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บทคัดยอ  โรคขอเสื่อมในมา คือ โรคที่เกิดจากการเส่ือมของกระดูกออนผิวขอ คอนดรอยติน-
ซัลเฟตโปรตีโอกลัยแคนซ่ึงเปนสารชีวโมเลกุลท่ีสํ าคัญและพบไดมากที่สุดในกระดูกออนจะสลาย
ออกมามากกวาปกติเมื่อกระดูกออนผิวขอถูกท ําลาย คอนดรอยตินซัลเฟตโปรตีโอกลัยแคนที่ถูก
ปลอยออกมาจะเขาสูซีรั่มและสามารถตรวจพบไดดวยวิธีทางอิมมูโนวิทยา โดยใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่จํ าเพาะตอสายคอนดรอยตินซัลเฟต (mAb WF6 และ mAb 3B3) วตัถุประสงคของ
การศกึษานี้ คือ การเปรียบเทียบคอนดรอยตินซัลเฟตโปรตีโอกลัยแคน (WF6 epitope และ 3B3 
epitope) ในซร่ัีมของมาในชวงอายุตางๆ กัน นอกจากนั้นยังมีการเปรียบเทียบระหวางกลุมมาที่
เปนโรคขอเส่ือมและมาที่ไมมีอาการของโรคนี ้ การตรวจหาคอนดรอยตินซัลเฟตใชวิธี competi-
tive ELISA พบวามาท่ีเปนโรคขอเส่ือมมีคาความเขมขนของ WF6 epitope ซึง่อยูบนสายคอน-
ดรอยตินซัลเฟตที่เปน native form มากกวาในมาปกติอยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.0001) แตไมพบ
ความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญของอิพิโทปชนิดนี้เมื่อเปรียบเทียบในแตละชวงอายุของมา สวน 
3B3 epitope ซึ่งพบมากบนสายคอนดรอยตินซัลเฟตที่สังเคราะหใหม พบวามาที่เปนโรคขอ
เส่ือมจะมีปริมาณของอิพิโทปตัวน้ีตํ่ ากวามาปกติอยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.001) แตกลับพบมี
ปริมาณมากในลูกมาชวงอายุแรกเกิดถึงสองป ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนแปลง
คอนดรอยตนิซลัเฟตในซีรั่มมีความสัมพันธกับการเกิดโรคขอเสื่อม ดังนั้นจึงอาจเปนไปไดที่จะใช
การตรวจวัดคอนดรอยตินซัลเฟตอิพิโทปท้ังสองชนิดเพ่ือประกอบการวินิจฉัยและรักษาโรคขอ
เส่ือมในมาโดย WF6 epitope อาจเปน marker ท่ีดสํี าหรับการบงชีถ้งึการทํ าลายกระดกูออนผิว
ขอ ในขณะท่ี 3B3 epitope อาจเปน marker สํ าหรบัใชติดตามผลการรักษาโรคขอเส่ือมในมาได 
เชยีงใหมสัตวแพทยสาร 2546;1:3-10.
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บทนํ า
โรคขอเสื่อมในมาเกิดจากการทํ าลายและ

สลายตัวของกระดูกออนผิวขอ เปนสาเหตุให
มาไมสามารถทํ างานไดอยางมีประสิทธิภาพ 
และกอใหเกิดความสูญเสียท้ังตอตัวมาเองและ
ตอเจาของมาเปนอยางมาก การตรวจวินิจฉัย
โรคขอในปจจุบันโดยท่ัวไปอาศัยการตรวจทาง
กายภาพและการถายภาพรังสีซึ่งสามารถบงชี้
ถึงความผิดปกติในขอไดก็ตอเมื่อโรคดํ าเนินไป
มากจนบางคร้ังยากท่ีจะทํ าการรักษา(1) จึงเกิด
ความพยายามในกลุ มนักวิจัยท่ีจะหาสารชีว
โมเลกุลท่ีสามารถบงบอกถึงพยาธิสภาพท่ีเกิด
ขึ้นภายในขอของมา เพื่อนํ ามาใชรวมกับวิธี
การตรวจทางกายภาพและการถายภาพรังสี
อันจะทํ าใหสามารถวินิจฉัยโรคไดเร็วและแมน
ยํ ามากข้ึน
คอนดรอยตินซัลเฟตโปรตีโอกลัยแคน  

(chondroitin sulfate proteoglycan) เปนสาร
ชีวโมเลกุลท่ีสํ าคัญท่ีถูกสรางโดยเซลลกระดูก
ออน (chondrocyte) และมีอยูมากท่ีสุดใน
แมทริกซของกระดูกออน และเมื่อเกิดโรคขอ
เสื่อม คอนดรอยตินซัลเฟตโปรตีโอกลัยแคนจะ
ถูกทํ าลายหลุดออกจากเน้ือกระดูกออนมาก
กวาปกติซึ่งสามารถตรวจพบการเปลี่ยนแปลง
ไดท้ังท่ีเน้ือกระดูกออนเอง(2-3) ในน้ํ าไขขอ(4–5)  
และในซีรั่ม(6)

การศึกษาน้ีมี วัตถุประสงคเพื่อตรวจหา
คอนดรอยตินซัลเฟตโปรตีโอกลัยแคนในซีร่ัม
ของมาปกติเปรียบเทียบกันในแตละชวงอายุ
และมาท่ีมีอาการของโรคขอเสื่อมเปรียบเทียบ

กับมาท่ีไมมีอาการของโรคขอเส่ือมโดยใชโมโน-
โคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody :
mAb) ท่ีมีความจ ําเพาะตอสายคอนดรอยติน-
ซัลเฟตสองชนิดคือ mAb WF6 ซ่ึงเปนแอนติ-
บอดีท่ีผลิตข้ึนท่ีคณะแพทยศาสตร มหาวิทยา-
ลัยเชียงใหม และ mAb 3B3 ซึ่งมีผลิตออกมา
ในเชิงพาณิชย

อุปกรณและวิธีการ
สัตวทดลอง
ไดทํ าการเก็บตัวอยางซีร่ัมจากกลุมมาปกติ

จํ านวนทั้งหมด 149 ตัวอยาง โดยแบงเปนกลุม
ชวงอายุแรกเกิด ถึง 2 ป 25 ตัวอยาง, 2-4 ป 
25 ตัวอยาง 5-8 ป 29 ตัวอยาง, 9-14 ป  33 
ตัวอยาง และ 15-25 ป 37 ตัวอยาง โดยมาท้ัง
หมดไดผานการตรวจทางกายภาพแลววาไมมี
อาการของโรคขอ สวนตัวอยางจากกลุมมาท่ี
เปนโรคขอเสื่อมเก็บจากมาชวงอายุ 2-8 ปท่ี
วินิจฉัยแลววาเปนโรคขอเสื่อมโดยใชการตรวจ
ทางกายภาพและการถายภาพรังสี(1) จํ านวน 
23 ตัวอยาง ตัวอยางซีร่ัมท้ังหมดถูกเก็บรักษา
ท่ี –20 องศาเซลเซียสกอนที่จะน ํามาวิเคราะห

วิธีการตรวจวัดคอนดรอยตินซัลเฟตอิ-
พิโทปในซีร่ัม
ใชหลักการ competitive ELISA ตรวจหา 

WF6 epitope และ 3B3 epitope จากตัวอยาง
ซรีัม่ ตามวิธีของพีระพรรณ โปธาเจริญ(7) โดย
ในการวิเคราะห WF6 epitope จะใชโปรตีโอ-
กลัยแคนท่ีสกัดไดจากกระดูกออนของปลา
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ฉลามเปน coating antigen และ competitor, 
mAb WF6 เปน primary antibody และ anti 
IgM เปน secondary antibody สวนการ
วิเคราะห 3B3 epitope จะใช chondroitinase 
ABC ยอยคอนดรอยตินซัลเฟตในซีรั่มกอนท ํา
การวิเคราะห ใช proteoglycan core protein 
ท่ีสกัดจากกระดูกออนของหมูเปน coating 
antigen และ competitor ใช mAb 3B3 เปน 
primary antibody และ Anti IgM เปน secon-
dary antibody
ความเขมขนของ chondroitin sulfate epi-

tope ท่ีตรวจไดจะนํ ามาหาคาทางสถิติ และ
ทดสอบสมมติฐานโดยใช analysis of variance 

(ANOVA) ในการวิเคราะหเปรียบเทียบในแต
ละกลุมชวงอายุ และใช student-t-test ในการ
วิเคราะหเปรียบเทียบกลุมมาท่ีเปนโรคขอเส่ือม
กับมาท่ีไมเปนโรคขอเสื่อมท่ีมีอายุ 2-8 ปท้ัง
สองกลุม โดยใชโปรแกรม SPSS version 10.0

ผลการทดลอง
คาความเขมขนของ WF6 epitope ในซี

ร่ัมของมาท่ีเปนโรคขอเส่ือม เปรียบเทียบกับมา
ปกติในกลุมอายุเดียวกันคือ 2-8 ป พบวา
ความเขมขนของ WF6 epitope ในกลุมมาที่
เปนโรคขอเสื่อมสูงกวามาที่ไมเปนโรคนี้อยางมี
นัยสํ าคัญ (p<0.0001) ดังแสดงในรูปท่ี 1 โดย
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รูปที ่1. ความเขมขนของ WF6 chondroitin sulfate epitope ในซรีัม่ของมาปกต ิ(non OA) เปรียบเทียบกับมา
ท่ีเปนโรคขอเส่ือม (OA) เสนกลางกรอบส่ีเหล่ียมแสดงคามธัยฐาน เสนขอบลางและขอบบนของกรอบส่ีเหล่ียม
แสดงคาที่เปอรเซนไทลท่ี 25 และ 75 ตามลํ าดับ เสนขีดแนวนอนขางลางและขางบนนอกกรอบส่ีเหล่ียมแสดง
คาตํ ่าสดุและสูงสุดที่ยังไมผิดปกติตามล ําดับ วงกลมแสดงคาที่สูงหรือตํ่ าผิดปกต ิ ดอกจันแสดงคาที่สูงหรือตํ่ า
ผิดปกติมาก  n= จ ํานวนตัวอยาง
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ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญของชวง
อายุในมาทั้งสองกลุม ซึ่งตางจากความเขมขน
ของ 3B3 epitope ท่ีพบวากลุมมาท่ีเปนโรคขอ
เสื่อมมีปริมาณของอิพิโทปตัวน้ีต่ํ ากวาในมา
ปกติอยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.001) ดังแสดงใน
รูปท่ี 2
เมื่อดูการเปลี่ยนแปลงของคอนดรอยติน-

ซัลเฟตในซีร่ัมของมาปกติท่ีชวงอายุตางๆ ไม
พบความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญของระดับ
ความเขมขนของ WF6 epitope (p=0.433) 
ของมาต้ังแตแรกเกิดจนถึงอายุมากกวา 15 ป 
ดังแสดงในรูปท่ี 3 แตพบวาความเขมขนของ 
3B3 epitope มีคาสูงมากอยางเดนชัดในกลุม

ลูกมาอายุแรกเกิดถึงสองป ซ่ึงแตกตางจากมา
ในชวงอายุอ่ืนๆ อยางมนัียส ําคัญ (p<0.0001) 
ดังแสดงในรูปท่ี 4 และเมื่อดูความสัมพันธของ
ความเขมขนของ 3B3 epitope และ WF6 
epitope ในซีร่ัมของมาท่ีเปนโรคขอเส่ือมพบมี
ความสัมพันธกันนอยมาก (คาสัมประสิทธิ์สห-
สัมพันธ = 0.013)

วิจารณและสรุปผล
คอนดรอยตินซัลเฟตโปรตีโอกลัยแคนท่ีพบ

เปนองคประกอบสํ าคัญของเน้ือกระดูกออน
ผวิขอ ถูกสรางข้ึนโดยเซลลกระดูกออน (chon-
drocyte) ซ่ึงตามปกติกระดูกออนผิวขอจะมี

3B3 epitope (ng/ml)
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รูปที ่2. ความเขมขนของ 3B3 chondroitin sulfate epitope ในซรีัม่ของมาปกต ิ (non OA) เปรียบเทียบกับมาที่
เปนโรคขอเส่ือม (OA) เสนกลางกรอบส่ีเหล่ียมแสดงคามธัยฐาน เสนขอบลางและขอบบนของกรอบส่ีเหล่ียมแสดง
คาที่เปอรเซนไทลท่ี 25 และ 75 ตามลํ าดับ เสนขีดแนวนอนขางลางและขางบนนอกกรอบส่ีเหล่ียมแสดงคาต่ํ าสุด
และสูงสุดท่ียงัไมผิดปกติตามลํ าดับ วงกลมแสดงคาที่สูงหรือตํ่ าผิดปกต ิดอกจันแสดงคาที่สูงหรือตํ่ าผิดปกติมาก n
= จ ํานวนตัวอยาง
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รูปที ่ 3. ความเขมขนของ WF6 chondroitin 
sulfate epitope ในซีร่ัมของมาปกติเปรียบ
เทียบกนัในแตละกลุมชวงอาย ุ เสนกลางกรอบ
ส่ีเหล่ียมแสดงคามัธยฐาน เสนขอบลางและ
ขอบบนของกรอบส่ีเหล่ียมแสดงคาท่ีเปอรเซน
ไทลท่ี 25 และ 75 ตามลํ าดบั เสนขีดแนวนอน
ขางลางและขางบนนอกกรอบส่ีเหล่ียมแสดงคา
ตํ่ าสุดและสูงสุดที่ยังไมผิดปกติตามล ําดับ วง
กลมแสดงคาท่ีสูงหรือตํ ่าผิดปกต ิ ดอกจนัแสดง
คาท่ีสูงหรือตํ ่าผิดปกตมิาก n= จ ํานวนตวัอยาง

รูปที ่ 4. ความเขมขนของ 3B3 chondroitin 
sulfate epitope ในซรีัม่ของมาปกติเปรียบเทียบ
กันในแตละกลุมชวงอายุ เสนกลางกรอบส่ี
เหล่ียมแสดงคามธัยฐาน เสนขอบลางและขอบ
บนของกรอบส่ีเหล่ียมแสดงคาท่ีเปอรเซนไทลท่ี 
25 และ 75 ตามลํ าดับ เสนขีดแนวนอนขางลาง
และขางบนนอกกรอบส่ีเหล่ียมแสดงคาตํ่ าสุด
และสูงสุดท่ียังไมผิดปกติตามลํ าดับ วงกลม
แสดงคาท่ีสูงหรือตํ ่าผิดปกต ิ ดอกจันแสดงคาที่
สูงหรือตํ ่าผิดปกติมาก n= จ ํานวนตัวอยาง
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ขบวนการสรางและสลายสารเหลาน้ีอยาง
สมดุล แตเมือ่เกิดพยาธสิภาพใดๆ ก็ตามท่ีทํ า
ใหกระดูกออนถูกทํ าลาย จะมีการสลายคอน-
ดรอยตินซัลเฟตโปรตีโอกลัยแคนน้ีออกมาอยู
ในน้ํ าไขขอมากข้ึน และเขาไปสูซีรั่มไดมากขึ้น
เชนเดียวกัน จึงเปนไปไดวาการสลายคอน-
ดรอยตินซัลเฟตโปรตีโอกลัยแคนออกมาใน
ซีร่ัมน้ันนาจะมีความสัมพันธกับโรคขอเส่ือมซ่ึง
เปนภาวะของการเสื่อมสลายของกระดูกออน
ผิวขออยางหนึ่ง การตรวจวัดระดับคอนดรอย-
ตินซัลเฟตโปรตีโอกลัยแคนจึงนาจะสามารถ
บอกถึงเมตาบอลิสมหรือพยาธิสภาพท่ีเกิดขึ้น
ภายในกระดูกออนผิวขอได
มีรายงานท่ีกลาวถึงการตรวจวัดคอนดรอย- 

ตินซัลเฟตโปรตีโอกลัยแคนโดยใชโมโนโคนอล
แอนติบอดีหลายชนิดแตท่ีไดรับความนิยมมาก
ท่ีสุดและมีการผลิตออกในเชิงพาณิชยดวยคือ 
mAb 3B3 ซ่ึงโมโนโคลนอลแอนติบอดีตัวน้ีจะ
จ ําเพาะตอสายคอนดรอยตินซัลเฟตท่ีสรางใหม
โดยเซลลกระดูกออน(8 ) และมีรายงานวา
อิพิโทปตัวน้ีมีปริมาณสูงขึ้นเมื่อตรวจวัดในเน้ือ
กระดูกออนผิวขอของ third carpal bone ใน
มาท่ีถูกเหน่ียวนํ าใหเกิดขออักเสบ(3) และจาก
เน้ือกระดูกออนท่ีแตกออกมาในมาท่ีเปน distal
tibial osteochondrosis(2)  อยางไรก็ตาม จาก
รายงานของ Hardingham และคณะ(9)  พบวา 
อิพิโทปตัวนี้จะมีปริมาณสูงขึ้น ในระยะเริ่มแรก
ของภาวะขอเส่ือม ท้ังน้ีเน่ืองจากกระดูกออนได
มีการปรับสรางซอมแซมตัวเองโดยผลิตสาย
คอนดรอยตินซัลเฟตเพิ่มมากขึ้นเพื่อชดเชยใน

สวนท่ีถูกทํ าลายไป แตหากการทํ าลายมีมาก 
หรือเปนลักษณะของโรคเร้ือรัง เซลลกระดูก
ออนเองก็จะถูกทํ าลายไมสามารถผลิตสาย
คอนดรอยตินซัลเฟตใหมออกมาไดอีก จะพบ
วาปริมาณของ 3B3 epitope ลดต่ํ าลง ซึ่งผล
การทดลองในคร้ังน้ีก็พบวาปริมาณของ 3B3 
epitope ของมาท่ีเปนโรคขอเสื่อมต่ํ ากวามา
ปกติอยางมีนัยสํ าคัญ อาจเปนเพราะกลุมตัว
อยางของมาท่ีเป นโรคขอเสื่อมท่ีใชในการ
ทดลองคร้ังน้ีไดตัดสินจากภาพรังสี ซึ่งจะมอง
เห็นพยาธิสภาพของกระดูกออนผิวขอก็เมื่อ
เกิดความเสียหายไปมากแลวจนทํ าใหอัตรา
การสรางสายคอยดรอยตินซัลเฟตโปรตีโอ-
กลัยแคนมนีอยกวาการสลาย ระดับ 3B3 epi-
tope จึงลดต่ํ าลงเมื่อเปรียบเทียบกับมาปกติ 
นอกจากน้ันการพบปริมาณ 3B3 epitope สูง
มากในม าแรกเกิดจนถึงสองปซึ่งเป นวัยท่ี
กระดูกออนกํ าลังมีการเจริญเติบโตเปนการยืน
ยันอีกคร้ังวา 3B3 epitope นาจะเปน marker 
ท่ีดีของภาวะ anabolism ของกระดูกออน
สวน mAb WF6 เปนโมโนโคลนอลแอนติ-

บอดีท่ีผลิตได จากห องปฏิบัติการวิจัยโรค
กระดูกและขอ คณะแพทยศาสตร มหาวิทยา-
ลัยเชียงใหม พบวามีความจํ าเพาะตอสาย
คอนดรอยตินซัลเฟตท่ีพบไดท่ัวไปในกระดูก
ออนผิวขอ ซึ่งมีผูท ําการศึกษาไวในคนและราย
งานไววา WF6 epitope จะเพิ่มสูงขึ้นในซีรั่ม
ของคนท่ีเปนโรคขอเสื่อมอยางมีนัยสํ าคัญ(7)  
สอดคลองกับผลการศึกษาในครั้งนี้ซึ่งพบวามา
ท่ีเปนโรคขอเสื่อมก็จะพบปริมาณอิพิโทปชนิด
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น้ีในซีร่ัมสูงกวามาปกติอยางมีนัยสํ าคัญเชน
กัน โดยไมพบปจจัยกวนจากอายุของมาเลย 
แสดงใหเห็นวาปริมาณของอิพิโทปชนิดน้ีใน   
ซี ร่ัมมีความสัมพันธกับการเสื่อมสลายของ
กระดูกออน (catabolic marker) เปนลักษณะ
สํ าคัญท่ีพบในโรคขอเส่ือมดวย
แมวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ังสองชนิด 

จะมีความจํ าเพาะตอสายคอนดรอยตินซัลเฟต
เหมือนกัน แตอิพิโทปของมันมีความแตกตาง
กัน โดย mAb 3B3 จะจํ าเพาะตอสายคอน-
ดรอยตินซัลเฟตที่สรางใหม (neo-epitope) จึง
บงบอกถึงสภาวะท่ีกระดูกออนมีกระบวนการ
สรางหรือซอมแซมตัวเองไดด ี ในขณะที่ mAb 
WF6 จะจํ าเพาะตอสายคอนดรอยตินซัลเฟตท่ี
พบอยูท่ัวไปในกระดูกออน (native eptiope) 
ซึ่งถูกสลายไดโดยเอนไซม chondroitinase 
ABC และหากมกีารสลายคอนดรอยตินซัลเฟต-
โปรตีโอกลัยแคนน้ีออกมาจากกระดูกออนผิว
ขอมากก็จะพบปริมาณของอิพิโทปตัวน้ีมากข้ึน
ใน biological fluids เชน ในน้ํ าไขขอหรือใน   
ซีรั่มได
การทดลองนี้ใชการตรวจวัดปริมาณอิพิโทป

ท้ังสองชนิดในซีร่ัม ซึ่งผูเขียนพบวาสามารถ
เก็บตัวอยางจากมาไดงายและปลอดภัยกวา
การเจาะน้ํ าไขขอหรือตรวจวัดจากชิ้นสวนเน้ือ
กระดูกออนโดยตรง และยังไมเคยมีผูทํ าการ
ศึกษาเร่ืองน้ีในมาในประเทศไทยมากอน จึงมี
แนวโนมท่ีจะสามารถพัฒนาวิธีการน้ีในการ
ตรวจวินิจฉัยหรือติดตามการรักษาโรคขอซึ่ง
เปนปญหาสํ าคัญของมาในประเทศไทยไดใน

อนาคต โดย WF6 epitope นาจะเปน marker 
ที่ใชสํ าหรับการตรวจวินิจฉัยโรคขอเส่ือม เน่ือง
จากสามารถบงบอกถึงการเสื่อมสลายของ
กระดูกออนผิวขอไดดี สวน 3B3 epitope อาจ
นํ าไปใชในการติดตามการรักษา หรืองาน
ทดลองท่ีเก่ียวกับยาหรือวิธีการรักษาโรคขอ 
เพื่อดูถึงการตอบสนองตอการรักษาของกระดูก
ออนผิวขอในมาได
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CHONDROITIN SULFATE EPITOPES IN SERA OF NORMAL AND
OSTEOARTHRITIC HORSES
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1Department of Equine Clinic, Faculty of Veterinary Medicine,
2Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Chiang Mai University

Abstract  Equine osteoarthritis, also called degenerative joint disease, may be defined
as a disease of diarthrodial joint comprising destruction of articular cartilage. Chondroitin
sulfate proteoglycan, a major biomolecular substance in cartilage matrix, is released
when deterioration of articular cartilage occurred. Immunoassay using specific mono-
clonal antibodies, mAb WF6 and 3B3 can detect the released chondroitin sulfate in
serum. Objective of this study is to compare serum chondroitin sulfate proteoglycan
(WF6 and 3B3 epitopes) among each age group of horses and between osteoarthritic
horses and non-osteoarthritic horses. These epitopes were measured by competitive
ELISA. The result showed the significantly higher (p<0.0001) of WF6 epitope that was
native epitope in osteoarthritic horses than in non-osteoarthritic horses while there was
no different significance of this epitope among each age group of horses. Contrary to
3B3 epitope that was neo-epitope, there was significantly lower (p<0.001) 3B3 epitope
level in osteoarthritic horses but higher in new borned to two-year-old foals when
compare with other age groups. This suggested that WF6 epitope can be use as
cartilage destruction marker in diagnosis osteoarthritis and 3B3 epitope as cartilage
anabolism marker in following up osteoarthritic treatment.
Keywords :  Horse - osteoarthritis, Chondroitin sulfate epitope


