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วิทยานิพนธฉบับนี้จะสําเร็จไมไดหากไมมีศาสตราจารยนายแพทยยง ภูวรวรรณ 

อาจารยที่ปรึกษา ผูเปดโอกาสใหผูเขียนไดเขารับการศึกษา ใหความรู ใหความเมตตา และให

กําลังใจผูเขียนในขณะที่กําลังศึกษารวมไปถึงขณะทําวิทยานิพนธ ผูเขียนขอขอบพระคุณอาจารย

ที่ปรึกษารวม ผูชวยศาสตราจารย นายแพทย ดร.ไพศาล  เวชชพิพัฒนผูใหความรูและคําแนะนํา

ตางๆที่เปนประโยชนกับผูเขียน ขอขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร. จินตนา จิรถาวรที่คอยให

ความชวยเหลือผูเขียนยามที่ผูเขียนไปปรึกษาเรื่องการทํา ELISA  

ผูเขียนขอขอบพระคุณรองศาสตราจารย นายแพทยวรศักดิ์ โชติเลอศักดิ์ ที่กรุณา

เสียสละเวลาเปนกรรมการสอบรวมไปถึงพี่ๆนองๆและเพื่อนที่อยูในหองของอาจารยที่ใหกําลังใจ 

ใหคําปรึกษาที่มีคา ขอขอบพระคุณศาสตราจารย นายแพทย ดร. อภิวัฒน มุทิรางกูร และ        

รองศาสตราจารย นายแพทย ดร. อิศรางค นุชประยูรเปนอยางสูงที่สละเวลามาเปนกรรมการสอบ

วิทยานิพนธในครั้งนี้  

ขอขอบคุณ ดร.สุวรรณา นพพรพันธสําหรับ recombinant human CTGF เพื่อใช

ในการตรวจสอบ ELISA ขอขอบคุณพี่ๆเพื่อนๆและนองๆในศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางไวรัสตับ

อักเสบ คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

ขอขอบคุณสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัยแหงประเทศไทย ในสวนเมธีวิจัย

อาวุโส สกว. ศ.นพ. ยง  ภูวรวรรณ โดยเฉพาะในการพัฒนานักวิจัยรุนใหมและสนับสนุนเงินทุน

วิจัยในการศึกษาดังกลาว 

สุดทายผูเขียนขอขอบพระคุณคุณพอ คุณแมที่ใหความรัก ใหโอกาสในการศึกษา

และคอยตักเตือนแนะนําสั่งสอนแตสิ่งดีๆ รวมไปถึงนองๆที่คอยเปนกําลังใจใหเสมอมาจนผูเขียนมี

วันนี้   
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บทที่ 1 

บทนํา 

ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย  

โรคทอน้ําดีตีบตัน (Biliary atresia) หรือ BA (OMIM 210500) เปนกลุมอาการคั่ง

ของน้ําดีที่เกิดในทารกอันเนื่องมาจากการตีบตันในสวนหนึ่งสวนใดของทอน้ําดี [1-3] และเปนหนึง่

ในสาเหตุหลักของการเกิดภาวะตัวเหลืองในทารกแรกเกิด ซึ่งการตีบตันของทอน้ําดีทําใหเกิดการ

คั่งของน้ําดี (cholestasis) และการคั่งของน้ําดีที่เกิดขึ้นนี้กอใหเกิดพังผืดขึ้นในตับ [4] หากปลอย

ทิ้งไวหรือไมไดรับการรักษาที่ถูกตองจะพัฒนาตอไปสูภาวะตับแข็ง ผูปวยอาจเสียชีวิตภายในขวบ

ปแรกและโดยมากจะเสียชีวิตทั้งหมดภายในอายุ 7 ป [5] ผูปวยแสดงอาการตัวเหลืองตาเหลือง 

(jaundice) อุจจาระมีสีซีด ปสสาวะมีสีเขม เน่ืองจากมีการสะสมของบิลลิรูบิน (bilirubin) ในเลือด 

สําหรับอาการที่ปรากฏรวม ไดแก อาการตับโต น้ําหนักลด โดยแปรตามลักษณะของอาการตัว

เหลืองตาเหลืองที่เพิ่มข้ึน ผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันในระยะแรกจะไดรับการผาตัดแบบคาไซ (Kasai 

portoenterostomy) หากการดําเนินโรคยังไมดีขึ้นจะไดรับการแนะนําใหเปลี่ยนตับ (liver 

transplants) ตอไป ซึ่งอัตราการอยูรอดภายหลังการผาตัดเปลี่ยนตับในปจจุบันอยูที่ 90% [6]  

ตัวเลขรายงานอุบัติการณการเกิดโรคในเด็กแรกเกิดมีชีพของประเทศตางๆที่

แสดงไวเชน ประเทศฝรั่งเศส (1:19,500) ประเทศอังกฤษรวมทั้งเครือจักรภพ (1:16,700) ประเทศ

สหรัฐอเมริกาและประเทศสวีเดน (1:14,000) [7-10] แสดงใหเห็นวาโรคนี้เปนโรคที่คอนขางพบได

นอยและแมวาจะไดรับการศึกษาคนควาอยางจริงจังแลวก็ตามขณะนี้ก็ยังไมมีผูใดทราบอยางแน

ชัดวาอะไรคือสาเหตุของการเกิดโรคที่แนนอน อีกทั้งยังไมสามารถหา animal model ที่เหมาะสม

ตอโรคได ดวยเหตุนี้เองจึงทําใหความเขาใจถึงกระบวนการในการเกิดโรคเปนไปอยางลาชา มี

สมมติฐานมากมายที่พยายามอธิบายถึงสาเหตุของการเกิดโรค โดยทั่วไปมี 2 สมมติฐาน 

สมมติฐานแรกคาดวาเกิดจากผลของ ductal plate malformations ที่เกิดขึ้นระหวางการพัฒนา

ตับ และสมมติฐานที่สองคาดวาเกิดจากกระบวนการของการกระตุนทางภูมิคุมกัน [11] โดย

สมมติฐานสุดทายนี้อาศัยหลักฐานทางดานเนื้อเยื่อวิทยา (Histology) และวิทยาภูมิคุมกัน 

(Immunology) มาสนับสนุน 

และแมวาผูปวยทุกคนจะไดรับการผาตัดแบบคาไซแลวก็ตามผูปวยในแตละคนก็

มีการพัฒนาของพังผืดในตับที่ระดับไมเทากัน Connective tissue growth factor (CTGF) เปน

โปรตีนที่ไดรับการศึกษาและพบวาอาจเปนกุญแจสําคัญตอการพัฒนาพังผืด (fibrosis) และ

กระบวนการซอมแซมของผิวหนัง (wound repair) [12] จากการศึกษายังพบอีกวา CTGF 
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แสดงออกอยางชัดเจน (over expressed) ในแผลเปนที่มีลักษณะเปนพังผืดในอวัยวะตางๆรวมไป

ถึงตับดวย [13]  

มีผูศึกษาในบริเวณ promoter ของยีน connective tissue growth factor พบวา

มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphisms) ทั้งในบริเวณที่มี transcription factor มาจับ 

และไมใชโดยคาดวา polymorphisms ในบริเวณที่มี transcription factor มาจับอาจมี

ความสัมพันธกับการเกิดพังผืดได [14,15] อยางไรก็ตามการศึกษาที่มีมากอนหนานี้ทั้งหมดเปน

การศึกษาในกลุมประชากรที่มีความแตกตางกับประชากรในประเทศไทย ผลที่ไดอาจมีความ

แตกตางกัน อีกทั้งยังไมมีผูใดทําการศึกษา polymorphisms ในบริเวณ promoter ของยีน 

connective tissue growth factor ในกลุมของเด็กไทยที่ปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตันมากอน 

เปนไปไดวาอาจจะมีความเกี่ยวของกันระหวาง polymorphisms ในสวน promoter ของยีนกับการ

เกิดโรคและระดับพังผืดที่แตกตางกันในผูปวยแตละบุคคล วัตถุประสงคของการศึกษาในครั้งนี้คือ 

เพื่อที่จะหาความสัมพันธระหวาง polymorphisms ในบริเวณ promoter ของยีน CTGF  กับการ

เกิดโรค ระดับของ CTGF ในเลือด และระดับของพังผืดในตับโดยใชการทํางานของตับเปนตัวบง

บอกในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันภายหลังจากการไดรับการผาตัดแบบคาไซ 

คําถามของการวิจัย  
1. ความแตกตางทางพันธุกรรม (SNPs) ในสวน promoter ของยีน CTGF มี

ความสัมพันธกับการเกิดโรคหรือไม 

2. ความแตกตางทางพันธุกรรม (SNPs) ในสวน promoter ของยีน CTGF มี

ความสัมพันธกับระดับความรุนแรงของการทํางานของตับในผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตบีตันภายหลัง

ทําผาตัดคาไซหรือไม 

3. ระดับ CTGF ในเลือดมีความสัมพันธกับความรุนแรงของการทํางานของตับใน

ผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตันภายหลังทําผาตัดคาไซหรือไม เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 

วัตถุประสงคของการวิจัย  
ศึกษาความสัมพันธของรูปแบบความแตกตางทางพันธุกรรมของยีน CTGF กับ

การเกิดโรค ระดับ CTGF ในเลือด และระดับความรุนแรงของการทํางานของตับในผูปวยเด็กโรค

ทอน้ําดีตีบตัน 
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สมมติฐาน  
1. ความแตกตางทางพันธุกรรม (SNPs) ในสวน promoter ของยีน CTGF 

เกี่ยวของกับโรคทอน้ําดีตีบตัน 

2. ความแตกตางทางพันธุกรรม (SNPs) ในสวน promoter ของยีน CTGF ใน

ผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตันที่มีความรุนแรงของโรคแตกตางกับผูปวยที่ไมมีความรุนแรงของโรค     

3. ระดับ CTGF ในเลือดของผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตันสูงกวากลุมควบคุม 

ขอตกลงเบื้องตน 
กลุมที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย 2 กลุม 1) กลุมที่ทําการศึกษา (Case) 

คือ กลุมเด็กที่ไดรับการวินิจฉัยจากแพทยวาปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตันที่ไดมาทําการรักษาที่

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย กรุงเทพมหานคร 2) กลุมควบคุม (Control) เปนกลุม

เด็กสุขภาพดีที่ไมปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตันและกลุมสตรีมีครรภที่มารับการฝากทองที่โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ  

ระดับพังผืดในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันจะใชคา Total bilirubin (TB) เปนตัวแบง

ผูปวยออกเปนสองกลุมคือ no jaundice (TB < 2.0 mg/dl) และ persistent jaundice (TB ≥ 2.0 

mg/dl) 

เนื่องจากอุบัติการณโรคทอน้ําดีตีบตันในเชื้อชาติตางๆไมแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญจึงไมมีการแยกเชื้อชาติโดยผูปวยทุกรายเกิดในประเทศไทย 

การใหคํานิยามเชิงปฏิบัติที่จะใชในการวิจัย  
Polymorphisms ในบริเวณ promoter ของยีน CTGF ที่จะทําการศึกษามี 2 

ตําแหนง คือ ตําแหนง -447G>C จะทําการศึกษาโดยใช ARMS-PCR และในตําแหนง -132 C>G 

จะทําการศึกษาโดยใช RFLP 

เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ศึกษาทั้ง genotype และ haplotype ในสวนของ

genotype นั้น polymorphism สําหรับ -447G>C จะเขียนในรูปของ -447GG, -447GC, และ          

-447CC ในขณะที่ genotype ในตําแหนง -132C>G จะเขียนในรูปของ-132CC, -132CG และ    

-132GG ในกรณีของ genotype combination สําหรับ -447G>C และ -132C>G จะใช

เครื่องหมาย “/” ยกตัวอยางเชน -447GC/-132CG แสดงใหเห็นวาบุคคลนั้นมี polymorphism 

เปนแบบ -447GC รวมกับ -132CG ในขณะที่ -447GG/-132GG อธิบายไดวาบุคคลนั้นมี 

polymorphism เปนแบบ -447GG รวมกับ -132GG 

สําหรับ haplotype จะใชเครื่องหมาย ”-“ ยกตัวอยางเชน G-C/C-G หมายความ

วา 1 allele มี G และ C ที่ตําแหนง -447 และ -132 ในขณะที่อีก allele ประกอบดวย C ที่ตําแหนง 
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nucleotide -447 และ G ที่ตําแหนง nucleotide -132 และหากกลาวถึงเพียง 1 allele จะใช  G-C 

แสดงวา allele นั้นมี G ที่ nucleotide  -447 และ C ที่ nucleotide -132 

กรอบแนวความคิดในการวิจัย    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ขอจํากัดในการวิจัย  
ไมสามารถคํานวณจํานวนประชากรที่จะใชในการทดลองไดเนื่องจากไมมี

การศึกษายีนนี้ในกลุมประชากรไทยมากอน  

ปญหาดานลิขสิทธิ์ของสารที่นํามาทําการพัฒนาชุด ELISA  

ในหลายการทดลองพบวาระดับของ CTGF เพิ่มขึ้นอยางชัดเจนใน fibrosis diseases   

มีหลักฐานที่แสดงใหเห็นวาระดับของ CTGF ในเลือดมีความสัมพันธกับระดับพังผืดใน 

fibrosis organ ของผูปวย 

พบวาระดับของ CTGF เพิ่มขึ้นในโรคทอน้ําดีตีบตัน  

Polymorphisms ที่ promoter ของยีน CTGF อาจมีสวนเกี่ยวของกับการเกิดโรค ระดับ 

CTGF ในเลือดและระดับพังผืดในตับที่แตกตางกันในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตัน 

ELISA 

Serum CTGF level Polymorphisms 

ARMS, RFLP 

Biliary atresia Control 

หาความสัมพันธโดยการคํานวณทางสถิติ และสรุปผลการทดลอง 

 Polymorphisms ของยีน CTGF ที่ตําแหนง -447G>C และ -132C>G ในสวนของ 

promoter อาจเกี่ยวของกับการเกิดโรค ระดับ CTGF ในเลือดและระดับพังผืดในตับผูปวย 
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คําสําคัญ  
  CTGF, Biliary atresia, Polymorphisms, ARMS, RFLP, ELISA  

รูปแบบการวจิัย  
รูปแบบการศึกษาเปนแบบ Case-control study                           

ปญหาทางจริยธรรม 
  โครงการนี้ไดผานการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมศึกษาวิจัยในมนุษย

ของคณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และกอนการทําการเจาะเลือดในผูปวยทอน้ําดี

ตีบตันและกลุมควบคุมไดอธิบายจุดมุงหมายการศึกษาและขออนุญาตเปนลายลักษณอักษร 

ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย  
ทําใหทราบถึงความสัมพันธระหวาง polymorphisms ของยีน CTGF ในสวนของ 

promoter กับการเกิดโรค ระดับ CTGF ในเลือดและการทํางานของตับที่เกี่ยวของกับระดับพังผืด

ในตับโดยใช liver function test เปนตัวกําหนดระดับความรุนแรงของโรค การทราบการทํางาน

ของ CTGF กับความรุนแรงจะสามารถใชเปนตัวบอกการพยากรณของโรค รวมทั้งแนวทางความ

เปนไปไดในการรักษา ปองกันการเกิดพังผดืในอนาคต 

ระเบียบวิธีวิจัย  
1. การเก็บตัวอยาง 

1.1 กลุมผูปวย (case) คือ กลุมเด็กที่ไดรับการวินิจฉัยจากแพทยผูเชี่ยวชาญ

วาปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตันจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย กรุงเทพมหานคร  

1.2 กลุมควบคุม (control) คือกลุมเด็กสุขภาพดีที่มารับวัคซีนและกลุมสตรี

ที่มารับการฝากครรภที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย กรุงเทพมหานคร  

  2. ขั้นตอนในการศึกษา 

         2.1 การเก็บตัวอยางเลือด 

         2.2 การสกัด DNA และการเก็บ serum  

         2.3 การเพิ่มจํานวน DNA        

 2.4การตรวจสอบ polymorphism โดยใช ARMS และ Restriction 

Fragment length polymorphism 

         2.5 การตรวจสอบผลิตภัณฑโดยใช Agarose gel electrophoresis 

         2.6 Enzyme Link Immunosorbent Assay 

         2.7 การเก็บรวบรวมขอมูลและการวิเคราะหขอมูล 



บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
1. โรคทอน้ําดีตีบตัน (Biliary atresia; BA) 

ความเปนมา  
 โรคทอน้ําดีตีบตัน (Biliary atresia หรือ BA) (OMIM 210500) เปนกลุมอาการคั่ง

ของน้ําดีในวัยแรกเกิด สาเหตุการเกิดโรคยังไมทราบแนชัด โรคนี้มีการตีบตันของทอน้ําดีในสวน

ของ extrahepatic bile duct [16] รูปแบบของการเกิดทอน้ําดีตีบตันแบงออกตามระยะการแสดง

อาการไดเปน 2 แบบ คือ [17]  

(1) Non-syndromic BA หรือ postnatal form มีประมาณ 80% ของผูปวย 

อาการเกิดขึ้นในระยะ 3 ถึง 6 สัปดาหนับต้ังแตแรกคลอด โดยกอนหนานี้เด็กมีลักษณะปกติและ

จะคอยๆมีอุจจาระสีซีดเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ แสดงเปนนัยใหเห็นวาอาจเกิดจากการที่เด็กไดสัมผัสกับ

สิ่งแวดลอมภายนอก  

               (2) Syndromic BA หรือ fetal/embryonic form มีประมาณ 20% ของผูปวย

อาการของโรคเกิดภายในระยะเวลา 3 สัปดาหนับตั้งแตแรกคลอด คาดวาเกิดเนื่องจากความ

ผิดปกติที่เปนมาแตกําเนิดอันเกิดจากหลายสาเหตุดวยกัน เชน polysplenia, cardiac หรือ intra 

abdominal defects (situs inversus, pre-duodenal portal vein, absence of retro-hepativ 

inferior vena cava, intestinal malrotation, annular pancrease) 

 พยาธิวิทยา  
  พยาธิวิทยาของ extrahepatic biliary system มีความหลากหลายอยางมากใน

กลุมผูปวยแตสามารถจําแนกโดยใชตําแหนงการตีบตันเปนพื้นฐานในการแยกทําใหสามารถแบง

ออกไดเปน 3 กลุมดังนี้ [7]  

Type I: Common bile duct atresia ชนดิที่มีการตีบตันบริเวณ common duct

ในขณะที่ proximal ducts ปกติ เปนการตีบตันเฉพาะสวนปลายของทอน้ําด ี

Type II: Common hepatic duct atresia ชนิดที่มีการตีบตันของ hepatic duct 

และพบ cystic structures ในบริเวณ porta hepatitis เปนการตีบตันเฉพาะสวนตนของทอน้าํด ี

Type III: Common bile duct รวมทัง้ right และ left hepatic duct atresia 

(>90% ของผูปวย) มีการตบีตันบริเวณ right และ left hepatic ducts ไปจนถึง porta hepatitis 

เปนการตีบตันตลอด extrahepatic bile duct  
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 ลักษณะทางคลินิก 
ลักษณะทางคลินิกของโรคทอน้ําดีตีบตันผูปวยจะมีอาการที่เรียกวา jaundice 

กลาวคือผูปวยจะมีตัวเหลืองและบริเวณตาขาวมีสีเหลือง อาการตัวเหลืองตาเหลืองในเด็กเกิดใหม

ถือวาเปนเรื่องพบไดบอย และเด็กสามารถหายเหลืองไดภายใน 2 สัปดาหนับตั้งแตแรกคลอด 

อยางไรก็ตาม ถาสาเหตุของอาการตัวเหลืองตาเหลืองมาจากการเกิดโรคตับอาการเหลานี้จะไม

หายไป นอกจากนี้ยังมีอาการอื่นๆ ไดแก ปสสาวะมีสีเขมและอุจจาระมีสีซีด แตอาการเหลานี้ก็

ไมไดเปนอาการที่บงบอกแนชัดวาผูปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตัน จําเปนที่จะตองไดรับการวินิจฉัย

อยางละเอียดตอไป  

          ความถี่ (Frequency)  
  โรคทอน้ําดีตีบตันเปนโรคที่พบไดนอยโดยจะพบในอัตราสวนประมาณ 1 ตอ

10,000 ถึง 20,000 ของเด็กแรกเกิดมีชีพ มีรายงานถึงอุบัติการณในการเกิดโรค BA ไวในหลาย

แหงดวยกันเชน 5/100,000 ในประเทศเนเธอรแลนด [18] 5.1/100,000 ในประเทศฝรั่งเศส [19] 

6.5 /100,000 ในรัฐเทกซัส ประเทศสหรัฐอเมริกา [20] 7/100,000 ในรัฐวิกตอเรีย ประเทศ

ออสเตรเลีย [21] 7.4/100,000 ในประเทศญี่ปุน [22] และจากการศึกษา time- และ space – 

time distribution ของโรค BA พบวาโรคนี้สามารถเกิดขึ้นไดในทุกๆฤดูกาลแตการศึกษานี้เปน

เพียงการศึกษาในกลุมตัวอยางที่จํากัด [20,21]   

 เชื้อชาติ (Race) 
  โรคทอน้ําดีตีบตันพบไดทุกเชื้อชาติ 

เพศ (Sex)  
  พบไดทั้งสองเพศบางรายงานพบในเพศหญิงมากกวาเพศชาย  

 อายุ (Age) 
  เกิดเฉพาะในชวงแรกเกิดเทานั้น โดยแบบ fetal/ perinatal form จะเกิดภายใน 2 

สัปดาหแรก และแบบ postnatal form จะเกิดภายใน 2-8 สัปดาหนับต้ังแตแรกคลอด                                                  

การตาย (Mortality / Morbidity) 
  อัตราการมีชีวิตรอดในระยะยาวภายหลังจากการไดรับการผาตัดแบบคาไซอยูที่ 

47-60% ภายใน 5 ปและ 25-35% ภายใน 10 ป สําหรับผูที่ไดรับการผาตัดแบบคาไซแลวอาจมี

อาการขางเคียงไดแก cholangitis (50%) และ portal hypertension (>60%) มีเด็กจํานวนหนึ่ง

ประมาณ 1 ใน 3 ของผูปวยทั้งหมดซึ่งภายหลังจากการไดรับการผาตัดแบบคาไซแลวน้ําดียังไม

สามารถไหลผานไปได ตับของผูปวยเด็กเหลานี้อาจมีการพัฒนาไปเปนตับแข็งภายในชวงปแรก
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ของชีวิต ผูปวยที่มีอาการตับแข็งยังมีความเสี่ยงที่จะพัฒนาตอไปเปนมะเร็งตับ (Hepatocellular 

Carcinoma) วิธีเดียวที่สามารถจะทําใหเด็กมีอายุยืนยาวตอไปไดก็คือการผาตัดเปลี่ยนตับ  

 การวินิจฉัย (Diagnosis)  
  การวินิจฉัยประกอบดวยการทํา HIDA scan (การฉีดสารรังสีแลว scan ตับ) เพื่อ

ประมาณการไหลของน้ําดี การทํา abdominal x-ray เพื่อตรวจดูตับและมาม การทํา liver biopsy 

เพื่อประมาณระดับการเกิดภาวะตับแข็ง หรืออาจใชวิธีการอื่นทางหองปฏิบัติการทดแทนเพื่อหา

สาเหตุของการเกิดอาการตัวเหลืองตาเหลือง โดยทั่วไปจะใชวิธีการที่เรียกวา serum fractionated 

bilirubin assay โดยคาที่นํามาใชในการวิเคราะหคือคาที่มีคามากกวา 2  mg/dl (34.2 μmol/l) 

ของ total bilirubin เปนวิธีตรวจวินิจฉัยที่รวดเร็ว คานี้ใชเปนบรรทัดฐานในการตรวจวินิจฉัย เปน

ตัวชวยใหมีการตรวจอยางอื่นและเปนตัวตัดสินในการเลือกวิธีการรักษาคานี้ไดกําหนดและแนะนํา

ใหใชโดยศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทาง (centers of excellence) [23] อยางไรก็ตามการตรวจทาง

หองปฏิบัติการทั้งหมดไมสามารถที่จะบอกไดอยางถูกตองแนนอน การตรวจวินิจฉัยที่ดีที่สุดคือ

การทํา intraoperation cholangiography 

การรักษา (Treatment) 
  ผูปวยเด็กที่ไมไดรับการรักษาจะทําใหเกิดภาวะตับวาย (liver failure) ภายใน  1 

หรือ 2 ป การจัดการเพื่อรักษาผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันในปจจุบันมี 2 ขั้นตอนดวยกัน ในชวงแรก

เกิดผูปวยจะไดรับการผาตัดแบบคาไซ ซึ่งมีจุดประสงคเพื่อที่จะขจัดน้ําดีที่มีการสะสมอยูในตับให

ไหลออกไปทางลําไส (intestine) การผาตัดไดเกิดขึ้นในชวงปลายป ค.ศ.1959 นพ.Morio kasai 

ศัลยแพทยชาวญี่ปุนไดรายงานวา เขาไดทําการตรวจทาง microscopic ที่ทอนํ้าดีของเด็กทารกที่

ปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตันทําใหพบวามี channel ที่บริเวณ porta hepatic เปนจํานวนมาก การ

เปด channels เหลานี้โดยการใชการผาตัดเอาสวนของ extrahepatic biliary ที่เกิดการตีบตันออก

ก็จะสงผลใหมีการระบายน้ําดีใหซึมออกไปได การผาตัดนี้จะสงผลดีตอเด็กโดยเฉพาะอยางยิง่หาก

ไดรับการผาตัดภายใน 8 สัปดาหนับตั้งแตแรกคลอด การผาตัดแบบคาไซนี้ปจจุบันไดรับการ

ยอมรับวาเปนการผาตัดที่ใชเปนมาตรฐานในการรักษาอาการของโรคทอน้ําดีตีบตัน 2) ข้ันตอนที่ 

2 ทําการเปลี่ยนตับซ่ึงใชในกรณีที่การรักษาการผาตัดแบบคาไซลมเหลวเปนการแกปญหาการคั่ง

ของน้ําดีที่เกิดรวมกับการเกิดภาวะตับแข็ง 

 สาเหตุการเกิดโรค (Etiology) 
ในปจจุบันยังไมทราบสาเหตุที่แนชัด จากการศึกษาอยางตอเนื่อง เชื่อวาโรคทอ

น้ําดีตีบตันเกิดจากปจจัยภายใน และปจจัยภายนอกรวมกัน รวมไปถึงปจจัยกอนคลอดและหลัง
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คลอด โดยเกิดขึ้นอยางจําเพาะเจาะจงในชวงระยะเวลาที่เหมาะสม คือระหวางชวงกอนคลอดไป

จนถึงเด็กอายุได 3 เดือนนับต้ังแตแรกคลอด ดังภาพที่ 1 

 

 

  

 

 

ภาพที่ 1 ปจจัย 4 ประการที่คาดวาเมื่อมีปฏิสัมพันธกันแลวจะทําใหเกิดโรคทอน้ําดีตีบตัน [24] 

  โรคทอน้ําดีตีบตันไมจัดวาเปนโรคถายทอดทางพันธุกรรม เนื่องจากการศึกษา 

identical twins แบบ discordant ในหลายการศึกษาพบวามีเพียง 1 ใน 2 คนเทานั้นที่เปนโรคนี้ 

(discordant) อีกทั้งการเกิดซ้ําของโรคนี้ในครอบครัวเดียวกันเปนไปไดยากมาก [25,26] สําหรบัใน

ประเทศไทยไดมีการศึกษาในแฝด 8 รายที่ไดรับการวินิจฉัยวาเปนโรคทอน้ําดีตีบตันโดยการผาตัด

ตรวจทอน้ําดี พบวาผูปวยทุกรายที่เปนแฝดจะเปนโรคทอน้ําดีตีบตันเพียงคนเดียว (discordant) 

โดยที่แฝดอีกคนปกติดี ในจํานวนนี้แฝด1 คูเปนแบบ dizygotic twin แฝดอีก 6 คูพบวามีหมูเลือด 

ABO หมูเดียวกัน และในจํานวนนี้ 2 คูพบวามีหมูเลือด minor ที่เหมือนกัน (Dec, MM และ Le a-

b-) ทารกคูสุดทายไดพิสูจนโดยใช Short tendem repeat (STR) ในพอ แม และแฝด พบวาแฝด

ทั้งสองรายนี้นาจะเปน monozygotic twin (โอกาส  > 99.99%) ทําใหสนับสนุนวาโรคทอน้ําดีตีบ

ตันเปนโรคที่เกิดขึ้นหลังคลอดมากกวาที่จะเปนโรคถายทอดทางพันธุกรรมโดยตรง [27] 

ทฤษฎีเกี่ยวกบัสาเหตุการเกิดโรคทอน้ําดีตีบตันโดยสรุปในปจจุบันมี 6 ทฤษฎี ดัง

แสดงในตารางที่ 1 

Viral Infection จากการศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยาพบวามีความเปนไปไดวาสาเหตุ

การเกิดโรคนาจะมาจากการติดเชื้อหรือการไดรับการสัมผัสกับส่ิงแวดลอมที่มีการปนเปอน 

infectious agent [9] ยิ่งไปกวานั้นจากการศึกษาโดยการทดลองให virus infection เขาไปในหนูที่

เพิ่งเกิดใหมพบวาหนูสราง lesion ที่คลายคลึงกับโรคทอน้ําดีตีบตัน [28] ในป ค.ศ. 1974 

Benjamin Landing นักพยาธิวิทยาโรคเด็ก ไดเสนอโรคทอน้ําดีตีบตัน โรค idiopathic neonatal 

hepatitis และโรค choledochal cyst นาจะเปนกลุมอาการของโรคที่มีผลจากการไดรับการ

บาดเจ็บที่บริเวณ hepatobiliary tree ที่แตกตางกัน และเปนคนแรกที่บัญญัติคําวา infatile 

Genetic Factors 
(? HLA genotype) 

Development of Bile 
Ducts and Liver 

Environmental Factors 
(? Viral infection) 

Immune Dysregulation  
In Neonate 

BILIARY ATRESIA 
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ตารางที่  1 ปจจัยที่คาดวานาจะเปนสาเหตุของการเกิดทอน้ําดีตีบตัน [24] 

Infectious: reovirus, rotavirus, retrovirus, cytomegalovirus, human papilloma virus 

Immune dysregulation 

Autoimmune mechanism  

Vascular lesion/ateriopathy 

Defective morphogenesis 

 Inherited mutations 

Laterality genes (presumed), associated with polysplenia and asplenia syndromes 

(e.g. CFC1) 

  Ductal plate malformation (e.g. HNF6) 

  Jagged 1 

 Somatic mutations 

 Modifier genes 

Toxin exposure 

 
obstructive cholangiopathies [29] แมวา Landing จะเสนอวาสาเหตุของโรคนาจะเกี่ยวของกับ

ไวรัสตับอักเสบ แตจากการศึกษาลึกลงไปแลวพบวาไวรัสตับอักเสบทั้ง เอ บี และ ซี ไมมี

ความสัมพันธกับโรคทอน้ําดีตีบตัน ในปจจุบันจึงมุงศึกษาไปที่ไวรัสอ่ืนอีก 5 ชนิด 

ในหลายปมานี้ cytomegalovirus (CMV)  ไดถูกคาดวานาจะเปนสาเหตุของการ

เกิดโรคเพราะพบเด็กที่เปนโรคทอน้ําดีตีบตันมีการติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ในอัตราสวนที่มากเมื่อเทียบ

กับเด็กที่มีสุขภาพดี [30] รวมทั้งการศึกษาในประเทศไทยไดผลเชนเดียวกัน (ขอมูลที่ไมไดลง

พิมพ) ปจจุบันการศึกษาของประเทศสวีเดนพบ CMV antibodies ในแมของผูปวยที่เปนโรคทอ

น้ําดีตีบตัน และพบ DNA ของ CMV ในตับของผูปวยครึ่งหนึ่งของจํานวนผูปวยเด็กที่เปนโรคใน

ประเทศแคนาดา แตก็ไมสามารถจะแสดงใหเห็นไดวามี CMV อยูใน bile duct ของเด็ก [31] 

บทบาทของ CMV ยังคงตองไดรับการศึกษาตอไป 

ไวรัสอีกสองชนิดที่ไดรับความสนใจไดแก reovirus และ rotavirus สาเหตุที่ 

reovirus ไดรับความสนใจเนื่องจากการสังเกตและพบวามีการติดเชื้อของไวรัสชนิดนี้แลวทําใหเกดิ

อาการของโรคบริเวณ intrahepatic และ extrahepatic bile duct รวมทั้งตับซึ่งคลายคลึงกับโรค

ทอน้ําดีตีบตัน [32] lesions ที่เกิดขึ้นนี้จะยังคงติดอยูตอไปภายหลังจากการติดเชื้อ ถึงแมวาจะ

ตรวจไมพบแอนติเจนของไวรัสแลวก็ตาม มคีณะนักวิจัยคณะหนึ่งไดทําการทดลองแลวตรวจพบวา

พบแอนติเจนของ reovirus ที่บริเวณ bile duct remnants จากเด็กที่ปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตัน  

[33,34] และพบในลูกลิง rhesus เชนเดียวกัน [35] อยางไรก็ตาม Steele และคณะ [36] ไดทํา

การตรวจหา reovirus RNA ในเนื้อเยื่อตับที่ถูก fix ดวยฟอรมาลีนในผูเด็กโรคทอน้ําดีตีบตัน
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จํานวน 14 คน และกลุมควบคุมอีก 16 คน โดยใช nested reverse transcriptase-polymerase 

chain reaction (RT-PCR) แตตรวจไมพบ ผลของการศึกษาที่แตกตางกันนี้อาจจะเปนผลมาจาก

วิธีการเตรียมเนื้อเยื่อ วิธีการสกัด RNA และการใช PCR primers ที่ตรวจสอบ reovirus genes ที่

แตกตางกัน ถา reovirus มีความเกี่ยวของจริง ก็ตองจัดวิธีการศึกษาใหมีประสิทธิภาพที่ดีพอ 

รวมทั้งตองมีการศึกษาในกลุมผูปวยที่มีอาการของโรคที่เดนชัดและกลุมควบคุมที่สุขภาพดีใน

ปริมาณที่มากพอดวย 

Riepenhoff-Talty และคณะ นํา rotavirus group A ฉีดเขาไปใหเกิดการติดเชื้อ

กับหนูเกิดใหมพบวาเกิดการตีบตันของ extrahepatic bile duct ที่มีลักษณะทางเนื้อเยื่อ

เหมือนกับโรคทอน้ําดีตีบตัน [37] หลังจากการทดลองนี้แลวกลุมศึกษานี้ไดนําเอาเนื้อเยื่อสวน 

hepatobiliary tissues จากผูปวยมาตรวจสอบ rotavirus group C โดยใชวิธี RT-PCR พบวา 10 

จาก 18 รายในผูปวยตรวจพบ RNA ของไวรัสชนิดนี้ ในขณะที่กลุมควบคุมที่ไมไดปวยจํานวน 12 

รายตรวจไมพบเลย [38]  ทางกลุมของ Bobo และคณะ [39] ไดตรวจหา RNA ของ rotavirus 

group A B และ C จากเนื้อเยื่อผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันจํานวน 10 คน และ กลุมควบคุม 14 คน 

ดวยวิธี nested RT-PCR/ enzyme immunoassay แตตรวจไมพบ อยางไรก็ตามครึ่งหนึ่งของกลุม

ผูปวยมีอายุมากกวา 12 เดือนแลวในขณะที่นําเอาเนื้อเยื่อออกมา 

ในประเทศอาเจนตินามีการศึกษา Human papilloma virus (HPV) ในเนื้อเยื่อ

ตับผูปวยจํานวน 18 คน โดยวิธี PCR ตรวจพบวาผูปวยมีไวรัสจํานวน 16 คน ในขณะที่กลุม

ควบคุมตรวจไมพบ [40] แตจากการตรวจสอบดวยวิธีเดียวกันนี้ของ Domiati-Saad และคณะใน

ประเทศสหรัฐอเมริกาโดยใชผูปวยจํานวน 19 คนกลับตรวจไมพบไวรัสชนิดนี้ [41]  

Immune injury   Schreiber และ Kleinman [42] ไดเสนอแนวคิดวาบริเวณ 

biliary epithelium หากมีการติดเชื้อไวรัสหรือไดรับสารพิษก็จะนําไปสูการแสดงออกของแอนตเิจน

ท่ีบริเวณ bile duct eithelia ขึ้น เหตุการณเหลานี้เกิดขึ้นจากการ present ของ macrophage ตอ 

T lymphocyte เปนเหตุใหเกิด epithelial injury การมี innate และ acquired immunity ที่เกิดใน

เด็กทารกแรกเกิดนี้อาจอธิบายไดวาทําไมโรคนี้จึงเกิดภายใน 3 เดือนแรกของชีวิต ยีนที่เกี่ยวของ

กับการสราง immune regulatory protein ที่ควบคุมเก่ียวกับ susceptibility ของ immune หรือ 

autoimmune injury ในโรคทอน้ําดีตีบตันมีหลายตัวดวยกัน โดยทั่วไปในโรคที่เกี่ยวกับ immune-

mediated liver disease อยางเชน autoimmune hepatitis, primary sclerosing cholangitis 

และ primary biliary cirrhosis พบวาเกี่ยวของกับ specific HLA antigens [43] Silviara และ

คณะ ไดเสนอวาในประชากรชาวยุโรป HLA-B12 และ haplotypes A9-B5 และ A28-B35 มีความ

เกี่ยวของกับโรคทอน้ําดีตีบตัน (49% ของผูปวย biliary atresia และ 23% ในกลุมควบคุม) 

ในขณะที่ญี่ปุนมีความสัมพันธเปนแบบ A33, B44 และ DR6 [44] แตในประเทศสเปนไมพบ
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ความสัมพันธของ HLA กับผูปวย BA ทั้งหมดจํานวน 48 คนเลย [45] แตเปนที่นาสังเกตวา

การศึกษาจีโนมของ MHC I และ II ยังไมสมบูรณทั้งหมด มียีน HLA กวา 100 ยีนใน human 

MHC genome เปนไปไดวาอาจจะพบความสัมพันธของ HLA ตัวอื่นๆที่เกี่ยวของกับโรคก็เปนได     

Autoimmunity โรคทอน้ําดีตีบตันอาจเปนผลมาจากกระบวนการ autoimmune-

mediated process มีการทดลอง 2 การทดลองดวยกันที่ทําการทดสอบ autoantibodies ใน

ผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตัน Vasiliauskas และคณะ [46] รายงานวาผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันจํานวน 

10 คน จาก 11 คน ตรวจพบ serum IgG และ IgM antinutrophil cytoplasmic antibodied 

(ANCA) เปนบวก และมีระดับของ IgM-ANCA ในกลุมผูปวยอยูในระดับสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบ

กับเด็กและผูใหญที่ปวยดวยโรคตับอ่ืนๆ Burch และคณะ [47] ศึกษา autoantibodies ในแมของ

เด็กที่ปวยดวยโรคทอน้ําดีตีบตันเพื่อทดสอบสมมติฐานที่การถายทอด autoantibodies จากแม

ไปสูลูกอาจจะเกี่ยวของกับ liver และ bile duct injury  จากการศึกษาพบวา titer ของ anti-Rho 

antibodies ในแมที่มีลูกปวยดวยโรคทอน้ําดีตีบตันมีอยูในระดับตํ่ากวากลุมควบคุม ซึ่ง Rho 

protein เปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเกิด actin organization, gene expression และ cell cycle 

progression โดยพบวาการมี titer ของ anti-Rho antibodies อยูในระดับตํ่านี้พบมากในแมของ

ทารกที่ปวยดวยโรคตับ อาจเปนไปไดวา maternal factor ในเรื่องของ immune-mediated bile 

duct injury อาจเปนสาเหตุของการเกิดโรคได แตทั้งนี้ทั้งนั้นยังไมไดรับการยนืยันอยางชัดเจน  

และเปนที่นาสนใจมากเมื่อปจจัยเสี่ยงในเรื่องของ autoimmunity เกี่ยวของกับ

การมี polymorphism ของยีน ซึ่งสามารถใชทํานาย susceptibility ของบุคคลที่มีลักษณะของ 

autoimmune disorder ได จากรายงานของ Bernal และคณะ [48] และ Mitchell และคณะ [49] 

พบวา polymorphism ของ TNF-α  เกี่ยวของกับ susceptibility ของผูปวยโรค primary 

sclerosing cholangitis นอกจากนี้ยังมี polymorphism ของ IL-1 gene family เกี่ยวของกับการ

ดําเนินโรคของผูปวย primary biliary cirrhosis  [50] จากการตรวจสอบ polymorphism บริเวณ 

promoter ของยีน TNF-α  และ IL-1 อีก 2 ตัวไดแก ILIB และ ILIRN และ ในยีน IL-10 บริเวณ 

promoter 3 ตําแหนง โดยใช genomic DNA ของเด็กที่ปวยเปนโรคทอน้ําดีตีบตันจํานวน 101 คน 

ในประเทศอังกฤษเปรียบเทียบกับกลุมผูปวยผูใหญจํานวน 96 คนที่มีการ match แบบ 

geographical และแบบ racial พบวาไมมีความแตกตางกันในตําแหนงของ allele, genotype 

หรือ haplotype ในทุกยีนที่ทดลองเมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมผูปวยและกลุมควบคุม [51] ทําให

เห็นวา candidate gene เหลานี้ไมนาจะเกี่ยวของกับการทําใหเกิดทอน้ําดีตีบตัน แตอาจจะมี 

immunoregulatory gene ตัวอ่ืนๆที่อาจจะเปนตัวแสดงบทบาทของ biliary tract injury ตอไปใน

อนาคต  
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Vascular etiology สมมติฐานนี้เกิดจากการทําการทดลองโดยการจําลอง

เหตุการณนี้โดยตรง จากความรูที่วา intrahepatic และ extrahepatic bile duct ไดรับเลือดจาก

กระบวนการ hepatic arterial circulation ดังนั้นหากมีการกระทบกับระบบนี้อาจมีการเกิด 

hepatic arterial ischemia ขึ้น Pickett และคณะ [52] ไดทดสอบใหเห็นวามีการคั่งของน้ําดีภาย

หลังจากการเชื่อม hepatic vessels ของแกะในระยะ fetus  นอกจากนี้ไดมีผูทําการสังเกตผูปวย

ดวยโรคทอน้ําดีตีบตันพบวาผูปวยมีความผิดปกติของแขนงของ hepatic artery ในสวน 

extrahepatic biliary tree ดังนั้นอาจเปนไปไดวาความผิดปกติของหลอดเลือดทําใหเกิด lesion 

ขึ้นในผูปวยอยางไรก็ตามกระบวนการการเกิด lesion ยังไมเปนที่ทราบแนชัด 

Defective morphogenesis มีอีกหลายกรณีที่สนับสนุนวาโรคทอน้ําดีตีบตันชนิด 

fetal form เกิดจากกระบวนการ morphogenesis ที่ผิดปกติของ biliary tree เพราะพบความ

ผิดปรกติของ visceral organ symmetry ในโรค polysplenia syndrome รวมกับโรคทอน้ําดีตีบ

ตัน และการเกิด recessive insertional mutation บริเวณ proximal ของโครโมโซมที่ 4 ในหนู หรือ

การเกิดแบบ complete deletion ของยีน INV ในหนูทําใหเกิดความผิดปกติของ hepatobiliary 

system ดังนั้น Schon และคณะ [53] จึงไดทําการ mapped ยีนในมนุษยพบวาไมปรากฏวามี 

mutation ในกลุมผูปวยทั้ง 7 คนที่เปนโรคทอน้ําดีตีบตันแสดงใหเห็นวายีน INV  อาจไมเกี่ยวของ

กับการเกิดโรคนี้ 

สําหรับยีนของมนุษยตัวอื่นที่เกี่ยวของกับการกําหนดแกนซายขวาของมนุษย 

ไดแก ZIC3, LEFTB และ ACVR2B มีความเกี่ยวของกับการเกดิ situs defect ในเปอรเซ็นตที่นอย

มาก Bamford และคณะ [54] พบวาในยีน CFC1 ซึ่งถอดรหัสไดเปน CRYPTIC protein ในผูปวย

ที่มี laterality defects จํานวน 9 คนจากคนไข 144 คนมี heterozygous mutations และใน

จํานวนนั้นมีผูปวย 1 รายที่มีอาการของโรคทอน้ําดีตีบตันรวมกับ polysplenia syndrome 

Jacquemin และคณะ [55] ไดสังเกตพบวาในพี่นอง 2 คนที่เปน laterality defect และมีคนหนึ่ง

เปน BA รวมดวยทั้งคูมี heterozygous gene mutations ซึ่งไดรับมาจากแมที่มีสุขภาพดี

เหมือนกัน ทําใหดูเหมือนวา CFC1 ไมนาจะเกี่ยวของตอการเกิด phenotype นี้โดยตรง แตนาจะ

เกิดจากการที่มี environment factor หรือ genetic factor ตัวอ่ืนมาชวยสงเสริมใหเกิดลักษณะ

ของโรคนี้ข้ึน 

นอกจากที่กลาวมาขางตนแลวบทบาทของ JAGGED1 ที่แสดงออกตอ ductal 

plate epithelia และ HNF6 ซึ่งเปน nuclear transcription factor ที่แสดงออกในชวงการพัฒนา 

extrahepatic bile duct และ gall bladder กําลังไดรับความสนใจ Kohsaka และคณะ [56] 

พบวาผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตัน 9 รายจากผูปวยทั้งหมดจํานวน 102 รายม ี missense mutations 

ของยีน JAGGED1 ผูปวยกลุมที่มี mutations นี้มีการดําเนินโรคที่แย สิ่งนี้แนะใหเห็นวา 



 14 

JAGGED1 อาจเปน modifying factor ในผูปวย นอกจากนี้การ knockout ยีน Hnf6 ในหนูเปน

สาเหตุที่ทําใหเกิดความผิดปกติของ hepatic artery และแขนงได [57] 

เปนที่ทราบกันดีอยูแลววาสาเหตุการเกิดโรคยังไมเปนที่ทราบแนชัด หากทําการ

สืบคนยีนที่มีการแสดงออกจําเพาะในเนื้อเยื่อตับที่เปนโรคทอน้ําดีตีบตันจากนั้นจึงทําการศึกษา

รูปแบบการแสดงออกของยีนเหลานี้อาจนํามาซึ่งความเขาใจถึงกลไกการเกิดโรคไดดีกวา ใน

การศึกษาของ Choe และคณะ [58) ไดนําตับของผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันที่รอรับการผาตัดเปลี่ยน

ตับ และตับปกติของผูใหตับมาสกัด RNA แลวเปลี่ยนใหเปน cDNA เพื่อนํามาทําเปน 

radiolabeled cDNA prob ดวยวิธีการ random primed DNA labeling method ใชในการคัด

กรองการแสดงออกของยีนที่แตกตางกันดวยการทําการ hybridize ดวย expressed sequence 

tags (EST) dot blot panel ทําการยืนยันผลดวย Northern blot hybridization กับยีนที่มีการ

แสดงออกที่แตกตางอยางมากกับเนื้อเยื่อตับปกติ ผลการทดลองพบวาจาก 1,730 EST clones มี 

clones ที่มีการแสดงออกอยางมากในโรค biliary cirrhosis จํานวน 26  cDNA clones และมี 

clones ที่มกีารแสดงออกที่ลดลงอยางมีนัยสําคัญอีกจํานวน 2 clones ผลจากการยืนยันดวย 

Northern blot  hybridization พบวา Tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP)-1 และ 

IGFBP-2 มีความสัมพันธกับผลของ EST screening ซึ่งจากการทดลองนี้ทําใหทราบวายีนที่มีการ

แสดงออกเพิ่มมากขึ้นในโรคนี้นาจะเปนยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการสรางพังผืด หรือกระบวนการ

ยับยั้งการสลายพังผืดนั่นเอง  ในอีกการทดลองหนึ่งโดยใชเทคนิค cDNA microarray ของ Chen 

และคณะ [59] เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนทาง messenger RNA จํานวน 18,000 ยีนโดยทํา

การเปรียบเทียบระหวางตับปกติ, disease control และตับที่เปน end-stage BA จากนั้น

ทําการศึกษาดวยวิธี Reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) และ 

Northern blot analysis เพื่อเปนการยืนยันการเปลี่ยนแปลงในการแสดงออกของยีน ผลการ

วิเคราะหดวย cluster และ principal component analysis เปดเผยวากลุมที่เปน BA ทั้งหมดแยก

ออกจากกลุมควบคุมและกลุม diseased control อยางชัดเจน  อีกท้ังยังพบอีกวามียีนจํานวน 35 

ยีนที่มีการแสดงออกแตกตางกันในกลุมที่เปนโรคกับกลุมควบคุม ซึ่งยีนสวนใหญเหลานี้มีหนาที่

เกี่ยวของกับ cell signaling, transcription regulation, hepatic development, morphogenesis  

Toxin exposure การเกิด outbreak ของโรคทอน้ําดีตีบตันในแกะและฝูงปศุสัตว

ในประเทศออสเตรเลียอาจจะเกี่ยวของกับเชื้อราหรือ toxin ตัวใดตัวหนึ่งที่สัตวเหลานี้ไดรับจาก

ส่ิงแวดลอมรอบๆ [60] อาจเปนไปไดวาสารพิษหรือเชื้อตางๆเหลานี้จะไปทําใหชั้นของ bile duct 

epithelial ที่อยูในชั้น submucosa ไดรับการบาดเจ็บแลวสงผลใหเกิดการทําลาย extrahepatic 

bile ducts ข้ึน 
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2. ยีน CTGF และผลิตภัณฑ 
การคนพบ 

Human connective tissue growth factor (CTGF) ถูกคนพบเปนครั้งแรกโดย 

Bradham และคณะ [61] ใน conditioned medium โดยถูกหลั่งออกมาจาก human umbilical 

vein endothelial cells (HUVECs) ที่ culture ไว และพบวามีฤทธิ์เปนตัวกระตุนการเกิด DNA 

synthesis และ chemotaxis ใน fibroblast มีการคนพบวาโมเลกุลนี้มีฤทธิ์ทาง immunoreactivity 

กับ platelet derived growth factor (PDGF) polyclonal antibodies ถึงแมวา CTGF จะไมมี

ลําดับกรดอะมิโนใดๆที่ homology ตอ PDGF เลย และในชวงเวลาใกลเคียงกันก็มีการคนพบ 

mouse CTGF ซึ่งแยกไดจาก serum-stimulated mouse NIH 3T3 fibroblasts และจาก 

transforming growth factor (TGF) - β -  stimulated mouse AKK-2B cells โดยใช differential 

cloning techniques [62-64]  
CCN gene family 

CTGF มีโครงสรางที่คลายคลึงกับโปรตีนสองกลุมคือ cysteine-rich (CYR61) และ 

nephroblastoma overexpressed (NOV) ดังนั้นชื่อยอ “CCN” จึงมาจาก (CTGF/CYR1/NOV) 

ซึ่งถูกตั้งโดย Peter Bork ในป 1993 [65] ภายหลังจากการคนพบ CTGF ก็ไดรับการตั้งชื่อไป

หลากหลาย ยกตัวอยางเชน CCN2, NOV2, insulin-like growth factor-binding protein 24 

(HSC24) แตปจจุบันไดมีมติเกี่ยวกับการตั้งชื่อโปรตีนของ CCN family ออกมาแลวเพื่อใหเปน

มาตรฐานเดียวกัน [66] ดังนั้นชื่อของ CTGF จึงกําลังจะถูกเปลี่ยนไปเปน CCN2  

สําหรับสมาชิกของ CCN gene family ในมนุษยประกอบดวยสมาชิกทั้งหมด 6 ตัว 

อันไดแก cystein-rich 61 (CRY61), connective tissue growth factor (CTGF/CCN2), 

nephroblastoma overexpressed (NOV/CCN3), Wnt-induced secreted protein-1 (WISP-

1/CCN4), -2 (WISP-2/CCN5), -3 (WISP-3/CCN6) [67] ในตารางที่ 2 แสดงชื่อมาตรฐานของ

สมาชิกในกลุม CCN gene family และในตารางที่ 3 แสดงชื่อของสมาชิกของในสัตวสปชีสตางๆ   

ตารางที่ 2 Proposed nomenclature สําหรับ CCN proteins [68] 

CCN nomenclature  Current names  Alternative designation 

CCN1    CYR61/CCE10  IGFBP-rP4                                      

CCN2                  CTGF/FISP12              IGFBP-rP2, HSC24                        

CCN3                                        NOV    IGFBP-rP3                                      

CCN4    WISP-1/ELM1                                                         

CCN5    WISP-2/rCOP-1                                                                        

CCN6             WISP-3        
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ตารางที่ 3 สมาชิก 6 ตัวของ CCN gene family ในมนุษยและในสัตวสปชีสตางๆไดแกสัตวตระกูล Xenopus 

จนถึงสัตวตระกูล Rodent [68] 

ชื่อยีนและ
ตําแหนง 

ชื่อเต็มในมนุษย ชื่อในสัตวสปชีสตางๆ 

cyr61 

(1p22.3) 

cystein-rich 61 CEF10(chicken embryo fibroblast) (Ck)  

βIG1 (TGFβ induced gene) cyr61 (Mu) 

ctgf (6q23.1) connective tissue 

growth factor 

Ctgf (Ck) ctgf (Sw) ctgf (Xn) bIG2 (TGFβ induced gene) 

(Mu)  Fisp 12 (fibroblast inducible secreted protein) (Mu) 

nov (8q24.1) nephroblastoma 

overexpressed 

Nov (Ck) novM (Mu) nov (Sw) nov (Xn) 

WISP-1 

(8q24.1-24.3) 

Wnt-induced secreted 

protein-1 

Elm1 (expressed in low metastatic type 1 cells) (Mu)  

Wisp 1 (Mu) 

WISP-2 

(20q12-13) 

Wnt-induced secreted 

protein-2 

rCop-1 (expression lost  after transformation) (Mu) HICP 

(heparin induced CCN-like protein)Wisp-2 (Mu) 

WISP-3 

(6q23.1) 

Wnt-induced secreted 

protein-3 

 

  
CYR61/CCN1 ถูกจําแนกครั้งแรกวาเปน growth factor–inducible immediate-

early gene โดยใชวิธีการ differential hybridization screening จาก cDNA library ที่ไดจาก 

serum-stimulated mouse fibroblasts [69] ตั้งแตนั้นเปนตนมา CYR61/CCN1 ก็ถูกพบวามี

บทบาทหลายอยางไมวาจะเปน cell adhesion การชักนําใหเกิด cell migration สงเสริมใหเกิด 

mitogenesis และการสนับสนุนให cell survival [70, 71]  

NOV/CCN3 ไดรับการจัดวาเปน over-expressed gene ใน chicken 

nephroblastomas ซึ่งถูก induced โดย myeloblastosis-associated virus [72] การ 

overexpression ของ full-length chicken NOV/CCN3 ยังแสดงใหเห็นวามันไปยับยั้งการ

เจริญเติบโตของ chicken embryo fibroblasts (CEFs) อีกดวย [73] ขอมูลในปจจุบันยังระบุวา 

NOV/CCN3 สนับสนุนการเกิด endothelial cell adhesion ผาน integrins αvβ3,  α5 β1, α6β1 และ 

Heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) รวมทั้งชักนําใหเกิด cell migration โดยการใช 

integrin αvβ3 และ α5 β1 [73] 

WISP-1/CCN4 ถูกคนพบโดยนักวิจัยที่ทําการศึกษา low metastatic K-1735 

melanoma cells [74] เปนยีนที่ถูก upregulate โดย Wnt-1 ใน mammary epithelial cells [75] 

มีคุณสมบัติแบบ growth-suppressive properties ยกตัวอยางคือ เมื่อฉีด WISP-1/CCN4 เขาไป

ในเซลลจะทําใหเซลลที่ถูกฉีดเขาไปเจริญเติบโตชากวาเซลลควบคุมและเมื่อฉีด WISP-1/CCN4 
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เขาไปใน tumorigenic และ metastatic K-1735 cells ผลที่ออกมาคือลดการเกิด lung 

metastatic colonies และชักนําไปสูการลดการเจริญเติบโตของกอนเนื้องอก [76] 

WISP-2/CCN5 พบวาเปนยีนที่ down-regulated ใน rat embryo fibroblasts 

และเปน inactivated p53 tumor suppresser gene [77] มีการแสดงออกของ WISP-2/CCN5 ใน

ระดับสูงใน heparin-arrested cells และลดต่ําลงใน proliferating cells [78] โปรตีนตัวนี้ขาด

สวนของ C-terminal domain ซึ่งเปนสวนที่พบในโปรตีนตัวอื่นของ CCN gene family [79] 

WISP-3/CCN6 ถูกพบดวย expressed sequence tag (EST) database 

รวมกับ WISP-1/CCN4 โปรตีนตัวนี้ประกอบดวยสวน conserve ของ cysteine residues เพยีง 

34 จาก 38 ตัวที่สมาชิกของ CCN protein family มีเนื่องจากมีการขาดหายของ cysteine 

residues 4 ตัวใน module ที่ 2 [79] WISP-3/CCN6 ยังไมคอยมีการศึกษามากนักแตมีการคนพบ

วา over-expressed ใน human colon tumors [75] 
CCN family modular structure 

สมาชิกของ CCN family เปนโปรตีนขนาดประมาณ 30-40 กิโลดอลตันซึ่ง

ประกอบดวย cysteine-rich เปนสวนใหญถึง 10% โดยมวล [79] โปรตีนกลุมนี้มี 4 modules 

ดวยกัน [68] 

  Module 1 มีชื่อวา insulin-like growth factor (IGF)-binding domain ซึ่งมีสวน

ที่ conserve ที่มีการจัดเรียงเปนแบบ Gly-Cys-Gly-Cys-Cys-X-X-Cys โดย X คือ กรดอะมิโนใดๆ

การจัดเรียงแบบนี้จะอยูใน amino-terminal portion ของ IGF binding protein [80] 

Module 2 มีชื่อวา von Willebrand type C domain เกี่ยวของกับ 

Oligomerization และ protein complex formation [81] 

 

ภาพที่ 2 ชื่อและการจัดเรียงโครงสรางของสมาชิกทั้ง 6 ตัวของ CCN family [13]  
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  Module 3 มีชื่อวา thrombospondin-1 domain เกี่ยวของกับการจับของ 

soluble และ matrix macromolecules [82] 

  Module 4 มีชือ่วา C-terminal domain ประกอบดวยสวนของ cystine knot ที่มี

ความ homologous กับโปรตีนที่เกีย่วของกับการพัฒนา midline glia และ commissural axon 

pathways ในแมลงหวี ่[83] นอกจากนี้สวนของ C-terminal domain ยังเกีย่วของกบั cell surface 

receptor binding [84] และแสดงคุณสมบัติทางดาน mitogenic activity ตอ fibroblasts [85]  
การศึกษายีน CTGF และโปรตีน 

ยีน hCTGF อยูบนโครโมโซมที่ 6 ตําแหนง 6q23.1 [85] มีขนาดประมาณ 3 กิโล

เบสประกอบดวย 5 exons และ 4 introns [86]  

 

 

 

 
 
ภาพที่ 3 ภาพของ human CTGF gene promoter แสดงสวน control element [83] 

CTGF promoter : ประกอบดวยสวนของ regulatory elements มากมาย เชน 

AP-1, CaG, TATA, M-CAT, SP1 [85] TGFβ response element (TβRE/BCE-1) ถูกคนพบเปน

คร้ังแรกโดย Grotendorst และคณะในป 1996 [86] เปนสวนที่เกี่ยวของและมีความสําคัญอยาง

มากตอการแสดงออกขั้นพื้นฐานของยีน [12] ตอมาไดถูกเปลี่ยนชื่อเปน BCE-1 ขณะนี้ไดมีความ

พยายามศึกษาเกี่ยวกับ factor(s) ที่จะมาจับกับสวนนี้อยู นอกจากนี้ยังมีสวนของ SMAD binding 

element ที่เกี่ยวของกับการชักนําของ TGFβ ตอการแสดงออกของยีน CTGF ใน fibroblast ของ

ปอดและผิวหนัง จากการศึกษาโดยใช Electromobility shift assay แสดงใหเห็นวามีการจับของ 

SMAD3 กับ SMAD4 ตอ SMAD binding element นี้ และพบอีกวาการจับของ SMADs สามารถ

ถูกยับยั้งดวย ski และ snoN ซึ่งเปนตัวควบคุม SMAD activity [87] ใน dermal fibroblast พบวา 

Sp1 binding site มีความจําเปนตอ CTGF promoter activity เชนกนั แตไมเกี่ยวของกับการชัก

นําการแสดงออกของ TGFβ ตอการแสดงออกของ CTGF แตใน mesangial cells พบวา Sp1 ไม

เกี่ยวของกับการควบคุม CTGF promoter activity [88] Wilms tumor suppressor WT1 พบวา

เปนตัวกดการแสดงออกของ CTGF [89] ยังมีรายงานเกี่ยวกับ transcription factor binding 

sites อีกไดแก การศึกษาของ Blom และคณะ [15] โดยใชโปรแกรม TRANSFAC พบวาในบริเวณ
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CTGF promoter (ภาพที่ 4) ของผูปวย 5 คนและกลุมควบคุม 6 คนจากผูปวย ischaemic heart 

disease จํานวน 32 คนและกลุมควบคุมจํานวน 45 คน มี polymorphic site อยูบริเวณตําแหนง  

-447G>C ซึ่งใกลเคียงกับ MZF1 recognition site และพบผูปวยจํานวน 1 คนมีที่ตําแหนง           

-132C>G ซึ่งใกลเคียงกับ PBX-1 recognition site สําหรับ PBX-1 ยังไมมีหลักฐานการศึกษา แต

สําหรับ MZF1 แสดงบทบาทในการเพิ่มอัตราการเจริญของ NIH3T3 cells เมื่อฉีดเขาไปในหนูยัง

สงผลใหมีการพัฒนาเปน fibrosarcoma สําหรับการทดลองใน In vitro เซลลที่ฉีด MZF1 จะเกิด 

lost contraction inhibition อาจเปนไปไดวา MZF1 อาจมีผลทาง biological effect ตอการ

ควบคุมยีน CTGF  ดังเชน ทําใหเกดิการเพิ่มข้ึนของ CTGF ทําให NIH3T3 cells ถูกเหนี่ยวนําให

เกิด proliferation หรือทําให CTGF กระตุน fibroblast proliferation เกิดการ form ของ granule 

tissue ดังนั้น MZF1 site นาจะมีความเกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของ CTGF ซึ่ง

ขณะนี้กําลังอยูในการศึกษา 

3’ Untranslated region: Kondo และคณะ [90] ศึกษาบริเวณ 3’UTR region 

ของ mouse CTGF (Fisp-12) เปรียบเทียบกับมนุษยโดยใชสวนที่เชื่อมตอกับ coding region 

จํานวน 91 base pair พบวามีความเหมือนกันประมาณ 82.4% เมื่อทําการโคลน 91 base pair นี้

เขาไปในระบบของ luciferase reporter construction พบวามีการยับยั้งการแสดงออกของ 

luciferase ที่สังเกตไดเปน 65.4 และ 46.1% เมื่อทําการโคลนแบบ sense และ antisense 

ตามลําดับ การเปลี่ยนแปลงเล็กๆนอยๆนี้ทําใหเห็นวา orientation ก็สามารถที่จะทํานายความ

เสถียรของโครงสรางสองมิติของ 91 base pair fragment ได และจากการศึกษาของ Kubota และ

คณะ [91] ไดทําการศึกษาโดยใชวิธี RNA gel electromobility analysis พบวาสวนนี้แสดง

บทบาทเปน RNA-structure dependent post-transcriptional regulatory element การศึกษาใน

คร้ังนี้จึงทําใหสามารถนําเอาผลของการศึกษาไปประยุกตใชเปนพื้นฐานในการศึกษา in vitro 

culture condition 

exon ที่ 1: ประกอบดวย 37 กรดอะมิโนซึ่งถอดรหัสไดเปน leader peptide 

sequence มีบทบาทในการนําเอา CTGF ออกจาก endoplasmatic reticulum ไปสู Golgi [92]  

exon ที่ 2: ถอดรหัสให insulin-like growth factor binding proteins (IGFBPs) 

หรือโดเมนที่ 1 [79]  

exon ที่ 3: ถอดรหัสใหโดเมนที่ 2 หรือ Von Willebrand factor type C 

exon ที่ 4: ถอดรหัสใหโดเมนที่ 3 คือ thrombospondin type I domain (TSP1) 

exon ที่ 5: ถอดหรัสใหสวน C-terminal domain ดังแสดงในภาพที่ 5 
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ภาพที่ 4 ผลการศึกษาลําดับเบสของ human CCN2 (CTGF) promoter จากตําแหนง -579 ถึง +64 ในผูปวย

โรค ischaemic heart disease แสดง forward และ reverse primers, สวนที่คาดวานาจะเปน transcription 

factor binding site โดยวิเคราะหจากโปรแกรม TRANSFAC, polymorphism ที่ตําแหนง -447G>C,                

-132C>G, insertion ที่ตําแหนง  -43(G), -47(C), -71(G), -198C>G และตําแหนงของการเริ่ม transcriptional 

initiation site [15] 
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ภาพที่ 5 โครงสรางการจัดเรียงตัวของยีน CTGF ตัวเอนระบุหนาที่ของแตละสวน (ก) mRNA ของ hCTGF (ข) 

และโปรตีน (ค) [12] 

จากการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ CTGF ในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 5 species 

และสัตวคร่ึงน้ําครึ่งบกอีก 2 species (ภาพที่ 6) พบวาประกอบดวย 343-349 residues และมี

การคาดการณวา 22-27 residues แรกมีหนาที่เปน signal peptides ในภาพแสดง homology 

ของโปรตีนในแตละ species สังเกตไดวาความหลากหลายจะพบอยูในสวนของ signal peptide 

region  

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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ภาพที่ 6 การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ CTGF แตละ species บริเวณแรเงาแสดงสวน conserve ของ

ทุก species สังเกตวาการเปลี่ยนแปลงเบสเพียงเบสเดียวใน codon ของ bovine CTGF ทําใหสวน conserve 

Cys residues เปล่ียนเปน Y103, S166, Y209 และ F284 [13] 
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3. บทบาทของไซโตไคน CTGF ในกระบวนการรักษาบาดแผลและการเกิดโรคที่เกี่ยวของ
กับพังผืด 
 ไซโตไคน (cytokines)  

ไซโตไคน (cytokines) คือ สารน้ําตางๆที่สรางและหลั่งโดยเซลลของรางกายมี

บทบาทในภูมิคุมกันทั้งแบบไมจําเพาะ (non-specific immunity) และแบบจําเพาะ (specific 

immunity) ไซโตไคนสวนใหญมีธรรมชาติเปนโปรตีน เซลลสําคัญที่หลั่งไซโตไคนคือเซลลของ

ระบบภูมิคุมกัน ซึ่งไดแก มาโครฟาจ โมโนซัยท และลิมโฟซัยท นอกจากนั้นไซโตไคนยังหลั่งจาก

เซลลอ่ืน อาทิเชน endothelial cell, fibroblast ฯลฯ [93] ในที่นี้ CTGF ถูกผลิตไดจากเซลลหลาย

ชนิดดวยกันภายในตับ ไดแก fibroblast, mononuclear cell, myofibroblast, hepatocyte, bile 

duct epithelial cell และ endothelial cell [94] กระบวนการรักษาบาดแผล (wound healing) 

เปนกระบวนการที่ซับซอน การซอมแซม (repair) จะเริ่มต้ังแตการไดรับการอักเสบอยางเฉียบพลัน

ของเนื้อเยื่อที่ถูกทําลายซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการ 2 กระบวนการดวยกัน คือ กระบวนการเกิด

ใหม (regeneration) ของเนื้อเยื่อที่ถูกทําลายโดย parenchymal cell ของเนื้อเยื่อที่ไดรับ

ผลกระทบ และอีกกระบวนการหนึ่งคือ กระบวนการการแทนที่โดย connective tissue ใน

กระบวนการสรางพังผืด ทั้งสองกระบวนการนี้จะเกิดขึ้นระหวางการซอมแซม ไซโตไคนและ 

soluable growth factors ตางๆ จะมีหนาที่ควบคุมการเกิด migration, proliferation และ 

differentiation ของเซลลพรอมๆกับการควบคุมการสังเคราะหและการสลายของสวนประกอบของ 

extracellular matrix (ECM)  

จากการศึกษาถึงกระบวนการการเกิดพังผืดพบวามีความสลับซับซอนมากเกิน

กวาที่ไซโตไคนตัวใดตัวหนึ่งเพียงตัวเดียวจะเปนตัวกอใหเกิดกระบวนการการรักษาบาดแผลและ

กระบวนการการเกิดพังผืดได [95] สิ่งสําคัญที่สุดคือการเลือกไซโตไคนที่เหมาะสมเพื่อที่จะพัฒนา

สูการใชประโยชนแบบ anti-cytokine/cytokine therapy ตอไป สําหรับเกณฑในการเลือกวาไซโต

ไคนตัวใดเหมาะที่จะนํามาศึกษา  ในปจจุบันยึดเกณฑดังนี้ [96] ประการแรก  candidate 

cytokine(s) ตองเกี่ยวของกับการกระตุนการเกิด fibroblast proliferation และการสังเคราะห

คอลลาเจน ประการที่สอง ไซโตไคนเหลานี้ควรถูกผลิตในบริเวณที่เกิดการสรางพังผืด ประการที่

สาม ควรจะมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นของไซโตไคนเหลานี้ในผูปวยที่มีพังผืดและ/หรือใน

สัตวทดลองที่เกิดพังผืด ประการที่สี่ การเพิ่มมากขึ้นของไซโตไคน หรือการ deficiency/knockout 

ยีนของไซโตไคนตวันี้เปนผลตอการเกิดพังผืดในสัตวทดลองที่เกิดโรค ประการที่หา anti-cytokine 

agents ควรจะเปน non-toxic, non-immunogenic, เสถียร และบรรเทาการเกิดพังผืดใน

สัตวทดลองได ซึ่งจากทั้งหมดนี้ CTGF เปนไซโตไคนที่ครอบคลุมกฎเกณฑเกือบจะทุกประการที่

กลาวมา ดังนั้นจึงเปนไซโตไคนที่นาสนใจที่จะนํามาศึกษาตอไป 
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CTGF กับกฎเกณฑความเหมาะสมทั้ง 5 ประการ 
จากที่กลาวมาขางตนถึงหลักเกณฑในการเลือกไซโตไคนที่นํามาใชในการศึกษา

พบวา CTGF มีความครอบคลุมกฎเกณฑทั้ง 5 ประการดังนี้ 

ประการที่ 1 ไซโตไคนจะตองเกี่ยวของกับการกระตุนการเกิด fibroblast proliferation และการ

สังเคราะหคอลลาเจน  

ในปจจุบันพบวา CTGF มีบทบาทตางๆมากมายทั้งทางดานกระบวนการทางสรีรวิทยา

การพัฒนาของเอมบริโอ รวมไปถึงกระบวนการ differentiation [71] นอกจากนั้นสิ่งที่สําคัญที่สุดก็

คือ CTGF ยังแสดงบทบาทที่เกี่ยวของกับการเกิดพังผืด และกระบวนการหายของบาดแผลรวมไป

ถึงการสราง extracellular matrix [79] อีกทั้งยังควบคุม proliferation, migration, adhesion และ

การผลิต ECM molecule ใน cultured fibroblasts อีกดวย [71] ในทางกลับกันมีรายงานวา 

CTGF มีบทบาททําใหเกิด apoptosis [96] ความขัดแยงที่เกิดขึ้นนี้ยังไมมีขอสรุปแนชัดแตนาจะ

เกิดจากการที่ใช model systems และขั้นตอนในการศึกษาที่แตกตางกันรวมไปถึงสภาวะใน

การศึกษาแมกระทั่งสารเคมีที่ใชก็หลากหลาย โดยเฉพาะอยางยิ่งโปรตีน CTGF  และแอนติบอดี

และเนื่องจากโครงสรางที่ซับซอนของ CTGF เอง ทําใหการศึกษาเปนไปอยางลาชา  

ประการที่สอง ไซโตไคนเหลานี้ควรจะถูกผลิตที่บริเวณที่เกิดการสรางพังผืด 

การศึกษาปจจุบันพบวา CTGF มีความสามารถในการสงเสริมการสรางพังผืดโดยถูกชัก

นําดวย TGF-β และมีเปาหมายอยูที่ fibroblast [64] ในกรณีของการเกิดพังผืดในตับตรวจพบ 

CTGF ถูกสรางจากเซลลหลายๆชนิดในตับไดแก fibroblast, mononuclear cell, myfibroblast, 

hepatocyte, bile duct epithelial cell และ endothelial cell [94] ดังไดกลาวไปแลว 

ประการที่สาม ควรจะมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นของไซโตไคนเหลานี้ในผูปวยที่มีพังผืดและ/หรือ

ในสัตวทดลองที่เกิดพังผืด 

พบวา CTGF มีการแสดงออกอยางชัดเจน (over-expression) ในผูปวยโดยมีการแสดง

รวมกับ TGF-β ใน fibrotic skin disorder หลายโรครวมทั้งโรคทอน้ําดีตีบตันและพบการ

แสดงออกของ CTGF mRNA และ/หรือโปรตีนใน fibrotic lesions ในเนื้อเยื่อภายในอวัยวะตางๆ

ซึ่งรวมไปถึงตับดวยดังแสดงในตารางที่ 4 

ประการที่สี่ การเพิ่มมากขึ้นของไซโตไคน หรือการ deficiency/knockout ยีนของไซโตไคนตัวนี้

เปนผลตอการเกิดพังผืดในสัตวทดลองที่เกิดโรค 

 จากหลายการทดลองระบุวาภายหลังการฉีด  CTGF เขาทาง  subcutaneous ใน

สัตวทดลองพบวามีการพัฒนาของ fibrotic lesions แตยังไมมีหลักฐานแนนอนวา CTGF มี

บทบาทโดยตรงตอการเกิดพังผืดภายในอวัยวะของสิ่งมีชีวิต [94]   
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ตารางที่ 4 การแสดงออกอยางมากของ CTGF ในโรคตางๆที่มีรายงานไว [97] 

Disease      Reference 
Gastro-intestinal diseases  

Chronic pancreatitis     di Mola et al., 1999  

Liver fibrosis, hepatitis C     Paradis et al., 1999  

Chron’s disease, ulcerative colitis    Dammeier et al.,1998  

Dermatological diseases  

Scleroderma, eosinophilic fascitis,    Igarashi et al., 1996 

Dupuytren’s contracture  

Pulmonary diseases  

Idiopathic pulmonary fibrosis,     Allen et al., 1999;  

sarcoidosis, asthma     Burgess et al., 2003 

Cardiovascular diseases  

Cerebral infarction      Schwab et al., 2000  

Ischaemic heart disease     Chen et al., 2000  

Atherosclerosis      Oemar et al., 1997  

Renal diseases  

IgA nephropathy, crescentic glomerulonephritis,   Ito et al., 1998;  

focal glomerulosclerosis, lupus nephritis,   Wahab et al., 2001 

membranoproliferative glomerulonephritis   Riser et al., 2003 

and diabetic nephropathy     

Malignancies  

Desmoplastic malignant melanoma    Kubo et al., 1998  

Mammary carcinoma     Frazier and Grotendorst, 1997  

Pancreatic cancer      Wenger et al., 1999  

Cartilaginous tumors     Shakunaga et al., 2000  

Glioblastoma     Pan et al., 2002 

 

 

ประการที่หา anti-cytokine agents ควรจะเปน non-toxic, non-immunogenic, เสถียร และ

บรรเทาการเกิดพังผืดในสัตวทดลองได 

 จากการศึกษาของบริษัท FibroGen ประเทศสหรัฐอเมริกาไดมีการออกแบบการยับยั้งการ

แสดงออกของ CTGF ในกระบวนการพัฒนาพังผืดพบวาพังผืดสามารถรักษาไดดวยแอนติบอดีตอ 

CTGF ในสัตวทดลองที่เปน systemic sclerosis และปวยเปนโรคพังผืดในไตและปอด จาก

การศึกษาอื่นๆยังพบวา CTGF เปน downstream ที่ตอบสนองตอ transforming growth factor-

beta (TGF-beta) แสดงใหเห็นถึงความสําคัญของ CTGF ตอการรักษาโรคพังผืดเรื้อรัง TGF-beta 

เปนโปรตีนควบคุมที่มีบทบาทตางๆมากมายรวมไปถึงบทบาทที่ตอบสนองตอการอักเสบและการ
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เกิดบาดแผล อีกทั้งเปนตัวควบคุม CTGF จากบทบาทของ CTGF ตอกระบวนการการเกิด

แผลเปนนี้เอง CTGF จึงเหมาะสมอยางมากที่จะเปน specific target สําหรับกระบวนการการ

รักษาแบบ anti-fibrotic therapies ซึ่งพบวาสามารถใหผลที่ดีอยางชัดเจนทางคลินิกโดยที่ไมมี

ผลกระทบขางเคียงในวงกวาง [98] 
 พังผืด (fibrosis)  
  พังผืดหรือ fibrosis เปนคํากลาวสําหรับใชเรียกการสะสมและการกอตัวขึ้นของ 

scar tissue ที่มีมากจนเกินไป เกิดเนื่องมาจากการขาดความสมดุลระหวางสองกระบวนการใน

การรักษาสมดุลนั่นก็คือ กระบวนการสรางและกระบวนการสลายของพังผืด สงผลตอการขาด

ประสิทธิภาพหรือการเสียไปของอวัยวะที่มีการสะสมของพังผืดที่มากจนเกินไป พังผืดเกิดมาจาก

โรคเรื้อรังของปอด ไต ตา หัวใจ ตับและผวิหนังในปจจุบันยังไมมีการรักษา  
CTGF กับการเกิดพังผืด 

เปนที่รูกันดีวา CTGF มีบทบาทในระดับ downstream ของกระบวนการกระตุน

การเกิดพังผืดแบบเรื้อรังของ transforming growth factor-beta (TGF-beta) (ภาพที่ 7) เมื่อถูก

กระตุนดวย TGF-beta แลว CTGF ก็จะถูกชักนํากอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงที่เซลล fibroblast ไป

เปน myofibroblast ซึ่งมีการสะสมช้ันของคอลลาเจน พังผืดเกิดจากกระบวนการสราง scar 

tissue มีความเร็วในการสรางมากกวาการสลายทําใหเนื้อเยื่อปกติถูกแทนที่ดวย scar tissue 

สงผลใหอวัยวะที่ถูกแทนที่นี้ไมสามารถทําหนาที่ไดดีเพียงพออาจนําไปสูภาวะอวัยวะลมเหลวทํา

ใหผูปวยเสียชีวิตได จากการศึกษาที่ผานมาแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาระดับของ CTGF มี

ความสัมพันธกับระดับความรุนแรงในโรคหลายชนิด ไดแก diabetic nephropathy, 

glomerulosclerosis และ IgA nephropathy (สาเหตุของภาวะไตวาย) diabetic retinopathy 

และ advanced macular degeneration (พังผืดของตา ทําใหตาบอด) ตับแข็ง (cirrhosis) และ

โรคทอน้ําดีตีบตัน (biliary atresia) ทําใหเกิดพังผืดในตับและตับวาย  

กระบวนการการเกิดพังผืดในตับและการพัฒนาไปสูภาวะตับแข็ง [99]  

 ระดับของการเกิดพังผืดเปนตัวกําหนดที่สําคัญตอผลที่เกิดขึ้นกับความผิดปกติของตับ

และทางเดินทอน้ําดีในเด็ก พังผืดเปนผลมาจากการสรางและสะสมของ extracellular matrix ที่

มากเกินไป hepatic stellate cells มีสวนสําคัญเพราะเซลลเหลานี้มีหนาที่สราง extracellular 

matrix collagen เปน extracellular matrix มีสวนสําคัญโดยจะรวมตัวกันเปน scalffold 

ประกอบดวย fibril-forming inter-stitial collagens type-I และ III รวมทั้ง sheet-forming 

basement membrane collagen type IV ในภาวะตับแข็งองคประกอบเหลานี้จะเพิ่มข้ึนถึง 10 

เทา กระบวนการการเกิดพังผืดในตับเกี่ยวของกับ hepatic stellate cells (HSCs) ดังนี้ 
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ภาพที่ 7 กระบวนการการเกิดพังผืด (1) การบาดเจ็บของเนื้อเยื่อปกติ (2) เกิดการกระตุนแบบ cascade ของ

การอักเสบสงผลตอการเพิ่มขึ้นของ TGF (3) การตอบสนองตอการรักษาโดย TGF ไปกระตุน CTGF ซึ่งเปน 

downstream (4) เกิดการสรางคอลลาเจน (5) ภาวะการสรางเปนไปอยางขาดสมดุลทําใหเกิดการสะสมเพิ่ม

มากขึ้นของพังผืด [98] 

 องคประกอบของ Matrix ในเซลลตับปกติและเซลลตับที่เปนพังผืด  

 ในเซลลตับปกติจะประกอบดวยเซลลสําคัญ (ภาพที ่8) คือ 

1. epithelial component (hepatocytes) มีหนาที่คอยควบคุมการบาดเจ็บที่เกิดขึ้น

เนื่องจากการติดเชื้อ สารพิษ เมตาบอลิซึม และภูมิตานตอตับโดย hepatocytes สรางและหลั่ง

อนุมูลอิสระ lipid peroxide products, proteases, cytokine และ growth factors ทําใหเซลล

ขางเคียงสราง collagen 

2.  endothelial lining แบงเปน   

-   bile duct epithelial cells ทําหนาที่สรางน้ําดี cytokine, chemokine และ 

growth factor 

- sinusoidal endothelia มีรูเลือกผานเพื่อใหสารตางๆไหลเวียนไปสู 

hepatocytes เซลลเหลานี้สรางและหลั่ง hepatocyte growth factor, Insulin-like growth 

factors-2, transforming growth factor α, endothelin และองคประกอบตางๆของ matrix เมื่อมี

การอักเสบเซลลเหลานี้จะแสดง intracellular adhesion molecule 1 ซึ่งสงผลตอการยึดเกาะของ 

neutrophils และเพิ่มการตอบสนองตอการอักเสบกอใหเกิดความเสียหายตอเนื้อเยื่อ ถา 

sinusoidal endothelia ถูกทําลายจะทําใหการไหลเวียนของเลือดบกพรองและนําไปสู ischemic 

injury ตอไป 

3.  tissue macrophages (Kupffer cells) ทําหนาที่เปน macrophages ของตับทําให

เกดิขบวนการ phagocytosis นอกจากนี้ยังผลิต tumor necrosis factor, interferon alfa-1 และ 
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beta-1, interleukin (IL)-1, IL-6, prostaglandin 2 และ proinflammatory products อ่ืนๆ สาร

เหลานี้จะสงผลใหเกิดการกระตุน T cells cytotoxicity เพิ่มการตอบสนองภาวะอักเสบและกระตุน 

fibrogenesis 

4. perivascular stellate cell (ปจจุบันมีหลายชื่อ ไดแก Ito cell, lipocyte, 

perisinusoidal cell หรือ fat-storing cell) มีหนาที่เก็บสะสมวิตามิน A และเปนแหลงผลิต 

extracellular matrix collagen type I และ III ดังนั้นเซลลนี้จึงมีสวนสําคัญตอการเกิดพังผืดท่ีตับ

นําไปสูการเกิดตับแข็ง นอกจากนี้ stellate cells ยังสังเคราะห และหลั่ง transforming growth 

factor α, endothelin, nitric oxide, insulin like growth factor และ matrix metalloproteinase 

และ inhibitor เนื่องจากเซลลเหลานี้ยืดหดตัวไดจึงสามารถควบคุมการไหลเวียนของเลือดภายใน 

sinusoid 

ภายใน sinusoidal ในสวนของ subendothelial space of Disse จะมี hepatocytes 

ประกอบดวย low-density หรือ basement membrane-like matrix ซึ่ง subendothelial matrix 

เหลานี้ประกอบดวย ECM molecule ที่เกิดการสานกันคลายๆรางแหเพื่อทําหนาที่พยุงเซลลเอาไว

แตก็อนุญาตใหมีการไหลผานเขาออกของสารละลายหรือ growth factors ได (ภาพที่ 9 ก) 

ระหวางที่ตับไดรับอันตรายสวนประกอบของ ECM ก็จะกลายเปนแบบ scar-like หนาที่ของเซลล

ตับก็จะเสื่อมลงซึ่งสิ่งเหลานี้เองที่อธิบายไดวาทําไมการพัฒนาของพังผืดจึงทําใหเกิดการ

แสดงออกอยางชัดเจนตอการลดลงของ serum albumin การสูญเสียความสามารถในการกําจัด

สารพิษและการสูญเสียการผลิต clotting factor (ภาพที่ 9 ข) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 8 ตําแหนงการจัดเรียงตัวของเซลลชนิดตางๆภายในตับปกติ ในสวนที่มีชื่อวา space of Disse มี 

hepatic stellate cells แทรกอยู โดยปกติ Kupffer cell จะจับอยูที่ผนัง endothelial ในชองวางระหวาง 

sinusoidal space การกระตุน hepatic stellate cells สงผลใหเกิดการสะสมของ extracellular matrix 

(fibrosis) [99] 

การกระตุน hepatic stellate cells สูการเปลี่ยนแปลงของเซลลจากระยะพักที่มีการเก็บ

สะสมของวิตามิน A (quiescent cells vitamin A-storing cells) ใหมีการแบงตัวสรางเสนใยมาก
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ขึ้น จนเขาสูสภาพที่เรียกวา myofibroblasts (ภาพที่ 10) ในชวงระยะแรกของกระบวนการจะ

เรียกวา Initiation หรือเรียกอีกอยางหนึ่งวา preinflammatory stage ระยะนี้จะมีการเปลี่ยนแปลง

อยางรวดเร็วเมื่อไดรับการตอบสนองจากไซโตไคน 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 9 subendothelial ระหวาง stellate cell ถูกกระตุน (ก) การจัดเรียงตัวปรกติของ sinusoidal ที่

ประกอบดวย stellate cell มีหยดวิตามิน A อยูรอบนิวเคลียสลอมรอบดวย low density matrix (ข) ระหวางการ

บาดเจ็บของตับ stellate cell มีการเพิ่มจํานวน และมีการสะสมของ fibrillar matrix ในขั้นนี้ hepatocytes จะมี

การสูญเสีย microvilli และมีการปดของชองวางของ endothelial (endothelial fenestrae) [99] 

บทบาทของกระบวนการการอักเสบในการกระตุน hepatic stellate cell และการเกิดพังผืด 

 ในชวงตนของการเปลี่ยนแปลง ภายใน stellate cells จะไดรับการกระตุนแบบ paracrine 

จากเซลลขางเคียงอันไดแก sinusoidal endothelium, Kupffer cells, platelets และ leukocytes 

สําหรับ endothelial cells จะมีสวนรวมทั้งกระตุน-สราง cellular fibronectin และการเปลีย่น 

TGFβ จากสภาวะนิ่ง (latent) ใหอยูในสภาวะตื่นตวั (active) ในระยะนี้สามารถใช Kupffer cell 

เปน marker ในการบงบอกถึงการกระตุน stellate cells ไดเพราะมกีารแทรกซึมเขามาของ 

kupffer cell โดย kupffer cell จะไปกระตุนการสงัเคราะห matrix การเพิม่จํานวนเซลล และการ 

release ของวิตามนิ A ออกจาก stellate cell ผานทางไซโตไคน ยกตัวอยางเชน TGFβ  จาก 

Kupffer cell จะกระตุนการสังเคราะห extracellular matrix ของ stellate cell นอกจากนัน้เมื่อมี

การเพิม่เขามาของ leukocyte ในระหวางการที่ตับไดรับบาดเจ็บ leukocyte ก็จะเขามารวมกบั 

Kupffer cell ในการทําหนาที่สรางองคประกอบตางๆเพือ่ที่จะมาชวยควบคุม stellate cell  เปนที่

นาสงัเกตวา leukocyte มีสวนอยางมากในการเกิดพงัผดื การเกิดพงัผืดจากการอักเสบเปนผลมาก

จากไซโตไคนที่หลัง่ออกมาจาก lymphocyte และ neutrophil ซึ่งกระตุน hepatic stellate cell ทั้ง

แบบ paracrine และ autocrine ไซโตไคนเหลานี้ไดแก TGFβ , vascular endothelial growth 

factor (VEGF) platelet-derived growth factor (PDGF) เปนตน นอกจากนีย้ังมีผลกระตุน

ข ก 
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โดยตรงตอ fibrogenic cytokine อยาง connective tissue growth factor (CTGF) ใน cultured 

stellate cells ดวย 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 10 การกระตุน stellate cell เม่ือตับไดรับบาดเจ็บ การกระตุนที่ตอบสนองตอการบาดเจ็บของตับมี 2 

ขั้นตอนคือ ระยะแรก (initiation) เมื่อไดรับการกระตุนจากไซโตไคนของ host และส่ิงเรา  stellate cell  ก็จะเขาสู

ระยะ perpetuation อันประกอบดวยลําดับขั้นตางๆมากมายดังแสดงในภาพ สุดทายแลวผลก็คือมีการเพิ่มการ

สะสมของเสนใย fibril หรือ scar matrix ขั้นตอมาคือขั้น resolution เปนขั้นที่ fibrosis stellate cell จํานวนหนึ่ง

ถูกกําจัดโดยกระบวนการ apoptosis และกระบวนการ reversion เพื่อเพิ่มปริมาณของเซลลชนิด quiescent ให

มากขึ้น [99]  

กระบวนการ perpetuation ของ stellate cell activation 

 กระบวนการ perpetuation ประกอบดวยขั้นตางๆดังนี้ proliferation, fibrogenesis, 

contractility, การ release ของ proinflammatory cytokines, chemotaxis, การสูญเสีย retinoid 

และการสลาย matrix 

 Proliferation: การเพิ่มข้ึนของจํานวน hepatic stellate cell ระหวางที่ตับถูกทําลายทําให

เกิดการเพิ่มการแสดงออกของ cytokine receptors สงผลใหไซโตไคนสามารถที่จะมีการ

แสดงออกไดดีข้ึนและมีการกระตุนการเพิ่มจํานวนการแบงตัวของ hepatic stellate cell และเพิ่ม

กระบวนการการสรางพังผืดตามมา [100] PDGF จดัวาเปน proliferative cytokine ที่ไดรับความ

สนใจมากที่สุดในขณะนี้  

 Fibrogenesis: การสราง matrix โดย hepatic stellate cell ที่ถูกกระตุนสามารถสังเกตได

จากการทํางานของ TGFβ [101] Stellate cells เปนแหลงที่สําคัญตอกระบวนการสรางพังผืดใน

ตับโดยการควบคุมของ TGFβ [102] TGFβ receptors ใน quiescent HSCs และ activated 

HSCs ที่อยูในแบบ myofibroblast-like มีอยู 2 ชนิดดวยกัน คือ TβRI และ RII [103]  
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 Contractility: stellate cells สามารถผลิต nitric oxide (NO) ซึ่งออกฤทธิ์ตรงขามกับ 

Endothelin-1 (ET-1) และผลรวมของ contractility activity ของ stellate cells ในสิ่งมีชีวิตก็จะ

ขึ้นกับปจจัยทั้งสองนี้ หากเกิดความไมสมดุลกันทําให endothelin มีบทบาทมากกวาก็จะใหเกิด

การพัฒนาของโรคตับข้ึน [104] 

 Cytokine release: กระบวนการ stellate cell activation ถูกควบคุมดวยการควบคุมของ

ไซโตไคนแบบ autocrine ในสิ่งมีชีวิต ไซโตไคนเหลานี้ไดแก TGFβ1, PDGF, FGF, HGF, platelet 

activating factor และ ET-1 [105] ในขณะนี้ยังคนพบไซโตไคนตัวใหมๆเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ 

 Loss of vitamin A (retinoids): ในกระบวนการกระตุน stellate cells จะเกิดมีการสูญเสีย

หยด retinoid หรือวิตามิน A ออกไปสู extracellular space [106] แตยังไมเปนที่ทราบแนชัดวา

เหตุใดจึงเปนเชนนี้ อยางไรก็ตามการสูญเสีย retinoid อาจเปนสิ่งจําเปนสําหรับการกระตุน 

stellate cells หากมีการยับยั้งการสูญเสีย retinoid อาจสงผลตอลําดับข้ันการเกิดกระบวนการการ

กระตุนได  

 Chemotaxis: โดยปกติแลวเมื่อมีการเกิด proliferation ขึ้น stellate cells ก็จะมาสะสม

กันในบริเวณที่เกิดการบาดเจ็บดวยกระบวนการ chemotaxis ตัวสารที่ใชกระตุนการเคลื่อนที่นี้มี

หลายชนิดดวยกัน ไดแก PDGF, IGF-1, ET และ monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) 

ตัวที่เปน chemoattractants ใน HSCs ที่สําคัญคือ PDGF, IGF-1 (99) MCP-1 ถูกผลิตดวย 

HSCs ทําใหเกิดการเขามาสะสมของ monocyte, lymphocytes และยังออกฤทธิ์ในการกระตุน

เซลลเหลานี้ดวย (107)  

 Matrix degradation: กระบวนการยอยสลาย ECM แบงอยางกวางๆไดเปน 2 ชนิด

ดวยกันภายในตับ คือ กระบวนการยอยสลาย matrix แบบที่เปน low density matrix ในตับปกติ

หรือที่เรียกวา pathologic matrix degradation และอีกกระบวนการหนึ่งคือการยอย scar ที่สะสม

อยูซึ่งจะชวยทําใหตับที่ไดรับการบาดเจ็บเปลี่ยนกลับไปเปนปกติ เรียกกระบวนการยอยนี้วา 

restorative matrix degradation กระบวนการยอยจะถูกควบคุมดวย matrix-metalloproteinase 

family หรือที่รูจักกันในชื่อของ matrixins ซึ่งจะใชควบคุมทั้งแบบ pathologic และแบบ 

restorative matrix degradation โดย matrix-metalloproteinase เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะ

ตอการยอยสลาย collagens และ non-collagen [108] เอนไซมเหลานี้แบงไดเปน 5 ประเภท คือ 

interstitial collagenases (MMP-1, -8, -13), gelatinases (MMP-2,-9), stromelysins (MMP-3, 

-7, -10,-11), membrane type (MMP-14, -15, -16,-17,-24,-25) และ metalloelastase (MMP-

12) การสูญเสียกระบวนการทําลายการสะสมของ scar matrix จึงเปนสาเหตุทําใหมีการพัฒนา

จนกลายเปนตับแข็ง 
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กระบวนการ resolution ของพังผืดในตับและทิศทางของ activated stellate cells 

 จากการคนพบในมนุษยและจากการทดลองในตับที่ไดรับบาดเจ็บพบวาปริมาณของ 

activated stellate cells ที่ถูกเก็บไวในเนื้อเยื่อลดลง อาจเปนไปไดวามีกระบวนการอยางนอย 2 

กระบวนการที่พอจะสังเกตไดนั่นคือ กระบวนการ reversion ของ stellate cells ที่ถูกกระตุน และ

กระบวนการในการกําจัด activated stellate cells โดยวิธี apoptosis [109] 

กระบวนการ Reversion: ยังไมทราบแนชัดวา activated stellate cells สามารถกลบัไป

เปน ระยะ quiescent ในสิ่งมีชีวิตไดอยางไร 

กระบวนการ Apoptosis: การเกิด apoptosis ของ HSCs อาจเปนกระบวนการในการลด 

activated stellate cells ในพังผืดของตับได โดย apoptosis จะลดการเกิด activated HSCs ใน

ตับปกติ ดังนั้นเมื่อตับเกิดไดรับบาดเจ็บข้ึน apoptosis จึงถูกยับยั้งดวย soluable factor และ 

matrix components ที่ถูกสรางจาก activated HSCs จึงทําใหเกิดพังผืดขึ้น [110] 
CTGF กับการเกิดพังผืดในตับ 
จากการศึกษาในระยะตนดวยการใช fibroblast พบวา CTGF เปน TGF-β1-induced 

immediated early gene [63] การแสดงออกของ CTGF ตามการกระตุนของ TGF-β เปนไปอยาง

รวดเร็วเพียงเสี้ยวนาที โดยการตอบสนองนี้จะเกี่ยวของกับ TGF-β response element ภายใน 

CTGF promoter [86] อยางไรก็ตามในการศึกษาเมื่อเร็วๆนี้นอกจากจะพบวาการแสดงออก

พื้นฐานของ CTGF จําเปนจะตองใช TGF-β response element แตก็พบวายังตองอาศัย Smad-

binding sequence และ สวนอื่นที่อยูบริเวณ promoter นี้ดวย [111]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 11 ความเกี่ยวของของ transforming growth factor-β และ Smad ในการกระตุนการแสดงออกของยีน

คอลลาเจน [112] 
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 จากภาพที่ 11 TGF-β จะถูกหลั่งออกมาจาก activated lymphocytes หรือ monocytes 

ในรูป inactive form และจะตองอยูในรูปที่ซับซอนจับเปน complex กอนจึงจะทํางานได เมื่อเปน 

active TGF-β แลวจึงจะมาจับกับเซลลเปาหมาย หลังจากที่จับอยางจําเพาะเจาะจงกับ TGF-βII 

receptor บนผิวเซลลเปาหมาย จากนั้นจึงเกิดกระบวนการ phosphorylation ของ TGF-βI และ 

TGF-βII รวมตัวกันทําใหกลายเปน active receptor complex ตอมาจึงสงสัญญาณเขาไปภายใน

นิวเคลียสโดยรวมกับ Smad family protein โดย Smad 2 หรือ Smad 3 จะไปจับกับ TGF-β 

receptor complex เกิด phosphorylation แลวจับเปน complex กับ Smad 4 ซึ่งเปนโปรตีน

ภายใน cytoplasm ที่เกี่ยวของกับการเกิด translocation ของ Smad complex เพื่อเขาไปใน

นิวเคลียส นอกจากนี้ยังพบวา Smad 7 เปนตัวยับยั้ง Smad ที่จะไปจับกับ TGF-β receptor 

complex และปองกันการเกิดการ phosphorylation ของ Smad 2 และ Smad 3 สงผลใหเกิดการ

ลดลงของการแสดงออกของยีนคอลลาเจนที่ตองการการกระตุนดวย TGF-β  จากภาพเมื่อ 

complex เคลื่อนไปยังนิวเคลียสแลวจะไปกระตุนยีนคอลลาเจนซึ่งในที่นี้ไดแก ยีน CTGF นั่นเอง 

โดยไปจับบริเวณ promoter  แลวรวมตัวกับ co-activator และ additional transcription factor 

เกิดการแสดงออกของยีนขึ้น [112] เมื่อเกิดการแสดงออกของ CTGF ซึ่งผลิตจากเซลลตางๆ

ภายในตับที่เกิดจากการกระตุนของ TGF-β  แลว CTGF ก็จะไปกระตุน quiescent HSCs เพื่อให

กลายเปน activated HSCs ตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 12 การผลิต CTGF และการแสดงบทบาทของ CTGF ในการสรางพังผืดในตับ [94] 
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จากภาพที่ 12 การผลิต CTGF ถูกผลิตจากเซลลหลายชนิดภายในตับ โดยเซลลเปาหมายแบบ 

autocrine และ paracrine ของ CTGF ก็คือ HSCs โดยเฉพาะอยางยิ่ง CTGF มีความจําเปนตอ

การใชกระตุน HSCs  ซึ่ง CTGF จะจับไดกับทั้ง low density lipoprotein receptor-related 

protein (LRP) ซึ่งเปน signaling และ adhesion receptor และ integrins บนผิวของ HSC 

เกี่ยวของกับ Heparan sulfate proteoglycan (HSPG) กระบวนการที่จับกับ LRP นั้น CTGF 

อาจจะถูกกําจัดใหหมดไปไดโดยการยอยสลายจาก endosome  และในกรณีเดียวกันการจับกับ 

Integrin ก็สงผลใหเกิดการกระตุนในสวนของ intracellular cascade เพื่อเพิ่มการเกิด 

proliferation, adhesion, motility และการสังเคราะหคอลลาเจน 



บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

  
ตัวอยางที่ใชในการทดลอง (Specimens) 

ตัวอยางที่ใชในการทดลองครั้งนี้ไดแก peripheral blood leukocyte และซีรัม 

จากผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตัน, เด็กที่มีสุขภาพดี และสตรีที่มารับการฝากครรภที่โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ  

เครื่องมือ (Materials)  
Aluminum foil (Rainbow metal company, USA) 

Barrier Tip: 200 μl (BioScience, USA) 

Beaker: 5 ml, 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1000 ml (Pyrex, England) 

Combs (Bio-RAD, USA) 

Cylinder: 25 ml (Pyrex, England) 

Flat-bottom ELISA plate (Costar, USA) 

Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (BioScience, USA)  

Parafilm (Penchiney plastic packaging, USA) 

Petri dish  

Pipette rack (Eppendorf, Germany) 

Pipette Tips: 10 μl, 200 μl, 1000 μl (BioScience, USA) 

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

Reagent bottle: 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Duran, Germany) 

Sterile pasture pipette (Samco Scientific Corporation, USA) 

Stirring magnetic bar (V&P scientific, USA) 

Thermometer (Precision, Germany) 

อุปกรณ (Equipments) 
ABIPRISMTM 310 Genetic (Perkin-Elmer, USA) 

Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey, USA) 
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Automatic adjustable micropipette: P2.5 (0.1-2.5 μl), P10 (0.5-10 μl), 

P200 (20-200 μl) (Eppendorf, Germany), P20 (2-20 μl) (Socorex, 

Switzerland), P1000 (0.1-1 ml) (Gilson, France) 

Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland)  

Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 

Chemical safety carbinet (Toxicap, France) 

Class II microbiological safety carbinet (Envair, England) 

Cuvett: 5 μl, 10 μl (MiralBio, Japan) 

Deep Freezer -20°C (Sanyo, Japan) 

Deep Freezer -70°C (Forma Scientific, USA) 

ELISA microplate reader (Bio-RAD model 3550, USA) 

ELISA microplate washer (TECAN,Austria) 

Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 

Incubator (Memmert, Germany) 

Incubator with orbital shaker (Stuart Scientific, UK) 

Microcentrifuge 0.2 ml (Butterfly,Taiwan) 

Microcentrifuge 1.5 ml (Denver, USA) 

Mitsubishi Video copy processor (Bio-RAD, USA) 

Multi-block heater (Lab-Line Instrument, USA) 

Multi-channel pipette: P (Socorex,Switzerland) 

PCR HEPA+ carbinet (LIO LAB, Thailand) 

PCR safety carbinet (LIO LAB, Thailand) 

pH meter (Eutech Cybernatics, Singapore) 

Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 

Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich, USA) 

Refrigerator 4°C (Mitsubishi, Japan) 

Spectrophotometer (MiralBio, Japan) 

Speed-Vac (Thomas Scientific, USA) 

Stirring hot plate (Bamstead/Thermolene, USA) 

Thermal cycler (Eppendorf, MasterCycler gradient, Germany) 

Thermal paper (Bio-RAD, USA) 
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Thermostat shaking-water bath (Heto, Denmark) 

UV transilluminator (Fotodyne, USA) 

Vortex mixer (Scientific Industries, USA)   

Water purification equipment (Yamato Scientific, Japan) 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย (Reagent) 
1. สารเคมีทั่วไป (General reagent) 

Agarose molecular grade (Promega, USA) 

Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 

Sucrose (USB, Hong Kong) 

Diethyl pyrocarbonate (Sigma, Singapore) 

Bromphenal blue (Pharmacia, Hong kong) 

Boric acid (USB, Hong kong) 

Tris (USB, Hong Kong) 

Hydrochloric acid (Sigma, Singapore) 

100 base pair DNA ladder (Biolabs, USA) 

2. สารเคมีสําหรับสกัด DNA (DNA extraction) 

Absolute ethanol (Sigma, Singapore) 

Chloroform (Sigma, Singapore) 

Disodium ethylenediamine tetraacetic acid: EDTA (USB, Hong Kong) 

                        Isoamyl alcohol (Sigma, Singapore) 

Magnesium chloride (Sigma, Singapore) 

                        Phenol (Sigma, Singapore) 

Proteinase K (Sigma, Singapore) 

                        Sodium acetate (USB, Hong Kong) 

Sodium chloride (USB, Hong Kong) 

                        Sodium dodecyl sulfate (Sigma, Singapore) 

Sodium hydroxide (USB, Hong Kong) 

Tris-HCl (USB, Hong Kong) 

                        Triton X-100 (Sigma, Singapore) 
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3. สารเคมีสําหรับ Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 Eppendorf MasterMix (2.5X) (Eppendorf, Germany): Taq DNA 

polymerase (62.5 U/ml) 125 mM KCl, 75 mM Tris-HCl ph 8.3, 

3.75 mM Mg(OAc)2, 0.25% Igepal®- CA630, 500 μM of each   

dNTP and sterbilizer. 

 Genomic DNA sample      

 Oligonucleotide primers (Proligo, Singapore) 

4.  สารเคมีสําหรับ Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 

 Anti-human CTGF C-terminal peptide antibody (R&D, USA) 

 Alkaline phosphatase -conjugated streptavidin (Zymed, USA) 

 Biotinylated anti-human CTGF C-terminal peptide antibody (R&D, USA) 

 Bovine serum albumin (Sigma, Singapore) 

 p-nitrophenyl phosphate (Zymed, USA) 

 Phosphate buffered saline: PBS tablets (Bio Basic, Canada)  

 Recombinant human CTGF (MBL, USA) 

 Trizma base (Sigma, Singapore) 

5.          สารเคมีสําหรับโคลนนิ่ง (Cloning) 

 Ampicillin (Phamacia, Hong kong) 

 isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside: IPTG (Bio Basic, Germany) 

 Magnesium sulfate (Sigma, Singapore) 

 pGEM-T Easy Vector System (Promega, USA) 

 Tryptone (Giboco BRL, USA) 

 Yeast extract (Giboco BRL, USA) 

 5-bromo-4-chloro-3-inodlyl-β-D-galactopyranoside:X-gal (Bio Basic,   

Germany) 

6.          สารเคมีสําหรับการทํา Sequencing 

 ABI PRISMTM BigDyeTM Terminator CyCle Sequencing Ready Reaction  

Kit (Perkin-Elmer Applied Biosystems Division, Foster City, CA) 

                         Gel Extraction Kit (Eppendorf, Germany) 
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7.         เอนไซมตัดจําเพาะสําหรับ Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 

 BstU1 and 10X NE buffer 2 (Biolabs, USA) 

 HpaII and 10X NE buffer 1 (Biolabs, USA) 
วิธีการดําเนินการวิจัย 
                    1. ประชากรศึกษา 

การศึกษาในครั้งนี้ไดรับความเห็นชอบจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมวิจัย

ในมนุษยของคณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ผูปกครองของผูปวยเด็กทั้งหมดที่ไดรับ

การวินิจฉัยวาเปนโรคทอน้ําดีตีบตันรวมไปถึงเด็กที่มสีุขภาพดีจะไดรับคําแนะนําถึงวัตถุประสงค

ของการศึกษาในครั้งนี้ และลงลายมือช่ือยินยอมใหทําการศึกษาเปนลายลักษณอักษรแลว 

ผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตันทั้งหมดจํานวน 84 คน แบงเปนผูปวยหญิง 44 คน

และผูปวยชายจํานวน 40 คน (อายุเฉลี่ย ± SD = 6.12 ±  4.79) ซึ่งเปนผูปวยเด็กที่ไดรับการ

วินิจฉัยวาเปนโรคทอน้ําดีตีบตัน (biliary atresia) ในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ซึ่งไดรับการผาตัด

แบบคาไซแลวและมาติดตามรับการรักษาเปนประจําที่หนวยโรคระบบทางเดินอาหารที่แผนก

ผูปวยนอก ตึก ภปร. ชั้น 9 ทุกวันพุธ เวลา 09.00-12.00 น. สําหรับกลุมควบคุมจํานวน 142 คน 

แบงเปนเพศหญิงจํานวน 95 คนและเพศชายจํานวน 47 คน (อายุเฉลี่ย± SD = 17.39 ± 9.21) ซึ่ง

เปนเด็กที่มาตรวจรับวัคซีนในคลินิกเด็กดีที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ เด็กในกลุมควบคุมมีลักษณะ

ปกติและไมไดกําลังปวยเปนโรคจํานวน 110 คน แบงเปนเพศชาย 47 คนและเพศหญิง 63 คน 

(อายุเฉลี่ย± SD = 13.30 ± 3.01)  และจากกลุมสตรีที่เขามารับการฝากครรภที่โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ จํานวน 32 คน (อายุเฉลี่ย ± SD = 34.69 ± 5.84) เพื่อเปรียบเทียบผลระหวางกลุม

ผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันดวยกันจะใชระดับของ total bilirubin (TB) เปนตัวจําแนกจะแบงไดเปน 2 

กลุมดวยกันคือ กลุมผูปวยที่ไมมีอาการตัวเหลืองตาเหลือง (without jaundice ) คือมีคา(TB < 2.0 

mg/dl, n= 47) และกลุมผูปวยที่มีอาการตัวเหลืองตาเหลือง (with jaundice) TB ≥ 2.0 mg / dl, 

n= 37) ในการศึกษาครั้งนี้ไดตัดผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันซึ่งไดรับการผาตัดเปลี่ยนตับ (Liver 

transplantation) โดยไมไดทําการผาตัดแบบคาไซ หรือเปนผูปวยที่ทําการผาตัดแบบคาไซแลวไม

ประสบผลสําเร็จเปน end stage biliary atresia คือการทํางานของตับลมเหลว รอการทําการ

ผาตัดเปลี่ยนตับ รวมไปถึงผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันที่มีความเกี่ยวของกับโรคอื่นๆ (ยกเวนโรคที่เปน

ภาวะแทรกซอนจากการผาตัดแบบคาไซ) แสดงอาการไขหรือมีการอักเสบของทอน้ําดีหรือมีความ

ผิดปกติเกี่ยวกับการแข็งตัวของเลือดเมื่อทําการเจาะเลือด 
2. การเก็บตัวอยางซีรัม 
ซีรัมถูกเก็บจาก peripheral venous whole blood ปริมาตร 3 ml ซึ่งถูกดูดจาก 

sterile syringe แลวเก็บไวใน clotted blood tube ปลอยใหเลือดแข็งตวัจากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยง
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เพื่อตกตะกอนเม็ดเลือดที่ 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นปเปตซีรัมสวนบน

นําไปใสหลอด microcentrifuge tube เก็บไวที่ -70°C จนกระทั่งนําไปใชตรวจสอบ 

3. การสกัดดีเอ็นเอ [112] 

ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดปริมาตร 3 ml ที่ถูกเก็บไวใน EDTA vacutainer 

tubes นําไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเม็ดเลือดที่ 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง      

ปเปตพลาสมาสวนบนเก็บไวเพื่อนําไปทําการทดลองอยางอื่นตอไป จากนั้นนํา buffy coat และ

สวนของเม็ดเลือดแดงที่เหลือทั้งหมดไปใสใน polypropylene tube เติม lysis buffer 1∗ปริมาตร 

10 ml เขยาสวนผสมอยางแรงใหเขากันเปนเวลา 10 นาที แลวนําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนที่ 

3,000 rpm เปนเวลา 8 นาที ที่อุณหภูมิหอง ปเปตสวนขางบนทั้งหมดทิ้งเติม lysis buffer 1 

ปริมาตร 3 ml ลงไปแลวเขยาสวนผสมอยางแรงใหเขากันอีกครั้งเปนเวลา 10 นาทีจากนั้นนําไปปน

เหวี่ยงที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 8 นาททีี่ 3,000 rpm ปเปตสวนบนทิ้งเติม lysis buffer 2∗     900 μl  

proteinase K (20 mg/ml H20) ∗ 10 μl และ 10% SDS∗ ปริมาตร 50 μl  เขยาอยางแรงประมาณ 

30 วินาทีแลวบมที่ 37°C เปนเวลา 1 คืน จากนั้นเติม phenal/chloroform/isoamyl alcohol 

(25:24:1) ∗ ปริมาตร 500 ml นําไปเขยาอยางแรงอีก 15 วินาที ปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิหองอีก 5 นาที

ที่ 6,000 rpm คอยๆยายสวนใสขางบนแบงใส microcentrifuge tube ใหมขนาด 1.5 ml  จํานวน 

2 หลอดตอ 1 ตัวอยาง หลอดละประมาณ 500 μl เติม 100% ethanol ที่เย็นจัดปริมาตร 800 

มิลลิลิตร 3 M ammonium acetate∗ 50 μl และ 20 μg/ml glycogen ∗ 4 μl ผสมใหเขากันโดย

พลิกหลอดไปมา แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ -20°C เปนเวลา 1 คืน ทําการตกตะกอน dsDNA โดย

การหมุนเหวี่ยงที่ 14,000 rpm อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 20 นาที ปเปตสวนน้ําใสทิ้งจนหมดแลว

ลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 1 ml แลวหมุนเหวี่ยงเปนเวลา 5 นาทีที่ 14,000 rpm 

อุณหภูมิ  4°C ปเปต ethanol ทิ้งไป นําตะกอน dsDNA ที่ไดทําใหเปนผูปวยเด็กที่ไดรับการ

วินิจฉัยวาเปนโรคทอน้ําดีตีบตัน (biliary atresia) ใน แหงดวยเครื่อง speed vacuum เพื่อให 

ethanol ระเหยออกไปจนหมดเปนเวลา 10 นาที (หรือจนกวาจะแหง) ละลาย dsDNA ดวยน้าํกลัน่

ที่ผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตร 100 μl แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C 1 คืน หลังจากนั้นผสมใหเขา

กันดีดวยการปเปตขึ้นลง แลวนําไปวัดความเขมขนของดีเอ็นเอที่  260 nm จากนั้นเก็บไวที่  -20°C  

                                                  
∗ ดูรายละเอียดในภาคผนวก 
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4. ขอมูลของ SNPs 
     SNPs 2 ตําแหนงบริเวณ CTGF promoter อันไดแกตําแหนง -447G>C และ       

-132 C>G ไดอางอิงจากการศึกษาที่ตีพิมพกอนหนานี้ของ Blom และคณะ [15] 
5. การออกแบบไพรเมอร 

      Forward primer และ Reverse primer ที่ใชในการทดลอง ไดแก CTGF-F และ 

CTGF-R ตามลําดับใชอางอิงจาก Blom และคณะ [15] และทําการออกแบบเพิ่มเติมจากลําดับ

เบสที่ตีพิมพในการศึกษาเดียวกัน [15] ไดแก CTGF/G และ CTGF/C (ตารางที่ 5) 
 
ตารางที่ 5 ไพรเมอรและขนาดของผลิตภัณฑ 
PCR amplification Forward Reverse Product (bp) 

CTGF 

ตําแหนง-559ถึง39 

CTGF-F:  
5’CAGGTAGGCATCTTGAG3’ 598 

CTGF 

(-447G>C) 

CTGF/G:  
5’GCAAATCATTGCTAAAGGGTTG3’ 
or 
CTGF/C:  
5’GCAAATCATTGCTAAAGGGTTC3’ 

CTGF-R: 
5’CACTGGCTGTCTCCT3’ 

506 

 

 

6. การตรวจสอบลําดับเบส  
กอนที่ polymorphisms ที่ตําแหนง -447G>C และ -132C>G ที่อยูบริเวณ 

promoter ของยีน CTGF จะถูกวิเคราะห ในขั้นแรกจะเพิ่มจํานวนของสารพันธุกรรมในบริเวณ

ตําแหนงที่ -559 จนถึงตําแหนง 39 (primary PCR product) โดยใชวิธี polymerase chain 

reaction (PCR) โดย reaction mixture และรอบปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 6 และ 7 ตามลําดับ 

 

ตารางที่ 6 reaction mixture สําหรับ PCR ตําแหนงระหวาง -559 ถึง 39 
สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา (25 μl) 

Eppendorf MasterMix (2.5X) - 10 μl 

25 μM CTGF-F primer 0.5 μM 0.5 μl 

25 μM CTGF-R primer 0.5 μM 0.5 μl 

50 ng/μl Genomic DNA 100 ng 2 μl 

Distilled water - 12 μl 
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ตารางที่ 7 รอบปฏิกิริยาสําหรับตําแหนงระหวาง -559 ถึง 39 
ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา 

Initial denaturation 94°C 3 min 

40 cycle of Denaturation 94°C 30 sec 

Annealing 59°C 30 sec 

Extension 72°C 1 min 

Final extension 72°C 7 min 

 
6.1 CTGF -447G>C  
ตําแหนงนี้ตรวจสอบดวย Amplification- refractory mutation systems 

(ARMS) ไพรเมอรที่ใชในการตรวจสอบครั้งนี้แบงเปน 2 ชุดดวยกัน ชุดแรกประกอบดวย CTGF/G 

และ CTGF-R และอีกชุดหนึ่งคือ CTGF/C และ CTGF-R ซึ่งทําการเพิ่มจํานวนแยกกันเปน 2 

หลอดในแตละตัวอยาง สําหรับการเพิ่มจํานวนในการทดลองนี้ใชปฏิกิริยาและสวนประกอบตาม

ตารางที่ 8 และ 9  

ตารางที่ 8 สวนประกอบของ PCR สําหรับตําแหนงที่ -447G>C 
สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา 

Eppendorf MasterMix (2.5X) - 10 μl 

25 μM CTGF/G or C primer 0.5 μM 0.5 μl 

25 μM CTGF-R primer 0.5 μM 0.5 μl 

primary PCR product (dilution 1:1000) - 2 μl 

Distilled water - 12 μl 

ปริมาตรรวม 25 μl 

 

ตารางที่ 9 รอบปฏิกิริยาสําหรับตําแหนง -447G>C 
ขั้นตอน อุณหภูม ิ เวลา 

Initial denaturation 94°C 3 min 

40 cycle of Denaturation 94°C 30 sec 

Annealing 63°C 30 sec 

Extension 72°C 1 min 

Final extension 72°C 7 min 
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6.2 CTGF -132 C>G   
ศึกษาตําแหนง -132C>G ดวยการตัด primary PCR product ดวยเอนไซมตัด

จําเพาะยอยดวย 1 U BstUI เปนเวลา 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 60°C ใน 10X NE buffer 2 และตัดดวย 

1U HpaII เปนเวลา 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37°C ใน 10X NE buffer 1 สวนประกอบในการทําตอ 1 

ปฏิกิริยาปริมาตรรวม 10 μl แสดงในตารางที่ 10 

ตารางที่ 10 reaction mixture ของ RFLP สําหรับตรวจสอบตําแหนง -132C>G 

 

 

 
 

7. การตรวจสอบผลิตภัณฑดวย Electrophoresis  
ผลิตภัณฑจากทั้งการตรวจสอบดวย ARMs และ RFLP ปริมาตร 10 μl ถูก

ตรวจสอบโดยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยนํามาผสมกับ loading buffer∗ ปริมาตร     

4 μl แลวนําไปแยกขนาดดวย  2% (w/v) gel∗ ใน 1X Tris-borate-EDTA (TBE) buffer∗ และใช

กระแสไฟความตางศักย 100 โวลตเปนเวลา 60 นาที จากนั้นยอมเจลดวย ethidium bromide  

(10 μg/ml) นําเจลไปตรวจหาแถบของ DNA ภายใตแสง UV แลวบันทึกภาพ 

 8. การหาขนาดของ DNA 
คํานวณขนาดของ DNA จากการเปรียบเทียบระยะทางที่ DNA เคลื่อนที่ไปกับ

ความสัมพันธระหวางระยะทางที่ DNA มาตรฐานเคลื่อนที่กับขนาดของ DNA มาตรฐาน (100 

base pair DNA ladder (Biolabs, USA)) 

9. การทําโคลนนิ่ง และการเตรียมพลาสมิดเพื่อการทํา positive control 
ทําการเตรียม primary PCR product ที่ไดใหมีความเขมขนโดยใชวิธีของ 

Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendorf, Germany) นํา PCR product solution ที่ไดมาแยก

โดยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยใช 2% (w/v) gel ใน 1X TBE และใชกระแสไฟความ

ตางศักย 100 โวลตเปนเวลา 60 นาที จากนั้นยอมเจลดวย ethidium bromide (10 μg/ml) เปน

                                                  
∗ ดูรายละเอียดในภาคผนวก 

 

 

สวนประกอบ ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา 

PCR product 

10X NE Buffer 2,1 

BstuI,  HpaII 

Sterile Distilled water 

5 μl 

1 μl 

0.1 μl 

3.9 μl 
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เวลา 10 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่นเปนเวลา 15 นาที ทําซ้ํา 2 คร้ัง นําเจลไปตรวจหาแถบของ 

DNA ภายใตแสง UV ตัดชิ้นสวนของเจลที่มี DNA ที่ตองการจากเจลแลวนํามาทําใหบริสุทธิ์ตาม

วิธีของ Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendorf, Germany) นํา primary PCR product ที่

บริสุทธิ์แลวมาเชื่อมตอเขากับพลาสมดิ pGEM-T∗ ตามวิธีของ pGEM-T Easy Vector System 

(Promega, USA) 

นําพลาสมิดสายผสมถายเขาสู Competent cell (Escherichia coli JM109) โดย

ใชวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Cohen Chang และ Hsu (1972) [อางถึงใน 113] โดยนํา Competent 

cell ที่เก็บไวที่ -70°C มาปลอยใหละลายในน้ําแข็ง ใส ligation mixture 10 μl ผสมกับ 

competent cell ปริมาตร 100 μl ดูดขึ้นลงเบาๆ นําไปแชในน้ําแข็ง 20 นาที จากนั้นนํามาบมใน 

water bath ที่ 42°C เปนเวลา 50 วินาที เมื่อครบกําหนดนํามาแชในน้ําแข็งเปนเวลา 2 นาที เติม 

SOC∗ ปริมาตร 950 μl เพื่อฟนฟูสภาพเซลล นําหลอดไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1.30 

ชั่วโมงดวยการแกวงที่ความเร็ว 200 rpm เมื่อครบเวลานําเอาหลอดออกจากตูบมนาํไปปนเหวีย่งที่

ความเร็ว 6,000 rpm เปนเวลาประมาณ 5 วินาที แลวดูด SOC ทิ้งประมาณ 750 μl เพื่อใหเหลือ

เซลลประมาณ  100 μl ผสมเซลลใหเปนเนื้อเดียวกันโดยดูดขึ้นลงดวยปเปตเบาๆ จากนั้นนําไป

เกลี่ยบนผิวหนาอาหาร LB Agar∗ ซึ่งใน 1 plate ปริมาตรประมาณ 25 μl มี Ampicillin∗ (2.5μg) 

และ 5-bromo-4-chloro-3-inodlyl-β-D- galactopyranoside (X-gal)∗ (0.6 μg) และ 0.5 mM 

isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside (IPTG) ∗ (0.6 μg) นํา plate ไปบมที่ 37°C เปนเวลา

ประมาณ 16-18 ชั่วโมง 

เมื่อทําการเลือก blue-white colony โดยเลือก white colony มาเขี่ยบน LB 

broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มี Ampicillin (0.5 mg) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลาประมาณ 

16-18 ชั่วโมง ทําการสกัดแบบ Miniprep โดยใชแตละ culture ปริมาตร 3 มิลลิลิตรดวย

FastPlasmid Mini 100 preparation kit (Eppendorf, Germany) ตามที่แนะนําจากผูผลิต 

 

 

                                                  
∗ ดูรายละเอียดในภาคผนวก 
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10. การวิเคราะหลําดับเบส (Sequence Analysis) 
ผลิตภัณฑจากการทํา PCR ถูกทําใหบริสุทธิ์จาก 2% agarose gel โดยใช 

Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendorf, Germany) หรือสกัดพลาสมิดสายผสมจาก culture 

โดยใช FastPlasmid Mini 100 preparation kit (Eppendorf, Germany) ทําการหาลําดับเบสดวย 

dideoxy chain termination รวมกับวิธี PCR  และใชสารเรืองแสงเปนตัวติดฉลากโดยมีการติด

ฉลากสีในสาย DNA ขณะมีการสรางสาย DNA โดยติดที่ปลาย 3’ ของ dideoxynucleotide 

triphosphate (dye terminator) DNA template สําหรับปฏิกิริยาการทํา sequencing จะใช 

AmpliTaqTM DNA Polymerase FS dye terminator cycle sequencing chemistry จากชุด ABI 

PRISMTM BigDyeTM Terminator CyCle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer 

Applied Biosystems Division, Foster City, CA) ซึ่งประกอบดวย ddNTPs 4 แบบที่ถูกติดฉลาก

ดวย fluorescence ที่แตกตางกัน (BigDyeTM Terminators) การเตรียม sequencing reactions 

ปริมาตร 20 μl สําหรับ PCR products หรือพลาสมิดสายผสมแตละปฎิกิริยาเตรียมในหลอด

ขนาด 0.2 ml ดังแสดงในตารางที่ 11 

ตารางที่ 11 sequencing mixture สําหรับการวิเคราะหลําดับเบส 

สวนประกอบ ปริมาตร (μl) 

Big Dye 

Buffer 

Primer (at 25 mM) 

Template 

Sterile distilled water 

4 

2 

0.67 

8 

5.33 

ผสมสวนผสมขางตนใหเขากันดี จากนั้นนําหลอดสวนผสมมาเขาเครื่อง Gene 

Amp PCR system 9600 (Perkin-Elmer, USA) โดยใชทั้งหมด 25 รอบปฎิกิริยาดังนี้ โดยในแตละ

รอบปฏิกิริยาประกอบดวย 96°C 10 วินาที 50°C 10 วินาที 60°C 4 นาที เมื่อครบเวลานํา

ผลิตภัณฑที่ไดมาทําใหบริสุทธดวยวิธี isopropanol precipitation โดยนําหลอดมาปนตก

ประมาณ 10 วินาทียายผลิตภัณฑภายในหลอดโดยการปเปตใสในหลอด microcentrifuge ใหม

ขนาด 1.5 ml เติม 20 μg/ml glycogen ปริมาตร 4 μl, 75% isopropanol ปริมาตร 80 μl ผสมให

เขากันดวยการ vortex แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที เพื่อตกตะกอนผลิตภัณฑ 

จากนั้นนําหลอดมาปนเหวี่ยงที่ 13,000 rpm เปนเวลา 30 นาที ดูดน้ําสวนขางบนทิ้งใหหมดโดยใช 

pipet tip แยกแตละตัวอยาง ระมัดระวังอยาใหโดนตะกอน DNA จากนั้นเติม 75% isopropanol 

ปริมาตร 250 μl ผสมใหเขากันดวยการ vortex ประมาณ 10 วินาที หมุนเหวี่ยงเปนเวลา 5 นาทีที่ 

13,000 rpm เมื่อครบเวลากําจัดน้ําสวนบนออกแลวทําใหแหงดวยเครื่อง speed-vacuum เปน
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เวลา 5-10 นาที (หรือจนกวาจะแหง) ละลายตะกอนของแตละตัวอยางดวย TSR 25 μl นํา

ตัวอยางไปบมที่ 95°C เปนเวลา 2 นาทีจากนั้นยายหลอดไปไวในน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 2 นาที ใน

ขั้นสุดทายยายสวนผสมใสลงในหลอดสําหรับทําการวิเคราะหลําดับเบส โดยตัวอยางที่เตรยีมไวจะ

ถูกนําไปตรวจสอบลําดับเบสดวยเครื่อง Perkin Elmer 310 Sequencer (Perkin-Elmer, Applied 

Biosystems Division, Foster City, CA) 
11. การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด 
 นําขอมูลที่ไดมาทําการตรวจสอบวามีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดในสื่ง

มีชีวิตชนิดใดบาง โดยใชโปรแกรม Blast เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

GenBank ที่มีอยูใน National Center for Biotechnology Information (NCBI)  
12. CTGF sandwich ELISA 

วัดปริมาณของ CTGF ในซีรัมดวยวิธี sandwich ELISA โดยใช biotinylated 

และ non-biotinylated affinity purified goat polyclonal antibodies ตอ human CTGF โดยนํา 

6 μg/ml Anti-human CTGF C-terminal peptide antibody ∗(R&D, USA) ซึ่งละลายใน 10 mM 

sodium carbonate∗, pH 9.6 ปริมาตร 100 μl ใสลงใน flat-bottom ELISA plate (Costar 96-

well) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 20 ชั่วโมง antibody ที่ไมไดจับกับผิว plate จะถูกชะ

ออกไปดวย PBS ที่ประกอบดวย 0.1% (vol/vol) Triton X-100 (บัฟเฟอร A) 300 μl ลางจํานวน 4 

คร้ัง เคาะน้ําออกใหหมด จากนั้นเติม 300 μl ของบัฟเฟอร A ซึ่งประกอบดวย 1% BSA บมที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง ลางอีกครั้งดวยบัฟเฟอร A ปริมาตร 300 μl จํานวน 4 คร้ัง เคาะ

น้ําออกใหหมด เติม rhCTGF∗ หรือ ซีรัมปริมาตร 100 μl แลวนําไปบมที่ 4 °C เปนเวลา 20 ชั่วโมง 

เมื่อครบเวลานํามาลางดวยบัฟเฟอร A ปริมาตร 300 μl จํานวน 4 คร้ัง กําจัดน้ําออกใหหมดแลว

เติม 0.8 μg/ml Biotinylated anti-human CTGF C-terminal peptide antibody ∗(R&D, USA) 

ปริมาตร 100 μl นําไปบมเปนเวลา 20 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 °C เมื่อครบเวลานําไปลางดวย

บัฟเฟอร A ตามขั้นตอนที่ผานมา ภายหลังจากการลางเติม 1.5 μg/ml alkaline phosphatase -

conjugated streptavidin∗ 100 μl บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที ลางดวยบัฟเฟอร A แลว

เติม 1 mg/ml p-nitrophenyl phosphate∗ ปริมาตร 100 μl บมตอที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 

                                                  
∗ ดูรายละเอียดในภาคผนวก 
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นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย 0.75 M NaOH แลววัดคา Absorbance ที่ 405 nm ดวย 

microplate reader 

13. การวิเคราะหทางสถิติ 
ในวิทยานิพนธนี้มีผลการทดลองที่ตองวิเคราะหคือผลจากการตรวจสอบ 

genotype และผลของระดับซีรัม CTGF ในกลุมผูปวย โดย SNP genotypes จะถูกแบงออกเปน

สามกลุม โดยถือวา common homozygous genotype ที่พบมากที่สุดเปนตัวอางอิง คํานวณ 

haplotype ดวยการใช common haplotype ที่พบมากที่สุดเปนตัวอางอิง สําหรับ SNP แตละ

ตําแหนงจะนําไปคํานวณวาอยูในสมดุล Hardy-Weinberg equilibrium หรือไมดวย Markov 

chain random-walk algorithm [114] และคํานวณ linkage disequilibrium coefficient (D’) 

ตามวิธีของ Lewontin [115] ซึ่งการคํานวณที่กลาวมาขางตนใชโปรแกรม SNPAnalyzer 

(http://www.istech.info/istech/board/login_form.jsp.) จากน้ันเปรียบเทียบความถี่ allele และ 

genotype ดวย chi-square test (http://www.unc.edu/~preacher/chisq/chisq.htm) หาคา 

Odds ratio และ 95% confidence interval (CI) ดวยโปรแกรม Epi info version 6 เพื่อหา
ความสัมพันธระหวาง SNPs และโรค เปรียบเทียบระดับของ CTGF ในเลือดกับ genotypes ดวย 

analysis of variance (ANOVA) ใช Kruskal-Wallis test ดวยโปรแกรม SPSS โดยกําหนดใหคา 

P <0.05 ถือวามีนัยสําคัญทางสถิติ 
 



บทที่ 4 

 ผลการทดลอง  

1. ผลการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของ CTGF gene ระหวางตําแหนง -559 ถึง 39 
สามารถเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของ CTGF gene ไดดวยไพรเมอรที่จําเพาะกับบริเวณ 

-559 ถึง 39 (CTGF-F และ CTGF-R) พบแถบของสารพันธุกรรมขนาด 598 bp โดยตัวอยาง

ทั้งหมดที่สามารถเพิ่มสารพันธุกรรมไดจะนําไปตรวจสอบ Single nucleotide polymorphisms ใน

บริเวณดังกลาวตอไปดวยวิธี Amplification- refractory mutation systems (ARMS) และ 

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) สําหรับผลของการเพิ่มจํานวนสาร

พันธุกรรมในการทดลองครั้งนี้แสดงในภาพที่ 13 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 13 ผลการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF gene ที่ไดจากการสกัดดวยวิธี 

phenal-chloroform extraction โดยใช 2% agarose gel โดยชอง M คือ 100 bp DNA marker ชอง N คือ ชุด

ควบคุมที่ใชน้ําแทน DNA ชอง 1-3 คือ DNA ที่สกัดไดจากตัวอยาง 

2. ผลการตรวจยนืยันผลของสารพันธุกรรมที่ไดจากการเพิ่มจาํนวนดวยวิธ ี Polymerase 
chain reaction (PCR) ในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF gene 
 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดขนาด 250 bp จากการทํา direct sequencing มาวิเคราะห

โดยใชโปรแกรม Blast จากฐานขอมูลใน GenBank ของ National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (ภาพที่ 14) พบวามีความเหมือนกับ Human DNA sequence from clone 

RP11-69I8 on chromosome 6 Contains the CTGF gene for connective tissue growth 

factor, the 3' end of a novel gene and a CpG island, complete sequence มากที่สุด (97% 

Identitiy; 243/250 bp) และเหมือนกับ Homo sapiens connective tissue growth factor gene, 

M    N    1     2     3  

 598 bp 
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promoter and partial cds (96% Identity; 242/250 bp) ในอันดับรองลงมา ดังแสดงในภาพที่ 

15 และ 16 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 14 ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม Blast จากการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมดวย PCR ขนาด 

ประมาณ 600 bp ซึ่งลําดับเบสที่ไดรับจากการทํา sequencing มีจํานวน 250 bp  

 

> gi|11128486|emb|AL354866.10|  Human DNA sequence from clone RP11-69I8 
on chromosome 6 Contains the CTGF gene for connective tissue growth factor, 
the 3' end of a novel gene and a CpG island, complete sequence  Length=61349 
 
 Score = 391 bits (197), Expect = 3e-105 
 Identities = 243/250 (97%), Gaps = 1/250 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query       14                TCCTTTTC-ACTCTTTGGAGAGTTTCAAGAGCCTATAGCCTCTAAAACGCAAATCATTGC   72 
              |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  33812  TCCTTTTCTACTCTTTGGAGAGTTTCAAGAGCCTATAGCCTCTAAAACGCAAATCATTGC  33753 
 
Query  73     TAAGGGTTnnnnnnnAGAAACCTTTTCGAATTTTTTAGGAATTCCTGCTGTTTGCCTCTT  132 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  33752  TAAGGGTTGGGGGGGAGAAACCTTTTCGAATTTTTTAGGAATTCCTGCTGTTTGCCTCTT  33693 
 
Query  133    CAGCTACCTACTTCCTAAAAAGGATGTATGTCAGTGGACAGAACAGGGCAAACTTATTCG  192 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  33692  CAGCTACCTACTTCCTAAAAAGGATGTATGTCAGTGGACAGAACAGGGCAAACTTATTCG  33633 
 
Query  193    AAAAAGAAATAAGAAATAATTGCCAGGGTGTTTATAAAAGAGATGAATCGGGAGGGGTGC  252 
              |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| || ||||||| |||| ||||| 
Sbjct  33632  AAAAAGAAATAAGAAATAATTGCCAGTGTGTTTATAAATGATATGAATCAGGAGTGGTGC  33573 
 
Query  253    GAAGTGGATA  262 
              |||| ||||| 
Sbjct  33572  GAAGAGGATA  33563 
 
 
 

ภาพที่ 15 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ DNA ขนาด 250 bp จากตัวอยางที่ทําการเพิ่มจํานวนสาร

พันธุกรรมในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF gene กับ Human DNA sequence จาก clone RP11-69I8 
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> gi|14334034|gb|AF316368.1|AF316368  Homo sapiens connective tissue 
growth factor gene, promoter and partial cds  Length=1026 
 
 Score = 391 bits (197), Expect = 3e-105 
 Identities = 242/250 (96%), Gaps = 1/250 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  14  TCCTTTTC-ACTCTTTGGAGAGTTTCAAGAGCCTATAGCCTCTAAAACGCAAATCATTGC  72 
           |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  254 TCCTTTTCTACTCTTTGGAGAGTTTCAAGAGCCTATAGCCTCTAAAACGCAAATCATTGC 313 
 
Query  73  TAAGGGTTnnnnnnnAGAAACCTTTTCGAATTTTTTAGGAATTCCTGCTGTTTGCCTCTT  132 
           |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  314 TAAGGGTTCGGGGGGAGAAACCTTTTCGAATTTTTTAGGAATTCCTGCTGTTTGCCTCTT  373 
 
Query  133 CAGCTACCTACTTCCTAAAAAGGATGTATGTCAGTGGACAGAACAGGGCAAACTTATTCG  192 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  374 CAGCTACCTACTTCCTAAAAAGGATGTATGTCAGTGGACAGAACAGGGCAAACTTATTCG  433 
 
Query  193 AAAAAGAAATAAGAAATAATTGCCAGGGTGTTTATAAAAGAGATGAATCGGGAGGGGTGC  252 
           |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| || ||||||| |||| ||||| 
Sbjct  434 AAAAAGAAATAAGAAATAATTGCCAGTGTGTTTATAAATGATATGAATCAGGAGTGGTGC  493 
 
Query  253 GAAGTGGATA  262 
           |||| ||||| 
Sbjct  494 GAAGAGGATA  503 
 

ภาพที่ 16 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ DNA ขนาด 250 bp จากตัวอยางที่ทําการเพิ่มจํานวนสาร

พันธุกรรมในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF gene กับ Homo sapiens connective tissue growth factor 

gene, promoter และบางสวนของการถอดรหัส 

  
3. ผลการวิเคราะห SNP ที่ตําแหนง -447G>C ดวยวิธี ARMS  

เมื่อนําผลิตภณัฑที่ไดทาํการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF 

gene ไปตรวจสอบ SNP ในตําแหนง -447G>C ดวยวิธี ARMS ซึ่งสามารถตรวจ SNPs ได 3 

รูปแบบดวยกนัคือ -447GG, -447GC และ -447CC ผลจากการตรวจสอบในกลุมผูปวยเด็กโรค

ทอน้าํดีตีบตันจํานวน 84 คนและกลุมควบคุมจํานวน 142 คน พบวาในกลุมผูปวยมีรูปแบบของ 

SNPs ที่เปนแบบ -447GG จํานวน 70 คน แบงเปนชาย 31 คน และหญิง 39 คน แบบ -447GC 

จํานวน 14 คน แบงเปนชาย 9 คน หญงิ 5 คน กลุมควบคุมมีรูปแบบ -447GG จาํนวน 131 คน 

แบงเปนชาย 45 คน หญิง 86 คน แบบ -447GC จํานวน 11 คน แบงเปนชาย 2 คน หญงิ 9 คน 

สําหรับรูปแบบ -447CC ตรวจไมพบทั้งในกลุมผูปวยและกลุมควบคุม ภาพการตรวจสอบ SNP ใน

ตําแหนง -447G>C ดวยวิธ ีARMS แสดงในภาพที่ 17 

 

 

 

 

 



 51 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 17 รูปแบบการตรวจสอบ SNPs บริเวณ -447G>C ที่ไดจากการตรวจสอบดวยวิธี ARMS โดยใช 2% 

agarose gel ชอง M คือ 100 bp DNA marker ชอง N/G คือชุดควบคุมสําหรับชุดที่ใชไพรเมอร CTGF/G 

รวมกับไพรเมอร CTGF-R ชอง N/C คือชุดควบคุมสําหรับชุดที่ใชไพรเมอร CTGF/C รวมกับไพรเมอร CTGF-R 

และใชน้ําแทน PCR product ชอง 1/G และ 1/C คือ ตัวอยางที่ 1 พบแถบของ DNA ในชุด1/G เพียงชุดเดียว 

จัดเปน homozygous GG ชอง 2/G และ 2/C คือ ตัวอยางที่ 2 พบแถบของ DNA ทั้งสองชุด จัดเปน 

heterozygous GC ชอง P/G คือ positive control สําหรับ homozygous GG ที่ไดจากพลาสมิดที่มีชิ้นสวนของ 

allele G เชื่อมอยู ใชไพรเมอร CTGF/G รวมกับไพรเมอร CTGF-R ชอง P/C คือ positive control สําหรับ 

homozygous GG ที่ไดจากพลาสมิดที่มีชิ้นสวนของ allele G เชื่อมอยู ใชไพรเมอร CTGF/C รวมกับไพรเมอร 

CTGF-R  

4. ผลจากการตรวจสอบตัวอยางเพื่อยืนยันผล heterozygous GC และ homozygous GG 
ของ SNP ตําแหนง -447G>C 

ทําการตรวจสอบเพื่อยืนยันผลการตรวจดวยวิธี ARMs ในตัวอยางที่ใหผลเปน 

heterozygous ทั้งหมดในกลุมผูปวยจํานวน 14 คน และกลุมควบคุมจํานวน 8 คนจาก 11 คน 

และ homozygous บางสวนโดยตรวจสอบในกลุมผูปวย 5 คนและกลุมควบคุม 10 คนโดยใชวิธี 

direct sequencing จาก PCR product ระหวางตําแหนง -559 ถึง 39 ของ CTGF gene ขนาด

ประมาณ 600 bp โดยใชไพรเมอร CTGF-R [15] จากผลการตรวจสอบพบวาใหผลตรงกับผลของ 

ARMs ทุกตัวอยางที่ทําการตรวจสอบ ผลการตรวจดวยวิธี direct sequencing แสดงในภาพที่ 18 

 

 

 

 

506 bp 

    M    N/G  N/C 1/G  1/C    2/G  2/C   P/G   P/C  
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ภาพที่ 18 ภาพ chromatogram ที่ไดรับจาก automated sequencing แสดง homozygous GG จากตัวอยางที่

ใหผลเปน homozygous GG ที่ไดจากการตรวจสอบดวยวิธี ARMs (ก) และ heterozygous GC จากตัวอยางที่

ใหผลเปน heterozygous GC ณ ตําแหนง -447G>C (ข) 

5. ผลการวิเคราะห SNP ที่ตําแหนง -132C>G ดวยวิธี RFLP 
เมื่อนําผลิตภณัฑที่ไดทาํการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF 

gene ไปตรวจสอบ SNP ในตําแหนง -132C>G ดวยวิธี RFLP ซึ่งสามารถตรวจได 3 รูปแบบคือ   

-132CC, -132CG และ -132GG ในกลุมผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตันจํานวน 84 คนและกลุม

ควบคุมจํานวน 142 คน โดยใชเอนไซมตดัจําเพาะ BstUI ตรวจสอบผลิตภัณฑดวย 2% agarose 

gel ซึ่งในกรณีของ homozygous CC ผลิตภณัฑของ PCR product ขนาด 598 bp จะถูกยอย

ออกเปน 3 สวน ประกอบไปดวยขนาด 427, 88 และ 83 bp กรณีของ heterozygous CG จะถูก

ยอยออกเปน 4 ขนาดดวยกนัคือ 515, 427, 88 และ 83 bp กรณีของ  homozygous GG จะถกู

ก 

ข 
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ยอยออกเปน 3 ขนาดคือ 515, 88 และ 83 bp ผลจากการตรวจสอบดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

BstUI พบวาทัง้ในกลุมผูปวยเด็กโรคทอน้าํดีตีบตันจํานวน 84 คนและกลุมควบคุมจํานวน 142 คน 

มีรูปแบบการตัดดวยเอนไซมประกอบดวยแถบขนาด 515, 88 และ 83 bp ซึ่งแปลผลไดวาเปน 

homozygous GG (ภาพที ่19) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 19 ภาพแสดงผลจากการยอยดวยเอนไซม BstUI ใน 2% agarose gel โดย M คือ 100 bp DNA 

marker 1-5 คือตัวอยางที่นําไปยอยดวยเอนไซม BstUI พบแถบของสารพันธุกรรมถูกยอยเหลือขนาดประมาณ 

515, 88 และ 83 bp โดยแถบของสารพันธุกรรมที่ถูกยอยขนาด 88 และ 83 bp ไมสามารถแยกออกจากกันได 

ซึ่งตรวจพบรูปแบบของการตัดดวยเอนไซมแบบนี้ในทุกตัวอยาง 

6. ผลการตรวจสอบตัวอยางเพื่อยืนยันผล homozygous GG ของ SNP -132C>G 
 เมื่อนําผลิตภณัฑที่ไดทาํการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF 

gene ดวยไพรเมอร CTGF-F และ CTGF-R ขนาดประมาณ 600 bp ไปตรวจสอบ SNP ใน

ตําแหนง -132C>G ดวยวธิี direct sequencing โดยใชไพรเมอร CTGF-R เพื่อยนืยนัผลการตดั

ดวยเอนไซม BstUI ซึ่งใหผลเปน homozygous GG ทั้งหมดในตัวอยางทีท่ดลอง ผลจากการ

ตรวจสอบตัวอยางจาํนวน 20 ตัวอยางดวยวธิ ีdirect sequencing ใหผลดังแสดงในภาพที่ 20 

 

 
 

 

 
 
 
 
ภาพที่ 20 ผลการตรวจดวยวิธี direct sequencing บริเวณ -132 ทําใหทราบวามีลําดับเบสที่ไมใช restriction 

site ของเอนไซม BstUI ทําใหเอนไซมไมสามารถตัดที่ตําแหนงนี้ได 

 515 bp 

 88, 83 bp 
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 จากผลการตรวจยืนยันดวยวิธี direct sequencing ทําใหทราบวาเปนเพราะลําดับเบส

บริเวณ -132 ของ CTGF gene มีการเรียงลําดับเปนแบบที่เอนไซม BstUI ไมสามารถตัดได (ซึ่ง

เอนไซมนี้มี restriction site คือ CG/CG แตจากผลการตรวจลําดับเบสทั้งหมด 20 ตัวอยางโดย

แบงเปนกลุมผูปวย 10 คน และกลุมควบคุม 10 คน ใหผลดังแสดงในภาพที่ 24 คือบริเวณนั้นมี

การเรียงลําดับเบสเปนแบบ CCGG จึงทําใหเห็นเปนรูปแบบเดียวกับ homozygous GG คือมีแถบ

ของสารพันธุกรรมที่บริเวณประมาณ 515 bp ซึ่งหมายความวาเอนไซมไมสามารถตัดในตาํแหนงนี้

ไดนั่นเอง 
 7.ผลการตรวจสอบตัวอยางเพื่อยืนยันผล sequencing ที่ตําแหนง -132 ดวย RFLP 
 เนื่องจากผลการตัดดวยเอนไซม BstUI ไมสามารถตัดที่ตําแหนง -132 ไดเพราะมีลําดับ

เบสที่ไมตรงกับ restriction site ของเอนไซม ดังนั้นเพื่อเปนการยืนยันผลจากการทํา sequencing 

วาลําดับเบสในตัวอยางที่ทําการศึกษาทั้งหมดมีการเรียงลําดับเปนแบบ CCGG ทุกตัวอยางจริง 

จึงไดทําการยืนยันผลของ sequencing ดวยการนําผลิตภัณฑที่ไดทําการเพิ่มจํานวนสาร

พันธุกรรมในบริเวณ -559 ถึง 39 ของ CTGF gene ทุกตัวอยางมาตัดดวยเอนไซม HpaII ซึ่งมี 

restriction site เปนแบบ CC/GG หากมีลําดับเบสเรียงแบบ CC/GG ชิ้นสวนขนาด 598 bp จะถกู

ยอยออกเปน 3 สวนคือ 427, 97 และ 74 bp ผลการตรวจสอบดวย RFLP โดยใช HpaII แสดงใน

ภาพที่ 21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 21 ผลการตรวจสอบดวย RFLP โดยใช HpaII ใน 2% agarose gel โดย M คือ 100 bp DNA marker 

1-3 คือตัวอยางที่นําไปยอยดวยเอนไซม HpaII 4 คือชุดควบคุมที่มีตัวอยางและใชน้ําแทนเอนไซม 

 จากภาพที่ 21 เอนไซม HpaII สามารถยอยทุกตัวอยางและใหแถบของ DNA เปน 3 สวน

คือ 427, 97 และ 74 bp แสดงวาทุกตัวอยางที่นํามาศึกษามีลําดับเบสเรียงแบบ CCGG ไม

เหมือนกับการเรียงแบบ CGCG ดังที่มีรายงานในการศึกษากอนหนานี้ [15] 

 M      1      2       3      4 

 598 bp 

 97 bp 
 74 bp 

 427 bp 
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8. ผลการวัดระดับ CTGF ในเลือดดวย sandwich ELISA 
 ตรวจสอบระดับของ CTGF ในเลือดดวย sandwich ELISA เพื่อศึกษาความสัมพันธ

ระหวางระดับ CTGF ในเลือดของกลุมผูปวยกับ genotype แบบตางๆ ที่เกิดจาก polymorphisms 

ในบริเวณ CTGF promoter รวมทั้งเปรียบเทียบระดับของ CTGF ในเลือดระหวางกลุมผูปวยและ

กลุมควบคุม ทําการพัฒนาชุด sandwich ELISA โดยใช capturing antibody คือ Anti-human 

CTGF C-terminal peptide antibody และ detecting antibody คือ Biotinylated anti-human 

CTGF C-terminal peptide antibody ตรวจวัดดวยระบบ Alkaline phosphatase (AP) และ 

para-nitro phenylphosphate (PNPP) และใช recombinant human CTGF เปน standard เพื่อ

ใชในการวัดหาระดับของ CTGF ที่ตองการตรวจสอบในตัวอยางซีรัม ผลการทดลองคือไมสามารถ

ตรวจวัดระดับของ CTGF ไดเนื่องจากตรวจไมพบความแตกตางระหวางความเขมขนที่แตกตางกัน

ของ recombinant human CTGF และคาที่ไดจากการทดลองของระดับ CTGF ในกลุมควบคุม

ปกติไมตรงตามคาเปนจริงที่ไดจากการทดลองอื่น [121] สําหรับผลการทดลองและตารางการเติม

สาร แสดงในภาพที่ 22  

 
               1              2  

A 0.040        0.464 

B 0.144        0.350 

C 0.419        0.431 

D 0.543 

E 0.600 

F 0.564 

G 0.343 

H 0.536 

 

 
ภาพที่ 22 ผลการวัดคาความเขมแสงในความเขมขนของโปรตีนระดับที่แตกตางกัน 

 

 

 

 

 

 

ชอง 1°antibody antigen 2°antibody 
1A X X X 
1B X Healthy serum  
1C  X  
1D  rhCTGF 200 ng/ml  
1E  rhCTGF 100 ng/ml  
1F  rhCTGF 50 ng/ml  
1G  rhCTGF 10 ng/ml  
1H  rhCTGF 1 ng/ml  
2A  rhCTGF 0.1 ng/ml  
2B  rhCTGF 1 μg/ml  

2C  Healthy serum  
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9. ผลการคํานวณทางสถิติ 
 9.1 การศึกษา polymorphism ของยีน CTGF   

เมื่อตรวจสอบ SNPs ของยีน CTGF ที่ตําแหนง -447G>C และ -132C>G โดยใชวิธี 

ARMs และ RFLP ตามลําดับในการศึกษานี้พบวามีเพียงตําแหนง -447G>C เทานั้นที่พบ 

polymorphisms โดยที่ตําแหนง -447 ในกลุมควบคุมจํานวน 142 คน (อายุเฉลี่ย ± SD = 17.39  

± 9.21) พบวามีแบบของ genotype GG, GC และ CC จํานวน 131, 11 และ 0 ตามลําดับ 

สําหรับกลุมผูปวยเด็กโรคทอน้ําดีตีบตันจํานวน 84 คน (อายุเฉลี่ย ± SD = 6.12 ±  4.79) พบวามี

แบบของ genotype เปน GG จํานวน 70 คน GC จํานวน 14 คน และไมพบแบบ CC เชนเดียวกับ

กลุมควบคุม ดังตารางที่ 12 
ตารางที่ 12 CTGF genotypic และ allele distribution ณ ตําแหนง -447G>C ในผูปวย BA และกลุมควบคุม 

   BA, n (%) n=84 Controls, n(%) n=142 Odds ratio (95%CI)     P 

Age (yr)  6.12 ± 4.79 17.39 ± 9.21                  <0.0005 

Male: female 40: 44  47: 95                     0.03 

Genotype 

GG  70 (83.33)  131 (92.25)           Ref 

GC  14 (16.67)  11 (7.75)   2.38 (0.96-5.98)                 0.04  

CC  0 (0)  0 (0) 

Alleles 

G  154 (91.67) 273 (96.13)           Ref                  0.05 

C  14 (8.33)  11 (3.87)   2.26 (0.94-5.47) 

Ref. = Reference category                                                                                       

9.2 ความสัมพันธระหวาง -447G>C polymorphism และ สภาวะ jaundice 
ศึกษาความสัมพันธระหวาง polymorphism ของ CTGF gene promoter ที่

ตําแหนง -447 ในกลุมผูปวยโดยแบงผูปวยออกเปน 2 กลุมคือ No jaundice (TB < 2.0 mg/dl) 

และ persistent jaundice (TB ≥ 2.0 mg/dl) ดังแสดงในตารางที่ 13  

ตารางที่ 13 CTGF genotypic และ allele distribution ณ ตําแหนง -447G>C ในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันแบบ 

without jaundice และ persistent jaundice 

  No Jaundice, n(%) n=47 Jaundice, n(%) n=37 Odds ratio (95%CI)  P 

Age (yr)  6.70 ± 4.35  5.38 ± 5.26                 0.210 

Male: Female 24: 23   16:21                  0.476 

Genotype 

GG  40 (85.11)   30 (81.08)            Ref 

GC  7 (14.89)   7 (18.92)   1.33 (0.37-4.84)             0.623 

CC  0 (0)   0 (0) 

Ref. = Reference category                                                                                       
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  สําหรับการศึกษาความสัมพันธระหวาง polymorphism ที่ตําแหนง -447G>C 

กับระดับ CTGF ในเลือดของผูปวย without jaundice และ persistent jaundice, การศึกษา 

polymorphism ที่ตําแหนง  -132C>G ในกลุมผูปวยและกลุมควบคุม, การศึกษาความสัมพันธ

ระหวาง polymorphism ที่ตําแหนง -132C>G กับระดับ CTGF ในเลือดของผูปวย without 

jaundice และ persistent jaundice, การศึกษาความแตกตางระหวางระดับ CTGF ในเลือดของ

กลุมควบคุมและกลุมผูปวยไมสามารถทําไดเนื่องจาก ตรวจไมพบ polymorphism ที่ตําแหนง       

-132 ในกลุมประชากรที่ศึกษา และไมสามารถตรวจวัดระดับของ CTGF ในเลือดไดอยางถูกตอง

แนนอน 



บทที่ 5 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

สรุปผลการทดลอง 
ยีน CTGF เปนยีนที่ถูกคนพบใหมวามีบทบาทในการซอมแซมเนื้อเยื่อและ

เกี่ยวของกับกระบวนการการเกิดพังผืด นอกจากนี้ยังพบวามีการแสดงออกอยางมากในหลายโรค

ที่เกี่ยวของกับการเกิดพังผืดเชนโรค liver fibrosis [97] ดังนั้นการควบคุมการแสดงออกของ 

CTGF อาจมีความเกี่ยวของกับการเกิดพังผืดก็เปนได และโรคทอน้ําดีตีบตันก็เปนโรคที่เกี่ยวของ

กับการเกิดพังผืด Polymorphism ในสวน promoter ของยีนอาจสงผลกระทบตอการเกิด 

transcription และตอเนื่องไปถึงการแสดงออกของยีน ในกรณีนี้ความแตกตางของ genotypes ที่

มีอยูในแตละบุคคลอาจเปนตัวบงบอกถึงความแตกตางทาง susceptibility, severity และผลทาง

คลินิกของโรคได [116] จากการศึกษาของ Blom และคณะ [15] ซึ่งไดศึกษา polymorphic sites 

ในสวน promoter ของยีน CTGF  ในกลุมควบคุมที่มีสุขภาพดี จํานวน 45 คนกับกลุมผูปวยที่เปน

โรค Ischemic heart disease (IHD) จํานวน 32 คน พบวาในกลุมควบคุม 6 คน และกลุมผูปวย 

IHD จํานวน 5 คน ที่ตําแหนง -447 ของยีน CTGF พบ polymorphism แบบ G>C ซึ่งตําแหนงนี้

ใกลเคียงกับตําแหนง binding site  ของ MZF1 โดย MZF1 นี้มีความสําคัญตอการเกิด 

granulopoiesis ในมนุษย และพบวาเมื่อ transfect เขาไปในเซลล NIH3T3 สงผลใหเซลลมี 

growth rate เพิ่มมากขึ้น ยิ่งกวานี้ยังพบวาเมื่อ transfect เซลลดวย MZF1 เขาไปใน athymic 

mice ทําใหเซลลมกีารพัฒนาไปเปน fibrosarcomas ดวย [117] ใน In vitro เมื่อทําการ transfect 

MZF1 เขาไปในเซลล NIH3T3 พบวาเซลลสูญเสีย contact inhibition และพบอีกวาการเกิด 

proliferation ของเซลล NIH3T3 fibroblast ในจะเพิ่มข้ึนอยางชัดเจนเมื่อใหรวมกับ CTGF และ

เมื่อทําการศึกษาตอไปในสัตวทดลองพบวาการให MZF1 รวมกับ CTGF  จะกระตุนใหเกิด 

fibroblast proliferation และ granulation tissue formation [118] จากหลักฐานตางๆที่กลาวมา

เปนไปไดวาบทบาทของ MZF1 นาจะมีผลเกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน CTGF  

นอกจากนี้ยังพบวาผูปวย IHD 1 คนพบ C>G substitution ที่ตําแหนง -132 โดย

ที่ตําแหนงนี้มีความใกลเคียงกับ Pbx-1 homeo domain box ซึ่งคาบเกี่ยวดานการควบคุมการ

แสดงออกของยีนระหวาง Pbx และ Hox ในการควบคุมรูปแบบการกําหนด anterior-posterior 

และการพัฒนาของเอมบริโอ [15] และ CTGF ก็เปนยีนที่เกี่ยวของกับการพัฒนาของเอมบริโอดวย 

ในปจจุบันยังไมมีการศึกษาถึงบทบาทของ -132C>G substitution ในการแสดงออกดานใดๆเลย

อาจเปนไปไดวาตําแหนงนี้อาจสงผลตอ susceptibility, severity และผลทางคลินิกของโรคได 

susceptibility, severity และผลทางคลินิกของโรคไดเชนกัน  
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เมื่อทําการทดลองในตําแหนง -447 และ -132 ของยีน CTGF ในกลุมประชากร

คนไทยพบวาที่ตําแหนง -447 ในกลุมผูปวยมี Genotype แบบ heterozygous GC สูงกวาในกลุม

ควบคุม (p –value = 0.04) โดยมี genotype frequency แบบ homozygous GG ในกลุมควบคุม

คือ 92.25 % และในกลุมผูปวย คือ 83.33 % แบบ heterozygous GC ในกลุมควบคุมเทากับ 

7.75 % และกลุมผูปวยเทากับ 16.67 % ซึ่งในการทดลองที่มีมากอนหนานี้ในโรค IHD [15] ก็มีคา

ของ genotype frequency ใกลเคียงกัน คือ ในแบบ homozygous GG ในกลุมควบคุมเทากับ 

86.6% ในกลุมผูปวยคือ 84.4% แตสําหรับแบบ heterozygous GC ในกลุมที่มีรายงานมากอน

หนานี้มีความแตกตางกันกับกลุมผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตัน คือ มีคาในกลุมควบคุมเทากับ 13.3 % 

และกลุมผูปวยมีคาเทากับ 15.6 % ซึ่งในการทดลองนี้ไมมีความแตกตางกันระหวาง genotype 

แบบ heterozygous GC ระหวางกลุมควบคุมและกลุมผูปวย เปนที่นาสังเกตวาทั้งในการทดลองที่

มีรายงานมากอนหนาและในการทดลองนี้ตรวจไมพบบุคคลที่มี genotype CC เลยทั้งในกลุม

ผูปวยและกลุมควบคุม 

เมื่อนําขอมูลจากการศึกษามาคํานวณคา Odds ratio เพื่อคํานวณหาวาบุคคล

หนึ่งหากมี genotype แบบ GC จะมีความเสี่ยงตอการเกิดโรคทอน้ําดีตีบตันเปนเทาใด พบวาได

คาเปน 2.38 และมีคา 95%CI อยูระหวาง 0.96-5.98 เนื่องจากคา 95%CI มีคา 1 ตกอยูในชวง

ดังกลาวดวย แสดงวาอัตราเสี่ยงของการเกิดโรคในกลุมผูมี genotype GC เทากับอัตราเสี่ยงของ

การเกิดโรคในกลุมที่ไมมี genotype GC  

เมื่อทําการศึกษาความสัมพันธระหวาง polymorphism ตําแหนง -447 

เปรียบเทียบกับระดับความรุนแรงของโรคในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันโดยแบงระดับความรุนแรง

ของโรคตามคา Total bilirubin พบวา polymorphism แบบ GC ไมมีความสัมพันธกับระดับความ

รุนแรงของโรคหรือระดับพังผืดในตับของผูปวย (p –value = 0.623) 

ในการศึกษา polymorphism ในตําแหนง -132 ของยีน CTGF  พบวาเมื่อทําการ

ทดลองแลวในกลุมประชากรของคนไทยทั้งกลุมควบคุมและกลุมผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันพบวาที่

ตําแหนงนี้มีการจัดเรียงตัวของลําดับเบสที่แตกตางไปจากกลุมประชากรที่มีรายงานไวใน

การศึกษากอนหนาซึ่งเปนกลุมประชากรเนเธอรแลนด [15] ดังนั้นตําแหนงนี้จึงไมเปน 

polymorphism ในกลุมประชากรไทย ภายหลังจากการรายงานการศึกษาในกลุมประชากร

คอเคซอยดหลังจากนั้น 1 ปไดมีรายงานของลําดับเบสในสวน CTGF promoter gene ตั้งแต

ตําแหนง -499 ถึง +100 ซึ่งทําการศึกษาในประชากรชาวญี่ปุนและมีพื้นฐานทางพันธุกรรม

ใกลเคียงกับประชากรไทยพบวาที่ตําแหนง -132 ในประชากรชาวญี่ปุนมีการเรียงลําดับเบสที่

เหมือนกับประชากรชาวไทย [119] 
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ในการศึกษาระดับ CTGF ในเลือดดวยวิธี ELISA นั้นไมสามารถวัดระดับปริมาณ

โปรตีนในเลือดไดเนื่องจากระบบไมมีความไวพอในการแยกระดับปริมาณโปรตีน 
วิจารณผลการทดลอง 

การศึกษาความถี่ของ genotype และ allele ในตําแหนง polymorphic site ของ 

CTGF promoter gene ในตําแหนง -447G>C พบวาการเกิด polymorphism ที่ตําแหนงนี้ไม

เกี่ยวของกับระดับความรุนแรงของโรคหรืออัตราการเกิดพังผืดในตับของผูปวยแตละคน ซึ่งมีความ

เปนไปไดเนื่องจากเมื่อตรวจสอบลําดับการเรียงตัวของเบสที่เปน recognition site ของ MZF-1 ใน

มนุษยแลวพบวามี recognition site เปน NGNGGGGA [120] จะสังเกตเห็นวาตําแหนงแรกของ 

recognition site คือตัว N ซึ่งหมายถึงเบสใดๆก็ได และตําแหนงนี้ตรงกับตําแหนง polymorphic 

site ของ -447G>C พอดี ดังนั้นอาจเปนไปไดวาไมวาจะมีการเปลี่ยนเบสเปนแบบใด เชนมีการ

เปลี่ยนเบสแบบ G ไปเปนแบบ C ดังที่ตําแหนง -447 ก็ไมนาจะมีผลตอการเปลี่ยนแปลงระดับ 

transcription ของยีน และจากการคํานวณคา odds ratio เพื่อคํานวณหาวาบุคคลหนึ่งหากมี 

genotype แบบ GC จะมีความเสี่ยงตอการเกิดโรคทอน้ําดีตีบตันเปนเทาใดนั้นไดคาเปน 2.38 

และมีคา 95%CI อยูระหวาง 0.96-5.98 ซึ่งตามทฤษฎีแลวจะถือวาไมมีนัยสําคัญทางสถิติ แตจาก

คา 95%CI มีคาลางอยูที่ 0.96 และคาบนอยูที่ 5.98 สังเกตไดวาคามีแนวโนมที่จะมีความเสี่ยง

มากกวาจึงอาจถือไดวาบุคคลที่มี genotype แบบ GC มีแนวโนมที่จะมีความเสี่ยงตอการเกิดโรค

ทอน้ําดีตีบตันมากกวาบุคคลที่ไมมี genotype แบบ GC  

จากการศึกษาความถี่ของ genotype และ allele ที่ตําแหนง -132C>G ไมพบวา

มี polymorphism ที่ตําแหนงนี้ในกลุมประชากรชาวไทยที่ทําการศึกษาซึ่งลําดับการเรียงตัวของ

เบสเรียงแบบเดียวกับกลุมประชากรชาวญี่ปุน แตเรียงตางกับกลุมประชากรชาวเนเธอรแลนด 

แสดงใหเหน็วาตําแหนงนี้อาจไมมีความสําคัญตอการเกิดโรคทอน้ําดีตีบตันเนื่องจากอุบัติการณใน

การเกิดโรคทอน้ําดีตีบตันมีความใกลเคียงกันทั่วโลก [18-22] และความแตกตางกันนี้ยิ่งแสดงให

เห็นวาตําแหนงนี้อาจไมเกี่ยวของกับความแตกตางกับระดับของพังผืดในตับที่แตกตางกันในผูปวย

ทั้งนี้เนื่องจากผูปวยทุกคนมีการเรียงลําดับเบสที่ตําแหนงนี้เปนรูปแบบเดียวกัน 

ในการศึกษาระดับ CTGF ในเลือดไดทําการวัดระดับโปรตีนโดยวิธี sandwich 

ELISA แตเนื่องจากไมมีชุดตรวจวัดระดับโปรตีน CTGF สําเร็จรูปจําหนายจึงไดทําการพัฒนาชุด

ตรวจเอง และจําเปนตองใช capturing, detecting antibody และ recombinant human CTGF

จากการศึกษาที่ผานมาเกี่ยวกับการวัดระดับโปรตีนตัวนี้ในตางประเทศใช antibody ทั้งสองตัว

และ recombinant human CTGF ที่ใชเปน standard จากบริษัท FibroGen ซึ่งเปนบริษัทคนควา

พัฒนายา โดยไดติดตอขอ recombinant human CTGF และ antibody ทั้งสองตัวจากบริษัทแต

ไมไดรับการตอบรับใดๆ  จึงจําเปนที่ตองสั่งซื้อ antibody จากบริษัท R&D และ recombinant 
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human CTGF จากบริษัท MBL แตเนื่องจากบริษัท FibroGen ไดจดลิขสิทธิ์เกี่ยวกับ antibody ทั้ง

สองตัวไวทําใหบริษัทอื่นๆไมสามารถผลิต antibody ที่จําเพาะกับสวนที่ทางบริษัท FibroGen จด

ลิขสิทธิ์ไวกอนได ดังนั้น antibody ทั้งสองตัวที่ไดสั่งซื้อจากบริษัท R&D จึงจําเพาะกับโปรตีนคน

ละสวนกับของทางบริษัท FibroGen และตัว capturing antibody ที่สั่งซื้อไดระบุไวในขอบงใชวา

สําหรับการตรวจสอบแบบ direct ELISA สวน detecting antibody ไดระบุวาใชสําหรับ western 

blot ซึ่งไมไดระบุโดยตรงวาใชไดกับ sandwich ELISA อยางไรก็ตามทางบริษัท R&D ไดทดลองใช 

antibody 2 ตัวนี้ในการทํา sandwich ELISA ซึ่งสามารถตรวจสอบ recombinant human CTGF 

ได แตไมไดทดลองกับตัวอยางซีรัมจริงและไมไดมีการทดลองเพิ่มเติมไปมากกวานี้ จึงไดนํา 

antibody ทั้งสองตัวมาพัฒนาชุด sandwich ELISA แตก็มีขีดจํากัดคือผลที่ไดรับไมสามารถ

ตรวจวัดระดับของ CTGF อันเปนคาที่ถูกตองไดเนื่องจาก recombinant human CTGF ซึ่งใชเปน

ตัวเปรียบเทียบระดับของ CTGF นั้นใหคาจากการวัดความเขมแสง (OD) ซึ่งวัดที่ความยาวคลื่น 

405 nm ไมตางกันระหวางคาปริมาณโปรตีนที่แตกตางกัน ในการทดลองที่ผานมาไดทดสอบ

ปริมาณโปรตีนไปแลว 8 ความเขมขนดวยกันคือ 0, 0.1, 1, 10, 50, 100, 200 ng/ml และ 1 μg/ml 

พบวาปริมาณโปรตีนที่ตางกันทั้งหมดใหคาจากการวัดความเขมแสงไมตางกัน นอกจากนี้เมื่อ

นําไปทดสอบดวยซีรัมของกลุมควบคุมซ่ึงเปนบุคคลปกติจํานวน 4 รายและมีอายุใกลเคียงกับกลุม

ผูปวย คาที่ไดควรจะมีคาของปริมาณโปรตีนอยูที่นอยกวา 0.5 ng/ml [121] แตคาที่วัดไดใหคาวัด

ความเขมแสงเทากับ recombinant human CTGF ความเขมขนโปรตีนท่ี 200 ng/ml ผลการ

ทดลองที่ไดจึงใหคาของกลุมควบคุมผิดหลักความเปนจริงดังภาพที่ 23 

  

 

 

 

 

 

ภาพที่ 23 ระดับซีรัม CTGF ในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันและกลุมควบคุมที่มีสุขภาพดี [121] 

 จากภาพที่ 22 รายงานผลการตรวจสอบระดับของ CTGF ในซีรัมโดยใช sandwich 

ELISA ในกลุมประชากรชาวญี่ปุน เห็นไดวากลุมควบคุมมีคาเฉลี่ยอยูที่นอยกวา 0.5 ng/ml กลุม

ผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันแบงดวยคา liver function test ออกเปน 3 กลุมซ่ึงคาที่มากที่สุดของกลุม



 62 

ผูปวยอยูที่ 220.90 ng/ml จากหลักฐานดังกลาวจึงเปนไปไมไดที่คาของระดับโปรตีนในกลุม

ควบคุมจะมีคาเทากับผูปวยที่มีคาของโปรตีนมากที่สุด นอกจากนี้ยังประสบปญหา background 

สูงแตไมสามารถปรับลดไดเนื่องจากคา OD ที่วัดไดอยูในระดับตํ่า อยางไรก็ดีไดทําการแกปญหา

ดังกลาวดังนี้ 

สัญญาณต่ํา    

 - ปรับระยะเวลา incubate ใหมากขึ้น ผลที่ไดคือ สัญญาณยังคงต่ําแตให background 

สูงขึ้น 

- ตรวจสอบ activity ของ substrate และ conjugate แลววาสามารถใชตรวจสอบได 

- อาจมีสารประกอบบางอยางในตัวอยางที่ทดลองรบกวน antibody ที่ coat ไวที่ ELISA 

plate จึงทําการ dilute ซีรัมแตใหผลไมคอยแตกตางกับไม dilute มากนักอีกทั้งในสวนของ 

recombinant human CTGF ซึ่งคอนขางบริสุทธิ์ก็ใหผลเชนเดียวกัน  

- ตรวจสอบแลววาปริมาณของสารที่ใชในการทดลองทั้งหมดไดใชตามชวงที่บริษัทได

แนะนําไว  

Background สูง  

- ไดเพิ่มปริมาตรของ blocking solution เวลาในการ incubate และเปลี่ยนชนิดของ 

blocking solution เปนหลายชนิดแลวแตใหผลคงเดิม 

 - ไดปรับความเขมขนของ conjugated second antibody โดยทําการลดความเขมขนของ 

ลงแลวแตก็ยังคงให background สูงเชนเดิม 

 - ใช detergent ที่แรงขึ้นก็ยังสงผลใหเกิด high background อยู 

 ซึ่งจากการปรับเปลี่ยนตามขั้นตอนตางๆแลวก็ยังใหผลคงเดิมอยูนั่นคือสัญญาณต่ํา 

background สูง และไมสามารถตั้งคา standard ได เมื่อไดทําการทดลองเพิ่มสัญญาณก็จะทําให 

background สูงขึ้นตามไปดวย เมื่อ background สูงแลวทําการเพิ่มความแรงของ detergent ทํา

ให background ลดลงแตก็ทําใหสัญญาณหายไป อีกทั้งปริมาณของโปรตีนในซีรัมของกลุม

ควบคุมปกติใหคาที่สูงเกินความเปนจริงไดลอง dilute ซีรัมลงครึ่งหนึ่งใหผลไมตางกับไม dilute 

ดวยเหตุนี้จึงไมยังสามารถพัฒนาชุดตรวจสอบได 

 และเนื่องจากปจจุบันนี้ยังไมมีชุดตรวจสอบสําเร็จรูป (Kit) จําหนาย ซึ่งบางการทดลองได

มีการ induce antibody ในหนูข้ึนมาใช แตสําหรับการทดลองนี้ไดซื้อ antibody ซึ่งมีความจําเพาะ

กับสวนที่แตกตางกันของโปรตีน CTGF ใช standard ที่ผลิตเพื่อจําหนายและไดมาจากคนละ

แหลงกับ antibody ซึ่งตามหลักแลวไมนาจะมีความแตกตางกันในการใหผลของการตรวจสอบ

ปริมาณโปรตีน การพัฒนาชุดตรวจสอบสําเร็จรูปสําหรับโปรตีน CTGF เพื่อจําหนายนี้อาจเปนไป

ไดยากเนื่องจากติดปญหาลิขสิทธิ์ของบริษัท FibroGen ที่มุงพัฒนายามากกวาที่จะผลิตเพื่อ
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การคาอีกทั้งหากจะผลิต antibody ที่จําเพาะกับสวนเดียวกับของทางบริษัท FibroGen ซึ่งใหผล

การทดลองที่ดีก็ทําไมไดเนื่องจากติดปญหาลิขสิทธิ์เชนเดียวกัน 

 อยางไรก็ตามจากผลการทดลองในสวนที่ไดทําการทดลองไปแลวซึ่งพบวาความแตกตาง

ทางพันธุกรรมไมมีความสัมพันธกับระดับความรุนแรงของโรคดังนั้นก็อาจจะไมสงผลใหปริมาณ

โปรตีนเปลี่ยนแปลงจนสงผลกระทบตอการแสดงออกของพังผืดที่แตกตางกันในแตละบุคคลได 

ดังนั้นการทําการวัดระดับ CTGF ดวย ELISA ก็อาจไมจําเปนที่จะตองทําการทดลอง 

โดยสรุปคือพบ polymorphism ที่ตําแหนง -447 ในกลุมผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตันมีรูปแบบ

ของ Genotype GC สูงกวากลุมควบคุม (p –value = 0.04) โดยบุคคลที่มี Genotype GC ใน

ตําแหนงของ  -447CTGF promoter gene มีความเสี่ยงตอการเกิดโรคทอน้ําดีตีบตันไมแตกตาง

ไปจากบุคคลที่ไมมี genotype แบบนี้ และความแตกตางทางพันธุกรรมที่ตําแหนงนี้ไมมีความ

เกี่ยวของกับระดับความรุนแรงของการทํางานของตับในผูปวยโรคทอน้ําดีตีบตัน 
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บัฟเฟอร และ สารละลาย 

 
1. Lysis Buffer I 

          Sucrose   109.54   g 

         1.0 M Tris-HCl (pH 7.5) 10    ml 

         1.0 M MgCl2   5     ml 

        Triton X-100 (pure)  10     ml 

      Distilled water เปน                    1000                             ml  

ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บในตูเย็นที ่4°C 

2. Lysis Buffer II 

 5.0 M NaCl   15     ml  

 0.5 M EDTA (pH 8.0)  48    ml 

       Distilled water เปน                    1000                             ml  

ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

3. 20 mg/ml Proteinase K 

              Proteinase K                              2        ml   

              Distilled water เปน                     1    ml 

ผสมสารละลายใหเขากันแลวเก็บในตูเย็นที่ -20°C 

4. 10% SDS solution 

  Sodium dodecyl sulfate 10    g 

      Distilled water เปน                    100                               ml  

ผสมสารละลายใหเขากันแลวเก็บที่อุณหภมูิหอง 

5. 25:24:1 (v/v) Phenol/chloroform/isoamyl alcohol 

Phenol    25    volume 

Chloroform    24    volume 

Isoamyl alcohol   1    volume  

ผสมสารละลายใหเขากันแลวเก็บใสในขวดที่ฆาเชื้อแลวในตูเย็นที ่4°C 
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6. 7.5 M Ammonium acetate (CH3COONH4) 

 Ammonium acetate                     57.81   g 

 Distilled water                             80   ml 

ปรับปริมาตรใหเปน 100 ml ดวยน้ํากลั่นจากนัน้นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave 

      7.  20 μg/ml glycogen 

  Glycogen         4    g 

Distilled water       1    ml                                            

8. 1.0 M Tris-HCl 

              Tris base                                    12.11    g 

เติม Distilled water และปรับ pH ใหเปน 7.5 ดวย HCl 

        Distilled water เปน                     100                            ml  

ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บที่อุณหภมูิหอง 

9. 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

              Disodium ethylenediamine tetraacetate.2H2O         186.6  g 
เติม Distilled water และปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย NaOH 

       Distilled water เปน                                                   1000          ml 

ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บที่อุณหภมูิหอง 

10. 1.0 M MgCl2 solution 

               Magnesium chloride.6H2O            20.33   g 

              Distilled water เปน                          100   ml  

      ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บที่อุณหภูมิหอง 

11. 5 M NaCl solution  

Sodium chloride         29.25   g 

              Distilled water เปน                            100   ml 

ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บที่อุณหภมูิหอง 
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12. 10X Tris borate buffer (10X TBE buffer) 

 Tris-base                   100   g 

 Boric acid                   55    g 

              0.5 M EDTA (pH 8.0)                         40                             ml 

ปรับปริมาตรใหเปน 1,000 ml ดวยน้าํกลัน่ที่ฆาเชื้อแลวจากนั้นผสมใหเขากนัแลวเก็บที่

อุณหภูมิหอง 

13. 6X loading dye 

Bromphenol blue        0.25   g 

 Xylene cyanol               0.25   g 

 Glycerol                      50    ml 

 1M Tris (pH 8.0)                             1    ml 

              Distilled water เปน                           100   ml 

ผสมใหเขากนัแลวเก็บในตูเย็นที่อุณหภูม ิ4°C 

14. 2% Agarose gel (w/v) 

 Agarose            2     g 

             1X TBE เปน                                         100    ml 

ละลายดวยการอุนในเตาไมโครเวฟจากนัน้ผสมใหเขากนัจนเจลละลายจนหมด 

15. SOB Medium  

 Tryptone            20    g 

yeast extract            5    g  

 NaCl            0.5   g  

 250 mM KCl          10       ml 

  Distilled water เปน            1    L 

นําไปฆาเชื้อดวย autoclave 

16. SOC medium  

 SOB ที่ม ี2 M MgCl2 และ 1.0 M glucolin 
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17. LB agar  

 NaCl              10   g 

 Tryptone             10   g 

 Yeast extract              5   g 

 Agar                15   g 

  Distilled water เปน             1   L 

ปรับ pH ใหเปน 7.0 ดวย 5 N NaOH แลวนําไปฆาเชื้อดวย autoclave 

       18. LB broth 

NaCl              10   g 

 Tryptone             10   g 

 Yeast extract              5   g 

Distilled water เปน             1   L 

ปรับ pH ใหเปน 7.0 ดวย 5 N NaOH นําไปฆาเชื้อดวย autoclave 

19. Ampicillin stock solution (100 mg/ml) 

   Ampicillin sodium salt   5   g 

   Deionized water   50   ml 

(ใช Filter-sterilize เก็บไวที ่-20°C) 

 20. IPTG stock solution (100 mM) 

  Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside  238.3  g 

Deionized water     10  ml 

(ใช Filter-sterilize เก็บไวที ่-20°C) 

       21. 200 μg/ml Anti-human CTGF C-terminal peptide antibody 

ละลาย 100 μg ของ Anti-human CTGF C-terminal peptide antibody ดวย 

sterile PBS ปริมาตร 0.5 ml แลวเก็บที่ -20°C 

22. 200 μg/ml Recombinant human CTGF 

ละลาย 20 μg ของ Recombinant human CTGF ดวย Deionized water ที่ผาน

การฆาเชื้อปริมาตร 100 μl แลวเก็บที ่-20°C 
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       23. 50 μg/ml Biotinylated anti-human CTGF C-terminal peptide antibody 

ละลาย 50 μg ของ Biotinylated anti-human CTGF C-terminal peptide 

antibody ดวย sterile Tris-buffered saline pH 7.3 (20 mM Trizma base, 150 mM 

NaCl) ที่ประกอบดวย 0.1% BSA ปริมาตร 1 ml  

      24. 1.5 μg/ml alkaline phosphatase -conjugated streptavidin  

ละลาย alkaline phosphatase -conjugated streptavidin ปริมาตร 1.5 μl ใน 

50 mM Tris-buffered saline, pH 7.5 โดยเติมใหครบ 1 ml 

      25. 10 mM Sodium carbonate, pH 9.6 

  Na2CO3   0.159  g 

  NaHCO3   0.293  g 

Distilled water เปน  100  ml 

      26. 50 mM Tris-buffered saline, pH 7.5 

  Tris HCl    6.35   g 

  Tris Base    1.18  g 

  NaCl     8.77   g 

  Distilled water     800   ml 

 ปรับ pH ใหเปน 7.5 แลวเติมน้ํากลั่นฆาเชื้อใหครบ 1 L 

      27. 100 mg/ml p-nitrophenyl phosphate stock solution (Zymed, USA) 

 ละลาย PNPP 100 mg ดวย deionized water ที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 1 

ml จากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิ 4°C  
      28. 1 mg/ml p-nitrophenyl phosphate (Zymed, USA) 

เตรียม 0.1 M 2 amino-2-methyl 1,3 –propanotiol, pH 10.3 โดยนํา substrate 

buffer ปริมาตร 1 ml ผสมกับ Distilled water 9 ml จากนั้นนํา 100 mg/ml                   

p-nitrophenyl phosphate stock solution ที่เตรียมไวปริมาตร 100 μl ผสมกับ 0.1 M 2 

amino-2-methyl 1,3 –propanotiol, pH 10.3 ปริมาตร 10 ml ผสมใหเขากันเก็บที่ 4°C 
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  29. พลาสมิด pGEM-T (pGEM-T Easy Vector System (Promega, USA)) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวภัทรธิดา สงวนหมู เกิดเมื่อวันอาทิตย ที่ 17 พฤษภาคม พ.ศ. 2524 ที่

จังหวัดกรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนปลายโดยเปนนักเรียนโครงการ

ลงทะเบียนเรียนตามเวลาและความสามารถ (ลบส.) จากโรงเรียนเตรียมอุดมศึกษาพัฒนาการ ใน

ระดับปริญญาตรี ไดรับคัดเลือกเขาศึกษาตอในโครงการรับนิสิตดวยวิธีพิเศษ (วพ.1) ในป

การศึกษา 2542 จากคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย สาขาพันธุศาสตร สําเร็จ

การศึกษาในปการศึกษา 2545 และสําเร็จการศึกษาจากคณะมนุษยศาสตร มหาวิทยาลัย

รามคําแหง สาขาภาษาไทย ในปการศึกษา 2547 ระดับปริญญาโทไดเขาศึกษาในหลักสูตร    

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิทยาศาสตรการแพทย แขนงอณูชีววิทยาและพันธุศาสตร คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และจบการศึกษาในปการศึกษา 2548 
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