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บทคัดย่อ 

โรคข้อเข่าเสืÉอม (knee osteoarthritis) เป็นโรคทีÉพบได้บ่อยในผู้ สูงอายุ เกิดจากความ

เสืÉอมของกระดกูอ่อนผิวข้อ ทําให้เกิดความเจ็บปวดและส่งผลตอ่การดําเนินชีวิตประจําวนั โรคข้อ

เข่าเสืÉอมเกิดได้จากหลายสาเหตุ รวมทั Êงพันธุกรรม แต่ทีÉมุ่งเน้นในการศึกษาครั Êงนี Ê คือ การ

เปลีÉยนแปลงเหนือสภาวะพนัธุกรรม (epigenetics) ด้วยดีเอ็นเอเมทิเลชัน โดยวตัถุประสงค์ของ

การวิจยันี ÊเพืÉอศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างระดบัเมทิลเลชนับนยีน Growth differentiation factor 

5 (GDF5) กบัการเกิดโรคข้อเข่าเสืÉอม โดยยีน GDF5 เป็นยีนทีÉมีหน้าทีÉเกีÉยวข้องกบัการเจริญเติบโต

และการบํารุงรักษาของข้อต่อ และมีการศึกษาในเมทิลเลชันอาร์เรย์ทีÉระบุว่าเมทิลเลชนัในยีนนี Ê

อาจมีความเกีÉยวข้องกบัการเกิดโรคข้อเข่าเสืÉอมได้ การทดลองนี Êได้นําดีเอ็นเอจากเลือดของผู้ ป่วย

โรคข้อเขา่เสืÉอมกับกลุ่มคนปกต ิ(ผู้ ป่วยโรคข้อเข่าเสืÉอม 50 คน กบั คนปกต ิ50 คน ตามลําดบั) มา

ตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชนัในยีน GDF5 ด้วยเทคนิค Combined Bisulfite Restriction Analysis 

(COBRA) และได้ใช้ดีเอ็นเอควบคมุทีÉมีเมทิลเลชนัและดีเอ็นเอทีÉไม่มีเมทิลเลชนัมาใช้เปรียบเทียบ 

อย่างไรก็ตาม ในการศึกษาพบอุปสรรค คือ ไม่สามารถระบุไพรเมอร์ในการทํา PCR ทีÉมี

ความจําเพาะกับดีเอ็นเอทีÉผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์ไปแล้ว จึงเสนอแนะว่าควรใช้วิธีอืÉนในการ

ตรวจสอบเมทิลเลชนัของยีนนี Êในการทําการศกึษาครั Êงตอ่ไป 

 

คาํสาํคัญ: ดีเอ็นเอเมทิลเลชนั, Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA), GDF5, 

โรคข้อเข่าเสืÉอม 
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Abstract 

Knee osteoarthritis is a common disease found in elderly people. It is caused by 

degeneration of articular cartilage of the joint resulting in pain and effecting daily life. Knee 

osteoarthritis can be caused by several factors, including genetics. This study focuses on 

epigenetics by DNA methylation. The objective of this research is to study the association 

between the methylation level on the Growth differentiation factor 5 (GDF5)  gene and 

knee osteoarthritis.  GDF5 is a gene that  is responsible for the growth and maintenance 

of joints. A previous study in methylation array indicated that methylation of this gene may 

be associated with knee osteoarthritis. In this study, DNA samples from blood of patients 

with knee osteoarthritis patients and controls (50 samples from knee osteoarthritis patients 

and 50 samples from normal control, respectively) were analyzed by Combined Bisulfite 

Restriction Analysis ( COBRA)  to determine the methylation level in the GDF5 gene. 

Methylated and unmethylated control DNAs were used to compare the samples. However, 

the study encountered obstacle that we were unable to find PCR primers that are specific 

to the DNA that has undergone bisulfite process.  Therefore, we recommend using other 

methods in the future studies to analyze the methylation of this gene. 

 

Keywords: DNA Methylation, Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA), GDF5, 

knee osteoarthritis 
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26 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟลิซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 1 29 

     โดยเปลีÉยนอณุหภมิู annealing เป็น 52 องศาเซลเซียส 

27 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 2 30 

28 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 3 31 

29 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 3  32 

     ของ reverse primer 5 กับ Positive control 

30 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 3  33 

     ของ reverse primer 5 และ reverse primer 6 กบั Positive control 

31 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 4  34 

     ทีÉได้จากโปรแกรม MethPrimer 

32 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 4  35 

     ทีÉได้จากโปรแกรม MethPrimer 

33 ผลจากการส่ง sequencing ของไพรเมอร์คูที่É 5 ตดัเจลในบริเวณแถบดีเอน็เอทีÉต้องการ 36 

     นั Êนคือบริเวณ 300-400 bp ของ methylated DNA 
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ภาพทีÉ หน้า  

34 ผลจากการส่ง sequencing ของไพรเมอร์คูที่É 5 ตดัเจลในบริเวณแถบดีเอ็นเอทีÉต้องการ 36 

     นั Êนคือบริเวณ 300-400 bp ของ unmethylated DNA 

35 ภาพหน้าจอเริÉมต้นของโปรแกรม Primer3 ในการออกแบบไพรเมอร์ 49 

36 ภาพหน้าจอเริÉมต้นของโปรแกรม OligocalC ในการออกแบบไพรเมอร์ 49 

37 ภาพหน้าจอเริÉมต้นของโปรแกรม BiSearch ในการออกแบบไพรเมอร์ 50 

38 ภาพหน้าจอเริÉมต้นของโปรแกรม MethPrimer ในการออกแบบไพรเมอร์ 51 

39 ภาพหน้าจอเริÉมต้นของโปรแกรม UCSC In-Silico PCR ในการออกแบบไพรเมอร์ 51 
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สารบัญตาราง 

  

ตารางทีÉ   หน้า  

1 ผลของการออกแบบไพรเมอร์คูที่É 1 และคณุสมบตัิของไพรเมอร์ของยีน GDF5 Methylation 16 

2 ผลของการออกแบบไพรเมอร์คูที่É 2 และคณุสมบตัิของไพรเมอร์ของยีน GDF5 methylation 17 

3 ผลของการออกแบบไพรเมอร์คูที่É 3, 4 และ 5 และคณุสมบตัขิองไพรเมอร์ของยีน GDF5 18 

   methylation 

4 ผลของการออกแบบไพรเมอร์คูที่É 6 และ 7 และคณุสมบตัขิองไพรเมอร์ของยีน GDF5  20 

   methylation 

5 ผลของการออกแบบไพรเมอร์และคณุสมบตัิของไพรเมอร์ของยีน GDF5 Methylation  25 

   ในครั Êงแรก 

6 สตูรการคํานวณสารในการทํา PCR 53 

7 การตั Êงคา่เครืÉง PCR 54 
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บททีÉ 1 

บทนาํ 

 

โรคข้อเขา่เสืÉอม (osteoarthritis, OA) เป็นโรคทีÉพบได้บอ่ยในวยักลางคนและผู้สงูอาย ุและ

มีแนวโน้มจะเพิÉมขึ ÊนเรืÉอยๆ อย่างต่อเนืÉองผู้ ป่วยจะต้องได้รับการรักษาอย่างเหมาะสมเพืÉอไม่ให้

อาการของโรคดําเนินตอ่ไปเรืÉอยๆ จนก่อให้เกิดผลกระทบในการใช้ชีวิตประจําวนั โรคข้อเข่าเสืÉอม 

หมายถึงโรคทีÉเกิดจากความเสืÉอมของกระดกูผิวอ่อนทั Êงข้อ ทั Êงด้านรูปร่าง โครงร่าง การทํางานของ

ข้อต่อและกระดกูบริเวณใกล้ข้อต่อ การเปลีÉยนแปลงทีÉเกิดขึ Êนไม่สามารถเปลีÉยนกลบัมาให้อยู่ใน

สภาพเดิมได้ โดยโรคข้อเข่าเสืÉอมแบ่งได้เป็น Ś ประเภทตามลกัษณะการเกิด คือ ความเสืÉอมแบบ

ปฐมภูมิ ซึÉงเป็นความเสืÉอมทีÉไม่ทราบสาเหตจุะสมัพนัธ์ตามวยั นํ Êาหนกั และพนัธุกรรม และความ

เสืÉอมแบบทุติยภูมิ ซึÉงเป็นความเสืÉอมทีÉทราบสาเหตุ เช่น เคยประสบอุบัติเหตุมาก่อน เป็นต้น 

(วิโรจน์ กวินวงศ์โกวิท, 2558) 

การเกิดโรคข้อเข่าเสืÉอม ทีÉมีสาเหตจุากพนัธุกรรมมีได้หลายชนิด เชน่ การเกิดการมิวเทชนั

แบบ deletion ในยีน Cartilage acidic protein 1 (CRTAC1) ทีÉทําให้การแสดงออกของโปรตีน

ชนิดนี ÊทีÉเกีÉยวข้องกบักระดกูอ่อนลดลง (Ge et al., 2016) เป็นต้น หรือเกิดจากการเปลีÉยนแปลง

เหนือสภาวะพนัธุกรรม (epigenetics) เชน่ การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนั จากการศกึษามีการค้นพบ

ยีน ดีเอ็นเอเมทิเลชนัหลายชนิดทีÉเกีÉยวข้องกบัโรคข้อเข่าเสืÉอมดงัตวัอยา่งเชน่ Deiodinase 

Iodothyronine Type II (DIO2) (Bomer et al., 2015) และ Growth differentiation factor 5 

(GDF5) (Reynard et al., 2011) ตา่งก็สง่ผลกบัโรคข้อเข่าเสืÉอม หรือเกิดจาก Single nucleotide 

polymorphism (SNP) ทีÉบริเวณ rs143383 (C>T) ซึÉงเป็นบริเวณทีÉเป็น polymorphism ทีÉมีบริเวณ

ควบคมุยีน GDF 5 อยูด้่วยเชน่กนั (Syddall et al., 2013) ซึÉงการพบความผิดปกติเหล่านี Êมี

ความสมัพนัธ์กบัความเสีÉยงการเกิดโรคข้อเข่าเสืÉอม 

           สาเหตุทีÉ สําคัญทีÉ ทําให้เกิดโรคข้อเข้าเสืÉอม คือ การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA 

methylation) ซึÉงเป็นส่วนหนึÉงของการเปลีÉยนแปลงสภาวะเหนือพนัธุกรรม มีการย้ายหมูเ่มทิลทีÉเข้า

ทีÉเบสไซโตซีน บริเวณ CpG site (Moore, Le, and Fan, 2013) การทีÉมีการเติมหมู่เมทิลทีÉเบสไซ

โตซีนจะขดัขวางการจบัของ transcription factor ทีÉบริเวณโพรโมเตอร์ทําให้การแสดงออกของยีน

นั Êนลดน้อยลงหรือไม่แสดงออกเลย เพราะไม่สามารเกิดการถอดรหสัได้ รวมทั Êงหากเกิดดีเอ็นเอ

เมทิลเลชนับริเวณยีนจะทําให้ RNA polymerase ทํางานได้น้อยลงส่งผลให้การแสดงออกของยีน

น้อยลงไปด้วย (Jin, Li, and Robertson, 2011)     
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          จากการศกึษายีนทีÉเกิดเมทิลเลชนัในผู้ ป่วยโรคข้อเข่าเสืÉอมจากเซลล์เนื ÊอเยืÉอกระดกูอ่อน ซึÉง

พบว่ามีการศกึษาในยีน GD5 เป็นจํานวนมากจงึสนใจศกึษาในยีนนี Ê ซึÉงยีน GDF5 เป็นยีนทีÉจะมี

หน้าทีÉเกีÉยวข้องกบัการเจริญเติบโตและการบํารุงรักษาของข้อตอ่  (Reynard et al., 2011) จากการ

ค้นคว้าจะพบวา่ได้มีการศกึษาการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัของยีน GDF5 ในเนื ÊอเยืÉอกระดกูอ่อน

มาแล้วซึÉงการทีÉเกิดดีเอน็เอเมทิลเลชนัและยงัมีบริเวณ SNP ทีÉเปลีÉยนเบสไซโตซีนเป็นเบสไทมีน

ผสมกนัเล้วจะทําให้การแสดงออกของยีนเปลีÉยนแปลงไป โดยการเกิดดีเอน็เอเมทิเลชนัจะเพิÉมการ

แสดงออกของยีน GDF5  (Loughlin, 2015) ในการศกึษาครั Êงนี Êจงึสนใจมุง่เน้นไปทีÉการเกิดดีเอ็นเอ

เมทิลเลชนัในยีน GDF5 จากเลือดแทน โดยจะใช้ดีเอ็นเอทีÉผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์แล้วจาก

เลือดของผู้ ป่วยโรคข้อเข่าเสืÉอมชาวไทย 50 คน และในคนปกต ิ50 คน นํามาเปรียบเทียบกัน โดยใช้

เทคนิค Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) เพืÉอตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชนัใน

ยีน GDF5 ทีÉเกีÉยวข้องกบัการเกิดโรคข้อเขา่เสืÉอม ซึÉงประโยชน์ในการศกึษาครั Êงนี Ê คือ อาจนําไป

พฒันาใช้ในการทํานายการเกิดโรคข้อเข่าเสืÉอมและช่วยหาสาเหตขุองโรคได้ตอ่ไป 

 

วัตถุประสงค์  

เพืÉอศกึษาระดบัเมทิลเลชนับนยีน GDF5 ในดีเอ็นเอจากเลือดของผู้ ป่วยโรคข้อเขา่เสืÉอม 
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บททีÉ 2  

การตรวจเอกสารของงานวิจัยทีÉเกีÉยวข้อง 

 

1. โรคข้อเข่าเสืÉอม (osteoarthritis, OA) 

โรคข้อเข่าเสืÉอมเป็นโรคทีÉเกิดจากความเสืÉอมแบบเรื Êอรังของข้อต่อหรือเกิดจาการเสียหาย

ของข้อตอ่และยงัเป็นหนึÉงในโรคทีÉพบมากโรคหนึÉงของโลกซึÉงได้คาดการณ์ไว้วา่ประมาณ 10 

เปอร์เซ็นต์ของประชากรบนโลกทีÉมีอาย ุ 60 ปีขึ Êนไป จะได้รับผลกระทบจากโรคข้อเข่าเสืÉอม โดย

ลกัษณะของโรคเกิดได้หลายรูปแบบแตกต่างกนัไปในแตล่ะบคุคล รวมถึงความจ็บปวดและความ

แข็งแรงของข้อตอ่ก็มีระดบัความรุนแรงตา่งกนัไป ถ้าความรุนแรงมากขึ Êนจะสง่ผลให้สญูเสียการ

ทํางานของข้อตอ่ได้ โดยการเพิÉมความรุนแรงอาจเกิดได้หลายปัจจยัทั Êงอาย ุ นํ Êาหนกั การบาดเจ็บ

ของข้อตอ่ และพนัธุกรรม (Thysen, Luyten, and Lories, 2015) 

สาเหตุทีÉทาํให้เกิดโรคข้อเข่าเสืÉอม 

 สาเหตทุีÉทําให้เกิดโรคข้อเข่าเสืÉอม มีหลายปัจจยัทั Êงนํ Êาหนกั อาย ุเพศ และอาการบาดเจ็บทีÉ

ส่งผลกระทบตอ่ข้อเขา่และยงัมีสาหตทีุÉสําคญัอีกอย่างคือจากพนัธุกรรม โดยสาเหตมีุการศกึษา

เป็นอย่างมากและมีความซบัซ้อนเนืÉองจากมีการถ่ายทอดทีÉไมไ่ด้เป็นไปตามกฎของเมนเดล 

(Fernández-Moreno et al, 2008) เป็นโรคทีÉเกิดจาก หลายยีน (polygenic disease) การเกิด

สภาวะเหนือพนักุรรม (Epigenetics) ได้แก่ DNA methylation, histone modifications และ non-

coding RNAs โดยผลกระทบของสภาวะเหนือพนัธุกรรมจะเกีÉยวข้องกับความผิดปกติของเนื ÊอเยืÉอ

และกระดกูออ่นบนบริเวณข้อต่อ นอกจากนี Êการเกิดพหสุณัฐานในยีนก็เป็นปัจจยัทีÉทําให้เกิดโรคข้อ

เข่าเสืÉอมด้วย (Reynard, and Loughlin, 2012) 

การวินิจฉัยโรคและอาการของโรค 

 การวินิจฉยัโรคข้อเข่าเสืÉอม โดยลกัษณะทีÉจดัมานําการวินิจฉัยโรคข้อเข่าเสืÉอมคือ ผู้ ป่วย

จะมีอาการปวดข้อ เคลืÉอนไหวไม่สะดวกข้อแข็งไมส่ามารถงอได้ นํ ÊาหนกัเกินและอายทีุÉมากขึ Êน ซึÉง 

1 ใน 4 ของคนทีÉอายมุากกว่า 55 ปีขึ Êนไปจะมีอาการปวดข้อเข่าซึÉงเป็นสญัญาณเริÉมต้นของการเกิด

ข้อเขา่เสืÉอม โดยปกติการปวดข้อคือเกิดจาการทํากิจกรรมทีÉรุนแรงกบัข้อตอ่แตเ่มืÉอพกัอาการก็จะ

หายไป แตถ้่าอาการยงัดําเนินตอ่เนืÉองในขณะพกัจะถือว่ามีอาการของโรค  ถ้าไมไ่ด้รับการวินจัฉยั

และรักษาอยา่งทนัถ่วงทีÉจะนําไปสูค่วามพิการในอนาคตได้ (Hunter and Felson, 2006) โดย

อาการการปวดข้อจะเกิดจากกระดกูอ่อนสญูเสียหรือถกูทําลาย, การอกัเสบของข้อตอ่ 
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การเสืÉอมของเอ็น เเละอืÉนๆ ตามรูปทีÉแสดงในรูปทีÉ 1 ซึÉงทําให้เกิดอาการของโรคเนืÉองจากการเสียด

สีของกระดกูข้อเข่า(Bijlsma, Berenbaum, and Lafeber, 2011) 

 
รูปทีÉ 1 อาการทีÉเกิดภายในข้อเข่าของผู้ ป่วยข้อเขา่เสืÉอม 

ทีÉมา (Bijlsma, Berenbaum and Lafeber, 2011) 

 

ผลกระทบทีÉเกิดขึ Êนของโรคข้อเข่าเสืÉอม 

 โรคข้อเข่าเสืÉอมเป็นสาเหตุสําคัญทีÉก่อให้เกิดความพิการในหมู่ผู้สูงอายุ ทําให้เกิดเป็น

ปัญหาสงัคมทั Êงคา่ใช้จ่าย การเลี Êยงด ูการรักษาและการเยียวยาผู้ ป่วย ทั Êงในด้านภาครัฐและส่วน

บุคคลจะได้รับผลกระทบทั Êงนั Êน ดงันั Êนการวางแผนป้องกันตั Êงแต่เนิÉนๆจึงเป็นเรืÉองทีÉควรคํานึงถึง

รวมถึงการศกึษาวิจยัเพืÉอเป็นแนวทางในการรักษาและปอ้งกนัไมใ่ห้เกิดทําให้ดีมากยิÉงขึ Êน (Hunter, 

Schofield, and Callander, 2014) 

การรักษา 

 การรักษาโรคข้อเข่าเสืÉอมมีทั Êงการรักษาทางกายภาพและการรักษาทางเคมี การรักษาทาง

กายภาพ ทําได้โดยลดนํ Êาหนกัควบคมุอาหารของผู้ ป่วยทีÉเป็นโรคอ้วนหรือนํ ÊาหนกัเกินเพืÉอลดการ

กระแทกข้อตอ่ขณะเคลืÉอนไหวในชีวิตประจําวนั นอกจากนี Êการทํากายภาพบําบดัก็เป็นอีกวิธีทีÉจะ

บรรเทาความเจ็บปวดลงได้บ้าง การรักษาทางเคมี คือการให้ผู้ ป่วยรับประทานยา แตท่ั Êงนี Êการใช้ยา

และประสิทธิภาพทีÉให้ผลในแตล่ะบคุคลมีความแตกตา่งกนัและบางคนก็อาจเกิดผลข้างเคียงด้วย  

หรือจะใช้การผ่าตดัก็เป็นอีกวิธีทีÉนิยมใช้ในการรักษา (Arden et al., 2015) 
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2. ดีเอ็นเอเมทลิเลชัน (DNA Methylation) 

 ดีเอน็เอเมทิลเลชนัคือการเปลีÉยนแปลงเหนือสภาวะพนัธุกรรม โดยจะมีการเตมิหมู ่methyl 

เ ข้ า ไปใ น ดี เ อ็น เ อขั Êน ตอ น นี Êจะ เ กิด ขึ Êน ไ ด้ โ ด ยจ ะ ไ ด้ก า รช่ ว ย เ หลื อจา ก เ อน ไซ ม์  DNA 

methyltransferase ( DMT) แ ล ะ  s-adenosylmethionine (SAM) ทีÉ เ กิ ด ขึ Êน จ า ก  methionine 

การศกึษาดีเอ็นเอเมทิลเลชนัมีการศกึษาอย่างกว้างขวางส่วนใหญ่จะศกึษาในสตัว์เลี Êงลกูด้วนํ Êานม

และมนษุย์ก็เป็นหนึÉงในนั Êน การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัจะเกีÉยวข้องกบัการ histone modifications 

ซึÉงมีบทบาทสําคญัในการควบคมุการทํางานของดีเอ็นเอโดยการเปลีÉยนแปลงโครงสร้างของโครมา

ทิน และยีนทีÉถกูการเปลีÉยนแปลงโดยดีเอ็นเอเมทิลเลชนัจะถกูเก็บไว้และสามารถถ่ายทอดไปยงัรุ่น

ต่อไปได้ การศึกษาเรืÉองดีเอ็นเอเมทิลเลชนัจะมีความสําคญัในการเกิดและพฒันาของโรคต่างๆ 

เช่น โรคมะเร็ง โรคหัวใจ โรคภุมิคุ้มกันและโรคทีÉเกีÉยวกับระบบประสาท ดีแอ็นเอเมทิลเลชัน 

สามารถนําไปสู่การเปลีÉยนแปลงเหนือสภาวะพนัธุกรรม เนืÉองจากควบคุมการแสดงออกของยีน

ด้วยการควบคมุการถอดรหสั (Kandi, and Vadakedath, 2015) ขั Êนตอนการเกิดดีเอ็นเอเมทิเลชนั

จะเกิดเมืÉอมีการถ่ายโอนของกลุ่มเมทิลไปยังตําแหน่ง คาร์บอนทีÉŝ ของ cytosine บริเวณ CpG 

site เพืÉอสร้าง ŝ-methylcytosine ตามทีÉแสดงในรูปทีÉ  2 ดีเอ็นเอเมทิลเลชันจะควบคุมการ

แสดงออกของยีนโดยหา gene repression หรือ ยบัยั Êงการเข้ามาจบัโพรโมเตอร์ทีÉ  transcription 

factor จึงทําให้มีผลตอ่การถอดรหสัทําให้ยีนแสดงออกได้น้อยหรือไม่ได้เลย ตามทีÉแสดงในรูปทีÉ 3 

(Moore, Le, and Fan, 2013) 

 
รูปทีÉ 2 ขั Êนตอนการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัโดยการเตมิหมู่เมทิลลงบนเบสไซโตซีนโดยอาศยั

เอนไซม์ DNMT และ SAM 

ทีÉมา (Zakhari, 2013) 
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รูปทีÉ 3 ขั ÊนตอนทีÉดีเอ็นเอเมทิลเลชนัมีผลตอ่การแสดงออกของยีนทีÉเมืÉอดีเอ็นเอไมถ่กูเมทิลเลชนัยีน

สามารถแสดงออกได้ปกติ (ขวา) ขั ÊนตอนทีÉดีเอ็นเอเมทิลเลชนัมีผลตอ่การแสดงออกของยีนทีÉ

เกีÉยวข้องกบัมะเร็ง เมืÉอมีหมูเ่มทิลเข้ามาทําให้ดีเอ็นเอเกิดเมทิลเลชนัไปยบัยั Êงการแสดงออกของยีน 

(ซ้าย) 

ทีÉมา https://atlasofscience.org/dna-methylation-markers-in-colorectal-cancer-state-of-

theart/ 

 

การตวจสอบดีเอ็นเอเมทลิเลชัน 

 เป็นวิธีการตรวจสอบดีเอ็นเอเมทิลเลชนัซึÉงมีหลายแบบด้วยกนัแต ่ Bisulfite conversion 

ยงัเป็นมาตรฐานทีÉนิยมใช้ตรวจสอบอย่างแพร่หลายโดยจะตรวจดบูริเวณ CpG methylation โดย

ขั Êนตอนของวิธีการนี Êคือใช้ bisulfite treatment เพืÉอทีÉจะเปลีÉยนเบสไซโตซีนทีÉไมเ่กิดดีเอ็นเอเมทิลเล

ชนัให้เป็นเบสยเูรซิลและหลงัจากการทํา Polymerase Chains reaction (PCR) จะเปลีÉยนเป็นเบส

ยเูรซิลเปลีÉยนเบสไทมีน ส่วนดีเอ็นเอทีÉถูกเมทิลเลชนัจะเป็นเบสไซโตซีนดงัเดมิตามทีÉแสดงในรูปทีÉ 4 

วิธีการนี Êส่งผลให้การตรวจจะเน้นไปทีÉลําดบัของคูเ่บส (Leontiou et al., 2015) 
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รูปทีÉ 4 ขั Êนตอนการทํา Bisulfite conversion ทั Êงในดีเอ็นเอทีÉถกูเมทิเลชนัและทีÉไมถ่กูเมทิเลชนั 

โดยการทําไบซลัไฟต์กบั methylated DNA จะไมเ่ปลีÉยนเบสไซโตซีนบริเวณเบสไซโตซีนทีÉติดกบั

เบสไทมีนส่วนใน unmethylated DNA จะเปลีÉยนเบสไซโตซีนบริเวณทีÉติดกับเบสไทมีนเป็นเบสยเูร

ซิลและเมืÉอผ่านขั Êนตอน PCR และจะเปลีÉยนเบสยเูรซิลเป็นเบสไทมีน 

ทีÉมา https://toptipbio.com/bisulfite-pyrosequencing/dna-bisulfite-treatment/ 

 

3. Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) 

 ในการตรวจสอบ methylated และ unmethylated DNA หลงัจากทีÉถกู Bisulfite 

conversion มาแล้วได้รับการทํา PCR มาแล้วผล PCR ทีÉได้รับมาจะแยกความแตกตา่งได้อยา่งไร 

การแยกความแตกตา่งของ Methylated และ Unmethylated DNA จะใช้เทคนิค Combined 

Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) ข้อดีในการใช้เทคนิค COBRA ก็คือสามารถใช้กบั

ตวัอย่างได้หลายชนิดทั Êงเนื ÊอเยืÉอ, เซลล์,  เลือดและชิ Êนส่วนทีÉอยู่ในพาราฟินบล็อค นอกจากนี Êการทํา 

COBRA ยงัเป็นวิธีทีÉใช้แรงงานน้อยและมีราคาถกู แตป่ระเด็นสําคญัของเทคนิค COBRA คือ การ

หาเอนไซม์ตดัจําเพาะทีÉเหมาะสมโดยทําจะตดั methylated หรือ unmethylated DNA แล้วแต่

ความจําเพาะของเอ็นไซม์ตดัจําเพาะ แล้วทําให้ PCR Product สดุท้ายมีขนาดทีÉเหมาะสมสามารถ

นําไปตรวจสอบบน การทําเจลอิเล็กทรอโฟลิซิสแล้วเห็นแถบได้ชดัเจนสามารถแยกความแตกตา่ง

ของ methylated และ unmethylated DNA ได้ ดงัรูปทีÉ 5 (Eads, and Laird, 2002) 
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รูปทีÉ 5 การตรวจสอบดีเอ็นเอเมทิลเลชนัด้วย COBRA ด้วยเอนไซม์ TaqI และ BstUI  

ทีÉมา https://www.slideshare.net/acme970/promoter-methylation-of-genes-in-and-around-

the-03 

 

4. Growth differentiation factor 5 (GDF5) 

  Growth differentiation factor 5 (GDF5) ซึÉงรู้จกักนัดีในชืÉอ cartilage-derived 

morphogen protein of the transforming growth factor-beta (TGF-beta) มีบทบาทสําคญัใน

กระบวนการซ่อมแซม, บํารุงรักษาและพฒันาการเจริญเติบโตของกระดกูและกระดกูออ่น จงึทํา

ให้ความิดปกติของยีน GDF5  จะนําไปสูก่ารเกิดโรคตา่งๆทีÉเกีÉยงข้องกบัการผิดปกตใินการ

เจริญและการทํางานของกระดกูและกระดกูอ่อนได้ เชน่ ondrodysplasia, symphalangism และ 

brachydactyly type C และโรคข้อเข่าเสืÉอมดงัทีÉกําลงัจะศกึษาตอ่ไปเป็นต้น (Elazeem, 

Abdelaleem, and Mohamed, 2017) 
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บททีÉ 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวธีิการดาํเนินการ 

 
กลุ่มประชากรทีÉศึกษา  

ในการศกึษาครั Êงนี Êกลุม่ประชากรทีÉใช้ในการศกึษาจะเป็นการเก็บตวัอยา่งดีเอ็นเอทีÉได้รับ

การบนัทกึข้อมลู (เพศ, ส่วนสงู, นํ Êาหนกั, BMI) และผา่นกระบวนการไบซลัไฟต์แล้ว ของผู้ ป่วยโรค

ข้อเขา่เสืÉอมจํานวน ŝŘ คน และกลุม่ควบคมุจํานวน ŝŘ คน ซึÉงตวัอย่างดีเอ็นเอของผู้ ป่วย และกลุม่

ควบคมุเหล่านี Êได้รับการอนมุตัจิากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจยัในมนษุย์ คณะแพทยศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และคณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรตแิล้ว 

โดยผู้ ป่วยโรคข้อเข่าเสืÉอม หมายถึง ผู้ ป่วยทีÉเป็นประชากรไทย ซึÉงได้รับการวินิจฉัยโดยแพทย์เฉพาะ

ทางแล้ววา่มีอาการของโรคข้อเข่าเสืÉอมจริง กลุ่มควบคมุ หมายถึง ประชากรไทยอายมุากกว่า ŝŝ ปี

ขึ ÊนไปทีÉเข้ารับการตรวจสขุภาพประจําปีกบัโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ และได้รับการตรวจแล้ววา่ไม่

เป็นโรคข้อเข่าเสืÉอม 

วัสดุอุปกรณ์ 

1.  Micropipette  

2.  Pipette tip 

3.  Beaker 

4.  Flask 

5.  Rack 

6.  Vortex machine 

7.  Centrifuge  

8. DNA Thermal Cycler  

9. Electrophoresis tank 

10. Power supply 

11. Gel doc Biolat 2000 

12. Belly dancer         

13. Microtube 

14. Collection tube 
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สารเคมี 

1. สารเคมีทีÉใช้ในการละลายและเจือจางไพรเมอร์ 

- TE buffer 

- Primer GDF5-met (Gibthai, Thailand) 

2. สารเคมีทีÉใช้ในการทํา PCR 

- 10x reaction buffer (Apsalagen, Thailand) 

- Primer GDF5-met (Gibthai, Thailand) 

- 10 mM dNTP Mix (Invitrogen by Life Technologies, USA) 

- 50 mM MgCl2 (Apsalagen, Thailand) 

- Taq DNA polymerase 5 U/µl (Apsalagen, Thailand) 

-  Human Methylated & Non-methylated DNA Set (DNA w/ primers) 

(Zymoresearch, USA) 

     3. สารเคมีทีÉใช้ในการทําเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

- 2% agarose gel (Vetec, Singapore) 

- RedSafe Nucleic acid solution (iNtRON Biotechnology, USA) 

- 1x TBE 

- DNA ladder: OneMARK 100 (GeneDireX, Taiwan), Hyper ladder (Bioline, USA) 

- loading dye (biotechrabbit, Germany) 

- Ethidium bromide 

   4. สารเคมีทีÉใช้ในการคดัเจลและทําเจลให้บริสทุธิÍ 

 - Gel/PCR Purification Mini Kit (Favor,gen biotech, Taiwan) 
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วิธีการดาํเนินงาน 

คัดเลือกยีนทีÉใช้ในการศึกษา 

คดัเลือกยีนทีÉใช้ในการศกึษาด้วยวิธีการทางชีวสารสนเทศ (Bioinformatics) โดยทําการ

รวบรวมข้อมลูจาก The National Center for Biotechnology Information (NCBI) ทีÉเป็นฐานข้อมลู

ทีÉมีการรวบรวมงานวิจยัไว้เป็นจํานวนมากโดยจะพิจารณายีนทีÉถูกกลา่วถึงในงานวิจยัเรืÉองโรคข้อ

เข่าเสืÉอม และมีความเกีÉยวข้องกบัการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนันํามาเลือกเป็นยีนทีÉสนใจ 

การหาโพรโมเตอร์ 

 หลงัจากได้ยีนทีÉจะใช้ในการศกึษาแล้ว ขั Êนตอ่มาเป็นขั Êนตอนของการออกแบบไพรเมอร์ 

โดยจะเริÉมจาการหาลําดบัเบสของโพรโมเตอร์ใช้โปรแกม  Ensembl 

(https://asia.ensembl.org/index.html) จากนั ÊนจะเลือกยีนทีÉมีตําแหนง่ CG มากทีÉสดุ หลงัจากนั Êน

จะได้โพรโมเตอร์ทีÉต้องการจาก  5' Flanking sequence โดยกําหนดให้มีขนาด 1000 bp ขั Êนตอน

ตอ่ไปจะต้องระบตํุาแหน่ง CG ทั Êงหมดบนโพรโมเตอร์เพืÉอจะนํามาแยกเป็น DNA methylation และ 

DNA unmethylation โดยเมืÉอผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์แล้ว DNA unmethylation ต้องเปลีÉยน

เบส C ทั Êงหมดให้เป็นเบส T สว่น DNA methylation จะเปลีÉยนเบส C ทั Êงหมดให้เป็นเบส T 

เชน่เดียวกนั ยกเว้นบริเวณ CG เนืÉองจากเบสไซโตซีนบริเวณนี Êมีหมูเ่มทิลเข้ามาเกาะ 

การออกแบบไพรเมอร์ 

 เมืÉอได้โพรโมเตอร์ทีÉต้องการแล้วจากขั Êนตอนข้างต้น ขั Êนตอนตอ่มาจงึจะหาไพร

เมอร์ได้โดยการออกแบบไพรเมอร์ด้วยวิธีการ COBRA ไพรเมอร์จะต้องไมป่รากฎเบส CG บนไพร

เมอร์เลยเนืÉองจากกระบวนการไบซลัไฟต์ทีÉจะทําให้ DNA methylation และ DNA unmethylation 

มีเบสทีÉตา่งกนับริเวณ CG ดงันั Êนจงึจะหาไพรเมอร์ได้โดยใช้โปรแกรม BiSearch (http://bisearch 

.enzim.hu/) โดยกําหนดเงืÉอนไขให้มี PCR product ขนาดไม่เกิน 400 bp ลําดบันิวคลีโอไทด์ทีÉ

นํามาใส่ในโปรแกรมจะต้องเป็นลําดบัทีÉไมถ่กูกระบวนการไบซลัไฟต์มาก่อน จากนั Êนให้เลือกชอ่งไบ

ซลัไฟต์ เพืÉอให้โปรแกรมคํานวนไพรเมอร์ทีÉเป็นไปได้เมืÉอลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน GDF5 ถกูไบ

ซลัไฟต์แล้วให้เหมาะสมแก่การทํางาน หลงัจากทีÉใส่ลําดบันิวคลีโอไทด์บนโปรแกรม Bisearch แล้ว 

โปรแกรมจะคํานวนและแสดงไพรเมอร์ทีÉเป็นไปได้  จะเห็นว่าบนลําดบันิวคลีโอไทด์จะมีตําแหนง่

เบสทีÉแสดงเป็น Y และ R ในผลการคํานวนนั Êนหมายความวา่เบสของไพรเมอร์บริเวณนั Êนเป็น

ตําแหนง่ CG ซึÉงเป็นตําแหน่งทีÉไมต้่องการเพราะเมืÉอนําไปใชใ่นขั Êนตอน PCR จะไมส่ามารถเพิÉม

จํานวนได้เพราะความแตกตา่งของ unmethylated DNA และ methylated DNA ทีÉบริเวณ CG 

ดงันั Êนจงึจะเลือกนิวคลีโอไทด์ไมมี่ตําแหนง่เบสทีÉแสดงเป็น Y และ R เป็นไพรเมอร์ทีÉนา่สนใจนํามา

ทําการทดลองมากทีÉสดุผลทีÉได้จากการออกแบบไพรเมอร์ของยีน GDF5 เมืÉอโปรแกรม Bisearch 
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ทําการทดลองไม่ประสบผลสําเร็จจงึทําให้ต้องออกแบไพรเมอร์ใหมโ่ดยใช้โปรแกรม Primer3 แทน

เพราะด้วยข้อจํากดัในการหาไพรเมอร์ของ Bisearch ทําให้อณุหภมูิ Tm (°C) ทีÉได้จากการคํานวณ

และการสงัเคราะห์ไพรเมอร์จริงไมเ่ป็นไปตามทีÉคาดหวงั จงึใช้โปรแกรม Primer3 แทน แล้ว

ตรวจสอบอณุหภมู ิ Tm (°C) ด้วยโปรแกรม Oligo CalC  (http://biotools.nubic.northwestern 

.edu/OligoCalc.html)  เมืÉอยงัไมป่ระสบความสําเร็จในการทดลองจงึทําให้ในการหาไพรเมอร์ครั Êง

ตอ่มาได้ใช้ความรู้จากการศกึษาวิจยัก่อนหน้านี Êถึงการออกแบบไพรเมอร์จากลําดบัเบสทีÉผ่าน

กระบวนการไบซลัไฟต์มาแล้วเพืÉอศกึษาการเกิดดีเอน็เอเมทิลเลชนัได้มีการแนะนําให้ใช้โปรแกรม 

MethPrimer (https://www.urogene.org/methprimer/)  จะได้ไพรเมอร์เหมาะสมกบักระบวนการ

ไบซลัไฟต์มากกวา่วิธีทีÉออกแบบมาข้างต้น (Reynard et al., 2011)  

 การคัดเลือกเอนไซม์ตัดจําเพาะ 

 หลงัจากทีÉได้ไพรเมอร์มาแล้ว ขั Êนตอนตอ่ไปนําลําดบัเบสทั Êงของ DNA Methylation กบั 

DNA Unmethylation มาเข้าในโปรแกรม NEBcutter V2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) 

จากนั Êนให้คดัเลือกเอ็นไซม์ตดัจําเพาะทีÉตดัแตกตา่งจําเพาะชนิดใดชนิดหนึÉงของ DNA 

methylation และ DNA unmethylation และคดัเลือกเอ็นไซม์ตดัจําเพาะทีÉเหมาะสม เมืÉอได้เอ็นไซม์

ตดัจําเพาะแล้วให้หา recognition site ของเอน็ไซม์ตดัจําเพาะว่าตดัอยูต่รงตําแหนง่ใดบน

โครโมโซม เมืÉอตดัได้แล้วขนาดของ PCR product ทีÉได้นั Êนจะต้องเหมาะสมแก่การทําเจลอิเล็กโทร

โฟลิซิสด้วย และเอ็นไซม์ตดัจําเพาะจะต้องมี recognition site ทีÉมีความจําเพาะบนลําดบันิวคลีโอ

ไทด์ นอกจากนั Êนแล้วจะพิจารณาเลือกเอนไซม์ใดก็จะต้องขึ Êนกบัราคาของเอมไซน์ตดัจําเพาะชนิด

นั Êนด้วย 

การเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอด้วยกระบวนการ PCR 

 ขั Êนแรกเป็นการทําให้สารมีอณุหภมูทิีÉเหมาะสมกบัการทดลองโดยการนําหลอดสารมาวาง

ในนํ Êาแข็ง หลงัจากนั Êนจะมาเตรียม Master Mix จะประกอบด้วย 10x rxn buffer ปริมาณ 2 

ไมโครลิตร, 50mM dNTP mixture ปริมาณ 0.4 ไมโครลิตร, forward primer ปริมาณ 0.4 

ไมโครลิตร, reverse primer ปริมาณ 0.4 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 ปริมาณ 0.8 ไมโครลิตร, Taq 

DNA polymerase (Apsalagen) ปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร , template DNA ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, 

nuclease free H2O ปริมาณ 13.8 ไมโครลิตร รวมปริมาตรสทุธิของสารทีÉใช้ในกระบวนการ PCR 

สําหรับ 1 Master Mix มีปริมาตร 20 ไมโครลิตร ขั Êนตอนในกระบวนการ PCR ประกอบไปด้วยขั Êน 

initial activation ทีÉอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 1 รอบ , ขั Êน denaturation ทีÉ

อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 35 รอบ, ขั Êน annealing ทีÉอณุหภมูิ 52 และ 54 

องศาเซลเซียส (ตรวจสอบว่าควรใช้อณุหภมิูใด) เป็นเวลา 15 วินาที 35 รอบ, ขั Êน extension ทีÉ
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อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25, 30 และ 40 วินาที 35 รอบ จะใช้เวลาเทา่ไหร่ขึ Êนอยู่กบั 

PCR product size, ขั Êน final extension ทีÉอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 1 รอบ จะ

ได้ปริมาณดีเอ็นเอทีÉต้องการ 

ตรวจสอบความถูกต้องของ PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 ขั Êนตอนในการตรวจสอบ PCR products โดย จะต้องคํานึงถึงขนาดของ PCR products 

ในแตล่ะคูไ่พรเมอร์ทีÉออกแบบมา โดยวิธีการนี Êจะใช้ agarose gel ความเข้มข้น 2% ในการ

ตรวจสอบ มี DNA ladder คือ OneMARK 100 (GeneDireX, Inc.) และ HyperLadder (Bioline) 

เป็น DNA Marker เพืÉอใช้เปรียบเทียบและยืนยนัขนาดของ PCR products  หลงัจากนั Êนใส่ loading 

dye รวมกบั PCR products ในการทําเจลอเิล็กโทรโฟรีซิส  โดยใช้ electrophoresis power supply 

ทีÉมีกําลงัไฟฟ้า ř0Ř โวลต์ เป็นเวลา 25 หรือ 30 นาที ขึ Êนอยูก่บัขนาดของ PCR product แล้วนําไป

อา่นผลทีÉเครืÉอง gel documentation analysis ทําการบนัทกึภาพและเก็บข้อมลู ถ้าแถบดีเอ็นเอไม่

คมชดัจะย้อมด้วย EtBr 10 นาที แล้วล้างด้วยนํ Êาอีก 5นาที แล้วนําไปอา่นผลทีÉเครืÉอง gel 

documentation analysis ทําการบนัทกึภาพและเก็บข้อมลูอีกครั Êง 

ตรวจสอบความถูกต้องของ PCR products ด้วยการส่ง Sequencing 

 หลงัจากการทีÉได้ทํา PCR และ run gel electrophoresis แล้วเมืÉอทําการบนัทกึภาพและ

วิเคราะห์ผลของขนาดเจลทีÉเกิดขึ Êน เมืÉอทําการวิเคาะห์แล้ววา่ตรงกบัขนาด PCR product ทีÉได้

ออกแบบไว้ในครั Êงการออกแบบไพรเมอร์ดงัทีÉกล่าวมาก่อนหน้านี Ê จะต้องทําการตรวจสอบลําดบั

เบสดีเอ็นเอของ PCR product ว่าตรงกบัตําแหนง่ทีÉได้ออกแบบมาหรือไม ่ ซึÉงจะทําได้โดยการตดั

เจลโดยจะตดัเจลในบริเวณส่วนทีÉต้องการเท่านั Êนและทําเจลให้บริสทุธิÍโดยใช้ Gel/PCR 

Purification Mini Kit (Favorgen biotech, Taiwan) ในการทดลอง จากนั Êนส่งทํา sequencing ทีÉ

บริษัท U2bio เมืÉอได้ผล sequencing แล้วจะต้องนําลําดบัเบสดีเอ็นเอมาทําการ BLAST โดยใช้ 

NCBI ในการ BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn 

&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome) เพืÉอตรวจสอบว่าลําดบัดีเอน็เอนี Êอยู่บน

ยีน GDF5 บนโครโมโซมคูที่É 20 จริง แล้วจะถือว่า PCR product ทีÉได้จากการทดลองนั Êนตรงกบั

บริเวณทีÉได้ออกแบบไว้ในครั Êงแรก 
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บททีÉ 4 

ผลการศึกษา 

 
คัดเลือกยีนทีÉใช้ในการศึกษา 

 หลังจากทีÉได้เลือกศึกษาข้อมูลจากงานวิจัยต่างๆแล้วมีความสนใจในยีน Growth 

differentiation factor 5 (GDF5) เนืÉองจากมียีนชนิดนี Êปรากฎอยู่ในงานวิจยัเกีÉยวกับโรคข้อเสืÉอม

เป็นจํานวนมาก 

การหาโพรโมเตอร์ 

 ในงานวิจยันี Êได้เลือกศกึษายีน Growth differentiation factor 5 (GDF5)  ซึÉงจากโปรแกรม 

ensembl จะเห็นวา่ได้ยีนมาสองแบบซึÉงการคดัเลือกว่าจะเอายีนไหนนั Êนจะเลือกจากว่าโพรโมเตอร์

ทีÉเลือกมานั Êนอนัไหนมี CG มากกว่ากนัหลงัจากได้ทําการเปรียบเทียบแล้วก็จะเห็นว่า GDF5-202 

มีตําแหนง่ CG จงึนําตวันี Êมาใช้ในการวิเคราะห์ตอ่ไป 
 

 

รูปทีÉ 6 โพรโมเตอร์และตําแหนง่ CG(บริเวณทีÉเน้นสีแดง) ของยีน GDF5 

 

เมืÉอได้โพรโมเตอร์และระบตุําแหนง่ของ CG ตามทีÉแสดงในรูปทีÉ 6 และเมืÉอนํามาลําดบัเบส

ทีÉผ่านการทํา bisulfite conversion ทั Êง methylated หรือ unmethylated DNA จะได้ลําดบัเบสทีÉ

เปลีÉยนแปลงไปดงัรูปทีÉ 7 
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Unmethylated DNA 

 
 

Methylated DNA 

 

รูปทีÉ 7 ลําดบัเบสทีÉผ่านการทํา bisulfite conversion ทั Êง methylated DNA และ unmethylated 

DNA โดยบริเวณทีÉเน้นด้วยสีแดงแสดงถึงเบส CG ทีÉผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์ 

 

การออกแบบไพรเมอร์ 

  ขั Êนตอนตอ่มาจึงจะหาไพรเมอร์ได้โดยใช้โปรแกรม BiSearch (http://bisearch.enzim.  

hu /) จะได้ผลของการออกแบบไพรเมอร์จากโปรแกรมตามตารางทีÉ 1 และอยูบ่ริเวณตามรูปทีÉ 8 บน 

methylated DNA ของยีน GDF5 
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ตารางทีÉ 1 ผลของการออกแบบไพรเมอร์คูที่É 1 และคณุสมบตัิของไพรเมอร์ของยีน GDF5 

Methylation  

Primer 

(1) 

Primer sequences (5’ to 3’) Length Tm 

(°C) 

C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

Forward 

primer 1 

GTAGTAAGAAGTTGAGGTAAG 21 55.5 38.1 377 

Reverse 

primer 1 

CTACCTATAAATACAAAACTT 21 49.6 23.8 

 

 
รูปทีÉ 8 ลําดบัเบสทีÉผ่านการทํา bisulfite conversion ทั Êง methylated DNA และ  

ตําแหนง่ไพรเมอร์คูที่É 1 

 

หลงัจากนั Êนจะหาหาไพรเมอร์ชดุทีÉ 2 ได้จากโปรแกรม Primer3 เนืÉองจากการหาไพรเมอร์

ครั ÊงทีÉ 1 ด้วยโปรแกรม Bisearch ยงัไมป่ระสบผลสําเร็จ แล้วตรวจสอบอณุหภูม ิ Tm (°C) ด้วย

โปรแกรม Oligo CalC  (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) ผลทีÉได้จาก

การออกแบบจะเป็นไปตามตารางทีÉ 2 และอยูบ่ริเวณตามรูปทีÉ 9 บน methylated DNA ของยีน 

GDF5 
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ตารางทีÉ 2 ผลของการออกแบบไพรเมอร์คูท่ีÉ 2 และคณุสมบตัิของไพรเมอร์ของยีน GDF5 

methylation 

Primer (2) Primer sequences (5’ to 3’) Length Tm 

(°C) 

C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

Forward 

primer 1 

GTAGTAAGAAGTTGAGGTAAG 21 55.5 38.1 421 

Reverse 

primer 2 

ACTACCAATACCCAACATAA 20 52.3 35 

 

 
รูปทีÉ 9 ลําดบัเบสทีÉผ่านการทํา bisulfite conversion ทั Êง methylated DNA และ 

 ตําแหน่งไพรเมอร์คูที่É 2 

 

ในการหาไพรเมอร์ครั Êงตอ่มาได้ออกแบบไพรเมอร์ด้วยตนเองและตรวจสอบอณุหภูมิ Tm 

(°C) และ CG content percent ด้วยโปรแกรมและ Oligo CalC 

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) โดยในครั Êงนี Êจากการออกแบบไพร

เมอร์ได้ใช้ forward primer ชดุเดิมกับครั Êงก่อนหน้านี Êแล้วได้ออกแบบ reverse primer ใหมอี่ก 3 ชดุ 

ผลทีÉได้จากการออกแบบจะเป็นไปตามตารางทีÉ 3 และอยูบ่ริเวณตามรูปทีÉ 10, 11 และ 12 

ตามลําดบั บน methylated DNA ของยีน GDF5 
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ตารางทีÉ 3 ผลของการออกแบบไพรเมอร์คูที่É 3, 4 และ 5 และคณุสมบตัิของไพรเมอร์ของยีน 

GDF5 methylation 

Primer 

(3) 

Primer sequences (5’ to 3’) Length Tm 

(°C) 

C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

Forward 

primer 1 

GTAGTAAGAAGTTGAGGTAAG 21 55.5 38.1  

448 

Reverse 

primer 4 

TTCCTTCAAAACCTCTCTAATAAA 24 56.7 29.2  

Primer 

(4) 

Primer sequences (5’ to 3’) Length Tm 

(°C) 

C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

Forward 

primer 1 

GTAGTAAGAAGTTGAGGTAAG 21 55.5 38.1  

313 

Reverse 

primer 5 

AAACCTAACCCTCTACCTC 19 55.2 47.4  

Primer 

(5) 

Primer sequences (5’ to 3’) Length Tm 

(°C) 

C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

Forward 

primer 1 

GTAGTAAGAAGTTGAGGTAAG 21 55.5 38.1  

Reverse 

primer 6 

CACCTAAAACCAAATAACCTTAC 23 57.5 34.8 623 
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รูปทีÉ 10 ลําดบัเบสทีÉผ่านการทํา bisulfite conversion ทั Êง methylated DNA และ 

 ตําแหน่งไพรเมอร์คูที่É 3 

 

 
รูปทีÉ 11 ลําดบัเบสทีÉผ่านการทํา bisulfite conversion ทั Êง methylated DNA และ 

 ตําแหน่งไพรเมอร์คูที่É 4 

 

 
รูปทีÉ 12 ลําดบัเบสทีÉผ่านการทํา bisulfite conversion ทั Êง methylated DNA และ 

 ตําแหน่งไพรเมอร์คูที่É 5 
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ในการหาไพรเมอร์ครั Êงตอ่มาหลงัจากได้ใช้โปรแกรม MethPrimer จะได้ผลไพรเมอร์

ออกมาสองชดุดงัตารางทีÉ 4 และอยูบ่ริเวณตามรูปทีÉ 13 และ 14 ตามลําดบั บน methylated DNA 

ของยีน GDF5 

 

ตารางทีÉ 4 ผลของการออกแบบไพรเมอร์คูที่É 6 และ 7 และคณุสมบตัิของไพรเมอร์ของยีน GDF5 

methylation 

Primer 

(6) 

Primer sequences (5’ to 3’) Length Tm 

(°C) 

C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

Forward 

primer 2 

ATTTTAGTAGGGTTTTGAAGAATGG 

 

25 58.2 32.0  

Reverse 

primer 7 

CCTCAAAAACAAATAAAAAATACTC 

 

25 54.9 24.0 404 

Primer 

(7) 

Primer sequences (5’ to 3’) Length Tm 

(°C) 

C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

Forward 

primer 3 

GGTTTTGAAGAATGGGAGTTTTAG  

 

24 59.4 40.0  

Reverse 

primer 7 

CCTCAAAAACAAATAAAAAATACTC 

 

25 54.9 24.0 623 
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รูปทีÉ 13 ลําดบัเบสทีÉผ่านการทํา bisulfite conversion ทั Êง methylated DNA และ  

ตําแหนง่ไพรเมอร์คูที่É 6 

 

 
รูปทีÉ 14 ลําดบัเบสทีÉผ่านการทํา bisulfite conversion ทั Êง methylated DNA และ  

ตําแหนง่ไพรเมอร์คูที่É 7 

 

การคัดเลือกเอนไซม์ตัดจําเพาะ 

จากนั Êนนําลําดบัเบสทั Êง methylation กบั unmethylation มาเข้าในโปรแกรม NEBcutter 

V2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) เพืÉอหาเอนไซม์ตดัจําเพาะทีÉสามารถแยกความแตกตา่ง 

methylation กบั unmethylation DNA 
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รูปทีÉ 15 เอ็นไซม์ตดัจําเพาะทั ÊงหมดทีÉสามารถตดัได้ unmethylated DNA ของ ยีน GDF5 

ทีÉมา (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) 

 
 

 

รูปทีÉ 16 เอ็นไซม์ตดัจําเพาะทั ÊงหมดทีÉสามารถตดัได้ Methylated DNA ของ ยีน GDF5 

ทีÉมา (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) 
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รูปทีÉ 17 ตวัอยา่งการตดัของเอ็นไซม์บน regcognition site 

ทีÉมา (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) 

 

จากรูปทีÉ 15 16 และ 17 จะเห็นว่ามีเอม็ไซม์ตดัจําพาะจํานวนหนึÉงทีÉสามารถตดั 

methylation กบั unmethylation DNA ได้แตท่ั Êงนี Êจําเป็นต้องการแยกความแตกต่างจงึจําเป็นต้อง

เลือกเอน็ไซม์ตดัจําเพาะทีÉตดัเฉพาะ methylation หรือ unmethylation DNA เท่านั Êนจึงเลือกออกมา

ตามความเหมาะสม 

 

 โดยจากรูปทีÉ 15 และ 16 เอนไซม์ตดัจําเพาะทีÉตดัเฉพาะ methylation หรือ unmethylation 

DNA จะเลือกเอ็นไซม์ทีÉมีจดจําตําแหน่ง recognition site นั Êนคือ MluI, BstBI , HinP1I และ HhaI 

หลงัจากนั ÊนนํามาเทียบในลําดบัเบสตวัทีÉเหมาะสมคือไมอ่ยู่บริเวณช่วงต้นหรือชว่งปลายของโพร

โมเตอร์จนเกินไป หรือ เมืÉอนํามาตดัแล้ว PCR product จะมีขนาดใหญ่หรือเล็กจนเกินไป จงึได้

เลือก MluI และ BstBI มาพิจารณาเป็นเอ็นไซม์ตดัจําเพาะ 

 
 

รูปทีÉ 18 ตําแหน่งจดจําของเอน็ไซม์ตดัจําเพาะ MluI บนโพรโมเตอร์ 
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รูปทีÉ 19 ตําแหน่งจดจําของเอน็ไซม์ตดัจําเพาะ BstBI บนโพรโมเตอร์ 
 

จากรูปทีÉ 18 และ 19 สรุปได้วา่เอน็ไซม์ตดัจําเพาะ เอ็นไซม์ตดัจําเพาะ MluI อยู่ตําแหนง่ทีÉ 

353 บนโพรโมเตอร์ และเอ็นไซม์ตดัจําเพาะ BstBI อยู่ตําแหนง่ทีÉ 410 บนโพรโมเตอร์ ถ้าใช้ 

forward primer 1 กบั reverse primer 5 จะตดั PCR product และมีขนาดของ PCR product ทีÉ

ตดัได้เป็นไปตามรูปทีÉ 20 และ 21 ตามลําดบั 

 

 

 

รูปทีÉ 20 PCR Product ของ MluI 
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รูปทีÉ 21 PCR Product ของ BstBI 

 

การเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอด้วยกระบวนการ PCR 

 เมืÉอวดัคา่ความบริสทุธิÍของดีเอ็นเอ และพบว่าสามารถนํามาใช้ในการทดลองได้ เมืÉอวสัดุ

ตา่งๆพร้อมใช้สําหรับการทดลอง ขั Êนตอนตอ่มาจงึเป็นขั Êนตอนของกระบวนการ PCR และ

ตรวจสอบความถกูต้องของ PCR products ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

ตรวจสอบความถูกต้องของ PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 หลงัจากทีÉได้ทํา PCR โดยทีÉ PCR products มีขนาด ŝŚŘ bp โดยทดสอบสองเงืÉอนไขขั Êน 

annealing ทีÉอณุหภมูิ ŝŚ และ ŝŜ องศาเซลเซียส โดยครั ÊงแรกทีÉได้ทํา ได้ออกแบบไพรเมอร์ไว้ดงั

ตารางทีÉ 5 

ตารางทีÉ 5 ผลของการออกแบบไพรเมอร์และคณุสมบตัิของไพรเมอร์ของยีน GDF5 Methylation 

ในครั Êงแรก 

Primer 

(8) 

Primer sequences (5’ to 3’) Length Tm 

(°C) 

C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

Forward 

primer 0 

GAGTGCAAAAACCGAGAAGC 20 60.00 50.00 520 

Reverse 

primer 1 

CTCAATCGCGGAGCAACTA 19 60.10 52.63 

 

จะเห็นวา่บริเวณไพรเมอร์นั Êนยงัมีลําดบัเบส CG ตดิอยู่ด้วยแล้วจะสงัเกตเุห็นวา่เบส C ยงั

เหลืออยู่ในไพรเมอร์ forward เมืÉอทําการ PCR ออกมาจะได้ตามรูปทีÉ 22 
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รูปทีÉ 22 ผลการตรวจสอบความถกูต้องของ PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

หมายเหต ุ M1 คือ marker  

RTC52 คือ DNA control ทีÉใช้ annealing ทีÉอณุหภมูิ ŝŚ องศาเซลเซียส  

T52 คือ DNA control ทีÉใช้ annealing ทีÉอณุหภมูิ ŝŚ องศาเซลเซียส  

NTC52 คือ non template DNA control ทีÉใช้ annealing ทีÉอณุหภมู ิŝŚ

   องศาเซลเซียส  

RTC54 คือ DNA control ทีÉใช้ annealing ทีÉอณุหภมูิ ŝ4 องศาเซลเซียส   

T54 คือ DNA control ทีÉใช้ annealing ทีÉอณุหภมูิ ŝ4 องศาเซลเซียสและ 

NTC54 คือ non template DNA control ทีÉใช้ annealing ทีÉอณุหภมู ิŝ4 

 องศาเซลเซียส 

 

 จากรูปทีÉ 22 จะเห็นว่าแถบดีเอ็นเอขึ ÊนในเงืÉอนไขขั Êน annealing ทีÉ ŝŜ องศาเซลเซียส และมี

ขนาด PCR products อยู่ระหวา่ง ŝ00-600 bp ซึÉงเป็นไปตามทีÉได้ออกแบบไพรเมอร์ไว้ ดงันั Êนทําให้

เงืÉอนไขนี Êสามารถนําไปใช้ในการทดลองในครั Êงนี Ê สว่น เงืÉอนไขขั Êน annealing ทีÉอณุหภมู ิŝŚ องศา

เซลเซียส ไมมี่แถบดีเอ็นเอขึ Êนจงึไม่สามารถนํามาใช้ในการทดลองครั Êงนี Êได้ 

 เมืÉอทําการทดลองครั ÊงทีÉ 2 กบัตวัอย่างดีเอ็นเอผู้ ป่วยทีÉได้ทําการไบซลัไฟต์มาแล้วปรากฎ

ว่าบนเจลไมป่รากฎแถบดีเอ็นเออยู่เลย ดงัรูปทีÉ 23 แตเ่นืÉองจากไม่มี Positive control จึงไม่

สามารถหาข้อสรุปได้ว่าเหตใุดผลจงึปรากฎแบบนี Ê อาจเป็นเพราะข้อผิดพลาดของผู้ปฏิบตักิาร

ทดลองในการทําการทดลอง อาจเกิดจากการดีเอน็เอทีÉเสืÉอมสภาพแล้ว หรืออาจเกิดจาการ

ออกแบบไพรเมอร์ 

     Ladder RTC52 T52  NTC  RTC54  T54  

500 

100 
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รูปทีÉ 23 ผลการตรวจสอบความถกูต้องของ PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสกบั

ตวัอย่างดีเอ็นเอผู้ ป่วยทีÉได้ทําการไบซลัไฟต์ 

หมายเหต ุ M1 คือ marker  

C1-C15 คือ DNA control 

NTC คือ non template DNA  

 

 ดงันั ÊนเมืÉอทําการทดลองครั ÊงทีÉ 3 จงึใส่ Positive control ในครั Êงแรกลงไปด้วยในการทดลอง 

ดงัรูปทีÉ 24 จะเห็นว่าบางแถบดีเอ็นเอก็ปรากฎแถบดีเอ็นเอบางแถบก็ไมป่รากฎแถบดีเอ็นเออยุเ่ลย 

 

 
รูปทีÉ 24 ผลการตรวจสอบความถกูต้องของ PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสกบั

ตวัอย่างดีเอ็นเอผู้ ป่วยทีÉได้ทําการไบซลัไฟต์ โดยทีÉให้ T และ RTC เป็น Positive control 

     Ladder C1     C2    C5     C6       C7     C9    

500 

100 
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 ด้วยขั Êนตอนนี Êจึงทราบว่ามีความผิดพลาดในการออกแบบไพรเมอร์ทําให้บางแถบดีเอ็นเอ

ก็ปรากฎแถบดีเอ็นเอบางแถบก็ไม่ปรากฎแถบดีเอ็นเออยุ่เลย เพราะบริเวณไพรเมอร์ทีÉมีเบส CG 

อยู่ แล้วลําดบันิวคลีโอไทด์ทีÉมีความผิดพลาดในการทําไบซลัไฟต์จึงทําให้ผลการทดลองไม่เป็นไป

ตามทีÉคาดหวัง นอกจากนั Êนแล้ว Positive control ยังเป็นดีเอ็นเอ ทีÉไม่ได้ผ่านกระบวนการไบ

ซัลไฟต์จึงไม่สามารถนํามาเป็น positive control ไ ด้จึง ต้องใช้ Human Methylated & Non-

methylated DNA Set (DNA w/ primers) (Zymoresearch, USA) ในการทดลองและใช้โปรแกรม 

Bisearch (http://bisearch.enzim.hu/) แทน Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) เพืÉอ

การทําไบซลัไฟต์ทีÉถูกต้อง และจะได้ไพรเมอร์ใหม่ตามตารางทีÉ 1 และขั ÊนตอนทีÉกล่าวมาข้างต้น

แล้ว 

 เมืÉอนําไพรเมอร์ชดุทีÉ 2 ทีÉออกแบบตามตารางทีÉ 1 โดยใส่ positive control ทีÉเป็น Human 

Methylated & Non-methylated DNA Set (DNA w/ primers) (Zymoresearch, USA) ใ น ก า ร

ทดลอง 

 
รูปทีÉ 25 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 1 กบั 

positive control ทีÉเป็น Human Methylated (MC) & Non-methylated(UC) DNA Set (DNA w/ 

primers) 

 

จากรูปทีÉ 25 จะเห็นวา่เมืÉอทําการทดลองครั ÊงทีÉ 2 ด้วยไพรเมอร์ชดุทีÉ 2 ตามตารางทีÉ 1 กบั 

Positive control ทีÉเป็น Human Methylated & Non-methylated DNA Set (DNA w/ primers) 

ปรากฎวา่บนเจลไมป่รากฎแถบดีเอ็นเออยูเ่ลย ซึÉงอาจจะเป็นเพราะว่าอณุหภมิูคา่ Tm (°C) ทีÉมีคา่



29 
 

แตกตา่งกนัมากจงึทําให้ในขั Êนตอน annealing ไมส่ามารถทําได้โดยในการทดลองนี Êได้ตั Êงอณุหภมูิ 

annealing ไว้ทีÉ 50 และ 54 องศาเซลเซียส นี Êจงึเป็นผลทีÉทําให้การทดลองในครั Êงนี Êไมสํ่าเร็จ และ

หลงัจากนั Êนได้ทําการทดลองซํ Êาอีกครั ÊงเพืÉอเป็นการยืนยนัผลการทดลองในครั ÊงทีÉแล้วแตเ่ปลีÉยน

อณุหภมูิ annealing เป็น 52 องศาเซลเซียสจะได้ผลตามรูปทีÉ 26 ซึÉงจะเห็นได้ว่าผลยืนยนัการ

ทดลองทีÉผ่านมาว่าไพรเมอร์คูนี่ Êไมส่ามารถนํามาใช้ได้ 

 
รูปทีÉ 26 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟลิซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 1 กบั 

Positive control ทีÉเป็น Human Methylated & Non-methylated DNA Set (DNA w/ primers) 

โดยเปลีÉยนอณุหภมิู annealing เป็น 52 องศาเซลเซียส 

 

เมืÉอนําไพรเมอร์ชดุทีÉ 3 ทีÉออกแบบตามตารางทีÉ 2 โดยใส่ Positive control ทีÉเป็น Human 

Methylated & Non-methylated DNA Set (DNA w/ primers) (Zymoresearch, USA) ใ น ก า ร

ทดลอง แล้วตรวจสอบอณุหภูมิ Tm (°C) ด้วยโปรแกรมและ Oligo CalC เพืÉอปอ้งกนัข้อผิดพลาด

ทีÉอณุหภมูิอีกจะได้ผลตามรูปทีÉ 27 
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รูปทีÉ 27 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 2 กบั 

Positive control ทีÉเป็น Human Methylated & Non-methylated DNA Set (DNA w/ primers) 

 

 จา ก รูปทีÉ  27 จะ เ ห็น ว่ ามี แ ถ บดี เอ็ น เ อ เ ดิ ขึ Êน ใ น เ จล ช่ อง  methylated DNA แล ะ 

unmethylated DNA แต่เนืÉองจากว่าการออกแบบไพรเมอร์ชุดนี Êขนาดของ PCR product เท่ากับ 

422 bp แต่ผลทีÉได้จากรูปทีÉ 27 มี PCR product ทั Êงบริเวณประมาณ 100-200 bp และบริเวณ 

300-400 bp ซึÉงทั Êงสองบริเวณนี Êไมใ่ชบ่ริเวณตามทีÉออกแบบไว้ ซึÉงอาจจะเป็นเพราะไพรเมอร์มีการ

จบัทีÉ non-specific จงึไม่สามารถนําไพรเมอร์ชดุนี Êมาใช้ในการทํางานได้ 

 ทําการทดลองหาไพรเมอร์ชุดทีÉ 4 ได้ผลการออกแบบตามตารางทีÉ 3 โดยใส่ Positive 

control ทีÉ เ ป็ น  Human Methylated & Non-methylated DNA Set (DNA w/ primers) 

(Zymoresearch, USA) ในการทดลอง โดยทีÉยังคง forward primer ไว้ดังเดิมจะได้ไพรเมอร์

ออกมาตามรูปทีÉ 28 
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รูปทีÉ 28 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 3 ของ 

reverse primer 4 กบั Positive control ทีÉเป็น Human Methylated & Non-methylated DNA 

Set (DNA w/ primers) 

 

 จากรูปทีÉ 28 จะเห็นวา่ในการทดลองครั Êงนี Êของไพรเมอร์ทีÉใช้ reverse 4 ตามตารางทีÉ 3 ไม่

เห็นแถบดีเอ็นเอขึ Êนบนเจลเลยจึงไมส่ามารถใช้ไพรเมอร์ชดุนี Êในการทดลองได้ 

ทําการทดลองหาไพรเมอร์ชดุทีÉ 5 ทีÉได้ผลจากการออกแบบตามตารางทีÉ 3 โดยใส ่positive 

control ทีÉเป็น Human Methylated & Non-methylated DNA Set (DNA w/ primers) 

(Zymoresearch, USA) ในการทดลอง โดยทีÉยงัคง forward primer ไว้ดงัเดิมจะได้ไพรเมอร์ออกมา

ตามรูปทีÉ 29 
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รูปทีÉ 29 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 3 ของ 

reverse primer 5 กบั Positive control ทีÉเป็น Human Methylated & Non-methylated DNA 

Set (DNA w/ primers) โดยในการทดลองครั Êงนี Êใช้อณุหภมูใินขั Êนตอน annealing เท่ากบั 50 องศา

เซลเซียส 

 

จากรูปทีÉ 29 จะเห็นว่าแถบดีเอ็นขึ Êน 2 บริเวณคือบริเวณ 300-400 bp และ 500-600 bp 

ซึÉงขนาด PCR product ทีÉได้ออกแบบมาตามตารางทีÉ 3 มีขนาดเทา่กบั 313 bp ดงันั ÊนจากรูปทีÉ 29 

มีบริเวณทีÉอยู่ในช่วงทีÉต้องการแตก่็มีบริเวณทีÉไม่ต้องการด้วย จึงต้องทําการทดลองเพิÉมเติมโดยจะ

เปลีÉยนอณุหภมูใินขั Êนตอน annealing ให้เท่ากบั 52 องศาเซลเซียสและ 54 องศาเซลเซียส ดงัรูปทีÉ 

30 
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รูปทีÉ 30 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 3 ของ 

reverse primer 5 และ reverse primer 6 กบั Positive control ทีÉเป็น Human Methylated & 

Non-methylated DNA Set (DNA w/ primers)  

หมายเหต ุ52C-R5 คือ PCR product ทีÉใช้ reverse primer 5 และมีขั Êนตอน ทีÉใช้  

     อณุหภมู ิannealing เทา่กบั 52 องศาเซลเซียส 

54C-R5 คือ PCR product ทีÉใช้ reverse primer 5 และมีขั ÊนตอนทีÉใช้อณุหภมู ิannealing 

 เทา่กบั 54 องศาเซลเซียส 

52C-R6 คือ PCR product ทีÉใช้ reverse primer 6 และมีขั ÊนตอนทีÉใช้อณุหภมู ิannealing 

 เทา่กบั 52 องศาเซลเซียส 

 

 จะเห็นว่าจากรูปทีÉ  30 ในการทดลองทีÉใช้ reverse primer 5 โดยทีÉ เปลีÉยนอุณหภูมิ  

annealing เป็น 52และ 54 องศาเซลเซียส (52C-R5, 54C-R6) ตามลําดบัผลทีÉได้ยงัคงขึ Êนแถบดี

เอ็นเอเหมือนครั Êงก่อนตามรูปทีÉ 29 และได้ทําการทดลองโดยใช้ reverse primer 6  ทีÉอุณหภูมิ 

annealing 52 องศาเซลเซียส จะเห็นว่าไม่มีแถบดีเอ็นเอปรากฎขึ Êนบนเจล จึงทํา reverse primer 

6 ไมส่ามารถใช้ในการทดลองได้ 

 ทําการทดลองหาไพรเมอร์คู่ทึÉ 7 ในครั Êงนี Êได้ใช้โปรแกรม MethPrimer ได้ผลจากการ

ออกแบบตามตารางทีÉ 4 โดยใส่ positive control ทีÉเป็น Human Methylated & Non-methylated 

DNA Set (DNA w/ primers) (Zymoresearch, USA) ในการทดลองได้ผลการทดลองตามรูปทีÉ 31 
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รูปทีÉ 31 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 4 ทีÉได้

จากโปรแกรม MethPrimer โดยใช้ Positive control ทีÉเป็น Human Methylated & Non-

methylated DNA Set (DNA w/ primers) 

 

 จะเห็นว่าจากรูปทีÉ 31 ทําการทดลองโดยใช้ forward primer 3 และ reverse primer 7  ทีÉ

อณุหภูมิ annealing 52 องศาเซลเซียส และอณุหภูมิ annealing ŝŜ องศาเซลเซียส จะเห็นว่าไมมี่

แถบดีเอ็นเอปรากฎขึ Êนบนเจล จึงทํา ไพรเมอร์คูนี่ Êไม่สามารถใช้ในการทดลองได้ และหลงัจากนั Êน

ได้ทําการทดลองซํ ÊาโดยเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบและเพิÉมความเข้มข้นของ MgCl2  เพืÉอทีÉจะให้ 

Taq polymerase ทํางานได้ดีขึ Êนแตย่งัไม่ประสบความสําเร็จ 

 ทําการทดลองหาไพรเมอร์คู่ทึÉ 8 ในครั Êงนี Êได้ใช้โปรแกรม MethPrimer ได้ผลจากการ

ออกแบบตามตารางทีÉ 4 โดยใส่ positive control ทีÉเป็น Human Methylated & Non-methylated 

DNA Set (DNA w/ primers) (Zymoresearch, USA) ในการทดลองได้ผลการทดลองตามรูปทีÉ 32 
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รูปทีÉ 32 ผลการทํา PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วยไพรเมอร์ตามตารางทีÉ 4 ทีÉได้

จากโปรแกรม MethPrimer โดยใช้ Positive control ทีÉเป็น Human Methylated & Non-

methylated DNA Set (DNA w/ primers) 

 

 จะเห็นว่าจากรูปทีÉ 32 ทําการทดลองโดยใช้ forward primer 4 และ reverse primer 7  ทีÉ

อณุหภูมิ annealing 52 องศาเซลเซียส และอณุหภูมิ annealing 54 องศาเซลเซียส จะเห็นว่าไมมี่

แถบดีเอ็นเอปรากฎขึ Êนบนเจล จึงทํา ไพรเมอร์คูน่ี Êไม่สามารถใช้ในการทดลองได้หลงัจากนั Êนได้ทํา

การทดลองซํ ÊาโดยเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบและเพิÉมความเข้มข้นของ MgCl2  เพืÉอทีÉจะให้ Taq 

polymerase ทํางานได้ดีขึ Êนแตย่งัไม่ประสบความสําเร็จ 

ตรวจสอบความถูกต้องของ PCR products ด้วยการส่ง Sequencing 

 จากไพรเมอร์คูที่É 5 ทีÉได้ทําการทดลองทํา PCR และ run gel electrophoresis แล้วได้ผล

ดงัรูปทีÉ 23 จะเห็นว่าเกิดแถบดีเอ็นเอนขึ ÊนสองแถบทีÉบริเวณคือบริเวณ 300-400 bp และ 500-600 

bp ซึÉงขนาด PCR product ทีÉได้ออกแบบมาตามตารางทีÉ ś มีขนาดเท่ากับ śřś bp ดงันั ÊนจากรูปทีÉ 

23 มีบริเวณทีÉอยู่ในชว่งทีÉต้องการแตก่็มีบริเวณทีÉไมต้่องการปนมาด้วยทําให้จะต้องทําการตดัเจ

ลซึÉงในการตดัเจลจะตดัเจลในบริเวณแถบดีเอน็เอทีÉต้องการนั Êนก็คือบริเวณ 300-400 bp ทั Êงบริเวณ

ของ methylated DNA และ unmethylated DNAและหลงัจากนั Êนนําเจลไปทําให้บริสทุธิÍด้วย 

Gel/PCR Purification Mini Kit (Favorgen biotech, Taiwan) และสง่ไปตรวจกบับริษัท U2bio ผล

ทีÉได้จากการส่ง sequencing จะได้ตามรูปทีÉ 33 และ 34 
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รูปทีÉ 33 ผลจากการส่ง sequencing ของไพรเมอร์คูที่É 5 ตดัเจลในบริเวณแถบดีเอน็เอทีÉต้องการ

นั Êนคือบริเวณ śŘŘ-400 bp ของ methylated DNA 

 

 
รูปทีÉ 34 ผลจากการส่ง sequencing ของไพรเมอร์คูที่É 5 ตดัเจลในบริเวณแถบดีเอ็นเอทีÉต้องการ

นั Êนคือบริเวณ 300-400 bp ของ unmethylated DNA 
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จะเห็นวา่จากรูปทีÉ 26 และ 27 ทีÉเป็นผลจากการทํา sequencing ผลทีÉได้จากกราฟนั Êนมี

ขนาดหลายพีคมากจงึไม่สามารถอา่นคา่ลําดบัเบสดีเอน็ได้ และเมืÉอนําลําดบัดีเอ็นเอบางสว่นมา

ทําการ BLAST โดยใช้ NCBI ในการ BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi? 

PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome) จะเห็นว่าผลทีÉทํา

การ BLAST มานั Êนไมต่รงกบัยีน GDF5 หรืออยูบ่นโครโมโซมคูที่É 20 จงึทําให้ PCR product ทีÉได้มา

จากการทดลองนี Êไมต่รงกบัทีÉออกแบบไว้ในตอนแรกทําให้การทดลองนี Êไมส่ามารถใช้ได้   
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บททีÉ 5 

อภปิรายผลการศึกษา 

 

 จากการศกึษาค้นคว้าหาข้อมลูยีน GDF5 เป็นยีนเข้ารหสัทีÉทําหน้าทีÉหลัÉงสาร TGF-beta 

(transforming growth factor-beta) เป็น superfamily โปรตีน และโปรตีนเข้ารหสัทีÉยีนนี Êสร้างจะ

มีหน้าทีÉควบคมุการพฒันาของเนื ÊอเยืÉอและเซลล์หลายชนิดรวมทั Êงกระดกูออ่น ข้อตอ่ ฟันและการ

เจริญเตบิโตของเซลล์ประสาท axon และ dendrites (NCBI, 2019 : online) จงึคาดวา่ยีนนี Ê

เหมาะสมกบัการทดลองทํางานวิจยัเนืÉองด้วยข้อเข่าเสืÉอมเป็นโรคทีÉเกิดจากกระดกูอ่อนทีÉผิดปกต ิ

การหาโพรโมเตอร์จะเห็นว่าโพรโมเตอร์ทีÉเลือกมานั Êนจะต้องเป็นโพรโมเตอร์ทีÉมี CpG 

island สงู (Yamashita, Hosoda, Nishizawa, Katoh and Watanabe, 2018) เนืÉองจากบริเวณทีÉ

มี CpG island จะมีลําดบัเบสไซโตซีนทีÉติดกับเบสกวานีน ซึÉงจะเป็นบริเวณทีÉมีหมูเ่มทิลเข้ามาจบัทีÉ

เบสไซโตซีนเมืÉอเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนั ซึÉงจะตรงกบัทีÉต้องการจะศกึษาถ้าตําแหนง่ CpG island 

น้อยเบสไซโตซีนทีÉติดกบัเบสกวานีนอาจจะไมถ่กูดีเอ็นเอเมทิลเลชนัเลยก็ได้ ก็จะทําให้ไม่สามารถ

นําไปศกึษาตอ่ได้ 

จากผลของการคดัเลือกเอ็นไซม์ตัดจําเพาะและการออกแบบบไพรเมอร์ จะเห็นว่าการ

ออกแบบไพรเมอร์มีความซับซ้อนเพราะในขั Êนตอนการทํา COBRA จําเป็นจะต้องออกแบบไพร

เมอร์ให้สามารถจับได้ทั Êง methylated และ unmethylated DNA (Eads and Laird, 2002) และ

ตําแหน่งทีÉสามารถนําเอนไซม์ตดัจําเพาะได้โดยส่วนมากจะมีเพียงตําแหน่งเดียว ซึÉงจะแตกต่าง

จากวิธี Methylation-specific PCR (MSP-PCR) ทีÉไม่ต้องใช้เอนไซม์ตัดจําเพาะ และสามารถ

ศกึษาได้หลายตําแหน่งเนืÉองด้วยไพรเมอร์ทีÉออกแบบเพืÉอ methylated DNA และ unmethylated 

DNA (Herman, Graff,  Myöhänen,  Nelkin and Baylin, 1996) 

โดยครั ÊงแรกทีÉทําการทดลองไม่ได้พิจารณาตําแหนง่ CG บนไพรเมอร์ และในการทดลองใน

ครั Êงแรกได้ทํากบัดีเอ็นเอทีÉยงัไมไ่ด้ผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์จงึทําให้เห็นแถบดีเอ็นเอปรากฎขึ Êน

บนเจลแตเ่มืÉอมาทําการทดลองครั ÊงทีÉ 2 และ 3 กบัดีเอ็นเอตวัอย่างทีÉผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์

มาแล้วจะเห็นว่าผลการทดลองไม่เป็นไปตามทีÉคาดหวงัแถบดีเอน็เอบางแถบปรากฎบางแถบไม่

ปรากฎ ซึÉงมาจากความผิดพลาดในการออกแบบไพรเมอร์และการเปลีÉยนลําดบัเบสของนิวคลีโอ

ไทด์ในการไบซลัไฟต์จึงจําเป็นจะต้องเปลีÉยนวิธีการออกแบบไพรเมอร์ใหม่โดยใช้ Bisearch 

(http://bisearch.enzim.hu/) เพราะเป็นโปรแกรมทีÉสามารถออกแบบไพรเมอร์ในการใช้ไบซลัไฟต์

มาแล้วได้ ( Tusnády, Simon, Váradi and Arányi, 2005) จึงได้ไพรเมอร์คูใ่หม่ทีÉไมมี่บริเวณทีÉเป็น
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เบส CG อยู่ ซึÉงได้ PCR product คือ 375 bp หลงัจากการทดลองจะเห็นวา่ยงัไม่ปรากฎแถบดีเอน็

เอขึ Êนบนเจลจึงทําให้ไพรเมอร์ในครั Êงนี Êไมส่ามารถนํามาใช้ได้เนืÉองจากอณุหภมิู forward primer 

และ reverse primer มีความแตกตา่งกนัมากถึง 6.9 องศาเซลเซียสจึงเป็นสาเหตทีุÉทําให้ผลของ 

PCR ไมข่ึ Êน จงึต้องทําการออกแบบไพรเมอร์ใหม่โดยในครั Êงนี Êได้ใช้โปรแกรม Primer3 แทนด้วย

ข้อจํากดัในการหาไพรเมอร์ของ Bisearch ทําให้อณุหภมู ิ Tm (°C) ทีÉได้จากการคํานวณและการ

สงัเคราะห์ไพรเมอร์จริงไมต่รงตามทีÉออกแบบไว้ จึงใช้โปรแกรม Primer3 แทน แล้วตรวจสอบ

อณุหภมู ิTm (°C) ด้วยโปรแกรมและ Oligo CalC เพืÉอใช้ในการยืนยนัอีกครั ÊงหนึÉงและชว่ยกลบัเบส

คูส่มของ reverse primer ให้อยูท่ิศ 5’ ไป 3’ ด้วย (Kibbe, 2007) และจงึไปพิจารณาเลือกเอน็ไซม์

ทีÉมีไพรเมอร์นี Êคร่อมอยู่ ซึÉงจากการศกึษาได้แนะนําให้ออกแบบไพรเมอร์หลีกเลีÉยงบริเวณ CG แต่

ในความเป็นจริงนั ÊนสามารถเลือกสัÉงไพรเมอร์แบบ degenerated primer (C/T) ซึÉงจะทําให้หมด

ปัญหาคา่เปอร์เซ็นต์ GC ตํÉาและยงัมาต้องคํานงึถึงตําแหนง่ของ CG อีกด้วย 

เนืÉองจากมีไพรเมอร์คูใ่หมจ่งึจําเป็นต้องคดัเลือกเอน็ไซม์ใหมจ่ะเห็นว่าการคดัเลือก

เอ็นไซม์ดไูด้จากหลายปัจจยัจะเห็นเอ็นไซม์ตดัจําเพาะทีÉตดั methylated และ unmethylated DNA 

มีหลายชนิดแตก็่จะเลือกตวัทีÉตดัเพียงอยา่งใดอย่างหนึÉงเท่านั ÊนเพืÉอทีÉจะได้เปรียบเทียบความ

แตกตา่งระหวา่ง methylated และ unmethylated DNA ได้ นอกจากนั Êนยงัคํานงึถึง PCR Product 

เพราะวา่เมืÉอตดัมาแล้วถ้าสั Êนไป หรือ ยาวไป เมืÉอทําเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสก็อาจจะไมเ่ห็นแถบดีเอ็น

เอได้ จงึได้เหลือเอ็นไซม์ทีÉน่าสนใจอยู ่2 ตวัเอ็นไซม์ตดัจําเพาะ MluI และ BstBI เพราะว่ามีตําแหน่ง

ตดัจําเพาะทีÉจดจําและมีตําแหน่งตดัเพียงตําแหนง่เดียวไม่เหมือนกบั HinP1I และ HhaI ทีÉมี

ตําแหนง่ตดัหลายตําแหน่ง จงึไมเ่หมาะสมในการทํา โดยทีÉ MluI อยู่ตําแหนง่ทีÉ śŝś บนโพรโมเตอร์ 

มและ BstBI อยู่ตําแหนง่ทีÉ ŜřŘ บนโพรโมเตอร์ หลงัจากทีÉได้ทําการทดลองไพรเมอร์ทีÉพอนํามาใช้

ในการคดัเลือกเอ็นไซมไ์ด้คือไพรเมอร์ชดุทีÉมี forward 1 และ reverse 5 ทีÉได้ขนาดของ PCR 

product ตามทีÉได้ออกแบบไว้ในโปรแกรมจงึนํามาคดัเอ็นไซม์ได้ดงันี Ê เมืÉอมี PCR product เทา่กบั 

313 ถ้าเลือกใช้เอ็นไซม์ BstBI จะตดัขนาดของ PCR product ทีÉ methylation ได้  214, 99 bp 

ดงันั Êนจงึเลือกใช้เอน็ไซม์ BstBI เพราะถ้าเลือกใช้เอน็ไซม์ MluI จะตดัขนาดของ PCR product ทีÉ 
methylation ได้ 272, 41 bp ซึÉง 41 bp อาจจะเล็กเกินไปเมืÉอทําการรันเจลแล้วดีเอ็นเออาจจะหลุด

ออกนอกเจลไปได้จงึไมเ่ลือกนํามาใช้ จงึสรุปได้วา่ควรใช้เอน็ไซม์ BstBI เพราะความเหมาะสมในก

ทําเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 จากผลการทํา PCR ในครั Êงแรก ดีเอน็เอจากดีเอ็นเอตวัอย่างเพืÉอทดสอบเงืÉอนไขการ

ทํางานและตรวจสอบความถกูต้องของการออกแบบไพรเมอร์และการเลือกเอ็นไซม์ตดัจําเพาะ จะ
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เห็นว่าจากตวัอย่างดีเอ็นเอ RTC และ T จะทดสอบทั Êงหมด 2 เงืÉอนไข เพืÉอทีÉจะกําหนดขั Êนของ

อณุหภมูิในการทํา PCR ในขั Êน Annealing ซึÉงกําหนดไว้ 2 อณุหภมูินั Êนก็คือ 52 และ 54 องศา

เซลเซียส จากผลจะเห็นว่าช่องทีÉอยู่ในเงืÉอนไข  54 องศาเซลเซียส จะเห็นแถบปรากฎอยูบ่นตวัเจล 

หลงัจากทีÉทําเจลอิเล็กทรอโฟลิซิส ทีÉความแตกตา่งของอณุหภมูิทําให้ amplified DNA ขึ Êนหรือไม่

ขึ Êนก็เพราะคา่ความแตกตา่งของคา่ Tm จากไพรเมอร์ทีÉออกแบบขึ Êน ดงันั Êนจงึต้องมีการทดสอบ

ก่อนว่าการใช้อณุหภมูิจะต้องเท่าไหร่ ก่อนลงมือจริงเสมอ แตเ่มืÉอทําการทดลองครั ÊงทีÉ Ś และ ś กบั

ดีเอน็เอตวัอย่างทีÉผ่านกระบวนการซลัไฟต์มาแล้วจะเห็นวา่ผลการทดลองไม่เป็นไปตามทีÉคาดหวงั

แถบดีเอ็นเอบางแถบปรากฎบางแถบไมป่รากฎ ทําให้ต้องมีการออกแบบไพรเมอร์อาจทําให้

เงืÉอนไขของอณุหภมูใินข้างต้นทีÉกล่าวไปนั Êนจะต้องเปลีÉยนไปตามคา่คณุสมบตัิของไพรเมอร์ใหม่ทีÉ

ได้ออกแบบไป 

จากผลการทดลองทํา PCR กบัชดุไพรเมอร์ทีÉ 2 ทีÉได้เปลีÉยน positive control มาเป็น 

Human Methylated & Non-methylated DNA Set (DNA w/ primers) (Zymoresearch, USA) 

ซึÉงเป็น DNA control ทีÉได้ผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์มาแล้ว เพราะในครั Êงก่อนไมไ่ด้ใช้ positive 

control ทีÉผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์ จงึทําให้ผลทีÉไมเ่ป็นไปตามทีÉคาดหวงั จากผลการทดลองทีÉได้

ยงัไมป่รากฎแถบดีเอ็นเอขึ ÊนบนเจลเนืÉองจากอณุหภมูิของ forward primer 1 และ reverse primer 

2 มีความแตกตา่งกนัถึง 6.9 องศาเซลเซียส สืบเนืÉองมาจากการคํานวณด้วยโปรแกรมกบัการ

สงัเคราะห์ไพรเมอร์ทีÉมีความคลาดเคลืÉอน ทําให้ในการทดลองครั Êงต่อไปใช้โปรแกรม Oligo CalC 

เพืÉอใช้ในการยืนยนัอณุหภมูิอีกครั ÊงหนึÉงอีก ซึÉงในการทดลองกบัไพรเมอร์ชุดทีÉ 3 forward primer 1 

และ reverse primer 3 จากผลการทดลองจะเห็นวา่ปรากฎแถบดีเอ็นเอขึ Êนในช่วง 100-200 bp 

และ 300-400 bp ซึÉง PCR product ขนาดทีÉเราต้องการคือ 422 bp (จากตารางทีÉ 2) นั Êน

หมายความว่า แถบดีเอน็เอทีÉปรากฎขึ Êนมานั Êนไมใ่ช ่ PCR product ทีÉต้องการทีÉเป็นแบบนั Êน

เนืÉองจากไพรเมอร์มีการจบั non-specific ขึ ÊนเพราะเมืÉอได้ทําการนําไพรเมอร์นี Êไปทําการ BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) จะเห็นวา่ไพรเมอร์นี Êจบัได้หลายตําแหน่งมากจงึมี

ความเป็นไปได้ทีÉจะทําให้เกิดการจบั non-specific ขึ Êนได้ หลงัจากนั Êนได้ทําการทดลองเพิÉมเตมิเพืÉอ

หาไพรเมอร์ใหมโ่ดยยงัคงใช้ forward primer 1 ดงัเดิมเพราะวา่มีอณุหภมูแิละเปอร์เซ็นต์ CG ทีÉ

เหมาะสมแล้ว จงึออกแบบ reverse primer โดย reverse ทีÉ 4 และ 6 จะเห็นวา่ทั Êงสองชดุไพรเมอร์

นี Êไมป่รากฎแถบดีเอ็นเอขึ Êนอาจจะเป็นเพราะว่าไพรเมอร์ยงัไมเ่หมาะสมทําให้ยงัไม่เกิดการจําเพาะ

ในการจบัไพรเมอร์ ส่วนในการทดลองทีÉใช้ reverse 5 จากผลการทดลองจะเห็นว่าปรากฎแถบดี

เอ็นเอขึ Êนบนเจลสองชว่งคือบริเวณ 300-400 bp และบริเวณ 500-600 bp ซึง PCR product ทีÉ
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ต้องการคือ 313 bp (จากตารางทีÉ 3) ซึÉงก็ปรากฎแถบดีเอน็เอบริเวณนั Êนขึ Êนเชน่เดียวกนัเลยได้ทํา

การทดลองเพิÉมโดยปรับอฌุหภูมิในขั Êนตอน annealing จาก 50 องศาเซลเซียสไปเป็น 52 และ 54 

องศาเซลเซียสโดยทีÉคาดหวงัว่าจะลดการจบัของไพรเมอร์ทีÉเป็น non-specific ออกไปแตผ่ลทีÉได้ก็

ยงัคงเดมิ จงึทําการทดลองเพิÉมเตมิโดยการตดัเจลบริเวณทีÉสนใจแล้วนําไปทําให้บริสทุธิแล้วนําไป

ส่ง sequence เพืÉอยืนยนัว่าไพรเมอร์ได้จบับริเวณทีÉได้ออกแบบไว้จริงหรือไม ่

 จากผลการส่ง sequence นั Êนไมส่ามารถอ่านคา่ดงัทีÉเห็นในรูปทีÉ 26 และ 27 จะเห็นวา่

กราฟนั Êนในตําแหนง่หนึÉงมีหลายพีคจงึไม่สามารถอา่นคา่ได้เหมือนเป็นเพียงคา่รบกวนเท่านั Êน ทีÉ

เกิดเชน่นี Êมีหลายสาเหตคืุอ บริเวณทีÉได้ตดัเจลนั Êนจะเห็นได้จากรูทีÉ 23 ว่า แถบดีเอ็นเอบริเวณนั Êน

คอ่นข้างจางอยูแ่ล้ว ทําให้การส่ง sequence นั Êนอาจมีตวัอยา่งไม่เพียงพอ และอาจเป็นได้ว่าดีเอ็น

เอทีÉเกิด amplify ขึ Êนมานั Êนเป็น non specific ทําให้คา่ทีÉอา่นได้เป็นเพียงค่าทีÉถกูรบกวนเป็นส่วน

ใหญ่ เมืÉอนําบริเวณดีเอ็นเอทีÉส่ง sequence บางบริเวณทีÉสามารถพออ่านคา่ได้นั Êนไปทําการ 

BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) จะได้คา่ทีÉอา่นได้ไมต่รงกบัยีน GDF5 บริเวณ

โครโมโซมทีÉ 20 นั Êนหมายความวา่บริเวณทีÉมีแถบดีเอ็นเอเกิดขึ Êน PCR product นั Êนไมต่รงกบัทีÉได้

ออกแบบไว้ ส่วนการทีÉ BLAST ไมต่รงนั Êนเกิดได้จากการทีÉผล sequence ทีÉมีการอา่นคา่ได้ในระดบั

ทีÉไมดี่ทําให้ลําดบัเบสผิดเพี ÊยนไปและยงัเกีÉยวข้องกบัเอ็นเอทีÉเกิด amplify ขึ Êนมานั Êนเป็น non 

specificด้วยเช่นกนัซึÉงจะไมต่รงกบัยีนทีÉจะศกึษาอยู่แล้ว 

 ในการทดลองครั Êงต่อมาโดยการออกแบบไพรเมอร์ออกมานั Êนได้ใช้โปรแกรม MethPrimer 

ชว่ยในการออกแบบ (Kurdyukov and Bullock, 2016) ซึÉงจากผลการออกแบบไพรเมอร์ตามทีÉ

แสดงตามตารางทีÉ 4 จะเห็นวา่มีการซํ ÊาของเบสอะดินีนและเบสไทมีนมากซึÉงเป็นผลให้เปอร์เซ็นต์ 

GC ตํÉามากจงึส่งผลให้ประสิทธิภาพของไพรเมอร์ตํÉาดงันั Êนในการทํา PCR และรันเจลจงึไม่มีแถบดี

เอ็นเอเกิดขึ ÊนดงัรูปทีÉ 24 และ 25 จงึจะเห็นว่าการออกแบบไพรเมอร์ไมสํ่าเร็จเชน่กนั 

 ในการทดลองทั ÊงหมดทีÉผ่านมาจะเห็นว่าการออกแบบไพร์เมอร์นั Êนเป็นไปได้ยาก

เนืÉองมาจาก ไพรเมอร์มกั amplify PCR ทีÉไมจ่ําเพาะเจาะจง เพราะกระบวนการไบซลัไฟต์จะทําให้

มี A และ T ทีÉมากทําให้ไพรเมอร์นั Êนเกิดการผิดพลาดในการเข้าคูก่บัดีเอ็นเอต้นแบบได้ (Reynard 

et al., 2011) จงึได้ข้อเสนอแนะวา่ยีน GDF5 นี Êควรใช้วิธีอืÉนในการออกแบบเชน่ Methylation-

specific PCR (MSP-PCR) เนืÉองจากว่ายีน GDF5 นี Êมีตําแหนง่ CG บนลําดบัเบสมากซึÉงจะทําให้

มีหลายตําแหนง่ทีÉสามารถอออกไพรเมอร์ได้ไมค่วรใช้ COBRA ทีÉจะต้องหาเอนไซม์ตดัจําเพาะทีÉ

สามารถตดัได้เพียงตําแหนง่เดียวมาศกึษา 
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บททีÉ 6 

สรุปผลการศึกษา 

 
การหาตาํแหน่งบริเวณบนยีนเพืÉอนํามาศึกษา 

 ในการหาตําแหน่งทีÉจะนํามาศกึษาจะต้องใช้บริเวณโพรโมเตอร์เนืÉองจากการศกึษาดีเอน็

เอเมทิลเลชนัไดอ่ยูบ่นบริเวณของยีน GDF5 และบริเวณ 1000 bp นี Êมีบริเวณของเบส CG มาก

เหมาะสําหรับการศกึษาดีเอ็นเอเมทิลเลชนั  

การหาเอนไซม์ตัดจาํเพาะบนยีน GDF5 

เอนไซม์ตดัจําเพาะทีÉนํามาใช้คือเอนไซม์ BstBI และ MluI ทีÉสามารถนําไปตดับริเวณ

methylated DNA ได้ และสามารถนําไปตรวจสอบดีเอ็นเอเมทิลเลชนัได้ 

การออกแบบไพรเมอร์หลังจากทีÉลาํดับเบสดีเอ็นเอผ่านกระบวนการไบซัลไฟต์ 

 การออกแบบไพรเมอร์จะต้องคํานงึถึงปัจจยัหลายอย่างประกอบกนัเพืÉอทีÉจะให้การทดลอง

ประสบความสําเร็จซึÉงปัจจยัทีÉเกีÉยวข้องนั Êนคือ คา่เปอร์เซ็นต์ CG ไมค่วรตํÉากวา่ 35 % คา่อณุหภมูิ 

Tm (°C) ระหวา่ง  forward primer และ reverse primer ไม่ควรหา่งกนัเกิน 5 องศาเซลเซียส ขนาด

ของ PCR product  จํานวนซํ Êาของเบสอะดนีินและเบสไทมีน และยงัต้องคํานงึถึงบริเวณทีÉเอนไซม์

ตดัจําเพาะตดัได้ด้วยเนืÉองจากขั Êนตอนการตรวจสอบดีเอ็นเอเมทิลเลชนัด้วยวิธี COBRA ได้ ซึÉง

ปัจจยัทั ÊงหมดทีÉกล่าวมาสง่ผลกบั amplify ดีเอน็เอในขั Êนตอน PCR ทําให้ผลการทดลองประสบ

ความสําเร็จได้  

การทาํ PCR และ run gel electrophoresis 

 ต้องมีการตรวจสอบอณุหภูมิในขั Êน annealing ให้เหมาะสมกบัการทําPCPในแตล่ะครั Êง 

และเวลาในการทํางานของเครืÉอง PCR ในขั Êน extension เนืÉองด้วยขนาดของ PCR product ในแต่

ละครั Êงนั Êนไมเ่ทา่กนั และยงัเพิÉมความเข้มข้นของ  MgClŚ ให้เป็น 3 mM ให้ Taq polymerase จบั

ได้ดีขึ Êน เพิÉมดีเอ็นเอตนแบบเป็น 3 µl จากทีÉเคยใช้ 1 µl นอกจากนั Êนในการทดลองทํา PCR ทกุครั Êง

จะต้องมีตวัควบคมุหรือ positive control ทีÉใช้คือ Human Methylated & Non-methylated DNA 

Set (DNA w/ primers) 

 เนืÉองจากปัจจยัทีÉได้กล่าวมาข้างต้นในเรืÉองการออกแบบไพรเมอร์นั Êนลําดบัเบสดีเอ็นเอ

ของยีน GDF5 นี Êมีข้อจํากดัทั Êงยีนได้ผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์มาเล้วเบสทีÉซํ Êามากขึ Êนทําให้การ

ทํางานของไพรเมอร์นั Êนไมส่ามารถทําได้อยา่งมีประสิทธิภาพ ทําให้ PCR ไมส่ามารถ amplify ดีเอ็น

เอได้หรือ amplify ได้ non specific ดีเอน็เอ ดงันั Êนในการศกึษาตอ่ไปแนะนําให้ใช้วิธีอืÉนในการ
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ตรวจสอบดีเอน็เอเมทิลเลชนั เชน่ Methylation-specific PCR (MSP-PCR) หรือ real time PCR 

นา่จะให้ผลการทดลองทีÉเหมาะสมกว่า 
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โปรแกรมทีÉใช้ในการหาไพรเมอร์ 
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โปรแกรมทีÉใช้ออกแบบไพรเมอร์ใช้ในการทดลอง 

1. Primer 3 

 
รูปทีÉ 35 ภาพหน้าจอเริÉมต้นของโปรแกรม Primer3 ในการออกแบบไพรเมอร์ 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) 

 

สําหรับโปรแกรมนี Êจะช่วยออกแบบไพรเมอร์ได้แตไ่ม่สามารถใช้ได้กบับริเวณเบส CG ทีÉได้

ผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์มาได้แล้วได้ สามารถกําหนดตําแหนง่ไพรเมอร์ได้อย่างหยาบๆแตต้่อง

ไปคํานวณเองตอ่เนืÉองด้วยการทําไบซลัไฟต์ 

 

2. OligocalC 

 
รูปทีÉ 36 ภาพหน้าจอเริÉมต้นของโปรแกรม OligocalC ในการออกแบบไพรเมอร์ 

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) 

โปรแกรม OligocalC นั Êนจะช่วยในการตรวจสอบคา่อณุหภูมิ Tm คา่เปอร์เซ็นต์ GC เหมาะ

สําหรับการออกแบบไพรเมอร์ด้วยตนเองนอกจากนั Êนยงัชว่ยกลบัสายของเบสคูส่มใน reverse 
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primer อีกด้วย และยงัเหมาะกบัการตรวจสอบคา่อณุหภูมิ Tm ทีÉจะได้จริงเมืÉอไพรเมอร์ถกู

สงัเคราะห์มาจากทีÉบริษัทจะทําให้คา่ Tm ในการทดลองไม่คลาดเคลืÉอน 

 

3. BiSearch 

 
รูปทีÉ 37 ภาพหน้าจอเริÉมต้นของโปรแกรม  BiSearch ในการออกแบบไพรเมอร์ 

(http://bisearch.enzim.hu/?m=search) 

  

ในโปรแกรม BiSearch นั Êนจะช่วยออกแบบไพรเมอร์ทีÉได้ผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์มา

แล้วแตย่งัมีการแนะนําคูไ่พรเมอร์ทีÉมีเบส CG อยู่และมีการคลาดเคลืÉอนของคา่ Tm มากทําให้มี

การคลาดเคลืÉอนในการทําการทดลองได้มาก 
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4. MethPrimer 

 
รูปทีÉ 38 ภาพหน้าจอเริÉมต้นของโปรแกรม  MethPrimer ในการออกแบบไพรเมอร์ 

(www.urogene.org/methprimer/) 

 

 โปรแกรมนี Êจะช่วยออกแบบไพรเมอร์ทีÉผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์มาแล้วและยงัคํานวณ

จํานวนเบส CG ทีÉอยู่บนบริเวณเบสทีÉไพรเมอร์จบัได้ แตย่งัมีความคลาดเคลืÉอนการคํานวณ

เปอร์เซ็นต์ CG และไมไ่ด้คํานึงถึงเบสทีÉซั ÊนมากทีÉจะทําให้ไพรเมอร์ทํางานไมไ่ด้ 

 

5. UCSC In-Silico PCR 

 
รูปทีÉ 39 ภาพหน้าจอเริÉมต้นของโปรแกรม UCSC In-Silico PCR ในการออกแบบไพรเมอร์ 

(http://rohsdb.cmb.usc.edu/GBshape/cgi-bin/hgPcr) 

 

 โปรแกรมนี Êจะช่วยในการตรวจสอบว่าไพรเมอร์ทีÉออกแบบมานั Êนสามารถใช้ได้กบัการ

ทดลอง PCR ในยีนทีÉกําลงัศึกษาได้หรือไม ่แตก่ารใช้โปรแกรมนี Êจะต้อคํานงึไพรเมอร์ทีÉกําลงัศกึษา

นั Êนผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์มาแล้วในการตรวจสอบอาจไมแ่มน่ยําได้ 
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สูตรการคาํนวณสารในการทาํ PCR  
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สูตรในการคํานวณสารในการทาํ PCR 

ตารางทีÉ 6 สตูรการคํานวณสารในการทํา PCR 

สาร C1 V1 (µl) C2 

10x reaction buffer 10x 2 1x 

50 mM MgCl2 50 mM 0.8-1.2 2.0-3.0 

10 mM dNTP 

mixture 

10 mM 0.4 200 µm 

Forward primer 10 µm 0.4 0.2 µm 

Reverse primer 10 µm 0.4 0.2 µm 

Template DNA  50 ng/µl 1-3 50-150 ng/µl 

Taq DNA 

polymerase 

5u 0.2 1u 

Nuclease free H2O        13.8-14.6  

 

 จากตารางทีÉ 5 แสดงการคํานวณสารในการทํา PCR จะเห็นว่ามีการเปลีÉยนความเข้มข้น 

MgCl2  และดีเอน็เอต้นแบบซึÉงในแตล่ะครั ÊงทําเพืÉอปรับเปลีÉยนให้เหมาะสมกบัไพรเมอร์ทีÉได้

ออกแบบมาในแตล่ะครัง้เพืÉอให้ไดป่ระสิทธิภาพทีÉดีขึ Êน แตใ่นการทําการทดลองทกุครั Êงจะได้

ปริมาตรสดุท้ายทีÉ 20 µl ทกุครั Êง 

 นอกจากนั Êนการตั Êงคา่ PCR ก็เป็นสิÉงทีÉสําคญัในการทํา PCR เชน่กนั 
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ตารางทีÉ 7 การตั Êงค่าเครืÉ ง PCR 

Protocol Temperature (°C) Time Cycle 

Initial activation 94 3 นาที 1 

Denaturation 94 30 วินาที 35 

Annealing 50-54 15 วินาที 35 

Extension 72 25-40 วินาที 35 

Final extension 72 5 นาที 1 

 

 จากตารางทีÉ 7จะแสดงถึงการตั Êงค่าเครืÉอง PCR จะเห็นว่าทีÉอุณหภูมิ annealing มีการ

เปลีÉยนแปลงเนืÉองจากค่า Tm ของคู่ไพรเมอร์ทีÉต่างกันในการออกแบบไพรเมอร์ในแต่ละครั Êง 

เช่นเดียวกันกับเวลาทีÉเปลีÉยนแปลงไปในขั Êน extension นั Êนเกิดจากขนาดของ PCR product ใน

การออกแบบไพรเมอร์ในแตล่ะครั Êง 
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