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อินเตอรลิวคิน 17 (IL-17) เปนไซโตไคนที่คนพบเมื่อ 10 ปกอน ซึ่งถือวาเปน proinflammatory cytokine 

ชนิดหนึ่งที่สรางจาก CD4+ T cells เปนสวนใหญ มีบทบาทหนาที่เกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวนและการเคลื่อนที่มายัง
บริเวณเนื้อเยื่อที่มีการอักเสบของเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟล จึงมีความสําคัญในการปองกันและทําลายเชื้อโรค
โดยเฉพาะเชื้อแบคทีเรีย การติดเชื้อเอชไอวีสงผลใหมีการทําลายเซลเปาหมายหลักคือ CD4+ T cells จึงเปนไปไดวา 
ผูที่ติดเช้ือเอชไอวีและมีความผิดปกติของจํานวน CD4+ T cells นาจะมีความผิดปกติของ IL-17 expression ภายใน 
CD4+ T cells อยางไรก็ตามปจจุบันยังไมขอมูลการเปลี่ยนแปลงของ IL-17 ในผูติดเชื้อเอชไอวีแตอยางใด การวิจัยนี้
จึงมีวัตถุประสงคในการตรวจหา IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells โดยวิธี intracellular cytokine staining 
(ICCS) หลังการกระตุนดวย mitogens ในผูติดเชื้อเอชไอวีเปรียบเทียบกับอาสาสมัครสุขภาพดี  

 
การศึกษานี้มีอาสาสมัครเขารวมทั้งหมด 80 คน แบงเปน 2 กลุมโดยมีผูติดเชื้อเอชไอวีที่ไมแสดงอาการทาง

คลินิก 40 คน อายุเฉลี่ย 36.28 + 9.05 ป แตกตางจากอาสาสมัครสุขภาพดีซึ่งมีอายุเฉลี่ย 29.68 + 8.98 ป ลักษณะ
พ้ืนฐานที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญไดแก อายุ (p=0.001) และ CD4+ T cells count ซึ่งกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีมี
ระดับสูงกวา (622.5 พิสัย 294-1008 VS 218 พิสัย 32-820, p<0.0001) ผลการศึกษาพบวารอยละของ IL-17 
expression ภายใน CD4+ T cells ทั้งกอนและหลังกระตุนดวย PMA/Ionomycin ที่ 4 ช่ัวโมงในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีมี
คาสูงกวาในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (คามัธยฐาน 0.68 VS 0.12 และ 1.45 VS 0.645 
ตามลําดับ, p<0.0001) นอกจากนี้เมื่อวิเคราะหผลในกลุม CD4- T cells (CD8+ T cells, CD4-CD8- T cells) พบวารอย
ละของ IL-17 expression เมื่อไมถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin ในผูติดเชื้อเอชไอวียังใหคาสูงกวาอาสาสมัคร
สุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ (คามัธยฐาน 0.92 VS 0.09, p<0.0001) แมวาหลังกระตุนรอยละของ IL-17 expression 
ภายใน CD4+ T cells จะเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทั้งในผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดี (p<0.0001) แต
คาที่เพิ่มขึ้นหลังกระตุนจากภาวะที่ไมถูกกระตุนในผูติดเชื้อเอชไอวีเทียบกับอาสาสมัครสุขภาพดีมีคาไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ (0.67 VS 0.43, p=0.288) ผลการวิเคราะหตัวแปรตาง ๆ ไดแก อายุ, เพศ, CD4+ T cell count, 
CD4/CD8 ratio, IFN--γ expression ไมพบวามีความสัมพันธในเชิงเสนตรงกับการเปลี่ยนแปลงของ IL-17 expression 
ภายใน CD4+ T cells แตอยางใด  

 
IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells ของผูติดเชื้อเอชไอวีทั้งที่ถูกกระตุนและไมถูกกระตุนดวย 

PMA/Ionomycin มีคาสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ แสดงวาภาวะติดเชื้อเอชไอวีเรื้อรังกอใหเกิดการ
กระตุน CD4+ T cells ใหมีการสราง IL-17 อยางตอเนื่อง ดังนั้น IL-17 จึงเปนไซโตไคนอีกชนิดหนึ่งที่บงถึงภาวะ
กระตุนระบบภูมิคุมกันในผูติดเชื้อเอชไอวีแมในระยะที่ยังไมแสดงอาการทางคลินิกใด ๆ ก็ตาม  
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Interleukin 17 (IL-17), the recently discovered proinflammatory cytokine, is produced mainly by 

activated CD4+ T cells. IL-17 induces cytokines and chemokines that are important in neutrophil recruitment, 
activation and differentiation. In immunocompromised hosts including AIDS, increased incidence of some bacterial 
infections has been observed.  HIV infection eventually leads to CD4+ T cells depletion. Thus, a reduction of IL-17 
expression in CD4+ T cells can possibly be postulated. In addition, there is no information about IL-17 expression 
in CD4+ T cells among HIV-infected individuals. This study is aimed to describe IL-17 expression in stimulated 
CD4+ T cells by intracellular cytokine staining (ICCS) among HIV infected patients and compare them to data 
from healthy volunteers.  
 

A total of 80 volunteers (40 asymptomatic HIV infected and 40 healthy HIV seronegative volunteers) 
were enrolled in this study. Mean age + SD of 36.28 + 9.05 years in HIV group was statistically significant higher 
than mean age + SD of 29.68 + 8.98 years in healthy group (p=0.001). Other characteristic features of each group 
were comparable except CD4+ cell count in HIV group which was significantly lower than healthy volunteers 
(622.5, ranged 294-1008 VS 218, ranged 32-820, p<0.0001). The result of IL-17 expression in unstimulated and 
stimulated CD4+ T cells among HIV infected individuals by PMA/Ionomycin at 4 hours showed significantly 
higher percentage than those among healthy volunteers (0.68 VS 0.12% in unstimulated CD4+ T cells and 1.45 VS 
0.645% in stimulated CD4+ T cells, p<0.0001). Also, the stimulated CD4+ T cells by PMA/Ionomycin in HIV 
infected individuals can express the significantly higher proportion of IL-17 than unstimulated CD4+ T cells as in 
the healthy volunteers (p<0.0001). However, the increased percentage of IL-17 expression between unstimulated 
and stimulated CD4+ T cells among HIV infected patients was not significantly higher than that found in the 
healthy volunteers (0.67 VS 0.43, p=0.288). There is no independent parameter related to IL-17 expression in 
unstimulated and stimulated CD4+ T cells in both HIV infected individuals and healthy volunteers.  
 

The percentages of IL-17 expressed CD4+ T cells either unstimulated or stimulated with 
PMA/Ionomycin among HIV infected hosts were significantly higher than those of the healthy volunteers. The 
findings suggest that polyclonal T cells activation is common among patients with chronic asymptomatic HIV 
infection. IL-17 may be one of proinflammatory cytokines to indicate the activation state of immunity. 
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บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 
1.1  ความสําคญัและที่มาของปญหาการวิจัย 

 
เชื้อเอชไอวีสามารถทําลายภูมิคุมกันไดโดยตรงเนื่องจากเซลลเปาหมายสําคัญคือเซลล

น้ําเหลืองชนิด CD4+ T cells ซ่ึงเปนเซลลที่มีบทบาทในระบบภูมิคุมกนัชนิดพึ่งเซลล (Cell Mediated 
Immunity) ภาวะภมูิคุมกันชนิดพึ่งเซลลบกพรองในผูติดเชื้อเอชไอวีจึงถือเปนพยาธิกําเนิดที่สําคัญ
และสามารถนําไปอธิบายความชุกของการติดเชื้อฉกฉวยโอกาสทั้งแบคทีเรียในเซลล ไวรัส เชือ้รา 
และมะเร็งที่เพิม่สูงขึ้นในผูปวยเอดสได อยางไรกต็ามดวยขอมูลความชุกของการติดเชื้อแบคทีเรีย
นอกเซลลบางชนิดที่เพิ่มสูงขึ้น เชน เชื้อนิวโมคอคคัส (1-3) รวมกบัการตรวจพบความผิดปกติจาก
หนาที่การตอบสนองของนิวโทรฟลตอเชื้อแบคทีเรียในผูติดเชื้อเอชไอวีโดยทีจ่ํานวนเม็ดเลือดขาว
ชนิดนี้จะอยูในเกณฑปกตกิต็าม (4-6) จึงเปนไปไดวาเชื้อเอชไอวีสามารถรบกวน ทําลายการทํางาน
ของระบบภูมคิุมกันน้ําเหลืองและเซลลในกระบวนการอักเสบตางๆ ไดเชนเดยีวกับที่พบในการติด
เชื้อหัด (7-9) ความสัมพันธดังกลาวนาจะเกีย่วเนื่องจากหนาที่ของเซลล CD4+ T cells ในดานการ
ประสานงานชวยเหลือในระบบภูมิคุมกัน ซ่ึงพบวาสัมพนัธกับจํานวนเซลล CD4+ T cells ของผูติด
เชื้อเอชไอว ี สมมุติฐานนี้จึงสอดคลองกับมาตรฐานการดแูลผูติดเชื้อเอชไอวีที่แนะนําใหวัคซีน
ปองกันเชื้อนวิโมคอคคัสแกผ ู ติดเชื้อเอชไอวีที่มีระดับเมด็เลือดขาว CD4+ T cells นอยกวา 200 ตัวตอ
ซีซี (10) ปรากฏการณดังกลาวถือเปนตัวอยางที่ดีในการอธิบายความซับซอน สอดประสานและ
ควบคุมซ่ึงกันและกันของ เซลเม็ดเลือดขาว เซลลน้ําเหลือง และสารภูมิคุมกันตาง ๆ ในระบบ
ภูมิคุมกันที่ทํางานเกีย่วของสัมพันธกันในการปองกันตวัและทําลายเชือ้โรค  
 IL-17 เปนไซโตไคนซ่ึงพบวาสวนใหญสรางจาก CD4+ T cells ที่ถูกกระตุนและเซลล
ความจําชนดิ CD4+ T cells ขอมูลปจจุบันยังพบวามเีซลลอ่ืน เชน eosinophils, neutrophils, bronchial 
epithelial cells, fibroblasts และ CD8+ T cells สามารถหลั่งสารนี้ไดเชนกัน(11-12) แมวาการศึกษาที่
ผานมาแสดงขอมูลที่ขัดแยงกันวา CD4+ T helper cells ที่สรางสาร IL-17 อาจเปนได 3 subsets โดย
บางรายงานพบวาเปน Th1 (13) หรือ Th2 (14) หรือ Th0 (13,15) แตปจจุบันพบวา IL-17 เปนกลุมไซ
โตไคนที่มีสมาชิกอยูอยางนอย 6 ชนิดไดแก IL-17A ถึง IL-17F ซ่ึงมีเซลลตนกําเนิดที่พบในแตละ
ชนิดแตกตางกนั การศึกษาบทบาทของ IL-17 ในโรคตาง ๆ พบวา IL-17 มีระดับสูงขึ้นในกลุมโรคขอ
จากภาวะภูมิคุมกันทําลายตวัเอง (immune mediated arthritis) ภาวะสลัดอวัยวะปลูกถายใน kidney 
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transplants โรคหืดและยังพบวาเปนสารที่ควบคุมการเพิ่มจํานวนและพัฒนาเซลลนิวโทรฟลใหเจริญ
เต็มวัยทาํหนาที่ไดอยางเต็มที่ จึงนาจะเปนไซโตไคนสําคัญที่ใชในการสงสัญญาณระหวางเซลล T 
cells เพื่อกระตุนการแบงตัวและการทํางานของนิวโทรฟลผานไขกระดูกและเซลลไฟโบบลาส 
อยางไรก็ตามปจจุบันยังไมมีขอมูลการศึกษา IL-17ในผูติดเชื้อเอชไอวี ความเปลี่ยนแปลงของสาร
ชนิดนี้จึงนาจะนํามาใชอธิบายความสัมพนัธของ T cells และระบบภูมิคุมกันที่มแีตกําเนิด (innate 
immunity) รวมถึง พยาธิวทิยาของภาวะพรองการทํางานของนิวโทรฟลในผูติดเชื้อเอดสได 
ความสําคัญของ IL-17 ที่สัมพันธกับภาวะพรองการทํางานของนิวโทรฟลจึงอาจนาํมาใชในการดูแล
ปองกันการตดิเชื้อแบคทีเรียและราบางชนิดในผูปวยเอดสไดในอนาคต การศึกษานี้สนใจ IL-17A ซ่ึง
เปนไซโตไคนที่สรางจาก CD4+ T cells เปนหลัก และเลือกวิธีตรวจทีจ่ําเพาะในการวัด IL-17 ที่สราง
มาจาก CD4+ T cells เปนสําคัญเพื่อลดปญหาจากตวักวนในการแปลผลการศึกษา โดยเปรียบเทียบทัง้
กอนและหลังกระตุนดวย PMA/Ionomycin ในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมตดิ
เชื้อเอชไอวี  
 
1.2  วัตถุประสงคของการวจัิย 
 

1) เปรียบเทียบสัดสวนของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด CD4+ T cells ที่สราง IL-17 กอนและหลัง
การกระตุนดวย PMA/Ionomycin ตอ peripheral blood mononuclear cells จากผูติดเชื้อเอชไอวกีับ
กลุมควบคุมทีม่ีสุขภาพด ี 

2) เปรียบเทียบความสัมพันธของระดับการสราง IL-17 ของ CD4+ T cells หลังไดรับการ
กระตุนในผูตดิเชื้อ HIV ที่มีระดับเม็ดเลือดขาวชนดิ CD4+ T cells แตกตางกัน 
 
1.3  สมมติฐานการวิจัย 
 

การสรางสาร IL-17 ของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด CD4 หลังการกระตุนในผูติดเชือ้เอชไอวี
นาจะมีความแตกตางจากกลุมประชากรปกติ เนื่องจากพยาธิกําเนดิของการติดเชื้อเอชไอวีจะทําให
ระดับเม็ดเลือดขาวดังกลาวในกลุม Th1 มีปริมาณลดลงจึงคาดวานาจะพบการเปลี่ยนแปลงในกลุมผู
ติดเชื้อในสัดสวนที่นอยกวากลุมประชากรปกติ และการเปลี่ยนแปลงของไซโตไคนนี้ นาจะแสดง
ความสัมพันธกับระดับ CD4+ T cells ที่ลดลงในผูติดเชือ้เอชไอวีระยะตาง ๆ ดวย โดยคาดวาสัดสวน
ของระดับเซลเม็ดเลือดขาวชนิด CD4+ T cells กับระดับการสราง IL-17 นาจะมีความสัมพันธ
สอดคลองและแปรตามกนั 
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1.4  กรอบแนวความคิดในการวิจัย 
 
 

HIV, Drugs  ↓ CD4+ T cells ↑   HAART, infection, 
        Autoimmune diseases 

  

 ↓ Antigen specific immune response    Switching of ↓ Th1 to ↑ Th2  
      
  

Changes of IL-17   Eosinophilia  
 
1.5  รูปแบบการวิจัย 
 

เปนการวจิัยเชงิพรรณนา ณ จุดเวลาหนึ่ง (แบบตดัขวาง) (Cross-sectional Descriptive 
Studies) โดยอาศัยการวิเคราะหผลจากขอมูลและการตรวจทางหองปฏิบัติการจากตวัอยางเลือดของ
ผูปวยและกลุมควบคุมในการศึกษา 

 
1.6  ขอบเขตของการวิจัย 

 
ประชากรเปาหมาย ผูติดเชื้อเอชไอวีที่ไมมีอาการหรือการติดเชื้อเร้ือรัง และประชากรสุขภาพ

ดีทั่วไปทีไ่มตดิเชื้อเอชไอว ี 
 ประชากรตัวอยาง ผูติดเชื้อเอชไอวีที่มารับการรักษาที่หอผูปวยนอกโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ 
และคลินิกนิรนาม สภากาชาดไทย และผูบริจาคเลือดที่สภากาดชาดไทยซึ่งมีสุขภาพดีจํานวนทั้งสิ้น 
80 คน 
 
1.7  การดําเนนิการวิจัยโดยยอ 
 

 อาสาสมัครจํานวน 80 คนไดรับการคดัเลือกเขารวมโครงการกลุมละ 40 คนโดยให
คําปรึกษาและอธิบายรายละเอียดของโครงการ ความเสี่ยง ประโยชนในการเขารวมโครงการ เมื่อ
อาสาสมัครสมัครใจยินดีเขาโครงการตองลงนามในหนงัสือยินยอมเขารวมโครงการ หลังจากนั้น
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แพทยจะทําการซักประวัติและตรวจรางกาย โดยบนัทึกขอมูลทั่วไปและขอมูลความเจ็บปวย 
แบบสอบถามและผลการตรวจรางกายไวในแบบบันทกึ และเจาะเลือดประมาณไมเกนิ 30 ซีซี เพื่อ
นําไปปนแยกเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซตหรือ Peripheral Blood Mononuclear Cells 
(PBMCs) หลังจากนั้นนําไปกระตุนดวย PMA/Ionomycin เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ยอมดวย 

monoclonal antibody สําหรับ IL-17, IFN-γ และ cell markers (CD3, CD4) แลวนําไปนับเซลที่
สรางสาร IL-17 ดวยเครื่อง Flow Cytometer แลวจึงรายงานผลเปนรอยละของเซลล CD4+ T cells 
ที่สราง IL-17 เพื่อนําไปวิเคราะหขอมูลตอไป นอกจากเลือดที่ตองนําสงตรวจเพิ่มเติมแลวในแตละ
กลุมยังไดรับการตรวจทางหองปฏิบัติการอื่นดังตอไปนี ้
1. กลุมผูติดเชื้อเอชไอวี : CBC, plt count, ESR, FPG, Cr, SGOT, SGPT, AP, TB, Stool exam, 

UA, CXR, CD4+/CD8+ T cells, VL (viral load)  
2. กลุม negative control : CBC, plt count, ESR, FPG, Cr, SGOT, SGPT, AP, TB, Stool exam, 

UA, CXR, anti- HIV, CD4+/CD8+ T cells 
 

1.8  วิธีวิเคราะหผล 
 

หารอยละของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด CD4+ T cells ที่สราง IL-17 กอนและตอบสนองหลัง
การกระตุนเซลลเปรียบเทียบระหวางกลุมผูติดเชื้อเอดสที่มีระดับเซลล CD4+ T cells แตกตางกันและ
กลุมประชากรปกติ และดูความสัมพันธของการเปลี่ยนแปลงรอยละของ IL-17 expression และ
จํานวนเซลล CD4+ T cells นอกจากนั้นพิจารณาปจจัยที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงรอยละของ IL-17 
expressionจากขอมูลทั่วไป ขอมูลการติดเชื้อ และผลทางหองปฏิบัติการที่เกี่ยวของอื่น ๆ  
 
1.9  คําสําคัญ (Keyword) 

 
IL-17 

 T helper cells 
 HIV 
 AIDS 
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1.10  ผลหรือประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวิจัย 
 

1) เพื่อใหไดขอมลูของ IL-17 ซ่ึงเปนไซโตไคนที่ยังไมมกีารศึกษาในผูติดเชื้อเอชไอวีใน
ระดับสากลและในกลุมประชากรไทยทัว่ไปมากอน 

2) เพื่อนําไปใชอธิบายความสัมพันธและความเกี่ยวของของระบบภูมิคุมกันในแงพยาธิ
กําเนิดของภาวะภูมิคุมกันบกพรองจากการติดเชื้อเอชไอว ี

3) เปนขอมูลพื้นฐานในการนําไปใชในการศกึษาทางดานภมูิคุมกันวิทยาและภูมแิพในผู
ติดเชื้อเอชไอวแีละผูปวยโรคอื่น ๆตอไป 

 



บทท่ี 2 
 

Interleukin 17 (IL-17)  
 

เซลลในรางกายสามารถสื่อสารประสานงานกันไดโดยการสรางและหลั่งโปรตีนหลายหลาก
ชนิดเพื่อกระตุน หรือยับยั้ง และควบคุมเซลลอ่ืน ไซโตไคนเปนกลุมโปรตีนที่สรางจากเซลลในระบบ
ภูมิคุมกันและในระบบอื่น ๆ เพื่อตอสูกับเชื้อโรคและตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมทั้งจากภายในและ
ภายนอกรางกาย นอกจากนัน้ยังมีผลตอกระบวนการเพิม่จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวและเซลลน้ําเหลือง
เพื่อใหสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ อินเตอรลิวคิน (Interleukin) เดิมหมายถึงไซโตไคนที่
สรางจากเซลลเลือดขาวหรือเซลลน้ําเหลืองที่มีผลตอเซลลเม็ดเลือดขาวหรือเซลลน้ําเหลืองอื่น แต
เนื่องจากคณุสมบัติของไซโตไคนที่มีผลตอเซลลหลายชนิดในลกัษณะตาง ๆ (pleiotropic) และไซโต
ไคนหลายชนดิอาจมีผลตอเซลลเดียวกันในลักษณะเดียวกันหรือซํ้าซอนกัน (redundant) ทําให
ปจจุบันพบวา interleukin หลายชนดิสามารถมีผลตอเซลลหลายชนิดไดโดยไมจํากัดอยูเฉพาะเซลล
เม็ดเลือดขาวหรือเซลลน้ําเหลืองเทานั้น  
 
2.1  การคนพบ Interleukin 17 (IL-17)  
 

Interleukin 17 (IL-17) จัดเปนกลุมไซโตไคน (cytokine family) ใหมที่สมาชิกในกลุมเริ่ม
เปนที่สนใจเมือ่ 2-3 ปที่ผานมา (16-17) แมวา IL-17A ถูกคนพบเปนชนิดแรกตัง้แต พ.ศ. 2538 (16) 
IL-17 ถือเปน proinflammatory cytokine ชนิดหนึ่ง และปจจุบันมีขอมูลวาสวนใหญสรางจากเซลล 
CD4+ T cells ที่ไดรับการกระตุนเทานัน้โดยจะไมพบสารนี้ในเซลลที่อยูในภาวะ resting state  ในป 
พ.ศ. 2536 Rouvier และคณะ (18) พยายามแยกคดักรองยีนตาง ๆ ใน T cell hybridoma ซ่ึงสรางจาก
หนู (fusion ของ mouse cytotoxic T cells และ rat T cell lymphoma) และสามารถตรวจพบสารนี้เปน
คร้ังแรก ซ่ึงในตอนนั้นเชื่อวานาจะเปนสารที่แยกมาจาก activated murine cytotoxic T cells ในหนูจึง
ตั้งชื่อเปน CTLA-8 (cytotoxic T cell lymphocyte-associated antigen-8) อยางไรก็ตามจากการ
ตรวจสอบพบวาสารนี้มีลักษณะแตกตางจาก CTLA series อ่ืนอยางมากจึงสมควรเปลี่ยนชื่อใหมเปน
สาร IL-17 ตอมา Kennedy และคณะ (19) รายงานวาสาร IL-17 homolog ในหนู rat เปนสารประกอบ
ไกลโคโปรตีน มีขนาดประมาณ 21 kDa ประกอบดวยกรดอมิโน (aa) 150-157 ตัว แยกเปน 2 สวน
ไดแก signal sequence และ mature residues ซ่ึงมีจํานวน aa ประมาณ 137 ตัว นอกจากนี้ยังมกีารเรยีง
ตัวเหมือนโปรตีนที่สรางจากยีนลําดับที่ 13 ของเชื้อ Herpesvirus saimiri (HVS 13 หรือ vIL-17) ถึง
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รอยละ 57 (20) และพบวา IL-17 เปนสวนหนึ่งของ ligand-receptor system ที่มีบทบาทควบคุมการ
สราง cytokines ตาง ๆ อีกหลายชนิด (21) ซ่ึงจะไดกลาวในลําดับตอไป 

เมื่อ Yao และคณะ (16) สามารถแยกยนีทีส่ราง IL-17 ได ทําใหทราบวายนี IL-17 ของมนุษย
นั้นอยูบนโครโมโซมที่ 2q31 อยางไรก็ตามยังพบวาเรียงตัวบน clone ของโครโมโซมที่ 6p12 ดวย 
(12) IL-17 เปนสาร glycosylated polypeptide ที่มีขนาด 20-30 kDa ลักษณะเปน homodimer 
ประกอบดวยกรดอมิโน 155 ตัวที่แสดงการเรียงตัวคลายกับ IL-17 ในหนูถึงรอยละ 58- 63 ขึ้นกับ
ชนิดของหนูทีน่ํามาศึกษา สารโปรตีนนี้ประกอบดวย 2 สวนเหมอืนที่กลาวมาแลวในหนู ไดแก 
signal sequence 19 aa และ residual mature segment 136 aa ซ่ึงภายในมี cysteine residues 6 สาย และ
อยางนอย 1 N-linked glycosylation site สําหรับการเรียงตัวของกรดอมิโนของ IL-17นั้นยังพบวามี
ลักษณะเหมือนกับในสวน ORF-13 (open reading frame) ของเชื้อ Herpesvirus saimini (HVS) มาก
ถึงรอยละ 72 ซ่ึงอาจเปนไปไดวาไวรัสสามารถดึงยีน IL-17 เก็บไวในชวงววิัฒนาการเพื่อเปนขอดี
สําหรับการอยูรอดเมื่อมีการติดเชื้อในธรรมชาติ (16) นอกจากนีเ้มื่อพจิารณา mRNA ที่สราง cytokine 
นี้ในมนษุยและหนยูังพบวา มีสวน ATTTA motifs เหมือนกนั (17-18) ซ่ึงลักษณะดังกลาวพบใน 
proinflammatory cytokines ชนดิอื่นไดเชนกัน สวน motif นี้ยังมีผลชวยลดการตอบสนองของ IL-17 
จากการกระตุนโดยเชื้อโรคในระยะยาวดวย (22)  

จวบจนถึงปจจุบันยังไมพบวาม ี cytokine ชนิดอื่นที่มีโครงสรางการเรียงตัวเหมือน IL-17 แต
อยางใด (17, 23) และยังไมพบวา IL-17 receptor (IL-17R) มีลักษณะที่สัมพันธกับ receptor ของไซโต
ไคนตัวอ่ืน ๆ หรือมีสวน recognizable domains ที่คลายกับไซโตไคนตัวอ่ืนดวย (23) ดังนั้น IL-17 จึง
เปนไซโตไคนที่มีลักษณะจําเพาะและมีระบบ ligand-receptor signaling system ของตัวเองที่แตกตาง
กับไซโตไคนตัวอ่ืน  

 
2.2  IL-17 Cytokine Family และเซลลท่ีเก่ียวของ 
 

ปจจุบันมีการคนพบสมาชิกในกลุมไซโตไคน IL-17 นี้ถึง 6 ชนิด โดยอาศัยความรูในดาน 
human genome sequences ซ่ึงมีความกาวหนาขึ้นตามลําดับ โดยเรียกชือ่ตอทายเปนอกัษร
ภาษาอังกฤษ ตั้งแต A-F ไซโตไคนในกลุมนี้มี น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 20 ถึง 30 kd และลักษณะไม
เหมือนกนั เนื่องจากมีแหลงตรวจพบจากเซลลในรางกายแตกตางกันจึงคาดวาแตละชนิดอาจจะมี
หนาที่แตกตางกันดวย อยางไรก็ตามการเรียงตัวของกรดอมิโนในโครงสรางของไซโตไคน IL-17A มี
ความเหมือนกบั IL-17F ถึงรอยละ 50 ขณะที่ IL-17A คลายกับสมาชิกตวัอ่ืนเพยีงรอยละ 10 ถึง 30 
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จากการศึกษาพบวา IL-17A สรางมาจากเซลล activated CD4+ T cells (CD3+/CD4+/CD8-) 
เปนหลัก (16, 23-24) ซ่ึงสามารถตรวจพบ IL-17mRNA ในเซลล memory CD4+ T cells หรือ 
CD4+/CD45RO+  ผลการวิเคราะหดวยวิธี cytometric single-cell analysis ในกลุมเซลล Th cells ยัง
พบวา Helper T cells (Th) ที่สามารถสราง IL-17 ไดมลัีกษณะตางจาก classical Th1 และ Th2 cells 
และผลจาก Northern analysis แสดงใหเห็นวากลุมเซลลที่มี IL-17 expression อยางมีนัยสําคัญไดแก 

αβTCR+CD4-CD8- ซ่ึงสามารถสรางและ co-express TNF-α และ GM-CSF ไดดวย (19) เมื่อ
พิจารณารวมกบัผลการตรวจที่ไมพบการสรางไซโตไคนจําเพาะของกลุมเซลลตัวอ่ืนซึ่งสัมพันธกับ

ชนิดของ Th cells เชน IL-4 หรือ IFN-γ ม ีexpression สูงขึ้นในเซลที่สราง IL-17 จึงทําใหไมสามารถ
จัดเซลลที่สราง IL-17A ใหอยูในกลุมของ Th1 หรือ Th2 ได (13, 24-25) นอกจากนี้ยังพบรายงานวา
เซลล neutrophils (26), eosinophils (27) และ CD8+ T cells (28) สามารถสราง IL-17 ไดเชนกนั 
สําหรับแหลงที่ตรวจพบไซโตไคนชนิดอืน่ใน IL-17 family ไดสรุปไวในตารางที่ 1  

IL-17A, -E, -F เปนไซโตไคนใน family ที่เกี่ยวของกบักระบวนการอักเสบ สรางจากเซลล
อักเสบที่ถูกกระตุนอันไดแก CD4+T cells และ แมคโคแฟจ (IL-17E, -F expression) ถึงแมวา T cells 
เปนเซลลหลักที่สราง IL-17A, IL-17E และ IL-17F แตยงัมีปญหาที่ตองการคําตอบอีกมาก เชน เซลล
ในกลุม (Clone) เดียวกนัสามารถสรางหรือมี co-express ทั้ง IL-17A และIL-17F และ/หรือ IL-17E ได
หรือไม ลักษณะของ antigens ที่สามารถกระตุนการสราง IL-17 ไดอยางดีควรเปนอะไร แมวาปจจบุัน
จะทราบวาถากระตุนรวมกบัเซลล dendritic cells ซ่ึงทําหนาที่เปน antigen presenting cells จะทาํให
เซลล CD4+ T cells สามารถ express IL-17 ไดดีขึ้น นอกจากนีพ้บดวยวานอกจากแอนติเจนแลว ไซ
โตไคน 2 ตัวไดแก IL-15 (26) และ IL-23 (29-31) ยังเปนตัวกระตุน IL-17A ที่สําคัญ เนื่องจากทัง้ 2 
ตัวเปนไซโตไคนที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการพฒันาไปเปน memory T cells สําหรับ IL-23 ยัง
เกี่ยวของกับกลไกใน innate immunity และ การตอบสนองของ mucosal T cell ดวย ดังนั้น IL-17A 
จึงเปน effector cytokine ซ่ึงอาจมีบทบาทในการเชื่อมตอประสานงานระหวาง innate และ adaptive 
immunity (11)  
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ตารางที่ 1 แสดง สมาชิกของ IL-17 family แหลงที่ตรวจพบและหนาที่โดยสังเขป 
IL-17 

members 
Expressing cells Homology Sources Effects References 

PMN 
activation 

and 
recruitment 

 
32-34 

IL-17A Activated CD4+ T 
cells 

 (PMNs, 
Eosinophils,  

CD8+ T cells)  

50% IL-
17F 

Lung,  
Inflammatory 

joints 

AHR 35-36 
IL-17B Not identified IL-17D Spinal cord, 

Pancreas, Small 
intestine, 

Stomach, Brain, 
Ovary 

Innate 
immunity 

via TNF-α,  
IL-1B 

induction 

 
 

37-38 

IL-17C Not identified 10%IL-
17A 

Adult prostate 
and fetal kidney 

libraries 

as IL-17B 37-38 

IL-17D CD4+ T cells,  
CD19+ B cells 

IL-17B Muscles, Brain, 
Fat Lung, 
Pancreas 

Stimulation 
of IL-6, IL-
8, GM-CSF 
production 

 
 

39 

Th2 
induction 

40-41 IL-17E 
 (IL-25)  

CD4+ Th2 cells 30%IL-
17A 

Kidney, Lung,  
Testis, Prostate,  
CNS, Adrenal 

gland 
Eosinophil 
recruitment 

 
40-42 

PMN 
activation 

and 
recruitment 

 
43-45 

IL-17F Activated 
CD4+Tcells,  

Cord-blood mast 
cells,  

Activated 
basophils 

50%IL-
17A 

Liver, Lung, 
Ovary 

Almost all tissues 

AHR 45 

AHR: Airway hyperesponsiveness 
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 จากตารางจะเห็นวา IL-17B และ IL-17C ไมสามารถกระตุนให fibroblasts สราง IL-6 ได

เหมือน IL-17A แตยังสามารถกระตุนให THP-1 monocytic leukemia cell line สราง IL-1β และ 

TNF-α ได ขณะที่ IL-17D สามารถกระตุนให endothelial cells สราง IL-6, IL-8 และ GM-CSF และ 

IL-17F สามารถกระตุนให fibroblasts สราง G-CSF, IL-8 และ endothelial cells สราง TGFβ ได การ
ติดเชื้อไวรัสและแบคทีเรียจะกระตุนใหม ี IL-17A, -F expression ซ่ึงจะสงผลใหเกิดการตอบสนอง
ทางภูมิคุมกันไปในทาง Th1 polarization ในขณะที ่ IL-17E จะมีความแตกตางจากกลุม เนื่องจากจะ
กอใหเกิด Th2 mediated reactions ทําใหมีภาวะ eosinophilia ระดับของ IgE สูงขึ้น และ IL-4, IL-5, 
IL-13, eotaxin expression มากขึ้นในเนื้อเยือ่บริเวณนั้น (40-42) ซ่ึงแสดงใหเห็นดังรูปที่ 1  
 
รูปท่ี 1 แสดงแบบจําลองหนาที่และบทบาทของ IL-17 ในบริเวณที่มีการอักเสบซึ่งเกี่ยวของกับ IL-
17A, IL-17E และ IL-17F (11)  

 
Mø : Macrophages     DC: Dendritic cells 

 
IL-17 Receptors และ Signaling Pathways ท่ีเก่ียวของ 
 

ในปจจุบนัมีรายงานเกี่ยวกับ receptors ของ IL-17A และ IL-17E เทานั้น สําหรบัลักษณะ
จําเพาะของ IL-17 receptors (IL-17R) นัน้ถูกกําหนดโดยยนีบนโครโมโซมที่ 22 (46) เปน type I 
transmembrane receptor ทีม่ีขนาด 120 kDa ประกอบดวยสวน N-terminal signal peptide with 
cleavage site 27 aa ตามดวยสวนไกลโคโปรตีน 3 สวนไดแก สวนนอกเซลล (extracellular residue) 
293 aa, transmembrane domain 21 aa และ สวนภายในไซโตปลาสซึมที่ยาวกวาปกติ (cytoplasmic 
residue) 525 aa ซ่ึงไมมี conserved signaling domains เหมือนที่พบในสวน cytoplasmic domain เชน 
receptor ของไซโตไคนอ่ืน  IL-17R ยังประกอบดวย N-linked glycosylation sites อยางนอย 7 
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ตําแหนง  อยางไรก็ตาม IL-17 receptors สามารถพบไดในเนื้อเยื่อหลายแหงในรางกาย (16) เชน T 
cell thymoma cells, B cell line, myelomonocytic cell line, lung epithelial cell line, fetal hepatocytes, 
foreskin fibroblasts, mast cells, muscle cells, embryonic kidney cell line และ intestinal epithelial 
cells เปนตน นอกจากนี้ IL-17 receptor ยงัมีบางสวนทีม่ีลักษณะคลาย class I cytokine receptors อ่ืน 

เชน IL-2Rβ, IL-4 R และ G-CSF R   
แมวา IL-17R  ของคนมีสวนคลายกับของหนูถึงรอยละ 69 และ affinity ของการจับกัน

ระหวาง IL-17 กับ receptor จะมีความแรงต่ํา (Ka ประมาณ 2x107-2x108/M) แตเพยีงพอที่จะกระตุน
ใหเกิดผลตอบสนองได ไซโตไคนใน family นี้จะมี receptor ที่จําเพาะของแตละชนดิ และไมสามารถ
แยงจับกันได อยางไรก็ตามขอมูลในขณะนี้ยังไมชัดเจน ตองรอผลการศึกษาตอไป การทดลองในหนู
ที่เปน IL-17R knockout mice พบวา IL-17R มีความสําคัญตอการเกดิ neutrophil recruitment ใน
ระยะแรก รวมถึงการกระตุน G-CSF และ MIP-2 ทั้งในระดับ mRNA และการสรางโปรตีน เนื่องจาก 
MIP-2 เปน chemokine ที่จาํเปนสําหรับ diapedesis และ chemotaxis ของ neutrophils ยิ่งไปกวานั้น
หนูที่ขาด IL-17R จะมีอุบัติการณของภาวะติดเชื้อในกระแสเลือดและอัตราการตายจากการตดิเชื้อ 
Klebsiella pneumoniae infection สูงขึ้นอยางมีนัยสําคญั (47) จากขอมูลที่ผานมาจึงเปนไปไดวาวา
สาร IL-17 นาจะเปนสัญญาณที่สําคัญในการสราง CXC chemokine และสามารถกระตุน G-CSF ซ่ึง
ทําใหเกิดการสรางเซลล neutrophil เพื่อตอบสนองตอการติดเชื้อในปอดได  

IL-17 สามารถกระตุน expression ของไซโตไคนตาง ๆ ที่มีตําแหนงจบั nuclear factor kappa 
B (NF-KB) บนสวน promoters ของไซโตไคนนั้น ๆ และยังกระตุน NF-KB transcription factors ใน
เซลตาง ๆ ไดเชน fibroblasts แมคโครฟาจ chondrocytes และ intestinal epithelium เปนตน IL-17A 
จะใช pathways ที่ควบคุมโดย mitogen activated protein kinases (MAPKs) ทั้ง 3 ระดับคือ 
extracellular signal-regulated kinases (ERK-1 และ ERK-2), stress-induced c-Jun NH2-terminal 
kinases (JNK-1 และ JNK-2) และ p38 MAPK ซ่ึงอยูในเซลลหลายชนิดโดยฉพาะเยื่อบุผิวหลอดลม 
(48-49) เมื่อ p38 ถูกกระตุนโดย IL-17 จะสงผานสัญญาณทําใหมี upregulation ของ inducible nitric 
oxide synthase (iNOS) และ COX-2 gene (50) ทั้ง IL-17A, -D และ –E สามารถกระตุนผาน NFKB 
ไดซ่ึงจะขึ้นกบั TNF receptor-associated factor 6 (51) ขณะที่ IL-17F จะกระตุนผาน ERK 1/2 ไดโดย
ไมผาน p38 และ Jun NH2-terminal kinases นอกจากนี้ IL-17 ยังสามารถกระตุน signaling pathway 
of Janus kinases (JAKs) และ signal transducers and activators of transcription (STATs) ไดหลาย
ชนิด (50) ไดแก Tyk2, JAK1-3 และ STAT 1-4 จะเหน็ไดวาแมไซโตไคนแตละตวัในกลุม family จะ
คลายกันในดานโครงสรางโมเลกุล และสามารถกระตุนใหมีผลตอบสนองไดคลายกนั แตเนื่องจากใช 



 12 

intracellular signaling pathways ที่แตกตางกัน จึงทําใหผลการทํางานอาจมีความตางกันใน
รายละเอียด ดังรูปที่ 2 
 
รูปท่ี  2 แสดง Cellular signaling of IL-17 cytokines (52)  
 
: Question mark = unknown pathways. There are no known receptors for IL-17C, IL-17D and IL-17F.  
There are no known ligands for IL-17RL, IL-17RD or IL-17RE. 

 
 

2.3  กลไกการกระตุนการสราง IL-17  
 
ขณะนี้ขอมูลเกี่ยวกับกลไกการกระตุนและควบคุมการสราง IL-17 ยังมีนอย ขอมูลปจจุบัน

พบวาสวน lipopeptides จากเชื้อแบคทีเรีย เชน lipopolysaccharide จากเชื้อ E. coli (53) สามารถ
กระตุน Th cell ใหสราง IL-17 ไดโดยผาน antigen presenting cells (APC) ดวย Toll-like receptor 
(TLR) pathway จากกระบวนการดังกลาวจึงเปนไปไดวา IL-6 และ IL-18 จาก activated APC อาจจะ
เปนสารที่กระตุนให Th cells สราง IL-17 ไดในเวลาตอมา และพบวาการกระตุน activated T cells 
สามารถสราง IL-17 ไดเพิ่มขึ้นประมาณ 6 เทา (24) นอกจากนี้ขอมูลการศึกษาปอดอักเสบจากการติด
เชื้อแบคทีเรียแกรมลบในสตัวทดลอง (30) ยังพบวาเซลล dendritic cells ที่ถูกกระตุนผาน TLR-4 จะ
หล่ัง IL-23 ซ่ึงจะไปกระตุนให CD4+ และ CD8+ T cells สราง IL-17 ตอบสนองตอการติดเชื้อ  
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ดังนั้นจึงทําใหสันนิษฐานไดวาหากมีการยบัยั้ง T cells ที่สราง IL-17 อาจจะสามารถลดการอักเสบ
เร้ือรังจากการติดเชื้อแบคทีเรียบางชนิดได เชน กรณี Lyme disease, chlamydial infection เปนตน 

ในหลอดทดลอง T cells ถูกกระตุนใหหล่ัง IL-17 ไดจากการกระตุนดวย ionomycin และ 
phorbol 12-myristate 13-acetate (23), IL-15 (26) และ IL-23 (29) การสราง IL-17 สามารถเกิดขึ้นได
ในสภาวะทีจ่ํากัดและการออกฤทธิ์ยังตองอาศัยการจับกับ receptor ที่จําเพาะเชนกัน  
 
2.4  หนาท่ีและบทบาทของ IL-17 
 

ขอมูลสวนใหญขณะนี้มุงประเด็นความสนใจไปยังบทบาทของ IL-17 โดยเฉพาะ IL-17A, -
E, -F ในดาน immunoregulationเนื่องจากมีคุณสมบัติ pleiotropic activity ทําใหมีบทบาทในเนื้อเยื่อ
ตาง ๆ ไดอยางกวางขวาง ซ่ึงมีหนาที่หลักเปน chemoattractant ผานไซโตไคนและคีโมไคน 
(chemokines) ตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับกระบวนการอกัเสบ (11) IL-17A และ IL-17F มบีทบาทดึงนิวโทร
ฟลใหเขามายงัเนื้อเยื่อบริเวณที่อักเสบโดยกระตุนเซลล endothelial และ epithelial cells ให express 

CXC chemokines ซ่ึงไดแก IL-8, GRO-α, GCP-2 และ ENA-78 และหลั่งสารเมือกมากขึ้น 
ปรากฏการณดังกลาวสัมพนัธกับ activity ของ IL-17 ที่เพิ่มมากขึ้น (11, 33) และยังกระตุนใหเซลล 
epithelial cells หล่ัง monocyte chemoattractant protein (MCP) -1 เพิม่ขึ้นอยางรวดเร็วอยางสัมพนัธ
กับขนาด dose ของ IL-17 ดวย (54) นอกจากนี้ IL-17A, IL-17F ยังกระตุนเซลลแมคโครแฟจ และ 
dendritic cells ใหสราง IL-15 และ IL-23 ซ่ึงมีฤทธิ์ตานเชื้อโรค เกิดกระบวนการสรางสารไนตริกอ
อกไซด และเสริมใหมกีารรวมกลุมของนิวโทรฟลเพิม่มากขึ้น การอักเสบที่เกดิขึ้นยังมีผลตอการ

กระตุนไซโตไคนและchemokines ที่เกีย่วของอื่นเพิ่มดวยเชน GM-CSF, IFN-γ และ IL-10 เปนตน 
หนาที่ของ IL-17 ในการกระตุน granulopoiesis สงผลใหมีการเพิ่มจํานวนของ mature cells 

ใน granulocytic pathway ซ่ึงแสดงใหเหน็ไดทั้งในหลอดทดลอง (17) และในสัตวทดลอง (32) การ
กระตุนจาก IL-17 บางสวนเกิดขึน้โดยผานสาร IL-6, G-CSF, GM-CSF และ the transmembrane 
form of stem cell factor (15) นอกจากนี้สาร IL-17 ยังสามารถกระตุน translocaion ของ nuclear 

factor (NF-KB) และ AP-1 ทําใหเกิดการสราง IL-1β และ TNF-α (55-57) จากเซลล 
monocyte/macrophage ในปอดขณะทีม่ีการติดเชื้อแบคทีเรียหรืออยูในภาวะปอดอักเสบได ใน
ขณะเดียวกนัไซโตไคนเหลานี้จะไปเสริมฤทธิ์ให IL-17 สามารถกระตุนการสราง CXC neutrophil 
specific chemokines และ GM-CSF ดวย ในทางตรงกันขาม IL-17 จะไปยับยั้งการสราง RANTES ที่

ผานมาจากการกระตุนโดย TNF-α และ IFN-γ เนื่องจาก RANTES เปน chemoattractant ที่แรงใน
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การรวมกลุมของเซลล lymphocytes (58) อยางไรก็ตาม IL-17 ที่ปราศจากเซลล fibroblast หรือ 
epithelial cells จะไมสามารถเกิดการรวมกลุมของนิวโทรฟลในหลอดทดลองได (33)  

IL-17 ยังมีผลตอเซลล parenchymal หลายชนิดซึ่งรวมไปถึงการกระตุนการสราง IL-6, IL-8, 
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), leukemia inhibitory factor, PGE2, granulocyte 
chemotactic protein 2, monocyte chemoattractant protein (MCP) -1, การแสดง intracellular 
adhesion molecule-1 (ICAM-1) และ matrix metalloproteinase expression จากเซลลไฟโบรบลาส 
รวมถึงเซลล stromal อ่ืน ๆ (22, 24, 33, 44, 59-62) เชน การสราง NO, iNOS และ cyclooxygenase-2 
จากเซลลกระดูกออน (63-64) การเจริญเตม็วัยของ dendritic cells (65) และการกระตุนการเพิ่มจํานวน
ของเซลล T lymphocyte (16) ในทางกลับกัน ยังพบวา IL-6, IL-8 จาก activated antigen presenting 

cells ยังมีผลใหการสราง IL-17 จาก Th cell เพิ่มขึ้นไดแบบ dose dependent แมวา IL-1β, IFN-γ และ 

TNF-α ไมมีผลตอการสราง IL-17 (24) อยางไรก็ตามพบวา TNF-α และ IFN-γ จะใหผล additive 
effects ในกลไกการกระตุน expression ของ IL-6 จาก IL-17 ได (17) สาร IL-17 ยังสามารถเพิ่มการ
แสดง TSG-6 (Tumor necrotic factor-stimulated gene-6) expression และใหผล additive effects 

รวมกับ IL-1β, TNF-α ตอการแสดงของ TSG-6, IL-6 และ IL-8 ใหเพิ่มขึ้นบนผิวเซลลได จึงอาจ
กลาวไดวา IL-17 เปนหนึ่งในกลุมของ T-cell derived hematopoietic cytokines เชนเดียวกับ IL-3, IL-
4, IL-5, GM-CSF ซ่ึงมีผลตอกระบวนการการอักเสบ hematopoiesis และยังมีผลตอการเจริญเต็มวัย
ของเซลล neutrophils จึงเห็นไดวา IL-17A ซ่ึงเปนเปาหมายในการศึกษานี้มหีนาที่สําคัญในการ
กระตุนเซลลเม็ดเลือดขาวนวิโทรฟลและระดมพลมายังแหลงที่มีการอักเสบติดเชื้อ (activation and 
recruitment) ดังรูปที่ 3 ผลดังกลาวสามารถแสดงไดจากผลการศึกษาทั้งในหลอดทดลองและใน
สัตวทดลอง  

จากที่กลาวมาแลวจะเหน็วา IL-17 มีบทบาทตอเซลลมากมายดังสรุปไวในรูปที่ 4 และมีสวน
สําคัญในการกอพยาธิสภาพของโรคตาง ๆ ซ่ึงจะไดกลาวถึงตอไป  
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รูปท่ี 3  แสดง IL-17 Pathway เซลลและ cytokines อ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของ 
 

 
 
รูปท่ี 4  แสดง Effects of IL-17 on cell populations  
 
NO  nitric oxide; PGE2 prostaglandin E2; RANKL receptor activator of nuclear factor KB ligand 
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2.5  ภาวะภูมิคุมกันบกพรองจากการติดเชือ่เอชไอวีและบทบาทของ IL-17 ในดานภมิูคุมกัน 
 

เปนที่ทราบกนัดีวา การตดิเชื้อ HIV สามารถทําใหระบบภูมิคุมกนัแบบพึ่งเซลลบกพรอง
เนื่องจากเซลลเปาหมายของเชื้อคือ CD4+ T lymphocytes แตเนื่องจากการทํางานของภูมิคุมกนัมี
ความเกีย่วของประสานสัมพันธกันอยางเปนระบบ (66) จึงพบรายงานแสดงภาวะบกพรองของ
ภูมิคุมกันแบบน้ําเหลือง (humeral immunity) ในการสราง Opsonic antibody จากเซลล B cells (67) 
และ innate immunity เชน monocyte, NK cells (68-69) รวมถึง neutrophil dysfunction ดวย (4-6) ใน
ผูปวยเอดสดวยเชนกนั หนาที่ของนิวโทรฟลที่ผิดปกติเกิดขึ้นไดตั้งแตกระบวนการ adherence, 
chemotaxis, phagocytic, oxidative, secretory และ bactericidal activities การทํางานพรองของนิวโทร
ฟลจะสงผลใหรางกายไมสามารถควบคุมการติดเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราบางชนิด เชน Candida ไดด ี
แมวาการกําจดัเชื้อดังกลาวตองอาศัยการทํางานของเซลลโมโนไซต แมคโครฟาจ และนวิโทรฟลที่อยู
ในกระแสเลือด และระบบน้ําเหลือง แตเซลลนิวโทรฟลถือเปนเซลลหนาดานตัวแรกที่เขาจัดการกับ
เชื้อโรคไดอยางรวดเร็วภายใน 1-4 ช่ัวโมง เมื่อเซลลนิวโทรฟลมาถึงยังบริเวณตดิเชือ้ เซลลจะเขาจับ
เชื้อโดยอาศัยแอนติบอดีทีจ่บั receptor ที่จําเพาะ เชน IgG receptors และนําไปสูการจบักิน 
(phagocytosis) ตอมาเชื้อใน phagosome จะถูกยอยเมื่อม ี lysosome granules ซ่ึงมีน้ํายอยและเอนไซม
หลายชนิดเขามารวมเปน phagolysosome ทําใหสามารถฆาและทําลายเชื้อภายในเซลลนิวโทรฟลได 
ในเวลาใกลเคยีงกันยังพบวามีการกระตุนกระบวนการ oxidative burst ทําใหไดผลิตภัณฑจาก
ออกซิเจนที่เปนพิษตอเชื้อโรค การติดเชื้อไวรัสบางชนิด เชน เชื้อเอชไอวี เชื้อหดั พบวาสามารถทําให
ขบวนการดังกลาวบางขั้นตอนหรือทั้งหมดบกพรองได (70)  
 ความบกพรองของนิวโทรฟลจากการติดเชือ้ไวรัสนั้นเกิดขึ้นไดทั้งในดานคุณภาพของการ
ทํางานที่ลดลงหรือจํานวนเมด็เลือดขาวที่ลดลง (neutropenia) ซ่ึงโดยทั่วไปหมายถึงนิวโทรฟลมี
จํานวนลดลงนอยกวา 1, 000 เซลลตอเลือด 1 mm3 ซ่ึงจะสัมพันธกนัแบบผกผันกับโอกาสการติดเชื้อ
แบคทีเรียและเชื้อราที่เพิ่มขึ้นอยางชัดเจน (71) โดยเฉพาะการติดเชื้อแบคทีเรียแบบซ้ําซอนและการ
ติดเชื้อราบริเวณผิวหนังและเยื่อบุ (72-74) เชน Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, 
H. influenzae, E. coli, Pseudomonas และ candidal species อยางไรกต็ามการติดเชือ้ดังกลาวในทีสุ่ด
จะสามารถแพรกระจายเขาสูกระแสเลือดและทําใหเสยีชีวิตได การปองกันการติดเชือ้รา Aspergillus 
fumigatus ชนิดลุกลามซึ่งตองอาศัยนิวโทรฟลเปนองคประกอบสําคัญ (75) ก็พบวามีรายงานในผูติด
เชื้อเอชไอวีโดยไมมีปจจัยเส่ียงอ่ืนมาเกีย่วของได (76-78) นอกจากนีย้ังพบรายงานอุบัติการณปอดติด
เชื้อ (72-74) ลําไสอักเสบ (73-74) ทอปสสาวะอกัเสบ (74) เยื่อหุมสมองอักเสบ (73-74) และฝบริเวณ
ผิวหนัง (73-74, 79) เพิ่มสูงขึ้นในกลุมผูตดิเชื้อเอชไอวีโดยเฉพาะในเดก็ รายงานของ Polski และคณะ 
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(80) ยังแสดงใหเห็นวาผูปวยเอดสมีความเสี่ยงในการเกิดปอดอักเสบติดเชื้อจากแบคทีเรียสูงขึ้นกวา
ประชากรทั่วไปถึง 8 เทา นอกจากนี้การตอบสนองที่ดีขึ้นหลังไดรับสาร G-CSF ระหวางการติดเชื้อรา 
aspergillosis (81) ยังชวยช้ีบงถึงปจจัยสําคัญที่เพิ่มความเสี่ยงตอการติดเชื้อดังกลาวนั้นนาจะมีผลจาก
การทํางานของนิวโทรฟลที่แยลงในผูตดิเชื้อเอชไอว ี

การตรวจหนาที่การทํางานของเม็ดเลือดนวิโทรฟลในผูติดเชื้อเอดสนัน้ จะพบความผิดปกติ
ของ chemotactic (79, 82-83) และ secretory function (79) ไดในขณะทีย่ังมีหนาทีใ่นดาน bactericidal 
(5, 83-84) oxidative (82) และ phagocytic function (83-84) ปกติอยูได สําหรับความผิดปกติของ 
chemotaxis นั้นพบวาเซลลนิวโทรฟลจะตอบสนองตอการกระตุนดวย fMLP (N-formyl-L-
methionyl-L- leucyl-L-phenylalanine), casein และ leukotriene B4 ลดลงขณะที่กระบวนการ 
degranulation ก็ลดลงเมื่อใช leukotriene B4 เปนตัวกระตุนดวยเชนกัน อยางไรกต็ามงานวิจยัเพื่อดู
หนาที่ของนวิโทรฟลในอิตาลีพบวาผูติดเชื้อเอดสที่ยังไมแสดงอาการยังมีการลดลงของกระบวนการ
จับกิน (phagocytosis) และฆาเชื้อรา candida ไดเชนกันในขณะที่หนาที่ chemotaxis ยังพบวาปกติ 
(84) ในกลุมรักรวมเพศพบความผิดปกตขิอง chemotaxis โดยยังแสดงการจับกนิและการฆาเชื้อโรค
ปกติ จึงเปนไปไดวาความผิดปกติในหนาที่การทํางานของเม็ดเลือดนิวโทรฟลที่พบในผูติดเชื้อเอดส 
นาจะมาจากปจจัยอ่ืนในน้ําเหลืองมากกวาเกิดความผิดปกติจากเซลนวิโทรฟลเอง เชน ระดับ IgA ซ่ึง
มีรายงานพบวาเมื่อมีระดับสงูขึ้นจะทําใหกระบวนการ chemotaxis ของนิวโทรฟลในผูปวยลดลงได 
(85) หรือเปนผลมาจาก cytokines อ่ืนซึ่ง IL-17 เปนไซโตไคนอีกตวัที่นาสนใจวาอาจเปนหนึ่งใน
ปจจัยที่มีผลตอความผิดปกติของนิวโทรฟล 
 ในขณะนีแ้มวาขอมูลของ IL-17 จากผลการศึกษาจะแสดงวา IL-17 มีบทบาทกอการอักเสบ
ดวยหนาที่ของ proinflammatory cytokine เปนสวนใหญ ทั้งที่พบในภาวะขออักเสบเรื้อรัง (86-88) 
ทางเดินหายใจอักเสบ (89) organ allograft rejection (65) multiple sclerosis (90) และการติดเชื้อ 
Klebsiella pneumoniae ซ่ึงบทบาทดานการตานเชื้อโรคโดยตรงยงัมีขอมูลนอยมาก อยางไรก็ดี

การศึกษาในหลอดทดลองแสดงใหเห็นวา IL-17A เปนไซโตไคนที่สามารถกระตุนใหมี β-defensin-
2 (hBD-2) expression และ MIP-3 เพิ่มสูงขึ้นอยางแรง (91) ซ่ึงทั้ง hBD-2 และ MIP-3 มีบทบาท
จําเปนในระบบ airway innate immunity (92-93) เนื่องจาก hBD-2 ทําหนาที่ดึงดูดใหเซลล immature 
dendritic cells และ memory T cells เขามารวมตัวกัน และมีฤทธิ์ตานเชื้อโรค (92) เมื่อมีการ
ประสานงานกนัระหวาง IL-17A, hBD-2 และMIP-3 ทําใหมีการกระตุนและดึงนิวโทรฟลเขามากําจัด
แบคทีเรีย มีการสงแอนติเจนเขาสูกระบวนการ antigen presentation และกระตุนใหมีระบบภูมิคุมกัน
พึ่งเซลลเขามาจัดการกับเชื้อโรคได  
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สําหรับบทบาทในดาน proinflammatory cytokines นั้นพบวาในภาวะขออักเสบเรื้อรังจาก
เชื้อ B. burgdorferi หรือ Chlamydia trachomatis (24) นั้น เชื้อโรคจะอาศัยการกระตุน IL-17 อยาง

ตอเนื่องซึ่งพบวา Th cells ในน้ําเลี้ยงขอทีอั่กเสบจะแสดง co-expression ของทั้ง IL-17 และ TNF-α 
และสามารถตอบสนองแบบ polyclonal stimulation ซ่ึงไมมีความจําเพาะตอเชื้อ จึงเกิดการทําลายขอ
ตามมา การกระตุนกลับไปกลับมาระหวาง IL-17 และ IL-6 ซ่ึงพบไดในหลอดทดลองยังสามารถ
นํามาใชอธิบายพยาธิกําเนิดจากภาวะขออักเสบเรื้อรังไดเชนกัน ดังตวัอยางในโรค Lyme disease (94-
95) ดังนั้น IL-17 อาจนํามาใชเปนเปาหมายในการรกัษาเพื่อลดการอักเสบที่เกิดขึ้นเรื้อรังในโรคบาง
ชนิดได สําหรับการติดเชื้อเอชไอวีซ่ึงเปนการเจ็บปวยเร้ือรังและกอใหเกิดความผดิปกติของระบบ
ภูมิคุมกันจนทาํใหคนไขตดิเชื้อฉกฉวยโอกาสบางชนิดไดงาย ผูติดเชื้อเอชไอวีจึงเปนกลุมประชากรที่
นาสนใจในการตรวจหาความสัมพันธของ IL-17 และจํานวน CD4+ T cells ที่เปลี่ยนแปลงไปในกลุม
ผูติดเชื้ออาจนาํมาพิจารณาความสัมพันธกบัการ expression ของ IL-17 ไดเนื่องจากเซลลสวนใหญที่
สราง IL-17A คือเซลล CD4+ T lymphocytes จึงคาดวาการติดเชื้อเอชไอวีที่มีระดับ CD4+ T cells ต่าํ
นาจะมีระดับ IL-17 ต่ําลงเชนกันและสงผลใหเกดิภาวะ neutrophil dysfunction ซ่ึงพบในผูติดเชือ้เอช
ไอวีซ่ึงรายงานไว (81) ดวยขอมูลที่มีอยูในปจจุบันแมวายังไมสามารถระบุปจจยัที่มผีลตอ 
neutrophilic dysfunction ไดโดยตรงอยางชัดเจน แตผลการศึกษาบางรายงานระบวุาสามารถเกิดจาก 

โปรตีนของเชื้อเอชไอว ี(4, 96-97) transforming growth factor-β (98) หรือ cytokines จาก Th2 type 

เชน IL-4 หรือ IL-10 ซ่ึงมีผลกดการทํางานของ phagocytes (99-100) หรือ IFNγ ที่ลดลงจากความ
ผิดปกติในการทํางานของ Th1 ซ่ึงมีผลตอภาวะผิดปกติของ phagocytes (101-102) นอกจากนี้การวิจัย
ที่ผานยังไมพบผลกระทบโดยตรงจากการใชยาตานเชื้อไวรัส (antiretroviral drug) ตอภาวะผิดปกติ
ของการทํางานของนิวโทรฟล ถาตัดปจจัยเร่ืองจํานวน CD4+ T cells ที่เปลี่ยนแปลง (81) ดังนั้นจึง
เปนที่มาของสมมุติฐานเพื่อตรวจสอบในการศึกษานี้ ในการพิจารณาการความสัมพนัธของ IL-17 
expression และระดับ CD4+ cell count ในผูติดเชื้อเอชไอวีโดยไมคัดผูติดเชื้อเอชไอวีที่กําลังไดรับยา
ตานเชื้อไวรัสออกจากการศกึษาวจิัยแตคํานึงถึงปจจัยทีม่ีผลตอการทํางานของนิวโทรฟลที่สําคัญคือ
ระดับเม็ดเลือด CD4+ T cells เปนหลัก 

  
 



บทท่ี 3 
 

เทคนิคการยอมไซโตไคนภายในเซลล (Intracellular Cytokine Staining)  
 

องคความรูในดานภูมิคุมกันวิทยาในปจจุบนัสามารถจําแนกเซลลที่ทําหนาที่แตกตางกัน
ดวยลักษณะของโปรตีนและโมเลกุลที่จําเพาะซึ่งอยูที่เปลอืกนอกของเยือ่หุมเซลล (surface markers) 
และภายในเซลลทั้งที่เปนองคประกอบสําคัญในกระบวนการและเปนผลิตภัณฑในการสงสัญญาณ 
(signaling process) เพื่อการปองกันตวัหรือตอบสนองทางดานภูมิคุมกัน อยางไรก็ตามเซลลที่มี
ลักษณะของsurface phenotypeเหมือนกันอาจสังเคราะหสารผลิตภัณฑที่แตกตางกันและมีหนาที่
แตกตางกันในระบบภูมิคุมกนัได ตัวอยางที่เห็นไดชัดไดแกการพยายามจะบงชี้ เซลล CD4+ T helper 
cells ใหเปนกลุมยอยไดแก Th1 หรือ Th2 จากชนดิของไซโตไคนที่เซลลสรางขึ้นตางกันหรือใน
สัดสวนที่ตางกันหลังถูกกระตุน ซ่ึงเดิมใชวิธีตรวจสารไซโตไคนจากสารเพาะเลี้ยงเซลลที่ตองสงสัย 
(culture supernatants) ดวยวิธี enzyme-linked immunoassay (ELISA) ขอเสียของวิธีนี้เกดิจากกลุม
เซลลที่นํามาตรวจ (ex vivo) มีลักษณะ heterogeneous รวมกับการสรางกลุมเซลลเพาะเลี้ยงใหเปน 
clone เดียวกนั (homogeneous) ตองอาศัยเทคนิคทางหองปฏิบัติการที่ซับซอนขึ้น นอกจากนี้เซลล
เปาหมายที่ตองการจากวิธีดังกลาวยังมีปริมาณนอยไมคุมทุนในการศึกษา ดังนัน้จึงมีการพัฒนาวิธี
ตรวจหาใหม ๆ เพิ่มขึ้น ไดแก ELISA-based assay for detecting cells secreting analyte (ELISPOT), 
Reverse-transcription followed by polymerase chain reaction (RT-PCR), Limiting dilution analysis 
(LDA), In situ hybridization (ISH), Immunohistochemistry และ Intracellular cytokine staining 
(ICCS)  

วิธี ELISPOT, LDA และ intracellular cytokine staining (ICCS) เปนเทคนิควิธีตรวจที่
นาจะมีความเหมาะสมที่สุดในการตรวจหาสัดสวนของเซลลที่สรางไซโตไคนที่สนใจ (103) โดย
ความไวในการตรวจมีความแตกตางกัน ดงันี้ ELISPOT ตรวจวัดปริมาณของโปรตีนที่หล่ังออกจาก
เซลล RT-PCR ตรวจวัดระดับของ mRNA ที่ถูกกระตุนแบบกึ่งปริมาณ ขณะที่วิธี ISH และ 
immunohistochemistry มีประโยชนในการระบุตําแหนงของเซลลที่สรางไซโตไคนที่สนใจในเนื้อเยื่อ
ที่ตรวจสอบ รายละเอียดสรุปไวในตารางที่ 2 

วิธี ICCS ไดเริ่มนํามาใชโดย Anderssons ในกรุงสตอกโฮลม เมื่อป 2523 โดยเริ่มจากการ
ยอมเนื้อเยื่อทีต่ัด section (104) ตอมาจึงมีการเสนอวิธี fix เซลลใหคงรูปรางกลมและเจาะรูเยื่อหุม
เซลลของลิมโฟไซต นํามาสูขั้นตอนยบัยั้งการหลั่งของไซโตไคนใหกักเก็บไวในเซลล และได
พยายามปรับปรุงสัดสวนจากสัญญาณในเซลตอส่ิงรบกวนใหดีขึ้นเพื่อชวยในการแปลผล (105-106) 
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ในที่สุดเมื่อมกีารนํา monoclonal antibodies ที่จําเพาะตอไซโตไคนที่สนใจมาใชจึงทําใหวิธียอมไซโต
ไคนภายในเซลลไดรับการพัฒนาจนเปนทีย่อมรับในปจจุบัน (107) ซ่ึงเมื่อนํามาวิเคราะหผลรวมกับ
เทคนิคของ flow cytometry การยอมไซโตไคนภายในเซลลจึงสามารถนํามาใชกับเซลลตาง ๆ ไดมาก
ขึ้นทําใหเราทราบลักษณะจาํเพาะของเซลลในแตละกลุมได และถาพจิารณา co-expression ของไซโต
ไคนที่ตางกันดวยการยอมสหีลายสีทําใหแยกเซลลในกลุมยอยไดมากขึน้ตามชนิดของไซโตไคนที่
สรางขึ้นเพิ่มเติมจาก surface markers ที่ยอมไดจากวิธี ELISA ในปจจุบันเทคนิค flow cytometry 
อาศัยคอมพิวเตอรมาชวยทําใหงายและรวดเร็วขึ้นทําให ICCS เปนที่นิยมใชอยางแพรหลายในการ
วิเคราะหผลในดานคลินิกและงานวจิัยในปจจุบัน 

 
ตารางที่ 2 สรุปลักษณะวิธีการตรวจหาไซโตไคนดวยเทคนิคตาง ๆ  
Technologies Analyte Readout Equipment Cytokine 

Coexpression 
Cell Surface 
Phenotype 

ICCS Protein Frequency Flow cytometry Yes Possible 
ELISPOT Protein Frequency Microscope or plate 

reader 
Yes (difficult)  Pre-selection 

ELISA Protein Integrated 
amount 

Spectrophotometer No Pre-selection 

RT-PCR mRNA Integrated 
amount 

Thermal cycler No Pre-selection 

LDA Protein Frequency Spectrophotometer Yes Possible 
ISH mRNA Localization Light/ electron 

microscopy 
Yes Possible 

Immuno-
histochemistry 

Protein Localization Light/ electron 
microscopy 

Yes Possible 

Immuno-
cytochemistry 

Protein Localization Confocal microscopy 
or electron 
microscopy 

Yes Possible 

RNA 
protection 
assay 

mRNA Integrated 
amount 

Gel set-up, 
phosphorimager 

No Pre-selection 

 ELISA: enzyme-linked immunoassay, ELISPOT: ELISA-based assay for detecting cells 
secreting analyte, RT-PCR: reverse-transcription followed by polymerase chain reaction, LDA: 
limiting dilution analysis, ISH: in situ hybridization, ICCS: intracellular cytokine staining  
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เทคนิคขั้นตอนในการยอมไซโตไคนภายในเซลลตองอาศัยการพัฒนาวิธีการในหอง 
ปฏิบัติการซึ่งในแตละแหงอาจมีความตางกนัในรายละเอยีด วัสดุอุปกรณบางชนดิ ดวยปจจยัของ
เซลลและไซโตไคนที่สนใจศึกษา อยางไรก็ตามมหีลักการและกระบวนการศึกษาเหมือนกันเปน
มาตรฐาน พอสรุปไดโดยสังเขปดังรูปที่ 5  

 
3.1  วัสดุอุปกรณท่ีจําเปน 

 
 สารกระตุนเซลล เชน PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate), Ionomycin, Calcium 
ionophore A23187, PHA เปนตน 
 สารยับยั้งการหล่ังไซโตไคนออกนอกเซลล ไดแก Brefeldin A, Monensin 
 สาร fix เซลลใหคงรูปทรงกลม เชน Formaldehyde 
 สารสําหรับเจาะรูเยื่อหุมเซลล เชน Saponin 
 สาร Buffers PBS 
 สาร Antibodies ถาใช monoclonal antibodies จะลดปญหาการติดอยางไมจําเพาะของสารทํา
ใหสามารถแปลผลไดงายขึ้น โดยทั่วไปแอนติบอดีที่นํามาใชจะ conjugated กับสี Fluorescene เชน 
PE-, FITC, APC หรือ biotin conjugates โดยควรเก็บสี PE ไวยอมกบัไซโตไคนที่ใหสัญญาณออน 
(weakest signals) เชน IL-4 

  
3.2  ขั้นตอนการกระตุนเซลลในหลอดทดลอง 

 
การเลือกสารที่นํามาใชกระตุนมีความสําคัญเนื่องจากเซลลที่อยูใน steady state อาจตองใช

สารกระตุนที่ไมจําเพาะอยางสารกลุม mitogen เนื่องจาก mitogen สามารถกระตุนเซลลไดแบบ 
polyclonal activation ทําใหไดผลการกระตุนในระดบัสูงและเห็นความแตกตางไดอยางชัดเจน ใน
กรณีที่เราไมทราบตัวกระตุนที่จําเพาะสําหรับเซลลในสภาวะที่เหมาะสมที่กําลังศึกษาอาจพิจารณาใช
สาร PHA หรือ anti CD3 และ CD28 สําหรับกระตุน T cells กรณีที่ทราบแอนติเจนที่จําเพาะ อาจใช
แอนติเจนนั้น ๆ หรือเล้ียงรวมกัน (co-culture) กับ antigen presenting cells เพื่อพิจารณาการ
ตอบสนองของเซลลใน clone ที่กําลังศึกษา อยางไรก็ตามเซลลที่อยูในภาวะถูกกระตุนแลว เชนเซลล 
PBMC จากคนไขที่ติดเชื้อเรื้อรัง การเลือกสารที่กระตุนอาจไมสําคญัยกเวน กรณไีซโตไคนที่ศึกษามี
ระดับต่ํา กระตุนยาก การใช mitogen อาจทําใหเหน็ความแตกตางไดชัดเจนกวาการกระตุนดวย
แอนติเจนที่จําเพาะ (ดังแสดงในรูปที่ 5) แตการแปลผลตองระวังเนื่องจากไมใชภาวะ physiological 
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stimuli ซ่ึงเกิดขึ้นในรางกายไดจริง ไซโตไคนหลายชนดิถูกกระตุนออกมาอยางกวางขวางและ
มากกวาปกต ิ ผลที่ไดจงึอาจไมสามารถอธิบายผลจากไซโตไคนที่สนใจไดเพียงอยางเดยีวซ่ึงถือวา
ขอดอยของการใช mitogen กระตุน 

การกระตุนดวยสาร PMA และ ionophore (ionomycin หรือ calcium ionophore A23187) 
ถือเปนวิธีการกระตุนเซลลอยางแรงมากเนือ่งจากสารดังกลาวจะไปออกฤทธิ์ที่เอนไซม protein 
kinase C (PKC) ทําใหเกิด calcium ion influx จึงเหมาะที่จะใชในการกระตุนเซลลที่ผานการกระตุน
มาแลวจาก physiological stimuli หรือใชในกรณีเปน positive control เพื่อเปรียบเทียบกับเซลลที่
อาจจะตอบสนองไดไมดี หรือมี cytokine expression ไมชัดเจนจากการกระตุนดวยสารอื่นซึ่งมักเปน
แอนติเจนที่จําเพาะ ในกรณทีี่เลือก PHA หรือ superantigen เชน Staphyllococcal enterotoxin B 
(SEB) กระตุน T cells ควรใช antigen presentation cells และตองระวังการตกตะกอนของเซลลกอน
นําไป fix เซลลเพื่อปองกันตวักวนและอาจเกิดการอุดกั้นขณะตรวจนับเซลลผาน flow cytometry 

เวลาที่ใชในการกระตุนเซลลมีความสําคัญมาก เวลาที่เหมาะสมสําหรับสารที่ใชกระตุนแต
ละชนิดนัน้ไมเทากันเนื่องจาก T cells จะเขาสูระยะ refractory phase หลังจากถูกกระตุน เซลลใน T 
cell lines จะยังอยูในภาวะถูกกระตุนไดตอเนื่องในหลอดทดลองประมาณ 7-10 วันจึงจะสามารถ
กระตุนไดใหม สําหรับการกระตุนดวย mitogen เชน PMA และ ionomycin นั้นเวลาที่ใชในการ 
incubation เพียง 4-6 ช่ัวโมงนั้นเพยีงพอสําหรับการศึกษาไซโตไคนเกือบทุกชนดิ แตตองคํานึงถึง
ระบบทางหองปฏิบัติการของแตละแหงเพือ่ประเมินผลตอบสนองอีกครั้ง ส่ิงที่ตองระวังคือเซลลที่ถูก
กระตุนดวยสารดังกลาวบางสวนจะตายเมือ่ incubation ไวนานกวา 24 ช่ัวโมงซึ่งสงผลตอการแปลผล
โดยรวม เนื่องจากเซลลที่ตายจะปลอยสาย DNA ออกมานอกเซลลและจะไปจับกบัเซลลขางเคียงทํา
ใหเกิดตะกอน การใสเอนไซม DNAse ในสัดสวน 1:25 และ incubate ไวประมาณ 5 นาทีจะชวย
ปองกันการเกดิตะกอนได การติดตามสัดสวนของเซลลที่ตายเพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมยอมมีสวน
สําคัญในการเตรียมขั้นตอนการศึกษา 

วิธีการปองกันการหล่ังไซโตไคนออกจากเซลลที่ถูกกระตุนเพื่อใหมีการกักเก็บไซโตไคน
ไวในเซลลเปนอีกขั้นตอนทีสํ่าคัญของเทคนิคการยอมไซโตไคนภายในเซลล สารที่นํามาใชไดแก 
brefeldin A หรือ monensin ไซโตไคนที่สรางตอบสนองตอการกระตุนจะถูกเก็บไวใน golgi complex 
ระยะเวลาที่ใชสําหรับการหยดุการหลั่งไซโตไคนจากสารดังกลาวคือ 4-6 ช่ัวโมง จงึสามารถใสไป
พรอมกับสารกระตุนทีก่ลาวมาแลว ถาใชเวลาในการกระตุนเพยีง 4-6 ช่ัวโมง อยางไรก็ตามสาร 
monensin มีพิษตอเซลลถาใสทิ้งไวนานกวา 12 ช่ัวโมง 

สําหรับการกระตุนที่จําเพาะอาจตองใช TCR crosslink ผาน plate-bound anti-CD3 และ 
anti-CD28 เปนเวลา 24 ช่ัวโมงกอน หรือเพื่อใหแสดงการตอบสนองที่มากขึ้น อาจตองมีการกระตุน
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ดวยดวย IL-2 และ IL-4 เปนเวลา 3 วนักอนนําไปกระตุนดวย PMA และ Ionophore ตามที่กลาวไว
ขางตน การใชเซลลที่มีความจําเพาะ เชน T cell lines หรือ clones ควรใช antigen และ antigen 
presenting cells (APCs) เพือ่ใหสภาพเหมาะสมในการแบงตัวของเซลลที่ถูกกระตุน จาก cell to cell 
contact และ cytokines ที่ถูกหล่ังออกมาจาก APCs 

 
3.3  ขั้นตอนการ Fixation และ การเจาะรู Permeabilization ของเยื่อหุมเซลล 

 
การ fix เซลลใหคงรูปทรงกลมดวยสาร Formaldehyde จะทําใหไซโตไคนในเซลลยังคง

ลักษณะจําเพาะ (antigenicity) ได เนื่องจากการกระจายของสารนั้นภายในเซลลยงัคงอยูเพื่อการจับ
อยางจําเพาะของแอนติบอดทีี่ติดสีจึงไมนาจะเพิ่มสัญญาณ background จากสีที่ติดอยางไมจําเพาะใน
ตัวเซลลเอง (increase in autofluorescence) แตในความเปนจรงิการ fixation จะทําใหเกิด 
autofluorescence เพิ่มขึ้นจากการจับกับแอนติบอดีที่ไมจําเพาะ ดังนัน้เซลลที่ผานการ fix จะเปลงสีได
เพิ่มขึ้น จึงจําเปนตองมี negative control เสมอ ขั้นตอนนี้ใชเวลา 20 นาทีที่อุณหภมูิหอง สําหรับการ
เจาะรูเยื่อหุมเซลลจะใชสาร saponin ซ่ึงแมวาปจจุบนัจะมกีารนําน้าํยาทั้งสองชนดิผสมกันและลด
ขั้นตอนการทาํ แตเนื่องจากเซลลที่ผานการ fixation สามารถเก็บไวอีกระยะหนึ่งถึง 3วันกอนจะนาํมา
เจาะรู การแยกขั้นตอนทั้งสองอาจไดประโยชนเมื่อตองยอมเซลลจํานวนมากหลายตวัอยางการศึกษา 
การเจาะรู (permeabilization) ควรตั้งทิ้งไวในที่มืดอยางนอย 10 นาที การปนลางเซลลในแตละ
ขั้นตอนดวย buffer ที่มี sodium azide กอนใสน้ํายาจะทาํใหปองกนัการตกตะกอนและลดตัวกวนเมื่อ
วิเคราะหขอมูลดวย flow cytometry  
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รูปท่ี 5 แสดงขัน้ตอนการยอมไซโตไคนภายในเซลลโดยสรุปซึ่งประกอบดวยการกระตุนเซลลใน
หลอดทดลอง การ fix ใหเซลลคงรูปราง การเจาะรูเซลล การยอมสี และตรวจนับเซลลที่ตองการ
ศึกษาดวยวิธี Flow cytometry 
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รูปท่ี 6 แสดงสัดสวนการ expression ของ IL-4 และ IL-5 ภายในเซลลจากการนับเซลลดวยเทคนิค 
Flow Cytometry เห็นไดวาเมื่อใชสารกระตุนตางกันจะไดผลตอบสนองไมเทากัน PMA/Ionomycin 
เปน mitogen ที่กระตุนไดแรงกวาการใชแอนติเจนทีจ่ําเพาะ (103)  

 

 
 

3.4  การยอม surface markers บนผิวเซลลท่ีถูกกระตุน  
 
โดยทั่วไป T cells จะแสดงลกัษณะบนผวิเซลลอันไดแก CD3, CD4 และ CD8 เปนตน การ

ยอมสี surface markers เหลานี้ควรทํากอนทําการ fix เซลล เนื่องจาก epitopes ที่ surface markers 
อาจจะถูกทําลายเมื่อผานกระบวนการ fixation และ permeabilization ยิ่งไปกวานั้น surface markers 
บางตัวยังอาจลดจํานวนลง (downregulatation) เมื่อเซลลผานการกระตุนใหมีการสรางไซโตไคนที่
ตองการศึกษา จึงเปนไปไดวา surface markers อาจไมใชลักษณะที่จาํเพาะเพื่อแสดงวาเปนกลุมเซลล
ที่ตองการศึกษาไดเสมอไปหลังจากเซลลนั้นถูกกระตุนแลว ตัวอยางเชน CD4 เปน marker ของ T 
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cells ที่เปลี่ยนแปลงลดจํานวนลงอยางมากหลังเซลลผานการกระตุนดวย PMA และ ionomycin (108-
110) จากการศึกษาพบวา monensin สามารถลด downregulation ของ CD4 ไดแต monensin ขนาดสูง 
(50μM) จะสงผลลดการ expression ของ IFN-gamma ภายในเซลล (103) สําหรับ surface markers ตัว
อ่ืน เชน CD3, TCR (111) และ CD8 (112) สามารถพบการเปลี่ยนแปลงหลังกระตุนไดเชนกัน 
อยางไรก็ตามเราสามารถตามไปยอม CD3 ภายในเซลลหลังกระตุนไดเชนกนัเนื่องจาก CD3 จะเขาไป
เซลลโดยไมถูกทําลายหลังการกระตุน T cells ดวย PMA สําหรับบางกรณี monensin ในขนาดสูง
สามารถจะปองกันการทําลาย endosome ไดแตจะไปยับยั้งการสรางไซโตไคนในเซลลเชนกัน ดังนั้น
บางครั้งการยอม surface markers ใหไดดีอาจทําใหการยอมไซโตไคนภายในเซลลไมดีนักกไ็ด การ
แยกเซลลที่มี surface marker ที่สนใจกอนนําไปกระตุนอาจเปนทางออกที่ดีแมวาจะตองเพิ่มขั้นตอน
มากขึ้นก็ตาม สําหรับ CD4 marker นั้นบางรายงานใชวิธี ดูเซลลที่ติด CD3 แตไมติด CD8 แทนเพื่อให
ผลออกมาดีขึ้นแตตองไมลืมวา CD4-CD8- T cells สามารถพบไดและอาจเปนตวักวนการแปลผลได 
ดังนั้นถาไมจําเปนตองกระตุนดวยเซลลอ่ืนกอน การแยกเซลลไวกอนนํามากระตุนนาจะเหมาะกวา 
เชนแยกเซลล CD4+ T cells ไวกอนแลวคอยเร่ิมวิธีกระตุน  
 
3.5  การยอมไซโตไคนภายในเซลล 
  

ปจจุบันมแีอนติบอดีที่จําเพาะตอไซโตไคนที่ตองการศึกษาติดสี fluorescence หลายชนิดให
เลือก ถาไมมีชนิดติดสีสําเรจ็รูปใหพจิารณานําแอนติบอดีตอแอนติบอดีดังกลาวที่ตดิสีซ่ึงผลิตมาจาก
คนหรือสัตวชนิดเดยีวกันมายอมซ้ําอีกครั้ง การยอมแตละครั้งควรทิ้งไวในที่เยน็เปนเวลาอยางนอย 
20-30 นาที เนือ่งจากการเจาะรู (permeabilization) จะทําใหเพิ่มโอกาสที่โปรตีนจะมปีฏิกิริยาอยางไม
จําเพาะ อยางไรก็ตามสามารถหลีกเลี่ยงลดปฏิกิริยานีไ้ดโดยการปรับความเขมขนของแอนติบอดีที่
นํามายอมในขัน้ตอนตอไป โดยทั่วไปมักใหมีความเขมขน 0.5-5 μg/ml นอกจากนี้การ block Fc 
receptor ดวย IgG หรือ anti Fc Ab อาจชวยลดตัวกวนจากปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ การทํา isotype-match 
control จะไดประโยชนนอยเมื่อเทียบกับการลาง และยอมดวยแอนตบิอดีที่จําเพาะที่ใชขณะยอม ไซ
โตไคนบางชนิด เชน IL-1B และ IFN-gamma ในปริมาณนอย อาจจะจับที่บริเวณผิวเซลลและภายใน
เซลล (113-114) ซ่ึงทําใหตองพัฒนาเทคนิคในการยอมเพื่อแยกตําแหนงของไซโตไคนที่ตองการ
ศึกษาดวยการมี permeabilisation control ดวยการใช anti-vimentin หรือ anti-Beta-actin  

 
 
 



 27 

3.6  การนับเซลลและสัดสวนที่แสดงการติดสียอมไซโตไคนดวย Flow cytometry 
  

เครื่อง Flow cytometer สรางขึ้นโดย Kementsky เมื่อ ป พ.ศ. 2513 โดยใช helium-neon และ 
argon ion laser เปนแหลงกําเนิดแสง ปจจุบันใชแสงเลเซอรที่มีกําลังสวางตั้งแต 9.5 มิลลิวัตตถึง 5 
วัตตและ ชวงคลื่นระหวาง 450 ถึง 680 นาโนเมตร หลักการของ Flow cytometry หรือ Flow 
cytofluorimetry อาศัยลําแสงเลเซอรยิงกระทบเซลลที่ถูกจัดใหวิ่งผานหลอดแกวซ่ึงมีเสนผาศูนยกลาง
แคบรวมกับ sonic vibrator ในกรวย nozzle ซ่ึงจะสงคลื่นมากระทบเซลลใหแยกตัวออกจากกัน เซลล
จึงวิ่งผานไดทลีะเซลลลําแสงเลเซอรที่กระทบสารเรืองแสงจะเกดิลําแสงและประจุไฟฟาผานไปยัง
เครื่องรับแสง สงขอมูลไปเก็บไวที่คอมพวิเตอรและวิเคราะหผลทางจอภาพแบบอัตโนมัติ ลําแสงที่
สะทอนไปขางหนา เรียกวา forward angle light scatter (FALS หรือ FSC) จะวัดขนาดของเซลล สวน
ลําแสงสะทอนในทิศทาง 90 องศาเรียกวา 90o light scatter (90o LS) หรือ side scatter (SSC) เปน
ลําแสงที่หักเหออกมาจากภายในเซลล สัญญาณนี้จึงวดัความหนาแนนภายในเซลล (cytoplasmic 
granularity) สารเรืองแสงที่ยอมติดสิ่งทีต่องการศึกษาเมื่อถูกแสงเลเซอรกระทบกจ็ะอยูใน excitation 
state เกิดแสงในคลื่นสตีาง ๆ และตรวจนับโดยเครื่องตรวจนับซ่ึงอาจเพิ่มสัญญาณจาก 
photomultiplier tubes (PMT) ที่ตอเขากับเครื่องคอมพิวเตอร  

เครื่องจึงสามารถนับเซลล แยกชนดิของเซลล วัดปริมาณสารเรืองแสงที่อยูบนผิวเซลลและ
ภายในเซลลได นอกจากนีย้งัสามารถวัดขนาดและความหนาแนนของเซลล ปริมาณ DNA, RNA, 
โปรตีนและ intracellular parameters อ่ืน ๆ ที่เกิดขึ้นหลังเซลลถูกกระตุนได ปจจุบันอยางนอยเครื่อง
สามารถวัด 3-4 สี จึงสามารถตรวจ parameters ตาง ๆไดพรอมกัน 3-4 ชนิดจากการตรวจวดัสี 
fluoscene และแสดงเปน scatter plot ของ events gates ไดทั้ง surface marker และ cytokine ที่ตองการ
ศึกษา ทําใหสามารถตรวจสอบเซลลที่นํามาศึกษาวาเปนกลุมที่ตองการได ผลที่ไดจะแสดงเปนความถี่
หรือสัดสวนของเซลลในกลุมศึกษาที่สรางไซโตไคนที่จําเพาะจึงสามารถนํามาเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมได ตวัอยางดังรูปที่ 6นอกจากนี้ยังสามารถศึกษาการ co-expression ของไซโตไคนตางชนดิ
กันในเซลลกลุมเดียวกันได โดยไมยุงยากและวุนวายกับการ cloning เนื่องจากอาศัยการตรวจเซลล
จากสิ่งมีชีวิตไดโดยตรง (ex vivo) อยางไรก็ตามวิธี Flow cytometry ยังมีขอจํากัดที่สําคัญไดแก 

- กระบวนการเจาะรูมักจะกอใหเกิดภาวะ autofluorescence ทําใหการประเมินตองมี
การเปรียบเทยีบกับ negative และ positive controls เสมอ 

- แอนติบอดีทีน่าํมาใชสวนใหญมักจะไมจับกับไซโตไคนหรือ surface markers ที่
ตองการศึกษาอยางที่คาดไวโดยเฉพาะกับเซลลที่ผานการ fixation และ
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กระบวนการเจาะรูที่ผิวเซลลมาแลว ทําใหตองมีการเตรียมการในแงการวิเคราะห
ผลกอนลงมือศึกษาเสมอ  

- ไซโตไคนบางตัว expressed ในระดบัต่ําจึงมักใหคาแยกกลุมไดไมชัดเจน จึงตองมี 
negative control เปรียบเทียบกอน 

- การสรางไซโตไคนของเซลลที่ตองการศึกษาอาจไมเกิดขึ้นตลอด ซ่ึงการสราง
ปริมาณเล็กนอยอาจเกดิเนื่องจากเซลลที่ใชมักมาจากเลอืด (PBMC) ซ่ึงไมใชเซลล
ที่อยูในบริเวณที่มีการอักเสบหรือมีพยาธิสภาพ นอกจากนี้การสรางไซโตไคนใน
เซลลชนิดเดียวกันทีแ่มจะเปน clone เดียวกัน หรืออยูในกลุมเดียวกนั จากตําแหนง
เดียวกันอาจไมจําเปนตองเกดิขึ้นเหมือนกนั หรือสรางไซโตไคนตางชนิดกันได ยิ่ง
ทําใหผลที่ไดอาจไมเปนไปตามที่คาดไว (107)  

- การศึกษา co-expression ของไซโตไคนในเซลลเดียวกันอาจถูกจํากดัเนือ่งจากไซ
โตไคนดังกลาวอาจถูกสรางเปนลําดับไมพรอมกัน จึงอาศัยเทคนิคนีไ้มได 

การยอมไซโตไคนในเซลลเปนวิธีที่มีความไวมากกวา ELISA แมวา ELISA สามารถวัด
ปริมาณของไซโตไคนที่หล่ังออกมาไดแตตองระวังวาไซโตไคนดังกลาวอาจถูกใชโดยเซลลอ่ืนได 
และไซโตไคนที่วัดไดเปนคารวมของเซลลทั้งหมดจึงตองอาศัยการแยกเซลลใหเปนกลุมที่จําเพาะ
กอนศึกษา อยางไรก็ตามวิธียอมไซโตไคนภายในเซลลแลวพบวามสัีดสวนอยูในเซลลกลุมใดไมได
หมายรวมวาสารดังกลาวจะตองหล่ังออกมาภายนอกเสมอ in vivo หรือเปนสารที่ใหปฏิกิริยาใน
รางกายจริงเนือ่งจากการตรวจทําใหเซลลที่ผานการ fixation ซ่ึงเปนเซลลที่ตายแลว และเปนการมอง
ผลที่เกิดขึ้นในชวงเวลาหนึ่งเทานั้น (snapshot, static view) สัดสวนของเซลลที่สรางยังไมไดหมายถึง
ความสําคัญของผลกระทบที่เกิดขึ้นจริง สารที่ express ในสัดสวนที่นอยอาจใหผลตอบสนองที่แรง
มากได วิธีการตรวจไซโตไคนดวยเทคนิค ELISA จึงมีความจําเพาะมากกวา การนํา Flow cytometry 
มาใชอยางกวางขวางในปจจบุันทําใหมีขอมูลของเซลลทั้งในแงการเรียนรูตนกําเนิดเซลล การเจริญ
ของเซลลใน lineages ตาง และในแงการทํางาน ประสานสัมพันธของเซลลในกลุมตาง ๆ จึงนาํไปสู
องคความรูในดานพยาธิกําเนิดของโรคในระบบภูมิคุมกนั เพื่อความเขาใจและการดแูลรักษาที่
เหมาะสมตอไป 
 



บทท่ี 4 
 

วัสดุและวิธีการ 
 
4.1  ประชากร (Population) และตัวอยาง (Sample) 
 
 ประชากรเปาหมาย ผูติดเชื้อเอชไอวีที่ไมมีอาการหรือการติดเชื้อเร้ือรังอ่ืน และประชากร
สุขภาพดีทั่วไป  
 ประชากรตัวอยาง ผูติดเชื้อเอชไอวีที่มาตรวจสุขภาพทีห่อผูปวยนอกโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ
และคลินิกนิรนาม สภากาชาดไทย และผูบริจาคเลือดที่สภากาดชาดไทยซึ่งมีสุขภาพดีและไมติดเชื้อ
เอชไอว ี
 กฎเกณฑในการคัดเลือกเขามาศึกษา (Inclusion Criteria)  

1. กลุมผูติดเชื้อเอชไอวีซ่ึงวินจิฉัยดวยผลบวกจากการตรวจการติดเชื้อทางน้ําเหลือง เชน 
Latex particles agglutination test, ELISA หรือ Western Blot (WB) อยางใดอยางหนึ่ง 
2 คร้ัง 

2. กลุมควบคุมคือ ผูที่มีสุขภาพแข็งแรง (ระดับเมด็เลือดขาวนิวโทรฟลอยูในระดับปกต)ิ 
ใหเปนกลุม negative control  
โดยทั้งสองกลุมตองมีคุณสมบัติ ดังกลาวนีใ้นการเขารวมโครงการ: 

- อายุตั้งแต 20 – 60 ป 
- ยินดยีินยอมเขารวมโครงการโดยลงชื่อไวในเอกสาร consent form 
- ผลตรวจเลือดทางหองปฏิบัติการ ตองมีระดับฮีโมโกลบินมากกวา 10 กรัมตอ

เดซิลิตร, คานับเม็ดเลือด eosinophil นอยกวา 500 ตัวตอซีซี 
 กฎเกณฑในการตัดออกจากการศึกษา (Exclusion Criteria) 

- มีภาวะติดเชื้อเร้ือรังอ่ืน เชน วัณโรค เชื้อราในชองปาก ภายในชวง 1 ปกอนและ
ขณะที่เขารวมการศึกษา 

- ตองไมมีไขหรืออาการ อาการแสดงที่บงชี้ถึงภาวะติดเชือ้อ่ืนใดขณะเขารวม
โครงการอยางนอยภายในชวง 1 สัปดาหกอนเขารวมโครงการ 

- มีโรคเร้ือรังที่รุนแรงอื่น ๆ รวมดวย เชนโรคตับอักเสบ โรคไตวายเรื้อรัง ภาวะ
หัวใจวาย 
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- มีประวัตกิินยาสเตียรอยดหรือยากดภูมิคุมกันหรือยาอืน่ที่มีรายงานวามีผลตอ
การทํางานของนิวโทรฟลในชวง 3 เดือนกอนเขารวมการศึกษา 

- สําหรับเพศหญิงซ่ึงกําลังตั้งครรภหรือใหนมบุตร 
- เขารวมโครงการวิจัยอ่ืนที่จะไดรับยาหรือวคัซีนทดลองซึ่งอาจมีผลตอการ

ทํางานของระบบภูมิคุมกันของอาสาสมัครอยางนอยในชวง 4 สัปดาหกอนเขา
รวมการศึกษานี้ 

 
4.2  การคํานวณขนาดตัวอยาง  
 
 สูตรการคํานวณจํานวนตวัอยางสําหรับ Unmatched case-control study โดย Schlesselman 

 จํานวน n ตอกลุมตัวอยาง = [Zα√ 2Po(1-Po) + Zβ√ P1(1-P1)+P2(1-P2)]
2  

                                                               [P2-P1]
2

 โดยคา P2  = สัดสวนของการแสดง IL-17 ภายในเซลลของกลุมตัวอยางปกต ิ
 = 0.625(115) 

P1 คิดจากการประมาณวา ใหมีความแตกตางกันประมาณรอยละ 50 
ถาคาดวา P1 นาจะมีคาต่ํากวา P2 ดังนั้น P1 = 0.3125 

  Po  = (P1+P2)/2 = 0.46875 

   Zα  = 1.96 ที่ความเชื่อมั่น 95% หรือ α = 0.05 
Zβ  = 0.84 เมื่อใหมี power ในการแยกความแตกตางไวรอยละ 80 

 แทนคาได n เทากับ 

[1.96 √ 2(0.46875)(0.53125) + 0.84 √ (0.3125)(0.6875) + (0.625)(0.375)]2  
[0.3125]2 

  จํานวนตัวอยางในแตละกลุมควรเปน 38.8 = 39 ราย 
 
การสังเกตและการวัด (Observation & Measurement) 

 
 ตัวแปรในการวิจัยนี้ 
ตัวแปรตาม (Dependent Variable) คือ รอยละของ IL-17 expression ภายใน CD4+ T 

cells ซ่ึงไดรับการตรวจดวย Flow cytometry ตัวแปรจะใชมาตรการวัดแบบคาที่แทจริง (Ratio Scale)   
โดยเครื่องจะนับเซลลโดยวดัความเขมของสี fluorescence ที่จับกับแอนติบอดีทีจ่าํเพาะตอ IL-17 
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ภายในเซลล และ surface markers อันไดแก CD3 และ CD4 แลวแสดงเปน scatter diagram หนวยจะ
ระบุเปนรอยละของเซลล CD4+ T cells ที่ติดสียอมตอ IL-17 ภายในเซลล (IL-17 expressing CD4+ T 
cells) 

ตัวแปรอิสระ (Independent Variable) คือ การกระตุนเซลลในหลอดทดลองดวยไมโต
เจน ซ่ึงในการศึกษานี้คือ PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) และ Ionomycin (PMA/I), ภาวะ
ภูมิคุมกันชนิดพี่งเซลลซ่ึงปกติในอาสาสมัครสุขภาพดี และบกพรองในผูติดเชื้อเอชไอว,ี จํานวนเซลล 
CD4+ T cells ของผูเขารวมโครงการ 

ตัวแปรที่ไมตองการ (Confounding Factors) ไดแก ปจจัยตาง ๆ ที่มีผล IL-17 
expression ภายในเซลล CD4+ T cells ซ่ึงเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของระบบภูมคิุมกันในรางกาย 
ดังที่ไดกลาวไปแลวขางตน เชน ภาวะอักเสบเฉียบพลันในรางกาย จาก การติดเชื้อ รวมไปถึงการติด
เชื้อเร้ือรังในชวง 1 ปกอนเขารวมโครงการ, โรค autoimmune diseases, มะเร็ง, ภาวะ eosinophilia, ยา
ที่มีฤทธิ์กดภูมคิุมกันในรางกาย เปนตน ซ่ึงสามารถควบคุมไดดวยเงือ่นไขในการเขารวมโครงการที่
แสดงไวใน Inclusion และ Exclusion Criteria รวมกับการใชแบบสอบถาม ซักประวตัิ ตรวจรางกายผู
ที่เขารวมโครงการ 

 ขอตกลงเบื้องตน 
ผูติดเชื้อเอชไอว ี การพิจารณาวาตดิเชื้อเอชไอวี อาศัยผลการตรวจทางน้ําเหลืองระบุ

วาใหผลบวกดวยวิธีการตรวจ Latex agglutination, ELISA หรือ WB อยางใดอยางหนึ่งอยางนอย 2 
คร้ัง ผูเขารวมโครงการทุกรายตองไมมีอาการปวยหรือ asymptomatic HIV infection โดยการประเมิน
ทางคลินิก  หลังจากเขารวมโครงการแลว  

อาสาสมัครสุขภาพด ี หากไมมีประวัตกิารเจ็บปวยเร้ือรังหรือโรคประจําตัวทีต่อง
ทานยาซึ่งอาจมีผลตอระบบภูมิคุมกัน รวมกับการประเมินทางคลินิกที่อยูในเกณฑปกติใหถือวาเปน
อาสาสมัครสุขภาพดี  

 เคร่ืองมือท่ีใชในการวัดตัวแปร 
Intracellular Cytokine Staining Technique อาศัยขั้นตอนและวัสดอุุปกรณที่ระบไุว

ใน Standard Operating Procedure (SOP) ของหองปฏิบัติการ Vaccine and Cellular Immunology 
(VCI) Laboratory ของหนวยภูมิแพและภูมิคุมกนัวทิยาทางคลินิก ภาควิชาอายุรศาสตร คณะ
แพทยศาสตรร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย รวมกับการปรบัเปลี่ยนลําดับขั้นตอนของการยอม surface 
markers กอนการ fixation เซล เนื่องจากพบวา surface marker โดยเฉพาะ CD4 จะถกู downregulation 
จากการถูกทําลายดวยน้ํายา formaldehyde ที่ไดกลาวไวในบทที่แลวและแสดงใหเห็นดังรูปที่ 7 
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    (ก)     (ข) 

รูปท่ี 7 แสดง Scatter Diagram ของ Flow Cytometry เพื่อนับเซลลติดสี CD4 บนผิว เซลล (CD4+ T 
cells)  
 ก.  การเกิด downregulation ของ CD4 marker บทผิวเซลล เมื่อยอมหลัง fix เซลล จะ
เห็นวากลุมเซลลทางดานขวามือเขามาชิดกับกลุมเซลลทางดานซายมาก 
 ข.  ภาวะ downregulation ของ CD4 marker ลดลงถายอมสี CD4 กอน fixation 

 
สําหรับ  SOP แสดงเทคนิคและขั้นตอนการยอมไซโตไคน IL-17 ภายในเซลล ที่ใชใน

การศึกษานี้มีรายละเอียดดังนี้ 
ตัวอยางเลือด เลือดที่เจาะมาจากอาสาสมัครปริมาณ 10-15 ซีซีเก็บไวในหลอดทดลองปลอด

เชื้อที่บรรจุสารเฮปารินปองกันการแข็งตวั สามารถทิ้งไวที่อุณหภูมิหองไดไมเกิน 6 ช่ัวโมงเพื่อนําสู
ขั้นตอนการแยกเซลล 

วัสดุอุปกรณ 
 สาร Ficoll-Hypaque  10  mL  
 Phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4 และ Fetal Bovine Serum (FBS) 
 Wash buffer เตรียมจาก PBS with 0.5% BSA, และ 0.1% Sodium Azide (NaN3) 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี L-glutamine, PGS, Streptomycin 
 Fixing solution (1% และ 4% PFA in PBS) 
 FACS Permeabilizing solution with saponin 
 สี Trypan Blue สําหรับยอมเซลล 
 Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) (Sigma Cat.No.P-8139) เตรียม Conc. 25 μg/mL  
 Ionomycin (I) (Sigma Cat.No.I-0634) Conc. 10 μg/mL  
 Brefeldin A (BFA) (Sigma Cat.No.B-7651) เขมขน 250 μg/mL 
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 Stimulated antigens: Tetanus toxiod (TT) Lot NO430 Conc. 0.25 μg/mL (>80 IU/mL) 
           PPD (Thai Red Cross) Lot I39 Conc. 10 μg/mL (100 IU/mL) 
           Standardized mite (D. pteronyssinus) Lot GB70-66B-12UR5,GRIA 
    : protein purity (chromatography) 2512 μg/10,000 AU/mL 
 Surface markers: CD3 (Per CP) (BD Cat.No.347344)  

  CD4 (APC)(BD Cat.No.340443) 
             Intracellular cytokines: IFN-gamma (PE) (BD Cat.No.340452)   
              IL-4(PE) (BD Cat.No.340451) 

                                  Rabbit anti Human IL-17 (Chemicon Cat.No.AB1472P)  
              Goat anti rabbit IgG (FITC) (Chemicon Cat.No.AP307F)      
  
 ขั้นตอนการเตรียมเลือดเพื่อแยก PBMC 
 1. ใชเทคนิค over layer เลือด fresh heparinized venous blood บนสาร Ficoll-Hypaque  
ปริมาณ 4 mL  ในหลอดทดลอง สัดสวนของเลือดตอ Ficoll คิดเปนสัดสวนประมาณ 5:2 
 2. centrifuge ที่ 2,200x RPM  เปนเวลา 20 นาที เพื่อใหเม็ดเลือดแยกตัว เปน 4 ช้ันเรียงจาก
บนลงลางคือ พลาสมา PBMC Ficoll และ เม็ดเลือดแดงตกตะกอน ตามลําดับ ใหดดูสวน plasma ทิ้ง 
แยกเฉพาะสวนกลางที่มีเม็ดเลือดขาว PBMC ออก 
 3. ปนลางดวย RPMI ในสัดสวนประมาณ 1:1  2 คร้ังดวยความเรว็ 2,000x RPM และ 1,800x 
RPM ตามลําดับ เปนเวลาครัง้ละ 10 นาที แลวเท supernatant ทิ้ง 
 4. นับเซลล PBMC ดวยสี tryptan blue โดยผสมสัดสวนตอสีประมาณ 20:1 ดวย counting 
chamber ผานกลองจุลทรรศน 
 สูตรคํานวณหาจํานวนเซลล PBMC ตอ mL  โดยใช counting chamber 
               = X/4 x dilution factor x 10000 x ปริมาตร mL ของ RPMI ที่ใชผสมใน solution ที่นํามาใช 
 5. เจือจางปริมาณเซลล PBMC ที่ตองการโดยใช RPMI + 10% FBS (R-10: อาหารเลี้ยงเช้ือ) 
เพื่อเล้ียงเซลลใน incubator ดวย ความเขมขน 1 ลานเซลลตอ mL ตอ well 
 6. เก็บเซลลไวใน culture media ที่มี L-glutamine (R-10) โดยแบงเซลลใน 24 well plate 
ปริมาณ 1 mL ตอหลุมไวใน incubator ที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพื่อเตรียมกระตุน
ตอไป 
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 ขั้นตอนการเตรียม PBMC สําหรับการกระตุนดวย mitogen หรือ แอนติเจน 
 เซลล PBMC ที่เตรียมไดจากขั้นตอนที่กลาวมาแลว ซ่ึงเขมขนประมาณ 1 ลานเซลลตอ mL 
ของ R10 สามารถเก็บไวใน incubator อุณหภูม ิ37oC (5%CO2) ไวไมเกิน 24 ช่ัวโมง กอนเริ่มกระตุน
ดวย PMA และ Ionomycin ความเขมขนซึ่งระบุไวใน protocol ปริมาณ 12.5 μL และ 40 μL 
ตามลําดับ ทิ้งไวนาน  4 ช่ัวโมง  ที่อุณหภูมิ 37 oC ภายใต 5% CO2  โดยมีเซลลในหลุมที่จัดใหเปน 
control negative (ไมใส PMA/I)และใส BFA ปริมาณ 40 μL ตอ ซีซีทุกหลุม เพือ่ใหยับยั้งการหล่ัง
ของ intracellular cytokines ออกนอกเซลล (ไมควรนานเกิน 5 ช่ัวโมงเนื่องจาก BFA มีพิษตอเซลล)    
 ขั้นตอนการทํา ICCS  
 เซล PBMC ที่ผานการกระตุนและ block  ดวย BFA นําไปปนดวยความเร็ว1,500x นาน 5 
นาที ใหตกตะกอน ทิ้ง supernatant กอนนํา 0.02% EDTA ปริมาณ 50 μL ใส และ incubate ใน 
incubator ที่มี 5% CO2 นาน 10 นาที หลังจากนั้นปนลางดวย washing buffer คร้ังละ 2 mL ดวย
ความเร็ว 1,500x นาน 5 นาที    หลังจากทิ้ง supernatant แลวใหยอม surface markers กอนดวย CD3-
PerCP และ CD4-APC mixed solution (4:1) ปริมาณ 3 μL (ถามีปริมาณมากกวา 0.1 ซีซี ใหปนให
เซลลตกตะกอนกอนดวยความเร็ว 1,500 x นาน 10 นาท)ี เก็บไวใน incubator อุณหภูม ิ 37oC 
(5%CO2) นาน 20 นาที 
 การ Fixed cell ใหคงรูปทรงกลม ใช 4% paraformaldehyde (4%PFA) 300 μL นาน 10 นาท ี
ใน incubator 37o Cปนลางดวย washing buffer 2 mL ดวยความเรว็ 1,500x นาน 5 นาที 
 การเจาะรูเซลลจะใชสาร FACS-Per 1X  300 μL เปนเวลา 10 นาท ี ในที่มืด อุณหภูมหิอง 
หลังจากปนลางดวย buffer ความเร็ว 1500 x เปนเวลา 5 นาที นําไปยอมดวย MAb ของ cytokines ที่
ตองการศึกษาภายในเซลล ซ่ึงไดแก IL-17 , IFN-gamma ที่ติดสี Fluorescence ปริมาณ 1 และ 3 μL 
ตามลําดับ ทิ้งไวอยางนอย 30 นาทีในทีเ่ยน็ (4o C) และ ตามดวย Goat anti rabbit IgG ติดสี FITC ซ่ึง
จําเพาะตอ anti- IL-17 นาน 30 นาทีเก็บไวในที่มืดและเยน็ อยางนอย 30 นาที เมื่อปนลางดวย buffer 
คร้ังสุดทาย แลวให fixed cell ที่ยอมไวแลวดวย 1% PFA 500 μL เก็บไวในตูเย็น  (หุมดวย foil 
aluminium) ไดภายใน 24 ช่ัวโมง เพื่อนาํมาตรวจนับเซลลที่ติดสีเรืองแสงที่ยอมไวและแสดงรอยละ
ของการติดสีดวยเครื่อง Flow cytometry ตอไป 
 การกระตุนดวยแอนติเจนตาง ๆ (Specific Antigens) 

ในชวงแรกของการศึกษาวิจยัไดวางแผนการศึกษาการตอบสนองของ IL-17 expression 
ภายในเซลล CD4+ T cells โดยเลือกแอนติเจนทีจ่ําเพาะตอกลุมเซลลตาง ๆ ไว ไดแก แอนตเิจนที่

กระตุน Th0 (TT 0.25 μg/mL) , แอนติเจนที่กระตุน Th1 (PPD จาก Mycobacterium tuberculosis 10 

μg/mL), แอนติเจนที่กระตุน Th2 (dust mite) และแอนติเจนที่จําเพาะของเชื้อ HIV-1 (Gag Env และ 
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Pol recombinant protein รวมกันโดยแตละแอนติเจนใชขนาด 5 PFU/cell )  อยางไรก็ตามในชวง
เตรียม SOP ไดเร่ิมศึกษาการตอบสนองตอ TT, PPD และ dust mite ไวในกลุมอาสาสมัครซึ่งมีประวัติ
ไดรับวัคซีนบาดทะยักและวณัโรคมากอนรวมกับมีประวัติภูมแิพตอไรฝุนจากผล skin prick test ทาง
ผิวหนัง เทียบกับ Staphylococcal enterotoxin B (SEB) จากการวัด flow cytometry หลังกระตุนใหผล
ดังรูปที่ 8 จากรูปจะเหน็วา Tetanus toxoid (TT) นาจะเปนแอนติเจนที่เหมาะสมในการกระตุน CD4+ 
T cells เพือ่ดู IL-17 expressionเนือ่งจากใหผลดีที่สุด สวนแอนติเจนอืน่ที่เหลือนั้นใหผลไมดี 
นอกจากนี้ยังพบปรากฏการณที่ surface marker อยาง CD4 เกิดภาวะ downregulation หลังกระตุนซึ่ง
แสดงตัวอยางใน scatter diagram รูปที่ 8 (ลางขวาสุด)  

จากผลดังกลาว เมื่อพิจารณาแลวพบวา ขนาดที่ใชในกระตุนไมนาจะเปน dose ของแอนติเจน
ที่เหมาะสมหรอืตองใชเทคนคิอ่ืนเพิ่มเติมสําหรับการกระตุนใหสราง IL-17 ในเซลล CD4 T cells 
แมวา TT จะใหผลที่ดีที่สุดแตอัตราการแสดง IL-17 ไมไดเพิ่มสูงมากนัก รวมกับการเกดิภาวะ 
downregulation ของ CD4 markers ซ่ึงจะมีผลตอการเลือกกลุมเซลลไปนับนั้นจะทาํไดไมดี และพบ
เซลลตายจํานวนมากหลังกระตุนดวย TT ตั้งแต 24 ช่ัวโมงขึ้นไป สาเหตุอาจเกดิจากระบบการกระตุน
อาจไมเหมาะสมและไมเหมอืนในธรรมชาติ ซ่ึงตองมีจํานวน antigen presenting cells ที่เหมาะสมใน
กระตุน CD4 T cells และ เกิดสัญญาณที่ 2 (costimulatory molecules) เพื่อใหสามารถกระตุนเซลให
สรางไซโตไคนที่มากพอ ซ่ึงคงตองพิสูจนตอโดยการแยก APC มา co-culture รวมและ ใช anti CD28 
การเตรียมขั้นตอนและเทคนิคการกระตุนและยอมเพื่อลดปญหาดังกลาวตองใชเวลาและคาใชจาย
เพิ่มขึ้นมาก และยังตองเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมของแอนติเจนแตละตัวอีกดวย ทาํใหผูวจิัยตดัสินใจ
เลือกสาร PMA/Ionomycin เพียงตวัเดยีวในการกระตุนเซลล CD4 T cells ซ่ึงตอมาพบวาเกดิการ
ตอบสนองตอ IL-17 expression ไดดีขึ้นกวาเดิมดังแสดงในรูปที่ 9 จากรูปจะเหน็วาอาสาสมัครทั้ง
สองคนใหผลการ IL-17 expression หลังกระตุนดวย PMA/I ที่ 4 ช่ัวโมงไดเทาเทยีมกับการกระตุน
ดวย PPD/Tetanus ที่ 24 ช่ัวโมง   
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0.13% 0.04% 

  

0.01% 0.42% 

0.01% 

 
  
รูปท่ี 8 แสดง Scatter Diagram ของ IL-17 Expression (Right upper quadrant) ตอการตอบสนองดวย
แอนติเจนชนดิตาง ๆ ไดแก TT, PPD, HDM, SEB โดยมีเซลลที่ไมผานการกระตุนเปน Negative 
control (รูปซายบน)  สําหรับรูปลางขวาสุดแสดง ปรากฏการณการรวมกลุม CD4 downregulation 
หลังการกระตุนดวย tetanus toxoid (TT) จะเห็นวาเซลลไมสามารถแยกกลุมเปนกลุมที่ติด CD4 
surface marker ไดอยางชัดเจน 
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รูปท่ี 9 แสดง Scatter Diagram ของ IL-17 Expression ภายในเซลล CD4+ T cells (Right upper 
quadrant) หลังกระตุนดวย PMA/I หรือ PPD/TT เทียบกับไมผานการกระตุน (negative control) จาก
ภาพจะเหน็วาตัวอยางเลือดจากอาสาสมัคร 2 ราย (S11,S12) ใหผลตอบสนองตอ PMA/I ที่ 4 ช่ัวโมง
ไดทัดเทยีมกับ PPD/TT ที่เวลา 24 ช่ัวโมง (รูปลางซาย) 
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รูปท่ี 10 แสดงตัวอยางการเกิด Downregulation ของ CD4 Surface Marker เมื่อกระตุนดวย 
PMA/Ionomycin จะเห็นไดวาเมื่อไมไดกระตุน (negative) ดังรูปบนสุดซายจะเห็นกลุมเซลลทางดาน
ขวามือชัดเจน เซลลดังกลาวคือ CD3+ cells ขณะที่เซลลรูปบนสุดขวาคือเซลล CD4+T cells กลุม
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เซลลจะแยกออกเปนกลุมทางดานขวาเนื่องจากติดสีตอ antiCD3 หรือ antiCD4 จากการยอม และเริ่ม
เกิดการรวมกลุมกันเมื่อทิ้งไว 1 วันโดยไมไดกระตุนเซลลและกระตุนดวย PMA/I ที่ 4 ช่ัวโมง และ 24 
ช่ัวโมง  
 
 การเลือกเวลาในการกระตุนที่เหมาะสม 
 จากการศึกษาของ Lanarczyk และคณะ (115) พบวาเวลาที่เหมาะสมในการกระตุนเซลลให 
express IL-17 ดวย ICCS นาจะอยูภายใน 48 ช่ัวโมงแตยังพบขอมูลที่ไมสอดคลองกันของการตรวจ 
mRNA ของ IL-17 ภายในเซลลและไซโตไคนที่หล่ังออกมาจากเซลลซ่ึงสามารถตรวจพบไดถึง 7 วัน  
การศึกษานีใ้ชเวลาในการกระตุนตั้งแต 48 ช่ัวโมงขึ้นไปจึงทําใหไมมขีอมูลในชวง 48 ช่ัวโมงแรก
หลังกระตุน  สําหรับแอนติเจนที่นํามาใชทั้งหมดแลวพบวา TT เปนตัวเลือกทีเ่หมาะสมเนื่องจาก
กระตุนไดสัดสวนของเซลลที่ตอบสนองสูงที่สุด อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาขั้นตอนการศึกษาแลว
พบวามีเทคนคิไมเหมือนในการศึกษาอื่น กลาวคือมีการนํา mitogen มากระตุนรวมดวยหลังจาก
กระตุนดวยแอนติเจนในชวงแรกแลว และยังไดนํา anti-CD3/antiCD28 มาใชแยก activated T cells 
โดย cell sorter เพื่อใหมั่นใจวาเซลลที่นํามากระตุนเปนเซลล T cells ที่พรอมรับการตอบสนองตอ
แอนติเจนดวย 
 นอกจากการเลือกเวลาที่ใชในการกระตุนเซลลจะสงผลตอ IL-17 expression ใหไดผลดีและ
สูงพอเหมาะแลวปรากฏการณเซลลรวมกลุม จาก marker downregulation ยังเปนอีกปจจยัทีต่อง
คํานึงถึงรวมดวย ตวัอยางแสดงในรูปที่ 10 จะเห็นวามีปรากฏการณ downregulation ของ CD4 
surface marker ไมเทากนัเมื่อกระตุนดวย mitogen ที่เวลาตางกัน อยางไรก็ตามยังพบวาเซลลที่แม
ไมไดถูกกระตุนแตทิ้งไว 1 วนัในอาหารเพาะเลี้ยงกย็ังพบวา CD4 marker เขามารวมกลุมแลวตางจาก 
negative control แตยังพอแยกกลุมเซลลที่มี CD4 positive ได เขนเดยีวกับเมื่อกระตุนดวย PMA/I ที่ 4 
ช่ัวโมง แตในขณะที่เมื่อกระตุนนานขึ้นถึง 22 ช่ัวโมง เซลล CD4 T cellsจะเกดิการรวมกลุมกันอยาง
มากจนไมสามารถแยกเซลลที่ติดสีออกจากกลุมที่ติดสีออนไดอยางชดัเจนเมื่อเทยีบกบักรณีไมถูก
กระตุน 

 สําหรับการศึกษานี้ไดนําแอนติเจน (PPD/TT) และ mitogen (PMA/I) มากระตุนทีเ่วลาตาง ๆ 
4, 24, 72, 168 ช่ัวโมงพบวา การกระตุนดวย PPD/TT ที่ 24 ช่ัวโมงสามารถใหคา expression ไดดีที่สุด
และเกดิ downregulation ของ CD4 marker ไมมากนกั เนื่องจากสดัสวนเซลลที่ตายจะมากขึ้นเมื่อ
เพาะเลี้ยงนานขึ้นแตเมื่อเทยีบกับ PMA/I แลวพบวา PMA/I ใหผลตอบสนองที่แรงกวา โดยเมื่อใช
เวลานอยกวาเพียง 4 ช่ัวโมงสามารถกระตุนใหเกิด IL-17 expression จะสูงขึ้นในสัดสวนทัดเทียมกับ
การกระตุนดวย PPD/TT ที่ 24 ช่ัวโมงดงัรูปที่ 9  รวมกับวัตถุประสงคของการศึกษานี้ตองการจะ
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เปรียบเทียบการตอบสนองในผูติดเชื้อเอชไอวีซ่ึงเปนกลุมคนไขที่มีความผิดปกติของจํานวน CD4+ T 
cells ลดลงและมีคุณภาพดอยกวาประชากรปกติอยูแลว จึงควรใชตวักระตุนที่แรงไวกอน สวนการใช
แอนติเจนที่จําเพาะแมจะใหขอมูลที่ถูกตองกวาเนื่องจากใหสภาวะทีเ่หมือนจริงกวาและมีความ
เปนไปไดที่จะเกิดการกระตุนในรางกายของคนไข ตางจากการ mitogen ซ่ึงเปนสารเคมีซ่ึงดวยความ
เขมขนที่ใชในหลอดทดลองอาจมีผลเปนพษิตอรางกายและไมมีโอกาสเกิดขึ้นในความเปนจริง แต
ผูวิจัยตดัสินใจพิจารณาใช mitogen กระตุนแทน เนื่องจากขอจํากดัที่เวลา และเทคนิคในการเตรียม
การณซ่ึงตองมีเพิ่มขึ้นอีกมากถาใชแอนตเิจนที่จําเพาะในการกระตุนเซลล CD4+ T cells สําหรับ
การศึกษาโดยการกระตุนดวยแอนตเิจนทีจ่าํเพาะซึ่งนาจะใหผลตรวจสอบหนาที่ของ T cells ไดดีและ
เฉพาะขึ้นนัน้นาจะมกีารศึกษาตอไปโดยอาศัยผลศึกษาของ IL-17 expression ในผูติดเชื้อเอชไอวใีน
คร้ังนี้แลว 

สําหรับเวลาทีใ่ชกระตุนไดเลือกที่เวลา 4 ช่ัวโมงในการกระตุนเทานั้นเนื่องจากการกระตุน
ดวย PMA/I นานถึง 24 ช่ัวโมงจะใหผล downregulation ของ CD4 marker อยางมากและมีเซลลตาย
เปนจํานวนมากซึ่งไดแสดงใหเห็นในตวัอยางเลือดจากอาสาสมัครสุขภาพดีดังรูปที่ 11 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 41 

  

0.4% 

  

1.66% 

 

  

12.28% 

 
 รูปท่ี 11 แสดงการเกดิปรากฏการณเซลลรวมกลุม (CD4 Downregulation) และเซลลตาย
เพิ่มขึ้นเมื่อกระตุนดวย PMA/I นานถึง 24 ช่ัวโมงดังแสดงในรูปลางสุด 
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 การตรวจ IL-17: เลือดจากผูเขารวมโครงการทุกคนจะนํามาผานขั้นตอนในการแยกเม็ดเลือด
ขาวชนิด peripheral mononuclear cells (PBMC) เพื่อกระตุนและยอม marker ที่ผิวเซลลและภายใน
เซลลกอนนําไปตรวจ flow cytometry เพื่อนับรอยละของเซลลที่ express IL-17 เพื่อนํามาเปรียบเทยีบ
กันระหวางกลุมเซลลที่ไดรับและไมไดรับการกระตุนดวย mitogen ของผูติดเชื้อเอชไอวแีละ
อาสาสมัครสุขภาพดี ผลการตรวจมีหนวยเปนรอยละของเซลลที่แสดง IL-17 ซ่ึงตัวแทนในแตละกลุม
ซ่ึงไดแก เซลลที่ผานและไมผานการกระตุนดวย mitogens ของทั้งผูติดเชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครที่มี
สุขภาพดี จะใชคามัธยฐาน (median) เนื่องจากไดทดสอบแลวพบวาการกระจายตวัของขอมูลไมใช
การกระจายตวัแบบปกติ (normal distribution) นําคามัธยฐานของแตละกลุมมาเปรียบเทียบกัน และ
พิจารณาวิเคราะหหาความสมัพันธกับตัวแปรของแตละกลุมโดยเฉพาะระดับ CD4 ที่แตกตางกันดวย 
เนื่องจากสมมติฐานของการศึกษาคาดวาระดับ CD4 นาจะมีผลตอ expression ของ IL-17 ในหลอด
ทดลอง 

เนื่องจากขัน้ตอนและเทคนคิของการเตรียมเซลล PBMC การกระตุนเซลล การยอมสี การใช
เครื่อง flow cytometry คอนขางยุงยากและซับซอนจึงตองอาศัยการฝกฝนและความเชี่ยวชาญของการ
ปฏิบัติงานในหองแลป จึงตองใชเวลาในการเตรียม protocol และทักษะเพื่อใหไมเกดิ intra-individual 
variability จํานวนผูรับผิดชอบในการศึกษาในหองปฏิบัติการครั้งนี้มีเพียง 2 คนซึ่งรับผิดชอบหนาที่
คนละสวน จึงลดปญหาการเกิด inter-individual variability  สําหรับขั้นตอนการ blind แมไมสามารถ
ทําไดเต็มที่เนือ่งจากมีการเขยีนฉลากติดทีห่ลอดทดลองแตผูวิจยัไดตั้งระบบการทํางานใหทกุหลอด
ในแตละชุดซึง่มีทั้งเลือดและเซล PBMC ของทั้งอาสาสมัครสุขภาพดแีละผูติดเชื้อเอชไอวผีาน
ขั้นตอนในแตละขั้นตอนพรอม ๆ กันไมมีการแบงแยกวาเปนเลือดจากอาสาสมัครในกลุมไหน สวน
การใชเครื่อง flow cytometry อาศัยการตัง้ระบบตั้งแตในชวงการฝกทกัษะในการปฏิบัติงานจนไดคา
มาตรฐานของเครื่องในระบบที่ตั้งไว เมื่อถึงเวลาใชตัวอยางเลือดจริง คอมพิวเตอรจะวดัการ 
expression ของไซโตไคนและ surface markers อยางอัตโนมัติ โดยผูใชเครื่องไมไดตั้งระบบใหม  

 
4.3  วิธีการ หรือ สิ่งแทรกแซง (Intervention) 

- ผูวิจัยอธิบายหลักการและเหตุผลของการทําการศึกษา ขัน้ตอนการศึกษาวิจยั ประโยชน
และความเสีย่งของการเขารวมโครงการ ตอบขอซักถามแกผูเขารวมโครงการ หลังจาก
นั้นผูเขารวมการศึกษาลงนามในหนังสือยนิยอมยนิดีเขารวมการวจิัย 

- เจาะเลือดจากเสนเลือดดําบริเวณขอพบัแขน ปริมาณ ไมเกิน 30 ซีซี  ครั้งเดียวซ่ึงถาเปน
อาสาสมัครสุขภาพดีที่มาเจาะเลือดที่สภากาชาดไทย ยอมไมมีความเสี่ยงเพิ่มจากการเจาะ
เลือดในครั้งเดยีวกัน 
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4.4  การรวบรวมขอมูล 
 

ขอมูลทาง demographic และ clinical data เชน ประวัติความเจ็บปวย การติดเชื้อในอดีต ยา 
เปนตน ซ่ึงไดจากการซักประวัตแิละตรวจรางกาย จะบนัทึกลงใน source document  เมื่อไดขอมูล
เพิ่มเติมจากผลการตรวจเลือดทางหองปฏิบัติการ การตรวจ IL-17 ในหลอดทดลอง ของคนไขหรือ
อาสาสมัครสุขภาพดี จึงรวบรวมเก็บลงใน แบบบนัทกึขอมูล (case record form) สําหรับผูเขารวม
การศึกษาในแตละรายซ่ึงจะถูกแปลงขอมูลใหเปนกลุมหรือตัวเลขเพือ่สะดวกสําหรับการวิเคราะห
ขอมูล หลังจากนั้นขอมูลทัง้หมดจะนําเขาสูระบบคอมพิวเตอรดวยโปรแกรม SPSS version 11.5 
ตอไปเพื่อนําไปหาคามัธยฐานและวิเคราะหทางสถิติที่เหมาะสม 

 
4.5  การวิเคราะหขอมูล 

 
ขอมูลทาง demographic ซ่ึงเปนขอมูลในเชิงคุณภาพ เชน เพศ อาชีพ การศึกษา จะนํามา

หาสัดสวนคิดรอยละและแสดงเปนขอมูลเชิงบรรยาย สําหรับขอมูลเชิงปริมาณ เชน อายุ จะนํามาหา
คาเฉลี่ย ความแปรปรวน เพื่อแสดงเปนขอมูลเชิงบรรยายใหเห็นลักษณะของประชากรที่นํามาศกึษา
ในแตละกลุม สวนขอมูลอ่ืน ๆ ที่ไดจากแบบสอบถามและการตรวจรางกาย เชน ประวัติการสัมผัส
แอนติเจนชนดิตาง ๆ, ประวัติการใชยา, ประวัติโรคประจําตวัในอดีต, ความผิดปกติของระบบตาง ๆ
ในรางกาย เปนตนนั้นจะนําไปใชเปนคณุสมบัติในการคัดเลือกเขารวมและคัดออกจากโครงการ และ
การเตรียมแอนติเจนเพื่อนํามากระตุน และอภิปรายผลการศึกษา  

ขอมูลทางหองปฏิบัติการจากการตรวจเลือด เชน การตรวจเม็ดเลือดสมบูรณ การ
ตรวจหาระดับเม็ดเลือด CD4+ T cells การตรวจหารอยละของเซลลในการแสดงไซโตไคนภายใน
เซลล จากการกระตุน จะนํามาหาคามัธยฐานเพื่อใชในการแสดงเชิงบรรยายและเชิงวิเคราะห
เปรียบเทียบในแตละกลุมประชากรตอไป สําหรับการตรวจอื่นที่ระบใุนระเบียบวิจยั เชน หนาที่ของ
ตับ หนาที่ของไต เอกซเรยปอด เปนตน นําไปใชเปนคณุสมบัติในการคัดเลือกเขารวมและคัดออกจาก
โครงการ 

การพิจารณาขอมูลในเชิงวิเคราะหนัน้ไดกํานดการทดสอบไวเปนแบบสองทาง (two-
tail test) โดยเปรียบเทียบปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอ IL-17 expression ดวยวิธี Chi-square method สําหรับ
ขอมูลที่เปน qualitative data เชน เพศ การศึกษา ภูมิลําเนา ความเสี่ยงในการติดเชื้อเอชไอวี เปนตน   
สวนขอมูลที่เปน quantitative data เชน อายุ ระดับเม็ดเลือด CD4 cells,  จํานวนเมด็เลือด eosinophil 
ในเลือด, ระยะเวลาการติดเชื้อเอชไอว,ี ระดับไวรสัในเลือด เปนตน ใชวธีิเปรียบเทียบแบบ 
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nonparametric methods จากการตรวจสอบการแจกแจงของขอมูลที่ไดดวยโปรแกรม SPSS โดยวิธี
ของ Kolmogorov-Smirnov พบวาตวัแปรหลักของการศกึษา ซ่ึงไดแก IL-17 expression และ CD4 
count นั้นแจกแจงแบบไมใชปกติ (p=0.001) ดังนั้นจงึใชวิธี Mann-Whitney U test สําหรับการ
เปรียบเทียบขอมูลระหวางกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอว ี สําหรับการหาความสัมพันธ
ของขอมูลจากเซลลที่ผานการกระตุนและไมผานการกระตุนในอาสาสมัครกลุมเดียวกันจะใชวิธี 
Wilcoxon signed -rank test  โดยกําหนดใหคา p value มีคานอยกวา 0.05 ถือวามีความสําคัญทางสถิติ
ที่จะแสดงความแตกตางที่ทดสอบได 

การวิเคราะหความสัมพันธของระดับ CD4 และ IL-17 expression อาจพิจารณาจาก
ความแตกตางของ IL-17 expression ในแตละกลุมของ CD4+ T cell count ที่ตางกันโดยแยกเปน 
<200, 200-499 และ ตั้งแต 500 ตัวตอซีซี ตามเกณฑการแบงระยะผูติดเชื้อเอชไอวีโดย CDC (revised 
classification system 1993) (MMWR 41:RR-17) ของประเทศสหรัฐอเมริกา หรือใชวิธี Bivariate 
correlations โดย Pearson correlation เพื่อหาสหสัมพันธของตัวแปรในเชิงอัตราสวน (ratio) ซ่ึงถาพบ
ความสัมพันธของตัวแปรดังกลาวจึงนํามาหาสมการถดถอยโดยใชวิธี Multiple Regression    

 
4.6  ปญหาทางจริยธรรม 

ไมมี เนื่องจากไมมกีารใชยาหรือส่ิงแทรกแซงใหแกผูติดเชื้อเอชไอวีหรืออาสาสมัคร
สุขภาพดี อยางไรก็ตามเนื่องจากตองใชเลือดของอาสาสมัคร ในแงจรยิธรรมของการศึกษาวจิัยที่ตอง
ใชเนื้อเยื่อหรืออวัยวะของมนุษยจึงตองไดรับหนังสือยินยอมเขารวมโครงการเปนลายลักษณอักษร 
(Informed consent) กอนเจาะเลือดเพื่อใหผูเขารวมโครงการทราบหลักการและเหตุผลในการศกึษา 
ลําดับขั้นตอนการตรวจ ประโยชนและความเสี่ยงที่จะไดรับจากการเขารวมโครงการ การวิจัยนี้ไดรับ
ความเหน็ชอบจาก คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัยแลว 
 



บทท่ี 5 
 

ผลการวิจัย 
 

5.1  ขอมูลพื้นฐานของประชากรตัวอยาง 
  
จากการคัดกรองอาสาสมัครตั้งแตเดือน กนัยายน 2547 ถึง มกราคม 2548 มีผูยินดีเขารวม

โครงการวิจัยทั้งหมด 98 คน แยกเปนกลุมผูติดเชื้อเอชไอวี จํานวน 51 คนและอาสาสมัครสุขภาพดีที่
ไมติดเชื้อเอชไอวีจํานวน 47 คน ผลตรวจเลือดทางหองปฏิบัติการพบภาวะ eosinophilia (eosinophil 
count มากกวา 500 ตัวตอซีซี) จํานวน 10 คน โดยเปนผูตดิเชื้อเอชไอวี 6 คนและอาสาสมัครสุขภาพดี 
4 คน ในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีตองคัดอาสาสมัครออกเนื่องจากตรวจพบวาติดเชื้อฉกฉวยโอกาสดงันี้ 
วัณโรคปอด 4 คน และ Isosporiasis 1 คน ในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดียังตองคัดออก 3 คน เนื่องจาก
ปญหาเทคนิคการยอมไซโตไคน และไมสามารถติดตามอาสาสมัครใหกลับมาเจาะเลือดซ้าํได 
เชนเดยีวกับอาสาสมัคร 2 คนในกลุมตดิเชื้อเอชไอวีถูกคัดออกหลังตรวจสอบผลการยอมไซโตไคน
ภายในเซลลแลวพบวากลุมเซลลที่ยอมติด surface CD4 marker มีจํานวนนอยมาก ซ่ึงเปนผลมาจาก
ภาวะ CD4 count ต่ํามาก (< 5 ตัวตอซีซี) 1 คน และ ปญหาเทคนิคการยอม 1 คน ดังนั้นจึงเหลือ
ประชากรตัวอยางที่นําเลือดมาวิเคราะหทัง้ส้ินจํานวน  80 คน แยกเปน ผูติดเชื้อเอชไอวีและ
อาสาสมัครสุขภาพด ีกลุมละ 40 คน ซ่ึงทัง้หมดผานเกณฑในการคดัเลือกและคัดออก ไมมีโรคเร้ือรัง 
ไมไดกนิยาที่เปนขอหามของโครงการวิจัย และไมไดเขารวมโครงการวิจัยอ่ืนที่มีการแทรกแซงและ
สงผลตอระบบภูมิคุมกันพึ่งเซลล ยกเวนยาตานไวรัสเอดส จึงสามารถเขารวมโครงการไดทั้งหมด  

ขอมูลพื้นฐานของอาสาสมัครสุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอวี ที่สําคัญไดแสดงและ
เปรียบเทียบไวในตารางที่ 3 สําหรับผลทางหองปฏิบัติการอื่น ๆ ที่สําคัญในการคัดเลือกเขารวม
โครงการ เชน หนาที่ของไต หนาที่ของตับ เอกซเรยปอด ซ่ีงไดระบุไวในระเบยีบวิจัยแลวนั้น ผล
ตรวจของผูเขารวมโครงการทุกคนอยูในเกณฑปกติ จึงไมไดแสดงการเปรียบเทียบไว 

สําหรับกลุมอาสาสมัครสุขภาพดนีั้นมีอายุเฉล่ีย (± SD) 29.68 ± 8.98 ป อายุต่ําสุด 20 ป อายุ
สูงสุด 51 ป เพศชายและหญิงเทากัน   สวนใหญจบการศึกษาในระดบัปริญญาตรีหรือเทียบเทาคดิเปน
รอยละ 77.5 ระดับการศกึษาสูงสุดคือปริญญาโท 7 คน (17.5%) ที่อยูปจจุบันเกือบทั้งหมดอาศัยอยูใน
กรุงเทพและปริมณฑลถึงรอยละ 97.5 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุมผูติดเชื้อเอชไอวีซ่ึงมีอายุเฉล่ีย 36.28 ± 
9.05 ป อายุต่ําสุด 20 ป อายุสูงสุด 60 ป แลวพบวากลุมผูติดเชื้อเอชไอวีมีอายุเฉล่ียสูงกวาอาสาสมัคร
สุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ (p=0.002) การทดสอบความแตกตางของอายุอาสาสมัครแตละกลุมสามารถ
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เปรียบเทียบไดโดยใชวิธี T test เนื่องจากการกระจายขอมูลอายุเปนแบบปกตแิละผลตรวจสอบโดย 
Leven’s test for equality of variances พบวา F test =0.172 (p = 0.68) สําหรับตัวแปรอื่นไมไดกระจาย
ขอมูลแบบปกติจึงตองใชการทดสอบโดยวิธี nonparametric ซ่ึงแสดงคา p-value ไวในตารางที่ 5 
แมวาผูติดเชื้อเอชไอวีรอยละ 80 มีภูมิลําเนาปจจุบันอยูในกรุงเทพและปริมณฑล รอยละ 57.5 ของผู
ติดเชื้อเอชไอวจีบการศึกษาในระดับปริญญาตรีหรือเทียบเทาขึ้นไป ระดับการศกึษาสูงสุดคือปริญญา
โท 1 คน (2.5%) และสวนใหญเปนเพศชาย (รอยละ 60) แตไมพบวามีความแตกตางจากกลุม
อาสาสมัครสุขภาพดีอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

อาสาสมัครสุขภาพดีที่เขารวมโครงการสวนใหญเปนผูบริจาคเลือดที่สภากาชาดไทย เลือด
จากผูบริจาคทกุถุงจะไดรับการตรวจ anti-HIV antibody ซ่ึงเปนมาตรฐานการตรวจสอบเลือดเพื่อ
ปองกันปญหาการติดเชื้อผานการไดรับเลอืด และเมื่อตรวจสอบผลเลือดการติดเชื้อเอชไอวีที่
สภากาชาดไทยแลวพบวาอาสาสมัครสุขภาพดีทุกรายแสดงผลเลือดเปนลบทั้งหมด 
 
ตารางที่ 3 แสดงขอมูลพื้นฐานของอาสาสมัครสุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอวีที่เขารวมการศึกษา 

Median (Min-Max)  
 Variables HIV Healthy 

 
P-value 

เพศชาย  N (%) 
ประวัตภิูมิแพ  N (%) 

20 (50%) 
2 (5%) 

24 (60%) 
3 (7.5%) 

0.369 
0.644 

อายุ (ป) 
Hb (g/dL) 
WBC (/mm3) 
Neutrophils ( /mm3) 
Eosinophils ( /mm3) 
Platelet (x 103/mm3) 
Lymphocytes (/mm3) 
CD4 count (/mm3) 
CD8 count (/mm3) 
CD4/CD8 ratio 

36 (20-60) 
13.3 (10.1-15.1) 

5435 (2750-9040) 
2692.5 (1276-6390) 

160.5 (10-430) 
229 (26-352) 

1994 (642-4210) 
218 (32-820) 

875.5 (347-3116) 
0.225 (0.1-1.2) 

26 (20-51) 
12.75 (10.3-17.4) 
5120 (3160-8610) 
2930 (1690-5680) 

138 (30-369) 
215.5 (162-404) 

1661.5 (939-2639) 
622.5 (294-1008) 
382.5 (220-1135) 

1.45 (0.6-2.7) 

0.001* 
0.405* 
0.744* 
0.175* 
0.577* 
0.931* 
0.127* 

<0.0001* 
<0.0001* 
<0.0001* 

* P-value จากการวิเคราะหสถิติแบบ nonparametric โดยวิธี Mann-Whitney U test 
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ขอมูลการติดเชื้อเอชไอวีในกลุมอาสาสมัครผูติดเชื้อ 
 กลุมผูติดเชื้อเอชไอวีทั้งหมด 40 คนเปนชาย 24 คน หญิง 16 คนคิดเปนสดัสวน 3:2 
ระยะเวลาเฉลีย่ (± SD) ที่ทราบผลเลือดเปนบวก (anti-HIV positive) เทากับ 46.75 ± 41.14 เดือน ซ่ึงมี
คามัธยฐานที่ 33 เดือน โดยมีพิสัยต่ําสุด – สูงสุดตั้งแต 0 ถึง 132 เดือนหรือ 11 ป พฤติกรรมเสี่ยงใน
การรับเชื้อเอชไอวี สวนใหญมาจากเพศสมัพันธคิดเปนรอยละ 92.5 โดยเปนเพศสัมพันธตางเพศรอย
ละ 82.5 ผูติดเชื้อเอชไอวทีี่เขารวมโครงการมีประวัตกิารติดเชื้อฉกฉวยกอนเขารวมโครงการ 6 คน 
(15%) ไดแก วณัโรคปอด 3 คน ปอดอักเสบจากเชือ้ Pneumocystis jiroveci (PCP) 2 ราย และ 
penicilliosis 1 ราย สวนใหญถึงรอยละ 57.5 ยังไมเคยกินยาตานเชือ้เอดส ผูติดเชื้อเอชไอวีที่ขณะนี้
กําลังกินยาตานเชื้อเอดสมีจาํนวน 16 คนคิดเปนรอยละ 40 ที่เหลือ 1 รายเคยไดรับยาตานชวงตั้งครรภ
คลอด สูตรยาตานที่ใชรักษาพบวารอยละ 50 กินยาสูตร GPOVir ขององคการเภสชักรรม (8 คน) 
รองลงมาไดแกสูตรยา NRTIs+efavirenz (EFV) 5 คน สูตรยาที่มี protease inhibitors 2 คนและสูตรยา 
2 ตัวไดแก zidovudine (AZT)+didanosine (ddI) เพียง 1 คน โดยมีระยะเวลาเฉลี่ย (± SD) ของการเริ่ม
กินยาตานเอดสเทากับ 23.06 ± 21.66 เดือน รายละเอยีดสรุปไวในตารางที่ 4  
 
ตารางที่ 4 แสดงความเสี่ยง ระยะเวลาการติดเชื้อและการรักษาในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี
 N (%) Median (Min-Max) 
พฤติกรรมเสี่ยง: เพศสัมพันธ 
           ตางเพศ (heterosexual) 
           เพศเดียวกัน (homosexual) 
      : เลือด 
      : การใชเขม็ฉีดยารวมกนั 
การรักษา : naïve 
       Current treatment 
          : GPOVIR 
          :EFV based regimens 
          : PI based regimens 

              37 (92.5%) 
33 (82.5%) 
  6 (15%) 
  2 (5%) 
  1 (2.5%) 
23 (57.5%) 
16 (40%) 
  8 (20%) 
  5 (12.5%) 
  2 (5%) 
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ตารางที่ 4 (ตอ) แสดงความเสี่ยง ระยะเวลาการติดเชื้อและการรักษาในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี
 N (%) Median (Min-Max) 
ระยะเวลาที่ตดิเชื้อเอชไอวี (เดือน) 
HIV status : CD4 count (/mm3) 
                   CD4 > 500 (/mm3) 
                   CD4 200-499 (/mm3) 
                    CD4 < 200 (/mm3) 
 Viral load : detectable (/mm3) 
                   Log VL 
Viral load : undetectable 

  
 

13 (32.5%) 
21 (52.5%) 

6 (15%) 
 
 

15 (37.5%) 

33 (0-132) 
218 (32-820) 

 
 
 

12,996 (69-175,517) 
4.11 (1.84-5.24) 

 
ผูติดเชื้อเอชไอวีทั้งหมดทีเ่ขารวมโครงการเปนกลุมที่ไมแสดงอาการ (asymptomatic) และ

ตรวจไมพบภาวะตดิเชื้อฉกฉวยโอกาสอื่น เมื่อแบงกลุมผูติดเชื้อเอชไอวทีี่เขาโครงการตามเกณฑของ
กรมควบคุมโรค สหรัฐอเมริกา (revised CDC classification system 1993)  เพื่อประเมินระบบ
ภูมิคุมกันตามจํานวน CD4 count จะพบวาผูติดเชื้อเอชไอวีที่เขารวมโครงการสวนใหญอยูในกลุม 
CD4 count มากกวา 200 แตไมถึง 500 ตัวตอซีซี ถึงรอยละ 52.5 ผูติดเชื้อที่มีจํานวนเม็ดเลือด CD4 < 
200 ตัวตอซีซี มีจํานวน 13 คน (32.5%) เมื่อพิจารณาดคูวามผิดปกตขิองเม็ดเลือดสมบูรณพบวา ผูติด
เชื้อเอชไอวีสวนใหญไมซีด มีเพียง 6 รายที่มีคาฮีโมโกลบินนอยกวา 12 g/dL โดยตรวจพบคาต่ําสุดที่ 
10.3 g/dL ซ่ึงถือวาซีดไมมาก แตมีถึงรอยละ 42.5 ที่มีจํานวนเม็ดเลือดขาว (WBC) นอยกวา 5,000 ตัว
ตอซีซี สําหรับเม็ดเลือด eosinophils ใชเกณฑคดัเฉพาะผูติดเชื้อที่มีจาํนวน eosinophil นอยกวา 500 
ตัวตอซีซีเพื่อตัดตัวกวนจากการติดเชื้อแอบแฝง หรือโรคเร้ือรังบางชนิด รวมกับรายงานพบวา 
eosinophil เปนเซลลที่เกี่ยวของกับการหลัง่ IL-17 อยางไรก็ตามเมื่อพจิารณา % eosinophil แลวพบวา
มีถึงรอยละ 20 ที่มี eosinophil เกินรอยละ 5 ซ่ึงจัดเปนคาสูงสุดของพิสัยปกติ และพบวาผูเขารวม
โครงการมี %eosinophil สูงสุดถึงรอยละ 12.5 แมวาจะมีจํานวน eosinophil ในเลือดนอยกวา 500 ตัว
ตอซีซีก็ตาม แสดงใหเห็นวากลุมผูติดเชื้อเอชไอวีพบภาวะ pseudoeosinophilia ไดและควรคํานวณคา 
absolute eosinophil count กอนเสมอ สําหรับปริมาณเกร็ดเลือดของผูติดเชื้อเอชไอวีพบวามเีพียงราย
เดียวที่มีภาวะ thrombocytopenia (Platelet 26,000) โดยไมมีอาการเลือดออกผิดปกตทิางคลินิก 
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 ผลการทดสอบ IL-17 Expression โดยวิธียอมไซโตไคนภายในเซลลและ Flow Cytometry 
 เซลล PBMC ที่แยกจากเลอืดของอาสาสมัคร ประมาณ 1 ลานเซลลตอซีซีจะถูกแยกเปน 2 
กลุม ไดแก กลุมที่นําไปกระตุนดวย PMA/Ionomycin เปนเวลา 4 ช่ัวโมง อีกกลุมจะเลี้ยงไวในอาหาร
เล้ียงชนิดเดียวกัน ใน incubator ภายใตสภาวะแวดลอมเดียวกัน คือ อุณหภูมิ 37oC และความเขมขน 
5%ของ CO2 เปน negative control และจงึผานขั้นตอนการยอมไซโตไคนภายในเซลล CD4+ T cells 
ตามรายละเอียดในบทที่ 4 หลังจากนั้นจงึนาํมานับเซลลที่ยอมติดสี surface markers (CD3, CD4) และ 
ไซโตไคนภายในเซลลซ่ึงไดแก IL-17 และ IFN-gamma โดยเครื่อง flow cytometry ซ่ึงตัวอยาง
สําหรับอาสาสมัครสุขภาพดี แสดงดวย scatter diagram รูปที่ 12 และตัวอยางสําหรับผูติดเชื้อเอชไอวี  
แสดงดวย scatter diagram รูปที่  13 สําหรับ scatter diagram ในรูปที่ 14 แสดงเซลล CD4+ T cells 
กอนและหลังกระตุนดวย PMA/I  ตัวเลขที่ระบุใน quadrant ดานขวาบนแสดงรอยละของเซลลที่มี
การ expression ของ markers ทั้ง 2 ชนิดตามแกน x และ แกน y ซ่ึงจะเห็นวาเมื่อกระตุนดวย 
PMA/Ionomycin แลว เซลล CD4+ T cells สามารถสรางไซโตไคนในสัดสวนมากขึน้ทั้ง IL-17 และ 
IFN-gamma  แตในอาสาสมคัรบางรายตัวเลขไมเพิ่มขึ้นไดเชนกนั 

สําหรับรูปที่  15 แสดงการ co-expression ของ IFN-gamma และ IL-17 ในเซลล CD4+ T 
cells และ co-expression ของ IL-4 และ IL-17 ภายในเซลล CD4+ T cells ซ่ึงจะเหน็วา มีสัดสวนของ
เซลลที่ express ไซโตไคนเพียงอยางเดียว และสวนนอยที่สามารถ express ไซโตไคนไดทั้งสองชนิด 
(quadrant ขวาบน) แตเนื่องจาก IFN-gamma เปนไซโตไคน marker ที่สําคัญใน T helper 1 (Th1) 
polarization และ IL-4  เปนไซโตไคน marker ที่สําคัญใน T helper 2 (Th2) polarization จึงนาจะ
แสดงวาสวนใหญของเซลล CD4+ T cells ที่มี IL-17 expression ไมสามารถจัดเปน Th1 หรือ Th2 
polarization ไดหรือ เรียกวากลุม Th0 นั่นเอ 
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      (ก)         (ข) 
 

 

0.16% 0.04% 

     (ค)        (ง) 
 
รูปท่ี 12  แสดงตัวอยาง Scatter Diagram ของ PBMC ในอาสาสมัครสุขภาพดี  
 ก) แสดงกลุมเซลล PBMC ที่ติดสี anti-CD3 (Per-CP) ซ่ึงจะอยูทางดานขวา  
 ข) แสดงกลุมเซลล CD3 ทั้งหมดที่ติดสี anti-CD4 (APC) ซ่ึงอยูในวงดานขวา สวนกลุมเซลล
ทางดานซายเปนเซลล CD3 ที่ไมติดสี anti-CD4 (APC) 
 ค) แสดงกลุมเซลล CD3+CD4+ และ CD3+CD4- ที่ไมถูกกระตุนซึ่ง express IL-17 ภายใน
เซลลแสดงตัวเลขเปนรอยละของการ expression (right upper quadrant) เซลลสวนใหญที่อยูใน left 
upper quadrant เปนเซลลที่ไมมี IL-17 expression 
 ง) แสดงกลุมเซลล CD3+CD4+ และ CD3+CD4- ที่ไมถูกกระตุนซึง่ express IFN-gamma 
ภายในเซลลแสดงตัวเลขเปนรอยละของการ expression (right upper quadrant)  เซลลสวนใหญทีอ่ยู
ใน left upper quadrant เปนเซลลที่ไมมี IFN-gamma expression 
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   (ก)     (ข) 
 

 

0.09% 
1.82% 

   (ค)     (ง) 
 
รูปท่ี 13  แสดงตัวอยาง Scatter Diagram ของ PBMC ในผูติดเชื้อเอชไอวี  
 ก) แสดงกลุมเซลล PBMC ที่ติดสี anti-CD3 (Per-CP) ซ่ึงจะอยูทางดานขวา (วงรอบไว) 
 ข) แสดงกลุมเซลล CD3 ทั้งหมดที่ติดสี anti-CD4 (APC) ซ่ึงวงไวดานขวา สวนกลุมเซลล
ทางดานซายเปนเซลล CD3 ที่ไมติดสี anti-CD4 (APC) 

ค) แสดงกลุมเซลล CD3+CD4+ และ CD3+CD4- ที่ไมถูกกระตุนซึ่ง express IL-17 ภายใน
เซลล (right upper quadrant) เซลลสวนใหญที่อยูใน left upper quadrant เปนเซลลที่ไมมี IL-17 
expression 

ง) แสดงกลุมเซลล CD3+CD4+ และ CD3+CD4- ที่ไมถูกกระตุนซึง่ express IFN-gamma 
ภายในเซลล (right upper quadrant) และตัวเลขแสดงรอยละของเซลลที่มี IFN-gamma expression 
เซลลสวนใหญที่อยูใน left upper quadrant เปนเซลลที่ไมมี IFN-gamma expression 
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0.13% 0.34% 

 

  

0.27% 1.89% 

 

  

1.11% 1.39% 

 

  

0.09% 0.05% 

  
รูปท่ี 14 แสดง Scatter Diagram ของ IL-17 Expression กอนและหลังกระตุน 
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รูปท่ี 15   แสดงตัวอยาง Scatter Diagram ของ CD3+ CD4+ T cells หลังกระตุน ในผูติดเชื้อเอชไอวี
ซ่ึงมี expression ของทั้ง IFN-gamma และ/หรือ IL-17 และ expression ทั้ง IL-4 และ/หรือ IL-17 : จาก
รูป co-expression ของไซโตไคนภายในเซลลพิจารณาจากเซลลใน quadrant บนขวาซึ่งมีคานอยมาก 
อนุมานไดวาเซลลที่สราง IL-17 ที่ตรวจพบไดในเซลล CD4+ T cells จากการศึกษานี้ไมนามี 
polarization ไปทาง Th1 หรือ Th2 ทางใดทางหนึ่ง 
 

เมื่อนํารอยละของ IL-17 expression ภายในเซลล CD4+ T cells ทั้งที่ไดรับและไมไดรับการ
กระตุนดวย PMA/Ionomycin ของอาสาสมัครแตละคนในแตละกลุมมา plot เปน scatter diagram 
 ดังรูปที่ 16 และคามัธยฐานของรอยละ IL-17 expression ในแตละกลุมแสดงใหเห็นความแตกตางชัด
ขึ้นดวยแผนภมูิแทงดังรูปที ่ 17  เมื่อนําคาเฉลี่ยและคามัธยฐานของ expression ของทั้ง IL-17 และ 
IFN-gamma ในอาสาสมัครแตละกลุมมาแสดงดังตารางที่ 5 ซ่ึงถาพิจารณาเปรียบเทียบสัดสวนของ 
IL-17 expression ของผูติดเชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครสุขภาพดี ในภาวะที่ไมถูกกระตุนและถูก
กระตุนดวย PMA/Ionomycin ดังตารางที่ 6 จะเห็นวากลุมผูติดเชื้อเอชไอวีจะแสดงสดัสวนของ IL-17 
expression ภายใน CD4+ T cells ที่ไมไดถูกกระตุนสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนยัสําคัญ 
(p<0.0001) ในขณะทีไ่มพบความแตกตางอยางมีนัยทางสถิติระหวางอาสาสมัครทั้ง 2 กลุมในกรณี 
IFN-gamma สําหรับการเปรยีบเทียบสัดสวนของรอยละ IL-17 และ IFN-gamma expression กอนและ
หลังถูกกระตุน ไดแสดงดังตารารงที่ 7 จะเหน็วา หลังจากถูกกระตุนเซลล CD4+ T cells ของทั้ง
อาสาสมัครสุขภาพดแีละผูติดเชื้อเอชไอวสีามารถตอบสนองโดยการสรางไซโตไคนทั้งสองชนิด
ภายในเซลลไดในสัดสวนทีสู่งกวาในสภาวะไมผานการกระตุนดวย PMA และ Ionomycin อยางมี
นัยสําคัญ (p<0.0001) โดยสามารถพิจารณาการเปลี่ยนแปลงกอนและหลังถูกกระตุนดวย PMA/ 
onomycin ของเซลล CD4+ T cells ในอาสาสมัครแตละรายของกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีไดดังรูปที่ 18 
และของกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีดังรูปที่ 19  
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รูปท่ี 16  แสดง Scatter Diagram ของคา % IL-17 Expression ภายใน CD4+ T cells ของอาสาสมัคร
สุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอว ี(1 จุดตอ 1 คน) 
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รูปท่ี 17 แสดงแผนภูมิรูปแทงเปรียบเทียบคามัธยฐานของรอยละ Expression ของไซโตไคนกอนและ
หลังกระตุนดวย PMA/Ionomycin ในผูติดเชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครสุขภาพด ี

 



 55 

   % IL-17 expression 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

Not stimulated Stimulated by PMA/I

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 18 แสดงการเปลี่ยนแปลงของ % IL-17 expression ภายในเซล CD4+ T cells กอนและหลังการ
กระตุนดวย PMA/I ของผูติดเชื้อเอชไอวแีตละราย  ซ่ึงพบวามีการเปลีย่นแปลงสูงขึน้หลังถูกกระตุน
อยางมีนัยสําคญั (p<0.0001) 
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รูปท่ี 19 แสดงการเปลี่ยนแปลงของ % IL-17 expression ภายในเซล CD4+ T cells กอนและหลังการ
กระตุนดวย PMA/I ภายในเซล CD4+ T cells ของอาสาสมัครสุขภาพดีแตละราย ซ่ึงพบวามีการ
เปลี่ยนแปลงสงูขึ้นอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.0001) 
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ตารางที่ 5 แสดงคาเฉลี่ยและคามัธยฐานของ Cytokine Expression ภายใน CD4+ T Cells ทั้งที่ผาน
การกระตุนและไมถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin ของอาสาสมัครในแตละกลุม 

%IL-17 expression by ICCS %IFN-gamma expression by ICCS  
CD3+ CD4+ T cells Mean ± SD Median  

(Min- Max) 
Mean ± SD Median  

(Min- Max) 
HIV infected 
patients 
: Unstimulated cells 
: PMA/Ionomycin 
stimulated cells 

 
0.93 ± 0.84 
1.91 ± 1.59 

 
0.68 (0.05-4.7) 
1.45 (0.23-7.5) 

 
0.26 ± 0.38 
4.0 ± 6.72 

 
0.105 (0-2.01) 

1.42  
(0.02-33.01) 

Healthy volunteers 
: Unstimulated cells 
: PMA/Ionomycin 
stimulated cells 

 
0.19 ± 0.23 
0.79 ± 0.55 

 
0.12 (0-1.05) 

0.645  
(0.13-1.87) 

 
0.17 ± 0.22 
2.72± 2.71  

 
0.11 (0-1.13) 

1.935 
(0.9-11.72) 

ICCS= Intracellular cytokine staining 
 
 
ตารางที่ 6 แสดงการเปรียบเทียบสัดสวนของเซลล T Helper Cells ที่มี IL-17 Expression หรือ IFN-
gamma Expression ในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดแีละผูติดเชื้อเอชไอว ี 

Unstimulated CD4+ T cells 
%Median (Min-Max) 

PMA/Ionomycin stimulated CD4+ T cells 
%Median (Min-Max) 

Cytokines 
expression 

HIV Healthy P-value HIV Healthy P-value 
IL-17 0.68  

(0.05-4.7) 
 

0.12  
(0-1.05) 

 

<0.0001* 1.45  
(0.23-7.5) 

0.645  
(0.13-1.87) 

<0.0001* 

IFN-γ 0.105  
(0-2.01) 

 

0.11  
(0-1.13) 

 

0.427* 1.42  
(0.02-
33.01) 

1.935 
(0.9-11.72) 

0.338* 

* nonparametric analysis by Mann Whitney U test significant P-value < 0.05 
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ตารางที่ 7 แสดงการเปรียบเทียบสัดสวนของเซลล CD4+ T cells ที่แสดง IL-17 Expression หรือ 
IFN-gamma Expression กอนและหลังกระตุนดวยไมโตเจนในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีและผูตดิเชื้อ
เอชไอวี  

HIV-infected patients 
%Median (Min-Max) 

Healthy volunteers 
%Median (Min-Max) 

Cytokines 
expression 

unstimulated PMA/I P-value unstimulated PMA/I P-value 
IL-17 0.68  

(0.05-4.7) 
 

1.45  
(0.23-7.5) 

 

<0.0001* 0.12  
(0-1.05) 

 

0.645  
(0.13-1.87) 

<0.0001* 

IFN-γ 0.105  
(0-2.01) 

 

1.42  
(0.02-33.01) 

 

<0.0001* 0.11  
(0-1.13) 

 

1.935 
(0.9-11.72) 

<0.0001* 

* nonparametric analysis by Wilcoxon test, significant P-value < 0.05 
 
 

ตารางที่  8 แสดงการเปรียบเทียบความแตกตางของ % expression ของ IL-17 และ IFN-γ ภายใน
เซลล CD4+ T cells ที่ไมถูกกระตุนและถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin ของอาสาสมัครสุขภาพดี
และผูติดเชื้อเอชไอวี และวิเคราะหความแตกตางของทั้งสองกลุม 

Median of the % expression difference Cytokine expression 
in CD4+ T cells HIV infected patients Healthy volunteers P-value* 
IL-17 0.67 (-1.64 to 5.84) 0.43 (0.08 to 1.72) 0.288 

IFN-γ 1.31 (-0.06 to 31.72) 1.64 (0.09-11.42) 0.281 

The % expression difference = % expression in stimulated CD4+ T cells - % expression in 
unstimulated CD4+ T cells  
* nonparametric analysis by Mann Whitney U test, significant P-value <0.05 
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เมื่อพิจารณาความแตกตางของรอยละ IL-17 expression ภายในเซลล CD4+ T cells หลังถูก
กระตุนเทยีบกบัไมไดรับการกระตุนดวย PMA/Ionomycin จากอาสาสมัครแตละคนซึ่งสามารถแสดง
ดวยคามัธยฐานของความแตกตางในการ expression และเปรียบเทียบความแตกตางของการ 
expression ในผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดี ดังแสดงในตารางที่ 8 ซ่ึงเมื่อวิเคราะหทาง
สถิติแลวพบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีและ

อาสาสมัครสุขภาพดีของทั้ง IL-17 expression และ IFN-γ expression จึงสรุปไดวาการกระตุนดวยไม

โตเจนสามารถเพิ่มสัดสวน expression ของทั้ง IL-17 และ IFN-γ ไดอยางมีนยัสําคัญของทั้งผูติดเชื้อ
เอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพแตกลับไมพบความแตกตางระหวางผูติดเชื้อและไมติดเชื้อเอชไอวี  

การ expression ของ IL-17 และ IFN-γ ภายใน CD4+ T cells จะแตกตางกันระหวางกลุมเซล
ที่ไมถูกกระตุนและถูกกระตุนดวย PMA/I อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงใหเห็นวากลุมเซล CD4+ T 
cells ที่ผานการกระตุนจะใหคา expression ของไซโตไคนดังกลาวสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทั้งใน
อาสาสมัครสุขภาพดแีละผูติดเชื้อเอชไอว ี แตเมื่อพิจารณาความแตกตางดังกลาวในอาสาสมัครแตละ
รายระหวางกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดีโดยดูความแตกตางจากการเปลี่ยนแปลง

ของ expression ภายในเซลของ IL-17 และ IFN-γ หลังการกระตุนแลวจะเห็นวาไมพบความแตกตาง
ระหวางการเปลี่ยนแปลงของไซโตไคนทั้งสอง แสดงใหเห็นวา เซล CD4+ T cells ของผูติดเชื้อเอชไอ
วีสามารถสรางไซโตไคนทั้งสองตอบสนองตอการกระตุนดวย PMA/ionomycin ไดไมแตกตางจาก
อาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมตดิเชื้อเอชไอวี  
 

การพิจารณา IL-17 expression ภายในเซลล CD4+T cells เม่ือใชคา Cutpoint 
เมื่อนําคาเฉลี่ยและคาเบี่ยงเบนมาตรฐานของ IL-17 expression ของเซล CD4+ T cells ที่ยัง

ไมถูกกระตุน จากกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีมาใชคํานวณหาคา cutpoint เพื่อวัตถุประสงคในการระบุ
คารอยละของ IL-17 expression ที่เหมาะสมในการแสดงการเปลี่ยนแปลงหลังกระตุนและลดปญหา
เร่ือง false positive result จากการแปลผลหรือตัวกวนจากการติดสี background ซ่ึงสามารถนํามาใช
เปน baseline ในการศึกษานีจ้ึงระบุใหคารอยละของ IL-17 expression ที่มากกวา คาเฉลี่ย เกินสองเทา
ของคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean + 2SD) จากตารางที่ 5 เมื่อคํานวณในกรณีนีแ้ลวจะไดคาเทากับ รอย
ละ 0.65 ซ่ึงเมื่อนําไปตัดขอมูลที่มีคานอยกวาที่กําหนดนี้ในแตละกลุม จะไดจํานวนอาสาสมคัรที่
แสดงรอยละของ IL-17 expression สูงกวาคาดังกลาว เมื่อนํามาแสดงสัดสวนของจํานวนตัวอยาง
อาสาสมัครสุขภาพดแีละผูติดเชื้อเอชไอวทีี่มีคา IL-17 expression มากกวาคาดังกลาว นําเสนอเปน
แผนภูมิไดดังรูปที่ 20 
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จากรูปจะเหน็ไดวา เมื่อนําสัดสวนในแตละกลุมมาเปรียบเทียบกันจะพบวา กลุมผูติดเชื้อเอช
ไอวีสามารถแสดง IL-17 Expression ในเซล CD4+ T cells ที่ไมถูกกระตุนและถูกกระตุนไดสูงกวาคา 
baseline ที่ตัง้ไวในสัดสวนที่สูงกวากลุมอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ (55% VS 5%, 
p<0.0001; 85% VS 50%, p=0.001 ตามลําดับ) แตเมื่อเปรียบเทียบ IL-17 expression ที่มีคาสูงกวาคา 
baseline ระหวางไมถูกกระตุนและถูกกระตุนในแตละกลุมอาสาสมัครพบวาไมมคีวามแตกตางอยางมี
นัยสําคัญแมวาหลังการกระตุนดวย PMA/Ionomycin จะแสดงรอยละของ IL-17 expression สูงกวาไม
ถูกกระตุนก็ตามโดยในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีเพิ่มขึ้นจากรอยละ 5 เปนรอยละ 50 (p=0.487) และ
กลุมผูติดเชื้อเอชไอวี เพิ่มจากรอยละ 55 เปนรอยละ 85 (p=0.533)   

 
รูปท่ี 20  แผนภูมิแทงแสดงรอยละของสัดสวน IL-17 expression ในเซล CD4+ T cells ที่มี 
expression มากกวาคา cutpoint (Mean+2SD) หรือ 0.65% ทั้งในกลุมที่ไมถูกกระตุนและถูกกระตุน
ดวย PMA/Ionomycin จากกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพด ี
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การพิจารณา IL-17 expression ภายในเซลล CD3+CD4- T cells และ CD3+ T cells 
ดวยกระบวนการตรวจหา IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells หรือ CD3+CD4+ cells 

โดยวิธีการยอมสีและ flow cytometry ในการศึกษานี ้ทาํใหสามารถหา IL-17 expression ภายในกลุม
เซลลอ่ืนไดเชนกัน เมื่อพจิารณากลุมเซลลที่ยอมติดสี CD3 marker บนผิวเซลลซ่ึงถือวาเปน T cells 
กลุมที่ยอมไมติด CD4 marker (CD3+CD4- cells) หรืออนุมานวาอาจจะเปน CD4-CD8+ หรือ CD4-
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CD8- T cells นั้นสามารถสรุปผลการตรวจหารอยละการ expression ของ IL-17 และ IFN-γ ในกลุมผู
ติดเชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครสุขภาพดีไดดังตารางที่ 9 และเปรียบเทียบความแตกตางของการ 

expression ของ IL-17 และ IFN-γ ระหวางกอนและหลังการกระตุนดวย PMA/ionomycin ในกลุม
อาสาสมัครทั้งสองกลุมดังแสดงดวยตารางที่ 10 ซ่ึงจะเห็นวาแมวาเซลลกลุม CD3+CD4- T cells ของ

ผูติดเชื้อเอชไอวีนั้นจะมกีารสราง IL-17 และ IFN-γ ในภาวะไมถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin ได
ในสัดสวนที่สูงกวาในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนยัสําคัญ (p < 0.0001) กต็ามแตเซลลกลุม 
CD3+CD4- T cells ไมสามารถตอบสนองตอการถูกกระตุนดวย PMA/ionomycin ใหเพิ่มการสราง 
IL-17 ภายในเซลลไดสูงขึ้นไดอยางมนีัยสําคัญไดทั้งในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดี 
(p=0.268 และ p=0.742 ตามลําดับ) และเมือ่นํา รอยละ IL-17 expression กอนและหลังกระตุนมาหา
ความแตกตางในแตละคนของแตละกลุมประชากร (คามัธยฐานในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวี 0.09, พิสัย -
0.91 ถึง 5.38 VS กลุมอาสาสมัครสุขภาพดี 0.01, พิสัย -0.56 ถึง 0.43) พบวาไมแตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเชนกัน (p=0.158) ในทางตรงขามกลับเห็นการตอบสนองของ IFN-γ expression 
ไดชัดเจนหลังการกระตุนอยางมีนัยสําคัญในประชากรทั้งสองกลุม (p<0.0001) 
 

ตารางที่ 9 แสดงการเปรียบเทียบรอยละของ IL-17 Expression หรือ IFN- γ Expression ภายในเซลล 
CD3+CD4- T cells ในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดแีละผูตดิเชื้อเอชไอวี  

Unstimulated CD4- T cells 
%Median (Min-Max) 

PMA/Ionomycin stimulated CD4- T cells 
%Median (Min-Max) 

Cytokines 
expression 

HIV Healthy P-value HIV Healthy P-value 
IL-17 0.915  

(0.06-2.59) 
 

0.09 
(0.01-0.78) 

 

<0.0001* 1.0  
(0.15-7.82) 

0.12  
(0.01-0.63) 

<0.0001* 

IFN-γ 0.275 
(0.02-1.56) 

 

0.1  
(0.01-1.27) 

 

0.03* 3.11  
(0.06-28.69) 

3.04 
(0.04-42.67) 

0.51* 

* nonparametric analysis by Mann Whitney U test significant P-value < 0.05 
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ตารางที่ 10 แสดงการเปรียบเทียบรอยละของ IL-17 Expression หรือ IFN- γ Expression ภายใน 
CD3+CD4- cells กอนและหลังกระตุนดวยไมโตเจน ในอาสาสมัครสุขภาพดแีละผูตดิเชื้อเอชไอวี  

HIV-infected patients 
%Median (Min-Max) 

Healthy volunteers 
%Median (Min-Max) 

Cytokines 
expression 

unstimulated PMA/I P-value unstimulated PMA/I P-value 
IL-17 0.915  

(0.06-2.59) 
1.0  

(0.15-7.82) 
0.268* 0.09  

(0.01-0.78) 
0.12  

(0.01-0.63) 
0.742* 

IFN-γ 0.275  
(0.02-1.56) 

 

3.11  
(0.06-
28.69) 

<0.0001* 0.1  
(0.01-1.27) 

 

3.04 
(0.04-
42.67) 

<0.0001* 

* nonparametric analysis by Wilcoxon signed rank test, significant P-value < 0.05 
 

ปจจัยท่ีมีผลตอการตอบสนองในการ Expression ของ IL-17 ภายในเซลล CD4+ T cells 
 เซลลที่สราง IL-17และ conditions ที่เกีย่วของกับ pathways ของไซโตไคนยอมมีผลตอ
บทบาทของ IL-17 รวมไปถึง expression ของ IL-17 เชนกัน ดังนั้นเมือ่ควบคุม conditions ตาง ๆ จาก
การเตรียมระเบียบวจิัยที่กลาวมารวมกับเกณฑคัดเลือกอาสาสมัครเขารวมโครงการ จึงคงเหลอืแต
ปจจัยทางกายภาพและระบบภูมิคุมกันทีเ่กี่ยวของเทานัน้ในการพิจารณาปจจยัที่เกี่ยวของกับ IL-17 
expression ดังแสดงดวยการวิเคราะหสหสัมพันธระหวาง IL-17 expression กับตัวแปรที่เกี่ยวของตาง 
ๆ ไวใน ตารางที่ 11 และ 12 

จากตารางที ่ 11 จะเห็นวาการจับคูความสัมพันธของปจจัยที่นํามาวิเคราะหกบั IL-17 
expression ภายใน CD4+ T cells ของผูติดเชื้อเอชไอว ี ทั้งกอนและหลังกระตุนสวนใหญจะแสดง

ความสัมพันธอยางไมมีนยัสําคัญทางสถิติหรือไมพบวาเกี่ยวของกัน ยกเวน IFN-γ expression ที่ให
ความสัมพันธอยางมีนัยสําคญักับ IL-17 expression เมื่อไมถูกกระตุน (P<0.0001) และสัมพันธกับ IL-
17 expression หลังถูกกระตุน (P=0.028 และ P= 0.016) สวนความแตกตางของ IL-17 expression 
กอนและหลังกระตุนนั้นไมแสดงความสมัพันธกับตัวแปรใด ๆ อยางมีนัยสําคัญ   
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ตารางที่ 11  แสดงปจจัยทางกายภาพและปจจัยทางหองปฏิบัติการที่เกี่ยวของในการพจิารณา
ความสัมพันธกับ IL-17 Expression ในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี

IL-17 Expression ในกลุมผูตดิเชื้อเอชไอว ี  N= 40 ปจจัยทีน่ํามา
พิจารณา Unstimulated Stimulated by 

PMA/I 
Difference of % expression    

Sex* 
Age** 
Hematocrit** 
Neutrophil count** 
Eosinophil count** 
CD4 count** 
CD4/CD8** 
Viral load** 

IFN-γ 
expression** 
Unstimulated cells 
Stimulated cells 

0.433, P=0.858 
-0.134,P=0.411 
-0.2, P=0.215 

0.131, P=0.514 
-0.122, P=0.455 
-0.095, .P=0.56 
-0.163, P=0.315 
0.167, P=0.302 

 
0.771,P<0.0001 
0.209, P=0.195 

0.307, P=0.805 
0.084, P=0.605 
-0.028, P=0.862 
-0.027, P=0.869 
-0.202, P=0.212 
-0.150, P=0.354 
-0.116, P=0.475 
0.253, P=0.115 

 
0.347, P=0.028 
0.377, P=0.016 

0.758, P=0.685 
0.169, P=0.297 
0.084, P=0.605 
-0.104, P=0.521 
-0.15, P=0.354 
-0.110, P=0.501 
-0.033, P=0.839 
0.18, P=0.266 

 
-0.065, P=0.69 
0.291, P=0.068 

* Correlation by Chi-square test, significant P value when P<0.05 
**Bivariate Correlation analysis by Pearson test, significant P value when P<0.05 
 
 สําหรับการวิเคราะหสหสัมพันธของปจจยัตาง ๆ วามผีลตอ IL-17 expression ของเซลล 
CD4+ T cells หลังถูกกระตุนและไมไดกระตุน รวมถึงความแตกตางของรอยละ IL-17 expression 
กอนและหลังกระตุนดวย PMA/ionomycin ในอาสาสมัครสุขภาพดีไดสรุปไวในตารางที่  12  ซ่ึงจะ

เห็นวายังพบความเกีย่วของอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวาง IL-17 expression และ IFN-γ 
expressionไดทั้งในกลุมที่ไมไดกระตุน (p=0.002) และที่ผานการกระตุน (p=0.011)นอกจากนี้ IL-17 
expression ใน CD4+ T cells หลังถูกกระตุนและความแตกตางของ IL-17 expression กอนและหลัง
กระตุนดวยไมโตเจนในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดยีังมีความสัมพันธกับรอยละเม็ดเลือดขาว CD4+ T 
cells และ CD4/CD8 ratio ไปในทิศทางตรงกันขามอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p=0.001 สําหรับ IL-17 
expression หลังถูกกระตุน และ p=0.009 และ p=0.003 ตามลําดับสําหรับความแตกตางของ IL-17 
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กอนและหลังกระตุน) กลาวคือถามีรอยละ CD4 cells และ CD4/CD8 ratio ต่ําจะยิ่งตอบสนองตอการ
เพิ่มขึ้นของรอยละ IL-17 expression สูงขึ้นอยางสัมพันธกัน 
 
ตารางที่ 12 แสดงปจจัยทางกายภาพของคนไขและปจจัยอ่ืนที่เกี่ยวของในการพจิารณาความสัมพันธ
กับ IL-17 Expression ในกลุมอาสาสมัครสุขภาพด ี

IL-17 Expression ในกลุมอาสาสมัครสุขภาพด ี  N= 40 ปจจัยทีน่ํามา
พิจารณา Unstimulated Stimulated by 

PMA/I 
Difference of % expression    

Sex* 
Age** 
Hematocrit** 
Neutrophil count** 
Eosinophil count** 
% CD4** 
CD4/CD8** 

IFN-γ 
expression** 
Unstimulated cells 
Stimulated cells 

0.002, P=0.985 
-0.128,P=0.431 
-0.306,P=0.054 
0.036, P=0.823 
-0.234P=0.147 
-0.302,P=0.058 
-0.237,P=0.140 
 
0.478, P=0.002 
-0.17, P=0.917 

0.002, P=0.985 
-0.156, P=0.338 
-0.313, P=0.049 
0.139, P=0.393 
-0.43, P=0.379 

-0.492, P=0.001 
-0.510, P=0.001 

 
0.117, P=0.472 
0.399, P=0.011 

1.052, P=0.305 
-0.113, P=0.489 
-0.203, P=0.208 
0.137, P=0.398 
-0.048, P=0.767 
-0.405, P=0.009 
-0.456, P=0.003 

 
-0.097, P=0.552 
0.453, P=0.03 

* Correlation by Chi-square test, significant P value when P<0.05 
**Bivariate Correlation analysis by Pearson test, significant P value when P<0.05 
 
 ปจจัยท่ีมีผลตอ IL-17 Expression ในเซลล CD4+ T cells 
 เมื่อพิจารณาขอมูลที่ไดจากตารางการวิเคราะหสหสัมพนัธที่ผานมาจะเหน็ไดวา IL-17 
expression ในเซลล CD4+ T cells ที่ไมถูกกระตุนนาจะขึ้นกับปจจัยที่อาจมีผลกระตุนเซลลภายใน

รางกายของอาสาสมัครกอนนํามาตรวจ และเนื่องจาก IFN-γ เปน cytokine marker ที่สําคัญของ 
CD4+ T cells ในกลุม Th1 จึงเปนไปไดวา ความสัมพนัธดังกลาวอาจเปนเพยีง coincidence เทานั้น 

หรือ IFN-γ อาจมีผลทางออมตอการสราง IL-17 ก็ได  สวนกรณีมกีารกระตุน CD4+ T cells พบวา 

IL-17 expression มีความเกีย่วของกับ IFN-γ expression เชนกัน อยางไรก็ตามรอยละของ CD4+ T 
cells และ CD4/CD8 ratio แสดงความสัมพันธกับ IL-17 expressionเฉพาะในกลุมอาสาสมัครสุขภาพ
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ดีเทานั้น โดยความสัมพันธเกิดขึ้นในทิศทางตรงกันขามกันกลาวคือ ถารอยละ CD4+ T cells สูงจะมี 
IL-17 expression ในสัดสวนที่นอยกวา เพื่อใหมัน่ใจวาความสัมพันธดังกลาวเปนเสนตรงหรือไม 
สามารถตรวจสอบไดโดยการวิเคราะหการถดถอยซึ่งแสดงผลดังตารางที่  13    เมื่อพิจารณาจะพบวา
สมการถดถอยที่ไดจากการวิเคราะหไมสามารถเปนเสนตรงได เนื่องจาก คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ 
(R2) มีคานอยเพยีง 0.262 และแมวาการวิเคราะหการถดถอยจะใหความเชื่อมั่นที่ P=0.027 ซ่ึงเปน
ระดับความเชือ่มั่นของ F test ที่มีนัยสําคัญทางสถิติก็ตาม แตเมื่อพจิารณาตวัแปรแตละตวัแลวไม
สามารถหาตัวแปรอิสระที่มีคาความเชื่อมัน่จาก T test ที่ใหคา p<0.05 ไดเลยจึงสรุปไดวา model ของ
กลุมผูติดเชื้อเอชไอวีไมมีปจจัยที่มีผลโดยตรงตอ IL-17 expression หลังไดรับการกระตุนแลว 

สําหรับการวิเคราะหการถดถอยแบบเสนตรงในกลุมอาสาสมัครสุขภาพด ี ซ่ึงแสดงในตาราง
ที่ 14   นั้นพบวาแม F test จะแสดงความเชื่อมั่นอยางมีนัยสําคัญในการเปนตวัแปรอิสระของปจจัยที่
คัดมาวิเคราะห แตก็เหมือนในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีที่ไมมีปจจัยใดเลยที่ใหผลแสดงความเชื่อมั่นอยาง
มีนัยสําคัญในการเปนปจจัยที่มีความสัมพนัธกับ IL-17 expression หลังการกระตุนในอาสาสมัคร
สุขภาพ เชนกนั กลาวโดยสรุปวาไมมีปจจยัใดที่มีความสมัพันธกับ IL-17 expression ภายใน CD4+ T 
cells ทั้งในผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดีเมื่อพิจารณาการวิเคราะหความสัมพันธในเชิง
เสนตรง 

 
ตารางที่  13 แสดงผลลัพทจากการวิเคราะหการถดถอยเพื่อหาตัวแปรอิสระที่สามารถเปนปจจัย
กําหนด IL-17 Expression หลังกระตุน CD4+ T Cells ในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี

 
Model Summary 

Model R R Square 
Adjusted R 

Square 
Std. Error of 
the Estimate 

1 .512 .262 .178 1.44050 

a  Predictors: (Constant), Log VL, %IFN +, %CD4, %IFN unstimulated 
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ANOVA 

Model   
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

1 Regression 25.820 4 6.455 3.111 .027 
  Residual 72.627 35 2.075     
  Total 98.446 39       

a  Predictors: (Constant), Log VL, %IFN +, %CD4, %IFN unstimulated 
b  Dependent Variable: %IL-17 stimulated 
 
Coefficients 

Model   
Unstandardized 

Coefficients 
Standardized 
Coefficients t Sig. 

    B Std. Error Beta     

1 (Constant) .998 .848   1.177 .247 
  %IFN + .071 .043 .299 1.642 .110 
  %IFN neg .859 .765 .204 1.123 .269 
  %CD4 -.032 .031 -.158 -1.032 .309 
  Log VL .268 .177 .230 1.509 .140 

a  Dependent Variable: %IL-17 stimulated 
 
ตารางที่  14   แสดงผลลัพทจากการวิเคราะหการถดถอยเพื่อหาตวัแปรอิสระที่สามารถเปนปจจัย
กําหนด IL-17 Expression หลังกระตุน CD+ T Cells ในกลุมอาสาสมัครสุขภาพด ี
 
Model Summary 

Model R R Square 
Adjusted R 

Square 
Std. Error of 
the Estimate 

1 .640 .410 .342 .44424 

a  Predictors: (Constant), HCT, CD4/CD8, %IFN +, %CD4 
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ANOVA 

Model   
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

1 Regression 4.795 4 1.199 6.074 .001 
  Residual 6.907 35 .197     
  Total 11.702 39       

a  Predictors: (Constant), HCT, CD4/CD8, %IFN stimulated, %CD4 
b  Dependent Variable: %IL-17 stimulated  
 
Coefficients (a) 

Model   
Unstandardized 

Coefficients 
Standardized 
Coefficients t Sig. 

    B Std. Error Beta     

1 (Constant) 3.018 .805   3.749 .001 
  %CD4 -.017 .014 -.232 -1.235 .225 
  CD4/CD8 -.301 .200 -.286 -1.505 .141 
  %IFN + .035 .029 .173 1.210 .234 
  HCT -.030 .016 -.257 -1.897 .066 

a  Dependent Variable: %IL-17 stimulated  
  

a. ความสัมพันธของระดับ CD4 Cells ตอ IL-17 Expression 
 เมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวางระดับ CD4+ cell count กับ IL-17 expression ในเซลล 
CD4+ T cells หลังกระตุนแลวพบวา ระดบั CD4+ T cells ไมมีความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญ ทั้งใน
กลุมผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพตามที่คาดไวลวงหนา แตรอยละของ CD4+ T cells และ 
CD4/CD8 ratio ยังแสดงความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดี ดังนั้น
เมื่อนํา CD4+ T cells count ในผูติดเชื้อและอาสาสมัครสุขภาพดีมาแยกเปน 3 กลุมไดแก <200, 200-
499 และ > 500 ตัวตอซีซีเพื่อนํามาหาความสัมพันธกบัสัดสวนของ IL-17 expression ที่สูงกวาคา 
cutpoint ที่กลาวมาแลว ดังตารางที่ 15   ซ่ึงจะเห็นไดวาแมวาจะมแีนวโนมวาความสมัพันธเปนไปใน
ทิศตรงกันขามกลาวคือ ระดับ CD4+ T cells ที่ต่ําจะมสัีดสวนของ IL-17 expression สูงขึ้นอยางมี
นัยสําคัญในเซล CD4+ T cells ที่ไดรับการกระตุนจากกลุมอาสาสมัครสุขภาพดี (p=0.038) แตไมพบ
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ความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทั้งในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดใีนกรณไีมถูกกระตุน (p=0.527) และ
กลุมผูติดเชื้อเอชไอวี ( p=0.127,ในกรณีไมถูกกระตุน; p=0.344, กรณีถูกกระตุน)  
 
ตารางที่  15 แสดงความสมัพันธและกระจายตัวของจาํนวนอาสาสมคัรสุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอวี 
เมื่อพิจารณา CD4+ cell count และ IL-17 Expression ในเซลลที่ถูกและไมถูกกระตุนดวย PMA/ 
Ionomycin  

IL-17 expression in HIV 
infected patients 

IL-17 expression in healthy 
volunteers (N) 

 
CD4 cell count 

unstimulated stimulated  Unstimulated Stimulated*  
CD4 >500/mm3 2/6 4/6 1/28 11/28 

CD4 200-499/mm3 10/21 18/21 1/12 9/12 

CD4<200/mm3 10/13 12/13 NA NA 

 * significant difference by Pearson X2

 
b. ยาตานเชื้อไวรัสเอชไอวี และ IL-17 Expression 

 ในกลุมผูติดเชือ้เอชไอวีที่เปนอาสาสมัครในการศึกษานีม้ี 16 รายที่กําลังกินยาตานเชื้อเอชไอ
วีอยู ผูติดเชื้อที่กินยาและไมกินยาตานเชื้อไวรัสไมมีระดบั CD4 cell count และ CD4/CD8 ตางกัน
อยางมีนัยสําคญั (p=0.594 และ p=0.486 ตามลําดับ) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมที่ไมไดทานยาตานเชื้อ
ไวรัสแลวพบวาไมมีความแตกตางของ IL-17 expression ทั้งในเซลล CD4 ที่กระตุนและไมไดกระตุน 
(p=0.902 และ p=0.318 ตามลําดับ) อีกทั้งยงัไมพบความแตกตางของ IFN-gamma expressionในเซลล 
CD4+ T cells ที่กระตุนและไมไดกระตุน (p=0.244 และ p=0.774 ตามลําดับ) เมื่อพิจารณาความ
แตกตางของ IL-17 expression กอนและหลังกระตุนดวย PMA/Ionomycin แลวยังพบวาไมมีความ
แตกตางระหวางกลุมผูติดเชือ้เอชไอวีที่กําลังกินยาตาน และไมไดกินยาตานเชื้อเอชไอวี ทางสถิติ ทั้ง 
IL-17 expression และ IFN-gamma expression (p= 0.202 และ 0.095 ตามลําดับ) 

c. ภาวะ Eosinophiliaในเลือด และการ IL-17 Expression 
 เนื่องจากเซล eosinophil สามารถสราง IL-17 ไดบางและภาวะ eosinophilia อาจมีสาเหตุมา
จากหลายปจจยัเชน การติดเชื้อในกลุมพยาธิหรือเชื้อวัณโรค หรือโรคในกลุมเนื้อเยือ่เกี่ยวพันอกัเสบ
ซ่ึงถือวาเปนภาวะที่มกีารอักเสบอยูในรางกาย จึงไดคดัอาสาสมัครที่มี eosinophil count มากกวา 500 
ตัวตอซีซีออกไปจากโครงการ อยางไรก็ตามเทคนิคที่ใชในการวัด IL-17 คือการยอมไซโตไคนภายใน
เซล CD4+ T cells ซ่ึงถือเปนเซลลที่สรางไซโตไคนชนดินี้เปนหลัก ภาวะ eosinophilia จึงนาจะมีผล
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นอยเนื่องจากเปนกลุม asymptomatic HIV infection ซ่ึงจากการนําอาสาสมัครที่คัดออกไปนี้มารวม
เปนขอมูลใหม พบวามลัีกษณะของกลุมประชากรทั้งอาสาสมัครสุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอวีดัง
ตารางที่ 16 

เมื่อนําขอมูลของกลุม eosinophilia ของทั้งอาสาสมัครสุขภาพดแีละผูติดเชื้อไปเปรยีบเทียบ
กับกลุมที่ไมม ีeosinophilia พบวา IL-17 expression และ IFN-gamma expression ของทั้งสองกลุมไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p>0.05) มีเพยีงคาฮีโมโกลบินของกลุมที่มี eosinophilia มีคาต่ํากวาอยาง
มีนัยสําคัญในอาสาสมัครสุขภาพดี (p=0.012) และมแีนวโนมต่ํากวาแตไมมีนยัสําคัญ (p=0.056) แม
จะสรุปขอมูลดังกลาวไดยากเนื่องจากมีจํานวน N ในกลุมนี้นอยเกนิไป แตพอจะสรางความมั่นใจได
บางวาวิธี ICCS ในการตรวจ IL-17 expression ภายในเซล CD4 T cells นาจะไมถูกรบกวนดวยภาวะ 
eosinophilia ดวยเหตุผลที่ระบุไวแลวขางตน 

d. การติดเชื้อฉกฉวยโอกาส และ IL-17 Expression 
 เชนเดยีวกับภาวะ eosinophilia การติดเชื้อถือวานาจะเปนปจจยัสําคัญใหมีการเปลีย่นแปลง
ของระดับ IL-17 ไดอยางชัดเจนจึงถือเปนเกณฑในการคัดผูติดเชื้อเอชไอวท่ีมีประวัตกิารติดเชือ้ฉก
ฉวยโอกาส อยางไรก็ตามไดมีการแยกเลือดตัวอยางไปทําการตรวจและพิจารณาเปรียบเทียบรอยละ
ของ IL-17 expression ใน CD4+ T cells แลวพบวาไมมคีวามแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ ยกเวน 
IFN-gamma expression และ CD4 count ของผูติดเชื้อที่มีการติดเชื้อฉกฉวยโอกาสจะแสดงคาต่ํากวา
กลุมผูติดเชื้อเอชไอวีที่เขารวมโครงการอยางมีนัยสําคัญ (p=0.04 และ p=0.03 ตามลําดับ) 
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ตารางที่ 16 แสดงลักษณะของกลุมประชากรตัวอยางที่มภีาวะ Eosinophilia ทั้งอาสาสมัครสุขภาพดี
และผูติดเชื้อเอชไอว ี

Median (Min-Max) Characteristic 
(Eosinophilia group) Healthy volunteer (N=4) HIV infected volunteers (N=6) 
Male:Female 
Age (year) 
Hb (g/dL) 
WBC (/mm3) 
Absolute neutrophils(/mm3) 
Absolute eosinophils (/mm3) 
CD4 count (/mm3) 
CD4/CD8 ratio 
%IL-17 expression, unstimulated 
%IL-17 expression, stimulated 
%IFN-gamma expression, 
unstimulated 
%IFN-gamma expression, 
stimulated 
Duration of HIV infection (month) 
Currently on ARV (%) 

4:0 
38 (26-51) 

15.1 (13.6-15.7) 
5970 (5430-6560) 
3288 (2750-3500) 
745.5 (570-961) 
620.5 (312-833) 
1.43 (1.17-1.84) 
0.565 (0.04-1.05) 
0.865 (0.22-1.97) 

 
0.11 (0.01-1.41) 

 
1.195 (.3-5.37) 

NA 
NA 

3:3 
31 (27-34) 

11.95 (9.8-14.7) 
6225 (5130-7720) 
3114 (2860-4120) 
900.5 (509-1103) 
220.5 (10-991) 
0.205 (0.02-1.1) 
1.115 (0.24-8.73) 
1.23 (0.12-14.51) 

 
0.37 (.04-2.91) 

 
0.735 (0.08-17.51) 

16 (1-33) 
16.67% 

 



บทท่ี 6 
 

อภิปรายผลการวิจัย 
 
6.1  ขอมูลพื้นฐานของประชากรตัวอยาง 
 
6.1.1 ความแตกตางของอายอุาสาสมัครไมพบวาสัมพันธกับ IL-17 expression ใน CD4+T cells 

 
การศึกษานี้มปีระชากรเขารวมการวจิัย 2 กลุม ไดแก อาสาสมัครสุขภาพดีซ่ึงเปนผูบริจาค

เลือดที่ศูนยบริการโลหิต สภากาชาดไทย และผูติดเชื้อเอชไอวี ซ่ึงเปนผูปวยนอกโรงพยาบาล
จุฬาลงกรณและคลินิกนิรนาม สภากาชาดไทย การวิเคราะหขอมูลพื้นฐานเปรยีบเทียบระหวาง
ประชากรทั้งสองพบวาอายเุปนปจจยัเดยีวที่มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p=0.001) โดยผู
ติดเชื้อเอชไอวซ่ึีงมีอายุตั้งแต 20-60 ป เปนกลุมที่อายุสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีซ่ึงมอีายุตั้งแต 20-51 
ป และสวนใหญถึงรอยละ 65 มีอายุนอยกวา 30 ป อยางไรก็ตามประชากรทั้งสองกลุมมีการกระจาย
ในทุกชวงอาย ุ ปจจยัทางอายุอาจมีผลตอการตอบสนองของภูมิคุมกันในการศึกษานี้ไดเมือ่ตั้ง
สมมุติฐานวากลุมผูติดเชื้อเอชไอวีซ่ึงพบวามีอายุมากกวานาจะแสดงความผิดปกตขิอง IL-17 
expression ภายในเซลล CD4+ T cells แตเมื่อพจิารณาผลการศึกษาพบวาผลตอบสนองดังกลาวใน
ประชากรทั้งสองกลุมมีสัดสวนสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญหลังการกระตุนดวย PMA/ionomycin (คามัธย
ฐานของ % IL-17 expression กรณีไมถูกกระตุนและถูกกระตุนในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวี 0.68 VS 1.45 
และกลุมอาสาสมัครสุขภาพดี 0.12 VS 0.645, p<0.0001) และไมพบความแตกตางของ IL-17 
expression ของกอนและหลังกระตุนดวย PMA/Ionomycin ภายในเซลล CD4+ T cells ระหวางผูติด
เชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครสุขภาพดี (0.67 VS 0.43, p=0.288) รวมกับผลวิเคราะหความสัมพันธของ
อายุกับความแตกตางของ IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells กรณีไมถูกกระตุนและถูกกระตุน
ดวย PMA/Ionomycin ยังพบวาไมมีความสัมพนัธกันทั้งในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัคร
สุขภาพดี  (p=0.297 และ p=0.489 ตามลําดับ) ดังนั้นความแตกตางดานอายุของประชากรทั้งสองจึงไม
นาจะมีความสาํคัญมากนักกบัตัววดัของการศึกษานี้  

การไมพบความแตกตางที่สัมพันธกับอายขุองอาสาสมัครในประชากรทั้งสองกลุมใน

การศึกษานีย้ังหมายรวมถึง IFN-γ expression ภายในเซลล CD4+T cells ดวย ซ่ึงพบวา IFN-γ 
expression ในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี ไมสัมพันธกับอายขุองอาสาสมัคร (p=0.111, ขอมูลไมไดแสดง
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ในผลการศึกษา) ซ่ึงไมเหมือนกับผลการศึกษาของ Eylar EH และคณะ (116) ที่พบวา IFN-γ 
expression เพิม่สูงขึ้นถึง 4-5 เทาในผูสูงอายุเทียบกับวยัหนุมสาวที่ติดเชือ้เอชไอวี  

 
6.1.2 ขอจํากัดในการคัดเลือกประชากร  
 

การเลือกประชากรในงานวจิัยนี้มีขอจํากัด เนื่องจากอาสาสมัครสุขภาพดีที่มาบริจาคเลือดนั้น
ทางสภากาชาดไทยไดกําหนดอายุไวแลวและสวนใหญของผูที่มาบริจาคมักอยูในวยัเรียน หนุมสาว 
ทําใหอายเุฉลี่ยต่ํากวาผูติดเชือ้ซ่ึงมักอยูในวยัทํางาน มีครอบครัวแลว ภมูิลําเนาของอาสาสมัครทั้งสอง
กลุมสวนใหญอยูในกรุงเทพฯ และปริมณฑล (รอยละ 80 ของผูติดเชื้อเอชไอวี และรอยละ 97.5 ของ
อาสาสมัครสุขภาพด,ี p=0.085) เนื่องจากเปนงานวิจยัที่ทําในกรุงเทพฯ และสถานที่คัดเลือก
อาสาสมัครอยูในกรุงเทพฯ จึงทําใหการกระจายประชากรไมครอบคลุมทุกพื้นที่ อยางไรก็ตาม
เนื่องจากตวัวดัสําคัญที่ใชศึกษาในงานวิจยันี้เกีย่วเนื่องกบัระบบภูมิคุมกันซึ่งไมควรพบปจจัยความ
แตกตางที่เกี่ยวของจากเรื่องถ่ินที่พัก และผูเขารวมโครงการทุกคนเปนกลุมประชากรไทยที่มีเชื้อพงศ
เดียวกันซึ่งนาจะมีลักษณะทางระบบภูมิคุมกันใกลเคียงกัน ในทางกลับกันการศกึษาขอมูลพื้นฐาน
ของตัววดัทางภูมิคุมกันในระยะเริ่มตนเชนการศึกษานีค้วรทําในกลุมประชากรที่ม ี homogeneity กัน
กอน เพื่อใหสามารถสรุปความแตกตางไดชัดเจนโดยไมมีตัวกวนจากลกัษณะทางพนัธุกรรม 

การศึกษานีไ้ดพยายามตดัสภาวะตาง ๆ ที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงของ IL-17 เชนการติด
เชื้อรวม โรคเร้ือรัง ภาวะ eosinophilia เปนตน ซ่ึงจะเหน็ไดวาผลทางหองปฏิบัติการทุกชนิดที่ระบุไว
ในระเบยีบวิจยันั้นไมพบความแตกตางทางสถิติยกเวนระดับ CD4 count ซ่ึงเปนปจจัยซ่ึงผูวิจยัสนใจ
วาอาจมีผลตอตัววดัที่ตองการศึกษา  
 
6.2  ผลการทดสอบ IL-17 expression ใน CD4+ T cells โดยเทคนิค ICCS และ Flow Cytometry 

 
 การตรวจหา IL-17 ในการศกึษานีใ้ชวิธีการยอมไซโตไคนดูรอยละ IL-17 expression ภายใน
เซลล CD4+ T cells (ICCS) เนื่องจากเปนวิธีตรวจทีไ่วกวาการวัดระดับไซโตไคนใน 
supernatant(117-119) ซ่ึงเปนการตรวจไซโตไคนที่หล่ังออกมานอกเซลลแลวดวยวธีิ ELISA หรือ 
radioimmunoassay เปนตน อีกทั้ง ICCS ยังเปนเทคนิคที่สามารถระบุเซลลซ่ึงสรางไซโตไคนที่
ตองการศึกษาอยางจําเพาะไดในระดับเซลลและสามารถระบุจํานวน และ/หรือ รอยละของ CD4+ T 
cells ที่สราง IL-17 ภายในเซลลไดเชนกนั ขอดีของเทคนิคนี้ยังลดปญหาความผิดพลาดจากการแยก
เซลลที่ตองการศึกษาดวย เนือ่งจาก IL-17 สามารถสรางจากเซลลอ่ืน ๆ เชน eosinophils, CD3+CD8+ 
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T cells เปนตน ไดซ่ึงอาจปนเปอนมากับตัวอยางเลือดที่แยกจากอาสาสมัครได แมจะไดผาน
กระบวนการแยกเซลลมาแลวจึงลดปญหาการแปลผลผิดพลาด  

นอกจากนี้ผูวจิัยไดพยายามลดตัวกวนจากสภาวะตาง ๆ ที่อาจกระตุนภูมิคุมกันในอาสาสมัคร 
เชน การคัดออกอาสาสมัครที่มีอาการเจ็บปวย เปนไข หรือมีโรคเร้ือรัง การระบุจํานวน neutrophils 
ไวในขอมูลเพือ่การวิเคราะหผลการศึกษา รวมไปถึงการคัดเลือกเฉพาะอาสาสมัครที่มีจํานวน 
eosinophils อยูในเกณฑปกติ (นอยกวา 500 ตัวตอไมโครลิตร) ดวย 
 
6.2.1  IL-17 expression ใน CD4+ T cells ท่ีไมถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin 
 

ขอมูลปจจุบันระบุวา เฉพาะเซลล CD4+ T cells ที่ถูกกระตุนเทานัน้ (activated CD4+ T 
cells) ที่เปนแหลงในการสราง IL-17 และไมพบการสรางในเซลล CD4+ T cells ที่ไมถูกกระตุน (16, 
23-24) ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษานี้ แมวาการสราง IL-17 สามารถตรวจพบไดภายในเซลล CD4+ 
T cells ที่ไมไดถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin ไดเชนกัน แตคาการวัดอยูในเกณฑต่ําโดยพบวามี
คามัธยฐานของรอยละ IL-17 expression ใน CD4+ T cellsในอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมติดเชื้อเอชไอวี 
เพียงรอยละ 0.12 (พิสัย 0-1.05) อยางไรกต็ามในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี baseline IL-17 expression ใน
เซลล CD4+ T cells ที่ไมถูกกระตุนกลับแสดงผลในสัดสวนที่สูงกวาอาสาสมัครที่ไมติดเชื้อเอชไอวี
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (รอยละ 0.68 พสัิย 0.05-4.7, p<0.0001) หรือ ผูติดเชื้อเอชไอวีถึงรอยละ 50 
แสดงคารอยละ IL-17 expression ใน CD4+ T cells ที่ไมถูกกระตุนสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดี (55% 
VS 5% ตามลําดับ) เมื่อพจิารณาตัดคาการวัดดวยคารอยละ IL-17 expression ที่สูงกวาคาเฉลี่ยของ
อาสาสมัครสุขภาพดีถึง 2 เทาของคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

ปรากฏการณนี้นาจะเกดิขึ้นจากการติดเชื้อเอชไอวีเร้ือรังซ่ึงเปนภาวะ dynamic state ดังนั้น
เชื้อไวรัสในรางกายจะแบงตัวตลอดเวลาจึงมีการกระตุนเซลล CD4+ T cells อยางตอเนื่องซึ่งตรวจ
พบการเพิ่มขึน้ของรอยละ CD4+HLA-DR+ T cells และ CD4+CD25+ T cells ในผูติดเชื้อเอชไอวี
เทียบกับอาสาสมัครที่ไมติดเชื้อเอชไอว ี (120) ดังนัน้การติดเชื้อเอชไอวีจึงเปนสภาวะที่กอใหเกดิการ
กระตุนระบบภูมิคุมกันที่ตอบสนองตอเชื้อไวรัสทําใหมกีารสรางไซโตไคนเพิ่มขึ้น (121-123) และ 
polyclonal T cells activation (124-126) หรืออาจอธิบายผานปรากฏการณที่พบวา การอักเสบเรื้อรังจะ
ทําให acute phase proteins เพิ่มสูงขึ้นในผูติดเชื้อเอชไอวี (127-128) จึงเปนไปไดวาบทบาทของ IL-
17 อาจมีผลตอการเพิ่มขึ้นของ acute phase proteins ในผูติดเชื้อเอชไอวีเหมือนกับไซโตไคนอ่ืน เชน 
IL-6, IL-8 เปนตน (129-131) 
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6.2.2  IL-17 expression ใน CD4+ T cells ท่ีถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin 
 

การศึกษานีแ้สดงใหเห็นวากระตุนเซลล CD4+ T cells ดวยสาร PMA และ Ionomycin ทําให
เกิดภาวะ CD4 downregulation และอาจมีผลตอการเลือกเซลล CD4+ T cells ที่นํามาตรวจหา IL-17 
expression เนือ่งจาก surface CD4 marker เปน marker สําคัญที่ใชบงชี้วาเซลลที่กําลังศึกษาเปนเซลล 
T helper cells ปรากฏการณดังกลาวเกดิขึ้นเนื่องจาก CD4 เปน surface marker ที่ไวตอการ
เปลี่ยนแปลงทัง้จากภายนอกและภายในเซลล (dynamic structure) (103) เชนเดียวกับโปรตนีรับ
สัญญาณที่บริเวณเยื่อหุมเซลล เชน TCR/CD3 complex, CD8, glycosylphosphatidylinositol (GPI) จะ
เกิด downregulation ไดพรอมกับกระบวนการ activation ซ่ึงนาจะเปนกระบวนการในการสรางสมดุล
ของระบบภูมคิุมกัน กลไกในการเกดิ downregulation มีหลายวิธี เชน GPI ใชวิธี shedding, TCR/CD3 
เร่ิมจาก endocytosis ตามดวย recycling กลับมา cell surface อีกครั้ง สําหรับ CD4 เกิดจาก 
degradation ใน phagolysosomes  ดังนั้นการยับยั้งกระบวนการ acidification ของ phagolysosome จะ
ทําใหตรวจพบ endocytosed CD4ได จากการศึกษาของ Pata และคณะ (103) พบวาเมื่อกระตุน CD4+ 
T cells ดวย PMA และ ionomycin จะเกดิ downregulation CD4 เหลือเพียง 13.2% ที่ 6 ช่ัวโมง เทียบ
กับ 99% ที่เวลา 0 ช่ัวโมงซึ่งถือวาเปน resting CD4+ T cells แมปรากฏการณดังกลาวถือเปนขอจํากดั
ของการศึกษา แตเมื่อไดปรับเทคนิคการยอมสีภายในเซลล โดยยอม surface markers เชน CD3, CD4 
กอนขั้นตอน fixation ทําใหปรากฏการณ CD4 downregulation ลดลง ซ่ึงจะเห็นไดวารอยละ IL-17 
expression ภายในเซลล CD4+ T cells หลังถูกกระตุนของอาสาสมัครสุขภาพดีในการศึกษานี้ (0.79 + 
0.55) มีคาใกลเคียงกับผลการศึกษาอื่นที่ผานมา (87, 115)  การศึกษานี้เปนงานวจิัยแรกที่ระบุถึง IL-17 
expression ในผูติดเชื้อเอชไอวี แมวาจะไมมีรายงานการศึกษาอืน่ใหอางถึงแตผลตรวจวัด IL-17 
expression ใน CD4+ T cells ในการศึกษานี้ทําใหทราบวา  IL-17 เปนไซโตไคนที่มี expression นอย
เหมือน IL-4 จึงตองอาศัยเทคนิคในการตรวจวดัและตดิตามที่มีความไวสูง ซ่ึงการศึกษานีแ้สดงให
เห็นวา ICCS เปนเทคนิคสําหรับการตรวจหา IL-17 ที่มีความเหมาะสม 

ผลการศึกษาพบวาเซลล CD4+ T cells สราง IL-17 และ IFN-γ ภายในเซลลในสัดสวนที่
เพิ่มขึ้นอยางมนีัยสําคัญทางสถิติหลังกระตุนดวย PMA/Ionomycin ทั้งในผูติดเชื้อเอชไอวแีละ
อาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมตดิเชื้อเอชไอว ี(p<0.0001) เนื่องจาก PMA และ Ionomycin เปนสารกระตุน
เซลลที่แรงและผานการทํางานในระดับยนี และเมื่อพิจารณาความแตกตางของ IL-17 expression และ 

IFN-γ expression ที่ไมถูกกระตุนและถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin พบวาไมมีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญ (p=0.288 และ p=0.281 ตามลําดับ) แสดงใหเห็นวาเซลล CD4+ T cells ของผูติดเชื้อเอช
ไอวีที่ไมแสดงอาการทางคลินิคสามารถตอบสนองตอการกระตุนดวยไมโตรเจนไดดแีละไมแตกตาง
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จากอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมติดเชื้อเอชไอว ี การที่เซลล CD4+ T cells ของผูติดเชื้อเอชไอวีเกดิการ

ตอบสนองดวยการเพิ่ม IL-17 และ IFN-γ expression สูงขึ้นหลังถูกกระตุนดวยไมโตเจนในหลอด
ทดลอง อาจจะอธิบายไดจากสมมุติฐานเรือ่งการเกิด polarization จาก Th1 ไปเปน Th0 ของกลุม 
memory T cells ในผูติดเชื้อเอชไอว ี (132-134) จึงทําใหเกิด IL-17 expressionและ IFN-gamma 
expression สูงขึ้นทั้งคูในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี
 
6.2.3  IL-17 expression ใน T cells ชนดิอ่ืน (CD3+CD4- cells) ท่ีไมถูกกระตุนและถูกกระตุนดวย 
PMA/Ionomycin 

 
เมื่อพิจารณาเซลล CD3+ T cells ชนิดอื่นที่ไมติดสี CD4 marker ซ่ึงรวม CD8+ T cells และ 

CD4-CD8- T cells พบวา IL-17 expression ในเซลลดังกลาวที่ไมถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin 
ของผูติดเชื้อเอชไอวีมีคาสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ (0.915 VS 0.09, p<0.0001) แต
เมื่อกระตุนดวย PMA/Ionomycin กลับไมพบวาเกิดการตอบสนองดวยการสราง IL-17 ภายในเซลล
เพิ่มขึ้นทั้งผูตดิเชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมติดเชื้อเอชไอว ี (0.915 VS 1.0, p=0.268 และ 

0.09 VS 0.12, p=0.742 ตามลําดับ) ผลการศึกษาดังกลาวแตกตางจาก IFN- γ expression ซ่ึงใหผล
ตอบสนองตอการกระตุนดวย PMA/Ionomycin ดวยคาที่สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทั้งผูติดเชื้อเอชไอวี
และอาสาสมัครสุขภาพดี (0.275 VS 3.11, p<0.0001 และ 0.1 VS 3.04, p<0.0001 ตามลําดับ) เหมือน
ที่พบในเซลล CD4+ T cells ปรากฏการณของดังกลาวแสดงใหเห็นวา การตดิเชื้อเอชไอวีสามารถ
กระตุนเซลลแบบ polyclonal T cell activation ไดสอดคลองกับผลการศึกษาในเซลล CD4+ T cells ที่
กลาวมาแลว และ IL-17 เปนไซโตไคนที่มี expression ในเซลลต่ําแมจะเปนเซลลที่มีรายงานวา
สามารถหลั่งไซโตไคนนี้ไดอยาง CD4+ T cells และ CD8+ T cells ยิง่ไปกวานั้นสนับสนุนวา IL-17 
สรางมาจาก activated CD4+ T cells เปนสวนใหญ เนื่องจากเมื่อกระตุนดวยไมโตเจนแลวสามารถ
เพิ่มการสรางไดอยางมีนยัสําคัญแตสําหรับ T cells กลุมอ่ืน เชน CD8+ T cells จะไมสามารถ
ตอบสนองตอการกระตุนไดอยางมีนัยสําคญั ในขณะทีก่ารตอบสนองของ CD8+ T cells ตอการ

กระตุนดวยไมโตเจนดวยการสราง IFN-γ สามารถเกิดขึ้นใหเห็นไดชัดเจน 
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6.2.4  IFN-γ expression ใน CD3+CD4+ T cells และ CD3+CD4- T cells ท่ีไมถูกกระตุนและถูก
กระตุนดวย PMA/Ionomycin 
 

การตอบสนองของเซลลกลุมตาง ๆ ตอไมโตเจนดวยการพิจารณาการสรางไซโตไคนชนิด
ตาง ๆจากการ expression ภายในเซลลจะทําใหทราบแหลงของไซโตไคนชนิดนั้น และสามารถนําไซ
โตไคนนั้นมาใชเปนตวัติดตามในแงพยาธวิิทยา การวนิจิฉัยและการรักษาในอนาคตได การตดัสินใจ

เลือกตรวจ IFN-γ เพื่อศึกษารวมกับ IL-17 ซ่ึงถือเปนตัววดัหลักในการศึกษานี้ เนื่องจากผลการศึกษา
ในหลายงานวจิัย (103, 116, 135) แสดงใหเห็นวา IFN-gamma เปนไซโตไคนทีถู่กกระตุนใหสราง
และหล่ังไดงายกวาไซโตไคนชนิดอื่น เชน IL-4, IL-10 จึงนาจะนํามาพิจารณาเปน positive control 

เพื่อแสดงวามกีารกระตุนเซลล CD4+ T cells จริงได การพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของ IFN-γ 
นอกจากจะชวยเปนตวัช้ีบงกระบวนการกระตุนเซลล CD4+ T cells แลว เนื่องจากตัวอยางเลือดคนไข
บางรายพบวามี IL-17 expression เทาเดิมหรือลดลงหลังถูกกระตุนดวยไมโตเจน แตมีการเพิ่มสัดสวน 

IFN-γ expression หลังกระตุนจึงสามารถระบุวา การเปลี่ยนแปลงที่เกดิขึ้นสามารถเปนไปได ไมได

เกิดจากความผิดพลาดจากเทคนิคในหองปฏิบัติการเทานั้น นอกจากนี้ การเปลี่ยนแปลงของ IFN-γ 
อาจนํามาอนุมานความผิดปกติในหนาที่ของ CD4+ T cell ที่เปน Th1 polarization ไดเชนกัน  

เมื่อพิจารณาผลของ IFN-γ expression ในการศึกษานี้ พบวา IFN-γ expression ภายในเซลล 
CD4+ T cells หลังกระตุนดวยไมโตเจนทีว่ัดไดจากการศึกษานี้ไดผลคลายกับการศึกษาที่ผานมา 

(115-116, 135) การกระตุนดวย PMA/Ionomycin สามารถกระตุนการสราง IFN-γ ภายในเซลล 
CD3+CD4+ และ CD3+ CD4- T cells ไดอยางมีนยัสําคัญทั้งในผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัคร

สุขภาพดีที่ไมติดเชื้อ (p<0.0001) และไมพบความแตกตางของ IFN-γ expression ทั้งกรณีไมถูก
กระตุนและถกูกระตุนดวย PMA/Ionomycin ระหวางผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดี 
(p=0.281) แสดงใหเห็นวาเซลลทั้งสองกลุมของผูติดเชื้อเอชไอวีสามารถตอบสนองตอการกระตุน

ดวยไมโตเจนไดดีไมแตกตางจากผูไมติดเชื้อเอชไอวี แตเนื่องจาก IFN-γ expression ภายในเซลลทั้ง
สองกลุมที่ไมถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin ระหวางผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดีไม
แตกตางอยางมีนัยสําคัญเหมือนที่พบความแตกตางของ IL-17 expression ในเซลลทั้งสองกลุม
ระหวางอาสาสมัครทั้งที่ติดเชื้อและไมติดเชื้อเอชไอวีจึงเปนไปไดวา IL-17 expression อาจจะมีความ
ไวจากการอักเสบในโรคติดเชื้อเร้ือรัง ซ่ึงอาจจะนํามาพิจารณาเปนตวัตดิตามในกระบวนการดูแลผูติด
เชื้อเอชไอวีไดในอนาคต แมวาจะมีขอจํากดัในเรื่องการตรวจวดัไซโตไคนนี้ซ่ึงตองพฒันารายละเอยีด
วิธีตรวจวัดใหไวกวานีห้รือใชเทคนิคอ่ืนในการตรวจวัด  
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6.3 ปจจัยท่ีมีผลตอการตอบสนองตอการ expression ของ IL-17 ในผูตดิเชื้อเอชไอวี 
 
จากการทบทวนวรรณกรรมเกี่ยวกับการสรางและบทบาทของ IL-17 นั้นพบวาปจจยัที่มีผล

ตอการ expression ของ IL-17 นาจะเกีย่วของกับขบวนการกระตุนผานทาง innate inmumity ซ่ึงรวม
ไปถึงภาวะติดเชื้อ ภาวะอกัเสบในรางกาย และเมื่อพิจารณาถึงเซลลตนกําเนดิของไซโตไคนนี้แลวจะ
เห็นวา CD4+ T cells เปนเซลลสวนใหญที่สรางสารนี้จึงนาจะมีผลตอการ expression ของ IL-17 
รวมกับผลการศึกษาในสัตวทดลอง (35) พบวา IL-17 deficient mice จะแสดงภาวะผิดปกตขิอง 
hypersensitivity response และ T cell-dependent antibody production ที่ลดลง ซ่ึงความสัมพันธ
ดังกลาวนาจะมีผลมาจาก CD4+ T cells อยางไรก็ตามผลการวัด IL-17 expression ในเซลล CD4+ T 
cells ในการศกึษานีแ้สดงใหเห็นวา CD4+ T cells ของทั้งอาสาสมัครสุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอวี

สามารถ express IL-17 และ IFN-γ ได เพิ่มขึ้นอยางมนีัยสําคัญหลังถูกกระตุนดวย PMA/ Ionomycin 
ที่ 4 ช่ัวโมงและความแตกตางของ IL-17 expression ไมแตกตางกันระหวางอาสาสมัครสุขภาพดีและ 

ผูติดเชื้อเอชไอวี จึงเปนไปไดวา ไมมีความผิดปกติของ IL-17 และ IFN-γ expression หลังกระตุนจริง
และสมมุติฐานที่คาดไววาจะเกดิขึ้นในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีผิด หรือ CD4+ T cells ยังอาจมีความ
ผิดปกติที่จําเพาะตอแอนตเิจน หรือเชือ้โรคเทานั้น ทําใหไมสามารถตรวจพบความผิดปกติใน
การศึกษานี้ซ่ึงใช PMA/Ionomycin เปนตัวกระตุนได เนื่องจากไมโตเจนดังกลาวสามารถกระตุน 
CD4+ T cells ไดแบบ polyclonal stimulation จึงทําใหกลุมเซลลที่ปกติสามารถตอบสนองไดสูงขึ้น
และทําใหรอยละของ IL-17 expression โดยรวมยังไมแสดงความผิดปกติ ความเปนไปไดอีกขอหนึ่ง
คือ การที่มี IL-17 expression สูงกวาปกติอาจเปนผลมาจาก ปริมาณตัวรับสัญญาณสําหรับ IL-17  
(IL-17R) ลดลงหรือเปนในทางกลับกัน (vice versa) เปน feedback ใหเกิดความสมดลุตอภาวะติดเชื้อ
เร้ือรัง ซ่ึงในที่สุดสงผลใหไมเกดิการตอบสนองของนิวโทรฟลตอเชื้อแบคทีเรียและทําใหตดิเชือ้ได
งายขึ้นจาก receptor defects (47) 

แมวาผลการศกึษานี้ไมพบวาจํานวน CD4+ T cells ที่ตางกันจะมีผลตอรอยละการ expression 
ของทั้ง IL-17 และ IFN-gamma ภายในเซลล CD4+ T cells ซ่ึงสอดคลองกันการศึกษาที่ผานมาใน 

ผูติดเชื้อเอชไอวีที่พบวาการ expression ของไซโตไคนภายใน เซลล PBMC โดยเฉพาะ IFN-γ จะ
แสดงสัดสวนที่ไมสัมพันธกบั CD4+ T cell count ตาม CDC classification (122, 132, 136) ซ่ึงตาง

จากบางการศกึษาที่พบความแตกตางและนํา cytokine expression เชน IFN-γ มาใชติดตามและ

ประเมินระยะของโรครวมถึงพยากรณโรคได (137-138) การที่มี IFN-γ expression เพิ่มขึ้นในการติด
เชื้อ HIV เชื่อวา Interferons มีความสําคัญตอการเกดิพยาธิกําเนิดในแงการสรางสมดุลของระบบ
ภูมิคุมกันและสงผลตอการทําลายเชื้อไวรัสดวย(139)   
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สําหรับผลการวิเคราะหสหสัมพันธของ IL-17 expression ภายในเซลล CD4+ T cells ของ 

ผูติดเชื้อเอชไอวี พบวามีความเกีย่วของกบั IFN-γ expression ภายในเซลล CD4+ T cells อยางมี
นัยสําคัญ (p<0.0001 ในกรณีไมถูกกระตุน และ p=0.028 ในกรณีถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin) 
ซ่ึงเปนไปไดวาไซโตไคนทั้งสองหล่ังมาจากเซลล CD4+ T cells เหมือนกัน ทั้งในสภาวะถกูกระตุน
และไมถูกกระตุน การหลั่งของไซโตไคนทั้งคูจึงแปรตามกันไป หรือ ภาวะ Th0 polarization ในผูติด
เชื้อเอชไอวีทําใหไซโตไคนทั้งสองชนิด ซ่ึงสรางจาก Th0 (13, 15) นี้สูงขึ้นแปรตามกัน อีกสมมุตฐิาน
หนึ่งเปนไปไดวา การติดเชือ้เอชไอวีทําใหเซลล CD4+ T cells อยูในภาวะถูกกระตุนตลอดเวลา IL-17 

expression ภายในเซลล CD4+ T cells ที่มีสัดสวนสูงขึ้นอาจกระตุนใหมี IFN-γ expression เพิ่มขึ้น
อยางสัมพันธกัน ทําใหนาเชื่อวา IL-17 เปนไซโตไคนที่เชื่อมประสานภูมิคุมกนัชนดิ innate immunity 

และ adaptive immunity จึงพบความสัมพนัธกับ IFN-γ expression ดงักลาวได อยางไรก็ตามเมื่อนํา
ตัวแปรที่อาจมผีลตอการ expression ของ IL-17 ภายใน CD4+ T cells มาวิเคราะหแบบสมการถดถอย
เชิงเสนตรง พบวาไมมีตวัแปรใดที่สงผลตอ IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells โดยตรงใน
ลักษณะ independent factor ไดเลย 

ประวัติการรักษาดวยยาตานเชื้อเอชไอวีไมเกี่ยวของกับสัดสวนการ expression ของทั้ง IL-17 

และ IFN-γ ภายในเซลล CD4+ T cells ในการศึกษานี้ ซ่ึงใหผลคลายการศึกษาที่ผานมาที่พยายาม

วัดผลกระทบของการรักษาดวยยาตานเชื้อเอชไอวีตอ cytokines expression โดยเฉพาะ IFN-γ(140) 

เนื่องจากIFN-γ expression แสดงถงึความสามารถของระบบภูมิคุมกันที่พยายามจะรกัษาสมดุล
เพื่อใหรางกายสามารถอยูรอดได เมื่อรางกายทรุดโทรมสวนหนึ่งจะแสดงดวยการลดลงของจํานวน
เซลลภูมิคุมกันและไซโตไคนที่เกี่ยวของซึ่งนาจะเปนธรรมชาติของโรคที่มีความสัมพันธกับระบบ
ภูมิคุมกันมากกวาจะเปนผลมาจากยา อยางไรก็ตามการศึกษานี้ไมพบวาระดับเชื้อไวรัสในเลือดของ 

ผูติดเชื้อเอชไอวีมีผลตอ expression ของทั้ง IL-17 และ IFN-γ ภายในเซลล CD4+ T cells 
 



บทท่ี 7 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 
7.1  สรุปผลการวิจัย 
 

การศึกษานีเ้ปนการวจิัยเชิงพรรณนา แบบ Cross-sectional study เพื่อศึกษา IL-17 expression 
ภายในเซลล CD4+ T cells ณ. กอนและภายหลังการกระตุนดวย PMA/Ionomycin ในหลอดทดลอง
โดยใชเทคนิคการยอมไซโตไคนภายในเซลล (ICCS) และตรวจดวย Flow cytometry ในกลุมผูตดิเชื้อ
เอชไอวีเปรียบเทียบกับอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมติดเชื้อเอชไอว ี

ผลการวิจัยพบวาสัดสวนของ IL-17 expression ใน CD4+ T cells ในภาวะทั้งไมถูกกระตุน
และถูกกระตุนดวยไมโตเจนของผูติดเชื้อเอชไอวมีีคาสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ 
(คามัธยฐาน 0.68 VS 0.12 และ 1.45 VS 0.645 ตามลําดับ, p<0.0001) และเมื่อวิเคราะหผลในกลุม 
CD4- T cells (CD8+ T cells, CD4-CD8- T cells) พบวารอยละของ IL-17 expression เมื่อไมถูก
กระตุนดวย PMA/Ionomycin ในผูติดเชื้อเอชไอวียังใหคาสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนยัสําคัญ 
(คามัธยฐาน 0.92 VS 0.09, p<0.0001) แมวาหลังกระตุนรอยละของ IL-17 expression ภายใน CD4+ 
T cells จะเพิม่สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทั้งในผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดี (p<0.0001) แต
คาที่เพิ่มขึ้นหลังกระตุนจากภาวะที่ไมถูกกระตุนในผูติดเชื้อเอชไอวีเทยีบกับอาสาสมัครสุขภาพดีมีคา
ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั (0.67 VS 0.43, p=0.288) ผลการวิเคราะหตวัแปรตาง ๆ ไดแก อายุ, 

เพศ, CD4+ T cell count, CD4/CD8 ratio, IFN--γ expression ไมพบวามีความสัมพนัธในเชิงเสนตรง
กับการเปลี่ยนแปลงของ IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells แตอยางใด  

IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells ของผูติดเชื้อเอชไอวีทั้งที่ถูกกระตุนและไมถูก
กระตุนดวย PMA/Ionomycin มีคาสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมนีัยสําคัญ แสดงวาภาวะติดเชื้อ
เอชไอวีเร้ือรังกอใหเกิดการกระตุน CD4+ T cells ใหมีการสราง IL-17 อยางตอเนื่อง ดังนั้น IL-17 จึง
เปนไซโตไคนอีกชนิดหนึ่งทีบ่งถึงภาวะกระตุนระบบภูมคิุมกันในผูตดิเชื้อเอชไอวีแมในระยะทีย่ังไม
แสดงอาการทางคลินิกใด ๆ ก็ตาม  
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7.2  ขอเสนอแนะ 
 
จากงานวิจยันีพ้บวา IL-17 expression จากการยอมสีภายในเซลล CD4+ T cells แสดง

สัดสวนในเกณฑต่ําซ่ึงนาจะปรับเทคนิคในการกระตุนเซลลใหดีขึ้นดวยการ co-culture dendritic 
cells หรือ costimulatory molecules activation หรือใชไซโตไคนบางชนิดเชน IL-15, IL-23 กระตุน
เซลล CD4+ T cells รวมดวยเพื่อเพิ่มคาการตรวจวัดไดดีขึ้น ขณะนีย้ังไมมีงานวิจยัที่ระบุขอมูลทาง
เภสัชจลนศาสตรของ IL-17 ภายในเซลล จึงยังไมสามารถระบุชวงเวลาที่เหมาะสมในการใชกระตุน
เซลลเพื่อดูการตอบสนองของ IL-17 ผลการศึกษาในอนาคตจะชวยใหเขาใจบทบาทของ IL-17 
เพิ่มขึ้น 

ผลงานวิจัยนี้ใหขอมูลทั่วไปเกี่ยวกับ IL-17 expression ใน CD4+ T cells ในผูติดเชื้อเอชไอวี
ที่ปจจุบันยังไมมีขอมูล ซ่ึงแมวาจะพบการ up-expression ของ IL-17 ภายในเซลลหลังกระตุนดวยไม
โตเจนแตยังขาดการยืนยันดวยการตรวจวดั IL-17 ดวยเทคนิคอ่ืนเชน mRNA การตรวจ markers ที่
บงชี้ถึงภาวะ activated CD4+ T cells, subsets ของ T helper cells, death cells รวมไปถึงภาวะ 
apoptosis นอกจากนี้การตรวจหาความผิดปกติของภูมิคุมกันอื่นที่เชื่อมโยงกับ IL-17 expression  เชน 
neutrophil dysfunction เปนตน จะนําไปสูประโยชนทางคลินิกตอการดูแลผูปวยในอนาคตได  

การศึกษานีจ้ึงนาจะเปนกาวแรกที่นําไปสูการศึกษาวิจยั IL-17 ในการเชื้อเอชไอวีและโรคติด
เชื้อเร้ือรังอ่ืน ๆ ตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

ใบยินยอมเขารวมการวิจัย (Consent Form) 
 

เร่ือง  ความแตกตางของการสรางอินเตอรลิวคิน 17 ภายในเมด็เลือดขาวซีดี 4 เมื่อถูกกระตุนดวย        ไมโตเจน
ในหลอดทดลองของผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมติดเชื้อเอชไอวี             (THE 
DIFFERENCES OF IN VITRO MITOGEN STIMULATED INTRACELLULAR IL-17 EXPRESSION 
OF CD4+ T CELLS FROM HIV INFECTED PATIENTS AND HIV SERONEGATIVE HEALTHY 
DONORS)  

 
 ผูรับผิดชอบโครงการวิจัยนีค้ือ  นายแพทยวิรัช เมฆอนันตธวัช  ซ่ึงคุณสามารถติดตอไดที่
หนวยภูมิแพและภูมิคุมกนัวทิยาคลินิก ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  ถนนพระราม4 กรุงเทพฯ 10330 เบอรโทรศัพท 0-2256-4152 
 
วัตถุประสงคงานวิจัย 
 
 การวิจยันี้เปนการศึกษาในดานความรูพื้นฐานของระบบภูมิคุมกันในอาสาสมัครปกติและ 
ผูติดเชื้อไวรัสเอชไอว ี ระบบภูมิคุมกันประกอบดวยเซลลที่มีความจําเพาะในการทําลายเชื้อโรค 
ปองกันรางกายและตอสูกับโรค นอกจากนั้นยังส่ือสารกันดวยการหลัง่สารหลายชนดิ เพื่อใหสามารถ
ทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ หนึ่งในสารนี้คือ สารอินเตอรลิวคิน 17 หรือจะยอดวยสัญลักษณตอนี้
ไปวา IL-17 ซ่ึงเปนสารไกลโคโปรตีนที่สรางจากเม็ดเลือดขาวซีดี 4 และเปนสารที่กําลังตรวจหาใน
การศึกษานี ้ ขณะที่โรคเอดสดําเนนิไปนั้นพบวาระบบภูมิคุมกนัของผูปวยจะสามารถตอสูกับเชื้อ
ไวรัสไดนอยลง และมีความเสี่ยงในการตดิเชื้อโรคฉกฉวยตาง ๆ ไดงาย สาร IL-17 มีบทบาทสําคัญ
ในกลไกการอกัเสบและการทํางานของเมด็เลือดขาวตอการติดเชื้อแบคทีเรียหลายชนิด เมื่อระดบัเม็ด
เลือดซีดี 4 ลดต่ําลงจึงนาจะกอใหเกดิการเปลี่ยนแปลงของระดับ IL-17  อยางไรกต็ามยังมีขอมูลทาง
วิทยาศาสตรเกี่ยวกับสารนีท้ั้งในประชากรปกติและผูตดิเชื้อเอชไอว ี นอยมาก การศึกษานี้จึง
ดําเนินการขึ้นเพื่อใหไดขอมลูที่สําคัญดังกลาว เพื่อความเขาใจกลไกทางภูมิคุมกันและอาจนํามาสูการ
นําไปใชเปนตวัแปรที่สําคัญในการติดตามผูติดเชื้อเอชไอวี หรือโรคในกลุมภูมิคุมกนัอื่น ในอนาคต
ตอไป  
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 ในการเขารวมโครงการนี้ คุณจึงตองมีคณุสมบัติที่เหมาะสมหนึ่งในสองกลุมดังตอไปนี้ 

1. คุณตองมีสุขภาพแข็งแรง ไมติดเชื้อเอชไอว ีและเลือดของคุณจะนําไปใชในการศึกษาใน
กลุมควบคุม 

2. คุณเปนผูติดเชือ้เอชไอว ี
 เลือดของคุณอาจถูกนําไปตรวจทางหองปฏิบัติตอไปนี ้

- การตรวจเมด็เลือดสมบูรณ 
- การตรวจน้ําตาลในเลือด 
- การตรวจหนาที่ของตับ ไต 
- การตรวจการติดเชื้อเอชไอวซํ้ีาในกรณีที่คณุเปนอาสาสมัครที่มีสุขภาพดี  
- การตรวจระดบัเม็ดเลือดซีดี 4 และซีดี 8  
- การตรวจระดบัไวรัสเอชไอวีในเลือดในกรณีที่คุณเปนผูติดเชื้อเอชไอว ี

 สวนการสงตรวจหาระดับสาร IL-17 มีวตัถุประสงคในดานงานวิจยัเทานั้นจึงจะไมแจงผล
การตรวจนีแ้กคุณ เนื่องจากผลดังกลาวไมสัมพันธกับการดูแลทางคลินิกจากแพทยประจําของคุณ  
 
กระบวนการในการศึกษา 
 
 หนังสือยินยอมฉบับนี้จะใหขอมูลเกี่ยวกับการศึกษาโดยสังเขปแกคุณ คุณสามารถสอบถาม
รายละเอียดเกีย่วกับโครงการจากแพทยผูดแูลโครงการและเจาหนาที่ทีเ่กี่ยวของได เมื่อคุณเขาใจและ
ยินยอมเห็นดวยในการเขารวมการศึกษา คุณจะตองลงนามทายหนังสือยินยอมนีเ้พื่อแสดงความยินดี
ในการเขารวมโครงการ และจะไดรับสําเนาหนังสือนี้เก็บไวเปนหลักฐาน เพื่อแสดงวาการลงนามนี้
เปนไปดวยความเต็มใจสมัครใจ คุณสามารถถอนตัวจากการเขารวมการศึกษานี้ไดตลอดเวลาโดยไม
สูญเสียสิทธิในการไดรับดแูลรักษาพยาบาลตามปกติ 
 หลังจากยนิยอมเขารวมการศกึษาดวยการลงนามในหนังสือฉบับนี้แลว คุณจะไดรับการเจาะ
เลือดปริมาณ 25-30 ซีซี (ประมาณ 2 ชอนโตะ) บริเวณแขน ซ่ึงบริเวณดังกลาวจะถูกทําความสะอาด 
และใชเข็มแทงผานหลอดเลือดดํา เลือดของคุณจะถูกเก็บไวในหลอดเลือดพิเศษ ผูวิจัยอาจตองการ
เลือดของคุณเพิ่มเติมจากที่ระบุไวได ซ่ึงตองไดรับความยินยอมจากคณุกอนดวยการตดิตอจากแพทย
หรือเจาหนาทีป่ระจําโครงการ คุณจะมีอิสระในการตดัสินใจในการปฏิเสธการรองขอนี้ได อยางไรก็
ตามถาคุณยินยอม เลือดของคุณปริมาณนอยกวา 10 ซีซี (นอยกวา 1 ชอนโตะ) การเขารวมการศกึษา
ยังเปนไปดวยความสมัครใจ คุณจึงสามารถถอนตัวไดทกุเวลา    
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การจัดเก็บขอมูล 
 
 ขอมูลทางหองปฏิบัติการจากตัวอยางเลือดของคุณจะถูกสงไปยังหองปฏิบัติการของหนวย
ภูมิแพและภูมคิุมกันวิทยาคลินิก คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เพื่อเตรียมนําไปใช
ตอไป  ขอมูลที่จัดเก็บจะเปนขอมูลทางหองปฏิบัติการเทานั้น ไมมีขอมูลสวนตัวของคุณ เชนชื่อ ที่อยู 
เปนตน ขอมูลทั้งหมดจะถูกตั้งรหัสดวยตัวเลขและเก็บไวในที่ที่ปลอดภยั จึงไมมีช่ือของคุณในบนัทกึ
ขอมูล สําหรับขอมูลสวนตัวของคุณจะถูกเก็บแยกไวในแฟมอาสาสมัครของโครงการไวกับแพทย
ผูดูแลโครงการเทานั้น การวิเคราะหและนําเสนอขอมลูจะใชรหัสในการเขารวมโครงการของคุณใน
การปอนขอมูลและเสนอเปนกลุมอาสาสมัครที่ไมแสดงขอมูลที่บงชี้วามาจากอาสาสมัครทานใด 
 
การเก็บตัวอยางเลือด 
 
 ตัวอยางเลือดของคุณจะเก็บแชแข็งไวในหองปฏิบัติการดังกลาวสําหรบัการตรวจทาง
ภูมิคุมกันในอนาคตเพื่องานวิจัยเทานั้น โดยจะไมถูกใชหรือขายเพื่อผลิตผลทางการคาโดยตรง 
ตัวอยางเลือดจะใชรหัสตวัเลขจึงไมมีช่ือของคุณถูกระบไุว ผลงานวิจยัในอนาคตที่ไดจากตัวอยาง
เลือดของคุณอาจถูกนําเสนอในรูปแบบงานตีพิมพและงานประชุมทางวิชาการโดยไมระบุช่ือของคุณ
ในฐานะผูรวมโครงการวิจัย  นอกจากนี้เซลลในเลือดของคุณจะไดรับการเพาะเลีย้งใหเจริญไดโดยไม
ตาย จึงสามารถนํามาใชในหองปฏิบตัิการอยางตอเนื่องไดหรือเกบ็แชแข็งไวเพือ่การเพาะเลีย้งใน
อนาคตตอไปไดอีกหลายป 
 
ความเสี่ยงและความไมสบายจากการเขารวมโครงการ 
 
 การเจาะเลือดเพื่อเก็บตวัอยางเลือดอาจทําใหเกิดรอยเขียวชํ้า หรือเลือดออกจากบริเวณที่เข็ม
แทง บางครั้งอาจรูสึกเวยีนศีรษะ ทรงตัวไมดีหรือเปนลมไดขณะเจาะเลือด มีโอกาสนอยมากที่จะเกดิ
การติดเชื้อจากการเจาะเลือดซ่ึงคุณจะไดรับการดูแลรักษาโดยไมเสียคาใชจาย นอกจากนี้ยังมีความ
เสี่ยงในการเกดิภาวะซีด (ปริมาณเม็ดเลือดแดงต่ํากวาปกต)ิ  อาการและอาการแสดงของภาวะซีด
ไดแก คล่ืนไส ปวดหัว ออนเพลีย อยางไรก็ตามการเขารวมโครงการนี้คุณจะถูกเจาะเลือดเพียงครั้ง
เดียว ยกเวนกรณีจําเปนที่ตองรองขอจากคุณเปนกรณีไป จึงไมควรเกดิปญหาดังกลาว และถือเปนการ
ตรวจนับเมด็เลือดเพื่อติดตามภาวะซีดซึ่งเปนสวนหนึ่งของการดูแลสุขภาพของคุณระหวางการ
ติดตามการรักษาเชนกนั 
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 กรณีที่คุณเขารวมโครงการในกลุมควบคมุซ่ึงไมติดเชื้อเอชไอวี นอกจากผลการตรวจเลือด
เชนเดยีวกับการตรวจรางกายประจําปซ่ึงจะรายงานผลกับคุณแลว การตรวจทางหองปฏิบัติการ
บางอยางกับตวัอยางเลือดของคุณเพื่อเปนขอมูลของงานวิจัยจึงเปนไปไดวาจะตรวจพบการติดเชื้อเอช
ไอวีของคุณไดระหวางเขารวมโครงการนี ้ 
 
ประโยชนในการเขารวมโครงการนี ้
 
 คุณจะไมไดรับประโยชนในการเขารวมงานวิจยันี้โดยตรง นอกจากไดทราบผลการตรวจ
สุขภาพที่เกีย่วของกับโครงการนี้ ไมมีคาตอบแทนใหสําหรับการเจาะเลือด อยางไรก็ตามเปนไปไดวา
ผลจากการศึกษาวิจยันี้อาจนาํมาใชชวยพัฒนาความรูเกีย่วกับระบบภูมิคุมกันและอาจนําไปใชใน
การศึกษาเกี่ยวกับการติดเชื้อเอชไอวี และโรคภูมิคุมกันอื่น แมวาจะไมสามารถใหสัญญาไดวา
ประโยชนนีจ้ะเกดิขึ้นก็ตาม 
 
ทางเลือกของคุณ 
 การตัดสินใจของคุณในการเขารวมโครงการนี้เปนไปดวยความสมัครใจทั้งส้ิน ทางเลือกที่
เหลือคือการตัดสินใจไมเขารวมโครงการ 
 
การยินยอมยนิดีเขารวมโครงการ 
 
 ขาพเจา ________________________________________________  อายุ _________ป ได
ทราบขอมูลของโครงการวิจยันี้อยางละเอียด ซ่ึงผูดําเนินการวจิัยไดอธิบายตอบขอสงสัยของขาพเจา
จนเขาใจการดาํเนินโครงการอยางดี และยนิดีเขารวมโครงการนี้โดยยนิยอมใหเจาะเลือดตามที่ระบุไว
ในรายละเอียดขางตน 
 
 ลงชื่อ   _________________________________________อาสาสมัคร 
 วันที่ลงนาม_______________________________________ 
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 ขาพเจาไดอธิบายวัตถุประสงคของโครงการ กระบวนการวิจยั ส่ิงทีส่นใจศึกษาวจิยั ความ
เสี่ยงและความไมสบายที่เกดิไดขณะเขารวมการศึกษา ประโยชนจากการศึกษาวิจยั ขาพเจายังไดตอบ
คําถามของอาสาสมัครที่เกี่ยวของกับการวจิัยอยางเต็มความสามารถแลว 
 
  __________________________________________ผูวิจัยหรือผูแทน  
 วันที่ลงนาม_______________________________________ 

 
 
  __________________________________________พยาน (ถามี) 
 วันที่ลงนาม_______________________________________ 
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ภาคผนวก ข 
 

แบบสอบถาม 
 
แบบสอบถามนี้เปนสวนหนึง่ของการวิจยัเร่ือง ความแตกตางของการสรางอินเตอรลิวคิน 17 ภายในเม็ด
เลือดขาวซีดี 4 เมื่อถูกกระตุนดวยไมโตเจนในหลอดทดลองของผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไม
ติดเชื้อเอชไอว ี ขอมูลของทานจะไดรับการปกปดเปนความลับอยางด ี และ ในการวิเคราะหผลจะใช
รหัสแทนชื่อของทาน ผลการวิจัยจะนําเสนอในลักษณะเปนกลุมอาสาสมัครโดยไมเปดเผยชื่อผูตอบ
ในทุกกรณี 

 

หมวดที่ 1 ขอมูของอาสาสมคัร 
          เลขท่ี  _______          ID 
            1   3 

I ขอมูลสวนตัว
1. เลขประจําตวัคนไขนอก (HN) ____________________    HN 
          4  10 

2. เพศ       _____ 1. ชาย ____ 2. หญิง      SEX 
          11 

3. อายุ _________ ป (จํานวนเต็มป)      AGE 
          12 13 

4. วุฒิการศึกษาสูงสุด  ____1. ต่ํากวามัธยมศึกษา   ___2 . มัธยมศึกษา  EDU 
                                 ____3. ปริญญาตรี            ____4. สูงกวาปริญญาตรี 14 
                                  ____5. อ่ืน ๆ ระบุ _______________________  
5. ภูมิลําเนาปจจุบัน    ____1. กรุงเทพและปริมณฑล  ___2. ภาคกลาง   RES 
           _____3. ภาคเหนือ  ___4. ภาคอีสาน  15 
           ____5. ภาคตะวันออก    ___6. ภาคใต 
           ____7. อ่ืน ๆ __________ 
6. สถานะภาพสมรส    ____1. โสด     ____2. สมรส   MAR 
           ____3. หมาย     ____4. แยกทาง  16 

           ____5. อ่ืน ๆ 
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7. อาชีพ           ____1. รับจาง     ____2. รับราชการ  OCC 
           ____3. รัฐวิสาหกิจ     ____4. ธุรกิจสวนตวั  17 
          ____ 5. อ่ืน ๆ _____________ 
8. รายไดตอเดอืน    ________________ บาท     SAL 
          18 22 

 
II  ขอมูลสุขภาพ

1. ขณะนี้ทานมีอาการผิดปกติเหลานี้หรือไม (กรุณาตอบทกุขอ)   PRE 
1.1. ไข    ____1.ใช ____2. ไมใช  P1 23 
1.2. ไอ    ____1.ใช ____2. ไมใช  P2 24 
1.3. เสมหะ    ____1.ใช ____2. ไมใช  P3 25 
1.4. หอบ    ____1.ใช ____2. ไมใช  P4 26 
1.5. ฝหนอง   ____1.ใช ____2. ไมใช  P5 27 
1.6. ปวดหวั   ____1.ใช ____2. ไมใช  P6 28 
1.7. ปวดเมื่อย คร่ันเนื้อคร่ันตวั ____1.ใช ____2. ไมใช  P7 29 
1.8. อ่ืน ๆ ระบุ ______  ____1.ใช ____2. ไมใช  P8 30 
         ระบุ ______  ____1.ใช ____2. ไมใช  P9 31 
2. ในอดีตทานเคยมีอาการผิดปกติเหลานีห้รือไม (กรุณาตอบทุกขอ)  PAS 
2.1 โรคปอดบวม ปอดอักเสบ ____1.ใช ____2. ไมใช  A1 32 
2.2 ไซนัสอักเสบ   ____1.ใช ____2. ไมใช  A2 33 
2.3 ไขเยื่อหุมสมองอักเสบ  ____1.ใช ____2. ไมใช  A3 34 
2.4 ฝหนอง ระบุบริเวณ__________  ____1.ใช ____2. ไมใช  A4 35 
2.5 การติดเชื้ออ่ืน ๆ ระบุ ________ ____1.ใช ____2. ไมใช  A5 36 
3. จํานวนครั้งของการติดเชื้อในขอ 2. ที่มีประวัติบอยที่สุด 

ระบุ _________  วามีความถี่อยางไร 
___1. มากกวา 5 คร้ัง ___2. 3-5 คร้ัง  ___3. 1-2 คร้ัง   A6 37 

4. ขณะนี้มยีาที่กนิประจําหรือไม ____1.ใช ____2. ไมใช  A7 38 
 ถาใช โปรดระบุ ช่ือยา และขนาดยาทีใ่ช 
 _______________________________________________________ 
 _______________________________________________________ 
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5. ประวัตแิพยา   ____1.เคย ____2. ไมเคย  A8 
 ถาใช โปรดระบุ ช่ือยาที่แพ       39 
 _____________________________________________________________ 
 _____________________________________________________________ 
6. ประวัติการไดรับวัคซีนที่ผานมา ____1.เคย ____2. ไมเคย  A9 
 เลือกวัคซีนที่ไดรับ (ไดมากกวาหนึ่งขอ) ระบุปที่ไดรับวัควีน(ถาจําได)  40 
 ____ วัคซีนบาดทะยัก เมื่อ_________________________  A10 41 
 ____ วัคซีนนวิโมคอคคัส เมื่อ_________________________  A11 42 

____ วัคซีนวณัโรค เมื่อ_________________________  A12 43 
 ____ วัคซีนพษิสุนัขบา เมื่อ_________________________  A13 44 
 ____ วัคซีนไขเหลือง เมื่อ_________________________  A14 45 
 ____ วัคซีนไขกาฬหลังแอนเมื่อ_______________________  A15 46 
 ____ วัคซีน___________เมื่อ_________________________  A16 47 
7.  ทานเคยตรวจเลือดเพื่อดูการติดเชื้อเอชไอวหีรือไม     A17 
 ____1.เคย ____2. ไมเคย(ถาตอบวาไมเคย ส้ินสุดแบบสอบถาม)  48 
8. ผลการตรวจเลือดเอชไอวีลาสุดพบเลือดบวกหรือไม    A18 

ระบุวันเวลาทีต่รวจ ______________________________    49 
____1.บวก ____2. ไมบวก(ถาตอบวาไมบวก ส้ินสุดแบบสอบถาม) 

       9.  เหตุผลที่ทําใหตองตรวจเลือดเอชไอว ี
 _________________________________________________________ 
III ขอมูลการติดเชื้อเอชไอวี

1. ทานคิดวาทานไดรับเชื้อเอชไอวีจากชองทางใด    H1 
___1. เพศสัมพันธ ___2. เข็มฉีดยา ___3. เลือด ___4. อ่ืน ๆ ระบุ _______________ 50 
2. ชนิดของเพศสมัพันธที่ทานเคยปฏิบัติกอนทราบผลเลือดคือแบบใด  H2 
___1. ตางเพศ   ___2. สองเพศ ___3. เพศเดยีวกัน ___4. อ่ืน ๆ ระบุ _____________ 51 
3. ชนิดของเพศสมัพันธที่ทานปฏิบัติขณะนี้คือแบบใด    H3  
___1. ตางเพศ  ___2. สองเพศ  ___3. เพศเดียวกัน ___4. อ่ืน ๆ ระบุ _____________ 52 
4.  ทานเคยติดเชือ้โรคฉกฉวยโอกาสดังตอไปนี้หรือไม     
4.1 วัณโรคปอดหรือวัณโรคที่อวัยวะอ่ืน ____1.ใช ____2. ไมใช H4 53 
4.2 เชื้อราในปอดหรือ PCP   ____1.ใช ____2. ไมใช H5 54 
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4.3 เชื้อราในสมอง ระบุ______________ ____1.ใช ____2. ไมใช H6 55 
4.4 อ่ืน ๆ ระบุ______________________ ____1.ใช ____2. ไมใช H7 56 
5. ระดับเม็ดเลือดขาว CD4 ลาสุด คือ ________ ตอซีซี เมื่อ ___/___/____ H8 57-59 
6. ระดับไวรัสเอชไอวีในเลือดลาสุดคือ ________ ตอซีซี เมื่อ ___/___/____ H9 60-66 
7.   ขณะนี้ทานรับการรักษาดวยยาตานเชื้อไวรัส _____ 1.ใช   ______2.ไมใช      H10     67 
8.   ระบุสูตรยาที่ไดและระยะเวลาในการรกัษาในแตละสูตร(ระบุเปนสัปดาห) 
 __________________________               ______________   
 __________________________  ________________       
สรุปผลการตรวจรางกายและระบุความผิดปกติที่พบในอาสาสมัคร 
ผลการตรวจรางกาย 
:____________________________________________________________________________
____________________________________________________________________________
____________________________________________________________________________ 

 

หมวดที่ 2 ผลตรวจทางหองปฏิบตัิการของอาสาสมัคร 
1. antiHIV                                                 1.   positive                        2.   negative 
2. CBC:      Hb _________ g/dL   Hct _______ %  
  WBC __________/mL  PMN _____% absolute neutrophils _______________ 

L ______ % Mono _____% Eo _____% Plt ____________/mL 
3. CD4 : absolute _______________           % ___________ 
4. CD8 : absolute _______________            %___________   CD4/CD8 ratio__________ 
5. CD3 : absolute _______________            
6. VL  :   _______________________  log _______________ 
7. PG: _____________________ Cr ____________________ 
8. SGOT ___________ SGPT ________________ AL _________________ 
9. UA: _____________________________________________________________________ 
10. IL-17: level __________________    antigen stimulation by _____________________ 
      IL-17: level __________________    antigen stimulation by _____________________ 
      IL-17: level __________________    antigen stimulation by _____________________ 
      IL-17: level __________________    antigen stimulation by _____________________ 
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      IL-17: level __________________    antigen stimulation by _____________________ 
      IL-17: level __________________    antigen stimulation by _____________________ 
11. IFN-γ: level __________________    antigen stimulation by _____________________ 
      IFN-γ: level __________________    antigen stimulation by _____________________ 
      IFN-γ: level __________________    antigen stimulation by _____________________ 
      IFN-γ: level __________________    antigen stimulation by _____________________ 
      IFN-γ: level __________________    antigen stimulation by _____________________ 
      IFN-γ: level __________________    antigen stimulation by _____________________ 
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คูมือการลงรหัสแบบสอบถาม Protocol IL-17-01
ชุด

คําถาม 
ขอ
ที่ 

ช่ือตัว
แปร 

หัวขอเรื่อง คอลัมน จํานวน 
คอลัมน 

รายละเอียด 

 ID เลขที่แบบสอบถาม 1-3 3 เลขที่แบบสอบถาม 001-
999 

  1 HN เลขผูปวยนอกในป25XX 4-10 7 เลขที่ผูปวยนอกของ
รพ.00001XX-99999XX 

  2 SEX เพศ 11 1 รหัสตามแบบสอบถาม  
1 = เพศชาย 
2 = เพศหญิง 

  3 AGE อายุ 12-13 1 ลงอายุเต็ม หนวยป 
99 = ไมตอบ 

  4 EDU วุฒิการศึกษา 14 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
  5 RES ภูมิลําเนา 15 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
  6 MAR สถานะสมรส 16 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
  7 OCC อาชีพ 17 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 

   1 

  8 SAL เงินเดือน 18-22 5 ใสจํานวนเงินเดือน(บาท) 
ถาไมตอบ =99999 

  1 PRE อาการปจจุบัน  
1.1 P1 ไข 23 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
1.2 P2 ไอ 24 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
1.3 P3 เสมหะ 25 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
 1.4 P4 หอบ 26 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
1.5 P5 ฝหนอง 27 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
1.6 P6 ปวดหัว 28 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
1.7 P7 ปวดเมื่อย  

ครั่นเนื้อตัว 
29 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 

1.8 P8 ระบุอาการ 30 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ถาไมระบุอาการใส 9 

1.9 P9 ระบุอาการ 31 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ถาไมระบุอาการใส 9 

2.1 A1 โรคปอดบวม 32 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 

  2 
   

2.2 A2 ไซนัสอักเสบ 33 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
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ชุด
คําถาม 

ขอ
ที่ 

ช่ือตัว
แปร 

หัวขอเรื่อง คอลัมน จํานวน 
คอลัมน 

รายละเอียด 

2.3 A3 ไขเยื่อหุมสมองอักเสบ 34 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
2.4 A4 ฝหนอง 35 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
2.5 A5 ระบุการติดเชื้อ 36 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 

ถาไมระบุไวใหใส 9 
  3 A6 จํานวนครั้ง 37 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
  4 A7 ประวัติยาที่ใชในปจจุบัน 38 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
  5 A8 ประวัติแพยา 39 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
  6 A9 ประวัติวัคซีน 40 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
   A10 วัคซีนบาดทะยัก 41 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 

ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 

 A11 วัคซีน 
นิวโมคอคคัส 

42 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 
ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 

 A12 วัคซีนวัณโรค 43 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 
ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 

 A13 วัคซีน 
พิษสุนัขบา 

44 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 
ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 

 A14 วัคซีนไขเหลือง 45 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 
ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 

 A15 วัคซีน 
ไขกาฬหลังแอน 

46 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 
ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 

 A16 ระบุวัคซีน 47 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 
ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

  7 A17 การตรวจ HIV 48 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 

2 (ตอ) 
   

  8 A18 ผลตรวจ HIV 49 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

  1 H1 ชองทางการติดเช้ือ HIV 50 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

    3 

  2 H2 รสนิยมทางเพศ 51 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม  
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ชุด
คําถาม 

ขอที่ ช่ือตัว
แปร 

หัวขอเรื่อง คอลัมน จํานวน 
คอลัมน 

รายละเอียด 

2 (ตอ) H2 (ตอ)    ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

  3 H3 ลักษณะเพศสัมพันธหลัง
ติดเชื้อ 

52 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

 4.1 H4 วัณโรค 53 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

 4.2 H5 เช้ือราในปอด 54 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

 4.3 H6 เช้ือราในสมอง 55 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

 4.4 H7 ระบุเช้ือฉกฉวยโอกาส 56 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

  5 H8 ระดับเม็ดเลือด CD4 57-59 3 ใสจํานวนตามผลจริงถาไม
มีขอมูลใส 999 

    3 

  6 H9 ระดับ viral load ในเลือด 60-66 7 ใสจํานวนตามผลจริง เชน 
105,000 ใหใส 0105000 
เปนตน ถาไมมีขอมูลใหใส 
9999999 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นาย วิรัช เมฆอนันตธวัช เกิดวนัที่ 12 กันยายน 2514  ที่จังหวดักรงุเทพมหานคร  สําเร็จ
การศึกษาปรญิญาตรีแพทยศาสตรบัณฑิต (เกียรตินยิมอันดับ 1) คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาล
รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ในปการศกึษา 2537   ไดรับประกาศนยีบัตรทยาศาสตรทางการแพทย
คลินิก (สาขาอายุรศาสตร) ภาควชิาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาลรามาธิบดี 
มหาวิทยาลัยมหิดล ในปการศึกษา 2541   และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
(สาขาอายุรศาสตร) คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย เมื่อ พ.ศ. 2546 
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