed to BPA was then performed using RNA-seq analysis. Interactome and biological pathway analyses of the 
DEGs were conducted using Ingenuity Pathway Analysis (IPA) software. ASD-related genes were selected for further 
validation using quantitative RT-PCR analysis. Neural cells were isolated from pups prenatally exposed to BPA and 
neurite outgrowth was then performed. The meta-analysis of transcriptome profiling data and hypergeometric 
distribution analysis showed that BPA-responsive genes were significantly associated with ASD-related genes and 
functions. RNA-seq analysis of hippocampi isolated from neonatal rats prenatally exposed to BPA revealed a list of 
DEGs that were significantly associated with ASD. Interestingly, several ASD candidate genes, including Auts2 and 
Foxp2, showed sex differences in response to BPA exposure. The interactome and pathway analyses also showed 
a significant association between the DEGs and neurological functions/disorders associated with ASD. Moreover, 
neurite outgrowth assay showed a significant increasing in total neurite length, primary dendrites, branching of 
dendrites and a significant impairment in cell body area in neural cells derived from pups prenatally exposed to 
BPA. Our findings indicate that prenatal BPA exposure disrupted genes significantly associated with ASD in the 
hippocampus, and several ASD candidate genes showed sex differences in expression in response to BPA as well 
as BPA enhanced the neurite length in neural cells exposed to BPA. This study strongly suggests that prenatal BPA 
exposure may cause or increase susceptibility to ASD and may be responsible for the sex bias of the disorder, which 
warrants further study. 
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วิจัยมาตลอด ความดีของการศึกษาและคุณค่าของวิทยานิพนธ์น้ีผู้วิจัยขออุทิศแด่บูรพาจารย์และผู้มีพระคุณทุกท่าน 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย (Rationale and Justification)  

โรคออทิซึมสเปกตรัม (Autism Spectrum Disorder, ASD) คือ กลุ่มภาวะที่มีความผิดปกติ
เกี่ยวกับพัฒนาการทางสมอง โดยจะมีการแสดงออกที่ผิดปกติทางพฤติกรรม 2 ด้านได้แก่ มีความ
ผิดปกติด้านการเข้าสังคมและปฏิสัมพันธ์กับบุคคลรอบข้างประกอบกับมีความบกพร่องด้านการ
สื่อสาร (social interaction and communication deficits) และมีการท าพฤติกรรมซ้ า ๆ และ
ความสนใจที่จ ากัด (repetitive behaviors and restricted interests) ระดับอาการท่ีแสดงออกใน
ผู้ป่วยจะมีตั้งแต่รุนแรงน้อยไปจนถึงรุนแรงมาก (Autism Speaks, 2012) ส่วนใหญ่จะสามารถสังเกต
อาการของเด็กท่ีเป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมได้อย่างเด่นชัดเมื่ออายุราว 18-30 เดือน (CDC, 2015c) ใน
ปี ค.ศ. 2013 มีการตีพิมพ์คู่มือในการวินิจฉัยและสถิติส าหรับความผิดปกติทางจิตฉบับที่ 5 
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders – the fifth edition) ของประเทศ
สหรัฐอเมริกา ซ่ึงได้วินิจฉัยรวมไปถึงโรคคลาสสิกออทิสติก (autistic disorder) โรคแอสเปอร์เกอร์ 
(Asperger’s syndrome) โรคซีดีดี (childhood disintegrative disorder) และโรคพีดีดีเอ็นโอเอส 
(pervasive developmental disorder-not otherwise specified) อย่างไรก็ตาม เนื่องจากอาการ
ของแต่ละโรคมีความใกล้เคียงกัน ท าให้แยกออกจากกันได้ยาก (Autism Speaks, 2013) 

โรคออทิซึมสเปกตรัมจัดเป็นโรคพัฒนาการทางระบบประสาทที่มีความชุก (prevalence) 
เพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วในประเทศสหรัฐอเมริกา ล่าสุดในปี ค.ศ. 2018 ศูนย์ควบคุมและป้องกันโรคของ
ประเทศสหรัฐอเมริกา (Centers for Disease Control and Prevention; CDC) ได้รายงานความ
ชุกของการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมในเด็กอเมริกาว่ามีอัตราส่วนเท่ากับ 1 ใน 59 คน (Baio et al., 
2018) และมีการส ารวจความชุกของการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมพบว่ามีความชุกของการเกิดโรค
ออทิซึมสเปกตรัมในเพศชายมากกว่าเพศหญิงถึง 4 เท่า (Baio et al., 2018) ส าหรับความชุกของโรค
ออทิซึมสเปกตรัมในประเทศไทยถูกรายงานไว้ในปี ค.ศ. 2010 ที่อัตราส่วน 6 ใน 1,000 คน 
(Department of Mental Health, 2015) เนื่องจากในประเทศไทยโรคออทิซึมสเปกตรัมยังไม่ค่อย
เป็นที่รู้จักประกอบกับข้อจ ากัดในการรักษาและขาดส ารวจข้อมูลใหม่ ๆ ท าให้อัตราส่วนที่รายงาน
อาจจะมีค่าต่ ากว่าความเป็นจริง แนวโน้มของอัตราการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมในประเทศไทยใน
ปัจจุบันน่าจะมีอัตราส่วนที่สูงมากขึ้นจากท่ีรายงานในปี ค.ศ. 2010 อีกท้ังโรคออทิซึมสเปกตรัมเป็น
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โรคที่ท าให้เกิดความสูญเสียทรัพยากรทั้งทรัพยากรมนุษย์และทรัพยากรทรัพย์สินในการพัฒนา
ประเทศ ปัจจุบันสาเหตุของการเกิดโรคร้อยละ 80-90 ยังไม่ทราบสาเหตุที่แน่ชัด แต่เป็นที่เชื่อกันว่า
โรคออทิซึมสเปกตรัมมีสาเหตุมาจากทั้งปัจจัยทางพันธุกรรมและปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม รวมไปถึงการ
ได้รับสารเคมีบางอย่างในขณะตั้งครรภ์  

จากการศึกษาของ Kim และคณะในปี 2009 พบว่าการได้รับมลภาวะทางอากาศหรือ
สารเคมีที่เกิดจากอุตสาหกรรมโรงงาน เช่น ตะกั่ว (lead) แคดเมียม (cadmium) สารหนู (arsenic) 
รวมไปถึงสารเคมีที่รบกวนระบบต่อมไร้ท่อของร่างกาย (endocrine-disrupting compounds, 
EDCs) มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคหรือเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัม สารเคมี
เหล่านี้ส่งผลกระทบต่อกระบวนการพัฒนาการของสมองในเด็กทารก กระบวนการสร้างเซลล์ประสาท 
การเรียนรู้ ความจ า และพฤติกรรมที่เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม (Itoh, Yaoi, & Fushiki, 
2012; Kim et al., 2009)  

บิสฟีนอลเอ (2,2′-bis(4-hydroxyphenyl)propane, Bisphenol A, BPA) เป็นสารเคมีใน
กลุ่มท่ีมีบทบาทไปรบกวนระบบฮอร์โมนของร่างกายและเป็นสารเคมีท่ีถูกใช้ในผลิตภัณฑ์พลาสติกโพลี
คาร์บอเนต ผลิตภัณฑ์เรซินสังเคราะห์ ผิวที่เคลือบภายในกระป๋องอาหารและเครื่องดื่ม ขวดน้ า
พลาสติกแบบแข็งรวมไปถึงผลิตภัณฑ์ที่ใช้ในการอุดฟัน (FDA, 2014; Hoekstra & Simoneau, 
2013) โดยบิสฟีนอลเอจะอยู่ในรูปโพลีเมอร์เพ่ือเป็นการสร้างความแข็งแรงให้กับผลิตภัณฑ์เหล่านี้ 
อย่างไรก็ตาม ในสภาวะที่ผลิตภัณฑ์นั้นได้รับความร้อน หรือสัมผัสอาหารหรือเครื่องดื่มที่มีความเป็น
กรด-เบส โพลีเมอร์ของบิสฟีนอลเอจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส กลายเป็นบิสฟีนอลเอในรูปโมโนเมอร์
ออกมาปนเปื้อนอยู่ในผลิตภัณฑ์เหล่านั้นได้ (Vom Saal & Hughes, 2005) เมื่อเข้าสู่ร่างกายโดยการ
รับประทานบิสฟีนอลเอสามารถผ่านผนังทางเดินอาหารเข้าสู่กระแสเลือด ไปยังระบบต่าง ๆ ของ
ร่างกาย รวมทั้งผ่านแนวกั้นระหว่างเลือดและสมอง (blood-brain barrier) และเข้าสู่สมองส่วนต่าง 
ๆ ได ้(Nakamura et al., 2006; Thaddeus T Schug, Amanda Janesick, Bruce Blumberg, & 
Jerrold J Heindel, 2011) การได้รับบิสฟีนอลเอในสัตว์ระหว่างช่วงระยะเวลาตั้งท้องพบว่าเกิดการ
เปลี่ยนแปลงพฤติกรรมหลายด้าน ได้แก่ พฤติกรรมความกลัว ความกังวล พฤติกรรมการเลี้ยงลูก 
พฤติกรรมด้านการเข้าสังคม ความก้าวร้าวและมีความบกพร่องในกระบวนการที่เก่ียวกับการรับรู้ซึ่ง
เป็นผลมาจากการสร้างเซลล์ประสาทในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส (hippocampus) (Masuo & 
Ishido, 2011; Tiwari et al., 2014) จากการศึกษาของ Kim และคณะในปี ค.ศ. 2013 พบว่าบิส
ฟีนอลเอเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้ยีนที่มีความส าคัญต่อการสร้างเซลล์ประสาทแสดงออกผิดปกติ ท าให้
จ านวนของเซลล์ประสาทลดลง โดยการลดการเจริญเติบโต (proliferation) และการเปลี่ยนแปลง
หน้าที่ (differentiation) ของเซลล์ประสาท (neural cells) บิสฟีนอลเอยังมีบทบาทส าคัญในการ
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ควบคุมยีนที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกระบวนการส่งสัญญาณภายในเซลล์หลายกระบวนการ เช่น ERK JNK 
CREB p53 และ Wnt (Kim et al., 2007; Liu et al., 2013) ยีนที่เกี่ยวข้องกับ estrogen signaling 

pathway เช่น estrogen receptorα (Esr1) estrogen receptorβ (Esr2) (Wolstenholme et 
al., 2012) รวมไปถึงยีนที่เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม เช่น MECP2 เป็นต้น (Yeo et al., 
2013) 

อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบัน ความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับผลกระทบของการได้รับบิสฟีนอลเอต่อ
สารชีวโมเลกุลในสมองยังไม่ทราบแน่ชัด โดยเฉพาะอย่างยิ่งในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส อีกท้ังยังไม่เคย
มีผู้ใดศึกษาว่าการได้รับบิสฟีนอลเอในระหว่างการตั้งครรภ์นั้นมีผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงหน้าที่
ทางระบบประสาทที่มีความเกี่ยวข้องอย่างมีนัยส าคัญกับหน้าที่ท่ีมีการรายงานว่าผิดปกติในผู้ป่วยโรค
ออทิซึมสเปกตรัม ดังนั้น ในการศึกษานี้ คณะผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาผลจากการได้รับบิสฟีนอลเอของแม่
ในระหว่างตั้งครรภ์ต่อการแสดงออกของยีนทั้งหมดในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสโดยการวิเคราะห์
รูปแบบทรานสคริปโตมิกส์โดยใช้ RNA-seq ที่มีประสิทธิภาพสูง และวิเคราะห์ความสัมพันธ์กับยีน/
โปรตีนที่เกี่ยวขอ้งกับโรคออทิซึมสเปกตรัมโดยใช้สมองส่วนฮิปโปแคมปัสของลูกหนูที่แม่ได้รับบิส
ฟีนอลเอขณะตั้งครรภ์ ส าหรับการวิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมิกส์นั้น ได้ท าการศึกษาการแสดงออก
ของยีนทั้งหมด (global gene expression) โดยยีนที่มีระดับการแสดงออกผิดปกติอย่างมีนัยส าคัญ
ในกลุ่มท่ีได้รับบิสฟีนอลเอเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมได้ถูกคัดเลือกเพ่ือน าไปวิเคราะห์ต่อด้วยเทคนิค 
quantitative RT-PCR เพ่ือยืนยันผล อีกท้ังยังท าการศึกษาเพ่ือดูผลของการได้รับบิสฟีนอลเอต่อการ
ท างานของเซลล์ระบบประสาท โดยท าการศึกษาความยาวของสายใยประสาท (neurite outgrowth 
assay) ของเซลล์ระบบประสาทกลุ่มที่ได้รับบิสฟีนอลเอเทียบกับกลุ่มควบคุม นอกจากนี้ คณะผู้วิจัย
ยังได้ด าเนินการวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศศาสตร์ (bioinformatics) เพ่ือสร้างและวิเคราะห์
โครงข่ายทางชีวภาพ (biological network and pathway analysis) โดยใช้รายชื่อยีนที่มีระดับการ
แสดงผิดปกติอย่างมีนัยส าคัญ อีกท้ังได้ด าเนินการวิเคราะห์แบบ meta-analysis โดยไดน้ าผลการ
ทดลองทางทรานสคริปโตมิกส์ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับการศึกษาผลของบิสฟีนอลเอต่อการแสดงออก
ของยีนในเนื้อเยื่อ/เซลล์ หรือเซลล์ไลน์ที่ถูกตีพิมพ์ไปแล้วมาวิเคราะห์ร่วมกับรายชื่อยีนที่มีระดับการ
แสดงออกผิดปกติอย่างนัยส าคัญในโรคออทิซึมสเปกตรัม ทางคณะผู้วิจัยคาดว่ารายชื่อยีนที่มีระดับ
การแสดงออกผิดปกติเมื่อได้รับบิสฟีนอลเออาจน าใช้ในการท านายการเกิดหรือเพ่ิมความเสี่ยงของโรค
ออทิซึมสเปกตรัมได้ในอนาคต  
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1.2 ค าถามงานวิจัย (Research Question) 

การได้รับบิสฟีนอลเอในขณะตั้งท้องของแม่หนูส่งผลต่อการแสดงออกที่ผิดปกติในรูปแบบท
รานสคริปโตมในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสของลูกหนูหรือไม่ และกลุ่มยีนที่มีรูปแบบการแสดงออกท่ี
ผิดปกติเหล่านั้นมีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมหรือไม่ 

 

1.3 สมมุติฐาน (Hypothesis) 

การได้รับบิสฟีนอลเอในขณะตั้งท้องของแม่หนูส่งผลต่อการแสดงออกที่ผิดปกติในรูปแบบท
รานสคริปโตมในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสของลูกหนู และกลุ่มยีนที่มีรูปแบบการแสดงออกที่ผิดปกติ
เหล่านั้นมีปฏิสัมพันธ์ระหว่างกันและมีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม 

 
1.4 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย (Objectives) 

1. เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์โดยใช้รายชื่อยีนที่มีการแสดงออกท่ีผิดปกติจากการได้รับบิส
ฟีนอลเอที่รวบรวมจากการศึกษาทางทรานสคริปโตมิกส์ ซึ่งอาจส่งผลกระทบต่อ biological 
function and network ในผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัม 

2. เพ่ือศึกษาผลของการที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้อง ต่อรูปแบบการแสดงออกของท
รานสคริปโตมในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสของลูกเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับบิสฟีนอลเอ 

3. เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างยีนที่มีระดับการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอล
เอในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสและยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม และวิเคราะห์
โครงข่ายทางชีวภาพ (อินเทอร์แอกโตม) จากรายชื่อยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิส
ฟีนอลเอโดยใช้การวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศศาสตร์ 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 

 
1.5 กรอบแนวคิดของงานวิจัย (Conceptual Framework) 

 
          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โรคออทิซึมสเปกตรัม (ASD) เป็นโรคที่ผิดปกติเกี่ยวกับการพัฒนาการของสมอง 
สาเหตุของการเกิดโรคยังไม่ทราบแน่ชัด มีหลักฐานที่ท าให้เชื่อได้ว่าน่าจะเกิดจาก
ปัจจัยทางพันธุกรรมและสิ่งแวดล้อม เช่น การแม่ได้รับ BPA ขณะตั้งครรภ์ 

BPA เป็นสารเคมีที่พบในผลิตภัณฑ์พลาสติกกลุ่มโพลีคาร์บอเนต สามารถรบกวนการ
ท างานของฮอร์โมนเพศ และสามารถผ่านรก (placenta) รวมไปถึงแนวกั้นระหว่าง
เลือดและสมอง (blood-brain barrier)  

การศึกษานี้น าเอาชีววิทยาเชิงระบบและชีวสารสนเทศศาสตร์มาประยุกต์ใช้ศึกษาผล
ของการได้รับ BPA ทางปากขณะตัง้ท้องต่อการแสดงออกของยีนในสมองส่วนฮิปโป
แคมปัส โดยใช้หนู (Wistar rats) เป็นต้นแบบ 

มุ่งเน้นศึกษารูปแบบของทรานสคริปโตมและอินเทอร์แอกโตมในสมองส่วนฮิปโป
แคมปัส ด้วยเทคนิค RNA-seq และยืนยันผลด้วยเทคนิค quantitative RT-PCR รวมไป
ถึงศึกษาผลของบิสฟีนอลเอต่อการงอกของเซลล์ระบบประสาท 

ท าให้ทราบผลของบิสฟีนอลเอต่อยีนในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส และความเกี่ยวข้อง
กับโรคออทิซึมสเปกตรัมรวมถึงผลของบิสฟีนอลเอต่อการงอกของเซลล์ระบบ
ประสาท 

มีรายงานว่า BPA มีความสัมพันธ์กับออทิซึมสเปกตรัม อย่างไรก็ตาม ยังไม่เป็นที่ทราบ
แน่ชัดว่าการได้รับ BPA ขณะตั้งครรภ์ ท าให้เกิดความผิดปกติระดับชีวโมเลกุลในสมอง
ส่วนฮิปโปแคมปัส ที่จะเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเป็นออทิซึมสเปกตรัมของลูกหรือไม่ 
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1.6 Experimental workflow  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

หนูแรทท่ีตั้งท้อง 1 วัน แบ่งเป็นกลุ่มทดลอง 4 ตัว กลุ่ม
ทดลองไดร้ับ BPA ที่ความเข้มข้น 5,000 µg/kg·BW ต่อวัน 
กลุ่มควบคุม 4 ตัว ได้รับ corn oil ที่ความเข้มข้น 0.2 
mL/kg·BW ต่อวัน จนกระทั่งออกลูก 

 
 ลูกหนูท้ังหมด รวม 6 ตัว/กลุม่ ถูก euthanized ที่ PND1  

(postnatal day 1) และเก็บสมองส่วนฮิปโปแคมปัส  

สกัด RNA จากฮิปโป
แคมปัส โดยใช้ mirVana 
miRNA Isolation Kit 
และศึกษาระดับการ
แสดงออกของยีนทั้งหมด
โดยใช้เทคนิค RNA-seq  

เซลล์ระบบประสาทจะถูก
แยกโดยใช้ MACs neural 
dissociation แล้วท าการ
เพาะเลี้ยง ท าการ
ประเมินผลของบิสฟีนอลเอ
ต่อความยาวของ neurite 
ที่วันท่ี 0 1 2 3 4 และ 7 
ของการเจริญในเซลล์ระบบ
ประสาท 

ยีนที่มีระดับการแสดงออก
ผิดปกติและมีความ
เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึม
สเปกตรัมจ านวน 3-5 ยีน
ถูกเลือกมายืนยันด้วยการ
วิเคราะหด์้วยวิธี 
quantitative RT-PCR 

Bioinformatics วิเคราะห์ด้วยวิธีทางชีวสารสนเทศศาสตร์ โดยท าการศึกษาความสัมพันธ์ 
(interactomics) ของระดับการแสดงออกของยีนที่ผิดปกติจากการได้รับ BPA กับบทบาทหน้าท่ีทาง
ชีวภาพ/โรคทางระบบประสาททีม่คีวามเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมมาวิเคราะห์โครงข่ายทาง
ชีวภาพ (biological pathway analysis) ใช้โปรแกรม Ingenuity Pathway Analysis         

 

Meta-analysis รวบรวมผลการทดลอง
ทางทรานสคริปโตมิกส์ที่ได้ตีพิมพ์ไว้แล้ว
โดยเลือกเปเปอร์ที่มีความเกี่ยวข้องกับ
การศึกษาผลของการได้รับบสิฟีนอลเอใน
เนื้อเยื่อ เซลล์หรือเซลลไ์ลน์  
 

ด าเนินการวเิคราะห์โดยใช้ 
MeV เพื่อท าการหารายชื่อยีน
ที่มีการแสดงออกผิดปกติและ
มีนัยส าคญัทางสถิต ิ

ท าการ overlap กับรายชื่อยีน
ที่มีความผดิปกติในโรคออทิซึม
สเปกตรัมและท าการวเิคราะห์
ความสัมพันธ์โดยใช้ 
Hypergeometric 
distribution analysis 

ได้รายช่ือยีนท่ีมีการแสดงออก
ผิดปกติและมีความเกีย่วเนื่อง
กับโรคออทิซึมสเปกตรัม 
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1.7 ตัวแปรที่เกี่ยวข้อง (Variables) 

ตัวแปรต้น: การได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องของแม่หนู 

ตัวแปรตาม: การเปลี่ยนแปลงของ neurite และการเปลี่ยนแปลงของระดับการแสดงออกของยีนใน
สมองส่วนฮิปโปแคมปัสในกลุ่มลูกหนูที่ได้รับบิสฟีนอลเอ 

ตัวแปรควบคุม: กลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองในทุกการทดลองถูกด าเนินการในสภาวะเดียวกันทั้งหมด 

 
1.8 ขอบเขตของงานวิจัย (Scope and Limitation of the study) 

ในการศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาแบบ experimental research design โดยท าการศึกษา
ระดับการแสดงออกของยีนที่เปลี่ยนแปลงไปในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสของลูกหนูโดยขณะที่แม่ตั้ง
ท้องได้รับบิสฟีนอลเอตั้งแต่วันที่ 1 จนกระท่ังออกลูก โดยใช้การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค RNA-seq เป็น
การศึกษาลักษณะ in vivo model อีกท้ังยังท าอินเทอร์แอกโตมิกส์ระหว่างยีนที่มีการแสดงออก
ผิดปกติท่ีเป็นผลมาจากการได้บิสฟีนอลเอกับบทบาท/หน้าที่ทางระบบประสาทที่เก่ียวข้องโรคออทิซึม
สเปกตรัม รวมไปถึงการศึกษาผลของบิสฟีนอลเอต่อการงอกของสายใยประสาทโดยการวิเคราะห์ 
neurite outgrowth assay 

 
1.9 ประโยชน์ของงานวิจัย (Usefulness of the study) 

การศึกษาครั้งนี้จะท าให้เกิดความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับผลจากการได้รับบิสฟีนอลเอของแม่ใน
ระหว่างการตั้งท้องต่อสมองส่วนฮิปโปแคมปัส และระดับการแสดงออกของยีนที่ผิดปกติไป รวมไปถึง
ความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มยีนเหล่านั้นกับยีนที่เคยมีรายงานว่าผิดปกติในผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัม 
ซึ่งจะเป็นหลักฐานส าคัญท่ีท าให้ทราบว่าบิสฟีนอลเอน่าจะมีบทบาทต่อการเกิดหรือการเพ่ิมความเสี่ยง
ต่อโรคออทิซึมสเปกตรัมในระดับชีวโมเลกุลหรือไม่ อีกท้ังยังท าให้ทราบถึงผลของบิสฟีนอลเอต่อการ
งอกของเซลล์ระบบประสาทอีกด้วย นอกจากนี้ อาจจะน ารายชื่อของกลุ่มยีนที่ผิดปกติและมี
ความสัมพันธ์กับชีวพยาธิสภาพของโรคออทิซึมสเปกตรัมไปศึกษาต่อเพ่ือศึกษากลไกการก่อความ
ผิดปกติทางชีวภาพ ท าให้เกิดความเข้าใจเกี่ยวกับชีวพยาธิสภาพของโรคออทิซึมสเปกตรัม และการ
พัฒนาหนทางการป้องกันหรือลดผลกระทบจากการได้รับบิสฟีนอลเอในอนาคต โดยพัฒนาเป็นตัว
บ่งชี้ทางชีวภาพ (biomarker) ในเลือดในอนาคต 
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บทที่ 2 

ผลงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 โรคออทิซึมสเปกตรัมคืออะไร 

โรคออทิซึมสเปกตรัม (Autism Spectrum Disorder, ASD) เป็นโรคที่มีความเกี่ยวข้องกับ
ความผิดปกติของพัฒนาการของสมอง (neurodevelopmental disorder) โดยค าว่าสเปกตรัม
หมายถึงความหลากหลายของอาการ (symptoms) และความสามารถ (skills) โรคออทิซึมสเปกตรัม
จะมีความผิดปกติด้านพฤติกรรม 2 ด้านได้แก่ ด้านปฏิสัมพันธ์ทางสังคมและการสื่อสาร (social 
interaction and communication) และด้านการท าพฤติกรรมซ้ า ๆ และมีความสนใจที่จ ากัด 
(repetitive behaviors and restricted interests) เด็กท่ีมีภาวะออทิซึมสเปกตรัมจะประสบปัญหา
ในการเข้าสังคมโดยจะมีความบกพร่องด้านการสื่อสารทางอารมณ์ ด้านการสื่อสารทั้งภาษาพูดและ
ภาษากายซึ่งเป็นสิ่งที่ต้องใช้ในการปฏิสัมพันธ์กับผู้อ่ืน ผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมจะเข้ากับผู้อ่ืนได้
ยาก ไม่สนใจเข้าร่วมกลุ่ม รวมไปถึงการมีพฤติกรรมซ้ า ๆ และความสนใจที่จ ากัด เช่น การพูดประโยค
เดิมซ้ า ๆ ใช้สิ่งของชิ้นเดิม ๆ โดยพฤติกรรมทั้งหมดที่ได้กล่าวมาจะสามารถสังเกตเห็นถึงความผิดปกติ
ได้ตั้งแต่อายุประมาณ 18-30 เดือนและพฤติกรรมเหล่านี้ส่งผลไปถึงการด ารงชีวิตประจ าวันของเด็ก 
(National Institutes of Health, 2016) ตามเกณฑ์การวินิจฉัยภาวะออทิซึมสเปกตรัมจะใช้คู่มือใน
การวินิจฉัยและสถิติส าหรับความผิดปกติทางจิตฉบับที่ 5 (Diagnostic and Statistical Manual of 
Mental Disorders – the fifth edition, DSM-5) จัดท าโดยสมาคมจิตแพทย์ชาวอเมริกัน ประเทศ
สหรัฐอเมริกา ซึ่งจะวินิจฉัยรวมไปถึงคลาสสิกออทิสติก (autistic disorder) โรคแอสเปอร์เกอร์ 
(Asperger’s syndrome) โรคซีดีดี (childhood disintegrative disorder) และโรคพีดีดีเอ็นโอเอส 
(pervasive developmental disorder-not otherwise specified) ซึ่งก็จะมีความรุนแรงของโรค
ที่แตกต่างกัน (Association, 2013) ยกตัวอย่าง ผู้ป่วยโรคแอสเปอร์เกอร์จัดอยู่ในกลุ่มท่ีมีความ
รุนแรงน้อย เนื่องจากผู้ป่วยส่วนใหญ่ไม่มีความบกพร่องด้านภาษาและสติปัญญา ตรงกันข้ามอาจจะมี
ระดับสติปัญญาสูงกว่าบุคคลทั่วไปอีกด้วย อย่างไรก็ตาม ผู้ป่วยโรคแอสเปอร์เกอร์ยังมีปัญหาด้าน
ปฏิสัมพันธ์ทางสังคม ในขณะเดียวกันผู้ป่วยที่เป็นโรคคลาสสิกออทิสติกจัดอยู่ในกลุ่มท่ีมีความรุนแรง
สูง โดยผู้ป่วยจะมีความบกพร่องด้านภาษา ซึ่งส่งผลให้ไม่สามารถพูดหรือสื่อสารได้ มีความสนใจในสิ่ง
รอบตัวน้อยมากหรือไม่มีเลย หรืออาจจะมีพฤติกรรมท าร้ายตัวเองด้วย  
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2.2 การวินิจฉัยโรคออทิซึมสเปกตรัม 

ปัจจุบันยังไม่มีการวินิจฉัยที่จ าเพาะต่อโรคออทิซึมสเปกตรัม อาศัยเพียงการประเมินจาก
พฤติกรรมโดยแพทย์ผู้เชี่ยวชาญหรือนักจิตวิทยาที่ได้รับการอบรมแล้วเท่านั้น โดยทั่วไปแล้วผู้ปกครอง
สามารถสังเกตลักษณะทางพฤติกรรมที่ผิดปกติไปของบุตรหลาน ยกตัวอย่าง บุตรหลานของท่านจะไม่
มีการสบตากับผู้ปกครอง เวลาเรียกชื่อจะขาดการตอบสนองหรือมีพฤติกรรมการเล่นของเล่นที่
ผิดปกติไปจากเด็กทั่วไป ปัจจุบันมีเครื่องมือในการตรวจคัดกรองโรคออทิซึมสเปกตรัมหลากหลาย
ชนิด ซึ่งโดยส่วนใหญ่จะเป็นแบบสอบถาม เช่น Ages and Stages Questionnaires (ASQ) เป็น
แบบสอบถามที่ใช้คัดกรองความผิดปกติด้านการสื่อสาร การเคลื่อนไหว ความสามารถในการ
แก้ปัญหาและความสามารถ หรือใช้ Communication and Symbolic Behavior Scales (CSBS) 
เป็นเครื่องมือที่ใช้คัดกรองความผิดปกติด้านการสื่อสารและความสามารถของเด็กตั้งแต่เกิดถึง 2 ปี 
หรือใช้ Modified Checklist for Autism in Toddlers (MCHAT) เป็นแบบสอบถามท่ีเกี่ยวกับ
พฤติกรรมผิดปกติโดยสอบถามจากผู้ปกครองเพ่ือที่จะระบุความเสี่ยง/ความน่าจะเป็นที่จะเกิดโรค
ออทิซึมสเปกตรัม ปัจจุบันได้มีการน าแบบสอบถามมาใช้ในการวินิจฉัยร่วมกับการวินิจฉัยจากแพทย์
ผู้เชี่ยวชาญ ซึ่งการวินิจฉัยที่นิยมใช้มากที่สุดคือ Autism Diagnosis Interview – Revised (ADI-R) 
เป็นเครื่องมือทางคลินิกท่ีใช้ในการประเมินผู้ป่วย ประกอบด้วยแบบสอบถามจ านวน 123 ข้อ โดยจะ
มุ่งเน้นไปที่ด้านพฤติกรรม 3 ด้าน ได้แก่ ด้านปฏิสัมพันธ์ทางสังคม ด้านการใช้ภาษาในการสื่อสารและ
ด้านพฤติกรรมซ้ า ๆ และความสนใจที่จ ากัด ADI-R เป็นเครื่องมือที่เหมาะสมในการวินิจฉัยส าหรับเด็ก
ผู้ใหญ่ที่มีอายุตั้งแต่ 18 เดือนขึ้นไป (CDC, 2015b) อย่างไรก็ตามการตรวจคัดกรองและการวินิจฉัย
ดังกล่าวยังเป็นเพียงแค่การใช้แบบสอบถามเท่านั้น โรคออทิซึมสเปกตรัมยังไม่มีการวินิจฉัยอย่าง
จ าเพาะเจาะจง  

 
2.3 โรคออทิซึมสเปกตรัมเป็นโรคที่มีความชุกเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วและจัดเป็นปัญหาสาธารณสุข
ระดับโลก 

โรคออทิซึมสเปกตรัมจัดเป็นโรคทางพัฒนาการของระบบประสาทและสมองที่มีความชุก
เพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็ว จากการรายงานของศูนย์ควบคุมและป้องกันโรคของประเทศสหรัฐอเมริกา 
(Centers for Disease Control and Prevention, CDC) พบว่าในประเทศสหรัฐอเมริกาความชุก
ของโรคออทิซึมสเปกตรัมเพ่ิมขึ้นจาก 1 ใน 150 คนในปี ค.ศ. 2000 เป็น 1 ใน 88 คนในปี ค.ศ. 
2008 (CDC, 2015a) ใน ค.ศ. 2016 มีการรายงานความชุกของโรคดังกล่าวไว้ที่ 1 ใน 68 คน 
(Autism Speaks, 2016) และล่าสุดในปี ค.ศ 2018 มีการรายงานความชุกของโรคออทิซึมสเปกตรัม
ไว้ที ่1 ใน 59 คน ซึ่งเป็นอัตราส่วนที่เพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็ว (Baio et al., 2018) รูปภาพที่ 1 อีกท้ังมี
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การส ารวจในเด็กชายและเด็กหญิงอายุ 8 ปี พบว่าโรคออทิซึมสเปกตรัมพบในเด็กผู้ชาย (1 ใน 42 
คน) มากกว่าเด็กผู้หญิง (1 ใน 189 คน) ถึง 4.5 เท่า (Christensen et al., 2016) 

 
 

 
 

รูปภาพที่ 1 ความชกุของโรคออทิซึมสเปกตรัมซ่ึงรายงานโดยของศูนย์ควบคุมและป้องกันโรคของประเทศสหรัฐอเมริกา  
(Baio et al., 2018) 

 
 

ส าหรับความชุกของโรคออทิซึมสเปกตรัมในประเทศไทยถูกรายงานไว้ในปี ค.ศ. 2005 ที่
อัตราส่วน 1 ใน 1,000 คนและจากข้อมูลของส านักงานสถิติแห่งชาติในปี ค.ศ. 2010 พบว่าประเทศ
ไทยมีประชากรที่เป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมเพ่ิมขึ้นเป็น 6 ใน 1,000 คน (Department of Mental 
Health, 2015) อย่างไรก็ตาม ในประเทศไทยโรคออทิซึมสเปกตรัมยังไม่ค่อยเป็นที่รู้จักประกอบกับ
ข้อจ ากัดในการรักษาและขาดส ารวจข้อมูลใหม่ ๆ ท าให้อัตราส่วนที่รายงานอาจจะมีค่าต่ ากว่าความ
เป็นจริง แนวโน้มของอัตราการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมในประเทศไทยในปัจจุบันจึงน่าจะมีอัตราส่วน
ที่สูงมากขึ้นจากที่เคยรายงานในปี ค.ศ. 2010 ถึงแม้โรคออทิซึมสเปกตรัมจะเป็นโรคที่ไม่ได้มีอันตราย
ถึงชีวิต แต่เป็นโรคที่ท าให้เกิดความสูญเสียทั้งทรัพยากรบุคคลและทรัพยากรที่ใช้ในการพัฒนา
มหาศาล มีการส ารวจพบว่าในประเทศสหรัฐอเมริกา โรคออทิซึมสเปกตรัมท าให้เกิดการสูญเสียเงิน
กว่า 2 ล้านเหรียญสหรัฐฯ ในการดูแลผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมต่อคน คิดเป็นจ านวนเงินรวมทั้ง
ประเทศมากกว่า 200,000 ล้านเหรียญสหรัฐฯ (Buescher, Cidav, Knapp, & Mandell, 2014) 
และสาเหตุของการเกิดโรคอีกร้อยละ 80-90 ยังไม่ทราบสาเหตุที่แน่ชัด แต่เป็นที่เชื่อกันว่าโรคออทิซึม
สเปกตรัมมีสาเหตุมาจากทั้งปัจจัยทางพันธุกรรมและปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม 
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2.4 พยาธิก าเนิดและพยาธิสรีรวิทยาของโรคออทิซึมสเปกตรัม 

โรคออทิซึมสเปกตรัมเป็นโรคที่เกิดจากปัจจัยทางพันธุกรรมและสิ่งแวดล้อม มีความผิดปกติ
ของหลายยีนและจัดเป็นโรคทางพัฒนาการทางระบบประสาทที่มีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมสูงโรค
หนึ่ง โดยมีการศึกษาในฝาแฝด พบว่าในฝาแฝดร่วมไข่ (monozyotic twin) ถ้าฝาแฝดคนหนึ่งเป็น
โรคออทิซึมสเปกตรัมโอกาสที่อีกคนเป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมสูงถึง 80 เปอร์เซ็นต์ (Rosenberg et 
al., 2009) ซึ่งเป็นหลักฐานที่บ่งบอกว่าพันธุกรรมมีความเกี่ยวเนื่องกับสาเหตุการเกิดและ/หรือเพ่ิม
ความเสี่ยงของโรคออทิซึมสเปกตรัม อีกท้ังผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมยังพบความผิดปกติของสมอง
ในหลาย ๆ ส่วน อย่างไรก็ตามก็ยังไม่ทราบถึงกลไกอย่างแน่ชัด มีหลาย ๆ การศึกษาพบว่า สมองส่วน
คอร์เทกซ์กลีบหน้าผากส่วนหน้า (prefrontal cortex) สมองส่วนอะมิกดะลา (amygdala) สมอง
ส่วนซีรีเบลลัม (cerebellum) และสมองส่วนฮิปโปแคมปัส (hippocampus) มีความเกี่ยวข้องกับ
พยาธิก าเนิดของโรคออทิซึมสเปกตรัม โดยมีการตรวจเอกซเรย์ด้วยคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า (Magnetic 
resonance imaging, MRI) ในสมองของผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมเพศชาย พบว่าผู้ป่วยมีเนื้อสมอง
ส่วนสีเทา (gray matter) เพ่ิมข้ึนในสมองใหญ่ส่วนกลีบขมับ (temporal lobe) สมองกลีบหน้า 
(prefrontal lobe) และลดลงในสมองส่วนกลีบท้ายทอย (occipital lobe) และสมองกลีบข้าง 
(medial parietal regions) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยความผิดปกติท่ีสมองส่วนต่าง ๆ นั้น
มีความเก่ียวข้องกับความรุนแรงของอาการในโรคออทิซึมสเปกตรัม (Ecker et al., 2012) ในสมอง
ของผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมยังพบว่ามีกระบวนการสร้างเซลล์ประสาทที่ผิดปกติ (dysregulation 
of neurogenesis) การเคลื่อนย้ายเซลล์ประสาท (neuronal migration) และการเจริญเติบโตของ
เซลล์ประสาท (neuronal maturation) (Wegiel et al., 2010) อีกทั้งยังมีหลายรายงานพบว่าใน
สมองของผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมมีจ านวนเซลล์ประสาทชนิด Purkinje cells ลดลงในสมองส่วน 
cerebellum (Bailey et al., 1998) ความผิดปกติของสมองส่วนต่าง ๆ เหล่านั้นเชื่อว่ามีส่งผลให้
ผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมมีความผิดปกติด้านพฤติกรรมด้านปฏิสัมพันธ์ทางสังคม พฤติกรรมด้าน
การเรียนรู้และความจ ารวมไปถึงด้านการเคลื่อนไหวอีกด้วย สมองส่วนฮิปโปแคมปัสเป็นสมองส่วนที่มี
บทบาทในการสร้างความจ าทั้งในระยะสั้นและระยะยาว การรับรู้เหตุการณ์ มีการรายงานในเด็กท่ี
เป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมพบว่าในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสมีขนาดใหญ่ผิดปกติเม่ือเปรียบเทียบกับเด็ก
ปกติ (Groen, Teluij, Buitelaar, & Tendolkar, 2010) นอกจากนั้นยังมีการศึกษาในสัตว์ทดลอง 
(in vivo studies) ในหนูทดลองที่ได้มีการ knockout ยีน SHANK3 ซึ่งเป็นยีนที่ความสัมพันธ์กับโรค
ออทิซึมสเปกตรัม พบว่าสมองของหนูมีรูปร่างที่ผิดปกติไปและมีการแสดงพฤติกรรมคล้ายกับผู้ป่วย
โรคออทิซึมสเปกตรัม (X. Wang et al., 2016) สอดคล้องกับการศึกษาในปลาม้าลาย (zebrafish) ที่
มีการ knockout ยีน SYNGAP1 และ SHANK3 ซึ่งเป็นยีนที่เคยมีรายงานว่ามีความผิดปกติในโรค
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ออทิซึมสเปกตรัม พบว่าปลาม้าลายมีการเคลื่อนไหวผิดปกติไปและมีอาการชัก ซึ่งอาการดังกล่าวเป็น
อาการที่พบได้ในโรคออทิซึมสเปกตรัมเช่นเดียวกัน อีกท้ังยังมีการค้นพบว่าในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส
ของหนูที่เป็นต้นแบบของโรคออทิซึมสเปกตรัมมีความผิดปกติของวิถีน าสัญญาณ (signaling 
pathway) ส่งผลท าให้มีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการหลั่งสารสื่อประสาทผิดปกติ เช่น 
GABRB3 เป็นต้น (Provenzano et al., 2015) การศึกษาในหนูที่เป็นต้นแบบของโรคออทิซึม
สเปกตรัม (Valproic Acid Rat Model) พบว่าในหนูมีความบกพร่องด้านปฏิสัมพันธ์ทางสังคมและใน
สมองส่วนคอร์เทกซ์กลีบหน้าผากส่วนหน้าและฮิปโปแคมปัสมีการแสดงออกของโปรตีนที่มีความ
เกี่ยวข้องกับการอักเสบในสมองทั้งสองส่วน โดยเป็นอาการที่พบได้ในผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัม 
(Codagnone, Podesta, Uccelli, & Reines, 2015) นอกจากการศึกษาดังกล่าวยังมีการศึกษาใน
หนูที่เป็นต้นแบบของโรคออทิซึมสเปกตรัมอีกหนึ่งชนิด (BTBR Mouse Model) โดยเป็นการศึกษา
การแสดงออกในรูปแบบของทรานสคริปโตมต่อเนื้อเยื่อสมองส่วนฮิปโปแคมปัส พบว่ามียีนที่มีการ
แสดงออกผิดปกติเม่ือเทียบกับหนูปกติ ได้แก่ ADRA2C CADM3 NR4A2 NOS1AP เป็นต้น ซึ่งยีน
ดังกล่าวมีรายงานถึงความเกี่ยวข้องในโรคออทิซึมสเปกตรัม (Daimon et al., 2015) อย่างไรก็ตาม 
ยังไม่มีการศึกษาผลของสารเคมีต่อการแสดงออกของยีนในรูปแบบของทรานสคริปโตมในสมองส่วน
ฮิปโปแคมปัสซึ่งมีความส าคัญในการศึกษาสาเหตุของการเกิดและ/หรือความเสี่ยงที่ท าให้เกิดโรคออทิ
ซึมสเปกตรัม  

 
2.5 บทบาทของสารเคมีในโรคออทิซึมสเปกตรัม 

มีการศึกษาพบว่าการได้รับสารเคมีในช่วงระหว่างการตั้งครรภ์อาจเป็นอีกสาเหตุที่ท าให้เกิด
และ/หรือเพ่ิมความเสี่ยงต่อโรคออทิซึมสเปกตรัม โดยสารเคมีเหล่านี้เป็นสารเคมีที่มีการใช้อย่าง
แพร่หลายในอุตสาหกรรมโรงงานและสามารถพบได้ในชีวิตประจ าวัน สารเคมีเหล่านี้มีความเป็นพิษ
ต่อระบบประสาท การศึกษาผลของการได้รับสารพิษดังกล่าวต่อผลการแสดงออกด้านพฤติกรรมและ
จ านวนสารพิษที่ได้รับอย่างถูกต้องจึงยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด ดังนั้นท าให้ปัจจุบันการศึกษาความเสี่ยง
ในการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมจากการได้รับสารเคมีจึงมีเพ่ิมมากข้ึนด้วย โดยพบว่าผู้ป่วยที่เป็นโรค
ออทิซึมสเปกตรัมมีกลุ่มยีนที่ท าหน้าที่เก่ียวกับการก าจัดสารเคมีออกจากร่างกายท างานผิดปกติ เช่น 
Glutathione S-transferase (GSTs) เป็นต้น จึงส่งผลให้มีระดับสารเคมีที่เป็นพิษต่อร่างกายสูงขึ้น
เมื่อเทียบกับคนปกติ อีกท้ังมีการรายงานว่าการได้รับสารเคมีประเภทยาฆ่าแมลง (pesticide) 
ในขณะที่คุณแม่ตั้งครรภ์ โดยท าการศึกษาชนิดของยาฆ่าแมลงที่ได้รับ ระยะเวลาที่ได้รับ และ
ระยะห่างของที่พักกับแหล่งที่ใช้ยาฆ่าแมลง พบว่าการได้รับยาฆ่าแมลงในช่วงระหว่างตั้งครรภ์ส่งผล
ต่อการพัฒนาเป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมในเด็กอย่างมีนัยส าคัญเปรียบเทียบกับเด็กที่ได้รับยาฆ่าแมลง
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ปริมาณน้อยโดยวัดจากระดับยาฆ่าแมลงในพลาสมาจากสายสะดือ (umbilical cord plasma) ซึ่งจะ
ท าการประเมินเด็กเหล่านั้นก่อนอายุ 36 เดือนโดยใช้แบบสอบถามที่ถูกประเมินจากผู้ปกครอง อีกทั้ง
ยังพบว่าที่พักท่ีอยู่ในช่วง 500 เมตรของการใช้ยาฆ่าแมลงยังส่งผลให้เด็กที่เกิดมามีแนวโน้มที่จะเกิด
โรคออทิซึมสเปกตรัมมากกว่าเด็กท่ีอาศัยอยู่ในที่พักที่ห่างออกไป นอกจากยาฆ่าแมลงยังพบว่ามลพิษ
ทางอากาศ (air pollutants) โดยมีการศึกษาจากเด็กที่ป่วยเป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมประกอบกับการ
ใช้ข้อมูลที่ได้ท าการบันทึกไว้ตอนคลอดหรือใช้การสัมภาษณ์ข้อมูลจากผู้ปกครองเพ่ือเป็นการประเมิน
ความเสี่ยงในการได้รับมลพิษทางอากาศต่อการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัม ซึ่งข้อมูลจากการส ารวจ
พบว่า ในกลุ่มที่แม่มีลูกเป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมมีในช่วงไตรมาสที่สามของการตั้งครรภ์มีที่พักอยู่ใน
บริเวณถนนเมื่อเทียบกับเด็กปกติท่ีมีที่พักที่ไกลจากถนน เป็นการศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่าการได้รับ
มลพิษทางอากาศมีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัม (Rossignol, Genuis, & Frye, 2014) จาก
หลักฐานที่กล่าวมาจะเห็นได้แล้วว่าการได้รับสารเคมีในช่วงระหว่างตั้งครรภ์อาจมีผลให้เกิดหรือเพ่ิม
ความเสี่ยงในการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมแต่การศึกษาในสารเคมีจ าพวกสารที่รบกวนระบบฮอร์โมน
ในร่างกาย (endocrine disrupting compounds) ในผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมยังมีการศึกษาไม่
มากนัก โดยสารเคมีในกลุ่มนี้ที่มีความน่าสนใจ ได้แก่ บิสฟีนอลเอ (bisphenol-A) 

 
2.6 บิสฟีนอลเอคืออะไร 

บิสฟีนอลเอ (2,2′-bis(4-hydroxyphenyl)propane, Bisphenol-A; BPA) (รูปภาพที่ 2) 
เป็นสารเคมีในกลุ่มท่ีไปรบกวนระบบควบคุมฮอร์โมนของร่างกาย เนื่องจากมีโครงสร้างคล้ายกับ
ฮอร์โมนเอสโตรเจน โดยสามารถไปแย่งจับรีเซฟเตอร์ (receptor) ของฮอร์โมนเอสโตรเจนได้ ท าให้
ระบบฮอร์โมนในร่างกายเปลี่ยนแปลงไป บิสฟีนอลเอเป็นสารเคมีท่ีถูกใช้ในผลิตภัณฑ์พลาสติกโพลี
คาร์บอเนต ผลิตภัณฑ์เรซินสังเคราะห์ ผิวที่เคลือบภายในกระป๋องอาหารและเครื่องดื่ม ขวดน้ า
พลาสติกแบบแข็งรวมไปถึงผลิตภัณฑ์ที่ใช้ในการอุดฟัน (FDA, 2014) โดยบิสฟีนอลเอจะอยู่ในรูปโพลี
เมอร์เพ่ือเป็นการสร้างความแข็งแรงให้กับผลิตภัณฑ์เหล่านี้ อย่างไรก็ตาม ในสภาวะที่ผลิตภัณฑ์นั้น
ได้รับความร้อน หรือได้รับกับอาหารหรือเครื่องดื่มที่มีความเป็นกรด-เบส โพลีเมอร์ของบิสฟีนอลเอ
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส กลายเป็นบิสฟีนอลเอในรูปโมโนเมอร์ออกมาปนเปื้อนอยู่ในผลิตภัณฑ์
เหล่านั้นได้ บิสฟีนอลเอจะเข้าสู่ร่างกายผ่านการรับประทานเป็นหลัก (National Institute of 
Environmental Health Sciences, 2016) โดยเมื่อเข้าสู่ร่างกายโดยการรับประทานบิสฟีนอลเอ
สามารถผ่านผนังทางเดินอาหารเข้าสู่กระแสเลือด ไปยังระบบต่าง ๆ ของร่างกาย รวมทั้งผ่านแนวกั้น
ระหว่างเลือดและสมอง (blood-brain barrier) และเข้าสู่สมองส่วนต่าง ๆ ได้ 
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รูปภาพที่ 2 โครงสร้างของบิสฟีนอลเอ  
(Bisphenol A - Bisphenol A Europe, 2013) 

 
 
การตระหนักของการได้รับบิสฟีนอลเอในมนุษย์เริ่มมาตั้งแต่ปี ค.ศ. 2003 โดยศูนย์ควบคุม

และป้องกันโรคของประเทศสหรัฐอเมริกา (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) 
ได้ท าการส ารวจและพบว่าสามารถตรวจพบระดับบิสฟีนอลเอในปัสสาวะของมนุษย์ในอายุตั้งแต่ 6 ปี
ขึ้นไปถึง 93% ของจ านวนตัวอย่างปัสสาวะทั้งหมด อีกท้ังผู้ปกครองยังใส่ใจของการปนเปื้อนบิส
ฟีนอลเอในผลิตภัณฑ์ประเภทขวดนมมากขึ้น เนื่องจากมีการศึกษาในสัตว์ทดลองพบว่าบิสฟีนอลเอมี
ผลต่อทารกในครรภ์และเด็กแรกคลอด องค์การอาหารและยาประเทศสหรัฐอเมริกา (Food and 
Drug Administration, FDA) ส านักงานปกป้องสิ่งแวดล้อมของประเทศสหรัฐอเมริกา (The United 
State Environment Protection Agency) และองค์การความปลอดภัยของอาหารแห่งสหภาพ
ยุโรป (The European Food Safety Authority, EFSA) ไดม้ีการก าหนดความเข้มข้นมาตรฐานที่
ปลอดภัยของการได้รับบิสฟีนอลเอไว้ในทางเดียวกันคือ ปริมาณของบิสฟีนอลเอที่คนเราสามารถรับ
ได้ในแต่ละวัน (tolerable daily intake, TDI) ได้ก าหนดไว้ที่ 50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมต่อวันและมี
การก าหนดระดับของการได้รับบิสฟีนอลเอที่ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงทางชีววิทยาของร่างกาย 
(The no observed adverse effect level, NOAEL) ไวท้ี่ 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมต่อวัน ซึ่งค่า
ก าหนดทั้งสองได้มาจากการทดลองท่ีกระท าในสัตว์เท่านั้น อย่างไรก็ตามในปี ค.ศ. 2014 องค์การ
อาหารและยาประเทศสหรัฐอเมริกา ได้มีการชี้แจงถึงการใช้บิสฟีนอลเอในผลิตภัณพ์บรรจุอาหารว่า 
จากหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ได้มีการอนุมัติให้ใช้บิสฟีนอลเอเป็นส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์บรรจุ
อาหารและมีการระบุว่ามีความปลอดภัยกับผู้บริโภค จากการศึกษาภายใต้ศูนย์การวิจัยทางพิษวิทยา
แห่งชาติโดยองค์การอาหารและยาประเทศสหรัฐอเมริกา (FDA’s National Center for 
Toxicological Research, NCTR) พบว่าในผลิตภัณฑ์บรรจุอาหารดังกล่าวมีบิสฟีนอลเอเป็น
ส่วนประกอบอยู่ในปริมาณท่ีน้อยกว่าจะเป็นอันตรายกับผู้บริโภคและจากการศึกษาในหนูทดลองท่ี
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ท าการศึกษาการได้รับบิสฟีนอลเอในระยะยาว ซึ่งแบ่งการทดลองออกเป็นการได้รับบิสฟีนอลเอใน
ระดับความเข้มข้นต่ า (2.5-2,700 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมต่อวัน) และการได้รับบิสฟีนอลเอในระดับ
ความเข้มข้นที่สูง (100,000-300,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมต่อวัน) พบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอที่
ความเข้มข้นสูงจะส่งผลกระทบกับระดับฮอร์โมนในซีรัม ส่วนประกอบต่าง ๆ ที่อยู่ภายในรังไข่และ
น้ าหนักของหนูทดลอง (Delclos et al., 2014) อย่างไรก็ตาม ปัจจุบันยังมีการศึกษาหลาย ๆ 
การศึกษาในสัตว์ทดลองพบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอในปริมาณน้อย ๆ หรือความเข้มข้นที่ต่ ากว่าความ
เข้มข้นที่ระบุว่าปลอดภัยต่อร่างกายมีผลต่อระบบต่าง ๆ ในร่างกายและมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงการ
แสดงออกของกลุ่มยีนในหลาย ๆ กลุ่ม (รูปภาพที่ 3) 

 

 
 

รูปภาพที่ 3 ผลของบิสฟีนอลเอต่อระบบต่าง ๆ ของร่างกาย 
บิสฟีนอลเอมีผลกระทบต่อหลาย ๆ ระบบของร่างกาย โดยมีการศึกษาพบว่าบสิฟีนอลเอมีผลต่อ โรคเบาหวาน ความอว้นและเอนไซม์ที่
อยู่ในตับ มีผลต่อระบบสืบพันธุ ์ปริมาณและคุณภาพของเซลล์สืบพันธุ์ มีผลต่อระบบไหลเวียนเลือดและโรคหัวใจ มีผลต่อความผิดปกติ

ของทารก รวมไปถึงความผิดปกติเกี่ยวกับสมองและพฤตกิรรมที่แสดงออก (Vandenberg, Hunt, Myers, & Vom Saal, 2013) 

 
 

มีการส ารวจพบว่าในแต่ละวันร่างกายได้รับบิสฟีนอลเอจากแหล่งต่าง ๆ ประมาณ 34 นาโน
กรัมต่อกิโลกรัมต่อวันถึง 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมต่อวัน ซึ่งการศึกษาดังกล่าวเป็นการศึกษาในคน
ทั่วไป แต่พบว่ามีการศึกษาในคนที่ตั้งครรภ์พบว่ามีระดับเมตาบอไลต์ของบิสฟีนอลเอสูงกว่าเมื่อเทียบ
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กับคนปกติ (Braun et al., 2012) เมื่อบิสฟีนอลเอเข้าสู่ร่างกายจะถูกดูดซึมอย่างรวดเร็วที่ระบบ
ทางเดินอาหารและจะถูกก าจัดออกอย่างรวดเร็ว โดยร่างกายสามารถก าจัดบิสฟีนอลเอได้หมดภายใน 
24 ชั่วโมง บิสฟีนอลเอซึ่งเป็นสารพิษต่อร่างกายจะอยู่ในรูป active form ถูกเปลี่ยนให้อยู่ในรูปที่ท า
ให้เป็นพิษน้อยลง (detoxification) ผ่านกระบวนการ glucuronidation (รูปภาพที่ 4) กระบวนการ 
glucuronidation เป็นกระบวนการที่เก่ียวข้องกับการก าจัดสารจ าพวกยา สารพิษ มลพิษทางอากาศ
ออกจากร่างกาย กระบวนการ glucuronidation เป็นการเติมกรดกลูคูโรนิก (glucuronic acid) 
อาศัยเอนไซม์ UDP-glucuronosyltransferase (UGTs) การเติมกรดกลูคูโนนิกไปยังสารที่ต้องการ
ก าจัดจะท าให้สารดังกล่าวมีคุณสมบัติละลายน้ าได้ดีขึ้นส่งผลให้ก าจัดออกได้ง่ายขึ้นหรือท าให้สาร
ดังกล่าวมีพิษน้อยลง ส าหรับบิสฟีนอลเอเมื่อถูกเติมกรดกลูคูโรนิก จะกลายเป็นบิสฟีนอลเอกลูโคโล
ไนด์ (BPA-GA) และจะเข้าสู่กระบวนการก าจัดออกต่อไป (Konieczna, Rutkowska, & Rachon, 
2015) ในหนูทดลองกลุ่มเอนไซม์ท่ีใช้ในการก าจัดบิสฟีนอลเอส่วนใหญ่จะใช้ UDP-
glucuronosyltransferase ไอโซฟอร์ม 2B1 ซึ่งจะแตกต่างกับไอโซฟอร์มที่ใช้ในการก าจัดบิสฟีนอล
เอในมนุษย์ ซึ่งจะใช้ไอโซฟอร์ม 2B15 ดังนั้นการศึกษาความแตกต่างของเจเนติกส์ในเอนไซม์ท่ีใช้ใน
การก าจัดบิสฟีนอลเอ จะท าให้มีความเข้าใจมากข้ึนเกี่ยวกับความแตกต่างของความสามารถในการ
ก าจัดบิสฟีนอลเอออกจากร่างกาย อีกทั้งในหนูทดลองการก าจัดบิสฟีนอลเอออกจากร่างกายส่วนใหญ่
จะถูกก าจัดออกผ่านทางน้ าดี (bile) เป็นหลักและในมนุษย์บิสฟีนอลเอจะถูกก าจัดออกผ่านเลือดและ
ขับออกจากร่างกายผ่านทางปัสสาวะ 
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รูปภาพที่ 4 กระบวนการ glucuronidation ของบิสฟีนอลเอในหนแูละในมนษุย ์
กระบวนการ glucuronidation เป็นกระบวนการก าจัดบิสฟีนอลเอซึ่งเป็นสารพิษออกจากร่างกาย โดยเป็นการเติมกรดกลูคูโรนิก 

อาศัยเอนไซม์ UDP-glucuronosyltransferase (UGT) ส าหรับในมนุษย์และสตัว์พวก primate จะมกีารล าเลียงไปในกระแสเลือดและ
ขับออกจากรา่งกายในรูปปัสสาวะ ส าหรับในหนูจะมีการก าจัดบิสฟีนอลเอออกจากร่างกายผ่านน้ าดีและขบัออกจากร่างกายในรูป

ปัสสาวะและอุจจาระ (Taylor et al., 2011) 
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รูปภาพที่ 5 ความแตกต่างในการเมตาบอไลต์บิสฟีนอลเอเนื่องจากวิธกีารที่ได้รับบิสฟีนอลเอ 
ภาพเอ (A) แสดงถึงเมื่อบิสฟีนอลเอเข้าสู่ระบบทางเดินอาหาร (ลูกศรสีฟ้า) จะถูกดูดซึมเข้าสู่เส้นเลือดโดยผ่านเส้นเลือดที่อยู่

ในระบบทางเดินอาหาร (mesenteric blood vessel) หลังจากนั้นจะถกูขนสง่ไปยังตับ โดยกระบวนการเมตาบอไลต์ของบิสฟีนอลเอ
จากการได้รับบิสฟีนอลเอผ่านทางปากนัน้ บิสฟีนอลเอสามารถถูกเมตาบอไลต์ได้เกือบทั้งหมดและถูกขนส่งไปยังกระแสเลือดในรูปของ 
BPA-glucuronide (ลูกศรสีแดง) ภาพบี (B) เมื่อบิสฟีนอลเอเข้าสู่ร่างกายโดยผ่านทางอื่น ๆ เช่น ทางการหายใจ ทางผิวสัมผัส บิส
ฟีนอลเอจะไม่สามารถถูกเมตาบอไลต์ได้อย่างมีประสิทธภิาพ โดยจะมีบิสฟีนอลเอในรูปแบบอิสระ (free form) ลอยอยู่ในกระแสเลือด
ในระยะเวลาและความเข้มข้นที่มากกว่า (ลูกศรสีแดง) (Vandenberg et al., 2013) 
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2.7 ผลของการได้รับบิสฟีนอลเอกับการท างานของระบบประสาท 

ปัจจุบันมีการศึกษาผลของการได้รับบิสฟีนอลเอที่มีความเกี่ยวข้องกับระบบประสาทอย่าง
แพร่หลาย มีการศึกษาพบว่าการที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องจะส่งผลต่อการผลิตสารสื่อ
ประสาทในสมอง การแสดงออกของยีนผิดปกติไป รวมไปถึงการแสดงออกด้านพฤติกรรมของลูก โดย
ท าการศึกษาในหนูทดลองพบว่า การที่หนูทดลองได้รับบิสฟีนอลเอในขณะตั้งท้องที่ระดับความเข้มข้น
ต่าง ๆ แล้วท าการตรวจระดับสารสื่อประสาทในลูกหนูจ าพวก โดปามีน (dopamine, DA) ซึ่งเป็น
สารสื่อประสาทที่มีบทบาทส าคัญในโรคที่มีความเสื่อมของระบบประสาท (neurodegenerative 
disease) และซีโรโตนิน (serotonin) ซึ่งเป็นสารสื่อประสาทที่ท าหน้าที่เก่ียวกับการควบคุมอารมณ์ 
ความโกรธและความก้าวร้าว พบว่าในหนูทดลองกลุ่มที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอจะส่งผลการหลั่งสารสื่อ
ประสาทดังกล่าวมีความผิดปกติเม่ือเทียบกับหนูที่แม่ไม่ได้รับบิสฟีนอลเอ (Honma et al., 2006) อีก
ทั้งมีการศึกษาโดยสมาคมทางวิชาการและท าข้อมูลเชิงลึกเกี่ยวกับพิษจากบิสฟีนอลเอ (CLARITY-
BPA) พบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอในขณะเกิดการพัฒนาการของสมองจะสามารถเหนี่ยวน าท าให้มีการ
เปลี่ยนแปลงในระดับทรานสคริปโตมและการเปลี่ยนแปลงทางเอพิเจเนติกส์ในสมองส่วนไฮโพทา
ลามัสและฮิปโปแคมปัสรวมไปถึงการเปลี่ยนแปลงทางด้านพฤติกรรมความกังวลของหนูในช่วงวัยรุ่น
และวัยผู้ใหญ่ และมีระดับฮอร์โมนเพศแตกต่างไป นอกจากนั้นยังมีการพบว่าในหนูที่ได้รับบิสฟีนอลเอ
ที่ความเข้มข้น 2.5 และ 2,500 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมต่อวันมีระดับเมธิเลชันของดีเอ็นเอและมีการ
แสดงออกของยีนที่ผิดปกติไป (Heindel et al., 2015) บิสฟีนอลเอนับว่าเป็นสารที่เป็นพิษต่อระบบ
ประสาทชนิดหนึ่ง พบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอท าให้มีอนุมูลอิสระจ าพวกซุปเปอร์ออกไซด์ 
(superoxide) และเปอร์ออกไซด์ (peroxide) ซึ่งเป็น reactive oxygen species ชนิดหนึ่ง อีก
ทั้งตัวที่ช่วยในการก าจัดอนุมูลอิสระเหล่านี้ เช่น รีดิวส์กลูตาไธโอน (reduced glutathione) ลดลง
อีกด้วย (Kabuto, Hasuike, Minagawa, & Shishibori, 2003) ส่งผลให้เกิดความเครียดออกซิเดชัน 
(oxidative stress) ภายในเซลล์ประสาท (Babu, Uppu, Claville, & Uppu, 2013) และเป็นผลท า
ให้เกิดการท าลายของเซลล์ประสาทอีกด้วย ต่อมาหลายการศึกษาจึงให้ความส าคัญกับจ านวนเซลล์
ประสาทที่มีความผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอ มีการศึกษาผลของการได้รับบิสฟีนอลเอกับ
จ านวนของเซลล์ประสาทและ glia cell ในสมองส่วน prefrontal cortex ของหนู ซึ่ง prefrontal 
cortex เป็นสมองส่วนที่มีความส าคัญในหลาย ๆ ด้าน เช่น ด้านการรับรู้ ความสนใจ ด้านการเข้า
สังคมรวมไปถึงการเรียนรู้และความจ าอีกด้วย ในมนุษย์มีการรายงานว่าความผิดปกติของสมองส่วน 
prefrontal cortex มีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม โดยท าการศึกษาในหนูทดลองพบว่า
หนูที่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องที่ความเข้มข้น 400 µg/kg ต่อน้ าหนักตัวต่อวัน ส่งผลถึงจ านวน
เซลล์ประสาทและ glia cells มีจ านวนเพิ่มมากข้ึนเฉพาะในลูกหนูทดลองเพศผู้ (Sadowski, Wise, 
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Park, Schantz, & Juraska, 2014) อีกทั้งมีหลักฐานพบว่าในผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมเพศชายมี
จ านวนของเซลล์ประสาทและ glia cells เพ่ิมมากขึ้นด้วย (Eric Courchesne et al., 2011; 
Edmonson, Ziats, & Rennert, 2014) การศึกษาผลของบิสฟีนอลเอในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 
พบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอสามารถเหนี่ยวน าท าให้เกิดการตายของเซลล์ต้นก าเนิดประสาทโดย
กระบวนการ autophagy ซึ่งเกิดผ่านการลดลงการส่งสัญญาณในกระบวนการ AMPK และ mTOR 
(Agarwal et al., 2015) บิสฟีนอลเอยังส่งผลกระทบถึงรูปร่างของเซลล์ประสาทในสมองส่วนฮิปโป
แคมปัส นอกจากนั้นการได้รับบิสฟีนอลเอในขณะตั้งท้องของแม่ต่อสมองส่วนฮิปโปแคมปัสพบว่าบิส
ฟีนอลเอมีผลท าให้พฤติกรรมด้านความจ าของลูกหนูที่เกิดมามีความบกพร่องไปซึ่งมีความเก่ียวข้อง
กับการยับยั้งวิถีสัญญาณของ ERK/CREB/BDNF ในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส (C. Wang et al., 2016) 
การศึกษาผลของบิสฟีนอลเอต่อรูปแบบของทรานสคริปโตมหรือโปรตีโอมยังเป็นการศึกษาท่ีมีปริมาณ
น้อยในปัจจุบัน พบว่า ในปี ค.ศ. 2011 มีการศึกษาการแสดงออกในรูปฟีโนไทป์และรูปแบบของทราน
สคริปโตมในปลาม้าลายที่ได้รับบิสฟีนอลเอในระยะการเจริญเติบโต ในการศึกษาครั้งนี้พบว่า บิส
ฟีนอลเอมีผลท าให้การเจริญของเซลล์ประสาทตัวอ่อนมีความผิดปกติและมีการยับยั้งการแตกแขนง
ของเซลล์ประสาท อีกท้ังการศึกษาต่อรูปแบบทรานสคริปโตมยังพบว่ากลุ่มยีนที่มีความผิดปกติเป็น
กลุ่มยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับ synaptic long-term potentiation และ axonal guidance อีกท้ัง
ยังพบยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับการพัฒนาของสมองและเกี่ยวข้องกับพฤติกรรมที่แสดงออก (Lam et 
al., 2011) ซึ่งมีความเกี่ยวเนื่องกับโรคทางพัฒนาการระบบประสาทเป็นอย่างมาก นอกจากนั้นยังมี
การศึกษาต่อรูปแบบทรานสคริปโตมใน uterus ของลิงที่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้อง โดยพบว่าหาก
ได้รับบิสฟีนอลในระยะไตรมาสที่สามของการตั้งท้องจะส่งผลถึงทารกที่อยู่ในท้องได้ (Calhoun et 
al., 2014) อีกท้ังยังมีการศึกษาผลของการได้รับบิสฟีนอลเอต่อรูปแบบทรานสคริปโตมในเนื่อเยื่อ
สมองแยกได้จากเอ็มบริโอของหนูที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องพร้อมกับการศึกษาพฤติกรรม
ด้านปฏิสัมพันธ์ด้านสังคมในหนู พบว่าบิสฟีนอลเอส่งผลท าให้หนูมีพฤติกรรมการเข้าสังคมบกพร่องไป
และยังแสดงความรุนแรงมากขึ้นในหนูรุ่นถัด ๆ ไป อีกทั้งกลุ่มยีนที่มีความผิดปกติเช่น estrogen 
receptor oxytocin และ vasopressin (Wolstenholme et al., 2012) ส่วนการศึกษาต่อรูปแบบ
ของโปรตีมโอมจากการได้รับบิสฟีนอลเอในสมองของปลาม้าลายพบว่า มีกลุ่มโปรตีนที่มีความ
เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมตาบอไลต์และกระบวนการขนส่งต่าง ๆ ผิดปกติไป (X. Wu et al., 2016) 
จะเห็นได้ว่าการที่ได้รับบิสฟีนอลเอมีผลต่อกระบวนการต่าง ๆ มากมายของร่างกายรวมไปถึงมีความ
เกี่ยวข้องอย่างมากในระบบประสาท ซึ่งอาจจะมีความเกี่ยวข้องการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัม อย่างไร
ก็ตาม ปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาผลของบิสฟีนอลเอในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสในรูปแบบของทราน
สคริปโตมที่มีความเก่ียวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมเพ่ือสร้างความรู้ ความเข้าใจเกี่ยวกับบทบาท
หน้าที่ของบิสฟีนอลเอในระดับอณูชีววิทยากับการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมในอนาคตต่อไป 
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2.8 บทบาทของบิสฟีนอลเอในโรคออทิซึมสเปกตรัม 

การศึกษาความสัมพันธ์ของบิสฟีนอลเอกับโรคออทิซึมสเปกตรัมยังมีจ ากัด ส่วนใหญ่
การศึกษาเก่ียวกับบิสฟีนอลเอในโรคออทิซึมสเปกตรัมจะเป็นการศึกษาในเชิงส ารวจระดับของบิส
ฟีนอลเอในซีรัมหรือในปัสสาวะของเด็กที่เป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมเทียบกับเด็กปกติ การศึกษาผล
ของการได้รับบิสฟีนอลเอในระดับชีวโมเลกุลเพื่อหาว่าบิสฟีนอลเอเป็นหนึ่งในสาเหตุของการเกิดโรค
ออทิซึมสเปกตรัมยังมีจ านวนไม่มากนัก มีการรายงานพบว่าบิสฟีนอลเอมีความสัมพันธ์โดยเป็นหนึ่งใน
ปัจจัยที่ท าให้เกิดและ/หรือเพ่ิมความเสี่ยงในการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัม โดยมีรายงานว่าการได้รับ
บิสฟีนอลเอมีผลต่อด้านพฤติกรรมที่บกพร่องด้านปฏิสัมพันธ์ทางสังคมในหนูทดลอง มีความบกพร่อง
ของไมโตคอนเดรียในสมอง ซึ่งพบได้ในผู้ป่วยที่มีภาวะออทิซึมสเปกตรัม (Kalkbrenner, Schmidt, & 
Penlesky, 2014) มีการส ารวจระดับของบิสฟีนอลเอในปัสสาวะของเด็กท่ีเป็นโรคออทิซึมสเปกตรัม
จ านวน 46 คน เปรียบเทียบกับเด็กปกติที่มีอายุใกล้เคียงกัน (aged-match control) พบว่าในเด็กที่
เป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมมีระดับบิสฟีนอลเอในปัสสาวะสูงกว่าเด็กปกติและในเด็กที่เป็นโรคออทิซึม
สเปกตรัมมีการก าจัดบิสฟีนอลเอผ่านกระบวนการ glucuronidation ลดลงเมื่อเทียบกับเด็กปกติอีก
ด้วย (Stein, Schluter, Steer, Guo, & Ming, 2015) และการศึกษาในเชิงส ารวจระดับบิสฟีนอลเอ
ในซีรัมของเด็กออทิซึมสเปกตรัมจ านวน 48 คน พบว่าในเด็กออทิซึมสเปกตรัมมีระดับบิสฟีนอลเอใน
เลือดสูงกว่าเมื่อเทียบกับเด็กปกติ (Kardas et al., 2016) จะเห็นได้ว่าในเด็กท่ีเป็นโรคออทิซึม
สเปกตรัมนั้นมีระดับบิสฟีนอลเอสูงกว่าเด็กปกติท้ังในปัสสาวะและในซีรัม อีกท้ังในเด็กมีรายงานว่า
เด็กท่ีมีภาวะออทิซึมสเปกตรัมยังพบว่ามีภาวะเครียดออกซิเดชันในเซลล์ประสาท (Chauhan & 
Chauhan, 2006) นอกจากนั้นมีการศึกษาในเซลล์ไลน์เม็ดเลือดขาวที่พัฒนามาจากเด็กออทิซึม
สเปกตรัมก็พบว่าเมื่อเซลล์ไลน์เม็ดเลือดขาวที่ถูก treat ด้วยบิสฟีนอลเอด้วยความเข้มข้นต่าง ๆ ท าให้
เกิดภาวะภาวะเครียดออกซิเดชันและเกิดการสูญเสียหน้าที่การท างานของไมโดคอนเดรีย (Kaur, 
Chauhan, Gu, & Chauhan, 2014) อีกเหตุผลที่สนับสนุนว่าการท่ีมีเด็กท่ีเป็นโรคออทิซึมสเปกตรัม
มีภาวะเครียดออกซิเดชันนั้นอาจจะเป็นผลมาจากการที่มีระดับสารที่เป็นอนุอิสระและสารต้านอนุมูล
อิสระที่ผิดปกติไปจากคนปกติ (Kondolot et al., 2016) และมีการศึกษาผลของการได้รับบิสฟีนอล
เอกับกระบวนการทางเอพิเจเนติกส์พบว่าบิสฟีนอลเอมีผลท าให้เกิดการแสดงออกของยีน MECP2 
เพ่ิมมากข้ึน (Yeo et al., 2013) ซึ่งยีน MECP2 นี้เป็นยีนที่ความเก่ียวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม
และกระบวนการทางเอพิเจเนติกส์เป็นอย่างมาก โดยมีหลายการศึกษาพบว่าเด็กท่ีมีภาวะออทิซึม
สเปกตรัมมีการกระบวนการเมธิเลชันของดีเอ็นเอซ่ึงเป็นหนึ่งในกระบวนการทางเอพิเจเนติกส์ผิดปกติ
ไป อย่างไรก็ตาม การศึกษาผลของการได้รับบิสฟีนอลเอในเซลล์ระบบประสาทที่มีความเกี่ยวข้องกับ
โรคออทิซึมสเปกตรัมยังเป็นที่ไม่ทราบแน่ชัด ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จะใช้ Wistar rat เป็นต้นแบบ
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เพ่ือศึกษาผลของการที่แม่หนูได้รับบิสฟีนอลเอต่อการแสดงออกท่ีผิดปกติไปของยีนของลูกท่ีมีความ
เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม 

 
2.9 ต้นแบบท่ีใช้ในการทดลอง 

ในการศึกษาครั้งนี้จะใช้หนู Wistar rat เป็นต้นแบบในการทดลอง Wistar rat เป็นหนูที่นิยม
น ามาใช้ในการศึกษาด้านประสาทวิทยาศาสตร์ (Neurosciences) มีชื่อวิทยาศาสตร์คือ Rattus 
norvegicus ลักษณะจะเป็นสีขาว ส าหรับข้อมูลพ้ืนฐานทางชีววิทยาของหนูชนิดนี้มีดังนี้ Wistar rat 
มีอายุขัยเฉลี่ย 2-3 ปี น้ าหนักเมื่อโตเต็มวัยส าหรับเพศผู้จะเท่ากับ 250-300 กรัมและเพศเมียจะ
เท่ากับ 180-220 กรัม โดยในเพศผู้และเพศเมียอายุที่เหมาะในการใช้ผสมพันธุ์คือ 8-10 สัปดาห์ มี
วงจรการเป็นสัดเท่ากับ 4-5 วัน จะใช้เวลาตั้งท้อง 19-22 วัน ขนาดครอกจะประมาณ 9-11 ตัว ซึ่ง
อายุลูกหนูที่หย่านมจะอยู่ที่ 19-22 วัน ในหนูที่โตเต็มวัยปริมาณการกินอาหารจะเท่ากับ 15-30 กรัม
ต่อตัวต่อวันและปริมาณการกินน้ าจะเท่ากับ 20-45 มิลลิลิตรต่อตัวต่อวัน หนูเพศผู้จะมีน้ าหนักของ
สมองประมาณ 250 ถึง 350 กรัม ขนาดของสมองจะอยู่ที่ประมาณ 1-3 เซนติเมตร (NLAC 
mahidol, 2016) โดยสมองที่เลือกใช้ศึกษาจะเป็นสมองส่วนที่เรียกว่าฮิปโปแคมปัส ฮิปโปแคมปัส
เป็นสมองส่วนที่มีความส าคัญในการเรียนรู้และความจ า การศึกษาเซลล์ประสาทที่แยกได้สมองส่วน
ฮิปโปแคมปัสจะท าให้ทราบถึงความรู้ความเข้าใจต่อผลของการที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอในขณะตั้งท้อง
ต่อการแสดงออกของยีนในเซลล์ประสาทของลูก อีกท้ังในการศึกษาครั้งนี้จะท าการศึกษาแบบอิน
เทอร์แอกโตมเพ่ือดูความปฏิสัมพันธ์ระหว่างยีนอีกด้วย 

 
2.10 อินเทอร์แอกโตมิกส์คืออะไร 

อินเทอร์แอกโตมิกส์ (interactomics) เป็นการศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่างยีนกับยีน โปรตีนกับ
โปรตีนรวมไปถึงการศึกษาระหว่างยีนกับโปรตีน โดยใช้เครื่องมือทางชีวสารสนเทศศาสตร์เป็นตัว
วิเคราะห์ การศึกษาปฏิสัมพันธ์ของยีนจะแสดงออกมาในรูปของโครงข่ายทางชีวภาพ (biological 
network) เพ่ือดูความสัมพันธ์ในภาพรวมของกลุ่มยีน บอกถึงหน้าที่ของยีนแต่ละตัวหรือยีนตัวใดบ้าง
ที่มีบทบาทในการควบคุมยีนตัวอ่ืน ๆ ที่มีความเกี่ยวข้องกับโรคที่สนใจ ท าให้มีประโยชน์ในการ
ทดลองที่ตั้งสมมุติฐานโดยไม่มีอคติเอนเอียงไปที่ยีนหรือโปรตีนใดโปรตีนหนึ่ง ในการศึกษาครั้งนี้
การศึกษาเชิงอินเทอร์แอกโตมถูกน ามาใช้เพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มยีนที่มีความผิดปกติจาก
การได้รับบิสฟีนอลเอกับโรคออทิซึมสเปกตรัม อีกทั้งดูความสัมพันธ์โดยใช้รายชื่อยีนที่เคยมีการ
รายงานไว้แล้วว่ามีความผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัมและกลุ่มยีนที่มีความผิดปกติจากการได้รับบิส
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ฟีนอลเอ การศึกษาอินเทอร์แอกโตมเป็นกระบวนการในการคัดเลือกยีนที่มีความเหมาะสมที่สามารถ
พัฒนาไปเป็นสารบ่งชี้ทางชีวภาพได้ต่อไปในอนาคต 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

ตอนที ่1 การวิเคราะห์ข้อมูลทางชีวสารสนเทศศาสตร์  

1.1 การรวบรวมและวิเคราะห์ผลการทดลองทางทรานสคริปโตมิกส์จากฐานข้อมูล GEO 
datasets 

 การวิเคราะห์ข้อมูลทางชีวสารสนเทศศาสตร์ในการศึกษาครั้งนี้ท าการรวบผลการทดลอง
ทางทรานสคริปโตมิกส์ที่ได้ตีพิมพ์จากฐานข้อมูล GEO datasets 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/) โดยท าการค้นงานวิจัยที่มีความเกี่ยวข้องกับการได้รับบิส
ฟีนอลเอ ในวันที่ 13 พฤษภาคม พ.ศ. 2560 ทางผู้วิจัยได้ก าหนดเกณฑ์การเลือกดังนี้  

1. ค้นหาในฐานข้อมูล GEO datasets โดยใช้ค าค้นว่า “Bisphenol-A” 

2. เป็นงานวิจัยที่เกี่ยวกับการได้รับบิสฟีนอลเอโดยใช้หนูเม้าส์ หนูแรท เซลล์เพาะเลี้ยงโดยตรง
จากคนและสัตว์และเซลล์ไลน์เป็นต้นแบบในการทดลอง 

3. หากเป็นงานวิจัยที่ศึกษาผลของสารเคมีหลายชนิดต่อการแสดงออกของยีน เวลาน ามา
วิเคราะห์เลือกเฉพาะผลการแสดงออกของยีนจากการได้รับบิสฟีนอลเอเท่านั้น 

4. การออกแบบการทดลองต้องมีจ านวนตัวอย่างทั้งในกลุ่มทดลอง (experimental groups) 
และกลุ่มควบคุม (control group) มากกว่า 1 replicate ต่อกลุ่ม (n > 1/group) 

5. ไฟล์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ต้องเป็นไฟล์ตามที่ก าหนดไว้ดังนี้ .annot, .xlsx, .txt เท่านั้น  

6. มีข้อมูล gene annotation ในฐานข้อมูล NCBI โดยสามารถดาวน์โหลดได้ใน 
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/geo/DATA/annotation/platforms 

เมื่อรวบรวมผลการทดลองทางทรานสคริปโตมิกส์ที่มีความเกี่ยวข้องกับการได้รับบิสฟีนอลเอเรียบร้อย
แล้ว ข้อมูลทั้งหมดถูกน ามาวิเคราะห์ใหม่ด้วยวิธีทางชีวสารสนเทศศาสตร์โดยใช้โปรแกรม Multiple 
Experiment Viewer (MeV) (http://mev.tm4.org/) (Saeed et al., 2003) เพ่ือหารายชื่อยีนที่มี
การแสดงออกผิดปกติโดยมีนัยส าคัญทางสถิติ ข้อมูลทางทรานสคริปโตมท าการคัดกรองที่ 70% cut 
off โดยการค านวณทางสถิติใช้ two-tailed t-test (p-value < 0.05) ในการวิเคราะห์หายีนที่มีการ
แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/geo/DATA/annotation/platforms
http://mev.tm4.org/
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1.2 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างยีนที่มีการแสดงออกทางผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอ
และยีนที่มีการรายงานว่ามีความผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม 

รายชื่อยีนที่มีนัยส าคัญทางสถิติจากการได้รับบิสฟีนอลเอในข้อมูลแต่ละชุดน าไป overlap 
กับรายชื่อยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมจากฐานข้อมูลที่แตกต่างกัน ได้แก่ SFARI 
(https://gene.sfari.org/database/human-gene/)  AutDB 
(http://autism.mindspec.org/autdb/HG_Home.do) และ AutismKB 
(http://autismkb.cbi.pku.edu.cn/) เพ่ือหารายชื่อกลุ่มยีนที่แสดงออกมากกว่า 1 กลุ่ม 
(reproducibility) โดยใช้ Venn diagram (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) จากนั้น
รายชื่อยีนที่มีนัยส าคัญทางสถิติจากแต่ละชุดของข้อมูลทางทรานสคริปโตมิกส์น ามาวิเคราะห์หา
ความสัมพันธ์กับรายชื่อยีนที่มีรายงานว่ามีความผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม โดยการวิเคราะห์
แบบ Hypergeometric Distribution Analysis ในโปรแกรม Hypergeometric Distribution 
Calculator ในระบบ Keisan Online Calculator package 
(https://keisan.casio.com/exec/system/1180573201) และเพ่ือท านายความเก่ียวข้องระหว่าง
ยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอและมีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม 
กลุ่มรายชื่อยีนดังกล่าวน าไปท านายและวิเคราะห์โครงข่ายทางชีวภาพ (biological pathway and 
network analysis) โดยใชโ้ปรแกรม Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 
(https://www.qiagenbioinformatics.com/products/ingenuity-pathway-analysis/) การ
วิเคราะห์ทางสถิติท่ีใช้จะใช้ Fisher’s exact test 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มยีน ในการศึกษาครั้งนี้ใช้การวิเคราะห์แบบ 
Hypergeometric Distribution Analysis การวิเคราะห์แบบ Hypergeometric Distribution 
Analysis เป็นการวิเคราะห์การกระจายของความน่าจะเป็น (Probability Distribution) ในลักษณะ
ที่เป็นข้อมูลไม่ต่อเนื่อง (Discrete Probability Distribution) โดยข้อมูลการกระจายในลักษณะนี้
จะต้องเป็นข้อมูลนับเท่านั้น โดยจะส่งกลับค่าความน่าจะเป็นของจ านวนตัวอย่างที่ส าเร็จตามท่ี
ก าหนด ซึ่งมีตัวแปรต่าง ๆ ดังนี้ จ านวนครั้งที่ส าเร็จจากตัวอย่าง ขนาดตัวอย่าง จ านวนครั้งที่ส าเร็จ
จากประชากรและขนาดของกลุ่มประชากร ในการศึกษาครั้งนี้จ านวนครั้งที่ส าเร็จจากตัวอย่างจะเป็น
จ านวนรายชื่อยีนที่แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอและมีการแสดงออกผิดในโรคออทิซึม
สเปกตรัม (overlapping genes) ขนาดของตัวอย่างจะเป็นจ านวนรายชื่อยีนที่แสดงออกผิดปกติจาก
การได้รับบิสฟีนอลเอในแต่ละการศึกษา จ านวนครั้งที่ส าเร็จจากประชากรจะเป็นจ านวนยีนที่
แสดงออกผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม (ASD candidate genes) และขนาดของกลุ่มประชากรคือ
จ านวนยีนทั้งหมดท่ีศึกษาในแต่ละการศึกษา 

https://gene.sfari.org/database/human-gene/
http://autism.mindspec.org/autdb/HG_Home.do
http://autismkb.cbi.pku.edu.cn/
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/
https://keisan.casio.com/exec/system/1180573201
https://www.qiagenbioinformatics.com/products/ingenuity-pathway-analysis/
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การวิเคราะห์ความสัมพันธ์โดยใช้ Fisher’s exact test ในโปรแกรม Ingenuity Pathway 
Analysis เป็นการวิเคราะห์ในกลุ่มตัวอย่างขนาดเล็กเพ่ือทดสอบว่าประชากรทั้ง 2 กลุ่มมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญหรือไม่ โดยจะท าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มยีน 2 กลุ่มได้แก่ 
ยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอและยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึม
สเปกตรัมท่ีรวบรวมโดยโปรแกรม Ingenuity Pathway Analysis  

 
ตอนที่ 2 สัตว์ทดลอง 

Wistar-Furth rats เพศเมียอายุ 8 สัปดาห์ จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล ถูกน ามาผสมพันธุ์กับหนูเพศผู้ โดยนับวันที่หนูเพศเมียและเพศผู้อยู่ด้วยกันเป็น
วันที่ตั้งท้องวันที่ 0 หนูเพศเมียที่ตั้งท้องวันที่ 1 จะถูกเลี้ยง ณ ศูนย์สัตว์ทดลอง คณะสัตว
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยในสภาวะที่มีการควบคุมอุณหภูมิและแสงสว่าง แบ่งเป็น 12 
ชั่วโมงในช่วงที่มีแสงสว่างและ 12 ชั่วโมงในช่วงที่ไม่มีแสงสว่าง ในห้องเลี้ยงสัตว์ถูกควบคุมอุณหภูมิไว้
ที่ 21±1 องศาเซลเซียสและความชื้น 30-70 เปอร์เซ็นต์ สัตว์ทดลองจะได้รับอาหารและน้ าไม่จ ากัด 
ซึ่งข้ันตอนและกระบวนการกระท าต่อสัตว์ทดลองได้ด าเนินการเรื่องจริยธรรมการวิจัยในสัตว์ทดลอง
ผ่านคณะกรรมการบริหารศูนย์สัตว์ทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

 
ตอนที่ 3 การป้อนบิสฟีนอลเอในสัตว์ทดลอง 

การป้อนบิสฟีนอลเอด าเนินการตามวิธีที่ได้ตีพิมพ์ไว้แล้ว (Wang et al., 2014) Wistar-
Furth rats ที่ตั้งท้องได้ 1 วันได้ถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุม่คือกลุ่มควบคุมและกลุ่มท่ีรับบิสฟีนอลเอ หนู
จะได้น้ ามันข้าวโพด (corn oil) ส าหรับกลุ่มควบคุมและได้รับบิสฟีนอลเอในกลุ่มทดลองตั้งแต่ตั้งท้อง
ได้ 1 วันจนกระทั่งออกลูก หนูกลุ่มควบคุมได้รับน้ ามันข้าวโพด (corn oil) ที่ความเข้มข้น 0.2 mL/kg 
ต่อวัน หนูกลุ่มทดลองได้รับบิสฟีนอลเอโดยการเตรียมบิสฟีนอลเอส าหรับการป้อนหนูเตรียมจาก
สารละลายบิสฟีนอลเอตั้งต้นที่ความเข้มข้น 250 mg/ml ในสารละลาย absolute ethanol การ
เตรียมบิสฟีนอลเอส าหรับป้อนจะเตรียมจากสารละลายตั้งต้นให้ละลายอยู่ในน้ ามันข้าวโพดที่ความ
เข้มข้น 5,000 µg/kg ต่อน้ าหนักตัวต่อวัน และป้อนให้กับหนูทางปากโดยใช้เข็มฉีดส าหรับป้อน
อาหาร (intragastric administration) ทุกวันจนกระท่ังหนูคลอด หนูทุกตัวถูกชั่งน้ าหนักทุกวันเพื่อ
เป็นการปรับขนาดของสารเคมีที่ใช้ เพ่ือป้องกันการเกิด cross-contamination ของบิสฟีนอลเอแม่
หนูกลุ่มควบคุมและกลุ่มบิสฟีนอลเอจะเลี้ยงแยกกรงและแยกชุดเข็มฉีดส าหรับป้อนอาหารระหว่าง
กลุ่มควบคุมและกลุ่มบิสฟีนอลเอ ลูกหนูที่คลอดออกมาในวันที่ 1 (postnatal day 1) ถูกการุณยฆาต
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โดยการฉีด sodium pentobarbital บริเวณเยื่อบุช่องท้อง (intraperitoneal injection) ที่ความ
เข้มข้น 100 mg/kg และยืนยันการการุณยฆาตด้วยการตัดศีรษะ 

 

ตอนที่ 4 การแยกสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 

สมองส่วนฮิปโปแคมปัสจะถูกแยกเพ่ือไปท าการวิเคราะห์ 2 ส่วน ได้แก่ เนื้อเยื่อสมองส่วนฮิปโป
แคมปัสส าหรับกระบวนการวิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมิกส์และเซลล์ประสาทที่แยกได้จากสมองส่วน
ฮิปโปแคมปัสส าหรับท า neurite outgrowth assay  

4.1 การแยกสมองส่วนฮิปโปแคมปัสส าหรับการวิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมิกส์  

สมองส่วนฮิปโปแคมปัสถูกแยกจากลูกหนูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (stereo 
microscope) ตามวิธีที่ได้ตีพิมพ์ไว้แล้ว (Guo, Patzlaff, Jobe, & Zhao, 2012) โดยทางคณะผู้วิจัย
ท าการแยกเพศของลูกหนูก่อนท าการเก็บสมอง หลังจากแยกสมองส่วนฮิปโปแคมปัสแล้วนั้นเนื้อเยื่อ
สมองจะเก็บไว้ใน RNAlater ที่ - 80 องศาเซลเซียส ซึ่งจะช่วยคงสภาพสารพันธุกรรมจนกว่าน ามา
วิเคราะห์ในกระบวนการถัดไป 

4.2 การแยกเซลล์ระบบประสาทส าหรับการวิเคราะห์ neurite outgrowth 

4.2.1 การเตรียมสารเคมีส าหรับการแยกเซลล์ระบบประสาท (Guo et al., 2012) 

- FGF-2 (Basal fibroblast growth factor-2) และ EGF (Epidermal growth factor) แยกเก็บ
สารเป็นหลอดละ 10 µl ที่ความเข้มข้น 1 mg/ml ที่ -80 องศาเซลเซียส การน าสารละลายมาใช้ต้อง
เติม Neurobasal medium ลงไปปริมาณ 90 µl เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 100 µl/ml 
สารละลายที่พร้อมใช้งานสามารถเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์ 

- สารละลาย A สารละลาย A ประกอบด้วย สารละลาย 1X HBSS ที่มีส่วนผสมของกลูโคสที่ความ
เข้มข้น 30 mM HEPES 2 mM และ NaHCO3 26 mM โดยสารละลาย A สามารถเก็บไว้ที่ 4 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 1 เดือน 

- Initial Proliferation Medium (IPM) ผสม Neurobasal medium ปริมาตร 96 mL B27 
serum-free supplement ปริมาตร 2 mL GlutaMAX ปริมาตร 1 mL antibiotic-antimycotic 
ปริมาตร 1 mL FGF-2 ที่ความเข้มข้น 20 ng/mL และ EGF ที่ความเข้มข้น 20 ng/mL เข้าด้วยกัน 
โดย IPM สามารถเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 อาทิตย์ 

- N2 medium N2 medium ประกอบด้วย DMEM and Ham’s F-12 medium ที่อัตราส่วน 1:1 
ปริมาตร 500 mL N2 supplement ปริมาตร 5 mL L-glutamine ปริมาตร 5 mL และ 
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antibiotic-antimycotic ปริมาตร 5 mL ก่อนที่จะท าการ passaging ใส่ FGF-2 และ EGF ลงใน 
N2 medium เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นที่ 20 ng/ml N2 medium สามารถเก็บไว้ได้ที่ 4 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 1 เดือน 

- Diluted B-mercaptoethanol ผสม B-mercaptoethnol 34.7 µl ใส่ลงในน้ า (sterile water) ที่
มีปริมาตร 10 mL โดยจะต้องเตรียมสารละลายนี้ใหม่ทุกครั้งที่ท าการแยกเซลล์ระบบประสาท 

- Enzyme mix 1 ส าหรับการแยกเซลล์ระบบประสาทจะต้องท าการผสม MACS solution 2 2 mL 
กับ MACS solution 1 50 µl จาก MACS neural tissue dissociation kit พร้อมใส่ diluted B-
mercaptoethanol ปริมาตร 2.5 µl ในกรณีที่ต้องการแยกเซลล์ระบบประสาทจากหนู 2 ตัวให้เพ่ิม
สารแต่ละชนิดเป็น 2 เท่า 

- Enzyme mix 2 ส าหรับการแยกเซลล์ระบบประสาท ผสม MACS solution 3 ปริมาตร 20 µl เข้า
กับ MACS solution 4 ปริมาตร 10 µl จาก MACS neural tissue dissociation kit ในกรณีที่
ต้องการแยกเซลล์ระบบประสาทจากหนู 2 ตัวให้เพ่ิมสารแต่ละชนิดเป็น 2 เท่า 

- Percoll solution (ใช้ในกรณีที่ต้องการแยกเซลล์ระบบประสาทจากหนูมากกว่า 1 ตัว) Percoll ที่
ปริมาตร 22.5 mL ใส่ 10X DPBS ปริมาตร 2.5 mL สามารถเก็บไว้ได้ที่ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 
เดือน 

- Trypsin inhibitor solution โดยเก็บที่ -20 องศาเซลเซียสในลักษณะเป็นหลอด โดยแต่ละหลอดมี
ปริมาตร 5 mL ที่ความเข้มข้น 2.5 mg/ml ละลายใน DPBS ส าหรับสารที่จะใช้งานให้ท าการละลาย
สารใน stock solution ให้ได้ความเข้มข้นที่ 0.25 mg/ml ใน DPBS สารละลายสามารถเก็บไว้ได้ที่ 
4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6 เดือน 

- RA (Retinoic acid) ละลาย RA ใน DMSO เก็บเป็นหลอดทดลองหลอดละ 0.5 mL ที่ความเข้มข้น 
1 nM สารละลายสามารถเก็บไว้ได้ท่ี 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ปี 

- FSK (Forskolin) ละลาย FSK ใน DMSO เก็บเป็นหลอดทดลองหลอดละ 0.5 mL ที่ความเข้มข้น 1 
nM สารละลายสามารถเก็บไว้ได้ที่ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ปี 

- Differentiation medium ส าหรับอาหารส าหรับการ differentiation ของเซลล์ระบบประสาทนั้น
จะเป็น N2 medium ที่ผสม RA 1 µM และ FSK 1 µM ควรเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ใช้ 

- Cryoprotectant medium เตรียมจาก N2 medium ในความเข้มข้น 10% (vol/vol) กับ DMSO 
ควรเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ใช้ 
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- Poly-L-ornithine solution ละลาย Poly-L-ornithine ในน้ า Milli-Q และเก็บเป็นหลอดหลอด
ละ 0.5 ml ที่ความเข้มข้น 10 mg/ml ส าหรับการใช้งานให้ละลายสารใน stock solution ในน้ า 
Milli-Q ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 10 µg/ml ควรเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ใช้ 

- Laminin solution ละลาย laminin solution กับ sterile PBS ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 5 
µg/ml ควรเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ใช้ 

4.2.2 การแยกเซลล์ระบบประสาทจากสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 

4.2.2.1 เนื้อเยื่อสมองส่วนฮิปแคมปัสที่แยกมาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอจะถูก
น าไปใส่ในหลอด conical tube ขนาด 15 mL บรรจุด้วยสารละลายเย็น A ปริมาตร 10 mL 

4.2.2.2 น าเนื้อเยื่อไปปั่นที่ความเร็วต่ าที่ 200g เป็นเวลา 1 นาทีที่อุณหภูมิห้อง (20-25 
องศาเซลเซียส) 

4.2.2.3 เมื่อปั่นเสร็จแล้ว น า supernatant ออก แล้วใส่ enzyme mix 1 ปริมาตร 2 mL 
โดยจะต้องท าใน cell culture hood หลังจากนั้นน าไปหมุนโดย tube rotator ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 20 นาท ี 

4.2.2.4 ใส่ enzyme mix 2 ปริมาตร 30 µl ลงในแต่ละหลอดทดลอง แล้วหมุนอีกเป็นเวลา 
20 นาที 

4.2.2.5 ใช้ fire-polished glass pipette บดเนื้อเยื่อให้ละเอียดโดยการปิเปตต์ขึ้น-ลง
จ านวน 10-20 ครั้งจนไม่เห็นเนื้อเยื่อเป็นชิ้น ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศขณะบดเนื้อเยื่อและเป็น
ขั้นตอนส าคัญที่ท าให้เซลล์แยกเป็นเซลล์เดี่ยว หลังจากนั้นใส่ N2 medium ปริมาตร 8 mL เพ่ือเป็น
การท าให้ enzyme เจือจางลง ท าให้เซลล์ตกโดยการปั่นที่ 200g เป็นเวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง  

4.2.2.6 ล้างเซลล์ 2 ครั้งด้วย N2 medium ปริมาตร 10 mL แต่ละครั้งให้ปั่นที่ 200g เป็น
เวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 

4.2.2.7 ในกรณีที่ต้องการแยกเซลล์จากหนูหลาย ๆ ตัว ให้ละลายเซลล์กับ N2 medium 
5.5 mL พร้อมใส่ percoll ในสารละลาย PBS ปริมาตร 5.5 mL ท าให้เข้ากันโดยกลับหลอด ไป-มา 
แล้วน าไปปั่นที่ 400g เป็นเวลา 15 นาทีที่อุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นล้างเซลล์ 3 รอบด้วย N2 
medium ปริมาตร 10 mL แล้วปั่นที่ 200g เป็นเวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 

4.2.2.8 ล้างเซลล์อีกครั้งโดยใช้ IPM ปริมาตร 8 mL 
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4.2.2.9 ละลายเซลล์ใน IPM ปริมาตร 2 mL แล้ว plate ลงใน well จ านวน 2 well ใน 24 
tissue culture plate แล้วน าไป incubate ในตู้ที่มีสภาวะ 37 องศาเซลเซียสและมี
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

4.2.3 การเพาะเลี้ยงเซลล์ระบบประสาท 

4.2.3.1 หลังจาก incubate เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ให้เปลี่ยน IPM ครึ่งหนึ่ง ระมัดระวังอย่า
เซลล์หลุดออกไป หลังจากนั้น incubate ต่อไปอีก 7-14 วัน โดยเปลี่ยน IPM ทุก ๆ วัน  

4.2.3.2 หลังจาก 7-14 วันของการเพาะเลี้ยง เก็บเซลล์ที่เกาะโดยอาศัยการปั่นที่ 200g เป็น
เวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง เซลล์ระบบประสาทจะตกตะกอนอยู่ที่ก้นหลอด 

4.2.3.3 ประเมินการมีชีวิตของเซลล์โดยใช้ trypan blue ปริมาตร 10 µl ผสมกับเซลล์ 90 
µl ใช้ hemocytometer เปน็ตัวนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต 

4.2.3.4 Plate เซลล์ลงใน dish ขนาด 35 mm แล้ว incubate ในตู้ที่มีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสและระดับคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ 

4.2.3.5 เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ครึ่งหนึ่งทุก ๆ วัน ระมัดระวังอย่าให้เซลล์หลุดออกขณะที่
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์  

4.2.3.6 สามารถเก็บเซลล์ไว้ในไนโตรเจนเหลวส าหรับการทดลองต่อไปได้ 

 

ตอนที่ 5 การวิเคราะห์ Neurite outgrowth assay 

 เซลล์ระบบประสาทที่ seed ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 35 mm โดยแต่ละหลุมมีเซลล์
ระบบประสาทปริมาณ 3.0×104 การวิเคราะห์ความยาวของสายใยประสาท (neurite) จะด าเนินการ
ในเซลล์ระบบประสาทที่แยกได้จากสมองส่วนฮิปโปแคมปัสของลูกหนูที่ขณะแม่ตั้งท้องได้รับบิสฟีนอล
เอที่ความเข้มข้น 5,000 µg/kg ต่อน้ าหนักตัวต่อวันจนกระทั่งออกลูก โดยเซลล์ประสาทจะถูก
ถ่ายภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 40 เท่า การถ่ายภาพด าเนินการที่วันที่ 0 1 2 3 4 และ 
7 ของการเจริญของเซลล์ระบบประสาทในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ความยาวของสายใยประสาทท้ังหมด
จะประเมินโดยใช้โปรแกรม Neurolucida (http://www.mbfbioscience.com/neurolucida)  

 การวิเคราะห์ Neurite outgrowth assay จะท าการวัดพารามิเตอร์ต่าง ๆ ดังนี้  

1. การวัดความยาวรวมของสายใยประสาท (Total neurite length) เซลล์ระบบประสาท
ที่น ามาเพาะเลี้ยง ณ วันที่ 0 1 2 3 4 และ 7 ถูกวัดความยาวรวมของสายใยประสาททุก
เส้น  

http://www.mbfbioscience.com/neurolucida
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2. การวัดจ านวนของสายใยประสาทชนิดปฐมภูมิ (primary neurites) เซลล์ระบบ
ประสาทที่เพาะเลี้ยง ณ วันที่ 7 น ามาวัดจ านวนของสายใยประสาทที่งอกจากตัวเซลล์
โดยตรง (primary neurites)  

3. การวัดจ านวนแขนงของสายใยประสาท (neurite branching) เซลล์ระบบประสาทที่
เพาะเลี้ยง ณ วันที่ 7 น ามาวัดจ านวนของสายใยประสาทตั้งแต่แขนงที่สองขึ้นไป (>1° 
neurites) 

4. การวิเคราะห์แบบ Sholl analysis เป็นการวิเคราะห์ทั้งด้านความยาวและการแตก
แขนงของเซลล์ระบบประสาท โดยวัดจ านวนจุดตัดระหว่างแขนงเซลล์ระบบประสาท
และรัศมีของวงกลม รูปภาพที่ 6 ระยะห่างระหว่างของวงกลมในการศึกษาครั้งนี้เท่ากับ 
20 µm  

 

 
รูปภาพที่ 6 ภาพแสดงการวิเคราะห์การแตกแขนงของสายใยประสาทโดยการวิเคราะห์ Sholl 

analysis 
5. การวิเคราะห์ขนาดของตัวเซลล์ (cell body area) เซลล์ระบบประสาทท่ีเพาะเลี้ยง ณ 

วันที่ 0 1 2 3 4 และ 7 น ามาวัดขนาดของตัวเซลล์ โดยขนาดของตัวเซลล์ ณ วันที่ 1 2 

3 4 และ 7 จะถูก normalization ด้วยขนาดของตัวเซลล์ที่วันที่ 0  
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ตอนที่ 6 การสกัดอาร์เอ็นเอโดยใช้ mirVana miRNA isolation kit จากสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 

1. ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง 

1.1 สมองส่วนฮิปโปแคมปัสที่ถูกเก็บรักษาไว้ใน RNAlater ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซส
เซียส น ามาท าให้ละลายที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

1.2 น าไปปั่นตกด้วยความเร็วต่ าเพ่ือให้เนื้อเยื่อตกตะกอน หลังจากนั้นดูด RNAlater 
ออกให้มากท่ีสุดหรือเอาเนื้อเยื่อออกไปในหลอดใหม่เพ่ือก าจัด RNAlater ทิ้ง และเนื้อเยื่อจะต้องอยู่
ในน้ าแข็งตลอดเวลาเพื่อรักษาสภาพของอาร์เอ็นเอ 

1.3 น าเนื้อเยื่อไปชั่งน้ าหนักเพ่ือใช้ปรับปริมาตรของ lysis/binding buffer 

1.4 ใส่ lysis/binding Buffer ไปในปริมาตร 10 เท่าของน้ าหนักเนื้อเยื่อ หลังจากนั้นใช้ 
tissue grinder บดเนื้อเยื่อจนละเอียด 

1.5 ใส่ miRNA Homogenate Additive ในปริมาตร 1/10 ของปริมาตรรวมทั้งหมด 
เช่น ถ้าปริมาตรรวมทั้งหมด 300 ไมโครลิตร ต้องใส่ miRNA Homogenate Additive 30 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex  

1.6 แช่ไว้บนน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที  

1.7 ใส่ Acid-Phenol:Chloroform ให้เท่ากับปริมาตรสุดท้ายก่อนที่จะใส่ miRNA 
Homogenate Additive เช่น ถ้าปริมาตรสุดท้ายก่อนใส่ miRNA Homogenate Additive เท่ากับ 
100 ไมโครลิตร ต้องใส่ Acid-Phenol:Chloroform 100 ไมโครลิตร ขณะดูด Acid-
Phenol:Chloroform ต้องดูดจากก้นของขวด เนื่องจากชั้นบนจะเป็นส่วนของน้ า  

1.8 ท าให้ผสมเข้ากันโดยใช้ vortex เป็นเวลา 30-60 วินาที  

1.9 หลังจากนั้นน าไปปั่นที่ความเร็ว 10,000g ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือแยก
ชั้นที่เป็น aqueous phase และ organic phase  

1.10 ค่อย ๆ ดูดเอาชั้นบนสุดที่เป็นของเหลวสีใสออกไปใส่ในอีกหลอด ขณะดูดระวังอย่า
ดูดชั้นกลางหรือชั้นอ่ืนไปด้วย บันทึกปริมาตรที่ดูดออกไป 

1.11 ใส่ 100% ethanol ปริมาตร 1.25 เท่าของปริมาตรทั้งหมดที่ดูดออกมา ผสมให้เข้า
กันโดยใช้ปิเปตต์ขึ้น-ลง 

1.12 วาง Filter Cartridge ลงบน Collection tube ที่เตรียมไว้  

1.13 ปิเปตต์สารในข้อ 1.11 ลงบน Filter Cartridge  
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1.14 น าไปปั่นโดยใช้ความเร็ว 10,000g ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณ 15 วินาที 

1.15 เทสารผสมทิ้ง และจะเข้าสู่ขั้นตอนการล้างอาร์เอ็นเอต่อไป 

1.16 ใส่ miRNA Washing Solution I ปริมาตร 700 ไมโครลิตรลงบน Filter Cartridge 
น าไปปั่นโดยใช้ความเร็ว 10,000g ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณ 5-10 วินาที หลังจากปั่นเสร็จให้
เทสารผสมทิ้งและวาง Filter Cartridge ลงที่เดิม 

1.17 ใส่ Washing Solution 2/3 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นโดยใช้ความเร็ว 
10,000g ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณ 5-10 วินาที ท าซ้ า 1 รอบ 

1.18 เมื่อล้างครั้งสุดท้ายเสร็จเรียบร้อยแล้ว ปั่นอีกครั้งด้วยความเร็ว 10,000g ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณ 1 นาที 

1.19 น า Filter Cartridge ไปใส่ใน Collection tube หลอดใหม่ ใส่ Elution Solution 
ที่ท าให้อุ่นเป็นอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสปริมาตร 50 ไมโครลิตร แล้ว incubate ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 2 นาที แล้วน าไปปั่นโดยใช้ความเร็ว 10,000g ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง 

1.20 วัดคุณภาพและปริมาณอาร์เอ็นเอโดยใช้ Agilent Bioanalyzer 2100 

 

ตอนที่ 7 การวิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมิกส์โดยใช้เทคนิค RNA sequencing 

อาร์เอ็นเอที่สกัดได้น ามา treat ด้วยเอนไซม์ Dnase I เพ่ือก าจัดดีเอ็นเอและ Oligo (dT) 
ตามล าดับ อาร์เอ็นเอที่ได้จะถูกน ามาแยกออกโดยใช้ fragmentation buffer จนได้เป็นอาร์เอ็นเอชิ้น
เล็ก ๆ หลังจากนั้นจะสร้าง cDNA โดยใช้อาร์เอ็นเอที่แยกได้มาเป็นต้นแบบ อาร์เอ็นเอชิ้นเล็ก ๆ แต่
ละชิ้นติดฉลากด้วย adaptor การวัดคุณภาพและปริมาณของอาร์เอ็นเอจะด าเนินการก่อนท าการ
วิเคราะห์ทรานสคริปโตมิกส์โดยใช้เครื่อง Agilent 2100 Bioanaylzer และ ABI StepOnePlus 
Real-Time PCR System อาร์เอ็นเอที่ผ่านการตรวจสอบคุณภาพจะถูกน ามาสร้าง sequencing 
library โดยใช้ Iliumina HiSeq 4000 โดยบริษัท BGI Technology ฮ่องกง หลังจากกระบวนการ 
sequencing ข้อมูลดิบ (raw reads) ที่ได้จากการท า sequencing จะถูกน ามากรองเพื่อให้ได้ข้อมูล
ที่มีคุณภาพ (clean reads) และจะน าไปเทียบกับ reference genome ขั้นตอนการกรองเพ่ือให้
ข้อมูลอาร์เอ็นเอที่มีคุณภาพต่ าหรือ adaptor ที่ไม่มีคุณภาพหรือมีจ านวนเบสที่อ่านไม่ได้สูง ข้อมูล
ดังกล่าวจะถูกน าออกก่อนที่จะน าไปวิเคราะห์ต่อไป กล่าวคืออาร์เอ็นเอดังกล่าวน ามาเอา adaptor 
ออก reads ที่อ่านไม่ได้มากกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ถูกน าเอาออกหรือจ านวน reads ที่ไม่ดีคุณภาพ
กล่าวคือ reads ที่มีเบสที่มีคุณภาพต่ ามากกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ต่อ 1 read หลังจากท าการคัดกรอง
แล้ว reads ทั้งหมดเรียกว่า Clean Reads และเก็บในรูปแบบ FASTQ หลังจากนั้น clean read 
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น ามาวิเคราะห์การท านาย novel transcript SNP INDEL และ Gene expression analysis โดย 
clean reads น ามา map กับ reference genome โดยใช้ Bowtie2 software  และค านวณระดับ
การแสดงออกของยีนด้วย RSEM โดย RSEM เป็นโปรแกรมส าหรับประเมินการระดับการแสดงออก
ของยีนจากข้อมูล RNA-seq โดยค านวณจ านวน reads ที่ครอบคลุมและกระจายอยู่ใน transcripts 
การวิเคราะห์ทางสถิติใช้ pearson correlation ระหว่างกลุ่มตัวอย่างโดยใช้ฟังก์ชัน cor ในโปรแกรม 
R การวิเคราะห์ยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติ (Differentially Expression Gene) ใช้ Poisson 
distribution analysis (Audic & Claverie, 1997) ยีนที่มีค่านัยส าคัญทางสถิติที่มีค่า FDR < 0.05 
และ p-value < 0.05 น ามาวิเคราะห์โดยใช้กระบวนการทางชีวสารสนเทศศาสตร์ต่อไป 

 

ตอนที่ 8 การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนเชิงปริมาณด้วยเทคนิค quantitative RT-PCR 

ยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการวิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมิกส์ด้วยเทคนิค RNA-
sequencing ถูกเลือกน ามาวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยวิธี quantitative RT-PCR โดยอาร์เอ็นเอถูก
เปลี่ยนเป็น cDNA โดยใช้ AccuPower® RT PreMix กล่าวโดยย่อ อาร์เอ็นเอปริมาณ 0.5 µg น ามา
ผสมกับ OligoT18 primer ปริมาณ 0.5 ไมโครกรัมหรือ 100 pmole หลังจากนั้นเติม DEPC-
treated water ให้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 15 µl แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 
นาทีและน าไปพักไว้บนน้ าแข็ง หลังจากนั้นสารผสมจ านวน 15 µl น าไปใส่หลอดทดลองที่มี 
AccuPower® RT PreMix แล้วใส่ DEPC-treated water จนได้ปริมาตร 20 µl ปฏิกิริยาการ
สังเคราะห์ cDNA ด าเนินการภายใต้การบ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 60 นาทีและท่ี
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้น cDNA ที่ได้น าไปเป็นต้นแบบส าหรับ
ปฏิกิริยา quantitative RT-PCR น ามาละลายด้วย nuclease water ให้ได้ปริมาตร 50 µl  

ส าหรับปฏิกิริยา quantitative RT-PCR จะด าเนินการ 3 ซ้ าโดยใช้น้ ายา AccuPower® 2X 
GreenStar™ qPCR MasterMix กล่าวโดยย่อคือ cDNA จ านวน 1 µg น าไปผสมกับ 2X Greenstar 
Master mix และ primer ปรับปริมาตรให้ได้ 12.5 µl ด้วย nuclease water ปฏิกิริยา 
quantitative RT-PCR จะถูกบ่มใน Bio-rad CFX Connect Real-Time system (Biorad, USA) 
โดยประกอบด้วยขั้นตอนการ denaturing DNA ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
หลังจากนั้นท าการ denaturing ต่อที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 วินาทีเป็นจ านวน 40 
รอบ และข้ันตอน annealing/extension ต่อที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที 
ส าหรับยืนยันผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจะท าการวิเคราะห์แบบ melting curve ที่อุณหภูมิ 65-95 องศา

เซลเซียส การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนจะด าเนินการโดยใช้วิธี 2−ΔΔCt และใช ้Rn18s เป็น 
endogenous control การออกแบบ primer ที่จ าเพาะต่อยีนที่เลือกมาใช้เครื่องมือทางชีวสารสน
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เทศศาสตร์มาเป็นตัวช่วยในการออกแบบ primer โดยใช้โปรแกรม UCSC genome browser 
(https://genome.ucsc.edu/) Ensembl (https://asia.ensembl.org/index.html) และ 
primer3  (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) ซึ่งต้องเลือก exon ส าหรับ forward และ 
reverse primer มาจับต้องห่างกัน เพ่ือป้องกันการ contamination จาก genomic DNA การ
ออกแบบ primer จะออกแบบให้จ าเพาะกับยีน ได้แก่ Auts2 Foxp2 Smarcc2 และ Dicer1 ล าดับ
เบสของแต่ละ primer จะแสดงในภาคผนวก ตารางที่ 1  

 
ตอนที่ 9 การวิเคราะห์ด้วยวิธีทางชีวสารสนเทศศาสตร์ 

การวิเคราะห์แบบ meta-analysis วิเคราะห์โดยน าผลการทดลองทางทรานสคริปโตมิกส์ที่
ตีพิมพ์ไปแล้วโดยเลือกงานวิจัยที่เก่ียวข้องกับผลของบิสฟีนอลเอต่อเนื้อเยื่อหรือเซลล์ชนิดต่าง ๆ และ
มีข้อมูลในฐานข้อมูล GEO datasets มาวิเคราะหโ์ดยใช้โปรแกรม MeV เพ่ือหารายชื่อยีนที่มีการ
แสดงออกผิดปกติโดยใช้การวิเคราะห์ทางสถิติชนิด two-tailed t-test ที่ระดับ p-value ที่ 0.05 
รายชื่อยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติของแต่ละชุดข้อมูลน าไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างยีนที่มีการ
แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอและยีนที่การรายงานว่ามีความผิดปกติในโรคออทิซึม
สเปกตรัมจากฐานข้อมูลด้วยการวิเคราะห์แบบ Hypergeometric distribution analysis รายชื่อยีน
ที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอและมีความเก่ียวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมอย่าง
มีนัยส าคัญน าไปท านายเพ่ือหาโครงข่ายทางชีวภาพ (gene regulatory network) และบทบาท
หน้าที่ทางชีวภาพที่เกี่ยวข้องกับระบบประสาทและโรคออทิซึมสเปกตรัม (biological functions 
related to neurological functions and ASD) โดยใช้โปรแกรม Ingenuity Pathway Analysis 
(IPA) (Qiagen Inc., USA, https://www.qiagenbioinformatics.com/products/ingenuity-
pathway-analysis/) และยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอในสมองส่วนฮิปโป
แคมปัสถูกท านาย/วิเคราะห์เพ่ือหาบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพ โรคทางระบบประสาทและ pathway 
ที่เก่ียวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมและสร้างโครงข่ายชีวภาพเพ่ือดูปฏิสัมพันธ์ระหว่างยีนกับบทบาท
หน้าที่ทางชีวภาพที่เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม (Interactome analysis) 

ตอนที่ 10 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

การวิเคราะห์ทางสถิติด าเนินการภายใต้โปรแกรม SPSS เวอร์ชั่น 16 ส าหรับการวิเคราะห์
แบบ 2 กลุ่มจะใช้ two-tailed student’s t-test ที่ระดับนัยส าคัญ p-value < 0.05 ส าหรับการ
วิเคราะห์มากกว่า 2 กลุ่มจะใช้การวิเคราะห์แบบ one-way ANOVA โดยใช้ pos hoc ชนิด Tukey 
HSD ที่ระดับนัยส าคัญ p-value < 0.05 

https://genome.ucsc.edu/
https://asia.ensembl.org/index.html
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
https://www.qiagenbioinformatics.com/products/ingenuity-pathway-analysis/
https://www.qiagenbioinformatics.com/products/ingenuity-pathway-analysis/
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บทที่ 4 

ผลการศึกษาวิจัย 

4.1 การวิเคราะห์ข้อมูลทางชีวสารสนเทศศาสตร์ (Bioinformatics analyses of BPA-
responsive genes) 

4.1.1 ผลการรวบรวมข้อมูลรูปแบบการแสดงออกของยีนที่ผิดปกติเมื่อได้รับบิสฟีนอลเอ 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางชีวสารสนเทศศาสตร์เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างยีนที่มีการ
แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอและยีนที่มีการรายงานว่ามีการแสดงออกผิดปกติในโรค
ออทิซึมสเปกตรัม ทางคณะผู้วิจัยได้รวบรวมข้อมูลรูปแบบการแสดงออกของยีนจากผลการทดลอง
ทางทรานสคริปโตมิกส์ที่ได้ตีพิมพ์ไว้แล้วจากฐานข้อมูล GEO DataSets ส าหรับงานวิจัยดังกล่าว
จะต้องผ่านเกณฑ์ท่ีทางผู้วิจัยก าหนดไว้ ซึ่งมีจ านวนทั้งหมด 7 งานวิจัย โดยรายละเอียดของแต่ละ
งานวิจัยแสดงในตารางท่ี 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

37 

ตารางที่ 1 รายละเอียดแสดงงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับผลจากการได้รับบิสฟีนอลเอต่อเนื้อเยื่อหรือเซลล์
ชนิดต่าง ๆ จากฐานข้อมูล GEO DataSets 
 

Title Author and Year Sample size Sample type 

Expression data 

from MCF7/BUS 

cell culture 

exposed to 

xenoestrogens 

(GSE5200) 

Shioda et al., 2006 

(Shioda et al., 2006) 

24 samples  MCF7/BUS cells line 

Transcriptomal 

profiling of 

C57BL/6 wild 

type and ER-

alpha KO mice 

fetal mammary 

gland after fetal 

exposure to 

Bisphenol A (BPA) 

and 17alpha-

ethynylestradiol 

(EE2) (GSE44387) 

Wadia et al., 2013 

(Wadia et al., 2013) 

36 samples Mouse mammary gland 

tissues  

Toxicogenomics 

analysis of 

placenta samples 

from mice 

exposed to 

different doses of 

BPA (GSE63852) 

Sabrina et al., 2014 

(Tait, Tassinari, Maranghi, 

& Mantovani, 2015b) 

11 samples Mouse placenta tissues 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

38 

Transgenerational 

Gene Expression 

Changes Caused 

by Exposing Fetal 

Germ Cells to 

Endocrine 

Disruptors 

(GSE58642) 

Piroska et al., 2015 

(Piroska, 2015) 

32 samples Mouse fetal germ cells 

Transcriptome of 

human 

osteosarcoma 

(HOS) cells 

induced by 

bisphenol A, S 

and AF 

(GSE50527) 

Fic et al., 2015 (Fic et 

al., 2015) 

24 samples  Human osteosarcoma 

(HOS) cells line 

Effects of 

bisphenol A on 

gene expression 

in adipocytes 

from lean 

children: 

association to 

metabolic 

disorders 

(GSE58516) 

Menale et al., 2015 

(Menale et al., 2015) 

15 samples Human adipocyte cells 

Preferential 

Epigenetic 

Programming of 

Jorgensen et al., 2016 

(Jorgensen, Alderman, & 

Taylor, 2016) 

10 samples Mouse uterus tissues 
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Estrogen 

Response after in 

utero 

xenoestrogen 

(bisphenol-A) 

exposure 

(GSE86923) 

 

 

4.1.2 รายชื่อยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติและมีนัยส าคัญทางสถิติจากการได้รับบิสฟีนอลเอ  

งานวิจัยที่รวบรวมได้จากฐานข้อมูล GEO DataSets น ามาวิเคราะห์เพ่ือหารายชื่อยีนที่มีการ
แสดงออกผิดปกติอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากการได้รับบิสฟีนอลเอโดยใช้โปรแกรม Multiple 
Experiment Viewer (MeV) ส าหรับการวิเคราะห์ทางสถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์ ทางผู้วิจัยใช้ two-
tailed t-test (p-value < 0.05) โดยรายชื่อยีนที่มีนัยส าคัญทางสถิติจาก 7 งานวิจัยน ามาท าการ
วิเคราะห์เพื่อหาความสัมพันธ์/เกี่ยวข้องกับยีนที่มีการรายงานความผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม
จากฐานข้อมูลของโรคออทิซึมสเปกตรัม ได้แก่ SFARI AutDB และ AutismKB โดย 
Hypergeometric distribution analysis พบว่ารายชื่อยีน 5 งานวิจัยจาก 7 งานวิจัยมีความ
เกี่ยวข้องอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับรายชื่อยีนจากฐานข้อมูลโรคออทิซึมสเปกตรัมท้ัง 3 ฐานข้อมูล 
(p<0.05) ซึ่งประกอบไปด้วยฐานข้อมูล GSE5200 GSE44387 GSE50527 GSE63852 และ 
GSE86923 ดังแสดงในตารางท่ี 2 รายชื่อยีนจากท้ัง 5 งานวิจัยที่มีนัยส าคัญจะถูกน ามาคัดเลือกโดย
ใช้ venn diagram เพ่ือหารายชื่อยีนที่มีการแสดงออกอย่างน้อย 2 งานวิจัยจาก 5 งานวิจัยเพื่อแสดง
ให้เห็นว่ายีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอมีการแสดงออกที่ผิดปกติในตัวอย่างที่
ต่างกัน (reproducibility) รูปภาพที่ 7 โดยยีนที่ถูกคัดเลือกเพ่ือน ามาท าการวิเคราะห์ต่อไปมีจ านวน
ทั้งหมด 2,101 ยีน 
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ตารางที่ 2 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์โดย Hypergeometric distribution analysis ระหว่าง
กลุ่มยีนทีมีการแสดงออกผิดปกติจากแต่ละการศึกษากับกลุ่มยีนที่มีการรายงานว่ามีความผิดปกติใน
โรคออทิซึมสเปกตรัม 
 

Overlap with GSE5200 GSE44387 GSE50527 GSE58516 GSE58642 GSE63852 GSE86923 
SFARI 
database (881 
genes) 

550 44 70 0 2 19 77 

*p-value from 
hypergeometr
ic distribution 
analysis 

3.45E-26 5.17E-09 5.12E-16 1 0.21 2.11E-04 7.11E-10 

                
AutDB 
database (845 
genes) 

522 41 62 0 2 19 74 

*p-value from 
hypergeometr
ic distribution 
analysis 

2.04E-23 3.81E-08 8.18E-13 1 0.2 1.24E-04 1.40E-09 

                
AutismKB 
database 
(3055 genes) 

1733 142 168 7 3 76 289 

*p-value from 
hypergeometr
ic distribution 
analysis 

3.63E-44 4.60E-24 1.36E-19 0.09 0.59 1.23E-17 5.23E-41 
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รูปภาพที่ 7 แผนภาพ Venn diagram ของรายชื่อยีนที่แสดงออกผิดปกติจากแต่ละการศึกษา 
 
 

4.1.3 ผลการท านายบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพ โรคและโครงข่ายควบคุมยีน (biological 
functions, diseases/disorders and gene regulatory networks) ของยีนที่มีการ
แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอและมีนัยส าคัญทางสถิติกับยีนที่มีการแสดงออก
ผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม 

รายชื่อยีนจ านวน 2,101 ยีนน ามาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Ingenuity Pathway Analysis 
(IPA) เพ่ือพิสูจน์ว่ายีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอและมีนัยส าคัญทางสถิติกับ
ยีนที่มีการรายงานในโรคออทิซึมสเปกตรัมต่อความสัมพันธ์ในบทบาททางชีวภาพและหน้าที่ทางระบบ
ประสาทที่มีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม โดยจากการวิเคราะห์ด้วยวิธีทางชีวสารสนเทศ
ศาสตร์โดยโปรแกรม IPA ซึ่งการพิจารณานัยส าคัญทางสถิติจะใช้ Fisher’s exact test พบว่ายีน
ดังกล่าวมีความเกี่ยวข้องอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับความบกพร่องของสมรรถนะทางสมอง 
(Cognitive impairment) ที่ระดับนัยส าคัญ p-value = 2.25E-06 โดยมียีนที่เกี่ยวข้องจ านวน 98 
ยีน อีกท้ังยังมีความสัมพันธ์โดยตรงกับโรคออทิซึมสเปกตรัมหรือความบกพร่องทางสติปัญญา 
(Autism or intellectual disability) ที่ระดับนัยส าคัญ p-value = 2.94E-06 และมีจ านวนยีนที่
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เกี่ยวข้องทั้งหมด 90 ยีน นอกจากนั้นรายชื่อยีนที่มีความผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอยังมี
ความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญกับโรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s disease)  ภาวะบกพร่องทาง
สติปัญญา (Familial mental retardation, Mental retardation และ Recessive mental 
retardation) รวมไปถึงภาวะสมองเสื่อม (Dementia) ดังแสดงในตารางท่ี 3 

การวิเคราะห์โครงข่ายควบคุมยีน (Gene regulatory network) เพ่ือหาปฏิสัมพันธ์ระหว่าง
กลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติกับบทบาทหน้าที่ทางระบบประสาทที่เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม 
โดยแสดงในรูปภาพที่ 8 เห็นได้ว่ายีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอ (พ้ืนหลังสี
เทา) มีปฏิสัมพันธ์กับหน้าที่ทางระบบประสาท (พ้ืนหลังสีขาว) ได้แก่ การพัฒนาของเซลล์ประสาท 
(development of neurons) การสร้างสายใยประสาท (neuritogenesis) การตายของเซลล์
ประสาท (neuronal cell death) ความบกพร่องของสมรรถนะของสมอง (cognitive impairment) 
รวมไปถึงภาวะที่สามารถพบได้บ่อยในโรคออทิซึมสเปกตรัม ได้แก่ ภาวะพร่องทางสติปัญญา 
(mental retardation) และ Familial syndromic intellectual disability 

 
ตารางที่ 3 รายชื่อโรคและหน้าที่ทางชีวภาพของกลุ่มยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิส

ฟีนอลเอ จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 
 

Diseases or Functions Annotation p-value Number of Genes 
Cognitive impairment 2.25E-06 98 
Autism or intellectual disability 2.94E-06 90 
Alzheimer’s disease 7.04E-06 125 
Familial mental retardation 1.18E-05 73 
Mental retardation 1.54E-05 82 
Dementia 1.86E-05 132 
Recessive mental retardation 8.89E-05 42 
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รูปภาพที่ 8 Gene regulatory network ที่แสดงปฏิสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติจาก
การได้รับบิสฟีนอลเอและบทบาทหน้าที่ทางระบบประสาท 

 
ตารางที่ 4 ค าอธิบายสัญลักษณ์จากการวิเคราะห์โครงข่ายทางชีวภาพ 
 

สัญลักษณ์ ค าอธิบาย 

 ลักษณะของยีนที่ท าหน้าที่เป็น complex 

 ลักษณะของยีนที่ท าหน้าที่เป็น cytokine หรือ growth factor 

 ลักษณะของยีนที่ท าหน้าที่เป็น enzyme 

 ลักษณะของยีนที่ท าหน้าที่เป็น G-protein coupled regulator 

 ลักษณะของยีนที่ท าหน้าที่เป็น group/complex/other 

 ลักษณะของยีนที่ท าหน้าที่เป็น transcription regulator 

 ลักษณะของยีนที่ท าหน้าที่เป็น transmembrane receptor 
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 ลักษณะของยีนที่ท าหน้าที่เป็น transporter 

 ลักษณะของยีนที่ไม่รู้หน้าที่ (unknown) 

 ลักษณะของ microRNA 

 ยีน A จับกับยีน B 

 ยีน A ยับยั้งยีน B 

 ยีน A มีผลต่อยีน B 

 ยีน A มีผลต่อยีน B และยับยั้งยีน B 

 ยีน A ท าให้เกิดยีน B 

 ยีน A เคลื่อนที/่เปลี่ยนต าแหน่งกับยีน B 

 ยีน A สามารถเกิดปฏิกิริยากับยีน B 

 ยีนที่มีปฏิสัมพันธ์กับโดยตรง 

 ยีนที่มีปฏิสัมพันธ์กับโดยทางอ้อม 
 
 
 
4.2 ผลการป้อนบิสฟีนอลเอในสัตว์ทดลองและการแยกสมองส่วนฮิปโปแคมปัส  

 การป้อนบิสฟีนอลเอด าเนินการตามวิธีที่ได้ตีพิมพ์ไว้แล้ว (Wang et al., 2014) กล่าวโดยย่อ
คือ Wistar rats เพศเมียที่ตั้งท้องวันที่ 1 โดยนับวันที่จับอยู่กับเพศผู้เป็นวันที่ 0 ของการผสมพันธุ์ หนู
เพศเมียที่ตั้งท้องได้ 1 วันถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับบิสฟีนอลเอ แม่หนู
ได้รับน้ ามันข้าวโพด (corn oil) ในกลุ่มควบคุมและได้รับบิสฟีนอลเอที่ความเข้มข้น 5,000 µg/kg ต่อ
น้ าหนักตัวต่อวัน จนกระทั่งออกลูก ลูกหนูถูกน ามาแยกสมองส่วนฮิปโปแคมปัสเพื่อน าไปท าการ
วิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมิกส์และการวิเคราะห์ความยาวของสายใยประสาทต่อไป (neurite 
outgrowth assay) 

 
4.3 ผลการวิเคราะห์ปริมาณและคุณภาพของอาร์เอ็นเอโดยใช้ Agilent Bioanalyzer 2100 

สมองส่วนฮิปโปแคมปัสที่แยกได้จากลูกหนูที่ขณะแม่ตั้งท้องได้รับบิสฟีนอลเอหรือได้รับน้ ามัน
ข้าวโพดในกลุ่มควบคุม โดยเก็บสมองส่วนฮิปโปแคมปัสในลักษณะแยกเพศผู้และเพศเมีย และน ามา
สกัดอาร์เอ็นเอโดยใช้ mirVana miRNA isolation kit การวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณของอาร์เอ็น
เอส าหรับการวิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมิกส์โดยใช้เทคนิค RNA-sequencing ด าเนินการโดยบริษัท 
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BGI ประเทศฮ่องกง ผลการวิเคราะห์แสดงรายละเอียดสรุปในตารางท่ี 5 และรูปภาพที่ 9-12 เป็น
รูปภาพแสดงกราฟการวิเคราะห์ด้วย Agilent bioanalyzer 2100 

 
 
ตารางที่ 5 ผลการวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณของอาร์เอ็นเอโดย Agilent bioanalyzer 2100  
(Test Results A หมายถึง คุณภาพของตัวอย่างผ่านการตรวจคุณภาพและปริมาณตัวอย่างเพียงพอ
ต่อการท า library) 
 

No. Sample 
name 

Concen
tration 
(ng/µl) 

Volume 
(µl) 

RIN 28s/
18s 

Library Type Test 
Results 

1 Hippocampus 
control male 

47 14 10 2.0 HiSeq 
Transcriptome 

A 

2 Hippocampus 
control 
female 

38 17 10 2.0 HiSeq 
Transcriptome 

A 

3 Hippocampus 
BPA male 

32 16 10 2.0 HiSeq 
Transcriptome 

A 

4 Hippocampus 
BPA female 

34 15 10 1.8 HiSeq 
Transcriptome 

A 
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รูปภาพที่ 9 ผลการวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณของอาร์เอ็นเอในฮิปโปแคมปัสกลุ่มควบคุมเพศผู้ 

 

รูปภาพที่ 10 ผลการวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณของอาร์เอ็นเอในฮิปโปแคมปัสกลุ่มควบคุมเพศ
เมีย 
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รูปภาพที่ 11 ผลการวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณของอาร์เอ็นเอในฮิปโปแคมปัสกลุ่มที่ได้รับบิส
ฟีนอลเอเพศผู้ 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

48 

 
 

รูปภาพที่ 12 ผลการวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณของอาร์เอ็นเอในฮิปโปแคมปัสกลุ่มที่ได้รับบิส
ฟีนอลเอเพศเมีย 

 
 

4.4 ผลการวิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมิกส์โดยใช้เทคนิค RNA-sequencing  

อาร์เอ็นเอที่สกัดและท าการตรวจวัดคุณภาพและปริมาณเรียบร้อยแล้วน าไปวิเคราะห์เพ่ือหา
ยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้รับบิสฟีนอลเอ
ในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส โดยใช้ next-generation sequencing รูปแบบ illumina HiSeq 4000 
ยีนทั้งหมดในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสในกลุ่มท่ีได้รับบิสฟีนอลเอน ามาเปรียบเทียบกับยีนทั้งหมดยีนใน
กลุ่มท่ีไม่ได้รับบิสฟีนอลเอ เพ่ือหารายชื่อยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจาก
การได้รับบิสฟีนอลเอ ทางคณะผู้วิจัยได้ท าการเปรียบเทียบเพ่ือหารายชื่อยีนที่แสดงออกผิดปกติจาก
การได้รับบิสฟีนอลเอเทียบกับกลุ่มควบคุม (N control = 6; N BPA treatment = 6) ด้วยโปรแกรม 
MeV software ทางคณะผู้วิจัยพบว่ามียีนจ านวน 4,525 ยีนที่มีแสดงออกผิดปกติอย่างมีนัยส าคัญ
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p value < 0.05, t-test with standard bonferroni correction) 
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4.5 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของยีนที่แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอในสมอง
ส่วนฮิปโปแคมปัสกับยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากฐานข้อมูลของโรคออทิซึมสเปกตรัม 

 

รายชื่อยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอจ านวน 4,525 ยีนน ามา 
overlap กับฐานข้อมูลของโรคออทิซึมสเปกตรัมที่แตกต่างกัน 3 ฐานข้อมูล พบว่ามียีนจ านวน 263 
ยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติและอยู่ในฐานข้อมูล SFARI ยีนจ านวน 247 ยีนที่แสดงออกผิดปกติท้ังใน
สมองส่วนฮิปโปแคมปัสและอยู่ในฐานข้อมูล AutDB และยีนจ านวน 700 ยีนที่แสดงออกผิดปกติใน
สมองส่วนฮิปโปแคมปัสและอยู่ในฐานข้อมูล AutismKB นอกจากท าการวิเคราะห์แบบรวมเพศแล้ว
นั้น ทางคณะผู้วิจัยยังด าเนินการหารายชื่อยีนที่แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอแบบแยก
เพศด้วย พบว่าเมื่อด าเนินการวิเคราะห์แบบแยกเพศแล้ว ในเพศผู้ พบว่ามียีนจ านวน 158 ยีนที่มีการ
แสดงออกผิดปกติและอยู่ในฐานข้อมูล SFARI ยีนจ านวน 146 ยีนที่แสดงออกผิดปกติและอยู่ใน
ฐานข้อมูล AutDB ยีนจ านวน 322 ยีนที่แสดงออกผิดปกติและอยู่ในฐานข้อมูล AutismKB ในเพศเมีย 
พบว่ามียีนจ านวน 235 ยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติและอยู่ในฐานข้อมูล SFARI ยีนจ านวน 218 ยีนที่
แสดงออกผิดปกติและอยู่ในฐานข้อมูล AutDB ยีนจ านวน 562 ยีนที่แสดงออกผิดปกติและอยู่ใน
ฐานข้อมูล AutismKB เห็นได้ว่ายีนที่แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอและอยู่ในฐานข้อมูล
ของโรคออทิซึมสเปกตรัมในเพศเมียมีจ านวนมากกว่าในเพศผู้ 

เมื่อวิเคราะห์หาความสัมพันธ์โดยใช้ Hypergeometric distribution analysis พบว่า 
รายชื่อยีนที่มีการแสดงออกจากการได้รับบิสฟีนอลเอแบบรวมเพศไม่มีความสัมพันธ์กับรายชื่อยีนจาก
ฐานข้อมูลของโรคออทิซึมสเปกตรัมท้ังฐานข้อมูล SFARI (p-value = 0.07) ฐานข้อมูล AutDB (p-
value = 0.152) และฐานข้อมูล AutismKB (p-value = 0.999) รายชื่อยีนที่แสดงออกผิดปกติใน
เพศผู้มีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับฐานข้อมูล SFARI (p-value = 1.03E-04) และ
ฐานข้อมูล AutDB (p-value = 9.96E-04) อีกทั้งรายชื่อยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติในเพศเมียจาก
การได้รับบิสฟีนอลเอก็มีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิตกิับฐานข้อมูล SFARI (p-value = 
3.89E-03) และฐานข้อมูล AutDB (p-value = 3.89E-03) ดังแสดงในตารางท่ี 6 เห็นได้ว่ายีนที่มี่
การแสดงออกผิดปกติในเพศผู้มีความสัมพันธ์กับยีนที่มีการรายงานว่ามีความผิดปกติในโรคออทิซึม
สเปกตรัมจากฐานข้อมูลต่าง ๆ มากกว่ายีนที่มีการแสดงออกผิดปกติในเพศเมีย ถึงแม้ว่ายีนที่
แสดงออกผิดปกติในเพศผู้มีจ านวนน้อยกว่ายีนที่มีการแสดงออกผิดปกติในเพศเมีย 
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ตารางที่ 6 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์โดย Hypergeometric distribution analysis ระหว่าง
กลุ่มยีนทีม่ีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสกับกลุ่มยีนที่มี
การรายงานว่ามีความผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม 
 

Overlap with 

(number of 

genes) 

DEGs in hippocampi 

of both sexes (4,525 

DEGs) 

DEGs in male 

hippocampus (2,078 

DEGs) 

DEGs in female 

hippocampus (3,522 

DEGs) 

SFARI database 

(881 genes) 

263 158 235 

*P-value from 

hypergeometric 

distribution 

analysis 

0.07 1.03E-04 3.89E-03 

AutDB database 

(845 genes) 

247 146 218 

*P-value from 

hypergeometric 

distribution 

analysis 

0.152 9.96E-04 2.20E-02 

AutismKB 

database (3,055 

genes) 

700 322 562 

*P-value from 

hypergeometric 

distribution 

analysis 

0.99 0.99 0.99 
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4.6 ผลการท านายบทบาทหน้าที่และ pathways ที่เกี่ยวข้องกับโรคทางระบบประสาทในยีนที่
แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส  

รายชื่อยีนที่แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอทั้งแบบรวมเพศ แบบแสดงออก
ผิดปกติในเฉพาะเพศผู้และเพศเมีย ถูกน ามาวิเคราะห์เพ่ือท านายบทบาทหน้าที่และ pathways ที่
เกี่ยวข้องกับโรคทางระบบประสาท พบว่ารายชื่อยีนที่แสดงออกผิดมีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญกับ
บทบาทหน้าที่หลาย ๆ หน้าที่ เช่น “Nervous system development and function” 
“Inflammatory response” “Digestive system development and function” เป็นต้น และ
เมื่อศึกษาดูความสัมพันธ์ระหว่างยีนที่มีความผิดปกติกับ pathway ที่เก่ียวข้องในระบบประสาท เป็น
ที่น่าสนใจเป็นอย่างยิ่งว่า pathway ที่เก่ียวข้องกับรายชื่อยีนในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสอย่างมี
นัยส าคัญของเพศผู้ เช่น “Glutamate Receptor Signaling” ที่ระดับนัยส าคัญ p-value = 5.86E-
05 มียีนที่เกี่ยวข้องทั้งหมด 14 ยีน “Axonal Guidance Signaling” ที่ระดับนัยส าคัญ p-value = 
1.39E-03 มียีนที่เกี่ยวข้องจ านวน 52 ยีน “Circadian Rhythm Signaling” ที่ระดับนัยส าคัญ 
2.97E-03 มียีนที่เกี่ยวข้องทั้งหมด 8 ยีน ซึ่งผลการทดลองของเพศเมียก็เป็นไปตามท านองเดียวกันกับ
ของเพศผู้ กล่าวคือ pathway ที่เก่ียวข้องได้แก่ “Axonal Guidance Signaling” ที่ระดับนัยส าคัญ 
p-value = 1.92E-07 มียีนที่เกี่ยวข้องทั้งหมด 97 ยีน “Glutamate Receptor Signaling” ที่ระดับ
นัยส าคัญ p-value = 1.39E-05 มียีนที่เกี่ยวข้องจ านวน 20 ยีนและ “Circadian Rhythm” ที่ระดับ
นัยส าคัญ p-value = 6.31E-04 มียีนที่เกี่ยวข้องทั้งหมด 12 ยีน โดย pathway ดังกล่าวเป็น 
pathway ที่เคยมีการรายงานว่ามีความผิดปกติในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม ดังแสดงในตารางท่ี 7 
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ตารางที่ 7 ผลการเปรียบเทียบบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพและ canonical pathway ระหว่างการ
วิเคราะห์ในกลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติในทั้งสองเพศ ในเพศผู้และในเพศเมีย 
 

Both sexes Male Female 
Biological functions and pathways  
Physiological system development and function (P-values; number of 
molecules) 
Endocrine System Disorders 
(7.14E-07-3.55E-04; 436) 

Endocrine System 
Disorders (4.35E-18-8.5E-
03; 576) 

Endocrine System 
Disorders (3.12E-28-
1.43E-04; 379) 

Connective Tissue 
Development and Function  
(3.37E-04 - 3.37E-04; 8) 

Nervous System 
Development and 
Function  
(6.56E-03 - 1.12E-03; 37) 

Cardiovascular System 
Development and 
Function (9.84E-05 - 
1.06E-08; 153) 

Skeletal and Muscular 
System Development and 
Function (3.37E-04 - 3.37E-
04; 8) 

Organismal Development  
(8.40E-03 - 1.12E-03; 50) 

Organismal 
Development (1.56E-05 
- 1.06E-08; 126) 

Tissue Development  
(5.82E-03 - 3.37E-04; 16) 

Tissue Development  
(7.67E-03 - 1.12E-03; 71) 

Tissue Development 
(1.61E-04 - 2.31E-07; 
116) 

Digestive System 
Development and Function  
(7.30E-03 - 6.71E-04; 32) 

Connective Tissue 
Development and 
Function  
(5.82E-03 - 1.84E-03; 36) 

Organismal Survival 
(3.95E-06 - 2.50E-06; 
108) 

Reproductive System 
Development and Function 
(5.85E-03 - 1.42E-03; 19) 

Inflammatory Response 
(5.83E-03-5.83E-03; 4) 

Nervous System 
Development and 
Function (1.86E-05 - 
1.86E-05; 11) 

Top canonical pathways (P-values; number of molecules) 
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Cholesterol Biosynthesis I 
(2.46E-04; 9) 

Glutamate Receptor 
Signaling  
(5.86E-05; 14) 

Axonal Guidance 
Signaling  
(1.92E-07; 97) 

Cholesterol Biosynthesis II 
(via 24,25-dihydrolanosterol) 
(2.46E-04; 9) 

Axonal Guidance 
Signaling (1.39E-03; 52) 

Neuropathic Pain 
Signaling in Dorsal Horn 
Neurons (6.89E-07; 35) 

Cholesterol Biosynthesis III 
(via Desmosterol)  
(2.46E-04; 9) 

Amyotrophic Lateral 
Sclerosis Signaling  
(1.63E-03; 18) 

Nitric Oxide Signaling in 
the Cardiovascular 
System (1.60E-06; 33) 

Superpathway of Cholesterol 
Biosynthesis  
(3.89E-04; 14) 

Circadian Rhythm 
Signaling (2.79E-03; 8) 

Glutamate Receptor 
Signaling  
(1.39E-05; 20) 

Ketogenesis  
(1.18E-03; 7) 

Huntington's Disease 
Signaling  
(9.30E-03; 29) 

Circadian Rhythm 
Signaling  
(6.31E-04; 12) 

 

 
4.7 ผลการท านายบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพ โรคและโครงข่ายควบคุมยีนที่เกี่ยวข้องกับหน้าที่
ทางระบบประสาทในยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอจากสมองส่วนฮิปโป
แคมปัส 

เพ่ือที่จะศึกษาความสัมพันธ์ของรายชื่อยีนที่แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอต่อ
บทบาทหน้าที่ทางชีวภาพ/โรคที่เก่ียวกับการพัฒนาการของระบบประสาท พบว่า รายชื่อยีนที่
แสดงออกผิดปกติในกลุ่มรวมเพศนั้นมีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับ “Autism or 
intellectual” ที่ระดับ p-value = 5.19E-04 โดยมียีนที่เกี่ยวข้องทั้งหมด 144 ยีน และเมื่อวิเคราะห์
แบบแยกเพศก็พบว่ารายชื่อยีนที่แสดงออกผิดปกติก็มีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญกับ “Autism or 
intellectual” ที่ระดับนัยส าคัญ 4.17E-16 ในเพศผู้และ 9.30E-10 ในเพศเมีย ตามล าดับ มียีนที่
เกี่ยวข้องทั้งหมด 97 ยีนและ 120 ยีนตามล าดับ อีกทั้งยีนที่มีความผิดปกติยังมีความสัมพันธ์กับ 
“Mental retardation” ซึ่งเป็นภาวะที่พบได้บ่อยว่าเกิดร่วมกับผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม ที่ระดับ
นัยส าคัญเม่ือวิเคราะห์แบบรวมเพศ เฉพาะในเพศผู้ เฉพาะในเพศเมียเท่ากับ 9.66E-04 1.49E-14 
และ 1.11E-09 ตามล าดับ และมีจ านวนยีนที่เกี่ยวข้องเท่ากับ 133 89 และ 113 ยีนตามล าดับ เมื่อ
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ศึกษาถึงบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพ/โรคที่มีความสัมพันธ์จ าเพาะกับเพศ พบว่า ในยีนที่มีการ
แสดงออกผิดปกติในเพศผู้มีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญโดยตรงกับ “Autism” ที่ระดับ p-value = 
5.77E-03 โดยมียีนที่เกี่ยวข้องทั้งหมด 15 ยีน “Development of central nervous system” ที่
ระดับนัยส าคัญ p-value = 4.06E-03 มียีนที่เก่ียวข้องทั้งหมด 21 ยีน “Development of 
neurons” ที่ระดับนัยส าคัญ p-value = 5.14E-03 Morphogenesis of neurons ที่ระดับ
นัยส าคัญ p-value = 4.18E-04 มียีนที่เกี่ยวข้องจ านวน 19 ยีน “Neuritogenesis” ที่ระดับ
นัยส าคัญ p-value 9.01E-04 มียีนที่เก่ียวข้องจ านวน 18 ยีนและ “Formation of brain” ที่ระดับ
นัยส าคัญ p-value = 1.60E-03 มียีนที่เกี่ยวข้องทั้งหมด 14 ยีน ในขณะที่เมื่อวิเคราะห์แบบรวมเพศ
และในเพศเมียไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ โดยบทบาทหน้าที่ดังกล่าวมีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึม
สเปกตรัมและมีการรายงานว่ามีความผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม ดังแสดงในตารางที่ 8 โดยจะ
เห็นได้ว่าบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพมีความสัมพันธ์อย่างมากกับยีนที่แสดงออกผิดปกติในสมองส่วน
ฮิปโปแคมปัสในเพศผู้ และเพ่ือศึกษาเปรียบเทียบยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติในเพศผู้และเพศเมียว่า
มีความเก่ียวข้องกับ pathway ที่เก่ียวข้องกับระบบประสาท เป็นที่น่าสนใจอย่างยิ่งว่ามี pathway 
เช่น “DNA methylation and transcriptional repression signaling” และ “4-aminobutyrate 
Degradation I” มีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญกับเพศผู้  และ “IGF-1 signaling pathway” 
“Synaptic long-term potentiation” และ “Androgen signaling” มีความสัมพันธ์อย่างมี
นัยส าคัญในเพศเมีย ซึ่ง pathway ดังกล่าวเป็น pathway ที่มีการรายงานว่ามีความผิดปกติในโรค
ออทิซึมสเปกตรัม ดังแสดงในตารางท่ี 9 
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ตารางที่ 8 ผลการเปรียบเทียบโรค/หน้าที่ที่เกี่ยวข้องกับระบบประสาทระหว่างการวิเคราะห์ในกลุ่ม
ยีนที่แสดงออกผิดปกติในทั้งสองเพศ ในเพศผู้และในเพศเมีย  
 

Diseases or Functions Annotation P-values (number of genes) 
Both sexes Male Female 

Autism or intellectual disability 5.19E-04 
(144) 

4.71E-16 
(97) 

9.30E-10 
(120) 

Mental retardation 9.66E-04 
(133) 

1.49E-14 
(89) 

1.11E-09 
(113) 

Familial syndromic intellectual 
disability 

6.51E-03 
(84) 

1.40E-10 
(58) 

3.09E-07 
(73) 

Disorder of stature 5.78E-03 
(55) 

5.05E-03 
(25) 

8.70E-06 
(47) 

Autism NS 5.77E-03 
(15) 

NS 

Global developmental delay NS 4.40E-04  
(4) 

NS 

Developmental delay 9.55E-04 
(20) 

NS NS 

Development of central nervous 
system 

NS 4.06E-03 
(21) 

NS 

Development of neurons NS 5.14E-03 
(21) 

NS 

Morphogenesis of neurons NS 4.18E-04 
(19) 

NS 

Neuritogenesis NS 9.01E-04 
(18) 

NS 

Formation of brain NS 1.60E-03 
(14) 

NS 

migration of neurons NS NS 1.83E-05 
(11) 

 

(NS หมายถึง Not Significant) 
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ตารางที่ 9 ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบ canonical pathway ที่มีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติอย่างจ าเพาะในแต่ละเพศ  
 

Ingenuity canonical pathways Male Female 

DNA Methylation and Transcriptional 
Repression Signaling 0.015 0.264 
4-aminobutyrate Degradation I 0.017 0.344 
Docosahexaenoic Acid (DHA) Signaling 0.043 0.072 
Amyloid Processing NS 3.46E-05 
IGF-1 Signaling 0.060 7.24E-05 
Synaptic Long-Term Potentiation 0.116 2.34E-04 
CREB Signaling in Neurons 0.066 3.72E-04 
Netrin Signaling 1 9.77E-04 

Wnt/β-catenin Signaling 0.310 1.20E-02 
Androgen Signaling 0.331 1.51E-02 
eNOS Signaling 0.248 5.89E-03 

 

(NS หมายถึง Not Significant) 
 
 เพ่ือที่จะศึกษาโครงข่ายทางชีวภาพโดยใช้รายชื่อยีนที่แสดงผิดปกติในเพศผู้และเพศเมีย 
โครงข่ายทางชีวภาพจะศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่างยีนและบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพที่จ าเพาะต่อโรค
ทางพัฒนาการทางระบบประสาท ทางคณะผู้วิจัยพบว่าโครงข่ายทางชีวภาพหรืออินเทอร์แอกโตม ยีน
ที่แสดงออกผิดปกติเพศผู้เมื่อน ามาวิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมพบว่ามีความสัมพันธ์/เกี่ยวข้องกับ
โรค หน้าที่ทางระบบประสาทและพฤติกรรม พบว่ากลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติมีความสัมพันธ์อย่างมี
นัยส าคัญกับ “mental retardation” “neuritogenesis” “social exploration” “learning” 
และ “motor function” แสดงดังรูปภาพที่ 13 และเมื่อวิเคราะห์กลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติในเพศ
เมียก็พบว่ามีความสัมพันธ์กับ “Rett syndrome” “perseverance” และ “mental retardation” 
แสดงดังรูปภาพที่ 14 โดยจะเห็นว่าโรค หน้าที่ทางระบบประสาทและพฤติกรรมนั้นมีส่วนเกี่ยวข้อง
กับโรคออทิซึมสเปกตรัม ดังนั้นการได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องส่งผลให้มีการแสดงออกของยีน
ผิดปกติและมีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมและ/หรือเพ่ิมความเสี่ยงในโรคออทิซึมสเปกตรัม 
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รูปภาพที่ 13 Gene regulatory network ที่แสดงปฏิสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติใน
สมองส่วนฮิปโปแคมปัสที่แยกได้จากลูกหนูเพศผู้ที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องและบทบาทหน้าที่

ทางระบบประสาทที่เก่ียวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

58 

รูปภาพที่ 14 Gene regulatory network ที่แสดงปฏิสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติใน
สมองส่วนฮิปโปแคมปัสที่แยกได้จากลูกหนูเพศเมียที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องและบทบาท

หน้าที่ทางระบบประสาทที่เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม 
 
 เพ่ือที่จะเลือกยีนที่แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอ กลุ่มยีนที่มีการแสดงออก
ผิดปกติอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีมีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัมหรือภาวะพร่องทาง
สติปัญญาจากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม IPA มีจ านวนทั้งหมด 144 ยีน กลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติ
ในโรคออทิซึมสเปกตรัม (autism candidate genes) ถูกเลือกเพ่ือน ามายืนยันการแสดงออกโดยใช้
เทคนิค qRT-PCR ต่อไป ทางคณะผู้วิจัยได้เลือกยีนทั้งหมด 4 ยีน ได้แก่ Auts2 Foxp2 Smarcc2 
และ Dicer1 โดยยีนทั้ง 4 ยีนเป็นยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเออย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (FDR < 0.05 และ p-value < 0.05) จากผลการวิเคราะห์ด้วย RNA-seq มีความ
เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมและมีการแสดงออกอย่างจ าเพาะในแต่ละเพศอีกด้วย  
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4.8 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วย quantitative RT-PCR 

 เพ่ือที่จะพิสูจน์ว่าการได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องส่งผลให้มีการแสดงออกของยีนที่ผิดปกติ
ในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส ยีนจ านวน 4 ยีน ได้แก่ Auts2 Foxp2 Smarcc2 และ Dicer1 ที่มีการ
แสดงออกผิดปกติจากผลการวิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมิกส์ถูกน ามาวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค 
quantitative RT-PCR โดยใช้เนื้อเยื่อสมองส่วนฮิปโปแคมปัส Auts2 หรือ Autism susceptibility 
candidate 2 Foxp2 หรือ Forkhead Box P2 Smarcc2 หรือ SWI/SNF Related, Matrix 
Associated, Actin Dependent Regulator of Chromatin subfamily C member 2 และ 
Dicer1 หรือ Dicer 1, Ribonuclease III ทางคณะผู้วิจัยพบว่าเมื่อวิเคราะห์การแสดงออกของทั้ง 4 
ยีน แบบรวมเพศพบว่าการแสดงออกของยีน Auts2 Smarcc2 และ Dicer1 มีการแสดงออกลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในลูกหนูที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับบิส
ฟีนอลเอ ส าหรับ Foxp2 มีแนวโน้มที่จะมีการแสดงออกลดลงเช่นกันแต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ และ
เป็นที่น่าสนใจอย่างยิ่งว่าเมื่อวิเคราะห์แบบแยกเพศแล้วนั้น การแสดงออกของยีน Auts2 และ 
Foxp2 มีการแสดงออกลดลงอย่างมีนัยส าคัญเฉพาะในเพศผู้ ในขณะที่ยีน Smarcc2 มีการแสดงออก
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเฉพาะในเพศเมีย ดังแสดงในรูปภาพที่ 15 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการได้รับบิส
ฟีนอลเอขณะตั้งท้องมีผลให้เกิดการแสดงออกผิดปกติของยีนที่มีความจ าเพาะต่อเพศ 
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รูปภาพที่ 15 แผนภาพกล่อง (box plot) แสดงการแสดงออกของยีน Auts2 Foxp2 Smarcc2 และ 
Dicer1 ในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส  

(* หมายถึง p-value<0.05) 
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4.9 ผลการวิเคราะห์ที่เกี่ยวข้องกับสายใยของเซลล์ระบบประสาท (neurite outgrowth assay) 

4.9.1 ผลการวิเคราะห์ความยาวรวม (Total neurite length) ของสายใยประสาท  

จากผลการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RNA-seq และวิเคราะห์โดยใช้ IPA 
พบว่าการท่ีแม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องนอกจะส่งผลต่อการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับโรค
ออทิซึมสเปกตรัมผิดปกติไปแล้ว ยังมียีนที่เกี่ยวข้องกับการงอกของเซลล์ระบบประสาทที่แสดงออก
ผิดปกติไปด้วย เช่น Lamb1 Slc9a6 Spast Tnik Nrp1 เป็นต้น ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงท าการศึกษา
รูปร่างที่เปลี่ยนไปของเซลล์ระบบประสาทโดยใช้การวิเคราะห์ neurite outgrowth assay เซลล์
ระบบประสาทที่แยกได้จากลูกหนูที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องจากสมองส่วนฮิปโปแคมปัสโดย
ลูกหนูดังกล่าวจะมาจาก 3 ครอกที่แตกต่างกัน เซลล์ระบบประสาทถูกเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงและท า
การวัดความยาวของสายใยประสาท (neurite) ที่วันที่ 0 1 2 3 4 และ 7 พบว่า เมื่อวิเคราะห์แบบ
รวมเพศความยาวรวมของสายใยประสาทมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ณ วันที่ 7 โดยพบว่าเซลล์
ประสาทที่แยกจากลูกหนูที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องมีความยาวของสายใยประสาทมากกว่า
กลุ่มควบคุม (รูปภาพที ่16) หลังจากนั้นน ามาวิเคราะห์แบบแยกเพศพบว่า ในเพศเมียความยาวรวม
ของสายใยประสาทมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมตั้งแต่วันที่ 4 และวันที่ 
7 ในเพศผู้พบว่าความยาวรวมของสายใยประสาทมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเฉพาะวันที่ 7 
(รูปภาพที ่17) ดังนั้นการที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องส่งผลต่อการเพ่ิมขึ้นของความยาวรวม
ของเซลล์ประสาทอย่างมีนัยส าคัญ 
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รูปภาพที่ 16 กราฟแท่งแสดงผลการวิเคราะห์ความยาวของสายใยประสาทแบบรวมเพศ  
(* หมายถึง p-value<0.05, error bar แสดงถึง S.E.M) 
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รูปภาพที่ 17 กราฟแท่งแสดงผลการวิเคราะห์ความยาวของสายใยประสาทแบบแยกเพศ 
(* หมายถึง p-value<0.05, error bar แสดงถึง S.E.M) 

 
 
4.9.2 ผลการวิเคราะห์การแตกแขนงของสายใยในเซลล์ระบบประสาท (neurite branching)  

เพ่ือศึกษาถึงการแตกแขนงของเซลล์ประสาท เซลล์ระบบประสาทดังกล่าวได้ถูกน ามา
วิเคราะห์จ านวนแขนงของเซลล์ประสาทที่มาจากตัวเซลล์โดยตรง (primary neurites) จากผลการ
วิเคราะห์ความยาวรวมของสายใยประสาทพบว่า ณ วันที่ 7 ทั้งในเพศเมียและเพศผู้มีความยาวรวม
ของสายใยประสาทมากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ การวิเคราะห์จ านวนแขนงของเซลล์
ประสาทจึงด าเนินการวัดความยาวรวมโดยใช้เซลล์ระบบประสาท ณ วันที่ 7 เมื่อวิเคราะห์แบบรวม
เพศเซลล์ระบบประสาทที่แยกได้จากลูกหนูที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้อง พบว่าจ านวนของแขนง
เซลล์ประสาทที่งอกโดยตรงจากตัวเซลล์เฉลี่ยต่อเซลล์มากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับ
กลุ่มควบคุม (รูปภาพที ่18) และเม่ือวิเคราะห์แบบแยกเพศพบว่า เฉพาะในเพศเมียที่จ านวนแขนง
ของเซลล์ประสาทมีจ านวนมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ในขณะที่
จ านวนแขนงของเซลล์ประสาทในเพศผู้ไม่มีความแตกต่าง (รูปภาพที ่19) 
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รูปภาพที่ 18 กราฟแท่งแสดงผลการวิเคราะห์ primary neurites แบบรวมเพศ 
(* หมายถึง p-value<0.05, error bar แสดงถึง S.E.M) 
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รูปภาพที่ 19 กราฟแท่งแสดงผลการวิเคราะห์ primary neurites แบบแยกเพศ 
(* หมายถึง p-value<0.05, error bar แสดงถึง S.E.M) 

 
นอกจากศึกษาจ านวนแขนงของเซลล์ระบบประสาทที่มาจากตัวเซลล์โดยตรง (primary 

neurites) แล้วนั้น ทางผู้วิจัยยังได้ท าการศึกษาจ านวนแขนงของเซลล์ระบบประสาท (>1° neurites) 
ทั้งหมด เมื่อวิเคราะห์แบบแยกเพศพบว่าจ านวนแขนงของเซลล์ประสาทเฉลี่ยต่อเซลล์ในกลุ่มลูกหนูที่
แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องมีจ านวนมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(รูปภาพที ่20) และเมื่อวิเคราะห์แบบแยกเพศพบว่า ทั้งในเพศเมียและเพศผู้ที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอ
ขณะตั้งท้องมีจ านวนแขนงของเซลล์ระบบประสาทมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(รูปภาพที่ 21) 
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รูปภาพที่ 20 กราฟแท่งแสดงผลการวิเคราะห์ neurite branching แบบรวมเพศ 
(* หมายถึง p-value<0.05, error bar แสดงถึง S.E.M) 
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รูปภาพที่ 21 กราฟแท่งแสดงผลการวิเคราะห์ neurite branching แบบแยกเพศ 
(* หมายถึง p-value<0.05, error bar แสดงถึง S.E.M) 

 
 นอกจากการวัดจ านวนการแตกแขนงของเซลล์ระบบประสาทแล้วนั้น ทางคณะผู้วิจัยยังท า
การประเมินการแตกแขนงของเซลล์ประสาทโดยใช้การวิเคราะห์แบบ Sholl analysis ณ วันที่ 7 
ของการเลี้ยง ซึ่งจะท าการวัดจ านวนจุดตัด (intersection) ระหว่างแขนงของเซลล์ระบบประสาท 
(neurite branches) กับ เส้นวงกลมที่วัดออกมาจากตัวเซลล์โดยระยะห่างของเส้นวงกลมแต่ละเส้น
จะเพ่ิมข้ึนเท่า ๆ กัน โดยในการศึกษานี้จะใช้ระยะห่างจากตัวเซลล์เท่ากับ 20 µm และระยะห่างของ
แต่ละวงกลมก็เท่ากับ 20 µm เช่นกัน พบว่า เมื่อวิเคราะห์แบบรวมเพศพบว่าจ านวนจุดตัดเฉลี่ยของ
แขนงของเซลล์ระบบประสาทในกลุ่มท่ีแม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยมีค่าสูงสุดที่ระยะห่าง 20 µm จากตัวเซลล์และที่ระยะห่างจากตัว
เซลล์ 40 60 80 และ 100 µm จ านวนจุดตัดเฉลี่ยมีค่ามากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(รูปภาพ 22) 

 
 
 
 

*
*

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

Female Male

N
u

m
b

er
 o

f 
b

ra
n

ch
es

/n
eu

ro
n

Control BPA



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

68 

 
 

 
 

รูปภาพที่ 22 กราฟเส้นแสดงผลการวิเคราะห์ neurite branching แบบรวมเพศโดยใช้ Sholl 
analysis  

(* หมายถึง p-value<0.05, error bar แสดงถึง S.E.M) 
 
 การวิเคราะห์ Sholl analysis แบบแยกเพศถูกด าเนินการวิเคราะห์ในลักษณะเดียวกันกับ
การวิเคราะห์แบบรวมเพศ พบว่าในเพศเมียให้ผลเหมือนกับการวิเคราะห์แบบรวมเพศ คือ จ านวน
จุดตัดเฉลี่ยในลูกหนูที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอมีจ านวนมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมท่ีระยะ 20 40 60 80 และ 100 µm และจ านวนจุดตัดเฉลี่ยจะสูงสุดที่ระยะห่างที่ 20 µm 
จากตัวเซลล์ (รูปภาพ 23) และเมื่อวิเคราะห์ในเพศผู้จ านวนจุดตัดเฉลี่ยในลูกหนูที่แม่ได้รับบิสฟีนอล
เอมีจ านวนมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมและจ านวนจุดตัดเฉลี่ยสูงสุดที่
เฉพาะระยะ 20 µm จากตัวเซลล์เท่านั้น (รูปภาพ 24) 
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รูปภาพที่ 23 กราฟเส้นแสดงผลการวิเคราะห์ neurite branching ในเพศเมียโดยใช้ Sholl 
analysis  

(* หมายถึง p-value<0.05, error bar แสดงถึง S.E.M) 
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รูปภาพที่ 24 กราฟเส้นแสดงผลการวิเคราะห์ neurite branching ในเพศผู้โดยใช้ Sholl analysis  
(* หมายถึง p-value<0.05, error bar แสดงถึง S.E.M) 

 
4.9.3 ผลการวิเคราะห์ขนาดพื้นที่ของตัวเซลล์ระบบประสาท (cell body area)  

เพ่ือศึกษาขนาดพ้ืนที่ของตัวเซลล์ระบบประสาท เซลล์ระบบประสาทจะถูกน ามาวัดขนาด
ของตัวเซลล์ ณ วันที่ 0 1 2 3 4 และ 7 ของการเลี้ยง การวัดขนาดของตัวเซลล์ระบบประสาทจะถูก 
normalization ขนาดของตัวเซลล์ ณ วันที่ 0 เมื่อวิเคราะห์แบบรวมเพศพบว่าขนาดของตัวเซลล์ใน
กลุ่มลูกหนูที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องมีขนาดเล็กกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ณ 
วันที่ 3 4 และ 7 (รูปภาพที่ 25) และเมื่อท าการวิเคราะห์แบบแยกเพศผลการทดลองสอดคล้องไป
ทางเดียวกัน คือ ทั้งในเพศเมียและเพศผู้ขนาดพ้ืนที่ของเซลล์ในกลุ่มท่ีได้รับบิสฟีนอลเอมีขนากเล็ก
กว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ณ วันที่ 3 4 และ 7 (รูปภาพที ่26) 
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รูปภาพที่ 25 กราฟแท่งแสดงผลการวิเคราะห์ cell body area แบบรวมเพศ 
(* หมายถึง p-value<0.05, error bar แสดงถึง S.E.M) 
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รูปภาพที่ 26 กราฟแท่งแสดงผลการวิเคราะห์ cell body area แบบแยกเพศ 
(* หมายถึง p-value<0.05, error bar แสดงถึง S.E.M) 

 
 

  

รูปภาพที่ 27 รูปภาพแสดงเซลล์ระบบประสาท ณ วันที่ 7 เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่ม
ได้รับ BPA (scale bar 50 µm) 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลอง 

โรคออทิซึมสเปกตรัม (Autism Spectrum Disorder) เป็นโรคที่มีความผิดปกติด้านการ
พัฒนาการของสมอง สาเหตุของการเกิดโรคนี้ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดประกอบกับผู้ป่วยโรคออทิซึม
สเปกตรัมมีอาการที่หลากหลายตั้งแต่รุนแรงน้อยไปจนถึงรุนแรงมาก มีหลายการศึกษาพบว่าสาเหตุ
ของการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมเกิดจากปัจจัยทางพันธุกรรมและปัจจัยเหนือพันธุกรรม 
(epigenetics) (Saeliw et al., 2018; Sarachana, Zhou, Chen, Manji, & Hu, 2010) รวมไปถึง
การที่แม่ได้รับสารเคมีขณะตั้งครรภ์ มีการรายงานว่าการได้รับสารเคมีขณะตั้งครรภ์ เช่น สารที่
รบกวนระบบต่อมไร้ท่อ (endocrine-disrupting compounds) (Moosa, Shu, Sarachana, & Hu, 
2018) ตะกั่ว (Adams et al., 2013) ปรอท (Geier, Audhya, Kern, & Geier, 2010) ยาฆ่าแมลง 
(Roberts et al., 2007) และควันบุหรี่ (Kalkbrenner et al., 2012) อาจจะเป็นสาเหตุและ/หรือ
เพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัม ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยมุ่งเน้นศึกษาไปที่สารที่
รบกวนระบบต่อมไร้ท่อ โดยสารที่รบกวนระบบต่อมไร้ท่อเป็นสารถูกเอามาใช้ในผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ และ
สามารถพบได้ในชีวิตประจ าวัน โครงสร้างของสารกลุ่มนี้จะลักษณะคล้ายกับกลุ่มฮอร์โมนเพศ
โดยเฉพาะอย่างยิ่งฮอร์โมนเอสโตรเจน สารรบกวนระบบต่อมไร้ท่อจะไปรบกวนระบบควบคุมฮอร์โมน
ในร่างกายได้ในหลายกระบวนการ เช่น กระบวนการผลิตฮอร์โมน การหลั่งฮอร์โมน การขนส่ง
ฮอร์โมน เป็นต้น (Diamanti-Kandarakis et al., 2009) อีกท้ังฮอร์โมนเพศเป็นฮอร์โมนที่มี
ความส าคัญในกระบวนการรักษาสมดุลในร่างกาย กระบวนการผลิตและการพัฒนาการต่าง ๆ สาร
รบกวนระบบต่อมไร้ท่อเกี่ยวข้องกับหลาย ๆ โรครวมไปถึงโรคออทิซึมสเปกตรัม (Moosa et al., 
2018; T. T. Schug, A. Janesick, B. Blumberg, & J. J. Heindel, 2011) และสารรบกวนระบบ
ต่อมไร้ท่อที่เก่ียวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม ได้แก่ บิสฟีนอลเอ (Bisphenol A)  

บิสฟีนอลเอเป็นสารที่พบมากในผลิตภัณฑ์พลาสติกชนิดโพลีคาร์บอเนต มีการศึกษาในหลอด
ทดลอง (in vitro) และในสัตว์ทดลอง (in vivo) พบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอส่งผลต่อการแสดงออก
ของยีนในสมองและส่งผลต่อพฤติกรรมของลูกหนู (Arambula, Belcher, Planchart, Turner, & 
Patisaul, 2016; Kundakovic et al., 2013) จากการศึกษาของ Stein ในปี 2015 การศึกษาของ 
Kardas และ Kondolot ในปี 2016 พบว่าระดับบิสฟีนอลเอในเลือดและในปัสสาวะของเด็กท่ีมีภาวะ
ออทิซึมสเปกตรัมสูงกว่าในเด็กท่ีมีพัฒนาการปกติ (Kardas et al., 2016; Kondolot et al., 2016; 
Stein et al., 2015) ดังนั้นการที่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องของแม่อาจจะเป็นสาเหตุ/เพ่ิมความ
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เสี่ยงต่อการเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมของลูกได้ อย่างไรก็ตามปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาผลของการ
ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องของแม่ต่อการแสดงออกของยีนที่ผิดปกติในสมองและมีความเกี่ยวข้อง
กับโรคออทิซึมสเปกตรัม  

งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยชิ้นแรกที่ศึกษาผลของการได้รับบิสฟีนอลเอในขณะตั้งท้องต่อการ
แสดงออกของยีนในสมองที่มีบทบาทหน้าที่มีการรายงานในโรคออทิซึมสเปกตรัมและมีการแสดงออก
อย่างจ าเพาะในแต่ละเพศโดยในส่วนแรกของงานวิจัยนี้ผู้วิจัยได้รวบรวมงานวิจัยที่ได้ท าการศึกษาผล
ของบิสฟีนอลเอต่อเนื้อเยื่อ เซลล์หรือเซลล์ไลน์ต่อการแสดงออกของยีนทั้งหมดจากฐานข้อมูล GEO 
DataSets มีทั้งหมด 7 การศึกษา หลังจากนั้นใช้เครื่องมือทางชีวสารสนเทศศาสตร์ 
(bioinformatics) โดยใช้โปรแกรม MeV (Multiple Experiment Viewer) เพ่ือหารายชื่อยีนที่มีการ
แสดงออกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ พบว่ามียีนจ านวน 2,101 ยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติในอย่าง
น้อย 2 การศึกษา จะใช้ยีนกลุ่มนี้ในการศึกษาความสัมพันธ์ต่อโรคออทิซึมสเปกตรัมต่อไป 
นอกจากนั้นทางผู้วิจัยยังได้ท าการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลแต่ละชุดกับรายชื่อยีนใน
ฐานข้อมูลโรคออทิซึมสเปกตรัมที่แตกต่างกันได้แก่ SFARI AutDB และ AutismKB โดยใช้การ
วิเคราะห์แบบ Hypergeometric Distribution Analysis พบว่า 5 การศึกษาจาก 7 การศึกษามี
ความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับฐานข้อมูล SFARI และ AutDB เป็นที่น่าสนใจอย่างยิ่งว่า 1 
ในการศึกษาจาก 5 ศึกษาเป็นการศึกษาผลของการได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องต่อการแสดงออก
ของยีนในรกของลูกหนู (placenta) (Tait et al., 2015b) โดยแม่หนูที่ตั้งท้องจะได้รับบิสฟีนอลเอที่
ความเข้มข้นต่าง ๆ เอ็มบริโอที่อายุ 12 วันจะถูกการุณยฆาตและเก็บรกเพ่ือท าการศึกษาต่อไป Tait 
และคณะพบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องส่งผลต่อการพัฒนาของหลอดเลือดในรกและรูปร่าง
ของรก โดยพบว่าบิสฟีนอลเอมีส่วนท าให้หลอดเลือดรอบ ๆ รกมีขนาดเล็กลงและส่งผลกระทบต่อ
โครงสร้างของศีรษะและการพัฒนาของขาหน้า (forelimb) ท าให้การไหลเวียนของโลหิตระหว่างแม่
และลูกมีความผิดปกติ (Tait, Tassinari, Maranghi, & Mantovani, 2015a) ซึ่งสอดคล้องกับผล
การศึกษาท่ีพบว่าแม่ที่มีการไหลเวียนของเลือดผิดปกติ (malperfusion) มีความเกี่ยวข้องอย่างมี
นัยส าคัญกับการเกิดและเพ่ิมความเสี่ยงของโรคออทิซึมสเปกตรัม (Straughen et al., 2017) 

ยีนจ านวน 2,101 ยีนที่แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอในการศึกษาอย่างน้อย 2 
การศึกษาและมีความเก่ียวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมถูกน ามาวิเคราะห์ต่อด้วยโปรแกรม 
Ingenuity Pathway Analysis เพ่ือท านายความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มยีนดังกล่าวกับบทบาทหน้าที่
ทางชีวภาพ โรคและโครงข่ายควบคุมยีน พบว่ากลุ่มยีนดังกล่าวมีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญกับโรค
ออทิซึมสเปกตรัมและภาวะหรืออาการที่เกิดร่วมกับโรคออทิซึมสเปกตรัม (ASD-comorbid 
disorders and functions) ได้แก่ ภาวะ cognitive impairment (Brunsdon et al., 2015) ภาวะ 
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mental retardation (Noterdaeme & Wriedt, 2010) อีกท้ังโครงข่ายควบคุมยีนยังแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มยีนกับหน้าที่ทางระบบประสาท เช่น GABAergic synapse (Harada et 
al., 2011) การสร้างสายใยประสาท (neuritogenesis) (Hashimoto et al., 2016) และการตาย
ของเซลล์ประสาท (neuronal cell death) (E. Courchesne et al., 2007) ซึ่งจากการศึกษาเชิง 
meta-analysis นี้ท าให้พบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอส่งผลต่อการแสดงออกของกลุ่มยีนที่เก่ียวข้องกับ
หน้าที่ทางชีวภาพที่เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม  

จากการศึกษาเชิง meta-analysis น ามาสู่การทดลองในสัตว์ทดลอง โดยผู้วิจัยได้ใช้หนูแรท 
สายพันธุ์ Wistar เป็นโมเดลในการศึกษาครั้งนี้ เนื่องจากเป็นสายพันธุ์ที่มีการศึกษาทางด้านประสาท
วิทยาศาสตร์ (neuroscience) อย่างแพร่หลาย (Ellenbroek & Youn, 2016) ผู้วิจัยได้ศึกษาผลของ
การได้รับบิสฟีนอลเอต่อการแสดงออกของยีนทั้งหมดในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสของลูกหนูโดยใช้
เทคนิค RNA-sequencing จากผลการวิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมพบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอส่งผล
ให้เกิดความแตกต่างของจ านวนยีนที่แสดงออกผิดปกติระหว่างเพศผู้และเพศเมีย โดยจ านวนยีนที่
แสดงออกผิดปกติในเพศผู้มีจ านวนทั้งหมด 2,078 ยีนและจ านวนยีนที่แสดงออกผิดปกติในเพศเมียมี
จ านวน 3,522 ยีน การวิเคราะห์ความสัมพันธ์โดยใช้เครื่องมือทางชีวสารสนเทศศาสตร์เพ่ือศึกษาว่า
ยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องมีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึม
สเปกตรัมหรือไม่ ผลการวิเคราะห์โดยใช้ Hypergeometric Distribution Analysis พบว่ายีนที่มีการ
แสดงออกผิดปกติในเพศผู้มีความสัมพันธ์กับยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติมากกว่ากลุ่มยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติในเพศเมีย ซึ่งรายชื่อยีนที่มีการ
แสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอและมีการแสดงออกผผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัมใน
เพศผู้มีจ านวนยีนน้อยกว่าเพศเมียแต่ให้ระดับนัยส าคัญท่ีมากกว่า แสดงให้เห็นว่ายีนที่แสดงออก
ผิดปกติในเพศผู้มีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัมมากกว่าเมื่อเทียบกับเพศเมีย ในขณะที่เมื่อ
วิเคราะห์แบบรวมเพศไม่มีความสัมพันธ์ทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในโรคออทิซึมสเปกตรัมที่
พบว่าเป็นโรคที่มีความชุกในเพศชายมากกว่าเพศหญิงถึง 4 เท่า (Baio et al., 2018)  

นอกจากนั้นการท านายบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพ โรคและโครงข่ายควบคุมยีนโดยใช้กลุ่มยีน
ในเพศผู้ พบว่ามีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญกับโรคออทิซึมสเปกตรัมและภาวะ mental 
retardation การศึกษาถึง pathway พบว่ากลุ่มยีนทั้งในเพศผู้และเพศเมียมีความเกี่ยวข้องกับ 
Glutamate Receptor signaling Axonal Guidance Signaling และ Circadian Rhythm 
Signaling ซ่ึง pathway ทั้งหมดนั้นเป็น pathway ที่เคยรายงานว่าเกี่ยวกับโรคออทิซึมสเปกตรัม 
(Hu et al., 2009; Mejias et al., 2011; Suda et al., 2011) เมื่อศึกษาถึงโรคและบทบาทหน้าที่
ทางชีวภาพกลุ่มยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติในเพศผู้นั้น กลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติเกี่ยวข้องกับ 
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Nervous System Development and function มีจ านวนมากกว่าในเพศเมีย อีกท้ังกลุ่มยีนที่
แสดงออกผิดปกติในเพศผู้ดังกล่าวนั้นยังมีความสัมพันธ์โดยตรงกับ Autism รวมไปถึง Global 
developmental delay ส าหรับบทบาทหน้าที่ทางระบบประสาทกลุ่มยีนในเพศผู้มีความสัมพันธ์
อย่างจ าเพาะกับ Development of neurons Neuritogenesis และ formation of brain 
การศึกษาเปรียบเทียบ pathway ที่มีความสัมพันธ์อย่างจ าเพาะในแต่ละเพศ พบว่า pathway ที่มี
นัยส าคัญทางสถิติเฉพาะในเพศผู้ คือ DNA methylation and transcriptional repression 
signaling และ 4-aminobutyrate degradation ซึ่งทั้งสองกระบวนการนั้นมีการรายงานว่ามีความ
ผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม (Fatemi, Reutiman, Folsom, & Thuras, 2009; Ladd-Acosta 
et al., 2014; Nardone, Sams, Zito, Reuveni, & Elliott, 2017; Nguyen, Rauch, Pfeifer, & 
Hu, 2010) การวิเคราะห์เพื่อท านายบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพก็เป็นอีกหลักฐานที่สนับสนุนว่ายีนที่
แสดงออกผิดปกติในเพศผู้มีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัมและหน้าที่ทางระบบประสาทที่
เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสปกตรัมมากกว่าในเพศเมีย 

หลังจากนั้นทางผู้วิจัยได้ท าการเลือกยีนจ านวน 4 ยีนเพื่อน ามายืนยันการแสดงออกด้วย
เทคนิค quantitative RT-PCR โดย 4 ยีนที่เลือกมาได้แก่ Auts2 Foxp2 Smarcc2 และ Dicer1 ซ่ึง
เป็นยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสที่แยกได้จากลูกหนูโดยแม่ได้รับบิสฟีนอล
เอขณะตั้งท้องและมีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม จากผลการทดลองพบว่าเมื่อวิเคราะห์
แบบรวมเพศยีน Auts2 Smarcc2 และ Dicer1 มีการแสดงออกท่ีลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับสมอง
ลูกหนูที่ไม่ได้รับบิสฟีนอลเอ อีกทั้งยีน Foxp2 การแสดงออกของยีนมีแนวโน้มลดลงแต่ไม่มีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ถึงแม้ว่ายีนทุกยีนมีการแสดงออกท่ีลดลงในสมองของลูกหนูที่ได้รับบิสฟีนอลเอ แต่เมื่อท า
การวิเคราะห์แบบแยกเพศพบว่า มีการแสดงออกของยีนที่จ าเพาะในแต่ละเพศ พบว่า ยีน Auts2 
และยีน Foxp2 มีการแสดงออกลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในสมองของลูกหนูเพศผู้ที่ได้รับบิส
ฟีนอลเอ และยีน Smarcc2 มีการแสดงออกลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในสมองส่วนฮิบโปแคมปัส
ในลูกหนูเพศเมีย จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นถึงผลของการที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอส่งผลต่อการ
แสดงออกของยีนที่ลดลงในเพศผู้ที่แตกต่างจากในเพศเมีย  

ยีน Auts2 หรือมีชื่อเต็มว่า autism susceptibility candidate 2 เป็นหนึ่งในยีนที่มีการ
รายงานว่าผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม (autism candidate gene) ซึ่งจะมีความเกี่ยวข้องกับโรค
ออทิซึมสเปกตรัมและภาวะที่มีความเก่ียวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม เช่น ภาวะบกพร่องทาง
สติปัญญา (intellectual disability) และภาวะการพัฒนาการล่าช้า (developmental delay) 
(Fan, Qiu, Wang, Gu, & Yu, 2016) ยีน Auts2 เป็นยีนที่มีการแสดงออกมากในสมองที่ก าลังพัฒนา
และมีการแสดงออกเป็นอย่างมากในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส สมองส่วนหน้า (prefrontal cortex) 
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และสมองส่วนท้าย (cerebellum) (Bedogni et al., 2010) ซึ่งส่วนของสมองดังกล่าวเป็นสมองที่มี
การรายงานว่าผิดปกติในผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัม (Eric Courchesne et al., 2011) ปัจจุบันยังมี
การศึกษาเก่ียวกับบทบาทหน้าที่ของ Auts2 ในโรคออทิซึมสเปกตรัมค่อนข้างจ ากัด แต่มีการศึกษา
พบว่าการ knockout ยีน Auts2 ในปลาม้าลายมีความส าคัญต่อการพัฒนาการของสมอง และพบว่า
ขนาดของศีรษะในปลาที่ knockout มีขนาดเล็กกว่าสมองในกลุ่มที่ไม่ได้ knockout และอีกท้ังยังมี
จ านวนของเซลล์ประสาทน้อยกว่าอีกด้วย (Oksenberg, Stevison, Wall, & Ahituv, 2013) ซึ่งเป็น
บทบาทท่ีพบได้ในโรคออทิซึมสเปกตรัม อีกท้ังยังมีการศึกษาส่วนควบคุมของยีน Auts2 (Auts2 
regulatory element) พบว่ามี enhancer จ านวน 23 enhancer และจ านวน 10 enhancer เป็น 
enhancer ที่ท างานในสมอง ประกอบกับการค้นพบ enhancer ในสมองหนูที่มีความสัมพันธ์กับส่วน
ที่ขาดไปในสมองผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัม ดังจะแสดงให้เห็นว่ายีน Auts2 เป็นยีนที่มีความส าคัญ
ในกระบวนการพัฒนาการของสมองซึ่งมีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัมโดยตรง (Konieczna 
et al., 2015) 

ยีน Foxp2 หรือชื่อเต็ม Forkhead Box P2 เป็นยีนที่จะเปลี่ยนเป็นโปรตีนในกลุ่มของ 
forkhead/winked-helix ที่ท าหน้าที่เป็น transcription factor และมีการรายงานว่ายีนนี้เป็นที่มี
ความสัมพันธ์กับการพัฒนาการด้านภาษา (Enard et al., 2002) ยีน Foxp2 เป็นยีนที่มีการ
แสดงออกท้ังในสมองของทารกและผู้ใหญ่และมีความส าคัญต่อสมองที่ท าหน้าที่ในการพัฒนาการของ
การพูดและภาษาในช่วงการพัฒนาของเอ็มบริโอ (embryogenesis) การเกิดผ่าเหล่า (mutation) 
ของยีนนี้มีหลักฐานการรายงานในโรคที่มีความบกพร่องด้านภาษา (speech-language disorder 1, 
SPCH1) โดยอาการที่บกพร่องด้านการพูดและการสื่อสารนั้นเป็นอาการที่บ่งชี้ของโรคออทิซึม
สเปกตรัม (Mody & Belliveau, 2013) อีกท้ังมีการรายงานว่าการพบ SNP ในยีน Foxp2 นั้นยังมี
ความสัมพันธ์อาการบกพร่องด้านการเข้าสังคมในผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัม (Chien et al., 2017; 
Gong et al., 2004) นอกจากนั้นยังมีการศึกษาในหนูทดลองที่บกพร่องยีน Foxp2 พบมาหนูทดลอง
เกิดอาการเคลื่อนที่ผิดปกติ มีการเปลี่ยนแปลงในการสื่อสารของหนูแรกเกิดเมื่อห่างจากแม่ (altered 
in ultrasonic vocalization) ซึ่งเป็นอาการบ่งชี้ถึงการสื่อสารในสังคมท่ีบกพร่องไป ดังนั้นจะเห็นได้
ว่าการบกพร่องในการท าหน้าที่ของยีน Foxp2 นั้นท าให้เกิดอาการการสื่อสารและการเข้าสังคมท่ี
ผิดปกติไป ซึ่งอาการดังกล่าวนั้นถูกจัดเป็นอาการที่บ่งชี้ในโรคออทิซึมสเปกตรัมที่ส าคัญ (Shu et al., 
2005) 

ยีน Smarcc2 หรือชื่อเต็ม SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent 
Regulator of Chromatin subfamily C member 2 เป็นยีนที่ท าหน้าที่เปลี่ยนไปเป็นโปรตีนใน
กลุ่ม SW1/SNW หน้าที่ของยีนนี้เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการเกิด transcription และ repression 
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ของยีนผ่านกระบวนการเปลี่ยนแปลงการจัดเรียงตัวของโครมาติน (chromatin remodeling 
process) (Kadam et al., 2000) ยีน Smarcc2 เป็นยีนที่การแสดงออกสูงในสมอง มีบทบาทส าคัญ
ในกระบวนการที่เปลี่ยนจากเซลล์ต้นก าเนิด (stem/progenitor cell) ไปเป็นเซลล์ประสาท 
(mature neural cells) ในขณะกระบวนการพัฒนาของระบบประสาท มีการศึกษาพบว่าการเกิด
การผ่าเหล่าในยีน Smarcc2 ส่งผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของโครมาติน (alteration of 
chromatin remodeling complexes) ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม (LaSalle, 2013) และการเกิด 
de novo splice-site ในยีนนี้ก็ยังพบในผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมด้วยเช่นกัน (Neale et al., 
2012) จะเห็นได้ว่ายีน Smarcc2 เป็นยีนที่มีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัมทั้งในแง่ของการ
เกิดการเปลี่ยนแปลงของโครมาตินซึ่งมีการรายงานว่ามีความผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัมและยังมี
ความเกี่ยวข้องกับกระบวนการพัฒนาการของระบบประสาท 

ยีน Dicer1 หรือชื่อเต็ม Dicer 1, Ribonuclease III เป็นยนีที่ท าหน้าที่เปลี่ยนไปเป็นโปรตีน
ที่ยับยั้งการแสดงออกของยีน โดยโปรตีนดังกล่าวท าหน้าที่เป็น ribonuclease ซึ่งเป็นโปรตีนที่มี
ความจ าเป็นต่อกระบวนการ RNA interference และการผลิต small temporal RNA (stRNA) ซ่ึง
เป็นส่วนส าคัญในกระบวนการการผลิต small RNA ที่เป็นส่วนส าคัญในกระบวนการยับยั้งการ
แสดงออกของยีนโดยเฉพาะในกระบวนการหลังการแปลรหัส (post-transcriptional mechanisms) 
มีการศึกษาพบว่ากระบวนการหลังการแปลรหัสมีความสัมพันธ์เป็นอย่างมากกับโรคออทิซึมสเปกตรัม 
การศึกษาล่าสุดพบว่ามีการแสดงออกที่ผิดปกติของอาร์เอ็นเอขนาดเล็ก (microRNAs) ในสมองของ
ผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัม (Wu, Parikshak, & Belgard, 2016) และในเซลล์ไลน์เม็ดเลือดขาวที่
แยกได้จากผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัม (Sarachana et al., 2010; Talebizadeh, Butler, & 
Theodoro, 2008) ดังนั้นการแสดงออกท่ีผิดปกติของยีน Dicer1 น่าจะส่วนที่เป็นสาเหตุท าให้เกิด
หรือเพ่ิมความเสี่ยงของโรคออทิซึมสเปกตรัม 

อีกท้ังยังมีผู้ศึกษาถึงการแสดงออกของยีนที่เปลี่ยนแปลงไปในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสและไฮ
โปทาลามัสจากการได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้อง โดยพบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอส่งผลให้เกิดความ

แตกต่างในการแสดงออกของยีนระหว่างเพศของลูกหนูในยีน ERα และ ERβ (Esr1 และ Esr2) ใน
สมองส่วนไฮโปทาลามัสและการแสดงออกของยีน oxytocin (Oxt) ทั้งในสมองส่วนไฮโปทาลามัสและ
ฮิปโปแคมปัส โดยพบว่ายีน Esr2 มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนและยีน Oxt มีการแสดงออกลดลงเฉพาะใน
สมองส่วนฮิปโปแคมปัสของเพศผู้ (Arambula et al., 2016) นอกจากสมองส่วนไฮโปทาลามัสและ
สมองส่วนฮิปโปแคมปัสที่มีการแสดงออกของยีนที่จ าเพาะในแต่ละเพศ ยังมีการศึกษาผลของบิส
ฟีนอลเอต่อการแสดงออกของยีนที่จ าเพาะในแต่ละเพศของสมองส่วนอะมิกดาลาด้วยเช่นกัน 
(Arambula, Jima, & Patisaul, 2018) จะเห็นได้ว่าการได้รับบิสฟีนอลเอส่งผลต่อการแสดงออกของ
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ยีนที่จ าเพาะในแต่ละเพศและส่งผลรุนแรงในเพศผู้มากกว่าเพศเมีย สอดคล้องกับการที่เกิดโรคออทิ
ซึมสเปกตรัมในเพศชายมากกว่าเพศหญิง และการศึกษาผลของบิสฟีนอลเอต่อยีนที่แสดงออกผิดปกติ
ในสมองยังเป็นอีกหลักฐานส าคัญท่ีบ่งชี้ว่าปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่เพ่ิมความเสี่ยงต่อ
การเกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมในเพศชายมากกว่าเพศหญิง 

การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RNA-seq และการท านายบทบาทหน้าที่ทาง
ระบบประสาทที่เก่ียวข้องกับยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอจะพบว่ากลุ่มยีน
นั้นมีความเกี่ยวข้องกับ Neuritogenesis หรือการงอกของเซลล์ระบบประสาทและมีกลุ่มยีนที่
เกี่ยวข้องกับการงอกของเซลล์ระบบประสาทแสดงออกผิดปกติด้วย ได้แก่ Lamb1 Slc9a6 Spast 
Tnik Nrp1 เป็นต้น ดังนั้นนอกจากการศึกษาผลของบิสฟีนอลเอในระดับยีนแล้วนั้นการศึกษาผลของ
บิสฟีนอลเอต่อการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์ระบบประสาทในแง่ของการงอกของสายใยประสาท 
(neurite outgrowth) พบว่าการได้ที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องส่งผลต่อบทบาทหน้าที่ทาง
ระบบประสาทที่เปลี่ยนแปลงไป ทางคณะผู้วิจัยจึงได้ท าการวิเคราะห์ความยาวของสายใยประสาท 
(neurite outgrowth assay) ซึ่งสามารถเป็นตัวแทนของหน้าที่ของเซลล์ระบบประสาท ทาง
คณะผู้วิจัยได้ท าการวัดความยาวของสายใยประสาทในหลาย ๆ พารามิเตอร์ ได้แก่ ความยาวรวมของ
สายใยประสาท การแตกแขนงของสายใยประสาทที่มากจากตัวเซลล์โดยตรง (primary neurites) 
การแตกแขนงของสายใยประสาทล าดับที่สองขึ้นไป (>1° neurites) การแตกแขนงของเซลล์ประสาท
โดยใช้ Sholl analysis และการวัดการเจริญของตัวเซลล์ ซึ่งก็มีการศึกษาท่ีพบว่าการมีความผิดปกติ
ในแง่ของ neurite outgrowth มีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัม (Hashimoto et al., 2016) 
จากการรายงานของ Hashimoto และคณะในปี 2016 เมื่อท าการ knockdown กลุ่มยีนที่เป็น 
autism candidate gene ในเซลล์ไลน์ระบบประสาทพบว่าการงอกของสายใยประสาทลดลง 
อย่างไรก็ตาม จากผลการทดลองในการศึกษาครั้งนี้พบว่าเมื่อวิเคราะห์การงอกของสายใยระบบ
ประสาท โดยเมื่อวิเคราะห์แบบรวมเพศและแยกเพศพบว่าความยาวรวมของ neurite ในเซลล์ระบบ
ประสาทที่แยกได้จากลูกหนูที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องมีความยาวมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญ
เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยจะแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ณ วันที่ 7 ทั้งในเพศผู้และเพศ
เมีย หลังจากนั้นทางคณะผู้วิจัยได้ท าการศึกษาการแตกแขนงของสายใยประสาทที่มาจากตัวเซลล์
โดยตรง (primary neurites) และการแตกแขนงของสายใยประสาทล าดับที่สอง (>1° neurites) โดย
ศึกษาเซลล์ระบบประสาท ณ วันที่ 7 พบว่าจ านวนของ primary neurites ในกลุ่มท่ีแม่ได้รับบิส
ฟีนอลเอมีมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญเฉพาะเพศเมียเท่านั้น และการแตกแขนงของสายใยประสาทล าดับ
ที่สองขึ้นไป (>1° neurites) ทั้งในเพศเมียและเพศผู้ ซึ่งจะสอดคล้องกับการวิเคราะห์การแตกแขนง
โดยใช้ Sholl analysis ที่เป็นการวิเคราะห์ทั้งด้านความยาวและการแตกแขนงของสายใยระบบ
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ประสาท ดังนั้นจะเห็นได้ว่าการที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องส่งผลต่อการเจริญของสายใย
ประสาทมากข้ึนเมื่อเทียบกับกลุ่มไม่ได้รับบิสฟีนอลเอ เนื่องจากบิสฟีนอลเอมีโครงสร้างคล้ายกับ
ฮอร์โมนเอสโตรเจน ซึ่งฮอร์โมนเอสโตรเจนเป็นฮอร์โมนที่มีบทบาทส าคัญในกระบวนการพัฒนาการ
ของสมอง มีการศึกษาพบว่าการที่เซลล์ประสาทได้รับฮอร์โมนเอสโตรเจนจะส่งผลให้มีความยาวรวม
ของสายใยประสาทมากขึ้น (Beyer & Karolczak, 2000; Ferreira & Caceres, 1991; Kishi et al., 
2005; Varshney et al., 2017) จึงสอดคล้องว่าในเซลล์ระบบประสาทในกลุ่มที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอ
มีความยาวรวมของสายใยประสาทมากข้ึน แต่กลไกของบิสฟีนอลเอในส่วนที่ท าให้ความยาวรวมของ
สายใยประสาทยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด นอกจากนั้นทางคณะผู้วิจัยได้ท าการวัดการเจริญของตัวเซลล์ 
(cell body area) โดยท าการวัดการเจริญของเซลล์ประสาทตั้งแต่วันที่ 1 ถึงวันที่ 7 พบว่าเซลล์
ระบบประสาทในกลุ่มที่ได้รับบิสฟีนอลเอมีขนาดเล็กกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติตั้งแต่วันที่ 4 จาก
ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่านอกจากบิสฟีนอลเอมีผลต่อการพัฒนาของสายใยประสาทยังมีผลต่อ
การเจริญของตัวเซลล์ระบบประสาท เซลล์ระบบประสาทในกลุ่มที่ได้รับบิสฟีนอลเอจะมีการพัฒนา
ของสายใยประสาทมากกว่าแต่มีการเจริญของตัวเซลล์ต่ ากว่าเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับ  

การที่ความยาวของสายใยในเซลล์ระบบประสาทเพ่ิมขึ้นในกลุ่มท่ีรับบิสฟีนอลเอกับความ
เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีนในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสและโรคออทิซึมสเปกตรัม พบว่าในเด็ก
ออทิซึมสเปกตรัมมีจ านวนของเซลล์ระบบประสาทในสมองและน้ าหนักของสมองมากกว่าในเด็กปกติ 
(Eric Courchesne et al., 2011) นอกจากนั้นมีการรายงานอีกว่าในสมองของเด็กท่ีเป็นโรคออทิซึม
สเปกตรัมมีจ านวนไซแนปส์มากกว่าเด็กปกติ (Tang et al., 2014) การที่มีจ านวนไซแนปส์มากใน
สมองส่งผลให้เกิดการสื่อสารระหว่างเซลล์ระบบประสาทในขณะการพัฒนาของสมองที่ผิดปกติซ่ึงมี
ความสัมพันธ์กับกระบวนการเรียนรู้ที่บกพร่องไป ส าหรับกลไกของการที่มีจ านวนไซแนปส์ในสมอง
มากขึ้นส่งผลต่อพฤติกรรมการเรียนรู้ที่เปลี่ยนแปลงไปยังเป็นที่ทราบแน่ชัด จากการศึกษาของ 
Valnegri และคณะในปี 2017 พบว่าการลดลงของยีน RNF8 ซึ่งเป็นยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการ ubiquitination ส่งผลท าให้มีจ านวนไซแนปส์เพ่ิมมากข้ึน (Valnegri et al., 2017) ผล
การศึกษาจะสอดคล้องกับการที่กลุ่มท่ีแม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องมีสายใยประสาทยาวกว่ากลุ่ม
ควบคุม สายใยประสาทที่ยาวเพ่ิมข้ึนอาจจะส่งผลท าให้มีจ านวนไซแนปส์เพ่ิมข้ึนด้วย อีกทั้งทางผู้วิจัย
ยังพบว่าในกลุ่มที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องมีขนาดของตัวเซลล์ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
การที่มีขนาดของตัวเซลล์ลดลงนั้นอาจจะเป็นผลมาจากการที่มีเซลล์ระบบประสาทเป็นจ านวนมาก 
ซึ่งลักษณะดังกล่าวเป็นลักษณะที่พบได้ในโรคออทิซึมสเปกตรัม นอกจากการศึกษาจากสมองของเด็ก
ออทิสติกโดยตรงแล้วนั้น มีการศึกษาในเซลล์ระบบประสาทที่เจริญมาจากเซลล์ผิวหนังของผู้ป่วยโรค
ออทิซึมสเปกตรัม (stem cell-derived neurons) ที่มีการมิวเตชั่นของยีน SHANK3 พบว่าเซลล์
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ระบบประสาทที่แยกได้จากผู้ป่าวโรคออทิซึมสแปกตรัมมีจ านวนของ primary neurites มากกว่า
กลุ่มควบคุมและขนาดของตัวเซลล์เล็กกว่ากลุ่มควบคุม (Kathuria, Nowosiad, Jagasia, & Aigner, 
2018) ซึ่งสอดคล้องกับการที่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องอาจจะส่งผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ
ยีนที่มีความสัมพันธ์กับยีนที่มีผลต่อความยาวของสายใยระบบประสาท อย่างไรก็ตามอาจจะต้องมี
การศึกษาเพ่ิมเติมโดยการนับจ านวนเซลล์ระบบประสาทในเนื้อเยื่อสมองรวมไปถึงการทดสอบหน้าที่
ของเซลล์ระบบประสาทดังกล่าวในด้านอ่ืนเพ่ิมเติม เช่น การศึกษา synaptogenesis เป็นต้น  

บทบาทหน้าที่ของยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสของลูกหนูที่แม่
ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องกับความสัมพันธ์ของการวิเคราะห์การงอกของเซลล์ระบบประสาทของ
ลูกหนู พบว่ามกีารศึกษาพบว่ายีน Auts2 เป็นยีนที่มีการแสดงออกท้ังในนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม 
(cytoplasm) โดย Auts2 ที่แสดงออกในไซโตพลาสซึมจะท าหน้าที่เป็นตัวควบคุมการเคลื่อนที่ของ
โปรตีน actin ยีน Auts2 เป็นยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับการงอกและการแตกแขนงของเซลล์ระบบ
ประสาทผ่าน Rac1 signaling pathway นอกจากนั้นการ knockout ยีน Auts2 ในหนูทดลองพบว่า
มีการเปลี่ยนแปลงของการงอกของเซลล์ระบบประสาท โดยการงอกของเซลล์ระบบประสาทลดลง 
(Hori et al., 2014) และในการศึกษาครั้งนี้พบว่ายีน Auts2 ลดลงเฉพาะในเพศผู้และความยาวของ
สายใยประสาททั้งในเพศผู้และเพศเมียในกลุ่มท่ีแม่ได้รับบิสฟีนอลเอมีความยาวสายใยประสาท
มากกว่ากลุ่มควบคุม แต่เมื่อพิจารณาระหว่างเพศในกลุ่มที่ได้รับบิสฟีนอลเอพบว่าในเพศผู้มีความยาว
ของสายใยประสาทรวมน้อยกว่าในเพศเมีย ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองที่พบว่ายีน Auts2 มี
บทบาทเก่ียวข้องกับการงอกของสายใยประสาทและมีการแสดงออกลดลงในเพศผู้ที่แม่ได้รับบิส
ฟีนอลเอขณะตั้งท้อง การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างยีน Foxp2 และการงอกของเซลล์ระบบ
ประสาท พบว่ายีน Foxp2 มีบทบาทในการควบคุมยีนที่เกี่ยวข้องกับ retinoic acid signaling และ 
neuronal differentiation นอกจากนั้นยีน Foxp2 มีบทบาทท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะของ
เซลล์ระบบประสาท โดยไปเพิ่มความยาวของของสายใยประสาทแต่ไปลดกระบวนการการเคลื่อนที่
ของเซลล์ระบบประสาท (neuron migration) การเพ่ิมข้ึนของสายใยประสาทจากยีน Foxp2 อาจจะ
เป็นผลมาจาก retinoic acid signaling pathway (Devanna, Middelbeek, & Vernes, 2014) ซ่ึง
เป็น pathway ส าคัญในกระบวนการพัฒนาของเซลล์ระบบประสาทและการงอกของเซลล์ระบบบ
ประสาท อีกท้ังการศึกษาในหนูที่ knockout ยีน Dicer1 พบว่าโปรตีนเกี่ยวข้องกับการงอกของเซลล์
ระบบประสาทได้แก่ Nefl (neurofilament light polypeptides) ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(Dorval et al., 2012) ดังนั้นจะเห็นได้ว่ายีน Dicer1 มีความเก่ียวข้องกับการงอกของเซลล์ระบบ
ประสาท จะเห็นได้ว่าการที่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องส่งผลถึงการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ
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โรคออทิซึมสเปกตรัมผิดปกติไปและกลุ่มยีนดังกล่าวยังมีบทบาทที่เก่ียวข้องกับการงอกของเซลล์
ระบบประสาทอีกด้วย 

ส าหรับกลไกที่อาจจะเกิดขึ้นได้ในขณะที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องที่ส่งผลต่อการ
แสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมแสดงออกลดลงในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 
เนื่องจากบิสฟีนอลเอสามารถจับกับ estrogen receptor ได้ ซึ่งการที่บิสฟีนอลเอจับกับ estrogen 
receptor จะผ่านทั้ง 2 pathway คือ genomic pathway เป็นการที่บิสฟีนอลเอจับกับ receptor 
ที่อยู่ในนิวเคลียสหรืออยู่ใน cytoplasm แล้วเกิดกระบวนการ translocate ไปจับกับ estrogen 
responsive elements (EREs) หรือผ่าน non-genomic pathway บิสฟีนอลเอสามารถจับกับ 
estrogen receptor ที่ผิวเซลล์แล้วเกิดการส่งสัญญาณผ่าน pathway เช่น ERK signaling 
pathway ไปกระตุ้นการแสดงออกของยีน เช่น ยีน DNMTs ยีน HDAC ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการทางเอพิเจเนติกส์ โดยยีน HDAC มีหน้าที่ท าให้หมู่ acetyl หลุดออกจากสายโครมาติน
ท าให้เกิดการแสดงออกของยีนที่ลดลงและยีน DNMTs มีหน้าที่เติมหมู่ methyl ที่สาย DNA และเกิด
การยับยั้งการแสดงออกของยีนได้ (รูปภาพที่ 28) การที่ยีนที่เก่ียวข้องกับกระบวนการทางเอพิเจ
เนติกส์ซึ่งอาจจะมีผลเกี่ยวเนื่องไปยังยีนที่บทบาทส าคัญในกระบวนการงอกของเซลล์ระบบประสาท 
เช่น Lamb1 Slc9a6 Spast Tnik Nrp1 ที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลเอ แต่
กลไกที่แน่ชัดของการได้รับบิสฟีนอลเอที่ส่งผลต่อการแสดงออกของยีนที่ผิดปกติไปและส่งผลต่อการ
งอกของเซลล์ระบบประสาทควรต้องท าการศึกษาวิจัยต่อไปในอนาคต  
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รูปภาพที่ 28 ภาพแสดงกลไกท่ีน่าจะเป็นไปได้ของผลจากการแม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องที่

ส่งผลต่อการแสดงออกของยีนที่ผิดปกติในสมอง 
 

ส าหรับการที่ได้รับบิสฟีนอลเอส่งผลต่อการแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันในระหว่างเพศ 
อาจเนื่องมาจากในเพศชายมีปริมาณของ androgen receptor ในสมองที่มากกว่าในสมองเพศหญิง
และบิสฟีนอลเอสามารถไปจับกับ androgen receptor ได้ด้วย ดังนั้นกลไกที่น่าจะเป็นไปได้ที่การ
ได้รับบิสฟีนอลเอส่งผลต่อการแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันระหว่างเพศชายและเพศหญิงน่าจะเป็น
ผลมาจากการที่บิสฟีนอลเอจับกับ androgen receptor ซึ่งเป็น cofactor ของเอนไซม์ใน
กระบวนการ histone modification บิสฟีนอลเอสามารถจับกับ androgen receptor ได้แต่เป็น
การจับที่ไม่สมบูรณ์จึงท าให้ androgen receptor ไม่สามารถเป็น cofactor ของกระบวนการ 
histone modification ส่งผลให้การแสดงออกของยีนซึ่งอาจจะเป็นยีน Auts2 หรือยีน Foxp2 
แสดงออกลดลง (รูปภาพที่ 29) อย่างไรก็ตามกระบวนการที่การได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องมีผลต่อ
การแสดงออกของยีนที่แสดงออกอย่างจ าเพาะในแต่ละเพศควนจะมีการศึกษาเพ่ิมเติมในอนาคต 
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รูปภาพที่ 29 รูปภาพแสดงกลไกที่เป็นไปได้ในการที่ได้รับบิสฟีนอลเอส่งผลต่อการแสดงออกของยีนที่

จ าเพาะในแต่ละเพศ 
 

ข้อจ ากัดในการศึกษาครั้งนี้มีอยู่หลายประการ เนื่องจากในการท า meta-analysis เพ่ือหา
ความเกี่ยวข้องการการแสดงออกของยีนที่ได้รับบิสฟีนอลเอกับยีนที่แสดงออกผิดปกติในโรคออทิซึม
สเปกตรัม รายชื่อยีนกลุ่มดังกล่าวนั้นมาจากหลาย ๆ เนื้อเยื่อหรือเซลล์ ซึ่งการแสดงออกของยีนนั้นมี
ความแตกต่างกันในเนื้อเยื่อหรือเซลล์ที่ต่างกัน ส าหรับการเลือกความเข้มข้นของบิสฟีนอลเอใน
การศึกษาครั้งนี้ ทางผู้วิจัยได้ศึกษาเกี่ยวกับกระบวนการ pharmacokinetic ของบิสฟีนอลเอในหนู
แรทที่ตั้งท้องพบว่าเมื่อป้อนบิสฟีนอลเอที่ความเข้มข้น 5,000 µg/kg·BW จะท าให้ระดับของบิสฟีนอล
ในเอ็มบริโอหรือฟีตัสเท่ากับ 3.5 ng/ml (Domoradzki et al., 2003) ประกอบกับการศึกษาระดับ
บิสฟีนอลเอในเลือดเด็กออทิสติกพบว่ามีระดับบิสฟีนอลเอเฉลี่ยเท่ากับ 1.25 (Kardas et al., 2016) 
และ 2.17 ng/ml (Kondolot et al., 2016) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้ต้องการสร้างโมเดลจ าลองให้
คล้ายคือต้องการให้ในเลือดของลูกมีระดับบิสฟีนอลเอที่ใกล้เคียงกับเด็กออทิสติก จึงได้ใช้ความ
เข้มข้นของบิสฟีนอลเอที่ 5,000 µg/kg·BW เป็นความเข้มข้นของบิสฟีนอลที่ให้ในแม่ แต่การตรวจวัด
ระดับบิสฟีนอลเอในเลือดของแม่หลังจากการป้อนและในเลือดของลูกยังต้องท าการศึกษาต่อไปโดยใช้
เทคนิคที่เหมาะสมและน่าเชื่อถือต่อไป ส าหรับการศึกษาทางทรานสคริปโตมในการศึกษาครั้งนี้อาร์
เอ็นเอที่ใช้จะมาจากลูกหนูที่มาจากครอกท่ีต่างกัน 3 ครอก ในการศึกษาต่อไปอาจจะต้องควรเพิ่ม
ปริมาณของกลุ่มตัวอย่างมากขึ้นหรืออาจจะต้องท าการศึกษาท่ีระดับบิสฟีนอลเอที่ต่ ากว่าหรือเป็น
ระดับท่ีมีการรายงานว่าได้รับต่อวัน ส าหรับการวิเคราะห์ของเซลล์ระบบประสาทอาจจะสามารถ
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ศึกษาต่อไปได้ถึงวันที่ 14 ของการเลี้ยงหรือนานกว่านั้นเพื่อที่จะสามารถดูได้ถึงการ degeneration 
ของเซลล์ระบบประสาทได้อีกด้วย 

จากหลาย ๆ การศึกษาที่พบว่าการได้รับบิสฟีนอลเอในช่วงการตั้งท้องส่งผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงหน้าที่ทางระบบประสาทรวมไปถึงการเจริญของเซลล์ประสาททั้งในสมองส่วนฮิปโป
แคมปัสและไฮโปทาลามัสและจ านวนไซแนปส์ในสมอง นอกจากนั้นการได้รับบิสฟีนอลเอยังส่งผลต่อ
พฤติกรรมการแสดงออกของลูกหนูที่บกพร่องไป เช่น พฤติกรรมการเรียนรู้และความจ า พฤติกรรม
ความหวาดกลัว พฤติกรรมด้านการเข้าสังคม เป็นต้น ส าหรับการศึกษาในอนาคตนั้นอาจจะต้องมี
การศึกษาเพ่ิมเติมของบทบาทหน้าที่ของบิสฟีนอลเอถึงกลไกท่ีท าให้ยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิ
ซึมสเปกตรัมลดลงหรือเพ่ิมข้ึน รวมไปถึงบทบาทท่ีบิสฟีนอลเอท าให้ความยาวรวมของสายใยประสาท
เพ่ิมมากข้ึน นอกจากนั้นยังต้องมีการศึกษาถึงความสัมพันธ์ของการแสดงออกของยีนในกลุ่มดัง
กล่าวถึงกลไกท่ีท าให้การเพิ่มขึ้นของสายใยประสาทในเซลล์ระบบประสาท นอกจากการศึกษาที่พบว่า
มีการเพ่ิมข้ึนของสายใยประสาทในเซลล์ระบบประสาทกลุ่มท่ีได้รับบิสฟีนอลเออาจจะต้องมีการศึกษา
ถึงผลของการได้รับบิสฟีนอลเอต่อบทบาทหน้าที่ของเซลล์ระบบประสาทอ่ืน ๆ เช่น การสร้างไซแนปส์ 
(synaptogenesis) การสร้างของเซลล์ประสาท (neurogenesis) เป็นต้น การศึกษาครั้งนี้พบว่าการ
ได้รับบิสฟีนอลเอมีผลต่อการแสดงออกของยีนที่มีความเก่ียวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม ดังนั้น
การศึกษาในเชิงพฤติกรรมของลูกหนู เช่น พฤติกรรมที่เก่ียวกับการเข้าสังคม พฤติกรรมที่เก่ียวกับการ
เรียนรู้และความจ า ที่เป็นพฤติกรรมที่ความสัมพันธ์โดยตรงกับโรคออทิซึมสเปกตรัมควรจะศึกษา
เพ่ิมเติมต่อในอนาคต  
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บทที่ 6 

สรุปผลการทดลอง  

ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าการที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอในขณะตั้งท้องส่งผลต่อการแสดงออกของ
ยีนในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสและมีผลต่อการงอกของเซลล์ระบบประสาทมากข้ึน โดยจากการ
วิเคราะห์แบบ Meta-analysis พบว่ารายชื่อยีน 5 การศึกษาจาก 7 การศึกษามีความสัมพันธ์กับ
รายชื่อยีนที่แสดงออกผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ยีนที่มีการแสดงออก
ผิดปกติจากการได้รับบิสฟีนอลจากการรวบรวมการศึกษาทางทรานสคริปโตมิกส์และเป็นยีนที่
แสดงออกผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัมมีสัมพันธ์กับบทบาทหน้าที่ทางระบบประสาทและโรคที่มี
ความเกี่ยวข้องและมีการรายงานว่ามีความผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
นอกจากนั้น การศึกษาผลของการที่แม่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องต่อการแสดงออกของยีนทั้งหมด
ในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสพบว่ามีกลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติและมี
ความสัมพันธ์กับรายชื่อยีนที่แสดงออกผิดแกติในโรคออทิซึมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยกลุ่มยีนที่มี
การแสดงออกผิดปกติในเพศผู้มีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัมที่ระดับนัยส าคัญสูงกว่าในเพศ
เมีย และเมื่อศึกษาถึงโรคและบทบาทหน้าที่ทางระบบประสาทพบว่ากลุ่มยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติ
ในเพศผู้มีความเกี่ยวข้องโดยตรงกับโรคออทิซึมสเปกตรัม กลุ่มยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติจากการ
วิเคราะห์ด้วย RNA-seq และเป็นยีนที่มีการรายงานว่ามีความผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม ได้แก่ 
Auts2 Foxp2 Smarcc2 และ Dicer1 น ามาวิเคราะห์การแสดงออกของยีนโดยใช้ qRT-PCR พบว่า
ยีน Auts2 Foxp2 มีการแสดงออกลดลงเฉพาะในเพศผู้และยีน Smarcc2 แสดงออกลดลงในเพศเมีย 
แสดงให้เห็นว่าการได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องส่งผลต่อการแสดงออกของกลุ่มยีนในสมองผิดปกติ
ไปและกลุ่มยีนดังกล่าวนั้นมีความเก่ียวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม โดยการได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้ง
ท้องส่งผลกระทบต่อการแสดงออกของยีนทั้งในเพศผู้และเพศเมีย แต่ในกลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติใน
เพศผู้นั้นมีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมเสปกตรัมที่ระดับนัยส าคัญท่ีสูงกว่าในเพศเมีย ซึ่งจะเป็นอีก
หนึ่งหลักฐานที่ค้นพบว่าปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมมีผลต่อการกิดโรคออทิซึมสเปกตรัมที่พบได้ในเพศชาย
มากกว่าเพศหญิง การที่มีกลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติอาจจะส่งผลถึงลักษณะรูปร่างของเซลล์ระบบ
ประสาท โดยพบว่าการที่ได้รับบิสฟีนอลเอขณะตั้งท้องส่งผลท าให้ความยาวของสายใยประสาท
เพ่ิมข้ึน จ านวน primary neurites และ neurites branching มีจ านวนมากกว่ากลุ่มควบคุมและใน
ขณะที่ขนาดของตัวเซลล์ระบบประสาทในกลุ่มท่ีได้รับบิสฟีนอลเอมีขนาดลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่ม
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ควบคุม แสดงให้เห็นถึงผลของบิสฟีนอลเอต่อการสร้างและรูปร่างของเซลล์ระบบประสาทซึ่ง
สอดคล้องกับลักษณะของเซลล์ระบบประสาทที่พบได้ในโรคออทิซึมสเปกตรัม 
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ตารางท่ี 1 ตารางแสดงล าดับเบสของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ quantitative RT-PCR 
 

Gene Forward primer (5’-> 3’) Reverse primer (5’-> 3’) 
Auts2 GTCCTCCAGGCCCTAGTCTC CACACTGGGGCTATCCTTGT 
Foxp2 CCACAAGTTTGGGCTATGGA ACTGCTGTTCCCATTGCTGT 
Smarcc2 GGCTGAAGGAAGTTGCAGAG ATCTGGGTCTCCACCAACAG 
Dicer1 ACGAGATGCAAGGAATGGAC GTACACCTGCCAGACCACCT 
Rn18s CTGGATACCGCAGCTAGGAA GAATTTCACCTCTAGCGGCG 
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จริยธรรมการวิจัย 

การทดลองในสัตว์ทดลองในงานวิจัยครั้งนี้ได้รับการอนุมัติจากคณะกรรมการจรรยาบรรณ
การเลี้ยง การใช้และการผลิตสัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เลขที่
โครงการ 1773011  
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นางสาวสุรางค์รัตน์ ทองกร เกิดเมื่อวันที่ 12 มีนาคม พ.ศ.2536 ที่จังหวัดเพชรบุรี จบ
การศึกษา วิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) จากคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ปี การศึกษา 2557 และเข้าศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิตหลักสูตรวิทยา
ศาสตรมหาบัณฑิต สาขาชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ ในปีการศึกษา 2558 โดยได้รับ
ทุนอุดหนุนการศึกษา ระดับบัณฑิตศึกษาจากบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เพ่ือเฉลิม
ฉลองวโรกาสที่ พระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวภูมิพลอดุลยเดชทรงเจริญพระชนมายุครบ ๗๒ 
พรรษา และ ทุน ๙๐ ปีจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช 
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