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บทคัดย่อ 

 เซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS เป็นโมเดลท่ีถูกใช้ในการศึกษากลไกการอักเสบ 
ซึ่งมีหลายกลุ่มวิจัยได้น ามาใช้เป็นโมเดลในการศึกษาสารออกฤทธิ์ต้านการอักเสบ โดยอาศัยเทคโนโลยีไมโคร
อาร์เรย์ท่ีสามารถน ามาใช้ในการตรวจวัดการตอบสนองของยีนท้ังหมดภายในเซลล์ในช่วงเวลาเดียวกัน ซึ่ง
ข้อมูลท่ีได้จากการตรวจวัดระดับของ mRNA ภายในข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีมีการศึกษากันเป็นจ านวนมากนั้น
ถูกรวบรวมไว้ในฐานข้อมูลสาธารณะ ข้อมูลไมโครอาร์เรย์เหล่านี้สามารถน ามาใช้ในการศึกษาด้วยเครื่องมือ
ทางชีวสารสนเทศหรือการศึกษาทางด้านชีววิทยาเชิงระบบ เพื่อค้นหากลไกการตอบสนองการอักเสบของเซลล์
แมคโครฟาจอย่างเป็นระบบได้ เครื่องมือท่ีส าคัญท่ีน ามาใช้ในการวิจัยครั้งนี้ได้แก่ เครื่องมือทางชีวสารสนเทศ
ท่ีเกี่ยวข้องกับการคัดเลือกยีน การสร้างเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ของการแสดงออกร่วม การสร้างเครือข่ายการ
ควบคุมการแสดงออกของยีน การบูรณาการข้อมูลทางชีวภาพ รวมถึงการแปลผลทางชีวภาพ เพื่อท าการ
ค้นหาเครือข่ายย่อยและชุดยีนท่ีน่าสนใจซึ่งมีการตอบสนองต่อการอักเสบ จากผลการคัดเลือกท าให้ได้ยีน 
SOCS3 ท่ีผ่านยืนยันผลในระดับห้องปฏิบัติการโดยการตรวจวัดระดับการแสดงออกด้วยเทคนิค real-time 
PCR ซึ่งยีน SOCS3 นี้เป็นยีนท่ีจะแสดงออกเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมในเชิงลบของการตอบสนอง
ในระบบภูมิคุ้มกัน กล่าวโดยสรุปนั้นชีววิทยาเชิงระบบสามารถน ามาใช้ในการค้นหาองค์ความรู้ใหม่ภายใต้การ
วิเคราะห์ข้อมูลขนาดใหญ่ท่ีไม่สามารถวิเคราะห์ได้ภายใต้วิธีการพื้นฐานท่ัวไป ซึ่งน าไปสู่การค้นพบกลุ่มยีนใหม่
จากชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีท าให้สามารถน ามาสร้างโมเดลเพื่อท าความเข้าใจกลไกในระดับโมเลกุลของการ
ตอบสนองการอักเสบได้ 
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Abstract 

 Macrophage RAW264.7 stimulated with LPS is a model to learn about the mechanism 
of inflammation. It was used by several research groups for testing anti-inflammatory 
compounds by using microarray technology. This technique can simultaneously detect the 
response on whole cell in interesting condition by measurement of mRNA levels. There was 
a huge of submitted microarray datasets of LPS-stimulated macrophage in public database. 
These data can be used for analysis with several bioinformatics tools or system biology 
approach to investigate the mechanism of inflammatory response in murine macrophage. 
Gene selection, co-expression network, gene regulatory network, biological data integration, 
and biological interpretation techniques were used in this study for finding some interested 
modules and their responsive genes. One selected inflammatory responsive gene, SOCS3, 
has already validated with real-time PCR to measure its expression level on time-series. 
SOCS3 is gene that encoded for suppressor of cytokine signaling protein which is negative 
regulator of immune responses. In conclusion, system biology can be used to discovered 
more knowledge which are concealed under a huge of data that cannot be found by 
conventional methods. This leads to find a novel responsive gene from the traditional public 
microarray data that make a new model for understanding the mechanism of inflammatory 
response. 
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 โครงงานวิจัยฉบับนี้สามารถส าเร็จลุล่วงได้ด้วยดีจากการช่วยเหลือและร่วมกันท างานของนิสิตระดับ
ปริญญาตรีท่ีท าโครงงานวิจัยระดับปริญญาตรีสาขาชีวเคมีร่วมกัน ได้แก่ นายวันเฉลิม จินอู๋,  นายเทพพนม 
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ศึกษาต่อในระดับปริญญาโท สาขาวิทยาศาสตร์ชีวภาพท่ีถือว่าเป็นหัวแรงหลักของการท าโครงงานวิจัยครั้งนี้ 
เนื่องจากต้องพบอุปสรรคมากมายโดยเฉพาะเรื่องของเครื่องมือและอุปกรณ์การวิจัย และขอขอบพระคุณ   
รองศาสตราจารย์ ดร. กล่าวขวัญ ศรีสุข ท่ีเป็นให้เกียรติเป็นผู้ร่วมโครงงานวิจัย พร้อมท้ังลูกศิษย์ท้ังระดับ
ปริญญาตรี ปริญญาโท และปริญญาเอก ในห้องปฏิบัติการเพาะเล้ียงเซลล์ ท่ีได้ช่วยเหลือในขั้นตอนของการ
ทดลองในระดับห้องปฏิบัติการ ท่ีต้องอาศัยความเช่ียวชาญและทักษะในการเพาะเล้ียงเซลล์และการท า
ปฏิบัติการท่ีต้องอาศัยเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุล ท าให้การท าวิจัยในห้องปฏิบัติการประสบผลส าเร็จลง
ได้ และขอขอบคุณผู้มีส่วนช่วยเหลืออื่นท่ีไม่ได้เอ่ยนาม โดยเฉพาะครอบครัวท่ีมีส่วนส าคัญ และเป็นแรงใจจน
สามารถท าเล่มรายงานเพื่อปิดโครงงานวิจัยนี้ลงได้ 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 
 

1.1  ควำมส ำคัญและท่ีมำของปัญหำท่ีท ำกำรวิจัย 

ชีววิทยาเชิงระบบ (systems biology) เป็นการศึกษาเพื่อท าการเข้าใจระบบและกลไกทางชีวภาพใน
แบบสหวิทยาการ ในการพิจารณาปฏิสัมพันธ์ระหว่างชีวโมเลกุล/สารเคมีภายในระบบทางชีวภาพ โดยอาศัย
การติดตามและตรวจวัดชีวโมเลกุล/สารเคมีท้ังระบบท่ีมีการแสดงออกภายใต้เซลล์หรือสภาวะท่ีศึกษา ซึ่งการ
ตรวจวัดดังกล่าวจะท าให้ได้ข้อมูลการแสดงออกของชีวโมเลกุล/สารเคมีเป็นจ านวนมากในการตรวจวัดพร้อม
กันเพียงครั้งเดียว (Kitano, 2002) จากการศึกษาข้อมูลรหัสพันธุกรรมระดับจีโนมท่ีมีเพิ่มมากขึ้นในส่ิงมีชีวิต
ชนิดต่างๆ โดยเฉพาะในมนุษย์และสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม ท าให้มีการน าข้อมูลรหัสพันธุกรรมระดับจีโนมนี้ไปใช้
ในการศึกษาเชิงหน้าท่ีระดับจีโนม (functional genomics) ท่ีมีความนิยมกันอย่างแพร่หลายก็คือ การน า
ข้อมูลรหัสพันธุกรรมระดับจีโนมมาออกแบบไมโครอาร์เรย์เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนท้ังหมดภายในเซลล์ 
หรือท่ีเรียกว่าทราสคริปโตมิกส์ (transcriptomics) โดยเฉพาะการศึกษาในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมท่ีมีความ
ใกล้ชิดกับมนุษย์คือหนู (murine) ท าให้ในปัจจุบันมีข้อมูลท่ีได้จากการศึกษาไมโครอาร์เรย์ของการแสดงออก
ของยีน โดยเฉพาะท่ีเกี่ยวข้องกับเซลล์แมคโครฟาจ ของหนูส าหรับศึกษากลไกการตอบสนองต่อสัญญาณจาก
ส่ิงแปลกปลอมของเซลล์จุลินทรีย์โดยเฉพาะไลโปโพลีแซคคาไรด์ ( lipopolysaccharide, LPS) นี้อยู่เป็น
จ านวนมาก (Gold, 2012 and Kollipara, 2010)  LPS นี้เป็นองค์ประกอบส าคัญของผนังเซลล์ช้ันนอกของ
แบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative bacteria) (Poltorak , 1998) ซึ่งก่อให้เกิดโรคท่ีเกี่ยวข้องกับการเกิด
การอักเสบในร่างกาย (inflammatory response) ได้ การรวบรวมข้อมูลท่ีได้จากการศึกษาไมโครอาร์เรย์ของ
การแสดงออกของยีนในประเด็นข้างต้นจากหลากหลายกลุ่มวิจัย จะท าให้เราสามารถสืบค้นกลไกท่ีสัมพันธ์กับ
การตอบสนองของเซลล์แมคโครฟาจของหนูต่อ LPS หรือกลไกท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบได้ดีมากยิ่งขึ้น 

จากข้อมูลไมโครอาร์เรย์การแสดงออกของยีน ท่ีเป็นการตรวจวัดชนิดและปริมาณอาร์เอ็นเอท่ีถูกสร้าง
ขึ้นมาของส่ิงมีชีวิตภายใต้สภาวะท่ีศึกษาในขณะช่วงเวลาใดเวลาหนึ่ง ซึ่งการศึกษาไมโครอาร์เรย์นี้ขึ้นอยู่กับ
ความเข้าใจข้อมูลพันธุกรรมระดับจีโนมของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ รวมถึงการออกแบบไมโครอาร์เรย์ท่ีใช้ในการศึกษา
ว่าจะครอบคลุมยีนหรือรหัสพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตท่ีสนใจมากน้อยเพียงไร (Lipshutz, 1995 และ Schena, 
1995) นอกจากนั้นการใช้เพียงข้อมูลไมโครอาร์เรย์ของการแสดงออกของยีนอาจท าให้ได้ข้อมูลท่ีไม่ครบถ้วน
สมบูรณ์พอท่ีจะน ามาอธิบายกลไกการตอบสนองต่อ LPS ท่ีเกิดขึ้นภายในเซลล์แมคโครฟาจของหนูอย่างเป็น
ระบบได้ เนื่องจากเป็นการใช้ข้อมูลเพียงระดับเดียวคือปริมาณการแสดงออกของยีนในระดับปริมาณของอาร์
เอ็นเอเท่านั้น หากมีการใช้ข้อมูลการตรวจวัดชีวโมเลกุลชนิดอื่นภายในส่ิงมีชีวิต ท่ีส าคัญคือการใช้ข้อมูลการ
แสดงออกระดับโปรตีน หรือการตรวจวัดชนิดและปริมาณโปรตีนท่ีถูกสร้างขึ้นมาในเซลล์ภายใต้สภาวะและ
ช่วงเวลาท่ีสนใจ ก็จะท าให้การอธิบายกลไกการตอบสนองของเซลล์เป็นระบบท่ีมีความครบถ้วนสมบูรณ์เพิ่ม
มากยิ่งขึ้น (Ge , 2003)  จากการศึกษาโดย Chantimal (2012) ท่ีได้ท าการศึกษาการแสดงออกระดับโปรตีน 
(proteomics) ด้วยเทคนิค nano-LC-MS/MS ในเซลล์แมคโครฟาจของหนูในการตอบสนองต่อ LPS รวมท้ัง
ได้พิจารณาผลท่ีเกิดขึ้นของการใช้ EAMA (Ethyl 2-Acetyl-3-(4-hydroxy-3-Methoxyphenyl) Acetylate)  
ท่ีมีผลในการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องการผลิต   ไนตริกออกไซด์ (nitric oxide, NO) ซึ่งเป็น
ต้นตอของการอักเสบท่ีเกิดขึ้นได้ การศึกษาโดย Chantimal (2012) นี้นอกจากผลท่ีได้ข้างต้น ยังท าให้เรามี
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ข้อมูลการแสดงออกของโปรตีนท้ังหมดภายใต้สภาวะการตอบสนองต่อ LPS ของเซลล์แมคโครฟาจท่ีเรา
สามารถน ามาใช้เพื่อช่วยอธิบายกลไกลการตอบสนองได้อย่างสมบูรณ์มากยิ่งขึ้นนอกจากการใช้ข้อมูลการ
แสดงออกของยีนระดับอาร์เอ็นเอจากข้อมูลไมโครอาร์เรย์ 

การรวบรวมข้อมูลไมโครอาร์เรย์ของการแสดงออกของยีนท่ีศึกษ าเกี่ยวกับการตอบสนองต่อ LPS ใน
เซลล์แมคโครฟาจของหนู บนฐานข้อมูลสาธารณะ เช่น GEO (Edgar, 2002, Gene Expression Omnibus, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) จากหลากหลายกลุ่มวิจัย ช่วยท าให้เรามีข้อมูลท่ีน่าเช่ือถือมากยิ่งขึ้น 
เมื่อน ามาวิเคราะห์เพื่อค้นหายีนท่ีมีความส าคัญและสามารถอธิบายกลไกท่ีมีส่วนเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อ 
LPS ของเซลล์แมคโครฟาจของหนูได้ดีมากยิ่งขึ้นกว่าการใช้ข้อมูลจากกลุ่มวิจัยเพียงกลุ่มเดียว นอกจากนั้นผล
ท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยกระบวนการทางชีววิทยาเชิงระบบของข้อมูลไมโครอาร์เรย์ก็จะเป็นข้อมูลท่ีส าคัญท่ี
จะน ามาใช้ในการสร้างแพลตฟอร์มของรูปแบบการถ่ายทอดสัญญาณของการแสดงออกในระดับอาร์เอ็นเอ 
เพื่อน ามาใช้บูรณาการร่วมกับข้อมูลการศึกษาการแสดงออกระดับโปรตีน ซึ่งเป็นข้อมูลท่ีได้จากการศึกษาโดย
ทีมงานผู้วิจัย ก็จะท าให้เราสามารถหายีนหรือโปรตีนเป้าหมายเพื่อน ามาตรวจสอบและยืนยันผลเพิ่มเติมทาง
ห้องปฏิบัติการ เพื่อท าการตรวจวัดปริมาณการแสดงออกของยีนและโปรตีนเป้าหมายเหล่านั้น ซึ่งจะท าให้เรา
สามารถท าความเข้าใจและอธิบายกลไกการตอบสนองต่อ LPS ในเซลล์แมคโครฟาจของหนูท่ีสมบูรณ์มาก
ยิ่งขึ้น ซึ่งมีส่วนส าคัญต่อการพัฒนาแพลตฟอร์มส าหรับใช้ช่วยในการตัดสินใจส าหรับการศึกษาผลของสารสกัด
จากพืชสมุนไพร หรือสารสังเคราะห์ท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการอักเสบ ท่ีมีส่วนส าคัญต่อการเกิดการอักเสบ
ในหนูซึ่งเป็นโมเดลท่ีส าคัญต่อการพัฒนากลไกการรักษาโรคท่ีเกี่ยวข้องในมนุษย์ต่อไป  

 

1.2  วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1. เพื่อตรวจสอบข้อมูลไมโครอาร์เรย์ของการแสดงออกของยีนจากหลากหลายกลุ่มวิจัยบนฐานข้อมูล
สาธารณะท่ีศึกษาเกี่ยวกับการตอบสนองต่อ LPS ในเซลล์แมคโครฟาจของหนู ส าหรับน ามาใช้ค้นหา
กลุ่มของยีนเป้าหมาย พร้อมสร้างแพลตฟอร์มของการถ่ายทอดสัญญาณการแสดงออกระดับอาร์เอ็น
เอท่ีเกิดจากการบูรณาการกับข้อมูลทางชีวภาพระดับอื่นๆ ได้  

2. เพื่อพัฒนาแพลตฟอร์มของกลไกการตอบสนองต่อ LPS ในเซลล์แมคโครฟาจของหนู ส าหรับน ามา
เป็นโมเดลเพื่อใช้ในการศึกษาผลการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพร หรือสารสังเคราะห์ในการ
ยับย้ังการอักเสบ 

 

1.3  ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

1. ค้นหากลุ่มยีนเป้าหมายโดยอาศัยการบูรณาการร่วมกันของชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีได้จากฐานข้อมูล
สาธารณะ การใช้ข้อมูลการแสดงออกระดับโปรตีน และการใช้ข้อมูลทางชีวภาพระดับอื่นๆ มาพัฒนา
แพลตฟอร์มท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อ LPS ของเซลล์แมคโครฟาจหนู 

2. ท าการตรวจสอบแพลตฟอร์มของกลไกการตอบสนองท่ีสร้างขึ้นมา โดยการยืนยันผลการแสดงออก
ของยีนด้วยการตรวจวัดปริมาณอาร์เอ็นเอของยีนเป้าหมายจากกลไกท่ีถูกคัดเลือก ภายใต้การทดลอง
ในห้องปฏิบัติการ  
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3. น าแพลตฟอร์มท่ีได้ตรวจสอบและปรับปรุงแล้ว มาใช้ในการอธิบายกลไกการตอบสนองต่อ LPS ของ
เซลล์แมคโครฟาจ เพื่อน ามาใช้ช่วยตัดสินใจในการศึกษาผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพร หรือสาร
สังเคราะห์ท่ีมีต่อการยับยั้งการอักเสบต่อไปได้ 
 

1.4  ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รับ  
1. ได้กลุ่มยีนหรือโปรตีนเป้าหมายเพื่อน ามาใช้อธิบายกลไกท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อ LPS ใน

เซลล์แมคโครฟาจของหนูได้ 
2. การส่ังสมเทคโนโลยีและองค์ความรู้ทางชีวสารสนเทศทางการแพทย์ จะช่วยเพิ่มศักยภาพในการ

เผยแพร่เทคโนโลยี องค์ความรู้และบริการต่อสาธารณะ 
3. เผยแพร่องค์ความรู้ และบทความวิจัย ในรูปแบบส่ิงตีพิมพ์ และงานประชุมวิชาการในระดับชาติและ/

หรือนานาชาติ 

 

1.5  แผนกำรถ่ำยทอดเทคโนโลยีหรือผลกำรวิจัยสู่กลุ่มเป้ำหมำย 

การน าเสนอเป็นโปสเตอร์ บทคัดย่อ รายงานสืบเนื่องการประชุม ผ่านการประชุมวิชาการระดับชาติ
และนานาชาติ และบทความวิจัยในวารสารระดับชาติ ดังนี้ 

1. อรอนงค์ จันทุมมี ปราณี พรมคล้าย จิดาภา สอนศิริ เหมือนฝัน โวหารกล้า และพิทักษ์ สูตรอนันต์. 
(2559). การคัดเลือกกลุ่มยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อการอักเสบด้วยการจัดกลุ่มยีนและการ
วิเคราะห์เครือข่ายการแสดงออกของยีน. รายงานสืบเนื่องจากการประชุมวิชาการระดับชาติ 
“วิทยาศาสตร์วิจัย” ครั้งท่ี 8, วันท่ี 30 – 31 พฤษภาคม 2559, มหาวิทยาลัยพะเยา จังหวัดพะเยา, 
หน้า 241 – 246. (ภาคผนวก ก) 

2. กิตติพันธ์ ธาระเขตร์ ฐิติรัตน์ นุชศิลา เหมือนฝัน โวหารกล้า และพิทักษ์ สูตรอนันต์. (2559). การ
ค้นหายีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบจากข้อมูลไมโครอาร์เรย์โดยการคัดเลือกและการ
วิเคราะห์เครือข่ายการแสดงออกร่วม. รายงานสืบเนื่องจากการประชุมวิชาการระดับชาติ 
“วิทยาศาสตร์วิจัย” ครั้งท่ี 8, วันท่ี 30 – 31 พฤษภาคม 2559, มหาวิทยาลัยพะเยา จังหวัดพะเยา, 
หน้า 235 – 240. (ภาคผนวก ก) 

3. Wohankla, M., Srisook, K. and Soonanan, P. (2015). Identification of low differentially 
expressed responsive genes in microarray data of LPS-stimulated macrophage 
RAW264.7. The 27th Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology and 
International Conference (TSB2015). November 17-20, 2015 Mandarin Hotel Bangkok 
by Centre Point, Bangkok, Thailand. 752 – 757. (ภาคผนวก ข) 

4. เทพพนม อารัญภาณุ จรัญ รุ่งเรือง เหมือนฝัน โวหารกล้า และพิทักษ์ สูตรอนันต์. (2558). เครือข่าย
ความสัมพันธ์การแสดงออกร่วมของกลุ่มยีนในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 เมื่อถูกกระตุ้นด้วย 
LPS. รายงานสืบเนื่องจากการประชุมวิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตร์วิจัย” ครั้งท่ี 7, วันท่ี 30–31 
มีนาคม 2558, มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก, BI-P-048, 6 หน้า. (ภาคผนวก ค) 

5. Wohankla, M. and Sootanan, P. 2015. “Inflammatory network inferred from 
microarray time series data of LPS-stimulated macrophage”. PP17. The 1st 
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International Conference of Pharmaceutical Sciences and Medicines, 22 – 23 January 
2015, Burapha University, Thailand. (ภาคผนวก ง) 

6. วันเฉลิม จินอู๋ และพิทักษ์ สูตรอนันต์. (2557). กลไกการตอบสนองการอักเสบจากการวิเคราะห์
ข้อมูลไมโครอาร์เรย์. รายงานการประชุมวิชาการ การศึกษาทางพันธุศาสตร์และจีโนมิกส์ด้วยเครื่อง
วิเคราะห์ยุคใหม่, วันท่ี 29–30 กรกฎาคม พ.ศ. 2557, กรุงเทพฯ, 25 – 31. (ภาคผนวก จ) 

7. พศิกา ใบยา วิไลพร ศรีตะบุตร และพิทักษ์ สูตรอนันต์. (2557). เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของ
ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบจากข้อมูลไมโครอาร์เรย์. วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา ปีท่ี 
19 ฉบับพิเศษ การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัยครั้งท่ี 6, ISBN 0858-7612, 173–
184. (ภาคผนวก ฉ) 

8. เหมือนฝัน โวหารกล้า และพิทักษ์ สูตรอนันต์. (2557). การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในข้อมูลไม
โครอาร์เรย์ของเซลล์แมคโครฟาจท่ีถูกกระตุ้นด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์. รายงานสืบเนื่องจากการ
ประชุมวิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตร์วิจัย” ครั้งท่ี 6, วันท่ี 20 – 21 มีนาคม 2557, มหาวิทยาลัย
บูรพา จังหวัดชลบุรี, 195–200. (ภาคผนวก ช) 

9. Sootanan, P. 2014. “Responsive-gene finding of LPS-stimulated macrophage via 
network approaches in microarray data”. FO-02. The 4th International Biochemistry 
and Molecular Biology Conference, April 2-3, 2014, Bangkok, Thailand. (ภาคผนวก ซ) 

10. Wohankla, M. and Sootanan, P. 2556. “Comparative pathway-based analysis of gene 
expression profiles between two macrophages stimulated with LPS”. F_F0024. การ
ประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ครั้งท่ี 39, ศูนย์นิทรรศการและการ
ประชุมไบเทค, กรุงเทพฯ, ประเทศไทย, 21 – 23 ตุลาคม 2556, หน้า 176. (ภาคผนวก ฌ) 

11. Arunphanu, T., Rungrueng, J. and Sootanan, P. 2556. “Coexpression network 
approach to explain the response of LPS-stimulated RAW264.7”. F_F0026. การประชุม
วิชาการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ครั้งท่ี 39, ศูนย์นิทรรศการและการประชุมไบ
เทค, กรุงเทพฯ, ประเทศไทย, 21 – 23 ตุลาคม 2556, หน้า 177. (ภาคผนวก ฌ) 

12. Ginou, W., Wichanprecha, K. and Sootanan, P. 2556. “Finding differentially expressed 
genes with data mining tools in microarray data of LPS-stimulated macropage 
RAW264.7”. F_F0049. การประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ครั้งท่ี 39, 
ศูนย์นิทรรศการและการประชุมไบเทค, กรุงเทพฯ, ประเทศไทย, 21 – 23 ตุลาคม 2556, หน้า 186. 
(ภาคผนวก ฌ) 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎี และงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1  ทฤษฎี สมมุติฐำน (ถ้ำมี) และกรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัย  

ความรู้และเทคโนโลยีท่ีใช้ในการศึกษากลไกระดับโมเลกุลภายในส่ิงมีชีวิตได้มีการพัฒนามาอย่าง
ต่อเนื่องนับต้ังแต่ได้การเริ่มต้นศึกษาข้อมูลระดับจีโนมของมนุษย์ (Lander, 2001) ซึ่งถือเป็นจุดเริ่มต้นของ
การศึกษาและท าความเข้าใจกลไกภายในส่ิงมีชีวิตระดับจีโนม หรือท่ีเรียกว่า ชีววิทยาเชิงระบบ ซึ่งอาศัยข้อมูล
ระดับจีโนมท่ีได้ในการออกแบบการตรวจวัดชนิดและปริมาณของชีวโมเลกุลท่ีมีการแสดงออกในระดับต่างๆ 
เช่น การตรวจวัดชนิดและปริมาณการแสดงออกของยีนโดยการตรวจวัดอาร์เอ็นเอ และโปรตีน หรือการ
ตรวจวัดชนิดและปริมาณการแสดงออกของเมตาบอไลต์  เพื่อน ามาศึกษาผลของการเปล่ียนแปลงหรือการ
ตอบสนองของสภาวะท่ีศึกษา ซึ่งจะท าให้ได้ข้อมูลการแสดงออกของชีวโมเลกุลในแต่ละชนิดอย่างเป็นระบบ 
ท าให้เราสามารถท าความเข้าใจและอธิบายกลไก รวมถึงวิถีการส่งผ่านสัญญาณระดับโมเลกุลได้ครบถ้วน
สมบูรณ์ได้ดีขึ้นกว่าการศึกษาชีวโมเลกุลในแบบด้ังเดิมท่ีเป็นการศึกษาผลการเปล่ียนแปลงหรือการตอบสนอง
ของชีวโมเลกุลเพียงชนิดเดียวหรือกลุ่มเดียว (Kitano, 2002)  

เทคโนโลยีไมโครอาร์เรย์เป็นเทคโนโลยีท่ีได้รับความนิยมเพื่อน ามาใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีน
จ านวนเป็นหลักหมื่นยีนในช่วงเวลาเดียวกัน โดยการตรวจวัดชนิดและปริมาณของอาร์เอ็นเอของยีนท้ังหมด
ภายใต้สภาวะท่ีสนใจ ซึ่งการพัฒนาเทคโนโลยีท่ีมีอย่างรวดเร็วและเป็นท่ีนิยมในการใช้งาน จึงท าให้มีการสร้าง
ข้อมูลจากการใช้งานไมโครอาร์เรย์ภายใต้สภาวะต่างๆ อยู่เป็นจ านวนมาก และมีการเก็บรวบรวมข้อมูลการ
แสดงออกของยีนด้วยไมโครอาร์เรย์เหล่านี้ในฐานข้อมูลสาธารณะซึ่งเป็นฐานข้อมูลเปิดท่ีนักวิจัยโดยท่ัวไป
สามารถเข้าไปดาวน์โหลดเพื่อน าไปใช้ในการศึกษาวิจัยได้ (Edgar, 2002) ซึ่งข้อมูลการแสดงออกของยีนด้วย
ไมโครอาร์เรย์ท่ีมีอยู่เหล่านี้ก็มีประเด็นการศึกษาวิจัยท่ีหลากหลาย และก็มีหลายกลุ่มวิจัยท่ีได้ท าการวิจัยใน
ประเด็นท่ีเหมือนหรือคล้ายกัน ดังนั้นจึงท าให้เกิดชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีได้จากการศึกษาวิจัยประเด็นท่ี
คล้ายคลึงกัน เช่น การศึกษาเกี่ยวกับกลไกการอักเสบ ซึ่งเป็นการศึกษาผลการตอบสนองต่อ LPS ในเซลล์แมค
โครฟาจของหนู ภายใต้สภาวะการทดสอบกับสารออกฤทธิ์หรือการยับยั้งยีนท่ีแตกต่างกันไป (Gold, 2012 
และ Kollipara, 2010) ซึ่งถือว่าเป็นการศึกษาท่ีเป็นโมเดลต้นแบบส าหรับศึกษาการตอบสนองต่อการอักเสบ
ของเซลล์สัตว์เล้ียงลูกด้วยนมท่ีจะมีการพัฒนาต่อเพื่อใช้ในการรักษาโรคท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบในมนุษย์
ต่อไป จากข้อมูลไมโครอาร์เรย์เหล่านี้ก็จะเป็นข้อมูลท่ีจะท าให้เราสามารถค้นหากลุ่มยีนหรือโปรตีนท่ีส าคัญต่อ
การตอบสนองต่อ LPS ในเซลล์แมคโครฟาจของหนู เพื่อน ามาใช้ในการพัฒนาแพลตฟอร์มท่ีมีการบูรณาการ
ข้อมูลร่วมกับข้อมูลการแสดงออกระดับโปรตีนท้ังหมดซึ่งเป็นข้อมูลของผู้ร่วมวิจัยของทางกลุ่มวิจัยเอง ซึ่งจะ
ท าให้ได้แพลตฟอร์มท่ีมีความครบถ้วนสมบูรณ์เพิ่มมากขึ้น เพื่อน ามาใช้ในการอธิบายกลไกระดับโมเลกุลท่ี
เกิดขึ้น และสามารถน ามาเป็นโมเดลส าหรับช่วยตัดสินใจเพื่อการตรวจสอบทางห้องปฏิบัติการได้อย่างถูกต้อง
แม่นย าเพิ่มมากขึ้น  

ตัวอย่างของการบูรณาการความรู้ท่ีได้จากข้อมูลไมโครอาร์เรย์ของการแสดงออกระดับอาร์เอ็นเอและ
ข้อมูลการแสดงออกระดับโปรตีนโดยใช้ชีววิทยาเชิงระบบแสดงดังภาพท่ี 2-1 ซึ่งเป็นการศึกษาการตอบสนอง
ของผู้ป่วยท่ีมีต่อการติดเช้ือไวรัสเอชไอวี (Tan, 2007) ภายหลังการวิเคราะห์แบบบูรณาการของข้อมูลโอมิคส์
ในแต่ละระดับแล้วโดยเฉพาะระดับอาร์เอ็นเอและโปรตีน และเมื่อผ่านการท าซ้ าของชุดข้อมูลท่ีหลากหลาย ก็
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จะท าให้ได้กลุ่มยีนหรือพาธเวย์ท่ีส าคัญซึ่งเกี่ยวข้องกับลักษณะการตอบสนองต่อการติดเช้ือไวรัสท่ีสนใจ แล้ว
น าผลของการวิเคราะห์และโมเดลมาสร้างเป็นสมมติฐานใหม่เพื่อท าความเข้าใจกลไกการตอบสนองในเชิงลึก
ให้มากยิ่งขึ้น ก่อนท่ีจะมาตรวจสอบผลภายใต้การทดลองในห้องปฏิบัติการเพื่อยืนยันสมมติฐานข้างต้น แล้วน า
องค์ความรู้ใหม่ท่ีได้จากการศึกษาวิจัยเหล่านี้มาประยุกต์ใช้กับระบบของโรคเชิงซ้อนอื่นท่ีเกี่ยวข้องต่อไปได้ 
 

 
ภำพท่ี 2-1  การบูรณาการข้อมูลระดับจีโนมเพื่อศึกษาการติดเช้ือไวรัสเอชไอวีซึ่งเป็นระบบโรคเชิงซ้อนโดยใช้

หลักการทางชีววิทยาระบบ (Tan, 2007) 

 

2.2  กำรทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศ (information) ท่ีเกี่ยวข้อง  

2.2.1  กำรอักเสบ (Inflammation) 

การอักเสบเป็นปฏิกิริยาท่ีร่างกายตอบสนองต่อส่ิงท่ีท าให้เนื้อเยื่อของร่างกายได้รับบาดเจ็บ เช่น เช้ือ
โรค การตายของเซลล์จากการขาดเลือดหรือขาดออกซิเจน กระบวนการอักเสบจัดเป็นกลไกส าคัญในการ
ป้องกันส่ิงแปลกปลอม หรือส่ิงท่ีจะท าให้เซลล์หรือเนื้อเยื่อของร่างกายได้รับบาดเจ็บ ผลของการอักเสบจะท า
ให้เกิดการก าจัดส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือโรคออกไป นอกจากนี้ยังก าจัดเซลล์ท่ีได้รับบาดเจ็บหรือตายจากการ
เข้ามาของส่ิงแปลกปลอมดังกล่าว (ปริศนา โภคาพานิช, 2551 อ้างอิงจาก พีรยุทธ สิทธิไชยากุล, 2551) ซึ่ง
การอักเสบนั้นจะเป็นปฏิกิริยาท่ีร่างกายตอบสนองแบบไม่จ าเพาะต่อการติดเช้ือหรือไม่ใช่การติดเช้ือก็ได้ เมื่อ
เริ่มต้น ภูมิคุ้มกันของร่างกายจะท าการควบคุมและท าลายส่ิงแปลกปลอมก่อนการอักเสบในทันที รวมถึงการ
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ก าจัดเนื้อเยื่อท่ีเสียหาย โดยจะเรียกการตอบสนองเช่นนี้ว่า การอักเสบเฉียบพลัน (acute inflammation) 
อาการท่ีเกิดขึ้นคืออาการบวม แดง ร้อน และเจ็บปวดบริเวณของเนื้อเยื่อ การบวมนี้เกิดขึ้นเนื่องจากการมี
ของเหลวหล่ังออกมาจากหลอดเลือดฝอยรวมตัวอยู่ในเนื้อเยื่อ ท าให้เซลล์จ าพวกฟาโกไซท์ (phagocyte) เช่น 
เซลล์แมคโครฟาจ (macrophage) ท าการสร้างไนตริกออกไซด์ (nitric oxide, NO) ท่ีท าหน้าท่ีเป็นสารส่ือ
สัญญาณชีวภาพท่ีเป็นพิษต่อแบคทีเรียและเช้ือโรคท่ีบุกรุกเข้ามาในร่างกาย โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ 
inducible nitric oxide synthase     (iNOS) ในการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันระหว่างการติดเช้ือ ท าให้ 
cyclic guanosine monophosphate (cGMP) เพิ่มขึ้น เป็นผลให้เกิดการขยายตัวของเส้นเลือด ซึ่งท าให้มี
เลือดมาหล่อเล้ียงบริเวณนั้นมากเกินไป ส่งผลให้เกิดการร้อนแดงและเนื้อเยื่อบริเวณนั้นมีการอักเสบ เป็น
หนอง  

รวมทั้งยังมีการหล่ังสารส่ือการอักเสบอื่น เช่น โพรสตาแกลนดิน E2 (prostaglandin E2) และไซโต
ไคน์ (cytokine) เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีเซลล์ชนิดอื่น เช่น แบโซฟิล (basophil) ท่ีจะท าการปล่อยสารเคมี
พวก ฮิสทามีน (histamine) มาท าให้หลอดเลือดขยายตัว มีเลือดไหลมาบริเวณนั้นมาก ในขณะเดียวกันก็ยอม
ให้ของเหลวในหลอดเลือดผ่านออกมาก ซึ่งจะท าให้เกิดการอักเสบได้ แต่ถ้าระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายไม่
สามารถควบคุมสาเหตุการอักเสบแบบเฉียบพลันได้ ก็จะท าให้เกิดการท าลายและลุกลามอย่างต่อเนื่อง โดยจะ
เรียกสภาวะนั้นว่าการอักเสบเรื้อรัง (chronic inflammation) ท่ีส่งผลให้เซลล์หรือเนื้อเยื่อถูกท าลายมากขึ้น 
จนอาจท าให้กลายเป็นโรคต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคไขข้ออักเสบ โรคหลอดเลือดแดงแข็งตัว โรคเบาหวาน 
เป็นต้น (มัลลิกา ปาละโชติ, 2550 อ้างอิงจาก นงลักษณ์ สุวรรณพินิจ, 2547) โดย Srisook และคณะ (2011) 
ได้ท าการศึกษาสารสกัดเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate extract) จากต้นเพชรสังฆาตท่ีแสดงให้เห็นถึงฤทธิ์
การต่อต้านการอักเสบ (anti-inflammatory activity) โดยการตรวจสอบการตอบสนองของเซลล์แมคโครฟา
จต่อ LPS ซึ่งผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากพืชสมุนไพรนี้สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ใน
เซลล์แมคโครฟาจ ซึ่งสารสกัดจากพืชสมุนไพรนี้จะส่งท าให้การท างานของเอนไซม์ iNOS ลดลง    และสาร
สกัดจากพืชสมุนไพรยังมีผลต่อการแสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นของเอนไซม์ ฮีมออกซีจีเนส-1 (heme oxygenase-1, 
HO-1) ท้ังในระดับอาร์เอ็นเอและโปรตีน ซึ่งเอนไซม์ HO-1 นี้ท าหน้าท่ีเป็นสารต้านการออกซิเดชันซึ่งถูก
จัดเป็นเอนไซม์ท่ีช่วยต้านการอักเสบ จากการทดลองข้างต้นแสดงให้เห็นถึงลักษณะการศึกษาแบบจ าเพาะกับ
เอนไซม์หรือปฏิกิริยาท่ีเกี่ยวข้องกับกลไกการอักเสบโดยตรง แต่ในปัจจุบันการศึกษาอย่างเป็นระบบแบบ
ชีววิทยาเชิงระบบคือการท าความเข้าใจเครือข่ายการส่งสัญญาณท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบท้ังระบบ ซึ่งจะท าให้
เรามองเห็นภาพและเข้าใจของกลไกการอักเสบและกลไกการต่อต้านการอักเสบได้ครบถ้วนสมบูรณ์และ
ครอบคลุมมากยิ่งขึ้นได้ 

2.2.2  กำรวิเครำะห์ไมโครอำร์เรย์ของกำรแสดงออกของยีน (Microarray gene expression analysis) 

เทคโนโลยีดีเอ็นเอไมโครอาร์เรย์สามารถน าไปประยุกต์ใช้เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีนจ านวน
มากภายในเวลาเดียวกันและมีการน าไปใช้อย่างแพร่หลายในการศึกษาวิจัยทางชีวภาพและในสปีชีส์ของ
ส่ิงมีชีวิตท่ีหลากหลาย (Brown and Botstein, 1999) การเพิ่มมากขึ้นของข้อมูลท่ีได้จากการตรวจวัดการ
แสดงออกของยีนด้วยเทคโนโลยีไมโครอาร์เรย์ท าให้เกิดฐานข้อมูลสาธารณะท่ีบรรจุข้อมูลเหล่านี้อยู่มากมายซึ่ง
เราสามารถน ามาใช้งานได้ ภายในฐานข้อมูลเหล่านี้ประกอบไปด้วยข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีได้จากการศึกษา
ภายใต้หลากหลายสภาวะจึงเป็นแหล่งข้อมูลท่ีมีคุณค่าส าหรับการน าไปวิเคราะห์เพื่อค้นหาความรู้ท่ีซ่อนอยู่
ภายใน (Gollub, 2003; and Barrett and Edgar, 2004)  จุดเริ่มต้นของเทคโนโลยีดีเอ็นเอไมโครอาร์เรย์มัก
ถูกน ามาใช้เพื่อการค้นคว้าวิจัยภายในห้องปฏิบัติการทางชีวภาพเพื่อท าความเข้าใจกระบวนการทางชีวภาพให้
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ดียิ่งขึ้น จนกระท่ังภายหลังได้มีการพัฒนาต่อยอดเรื่องของปรับแต่งเทคโนโลยีให้เหมาะสมเพื่อน าไ ปใช้ใน
ปฏิบัติการเชิงคลินิกซึ่งเข้าใกล้กับการใช้ชีวิตจริงมากยิ่งขึ้น (Sandvik, 2006 และ Pusztai, 2004) ซึ่งการ
น าไปใช้จริงทางคลินิกเพื่อการตรวจวินิจฉัยโรคนั้นต้องการความถูกต้องแม่นย าเพื่อการรักษาท่ีดี จากการ
ศึกษาวิจัยในปัจจุบันพบว่าตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยเทคโนโลยีไมโครอาร์เรย์นั้นสามารถน ามา
ประยุกต์ใช้เพื่อช่วยเหลือในการวินิจฉัยโรคระดับคลินิกได้ เนื่องจากการแสดงออกของยีนจะมีแบบแผนท่ี
สอดคล้องกับสภาวะท่ีสนใจศึกษา ซึ่งการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึ้นบางอย่างนั้นยังไม่สามารถตรวจพบได้หากใช้
เพียงข้อมูลทางพยาธิสภาพ (Golub, 1999) การวิเคราะห์ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีเกี่ยวข้องกับสภาวะท่ีสนใจจึงมี
ส่วนส าคัญท่ีช่วยท าให้เราเข้าใจกลไกและกระบวนการเปล่ียนแปลงทางชีวภาพระดับโมเลกุลได้ดียิ่งขึ้น และยัง
สามารถน ามาหาเครื่องหมายระดับโมเลกุลหรือเครื่องหมายยีนเพื่อช่วยในการจ าแนกหรือวินิจฉัยโรคให้มีความ
ถูกต้องแม่นย ามากขึ้นได้ (Basil, 2006, Yap, 2007, และ Zhang, 2007)  

2.2.3   ข้อมูลกำรศึกษำไมโครอำร์เรย์ของกำรแสดงออกของยีนในเซลล์แมคโครฟำจหนู และกำรบูรณำ
กำรข้อมูลโดยอำศัยหลักกำรชีววิทยำเชิงระบบ 

 ปัจจุบันมีข้อมูลท่ีศึกษากลไกการตอบสนองท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบโดยใช้เซลล์แมคโครฟาจของหนู
เป็นต้นแบบอยู่เป็นจ านวนมาก ซึ่งข้อมูลไมโครอาร์เรย์ของชุดข้อมูลเหล่านี้ถูกบรรจุอยู่ในฐานข้อมูลสาธารณะ 
GEO (Edgar 2002, Gene Expression Omnibus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) ซึ่งเราสามารถ
เข้าไปดึงข้อมูลเหล่านี้มาใช้งานได้ ยกตัวอย่างเช่นข้อมูลไมโครอาร์เรย์ซีรี่ย์ GSE32359 ท่ีใช้ไมโครอาร์เรย์แบบ 
Affymetrix Mouse Exon 1.0 ST Array ส าหรับศึกษาการแสดงออกระดับอาร์เอ็นเอของเซลล์แมคโครฟา
จจากไขกระดูกหนู ซึ่งประกอบไปด้วยตัวอย่างท่ีได้รับการกระตุ้นด้วย LPS กับท่ีไม่ถูกกระตุ้นอย่างละ 3 
ตัวอย่าง (Gold, 2012) นอกจากนั้นเรายังสามารถพบข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อ 
LPS ของเซลล์แมคโครฟาจหนูในชุดข้อมูลท่ีท าปฏิบัติไมโครอาร์เรย์ภายใต้แพลตฟอร์มเดียวกันคือ Affymetrix 
Mouse Expression 430A Array ซึ่งสามารถตรวจพบได้ถึง 3 ชุดข้อมูลคือ GSE1459 (Murray, 2005) 
GSE2002 (Shell, 2005) และ GSE3565 (Hammer, 2006) ซึ่งชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์เหล่านี้เป็นเพียงบาง
ตัวอย่างของชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีสามารถตรวจพบได้จากแหล่งข้อมูล GEO (Edgar 2002) ซึ่งข้อมูลเหล่านี้
จะเป็นข้อมูลท่ีส าคัญเพื่อน ามาใช้ในการวิเคราะห์ เพื่อท าการค้นหากลุ่มยีนท่ีมีความส าคัญและเกี่ยวข้องกับ
กลไกการตอบสนองต่อ LPS ของเซลล์แมคโครฟาจหนู เพื่อน ามาสร้างแบบแผนของการส่งผ่านสัญญาณท่ี
เกี่ยวข้อง ซึ่งเราสามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้ในการสร้างแพลตฟอร์มเชิงข้อมูลเพื่อน ามาช่วยเป็นต้นแบบในการ
ตัดสินใจและพิจารณาถึงผลท่ีจะเกิดขึ้นจากการทดสอบสารออกฤทธิ์ท่ีมีต่อการอักเสบ และการวิเคราะห์โดย
การการรวบรวมข้อมูลการแสดงออกระดับอาร์เอ็นเอท่ีได้จากข้อมูลไมโครอาร์เรย์ข้างต้นร่วมกับข้อมูลระดับ
โปรตีนที่ทางผู้ร่วมวิจัยของกลุ่มวิจัยได้ท าไว้ก็จะยิ่งท าให้เราสามารถท าความเข้าใจกลไกท่ีเกิดขึ้นได้ครบถ้วน
และดีมากยิ่งขึ้น ตัวอย่างเช่นการวิเคราะห์ร่วมกันของข้อมูลระดับอาร์เอ็นเอและโปรตีนโดยใช้ชีววิทยาเชิง
ระบบเพื่อการศึกษาการตอบสนองของผู้ป่วยท่ีมีต่อการติดเช้ือไวรัสเอชไอวี (Tan, 2007) ดังรูปท่ี 1 ซึ่งการบูร
ณาการความรู้ท่ีได้จากข้อมูลในแต่ละระดับเข้าด้วยกันจะท าให้เราได้ผลลัพธ์ท่ีเป็นความรู้ใหม่เพิ่มมากขึ้นจาก
เดิม ซึ่งอาจจะแสดงถึงคุณสมบัติหรือคุณลักษณะใหม่ท่ีไม่สามารถหาได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลเพียงระดับ
เดียว (Joyce, 2006) 
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บทท่ี 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีกำรทดลอง 

 

3.1  วัสดุ และอุปกรณ์ 

3.1.1 เคร่ืองมือและโปรแกรมทำงชีวสำรสนเทศ 

1. เครื่องคอมพิวเตอร์ส่วนบุคคล (Personal Computer)          
a. Processor: Intel® Core™ 2Duo P7450 @2.13 GHz                      

Installed memory: (RAM) 4.00 GB                                                   
System type: 32-bit Operating System           

b. Processor: Intel® Core™ i3-2365 CPU @1.40 GHz   
Installed memory: (RAM) 4.00 GB                                                   
System type: 64-bit Operating System           

c. Processor: Intel® Core™ i3-2350 CPU @2.30 GHz NVIDIA GeForce GT650M  
Installed memory: (RAM) 8.00 GB DDR3                                                   
System type: 64-bit Operating System           

d. Processor: Intel® Core™ i5-2450M CPU @2.40 GHz NVIDIA GeForce GT650M  
Installed memory: (RAM) 8.00 GB DDR3                                                   
System type: 64-bit Operating System           

e. Processor: Intel® Core™ i5-2450M CPU @2.50 GHz   
Installed memory: (RAM) 6.00 GB                                                   
System type: 64-bit Operating System           

f. Processor: Intel® Core™ i3 CPU M 330 @2.13 GHz   
Installed memory: (RAM) 2.00 GB                                                   
System type: 32-bit Operating System           

g. Processor: Intel® Core™ 2 Duo CPU T6400 @2.00 GHz   
Installed memory: (RAM) 2.00 GB                                                   
System type: 32-bit Operating System           

2. ระบบปฏิบัติการไมโครซอฟวินโดว์เซเว่น (Windows 7)            
3. โปรแกรมไมโครซอฟท์เอกซ์เซล (Microsoft Excel 2010, 2013)                                                                                                                                                                                                                
4. โปรแกรม DAVID (The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, 

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

fobiotic.php; Glaab et al., 2009) 
7. โปรแกรม String (http://string-db.org/; Szklarczyk et al., 2015) 
8. โปรแกรม Cladist (Fukuchi et al., 2009) 
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9. โปรแกรม DREM 2.0 (Dynamic Regulatory Events Miner version 2.0; Schulz et al., 
2012) 

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

al., 2009) 
12. โปรแกรม Polysearch (http://wishart.biology.ualberta.ca/polysearch/; Cheng et al., 

2008) 
13. โปรแกรม CyNetworkBMA (http://apps.cytoscape.org/apps/cynetworkbma; Yeung et 

al., 2011) 
14. โปรแกรม JactiveModules (http://apps.cytoscape.org/apps/ JactiveModules; Ideker et 

al., 2002) 
15. โปรแกรม R version 3.1.1 (https://www.r-project.org/; R Core Team, 2013) 
16. โปรแกรม BiNGO version 3.2.0 (http://apps.cytoscape.org/apps/bingo; Maere, 

Heymans and Kuiper, 2005) 
17. ฐานข้อมูล GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; Barrett and Edgar, 2006) 
18. ฐานข้อมูล KEGG (http://www.genome.jp/kegg/; Kanehisa, 2010) 

 

3.1.2  วัสดุและอุปกรณ์ทำงห้องปฏิบัติกำร 

1. ตู้ปลอดเช้ือ (laminar flow class II) (NU-440, NUAIRE, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
2. ตู้บ่มเซลล์แบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 incubator) (CB210, Binder, ประเทศสหพันธ์

สาธารณรัฐเยอรมนี) 
3. กล้องจุลทรรศน์แบบกลับหัว ( inverted microscope) (OLYMPUS IX70, ประเทศญี่ปุ่น) 
4. เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) (K240R, Centurion Scientific, ประเทศสหราชอาณาจักร) 
5. เครื่องช่ังทศนิยม 2 และ 4 ต าแหน่ง (Precsia, ประเทศสมาพันธรัฐสวิส) 
6. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท (VERSA MAX, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
7. เครื่อง PCR  (T-gradient, Biometra® , ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
8. เครื่อง Real-time PCR (iCycler, Bio-Rad, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
9. เครื่อง UV/VIS Spectrophotometer (GVC CINTRA 40 , ประเทศแคนาดา) 
10. จานเพาะเล้ียงเซลล์แบบ 24 หลุม (Corning, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
11. จานเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 60 มม. (Corning, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
12. จานเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 100 มม. (Corning, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
13. ชุดกรองปลอดเช้ือส าหรับติดกับขวดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางรูกรอง  0.22 ไมครอน (Corning, 

ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
14. ไมโครเพลทแบบ 96 หลุม (Sterilin, ประเทศสหราชอาณาจักร) 
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3.2  สำรเคมี 

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

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

สหรัฐอเมริกา) 
5. Fetal bovine serum (FBS) (Gibco, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
6. Lipopolysaccharide (LPS) จาก Escherichia coli 0111: B4 (Sigma chemical, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 
7. Penicillin/Steptomycin (Gibco-Invitogen, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
8. Potassium chloride, KCl (Carlo Erba, ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) 
9. Potassium dihydrogen orthophosphate, KH2PO4 (Analar, ประเทศสหราชอาณาจักร) 
10. Sodium bicarbonate, NaHCO3  (Sigma, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
11. Sodium chloride (Carlo ERBA reagenti, ประเทศสาธารณรัฐฝรั่งเศส) 
12. Thizolyl Blue Tetrazolium Bromide, approx. (MTT) ( Sigma-Aldrich, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 
 

3.3  วิธีกำรทดลอง  
การพัฒนาแพลตฟอร์มทางชีววิทยาระบบส าหรับการวิเคราะห์และสืบค้นกลไกการตอบสนองต่อการ

อักเสบในเซลล์แมคโครฟาจของหนู ซึ่งเป็นเซลล์ท่ีนิยมใช้ส าหรับเป็นโมเดลหรือต้นแบบเพื่อการศึกษาในมนุษย์ 
ภาพรวมของงานวิจัยนี้มีขั้นตอนในการพัฒนาดังแผนงานรูปท่ี 2 ท่ีประกอบไปด้วย การรวบรวมและออกแบบ
แพลตฟอร์มจากข้อมูลไมโครอาร์เรย์ การพัฒนาแพลตฟอร์มท่ีบูรณาการกับข้อมูลระดับโปรตีน การตรวจสอบ
ความถูกต้องและการปรับแต่งแพลตฟอร์ม การตรวจสอบยืนยันผลด้วยวิธีเรียลไทม์พีซีอาร์ (real time PCR) 
และการน าแพลตฟอร์มไปใช้ จากภาพท่ี 3-1 ลูกศรแสดงการท างานจากขั้นตอนหนึ่งไปสู่อีกขั้นตอนต่อไป โดย
มีรายละเอียดของการด าเนินการวิจัยในแต่ละขั้นตอนดังต่อไปนี้ 
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ภำพที่ 3-1   ผังงานของโครงการชีววิทยาเชิงระบบส าหรับสืบค้นกลไกการตอบสนองต่อการอักเสบในเซลล์

แมคโครฟาจของหนู 

 

3.3.1  กำรรวบรวมและกำรเตรียมข้อมูลไมโครอำร์เรย์ 

การทดลองนี้จะใช้ข้อมูลการแสดงออกของยีนท้ังหมดในจีโนมท่ีได้จากการใช้ไมโครอาร์เรย์ภายใต้
สภาวะการศึกษาท่ีเกี่ยวข้องกับการตรวจสอบผลการตอบสนองต่อ LPS ในเซลล์แมคโครฟาจของหนู จาก
หลากหลายกลุ่มวิจัยท่ีสามารถดาวน์โหลดชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์เหล่านี้ได้จากฐานข้อมูลสาธารณะ GEO 
(Edgar 2002, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) โดยข้อมูลหลักท่ีใช้ในการทดลองนี้มีท้ังหมด 3 ชุด
ข้อมูล ได้แก่ GSE4712 (Comer et al., 2006) GSE21841 (Hammer et al., 2010) และ GSE2002 (Shell 
et al., 2005) โดยชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีได้น ามาวิเคราะห์นั้น จะคัดเลือกมา 2 กลุ่มการทดลองคือ กลุ่มท่ี
ถูกกระตุ้นด้วย LPS และกลุ่มท่ีไม่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ตามช่วงเวลา ในเซลล์แมคโครฟาจเซลล์ไลน์ 
RAW264.7 ของหนู ดังท่ีได้แสดงรายละเอียดของชุดข้อมูลในตารางท่ี 3-1 ก่อนท่ีจะน าข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ี
สามารถดาวน์โหลดได้ท้ังในรูปแบบของข้อมูลดิบ ข้อมูลภาพ หรือข้อมูลการแสดงออก ของแต่ละชุดข้อมูลมา
ผ่านขั้นตอนการเตรียมข้อมูล และปรับเทียบมาตรฐานข้อมูลของแต่ละชุดข้อมูลให้อยู่ในมาตรฐานเดียวกัน 
เพื่อน าข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท้ังหมดท่ีได้ไปใช้ในการวิเคราะห์ภายใต้วิธีการเดียวกันในขั้นตอนต่อไป เพื่อค้นหา
กลุ่มยีนท่ีมีความส าคัญและเกี่ยวข้องกับสภาวะท่ีศึกษาท้ังภายในชุดข้อมูล และระหว่างชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์  
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ตำรำงที่ 3-1  แสดงรายละเอียดของชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ 

GSE ID Title References Platforms Samples 
Sources of 

LPS 

GSE4712 
Edema Toxin-treated 
Macrophage Study. 

Comer et al., 
2006 

Affymetrix 
Mouse Genome 
430 2.0 Array 
(GPL1261) 

9 samples   
untreated=3             
3hr. LPS=3     
6hr. LPS=3 

LPS 

(0.01ng/ml;    
Sigma Aldrich) 

GSE21841 

Expression data from 
LPS-stimulated  RAW 
264.7 mouse 
macrophages treated 
with Hypericum 
perforatum fraction and 
bioactive constituents 

Hammer et 
al., 2010 

Affymetrix 
Mouse Genome 
430 2.0 Array 
(GPL1261) 

 

6 samples 
untreated=3             
8hr. LPS=3 

LPS                  
(1ug/ml;             
Sigma Aldrich) 

GSE2002 
CstF-64 Influenced 
Gene Expression 

Shell et al., 
2005 

Affymetrix 
Mouse 
Expression 430A 
Array (GPL339) 

6 samples 

Untreated = 3 

18 hr_LPS = 3 

LPS 

(100 ng/ml; 
Sigma Aldrich) 

 

3.3.2  กำรค้นหำชุดยีนที่เก่ียวข้องกับกำรตอบสนองต่อกำรอักเสบ 

น าข้อมูลท่ีได้มาท าการปรับมาตรฐานค่าการแสดงออกของยีนในแต่ละชุดข้อมูลให้อยู่ในรูปแบบ
เดียวกันนั้นโดยใช้ค่ามาตรฐาน z score ซึ่งสามารถค านวณค่า z score ได้จากสมการท่ี 1 เพื่อน าข้อมูลการ
แสดงออกของยีนจากชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีคัดเลือกไปวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป 

z score=  ((x-mean))/SD                                              (1) 

โดยท่ี               x คือ ค่าการแสดงออกของของโพรบแต่ละตัวอย่างในชุดข้อมูล 

                     Mean   คือ ค่าเฉล่ียของค่าการแสดงออกของโพรบแต่ละโพรบ 

                     SD       คือ ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานค่าการแสดงออกของโพรบแต่ละโพรบ 

ภายหลังการปรับเทียบมาตรฐานข้อมูลไมโครอาร์เรย์ของทุกชุดข้อมูลเรียบร้อยแล้ว ขั้นตอนต่อมาคือ
การน าชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีได้มาตรวจสอบและวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมเฉพาะทางท่ีเกี่ยวข้อง เพื่อท าการ
คัดเลือกชุดยีนท่ีมีความส าคัญและเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อการอักเสบ หรือเป็นการตอบสนองต่อ LPS 
ในเซลล์แมคโครฟาจของหนูตามช่วงเวลา โดยวิธีการคัดเลือกทางสถิติท่ีบรรจุอยู่ภายในโปรแกรมการท าเหมือง
ข้อมูลออนไลน์ ArrayMining (Glaab et al., 2009) ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้เลือกใช้ 3 วิธี ได้แก่ Significance 
analysis of microarrays (SAM) (Tusher, Tibshirani and Chu, 2001), Empirical Bayes moderated 



14 
 

t-test (eBayes) (Smyth, 2004), และ PLS-CV-Partial Least Squares Cross-Validation (PLS-CV) 
(Hall, 2000) โดยคัดเลือกยีนท่ีมีการแสดงออกอย่างเด่นชัดใน 100 โพรบแรก จากนั้นท าการคัดเลือกเฉพาะ
โพรบท่ีถูกคัดเลือกโดย 2 วิธี จากท้ังหมด 3 วิธี หลังจากนั้นท าการตรวจสอบชุดยีนท่ีคัดเลือกได้โดยพิจารณา
ค่าความถูกต้องของการจ าแนก (classification accuracy) ด้วยโปรแกรม WEKA (Hall et al., 2009) โดยท า
การตรวจสอบท้ังภายในชุดข้อมูล และระหว่างชุดข้อมูลของไมโครอาร์เรย์ท่ีน ามาศึกษาเพื่อให้ได้ชุดยีนท่ีมี
ความน่าเช่ือถือและสัมพันธ์กับลักษณะการตอบสนองต่อการอักเสบมากท่ีสุด (Rotter, 2008)  

3.3.3  กำรศึกษำและออกแบบแพลตฟอร์มจำกข้อมูลไมโครอำร์เรย์ 

ในการศึกษาและออกแบบแพลตฟอร์มจากข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีผ่านการเตรียมข้อมูลมาแล้ว ในขั้น
แรกของการศึกษาจะเป็นการทดลองการสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมและเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างยีน
ของข้อมูลไมโครอาร์เรย์โดยเลือกใช้โปรแกรมหลากหลายชนิดเพื่อค้นหาโปรแกรมท่ีเหมาะสมกับการใช้งาน
มากท่ีสุด โปรแกรมท่ีได้ท าการทดลองใช้เพื่อสร้างเครือข่ายประกอบไปด้วย โปรแกรม Cladist (Fukuchi et 
al., 2009) โปรแกรม Network Analysis ท่ีอยู่ในโปรแกรมออนไลน์ Arraymining (Glaab et al., 2009) ท่ี
จะท าการสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมระหว่างยีน โปรแกรม CyNetworkBMA (Yeung et al., 2011) ซึ่ง
เป็นปล๊ักอินของโปรแกรม Cytoscape (Cline et al., 2007) ท่ีจะสร้างเครือข่ายปฏิสัมพันธ์จากการค านวณ
ความสัมพันธ์ของการแสดงออกของยีน และโปรแกรม DREM 2.0 (Dynamic Regulatory Events Miner 
version 2.0; Schulz et al., 2012) ซึ่งสร้างเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีน โดยอาศัยการ
วิเคราะห์และแสดงผลภายในโปรแกรม Cytoscape (Cline et al., 2007) โดยใช้โปรแกรม MEV (Multi 
Experiment Viewer, version 4.8.1; Eleanor et al., 2011) ส าหรับการวิเคราะห์ข้อมูลไมโครอาร์เรย์เพื่อ
การแสดงภาพการจัดกลุ่มยีนท่ีส าคัญ 

นอกจากนั้นยังท าการคัดเลือกกลุ่มยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบ (inflammatory genes) จาก
ฐานข้อมูล PolySearch (Cheng, 2008)  ซึ่งเป็นฐานข้อมูลท่ีมีการค้นหาข้อมูลจากฐานข้อมูลเอกสาร (text 
mining) ในการค้นหายีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบโดยใช้ค าส าคัญในการค้นหาว่า “inflammation” จากนั้น
น ารายช่ือยีนท่ีสืบค้นได้มาวิเคราะห์ร่วมกับยีนท่ีถูกคัดโดยวิธีการท าเหมืองข้อมูลท่ีได้ท าคัดเลือกก่อนหน้านี้ 
และน ายีนท่ีถูกคัดเลือกท้ังสองวิธีมาสร้างเครือข่ายความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกร่วมของยีน (co-
expression network)  โดยใช้ปล๊ักอิน Expression Correlation Network ท่ีถูกบรรจุภายใต้โปแกรม 
Cytoscape (Cline et al., 2007) จากนั้นท าการคัดเลือกเครือข่ายย่อยท่ีน่าสนใจโดยใช้ยีนท่ีถูกคัดเลือกได้
จากฐานข้อมูล PolySearch เป็นหลัก และน าเครือข่ายย่อยท่ีคัดเลือกได้ไปวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป เพื่อให้ได้
แพลตฟอร์มของรูปแบบการส่งผ่านสัญญาณท่ีเกี่ยวข้องกับรูปแบบการแสดงออกระดับอาร์เอ็นเอของยีนส าคัญ
แต่ละชนิด ซึ่งจะเป็นข้อมูลเชิงโครงสร้างหรือแพลตฟอร์มท่ีส าคัญส าหรับน าไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 

3.3.4  กำรบูรณำกำรข้อมูลแพลตฟอร์มที่ได้จำกข้อมูลไมโครอำร์เรย์ 

ในการบูรณาการข้อมูลซึ่งเป็นข้อมูลการแสดงออกคนละระดับกัน เราจะต้องใช้ความรู้พื้นฐานท่ีมีอยู่
มาใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงเพื่อช่วยในการบูรณาการ เช่น การใช้ข้อมูลของวิถีเมตาบอลิซึม (metabolic pathway) 
ท่ีสามารถหาได้จากฐานข้อมูลสาธารณะ เช่น ข้อมูลเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน (protein-protein 
interaction network) ในฐานข้อมูลสาธารณะฐานข้อมูล STRING (Szklarczyk et al., 2015) และข้อมูล
ปฏิสัมพันธ์ของการควบคุมระหว่างทรานสคริปชันแฟกเตอร์กับยีนเป้าหมาย (TF-TG interaction) ซึ่งในท่ีนี้
จะใช้ข้อมูลของหนูเมาส์ (Mouse; Mus musculus) (Ernst et al., 2010) เป็นต้น โดยอาศัยการบูรณาการ
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ข้อมูลภายในโปรแกรม Cytoscape (Cline et al., 2007) และการใช้ปล๊ักอินภายในโปรแกรม Cytoscape 
ได้แก่ JactiveModules (Ideker et al., 2002) เพื่อช่วยในการคัดเลือกโมดูลย่อยของเครือข่ายท่ีแสดงออกถึง
ความสัมพันธ์อย่างเด่นชัด โปรแกรม BiNGO (Maere, Heymans and Kuiper, 2005) ท่ีช่วยในการแปลผล
ทางชีวภาพโดยอาศัยข้อมูลยีนออนโทโลยี (GO; Gene Ontology) ของกลุ่มยีนท่ีท าการศึกษา เพื่อน ามาช่วย
ในการตัดสินใจคัดเลือกกลุ่มยีนท่ีน่าจะมีบทบาทและความส าคัญในการตอบสนองต่อการอักเสบ โดยอาศัยการ
ตรวจสอบการแปลผลทางชีวภาพเพิ่มเติมจากโปรแกรมออนไลน์ DAVID (Huang, Sherman and Lempicki, 
2009) ท่ีมีฐานข้อมูลของการแปลผลทางชีวภาพหลากหลายชนิด โดยใช้ข้อมูลการแปลผลจากฐานข้อมูลของ
ยีนออนโทโลยี (Gene Ontology; GO) (Ashburner et al., 2000) และ KEGG (Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes) (Kanehisa, 2010) 

3.3.5  กำรตรวจสอบและยืนยันผลยีนที่ถูกคัดเลือกที่มีกำรตอบสนองต่อกำรอักเสบ เม่ือมีกำรกระตุ้นด้วย 
LPS ตำมช่วงเวลำ ในระดับอำร์เอ็นเอ 

 จากการคัดเลือกยีนเป้าหมายท่ีมีความส าคัญต่อการตอบสนองการอักเสบ เมื่อมีการกระตุ้นด้วย LPS 
ตามช่วงเวลาท่ีได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ ร่วมกับการวิเคราะห์เครือข่ายการตอบสนองต่อการ
อักเสบ การบูรณาการข้อมูลแพลตฟอร์ม และการยืนยันผลการคัดเลือกกลุ่มยีนกับเอกสารงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
โดยจะท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีถูกคัดเลือกมากับผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ 
โดยเริ่มจากการเพาะเล้ียงเซลล์แมคโครฟาจสายพันธุ์ RAW 264.7 ภายใต้สภาวะท่ีไม่มีการกระตุ้นด้วย LPS 
และมีการกระตุ้นด้วย LPS ท่ีเวลา 3, 6, 8, 18 และ 24 ช่ัวโมง เพื่อตรวจวัดการตอบสนองท่ีเกิดขึ้นโดยการ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอโดยใช้วิธี real time PCR ของยีนท่ีถูกคัดเลือกมาจ านวน 1 
ยีน คือ SOCS3 โดยตรวจวัดร่วมกับยีน iNOS ซึ่งเป็นยีนท่ีใช้อ้างอิงของการตอบสนองการอักเสบ และยีนท่ีมี
การแสดงออกคงท่ี EF-2 ซึ่งเป็นยีนอ้างอิง (housekeeping gene) เพื่อเป็นการยืนยันผลภายใต้การทดลองใน
ห้องปฏิบัติการ โดยมีรายละเอียดของวิธีการ ดังนี้ 

3.3.5.1  การเพาะเล้ียงเซลล์ (Cell culture) (กล่าวขวัญ ศรีสุข, 2555) 

 ท าการเพาะเล้ียงเซลล์แมคโครฟาจของหนูสายพันธุ์  RAW 264.7  ในอาหารเล้ียงเซลล์ชนิด DMEM 
ท่ีมีสารละลายยาเพนิซิลลิน(10,000 ยูนิต/มิลลิลิตร) สเตรปโตไมซิน (10,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และ fetal 
bovine serum (FBS) (10%)  บ่มในตู้เพาะเล้ียงท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ในอากาศ 5 % อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  จนเซลล์มีการเจริญเติบโตเกือบเต็มพื้นผิวภาชนะเพาะเล้ียง แล้วท าการขูดเก็บเซลล์  

3.3.5.2  การ sub culture 

 ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ในจานเพาะเซลล์ท้ิง เติมสารละลายบัฟเฟอร์ HBSS ท่ีปราศจากแคลเซียมและ
แมกนีเซียมท่ีเย็นจ านวน 10 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มในตู้เล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที จากนั้นน าจานเพาะเซลล์ออกจากตู้และน าไปเข้าตู้ปลอดเช้ือเพื่อขูดเซลล์ให้หลุดออกจากจานเพาะเซลล์ 
โดยขูดเซลล์เบาๆใช้ปิเปตพลาสติกขนาด 10 มิลลิลิตร ดูดสารละลายบัฟเฟอร์ขึ้นลงหลายๆครั้ง แล้วใช้ปิเปตต์
ดูดสารแขวนลอยเซลล์ใส่หลอดพลาสติกขนาด 50 มิลลิลิตร และน าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 3000 g เป็นเวลา 3 นาที 
ดูดสารละลายบัฟเฟอร์ HBSS ท้ิง แล้วเติมอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีเสริมด้วย 10% FBS ลงในหลอดพลาสติกท่ีได้
ปั่นเหวี่ยงแล้วท าการกระจายเซลล์โดยใช้ปิเปตต์ขึ้นลงประมาณ 20 ครั้ง แล้วท าการนับจ านวนเซลล์ท่ีมีชีวิต
และกระจายเซลล์ลงในภาชนะเล้ียงเซลล์อันใหม่ตามอัตราส่วนท่ีต้องการ 
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3.3.5.3  การสกัดอาร์เอ็นเอ 

 น าเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 มาเพาะเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 60 มิลลิเมตรในอาหาร
เล้ียงเซลล์ DMEM ท่ีเสริมด้วย 10% FBS โดยให้มีปริมาณเซลล์เท่ากับ 1×106 เซลล์ต่อจานเป็นระยะเวลา 
18-24 ช่ัวโมงในตู้เพาะเล้ียงท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ในอากาศ 5 % อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดูดอาหารเล้ียง
เซลล์ออกจนหมดและเติมอาหารเล้ียงเซลล์ในกลุ่มควบคุมและเติมอาหารท่ีมี LPS ความเข้มข้น 1µg/ml แล้ว
น าไปบ่มในตู้เพาะเล้ียงเป็นเวลา 3, 6, 8, 18 และ 24 ช่ัวโมง จากนั้นท าการเก็บเซลล์และสกัดอาร์เอ็นเอโดย
ใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit โดยท าตามคู่มือการสกัดจากบริษัทโดยมี
ขั้นตอนดังนี้ 

1. ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออกให้หมด เติม lysis buffer RA1 350 µl และ -mercaptoethanol 3.5 
µl ดูดสารละลายขึ้นเพื่อเก็บตะกอนเซลล์ลงในหลอดขนาด 1.5 ml แล้วราดไนโตรเจนเหลวเพื่อ
ยับย้ังการท างานของ RNase และ DNase โดยสามารถเก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

2. น าสารละลายตะกอนเซลล์ท่ีเก็บไว้มาละลาย และvortex แรงๆ แล้วน าสารละลายไปโหลดลงใน
คอลัมน์ท่ีมีวงแหวนสีม่วง น าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 นาที  

3. เติม 70%ethanol จ านวน 350 µl โดยดูดขึ้นลงประมาณ 5 ครั้ง เพื่อให้สารละลายเป็นเนื้อ
เดียวกัน 

4. เตรียมคอลัมน์ท่ีมีวงแหวนสีฟ้าใส่ในหลอดขนาด 2 ml แล้วน าสารละลายในข้อ 3 มาโหลดลงใน
คอลัมน์จ านวน 750 µl น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 วินาที และน าคอลัมน์ท่ีมีวงแหวนสีฟ้าใส่ในหลอดขนาด 2 ml (หลอดใหม่) 

5. เติม MDB (Membrane Desalting Buffer) 350 µl ลงในคอลัมน์ท่ีมีวงแหวนสีฟ้าเพื่อล้างเกลือ
ออก น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที น า
คอลัมน์ท่ีมีวงแหวนสีฟ้าใส่หลอดขนาด 2 ml (หลอดใหม่) 

6. เติม DNase reaction mixture 95 µl (reconstituted DNase I 10 µl + DNase reaction 
buffer 90 µl) ลงบริเวณตรงกลางของคอลัมน์ แล้วตั้งท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที 

7. เติม buffer RA2 จ านวน 200 µl น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  

8. เติม buffer RA3 จ านวน 600 µl น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที   

9. เติม buffer RA3 จ านวน 250 µl น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แล้วน าคอลัมน์ใส่ลงในหลอดขนาด 1.5 ml (หลอดใหม่) 

10. เติม RNase-free H20 จ านวน 50 µl (ครั้งละ 25 µl)   น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11000×g ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และเก็บสารละลาย RNA  

 หลังจากท่ีท าการสกัดอาร์เอ็นเอเสร็จแล้วจะน าไปวิเคราะห์ความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของอาร์เอ็น
เอ โดยน า RNA  จ านวน 5 µl เจือจางด้วยน้ ากล่ันท่ีผสม 0.1% (v/v) DEPC จ านวน 495 µl และน าไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 260 nm และ 280 nm โดยใช้เครื่อง Spectrophotometer และค านวณความบริสุทธิ์ของ
อาร์เอ็นเอโดยค่าควรอยู่ในช่วง 1.8-2.0 จะแสดงให้เห็นว่าอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้มีความบริสุทธิ์ เพื่อท่ีจะน าไป
สังเคราะห์ cDNA ต่อไป 
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3.3.5.4  การสังเคราะห์ Complementary DNA  (DNA) 

 น าอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้ไปสังเคราะห์ cDNA โดยใช้ 5X iScriptTM Reverse Transcription 
Supermix จ านวน 4 µl RNA 2 µg และเติมน้ าท่ีปราศจาก nuclease ให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 µl ลงใน
หลอด PCR สภาวะท่ีใช้ในการสังเคราะห์ cDNA ดังนี้ 

Priming    25 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 

 Reverse transcription        42  องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

 RT inactivation         85  องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 

 จากนั้นน า cDNA ท่ีได้มาตรวจสอบคุณภาพและปริมาณโดยใช้ agarose gel electrophoresis และ
น า cDNA ท่ีสังเคราะห์ได้ไปวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค Real- time RT-PCR ต่อไป 

3.3.5.5  การออกแบบไพร์เมอร์ท่ีจ าเพาะต่อยีน 

 ค้นหาล าดับเบสของยีน iNOS (NM_010927.3), EF-2 (NM_007907.2), SOCS3 (NM 007707.3) 
และ IL-11 (NM 008350.4) จากฐานข้อมูล NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) จากนั้นน าล าดับเบสท่ี
ไ ด้ ไปออกแบบไพร์ เมอร์และตรวจสอบความจ า เพาะต่อยีน  โดยใช้โปรแกรม Primer blast 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ในฐานข้อมูล NCBI 

 

ตำรำงที่ 3-2   ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ท่ีใช้ในการทดลอง  

Gene Sequence Product Length (bp) 

iNOS 5' -GCACAGCACAGGAAATGTTTCAGCAC-3' (F)  

5' -AGCCAGCGTACCGGATGAGC- 3' (R) 

156 

EF-2 

 

SOCS3 

 

5' -CTGAAGCGGCTGGCTAAGTCTGA- 3' (F) 

5' -GGGTCAGATTTCTTGATGGGGATG- 3' (R) 

5' -GCACAGCCTTTCAGTGCAGAGTA- 3' (F) 

5' -GAGACAGCGGTCGTAAGAGCAG- 3' (R) 

155 

 

169 

 

  

3.3.5.6  การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในระดับ mRNA โดยใช้ real time reverse transcription-
polymerase chain reaction (Real- time RT-PCR) 

 น า cDNA ท่ีสังเคราะห์เป็นต้นแบบ ท าปฏิกิริยาด้วย 2X iTagTM Universal SYBR® Green 
supermix และไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะของแต่ละยีนตามปริมาตรท่ีใช้ดังตารางท่ี 4-3 และเมื่อผสมกันเสร็จจะน าไป
ท าปฏิกิริยาในเครื่อง real time PCRโดยสภาวะท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาของยีน iNOS, EF-2, SOCS3 และ IL-
11 ดังตารางท่ี 4-4 จากนั้นท าการวิเคราะห์ melting curve ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
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แล้วเพิ่มอุณหภูมิจาก 65 องศาเซลเซียส ถึง 95 องศาเซลเซียสโดยเพิ่มทีละ 0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
วินาที และสามารถค านวณหาปริมาณดีเอ็นได้ตามสูตร 

Cq = Cq (sample) - Cq (calibrator) 

และ Cq = Cq of target gene – Cq of housekeeping gene 

 จ านวน target gene expression ท่ีได้ normalized ด้วย reference gene และเทียบกับ 
calibrator จะเท่ากับ 2-Cq 

 

ตำรำงที่ 3-3   สารและปริมาตรท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา real-time PCR  

สำร ปริมำตรที่ใช้ (µl) 

iTaqTM Universal SYBR® Green supermix 

Forward primer 

Reward primer 

distilled water 

cDNA  

Total reaction mix volume 

10 

0.5 

0.5 

7 

2 

20 

 

ตำรำงที่ 3-4   สภาวะท่ีใช้ในปฏิกิริยา real-time PCR  

ขั้นตอน อุณหภูมิ  

(องศำเซลเซียส) 

เวลำ (นำที) 

Step 1 Pre denature (1รอบ) 

Step 1 Denature 

Step 2. annealing/extension 

Step 1 (1 รอบ) 

Melting curve 

(อุณหภูมิเพิ่มข้ึนทีละ 0.5 องศาเซลเซียส) 

95.0 

95.0 

63.0 

95.0 

65.0-95.0 

3 

0.10 

0.20 

0.10 

0.05 

 

 

40 รอบ 
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3.3.5.7 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  

 ข้อมูลจากผลการทดลองทุกตัวอย่างในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบจะท าซ้ าท้ังหมด 3 ซ้ า และจะ
แสดงข้อมูลในรูปของค่าเฉล่ีย± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (meanSD) โดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(analysis of variance) ) เป็นการทดสอบค่าเฉล่ียจากข้อมูลท่ีได้จากกลุ่มตัวอย่างหลายกลุ่ม  และการ
เปรียบเทียบค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ โดยใช้ Student’s  t-test ค่า p<0.05 ถือว่ามีนัยส าคัญทางสถิติ 
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บทท่ี 4 

ผลกำรทดลอง 

 

4.1  กำรค้นหำกระบวนกำรทำงชีวสำรสนเทศท่ีเหมำะสม 

 การศึกษาชีววิทยาเชิงระบบส าหรับสืบค้นกลไกการตอบสนองต่อการอักเสบในเซลล์แมคโครฟาจ 
RAW 264.7 ของหนู เป็นการอาศัยกระบวนการทางชีวสารสนเทศในการค้นหากลุ่มยีนและความสัมพันธ์ของ
กลุ่มท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อการอักเสบ ซึ่งสามารถน าเอารูปแบบของความสัมพันธ์ท่ีได้มาใช้ในการ
อธิบายกลไกการตอบสนองการอักเสบท่ีเกิดขึ้น เพื่อน ามาใช้เป็นข้อมูลท่ีช่วยในการตัดสินใจส าหรับการ
คัดเลือกกลุ่มยีนท่ีมีบทบาทท่ีส าคัญต่อการตอบสนองการอักเสบเพื่อศึกษาในระดับห้องปฏิบัติการต่อไป โดย
ลักษณะของแพลตฟอร์มหรือโมเดลของกลไกการอักเสบท่ีได้ในท่ีนี้ จะอยู่ในรูปแบบของเครือข่ายปฏิสัมพันธ์
ระหว่างกลุ่มยีนหรือโปรตีนท่ีใช้ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ของการแสดงของยีน ในสภาวะท่ีมีการตอบสนองต่อการ
อักเสบท่ีเกิดขึ้นโดยการกระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ด้วย LPS มาท าการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมทาง
ชีวสารสนเทศซึ่งประกอบไปด้วย การคัดเลือกยีน (Gene selection) (ภาคผนวก ฌ, ช, จ ) โดยโปรแกรม 
SVM (Support Vector Machines) ท่ีเป็นโปรแกรมย่อยภายในโปรแกรม WEKA (Hall et al., 2009) 
วิธีการเปรียบเทียบโฟลด์เชนจ์ท่ีระดับมากกว่า 1.4 ในระดับความเช่ือมั่นท่ี P<0.05 และการใช้เครื่องมือ
คัดเลือกยีน 3 ชนิด ได้แก่ Significance analysis of microarrays (SAM) (Tusher, Tibshirani and Chu, 
2001), Empirical Bayes moderated t-test (eBayes) (Smyth, 2004), และ PLS-CV-Partial Least 
Squares Cross-Validation (PLS-CV) (Hall, 2000) ท่ีถูกบรรจุอยู่ในโปรแกรมออนไลน์ ArrayMining 
(Glaab et al., 2009)  

นอกจากนี้ยังอาศัยการสร้างเครือข่ายความสัมพันธ์จากระดับการแสดงออกของยีน (Co-expression 
network) (ภาคผนวก ซ, ง, ค, ข, และ ก) โดยใช้หลักการของ Pearson Correlation Analysis ภายใต้
โปรแกรม Cladist (Fukuchi et al., 2009) ท่ี r-value 0.9 (+,-) และใช้ JActiveModules (Ideker et al., 
2002) เพื่อช่วยในการคัดเลือกโมดูลย่อยของเครือข่ายท่ีแสดงออกถึงความสัมพันธ์อย่างเด่นชัด และการใช้
โปรแกรม Network Analysis ท่ีอยู่ในโปรแกรมออนไลน์ Arraymining (Glaab et al., 2009) ท่ีจะท าการ
สร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมระหว่างยีน รวมถึงได้ใช้วิธีการสร้างเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของ
ยีน (ภาคผนวก ฉ และ ก) โดยการใช้โปรแกรม DREM 2.0 (Dynamic Regulatory Events Miner version 
2.0; Schulz et al., 2012) (ภาคผนวก ฉ) ท่ีอาศัยการบูรณาการกับข้อมูลปฏิสัมพันธ์ของการควบคุม
ระหว่างทรานสคริปชันแฟกเตอร์กับยีนเป้าหมาย (TF-TG interaction) ซึ่งในท่ีนี้จะใช้ข้อมูลของหนูเมาส์ 
(Mouse; Mus musculus) (Ernst et al., 2010) และข้อมูลท่ีได้จากบทความวิจัย และการศึกษาโปรแกรม 
CyNetworkBMA (Yeung et al., 2011) ซึ่งเป็นปล๊ักอินของโปรแกรม Cytoscape (Cline et al., 2007) ซึ่ง
รันโปรแกรมร่วมกับโปรแกรม R (R Core Team, 2013) ท่ีจะสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนท่ี
อาศัยหลักการของอัลกอริท่ึม regression-based Bayesian Model Averaging (BMA) (ภาคผนวก ก) พร้อม
การคัดกรองเครือข่ายร่วมกับข้อมูลยีนการอักเสบจาก PolySearch (Cheng, 2008)  

จากการศึกษาขั้นต้นท าให้ได้กระบวนการทางชีวสารสนเทศเพื่อน ามาใช้ในการคัดเลือกกลุ่มยีนและ
เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบ มาท าการวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลทางชีวภาพ 
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ได้แก่ ยีนออนโทโลยี (Gene Ontology; GO) (Ashburner et al., 2000) และพาธเวย์ KEGG (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa, 2010) ก่อนท่ีจะน าข้อมูลท่ีได้มาตัดสินใจร่วมกับ
ข้อมูลของบทความวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับกลุ่มยีน ท่ีคัดเลือกเหล่านั้น เพื่อน ามายืนยันผลในระดับของ
ห้องปฏิบัติการต่อไป 

 

4.2   กำรเตรียมข้อมูลไมโครอำร์เรย์ และกำรคัดเลือกกลุ่มยีนท่ีเกี่ยวข้องกับกำรตอบสนองต่อ
กำรอักเสบ 

การเตรียมข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท้ังสามชุดข้อมูล โดยการปรับมาตรฐานข้อมูลให้อยู่มาตรฐานเดียวกัน
โดยปรับข้อมูลให้อยู่ในรูปของค่ามาตรฐาน Z score จะพบว่าข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ียังไม่ผ่านกระบวนการ
จัดเตรียมข้อมูลและกระบวนการนอร์มอไลซ์เซชันค่าตัวเลขของข้อมูลจะมีการกระจาย (ดังภาพท่ี 4-1A) แต่
เมื่อข้อมูลได้ผ่านกระบวนการนอร์มอไลซ์เซชันจะพบว่าค่าตัวเลขของข้อมูลจะอยู่ในมาตรฐานเดียวกัน (ดังภาพ
ท่ี 4-1B – 4-1C)  

 

 
ภำพที่ 4-1  ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท้ัง 3 ชุดข้อมูลก่อนและหลังผ่านกระบวนการปรับมาตรฐานข้อมูล Box plot 

raw data (A), log10-transformed data (B) และ normalized data (C) 

 

 



22 
 

 การคัดเลือกกลุ่มยีนท่ีมีการตอบสนองต่อการอักเสบ เมื่อมีการกระตุ้นต่อ LPS ท่ีเวลา 3, 6, 8 และ 
18 ช่ัวโมง โดยใช้วิธีการวิเคราะห์ทางสถิติท่ีแตกต่างกันสามวิธี คือ SAM, eBayes  และ PLS-CV โดยท้ังสาม
วิธีนี้จะบรรจุอยู่ภายในโปรแกรมการท าเหมืองข้อมูลออนไลน์ ArrayMining ผลท่ีได้จะคัดเลือกโพรบท่ีมีการ
แสดงออกอย่างเด่นชัด 100 โพรบแรก และเพื่อให้การคัดเลือกมีความน่าเช่ือถือเพิ่มขึ้นจึงเลือกเฉพาะโพรบท่ี
ถูกคัดเลือกอย่างน้อยสองวิธีดังผลท่ีแสดงในตารางท่ี 4-1 และภาพท่ี 4-2 ซึ่งจะพบว่าในชุดข้อมูลท่ีมีการ
กระตุ้นต่อ LPS ท่ีเวลา 6 ช่ัวโมงจะมีโพรบท่ีถูกคัดเลือกมากท่ีสุด จากนั้นน าโพรบท่ีถูกคัดเลือกในแต่ละ
ช่วงเวลาไปค้นหาช่ือยีนในชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์จะพบว่าเมื่อการกระตุ้นด้วย LPS ท่ีเวลา 3 ช่ัวโมง มีจ านวน 
70 ยีน เมื่อกระตุ้นด้วย LPS ท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง จ านวน 65 ยีน เมื่อกระตุ้นด้วย LPS ท่ีเวลา 8 ช่ัวโมง จ านวน 
61 ยีน และเมื่อกระตุ้นด้วย LPS ท่ีเวลา 18 ช่ัวโมง จ านวน 80 ยีน รายช่ือของยีนท่ีถูกคัดเลือกในแต่ละ
ช่วงเวลาแสดงในตารางท่ี 4-2  

 

ตำรำงที่ 4-1  จ านวนโพรบท่ีถูกคัดเลือกโดยวิธี SAM, eBayes , PLS-CV  และโพรบท่ีถูกคัดเลือกอย่างน้อย 
2 วิธี จาก 3 วิธี 

 
 

ชุดข้อมูล
SAM

(โพรบ)
eBayes
(โพรบ)

PLS-CV
(โพรบ)

จ ำนวนโพรบทีถู่กคัดเลอืกสองในสำมวิธ ี
(โพรบ)

GSE4712 
(3 hr_LPS)

100 100 100 90

GSE4712
(6 hr_LPS)

100 100 100 99

GSE21841
(8 hr_LPS)

100 100 100 93

GSE2002
(18 hr_LPS)

100 100 100 94
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ภำพที่ 4-2  ไดอะแกรมแสดงจ านวนโพรบท่ีถูกคัดเลือกโดยวิธี SAM, eBayes , PLS-CV  และโพรบท่ีถูก
คัดเลือกอย่างน้อย 2 วิธี  

 

    ตำรำงที่ 4-2  ยีนท่ีพบในแต่ละชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์จากโพรบท่ีถูกคัดเลือกอย่างน้อยสองวิธี 

 

ชุดข้อมูล จ ำนวนยนี ยนี

GSE4712
(3 hr_LPS)

GSE4712
(6 hr_LPS)

GSE21841
(8 hr_LPS)

GSE2002
(18 hr_LPS)

70

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

65

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

61

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

80

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

 การค้นหากลุ่มยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบ (inflammatory genes) จากฐานข้อมูล PolySearch 
(Cheng, 2008) ในการค้นหายีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบจะใช้ค าส าคัญในการค้นหาว่า “inflammation” ซึ่ง
จะปรากฏรายช่ือยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบท้ังหมด 329 ยีน และน ารายช่ือยีนท่ีสืบค้นได้ไปเปรียบเทียบกับ
ยีนท่ีพบในชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท้ังสามชุดข้อมูลจะมียีนท้ังหมด 187 ยีน (ดังตารางท่ี 4-1) กลุ่มยีนท่ี
เกี่ยวข้องกับการอักเสบท่ีได้จากการสืบค้นจากฐานข้อมูล PolySearch และยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีเด่นชัดท่ีถูก
คัดเลือกอย่างน้อยสองวิธีจากวิธีการวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกันท่ีบรรจุภายในโปรแกรมการท าเหมืองข้อมูล
ออนไลน์ ArrayMining มีจ านวนท้ังหมด 312 ยีน จะถูกน ามามาสร้างเครือข่ายความสัมพันธ์ระหว่างการ
แสดงออกร่วมของยีน โดยใช้ปล๊ักอิน Expression Correlation Network ท่ีถูกบรรจุภายใต้โปแกรม 
Cytoscape  โดยจะเลือกความความสัมพันธ์ท่ีมีค่า r-value ท่ี ±0.95 จะมียีนท้ังหมด 100 ยีน 333 
ปฏิสัมพันธ์ ซึ่งจะเป็นยีนท่ีถูกคัดเลือกด้วยวิธีการท าเหมืองข้อมูลในโปรแกรมออนไลน์ ArrayMining จ านวน 
84 ยีน 238 ปฏิสัมพันธ์ ยีนท่ีได้จากการสืบค้นฐานข้อมูล PolySearch จ านวน 11 ยีน 45 ปฏิสัมพันธ์ และยีน
ท่ีถูกคัดเลือกจากการท าเหมืองข้อมูลในโปรแกรมออนไลน์ ArrayMining และจากการสืบค้นจากฐานข้อมูล 
PolySearch จ านวน 5 ยีน 50 ปฏิสัมพันธ์ ดังภาพท่ี 4-3  

 จากนั้นท าการคัดเลือกเครือข่ายย่อยจากเครือข่ายความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกร่วมของยีน 
เพื่อให้ง่ายต่อการวิเคราะห์และการแปลผลโดยคัดเลือกจากยีนท่ีได้จาการสืบค้นจากฐานข้อมูล PolySearch 
เป็นหลัก เนื่องจากเป็นกลุ่มยีนท่ีได้มีการศึกษาแล้วว่าเกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ จะคัดเลือกเครือข่า ย
ย่อยได้ท้ังหมด 2 เครือข่าย ดังภาพท่ี 4-4 ในเครือย่อยท่ี 1 จะมียีนจ านวน 12 ยีน 34 ปฏิสัมพันธ์ และ
เครือข่ายย่อยท่ี 2 จะยีนจ านวน 17 ยีน 50 ปฏิสัมพันธ์ โดยจะแสดงรายละเอียดของยีนท้ังสองเครือข่ายใน
ตารางท่ี 4-4 
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ภำพที่ 4-3 เครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีนท่ีได้จากการคัดเลือกจากโปรแกรม ArrayMining และยีนท่ีได้
จากการสืบค้นจากฐานข้อมูล PolySearch 

 

        
 

ภำพที่ 4-4 เครือข่ายย่อยท่ีถูกคัดเลือกจากเครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีน 

 

    Module 2 Module 1 
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ตำรำงที่ 4-3  รายละเอียดของยีนในแต่ละเครือข่ายย่อยท้ังสองเครือข่าย  

 
 

 

 

 

Gene Symbol Gene name RefSeq Transcript ID

CD36 CD36 antigen
NM_001159555 /// NM_001159556 /// NM_001159557 /// 
NM_001159558 /// NM_007643

WDR62 WD repeat domain 62 NM_146186

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

NM_023284

MKI67 antigen identified by monoclonal antibody Ki 67 NM_001081117

ERCC6L
excision repair cross-complementing rodent repair 
deficiency complementation group 6 - like

NM_146235

BIRC5 baculoviral IAP repeat-containing 5 NM_001012273 /// NM_009689
NUSAP1 nucleolar and spindle associated protein 1 NM_001042652 /// NM_133851
LGALS9 lectin, galactose binding, soluble 9 NM_001159301 /// NM_010708
TSPO translocator protein NM_009775
IRF7 interferon regulatory factor 7 NM_016850

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

NM_010484

VEGFC vascular endothelial growth factor C NM_009506

IL11 interleukin 11 NM_008350
GPR35 G protein-coupled receptor 35 NM_001104529 /// NM_022320

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

NM_008869

TRF transferrin NM_133977
PRUNE prune homolog (Drosophila) NM_173347
NFIL3 nuclear factor, interleukin 3, regulated NM_017373
AREG amphiregulin NM_009704
BLCAP bladder cancer associated protein homolog (human) NM_016916
IL7R interleukin 7 receptor NM_008372

VEGFA vascular endothelial growth factor A
NM_001025250 /// NM_001025257 /// NM_001110266 /// 
NM_001110267 /// NM_001110268 /// NM_009505

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

NM_007781

PLAU plasminogen activator, urokinase NM_008873
THBD thrombomodulin NM_009378

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

NM_001159394 /// NM_001159395 /// NM_030612

SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 NM_007707
GBP1 guanylate binding protein 1 NM_010259

Module1

Module2
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4.4   กำรวิเครำะห์กลุ่มยีนท่ีมีแนวโน้มกำรแสดงออกร่วมกัน และกำรวิเครำะห์ร่วมกบั
เครือข่ำยปฏิสัมพันธ์ระหว่ำงโปรตีน 

 จากผลการวิเคราะห์เครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีนและการคัดเลือกเครือข่ายย่อยจากนั้นน ามา
จัดกลุ่มยีนท่ีมีตามรูปแบบการแสดงออกโดยวิธี SOM (self-organizing map) พบว่าสามารถจัดกลุ่มยีนตาม
รูปแบบการแสดงออกแบ่งออกได้จ านวน 3 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1 จะมีรูปแบบการแสดงออกสูงในช่วงเวลา 3 และ 
6 ช่ัวโมงและลดการแสดงออกลงลดท่ีช่วงเวลา 8 และ 18 ช่ัวโมง กลุ่มท่ี 2 จะมีรูปแบบการแสดงออกสูงใน
ช่วงเวลา 3 และ 6 ช่ัวโมงและลดการแสดงออกลงท่ีช่วงเวลา 8 ช่ัวโมงและมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอีกใน
ช่วงเวลา 18 ช่ัวโมง และกลุ่มท่ี 3 จะมีรูปแบบการแสดงออกท่ีสูงในช่วงเวลา 8 และ 18 ช่ัวโมง ดังภาพท่ี 4-
5A และ 4-5B ในกลุ่มท่ี 1 จะมียีนจ านวน 14 ยีน กลุ่มท่ี 2 จ านวน 3 ยีน และกลุ่มท่ี 3 จ านวน 11 ยีน ดัง
ตารางท่ี 4-4 โดยยีนส่วนใหญ่จะมีรูปแบบการแสดงออกในกลุ่มท่ี 1 และกลุ่มท่ี 3 

 จากการคัดเลือกเครือข่ายย่อยยีนท่ีอยู่ภายในท้ังสองเครือข่ายย่อยจะถูกน าไปสร้างเป็นเครือข่าย
ปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนในฐานข้อมูล STRING (Szklarczyk et al., 2015) ซึ่งเป็นฐานข้อมูลทางชีวภาพท่ี
สามารถใช้ในการท านายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนโดยฐานข้อมูล STRING จะรวบรวมข้อมูลจากแหล่งต่างๆไว้ 
ประกอบด้วยข้อมูลท่ีได้จากการทดลอง (experiment) ข้อมูลจากฐานข้อมูล (database) ข้อมูลจากการ
แสดงออกร่วม (co-expression) ข้อมูลจากการค้นหาความรู้จากข้อความ (text mining) เป็นต้น จะได้ผลดัง
ภาพท่ี 4-6  

 

 

ภำพที่ 4-5   Heat map รูปแบบการแสดงออกของยีนท้ังสามกลุ่ม (A) และกราฟแสดงแนวโน้มรูปแบบการ
แสดงออกของยีน (B)  เมื่อถูกกระตุ้นด้วย LPS ท่ีเวลา 3, 6, 8 และ 18 ช่ัวโมง จากการจัดกลุ่ม
ตามรูปแบบการแสดงออกของยีนโดยวิธี SOM  
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ตำรำงที่ 4-4 การจัดกลุ่มยีนท่ีมีการแสดงออกร่วมกันเมื่อมีการกระตุ้นด้วย LPS ท่ีเวลา 3 6 8 และ 18 ช่ัวโมง 
โดยวิธี SOM (self-organizing map) 

 
 

 

 
ภำพที่ 4-6  ปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนของยีนในเครือข่ายย่อยท้ังสองเครือข่ายในฐานข้อมูล STRING 

 

 

 

 

กลุ่มที่ จ ำนวนยนี (ยนี) ยนี

1 14
IL11, AREG, THBD, VEGFA, TRF, PRUNE, NFIL3, GPR35, 

WDR62, NUF2, NUSAP1, ERCC6L, BIRC5, MKI67

2 3 BLCAP, IL7R, CSF2RB2

3 11
CD36, IRF7, NFKBIZ, TSPO, SOCS3, LGALS9, SLC6A4, 

GBP1, VEGFC, PLA2G4A, PLAU
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4.5   กำรวิเครำะห์เครือข่ำยปฏิสัมพันธ ์และกำรแปลผลทำงชีวภำพ 

 จากการคัดเลือกเครือข่ายย่อยยีนท่ีอยู่ภายในท้ังสองเครือข่ายย่อยจะถูกน ามาวิเคราะห์หาหน้าท่ีและ
ความส าคัญในกระบวนการทางชีวภาพในฐานข้อมูลสาธารณะ DAVID (Huang et al., 2009) แปลผลโดยใช้
ยีนออนโทโลยี (Gene ontology) และฐานข้อมูล KEGG (Kanehisa, 2010) ซึ่งจะคัดเลือกเฉพาะ
กระบวนการท่ีมีค่า p-value < 0.05 โดยการแปลผลของยีนออนโทโลยีจะประกอบด้วย 3 กลุ่ม คือ 1) 
กระบวนการทางชีววิทยา (biological processes) จะพบว่ากลุ่มยีนจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการทางชีววิทยา
ท้ังหมด 19 กระบวนการ โดยยีนส่วนใหญ่จะเกี่ยวข้องกับวัฏจักรของเซลล์ ดังตารางท่ี 4-6  2) องค์ประกอบ
ของเซลล์ (cellular components) จะพบว่ายีนส่วนใหญ่จะจะมีการท างานบริเวณเยื่อหุ้มช้ันนอกและ
โครโมโซม ดังตารางท่ี 4-7  และ 3) หน้าท่ีของโมเลกุลในเซลล์ (molecular functions) จะพบว่ากลุ่มยีนจะมี
หน้าท่ีเกี่ยวข้องกับการจับของไซโตไคน์และการกระตุ้น growth factor ดังตารางท่ี 4-8 และในการค้นหา
หน้าท่ีของกลุ่มยีนในฐานข้อมูล KEGG pathway จะพบว่ายีนส่วนใหญ่จะเกี่ยวข้องกับวิถีการส่งสัญญาณ Jak-
STAT signaling pathway และปฏิสัมพันธ์ระหว่างไซโตไคน์ (Cytokine-cytokine receptor interaction 
ดังตารางท่ี 4-9  

 

ตำรำงที่ 4-5 Biological process (BP) ของยีนในท้ังสองเครือข่ายย่อยโดยใช้ยีนออนโทโลยี 

 

GO term ID Go term description P-value Genes 

GO:0000279 M phase 1.40E-03 MKI67, BIRC5, ERCC6L, NUSAP1, NUF2

GO:0045597 Positive regulation of cell differentiation 3.50E-03 CD36, IL7R, SOCS3, VEGFC

GO:0007049 Cell cycle 3.80E-03 MKI67, BIRC5, ERCC6L, NUSAP1, BLCAP, NUF2

GO:0007067 Mitosis 4.40E-03 BIRC5, ERCC6L, NUSAP1, NUF2

GO:0000280 Nuclear division 4.40E-03 BIRC5, ERCC6L, NUSAP1, NUF2

GO:0000087 M phase of mitotic cell cycle 4.70E-03 BIRC5, ERCC6L, NUSAP1, NUF2

GO:0048285 Organelle fission 4.90E-03 BIRCS5, ERCC6L, NUSAP1, NUF2

GO:0007059 Chromosome segregation 5.60E-03 BIRC5, NUSAP1, NUF2

GO:0001666 Response to hypoxia 5.60E-03 PLAU, TRF, VFGFA

GO:0070482 Response to oxygen levels 5.80E-03 PLAU, TRF, VEGFA

GO:0051094
Positive regulation of developmental 

process
6.10E-03 CD36, IL7R, SOCS3, VEGFC

GO:0008283 Cell proliferation 9.10E-03 AREG, MKI67, IL7R, VFGFA

GO:0051301 Cell division 1.30E-02 BIRC5, ERCC6L, NUSAP1, NUF2

GO:0000226 Microtubule  cytoskeleton organization 1.60E-02 BIRC5, NUSAP1, NUF2

GO:0001763 Morphogenesis of a branching structure 2.00E-02 AREG, SOCS3, VEGFA

GO:0048010
Vascular endothelial growth factor 

receptor signaling pathway
2.40E-02 VEGFA, VEGFC

GO:0060749 Mammary gland alveolus development 2.60E-02 AREG, VEGFA

GO:0000910 Cytokinesis 4.70E-02 BIRC5, NUSP1

GO:0006955 Immune response 4.90E-02 IRF7, IL7R, GBP1, VEGFA
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ตำรำงที่ 4-6 Cellular component (CC) ของยีนในท้ังสองเครือข่ายย่อยโดยใช้ยีนออนโทโลยี  

 
 

ตำรำงที่ 4-7  Molecular function ของยีนในท้ังสองเครือข่ายย่อยโดยใช้ยีนออนโทโลยี  

 
 

ตำรำงที่ 4-8 หน้าท่ีและกระบวนการทางชีวภาพของของยีนในท้ังสองเครือข่ายย่อยฐานข้อมูล Kyoto 
Encyclopedia of Genomes pathway enrichment analysis (KEGG) 

 
 

 

 

GO term ID Go term description P-value Genes 

GO:0000775 Chromosome centromeric region 1.20E-03 NUF2, BIRC5, MKI67, ERCC6L

GO:0005615 Extracellular space 2.50E-03 IL11, AREG, THBD, TRF, VEGFA, VEGFC

GO:0044421 Extracellular region part 1.40E-02 AREG, IL11, THBD, TRF,VEGFA, VEGFC

GO:0000793 Condensed chromosome 1.80E-02 MKI67, ERCC6L, NUF2

GO:0044427 Chromosomal part 2.20E-02 MKI67, BIRC5, NUF2, ERCC6L

GO:0005876 Spindle microtubule 3.20E-02 BIRC5, NUSAP1

GO:0005576 Extracellular region 3.40E-02 AREG, IL11, LGALS9, PLAU, THBD, TRF, VEGFA, FEGFC

GO:0005694 Chromosome 3.50E-02 MKI67, BIRC5,  NUF2, ERCC6L

GO term ID Go term description P-value Genes 

GO:0008083 Growth factor activity 1.20E-03 AREG, IL11, VEGFA, VEGFC

GO:0004896 Cytokine receptor activity 3.00E-03 CSF2RB2, IL7R

GO:0019955 Cytokine binding 7.60E-03 CSF2RB2, IL7R

Term P-value Genes 

mmu04060  Cytokine-cytokine receptor interaction 4.00E-04 CSF2RB2, IL11, VEGFA, VGFC

mmu04630  Jak-STAT signaling pathway 6.70E-04 CSF2RB2, IL11, IL7R, SOCS3

mmu04640 Hematopoietic cell lineage 2.20E-02 CD36, IL11, IL7R
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4.6   กำรคัดเลือกยีนและกำรตรวจสอบกำรแสดงออกของยีนระดับ mRNA ในห้องปฏิบัติกำร
โดยใช้เทคนิค real time PCR 

 จากการวิเคราะห์หาหน้าท่ีและความส าคัญในกระบวนการทางชีวภาพของยีนในท้ังสองเครือข่ายย่อย
จากฐานข้อมูล KEGG pathway จะพบว่ายีนส่วนใหญ่จะเกี่ยวข้องกับวิถีการส่งสัญญาณ Jak-STAT signaling 
pathway ดังภาพท่ี 4-7 (Jatiani et al., 2010 ) โดยยีนท่ีได้จากการคัดเลือกท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีนี้ประกอบด้วย 
4 ยีน คือ CSF2RB2, IL11, IL7R และ SOCS3  ซึ่งยีน SOCS เป็นยีนท่ีมีความน่าสนใจท่ีน าไปตรวจสอบระดับ
การแสดงออกของยีนในห้องปฏิบัติการต่อไป เนื่องจากยีน SOCS3 เป็นยีนท่ีถูกคัดเลือกได้จากท้ังวิธีการท า
เหมืองข้อมูลและการสืบค้นจากฐานข้อมูล PolySearch และมีรูปแบบการแสดงออกสูงในช่วงเวลา 8 และ 18 
ช่ัวโมง (ช่วงท้าย)  และท าการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนร่วมกับยีน iNOS ซึ่งเป็นยีนเครื่องหมายท่ี
ส าคัญของการตอบสนองต่อการอักเสบท่ีมีผู้ศึกษากันมาก เพื่อให้มั่นใจว่ามีการอักเสบเกิดข้ึนแน่นอน 

 

 

ภำพที่ 4-7 วิถีการส่งสัญญาณ Jak-STAT signaling pathway (ท่ีมา: http://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?hsa04630 สืบค้นเมื่อวันท่ี 23 สิงหาคม 2559) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jatiani%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21442038
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 ผลการวิเคราะห์วัดปริมาณ mRNA ของยีน iNOS และ SOCS3 โดยมียีน EF2 เป็นยีนอ้างอิง 
(Housekeeping gene) โดยใช้เทคนิค real time PCR พบว่ายีน iNOS จะมีระดับการแสดงออกในสภาวะท่ีมี
การกระตุ้นด้วย LPS ท่ีช่วงเวลา 3 6 8 และ 18 ช่ัวโมงตามล าดับ และมีการแสดงออกลดลงเมื่อมีการกระตุ้น
ด้วย LPS ท่ีช่วงเวลา 24 ช่ัวโมง โดยในช่วงท่ีมีการกระตุ้นด้วย LPS ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง จะมีระดับการ
แสดงออกที่สูงสุด (ภาพท่ี 4-8) และยีน SOCS3 จะมีการแสดงออกท่ีลดลงในสภาวะท่ีมีการกระตุ้นด้วย LPS 
ท่ีช่วงเวลา 3 และ 6 ช่ัวโมงตามล าดับ จากนั้นเมื่อมีการกระตุ้นด้วย LPS ท่ีช่วงเวลา 8 และ 18 ช่ัวโมง จะมี
ระดับการแสดงออกเพิ่มขึ้นโดยช่วงเวลาท่ีมีการกระตุ้นด้วย LPS ท่ี 18 ช่ัวโมงจะมีระดับการแสดงออกสูงสุด 
และเมื่อมีการกระตุ้นด้วย LPS ท่ีช่วงเวลา 24 ช่ัวโมงจะมีระดับการแสดงออกลดลงต่ าสุด (ภาพท่ี 4-9) 

 
ภำพที่ 4-8  ระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน iNOS ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ภายใต้สภาวะท่ี

มีการกระตุ้นด้วย LPS ตามช่วงเวลา 3, 6, 8, 18, และ 24 ช่ัวโมง  
 

 
ภำพที่ 4-9  ระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน SOCS3 ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ภายใต้

สภาวะท่ีมีการกระตุ้นด้วย LPS ตามช่วงเวลา 3, 6, 8, 18, และ 24 ช่ัวโมง 
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บทท่ี 5 

อภิปรำย สรุปผลกำรทดลอง และข้อเสนอแนะ 

 

5.1   อภิปรำยผลกำรทดลอง  

 จากการศึกษาเบื้องต้นโดยทีมงานของผู้วิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการคัดเลือกยีนท่ีเกี่ยวกับการอักเสบจากชุด
ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ให้มีความน่าเช่ือถือมากยิ่งขึ้น โดยอาศัยกระบวนการของการจัดจ าแนกกลุ่มตัวอย่าง 
(classification) มาใช้ในการสร้างโมเดลของการจัดจ าแนก ก่อนท าการทดสอบโมเดลท่ีได้ท าให้พบว่าถึงแม้ค่า
ความถูกต้องของการจัดจ าแนกจะมีค่าสูง แต่เนื่องจากจ านวนตัวอย่างท่ีใช้ในการตรวจสอบมีเป็นจ านวนน้อย
คือมีจ านวนตัวอย่างในแต่ละกลุ่มเพียง 3 ตัวอย่าง ท าให้สามารถเกิดข้อผิดพลาดในการยืนยันผลของกลุ่มยีนท่ี
ถูกคัดเลือกมาได้เช่นเดียวกัน (ปรัศนี, มินตรา และพิทักษ์, 2556) และเมื่อท าการคัดเลือกกลุ่มยีนท่ีมีการ
แสดงออกแตกต่างอย่างเด่นชัดมาวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลพาธเวย์จ านวน 6 พาธเวย์ ท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการ
ตอบสนองการอักเสบ ซึ่งคัดเลือกมาจากฐานข้อมูล KEGG (http://www.genome.jp/kegg/; Kanehisa, 
2010) พบว่ายังคงพบข้อจ ากัดในแง่ของการอธิบายกลไกท่ีเกิดขึ้นของกระบวนการตอบสนองการอักเสบท่ี
เกิดขึ้น เนื่องจากการคัดเลือกเฉพาะกลุ่มยีนซึ่งมีจ านวนน้อยอาจจะท าให้ไม่สามารถอธิบายภาพรวมของการ
ตอบสนองท่ีควรจะเป็นได้ (เหมือนฝัน, กอบเกตุ และพิทักษ์, 2556) จึงเป็นท่ีมาของการศึกษากลไกการ
ตอบสนองการอักเสบเพื่อท าการบูรณาการการวิเคราะห์ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ โดยอาศัยกระบวนการทาง       
ชีวสารสนเทศ ท้ังการคัดเลือกยีน (Gene selection) (ภาคผนวก ฌ, ช, จ ) การสร้างเครือข่ายความสัมพันธ์
จากระดับการแสดงออกของยีน (Co-expression network) (ภาคผนวก ซ, ง, ค, ข, และ ก) การสร้าง
เครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีน (ภาคผนวก ฉ และ ก) โดยน าข้อมูลของกลุ่มยีนหรือเครือข่ายท่ีถูก
คัดเลือกมาท าการวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลทางชีวภาพ ได้แก่ ยีนออนโทโลยี (Gene Ontology; GO) 
(Ashburner et al., 2000) และพาธเวย์ KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 
(Kanehisa, 2010) ก่อนท่ีจะน าข้อมูลท่ีได้มาตัดสินใจร่วมกับข้อมูลของบทความวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับกลุ่มยีนท่ี
คัดเลือกเหล่านั้น เพื่อน ามายืนยันผลในระดับของห้องปฏิบัติการต่อไป 

 จากการรวบรวมข้อมูลไมโครอาร์เรย์ของการแสดงออกของยีนท่ีบรรจุอยู่ในฐานข้อมูลสาธารณะ GEO 
(Edgar 2002, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) โดยชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีได้น ามาวิเคราะห์นั้น จะ
คัดเลือกมา 2 กลุ่มการทดลองคือ กลุ่มท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS และกลุ่มท่ีไม่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ตามช่วงเวลา 
ในเซลล์แมคโครฟาจเซลล์ไลน์ RAW264.7 ท าให้ได้ชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีครอบคลุม 4 ช่วงเวลาของการ
กระตุ้นเซลล์ด้วย LPS จ านวน 3 ชุดข้อมูล ได้แก่ GSE4712 ในช่วงเวลา 3 และ 6 ช่ัวโมง (Comer et al., 
2006) GSE21841 ในช่วงเวลา 8 ช่ัวโมง (Hammer et al., 2010) และ GSE2002 ในช่วงเวลา 18 ช่ัวโมง 
(Shell et al., 2005) จากข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีได้จึงรองรับการศึกษากลไกการอักเสบใน 4 ช่วงเวลา คือ 3, 
6, 8 และ 18 ช่วงโมง ในการคัดเลือกยีน (Gene selection) จากข้อมูลท่ีได้ของการศึกษาใน ภาคผนวก ช จะ
พบว่าเมื่อน ากระบวนการคัดเลือกยีนโดยใช้วิธี SVM (Support Vector Machines) ท่ีเป็นโปรแกรมย่อย
ภายในโปรแกรม WEKA (Hall et al., 2009) ท าการคัดเลือกยีนส าคัญ 100 อันดับแรก จากยีนท้ังหมด 
21,678 ยีน ร่วมกับใช้วิธีการเปรียบเทียบโฟลด์เชนจ์ท่ีระดับมากกว่า 1.4 ในระดับความเช่ือมั่นท่ี P<0.05 
กลุ่มยีนท่ีถูกคัดเลือกออกมายังไม่สามารถแปลผลให้สอดคล้องกับการตอบสนองการอักเสบท่ีเกิดขึ้นได้อย่าง
ชัดเจน แสดงให้เห็นว่าการคัดเลือกยีนโดยวิธีการข้างต้นอาจจะยังไม่มีความเหมาะสมเพียงพอ ดังนั้นเมื่อลอง
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ปรับเปล่ียนวิธีการคัดเลือกยีนมาใช้เครื่องมือท่ีมีการจัดท าไว้โดยเฉพาะส าหรับการคัดเลือกข้อมูลไมโครอาร์เรย์
ท่ีมีจ านวนตัวอย่างน้อยในขณะท่ีจ านวนยีนมีเป็นจ านวนมาก (ภาคผนวก จ) ซึ่งเครื่องมือการคัดเลือกเหล่านี้ถูก
รวบรวมไว้ในโปรแกรมออนไลน์ ArrayMining (Glaab et al., 2009) โดยใช้เครื่องมือคัดเลือกยีน 3 ชนิด 
ได้แก่ Significance analysis of microarrays (SAM) (Tusher, Tibshirani and Chu, 2001), Empirical 
Bayes moderated t-test (eBayes) (Smyth, 2004), และ PLS-CV-Partial Least Squares Cross-
Validation (PLS-CV) (Hall, 2000) โดยคัดเลือกยีนท่ีถูกคัดเลือกอย่างน้อย 2 จาก 3 วิธี เป็นยีนท่ีตอบสนอง
ต่อการอักเสบในแต่ละช่วงเวลา เมื่อน ามาแปลผลทางชีวภาพโดยใช้ DAVID (Huang, Sherman and 
Lempicki, 2009) ท่ีมีฐานข้อมูลของการแปลผลทางชีวภาพหลากหลายชนิด โดยใช้ข้อมูลการแปลผลจาก
ฐานข้อมูลของยีนออนโทโลยี (Gene Ontology; GO) (Ashburner et al., 2000) ท่ีประกอบไปด้วยฺการแปล
ผล 3 ลักษณะคือ Biological Process (BP), Cell Component (CC), และ Molecular Function (MF) 
พบว่า สามารถแปลผลออกมาสอดคล้องกับกลไกการตอบสนองการอักเสบท่ีเกิดขึ้นในช่วงเวลา 3, 6, 8, และ 
18 ช่ัวโมง แต่เนื่องจากไม่สามารถอธิบายความเช่ือมโยงของการแสดงออกของกลุ่มยีนแต่ละชนิดระหว่างกันได้ 
ทางผู้วิจัยจึงมีความคิดท่ีจะน าเอารูปแบบของการสร้างเครือข่ายปฏิสัมพันธ์  และเครือข่ายการควบคุมการ
แสดงออกของยีน รวมถึงการบูรณาการกับข้อมูลทางชีวภาพอื่น เพื่อมาช่วยอธิบายกลไกการตอบสนองการ
อักเสบท่ีเกิดขึ้นให้มีความละเอียดและชัดเจนยิ่งขึ้น 

 การสร้างเครือข่ายความสัมพันธ์ของระดับการแสดงออกของยีน (Co-expression network) จาก
ภาคผนวก ค โดยใช้หลักการของ Pearson Correlation Analysis ภายใต้โปรแกรม Cladist (Fukuchi et 
al., 2009) ของกลุ่มยีนท่ีคัดเลือกมาจากพาธเวย์ท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบจ านวนท้ังส้ิน 659 ยีน 
ท าให้ได้จ านวนปฏิสัมพันธ์ท่ีเกิดขึ้นท้ังส้ิน 434,281 ปฏิสัมพันธ์ เมื่อคัดเลือกเฉพาะยีนท่ีมีค่าโฟลด์เชนจ์
มากกว่า 1.4 ก็จะเหลือจ านวนยีน 48 ยีน 2,304 ปฏิสัมพันธ์ เมื่อเลือกเฉพาะท่ี r-value 0.9 (+,-) ก็จะได้ 352 
ปฏิสัมพันธ์ และเมื่อใช้ JActiveModules (Ideker et al., 2002) เพื่อช่วยในการคัดเลือกโมดูลย่อยของ
เครือข่ายท่ีแสดงออกถึงความสัมพันธ์อย่างเด่นชัด ก็จะท าให้ได้ 34 ยีน 155 ปฏิสัมพันธ์ เมื่อน าเครือข่ายท่ี
ได้มาท าการจัดกลุ่มและใส่ข้อมูลระดับการแสดงออกในแต่ละช่วงเวลาเข้าไป ก็จะสามารถน ามาใช้ในการ
อธิบายกลไกของการอักเสบท่ีเกิดขึ้นในแต่ละช่วงเวลาได้ (ภาคผนวก ค) แต่เนื่องจากการสร้างเครือข่าย
ความสัมพันธ์ที่เกิดขึ้นนี้มีการใช้ยีนเพียงแค่ 659 ยีน จึงท าให้การตรวจสอบกลไกท่ีได้เกิดความจ าเพาะกับวิถี
พาธเวย์ท่ีเลือกมาเท่านั้น ไม่สามารถจะค้นพบวิถีพาธเวย์ใหม่ได้ ทีมผู้วิจัยจึงได้ทดลองศึกษาการสร้างเครือข่าย
ความสัมพันธ์ของระดับการแสดงออกของยีนโดยใช้ข้อมูลจากโพรบท้ังหมด 45,037 โพรบ ท่ีครอบคลุมยีน
ท้ังหมด 21,678 ยีน (ภาคผนวก ก) ภายใต้โปรแกรม Network Analysis ท่ีอยู่ในโปรแกรมออนไลน์ 
Arraymining (Glaab et al., 2009) ท่ีจะท าการสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมระหว่างยีน ซึ่งการคัดเลือก
นี้จะเหลือเครือข่ายท่ีมีขนาด 2,000 โพรบ และ 61,096 ปฏิสัมพันธ์ ก่อนน าเครือข่ายท่ีได้มาวิเคราะห์ร่วมกับ
กลุ่มยีนท่ีถูกคัดเลือกมาเช่นเดียวกับการศึกษาก่อนหน้านี้ท่ีมีการคัดเลือกยีนท่ีถูกคัดเลือกอย่างน้อย 2 จาก 3 
วิธี ได้แก่ SAM, eBays, และ PLS-CV (ภาคผนวก จ) แต่ผลท่ีได้ไม่เป็นไปตามท่ีคาดหวังไว้เนื่องจากกลุ่มยีนท่ี
ถูกคัดเลือกมาซึ่งมีความสัมพันธ์กันในเครือข่ายส่วนใหญ่ไม่มีความเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบ ท าให้
ไม่สามารถอธิบายกลไกการตอบสนองการอักเสบได้อย่างชัดเจน 

 นอกจากการสร้างเครือข่ายความสัมพันธ์ของการแสดงออกร่วมของยีนข้างต้นแล้ว ทางผู้วิจัยยังได้
ทดลองสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน โดยการใช้โปรแกรม DREM 2.0 (Dynamic Regulatory 
Events Miner version 2.0; Schulz et al., 2012) (ภาคผนวก ฉ) ซึ่งท าการสร้างเครือข่ายการควบคุมการ
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แสดงออกของยีนจ านวนท้ังส้ิน 21,678 ยีน โดยอาศัยการบูรณาการกับข้อมูลปฏิสัมพันธ์ของการควบคุม
ระหว่างทรานสคริปชันแฟกเตอร์กับยีนเป้าหมาย (TF-TG interaction) ซึ่งในท่ีนี้จะใช้ข้อมูลของหนูเมาส์ 
(Mouse; Mus musculus) (Ernst et al., 2010) ท าให้ได้เครือข่ายท่ีประกอบไปด้วยทรานสคริปชันแฟคเตอร์ 
335 ยีน และยีนเป้าหมาย 1,636 ยีน ท่ีมีปฏิสัมพันธ์ท้ัง ส้ิน 44,000 ปฏิสัมพันธ์ และเมื่อคัดกรองข้อมูลกับ
งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบท าให้เหลือเครือข่ายท่ีประกอบไปด้วย ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ 5 ยีน ยีน
เป้าหมาย 621 ยีน และปฏิสัมพันธ์ 1,022 ปฏิสัมพันธ์ และสุดท้ายท าการคัดกรองด้วยยีนท่ีมีค่าโฟลด์เชนจ์
มากกว่า 1.4 และการแบ่งกลุ่มฟังก์ชัน ท าให้เหลือเครือข่ายท่ีประกอบไปด้วย ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ 5 ยีน 
ยีนเป้าหมาย 6 ยีน และปฏิสัมพันธ์ 10 ปฏิสัมพันธ์ ท่ีง่ายและสะดวกต่อการตรวจสอบ แต่เนื่องจากขนาดของ
เครือข่ายท่ีมีขนาดเล็กท่ีอาจไม่ครอบคลุมการอธิบายกลไกโดยรวมของการตอบสนองการอักเสบได้ดี และ
ความยุ่งยากของการใช้งานโปรแกรม DREM ท่ียังต้องการการปรับเปล่ียนข้อมูลเพื่อให้สามารถน ามาใช้งานได้
กับการวิเคราะห์และแสดงผลภายในโปรแกรม Cytoscape (Cline et al., 2007) จึงท าให้ทีมผู้วิจัยได้ทดลอง
ใช้โปรแกรม CyNetworkBMA (Yeung et al., 2011) ซึ่งเป็นปล๊ักอินของโปรแกรม Cytoscape (Cline et 
al., 2007) ซึ่งรันโปรแกรมร่วมกับโปรแกรม R (R Core Team, 2013) ท่ีจะสร้างเครือข่ายควบคุมการ
แสดงออกของยีนท่ีอาศัยหลักการของอัลกอริท่ึม regression-based Bayesian Model Averaging (BMA) 
(ภาคผนวก ก) แต่การทดลองนี้ได้ใช้ชุดข้อมูลการแสดงออกของยีน GSE52320 (Schott et al., 2014) ซึ่ง
เป็นข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ีได้จากเทคโนโลยี RNA-seq ท่ีประกอบไปด้วยช่วงเวลาของการบ่ม LPS ท่ี 0, 
15, 30, 45, 60, 75, 90, และ 120 นาที โดยอาศัยการคัดกรองเครือข่ายร่วมกับข้อมูลยีนการอักเสบจาก 
PolySearch (Cheng, 2008) การตัดยีนท่ีมีการแสดงออกน้อย การวิเคราะห์โครงสร้างเครือข่าย พบทราน
สคริปชันแฟคเตอร์จ านวน 8 ยีน และยีนเป้าหมายจ านวน 85 ยีน และเมี่อท าการคัดเลือกเครือข่ายย่อยโดย
อาศัยการจัดกลุ่มยีนตามรูปแบบการแสดงออก (Expression profile) ออกเป็น 5 กลุ่ม จะพบว่ายีนแต่ละกลุ่ม
มีการตอบสนองต่อการกระตุ้นของ LPS ท่ีช่วงเวลาแตกต่างกัน แต่เนื่องด้วยรูปแบบของข้อมูลท่ีใช้มีความ
แตกต่างจากข้อมูลไมโครอาร์เรย์ในเรื่องของจ านวนซ้ าของตัวอย่างข้อมูล ท าให้ทีมผู้วิจัยยังไม่สามารถน า
วิธีการ CynetworkBMA มาใช้ร่วมกับชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์เดิมท่ีมีอยู่ได้ 

 จากผลการศึกษาข้างต้นทางทีมผู้วิจัยจึงได้รวบรวมแนวทางการเลือกใช้เครื่องมือทางชีวสารสนเทศ 
วิธีการวิเคราะห์และแปลผลข้อมูลทางชีวภาพของกลุ่มยีนท่ีได้จากการคัดเลือกโดยการใช้เครือข่ายปฏิสัมพันธ์
การแสดงออกของยีนและการคัดเลือกยีน (ภาคผนวก ข) เพื่อท าการค้นหากลุ่มยีนท่ีมีบทบาทส าคัญต่อการ
ตอบสนองการอักเสบท่ีเกิดขึ้นโดยการใช้ชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท้ังสามชุดข้อมูล ได้แก่ GSE4712 (Comer et 
al., 2006), GSE21841 (Hammer et al., 2010), และ GSE2002 (Shell et al., 2005) ท่ีรองรับการศึกษา
กลไกการอักเสบใน 4 ช่วงเวลา คือ 3, 6, 8 และ 18 ช่วงโมง ก่อนท่ีจะท าการคัดเลือกยีนโดยการเลือกกลุ่มยีน
ท่ีถูกคัดเลือกโดย 2 วิธี จาก 3 วิธี ได้แก่ SAM (Tusher, Tibshirani and Chu, 2001), eBayes (Smyth, 
2004), และ PLS-CV (Hall, 2000) ก่อนท่ีจะน ามาคัดกรองกลุ่มยีนท่ีถูกคัดเลือกได้อีกครั้งด้วยข้อมูลยีนอักเสบ
ท่ีสืบค้นได้จาก PolySearch (Cheng, 2008) แล้วน าไปสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วมด้วยโปรแกรมปล๊ัก
อิน ExpressionCorrelationViewer ของโปรแกรม Cytoscape (Cline et al., 2007) หลังจากนั้นก็ท าการ
คัดเลือกเครือข่ายย่อยซึ่งมีปฏิสัมพันธ์ของกลุ่มยีนท่ีน่าสนใจ ซึ่งคาดหวังว่าจะได้พบกลุ่มยีนท่ีมีการแสดงออกไม่
เด่นชัด แต่อยู่ท่ามกลางปฏิสัมพันธ์ของยีนท่ีมีการแสดงออกอย่างเด่นชัดหรือเป็นยีนท่ีมีความส าคัญต่อการ
ตอบสนองการอักเสบ ท่ีอาจจะเป็นเป้าหมายของการศึกษาในอนาคตต่อไป 
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 จากผลการทดลองเพื่อวิเคราะห์หาหน้าท่ีและความส าคัญในกระบวนการทางชีวภาพของยีนใน
เครือข่ายย่อย (ภาพท่ี 4-4) โดยอาศัยฐานข้อมูลของยีนออนโทโลยี (Gene Ontology; GO) (Ashburner et 
al., 2000) และฐานข้อมูล KEGG pathway จะพบว่ายีนส่วนใหญ่จะเกี่ยวข้องกับวิถีการส่งสัญญาณ Jak-
STAT signaling pathway เป็นวิถีท่ีส่งสัญญาณจากสารเคมีท่ีอยู่นอกเซลล์ (extracellular chemical 
signals) เข้าไปยังภายในนิวเคลียสท าให้เกิดการถอดรหัสและเกิดการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับระบบ
ภูมิคุ้มกัน การเพิ่มจ านวนเซลล์ (proliferation) และการตายของเซลล์ (apoptosis) ในการกระตุ้น cytokine 
receptor นั้นส่วนใหญ่จะผ่านวิถี Jak-STAT pathway โดย JAKs เป็น tyrosine kinases ท่ีจับอยู่กับ 
cytokine receptors และ STAT เป็น transcription factor ซึ่งการจับของไซโตไคน์กับ cytokine receptor 
จะส่งผลให้เกิด dimerization ของ cytokine receptors และเกิดการกระตุ้น JAKs ให้มีการเติมฟอสเฟต
ให้กับตัว JAKs และ receptor ท าให้ STATs สามารถมาจับกับ receptor และถูกเติมฟอสเฟตโดย JAKs ท า
ให้ STAT ท่ีถูกเติมฟอสเฟตเกิด dimerization กลายเป็น STAT ท่ีอยู่ในรูปท่ีท างานได้ (active form) ของ 
transcription factor ท่ีไปกระตุ้นการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อไซโตไคน์นั้นๆ ดังภาพ
ท่ี 4-7 (Jatiani et al., 2010 ) ดังนั้นจะเห็นได้ว่าวิถีการส่งสัญญาณ Jak-STAT นั้นมีความส าคัญ โดยยีนท่ีได้
จากการคัดเลือกท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีนี้ประกอบด้วย 4 ยีน คือ CSF2RB2, IL11, IL7R และ SOCS3  ซึ่งยีน 
SOCS เป็นยีนท่ีมีความน่าสนใจท่ีน าไปตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนในห้องปฏิบัติการต่อไป เนื่องจาก
ยีน SOCS3 เป็นยีนท่ีถูกคัดเลือกได้จากท้ังวิธีการท าเหมืองข้อมูลและการสืบค้นจากฐานข้อมูล PolySearch 
และมีรูปแบบการแสดงออกสูงในช่วงเวลา 8 และ 18 ช่ัวโมง (ช่วงท้าย) และท าการตรวจสอบร่วมกับยีน iNOS 
เพื่อให้มั่นใจว่ามีการอักเสบเกิดขึ้นแน่นอน เนื่องจาก iNOS เป็นยีนท่ีได้มีการศึกษาอย่างมากว่าเกี่ยวข้องกับ
การอักเสบ โดยใช้ยีน EF2 เป็นยีนอ้างอิงหรือ housekeeping gene 

 จากผลการตรวจวัดปริมาณ mRNA ของยีน iNOS และ SOCS3 โดยมียีน EF2 เป็นยีนอ้างอิง 
(Housekeeping gene) โดยใช้เทคนิค real time PCR จะพบว่ายีน iNOS จะมีระดับการแสดงออกในสภาวะ
ท่ีมีการกระตุ้นด้วย LPS ท่ีช่วงเวลา 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมงตามล าดับ และมีการแสดงออกลดลงเมื่อมีการ
กระตุ้นด้วย LPS ท่ีช่วงเวลา 24 ช่ัวโมง โดยในช่วงท่ีมีการกระตุ้นด้วย LPS ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง จะมีระดับการ
แสดงออกท่ีสูงสุด (ภาพท่ี 4-11) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของทีมผู้วิจัยท่ีใช้ยีน iNOS เป็นยีนท่ีแสดงออกถึง
สภาวะการตอบสนองต่อการอักเสบท่ีช่วงเวลา 18 ช่ัวโมง ของเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกกระตุ้นด้วย 
LPS ซึ่งจะใช้เป็นโมเดลในการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารออกฤทธิ์ ตัวอย่างเช่น การศึกษาโดย Srisook 
และคณะ (2011) ท่ีได้ท าการศึกษาสารสกัดเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate extract) จากต้นเพชรสังฆาตท่ี
แสดงให้เห็นถึงฤทธิ์การต่อต้านการอักเสบ (anti-inflammatory activity) ท่ีผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสาร
สกัดจากพืชสมุนไพรนี้สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ ซึ่งสารสกัดจากพืชสมุนไพร
นี้จะส่งท าให้การท างานของเอนไซม์ iNOS ลดลง โดยลดการแสดงออกของยีน iNOS ในส่วนของยีน SOCS3 
ท่ีถูกคัดเลือกมาจากเครือข่ายย่อยจะมีการแสดงออกท่ีลดลงในสภาวะท่ีมีการกระตุ้นด้วย LPS ท่ีช่วงเวลา 3 
และ 6 ช่ัวโมงตามล าดับ จากนั้นเมื่อมีการกระตุ้นด้วย LPS ท่ีช่วงเวลา 8 และ 18 ช่ัวโมง จะมีระดับการ
แสดงออกเพิ่มขึ้น โดยช่วงเวลาท่ีมีการกระตุ้นด้วย LPS ท่ี 18 ช่ัวโมงจะมีระดับการแสดงออกสูงสุด และเมื่อมี
การกระตุ้นด้วย LPS ท่ีช่วงเวลา 24 ช่ัวโมงจะมีระดับการแสดงออกลดลงต่ าสุด (ภาพท่ี 4-12) ซึ่งมีระดับการ
แสดงออกของยีน SOCS3 ท่ีสอดคล้องกับงานวิจัยของ Qin และคณะ (2007) ซึ่งยีน SOCS3 นี้เป็นยีนท่ีจะถูก
แปลรหัสต่อไปได้เป็นโปรตีนในกลุ่ม Suppressor of cytokine signaling (SOCS) proteins ซึ่งมีบทบาทใน
การเป็นตัวควบคุมเชิงลบ (negative regulators) ของการตอบสนองในระบบภูมิคุ้มกันท้ังแบบท่ีติดตัวมาแต่

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jatiani%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21442038
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ก าเนิดหรืออินเนต (innate immunity) และแบบท่ีเกิดขึ้นมาภายหลังหรืออะแดปทีฟ (adaptive immunity) 
จึงมีความเกี่ยวข้องกับกลไกการตอบสนองต่อการอักเสบท่ีมักเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน 

 

5.2   สรุปผลกำรทดลอง  

1. จากการศึกษาและทดลองใช้กระบวนการทางชีวสารสนเทศหลากหลายชนิดเพื่อมาช่วยในการ
วิเคราะห์ข้อมูลไมโครอาร์เรย์การแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวกับการตอบสนองต่อ LPS ในเซลล์แมคโคร
ฟาจของหนู เพื่อให้ได้การศึกษาชีววิทยาเชิงระบบส าหรับสืบค้นกลไกการตอบสนองต่อการอักเสบ ท า
ให้ได้กระบวนการทางชีวสารสนเทศท่ีประกอบไปด้วย การจัดเตรียมข้อมูลการแสดงออกของยีน 
(GEO: Edgar 2002)  การคัดเลือกกลุ่มยีนท่ีมีบทบาทส าคัญ (ArrayMining: Glaab et al., 2009) 
การสร้างเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ (Cladist: Fukuchi et al., 2009 และ ExpressionCorrelation 
Viewer: Cline et al., 2007) และเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีน (DREM: Schulz et 
al., 2012 และ CyNetworkBMA: Yeung et al., 2011) และการบูรณาการเครือข่ายกับข้อมูลทาง
ชีวภาพ (DREM: Schulz et al., 2012; PolySearch: Cheng, 2008; STRING: Szklarczyk et al., 
2015; Gene Ontology: Ashburner et al., 2000; และ KEGG: Kanehisa, 2010) ท่ีท าให้ได้
เครือข่ายย่อยซึ่งมีกลุ่มยีนท่ีมีบทบาทและความส าคัญท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อการอักเสบท่ี
สามารถตรวจสอบผลในระดับห้องปฏิบัติการได้ จากตัวอย่างการตรวจสอบของยีน SOCS3 

2. การวิจัยนี้เป็นต้นแบบของการศึกษาเพื่อพัฒนาแพลตฟอร์มของกลไกการตอบสนองต่อ LPS ในเซลล์
แมคโครฟาจของหนู ส าหรับน ามาเป็นโมเดลเพื่อใช้ในการศึกษาผลการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากพืช
สมุนไพร หรือสารสังเคราะห์ในการยับยั้งการอักเสบต่อไป 

 

5.3   ข้อเสนอแนะ  

1. เป็นโครงการวิจัยท่ีต้องใช้เวลากับการคัดเลือกเครื่องมือและกระบวนการทางชีวสารสนเทศท่ี
เหมาะสมเป็นเวลา และด้วยข้อจ ากัดของพื้นฐานความรู้ของนิสิตท่ีเข้าร่วมการท าวิจัยท่ีส่วนใหญ่เป็น
นิสิตระดับปริญญาตรี ท าให้มีปัญหาในการท าความเข้าใจและการใช้งานเครื่องมือทางชีวสารสนเทศ 
ดังนั้นโครงการวิจัยแบบนี้จึงเหมาะสมกับนิสิตหรือนักศึกษาในระดับปริญญาโทและปริญญาเอก
มากกว่า เพราะต้องการทักษะและความเช่ียวชาญท่ีสูงกว่าระดับปริญญาตรี 

2. ต้นทุนในการศึกษาวิจัยในห้องปฏิบัติการมีสูงมากจึงท าให้โครงการวิจัยนี้จ าเป็นต้องลดเนื้องานลงให้
เหลือเพียงการตรวจสอบในห้องปฏิบัติการในระดับ mRNA เท่านั้น จึงควรมีการทดลองในระดับ
โปรตีนต่อไป 

3. โครงการวิจัยยังคงมีปัญหาในเรื่องของการน าเสนอรูปแบบของกลไกการอักเสบท่ีได้ เนื่องจากยังคง
น าเสนอในรูปแบบของเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ ท าให้ยากต่อการแปลผลและการท าความเข้าใจ ดังนั้นถ้า
หากสามารถน าเสนอกลไกการตอบสนองตามช่วงเวลาได้ในรูปแบบของภาพกราฟฟิก ก็จะท าให้ท า
ความเขา้ใจและแปลผลกลไกการตอบสนองได้ง่ายยิ่งขึ้น 
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เทพพนม อารัญภาณุ จรัญ รุ่งเรือง เหมือนฝัน โวหารกล้า และพิทักษ์ สูตรอนันต์. ( 2558). เครือข่าย

ความสัมพันธ์การแสดงออกร่วมของกลุ่มยีนในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 เมื่อถูกกระตุ้นด้วย LPS. 
รายงานสืบเนื่องจากการประชุมวิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตร์วิจัย” ครั้งท่ี 7, วันท่ี 30–31 มีนาคม 
2558, มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก, BI-P-048, 6 หน้า. 
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ภาคผนวก ง 

น าเสนอบทคัดย่อ งานประชมุทางวิชาการระดบันานาชาติ 
 

The 1st International Conference of Pharmaceutical Sciences and Medicines, 
22 – 23 January 2015, Burapha University, Chonburi, Thailand. 

 

Wohankla, M. and Sootanan, P. 2015. “Inflammatory network inferred from microarray time 
series data of LPS-stimulated macrophage”. PP17. The 1st International Conference of 
Pharmaceutical Sciences and Medicines, 22 – 23 January 2015, Burapha University, 
Thailand. 
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ภาคผนวก จ. 

น าเสนอรายงานสบืเนื่องจากงานประชุมทางวิชาการระดับชาติ 
 

การประชุมวิชาการ การศึกษาทางพันธุศาสตร์และจีโนมิกส์ด้วยเครื่องวิเคราะห์ยุคใหม่  

วันท่ี 29 – 30 กรกฎาคม พ.ศ. 2557  กรุงเทพฯ ประเทศไทย 

 
วันเฉลิม จินอู๋ และพิทักษ์ สูตรอนันต์. (2557). กลไกการตอบสนองการอักเสบจากการวิเคราะห์ข้อมูลไมโคร

อาร์เรย์. รายงานการประชุมวิชาการ การศึกษาทางพันธุศาสตร์และจีโนมิกส์ด้วยเครื่องวิเคราะห์ยุคใหม่ , 
วันท่ี 29–30 กรกฎาคม พ.ศ. 2557, กรุงเทพฯ, 25 – 31. 
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ภาคผนวก ฉ 

บทความวิจยั วารสารระดับชาติ 
 

วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา ปีท่ี 19 ฉบับพิเศษ  

การประชุมวิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตร์วิจัย” ครั้งท่ี 6 

 

พศิกา ใบยา วิไลพร ศรีตะบุตร และพิทักษ์ สูตรอนันต์. (2557). เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนท่ี
เกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบจากข้อมูลไมโครอาร์เรย์. วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา ปีท่ี 19 ฉบับ
พิเศษ การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัยครั้งท่ี 6, ISBN 0858-7612, 173–184. 
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ภาคผนวก ช 

น าเสนอรายงานสบืเนื่องจากงานประชุมทางวิชาการระดับชาติ  
 

การประชุมวิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตร์วิจัย” ครั้งท่ี 6  

วันท่ี 20 – 21 มีนาคม 2557  มหาวิทยาลัยบูรพา จังหวัดชลบุรี ประเทศไทย 

 

เหมือนฝัน โวหารกล้า และพิทักษ์ สูตรอนันต์. (2557). การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในข้อมูลไมโคร
อาร์เรย์ของเซลล์แมคโครฟาจท่ีถูกกระตุ้นด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์. รายงานสืบเนื่องจากการประชุม
วิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตร์วิจัย” ครั้งท่ี 6, วันท่ี 20 – 21 มีนาคม 2557, มหาวิทยาลัยบูรพา จังหวัด
ชลบุร,ี 195–200. 
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ภาคผนวก ซ 

น าเสนอบทคัดย่อ งานประชมุทางวิชาการระดบันานาชาติ  
 

The 4th International Biochemistry and Molecular Biology Conference,  

2 – 3 April 2014, Bangkok, Thailand. 

 
Sootanan, P. 2014. “Responsive-gene finding of LPS-stimulated macrophage via network 

approaches in microarray data”. FO-02. The 4th International Biochemistry and Molecular 
Biology Conference, April 2-3, 2014, Bangkok, Thailand. 
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ภาคผนวก ฌ 

น าเสนอบทคัดย่อ งานประชมุทางวิชาการระดบัชาติ  
 

การประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ครั้งท่ี 39  

วันท่ี 21 – 23 ตุลาคม 2556  กรุงเทพฯ  ประเทศไทย 

 
Wohankla, M. and Sootanan, P. 2556. “Comparative pathway-based analysis of gene 

expression profiles between two macrophages stimulated with LPS”. F_F0024. การประชุม
วิชาการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ครั้งท่ี 39, ศูนย์นิทรรศการและการประชุมไบเทค, 
กรุงเทพฯ, ประเทศไทย, 21 – 23 ตุลาคม 2556, หน้า 176. (poster present) 

Arunphanu, T., Rungrueng, J. and Sootanan, P. 2556. “Coexpression network approach to 
explain the response of LPS-stimulated RAW264.7”. F_F0026. การประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ครั้งท่ี 39, ศูนย์นิทรรศการและการประชุมไบเทค, กรุงเทพฯ, ประเทศไทย
, 21 – 23 ตุลาคม 2556, หน้า 177. (oral present) 

Ginou, W., Wichanprecha, K. and Sootanan, P. 2556. “Finding differentially expressed genes 
with data mining tools in microarray data of LPS-stimulated macropage RAW264.7”. 
F_F0049. การประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ครั้งท่ี 39, ศูนย์นิทรรศการ
และการประชุมไบเทค, กรุงเทพฯ, ประเทศไทย, 21 – 23 ตุลาคม 2556, หน้า 186. (poster present) 
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