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บทคัดยอ 
 

แมทริกซเมทัลโลโปรทิเนส-3 (MMP-3) เปนเอนไซมที่ผลิตจากเซลลเน้ือเยื่อผูกพัน โดย
พบวาเอนไซมน้ีจะไปสลายโครงสรางโปรตีโอกลัยแคนที่อยูในเนื้อเยื่อกระดูกออน โดยพบระดับ
เอนไซมน้ีสูในกระดูกออนผิวขอภาวะขอเสื่อม ในการศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงคศึกษาผลการกด
การทํางานของยีน MMP-3 แบงเซลลเปน 4 กลุม กลุมควบคุม (G.1) กลุมไดรับ transfection 
solution (G.2) กลุมไดรับ siRNA ที่ไมจําเพาะตอยีนของ ยูแคริโอต (G.3) และกลุมที่ไดรับ 
MMP-3 siRNA (G.4) โดยทั้ง 4 กลุมทดลองแลงเปน 2 สวนคือ ชุดที่ไดรับสารอินเตอรลิวคิน 1 

เบตา (IL-1β) และชุดที่ไมไดรับสาร โดยทําการเลี้ยงเซลลเปนระยะเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง 
จากนั้นศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของเซลล การสรางสารโปรตีโอกลัยแคน 
และการแสดงออกของยีน ผลจากการศึกษาพบความแตกตางระหวางกลุมทดลองในเซลลที่

ไดรับ IL-1β โดยพบการตายของเซลลกลุม G.4 ต่ํากวากลุมอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
ในขณะที่ อัตราการมีชีวิตและอัตราการแบงเซลลสูงกวากลุมอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ ในสวนการ
ผลิตโปรตีโอกลัยแคนของกลุม G.4 สูงกวากลุมอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ระดับการ
แสดงออกของยีน MMP-3 ในกลุม G.4 ลดลงถึงรอยละ 80 ผลจากการศึกษาแสดงใหเห็นวา 
siRNA สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน MMP-3 ได      

 
 

คําสําคัญ siRNA แมทริกซเมทัลโลโปรทิเนส-3 โรคขอเสื่อม เซลลมะเร็งกระดูกออน 
 

  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 

 

5 

Abstract 
 

Matrix metalloproteinase-3 (MMP-3) synthesized and secreted from connective 
tissue cells have been thought to participate in degradation of the extracellular matrix. 
Increased MMP-3 activities that degrade proteoglycans have been measured in 
osteoarthritis cartilage.  This study aims to suppress the expression of the MMP-3 gene 
in in vitro human chondrosarcoma using siRNA. Cells were categorized into four groups: 
control (G.1); transfection solution treated (G.2); negative control siRNA treated (G.3); 
and MMP-3 siRNA treated (G.4). All four groups were further subdivided into two groups 

– treated and non-treated with IL-1β – following culture for 48 and 72 h. We observed 
the effects of gene suppression according to cell morphology, glycosaminoglycan (GAG) 
and hyaluronan (HA) production, and gene expression by using real-time polymerase 

chain reaction (PCR). In IL-1β treated cells the apoptosis rate in G.4 was found to be 
lower than in all other groups, while viability and mitotic rate were higher than in all 
other groups (p < 0.05).  The production of GAG and HA in G.4 was significantly higher 
than the control group (p < 0.05). MMP-3 gene expression was downregulated 
significantly (p < 0.05). MMP-3 specific siRNA can inhibit the expression of MMP-3 in 
chondrosarcoma. This suggests that MMP-3 siRNA has the potential to be a useful 
preventive and therapeutic agent for osteoarthritis.  
 
Keywords: siRNA, matrix metalloproteinase-3, osteoarthritis, chondrosarcoma 
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บทที่ 1 
ความสําคญัและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย 

 
 โรคขอเสื่อม เปนโรคที่พบไดบอยที่สุดของปญหาขอ สามารถเกิดทั้งในคนและสัตวที่
สูงอายุ อุบัตกิารณของโรค ขึ้นอยูกับหลกัเกณฑในการวินิจฉัยโรค ในผูปวยที่เปนมนุษยพบวา
ถาการวินิจฉยัโรคอางอิงจากการเปลี่ยนแปลงทางภาพถายทางรังสโีดยไมคํานึงถึงอาการของขอ 
จะพบอุบัติการณของโรคขอเสื่อมในผูทีมี่อายุมากกวา 60 ป ถึงรอยละ 70 ซ่ึงจะสูงกวาการ
วินิจฉยัโรคทีค่ํานึงวาตองมีอาการรวมกับการเปลี่ยนแปลงของภาพถายทางรังสีดวย ในผูปวยที่
มีอายุมากกวา 60 ป พบไดที่รอยละ 50 โดยมีองคประกอบที่มีผลตอการพบโรคขอเสื่อมคือ  
 อายุ เปนองคประกอบทีส่าํคัญของการเกิดโรค โดยพบอุบัติการณของโรคขอเสื่อมเพ่ิมขึ้น
ตามอายุ สามารถเริ่มพบโรคขอเสื่อมไดตัง้แตอายุ 20 ป เปนตนไป คนที่มีอายุเกนิ 60 ปขึ้น
ไปจะพบโรคนี้ตามอาการทางคลินิก ประมาณรอยละ 50 

 เพศ พบอุบตักิารณใกลเคยีงกันทั้งเพศหญิงและชาย แตถาเปรียบเทยีบอายุ ในอายุที่ต่ํากวา 
45 ป เพศชายจะพบไดมากกวาในเพศหญิง ในชวงอายุ 45-54 ป ทั้งสองเพศจะพบใน
จํานวนที่ใกลเคียงกัน ในชวงอายุมากกวา 54 ปขึ้นไปจะพบไดในเพศหญิงสูงกวาเพศชาย 
อาจเปนผลเนือ่งจากวัยทองทําใหการสึกกรอนของกระดูกออนผิวขอมีมากกวาในชวงวัย
หมดประจําเดือน 

 พันธุกรรม ประเพณี อาชีพ ในแตละประเทศพบอบุัติการณขอเสื่อมในแตละขอไมเทากัน
เปนผลจากพนัธุกรรม ขนบธรรมเนยีม และอาชีพ ในประเทศไทยพบโรคขอเสื่อมของขอเขา
มาก ในขณะประเทศทางดานซีกตะวันตกจะพบโรคขอเสื่อมของขอสะโพกมาก หาก
พิจารณาตามอาชีพ  จะพบวาอาชีพทํานาก็จะเปนโรคขอเสื่อมของขอกระดูกสันหลังบั้นเอว
มาก ในแมบานมักจะเปนโรคขอเสื่อมของขอน้ิวมือ ในอาชีพแมคาที่ตองเดินมากก็จะพบโรค
ขอเสื่อมของขอเขามาก เปนตน 

 สําหรับในสุนัขก็พบวา โรคขอเสื่อมก็เปนโรคเกี่ยวกับขอที่สําคญัมากโรคหนึ่งในสุนัข 
พบวารอยละ 20 ของประชากรสุนัขทีมี่อายุมากกวา 1 ป จะปวยดวยโรคนี้ จนถึงปจจุบัน 
สาเหตุการเกดิโรคขอเสื่อมน้ียังไมเปนทีก่ระจาง แตเชื่อวาเกิดจากการที่มีปจจัยตางๆ ไมวาจะ
เปนอายุ สายพันธุและพันธกุรรม ฮอรโมนในรางกาย อาหาร ความอวน การเปลีย่นแปลงทาง
กลศาสตรของขอ การไดรับบาดเจ็บ หรือสารเคมี การเปลี่ยนแปลงเหลานี้ลวนมีผลทําใหสมดุล
ของขอ (homeostasis of joint) เกิดการเปลี่ยนแปลง ซ่ึงโดยปกติแลวสมดุลของกระบวนการ
สราง (anabolism) และกระบวนการทําลาย (catabolism) ของสารชวีโมเลกลุตางๆ ในขอจะตอง
สมดุลกัน แตพบวาเมื่อปจจัยตางๆ ที่กลาวมาขางตนเขามารบกวนสมดุลน้ีจะสงผลใหมีการ
เปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น คือ มีการสรางเอนไซมที่ทําหนาทีส่ลายโครงสรางทางชีวเคมีตางๆ ในเนื้อ
กระดูกออน เชน คอลลาเจน (collagen) หรือโปรติโอไกลแคน (proteoglycan) เพ่ิมมากขึ้น เม่ือ
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โครงสรางเหลานี้โดนทําลายในปริมาณหนึ่ง เซลลกระดูกออน (chondrocyte) ก็จะมีกระบวนการ
สรางสารชีวเคมีเหลานี้ขึ้นมาทดแทน หากกระบวนการสรางสามารถผลติสารตางๆ ขึ้นมา
ทดแทนไดเพียงพอ กระดูกออนผิวขอก็จะไมเกิดความเสียหาย แตกรณีที่มีกระบวนการสราง
สารที่เปนโครงสรางของเนื้อกระดูกมีไมเพียงพอ โดยเกิดกระบวนการทําลายมากกวา
กระบวนการสราง จะสงผลใหกระดูกออนผิวขอเกิดการเสื่อมสลายและพัฒนาตอไปเปนโรคขอ
เสื่อม เน่ืองจากไมเฉพาะโครงสรางทางชีวเคมเีทานัน้ที่ถูกทําลายแตเซลลกระดูกออนเองก็โดน
ทําลายดวยเชนกัน 
 จะเห็นไดวาโรคขอเสื่อมเปนโรคเกี่ยวกบัขอที่สําคัญโรคหนึ่งทั้งในมนุษยและสตัว แมวา
โรคนี้ไมทําใหผูปวยเสียชวีติ แตความทุกขทรมาน ที่เกิดจากโรคนี้มีมหาศาล เชน ความ
เจ็บปวดที่เกิดขึ้นทั้งในระหวางที่มีการเคลือ่นไหว และไมมีการเคลือ่นไหวของขอ ทําใหไม
สามารถเคลื่อนไหวรางกายไดอยางปกติ รวมทั้งตองสญูเสียเงินจํานวนมากในการรักษา ซ่ึงการ
รักษาที่ทําไดในปจจุบันก็เปนเพียงการยับยั้งความรุนแรงของโรคเทานั้นปจจุบันนกัวิทยาศาสตร 
ทั่วโลกไดมีความพยายามหาวิธีการรักษาโรคขอเสื่อมโดยมีเปาหมายคือ รักษาโรคใหหายขาด 
ซ่ึงการพัฒนาเทคนิคการรักษา เริ่มตั้งแต การใชยาตานการอกัเสบที่ไมใชสารสเตียรอยด 
(nonsteroidial antiinflamation drugs) การใชสมุนไพร และการใชยาปกปองกระดูกออน 
(chondroprotective drugs) เปนตน แมวาสารหรือยาเหลานี้จะใหผลการรกัษาดี แตก็ยังไม
สามารถรักษาโรคใหหายขาดได จนมาถึงปจจุบันพบวาเทคนิคการรักษาโรคทางยีน (gene 
therapy) เปนการรักษาโรคที่ในอดีตไมสามารถรักษาใหหายขาด ใหหายได ดังน้ันใน
โครงการวิจัยน้ีจึงนําเสนอการศึกษาเพื่อพัฒนารักษาโรคขอเสื่อมทางยีน โดยการประยุกตเอา
เทคนิคใหมทางอณูชีววิทยาที่มีชื่อวา กระบวนการแทรกแซงอารเอ็นเอ (RNA interference) มา
ยับยั้งการทํางานของยีนที่มีหนาที่สรางเอนไซมแมทริกซเมทัลโลโปรทิเนส 3 (matrix 
mettalloprotenase 3; MMP-3) ที่เปนสาเหตุหลักของกระบวนการเสื่อมสลายของกระดูกออน
ผิวขอในภาวะโรคขอเสื่อม โดยการศึกษาครั้งน้ีจะเปนการศึกษาผลการยับยั้งการทํางานของยีน
ดังกลาวในเซลลกระดูกออน เพ่ือใหไดมาซึ่งขอมูลที่จําเปนสําหรับการพฒันาไปใชจริงใน
รางกายสัตว ซ่ึงถือเปนเปาหมายสูงสุดของคณะผูวิจัย 
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บทที่ 2 
วัตถุประสงคของโครงการ 

 
1. เพ่ือศึกษาผลการยับยั้งการทํางานของยีน MMP-3 เม่ือใชเทคนคิแทรกแซงอารเอ็นเอ ที่มี

ตอการเปลีย่นแปลงของอารเอ็นเอนํารหัส  
2. เพ่ือศึกษาผลการยับยั้งการทํางานของยีน MMP-3 เม่ือใชเทคนคิแทรกแซงอารเอ็นเอ ที่มี

ตอการสรางสารกลัยโคซามโินกลัยแคนของเซลลมะเร็งกระดูก 
3. เพ่ือศึกษาผลของ siRNA ที่มีตอลักษณะทางกายภาพของเซลลมะเร็งกระดูก 
4. เพ่ือเปนขอมูลสําหรับใชพัฒนาเทคโนโลยีแทรกแซงอารเอ็นสําหรับใชในการรักษาโรคขอ

เสื่อมในมนษุยและสตัว 
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บทที่ 3 
ผลงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
 การคนพบเทคนิคในการรักษาโรคดวยยีน หรือที่เรียกวายีนบําบัด น้ันนับวาเปน
ประโยชนอยางมหาศาล เน่ืองจากมีโรคจํานวนมากที่มีสาเหตุมาจากความผิดปกติจากการ
ทํางานของยีน ซ่ึงไมสามารถรักษาใหหายไดดวยยาทั่วไป แตพบวาการไปเหนี่ยวนําใหยีน
ทํางานเพิ่มขึ้น หรือลดลง (สงผลใหยีนเพ่ิม หรือลดการสรางโปรตีนที่เกี่ยวของกับโรค) เกิดเปน
ผลดีกับการรักษา ทําใหโรคหายเร็วขึ้นหรือลดความรุนแรงของโรคลงได แมวาในปจจุบันจะมี
ความเขาใจตอพยาธิกําเนิดของโรคขอเสื่อมเพิ่มมากขึ้น แตโรคขอเสื่อมก็ยังคงเปนโรคที่ไม
สามารถรักษาใหหายขาดได มีการนําสารชีวภาพตางๆ ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมสําหรับยับยั้ง
กระบวนการเสื่อมสลายของกระดูกออนผิวขอ หรือกระตุนการสรางเนื้อกระดูกมาใชในการรักษา
โรค แตทวาผลการศึกษาเหลานี้ก็ยังไมประสบความสําเร็จในการรักษาทั้งหมด ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองมาจากกระบวนการในการนําสารเหลานี้ เขาสูรางกายในทางคลินิกยังทําไดยาก 
ตัวอยางเชน การใชยาในรูปฉีดหรือรับประทานจําเปนตองใชยาในขนาดสูงมาก และตองให
บอยครั้งเพ่ือเปนการรักษาใหระดับยาอยูในรางกายไดนาน ซ่ึงการใชยาในขนาดสูงนี้อาจทําให
เกิดผลขางเคียงที่ไมพึงประสงค หรือการบริหารยาดวยวิธีรับประทานก็สงผลใหเกิดการเสื่อม
สลายของยาเนื่องจากการทํางานของเอนไซมตางๆ ในทางเดินอาหารกอนที่ยาจะสามารถไปถึง
ตําแหนงที่เกิดโรคได ปจจุบันมีการวิจัยเพ่ือพัฒนาวิธีการรักษาที่มุงเนนวิธีการปลูกถายยีนที่
สามารถสรางสารไซโตไคน (cytokine) ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งกระบวนการอักเสบ (pro-
inflammatory cytokine inhibitors) เขาไปภายในเซลลกระดูกออน หรือเซลลเยื่อบุขอตอ 
(synoviocyte) ทําใหเซลลเหลานี้สามารถสรางสารไซโตไคนเหลานี้ออกมาไดเอง การพัฒนา
วิธีการปลูกถายยีนน้ี นอกเหนือจากจะมีวัตถุประสงคเพ่ือใชในการรักษาโรคแลวยังสามารถใชใน
การศึกษาถึงกระบวนการทํางานของยีนตางๆ (gene function) ไดอีกดวย ปจจุบันการศึกษา
เทคนิคการปลูกถายยีนเพ่ือใชในการรักษาโรคขอเสื่อมมีความกาวหนาอยางมาก การศึกษามีทั้ง
ที่ทําในเซลลเพาะเลี้ยงภายในหองปฏิบัติการ (in vitro) [1-3] และการศึกษาในสัตว (in vivo) 
เชน หนู [4-6]  กระตาย [7, 8] สุนัข [9-11] และมา [12, 13] 
 คอนขางเปนที่แนชัดแลววา สารที่มีบทบาทเดนชัดในการเริ่มตนการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางภายในขอและทําใหขอพัฒนาตอไปเปนโรคขอเสื่อม คือ อินเตอรลิวคิน 1 (interleukin 
1) [14, 15] โดยพบวา อินเตอรลิวคิน 1 มีบทบาทตอกระบวนการเสื่อมสลาย (degradation) 
ของกระดูกออนผิวขอ ซ่ึงจากการศึกษาพบวา อินเตอรลิวคิน 1 และไซโตไคนอ่ืนๆ มีผลกระตุน
ใหเซลลกระดูกออนผลิตเอนไซมแมทริกซเมทัลโลโปรทิเนส (matrix metalloproteinases) และ
เอนไซมอ่ืนเพ่ิมขึ้น [16, 17] มีผลใหเกิดการเสื่อมสลายของกระดูกออนผิวขอเพ่ิมขึ้นอีก 
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การศึกษาในระยะแรกพบวา เซลลกระดูกออนและเซลลเยื่อบุขอในขอที่เปนโรคขอเสื่อมจะมีการ
สรางสารที่เรียกวา IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) ลดลง [1] ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษา
ตอมาของ Caron และคณะ (1996) ที่พบวาเม่ือยีน IL-1Ra ของเซลลกระดูกออนทํางานเพิ่มขึ้น 
จะสามารถลดการเสื่อมสลายของกระดูกออนผิวขอ และชะลอการพัฒนาของโรคขอเสื่อม [9] 
รวมทั้งในการศึกษาของ Pelletier และคณะ (1997) ที่ใช retrovirus เปนตัวนํายีน IL-1Ra เขาสู
เซลลเยื่อบุขอในสัตวทดลองและมนุษยพบวา เซลลเยื่อบุขอสามารถสราง IL-1Ra ไดในปริมาณ
มากและนานขึ้น รวมทั้งจะสามารถชวยชะลอกระบวนการดําเนินของโรคขอเสื่อมไดเชนกัน [10] 
ในป 2002 ไดมีการศึกษาผลของการปลูกถายยีน IL-1Ra ใหแกมาที่เปนโรคขอเสื่อม โดย 
Frisbie และคณะ พบวาอาการเจ็บปวดของมาอันเน่ืองมาจากการเสื่อมของขอลดลง มามีอาการ
ทางคลินิกที่ดีขึ้น นอกจากนั้นยังพบวา ลักษณะทางพยาธิกายวิภาค (grosspathology) และ
พยาธิวิทยาเนื้อเยื่อ (pathohistology) ของกลุมที่ไดรับการรักษาดวยยีนจะมีความรุนแรงนอย
กวากลุมที่ไดรับการรักษาดวยยาหลอก [12] นอกเหนือจากการศึกษาที่มีวัตถุประสงคเพ่ือยับยั้ง
หรือลดการทํางานของยีนที่ควบคุมการสรางอินเตอรลิวคิน 1 โดยตรงแลว ยังมีการศึกษาเพื่อทาํ
การปลูกถายยีนที่ทําหนาที่ควบคุมการทํางานของสารไซโตไคนชนิดอ่ืน ที่มีคุณสมบัติไปยับยั้ง
การทํางานของอินเตอรลิวคิน 1 ทั้งทางตรงและทางออม เชน การศึกษาของ Apparailly และ
คณะ ในป 1998 ที่พบวาการปลูกถายยีนที่ควบคุมการผลิต สารอินเตอรลิวคิน 10 สามารถลด
การเสื่อมสลายของกระดูกออนผิวขอในหนูที่ปวยดวยโรคขอเสื่อม เน่ืองจากอินเตอรลิวคิน 10 
สามารถไปยับยั้งการทํางานของอินเตอรลิวคิน 1 ได [4] รวมทั้งในการศึกษาของ Lubberts และ
คณะ (1999) ที่แสดงใหเห็นวาการปลูกถายยีนที่ทําหนาที่สรางสารอินเตอรลิวคิน 4 เขาสูเซลล
เยื่อบุขอ ทําใหเซลลเยื่อบุขอน้ันสรางสารอินเตอรลิวคิน 4 เพ่ิมขึ้น สงผลไปยับยั้งการทํางานของ
อินเตอรลิวคิน 1 ทําใหการเสื่อมสลายของกระดูกออนผิวขอลดลง [5]   จากการศึกษาตางๆ 
ที่กลาวมาขางตนแสดงใหเห็นวาแลววา อินเตอรลิวคิน 1 มีบทบาทสําคัญในการเสื่อมสลายของ
กระดูกออนผิวขอ เน่ืองจากเปนสารไซโคไคนที่มีบทบาทไปกระตุนการทํางานของเซลลกระดูก
ออน และเซลลอ่ืนๆ ที่เกี่ยวของ ทําใหมีการหลั่งเอนไซมออกมายอยสลายโครงสรางทางชีวเคมี
ที่สําคัญในกระดูกออนผิวขอ ไดแก โปรตีไอไกลแคน และคอลาเจน เปนตน ที่เอนไซมที่มี
บทบาทสําคัญในการเสื่อมสลายของกระดูกออนผิวขอคือ เอนไซมแมทริกซเมทัลโลโปรทิเนส 
ซ่ึงมีมากมายหลายชนิด (แสดงในตารางที่ 1) 
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ตารางที่ 3.1 เอนไซมที่เกี่ยวของกับกระบวนการเสื่อมสลายของกระดูกออนผิวขอ [18] 
Enzyme Source Substrate Inhibitor 

Aspartic proteinases 
Cathepsin D Lysosomes Aggrecan, Denatured type II 

collagen 
α2-macroglobulin 

Cysteine proteinases 
Calpain Cytosol Proteoglycan Calpastatins 
Cathepsin B Lysosomes  Procollagen, Type II collagen Cystatins 
Cathepsin L Lysosomes Link proteins, Elastin, Type I 

collagen 
Cystatins 

Metalloproteinases (MMPs) 
Gelatinases 72 kDa 
(MMP-2) 

Synovium Type XI, X collagens TIMP, TIMP-2 

Gelatinases 92 kDa 
(MMP-9) 

Chondrocytes, 
PMNs, Synovium 

Type VI, V collagens TIMP, TIMP-2 

Neutrophil collagenase 
(MMP-8) 

PMNs Activates procollagen TIMP 

Tissue collagenase  
(MMP-1) 

Synoviocytes, 
Marcrophage, 
Fibroblasts, 
Chondrocytes, 
Osteoblasts, 
Epithelial cells 

Type I, II, III, VII, X collagens TIMP, TIMP-2 

Stromelysin 1 (MMP-3) Chondrocytes, 
Synovium 

Aggrecan, Fibronectin,  
Type IX, XI collagens, 
procollagen, Link protein, 
Decorin, Elastin 

TIMP, TIMP-2 

Stromelysin 2 (MMP-10) Cytokine Fibronectin, Activates 
procollagen 

TIMP 
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ตารางที่ 3.1 เอนไซมที่เกี่ยวของกับกระบวนการเสื่อมสลายของกระดูกออนผิวขอ (ตอ) 
Enzyme Source Substrate Inhibitor 

Serine proteinases 
Cahepsin G PMNs TIMP, Aggrecan, Elastin, Type 

II collagen 
α1-PI 

Neutrophil elastase PMNs Type I, II, IX, X, XI collagen, 
Aggrecan 

α1-PI 

Plasma kallikrein Plasma Procollagen, Prostromelysin α1-PI 
Plasmin Plasma MMPs α2-antiplasmin 
Tissue plasminogen 

activator (tPA) 

Chondrocytes, 

Synovium 

Plasminogen Protease nexin, 

PA-1, -2 
Urokinase plasminogen 

activator (uPA) 

Chondrocytes, 

Synovium 

Plasminogen Protease nexin, 

PA-1, -2, -3 
PA=plasminogen activator, PI=proteinases inhibitor, PMNs=polymorphonuclear leukocytes, TIMP=tissue inhibitor of 
metalloproteinase, ?=question 

  
การศึกษาครั้งนี้มีเปาหมายในการศึกษาผลการยับยั้งการทํางานของยีนที่ควบคุมการ

สรางเอนไซม MMP-3 หรือที่รูจักในชื่อ stromelysin 1 ในเซลลกระดูกออนที่เลี้ยงใน
หองปฏิบัติการ เน่ืองจากมีการศึกษาที่แสดงใหเห็นแลววา MMP-3 เปนเอนไซมในกลุม
แมทริกซเมทัลโลโปรทิเนส ที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการเสื่อมสลายของกระดูกออนผิวขอ 
[19-22] ซ่ึงพบวา MMP-3 จะไปยอยสารชีวเคมีที่สําคัญของเน้ือกระดูกออน ไดแก โปรตีโอไกล
แคน gelatins laminin firbonectin และ คอลลาเจน (ชนิดที่ 3 4 และ 9) [20, 21, 23]  
นอกจากนั้นยังพบวา MMP-3 ยังมีหนาที่ไปกระตุนการทํางานของเอนไซมในกลุมแมทริกซ
เมทัลโลโปรทิเนสชนิดอ่ืนๆ เชน MMP-1, MMP-7, MMP-8, MMP-9 และ MMP-13 [24] การ
กระตุนในเอนไซมเหลานี้ทํางาน จะสงผลใหมีการเสื่อมสลายสารชีวเคมีตางๆ เพ่ิมมากขึ้น 
รวมถึงคอลลาเจนชนิดที่ 2 ซ่ึงเปนคลอลาเจนชนิดที่พบมากที่สุดในเนื้อกระดูกออนผิวขอ และ
นอกจากในภาวะโรคขอเสื่อมแลว โรคเกี่ยวกับขออ่ืนๆ ก็พบวามีการเพิ่มขึ้นของระดับ MMP-3 
อยางมีนัยสําคัญ เชน psoriatic arthritis [25, 26], ankylosing spondylitis [26] และ crystal 
arthritis [25, 27] ซ่ึงจากขอมูลตางๆที่ไดกลาวมาทําใหเชื่อไดวา หากสามารถยับยั้งการทํางาน
ของยีนที่ทําหนาที่สรางเอนไซม MMP-3 ได ก็จะทําใหกระบวนการเสื่อมสลายของกระดูกออน
ผิวขอลดลง โดยที่การยับยังการทํางานของยีนที่ควบคุมการสราง MMP-3 น้ีนาจะสงผลดีกวา
การไปยับยั้งการทํางานของยีนที่ควบคุมการสรางสารอินเตอรลิวคิน 1 แมวาจะเปนที่แนชัดวา
สารอินเตอรลิวคิน 1 มีบทบาทเดนชัดในการเริ่มตนการเปลี่ยนแปลงโครงสรางภายในขอและทํา
ใหขอพัฒนาตอไปเปนโรคขอเสื่อม เน่ืองจากสารอินเตอรลิวคิน 1 เปนสารไซโตไคนที่มีบทบาท
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สําคัญมากมาย ดังนั้นการไปยับยั้งการสรางสารอินเตอรลิวคิน 1 แมวาจะสามารถไปยับยั้ง
กระบวนการเสื่อมสลายของกระดูกออนไดจริง แตก็อาจสงผลขางเคียง (side effect) ที่ไมพ่ึง
ประสงคขึ้นกับรางกายไดเชนกัน เพราะสารนี้มีทั้งประโยชนและโทษ ดังน้ันเพ่ือเปนการ
หลีกเลี่ยงผลขางเคียงที่อาจเกิดจากการยับยั้งการทํางานของสารอินเตอรลิวคิน 1 ผูวิจัยจึงมี
ความสนใจในการศึกษาผลการยับยั้งการทํางานของเอนไซม MMP-3 มากกวา       
 ในป 1998 Fire และคณะไดคนพบเทคนิคที่เรียกวาการแทรกแซงอารเอ็นเอ (RNA 
interference; RNAi) หรือการยับยั้งการทํางานหลังกระบวนการสรางอารเอ็นเอ (post-
transcriptional gene silencing; PTGS) [28] หลังจากนั้นไดมีการศึกษาเพิ่มขึ้นมากมายใน
หองปฏิบัติการ (in vitro) เชน ในเซลลเพาะเลี้ยง (cell culture) [29, 30] และนอกจากนั้นก็มี
การศึกษาในรางกายสัตว (in vivo) โดยตรง เชน ไสเดือนดิน (Caenorhabditis elegans) [28] 
หนอนแมลงหวี่ (Drosophila melanogaster) [31, 32] ปรสิต (Trypanosome) [33] รวมทั้งใน
สัตวเลี้ยงลูกดวยนม เชน หนู [34] และโค [35-37] ซ่ึงจากการศึกษาตางๆ แสดงใหเห็นวา
เทคนิคดังกลาวสามารถใชศึกษาการแสดงออกของยีนไดเปนอยางดี มีความจําเพาะสูง (high 
specific) สามารถศึกษาไดโดยใชระยะเวลาสั้น คาใชจายนอยกวาการผลิตสัตวดัดแปลง
พันธุกรรม รวมทั้งสามารถประยุกตไปใชในการรักษาโรคดวยยีนไดอีกดวย ซ่ึงในปจจุบันเทคนิค
ดังกลาวไดแสดงใหเห็นแลววาใหผลดีในการรักษาโรคตางๆ เชน โรคติดเชื้อไวรัส [38, 39] โรค
ติดเชื้อปรสิต [40, 41] หรือโรคมะเร็ง [29, 30, 42] กระบวนการแทรกแซงอารเอ็นเอเริ่มจากการ
ตัดอารเอ็นเอเกลียวคูที่มีความยาวมากกวา 30 คูเบส ใหเปนชิ้นเล็กๆ ขนาด 21 ถึง 23 คูเบส 
เรียกวา small interfering RNA (siRNA) โดยอาศัยเอนไซมยอยอารเอ็นเอ (ribonuclease) ที่
อยูภายในไซโทพลาซึมของเซลลที่มีชื่อเฉพาะวา dicer จากนั้นกลุมโปรตีนที่มีชื่อวา RNA 
induced silencing complex (RISC) จะมาจับกับอารเอ็นเอสายคูเสนสั้นๆ เหลานี้ แลวทําการ
แยกเปนอารเอ็นเอสายเดี่ยว 2 สายคือ sense (ss) RNA และ anti-sense (as) RNA สายอาร
เอ็นเอที่เปน asRNA (มีลําดับเบสตรงกับลําดับเบสบนสายอารเอ็นเอนํารหัส) จะถูกนําไปจับกับ
สายอารเอ็นเอนํารหัส ตามดวยการตัดสายอารเอ็นเอนํารหัสทําใหไมสามารถสรางโปรตีนไดอีก 
น่ันหมายถึงวายีนเปาหมายจะถูกยับยั้งหรือไมสามารถทํางานได [34]  
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รูปที่ 3.1 กลไกการเกิดกระบวนการแทรกแซงอารเอ็นเอภายในเซลล 
  

ในสวนของโรคขอเสื่อมพบวา เทคนิคนี้ไดเร่ิมนํามาใชเพ่ือยับยั้งสารชีวเคมีตางๆ ที่
เกิดขึ้นในภาวะขอเสื่อม โดยมุงหวังใหกระบวนการเสื่อมสลายของกระดูกออนผิวขอน้ันลดลง มี
การศึกษาพบวา การแทรกแซงอารเอ็นเอสามารถยับยั้งการสรางเอนไซม cathepsin B [43] 
จากเซลลกระดูกออนไดรอยละ 80  นอกจากนั้นยังพบวาการใช siRNA สามารถยับยั้งการ
แสดงออกของยีน cyclooxygenase-2 (COX-2), nitric oxide synthase-2 (NOS-2) และ 
เอนไซมแมทริกซเมทัลโลโปรทิเนส-9 (MMP-9) ของเซลลกระดูกออนได [44] ซ่ึงจากการศึกษา
ที่ผานมานั้นแสดงใหเห็นแนวโนมที่ดีในการใชเทคโนโลยีแทรกแทรกอารเอ็นเอในเซลลกระดูก
ออน โดยในการศึกษาที่เสนอขอครั้งน้ีเปนการศึกษาผลการยับยั้งการทํางานของยีนที่ควบคุม
การสรางเอนไซม MMP-3 ในเซลลกระดูกออน โดยเปนการศึกษากับเซลลเพาะเลี้ยงใน
หองปฏิบัติการ ซ่ึงผูวิจัยจะนําขอมูลที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้ไปทําการพัฒนาเพื่อจะนําเอา
เทคโนโลยีแทรกแซงอารเอ็นเอไปใชในรางกายสัตว เพ่ือใหบรรลุเปาหมายคือ การพัฒนาเปนยา
สําหรับใชรักษาโรคขอเสื่อมทั้งในสัตวและมนุษย  
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บทที่ 4 
วัสดุ อุปกรณ และวิธีวิจัย 

 
4.1 อุปกรณและสารเคมี 
 
4.1.1 อุปกรณที่ปลอดเชื้อ (sterile) 
 
1. PCR tube 
2. Petri dish 
3. Cover slip 
4. ลูกยางดูด 
5. Pasteur pipette 
6. ชุดอุปกรณผาตัด 
7. Centrifuge tubes 
8. 8-strip PCR tube 
9. cryotubes (Nunc, Denmark) 
10. ปากคีบปลายแหลม (ปากคีบ) 
11. อุปกรณชวยไปเปต (pipette aid) 
12. Tips ขนาด 50, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
13. Volumetric pipette ขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 
14. Centrifuge tube ขนาด 10, 20 และ 50 มิลลิลิตร  
15. Micro centrifuge tube ขนาด 0.5 และ 2 มิลลิลิตร 
16. ขวด Duran ขนาด 100, 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
17. Autopipette ขนาด 2, 10, 20, 200 และ 1000 มิลลิลิตร 
18. Syringe filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร (Sartorius, Germany) 
19. จานเพาะเลี้ยงแบบ 24 หลุม (24 well plate) (Nunc, Denmark) 

20. จานเพาะเลี้ยงขนาด 60x15 มิลลิเมตร (Nunclon TM Δ serface, Denmark) 
21. กระจกปดสไลด (cover slips) วงกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 เซนติเมตร 
22. ขวดเลี้ยงเซลล (culture flask) ขนาดพื้นที่เพาะเลี้ยง 25 และ 75 ตารางเซนติเมตร 
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4.1.2 อุปกรณที่ไมปลอดเชื้อ (nonsterile) 
1. ไฟแช็ค 
2. บีกเกอร 
3. ถุงมือยาง 
4. พาราฟลม 
5. Waste bottle  
6. กระจกสไลด 
7. กระดาษชําระ 
8. ถุงมือพลาสตกิ 
9. Centrifuge rack 
10. อลูมิเนียมฟลอย 
11. ตะเกียงแอลกอฮอล 
12. เครื่องปมสูญญากาศ 
13. Haemocytometer และ cover slip  
14. Stage micrometer และ ocular micrometer 
 
4.1.3 เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
1. เครื่องชั่งสารเคมี 
2. ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส 
3. เครื่องไมโครเวฟ (Sharp, Japan) 
4. ตูทํางานปลอดเชื้อ (Dwyer, USA) 
5. เครื่องวัด pH (Toledo, Switzerland) 
6. เครื่อง vortex (Shelton,USA รุน VSM-3) 
7. Shaker ควบคุมอุณหภูมิ (Shellab, Canada) 
8. Thermal cycler (Biorad, USA รุน MyRun) 
9. Thermal cycler (Biorad, USA รุน MJmini ) 
10. เครื่องปนเหวีย่ง (Hettich, UK รุน Mikro 200) 
11. Electrophoresis สําหรับเจล agarose (Cosmobio, Japan) 
12. ถังไนโตรเจนเหลว (Biogenics, USA รุน MVE Lab 30) 
13. ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Songserm inter, Thailand) 
14. เครื่องถายภาพใต UV (UV transilluminator) (Biorad, USA) 
15. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ ( water bath ) (Memmert, Germany) 
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16. หมอน่ึงอัดไอ (autoclave) (Hirayama, Japan รุน HiclaveHV-110) 
17. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) (UV mini-1240) 
18. เครื่องกรองน้ําบริสุทธิ์ (Elga purelab option, UK รุน 03007BPM1) 
19. ตูอบอุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส (Memmert, Germany รุน modell 600) 
20. ตูกลองจุลทรรศนเลนสประกอบ (compound microscope) (Olympus, Japan รุน BH-2) 
21. ตูเพาะเลี้ยงภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) (SLshellab, Canada) 
22. ตูแชแข็งควบคุมอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (Thermo, China รุน 8600 Electron 

corporation Series) 
23. กลองถายภาพจากกลองจุลทรรศนเลนสประกอบ (Ziess, USA รุน Axioskop 2 plus, 

model: CCD-1300 DS) 
24. กลองจุลทรรศนเลนสวัตถุอยูดานลาง (inverted microscope) (Nikon, Japan Type 108 รุน 

ECLIPSE TE 300) 
25. เครื่องปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (Hettich Zentrifugen, UK รุน Universal 320R) MJ 

Research DNA Engine Opticon®2 (MJ Research PTC-200 Thermal cycler, USA) 
 
4.1.4 สารเคมี 
1. นํ้ากลั่น 
2. aceto-orcein  
3. Tris (Vivantis, USA)  
4. dNTP (Vivantis, USA)  
5. KCl (Merck, Germany) 
6. HCl (Merck, Germany)  
7. NaCl (Merck, Germany)  
8. Glutamine (Gibco, USA) 
9. Agarose (Vivantis, USA)  
10. Hoechest dyes No. 33342  
11. Trypan blue (Gibco, USA)  
12. Bromelain lyophilized powder (Sigma, USA) No. B5144  
13. Gentamycin (Gibco, USA) 
14. NaOH (Lab-scan, Ireland ) 
15. Ethanol (Lab-scan, Ireland) 
16. KH2PO4 (Merck, Germany) 
17. Methanol (Lab-scan, Ireland) 
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18. Na2HPO4 (Lab-scan, Ireland ) 
19. Oligo dT12 (Fermentas, USA) 
20. PBS (phosphate buffer saline) 
21. Loading buffer (Fermentas, USA)  
22. Glacial acetic acid (Merck, Germany) 
23. Reverse primer (Bio basic Inc., USA) 
24. Forward primer (Bio basic Inc., USA)  
25. Penicillin – Streptomycin (Gibco, USA) 
26. Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA)  
27. Ethydium bromide solution (Invitrogen, USA)  
28. DMSO (Dimethyl sulfoxide) (Merck, Germany) 
29. BME (BME Amino acids Solution 50X) (Sigma, USA)  
30. Dulbecco’ s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, USA)  
31. EDTA (Ethylenedlaminetetra-acetic acid) (Lab-scan, Ireland ) 
32. Gene RulerTM 100 base pair DNA ladder plus (Fermentas, USA)  

33. Recombinant human IL-1β (R&D System, Minneapolis, MN, USA).  
 
4.1.5 เอนไซม 
1. Trypsin (Gibco, USA)  
2. RNase (Fermentas, USA) 
3. Dnase I (Fermentas, USA) 
4. Collagenase Tryp II (Sigma, USA)  
5. Taq polymerase (Invitrogen, USA) 
6. M-MuLV® Revertid Reverse Transcriptase (Vivantis, USA) 
 
4.1.6 ชุดทดลอง 
1. Neasy® Mini Kit (Qiagen, Germany) 
2. Quantitect® SYBR® Green PCR (Qiagen, Germany)  
3. HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen, Germany) 
4. siRNA MMP-3 Reagent (Qiagen, Germany) 
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4.2 แผนการศึกษา 
ในการศึกษานี้จะศึกษาผลการยับยั้งการทํางานของยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม 

MMP-3 ดวย siRNA โดยศึกษาผลที่มีตอลักษณะทางกายภาพของเซลล การสรางสารกลัยโค
โปรตีนจากเซลล และปริมาณอารเอ็นเอนํารหัสที่จําเพาะตอยีน MMP-3 โดยวิธี real-time PCR 

ในการศึกษานี้แบงออกเปน 4 กลุม  
 กลุมที่ 1 (G.1) เปนกลุมควบคุม ไมมีการใสสารใดๆ  
 กลุมที่ 2 (G.2) ไดรับสารละลาย HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen, Germany)  
 กลุมที่ 3 (G.3) ไดรับ siRNA ที่ไมจําเพาะตอยีน eukaryote (Qiagen, Germany)  
 กลุมที่ 4 (G.4) ไดรับ siRNA ที่มีความจําเพาะตอยีน MMP-3  
โดยทั้ง 4 กลุมทดลองถูกเลี้ยงภายใตสภาวะแวดลอมที่แตกตางกัน 2 แบบ แบบที่ 1 เปน

การเลี้ยงเซลลปกติ และแบบที่ 2 คือเซลลจะไดรับ Recombinant human IL-1β (R&D 
System, Minneapolis, MN, USA) ขนาด 10 นาโนกรัม ตอมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง ทําการ
เลี้ยงเซลลไปเปนเวลา 48 และ 72 ชั่วโมงจึงทําการศึกษาผลของ siRNA ศึกษาผลการยับยั้ง
จากการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของเซลล การสรางสารกลุมโปรตีโอกลัยแคน และการ
แสดงออกของยีน  
 
4.3 เซลลและการเตรียมเซลล 

ในการศึกษาครั้งน้ีจะใชเซลล Human chondrosarcoma cell line (sw1353) จากหนวย
วิจัยที่มีความเปนเลิศดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดย
เซลลมะเร็งเหลานี้จะเลี้ยงในหองปฏิบัติการเชนเดียวกับวิธีการเลี้ยงเซลลทั่วไป [45-48]  
 การเตรียมเซลลใหมีปริมาณที่ตองการเริ่มจาก ทําใหเซลลหลุดจากพื้นขวดเลี้ยง 
(trypsinization) ขั้นแรกดูดน้ํายาเลี้ยงเซลลออกใหหมด ลางเซลลดวยสารละลาย PBS เพ่ือ
ไมใหมีอาหารเลี้ยงเซลลเคลือบอยู เพราะโปรตีนจากน้ํายาเลี้ยงเซลลจะรบกวนการทํางานของ
สารละลายทริปซิน/EDTA เติมสารละลายทริปซิน/EDTA ใชความเขมขนของ ทริปซิน/EDTA ที่
รอยละ 0.25-0.5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวดเพาะเลี้ยง จากนั้น บมไวที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 1 นาที ดูดเอนไซมออกทิ้ง แลวนําขวดเลี้ยงเซลลไปใสในตูเพาะเลี้ยงภายใตบรรยากาศ
คารบอนไดออกไซด บมไวเปนเวลา 10-20 นาที แลวตรวจดูการหลุดออกของเซลลจากพื้นขวด
เลี้ยงดวยกลองจุลทรรศนเลนสวัตถุอยูดานลาง เม่ือเซลลหลุดหมด (มากกวารอยละ 80) เติม
อาหารเลี้ยงเซลล 2.5 มิลลิลิตร ใชไปเปตดูดพนเบาๆ ใหเซลลหลุดจากพื้นขวด และกระจายตัว
ออกจากกัน เม่ือพบวาเซลลหลุดดีแลว ดูดสารละลายเซลลบางสวนเพื่อทําการนับโดยใช 
hemocytometer และคํานวณหาความเขมขนของเซลล ปรับปริมาตรของเซลลดวยอาหารเลี้ยง
เซลล ตามความเขมขนของเซลลที่ตองการใชงาน 
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สําหรับเซลลกลุมที่ตองกระตุนเซลลดวย Recombinant human IL-1β น้ัน กอนนํามา
ศึกษาจะใส IL-1β ขนาด 10 นาโนกรัม ตอมิลลิลิตรในอาหารเลี้ยงเชื้อ จากน้ันนําเซลลไปเลี้ยง 
ในตูเพาะเลี้ยงภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด ที่มีปริมาณคารบอนไดออกไซนรอยละ 5 
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพัทธรอยละ 95 เปนเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือ
ครบเวลาที่กําหนด จึงทําการปเปตดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่มี IL-1β ออก แลว ลางเซลลดวย PBS 
ที่ปลอดเชื้อ 3 ครั้ง จากนั้นจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลลปกติไมมีซีร่ัม เพ่ือเตรียมนําไปใชงาน 
 
4.4 Small interfering RNA (siRNA) และการพาเขาเซลล 

ในการศึกษาครั้งน้ีใช siRNA ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของอาร
เอ็นเอนํารหัสของยีน MMP-3 ของมนุษย (NM_002422) เปนตัวกระตุนกระบวนการแทรกแซง
อารเอ็นเอภายในเซลลกระดูกออน โดยการศึกษาครั้งน้ีใช siRNA ที่ผลิตขึ้นโดย บริษัท Qiagen, 
ประเทศ Germany ในขณะที่การนํา siRNA เขาสูเซลล ใชวิธี transfection method ในการพา 
siRNA เขาสูเซลลกระดูกออน [49] โดยใชชุดสําเร็จ HiPerFect Transfection Reagent 
(Qiagen, Germany) 

ทําใหเซลลหลุดออกจากพื้นขวดเลี้ยง แลวดูดเซลลใส centrifuge tubes พรอมทั้งใชไป
เปต ดูดเปาเซลลใหเซลลกระจายและไมตกตะกอน นับจํานวนเซลลใหได 2x106 เซลล ตอ
มิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลล 14 มิลลิลิตร ดูดเซลลที่เตรียมไว ลงในจานเลี้ยงแบบ 4 หลุม 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรตอหลุม โดยจะมีจํานวนเซลลสุทธิคือ 1x106 เซลลตอหลุม เพาะเลี้ยง
เซลลในตูเพาะเลี้ยงภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด ที่มีปริมาณคารบอนไดออกไซนรอย
ละ 5 ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพัทธรอยละ 95 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
เม่ือครบเวลาดูดอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง ลางเซลล 1 ครั้งดวย PBS ที่ปลอดเชื้อ เติมอาหารเลี้ยง
เซลลปกติไมมีซีร่ัม 400 ไมโครลิตร จากนั้นทําการทดสอบตามกลุมทดลอง (ขอ 4.2) เริ่มจับ
เวลาเม่ือนําเซลลไปบมเพาะในตูเพาะเลี้ยงภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด โดยเลี้ยง
เซลลไปเปนเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง   
 
4.5 การศึกษาผลของ siRNA ที่มีตอลกัษณะทางกายภาพของเซลลกระดูกออน 

การศึกษานี้จะทําการศึกษาผลของ siRNA ที่มีตอลักษณะทางกายภาพ โดยศึกษาอัตรา
การแบงเซลล อัตราการมีชีวิต และอัตราการตายแบบ apoptosis ของเซลล 

 เม่ือครบเวลาที่เลี้ยง (48 และ 72 ชั่วโมง) ทําใหเซลลหลุดออกจากพื้นขวดเลี้ยง ดูด
เซลลใส centrifuge tubes พรอมทั้งใชไปเปต ดูดเปาเซลลใหเซลลกระจาย และไมตกตะกอน 
โดยจะทําการทดสอบหลายชุดเพื่อเตรียมการตรวจสอบเซลลดวยการยอมสีทั้ง 3 ชนิด (ชุดการ
ทดลองที่ตองยอมดวยสี Hoechest dyes ทําการเลี้ยงเซลลใหเกาะบนกระจกปดสไลดเพ่ือความ



 

 

21 

สะดวกในการถายภาพเซลล) เม่ือครบตามระยะเวลาตางๆ แลวใชไปเปตดูดอาหารเลี้ยงเซลล
ออกทิ้ง หลังจากนั้นลางเซลลดวย PBS 2 รอบ ในทุกๆ หลุม กอนที่นําเซลลมายอมสีดวยวิธีการ
ตางๆ 
 
4.5.1 การยอมสี 
 
4.5.1.1 การยอมเซลลดวยสี  trypan blue  

ใชไปเปตดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจากหลุมของจานเพาะเลี้ยง ในแตละชุดการทดลอง 
ลางเซลลดวย PBS หลุมละ 2 รอบ หลังจากนั้นหยดสี trypan blue ทิง้ไวประมาณ 2 นาที แลว
หลังจากนั้นปดหนาเซลลดวยกระจกปดสไลด นําไปถายภาพสุมเก็บขอมูลชุดการทดลองละ 30 
ภาพในตําแหนงที่แตกตางกันภายใตกลองจุลทรรศนชนิด phase contrast กําลังขยาย 400 เทา 

 
4.5.1.2 การยอมเซลลดวยสี  Hoechest dyes  No.33342 (HO) 

 เจือจางสี HO อัตราสวน 1 ตอ 500 ใน DMEM ที่มี FBS ความเขมขนรอยละ 
20 (เตรยีมใหมทุกครั้งเม่ือจะใชงาน) ยกกระจกปดสไลดที่มีเซลลเกาะออกจากหลุมของจาน
เพาะเลีย้งในแตละชุดการทดลองดวยปากคีบปลายแหลม ลางดวย PBS ซับใหแหงดวยทิชชู 
หยดสี HO ลงบนผิวหนากระจกปดสไลดแลวบมไวในที่มืด 15 นาที เม่ือครบเวลาหยุดปฏิกิริยา
ของสีดวยการนําไปแชเย็นที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาทีหลังจากนั้นหยด mountant ที่มี
สารปองกันการจางของสีลงบนกระจกสไลด แลวคว่ําหนากระจกปดสไลดที่มีเซลลเกาะลงไป สุม
ถายภาพเก็บขอมูลชุดการทดลองละ 20-30 ภาพในตาํแหนงที่แตกตางกันภายใตกลองฟลูออ
เรสเซนต กําลังขยาย 200 เทา ดวยความยาวคลืน่แสง 330-385 นาโนเมตร  

 
4.5.1.3 การยอมเซลลดวยสี aceto-orcein 

ใชไปเปตดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจากหลุมของจานเพาะเลี้ยง ในแตละชุดการทดลอง 
ลางเซลลดวย PBS หลุมละ 2 รอบ หยดสี aceto-orcein ทิ้งไวประมาณ 10 นาที หลังจากนั้นปด
หนาเซลลดวยกระจกปดสไลด นําเซลลไปถายภาพสุมเก็บขอมูลชดุการทดลองละ 30 ภาพใน
ตําแหนงที่แตกตางกันภายใตกลองจุลทรรศนชนิด phase contrast กําลังขยาย 400 เทา 
 
 
4.5.2 การหาคารอยละความมีชีวิต (%viability) ของเซลล 

หลังจากที่ยอมเซลลดวยสี trypan blue แลวสุมถายภาพเก็บขอมูล ชุดการทดลองละ 20 
ภาพในตําแหนงที่แตกตางกันแลว นําภาพถายมานับจํานวนเซลลในแตละภาพ โดยแยกนับตาม
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ลักษณะของเซลลที่มองเห็น คือเม่ือยอมดวย trypan blue พบเซลลมีชีวิต (เซลลเกาะ และเซลล
กลมไมติดสี) และเซลลไมมีชีวติ (ติดสีนํ้าเงิน) โดย  
รอยละความมีชีวติ (%viability)  =   ผลรวมของจํานวนเซลลที่มีชวีติทั้งหมด  X  100 

                    จํานวนเซลลทั้งหมดในพื้นภาพ 
 

4.5.3 การหาคารอยละของการเกิด apoptosis ของเซลล 
หลังจากที่ยอมเซลลบนกระจกปดสไลดดวยสี HO แลวสุมถายภาพเก็บขอมูล ชุดการ

ทดลองละ 20 ภาพในตําแหนงที่แตกตางกันแลว นําภาพถายมานับจํานวนเซลลในแตละภาพ 
แยกนับตามลกัษณะของเซลลที่มองเห็นเปน 2 ชนิด คือเซลลทีเ่กิดการตายแบบ apoptosis 
(นิวเคลียสของเซลลติดสีฟาสวางจา) และเซลลที่มีชวีติ (นิวเคลยีสของเซลลติดสนํ้ีาเงินของ HO) 
ทําการคํานวณคารอยละความมีชีวติ โดย 

รอยละการเกดิ apoptosis = ผลรวมของเซลลที่ตายแบบ apoptosis ทั้งหมด  X  100 
                            จํานวนเซลลทั้งหมดในพื้นภาพ 
 

4.5.4 การหาคาดัชนีการแบงเซลล (mitotic index) ของเซลล 
หลังจากที่ยอมเซลลบนกระจกปดสไลด ดวยสี aceto-orcein แลวสุมถายภาพเกบ็ขอมูล 

ชุดการทดลองละ 30 ภาพในตําแหนงที่แตกตางกันแลว นําภาพถายมานับจํานวนเซลลที่มีการ
แบงตวัโดยแยกนับตามระยะตางๆ ของการแบงเซลลในแตละภาพ ทําการคํานวณหาคาดัชนี
การแบงเซลลโดย 

ดัชนีการแบงเซลล (mitotic index) =ผลรวมของจํานวนเซลลที่แบงตัวทั้งหมด   X  100 
                      จํานวนเซลลทั้งหมดในพื้นภาพ 
 

4.6 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสารบงชีท้างชีวภาพ 
การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสารบงชีทางชีวภาพจะใชเทคนิค ELISA โดยศึกษาการ

เปลี่ยนแปลงของระดับกลัยโคซามิโนกลัยแคน (glycosaminoglycan; GAG) และไฮยาลูโรแนน 
(hyaluronan; HA) จากการศึกษากอนที่ผานมาแสดงใหเห็นวาเปนวิธีที่สามารถใชบงบอกการ
เปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีของกระดูกออนผิวขอ [50-55] โดยในการศึกษาครั้งนี้จะเปรียบเทียบ
การเปลี่ยนแปลงของระดับสารบงชี้เหลานี้จากเซลลในกลุมตางๆ 
 ทําใหเซลลหลุดออกจากพื้นขวดเลี้ยง ดูดเซลลใส centrifuge tubes พรอมทั้งใชไปเปต 
ดูดเปาเซลลใหเซลลกระจาย และไมตกตะกอน นับจํานวนเซลลใหได 2x105 เซลล ตอมิลลิลิตร 
ในอาหารเลี้ยงเซลล 14 มิลลิลิตร ดูดเซลลที่เตรียมไว ลงในจานเลี้ยงแบบ 24 หลุม ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตรตอหลุม โดยจะมีจํานวนเซลลสุทธิคือ 1x105 เซลล ตอหลุม เพาะเลี้ยงเซลลในตู
เพาะเลี้ยงภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด ที่มีปริมาณคารบอนไดออกไซนรอยละ 5 
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ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพัทธรอยละ 95 เปนเวลา 48 ชั่วโมง เม่ือ
ครบเวลา ดูดอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง ลางเซลล 1 ครั้งดวย PBS ที่ปลอดเชื้อ ทําการ transfect ดวย 
siRNA เร่ิมจับเวลาพรอมทั้งนําเซลลไปบมเพาะในตูเพาะเลี้ยงภายใตบรรยากาศ
คารบอนไดออกไซด โดยจะแบงตามแถวของหลุมในจานเพาะเลี้ยงไดเปน 2 ชุดการทดลอง ชุด
การทดลองละ 3 หลุม โดยกําหนดให 2 ชุดการทดลอง ไดรับเวลาในการเลี้ยงแตกตางกันคือ 48 
และ 72 ชั่วโมงตามลําดับ โดยจะทําการทดสอบสารลักษณะนี้หลายชุดเพื่อเตรียมการตรวจสอบ
เซลลดวยการยอมสีทั้ง 3 ชนิด (ชุดการทดลองที่ตองยอมดวยสี Hoechest dyes ทําการเลี้ยง
เซลลใหเกาะบนกระจกปดสไลดเพ่ือความสะดวกในการถายภาพเซลล) เม่ือครบตามระยะเวลา
ตางๆ แลวใชไปเปตดูดเก็บอาหารเลี้ยงเซลลที่ระยะเวลา 48 และ 72 ชั่วโมงภายหลังจากการ
ไดรับสาร เพ่ือวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีการ dye binding assay และ ELISA หลังจาก
ครบเวลาและเก็บอาหารเลี้ยงเซลลเรียบรอยแลวลางเซลลดวย PBS กอนที่นําเซลลมายอมสี
ดวยวิธีการตางๆ 
 
4.6.1 การหาปริมาณไกลโคซามัยโนกลยัแคนซัลเฟตดวยวธิีการ dye binding assay 

ปริมาณ GAG สามารถตรวจสอบโดยวิธีการ colorimetric dye binding assay ที่
พัฒนาขึ้นมาโดยหองปฏิบัติการวิจัยโรคกระดูกและขอ (Bone and Joint Research 
Laboratories) คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม อาศัยหลักการ metachromatic shift 
absorption ในชวงความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ถึง 535 นาโนเมตร ของสวนผสมระหวาง 1, 
9-dimethylmethylene blue และ S-GAG ในตัวอยาง หรือ ตัวมาตรฐาน ซ่ึงสวนผสมนี้จัดเตรียม
จาก 16 มิลลิกรัม ของ 1, 9-dimethylmethylene blue ที่ละลายใน 5 มิลลิลิตร    เอทานอล 2 
กรัม ของ sodium formate  และ 2 มิลลิลิตร ของ formic acid แลวทําการปรับ pH ใหได 3.5 
ในการทดลองนี้คาการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารละลายสีที่ใชคือ 590 นาโนเมตร สารละลายสีที่
เตรียมไดจะถูกเก็บไวในขวดทึบแสงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการวัดปริมาณ GAG โดย
ใชอาหารเลี้ยงเซลลที่ตองการตรวจ  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (สําหรับตัวอยางมาตรฐานใช 
chondroitin 6-sulfate (CS-C) เขมขน 0-30 ไมโครกรัม ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
ใสลงในไมโครเพลต หลังจากนั้นเติมสารละลายสีปริมาตร 200 ไมโครลิตร ตอหลุม วัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 590 นาโนเมตร สามารถคํานวณหาปริมาณ GAG จากกราฟมาตรฐาน (กราฟ
มาตรฐานสรางจากคาการดูดกลืนแสงของตัวอยางมาตรฐาน และความเขมขนของตัวอยาง
มาตรฐาน) 

 
4.6.2 การหาปริมาณไฮยาลูโรแนนในตัวอยางโดยวิธี competitive inhibition based ELISA  

เคลือบเพลตดวย umbilical cord HA ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัม ตอมิลลิลติรใน 
coating buffer ปริมาณ 100 ไมโครลติร ตอหลุมที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน จากนั้น
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ลางเพลตดวย PBS-T (150 ไมโครลิตร ตอหลุม) 3 ครั้งแลวทําการ block บริเวณ uncoated 
ดวยรอยละ 1 (นํ้าหนักตอปริมาตร) BSAใน PBS ปริมาณ 150 ไมโครลติร ตอหลมุ หลังจากนั้น
อบเพลตไวทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  เตรยีม inhibition mixture ซ่ึงก็คือ
อาหารเลี้ยงเซลลทีต่องการวัดปริมาณโปรตีน หรือ standard  competitor (HA Healon® : 
ความเขมขนตั้งแต 3.9-1000 นาโนกรัม ตอมิลลลิติรใน รอยละ 6 (นํ้าหนักตอปริมาตรของ 
BSA) ทําปฏิกิริยากับโปรตีนที่จําเพาะตอ HA คือ biotinylated hyaluronan binding proteins; 
bHABPs  (1 ตอ100 ใน PBS) อัตราสวน 1 ตอ 1 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส 60 นาท ีเม่ือ
ครบเวลาทําการลางเพลต และเติม inhibition mixture ลงไป ปริมาณ 100ไมโครลิตร ตอหลุม 
ทําใหเกิดปฎกิิริยาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 60 นาที แลวลางเพลต หลังจากนั้นเติม 
peroxidase-mouse monoclonal anti-biotin ที่ความเขมขน 1 ตอ 1000 ใน PBS ลงไป ปริมาณ 
100ไมโครลติร ตอหลุม ปลอยใหเกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 60 นาที  ลางเอา 
conjugate สวนเกินออก จากนั้นเติม peroxidase substrate ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ตอหลมุ 
และนําเพลตไปไวในที่มืดทิง้ไวใหเกิดสี ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที จากนั้นทําการหยุด
ปฏิกิริยาดวย 4 โมลาร H2SO4 ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ตอหลุม นําเพลตไปวดัคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่นแสง 492/690  นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate  reader  นําคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดไปคํานวณหาปริมาณ HA ในซีรัมตวัอยางจากกราฟมาตรฐานโดยใชโปรแกรม
คอมพิวเตอร  Delta Soft II 
 
4.7 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงอารเอ็นเอนํารหัสของยีน MMP-3 

สกัดอารเอ็นเอนํารหัสจากเซลลกระดูกออน จากนั้นจึงศึกษาเปรียบเทียบระดับของอาร
เอ็นเอนํารหัสที่มีความจําเพาะตอยีน MMP-3 ดวย real-time PCR ระหวางกลุมทดลอง ตามวิธี
ที่ผูเสนอขอรบัทุนสนบัสนนุเคยศกึษามากอนแลว [36, 56, 57] นอกจากทําการศึกษาการ
แสดงออกของยีนอ่ืน ที่มีความเกี่ยวของประกอบดวย tissue inhibitor metallopeptidase 3 
(TIMP-3), hyaluronan synthase 1 (HAS-1), HAS-2, aggrecan (AGG) และ collagen type 2 
alpha 1 chain; (COL2A1) สําหรับยีนควบคุมภายใน (house keeping gene) ที่ใชในการศึกษา
ครั้งน้ีคือ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 

เตรียมขวดเพาะเลี้ยงเซลลขนาดพื้นที่เพาะเลี้ยง 25 ตารางเซนติเมตร หลังจากนั้นทําให
เซลลหลุดออกจากภาชนะเลี้ยง แลวใชไปเปตดูดเซลลใสใน centrifuge tubes พรอมทั้ง ดูดเปา
เซลลใหเซลลกระจายไมตกตะกอน นับจํานวนเซลลใหไดประมาณ 1x106 เซลลตอ มิลลิลิตร ใน
อาหารเลี้ยงเซลล 12 มิลลิลิตร แบงเซลลใสขวดเพาะเลี้ยงเซลลขนาดพื้นที่เพาะเลี้ยง 25 ตาราง
เซนติเมตร จํานวน 6 ขวด ขวดละ 2 มิลลิลิตร สุทธิแลวจะมีเซลล 2 X 106 เซลล ตอขวด 
เพาะเลี้ยงเซลลในตูเพาะเลี้ยงภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด รอยละ 5 ควบคุมอุณหภูมิ
ที่ 37 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพัทธรอยละ 95 เปนเวลา 48 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาดูด
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อาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง ลางเซลล 1 ครั้งดวย PBS ที่ปลอดเช้ือ ทําการทดสอบสาร โดยแบงเปน 
กลุมทดลอง เริ่มจับเวลาพรอมทั้งนําเซลลไปบมเพาะในตู เพาะเลี้ยงภายใตบรรยากาศ
คารบอนไดออกไซดภายหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง ทําการยอย
เซลลใหหลุดจากพื้นขวด ลางเซลลดวย PBS ปนเซลลตกตะกอนและแชแข็งเซลลดวย
ไนโตรเจนเหลว เพ่ือเตรียมสกัดเอ็มอารเอ็นเอตอไป 
 
4.7.1 การสกัดอารเอ็นเอ 
 นําเซลลที่เตรียมไวมาทําการสกัดอารเอ็นเอ โดยใชเซลลอยางนอยจํานวน   2 x 106 
เซลล และทําการสกัดตัวอยางละ 3 ซํ้า อารเอ็นเอมีคุณสมบัติที่ไวตอการถูกทําลายเนื่องจากมี
โครงสรางเปนน้ําตาลไรโบสสายเดี่ยว จึงตองทําในที่อุณหภูมิเย็นและรวดเร็ว ในการทดลองนี้ 
สกัดโดยใช Neasy® Mini Kit วิธีการตามคูมือที่แนบมาพรอมกับชุดทดลองซึ่ง สามารถอธิบาย
วิธีการพอสังเขปดังน้ี 
 นําเซลลที่ปนตกตะกอนและแชแข็งมาละลาย เติมบัฟเฟอร RLT จํานวน 350 
ไมโครลิตร ดูดเปาเซลลดวยหลอดฉีดยา และไซริงต จากนั้น เติมรอยละ 75 เอทานอลที่เย็น
ปริมาตร  350 ไมโครลิตร ผสมเขาดวยกันดวยไปเปต ใชไปเปตดูดของเหลวทั้งหมดใส mini 
column นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วที่มากกวา 10,062 X g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 วินาที เทของเหลวที่ตกลงมาในสวนลางของ column ทิ้งไป เติมบัฟเฟอร RW1 700 
ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วที่มากกวา 10,062 X g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 วินาที หลังจากเทของเหลวในสวนลางของ column ทิ้งไป แลวเติมบัฟเฟอร RPE 500 
ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็วที่มากกวา 10,062 X g ที่อุณหภูมิ   4  องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 นาที โดยเติมบัฟเฟอร RPE ซํ้า 2 ครั้ง เม่ือครบแลวเปลี่ยนสวน column มาใส 
appendrop tube เพ่ือเก็บอารเอ็นเอทั้งหมดโดยเติม RNase-free water 20-50 ไมโครลิตร ปน
เหวี่ยงที่ความเร็วที่มากกวา 10,062 X g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วินาที อาร
เอ็นเอที่ไดเก็บแชในตูแชแข็ง –80 องศาเซลเซียส ทําการตรวจสอบอารเอ็นเอที่สกัดไดดวยรอย
ละ 2 agarose gel electrophoresis ใน 1 เทา TAE บัฟเฟอร โดยใชกําลังไฟ 75 วัตต เปนเวลา 
45 นาที และยอมเจลดวยรอยละ 0.5 ethidium bromide เปนเวลา 10 นาที แชนํ้ากลั่น 10 นาที 
กอนนําไปตรวจสอบและถายภาพดวยเครื่อง UV-transilluminator โดยใชโปรแกรม Quantity 
One V. 4.4.1 
 
4.7.2  การสังเคราะหซีดีเอ็นเอ 
 อารเอ็นเอที่สกัดไดจากเซลลกระดูกออนจะทําใหกลายเปนซีดีเอ็นเอสายคูโดยใช
เอนไซม M-MuLV® Revertid reverse transcriptase สามารถอธิบายวิธีการพอสังเขปดังน้ี 
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 เตรียม PCR tube ใหม 2 หลอด โดยในหลอดแรกเติมสารดังนี้ oligo dT12 (500 
ไมโครกรัม ตอไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 2 ไมโครโมลลาร dNTP ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร DEPC water ปริมาตร 5 ไมโครลิตร (ปริมาตรที่ใชขึ้นอยูกับปริมาตรของอารเอ็นเอ
ที่ใชในปฏิกิริยา) และอารเอ็นเอตนแบบปริมาตร 7 ไมโครลิตร ผสมสารทั้งหมดในหลอดใหเขา
กันจากนั้นจึงบมไวที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวจึงนําไปแชในน้ําแข็ง
ทันที เปนเวลา 1-2 นาที หลังจากนั้นเตรียม PCR tube ใหม หลอดที่สอง โดยเติมสารดังนี้ 5 
เทา MuLV buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร Ribolock®  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ M-MuLV® 
Revertid reverse transcriptase enzyme ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมสารละลายจาก PCR 
tube หลอดที่ 2 ลงใน PCR tube หลอดที่ 1 (ปริมาตรสุดทายเทากับ 20 ไมโครลิตร) จากนั้นจึง
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 
นาที หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เม่ือปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณ
แลว เก็บตัวอยางซีดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  เพ่ือใชเปนตนแบบ 
(template) ในการศึกษาขั้นตอไป 
 
4.7.3 real-time PCR 
 ในงานวิจัยน้ีไดใชชุดทดลอง Quantitect® SYBR® Green PCR เพ่ือตรวจสอบระดับ
การแสดงออกของยีนโดยวิธี real-time PCR ตามวิธีการจากคูมือที่แนบซึ่งสามารถอธิบาย
วิธีการพอสังเขปดังน้ี 
 ผสมสารละลาย (2X QuantiTect® master mix) ที่ใชในปฏิกิริยา PCR ลงใน PCR tube 
ชนิด 8 หลอดตอ 1 แถว โดยปริมาตรสุดทายเทากับ 20 ไมโครลิตร ตามตาราง 4.1 โดยตั้ง
อุณหภูมิสําหรับการทําปฏิกิริยา real-time PCR จากเครื่อง ABI Prism® 7000 apparatus 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) ตามที่แสดงใน ตาราง 4.2 และ ตาราง 4.3 
เครื่อง real-time PCR จะแสดงผลการทดลองในรูปแบบของกราฟและคา CT ของแตละยีน 
จากน้ันจึงนําคา CT ที่ไดมาวิเคราะหเพ่ือคํานวณหาคาระดับการแสดงออกของยีน (relative 
expression)  

ทําการวิเคราะหความสัมพันธของระดับการแสดงออกของยีนนั้นอาศัยการคํานวณจาก
ขอมูลดิบที่ไดจากกราฟของปฏิกิริยาและนํามาคํานวณตามวิธีการของ Nganvongpanit, 2006 
[36, 56]  โดยใช ยีน GAPDH เปนยีนฐานในการเปรียบเทียบระดับการแสดงออก 
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ตารางที่ 4.1 สารละลายที่ใชในปฏิกิริยา real-time PCR 

 
 
ตารางที่ 4.2 แสดงลําดับเบสของไพรเมอรแตละคูและอุณหภูมิที่ใชในขั้นตอน annealing ใน
กระบวนการ real-time PCR 

Gene Primer sequences Ta* (oC) 
Amplicon 
size (bp) 

MMP-3 
(NM_002422) 

Forward: 5’-CTTTTGGCGAAAATCTCTCAG- 3’ 
Reverse: 5’-AAAGAAACCCAAATGCTTCAA- 3’ 

55 404 

TIMP-3  
(NM_000362) 

Forward: 5’-AACTCCGACATCGTGATCCG- 3’ 
Reverse: 5’-GTAGTAGCAGGACTTG ATCT- 3’ 

59 347 

COL2A1  
(NM_001844) 

Forward: 5’-CAACACTGCCAACGTCCAGAT- 3’ 
Reverse: 5’-CTGCTTCGTCCAGATAGGCAAT- 3’ 

59 106 

AGG  
(NM_013227)   

Forward: 5’-ACTTCCGCTGGTCAGATGGA- 3’ 
Reverse: 5’-TCTCGTGCCAGATCATCACC- 3’ 

59 110 

HAS-1  
(NM_001523) 

Forward  5’-CGGCCTGTTCCCCTTCTTCGTG-3’ 
Reward  5’-TCGTGTGCTACGCTGCGGACCA-3’ 

65 348 

HAS-2 
(NM_005328) 

Forward  5’-CACAGCTGCTTATATTGTTG-3’ 
Reward  5’-AGTGGCTGATTTGTCTCTGC-3’ 

51 358 

GAPDH 
(NM_002046) 

Forward: 5’-TGGTATCGTGGAAGGACTCAT- 3’ 
Reverse: 5’-GTGGGTGTCGCTGTTGAAGTC- 3’ 

58 370 

 
 
 
 
 

สารละลาย ความเขมขนท่ีใชในปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

2X QuantiTect® master mix 1X 10 

forward primer 0.75 ไมโครโมล 1.5 

reverse primer 0.75 ไมโครโมล 1.5 

RNase-free water -- 5.5 
cDNA template 100 นาโนกรัม 1.5 
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ตารางที่ 4.3 อุณหภูมิที่ใชในปฏิกิริยา real-time PCR 
ข้ันตอน อุณหภูมิ 

(องศาเซสเซียส) 
เวลา หมายเหตุ 

ขั้นตอนที่ 1 95 15 นาที  

ขั้นตอนที่ 2  (45 รอบ)    

 Denature 94 15 วินาที  

 Annealing 50-60 30 วินาที อุณหภูมิที่ใชในการ annealing 
ตามตาราง 4.2 

 Extension 72 30 วินาที  

 
4.8 การวิเคราะหทางสถติ ิ
 ในแตละการทดลองมีการซ้ําทั้งหมด 3 ครั้ง และในแตละครั้งมีการวิเคราะหซํ้าอีก 3 ครั้ง 
จากนั้นจึงนําคาที่ไดมาหาเปนคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ทําการวิเคราะห
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของขอมูลตางๆ ในแตละกลุมการทดลอง ไดแก คาดัชนีการแบงเซลล คา
รอยละความมีชีวิต คารอยละการตายแบบ apoptosis ระดับของสารในกลุม กลัยโคซามิโนกลัย
แคน และระดับการแสดงออกของยีนดวยวิธี one – way analysis of variance (ANOVA) และ 
multiple pair wise comparison แบบ t-test ที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 หรือ p< 0.05 โดย
อาศัยโปรแกรม SPSS version 14 
 สําหรับการแสดงออกที่แทจริงของยีนคํานวณไดโดยคิดจาก ระดับการแสดงออกของยีน
ควบคุมภายในสูตรทีใ่ชคือ 
 

ระดับการแสดงออกที่แทจริง  =       คาการแสดงออกของยีนเปาหมาย 
ระดับการแสดงออกของยีนควบคุมภายใน 

 
จากนั้นจึงนําคาที่ไดมาหาคาสหสัมพันธการเปลี่ยนแปลง (relative change) โดย

เปรียบเทียบกับกลุม G.1 ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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บทที ่5 
ผลการศึกษา 

 

5.1 ผลการกระตุนเซลลดวย IL-1β 

 ผลจากศึกษาพบวาการกระตุนเซลล IL-1β ในขนาด 10 ng/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง มี
ผลทําใหลักษณะทางกายภาพของเซลลเปลี่ยนแปลงไปอยางมีนัยสําคัญทางสถติ ิ(P<0.05) ดัง
แสดงในตารางที่ 5.1  

เม่ือเลี้ยงเซลลเปนเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง พบวา เม่ือเซลลไดรับ IL-1β อัตราการมี
ชีวิตและอัตราการแบงเซลลลดลง ในขณะที่อัตราการตายแบบ apoptosis เพ่ิมสูงขึ้น ในสวนของ

การสรางสารโปรตีโอกลัยแคนพบวา เซลลที่ไดรับ IL-1β สราง HA และ GAG ลดลงอยางมี

นัยสําคัญ (P<0.05) พบวาเซลลที่ไดรับ IL-1β มีการแสดงออกของยีน MMP-3 สูงกวาเซลล
ปกติ อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) แตระดับการแสดงออกของยีนอ่ืนๆ ไดแก TIMP-3, HAS-2, 
HAS-2, AGG และ COL2A1 ลดลงอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  
  

ตารางที่ 5.1 ผลการกระตุนเซลลมะเร็งกระดูกออนดวยสาร IL-1β 
48 h 72 h  

Non-IL1 IL-1 Non-IL1 IL-1 
Cell morphology 
Viability rate 93.05±4.23 46.41±6.04* 93.87±3.44 26.52±5.97* 
Apoptosis rate 2.28±1.71 63.39±11.43* 4.62±1.72 70.73±5.02* 
Mitotic rate 9.42±2.43 1.36±0.90* 16.22±7.62 0.85±0.30* 
Proteoglycan production 
HA (ng/ml) 121.04±23.03 48.54±12.85* 146.04±11.93 35.29±8.54* 

GAG (μg/ml) 1.91±0.88 0.56±0.14* 1.72±0.81 0.17±0.07* 

Relative gene expression 
MMP-3 0.98±0.07 2.03±0.23* 1.56±0.18 2.94±.019* 
TIMP-3 1.01±0.03 0.57±0.21* 1.35±0.09 0.34±0.06* 
HAS-1 1.02±0.13 0.37±0.15* 1.35±0.10 0.15±0.07* 
HAS-2 1.02±0.11 0.10±0.04* 1.18±0.12 0.05±0.04* 
AGG 1.01±0.06 0.43±0.18* 1.35±0.10 0.17±0.03* 
COL2A1 1.02±0.11 0.15±0.10* 1.48±0.14 0.03±0.08* 

เครื่องหมาย * แสดงความแตกตางทางสถิติ (P<0.05) ระหวางกลุมที่ไมไดรับและกลุมไดรับ IL-1β ในเวลา
เดียวกัน 
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5.2 การนํา siRNA เขาสูเซลละเร็งกระดูกออน 
 กอนเริ่มการศึกษาผลของ MMP-3 siRNA ที่มีตอเซลล ทําการศึกษาหาสภาวะที่
เหมาะสมสําหรับการนํา siRNA เขาสูเซลล โดยจะสามารถเห็นสี ฟลูออเรสเซนตของ siRNA ได
ในเซลล เม่ือนําไปสองภายใตกลองฟลูออเรสเซนต (รูปที่ 5.1)  
 

 
รูปที่ 5.1 แสดงการเรืองแสงของ siRNA (ลูกศรขาว) เม่ือมองภายใตกลองฟลูออเรสเซนต 
กําลังขยาย 200 เทา ดวยความยาวคลื่นแสง 330-385 นาโนเมตร  
 
5.3 ผลของ siRNA ของยีน MMP-3 ทีม่ีตอลักษณะทางกายภาพของเซลล  
ในรูปที่ 5.2 แสดงลักษณะเซลลที่ยอมสีเซลลดวย trypan blue สําหรับตรวจดูการตายของเซลล 
ในรูปแสดงเซลลที่ติดสีนํ้าเงินคือเซลลตาย (non-viable; NV) เซลลเกาะไมติดสี (viable; V) และ
เซลลกลมไมติดสี (globular viable; G) ในรูป 5.3 แสดงเซลลยอมสีเซลลดวยสี Hoechest dyes 
No.33342 เพ่ือตรวจดูการตายแบบ apoptosis (AP) และรูป 5.4 แสดงเซลลยอมสีดวย aceto-
orcein เพ่ือตรวจดูการแบงเซลล แสดงเซลลที่อยูในระยะพัก (interphase; I) และเซลลที่อยู
ในชวงการแบงเซลล (mitotic phase; M)  

ในเซลลปกติ ไมพบความแตกตางทางสถิติ (P<0.05) ของรอยละความมีชีวิต รอยละ
การตายแบบ apoptosis และ รอยละการแบงเซลล ระหวางกลุมทดลองทั้ง 4 กลุม (รูปที่ 5.1) 

 เม่ือเซลลไดรับ IL-1β พบวา ในกลุม G.4 มีรอยละความมีชีวิตที่ 48 ชั่วโมง 
(74.89±9.53) และ 72 ชั่วโมง (72.03±7.56) และรอยละการแบงเซลลที่ 48 ชั่วโมง (7.37±1.88) 
และ 72 ชั่วโมง (14.50±4.52) สูงกวากลุมอ่ืนๆ อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ในขณะที่รอยละการ
ตายแบบ apoptosis ที่ 48 ชั่วโมง (18.18±6.49) และ 72 ชั่วโมง (22.30±8.89) ต่ํากวากลุมอ่ืนๆ 
อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ดังแสดงในรูปที่ 5.1 
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รูปที่ 5.2 เซลลที่ยอมสีเซลลดวย trypan blue เพ่ือตรวจดูการตายของเซลล เซลลที่ติดสีนํ้าเงิน 
คือเซลลตาย (ลูกศรสีดํา) เซลลเกาะไมติดสี (หัวลูกศร) และเซลลกลมไมติดสี (ลูกศรโปรง)           
 

40μm 

40μm 
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v  
รูปที่ 5.3 เซลลกระดูกออนยอมสีเซลลดวยสี Hoechest dyes No.33342 เพ่ือตรวจดูการตาย
แบบ apoptosis ในรูป แสดงลักษณะเซลลที่เกิดการตายแบบ apoptosis ของเซลล (ลูกศรขาว) 
 

 
รูปที่ 5.4 เซลลกระดูกออนยอมสีเซลลดวยสี aceto-orcein เพ่ือตรวจดูการแบงเซลล แสดงเซลล
ที่อยูในระยะพัก (interphase; I) (ลูกศรดํา) และเซลลที่อยูในชวงการแบงเซลล (mitotic phase; 
M) (ลูกศรขาว) 

40μm 

40μm 
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รูปที่ 5.5 รอยละการมีชีวิตของเซลล (A) รอยละการตาย (B) และรอยละการแบงเซลล (C) ใน
แตละกลุมการทดลอง เครื่องหมาย * แสดงความแตกตางทางสถิติ (P<0.05) ระหวางกลุมที่
ไมไดรับและกลุมไดรับ IL-1β ในเวลาเดียวกัน ตัวอักษรที่แตกตางกัน (a,b) แสดงความแตกตาง
ทางสถิติ (P<0.05) ระหวางกลุมทดลอง (G1-G4) ที่เง่ือนไขเดียวกัน 
 
5.4 ผลของ siRNA ของยีน MMP-3 ทีม่ีตอการสรางสารโปรตีโอกลัยแคน 
 ในเซลลปกติ ไมพบความแตกตางทางสถิติ (P<0.05) ของระดับ GAG ระหวางกลุม
ทดลองทั้ง 4 กลุม เม่ือเลี้ยงเซลลเปนเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง (รูปที่ 5.6) แตพบวา เม่ือทําการ
เลี้ยงเซลลไปเปนเวลา 72 ชั่วโมง ปริมาณการสรางของ HA ในกลุม G.4 เพ่ิมสูงอยางมี
นัยสําคัญ (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมอ่ืนๆ 

 ในเซลลที่ไดรับสาร IL-1β พบวาการสรางสาร GAG และ HA ของกลุม G.4 เพ่ิมสูงกวา
กลุมอ่ืนๆ อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ทั้งที่ 48 และ 72 ชั่วโมง  
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รูปที่ 5.6 การสรางสาร hylaruronan (A) และสาร glycosaminoglycan  (B) ในแตละกลุมการ
ทดลอง เครื่องหมาย * แสดงความแตกตางทางสถิติ (P<0.05) ระหวางกลุมที่ไมไดรับและกลุม
ไดรับ IL-1β ในเวลาเดียวกัน ตัวอักษรที่แตกตางกัน (a,b) แสดงความแตกตางทางสถิติ 
(P<0.05) ระหวางกลุมทดลอง (G1-G4) ที่เง่ือนไขเดียวกัน 
 
5.5 ผลของ siRNA ของยีน MMP-3 ทีม่ีตอการแสดงออกของยีน 
 การแสดงออกของยีน MMP-3 ในกลุม G.4 ลดลงกวากลุมอ่ืนๆ อยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) ถึงรอยละ 80 ทั้งที่เวลา 48 และ 72 ชั่วโมง ทั้งที่ไดรับและไมไดรับสาร IL-1β แตไม
พบความแตกตางทางสถติิระหวาง ระดับการแสดงออกของยีน MMP-3 ในกลุม G.4 ที่ไดรับและ
ไมไดรับสาร IL-1β (รูปที่ 5.7) 
 การแสดงออกของยีน TIMP-3, HAS-1, HAS-2, AGG และ COL2A1 ของทั้ง 4 กลุมไม
มีความแตกตางทางสถิติ (P>0.05) แตพบวา ระดับการแสดงออกของยีนเหลานี้จะต่ํา (P<0.05) 
เม่ือเซลลไดรับ สาร IL-1β (รูปที่ 5.7) 
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รูปที่ 5.7  การแสดงออกของยีน MMP-3 (A), TIMP-3 (B), HAS-1 (C), HAS-2 (D), AGG (E) 
และ COL2A1 (F) ในกลุมตางๆ เครื่องหมาย * แสดงความแตกตางทางสถิติ (P<0.05) ระหวาง
กลุมที่ไมไดรับและกลุมไดรับ IL-1β ในเวลาเดียวกัน ตัวอักษรที่แตกตางกัน (a,b) แสดงความ
แตกตางทางสถิติ (P<0.05) ระหวางกลุมทดลอง (G1-G4) ที่เง่ือนไขเดียวกัน 
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บทที ่6 
สรุปและวิจารณผล 

 
สารตั้งตนกระบวนการอักเสบ เชน IL-1β มีผลตอเซลลกระดูกออนผิวขอและเซลลเยื่อ

บุผิวขอ โดยสารเหลานี้ไปมีผลทําใหเกิดการสลายโครงสรางของเนื้อกระดูกออนและไปเพิ่มการ
ตายของเซลลกระดูกออน [58] IL-1β โดยสรางมาจากเซลลเยื่อบุผิวขอ จากนั้น จึงเขาสูกระดูก
ออนผิวขอ โดยผานทางน้ําไขขอ พบวา IL-1β น้ีไปกระตุนใหเซลลกระดูกออนผิวขอผลิตสารที่
ทําหนาที่ไปสลายเนื้อกระดูก เชน MMP1 [59, 60] และ MMP-3 [61, 62] ดังในการศึกษาครั้งน้ี
จึงใช IL-1β ในการกระตุนเซลลมะเร็งกระดูก ใหมีสรีรวิทยาเหมือนเซลลกระดูกออนที่อยูใน
สภาวะขอเสื่อม ผลจากการศึกษาพบวาการใช IL-1β ขนาด 10 นาโนกรัม ตอมิลลิลิตร สามารถ
เหน่ียวนําใหเซลลมะเร็งกระดูกมีพฤติกรรมเชนเดียวกับเซลลที่อยูในภาวะขอเสื่อมได พบวา 
อัตราการมีชีวิตและอัตราการแบงเซลลลดลงอยางมีน้ัยสําคัญ ในขณะที่อัตราการตายแบบ 
apoptosis สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ นอกจากนั้นยังพบวา การสรางสารโปรตีโอกลัยแคนลดลงรอย
ละ 20-30   สําหรับการแสดงออกของยีนนั้นพบวา ยีน MMP-3  มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นรอยละ 
200 ยีน TIMP-3 มีการแสดงออกลดลงรอยละ 50 ยีน HAS-1 มีการแสดงออกลดลงรอยละ 60  
ยีน HAS-2 มีการแสดงออกลดลงรอยละ 90 ยีน AGG มีการแสดงออกลดลงรอยละ 50 และยีน 
COL2A1 มีการแสดงออกลดลงรอยละ 90  

ยีน MMP- 3 มีบทบาทสําคัญในกระดูกออนผิวขอ โดยมีหนาที่ในการสลายโครงสราง
ของเนื้อกระดูก เชน โปรตีโอกลัยแคน และ คลอลาเจน [21] นอกจากนั้นยังพบวา MMP-3 
สามารถไปกระตุนเอนไซมอ่ืนๆ เชน MMP-1, MMP-7, MMP-8, MMP-9 และ MMP-13 สงผล
ไปเพ่ิมกระบวนการเสื่อมสลายของกระดูกออน ในการศึกษาครั้งนี้พบวา MMP-3 siRNA 
สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน MMP-3 ไดถึงรอยละ 80 เม่ือพิจารณาถึงการสรางสารโปรตี
โอกลัยแคนพบวา ในกลุมที่ทําการกระตุนเซลลดวย IL-1β แลวไดรับ MMP-3 siRNA มีอัตรา
การสราง สาร GAG สูงกวากลุมควบคุม รอยละ 120 และ 143 เม่ือทําการเลี้ยงเซลลไป 48 และ 
72 ชั่วโมง ตามลําดับ สําหรับการสราง HA น้ันพบวา สูงกวากลุมควบคุม รอยละ 400 และ 600
เม่ือทําการเลี้ยงเซลลไป 48 และ 72 ชั่วโมง ตามลําดับ ในสวนของลักษณะทางกายภาพของ
เซลล พบวา จะใหผลแตกตางเม่ือเซลลไดรับการกระตุนดวย IL-1β โดยพบวา รอยละการมี
ชีวิตของเซลลในกลุมที่ไดรับ MMP-3 siRNA สูงกวากลุมควบคุม รอยละ 20 และ 50 เม่ือทําการ
เลี้ยงเซลลไป 48 และ 72 ชั่วโมง ตามลําดับ รอยละการแบงเซลลสูงขึ้นกวากลุมควบคุม รอยละ 
7 และ 14 เม่ือทําการเลี้ยงเซลลไป 48 และ 72 ชั่วโมง ตามลําดับ สําหรับรอยละการตายต่ํากวา
กลุมควบคุม รอยละ 40 และ 50 เม่ือทําการเลี้ยงเซลลไป 48 และ 72 ชั่วโมง ตามลําดับ 
สอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้ที่รายงานวา MMP-3 มีผลตอการเจริญและการตายของเซลล
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กระดูกออน [63, 64] ซ่ึงจากผลตางๆ แสดงใหเห็นวา MMP-3 siRNA สามารถยับยั้งการทํางาน
ของยีน MMP-3 ได สงผลใหเซลลมีการเจริญที่ดี และสรางสารในกลุมโปรตีโอกลัยแคนไดเพ่ิม
สูงขึ้น 

เม่ือพิจาณาถึงยีนอ่ืนไดแก TIMP-3, AGG, HAS-1, HAS-2 และ COL2A1 พบวา 
MMP-3 siRNA ไมมีผลไปยับยั้งการทํางานของยีนอ่ืน แสดงใหเห็นวา siRNA มีความจําเพาะ
ตอยีน สอดคลองกับการศึกษากอนหนาที่ที่รายงานวา RNAi มีความจําเพาะตอยีนของตัวเอง 
[65, 66] 
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ภาคผนวก ก 
ขอมูลผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเซลล 

 
ตาราง ก.1 คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน ของคา รอยละการมีชีวติของเซลล 

48 h 72 h Group 
Non-IL1 IL-1 Non-IL1 IL-1 

G.1 93.05±4.23 46.41±64.04 93.87±3.44 26.52±5.97 
G.2 92.21±3.06 43.76±4.47 91.38±2.85 25.90±8.72 
G.3 93.07±46.52 46.52±5.40 91.66±1.98 22.75±7.44 
G.4 93.70±74.89 74.89±9.53 92.88±2.30 72.03±7.56 

 
ตาราง ก.2 คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน ของคา การตายแบบ apoptosis ของเซลล 

48 h 72 h Group 
Non-IL1 IL-1 Non-IL1 IL-1 

G.1 2.28±1.71 63.39±11.43 4.62±1.72 70.73±5.02 

G.2 2.20±1.78 68.13±4.97 3.81±1.73 71.25±5.27 

G.3 2.16±2.02 70.82±4.36 4.50±1.90 72.70±6.79 

G.4 2.00±1.41 18.18±6.49 3.89±1.67 22.30±8.89 

 
ตาราง ก.3 คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน ของคา การรอยละการแบงเซลล 

48 h 72 h Group 
Non-IL1 IL-1 Non-IL1 IL-1 

G.1 9.42±2.43 1.36±0.90 16.22±7.62 0.85±0.30 

G.2 7.98±1.90 1.84±1.01 17.61±4.52 0.99±0.45 

G.3 7.12±1.72 1.57±0.73 18.19±5.33 0.93±0.49 

G.4 9.87±1.88 7.37±2.25 17.38±5.56 14.50±4.52 
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ภาคผนวก ข 
ขอมูลผลการสรางโปรตโีอกลัยแคน 

 
ตาราง ข.1 คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน ของระดับ HA (ng/ml) 

48 h 72 h Group 
Non-IL1 IL-1 Non-IL1 IL-1 

G.1 121.04±23.03 48.54±12.85 146.04±11.93 35.29±8.54 

G.2 138.55±37.00 56.05±26.07 141.05±28.63 22.80±7.44 

G.3 104.38±20.61 39.88±20.72 122.63±15.99 21.63±8.65 

G.4 213.40±62.52 191.15±42.96 258.40±20.94 212.90±11.76 

 

ตาราง ข.2 คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน ของระดับ GAG (μg/ml) 
48 h 72 h Group 

Non-IL1 IL-1 Non-IL1 IL-1 
G.1 1.91±0.88 0.56±0.14 1.72±0.81 0.17±0.07 

G.2 1.89±1.45 0.49±0.23 1.89±1.45 0.15±0.10 

G.3 1.91±0.66 0.56±0.28 1.91±0.66 0.26±0.11 

G.4 1.89±0.91 1.79±0.67 2.46±0.56 1.93±0.32 
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ภาคผนวก ค 
ขอมูลผลการแสดงออกของยีน  

 
ตาราง ค.1 คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน ของการแสดงออกของยีน MMP-3  

48 h 72 h Group 
Non-IL1 IL-1 Non-IL1 IL-1 

G.1 0.98±0.07 2.03±0.23 1.56±0.18 2.94±0.19 

G.2 0.92±0.10 2.12±0.12 1.44±0.15 2.93±0.13 

G.3 1.01±0.12 2.14±0.18 1.60±0.21 3.00±0.17 

G.4 0.22±0.05 0.40±0.08 0.33±0.10 0.47±0.20 

 
 
ตาราง ค.2 คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน ของการแสดงออกของยีน TIMP-3 

48 h 72 h Group 
Non-IL1 IL-1 Non-IL1 IL-1 

G.1 1.01±0.03 0.57±0.21 1.35±0.09 0.34±0.06 

G.2 1.030.09 0.60±0.08 1.13±0.21 0.32±0.13 

G.3 1.01±0.12 0.50±0.11 1.08±0.19 0.47±0.11 

G.4 0.82±0.14 0.70±0.26 0.89±0.15 0.56±0.14 

 
 
ตาราง ค.3 คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน ของการแสดงออกของยีน AGG 

48 h 72 h Group 
Non-IL1 IL-1 Non-IL1 IL-1 

G.1 1.01±0.06 0.43±0.18 1.35±0.10 0.17±0.03 

G.2 1.06±0.10 0.55±0.10 1.32±0.18 0.16±0.14 

G.3 0.96±0.15 0.47±0.16 1.21±0.23 0.18±0.11 

G.4 0.92±0.21 0.40±0.12 1.40±0.13 0.14±0.07 
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ตาราง ค.4 คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน ของการแสดงออกของยีน HAS-1 
48 h 72 h Group 

Non-IL1 IL-1 Non-IL1 IL-1 
G.1 1.02±0.13 0.37±0.15 1.35±0.10 0.15±0.07 

G.2 1.07±0.12 0.38±0.09 1.32±0.18 0.12±0.09 

G.3 1.02±0.13 0.33±0.06 1.21±0.23 0.15±0.08 

G.4 1.18±0.11 0.42±0.13 1.40±0.13 0.17±0.05 

 
 
ตาราง ค.5 คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน ของการแสดงออกของยีน HAS-2 

48 h 72 h Group 
Non-IL1 IL-1 Non-IL1 IL-1 

G.1 1.02±0.11 0.10±0.04 1.18±0.12 0.05±0.04 

G.2 1.05±0.10 0.10±0.03 1.19±0.09 0.01±0.01 

G.3 1.04±0.16 0.09±0.05 1.18±0.19 0.05±0.05 

G.4 1.13±0.19 0.52±0.11 1.29±0.14 0.17±0.03 

 
 
ตาราง ค.6 คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน ของการแสดงออกของยีน COL2A1 

48 h 72 h Group 
Non-IL1 IL-1 Non-IL1 IL-1 

G.1 1.02±0.11 0.15±0.10 1.48±0.14 0.03±0.08 

G.2 1.08±0.22 0.11±0.08 1.61±0.12 0.05±0.05 

G.3 0.97±0.16 0.15±0.06 1.49±0.16 0.07±0.05 

G.4 1.13±0.11 0.14±0.07 1.51±0.14 0.12±0.07 
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ภาคผนวก ง 
การเผยแพรผลงานวิจัย 

 

การนําเสนอภาคบรรยาย 
1. “แนวทางการรักษาโรคขอเสื่อมในอนาคต” สัมมนาโรคขอในสุนัข เรื่อง ยาปกปองกระดูกออนผิวขอ

กับโรคขอเส่ือม วันที่ 22 กุมาพันธ 2551 โดย คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
2. “ผลการยับยั้งการทํางานของยีนแมทริกซเมทัลโลโปรทิเนส 3 ท่ีมีตอลักษณะทางกายภาพและ

การสรางสารกลัยโคซามิโนกลัยแคนในเซลลกระดูกออนผิวขอท่ีเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ”. 
การประชุมวิชาการทางสัตวแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม ประจําป 2551 โดย คณะสัตวแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม วันที่ 7-8 สิงหาคม 2551  

3. “โรคขอเสื่อม การวินิจฉัย และการจัดการ” ในงานประชุมวิชาการบําบัดโรคสัตวเล้ียง ครั้งท่ี 14 โดย
สมาคมสัตวแพทยผูประกอบการบําบัดโรคสัตวแหงประเทศไทย ในระหวางวันที่ 27-30 เมษายน 2551 
ณ ศูนยประชุมแหงชาติสิริกิตติ์ กรุงเทพ 

 
การนําเสนอผลงานภาคโปสเตอร 
1. กรกฎ งานวงศพาณิชย ปฐมา เชาเชิด ปณฑิตา เสียงดี  สิริวดี ชมเดช ปรัชญา คงทวีเลิศ. ผลการยับยั้ง

การทํางานของยีนแมทริกซเมทัลโลโปรทิเนส 3 ท่ีมีตอลักษณะทางกายภาพและการสรางสารก
ลัยโคซามิโนกลัยแคนในเซลลกระดูกออนผิวขอท่ีเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ. การประชุมวิชาการ
สัตวแพทย โดยคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม วันที่ 7-8 สิงหาคม 2551 

 
การตีพิมพในวารสารวชิาการ 
ไดรับการตีพิมพแลว 
1. Nganvongpanit K, Ashraf El-Sayed, Nguyen T. Ngu. Microarray and RNA Interference: the 

Tools to Understand Gene Expression in Preimplantation Embryo Development. Chiang 
Mai Journal of Science 2007:34 (3) 367-388. 

2. กรกฎ งานวงศพาณิชย ปฐมา เชาเชิด ปณฑติา เสียงดี  สิริวดี ชมเดช ปรชัญา คงทวีเลิศ. ผลการ
ยับยั้งการทํางานของยีนแมทริกซเมทัลโลโปรทิเนส 3 ท่ีมีตอลักษณะทางกายภาพและการสราง
สารกลัยโคซามิโนกลัยแคนในเซลลกระดูกออนผิวขอท่ีเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ. เชียงใหม
สัตวแพทยสาร 2551:6(1) 85-88 

อยูในระหวางการพิจารณา 
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