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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความสําคัญและที่มาของปญหาการวจิัย (Backgroud) 
 

ความสําคัญของLupus erythematosus (LE) 
 Lupus erythematosus จัดเปนโรคภูมคิุมกันตอเนื้อเย่ือตนเอง ความรนุแรงของโรคจะ

แตกตางกันไปในผูปวยแตละราย ปจจุบันยังไมทราบสาเหตุของโรคนีช้ัดเจน ซึ่งพบไดในประชากร

ทั่วโลก พบความชุกในโรคสูงขึ้นในคนแอฟริกา, อเมริกา และคนเอเชีย ความรนุแรงของโรคมี

รายงานที่พบวามีความรุนแรงในคนเชื้อชาติ Asia มากกวา Caucasian รวมถึงอตัราตายที่สูงกวา

[1-6] การศึกษาที่ผานมาพบวาพันธุกรรมมีบทบาทสําคัญตอการเกิดโรค เชื่อวาการเกิดโรค LE 

ประกอบดวยปจจัยหลายอยางเชนเดียวกับโรคอ่ืนๆ ในกลุมโรคภูมคิุมกันตอเนื้อเย่ือตนเองคือมี

ความผิดปกตขิองยีนหลายตัวรวมกับปจจัยทางสิ่งแวดลอม และหลายการศึกษาซึ่งรายงานยีนที่

เก่ียวของกับโรคหลายยีนแตยังไมเปนที่สรปุแนชัดวายีนเหลานี้เก่ียวของกับโรคอยางชัดเจน 

 
ปจจัยทางพนัธุกรรมกับโรค  LE  

 โรค LE เปนโรคที่มีสาเหตจุากหลายปจจัย โดยมีปจจัยทางพันธุกรรมเปนสวนประกอบที่

สําคัญอยางหนึ่ง หลักฐานทีช่วยสนับสนุนไดแก 1) อัตราการเกิดโรคเพิ่มข้ึนในเครือญาติของผูปวย 

คาอัตราสวนระหวาง sibling risk ตอ general population risk= 20 และ 2) อัตราการเกิดโรค

พรอมกันในคูแฝดสูง 2-5%ในแฝดคลาย และสูงถึง 24-58%ในแฝดเหมือน[7-9] มกีารศึกษาเพื่อ

คนหายีนที่เก่ียวของกับโรคนี้อยางมากมาย จากการทํา linkage analysis ที่ใช DNA marker 

ครอบคลมุทัง้ genome (whole genome scan) จากผูปวย LE อยางนอย 7 กลุมการศึกษา[7,10-

14] โดยสวนใหญเปนการศกึษาในประชากรเชื้อชาติ Caucasian โดยในแตละการศึกษาไดคนพบ

ตําแหนงบนโครโมโซมที่สําคญัหลายตําแหนงแตกตางกันขึ้นอยูกับความแตกตางของขนาด

ตัวอยาง เชื้อชาติ และ วิธกีารใช   แตสามารถสรุปตําแหนงตางๆที่นาสนใจทีน่าจะมีความสําคญั

ตอการเกิดโรค LE 18 ตําแหนง[9] คือ ตาํแหนงที ่significant linkage ไดแก 1q22-23, 1q41-42, 

2q35-37, 4p16-15.2, 6q11-21, 16q12-13 และตําแหนงที ่ suggestive linkage ไดแก 1q31, 

2q32-35, 4p13-15, 6q26-27, 9p24-21, 11q23, 13q31-32, 14q11-23, 15q26, 19q13, 

20p12-13, 20q11-13  
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ความสําคัญของ Interferon-alpha ใน LE 
 Interferon (IFN) เปน cytokine ตัวแรกที่ถูกคนพบเมื่อประมาณ 40 ปกอน ซึ่งถูกแบงเปน 

2 ชนดิ ไดแก Type I interferon ซึ่งประกอบดวย IFN-α genes 12 ยีน และ IFN-β, IFN-ω, IFN-

κ และ IFN-τ[15]  คณุสมบัตริวมของ Type I interferon ไดแก ยีนสวนใหญมีเพียง 1 exon และ

มีsequence ที่คลายกันถึงรอยละ 80 โดยทีต่ําแหนงของยีนรวมกลุมกันอยูบน short arm 

chromosome ที่ 9 สวน Type II interferon ไดแก IFN-γ ซึ่งเปน cytokine สําคัญในกลุม T-

helper type I และ cytotoxic T-lymphocyte 

 

 Type I interferon มีบทบาทสําคัญในขบวนการ innate immunity และเชื่อมตอไปยัง

ขบวนการ adaptive immunity   Type I interferon มีบทบาทสําคญัในขบวนการตอตานไวรัส โดย

การกระตุนคณุสมบตัิ cytotoxicity ของ natural killer cell (NK cell) ตอมาพบวา Type I 

interferon มีบทบาททางดาน immunoregulation[16] (ดังรูป) อื่นๆ ไดแก 

 - กระตุน dendritic cell maturation และ function 

 - กระตุน B cell ในขบวนการ immunoglobulin class switching 

 - กระตุน MHC class I expression 

 - กระตุน macrophage ใหสราง interleukin-10 (T-helper 2 cytokine) และเปลี่ยนแปลง 

monocyte/macrophage ใหมคีณุสมบตัิเปน professional antigen presenting cell (APC) 

 เชื่อวา Plasmacytoid dendritic cell ซึ่งเปน professional antigen presenting cell มี

บทบาทสําคญัในการกระตุน autoreactive T-cell และนําไปสูการเกิดโรค LE นอกจากนี้มี

การศึกษาพบวาเลือดของผูปวย LE สามารถเปลี่ยน monocyte cell ไปเปน dendritic cell ซึ่งถูก

ยับย้ังไดดวย antibodyตอ interferon-alpha[17-18] 
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รูปท่ี 1 แสดงบทบาทของ Interferon-α หรือ Type I Interferon ตอการเกิดโรค LE   IFN-

α ถูกสรางขึ้นจาก plasmacytoid dendritic cell โดยถูกกระตุนไดดวยไวรัส, CpG DNA 

และ immune complex ซึ่งมีสวนประกอบ apoptotic body   IFN-α สามารถกระตุน DC 

maturation, เปลี่ยน Macrophage ใหมคีณุสมบตัิเปน antigen presenting cell, กระตุน

การแบงตัวและ Ig class switch ของ B-cell รวมถึงกระตุนคณุสมบตั ิcytotoxic ของ NK-

cell[15] 

 

ผลโดยรวมสรปุวา Type I interferon มีผลเหมือนการติดเชื้อแบคทเีรีย/ไวรัสในเชิงที่

สามารถกระตุน dendritic cell maturation โดยภายใตการเพ่ิมข้ึนของ self antigen ไดแก 

apoptotic bodies หรือ autoantibodies ของ DNA ซึ่งกระตุนใหรางกายเสีย self-tolerance ใน

ภาวะปกติ และนําไปสูภาวะภูมิคุมกันตอเนื้อเย่ือตนเองหรือ autoimmunity  

 

 Type I interferon ไดรับความสนใจวาอาจมีบทบาทในกลไกการเกิดโรค LE เนื่องจากมี

รายงานพบการเพิ่มข้ึนของระดับ IFN-α ในเลือดของผูปวย LE และมรีายงานวาผูปวยที่ใช 

recombinant IFN-α ในการรักษาโรคมะเรง็หรือไวรัสตับอักเสบ จะพบ autoantibodies ในเลือด

หรือบางรายเกิดอาการของโรค LE ข้ึน   Siegal และคณะ(คศ.1999) พบเซลลที่สราง IFN-α 
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(natural IFN-producing cell) หรือ plasmacytoid DC ซึ่งสามารถเพิ่มการสราง IFN-α มากขึ้น 

ภายหลังการกระตุนดวย immune complex หรือ apoptotic cells[19] ที่นาสนใจมาก ไดแก การ

คนพบวาในเลอืดของผูปวย lupus สามารถกระตุน Plasmacytoid dendritic cells ใหหล่ัง IFN-α 

รวมทัง้กระตุน autoreactive T cell activity ซ่ึงสามารถยับย้ังไดดวยการให IFN-α 

antibody[18,20] การศึกษาที่ขยายผลตอมาโดยเทคโนโลยี Global gene approach หรือ DNA 

microarray สนับสนนุความสําคัญของ IFN-α โดยพบวาใน peripheral blood cells ของผูปวยมี

การเพ่ิมขึ้นของ IFN-α associated genes และอาจสัมพันธกับความรนุแรงของโรค LE อีกดวย

[21-23] 

 

 ในปจจุบันเรายังไมทราบถึงความแตกตางของการทํางานและการแสดงออกของแตละ 

Interferon-alpha subtypes อยางไรก็ตาม ทุก subtypes มีบทบาทในทางการตอตานไวรัสและ

กระตุนคณุสมบัติ cytotoxicity ของ NK cell ดวย แตมคีนพบวา แตละ subtype มีความแตกตาง

ในเชิงประสทิธิภาพตอการกระตุน NK cell และ B-cell นอกจากนั้นการแสดงออกของยีนถูก

ควบคุมโดย Interferon regulatory factors (IRF) ซึ่งมีความแตกตางกันในเซลลแตละชนิดหรอื

แลวแตชนิดของสิ่งที่นํามากระตุน ในจํานวน 13 subtypes นัน้ IFN-α subtype 1 และ 2 มี

ปริมาณมากที่สุด[24]โดยทีs่ubtype 2  นัน้สามารถกระตุนการแสดงออกของ interferon 

inducible protein 10 (IP-10) ซึ่งเปน T-helper 1 cytokine ในขณะที ่ interferon-alpha 

subtype1ไมมีคณุสมบตัดิงักลาวขอจํากัดของการศึกษา Interferon-alpha subtypes ที่สําคัญ

ไดแก เทคโนโลยีที่ใชในอดตียังขาดประสิทธิภาพ แตดวยเทคโนโลยีในปจจุบันการศึกษา 

Interferon-alpha subtypes ไมเปนปญหาอีกตอไป[24] 
 

 plasmacytoid DC เปนแหลงสราง IFN-α โดยทั่วไปถูกพบในเลือดโดยมีปรมิาณรอยละ 

1 ของ peripheral blood cells  ในผูปวย LE มีปริมาณของ pDC  ในเลือดลดลง แตกลับไปสะสม

ที่ผิวหนงัแทน   เชื่อวา pDC เปนเซลลมบีทบาทสําคญัในกลไกการเกิดโรค[25] การศึกษานี้สนใจ

ศึกษาผื่น DLE เนื่องจากเปนผ่ืนที่พบไดบอยที่สุดในกลุม Chronic cutaneous lupus 

erythematosus พบผ่ืน DLEบอยในผูปวยอายุประมาณ 20-40 ป เปนไดทั้งเพศชายและเพศหญิง 

อัตราสวนของหญิงตอชายเทากับ 3:2 ถึง3:1 แลวแตรายงาน ผืน่DLEพบไดทุกเชื้อชาติ ,ประมาณ

รอยละ 55 ของผูปวย DLE ตรวจพบความผิดปกตทิางหองปฎิบตัิการได[26]  และประมาณรอยละ 

15-30 ของผูปวย SLE มีผ่ืนชนดิ DLE ข้ึนมาในชวงใดของโรคก็ได ผูปวยเหลานี้มักมีอาการของ

โรค SLE รุนแรงนอยกวาผูปวย  SLE ที่ไมมีผ่ืน DLE 
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คําถามของการวิจยั (Research Question) 
 

คําถามหลัก ( Primary research question) ระดับ mRNA level ของ IFN-alphaในผ่ืน 

DLE มีความแตกตางกันกับผิวหนังปกติของคนปกติ(normal skin)  

คําถามรอง ( Secondary research question) ระดับ mRNA level ของ IFN-alpha ใน

ผิวหนังปกติของผูปวยโรค DLE มีความแตกตางกันกับผิวหนังปกติของคนปกต(ิnormal skin) 

คําถามที่สาม (Third research question) ระดบั mRNA level ของ IFN-alpha ในผื่น 

DLE  มคีวามแตกตางกันกับผิวหนังปกตขิองผูปวยโรค DLE 

 
วัตถุประสงคของการวิจยั (Objectives) 
 

1. ศึกษาระดับ mRNA level ของ IFN-alpha เปรียบเทยีบระหวางผ่ืน DLE กับผิวหนัง

ปกติของคนปกติ(normal skin) 

2. ศึกษาระดับ mRNA level ของ IFN-alpha เปรียบเทยีบระหวางผิวหนงัปกติของผูปวย

โรค DLE กับผิวหนังปกติของคนปกต(ิnormal skin) 

3. ศึกษาระดับ mRNA level ของ IFN-alpha เปรียบเทยีบระหวางผ่ืน DLE  กับผิวหนัง

ปกติของผูปวยโรค DLE 

 
สมมุติฐาน (Hypothesis) 
 
 ระดับ mRNA level ของ IFN-alpha ในผ่ืน DLE มีความแตกตางกันกับผิวหนังปกติของ

คนปกติ(normal skin) 
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กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual Framework) 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ขอตกลงเบื้องตน (Assumption) 
 
 ทําการศึกษาผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัยวาเปน  DLE โดยการตดัชิ้นเนือ้ที่มารับการตรวจ

รักษาในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

 
คําสําคัญ (Key words) 
 

DLE 

Normal skin 

Interferon-alpha 

mRNA 
 
 
 
 
 

Genetic background 
Eg. HLA,cytokine, gene etc. 

Environmental factors 
Eg. UV light, Infection,  etc. 

Plasmacytoid   Dendritic Cell 
 

mRNA 
 

IFN-alpha 
 

B-cell         T-cell       NK-cell 

Lupus Erythematosus 

Immune Systems 

Normal Skin 

Normal Immune Response 

Disease severity 

Location of Lesion 

Intervention and Treatment 
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การใหคาํนิยามเชิงปฏิบัตทิี่จะใชในการวิจัย(Operational Definitions) 
 
 1. การวินิจฉัยผ่ืน DLE จากHistopathologyของชิ้นเนื้อที่ตดั 

            2. Classical discoid lupus erythematosus (DLE) คือ ผื่นแดงราบหรือนนูเล็กนอย 

ขอบเขตมักชัดเจนตอนเกิดขึ้นใหมๆมีลักษณะเปนตุมแดง มีสะเก็ดแลวลามขยายตัวออกเปน

วงกลม ตรงกลางผื่นเริ่มมี atrophy มี Telangiectasia พบไดทั้งแถวขอบผื่นและตรงกลางผื่น และ

มี follicular plugging คือมีสะเก็ดตดิแนนเหน็เปนตุมดาํอุดตนัรูขนอยู ลักษณะนี้เปนลักษณะเดน

ของ DLE ถาลอกเอาสะเก็ดผื่น DLE ออกจะเห็นเปนตุมนูนของรูขนมีลักษณะเหมอืนขนพรมทีต่ดิ

อยูกับพื้นพรม(Carpet tacks sign) เมือ่ผ่ืน DLE หายแลวเหลือเปนแผลเปน สี hypo หรอื 

hyperpigmentation รวมกับ telangiectasia พบผ่ืน DLE ไดบอยในบริเวณที่ถูกแสง นอกจากนี้ยัง

มีผื่น DLE หลายชนิดที่พบได ไดแก Hypertrophic/verrucous DLE, Mucosal DLE,  Lichenoid 

DLE (LE/lichen  planus overlap ,lupus planus) เปนตน 

3. ผิวหนังปกติของผูปวยโรค DLE คือ ผิวหนงัปกติบริเวณ inner aspect of forearms 

 
ปญหาทางจริยธรรม(Ethical considerations) 
 
 ไมมี เนื่องจากการตดัช้ินเนือ้บริเวณ ผิวหนงัปกติของคนเปนโรค DLE จะใชสง Lupus 

band test ผูดําเนนิการวิจัย ไดแบงครึง่ เพื่อสง extract RNA และ ชิน้เนื้อบริเวณผวิหนังที่เปนโรค 

DLE จะใชสงเพ่ืออานผลทาง Histopathology ผูดําเนนิการวิจัย ไดแบงครึง่เพื่อสง extract RNA 

เชนกัน สวนผิวหนังปกติของคนปกติ ผูดําเนนิการวิจัย ไดนําชิ้นเนือ้ปกติ จากแพทยศัลยกรรม

ตกแตงและแพทยหูคอจมูกที่ผาตดัหนังตา และดึงหนา จากหองผาตดั ซึง่ไดขออนญุาตจากผูปวย

ที่ทําการผาตดัแลว 
 
ขอจํากัดในการวิจยั (Limitation)    :   ปจจัยบางอยางซึ่งอาจจะสงผลตอผลการวิจัย เชน 

ปริมาณแสงแดดที่ผูปวยแตละรายไดรับมคีวามแตกตางกัน 
 
 
ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย (Expected Benefits & Application) 
 
 1. ทราบวา Interferon-alpha ใน ผ่ืน DLE สูงกวาปกติอยางมีนัยสําคัญหรือไม 

 2. ทราบ pathogenesis ของโรคและปจจัยสําคัญทีท่ําใหเกิดโรค 

3. ชวยพัฒนาในการรักษาโรค DLE ในอนาคต (การใช Interferon-alpha ในการรักษา) 
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อุปสรรคที่อาจจะเกิดขึ้นระหวางการวจิัยและมาตรการในการแกไข (Obstacle) 
 
 การขอความรวมมือจากผูปวย โดยอธิบายผูปวยเกี่ยวกับโรค และความจําเปนในการตดั

ชิ้นเนื้อใหผูปวยทราบกอนทีจ่ะใหผูปวยยินยอมเขารวมในการศึกษาวิจัยนี้ 

 
การบรหิารงานวิจยัและตารางการปฏบิัติงาน (Administration and Time Schedule) 
 
 

2547 2548 2549 การดําเนินการ 

10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 

1. การศึกษาเตรียมงาน * * *                 

2. ดําเนินงานวิจยัและรวบรวมขอมูล   * * * * * * * * * * * * *     

3. การวิเคราะหขอมูล            * * * *     

4. การเขียนรายงานและรายงานผล                * * * * 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 
ทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วของ (Review of related literatures) 
 

บทบาทของ IFN-alpha ในโรค LE เปนสิ่งทีน่ักวิจัยที่มุงเนนศึกษาเกี่ยวกับโรค LE ให
ความสนใจเปนอยางมาก เพราะวามีรายงานการวิจัยหลายรายงานที่สนับสนนุวา IFN-alpha 
เก่ียวของกับ pathogenesis ของโรค LE ซึ่งอาจจะเกี่ยวของโดยตรง หรือโดยออมกับกลไกการเกิด
โรค LE จึงนบัวาเปนการเปดมุมมองใหมของการศึกษาหาสาเหตุของกลไกการเกิดโรค LE โดย
พบวา ผูปวยที่เปนโรค Lupus จะมีปริมาณของ endogenous IFN-alpha ใน serum ในปริมาณที่
สูงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม normal control[27-28]  มีรายงานการวิจัยใน animal models วา เมื่อ
ให IFN-alpha เกิด autoimmune disease ข้ึน ขณะที่ animal models ที่ไมไดรับ IFN-alpha จะ
เปนปกต ิ แตการเกิด autoimmune disease นี้ สามารถปองกันไดโดยการฉีด IFN-specific 
monoclonal antibodies เขาไปในสัตวที่ไดรับ IFN-alpha[29] มีการทดลองโดยการสราง NZB 
murine ที่ไมม ีIFN-alpha/beta receptor พบวาหนูจะลดการสราง autoantibodiesลงสงผลใหลด
การเกิดanti-erythrocyteantibodies, erythroblastosis, hemolytics anemia, anti-DNA 
autoantibodies, kidney disease และหนทูี่สรางขึ้นมานี้จะไมมีการพัฒนาเปนโรค lupus เลย
[30] และมรีายงานการวิจัยที่กลาววาผูปวยใช recombinant  IFN-alpha ในการรักษาโรค 
malignancies และโรคตับอักเสบจากไวรัสตับอกัเสบชนิดซ ี มีการพัฒนาการสราง 
autoantibodies ข้ึน โดยทีบ่างรายมีอาการคลายโรค SLE(SLE-like syndrome) เกิดข้ึน[31] และ
พบวาผูปวยโรค lupus จะมีความสามารถในการกด B-lymphocyte ไมใหมีการ proliferate และ
การสราง antibody ไดไมดี คาดวานาจะเปนผลมาจาก IFN-alpha ที่เพ่ิมสูงขึ้น เพราะ IFN-alpha 
มีคณุสมบตัทิีจ่ะไปกระตุน B-lymphocyte ได จึงทําให B-lymphocyte สราง autoantibodies 
ข้ึนมา[32] รายงานการวิจัยรายงานหนึง่กลาววา IFN-alpha ใน serum ของผูปวย LE สามารถ
เหนี่ยวนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของ monocyte ของคนปกติใหกลายเปน dendritic cell ได
[33]รายงานการวิจัยอีกฉบับกลาววาสามารถที่จะตรวจพบ IFN-alpha producing cell ในเลือด
และเนื้อเย่ือของผูปวย LE แตจะพบปรมิาณของ plasmacytoid dendritic cell (เปน dendritic 
cell ชนิดหนึง่ที่สามารถผลิต type 1 interferon ไดอยางมาก โดยสามารถผลิตไดมากถึง 10 
picogram/cell) ในเนื้อเย่ือที่เกิดพยาธิสภาพมากกวาที่จะพบในเลือด เชื่อวา plasmacytoid มีการ 
migrate ไปในบรเิวณที่เกิด inflammation (พบ plasmacytiod dendritic cell สะสมอยูเปน
จํานวนมากใน cutaneous LE lesions)[34-38] 
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แมวาขอมูลจํานวนมากสนับสนุนบทบาทของ IFN type I ตอการเกิดโรค LE แตยังมีขอ
สงสัยหลายประการไดแก แหลงที่มาของ IFN การไมพบการเพิ่มข้ึนของ IFN type I transcript ใน 
peripheral blood cell แตกลับพบ interferon-inducible หรือ interferon-associated 

signature[21]  มีรายงานวา plasmacytoid DC ซึ่งเปนแหลงกําเนิดของ IFN-α นั้น ถูกพบได
นอยลงในเลือดของผูปวย SLE แตกลับถูกสะสมอยูในชั้นผิวหนงัของผูปวย[25] 

 

แมมีรายงานวา IFN-α สําคญั แตยังไมมีการศึกษาใดที่วัดระดับของ IFN-α ที่ผื่น DLE 
โดยตรง เคยมีเพียงรายงานศึกษาดวย Immunohistochemistry พบวาระดับ MxA protein สูงขึ้น

ซึ่งเปนผลจาก Type I Interferon สูงขึ้น งานวิจัยนี้เนนศึกษาเก่ียวกับระดับ mRNA ของ IFN-α 

เนื่องจาก IFN-α นาจะมีบทบาทสําคญัที่สุดใน type I Interferon และ ระดับ cytokine ที่ผิวหนัง
หากวัดระดับ protein ทําไดยุงยากกวาการวัดระดับ mRNA และคาระดับ mRNA ที่วัดไดจะมคีา 
sensitivity สูงกวาดวย โดยวิธี real time PCR ซึ่งระดับ mRNA ที่วัดไดนี้สามารถบงบอกถึงระดับ

โปรตีน (IFN-α) ไดดดีวย 
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บทที่ 3 
 

Lupus  erythematosus(LE) 
 

 LE เปนโรคอกัเสบเรื้อรงัชนดิหนึง่ซึ่งทําใหเกิดโรคในอวัยวะหลายระบบ  ผิวหนังเปน

อวัยวะหนึ่งซึง่มักปรากฏอาการของโรคใหเห็น  พบประมาณรอยละ 70-80 ของผูปวย LE ทั้งหมด

[39]  โรค LE อาจเปนเฉพาะที่ผิวหนังเทานั้น ไมแพรกระจายไประบบอื่น(Discoid LE) หรือเปน

เพียงสวนหนึง่ของโรคซึง่แพรกระจายไปในหลายระบบ(Systemic LE ,SLE) ผูปวยประมาณรอย

ละ 20 มีผืน่ผวิหนังนํามากอนที่จะแสดงอาการทางระบบอื่น[40]  ฉะนัน้เวลาตรวจรางกายผูปวยที่

มีผื่นแบบ LE จึงจําเปนตองตรวจทุกระบบอยางละเอียด เพื่อคนดูวาโรคไดแพรกระจายไปยัง

อวัยวะใดในรางกายแลวบาง   
 

 พยาธิกําเนิดและกลไกการเกิดผ่ืน LE 
 ผูปวย LE เปนผูปวยที่มีความผิดปกติของยีนอยูแลว จึงทําใหผูปวยเปนโรคนี้ไดงายกวา

คนธรรมดา พบวาในเด็กแฝดชนิด monozygote ถาเด็กคนหนึ่งเปนโรค LE เด็กแฝดอีกคนมีโอกาส

เปนโรคนี้ไดสูงถึงรอยละ 30-65[41] 

 ส่ิงแวดลอมเปนปจจัยหลักอีกประการหนึง่ซึ่งทําใหผูปวย LE มีอาการแสดงทางผวิหนัง

โดยเฉพาะแสงแดด ผ่ืนชนดิ LE-specific นัน้ถูกกระตุนใหเกิดขึน้หรือเหอข้ึนหลังจากถูกแสงแดด

[42] โดยเฉพาะแสงในชวง ultraviolet(UV) ปกติแบงแสงในชวงนี้ออกเปน 3 ชนดิคือ  คือ 

 -UVA 

 -UVB 

 -UVC 

 แสง UVสามารถทําใหผิวหนังเกิดอักเสบไดโดยไปกระตุน keratinocyte ใหหล่ังสารพวก 

primary cytokine ออกมา เชน Interleukin 1 (IL1)และ tumor necrosis factor(TNF)-alpha[43] 

พบวา primary cytokine เหลานี้จะกระตุนใหมีการหลั่ง cytokine อื่นๆออกมาจาก keratinocyte 

อีก เชน  Interleukin 6(IL-6), Interleukin 8(IL8), Interleukin 10(IL10), granulocyte 

macrophage colony stimulating factor(GM-CSF), transforming growth factor-alpha(TGF-

alpha) และสารกลุม eicosanoids เชน prostaglandin เปนตน สารเหลานีท้ําใหเกิดเสนเลือด

ขยายตัว และเรียกให inflammatory cell ออกจากหลอดเลือดเขามาสูบริเวณที่อักเสบได 
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 แสง UVB สามารถกระตุนให antibodies บางชนดิโดยเฉพาะพวก  Antibody ตอ 

extractable nuclear antigens เชน Ro, La, RNP และ Sm จับกับ keratinocyte[44] ได  ซึ่งจะ

กระตุนใหเกิดการทําลายเซลล  โดยระบบภูมิคุมกันของรางกาย  ที่เปนเชนนี้เนื่องจากเมื่อ 

keratinocyte ถูกกับแสง UVB แสงจะกระตุนใหมีการเคล่ือนยายพวก nuclear antigens บางชนดิ 

เชน Ro, La, RNP และ Sm ใหมาที่ cell membrane ของ keratinocyte ซึ่งจะทาํปฏิกิริยากับ 

autoantibodies ในเลือดทีซ่ึมผานจากกระแสเลือดเขามาสูผิวหนังในตอนแรก antibodies เหลานี้

จะจับกับ nuclear antigens บนผิวเซลลและถูก keratinocyte จับเอา complex นี้เขาไปใน 

cytoplasm โดยขบวนการinternalization จากนั้น ก็จะเขาใน nucleus เกิดขบวนการ apoptosis 

เกิดขึ้น[45] นอกจากนั้นยังเช่ือวาแสง UVB สามารถกระตุนใหเกิดขบวนการ antibody-

dependent cellular cytotoxicity(ADCC) ตอ extractable nucleoprotein antigens ที่อยูบนผิว 

keratinocyte แลวทําใหเกิด cell lysis ได[46] 

 

 ยังไมทราบกลไกแนชัดในการเกิดผืน่ผิวหนงัของโรค LE แตเขาใจวานาจะเกิดจากหลาย ๆ 

ปจจัยรวมกัน เชน ความผดิปกติของยีน แสง UV กลไกทางระบบภูมิคุมกันของรางกาย  เชน 

mediators และcytokines รวมกับ inflammatory cells โดยเฉพาะ lymphocyte ที่อยูในชั้น

ผิวหนังแท  ทําใหเกิดการอักเสบและมีผลทําใหผิวหนงักําพรามี cytotoxicity เกิดเปนผื่นข้ึน[47] 

การที่แสง UV ทําใหเกิด apoptosis ของ epidermis ทําใหเกิดม ี nucleoprotein ที่อยูขางใน

ออกมาขางนอกและกระตุนใหรางกายสราง auto-antibody ตอ nucleoprotein เหลานั้นข้ึนมา 

นอกจากนี้แสง UV ยังกระตุนใหเกิดปฏกิิริยาลูกโซของสาร proinflammatory ทําใหเกิดมีการหลั่ง 

cytokines และ mediators อื่นๆ เชน prostaglandins, leukotrienes และพวก adhesive 

molecules ทาํใหมี inflammatory cells หลั่งไหลเขามาสูผิวหนัง    สงผลทําใหเกิดขบวนการ

ทําลายเซลลโดยวิธีการตางๆ เชน ADCC, cytotoxicity จาก complement  หรือ จาก cytokines 

ตางๆ ที่หล่ังออกมา 

 
อาการแสดงทางผิวหนัง 
 
 ผูปวยจะมีอาการแสดงทางผิวหนังมากหรอืนอยข้ึนอยูกับชนดิของ LE วาเปนชนิดใด  การ

แบงชนดิของผื่น LE มีหลายแบบในที่นี้จะแบงตาม James N. Gilliam ซึ่งแบงผ่ืน LE ออกเปน 2 

ชนิดใหญๆ คอื LE-specific skin disease และ LE-nonspecific skin disease[48] (ตารางที่ 1) 

 

 LE-specific skin disease แบงออกไดเปน 3 ชนดิดวยกันคือ 
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 1. Acute cutaneous LE(ACLE) 

 2. Subacute cutaneous (SCLE) 

 3. Chronic cutaneous (CCLE) 

ทั้ง 3 ชนิดมีผืน่ลักษณะจําเพาะและมีความสําคัญในการพยากรณโรค  
 
Acute cutaneous lupus erythematosus (ACLE) 
 
 แบงผ่ืนชนิดนีอ้อกไดเปน 2 ประเภทคือ  

1) localized ACLE มีผื่นทีบ่ริเวณใบหนา บางทีเรียกวา Malar rash หรือ butterfly rash  

2)  generalized ACLE มีผืน่กระจายทั่วตวั 

 
Subacute cutaneous lupus erythematosus (SCLE) 
 
 ผูปวย LE ที่มผีื่นชนดิ SCLE  นี้เปนกลุมผูปวยที่มีลักษณะทางคลินิก  serology และการ

ถายทอดทางกรรมพันธุที่แตกตางไปจากกลุมอื่นของผูปวย LE พบไดประมาณรอยละ 10 ของ

ผูปวย LE ทั้งหมด[49] แบงลักษณะผื่นออกไดเปน 2 กลุมใหญๆ คือ annular polycyclic lesion 

และ papulosquamous lesion  
 
Chronic cutaneous lupus erythematosus (CCLE) 
 

Classical discoid LE (DLE) 
 เมื่อกอนถือวา chronic cutaneous LE และ discoid LE ใชแทนกนัได แตเดี๋ยวนี้คําวา 

chronic cutaneous LE มีความหมายกวางกวาเดิมคอื นอกจาก  classic DLE แลวยังรวมถึงผื่น

ชนิดอื่นดวย เชน lupus profundus , lupus tumidus เปนตน 

 

 Classic DLE เปนลักษณะผ่ืนชนดิที่พบไดบอยที่สดุในกลุม CCLE  พบผื่น DLE บอยใน

ผูปวยอายุประมาณ 20-40 ป  เปนไดทั้งเพศชายและเพศหญงิ อัตราสวนของหญิง:ชาย เทากับ 

3:2 ถึง 3:1 แลวแตรายงาน แสดงวาเพศชายมีโอกาสเปนโรค DLE ไดมากกวา SLE  เนื่องจาก

อัตราสวนของหญิง : ชาย ใน SLE เทากับ 9:1 เพศหญิงมีโอกาสเปนโรคสงูกวาเพศชายมาก  พบ

ผื่น DLE ไดทุกเชื้อชาติ  ลักษณะผ่ืนของ DLE เปนผืน่แดงราบหรือนูนเล็กนอย  ขอบเขตมักชัดเจน

ตอนเกิดขึ้นใหมๆ มีลักษณะเปนตุมแดง มสีะเก็ดแลวลามขยายตัวออกเปนวงกลม  ตรงกลางผื่น

เริ่มม ีatrophy มี telangiectasis พบไดทัง้แถวขอบผื่นและตรงกลางผืน่ และมี follicular plugging 
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คือมีสะเกด็ตดิแนนเห็นเปนตุมดําอุดตนัรขูนอยู  ลักษณะนี้เปนลักษณะเดนของ DLE ถาลอกเอา

สะเก็ดผื่น DLE ออกจะเห็นเปนตุมนนูของรขูนมีลักษณะเหมือนขนพรมที่ตดิอยูกับพ้ืนพรม

(Carpet tacks sign) เมื่อผ่ืน DLE  หายแลวเหลือเปนแผลเปน สี hypo หรือ hyperpigmentation 

รวมกับ telangiectasia พบผื่น DLE ไดบอยในบริเวณทีถู่กแสง เชน หนาแถวโหนกคิ้ว จมูก โหนก

แกม ริมฝปาก นอกจากนี้ยังพบไดแถว หนงัศรีษะ ห ูหนาอกสวนบนและบริเวณดานนอกของแขน 

ที่หูมีลักษณะสําคัญคือเห็นเปน atrophy และ scarring รูขนเปดกวางรวมกับมีการอุดตนัของรูขน 

พบบอยแถว concha(Concha sign) เรียกผ่ืนDLE(รูปที1่-6) ผื่นที่เกิดเฉพาะบริเวณหนาและคอวา 

Localized DLE ถาผูปวยมีผ่ืนต่ํากวาคอลงมาโดยเฉพาะแถวแขนและหนาอกสวนบนหรือเปนทั่ว

ตัวก็เรียกวา Generalized DLE  ถาผื่น DLE เปนแถวรูเปดของขนเหน็เปนผ่ืนเล็กๆ เรียกวา 

follicular DLE มักพบบริเวณขอศอก โดยเฉพาะในชนชาติเอเชีย[50]  ทีห่นงัศีรษะเปนผืน่แดงมี

สะเก็ด ตรงกลางมี atrophy ผื่นคลายทีพ่บที่หนารวมกับผมรวงบริเวณผื่น เมื่อหายแลวเกิดเปน

แผลเปน ผมไมข้ึนใหม ฉะนัน้ควรรบีรักษาผื่น DLE บนหนงัศรีษะตัง้แตแรกเพ่ือหลีกเลี่ยง

ผลขางเคียง คือผมไมข้ึนใหมบนบริเวณนั้น พบผื่นบนหนงัศีรษะไดประมาณรอยละ 60 ของผูปวย 

DLE และประมาณรอยละ 10 ของผูปวยมีผ่ืนเฉพาะที่หนังศีรษะเทานั้น[51] อาจะพบวาผูปวย 

DLE มีเล็บเสียได แตพบนอยมาก  ที่พบคือ nail-plate dystrophy ผ่ืน DLE ถูกกระตุนดวย

แสงแดดพบวา ประมาณรอยละ 68 ของผูปวย ผื่นเหอข้ึนหลังจากถูกแสงแดด  แสงที่สามารถ

กระตุนผื่นไดนั้นมคีวามยาวคลื่นตั้งแตชวง UVB, UVA จนถึง visible light ผ่ืน DLE ยังอาจเกิดขึ้น

บริเวณที่ถูกกระทบกระแทกหรือมีผิวหนงัอักเสบนํามากอน (Koebner or isomorphic response) 

เชน ตามหลงั trama รอยละ 11 , sunburn รอยละ 5, infection รอยละ 3, exposure to cold รอย

ละ 2 และ pregnancy รอยละ1[49] นอกจากนี้ยังมีรายงานวายาบางชนดิ สามารถกรุตนใหเกิด

ผื่น DLE ไดเชน Isoniacid, penicillamine, griseofulvin และ dapsone[49] 

  

ประมาณรอยละ 55 ของผูปวย DLE มีความผิดปกติของเลือดหรือ serology ได แตก็มัก

ไมกลายเปน SLE[52] ผูปวย generalized DLE  มคีวามผิดปกติของ serology มีโอกาสกลายเปน 

SLE ไดมากกวาผูปวย localized DLE และเมื่อกลายเปน SLE แลวก็มักจะเปนชนดิที่มคีวาม

รุนแรงมากกวาพวก localized DLE ที่กลายเปน SLE  สิ่งที่บงชี้วาผูปวย DLE มีโอกาสเสี่ยงสูงใน

การเปน SLE คือการมีผมรวงชนิดทั่วๆไปไมมีแผลเปน  ตอมน้ําเหลืองโตทั่วๆ ไป periungual nail 

fold telangiectasia, Raynoud’s phenomenon  
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 Hypertrophic DLE(Hyperkeratotic DLE, verrucous DLE) 
 พบไดนอยมีลักษณะเปนผื่นนูนหนา คลายหูดหรือ Lichen simplex chronicus บางผ่ืน

อาจมีลักษณะของทั้ง lichen planus และ hypertrophic DLE   พบผ่ืน hypertrophic DLE บอย

แถวแขน หลงัสวนบนและหนา ผ่ืนมักดือ้ตอการรักษา ผูปวยที่มีผื่น hypertrophic DLE ไมได

กลายเปน SLE มากไปกวาผูปวยที่มีผ่ืน classic DLE[48] 
  

LE Profundus/LE Panniculitis(Kaposi-Irgang disease) 
 บางคนใช 2 คํานี้แทนกัน  ซ่ึง Lupus Profundus หมายถึงผูปวยที่มีผ่ืน DLE อยูขางบน

และมีชั้นไขมนัขางลางอักเสบรวมไปดวย แต LE Panniculitis หมายถึงการทีม่ีชั้นไขมันขางใต

อักเสบเพียงอยางเดียว โดยที่ผิวหนงัชัน้บนไมมีผื่น DLE  รวมดวย  ลักษณะผ่ืนเปนกอนอยูในชั้น

ไขมันใตผิวหนงัมีขนาดกวางประมาณ 1-3 ซม. สวนใหญไมมีอาการแตบางรายจะเจ็บเมื่อกดถูก

ตุมผิวหนังขางบนอาจมีผ่ืน classic DLE อยูหรืออาจแตกเปนแผลก็ได พบบอยแถวที่มีไขมันมากๆ

เชน แถวกน ขาออน ตนแขน หนาทอง ถาพบที่เตานมโดยที่ไมมีผืน่ DLE รวมดวยเรียกวา Lupus 

mastitis  ประมาณรอยละ 50 ของผูปวย Lupus panniculitis/profundus มีหลักฐานยืนยันวาเปน 

SLE ซึ่งผูปวย SLE ประเภทนี้มีอาการของโรคไมรุนแรง[48] 

 
Mucosal DLE 

 พบไดประมาณรอยละ 25 ของผูปวย CCLE[53] มักพบผ่ืนในปากแถวเพดานปาก กระพุง

แกม และเหงอืก บริเวณอื่นก็พบไดแตพบนอย ผ่ืนมีลักษณะเปนผืน่แดงหรือผ่ืนถลอกตื้นไมเจ็บ ถา

เปนนานจะนนูข้ึนเล็กนอย ตรงกลางผืน่อาจมี atrophy ที่ขอบเปนทางสีขาวแพรออกไปจากผื่น

หรือเหน็เปนรางแหสีขาวคลายๆ กับผื่นในปากของโรค lichen planus ในผูปวยบางรายอาจพบ

เปนแผลเจ็บได เมื่อผ่ืนหายแลวอาจกลายเปนแผลเปนไดอีกบริเวณที่พบบอยคือ แถวริมฝปาก 

โดยเฉพาะริมฝปากลางที่ถูกแสงแดดเปนประจํา ผื่นมีลกัษณะเปนผ่ืนแดง  ลอกมีสะเก็ด เปนแผล

ตื้นๆ และมนี้าํเหลืองแหงกรังตดิอยู หรือพบเปนผื่น Classic DLE บนรมิฝปากเลยก็ได  แผลใน

ปากและริมฝปากถาเปนนานๆ อาจกลายเปนมะเรง็ชนดิ squamous cell carcinoma ได[54] แผล

ในปากของโรค CCLE นัน้ไมสัมพันธกับ activity ของโรค LE 

 
Lupus tumidus 

 บางรายงานเรยีกผื่นนี้วา Urticarial plaque of LE พบผื่นชนดิ Lupus tumidus นอยมาก  

ไดรับรายงานครั้งแรกโดย Gougerot and Bournier[55] วาเปนผื่นที่มีลักษณะเปนผ่ืนนนูหนาสี

แดงอมมวง ผวิเรียบมัน บางรายอาจมีสะเก็ดบางๆ อยูบาง อาจมีอาการคันรวมดวยได เกิดบริเวณ
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ตั้งแตคอขึ้นไป ผ่ืนหายไดเองโดยไมเกิดแผลเปน และเกิดผื่นเหอข้ึนบริเวณเดมิได  ผลช้ินเนื้อพบวา

มี lymphohistiocyte อยูรอบๆ เสนเลือดทั้งบริเวณสวนบนและสวนลางของผิวหนังและที่สําคญัคอื

มี mucin จํานวนมากอยูในชั้น reticular dermis สวนการเปลี่ยนแปลงของ dermoepidermal 

junction ซึ่งเปนลักษณะการเปลี่ยนแปลงอยางหนึง่ของ LE นัน้ อาจพบหรือไมพบก็ได  ลักษณะที่

ตางจาก Classic DLE คือ ไมพบ follicular plugging เมื่อหายแลวไมเกิดแผลเปน และมักเกิดซ้ํา

ที่เดิม[48] 

 
 Chilblains LE(Chilblains lupus) 
 พบมากในผูปวย LE ในเมืองหนาวแตยังไมมีรายงานวาพบผื่นชนดินี้ในประเทศไทย 

 
 Lichenoid DLE(LE/Lichen planus overlap) 
 ยังไมแนนอนนักวาโรคนีห้มายถึงอะไร บางรายงานพบวามีผูปวยบางกลุมที่มีลักษณะทาง

คลินิกพยาธิสภาพของผิวหนังและ immunofluorescent กํ้าก่ึงกันระหวางโรค LE และ Lichen 

planus(LP) ซึ่งไมสามารถชี้ชัดไดวาเปนโรคอะไรแน แตบางรายงานก็เปนผูปวยที่เปนผื่น LP ที่เกิด

ในผูปวย LE หรือผูปวยที่มีลักษณะทางคลินิกเหมือนโรคหนึ่งแตลักษณะทางพยาธิสภาพเหมือน

อีกโรคหนึง่ สวนมากผื่นของ LE/LP overlap มักมีลักษณะเหมือน lupus hypertrophicus[56] 

พบวาพยาธิสภาพของผิวหนังม ีband like infiltration ของ lymphohistiocytes 

 
ลักษณะทางพยาธิสภาพของผ่ืน LE 
 
 จุลพยาธวิิทยา(Light Microscopy) 
 ผ่ืนผิวหนงัชนิด LE-specific skin lesion มีลักษณะการเปลี่ยนแปลงที่จําเพาะสามารถให

การวินิจฉัยจากพยาธิสภาพของชิ้นเนื้อไดวาเปน LE การเปลี่ยนแปลงที่สําคญัประกอบดวย มี 

atrophy ของชั้น epidermis , vacuolar basal cell degeneration คือการที่เห็น basal cell เปน

เซลลใสๆ หรือแตกออกเปนเศษ เซลลม ีbasement  membrane ที่อยูตรงรอยตอของ epidermis 

และ dermis หนาขึ้น มบีวมในช้ัน dermis และมเีซลลชนดิ mononuclear cell เขาไปใน 

epidermis อยูระหวางรอยตอของ epidermis กับ dermis อยูรอบเสนเลือดและ skin appendage 

(เชน ตอมเหงือ่ ตอมไขมนัและผม)[57]  เห็นลักษณะทัง้หมดนี้แตกตางกันในแตละชนดิของผื่น LE 

(รูปที ่7- 10) 

 ACLE การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพมักไมเดนชดัเหมือนใน SCLE หรือ DLE 

โดยเฉพาะ liquefaction ของ basal cell และ mononuclear celll เหน็ไมเดนชดันัก 
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 SCLE การเปลี่ยนแปลงก็เห็นไมเดนชดัเทาใน DLE ใน dermis พบวามีการบวม และ 

mononuclear cell อยูจํานวนนอย และมักอยูเฉพาะชั้นบนๆ ของผิวหนงัเทานัน้[58] 

 CCLE ผื่นชนิด DLE มกีารเปลี่ยนแปลงพยาธิสภาพของผิวหนังที่เดนชดั[59] พบวามี 

hyperkeratosis ของ stratum corneum, epidermal atrophy, epidermal basement 

membrane หนามากเห็นเปนแถบสีชมพูหนาใน dermis มี mononuclear cell อยูจํานวนมาก

โดยเฉพาะรอย ๆ เสนเลือดและรอบ appendage มี macrophage อยูในชั้น dermis สวนบน และ

มี mucin แทรกอยูในชั้น dermis นอกจากนี้ยังเห็นวาบริเวณรูเปดของผมกวางมี plugging ของ  

keratin อยูขางใน 

 สําหรับ Lupus panniculitis [60] พบวามี lymphocyte, histiocyte และ plasma cell 

เกาะอยูในชั้น dermis สวนลางและชั้น subcutaneous fat โดยเฉพาะบริเวณ lobule ของ fat ตัว 

fat cell เองมี hyalinization และ necrosis อาจพบ fibrinoid degeneration ของ collagen และมี 

calcium ไปเกาะที่ fat lobule ได 
 
Immunohistopathology 
 
 คือการศึกษาหา antigen หรือ antibody ที่อยูในผิวหนัง โดยใชวิธีการทาง Immunology 

โดยปกติมีวิธกีารศึกษา Immunopathology ทางผิวหนงัคือ 

 Immunofluorescence technique[61] คอื การหา antigen หรือ antibody ในชิ้นเนื้อโดย

ยอมดวยสาร antibody ซึ่งจับกับ fluorescein เรืองแสงไดเมื่อถูกกับแสงความยาวคลื่น 490-495 

นาโนเมตร ที่ใชบอยทางผิวหนงั เรียกวา Direct immunofluorescence คือการตดัชิ้นเนื้อผิวหนงั

แลวแชใน liquid nitrogen หรือ dye ice ทันท ี  นําเขาหองปฏิบตัิการ ตดัชิน้เนื้อหนาประมาณ  4 

ไมครอน แลวนําไปยอยดวย antibody ที่จับกับ fluorescein เสร็จแลวนําไปอานดวยกลอง 

fluorescence ถาช้ินเนื้อนัน้มี antigen ที่จําเพาะก็จะจับกับ antibody ที่ใสเขาไปเห็นเรืองแสงเปน

แสงสีเขียวออกมา 

 
การพยากรณโรค 
 
 ACLE ผื่นชนดิทัง้ localized และ generalized form ของ ACLE มักเหอเปนครัง้คราว

ข้ึนอยูกับ disease activity ของ SLE ของผูปวย ฉะนัน้การพยากรณโรคของ ACLE จึงขึ้นอยูกับ

โรค SLE พื้นฐานผูปวย 
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 SLCE ผื่นมักข้ึนๆ หายๆ เปนชวง โดยอาจไมมีอาการทาง systemic ก็ได สวนใหญการ

พยากรณโรคมักจะดี ยกเวนในรายที่มี SLE รวมดวย การพยากรณโรคก็จะขึ้นอยูกับอวัยวะภายใน

ที่เปนโรค SLE เชน ไต ระบบเลือด เปนตน 

 CCLE มักเปนเฉพาะที่ผิวหนัง prognosis ดี ผูปวยไมตายจากโรคแตผื่นก็อาจลุกลาม

มากขึ้นเรื่อยๆ เกิดเปนแผลเปนถาผูปวยไมไดรบัการรักษา 
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ตารางที่ 1 แสดงการแบงความผิดปกติของผิวหนังใน LE ตาม “Gilliam Classification”                                              
 

I. LE-specific skin disease (cutnaeous LE [CLE]) 
A. Acute cutaneous LE [ACLE] 

1 Localized ACLE (malar rash: butterfly rash) 
2. Generalized ACLE (lupus maculopapular lupus rash. SLE rash. rash. 

photosensitive lupus dermatitis B. Subacute cutaneous LE [SCLE] 
1 Annular SCLE (lupus marginatus. symmetric erythema centrifugum, 

autoimmune annular erythema lupus erythematosus gyratus repens) 
2. Papulosquamous SCLE (disseminated OLE, subacute disseminated LE, 

superficial disseminated LE psoriasiform LE. pityriasiform LE. and 
maculopapular photosensitive LE) 

C. Chronic cutaneous LE [CCLE] 
1. Classic discoid LE (OLE) 

a. Localized OLE 
b. Generalized OLE 

2. Hypertrophic/verrucous OLE 
3. Lupus profundus/lupus panniculitis 
4. Mucosal OLE 

a. Oral OLE 
b. Conjunctival OLE 

5. Lupus tumidus (urticarial plaque of LE) 
6. Chiblains LE (chilblains lupus) 
7. Lichenoid OLE (LE/lichen planus overlap. lupus planus) 

II. LE-nonspecific skin disease 
A. Cutaneous vascular disease 

1. Vasculitis 
a. Leukocytoclastic 

(1) Palpable purpura 
(2) Urticarial vasculitis 

b. Periarteritis nodosa-like cutaneuous lesions 
2. Vasculopathy 

a. Oegos. disease-Iike lesions 
b. Secondary atrophie blanche (livedoid vasculitis. livedo vasculitis) 

3. Periungual telangiectasia 
4. Livedo reticularis 
5. Thrombophlebitis 
6. Raynaud's phenomenon 
7 Erythromelalgia (erythermalgia) 

B. Nonscarring alopecia 
1. "Lupus hair" 
2. Telogen effluvium 
3. Alopecia areata 

C. Sclerodactly 
D. Rheumatoid nodules 
E. Calcinosis cutis 
F. LE-nonspecific bullous lesions 
G. Urticaria 
H. Papulonodular mucinosis 
I. Cutis laxa/anetoderma 
J. Acanthosis nigricans (type B insulin resistance) 
K. Erythema multiforme 
L. Leg ulcers 
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รูปท่ี 2 แสดงผื่น Classic  DLE บริเวณใบหนาของผูปวยชาย 

 

                
 

รูปท่ี 3 แสดงผื่น Classic DLE ดานขางของผูปวยรายเดียวกับรูปที่ 1 
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รูปท่ี 4 แสดงผื่น Scalp DLE  บริเวณหนงัศรีษะ 

 

              
 

รูปท่ี 5 แสดงผื่น Classic DLE ที่พบบริเวณแขนทั้งสองขาง พบใน Generalized DLE 
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รูปท่ี 6 แสดงผื่น Classic DLE บริเวณใบหนาของผูปวยหญิง 

 

              
 

รูปท่ี 7 แสดงผื่น DLE พบ Carpet tacks sign บนแกมผูปวยหญิงรายนี้ 
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รูปท่ี 8 แสดงจุลพยาธิวิทยาของผื่น DLE พบวาเม็ดเลือดขาวกระจายตัวบริเวณดานบนของ 

superficial และ deep dermis รอบบริเวณหลอดเลือด ตอมเหงื่อ ตอมไขมัน และขน 

 

              
  

รูปท่ี 9 แสดงภาพขยายของรูปที่ 7 วา เม็ดเลือดขาวชนิด mononuclear cells อยูรอบเสนผม 
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รูปท่ี 10 แสดงชั้น basal cell มีการเปลี่ยนแปลง พบวามี vacuolar change ของ basal cell และ

มี melanophage ตกลงมาอยูในบริเวณ superficial dermis 

 

              

 

                
 

รูปท่ี 11 แสดง mucin ที่แทรกอยูในชั้น dermis ในผูปวย DLE 
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บทที่ 4 
 

อินเตอรเฟยรอน (Interferon) 
 

อินเตอรเฟยรอน(Interferon หรือ IFN) เปน cytokine ที่สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลทนตอ

การเพ่ิมจํานวนไวรัสได ถูกคนพบในป ค.ศ. 1957 โดย Isaacs และ Lindenmann ในระหวาง

การศึกษาเก่ียวกับเรื่องการรบกวนและขัดขวางกันเองระหวางไวรัส(virus interference)[62] 

 

คุณสมบัติของอินเตอรเฟยรอน  คือ 

1. เปน glycoprotein 

2. สรางโดยสัตวมีกระดูกสันหลัง(verteberate)หลายชนิด 

3. มีโครงสรางไมเหมือนกัน ถาถูกสรางในสัตวตางชนดิกัน ดังนัน้ IFN ของสัตว

ชนดิหนึ่งจงึไมมีผลตอสตัวชนิดอืน่ (species specific) 

4. ออกฤทธิ์ไมจําเพาะตอชนดิของไวรัส(no viral specificity) 

 
ชนิดของอินเตอรเฟยรอน(Type of interferon) 
สามารถแบงออกเปน 3 ชนิดตามคุณสมบตัิทางเคมี  และตามลักษณะของแอนติเจนที่

กระตุนใหเกิดการสราง IFN คือ  แบงเปน Interferon ชนดิ alpha, beta และ gamma คณุสมบตัิ

ของ human  interferon มีดงัแสดงในตาราง 
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ตารางที่ 2   แสดงถึงคณุสมบัติของ Interferon 

 

คุณสมบัติ ALPHA BETA GAMMA 

ชื่อเดิม Le-IFN F-IFN Immune IFN 

 Type I Type I Type II 

subtypes 13 1 1 

จํานวน amino acid 166,monomer 166,monomer 143,homodimer 

น้ําหนักโมเลกลุ 16-23KD 23 KD 20-25 KD 

Glycosylation ไมมี มี มี 

ความคงทนทีp่H2 คงทน คงทน ไมคงทน 

เซลลที่สราง leukocytes fibroblasts T-cell, NK-cell 

การชักนําโดย ไวรัส ไวรัส Mitogens, antigen 

receptor CD118,IFNAR2 CD118,IFNAR2 CD119,IFNGR2 

 

  
ฤทธิ์ตานไวรสัของอินเตอรเฟยรอน (antiviral action of IFN)  
 

อินเตอรเฟยรอนไมไดออกฤทธิ์โดยตรงตอตัวไวรัส แตมีผลทําใหเซลลที่ถูกกระตุนดวย

อินเตอรเฟยรอนอยูในสภาพตานไวรัส (antiviral state) โดยยอมใหมกีารติดเชื้อแตจะยับย้ังการ 

replicate และการ assembly ของไวรัส ตัวอยางเชนยับย้ังการ budding ที่ผิวเซลลของ retrovirus 

และหามการสราง structural protein การออกฤทธิ์ตานไวรัส (antiviral action) ของ IFN มีผลทํา

ใหมีการยอย massenger RNA และหามการสรางโปรตีนของเซลล การทํางานในขั้นแรกของ

อินเตอรเฟยรอน เริ่มโดย IFN จะเขาไปเกาะบนตัวรบั (Receptor) บนผิวเซลลปกตแิลวกระตุนให

เซลลสรางเอน็ซัยม 3 ชนดิ คอื  

 

1. 2-5 Asynthetase  

2. RNase L หรือ RNase F หรือ endoribonuclease  

3. Protein kinase เมื่อมีไวรัสหรือตัวชักนาํ IFN (IFN inducer)          เขามาในเซลล จะ

กระตุนใหเอน็ซัยมทั้งสามชนิดทํางาน  
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สารชักนําการสรางอินเตอรเฟยรอน (IFN inducer) มีหลายชนิด คือ  

 

1. กรดนิวคลิอิก ในรูป double stranded RNA (dsRNA) จะกระตุนใหเกิดการสราง IFN 

ไดดทีี่สดุและกรดนิวคลิอิกในรูป ssRNA, DNA หรือสารโพลีเมอร เชน Poly (I) . Poly (C) ก็เปน

ตัวกระตุนได  

 

2. สารชีวภาพ (Biological inducer) เชื้อจุลินทรียหลายชนดิคือ ไวรัส, คลามัยเดีย 

(chlamydia), รคิเกตเซีย (rickettsia), โปรโตซัว และสารพิษ เชน endotoxin สามารถกระตุนการ

สรางอินเตอรเฟยรอนได นอกจากอินเตอรเฟยรอนมีฤทธิต์านไวรัสไดแลวยังมีคุณสมบัติอื่น ๆ อีก 

เชน สามารถ หามการแบงตวัของเซลลปกติและเซลลมะเร็งเชนยับย้ังการงอกใหม (regeneration) 

ของเซลลตับ,ยับย้ังการแบงตัวของเซลลไขกระดูก (bone marrow cells) การยับย้ังเซลลมะเร็งของ 

IFN ทําโดยการกระตุนเซลลของระบบภูมคิุมกันเชน Natural Killer cells, Macrophage, 

Cytotoxic T-cells (ชื่อเดิมของ IFN-gamma คือ macrophage activating factor, MAF) พบวา

ถาให IFN-gamma กอนการใหแอนติเจนจะมีการสรางแอนติบอดียและ delayed type 

hypersensitivity แตถาให IFN-gamma ภายหลังใหแอนตเิจนแลวจะมีการกระตุนทัง้ Humoral 

Immunity และ Cell mediated Immunity.  

 
การควบคุมการสรางอินเตอรเฟยรอน  
ใน มนุษยพบวายีนสที่ควบคุมการสรางอนิเตอรเฟยรอน (structural gene) มีดงันี ้IFN-

alpha โครโมโซมที่ 9 (2,5)สําหรับยีนสทีค่วบคุมการสราง interferon receptor อยูที่โครโมโซมที ่

21  

 
Type 1 interferon (IFN) 
ยีนใน type I interferon ตั้งอยูบนโครโมโซม 9p21 ซึ่งควบคุมการสรางtype interferon 

หลายชนิด ประกอบดวย IFN-alpha จํานวน 13 genes คือ IFN-alpha21, IFN-alpha4, IFN-

alpha7, IFN-alpha10, IFN-alpha16, IFN-alpha17, IFN-alpha14, IFN-alpha5, IFN-alpha6, 

IFN-alpha13, IFN-alpha2, IFN-alpha8, และ IFN-alpha1  รวมทั้ง IFN-beta1, IFN-gamma 
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รูปที่ 12 แสดงถึงตําแหนงของกลุมยีน type I interferon ที่อยูบนโครโมโซมที่ 9 ของ

มนุษย 

 

ถึงแมวา interferon-alpha จะมีถึง 13 subtypes แตมคีณุสมบตัิหลายประการที่ไม

แตกตางกัน เชน การมี  gene ทีเ่หมือนกัน(share identity)มากกวา 80 เปอรเซน็ต และสามารถ

จับกับ common cellular surface receptor เดียวกันได คือ IFN-alpha/beta receptor ทกุ 

subtypes สามารถที่จะเปน antivial ได ความแตกตางของแตละ subtypes อยูที่จํานวนปริมาณ

ของแตละ subtypes และความแตกตางทางคณุภาพ(qualitative differences) ของแตละ 

subtypes 

 

Type I interferon เปน cytokine ที่สําคญัในการเชื่อมระหวาง  innate และ adaptive 

immune response จะมีปริมาณที่สูงเมือ่อยูระหวางการติดเชื้อไวรัส และสามารถถูกสรางจากการ

ตดิเชื้อบางชนดิได เชน Gram-negative bacteria และ Protozoa (เชน Escherichia coli, 

Leishmania major) เปน cytokine ที่สงเสรมิการแสดงออกของ MHC class I  แตเปน poor 

inducers สําหรับ MHC class II  สามารถเหนี่ยวนําให dendritic cell มีการแสดงออกของ 

costimulatory molecules มากขึ้น เชน CD80, CD83, CD83 และ CD40  กระตุน monocytes 

และ T cells ใหสราง interleukin-10 (IL-10) และกระตุน B-cell  ใหเกิด Ig class Switching 
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บทที่ 5 
 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสแบบบอกปริมาณ 
(Real Time PCR) 

 
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส(PCR)[63-64] 
 
 Polymerase chain reaction (PCR) หรือ ปฏิกิริยาลูกโซ เปนวิธีทางอณูชีววิทยา ทาง

หองปฏิบตัิการทีง่าย รวดเรว็ ที่จะเพิ่มจํานวนสวนของดีเอน็เอใดๆ หรืออาจเรียกวา "molecular 

photocopying" ซึ่งเปนวิธีทางที่ "revolutionary" and "breakthrough."ทําใหเกิดการพัฒนาตางๆ

ข้ึนอยางมาก ผูที่คดิวิธี PCR คือ Kary Mullis ในปค.ศ. 1983 เขาไดรบัรางวัลสูงสดุทาง

วิทยาศาสตรคอื Nobel Prize ในปค.ศ. 1993 ดังนัน้วิธ ีPCR จึงเปนวิธทีดสอบทางหองปฏิบัติการ

ที่ทําใหสามารถตรวจพบชิ้นสวนของดีเอน็เอทีต่องการ แมจะมีปริมาณแคหนึ่งชิน้ทามกลางดีเอ็น

เอของเซลลทีม่ีมากถึง 105 เซลล และทําใหปรมิาณของดีเอน็เอที่เพิ่มจํานวนนัน้มีมากถึง N0 x 2n 

เมื่อ n คือ จํานวนรอบของการเพิ่มจํานวนดีเอน็เอ (2,3,4) N0 คือปริมาณดีเอ็นเอทีต่ั้งตน วิธี PCR 

จึงเปนขบวนการที่ใชในการวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการดวยวิธีอณูชีววิทยา (molecular 

diagnostics)  

        ในปฏิกิรยิา PCR ประกอบดวย โมเลกุลตนแบบ (template molecule) ซึ่งอาจเปน DNA 

หรือ RNA ที่ตองการเพิ่มปรมิาณ สายนิวคลิโอไทดเสนเดี่ยวส้ันๆที่มีลาํดับเบสจําเพาะคูสมกับ 

template (primer molecules) เพื่อเปนตวัเริ่มตนของการเพิ่มปริมาณ template DNA 
 
 ขั้นตอนของ PCR ประกอบดวย 
1) denatured การทําใหสายคูของดีเอน็เอแยกจากกันดวยความรอน 90-96 C  

2) hybridization หรือ annealing เปนข้ันตอนที่ primers ไปจับกับสายเดี่ยวดีเอ็นเอที่แยกจากกัน

ในขอ 1 เกิดทีอุ่ณหภูม ิ50-60 C  

3) ดีเอน็เอสายใหมถูกสรางดวยเอนไซม polymerase ที่ทนตอความรอน คือ Taq polymerase 

เกิดที่อณุหภูม ิ72 C ทําใหไดสายใหมของดีเอน็เอจับคูกับ template DNA เปนสองคู ข้ันตอนที่ 1-

3 รวมเรียกวา 1 cycle การทําซ้ําข้ันตอน 1-3 หลายๆครั้ง (หลาย cycle) ทําใหไดปริมาณ DNA ที่

ขยายเพิ่มจํานวนมากขึ้นตามลําดับเปนแบบ exponential คือเปนสองเทาในแตละครั้งของ cycle 

แตละ cycle ใชเวลา 1-3 นาท ีดังนัน้ในเวลาเพียง 45 นาที ปรมิาณ DNA จะเพิ่มเปนลานเทา 
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denature 

 
annealing 

 
extension 

 
รูปท่ี 13 แสดงการทําปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส ประกอบดวย 3 ข้ันตอนดงัตอไปนี ้

 1. การแยกคูสายดีเอ็นเอตนแบบจากกัน(denaturing) ที่อุณหภูมิประมาณ 90-95 องศา

เซลเฃียส 

 2. การจับคูสมระหวาง primer กับดีเอ็นเอตนแบบ(annealing) ที่อณุหภูมิประมาณ 40-

60องศาเซลเฃียส 

 3. การสังเคราะหสายดีเอ็นเอ(DNA synthesis หรือ extension) โดยการนําเบส A, G, T 

และ C มาตอสวน primer ในทศิทาง 5’ ไป 3’ ที่อุณหภมูิประมาณ 70-75 องศาเซลเฃียส 
 
องคประกอบของวธิี PCR[65-69] 

PCR เปนวิธีการสังเคราะหดเีอ็นเอสายคูในหลอดทดลองอยางตอเนื่องเปนลูกโซโดย

อาศัยการเรงปฏิกิริยาของเอ็นไซม DNA polymerase ที่ทนความรอนในหลอดทดลองที่ม ีdeoxy 

nucleotide triphosphate(dNTP) ในสวนประกอบสารละลายที่เหมาะสม  โดยแตละลําดับของ

ปฏิกิริยา PCR จะถูกควบคุมโดยเครื่อง Thermal cycler ปฏิกิริยา PCR จะทําการสังเคราะหดีเอ็น
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เอ บริเวณที่อยูระหวาง oligonucleotide primer 2 สาย (รูปที่ 14) ซึ่งเรียกวา forward primer 

และ reverse primer 

 

องคประกอบในการทํา PCR มีดงันี ้

1. ดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) คือ ดเีอ็นเอที่ประกอบดวยสวนของยีนหรือดีเอน็เอที่

เราตองการสังเคราะหโดยอาจสกัดไดจากเซลลหรือเนื้อเย่ือตางๆ  หรือไดจากวิธีการทางอณู

ชีววิทยาอื่น 

2. Oligonucleotide primer เปน nucleotide  สายส้ันๆ ซึ่งเริ่มตนจับกับยีนหรือดีเอน็เอ

ตนแบบสายตรงขามซึ่งเปนคูสมกัน (complementary) โดยทั่วไป primer นี้ ไดจากการออกแบบ

โดยดูลําดับเบสที่เหมาะสมซึง่อาจใชซอฟทแวรได และ primer นี้จะถูกสังเคราะหข้ึนดวยเครื่อง 

Oligonucleotide synthesizer ซึ่งปจจุบนัมีบริษัทและองคกรซึ่งรับสั่งผลิตในประเทศไทย 

3. Deoxy nucleotide triphosphate (dNTP) คือเบสทีจ่ะถูกนําเขาไปตอจากสาย primer 

ระหวางการสังเคราะหดเีอ็นเอทําใหไดดีเอน็เอสายใหม dNTP ที่ใชจะประกอบดวย  dATP, dTTP, 

dCTP และ  dGTP โดยทั่วไปใชความเขมขน 20-200 ไมโครลิตร 

4. Buffer เปนสารละลายที่ทําใหปฏิกิริยา PCR เปนไปไดอยางเหมาะสมซึ่งประกอบดวย 

Tris HCl, KCl, และ MgCl2 โดยทีค่วามเขมขนของ Mg2+  มีผลตอปฏิกิริยาอยางมาก กลาวคือ 

ความเขมขนของ Mg2+ ที่เปลี่ยนไปจะทําใหไดผลผลติ PCR ที่มีปรมิาณแตกตางกัน โดยทั่วไป

ปฏิกิริยา PCR จะใช Mg2+ ทีค่วามเขมขน 1.5-2.0 mM การเพิ่มหรือลดปริมาณ Mg2+ บางครั้งจะ

ชวยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่สงัเคราะหข้ึนได แตหากความเขมขนของ Mg2+ มากเกินไปจะทําใหมี

การสังเคราะหดีเอน็เอที่ไมตองการขึ้นได ในทางปฏิบตัคิวรมีการทดลองใช MgCl2 ที่ความเขมขน

ตางๆ กัน เพื่อทดสอบหาความเขมขนของ MgCl2 ที่เหมาะสมที่สุด 

5. เอ็นไซม DNA polymerase โดยทั่วไปที่ใชไดผลดี คอื เอ็นไซม Tag polymerase ซึ่ง

เปนเอน็ไซมทีท่นความรอนทําใหสามารถใชในปฏิกิริยา PCR ไดหลายๆ รอบ ความเขมขนที่

เหมาะสมที่ใชในปฏิกิริยา PCR คือ 1-2.5 unit ตอปฏิกิริยา ปจจุบันมกีารคนพบ Scoffel 

fragment ของเอ็นไซม Taq DNA polymerase ซึ่งมคีณุสมบตัิพิเศษสามารถทํางานไดดีใน

ชวงกวางของความเขมขน Mg2+ ตั้งแต 2-10 mM และทนความรอนไดดีกวา ซึ่งมีประโยชนใน

กรณทีี่ดเีอ็นเอตนแบบที่ม ีG-C มาก หรือมีโครงสรางทุตยิภูมิ สามารถเพ่ิมอุณหภูมิไดสูงขึน้ใน

ข้ันตอนแยกดีเอ็นเอใหกลายเปนเสนเดี่ยว(denaturation) 

 

กุญแจสําคัญของ PCR คือ เอนไซม Taq polymerase โดยที ่Taq คือช่ือยอของ 

Thermus aquaticus แบคทีเรียที่อาศัยและเพิ่มจํานวนในบอน้ําพุรอน ทําใหสามารถทํางานไดที่
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อุณหภูมิสูง PCR ถูกนํามาใชในวิทยาศาสตรทาการแพทย ดานตางๆ ไดแก การตรวจหาจุลชีพที่

เปนสาเหตุของโรคตดิเชื้อตางๆ โดยเฉพาะจุลชีพที่มีการเพาะเลี้ยงยาก หรือมีปริมาณนอยในส่ิงสง

ตรวจ การตรวจหาการกลายพันธุในยีนของสิ่งมีชีวิตตางๆ โดยเฉพาะยีนมนุษย 

6. อุปกรณหลักที่สําคัญในการทํา PCR คอื เครื่อง thermal cycler (รปูที่ 24)ซึ่งเปนเครื่อง

ที่สามารถตั้งโปรแกรมใหเพิ่มลดอณุหภูมเิปนรอบๆ ตลอดจนสามารถตั้งจํานวนรอบตามที่

ผูปฏิบัติงานตองการได นอกจากนี้ยังตองการอุปกรณสําหรับทําagarose gel electrophoresis 

เพื่อตรวจสอบ PCR products ที่ได สวนวสัดุที่ใชนัน้ไดแก microtubes, micropipettes tips และ 

autopipette  

 

 การทํา PCR แตละครัง้จะ ทําในปรมิาตรที่นอยเพียง 50-100 ml ใน PCR tube ขนาด 

500 ml ที่ทําดวยพลาสติกบาง นําความรอนไดด ีซึ่งจะถูกนําไปวางในเครื่อง DNA thermal cycler 

ซึ่งใชเวลาประมาณ 2-3 ชั่วโมงตอครัง้ อยางไรก็ตามไดมีการพัฒนาการทํา PCR ใน capillary 

tube ปริมาตรเพียง 1-2 ml ซึ่งทําใหประหยัดคาเอนไซม และทําไดในเวลารวดเร็วประมาณ 30 

นาที  

 

        ดงันัน้วิธ ีPCR จึงเปนวิธีทดสอบทางหองปฏิบตัิการที่ทําใหสามารถตรวจพบชิ้นสวนของดี

เอ็นเอทีต่องการ แมจะมีปรมิาณแคหนึง่ชิน้ทามกลางดีเอ็นเอของเซลลที่มีมากถึง 105 เซลล และ

ทําใหปรมิาณของดีเอน็เอทีเ่พิ่มจํานวนนั้นมีมากถึง N0 x 2n เมื่อ n คอื จํานวนรอบของการเพิ่ม

จํานวนดีเอน็เอ N0 คือปริมาณดีเอน็เอทีต่ั้งตน วิธี PCR จึงเปนขบวนการที่ใชในการวินิจฉัยทาง

หองปฏิบตัิการดวยวิธีอณูชีววิทยา (molecular diagnostics) 
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รูปที่ 14 หลักการและขั้นตอนการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

 1. แยกสาย DNA ออกเปนสายเดี่ยวดวยอุณหภูมิ 90-95 องศาเซลเซียส  

และทําใหเย็นลงที ่40-60 องศาเซลเซียส เพื่อให forward primer และ reverse  

Primer ไปเขาคูกับ DNA 

  

2. DNA polymerase นํา dNTP ไปตอสาย DNA ที่อณุหภูมิประมาณ  

70-75 องศาเซลเซียส และรอบตอๆไป ก็เปนเชนนี ้

 

การปองกันการปนเปอนใน PCR[70] 

 

 การทํา PCR นั้นจําเปนจะตองมคีวามระมดัระวังเพื่อปองกันการปนเปอน ซึง่อาจทําให

เกิดผลบวกปลอมไดดงันี ้

 1. สถานที่ : ในการทํา PCR ควรแยกบริเวณที่ทํา PCR เปนสัดสวน และความใชเครื่องมือ

แยกชุดตางหาก สําหรับทํา PCR โดยเฉพาะ(รูปที่ 15) 
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รูปท่ี 15 อุปกรณตางๆ แยกเปนสดัสวน  และใชสําหรับ extract mRNA ในวิจัยนี้ 

 

 2. การ  autoclave : สําหรับ microtube และ  pipett tips ควรมีการทําลาย DNA 

โดย autoclave กอนใช หรืออาจใช filter pipette tip 

 3. น้ํา :  แหลงปนเปอนที่สําคญัทีม่ักจะถูกละเลยคือ แหลงน้ําที่ใชในการทํา PCR ซึ่งทําให

การทํา PCR ไมไดผลตามทีต่องการ ดงันัน้ผูทํางานในหองปฏิบัติการจึงจําเปนจะตองดูแล และ

คอยเปลี่ยนวัสดุกรองน้ําตามความจําเปน 

 4. PCR reagent : สารที่ใชสําหรับการทํา PCR (PCR reagent) ความแบงไวเปนหลอด

เล็กๆ (aliquot) โดยแบงใหพอที่จะใช แลวทิ้งหลอดเลยหลังใช 

 5. ตัวควบคุม : ควรใชตัวควบคุมทง positive control และ negative control เสมอ ทุก

ครั้งที่ทํา PCR เพื่อใหแนใจวา ผลที่ไดนาเชื่อถือ และมีการปองกันไมใหผลผลิต PCR ที่สังเคราะห

ไวกอนกลับมาปนเปอนในปฏิกิริยาใหม 

 

การจัดแบงหองสําหรับทํา PCR[71-73] 

 

การจัดวางสถานที่ในหองปฏิบัติการเพ่ือปองกันการปนเปอนจากผลผลิต PCR ทีจ่ะ

กอใหเกิดผลบวกปลอมนั้น มีหลักการอยู 2 แบบ คือ  

1) ปองกันไมใหม ีDNA ที่ไมตองการ เชน ผลผลิต PCR หรือ จากตัวอยางตรวจอื่น ปนเขา

ไปในตัวอยางตรวจ ขณะเตรียม DNA lysate และ PCR reagent ทําไดดวยการแบงหอง

ออกเปน 3 หองที่ชดัเจน ไดแก หอง pre-PCR เปนหองทีใ่ชเตรียม PCR reagent และ 

DNA lysate หองนี้จะเปนหองแรก หองทีส่อง ไดแก หอง PCR เปนทีต่ั้งของ DNA 
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thermal cycler โดย PCR tube ที่มาจากหอง 1 จะถูกนํามาใสเครื่องนี้ หามเปดฝา PCR 

tubes ทีท่ําเสร็จแลว และหองที่สาม คือ หอง post-PCR เปนหองที่ใชตรวจหาผลผลิต 

PCR โดย PCR tubes จากหองที่สองถูกนํามายังหองทีส่ามนี้ และถูกทิ้งไวในหองนี ้จะไม

มีการนํา PCR tubes หรือสิง่ที่อยูในหอง post-PCR ยอนกลับผานเขาไปในหอง pre-PCR 

และ post-PCR  

2) เปนการควบคุมไมใหผลผลิต PCR ปนเปอนไปยังชวงทีท่าํ pre-PCR ทําไดดวยการรวม

หอง PCR และ post-PCR อยูดวยกัน แยกออกมาจากหองปฏิบตัิการทั่วไปที่ใชเตรยีม 

PCR reagent และ DNA lysate การผานเขาออกหองนี้ จะตองมีการสวมเส้ือกาวนที่ใช

เฉพาะในหองนั้น ใสพลาสติกคลุมรองเทา หรือเปลี่ยนรองเทา หามนําสิ่งของแมแต

กระดาษออกจากหองนี ้เพื่อกันไมใหมีการแพรกระจายของผลผลิต PCR ออกไป ดงันัน้

สวนอื่นๆของหองปฏิบตัิการจะเปนพื้นทีส่ะอาดปราศจากการปนเปอนของผลผลิต PCR

ของใชตางๆสาํหรับทํา PCR จะตองแยกใชตามหองที่แยกไว ไปเปตควรจะใชแบบทีผ่าน 

autoclaveได และควรฉายแสง UV เสมอ ข้ันตอนการแยก DNA หรือ RNA จากตัวอยาง

ตรวจ ควรเลือกแบบที่สั้นทําเสร็จเร็ว เพื่อลดโอกาสของการปนเปอน หองตางๆที่ใชทาํ 

PCR ควรจะเปด UV light ทุกครั้งเมื่อไมมีการใช 

 
การสราง cDNA ( cDNA synthesis) 
 
 การสราง cDNA คือ สรางจาก cDNA เกลียวคูจาก mRNA ทีต่องการศึกษา โดย

การทาํ reverse transcriptase polymerase chain reaction(RT-PCR) (รูปที่ 16)คอื การเปลี่ยน 

mRNA ใหเปน cDNA กอนดวยเอ็นไซม  reverse transcriptase และใช oligo dT เปน Primer 

หลังจากนั้นใชสารละลายดางหรือเอ็นไซม RNase H ยอย mRNA ทิง้ไป ตามดวยการทํา PCR 

ตามปกติ ทําใหได cDNA เกลียวคู ซึ่งสามารถนําไปตรวจสอบยีนจําเพาะได 



 36 

              
 

รูปท่ี 16  การสราง cDNA เกลียวคูจาก mRNA โดยการทํา reverse transcriptase      

Polymerase chain reaction(RT-PCR) 

 
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสแบบบอกปริมาณ(Real Time PCR) 
 
 ในปค.ศ. 1992 กลุมของ Russell Higushi ที่ Roche Molecular Systems ไดพัฒนา

วิธีการวัดปริมาณ (quantitative) ผลผลิต PCR แบบ kinetic คือ ปฏิกิรยิา PCR และการตรวจหา

ผลผลิต PCR จะเกิดขึ้นอยางตอเนื่อง ดวยการใช ethidium bromide (EtBr) ที่จับกับดีเอน็เอ ซึง่

จะให Fluoresces ออกมาวัดได เมื่อถูกกระตุนดวยแสง ultraviolet โดยเปนการวัดขณะที่ผลผลติ 

PCR ยังอยูใน PCR tube 

 

        ตอมาในป ค.ศ. 1995-1996 มีการผลิตเครื่องมือสาํหรับทํา real-time PCR ชนิดแรก ไดแก 

Perkin-Elmer ABI Prism 7700 Sequence Detection System และตามมาดวย LightCycler 

ของบริษัท Idaho Technology (ปจจุบันผลิตและจําหนายโดย Roche Molecular Biochemicals) 

เครื่องมือทั้งสองชนดิใช Fluorogenic chemistry ในการวัดปริมาณผลผลิต PCR ดงันัน้เครื่องมือ

ทั้งสองชนดิจงึเปนทัง้ thermal cyclers และ optical detection systems ในเครื่องเดียวกัน 
 
 เปนวิธีที่พฒันามาจากเทคนคิ PCR ซึ่งเปนวิธีการเพิ่มจํานวนดีเอน็เอสายคูในหลอด 

ทดลองอยางตอเนื่องเปนทวีคณู วิธี real time PCR ตางจากวิธี PCR ทั่วไป โดย สามารถวัด

ปริมาณดีเอน็เอ หรือ อารเอน็เอเปาหมายได ในทุกชวงของปฏิกิริยา ขณะที่ปฏิกิริยากําลังดําเนิน

อยู ปริมาณดีเอ็นเอ หรือ อารเอ็นเอเปาหมายที่วัดข้ึนอยูกับปริมาณของสาร ฟลูออเรสเซนต 
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(fluorescent reporter) โดยสัญญาณนี้จะเพ่ิมข้ึนเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของผลิตผล PCR 

ซึ่งมคีวามสัมพันธกับปริมาณของดีเอน็เอตนแบบ ในขณะที่วิธี PCR ทั่วไปจะวัดปรมิาณผลิตผล

ของ PCR ที่เพิ่มข้ึนในขึ้นตอนสุดทายของปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสโดยการตรวจสอบดวยการใช

กระแสไฟฟาผานเจล(agarose gel electrophoresis) ซึ่งจะใชเวลานานในการหาปรมิาณดเีอ็นเอ

และผลที่ไดข้ึนอยูกับการแยกขนาดโดยเจล ซึ่งอาจมคีวามแมนยําไมเพียงพอ และมีความไวต่ํา

กวา 

 
เครื่องมือที่ใชทํา real-time PCR 
 

ปฏิกิริยาลูกโซ PCR ในปจจุบัน ไดกาวหนามากขึ้น ทําใหสามารถตรวจนับปริมาณ

ผลผลิตของPCR ที่ไดในแตละ cycle ไปพรอมกับการทําการขยายเพิ่มจํานวน ในเวลาส้ัน และทํา

ไดในปริมาณมาก (high throughput) ใชน้ํายาในปริมาณลดลง เรียกวา "kinetic" หรือ "real-time" 

PCR เครื่องมอืที่ใชเปนระบบ Fluorescence-detecting thermocyclers โดยการใช Fluorecence 

dye ในขั้นตอน primer หรือ probe เพื่อใหผลผลิตของ PCR ที่เปน double strand DNA ถูกปด

ฉลากดวย Fluorescence เครื่องมอืที่ใชทาํ Real-time, quantitative PCR มี 1) Fiber-optic 

(Prism 7700) 2) Photo-diode/capillary (LightCycler) 3) CCD-camera (Geneamp 5700) 

สวนน้ํายา Fluorescence chemistry ไดแก 1) Probe (Taqman) 2) Dye-alone (SYBR Green I) 

 

        เครื่องมอื Fluorescence-detecting thermocycler ที่มีจําหนายเปนเครื่องแรก คือ Prism 

7700 (Perkin-Elmer/ABI) ซ่ึงเปนเครื่องทีใ่ชแสงเลเซอรจับ Fluorescence ที่อยูในผลผลิต PCR 

ใน 96-well thermocycler block โดยที่สามารถทํา multiplex PCR ทีม่ีมากกวาหนึ่ง target DNA 

ไดดวยการใช Fluorescence probe ที่ตางกัน GeneAmp 5700 (Perkin-Elmer/ABI) เปน

เครื่องมือทํา PCR แบบ kinetic ที่ราคาถูกกวารุน 7700 เนื่องจากสามารถอานสัญญาณ 

Fluorescenceไดแคคล่ืนเดยีว และใช CCD-camera สําหรับการจับและวัด Fluorecence 

 

         LightCycler (Roche Molecular Biochemicals) (รูปที ่17)นั้นเปนเครื่องมือทีส่ามารถทํา 

PCR ไดในปรมิาตรนอยมากใน glass capillary tubes ที่ถูกเสียบเขาตามชองใน carousel 

จํานวน 32 ชอง ที่มี air stream รอนและเย็นผาน ทําใหเวลาที่ใชตอหนึ่ง cycle ลดลงเหลือแค

เพียง 10 วินาท ีแตละรอบของ PCR สัญญาณ Fluorescence จะถูกอานจาก carousel ผาน 

light-emitting diode และ ม ีphoto (detection) diode จํานวน 3 ตวั ทําใหสามารถอาน 
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Fluorescent probe ที่ใหสญัญาณคลืน่ที่ตางกันได เวลาที่ใชในการทํา PCr จะนอยกวา ABI 

7700 3-5 เทา 

 

 
 

รูปท่ี 17 แสดงเครื่อง Real Time PCR ที่ใชในการวิจัยนี้ 

 
หลักการของ Real Time PCR 
 
 เปนวิธีที่สามารถวัดปริมาณดีเอน็เอ หรือ อารเอ็นเอเปาหมายไดในทุกชวงของปฏิกิริยา 

ขณะที่ปฏิกิริยากําลังดําเนนิอยู โดยวัดปรมิาณการเพิ่มจํานวนผลิตผลของ PCR จากความเขม

ของแสงฟลูออเรสเซนตที่ปลอยออกมาจากสารเรืองแสง ซึ่งเปนสดัสวนโดยตรงกับผลิตผลของ 

PCR 

 

 เทคนคิที่นิยมใชในการตรวจสอบการเพิ่มจํานวนของดเีอ็นเอเปาหมาย ในวิจัยนี้ใช 2 แบบ 

คือ 

 1. SYBR Green  เปนสารเรืองแสงที่สามารถจับกับชองระหวางคูสายดเีอ็นเอ ที่เรียกวา 

minor groove ความเขมของสารเรืองสารที่ปลอยออกมาจะเพิ่มข้ึน ตามปรมิาณผลิตผล PCR ที่

เพิ่มข้ึน ในวิจยันี้ใชหา Interferon alpha 
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รูปท่ี 18 แสดงหลักการของ SYBR Green คือ เมื่อมีการสรางสายคูของดีเอน็เอในปฏิกิริยา PCR 

สารเรืองแสง SYBR Green สามารถแทรกระหวางคูสายดีเอ็นเอ และปลอยแสงฟลูออเรสเซนส

ออกมา ทําใหสามารถวัดปริมาณผลิตผล PCR  ได 

 

 ในการศึกษาวิจัยนี้ ไดใชวิธี SYBR Green real time PCR ศึกษาระดับของ mRNA ของ 

Interferon alpha โดยเปลี่ยน mRNA ใหอยูในรูปของ cDNA กอน หลงัจากนั้นก็นําไปเขาเครื่อง 

real time PCR  ก็จะไดคาออกมาในคอมพิวเตอร ซึง่จะม ีกราฟที่สําคญัดังนี้ คือ 

 

               
 

กราฟที่ 1 กราฟแสดง Interferon  alpha ซึ่งถูกทําใหมีความเขมขนแตกตางกัน 10 เทา  โดยแต

ละสีที่แสดง คอื แตละความเขมขนของ interferon alpha   
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 จากกราฟที่แสดงนี้เราจะตองนําคาที่ไดอยางนอย 5 ความเขมขน มาทําเปนกราฟเสนตรง

(standard curve) เพื่อที่จะใชเปรียบเทียบหาจํานวน copy ของสารตัวอยาง ดังรูป 

 
กราฟที่ 2 แสดงกราฟเสนตรงของ Standard Interferon alpha  

 

 

 

 
กราฟที่ 3  แสดง melting curve ของสารตัวอยาง ซึ่งอุณหภูมินี้ข้ึนอยูกับจํานวนเบสของสาย 

DNA  ถาเปนสารตัวอยางชนิดเดียวกันก็ควรจะมี อณุหภูมิเดียวกัน จากรูปนี้แสดงใหเหน็วา สาร

ตัวอยางที่เรานํามาหาระดบั Interferon alpha มีอุณหภูมิประมาณ 80-82 องศาเซลเซียส ซึ่งทกุ

สารตัวอยางที่นํามาศึกษาอยูในชวงอุณหภูมินี้  

 

 2. Hydrolysis หรือ Taqman probe   เปน oligonucleotide probe ที่มีลําดบัเบสจําเพาะ

กับดีเอ็นเอตนแบบ ซ่ึงปลายดาน 5’ ติดฉลากดวยสารเรอืงแสงทีม่ีพลังงานสงู เรียกวา Reporter 

dye และทางดานปลาย 3’ จะตดิฉลากดวยโมเลกุลที่มีพลังงานต่ํา เรยีกวา Quencher dye ถา 

probe นี้สมบรูณและถูกกระตุนดวยแสง การปลอยแสงฟลูออเรสเซนตของ Reporter dye จะถูก

กดดวย Quencher dye เปนผลจากการที่ dyes สองชนิดอยูใกลกัน เมื่อ probe ถูกยอยดวย 5’ 

nuclease activity ของ Taq polymerase ซึ่งเปนเอ็นไซมที่ใชในการสรางสารดเีอ็นเอในปฏิกิริยา 
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PCR จะทําให Reporter กับ Quencher แยกออกจากกัน ทําใหการปลอยแสงฟลูออเรสเซนตของ 

Reporter จะเพิ่มข้ึน และผลของ Quencher จะลดลง  ในการวิจัยนี้ใชหา 18S ซึ่งเปน 

Housekeeping gene 

                

 

                  
 

รูปท่ี 19    แสดงหลักการของ Hydrolysis หรือ Taqman probe ซึ่งเปน probe ที่ม ีลําดับเบส

จําเพาะกับดีเอ็นเอแมแบบ ปลายดาน 5’ ตดิฉลากดวย Reporter dye(สีแดง)และทางดานปลาย 

3’จะตดิฉลากดวย Quencher  Dye(สีเขียว) หลังจากขั้นตอนการแยกสายดีเอ็นเอ(denaturation)   

Primers และProbe จะจับอยางจําเพาะกับดีเอ็นเอเปาหมายในขั้นตอนการจับกันระหวางสายดี

เอ็นเอทีม่ีลําดบัเบสคูสมกัน(annealing) จะไมมี การปลอยแสงฟลูออเรสเซนตของสารเรืองแสงบน 

probe ออกมา เนื่องจาก dyes สองชนดิอยูใกลกัน เมื่อมีการสรางสายดีเอ็นเอใหสมบูรณใน

ข้ันตอนการสรางดีเอน็เอ(extension) probe จะถูกยอยโดย5’ nucleaseActivity ของ Taq 

polymerase ทําใหreporter กับ quencher แยกออกจากกัน reporter จึงสามารถปลอยแสง

ฟลูออเรสเซนตออกมาได 
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กราฟที่ 4  กราฟแสดงคา 18S ของสารตวัอยาง( สีตางกัน คือ สารตัวอยางตางชนิดกัน)และนํา

คาที่ไดมา plot เปน standard curve เสนตรง เชนเดียวกันกับของ SYBR green แตตางกันที ่

Taqman probe ไมตองมคีา melting curve  
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บทที่ 6 
 

วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

ประชากรศึกษาและตัวอยาง(Population and sample) 
 

ประชากรเปาหมาย (Population) คือ ผูปวยไทยอายุมากกวาหรือเทากับ 13 ป ที่ไดรับ

การวินิจฉัยวาเปนผ่ืน DLE  

 

 ประชากรตัวอยาง (Sample population) คือ ผูปวยไทยอายุมากกวาหรือเทากับ 13 ป 

ที่ไดรับการวินจิฉัยวาเปนผ่ืน DLE ที่มารับการตรวจรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

 
การคํานวณขนาดตัวอยาง (Sample size determination) 
 
 เนื่องจากไมมีการศกึษาใดกอนหนานี้ทีศ่ึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผื่น 

DLE ,ผิวหนังของคนปกติ และ ผิวหนงัปกติของผูปวย DLE มากอน 

 

จากขอมูลการศึกษาของ Lorant Farkas และคณะ[25] ทําการศึกษาผูปวยที่เปนโรค DLE 

และ SLE จํานวน 15 คน และคนปกติ จํานวน 7 คน พบวามี Plasmacytoid dendritic cells อยู

ในผื่นผิวหนัง LE หรือไม ผลการทดลองพบวาการศึกษานี้ศึกษาความสัมพันธของ Plamacytoid 

dendritic cells กับ ผื่น LE โดยใชสถิติแบบ Spearman ‘s rank correlation coefficient ซึ่งจาก

ผลมีความสัมพันธกัน คา Rs=0.79 (P<0.0005) การทดลองนีค้ลายกับการศึกษาของผูวิจัยมาก

ที่สุด แตใช สถิติที่แตกตางกัน เนื่องจาก ใชตัวแปรที่วัดผลแตกตางกัน จึงใชขอมูลของการวิจัยนี้มา

คดิคํานวณขนาดตัวอยางไมได แตอยางไรก็ตาม ผลการวิจัยนี้ใชจํานวน Sample 15 ราย  เปน 

Pilot Project ตามความเหน็ของ expert opinion ถือวาเพียงพอในการทําวิจัยนี้ 

 
กฎเกณฑในการคัดเลือกเขามาศึกษา(Inclusion criteria) 
1. ผูหญิงหรือผูชายที่มีสุขภาพแข็งแรง ไมมีโรคประจําตัว  

2. อายุมากกวาหรือเทากับ 13 ป 

3. มีผื่น DLE  โดยที่ผิวหนังบริเวณ inner aspect of forearms ปกต ิ
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กฎเกณฑในการตัดออกจากการศึกษา(Exclusion criteria) 
1. ผูที่เปนโรค viral hepatitis หรือ  viral infection อื่นๆ ในชวงระยะเวลา 3 เดือน โดย

การซักประวัติและการตรวจรางกาย 

2. ผูที่ไดรับยา Immunosuppressive เชน endoxan ในชวง 3 เดือน 

3. ผูที่ไดรับยา Systemic steroid มากกวา 20 mgในระยะเวลา 30 วัน 

4. ผูที่ไดรับยา Immunomodulator เชน ไดรับการฉีด IFN-alpha นาน 6 เดือน 

5. ผูปวยเปนโรค AIDS หรือ ภูมิตานทานบกพรองอ่ืนๆ 

6. ผูหญิงซึง่ตั้งครรภหรือระหวางใหนมบตุร 
7. ผูปวยที่เปนโรคมะเรง็ชนิดตางๆ 

8. ผูปวย autoimmune disease อื่นๆ 

 
เทคนิคในการสุมตัวอยาง (Sampling technique) 
 
 1. คดัผูปวยทกุคนทีต่รงกับ Inclusion criteria และยินยอมเขารวมการศึกษาทดลอง 

 2. ในการศึกษาทดลองนี้เมื่อตดัชิ้นเนื้อผูปวยแลว จะเขียนตัวเลขเพื่อใหทราบวาเปนชิ้น

เนื้อชนดิใด โดยไมระบุวาเปนชิ้นเนื้อที่เปนโรค หรือวาชิ้นเนื้อที่ปกติ นําชิ้นเนื้อที่ไดไป สกัด mRNA 

ของ Interferon alpha หลังจากไดคาของสารตัวอยางทั้งหมดแลว จึงนําผลที่ไดมาดูวาเปนของชิน้

เนื้อชนดิใด 

 
รูปแบบการวจิัย (Research design) 
 
  การวิจัยโดย Analytic study (Cross sectional study) 

 
วิธีดําเนินการวิจัย 
 
 1. ชี้แจงวัตถุประสงค วิธีการและประโยชนที่จะไดจากการวิจัยแกผูปวยที่มคีวามประสงค

จะเขารวมในการศึกษาทดลอง 

 2. ผูปวยลงนามยินยอมเขารวมการวิจัยและอธิบายผูปวย มีสิทธถอนตัวออกจากการ

ทดลองเมื่อใดก็ได โดยการถอนตัวนัน้จะไมกอใหเกิดอคติในการไดรับการดูแลรักษาพยาบาลตอไป 

ขอมูลทั้งหลายจะถูกเก็บเปนความลับ 

 3. การซักประวัติ 
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 ก. บันทึกชื่อ นามสกุล ที่อยู เบอรโทรศัพท Hospital number(HN) วันเดือนปที่เริ่มทําการ

วิจัย อายุ เพศ อาชีพ ลักษณะของงาน การศึกษา 

 ข. โรคประจําตัวตางๆ  

 ค. ซักประวัติเรื่องยาตางๆ ทีกิ่นกอนการวิจัย หรือ ขณะวิจัย รวมถึงประวัติการแพยา 

 ง. อยูในระหวางการตั้งครรภหรือใหนมบตุรหรือไม 

 จ. ซักประวัติเรื่องโรคภูมติานเนื้อเย่ือตัวเองในครอบครัว  

 4. การตรวจรางกาย 

 ก. ตรวจรางกายทั่วไป เพื่อดูวาผูปวยมีสุขภาพแข็งแรงหรือไม ไมมีโรคประจําตัวเชนโรคไต 

โรคเอดส โดยดูเชื้อราในปาก หรือ ผื่นผิวหนงัตามตัว(PPE) 

 ข. ตรวจลักษณะผ่ืน วามีลักษณะเขาไดกับผื่น DLE ดงัที่กลาวไปแลวในบท LE หลังจาก

นั้นถายรูปผื่นผูปวย  

 ค. ตดัชิน้เนื้อผูปวยที่เปนผื่น โดยใชอุปกรณ(รูปที่ 20) เพื่อสงทางพยาธิวิทยาวาเปนผ่ืน 

DLE โดยแบงชิ้นเนื้อที่เหลือ เพื่อสงสกัดหา mRNA ของ Interferon alpha   และตดัชิ้นเนื้อบริเวณ

ผิวหนังปกตทิีใ่ชสง Lupus band test โดยแบงชิ้นเนื้อทีเ่หลือมาสกัดหา mRNA ของ Interferon 

alpha เชนกัน  โดยชิ้นเนื้อทีต่ดัมาแลว จะตองใสใน RNA  later ทันที(รูปที่ 21) และเก็บไวในตูเย็น 

 

 
 

      รูปท่ี 20 แสดงอุปกรณทีใ่ชในการตดัชิน้เนื้อผูปวย 
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       รูปที่ 21 แสดง RNA later ที่อยูใน  tube 

 

 ง. ชิ้นเนื้อปกตขิองผูปวย ผูวิจัยไดตดิตอกับแผนกหู คอ จมูก เพื่อขอชิ้นเนื้อบริเวณใบหนา

ที่ผูปวยมาทําการตัดหนงัเปลือกตา หรือ ดึงหนา เพื่อใชเปน control group โดยใหผูปวยลงนาม

ยินยอมกอนนําชิ้นเนื้อไปสกัดหา mRNA ของ Interferon alpha  โดยชิน้เนื้อทีต่ดัมาแลว ตองใสใน 

RNA later ทันทีและเก็บไวในตูเย็น เชนกัน 

 5. วิธีการสกัด RNA(Extract RNA) 

นําช้ินเนื้อผิวหนังมาแยก mRNA โดยวิธี conventional method 

ข้ันตอนการสกัด 

1. หั่นชิน้เนื้อผิวหนงัทีต่องการสกัด ใหเปนชิน้เล็กๆ ดวยมีด steriled แลวใช 

forcep คีบใสใน hand Homogenizer(รปูที2่2) 

2. เติม liquid NO2รีบบดทันที ถาชิ้นเนื้อผิวหนังเริ่มออนตัวใหเตมิ liquid NO2 

ใหม แลวบดตอจนไดเปนเนือ้เดียวกัน 

3. เติม Trizol 1 ml นําไปปน(Centrifuge) 10 นาที ที่ 12,000 rpm อุณหภูมิ 2-

80 

4. เก็บ supernatant ใสใน tube ใหม( 1.5 centrifuge tube) 

5. นําไป incubate 5 นาทีที ่อณุหภูมิ15-30 0C หรือ อณุหภูมิหอง โดย 

incubate ใน  Homeginizer  

6. เก็บสารใน 1.5 ml tube ใหม( ถายังมีชิ้นเนื้ออยูก็ใหตักมา centrifuge ดวย) 

7. เติม chloroform 0.2 ml(200 microlit)(/ 1 ml of Trizol) เขยาใหเขากัน 15 

วินาที 

8. นําไปปนที ่12,000 rpm 15 นาที ที่อณุหภมูิ 2-80C(รูปที ่23) 
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9. ดดูของเหลวทีไ่ดใหเกือบหมดใสใน 1.5 ml tube ใหม 

10. เติม isopropyl alcohol 0.5 ml(/ 1 ml of Trizol) 

11. นําไป incubate 10 นาทีที่อณุหภูมิ 15-300C หรือ อณุหภูมิหอง 

12. นําไปปนที ่12,000 rpm 10 นาที ที่อณุหภมูิ 2-80C 

13. เก็บ supernatant ใหเหลือแต pellet และเติม75 หรือ 70 เปอรเซ็นต ETOH(/ 

1 ml of Trizol) 

14. นําไปปนที ่7,500 rpm 5 นาที ที่อณุหภูม ิ2-80C 

15. ดดู 75 หรือ 70 เปอรเซน็ต ETOH ออก 

16. นํา pellet ที่ไดทําใหแหงทีอุ่ณหภูมหิอง(เปดฝา) 

17. เติมDEPC-H2O 15 microlit และนําสารทีไ่ดไปวัดระดับ mRNA 

 

 

 

 

 
   

  รูปท่ี 22 แสดง hand homogenizer 
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 รูปที่ 23 แสดงเครื่อง centrifuge ที่ใชในการสกัด mRNA 

 

สารที่สกัดได จะถูกเปลี่ยนจาก mRNA ไปเปน cDNA โดยชุด kit ซึ่งใชอุปกรณ Thermal 

cycle(รูปที่ 24) หลังจากที่ได cDNA แลว ก็นํามาหาปรมิาณ Interferon alpha โดยใชวิธี Real 

time PCR ดงัที่กลาวไปแลว 

 

 
 

  รูปท่ี 24 แสดงเครื่องThermal cycle ที่ใชในการวิจัยนี้ 
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การเก็บรวบรวมขอมูล 
 
 ขอมูลของผูปวยถูกรวบรวมในแบบฟอรมบันทึกขอมูล  ที่บันทึกเกี่ยวกับชื่อ นามสกุล ที่อยู 

ผูเขารวมศึกษาวิจัย  วันเดือนป ที่เริ่มทําการศึกษาทดลอง อายุ, เพศ อาชีพ, ลักษณะงาน, สญัชาติ

, เชื้อชาต,ิ ศาสนา, ระดับการศึกษาสูงสุด, โรคประจําตัว ,ประวัติโรค LEหรือโรคภูมติานทาน

เนื้อเย่ือตนเองในครอบครัว และขอมูลชนดิของ LE โดยผูวิจัยเปนคนบันทึก 

 นัดผูปวยมาดแูผลการตัดชิน้เนื้อวาหายสนิทหรือไม ในระยะ 7 วันหลังการตดัชิ้นเนือ้ 

 นอกจากนี้ขอมูลทั้งหมดจะถูกบันทึกลงในโปรแกรม SPSS(โปรแกรมทางสถิติเพ่ือใชใน

การวิจัย)โดยผูวิจัย เพ่ือที่จะนําขอมูลมาทําการวิเคราะหทางสถิตติอไป 

 
การวิเคราะหขอมูล (Data Analysis) 
 
 1. ขอมูลเชิงคณุภาพ ไดแก   

 เพศ, ระดับการศึกษา, อาชีพ, ลักษณะงาน, ประวัติโรคภูมิตานทานเนื้อเย่ือ 

 ตนเองในครอบครัว, ชนิดของผื่น DLE 

 2. ขอมูลเชิงคณุภาพ ไดแก 

 อายุ, ระยะเวลาที่ผื่นขึ้น 

 3. ศึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha  ในผ่ืน DLE โดยเปรียบเทียบกับ 

 ผิวหนังของคนปกต ิ

 4. ศึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha  ในผิวหนังปกติของผูปวยDLE         

 โดยเปรียบเทยีบกับผิวหนังของคนปกต ิ

 5.ศึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha  ในผิวหนังปกติของผูปวยDLE         

 โดยเปรียบเทยีบกับผื่น DLE 
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บทที่ 7 
 

รายงานผลการวิจัย 
 
คุณลักษณะของประชากรในการศึกษา 
 
 เมื่อพิจารณาขอมูลทั่วไปของประชากรทีน่ํามาศึกษา พบวาเปนเพศชายรอยละ 7.4 และ

เพศหญงิรอยละ 92.6  ซึ่งประชากรผิวหนงัปกติทีน่ํามาเปนกลุมควบคมุ เปนเพศหญงิ รอยละ 100 

และประชากรที่มีผ่ืน DLE เปนเพศชายรอยละ 13.3  และเพศหญงิรอยละ 86.7 โดยมีอัตราสวน

เพศชายตอเพศหญงิ เทากับ 1:6.5 โดยผูปวยสวนใหญรอยละ 44 มีอายุระหวาง 36-45 ป อายุ

เฉล่ีย 41.85 ป อายุต่ําสุดเทากับ 19 ป อายุสูงสุดเทากับ 71 ป นับถือศาสนาพุทธ, สัญชาติไทย, 

เชื้อชาติไทย รอยละ 100  การศึกษาอยูในระดับปรญิญาตรีรอยละ 51.9  ประกอบอาชีพรับจาง

รอยละ 70.4 ลักษณะงานอยูในที่รมรอยละ 77.8 และไมมีโรคภูมติานทานตอเนื้อเย่ือตนเองใน

ครอบครัวรอยละ 92.6 

 

ตารางที ่3 แสดงจํานวนและรอยละของประชากรทีศ่ึกษาเกี่ยวกับปจจัยสวนบุคคลและขอมูล

ทั่วไป 

ขอมูลทั่วไป จํานวน(คน) รอยละ 

1.เพศโดยรวม   

เพศชาย 2 7.4 

เพศหญงิ 25 92.6 

เพศชาย : เพศหญงิ  =  1 : 12.5 

2.เพศในผูปวย DLE   

เพศชาย 2 13.3 

เพศหญงิ 13 86.7 

เพศชาย : เพศหญงิ = 1 : 6.5 

3. อายุ   

16-25 ป 1 4 

26-35 ป 7 26 
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ตารางที่ 3 (ตอ) แสดงจํานวนและรอยละของประชากรที่ศึกษาเกี่ยวกับปจจัยสวนบุคคลและ

ขอมูลทั่วไป 

ขอมูลทั่วไป จํานวน(คน) รอยละ 

3.อาย(ุตอ)   

36-45 ป 12 44 

46-55 ป 4 15 

56-65 ป 2 7 

66-75 ป 1 4 

Mean = 41.85, SD = 11.21, min = 19, max 71 

4.ระดับการศกึษา   

ต่ํากวาปริญญาตร ี 13 48.1 

ปริญญาตรี 14 51.9 

5.อาชีพ   

รับราชการ/รัฐวิสาหกิจ 4 14.8 

รับจาง 19 70.4 

ไมไดประกอบอาชีพ 3 11.1 

แมบาน 1 3.7 

6. ลักษณะงาน   

งานในที่รม 21 77.8 

งานในที่แจง 6 22.2 

7.ประวัติโรคภูมิตานทาน
เนื้อเยื่อตนเองในครอบครัว 

  

ไมมี 25 92.6 

มี 2 7.4 

8.ชนิดของผืน่DLE   

Localized DLE 11 73.3 

Generalized DLE 4 26.7 
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ตารางที่ 3 (ตอ) แสดงจํานวนและรอยละของประชากรที่ศึกษาเกี่ยวกับปจจัยสวนบุคคลและ

ขอมูลทั่วไป 

ขอมูลทั่วไป จํานวน(คน) รอยละ 

9. ระยะเวลาที่ผ่ืนขึ้น   

นอยกวา 30 วัน 10 67 

31-60 วัน 2 13 

มากกวา 61 วัน 3 20 

Mean = 38.33, SD = 28.28, min = 7, max = 90 

 
 
แผนภูมิวงกลมที่ 1 แสดงสัดสวนของเพศชายและเพศหญิงโดยรวม 

 

                     

female 92.6%

male 7.4%
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แผนภูมิวงกลมที่ 2  แสดงสัดสวนเพศชายและเพศหญิงในผูปวย DLE 

 

            

female 86.7%

male 13.3%

 
 

 

แผนภูมิแทงท่ี 1 แสดงกลุมอายุของ

ประชากร
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แผนภูมิวงกลมที่ 3   แสดงสดัสวนของระดับการศึกษา 
 

                                

48.1%

51.9%

2

1

 
 

โดย 1 = ต่ํากวาปริญญาตร,ี 2= ปริญญาตร ี



 55 

แผนภูมิแทงท่ี 2 แสดงอาชีพของประชากร 
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โดย 1 = รับราชการ/รัฐวิสาหกิจ , 2 = รับจาง 

       3 = ไมไดประกอบอาชีพ      4 = แมบาน 

 

แผนภูมิวงกลมที่ 4 แสดงสัดสวนลักษณะงาน 

                                     

22.2%

77.8%

2

1

 
โดย 1 = งานในทีร่ม 

       2 = งานกลางแจง 
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แผนภูมิวงกลมที่ 5 แสดงสัดสวนประวัติโรคภูมิตานทานเนื้อเย่ือตนเองในครอบครัว 

7.4%

92.6%

2

1

 
โดย 1 = ไมมีประวัต ิ,  2 = มีประวัติในครอบครัวเปน 

 
 
แผนภูมิวงกลมที่ 6 แสดงสัดสวนของชนิดของผื่น DLE 

26.7%

73.3%

Generalized DLE

Localized DLE
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แผนภูมิแทงท่ี 3 แสดงระยะเวลาที่ผ่ืนขึ้น 
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แผนภูมิ Boxplot ที่ 1  แสดงระดับ mRNA ของ Interferon alpha โดยแยกตามชนิดของผื่น 
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 เนื่องจากขอมูลเปนเชงิปริมาณ สามารถคาํนวณวาปริมาณmRNA ของ Interferon alpha 

ในผื่น DLE มีความแตกตางกันกับ ผิวหนังปกติหรือไม โดยใชวิธี Mann Withney U test พบวา  P 

value มีคาเทากับ 0.04  หมายความวา ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผื่น DLE มีความ

แตกตางกับผิวหนังปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  แตพบวา เมื่อคํานวณวาปริมาณ mRNA ของ 

Interferon alpha ในผิวหนงัปกติของผูปวย DLE มีความแตกตางกันกับผิวหนังปกติหรือไม โดยใช

วิธี Mann Withney U test พบวา P value มีคาเทากับ 0.30  หมายความวา  ระดับ mRNA ของ 

Interferon alpha ในผิวหนงัปกติของผูปวย DLE ไมมีความแตกตางกับผิวหนังปกติอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ  และ เมือ่คํานวณวาปริมาณ mRNA ของ Interferon alpha ในผ่ืน DLE วามี

ความแตกตางกันกับ ผิวหนังปกติของผูปวย DLE โดยใชวิธี Wilcoxon signed ranks test พบวา 

P value มีคาเทากับ 0.39 หมายความวา ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผิวหนงัปกติของ

ผูปวย DLE ไมมีความแตกตางกับผื่น DLE อยางมีนัยสําคัญทางสถิตเิชนกัน 

 

 การวิจัยนี้ไดศึกษาความสัมพันธระหวางเพศ,อายุ, ระดบัการศึกษา, อาชีพ, ลักษณะงาน, 

ประวัตโิรคภูมติานทานเนื้อเย่ือตนเองในครอบครัว, ระยะเวลาที่ผ่ืนข้ึน และชนดิของผื่น DLE  โดย

พบวา ไมพบความสัมพันธระหวางปจจัยตางๆที่กลาวมาขางตนอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  



 59 

บทที่ 8 
 

การอภิปรายผลการวิจัย 
 
 การศึกษานี้เปนการศึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผื่น DLE โดย

เปรียบเทียบกับผิวหนังของคนปกติและผิวหนังปกติของผูปวย DLE  โดยประเมนิจากระดับ 

mRNA ที่สกัดออกมาไดจากชิ้นเนื้อทีต่ัดมาจากผูปวยที่มีผื่น DLE ตามที่กลาวขางตนแลว ซึ่ง

ยืนยันผลโดยการอานชิ้นเนือ้ทางพยาธิวิทยาวาเปนผ่ืน DLE  โดยเปรียบเทียบกับผิวหนังปกต ิ ซึ่ง

ไดชิ้นเนื้อสวนใหญมาจากผูปวยปกติที่มาเขารับการรักษาทางดานความงามบริเวณใบหนา เชน 

การตัดหนงัตาที่เกินทัง้หนงัตาบนและหนงัตาลาง รวมถึงผูปวยที่มาศัลยกรรมตกแตงบนใบหนา 

ชิ้นเนื้อที่ไดมานี้ ผูปวยรับทราบและเซ็นตใบยินยอมกอนนํามาศึกษาวิจัยนี้   

 

 จากการศึกษานี้ มีวิจัยอ่ืนที่คลายกัน แตการวัดผลของการศึกษาแตกตางกัน จึงไม

สามารถที่จะใชขอมูลการศึกษาวิจัยอ่ืนมาคํานวณขนาดตัวอยางได ทางคณะผูวิจัยจึงไดศึกษา

จากขอมูลการศึกษาอื่นที่เก่ียวของ รวมทั้งปรึกษาผูที่มคีวามรูความชํานาญและเขาใจเกี่ยวกับ

เรื่องโรคนี้เปนอยางดี จงึไดทําเปน Pilot project และไดตัดชิ้นเนื้อผูปวยที่เขาเกณฑการคดัเลือก

และนํามาศึกษา โดยใชผูปวยที่มีผื่น DLE ชนิดตางๆ จํานวน 15 คน และใชกลุมควบคุมคือ กลุม

ของผิวหนังคนปกติ จํานวน 12 คน เพื่อนาํมาศึกษาวิจัย 

 

 เมื่อพิจารณาขอมูลเกี่ยวกบัคณุลักษณะของประชากรซึ่งมีทัง้หมด 27 คน พบวาผูปวยที่

ศึกษาเปนเพศชาย 2 คน คดิเปนรอยละ 7.4 และเพศหญิง 25 คน คดิเปนรอยละ 92.6  ซึ่งพบวา

เพศหญงิมากกวาเพศชาย 12.5 เทา แตเมื่อมาแยกเปนผูปวยปกติที่เปนกลุมควบคุม พบวาเปน

เพศหญงิรอยละ 100 และผูปวยที่มีผ่ืน DLE เปนเพศชาย  2 คน คดิเปนรอยละ 13.3 และเพศ

หญิง 13 คน คดิเปนรอยละ 86.7  ซึ่งพบวาเพศหญงิมากกวาเพศชาย 6.5 เทา จากการทบทวน

วรรณกรรมที่เก่ียวของพบวา ผ่ืน DLE พบไดทัง้ผูปวยเพศหญิงและเพศชาย และ อัตราสวนของ

หญิงตอชายเทากับ 3:2 หรือ 3:1แลวแตรายงาน เมื่อนํามาเปรียบเทียบกับขอมูลการวิจัยนี้พบ

แตกตางกันอยางนอย 2 เทา อาจเปนเพราะวาจํานวนขนาดตัวอยางที่นํามาศึกษาวิจัยอาจจะนอย

กวา เมื่อเทียบกับการศึกษาวิจัยอื่นที่เก็บขอมูลผูปวยจํานวนมาก ทําใหไดอตัราสวนที่ใกลกับความ

เปนจริงมากทีสุ่ด   ประชากรตัวอยางที่นํามาศึกษาวิจัยนี้มีอายุตั้งแต 19 ถึง  71 ป โดยกลุมอายุที่

มากที่สุดคือ 36 ถึง 45 ป พบจํานวน 12 คน คดิเปนรอยละ 44 เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาวิจัย

อื่น พบวาใกลเคียงกัน  
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 ในประชากรทีน่ํามาศึกษาพบวารอยละ 100 นับถือศาสนาพุทธ, เชื้อชาติไทย และ

สัญชาติไทย โดย ประกอบอาชีพรับจางเปนสวนใหญ พบจํานวน 19 คน คดิเปนรอยละ 70.4 และ

สวนใหญทํางานในที่รม จํานวน 21 คน คดิเปนรอยละ 77.8  โดยที่ไมมีประวัติโรคภูมิตานทานตอ

เนื้อเย่ือตนเองในครอบครัว จํานวน 25 คน คิดเปนรอยละ 92.6  จากผลการวิจัยนี้ทําใหสนับสนุน

สมมุตฐิานวาโรคนี้ยังไมทราบสาเหตทุี่ชดัเจน แตเชื่อวาเกิดจากหลายปจจัยดวยกัน ซึ่งมทีัง้ปจจัย

ทางดานสิ่งแวดลอม เชน แสงแดด ซึ่งเปนปจจัยสําคัญ  และปจจัยทางดานพันธุกรรม  แตอยางไร

ก็ตามเนื่องจากจํานวนตัวอยางที่นํามาศกึษาวิจัยนี้อาจจะมีนอย จงึไมสามารถที่จะใชคาทางสถิติ

เปนตัวแทนของประชากรทัง้ประเทศ เพียงแตอาจจะทําใหมองเหน็ภาพคราวๆ งายขึ้น  

 

 ผ่ืน DLE ที่ศกึษาในวิจัยนี้มี 2 แบบ คือ ชนดิ Localized DLE และ Generalized  DLE 

ผื่นสองชนดินีแ้ตกตางกันในแงของการกระจายของผื่น พบวา ผื่นแบบ Generalized DLE กระจาย

เกือบทั้งรางกาย พบต่ําวาระดับคอลงไปไดดวย ซึ่งตางจากผื่น Localized DLE ทีพ่บผื่นเฉพาะ

บริเวณใบหนาและคอ เทานัน้ จากการศึกษาวิจัยนี้พบวา สวนใหญเปนผื่นชนดิ Localized DLE 

พบจํานวน 11 คน คดิเปนรอยละ 73.3 (ดรูปูผ่ืน DLE บทที่ 3)  

 

 จากการศึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผ่ืน DLE โดยเปรียบเทียบกับ

ผิวหนังของคนปกติ และผิวหนังปกติของผูปวย DLE โดยใชวิธีทางสถิติแบบ Mann Withney U 

test  และ Wilcoxon Signed Ranks test  เนื่องจากเมื่อนําขอมูลที่วัดระดับ mRNA ของ 

Interferon alpha ทั้งหมดมาประเมณิแลวพบวา ขอมูลไมไดเรียงตัวเปนแบบกราฟมาตรฐาน จึง

ควรใชสถิติแบบ nonparametric test มาใชทดสอบ ซึ่งคาที่ไดจะใชความนาเชื่อถือมากวา โดย

คาที่ไดจะมคีวามนาเชื่อถือใกลเคียงกับคาที่ไดจากวิธี parametric test ซึ่งผลเมือ่เปรียบเทียบ

ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผิวหนงัปกติ กับผ่ืน DLE พบวาคาเฉล่ียของระดับ 

mRNA  ในผิวหนงัปกติ เทากับ  0.0013 copy และในผ่ืน DLE เทากับ 0.0056 copy และคาทาง

สถิติของ  Mann Withney U test พบวา คา P value เทากับ 0.04 ซึ่งคาที่ได <0.05 แสดงวา 

ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผื่น DLE มีความแตกตางกันกับผิวหนังปกติอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ และเมื่อเปรียบเทียบระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผิวหนังปกต ิกับ

ผิวหนังปกติของผูปวย DLE พบวาคาเฉล่ียของระดับ mRNA ในผิวหนังปกติของผูปวย DLE 

เทากับ 0.0050 copy และคาสถิติของ Mann Withney U test พบวา คา P value เทากับ 0.30 ซึง่

คาที่ได >0.05 แสดงวา ระดบั mRNA ของ Interferon alpha ของผิวหนังปกติของผูปวย DLE ไมมี

ความแตกตางกันกับผิวหนังปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   แตเมื่อพิจารณาคาเฉลี่ยพบวาเกือบ

ใกลเคียงกันกับคาเฉลี่ยของผื่น DLE ซึ่งทางผูวิจัยคดิวาถาจํานวนขนาดตัวอยางเพิ่มข้ึนจากเดิม
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อาจจะทําใหผลของระดับ mRNA ของ  Interferon alpha ในผิวหนังปกติของผูปวย DLE มีคาที่

แตกตางจากผิวหนังปกต ิ มแีนวโนมที่จะไดผลทางสถิตทิี่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติไดดวย และสุดทายเมื่อพิจารณาคาทางสถิติของ  Wilcoxon Signed Ranks testพบวา คา P 

value เทากับ 0.39 ซึ่งคาทีไ่ด >0.05 แสดงวา ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผื่น DLE 

ไมมีความแตกตางกันกับผิวหนังปกติของผูปวยDLE อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

 

 จากขอมูลการศึกษาของ Lorant Farkas และคณะ[25] ทําการศึกษาผูปวยที่เปนโรค DLE 

และ SLE จํานวน 15 คน และคนปกติเปนตัวควบคุม จาํนวน 7 คน วามี Plasmacytoid dendritic 

cells อยูในผื่นผิวหนงั LE หรือไม ผลการทดลองพบวาการศึกษานี้ศึกษาความสัมพันธของ 

Plamacytoid dendritic cells กับ ผ่ืน LE โดยใชสถิติแบบ Spearman ‘s rank correlation 

coefficient ซึ่งจากผลมีความสัมพันธกัน คา Rs=0.79 (P<0.0005) ซึ่งผลของการวิจัยนี้ก็พบวาใน

ผื่น LE มีเซลลที่สราง Interferon alpha มากกวาที่ผื่นผิวหนังปกตเิชนกัน เมื่อนําผลมา

เปรียบเทียบกับการศึกษาวิจัยนี้พบวาผลที่ไดคลายคลึงกัน อีกทั้งมีหลายรายงานการวิจัยที่

สนับสนนุวา Interferon alpha นาจะเกี่ยวของกันกับ pathogenesis ของการเกิดโรค LE เชน

การศึกษาพบวา Plasmacytoid dendritic cell ซึ่งเปนแหลงกําเนิดของ Interferon alpha นัน้ ถูก

พบไดนอยลงในเลือดของผูปวย LE แตกลับถูกสะสมมากอยูในชั้นผิวหนงัของผูปวย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 62 

บทที่ 9 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวจิัย 
 
 จากการศึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผ่ืน DLE โดยเปรียบเทียบกับ

ผิวหนังของคนปกติ และผิวหนังปกติของผูปวย DLE โดยใชวิธีทางสถิติแบบ Mann Withney U 

test  และ Wilcoxon Signed Ranks testพบวาระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผิวหนัง

ปกติ กับผื่น DLE คาทางสถติิของ  Mann Withney U test พบวา คา P value เทากับ 0.04 ซ่ึงคาที่

ได <0.05 แสดงวา ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผื่น DLE มีความแตกตางกันกับ

ผิวหนังปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  

 

เมื่อเปรียบเทยีบระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผิวหนังปกติ กับผิวหนังปกติ

ของผูปวย DLE คาสถิติของ Mann Withney U test พบวา คา P value เทากับ 0.30 ซึ่งคาที่ได 

>0.05 แสดงวา ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผิวหนงัปกติของผูปวย DLE ไมมีความ

แตกตางกันกับผิวหนังปกตอิยางมีนัยสําคัญทาง สถิติ    

 

เมื่อเปรียบเทยีบระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผื่น DLE กับผิวหนังปกติของ

ผูปวย DLE พิจารณาคาทางสถิติของ  Wilcoxon Signed Ranks testพบวา คา P value เทากับ 

0.39 ซึ่งคาที่ได >0.05 แสดงวา ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผื่น DLE ไมมีความ

แตกตางกันกับผิวหนังปกตขิองผูปวยDLE อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

 

 แนวโนมปจจัยดานเพศ อายุ ในการวิจัยนี้คลายกับการศึกษาวิจัยอ่ืนๆ สวนเรื่องปจจัย

ดานระดับการศึกษา, อาชีพ, ลักษณะงาน, ประวตัิโรคภูมิตานทานตอเนื้อเย่ือตนเองในครอบครวั 

และชนิดของผื่น DLE นั้นอาจจําเปนจะตองศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือใหไดจํานวนตัวอยางมากขึ้น จะทํา

ใหผลที่ไดบอกแนวโนมการเกิดโรค DLE ของประชากรไทยในอนาคตไดดีย่ิงขึน้ 
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ขอเสนอแนะ 
 
 1. จากขอมูลการศึกษาวิจัยนี้ ถือวาเปน Pilot Project พบวาระดับ mRNA ของ 

Interferon alpha ในผื่น DLE มีความแตกตางกันกับผิวหนังปกตอิยางมีนัยสําคญัทางสถิติ แต

ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผิวหนงัปกต ิ เมื่อเปรียบเทยีบกับผิวหนังปกติของผูปวย 

DLE และ ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผื่น DLE เมื่อเปรยีบเทียบกับผิวหนังปกติของ

ผูปวย DLE พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมนัยสําคัญทางสถิต ิ แตมีแนมโนมวาถาศึกษาเพิ่ม 

โดยการเพิ่มจํานวนตัวอยางมากขึ้นผลที่ไดนาจะเหน็ความแตกตางมากกวาเดิม 

 2. จากขอมูลกลุมที่นํามาเปนกลุมควบคมุ คือกลุมผิวหนงัปกติ ทั้งหมดเปนเพศหญิง และ

อายุเฉล่ียมากกวา กลุมที่มีผื่น DLE ซึ่งอาจจะมีผลทําใหผลการวิจัยคลาดเคลื่อนได 
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                                                  เลขที่------ID 

                  1       3 
แบบสอบถาม 

 เร่ือง การศึกษาระดับ เอม็อารเอ็นเอ ของอินเตอรเฟยรอนแอลฟา ในผ่ืนดีแอลอี 
โดยเปรียบเทียบกับผิวหนังปกติของคนปกติและผิวหนังปกติของผูปวยโรคดีแอลอี. 
  
1. ขอมูลสวนตัว                    เฉพาะ
เจาหนาที ่  
          

     1.  อายุ...................ป         …  …AGE 

             4    5 

     2.  เพศ............1. ชาย           ..........2. หญิง                                                 ….SEX 

                6 

     3.  สัญชาติ...........1.  ไทย                                                                               ….RACE1 

        ............2.  อื่นๆ(ระบุ).......................                     7 

     4.  เชื้อชาติ...........1. ไทย                                                                             …RACE2 

                ...........2. อื่นๆ(ระบุ)........................                                8 

     5.  ศาสนา.........1. พุทธ            ..........2. คริสต                                              …RELIGION 

                   ........3.  อิสลาม        ..........4. อื่นๆ(ระบุ)                                           9 

     6.  ระดับการศึกษาสงูสุด                                                                                 

            ….1. ต่ํากวาปรญิญาตรี                                                                                  

              ….2. ปรญิญาตร ี

              ......3.  สูงกวาปริญญาตร ี

              ......4.  อื่นๆ (ระบ)ุ ..............................    …EDUC 

                  10 

7. อาชีพ 

.......1. รับราชการ/รัฐวิสาหกิ จ 

.......2. รับจาง 

.......3. ไมไดประกอบอาชีพ 

.......4. อื่นๆ (ระบุ)................................    …OCUPATION 

                  11 
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   8.  ลักษณะงาน..........1. งานในที่รม 

                ........2. งานกลางแจง         …JOB 

                 12 

  9.  อัตราเงินเดือนปจจุบัน...................................บาท    …  … … … 

                     INCOME 

                     13            17 

  10.  สถานภาพสมรส 

         .........1. โสด 

         .........2. แตงงาน  

         .........3. หยา                                   …MARITAL 

         18 

  11.  จํานวนบุตร........................คน     …  ..CHILD 

         19-20 

  12.  ทานมีโรคประจําตัวหรอืไม                                                                              

       ..........0. ไมมี    

       ..........1.  มี (ระบุ)....................................    …DIS1 

         21 

  13.  ประวัติโรค SLE หรือ โรคภูมิตานเนื้อเย่ือตนเองในครอบครัว 

         .........0. ไมม ี

         .........1.  ม ี(ระบุ)......................................    …DIS2 

22 

2.  ขอมูลโรค Cutaneous LE (เฉพาะเจาหนาที่ กรอก)   มีอาการ 

        ไมมีอาการ 

        ไมไดตรวจ 

        ไมทราบ 

    Localized DLE (head & neck only) 

 Generalized DLE (below the neck) 

      Hypertrophic DLE 

 Lupus panniculitis (Lupus profundus) 

      Oral  lesion (DLE type) 

      Scalp DLE 
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ใบยินยอมเขารับการตัดชิน้เนื้อเพื่อการวิจัย 
 
ชื่อโครงการ  การศึกษาระดับ เอ็มอารเอน็เอ ของ อนิเตอรเฟยรอนแอลฟา ในผื่นดีแอลอี โดย

เปรียบเทียบกับผิวหนังปกตขิองคนปกติและผิวหนงัปกติของผูปวยดแีอลอี 

 
คําช้ีแจงเกีย่วกับโรคที่อาสาสมัครไดรับการวินิจฉัย 
 
 โรค DLE เปนโรคผิวหนงัทีเ่กิดจากภูมิตานทานเนื้อเย่ือตนเอง และเปนโรคที่พบใน

ประชากรทั่วโลก ในประเทศไทยโรค DLE เปนโรคผิวหนงัชนิดไมตดิเชื้อ อาการแสดงทางผิวหนงัมี

ไดหลายแบบ โดยพบไดหลายระยะ สําหรบัสาเหตทุี่แทจริงของการเกิดโรคนี้ยังไมปรากฏแนชัด แต

มีหลักฐานบงวา นาจะมีปจจัยอยางใดอยางหนึ่ง หรือ หลายปจจัยที่เก่ียวของกัน ซึ่งแบงเปน 2 

กลุมหลักๆ คือ ปจจัยทางสิ่งแวดลอม ไดแกการติดเชือ้ไวรัส, การไดรับยา, แสง UV แตจาก

หลักฐานในปจจุบัน เปนที่ยอมรับวา ปจจัยทางพันธกุรรมนั้นเปนปจจัยหลักที่มีผลตอการเกิดโรค 

และความรุนแรงของโรคนี ้

 
คําช้ีแจงเกีย่วกับขั้นตอน และวิธีการ ผลขางเคียงและการปฏบัิติตัวกอนและหลังการตดั
ชิ้นเนื้อเพื่อการศึกษาวิจัย 
 
 การเก็บชิ้นเนือ้จากผิวหนังปกติของคนเปนโรค DLE และผ่ืน DLE : แพทยจะเลือกตัดชิน้

เนื้อจากบริเวณที่มีผ่ืนของโรคนี้ และ ผิวหนงัปกติบริเวณดานในของแขน ขางใดขางหนึ่ง โดยจะทํา

ความสะอาดดวยน้ํายาฆาเชื้อและฉีดยาชา (1 % xylocaine) กอนทุกครั้ง จากนั้นใชเครื่องมือใน

การตัดช้ือเนื้อ(punch biopsy) ขนาดผาศูนยกลาง 4 มิลลิเมตรทําการตัดชิน้เนื้อ และเย็บปด

บาดแผลดวย ไนลอนขนาด 5-0 และนดัทานมาตดัไหมในอีก 7 วัน แผลจะหายสนิท โดยไมมี

แผลเปนภายในเวลาประมาณ 2-3 สัปดาห 

 
ประโยชนที่อาสาสมัครจะไดรับจากการเขารวมวิจัย 
 
 ภายหลังเสร็จส้ินการวิจัย ทานจะไดทราบผลการศึกษาโดยรวม ซึง่นําไปสูความเขาใจของ

กลไกของโรคที่ดีย่ิงขึน้ อาจนําไปชวยในการพยากรณโรค และอาจนําไปใชในการรักษาตอไปใน

อนาคต  
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คําช้ีแจงเกีย่วกับสิทธขิองอาสาสมัคร 
 
 เนื่องจากการตดัชิ้นเนื้อเพื่อนําไปใชในการวิจัยครัง้นี ้ จะนําชิ้นเนื้อที่ไดไปทําสกัดหา 

mRNA ของ Interferon-alpha ทีห่องปฏบิัติการภูมิคุมกันวิทยาทางคลินิก ภาควิชาจุลวิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย อาสาสมัครจะไมเสียคาใชจายใดๆและทานมีสทิธทิี่จะ

ปฏิเสธการตัดชิ้นเนื้อเพื่อนําไปใชในงานวิจัยครัง้นี้โดยไมมีผลกระทบใดๆ ตอทาน หากทานมีขอ

สงสัยประการใด กรณุาตดิตอผูวิจัย นายแพทยยุทธนา อองอนันตพงศ ตึกจิระประวัตชิั้น 2 

หนวยตจวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โทรศัพท 0-2256-4253 ซ่ึงยินดีให

คําตอบแกทาน ขอขอบคณุในความรวมมอืของทานมา ณ ที่นี ้

 
คํายินยอมของอาสาสมัคร 
 
 ขาพเจาไดทราบจุดมุงหมายและทําความเขาใจกับโครงการศึกษาระดับ mRNA ของ 

Interferon-alpha ในผื่นDLE โดยเปรียบเทียบกับผิวหนังปกติของคนปกติ และผิวหนังปกติของ

ผูปวยโรค DLE เปนอยางด ี และยินดใีหความรวมมอืโดยสมัครใจ โดยผูวิจัยจะเก็บขอมูลสวน

บุคคลของขาพเจาไวเปนความลับ ขาพเจาไดลงนามไวเปนหลักฐานแสดงความสมัครใจในการเขา

รวมโครงการไว ณ ที่นี ้

 

วันที ่ ................................................ 

 

ลงชื่อ ................................................ (ผูยินยอม) 

 (..............................................) 

 

ลงชื่อ ................................................. (ผูปกครอง) 

  (...............................................) (เฉพาะกรณีผูปวยอายุต่ํากวา 18 ป) 

               

ลงชื่อ ................................................(พยาน)  

(...............................................) 

 

ลงชื่อ ................................................ (ผูวิจัย) 

 (...............................................)   
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ใบยินยอมเขารับการตัดชิน้เนื้อของอาสาสมัครปกติ 

 
ชื่อโครงการ  การศึกษาระดับ เอ็มอารเอน็เอ ของ อนิเตอรเฟยรอนแอลฟา ในผื่นดีแอลอี โดย

เปรียบเทียบกับผิวหนังปกตขิองคนปกติและผิวหนงัปกติของผูปวยดแีอลอี 

 

 กอนที่ทานจะตดัสินใจใหคํายินยอมเขารวมวิจัย ผูวิจัยขอชี้แจงรายละเอียดของ

โครงการวิจัยดังนี้ โครงการวิจัยนี้จะศึกษาในผูปวยที่เปนโรค DLE เปรียบเทียบกับคนปกติ  ซึง่โรค 

DLE เปนโรคผิวหนังที่เกิดจากภูมิตานทานเนื้อเย่ือตนเอง เปนโรคที่พบในประชากรทั่วโลก ใน

ประเทศไทยโรค DLE เปนโรคผิวหนงัชนดิไมติดเชื้อ อาการแสดงทางผิวหนงัมีไดหลายแบบ โดย

พบไดหลายระยะ สําหรับสาเหตทุี่แทจริงของการเกิดโรคนี้ยังไมปรากฎแนชัด แตมหีลักฐานบงวา 

นาจะมีปจจัยอยางใดอยางหนึง่ หรือ หลายปจจัยที่เก่ียวของกัน ซึ่งแบงเปน 2 กลุมหลักๆ คอื 

ปจจัยทางสิ่งแวดลอม ไดแกการติดเชื้อไวรสั, การไดรับยา, แสง UV แตจากหลักฐานในปจจุบนั 

เปนที่ยอมรับวา ปจจัยทางพันธุกรรมนั้นเปนปจจัยหลักทีม่ีผลตอการเกิดโรค และความรุนแรงของ

โรคนี ้

 
คําช้ีแจงเกีย่วกับขั้นตอน และวิธีการการศึกษาวิจัย 
 
 ทานไดรับเชญิใหเขารวมโครงการวิจัยในกลุมที่เปนอาสาสมัครทีเ่ปนคนปกติ ที่เขารับ

บริการคลนิิกศัลยกรรมตกแตงแพทยผูทาํการผาตัดจะอธิบายรายละเอียดเก่ียวกับโครงการวิจัย 

กอนที่ทานจะลงนามในใบยนิยอมเพื่อเขารับการตดัชิน้เนื้อเพื่อการวิจัยกอนการผาตดัผูทําการวิจัย

จะขอแบงช้ินเนื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 6 มิลลิเมตรออกมาจากชิ้นเนื้อที่แพทยผูทําศัลยกรรม

ตกแตงตดัออกมาตามปกติ โดยการเก็บชิ้นเนื้อจากทานในครั้งนี้จะไมมีผลกระทบใดๆ ตอการเขา

รับบริการศัลยกรรมตกแตงตามปกติของทาน 

 ทานจะไมไดรบัประโยชนใดๆจากการเขารวมวิจัย แตผลการวิจัยนี้จะนําไปสูความเขาใจที่

ดีย่ิงขึ้นเกี่ยวกับกลไกการเกิดโรค และอาจจะนําไปใชพัฒนาขบวนการรักษา หรือปองกันโรคได ซึง่

อาจจะมีประโยชนตอบุตรหลานของทานในอนาคต ทัง้นีท้านจะไมตองเสียคาใชจายใดๆของการ

ทําวิจัย ทั้งส้ิน 
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คําช้ีแจงเกีย่วกับสิทธขิองอาสาสมัคร 
 
 เนื่องจากการตดัชิ้นเนื้อเพื่อนําไปใชในการวิจัยครัง้นี ้ จะนําชิ้นเนื้อที่ไดไปทําสกัดหา 

mRNA ของ Interferon-alpha ทีห่องปฏบิัติการภูมิคุมกันวิทยาทางคลินิก ภาควิชาจุลวิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย อาสาสมัครจะไมเสียคาใชจายใดๆและทานมีสทิธทิี่จะ

ปฏิเสธการตัดชิ้นเนื้อเพื่อนําไปใชในงานวิจัยครัง้นี้โดยไมมีผลกระทบใดๆ ตอทาน หากทานมีขอ

สงสัยประการใด กรณุาตดิตอผูวิจัย นายแพทยยุทธนา อองอนันตพงศ ตึกจิระประวัตชิั้น 2 

หนวยตจวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โทรศัพท 0-2256-4253 ไดตลอด 24 

ชั่วโมง  และยินดีใหคําตอบแกทาน 

ขอขอบคุณในความรวมมือของทานมา ณ ที่นี ้

 
คํายินยอมของอาสาสมัคร 
 
 ขาพเจาไดทราบจุดมุงหมายและทําความเขาใจกับโครงการศึกษาระดับ mRNA ของ 

Interferon-alpha ในผื่นDLE โดยเปรียบเทียบกับผิวหนังปกติของคนปกติ และผิวหนังปกติของ

ผูปวยโรค DLE เปนอยางด ี และยินดใีหความรวมมอืโดยสมัครใจ โดยผูวิจัยจะเก็บขอมูลสวน

บุคคลของขาพเจาไวเปนความลับ ขาพเจาไดลงนามไวเปนหลักฐานแสดงความสมัครใจในการเขา

รวมโครงการไว ณ ที่นี ้

วันที ่ ................................................ 

 

ลงชื่อ ................................................ (ผูยินยอม) 

 (..............................................) 

 

ลงชื่อ ................................................. (ผูปกครอง) 

  (...............................................) (เฉพาะกรณีผูปวยอายุต่ํากวา 18 ป) 

               

ลงชื่อ ................................................(พยาน)  

(...............................................) 

 

ลงชื่อ ................................................ (ผูวิจัย) 

 (...............................................)   
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

ชื่อ นามสกุล                  นายยุทธนา   อองอนนัตพงศ 

ประวัติสวนตัว                เกิดวันที่ 26 เมษายน  พ.ศ.2521 ที่จังหวัดภูเก็ต 

ประวัติการศึกษา            สําเร็จการศึกษาแพทยศาสตรบัณฑิต (เกียรตนิิยมอันดบั 2) 

                                     จากคณะแพทยศาสตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  

                                     ปการศึกษา 2544 

ประวัติการทํางาน             -   ไดรับการบรรจุเปนพนักงานของรัฐตําแหนงนายแพทย 4 ที ่

                                            โรงพยาบาลตะกั่วปา จังหวัดพังงา ในป พ.ศ.2545  

                                        -   1 ม.ค.-30 เม.ย. 2546 ยายไปโรงพยาบาลสมเด็จพระยุพราชฉวาง  

        จังหวัดนครศรีธรรมราช 

                                        -   1 พ.ค.2546 -30 เม.ย. 2547 ยายไปโรงพยาบาลถลาง  

                                            จงัหวัดภูเก็ต ตําแหนงนายแพทย 5 

                                        -    ลาออกจากราชการเพื่อศึกษาตอในระดบัปรญิญาโท สาขา 

                                             ตจวิทยา ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร 

                                             จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป พ.ศ. 2547  
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