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Abstract

Objective—To attempt to culture and study articular cartilage biomolecules in Asian elephant. 

Materials and Methods—Elephant articular cartilages were dissected from knee joint. The explants 
were then incubated in culture medium containing antibiotics in a humidified incubator with 5% CO

2
 

at 37°C for 3-28 days, under condition of 10 ng/ml IL-1b-induced cartilage degradation, compare to 
left untreated as control. At the end of incubation, the conditioned media were collected to measure the 
quantity of hyaluronan (HA), sulfated glycosaminoglycan (s-GAG) and the matrix metalloproteinase-2 
(MMP-2) activity by competitive inhibition-based-ELISA, colorimetric dye binding assay and gelatin 
zymography respectively. The remaining of collagen and uronic acid content in cartilage tissue were 
investigated by colorimetric dye binding assays. 

Results—IL-1b treated group showed 74% higher HA release than control (P<0.05) but there was no 
statistical difference in s-GAG release. MMP-2 activity was found to be 71% lower in IL-1b treated 
group than in control. The remaining of collagen and uronic acid in the explant tissues tended to be 
greater in the IL-1b treated group when compared to the control. The explant tissue section stained with 
Hematoxylin-Eosin and Safranin-O showed no significant difference in chondrocyte number and matrix 
profile; however, cell size in IL-1b treated group was likely to be bigger than that in the control.         

Conclusion—The achievement on cartilage explants culture and monitoring the marker substance of ar-
ticular cartilage degradation provides the academic significance for further investigation of osteoarthritis 
in elephants.  
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บทคัดย่อ

วตัถุประสงค์	 เพื่อทดลองเพาะเล้ียงและศึกษาการสลายสารชีวโมเลกลุของเน้ือกระดูกอ่อนขอ้ต่อ

ชา้งเอเชีย

วสัดุอุปกรณ์และวธีิการ	เกบ็กระดูกอ่อนขอ้ต่อจากขอ้เข่าของซากชา้ง น�าไปเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียง

เน้ือเยือ่ท่ีมียาปฏิชีวนะภายในตูบ่้มท่ีมีความช้ืน และมี 5% CO
2
 ณ อุณหภมิู 37°C เป็นเวลา 3-28 วนั 

ในภาวะมีการเหน่ียวน�าใหเ้กิดการเส่ือมของกระดูกอ่อนดว้ย IL-1b 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เทียบกบั

กลุ่มควบคุมซ่ึงไม่มี IL-1b เม่ือครบก�าหนด เกบ็น�้าเล้ียงไปตรวจวดัปริมาณไฮยาลูโรแนน และซลัเฟต

กลยัโคซามิโนกลยัแคน การท�างานของเอนไซมแ์มทริกซ์เมทลัโลโปรตีเนส-2 (MMP-2) ดว้ยวิธี 

Competitive inhibition-based-ELISA, Colorimetric dye binding assay และ Gelatin zymography 

ตามล�าดบั ปริมาณคอลลาเจน และกรดยโูรนิคท่ีคงเหลืออยู่ในเน้ือกระดูกอ่อนถูกวิเคราะห์โดย 

Colorimetric dye binding assays

ผลการศึกษา กลุ่มท่ีให ้IL-1b มีการสลายไฮยาลโูรแนนสูงกวา่กลุ่มควบคุมร้อยละ 74 (P<0.05) 

แต่ซลัเฟตกลยัโคซามิโนกลยัแคนไม่แตกต่าง และมีการท�างานของเอนไซม ์ MMP-2 ต�่ากว่ากลุ่ม

ควบคุมร้อยละ 71 คอลลาเจนและกรดยโูรนิคท่ีคงเหลือในกระดูกอ่อนมีแนวโนม้สูงกวา่กลุ่มควบคุม 

เน้ือเยือ่กระดูกอ่อนเพาะเล้ียงยอ้มดว้ย Hematoxylin-Eosin และ Safranin-O ไม่พบความแตกต่างของ

จ�านวนเซลลก์ระดูกอ่อนและลกัษณะแมทริกซ์ แต่ขนาดเซลลใ์นกลุ่ม IL-1b ค่อนขา้งใหญ่กวา่กลุ่ม

ควบคุม 

ข้อสรุป	ความส�าเร็จในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนและการติดตามตรวจวดัสารบ่งช้ีการสลาย

กระดูกอ่อนขอ้ต่อคร้ังน้ี มีคุณค่าทางวชิาการท่ีส�าคญัต่อการศึกษาการเส่ือมของกระดูกอ่อนขอ้ต่อชา้ง

ในอนาคต 
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บทน�า

 โรคขอ้เส่ือม (Osteoarthritis, OA หรือ Degenerative Joint Disease, DJD) เป็นโรคขอ้ต่อท่ีมี

ความส�าคญั เน่ืองจากมีอุบติัการณ์การเกิดของโรคสูงมากทั้งในมนุษยแ์ละสตัว ์ ซ่ึงก่อใหเ้กิดปัญหา

ทางดา้นสุขภาพ เป็นสาเหตุใหมี้ผูป่้วยหลายลา้นคนทัว่โลก รวมถึงในสตัวห์ลายชนิด เช่น สุนขั มา้ 

และชา้ง ตอ้งประสบกบัความเจบ็ปวดบริเวณขอ้ต่อ ท�าใหก้ารเคล่ือนไหวในหลายส่วนของร่างกาย

และการด�ารงชีพเป็นไปอยา่งยากล�าบาก ประสิทธิภาพในการท�างานและคุณภาพชีวติต�่าลง อนัส่งผล

ใหโ้อกาสการมีชีวติอยูส่ั้นลงกวา่ท่ีควรจะเป็น นอกจากน้ี ยงัส่งผลเสียต่อสภาพเศรษฐกิจของเจา้ของ

สัตว ์ รวมทั้งการสูญเสียงบประมาณจ�านวนมหาศาลไปในการตรวจวินิจฉยัและการรักษาทั้งทางยา

และการผา่ตดั โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในชา้ง ซ่ึงเป็นสตัวบ์กขนาดใหญ่ท่ีสุดในโลกและเส่ียงต่อการสูญ

พนัธ์ุอยา่งยิง่ ส�าหรับประเทศไทย ชา้งถือเป็นสตัวส์ญัลกัษณ์ประจ�าชาติท่ีทรงคุณค่าทั้งทางดา้นจิตใจ

และความเป็นมาของชาติไทยตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบนั ในชา้งเล้ียง (captive elephant) พบวา่ โรคขอ้

เส่ือมเป็นโรคระบบโครงร่างและกลา้มเน้ือท่ีพบไดบ่้อยมากท่ีสุดโรคหน่ึง [1-9] และยงัเป็นสาเหตุ

ส�าคญัของอาการขากะเผลก (lameness) ดว้ย [6]  ชา้งท่ีถูกน�ามาเล้ียงมกัถูกจ�ากดัพ้ืนท่ีรวมทั้งการ

เคล่ือนไหว โดยการล่ามโซ่ท่ีขาและใหย้นือยูบ่นพื้นคอนกรีตแขง็ในสภาพท่ีเยน็ ช้ืน และเปียกแฉะ

เกือบตลอดเวลา รวมไปถึงการถกูใชง้านโดยมนุษย ์อาทิ แสดงในสวนสตัว ์ละครสตัว ์ธุรกิจการท่อง

เท่ียว และอุตสาหกรรมป่าไม ้ประกอบกบัการท่ีชา้งมีน�้าหนกัตวัมาก จากหลายปัจจยัขา้งตน้ท�าใหมี้

แรงกดจ�านวนมากกระท�าต่อขอ้ต่ออยา่งต่อเน่ืองซ�้ าๆ เป็นระยะเวลานาน อนัก่อใหเ้กิดการบาดเจบ็

ของขอ้ต่อและเน้ือเยือ่บริเวณใกลเ้คียง ส่งผลใหภ้ายในขอ้ต่อมีกระบวนการอกัเสบเกิดข้ึน โดยเซลล์

เยือ่บุขอ้ต่อจะหลัง่สารส่ืออกัเสบ ไซโตคายน ์เช่น อินเตอร์ลิวคิน และพรอสตาแกลนดิน เป็นตน้ ซ่ึง

จะไปกระตุน้เอนไซมต่์างๆ หลัง่ออกสู่น�้าไขขอ้ อนัเป็นผลใหก้ระดูกอ่อนขอ้ต่อ (articular cartilage) 

ท่ีหุม้บริเวณผวิหนา้ของขอ้ต่อนั้นถกูท�าลายจนเกิดภาวะขอ้เส่ือมในท่ีสุด [10] 

 โดยทัว่ไปการตรวจวินิจฉยัโรคขอ้ต่อในชา้งจะอาศยัการซกัประวติั การตรวจร่างกายทาง

กายภาพร่วมกบัการถ่ายภาพทางรังสี ส�าหรับประเทศไทย การตรวจวินิจฉัยโรคขอ้ต่ออย่างมี

ประสิทธิภาพและการรักษาท่ีประสบความส�าเร็จสามารถท�าไดค่้อนขา้งยาก เน่ืองจากขอ้จ�ากดัของ

อุปกรณ์ท่ีใชป้ระกอบกบัความหนาของขอ้ต่อและขาชา้งโตเตม็วยั ท�าใหภ้าพรังสีท่ีไดอ้าจไม่ชดัเจน

เพียงพอท่ีจะยนืยนัการวินิจฉยัโรคไดดี้เม่ือเปรียบเทียบกบัในต่างประเทศ ซ่ึงนอกจากมีอุปกรณ์ใน

การถ่ายภาพทางรังสีท่ีมีประสิทธิภาพสูงกวา่ ยงัมีการใชเ้ทคนิคอ่ืนในการวนิิจฉยัโรคระบบโครงร่าง

และกลา้มเน้ือของชา้งดว้ย ไดแ้ก่ computed tomography (CT) nuclear scintigraphy [11] และ mag-
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netic resonance imaging (MRI) [9] ส�าหรับวธีิการรักษาในชา้งมกัจะใชก้ารรักษาทางกายภาพ เช่น 

การหยดุหรือพกัการท�างาน การแช่หรือประคบเยน็ [12] และการใหย้าเพ่ือลดการอกัเสบบรรเทาความ

เจบ็ปวด เช่น ยาแกอ้กัเสบชนิดท่ีไม่ใช่สารสเตียรอยด ์[13-14] ในบางกรณีอาจมีการใชย้ากลุ่มคอร์ติ

โคสเตียรอยดห์รือใหส้ารอ่ืน เช่น ไฮยาลโูรนิค แอซิด (hyaluronic acid; HA) โพลีซลัเฟตกลยัโคซา

มิโนกลยัแคน (polysulfated glycosaminoglycan; s-GAG) เพื่อเสริมความแขง็แรงของขอ้ต่อ รวมทั้ง

ใชก้ารออกก�าลงักายหลงัจากไม่มีการอกัเสบของขอ้ต่อแลว้ เช่น การวา่ยน�้า ร่วมในแผนการรักษาดว้ย 

 ปัจจุบนั ประเทศในทวปียโุรปและอเมริกา มีการศึกษาเก่ียวกบัเมตาบอลิซึมของกระดูกอ่อน

หุม้ผิวขอ้ต่อทั้งในตวัสัตวแ์ละในหลอดทดลองอยา่งกวา้งขวาง โดยเฉพาะวิธีการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่

กระดูกอ่อนจากขอ้ต่อ (cartilage explant culture) นั้น ในต่างประเทศมีการศึกษามาเป็นเวลานานและ

ไดพ้ฒันาอยา่งต่อเน่ืองจนมีรูปแบบวธีิการเพาะเล้ียงท่ีเป็นมาตรฐาน ส�าหรับประเทศไทย หน่วยงาน

ท่ีมีความเป็นเลิศทางดา้นวศิวกรรมเน้ือเยือ่และเซลลต์น้ก�าเนิดแห่งประเทศไทย (Thailand  Excellent 

Center for Tissue Engineering and Stem Cells) ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยั

เชียงใหม่ เป็นหน่วยงานแรกท่ีประสบความส�าเร็จในการศึกษาเก่ียวกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่กระดูก

อ่อนจากขอ้ต่อของสุกร [15-18] และมา้ [19] รวมทั้ง แคแทบอลิซึมของกระดูกอ่อนขอ้ต่อท่ีถกูเหน่ียว

น�าใหเ้กิดขอ้เส่ือมดว้ยสารอินเตอลิวคิน-1 เบตา้ (interleukin-1β) และฤทธ์ิของสมุนไพรชนิดต่างๆ 

เช่น ข่า [15-16] ไพล [18] งาด�า [16-17]   และฟ้าทะลายโจร [19] ต่อการสร้างและเส่ือมสลายของ

กระดูกอ่อนผวิขอ้ในสุกรและมา้ 

 ส�าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่และการศึกษาเก่ียวกบัแคแทบอลิซึมกระดูกอ่อนขอ้ต่อในชา้ง 

ยงัไม่เคยมีรายงานการศึกษามาก่อน การศึกษาคร้ังน้ี จึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือทดลองเพาะเล้ียงและศึกษา

กระบวนการสลายของสารชีวโมเลกลุของเน้ือกระดูกอ่อนขอ้ต่อในชา้งเอเชีย โดยใชว้ธีิการเพาะเล้ียง

เน้ือเยือ่กระดูกอ่อน (cartilage explant culture) ร่วมกบัการใชส้ารกระตุน้เพื่อเหน่ียวน�าใหเ้กิดการ

เส่ือมสลายของเน้ือเยื่อกระดูกอ่อนขอ้ต่อ และใชก้ารตรวจวิเคราะห์หาสารชีวโมเลกุลซ่ึงเป็นองค์

ประกอบของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อน การทดลองคร้ังน้ี แมจ้ะเป็นเพียงการศึกษาเบ้ืองตน้ของการเพาะ

เล้ียงเน้ือเยือ่กระดูกออ่นของชา้ง แต่ถือวา่มีคุณค่าทางวชิาการอยา่งยิง่ เพราะนอกจากจะเป็นการศึกษา

ตน้แบบคร้ังแรกในประเทศไทยแลว้ แมใ้นระดบัโลก ก็ยงัมีขอ้มลูการศึกษาเก่ียวกบัเมแทบอลิซึมของ

กระดูกอ่อนและภาวะขอ้เส่ือมในชา้งนอ้ยมาก

วัสดุ	อุปกรณ์	และวิธีการ

วสัดุ อปุกรณ์ 

 ตวัอยา่งกระดูกอ่อนหุม้ผิวขอ้ในการศึกษาคร้ังน้ี ท�าการเก็บจากขอ้เข่า (femerotibial หรือ 

knee joint) ของชา้งเอเชีย (Elephas maximus) เพศเมีย อาย ุ29 ปี ไม่มีประวติัการเจบ็ป่วยอ่ืนและโรค
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ขอ้มาก่อน มีอาชีพเป็นชา้งโดยสารส�าหรับพานกัท่องเท่ียวชมป่า ซ่ึงเสียชีวติมาประมาณ 6-7 ชัว่โมง 

ดว้ยสาเหตุท่ีคาดวา่ลม้แลว้ลุกไม่ข้ึนเน่ืองจากติดโซ่ท่ีล่ามไว้

วธีิการเกบ็ตัวอย่างและการเพาะเลีย้งเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนข้อต่อ

 ก่อนการเก็บตวัอยา่งท�าการลา้งท�าความสะอาดภายนอกและเลาะชั้นผิวหนงัออก แลว้จึง

ท�าการเกบ็ตวัอยา่งกระดูกอ่อนขอ้ต่อ โดยผา่เปิดขอ้ต่อและท�าการตดัเลาะกระดูกอ่อนขอ้ต่อบริเวณ

หนา้ตดัท่ีใชรั้บน�้าหนกัออกเป็นช้ิน (cartilage disc) ใหมี้ขนาด 3 x 3 มิลลิเมตรโดยประมาณ ท�าการ

ลา้งช้ินกระดูกอ่อนขอ้ต่อดว้ยอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (serum-

free-DMEM) ท่ีมียาเพนนิซิลิน 200 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และ สเตรปโตมยัซิน 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ซ�้ า 3 คร้ัง แลว้น�าไปเล้ียงภายในตูบ่้มท่ีมีความช้ืน และคาร์บอนไดออกไซด ์5% ณ อุณหภมิู 37°C เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน�ามาตรวจหาการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย ์ ท�าการชัง่น�้ าหนกั และน�าช้ิน

กระดูกอ่อนไปเพาะเล้ียงต่อเป็นเวลา 1 คืน แลว้จึงเกบ็น�้าเล้ียงเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนขอ้ต่อ (day 0) ไว ้

จากนั้นเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ภายในตูบ่้มท่ีมีความช้ืนและคาร์บอนไดออกไซด ์5% ท่ีอุณหภมิู 37°C ต่อ

ไปเป็นเวลา 3-28 วนั ทั้งในสภาวะท่ีไม่มีสารกระตุน้ใหเ้กิดการเส่ือมสลายของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อน 

(Untreated control)  และสภาวะท่ีมีสารกระตุน้ (IL-1b group) โดยการใชรี้คอมบิแนนทฮิ์วแมนอิน

เตอลิวคิน-1 เบตา้ ปริมาณ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร   แลว้เกบ็น�้าเล้ียงและเน้ือเยือ่ไวท่ี้อุณหภมิู -20°C 

เพือ่วเิคราะห์สารบ่งช้ีการเส่ือมของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนและเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้ง รวมทั้งการตรวจทาง

จุลกายวภิาคศาสตร์ต่อไป

การตรวจวเิคราะห์ตัวอย่าง

 ตรวจวเิคราะห์สารบ่งช้ีการเส่ือมของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อน โดยการวดัปริมาณสารชีวโมเลกลุ

ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนท่ีถกูสลายออกมาในน�้าเล้ียงเน้ือเยือ่ เช่น ไฮยาลโูรแนน 

(HA) ดว้ยวธีิ Competitive inhibition-based-ELISA ตามวธีิของ Pothacharoen et al. [15] และซลัเฟต

กลยัโคซามิโนกลยัแคน (s-GAG) ดว้ยวธีิ Colorimetric dye binding assay ตามวธีิของ Farndale et al. 

[20] นอกจากนั้น ตรวจวดัการท�างานของเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการเส่ือมของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อน

กลุ่มเมทริกซ์เมทลัโลโปรตีเนส (MMP, Gelatinase activity) ดว้ยวธีิ Gelatin zymography ซ่ึงดดัแปลง

มาจากวธีิของ Ito et al. [21] และค�านวณหาความหนา (density) ของแถบเจลท่ีเกิดข้ึน และตรวจวดั

ปริมาณสารส�าคญัท่ีคงเหลืออยูใ่นช้ินเน้ือเยือ่กระดูกอ่อน คือ กรดยโูรนิค ตามวธีิของ Pothacharoen 

et al. [15] และคอลลาเจน ดว้ยวธีิ Hydroxyproline assay ตามวธีิของ Hoemann et al. [22] พร้อม

ทดสอบความเป็นพิษของรีคอมบิแนนทฮิ์วแมนอินเตอลิวคิน-1 เบตา้ ต่อเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนดว้ยวธีิ 

Lactate dehydrogenase (LDH) assay ตามวธีิของ Chotjumlong et al. [23] รวมทั้งตรวจดูลกัษณะ

โครงสร้างทางจุลกายวภิาคศาสตร์ของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนดว้ยวธีิ Hematoxylin-Eosin staining และ 

safranin-O staining 
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การวเิคราะห์ผลทางสถติิ

 วิเคราะห์ขอ้มูลโดยใชโ้ปรแกรม SPSSâ version 16 และเลือกระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% 

(p<0.05) หาค่าความเขม้ขน้เฉล่ียของ HA s-GAG ปริมาณกรดยโูรนิค ปริมาณคอลลาเจน MMP และ 

LDH activity จากผลการตรวจวเิคราะห์ตวัอยา่งทั้งส้ิน 3 คร้ัง โดยในแต่ละคร้ังท�าการตรวจซ�้ าเป็น

จ�านวน 3 คร้ัง จากนั้นเปรียบเทียบค่าความเขม้ขน้เฉล่ียดงักล่าว ระหวา่งกลุ่มควบคุมกบักลุ่มท่ีใหส้าร

กระตุน้การเส่ือมสลายของกระดูกอ่อน ดว้ยวธีิ Student’s t-test และ ANOVA

ผลการศึกษา

 จากการเล้ียงเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนชา้งเป็นเวลา 3 วนั พบวา่ ปริมาณ HA และ s-GAG ในน�้า

เล้ียงเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนของกลุ่มท่ีให ้ IL-1b มีการสลายของ HA ออกมาสู่น�้ าเล้ียงเน้ือเยือ่มากข้ึน

อยา่งมีนยัส�าคญั (P<0.05) เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมโดยเพิ่มข้ึนถึง 1.8 เท่า (คิดเป็นร้อยละ 74.3) แต่

ปริมาณการสลายของ s-GAG ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

ส�าหรับผลการวดัปริมาณกรดยโูรนิคท่ีเหลืออยูใ่นเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนในกลุ่มท่ีถกูกระตุน้ดว้ย IL-1b 

ไม่พบความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส�าคญั (P>0.05) แมมี้แนวโนม้สูงกวา่ (Figure 1)  และ

ผลการศึกษาการท�างานของเอนไซมใ์นกลุ่มเมทริกซ์เมทลัโลโปรตีเนส พบวา่ กลุ่มท่ีให ้ IL-1b  มี

การท�างานของเอนไซม ์MMP-2 ในระดบัต�่ากวา่กลุ่มควบคุม โดยการท�างานท่ีลดลงนั้นคิดเป็นร้อย

ละ 71.8 (Figure 2) ส่วนการทดสอบความเป็นพิษของสารรีคอมบิแนนทฮิ์วแมนอินเตอลิวคิน-1 เบตา้ 

ต่อเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนนั้น ผลปรากฏวา่ IL-1b  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร มี

ปริมาณ Lactate dehydeogenase ปลดปล่อยออกสู่น�้ าเล้ียงเน้ือเยือ่เป็นปริมาณนอ้ย และไม่แตกต่าง

จากกลุ่มควบคุม แต่ต�่ากวา่มากเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีให ้hydrogen peroxide (10 mM) ซ่ึงเป็นสาร

ท่ีใชเ้ป็น positive control (Figure 3) ในการติดตามตรวจวเิคราะห์ปริมาณการสลาย HA และ s-GAG 

เป็นระยะเวลา 28 วนั ผลปรากฏวา่ ณ สปัดาห์ท่ี 1 มีการสลายของ HA และ s-GAG ออกมาในน�้าเล้ียง

เน้ือเยือ่เพิ่มสูงข้ึนจากสปัดาห์ท่ี 0 และการสลายยงัเพิ่มสูงข้ึนต่อไปจนถึงสปัดาห์ท่ี 2 ถึง 4 (Figure 4 

& Figure 5) หลงัจากนั้นอตัราการสลายลดลงและอยูใ่นระดบัคงท่ีต่อไป (ไม่แสดงขอ้มูล) ส�าหรับ

ผลการวดัปริมาณกรดยโูรนิคและคอลลาเจนท่ีเหลืออยูใ่นเน้ือเยือ่กระดูกออ่น แมไ้ม่พบความแตกต่าง

กนัอยา่งมีนยัส�าคญั (P>0.05) แต่มีแนวโนม้ของปริมาณกรดยโูรนิคและคอลลาเจนในกลุม่ท่ีถกูกระตุน้

ดว้ย IL-1b สูงกวา่กลุ่มควบคุม (Figure 6) 

 ผลการตรวจดูลกัษณะโครงสร้างทางจุลกายวภิาคศาสตร์ของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนดว้ยการยอ้ม

สี Hematoxylin-Eosin พบวา่ กระดูกอ่อนหุม้ผวิขอ้ของชา้งเป็นชนิด hyaline cartilage ลกัษณะของ

เน้ือเยือ่กระดูกออ่นสดท่ีไม่ไดผ้า่นการเพาะเล้ียง (fresh cartilage) พบเซลลก์ระดูกออ่น (chondrocyte) 

จ�านวนมากอยูใ่นแอ่ง lacunae มีรูปร่างทรงกลม (round) หรือรี (ovoid) ในบาง lacunae อาจพบเซลล์
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กระดูกอ่อนอยูม่ากกวา่หน่ึงเซลล ์และพบอยูร่วมกนัเป็นกลุ่ม (isogeneous groups) ลกัษณะของ ma-

trix จะเป็นเน้ือเดียว (homogenous) และพบลกัษณะของ territorial matrix (capsular matrix) อยูร่อบๆ 

lacunae ซ่ึงติดสี basophilic เขม้กวา่ ใน interterritorial matrix  (Figure 7a) ส�าหรับเน้ือเยือ่กระดูก

อ่อนท่ีเล้ียงใน medium (normal culture explants)  พบวา่ จ�านวนของเซลลก์ระดูกออ่นลดลงเม่ือเปรียบ

เทียบกบัในเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนสดท่ีไม่ไดผ้า่นการเพาะเล้ียง ส่วนของ nucleus มีขนาดเลก็ลง ติดสี

เขม้ และแทบจะไม่พบ territorial matrix เลย (Figure 7b) ส่วนของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนท่ีเล้ียงใน 

medium ท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ย IL-1b (IL-1b induced culture) พบวา่ จ�านวนของเซลลก์ระดูกอ่อน

และลกัษณะของ matrix ไม่แตกต่างจากกลุ่ม normal culture แต่ขนาดเซลลค่์อนขา้งใหญ่กวา่กลุ่ม 

normal culture เลก็นอ้ย ดงัแสดงในรูปท่ี 7c นอกจากน้ี การยอ้มดว้ย Safranin-O ของกลุ่มเน้ือเยือ่

กระดูกอ่อนสดท่ีไม่ไดผ้า่นการเพาะเล้ียง มีการติดสีเขม้กวา่ใน culture explants ทั้งสองกลุ่ม และเม่ือ

เปรียบเทียบลกัษณะท่ีพบในกลุ่ม normal culture กบักลุ่ม IL-1b induced culture ปรากฏวา่ไม่มีความ

แตกต่างกนั ดงัแสดงใน Figure	7d,	7e	และ	7f  ตามล�าดบั   

 Figure 1.  IL-1b induced degradation of cartilage matrix biomolecules of the Asian elephant 

articula cartilage explants

Elephant articular cartilage explants were treated with IL-1b at concentration 10 ng/ml or left untreated as 
control. After 3 days of incubation, the explants culture were harvested for analysis the release of cartilage 
matrix biomolecules into the culture media such as HA and s-GAG. The cartilage tissues were analyzed for 
uronic acid content. The results are expressed as a percentage relative to the control. *Denoted value that was 
significant different (P<0.05) from the control.
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Figure 2.  Zymographic analysis of MMP-2 activity from the culture medium of Asian elephant 

articular cartilage explants induced by IL-1b (a) and optical density values of MMP-2 activity 

relative to the control group (b).

66 kDa a

b

Elephant articular cartilage explants were treated with IL-1b at concentration 10 ng/ml or left untreated as 
control. After 3 days of incubation, the culture media were analyzed for the gelatinolytic activity of MMP-2. 
Density of the clear bands which represented the gelatinase activity is expressed in the bar graph as relative to 
the control.

Figure 3 . Cytotoxicity effect of IL-1b on Asian elephant articular cartilage explants measuring 

by LDH assay

Elephant articular cartilage explants were treated with IL-1b at concentration 10 ng/ml or left untreated as 
control. After 3 days of incubation, the culture media were analyzed for the release of LDH. The positive 
control treated with 10 mM of H2O2 showed significant difference from the control (** = P <0.01).
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Figure 5.  Effect of IL-1b on the release accumulation of s-GAG to culture medium from Asian 

elephant articular cartilage explants

Elephant articular cartilage explants were cultured for 28 days under treatment with IL-1b at concentration 
10 ng/ml or left untreated as control. The culture media were changed at day 4, 7, 14, 21 and 28 to analyze for 
s-GAG accumulative concentration.

Figure 4 . Effect of IL-1b on the release accumulation of HA to culture medium from Asian 

elephant articular cartilage explants

Elephant articular cartilage explants were cultured for 28 days under treatment with IL-1b at concentration 10 
ng/ml or left untreated as control. The culture media were changed at day 4, 7, 14, 21 and 28 to analyze for HA 
accumulative concentration.
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Figure 7. Histological staining of articular cartilage of the Asian elephant (Elephas maximus)

Fresh elephant articular cartilage tissues, the 28 days explants treated with IL-1b  
treated (+/IL-1b) and the untreated control (-/IL-1b) were proceeded sections and 
stained with Hematoxylin Eosin (a-c) and Safranin-O, the staining used for the 
contents of acidic glycosaminoglycans (d-f). All sections were examined under a light 
microscope. Bar = 100 µm.

Figure 6.  Effect of IL-1b on the remaining of uronic acid and collagen contents in Asian 

elephant articular cartilage explants

Elephant articular cartilage explants were treated with IL-1b at concentration 10 ng/ml or left untreated as 
control. The cartilage tissues were harvested at day 28 to analyze for uronic acid and collagen contents. The 
results are expressed as a percentage relative to the control. There was no significant different between the IL-
1b treated and control (P<0.05).
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วิจารณ์

 โรคขอ้อกัเสบและขอ้เส่ือมเป็นโรคเร้ือรังท่ีพบไดบ่้อยทั้งในมนุษยแ์ละสตัวห์ลายชนิด รวม 

ถึงชา้งซ่ึงเป็นสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมอาศยัอยูบ่นบกท่ีมีขนาดตวัใหญ่ท่ีสุดในโลก การมีพยาธิสภาพของ

โรคดงักล่าวภายในขอ้ต่อ มกัน�ามาซ่ึงความเจบ็ปวด ทุกขท์รมาน ท�าใหป้ระสิทธิภาพในการท�างาน

ลดต�่าลง และยงัส่งผลต่อการด�าเนินชีวติในระยะยาวเป็นผลใหคุ้ณภาพชีวติของคนและสตัวต์ �่าลง อนั

มีสาเหตุมาจากกระบวนการสร้างและการสลายของกระดูกอ่อนภายในขอ้ต่อเสียภาวะสมดุลไป โดย

เกิดการสลายมากกวา่การสร้าง ซ่ึงกระบวนการสลายเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนดงักล่าวจะอาศยัการท�างาน

ของสารส่ืออกัเสบ (destructive inflammatory mediators) ไซโตคายน ์และเอนไซมต์า่งๆ ในการท�าลาย

กระดูกอ่อนท่ีหุม้ผวิบริเวณขอ้ต่อ เป็นผลใหส้ารชีวโมเลกลุซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของเน้ือกระดูกอ่อน 

เช่น ซลัเฟตกลยัโคซามิโนกลยัแคน ไฮยาลูโรแนน คอลลาเจน และกรดยโูรนิค สลายออกมาอยูใ่นน�้า

ไขขอ้และถกูดูดซึมเขา้สู่กระแสเลือดต่อไป หลายสิบปีท่ีผา่นมามีการศึกษาถึงไซโตคายนท่ี์เก่ียวขอ้ง

กบักระบวนการสลายเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนอยา่งกวา้งขวาง IL-1b เป็น pro-inflammatory cytokine ท่ี

ส�าคญัมากชนิดหน่ึง ซ่ึงสร้างจากเซลลเ์ยื่อบุขอ้ต่อและเซลลก์ระดูกอ่อน โดยมีความเก่ียวขอ้งกบั

กระบวนการตอบสนองต่อการติดเช้ือและการสร้างเมด็เลือดขาวชนิดลิมโฟไซต ์[24] ทั้งยงัเป็นตวัการ

ส�าคญัในกระบวนการสลายเน้ือเยือ่กระดูกอ่อน โดย IL-1b จะไปกระตุน้การสงัเคราะห์เอนไซมใ์น

กลุ่มเมทริกซ์เมทลัโลโปรตีเนส [25-26] ออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างคอลลาเจน [27-28] และโปรตีโอก

ลยัแคน [29-30] รวมทั้งลดการเพิ่มจ�านวนเซลลก์ระดูกอ่อนของมนุษยด์ว้ย [31] 

 งานวจิยัคร้ังน้ี เป็นการศึกษาเก่ียวกบักระบวนการสลายของสารชีวโมเลกลุของเน้ือกระดูก

อ่อนขอ้ต่อในชา้งเอเชีย ซ่ึงถือเป็นคร้ังแรกในโลกและคร้ังแรกส�าหรับประเทศไทย โดยใชว้ธีิการเพาะ

เล้ียงเน้ือเยือ่ ร่วมกบัการใช ้IL-1b เพื่อเหน่ียวน�าใหเ้กิดการเส่ือมสลายของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนขอ้ต่อ 

เสมือนเป็นการจ�าลองภาวะการอกัเสบท่ีเกิดข้ึนภายในขอ้ต่อของโรคขอ้อกัเสบและขอ้เส่ือม ซ่ึงจาก

ผลการทดสอบระดบัความเป็นพิษพบวา่ IL-1b ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มี

ความเป็นพิษต่อเน้ือเยือ่กระดูกอ่อน คณะผูว้จิยัจึงไดเ้ลือกใช ้IL-1b ท่ีระดบัความเขม้ขน้ดงักล่าว ซ่ึง

มีความปลอดภยัต่อเน้ือเยื่อกระดูกอ่อนส�าหรับการน�ามาใชใ้นการวดัปริมาณสารชีวโมเลกุลและ

วเิคราะห์การท�างานของเอนไซมต่์อไป 

 จากผลการศึกษาเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนชา้งเป็นเวลา 3 วนั พบวา่ กลุ่มท่ีให ้IL-1b มี

การสลายของ HA ออกมาสู่น�้าเล้ียงเน้ือเยือ่มากกวา่กลุ่มควบคุมนั้น ใหผ้ลตรงกนักบัหลายงานวจิยัใน

การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนของสุกร [15-18] และมา้ [19] ซ่ึงพบวา่ การกระตุน้ดว้ย IL-1b ท�าให้

มีร้อยละการสลายของ HA เพิ่มสูงข้ึนเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม อยา่งไรกต็าม เม่ือเล้ียงเน้ือเยือ่เป็น

เวลานาน 1 เดือนโดยประมาณ (28 วนั) เพื่อดูค่าสะสมการสลาย HA ซ่ึงพบวา่ ทั้งกลุ่มท่ีกระตุน้ดว้ย 

IL-1b และกลุ่มควบคุมท่ีไม่ใส่สารกระตุน้ดงักล่าวไม่มีค่าแตกต่างกนั แสดงใหเ้ห็นวา่ ความเขม้ขน้
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ของ IL-1b ท่ีใชใ้นการทดลองน้ีน่าจะมีปริมาณนอ้ย เพียงพอแค่กระตุน้ใหก้ารสลาย HA สูงข้ึนได้

ในระยะเวลาสั้น ๆ  เท่านั้น จึงไม่พบความแตกต่างของค่าสะสมการสลาย HA จากกลุ่มควบคุมในการ

เล้ียงแบบระยะยาว ซ่ึงผลน้ียนืยนัไดจ้ากการวเิคราะห์ปริมาณ s-GAG ในน�้าเล้ียงทั้งแบบ 3 วนัและ

การดูค่าสะสมการสลาย s-GAG จากการเล้ียงนาน 28 วนั รวมทั้งผลการวเิคราะห์ ปริมาณกรดยโูร

นิคท่ีเหลืออยูใ่นเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนท่ีเปรียบเทียบระหวา่งกลุ่ม IL-1b และกลุ่มควบคุม ซ่ึงไม่พบ

ความแตกต่างกนัทางสถิติ อยา่งไรกต็าม การทดลองคร้ังน้ีใหผ้ลสวนทางกบัผลการศึกษาก่อนหนา้ท่ี

พบวา่ IL-1b เพิม่การสลายของ s-GAG และลดปริมาณกรดยโูรนิคท่ีคงเหลืออยูใ่นช้ินเน้ือเยือ่กระดูก

อ่อนของสุกร [16-18] และมา้ [19] 

  ส�าหรับผลการศึกษาการท�างานของเอนไซมใ์นกลุ่มเมทริกซ์เมทลัโลโปรตีเนสท่ีพบวา่ การ

ท�างานของเอนไซม ์ MMP-2 ในกลุ่มท่ีให ้ IL-1b มีระดบัต�่ากวา่กลุ่มควบคุม ซ่ึงตรงขา้มกบัผลการ

ศึกษาในสุกร [16-18] และมา้ [19] ท่ีพบวา่ IL-1b กระตุน้ใหเ้กิดการท�างานของ MMP-2 เพิ่มสูงข้ึน 

โดยในภาวะปกติ กระดูกอ่อนท่ีหุม้บริเวณผวิหนา้ของขอ้ต่อจะมีการสลายและปล่อยสารชีวโมเลกลุ 

ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนออกสู่น�้ าไขขอ้อยูแ่ลว้ในปริมาณหน่ึง โดยการท�างาน

ของเอนไซมก์ลุม่เมทริกซ์เมทลัโลโปรตีเนส เม่ือเล้ียงกระดูกออ่นในภาวะท่ีมี IL-1b ซ่ึงมีฤทธ์ิกระตุน้

การแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัเอนไซมใ์นกลุ่มเมทริกซ์เมทลัโลโปรตีเนส [25-26] เป็นผลท�าให้

เกิดการเส่ือมสลายของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนมากข้ึน จึงพบการสลายของซลัเฟตกลยัโคซามิโนกลยัแคน 

ไฮยาลโูรแนน คอลลาเจน และกรดยโูรนิคออกจากเน้ือกระดูกอ่อนสูงข้ึนคลา้ยกบัภาวะท่ีเกิดข้ึนใน

โรคขอ้เส่ือม [32] เป็นท่ีน่าสนใจวา่ ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบการท�างานของ MMP-2 ลดต�่าลงภายใต้

ภาวะการถูกกระตุน้ดว้ย IL-1b ซ่ึงขดัแยง้กบัการศึกษาในสตัวช์นิดอ่ืนขา้งตน้ อยา่งไรกต็าม ผลการ

ลดลงของเอนไซมน้ี์กลบัมีความสอดคลอ้งกบัปริมาณของ s-GAG ในน�้าเล้ียงเน้ือเยือ่ท่ีไม่สูงข้ึนเม่ือ

เทียบกบักลุ่มควบคุม รวมทั้งปริมาณกรดยโูรนิคท่ีเหลือในเน้ือกระดูกอ่อนซ่ึงควรเหลือนอ้ยลง แต่

กลบัพบวา่มีแนวโนม้เพิ่มสูงข้ึนแมไ้ม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมกต็าม แสดงวา่น่าจะมีสาเหตุจากการ

ท่ี MMP-2 ซ่ึงเป็นเอนไซมใ์นกลุ่มเมทริกซ์เมทลัโลโปรตีเนสท่ีท�าใหเ้กิดการเส่ือมสลายของเน้ือเยือ่

กระดูกอ่อน เม่ือมีการท�างานลดลง การสลาย s-GAG จากเน้ือกระดูกอ่อนจึงเกิดข้ึนไดน้อ้ย และเป็น

ผลใหมี้การคงเหลือของกรดยโูรนิคในเน้ือกระดูกอ่อนเพ่ิมข้ึน เน่ืองจาก s-GAG นั้นมีกรดยโูรนิคเป็น

องคป์ระกอบท่ีส�าคญัอยูใ่นโมเลกลุ [32] จากผลการสลายและคงเหลือของสารชีวโมเลกลุท่ีเป็นองค์

ประกอบของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนของชา้ง รวมทั้งการท�างานของเอนไซมใ์นกลุ่มเมทริกซ์เมทลัโลโปร

ตีเนสของการศึกษาคร้ังน้ี ช้ีใหเ้ห็นวา่ IL-1b มีผลเฉพาะในการสลายของ HA (ในการเล้ียงแบบระยะ

สั้น) มากกวา่สารชีวโมเลกลุชนิดอ่ืน ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่ IL-1b ไปมีผลต่อเอนไซม ์hyaluronidase 

ซ่ึงสามารถเร่งการสลาย HA ในช่วงแรกๆ ของการเล้ียง หรือในการเล้ียงภายใตภ้าวะถกูกระตุน้อ่อนๆ 

ดว้ยปริมาณ IL-1b นอ้ย ๆ  อาจส่งผลในทางตีกลบั ท�าใหเ้ซลลเ์กิดการส่งสญัญาณปกป้องตนเอง โดย
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กดการสร้างเอนไซม์ท่ีสลายเน้ือกระดูกอ่อน เป็นผลให้อตัราการสลายเน้ือกระดูกอ่อนน้อยลง 

สอดคลอ้งกบัการคงเหลือของกรดยโูรนิคท่ีมีแนวโนม้สูงกวา่กลุ่มควบคุมท่ีไม่ใส่ IL-1b  ซ่ึงกมี็อตัรา

การปลดปล่อยเอนไซมท่ี์สลายเน้ือกระดูกอ่อน และมีการสลายเน้ือกระดูกอ่อนเป็นปกติอยูแ่ลว้ใน

ระดบัหน่ึง อยา่งไรกต็าม เน่ืองจากตวัอยา่งช้ินเน้ือเยือ่ท่ีไดม้าคร้ังน้ีมีปริมาณค่อนขา้งนอ้ย ไม่สามารถ

ท�าการทดลองมากซ�้ าได ้จึงจ�าเป็นตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อใหไ้ดข้อ้สรุปท่ีชดัเจนยิง่ข้ึนต่อไป 

 ในส่วนของผลการตรวจวเิคราะห์ปริมาณสารชีวโมเลกลุในระยะยาวเป็นเวลา 28 วนั ท่ีพบ

วา่ ตั้งแต่สปัดาห์ท่ี 0 จนถึงสปัดาห์ท่ี 4 การสลายของ HA และ s-GAG จากเน้ือเยือ่ออกสู่น�้าเล้ียงมี

ระดบัเพิม่สูงข้ึน และหลงัจากนั้นอตัราการสลายลดลงจนอยูใ่นระดบัคงท่ีต่อไป จะเห็นไดว้า่ การเพาะ

เล้ียงเพียงแค่ 1 สปัดาห์ กส็ามารถวดัและติดตามการสลายของสารชีวโมเลกลุท่ีเป็นองคป์ระกอบของ

เน้ือเยือ่กระดูกอ่อนได ้โดยภายหลงั 28 วนั ยงัคงมีการสลายอยูแ่ต่เป็นในระดบัค่อนขา้งคงท่ี และจาก

ผลท่ีพบวา่ ปริมาณกรดยโูรนิคและคอลลาเจนท่ีเหลืออยูใ่นเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนของกลุ่มท่ีถกูกระตุน้

ดว้ย IL-1b สูงกวา่กลุ่มควบคุมนั้น ช้ีใหเ้ห็นถึงแนวโนม้ของการรักษาองคป์ระกอบของเน้ือกระดูก

อ่อนใหค้งเหลืออยูใ่นช้ินเน้ือเยือ่เพิม่ข้ึน ผลการศึกษาขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นวา่ วธีิการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่

กระดูกอ่อนของการศึกษาคร้ังน้ีสามารถใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการตรวจวดัและติดตามการสลายเน้ือเยือ่

กระดูกอ่อนขอ้ต่อในชา้งได้

 ส�าหรับผลการเปรียบเทียบลกัษณะโครงสร้างทางจุลกายวภิาคศาสตร์ของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อน

ระหวา่งกลุ่มการเพาะเล้ียงท่ีมีและไม่มี IL-1b ดว้ยการยอ้มสี Safranin-O ซ่ึงเป็นวธีิท่ีใชดู้ glycosami-

noglycans และการยอ้มดว้ย Hematoxylin-Eosin ไม่มีพบความแตกต่างกนัทั้งจ�านวน เซลลก์ระดูก

อ่อนและลกัษณะของ matrix (สอดคลอ้งกบัผล s-GAG และปริมาณกรดยโูรนิค) แต่พบวา่ เซลลใ์น

กลุ่มไดรั้บ IL-1b มีขนาดค่อนขา้งใหญ่กวา่กลุ่ม normal culture เลก็นอ้ย จากผลการทดลองเป็นท่ีน่า

สนใจวา่ แมไ้ม่พบการเปล่ียนแปลงของค่าชีวเคมีระหวา่งกลุ่มท่ีมีและไม่มีสาร IL-1b แต่ผลทางจุล

กายวภิาคศาสตร์ของช้ินเน้ือกลบัพบวา่ ขนาดของเซลลท่ี์อยูภ่ายใตภ้าวะการถกูกระตุน้ดว้ย IL-1b ดู

คลา้ยจะโตกวา่ในภาวะท่ีไม่มีการกระตุน้เลก็นอ้ย ซ่ึงตรงกบัผลการศึกษาก่อนหนา้น้ีท่ีท�าการทดลอง

ในเน้ือเยื่อกระดูกอ่อนของหนู ท่ีพบความเป็นไปไดว้่า เซลลท่ี์มีขนาดใหญ่ข้ึนอาจเกิดจากการถูก

กระตุน้โดย IL-1b ใหท้�างานมากข้ึนไปชัว่ระยะเวลาหน่ึง ก่อนท่ีเซลลจ์ะตายแบบอะพอพโทซิสไป

ในท่ีสุด (ขอ้มูลยงัไม่ไดตี้พิมพ)์ ดงันั้น ระดบัความเขม้ขน้ของ IL-1b ท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี จึงอาจ

ไม่ใช่ความเขม้ขน้ท่ีมากพอและเหมาะสมส�าหรับการเหน่ียวน�าใหเ้กิดการเส่ือมสลายของเน้ือกระดูก

อ่อนในชา้ง ประกอบชา้งเป็นสตัวใ์หญ่มีน�้าหนกัตวัมากถึง 2,000–7,000 กิโลกรัม [33] ท�าใหก้ระดูก

อ่อนขอ้ต่อมีความหนาค่อนขา้งมาก [34] สอดคลอ้งกบัการศึกษาท่ีพบวา่ ความหนาของกระดูกอ่อน

หุม้ผวิขอ้จะสมัพนัธ์กบัน�้าหนกัตวัของสตัว ์[35-36] นอกจากนั้น โครงสร้างภายในกระดูกอ่อนของ

ชา้งมีเมทริกซ์เป็นองคป์ระกอบในปริมาณมาก เสน้ใยคอลลาเจนหนา แต่มีโปรตีโอกลยัแคนปริมาณ
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นอ้ย ซ่ึงท�าใหข้องกระดูกอ่อนขอ้ต่อชา้งมีความเหนียว ยดืหยุน่และแขง็แรงมาก สามารถรับและทน

ต่อแรงกด (compressive load) อนัมหาศาลไดโ้ดยไม่ก่อใหเ้กิดการผดิรูป [34] อาจท�าใหก้ารเขา้ถึง

ของ IL-1b ท่ีจะไปกระตุน้ใหเ้กิดกระบวนการสลายเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนเกิดข้ึนไดน้อ้ย ความเขม้ขน้

ท่ีใชค้ร้ังน้ีจึงเพยีงท�าใหเ้น้ือเยือ่เร่ิมมีการสลาย ส่งผลในทางกลบัใหเ้ซลลพ์ยายามรักษาสมดุลโดยเพ่ิม

การท�างานข้ึน ขนาดเซลลจึ์งโตข้ึนเลก็นอ้ย แต่ความเขม้ขน้ท่ีใชน้ั้นไม่สูงมากพอท่ีจะท�าใหเ้กิดการ

สลายมากกวา่การสร้าง ท�าใหพ้บปริมาณสารท่ีเป็นองคป์ระกอบของเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนในน�้าเล้ียงท่ี

มี IL-1b มีค่าไม่ต่างจากภาวะไม่มีสารกระตุน้ คณะผูว้จิยัเช่ือวา่ หากเพิ่มความเขม้ขน้ของ IL-1b ให้

มากข้ึน ผลท่ีไดน่้าจะสอดคลอ้งกบัรายงานการทดลองท่ีใชเ้น้ือเยื่อกระดูกอ่อนของสัตวช์นิดอ่ืน 

อยา่งไรกต็าม ความจ�ากดัของการไดต้วัอยา่งช้ินเน้ือเยือ่ชา้ง ท�าใหก้ารทดลองน้ีไม่สามารถทดสอบ

ในหลายความเขม้ขน้ได ้ นอกจากน้ี IL-1b ท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี เป็นชนิด recombinant human 

IL-1b จึงอาจมีโครงสร้างต่างจากของชา้ง ส่งผลท�าใหอ้อกฤทธ์ิไดไ้ม่เตม็ท่ี จ�าเป็นตอ้งใชใ้นปริมาณ

มากซ่ึงต่างจากในสุกรและมา้ท่ีอาจมีโครงร่างของสารน้ีใกลเ้คียงกบัของมนุษยม์ากกวา่ จึงออกฤทธ์ิ

ไดดี้แมใ้ชใ้นปริมาณเท่ากบัท่ีใชใ้นชา้ง

 จากผลการศึกษาแคแทบอลิซึมของสารชีวโมเลกลุในเน้ือกระดูกอ่อนของชา้งเอเชีย ดว้ยวธีิ 

การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ในคร้ังน้ี ถือเป็นความส�าเร็จคร้ังแรกของประเทศไทยและคร้ังแรกในโลก ท่ี

สามารถสร้างตน้แบบของการศึกษาโรคขอ้อกัเสบและขอ้เส่ือมในชา้งได ้ซ่ึงวธีิการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่

กระดูกอ่อนท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีพิสูจน์ไดว้า่ สามารถใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการวดัและติดตามการ

สลายของสารชีวโมเลกลุท่ีเป็นองคป์ระกอบในเน้ือกระดูกอ่อนในชา้งไดดี้เช่นเดียวกบัในมนุษย ์[15] 

และสตัวช์นิดอ่ืน เช่น สุกร [16-18] มา้ [19] และสุนขั [37] รวมทั้งสามารถใชเ้ป็นวธีิพื้นฐานในการ

วจิยัพฒันายาท่ีใชใ้นการรักษาโรคขอ้ของมนุษย ์สุนขั และมา้ มาสู่การรักษาโรคขอ้ในชา้งได ้ถึงแมว้า่

ปริมาณตวัอยา่งท่ีน�ามาตรวจวิเคราะห์ในงานวิจยัคร้ังน้ีมีค่อนขา้งจ�ากดั อนัเน่ืองมาจากชา้งเล้ียงใน

ประเทศไทยมีจ�านวนนอ้ย โอกาสท่ีชา้งจะเสียชีวติ การไดรั้บอนุญาตและการบริจาคจากเจา้ของจึงมี

ไม่มากนกั ประกอบกบัความยากล�าบากในขั้นตอนของการเกบ็ตวัอยา่งซ่ึงมกัอยูใ่นภูมิประเทศและ

พื้นท่ีท่ีเป็นป่าจึงตอ้งใชเ้วลาในการเดินทาง รวมทั้งโครงสร้างของผิวหนงัชา้งท่ีเหนียวและมีความ

หนาถึง 2 น้ิว ท�าใหก้ารผา่เปิดเขา้สู่ขอ้ต่อเพื่อเกบ็ช้ินเน้ือกระดูกอ่อนท�าไดค่้อนขา้งยาก ใชเ้วลา และ

เส่ียงต่อการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียจ์ากอุปกรณ์และส่ิงแวดลอ้มไดง่้าย ดงันั้น การไดม้าซ่ึงตวัอยา่งช้ิน

เน้ือกระดูกอ่อนขอ้ต่อของชา้งแมเ้พยีงปริมาณนอ้ย แต่เตม็ไปดว้ยคุณค่าในแง่ของการอนุรักษช์า้งไทย

และการใหข้อ้มูลอนัเป็นประโยชนต่์อวงการแพทย ์สตัวแพทย ์และเภสชักรรม อยา่งไรกต็าม คณะผู ้

วจิยัสามารถแยกและเกบ็เซลลก์ระดูกอ่อนจากเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนขอ้ต่อของชา้งในคร้ังน้ีได ้และก�าลงั

ท�าการศึกษาเก่ียวกบั cellular response ต่อตวักระตุน้ IL-1b และ Lipopolysaccharide (LPS) ใน

กระบวนการสลาย (catabolism) และการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเส่ือมของกระดูกอ่อน
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ขอ้ต่อ (catabolic gene expression) เช่น MMP-1 MMP-3 และ MMP-13 จึงควรมีการศึกษาต่อไปใน

วธีิการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่กระดูกอ่อน โดยใชต้วักระตุน้การเส่ือมของกระดูกอ่อนชนิดอ่ืน เช่น Tumor 

Necrosis Factors (TNFs) หรือ LPS เป็นตน้ และทดสอบในหลายความเขม้ขน้ นอกจากนั้น ควรศึกษา

เพิ่มเติมถึงกลไกในระดบัยนี โดยเฉพาะการส่งสญัญาณระดบัเซลลท่ี์ควบคุมการแสดงออกของยนีท่ี

เก่ียวขอ้งกบัเอนไซมใ์นกลุ่มเมทริกซ์เมทลัโลโปรตีเนส และความเป็นพิษในระดบัเซลลข์องสาร

กระตุน้ เพื่อเพิ่มพนูความรู้ ความเขา้ใจเก่ียวกบักระบวนการสร้างและการสลายของกระดูกอ่อนท่ี

สามารถน�าไปสู่การพฒันาเทคนิคการตรวจวินิจฉยัและการใชย้ารักษาโรคขอ้เส่ือม รวมทั้งช่วยยก

ระดบัคุณภาพชีวติและยดือายขุองชา้งเล้ียงใหย้าวนานข้ึนไดใ้นอนาคต

 จากผลการศึกษาในคร้ังน้ี ถือเป็นความส�าเร็จในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่กระดูกอ่อนและการ

ติดตามการสลายกระดูกอ่อนขอ้ต่อของชา้ง ซ่ึงใหข้อ้มูลเบ้ืองตน้ท่ีส�าคญัและมีคุณค่าทางวชิาการต่อ

วงการสตัวแพทยเ์ป็นอยา่งมาก รวมทั้งเป็นวธีิพื้นฐานท่ีสามารถใชศึ้กษาต่อยอดในการวจิยัพฒันายา

ท่ีใชใ้นการรักษาโรคขอ้ของมนุษย ์สุนขั และมา้ มาสู่การรักษาโรคขอ้เส่ือมในชา้งไดใ้นอนาคต
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