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 DNA microarray is a technique used to study gene expression of thousands of genes 
simultaneously. There are only a few responsive genes that have related functions under studied 
condition. The gene selection process is important to analyze microarray data for finding the truly 
interested condition-responsive genes. In this study, microarray analysis of gene expression 
datasets was performed to select genes that are important for inflammatory response which was 
occurred in LPS-stimulated macrophage cell RAW264.7 by using microarray data obtained from 
public database. The responsive genes were identified by using the integration of several methods 
includes feature selection, searching for list genes associated of inflammation from online 
database, gene co-expression network approach, clustering of gene expression profiles and 
protein-protein interaction networks. The results from the microarray data analysis were finally 
confirmed by real-time PCR.  We found that SOCS3 is important critical negative role in 
the regulation cytokine signaling. It helps to protect activities in the immune and inflammatory 
system.  The microarray gene expressions data analysis may be help to understand the mechanism 
of inflammation process and might help for discovery of candidate genes caused of inflammation. 
This result can be applied to prevent and treatment of inflammatory disease in the future. 
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การสืบค้นยีนท่ีเก่ียวข้องกับ
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Text Mining การสืบคน้ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบใน
การค้นหาความรู้ในฐานข้อมูลประเภท
ข้อความ เช่น ฐานข้อมูล PolySearch ท่ี
ฐานขอ้มูลประยุกต์ออนไลน์ (Web based) 
ในก า รท า เ ห มื อ ง ข้อ ค ว า มท า ง ด้ า น                   
ชีวการแพทย ์(Biomedical text mining) ท่ี
ถูกออกแบบมาใช้ในการคน้หาความรู้จาก
ขอ้ความ (Text mining) ดา้นชีวการแพทย์
ในการค้นหาความสัมพันธ์ระหว่างโรค  
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เมตาบอไลท์ในมนุษย์ท่ีถูกรวบรวมจาก
ฐานขอ้มูลทางการแพทยต่์างๆไว ้

เครือข่ายการแสดงออกร่วม
ของยนี 

Gene co-expression 
network 

การสร้าง เครือข่ายการแสดงออกร่วม            
ของยีนจากข้อมูลการแสดงออกของยีน                  
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คู่ยีน และอาศัยหลักการการวิเคราะห์ค่า
สหสัมพนัธ์ในทางสถิติมาหาความสัมพนัธ์
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เพื่อท าใหก้ารวเิคราะห์มีประสิทธิภาพ 
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บทที ่1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
 ยีนท าหน้าท่ีเก็บขอ้มูลทางพนัธุกรรมท่ีใช้ส าหรับสร้างโปรตีนผ่านกระบวนการ
ถอดรหัส (Transcription) และกระบวนการแปลรหสั (Translation) โรคหลายชนิดมีสาเหตุมาจาก
การแสดงออกของยนีท่ีผดิปกติไป ดงันั้นการศึกษาการแสดงออกของยนีจะช่วยใหท้ราบสาเหตุและ
แนวทางการรักษาโรคได ้ดีเอ็นเอไมโครอาร์เรยเ์ป็นเทคนิคท่ีถูกพฒันามาเพื่อใช้ในการตรวจสอบ
การแสดงออกของยีนจ านวนมากในเวลาเดียวกนั โดยการตรวจวดัระดับเอ็มอาร์เอ็นเอภายใต้
สภาวะท่ีสนใจศึกษา ซ่ึงจะท าให้เข้าใจกลไกในระดับโมเลกุลของส่ิงมีชีวิตได้อย่างเป็นระบบ 
(Watson, Mazumder, Stewart, & Balasubramanian, 1998; Macgregor & Squire, 2002) ขอ้มูล            
ไมโครอาร์เรย์จากหลากหลายกลุ่มงานวิจยัถูกรวบรวมไวใ้นฐานข้อมูลสาธารณะ เช่น Gene 
Expression Omnibus (GEO) ในฐานขอ้มูล NCBI (Edgar, Domrachev, & Lash, 2002; Gene 
Expression Omnibus; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) โดยเฉพาะขอ้มูลการแสดงออกของยีนท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการศึกษาการตอบสนองของเซลล์แมคโครฟาจเซลล์ไลน์ RAW264.7 ของหนูท่ีถูก
กระตุน้ดว้ยไลโพพอลิแซกคาไรด์ (Lipopolysaccharide, LPS) ท่ีใชเ้ป็นตน้แบบในการศึกษากลไก
การอกัเสบ  เม่ือเซลล์แมคโครฟาจถูกเหน่ียวน าดว้ย LPS ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของผนงัเซลล์ของ
แบคทีเรียแกรมลบ จะท าให้มีการตอบสนองผา่นทางโทลลไ์ลครี์เซปเตอร์ 4 (Toll-like receptor 4, 
TLR4) และส่งสัญญาณผ่านวิถีต่าง ๆ ท าให้เกิดการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบ
มากมาย (Pro-inflammatory gene) (Comer et al., 2006; Hammer et al., 2010; Lee, Kim, & Han, 
2013) ดงันั้นการคน้หากลุ่มยีนเป้าหมายท่ีมีการแสดงออกของยีนท่ีเปล่ียนแปลงไป เม่ือเกิดการ
อกัเสบ จึงมีส่วนส าคญัท่ีท าใหส้ามารถท าความเขา้ใจกลไกการตอบสนองการอกัเสบท่ีเกิดข้ึนได ้
    ในการวิเคราะห์ขอ้มูลไมโครอาร์เรยน์ั้น ขั้นตอนการคดัเลือกยีนเป็นขั้นตอนท่ีมี
ความส าคญั เน่ืองจากขอ้มูลไมโครอาร์เรยจ์ะประกอบดว้ยยนีจ านวนมาก ท าใหก้ารวิเคราะห์มีความ
ซับซ้อนและอาจส่งผลให้เกิดความผิดพลาดไดสู้ง จึงจ าเป็นตอ้งมีการคดัเลือกเฉพาะกลุ่มยีนท่ีมี
ความส าคญัต่อสภาวะท่ีสนใจศึกษา (Selvaraj & Natarajan, 2011) โดยอาศยัวิธี Feature selection 
ในโปรแกรมออนไลน์ ArrayMining (Glaab, Garibaldi, & Krasnogor, 2009)  การคดัเลือกยีนดว้ย
วิธีน้ีอาจไม่สามารถคดัเลือกยีนท่ีมีการตอบสนองต่อ LPS ตามช่วงเวลาไดอ้ยา่งครอบคลุม ท าให้มี
การสูญเสียกลุ่มยนีท่ีมีความส าคญัต่อกลไกการอกัเสบได ้ซ่ึงจ าเป็นอยา่งยิง่ต่อการวิเคราะห์เพื่อท่ีจะ

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Watson%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9889134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mazumder%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9889134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stewart%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9889134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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อธิบายกลไกการตอบสนองต่อ LPS ตามช่วงเวลาของเซลล์แมคโครฟาจ หากมีการคดัเลือกกลุ่มยีน
ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบร่วมกบัการใชว้ิธีการคน้หาความรู้จากฐานขอ้มูลเอกสาร (Text mining) 
ในฐานข้อมูล PolySearch ซ่ึงเป็นฐานข้อมูลท่ีรวบรวมข้อมูลความสัมพนัธ์ระหว่างโรค ยีน                   
การกลายพนัธ์ุ ยา และกระบวนการเมแทบอลิซึมในมนุษย์จากฐานข้อมูลทางการแพทย์ต่างๆ 
(Cheng, Yang, Lan, & Chuang, 2008) จะท าให้การคดัเลือกยีนท่ีมีการแสดงออกเม่ือมีการกระตุน้
ดว้ย LPS ตามช่วงเวลามีความเก่ียวขอ้งกบักลไกการอกัเสบเพิ่มมากยิ่งข้ึน และน าขอ้มูลไมโคร
อาร์เรยม์าวิเคราะห์หาความสัมพนัธ์ระหว่างยีนโดยการสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีน 
(Gene co-expression network) (Stuart, Segal, Koller, & Kim, 2003) การวิเคราะห์แบบแผนการ
แสดงออกของยีน (Gene expression profile) และน ามาวิเคราะห์ร่วมกบัเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์
ระหวา่งโปรตีน (Protein-protein interaction network) จากฐานขอ้มูลสาธารณะ (Szklarczyk et al., 
2015) เพื่อช่วยในการคดัเลือกยีนท่ีมีการตอบสนองต่อ LPS ตามช่วงเวลา ส าหรับน าไปตรวจสอบ
ในห้องปฏิบติัการต่อไป ซ่ึงจะช่วยให้ประหยดัเวลา แรงงาน ค่าใช้จ่าย และอาจจะท าให้เกิดการ
คน้พบยีนเป้าหมายใหม่ท่ีเป็นสาเหตุของการอกัเสบและสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการป้องกนั
และรักษาโรคท่ีเกิดจากการอกัเสบต่อไป 

 
1.2 วตัถุประสงค์ของงานวจิัย 
 1. เพื่อคดัเลือกยีนท่ีมีบทบาทส าคญัในการตอบสนองต่อการอกัเสบ เม่ือถูกกระตุน้
ดว้ย LPS เป็นเวลา 3, 6, 8 และ 18 ชัว่โมง ในเซลล์แมคโครฟาจเซลล์ไลน์ RAW264.7 ของชุด
ขอ้มูลไมโครอาร์เรยจ์ากฐานขอ้มูลสาธารณะ  
 2. เพื่อยืนยนัผลการแสดงออกของยีนท่ีถูกคดัเลือกว่ามีความเก่ียวข้องกับการ
ตอบสนองการอกัเสบ จากเซลล์แมคโครฟาจเซลล์ไลน์ RAW264.7 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย LPS โดยใช้
เทคนิค Real time PCR  
 
1.3 สมมติฐานของการวจิัย 

 การคัดเลือกยีนท่ีตอบสนองต่อการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจเซลล์ไลน ์
RAW264.7 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย LPS ตามช่วงเวลา ในเซลลแ์มคโครฟาจเซลล์ไลน์ RAW264.7 จากชุด
ขอ้มูลไมโครอาร์เรยจ์ากฐานขอ้มูลสาธารณะ โดยวิธี Feature selection ร่วมกบัวิธีการคน้หาความรู้
จากฐานขอ้มูลเอกสาร (Text mining) ร่วมกบัการสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีน (Gene 
co-expression network) และการบูรณาการร่วมกบัเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน (Protein-
protein interaction network) จะทาให้การคดัเลือกกลุ่มยีนท่ีตอบสนองต่อ LPS มีความน่าเช่ือถือ 
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สามารถนาไปตรวจสอบดว้ยเทคนิค Real time PCR ได ้และมีความเขา้ใจกลไกการตอบสนองต่อ
การอกัเสบมากยิง่ข้ึน 

 
1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจิัย 
 1. ไดพ้ฒันากระบวนการคน้หากลุ่มยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองการอกัเสบจาก
ชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรยโ์ดยอาศยัเทคนิคการคดัเลือกฟีเจอร์ การคน้หาความรู้จากฐานขอ้มูลเอกสาร 
การสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีน การวิเคราะห์ผลเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ และการแปลผล
ทางชีวภาพ 
 2. สามารถอธิบายกลไกการตอบสนองต่อการอกัเสบท่ีเปล่ียนแปลงตามช่วงเวลาดว้ย
กลุ่มยนีท่ีถูกคดัเลือก 
 

1.5 ขอบเขตของการวจิัย 
 ในงานวิจยัน้ีไดร้วบรวมขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการศึกษาการแสดงออก
ของยีน เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ตามช่วงเวลา ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 จากฐานขอ้มูล
สาธารณะ จานวน 3 ชุดขอ้มูล (GSE21841; Hammer et al., 2010; GSE4712; Comer et al., 2006; 
GSE2002; Shell et al., 2005) และน ามาวิเคราะห์เพื่อคดัเลือกยีนท่ีมีการตอบสนองต่อการอกัเสบ 
เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 3, 6, 8, และ 18 ชัว่โมง โดยวิธีการคดัเลือกฟีเจอร์ (Feature 
selection) การคน้หาโดยใช้ฐานขอ้มูลเอกสาร (Text mining) ร่วมกบัการสร้างเครือข่ายการ
แสดงออกร่วมของยีน (Gene co-expression network) และการบูรณาการร่วมกบัเครือข่าย
ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน ก่อนน ายีนท่ีคดัเลือกไดไ้ปตรวจสอบเพื่อยืนยนัผลดว้ยเทคนิค Real 
time PCR  
 



 
 

บทที ่2 
ทฤษฎแีละงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 

2.1  ทฤษฎ ี

 2.1.1 การอกัเสบ  
 การอกัเสบ (Inflammation) เป็นกระบวนการท่ีร่างกายตอบสนองต่อการบาดเจ็บจากการท่ี
เน้ือเยื่อท่ีไดรั้บความเสียหายหรือตายลง เช่น การติดเช้ือ การตายของเซลล์จากการขาดเลือดหรือ
ออกซิเจน โดยกลไกการตอบสนองของการอักเสบประกอบด้วยปฏิกิริยาท่ีส าคัญ ได้แก่ การ
เปล่ียนแปลงของหลอดเลือด การเคล่ือนตัวของเซลล์เม็ดเลือดขาว และผลกระทบท่ีเกิดการ
เปล่ียนแปลงหลายระบบของร่างกาย การอกัเสบเป็นกลไกการก าจดัส่ิงแปลกปลอมออกจากร่างกาย
รวมทั้งเน้ือเยื่อท่ีเสียหายหรือตายลงดว้ย หากไม่มีกระบวนการอกัเสบเน้ือเยื่อท่ีเกิดการบาดเจ็บจะ
ไม่มีการซ่อมแซม (Repair) ท าให้การท างานของเน้ือเยื่อนั้นผิดปกติได ้โดยปกติร่างกายจะมีกลไก
ยบัย ั้งเพื่อไม่ใหเ้กิดการอกัเสบท่ีมากเกินไปท่ีอาจจะท าใหเ้กิดอนัตรายกบัเน้ือเยือ่ได ้ 
 กระบวนการอกัเสบสามารถแบ่งตามลักษณะการเกิดโรคทางคลินิก และระยะเวลาท่ี
เกิดปฏิกิริยาการอกัเสบไดเ้ป็น 2 ชนิด คือ การอกัเสบเฉียบพลนั (Acute inflammation) จะมีการ
อกัเสบเกิดข้ึนต่อเน่ืองภายในระยะเวลาเป็นวินาทีหรือนาทีหลงัจากท่ีไดรั้บส่ิงกระตุน้และยงัคงอยู่
ประมาณ 2-3 วนั แต่ไม่เกินสัปดาห์และยงัมีความสัมพนัธ์กบัการตอบสนองต่อระบบภูมิคุม้กนั และ
การอกัเสบเร้ือรัง (Chronic inflammation) จะมีการอกัเสบท่ีเกิดข้ึนยาวนานหลายสัปดาห์อาจจะเกิด
ตามหลงัการอกัเสบเฉียบพลนั การอกัเสบเร้ือรังจะส่งผลท าให้เน้ือเยื่อเสียหายหรืออาจจะท าให้เกิด
โรคได้ เช่น โรคระบบหัวใจและระบบหลอดเลือด ลักษณะทางคลินิกของการอักเสบจะ
ประกอบดว้ยอาการหลกั 4 อาการ คือ ปวด บวม แดง และร้อน กลไกการเกิดการอกัเสบประกอบ 
ดว้ยการเปล่ียนแปลงตามขั้นตอนต่างๆดงัน้ี (ภาพท่ี 2-1) (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ, 2547; พีรยุทธ 
สิทธิไชยากุล, 2552) 

 1) เม่ือเน้ือเยือ่ของร่างกายเกิดการบาดเจบ็จะท าให้ส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือโรคเขา้สู่ร่างกาย
จะท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของหลอดเลือดท าให้เกิดการไหลเวียนของเลือดมายงับริเวณท่ีไดรั้บ
บาดเจบ็มากข้ึน ท าใหเ้น้ือเยือ่บริเวณนั้นมีสีแดง และมีอุณหภูมิสูงข้ึน  
 2) เกล็ดเลือด (Platelet) มีบทบาทในการท าให้เลือดหยุดไหลและสร้างสารส่ือกลางการ
อกัเสบใหม้ายงับริเวณท่ีไดรั้บบาดเจบ็ 
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 3)  Mast cell พบไดท้ัว่ไปในเน้ือเยื่อเก่ียวพนัท่ีอยู่บริเวณรอบหลอดเลือด basophil และ
เกล็ดเลือด (platelet) จะสร้างสาร Vasoactive amine ไดแ้ก่ Histamine ซ่ึงมีบทบาทส าคญัท่ีมีฤทธ์ิ
เพิ่มการซึมผา่นผนงัหลอดเลือด (Increased vascular permeability) ท าให้สารน ้ า โปรตีน และเซลล์
เมด็เลือดขาวมีการร่ัวไหลออกมาภายนอกหลอดเลือด 
  4) การเคล่ือนตวัของเม็ดเลือดขาวออกนอกหลอดเลือดมายงับริเวณท่ีไดรั้บบาดเจ็บและ
ไดรั้บการกระตุน้ใหเ้กิดการก าจดัส่ิงแปลกปลอมต่าง ๆ ไดแ้ก่ นิวโทรฟิล จะเขา้มาบริเวณท่ีเกิดการ
บาดเจ็บของเน้ือเยื่อในช่วงเวลา 6 ถึง 24 ชัว่โมงแรก หลงัจากนั้นจะถูกแทนท่ีดว้ยโมโนไซต์และ
เซลล์แมคโครฟาจ เน่ืองจากเซลล์เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลมีจ านวนมากในกระแสเลือดจึงเขา้มาใน
บริเวณท่ีได้รับบาดเจ็บได้รวดเร็วกว่าโมโนไซต์และแมคโครฟาจ แต่เน่ืองจากนิวโทรฟิลมีอายุ
ค่อนขา้งสั้นหลงัจากเขา้มายงับริเวณท่ีไดรั้บบาดเจบ็แลว้จะเกิดการตายภายใน 24 ถึง 48 ชัว่โมง 
 5) หลงัจากท่ีมีการเคล่ือนตวัของเม็ดเลือดขาวมายงับริเวณท่ีเกิดการบาดเจ็บ เซลล์นิวโทรฟิล 
และเซลลแ์มคโครฟาจจะจบักินและท าลายส่ิงแปลกปลอมโดยกระบวนการ Phagocytosis  
 6) เซลล์แมคโครฟาจจะเกิดการส่งสัญญาณท าให้เกิดการชกัน าให้สารส่ือกลางการอกัเสบ
ต่างๆ เพื่อใหเ้กิดกระบวนการซ่อมแซมบริเวณเน้ือเยือ่ท่ีไดรั้บบาดเจบ็   
 7) การตอบสนองต่อการอกัเสบจะเกิดข้ึนต่อเน่ืองจนกระทั้งเกิดการก าจดัส่ิงแปลกปลอม
และซ่อมแซมเน้ือเยื่อบริเวณท่ีเกิดการบาดเจ็บ เม่ือส้ินสุดการอกัเสบผลท่ีจะเกิดข้ึนในเน้ือเยื่อนั้นๆ
ประกอบดว้ย เน้ือเยื่อจะกลบัมาเป็นปกติ การสร้างสารส่ือกลางการอกัเสบจะหยุดลง หลอดเลือด
กลบัคืนสู่สภาพปกติ และของเหลวท่ีร่ัวไหลออกมาบริเวณเน้ือเยื่อจะถูกดูดซึมกลบัคืน หากร่างกาย
ไม่สามารถก าจดัออกไปไดห้มดจะเกิดการอกัเสบเร้ือรัง  
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ภาพท่ี 2-1 กลไกการเกิดกระบวนการอกัเสบและการซ่อมแซมเน้ือเยือ่ 
     ( ท่ี ม า :  https: / / www. dreamstime. com/ stock-illustration-inflammation-tissue-repair-chemical-             
      cellular-factors-involved-inflammatory-response-to-damage-created-adobe-image 62002173 สืบคน้  
     เม่ือวนัท่ี 15 กนัยายน 2560) 
  
 2.1.2  การตอบสนองของเซลล์แมคโครฟาจต่อ LPS  
 เซลลแ์มคโครฟาจเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวในระบบภูมิคุม้กนัชนิดหน่ึงท่ีก าเนิดมาจากเซลล์
เม็ดเลือดขาวโมโนไซท์ (Monocyte) เม่ือเกิดการบาดเจ็บของเน้ือเยื่อท าให้ส่ิงแปลกปลอมเขา้สู่
ร่างกายจะมีการเคล่ือนตวัผ่านผนงัหลอดเลือดมายงับริเวณเน้ือเยื่อท่ีเกิดการบาดเจ็บ เพื่อท าหนา้ท่ี
ก าจดัจุลชีพ สารพิษ และส่ิงแปลกปลอมออกจากร่างกาย ไดแ้ก่  LPS ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของผนงั
เซลลช์ั้นนอกสุดของแบคทีเรียแกรมลบ และเป็นองคป์ระกอบของจุลินทรียท่ี์ก่อให้เกิดการอกัเสบ 
โดยการตอบสนองของเซลล์แมคโครฟาจ เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย LPS จะมีกลไกการตอบสนองและ
การส่งสัญญาณไปยงัวิถีต่าง ๆ ผา่นทาง TLR4 ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงภายในเซลล์ข้ึนสองแบบ
ดงัภาพท่ี 2-2 (Fujihara et al., 2003; Vandenabeele & Bertrand, 2012; Ahmed, Williams, &  
Hannigan, 2015)                                                                 
  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujihara%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14609719


7 

 

 แบบท่ี 1 วิถีการส่งสัญญาณท่ีตอ้งอาศยั MyD88 (MyD88 dependent pathway) ท่ีเกาะอยู่
กบั TLR4 ท่ีจบัอยูก่บั MYD88, TRAF6, cIAP1, cIAP2 และ TRAF3 โดย cIAP1 และ cIAP2 จะ
กระตุน้ให้เกิดกระบวนการ Ubiquitination ของ TRAF6 ส่งผลให้เกิดกระตุน้ TAK1 และน าไปสู่
การกระตุน้การท างานของ transcription factor ในกลุ่ม NF-B  และ AP-1 ผา่นวิถีการส่งสัญญาณ
ของ MAPK ส่งผลใหเ้กิดการแสดงออกของยนีเป้าหมายการอกัเสบ (Inflammatory cytokines)  และ
ทิศทางท่ีสอง cIAP1 และ cIAP2  จะไปกระตุน้ให้เกิดกระบวนการ Ubiquitination ของโปรตีน 
TRAF3 โดย K48-linked ubiquitination ซ่ึงจะน าไปสู่การสลายของ TRAF3 (ภาพท่ี 2-2A) 
 แบบท่ี 2 วิถีการส่งสัญญาณท่ีไม่ตอ้งอาศยั MyD88 (MyD88 independent pathway) แต่จะ
อาศยัโปรตีน TRIF (TIR domain-containing adaptor inducing IFN-b)  โดยท่ี TRIF จะไปกระตุน้
TRAF3 และโปรตีน TRAF3 จะกระตุน้กระบวนการ Ubiquitination ดวัยตวัมนัเองผ่านทาง K63-
linked ubiquitination ซ่ึงน าไปสู่การแสดงออกของ IFNs (Type-I interferons) (ภาพท่ี 2-2B) 
 

 
 

ภาพท่ี 2-2 กลไกการตอบสนองของเซลลแ์มคโครฟาจ เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS     
    (ดดัแปลงจาก Vandenabeele & Bertrand, 2012) 
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2.1.3 เทคโนโลยดีีเอน็เอไมโครอาร์เรย์ (DNA Microarray Technology) 
การศึกษาในระดบัโมเลกุลของยีนจะศึกษาเพียงยีนชนิดเดียวต่อหน่ึงการทดลอง จึงท าให้

ไม่สามารถทราบถึงความสัมพนัธ์ของยีน โดยยีนและผลผลิตของยีนในส่ิงมีชีวิตนั้นมีหน้าท่ี
ซับซ้อนและมีการท างานประสานกัน จึงได้มีการพฒันาเทคนิคไมโครอาร์เรย์ข้ึนมาเพื่อใช้ใน
การศึกษาการแสดงออกของยนีหลายยนีในเวลาเดียวกนั หลกัการของเทคนิคไมโครอาร์เรยจ์ะอาศยั
การจบัอยา่งจ าเพาะเจาะจงของสายดีเอ็นเอสองสายท่ีเป็นคู่กนั (Complementary strands of DNA) 
จะบรรจุนิวคลีโอไทด์ท่ีมีล าดบัเบสท่ีจ าเพาะเรียงกนับนแผ่นแกว้สไลด์หรือแผ่นชิปโดยจะเรียก     
นิวคลีโอไทด์เหล่านั้นว่าโพรบ (Probe) ดงันั้นดีเอ็นเอไมโครอาร์เรยส์ามารถแบ่งตามชนิดของ      
โพรบไดเ้ป็น 2 ประเภทคือ cDNA microarray และ Oligonucleotide microarray โดยแผน่แกว้สไลด์
หรือแผ่นชิปนั้นจะสามารถบรรจุล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนไดน้บัหม่ืนยีน ซ่ึงจะไปจบักบัล าดบั
เบสคู่สมของสายดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอท่ีติดฉลากด้วยสารเรืองแสงหรือสารกัมมนัตรังสี ใน
งานวิจยัน้ีได้ใช้ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีได้จากโพรบท่ีเป็นนิวคลีโอไทด์ของบริษัท Affymetrix 
เช่นเดียวกบั oligonucleotide microarray ทัว่ไป แต่มีขอ้แตกต่าง คือ สายโอลิโกนิวคลีไทด์ท่ีใชเ้ป็น
โพรบน้ีเกิดจากการสังเคราะห์ข้ึนบนแผน่ชิปโดยตรง (In situ synthesis) ดว้ยวิธี Photolithography 
ซ่ึงท าให้แผ่นชิปมีความหนาแน่นของโอลิโกนิวคลีโอไทด์ได้สูง โดยในแผ่นชิปนั้นจะสามารถ
บรรจุล าดบั นิวคลีโอไทดข์องยนีไดน้บัหม่ืนยนี จึงท าใหมี้การน าเทคโนโลยีน้ีมาประยุกตใ์ชใ้นการ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน ขั้นตอนการตรวจสอบการแสดงออกของยีนดว้ยเทคนิคไมโคร
อาร์เรยจ์ะประกอบดว้ยขั้นตอนต่าง ๆ  ดงัน้ี (แสดงในภาพท่ี 2-3)  

1. การสกดัอาร์เอน็เอใหบ้ริสุทธ์ิจากตวัอยา่งท่ีสนใจศึกษา 
2. การสร้าง cDNA (Complementary DNA) อาร์เอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ะถูกน าไปเปล่ียนเป็น 

cDNA โดยปฏิกิริยา Reverse transcription 
3. ขั้นตอนการท า in vitro transcription (IVT) เพื่อสังเคราะห์ cRNA (Complementary 

RNA) จาก cDNA ตน้แบบพร้อมกบัติดฉลาก cRNA ดว้ยสารไบโอติน  
4. การท า cRNA ใหเ้ป็นสายสั้น ๆ (Fragmentation) 
5. การท าปฏิกิริยาไฮบริไดเซชนั (Hybridization) 
6. การตรวจสอบสัญญาณและการวเิคราะห์ผล ในขั้นตอนตอนสุดทา้ยน้ีเป็นการวดัปริมาณ

การเรืองแสงและประมวลผลโดยคอมพิวเตอร์ จากนั้นจะเก็บขอ้มูลการแสดงออกของยีนเพื่อน าไป
วเิคราะห์ 

ซ่ึงจะเห็นไดว้า่การเตรียมตวัอยา่งกรดนิวคลีอิกเป้าหมายในการท าปฏิกิริยาไฮบริไดเซชนั
จะแตกต่างจากดีเอ็นเอไมโครอาร์เรยท์ัว่ไป คือ การเตรียมให้อยู่ในรูปของ cRNA แต่ก็สามารถ
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เตรียมในรูป cDNA ไดเ้ช่นกนั ซ่ึงการเตรียมตวัอยา่งเป้าหมายให้อยูใ่นรูปของ cRNA นอกจากจะ
เป็นการติดฉลากแลว้ยงัเป็นการเพิ่มปริมาณตวัอยา่งเป้าหมาย ซ่ึงจะส่งผลให้เทคนิคน้ีมีความไวมาก
ยิง่ข้ึนท าใหส้ามารถใชใ้นการตรวจสอบยนีท่ีมีการแสดงออกในปริมาณนอ้ย ๆ ได ้และการติดฉลาก
ดว้ยสารไบโอติน การติดฉลากดว้ยสารไบโอตินหลงัจากการท าปฏิกิริยาไฮบริไดเซชันสามารถ
ตรวจสอบโดยการยอ้มดว้ยโมเลกุลเรืองแสงท่ีสามารถจบักบัไบโอตินไดอ้ยา่งจ าเพาะ โดยแผน่ชิบ
ท่ีผ่านขั้นตอนการยอ้มแลว้สามารถตรวจวดัสัญญาณดว้ยเคร่ืองสแกนและแปลสัญญาณความเขม้
ของสารเรืองแสงตามปริมาณของ cRNA เป้าหมายท่ีจบักบัโพรบบนแผน่ชิป เน่ืองจาการติดฉลาก
ดว้ยโมเลกุลเรืองแสงชนิดเดียวจึงท าให้การวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนไดม้ากกว่า
คร้ังละสองตวัอยา่งและสามารถเปรียบเทียบต่างการทดลองไดด้ว้ย เน่ืองจากเป็นการวิเคราะห์แบบ
แยกแผ่นชิปโดยการวิเคราะห์สัญญาณของแต่ละชุดโพรบเป็นค่าสัมบูรณ์ (Absolute) ของแต่ละแผ่น
ก่อนแลว้น าค่าท่ีได้มาเปรียบเทียบกนั ซ่ึงจะแตกต่างจากดีเอ็นเอไมโครอาร์เรยท์ัว่ไปท่ีติดฉลาก
เป้าหมายระหว่างสองตวัอย่างดว้ยสารเรืองแสงสองชนิดท่ีมีสีแตกต่างกนัและน ามาท าปฏิกิริยา
ไฮบริไดเซชนัแบบแข่งกนับนแผน่ชิปเดียวกนั ซ่ึงมีขอ้จ ากดัในการเปรียบเทียบการแสดงออกของ
ยีนไดเ้พียงคร้ังละสองตวัอยา่งเท่านั้น ค่าสัญญาณท่ีไดจ้ากแผ่นชิปแต่ละแผน่จะถูกน ามาวิเคราะห์
ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูปท่ีมีความจ าเพาะ เช่น โปรแกรม MAS5 และ GCOS ของบริษทั Affymetrix 
เป็นตน้ ซ่ึงขอ้มูลนั้นจะประกอบดว้ย  

1. ระดบัสัญญาณ (Signal value) ท่ีแสดงถึงปริมาณการแสดงออกของยีน โดยค่าระดบั
สัญญาณของแต่ละชุดโพรบนั้นเป็นค่าท่ีไดจ้าการประเมินสัญญาณของคู่โพรบภายใน 1 ชุดโพรบ  
ในการใชโ้พรบหลายโพรบในการตรวจสอบอาร์เอ็นเอ 1 ต าแหน่ง (Probe redundancy) ร่วมกบัการ
ใชโ้พรบแบบ MM เป็นการเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจสอบในการเพิ่มความจ าเพาะและความ
ถูกตอ้งในการวเิคราะห์ปริมาณอาร์เอน็เอ สามารถขจดัสัญญาณท่ีเกิดจากไฮบริไดเซชนัขา้ม (Cross-
hybridization) ระหวา่งยนีท่ีมีล าดบัเบสท่ีคลา้ยคลึงกนัโดยเฉพาะยนีท่ีอยูใ่นแฟมิลีเดียวกนั  

2. ค่า Detection call เป็นค่าท่ีบอกวา่ยีนนั้น ๆ มีการแสดงออกหรือไม่ โดยเป็นค่าท่ีไดจ้าก
การประเมินสัญญาณของชุดโพรบ โดยการเปรียบเทียบระดบัสัญญาณระหวา่งโพรบแบบ PM และ 
MM ซ่ึงจะเป็นค่าแสดงให้เห็นว่ายีนนั้นมีการแสดงออก (Present: PM>MM) หรือไม่แสดงออก 
(absent: PM< MM) ถา้ให้สัญญาณไม่ชดัเจนหรือก ้าก่ึง (Marginal: PM=MM) จะไม่น ามาใชใ้นการ
วเิคราะห์นั้น 

3. ค่า Detection call p value เป็นค่าท่ีบ่งช้ีความเช่ือมัน่ทางสถิติของชุดโพรบท่ีไดจ้ากการ
ประเมินสัญญาณของแต่ละคู่โพรบ ซ่ึงค่า p ท่ีใช้ในการคดัเลือกโพรบนั้นจะข้ึนอยู่กบัขอ้ก าหนด
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ของนกัวิจยั การคดักรองขอ้มูลหรือโพรบท่ีดีนั้นจะท าให้ไดข้อ้มูลท่ีมีความน่าเช่ือถือและสามารถ
ท าซ ้ าได ้(ดงัแสดงในภาพท่ี 2-4) 

ปัจจุบนัเทคนิคไมโครอาร์เรยมี์บทบาทส าคญัต่องานวิจยัดา้นชีวภาพในการวิเคราะห์ระดบั
จีโนม เพื่อมองภาพรวมของการท างานร่วมกนัของยีนทั้งหมดในกระบวนการทางชีววิทยาท่ีเกิดข้ึน
ภายในเซลล์ เช่น การศึกษาการแสดงออกของยีน การกลายพนัธ์ุของยีน และการตรวจสอบความ
ผดิปกติของโครโมโซม เป็นตน้ นอกจากน้ียงัมีการน าเทคนิคไมโครอาร์เรยม์าใชใ้นดา้นการแพทย ์
เพื่อใช้ในการวินิจฉัยโรคและศึกษาการท างานของยีนท่ีก่อโรค ซ่ึงจะช่วยในการคาดการณ์ความ
รุนแรงของโรคได้ เช่น การศึกษาการแสดงออกของยีนมะเร็งและการตอบสนองในวิธีการรักษา
ต่างๆ หรืออาจน าไปใชใ้นการศึกษาการท างานของยนีในเช้ือโรคท่ีด้ือยา เพื่อพฒันาและปรับปรุงยา
ใหดี้ข้ึน เป็นตน้ (จีรรัตน์ มงคลศิริวฒันา, 2552) 
 

 

 
ภาพท่ี 2-3 ขั้นตอนการตรวจสอบการแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิคไมโครอาร์เรย ์
     (ท่ีมา: https://www.researchgate.net/figure/10682398_fig7_Figure-1-Comparison-of- 
     glass-slide-and-Affymetrix-microarray-procedures-For-glass-slide สืบคน้เม่ือวนัท่ี 28  
     กนัยายน 2560) 
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ภาพท่ี 2-4 ค่าสัญญาณท่ีตรวจวดัไดจ้ากแผน่ชิป 
    (ท่ีมา: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/depguide.html สืบคน้เม่ือวนัท่ี 1 ตุลาคม  
    2560) 
 
 2.1.4 ฐานข้อมูลไมโครอาร์เรย์ (Microarray databases)  
 ฐานขอ้มูลไมโครอาร์เรยเ์ป็นฐานขอ้มูลสาธารณะท่ีรวบรวมขอ้มูลการแสดงออกของยีน
ภายใตส้ภาวะท่ีสนใจศึกษาท่ีไดจ้ากการตรวจวดัในระดบัห้องปฏิบติัการจากหลากหลายกลุ่มผูว้ิจยั 
ซ่ึงผูท่ี้สนใจสามารถท่ีจะเขา้ไปดาวน์โหลดมาใชใ้นการศึกษาได ้ตวัอยา่งฐานขอ้มูลไมโครอาร์เรย ์
เช่น Gene Expression Omnibus (GEO) ในฐานขอ้มูลสาธารณะ NCBI (Edgar et al., 2002; Gene 
Expression Omnibus; http://www.ncbi.nlm. nih.gov/geo/) (ภาพท่ี2-5A) และฐานข้อมูล ArrayExpress 
(Parkinson et al., 2005; https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) (ภาพท่ี 2-5B) เป็นตน้ ซ่ึงฐานขอ้มูล 
GEO และ  ArrayExpress นั้ นประกอบด้วยข้อมูลการแสดงออกของยีนจากการทดลองจ านวน
มากกวา่ 1,000 การทดลอง 
  ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีผูว้ิจยัจะท าการบรรจุลงในฐานข้อมูลนั้นจะต้องประกอบด้วย
รายละเอียดของขอ้มูลท่ีได้ท าการศึกษาตามมาตรฐานของ  Minimum information about a 
microarray experiment (MIAME) ท่ีถูกก าหนดข้ึนโดย The Functional Genomics Data Society 
(FGED) มีวตัถุประสงคเ์พื่อก าหนดมาตรฐานขอ้มูลหรือรายละเอียดท่ีส าคญัท่ีไดท้  าการตรวจสอบ
ในห้องปฏิบติัการลงในฐานขอ้มูล เพื่อไม่ให้เกิดขอ้สงสัยและการท าซ ้ าการทดลองต่อผูท่ี้สนใจจะ
น าขอ้มูลนั้นไปศึกษาต่อ โดยรายละเอียดของขอ้มูลท่ีตอ้งบรรจุลงไปพร้อมกบัขอ้มูลไมโครอาร์เรย์
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ตามมาตรฐานของ MIAME  (Brazma et al., 2003) ดงัภาพท่ี 2-6 ซ่ึงเป็นตวัอย่างของชุดขอ้มูล
การศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยไมโครอาร์เรยท่ี์บรรจุอยู่ในฐานขอ้มูล GEO ประกอบด้วย
รายละเอียดดงัน้ี 
  1) ขอ้มูลดิบท่ีไดจ้ากการทดลอง เช่น ขอ้มูลภาพท่ีไดจ้าการสแกน (CEL File) 
  2) ขอ้มูลการแสดงออกของยีนท่ีผ่านการปรับมาตรฐานแลว้ (Normalization) เช่น ขอ้มูล
การแสดงออกของยนีในรูปแบบ Gene expression data matrix  
 3) รายละเอียดส าคญัและปัจจยัต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการทดลอง เช่น ตวัอย่างท่ีใชใ้นการทดลอง 
หรือจะเป็นสารและปริมาณสารท่ีใชท้ดลอง เป็นตน้  
 4) รายละเอียดในการออกแบบการทดลอง เช่น ข้อมูลจ านวนซ ้ าของตัวอย่างท่ีใช้ใน
การศึกษา 
 5) ค  าอธิบายของอาร์เรย์ เช่น ล าดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละโพรบ เลขอ้างอิงในแต่ละ            
โพรบ (Gene ID) ช่ือยนีในแต่โพรบ (Gene symbol)  
 6) ช่ือคณะผูว้ิจยัท่ีท าการทดลองและกระบวนการใช้ในการเตรียมขอ้มูล เช่น วิธีการท่ีใช้
ในการปรับมาตรฐานขอ้มูลในการประมวลผลขั้นสุดทา้ย  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brazma%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11726920
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ภาพท่ี 2-5 ตวัอยา่งฐานขอ้มูลสาธารณะไมโครอาร์เรย ์Gene Expression Omnibus (GEO) ใน NCBI  
     (A) และฐานขอ้มูล ArrayExpress (B) 
  

A 

B 
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ภาพท่ี 2-6 ตวัอยา่งชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์บรรจุอยูใ่นฐานขอ้มูลสาธารณะ Gene Expression      
                 Omnibus (GEO) ประกอบดว้ยรายละเอียดของชุดขอ้มูลและรูปแบบของขอ้มูลท่ีถูก 
    บรรจุไวใ้นฐานขอ้มูลและสามารถดาวน์โหลดมาศึกษาได ้
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 2.1.5 การวเิคราะห์ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ (Microarray data analysis)  
 การวเิคราะห์ขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์ไดจ้ากการตรวจวดัระดบัการแสดงออกของยีน จะอาศยั
หลกัการดา้นคณิตศาสตร์ สถิติ คอมพิวเตอร์ และชีววิทยามาใชใ้นการวิเคราะห์  เพื่อคน้หาขอ้สรุป
ทางกระบวนการชีวภาพท่ีเกิดข้ึน ซ่ึงขั้นตอนการวิเคราะห์ขอ้มูลไมโครอาร์เรยจ์ะประกอบไปดว้ย
ขั้นตอนต่าง ๆ ดงัน้ี (ดงัแสดงในภาพท่ี 2-7) (Babu, 2004) 

1. กระบวนการวิเคราะห์ขอ้มูลภาพ (Image processing analysis) ขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์ได้
หลงัจากจากการท าปฏิกิริยาไฮบริไดเซชนัจะอ่านค่าไมโครอาร์เรยโ์ดยใชเ้คร่ืองสแกนและท าการ
ถ่ายภาพของอาร์เรยเ์ก็บไวใ้นเคร่ืองคอมพิวเตอร์ ในการน าขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์เป็นรูปภาพ (Raw 
data) จะตอ้งมีการแปลงขอ้มูลท่ีเป็นภาพ ให้เป็นขอ้มูลรูปแบบค่าระดบัการแสดงออกท่ีเป็นตวัเลข 
(Gene expression matrix) ก่อนน าไปวเิคราะห์ 

2. การแปลงและการปรับมาตรฐานขอ้มูล (Transformation and normalization) ขอ้มูลไมโครอาร์เรย์
ท่ีเป็นขอ้มูลดิบ (Raw data) เป็นขอ้มูลจากการทดลองโดยตรง ซ่ึงหน่วยของขอ้มูลท่ีใช้ในแต่ละ           
ตวัแปรอาจมีหน่วยท่ีใช้วดัต่างกนั ในกระบวนการวิเคราะห์จ าเป็นตอ้งให้ขอ้มูลเป็นมาตรฐาน
เดียวกนั เพื่อท าใหก้ารวเิคราะห์มีประสิทธิภาพ   

3. การวเิคราะห์ขอ้มูลการแสดงออกของยนี เพื่อคดัเลือกยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีแตกต่างกนั
อยา่งเด่นชดั (Differentially expressed genes) และการแปลผลเพื่อคน้หาหนา้ท่ีทางชีวภาพ  

การคัดเลือกยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีแตกต่างกันอย่างเด่นชัดภายใต้สภาวะท่ีศึกษาเป็น
ขั้นตอนท่ีมีความส าคญั เน่ืองจากขอ้มูลไมโครอาร์เรย์ประกอบดว้ยยีนจ านวนมาก อาจส่งผลท าให้
การวเิคราะห์เกิดความผดิพลาดไดสู้งจึงจ าเป็นตอ้งคดัเลือกเฉพาะกลุ่มยีนท่ีมีความส าคญัต่อสภาวะ
ท่ีสนใจศึกษาอย่างแทจ้ริง เพื่อเป็นการเปรียบเทียบว่ายีนใดบา้งท่ีมีการท างานแตกต่างกนั ซ่ึงอาจ
เป็นสาเหตุของการเกิดโรคได ้โดยวิธีการท่ีนิยมใชใ้นการคดัเลือกยีน คือ การท าเหมืองขอ้มูลโดย
อาศยัวิธีการทางสถิติมาใช้ในการจดัการกบัขอ้มูลเพื่อคดัเลือกยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีแตกต่างกนั
อยา่งเด่นชดั ตวัอยา่งเช่น   
 - Significance Analysis for Microarray (SAM) เป็นวิธีการทางสถิติท่ีถูกพฒันาข้ึนเพื่อใช้
ในการคน้หายีนท่ีมีการแสดงออกท่ีเปล่ียนแปลงไปอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีไดจ้าการตรวจวดั
ระดับการแสดงออกของยีนจาการทดลองไมโครอาร์เรย ์โดยใช้สถิตินอนพาราเมตริก (Nonparametric 
statistics) ในการวเิคราะห์ เพื่อใหมี้ความเหมาะสมต่อการวิเคราะห์ขอ้มูลขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์มีจ านวน
ตวัอยา่งท่ีนอ้ย แต่มียนีอยูเ่ป็นจ านวนมาก (Tusher, Tibshirani, & Chu, 2001)  
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- Empirical Bayes moderated t-statistic (eBayes) เป็นวิธีการท่ีใช้ t-test เป็นค่าสถิติในการ
ทดสอบ โดยวิธี eBayes จะท าการปรับค่าความแปรปรวนระหว่างโพรบกบัตวัอย่างไปสู่ค่าปกติ 
เพื่อเพิ่มค่า degree of freedom ส าหรับความแปรปรวนของแต่ละตวัอยา่ง (Smyth, 2004)  

- Partial Least Squares Cross-Validation (PLS-CV) เป็นการคดัเลือกยีนโดยอาศยั
สัมประสิทธ์ิท่ีไดจ้ากการทดสอบ (Training) ขอ้มูลโดย Partial Least Squares classifier ซ่ึงจ านวน
ของตวัอยา่งท่ีถูกสุ่มข้ึนมาทดสอบจะข้ึนอยูก่บั cross-validation accuracies โดยอาศยัจ านวนการสุ่ม
ตวัอย่าง 20 คร้ัง ในการคดัเลือกตวัอยา่งจ านวน 2 ใน 3 เพื่อน ามาสร้างโมเดลส าหรับการทดสอบ
ฟีเจอร์ท่ีคดัเลือกได ้(Hall, 2000) 

 

 
 

ภาพท่ี 2-7 การวเิคราะห์ขอ้มูลไมโครอาร์เรย ์
    (ท่ีมา: http://isda.ncsa.uiuc.edu/Microarrays/ สืบคน้เม่ือวนัท่ี 28 กนัยายน 2560) 

 
 ในปัจจุบนัได้มีการสร้างโปรแกรมประยุกต์บนเว็บออนไลน์ ArrayMining.net (Glaab, 
2009; http://www.arraymining.net/R-php-1/ASAP/microarrayinfobiotic.php) (ภาพท่ี 2-8A) ท่ีเป็น
เวบ็แอพพลิเคชัน่ออนไลน์ส าหรับการวิเคราะห์ขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์สามารถใชง้านไดง่้าย ซ่ึงจะ
ประกอบด้วยวิธีการวิเคราะห์ขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์หลากหลาย ได้แก่ การคดัเลือกยีน (Feature 
Selection), การจดักลุ่ม (Clustering), การท านาย (Prediction), การวิเคราะห์กลุ่มยีน (Gene set 
analysis), การวิเคราะห์เครือข่าย (Network analysis) และ การปรับมาตรฐานขอ้มูล (Cross-study 
normalization)โดยสามารถอพัโหลดขอ้มูลเพื่อท่ีเขา้ไปใช้งานไดท้ั้งในรูปแบบ Affymetrix CEL-
files หรือจะเป็นรูปแบบ Tab-delimited matrix file โดยปรับให้อยูใ่นรูปแบบท่ีโปรแกรมก าหนด 
ดงัภาพท่ี 2-8B   
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ภาพท่ี 2-8 วธีิการวเิคราะห์ขอ้มูลไมโครอาร์เรย์ท่ีอยูใ่นโปรแกรมประยุกตบ์นเวบ็ ArrayMining.net 
     (A) และตวัอยา่งรูปแบบขอ้มูลท่ีโปรแกรม ArrayMing ก าหนด (B) 

 
 2.1.6 การค้นหาความรู้จากฐานข้อมูลเอกสาร (Text mining)  
 การคน้หาความรู้จากฐานขอ้มูลเอกสารเป็นเทคนิคท่ีใช้ในการคน้หาความรู้ในฐานขอ้มูล
ประเภทขอ้ความ (Knowledge discovery in document databases) ท่ีมีปริมาณ เพื่อคน้หารูปแบบ 
ความสัมพนัธ์ท่ีซ่อนอยูใ่นชุดขอ้ความเอกสารโดยอาศยัหลกัการดา้นสถิติ การเรียนรู้ของเคร่ืองจกัร 
หลกัคณิตศาสตร์ หลกัการประมวลเอกสาร (Document processing) หลกัการประมวลผลขอ้ความ 
(Text processing) และหลักการประมวลผลภาษาธรรมชาติ (Natural language processing)                   
(วรรณวภิา วงศว์ไิลสกุล, 2556)  
 ฐานขอ้มูล PolySearch (Cheng, 2008) เป็นการพฒันาโปรแกรมประยุกต์ออนไลน์ (Web 
based) ในการท าเหมืองขอ้ความทางดา้นชีวการแพทย ์(Biomedical text mining) ท่ีถูกออกแบบมา
ใช้ในการคน้หาความรู้จากขอ้ความ (Text mining) ดา้นชีวการแพทยใ์นการคน้หาความสัมพนัธ์
ระหว่างโรค ยีน  การกลายพนัธ์ุ ยา และกระบวนการเมตาบอไลท์ในมนุษย์ท่ีถูกรวบรวมจาก
ฐานขอ้มูลทางการแพทยต่์าง ๆไว ้ได้แก่ PubMed, OMIM, DrugBank, SwissProt, Human 
Metabolome Database (HMDB), Human Protein Reference Database (HPRD) และ Genetic 
Association Database (GAD) (Cheng  et al., 2008; http://wishart.biology.ualberta. ca/polysearch/) 
เพื่อการสืบคน้หาขอ้มูลดา้นชีวการแพทย์ให้มีความสะดวก  ดงัตวัอย่างการคน้หาความสัมพนัธ์
ระหวา่งโรคและยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ (ภาพท่ี 2-9A) จากฐานขอ้มูล PolySearch โดยใชค้  า
ส าคญัในการคน้วา่ “inflammation” (ภาพท่ี 2-9B) ซ่ึงจะปรากฏรายช่ือยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ
และมีงานวจิยัท่ีมีการศึกษาอา้งอิง (ภาพท่ี 2-9C) 

A B 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%A1%E0%B8%A7%E0%B8%A5%E0%B8%9C%E0%B8%A5%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A9%E0%B8%B2%E0%B8%98%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4
http://wishart.biology.ualberta/
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ภาพท่ี 2-9 การคน้หาความสัมพนัธ์ระหวา่งโรคและยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบจากฐานขอ้มูล PolySearch  
                (A) การใชค้  าส าคญัในการคน้หาความสัมพนัธ์ของโรคและยนีท่ีเก่ียวขอ้ง (B) และ (C)  
  ตารางแสดงผลรายช่ือยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบท่ีไดจ้ากบทความวจิยัต่าง ๆ  

A 

B 

C 
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 2.1.7 เครือข่ายการแสดงออกร่วมของยนี (Co-expression network)  
 ดีเอ็นเอไมโครอาร์เรยไ์ดถู้กน ามาใช้ในการตรวจวดัการแสดงออกของยีนในระดบัเซลล ์
โดยส่วนใหญ่การวิเคราะห์ขอ้มูลไมโครอาร์เรย์นั้น มกัจะใช้การทดสอบทางสถิติ เช่น t-test หรือ
การวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) มาใช้ในการคดัเลือกยีนท่ีมีการแสดงออกท่ี
แตกต่างกนัอยา่งเด่นชดัหรือใชอ้ลักอริทึมในการจดักลุ่มยีนตามแบบแผนการแสดงออกของยีนท่ีมี
รูปแบบการแสดงออกของยีนท่ีเหมือนกนั(Clustering algorithms) ซ่ึงวิธีการดงักล่าวจะท าให้ได้
เฉพาะกลุ่มยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัเท่านั้น อาจจะท าให้เกิดการสูญเสียขอ้มูลและการ
ตีความหมายด้านชีวภาพไปได้ เน่ืองจากในกระบวนการทางชีวภาพยีนบางยีนอาจจะมีการ
แสดงออกท่ีนอ้ยแต่อาจส่งผลต่อกระบวนการท างานภายในเซลลไ์ด ้หรือยนีบางยนีอาจมีการท างาน
ร่วมกนัแบบเสริมสร้างซ่ึงกนัและกนั (Merico, Gfeller, & Bader, 2009; Watson, 2006) 
  เครือข่ายการแสดงออกของยนีถูกสร้างข้ึนจากขอ้มูลการแสดงออกของยีน ซ่ึงจะเรียกค่าน้ี
ว่า expression matrix  ซ่ึงจะน ามาตรวจวดัความสัมพนัธ์ระหว่างคู่ยีนโดยอาศยัหลักการการ
วิเคราะห์ค่าสหสัมพนัธ์ในทางสถิติมาหาความสัมพนัธ์ระหว่างคู่ยีนแต่ละคู่ ซ่ึงค่าความสัมพนัธ์
ระหว่างคู่ยีนท่ีไดน้ั้นจะแสดงเป็นค่า Pearson correlation coefficient หรือ r-value โดยค่า r จะมีค่า
อยูร่ะหวา่ง -1 ถึง 1 ค่า r เป็นบวกแสดงถึงมีความสัมพนัธ์ไปในทิศทางเดียวกนั และค่า r เป็นลบ
แสดงถึงมีความสัมพนัธ์ในทิศทางตรงขา้มกนั (ภาพท่ี 2-10) จะเห็นไดว้่าการสร้างเครือข่ายการ
แสดงออกร่วมของยนีจะท าใหเ้ห็นความสัมพนัธ์ของยีนทั้งหมด ซ่ึงจะท าให้สามารถเขา้ใจภาพรวม
ของกลไกท่ีเกิดข้ึนได ้ดงัตวัอยา่งเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยนี (ภาพท่ี 2-11)  
 

 
 

ภาพท่ี 2-10 ขั้นตอนการสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยนี 
        (ท่ีมา: https://en.wikipedia.org/wiki/Gene_co-expression_network#/ media/File:Gene_co-  
        expression_network_ construction_steps.png สืบคน้เม่ือวนัท่ี 28 กนัยายน 2560) 
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ภาพท่ี 2-11 ตวัอยา่งเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยนีจ านวนจากชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรยข์องผูป่้วยมะเร็ง
     กระเพาะ จ านวน 18 ราย (ท่ีมา: https://en.wikipedia.org/wiki/Gene_co-expression_network#/  
      media/File:Gene_co-expression_network_with_7221_genes_for_18_gastric_can cer_patients.
     png สืบคน้เม่ือวนัท่ี 28 กนัยายน 2560) 
 
 2.1.8 เครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน (Protein-protein interaction network)  
 กลไกการท างานของเซลลใ์นส่ิงมีชีวติจะถูกควบคุมดว้ยสารชีวโมเลกุลต่าง ๆ ภายในเซลล์
ประกอบดว้ยดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ โปรตีน และไขมนั เป็นตน้ โปรตีนเป็นสารชีวโมเลกุลพื้นฐานท่ีมี
ปฏิสัมพนัธ์ในการท างานร่วมกนัอยา่งเป็นระบบในกระบวนการท างานต่าง ๆ ภายในเซลล์ เช่น การ
ส่งสัญญาณภายในเซลล์ (Signal transduction), กระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลล์ (Cell 
metabolism)  และการเคล่ือนไหวภายในเซลล์และเน้ือเยื่อ (Muscle contraction) ความผิดปกติของ
โปรตีนอาจส่งผลให้เป็นสาเหตุของการเกิดโรคในระดบัโมเลกุล  ปัจจุบนัการสร้างเครือข่ายทาง
ชีวภาพเป็นจุดเร่ิมตน้ของการศึกษาหลายอย่าง เพื่อให้เกิดความเขา้ใจและการคน้หาวิธีการรักษา
โรคของมนุษย์ เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนถูกน ามาประยุกต์ใช้ด้านชีวภาพและ                       
ชีวการแพทย์ข้ึนอยู่กับบทบาทหลกัของหน้าท่ีการท างานของโปรตีน จะท าให้เห็นการท างาน
ร่วมกนัของโปรตีนทั้งหมดในเซลล์ในการส่งสัญญาณผา่นวิถีต่าง ๆ ไดอ้ยา่งเป็นระบบ เพื่อให้เกิด
ความเขา้ใจการท างานท่ีซบัซอ้นภายในเซลล ์(Chen, Ho , Huang , Juan, & Huang, 2014) 
 ในปัจจุบนัเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีนมีการบรรจุไวใ้นฐานขอ้มูลออนไลน์สาธารณะ
ท่ีประกอบดว้ยขอ้มูลรายละเอียดต่าง ๆ เช่น  ขอ้มูลเก่ียวกบัโครงสร้างโปรตีนซ่ึงจะน าไปสู่ความ
เขา้ใจการท างานร่วมกนัของโปรตีนของหน้าท่ีท่ีหลากหลายในกระบวนการทางชีวภาพ ตวัอย่าง
ฐานขอ้มูลโปรตีน (ภาพท่ี 2-12A และภาพท่ี 2-12B) ไดแ้ก่ DIP, Biomolecular Interaction Network 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B9%81%E0%B8%97%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%8B%E0%B8%B6%E0%B8%A1
http://en.wikipedia.org/wiki/Database_of_Interacting_Proteins
http://en.wikipedia.org/wiki/Biomolecular_Interaction_Network_Database


21 

 

Database (BIND), Biological General Repository for Interaction Datasets (BioGRID), Human 
Protein Reference Database (HPRD), IntAct Molecular Interaction Database และ Known and 
Predicted Protein–Protein Interactions (STRING) เป็นตน้ ฐานขอ้มูล STRING (http://string-
db.org) ซ่ึงเป็นฐานขอ้มูลทางชีวภาพท่ีสามารถใช้ในการท านายปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนโดย
ฐานขอ้มูล STRING จะรวบรวมขอ้มูลจากแหล่งต่าง ๆ ไว ้ประกอบดว้ยขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลอง 
(Experiment) ขอ้มูลจากฐานขอ้มูล (Database) ขอ้มูลจากการแสดงออกร่วม (Co-expression) ขอ้มูล
จากการคน้หาความรู้จากขอ้ความ (Text mining) เป็นตน้ ดงัตวัอยา่งเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่ง
โปรตีนของโปรตีน SOCS3 ท่ีไดจ้ากฐานขอ้มูล String (Szklarczyk et al., 2014) (ภาพท่ี 2-13)  
 

 
 

 
 
ภาพท่ี 2-12 ตวัอยา่งฐานขอ้มูลปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน Known and Predicted Protein–Protein 
       Interactions (STRING) (A) และฐานขอ้มูล Biological General Repository for Interaction 
       Datasets (BioGRID) (B) 

A 

B 

http://en.wikipedia.org/wiki/Biomolecular_Interaction_Network_Database
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ภาพท่ี 2-13 ตวัอยา่งเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน SOCS3  จากฐานขอ้มูล STRING 
 
 2.1.9 เทคนิค Real Time Polymerase Chain Reaction (Real time PCR) (กนกวรรณ  
จารุก าจร, 2549) 
 Real-time PCR เป็นเทคนิคท่ีถูกพฒันามาจากการท า PCR แบบดั้งเดิม (Conventional 
PCR) โดยใชก้ารติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง (Fluorescence reporters) ต่าง ๆ ท าให้สามารถตรวจวดั
ปริมาณของดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึนในปฏิกิริยาตั้ งแต่ปฏิกิริยาเร่ิมตน้และขณะท่ีปฏิกิริยาก าลังด าเนิน 
เทคนิคการ Real-time PCR เป็นวิธีการหาปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึนในปฏิกิริยา PCR ในแต่ละรอบ
ท าใหไ้ดค้่าปริมาณดีเอน็เอท่ีเพิ่มจ านวนจริงจากค่าของ Exponential phase ท่ีไดจ้ากการเร่ิมตน้ของดี
เอน็เอเป้าหมาย  
 เฟสต่าง ๆ ในปฏิกิริยา Real-time PCR  จะมีการเปล่ียนแปลงเกิดข้ึนทั้งหมด 3 เฟส                 
(ดงัภาพท่ี 2-14) ไดแ้ก่ 
 1. Exponential phase เป็นเฟสท่ีปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มเป็นสองเท่า ท าให้เกิด PCR products 
เป็นจ านวนมาก โดยการเพิ่มจ านวนแบบ Exponential ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนมีความจ าเพาะเจาะจงและมี
ความแม่นย  าสูงถือเป็นเฟสท่ีใชใ้นการตรวจปริมาณดีเอน็เอในเทคนิค Real-time PCR 
  2. Linear phase เป็น High variability phase นั้น จะมีการน า Reagents มาใชใ้นปฏิกิริยา
เพิ่มมากข้ึน เป็นผลให้อตัราเร็วในการเกิดปฏิกิริยาลดลง และ PCR products ท่ีเกิดข้ึนจะเร่ิมมีการ
เส่ือมสลายไปในแต่ละรอบของปฏิกิริยา  
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 3. Plateau phase ปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอจะหยุดลง และไม่มี PCR products 
เกิดข้ึนอีก โดยเป็นเฟสท่ีใชใ้นการตรวจสอบดีเอ็นเอในเทคนิค PCR แบบดั้งเดิม เรียกวา่ end-point 
detection 
 

 
 

ภาพท่ี 2-14 เฟสต่าง ๆ ใน Real time PCR  
       (ท่ีมา: http://www.lifetechnologies.com/th/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/qpcr- 
       education/ qpcr-vs-digital-pcr-vs-traditional-pcr.html สืบคน้เม่ือ 20 มิถุนายน 2560) 
  
 การตรวจสอบดีเอ็นเอเป้าหมาย สามารถท าไดห้ลายวธีิดงัน้ี  
 1. DNA-binding dye เป็นการใชส้ารเรืองแสงประเภท Fluorochrome ชนิดหน่ึง คือ SYBR 
Green I dye ซ่ึงเรืองแสงได ้ท่ีสามารถจบักบั minor groove ของดีเอ็นเอสายคู่ โดย SYBR Green I 
dye จะแทรกตวัเขา้ในดีเอน็เอสายคู่ เม่ือเร่ิมมีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ และเม่ือถูกการกระตุน้
ดว้ยแสงอุลตราไวโอเลต แลว้ SYBR Green I dye จะเกิดการคายพลงังานออกมาในรูปของแสง 
Fluorescene และเม่ือรอบของปฏิกิริยากลบัมาถึงช่วง denature อีกคร้ัง จากนั้น SYBR Green I dye 
ก็จะหลุดออกจากสายดีเอ็นเอท าให้การเรืองแสงลดลงอีกคร้ัง การวดัการเรืองแสงนั้นจะท าเม่ือ
ส้ินสุด Elongation step ในแต่ละรอบของปฏิกิริยา โดยการเรืองแสงท่ีเพิ่มข้ึนจะบ่งบอกถึงปริมาณดี
เอน็เอท่ีเพิ่มข้ึน โดยโมเลกุลของ SYBR Green I dye จะจบัไดม้ากหรือนอ้ยข้ึนอยูก่บั ความยาวของ 
PCR product ดงัแสดงในภาพท่ี 2-15 ในกรณีท่ีมีดีเอ็นเอหลายชนิดปนกนัอยู่ในตวัอย่างสามารถ
แยกสัญญาณการเรืองแสง (Fluorescence signal) ได้ด้วยการเปรียบเทียบค่า Tm (Melting 
temperature) โดยค่า Tm เป็นคุณสมบติัเฉพาะของดีเอ็นเอสายคู่แต่ละสาย ซ่ึงจะแปรผนัตรงกบั
เปอร์เซ็นตข์องเบส G และ C ท่ีอยูใ่นสายดีเอน็เอ (% GC content)  
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ภาพท่ี 2-15 การตรวจสอบดีเอน็เอเป้าหมายโดย SYBR Green I dye 
      (ท่ีมา: http://www.gibthai.com/services/technical_detail.php?ID=12 สืบคน้เม่ือวนัท่ี 20  
      กนัยายน 2560) 

 2. Fluorescence Resonance EnergyTransfer (FRET) การตรวจสอบดีเอ็นเอเป้าหมายโดย
วิธี FRET วิธีน้ีจะมีความจ าเพาะสูง โดยวิธีน้ีจะเป็นการถ่ายทอดพลงังานจาก Dye ท่ีมีพลงังานสูง
ไปสู่ Dye ใกลเ้คียงท่ีมีพลงังานต ่ากวา่ ซ่ึงมีอยูห่ลายแบบ ไดแ้ก่ 

  2.1 Hybridization Probe  วิธีน้ีเป็นการใชโ้พรบ (Probe) สายสั้น 2 สาย โดยสาย
แรกติดฉลากท่ีปลาย 3' ดว้ย fluorescein ท าหน้าท่ีเป็น Donor หรือ Quencher และสายท่ีสองติด
ฉลากท่ีปลาย 5' ดว้ย Red 640 หรือ Red 705 (เป็น Acceptor หรือ Reporter dye) โดยท่ีปลาย 3' จะ
ถูกปิด เพื่อไม่ให้สามารถท าหน้าท่ีเป็น PCR primer ได ้โดย probe ทั้ง 2 สายจะมีล าดบัเบส
ต่อเน่ืองกนัโดยเวน้ช่องว่างระหว่างปลาย 3' ของเส้นแรก กบัปลาย 5' ของ Probe อีกเส้นหน่ึง 
ประมาณ 1-5 คู่เบส เม่ือ Probe ทั้งสองสายท าการ Hybridization กบัดีเอ็นเอเป้าหมาย (PCR 
products) จะท าใหเ้กิด FRET สามารถวดัสัญญาณการเรืองแสงได ้ดงัภาพท่ี 2-14 
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ภาพท่ี 2-16  การตรวจสอบดีเอน็เอเป้าหมายโดยการใช ้Hybridization Probe  
       (ท่ีมา: http://dyes.gene-quantification.info/ สืบคน้เม่ือวนัท่ี 21 กนัยายน 2560) 

 
  2.2 TaqMan Probe เป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด์ชนิดหน่ึงโดยปลาย 5' ของ TaqMan 
probe ติดฉลากดว้ย Fluorescent reporter dye และปลาย 3' ติดฉลากดว้ย Quencher dye เม่ือเกิดการ 
Hybridization แลว้ Reporter dye ถูกกระตุน้ดว้ยแสงแลว้ จะถ่ายเทพลงังานไปให้ Quencher dye 
เม่ือปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเข้าสู่การสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ (Elongation) มาจนถึงบริเวณท่ี 
TaqMan probe เกาะอยู่โดยปลาย 5' ของ Tag DNA polymerase จะท าการย่อย Probe ท าให ้
Reporter dye หลุดเป็นอิสระและห่างจาก Quencher ท าให้สามารถคายพลงังานในรูปแสงไดเ้ม่ือถูก
กระตุน้ดว้ยแสงพลงังานสูง ดงัภาพท่ี 2-17 

A 

B 

C 
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ภาพท่ี 2-17 การตรวจสอบดีเอน็เอเป้าหมายโดยการใช ้TaqMan Probe 
      (ท่ีมา: http://www.gibthai.com/services/technical_detail.php?ID=12 สืบคน้เม่ือวนัท่ี 21  
      กนัยายน 2560) 
 
  2.3 Molecular Beacons เป็น oligonucleotide probe ท่ีมีรูปร่างโคง้งอเป็น Hair-pin 
loop โดยมีส่วนท่ียึดติดกนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจนประมาณ 5-7 นิวคลีโอไทด์ เป็นส่วนท่ีมีคู่เบส G 
และ C มาก ท าให้ปลาย 5' และ 3' ท่ีติดฉลากดว้ย Reporter และ Quencher dye เขา้มาอยู่ใกลก้นั              
ท าให้ Quencher dye สามารถดูดพลงังานจาก Reporter dye ได ้บริเวณ Loop ประมาณ 5-30 นิวคลีโอไทด ์
จะถูกสร้างใหมี้ล าดบัเบสคู่สมกบัดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีเราตอ้งการหา เม่ือ Molecular becon เขา้จบักบั
ดีเอ็นเอเป้าหมาย Hairpin structure จะถูกสลายไป ท าให้ Reporter dye ท่ี 5' อยูห่่างจาก Quencher 
dye ท่ี 3' end สามารถเปล่งสัญญาณแสงออกมาไดเ้ม่ือถูกกระตุน้ดว้ยพลงังานแสงสูง ดงัภาพท่ี 2-18  
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ภาพท่ี 2-18 การตรวจสอบดีเอน็เอเป้าหมายโดย Molecular beacon probes 
      (ท่ีมา: http://www.gibthai.com/services/technical_detail.php?ID=12 สืบคน้เม่ือวนัท่ี 21  
      กนัยายน 2560) 
 
 การวัดปริมาณของ Real time PCR (คะนึงนิจ คงพ่วง, พงษ์วิทย ์บวัลอ้มใบ, อ าไพ                
ดารกะพงษ ์และเยาวเรศ กงัใชง้ว้น, 2550) 
 การวดัปริมาณของ Real time PCR มีสองวธีิ คือ  
 1. Absolute quantitation เป็นการวดัจ านวนกรดนิวคลีอิกเป้าหมายในตวัอย่างท่ีมีอยูจ่ริง
ตามหน่วยวดัท่ีก าหนด การวดัปริมาณแบบ Absolute quantitation สามารถท าไดโ้ดยการสร้างกราฟ
มาตรฐานโดยการ plot ระหวา่งค่า log ของ template DNA ท่ีทราบความเขม้ขน้กบัค่า Threshold 
cycle (CT) ของค่าความเข้มข้นและท าการสร้างสมการเส้นตรงโดยใช้การวิเคราะห์ Linear 
regression ดงัตวัอย่างในภาพท่ี19 จากนั้นน าค่า CT ของตวัอย่างท่ียงัไม่ทราบค่าความเขม้ขน้มา
ค านวณจากสมการท่ีได ้(ค่า CT คือ จ านวนรอบของ PCR ท่ีกราฟของสัญญาณตดักบั Threshold)  
ความลาดของเส้นกราฟ (Slope) หรือสมการสัมพนัธ์กบัค่าประสิทธิภาพของปฏิกิริยา PCR (PCR 
efficiency) การวดัปริมาณจะมีความถูกตอ้งเม่ือประสิทธิภาพของ PCR เม่ือใชว้ดัตวัอยา่งและสาร
มาตรฐานเท่ากนัหรือใกลเ้คียงกนัมากท่ีสุด การหาค่า PCR efficiency ท าไดโ้ดยการเจือจางตวัอยา่ง
หรือสารมาตรฐานใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ต่างๆกนั แลว้น าไปท าปฏิกิริยา PCR (ดงัภาพท่ี 2-19) 
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ภาพท่ี 2-19 แสดงตวัอยา่งความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนและจ านวนรอบของปฏิกิริยา 
      PCR (A) และการสร้างกราฟมาตรฐานโดยการ plot ระหวา่งค่า log ของ template DNA  
       ท่ีทราบความเขม้ขน้กบัค่า Threshold cycle (CT) (B) (ท่ีมา: http://www.cgp-journal.com/2005%20  
      issue%206/Quantitative%20Real-time.html สืบคน้เม่ือ 2 กนัยายน 2560) 
   
 2. Relative quantitation (การวดัปริมาณแบบสัมพทัธ์) เป็นการตรวจวดัปริมาณของ
เป้าหมายเทียบกบัสารท่ีใชเ้ป็นตวัเปรียบเทียบท่ีอยูใ่นตวัอยา่งเดียวกนั วิธีน้ีใชม้ากในการวิเคราะห์
การแสดงออกของยีน (Gene expression) เช่น เปรียบเทียบ Gene expression ในตวัอย่างต่าง ๆ
ปริมาณของโมเลกุลเป้าหมายจะถูก Normalized ดว้ยยนีอา้งอิง (Reference gene) 
 การเปรียบเทียบดว้ยวิธี ΔΔCT จะใชไ้ดเ้ม่ือประสิทธิภาพของการเพิ่มจ านวนของยีนอา้งอิง
เหมือนกับประสิทธิภาพของยีนเป้าหมาย ข้อมูลของตัวอย่างและ Calibrator เร่ิมต้นต้องท า 
Normalization เพื่อลดความแปรปรวนของตวัอยา่งทั้งดา้นคุณภาพและปริมาณค่า Normalized value 
คือ ΔCT ค  านวณจากสมการต่อไปน้ี 
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 ΔCT sample = CT target - CT reference      (1)  
 ΔCT calibrator = CT target - CT reference       (2) 
จากนั้นค านวณหาค่า ΔΔCT ดว้ยสูตร  
 ΔΔCT = ΔCT sample - ΔCT calibrator       (3) 
 จ านวน target gene expression ท่ีได ้normalized ด้วย reference gene และเทียบกบั 
calibrator จะเท่ากบั 2-ΔΔCT  
 
2.2 งานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง  

2.2.1 การศึกษาและการประยกุตใ์ชดี้เอน็เอไมโครอาร์เรย ์
 ในปัจจุบนังานวิจยัดา้นชีวภาพไดมุ้่งเนน้ถึงการวิเคราะห์ในระดบัจีโนม เพื่อมองภาพรวม
ของการท างานร่วมกันของยีนทั้งหมดของกระบวนการทางชีววิทยาท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล์  ซ่ึง
เทคโนโลยีดีเอ็นเอไมโครอาร์เรยไ์ดถู้กพฒันาข้ึนมาเพื่อใช้ศึกษาการแสดงออกของยีนหลายยีนใน
เวลาเดียวกนั ดีเอน็เอไมโครอาร์เรยถู์กน ามาประยกุตใ์ชใ้นดา้นการแพทย ์เพื่อการวินิจฉยัคาดการณ์
การตอบสนองต่อการรักษาโรค การท านายหน้าท่ีของยีนท่ีเป็นตวับ่งช้ีของโรค การพฒันาหาวิธี
รักษาโรคแบบใหม่ และการพฒันาฐานขอ้มูลสาธารณะท่ีจะช่วยให้เข้าใจการท างานของระบบ
ชีววิทยาท่ีซับซ้อน (Macgregorand  Squire , 2002; Argyris,  George &  Demosthenes, 2004 ) ดีเอ็นเอ                    
ไมโครอาร์เรยถู์กน ามาใชใ้นการศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีมีการตอบสนองต่อกลไกการอกัเสบ 
เน่ืองจากการอกัเสบบทบาทส าคญัเป็นจุดเร่ิมตน้อนัเป็นสาเหตุท่ีก่อให้เกิดโรคต่าง ๆ มากมาย เช่น 
โรคอลัไซเมอร์ (Alzheimer’s disease) และโรคพาร์กินสัน (Parkinson’s disease) เป็นตน้ (Nguyen 
et al., 2002) ดงันั้นการศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีมีการตอบสนองต่อกลไกการอกัเสบจะช่วยให้
สามารถเขา้ใจและคน้พบยีนเป้าหมายท่ีมีความส าคญัต่อการอกัเสบ เพื่อท่ีจะน าไปประยุกต์ใช้ใน
ทางการรักษาและป้องกนัโรคท่ีมีสาเหตุมาจากการอกัเสบได ้ในการศึกษากลไกการตอบสนองต่อ
การอกัเสบนั้นจะนิยมใชเ้ซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีมีการเหน่ียวน าดว้ย LPS เป็นตน้แบบใน
การศึกษา ตวัอยา่งการใชเ้ทคโนโลยีดีเอ็นเอไมโครอาร์เรยใ์นการศึกษากลไกการตอบสนองต่อการ
อกัเสบ เช่น การศึกษาการแสดงออกของยีนCstF-64 ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 เม่ือมีการ
กระตุน้ดว้ย LPS (Shell et al., 2005) การศึกษากลไกการออกฤทธ์ิตา้นการอกัเสบและคน้หายีน
เป้าหมายส าคญัสารสกดัธรรมชาติ (Comer, 2006; Hammer, 2010)  

2.2.2 การวเิคราะห์ขอ้มูลไมโครอาร์เรยแ์ละการคดัเลือกยนี 
ขอ้มูลไมโครอาร์เรยเ์ป็นขอ้มูลการแสดงออกของยีนท่ีมีขนาดใหญ่และมีอิทธิพลมาจาก

หลายตวัแปร มีค่าการกระจายของขอ้มูลสูงส่งผลให้การวิเคราะห์มีความซบัซ้อนและอาจท าให้เกิด

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tzouvelekis%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15585067
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2871685/#R33
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2871685/#R33
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ความผิดพลาดไดสู้ง ดงันั้นการลดขนาดของขอ้มูลโดยการคดัเลือกเฉพาะกลุ่มยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั
สภาวะท่ีสนใจศึกษา จะท าให้ ง่ายต่อการวิ เคราะห์และส่งผลให้การวิ เคราะห์มีแม่นย  า 
(Selvaraj & Natarajan, 2011) การวิเคราะห์ข้อมูลไมโครอาร์ประกอบด้วยหลายวิธีได้แก่ การ
คดัเลือกยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีแตกต่างอย่างเด่นชดั (Identification of differentially expressed 
gene) วิธีท่ีนิยมใช้ในการคดัเลือก คือ การคดัเลือกโดยวิธี Feature selection เป็นวิธีการท าเหมือง
ขอ้มูล (Data Mining) ซ่ึงอาศยัหลกัการทางสถิติและคณิตศาสตร์มาใช้ในการวิเคราะห์ ไดแ้ก่ วิธี 
Support vector machine (SVM) ท่ีใชห้ลกัการสร้างสมการเส้นตรง เพื่อแบ่งกลุ่มของขอ้มูลออกเป็น
สองกลุ่ม, การคดัเลือกขอ้มูลโดยอาศยัการเปรียบเทียบโฟลด์เชนจ ์(Fold change) เป็นวิธีการทัว่ไป
ท่ีใช้ในการข้อมูลไมโครอาร์เรย์โดยการเปรียบเทียบอตัราส่วนค่าระดับการแสดงออกของยีน
ระหว่างสองกลุ่ม โดยค่าท่ีไดจ้ะอยู่ในรูปแบบจ านวนเท่า  เช่น เหมือนฝัน โวหารกลา้ และพิทกัษ ์
สูตรอนนัต์ (2557) ได้ใช้วิธี SVM ร่วมกบัการเลือกขอ้มูลโดยอาศยัการเปรียบเทียบโฟลด์เชนจ ์
(Fold change) ในการคดัเลือกยีนท่ีมีการตอบสนองต่อการอกัเสบ พบว่ามียีนทั้งหมด 18 ยีน ซ่ึง
เก่ียวขอ้งกบักลไกการป้องกันการตอบสนองต่อส่ิงแปลกปลอมของร่างกายในระบบภูมิคุม้กัน 
เช่นเดียวกบังานวจิยัของวนัเฉลิม จินอู๋ และพิทกัษ ์สูตรอนนัต ์(2557) ท่ีไดใ้ชก้ารคดัเลือกยีนโดยวิธี 
Feature selection ท่ีเป็นเคร่ืองมือท่ีบรรจุภายในโปรแกรมออนไลน์ ArrayMinig (http://www.arraymining.net) 
(Glaab et al., 2009) มาคดัเลือกยนีท่ีมีการแสดงออกท่ีเด่นชดัในการตอบสนองต่อ LPS เป็นตน้ 

ขอ้มูลไมโครอาร์เรยน์ั้นเป็นขอ้มูลท่ีมีขนาดใหญ่ประกอบดว้ยยีนจ านวนมาก แสดงให้เห็น
ถึงการท างานร่วมกนัของยนี ในส่ิงมีชีวติจะมีกลไกการท างานและการควบคุมในหลายระดบั ไดแ้ก่
ระดบัยีน โปรตีน และในแต่ระดบัก็มีการท างานท่ีสัมพนัธ์กนั ดงันั้นการศึกษาความสัมพนัธ์ทาง
ชีววิทยาของส่ิงต่าง ๆ ท่ีเช่ือมโยงกนัในระดบัโมเลกุล เพื่อให้เขา้ใจเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์และเห็นภาพ
กลไกการท างานของกระบวนการทางชีววิทยาได้อย่างเป็นระบบ เครือข่ายทางชีวภาพจะ
ประกอบด้วยกนัหลายชนิด ได้แก่ เครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีน, เครือข่ายควบคุมการ
แสดงออกของยีน และเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน ได้มีการวิเคราะห์เครือข่ายการ
แสดงออกร่วมของยีน (Co-expression network) มาใช้ในคน้หายีนท่ีคาดวา่เป็นสาเหตุการเกิดโรค 
(Candidate gene) เช่น โรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ, โรคหลอดเลือดหวัใจ เป็นตน้  จะช่วยให้เขา้ใจ
การท างานภาพร่วมของยีนทั้งหมดภายในเซลล์ (เทพพนม อารัญภาณุ และคณะ, 2558; กิตติพนัธ์              
ธาระเขตร์ และคณะ, 2559 ; Albright et al., 2014) และหากมีการน าเครือข่ายควบคุมการแสดงออก
ของยีนจะช่วยให้เขา้ใจกลไกการควบคุมระบบของชีวิต เช่น งานวิจยัของพศิกา ใบยา และคณะ 
(2557) ไดน้ าขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองการอกัเสบของเซลล์แมคโครฟาจมา
สร้างเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีน พบวา่สามารถท าความเขา้ใจกลไกการอกัเสบใน

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Selvaraj%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21584183
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Natarajan%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21584183
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ระดบัโมเลกุลไดดี้ยิ่งข้ึน เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Chen et al. (2008) ไดใ้ช้การสร้างเครือข่าย
ควบคุมการแสดงออกของยีน (gene regulatory network) มาศึกษากลไกการการตอบสนองต่อ LPS 
ซ่ึงสามารถช่วยท าให้พวกเขาเข้าใจกลไกการตอบสนองของความไวต่อการรับเช้ือในระบบ
ภูมิคุม้กนัมากข้ึน และหากมีการน ามาวิเคราะห์ร่วมกบัเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนจะช่วย
ให้กลไกภาพร่วมของกระบวนการท างานและควบคุมท่ีเกิดข้ึนภายในส่ิงมีชีวิตดียิ่งข้ึน ดังเช่น
งานวจิยัของ Nair et al. (2014) ไดใ้ชว้ิธีการคน้หาความรู้จากฐานขอ้มูล PolySearch และฐานขอ้มูล 
CADgene ร่วมกบัการสร้างเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนและเครือข่ายควบคุมการแสดงออก
ของยนีมาคน้หายนีท่ีมีความส าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบในโรคหลอดเลือดหวัใจ  
 2.2.3 บทบาทหนา้ท่ีของยนี SOCS3 ในการตอบสนองต่อการอกัเสบ 
 โปรตีน SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3) เป็นโปรตีนท่ีสร้างจากยีน SOCS3 
อยู่ในกลุ่ม STAT-induced STAT inhibitor (SSI) หรือท่ีรู้จกักนัในช่ือโปรตีน Suppressor of 
cytokine signaling (SOCS) ท าหน้าท่ีควบคุมเชิงลบในการส่งสัญญาณของกลุ่มไซโตไคน์ 
(Cytokine-inducible negative regulators of cytokine signaling) (Yoshimura et al., 2005) 
โครงสร้างของโปรตีน SOCS3 ประกอบดว้ย 3 โดเมน คือ  SH2 domain และ SOCS box ท่ีดา้น
ปลาย ดา้น C-terminal และ KIR domain ท่ีดา้ยปลาย N-terminal โดยท่ี SOCS3 จะสามารถเกิด
กระบวนการเติมฟอตเฟสให้กบัไทโรซีนผา่นทาง SH2 domain และ Elongin BC ผา่นทาง SOCS 
box โดยท่ี SOCS box จะมีปฏิสัมพนัธ์กบัเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบักระบวนการ ubiquitination ไดแ้ก่ 
Elongin B, Elongin C, Cullin-5 (Cul5), Ring-box 2 (Rbx2) และ E2 ubiquitin transferase (ดงัภาพ
ท่ี 2-20) โดย SOCS box จะท าหนา้ท่ี E3 ubiquitin ligases (Inagaki, Kondo, Ito, & Yoshimura, 
2013) 

 

 
 
ภาพท่ี 2-20 โครงสร้างและองคป์ระกอบของโปรตีน SOCS3 (ดดัแปลงจาก Rico-Bautista, Flores- 
       Morales & Fernández-Pérez, 2006; Yoshimura, Naka, & Kubo, 2007) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshimura%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15899058
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 SOCS3 เป็นโปรตีนส าคญัท่ีท าหนา้ท่ีควบคุมการท างานของ IL-6 และ IL-10 ผา่นทางการ
ส่งสัญญาณของ Toll like receptor (TLR)ในเซลล์แมคโครฟาจท่ีมีการเหน่ียวน าด้วย LPS  
(Yasukawa et al., 2003; El Kasmi et al., 2006) โดย IL-6 เป็นสารส่ือกลางการอกัเสบ (Pro-
inflammatory cytokine) ท่ีมีบทบาทความส าคญัในโรคการอกัเสบหลายชนิด ขณะท่ี IL-10 เป็น   
ไซโตไคน์ท่ีท าหน้าท่ีควบคุมในระบบภูมิคุม้กนั (Immunoregulatory cytokine) ท่ีมีท าหน้าท่ีตา้น
การอกัเสบ (Anti-inflammatory activity) โดย IL-6 และ IL-10 จะถูกกระตุน้ให้เกิดการแสดงออก
โดยทรานสคริปชั่นแฟคเตอร์ (Transcription factor) STAT3 ผ่านทางวิถีการส่งสัญญาณ JAK-
STAT pathway (Murray, 2007) ยีน SOCS3 จะมีความเสถียรเม่ือถูกเหน่ียวน าให้เกิดการแสดงออก
โดย IL-6 และ IL-10 ในสภาวะท่ีมี LPS แต่การส่งสัญญาณของ IL-6 จะถูกยบัย ั้งโดย SOCS3 
เน่ืองจาก SOCS3 สามารถไปจบักบั IL-6R subunit gp130 (Tyr759) ได้ท่ีเป็นรีเซฟเตอร์ชนิด
เดียวกนั แต่ไม่เกิดกบั IL-10R เน่ืองจากมีรีเซฟเตอร์ต่างชนิดกนั (Yasukawa et al., 2003; El Kasmi 
et al., 2006) ดงันั้นในการกระตุน้การท างาน STAT3 ท่ีท าใหเ้กิดการตอบสนองของ IL-6 นั้นจะเป็น
แบบชั่วคราว เพื่อเพิ่มความเสถียรกบัการตอบสนองของ IL-10 ให้เกิดในระยะยาว ดงันั้นการ
ตอบสนองตา้นการอกัเสบเก่ียวกบัพวกวิถีการส่งสัญญาณไซโตไคน์ท่ีข้ึนอยู่กบั STAT3 แต่ไม่
จ  าเพาะกบั IL-10 ซ่ึงสอดคล้องกบัการศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่าการกระตุน้ STAT3 ท่ีเพียงพอ
สามารถลดการสร้างสารส่ือกลางการอกัเสบ TNF และ IL-6 เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ในเซลล์
แมคโครฟาจ (Williams et al., 2007; Nishinakamura et al., 2007) แสดงให้เห็นวา่การกระตุน้การ
ท างาน STAT3 มีความส าคญัต่อการตา้นอกัเสบ โดยการกระตุน้การท างานของ STAT3 แบบ
ชัว่คราวจะส่งเสริมการอกัเสบ (Yasukawa et al., 2003) 
 การกระตุ้นการท างานของทรานสคลิปชั่นแฟคเตอร์ STAT3 ท่ีไม่ข้ึนกับไซโตไคน์ 
(cytokine-independent activation) อาจจะเป็นกระบวนการของจุลชีพท่ีจะหลบหนีในการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัของโฮสต์ผา่นการกระตุน้โดยตรงของ STAT3 โดยการติดเช้ือทอก
โซพลาสมากอนดิไอ (Toxoplasma gondii) สามารถยบัย ั้งการสร้าง TNF และ IL-12 ในเซลล์               
แมคโครฟาจ (Butcher et al., 2005) และมีการศึกษา putative protein kinase ROP16 (rhoptry 
protein 16) ของแบคทีเรีย T. gondii แสดงให้เห็น ROP16 สามารถยบัย ั้งการกระตุน้โปรตีน SOCS 
ท่ีมีผลต่อการกระตุน้ STAT3 (Saeij et al., 2007)  
 ผลของ SOCS3 ในการส่งสัญญาณ TLR ทางออ้มโดยการกระตุน้การท างานทรานสคลิป
ชัน่แฟคเตอร์ STAT3 อยา่งไรก็ตามมีความท่ีจะเป็นไปไดท่ี้ตวัของ SOCS3 เองท่ีเป็นตวักลางในการ
ตอบสนองต่อการตา้นการอกัเสบ (Anti-inflammatory) เพราะว่าระดบัการแสดงออกของโปรตีน 
SOCS3 ข้ึนกบั IL-10 รวมถึง PGE2 ผา่นทาง cAMP pathway (Cheon et al., 2006) โปรตีน SOCS3 
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อาจจะมีผลต่อการส่งสัญญาณ TLR อยา่งไรก็ตามยงัมีรายงานท่ีขดัแยง้กนัอยู ่บางการศึกษาแสดง
ให้เห็นวา่ SOCS3 มีผลต่อการตอบสนองต่อ TLR เพียงเล็กนอ้ย (Prele, Keith-Magee, Yerkovic, 
Murcha, & Hart, 2006) ขณะท่ีการแสดงออกของ SOCS3 ในเซลล์แมคโครฟาจในระดบัสรีวิทยา
แสดงให้เห็นวา่สามารถยบัย ั้งหรือขดัขวาง การแสดงออกของ TNF และ CD40 เม่ือมีการกระตุน้
ดว้ย LPS (Qin et al., 2006; Qasimi et al., 2006) รายงานล่าสุดระบุวา่ SOCS3 สามารถยบัย ั้งการ
ท างานของ TRAF6 และ TAK1  ซ่ึงทั้งสองมีความส าคญักบัการตอบสนองของ TLR และ IL-1 
ดงันั้น SOCS3 อาจมีบทบาทส าคญัท่ีท าหนา้ท่ีควบคุมเชิงลบในการส่งสัญญาณ TLR (Frobøse et al., 
2006) โดย SOCS3 จะไปลดความสัมพนัธ์ระหวา่ง TRAF6 และ TAK1 และยบัย ั้ง IL-1 โดยจะไป
ยบัย ั้งในขั้นตอนการกระตุน้ TAK1 โดย TRAF6 ในกระบวนการ ubiquitination ของ TRAF6 
เน่ืองจาก SOCS3 สามารถจบักบั Elongin B และ C ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของ cullin-RING E3 
ubiquitin ligases (Lehmann et al., 2003; Frobøse et al., 2006; Ajibade, Wang, & Wang, 2013) โดย 
SOCS3 จะไปยบัย ั้งในขั้นตอนการกระตุน้ TBK1 โดย TRAF3 ในกระบวนการ ubiquitination ของ 
TRAF3 ดงัเช่นเดียวกนักบัในวถีิการส่งสัญญาณท่ีตอ้งอาศยั MyD88 (Kayagaki et al., 2007) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frob%C3%B8se%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16543409
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frob%C3%B8se%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16543409


 
 

บทที ่3  
วสัดุ อุปกรณ์ และวธีิการทดลอง 

 
3.1  วสัดุและอปุกรณ์                                                                                          

3.1.1 เคร่ืองมือและโปรแกรมทางชีวสารสนเทศ 
1. เคร่ืองคอมพิวเตอร์ส่วนบุคคล (Personal Computer)           

Processor: Inter(R) core(TM) 2Duo P7450 @2.13 GHz 2.13 GHz                     
Installed memory: 4.00 GB (3.50 GB usable)                                                   
System type: 32-bit Operating System                                                                                                                                                                                                                                                                   

2. โปรแกรมระบบปฏิบติัการไมโครซอฟวนิโดวเ์ซเวน (Windows 7)            
3. โปรแกรมไมโครซอฟทเ์อกซ์เซล (Microsoft Excel 2010)                                                                                                                                                                                                                
4. โปรแกรม David (The Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery, version 6.7; Huang, Sherman, & Lempicki, 2009) 
5. โปรแกรม Cytoscape version 2.6.3 (http://www.cytoscape.org; Cline et al., 2007) 
6. โปรแกรม Arraymining (http: / /www.arraymining.net/R-php-1/ASAP/microarrayin 

fobiotic.php; Glaab et al., 2009) 
7. โปรแกรม String (http://string-db.org/; Szklarczyk et al., 2015) 
8. ฐานขอ้มูล GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; Edgar, Domrachev, & Lash, 2002) 
9. ฐานขอ้มูล KEGG (http://www.genome.jp/kegg/; Kanehisa, 2010) 

10. ฐานขอ้มูล Polysearch (http://wishart.biology.ualberta.ca/polysearch/; Cheng et al., 
2008) 

11. โปรแกรม MEV (Multi Experiment Viewer, version 4.8.1 Howe et al., 2011) 
12. โปรแกรม WEKA (Waikato Environment for Knowledge Analysis, version 3.6.2; Hall 

et al., 2009) 
3.1.2 วสัดุและอุปกรณ์ทางห้องปฏิบัติการ 

1.  ตูป้ลอดเช้ือ (laminar flow class II) (NU-440, NUAIRE, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
2. ตูบ้่มเซลล์แบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 incubator) (CB210, Binder, ประเทศ

สหพนัธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) 
3.  กลอ้งจุลทรรศน์แบบกลบัหวั ( inverted microscope) (OLYMPUS IX70, ประเทศญ่ีปุ่น) 

http://string-db.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szklarczyk%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25352553
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4.  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) (K240R, Centurion Scientific, ประเทศสหราชอาณาจกัร) 
5.  เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 และ 4 ต าแหน่ง (Precsia, ประเทศสมาพนัธรัฐสวสิ) 
6.  เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท (VERSA MAX, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
7.  เคร่ือง PCR  (T-gradient, Biometra® , ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
8.  เคร่ือง Real-time PCR (iCycler, Bio-Rad, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
9.  เคร่ือง UV/VIS Spectrophotometer (GVC CINTRA 40 , ประเทศแคนาดา) 

10.  จานเพาะเล้ียงเซลลแ์บบ 24 หลุม (Corning, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
11.  จานเพาะเล้ียงเซลลข์นาด 60 มม. (Corning, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
12.  จานเพาะเล้ียงเซลลข์นาด 100 มม. (Corning, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
13. ชุดกรองปลอดเช้ือส าหรับติดกบัขวดขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางรูกรอง  0.22 ไมครอน    

(Corning, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
14.  ไมโครเพลทแบบ 96 หลุม (Sterilin, ประเทศสหราชอาณาจกัร) 
 

3.2 สารเคมี 
1.  Dimethyl sulfoxide, DMSO ( Sigma-Aldrich, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
2.  Di-Sodium hydrogen phosphate , Na2HPO4  (Carlo Erba, ประเทศสหพนัธ์สาธารณรัฐ 
เยอรมนี) 

3.  D-Glucose (Sigma, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
4.  Duldecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ท่ีเติม phenol red (Gibco, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 
5.  Fetal bovine serum (FBS) (Gibco, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
6.  Forward และ Reverse primers ((Integrated DNA Technologies, ประเทศสิงคโปร์) 
7.  illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare, ประเทศสหราชอาณาจกัร) 
8.  iScript Reverse Transcription Supermix for RT-qPCR (Bio-Rad, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) 

9.  Lipopolysaccharide (LPS) จาก Escherichia coli 0111: B4 (Sigma chemical, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) 

10.  Penicillin/Steptomycin (Gibco-Invitogen, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
11.  Potassium chloride, KCl (Carlo Erba, ประเทศสหพนัธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) 
12.  Potassium dihydrogen orthophosphate, KH2PO4 (Analar, ประเทศสหราชอาณาจกัร) 
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13.  Sodium bicarbonate, NaHCO3  (Sigma, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
14.  Sodium chloride (Carlo ERBA reagenti, ประเทศสาธารณรัฐฝร่ังเศส) 
15.  Thizolyl Blue Tetrazolium Bromide, approx. (MTT) (Sigma-Aldrich, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 
16.  Sodium bicarbonate, NaHCO3  (Sigma, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
17. Sodium chloride, NaCl (Merck, ประเทศสหพนัธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) 
18. Tris-base (USB Corporation, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
19. 2x iTaqTM Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
20. 6x DNA Loading Dye (Vivantis, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 

3.3 วธิีการ  
 ภาพรวมของงานวจิยัน้ีประกอบดว้ยสองขั้นตอน ดงัน้ี  
 ขั้นตอนท่ี 1 การวิเคราะห์ขอ้มูลไมโครอาร์เรย ์เพื่อคดัเลือกยีนท่ีมีความส าคญัในการ
ตอบสนองต่อการอกัเสบ ประกอบดว้ยวธีิการดงัน้ี 

               1. การรวบรวมขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อการอกัเสบ เม่ือ
ถูกกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 3, 6, 8, และ 18 ชัว่โมง จากฐานขอ้มูลสาธารณะ และท าการปรับ
มาตรฐานค่าการแสดงออกของยีนในแต่ละชุดข้อมูลให้อยู่ในรูปแบบเดียวกันนั้ น โดยใช้ค่า
มาตรฐาน z score 
         2. การ คดัเลือกยนีโดยวธีิ Feature selection ท่ีบรรจุในโปรแกรม ArrayMining 
ทั้งหมดสามวธีิ คือ SAM, eBayes และ PLS-CV โดยจะคดัเลือกโพรบท่ีมีการแสดงออกอยา่งเด่นชดั
ใน 100 โพรบแรก และคดัเลือกเฉพาะโพรบท่ีถูกคดัเลือกอยา่งนอ้ยสองวธีิ 
                3. น ากลุ่มยนีท่ีคดัเลือกโดยวธีิ Feature selection มาวเิคราะห์ร่วมกบักลุ่มยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั
การอกัเสบซ่ึงไดจ้ากการสืบคน้โดยใชฐ้านขอ้มูลเอกสาร (Text mining) และน ามาสร้างเครือข่ายการ
แสดงออกร่วมของยนี (Gene co-expression network) โดยใชป้ลัก๊อิน Expression Correlation 
Network ท่ีถูกบรรจุภายใตโ้ปแกรม Cytoscape (Cline et al., 2007) และท าการคดัเลือกเครือข่ายยอ่ย
ท่ีน่าสนใจ  

  4. น ากลุ่มยีนท่ีอยู่ในเครือข่ายย่อยท่ีถูกคดัเลือกมาวิเคราะห์แบบแผนการแสดงออก
ของยนี จากนั้นน ามาบูรณาการร่วมกบัเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนในฐานขอ้มูล STRING 
และน ากลุ่มยนีในเครือข่ายยอ่ยไปวเิคราะห์และแปลผลทางชีวภาพโดยฐานขอ้มูล KEGG pathway 
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         ขั้นตอนท่ี 2  การยนืยนัผลการแสดงออกของยนีท่ีถูกคดัเลือกในระดบัห้องปฏิบติัการ 
โดยยนีท่ีถูกคดัเลือกจะถูกน ามาตรวจสอบเพื่อยนืยนัผลการแสดงออกของยีนในห้องปฏิบติัการโดย
ใชเ้ทคนิค Real time PCR (ดงัแสดงในภาพท่ี 3-1) 

 

 
 

ภาพท่ี 3-1 ภาพรวมการทดลอง 
 

 3.3.1 การศึกษาเบือ้งต้นในการคัดเลอืกวธีิการทีเ่หมาะสมในการคัดเลือกยีนที่ตอบสนองต่อ
กลไกการอกัเสบ 
 ในการคน้หาวิธีการท่ีเหมาะสมในการคดัเลือกยีนท่ีมีความส าคญัในการตอบสนองต่อการ
อกัเสบ  โดยเร่ิมจากดาวน์โหลดขอ้มูลไมโครอารเรย์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อการอกัเสบ 
เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ตามช่วงเวลาท่ีแตกต่างกนัจากฐานขอ้มูลสาธารณะ GEO ทั้งหมดสามชุด
ขอ้มูล ไดแ้ก่ GSE2002, GSE4712 และ GSE21841 ท าการปรับมาตรฐานค่าการแสดงออกของยีน
ในแต่ละชุดขอ้มูลให้อยู่ในรูปแบบเดียวกนั โดยใช้ค่ามาตรฐาน z score จากนั้นท าการคดัเลือก             
โพรบดว้ยกลุ่มเคร่ืองมือ Gene selection ท่ีอยูใ่นโปรแกรมออนไลน์ ArrayMining โดยการเลือกใช้
เคร่ืองมือคดัเลือกสามวิธี คือ SAM, eBayes และ PLS-CV โดยจะท าการคดัเลือกเฉพาะโพรบท่ีถูก
คดัเลือกอย่างน้อยสองวิธี ซ่ึงโพรบท่ีถูกคดัเลือกได้จะมีระดับการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัอย่าง
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เด่นชัด ก่อนท่ีจะน าโพรบท่ีถูกคัดเลือกไปแปลงเป็นยีนแล้วน าไปวิเคราะห์ร่วมกับกลุ่มยีนท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองการอกัเสบท่ีสืบคน้ไดจ้ากฐานขอ้มูลเอกสาร PolySearch แล้วน าไป
สร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีนโดยใช้ปลัก๊อิน ExpressionCorrelationViewer ท่ีบรรจุอยู่
ภายในโปรแกรม Cytoscape (Cline et al., 2007) จากนั้นท าการคดัเลือกเครือข่ายยอ่ยท่ีน่าสนใจและ
น าไปวิเคราะห์หนา้ท่ีทางชีวภาพโดยใชป้ลัก๊อิน GOlorize (Garcia et al., 2007) ท่ีบรรจุอยูภ่ายใน
โปรแกรม Cytoscape (Cline et al., 2007) เช่นเดียวกนั 
 3.2.2 การรวบรวมและการเตรียมข้อมูลไมโครอาร์เรย์     
 ดาวน์โหลดชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรยจ์ากฐานขอ้มูลสาธารณะ GEO (Edgar et al., 2002, 
Gene Expression Omnibus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) ซ่ึงเป็นค่าการแสดงออกของยีนท่ีอยู่
ในรูปแบบไฟล์ series expression matrix ทั้งหมดสามชุดขอ้มูล ไดแ้ก่ GSE4712, GSE21841 และ 
GSE2002 โดยชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์ไดน้ ามาวิเคราะห์นั้น จะคดัเลือกมา 2 กลุ่มการทดลอง คือ 
กลุ่มท่ีถูกกระตุน้ดว้ย LPS และกลุ่มท่ีไม่ถูกกระตุน้ดว้ย LPS ตามช่วงเวลา ในเซลล์แมคโครฟาจ
เซลลไ์ลน์ RAW264.7 ของหนู ดงัท่ีไดแ้สดงรายละเอียดของชุดขอ้มูลในตารางท่ี 3-1 งานวิจยัน้ีขอ้มูล
ไมโครอาร์เรยท่ี์น ามาใช้ในการศึกษาทั้งสามชุดขอ้มูลนั้นอยู่ภายใตแ้พลตฟอร์มท่ีต่างกนั จึงตอ้งมี
การน าขอ้มูลไมโครอาร์เรยไ์ปผา่นกระบวนจดัเตรียมขอ้มูล (Data preprocessing) และกระบวนการ
นอร์มอไลซ์เซชนั (normalization) เพื่อปรับมาตรฐานค่าของตวัเลขให้อยูใ่นมาตรฐานเดียวกนั ซ่ึง
เป็นการช่วยลดผลกระทบและความผิดพลาดต่อการวิเคราะห์อนัเน่ืองมาจากหน่วย การปรับ
มาตรฐานค่าการแสดงออกของยีนในแต่ละชุดขอ้มูลให้อยู่ในรูปแบบเดียวกนันั้นโดยการใช้ค่า
มาตรฐาน z score ซ่ึงค่าท่ีถูกนอร์มอไลซ์จะมีค่า mean เท่ากบั 0 และ SD เท่ากบั 1 โดยสามารถ
ค านวณค่า z score ไดจ้ากสมการท่ี 1 เพื่อน าขอ้มูลการแสดงออกของยีนจากชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรย์
ท่ีคดัเลือกไปวเิคราะห์ในขั้นตอนต่อไป 

         
        

  
                                           (1) 

โดยท่ี            x        คือ ค่าการแสดงออกของโพรบแต่ละตวัอยา่งในชุดขอ้มูล 
                                  Mean    คือ ค่าเฉล่ียของค่าการแสดงออกของโพรบแต่ละโพรบ 
                                  SD        คือ ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานค่าการแสดงออกของโพรบแต่ละโพรบ 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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ตารางท่ี 3-1 แสดงรายละเอียดของชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรย ์
 

 
  
 3.3.3 การคัดเลอืกยนีทีต่อบสนองต่อการอกัเสบโดยวธีิ Feature selection 
 น าขอ้มูลการแสดงออกของยีนจากชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์ได้ผ่านการเตรียมและปรับ
มาตรฐานขอ้มูลแลว้ มาท าการคดัเลือกกลุ่มยนีท่ีมีการตอบสนองต่อการอกัเสบ เม่ือมีการกระตุน้ต่อ 
LPS ตามช่วงเวลา โดยวิธีการคดัเลือกทางสถิติท่ีบรรจุอยู่ภายในโปรแกรมการท าเหมืองขอ้มูล
ออนไลน์ ArrayMining (Glaab et al., 2009) โดยเร่ิมจากการน าขอ้มูลมาปรับรูปแบบให้อยู่ใน
รูปแบบท่ีโปรแกรมก าหนด (ดงัในภาพท่ี 3-2A) แลว้ท าการอพัโหลดไฟล์ขอ้มูลลงในโปรแกรม
โดยรูปแบบไฟล์จะอยู่ในรูปแบบ tab-delimited matrix file หรือ zip file ก็ได ้จากนั้นท าการตั้ง
ค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ในโปรแกรมโดยเลือกวธีิท่ีจะใชใ้นการคดัเลือกยีน ซ่ึงในงานวิจยัน้ีไดเ้ลือกใช ้
3 วิธี ไดแ้ก่ Significance analysis of microarrays (SAM) (Tusher, Tibshirani, & Chu, 2001), 
Empirical Bayes moderated t-test (eBayes) (Smyth, 2004) และ PLS-CV-Partial Least Squares 
Cross-Validation (PLS-CV) (Hall, 2000)  และก าหนดขนาดของขอ้มูลการคดัเลือกโดยในงานวิจยั
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น้ีจะก าหนดการคดัเลือกยนีท่ีมีการแสดงออกอยา่งเด่นชดัใน 100 โพรบแรก แลว้ท าการส่งขอ้มูลให้
โปรแกรมด าเนินการคดัเลือกข้อมูลด้วยอีเมล (ดังภาพท่ี 3-2B)  และท าการดาวน์โหลดผลการ
คดัเลือกยีนซ่ึงจะอยูใ่นรูปแบบ tab-delimited matrix file เม่ือไดผ้ลการคดัเลือกยีนทั้งหมดสามวิธี
แลว้น าผลท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบและเลือกเฉพาะโพรบท่ีถูกคดัเลือกโดยสองวิธีจากทั้งหมดสามวิธี 
และน าโพรบท่ีคดัเลือกไดไ้ปแปลงใหอ้ยูใ่นรูปแบบท่ีเป็นช่ือยีน (Gene symbol) เพื่อน าไปวิเคราะห์
ในขั้นตอนต่อไป  

 

 
 

ภาพท่ี 3-2 รูปแบบขอ้มูล (A) และการก าหนดการตั้งค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ในโปรแกรมออนไลน์  
     ArrayMining (B) 
  
 3.3.4 การสืบค้นยนีทีเ่กีย่วข้องกบัการอกัเสบจากฐานข้อมูล Text mining 
 ท าการสืบคน้กลุ่มยีนท่ีเก่ียวข้องกับการอกัเสบ (Inflammatory genes) จากฐานข้อมูล 
PolySearch (Cheng, 2008)  โดยใชก้ารคน้หาความรู้จากฐานขอ้มูลเอกสาร (Text mining) เม่ือเขา้สู่
โปรแกรมแล้วให้เลือกชนิดของการสืบค้นโดยท่ีจะเลือกโรค (Disease) แล้วเลือกการค้นหาท่ี
เก่ียวขอ้งกบัยีนและโปรตีน (Genes/Proteins) ดงัภาพท่ี 3-3A จากนั้นท าการก าหนดค่าพารามิเตอร์
ต่าง ๆ ในโปรแกรมดงัภาพท่ี 3-3B ในการคน้หาจะใช้ค  าส าคญัในการคน้หาว่า “inflammation” 
จากนั้นน าผลการคน้หารายช่ือยีนท่ีสืบคน้ได้ทั้งหมด 312 ยีน มาเปรียบเทียบกบัรายช่ือยีนในขอ้มูล
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ไมโครอาร์เรยท์ั้งสามชุด พบวา่มีรายช่ือยีนท่ีเหมือนกนัทั้งหมด 189 ยีน แลว้น ามาวิเคราะห์ร่วมกบั
ยีนท่ีถูกคดัเลือกโดย Feature selection จากโปรแกรมออนไลน์ ArrayMining ท่ีมีจ  านวน 174 ยีน 
โดยมียีนท่ีพบได้ทั้ง PolySearch และ ArrayMining เป็นจ านวน 11 ยีน ซ่ึงจะน าข้อมูลการ
แสดงออกของยนีทั้ง 352 ยนี ไปใชใ้นการสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยนีต่อไป 
 

     
 

 
ภาพท่ี 3-3 การก าหนดชนิดของการคน้หา (A) และการตั้งค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ในโปรแกรม  
      PolySearch (B) 
  
 3.3.5 การสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยนี (Co-expression network)  
 น าข้อมูลค่าการแสดงออกของกลุ่มยีนท่ีถูกคัดเลือกจากการคัดเลือกโดยวิธี  Feature 
selection ขอ้มูลโดยโปรแกรมออนไลน์ ArrayMining และกลุ่มยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบท่ี
สืบค้นได้จากฐานข้อมูล PolySearch จ านวนทั้ งหมด 352 ยีน มาสร้างเครือข่ายความสัมพนัธ์
ระหว่างการแสดงออกร่วมของยีน โดยใชป้ลัก๊อิน Expression Correlation Network ท่ีถูกบรรจุ
ภายใตโ้ปแกรม Cytoscape (Cline et al., 2007) โดยก าหนดค่า cut-off ท่ีระดบั ±0.95 จากนั้นท าการ
คดัเลือกเครือข่ายยอ่ยท่ีน่าสนใจโดยใชย้นีท่ีถูกคดัเลือกไดจ้ากฐานขอ้มูล PolySearch เป็นหลกั และ
น าเครือข่ายยอ่ยท่ีคดัเลือกไดไ้ปวเิคราะห์ในขั้นตอนต่อไป 
       3.3.6 การวิเคราะห์เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน (Protein-protein interaction 
network) 
 น ากลุ่มยนีในเครือข่ายยอ่ยท่ีถูกคดัเลือกมาท านายเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน จาก
ฐานขอ้มูล String (http://string-db.org/; Szklarczyk et al., 2015) เม่ือเขา้สู่ฐานขอ้มูลแลว้เลือกเมนู
การคน้หาในรูปแบบ Multiple Protein จากนั้นใส่ช่ือยีนหรือโปรตีนท่ีตอ้งการท านายเครือข่าย

A B 

http://string-db.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szklarczyk%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25352553
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ความสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนในช่อง List of Names หรืออพัโหลดไฟล์รายช่ือยีนหรือโปรตีนท่ี
ตอ้งการคน้หาเครือข่ายความสัมพนัธ์ โดยก าหนดรูปแบบของขอ้มูลให้อยูใ่นรูปแบบ text  file และ
ก าหนดชนิดของส่ิงมีชีวิตท่ีต้องการสืบค้นในช่อง Organism จากนั้นท าการค้นหาเพื่อท านาย
เครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ท่ีจะเกิดข้ึน โดยก าหนดการตั้งค่าพารามิเตอร์ (ดงัภาพท่ี 3-4) ท าการวิเคราะห์
ความสัมพนัธ์ในระดบัโปรตีนของยีนท่ีตอ้งการท านาย เพื่อใช้ในการตดัสินใจเลือกยีนท่ีน่าจะมี
ความส าคญัในการตอบสนองต่อการอกัเสบ  
 
 

     

                                                                   

 
 
ภาพท่ี 3-4 ขั้นตอนการท านายเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีนและการตั้งค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ใน 
     ฐานขอ้มูล STRING 

  

  

1.ท าการคน้หาในรูปแบบ Multiple Protein 
จากนั้ นใ ส่ราย ช่ือยีน ท่ีต้องการท านาย
เครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน และ
ชนิดของส่ิงมีชีวติท่ีตอ้งการศึกษา 

2.ท าการตั้ งค่าพารามิเตอร์ตามท่ีต้องการ 
ก าหนดค่า interaction score ท่ีระดบั 0.4 
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3.3.7 การวเิคราะห์แบบแผนการแสดงออกของยนี (Gene expression profile) 
 น าขอ้มูลการแสดงออกของยีนท่ีอยูใ่นเครือข่ายยอ่ยท่ีถูกคดัเลือกมาท าการจดัรูปแบบไฟล์
ให้อยูใ่นรูปแบบ tab-delimited matrix file แลว้น าไปจดักลุ่มรูปแบบการแสดงออกของยีนท่ีบรรจุ
อยูใ่นฟังก์ชนัการจดักลุ่มขอ้มูลของโปรแกรม MEV (Multi Experiment Viewer, Howe et al., 
2011) ซ่ึงเป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับวิเคราะห์ข้อมูลและท าเหมืองข้อมูลของข้อมูลไมโครโคร
อาร์เรย ์มีอลักอริทึมท่ีใชส้ าหรับการจดักลุ่มขอ้มูล การจ าแนกขอ้มูล และการวิเคราะห์ทางสถิติ ใน
งานวิจยัน้ีเลือกใช้การจดักลุ่มการแสดงออกของยีนดว้ยวิธี SOM (Self-organizing map; Nikkilä, 
2002) ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีใช้ในการแบ่งกลุ่มขอ้มูลท่ีมีรูปแบบขอ้มูลท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัไวใ้นกลุ่ม
เดียวกัน  และเลือกการวดัความสัมพนัธ์ของตัวแปรด้วยค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์เพียร์สัน 
(Pearson correlation) โดยตั้ งค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ดังภาพท่ี 3-5 แล้ววิเคราะห์แบบแผนการ
แสดงออกของยนีในแต่ละกลุ่มท่ีจดักลุ่มได ้
 
 

               
                                                                                                                                             

                                                                               

           
ภาพท่ี 3-5 ขั้นตอนการจดักลุ่มแบบแผนการแสดงออกของยนีและการตั้งค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ใน 
     โปรแกรม MEV  

1. เปิดขอ้มูลการแสดงออกของยีนใน
รูปแบบไฟล ์tab-delimited matrix ใน
โปรแกรม MEV แลว้เลือก Two-color 
array 

2. เ ลือกวิ ธีการท่ีจะใช้ในการจัดกลุ่ม 
(clustering) โดยในงานวิจัยน้ีจะเลือกใช้
วิธีการแบ่งกลุ่มการแสดงออกของยีนดว้ย
วิธี SOM (self-organizing map) และตั้ง
ค่าพารามิเตอร์ดงัรูป  
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 3.3.8 การวเิคราะห์และการแปลผลทางชีวภาพ 
 น ากลุ่มยีนท่ีคัดเลือกได้ไปวิเคราะห์และแปลผลทางชีวภาพ โดยการหาหน้าท่ีและ
ความส าคญัในกระบวนการทางชีวภาพภายใตฐ้านขอ้มูลสาธารณะ DAVID (The Database for 
Annotation, Visualization and Integrated Discovery; Huang et al., 2009) ซ่ึงเป็นเคร่ืองมือท่ีใชใ้น
การตรวจสอบหรือคน้หาหน้าท่ีทางชีวภาพของกลุ่มยีนท่ีได้รวบรวมจากฐานขอ้มูลต่าง ๆ โดย
ก าหนดการตั้งค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ดงัภาพท่ี 3-6 เลือกการแปลผลโดยใช้ยีนออนโทโลยี (Gene 
ontology) ประกอบด้วย 3 กระบวนการ คือ กระบวนการทางชีวภาพ (Biological processes) 
องคป์ระกอบของเซลล์ (Cellular components) และหนา้ท่ีระดบัโมเลกุล (Molecular function) และ
แปลผลดว้ยฐานขอ้มูลพาธเวย ์KEGG pathway (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) เพื่อ
ช่วยในการตดัสินใจในการคดัเลือกยีนท่ีคาดว่ามีความส าคัญในการตอบสนองต่อการอักเสบ
ร่วมกบัการวิเคราะห์เครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีน การวิเคราะห์เครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่ง
โปรตีน และการวิเคราะห์กลุ่มยีนท่ีมีแนวโนม้การแสดงออกร่วมกนั เพื่อน ายีนท่ีถูกคดัเลือกได้ไป
ตรวจสอบยนืยนัผลในระดบัหอ้งปฏิบติัการต่อไป 
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ภาพท่ี 3-6 ขั้นตอนการคน้หาหนา้ท่ีทางชีวภาพของกลุ่มยนีในเครือข่ายยอ่ยทั้งสองเครือข่ายในโปรแกรม 
                DAVID โดยใชก้ารแปลผลของ Gene Ontology และฐานขอ้มูล KEGG pathway 

 

1. เ ม่ือเข้าสู่โปรแกรม DAVID เลือก Start 
Analysis แลว้ท าการตั้งค่าทั้ งหมด 4 ขั้นตอน 
ดงัน้ี 
   Step 1: ใส่ช่ือกลุ่มยนีท่ีตอ้งการคน้หา 
   Step 2: ระบุรูปแบบ OFFICIAL_GENE_SYMBOL 

   Step 3: เลือกประเภทของรายช่ือยีน (List Type)         
 Gene List 
   Step 4: ท าการ Submit เพื่อให้โปรแกรม
วเิคราะห์ 

2. เลือกชนิดของส่ิงมีชีวิตท่ีต้องการศึกษาและ
เคร่ืองมือท่ีจะใชใ้นการอธิบายหนา้ท่ีทางชีวภาพ 
(Functional Annotation Tool) 

3. เลือกการแปลผลโดยใช ้Gene Ontology ประกอบดว้ย 3 กระบวนการ 
คือ Biological processes, Cellular components และ Molecular function 
ร่วมกบัการแปลผลดว้ยฐานขอ้มูลพาธเวย ์KEGG pathway 
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3.3.9 การตรวจสอบและยืนยันผลยีนที่ถูกคัดเลือกที่มีการตอบสนองต่อการอักเสบ เมื่อมี
การกระตุ้นด้วย LPS ตามช่วงเวลา ในระดับอาร์เอน็เอ 
 จากการคดัเลือกยนีเป้าหมายท่ีมีความส าคญัต่อการตอบสนองการอกัเสบ เม่ือมีการกระตุน้
ด้วย LPS ตามช่วงเวลาท่ีได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ร่วมกับการคัดเลือกยีนท่ี
ตอบสนองต่อการอกัเสบโดยวิธี Feature selection การสืบคน้กลุ่มยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบจาก
ฐานขอ้มูล PolySearch  การสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีน การวิเคราะห์แบบแผนการ
แสดงออกของยีน และน ามาวิเคราะห์ร่วมกบัเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนโดยจะท าการ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีถูกคดัเลือกมาเปรียบเทียบกบัผลท่ีไดจ้ากชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรย์
ท่ีท ามาวเิคราะห์ โดยเร่ิมจากการเพาะเล้ียงเซลล์แมคโครฟาจสายพนัธ์ุ RAW 264.7 ภายใตส้ภาวะท่ี
ไม่มีการกระตุน้ดว้ย LPS และมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 3, 6, 8, 18 และ 24 ชัว่โมง เพื่อตรวจวดั
การตอบสนองท่ีเกิดข้ึนโดยการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดบัอาร์เอ็นเอโดยใชว้ิธี Real 
time PCR ของยีนท่ีถูกคดัเลือกมาจ านวน 4 ยีน คือ iNOS, EF-2, SOCS3 และ IL-11 เพื่อเป็นการ
ยนืยนัผลภายใตก้ารวเิคราะห์การทดลองในหอ้งปฏิบติัการ โดยมีรายละเอียดของวธีิการ ดงัน้ี 

 3.3.9.1 การเพาะเลีย้งเซลล์ (Cell culture) (กล่าวขวญั ศรีสุข, 2555) 
 ท าการเพาะเล้ียงเซลล์แมคโครฟาจของหนูสายพนัธ์ุ  RAW 264.7  ในอาหารเล้ียงเซลล์
ชนิด DMEM ท่ีมีสารละลายยาเพนิซิลลิน(10,000 ยูนิต/มิลลิลิตร) สเตรปโตไมซิน (10,000 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และ Fetal bovine serum (FBS) (10%)  บ่มในตูเ้พาะเล้ียงท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์
ในอากาศ 5 % อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จนเซลล์มีการเจริญเติบโตเกือบเต็มพื้นผิวภาชนะ
เพาะเล้ียง แลว้ท าการขดูเก็บเซลล์ ในการตรวจสอบในระดบัห้องปฏิบติัการขั้นตอนการเพาะเล้ียง
เซลล์ และการซับคลัเจอร์ ไดรั้บความกรุณาจากนางสาวสกุลรัตน์ มัน่คง ห้องปฏิบติัการเพาะเล้ียง
เซลลไ์ดท้  าการเพาะเล้ียงเซลลแ์ละเตรียมตวัอยา่งเพื่อใชใ้นการทดลองส าหรับงานวจิยัน้ี 
 3.3.9.2 การซับคัลเจอร์ (Subculture) 
 ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ในจานเพาะเซลล์ทิ้ง เติมสารละลายบฟัเฟอร์ HBSS ท่ีปราศจาก
แคลเซียมและแมกนีเซียมท่ีเยน็จ านวน 10 มิลลิลิตร แลว้น าไปบ่มในตูเ้ล้ียงเซลลท่ี์อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าจานเพาะเซลล์ออกจากตูแ้ละน าไปเขา้ตูป้ลอดเช้ือเพื่อขูด
เซลล์ให้หลุดออกจากจานเพาะเซลล์ โดยขูดเซลล์เบา ๆ ใชปิ้เปตพลาสติกขนาด 10 มิลลิลิตร ดูด
สารละลายบฟัเฟอร์ข้ึนลงหลาย ๆ คร้ัง แล้วใช้ปิเปตต์ดูดสารแขวนลอยเซลล์ใส่หลอดพลาสติก
ขนาด 50 มิลลิลิตร และน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 3,000 g เป็นเวลา 3 นาที ดูดสารละลายบฟัเฟอร์ HBSS 
ทิ้ง แลว้เติมอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีเสริมดว้ย 10% FBS ลงในหลอดพลาสติกท่ีไดป่ั้นเหวี่ยงแลว้ท าการ
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กระจายเซลลโ์ดยใชปิ้เปตตข้ึ์นลงประมาณ 20 คร้ัง แลว้ท าการนบัจ านวนเซลล์ท่ีมีชีวิตและกระจาย
เซลลล์งในภาชนะเล้ียงเซลลใ์หม่ตามอตัราส่วนท่ีตอ้งการ 
 3.3.9.3 การสกดัอาร์เอ็นเอ 
 น าเซลลแ์มคโครฟาจ RAW264.7 มาเพาะเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 60 มิลลิเมตรท่ี
มีอาหารเล้ียงเซลล์ DMEM เสริมดว้ย 10% FBS โดยมีความหนาแน่นเท่ากบั 1×106 เซลล์ต่อจาน
เป็นระยะเวลา 18-24 ชัว่โมงในตูเ้พาะเล้ียงท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ในอากาศ 5 % อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ดูดอาหารเล้ียงเซลลอ์อกจนหมดและเติมอาหารเล้ียงเซลลใ์นกลุ่มควบคุมและเติมอาหารท่ี
มี LPS ความเขม้ขน้ 1µg/ml แลว้น าไปบ่มในตูเ้พาะเล้ียงเป็นเวลา 3, 6, 8, 18 และ 24 ชัว่โมง 
จากนั้นท าการเก็บเซลล์และสกดัอาร์เอ็นเอโดยใชชุ้ดสกดัส าเร็จรูป illustra RNAspin Mini RNA 
Isolation Kit (GE Healthcare, ประเทศสหราชอาณาจกัร)โดยท าตามคู่มือการสกดัจากบริษทัโดยมี
ขั้นตอนดงัน้ี 
 1. ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออกให้หมด เติม lysis buffer RA1 350 µl และ -mercaptoethanol 
3.5 µl ดูดสารละลายข้ึนเพื่อเก็บตะกอนเซลลล์งในหลอดขนาด 1.5 ml แลว้ราดไนโตรเจนเหลวเพื่อ
ยบัย ั้งการท างานของ RNase และ DNase โดยสามารถเก็บตวัอยา่งไวท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 2. น าสารละลายตะกอนเซลลท่ี์เก็บไวม้าละลาย และvortex แรง ๆ แลว้น าสารละลายไป
โหลดลงในคอลมัน์ท่ีมีวงแหวนสีม่วง น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 11,000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  
 3. เติม 70%ethanol จ านวน 350 µl โดยดูดข้ึนลงประมาณ 5 คร้ัง เพื่อใหส้ารละลายเป็นเน้ือ
เดียวกนั 
 4. เตรียมคอลมัน์ท่ีมีวงแหวนสีฟ้าใส่ในหลอดขนาด 2 ml แลว้น าสารละลายในขอ้ 3 มา
โหลดลงในคอลมัน์จ  านวน 750 µl น าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8,000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที และน าคอลมัน์ท่ีมีวงแหวนสีฟ้าใส่ในหลอดขนาด 2 ml (หลอดใหม่) 
 5. เติม MDB (Membrane Desalting Buffer) 350 µl ลงในคอลมัน์ท่ีมีวงแหวนสีฟ้าเพื่อลา้ง
เกลือออก น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 10,000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที น า
คอลมัน์ท่ีมีวงแหวนสีฟ้าใส่หลอดขนาด 2 ml (หลอดใหม่) 
 6. เติม DNase reaction mixture 95 µl (reconstituted DNase I 10 µl + DNase reaction 
buffer 90 µl) ลงบริเวณตรงกลางของคอลมัน์ แลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที 
 7. เติม buffer RA2 จ านวน 200 µl น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 11,000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  
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 8. เติม buffer RA3 จ านวน 600 µl น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 11,000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที   
 9. เติม buffer RA3 จ านวน 250 µl น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 11,000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แลว้น าคอลมัน์ใส่ลงในหลอดขนาด 1.5 ml (หลอดใหม่) 
 10. เติม RNase-free H20 จ านวน 50 µl (คร้ังละ 25 µl)   น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 
11,000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และเก็บสารละลาย RNA  
 หลงัจากท่ีท าการสกดัอาร์เอ็นเอเสร็จแลว้จะน าไปวิเคราะห์ความเขม้ขน้และความบริสุทธ์ิ
ของอาร์เอ็นเอ โดยน า RNA  จ านวน 5 µl เจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีผสม 0.1% (v/v) DEPC จ านวน 495 
µl และน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 260 nm และ 280 nm โดยใชเ้คร่ือง Spectrophotometer และ
ค านวณความบริสุทธ์ิของอาร์เอน็เอโดยค่าควรอยูใ่นช่วง 1.8-2.0 จะแสดงใหเ้ห็นวา่อาร์เอ็นเอท่ีสกดั
ไดมี้ความบริสุทธ์ิ เพือ่ท่ีจะน าไปสังเคราะห์ cDNA ต่อไป 
 3.3.9.4 การสังเคราะห์ Complementary DNA  (cDNA) 
 น าอาร์เอ็นเอท่ีสกดัไดไ้ปสังเคราะห์ cDNA โดยใช ้5X iScriptTM Reverse Transcription 
Supermix จ านวน 4 µl Total RNA ความเขม้ขน้ 2 µg และเติมน ้ าท่ีปราศจาก Nuclease ให้ปริมาตร
สุดทา้ยเท่ากบั 20 µl ลงในหลอด PCR สภาวะท่ีใชใ้นการสังเคราะห์ cDNA ดงัน้ี 

Priming   25 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
                     Reverse transcription       42  องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
         RT inactivation       85  องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
 จากนั้ นน า cDNA ท่ีได้มาตรวจสอบคุณภาพและปริมาณโดยใช้ agarose gel 
electrophoresis และน า cDNA ท่ีสังเคราะห์ไดไ้ปวเิคราะห์โดยใชเ้ทคนิค Real-time RT-PCR ต่อไป
 3.3.9.5 การออกแบบไพรเมอร์ทีจ่ าเพาะต่อยนี 
 คน้หาล าดบัเบสของยีน iNOS (NM_010927.3), EF-2 (NM_007907.2), SOCS3 (NM 
007707.3) และ IL-11 (NM 008350.4) จากฐานขอ้มูล National Center for Biotechnology 
Information online Genbank database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) เพื่อใชเ้ป็นตน้แบบ
ในการออกแบบไพรเมอร์  โดยก าหนดขนาดของไพรเมอร์ให้มีความยาว 18–26 นิวคลีโอไทด ์              
ปริมาณ GC 40-60%   ความยาวของ PCR product 150-200 bp จากนั้นน าล าดบัเบสไพรเมอร์                                 
ท่ีได้ไปออกแบบไปตรวจสอบความจ า เพาะต่อยีน โดยใช้โปรแกรม Primer blast 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ในฐานขอ้มูล NCBI  
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ตารางท่ี 3-2 แสดงล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพร์เมอร์  
 

Gene 
Accession 

Number 
Sequence 

Melting 

Temp. 

( °C) 

Product 

Length 

(bp) 

iNOS NM_010927.3 5' -GCACAGCACAGGAAATGTTTCAGCAC-3' (F) 

5' -AGCCAGCGTACCGGATGAGC- 3' (R) 

68.55 

65.54 

156 

EF-2 

 

SOCS3 

 

IL-11 

NM_007907.2 

 

NM 007707.3 

 

NM 008350.4 

5' -CTGAAGCGGCTGGCTAAGTCTGA- 3' (F) 

5' -GGGTCAGATTTCTTGATGGGGATG- 3' (R) 

5' -GCACAGCCTTTCAGTGCAGAGTA- 3' (F) 

5' -GAGACAGCGGTCGTAAGAGCAG- 3' (R) 

5' -CACACTCACAAACCTCCCCTCC- 3' (F) 

5' -CAGGACCAGGCGACAAACAC- 3' (R) 

65.83 

65.49 

64.20 

63.60 

65.90 

64.70 

155 

 

169 

 

164 

 
 3.3.9.6 การวเิคราะห์การแสดงออกของยีนในระดับ mRNA โดยเทคนิค real time reverse 
transcription-polymerase chain reaction (Real- time RT-PCR) 
 น า cDNA ท่ีสังเคราะห์เป็นตน้แบบ ท าปฏิกิริยาดว้ย 2X iTagTM Universal SYBR® Green 
supermix และไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะของแต่ละยีนตามปริมาตรท่ีใช้ดงัตารางท่ี 3-3 และเม่ือผสมกนั
เสร็จจะน าไปท าปฏิกิริยาในเคร่ือง real time PCRโดยสภาวะท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาของยีน iNOS, 
EF-2, SOCS3 และ IL-11 ดงัตารางท่ี 3-4 จากนั้นท าการวเิคราะห์ Melting curve ท่ีอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้เพิ่มอุณหภูมิจาก 65 องศาเซลเซียส ถึง 95 องศาเซลเซียส โดยเพิ่มที
ละ 0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วินาที น าค่า Ct ท่ีไดม้าค านวณเพื่อหา Relative expression ratio  
(Livak & Schmittgen, 2001) ซ่ึงสามารถค านวณไดจ้ากสูตรดงัน้ี   

ΔΔCt = ΔCt (sample) - ΔCt (calibrator) 
และ ΔCt = Ct of target gene - Ct of housekeeping gene 

 จ  านวน target gene expression ท่ีได ้ normalized ดว้ย reference gene และเทียบกบั 
calibrator จะเท่ากบั 2-ΔΔCt  
 เม่ือ Ct of target gene   = ค่า Ct ของยนีเป้าหมาย 
  Ct of housekeeping gene = ค่า Ct ของยนีอา้งอิง 
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ตารางท่ี 3-3 แสดงสารและปริมาตรท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา Real-time PCR  
 

สาร ปริมาตรท่ีใช ้(µl) 
iTaqTM Universal SYBR® Green supermix 
Forward primer (10 µM) 
Reward primer (10 µM) 
distilled water 
cDNA  

Total reaction mix volume 

10 
0.5 
0.5 
7 
2 

20 
 

ตารางท่ี 3-4 สภาวะท่ีใชใ้นปฏิกิริยา Real-time PCR  
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

เวลา (นาที) 

Step 1 Pre denature (1รอบ) 
Step 1 Denature 
Step 2 annealing/extension 
Step 1 (1 รอบ) 

Melting curve 
(อุณหภูมิเพิ่มข้ึนทีละ 0.5 องศาเซลเซียส) 

95.0 
95.0 
63.0 
95.0 

65.0-95.0 

3 
0.10 
0.20 
0.10 
0.05 

  
 3.3.9.7 การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  
 ขอ้มูลจากผลการทดลองทุกตวัอย่างในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบดว้ย LPS จะท าซ ้ า
ทั้งหมด 3 ซ ้ า และจะแสดงขอ้มูลในรูปของค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (meanSD) โดยใช้
สถิติการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-Way ANOVA)  และท าการเปรียบเทียบความ
แตกต่างระหวา่งกลุ่มทดสอบดว้ย LPS แต่ละช่วงเวลาท่ีแตกต่างกนัโดยวิธี Tukey’s HSD  ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์(p<0.05) โดยใชโ้ปรแกรมสถิติ Minitab 

45 รอบ 



 
 

บทที ่4  
ผลการทดลอง 

 
4.1 การศึกษาเบือ้งต้น 
 ในการศึกษาเบ้ืองตน้เพื่อคน้หาวิธีการท่ีเหมาะสมในการคดัเลือกยีนท่ีมีการตอบสนองต่อ 
LPS ตามช่วงเวลา 3, 6, 8 และ 18 ชัว่โมง  จากการศึกษาโดยน ายีนท่ีมีการศึกษาวา่เก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการอกัเสบในฐานขอ้มูล PolySearch ซ่ึงยีนในกลุ่มน้ีส่วนใหญ่จะมีระดบัการแสดงออกท่ี
ไม่เด่นชดั เขา้มาวิเคราะห์ร่วมกบัการคดัเลือกยีนโดยวิธี Feature selection ท่ีถูกบรรจุอยู่ในโปรแกรม
ออนไลน ์ArrayMining โดยใชก้ารคดัเลือกยีนทั้งหมดสามวิธี คือ SAM, eBayes และ PLS-CV โดย
แต่ละวิธีจะมีวิธีการค านวณและหลกัการท่ีแตกต่างกนั และเลือกเฉพาะยีนท่ีถูกคดัเลือกอย่างน้อย
สองวธีิ เพื่อยนืยนัวา่ยนีท่ีคดัเลือกเป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบจริง  ซ่ึงกลุ่มยีนท่ีถูกคดัเลือกโดย
วิธี Feature selection จะมีระดบัการแสดงออกของยีนท่ีแตกต่างกนัอย่างเด่นชัด และน ายีนท่ีถูก
คดัเลือกได้ทั้ งสองวิธีมาสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีนเพื่อวิเคราะห์ปฏิสัมพนัธ์ของ
ระหว่างยีน และท าการคดัเลือกเครือข่ายย่อยโดยพิจารณาจากยีนท่ีคัดเลือกมาจากฐานข้อมูล 
PolySearch เป็นหลกั จากนั้นน ายีนจากเครือข่ายยอ่ยมาวิเคราะห์และแปลผลทางชีวภาพ จะพบว่า
สามารถคดัเลือกยนีท่ีมีการตอบสนองต่อ LPS ทั้งหมดสามยีน คือ ยีน CD36, TSPO และ PLA2G4A 
ซ่ึงเป็นยีนท่ีมาจากฐานขอ้มูล PolySearchโดยทั้งสามยีนมีปฏิสัมพนัธ์กบัยีนท่ีถูกคดัเลือกโดยวิธี 
Feature selection ซ่ึงจะเป็นยีนท่ีมีระดบัการแสดงออกท่ีเด่นชดั ทั้งหมด 19 ปฏิสัมพนัธ์ และเม่ือ
น าไปแปลผลทางชีวภาพทั้งสามยนีน้ีมีความส าคญัต่อกระบวนการอกัเสบ (ดงัภาพท่ี 4-1) 
  จากงานวิจยัท่ีได้ศึกษาในเบ้ืองตน้จึงได้น าวิธีการคดัเลือกยีนวิธีต่างๆ มาประยุกต์และ
บูรณาการเขา้กบังานวิจยัน้ี เพื่อคดัเลือกยีนท่ีมีความส าคญัต่อการตอบสนองต่อการอกัเสบโดยใช้
วิธีการคดัเลือกยีน โดยวิธี Feature selection การสืบคน้ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบจากฐานขอ้มูล 
PolySearch การสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีน การวิเคราะห์แบบแผนการแสดงออกของ
ยนี และบูรณาการร่วมกบัการวเิคราะห์เครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนจากฐานขอ้มูล STRING 
เพื่อคดัเลือกยีนท่ีมีความส าคญัในการตอบสนองต่อการอกัเสบ เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ตาม
ช่วงเวลา 3, 6, 8 และ 18 ชัว่โมง ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 จากชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรยใ์ห้มี
ความครอบคลุมและความน่าเช่ือถือมากยิ่งข้ึน เพื่อน าไปตรวจสอบยืนยนัในระดบัห้องปฏิบติัการ
โดยใชเ้ทคนิค Real time PCR ต่อไป  
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ภาพท่ี 4-1 การคดัเลือกยีนท่ีมีการตอบสนองต่อการอกัเสบท่ีมีระดบัการแสดงออกต ่าในขอ้มูลท่ีมี
    การกระตุน้ดว้ย LPS ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 (A) ตารางผลของโพรบท่ีถูกคดัเลือก
    อยา่งนอ้ย 2 วิธีจาก 3 วิธี ไดแ้ก่ SAM, eBayes และ PLS-CV (B) เครือข่ายการแสดงออกร่วม
    ของยนีท่ีถูกคดัเลือกจากโปรแกรม ArrayMining และยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อ  
    การอกัเสบจากฐานขอ้มูล PolySearch โดยโหนดสีแดงแสดงถึงยีนท่ีมาจากฐานขอ้มูล  
    Polysearch โหนดสีเขียวแสดงถึงยีนท่ีคัดเลือกจากโปรแกรม ArrayMining โหนด                    
    สีเหลืองแสดงถึงยีนท่ีคดัเลือกจากโปรแกรม ArrayMining และฐานขอ้มูล PolySearch 
    และ(C) กระบวนการทางชีวภาพของยีนในเครือข่ายยอ่ยท่ีถูกคดัเลือกโดยกระบวนการ
    ทางชีวภาพ (Biological process) ในยนีออนโทโลย ี(Wohankla et al., 2016) 
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4.2 การเตรียมข้อมูลไมโครอาร์เรย์ (Data preprocessing and normalization) 
การเตรียมขอ้มูลและปรับมาตรฐานขอ้มูลไมโครอาร์เรยท์ั้งสามชุดขอ้มูล เพื่อลดผลกระทบ

และความผดิพลาดต่อการวิเคราะห์อนัเน่ืองมาจากหน่วย เน่ืองจากขอ้มูลไมโครอาร์เรยมี์ขอ้มูลการ
แสดงออกของยนีจ านวนมากและมาจากแหล่งขอ้มูลท่ีแตกต่างกนั โดยการปรับมาตรฐานขอ้มูลให้
อยูม่าตรฐานเดียวกนัดว้ยค่ามาตรฐาน Z score ซ่ึงค่าท่ีถูกนอร์มอไลซ์จะมีค่า mean เท่ากบั 0 และ 
SD เท่ากบั 1 จะพบวา่ขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์ยงัไม่ผา่นกระบวนการจดัเตรียมขอ้มูลและกระบวนการ
นอร์มอไลซ์เซชันค่าตวัเลขของข้อมูลจะมีการกระจาย (ดังภาพท่ี 4-2A) แต่เม่ือขอ้มูลได้ผ่าน
กระบวนการนอร์มอไลซ์เซชนัแลว้จะพบวา่ค่าตวัเลขของขอ้มูลจะอยูใ่นมาตรฐานเดียวกนั (ดงัภาพ
ท่ี 4-2B – 4-2C)  

 

 
 
 
ภาพท่ี 4-2 ขอ้มูลไมโครอาร์เรยท์ั้ง 3 ชุดขอ้มูลก่อนและหลงัผา่นกระบวนการปรับมาตรฐานขอ้มูล 
     Box plot raw data (A), log10-transformed data (B) และ normalized data (C) 

3 hr 

6 hr 

8 hr 

18 hr 

A B C 
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4.3 การคัดเลอืกยนีทีต่อบสนองต่อการอกัเสบโดยวธีิ Feature selection 
 การคดัเลือกกลุ่มยีนท่ีมีการตอบสนองต่อการอกัเสบ เม่ือมีการกระตุน้ต่อ LPS ท่ีเวลา 3, 6, 
8 และ 18 ชัว่โมง โดยใช้วิธีการวิเคราะห์ทางสถิติท่ีแตกต่างกนัสามวิธี คือ SAM, eBayes  และ 
PLS-CV โดยทั้งสามวิธีน้ีจะบรรจุอยู่ภายในโปรแกรมการท าเหมืองขอ้มูลออนไลน์ ArrayMining 
โดยจะคดัเลือกโพรบท่ีมีการแสดงออกอยา่งเด่นชดั 100 โพรบแรก และเพื่อยืนยนัผลการคดัเลือก
โพรบว่ามีความเก่ียวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบจึงท าการคดัเลือกเฉพาะโพรบท่ีถูกคดัเลือกอย่าง
น้อยสองวิธี  จะพบว่าเม่ือมีการกระตุน้ด้วย LPS ท่ีเวลา 3 ชัว่โมง จะมีจ านวนโพรบท่ีคดัเลือก
ทั้งหมด 90 โพรบ เม่ือกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง จ านวน 99 โพรบ เม่ือกระตุน้ดว้ย LPS ท่ี
เวลา 8 ชัว่โมง จ านวน 93 โพรบ และเม่ือกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 18 ชัว่โมง จ านวน 94 โพรบ               
(ดงัผลท่ีแสดงในตารางท่ี 4-1 และภาพท่ี 4-3) จากนั้นน าโพรบท่ีถูกคดัเลือกในแต่ละช่วงเวลาท่ีมี
การกระตุน้ดว้ย LPS ไปคน้หาช่ือยีนในชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรยจ์ะพบวา่เม่ือการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ี
เวลา 3 ชัว่โมง จะมีจ านวน 70 ยีน เม่ือกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง จ านวน 65 ยีน เม่ือกระตุน้
ดว้ย LPS ท่ีเวลา 8 ชัว่โมง จ านวน 61 ยนี และเม่ือกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 18 ชัว่โมง จ านวน 80 ยีน              
ดงัผลท่ีแสดงในตารางท่ี 4-1 

ตารางท่ี 4-1 จ านวนโพรบท่ีถูกคดัเลือกโดยวิธี SAM, eBayes , PLS-CV  และโพรบท่ีถูกคดัเลือก
       อยา่งนอ้ยสองวธีิ  
 

ชุดขอ้มูล 
SAM 
(โพรบ) 

eBayes 
(โพรบ) 

PLS-CV 
(โพรบ) 

จ านวนโพรบท่ีถูก
คดัเลือกสองในสามวธีิ 

(โพรบ) 

จ านวนยนี 
(ยนี) 

GSE4712 
(3 hr_LPS) 

100 100 100 90 70 

GSE4712 
(6 hr_LPS) 

100 100 100 99 65 

GSE21841 
(8 hr_LPS) 

100 100 100 93 61 

GSE2002 
(18 hr_LPS) 

100 100 100 94 80 
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ภาพท่ี 4-3 ไดอะแกรมแสดงจ านวนโพรบท่ีถูกคดัเลือกโดยวิธี SAM, eBayes , PLS-CV  และโพรบ
     ท่ีถูกคดัเลือกอยา่งนอ้ยสองวธีิ  
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4.4 การวเิคราะห์เครือข่ายแสดงออกร่วมของยนี (Gene co-expression network) 
 จากกลุ่มยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบท่ีไดจ้ากการสืบคน้ในฐานขอ้มูล PolySearch และยีน
ท่ีมีการแสดงออกท่ีเด่นชดัท่ีถูกคดัเลือกอย่างนอ้ยสองวิธีจากวิธีการวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัท่ีบรรจุ
ภายในโปรแกรมการท าเหมืองขอ้มูลออนไลน์ ArrayMining จ านวนทั้งหมด 312 ยีน จะถูกน ามามา
สร้างเครือข่ายความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกร่วมของยีน โดยใช้ปลั๊กอิน Expression 
Correlation Network ท่ีบรรจุอยู่ภายในโปแกรม Cytoscape  โดยจะเลือกความสัมพนัธ์ท่ีมีค่า r-
value เท่ากบั 0.95 จะมียนีทั้งหมด 100 ยีน(โหนด) และจ านวนปฏิสัมพนัธ์ทั้งหมด 333 ปฏิสัมพนัธ์ 
ซ่ึงจะเป็นยีนท่ีถูกคดัเลือกดว้ยวิธีการท าเหมืองขอ้มูลในโปรแกรมออนไลน์ ArrayMining จ านวน 
84 ยนี 238 ปฏิสัมพนัธ์ ยนีท่ีไดจ้ากการสืบคน้ฐานขอ้มูล PolySearch จ านวน 11 ยีน 45 ปฏิสัมพนัธ์ 
และยีนท่ีถูกคดัเลือกจากการท าเหมืองข้อมูลในโปรแกรมออนไลน์ ArrayMining และจากการ
สืบคน้จากฐานขอ้มูล PolySearch จ านวน 5 ยีน 50 ปฏิสัมพนัธ์ (ดงัแสดงในภาพท่ี 4-4) โดยสีของ
โหนดจะบ่งบอกถึงแหล่งท่ีมาจากการคดัเลือกยนี โหนดสีเหลือง คือ ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ
อกัเสบท่ีสืบคน้ไดจ้ากฐานขอ้มูล PolySearch โหนดสีเขียว คือ ยีนท่ีมีการแสดงออกเด่นชดัท่ีถูก
คดัเลือกอยา่งน้อยสองวิธีจากโปรแกรมออนไลน์ ArrayMining และโหนดสีแดง คือ ยีนท่ีคดัเลือก
ได้จากทั้งในฐานข้อมูล PolySearch และจากยีนท่ีถูกคดัเลือกอย่างน้อยสองวิธีจากโปรแกรม
ออนไลน์ ArrayMining และสีของเส้นปฏิสัมพนัธ์จะบ่งบอกถึงทิศทางของปฏิสัมพนัธ์โดยเส้น
ปฏิสัมพนัธ์สีด า คือ ทิศทางของปฏิสัมพนัธ์ท่ีไปในทิศทางเดียวกนั และเส้นปฏิสัมพนัธ์สีเทา คือ 
ทิศทางของปฏิสัมพนัธ์ท่ีไปในทิศทางตรงขา้มกนั 
 จากนั้นท าการคดัเลือกเครือข่ายย่อยจากเครือข่ายความสัมพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกร่วม
ของยีน เพื่อให้ง่ายต่อการวิเคราะห์และการแปลผลโดยคดัเลือกจากยีนท่ีได้จากการสืบคน้จาก
ฐานขอ้มูล PolySearch เป็นหลกัว่ามีความสัมพนัธ์กบัยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีเด่นชดัท่ีถูกคดัเลือก
อยา่งนอ้ยสองวธีิจากโปรแกรมออนไลน์ ArrayMining เน่ืองจากเป็นกลุ่มยีนท่ีไดจ้ากการสืบคน้จาก
ฐานขอ้มูล PolySearch ได้มีการศึกษาแล้วว่าเก่ียวขอ้งกับกระบวนการอกัเสบ โดยจะคดัเลือก
เครือข่ายยอ่ยไดท้ั้งหมด 2 เครือข่าย ในเครือข่ายยอ่ยโมดูลท่ี 1 จะมียีนจ านวน 12 ยีน (โหนด) และ
จ านวนปฏิสัมพนัธ์ทั้งหมด 34 ปฏิสัมพนัธ์ และเครือข่ายย่อยโมดูลท่ี 2 จะมียีนจ านวน 17 ยีน 
(โหนด) และจ านวนปฏิสัมพนัธ์ทั้งหมด 50 ปฏิสัมพนัธ์ ดงัแสดงในภาพท่ี 4-5   
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ภาพท่ี 4-4 เครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีนท่ีได้จากการคดัเลือกจากโปรแกรม ArrayMining 
      และยนีท่ีไดจ้ากการสืบคน้จากฐานขอ้มูล PolySearch 
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                           โมดูลท่ี 1                                                                       โมดูลท่ี 2 

 
ภาพท่ี 4-5 เครือข่ายยอ่ยทั้งสองเครือข่ายท่ีถูกคดัเลือกจากเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยนี 
 
4.5 การวเิคราะห์กลุ่มยนีทีม่ีแบบแผนการแสดงออกร่วมกัน (Gene expression profile) 
 จากผลการวิเคราะห์เครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีนและการคดัเลือกเครือข่ายย่อย
จากนั้นน ามาจดักลุ่มยีนท่ีมีตามแบบแผนการแสดงออกโดยวิธี Self-organizing map ( SOM) ซ่ึง
เป็นการวิเคราะห์ขอ้มูลโดยอาศยัการแบ่งกลุ่มขอ้มูล และอาศยัความเหมือนหรือความใกลชิ้ดกนั
ของขอ้มูลโดยการวดัระยะห่างระหวา่งเวกเตอร์ของขอ้มูล โดยวิธี SOM มีความเหมาะสมกบัการ
วิเคราะห์ข้อมูลขนาดใหญ่ เพราะช่วยให้การมองภาพ (Visualization) และการตีความหรือแปล
ผลไดง่้าย จะพบวา่สามารถจดักลุ่มยีนตามแบบแผนการแสดงออกแบ่งออกไดจ้  านวนสามกลุ่ม (ดงั
แสดงในภาพท่ี 4-6 และตารางท่ี 4-2) คือ  
 กลุ่มท่ี 1 จะมีแบบแผนของการแสดงออกท่ีมีระดบัการแสดงออกสูงเม่ือมีการกระตุน้ดว้ย 
LPS ท่ีเวลา 3 และ 6 ชั่วโมง และมีระดบัการแสดงออกท่ีลดลง เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ี
ช่วงเวลา 8 และ 18 ชัว่โมง ประกอบดว้ยยีนจ านวน 14 ยีน คือ IL11, AREG, THBD, VEGFA, TRF, 
PRUNE, NFIL3, GPR35, WDR62, NUF2, NUSAP1, ERCC6L, BIRC5, MKI67    
 กลุ่มท่ี 2 จะมีแบบแผนของการแสดงออกท่ีมีระดบัการแสดงออกสูง เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย 
LPS ท่ีเวลา 3 และ 6 ชัว่โมง มีระดบัการแสดงออกลดลง เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 8 ชัว่โมง 
และมีระดบัการแสดงออกเพิ่มข้ึนอีก เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPSท่ีเวลา 18 ชัว่โมง ประกอบดว้ยยีน
จ านวน 3 ยนี คือ BLCAP, IL7R, CSF2RB2  
 กลุ่มท่ี 3 จะมีแบบแผนของการแสดงออกท่ีมีระดบัการแสดงออกท่ีสูง เม่ือกระตุน้ดว้ย LPS 
ท่ีเวลา 8 และ 18 ชัว่โมง ประกอบดว้ยยีนจ านวน 11 ยีน คือ CD36, IRF7, NFKBIZ, TSPO, SOCS3, 
LGALS9, SLC6A4, GBP1, VEGFC, PLA2G4A, PLAU  
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ภาพท่ี 4-6 Heat map แบบแผนการแสดงออกของยนีทั้งสามกลุ่ม (A) และกราฟแสดงแนวโนม้แบบ
    แผนการแสดงออกของยีน (B)  เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 3, 6, 8 และ 18 ชัว่โมง 
    จากการจดักลุ่มตามแบบแผนการแสดงออกของยนีโดยวธีิ SOM  
 
ตารางท่ี 4-2 การจดักลุ่มยีนท่ีมีการแสดงออกร่วมกนัเม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 3, 6, 8 และ 
       18 ชัว่โมง โดยวธีิ SOM (self-organizing map) 
 
กลุ่มท่ี จ  านวนยนี 

(ยนี) 
ยนี 

1 14 IL11, AREG, THBD, VEGFA, TRF, PRUNE, NFIL3, GPR35, WDR62, 
NUF2, NUSAP1, ERCC6L, BIRC5, MKI67 

2 3 BLCAP, IL7R, CSF2RB2 
3 11 CD36, IRF7, NFKBIZ, TSPO, SOCS3, LGALS9, SLC6A4, GBP1, 

VEGFC, PLA2G4A, PLAU 
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4.6 การวเิคราะห์เครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน (Protein-protein interaction network) 
 จากการคดัเลือกเครือข่ายย่อยการแสดงออกร่วมของยีน โดยคดัเลือกเครือข่ายย่อยได้
ทั้งหมด 2 เครือข่าย ซ่ึงมียีนจ านวนทั้งหมด 29 ยีน จะถูกน าไปคน้หาเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่ง
โปรตีนในฐานขอ้มูล STRING (http://string-db.org/) ซ่ึงเป็นฐานขอ้มูลทางชีวภาพท่ีสามารถใชใ้น
การท านายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนโดยฐานขอ้มูล STRING จะรวบรวมขอ้มูลจากแหล่งต่างๆไว ้
ประกอบดว้ยขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลอง (Experiment) ขอ้มูลจากฐานขอ้มูล (Database) ขอ้มูลจาก
การแสดงออกร่วม (Co-expression) ขอ้มูลจากการคน้หาความรู้จากขอ้ความ (Text mining) เป็นตน้ 
จะพบวา่มีจ านวนปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนทั้งหมด 33 โปรตีน (โหนด) และจ านวนปฏิสัมพนัธ์
ทั้งหมด 58 ปฏิสัมพนัธ์ ดงัแสดงในภาพท่ี 4-7 
 

 
 

ภาพท่ี 4-7 ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนของยีนในเครือข่ายยอ่ยทั้งสองเครือข่ายในฐานขอ้มูล STRING   
 
 
 



61 
 

4.7 การวเิคราะห์และการแปลผลทางชีวภาพ 
 จากการคัดเลือกเครือข่ายย่อยการแสดงออกร่วมของยีน โดยคัดเลือกเครือข่ายย่อย                    
ไดท้ั้งหมดสองเครือข่าย ซ่ึงมียีนจ านวนทั้งหมด 29 ยีน จะถูกน ามาคน้หาหนา้ท่ีและความสัมพนัธ์                   
ของกลุ่มยีนในกระบวนการทางชีวภาพจากฐานข้อมูลสาธารณะ DAVID (The Database 
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery; Huang et al., 2009) แปลผลโดยใช ้                 
ยีนออนโทโลยี (Gene ontology) และฐานขอ้มูล KEGG pathway (Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes) ซ่ึงจะคดัเลือกเฉพาะกระบวนการท่ีมีค่า p-value < 0.05 โดยการแปลผลของยีนออนโทโลยี
จะประกอบดว้ยสามกลุ่ม คือ  
 1) กระบวนการทางชีวภาพ (Biological processes) จะพบว่ากลุ่มยีนจะเก่ียวข้องกับ
กระบวนการทางชีววทิยาทั้งหมด 19 กระบวนการ โดยยนีส่วนใหญ่จะเก่ียวขอ้งกบัวฏัจกัรของเซลล์ 
ดงัตารางท่ี 4-3   
 2) หนา้ท่ีระดบัโมเลกุล (Molecular functions) จะพบวา่กลุ่มยีนจะมีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
จบัของไซโตไคน์และการกระตุน้ Growth factor ดงัตารางท่ี 4-4 
 3) องคป์ระกอบของเซลล์ (Cellular components) จะพบวา่ยีนส่วนใหญ่จะจะมีการท างาน
บริเวณเยือ่หุม้ชั้นนอกและโครโมโซม ดงัตารางท่ี 4-5 
 และในการคน้หาหน้าท่ีของกลุ่มยีนโดยใช้การแปลผลในฐานขอ้มูล KEGG pathway 
ทั้งหมด 3 วิถี คือ วิถี Cytokine-cytokine receptor interaction วิถีการส่งสัญญาณ Jak-STAT 
signaling pathway และวิถี Hematopoietic cell lineage โดยยีนส่วนใหญ่จะเก่ียวขอ้งกบัวิถีการส่ง
สัญญาณ Jak-STAT signaling pathway และปฏิสัมพนัธ์ระหว่างไซโตไคน์ (Cytokine-cytokine 
receptor interaction ดงัตารางท่ี 4-6  
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ตารางท่ี 4-3 การวเิคราะห์หนา้ท่ีทางชีวภาพของยนีในเครือข่ายยอ่ยทั้งสองเครือข่ายท่ีแปลผลโดยใช้
       ยนีออนโทโลย ี(Gene ontology) ในกลุ่มกระบวนการทางชีวภาพ (Biological process)  
 
GO term ID Go term description P-value Genes 
GO:0000279 
GO:0045597 
GO:0007049 

 
GO:0007067 
GO:0000280 
GO:0000087 
GO:0048285 
GO:0007059 
GO:0001666 
GO:0070482 
GO:0051094 
GO:0008283 
GO:0051301 
GO:0000226 
GO:0001763 
GO:0048010 

 
GO:0060749 
GO:0000910 
GO:0006955 

M phase 
Positive regulation of cell differentiation 
Cell cycle 
 
Mitosis 
Nuclear division 
M phase of mitotic cell cycle 
Organelle fission 
Chromosome segregation 
Response to hypoxia 
Response to oxygen levels 
Positive regulation of developmental process 
Cell proliferation 
Cell division 
Microtubule  cytoskeleton organization 
Morphogenesis of a branching structure 
Vascular endothelial growth factor receptor 
signaling  pathway 
Mammary gland alveolus 
Cytokinesis 
Immune response 

1.4E-3 
3.5E-3 
3.8E-3 

 
4.4E-3 
4.4E-3 
4.7E-3 
4.9E-3 
5.6E-3 
5.6E-3 
5.8E-3 
6.1E-3 
9.1E-3 
1.3E-2 
1.6E-2 
2.0E-2 
2.4E-2 

 
2.6E-2 
4.7E-2 
4.9E-2 

MKI67, BIRC5, ERCC6L, NUSAP1, NUF2 
CD36, IL7R, SOCS3, VEGFC 
MKI67, BIRC5, ERCC6L, NUSAP1, 
BLCAP, NUF2 
BIRC5, ERCC6L, NUSAP1, NUF2 
BIRC5, ERCC6L, NUSAP1, NUF2 
BIRC5, ERCC6L, NUSAP1, NUF2 
BIRCS5, ERCC6L, NUSAP1, NUF2 
BIRC5, NUSAP1, NUF2 
PLAU, TRF, VFGFA 
PLAU, TRF, VEGFA 
CD36, IL7R, SOCS3, VEGFC 
AREG, MKI67, IL7R, VFGFA 
BIRC5, ERCC6L, NUSAP1, NUF2 
BIRC5, NUSAP1, NUF2 
AREG, SOCS3, VEGFA 
VEGFA, VEGFC 
 
AREG, VEGFA 
BIRC5, NUSP1 
IRF7, IL7R, GBP1, VEGFA 

 

ตารางท่ี 4-4 การวเิคราะห์หนา้ท่ีทางชีวภาพของยนีในเครือข่ายยอ่ยทั้งสองเครือข่ายท่ีแปลผลโดยใช ้
       ยนีออนโทโลย ี(Gene ontology) ในกลุ่มหนา้ท่ีระดบัโมเลกุล (Molecular functions) 
 

GO term ID Go term description P-value Genes 
GO:0008083 
GO:0004896 
GO:0019955 

Growth factor activity 
Cytokine receptor activity 
Cytokine binding 

1.2E-3 
3.0E-3 
7.6E-3 

AREG, IL11, VEGFA, VEGFC 
CSF2RB2, IL7R 
CSF2RB2, IL7R 

 
 
 



63 
 

ตารางท่ี 4-5 การวเิคราะห์หนา้ท่ีทางชีวภาพของยนีในเครือข่ายยอ่ยทั้งสองเครือข่ายท่ีแปลผลโดยใช้
       ยนีออนโทโลย ี(Gene ontology) ในกลุ่มองคป์ระกอบของเซลล ์(Cellular component) 
 

GO term ID Go term description P-value Genes 
GO:0000775 
GO:0005615 
 
GO:0044421 
GO:0000793 
GO:0044427 
GO:0005876 
GO:0005576 
 
GO:0005694 

Chromosome centromeric region 
Extracellular space 
 
Extracellular region part 
Condensed chromosome 
Chromosomal part 
Spindle microtubule 
Extracellular region 
 
Chromosome 

1.2E-3 
2.5E-3 

 
1.4E-2 
1.8E-2 
2.2E-2 
3.2E-2 
3.4E-2 

 
3.5E-2 

NUF2, BIRC5, MKI67, ERCC6L 
IL11, AREG, THBD, TRF, VEGFA, 
VEGFC 
AREG, IL11, THBD, TRF,VEGFA, VEGFC 
MKI67, ERCC6L, NUF2 
MKI67, BIRC5, NUF2, ERCC6L 
BIRC5, NUSAP1 
AREG, IL11, LGALS9, PLAU, THBD, TRF, 
VEGFA, FEGFC 
MKI67, BIRC5,  NUF2, ERCC6L 

 
ตารางท่ี 4-6 การวเิคราะห์หนา้ท่ีทางชีวภาพของยนีในเครือข่ายยอ่ยทั้งสองเครือข่ายท่ีแปลผลโดยใช้
       ฐานขอ้มูลพาธเวย ์Kyoto Encyclopedia of Genomes pathway enrichment analysis 
       (KEGG) 
 

Term  P-value Genes  
mmu04060   Cytokine-cytokine receptor interaction  
mmu04630   Jak-STAT signaling pathway 
mmu04640  Hematopoietic cell lineage 

4.0E-4 
6.7E-4 
2.2E-2 

CSF2RB2, IL11, VEGFA,  VGFC 
CSF2RB2, IL11, IL7R, SOCS3 
CD36, IL11, IL7R 

 
4.8 การคัดเลอืกยนีเพือ่น าไปตรวจสอบยนืยนัผลในห้องปฏิบัติการ 
 จากการวิเคราะห์หาหน้าท่ีและความส าคญัในกระบวนการทางชีวภาพของยีนในทั้งสอง
เครือข่ายย่อยจากฐานขอ้มูล KEGG pathway จะพบว่ายีนส่วนใหญ่จะเก่ียวขอ้งกบัวิถีการส่ง
สัญญาณ Jak-STAT signaling pathway (ดงัตารางท่ี 4-6) ซ่ึงเป็นวิถีท่ีส่งสัญญาณจากสารเคมีท่ีอยู่
นอกเซลล์ (Extracellular chemical signals) เขา้ไปยงัภายในนิวเคลียสท าให้เกิดการถอดรหัสและ
เกิดการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนั การเพิ่มจ านวนเซลล์ (Proliferation) และ
การตายของเซลล์ (Apoptosis) ดงันั้นจะเห็นไดว้า่วิถีการส่งสัญญาณ Jak-STAT signaling pathway 
นั้นมีความส าคญั โดยยนีท่ีไดจ้ากการคดัเลือกท่ีเก่ียวขอ้งกบัวิถีน้ีประกอบดว้ย 4 ยีน คือ CSF2RB2, 
IL11, IL7R และ SOCS3 (ดงัตารางท่ี 4-6) ยีน SOCS3 และ IL11 เป็นยีนท่ีมีความน่าสนใจท่ีน าไป
ตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยีนในห้องปฏิบติัการต่อไป เน่ืองจากยีน SOCS3 เป็นยีนท่ีถูก
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คดัเลือกไดจ้ากทั้งวิธีการคดัเลือกยีนโดยวิธี Feature selection และการสืบคน้ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
อกัเสบจากฐานขอ้มูล PolySearch และมีแบบแผนการแสดงออกสูงในช่วงเวลา 8 และ 18 ชัว่โมง 
(ช่วงทา้ย) (ดังภาพท่ี 4-6) ส่วนยีน IL11 เป็นยีนท่ีถูกคดัเลือกได้จากวิธีการคดัเลือกยีนโดยวิธี 
Feature selection และมีแบบแผนการแสดงออกสูงในช่วงเวลา 3 และ 6 ชั่วโมง และลดการ
แสดงออกลงลดท่ีช่วงเวลา 8 และ 18 ชัว่โมง (ช่วงตน้) (ดงัภาพท่ี 4-6)  และจากผลการท านาย
เครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนนั้นจะพบว่ายีน Il-11 และ SOCS3 นั้นมีความสัมพนัธ์กนัใน
ระดบัโปรตีนและทั้งสองยีนน้ีมีความสัมพนัธ์กบั JAK2  (ดงัภาพท่ี 4-7) ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีมีบทบาท
ส าคญัในวิถี JAK-STAT pathway โดย JAK2 จะมีหนา้ท่ีในการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กรดอะมิโนไทโรซีน 
เพื่อให้เกิดการส่งสัญญาณไปควบคุมการท างานของเซลล์ต่าง ๆ และมีการตรวจสอบระดบัการ
แสดงออกของยีน iNOS ร่วมดว้ยเพื่อยืนยนัการอกัเสบว่ามีการเกิดข้ึนจริง เน่ืองจากยีน iNOS เป็น
ยนีท่ีไดมี้การศึกษากนัอยา่งแพร่หลายวา่มีความเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ แต่ในการตรวจวดัระดบัการ
แสดงออกเบ้ืองตน้ของยีน IL-11 ไม่สามารถตรวจวดัระดบัการแสดงออกไดด้ว้ยวิธี real time PCR 
เน่ืองจากยนี IL-11 มีระดบัการแสดงออกท่ีต ่าเช่นเดียวกบัท่ีแสดงในขอ้มูลไมโครอาร์เรย ์ 
 และนอกจากน้ียงัมีการคน้ควา้หาขอ้มูลหนา้ท่ีความส าคญัของกลไกการตอบสนองของยีน 
SOCS3 จากบทความงานวิจยัต่าง ๆ จะพบว่ายีน SOCS3 จะถูกเหน่ียวน าให้เกิดการแสดงออก             
เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย LPS, IL-1, IL-6, IL-11 และ IL-10 เป็นตน้ (Inagaki, Kondo, Ito, & Yoshimura, 
2013) โดยสามารถอธิบายและสรุปกลไกควบคุมการตอบสนองของยีน SOCS3 และยีน IL-11 ใน
เซลลแ์มคโครฟาจ ดงัน้ี (ภาพท่ี 4-8) 
 1. SOCS3 จะไปยบัย ั้งในขั้นตอนการกระตุน้ TAK1 โดย TRAF6 และ การกระตุน้ TBK1 
โดย TRAF3 ในกระบวนการ ubiquitination ของ TRAF6 และ TRAF3 เน่ืองจาก SOCS3 สามารถ
จบักบั Elongin B และ C ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของ cullin-RING E3 ubiquitin ligases โดยท่ี TAK1 
มีความส าคญัท่ีจะไปกระตุน้การท างานของ NF-kB และ MAPK pathway และ TBK1 จะไปกระตุน้
การท างานของ transcription factor IRFs (Lehmann et al., 2003; Frobøse et al., 2006; Kayagaki          
et al., 2007; Ajibade, Wang, & Wang, 2013) 
 2. SOCS3 จะท าหนา้ท่ีในการควบคุมการท างานของ Janus kinase (JAK) activation โดย 
SOCS3 จะไปจบักบับริเวณ JAK-proximal sites บน cytokine receptor เน่ืองจาก SOCS3 มีตวัรับ
สัญญาณ (receptor) ชนิดเดียวกนักบั IL-6 และ IL-11 คือ gp130 receptor จึงสามารถเขา้จบัได ้แต่
ไม่สามารถจบักบั IL-10 ได ้และยบัย ั้งการท างานของ JAK ผา่นทาง KIR domain ซ่ึงจะถูกยอ่ยสลาย
ผา่นทางกระบวนการ ubiquitination และถูกน าไปสลายท่ี proteasome ผา่นทาง SOCS box domain  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frob%C3%B8se%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16543409
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(Yasukawa et al., 2003; Niemand et al., 2003; Wormald et al., 2006; Yoshimura, Naka, & Kubo,  
2013) 
 

 
 

ภาพท่ี 4-8 กลไกการตอบสนองต่อการอกัเสบของยีน SOCS3 และยีน IL-11 ในเซลล์แมคโครฟาจ 
    (ดดัแปลงภาพจาก Yoshimura, Naka, & Kubo, 2007; Wilson, 2014; McCormick & Heller,  
    2015; Achek, Yesudhas, & Choi, 2016) 
 
4.9 การวเิคราะห์การแสดงออกของยนีในระดับ mRNA โดยใช้เทคนิค Real time PCR   
 จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในระดบั mRNA ของยีน iNOS, EF2 และ SOCS3 
โดยใช้เทคนิค Real time PCR ในการหาค่า Cycle threshold (Ct) เพื่อใช้ในการวิเคราะห์การ
แสดงออกของยนี โดยค่า Ct คือ จ านวนรอบของปฏิกิริยา PCR ท่ีสามารถตรวจวดัปริมาณดีเอ็นเอท่ี
เพิ่มข้ึน (ดงัแสดงในภาพท่ี 4-9) และท าการวิเคราะห์ Melting curve analysis เพื่อแยก PCR product 
ท่ีแตกต่างกนัออกจากกนัได ้เน่ืองจาก PCR product ต่างชนิดกนัจะมีค่า Melting temperature (Tm) 
ท่ีแตกต่างกนั  โดยค่า Tm ของยีน iNOS เท่ากบั 82 องศาเซลเซียส ค่า Tm ของยีน EF2 เท่ากบั 82.5 
องศาเซลเซียส และ Tm ของยนี SOCS3 เท่ากบั 86.5 องศาเซลเซียส (ดงัแสดงในภาพท่ี 4-9) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Niemand%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12626585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wormald%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16473883
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ภาพท่ี 4-9 การวเิคราะห์ Melting curve analysis ของยนี iNOS, EF2 และ SOCS3 จากการวดั Fluorescence  
    จาก PCR product เม่ือเพิ่มอุณหภูมิข้ึนทีละ 0.5 องศาเซลเซียสจาก 65 องศาเซลเซียสจนถึง 
    95 องศาเซลเซียส (A) และเม่ือเปล่ียน scale ให้เป็น dF/dt ซ่ึงจะแสดงอุณหภูมิท่ีเป็น Melting 
    temperature ของแต่ละยนี (B)  
  
 จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในระดบั mRNA เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน 
iNOS และ SOCS3 เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีช่วงเวลา 3, 6, 8, 18 และ 24 ชัว่โมง ดว้ยเทคนิค 
Real time PCR  โดยใช้ยีน EF-2 เป็นยีนอา้งอิงหรือ housekeeping gene  จะพบว่าสามารถเร่ิม
ตรวจวดัการแสดงออกของยีน iNOS เม่ือมีการกระตุน้ด้วย LPS ท่ีเวลา 3 ชั่วโมง มีระดบัการ
แสดงออกสูงสุดท่ีเวลา 18 ชัว่โมง และยงัคงมีการแสดงออกจนถึงท่ีเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-10E) 
โดยการแสดงออกของยีน iNOS จะมีระดบัการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึน เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ี
เวลา 3 ชัว่โมง (ช่วงตน้) จนถึงท่ีเวลา 24 ชัว่โมง (ช่วงทา้ย) ตามล าดบั ซ่ึงมีแบบแผนการแสดงออก
ท่ีคลา้ยกนักบังานวิจยัของ Srisook และ Cha ในปี 2004 ท่ีไดศึ้กษาการแสดงของยีน iNOS และ HO-1 

iNOS 

EF2 

SOCS3 
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ในระดบั mRNA และโปรตีน เม่ือมีการเหน่ียวน าดว้ย LPS ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7  โดย
จะพบวา่สามารถเร่ิมตรวจวดัการแสดงออกของยีน iNOS ในระดบั mRNA เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS 
ท่ีเวลา 2 ชัว่โมง มีระดบัการแสดงออกสูงสุดท่ีเวลา 4 ชัว่โมง และยงัคงมีการแสดงออกจนถึงท่ีเวลา 24 
ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-10A และ 4-10C) และการตรวจวดัการแสดงออกของยีน iNOS ในระดบัโปรตีน
สามารถเร่ิมตรวจวดัการแสดงออกของยีน iNOS เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 4 ชัว่โมง และมี
การแสดงออกจนถึงท่ีเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-10B) แต่แบบแผนการแสดงออกของยีน iNOS  จะ
แตกต่างจากแบบแผนการแสดงออกในชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรย ์จะพบว่าสามารถเร่ิมตรวจวดัการ
แสดงออกของยนี iNOS เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 18 ชัว่โมง (ช่วงทา้ย) (ภาพท่ี 4-10D) 
 ในการวเิคราะห์การแสดงออกของยีนในระดบั mRNA ของยีน SOCS3 โดยใชเ้ทคนิค Real 
time PCR จะพบวา่สามารถเร่ิมตรวจวดัการแสดงออกได ้เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีช่วงเวลา 3 
ชัว่โมง ระดบัการแสดงออกสูงสุดท่ีช่วงเวลา 8 ชัว่โมง มีการแสดงออกจนถึงท่ีเวลา 18 ชัว่โมง และ
มีระดบัการแสดงออกลดลงท่ีเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงมีระดบัการแสดงออกท่ีต ่าสุด (ภาพท่ี 4-10E) โดย
จะมีแบบแผนการแสดงออกท่ีคล้ายกบังานวิจยัของ Hammer  et al. ในปี 2010 ท่ีไดศึ้กษาการ
แสดงออกของยีน SOCS3 เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีช่วงเวลา 0.5, 1, 2, 4, 8 และ 24 ชัว่โมง ใน
เซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 จะพบวา่สามารถเร่ิมตรวจวดัการแสดงออกของยีน SOCS3 เม่ือมี
การกระตุน้ดว้ย LPS ท่ี 0.5 ชัว่โมงจนถึงท่ี 1 ชัว่โมง ระดบัการแสดงออกสูงสุดท่ีเวลา 1 ชัว่โมง จะมี
ระดบัการแสดงออกลดลงท่ีช่วงเวลา 2 และ 4 ชัว่โมง และระดบัการแสดงออกจะสูงข้ึนอีกท่ีเวลา           
8 ชัว่โมง และมีระดบัการแสดงออกท่ีลดลงท่ีเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-11C) และงานวิจยัของ                   
Qin et al. ในปี 2007 ไดศึ้กษาการแสดงออกของยีน SOCS3 ในระดบั mRNA และโปรตีนในเซลล์
แมคโครฟาจ RAW264.7 จะพบว่าสามารถเร่ิมตรวจวดัการแสดงออกของยีน SOCS3 ในระดบั 
mRNA เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 0.5 ชัว่โมง มีระดบัการแสดงออกสูงสุดท่ีเวลา 18 ชัว่โมง 
มีการแสดงออกจนถึงท่ีเวลา 24 ชัว่โมง และมีระดบัการแสดงออกลดลงท่ีช่วงเวลา 36 ชัว่โมง (ภาพ
ท่ี 4-11A) และการตรวจวดัการแสดงออกของยีน SOCS3 ในระดบัโปรตีน จะพบว่าสามารถเร่ิม
ตรวจวดัการแสดงออกของโปรตีน SOCS3 เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 1 ชัว่โมง ระดบัการ
แสดงออกสูงสุดท่ีเวลา 8 ชัว่โมง และระดบัการแสดงออกลดลงท่ีเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-11B) 
แต่ในการตรวจวดัการแสดงออกของยีน SOCS3 ในข้อมูลไมโครอาร์เรย์ จะพบว่าสามารถเร่ิม
ตรวจวดัการแสดงออกของยีน SOCS3 เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีช่วงเวลา 8 ชัว่โมงจนถึง 18 
ชัว่โมง ระดบัการแสดงออกสูงสุดท่ีเวลา 18 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-11D) 
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ภาพท่ี 4-10 การวเิคราะห์การแสดงออกของยีนในระดบั mRNA ของยีน iNOS โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR 
(A) และการตรวจวดัในระดบัโปรตีนในเซลลโ์ครฟาจ RAW264.7  (B) จากการศึกษา ของ 
Srisook and Cha (2004) การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน iNOS ในเซลล์โครฟาจ
RAW264.7 โดยใช้เทคนิคไมโครอาร์เรยจ์ากชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์น ามาวิเคราะห์ 
(D) และการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน iNOS โดยใชเ้ทคนิค real time PCR (E)         
ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีไม่มีการเหน่ียวน าดว้ย LPS และมีการเหน่ียวน า
ดว้ย LPS ความเขม้ขน้ 1 µg/ml ท่ีเวลา 3, 6, 8, 18 และ 24 ชัว่โมง (E) ขอ้มูลแสดงเป็น
ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดลองอยา่งน้อยสามคร้ังท่ีเป็นอิสระต่อกนั 
(ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีก ากบับนกราฟในช่วงเวลาท่ีกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีแตกต่างกนั) 
โดยท่ี P<0.05 เม่ือเทียบกบัเซลลท่ี์ไม่มีการเหน่ียวดว้ย LPS   
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 ภาพท่ี 4-11 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในระดบั mRNA ของยีน SOCS3 โดยใชเ้ทคนิค 

RT-PCR (A) และการตรวจวดัในระดับโปรตีนในเซลล์โครฟาจ RAW264.7 (B)              
จากการศึกษาของ Qin  et al. (2007) และการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในระดบั 
mRNA ของยนี SOCS3 ในเซลลโ์ครฟาจ RAW264.7 โดยใชเ้ทคนิค real time PCR (D) 
จากการศึกษาของคณะผูว้ิจยั (Hammer et al., 2010) การตรวจวดัปริมาณ mRNA ของ
ยีน SOCS3 ในเซลล์โครฟาจ RAW264.7 โดยใช้เทคนิคไมโครอาร์เรยจ์ากชุดขอ้มูล       
ไมโครอาร์เรยท่ี์น ามาวิเคราะห์ (D) และการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน SOCS3 
โดยใช้เทคนิค Real time PCR (E) ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีไม่มี                     
การเหน่ียวน าดว้ย LPS และมีการเหน่ียวน าดว้ย LPS ความเขม้ขน้ 1 µg/ml ท่ีเวลา 3, 6, 
8, 18 และ 24 ชัว่โมง (E) ขอ้มูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการ
ทดลองอย่างน้อยสามคร้ังท่ีเป็นอิสระต่อกนั (ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีก ากบับนกราฟ
ในช่วงเวลาท่ีกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีแตกต่างกนั) โดยท่ี P<0.05 เม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีไม่มี
การเหน่ียวดว้ย LPS  



บทที ่5 
อภปิราย สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 อภิปรายผลการทดลอง 

 งานวิจยัน้ีผูว้ิจยัไดท้  าการคดัเลือกยีนท่ีมีการตอบสนองต่อการอกัเสบ เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย 
LPS ตามช่วงเวลา 3, 6, 8 และ 18 ชัว่โมง ในเซลล์แมคโครฟาจเซลล์ไลน์ RAW264.7 จากชุดขอ้มูล
ไมโครอาร์เรยจ์ากฐานขอ้มูลสาธารณะ เพื่อคน้หาวิธีการท่ีเหมาะสมในการคดัเลือกยีนท่ีมีการ
ตอบสนองต่อการอกัเสบ จากการศึกษาเบ้ืองตน้ในการคน้หายีนท่ีมีความส าคญัต่อการตอบสนอง
การอกัเสบในชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรย ์เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 
(ภาพท่ี 4-1) (Wohankla et al., 2016)  โดยสามารถเลือกวิธีการท่ีเหมาะสมมาบูรณาการเขา้ร่วมกนั 
เพื่อใชใ้นการคดัเลือกยีนท่ีมีการตอบสนองต่อการอกัเสบ ท่ีประกอบไปดว้ยการคดัเลือกยีนดว้ยวิธี 
Feature selection  การสืบคน้ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบจากฐานขอ้มูล PolySearch การสร้าง
เครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีน การวิเคราะห์แบบแผนการแสดงออกของยีน และการวิเคราะห์
ร่วมกบัเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนในฐานขอ้มูล STRING (Szklarczyk et al., 2015)  
 จากการคดัเลือกยีนด้วยวิธี Feature selection ในโปรแกรม ArrayMining ทั้งสามวิธี คือ 
SAM, eBayes และ PLS-CV โดยจะคดัเลือกโพรบท่ีถูกคดัเลือกอยา่งนอ้ยสองวธีิ เพื่อยนืยนัวา่โพรบ
ท่ีถูกคดัเลือกเป็นยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบจริง เน่ืองจากทั้งสามวิธีนั้นมีกระบวนการวิเคราะห์ท่ี
แตกต่างกัน โดยท่ี SAM เป็นวิธีการทางสถิติท่ีถูกพัฒนาข้ึน เพื่อใช้ในการค้นหายีนท่ีมีการ
แสดงออกท่ีเปล่ียนแปลงไปอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีไดจ้ากการตรวจวดัระดบั การแสดงออกของ
ยนีจากขอ้มูลไมโครอาร์เรยโ์ดยใชส้ถิตินอนพาราเมตริก (Nonparametric statistics) ในการวิเคราะห์ 
เพื่อใหมี้ความเหมาะสมต่อการวเิคราะห์ขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์มีจ  านวนตวัอยา่งนอ้ย แต่มียีนอยูเ่ป็น
จ านวนมาก (Tusher, Tibshirani, & Chu, 2001) eBayes เป็นวิธีการท่ีใช้ t-test เป็นค่าสถิติในการ
ทดสอบ โดยวิธี eBayes จะท าการปรับค่าความแปรปรวนระหว่างโพรบกบัตวัอย่างไปสู่ค่าปกติ 
เพื่อเพิ่มค่า degree of freedom ส าหรับความแปรปรวนของแต่ละตวัอยา่ง (Smyth, 2004)  และ PLS-
CV เป็นการคดัเลือกยีนโดยอาศยัสัมประสิทธ์ิท่ีไดจ้ากการทดสอบขอ้มูล (Training) โดย Partial 
Least Squares classifier ซ่ึงจ านวนของตวัอยา่งท่ีถูกสุ่มข้ึนมาทดสอบจะข้ึนอยูก่บั cross-validation 
accuracies โดยอาศยัจ านวนการสุ่มตวัอย่าง 20 คร้ัง ในการคดัเลือกตวัอย่างจ านวน 2 ใน 3 เพื่อ
น ามาสร้างโมเดลส าหรับการทดสอบฟีเจอร์ท่ีคดัเลือกได ้(Hall, 2000) ตวัอยา่งของการคดัเลือกยีน
โดยวิธี Feature selection ทั้งสามวิธีในโปรแกรม ArrayMining ไดแ้สดงไว ้ในงานวิจยัของวนัเฉลิม 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szklarczyk%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25352553
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จินอู๋ และพิทกัษ ์สูตรอนนัต ์ในปี 2557 ท่ีไดมี้การใชเ้คร่ืองมือการท าเหมืองขอ้มูลออนไลน์ArrayMining 
(http://www.arraymining.net) (Glaab et al., 2009) มาคดัเลือกยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีเด่นชัดในการ
ตอบสนองต่อ LPS ของเซลล์แมคโครฟาจ พบว่าสามารถน าขอ้มูลไมโครอาร์เรยแ์ละโปรแกรม
ออนไลน์บนเครือข่ายสาธารณะมาช่วยในงานวจิยัทางชีววิทยาเชิงระบบ เพื่อท าความเขา้ใจกลไกการ
ตอบสนองการอกัเสบและประยกุตใ์ชก้บักลไกอ่ืนท่ีเก่ียวขอ้งได ้ 

  จากกลุ่มยีนท่ีถูกคดัเลือกอย่างน้อยสองวิธี วิธี Feature selection ในโปรแกรมท าเหมือง
ขอ้มูลออนไลน์ ArrayMining ท่ีมีกระบวนการวเิคราะห์ท่ีแตกต่างกนัดว้ยกลุ่มยีนท่ีถูกคดัเลือกอยา่ง
นอ้ยสองวิธี ร่วมกบัการสืบคน้ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบจากฐานขอ้มูล PolySearch (Cheng et al., 
2008)  จ  านวนทั้งหมด 312 ยีน จะถูกน ามามาสร้างเครือข่ายความสัมพนัธ์ระหว่างการแสดงออก
ร่วมของยีน โดยใช้ปลั๊กอิน Expression Correlation Network ท่ีถูกบรรจุภายใตโ้ปรแกรม 
Cytoscape (Cline et al., 2007) จะมียนีทั้งหมด 100 ยนี (โหนด) และจ านวนปฏิสัมพนัธ์ทั้งหมด 333 
ปฏิสัมพนัธ์ (ภาพท่ี 4-4) จากนั้นท าการคดัเลือกเครือข่ายยอ่ยจากเครือข่ายความสัมพนัธ์ระหวา่งการ
แสดงออกร่วมของยีน เพื่อให้ง่ายต่อการวิเคราะห์และการแปลผลโดยคดัเลือกจากยีนท่ีไดจ้ากการ
สืบคน้จากฐานขอ้มูล PolySearch เป็นหลกัวา่มีความสัมพนัธ์กบัยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีเด่นชดัท่ีถูก
คดัเลือกอยา่งนอ้ยสองวธีิจากการคดัเลือกยนีโดยวธีี Feature selection เน่ืองจากเป็นกลุ่มยีนท่ีไดจ้าก
การสืบคน้จากฐานขอ้มูล PolySearch ซ่ึงไดมี้การตรวจสอบจากการวเิคราะห์เน้ือหาในบทความวิจยั
แลว้วา่เก่ียวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบ โดยสามารถคดัเลือกเครือข่ายยอ่ยไดท้ั้งหมดสองเครือข่าย 
และน ากลุ่มยีนท่ีอยู่ในเครือข่ายยอ่ยท่ีถูกคดัเลือกไปจดักลุ่มแบบแผนการแสดงออกตามช่วงเวลา
โดยวิธี SOM (Self-organizing map) จะพบว่าสามารถจดักลุ่มยีนตามแบบแผนการแสดงออกได้
เป็นจ านวนสามกลุ่ม และน ายนีจากสองเครือข่ายยอ่ยไปท านายเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน
ในฐานขอ้มูล STRING (http://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2015) โดยพบวา่มีจ านวนโปรตีน
เป้าหมายทั้งหมด 33 โปรตีน (โหนด) และจ านวนปฏิสัมพนัธ์ทั้งหมด 58 ปฏิสัมพนัธ์ โดยการใช้
เครือข่ายในการวิเคราะห์ขอ้มูลการแสดงออกของยีนแสดงไวด้งัตวัอย่างงานวิจยัของ Chen et al. 
(2008) ท่ีไดศึ้กษากลไกการการตอบสนองต่อ LPS ท่ีมีต่อการอกัเสบท่ีถูกเหนียวน าผ่านวิถีการส่ง
สัญญาณ NF-kappaB (NF-B) ในระบบภูมิคุม้กนั โดยใช้วิธีการท าเหมืองขอ้มูล (Data mining) 
และการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน (Gene regulatory network) สามารถช่วยท าให้
พวกเขาเข้าใจกลไกการตอบสนองของความไวต่อการรับเช้ือในระบบภูมิคุ้มกันมากข้ึน และ
การศึกษาของ Nair et al. ในปี 2014 ท่ีได้ใช้วิธีการคน้หาความรู้จากฐานขอ้มูลเอกสารจาก
ฐานขอ้มูล PolySearch และฐานขอ้มูล CADgene ร่วมกบัการสร้างเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหว่าง
โปรตีนและเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน มาคน้หายีนท่ีมีความส าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szklarczyk%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25352553
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อกัเสบในโรคหลอดเลือดหวัใจ พบวา่มียนีทั้งหมด 124 ยนี ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบและโรคหลอด
เลือดหัวใจ พบว่ามี 5 ยีน ท่ีเป็นศูนยก์ลางท่ีส าคญัของเครือข่าย จากการแปลผลทางชีวภาพเพื่อ
ค้นหาหน้าท่ีและความส าคัญในกระบวนการทางชีวภาพของยีนในทั้ งสองเครือข่ายย่อยจาก
ฐานขอ้มูลพาธเวย ์KEGG (ตารางท่ี 4-6) พบวา่ยีนส่วนใหญ่จะเก่ียวขอ้งกบัวิถีการส่งสัญญาณ Jak-
STAT ซ่ึงเป็นวถีิท่ีส่งสัญญาณจากสารเคมีท่ีอยูน่อกเซลล์ (Extracellular chemical signals) เขา้ไปยงั
ภายในนิวเคลียสท าใหเ้กิดการถอดรหสัและเกิดการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนั 
การเพิ่มจ านวนเซลล์ (Proliferation) และการตายของเซลล์ (Apoptosis) ในการกระตุน้ cytokine 
receptors ส่วนใหญ่จะผา่นวิถี Jak-STAT pathway โดย JAKs เป็น tyrosine kinases ท่ีจบัอยูก่บั 
cytokine receptors และ STAT เป็น transcription factor ซ่ึงการจบัของไซโตไคน์กบั cytokine 
receptor จะส่งผลให้เกิด dimerization ของ cytokine receptors และเกิดการกระตุน้ JAKs ให้มีการ
เติมฟอสเฟตให้กบัตวั JAKs และ receptor ท าให้ STATs สามารถมาจบักบั receptor และถูกเติม
ฟอสเฟตโดย JAKs ท าให้ STAT ท่ีถูกเติมฟอสเฟตเกิด dimerization กลายเป็น STAT ท่ีอยูใ่นรูปท่ี
ท างานได ้(active form) ของ transcription factor ท่ีไปกระตุน้การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั
การตอบสนองต่อไซโตไคน์นั้น ๆ (Jatiani et al., 2010)  ดงันั้นจะเห็นไดว้า่วิถีการส่งสัญญาณ Jak-
STAT นั้นมีความส าคญั โดยยีนท่ีไดจ้ากการคดัเลือกท่ีเก่ียวขอ้งกบัวิถีน้ีประกอบดว้ย 4 ยีน คือ 
CSF2RB2, IL11, IL7R และ SOCS3  
   ยีน SOCS3 และ IL11 เป็นยีนท่ีมีความน่าสนใจท่ีจะน าไปตรวจสอบระดบัการแสดงออก
ของยีนในห้องปฏิบติัการต่อไป เน่ืองจากยีน SOCS3 เป็นยีนท่ีถูกคดัเลือกไดจ้ากทั้งวิธีการคดัเลือก
ฟีเจอร์และการสืบคน้จากฐานขอ้มูล PolySearch และมีแบบแผนการแสดงออกสูงในช่วงเวลา 8 
และ 18 ชัว่โมง  (ดงัภาพท่ี 4-6) ส่วนยนี IL11 เป็นยนีท่ีถูกคดัเลือกไดจ้ากวธีิการคดัเลือกฟีเจอร์ และ
มีแบบแผนการแสดงออกสูงในช่วงเวลา 3 และ 6 ชัว่โมง และลดการแสดงออกลงท่ีช่วงเวลา 8 และ 
18 ชัว่โมง (ดงัภาพท่ี 4-6)  และจากผลการท านายเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนนั้นจะพบวา่
ยีน SOCS3 และ Il-11 นั้นมีความสัมพนัธ์กนัในระดบัโปรตีนและทั้งสองยีนน้ีมีความสัมพนัธ์กบั 
JAK2  ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีมีบทบาทส าคญัในวิถี JAK-STAT pathway โดย JAK2 จะมีหนา้ท่ีในการ
เติมหมู่ฟอสเฟตใหก้รดอะมิโนไทโรซีน เพื่อให้เกิดการส่งสัญญาณไปควบคุมการท างานของเซลล์
ต่างๆ และมีการตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยีน iNOS ร่วมดว้ยเพื่อยืนยนัการอกัเสบวา่มีการ
เกิดข้ึนจริง เน่ืองจากยีน iNOS เป็นยีนท่ีไดมี้การศึกษากนัอยา่งแพร่หลายวา่มีความเก่ียวขอ้งกบัการ
อกัเสบ  
 นอกจากน้ียงัมีการคน้ควา้หาขอ้มูลหน้าท่ีความส าคญัของกลไกการตอบสนองของยีน 
SOCS3 จากบทความงานวิจยัต่าง ๆ สามารถอธิบายกลไกควบคุมการตอบสนองของยีน SOCS3 
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และยนี IL-11 ในเซลลแ์มคโครฟาจ ดงัแสดงในภาพท่ี 4-8 โปรตีน SOCS3 (suppressor of cytokine 
signaling 3) เป็นโปรตีนท่ีสร้างจากยีน SOCS3 อยูใ่นกลุ่ม STAT-induced STAT inhibitor (SSI) 
หรือท่ีรู้จกักนัในช่ือโปรตีน suppressor of cytokine signaling (SOCS) ท าหนา้ท่ีควบคุมเชิงลบใน
การส่งสัญญาณของกลุ่มไซโตไคน์ (cytokine-inducible negative regulators of cytokine signaling) 
(Akihiko et al., 2005) โครงสร้างของโปรตีน SOCS3 ประกอบดว้ย 3 โดเมน คือ  SH2 domain และ 
SOCS box domain ท่ีดา้นปลาย C-terminal และ KIR domain ท่ีดา้ยปลาย N-terminal โดย SOCS3 
จะสามารถเกิดกระบวนการเติมฟอตเฟสให้กบัไทโรซีนผา่นทาง SH2 domain และ Elongin BC 
ผา่นทาง SOCS box domain ซ่ึงท่ีบริเวณ SOCS box domain จะมีปฏิสัมพนัธ์เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการ ubiquitination ไดแ้ก่ Elongin B, Elongin C, Cullin-5 (Cul5), Ring-box 2 (Rbx2) และ 
E2 ubiquitin transferase ยีน SOCS3 จะถูกเหน่ียวน าให้เกิดการแสดงออก เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย LPS, 
IL-1, IL-6, IL-11, interferon (IFN)-gamma และ IL-10 เป็นตน้ (Inagaki, Kondo, Ito, & Yoshimura, 
2013)  
 เม่ือมีการกระตุน้ด้วย LPS ในเซลล์แมคโครฟาจ จะมีกลไกการตอบสนองและการส่ง
สัญญาณไปยงัวิถีต่างๆผา่นทาง Toll like receptor 4 (TLR4) ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงภายในเซลล์ข้ึน 
2 แบบ คือ แบบที่ 1 วิถีการส่งสัญญาณท่ีตอ้งอาศยั MyD88 (MyD88 dependent pathway) ท่ีเกาะอยู่
กบั TLR4 โดยท่ี MyD88 จะจบัอยูก่บั IRAK4, IRAK1 และ IRAK2 ซ่ึงน าไปสู่การกระตุน้ IRAK4, 
IRAK1 และ TRAF6 จะเกิดกระบวนการ auto phosphorylation ของ MyD88/IRAK4/ IRAK1 
complex จากนั้น IRAK1 และ TRAF6 จะแยกออกจาก receptor complex ไปจบักบั E2 ubiquitin-
conjugating enzyme complex กระบวนการ ubiquitination ของ TRAF6 จะไปกระตุน้การท างาน
ของ TAK1 และน าไปสู่การกระตุ้นการท างานของ transcription factor ในกลุ่ม NF-B 
(ประกอบด้วย IkB, p60 และ p50) และ AP-1 ผ่านวิถีการส่งสัญญาณของ MAPK kinase 
(ประกอบดว้ย ERK, JNK และ p38)  ส่งผลให้เกิดการแสดงออกของยีนเป้าหมาย เช่น ยีน IL-6, IL-
11, IL-10 และ SOCS3 เป็นตน้ จะเห็นไดว้า่ TRAF6 และ TAK1 มีความส าคญัในการกระตุน้การ
ท างานของ NF-B และ MAPK pathway โดย SOCS3 จะไปลดความสัมพนัธ์ระหวา่ง TRAF6 และ 
TAK1 และยบัย ั้ง IL-1 โดยจะไปยบัย ั้งในขั้นตอนการกระตุน้ TAK1 โดย TRAF6 ในกระบวนการ 
ubiquitination ของ TRAF6 เน่ืองจาก SOCS3 สามารถจบักับ Elongin B และ C ซ่ึงเป็น
องคป์ระกอบของ cullin-RING E3 ubiquitin ligases (Lehmann et al., 2003; Frobøse et al., 2006; 
Ajibade, Wang, & Wang, 2013)  แบบที่ 2 วิถีการส่งสัญญาณท่ีตอ้งอาศยั TRIF (TRIF dependent 
pathway) จะอาศยัโปรตีน TRIF (TIR domain-containing adaptor inducing IFN-b)  โดยท่ี TRIF จะ
ไปกระตุ้นโปรตีน TRAF3 จากนั้ น TRAF3 จะไปกระตุ้น TBK1 ผ่านทางกระบวนการ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frob%C3%B8se%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16543409
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ubiquitination  น าไปสู่การกระตุน้การท างานของ transcription factor IRFs และท าให้เกิดการสร้าง
สารส่ือกลางการอกัเสบ type I interferon โดย SOCS3 จะไปยบัย ั้งในขั้นตอนการกระตุน้ TBK1 
โดย TRAF3 ในกระบวนการ ubiquitination ของ TRAF3 เช่นเดียวกนักบัในวิถีการส่งสัญญาณท่ี
ตอ้งอาศยั MyD88 (Kayagaki et al., 2007; Liu et al., 2015) ดงัภาพท่ี 4-8 
 โปรตีน IL-6, IL-11 และ IL-10 จะเหน่ียวให้เกิดการแสดงออกของยีน SOCS3 ผ่านวิถี
สัญญาณ JAK-STAT pathway โดยโปรตีน IL-6 และ IL-11 จะมีการส่งสัญญาณผ่านทางวิถี 
Jak2/STAT3 เน่ืองจากโปรตีนทั้งสองจบักบั receptor ชนิดเดียวกนั คือ gp130 receptor ส่วนใน
โปรตีน IL-10 จะมีการส่งสัญญาณผ่านทาง Jak1Tyk2/STAT3 โดยโปรตีนทั้งสามชนิด จะส่ง
สัญญาณผ่านการกระตุน้ transcription factor ชนิดเดียวกนั คือ STAT3 ในการเหน่ียวน าการ
แสดงออกของยีน SOCS3 โดย IL-6 ท าหน้าท่ีส าคญัอย่างหลากหลายในกระบวนการอกัเสบ 
สามารถท าหนา้ท่ีเป็นสารส่ือกลางการอกัเสบ (pro-inflammatory cytokine) และท าหนา้ท่ีเป็นสาร
ตา้นการอกัเสบ (anti-inflammatory cytokine) ในสภาวะท่ีภายในเซลล์มีการแสดงออกของ SOCS3 
นอ้ยหรือไม่มีการแสดงออกของ SOCS3 โดยท่ี IL-6 จะเหน่ียวน าให้เกิดการสร้าง SOCS3 ผา่นทาง 
Jak2/STAT3 จากนั้น SOCS3 จะท าหน้าท่ีในการควบคุมการท างานของ Janus kinase (JAK) 
activation โดย SOCS3 จะไปจบักบับริเวณ JAK-proximal sites บน cytokine receptor เน่ืองจาก 
SOCS3 มี receptor ชนิดเดียวกนักบั IL-6 และ IL-11 คือ gp130 receptor จึงสามารถเขา้จบัได ้แต่ไม่
สามารถจบักบั IL-10 ได ้และยบัย ั้งการท างานของ JAK ผา่นทาง KIR domain ซ่ึงจะถูกยอ่ยสลาย
ผา่นทางกระบวนการ ubiquitination และถูกน าไปสลายท่ี proteasome  ผา่นทาง SOCS box domain 
(Yasukawa et al., 2003; Niemand et al., 2003; Wormald et al., 2006; Yoshimura, Naka, & Kubo,  
2013) แสดงดงัภาพท่ี 4-8 
 จากการตรวจวดัปริมาณ mRNA เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน iNOS และ SOCS3 เม่ือมี
การกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีช่วงเวลา เวลา 3, 6, 8, 18 และ 24 ชัว่โมง เพื่อยืนยนัผลการคดัเลือกยีนท่ี
คดัเลือกไดจ้ากการวิเคราะห์ขอ้มูลไมโครอาร์เรย์ดว้ยเทคนิค Real time PCR  โดยใชย้ีน EF-2 เป็น
ยีนอา้งอิงหรือ housekeeping gene  จะพบวา่สามารถเร่ิมตรวจวดัการแสดงออกของยีน iNOS เม่ือมี
การกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 3 ชัว่โมง มีระดบัการแสดงออกสูงสุดท่ีเวลา 18 ชัว่โมง และยงัคงมีการ
แสดงออกจนถึงท่ีเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-10E) โดยการแสดงออกของยีน iNOS จะมีระดบัการ
แสดงออกท่ีเพิ่มข้ึนท่ีเวลา 3 ชัว่โมง จนถึงท่ีเวลา 24 ชัว่โมง ตามล าดบั ซ่ึงมีแบบแผนการแสดงออก
ท่ีเป็นไปในลกัษณะเดียวกนักบังานวิจยัของ Srisook และ Cha ในปี 2004 ท่ีไดศึ้กษาการแสดงออก
ของยีน iNOS และ HO-1 ในระดบั mRNA และโปรตีน (ภาพท่ี 4-10A ถึง 4-10C) แต่แบบแผนการ
แสดงออกของยีน iNOS  จะแตกต่างจากแบบแผนการแสดงออกในชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรย์ท่ีน ามา
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วเิคราะห์ ท่ีพบวา่สามารถเร่ิมตรวจวดัการแสดงออกของยนี iNOS เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 
18 ชัว่โมง และมีค่าความแปรปรวนของขอ้มูลสูง ซ่ึงผลจากการท า Real time PCR ของ ยีน iNOS 
ของการวจิยัน้ีมีระดบัการแสดงออกในแต่ละช่วงเวลามีความน่าเช่ือถือมากกวา่ (ภาพท่ี 4-10D) และ
ในการตรวจวดัระดบัการแสดงออกเบ้ืองตน้ของยีน IL-11 โดยเทคนิค Real time PCR  ไม่สามารถ
ตรวจวดัระดบัการแสดงออกได ้ซ่ึงอาจจะมีสาเหตุมาจากยีน IL-11 มีระดบัการแสดงออกท่ีต ่า โดย
เม่ือระดบัการแสดงออกเม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีเวลา 3, 6, 8 และ 18 ชั่วโมง โดยการ
เปรียบเทียบโฟลด์เชนจ์ท่ีระดบั 0.8-1.4 เม่ือตรวจสอบจากชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรยท่ี์ใช้ในงานวิจยั 
และ IL-11 เป็นยีนท่ีมีการศึกษาเป็นจ านวนน้อยท าให้ไม่พบข้อมูลท่ีจะมาอธิบายเหตุผลหรือ
พฤติกรรมการแสดงออกท่ีเกิดข้ึนของยนี IL-11 น้ีได ้
 ในการวเิคราะห์การแสดงออกของยีนในระดบั mRNA ของยีน SOCS3 โดยใชเ้ทคนิค Real 
time PCR จะพบวา่สามารถเร่ิมตรวจวดัการแสดงออกได ้เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีช่วงเวลา 3 
ชัว่โมง ระดบัการแสดงออกสูงสุดท่ีช่วงเวลา 8 ชัว่โมง มีการแสดงออกจนถึงท่ีเวลา 18 ชัว่โมง และ
มีระดบัการแสดงออกลดลงท่ีเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงมีระดบัการแสดงออกท่ีต ่าสุด (ภาพท่ี 4-10E) โดย
จะมีแบบแผนการแสดงออกท่ีมีลกัษณะเดียวกนักบังานวจิยัของ Hammer และคณะ ในปี 2010 ท่ีได้
ศึกษาการแสดงออกของยนี SOCS3 ดว้ยเทคนิค Real-time PCR เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ในเซลล์
แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีช่วงเวลา 0.5, 1, 2, 4, 8 และ 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-11C) และงานวิจยัของ 
Qin et al. (2007) ไดศึ้กษาการแสดงออกของยีน SOCS3 ในระดบั mRNA และโปรตีนในเซลล์แมค
โครฟาจ RAW264.7 (ภาพท่ี 4-11A และ 4-11B) แต่ในการตรวจวดัการแสดงออกของยีน SOCS3 
ในขอ้มูลไมโครอาร์เรย์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ จะพบว่าสามารถเร่ิมตรวจวดัการแสดงออกของยีน 
SOCS3 เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีช่วงเวลา 8 ชัว่โมง จนถึง 18 ชัว่โมง ระดบัการแสดงออกสูงสุด
ท่ีเวลา 18 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-11D) เน่ืองจากยนี SOCS3 สามารถถูกเหน่ียวน าให้เกิดการแสดงออกได้
ดว้ยตวักระตุน้ท่ีหลากหลาย เช่น LPS, IL-6, IL-11, interferon (IFN)-gamma และ IL-10 เป็นตน้ จึง
อาจจะท าให้ผลการตรวจวดัการแสดงออกไม่สม ่าเสมอและมีระดบัการแสดงออกท่ีต ่า และการ
เหน่ียวน าการแสดงออกของยีน SOCS3 อาจจะตอ้งมีการเหน่ียวน าร่วมกนัของตวักระตุน้เพื่อเพิ่ม
ความเสถียรในการแสดงออก ยกตวัอยา่งเช่น การเหน่ียวน าการแสดงออกของ SOCS3 ดว้ย LPS 
ร่วมกบั IL-10 (LPS+IL-10) จะพบวา่มีระดบัการแสดงออกของยีน SOCS3 สูงกวา่เม่ือมีการกระตุน้
ดว้ย LPS เพียงอยา่งเดียว (Qasimi et al., 2006) หรืออาจจะเน่ืองมาจากการเหน่ียวน าการแสดงออก
ของ SOCS3 ดว้ย LPS ร่วมกบั IFN-ɤ (LPS+IFN-ɤ) ซ่ึงมีระดบัการแสดงออกของยีน SOCS3 สูง
กวา่เม่ือมีการกระตุน้ดว้ย LPS เพียงอยา่งเดียวเช่นกนั จะเห็นไดว้า่กลไกการตอบสนองของ SOCS3 
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นั้นมีความส าคญัต่อการควบคุมตอบสนองเชิงลบ ซ่ึงมีส่วนช่วยในการป้องกนัไม่ให้เกิดความ
ผดิปกติของระบบภูมิคุม้กนัและโรคการอกัเสบ (Qin et al., 2012) 
 
5.2 สรุปผลการทดลอง 
 1. จากการคดัเลือกยีนท่ีมีการตอบสนองต่อการอกัเสบ เม่ือถูกกระตุ้นด้วย LPS ตาม
ช่วงเวลา 3, 6, 8 และ 18 ชัว่โมง ในเซลล์แมคโครฟาจเซลล์ไลน์ RAW264.7 จากชุดขอ้มูลไมโคร
อาร์เรย์จากฐานข้อมูลสาธารณะ โดยวิธีการคัดเลือกฟีเจอร์ การค้นหายีนการอักเสบโดยใช้
ฐานขอ้มูล polysearch การสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีน การวิเคราะห์แบบแผนการ
แสดงออกของยีน และบูรณาการร่วมกับเครือข่ายปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน ท าให้ได้ยีนท่ีมี
บทบาทส าคญัท่ีตอบสนองการอกัเสบ คือ ยีน SOCS3 และ IL-11 ส าหรับน าไปตรวจสอบในระดบั
หอ้งปฏิบติัการต่อไป 
 2. จากการตรวจสอบเพื่อยืนยนัผลการคดัเลือกยีนบางยีนท่ีมีความเก่ียวขอ้งสัมพนัธ์กนัใน
บางช่วงเวลา ท่ีมีการตอบสนองต่อ LPS ในเซลล์แมคโครฟาจเซลล์ไลน์ RAW264.7 ดว้ยวิธี Real 
time PCR พบว่าไม่สามารถตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยีน IL-11 ได ้ส่วนยีน SOCS3 มี
ความแปรปรวนของระดบัการแสดงออกท่ีสูง ท าให้แบบแผนการแสดงออกตามช่วงเวลายงัไม่มี
ความชดัเจน แต่แบบแผนการแสดงดงักล่าวมีความสอดคลอ้งกบังานวิจยัอ่ืนท่ีมีการตรวจวดัระดบั
การแสดงออกของยนี SOCS3 ท่ีมีความไม่แน่นอน 
 
5.3 ข้อเสนอแนะ 
 1. งานวิจยัน้ีจ  านวนชุดขอ้มูลท่ีใช้ในการวิเคราะห์มีจ านวนตวัอย่างน้อย ซ่ึงอาจท าให้การ
คดัเลือกมีข้อจ ากัดเฉพาะกลุ่มยีนท าให้การคดัเลือกเกิดความผิดพลาดได้ จึงควรเพิ่มจ านวนชุด
ขอ้มูลไมโครอาร์เรยส์ าหรับใชก้ารวเิคราะห์ 
 2. ในขั้นตอนการเตรียมขอ้มูลและปรับมาตรฐานของขอ้มูล ควรมีการเพิ่มวิธีการปรับ
มาตรฐานข้อมูล เพื่อให้ข้อมูลแต่ละชุดข้อมูลอยู่ในมาตรฐานเดียวกัน เช่น การใช้ยีนอ้างอิง 
(Housekeeping gene) ในการปรับมาตรฐานขอ้มูลในแต่ละชุดขอ้มูล 
 3. ควรเพิ่มฐานขอ้มูลท่ีใชใ้นการสืบคน้ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ 
 4. ในขั้นตอนการตรวจสอบยนืยนัผลในหอ้งปฏิบติัการควรเพิ่มช่วงเวลาในการกระตุน้ดว้ย 
LPS ใหมี้หลายช่วงเวลาโดยเฉพาะในช่วงเวลาสองชัว่โมงแรกของการตอบสนองการอกัเสบ 
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 5. ควรเพิ่มเทคนิคในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน SOCS3 นอกเหนือจากเทคนิค 
Real time PCR เพื่อยืนยนัผลการตรวจสอบว่าเป็นจริง เช่น เทคนิค Reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) 
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ภาคผนวก ก 
การคน้หายนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบจากฐานขอ้มูล PolySearch 

การคดัเลือกยนีท่ีตอบสนองต่อการอกัเสบโดยวธีิ Feature selection 
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1.  ผลของการค้นหายีนที่เกีย่วข้องกบักระบวนการอกัเสบจากฐานข้อมูล PolySearch 
 การค้นหากลุ่มยีนท่ีเก่ียวขอ้งกับการอกัเสบ (inflammatory genes) จากฐานขอ้มูล 
PolySearch (Cheng, 2008) ในการคน้หายีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบจะใชค้  าส าคญัในการคน้หาวา่ 
“inflammation” ซ่ึงจะปรากฏรายช่ือยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบทั้งหมด 329 ยีน และน ารายช่ือยีน
ท่ีสืบคน้ไดไ้ปเปรียบเทียบกบัยีนท่ีพบในชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรยท์ั้งสามชุดขอ้มูลจะมียีนทั้งหมด 
187 ยนี (ดงัตารางภาคผนวก ก-1) 
 
ตารางภาคผนวก ก-1  รายช่ือยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบท่ีสืบคน้จากฐานขอ้มูล PolySearch 

Gene/Protein Name Gene Symbol Gene/Protein Name Gene Symbol 
IL 1beta 
tumor necrosis factor 
C reactive protein 
chemokines 
IL 10 
High mobility group box 1 
VEGF 
IL 17 
hepcidin 
p38 
PPARalpha 
PPARgamma 
HO 1 
STAT 3 
Toll like receptor 4 
CD4 
pentraxin 3 
CCL2 
interleukin 33 
caspase 8 
IL 13 
GAL3 
urokinase plasminogen activator 
FPR2 
CD8 
Aldehyde Dehydrogenase 2 
CD14 
S1P 
PRMT6 
Proteinase Activated Receptor 2 

 
 

IL1B 
TNF 
CRP 
CXCL12 
IL10 
HMGB1 
VEGFA 
IL17A 
HAMP 
AIMP2 
PPARA 
PPARG 
HMOX1 
STAT3 
TLR4 
CD4 
PTX3 
CCL22 
IL33 
CASP8 
IL13 
LGALS2 
PLAU 
FPR2 
CD8A 
ALDH2 
CD14 
MBTPS1 
PRMT6 
F2RL1 

 
 

HSD17B4 
ICAM 1 
leptin 
CB2 
visfatin 
Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2 
PD L1 
Annexin A1 
ApoA I 
Na K ATPase 
CPEB 
endocan 
Ki 67 
metalloproteinases 
MT1 
brains 
TRAF3 
X receptor 
CD40 
IFNalpha 
angiopoietin 2 
BACE2 
CD74 
RP3 
GAD 
glutamic acid decarboxylase 
SIDS 
p62 
IKKbeta 
IL 12B 

   

HSD17B4 
ICAM1 
LEP 
CNR2 
NAMPT 
TREM2 
CD274 
ANXA1 
APOA1BP 
ATP1A1 
CPEB1 
ESM1 
MKI67IP 
MMP20 
MTNR1A 
PGAM1 
TRAF3 
XPR1 
CD40 
IFNA1 
ANG2 
BACE2 
CD74 
DYNLT3 
GAD1 
GAD2 
IDS 
IGF2BP2 
IKBKB 
IL12B 
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ตารางภาคผนวก ก-1 (ต่อ) 

Gene/Protein Name Gene Symbol Gene/Protein Name Gene Symbol 
IL4R 
insulin receptor 
mark 1 
MIB1 
PENK 
PIK3CD 
PLA2G12B 
ZIP14 
SMAD3 
TGFbeta 
zonula occludens 1 
serine threonine kinase 
TLR3 
TLR7 
TLR8 
VAV3 
VCAM 1 
Bcl xl 
caspase 1 
CD36 
cryptochrome 1 
nuclear factor erythroid 2 related factor 2 
IGF1 
TLR2 
IL 23 
c Jun 
ubiquitin 
Bcl 2 
neurotrophin 
catalase 
CCR2 
LAP3 
MEF2C 
PARP1 
receptor interacting protein 
S100A8 
TLR9 
TREM 1 
CXCL2 
VEGF C 

    c Myc 

IL4RA 
INSR 
MARK1 
MIB1 
PENK 
PIK3CD 
PLA2G12B 
SLC39A14 
SMAD3 
TGFB1 
TJP1 
TLK2 
TLR3 
TLR7 
TLR8 
VAV3 
VCAM1 
BCL2L1 
CASP1 
CD36 
CRY1 
HEBP1 
IGF1 
TLR2 
IL23A 
JUN 
RPS27A 
BCL2 
BDNF 
CAT 
CCR2 
LAP3 
MEF2C 
PARP1 
RIPK1 
S100A8 
TLR9 
TREM1 
CXCL2 
VEGFC 

   MYC 

ADAM28 
ADAM33 
B2R 
Biglycan 
Cav3.2 
caveolin 3 
CCL3 
cyclin D1 
CCR4 
CFTR 
CHRFAM7A 
Dab 2 
beta defensin 2 
Pref 1 
EAPP 
FADD 
Fms Like Tyrosine Kinase 1 
macrophage migration inhibitory factor 
G Protein 
TIM 1 
serotonin transporter 
IL4I1 
IRAK 4 
KRAS 
MMP8 
Notch3 
occludin 
prohibitin 2 
tissue plasminogen activator 
cGKII 
receptor interacting serine threonine kinase 3 
RXRalpha 
osteopontin 
STAT 6 
STIM1 
TIMP 1 
TRADD 
TRAM 
TXNIP 
CCL5 

 
 

ADAM28 
ADAM33 
BDKRB2 
BGN 
CACNA1H 
CAV3 
CCL3 
CCND1 
CCR4 
CFTR 
CHRNA7 
DAB2 
DEFB2 
DLK1 
EAPP 
FADD 
FLT1 
GIF 
GNG2 
HAVCR1 
HTT 
IL4I1 
IRAK4 
KRAS 
MMP8 
NOTCH3 
OCLN 
PHB2 
PLAT 
PRKG2 
RIPK3 
RXRA 
SPP1 
STAT6 
STIM1 
TIMP1 
TRADD 
TRAM1 
TXNIP 
CCL5 
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ตารางภาคผนวก ก-1 (ต่อ) 

Gene/Protein Name Gene Symbol Gene/Protein Name Gene Symbol 
ACC1 
CD166 
ankyrin G 
p73 
ATF3 
cytoplasmic protein 
caspase recruitment domain containing protein 14 
CCL11 
CCL7 
CD44 
IKK 
CXCL10 
DKK3 
DUOXA2 
DUSP 1 
FABP4 
FAM3C 
FOXP3 
glucagon like peptide 1 
ghrelin 
GRLF1 

 Interleukin 18 
   IL 2 receptor 

ACACA 
ALCAM 
ANK3 
ARHGAP24 
ATF3 
BLZF1 
CARD14 
CCL11 
CCL7 
CD44 
CHUK 
CXCL10 
DKK3 
DUOXA2 
DUSP12 
FABP4 
FAM3C 
FOXP3 
GCG 
GHRL 
GRLF1 

   IL18 
   IL2RB 

GSTO1 
hand 1 
Hepatocyte growth factor 
Homer 2 
IFNgamma 
IL 25 
MCM2 
B27 
Pregnane X Receptor 
receptor interacting protein 140 
purinergic receptors 
P2X7 
PLA2G4A 
SUDD 
SAA 
SH3BP2 
SNCA 
osteoprotegerin 
Thymic stromal lymphopoietin 
TSPO 
thioredoxin domain containing 5 
xanthine oxidase 

   Socs3 

GSTO1 
HAND1 
HGF 
HOMER2 
IFNG 
IL25 
MCM2 
MRAP 
NR1I2 
NRIP1 
P2RX1 
P2RX7 
PLA2G4A 
RIOK3 
SAA4 
SH3BP2 
SNCA 
TNFRSF11B 
TSLP 
TSPO 
TXNDC5 
XDH 

   Socs3 
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2. การคดัเลอืกยนีทีต่อบสนองต่อการอกัเสบโดยวธิ ีFeature selection 

 
ตารางภาคผนวก ก-2  ยนีท่ีพบในแต่ละชุดขอ้มูลไมโครอาร์เรยจ์ากโพรบท่ีถูกคดัเลือกอยา่งนอ้ยสองวธีิ 

ชุดข้อมูล จ านวนยนี ยนี 

GSE4712 
(3 hr_LPS) 

70 CD83, TGFB3, TGM2, 1190002H23RIK, CYTH1, CREM, NFIL3, TERF2IP, CLEC4E, 
SERPINA1A, BLCAP, SLC15A3, VEGFA, 2310016C08RIK, AREG, CSF2RB, THBS1, 
ABCA1, PLAU, PDE4B, AHR, B3GALT2, 2010002N04RIK, TRAF1, PTGER4, RUNX2, 
TRIB1, TNFRSF9, NUAK2, 9530003J23RIK, 4122401K19RIK, 4931439C15RIK, NFKBIE, 
MAST1, ATMIN, FNBP1L, CSRNP1, BCL2L11, 1110003E01RIK, CYTIP, DUSP5, FOSL2, 
GPR85, NR4A3, H2-EB2, D5ERTD163E, CD93, PEX19, LRIT2, E230029C05RIK, NR4A2, 
THBD, IL7R, HOXB2, IL11, CXCL2, MXI1, ENTPD1, APOBEC1, TRP53INP2, DZIP1, 
MPP7, CD302, AGPAT9, TSC22D1, 1200011I18RIK, SPTY2D1, FGD4, NAA11 

GSE4712 
(6 hr_LPS) 

65 CD83, TGM2, VDR, CYTH1, CREM, NFIL3, AVIL, ISY1, CLEC10A, CLEC4E, RAMP3, 
PROCR, SLC15A3, 2310016C08RIK, AREG, CSF2RB, THBS1, ABCA1, PDE4B, AHR, 
SRC, 2010002N04RIK, TRAF1, PTGER4, OSGIN2, RUNX2, TRF, EDIL3, MXI1, 
TSC22D1, BCL2L11, EGR2, TNFRSF9, CHST11, 1110002L01RIK, NFKBIE, PRUNE, 
CSRNP1, 1110003E01RIK, CYTIP, EGR3, LATS2, DUSP5, FOSL2, CLCF1, FRMD4B, 
TMEM56, CD93, E230029C05RIK, PTCHD1, ZMYM3, NR4A2, THBD, IL7R, CSF2RB2, 
1200011I18RIK, GPR35, CXCL2, CSF2RB , ENTPD1, ACSL4, TRP53INP2, ANKRD33B, 
GALNT13 

GSE21841 
(8 hr_LPS) 

61 MARCKS, CD83, TNFAIP2, TNC, SOCS3, PTGS2, F8A, NFKBIZ, CCL22, CCL5, 
PHLDA1, ST3GAL1, CSF3, HOXB13, CCL2, ACCN5, RSAD2, LIF, IL1A, IFNB1, PDE4B, 
RAB3A, TPBG, TRAF1, ARHGEF3, TSC22D1, UNG, CSF2, CEACAM1, CCRL2, 
1200003I10RIK , MIR155, PPFIA4, CDC42EP2, EXO1, 4921515G04RIK, 
4930526H09RIK, RSPH3A, WDR37, 2610021J01RIK, PLSCR4, TNFAIP3, GBP6, 
1200015M12RIK , PIM1, NEURL1B, A130040M12RIK, GBP2, E2F2, DUSP5, PRTG, 
CD40, RALGPS1, VEGFC, PRRG1, C130050O18RIK, PPP1R3E, KBTBD11, SDC4, CSF1, 
IL1B, CXCL2, IL6, DUSP2, IFIT1, GADD45B, EDN1, 1200016E24RIK, 3930401B19RIK , 
HHAT, MAF, SHISA3, FAS 

GSE2002 
(18 hr_LPS) 

80 MARCKSL1, MARCKS, EHD1, NUSAP1, SOCS3, GLRX, SLC6A4, IRF7, PTGS2, C2 /// 
CFB, NFKBIZ, CP, CCL22, TNFRSF1B, CCL5, GBP2, GBP3, RTP4, SLFN1, MAFF, 
PDPN, VEGFC, MS4A6D, IFI204, ZBP1, CLEC4N, CD274, CCL2, GBP1, SLC15A3, 
LGALS9, IGFBP4, IL13RA2, UBE2T, IL1RN, TRAF1, BIRC5, APOL9A , ERCC6L, 
WDR62, BST2, MYC, HMMR, SLC7A2, MKI67, PTPN23, CENPF, ZC3H12A, IRG1, 
LCN2, 1200003I10RIK , MIR155, NUF2, GM9706 , PLK3, SEMA5A, KIF11, KIF2C, ERI2, 
MPA2L, CDC20, C78513, MMP9, POLE, KIF20A, IL1B, DGKG, SLFN2, H28, SAA3, 
CENPA, CCNB2, KIF22, CYTIP, BRCA1, HDC, 1200016E24RIK, UBE2C, OASL2, 
3930401B19RIK , GM9706 
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ตารางภาคผนวก ก-3 รายละเอียดของยนีในแต่ละเครือข่ายยอ่ยทั้งสองเครือข่าย  

Gene Symbol Gene name 
RefSeq 

Transcript ID 

Module1 

CD36 CD36 antigen 

NM_001159555 /// 

NM_001159556 /// 

NM_001159557 /// 
NM_001159558 /// 

NM_007643 

WDR62 WD repeat domain 62 NM_146186 

NUF2 NUF2, NDC80 kinetochore complex component, homolog (S. cerevisiae) NM_023284 

MKI67 antigen identified by monoclonal antibody Ki 67 NM_001081117 

ERCC6L 
excision repair cross-complementing rodent repair deficiency complementation 

group 6 - like 
NM_146235 

BIRC5 baculoviral IAP repeat-containing 5 
NM_001012273 /// 

NM_009689 

NUSAP1 nucleolar and spindle associated protein 1 
NM_001042652 /// 

NM_133851 

LGALS9 lectin, galactose binding, soluble 9 
NM_001159301 /// 

NM_010708 

TSPO translocator protein NM_009775 

IRF7 interferon regulatory factor 7 NM_016850 

SLC6A4 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, serotonin), member 4 NM_010484 

VEGFC vascular endothelial growth factor C NM_009506 

Module2 

IL11 interleukin 11 NM_008350 

GPR35 G protein-coupled receptor 35 
NM_001104529 /// 

NM_022320 

PLA2G4A phospholipase A2, group IVA (cytosolic, calcium-dependent) NM_008869 

TRF transferrin NM_133977 

PRUNE prune homolog (Drosophila) NM_173347 

NFIL3 nuclear factor, interleukin 3, regulated NM_017373 

AREG amphiregulin NM_009704 

BLCAP bladder cancer associated protein homolog (human) NM_016916 

IL7R interleukin 7 receptor NM_008372 

VEGFA vascular endothelial growth factor A 

NM_001025250 /// 
NM_001025257 /// 

NM_001110266 /// 

NM_001110267 /// 
NM_001110268 /// 

NM_009505 

CSF2RB2 colony stimulating factor 2 receptor, beta 2, low-affinity (granulocyte-macrophage) NM_007781 

PLAU plasminogen activator, urokinase NM_008873 

THBD thrombomodulin NM_009378 

NFKBIZ nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, zeta 
NM_001159394 /// 
NM_001159395 /// 

NM_030612 

SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 NM_007707 

GBP1 guanylate binding protein 1 NM_010259 

 

 



94 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 
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 1. การเตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 
(กล่าวขวญั ศรีสุข, 2550) 
 สารเคมี 
 - DMEM   13.5 กรัม 
 - น ้ากลัน่ปลอดเช้ือ  900 มิลลิลิตร 
 - NaHCO3   3.7 กรัม 
 - Penicillin-Streptomycin  10 มิลลิลิตร (10,000 ยนิูตต่อมิลลิลิตรและ 10, 000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 วธีิการเตรียม 
 1. เทอาหารผง DMEM ใส่ในขวดแกว้ไร้เช้ือขนาด 1 ลิตร และเติมน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือลงไป 
900 มิลลิลิตร ผสมอาหารใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั 
 2. เติม NaHCO3 จ านวน 3.7 กรัม ผสมใหเ้ขา้กนั 
 3. ปรับ pH ใหอ้ยูใ่นช่วง 7.1-7.2 ดว้ย HCL 
 4. เติมสารละลาย Penicillin-Streptomycin จ านวน 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรเป็น 1 
ลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือ 
 5. น าอาหารไปท าให้ไร้เช้ือโดยการกรองดว้ยแผน่กรองท่ีมีเส้นผา่นศูนยก์ลางของรูขนาด 
0.22 ไมครอนในตูป้ลอดเช้ือ 
 6. เติม fetal bovine serum (FBS) จ านวน 100 1มิลลิลิตร และเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 °C 
 2. การให้ความร้อนกบัซีรัม (heat-inactivation) 
 น าขวดซีรัม FBS ท่ีเก็บไวใ้นอุณหภูมิ -20 °C มาตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 °C  นานขา้มคืน
เพื่อใหซี้รัมละลาย จากนั้นน าซีรัมท่ีละลายแลว้ไปแช่ใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 56 °C นานประมาณ 
30 นาที และท าการเขย่าขวดซีรัมทุก 5 นาที เม่ือครบเวลาแล้วน าขวดซีรัมมาตั้งไวใ้ห้เย็นท่ี
อุณหภูมิหอ้ง แลว้ท าการแบ่งใส่หลอดพลาสติกและเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 °C  
 3. การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ HBSS ทีป่ราศจากแคลเซียมและแมกนีเซียม 
 สารเคมี 
 - NaCl  8 กรัม   - NaHCO3 0.35 กรัม 
 - KCl  0.4 กรัม 
 - KH2PO4 0.06 กรัม 
 - Na2HPO4 0.048 กรัม 
 - D-Glu  1 กรัม 
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 วธีิการเตรียม 
 1. ชัง่สารต่าง ๆ  NaCl 8 กรัม  KCl 0.4 กรัม  KH2PO4 0.06 กรัม  Na2HPO4  0.048 กรัม
D-Glu 1 กรัม  และ NaHCO3 0.35 กรัม 
 2. เติมน ้ากลัน่ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัและปรับ pH ให้อยูใ่นช่วง 7.1-7.2 ดว้ย 
NaOH 
 3. ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ และน าสารละลายบฟัเฟอร์ไปท าการไร้เช้ือดว้ย
การกรองผา่นแผน่กรองท่ีมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของรูขนาด 0.22 ไมครอนในตูป้ลอดเช้ือ แลว้
เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 °C 
 4. การเตรียมสารละลาย 10X TBE buffer ปริมาตร 500 มิลลลิติร 
  Tris-base 54 กรัม 
  Boric acid 27.5 กรัม 
  EDTA  4.65 กรัม 
  ละลายส่วนผสมในน ้ ากลั่น ปรับปริมาตรให้ได้ 500 มิลลิลิตร เก็บไว้ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง  
    
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 


