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บทคดัย่อ 

โรคขอ้เข่าเส่ือม (knee osteoarthritis) เป็นโรคท่ีพบบ่อยในขอ้กระดูก โดยปกติแลว้จะพบในผูสู้งอาย ุพบวา่มี

การสูญเสียกระดูกอ่อน และมีลกัษณะทางสรีรวิทยาท่ีเปล่ียนไปของนํ้าไขขอ้ โดยภายในนํ้ าไขขอ้มีเซลลซิ์โนวิโอไซต ์

(synoviocytes) ซ่ึงเป็นเซลล์ไฟโบรบลาสตช์นิดหน่ึงท่ีสังเคราะห์สารจาํพวกไซโตไคน์และเอนไซม์ท่ีไปย่อยสลาย

กระดูกอ่อน  ดงันั้นในงานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาผลของการเล้ียงเซลลห์ลายแพสเสจต่อการแสดงออกของยีน

จากผูป่้วยโรคขอ้เข่าเส่ือม โดยทาํการเพาะเล้ียงเซลลซิ์โนวิโอไซตห์ลายแพสเสจ (จากจาํนวนผูป่้วย 18 คน) จากนั้น

นาํมาสกดัอาร์เอน็เอ และทาํการตรวจสอบการแสดงออกของยนี  ACAN    IL6   FN1   MMP1  และ  MMP3  ซ่ึงมี

ความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคขอ้เข่าเส่ือมดว้ยวิธี Real - time PCR  จากผลการทดลองพบวา่การเพาะเล้ียงเซลลซิ์โนวิโอ

ไซตห์ลายแพสเสจทาํใหย้นี ACAN  มีการแสดงออกท่ีลดลงในแพสเสจท่ี 3  4  5  และแพสเสจท่ี 6 อยา่งมีนยัสาํคญัทาง

สถิติ และในยนีอ่ืน ๆ ท่ีทดสอบไม่พบการแสดงออกของยนีท่ีแตกต่างกนัเม่ือเล้ียงเซลลห์ลายแพสเสจ 

 

ABSTRACT 

Knee osteoarthritis (OA) is a common disorder of the joints and is usually found in the elderly people. In 

OA patients, the cartilage and subchondral bone are lost. Synoviocytes are a type of fibroblasts found between the 

cartilages in synovial membrane of knee joints. They synthesize molecules such as cytokines and enzymes that can 

degrade cartilage. Therefore, this research aims to study effects of multiple passage cultivation on gene expression. 

Synoviocytes from OA patients (N = 14) were cultured for multiple passages, then RNA was extracted. Expressions 

of genes associated with OA pathogenesis ACAN,  IL6,  FN1,  MMP1 and  MMP3  were detected by real-time PCR. 

The results showed that multiple passage cultured synoviocytes statistically decrease ACAN gene expression in 

passage 3, 4, 5 and passage 6 while no significant changes were observed in other genes. 
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บทนํา 

โรคขอ้เข่าเส่ือม (knee osteoarthritis) เป็นโรคท่ีพบ

บ่อยในขอ้กระดูก (synovial joint) โดยปกติแลว้จะพบ

ในผูสู้งอายไุดต้ั้งแต่ 40 ปี ข้ึนไป จากหลกัฐานภาพรังสี

พบว่าขอ้ท่ีอกัเสบมีช่องระหว่างขอ้เข่าท่ีแคบลง มีการ

สูญเสียกระดูกอ่อนร่วมกบัการหนาตวัของเน้ือกระดูกท่ี

อยู่ใตผ้ิวขอ้ (subchondral bone) และมีลกัษณะทาง

สรีรวิทยาท่ีเปล่ียนไปของนํ้ าไขขอ้ (synovial fluid) 

(Petersson, 1996) 

นํ้ าไขขอ้จากผูป่้วยโรคขอ้เข่าเส่ือม เป็นตวัอยา่งท่ี

สามารถนาํมาเพาะเล้ียงเซลลไ์ดง่้ายกว่าการใชต้วัอยา่ง

จากเยื่อบุรอบข้อ เน่ืองจากเยื่อบุรอบข้อท่ีได้อาจจะ

ปนเป้ือนมากบัเน้ือเยื่ออ่ืน ๆ เช่นเน้ือเยื่อส่วนบริเวณผิว

ของกระดูกอ่อนทาํให้ตอ้งแยกเน้ือเยื่ออ่ืนออกก่อนดว้ย

การบ่มเอนไซม์ซ่ึงจะทําให้เกิดการสูญเสียเซลล์ท่ี

ตอ้งการไปได้ นอกจากนั้นการตัดช้ินส่วนของเยื่อบุ

รอบขอ้เพ่ือใชใ้นการศึกษาจะทาํให้เกิดอาการบาดเจ็บ

และเพิ่มความรุนแรงในการอกัเสบของบริเวณรอบขอ้

ข้ึนไดใ้นอนาคต  (Stebulis et al., 2005)  

จึงไดมี้การศึกษาการเล้ียงเซลล์ซิโนวิโอไซต์จาก

ตวัอย่างของนํ้ าไขขอ้ซ่ึงจะตอ้งดูดออกมาระหว่างการ

ผ่าตดัเปล่ียนขอ้เข่าของผูป่้วยอยูแ่ลว้ซ่ึงไดมี้การพิสูจน์

แลว้วา่ภายในนํ้าไขขอ้นั้นมีเซลลซิ์โนวโิอไซตซ่ึ์งคาดวา่

เซลลท่ี์พบในนํ้ าไขขอ้นั้นเป็นเซลล์วิโนวิโอไซตท่ี์เกิด

จากการแบ่งตวัท่ีเน้ือเยื่อบุรอบขอ้และหลุดออกมาจาก

ชั้นเน้ือเยื่อดังกล่าวทาํให้สามารถลดขั้นตอนการบ่ม

เอนไซม์เพ่ือท่ีจะยอ่ยเน้ือเยื่อส่วนอ่ืน ซ่ึงจะนาํไปสู่การ

สูญเสียเซลลซิ์โนวิโอไซตท่ี์ตอ้งการศึกษาไปไดแ้ละไม่

ทาํให้ผูป่้วยบาดเจ็บเพิ่ม โดยพบเซลล์ซิโนวิโอไซต์ใน

นํ้าไขขอ้ 2 ชนิด คือ ชนิด A เป็น macrophage – like 

synoviocytes และ ชนิด B เป็น fibroblast – like 

synoviocytes (Stebulis et al., 2005) ซ่ึงเป็นเซลลท่ี์มี

ความเก่ียวขอ้งกบัการทาํให้เกิดการอกัเสบและทาํลาย

ของบริเวณผิวของกระดูกอ่อน(Nair et al., 2012) และ

เป็นเซลลท่ี์สนใจศึกษาในงานวจิยัช้ินน้ี   

เซลลซิ์โนวิโอไซต ์(synoviocytes) เป็นเซลลไ์ฟโบรบ

ลาสต์ชนิดหน่ึงท่ีพบอยู่ระหว่างกระดูกอ่อนในเยื่อบุ

รอบขอ้ เซลลซิ์โนวิโอไซตท์าํหนา้ท่ีผลิตนํ้าไขขอ้ท่ีช่วย

ในการหล่อล่ืนในขณะเคล่ือนไหว  งอหรือเหยียดขอ้  

อีกทั้ งยงัช่วยในการรองรับและกระจายนํ้ าหนักของ

ร่างกาย และสังเคราะห์สารจาํพวกไซโตไคน์ ท่ีมีส่วน

ช่วยเร่งกระบวนการสร้างเอนไซม์ท่ีไปย่อยสลาย

กระดูกอ่อน (Sellam and Berenbaum, 2010)  แต่

เน่ืองจากขอ้จาํกดัของเซลล์ซิโนวิโอไซต์ท่ีมีอตัราการ

เจริญค่อนขา้งชา้และมีจาํนวนเซลลข์องตวัอยา่งท่ีไดรั้บ

จากการผา่ตดันอ้ย จึงจาํเป็นตอ้งมีการเพิ่มจาํนวนเซลล์

ดว้ยการเพาะเล้ียงเซลล์หลายแพสเสจเพ่ือนาํไปศึกษา

การแสดงออกของยีนท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล์ซิโนวิโอ

ไซตจ์ากผูป่้วย   

จากการศึกษาท่ีผ่านมานั้นไดมี้ผูศึ้กษาเซลลซิ์โนวิ

โอไซต์โดยการเพาะเล้ียงเซลล์ทั้ งในโรคข้ออักเสบ 

(rheumatoid arthritis) และโรคขอ้เข่าเส่ือมซ่ึงทั้งสอง

โรคน้ีมีสาเหตุท่ีแตกต่างกนัโดยในโรคขอ้อกัเสบเป็น

โรคท่ีเกิดจากการท่ีภูมิคุม้กนัของร่างกายต่อตา้นและ

ทาํลายท่ีเยื่อบุรอบข้อเข่าตวัเองทาํให้เกิดการอักเสบ 

ในขณะท่ีโรคขอ้เข่าเส่ือมนั้นเกิดจากการท่ีมีการย่อย

สลายของกระดูกอ่อนและการสร้างกระดูกอ่อนท่ีไม่มี

ความสมดุลกนั จึงมีการศึกษาในดา้นของการแสดงออก

ของยีน  หนา้ท่ีของเซลล ์ และสารท่ีเซลลซิ์โนวิโอไซต์

สังเคราะห์ (Ah Kioon et al., 2010; Uzan et al., 2006; 

Waldburger et al., 2008) ว่ามีผลกระทบและ

กระบวนการอย่างไรต่อการอกัเสบและการย่อยสลาย

ของกระดูกอ่อนเพ่ือนาํไปใชใ้นดา้นการผลิตยาตา้นการ

อกัเสบของโรคดงักล่าว (Madsen et al., 2012) และยงั

ไดมี้การศึกษาผลของการเพาะเล้ียงเซลลห์ลายแพสเสจ

ในเซลลซิ์โนวิโอไซตท่ี์ไดรั้บจากตวัอยา่งของเยือ่บุรอบ

ขอ้ในผูป่้วยโรคขอ้อกัเสบ (rheumatoid arthritis) ดว้ย

วิธี cDNA array (Neumann et al., 2010) โดยการ

แสดงออกท่ีเปล่ียนแปลงไปนั้นเกิดจากการเพาะเล้ียง

เซลลใ์นจาํนวนหลายแพสเสจซ่ึงตอ้งมีการยา้ยเซลลไ์ป

เล้ียงในภาชนะใหม่เม่ือเซลลท่ี์เพาะเล้ียงนั้นมีการเจริญ
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เต็มพ้ืนท่ีหน้าตดัของภาชนะเป็นชั้นเดียว จากการ

ทดลองดงักล่าวไดผ้ลวา่ในแพสเสจท่ี 2 - 3 รูปแบบการ

แสดงออกของยีนยงัไม่มีการแสดงออกท่ีเปล่ียนไป

อยา่งมีนยัสาํคญั  และรูปแบบการแสดงออกของยีนเร่ิม

เปล่ียนแปลงไป   7 - 10 %  ในแพสเสจท่ี 5 - 6  และใน

แพสเสจท่ี  7 - 8 มีรูปแบบการแสดงออกของยีนท่ี

เปล่ียนไปมากกว่า 10% จึงย ังเป็นท่ีสงสัยเก่ียวกับ

ผลกระทบท่ีเกิดจากการเพาะเล้ียงเซลล์เป็นระยะ

เวลานาน (Hirth et al., 2002; Lin et al., 2008; Neumann 

et al., 2010) ท่ีอาจนาํไปสู่การแสดงออกของยีนท่ี

เปล่ียนแปลงไป และอาจทาํให้เกิดผลการแสดงออกท่ี

เป็นผลบวกหรือผลลบท่ีเป็นเทจ็ได ้ 

ซ่ึงในงานวิจยัน้ีจะทาํการศึกษาการแสดงออกของ

ยีน interleukin 6 (IL6) ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเป็นสาร

ส่ือกลางในการตอบสนองอาการอกัเสบ (Guerne et al., 

1988)  ยีน aggrecan (ACAN)  และ ยีน fibronectin 

1(FN1) ซ่ึงมีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัโปรตีนสร้างสารเน้ือพื้น

นอกเซลล ์(extracellular matrix) (Hynes et al., 1982)  

ยนี matrix metallopeptidase 1 (MMP1) และ ยนี matrix 

metallopeptidase 3  (MMP3) เก่ียวขอ้งกบัการสร้าง

เอนไซมย์อ่ยโปรตีนท่ีสร้างสารเน้ือพื้นนอกเซลล ์(Dean 

et al., 1989) ซ่ึงยีนดงักล่าวพบวา่มีการแสดงออกมาก

ในเซลลซิ์โนวิโอไซต ์(Tolboom et al., 2002; Guerne    

et al., 1988; Hynes and Yamada, 1982) และการ

แ ส ด ง อ อ ก ท่ี เ ป ล่ี ย น แ ป ล ง ไ ป  แ ล ะ พ หุ สั ณ ฐ า น 

(polymorphism) ในยีนเหล่าน้ีมีความสัมพนัธ์กบัความ

ไวในการเกิดโรคขอ้เข่าเส่ือม (Tammachote, 2011) 

จากเหตุผลดังกล่าวยงัไม่มีการศึกษาในตัวอย่าง

ท่ีมาจากนํ้ าไขข้อในผู ้ป่วยโรคข้อ เข่ า เ ส่ือม จึง มี

แนวความคิดในการนําตัวอย่างนํ้ าไขข้อมาทําการ

เพาะเล้ียงเซลล์เพ่ือเพิ่มปริมาณของเซลล์และศึกษาผล

ของการเล้ียงเซลลห์ลายแพสเสจต่อการแสดงออกของ

ยนีและอตัราการเพิ่มจาํนวนของเซลลซิ์โนวิโอไซตจ์าก

ผูป่้วยโรคขอ้เข่าเส่ือม ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่อการใช้

เซลลซิ์โนวโิอไซตใ์นการวจิยัโรคขอ้เข่าเส่ือมต่อไป 

 

วตัถุประสงค์การวจิัย 

เพื่อศึกษาผลของการเล้ียงเซลล์หลายแพสเสจต่อ

การแสดงออกของยีนของเซลลซิ์โนวิโอไซตจ์ากผูป่้วย

โรคขอ้เข่าเส่ือม 

 

วธีิการวจิัย 

1. เก็บตวัอย่างนํ้ าไขขอ้และเล้ียงเซลล์ซิโนวิโอ

ไซต ์ 

เก็บตวัอยา่งนํ้ าไขขอ้จากผูป่้วยโรคขอ้เข่าเส่ือม

ท่ีไดรั้บการผ่าตดัเปล่ียนขอ้เข่า (อยู่ในระดบัท่ีรุนแรง) 

ซ่ึงได้รับวินิจฉัยโดยแพทยผ์ูเ้ช่ียวชาญด้านศลัยกรรม

กระดูกจากโรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 

ซ่ึงได้รับการอนุมัติการทําวิจัยจากคณะกรรมการ

จ ริ ย ธ ร ร ม ท า ง ก า ร วิ จั ย ใ น ม นุ ษ ย์  โ ร ง พ ย า บ า ล

ธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติแล้วจํานวน 16 คน

แบ่งเป็นกลุ่มควบคุม (แพสเสจท่ี  2 ) จาํนวน 8 คน และ

จากกลุ่มตวัอยา่ง (แพสเสจท่ี 3 - 7) จาํนวน 8 คน อายุ

ระหวา่ง 53 - 79 ปี  

นํ้ าไขข้อ ท่ีได้รับจากผู ้ป่ วยแต่ละคนจะมี

ปริมาณท่ีไม่เท่ากนั ในการเพาะเล้ียงใหใ้ชต้วัอยา่งนํ้าไข

ขอ้ทั้ งหมดท่ีได้รับ เพาะเล้ียงเซลล์ตามวิธีของ Scanu 

(Scanu et al., 2007) โดยนํ้าไขขอ้ท่ีเกบ็ไดมี้ความเหนียว

หนืดจึงตอ้งเจือจางดว้ย PBS ในอตัราส่วน  PBS  1 

ส่วน ต่อ นํ้ าไขขอ้ 1 ส่วน ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยปิเปตใน

หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 14,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้ นเทส่วนท่ีเป็น

ของเหลวใสท้ิง ใส่อาหาร DMEM/F12 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร (มีส่วนประกอบของ 10 เปอร์เซ็น Fetal 

Bovine Serum (FBS)   1 เปอร์เซ็นของ Antibiotic - 

Antimycotic  และ 4 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร Basic 

Fibroblast Growth Factor (FGF)  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) 

ผสมให้เข้ากันในหลอดเดิมแล้วใช้ปิเปตดูดไปใส่ใน

จานเพาะเล้ียงเซลล์แบบ 12 หลุม จากนั้นเติมอาหาร

เล้ียงเซลล์อีก 1 มิลลิลิตร จะไดป้ริมาตรรวมเท่ากบั 2 

มิลลิลิตรให้เป็นแพสเสจท่ี 0 เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล ์

ทุก 2 วนั เม่ือเซลล์มีการเจริญเต็มพ้ืนท่ีหน้าตดัของ
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ภาชนะเป็นชั้นเดียว (monolayer) แลว้จึงยา้ยไปเล้ียงต่อ

ในจานเพาะเล้ียงเซลลใ์หม่ (subculture) โดยการใช้

เอนไซม์ทริปซินเพื่อให้เซลล์หลุดออกจากพ้ืนผิว

ภาชนะ  (Trypsinize)  และนบัเป็นแพสเสจท่ี 1 จากนั้น

ทาํการเพาะเล้ียงซํ้ าเช่นเดียวกนัจนถึงแพสเสจท่ี 7 ทั้งน้ี

เน่ืองจากเซลล์ในแพสเสจท่ี 0 และ 1 ยงัมีจาํนวนของ

เซลล์ท่ีน้อย  อีกทั้งยงัไดมี้การรายงานจากการศึกษาท่ี

ผา่นมาวา่ในแพสเสจท่ี 1 - 3 รูปแบบการแสดงออกของ

ยีนในเซลล์ซิโนวิโอไซต์ย ังไม่มีการแสดงออกท่ี

เปล่ียนไปอยา่งมีนยัสําคญัในการศึกษาจากเซลลซิ์โนวิ

โอไซตจ์ากเยือ่บุรอบขอ้ในโรคขอ้อกัเสบ (Neumann et 

al., 2012) เน่ืองจากการท่ีเซลลน์ั้นยงัไม่ไดผ้า่นการยา้ย

ไ ป เ ล้ี ย ง ใ น ภ า ช น ะ ใ ห ม่ เ ป็ น จํา น ว น ห ล า ย ค ร้ั ง 

(subculture) จึงเร่ิมทาํการศึกษาในแพสเสจท่ี 2 เป็นตน้

ไป 

2. ศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีแสดงออกใน

เซลล์ซิโนวิโอไซต์ในแต่ละแพสเสจของผูป่้วยโรคขอ้

เข่าเส่ือม 

ออกแบบไพรเมอร์ให้จาํเพาะต่อตาํแหน่งเอ็ก

ซอนของ  ACAN (NM_013227.3)  IL6(NM_000600.3)   

FN1 (NM_212474.1)   MMP1 (NM_001145938.1) 

MMP3 (NM_002422.3) แ ล ะ ใ ช้ ยี น  GAPDH 

(NM_001256799.1)  เป็น internal control โดยใช้

โปรแกรม Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/)  และ

ตรวจสอบความจาํเพาะต่อยีนดว้ยโปรแกรม Primer - 

BLAST จากฐานขอ้มูล NCBI ในการออกแบบไพร

เมอร์  

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 1  แสดงลาํดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์

สาํหรับ real - time PCR 

ยนี ไพรเมอร์ 
ลาํดบันิวคลีโอท ์

ของไพรเมอร์ (5’—>3’) 

ACAN 

 

Forward agactgtcagataccccatc 

Reverse aaagacctcaccctccatctc 

IL6 

 

Forward tcaatgaggagacttgcctggt 

Reverse agcaggctggcatttgtggt 

FN1 

 

Forward gcctttagatgtacaggctgac 

Reverse acttcctccagagcaaagggct 

MMP1 

 

Forward gggagatcatcgggacaactc 

Reverse caagagaatggccgagttcat 

MMP3 

 

Forward aaagacaggcacttttggcgca 

Reverse acctagggtgtggatgcctc 

GAPDH 

 

Forward gaaggtgaaggtcggagtc 

Reverse gaagatggtgatgggatttc 

  

สกดัอาร์เอน็เอท่ีไดจ้ากเซลลใ์นแพสเสจท่ี  2 - 

7 โดยใช ้ชุดสกดั RNeasy®Mini Kit (Qiagen, USA) 

วดัปริมาณ RNAท่ีไดแ้ละเปล่ียนRNA เป็น cDNA ดว้ย

วิธี reverse transcription โดยใช ้SuperScriptIII Reverse 

Transcription Kit (Invitrogen, USA) ตรวจสอบการ

แสดงออกของยนี ดว้ยวิธี real -  time PCR ดว้ยเคร่ือง 

CFX96 Real - time PCR system (BioRad, USA) และ

นํ้ายา EvaGreen (BioRad, USA) ทาํการทดลอง 3 ซํ้ าต่อ 

1 ตวัอยา่ง  
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ตารางที่ 2  แสดงส่วนผสมท่ีใชใ้นการทาํ real - time 

PCR ดว้ยชุดสกดั RNeasy®Mini Kit 

(Qiagen, USA 

 

ชนิดสาร 
ปริมาตร 

(µl) 

SsoFastTMEvaGreen®Supermix 10 

5 µM F,R primer (ACAN) 1.2 

5 µM F,R primer (IL6) 1.6 

5 µM F,R primer (FN1) 2.0 

5 µM F,R primer (MMP1) 2.0 

5 µM F,R primer (MMP3) 2.0 

5 µM F,R primer (GAPDH) 1.0 

50 ng cDNA (ต่อ 1 ปฏิกิริยา) 1.0 

Distilled water 

ปรับ

ปริมาตร

เป็น 20 

 

ตารางที่ 3  แสดงสภาวะในการทาํ real - time PCR  

 

ขั้นตอน 
อุณหภมิู 

(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 

(วนิาที) 

Pre -denaturation 95 30 

Denaturation 95 5 

Annealing  

Extention 

56 5 

Melting curve 

(เพิ่มข้ึนอุณหภูมิละ 0.5 

องศาเซลเซียส) 

65-95 15 

 

3. การเกบ็รวบรวมขอ้มูล 

เกบ็รวบรวมขอ้มูลจากการศึกษาการแสดงออก

ข อ ง ยี น ท่ี แ ส ด ง อ อ ก ใ น เ ซ ล ล์ ซิ โ น วิ โ อ ไ ซ ต์โ ด ย

เปรียบเทียบค่า Ct (รอบของการเร่ิมเพิ่มผลิตภณัฑ ์

PCR) ระหวา่งเซลลซิ์โนวิโอไซตใ์นแพสเสจท่ี 2 (กลุ่ม

ควบคุม)  และเซลล์ซิโนวิโอไซตใ์นแต่ละแพสเสจ

ตั้ งแต่แพสเสจท่ี 3 - 7โดยเปรียบเทียบการแสดงออก

ของยนีแบบ comparative quantification ซ่ึงเปรียบเทียบ

การแสดงออกท่ีแตกต่างเป็นเท่าดว้ยสมการ  2-ΔΔCt  

4. วเิคราะห์ผลทางสถิติ 

นาํค่าเฉล่ียท่ีไดจ้ากสมการ 2-ΔΔCt ของแต่ละยนี 

มาสร้างเป็นกราฟแผนภูมิแท่งเพ่ือให้เห็นถึงระดบัการ

แสดงออกของยนีเป็นเท่าในแต่ละยนี 

จ า ก นั้ น นํ า ค่ า เ ฉ ล่ี ย จ า ก ส ม ก า ร 2-ΔΔCt 

เช่นเดียวกนัไปคาํนวณหาความแตกต่างของระดบัการ

แสดงออกของแต่ละยีนโดยใชส้ถิติท่ีทดสอบ ANOVA 

ดว้ยโปรแกรม SPSS (ver.22.0) 

 

ผลการวจิัย 

เม่ือศึกษาผลการแสดงออกของยนี IL6     MMP1   

MMP3   FN1   และ  ACAN  ระหวา่งแพสเสจท่ี 2 (กลุ่ม

ควบคุม) กบัแพสเสจท่ี 3 - 7  พบการแสดงออกท่ี

เปล่ียนแปลงไปในยนี ACAN อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 

(P < 0.05) และไม่พบการแสดงออกท่ีเปล่ียนแปลงไป

ในยนีอ่ืนท่ีทดสอบ 

 

 
รูปที่ 1 แสดงระดบัการแสดงออกของยนี IL6  จากเซลล์

ซิโนวโิอไซตใ์นแพสเสจท่ี 2 - 7 
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รูปที่ 2 แสดงระดบัการแสดงออกของยนี  MMP1 จาก

เซลล ์ซิโนวโิอไซตใ์นแพสเสจท่ี  2 - 7 

รูปที่ 3 แสดงระดบัการแสดงออกของยนี  MMP3 จาก

เซลลซิ์โนวโิอไซตใ์นแพสเสจท่ี  2 - 7 

รูปที่ 4 แสดงระดบัการแสดงออกของยนี  FN1 จาก

เซลล ์ซิโนวโิอไซตใ์นแพสเสจท่ี 2 - 7 

 

รูปที่ 5 แสดงระดับการแสดงออกของยีน  ACAN  จาก

เซลลซิ์โนวโิอไซตใ์นแพสเสจท่ี 2 - 7 

*แสดงถึงแพสเสจท่ีมีค่าการแสดงออกแตกต่างอยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

 

อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 

จากผลการศึกษาการแสดงออกของยีนในยีน IL6     

MMP1   MMP3   FN1   และ  ACAN  นั้นพบวา่แพสเสจ

ท่ี 3 (p value =  0.002) แพสเสจท่ี 4 (p value =  0.003) 

แพสเสจท่ี 5 (p value =  0.008) และแพสเสจท่ี 6 (p 

value =  0.003)  ในยีน ACAN  นั้นมีการแสดงออก

แตกต่างกันเม่ือเปรียบเทียบกับแพสเสจท่ี 2 (กลุ่ม

ควบคุม) อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงว่าการ

เพาะเล้ียงเซลล์หลายแพสเสจมีผลกระทบต่อการ

แสดงออกของยนี ACAN แมว้า่ในระดบัการแสดงออก

ของแพสเสจท่ี 7 (ค่า p value = 0.285) นั้นพบวา่มี

ค่าเฉล่ียท่ีเพิ่มข้ึนมาเกือบเท่ากบัในแพสเสจท่ี 2 ทั้งน้ี

เป็นไปไดว้่าค่าการแสดงออกของยีน ACAN ในผูป่้วย

บางรายมีค่าท่ีสูงมากทาํให้ดึงค่าเฉล่ียโดยรวมของยีนน้ี

ไปดว้ย  

ทั้งน้ีการแสดงออกของยนีมีความแตกต่างในแต่ละ

บุคคลซ่ึงข้ึนอยู่กับพนัธุกรรม  ความรุนแรงของโรค 

อายุ และเพศ ทาํให้ค่าการแสดงออกท่ีได้นั้ นมีความ

แปรปรวนสูงในแต่ละยนี    

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Passage
2

Passage
3

Passage
4

Passage
5

Passage
6

Passage
7

m
RN

A 
Ex

pr
es

sio
n 

MMP1 Expression 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

Passage
2

Passage
3

Passage
4

Passage
5

Passage
6

Passage
7

m
RN

A 
Ex

pr
es

sio
n 

MMP3 Expression 

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2
1.4
1.6

Passage
2

Passage
3

Passage
4

Passage
5

Passage
6

Passage
7

m
RN

A 
Ex

pr
es

sio
n 

ACAN Expression 

* * 
* 

* 

0

1

2

3

4

Passage
2

Passage
3

Passage
4

Passage
5

Passage
6

Passage
7

m
RN

A 
Ex

pr
es

sio
n 

FN1 Expression 

1577



  MMP55-7 

 

จากผลการทดลองในงานวิจัยน้ีจึงสรุปไดว้่าควร

เพาะเล้ียงเซลล์ซิโนวิโอไซต์ท่ีจะนาํไปใชศึ้กษาในยีน  

ACAN  ไม่ควรเกินในแพสเสจท่ี 2 แต่อยา่งไรกต็ามใน

ยนี  IL6     MMP1   MMP3  และ FN1  ท่ีไดศึ้กษาการ

แสดงออกของยีนนั้ นไม่พบการแสดงออกของยีนท่ี

เปล่ียนแปลงไปเม่ือเล้ียงไปในหลายแพสเสจแสดงว่า

การเพาะเล้ียงเซลลห์ลายแพสเสจไม่มีผลกระทบต่อการ

แสดงออกของยนีดงักล่าว  

 

ข้อเสนอแนะ 

1. ผลจากการศึ กษาวิ จัย น้ี สามารถนําไปใช้

ประโยชน์ในหลีกเล่ียงการเพาะเล้ียงเซลลซิ์โนวิโอไซตใ์น

หลายแพสเสจ เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้ง

ของโรคขอ้เข่าเส่ือม 

2. ในการศึกษาคร้ังต่อไป  เน่ืองจากการศึกษาใน 

การแสดงออกของอาร์เอน็เอนั้น มีความแปรผนัสูงจึงควร

ศึกษาในระดบัของโปรตีนเพ่ิมเติม เพ่ือท่ีจะไดท้ราบว่า

การแสดงออกท่ีพบในระดบัอาร์เอ็นเอนั้น จะมีผลเป็น

ทิศทางเดียวกันในระดับโปรตีนหรือไม่ ซ่ึงจะทําให้

สามารถตดัสินใจไดว้่าในแพสเสจของแต่ละยีนนั้นมีการ

เปล่ียนแปลงและส่งผลต่อโรคขอ้เข่าเส่ือมได ้
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