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 Osteoarthritis (OA) is classified in a group of joint diseases. It is caused by the 
degradation of articular cartilage which stimulates inflammatory responses. Ketorolac is a non-
steroidal anti-inflammation drugs (NSAIDs). Nowadays, ketorolac is widely used to treat and 
relieve pain for OA patients. There is a conception of intra-articular injection of ketorolac. The 
objective of this research is to study the effects of ketorolac on chondrocyte apoptosis and 
expression of repair genes. Cartilage samples were obtained from nine OA patients who 
underwent total knee replacement surgery. Chondrocytes from the articular cartilage samples 
were cultured and treated with ketorolac at the concentrations of 0, 1, 5, 10 and 20 mg/ml for 24 
and 48 hours. Chondrocyte viability was analyzed by MTT assay. Apoptotic cells were detected 
by TUNEL assay. Dead cells were detected by Live/Dead assay at 24 hours. Expression of the 
ACAN and BMP2 genes were analyzed by real-time PCR. The chondrocyte viability was 
significantly decreased after treated with ketorolac at the concentration higher than 1 mg/ml for 
24 and 48 hours. TUNEL assay results showed that cells underwent apoptosis in a dose-
dependent manner. Live/Dead assay results showed that the cell percent mortality was 
significantly increased when the chondrocytes were treated with ketorolac at the concentration 
higher than 1 mg/ml for 24 hours. Furthermore, ketorolac at the concentration of 1 mg/ml 
significantly decreased the expression of the ACAN gene. Therefore, further study on safety of 
ketorolac for intra-articular injection is necessary. 
 
Keywords: Ketorolac, Chondrocyte, Osteoarthritis 
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บทที ่1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคญั 

 โรคขอ้เส่ือม (osteoarthritis, OA) เป็นโรคในกลุ่มอาการผดิปกติของขอ้กระดูกท่ีพบได้

บ่อยท่ีสุดในประชากรผูสู้งอายทุัว่ไป เป็นสาเหตุของภาวะทุพพลภาพอนัดบั  8 และพบในชาว

อเมริกนัประมาณ 27 ลา้นคน (Lawrence et al., 2008) ความผดิปกติน้ีเกิดจากการเส่ือมของกระดูก

อ่อนผวิขอ้ อาจรวมไปถึงการแสดงออกของยนีท่ีมีความเก่ียวขอ้งในการซ่อมแซมกระดูกอ่อนมีการ

แสดงออกท่ีเปล่ียนแปลงไป เช่น ยนี aggrecan (ACAN) มีหนา้ท่ีในการสงัเคราะห์อากรีแคนซ่ึงเป็น

ส่วนประกอบของโปรติโอไกลแคน  (proteoglycan) (Roughley and Lee, 1994) และยนี bone 

morphogenetic protein 2 (BMP2) ซ่ึงมีหนา้ท่ีในการกระตุน้ใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อน (chondrocyte) มี

การสร้าง extracellular matrix (ECM) (Cha et al., 2012) หากยนีเหล่าน้ีมีการแสดงออกท่ีเปล่ียนไป 

อาจท าใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนไม่สามารถสงัเคราะห์ ECM ท่ีใชใ้นการซ่อมแซมกระดูกอ่อนผวิขอ้ได้

(Frenkel et al., 2000) นอกจากนั้นการเส่ือมของกระดูกอ่อนผวิขอ้ ร่วมกบัการเปล่ียนแปลงของ

กระดูกและเน้ือเยือ่รอบ  ๆ ขอ้มีการท าลายของเซลลก์ระดูกอ่อนจนเกิดการแตกหลุดและมีเศษ

กระดูกอ่อนลอยอยูใ่นขอ้  (Birchfield, 2001)  ซ่ึงจะกระตุน้เซลลเ์ยือ่บุขอ้หลัง่สารท่ีท าใหเ้กิดการ

อกัเสบ และส่งผลใหเ้กิดอาการปวด (Aspden, 2008; Kee, 2000) 

 ขอ้ท่ีเส่ือมมีการหลัง่สาร prostaglandins ท าใหเ้กิดการอกัเสบ และส่งผลใหเ้กิดอาการปวด

เกิดข้ึนซ่ึงในปัจจุบนัไดมี้การใชย้าในกลุ่มของ non-steroidal anti-inflammationdrugs (NSAIDs) 

เพื่อบรรเทาอาการปวดของผูป่้วยโรคขอ้เส่ือม (Frakes et al., 2011) ยาคีโทโรแลก็ซ่ึงมีช่ือทางเคมี

วา่ 5-benzoyl-2,3-dihydro-1H-pyrrolizine-1-carboxylic acid เป็นยาท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มของ NSAIDs 

ซ่ึงเป็นท่ีนิยมใช ้(Di Massa et al., 2000) เพราะเป็นยาท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นการอกัเสบและบรรเทา

อาการปวด เน่ืองจากยาน้ีจะท าหนา้ท่ีในการลดการสงัเคราะห์สารเคมีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ 

โดยยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์ cyclooxygenase ท าใหไ้ม่สามารถเปล่ียน arachidonic acid ไป

เป็น prostaglandins ได ้จึงท าใหมี้การสังเคราะห์ prostaglandins ลดลงส่งผลใหเ้กิดการอกัเสบ
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นอ้ยลงและสามารถบรรเทาอาการปวดในผูป่้วยโรคขอ้เส่ือมได ้ (Irwin et al., 1998; Alvarez-Soria 

et al., 2008) 

ในการปฏิบติัโดยทัว่ไป แพทยจ์ะฉีดยาคีโทโรแลก็ท่ีบริเวณกลา้มเน้ือ แต่ไดมี้แนวความคิด

วา่หากท าการฉีดยาน้ีในบริเวณท่ีเป็นโรคขอ้เส่ือมโดยตรงอาจท าใหย้าสามารถออกฤทธ์ิไดดี้และ

รวด เร็วยิง่ข้ึน เน่ืองจากมีการศึกษาทดลองฉีดยา tenoxicam ซ่ึงเป็นยาท่ีจดัอยูใ่นกลุ่ม NSAIDs 

เช่นเดียวกบัคีโรแลก็ โดยฉีดยา tenoxicam บริเวณขอ้เข่าในผูป่้วยโรคขอ้เข่าเส่ือม พบวา่เม่ือฉีดยา

บริเวณขอ้เข่าโดยตรง สามารถบรรเทาอาการปวดไดดี้กวา่การรับประทานยา (Oztuna et al., 2007)

แต่มีความกงัวลวา่ อาจก่อใหเ้กิดผลกระทบต่อกระดูกอ่อนในบริเวณดงักล่าวได ้ เน่ืองจาก มี

การศึกษาผลกระทบของการฉีดยาคีโทโรแลก็ท่ีอาจส่งผลต่อกระดูกอ่อนในสตัวท์ดลอง เช่น หนู

และกระต่าย พบวา่ท าให้เกิดการอกัเสบอยา่งรุนแรงในหนู (Irwin et al., 1998) แต่ไม่พบความ

เสียหายของกระดูกอ่อนในกระต่าย ยกเวน้เม่ือศึกษาถึงรายละเอียดดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์จึงจะพบ

ความเปล่ียนแปลง  โดยกระดูกอ่อนผวิขอ้เกิดรอยแตก และนอกจากนั้นเซลลก์ระดูกอ่อนมีการ

จดัเรียงตวัท่ีเปล่ียนแปลงไป (Shapiro et al., 2007) 

นอกจากน้ี ยงัมีผลทางการศึกษาพบวา่ ยาคีโทโรแลก็มีผลท าใหย้บัย ั้งการซ่อมแซมกระดูก

อ่อนท่ีเสียหาย (Ho et al., 1995) โดยอาจส่งผลต่อการแบ่งเซลลแ์ละการตายของเซลลก์ระดูกอ่อน 

จากหนู (Chang et al., 2006) 

 อยา่งไรกต็าม การศึกษา ท่ีผา่นมา ไดท้ าในสตัวท์ดลอง และเซลลก์ระดูกอ่อนของ

สตัวท์ดลองเท่านั้น ท าใหไ้ม่สามารถทราบไดแ้น่ชดัวา่ยา คีโทโรแลก็ส่งผลอยา่งไรกบัเซลลก์ระดูก

อ่อนของมนุษย ์ดงันั้นการศึกษาถึงผลของยา คีโทโรแลก็ ท่ีมีต่อแอพอปโทซิสและการแสดงออก

ของยนีซ่อมแซมของเซลลก์ระดูกอ่อน สามารถน าไปใชเ้ป็นขอ้มูลเพื่อประกอบการตดัสินใจของ

แพทยใ์นการใชย้าคีโทโรแลก็ในผูป่้วยโรคขอ้เข่าเส่ือมไดต่้อไป 

วตัถุประสงค์ของการวจิยั 

 เพื่อศึกษา ผลของยาคีโทโรแลก็ ท่ีมีต่อแอพอปโทซิสและการแสดงออกของยนี ท่ีเก่ียวขอ้ง

กบัการซ่อมแซมของเซลลก์ระดูกอ่อน 
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ขอบเขตของการวจิยั 

 เล้ียงเซลลก์ระดูกอ่อนจากกระดูกอ่อนของผูป่้วยท่ีไดรั้บการผา่ตดัเปล่ียนผวิขอ้เข่า น าเซลล์

กระดูกอ่อนมาทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ท่ีความเขม้ขน้ 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อ

ทดสอบวดัระดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยเทคนิค MTT assay ตรวจสอบการเกิดแอ

พอปโทซิสของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยเทคนิค TUNEL assay ตรวจสอบการตายของเซลลก์ระดูก

อ่อนดว้ยเทคนิค Live/Dead assay และวิเคราะห์การแสดงออกยนี ACAN และ BMP2 ดว้ยเทคนิค 

real-time PCR จากนั้นน าผลการทดลองท่ีไดม้าวิเคราะห์ทางสถิติ 

ข้อจ ากดัในการวจิยั 

1. เน่ืองจากกระดูกอ่อนของผูป่้วยท่ีไดรั้บการผา่ตดัเปล่ียนผวิขอ้เข่าอาจมีบางส่วนท่ีไม่

สมบูรณ์ จึงตอ้งมีการคดัเลือกตวัอยา่งท่ีมีกระดูกอ่อนเพียงพอเพื่อท่ีจะน ามาสกดัเซลล์

กระดูกอ่อน นอกจากนั้นเซลลก์ระดูกอ่อนตั้งตน้อาจมีปริมาณนอ้ย จึงตอ้งเพาะเล้ียงเซลล์

กระดูกอ่อนเพื่อเพิ่มปริมาณเซลลท่ี์จะน ามาใชใ้นการทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็  

2. เซลลก์ระดูกอ่อนท่ีน ามาทดสอบจะตอ้งอยูใ่นไม่เกิน passage ท่ี 2 เพื่อป้องกนัการ

แสดงออกของยนีท่ีเปล่ียนไป (Lin et al., 2008) 

ค าจ ากดัความที่ใช้ในการวจิยั 

1. เซลลก์ระดูกอ่อน เป็นเซลลท่ี์อยูภ่ายในกระดูกอ่อน ท าหนา้ท่ีสงัเคราะห์โปรติโอไกลแคน 

และคอลลาเจน ซ่ึงเป็นส่วนประกอบหลกัท่ีส าคญัของ ECM 

2. MTT assay คือ เทคนิคท่ีใชใ้นการวดัความมีชีวิตของเซลล ์โดยเซลลท่ี์มีชีวิตจะสามารถ

สร้างเอนไซม ์succinate dehydrogenase จากไมโทคอนเดรีย ซ่ึงเอนไซมช์นิดน้ีจะสามารถ

เปล่ียนสาร MTT ท่ีมีสีเหลือง ใหก้ลายเป็นผลึก formazan ท่ีมีสีม่วง ส่วนเซลลต์ายจะไม่

สามารถสร้างเอนไซมแ์ละเปล่ียนสาร MTT ใหก้ลายเป็นผลึก formazan ได ้

3. TUNEL assay คือ เทคนิคท่ีใชใ้นการตรวจสอบการเกิดแอพอปโทซิส โดยเซลลท่ี์เกิดแอ

พอปโทซิส จะมีการแตกหกัของดีเอน็เอ ท าใหอ้นุพนัธ์ dUTP ท่ีมีการติดฉลากเรืองแสง ไป
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แทรกอยูบ่ริเวณท่ีมีการแตกหกัของดีเอน็เอ ท าใหส้ามารถตรวจสอบการเกิดแอพอปโทซิส

ได ้

4. Live/Dead assay คือ เทคนิคท่ีใชใ้นการตรวจสอบเซลลต์าย โดยเซลลท่ี์ตายจะมีการเสีย

สภาพของเยือ่หุม้เซลล ์และเยือ่หุม้นิวเคลียส ดงันั้นเซลลต์ายจะติดสีแดงของ 

Ethidiumhomodimer-1 (EthD-1) ซ่ึงจะจบักบัดีเอน็เอบริเวณ minor groove 

5. Real-time PCR คือ เทคนิคท่ีใชใ้นการศึกษาการแสดงออกของยนี ในการทดลองน้ีใชว้ิธี 

SYBR Green โดยอาศยัการใชส้ารเรืองแสง ไปจบัท่ีบริเวณ PCR product ท าใหส้ามารถวดั

ปริมาณของ PCR product ท่ีเกิดข้ึนได ้

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

สามารถน าขอ้มูลท่ีไดไ้ป ใช ้เพื่อประกอบการตดัสินใจของแพทยใ์นการใชย้าคีโทโรแลก็ในผูป่้วย

โรคขอ้เข่าเส่ือม 

วธีิด าเนินการวจิยั 

1. ขออนุมติัจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจยัในมนุษย ์โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิม

พระเกียรติ 

2. การเกบ็ตวัอยา่งกระดูกอ่อนผวิขอ้และการเพาะเล้ียงเซลลก์ระดูกอ่อน 

3. พิสูจน์วา่เซลลท่ี์สกดัไดเ้ป็นเซลลก์ระดูกอ่อน 

4. ศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อระดบัความมีชีวิตเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยวิธี MTT assay 

5. ศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อแอพอปโทซิสของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยวิธี  

TUNEL assay 

6. ศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อการตายของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยวิธี Live/Dead assay 

7. ศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อการแสดงออกของยนี ACAN และ BMP2  

ท่ีมีความเก่ียวขอ้งต่อการซ่อมแซมของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยวิธี real-time PCR 
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ล าดบัขั้นตอนในการวจิยั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เกบ็ตวัอยา่งกระดูกอ่อนจากผูป่้วยโรคขอ้เข่าเส่ือม 

ท่ีไดรั้บการผา่ตดัเปล่ียนผวิขอ้เข่าจากโรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 

เพาะเล้ียงเซลลท่ี์ไดจ้ากตวัอยา่งกระดูกอ่อน 

พิสูจน์วา่เซลลท่ี์สกดัไดจ้ากตวัอยา่งกระดูกอ่อน เป็นเซลลก์ระดูกอ่อน 

ศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อระดบัความมีชีวิตเซลลก์ระดูกอ่อน 

ศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อการตายของเซลลก์ระดูกอ่อน 

ศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อการแสดงออกของยนีซ่อมแซม 

ของเซลลก์ระดูกอ่อน 

ขออนุมติัจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจยัในมนุษย ์ 

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 

ศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อการเกิดแอพอปโทซิสของเซลลก์ระดูกอ่อน 
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บทที ่2 

เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

กระดูกอ่อนผวิข้อ 

 กระดูกอ่อนผวิขอ้ (articular cartilage) เป็นเน้ือเยือ่ท่ีหุม้อยูบ่ริเวณปลายกระดูกท่ีอยูภ่ายใน

ขอ้เข่า ท าหนา้ท่ีลดแรงเสียดทาน ท าใหส้ามารถเคล่ือนไหวขอ้เข่าไดโ้ดยไม่เกิดอาการปวด  อนั

เน่ืองมาจากการเสียดสีของกระดูก  เน้ือเยือ่ของกระดูกอ่อนผวิขอ้เป็นเน้ือเยือ่ท่ีไม่มีหลอดเลือด 

หลอดน ้าเหลือง และเสน้ประสาท  โครงสร้างของกระดูกอ่อนผวิขอ้ประกอบดว้ยคอลลาเจน และ

โปรติโอไกลแคน จึงท าใหก้ระดูกอ่อนผวิขอ้มีโครงสร้างท่ียดืหยุน่ จึงช่วยลดแรงกระแทกและท า

ใหข้อ้เคล่ือนไหวไดส้ะดวก (Buckwalter et al., 2005) 

 ภายในกระดูกอ่อนผวิขอ้ประกอบดว้ยเซลลก์ระดูกอ่อน เซลลก์ระดูกอ่อนเป็นเซลลท่ี์

พฒันามาจาก mesenchymal cells (MSCs) โดยตน้ก าเนิดของเซลล ์MSCs จะอยูภ่ายในไขกระดูก 

(bone marrow) เซลล ์MSCs จะถูกกระตุน้ดว้ยโปรตีน bone morphogenetic proteins (BMPs) ท าให้

เซลล ์MSCs สามารถพฒันาเป็นเซลลก์ระดูกอ่อนได้  (Jiang et al., 2002) กระดูกอ่อนผวิขอ้

ประกอบดว้ยเซลลก์ระดูกอ่อนกระจายตวัอยูใ่น ECM ประมาณ  1 เปอร์เซ็นต์  เซลลจ์ะอยูภ่ายใน

ช่องวา่งท่ีเรียกวา่ lacuna และถูกลอ้มรอบดว้ย ECM (รูปท่ี 1) 

 

รูปท่ี 1 ลกัษณะของเซลลก์ระดูกอ่อนใน ECM 

(ท่ีมา http://www.uoguelph.ca/zoology/devobio/210labs/ct2.html) 

lacuna 

chondrocyte 

http://www.uoguelph.ca/zoology/devobio/210labs/ct2.html
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 ECM ของกระดูกอ่อนผวิขอ้ประกอบดว้ยของเหลวในเน้ือเยือ่ และโครงสร้างของสาร

โมเลกลุขนาดใหญ่ ซ่ึงท าใหก้ระดูกอ่อนผวิขอ้นั้นมีรูปร่างและสามารถคงตวัอยูไ่ด ้ดว้ยสาเหตุน้ีจึง

ท าใหก้ระดูกอ่อนมีความยดืหยุน่สูง น ้ าเป็นองคป์ระกอบท่ีอยูภ่ายในกระดูกอ่อนผวิขอ้สูงถึง  80 

เปอร์เซ็นต ์ดงันั้นเม่ือกระดูกอ่อนไดรั้บแรงกด น ้าจึงเคล่ือนท่ีออกจากเน้ือเยือ่และอยูบ่ริเวณผวิ

กระดูกอ่อน จึงท าหนา้ท่ีเหมือนระบบหล่อล่ืนใหก้บัขอ้ (Nimer et al., 2003) 

 คอลลาเจน และโปรติโอไกลแคนเป็นองคป์ระกอบของกระดูกอ่อนผวิขอ้ประมาณ 20-40

เปอร์เซ็นต์ ภายในกระดูกอ่อนผวิขอ้มีคอลลาเจนชนิดท่ี 2 เป็นส่วนประกอบถึง 90-95 เปอร์เซ็นต ์

โปรติโอไกลแคนและโปรตีน อ่ืนท่ีไม่ใช่คอลลาเจน ซ่ึงโปรตีนอ่ืนท่ีไม่ใช่คอลลาเจนจะช่วยรักษา

โครงสร้างของ ECM โดยโปรติโอไกลแคนและโปรตีนอ่ืนท่ีไม่ใช่คอลลาเจนจะจบักบัตาข่าย

โครงสร้างของคอลลาเจน และน ้าจะแทรกตวัอยูร่ะหวา่งโครงสร้างน้ี จึงท าใหก้ระดูกอ่อนมีความ

ยดืหยุน่ สามารถทนต่อแรงดึง และเพิ่มความแขง็แรงใหก้บักระดูกอ่อนผวิขอ้ (Eyre, 2004) 

 มีการศึกษาถึงการแสดงออกของยนี COL2A1 ซ่ึงมีหนา้ท่ีในการสงัเคราะห์คอลลาเจนชนิด

ท่ี 2 ในเซลลก์ระดูกอ่อน  พบวา่หากเซลลก์ระดูกอ่อนสูญเสียคุณสมบติัความเป็นเซลลก์ระดูกอ่อน 

จะมีการแสดงออกของยนี COL2A1 นอ้ยลง หรือไม่มีการแสดงออกของยนี COL2A1 เลย จึง

สามารถใชก้ารแสดงออกของยนี COL2A1 เป็นตวับ่งช้ีถึงความเป็นเซลลก์ระดูกอ่อนได ้ (Stokes et 

al., 2001) 

 กระดูกอ่อนผวิขอ้ประกอบดว้ยโปรติโอไกลแคนท่ีส าคญั 2 ชนิด คือ อากรีแคน (aggrecan) 

ซ่ึงมีโมเลกลุขนาดใหญ่ และเดคอริน (decorin) ไบไกลแคน (biglycan) ไฟโบรโมดูลิน 

(fibromodulin) ซ่ึงมีโมเลกุลขนาดเลก็ (Hildebrand et al., 1994) อากรีแคนเป็นองคป์ระกอบของ

โปรตีโอไกลแคนประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์  จากโปรตีโอไกลแคนทั้งหมด โดยอากรีแคนจะจบักบั

กรดไฮยาลูโรนิค (hyarulonic acid) และโปรตีนตวัเช่ือมเพื่อรวมเป็นโปรตีโอไกลแคน โดยโปรตีโอ

ไกลแคนจะอยูใ่นช่องวา่งระหวา่งเสน้ใยคอลลาเจนของกระดูกอ่อนผวิขอ้ ดงันั้นโปรตีโอไกลแคน

ท่ีฝังอยูใ่นกระดูกอ่อนผวิขอ้ จึงช่วยป้องกนัการเคล่ือนท่ีของเน้ือเยือ่ในขณะท่ีมีการเปล่ียนรูปร่าง 

และรักษาการจบักนัระหวา่งโปรติโอไกลแคนและโครงสร้างของเสน้ใยคอลลาเจนใหมี้ความมัน่คง

(Roughley and Lee, 1994) 
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กระดูกอ่อนผวิขอ้สามารถแบ่งออกเป็น 4 ชั้น โดยจะแบ่งตามการจดัเรียงตวัของเซลล์

กระดูกอ่อน และลกัษณะโครงสร้างของคอลลาเจน นอกจากนั้นกระดูกอ่อนในแต่ละชั้นจะมี

ปริมาณเซลลก์ระดูกอ่อนและคอลลาเจนแตกต่างกนั จึงท าใหส้ามารถแบ่งกระดูกอ่อนผวิขอ้

ออกเป็นชั้นไดด้งัน้ี (Poole et al., 2001) 

1. Superficial zone 

เป็นส่วนท่ีอยูช่ั้นบนสุดของกระดูกอ่อนผวิขอ้ และเป็นชั้นท่ีบางท่ีสุด ภายในชั้นน้ี 

เซลลก์ระดูกอ่อน (chondrocyte) จะมีรูปร่างแบน หวัทา้ยเรียวยาว มีลกัษณะคลา้ยเซลลเ์ก่ียวพนั 

(fibroblast) เซลลก์ระดูกอ่อนในชั้นน้ีจะมีการสงัเคราะห์ ECM ซ่ึงมีปริมาณคอลลาเจนสูงกวา่ชั้น

อ่ืน นอกจากนั้นคอลลาเจนจะรวมตวัเป็นแผน่เพื่อคลุมกระดูกอ่อน มีหนา้ท่ีจ ากดัการผา่นเขา้ออก

ของสาร เซลลก์ระดูกอ่อนจะมีการเรียงตวัขนานกบัพื้นผวิ เช่นเดียวกบัการเรียงตวัของคอลลาเจน 

ดงันั้นกระดูกอ่อนผวิขอ้ชั้น superficial zone จะมีความแขง็แรง และช่วยในลดแรงกระแทกในขณะ

เคล่ือนไหวขอ้เข่า  

2. Transitional zone 

ชั้น transitional zone จะมีความหนามากกวา่ชั้น superficial zone โดยเซลลก์ระดูก 

อ่อนจะมีลกัษณะกลม มีการสงัเคราะห์คอลลาเจนท่ีมีขนาดใหญ่  แต่มีปริมาณคอลลาเจนนอ้ยกวา่

ชั้น superficial zone และคอลลาเจนมีการจดัเรียงตวัท่ีไม่เป็นระเบียบท าใหก้ระดูกอ่อนผวิขอ้ในชั้น

น้ีมีความยดืหยุน่นอ้ยกวา่ชั้น superficial zone 

3. Radial zone 

เซลลก์ระดูกอ่อนในชั้น radial zone มีลกัษณะกลม เรียงตวัตั้งฉากกบัพื้นผวิ และมี 

คอลลาเจนท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุด คอลลาเจนจะเรียงตวัในแนวตั้งฉากกบัโครงสร้างของกระดูกอ่อนผวิ

ขอ้ เพื่อตา้นทานต่อแรงเฉือนในขณะท่ีเคล่ือนไหวขอ้ 
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4. Calcified zone 

เป็นชั้นท่ีแยกระหวา่งชั้นกระดูกอ่อนกบักระดูกใตผ้วิขอ้ (subchondral bone) โดย 

เซลลก์ระดูกอ่อนในชั้น  calcified zone จะมีขนาดเลก็กวา่เซลลก์ระดูกอ่อนในชั้นอ่ืน ซ่ึงเซลล์

กระดูกอ่อนในชั้นน้ีจะมีการสงัเคราะห์ ECM นอ้ยมาก หรือเซลลก์ระดูกอ่อนอาจไม่ท าหนา้ท่ีใน

การสังเคราะห์ ECM  

โรคข้อเส่ือม 

 โรคขอ้เส่ือมเป็นโรคในกลุ่มอาการผดิปกติของกระดูกขอ้ต่อท่ีพบไดบ่้อยท่ีสุดในประชากร

ผูสู้งอายทุัว่ไป  โรคขอ้เส่ือมเกิดจากการเส่ือมของกระดูกอ่อนผวิขอ้ ร่วมกบัการเปล่ียนแปลงของ

กระดูกและเน้ือเยือ่รอบขอ้  มีการท าลายของกระดูกอ่อนจนเกิดการแตกหลุดและมีเศษกระดูกอ่อน

ลอยอยูใ่นขอ้ (Birchfield, 2001) นอกจากนั้นยงัเกิดจากการท่ีเซลลก์ระดูกอ่อนสูญเสียความสามารถ

ในการสงัเคราะห์ ECM ผูป่้วยจะมีอาการปวดขอ้เม่ือเคล่ือนไหวขอ้ ขอ้มีอาการบวม เม่ือเคล่ือนไหว

ขอ้จะไดย้นิเสียงกรอบแกรบ ขอ้เกิดการผดิรูปเปล่ียนไปจากปกติ พยาธิสภาพของโรคขอ้เส่ือมจะมี

ช่องวา่งระหวา่งขอ้แคบลง มีกระดูกงอก  (osteophyte) ยืน่จากขอ้ท่ีเกิดความเสียหาย และกระดูกใต้

ผวิขอ้หนาตวัข้ึน โดยสามารถยนืยนัไดจ้ากภาพถ่ายรังสี (Goldring and Goldring, 2010) 

 ปัจจยัท่ีท าใหเ้กิดโรคขอ้เส่ือมมีหลายประการ เช่น เพศ อาย ุน ้ าหนกั ส่ิงแวดลอ้ม และรวม

ไปถึงพนัธุกรรม โดยเพศหญิงมีความเส่ียงในการเป็นโรคขอ้เส่ือมสูงกวา่เพศชาย เน่ืองจากเพศหญิง

ในวยัหมดประจ าเดือนมีปริมาณฮอร์โมนเอสโตรเจนต ่า ซ่ึงฮอร์โมนเอสโตรเจนท าหนา้ท่ีเป็น 

growth factor ส าหรับเซลลก์ระดูกอ่อนเพื่อใชใ้นการสงัเคราะห์ ECM (Richette et al., 2003) 

 อายเุป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีท าใหเ้กิดโรคขอ้เส่ือม จากการศึกษาพบวา่เม่ืออายมุากข้ึนท าให้

เซลลก์ระดูกอ่อนท่ีอยูภ่ายในกระดูกอ่อนผวิขอ้ท าหนา้ท่ีในการสงัเคราะห์ ECM ลดลง จึงเป็น

สาเหตุใหก้ระดูกอ่อนไดรั้บแรงกดเพิ่มข้ึน  นอกจากนั้นเซลลก์ระดูกอ่อนมีการเพิ่มจ านวนลดลง จึง

ท าใหไ้ม่สามารถสงัเคราะห์คอลลาเจน และโปรติโอไกลแคนไดเ้พียงพอท่ีจะน าไปใชใ้นการ

ซ่อมแซมกระดูกอ่อนผวิขอ้ท่ีเกิดความเสียหาย (Richette et al., 2003) 
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 จากการศึกษาพบวา่ เม่ือมีน ้ าหนกัตวัมากกวา่ปกติ ท าใหก้ระดูกอ่อนผวิขอ้ไดรั้บแรงกดจาก

น ้าหนกัตวัเพิ่มมากข้ึน ซ่ึงเป็นสาเหตุส าคญัท่ีท าใหก้ระดูกอ่อนผวิขอ้เส่ือม ผลจากการท่ีมีน ้ าหนกั

ตวัมากจึงส่งผลใหเ้กิดโรคขอ้เส่ือมสูงถึง 97 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบกบัคนท่ีมีน ้ าหนกัตวัปกติ 

(Lee and Kean, 2012) 

นอกจากนั้นยงัมีการศึกษาถึงปัจจยัทางพนัธุกรรมท่ีมีต่อโรคขอ้เส่ือม ยนี BMP2 จดัอยูใ่น

กลุ่มของ transforming growth factor (TGF) β เป็นยนีท่ีมีความส าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการซ่อมแซม

กระดูกอ่อนผวิขอ้ยนี BMP2 มีหนา้ท่ีกระตุน้เซลลก์ระดูกอ่อนใหมี้การสงัเคราะห์คอลลาเจนชนิดท่ี 

2 และโปรติโอไกลแคน ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของ ECM (Orazizadeh et al., 2009) และยงักระตุน้

ใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนมีการเพิ่มจ านวนมากข้ึน  (Cha et al., 2012) เน่ืองจากผูป่้วยโรคขอ้เส่ือมมีการ

ท าลาย ECM ท าใหเ้กิดการเส่ือมของกระดูกอ่อนผวิขอ้ ดงันั้นยนี BMP2 จึงมีบทบาทในการกระตุน้

ใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนมีการสงัเคราะห์ ECM เพื่อซ่อมแซมกระดูกอ่อนผวิขอ้ท่ีเสียหาย (Glansbeek et 

al., 1997) นอกจากนั้นยนี BMP2 ยงัมีหนา้ท่ียบัย ั้งไซโตไคน์เพื่อลดการท างานของเอนไซมท่ี์เป็น

สาเหตุใหเ้กิดการเส่ือมของกระดูกอ่อนผวิขอ้เพิ่มมากข้ึน (van der Kraan and van den Berg, 2000) 

 ยนีอีกหน่ึงยนีท่ีมีความส าคญัคือ ยนี ACAN เน่ืองจากอากรีแคนเป็นส่วนประกอบหลกัของ

โปรตีโอไกลแคน ดงันั้นหากยนี ACAN มีการแสดงออกท่ีลดลง จึงอาจส่งผลใหมี้การซ่อมแซม

กระดูกอ่อนผวิขอ้ชา้ลง (Brew et al., 2010) และอาจท าใหเ้กิดโรคขอ้เส่ือมท่ีมีความรุนแรงมากข้ึน 

เน่ืองจากเซลลก์ระดูกอ่อนอาจสูญเสียคุณสมบติัในการสงัเคราะห์โปรตีโอไกลแคน เพื่อน ามาใชใ้น

การซ่อมแซมกระดูกอ่อนผวิขอ้ท่ีเกิดความเสียหาย (Eid et al., 2006) 

 เน่ืองจากโรคขอ้เส่ือมมีสาเหตุมาจากกระดูกอ่อนผวิขอ้เกิดการสึกกร่อนร่วมกบัการ

เปล่ียนแปลงของกระดูกและเน้ือเยือ่รอบขอ้  มีการท าลายของเซลลก์ระดูกอ่อนจนเกิดการแตกหลุด

และมีเศษกระดูกอ่อนลอยอยูใ่นขอ้ จึงกระตุน้เซลลเ์ยือ่บุรอบขอ้หลัง่สารท่ีกระตุน้ใหเ้กิดการอกัเสบ 

ท าใหร้ะบบภูมิคุม้กนัมีการส่งสญัญาณ ท าใหเ้ซลลมี์การสงัเคราะห์สาร prostaglandins ซ่ึงสาร 

prostaglandins เป็นสารท่ีมีหนา้ท่ีกระตุน้ใหเ้กิดการอกัเสบเกิดข้ึน และนอกจากนั้นยงักระตุน้การ

สร้างเอนไซม ์proteinase เพื่อท าลายเศษกระดูกอ่อนท่ีหลุดอยูภ่ายในขอ้ แต่เอนไซม์  proteinase ยงั

ไปท าลายกระดูกอ่อนผวิขอ้ใหมี้การสึกมากข้ึน จึงท าใหเ้กิดการเส่ือมของกระดูกอ่อนผวิขอ้เพิ่มข้ึน
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เม่ือเกิดการอกัเสบ และเป็นสาเหตุใหเ้กิดอาการปวดในผูป่้วยโรคขอ้เส่ือม  (Aspden, 2008; Kee, 

2000) จึงมีการใชย้าตา้นการอกัเสบในการบรรเทาอาการปวดในผูป่้วยโรคขอ้เส่ือม 

ยาทีใ่ช้ในการรักษาผู้ป่วยโรคข้อเส่ือม 

 ผูป่้วยโรคขอ้เส่ือมในระยะแรก จะเกิดอาการปวด อนัเน่ืองมาจากการอกัเสบบริเวณขอ้

เส่ือม เม่ือเกิดการอกัเสบเซลลเ์ยือ่บุรอบขอ้หลัง่สารไซโตไคน์  (cytokines) เช่น Interleukin-1 (IL-1)  

โดยสารไซโตไคน์จะกระตุน้ใหเ้อนไซม ์phospholipase ท างาน ท าใหมี้การเปล่ียน phospholipid ซ่ึง

เป็นส่วนประกอบในน ้าไขขอ้ (Bole, 1962)  และเป็นโครงสร้างของเยือ่หุม้เซลล์  ใหเ้ป็น 

arachidonic acid หลงัจากนั้นเอนไซม ์cyclooxygenase จะเปล่ียน arachidonic acid ใหเ้ป็นสาร 

prostaglandins ซ่ึงจะกระตุน้ใหเ้กิดการอกัเสบ  (Hilario et al., 2006) ในปัจจุบนัจึงไดมี้การนิยมใช้

ยา non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) เพื่อบรรเทาความเจบ็ปวดในผูป่้วยโรคขอ้

เส่ือม (Frakes et al., 2011) ยาในกลุ่มของ NSAIDs ท่ีนิยมใชคื้อ ยาคีโทโรแลก็  (ketorolac) หรือมี

ช่ือทางการคา้วา่ Toradol ซ่ึงมีช่ือทางเคมีวา่ 5-benzoyl-2,3-dihydro-1H-pyrrolizine-1-carboxylic 

acid (รูปท่ี 2) ยาคีโทโรแลก็มีคุณสมบติัในการลดการสังเคราะห์สาร prostaglandins ยาคีโทโรแลก็

จะไปยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์ cyclooxygenaseโดยยาจะซึมผา่นเยือ่หุม้เซลลเ์ขา้ไปในไซโต -

พลาสซีมและจบักบัเอนไซม ์cyclooxygenase ตรงบริเวณ active site ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีออกฤทธ์ิของ

เอนไซมก์ลายเป็นสารประกอบเชิงซอ้นจึงท าใหเ้อนไซมไ์ม่สามารถกลบัคืนสู่สภาพท่ีสามารถ

ท างานได ้ (irreversible inhibition)  ดงันั้นเอนไซม ์ cyclooxygenase จึงไม่สามารถจบักบั 

arachidonic acid จึงไม่สามารถเปล่ียน arachidonic acid ไปเป็น prostaglandins ได ้ท าใหส้ามารถ

ลดการอกัเสบ และบรรเทาอาการปวดในผูป่้วยโรคขอ้เส่ือม (Luong et al., 1996) 
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รูปท่ี 2 โครงสร้างยาคีโทโรแลก็ 

(ท่ีมา http://en.wikipedia.org/wiki/Ketorolac) 

ในการปฏิบติัโดยทัว่ไป แพทยจ์ะฉีดยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรท่ี

บริเวณกลา้มเน้ือ โดยยาคีโทโรแลก็จะถูกดูดซึมเขา้กระแสเลือดใชเ้วลาประมาณ 50 นาที และ

ไหลเวียนทัว่ร่างกายผา่นทางระบบโลหิต  โดยมีความเขม้ขน้ยาคีโทโรแลก็ประมาณ  10 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร และมีค่าคร่ึงชีวิตประมาณ 6 ชัว่โมง หลงัจากนั้นยาคีโทโรแลก็จะเผาผลาญท่ีตบั และ

ถูกขบัออกจากร่างกายผา่นทางปัสสาวะ (Brocks and Jamali, 1992) เน่ืองจากการฉีดยาคีโทโรแลก็

ท่ีบริเวณกลา้มเน้ือ ท าใหย้าคีโทโรแลก็มีความเขม้ขน้ลดลง และใชเ้วลานานในการออกฤทธ์ิ ดงันั้น

จึงไดมี้แนวความคิดวา่หากท าการฉีดยาคีโทโรแลก็ในบริเวณท่ีเป็นโรคขอ้เส่ือมโดยตรงอาจท าให้

ยาสามารถออกฤทธ์ิไดดี้และเร็วยิง่ข้ึน เน่ืองจากไดมี้การศึกษาท่ีมีการฉีดยาคีโรแลก็ 60 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ในบริเวณขอ้เข่าของผูป่้วยท่ีไดรั้บการผา่ตดัส่องกลอ้ง พบวา่สามารถบรรเทาอาการปวด

ในผูป่้วยไดท้นัทีหลงัจากการฉีดยาคีโทโรแลก็ในบริเวณดงักล่าว และเม่ือเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง 

ไม่พบผลขา้งเคียงจากการฉีดยาคีโทโรแลก็ในบริเวณขอ้เข่า  (Calmet et al., 2004) นอกจากนั้นยงัมี

การศึกษาท่ีฉีดยาคีโทโรแลก็ร่วมกบั hyaluronic acid ในบริเวณขอ้เข่าของผูป่้วยโรคขอ้เข่าเส่ือม 

พบวา่เม่ือฉีดยาคีโทโรแลก็ร่วมกบั hyaluronic acid ใหป้ระสิทธิภาพในการบรรเทาอาการปวดไดดี้

และเร็วกวา่การฉีด hyaluronic acid เพียงอยา่งเดียว  (Lee et al., 2011) รวมไปถึงมีการศึกษาท่ีฉีดยา 

tenoxicam ซ่ึงเป็นยาท่ีจดัอยูใ่นกลุ่ม NSAIDs เช่นเดียวกบัคีโทโรแลก็  โดยฉีดยา tenoxicam บริเวณ

ขอ้เข่าในผูป่้วยโรคขอ้เข่าเส่ือม พบวา่เม่ือฉีดยาบริเวณขอ้เข่าโดยตรง สามารถบรรเทาอาการปวดได้

ดีกวา่การรับประทานยา (Oztuna et al., 2007) 

http://en.wikipedia.org/wiki/Ketorolac
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อยา่งไรกดี็ไดมี้การศึกษาพบวา่เม่ือท าการฉีดยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตรบริเวณขอ้เข่าในหนู หลงัจากนั้นน าเน้ือเยือ่ในบริเวณขอ้เข่า ประกอบดว้ย กระดูกอ่อนผวิ

ขอ้ เน้ือกระดูก และเยือ่บุขอ้มาวิเคราะห์ทางพยาธิวิทยา ไม่พบความเปล่ียนแปลงหรือเกิดการ

อกัเสบของเน้ือเยือ่เม่ือเวลาผา่นไป 24 และ 48 ชัว่โมง แต่เม่ือเวลาผา่น 5 วนั หลงัจากฉีดยาคีโทโร

แลก็พบวา่เกิดการอบัเสบขั้นรุนแรง และเน้ือเยือ่ในบริเวณขอ้เข่าเกิดความเปล่ียนแปลงเม่ือ

เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีฉีด saline solution (Irwin et al., 1998) 

นอกจากนั้นยงัมีการศึกษาถึงผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อกระดูกอ่อนผวิขอ้ในกระต่าย  เม่ือ

ฉีดยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือเวลาผา่นไป 15 อาทิตยห์ลงัจากฉีดยาคี

โทโรแลก็ พบวา่ยาคีโทโรแลก็กระตุน้ใหเ้กิดการอกัเสบ และเม่ือน าตวัอยา่งกระดูกอ่อนผวิขอ้มา

วิเคราะห์ทางพยาธิวิทยา พบวา่เกิดความเสียหายบริเวณกระดูกอ่อนผวิขอ้ โดยท่ีกระดูกอ่อนผวิขอ้

เกิดเป็นรอยแตก และเซลลก์ระดูกอ่อนมีการจดัเรียงตวัท่ีเปล่ียนแปลงไป โดยเซลลก์ระดูกอ่อนจะ

รวมกลุ่มกนั เซลลไ์ม่กระจายตวัในกระดูกอ่อนผวิขอ้เหมือนกบักลุ่มควบคุมท่ีฉีด saline solution 

(Shapiro et al., 2007) 

 เม่ือน าเซลลก์ระดูกอ่อนจากกระดูกอ่อนของหนูมาเพาะเล้ียงและท าการทดสอบถึงผลของ

ยาในกลุ่มของ NSAIDs พบวา่ยาในกลุ่มของ NSAIDs กระตุน้ใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนเกิดแอพอปโท

ซิส นอกจากนั้นยงัท าใหมี้การยบัย ั้งการแบ่งตวัของเซลลก์ระดูกอ่อน จึงอาจเป็นสาเหตุใหก้าร

ซ่อมแซมกระดูกอ่อนผวิขอ้เป็นไปไดช้า้ (Chang et al., 2006) 

 เน่ืองจากการศึกษาก่อนหนา้น้ีไดท้  าในสตัวท์ดลอง และเซลลก์ระดูกอ่อนของสตัวท์ดลอง

เท่านั้น ท าใหไ้ม่สามารถทราบไดแ้น่ชดัวา่ยา คีโทโรแลก็ ส่งผลอยา่งไรกบัเซลลก์ระดูกอ่อนของ

มนุษย ์ดงันั้นการศึกษาถึงผลของยา คีโทโรแลก็ ท่ีมีต่อแอพอปโทซิสและการแสดงออกของยนี

ซ่อมแซมของเซลลก์ระดูกอ่อนจึงสามารถน าขอ้มูลไปใชเ้พื่อประกอบการตดัสินใจของแพทยใ์น

การใชย้าคีโทโรแลก็ในผูป่้วยโรคขอ้เข่าเส่ือม 
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เทคนิคที่ใช้ในการวจิยั 

1. MTT assay 

เทคนิค MTT assay เป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการวดัระดบัความมีชีวิตของเซลล ์โดยมีหลกัการคือ 

เซลลท่ี์มีชีวิตจะสามารถสงัเคราะห์เอนไซม์  succinate dehydrogenase จากไมโทคอนเดรียได ้ซ่ึงจะ

สามารถเปล่ียนสาร MTT ท่ีมีสีเหลือง ใหก้ลายเป็นผลึก formazan ท่ีมีสีม่วง และสามารถดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืนประมาณ  540-570 นาโนเมตร ในขณะท่ีเซลลต์ายไมโทคอนเดรียจะเสียสภาพ 

ท าใหไ้ม่สามารถสงัเคราะห์เอนไซม ์ succinate dehydrogenase เพื่อเปล่ียนสาร MTT ใหเ้ป็นผลึก 

formazanได ้ดงันั้นจึงสามารถวดัระดบัความมีชีวิตของเซลลไ์ดโ้ดยการใชเ้ทคนิค MTT assay 

(Sylvester, 2011) 

2. Terminal deoxynucleotidyltransferasedUTP nick end labeling (TUNEL) assay 

เม่ือเซลลเ์กิดแอพอปโทซิส สณัฐานวิทยาของเซลลจ์ะเปล่ียนแปลงไป โดยเยือ่หุม้เซลลจ์ะ

โป่งพอง เกิดการหดตวัของโครมาทินและไซโตพลาสซึม มีการแตกหกัของดีเอน็เอ เซลลมี์การหด

ตวัหลงัจากนั้นเซลลจ์ะแตกออกเป็นเซลลเ์ลก็ ๆ เรียกวา่ apoptotic body (Elmore, 2007) ซ่ึงเทคนิค 

TUNEL assay จะอาศยัการแตกหกัของดีเอน็เอในการตรวจสอบเซลลท่ี์เกิดแอพอปโทซิส โดยเม่ือ

เกิดการแตกหกัของดีเอน็เอเกิดข้ึน อนุพนัธ์  dUTP ท่ีมีการติดฉลากเรืองแสงจะเขา้ไปแทรกบริเวณ

ปลาย 3’ OH ดว้ยเอนไซม ์terminal deoxynucleotidyltransferase ท าใหส้ามารถตรวจสอบเซลลท่ี์

เกิดแอพอปโทซิสได ้(Lawry, 2004) 

3. Live/Dead assay 

เป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการตรวจสอบเซลลท่ี์มีชีวิต และเซลลต์ายไดพ้ร้อมกนั โดยมีหลกัการ

คือ สาร Calcein AM ท่ีไม่สามารถเรืองแสงได ้จะสามารถผา่นเยือ่หุม้เซลลเ์ขา้ไปในเซลล ์เน่ืองจาก

สาร Calcein AM เป็นสารท่ีมีประจุ ดงันั้นเยือ่หุม้เซลลจึ์งยอมใหส้าร Calcein AM เคล่ือนท่ีเขา้ไป

ในเซลล ์จากนั้นเซลลท่ี์มีชีวิตจะมีการสงัเคราะห์เอนไซม ์ intracellular esterase ซ่ึงจะไปตดัหมู่ 

acetomethoxy ท าใหส้าร Calcein AM เป็นสารท่ีไม่มีประจุ ดงันั้นสาร Calcein AM จึงไม่สามารถ

ผา่นเยือ่หุม้เซลลอ์อกไปได ้และนอกจากนั้นยงัท าใหส้าร Calcein AM เรืองแสงได ้ดงันั้นจึงท าให้

เซลลท่ี์มีชีวิตติดสีเขียวของสารเรืองแสง Calcien AM ส่วนเซลลต์ายนั้นจะมีการเส่ือมสภาพของเยือ่
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หุม้เซลลแ์ละเยือ่หุม้นิวเคลียส ดงันั้นจึงท าใหส้าร EthD-1 สามารถเขา้ไปจบักบัท่ีดีเอน็เอท่ีบริเวณ 

minor groove ดงันั้นจึงท าใหเ้ซลลต์ายติดสีแดงของ EthD-1  
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บทที ่3 

วธีิด าเนินการวจิัย 

 

วสัดุอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการวจิยั 

1. ไมโครปิเปต: P2 (0.2-2µl), P20 (2-20µl), P200 (20-200µl), P1000 (0.1-1ml) (Gilson, 

France) 

2. ทิป : 10 µl, 200 µl, 1,000 µl 

3. หลอดชนิด Microcentrifuge : 0.2 ml, 1.5 ml  

4. หลอดชนิด Polypropylene conical : 15 ml, 50 ml (Kartell, Italy) 

5. บีกเกอร์: 250 ml (Pyrex, USA) 

6. ขวดดูแรน: 100 ml, 1000 ml (Duran, Germany) 

7. ขวดรูปชมพู ่: 250 ml (Pyrex,USA) 

8. กระบอกตวง : 100 ml (Glassco, UK) 

9. แท่นวางหลอด (rack) 

10. พาราฟิลม์ (Bemis, USA) 

11. ปิเปตดูดจ่ายสารอตัโนมติั (Corning, USA) 

12. หลอดฉีดยา : 10 ml, 20 ml (Nipro, Japan) 

13. ฟิลเตอร์กรองอาหารขนาด 0.2 µm (Corning, USA) 

14. ขวดเล้ียงเซลล ์: T-25, T-75 (Corning, USA) 

15. จานเล้ียงเซลล ์96 หลุม (Corning, USA) 

16. Cell strainer (SPL, Korea) 

17. ปิเปตปลอดเช้ือ (Costar®Stripette) : 5 ml, 10 ml, 25 ml (Corning, USA) 

18. สไลดเ์ล้ียงเซลล ์8 หลุม (Nunc, USA) 

19. กลอ้งจุลทรรศน์แบบหวักลบั ส าหรับส่องเซลล ์(Inverted microscope) (Motic, Germany) 
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20. กลอ้งจุลทรรศน์เรืองแสง (Fluorescence microscope) (Olympus, Japan) 

21. สไลดน์บัเซลล ์(Haemacytometer) (BOECO, Germany) 

22. เคร่ืองวอร์เทก็ซ ์(WiseMix®, Korea) 

23. เคร่ืองเซนทริฟิวจส์ าหรับหลอดชนิด Microcentrifuge (Hettichzentrifugen, Germany) 

24. เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ (Biometra®, Germany) 

25. ถาดส าหรับเตรียมเจล พร้อมหวี (Bioer, Chaina) 

26. เคร่ืองอิเลก็โทรโฟริซิส (Bioer, Chaina) 

27. ตูส้ าหรับเล้ียงเซลล ์(CO2 incubator) (Thermo Scientific, USA) 

28. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 

29. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Microplate reader) (Dynex, USA) 

30. คิวเวต 

31. เคร่ืองถ่ายภาพเจล (Gel Doc) (BIO-RAD, USA) 

32. ตูเ้ยน็ 4 °C (Sharp, Japan) 

33. ตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -20°C (Sanden Inter Cool, Thailand) 

34. ตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -80 °C (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC, USA) 

35. วอเตอร์บาธ (Major Science, Taiwan) 

36. เคร่ืองน่ึงความดนัส าหรับฆ่าเช้ือ (Autoclaved) 

37. เคร่ืองไมโครเวฟ (Sharp, Japan) 

38. เคร่ืองชัง่ดิจิตอล (OHAUS®, USA) 

 

สารเคมีทีใ่ช้ในการวจิยั 

1. สารเคมีทัว่ไป 

1.1 Absolute ethanol (Merck, Germany) 

1.2 Agarose, molecular grade (ISC BioExpress, Spain) 

1.3 Ethidium bromide (Bio Basic inc, USA) 
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1.4 EDTA (Research organics, USA) 

1.5 Boric acid (Research organics, USA) 

1.6 Trisaminomerthane (Research organics, USA) 

1.7 100 Base Pair DNA ladder (Biolab, Thailand) 

2. สารเคมีท่ีใชใ้นการท า PCR 

2.1 5x PCRBIO reaction buffer (Fermentas, USA) 

2.2 5 U/µl PCRBIO HS TaqDNA Polymerase (Fermentas, USA) 

2.3 Oligonucleotide primer (Biodesign, Thailand) 

3. สารเคมีท่ีใชใ้นการเล้ียงเซลล ์

3.1 Dulbecco’s Modified Eagle Medium : Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) 

(GIBCO, USA) 

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

3.2 Trypsin-EDTA (GIBCO, USA) 

3.4 100x Antibiotic-Antimycotic (GIBCO, USA) 

3.5 Phosphate Buffered Saline (GIBCO, USA) 

3.6 Tryphan Blue (GIBCO, USA) 

3.7 215 U/mg Collagenase Type II (GIBCO, USA) 

3.8 35 U/mg Protease (Invitrogen, USA) 

3.9 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (D-PBS) (GIBCO, USA) 

4. ชุดสารเคมีส าเร็จรูปท่ีใชใ้นงานวิจยั 

4.1 RNeasy® Mini Kit (Qiagen, USA) 

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

4.3 SsoFastTM EvaGreen® Supermix (Bio-Rad, USA) 

4.4 PrestoBlue® Cell Viability Reagent (Invitrogen, USA) 

4.5 LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit (Invitrogen, USA) 

4.6 DeadEndTM Fluorometric TUNEL System (Promega, USA) 
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วธีิด าเนินการวจิยั 

8. ขออนุมติัจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจยัในมนุษย ์โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิม

พระเกียรติ 

9. การเกบ็ตวัอยา่งกระดูกอ่อนผวิขอ้และการเพาะเล้ียงเซลลก์ระดูกอ่อน 

10. พิสูจน์วา่เซลลท่ี์สกดัไดเ้ป็นเซลลก์ระดูกอ่อน 

11. ศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อระดบัความมีชีวิตเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยวิธี MTT assay 

12. ศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อแอพอปโทซิสของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยวิธี  

TUNEL assay 

13. ศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อการตายของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยวิธี Live/Dead assay 

14. ศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อการแสดงออกของยนี ACAN และ BMP2  

ท่ีมีความเก่ียวขอ้งต่อการซ่อมแซมของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยวิธี real-time PCR 

 

1. การ ขออนุมัติ งานวจิัย จากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวจัิยในมนุษย์ โรงพยาบาล

ธรรมศาสตร์เฉลมิพระเกยีรติ 

ด าเนินการขออนุมติังานวิจยัจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจยัในมนุษย ์ซ่ึงมี

สาระส าคญัคือ อาสาสมคัรตอ้งยนิยอมเขา้ร่วมงานวิจยัดว้ยความสมคัรใจ และขอ้มูลท่ีไดจ้าก

อาสาสมคัรจะถูกเกบ็เป็นความลบั โดยงานวิจยัท่ีไดรั้บการอนุมติัมีหนงัสือรับรองเลขท่ี 073/2555 

และรหสัโครงการวิจยัเลขท่ี MTU-EC-OT-4-062/55 (ภาคผนวก ก) 

2. การเกบ็ตัวอย่างกระดูกอ่อนผวิข้อและการเพาะเลีย้งเซลล์กระดูกอ่อน 

เกบ็ตวัอยา่งกระดูกอ่อนผวิขอ้โดยแพทย ์ซ่ึงเกบ็จากผูป่้วยท่ีไดรั้บการผา่ตดัเปล่ียนผวิขอ้เข่า

จ านวน 9 คน  โดยผูป่้วยท่ีไดรั้บการผา่ตดัเปล่ียน ผวิขอ้เข่า ผูป่้วยจะตอ้งไม่มีประวติัในการฉีดยา

กลุ่มของ NSAIDs ในบริเวณขอ้เข่าโดยตรงเพื่อบรรเทาอาการปวดเป็นระยะเวลา 6 เดือนก่อนท า

การผา่ตดัเปล่ียนผวิขอ้เข่า 
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2.1 การเร่ิมต้นเลีย้งเซลล์กระดูกอ่อนปฐมภูมิ (Primary cell) 

ในขั้นตอนการสกดัเซลลก์ระดูกอ่อนจะตอ้งท าภายในตูป้ลอดเช้ือเพื่อป้องกนัการ

ปนเป้ือน เพาะเล้ียงเซลลก์ระดูกอ่อนตามวิธีของ Mary B. Goldring (Picot and Jones, 2005)โดย

ตดักระดูกอ่อนใหเ้ป็นช้ินขนาดเลก็ขนาดประมาณ 5 × 5 × 2 มิลลิเมตร ดว้ยใบมีดผา่ตดั น าช้ิน

กระดูกอ่อนใส่ในหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร ลา้งกระดูกอ่อนดว้ย PBS โดยดูดปิเปตข้ึนลงเบา ๆ 

หลงัจากนั้นยอ่ยช้ินส่วนกระดูกอ่อนโดยใชเ้อนไซม์  protease 35 ยนิูตต่อมิลลิกรัม น ้ าหนกั 50 

มิลลิกรัม ละลายในอาหาร DMEM/F12 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีกรองดว้ยฟิลเตอร์ขนาดรู 0.2 µm 

บ่มเป็นเวลา 30 นาที ลา้งช้ินส่วนกระดูกอ่อนดว้ย PBS หลงัจากนั้นยอ่ยช้ินส่วนกระดูกอ่อนโดยใช้

เอนไซม ์collagenase 215 ยนิูตต่อมิลลิกรัม น ้ าหนกั 50 มิลลิกรัม ละลายในอาหาร DMEM/F12 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีกรองดว้ยฟิลเตอร์ขนาดรู 0.2 µm บ่มเป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส สภาวะมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ 5 เปอร์เซ็นต ์เม่ือบ่มครบเวลา กรองช้ินส่วน

กระดูกอ่อนโดยใช ้cell strainer ยา้ยของเหลวท่ีผา่นจากการกรองใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ป่ัน

ตกเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ลา้งตะกอนเซลลด์ว้ย PBS

ป่ันตกเซลลก์ระดูกอ่อนอีกคร้ัง ดูด PBS ท้ิง จากนั้นใส่อาหาร DMEM/F12 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลง

ในหลอดท่ีมีตะกอนเซลลก์ระดูกอ่อน ดูดปิเปตข้ึนลงเบา ๆ เพื่อใหต้ะกอนเซลลก์ระดูกอ่อนกระจาย

ตวั หลงัจากนั้นยา้ยเซลลก์ระดูกอ่อนไปเล้ียงในขวดเล้ียงเซลลข์นาดพี้นท่ีหนา้ตดั 25 ตาราง

เซนติเมตร  (T-25) ท่ีมีอาหาร DMEM/F12 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ท่ีมีส่วนผสมของ FBS 10 

เปอร์เซ็นต ์(v/v) และยาปฏิชีวนะ antibiotic-antimycotic 1 เปอร์เซ็นต ์(v/v) เล้ียงเซลลก์ระดูกอ่อนท่ี

ไดใ้นตูเ้ล้ียงเซลลท่ี์มีสภาวะก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์5 เปอร์เซ็นต ์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

2.2 การเพาะเลีย้งเซลล์กระดูกอ่อน 

เปล่ียนอาหารใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนทุก 2-3 วนั โดยใชปิ้เปตปลอดเช้ือดูดอาหารเก่าจาก

ขวดเล้ียงเซลลอ์อก จากนั้นใส่อาหาร DMEM/F12 ท่ีผสม FBS และยาปฏิชีวนะ antibiotic-

antimycotic ลงในขวดเล้ียงเซลล ์ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เม่ือเซลลก์ระดูกอ่อนเพิ่มจ านวนประมาณ 90

เปอร์เซ็นต์ของพี้นท่ีหนา้ตดั จึงยา้ยเซลลก์ระดูกอ่อนไปเล้ียงในขวดเล้ียงเซลลท่ี์มีพื้นท่ีหนา้ตดั 75 

ตารางเซนติเมตร (T-75) เพื่อเพิ่มจ านวนเซลลก์ระดูกอ่อน น าเซลลก์ระดูกอ่อนออกจากขวดเล้ียง
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เซลลโ์ดยดูดอาหารเก่าในขวดเล้ียงเซลลท้ิ์ง ลา้งเซลลด์ว้ย PBS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 

Trypsin-EDTA ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บ่มในตูเ้ล้ียงเซลลป์ระมาณ 5 นาที เติมอาหารปริมาตร 1 

มิลลิลิตร เพื่อยบัย ั้งปฏิกิริยาการท างานของ trypsin เคาะขวดเล้ียงเซลลเ์บา ๆ เพื่อใหเ้ซลลห์ลุดออก

จากขวดเล้ียงเซลล ์น าไปดูวา่เซลลห์ลุดหรือไม่โดยน าไปส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบหวักลบั 

จากนั้นยา้ยเซลลก์ระดูกอ่อนไปเล้ียงในขวดเล้ียงเซลลข์นาด T-75 ท่ีมีอาหาร DMEM/F12 ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร 

3. พสูิจน์ว่าเซลล์ทีส่กดัได้เป็นเซลล์กระดูกอ่อน 

3.1 การสกดัอาร์เอน็เอ 

เม่ือเพาะเล้ียงเซลลก์ระดูกอ่อนจนไดป้ริมาณเซลลก์ระดูกอ่อนประมาน 90 เปอร์เซ็นต์

ของพื้นท่ีหนา้ตดั น าเซลลก์ระดูกอ่อนออกจากขวดเล้ียงเซลลด์งัวิธีท่ีไดก้ล่าวไปแลว้ขา้งตน้ จากนั้น

ป่ันตกเซลลก์ระดูกอ่อนในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 

นาที ลา้งตะกอนเซลลด์ว้ย PBS ป่ันตกเซลลก์ระดูกอ่อนอีกคร้ังน าตะกอนเซลลก์ระดูกอ่อนมาสกดั

อาร์เอน็เอดว้ย RNeasy® Mini Kit (Qiagen, USA) ซ่ึงมีขั้นตอนการสกดัดงัน้ี เติมบฟัเฟอร์ RLT 

ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เพื่อท าใหเ้ซลลแ์ตก ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชไ้มโครปิเปตดูดข้ึนลง 

จนกระทัง่ตะกอนเซลลก์ระจายตวั น าหลอดไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบสูงสุด เป็นเวลา 3 นาที ยา้ย

ส่วนใสไปใส่ในหลอดใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใส่เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต ์ (v/v) ปริมาตร 600 

ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชไ้มโครปิเปตดูดข้ึนลง ยา้ยของเหลวทั้งหมดลงใน RNeasy Mini 

spin column ซ่ึงใส่อยูใ่น collection tube น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 15 วินาที เทส่วนใสท่ีอยูภ่ายใน collection tube ท้ิง เติมบฟัเฟอร์ RW1 ปริมาตร 700 

ไมโครลิตร ลงใน  RNeasy Mini spin column น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 15 วินาที เทส่วนใสท่ีอยูภ่ายใน collection tube ท้ิงเติมบฟัเฟอร์ RPE ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ลงใน RNeasy Mini spin column น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 15 วินาที เทส่วนใสท่ีอยูภ่ายใน collection tube ท้ิงเติมบฟัเฟอร์ RPE ปริมาตร 500 

ไมโครลิตรเพื่อลา้งอาร์เอน็เออีกคร้ัง น าไปป่ันป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

2 นาที น า RNeasy Mini spin column วางลงบน collection tube หลอดใหม่ น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบสูงสุด เป็นเวลา 1 นาที เพื่อท าใหส้ารละลายท่ีเหลือไม่ติดอยูบ่นเมมเบรน ยา้ย RNeasy 
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Mini spin column วางลงบนหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้เติม RNase-free water 

ลงบนเมมเบรนในหลอด RNeasy Mini spin column เพื่อละลายตะกอนอาร์เอน็เอใหอ้ยูใ่นรูป

สารละลาย น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท าการละลายตะกอน

อาร์เอน็เอซ ้าอีก 1 คร้ัง จนไดส้ารละลายอาร์เอน็เอปริมาตร 60 ไมโครลิตร 

3.2 Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 

 น าอาร์เอน็เอของเซลลก์ระดูกอ่อนมาเป็นตน้แบบในการสงัเคราะห์ดีเอน็เอคู่สม 

(cDNA) เพื่อใชเ้ป็นตน้แบบในการสงัเคราะห์ยนี  COL2A1 โดยใชชุ้ดส าเร็จรูป SuperScriptTM III 

First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA) สารท่ีใชใ้นการท า RT-PCR และ

สภาวะท่ีใชใ้นการท า RT-PCR แสดงในตารางท่ี 1 และ 2 ตามล าดบั จากนั้นเกบ็ตวัอยา่ง cDNA ท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 

ตารางท่ี 1 สารท่ีใชใ้นการท า RT-PCR 

ชนิดของสาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (ไมโครลติร) 

1.  50 ng/µl Random hexamers 

2.  10 mM dNTP 

3.  25 mM MgCl2 

4.  10X RT buffer 

5.  0.1 M DTT 

7.  200 U/µl SuperScriptTM III RT 

8.  40 U/µl RNaseOUTTM 

9.  2 U/µl RNase H 

10. RNA 

11. DEPC-treated water 

ปริมาตรรวมทั้งหมด 

2.5 ng 

0.5 mM 

5 mM 

1X 

0.01 M 

10 U 

2 U 

0.1 U 

2.5 ng 

 

1.0 

1.0 

4.0 

2.0 

2.0 

1.0 

1.0 

1.0 

 

ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 20 µl 

20.0 
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ตารางท่ี 2 สภาวะในการท า RT-PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 

1.  Denature 

2.  Annealing 

3.  cDNA Synthesis 

4.  Terminate Reaction 

5.  Remove RNA 

65 

25 

50 

85 

37 

5 นาที 

10 นาที 

50 นาที 

5 นาที 

20 นาที 

 

3.3 การเพิม่ปริมาณยนี COL2A1 ในส่วนที่ผลติโปรตีน 

น า cDNA ท่ีไดจ้ากเซลลก์ระดูกอ่อนมาเป็นสายตน้แบบในการเพิ่มปริมาณยนี 

COL2A1 ในส่วนท่ีมีการผลิตโปรตีน (coding region) ดว้ยกระบวนการ Polymerase Chain 

Reaction (PCR) ออกแบบไพรเมอร์โดยใชข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี COL2A1 จาก

ฐานขอ้มูล NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) ดว้ยโปรแกรม Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/) โดยให ้forward primer และ reverse primer จบัในบริเวณรอยต่อของเอก็

ซอน (exon) บนสายเอม็อาร์เอน็เอ forward primer และ reverse primer ตอ้งมีล าดบันิวคลีโอไทดไ์ม่

เกิน 25 นิวคลีโอไทด ์และ PCR product ตอ้งมีขนาดไม่เกิน 200 นิวคลีโอไทด ์เม่ือออกแบบไพร

เมอร์เสร็จ น าไพรเมอร์ท่ีไดม้าตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงต่อยนี COL2A1 ดว้ยโปรแกรม 

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) แลว้ส่งล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพร

เมอร์ท่ีออกแบบไดไ้ปสังเคราะห์ท่ีบริษทั Biodesign และใช้  Glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) เป็นยนีควบคุม ยนืยนัผลจาก PCR product ท่ีได ้โดยการส่ง sequence ท่ี

บริษทั Macrogen สารท่ีใชใ้นการท า PCR และสภาวะท่ีใชใ้นการท า PCR แสดงในตารางท่ี 3 และ 4 

ตามล าดบั  

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore)%20��ѧ�ҡ����ҵ��˹觢ͧ�Թ��
http://frodo.wi.mit.edu/)%20�����%20forward%20primer%20���%20reverse%20primer%20�Ѻ㹺���ǳ��µ�ͧ͢��硫
http://frodo.wi.mit.edu/)%20�����%20forward%20primer%20���%20reverse%20primer%20�Ѻ㹺���ǳ��µ�ͧ͢��硫
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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ตารางท่ี 3 สารท่ีใชใ้นการท า PCR ของยนี COL2A1 

ชนิดของสาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (ไมโครลติร) 

1.  10X PCR buffer 

2.  10 mM dNTP 

3.  25 mM MgCl2 

4.  5 µm Forward primer 

5.  5 µm Reverse primer 

6.  5 U/µl TaqPolymerase 

7.  Distilled water 

8.  cDNA 

ปริมาตรรวมทั้งหมด 

1X 

0.5 mM 

2 mM 

0.2 µm 

0.2 µm 

0.02 U 

 

0.25 ng 

2.0 

1.0 

1.6 

0.8 

0.8 

0.08 

11.72 

2 

20.0 

 

 

ตารางท่ี 4 สภาวะในการท า PCR ของยนี COL2A1 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 

1.  Initial denaturation 

2.  PCR cycle (36 รอบ) 

     - Denature 

     - Annealing 

     - Extension 

3.  Final extension 

94 

 

94 

60 

72 

72 

5 นาที 

 

30 วินาที 

30 วินาที 

1 นาที 

5 นาที 
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3.4 อเิลก็โทรโฟริซิส 

น า PCR product มาท าอิเลก็โทรโฟริซิส เพื่อตรวจหายนี COL2A1 ท่ีไดจ้ากการท า 

PCR บนแผน่ agarose gel 2 เปอร์เซ็นต ์(w/v) โดยใชบ้ฟัเฟอร์ TE และใชค้วามต่างศกัย ์100 โวลต ์

เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นยอ้มแผน่เจลดว้ย ethidium bromide ตรวจสอบแถบดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง

ถ่ายภาพเจล 

4. ศึกษาผลของยาคโีทโรแลก็ที่มีต่อระดับความมีชีวติของเซลล์กระดูกอ่อนด้วยวธีิ MTT assay 

เม่ือเซลลก์ระดูกอ่อนมีจ านวนประมาณ 90 เปอร์เซ็นต ์ของพื้นท่ีหนา้ตดัขวดเล้ียงเซลล์

ขนาด T-75 ดูดอาหารเล้ียงเซลลท้ิ์ง ลา้งเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ย PBS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นใส่ 

trypsin ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปบ่มในตูเ้ล้ียงเซลลท่ี์มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

เคาะขวดเล้ียงเซลลเ์บา ๆ เพื่อใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนหลุดออกจากพื้นขวดเล้ียงเซลล ์เติมอาหารเล้ียง

เซลลป์ริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อยบัย ั้งปฏิกิริยาการท างานของ trypsin ดูดปิเปตข้ึนลงเบา ๆ เพื่อท าให้

เซลลก์ระจายตวั หลงัจากนั้นยา้ยใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อตกตะกอน

เซลลก์ระดูกอ่อนท่ีความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จ านวน 2 คร้ัง ดูดของเหลวท่ี

อยูใ่นหลอดท้ิง เติมอาหารเล้ียงเซลลป์ริมาตร 1 มิลลิลิตร ดูดปิเปตข้ึนลง เพื่อใหเ้ซลลก์ระจายตวั 

จากนั้นนบัจ านวนเซลลด์ว้ยสไลดน์บัเซลล ์ (Haemacytometer) เม่ือทราบความหนาแน่นของเซลล์

กระดูกอ่อน ปรับความหนาแน่นโดยใหมี้เซลลก์ระดูกอ่อนความเขม้ขน้ 150,000 เซลลต่์อมิลลิลิตร 

จากนั้นเล้ียงเซลลก์ระดูกอ่อนในถาดเล้ียงเซลลแ์บบ 96 หลุม โดยใส่หลุมละ 100 ไมโครลิตร (เซลล์

กระดูกอ่อนจ านวน 15,000 เซลลต่์อหลุม) เล้ียงเซลลก์ระดูกอ่อนในตูเ้ล้ียงเซลลท่ี์มีสภาวะก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด ์5 เปอร์เซ็นต ์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมงเม่ือครบเวลา 

ดูดอาหารจากในหลุมท้ิง หยอดยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ี

เจือจางดว้ยอาหาร DMEM/F12 และใช ้saline solution ท่ีเจือจางดว้ยอาหาร DMEM/F12 เป็นกลุ่ม

ควบคุม ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม โดยท าการทดลอง 3 ซ ้าในแต่ละความเขม้ขน้ บ่มในตู ้

เล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาท่ีก าหนด หยอด PrestoBlue® Cell Viability 

Reagent (Invitrogen, USA) ปริมาตร 10 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มในตูเ้ล้ียงเซลลต่์อเป็นเวลา 2 

ชัว่โมง เม่ือครบเวลาน าไปวดัระดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยเคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง 
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โดยใชค้วามยาวคล่ืน 540 นาโนเมตรหลงัจากนั้นน าผลมาวิเคราะห์เพื่อหาเปอร์เซ็นตร์ะดบัความมี

ชีวิตจากสมการ 

ค่าการดูดกลืนแสงของเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ (ค่าเฉล่ีย) 

ค่าการดูดกลืนแสงของเซลลก์ระดูกอ่อนในกลุ่มควบคุม (ค่าเฉล่ีย) 

จากนั้นน าเปอร์เซ็นตร์ะดบัความมีชีวิตมาวิเคราะห์ทางสถิติโดยเปรียบเทียบระดบัความมี

ชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ในแต่ละความเขม้ขน้เปรียบเทียบกบักลุ่ม

ควมคุม วา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่มากกวา่ 95 เปอร์เซ็นต ์

โดยใชก้ารวิเคราะห์ทางสถิติวิธี Paired T-test ในโปรแกรม Microsoft Office Excel 2007 

(Microsoft Corperation, USA) 

5. ศึกษาผลของยาคโีทโรแลก็ที่มีต่อ แอพอปโทซิส ของเซลล์กระดูกอ่อนด้วยวธีิ TUNEL 

assay 

เม่ือเซลลก์ระดูกอ่อนมีจ านวนประมาณ 90 เปอร์เซ็นต ์ของพื้นท่ีหนา้ตดัขวดเล้ียงเซลล์

ขนาด T-75 น าเซลลก์ระดูกอ่อนออกจากขวดเล้ียงเซลลโ์ดยใชว้ิธีการเดียวกนักบัการทดลองวิธี 

MTT แต่ความหนาแน่นของเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีใชคื้อ  200,000 เซลลต่์อมิลลิลิตร จากนั้นเล้ียงเซลล์

กระดูกอ่อนในสไลด ์ 8 หลุม โดยใส่หลุมละ 200 ไมโครลิตร (เซลลก์ระดูกอ่อนจ านวน  40,000 

เซลลต่์อหลุม) น าเซลลก์ระดูกอ่อนไปเล้ียงในตูเ้ล้ียงเซลลท่ี์มีสภาวะก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ 5

เปอร์เซ็นต ์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา ดูดอาหารจากในหลุมท้ิง 

หยอดยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีเจือจางดว้ยอาหาร 

DMEM/F12 และใช ้saline solution ท่ีเจือจางดว้ยอาหาร DMEM/F12 เป็นกลุ่มควบคุม ปริมาตร 

200 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มในตูเ้ล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบตามเวลาท่ีก าหนด ดูดยาคี

โทโรแลก็ออกจากหลุม จากนั้นยอ้มเซลลโ์ดยใช ้ DeadEndTM Fluorometric TUNEL System 

(Promega, USA) โดยหยอด formaldehyde ท่ีเจือจางดว้ย PBS ใหมี้ความเขม้ขน้ของ formaldehyde 

4 เปอร์เซ็นต ์(v/v) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที ดูด 

formaldehyde ท้ิง ลา้งสไลดด์ว้ย PBS 2 คร้ัง บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที ดูด PBS ท้ิง จากนั้น

หยอด Triton® X-100 ท่ีเจือจางดว้ย PBS ใหมี้ความเขม้ขน้ของ Triton® X-100 0.2 เปอร์เซ็นต ์(v/v) 

__________________________________________________________×  100 
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ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที ดูด Triton® X-100 ท้ิง ลา้งสไลดด์ว้ย 

PBS 2 คร้ัง บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นหยอดบฟัเฟอร์ Equilibration ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5-10 นาที หยอด TdT reaction mix ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และหลีกเล่ียงไม่ใหส้ไลดโ์ดนแสง  

เม่ือครบเวลา ดูด TdT reaction mix ท้ิง หยอด 2X SSC ท่ีเจือจางดว้ย PBS (v/v) ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที ดูด 2X SSC ท้ิง ลา้งสไลดด์ว้ย PBS 3 คร้ัง บ่มท่ี

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าสไลดไ์ปตรวจสอบการเกิดแอพอปโทซิสของเซลลก์ระดูก

อ่อนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เรืองแสง ก าลงัขยาย 20 เท่า โดยใชฟิ้ลเตอร์ท่ีมีความยาวคล่ืน  495-515 

นาโนเมตร 

6. ศึกษาผลของยาคโีทโรแลก็ที่มีต่อการตายของเซลล์กระดูกอ่อนด้วยวธีิ Live/Dead assay 

เม่ือเซลลก์ระดูกอ่อนมีจ านวนประมาณ 90 เปอร์เซ็นต ์ของพื้นท่ีหนา้ตดัขวดเล้ียงเซลล์

ขนาด T-75 น าเซลลก์ระดูกอ่อนออกจากขวดเล้ียงเซลลโ์ดยใชว้ิธีการเดียวกนักบัการทดลองวิธี 

MTT แต่ความหนาแน่นของเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีใชคื้อ  200,000 เซลลต่์อมิลลิลิตร จากนั้นเล้ียงเซลล์

กระดูกอ่อนในสไลดแ์บบ 8 หลุม โดยใส่หลุมละ 200 ไมโครลิตร (เซลลก์ระดูกอ่อนจ านวน 40,000 

เซลลต่์อหลุม) น าเซลลก์ระดูกอ่อนไปเล้ียงในตูเ้ล้ียงเซลลท่ี์มีสภาวะก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ 5 

เปอร์เซ็นต ์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา ดูดอาหารจากในหลุมท้ิง 

หยอดยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีเจือจางดว้ยอาหาร 

DMEM/F12 และใช ้saline solution ท่ีเจือจางดว้ยอาหาร DMEM/F12 เป็นกลุ่มควบคุม ปริมาตร 

200 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มในตูเ้ล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบตามเวลาท่ีก าหนด ดูดยาคี

โทโรแลก็ออกจากหลุม ลา้งเซลลด์ว้ย D-PBS ปริมาตร 500 ไมโครลิตรต่อหลุม ดูด D-PBS ท้ิง 

จากนั้นยอ้มเซลลโ์ดยใช ้LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit (Invitrogen, USA)โดยเตรียม

สารละลายเพื่อยอ้มเซลลก์ระดูกอ่อน ดูด D-PBS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในหลอดขนาด 15 

มิลลิลิตร ใส่ 2mM EthD-1 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นใส่ 4mM Calcein AM ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองวอร์เทก็ซ์ จากนั้นดูดสารละลายผสมใส่หลุม ปริมาตร 100 

ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มในตูเ้ล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 30-45 นาที จากนั้นน าสไลดไ์ปตรวจสอบการตาย

ของเซลลก์ระดูกอ่อนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เรืองแสง ก าลงัขยาย 20 เท่า โดยใชฟิ้ลเตอร์ท่ีมีความ
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ยาวคล่ืน 495-515 นาโนเมตร เพื่อตรวจสอบเซลลท่ี์มีชีวิต และฟิลเตอร์ท่ีมีความยาวคล่ืน 495-635 

นาโนเมตร เพื่อตรวจสอบเซลลต์าย จ านวน 5 บริเวณ ต่อสไลด ์1 หลุม หลงัจากนั้นหาเปอร์เซ็นต์

การตายของเซลลก์ระดูกอ่อนจากสมการ 

 จ านวนเซลลต์าย (ค่าเฉล่ีย)  

จ านวนเซลลท์ั้งหมด (ค่าเฉล่ีย) 

จากนั้นน าเปอร์เซ็นตก์ารตายของเซลลก์ระดูกอ่อนมาวิเคราะห์ทางสถิติโดยเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์

การตายของเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ในแต่ละความเขม้ขน้เปรียบเทียบกบักลุ่ม

ควมคุม วา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่มากกวา่ 95เปอร์เซ็นต์

โดยใชก้ารวิเคราะห์ทางสถิติวิธี Paired T-test ในโปรแกรม Microsoft Office Excel 2007 

(Microsoft Corperation, USA) 

7. ศึกษาผลของยาคโีทโรแลก็ที่มีต่อการแสดงออกของยนีซ่อมแซมของเซลล์กระดูกอ่อน 

เม่ือเซลลก์ระดูกอ่อนมีจ านวนประมาณ 90 เปอร์เซ็นต ์ของพื้นท่ีหนา้ตดัขวดเล้ียงเซลล์

ขนาด T-25 จ านวน 9 ขวด ดูดอาหารในขวดท้ิง ลา้งเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ย PBS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 

จากนั้นใส่ยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีเจือจางดว้ยอาหาร 

DMEM/F12 และใช ้saline solution ท่ีเจือจางดว้ยอาหาร DMEM/F12 เป็นกลุ่มควบคุม โดยในแต่

ละความเขม้ขน้จะใชเ้ซลลก์ระดูกอ่อนจากขวดเล้ียงเซลลข์นาด T-25 ปริมาณความเขม้ขน้ละ 3 ขวด 

โดยใชย้าคีโทโรแลก็ปริมาตร 2 มิลลิลิตรต่อขวด บ่มในตูเ้ล้ียงเซลล ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจาก

นั้นน าเซลลก์ระดูกอ่อนมาสกดัอาร์เอน็เอ เปล่ียนอาร์เอน็เอใหเ้ป็น  cDNA ดว้ยวิธี RT-PCR ตามวิธี

ท่ีกล่าวไปในขา้งตน้ 

7.1 Real-time PCR 

 ออกแบบไพรเมอร์โดยใชข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี ACAN และ BMP2 จาก

ฐานขอ้มูล NCBI ดว้ยโปรแกรม Primer3 ใช ้Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) เป็นยนีควบคุมเม่ือออกแบบไพรเมอร์เสร็จ น าไพรเมอร์ท่ีไดม้าตรวจสอบความจ าเพาะ

เจาะจงต่อยนี ACAN และ BMP2 ดว้ยโปรแกรม BLAST ส่งล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ท่ี

ออกแบบไดไ้ปสังเคราะห์ท่ีบริษทั Biodesign โดยใชค้วามเขม้ขน้ของไพรเมอร์ในปฏิกิริยา real 

________________________×  100 
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time PCR ดงัตารางท่ี 5 จากนั้นสร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) เพื่อหาประสิทธิภาพของ

ปฏิกิริยาของ PCR ดว้ย CFX96TM (Bio-Rad, USA) โดยใชต้วัอยา่งcDNA ความเขม้ขน้ตั้งตน้ 1X 

(ก าหนดใหต้วัอยา่ง cDNA จากการท า RT-PCR โดยใชอ้าร์เอน็เอตั้งตน้  50 นาโนกรัมมีค่าความ

เขม้ขน้เท่ากบั 1X) เจือจางตวัอยา่ง cDNA ดว้ยน ้ากลัน่ใหมี้ความเขม้ขน้ 1/2x 1/4x1/8x 1/16x และ

1/32x ใชส้ารในการท าปฏิกิริยา real-time PCR ดงัตารางท่ี 6 และสภาวะท่ีใชใ้นการท า real-time 

PCR ดงัตารางท่ี 7 

 

ตารางท่ี 5 ความเขม้ขน้ของไพรเมอร์ในปฏิกิริยา real time PCR 

ช่ือยนี Accession number ความเข้มข้น (nM) 

ACAN NM_001135.3 300 

BMP2 NM_001200.2 300 

GAPDH NM_001256799.1 250 

 

ตารางท่ี 6 สารท่ีใชใ้นการท า real-time PCR 

ชนิดของสาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (ไมโครลติร) 

1.SsoFastTMEvaGreen®Supermix 
 

10.0 
2. 5 µM Forward primer  250-300 nM ดงัตารางท่ี 5 
3. 5 µM Reverse primer  250-300 nM ดงัตารางท่ี 5 
4. Distilled water 

 
ปรับปริมาตรเป็น 20 

5. cDNA 0.25  ng 2.0 
รวมปริมาตร 

 
20.0 
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ตารางท่ี 7 สภาวะในการท า real-time PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 

1.  Enzyme activation 

2.  PCR cycle (40 รอบ) 

     - Denaturation 

     - Annealing/Extension 

3.  Melt curve 

95 

 

95 

56 

65-95 

(เพิ่มข้ึนทีละ 0.5) 

30 วินาที 

 

5 วินาที 

5 วินาที 

2-5 วินาที 

 

การทดสอบค่าประสิทธิภาพ (efficiency) ท่ีไดจ้ากการสร้างกราฟมาตรฐาน สามารถอธิบาย

ถึงความสัมพนัธ์ของรอบท่ีใชใ้นการท า PCR เพื่อใหไ้ดป้ริมาณ PCR product ท่ีตอ้งการ (Ct cycle) 

โดยท่ีค่า efficiency ควรมีค่าเขา้ใกล ้100 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงแสดงวา่ปริมาณดีเอน็เอจะเพิ่มข้ึนใกลเ้คียง

สองเท่าในแต่ละรอบของปฏิกิริยา PCR (exponential) การก าหนดค่า threshold ควรก าหนดรอบ

ปฏิกิริยาท่ีใชใ้นการท า PCR นอ้ยท่ีสุด โดยท่ีจะตอ้งไม่เกิด primer dimer และความเขม้ขน้ของ 

cDNA จะตอ้งมีความเหมาะสมต่อปฏิกิริยาเพื่อใหไ้ดป้ริมาณดีเอน็เอเพิ่มข้ึนสองเท่า สามารถ

ค านวณค่า efficiency  ดงัสมการท่ี 1 (Livak and Schmittgen, 2001) 

สมการท่ี 1 เปอร์เซ็นตป์ระสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในแต่ละคู่ไพรเมอร์ 

% efficiency = (E - 1) x 100% 

      = (10-1/slope - 1) x 100% 

เม่ือ E คือ ประสิทธิภาพของปฏิกิริยา PCR ในแต่ละคู่ไพรเมอร์ 

       slope คือ ความชนัของกราฟ 
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 หาค่า efficiency ของปฏิกิริยาดว้ย  Bio-Rad CFX Manager (Bio-Rad, USA) โดยค่า

สมัประสิทธ์ิการตดัสินใจ (coefficient of determination, r2) ควรมีค่าเขา้ใกล ้1 แสดงวา่ขอ้มูลส่วน

ใหญ่มีความสมัพนัธ์กนัในแนวเสน้ตรงท าใหค่้าประสิทธิภาพของปฏิกิริยามีความน่าเช่ือถือ ดงันั้น

จึงใชส้ภาวะท่ีมีค่าประสิทธิภาพของปฏิกิริยาท่ีอยูใ่นช่วง เขา้ใกล ้100 เปอร์เซ็นต์ ในการศึกษาการ

แสดงออกของยนี 

7.2 วเิคราะห์ผลการแสดงออกของยนี ACAN และ BMP2 

ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยนีแบบ comparative quantification ดว้ยวิธี 

2- ∆∆Ct เพื่อวิเคราะห์ผลการแสดงออกของยนี ACAN และ BMP2 และใช ้GAPDH ซ่ึงเป็นยนีควบคุม 

ดงัสมการท่ี 2 โดยเปรียบเทียบค่า Ct ระหวา่งเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีไม่ไดท้ดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ 

(กลุ่มควบคุม) กบัเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีเล้ียงพร้อมยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1 และ 5 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร การแสดงออกของยนี จะถูกวิเคราะห์ผลทางสถิติ โดยใช ้ Paired T-test ในโปรแกรม 

Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corperation, USA) เพื่อวิเคราะห์หาผลการแสดงออกของ

ยนีท่ีมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีทดสอบดว้ยยาคีโทโร

แลก็เขม้ขน้ 1 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ท่ีระดบัความเช่ือมัน่

มากกวา่ 95 เปอร์เซ็นต ์

สมการท่ี 2 Comparative quantification 

Fold difference  = 2- ∆∆Ct 

= 2- (∆Ct (test) – ∆Ct (calibrator)) 

  = 2- [(Ct (target, test) – Ct (ref, test)) – (Ct (target, calibrator) – Ct (ref, calibrator))] 

เม่ือ  Ct (target, test) คือ Ct ของยนีเป้าหมายจากเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ 

Ct (ref, test) คือ Ct ของ GAPDH จากเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ 

Ct (target, calibrator) คือ Ct ของยนีเป้าหมายจากกลุ่มควบคุม 

 Ct (ref, calibrator) คือ Ct ของ GAPDH จากกลุ่มควบคุม 



32 
 

บทที ่4 

ผลการศึกษา 

 
1. ผลการออกแบบไพรเมอร์ 

ผลจากการออกแบบไพรเมอร์โดยใชโ้ปรแกรม Primer 3 ยนี COL2A1 มี PCR product 

ขนาด 127 bp ยนี ACAN มี PCR product ขนาด 149 bp ยนี BMP2 มี PCR product ขนาด 152 bp

และยนี GAPDH มี PCR product ขนาด 226 bp ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ดงัตารางท่ี 8 

 

ตารางท่ี 8 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

ช่ือยนี ล าดับนิวคลโีอไทด์ของไพรเมอร์ (5’  3’) Tm 

COL2A1 F :  GACAAAGGTGAAAAAGGTGCCCC 67.80 

 
R : CAGCAAAGTTTCCACCAAGACCAG 61.40 

ACAN F :   AGACTGTCAGATACCCCATC 55.72 

 
R :  AAAGACCTCACCCTCCATCTC 58.81 

BMP2 F :   CGCAGCTTCCACCATGAAGAATC 62.32 

 
R :  GCATCTTGCATCTGTTCTCGG 59.67 

GAPDH F :  GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 57.18 

 
R : GAAGATGGTGATGGGATTTC 53.72 
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2. การพสูิจน์ว่าเซลล์ทีส่กดัได้เป็นเซลล์กระดูกอ่อน 

เม่ือเพาะเล้ียงเซลลท่ี์ไดจ้ากการสกดักระดูกอ่อนผวิขอ้พบวา่เซลลท่ี์สกดัไดมี้ลกัษณะเรียว

ยาว คลา้ยเซลลเ์ก่ียวพนั (fibroblast) และมีลกัษณะเป็นเซลลเ์กาะพื้นผวิ ดงัรูปท่ี3 

 

 
 

รูปท่ี 3 เซลลท่ี์สกดัไดจ้ากกระดูกอ่อนผวิขอ้เม่ือเล้ียงไป 1 passage 

 

เม่ือน าเซลลไ์ปสกดัอาร์เอน็เอ และน ามาท า RT-PCR เพื่อเปล่ียนอาร์เอน็เอใหเ้ป็น  cDNA

จากนั้นจึงใช ้cDNA เป็นตน้แบบในการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณยนี COL2A1 แลว้น า PCR product 

มาผา่นเจลอิเลก็โทรโฟริซิสเพื่อตรวจสอบวา่เซลลท่ี์สกดัไดเ้ป็นเซลลก์ระดูกอ่อนหรือไม่ พบวา่ทุก

ตวัอยา่งจากเซลลท่ี์สกดัไดจ้ากกระดูกอ่อนผวิขอ้จากผูป่้วยท่ีไดรั้บการผา่ตดัเปล่ียนผวิขอ้เข่า มีการ

แสดงออกของยนี COL2A1 เช่นเดียวกบั commercial chondrocyte โดยเกิดแถบท่ีชดัเจนขนาด 127 

bp ซ่ึงตรงกบัขนาดของไพรเมอร์ท่ีมีการออกแบบใหมี้ความจ าเพาะเจาะจงต่อยนี COL2A1

นอกจากนั้นยนืยนัผลโดยการส่ง sequence พบวา่ PCR product ท่ีไดคื้อยนี COL2A1 ดงัรูปท่ี 4 

10X 
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รูปท่ี 4 ผลการแสดงออกของยนี COL2A1 และ GAPDH 

จาก cDNA ของเซลลท่ี์สกดัไดจ้ากกระดูกอ่อนผวิขอ้ 

โดย M คือ Marker, neg คือ negative control, CC. คือ commercial chondrocyte, 

1-9 คือ เซลลท่ี์สกดัไดจ้ากกระดูกอ่อนของผูป่้วย 

 

3. การศึกษาผลของยาคโีทโรแลก็ที่มีต่อระดับความมีชีวติของเซลล์กระดูกอ่อนด้วยวธีิ MTT 

assay 

เม่ือเพาะเล้ียงเซลลก์ระดูกอ่อนในถาดเล้ียงเซลลช์นิด 96 หลุม และทดสอบเซลลก์ระดูก

อ่อนดว้ยยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช ้ saline solution 

เป็นกลุ่มควบคุมเม่ือเวลาผา่นไป  24 ชัว่โมง พบวา่ระดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนมีค่า 100, 

89, 59 และ 50 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั โดยท่ียาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท า

ใหเ้ปอร์เซ็นตร์ะดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนมีค่าลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม และยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ท าใหเ้ปอร์เซ็นตร์ะดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนมีค่าลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

ยนี COL2A1 

(127 bp) 

ยนี GAPDH 

(226 bp) 

     M      neg        CC.       1          2           3          4           5          6          7           8           9 
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(P < 0.01) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมและเม่ือเวลาผา่นไป 48 ชัว่โมง พบวา่เปอร์เซ็นตร์ะดบั

ความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนมีค่า 98, 83, 59 และ 49 เปอร์เซ็นตามล าดบั ซ่ึงยาคีโทโรแลก็

ความเขม้ขน้ 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท าใหเ้ปอร์เซ็นตร์ะดบัความมีชีวิตของเซลล์

กระดูกอ่อนมีค่าลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.0 1) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมเม่ือ

เปรียบเทียบเปอร์เซ็นตร์ะดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง พบวา่ไม่มี

ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงัรูปท่ี 5 

 

 
 

รูปท่ี 5 ระดบัความมีชีวิต (เปอร์เซ็นต)์ ของเซลลก์ระดูกอ่อนเม่ือทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ 

ความเขม้ขน้0, 1, 5, 10  และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บยา 

* แสดงถึงค่ามีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี P < 0.05 

** แสดงถึงค่ามีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี P < 0.01 
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4. การศึกษาผลของยาคโีทโรแลก็ที่มีต่อแอพอปโทซิสของเซลล์กระดูกอ่อนด้วยวธีิ TUNEL 

assay 

จากผลการศึกษาระดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยวิธี MTT assay จะเห็นไดว้า่

เม่ือท าการทดสอบผลของยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือ

เวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง เปอร์เซ็นตร์ะดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทาง

สถิติ และเปอร์เซ็นตร์ะดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ไม่มีค่า

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงันั้นในการศึกษาถึงผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อแอพอปโท

ซิสของเซลลก์ระดูกอ่อนนั้น จึงศึกษาถึงผลของยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1, 5, 10 และ 20 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงเท่านั้น พบวา่เม่ือความเขม้ขน้ยาคีโทโรแลก็เพิ่มข้ึน ท าให้

เซลลก์ระดูกอ่อนเกิดแอพอปโทซิสเพิ่มมากข้ึน ดงัรูปท่ี 6 

 

 
 

ก 
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รูปท่ี 6 ผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อแอพอปโทซิสของเซลลก์ระดูกอ่อน 

โดย รูป 6 ก คือ กลุ่มควบคุม (saline solution) 

รูป 6 ข คือ เซลลก์ระดูกอ่อนเม่ือทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

รูป 6 ค คือ เซลลก์ระดูกอ่อนเม่ือทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

รูป 6 ง คือ เซลลก์ระดูกอ่อนเม่ือทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

รูป 6 จ คือ เซลลก์ระดูกอ่อนเม่ือทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ง 

จ 
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5. การศึกษาผลของยาคโีทโรแลก็ที่มีต่อการตายของเซลล์กระดูกอ่อนด้วยวธีิ Live/Dead 

assay 

จากผลการศึกษาระดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยวิธี MTT assay จะเห็นไดว้า่

เม่ือท าการทดสอบผลของยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือ

เวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง เปอร์เซ็นตร์ะดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทาง

สถิติและเปอร์เซ็นตร์ะดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ไม่มีค่า

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงันั้นในการศึกษาถึงผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อการตายของ

เซลลก์ระดูกอ่อนนั้น จึงศึกษาถึงผลของยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงเท่านั้น พบวา่เปอร์เซ็นตก์ารตายของเซลลก์ระดูกอ่อนมีค่าเพิ่ม 12, 28, 

43 และ 53 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม โดยท่ีเปอร์เซ็นตก์ารตายของ

เซลลก์ระดูกอ่อนมีค่าเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของยาคีโทโรแลก็เพิ่มข้ึน โดยท่ียาคีโทโรแลก็ความ

เขม้ขน้ 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท าใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารตายของเซลลก์ระดูกอ่อนมีค่า

สูงข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.01) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ดงัรูปท่ี 7 

 

 
รูปท่ี 7 เปอร์เซ็นตก์ารตายของเซลลก์ระดูกอ่อนเม่ือทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ 

ความเขม้ขน้ 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บยา 

** แสดงถึงค่ามีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี P < 0.01 
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6. การศึกษาผลของยาคโีทโรแลก็ที่มีต่อการแสดงออกของยนีซ่อมแซมของเซลล์กระดูกอ่อน 

ด้วยวธีิ Real-time PCR  

จากผลการศึกษาระดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยวิธี MTT assay และผล

การศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อการตายของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยวิธี Live/Dead assayจะเห็น

ไดว้า่ยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท าใหเ้ปอร์เซ็นตร์ะดบัความมี

ชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนลดลง และท าใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารตายของเซลลก์ระดูกอ่อนเพิ่มข้ึนอยา่งมี

นยัส าคญัทางสถิติ ดงันั้นในการศึกษาถึงผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อการแสดงออกของยนีซ่อมแซม

ของเซลลก์ระดูกอ่อนจึงศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ี

เวลา 24 ชัว่โมง โดยการศึกษาการแสดงออกของยนี ACAN และ BMP2 ใชย้นี GAPDH เป็นยนี

ควบคุม จากการสร้างกราฟมาตรฐานเพื่อหาค่าประสิทธิภาพของปฏิกิริยา พบวา่มีค่า 96.2, 96.7 

และ 106.6 เปอร์เซ็นต ์ดงัรูปท่ี 8, 9 และ 10 ตามล าดบั 

 

 

รูปท่ี 8 ค่าประสิทธิภาพของปฏิกิริยาของยนี ACAN  

โดยแกน X คือ Ct cycle 

แกน Y คือ ระดบัความเขม้ขน้ของ cDNA   

ค่า E คือค่าประสิทธิภาพ (efficiency) 
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รูปท่ี 9 ค่าประสิทธิภาพของปฏิกิริยาของยนี BMP2 

 

 

 

รูปท่ี 10 ค่าประสิทธิภาพของปฏิกิริยาของยนี GAPDH 
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เม่ือศึกษาระดบัการแสดงออกของยนีท่ีมีความเก่ียวขอ้งในการซ่อมแซมของเซลลก์ระดูก

อ่อน พบวา่ยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท าใหร้ะดบัการแสดงออกของยนี 

ACAN มีค่าลดลงประมาณ 2 เท่า ซ่ึงมีค่าลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบ

กบักลุ่มควบคุม ดงัรูปท่ี 11 แต่ระดบัการแสดงออกของยนี BMP2 ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี

นยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ดงัรูปท่ี 12 

 

 
 

รูปท่ี 11 ระดบัการแสดงออกของยนี ACAN จากเซลลก์ระดูกอ่อนเม่ือทดสอบดว้ย 

ยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บยา 

* แสดงถึงค่ามีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี P < 0.05 
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รูปท่ี 12 ระดบัการแสดงออกของยนี BMP2 จากเซลลก์ระดูกอ่อนเม่ือทดสอบดว้ย 

ยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บยา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

5

10

15

20

25

0 1 5

ระ
ดบั

กา
รแ
สด

งอ
อก

ขอ
ง m

RN
A

ความเข้มข้นยาคโีทโรแลก็ (มิลลกิรัม/มิลลลิติร)



44 
 

บทที ่5  

อภปิรายผล สรุปผลการวจิัย และข้อเสนอแนะ 

อภปิรายผลการทดลอง 

โรคขอ้เส่ือมเป็นโรคท่ีพบบ่อยในประชากรผูสู้งอาย ุ (Buckwalter and Mankin, 1998) 

ผูป่้วยโรคขอ้เส่ือมส่วนใหญ่มกัเกิดอาการปวด (Aspden, 2008) จึงตอ้งมีการใหย้าเพื่อบรรเทาอาการ

ปวดโดยในงานวิจยัน้ีสนใจการใชย้าคีโทโรแลก็   ยาคีโทแลก็จดัอยูใ่นกลุ่มของยา NSAIDs ซ่ึงนิยม

ใชบ้รรเทาอาการปวด (Di Massa et al., 2000) เน่ืองจากยาคีโทโรแลก็ไม่ใช่สเตียรอยด ์ดงันั้นจึงท า

ใหมี้ผลขา้งเคียงนอ้ยกวา่ยากลุ่มสเตียรอยด ์หากตอ้งมีการใชย้าเป็นเวลานาน นอกจากนั้นยาคีโทโร

แลก็ยงัสามารถบรรเทาอาการปวดไดน้านกวา่การใชย้าชา และสามารถลดการอกัเสบไดอี้กดว้ย  

(Lee et al., 2011) งานวิจยัน้ีไดศึ้กษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อแอพอปโทซิสและการแสดงออก

ของยนีซ่อมแซมของ เซลลก์ระดูกอ่อน  เซลลก์ระดูกอ่อนท่ีใชใ้นงานวิจยัไดจ้ากกระดูกอ่อนของ

ผูป่้วยโรคขอ้เส่ือมท่ีไดรั้บการผา่ตดัเปล่ียนผวิขอ้เข่า อาจท าใหก้ระดูกอ่อนผวิขอ้มีจ านวนเซลล์

กระดูกอ่อนในปริมาณนอ้ยโดยเฉพาะอยา่งยิง่ในผูป่้วยท่ีกระดูกอ่อนผวิขอ้เกิดการเส่ือมมาก และ

อาจท าใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนท่ีไดไ้ม่สมบูรณ์    เม่ือทดสอบเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยยาคีโทโรแลก็เพื่อ

ศึกษาระดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยเทคนิค MTT assay พบวา่ เม่ือความเขม้ขน้ยาคีโท

โรแลก็เพิ่มข้ึนส่งผลใหเ้ปอร์เซ็นตร์ะดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนมีค่าลดลง ไดมี้การศึกษา

ผลของยาในกลุ่ม NSAIDs ต่อเซลลไ์ลน์ของสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม พบวา่ยามีความเป็นพิษต่อเซลล์

ไลน์ โดยมีผลต่อการท างานของไมโทคอนเดรีย   ยาในกลุ่มของ NSAIDs จะยบัย ั้งการเกิด 

oxidative phosphorylation ท าใหไ้มโทคอนเดรียไม่สามารถสร้าง ATP ใหก้บัเซลลไ์ด ้จึงกระตุน้ให้

เซลลต์าย (Moreno-Sanchez et al., 1999) ดงันั้นเปอร์เซ็นตร์ะดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนมี

ค่าลดลงเม่ือทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็อาจเน่ืองมาจากสาเหตุดงักล่าว  

นอกจากนั้นยาคีโทโรแลก็ส่งผลใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนเกิดแอพอปโทซิส อาจมีสาเหตุมาจาก

ยาคีโทโรแลก็ยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์ cyclooxygenase ท าใหไ้ม่สามารถเปล่ียน arachidonic 

acid ไปเป็น plostaglandin ได ้ดงันั้น arachidonic acid จึงมีปริมาณเพิ่มมากข้ึน ท าให ้arachidonic 
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acid ไปกระตุน้เอนไซม ์ sphingomyelinase ใหมี้การเปล่ียน sphingomyelin ซ่ึงเป็นสารท่ีเป็น

ส่วนประกอบหลกัของเยือ่หุม้เซลล ์ใหก้ลายเป็น ceramide (Chan et al., 1998)  หลงัจากนั้น 

ceramide จะกระตุน้ใหโ้ปรตีน Bax ท างาน  ท าใหเ้ซลลเ์กิดแอพอปโทซิส (von Haefen et al., 

2002) 

เพื่อเป็นการยนืยนัผลจากการศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อระดบัความมีชีวิตของเซลล์

กระดูกอ่อนดว้ยเทคนิค MTT assay จึงตรวจสอบการตายของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยเทคนิค 

Live/Dead assay เน่ืองจากยาคีโทโรแลก็อาจท าใหเ้ซลลเ์ขา้สู่กระบวนการตาย แต่ไมโทคอนเดรียยงั

สามารถสงัเคราะห์เอนไซมเ์พื่อเปล่ียนสาร MTT ใหก้ลายเป็นผลึก formazan ได ้ดงันั้นผลจาก 

MTT assay อาจไม่สามารถยนืยนัเปอร์เซ็นการตายของเซลลท่ี์ถูกตอ้งได ้ แต่เทคนิค Live/Dead 

assay นั้นจะสามารถตรวจสอบเซลลต์ายได ้โดยเซลลท่ี์ตายจะเกิดการเสียสภาพของเยือ่หุม้

นิวเคลียสและเยือ่หุม้เซลล ์ดงันั้นเซลลต์ายจึงติดสีแดงของ EthD-1 ซ่ึงผลท่ีไดจ้ากการท า MTT 

assay มีความสอดคลอ้งกบัการศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อการตายของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ย

เทคนิค Live/Dead assay เม่ือตรวจสอบการตายของเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยการนบัเซลลท่ี์ติดสีแดง

ของ EthD-1 พบวา่เปอร์เซ็นตก์ารตายของเซลลก์ระดูกอ่อนมีค่าเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ยาคีโทโร

แลก็มีค่าสูงข้ึนเม่ือเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง  โดยผลจากการศึกษาน้ีมีความสอดคลอ้งกบังานวิจยัท่ี

ศึกษาถึงผลของยาในกลุ่ม NSAIDs ท่ีมีผลต่อเซลลก์ระดูกอ่อนจากหนูทดลอง โดยท่ียาในกลุ่ม 

NSAIDs ท าใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนจากหนูทดลองมีเปอร์เซ็นตก์ารตายเพิ่มข้ึน นอกจากนั้นยงัอาจเป็น

ผลเน่ืองมาจากยาในกลุ่มของ NSAIDs มีผลไปยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของเซลลก์ระดูกอ่อน จึงอาจท า

ใหร้ะดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนลดลงดว้ย (Chang et al., 2006)   อยา่งไรกต็าม จากผล

การศึกษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อการตายของเซลลก์ระดูกอ่อนในงานวิจยัน้ี พบวา่ในกลุ่ม

ควบคุมมีเปอร์เซ็นตก์ารตายของเซลลก์ระดูกอ่อนเพิ่มข้ึนเช่นกนั อาจเน่ืองมาจากมีจ านวนเซลล์

กระดูกอ่อนมากเกินไปในแต่ละหลุม หรืออาหารเล้ียงเซลลมี์ปริมาณนอ้ยเกินไป เซลลก์ระดูกอ่อน

จึงใชส้ารอาหารจากอาหารเล้ียงเซลลไ์ดไ้ม่เพียงพอ จึงอาจท าใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนตายได ้ถึงแมว้า่

จะไม่ไดถู้กทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็กต็าม  นอกจากนั้นอาจเป็นผลมาจากการแช่แขง็เซลลก์ระดูก

อ่อนเกบ็ไวเ้พื่อน ามาเพาะเล้ียงใหม่ เน่ืองจากมีการศึกษาพบวา่ เม่ือน าเซลลไ์ปแช่แขง็จะท าใหเ้ซลล์

เกิดความเสียหาย และท าใหเ้ซลลอ่์อนแอได ้(McGann et al., 1988)  
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จากนั้นไดศึ้กษาผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อระดบัการแสดงออกของยนี ACAN ซ่ึงยนี 

ACAN เป็นยนีท่ีมีหนา้ท่ีผลิตโปรตีนอากรีแคนท่ีเป็นส่วนประกอบหลกัท่ีส าคญัของโปรตีโอไกล

แคน ท่ีอยูใ่น ECM ภายในกระดูกอ่อนผวิขอ้ (Roughley and Lee, 1994) ดงันั้นจึงเป็นยนีส าคญัท่ีมี

ความเก่ียวขอ้งในการซ่อมแซมกระดูกอ่อน เม่ือทดสอบเซลลก์ระดูกอ่อนดว้ยยาคีโทโรแลก็พบวา่

ยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง ท าใหก้ารแสดงออก

ของยนี ACAN มีค่าลดลง ซ่ึงผลท่ีไดมี้ความสอดคลอ้งกบังานวิจยัท่ีมีการศึกษาถึงผลของยาประเภท  

NSAIDs มีผลยบัย ั้งการสงัเคราะห์โปรติโอไกลแคนจากเซลลก์ระดูกอ่อน ท าใหมี้ค่าลดลงประมาณ 

80 – 90 เปอร์เซ็นต ์(Fujii et al., 1989) นอกจากนั้นไดมี้การศึกษาโดยฉีดยาคีโทโรแลก็ในบริเวณ

ขอ้เข่ากระต่าย โดยเม่ือน ากระดูกอ่อนผวิขอ้มาวิเคราะห์ผลทางพยาธิวิทยา พบวา่กระดูกอ่อนผวิขอ้

เกิดความเสียหาย และนอกจากนั้นเซลลก์ระดูกอ่อนยงัมีการจดัเรียงตวัท่ีเปล่ียนไป  (Shapiro et al., 

2007) ซ่ึงอาจเกิดจากเซลลก์ระดูกอ่อน พฒันายอ้นกลบัไปเป็นเซลล ์ MSCs  จึงท าใหเ้ซลลก์ระดูก

อ่อนสูญเสียหนา้ท่ีเฉพาะในการสงัเคราะห์ อากรีแคน และคอลลาเจน ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของ 

ECM (Yoon et al., 2002) ดงันั้นท าใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อน ไม่สามารถสงัเคราะห์อากรีแคน และ

คอลลาเจนไดเ้พียงพอเพื่อใชใ้นการซ่อมแซมกระดูกอ่อนผวิขอ้   ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจาก ยาคีโทโร -

แลก็กดการแสดงออกของยนี ACAN    ในขณะเดียวกนัไดศึ้กษาถึงผลของยาคีโทโรแลก็ท่ีมีต่อ

ระดบัการแสดงออกของยนี BMP2 ซ่ึงยนี BMP2 มีหนา้ท่ีหนา้ท่ีกระตุน้ใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนใหมี้

การสังเคราะห์คอลลาเจน  และโปรติโอไกลแคน ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของ ECM (Orazizadeh et 

al., 2009) พบวา่เซลลก์ระดูกอ่อนท่ีทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็มีระดบัการแสดงออกของยนี BMP2 

มีค่าไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม อาจเน่ืองมาจาก

ตวัอยา่งเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีไดจ้ากผูป่้วยโรคขอ้เข่าเส่ือม มีระดบัการแสดงออกของยนี BMP2 ท่ี

แตกต่างกนัมาก  

อยา่งไรกต็ามงานวิจยัน้ีท าการทดสอบยา คีโทโรแลก็กบัเซลลก์ระดูกอ่อนในรูปแบบของ 

การเพาะเล้ียงเซลล ์ จึงท าใหย้า คีโทโรแลก็ สมัผสักบัเซลลก์ระดูกอ่อนโดยตรง แต่ภายในขอ้เข่า 

เซลลก์ระดูกอ่อนจะฝังตวัอยูใ่น ECM ท าใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนไม่ไดส้มัผสักบัยา คีโทโรแลก็  

โดยตรง และนอกจากนั้นภายในขอ้เข่ายงัมีน ้ าไขขอ้ท่ีช่วยในการหล่อล่ืนขอ้เข่าใหเ้คล่ือนไหวได้
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สะดวก จึงอาจท าใหค้วามรุนแรงของยาท่ีมีต่อเซลลก์ระดูกอ่อนลดลง  ดงันั้นเซลลก์ระดูกอ่อนใน

รูปแบบของ การเพาะเล้ียงเซลล์ จึงอาจไดรั้บผลกระทบของยา คีโทโรแลก็ มากกวา่ นอกจากนั้น

โดยทัว่ไป แพทยจ์ะฉีดยาคีโทโรแลก็ ความเขม้ขน้ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีบริเวณกลา้มเน้ือ  

หลงัจากนั้นยาคีโทโรแลก็จะไหลเวียนทัว่ร่างกายผา่นทางระบบโลหิตโดยมีท าใหค้วามเขม้ขน้ยาคี

โทโรแลก็เม่ือไปถึงบริเวณท่ีเป็นโรคขอ้เส่ือมแค่ประมาณ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Brocks and 

Jamali, 1992) ดงันั้นความเขม้ขน้ของยาคีโทโรแลก็ท่ีใชใ้นงานวิจยัน้ีมีความเขม้ขน้มากกวา่ความ

เขม้ขน้ยาในกระแสเลือด จึงอาจท าใหย้าคีโทโรแลก็ส่งผลต่อเซลลก์ระดูกอ่อนมากกวา่การฉีดยาคี

โทโรแลก็ท่ีบริเวณกลา้มเน้ือ 
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สรุปผลการวจิยั 

 เม่ือเพาะเล้ียงเซลลก์ระดูกอ่อนและน ามาทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1, 5, 10 

และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อศึกษาถึงผลของยาคีโทแลก็ท่ีมีต่อระดบัความมีชีวิตของเซลล์

กระดูกอ่อนนั้น พบวา่ยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือเวลาผา่น

ไปเพียง 24 ชัว่โมง ส่งผลใหร้ะดบัความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนมีค่าลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทาง

สถิติ และนอกจากนั้นยาคีโทโรแลก็ยงัส่งผลใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนมีอตัราการตายเพิ่มข้ึนอยา่งมี

นยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม และเม่ือศึกษาถึงระดบัการแสดงออกของยนี 

ACAN และ BMP2 จากเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีทดสอบดว้ยยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1 และ 5 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ส่งผลถึงระดบัการแสดงออกของยนี ACAN ซ่ึงยาคีโทโรแลก็ท าใหร้ะดบัการแสดงออกของยนี 

ACAN ซ่ึงเป็นยนีท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการซ่อมแซมกระดูกอ่อนผวิขอ้ มีค่าลดลงประมาณ 2 เท่า 

เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมแต่ไม่มีผลต่อระดบัการแสดงออกของยนี BMP2 ดงันั้นในการใช้

ยาคีโทโรแลก็เพื่อลดการอกัเสบ และบรรเทาอาการปวดในผูป่้วยโรคขอ้เส่ือมนั้นควรอยูภ่ายใต้

ความดูแลของแพทย ์เพื่อลดความเส่ียงในการใชย้าคีโทโรแลก็ ท าใหก้ารออกฤทธ์ิของยาคีโทโร

แลก็มีประสิทธิภาพสูงสุด 
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ข้อเสนอแนะ 

 ควรศึกษาถึงยาในกลุ่มของ NSAIDs เพิ่มมากข้ึน เพื่อเปรียบเทียบวา่เซลลก์ระดูกอ่อนมีการ

ตอบสนองต่อยาแต่ละชนิดแตกต่างกนัหรือไม่ และอาจใชร้ะดบัช่วงความเขม้ขน้ของยาและเวลาท่ี

ใชใ้นการทดสอบท่ีมีค่าใกลก้นั เน่ืองจากอาจจะสามารถหาความเขม้ขน้และเวลาท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้น

การรักษาผูป่้วยโรคขอ้เส่ือมโดยไม่ท าใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนตาย และยงัท าใหย้าออกฤทธ์ิไดอ้ยา่งมี

ประสิทธิภาพมากข้ึน  

 ควรมีการเพิ่มจ านวนตวัอยา่ง เน่ืองจากตวัอยา่งท่ีน ามาศึกษาอาจนอ้ยเกินไป จึงอาจท าให้

ไม่สามารถสรุปไดอ้ยา่งแน่ชดัวา่ยาคีโทโรแลก็นั้นมีผลต่อการตายของเซลลก์ระดูกอ่อนและมีการ

แสดงออกของยนีท่ีเปล่ียนไปจริงหรือไม่  

 กลุ่มตวัอยา่งท่ีน ามาใชใ้นการศึกษา ควรเลือกกลุ่มตวัอยา่งท่ีมีอายใุกลเ้คียงกนั เพื่อลดปัจจยั

ท่ีจะท าใหมี้ค่าการแสดงออกของยนีแตกต่างกนั ซ่ึงเป็นผลมาจากอายท่ีุแตกต่างกนั 

 การตรวจสอบรูปท่ีไดจ้ากการท า Live/Dead assay ควรใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ในการ

วิเคราะห์สีวา่ปริมาณจ านวนเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีตายมากนอ้ยเพียงใด เพื่อใหมี้การวิเคราะห์ผลมี

ความแม่นย  าสูง และยงัสามารถวิเคราะห์ผลไดส้ะดวกและรวดเร็วมากยิง่ข้ึน  

 การใชย้าคีโทโรแลก็เพื่อบรรเทาอาการปวดในผูป่้วยโรคขอ้เส่ือมนั้น โดยปกติแลว้จะท า

การฉีดยาเขา้กลา้มเน้ือ โดยใชย้าความเขม้ขน้ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แต่จากผลการวิจยัแสดงให้

เห็นวา่ยาคีโทโรแลก็ความเขม้ขน้สูง มีผลต่อเซลลก์ระดูกอ่อน ดงันั้นหากฉีดยาคีโทโรแลก็ใน

บริเวณท่ีเกิดขอ้เส่ือมโดยตรง เพื่อใหย้าสามารถออกฤทธ์ิไดเ้ร็วข้ึน หรือท าใหย้ามีประสิทธิภาพใน

การบรรเทาอาการปวดมากข้ึน ควรใชย้าคีโทโรแลก็ท่ีความเขม้ขน้ต ่า เพื่อป้องกนัไม่ใหเ้ซลล์

กระดูกอ่อนถูกท าลาย  
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ภาคผนวก ก 

ใบอนุมติังานวิจยัจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจยัในมนุษย ์ 

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 

 

รูปท่ี 13 เอกสารอนุมติังานวิจยัจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจยัในมนุษย ์ 

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 
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ภาคผนวก ข 

ตารางค่า Ct cycle ที่ได้จากการศึกษาการแสดงออกของยนีด้วยวธีิ real-time PCR 

ตารางท่ี 9 ขอ้มูลค่า Ct cycle ของยนี GAPDH 

 

 

 

ยนี GAPDH 

ตวัอยา่งท่ี Ct cycle 

ความเขม้ขน้ยา         

0 mg/ml 

ความเขม้ขน้ยา         
1 mg/ml 

ความเขม้ขน้ยา         
5 mg/ml 

1 31.51 30.32 30.52 

2 29.45 29.21 29.30 

3 31.83 29.58 31.28 

4 33.73 28.87 30.21 

5 28.45 28.50 28.74 

6 29.14 27.84 28.65 

7 27.48 27.81 28.42 

8 29.73 29.54 30.04 

9 29.60 28.67 29.26 
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ตารางท่ี 10 ขอ้มูลค่า Ct cycle ของยนี ACAN 

 

 

 

 

 

ยนี ACAN 

ตวัอยา่งท่ี Ct cycle 

ความเขม้ขน้ยา         

0 mg/ml 

ความเขม้ขน้ยา         
1 mg/ml 

ความเขม้ขน้ยา         
5 mg/ml 

1 31.27 29.84 29.45 

2 28.47 29.27 28.93 

3 29.59 28.39 30.61 

4 31.75 29.26 29.60 

5 25.52 26.90 26.89 

6 27.39 27.46 28.17 

7 27.53 27.41 27.39 

8 28.76 29.15 29.04 

9 27.79 27.75 28.22 
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ตารางท่ี 11 ขอ้มูลค่า Ct cycle ของยนี BMP2 

ยนี BMP2 

ตวัอยา่งท่ี Ct cycle 

ความเขม้ขน้ยา         

0 mg/ml 

ความเขม้ขน้ยา         
1 mg/ml 

ความเขม้ขน้ยา         
5 mg/ml 

1 38.48 32.30 38.22 

2 35.52 32.07 35.50 

3 34.48 33.31 35.34 

4 34.33 31.94 33.61 

5 34.80 33.11 35.28 

6 33.51 31.51 33.36 

7 32.53 31.91 32.95 

8 35.69 34.02 35.62 

9 35.51 34.35 35.67 
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ภาคผนวก ค 

ผลการตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทดใ์นขั้นตอนการสงัเคราะห์ยนี COL2A1  

จาก commercial chondrocyte และตวัอยา่งเซลลท่ี์สกดัไดจ้ากผูป่้วย 

 

 
 

รูปท่ี 14 ผลการตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี COL2A1 จาก commercial chondrocyte 

 

 

 

 
รูปท่ี 15 ผลการตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี COL2A1 จากเซลลท่ี์สกดัไดจ้ากผูป่้วย

ตวัอยา่งท่ี 1 
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รูปท่ี 16 ผลการตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี COL2A1 จากเซลลท่ี์สกดัไดจ้ากผูป่้วย

ตวัอยา่งท่ี 6 
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ภาคผนวก ง 

ตารางจ านวน passage ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงเซลลก์ระดูกอ่อนท่ีใชใ้นการวิจยั 

ตารางท่ี 12 ตารางจ านวน passage  

ตวัอยา่งท่ี เพศ passage ท่ีใช ้

ในการวิจยั 

1 หญิง 2 

2 หญิง 2 

3 หญิง 1 

4 หญิง 2 

5 หญิง 0 

6 หญิง 0 

7 หญิง 0 

8 หญิง 0 

9 หญิง 0 
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