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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

นิภาภรณ์ ธีระวัฒนพงศ์ : ดีเอ็นเอเมทิลเลชันในเม็ดเลือดขาวและเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อ
เ ข่ า เ สื่ อ ม  (DNA methylation in blood leukocytes and synovial fibroblasts of knee 
osteoarthritis patients) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ศ. ดร. นพ.สิทธิศักดิ์ หรรษาเวก, อ.ที่
ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. นพ.สีหธัช งามอุโฆษ {, 127 หน้า. 

โรคข้อเข่าเสื่อมเกิดจากการอักเสบเรื้อรังภายในข้อท าให้กระดูกอ่อนผิวข้อเสื่อมสภาพ และมีการ
งอกของเนื้อกระดูกบริเวณขอบข้อ และการอักเสบบริเวณเยื่อบุข้อ โดยพบมากในผู้สูงอายุ กระบวนการ
อักเสบภายในข้อของผู้ป่วยมีผลต่อการความไม่สมดุลของจีโนม การแสดงออกของยีนภายในร่างกาย ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับกระบวนการควบคุมของ  DNA methylation ผ่านกลไกของ epigenetics อย่างไรก็ตาม
การศึกษา LINE-1 methylation กับระดับความรุนแรงของโรคข้อเสื่อมยังมีจ านวนน้อย  การศึกษานี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อตรวจวัดระดับ  LINE-1 methylation และความยาวเทโลเมียร์ (relative telomere 
length, RTL) ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม และศึกษาผลของ tumor necrosis factor-

α (TNF-α) ภาวะเครียดออกซิเดชัน (H2O2) และสารต้านอนุมูลอิสระ (tocopheryl acetate, TA) ต่อ
ระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อ รวมถึงระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรค
ข้อเสื่ อม  โดยวิ เคราะห์ระดับ  LINE-1 methylation ด้วย  combined bisulfite restriction analysis 
(COBRA) LINE-1 และวัดระดับการแสดงออกของยีนและ RTL ด้วย quantitative real-time polymerase 
chain reaction (qRT-PCR) ผลการศึกษาพบระดับ LINE-1 methylation ต่ าลงอย่างมีนัยส าคัญในเซลล์
เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  (P=0.008) นอกจากนี้  LINE-1 
methylation (r = -0.300, P <0.001) และความยาวเทโลเมียร์ (r = -0.361, P < 0.01) มีความสัมพันธ์เชิง
ลบกับระดับความรุนแรงของโรคข้อเสื่อมโดยเกณฑ์ภาพถ่ายรังสี Kellgren-Lawrence (KL) grading แต่ไม่
มีความสัมพันธ์ทางสถิติกับข้อมูลทางคลินิก แบบประเมิน VAS scores, KOOS, WOMAC และ Lesquense 
index ในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม และระดับ LINE-1 hypomethylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวส่งผลต่อความ
เสี่ยงของการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (OR=1.97; 95%CI 1.11-3.49; P=0.02) ส่วน
เซลล์เยื่อบุข้อมีระดับ LINE-1 methylation แนวโน้มต่ าลงในระยะเวลา 1 วัน หลังจากได้รับ 10 ng/ml 

TNF-α, 100 µM H2O2 และ pre-treatment ด้วย 50 µM TA ในทางกลับกันเซลล์เยื่อบุข้อในกลุ่มที่ได้รับ 

10 ng/ml TNF-α มีระดับการแสดงออกของยีน IL-1ß, IL-6, MMP-3 และ VEGF สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุม ผลการศึกษานี้ท าให้สรุปได้ว่า LINE-1 methylation อาจมีบทบาทส าคัญต่อกระบวนการ
อักเสบและอาจน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้การด าเนินไปของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5974009130 : MAJOR MEDICAL BIOCHEMISTRY 
KEYWORDS: LINE-1, METHYLATION, BLOOD LEUKOCYTES, SYNOVIAL FIBROBLASTS, TUMOR 
NECROSIS FACTOR ALPHA, KNEE OSTEOARTHRITIS 

NIPAPORN TEERAWATTANAPONG: DNA methylation in blood leukocytes and 
synovial fibroblasts of knee osteoarthritis patients. ADVISOR: PROF.SITTISAK 
HONSAWEK, M.D., Ph.D., CO-ADVISOR: ASST. PROF.SRIHATACH NGARMUKOS, M.D. {, 
127 pp. 

Knee osteoarthritis (OA) is the most common of chronic inflammatory joint disease 
in elderly people. Chronic inflammation causes articular cartilage degradation, subchondral 
sclerosis and synovial membrane inflammation. DNA methylation is one of epigenetic 
mechanisms for regulation of gene expression and genomic stability which have been 
implicated in several diseases. However, there have been few studies of LINE-1 methylation 
in blood leukocytes and synovial fibroblasts (SFs) in knee OA patients. The purposes of this 
study were to investigate LINE-1 methylation and relative telomere length (RTL) in blood 
leukocytes of knee OA patients and to determine LINE-1 methylation and expression of 

inflammatory genes in SFs after treatment with tumor necrosis factor-α (TNF-α), H2O2 and 
tocopheryl acetate (TA). LINE-1 methylation levels were assessed using combined bisulfite 
restriction analysis (COBRA) LINE-1. Furthermore, the relative mRNA expression and RTL were 
analyzed by quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR). The results showed 
that LINE-1 methylation was significantly decreased in blood leukocytes of OA patients 
compared to the controls (P=0.008). LINE-1 methylation and RTL were negatively correlated 
with radiographic severity (r = -0.300, P <0.001 and r = -0.361, P < 0.01, respectively). Further 
analysis revealed that there was no association of these factors with VAS scores, KOOS, 
WOMAC and Lesquense index in knee OA patients. LINE-1 methylation in blood leukocytes 
was observed to be associated with elevated risk of knee OA (OR=1.97; 95%CI 1.11-
3.49; P=0.02). In addition, LINE-1 hypomethylation was found in SFs treated with 10 ng/mL 

TNF-α, 100 µM H2O2 and 50 µM TA compared with control group for 24 hours. Relative 

mRNA expression of IL-1ß, IL-6, MMP-3 and VEGF were increased in TNF-α stimulated SFs. 
These findings suggest that LINE-1 methylation might be regulate inflammatory response and 
could be used as a biomarker indicating the progression of knee OA. 
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บทที่ 1  
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญ 

 โรคข้ออักเสบ (arthritis) คือ โรคที่เกิดจากความผิดปกติบริเวณข้อที่ส่งผลให้ประสิทธิภาพ

การใช้งานของข้อลดลง โรคข้ออักเสบมีหลายประเภทแบ่งตามสาเหตุการเกิด เช่น โรคข้อเสื่อม 

(osteoarthritis) โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ (rheumatoid arthritis) โรคเอสแอลอี (systemic lupus 

erythematosus, SLE) โรคเกาต์ และโรคเกาต์เทียม ปัจจุบันโรคข้อที่พบมากที่สุด คือ โรคข้อเข่า

เสื่อม พบได้บ่อยในผู้สูงวัย อายุมากกว่า 60 ปี จากสถิติผู้ป่วยโรคกระดูกและข้อในไทยปี พ.ศ.2553 

พบว่าผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีมากกว่า 6 ล้านราย นอกจากนี้สถานการณ์ทางระบาดวิทยาขององค์การ

อนามัยโลก (WHO, พ.ศ.2546) คาดการณ์ว่าผู้ป่วยกระดูกและข้อโดยเฉพาะโรคข้อเข่าเสื่อมจะมี

แนวโน้มเพ่ิมขึ้นจาก 400 ล้านรายใน พ.ศ.2551 เป็น 570 ล้านรายใน พ.ศ. 2563 ซึ่งความผิดปกติ

ของโรคข้อเสื่อมอักเสบพบได้ในหลายบริเวณของร่างกาย เช่น ข้อเข่า ข้อเท้า ข้อมือ ข้อสะโพก ข้อ

กระดูกสันหลัง เป็นต้น โดยโรคข้อเสื่อมอักเสบที่พบได้บ่อยคือ บริเวณข้อเข่า เนื่องจากเป็นบริเวณข้อ

เสื่อมที่ส่งผลต่อความรุนแรงและกระทบต่อการประกอบกิจวัตรประจ าวัน นอกจากนี้ข้อเข่ายัง เป็น

บริเวณที่รับน้ าหนักทั้งร่างกาย รวมถึงเป็นส่วนหนึ่งของร่างกายที่ท าหน้าที่เคลื่อนที่ตลอดเวลา(1) อีก

ทั้งเป็นบริเวณที่เกิดการเสื่อมสภาพของกระดูกอ่อนผิวข้อ (articular cartilage) กระดูกที่อยู่ใต้ผิวข้อ 

(subchondral bone) ภาวะไม่สมดุลของการสร้างและการสลายกระดูก การสร้างกระดูกงอก 

(osteophyte formation) และการอักเสบบริเวณเยื่อบุข้อ ดังรูปที่ 1 การเปลี่ยนแปลงนี้ไม่สามารถ

เปลี่ยนกลับสู่สภาพเดิมได้ หรืออาจเกิดสภาพรุนแรงเพ่ิมขึ้นตามล าดับ จึงส่งผลต่อการเคลื่อนไหวของ

ร่างกาย มีอาการเจ็บปวดตามข้อ และประสิทธิภาพในการท างานต่างๆ ลดลง(1)  
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รูปที่ 1 โครงสร้างของข้อเข่าที่เกิดพยาธิสภาพในโรคข้อเข่าเสื่อม(2) 

โรคข้อเสื่อมอักเสบแบ่งตามสาเหตุของการเกิดโรค 2 ประเภท คือ  
1) ข้อเสื่อมปฐมภูมิ (primary osteoarthritis) เป็นชนิดที่เกิดขึ้นเองไม่เกี่ยวข้องกับสาเหตุอ่ืน เช่น 
พันธุกรรม และ epigenetic factors มักพบในผู้สูงอายุ และพบบ่อยในบริเวณเข่า ข้อกระดูกสันหลัง  
2) ข้อเสื่อมทุติยภูมิ (secondary osteoarthritis) เป็นชนิดที่เกิดจากสาเหตุปัจจัยอ่ืนๆ เป็นตัว

เหนี่ยวน าท าให้เกิดความผิดปกติของข้อและเป็นโรคข้อกระดูกเสื่อม คือ การเกิดอุบัติเหตุ การติดเชื้อ

ภายในข้อ ภาวะอ้วน เพศ ความไม่สมดุลของเมแทบอลิกและฮอร์โมน มีผลึกแคลเซียมสะสมตามข้อ

ท าให้เกิดข้ออักเสบ เป็นต้น(3) 

 กระบวนการเหนือพันธุกรรม (epigenetics) เป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อพยาธิก าเนิดของการ

เกิดโรคข้อเสื่อม โดยการเปลี่ยนแปลงของกลไก epigenetics อาจเกิดจากปัจจัยเสี่ยง เช่น เพศ 

พันธุกรรม อายุ ภาวะอ้วน การบาดเจ็บ และกลไกท่ีผิดปกติในร่างกาย เป็นต้น กลไกการท างานของ 

epigenetics ท าหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนบริเวณ transcription factors (TFs) การสร้าง

สารไซโตไคน์กลุ่ม pro-inflammatory หรือ anti-inflammatory สารกลุ่ม matrix 

metalloproteinases และโปรตีนใน extracellular matrix (ECM) ซึ่งการแสดงออกของกลุ่มยีน

เหล่านี้อาจจะแสดงถึงระยะของการเกิดโรคข้อเสื่อมได้ รวมถึงการเกิดพยาธิสภาพของโรคข้อเสื่อมยัง

มีผลต่อเนื้อเยื่อรอบข้อ และการสลายตัวของกระดูกอ่อนผิวข้อจัดเป็นลักษณะที่ส าคัญของการเกิดโรค

ข้อเสื่อม(4, 5) 

 เมื่อผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมเกิดพยาธิสภาพจากสาเหตุข้างต้น ส่งผลให้ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมี

อาการเจ็บปวดบริเวณข้อ ข้อฝืด ข้อเข่ายึดติด ข้อบวม ข้อเข่าโก่งงอ และข้อสูญเสียพิสัยการ
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เคลื่อนไหว ข้อพิการ เป็นต้น การรักษาผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมอักเสบขึ้นอยู่กับความรุนแรงของโรค 

เช่น การปรับเปลี่ยนพฤติกรรมในชีวิตประจ าวัน การใช้ยาบรรเทาอาการปวดข้อ และการรักษาโดย

การผ่าตัด เป็นต้น การตรวจวินิจฉัยความรุนแรงและโรคข้อเสื่อมอาศัยภาพถ่ายรังสีและตรวจทาง

ห้องปฏิบัติการ เช่น การถ่ายภาพรังสี (X-rays) เอ็มอาร์ไอ (Magnetic Resonance Imaging, MRI) 

เจาะตรวจน้ าไขข้อ และการผ่าตัดส่องกล้องในข้อ ซึ่งมีค่าใช้จ่ายสูงในการรักษา จึงมีการพัฒนาเทคนิค

วินิจฉัยและบ่งชี้ระดับความรุนแรงของโรค (biomarker) และช่วยตรวจติดตามผลการรักษาด้วย

เทคนิคทางพันธุกรรม รวมทั้งประเมินและพยากรณ์ความรุนแรงของโรค 

 เทโลเมียร์ (telomere) คือ ส่วนที่อยู่ตรงปลายโครโมโซมของเซลล์ยูคาริโอต ประกอบด้วย

ล าดับกรดนิวคลิอิกที่ซ้ า 5’-TTAGGG-3’ และมีความยาวประมาณ 10-15 kb มีหน้าที่รักษา

เสถียรภาพบนปลายโครโมโซมถูกท าลายจากปัจจัยต่างๆ เช่น ภาวะชราภาพ ภาวะกระตุ้นจาก 

reactive oxygen species (ROS) เป็นต้น การหดสั้นลงของเทโลเมียร์หรือเทโลเมียร์ไม่สามารถ

ท างานได้เป็นสัญญาณให้เกิดการแบ่งตัวของเซลล์เพ่ิมขึ้นและเกิดเซลล์เสื่อมสภาพหรือเซลล์ตาย 

(apoptotic cell death) ส่งผลให้ความยาวของเทโลเมียร์มีความส าคัญต่อการควบคุมการท างาน

ของร่างกาย ได้แก่  กลไกควบคุม tumor suppressor จากการควบคุมเซลล์ชราภาพของ 

checkpoint ใน cell cycle หรือการที่เทโลเมียร์ถูกท าลายอาจส่งผลต่อโรคที่เกี่ยวกับกระบวนการเม

แทบอลิซึม และกลไกการอักเสบของร่างกาย เป็นต้น เซลล์บางชนิดสามารถรักษาความยาวเทโลเมียร์

ได้ เซลล์เหล่านี้มีกลไกในการเพ่ิมความยาวของเทโลเมียร์ กลไกหนึ่งคือการกระตุ้นการท างานของ

เอนไซม์เทโลเมอเรส ซึ่งท าหน้าที่ต่อสายของเทโลเมียร์บริเวณปลายโครโมโซม(6)  

Long interspersed nuclear element-1 (LINE-1) จัดอยู่ในกลุ่มของ non long terminal 
repeat (non-LTR) retrotransposons พบได้ทั่วไปในจีโนมของยูคาริโอต และมีล าดับที่ซ้ ากัน
มากกว่า 450,000 ชุด ในจีโนมของมนุษย์ สามารถเพ่ิมจ านวนตัวเองได้อย่างอิสระ โดยในเซลล์
ร่างกายจะยับยั้งการท างานของ LINE-1 แบบ epigenetics ส่งผลให้การท างานของ LINE-1 มีการ
เปลี่ยนแปลงของจีโนมภายในร่างกายท าให้เกิดการกลายพันธุ์ และมีการสะสมของยีนที่เกิดการกลาย
พันธุ์ ซึ่งเป็นสาเหตุหลักที่ท าให้เกิดการแปรผันของจีโนม และท าให้เกิดพยาธิสภาพของโรคทาง
พันธุกรรมที่มีผลมาจาก LINE-1 เช่น โรคมะเร็ง โรคอัลซ์ไฮเมอร์ โรคเบาหวาน เป็นต้น รวมทั้งยังพบ
การศึกษา LINE-1 ในโรคข้ออักเสบ การท างานของ LINE-1 ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงจีโนมของ
ร่างกายที่แตกต่างกันตามชนิดของโรคข้ออักเสบ (7) และแปรผันต่อช่วงการพัฒนาที่ท าให้เกิดโรคข้อ
อักเสบ จึงท าให้มีการศึกษาเชิง epigenetics ของระดับ methylation ที่เปลี่ยนแปลงของ LINE-1(8)  
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Epigenetics คือ กระบวนการเปลี่ยนแปลงเหนือพันธุกรรม ซึ่งการแสดงออกของยีนที่
ถ่ายทอดทางพันธุกรรมไม่ได้มีผลมาจากการเปลี่ยนแปลงของล าดับเบสบนสาย DNA กล่าวคือ การ
เปลี่ยนแปลงลักษณะนี้มีผลต่อลักษณะที่ปรากฏ (phenotype) แต่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของ
ยีน (genotype) เกี่ยวข้องกับกระบวนการระดับเซลล์ โดยบางกรณี epigenetics สามารถเกิดขึ้นเอง
ได้ตามธรรมชาติ หรือจากปัจจัยอ่ืน เช่น อายุ สิ่งแวดล้อม และการด าเนินชีวิต เป็นต้น ซึ่งประกอบไป
ด้วย 3 กระบวนการหลัก คือ DNA methylation, histone modification และ non-coding RNA 
(ncRNA) - associated gene silencing กระบวนการ DNA methylation เป็นกระบวนที่เกี่ยวข้อง
กับ epigenetics ที่มีการศึกษาจ านวนมาก มีกลไกท่ีส าคัญคือ การเติมหมู่เมทิล (-CH3) บนสาย DNA 
บริเวณ CpG dinucleotides ท าให้เบส cytosine เปลี่ยนเป็น 5-methylcytosine (meC) บริเวณที่
พบ CpG จ านวนมาก เรียกว่า CpG islands อยู่ติดกับ promoter มีประมาณร้อยละ 30 ของยีน การ
เกิด methylation ในบริเวณ CpG islands นี้มีความสัมพันธ์กับการยับยั้งการแสดงออกของยีนและ
หน้าที่ส าคัญของ DNA methylation คือ การท าให้ transposon ไม่สามารถท างานได้ ในเซลล์ปกติ
บริเวณ CpG islands จะไม่มีหมู่เมทิล แต่บริเวณนี้จะถูกเติมหมู่เมทิลก็ต่อเมื่อเซลล์มีการพัฒนาและ
เปลี่ยนแปลงไปท าหน้าที่ต่างๆ ต าแหน่ง CpG islands ที่อยู่ติดกันกับบริเวณที่มี CpG ต่ า เรียกว่า 
CpG island shores ซึ่งบริเวณ shore มีเนื้อเยื่อจ านวนมากท่ีจ าเพาะต่อการเกิด methylation และ
มีความสัมพันธ์กับการยับยั้งการถอดรหัสเป็น mRNA ที่ส่งผลต่อการแสดงออกของยีน (9) การ
แสดงออกของยีนเพ่ิมขึ้นหรือลดลงนั้นขึ้นอยู่กับระดับของการเกิด methylation โดยที่ DNA 
methylation สามารถแบ่งได้ 2 ประเภท คือ hypermethylation ซึ่งหมายถึง กลไกที่มีการเติมหมู่
เมทิลที่สูงกว่าระดับปกติ และ hypomethylation หมายถึง กลไกที่มีการเติมหมู่เมทิลที่ต่ ากว่าระดับ
ปกติ กลไกทั้ง 2 ประเภทนี้ สามารถพบในโรคข้ออักเสบของมนุษย์ นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลงทาง 
epigenetics ยังส่งผลให้เกิดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งในร่างกายแล้ว ยังมีความเกี่ยวข้องกับ
การเกิดโรคเรื้อรังอ่ืนๆ เช่น โรคข้ออักเสบ โรคเบาหวาน และ โรคความดันโลหิตสูง เป็นต้น(10-12) การ
ควบคุมทาง epigenetics จึงมีบทบาทส าคัญต่อการท างานของร่างกายและพยาธิสภาพของการเกิด
โรคข้ออักเสบ (4) ปัจจุบันการศึกษากลไกการท างานของ epigenetics ที่เกี่ยวข้องกับระดับความ
รุนแรงของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีการศึกษาจ านวนน้อยและยังไม่พบการศึกษาระดับ LINE-1 
methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวและเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม ท าให้มีความสนใจ
ในการศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมเพ่ือน ากลไก epigenetics มา
ประยุกต์ใช้ในการศึกษากลไกและพัฒนาตัวบ่งชี้ในการตรวจติดตามการรักษา 
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ค าถามการวิจัย 

1. ระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาว (blood leukocytes) และเซลล์เยื่อบุ
ข้อ (synovial fibroblasts) ของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีความแตกต่างกันหรือไม่ 

2. ผลของไซโตไคน์ TNF-α, H2O2 และ pre-treatment ด้วย tocopheryl acetate (TA) 
ต่อระดับ LINE-1 methylation และระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดพยาธิสภาพ
ของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมบริเวณเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมแตกต่างกับกลุ่มควบคุม
อย่างไร 

3. ผลของไซโตไคน์ TNF-α, H2O2 และ pre-treatment ด้วย tocopheryl acetate (TA) 
ต่อระดับ LINE-1 methylation และระดับการแสดงออกของยีนในเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่า
เสื่อมและกลุ่มควบคุมมีความสัมพันธ์กันหรือไม่  

วัตถุประสงค์ของโครงการ 

1. เพ่ือศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม
เปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวของกลุ่มควบคุม โดยอาศัยเทคนิค quantitative combine 
bisulfite restriction analysis (qCOBRA) มีความแตกต่างกันหรือไม่ 

2. เพ่ือศึกษา LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมกลุ่มได้รับ 

TNF-α, H2O2 และ pre-treatment ด้วย tocopheryl acetate (TA) 
3. เพ่ือเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดพยาธิสภาพของผู้ป่วย

โรคข้อเข่าเสื่อมเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มข้อเสื่อมอักเสบและกลุ่มข้อเสื่อมไม่อักเสบหลังจากได้รั บไซ

โตไคน ์TNF-α ด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR 

สมมติฐานการวิจัย 

1. ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมจะมีระดับ LINE-1 methylation ลดลง ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของ
ผู้ป่วยข้อเข่าเสื่อม เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวของกลุ่มควบคุม 

2. ระดับของ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวและเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยข้อเข่า
เสื่อมมีความสัมพันธ์กัน ซึ่งอาจน าไปใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวเคมี เพ่ือพยากรณ์โรคข้อเข่าเสื่อมได้ 

3. สารไซโตไคน์ TNF-α และ H2O2 มีผลต่อระดับที่ลดลงของ LINE-1 methylation ใน
เซลล์เยื่อบุข้อ (synovial fibroblasts) ของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งใน

กลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมในกลุ่ม ได้รับสารไซโตไคน์  TNF-α และ H2O2 จะมีระดับ LINE-1 
methylation ที่ต่ ากว่ากลุ่มควบคุม  
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4. ระดับการแสดงออกของยีนกลุ่มที่สร้างสารไซโตไคน์ และกลุ่มยีนที่สร้างเอนไซม์ไปกระตุ้น
การสลายของเซลล์กระดูกอ่อนในเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีระดับการแสดงออกที่

เปลี่ยนแปลงหลังจากได้รับ TNF-α, H2O2 และ pre-treatment ด้วย tocopheryl acetate (TA) 

ขอบเขตของการวิจัย  

 การเก็บตัวอย่างชิ้นเนื้อเยื่อบุข้อจากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมที่ได้รับการวินิจฉัยจากแพทย์ ซึ่งมี

ความจ าเป็นต้องเข้ารับการผ่าตัด และชิ้นเนื้อที่เลือกเก็บเป็นชิ้นเนื้อที่ต้องผ่าตัดออกจากผู้ป่วยตาม

แผนการรักษา ซึ่งศัลยแพทย์เป็นผู้คัดเลือกว่าชิ้นเนื้อดังกล่าวโดยดูลักษณะทางพยาธิกายวิภาค (gross 

pathology) โดยการศึกษาครั้งนี้ได้ด าเนินการเก็บชิ้นเนื้อเยื่อบุข้อจากอาการของโรคข้อเข่าเสื่อม 

และท าการเก็บเลือดผู้ป่วยจากฝ่ายเวชศาสตร์ชันสูตร โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ รวมถึงการประเมิน

อาการ และความรุนแรงของผู้ป่วยด้วยแบบประเมิน Knee and Osteoarthritis Outcome Score 

(KOOS) และ Osteoarthritis of the Knee by Lequesne (Knee ISOA) ส่วนในกลุ่มควบคุมท าการ

เก็บเลือดจากกลุ่มที่มีสุขภาพดีผู้ป่วย ไม่มีอาการของโรคข้อเสื่อม รวมถึงผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน ผู้ป่วยที่

เคยได้รับบาดเจ็บบริเวณเข่า หรือผู้ป่วยที่เคยติดเชื้อบริเวณข้อ และมะเร็ง เป็นต้น 

ข้อตกลงเบื้องต้น 

1. เครื่องมือและชุดการทดสอบต่างๆ ที่ใช้ในการทดสอบเป็นเครื่องมือที่ผ่านการทดสอบ

ความเที่ยงตรงและความแม่นย าของการทดสอบเครื่องมือและชุดการทดสอบนั้นๆ 

2. ผู้เข้าร่วมโครงการศึกษาวิจัยเป็นผู้ป่วยที่มารับการผ่าตัด ฝ่ายออร์โธปิดิกส์ โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ์  

3. ผู้เข้าร่วมโครงการศึกษาวิจัยให้ความร่วมมือด้วยความเต็มใจตลอดการศึกษาวิจัย โดยมี

การลงลายมือชื่อในใบยินยอม (informed consent) ด้วยความสมัครใจภายหลังได้รับการชี้แจงให้

ทราบในทุกด้าน ซึ่งรวมถึงความเสี่ยงที่อาจเกิดข้ึน 
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ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย 

 - Osteoarthritis (OA) หรือโรคข้อเสื่อม เป็นโรคที่เกิดจากการสลายของกระดูกอ่อนผิวข้อ 

พบมากในผู้สูงอายุ และบริเวณท่ีมักมีการแสดงออกของโรคคือ ข้อเข่าและสะโพก สามารถจ าแนก

ออกตามสาเหตุการเกิดโรคได้เป็นสาเหตุปฐมภูมิ และทุติยภูมิ 

 - Kellgren and Lawrence (KL) เป็นการประเมินความรุนแรงของโรคด้วยการวินิจฉัยจาก

ภาพถ่ายรังสี แบ่งออกเป็น 4 ระดับความรุนแรง ซึ่งระดับ 4 เป็นระดับท่ีมีความรุนแรงมากท่ีสุด 

 - Bisulfite treatment เป็นการดึงหมู่เอมีน (-NH2) ที่เบสไซโตซีน (cytosine) ออก ท าให้

สามารถเปลี่ยนไปเป็นเบสยูราซิล (uracil) ได้ จึงน ามาประยุกต์ใช้กับการวิเคราะห์ methylation ได้ 

 - quantitative combine bisulfite restriction analysis (qCOBRA) คือ เทคนิคท่ีใช้ใน

การเพ่ิมจ านวนของ bisulfite DNA เพ่ือตรวจสอบระดับ methylation และรูปแบบการเกิด 

methylation 

- quantitative real-time polymerase chain reaction เป็นการเพ่ิมปริมาณ DNA หรือ 
RNA จากสายที่มีอยู่ก่อน โดยสามารถตรวจดูปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างที่ก าลังด าเนินการอยู่ 

- Polyacrylamide gel electrophoresis เป็นเทคนิคท่ีใช้แยก DNA ขนาดเล็กหรือการ

แยกโปรตีน ด้วยการอาศัยหลักการเคลื่อนที่ของกระแสไฟฟ้า 

- Synovial fibroblasts เป็นเซลล์เยื่อบุข้อที่อยู่บริเวณเยื่อบุข้อ (synovial membrane) มี

หลอดเลือดจ านวนมากเป็นส่วนประกอบ และท าหน้าที่ในการสร้างน้ าไขข้อ (synovial fluid) 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย 

การวิจัยครั้งนี้ศึกษาเกี่ยวกับระดับของ LINE-1 methylation ของ blood leukocytes ใน
ผู้ป่วยข้อเข่าเสื่อม ซึ่งการวิจัยนี้สามารถแสดงให้เห็นระดับและรูปแบบการแสดงออกของ DNA 
methylation ในผู้ป่วยข้อเข่าเสื่อม เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และยังสามารถใช้ผลวิจัยทาง 
epigenetics มาร่วมในการวิจัยที่อาจช่วยอธิบายกลไกการเกิดพยาธิก าเนิดของการเกิดโรคข้อเข่า
เสื่อม อีกทั้งน ามาศึกษาความสัมพันธ์ของระดับ LINE-1 methylation ใน blood leukocytes กับ
เซลล์เยื่อบุข้อ อาจน าไปประยุกต์ใช้ในการพยากรณ์และการติดตามระดับความรุนแรงของโรค

ดังกล่าวได้ นอกจากนี้การศึกษาความสัมพันธ์ของ TNF-α ต่อระดับของ LINE-1 methylation และ
ระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อมบริเวณเนื้อเยื่อบุข้อ อาจจะน าไปลด
ระดับความรุนแรงของสาเหตุที่ท าให้เกิดโรคข้อเข่าเสื่อมจากการศึกษากลไกการท างานที่เกี่ยวข้อง 
หากทราบความสัมพันธ์ระดับการเปลี่ยนแปลงระดับ DNA methylation ของ LINE-1 methylation 
กับการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อมจะน าความรู้ที่ได้มาสู่การประยุกต์ใช้พัฒนาเป็นองค์ความรู้ใหม่ 
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วิธีด าเนินการวิจัย  
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ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

1. เสนอโครงร่างวิทยานิพนธ์ต่อคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ และ

คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในสัตว์ทดลอง 

2. แสดงเอกสารข้อมูลโครงการวิจัยและเอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัยให้แก่

อาสาสมัครโครงการวิจัย 

3. บันทึกข้อมูลอายุ เพศ น้ าหนัก ส่วนสูงและแบบประเมินอาการส่วนบุคคลของผู้ป่วย และ

อาสาสมัครที่ลงชื่อยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย 

4. เก็บตัวอย่างชิ้นเนื้อเยื่อบุข้อเข่า และเลือดทั้งในผู้ป่วยและกลุ่มคนปกติ 

5. น าชิ้นเนื้อเยื่อบุข้อเข่าในผู้ป่วยไปเพาะเลี้ยง และศึกษาเซลล์เยื่อบุข้อในสภาวะได้รับ Tumor 

necrosis factor alpha (TNF-α) ภาวะเครียดออกซิเดชันจาก Hydrogen peroxide (H2O2) และ

วิตามินอี (Tocopheryl acetate, TA) 

6. สกัด DNA จากเซลล์เม็ดเลือดขาว และเซลล์เยื่อบุข้อ 

7. ศึกษา LINE-1 methylation ด้วยวิธี quantitative Combined bisulfite restriction analysis 

(qCOBRA) และวิเคราะห์รูปแบบการเกิดเมทิลเลชัน 

8. สกัด RNA จากเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ Tumor necrosis factor alpha (TNF- α) ภาวะเครียด

ออกซิเดชันจาก Hydrogen peroxide (H2O2) และวิตามินอี (Tocopheryl acetate, TA) 

9.  ศึกษาระดับการแสดงออกของยีน IL-6 , IL-1ß, ADAMTs5 , MMP-3 และ  VEGF ด้วยวิธี  

quantitative real-time PCR 

10. การศึกษาความยาวเทโลเมียร์ ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยและกลุ่มคนปกติด้วยวิธี  

quantitative real-time PCR  

11. ศึกษาและวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation และความยาวเทโลเมียร์ใน

เซลล์เม็ดเลือดขาว และแบบประเมินอาการความรุนแรงของผู้ป่วย 

12. ศึกษาและวิเคราะห์ระดับ methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อในแต่ละสภาวะ 

13. สรุปผลการวิจัย เขียนรายงานวิทยานิพนธ์ และน าเสนอผลงานการวิจัยต่อคณะกรรมการ 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

โรคข้อเข่าเสื่อม (Knee Osteoarthritis) 

โรคข้อเสื่อม เป็นโรคที่พบได้บ่อยและมีอุบัติการณ์สูงในกลุ่มผู้สูงอายุมากกว่า 60 ปีขึ้นไป 

อาการของโรคส่งผลต่อการใช้ชีวิตประจ าวันของผู้ป่วย ท าให้เคลื่อนไหวล าบากโดยขึ้นกับระยะและ

ความรุนแรงของโรค สาเหตุของการเกิดโรคนี้สามารถแบ่งออกได้ 2 สาเหตุหลัก คือ ข้อเสื่อมปฐมภูมิ 

เป็นโรคข้อเสื่อมที่เกิดจากสาเหตุที่ยังไม่ทราบแน่ชัด เช่น พันธุกรรม อายุ และการเปลี่ยนแปลงของ

ปัจจัย epigenetics ข้อเสื่อมทุติยภูมิ เป็นข้อเสื่อมที่ทราบสาเหตุที่ส่งผลให้เกิดอาการข้อเสื่อมที่แน่ชัด 

เช่น ภาวะอ้วน การได้รับอุบัติเหตุ การติดเชื้อในข้อ และสมดุลของเมแทบอลิซึมในร่างกาย เป็นต้น 

สาเหตุเหล่านี้ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของข้อเข่าบริเวณกระดูกอ่อนผิวข้อ (articular cartilage) 

กระดูกที่อยู่ใต้ผิวข้อ (subchondral bone) และการอักเสบบริเวณเยื่อบุข้อ ท าให้ผู้ป่วยมีอาการข้อ

ฝืดตึงตอนเช้า มีเสียงกรอบแกรบภายในข้อ อาการปวด บวม และร้อนบริเวณโดยรอบข้อ เป็นต้น เกิด

จากการกระตุ้นให้หลั่งสารไซโตไคน์ เช่น interleukin-1 (IL-1), IL-6 และ tumor necrosis factor-

alpha (TNF-α) เป็นต้น(3)  ทั้งนี้จากรายงานสถิติขององค์การอนามัยโลกคาดว่า พ.ศ. 2563 จะมี

ผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมเพ่ิมขึ้นร้อยละ 14.3 จาก พ.ศ. 2551 และยังพบว่าประชากรตั้งแต่อายุ 45 ปี เริ่ม

พบอุบัติการณ์ของโรคข้อเข่าเสื่อม รวมถึงร้อยละ 50 จะพบในกลุ่มผู้มีอายุมากกว่า 60 ปี และพบว่า

โอกาสเกิดโรคในผู้ป่วยเพศหญิงมากกว่าเพศชาย(13) จากสถิติอุบัติการณ์ของโรคที่มีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนท า

ให้มีการศึกษามากมายถึงสาเหตุที่ส่งผลให้เกิดโรคข้อเสื่อม รวมทั้งกลไกการควบคุมให้เกิดโรค 

การศึกษาสารเมแทบอลิซึมที่เกี่ยวข้องผ่านการทดสอบด้วยเทคนิคทางชีวเคมี และการศึกษา

ความสัมพันธ์ระหว่างพันธุกรรมกับพยาธิสภาพของโรค เป็นต้น  

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าโรคข้อเสื่อมเป็นโรคที่มีหลายปัจจัยร่วมกันที่ส่งผลต่อการเกิด

โรคข้อเสื่อมลักษณะและพยาธิสภาพของโรคข้อเสื่อม ซึ่งสาเหตุของการเกิดโรคข้อเสื่อมยังไม่พบแน่

ชัดว่าสาเหตุใดที่ก่อให้เกิดโรคข้อเสื่อม อายุเป็นปัจจัยหลักอย่างหนึ่งที่เกี่ยวข้องกับระยะการเกิดโรค

ข้อเสื่อม ช่วงอายุ 70-79 ปี เป็นช่วงที่พบความรุนแรงของการเกิดโรคมากที่สุด (14) เพศหญิงเป็นอีก

หนึ่งปัจจัยที่เสี่ยงต่อการเกิดโรคข้อเสื่อมมากที่สุด พบว่ามีการศึกษามากมายที่แสดงให้เห็นว่าผู้หญิงมี
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ปัจจัยเสี่ยงของการเกิดโรคข้อเสื่อมมากกว่าผู้ชายในบริเวณข้อเข่าและข้อนิ้วมือ(15, 16) กิจกรรมและ

การใช้ชีวิตประจ าวัน เป็นปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดโรคข้อเสื่อมเช่นกัน เพราะว่ากิจกรรมการใช้

ชีวิตประจ าวันที่ท าซ้ าๆ และการใช้งานที่ข้อมากเกิน อาจส่งผลต่อการเกิดโรคข้อเสื่อม ตัวอย่างเช่น 

กลุ่มประชากรที่อาศัยอยู่ชนบทมีอาชีพซึ่งต้องออกแรงและใช้ข้อมาก เช่น การยกของหนัก การยืนใน

ท่าใดท่าหนึ่งเป็นเวลานาน เป็นต้น ส่งผลต่อการปวดข้อเข่า และเกิดโรคข้อเสื่อมได้ ความผิดปกติ

บริเวณข้อจากการเกิดเนื้องอก หรือข้อมีรูปร่างผิดปกติ ส่งผลต่อการเคลื่อนไหวที่ผิดปกติและน ามาสู่

การสลายของกระดูกอ่อนบริเวณข้อ พันธุกรรมก็เป็นปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดโรคข้อเสื่อมเช่นกัน คือ 

กลไกทางพันธุกรรมเกี่ยวข้องกับการควบคุมการสร้างโปรตีน กลไกการอักเสบ และ extracellular 

matrix เช่น type II collagen ในกระบวนการปรับแต่งกระดูก (bone remodeling) นอกจากนี้

ภาวะอ้วน หรือน้ าหนักเกินค่าดัชนีมวลกาย (body mass index, BMI) ที่ก าหนด เป็นปัจจัยเพิ่มความ

เสี่ยงต่อการเกิดโรคข้อเสื่อมผ่านกลไกการรับน้ าหนักของข้อที่มากเกิน เช่น ข้อเข่า และข้อสะโพก 

เป็นต้น ดังนั้นผู้ป่วยที่มีน้ าหนักตัวมากจึงมีความเสี่ยงของการเกิดโรคข้อเสื่อม ปัจจัยสุดท้ายที่ส่งผลต่อ

การเกิดโรคข้อเสื่อม คือ ความไม่สมดุลของกระบวนการเมแทบอลิซึมในการสร้างและสลายของ 

extracellular matrix ในระยะการพัฒนาเกิดโรคข้อเสื่อม พบว่าไซโตไคน์เป็นตัวกลางที่ส่งผลต่อ

ความไม่สมดุลของกลไกนี้ โดยลักษณะส าคัญที่ปรากฏในผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม พบว่า มีการสลายของ

กระดูกอ่อนผิวข้อท าให้ช่องข้อแคบลง การงอกของกระดูกใต้ผิวข้อและบริเวณขอบของข้อ รวมถึงการ

อักเสบของเซลล์เยื่อบุข้อ ดังนั้นการเกิดพยาธิสภาพของโรคข้อเสื่อมไม่ได้เกิดเฉพาะที่กระดูกอ่อน แต่

ยังเกิดที่บริเวณอ่ืนโดยรอบข้อเช่นกัน เช่น กระดูกใต้ผิวข้อ เยื่อบุข้อ และปลอกหุ้มข้อ (joint 

capsule) เป็นต้น 

เยื่อบุข้อ (synovial membrane) เป็นเนื้อเยื่อที่หุ้มรอบข้อทั้งหมด ยกเว้นส่วนของกระดูก

อ่อนผิวข้อ แบ่งออกเป็น 2 ชั้น คือ ส่วนที่บุผิวอยู่ภายใน (lining layer) เรียกว่า intima และชั้นที่อยู่

ถัดออกมา (supportive layer) เรียกว่า subsynovium หรือ sub-intima ในส่วนของชั้น intima 

อยู่ระหว่างช่องว่างข้อและเนื้อเยื่อด้านนอกของ sub-intima ที่เชื่อมกับ fibrous capsule เยื่อบุข้อ

ประกอบด้วย 2 เซลล์หลัก คือ type A synoviocytes และ type B synoviocytes โดย type A 

synoviocytes มีหน้าที่เป็น macrophages ชนิด phagocytosis ในการก าจัดสิ่งแปลกปลอมภายใน

บริเวณข้อ ส่วน type B synoviocytes เป็น synovial fibroblasts ที่มีบทบาทสร้าง collagen และ 

fibronectin ในน้ าไขข้อ เยื่อบุข้อยังมีลักษณะส าคัญดังนี้ คือ เป็นเนื้อเยื่อที่มีส่วนประกอบของหลอด
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เลือดจ านวนมาก มีเส้นประสาทปกคลุมจ านวนมาก และการหลั่งของน้ าไขข้อ ในปัจจุบันมีการศึกษา

พบว่า โรคข้อเสื่อมเป็นโรคที่มีการอักเสบในระดับต่ า (low-grade inflammation)(17) จากหลาย

การศึกษาที่แสดงถึงระดับการเปลี่ยนแปลงของสารไซโตไคน์กลุ่มที่ก่อให้เกิดการอักเสบในเยื่อบุข้อ 

และการอักเสบบริเวณเยื่อบุข้อส่งผลต่อการสลายของกระดูกอ่อนผิวข้อและกระดูก ท าให้เกิดพยาธิ

สภาพของโรคข้อเสื่อมในที่สุด โดยปกติลักษณะเยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม เป็น hypertrophy 

และ hyperplasia ท าให้เพ่ิมจ านวนของเซลล์เยื่อบุข้อ การอักเสบของเซลล์เยื่อบุข้อ เรียกว่า 

synovitis เซลล์ชนิดนี้อยู่บริเวณเยื่อบุข้อที่อยู่ใกล้กับกระดูกอ่อน จึงท าให้เชื่อว่ากลไกพยาธิก าเนิด 

synovitis เกี่ยวข้องกับการสลายของกระดูกอ่อน ซึ่งชิ้นส่วนของกระดูกอ่อนหลุดมาอยู่ในช่องข้อที่มี

น้ าไขข้อ และมีการก าจัดสิ่งแปลกปลอมจากเซลล์ synovial macrophage ท าให้เยื่อบุข้อเกิดการ

อักเสบจากการเพ่ิมสารไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ อีกทั้งสารไซโตไคน์ที่สร้างขึ้นมาจากเยื่อบุ

ข้อไปยังน้ าไขข้อ และกระดูกอ่อน ส่งผลต่อกระบวนการสลายของข้อและการเพิ่มของ synovitis(18-20) 

กระดูกอ่อนผิวข้อ (articular cartilage) เป็นเนื้อเยื่อที่มีส่วนประกอบของ extracellular 

matrix เป็นหลัก เช่น น้ า คอลลาเจน โปรติโอไกลแคน ส่วนประกอบขนาดเล็กของเกลือแคลเซียม 

และเซลล์ chondrocytes เป็นต้น ท าให้มีสามารถอุ้มน้ าและยืดหยุ่น และช่วยลดแรงกระแทกป้องกัน

การบาดเจ็บบริเวณข้อได้ แต่กระดูกอ่อนผิวข้อไม่มีส่วนประกอบของหลอดเลือด และระบบน้ าเหลือง 

เซลล์ในกระดูกอ่อนผิวข้อจึงแลกเปลี่ยนสารอาหารจากเนื้อเยื่อข้างเคียง เช่น กระดูกอ่อนใต้ผิวข้อ 

และน้ าไขข้อ เป็นต้น บริเวณกระดูกอ่อนผิวข้อแบ่งออกเป็น 4 ชั้น คือ superficial zone, traditional 

หรือ middle zone, radial หรือ deep zone และ calcified zone กระดูกอ่อนผิวข้อประกอบด้วย

สารชีวโมเลกุลหลัก เช่น type II collagen และ aggrecan ซึ่งเป็นองค์ประกอบของ   โปรติโอไกล

แคน กระดูกอ่อนผิวข้อยังประกอบด้วยเซลล์ chondrocytes มีหน้าที่ในการสร้าง extracellular 

matrix แ ล ะ ส ร้ า ง เ อ น ไ ซ ม์ ย่ อ ย ส ล า ย โ ป ร ตี น  (proteolytic enzymes) เ ช่ น  matrix 

metalloproteinase (MMPs), a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 

motifs (ADAMTS) และสารตัวกลางที่เกี่ยวกับการอักเสบ (IL-1ß และ nitric oxide) ส่งผลให้กระดูก

อ่อนผิวข้อสลายตัว ความสมดุลในการสร้างเอนไซม์ของเซลล์ chondrocytes มีบทบาทส าคัญต่อการ

เกิดโรคข้อเสื่อม ในระยะแรกของโรคข้อเสื่อม กระดูกอ่อนผิวข้อที่สลายตัวอาจมีชิ้นส่วนบางส่วนหลุด

อยู่ในน้ าไขข้อ โดยปกติในระยะแรก aggrecans สามารถซ่อมแซมกระดูกอ่อนผิวข้อของโรคข้อเสื่อม

ได้ แต่ในกรณีระยะสุดท้ายของโรคข้อเสื่อม aggrecans ไม่สามารถสร้าง matrix ขึ้นมาทดแทนได้ทั้ง
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ในกระดูกอ่อนผิวข้อและน้ าไขข้อ ซึ่งชิ้นส่วนของกระดูกอ่อนในน้ าไขข้อยังส่งผลต่อการสลายตัวของ

กระดูกอ่อนได้ด้วยเช่นกัน(21-23) 

กระดูกใต้ผิวข้อ (subchondral bone) ประกอบด้วย 2 ชั้น คือ cortical plate และ 

cancellous bone หน้าที่หลักของกระดูกใต้ผิวข้อ คือ เป็นแหล่งอาหารของกระดูกอ่อนเพราะเป็น

บริเวณที่ประกอบด้วยหลอดเลือดจ านวนมาก ถ้ากระดูกใต้ผิวข้อมีการท างานผิดปกติจะส่งผลต่อการ

สลายของกระดูกอ่อนใต้ผิวข้อ ในผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมกระดูกใต้ผิวข้อมีลักษณะหนากว่าปกติส่งผลให้

เกิดการเปลี่ยนแปลงของกระดูกอ่อน การศึกษาที่ผ่านมาพบว่าการงอกของกระดูกบริเวณขอบข้อมี

ความสัมพันธ์กับการเกิดโรคข้อเสื่อม อีกท้ังกระดูกใต้ผิวข้อของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมยังส่งเสริมการสร้าง

ปัจจัยทาง anabolic ท าให้เกิดการสร้างเนื้อกระดูกเพ่ิมขึ้นบริเวณขอบข้อ และในบางกรณีของผู้ป่วย

ที่ร่างกายมีกลไกการรับน้ าหนักที่มากเกินไป (mechanical loading) อาจส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลง

ของเนื้อกระดูกใต้ผิวข้อ และไขกระดูก (bone marrow) ได้รับความเสียหาย(24) 

ในปัจจุบันการประเมินระยะของโรคข้อเสื่อม การถ่ายภาพรังสี (X-rays) การถ่ายภาพด้วย

คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า (Magnetic Resonance Imaging, MRI) การเจาะตรวจน้ าไขข้อ และการผ่าตัด

ส่องกล้องในข้อโดยวิธีการประเมินจากภาพถ่ายรังสีเป็นวิธีที่นิยมใช้ในการวินิจฉัยโรคข้อเสื่อมเบื้องต้น 
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รูปที่ 2 ภาพถ่ายรังสีแสดงระดับความรุนแรงของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม(25) 

 จากภาพถ่ายรังสีข้างต้นแสดงให้เห็นว่ากระบวนการเกิดโรคข้อเสื่อมส่วนใหญ่เกิดพยาธิสภาพ

บริเวณกระดูกอ่อนผิวข้อเป็นหลักส่งผลให้บริเวณช่องข้อแคบลง และพบการงอกของกระดูกบริเวณ

ขอบข้อดังสัญลักษณ์ลูกศรที่แสดงข้างต้น ท าให้มีลักษณะการแสดงอาการตามความรุนแรงที่แตกต่าง

กันทั้งหมด 4 ระดับ คือ Grade 1, 2, 3 และ 4 โดยอาศัยเกณฑ์ในการจัดประเภทความรุนแรงของ 

Kellgren and Lawrence (KL)(25) ซึ่งระดับความรุนแรง KL grade 4 แสดงถึงระดับความรุนแรงมาก

ที่สุดของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม จากรูปที่ 2 พบว่าภาพถ่ายรังสีไม่ปรากฏช่องข้อด้านในและข้อเคลื่อน 

เนื่องจากสูญเสียกระดูกอ่อนผิวข้อ เมื่อเปรียบเทียบกับ KL grade ระยะความรุนแรงที่น้อยกว่า ท าให้

การประเมินเบื้องต้นด้วยภาพถ่ายรังสีสามารถวินิจฉัยระดับความรุนแรงของโรคข้อเสื่อมเบื้องต้นได้ 

อีกท้ังการประเมินอาการและความรุนแรงของโรคด้วยการใช้แบบประเมินอาการส่วนบุคคลของผู้ป่วย

โรคข้อเสื่อม ซึ่งแบบประเมินอาการและความรุนแรงของโรคข้อเสื่อมมีหลายประเภท เช่น Western 

Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index (WOMAC), Knee injury and 
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Grade 2 

Grade 4 
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Osteoarthritis Outcome Score (KOOS), Visual Analogue Scale (VAS) และ index of severity 

for osteoarthritis for the knee (ISK) เป็นต้น 

Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index (WOMAC) 

เป็นแบบประเมินที่ประกอบด้วยค าถาม 24 ข้อ ในแต่ละข้อมีคะแนนการประเมิน 4 ระดับ คือ ช่วง 0-

4 และมีคะแนนรวมอยู่ในช่วง 0-96 คะแนน ถ้าผู้ป่วยที่ถูกประเมินมีระดับคะแนนที่สูง แสดงว่ามี

ความรุนแรงของโรคข้อเสื่อมมาก ซึ่งค าถามในแบบประเมินแบ่งออกเป็น การประเมินอาการเจ็บปวด 

5 ข้อ การประเมินอาการตึง 2 ข้อ การประเมินข้อเข่าเชิงกายภาพ 17 ข้อ เช่น การขึ้น-ลงบันได การ

เดิน และกิจกรรมในชีวิตประจ าวัน(26) 

Knee injury and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS) เป็นแบบประเมินที่มี

ความจ าเพาะต่อการประเมินอาการข้อเข่า ซึ่งแบบประเมิน KOOS พัฒนาโดย Ewa M Roos และ

คณะ ในปี พ.ศ. 2538 เพ่ือประเมินในกลุ่มผู้ป่วยบาดเจ็บบริเวณเส้นเอ็นไขว้หน้าข้อเข่า หมอนรองข้อ

เข่า และระยะแรกเริ่มของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม และยังเป็นแบบประเมินที่สามารถค านวณคะแนนกลับ

เป็น WOMAC ได้ ค าถามส าหรับการประเมิน KOOS มีทั้งหมด 42 ข้อ แบ่งออกเป็น 5 หัวข้อหลัก คือ 

(1) อาการปวด 9 ข้อ (2) อาการทั่วไป 7 ข้อ (3) การใช้ชีวิตประจ าวัน (Activity daily living, ADL) 

17 ข้อ (4) กิจกรรมการออกก าลังกาย (Sport/Reaction) 5 ข้อ และ (5) คุณภาพชีวิตของผู้ป่วยโรค

ข้อเสื่อม (Quality of life, QOL) 4 ข้อ โดยครอบคลุมส าหรับการประเมินการบาดเจ็บที่ข้อเข่า และ

การเกิดโรคข้อเข่าเสื่อม ในค าถามของการประเมินแต่ละข้อมีคะแนนทั้งหมด 5 ระดับ ตั้งแต่ 0 (ปกต)ิ 

ถึง 4 (มีปัญหารุนแรงมาก) คะแนนทั้งหมดถูกเปลี่ยนให้อยู่ในสเกล 0-100 โดยสเกลที่ 0 หมายความ

ว่า มีความรุนแรงของการเกิดโรคมากที่สุด และสเกล 100 หมายความว่า ไม่มีปัญหาของการเกิดโรค 

การประเมิน KOOS ไม่สามารถน าคะแนนทั้งหมดมารวมกันได้ แต่น าเสนอในรูปแบบ 5 หัวข้อหลัก

ของการประเมิน KOOS(27) 

Visual Analogue Scale (VAS) คือการประเมินระดับความปวด ซึ่งประเมินด้วยความ

ยาว 10 เซนติเมตร ช่วยให้สามารถประเมินความรุนแรงของความปวดได้ละเอียดขึ้น โดยการ

วิเคราะห์คะแนนจากการวัดความยาวเส้นตรงจาก 0 มาถึงขีดที่ผู้ป่วยให้ไว้แสดงความเจ็บปวดแบ่ง

ออกได้เป็น 4 ระดับ คือ (1) 0 เท่ากับ ไม่มีอาการปวด (2) 1-3 เท่ากับ มีอาการปวดเล็กน้อย (3) 4-6 

เท่ากับ มีอาการปวดปานกลาง และ (4) 7-10 เท่ากับ มีอาการปวดมาก(28) 
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Index of severity for osteoarthritis for the knee (ISK) หรือ Lequesne index 

เป็นแบบประเมินที่พัฒนามาจากประเทศฝรั่งเศสในปี พ.ศ. 2513 ใช้ในการบอกระดับความรุนแรง

ของโรคข้อเสื่อมได้โดยใช้ค าถามทั้งหมด 10 ข้อ ซึ่งเก่ียวข้องกับอาการปวด ระยะทางที่เดินได้ไกลที่สุด 

และการใช้ชีวิตประจ าวัน ท าให้แบบประเมินชนิดนี้มีความสะดวกในการใช้ประเมินผู้ป่วย ช่วงคะแนน

รวมของแบบประเมินน้อยที่สุด คือ 0 หมายความว่า ปกติ หรือไม่มีอาการปวด ถึงช่วงคะแนนมาก

ที่สุดคือ 24 หมายความว่า มีความรุนแรงของการเกิดโรคข้อเสื่อมมาก(29, 30) 

นอกจากนี้กลไกทาง epigenetics อาจเป็นกลไกหนึ่งที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคข้อเสื่อม เริ่ม

จากการอักเสบบริเวณข้อของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมท าให้มีอาการข้อตึงหลังตื่นนอน บริเวณรอบข้ออุ่น 

อาการปวด และน้ าไขข้อมีปริมาณเพ่ิมขึ้นท าให้เกิดอาการข้อบวม รวมถึงเยื่อบุผิวข้อหนาตัวเพ่ิมขึ้น 

ซึ่งการอักเสบเหล่านี้เกิดจากกระบวนการสลายของเซลล์ chondrocytes ส่งผลให้เนื้อเยื่อกระดูก

อ่อนสลายตัวไปกระตุ้นการท างานของ disease-associated molecular patterns (DAMPs) ซึ่งมี

หน้าที่ไปกระตุ้นการจับกับเซลล์ macrophages และ fibroblast-like synoviocytes บริเวณเยื่อบุ

ข้อส่งผลกระตุ้นให้สร้างสารไซโตไคน์ และสารที่ก่อให้เกิดการอักเสบแพร่กระจายไปบริเวณรอบข้อ 

ท าให้เกิดอาการอักเสบบริเวณเยื่อบุข้อ (synovitis) โดยเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ

เคลื่อนตัวมารวมบริเวณเยื่อบุผิวข้อ (synovial membrane) อีกทั้งยังพบว่าสารไซโตไคน์ที่เพ่ิมสูงขึ้น

ในข้อสามารถแพร่ผ่านไปยังหลอดเลือดรอบข้อท าให้พบระดับของสารไซโตไคน์ในกระแสเลือด ซึ่งมี

ความสอดคล้องกับระดับไซโตไคน์ในน้ าไขข้อของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม และยังพบว่าในเนื้อเยื่อบุข้อของ

ผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมมีระดับไซโตไคน์ที่เพ่ิมขึ้นอย่างผิดปกติ เช่นเดียวกับในกระแสเลือด และน้ าไขข้อ 

ซึ่ งกระบวนการอักเสบนี้ ในผู้ ป่วยโรคข้อเข่ า เสื่อมจะเหนี่ ยวน าผ่านการสลายของเซลล์  

chondrocytes(17, 31) ในเนื้อเยื่อกระดูกอ่อนเช่นเดียวกันจึงอาจส่งผลต่อเปลี่ยนแปลงของกลไกทาง 

epigenetics รวมถึงการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อมบริเวณเยื่อ

บุข้อ(32) อาจน ามาประยุกต์ใช้ประเมินระดับความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อมจากระดับความแตกต่าง

ของการสร้างสารกลุ่มไซโตไคน์ในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมที่แตกต่างกัน เนื่องจากเยื่อบุข้ออยู่ภายในข้อ

และเนื้อเยื่อข้างเคียง เป็นบริเวณที่ส าคัญของการสร้างสารประกอบในน้ าไขข้อ หรือเป็นแหล่ง

สารอาหารส าหรับเซลล์ในกระดูกอ่อนผิวข้อ จึงเป็นส่วนส าคัญของการรักษาสมดุลภายในข้อ โรคข้อ

อักเสบยังเป็นโรคที่เกี่ยวข้องกับความหลากหลายทางพันธุกรรม epigenetics และปัจจัยทาง

สิ่งแวดล้อมที่ส่งผลต่อความไม่สมดุลของข้อ การอักเสบบริเวณเยื่อบุข้อ ( synovitis) และการ
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เปลี่ยนแปลงการสลายของกระดูกอ่อนผิวข้อเกิดจากบริเวณเยื่อบุข้อมี เซลล์ที่ เกี่ยวข้องกับ

กระบวนการอักเสบร่วมกับเนื้อเยื่อรอบข้อหนาตัวเพ่ิมขึ้น (hyperplasia) และการเพ่ิมขึ้นของหลอด

เลือดจากการเคลื่อนตัวมารวมตัวกันของ T-cells, B-cells, plasma cells และ macrophages 

รวมถึงการอักเสบของเนื้อเยื่อบริเวณนี้จากการรวมกลุ่มของ immune cells จ านวนมากส่งผลให้เกิด

โครงสร้างที่เรียกว่า pannus มีผลต่อการท าลายกระดูกอ่อนผิวข้อ และกระดูกใต้กระดูกผิวข้อ ดังรูป

ที่ 3 ซึ่งเยื่อบุข้ออักเสบมีผลท าให้กระดูกอ่อนผิวข้อสลายตัวเพ่ิมข้ึนในโรคข้อเสื่อม(31) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 การเปรียบเทียบระหว่างเยื่อบุข้อ เนื้อเยื่อข้างเคียงของข้อปกติเปรียบเทียบกับข้ออักเสบ(31) 

 สารตัวกลางหลักที่ท าให้เกิดเยื่อบุข้ออักเสบ คือ สารไซโตไคน์ TNF-α, IL-1ß และ IL-6(33) 

อีกทั้งกระบวนการอักเสบยังเหนี่ยวน าให้เซลล์เยื่อบุข้อ และเซลล์ articular chondrocytes ผลิต

เ อน ไซม์  เ ช่ น  matrix metalloproteinase (MMP)-3 และ  MMP-13(34), a disintegrin and 

metalloproteinase with thrombospondin motifs (ADAMTS4 และ ADAMTS5)(35) เป็นต้น อีก

ทั้งกระบวนการอักเสบบริเวณเยื่อบุผิวข้อยังมีการเปลี่ยนแปลงในการสร้างหลอดเลือดเพ่ิมขึ้นจ านวน

มากโดยรอบบริเวณเยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมที่มีการอักเสบรุนแรงมีลักษณะเยื่อบุผิวข้อสีแดง

เมื่อเทียบกับเยื่อบุข้อของคนปกติ เนื่องจากการเกิดการอักเสบบริเวณข้อของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมมี

ระดับการสร้างสารไซโตไคน์ vascular endothelial growth factor (VEGF) สูงในกลุ่มของผู้ป่วย

โรคข้อเสื่อมในระยะเบื้องต้น สารไซโตไคน์เหล่านี้ส่งผลต่อการสลายตัวของกระดูกอ่อนผิวข้อจึงท าให้

เกิดพยาธิสภาพของโรคข้อเสื่อมในที่สุด(36)   
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สารไซโตไคน์ คือ โปรตีนขนาดเล็กที่หลั่งจากเซลล์ที่มีความจ าเพาะที่มีการเชื่อมต่อและ

สื่อสารกันระหว่างเซลล์ ไซโตไคน์ในแต่ละชนิดของเซลล์จะมีชื่อเรียกท่ีแตกต่างกัน เช่น lymphokine 

เป็นไซโตไคน์ที่ สร้ างจากเซลล์  lymphocytes, monokine คือ ไซโตไคน์ที่สร้ างจากเซลล์  

monocytes และ interleukin คือ ไซโตไคน์ที่สร้างจากเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดหนึ่ง และส่งผลต่อ

เซลล์เม็ดเลือดขาวอีกเซลล์หนึ่ง(37) 

สารกลุ่ม proinflammatory cytokines  

Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) เป็นโปรตีนที่มีขนาด 17 kDa ผลิตจากการ

กระตุ้นโดย macrophages มีผลต่อการสร้างไซโตไคน์ IL-6 และ IL-8 เป็นต้น(38-40) ซึ่ง TNF-α เกิด

จากการกระตุ้นของเซลล์ชนิดเดียวกันในข้อการศึกษาก่อนหน้านี้ เกี่ยวกับการตรวจวัดระดับ IL-1ß 

และ  TNF-α ในผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมหลังจากฉีด hyaluronic acid ที่ข้อ พบว่าระดับไซโตไคน์ทั้งสอง

ชนิดลดลงอย่างมีนัยส าคัญภายหลัง 6 เดือนในกลุ่มวัยกลางคนเปรียบเทียบกับกลุ่มผู้สูงอายุ (41) 

การศึกษา TNF receptor ในเลือดของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม แสดงผลความสัมพันธ์เชิงบวกกับอาการ

ปวด อาการตึงในข้อ และความรุนแรงของโรคตามภาพถ่ายรังสี (42) และยังพบว่าการศึกษา

ความสัมพันธ์ของ TNF-α ในพลาสมาและลักษณะของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมที่มือไม่มีความสัมพันธ์กัน(43) 

นอกจากนี้ในการศึกษาระดับ TNF-α ในเลือดและความรุนแรงของโรคจากภาพถ่ายรังสีที่แสดง

ระยะห่างของช่องข้อ พบว่า ระดับ TNF-α มีความสัมพันธ์ต่อช่องข้อที่ลดลง(44) ซึ่งหมายถึงระดับ

ความรุนแรงของโรคข้อเสื่อมที่มากขึ้น คือ KL มากกว่า 1 และดังนั้น TNF-α อาจน าไปประยุกต์ใช้

เป็นตัวบ่งชี้ที่มีประสิทธิภาพในการติดตามการรักษาโรคได้ 

Interleukin-1 beta (IL-1ß) เป็นสารในกลุ่ม proinflammation cytokines ที่มีผลต่อ

การเกิดโรคข้อเสื่อมมากที่สุด คือ IL-1ß เป็นโปรตีนที่มีขนาด 17.5 kDa(45) เป็นตัวยับยั้งการสร้าง 

type II collagen และ aggrecan เป็นส่วนประกอบหลักของกระดูกอ่อน(46, 47) นอกจากนี้ IL-1ß ยัง

เหนี่ยวน าการสร้าง cytokines และ chemokines ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ เช่น IL-6 และ IL-8 จึง

พบในหลายการศึกษาใช้ IL-1ß เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวเคมี(38, 39) จากการศึกษาของ Ning และคณะ พบว่า

ระดับการแสดงออกของ IL-1ß มีความสัมพันธ์กับบริเวณของเยื่อบุข้อตามระดับความรุนแรงของโรค

จึงน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้ของโรคข้อเสื่อม(48) และจากการศึกษาระดับ IL-1ß ในหนูทดลอง พบว่า มี

บทบาทส าคัญต่ออาการปวด ส่วนในการศึกษาระดับการแสดงออกของ IL-1ß และ TNF-α เกี่ยวข้อง
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กับความรุนแรงของการอักเสบในโรคข้อเสื่อมที่ใช้กระต่ายเป็นโมเดลสัตว์ทดลอง (49) และในการศึกษา 

IL-1ß เพ่ือเป็นตัวบ่งชี้ประเมินผลของการรักษาผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมด้วย hyaluronic acid พบว่า

ระดับ IL-1ß มีความสัมพันธ์เชิงลบกับความรุนแรงของอาการปวด จากการศึกษาเป็นระยะเวลา 6 

เดือน และระหว่างการเกิดโรคข้อเสื่อม พบว่า IL-1ß กระตุ้นการสร้างสารอนุมูลอิสระ (reactive 

oxygen species, ROS) เช่น peroxide และ hydroxylated radicals ที่มีผลโดยตรงต่อการสลาย

ของกระดูกอ่อนผิวข้อ และสัมพันธ์กับระดับการแสดงออกของ oxidative enzymes ที่ลดลงภายใน

ข้อที่มีผลมาจากโรคข้อเสื่อม(41) 

Interleukin-6 (IL-6) เป็นไกลโคโปรตีนที่ประกอบด้วยกรดอะมิโน 184 ต าแหน่ง (50) มี

บทบาทส าคัญต่อการอักเสบในการเกิดพยาธิสภาพของโรคข้อเสื่อม เซลล์ chondrocytes ของคน

สุขภาพดีและไม่ได้รับสารกระตุ้นพบว่ามีระดับของ IL-6 ที่ต่ า แต่ถ้าได้รับไซโตไคน์ เช่น IL-1ß ซึ่งมี

บทบาทเกี่ยวกบัการอักเสบของข้อ และการเพ่ิมข้ึนของเซลล์ chondrocytes(39) เช่นเดียวกับ TNF-α 

มีผลต่อการเหนี่ยวน าการสร้าง IL-6(39) และที่ส าคัญ IL-6 ยังท าหน้าที่ในการยับยั้งการสร้าง type II 

collagen ในสัตว์ทดลองอีกด้วย(51) ในการศึกษาระดับ IL-6 ของสัตว์ทดลองกลุ่มโรคข้อเสื่อมมีระดับ 

IL-6 ที่สูงกว่ากลุ่มควบคุม เช่นเดียวกับการศึกษาในผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม แต่อย่างไรก็ตามระดับ IL-6 ใน

น้ าไขข้อไม่สัมพันธ์กับดัชนีมวลกาย อายุ และความรุนแรงของโรคข้อเสื่อม (KL) ในผู้ป่วยโรคข้อเข่า

เสื่อม 82 ราย(52) และในทางตรงกันข้ามของการศึกษาระดับ IL-6 ของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมจ านวน 

47 รายที่ไม่ได้รับการรักษาพบว่า ระดับ IL-6 ในซีรัมของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีความสัมพันธ์เชิงลบ

กับ KL grade และไม่มีความสัมพันธ์กับอาการปวดของการประเมินด้วยแบบประเมิน WOMAC 

ยกเว้นอาการตึงที่มีความสัมพันธ์เล็กน้อยกับระดับของ IL-6(53) นอกจากนี้ IL-6 ยังเป็นไซโตไคน์หลัก

ที่ เป็นสาเหตุการเปลี่ยนแปลงของกระดูกใต้ผิวข้อ โดยมีผลต่อการกระตุ้นการท างานของ 

osteoclasts และการสลายตัวของเนื้อกระดูก ท างานร่วมกันกับ IL-1ß และ TNF-α รวมถึงการ

ท างานของ osteoblasts ที่ถูกกระตุ้นด้วย IL-1ß, TNF-α และ IL-6 อาจส่งผลต่อกลไกการผลิต 

MMPs ที่ท าให้เกิดผลกระทบต่อกระดูกอ่อนบริเวณใกล้เคียง จากการศึกษาหนูในกลุ่มที่ขาดการ

แสดงออกของยีน IL-6 และท าการฉีด IL-6 บริเวณ intra-articular พบว่า 1 มีระดับลดลงในกลุ่มข้อ

อักเสบเรื้อรังชนิดรุนแรง และการเหนี่ยวน าการสร้างของกระดูกบริเวณขอบข้อ(54) 
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สารกลุ่ม Extracellular matrix (ECM) degrading enzymes 

Matrix metalloproteinase (MMP)-3 หรือ stromelysin-1 เกี่ยวข้องกับความไม่สมดุล

ของกระบวนการเมแทบอลิซึมของการสลายและการสร้างกระดูกอ่อนผิ วข้อส่งผลการสลายของ

กระดูกอ่อนผิวข้อ ซ่ึง MMP-3 ในผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมอยู่บริเวณกระดูกอ่อนชั้น superficial zone และ

มีการแสดงออกระดับ mRNA ที่สูงในระยะแรกของการสลายของกระดูกอ่อนผิวข้อ (55) กลุ่มเอนไซม์ 

matrix metalloproteinase มีปริมาณเพ่ิมขึ้นจากการกระตุ้นของ proinflammatory cytokines 

และเป็นส่วนที่ท าให้ เนื้อเยื่อบริเวณนี้สลายตัว โดยเอนไซม์ MMP-3 หลั่งออกมาจากเซลล์  

chondrocytes และ synovial cells มีหน้าที่กระตุ้นการท างานของ serine protease ตัวอ่ืน(56) 

ไม่ได้มีหน้าที่เพียงสลาย extracellular matrix แสดงให้เห็นว่า MMP-3 มีการแสดงออกในบริเวณ

เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม การศึกษาระดับการแสดงออกของ MMP-3 ในเยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรค

ข้อเข่าเสื่อมมีความสัมพันธ์เชิงบวกกับความรุนแรงของโรคที่แตกต่างกันตาม KL grading(57) อีกทั้ง

การศึกษาเซลล์ chondrocytes ของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมท่ีได้รับ adiponectin พบว่า มีการเพ่ิมข้ึนของ 

nitric oxide ผ่านตัวเหนี่ยวน า inducible nitric oxide synthase (iNOS) และมีการเพ่ิมข้ึนของการ

แสดงออกของยีน MMP-1,   MMP-3 และ MMP-13 นอกจากนี้ (58) การศึกษาระดับ MMP-3 ใน

กระต่ายที่เป็นโรคข้อเสื่อม พบว่า มีระดับ MMP-3 สูงในเยื่อบุข้อระยะแรกของโรคข้อเสื่อม และใน

เซลล์ chondrocytes ระยะสุดท้ายของการเกิดโรค แสดงให้เห็นว่าเซลล์ทั้ง 2 บริเวณของเนื้อเยื่อใน

กระต่ายที่เป็นโรคข้อเสื่อมพบการสร้าง MMP-3(59) เช่นเดียวกันกับในมนุษย์ พบว่าระดับของ MMP-3 

ในพลาสมาเป็นตัวบ่งชี้สะท้อนถึงระยะห่างของช่องข้อในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมอย่างมีนัยส าคัญ และ

ในการศึกษาระดับเอนไซม์ MMP-3 ในน้ าไขข้อของผู้ป่วยมีระดับที่สูงกว่าในข้อปกติ (60) อีกทั้งใน

การศึกษาระดับ MMP-3 ในโรคข้อเสื่อมมีระดับลดลงอย่างมีนัยส าคัญและสัมพันธ์กับความรุนแรงของ

โรคข้อเสื่อมในหนูที่ถูกยับยั้งการท างานของ MMP-3 เป็นเวลา 2 ปี(61) 

A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 

(ADAMTS5) เป็น aggrecanases ชนิดหนึ่งที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคข้อเสื่อมจากการที่เอนไซม์ชนิด

นี้มีบทบาทต่อการสลาย aggrecan และ type II collagen ในกระดูกอ่อนผิวข้อ ซึ่ งเอนไซม์ 

ADMATS5 เรียกอีกชื่อว่า aggrecanase 2(62) การศึกษาก่อนหน้าเกี่ยวกับการแสดงออกของยีน 

connexin 43 (Cx43) ที่เพ่ิมขึ้นส่งผลให้มีการเพ่ิมการแสดงออกของยีน ADAMTS5 ในเซลล์เยื่อบุข้อ 

และการเพ่ิมขึ้นของเอนไซม์ collagenase ในอาหารเลี้ยงเซลล์เยื่อบุข้อ(35) ส่วนในการศึกษาเซลล์ 
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chondrocytes ได้รับความเข้มข้นของ osteopontin (OPN) แตกต่างกัน พบว่า การแสดงออกของ

ยีน ADAMTS5 ไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส าคัญ(63) อีกทั้งยังมีการศึกษาผลของ ADAMTS5 ใน

การเพาะเลี้ยงเซลล์ chondrocytes และการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ aggrecanase ร่วมด้วย 

พบว่า มีผลต่อการเพ่ิมเนื้อกระดูกอ่อนของกระดูกอ่อนผิวข้อ และการสร้างกระดูกบริเวณขอบข้อ

ระหว่างการเกิดโรคข้อเสื่อม(64)  

 สารกลุ่ม Chemokines and angiogenic growth factor 

Vascular endothelial growth factor (VEGF) คือ glycosylated protein ขนาด      

46-48 kDa ประกอบด้วยพันธะ disulfide โดย VEGF เป็นปัจจัยที่ส าคัญต่อการสร้างหลอดเลือดและ

ท่อน้ าเหลืองใหม่ การควบคุมการแสดงออกของ VEGF ประกอบด้วย 2 ปัจจัยหลัก คือ ระดับออกซิเจน

ต่ า (hypoxia) และไซโตไคน์ที่เก่ียวกับการอักเสบ เช่น IL-1ß(65) VEGF อยู่บริเวณ endothelial cells 

(ECs) แต่ยังพบในเซลล์อ่ืนๆ เช่น hematopoietic stem cells (HSCs), monocytes, osteoblasts 

และ neuron cells ในบริเวณของเซลล์เยื่อบุข้อ เซลล์ chondrocytes และ เซลล์ macrophages 

เป็นบริเวณท่ีสร้าง VEGF ซ่ึง VEGF มีบทบาทส าคัญต่อการสร้างหลอดเลือดในตัวอ่อน การรักษา

บาดแผล และการสร้างเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ยังมีส่วนเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคมะเร็ง และการอักเสบของ

โรคต่างๆ เช่น โรคข้อเสื่อม การศึกษาก่อนหน้าพบการวัดระดับ VEGF ในน้ าไขข้อและเนื้อเยื่อบุข้อของ

ผู้ป่วยโรคข้อรูมาตอยด์ และโรคข้อเสื่อม ส่วนการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับของ MMP-9, 

MMP-13 และ VEGF ในน้ าไขข้อของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมและโรคข้อรูมาตอยด์ พบว่ามีความสัมพันธ์กัน 

และอาจมีบทบาทในการสร้างหลอดเลือดใหม่(66) ระดับการแสดงออกของ VEGF พบว่ามีการศึกษา

จ านวนมากในโรคข้ออักเสบหลายชนิด ในโรคข้อรูมาตอยด์ ระดับของ VEGF ในซีรัมสูงกว่าในโรคข้อ

เสื่อม และกลุ่มควบคุม เช่นเดียวกับการศึกษา VEGF ในน้ าไขข้อก็พบว่ามีระดับการแสดงออกท่ีสูงใน

กลุ่มผู้ป่วยโรคข้อรูมาตอยด์ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม จากข้อมูลนี้จึงสรุปได้ว่าระดับ

การแสดงออกของ VEGF มีบทบาทกับการเกิดพยาธิสภาพของโรคข้อรูมาตอยด์(67) นอกจากนี้

การศึกษาความสัมพันธ์ระดับ VEGF ในซีรัมของผู้ป่วยโรคข้อรูมาตอยด์ พบว่า ระดับ VEGF มี

ความสัมพันธ์เชิงบวกกับระดับความรุนแรงสูงสุดของโรคข้อรูมาตอยด์(68) VEGF มีบทบาทในส่วนการ

สร้าง endochondral bone การสร้างกระดูกบริเวณขอบข้อ การอักเสบของเยื่อบุข้อ และการสลาย

ของกระดูกอ่อนในผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม การศึกษาระดับของ VEGF ในกระดูกอ่อนพบเฉพาะในกระดูก

อ่อนของโรคข้อเสื่อมไม่พบในกระดูกอ่อนปกติ(69) ส่วนการศึกษา VEGF ในระดับ mRNA และโปรตีน
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ของผู้ป่วยโรคกระดูกพรุนมีระดับการแสดงออกท่ีสูงกว่ากลุ่มควบคุม(70) เช่นเดียวกันกับการศึกษาการ

แสดงออกของ VEGF ในหนูทดลองที่เป็นโรคข้อเสื่อมจากการได้รับบาดเจ็บ ที่มีระดับการแสดงออก

ของ VEGF เพ่ิมขึ้น มีความสัมพันธ์กับกระบวนการ catabolism ในเซลล์ chondrocytes และเซลล์

เยื่อบุข้อ(71)  

การศึกษากลไกการยับยั้งระดับของ TNF-α และสารทางชีวภาพ (biological agents) ที่

เกี่ยวกับการเพ่ิมขึ้นของสารภูมิคุ้มกันผิดปกติอาจช่วยลดการอักเสบเรื้อรังที่เหนี่ยวน าให้ข้อถูกท าลาย 

และปรับคุณภาพชีวิตของผู้ป่วยให้ดีขึ้นได้ เนื่องจากกระบวนการอักเสบบริเวณเยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรค

ข้อเสื่อมส่งผลต่อความสมดุลของ immune cells ที่เพ่ิมขึ้นผิดปกติ เมื่อเยื่อบุข้ออักเสบมีผลต่อกลไก

ควบคุมทาง epigenetics ที่ส่งผลต่อรูปแบบ DNA methylation ระหว่างที่เยื่อบุข้อเกิดการอักเสบ

อาจสัมพันธ์กับ DNA hypomethylation ท าให้การควบคุมการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ

พยาธิก าเนิดของโรคข้อเสื่อมมีปริมาณมากกว่าปกติ เช่น transcription factors (TFs), cytokines, 

collagen, aggrecan และ matrix metalloproteinases เป็นต้น ส่งผลให้กระดูกอ่อนผิวข้อถูก

ท าลายและท าให้เกิดโรคข้อเสื่อม 

DNA methylation 

DNA methylation เป็นกระบวนการเปลี่ยนแปลง epigenetics ที่ส าคัญและมีส่วน

เกี่ยวข้องกับบทบาทการท างานของยีน การไม่ท างานของ transposons อายุ การพัฒนาของระยะตัว

อ่อน (embryonic developtment) กระบวนการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ไปท าหน้าที่เฉพาะ และ

กลไกการเกิดมะเร็ง (carcinogenesis) โดยในกระบวนการ DNA methylation ถูกกระตุ้นจาก DNA 

methytransferases (DNMTs) มีส่วนของ S-adenosyl-L-methionine เป็น methyl donor ซึ่ง 

DNMTs มีหลายชนิด ได้แก่ DNMT1 เป็นเอนไซม์ที่เติมหมู่เมทิลบนสาย DNA สายใหม่ที่มีรูปแบบ

เหมือนกับการเติมหมู่เมทิลของสาย DNA ต้นแบบ DNMT3a และ DNMT3b เป็นเอนไซม์ที่มีรูปแบบ

การเติมหมู่ เมทิลใหม่บนสาย DNA ที่แตกต่างจาก DNA สายแม่แบบจึงเรียกว่า de novo 

methyltransferases(11) กลไกการเกิด DNA methylation ในมนุษย์จะเกิดการเติมหมู่เมลทิล (-

CH3) บริเวณคาร์บอนต าแหน่งที่ 5 ของเบสไซโตซีน ในต าแหน่ง cytosine-phosphate-guanine 

dinucleotide (CpG)(72) ท าให้เกิดโครงสร้างของ 5-methylcytosine ดังรูปที่ 4 โดยปกติพบ DNA 

methylation ได้ตลอดจีโนม ส่วนมาก CpG islands บริเวณ short CpG rich region จะไม่พบการ
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เติมหมู่เมทิล (unmethylated) ขณะที่บริเวณหลักของ CpG site ใน non-CpG islands เป็นบริเวณ

ที่เกิด methylation 

 

 

 

 

รูปที่ 4 กระบวนการ DNA methylation บนเบสไซโตซีน(73) 

ส่วนใหญ่ CpG islands มักเกิดบริเวณใกล้เคียงของ transcription start sites (TSS) ของ

ยีนหลายชนิด และการเกิด methylation เกี่ยวข้องกับการควบคุมล าดับ DNA ซึ่งมีความสัมพันธ์กับ 

transcriptional activity ที่มีการตอบสนองต่อการควบคุมของ methylation ท าให้แบ่ง DNA 

methylation ออกเป็น 2 รูปแบบ คือ DNA hypomethylation และ DNA hypermethylation 

การเกิดรูปแบบของ DNA methylation(9) ทั้ง 2 รูปแบบนี้ส่งผลให้การควบคุมการแสดงออกของยีน

ภายในจีโนมมีลักษณะที่แตกต่าง และส่งผลต่อความไม่เสถียรของจีโนม ดังรูปที่ 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 กระบวนการ DNA methylation บริเวณ CpG island ส่งผลต่อการแสดงออกของยีน(9) 
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นอกจากนี้กลไก DNA methylation ยังส่งผลต่อบริเวณ interspersed repetitive 

sequences (IRSs) บริเวณท่ีพบ CpG sequence จ านวนมาก และมีประมาณร้อยละ 45 ของจีโนม

ในร่างกาย โดย IRSs สามารถจัดกลุ่มได้ 2 ส่วน คือ DNA transposons ร้อยละ 2.8 ของจีโนมมนุษย์ 

ในขณะที่ retrotransposon มีร้อยละ 42.2 ในจีโนม retrotransposon สามารถจัดกลุ่มได้ตาม

โครงสร้างที่มีและไม่มี long terminal repeats (LTRs) คือ non-LTR retroelements and LTR 

retroelements ซึ่งบริเวณหลักที่เพ่ิมจ านวนของ non-LTR retroelements สูงภายในจีโนมมนุษย์ 

คือ long interspersed nuclear elements (LINEs) และ Short interspersed nuclear 

elements(74) เช่น Alu จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า การเกิด hypomethylation ของ LINE-1 พบ

ในโรคมะเร็ง และโรคที่เก่ียวกับ autoimmune รวมถึงโรคข้ออักเสบ(7, 75) ในการศึกษาเกี่ยวกับระดับ

การแสดงออกของโปรตีน DNMT1 ใน synovial fibroblasts ของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม และโรคข้อ

อักเสบรูมาตอยด์ เพ่ืออธิบายความสัมพันธ์กับระดั DNA methylation โดยในการศึกษานี้

เปรียบเทียบแบ่งกลุ่มทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มควบคุม synovial fibroblasts ที่ไม่ได้รับ       

TNF-α และ กลุ่ม synovial fibroblasts ที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า ระดับ

การแสดงออกของโปรตีน DNMT1 ใน synovial fibroblasts ของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมที่ได้รับ 10 

ng/ml TNF-α มีระดับการแสดงออกท่ีสูงกว่าในผู้ป่วยโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ แต่มีระดับการ

แสดงออกของโปรตีน DNMT1 น้อยกว่ากลุ่มควบคุม จึงแสดงให้เห็นว่าสารไซโตไคน์มีผลต่อการ

แสดงออกของโปรตีน DNMT1 เกี่ยวข้องกับกระบวนการเติมหมู่เมทิลของ DNA methylation บริเวณ

ยีนไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับการเกิดโรคข้อเสื่อม(7) นอกจากนี้การศึกษา DNA methylation บริเวณ 

promoter ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคข้อเสื่อม อาจส่งผลต่อการเกิดพยาธิสภาพของโรคข้อ

เสื่อมได้ ตัวอย่างเช่น การศึกษาการเปลี่ยนแปลงระดับ DNA methylation จาก %CpG 

methylation ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ chondrocytes ของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม มีระดับ %CpG 

methylation ที่ลดลงในกลุ่มเซลล์ chondrocytes ที่ได้รับ 5-aza-2'-deoxycytidine (5-aza-dC) 

แต่พบว่าลดลงมากข้ึนเมื่อได้รับ IL-1ß เปรียบเทียบกับเซลล์ chondrocytes ที่ไม่เกิดรอยโรคของข้อ

เสื่อม เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ การศึกษาระดับ DNA methylation ที่ต าแหน่ง promoter ของ 

MMP13 และ IL-1ß พบว่า บริเวณ promoter ทั้ง 2 เกิด DNA hypomethylation ในเซลล ์

chondrocytes ของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมเปรียบเทียบกับเซลล์ chondrocytes ปกติ อีกท้ังการเกิด 

DNA hypomethylation นี้ยังส่งผลต่อการเพิ่มการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคข้อ
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เสื่อม(76) รวมถึงการศึกษา DNA methylation บริเวณ IL-6 promoter ในเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรค

ข้อเสื่อม พบว่าในเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมเกิด hypomethylation และ histone 

hypermethylation บริเวณ promoter ของ IL-6 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อของคนปกติ(33) 

และการเกิด DNA hypomethylation บริเวณ inducible nitric oxide synthase (iNOS) 

promoter ที่ต าแหน่ง NF-kB enhancer ท าให้การแสดงออกของยีน iNOS เพ่ิมสูงขึ้น ส่งผลต่อการ

เปลี่ยนแปลงการควบคุม cell cycle และการแสดงออกของยีนในเซลล์ chondrocytes ของผู้ป่วย

โรคข้อเสื่อมเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ chondrocytes ปกต(ิ77) 

Long interspersed nuclear element-1 (LINE-1) 

LINEs เป็น retrotransposons ในกลุ่มของ non-long terminal ซ้ าๆ กันหลายหน่วยในจี

โนม พบประมาณร้อยละ 17 และมีล าดับที่ซ้ ากันมากกว่า 450,000 ชุด ในจีโนมของมนุษย์ สามารถ

เพ่ิมจ านวนตัวเองได้อย่างอิสระ โครงสร้างของ LINE-1 มีความยาวประมาณ 6 kb ประกอบด้วย 

5’UTR ที่มีส่วนของ internal RNA polymerase II sense strand promoter โปรตีน open reading 

frames ที่ส าคัญ 2 ชนิด คือ ORF1 และ ORF2 และ 3’ UTR ประกอบด้วย poly (A) tail ดังรูปที ่6 

 

 

 

 

รูปที่ 6 โครงสร้างของ LINE-1(8) 

โปรตีน ORF1 ในมนุษย์มีส่วนของ RNA binding protein ขนาด 40 kDa มีหน้าที่ nucleic 

acid chaperone activity และในส่วนของ ORF2 ประกอบด้วยโปรตีนขนาด 150 kDa ซึ่งท าหน้าที่

เป็น endonuclease (L1 EN) และ reverse transcriptase (L1 RT) activities โปรตีน ORF ที่อยู่

บน LINE-1 สามารถเปลี่ยนและช่วยการท างานของ Alu รวมถึงขั้นตอนการถอดรหัสเป็น mRNAs 

บริเวณต าแหน่งใหม่ของจีโนม และมีกลไกการท างานที่ส าคัญคือ “copy and paste”(8) เมื่อกระตุ้น

ให้ LINE-1 element เกิดการถอดรหัสในนิวเคลียสและขนส่งไปแปลรหัสที่ไซโทซอล หลังจากนั้น

โปรตีน ORF1 และ ORF2 จับบริเวณ mRNA รวมตัวเป็นโครงสร้าง ribonucleoprotein particle 

(RNP) เพ่ือขนส่งกลับไปยังล าดับ DNA เป้าหมายบริเวณ target-primed reverse transcription 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

27 
 
(TPRT) ในนิวเคลียส ท าให้เกิดล าดับ DNA เส้นใหม่ที่เกิดจากการแทรกของ LINE-1 ดังรูปที่ 7 

นอกจากนี้ยังพบข้อจ ากัดในการขนส่ง LINE-1 transcription ไปยัง undifferentiated cells, early 

germ cells และ undifferentiated tumor cells อาจเป็นสาเหตุท าให้เกิด hypomethylation ที่

ต าแหน่ง CpG การศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าการเปลี่ยนแปลงของระดับ LINE-1 methylation มีผลต่อ

การควบคุมการท างานของยีนภายในจีโนม เช่น การเพ่ิมของ LINE-1 methylation ส่งผลต่อการ

ยับยั้งการแสดงออกยีนเป้าหมาย เป็นเหตุให้เกิดความเสียหายของจีโนมและการเปลี่ยนแปลงของ 

epigenetics(74)  

นอกจากนี้การแสดงออกของ LINE-1 มีความเก่ียวข้องกับกระบวนการท างานของ 

OPR1/p40 บริเวณเนื้อเยื่อบุข้อ จึงอาจน า LINE-1 มาพัฒนาประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งชี้ (biomarker) 

ช่วยในการวินิจฉัยโรคข้ออักเสบ(7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 กลไกของ L1 retrotransposition(74)  
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การศึกษาที่ผ่านมา พบว่า DNA methylation ใน synovial fibroblasts ของผู้ป่วยโรคข้อ
เข่าเสื่อมและโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์เป็นชนิด DNA hypomethylation และยังได้ศึกษาการ
แสดงออกของโปรตีน ORF1p ด้วยเทคนิค Immunohistochemical staining พบว่า osteoarthritic 
synovial fibroblasts (OASFs) ของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีส่วนของ ORF1 ที่เก่ียวข้องกับการท างาน
ขอ ง  LINE-1(7) แ ล ะยั ง พบก า รท า ง า นขอ ง  ORF1/p40 ของ ผู้ ป่ ว ย โ ร ค  systemic lupus 
erythematosus (SLE) และ sjogren’s syndrome (SS) ซึ่งเป็นส่วนที่เกี่ยวข้องกับการท างานของ 
LINE-1 เช่นเดียวกัน(75) อีกทั้งยังเกิด LINE-1 methylation แบบ hypomethylation ในโรคสะเก็ด
เงิน (psoriasis vulgaris) (78) นอกจากนี้ ในการศึกษาที่ผ่านมามีการศึกษา พบระดับ LINE-1 
hypermethylation ในโรคผิวหนังอักเสบเรื้อรัง (lichen simplex chronicus)(79) แต่ก็มีการศึกษา
ระดับ LINE-1 methylation ในโรคไขกระดูกฝ่อ (dyskeratosis Congenita) พบว่าไม่มีความ
แตกต่างของระดับ LINE-1 methylation ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยและกลุ่มควบคุม(80) ทั้งนี้การท างานของ 
LINE-1 มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงจีโนมภายในร่างกาย จากการที่ LINE-1 hypermethylation ส่งผล
ให้เกิดการยับยั้งการท างานของยีน นอกจากนี้ยังพบว่า ไซโตไคน์ IL-1 มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงระดับ 
global DNA methylation ใน synovial like-fibroblasts(81) ของผู้ป่วยโรคข้อรูมาตอยด์ และ
การศึกษา DNA methylation ในผู้ป่วยโรค systemic lupus erythematosus (SLE) พบว่าระดับ 
LINE-1 methylation ลดลงอย่างมีนัยส าคัญในเซลล์เม็ดเลือดขาวทุกชนิดของผู้ป่วย SLE ได้แก่ 
CD4+ T cells, CD8+ T cells และ B cells เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวของกลุ่มคนปกติ
จึงอาจน า LINE-1 methylation มาประยุกต์ใช้ในการบ่งชี้อาการของโรค SLE ได้(82) 

การศึกษา DNA methylation ที่ได้กล่าวไปข้างต้น แสดงให้เห็นว่าการเปลี่ยนแปลงระดับ
การเกิด DNA methylation มีผลในการควบคุมความสมดุลของจีโนมและยังเป็นสาเหตุของการเกิด
โรคต่างๆ ท าให้มีความสนใจในการศึกษาระดับ DNA methylation ของการเกิดพยาธิสภาพของโรค
ข้อเข่าเสื่อม เพ่ือติดตามระยะและระดับความรุนแรงของโรค และอาจน ามาประยุกต์ใช้ในการรักษา
ทางการแพทย์ และจากการทบทวนวรรณกรรมที่ผ่านมา พบว่าการศึกษาระดับ global DNA 
methylation ของ LINE-1 ในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมได้มีเพียงการศึกษาในตัวอย่างเนื้อเยื่อ เช่น 
chondrocytes และ fibroblast like synoviocytes แต่ยังไม่มีการศึกษาในเซลล์เม็ดเลือดขาว 
(blood leukocytes) และเซลล์เยื่อบุข้อ (synovial fibroblasts) ในงานวิจัยนี้จึงเลือกศึกษาใน
ตัวอย่างเหล่านี้ เนื่องมาจากโรคข้อเข่าเสื่อมยังจัดอยู่ในกลุ่มของ innate immune system จาก
กลไกของ damage-associated molecular patterns (DAMPs) ที่กระตุ้นการสร้างสารไซโตไคน์ 
และสารก่อให้เกิดการอักเสบต่างๆ โดยสารเหล่านี้ส่งให้เนื้อเยื่อบุข้ออักเสบ (synovitis) และสารกลุ่ม
นี้ยังสามารถแพร่ผ่านไปบริเวณอ่ืนของร่างกายผ่านเลือด(31) สารไซโตไคน์ที่แพร่ผ่านอาจมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงของกลไกทาง epigenetics ที่ส่งผลต่อความเสถียรของจีโนมภายในสารพันธุกรรมของ 
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blood leukocytes ดังนั้นจึงท าการศึกษาระดับ DNA methylation ของ LINE-1 ในตัวอย่าง 
blood leukocytes เปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อในกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมที่มีการอักเสบและกลุ่ม
ข้อเสื่อมที่ไม่มีการอักเสบเพ่ือน าผลวิเคราะห์ที่ได้มาประยุกต์ใช้ในการวินิจฉัยตรวจติดตามและการ

รักษาโรคข้อเข่า เสื่อม นอกจากนี้ ยั งท าการศึกษาผลของ TNF-α ต่อระดับการเกิด DNA 
methylation บริเวณเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม เซลล์เยื่อบุข้อในกลุ่มโรคข้อเสื่อมที่มี
การอักเสบและกลุ่มข้อเสื่อมที่ไม่มีการอักเสบ รวมถึงการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การเกิดโรคข้อเข่าเสื่อม โดยข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่าโรคข้อเข่าเสื่อมมีอุบัติการณ์ของการเกิดโรค
สูง ส่งผลต่อการใช้ชีวิตประจ าวัน ถึงแม้จะเป็นโรคไม่ได้อันตรายแก่ชีวิต แต่หากไม่ได้เข้ารับการรักษา
ที่ถูกต้องและทันเวลาอาจส่งผลให้ผู้ป่วยพิการไม่สามารถเดินได้ และคุณภาพชีวิตด้อยลง ดังนั้น ความ
เข้าใจพยาธิก าเนิดของโรคข้อเสื่อมตลอดจนการศึกษาค้นหาตัวบ่งชี้ที่ช่วยในการวินิจฉัยโรคข้อเสื่อมมี
ความส าคัญต่อการพัฒนาการรักษาและพัฒนาคุณภาพชีวิตผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมให้ดีข้ึน 

ความยาวเทโลเมียร์ (telomere length)  

จีโนมของยูคาริโอตประกอบด้วย DNA สายยาว ซึ่งต้องการส่วนปกป้องบริเวณปลายของ

โครโมโซม เพ่ือป้องกันการเกิด DNA double-strand breaks (DSBs) ซึ่งบริเวณปลายของโครโมโซม

มีส่วนที่เรียกว่า เทโลเมียร์ ท าหน้าที่ป้องกัน DNA ไม่ให้ถูกท าลาย และกลไกการซ่อมแซม DSB รวมถึง

การป้องกันการสลายและการรวมกันของปลายโครโมโซม โดยเทโลเมียร์บน DNA ประกอบด้วยล าดับ

เบส TTAGGG ที่ซ้ ากันอยู่ที่ปลาย 3’ บริเวณปลายโครโมโซม ที่ขดตัววนกลับจับกับเบสคู่สมเกิด

โครงสร้าง t-loop มีความส าคัญต่อการปกป้องบริเวณปลายของโครโมโซม นอกจากนี้เทโลเมียร์ยัง

ประกอบด้วยโปรตีนเฉพาะทั้งหมด 6 ชนิด ได้แก่ TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 และ POT1 เรียก

ส่วนประกอบของโปรตีนโดยรวมนี้ว่า shelterin complex มีหน้าที่ในการถอดรหัสของเส้นเทโลเมียร ์

และเติมล าดับเบสของเทโลเมียร์ที่ปลายของโครโมโซม(6, 83) ดังรูปที ่8 
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รูปที่ 8 โครงสร้าง t-loop และส่วนประกอบของโปรตีนใน shelterin complex(84) 

และในกลไกการท างานของเทโลเมียร์ยังพบว่า telomerase เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่เป็น reverse 

transcriptase ในการน าสาย RNA ต้นแบบเชื่อมกับปลายของเทโลเมียร์ที่ยังคงอยู่เพ่ือเติมล าดับเบส

ที่ซ้ ากันของเทโลเมียร์(85) ภายในกลไกของ epigenetics แสดงถึงความส าคัญของการควบคุมความ

ยาวของเทโลเมียร์ จากการศึกษาก่อนหน้านี้มีการแสดงถึงการเกิด hypomethylation ของต าแหน่ง 

subtelomeric มีความเกี่ยวข้องกับความยาวเทโลเมียร์ และต าแหน่งนี้อาจมีความส าคัญต่อกลไก 

epigenetics ที่ควบคุมความสมดุลของเทโลเมียร์ (86) นอกจากกนี้ การศึกษาความยาวเทโลเมียร์ใน

โรคข้อนิ้วมือเสื่อม พบว่าความยาวเทโลเมียร์มีความสัมพันธ์เชิงลบกับอายุของผู้ป่วยอย่างมีนัยส าคัญ
(87) อีกทั้งการศึกษาความยาวของเทโลเมียร์ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วย aortic dissection โรค

หลอดเลือดแข็งตัว โรคเบาหวาน และ โรคหลอดลมอุดก้ันเรื้อรัง (chronic obstructive pulmonary 

disease, COPD)(88, 89) พบว่าเทโลเมียร์หดสั้นลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม Martin และ 

Buckwalter ศึกษาผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมจ านวน 27 รายที่มีอายุระหว่าง 1-87 ปี  พบว่าอายุมี

ความสัมพันธ์กับการเปลี่ยนแปลงเซลล์ chondrocytes ของกระดูกอ่อนอาจส่งผลการสลายของ

กระดูกอ่อนและการเกิดโรคข้อเสื่อม และยังพบว่าบริเวณกระดูกอ่อนไม่มีการท างานของเอนไซม์ 

telomerase โดยการวัดความยาวเทโลเมียร์ด้วย Southern blot พบว่าในกลุ่มผู้ป่วยอายุน้อยมี

ความยาวเทโลเมียร์ที่ยาวกว่ากลุ่มผู้ป่วยที่มีอายุมากอย่างมีนัยส าคัญ (90) รวมถึงการศึกษาความยาว

เทโลเมียร์ของเซลล์ chondrocytes ของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม พบว่าบริเวณที่เกิดรอยโรคของโรคข้อ

เสื่อมมีความยาวเทโลเมียร์สั้นกว่าเซลล์ chondrocytes บริเวณที่ไม่เกิดรอยโรคของโรคข้อเสื่อม(91) 

การเพ่ิมจ านวนของ  DNA มีผลต่อการหดสั้นลงของความยาวเทโลเมียร์ ในการศึกษาเซลล์  

chondrocytes ของมนุษย์ พบว่าภาวะเครียดออกซิเดชันในเซลล์ chondrocytes ส่งผลต่อการแก่
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ตัวของเซลล์ ความไม่เสถียรของความยาวเทโลเมียร์ และการหดสั้นลงของเทโลเมียร์ (90) แต่ใน

การศึกษาของ Tamayo และคณะ ศึกษาความยาวเทโลเมียร์ในกลุ่มผู้ป่วยโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ 

และกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม พบว่าความยาวเทโลเมียร์ในกลุ่มผู้ป่วย 2 กลุ่ม ไม่มีความแตกต่างกัน(92) 

ส่วนในโรคมะเร็งไตในเด็ก (wilms tumor, WT) พบว่าระดับ LINE-1 methylation มีความสัมพันธ์

อย่างมีนัยส าคัญกับความยาวเทโลเมียร์ในกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งไต และยังพบว่าความยาวเทโลเมียร์หด

สั้นลงและระดับ LINE-1 methylation ต่ าลงในเซลล์ WT ที่ได้รับสารที่ท าให้เกิด hypomethylation 

(5-aza-2’-deoxyctidine) เปรียบเทียบกับเซลล์ WT ควบคุม(93) นอกจากนี้ในการศึกษาความยาว

เทโลเมียร์ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม พบว่ามีความสัมพันธ์เชิงลบกับค่า VEGF(94) 

ส่วนการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความยาวเทโลเมียร์และระดับการเกิด DNA methylation ใน

โรคทางเดินน้ าดีตีบตัน พบว่าระดับ LINE-1 methylation มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับความยาวของ

เทโลเมียร์อย่างมีนัยส าคัญ(95) เช่นเดียวกับโรคไขกระดูกฝ่อ(80) แต่ในโรคเบาหวานประเภทที่ 2 พบว่า 

ระดับ LINE-1 methylation มีความสัมพันธ์เชิงลบกับความยาวของเทโลเมียร์ในเซลล์เม็ดเลือดขาว

ของผู้ป่วยโรคเบาหวานประเภทที่ 2(10) 

ภาวะเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress) 

สารอนุมูลอิสระ (reactive oxygen species, ROS) เกิดมาจากกระบวนการเมแทบอลิซึม

ของเซลล์ ซึ่งสร้างความเข้มข้นของ ROS จากระดับต่ าถึงระดับปานกลาง หากมีการสร้างสาร ROS ที่

สูงมากกว่าปกติจะส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงส่วนประกอบของเซลล์ภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตนั้น เช่น 

ไขมัน โปรตีน และ DNA ความไม่สมดุลระหว่างระดับของสารออกซิแดนซ์ และสารต้านอนุมูลอิสระ 

หากมีสารออกซิแดนซ์สูงกว่าก่อให้เกิด ภาวะเครียดออกซิเดชัน ร่างกายสามารถสารออกซิแดนซ์จาก 

2 แหล่ง คือ ภายในและภายนอกเซลล์ของร่างกาย (endogenous/exogenous sources of ROS) 

ในส่วนของ ROS ที่สร้างภายในเซลล์ เช่น superoxide anion (O2
-) hydroxyl radical (•OH) และ 

hydrogen peroxide (H2O2) และ ROS ที่ได้รับจากภายนอกเซลล์ เช่น การสูบบุหรี่ การได้รับโอโซน 

การได้รับออกซิเจนระดับสูง (hyperoxia) สารรังสี และโลหะหนัก เป็นต้น นอกจากนี้การป้องกันสาร

ออกซิแดนซ์สามารถท าได้จากการสร้างความสมดุลด้วยสารต้านอนุมูลอิสระ แบ่งออกเป็นกลุ่ม

เอนไซม์ และไม่ใช่เอนไซม์ สารต้านอนุมูลอิสระกลุ่มเอนไซม์ เช่น superoxide dismutase (SOD), 

catalase (CAT) และ glutathione peroxidase (GTPx) เป็นต้น ส่วนสารต้านอนุมูลอิสระกลุ่มที่
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ไม่ใช่เอนไซม์ เช่น ascorbic acid (vitamin C) และ α-tocopherol (vitamin E) เป็นต้น(96) โดย

ภาวะเครียดออกซิเดชันส่งผลต่อการเกิดโรคต่างๆ มากมาย เช่น มะเร็ง ความผิดปกติทางระบบ

ประสาท โรคหลอดเลือดแข็ง โรคความดันโลหิตสูง โรคเบาหวาน เป็นต้น ส่วนในโรคข้อเสื่อมกลไก

การเกิด ROS เกิดได้จากหลายสาเหตุ เช่น ความผิดปกติของไมโทคอนเดรีย และการเหนี่ยวน าจากไซ

โตไคน์ ซึ่งการเหนี่ยวน าของสารไซโตไคน์บริเวณข้อของผู้ป่วยส่งผลต่อการสร้าง ROS ในกลุ่ม nitric 

oxide (NO) และ superoxide anion(97) สาร ROS เหล่านี้จะกระตุ้นการสร้างสาร  hydrogen 

peroxide, peroxinitrite และ hydrogen radical ส่งผลต่อการสลายตัวบริเวณกระดูกอ่อนผิวข้อ 

และการอักเสบบริเวณเซลล์เยื่อบุข้อ การศึกษาภาวะเครียดที่ส่งผลให้ความยาวเทโลเมียร์ลดลงใน

กลุ่มแรงงานในโรงงานถลุงเหล็กที่ได้รับโพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน หรือพีเอเอช (PAHs) 

เป็นสาเหตุของการเกิดโรคมะเร็งปอดเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และยังพบว่าระดับ LINE-1 

methylation มีค่าลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมเช่นเดียวกัน (98) และในการศึกษาระดับ 

LINE-1 methylation ในผู้ป่วยโรคท่อน้ าดีตีบตัน พบว่า LINE-1 methylation มีความสัมพันธ์เชิง

ลบกับค่า 8-hydroxy-2 ′ -deoxyguanosine อย่างมีนัยส าคัญ (95 ) นอกจากนี้  ระดับ LINE-1 

methylation ลดลงในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะที่ได้รับภาวะเครียดจาก H2O2 เมื่อเปรียบเทียบ

กับเซลล์ควบคุม ในงานวิจัยนี้จึงได้ศึกษาระดับ LINE-1 methylation และความยาวเทโลเมียร์ในกลุ่ม

ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมเพ่ือศึกษาดูผลของภาวะเครียดออกซิเดชันที่ก่อให้เกิดโรคข้อเสื่อมมีผลอย่างไร 

อีกทั้งยังศึกษาผลของไซโตไคน์ TNF-α ในเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมเพ่ือตรวจวัดการ

เปลี่ยนแปลงของระดับ LINE-1 methylation ความยาวเทโลเมียร์ และระดับการแสดงออกของยีนที่

เกี่ยวข้องกับการอักเสบของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม การศึกษาระดับ DNA methylation ในกลุ่มคน

อ้วนที่มีอาการหยุดหายใจขณะนอนหลับ (sleep Apnea-Hypopnea Syndrome) ที่ได้รับออกซิเจน

ที่แตกต่างกัน พบว่าบริเวณ promoter ของ IL-6 ในกลุ่มคนอ้วนที่ได้รับออกซิเจนสูงเกิด IL-6 

hypermethylation เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มคนอ้วนที่ได้รับออกซิเจนต่ า(99) 
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บทที่ 3  
วิธีการด าเนินการวิจัย 

ประชากร 

1. กลุ่มประชากรเป้าหมาย (Target Population) 
เกณฑ์การคัดเลือก (Inclusion criteria) 

ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม อายุระหว่าง 50-85 ปี ที่เข้ารับการผ่าตัดจากฝ่ายออร์โธปิดิกส์ 

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

เกณฑ์การคัดออก (Exclusion criteria) 

ผู้ป่วยโรคข้อชนิดอ่ืน เช่น โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ โรคเอสแอลอี โรคเกาต์ เป็นต้น รวมถึง

ผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน ผู้ป่วยที่เคยได้รับบาดเจ็บบริเวณเข่า หรือผู้ป่วยที่เคยติดเชื้อบริเวณข้อ และ

มะเร็ง เป็นต้น 

2. กลุ่มประชากรควบคุม (Healthy controls) 
เกณฑ์การคัดเลือก (Inclusion criteria) 

อาสาสมัครสุขภาพดีช่วงอายุ 40-80 ปี และกลุ่มผู้สูงอายุที่ เข้ารับการตรวจสุขภาพที่

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

เกณฑ์การคัดออก (Exclusion criteria) 

ประชากรกลุ่มอาสาสมัครที่มีอาการของโรคข้อเสื่อม และมีอาการของโรคข้อชนิดอ่ืนร่วมอยู่

ด้วย 

3. ขนาดของประชากรตัวอย่าง (Sample Size)(100) 

 การศึกษานี้ใช้จ านวนกลุ่มประชากรตัวอย่างจากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมที่เข้ารับการผ่าตัดจาก

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ โดยสามารถค านวณกลุ่มตัวอย่าง โดยใช้สูตรค านวณ ดังนี้ 
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n = ขนาดของกลุ่มตัวอย่าง 

Zα/2 = ระดับความเชื่อม่ัน 95% 

e = ระดับความคลาดเคลื่อนของการสุ่มตัวอย่างท่ียอมรับได้ (10%) 

2(0.1)4

2(1.96)
n


  

ดังนั้น ในการศึกษานี้ต้องใช้ตัวอย่างเลือดจ านวน 96 ตัวอย่าง แต่เนื่องจากมีข้อจ ากัดในเรื่อง

การเก็บตัวอย่าง ซึ่งตัวอย่างดังกล่าวได้จากผู้ป่วยได้รับการวินิจฉัยจากแพทย์ว่าเป็นโรคข้อเข่าเสื่อมที่มี

ความจ าเป็นต้องเข้ารับการผ่าตัด โดยเลือกเก็บตัวอย่างตัวอย่างเลือดของผู้ที่เข้ารับการผ่าตัด  จึงควร

เก็บตัวอย่างอย่างน้อย 96 ตัวอย่าง  

4. เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 
- Autoclave (Hydroclave Harvey, USA) 

- Automatic adjustable micropipette (Eppendorf, Germany) 

- Aluminum foil (Rainbow metal company, USA) 

- Balance (Satorius, Germany) 

- Biosafety cabinet class II (ESCO, Singapore) 

- Blade (Parabolar, Germany) 

- Centrifuge, refrigerated centrifuge (Eppendorf, USA) 

- Centrifuge, microcentrifuge high speed (Eppendorf, USA) 

- Combs (BIO-RAD, Hercules, California, USA) 

- Clotted blood and EDTA tube (Vacuettee, Austria) 

- Cylinder: 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml (Pyrex, USA) 

- CO2 incubator (Scientific, USA) 

- Digital timer 

- Disposable gloves (Proglove, Thailand) 

- Electrophoresis chamber set (BIO-RAD, USA) 

- Easyflask Filter Nunclon: 25 cm2, 75 cm2, 175 cm2 (NUNC, DENMARK) 
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- 6-well Plate, Round (NUNC, DENMARK) 

- 24-well Plate, Round (NUNC, DENMARK) 

- Flow Cytometry LSR II (BD Biosciences, USA) 

- Freezer -80 °C (Forma Scientific, USA) 

- Gel Doc 1000 (BIO-RAD, USA) 

- Glass pipette: 1 ml, 5 ml, 10 ml (Witeg, Germany) 

- Hemocytometer (BOECO, Germany) 

- Kimwipe paper 

- Mastercycle personal (Eppendorf, USA) 

- Multi-block heater (Techne DRI Block, USA) 

- Microcentrifuge tube rack 

- Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (BIO-RAD, USA) 

- NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Scientific, USA) 

- Real Time PCR StepOnePlus (Applied Biosystems, USA) 

- Phase contrast microscope (Nikon, USA) 

- pH meter (ESDO, Schott) 

- Pipette rack (Autopack, USA) 

- Power supply model 250 (BIO-RAD, USA) 

- Parafilm (American National Can, USA) 

- Petri dish 

- Real time PCR tube 

- Plastic wrap 

- Polypropylene conical tube, sterile: 15 ml, 50ml (Elkay, USA) 

- PCR marker (BIO-RAD, USA) 

- Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Duran, USA) 

- Refrigerator (Sanyo, Japan) 

- Stirring-magnetic bar 
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- Sanitary tissue paper (Celox, Thailand) 

- Ultrasonic Cleaner (HWASHIN, KOREA) 

- Vortex mixer (Scientific Industry, USA) 

- Water purification equipment (Water pro Ps, Labconco, USA) 

- Water bath: Memmert WB45 (Memmert, German) 

5. แบบประเมินส่วนบุคคล (Self-report assessment by questionnaire) 
5.1 แบบประเมิน Knee and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS) และ Visual 
analog scale (VAS) 

 Knee and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS) เป็นแบบประเมินอาการปวด การ

ขัดตึง การเคลื่อนไหวของร่างกายฉบับภาษาไทย โดยแบบประเมินนี้แบ่งการประเมินออกเป็น 6 กลุ่ม 

คือ (1) อาการ 5 ค าถาม (2) การฝืดขัดของข้อ 2 ค าถาม (3) อาการปวด 9 ค าถาม (4) การเคลื่อนไหว

ในกิจวัตรประจ าวัน 17 ค าถาม (5) การเคลื่อนไหวในการออกก าลังกายและการท ากิจกรรมอ่ืนๆ 5 

ค าถาม และ (6) คุณภาพชีวิต 4 ค าถาม ซึ่งระดับคะแนนการประเมินคือ 0-4 ตามล าดับ และคะแนน

โดยรวมของการประเมิน KOOS สามารถสรุปว่า ระดับคะแนนของ KOOS สูง แสดงถึงความรุนแรง

ของอาการปวด การขัดตึง การเคลื่อนไหวของร่างกาย ที่เกิดขึ้นมากในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 

5.2 แบบประเมินระดับความรุนแรงของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม Index of Severity for 
Osteoarthritis of the Knee by Lequesne (Knee ISOA) 

 แบบประเมินระดับความรุนแรงของการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อม คือแบบประเมินอาการปวด 

ระยะทางที่เดินได้มากที่สุด และการท ากิจวัตรประจ าวัน ซึ่งคะแนนรวมของแบบประเมินนี้ สามารถ

แบ่งระดับความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อม โดยคะแนนรวมที่มากกว่าหรือเท่ากับ 14 แสดงถึงระดับ

ความรุนแรงของการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อมของผู้ป่วยระดับรุนแรงมากที่สุด  

6. สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย (Reagents) 
6.1 สารเคมีทั่วไป (General reagents) 

-  Agarose molecular grade (Sigma, USA) 

-  Boric acid (Emsure, Germany) 

-  70% Ethanol 

-  Ethidium bromide (Sigma, USA) 
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-  Hydrochloric acid (Sigma, USA) 

-  RNA laterTM (Qiagen, Germany) 

-  Tris 

6.2 สารเคมีส าหรับสกัด DNA จากเซลล์เม็ดเลือดขาว (DNA extraction from 
peripheral blood leukocytes) 

- Absolute ethanol 

-  Chloroform (CH3Cl) 

-  20 mg/ml Proteinase K 

-  Distilled water 

-  70% ethanol 

-  Glycogen 

-  Isoamyl alcohol (IAA) 

-  Lysis buffer 

-  Phenol 

-  2 M Sodium acetate 

6.3 สารเคมีส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์เยื่อบุข้อ 
- Minimum essential media (MEM) alpha Modification, with L-Glutamine 

(Hyclone, USA) 

- 10% Fetal Bovine Serum (FBS) (Hyclone, USA) 

- 1% Antibiotic-antimycotic (Thermo Scientific, USA) 

-  0.25% Trypsin (Hyclone, USA) 

6.4 สารเคมีส าหรับสกัด DNA จากเซลล์เยื่อบุข้อ (DNA extraction from synovial 
fibroblasts) (Vivants, Malaysia) 

-  Absolute ethanol 

-  Buffer TB 

-  Elution buffer 

-  Lysis enhancer 
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-  1X Phosphate buffered saline (PBS) 

-  20 mg/ml Proteinase K 

-  Wash buffer 

6.5 สารเคมีส าหรับการสกัด RNA จากจากเซลล์เยื่อบุข้อ (DNA extraction from 
synovial fibroblasts) (Vivants, Malaysia) 

-  Buffer TR  

-  2-Mercaptoethanol 

-  80% ethanol 

-  DNase I 

-  Digestion buffer 

-  Digestion enhancer 

-  RNase-free Water 

-  Wash buffer 

6.6 สารเคมีส าหรับท า bisulfite treatment 
-  CT conversion 

-  M-binding buffer 

-  M-desulphonation buffer 

-  M-dilution buffer 

-  M-dissolving buffer 

-  M-elution buffer 

-  M-wash buffer 

6.7 สารเคมีส าหรับท า quantitative Combined bisulfite restriction analysis 
(qCOBRA) 

-  1X Bovine serum albumin (BSA) 

-  10 mM Deoxynucleotide triphosphates (dNTP) 

-  Distilled water 

-  0.5 U Hotstar Taq DNA polymerase (Qiagen, Germany) 
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-  25 mM MgCl2 (Qiagen, Germany) 

-  Mineral oil 

-  10X NEBuffer 3.1 (New England BioLabs, UK) 

-  10X PCR buffer (Qiagen, Germany) 

-  10 µM Forward primer (Macrogen, Korea) 

-  10 µM Reverse primer (Macrogen, Korea) 

-  Taq I enzyme (Thermo Scientific, USA) 

-  Tas I enzyme (Thermo Scientific, USA) 

6.8 สารเคมีส าหรับการเตรียม Polyacrylamide gel 
-   40% Acrylamide (BIO-RAD, USA) 

-  10% Ammonium persulfate (APS) 

- Distilled water 

- 6X loading dye 

- 25 bp marker (Promega, USA) 

- 1X TBE buffer 

- 10X TBE buffer 

- Tetramethylethylenediamine (TEMED) 

6.9 สารเคมีส าหรับเตรียม cDNA (complementary DNA) 
-  10X Taq buffer (Qiagen, Germany) 

- 25 mM MgCl2 (Qiagen, Germany) 

- 10 mM dNTP mixture 

- Random Hexamer 

- RNase inhibitor 

- Multiscribe reverse enzyme  
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6.10 สารเคมีส าหรับการท า quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 
-  QPCR Green Master Mix HRox,2X (Apsalagen, Thailand) 

-  10 µM Forward primer (Macrogen, Korea) 

-  10 µM Reverse primer (Macrogen, Korea) 

- Distilled water 

7. การเก็บรวบรวมข้อมูล 
 ส าหรับการเก็บรวบรวมข้อมูลทั้งหมดในการท าวิจัยครั้งนี้ ได้ท าการเก็บรวบรวมด้วยการจด

บันทึกลงในสมุดปฏิบัติการและบันทึกข้อมูลทั้งหมดลงในคอมพิวเตอร์โดยใช้โปรแกรม Microsoft 

Excel 

8. การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 
8.1 การเก็บชิ้นเนื้อ 

8.1.1 ท าการเก็บชิ้นเนื้อเยื่อบุข้อ synovial tissue จากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 

8.1.2 น าชิ้นเนื้อที่ได้จากผู้ป่วยมาตัดแบ่งและชั่งน้ าหนักให้แต่ละชิ้นหนักประมาณ 60 mg 

8.1.3 น าชิ้นเนื้อที่ได้จากข้อ 8.1.2 ใส่ใน microcentrifuge tube และเติมน้ ายารักษา

สภาพ RNA ปริมาตร 300 µl น าไปเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ -20 °C  

8.2 การเก็บตัวอย่างเลือด 
8.2.1 เก็บตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็ง ethylene 

diamine tetraacetic acid (EDTA) 

8.2.2 น าตัวอย่างเลือดที่ได้มาปั่นที่ความเร็ว 4,000 g นาน 10 นาท ี

8.2.3 เก็บส่วน buffy coat ใส่ใน microcentrifuge tube และน าไปเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 

-80 °C เพ่ือรอสกัด DNA ต่อไป 

8.3 การเพาะเลี้ยงเซลล์จากชิ้นเนื้อเยื่อบุข้อ (primary cell culture of synovial 
fibroblasts) 

8.3.1 การเตรียมตัวอย่างเซลล์เยื่อบุข้อ 
8.3.1.1 น าชิ้นเนื้อ synovial tissue ที่ได้จากการผ่าตัดผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมาล้างด้วย

น้ าเกลือ และตัดชิ้นเนื้อให้มีขนาดเล็ก 

8.3.1.2 น าชิ้นเนื้อวางในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ (T25 flask) ให้มีระยะห่างที่เท่ากัน แล้วเติม 
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อาหารเลี้ยงเซลล์ alpha minimum essential medium (α-MEM) ซ่ึง

ประกอบด้วย 10% fetal bovine serum (FBS) และ 200 IU/ml 

penicillin/streptomycin ให้ท่วมชิ้นเนื้อ และเลี้ยงเซลล์จากชิ้นเนื้อโดยน าเข้าตู้บ่ม

เซลล์ที่อุณหภูมิ 37 °C ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 

8.3.1.3 เมื่อเซลล์เจริญเต็มที่ ท าการเก็บชิ้นเนื้อออกจากภาชนะเลี้ยงเซลล์ แล้วดูดอาหาร

เลี้ยงเซลล์ออก และแยกเซลล์ออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซลล์โดยเติมเอนไซม์ทริปซินที่

ผสมกับ EDTA ปริมาตร 2 ml 

8.3.1.4 น าเข้าตู้บ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 °C โดยมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็น

เวลา 5-10 นาที ดูการแยกของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เพ่ือตรวจสอบว่าเซลล์ได้

หลุดจาก ขวดเพาะเลี้ยงเซลล์จนหมด เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 2 ml เพ่ือ

ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ทริปซิน 

8.3.1.5 ดูดสารละลายทั้งหมดลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 ml และท าการปั่นตกตะกอน

ที่ความเร็ว 824 g นาน 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง และเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 1 

ml ลงในหลอดปั่นเหวี่ยง ผสมให้เข้ากัน 

8.3.1.6 ดูดสารละลายที่ได้ลงในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ใหม่ แล้วเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาตร  

4 ml 

8.3.1.7 ท าการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุกๆ 3 วัน หรือเมื่อสังเกตเห็นการเปลี่ยนสีของ

อาหารเลี้ยงเซลล์ 

8.3.1.8 กรณีท่ีต้องการเก็บเซลล์ไว้ท าการศึกษาต่อ น าตะกอนเซลล์ที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงมา

เติม freezing media ที่ประกอบด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ และ dimethyl sulfoxide 

(DMSO) ปริมาณ 800 µl เก็บในหลอด cryotube แช่ในไนโตรเจนเหลว 

8.3.2 การศึกษาเซลล์เพาะเลี้ยง synovial fibroblasts ที่ได้รับ TNF-α 
8.3.2.1 น าเซลล์ synovial fibroblasts ที ่เพาะเลี้ยงในข้อ 8.3.1 อยู่ในช่วง passage 4-6 

ย้ายลง 6-well plate จ านวน 1 X 105 cells/2 ml ของอาหาร MEM alpha ที่

ประกอบด้วย 10% FBS และ 200 IU/ml penicillin/streptomycin ระยะเวลา 

24 ชั่วโมง 
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8.3.2.2 เมื่อครบระยะเวลา 24 ชั่วโมง ท าการล้างเซลล์ synovial fibroblasts ใน 6-well 

plate ด้วย 1X PBS หลังจากล้างเซลล์เยื่อบุข้อเสร็จ เติมอาหารที่มี 10 ng/ml 

TNF-α ปริมาตร 2 ml ลงในแต่ละ well ของ 6-well plate เป็นระยะเวลา 1, 3 

และ 7 วัน ซึ่งมีชุดควบคุมเป็นเซลล์ synovial fibroblasts ที่เลี้ยงด้วย MEM alpha 

ที่ประกอบด้วย 10% FBS และ 200 IU/ml penicillin/streptomycin 

8.3.2.3 เมื่อครบระยะเวลาที่ก าหนดท าการเก็บเซลล์  synovial fibroblasts ที่ ได้รับ          

10 ng/ml TNF-α และเซลล์ synovial fibroblasts ที่เป็นตัวควบคุม ด้วยการล้าง

เซลล์ด้วย 1X PBS จ านวน 2 ครั้ง และเติมเอนไซม์ทริปซินที่ผสมกับ EDTA ปริมาตร 

0.5 ml  

8.3.2.4 น าเข้าตู้บ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 °C โดยมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็น

เวลา 5-10 นาที ดูการแยกของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เพ่ือตรวจสอบว่าเซลล์ได้

หลุดจากขวดเพาะเลี้ยงเซลล์จนหมด เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 0.5 ml เพ่ือ

ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ทริปซิน 

8.3.2.5 ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีเซลล์หลุดแยกตัวอยู่ในแต่ละ well ของ 6 well-plate ใส่ใน 

microcentrifuge tube ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 ml 

8.3.2.6 ท าการนับเซลล์ที่มีชีวิตด้วยการย้อมด้วย trypan blue เริ่มต้นด้วยผสมเซลล์ที่อยู่ใน 

microcentrifuge tube และปิเตต 10 µl ผสมด้วย 10 µl trypan blue เพ่ือเป็น

การเจือจางเซลล์  2 เท่า ก่อนนับด้วย  hemocytometer เ พ่ือดูจ านวน cell 

proliferation 

8.3.3 การศึกษาผลของสภาวะเครียด (oxidative stress) ของเซลล์ synovial 
fibroblasts ที่ได้รับ H2O2 และ tocopheryl acetate (TA) 
8.3.3.1 น าเซลล์ synovial fibroblasts ที่ เพาะเลี้ยงในข้อ 8.3.1 อยู่ในช่วง passage 4-6 

ย้ายลง 6-well plate จ านวน 1 X 105 cells/2 ml ของอาหาร MEM alpha ที่

ประกอบด้วย 10% FBS และ 200 IU/ml penicillin/streptomycin ระยะเวลา 

24 ชั่วโมง 

8.3.3.2 เมื่อครบระยะเวลา 24 ชั่วโมง ท าการล้างเซลล์ synovial fibroblasts ใน 6-well 

plate ด้วย 1X PBS หลังจากล้างเซลล์เยื่อบุข้อเสร็จ เติมอาหารที่มี 50 µM TA 
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ปริมาตร 2 ml ลงในแต่ละ well ของ 6-well plate น าไปเก็บในตู้บ่มเซลล์ที่

อุณหภูมิ 37 °C โดยมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เวลา 1 ชั่วโมง ซึ่งมีชุด

ควบคุม เป็นเซลล์ synovial fibroblasts ที่เลี้ยงด้วย MEM alpha ที่ ประกอบด้วย 

10% FBS และ 200 IU/ml penicillin/streptomycin  

8.3.3.3 เมื่อครบระยะเวลาที่เซลล์ได้รับ 50 µM TA ท าการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี 50 µM 

TA และอาหารเลี้ยงเซลล์ในเซลล์ที่ใช้เป็นชุดควบคุมท้ิง 

8.3.3.4 เตรียมการเติมสารสภาวะเครียดของเซลล์ synovial fibroblasts ด้วย 100 µM 

H2O2 โดยสภาวะของเซลล์ประกอบด้วย 6 สภาวะคือ (1) สภาวะควบคุม (2) เติม 

10 ng/ml TNF-α (3) เติม 100 µM H2O2 (4) สภาวะควบคุม + 50 µM TA (5) 

เติม 10 ng/ml TNF-α + 50 µM TA และ (6) เติม 100 µM H2O2 + 50 µM TA 

8.3.3.5 เมื่อครบระยะเวลา 24 ชั่วโมงท าการเก็บเซลล์และส่วน supernatant ของเซลล์ 

ตามข้ันตอนในข้อ 8.3.2.3-8.3.2.6 

8.4 การศึกษา DNA methylation  
8.4.1 การสกัดแยก DNA จากเซลล์เม็ดเลือดขาว (peripheral blood leukocytes) 
8.4.1.1 น าตัวอย่างเลือดปริมาตร 100 µl เติม proteinase K ปริมาตร 10 µl ผสมให้เข้า

กัน จากนั้นเติม lysis buffer ปริมาตร 400 µl แล้วจึงผสมให้ เข้ากันด้วย vortex 

น าไปบ่ม ที่อุณหภูมิ 50 oC เวลา 2 ชั่วโมง 

8.4.1.2 เติม  phenol ปริมาตร  250 µl และ chloroform (CH3Cl): isoamyl alcohol 

(IAA) ปริมาตร 250 µl 

8.4.1.3 น าไปผสมให้เข้ากันด้วย vortex และปั่นเหวี่ยงด้ยเครื่อง centrifuge เวลา 30 นาที 

ความเร็ว 17,350 g ที่ อุณหภูมิ 4 oC 

8.4.1.4 หลังจากปั่นเหวี่ยงในข้อ 8.4.1.3 แล้วให้ดูดส่วนใสด้านบนใส่ microcentrifuge 

tube อันใหม่ที่มีส่วนผสมของ glycogen ปริมาตร 4 µl, 2M sodium Acetate 

(NaOAc) ปริมาตร 40 µl และ absolute ethanol (AbEtOH) ปริมาตร 800 µl 

ผสมให้เข้ากันด้วยการพลิก microcentrifuge tube หลอดขึ้นลงเบาๆ 

8.4.1.5 น า microcentrifuge tube ในข้อ 8.4.1.4 บ่มที่อุณหภูมิ -20 °C ข้ามคืน 
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8.4.1.6 หลังจากบ่มข้ามคืนแล้วน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge เวลา 30 นาที 

ความเร็ว 17,350 g ที่ อุณหภูมิ 4 °C 

8.4.1.7 เทส่วนใสด้านบนของ microcentrifuge tube ทิ้งและซับด้วยกระดาษซับ น า

ตะกอน ส่วนที่ได้ล้างด้วย 70% ethanol ปริมาตร 1 ml พลิก microcentrifuge 

tube ขึ้นลงเบาๆ ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 17,350 g เวลา 5 นาที 

8.4.1.8 เทส่วนใสทิ้ง แล้วใช้ส่วนใสด้านบนออกให้หมด ท าตะกอน DNA ให้แห้ง ด้วยเปิดฝา 

microcentrifuge tube แล้วเข้าเครื่อง dry vacuum เวลา 15 นาท ี

 8.4.1.9 น าตะกอนที่แห้งแล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 30-100 µl 

8.4.2 การสกัดแยก DNA จากเซลล์เยื่อบุข้อ (synovial fibroblasts) 
8.4.2.1 น าตะกอนเซลล์ที่ได้จากการปั่นตกตะกอนมาล้างด้วย PBS ปริมาณ 200 µl ผสมให้

เข้ากัน 

8.4.2.2 เติม proteinase K 20 µl และ lysis enhancer 2 µl ลงในตัวอย่าง ผสม ให้เข้ากัน

ทันที 

8.4.2.3 เติม buffer TB 200 µl ผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex แล้วน าไปบ่มที่ 65 °C นาน 

10 นาท ี

8.4.2.4 เติม absolute ethanol 200 µl และผสมให้เข้ากันทันทีที่เติม 

8.4.2.5 ดูด lysate 600 µl น าไปใส่ใน spin column ที่ใส่อยู่ใน collection tube แล้ว

น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 5,000 g นาน 1 นาที เทของเหลวที่ไหลลงสู่  

collection tube ทิ้ง ท าซ้ าจน lysate หมด 

8.4.2.6 เติม wash buffer 750 µl ลงใน spin column น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 

5,000 g นาน 1 นาที เทของเหลวที่ไหลลงสู่ collection tube ทิ้ง ท าขั้นตอนนี้ซ้ า

อีกครั้ง 

8.4.2.7 น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 g นาน 1 นาที เพ่ือก าจัด ethanol ให้หมด 

แล้วเทของเหลวที่ไหลลงสู่ collection tube ทิ้ง 

8.4.2.8 เปลี่ยน spin column ใส่ collection tube ใหม่ เติม elution buffer ที่ บ่มไว้ที่ 

65 °C ปริมาตร 200 µl ลงใน spin column membrane ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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2 นาที แล้ว น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 5,000 g นาน 1 นาที เพ่ือชะล้าง DNA 

ออกจาก membrane ของ column ได้สารละลาย DNA 

 8.4.2.9 น าไปเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ -20 °C ก่อนน าไปท าการทดสอบในข้ันตอนต่อไป 

8.4.3 การวัดปริมาณ DNA 
วัดปริมาณ DNA ที่ได้ทั้งหมดด้วยเครื่อง nanodrop โดยอาศัยคุณสมบัติการดูดกลืน

แสงของ DNA ที่ความยาวคลื่น 260 nm โดยที่ A260 = 1 = 50 µg/µl DNA  

8.4.3.1 ปิเปต DNA ตัวอย่างมาเจือจาง (dilute) ด้วยน้ าที่ปราศจากการปนเปื้อน DNase 

8.4.3.2 วัดค่าการดูดกลืนแสงของ DNA ด้วยเครื่อง nanodrop ที่ความยาวคลื่น 260 nm 

และ 280 nm 

8.4.3.3 ค านวณหาปริมาณ DNA โดยที่ A260 = 1 = 50 µg/µl DNA และวัดคุณภาพ DNA 

จากสัดส่วนค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260/280 nm ซึ่ง DNA ที่มีคุณภาพ

ควรมีค่าระหว่าง 1.8-2.0 

8.4.4 น า DNA มาท า bisulfite treatment 
8.4.4.1 ปรับค่าความเข้มข้นของ DNA ให้มีค่าความเข้มข้นเป็น 5 ng/µl ปริมาตร 20 µl 

(100 ng) หลังจากนั้นน า DNA ผ่านขั้นตอนด้วย bisulfite treatment โดยใช้ EZ 8 

DNA Methylation-Gold™ Kit (Zymo Research Corporation, Orange, CA, 

USA) 

8.4.5 quantitative Combined bisulfite restriction analysis (qCOBRA) ของ 
LINE-1(95) 
8.4.5.1 เพ่ิมจ านวนของ bisulfited DNA โดยใช้ปฏิกิริยา polymerase chain reaction 

(PCR) โดยใช้ primer ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางท่ี 1 ชื่อและล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ที่ใช้ในการเพิ่มจ านวนของ COBRA LINE-1 

 

ชื่อ Primer ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’3’) 
ขนาด 

(คู่เบส) 

LINE-1 forward primer 5’-GTTAAAGAAAGGGGTGAYGGT-3’ 
92 

LINE-1 reverse primer  5’-AATACRCCRTTTCTTAAACCRATCTA-3’ 
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8.4.5.2 เตรียม master mix ส าหรับการท า PCR ของ COBRA LINE-1 ตามส่วนประกอบ

ดังแสดง ในตารางที่ 2 

ตารางท่ี 2 สารเคมี และปริมาตรที่ใช้ในการท า PCR ของ COBRA LINE-1 

8.4.5.3 น า master mix ในข้อ 8.4.5.2 ปิเปตใส่ PCR tube แล้วปเิปต 100 ng bisulfite-

treated DNA (DNA template) ในขั้นสุดท้าย และ positive control ของ

การศึกษานี้คือ Hela cell line และ negative control คือ distilled water 

 8.4.5.4 น าไปเพ่ิมจ านวน DNA ด้วย PCR โดยใช้สภาวะดังแสดงในตารางที่ 3 

 

สารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา 
ปริมาตรต่อตัวอย่าง 

(µl) 
ความเข้มข้นสุดท้าย 

10X PCR buffer 1 1X 

200 mM dNTPs 0.2 4 mM 

25 mM MgCl2 0.4 1 mM 

20 µM primers (forward and reverse) 0.3 0.6 µM 

0.5 U HotStar Taq DNA polymerase 0.1 - 

Distilled water 6 - 

100 ng bisulfite-treated DNA 2 - 

ปริมาตรรวม 10 
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ตารางท่ี 3 สภาวะและเวลาที่ใช้ในการท า PCR ของ COBRA LINE-1 

สภาวะท่ีท าปฏิกิริยา เวลาที่ใช้ท าปฏิกิริยา 

95ºC initial activation 15 นาท ี

95ºC denature 45 วินาที 

40 รอบ 55ºC annealing 45 วินาที 

72ºC extension 45 วินาที 

72ºC final extension 7   นาท ี

 

8.2.5.5 การวิเคราะห์ความเข้มของแถบดีเอ็นเอที่แสดงถึงรูปแบบการเกิด methylation 

สามารถค านวณได้จากสูตร ดังนี้ 

สูตรการค านวณรูปแบบของระดับ LINE-1 methylation 

 ก าหนดให้ A แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 92 คู่เบส หารด้วย 92 

   B แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 60 คู่เบส หารด้วย 56 

   C แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 50 คู่เบส หารด้วย 48 

   D แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 42 คู่เบส หารด้วย 40 

   E แทน ความเข้มของแถบดีเอ็นเอขนาด 32 คู่เบส หารด้วย 28 

   F แทน [(D+E)-(B-C)] หารด้วย 2 

 ร้อยละของ LINE-1 methylation (% mC) = 100 X (A+2C+F)/(2A+2B+2C+2F) 

 ร้อยละของ LINE-1 hypermethylation (% mC mC)=100 X (C/2)/[(C/2)+A+B+F] 

ร้อยละของ Partially LINE-1 methylation (% uC mC) = 100 X F/[(C/2)+A+B+F] 

            (% mC uC)  = 100 X A/[(C/2)+A+B+F] 

 ร้อยละของ LINE-1 hypomethylation (% uC uC) = 100 X B/[(C/2)+A+B+F] 
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8.4.6 การวิเคราะห์รูปแบบการเกิดเมทิลเลชัน 
8.4.6.1 หลังจากท าการเพ่ิมจ านวนด้วยปฏิกิริยา PCR แล้ว น า PCR product ที่ได้มาตัด

ด้วยเอนไซม์ คือ LINE-1 ถูกตัดด้วยเอนไซม์ 2 U TaqI และ 8 U TasI ในสารละลาย 

NEBuffer 3 แล้วจึงน าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 65 °C ข้ามคืน  โดยที่  TaqI ต าแหน่ง 

restriction site คือ 5′ TCGA 3′ และ 3′ AGCT 5′ ในส่วนของ TasI มี ต าแหน่ง 

restriction site คือ 5′ AATT 3′ และ 3′ TTAA 5′ สารที่ใช้เตรียมดังตารางที่ 4 

8.4.6.2 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ รู ป แ บ บ ก า ร เ กิ ด methylation ด้ ว ย  8% non-denaturing 

polyacrylamide gel สารที่ใช้เตรียมดังตารางที่ 5 น า PCR product 10 µl ผสม

กับ 6X loading dye 6 µl หยอดลงในช่องเจลที่เตรียมไว้ แล้ว  น ามาผ่านการ

วิเคราะห์ด้วย 8% non-denaturing polyacrylamide gel ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 

100 โวลต์ กระแสไฟฟ้า 0.4 แอมแปร์ เป็นเวลา 60 นาที หลังจากนั้นน าไปย้อมด้วย 

ethidium bromide เป็นเวลา 15 นาที แล้วล้างด้วยน้ าเป็นเวลา 10 นาท ี

8.4.6.3 วัดความเข้มของแถบที่ปรากฏ (band intensity) ด้วยเครื่อง Molecular Imager 

Gel Doc ด้วยโปรแกรม Image Lab (Bio-Rad, Begoniastraat, Belgium) ขนาด

ของ PCR product เทียบได้จาก 25 bp ladder โดย LINE-1 สามารถแยกออกได้

เป็น 5 ส่วน ประกอบด้วยขนาด 92, 60, 50, 42 และ 32 คู่เบส 
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ตารางท่ี 4 สารเคมีที่ใช้ในการตัด PCR product ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ของ LINE-1 

สารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา ปริมาตรต่อตัวอย่าง (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

10X NEBuffer 3.1 buffer 1 1X 

10X BSA 0.1 0.1X 

2U TaqI enzyme 0.2 0.04U 

8U TasI enzyme 0.2 0.16U 

Distilled water 0.5 - 

PCR product 8 - 

ปริมาตรรวม 10  

  

ตารางท่ี 5 สารเคมีที่ใช้ส าหรับเตรียม 8% non-denaturing polyacrylamide gel 

สารเคมี ปริมาตรต่อเจล 

40% Polyacrylamide 1.2 ml 

10X TBE buffer 600 µl  

Distilled water 4.2 ml 

TEMED 60 µl 

10% Ammonium persulfate (APS) 6 µl 
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8.5 การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR  
(qRT-PCR) 

8.5.1 การสกัด RNA จากเซลล์เพาะเลี้ยงเยื่อบุข้อ (synovial fibroblasts) 
8.5.1.1 น าตะกอนของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงปั่นตกตะกอนที่ 1,000 g เวลา 5 นาท ีทิ้งสารละลาย

ด้านบนทิ้งเก็บเฉพาะส่วนตะกอนของเซลล์ 

8.5.1.2 เติม 350 µl buffer TR ในตะกอนของเซลล์ ผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex 

8.5.1.3 น าสารผสมที่ได้ใส่ใน homogenization column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วสูงสุดเวลา 

2 นาท ีเก็บสารละลายที่ได้หลังจากปั่นเหวี่ยง 

8.5.1.4 เติม 80% ethanol 350 µl ในสารละลายที่เก็บในข้อ 8.5.1.3 ผสมให้เข้ากันด้วย      

ปิเปต ห้ามท าการปั่นเหวี่ยง 

8.5.1.5 น าสารละลายตัวอย่างจากข้อ 8.5.1.4 ใส่ใน RNA binding column แล้วปั่นเหวี่ยง

ที่ความเร็ว 10,000 g เวลา 1 นาที ทิ้งสารละลายส่วนที่ผ่าน column 

8.5.1.6 เติม 500 µl wash buffer และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วสูงสุด เวลา 1 นาที ทิ้ ง

สารละลายส่วนที่ผ่าน column 

8.5.1.7 เติม 70 µl DNase I digestion Mix ใน RNA binding Column และบ่มที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที โดยสาร digestion mix ต้องเติมโดยตรงบน 

membrane 

8.5.1.8 เติม 500 µl inhibitor removal buffer และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วสูงสุดเวลา 1 

นาที ทิ้งสารละลายส่วนที่ผ่าน column  

8.5.1.9 เติม 500 µl wash buffer ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 g เวลา 1 นาที ทิ้ง

สารละลายส่วนที่ผ่าน column  

8.5.1.10 ล้างตะกอน RNA ด้วย 500 µl wash buffer อีกครั้ง ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว   

10,000 g เวลา 1 นาที ทิ้งสารละลายส่วนที่ผ่าน column และปั่นเหวี่ยง column 

เปล่าด้วยความเร็ว 10,000 g เวลา 1 นาที อีกครั้งเพ่ือก าจัดบัฟเฟอร์ส่วนที่เหลือ 

8.5.1.11 น า column ใส่ใน microcentrifuge tube อันใหม่ เติม 40-60 µl RNase-free 

water โดยตรงบริเวณ membrane และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 g เวลา 1 

นาที หลังจากนั้นเก็บ RNA ที่อุณหภูมิ -20 °C หรือ -80 °C 
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8.5.2 การวัดความเข้มข้นของ RNA 
วัดปริมาณ RNA ที่ได้ทั้งหมดด้วยเครื่อง nanodrop โดยอาศัยคุณสมบัติการดูดกลืน

แสงของ RNA ที่ความยาวคลื่น 260 nm โดยที่ A260 = 1 = 40 µg/µl RNA  

 8.5.2.1 ปิเปต RNA ตัวอย่างมาเจือจาง (dilute) ด้วยน้ าที่ปราศจากการปนเปื้อน RNase 

8.5.3.2 วัดค่าการดูดกลืนแสงของ RNA ด้วยเครื่อง nanodrop ที่ความยาวคลื่น 260 nm 

และ 280 nm 

8.4.3.3 ค านวณหาปริมาณ RNA โดยที่ A260 = 1 = 40 µg/µl RNA และวัดคุณภาพ RNA 

จาก สัดส่วนค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260/280 nm ซึ่ง RNA ที่มีคุณภาพ

ควรมีค่าระหว่าง 1.8-2.0 

8.5.3 การเปลี่ยน RNA เป็น cDNA (Reverse transcription) 
8.5.3.1 เมื่อวัดความเข้มข้นของ RNA แล้วให้น ามาเจือจางด้วย distilled water ให้ RNA มี

ความเข้มข้นเท่ากันทุกตัวอย่างที่ 0.65 ng/µl ปริมาตร 7.7 µl (5ng) 

8.5.3.2 เตรียม master mix ส าหรับการเปลี่ยน RNA เป็น cDNA ดังตารางที่ 6 และสภาวะ

ที่ใช้ในปฏิกิริยา Reverse transcription ด้วยเครื่อง PCR ดังตารางที่ 7  
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ตารางท่ี 6 สารเคมี และปริมาตรที่ใช้ในการท า cDNA 

ตารางท่ี 7 สภาวะ และเวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาการแปรสภาพจาก RNA เป็น cDNA 

สภาวะท่ีท าปฏิกิริยา เวลาที่ใช้ท าปฏิกิริยา 

25°C Incubation 10  นาที 

48°C Reverse transcription 30  นาที 

95°C Reverse transcription initiation  5    นาที 

8.5.4 การวัดระดับการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR 
8.5.4.1 เตรียม stock primer solution ความเข้มข้น 100 µM โดยเจือจาง primer ดัง

ตารางที่ 8 

 

สารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา 
ปริมาตรต่อตัวอย่าง 

(µl) 
ความเข้มข้นสุดท้าย 

10X Taq buffer 2 1X 

25 mM MgCl2 4.4 5.5 mM 

10 mM dNTP mixture 4 2 mM 

Random Hexamer 1 - 

RNase inhibitor 0.4 - 

Multiscribe reverse enzyme 0.5 - 

5 ng RNA 7.7 - 

ปริมาตรรวม 20  
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ตารางท่ี 8 แสดง primers และสภาวะที่ใช้ในการวัดระดับการแสดงออกของยีน 

ชื่อ primer ล าดับเบส (5’3’) 
ขนาด 
(bp) 

Annealing 
(°C) 

GAPDH (101) 
(forward) TTCATTGACCTCAACTACAT 

467 60 
(reverse) GAGGGGCCATCCACAGTCTT 

IL-6 (102) 
(forward) AGCCACTCACCTCTTCAGAAC 

83 60 
(reverse) ACATGTCTCCTTTCTCAGGGC 

IL-1ß (102) 
(forward) GCGGCCAGGATATAACTGACTTC 

85 58 
(reverse) TCCACATTCAGCACAGGACTCTC 

MMP-3 (85) 
(forward) CTGGACTCCGACACTCTGGA 

79 60 
(reverse) CAGGAAAGGTTCTGAAGTGACC 

ADAMTs5 
(63) 

(forward) CCTGCCCACCCAATGGTAAATC 
218 60 

(reverse) CGGCCTACATTCAGTGCCATC 

VEGF (103) 
(forward) CAAATGCTTTCTCCGCTCTGA 

93 64 
(reverse) CCTACAGCACAAATGTGAATG 

 

8.5.4.2 เจือจาง stock primer solution ของ IL-6, IL-1ß, ADAMTs5, MMP-3 และ VEGF 

ให้มีความเข้มข้น 10 µM (stock primer solution 100 µM ปริมาตร 10 µl และ

เติม distilled water 90 µl)  

8.5.4.3 เตรี ยม  master mix ส าหรั บ วั ดระดับการแสดงออกของยี นด้ วย เทคนิ ค 

quantitative real-time PCR ดังตารางที่ 9-10 
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ตารางท่ี 9 แสดงชนิดและปริมาณสารเคมีส าหรับเทคนิค quantitative real-time PCR ของยีน  
IL-6, IL-1ß, ADAMTs5 และ MMP-3 

สารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา ปริมาตรต่อตัวอย่าง (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

SYBR Green (2x) 5 1X 

10 µM Forward primer 1 0.2 µM 

10 µM Reverse primer 1 0.2 µM 

Distilled water 2 - 

cDNA 1 - 

ปริมาตรรวม 10  

 

ตารางท่ี 10 แสดงชนิดและปริมาณสารเคมีส าหรับเทคนิค quantitative real-time PCR ของยีน 
VEGF 

สารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา ปริมาตรต่อตัวอย่าง (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

SYBR Green (2x) 6.25 1.25X 

10 µM Forward primer 0.625 0.1 µM 

10 µM Reverse primer 0.625 0.1 µM 

Distilled water 3 - 

cDNA 2 - 

ปริมาตรรวม 10  

   

8.5.4.4 ปิเปต master mix จากข้อ 8.5.4.3 ใส่ใน real time PCR tube แล้วปิเปต cDNA 

template ใส่ในขั้นสุดท้าย ยกเว้นหลอดที่เป็น negative control เติม distilled 

water แทน cDNA template ตั้งค่าสภาวะและเวลาของเครื่อง quantitative 

real-time PCR ดังตารางที่ 11 
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ตารางท่ี 11 สภาวะและเวลาที่ใช้ในการท า quantitative real-time PCR 

สภาวะท่ีท าปฏิกิริยา เวลาที่ใช้ท าปฏิกิริยา 

95 ºC Initial activation 10  นาที  

95 ºC Denaturation 15  วินาที 

40รอบ Annealing temperature 1    นาที 

72 ºC Extension 1    นาที 

 

8.5.4.5 การค านวณค่าความสัมพันธ์การแสดงออกของ mRNA ในยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิด

โรคข้อเข่าเสื่อม ในการท า RT-PCR นั้นสามารถวิเคราะห์ผลการทดลองเพ่ือดูระดับ

การแสดงออกของยีนนั้นๆได้จาก 

สมการความแตกต่างระดับการแสดงออกของยีน = CT2  

โดยในที่นี้  CT2  หมายถึง 

 Δ CT =  (CT Target gene – CT internal control) 

 ΔΔ CT =  (CT Target gene – CT reference gene) - (CT Average internal control) 

8.6 การศึกษาความยาวเทโลเมียร์ด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR 
8.6.1 เจือจางความเข้มข้นของ DNA เท่ากับ 1.56 ng/µl 

8.6.2 เตรียม stock primer solution ความเข้มข้น 100 µM โดยเจือจาง primer ดัง

ตารางที่ 12  
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ตารางท่ี 12 แสดง primer ส าหรับการศึกษาความยาวเทโลเมียร์ด้วยเทคนิค quantitative  
real-time PCR 

ชื่อ primers ล าดับเบส (5’3’) 

Telomere (Forward) CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT 

Telomere (Reverse) GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT 

36B4 (Forward) CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC 

36B4 (Reverse) CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA 

 

8.6.3 เจือจาง stock primer solution ให้มีความเข้มข้น 10 µM (stock primer 

solution 100 µM ปริมาตร 10 µl และเติม distilled water 90 µl) 

8.6.4 เตรียม master mix ส าหรับท า quantitative real-time PCR โดยแต่ละ DNA 

template มีส่วนประกอบดังตารางที่ 13 

ตารางท่ี 13 แสดงชนิดและปริมาณสารเคมีส าหรับการศึกษาความยาวเทโลเมียร์ด้วยเทคนิค 
quantitative real-time PCR 

สารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา ปริมาตรต่อตัวอย่าง (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

SYBR Green (2x) 5 1X 

10 µM Forward primer 0.2 0.2 µM 

10 µM Reverse primer 0.2 0.2 µM 

Distilled water 2.6 - 

DNA template 2 - 

ปริมาตรรวม 10  

 

8.6.5 ปิเปต master mix จากข้อ 8.6.4 ใส่ใน real time PCR tube แล้วปิเปต cDNA 

template ใส่ในขั้นสุดท้าย ยกเว้นหลอดที่เป็น negative control เติม distilled 

water แทน cDNA template ตั้งค่าสภาวะและเวลาของ เครื่อง quantitative 

real-time PCR ดังตารางที่ 14 
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ตารางท่ี 14 แสดง condition ส าหรับการศึกษาความยาวเทโลเมียร์ด้วยเทคนิค quantitative real-
time PCR 

PCR cycle เวลา 

95 ºC Initial activation  30 วินาที 

95 ºC Denaturation 15 วินาที 
40 รอบ 

54 ºC Annealing  1 นาที 

 

8.6.6 ในการท า quantitative real-time PCR แต่ละครั้งได้วัดค่าอ้างอิง (reference) 

ควบคู่ทุกครั้งของการทดลองเพ่ือใช้เปรียบเทียบ quantitative real-time PCR ที่

ได้แต่ละรอบ 

8.6.7 ค านวณค่า Relative telomere length จาก quantitative real-time PCR โดย

การเปรียบเทียบกับ internal control 36B4 ดังนี้ 

Δ CT(Reference) =  (CT Telomere reference – CT 36B4 reference) 

Δ CT(Unknown) =  (CT Telomere Unknown – CT 36B4 Unknown) 

ΔΔ CT  =  Δ CT(Unknown) - Δ CT(Reference) 

   Relative telomere length = CT2  
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9. การวิเคราะห์ข้อมูล 
 สถิติเชิงพรรณนา (descriptive statistics) ชนิด cross-sectional prospective study เป็น

สถิติเกี่ยวข้องกับการเก็บรวบรวมข้อมูล และการน าเสนอข้อมูล โดยแสดงเป็นค่าเฉลี่ย (mean)  ค่า

เบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) และการทดสอบความสัมพันธ์ของข้อมูลโดยใช้  

Pearson’s correlation ในรูปแบบกราฟและตาราง 

สถิติเชิงอนุมาน (inferential statistic) เป็นสถิติที่ใช้สรุปผลของประชากร ในกรณีที่ข้อมูลมี

การแจกแจงแบบปกติใช้สถิติ unpaired t-test เพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่ม

การทดลอง ได้แก่ การเปรียบเทียบระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรค

ข้อเข่าเสื่อมกับกลุ่มผู้ที่มีสุขภาพดี และเมื่อท าการวิเคราะห์โดยแบ่งกลุ่มตามระดับความรุนแรงของ

การเกิดโรคข้อเข่าเสื่อม (Kellgren and lawrence (KL) grade) ใช้สถิติ One-way analysis of 

variance (ANOVA) โดยใช้ โปรแกรม GraphPad Prism 6 ในการวาดกราฟ การวิ เคราะห์

ความสัมพันธ์ของการเกิด methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม และแบบ

ประเมินอาการความรุนแรงKOOS, VAS scores, WOMAC และ Lesquesne index ของโรคข้อเข่า

เสื่อม รวมถึงความสัมพันธ์ของการเกิด methylation กับ relative telomere length (RTL) ได้ท า

การวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ที่ทดสอบจาก Pearson’s correlation ด้วยโปรแกรม IBM 

SPSS Statistics 22 นอกจากนี้ระดับ LINE-1 methylation ของผู้ป่วยเปรียบเทียบกับคุณลักษณะที่

อาจส่งผลให้เกิดพยาธิสภาพของโรค เช่น อายุ เพศ KL grade และระดับความรุนแรงของผู้ป่วยโรค

ข้อเข่าเสื่อม (Knee ISOA) เป็นต้น ได้ท าการวิเคราะห์ด้วยวิธีความถดถอยเชิงเส้นตรง และในส่วน

ของการเปรียบเทียบระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์ synovial fibroblasts ของกลุ่มที่ได้รับ

และไม่ได้รับ 10 ng/µl TNF-α เป็นข้อมูลมีการแจกแจงแบบไม่ปกติใช้สถิติ Mann-Whitney test 

ในการวิเคราะห์ข้อมูล โดยถอืว่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือ P < 0.05 
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บทที่ 4  
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

ผลการวิเคราะห์ 

1. การศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วย 

โรคข้อเข่าเสื่อมด้วยเทคนิค quantitative combine bisulfite restriction  

analysis (qCOBRA) 

1.1 กลุ่มประชากรที่ใช้ในการศึกษา 
 การศึกษาระดับ LINE-1 methylation นั้นท าการศึกษาในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม จ านวน 

193 ราย และกลุ่มควบคุมจ านวน 96 รายโดยท าการศึกษาในเซลล์เลือดเม็ดขาว นอกจากนี้ข้อมูล

ลักษณะทางคลินิก เช่น อายุ เพศ และระดับความรุนแรงของโรค (KL grade) ได้น ามาวิเคราะห์ทาง

สถิติ เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลทางคลินิก และระดับความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อม ดัง

แสดงในตารางที่ 15 

ตารางท่ี 15 ข้อมูลพื้นฐานของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมและกลุ่มควบคุม 

 กลุ่มผู้ป่วย กลุ่มควบคุม P-value 

จ านวน (ราย) 193 96 - 

อายุ (ปี)  

(mean ± SD) 
69.69 ± 7.50 62.64 ± 0.63 <0.001 

เพศ  

- ชาย (%) 

- หญิง (%) 

 

39 (20.21%) 

154 (79.79%) 

 

48 (50%) 

48 (50%) 

<0.001 

ความรุนแรง (KL grade) 

Grade 2 

Grade 3 

Grade 4 

 

68 

61 

64 

 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 
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จากตารางที่ 15 แสดงให้เห็นว่าผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมจ านวน 193 ราย แบ่งออกเป็นเพศชาย 

39 ราย และเพศหญิงจ านวน 154 ราย โดยมีอายุเฉลี่ยเท่ากับ 69.69 ± 7.50 ปี เมื่อแบ่งกลุ่มผู้ป่วยโรค

ข้อเข่าเสื่อมตามระดับความรุนแรงของโรค (KL grade) พบว่าผู้ป่วยจ านวน 68 รายมีระดับความ

รุนแรง grade 2 ผู้ป่วยจ านวน 61 ราย มีระดับความรุนแรง grade 3 และผู้ป่วยจ านวน 64 รายมีระดับ

ความรุนแรง grade 4 

1.2 การศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่า 
เสื่อมกับกลุ่มควบคุม 

 จากผลการวัดความเข้มของแถบดีเอ็นเอน าค่า methylation ที่ได้มาวิเคราะห์ผลตามสูตรที่

ได้แสดงดังข้างต้น โดยรูปแบบของระดับ LINE-1 methylation มี 5 รูปแบบ ประกอบด้วยขนาด 92, 

60, 50, 42 และ 32 คู่เบส ดังแสดงในรูปที่ 9  

 

 
 

 

 

 

 

รูปที่ 9 LINE-1 methylation จาก PCR product ตัดด้วยเอนไซม์จ าเพาะแล้วตรวจวิเคราะห์ด้วย 
8% non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis (M แทน 25 bp ladder, Positive 
control แทน Hela cell line, P แทน ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม , N แทน กลุ่มควบคุม , Neg แทน 
negative control และหมายเลข 1 ถึง 3 แทนล าดับผู้ป่วย) 
 

 

 

 

M 
Positive 
control 

P1 N1 Neg P2 N2 P3 N3 

92 bp 
 

 
60 bp 
50 bp 
42 bp 
32 bp 

150 bp 
100 bp 
75 bp 

50 bp 
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 เมื่อท าการค านวณค่าร้อยละของ LINE-1 methylation ดังสูตรในบทวิธีการทดลอง น าค่าที่

ได้มาวิเคราะห์สถิติด้วย unpaired t test ในกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมจ านวน 193 ราย และกลุ่ม

ควบคุม 96 ราย พบว่า ระดับ LINE-1 methylation ในกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมไม่มีความแตกต่าง

กันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (P = 0.233) ดังรูปที่ 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10 ระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม จ านวน 193 
รายที่วิเคราะห์ เปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวของกลุ่มควบคุมจ านวน 96 ราย 
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รูปที่ 11 ระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม จ านวน 104 
รายที่วิเคราะห์ เปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวของกลุ่มควบคุมท่ีมีอายุเข้าคู่กันจ านวน 96 ราย 

 อย่างไรก็ตาม เมื่อท าการจัดกลุ่มอายุของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมให้เข้าคู่กับอายุของกลุ่มควบคุม 

โดยกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมจ านวน 104 ราย และกลุ่มควบคุม 96 ราย แล้วท าการวิเคราะห์สถิติ 

unpaired t test พบว่า กลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีระดับ LINE-1 methylation ต่ ากว่ากลุ่มควบคุม

อย่างมีนัยส าคัญ (P = 0.008) ดังรูปที่ 11 

1.3 การศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วย 
โรคข้อเข่าเสื่อมกลุ่มเพศชายและเพศหญิง 
นอกจากนี้ยังท าการวิเคราะห์สถิติของระดับ LINE-1 methylation ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมที่

แบ่งกลุ่มตามเพศออกเป็น 2 กลุ่ม คือ เพศชายจ านวน 39 ราย และ เพศหญิง 154 ราย พบว่า ไม่มีค่า

ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างกลุ่มเพศชายและเพศหญิง (P = 0.992) ดังแสดงในรูปที่ 12 
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รูปที่ 12 ระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมกลุ่มเพศชาย 
และเพศหญิง 

1.4 การศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วย 
โรคข้อเข่าเสื่อมระดับความรุนแรงตามค่า KL grading กับกลุ่มควบคุม 
ในการศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม

เปรียบเทียบเทียบระหว่างกลุ่มของผู้ป่วยที่มีระดับความรุนแรง KL grading ที่แตกต่างกัน และกลุ่ม

ควบคุม ด้วยการวิเคราะห์สถิติ One-way ANOVA พบว่า ระดับ LINE-1 methylation ของผู้ป่วย

กลุ่มระดับความรุนแรง grade 4 ต่ ากว่าระดับ LINE-1 methylation ในกลุ่มผู้ป่วยระดับความรุนแรง 

grade 2, 3 และกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ แสดงให้เห็นว่ากลุ่มผู้ป่วยระดับความรุนแรง grade 4 

เกิด LINE-1 hypomethylation โดยกลุ่มผู้ป่วยระดับความรุนแรง grade 4 มีระดับ LINE-1 

methylation ต่ ากว่ากลุ่มผู้ป่ วยระดับความรุนแรง grade 2 อย่ างมีนัยส าคัญ  (P < 0.001) 

เช่นเดียวกับกลุ่มผู้ป่วยระดับความรุนแรง grade 4 มีระดับ LINE-1 methylation ต่ ากว่ากลุ่มผู้ป่วย

ระดับความรุนแรง grade 3 อย่างมีนัยส าคัญ (P = 0.02) นอกจากนี้กลุ่มผู้ป่วยระดับความรุนแรง 

grade 4 ยังมีระดับ LINE-1 methylation ต่ ากว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (P = 0.001) แต่ใน

กลุ่มผู้ป่วยระดับความรุนแรง grade 2 และ grade 3 ระดับ LINE-1 methylation ไม่มีความแตกต่าง

กันอย่างมีนัยส าคัญดังแสดงในรูปที่ 13 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

64 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 13 ระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมในแตล่ะระดับ
ความรุนแรง KL grading 2, 3 และ 4 กับกลุ่มควบคุม 

1.5 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาว 
ของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมและระดับความรุนแรงตามเกณฑ์ KL grading 
จากนั้นได้ศึกษาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ด

เลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมและระดับความรุนแรงตามเกณฑ์ KL grading 2, 3 และ 4 

ตามล าดับ เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง 2 ตัวแปร ซึ่งวิ เคราะห์ทางสถิติด้วย Pearson’s 

correlation ดังแสดงในรูปที่ 14 
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รูปที่ 14 ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อ
เข่าเสื่อมจ านวน 193 ราย และระดับความรุนแรงตามเกณฑ ์KL grading 

 จากกราฟข้างต้น แสดงให้เห็นว่าระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของ
ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม มีความสัมพันธ์เชิงลบกับระดับความรุนแรง KL grading อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (r = -0.300, P <0.001) จากผลการศึกษานี้อาจน า LINE-1 methylation มาประยุกต์ใช้เป็นตัว
บ่งชี้ในการติดตามความรุนแรงของผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม  
 

 

 

 

 

  

r = -0.300, P <0.001 
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1.6 การศึกษาความไวและความจ าเพาะของระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ด      
เลือดขาว 
นอกจากนี้เพ่ือท าการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความไวและความจ าเพาะของวิธีการตรวจ

วินิจฉัยที่แสดงถึงความแม่นย าและถูกต้องในการตรวจวินิจฉัย จึงท าการวิเคราะห์ด้วยการสร้างกราฟ 

Receiver Operator Characteristic (ROC curve) ดังแสดงในรูปที่ 15 โดยพบว่าระดับ LINE-1 

methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวมีค่า sensitivity เท่ากับ 0.606 และค่า specificity เท่ากับ 

0.604 ซึ่งค่าดังกล่าวต่ าจึงอาจไม่เหมาะสมในการน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้ในโรคข้อเข่าเสื่อม (area under 

curve = 0.612, จุด cut off ที ่85.19 และ P=0.006) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 15 กราฟ ROC curve แสดงถึงความไวและความจ าเพาะของระดับ LINE-1 methylation ใน
เซลล์เม็ดเลือดขาว 
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2. การศึกษาระดับ LINE-1 methylation และความยาวเทโลเมียร์ใน 

เซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม ข้อมูลทางคลินิก และข้อมูล 

แบบประเมินอาการ ความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อม 

2.1 กลุ่มประชากรที่ใช้ในการศึกษา 
 การศึกษาระดับ LINE-1 methylation ความยาวเทโลเมียร์ ข้อมูลทางคลินิก และข้อมูลแบบ

ประเมินอาการ ความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อมจากแบบประเมิน VAS scores, KOOS, WOMAC 

และ Lesquesne index ดังตารางที่ 16 แสดงให้เห็นว่าผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมจ านวน 81 ราย ที่ได้รับ

การประเมินอาการจากแบบประเมินส่วนบุคคล แบ่งเป็น เพศชายจ านวน ร้อยละ 19.80 และเพศ

หญิงจ านวน ร้อยละ 80.20 โดยมีอายุเฉลี่ยเท่ากับ 70.11 ± 7.78 ปี เมื่อแบ่งกลุ่มตามระดับความ

รุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อม (KL grading) พบว่า ผู้ป่วยจ านวน 33 ราย มีระดับความรุนแรง grade 2, 

ผู้ป่วยจ านวน 22 ราย มีระดับความรุนแรง grade 3 และผู้ป่วยจ านวน 26 ราย มีระดับความรุนแรง 

grade 4 อย่างไรก็ตามในการวิเคราะห์ทางสถิติเปรียบเทียบผลคะแนนการประเมินระหว่างกลุ่มผู้ป่วย

โรคข้อเข่าเสื่อมที่แบ่งกลุ่มตามระดับความรุนแรง (KL grading) ด้วยสถิติ One-way ANOVA พบว่า 

ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญของคะแนนการประเมินในกลุ่มของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมแต่ละ

ระดับความรุนแรงในทุกหัวข้อของแบบประเมินในตารางที่ 16 
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ตารางท่ี 16 ข้อมูลพื้นฐานของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม ข้อมูลแบบประเมินอาการ ความรุนแรงของโรค
ข้อเข่าเสื่อม และลักษณะข้อมูลทางคลินิก 
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2.2 การศึกษา relative telomere length ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วย 
โรคข้อเข่าเสื่อมกับกลุ่มควบคุม 
จากการศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในข้างต้นแล้วยังท าการศึกษาความยาวเทโล

เมียร์ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม จ านวน 65 ราย ที่มีอายุเข้าคู่กันกับกลุ่ม

ควบคุม พบว่า กลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีความยาวเทโลเมียร์มากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ 

(P=0.011) ดังรูปที่ 16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 16 ความยาวเทโลเมียร์ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมท่ีมีอายุเข้าคู่กับกลุ่มควบคุม 
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2.3 การศึกษา relative telomere length ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วย 
โรคข้อเข่าเสื่อมกับระดับความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อม (KL grading) 

 จากรูปที่ 17 แสดงให้เห็นว่าจากกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมในแต่ละกลุ่มที่แบ่งออกตามระดับ

ความรุนแรงของโรค (KL grading) พบว่า ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมที่มีระดับความรุนแรง grade 3 (P = 

0.002) และ grade 4 (P < 0.001) มีความยาวเทโลเมียร์ที่ต่ าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมที่มีระดับความรุนแรง grade 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 17 ความยาวเทโลเมียร์ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมระดับความรุนแรง 2, 3 และ 4  
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2.4 การศึกษาความสัมพันธ์ของความยาวเทโลเมียร์ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของกลุ่มผู้ป่วย 
โรคข้อเข่าเสื่อม และระดับความรุนแรง KL grading 
นอกจากการศึกษาความยาวเทโลเมียร์ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมที่มี

ระดับความรุนแรง KL grading ที่แตกต่างกัน ทางคณะผู้วิจัยได้ท าการศึกษาความสัมพันธ์ของระดับ

ความยาวของเทโลเมียร์กับระดับความรุนแรง KL grading พบว่า ระดับความยาวของเทโลเมียร์มี

ความสัมพันธ์เชิงลบกับระดับความรุนแรง KL grading (r = -0.361, P < 0.01) ดังแสดงในรูปที่ 18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 18 ความสัมพันธ์ของความยาวเทโลเมียร์ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 
และระดับความรุนแรงของโรค 2, 3 และ 4 
 

 

  

r = -0.316, P < 0.01 
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2.5 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับ LINE-1 methylation และความเทโลเมียร์ใน 
เซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 

 จากนั้นได้วิเคราะห์ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับ LINE-1 methylation และความยาว

เทโลเมียร์ ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมจ านวน 81 ราย พบว่า ระดับ LINE-1 

methylation มีแนวโน้มเกิดความสัมพันธ์เชิงบวกกับความเทโลเมียร์แต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ        

(r = 0.123, P = 0.276) ดังแสดงในรูปที่ 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 19 ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ LINE-1 methylation และความเทโลเมียร์ในเซลล์เม็ดเลือด
ขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 
 

 

 

 

 
 

r=0.123, P=0.276 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

73 
 

2.6 การศึกษาความสัมพันธ์แบบถดถอยเชิงเส้นตรงระหว่างระดับ methylation ความ 
ยาวเทโลเมียร์ และลักษณะข้อมูลทางคลินิกของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 

 นอกจากนี้ เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ LINE-1 methylation และความยาว

เทโลเมียร์ และข้อมูลลักษณะทางคลินิกจากแบบประเมินอาการของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมจ านวน 81 

ราย โดยวิเคราะห์จากความสัมพันธ์แบบถดถอยเชิงเส้นตรง ซึ่งการวิเคราะห์ผลแสดงค่าดังนี้ ค่า

สัมประสิทธิ์การถดถอยมาตรฐาน (ß coefficient) ระดับความเชื่อมั่นที่ร้อยละ 95 (95% CI) และค่า

ความแตกต่างทางสถิติ ดังแสดงในตารางที่ 3 

 จากตารางที่ 17 แสดงให้เห็นระดับ LINE-1 methylation ในผู้ป่วยที่วิเคราะห์ในเซลล์เม็ด

เลือดขาวกับลักษณะข้อมูลทางคลินิกของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม ได้แก่ อายุ เพศ ระดับความรุนแรง 

(KL grading) และแบบประเมินอาการความเจ็บปวดของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม พบว่า ระดับความ

รุนแรงของโรค (KL grading) มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งแสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย

มาตรฐานของเท่ากับ -0.707 ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 อยู่ในช่วงระหว่าง -4.494 ถึง -2.725 โดย

ค่า P-value เท่ากับ <0.0001 และในส่วนของระดับ LINE-1 methylation กับลักษณะข้อมูลทาง

คลินิกไม่พบความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งแสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย มาตรฐาน (ß 

coefficient) ระดับความเชื่อม่ันที่ร้อยละ 95 (95% CI) และค่าความแตกต่างทางสถิติ ดังตารางที่ 17  

อย่างไรก็ตามความยาวเทโลเมียร์กับลักษณะข้อมูลทางคลินิกของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 

พบว่าระดับความรุนแรงของโรค (KL grading) และ VAS scores มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 

โดยระดับความรุนแรงของโรค (KL grading) แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยมาตรฐานของเท่ากับ    

-0.308 ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 อยู่ในช่วงระหว่าง -0.781 ถึง -0.134 โดยค่า P-value เท่ากับ 

0.006 ส่วน VAS scores แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยมาตรฐานของเท่ากับ 0.277 ระดับความ

เชื่อมั่นร้อยละ 95 อยู่ในช่วงระหว่าง 0.012 ถึง 0.277 โดยค่า P-value เท่ากับ 0.033 และในส่วน

ของความยาวเทโลเมียร์กับลักษณะข้อมูลทางคลินิกประเภทอ่ืนไม่พบความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญ 

ซึ่งแสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยมาตรฐาน (ß coefficient) ระดับความเชื่อมั่นที่ร้อยละ 95 (95% 

CI) และค่าความแตกต่างทางสถิติ ดังตารางที่ 17 
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ตารางท่ี 17 ความสัมพันธ์แบบถดถอยเชิงเส้นตรงระหว่างระดับ LINE-1 methylation ความยาว
เทโลเมียร์ และลักษณะข้อมูลทางคลินิกของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 

คุณลักษณะ 
LINE-1 methylation Relative telomere length 

ß coefficient (95% CI) P-value ß coefficient (95% CI) P-value 

อายุ (ปี) -0.059 (-0.144 to 0.78) 0.522 0.011 (-0.039 to 0.042) 0.928 

เพศ 0.028 (-1.645 to 2.252) 0.757 0.174 (-0.160 to 1.265) 0.126 

KL grading -0.707 (-4.494 to -2.725) < 0.0001 -0.308 (-0.781 to -0.134) 0.006 

VAS (0-10 cm) 0.052 (-0.270 to 0.456) 0.611 0.277 (0.012 to 0.277) 0.033 

WOMAC 

Pain (0-4) -0.514 (-10.615 to 9.240) 0.890 -5.116 (-5.617 to 1.640) 0.278 

Stiffness (0-4) -0.294 (-10.618 to 9.200) 0.887 -2.787 (-5.577 to 1.667) 0.285 

Physical disability 
(0-4) 

-0.014 (-0.230 to 0.222) 0.972 -0.361 (-0.112 to 0.053) 0.475 

KOOS scores 

KOOS Pain -0.175 (-0.117 to -0.020) 0.162 0.003 (-0.025 to 0.025) 0.987 

KOOS Symptom -0.602 (-2.961 to 2.599) 0.897 -6.028 (-1.544 to 0.488) 0.303 

KOOS ADL 0.022 (-0.144 to 0.152) 0.955 -0256 ( -0.068 to 0.040) 0.602 

KOOS Sport/Rec -0.110 (-0.147 to 0.048) 0.318 -0.116 (-0.021 to 0.051) 0.401 

KOOS QOL 0.077 (-0.039 to 0.081) 0.482 -0.099 (-0.030 to 0.014) 0.470 

Lesquesne index 

Pain 0.018 (-0.575 to 0.669) 0.880 0.022 (-0.021 to 0.244) 0.883 

Maximum 
distance walked 

-0.052 (-0.656 to 0.404) 0.636 0.272 (-0.001 to 0.386) 0.051 

Activities of daily 
living 

0.009 (-1.243 to 1.365) 0.926 -0.127 (-0.732 to 0.222) 0.289 
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2.7 การศึกษาความสัมพันธ์ของระดับ LINE-1 methylation และความยาวเทโลเมียร์ที่ 
อาจท าให้เกิดความเสี่ยงในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 
จากผลการวิเคราะห์ระดับ LINE-1 methylation และความยาวเทโลเมียร์ ในผู้ป่วยโรคข้อ

เข่าเสื่อม ที่ท าการวิเคราะห์ในเซลล์เม็ดเลือดขาว จ านวน 104 ราย และกลุ่มควบคุมจ านวน 96 ราย 

ทางคณะผู้วิจัยจึงน าค่าที่ได้จากการวิเคราะห์ระดับ LINE-1 methylation และความยาวเทโลเมียร์ 

ดังกล่าวมาประเมินระดับความเสี่ยงที่อาจก่อให้เกิดโรคข้อเข่าเสื่อมด้วยสถิติ regression analysis ดัง

แสดงในตารางที่ 18 และตารางที่ 19 ตามล าดับ จากผลการวิเคราะห์พบว่า overall LINE-1 

methylation มีความสัมพันธ์เชิงบวก กล่าวคือ มีโอกาสเสี่ยงที่อาจสัมพันธ์กับการเกิดโรคข้อเข่า

เสื่อม (OR: 0.87, 95%CI: 0.78-0.97 และ P=0.01) ส าหรับ overall ความยาวเทโลเมียร์ พบว่ามี

โอกาสเสี่ยงเป็นโรคข้อเข่าเสื่อมเช่นเดียวกับ LINE-1 methylation (OR: 1.71, 95%CI: 1.10-2.66 

และ P=0.02) นอกจากนี้เมื่อท าการแบ่งระดับ LINE-1 methylation และความยาวเทโลเมียร์ ตาม

ค่ามัธยฐาน (median) ในกลุ่มควบคุมเปรียบเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมที่มีระดับ LINE-1 

methylation ต่ า (OR: 1.97, 95%CI: 1.11-3.49 และ P=0.02) ในส่วนความยาวเทโลเมียร์ พบว่ามี

การเกิดความยาวเทโลเมียร์ที่หดสั้นลง แต่ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (OR: 1.66, 95%CI: 

0.82-3.34 และ P=0.16 ) และเ พ่ือประเมินค่ าของผล dose response ของระดับ  LINE-1 

methylation และความยาวเทโลเมียร์ จึงท าการวิเคราะห์ด้วยการแบ่ง tertile โดยที่ระดับ LINE-1 

methylation ใน tertile ที่ 1 มีผลต่อความเสี่ยงที่อาจเกี่ยวข้องกับโรคข้อเข่าเสื่อมได้อย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ tertile ที่ 3 (OR: 2.40, 95%CI: 1.20-4.65 และ P=0.01) ใน

ส่วนของความยาวเทโลเมียร์ เมื่อท าการแบ่งเป็น tertile พบว่า ไม่มี tertile ที่มีความเสี่ยงต่อการเกิด

โรคข้อเข่าเสื่อม เมื่อเปรียบเทียบกับ tertile ที่ 3 
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ตารางท่ี 18 ความสัมพันธ์ของระดับ LINE-1 methylation ที่อาจสัมพันธ์กับความเสี่ยงในผู้ป่วยโรค
ข้อเข่าเสื่อม 

 Patients 

(n=104) 

Healthy Controls 
(n=96) 

OR (95% CI) P-values 

LINE-1 elements 
Overall 100.00% 100.00% 0.87 (0.78 to 0.97) 0.01 

By median 
Low methylation 66.30% 50.00% 1.97 (1.11 to 3.49) 0.02 

High methylation 33.70% 50.00% 1.00 (reference)  
By tertile 

1st tertile 56.70% 33.33% 2.40 (1.20 to 4.65) 0.01 
2nd tertile 19.20% 33.33% 0.80 (0.37 to 1.72) 0.57 

3rd tertile 24.00% 33.33% 1.00 (reference)  

 

ตารางท่ี 19 ความสัมพันธ์ของระดับความยาวเทโลเมียร์ที่อาจสัมพันธ์กับความเสี่ยงในผู้ป่วยโรคข้อ
เข่าเสื่อม 

 Patients 
(n=65) 

Healthy Controls 
(n=65) 

OR (95% CI) P-values 

Relative telomere length (R/T) 

Overall 100.00% 100.00% 1.71 (1.10 to 2.66) 0.02 

By median 

Short telomere length 63.10% 50.00% 1.66 (0.82 to 3.34) 0.16 

Long telomere length 36.90% 50.00% 1.000 (reference)  

By tertile 

1st tertile 27.70% 33.33% 0.95 (0.39 to 2.29) 0.91 

2nd tertile 43.10% 33.33% 1.35 (0.59 to 3.09) 0.48 

3rd tertile 29.20% 33.33% 1.00 (reference)  
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3. การศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วย 

โรคข้อเข่าเสื่อม 

3.1 การศึกษาจ านวนเซลล์เยื่อบุข้อหลังจากได้รับ 10 ng/ml TNF-α ในระยะเวลา 1, 3 
และ 7 วัน 
จากการวัดจ านวนเซลล์มีชีวิต (viability) ของเซลล์เยื่อบุข้อจากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมจ านวน 

4 ราย หลังจากเซลล์เยื่อบุข้อได้รับ 10 ng/ml TNF-α เป็นช่วงระยะเวลาที่แตกต่างกันคือ 1, 3 และ 

7 วัน พบว่าจ านวนเซลล์เยื่อบุข้อในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α มีระดับจ านวน

เซลล์เยื่อบุข้อที่ไม่แตกต่างกัน และไม่ลดลงเมื่อเซลล์เยื่อบุข้อได้รับ 10 ng/ml TNF-α ต่อเนื่อง 7 วัน 

ดังแสดงในรูปที่ 20 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 20 จ านวนเซลล์เยื่อบุข้อหลังจากได้รับ 10 ng/ml TNF-α ในระยะเวลาที่แตกต่างกัน คือ 1, 3 
และ 7 วัน 

3.2 การศึกษาความยาวเทโลเมียร์ของเซลล์เยื่อบุข้อหลังจากได้รับ 10 ng/ml TNF-α  
ในระยะเวลา 1, 3 และ 7 วัน 

นอกจากนี้ได้ท าการวัดความยาวเทโลเมียร์ในเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ใน
ระยะเวลาที่แตกต่าง คือ 1, 3 และ 7 วัน ดังแสดงในรูปที่ 21 พบว่า ความยาวเทโลเมียร์ในเซลล์เยื่อบุ

ข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ในแต่ละช่วงเวลามีความยาวเทโลเมียร์ไม่แตกต่างกันเมื่อเทียบกับเซลล์

เยื่อบุข้อที่ไม่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α 
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รูปที่ 21 ความยาวเทโลเมียร์ในเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ในระยะเวลา 1, 3 และ  
7 วัน 

3.3 การศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อหลังจากได้รับ 10 ng/ml  

TNF-α ในระยะเวลา 1, 3 และ 7 วัน 

เมื่อท าการวิเคราะห์ระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α 

ในระยะเวลาที่แตกต่างกัน 1, 3 และ 7 วัน พบว่า เซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α มีระดับ 

LINE-1 methylation ที่ต่ ากว่าเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ระยะเวลา 7 วันอย่างมี

นัยส าคัญ (P = 0.03) ดังแสดงในรูปที่ 22 แต่ระดับ LINE-1 methylation ในแต่ละช่วงเวลาในกลุ่ม

เซลล์เยื่อบุข้อมี่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ไม่แตกต่างกันเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุม 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 22 ระดับ LINE-1 methylation ของเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ในระยะเวลา 1, 
3 และ 7 วัน 
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3.4 การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับโรคข้อเข่าเสื่อมในเซลล์เยื่อบุข้อ 

หลังจากได้รับ 10 ng/ml TNF-α ในระยะเวลา 1, 3 และ 7 วัน 
อย่างไรก็ตามระดับ LINE-1 methylation มีแนวโน้มการเปลี่ยนแปลงที่ลดลงหลังจากได้รับ 

10 ng/ml TNF-α ระยะเวลา 1 วัน ท าให้มีการวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ

กระบวนการอักเสบของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 4 รายที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ในระยะเวลาที่
แตกต่างกัน คือ 1 , 3 และ 7 วัน วิเคราะห์ผลทางสถิติด้วย unpaired t test พบว่าระดับการ

แสดงออกของยีน IL-1ß ในเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α มีแนวโน้มการแสดงออกของยีน
ที่สูงเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุม ในเวลา 1 และ 3 วัน ดังแสดงในรูปที่ 23A เซลล์

เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ในเวลา 3 และ 7 วัน ยีน IL-6 มีระดับการแสดงออกของยีนที่สูง
กว่าเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 23B และยีน MMP-3 มี

ระดับการแสดงออกของยีนสูงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α 
เวลา 3 วัน เมื่อเปรียบเทียบเซลล์เยื่อบุข้อในกลุ่มควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 23D นอกจากนี้ยีน VEGF 

มีระดับการแสดงออกที่สูงอย่างมีนัยส าคัญเช่นกันในเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ที่เวลา 
7 วัน เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 23E แต่ระดับการแสดงออกของ
ยีน ADAMTs5 พบว่า ไม่มีความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีนอย่างมีนัยส าคัญในเซลล์เยื่อ

บุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ในทุกช่วงเวลา เมื่อเปรียบกับเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุม ดังแสดงใน
รูปที่ 23C 
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 (A)       (B) 

 

 

 

 

(C)        D) 
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รูปที่ 23 ระดับการแสดงออกของยีนในเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ในระยะเวลา 1, 3 
และ 7 วัน (A) Relative IL-1ß expression (B) Relative IL-6 expression (C) Relative ADAMTs5 
expression (D) Relative MMP3 expression และ (E) Relative VEGF expression 
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3.5 การศึกษาจ านวนเซลล์เยื่อบุข้อหลังจากได้รับ 10 ng/ml TNF-α, 100 µM H2O2  
และ pre-treatment ด้วย 50 µM tocopheryl acetate (TA) ในระยะเวลา 1 วัน 
จากการศึกษาระดับ LINE-1 methylation และระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ

โรคข้อเข่าเสื่อมในเซลล์เยื่อบุข้อหลังจากได้รับ 10 ng/ml TNF-α ในระยะเวลาที่แตกต่างกัน พบว่า 

ระดับ LINE-1 methylation และระดับการแสดงออกของยีนมีการเปลี่ยนแปลงหลังจากได้รับ 10 

ng/ml TNF-α เวลา 1 วัน ท าให้มีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อมาในภาวะออกซิเดชัน และสารต้านอนุมูล

อิสระมีผลอย่างไรต่อการเปลี่ยนแปลงระดับระดับ LINE-1 methylation และระดับการแสดงออก

ของยีนที่เกี่ยวข้องกับโรคข้อเข่าเสื่อม ดังรูปที่ 24 ท าการวัดจ านวนเซลล์เยื่อบุข้อหลังจากได้รับ 100 

µM H2O2 และ 50 µM TA (pre-treatment) เปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-

α และเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุม เป็นระยะเวลา 1 วัน พบว่า จ านวนเซลล์เยื่อบุข้อในทุกภาวะที่

ได้รับเป็นระยะเวลา 1 วัน ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงจ านวนของเซลล์เยื่อบุข้อเมื่อท าการวิเคราะห์

ผลทางสถิต ิ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 24 จ านวนเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α, 100 µM H2O2 และ 50 µM TA 
ระยะเวลา 1 วัน 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

82 

3.6 การศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อหลังจากได้รับ 10 ng/ml  

TNF-α, 100 µM H2O2 และ pre-treatment ด้วย 50 µM tocopheryl acetate  
(TA) ในระยะเวลา 1 วัน 
จากการวัดความเข้มแถบดีเอ็นเอแล้วน าค่า LINE-1 methylation มาวิเคราะห์ผลตามสูตรที่

แสดงข้างต้น โดยรูปแบบของ LINE-1 methylation มี 5 รูปแบบ ประกอบด้วย ขนาด 92, 60, 50, 

42 และ 32 คู่เบส ดังแสดงในรูปที่ 25  

 

 

 

 

 

รูปที่ 25 LINE-1 methylation จาก PCR product ตัดด้วยเอนไซม์จ าเพาะและวิเคราะห์ด้วย 8% 
non-denaturing polyacrylamind gel electrophoresis (M แทน 25 bp ladder, หมายเลข 1 

แทน กลุ่มควบคุม, หมายเลข 2 แทน กลุ่มได้รับ 10 ng/ml TNF-α, หมายเลขถึง 3 แทน กลุ่มได้รับ 
100 µM H2O2, หมายเลข 4 แทน กลุ่มควบคุมได้รับ 50 µM TA, หมายเลข 5 แทน กลุ่มได้รับ 50 µM 

TA + 10 ng/ml TNF-α และหมายเลข 6 แทน กลุ่มได้รับ 50 µM TA + 100 µM H2O2) 

 จากรูปที่ 25 แสดงให้เห็นว่าเซลล์เยื่อบุข้อที่อยู่ในสภาวะที่แตกต่างกันจ านวน 6 กลุ่ม คือ  

(1) กลุ่มควบคุม (2) กลุ่มได้รับ10 ng/ml TNF-α (3) กลุม่ได้รับ 100 µM H2O2 (4) กลุ่มควบคุม + 

50 µM TA (5) กลุ่มได้รับ 50 µM TA + 10 ng/ml TNF-α และ (6) กลุ่มได้รับ 50 µM TA + 100 

µM H2O2 ซ่ึงได้เปรียบเทียบกันทั้งหมด 6 กลุ่ม พบว่า PCR product ที่ตัดด้วยเอนไซม์จ าเพาะ

สามารถเกิดรูปแบบของ LINE-1 methylation ได้ทั้งหมด 5 รูปแบบ ที่ขนาด 92, 60, 50, 42 และ 

32 คู่เบส ตามล าดับ จากนั้นจึงค านวณร้อยละของระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อทั้ง 6 

กลุ่ม ดังแสดงในรูปที่ 26  

M 1 2 3 4 5 6 
92 bp 
60 bp 
50 bp 
42 bp 
32 bp 

150 bp 
100 bp 
75 bp 

50 bp 
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รูปที่ 26 ระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อที่หลังจากได้รับ 10 ng/ml TNF-α, 100 µM 
H2O2 และ pre-treatment ด้วย 50 µM tocopheryl acetate (TA) ในระยะเวลา 1 วัน 

 จากรูปที่ 26 แสดงให้เห็นว่าระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml 

TNF-α, 100 µM H2O2 และ pre-treatment ด้วย 50 µM tocopheryl acetate (TA) ร่วมด้วย มี

แนวโน้มต่ ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และกลุ่มควบคุมท่ีได้รับการ pre-treatment ด้วย 50 

µM tocopheryl acetate (TA) และไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากการวิเคราะห์ด้วย 

Kruskal-wallis test  
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3.7 การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับโรคข้อเข่าเสื่อมในเซลล์เยื่อบุข้อ 

หลังจากได้รับ 10 ng/ml TNF-α, 100 µM H2O2 และ pre-treatment ด้วย 50 µM  
tocopheryl acetate (TA) ในระยะเวลา 1 วัน 
การวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบของโรคข้อเข่าเสื่อม พบว่า      

ยีน IL-1ß และ IL-6 ของเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α และเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ pre-

treatment ด้วย 50 µM TA เวลา 1 ชั่วโมง ก่อนได้รับ 10 ng/ml TNF-α ระยะเวลา 1 วัน มีระดับ
การแสดงออกของยีนที่สูงกว่าเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติดังรูปที่ 27A และ 
27B ตามล าดับ ระดับการแสดงออกของยีน MMP-3 มีระดับการแสดงออกที่สูงขึ้นเช่นเดียวกับการ

แสดงออกของยีน IL-1ß และ IL-6 กล่าวคือ ยีน MMP-3 เซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α 
และเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ pre-treatment ด้วย 50 µM TA เวลา 1 ชั่วโมง ก่อนได้รับ 10 ng/ml 

TNF-α ระยะเวลา 1 วัน มีระดับการแสดงออกของยีนที่สูงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุมดังรูปที่ 27D นอกจากนี้การแสดงออกของยีน VEGF พบว่ามีระดับการแสดงออกที่

ต่ าลงในเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ระยะเวลา 1 วัน ดังรูปที่ 27E แต่ระดับการ
แสดงออกของยีน ADAMTs5 ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบในแต่ละกลุ่มของเซลล์เยื่อ
บุข้อดังรูปที่ 27C 
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 (A)      (B) 

 

 

 
 
 
(C)       (D) 
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รูปที่ 27 ระดับการแสดงออกของยีนในเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α, 100 µM H2O2 และ 
pre-treatment ด้วย 50 µM tocopheryl acetate (TA) ในระยะเวลา 1 วัน (A) Relative IL-1ß 
expression (B) Relative IL-6 expression (C) Relative ADAMTs5 expression (D) Relative 
MMP3 expression และ (E) Relative VEGF expression 
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บทที่ 5  
สรุปผลการวิจัย การอภิปรายข้อมูล 

สรุปผลการวิจัย 
 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์ในการตรวจวัดระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาว

ในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมจ านวน 193 ราย และกลุ่มควบคุมจ านวน 96 ราย ด้วยเทคนิค quantitative 

Combined bisulfite restriction analysis (qCOBRA) จากผลการวิเคราะห์แถบ DNA ด้วย 8% 

non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis พบว่า LINE สามารถแยกรูปแบบการ

เกิด methylation ได้แก่ %mC, %mCuC, %uCmC และ %uCuC มีทั้งหมด 5 คู่เบส คือ 92, 60, 50, 

42 และ 32 คู่เบส  

เมื่อวิเคราะห์ผลด้วย unpaired t-test พบว่าระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือด

ขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีระดับ LINE-1 hypomethylation อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อ

เปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวของกลุ่มควบคุมที่มีอายุเข้าคู่กัน และเมื่อท าการแบ่งตามระดับ

ความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อม (KL grading) ด้วยสถิติ One-way ANOVA พบความแตกต่างของ

ระดับ LINE-1 methylation คือ กลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมระดับความรุนแรง 4 เกิดระดับ LINE-1 

hypomethylation มากท่ีสุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (P = 0.001) 

และกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมระดับความรุนแรง 2 (P < 0.001) และ 3 (P = 0.018) อย่างไรก็ตาม

ระดับ LINE-1 methylation ไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหว่างเพศชายและเพศหญิง (P = 0.992) 

และเมื่อท าการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างระดับ LINE-1 methylation พบว่า ระดับ LINE-1 

methylation ในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีความสัมพันธ์เชิงลบกับระดับความรุนแรงของโรคข้อเข่า

เสื่อม KL grading อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (r = -0.300, P < 0.001)  

 เมื่อท าการวัดระดับ LINE-1 methylation และความยาวเทโลเมียร์ (relative telomere 

length) ในกลุ่มผู้ป่วยที่ได้รับการประเมินด้วยแบบประเมิน VAS, KOOS, WOMAC และ Lesquense 

index จ านวน 81 ราย และท าการแบ่งกลุ่มของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมตามระดับความรุนแรง KL 

grading และวิเคราะห์ผลด้วยสถิติ One-way ANOVA พบว่าระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์

เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มของระดับความ

รุนแรง (P < 0.0001) เช่นเดียวกับความยาวเทโลเมียร์มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
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ระหว่างกลุ่มของผู้ป่วยในแต่ละระดับความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อม KL grading (P = 0.002) แต่

ความยาวเทโลเมียร์เมื่อจัดกลุ่มอายุของผู้ป่วยเข้าคู่กับกลุ่มควบคุม พบว่าความยาวเทโลเมียร์ในกลุ่ม

ผู้ป่วยยาวกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P = 0.011) นอกจากนี้ระดับ LINE-1 

methylation มีแนวโน้มความสัมพันธ์เชิงบวกกับความยาวเทโลเมียร์ (r = 0.123,  P = 0.276) 

ผลการศึกษาความสัมพันธ์ของการเกิดระดับ LINE-1 methylation และความยาวเทโลเมียร์ 

กับปัจจัยต่างๆ พบว่าระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมี

ความสัมพันธ์เชิงลบกับความรุนแรง KL grading เช่นเดียวกับความยาวเทโลเมียร์ที่มีความสัมพันธ์เชิง

ลบกับระดับความรุนแรง KL grading แต่ความยาวเทโลเมียร์มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ VAS scores 

ร่วมด้วย อีกทั้งเมื่อวิเคราะห์ค่าความไวและความจ าเพาะด้วยกราฟ ROC curve ของ LINE-1 

methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวพบว่า LINE-1 methylation สามารถจ าแนกผู้ป่วยโรคข้อเข่า

เสื่อมออกจากกลุ่มควบคุมได้โดยมีค่า AUC = 0.612 แต่ค่าความไวและความจ าเพาะของ LINE-1 

methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวมีค่าต่ าส่งผลให้ LINE-1 methylation อาจเป็นตัวบ่งชี้ที่ยังไม่

เหมาะสมในการวินิจฉัยโรคข้อเข่าเสื่อม จากผลการประเมินความเสี่ยงของการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อม

จากระดับ LINE-1 methylation พบว่าระดับ LINE-1 methylation ต่ าเพ่ิมโอกาสความเสี่ยงของ

การเกิดโรคข้อเข่าเสื่อมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และอาจน ามาประยุกต์ใช้ในการแบ่งเกณฑ์ระดับ 

LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวร่วมกับระดับความรุนแรง KL grading ในการตรวจวัด

และวินิจฉัยในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมที่มีความรุนแรงของโรคแตกต่างกันเพ่ือลดค่าใช้จ่ายของผู้ป่วย 

และเพ่ิมความสะดวกจากการวัดระดับความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อมจากการเจาะเลือด 

นอกจากนี้คณะผู้วิจัยได้ท าการตรวจวัดระดับ LINE-1 methylation และระดับการ

แสดงออกของยีนในเซลล์เยื่อบุข้อเข่าจากผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมจ านวน 4 ราย แบ่งออกเป็น 2 ส่วน 

ส่วนแรกคือ การศึกษาระดับ LINE-1 methylation และระดับการแสดงออกของยีนในเซลล์เยื่อบุข้อ

นี้ได้รับ 10 ng/ml TNF-α เป็นระยะเวลา 1, 3 และ 7 วัน โดยท าการนับจ านวนเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 

10 ng/ml TNF-α ในแต่ละเวลา พบว่ามีจ านวนเซลล์ไม่แตกต่างกันเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อ

กลุ่มควบคุมในแต่ละช่วงเวลา 1, 3 และ 7 เช่นเดียวกับการวัดความยาวเทโลเมียร์ในเซลล์เยื่อบุข้อที่

ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุม 

รวมถึงการเปรียบเทียบความยาวเทโลเมียร์ของเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α แต่ละ
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ช่วงเวลา อย่างไรก็ตามการศึกษาระดับ LINE-1 methylation พบว่าระดับ LINE-1 methylation ต่ า

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α เวลา 1 วัน เมื่อเปรียบเทียบกับ

เซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α 7 วัน อีกทั้งการวิเคราะห์ผลทางสถิติของระดับการ

แสดงออกของยีน IL-1ß, IL-6, MMP-3 และ VEGF มีระดับการแสดงออกของยีนสูงในเซลล์เยื่อบุข้อที่

ได้รับ 10 ng/ml TNF-α เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุม แต่ระดับการแสดงออกของ

ยีนเหล่านี้ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญในเซลล์เยื่อบุข้อที่ไดรับ 10 ng/ml TNF-α แต่ละ

ช่วงเวลา ส่วนระดับการแสดงออกของยีน ADAMTs5 ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่าง

เซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α และกลุ่มควบคุม นอกจากนี้คณะผู้วิจัยศึกษาระดับ LINE-1 

methylation มีแนวโน้มลดต่ าลงในกลุ่มเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ ได้รับ 10 ng/ml TNF-α, 100 µM 

H2O2 และกลุ่มเซลล์ที่ได้รับ 50 µM TA เวลา 1 ชั่วโมงก่อนเซลล์เยื่อบุข้อได้รับ 10 ng/ml TNF-α 

และ 100 µM H2O2 ระยะเวลา 1 วันเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุม และผลวิเคราะห์

ระดับการแสดงออกของยีนในกลุ่มเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ทั้งในกลุ่มที่ได้รับเฉพาะ 

TNT-α หรือกลุ่มเซลล์เยื่อบุข้อที่มีการ pre-treatment ก่อนได้รับ TNF-α พบว่ามีระดับการ

แสดงออกของยีน IL-1ß และ IL-6 และ ยีน MMP-3 ที่สูงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ

กับเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุม แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญของระดับการแสดงออกของยีน 

ADAMTs5 ในแต่ละกลุ่มของเซลล์เยื่อบุข้อเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ส่วนยีน VEGF มีระดับ

การแสดงออกลดลงในเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มท่ีได้รับ 10 ng/ml TNF-α เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

อภิปรายผลการทดลอง 
 จากวัตถุประสงค์งานวิจัยนี้เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ด

เลือดขาว และเซลล์เยื่อบุข้อเข่าของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม การศึกษาที่ผ่านมาพบว่ากลไกการเกิด 

methylation บริเวณ repetitive elements ส่งผลต่อความไม่เสถียรของจีโนมในร่างกายท าให้เกิด

โรคมะเร็ง และโรคที่เกี่ยวข้องกับ innate immune systems ซึ่งโรคข้อเข่าเสื่อมเป็นโรคความ

ผิดปกติชนิดหนึ่งที่มีความเกี่ยวข้องกับ innate immune systems เนื่องจากกระบวนการอักเสบ

เรื้อรังภายในข้อส่งผลให้ในปัจจุบันโรคข้อเข่าเสื่อมจัดอยู่ในกลุ่มโรคที่มีการอักเสบระดับต่ า (17)         

โ ด ย กล ไก กา ร เ กิ ด  methylation แบ่ ง อ อก  2  กล ไก หลั ก  คื อ  hypomethylation แล ะ 

hypermethylation(9) ซึ่งจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าระดับ LINE-1 methylation ที่เปลี่ยนแปลง
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ส่งผลให้เกิดโรคหลายชนิด เช่น โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์(11) โรคเบาหวาน(10) โรคความดันโลหิตสูง(104) 

โรคไขกระดูกฝ่อ(80) โรคสะเก็ดเงิน(78) และโรคภูมิคุ้มกันบกพร่อง(75) เป็นต้น แต่การศึกษากระบวนการ 

methylation ของ LINE ในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมยังมีการศึกษาน้อย สมมติฐานของงานวิจัยนี้ คือ 

ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีระดับ LINE-1 methylation ลดลงในเซลล์เม็ดเลือดขาวเมื่อเปรียบเทียบกับ

เซลล์เม็ดเลือดขาวกลุ่มควบคุม ซึ่งผลการศึกษาระดับ LINE-1 methylation สอดคล้องกับสมมติฐาน

ที่ตั้งไว้ แต่ในการวิเคราะห์เปรียบเทียบระดับ LINE-1 methylation ในเพศหญิงและเพศชายไม่มี

ความแตกต่างทางสถิติ อาจเป็นเพราะจ านวนของกลุ่มการศึกษาในเพศชายมีน้อยกว่าเพศหญิง 

เนื่องจากสถิติการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อมพบมากในเพศหญิงส่งผลต่อขนาดของกลุ่มประชากรผู้ป่วย (13) 

และในการศึกษาที่ผ่านมาของผู้ป่วยที่มีกระบวนการอักเสบภายในร่างกาย เช่น โรคผิวหนังสะเก็ดเงิน 

โรคภูมิคุ้มกันบกพร่อง และโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ เป็นต้น พบว่าระดับ LINE-1 hypomethylation 

ภายในร่างกายเพ่ิมขึ้นเมื่อมีระดับความรุนแรงของโรคสูง เช่นเดียวกับผลการศึกษาในงานวิจัยนี้ที่

ระดับ LINE-1 hypomethylation เกิดเพ่ิมข้ึนเมื่อระดับความรุนแรง KL grading 4 อย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติ ซึ่งเป็นระดับความรุนแรงที่สูงของโรคข้อเข่าเสื่อม จากการเปรียบเทียบกับระดับความรุนแรง 

grade 2 และ 3 และยังพบว่าระดับ LINE-1 methylation มีความสัมพันธ์เชิงลบกับระดับความ

รุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อม แสดงให้เห็นว่า เมื่อระดับความรุนแรงที่สูงส่งผลต่อกระบวนการอักเสบ

ภายในข้อท าให้มีการส่งผ่านการอักเสบนี้ผ่านกลไก innate immune system บริเวณเยื่อบุข้อส่งผล

ให้ระดับไซโตไคน์และส่งผ่านไปยังกระแสเลือดส่งผลต่อความสมดุลของจีโนมภายในร่างกาย(17, 18, 31) 

และการควบคุมระดับไซโตไคน์มีส่วนเกี่ยวข้องกับกระบวนการ methylation อย่างในกรณีของการ

เกิดโรคข้อเข่าเสื่อมที่มีระดับความรุนแรงที่สูงอาจมีกลไกการสร้างสารไซโตไคน์ที่สูงภายในข้อ เช่น IL-

1ß, IL-6 และ TNF-α เป็นต้น ส่งผ่านกระแสเลือดไปยังระบบไหลเวียนเลือดภายในร่างกาย เนื่องจาก

โรคข้อเข่าเสื่อมเป็นโรคที่มีการอักเสบระดับต่ า และระดับ LINE-1 methylation มีความสัมพันธ์เชิง

ลบอย่างมีนัยส าคัญกับระดับความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อมท าให้ผลการวิเคราะห์ทางสถิติสนับสนุน

สมมติฐานของงานวิจัยนี้  

 จากการประเมินอาการเจ็บ อาการปวด และความรุนแรงของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม จากแบบ

ประเมินคลินิก VAS scores, KOOS, WOMAC และ Lesquesne index ในการศึกษาที่ผ่านมา

คะแนนประเมินจาก KOOS และ WOMAC ใช้ในการประเมินติดตามอาการของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม

หลังได้รับการผ่าตัดเปลี่ยนข้อเทียม พบว่าก่อนการผ่าตัดผู้ป่วยมีคะแนนแบบประเมิน KOOS ต่ าแสดง
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ถึงอาการความรุนแรงของผู้ป่วยจากโรคข้อเข่าเสื่อม หากผู้ป่วยมีคะแนนแบบประเมิน KOOS สูง

แสดงถึงค่าความรุนแรงของการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อมต่ า(105) เช่นเดียวกับการประเมินข้อมูลทางคลินิก

จากแบบประเมิน KOOS ที่ค านวณคะแนนกลับเป็นคะแนน WOMAC พบว่าคะแนนที่สูงแสดงถึง

ความรุนแรงของอาการโรคข้อเข่าเสื่อมมาก แต่คะแนน WOMAC ใกล้เคียง 0 แสดงถึงระดับความ

รุนแรงของอาการโรคข้อเข่าเสื่อมต่ า อีกทั้งในการวิเคราะห์คะแนน KOOS กับเส้นผ่านศูนย์กลางใน

ภาพถ่าย MRI ของ bone marrow ที่ถูกท าลายด้วยการแบ่งกลุ่มก่อนผ่าตัดและกลุ่มติดตามอาการ

หลังผ่าตัดในผู้ป่วยรายเดียวกันมีความสัมพันธ์กับคะแนนความปวดของ KOOS และ WOMAC ใน

กลุ่มอาการหลังผ่าตัดที่มีความกว้างของ bone marrow มากขึ้น(106) เช่นเดียวกับการประเมินข้อมูล

ทางคลินิกกับภาวะพร่องวิตามินดีในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม พบว่ากลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมที่มีภาวะ

พร่องวิตามินดีมีคะแนนของ WOMAC อาการปวดและการประเมินข้อเข่าเชิงกายภาพ คะแนน 

Lesquesne index และ VAS scores มีระดับคะแนนที่สูงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม

ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมที่มีระดับวิตามินดีปกติ (107) และฮอร์โมนเกรลิน (ghrelin) ในน้ าไขข้อที่มีหน้าที่

ป้องกันการอักเสบและกระตุ้นการสร้างกระดูกอ่อนมีค่าความสัมพันธ์เชิงลบทางสถิติกับระดับความ

รุนแรง KL grading และยังมีความสัมพันธ์กับข้อมูลทางคลินิกของแบบประเมิน Lesquesne index 

และ VAS scores(108) จากการศึกษาแบบประเมินทางคลินิกเกี่ยวกับโรคข้อเข่าเสื่อมที่กล่าวข้างต้นนี้

พบว่า การประเมินคลินิก VAS scores, KOOS, WOMAC และ Lesquesne index มีความเกี่ยวข้อง

กับการหาตัวบ่งชี้ที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อม และระดับความรุนแรง KL grading แสดงให้

เห็นว่าแบบประเมินเหล่านี้เป็นปัจจัยส่วนหนึ่งของการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อม โดยการประเมินผู้ป่วยโรค

ข้อเข่าเสื่อมในงานวิจัยนี้ท าการแบ่งกลุ่มผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมตามระดับความรุนแรงจากภาพถ่ายรังสี

ที่แบ่งเกณฑ์ตาม KL grading ไม่พบความแตกต่างและความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่าง

คะแนนแบบประเมินทางคลินิก VAS scores, KOOS, WOMAC และ Lesquesne index ในผู้ป่วย

โรคข้อเข่าเสื่อมแต่ละกลุ่มของระดับความรุนแรง KL grading ยกเว้นระดับ LINE-1 methylation 

และความยาวเทโลเมียร์ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมที่มีความแตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญระหว่างกลุ่มระดับความรุนแรง KL grading เนื่องจากระดับความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อม

มีผลมาจากปัจจัยความไม่สมดุลของการสร้างสารเมแทบอลิซึมภายในข้อโดยตรงท าให้มีกลไกการ

สร้างสารไซโตไคน์ และการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันภายในข้อของผู้ป่วยที่มีระดับความรุนแรงสูง

ท าให้เกิดการสลายกระดูกอ่อนผิวข้อ และการอักเสบบริเวณเซลล์เยื่อบุข้อ (2, 5, 18) ซึ่งลักษณะดังกล่าว
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ได้แสดงชัดเจนจากการตรวจวัดตัวบ่งชี้ทางกลไก epigenetics ส่วนข้อมูลทางคลินิกเป็นการประเมิน

ผ่านอาการเจ็บและปวด รวมถึงการประเมินทางกายภาพของผู้ป่วยท าให้ในบางครั้งการเก็บข้อมูลจาก

แบบประเมินมีความคลาดเคลื่อนของคะแนนจากบางค าถามที่ผู้ป่วยยากต่อการระบุคะแนนจึงอาจ

ส่งผลให้ระดับ LINE-1 methylation ไม่มีความสัมพันธ์กับอาการของขอ้มูลคลินิก  

นอกจากนี้ในการศึกษาที่ผ่านมาระดับ LINE-1 methylation ในโรคท่อน้ าดีตีบตัน โรคไข

กระดูกฝ่อ และโรคมะเร็งไตในเด็กมีความสัมพันธ์เชิงบวกกับความยาวเทโลเมียร์อย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติ(80, 93, 95) เนื่องมาจากความยาวเทโลเมียร์ในกลุ่มผู้ป่วยมีความยาวเทโลเมียร์ที่ลดลงจากความไม่

สมดุลของกระบวนการเมแทบอลิซึม กระบวนการซ่อมแซมภายในเซลล์ การแบ่งตัวของเซลล์ อายุ

ของเซลล์ และภาวะความเครียดออกซิเดชัน ส่งผลให้ความยาวของเทโลเมียร์ลดลงตามระดับความ

รุนแรงของการเกิดโรค(109-113) ปัจจัยเหล่านี้ที่ท าให้ความยาวเทโลเมียร์หดสั้นลงเป็นปัจจัยที่มีความ

เกี่ยวข้องกับความไม่เสถียรของจีโนมส่งผลต่อกลไก methylation ของ LINE ภายในร่างกายมีการ

เปลี่ยนแปลงและก่อให้เกิดโรคต่างๆในที่สุด ในงานวิจัยนี้วิเคราะห์ความยาวเทโลเมียร์ในกลุ่มผู้ป่วย

โรคข้อเข่าเสื่อมยาวกว่ากลุ่มควบคุม อาจมีผลมาจากกลุ่มอายุของผู้ป่วยเมื่อท าการจัดกลุ่มให้อายุเข้าคู่

กับกลุ่มควบคุมส่งผลจ านวนผู้ป่วยที่ใช้ในการศึกษามีจ านวนลดลง ซึ่งมีผลตรงกันข้ามกับการศึกษาที่

ผ่านมาของความยาวเทโลเมียร์ที่หดสั้นลงในผู้ป่วยโรคหลอดเลือดแข็งตัว (89) โรคเบาหวาน(114) และ

โรคหลอดลมอุดกั้นเรื้อรัง(88) รวมถึงบริเวณกระดูกอ่อนผิวข้อที่เกิดพยาธิสภาพของโรคข้อเข่าเสื่อมมี

ค่าเทโลเมียร์หดสั้นลงเมื่อเปรียบเทียบกับกระดูกอ่อนผิวข้อปกติ(91) แต่ความยาวเทโลเมียร์ที่หดสั้นลง

ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมในงานวิจัยนี้ความยาวเทโลเมียร์ลดลงตามกลุ่มระดับ

ความรุนแรง KL grading โดยระดับความรุนแรง grade 3 และ grade 4 มีความยาวเทโลเมียร์สั้น

กว่าระดับความรุนแรง grade 2 อย่างมีนัยส าคัญ เช่นเดียวกับการวิเคราะห์ความยาวเทโลเมียร์ที่มี

ความสัมพันธ์เชิงลบกับระดับความรุนแรง KL grading มีความสัมพันธ์ลักษณะเดียวกันระหว่างการ

เกิดระดับ LINE-1 methylation และ KL grading นอกจากนี้วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของโรคข้อเข่า

เสื่อมจากระดับ LINE-1 methylation มีแนวโน้มความสัมพันธ์เชิงบวกกับความยาวเทโลเมียร์ใน

เซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมแต่ไม่มีความสัมพันธ์ทางสถิติ  

สุดท้ายนี้การศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อเข่าของผู้ป่วยโรคข้อเข่า

เสื่อม พบว่าการเกิดแนวโน้มของ LINE-1 methylation ที่ลดต่ าลงในเซลล์เยื่อบุข้อเข่าหลังจากได้รับ

การกระตุ้นจากไซโตไคน์ และภาวะเครียดออกซิเดชัน แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ อาจเป็นเพราะ
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การตรวจวัด LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อมีจ านวนผู้ป่วยที่ใช้ในการศึกษาน้อยและกลุ่ม

ควบคุมที่ใช้ในการเปรียบเทียบไม่ได้เป็นเซลล์เยื่อบุข้อของคนสุขภาพแข็งแรง อีกท้ังเซลล์เยื่อบุข้อเข่า

ที่ได้รับสารไซโตไคน์ TNF-α และภาวะเครียดออกซิเดชันจาก H2O2 ในระยะเวลาที่น้อย ท าให้มีการ

เปลี่ยนแปลงระดับ LINE-1 methylation ที่ยังไม่ชัดเจนท าให้ไม่สอดคล้องกับสมมติฐานงานวิจัยนี้ 

เมื่อเปรียบเทียบระดับ LINE-1 methylation ของเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α เวลา 1 

วันมีระดับ LINE-1 methylation ต่ ากว่าระยะเวลา 7 วันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติแสดงให้เห็นว่า

จ านวนเซลล์เยื่อบุข้อที่เพ่ิมจ านวนขึ้นในเวลา 7 วันอาจมีผลต่อการกระตุ้นของ 10 ng/ml TNF-α 

อย่างไรก็ตามผลการศึกษานี้มีผลสอดคล้องกับการศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุ

ข้อจากการวัดระดับการแสดงออกของโปรตีน open reading frame1 (ORF1) ที่มีการแสดงออกใน

เซลล์เยื่อบุข้อเข่าของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมแต่น้อยกว่าเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้ออักเสบรูมา

ตอยด์ ซึ่งบ่งบอกถึงกระบวนการอักเสบของโรคมีผลต่อระดับการแสดงออกของโปรตีน ORF1 (7) 

เช่นเดียวกับการศึกษา global methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อเข่าของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมและโรค

ข้ออักเสบรูมาตอยด์ที่ได้รับการกระตุ้นจากไซโตไคน์ IL-1ß ระยะเวลา 14 วัน มีระดับ global 

methylation ลดลง (81) ส่วนผลระดับ LINE-1 methylation ของเซลล์เยื่อบุข้อในภาวะเครียด

ออกซิเดชันและสารต้านอนุมูลอิสระ พบว่าระดับ LINE-1 methylation มีแนวโน้มลดลงในภาวะ

เครียดออกซิเดชัน H2O2 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับสารต้านอนุมูล

อิสระ (TA) ผลการศึกษานี้มีความสอดคล้องกับการศึกษาระดับ LINE-1 hypomethylation ใน

เซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะที่ได้รับ H2O2 (115) และการศึกษาของโรคท่อน้ าดีตีบตันที่มีระดับ LINE-1 

methylation ลดลงเมื่อมีระดับ 8-hydroxy-2′-deoxyguanosine ที่สูงขึ้นเป็นผลมาจากภาวะเครียด

ออกซิเดชัน(95) นอกจากนี้การศึกษาความยาวเทโลเมียร์ไม่มีการเปลี่ยนแปลงในเซลล์เยื่อบุข้อหลังจาก

ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ระยะเวลา 1, 3 และ 7 วัน เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์กลุ่มควบคุมอาจเป็น

เพราะไซโตไคน์ TNF-α ไม่ได้เป็นปัจจัยที่กระตุ้นต่อการท าลายดีเอ็นเอโดยตรงบริเวณเซลล์เยื่อบุข้อ

เข่า ซึ่งความยาวเทโลเมียร์เปลี่ยนแปลงในเซลล์ที่มีอายุมากและภาวะเครียดออกซิเดชัน(2, 3, 111) แต่ใน

งานวิจัยนี้ไม่ได้เปรียบเทียบเซลล์เยื่อบุข้อแต่ละ passage ที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α เซลล์เยื่อบุข้อที่

ใช้ศึกษาจึงมีอายุของเซลล์ที่ไม่แตกต่างกัน แต่งานวิจัยนี้วัดความยาวเทโลเมียร์ในเซลล์เยื่อบุข้อที่

ได้รับ 10 ng/ml TNF-α ช่วงระยะเวลาที่แตกต่างกันท าให้มีผลการศึกษาไม่สอดคล้องกับงานวิจัยที่



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

93 

ผ่านมาตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Drigeard Desgarnier M.C และคณะ ศึกษาบริเวณ neural retina 

มีความยาวของเทโลเมียร์ที่ยาวกว่าในบริเวณกระจกตา เนื่องจากบริเวณกระจกตาของดวงตาถูก

เหนี่ยวน าด้วยภาวะเครียดออกซิเดชันจากแสงที่ได้รับบริเวณภายนอกมากกว่าบริเวณ neutral 

retina(116) และในการศึกษาการศึกษาผลของความยาวเทโลเมียร์เซลล์ chondrocytes มีความยาว

เทโลเมียร์ที่สั้นลงตามระยะเวลาที่ได้รับสารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และเซลล์ chondrocytes มีอายุ

มากจะทนต่อภาวะเครียดออกซิเดชันจากสารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ลดลง(111) 

การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อมในงานวิจัยครั้งนี้ 

พบว่าระดับการแสดงออกของยีนกลุ่ม pro-inflammatory cytokines เช่น IL-1ß และ IL-6 มีระดับ

การแสดงออกสูงขึ้นหลังจากได้รับ 10 ng/ml TNF-α ส่งผลกระตุ้นเพ่ิมความอักเสบในเซลล์เยื่อบุข้อ

เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อกลุ่มควบคุม เป็นเพราะยีนกลุ่มนี้สร้างจากบริเวณเซลล์เยื่อบุข้อและ

การตรวจพบยีนกลุ่มนี้ปริมาณต่ าบริเวณกระดูกอ่อนผิวข้อ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมาของ 

Konstantinos Loupasakis และคณะ พบว่าระดับการแสดงออกของยีน IL-6 สูงขึ้นในเซลล์เยื่อบุข้อ

ของผู้ป่วยโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ที่ได้รับการกระตุ้นของ TNF-α (117) ส่วนการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้น

ของ IL-1ß มีผลกระตุ้นต่อการสร้างสารกลุ่ม metalloprotease (MMP) ท าให้ในงานวิจัยนี้พบการ

แสดงออกของยีน MMP-3 เป็นไซโตไคน์กลุ่ม extracellular matrix (ECM) degrading enzymes 

พบว่าระดับการแสดงออกสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อ เช่นเดียวกับระดับการแสดงออก

ของยีน VEGF ที่มีระดับการแสดงออกสูงในเซลล์เยื่อบุข้อหลังจากได้รับ 10 ng/ml TNF-α เนื่องจาก 

VEGF มีบทบาทเกี่ยวข้องกับการอักเสบของเซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับการกระตุ้นจากสารไซโตไคน์(36, 71) 

แต่ไม่พบความแตกต่างการแสดงออกของยีน ADAMTs5 ในเซลล์เยื่อบุข้อหลังจากได้รับ 10 ng/ml 

TNF-α เนื่องจากยีนชนิดนี้เกี่ยวข้องกับการสร้างเอนไซม์ aggrecanases เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาท

เกี่ยวข้องกับการสลาย aggrecan และ type II collagen ในกระดูกอ่อนผิวข้อท าให้พบการแสดงออก

ของยีนชนิดนี้ในบริเวณเซลล์เยื่อบุข้อต่ า (63) ถึงแม้ผลการศึกษาของงานวิจัยนี้พบแนวโน้มของระดับ 

LINE-1 hypomethylation และการแสดงออกสูงขึ้นของยีน IL-1ß, IL-6, MMP-3 และ VEGF ใน

เซลล์เยื่อบุข้อที่ได้รับ 10 ng/ml TNF-α แต่ยังไม่สามารถสรุปว่ากระบวนการ methylation ของ 

LINE-1 มีผลต่อการควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับโรคข้อเข่าเสื่อม จากผลการศึกษา 

LINE-1 methylation และระดับการแสดงออกของยีนมีการเปลี่ยนแปลงไม่ชัดเจนในเซลล์เยื่อบุข้อที่
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ได้รับ TNF-α, H2O2 และ pre-treatment ด้วย TA เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม อาจเป็นเพราะ

ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีการรับประทานยาแก้ปวดกลุ่ม NSAIDs เป็นระยะเวลานานก่อนเข้ารับการ

ผ่าตัดเปลี่ยนข้อเทียม รวมถึงความเข้มข้นของสาร H2O2 และ TA ที่เติมในเซลล์เยื่อบุข้ออาจจะมี

ความเข้มข้นที่น้อยจึงส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงระดับ LINE-1 methylation และการแสดงออกของ

ยีนระดับต่ า อีกทั้งเซลล์เยื่อบุข้อที่น ามาศึกษาเป็นของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมซึ่งอาจมีการแสดงออก

ของยีนที่แตกต่างไปจากเซลล์เยื่อบุข้อของคนปกติ ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน

ในเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมหลังจากได้รับ TNF-α, H2O2 และ pre-treatment ด้วย 

TA ดังกล่าวอาจไม่สะท้อนถึงการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในเซลล์เยื่อบุข้อของคนปกติ นอกจากนี้อาจ

ท าการศึกษายืนยันผลจากการตรวจวัด methylation บริเวณ promoter ของยีนที่เกี่ยวข้องกับโรค

ข้อเข่าเสื่อมเพ่ือน าผลที่ได้มาวิเคราะห์หาความสัมพันธ์กับระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุ

ข้อตัวอย่างเช่น การศึกษาที่ผ่านมามีการศึกษาระดับ methylation บริเวณ IL-6 promoter ในเซลล์

เยื่อบุข้อ พบว่าในเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมมีระดับ DNA hypomethylation เมื่อ

เปรียบเทียบกับเซลล์เยื่อบุข้อของคนปกติ(33)  

จากผลระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ดเลือดขาวและเซลล์เยื่อบุข้อมีผลแนวโน้ม

สอดคล้องกัน กล่าวคือมีระดับ LINE-1 methylation ต่ าลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม แสดงให้

เห็นว่าระดับ LINE-1 hypomethylation ในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมอาจวัดระดับ methylation ของ 

LINE-1 จากเลือดของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมเพ่ือน าไปใช้เป็นตัวบ่งชี้ระยะความรุนแรงของการเกิดโรค

ได ้

ข้อเสนอแนะ 
 จากงานวิจัยนี้ท าการศึกษาในโรคข้อเข่าเสื่อมเป็นโรคที่เกิดเฉพาะบริเวณของอวัยวะและเป็น

โรคที่มีการอักเสบระดับต่ าส่งผลต่อการตรวจวัดระดับ LINE-1 methylation และความยาวเทโลเมียร์

จากตัวอย่างเซลล์เม็ดเลือดขาวในเลือด อาจใช้ขนาดของประชากรของกลุ่มโรคข้อเข่าเสื่อมให้มากขึ้น 

หรือการศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในน้ าไขข้อเพ่ือเป็นการยืนยันผลการศึกษาระดับ LINE-1 

methylation ให้ชัดเจนขึ้น อีกทั้งผู้ป่วยโรคเข่าข้อเสื่อมพบมากในกลุ่มผู้สูงอายุ ส่งผลต่อการหากลุ่ม

ควบคุมที่มีอายุใกล้ เคียงกับกลุ่มประชากรที่ต้องการศึกษา นอกจากนี้ ในการศึกษาระดับ 

methylation และการแสดงออกของยีนของเซลล์เยื่อบุข้อเข่าอาจเพ่ิมจ านวนของผู้ป่วยในการศึกษา 

และการวิเคราะห์ผล methylation ในผู้ป่วยอาจตรวจวัดบริเวณ promoter ในต าแหน่ง CpG ต่างๆ 
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ที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อม รวมถึงการศึกษากลุ่มของไซโตไคน์ในเลือดของผู้ป่วยร่วมด้วย 

และในการศึกษา LINE-1 methylation และการแสดงออกของยีนควรท าการศึกษาเปรียบเทียบกับ

เซลล์เยื่อบุข้อของคนสุขภาพแข็งแรงและ synovial fibroblasts cell line ร่วมด้วยเพ่ือยืนยันผลการ

เปลี่ยนแปลงของตัวบ่งชี้ที่ชัดเจนยิ่งขึ้น ผลที่ได้อาจน ามาประกอบเป็นความรู้ใหม่ ท าให้เข้าใจกลไก

การท างานของการเปลี่ยนแปลงกระบวนการเหนือพันธุกรรมและอาจน าไปประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งชี้ของ

การเกิดโรคข้อเข่าเสื่อม  

อย่างไรก็ตามในการเก็บข้อมูลผู้ป่วยมีบางส่วนที่เก็บไม่ครบส่งผลต่อการวิเคราะห์ข้อมูล 

ดังนั้นในอนาคตการเก็บข้อมูลทางคลินิกของผู้ป่วยควรเก็บให้ครบถ้วนมากขึ้น เพ่ือจะได้ทราบถึง

ปัจจัยที่ส่งผลต่อการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อม 
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ภาคผนวก ก 

เอกสารข้อมูล และหนังสือแสดงความยินยอมในการเข้าร่วมโครงการวิจัย 

1. เอกสารชี้แจงข้อมูลค าอธิบายส าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย (Information sheet for patients) 

2. เอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย (Consent form) 

3. แบบประเมิน Knee injury and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS) 

4. แบบประเมิน Index of severity for osteoarthritis for the knee (ISK) หรือ Lequesne 
index  
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คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย 
คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณม์หาวทิยาลัย 

เอกสารชี้แจงข้อมูลค าอธิบายส าหรับ 
ผู้เข้าร่วมในโครงการวิจยั 

AF 09-04/5.0 

หน้า 0/7 

ชื่อโครงการวิจัย ดีเอ็นเอเมทิลเลชันในเม็ดเลือดขาวและเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 

ผู้สนับสนุนการวิจัย ไม่มี 

ผู้วิจัยหลัก 

ชื่อ     นิภาภรณ์  ธีระวัฒนพงศ์ 

ที่อยู่ที่ท างานหรือสถานศึกษาของผู้วิจัย ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย 

เบอร์โทรศัพท์ที่ท างาน   02-2564718 

เบอร์โทรศัพท์ติดต่อ 24 ชั่วโมง  087-6793449 

ผู้วิจัยร่วม (ทกุท่าน) 

1. ชื่อ     ศ.นพ.สิทธิศักดิ์  หรรษาเวก 

ที่อยู่ที่ท างานหรือสถานศึกษาของผู้วิจัย ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย 

เบอร์โทรศัพท์ที่ท างาน   02-256-4482 

เบอร์โทรศัพท์ติดต่อ 24 ชั่วโมง  085-0425466 

2. ชื่อ     นพ.สีหธัช งามอุโฆษ 

ที่อยู่ที่ท างานหรือสถานศึกษาของผู้วิจัย ภาควิชาออร์โธปิดิกส์  คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย 

เบอร์โทรศัพท์ที่ท างาน   02-2564510 

เบอร์โทรศัพท์ติดต่อ 24 ชั่วโมง  081-8181844 

เรียน ผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยทุกท่าน 

 ท่านได้รับเชิญให้เข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้ เนื่องจากท่านเป็นเป็นผู้ป่วยที่เข้ามารับการผ่าตัด

รักษาอาการของโรคข้อเข่าเสื่อม ก่อนที่ท่านจะตัดสินใจเข้าร่วมในการศึกษาวิจัยดังกล่าว ขอให้ท่าน

อ่านเอกสารฉบับนี้อย่างถี่ถ้วน เพ่ือให้ท่านได้ทราบถึงเหตุผลและรายละเอียดของการศึกษาวิจัยในครั้ง

นี้ หากท่านมีข้อสงสัยใดๆ เพ่ิมเติม กรุณาซักถามจากทีมงานของแพทย์ผู้ท าวิจัย หรือแพทย์ผู้ร่วมท า

วิจัยซึ่งจะเป็นผู้สามารถตอบค าถามและให้ความกระจ่างแก่ท่านได้ 
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ท่านสามารถขอค าแนะน าในการเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้จากครอบครัว เพ่ือน หรือแพทย์

ประจ าตัวของท่านได้ ท่านมีเวลาอย่างเพียงพอในการตัดสินใจโดยอิสระ ถ้าท่านตัดสินใจแล้วว่าจะเข้า

ร่วมในโครงการวิจัยนี้ ขอให้ท่านลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมของโครงการวิจัยนี้ 

เหตุผลความเป็นมา 

 โรคข้อเสื่อม เป็นโรคที่พบอุบัติการณ์สูงในกลุ่มผู้สูงอายุมากกว่า 60 ปีขึ้นไป อาการของโรค

ส่งผลต่อการใช้ชีวิตประจ าวันของผู้ป่วย ท าให้เคลื่อนที่ล าบากขึ้นกับระยะและความรุนแรงของโรค 

สาเหตุของการเกิดโรคนี้สามารถแบ่งออกได้ 2 สาเหตุหลัก คือ ข้อเสื่อมปฐมภูมิ เป็นสาเหตุที่เกิดจาก

สาเหตุที่ยังไม่แน่ชัด เช่น พันธุกรรม อายุ และการเปลี่ยนแปลงของปัจจัย epigenetics ข้อเสื่อมทุติย

ภูมิ เป็นข้อเสื่อมที่ทราบสาเหตุที่ส่งผลให้เกิดอาการข้อเสื่อมที่แน่ชัด เช่น ภาวะอ้วน การได้รับ

อุบัติเหตุ เพศ และสมดุลของเมแทบอลิซึมในร่างกาย เป็นต้น สาเหตุเหล่านี้ส่งผลให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงของข้อเข่าบริเวณกระดูกอ่อนผิวข้อ (articular cartilage) กระดูกที่อยู่ ใต้ผิวข้อ 

(subchondral bone) และการอักเสบบริเวณเยื่อบุข้อ เกิดจากการกระตุ้นของสารไซโตไคน์ เช่น 

interleukin-1 (IL-1), IL-6 และ tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) ทั้งนี้จากรายงานสถิติของ

องค์การอนามัยโลกคาดว่า พ.ศ. 2563 มีผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมเพ่ิมข้ึนร้อยละ 14.3 จาก พ.ศ. 2551 และ

ยังพบว่าประชากรตั้งแต่อายุ 45 ปี เริ่มพบอุบัติการณ์ของโรคข้อเข่าเสื่อม รวมถึงร้อยละ 50 จะพบใน

กลุ่มผู้มีอายุมากกว่า 60 ปี และพบว่าเกิดโรคในผู้ป่วยเพศหญิงมากกว่าเพศชาย จากสถิติอุบัติการณ์

ของโรคท่ีมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนท าให้มีการศึกษามากมายถึงสาเหตุที่ส่งผลให้เกิดโรค ทั้งกลไกการควบคุม

ให้เกิดโรค การศึกษาสารเมแทบอลิซึมที่เกี่ยวข้องผ่านการทดสอบด้วยเทคนิคทางชีวเคมี และ

การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างพันธุกรรมกับพยาธิสภาพของโรค เป็นต้น 

 อย่างไรก็ตาม การเกิดพยาธิสภาพและการด าเนินของโรคข้อเสื่อมมีปัจจัยที่เกี่ยวข้องจ านวน

มาก ซึ่งการศึกษาก่อนหน้าเกี่ยวกับดีเอ็นเอเมทิลเลชันในการควบคุมความสมดุลของจีโนม และ

ควบคุมระดับการแสดงออกของยีนจากเซลล์เม็ดเลือดขาวของเลือด (blood leukocytes) และเซลล์

เยื่อบุข้อ (synovial fibroblasts) มีจ านวนน้อย ถึงแม้จะเป็นโรคที่ไม่อันตรายแก่ชีวิต แต่หากไม่ได้

เข้ารับการรักษาที่ถูกต้องและทันเวลาจะส่งผลให้ผู้ป่วยพิการไม่สามารถเดินได้ ดังนั้น ความเข้าใจ

พยาธิก าเนิดของโรคข้อเสื่อมตลอดจนการศึกษาค้นหาตัวบ่งชี้ที่ช่วยในการวินิจฉัยโรคข้อเสื่อมมี

ความส าคัญต่อการพัฒนาการรักษาและพัฒนาคุณภาพชีวิตผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมให้ดีข้ึน 
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วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

 วัตถุประสงค์หลักของการศึกษานี้คือ เพ่ือศึกษาระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ด

เลือดขาวของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมเปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวของกลุ่มควบคุม โดยอาศัย

เทคนิค quantitative combine bisulfite restriction analysis (qCOBRA) และเพ่ือศึกษาผลของ

ไซโตไคน์ TNF-α ต่อระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม

เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มข้อเสื่อมอักเสบและกลุ่มข้อเสื่อมไม่อักเสบ รวมถึงการศึกษาระดับการ

แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดพยาธิสภาพของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมเปรียบเทียบระหว่าง

กลุ่มข้อเสื่อมอักเสบและกลุ่มข้อเสื่อมไม่อักเสบหลังจากได้รับไซโตไคน์ TNF-α ด้วยเทคนิค 

quantitative real-time PCR ซึ่งอาจน าไปประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งชี้ในการพยากรณ์โรค โดยท าการ

เจาะเลือดผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมและเก็บชิ้นเนื้อที่เป็นเยื่อบุข้อ มีจ านวนผู้เข้าร่วมโครงการ 96 คน การ

วิจัยนี้ใช้ชิ้นเนื้อที่ได้จากการผ่าตัดตามแผนการรักษา ไม่ต้องตัดชิ้นเนื้อเพ่ิมแต่อย่างใด 

วิธีการที่เกี่ยวข้องกับการวิจัย 

 หากท่านมีคุณสมบัติที่เหมาะสมและยินยอมที่จะเข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้ ในวันที่ท่านได้รับ

การนัดหมายให้มารับการผ่าตัดโดยแพทย์ผู้ให้การรักษา ผู้วิจัยจะขอเก็บเยื่อหุ้มข้อขณะที่ท่านเข้ารับ

การผ่าตัด ซึ่งชิ้นเนื้อดังกล่าวต้องได้รับการผ่าตัดออกตามแผนการรักษาของทีมแพทย์ที่ดูแลรักษา

ผู้ป่วยอยู่แล้ว แม้ไม่เข้าร่วมโนโครงการวิจัยนี้ ร่วมกับการเจาะเก็บเลือด ปริมาตร 7 มิลลิลิตร (1 ช้อน

ชาครึ่ง) ก่อนการผ่าตัด เพ่ือน าไปศึกษาระดับเมทิเลชันของล าดับเบสในจีโนม ซึ่งอาจจะเกี่ยวข้องกับ

สาเหตุของการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อมและหาตัวบ่งชี้ถึงการเกิดข้อเสื่อมในผู้ป่วย (biomarkers) และใช้

ติดตามผลการรักษาจากตัวอย่างเลือด 

ความรับผิดชอบของอาสาสมัครผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย 

 เพ่ือให้งานวิจัยนี้ประสบความส าเร็จ ผู้ท าวิจัยใคร่ขอความความร่วมมือจากท่าน โดยจะขอให้

ท่านปฏิบัติตามค าแนะน าของผู้ท าวิจัยอย่างเคร่งครัด รวมทั้งแจ้งอาการผิดปกติต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นกับ

ท่านระหว่างที่ท่านเข้าร่วมในโครงการวิจัยให้ผู้ท าวิจัยได้รับทราบ 

ความเสี่ยงที่อาจได้รับ 

 ท่านมีโอกาสที่จะเกิดอาการเจ็บ เลือดออก และโอกาสที่จะเกิดการติดเชื้อบริเวณที่เจาะซึ่ง

พบได้น้อยมาก นอกจากนี้ท่านอาจจะได้รับความเสี่ยงและความไม่สะดวกสบายจากการเก็บชิ้นเนื้อ

เล็กน้อย เนื่องจากการเก็บชิ้นเนื้อดังกล่าวจะเก็บเมื่อท่านเข้ารับการผ่าตัดตามแผนการรักษาตามปกติ
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ของทีมแพทย์ที่ดูแลรักษาผู้ป่วยเท่านั้น กรุณาแจ้งผู้ท าวิจัยในกรณีที่พบอาการดังกล่าวข้างต้น หรือ

อาการอ่ืน ๆ ที่พบร่วมด้วย ระหว่างที่อยู่ในโครงการวิจัย หากท่านมีข้อสงสัยใดๆ เกี่ยวกับความเสี่ยงที่

อาจได้รับจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัย ท่านสามารถสอบถามจากผู้ท าวิจัยได้ตลอดเวลา 

ความเสี่ยงที่ได้รับจากการเจาะเลือด 

 ท่านมีโอกาสที่จะเกิดอาการเจ็บ เลือดออก ช้ าจากการเจาะเลือด อาการบวมบริเวณท่ีเจาะ

เลือดหรือหน้ามืด และโอกาสที่จะเกิดการติดเชื้อบริเวณท่ีเจาะเลือดพบได้น้อยมาก  

ความเสี่ยงที่ไม่ทราบแน่นอน 

 ท่านอาจเกิดอาการข้างเคียง หรือความไม่สบาย นอกเหนือจากที่ได้แสดงในเอกสารฉบับนี้ 

ซึ่งอาการข้างเคียงเหล่านี้เป็นอาการที่ไม่เคยพบมาก่อน เพ่ือความปลอดภัยของท่าน ควรแจ้งผู้ท าวิจัย

ให้ทราบทันทีเมื่อเกิดความผิดปกติใดๆ เกิดข้ึน 

 หากท่านมีข้อสงสัยใดๆ เกี่ยวกับความเสี่ยงที่อาจได้รับจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัย ท่าน

สามารถสอบถามจากผู้ท าวิจัยได้ตลอดเวลา   

 หากมีการค้นพบข้อมูลใหม่ ๆ ที่อาจมีผลต่อความปลอดภัยของท่านในระหว่างที่ท่านเข้าร่วม

ในโครงการวิจัย ผู้ท าวิจัยจะแจ้งให้ท่านทราบทันที เพ่ือให้ท่านตัดสินใจว่าจะอยู่ในโครงการวิจัยต่อไป

หรือจะขอถอนตัวออกจากการวิจัย 

การพบแพทย์นอกตารางนัดหมายในกรณีที่เกิดอาการข้างเคียง 

 หากมีอาการข้างเคียงใด ๆ เกิดขึ้นกับท่าน ขอให้ท่านรีบมาพบแพทย์ที่สถานพยาบาลทันที 

ถึงแม้ว่าจะอยู่นอกตารางการนัดหมาย เพ่ือแพทย์จะได้ประเมินอาการข้างเคียงของท่าน และให้การ

รักษาที่เหมาะสมทันที หากอาการดังกล่าวเป็นผลจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัย ท่านจะไม่เสีย

ค่าใช้จ่าย  

ประโยชน์ที่อาจได้รับ 

 ท่านจะไม่ได้รับประโยชน์ใดๆจากการเข้าร่วมในการวิจัยครั้งนี้ แต่ผลการศึกษาที่ได้จะเป็น

ความรู้พ้ืนฐานในการอธิบายสาเหตุและการด าเนินไปของการเกิดโรคข้อเข่าเสื่อมในอนาคต การเข้า

ร่วมในโครงการวิจัยนี้ไม่ได้รับรองว่าสุขภาพของท่านจะต้องดีขึ้นหรือความรุนแรงของโรคจะลดลง

อย่างแน่นอน 
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วิธีการและรูปแบบการรักษาอื่น ๆ ซึ่งมีอยู่ส าหรับอาสาสมัคร 

 ท่านไม่จ าเป็นต้องเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้เพ่ือประโยชน์ในการรักษาโรคที่ท่านเป็นอยู่ 

เนื่องจากมีแนวทางการรักษาอ่ืน ๆ หลายแบบส าหรับรักษาโรคของท่านได้ ดังนั้นจึงควรปรึกษาแนว

ทางการรักษาวิธีอ่ืนๆ กับแพทย์ผู้ให้การรักษาท่านก่อนตัดสินใจเข้าร่วมในการวิจัย 

ข้อปฏิบัติของท่านขณะที่ร่วมในโครงการวิจัย 

ขอให้ท่านปฏิบัติดังนี้ 

- ขอให้ท่านให้ข้อมูลทางการแพทย์ของท่านทั้งในอดีต และปัจจุบัน แก่ผู้ท าวิจัยด้วยความ

สัตย์จริง 

- ขอให้ท่านแจ้งให้ผู้ท าวิจัยทราบความผิดปกติที่เกิดขึ้นระหว่างที่ท่านร่วมในโครงการวิจัย 

อันตรายท่ีอาจเกิดขึ้นจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัยและความรับผิดชอบของผู้ท าวิจัย/

ผู้สนับสนุนการวิจัย 

 หากพบอันตรายที่เกิดขึ้นจากการเข้าร่วมการวิจัย ท่านจะได้รับการรักษาอย่างเหมาะสมทันที 

หากท่านปฏิบัติตามค าแนะน าของทีมผู้ท าวิจัยแล้ว ผู้ท าวิจัย/ผู้สนับสนุนการวิจัยยินดีจะรับผิดชอบ

ค่าใช้จ่ายในการรักษาพยาบาลของท่าน อีกทั้งจะได้รับการชดเชยการสูญเสียเวลา เสียรายได้ตาม

ความเหมาะสม 

 ในกรณีที่ท่านได้รับอันตรายใด ๆ หรือต้องการข้อมูลเพ่ิมเติมที่เกี่ยวข้องกับโครงการวิจัย ท่าน

สามารถติดต่อกับผู้ท าวิจัยคือ นางสาวนิภาภรณ์ ธีระวัฒนพงศ์ โทรศัพท์ 087-679-3449 และแพทย์ผู้

ร่วมวิจัยคือ ศ. นพ. สิทธิศักดิ์ หรรษาเวก โทรศัพท์ 02-256-4482, 085-042-5466 ได้ตลอด 24 

ชั่วโมงได้ตลอด 24 ชั่วโมง 

ค่าใช้จ่ายของท่านในการเข้าร่วมการวิจัย 

 ท่านไม่ต้องเสียค่าใช้จ่ายใดๆ จากการเข้าร่วมโครงการวิจัย โดยผู้วิจัยจะเป็นผู้รับผิดชอบ

ค่าใช้จ่ายที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัยทั้งหมด ส าหรับค่าใช้จ่ายที่เกี่ยวกับการรักษาและการผ่าตัด เช่น 

ค่าธรรมเนียมทางการแพทย์ ค่าวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ ท่านจะเป็นผู้รับผิดชอบเองตามปกติ

ค่าตอบแทนส าหรับผู้เข้าร่วมวิจัย  

 ท่านจะไม่ได้รับค่าตอบแทนจากการเข้าร่วมในการวิจัยครั้งนี้ 
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การเข้าร่วมและการสิ้นสุดการเข้าร่วมโครงการวิจัย 

 การเข้าร่วมในโครงการวิจัยครั้งนี้เป็นไปโดยความสมัครใจ หากท่านไม่สมัครใจจะเข้าร่วม

การศึกษาแล้ว ท่านสามารถถอนตัวได้ตลอดเวลา การขอถอนตัวออกจากโครงการวิจัยจะไม่มีผลต่อ

การดูแลรักษาโรคของท่านแต่อย่างใด 

 ผู้ท าวิจัยอาจถอนท่านออกจากการเข้าร่วมการวิจัย เพ่ือเหตุผลด้านความปลอดภัยของท่าน 

หรือเมื่อผู้สนับสนุนการวิจัยยุติการด าเนินงานวิจัย หรือ ในกรณีดังต่อไปนี้ 

  ท่านไม่สามารถปฎิบัติตามค าแนะน าของผู้ท าวิจัย 

การปกป้องรักษาข้อมูลความลับของอาสาสมัคร 

 ข้อมูลที่อาจน าไปสู่การเปิดเผยตัวท่าน จะได้รับการปกปิดและจะไม่เปิดเผยแก่สาธารณชน 

ในกรณีที่ผลการวิจัยได้รับการตีพิมพ์ ชื่อและที่อยู่ของท่านจะต้องได้รับการปกปิดอยู่เสมอ โดยจะใช้

เฉพาะรหัสประจ าโครงการวิจัยของท่าน 

 จากการลงนามยินยอมของท่าน ผู้ท าวิจัย และผู้สนับสนุนการวิจัย คณะกรรมการจริยธรรม

การวิจัย ผู้ตรวจสอบการวิจัย และหน่วยงานควบคุมระเบียบกฎหมาย สามารถเข้าไปตรวจสอบบันทึก

ข้อมูลทางการแพทย์ของท่านได้แม้จะสิ้นสุดโครงการวิจัยแล้วก็ตาม โดยไม่ละเมิดสิทธิของท่านในการ

รักษาความลับเกินขอบเขตที่กฎหมายและระเบียบกฎหมายอนุญาตไว้  

จากการลงนามยินยอมของท่าน แพทย์ผู้ท าวิจัยสามารถบอกรายละเอียดที่เกี่ยวกับการเข้า

ร่วมโครงการวิจัยนี้ของท่านให้แก่แพทย์ผู้รักษาท่านได้ 

การยกเลิกการให้ความยินยอม 

 หากท่านต้องการยกเลิกการให้ความยินยอมดังกล่าว ท่านสามารถแจ้งผู้ท าวิจัยคือ นางสาว

นิภาภรณ์ ธีระวัฒนพงศ์ โทรศัพท์ 087-679-3449 และแพทย์ผู้ร่วมวิจัยคือ นายแพทย์สิทธิศักดิ์ 

หรรษาเวก โทรศัพท์ 02-256-4482, 085-042-5466 หรือเขียนบันทึกขอยกเลิกการให้ค ายินยอม 

โดยส่งไปที่ ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 1873  

ถ.พระรามสี่ เขตปทุมวัน กทม. 10330 

หากท่านขอยกเลิกการให้ค ายินยอมหลังจากท่ีท่านได้เข้าร่วมโครงการวิจัยแล้ว ข้อมูลส่วนตัว

ของท่านจะไม่ถูกบันทึกเพ่ิมเติม อย่างไรก็ตามข้อมูล อ่ืน ๆ ของท่านอาจถูกน ามาใช้เพ่ือประเมิน

ผลการวิจัย และท่านจะไม่สามารถกลับมาเข้าร่วมในโครงการนี้ได้อีก ทั้งนี้เนื่องจากข้อมูลของท่านที่

จ าเป็นส าหรับใช้เพื่อการวิจัยไม่ได้ถูกบันทึก  
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การจัดการกับตัวอย่างชีวภาพที่เหลือ 

 ตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ได้จากท่านซึ่งเป็นชิ้นเนื้อที่ต้องได้รับการผ่าตัดตามแผนการรักษาปกติ แม้

ไม่เข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้ หลังเสร็จสิ้นการวิจัยนี้ ผู้วิจัยจะขอเก็บไว้ใช้ในอนาคต โดยจะขออนุญาต

เก็บตัวอย่างชิ้นเนื้อที่เหลือไว้ในรูปนิรนาม โดยใช้รหัสที่สามารถเชื่อมโยงกับข้อมูลเดิมของท่านได้ แต่

จะเก็บรักษาข้อมูลของท่านไว้เป็นความลับ ไม่เปิดเผยต่อสาธารณะและไม่มีการบันทึกข้อมูลส่วนตัว

ของท่านเพ่ิมเติม เพ่ือประโยชน์ในการศึกษาวิจัยในภายภาคหน้า โดยจะท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 

-80° C เป็นระยะเวลา 20 ปี ในกรณีที่ครบก าหนดระยะเวลาจัดเก็บผู้ท าวิจัยจะขอเก็บชิ้นเนื้อที่ เหลือ

ต่อไว้ใช้ในอนาคต โดยจะท าบันทึกขออนุญาตผ่านหัวหน้าภาควิชามายังคณะกรรมการพิจารณา

จริยธรรมการวิจัย ทั้งนี้การศึกษาวิจัยในภายภาคหน้าทุกครั้งที่มีการใช้ชิ้นเนื้อที่เก็บไว้นี้ จะต้องแจ้ง

ขออนุญาตและได้รับการอนุมัติจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยทุกครั้ ง โดยตัวอย่างชิ้น

เนื้อที่เก็บไว้จะไม่มีการจ าหน่ายหรือน ามาใช้ในเชิงพาณิชย์ ส่วนตัวอย่างเลือดที่เหลือจากการวิจัยจะ

ถูกท าลายทั้งหมดตามข้ันตอนมาตรฐานของการก าจัดตัวอย่างทางชีวภาพ 

สิทธิ์ของผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย 

 ในฐานะที่ท่านเป็นผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย ท่านจะมีสิทธิ์ดังต่อไปนี้ 

1. ท่านจะได้รับทราบถึงลักษณะและวัตถุประสงค์ของการวิจัยในครั้งนี้ 

2. ท่านจะได้รับการอธิบายเกี่ยวกับระเบียบวิธีการของการวิจัยทางการแพทย์ รวมทั้งยาและ

อุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้ 

3. ท่านจะได้รับการอธิบายถึงความเสี่ยงและความไม่สบายที่จะได้รับจากการวิจัย 

4. ท่านจะได้รับการอธิบายถึงประโยชน์ที่ท่านอาจจะได้รับจากการวิจัย 

5. ท่านจะได้รับการเปิดเผยถึงทางเลือกในการรักษาด้วยวิธีอ่ืน ยา หรืออุปกรณ์ซึ่งมีผลดีต่อท่าน

รวมทั้งประโยชน์และความเสี่ยงที่ท่านอาจได้รับ 

6. ท่านจะได้รับทราบแนวทางในการรักษา ในกรณีที่พบโรคแทรกซ้อนภายหลังการเข้าร่วมใน

โครงการวิจัย 

7. ท่านจะมีโอกาสได้ซักถามเกี่ยวกับงานวิจัยหรือขั้นตอนที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย 

8. ท่านจะได้รับทราบว่าการยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้ ท่านสามารถขอถอนตัวจาก

โครงการเมื่อไรก็ได้ โดยผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัยสามารถขอถอนตัวจากโครงการโดยไม่ได้รับ

ผลกระทบใดๆ ทั้งสิ้น 
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9. ท่านจะได้รับเอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัยและส าเนาเอกสารใบ

ยินยอมท่ีมีทั้งลายเซ็นและวันที่ 

10. ท่านมีสิทธิ์ในการตัดสินใจว่าจะเข้าร่วมในโครงการวิจัยหรือไม่ก็ได้ โดยปราศจากการใช้

อิทธิพลบังคับข่มขู่ หรือการหลอกลวง 

หากท่านไม่ได้รับการชดเชยอันควรต่อการบาดเจ็บหรือเจ็บป่วยที่เกิดขึ้นโดยตรงจากการวิจัย 

หรือท่านไม่ได้รับการปฏิบัติตามท่ีปรากฏในเอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับผู้เข้าร่วมในการวิจัย ท่าน

สามารถร้องเรียนได้ที่ ส านักงานคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย  ตึกอานันทมหิดลชั้น 3  โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ถนนพระราม 4 ปทุมวัน กรุงเทพฯ 

10330 โทรศัพท์/โทรสาร 0-2256-4493 ในเวลาราชการ หรือ e-mail : 

medchulairb@chula.ac.th 

การลงนามในเอกสารให้ความยินยอม ไม่ได้หมายความว่าท่านได้สละสิทธิ์ทางกฎหมาย

ตามปกติที่ท่านพึงมี ขอขอบคุณในการให้ความร่วมมือของท่านมา ณ ที่นี้ 
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คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยั 

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

เอกสารแสดงความยนิยอมเข้าร่วม
โครงการส าหรับอาสาสมัคร 

AF 09-05/5.0 

หน้า 1/2 

 

การวิจัยเรื่อง  ดีเอ็นเอเมทิลเลชันในเม็ดเลือดขาวและเซลล์เยื่อบุข้อของผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 

วันให้ค ายินยอม  วันที่..............เดือน........................................พ.ศ......................................... ......... 

ข้าพเจ้า นาย/นาง/นางสาว....................................................................................................ที่

อยู่......................................................................................................................... .................................

ได้อ่านรายละเอียดจากเอกสารข้อมูลส าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยวิจัยที่แนบมาฉบับวันที่

................................... และข้าพเจ้ายินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัยโดยสมัครใจ 

            ข้าพเจ้าได้รับส าเนาเอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจัยที่ข้าพเจ้าได้ลงนาม 

และ วันที่ พร้อมด้วยเอกสารข้อมูลส าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย ทั้งนี้ก่อนที่จะลงนามในใบยินยอม

ให้ท าการวิจัยนี้ ข้าพเจ้าได้รับการอธิบายจากผู้วิจัยถึงวัตถุประสงค์ของการวิจัย ระยะเวลาของการท า

วิจัย วิธีการวิจัย อันตราย หรอือาการที่อาจเกิดขึ้นจากการวิจัย หรือจากยาที่ใช้ รวมทั้งประโยชน์ที่จะ

เกิดข้ึนจากการวิจัย และแนวทางรักษาโดยวิธีอ่ืนอย่างละเอียด ข้าพเจ้ามีเวลาและโอกาสเพียงพอใน

การซักถามข้อสงสัยจนมีความเข้าใจอย่างดีแล้ว โดยผู้วิจัยได้ตอบค าถามต่าง ๆ ด้วยความเต็มใจไม่

ปิดบังซ่อนเร้นจนข้าพเจ้าพอใจ 

 ข้าพเจ้ารับทราบจากผู้วิจัยว่าหากเกิดอันตรายใด ๆ จากการวิจัยดังกล่าว ข้าพเจ้าจะได้รับ

การรักษาพยาบาลโดยไม่เสียค่าใช้จ่าย  

 ข้าพเจ้ามีสิทธิที่จะบอกเลิกเข้าร่วมในโครงการวิจัยเมื่อใดก็ได้ โดยไม่จ าเป็นต้องแจ้งเหตุผล 

และการบอกเลิกการเข้าร่วมการวิจัยนี้ จะไม่มีผลต่อการรักษาโรคหรือสิทธิอ่ืน ๆ ที่ ข้าพเจ้าจะพึง

ได้รับต่อไป 

 ผู้วิจัยรับรองว่าจะเก็บข้อมูลส่วนตัวของข้าพเจ้าเป็นความลับ และจะเปิดเผยได้เฉพาะเมื่อ

ได้รับการยินยอมจากข้าพเจ้าเท่านั้น บุคคลอ่ืนในนามของบริษัทผู้สนับสนุนการวิจัย คณะกรรมการ

พิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน ส านักงานคณะกรรมการอาหารและยาอาจได้รับอนุญาตให้เข้ามา

ตรวจและประมวลข้อมูลของข้าพเจ้า ทั้งนี้จะต้องกระท าไปเพ่ือวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจสอบความ

ถูกต้องของข้อมูลเท่านั้น โดยการตกลงที่จะเข้าร่วมการศึกษานี้ข้าพเจ้าได้ให้ค ายินยอมที่จะให้มีการ

ตรวจสอบข้อมูลประวัติทางการแพทย์ของข้าพเจ้าได้ 
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 ผู้วิจัยรับรองว่าจะไม่มีการเก็บข้อมูลใด ๆ เพ่ิมเติม หลังจากที่ข้าพเจ้าขอยกเลิกการเข้าร่วม

โครงการวิจัยและต้องการให้ท าลายเอกสารและ/หรือ ตัวอย่างที่ใช้ตรวจสอบทั้งหมดที่สามารถสืบค้น

ถึงตัวข้าพเจ้าได ้

 ข้าพเจ้าเข้าใจว่า  ข้าพเจ้ามีสิทธิ์ที่จะตรวจสอบหรือแก้ไขข้อมูลส่วนตั วของข้าพเจ้าและ

สามารถยกเลิกการให้สิทธิในการใช้ข้อมูลส่วนตัวของข้าพเจ้าได้ โดยต้องแจ้งให้ผู้วิจัยรับทราบ 

 ข้าพเจ้าได้ตระหนักว่าข้อมูลในการวิจัยรวมถึงข้อมูลทางการแพทย์ของข้าพเจ้าที่ไม่มีการ

เปิดเผยชื่อ จะผ่านกระบวนการต่าง ๆ เช่น การเก็บข้อมูล การบันทึกข้อมูล ในแบบบันทึกและใน

คอมพิวเตอร์ การตรวจสอบ การวิเคราะห์ และการรายงานข้อมูลเพ่ือวัตถุประสงค์ทางวิชาการ 

รวมทั้งการใช้ข้อมูลทางการแพทย์ในอนาคตหรือการวิจัยทางด้านเภสัชภัณฑ์ เท่านั้น  

 ข้าพเจ้าได้อ่านข้อความข้างต้นและมีความเข้าใจดีทุกประการแล้ว ยินดีเข้าร่วมในการวิ จัย

ด้วยความเต็มใจ จึงได้ลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมนี้  

  ......................................................................................ลงนามผู้ใหค้วามยนิยอม 

  (....................................................................................) ชื่อผู้ยินยอมตัวบรรจง 

  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ.............................  

 

การจัดการกับตัวอย่างทางชีวภาพ 

 ไม่มีตัวอย่างชีวภาพ 

 มีแต่ไม่มีการขอเก็บ 

 มีและขอเก็บตัวอย่างชีวภาพที่เหลือไว้เพ่ือการวิจัยในอนาคต             

ข้าพเจ้า   ยินยอม    

 ไม่ยินยอม  

ให้เก็บตัวอย่างชีวภาพที่เหลือไว้เพ่ือการวิจัยในอนาคต 

......................................................................................ลงนามผู้ใหค้วามยนิยอม 

  (.............................................. ......................................) ชื่อผู้ยนิยอมตัวบรรจง 

  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ.............................  
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 ข้าพเจ้าได้อธิบายถึงวัตถุประสงค์ของการวิจัย วิธีการวิจัย อันตราย หรืออาการไม่พึงประสงค์

หรือความเสี่ยงที่อาจเกิดขึ้นจากการวิจัย หรือจากยาที่ใช้  รวมทั้งประโยชน์ที่จะเกิดขึ้นจากการวิจัย

อย่างละเอียด ให้ผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัยตามนามข้างต้นได้ทราบและมีความเข้าใจดีแล้ว พร้อมลง

นามลงในเอกสารแสดงความยินยอมด้วยความเต็มใจ 

  ......................................................................................ลงนามผู้ท าวิจยั 

  (....................................................................................) ชื่อผู้ท าวิจัย ตัวบรรจง  

  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 

 

  ......................................................................................ลงนามพยาน 

  (....................................................................................) ชื่อพยาน ตัวบรรจง 

  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ.............................  
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แบบประเมินผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม 
ชื่อผู้ตอบแบบประเมิน 

อายุ                     ปี  เพศ    ชาย    หญิง วันที่ประเมิน 

1. การประเมินประสิทธิภาพ (เกณฑ์การให้คะแนน) 

 

 

 

2. แบบประเมินข้อเข่า Knee and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS) 

ค าชี้แจง แบบประเมินนี้เป็นการส ารวจความคิดเห็นของท่านเกี่ยวกับข้อเข่า ข้อมูลนี้จะช่วยในการ

ติดตามอาการท่ีเกิดข้ึน และประเมินระดับความสามารถในการเคลื่อนไหวของท่าน  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

ไม่ปวด ปวดรุนแรงมาก
ที่สุด 
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แบบประเมินระดับความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อม 

Index of severity for osteoarthritis of the knee (Knee ISOA) 

(Lequesne, 1997) 

อาการปวด คะแนน 

1. ขณะนอนบนเตียงตอนกลางคืน 

   ไม่มีอาการปวด 

   ปวดขณะมีการเคลื่อนไหว 

   ปวดขณะนอนเฉยๆ 

 

0 

1 

2 

2. ข้อฝืดแข็งหลังจากตื่นนอนตอนเช้า 

   น้อยกว่าหรือเท่ากับ 1 นาที 

   ระหว่าง 1-15 นาที 

   มากกว่าหรือเท่ากับ 15 นาที 

 

0 

1 

2 

3. ปวดหลังจากยืนนาน 30 นาที 

   ไม่มีอาการปวด 

   มีอาการปวด 

 

0 

1 

4. ขณะเดิน 

   ไม่มีอาการปวด 

   ปวดหลังจากเดินช่วงขณะหนึ่ง 

   ปวดตั้งแต่เริ่มเดิน 

 

0 

1 

2 

5. ปวดหลังจากลุกข้ึนยืนไม่ใช้แขนช่วยยัน 

   ไม่มีอาการปวด 

   มีอาการปวด 

 

0 

1 

ระยะทางสูงสุดที่เดินได้ อาจเดินได้ด้วยอาการปวดก็ได้ 

   ไม่จ ากัด 

   มากกว่า 1 กม. แต่จ ากัดระยะทาง 

   900-1,000 ม. (ประมาณ 15 นาที) 

   500-900 ม. (ประมาณ 8-15 นาที) 

 

0 

1 

2 

3 
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   300-500 ม. 

   100-300 ม. 

   น้อยกว่า 100 ม. 

   ใช้เครื่องช่วยเดิน 1 ข้าง 

   ใช้เครื่องช่วยเดิน 2 ข้าง 

4 

5 

6 

1 

2 

การท ากิจวัตร 

   เดินขึ้นบันไดข้ันมาตรฐานได้ 

   เดินลงบันไดข้ันมาตรฐานได้ 

   นั่งยองๆได้ 

   เดินบนพื้นไม่เรียบได้ 

 

0-2 

0-2 

0-2 

0-2 

หมายเหตุ : 0 หมายถึง  ท าได้ปกติ 

  1 หมายถึง  ท าได้ด้วยความล าบาก 

  2 หมายถึง  ไม่สามารถท าได้ 

จากคะแนนรวมในแบบทดสอบข้างต้น สามารถแบ่งระดับความรุนแรงของโรคข้อเข่าเสื่อมได้

ดังนี้ 

คะแนนรวม     ระดับความรุนแรง 

มากกว่าหรือเท่ากับ 14    รุนแรงมากที่สุด (Extreme severe) 

11 – 13      รุนแรงมาก (Very severe) 

8 – 10      รุนแรง (Severe) 

5 – 7      ปานกลาง (Moderate) 

1 – 4      น้อย (Mild or minor) 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมบัฟเฟอร์ และสารละลาย 

1. สารละลาย 10X Tris-boric EDTA buffer (10X TBE buffer) 
Tris base 121.1 g 

Boric acid anhydrous 55.6 ml 

0.5 M Na2EDTA 40 ml 

Distilled water 1,000 ml 

หลังจากนั้นผสมสารละลายให้เข้ากัน และน าสารละลายปรับ pH เท่ากับ 8.3 

2. 6X loading dye 
Bromophenol blue 0.25 g 

Xylene cyanol 0.25 g 

Glycerol 50 ml 

1 M Tris (pH 8.0) 1 ml 

Distilled water 100 ml 

ผสมสารละลายให้เข้ากัน และเก็บที่อุณหภูมิ 4°C 

3. สารละลาย 10% Ammonium persulfate 
Ammonium persulfate 0.1 g 

Distilled water 1 ml 

ผสมสารละลายให้เข้ากันและเก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

126 

4. สารละลาย 1X Phosphate buffer saline (PBS) 
NaCl 8.0 g 

Na2HPO4 1.16 g 

KH2PO4 0.2 g 

KCL 0.2 g 

Distilled water 1,000 ml 

ผสมสารละลายให้เข้ากันแล้วท าการปรับ pH เป็น 7.2 หลังจากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยการนึ่ง
ฆ่าเชื้อ เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

5. สารละลาย 10X Tris-acetate EDTA buffer (10X TAE buffer) 
Tris-base 48.4 g 

0.5 M EDTA, pH 8.0 20 ml 

Glacial acetic acid 11.42 ml 

Distilled water 1,000 ml 

หลังจากนั้นผสมสารละลายให้เข้ากัน และน าสารละลายปรับ pH เท่ากับ 7.6-7.8 

6. สารละลาย 2M Sodium acetate (2M NaOAc) 
NaOAc 4.101 g 

Distilled water 25 ml 

ผสมสารละลายให้เข้ากันและเก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C 

7. สารละลาย Lysis buffer  
Tris-HCl 0.1050 g 

EDTA 0.1245 g 

SDS 0.3350 g 

Distilled water 50 ml 

ผสมสารละลายให้เข้ากันและเก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C 
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

ชื่อผู้วิจัยหลัก  

(ภาษาไทย)       นางสาวนิภาภรณ์  ธีระวัฒนพงศ์ 

(ภาษาอังกฤษ)       Miss Nipaporn  Teerawattanapong 

ที่อยู่ที่สามารถติดต่อได้    

366 ถนนจักรพงษ์ แขวงตลาดยอด เขตพระนคร กรุงเทพมหานคร 10200 

โทรศัพท์   087-6793449 

การศึกษา  

วิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (พ.ศ. 
2555-2559) 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
(พ.ศ. 2559-2561) 

การเผยแพร่ผลงานวิจัย 

เผยแพร่ผลงานวิจัยระดับชาติเรื่อง ระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เยื่อบุข้อของ
ผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม การศึกษาน าร่องในจุฬาลงกรณ์เวชสาร 
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