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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความสําคัญและที่มาของปญหาการวจิัย (Backgroud) 
 

ความสําคัญของLupus erythematosus (LE) 
 Lupus erythematosus จัดเปนโรคภูมคิุมกันตอเนื้อเย่ือตนเอง ความรนุแรงของโรคจะ

แตกตางกันไปในผูปวยแตละราย ปจจุบันยังไมทราบสาเหตุของโรคนีช้ัดเจน ซึ่งพบไดในประชากร

ทั่วโลก พบความชุกในโรคสูงขึ้นในคนแอฟริกา, อเมริกา และคนเอเชีย ความรนุแรงของโรคมี

รายงานที่พบวามีความรุนแรงในคนเชื้อชาติ Asia มากกวา Caucasian รวมถึงอตัราตายที่สูงกวา

[1-6] การศึกษาที่ผานมาพบวาพันธุกรรมมีบทบาทสําคัญตอการเกิดโรค เชื่อวาการเกิดโรค LE 

ประกอบดวยปจจัยหลายอยางเชนเดียวกับโรคอ่ืนๆ ในกลุมโรคภูมคิุมกันตอเนื้อเย่ือตนเองคือมี

ความผิดปกตขิองยีนหลายตัวรวมกับปจจัยทางสิ่งแวดลอม และหลายการศึกษาซึ่งรายงานยีนที่

เก่ียวของกับโรคหลายยีนแตยังไมเปนที่สรปุแนชัดวายีนเหลานี้เก่ียวของกับโรคอยางชัดเจน 

 
ปจจัยทางพนัธุกรรมกับโรค  LE  

 โรค LE เปนโรคที่มีสาเหตจุากหลายปจจัย โดยมีปจจัยทางพันธุกรรมเปนสวนประกอบที่

สําคัญอยางหนึ่ง หลักฐานทีช่วยสนับสนุนไดแก 1) อัตราการเกิดโรคเพิ่มข้ึนในเครือญาติของผูปวย 

คาอัตราสวนระหวาง sibling risk ตอ general population risk= 20 และ 2) อัตราการเกิดโรค

พรอมกันในคูแฝดสูง 2-5%ในแฝดคลาย และสูงถึง 24-58%ในแฝดเหมือน[7-9] มกีารศึกษาเพื่อ

คนหายีนที่เก่ียวของกับโรคนี้อยางมากมาย จากการทํา linkage analysis ที่ใช DNA marker 

ครอบคลมุทัง้ genome (whole genome scan) จากผูปวย LE อยางนอย 7 กลุมการศึกษา[7,10-

14] โดยสวนใหญเปนการศกึษาในประชากรเชื้อชาติ Caucasian โดยในแตละการศึกษาไดคนพบ

ตําแหนงบนโครโมโซมที่สําคญัหลายตําแหนงแตกตางกันขึ้นอยูกับความแตกตางของขนาด

ตัวอยาง เชื้อชาติ และ วิธกีารใช   แตสามารถสรุปตําแหนงตางๆที่นาสนใจทีน่าจะมีความสําคญั

ตอการเกิดโรค LE 18 ตําแหนง[9] คือ ตาํแหนงที ่significant linkage ไดแก 1q22-23, 1q41-42, 

2q35-37, 4p16-15.2, 6q11-21, 16q12-13 และตําแหนงที ่ suggestive linkage ไดแก 1q31, 

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

20p12-13, 20q11-13  

 



 2 

ความสําคัญของ Interferon-alpha ใน LE 
 Interferon (IFN) เปน cytokine ตัวแรกที่ถูกคนพบเมื่อประมาณ 40 ปกอน ซึ่งถูกแบงเปน 

2 ชนดิ ไดแก Type I interferon ซึ่งประกอบดวย IFN-α genes 12 ยีน และ IFN-β, IFN-ω, IFN-

κ และ IFN-τ[15]  คณุสมบัตริวมของ Type I interferon ไดแก ยีนสวนใหญมีเพียง 1 exon และ

มีsequence ที่คลายกันถึงรอยละ 80 โดยทีต่ําแหนงของยีนรวมกลุมกันอยูบน short arm 

chromosome ที่ 9 สวน Type II interferon ไดแก IFN-γ ซึ่งเปน cytokine สําคัญในกลุม T-

helper type I และ cytotoxic T-lymphocyte 

 

 Type I interferon มีบทบาทสําคัญในขบวนการ innate immunity และเชื่อมตอไปยัง

ขบวนการ adaptive immunity   Type I interferon มีบทบาทสําคญัในขบวนการตอตานไวรัส โดย

การกระตุนคณุสมบตัิ cytotoxicity ของ natural killer cell (NK cell) ตอมาพบวา Type I 

interferon มีบทบาททางดาน immunoregulation[16] (ดังรูป) อื่นๆ ไดแก 

 - กระตุน dendritic cell maturation และ function 

 - กระตุน B cell ในขบวนการ immunoglobulin class switching 

 - กระตุน MHC class I expression 

 - กระตุน macrophage ใหสราง interleukin-10 (T-helper 2 cytokine) และเปลี่ยนแปลง 

monocyte/macrophage ใหมคีณุสมบตัิเปน professional antigen presenting cell (APC) 

 เชื่อวา Plasmacytoid dendritic cell ซึ่งเปน professional antigen presenting cell มี

บทบาทสําคญัในการกระตุน autoreactive T-cell และนําไปสูการเกิดโรค LE นอกจากนี้มี

การศึกษาพบวาเลือดของผูปวย LE สามารถเปลี่ยน monocyte cell ไปเปน dendritic cell ซึ่งถูก

ยับย้ังไดดวย antibodyตอ interferon-alpha[17-18] 
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รูปท่ี 1 แสดงบทบาทของ Interferon-α หรือ Type I Interferon ตอการเกิดโรค LE   IFN-

α ถูกสรางขึ้นจาก plasmacytoid dendritic cell โดยถูกกระตุนไดดวยไวรัส, CpG DNA 

และ immune complex ซึ่งมีสวนประกอบ apoptotic body   IFN-α สามารถกระตุน DC 

maturation, เปลี่ยน Macrophage ใหมคีณุสมบตัิเปน antigen presenting cell, กระตุน

การแบงตัวและ Ig class switch ของ B-cell รวมถึงกระตุนคณุสมบตั ิcytotoxic ของ NK-

cell[15] 

 

ผลโดยรวมสรปุวา Type I interferon มีผลเหมือนการติดเชื้อแบคทเีรีย/ไวรัสในเชิงที่

สามารถกระตุน dendritic cell maturation โดยภายใตการเพ่ิมข้ึนของ self antigen ไดแก 

apoptotic bodies หรือ autoantibodies ของ DNA ซึ่งกระตุนใหรางกายเสีย self-tolerance ใน

ภาวะปกติ และนําไปสูภาวะภูมิคุมกันตอเนื้อเย่ือตนเองหรือ autoimmunity  

 

 Type I interferon ไดรับความสนใจวาอาจมีบทบาทในกลไกการเกิดโรค LE เนื่องจากมี

รายงานพบการเพิ่มข้ึนของระดับ IFN-α ในเลือดของผูปวย LE และมรีายงานวาผูปวยที่ใช 

recombinant IFN-α ในการรักษาโรคมะเรง็หรือไวรัสตับอักเสบ จะพบ autoantibodies ในเลือด

หรือบางรายเกิดอาการของโรค LE ข้ึน   Siegal และคณะ(คศ.1999) พบเซลลที่สราง IFN-α 
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(natural IFN-producing cell) หรือ plasmacytoid DC ซึ่งสามารถเพิ่มการสราง IFN-α มากขึ้น 

ภายหลังการกระตุนดวย immune complex หรือ apoptotic cells[19] ที่นาสนใจมาก ไดแก การ

คนพบวาในเลอืดของผูปวย lupus สามารถกระตุน Plasmacytoid dendritic cells ใหหล่ัง IFN-α 

รวมทัง้กระตุน autoreactive T cell activity ซ่ึงสามารถยับย้ังไดดวยการให IFN-α 

antibody[18,20] การศึกษาที่ขยายผลตอมาโดยเทคโนโลยี Global gene approach หรือ DNA 

microarray สนับสนนุความสําคัญของ IFN-α โดยพบวาใน peripheral blood cells ของผูปวยมี

การเพ่ิมขึ้นของ IFN-α associated genes และอาจสัมพันธกับความรนุแรงของโรค LE อีกดวย

[21-23] 

 

 ในปจจุบันเรายังไมทราบถึงความแตกตางของการทํางานและการแสดงออกของแตละ 

Interferon-alpha subtypes อยางไรก็ตาม ทุก subtypes มีบทบาทในทางการตอตานไวรัสและ

กระตุนคณุสมบัติ cytotoxicity ของ NK cell ดวย แตมคีนพบวา แตละ subtype มีความแตกตาง

ในเชิงประสทิธิภาพตอการกระตุน NK cell และ B-cell นอกจากนั้นการแสดงออกของยีนถูก

ควบคุมโดย Interferon regulatory factors (IRF) ซึ่งมีความแตกตางกันในเซลลแตละชนิดหรอื

แลวแตชนิดของสิ่งที่นํามากระตุน ในจํานวน 13 subtypes นัน้ IFN-α subtype 1 และ 2 มี

ปริมาณมากที่สุด[24]โดยทีs่ubtype 2  นัน้สามารถกระตุนการแสดงออกของ interferon 

inducible protein 10 (IP-10) ซึ่งเปน T-helper 1 cytokine ในขณะที ่ interferon-alpha 

subtype1ไมมีคณุสมบตัดิงักลาวขอจํากัดของการศึกษา Interferon-alpha subtypes ที่สําคัญ

ไดแก เทคโนโลยีที่ใชในอดตียังขาดประสิทธิภาพ แตดวยเทคโนโลยีในปจจุบันการศึกษา 

Interferon-alpha subtypes ไมเปนปญหาอีกตอไป[24] 
 

 plasmacytoid DC เปนแหลงสราง IFN-α โดยทั่วไปถูกพบในเลือดโดยมีปรมิาณรอยละ 

1 ของ peripheral blood cells  ในผูปวย LE มีปริมาณของ pDC  ในเลือดลดลง แตกลับไปสะสม

ที่ผิวหนงัแทน   เชื่อวา pDC เปนเซลลมบีทบาทสําคญัในกลไกการเกิดโรค[25] การศึกษานี้สนใจ

ศึกษาผื่น DLE เนื่องจากเปนผ่ืนที่พบไดบอยที่สุดในกลุม Chronic cutaneous lupus 

erythematosus พบผ่ืน DLEบอยในผูปวยอายุประมาณ 20-40 ป เปนไดทั้งเพศชายและเพศหญิง 

อัตราสวนของหญิงตอชายเทากับ 3:2 ถึง3:1 แลวแตรายงาน ผืน่DLEพบไดทุกเชื้อชาติ ,ประมาณ

รอยละ 55 ของผูปวย DLE ตรวจพบความผิดปกตทิางหองปฎิบตัิการได[26]  และประมาณรอยละ 

15-30 ของผูปวย SLE มีผ่ืนชนดิ DLE ข้ึนมาในชวงใดของโรคก็ได ผูปวยเหลานี้มักมีอาการของ

โรค SLE รุนแรงนอยกวาผูปวย  SLE ที่ไมมีผ่ืน DLE 
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คําถามของการวิจยั (Research Question) 
 

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

DLE มีความแตกตางกันกับผิวหนังปกติของคนปกติ(normal skin)  

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

ผิวหนังปกติของผูปวยโรค DLE มีความแตกตางกันกับผิวหนังปกติของคนปกต(ิnormal skin) 

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

DLE  มคีวามแตกตางกันกับผิวหนังปกตขิองผูปวยโรค DLE 

 
วัตถุประสงคของการวิจยั (Objectives) 
 

1. ศึกษาระดับ mRNA level ของ IFN-alpha เปรียบเทยีบระหวางผ่ืน DLE กับผิวหนัง

ปกติของคนปกติ(normal skin) 

2. ศึกษาระดับ mRNA level ของ IFN-alpha เปรียบเทยีบระหวางผิวหนงัปกติของผูปวย

โรค DLE กับผิวหนังปกติของคนปกต(ิnormal skin) 

3. ศึกษาระดับ mRNA level ของ IFN-alpha เปรียบเทยีบระหวางผ่ืน DLE  กับผิวหนัง

ปกติของผูปวยโรค DLE 

 
สมมุติฐาน (Hypothesis) 
 
 ระดับ mRNA level ของ IFN-alpha ในผ่ืน DLE มีความแตกตางกันกับผิวหนังปกติของ

คนปกติ(normal skin) 
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กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual Framework) 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ขอตกลงเบื้องตน (Assumption) 
 
 ทําการศึกษาผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัยวาเปน  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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การใหคาํนิยามเชิงปฏิบัตทิี่จะใชในการวิจัย(Operational Definitions) 
 
 1. การวินิจฉัยผ่ืน DLE จากHistopathologyของชิ้นเนื้อที่ตดั 

            2. Classical discoid lupus erythematosus (DLE) คือ ผื่นแดงราบหรือนนูเล็กนอย 

ขอบเขตมักชัดเจนตอนเกิดขึ้นใหมๆมีลักษณะเปนตุมแดง มีสะเก็ดแลวลามขยายตัวออกเปน

วงกลม ตรงกลางผื่นเริ่มมี atrophy มี Telangiectasia พบไดทั้งแถวขอบผื่นและตรงกลางผื่น และ

มี follicular plugging คือมีสะเก็ดตดิแนนเหน็เปนตุมดาํอุดตนัรูขนอยู ลักษณะนี้เปนลักษณะเดน

ของ DLE ถาลอกเอาสะเก็ดผื่น DLE ออกจะเห็นเปนตุมนูนของรูขนมีลักษณะเหมอืนขนพรมทีต่ดิ

อยูกับพื้นพรม(Carpet tacks sign) เมือ่ผ่ืน DLE หายแลวเหลือเปนแผลเปน สี hypo หรอื 

hyperpigmentation รวมกับ telangiectasia พบผ่ืน DLE ไดบอยในบริเวณที่ถูกแสง นอกจากนี้ยัง

มีผื่น DLE หลายชนิดที่พบได ไดแก Hypertrophic/verrucous DLE, Mucosal DLE,  Lichenoid 

DLE (LE/lichen  planus overlap ,lupus planus) เปนตน 

3. ผิวหนังปกติของผูปวยโรค DLE คือ ผิวหนงัปกติบริเวณ inner aspect of forearms 

 
ปญหาทางจริยธรรม(Ethical considerations) 
 
 ไมมี เนื่องจากการตดัช้ินเนือ้บริเวณ ผิวหนงัปกติของคนเปนโรค DLE จะใชสง Lupus 

band test ผูดําเนนิการวิจัย ไดแบงครึง่ เพื่อสง extract RNA และ ชิน้เนื้อบริเวณผวิหนังที่เปนโรค 

DLE จะใชสงเพ่ืออานผลทาง Histopathology ผูดําเนนิการวิจัย ไดแบงครึง่เพื่อสง extract RNA 

เชนกัน สวนผิวหนังปกติของคนปกติ ผูดําเนนิการวิจัย ไดนําชิ้นเนือ้ปกติ จากแพทยศัลยกรรม

ตกแตงและแพทยหูคอจมูกที่ผาตดัหนังตา และดึงหนา จากหองผาตดั ซึง่ไดขออนญุาตจากผูปวย

ที่ทําการผาตดัแลว 
 
ขอจํากัดในการวิจยั (Limitation)    :   ปจจัยบางอยางซึ่งอาจจะสงผลตอผลการวิจัย เชน 

ปริมาณแสงแดดที่ผูปวยแตละรายไดรับมคีวามแตกตางกัน 
 
 
ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย (Expected Benefits & Application) 
 
 1. ทราบวา Interferon-alpha ใน ผ่ืน DLE สูงกวาปกติอยางมีนัยสําคัญหรือไม 

 2. ทราบ pathogenesis ของโรคและปจจัยสําคัญทีท่ําใหเกิดโรค 

3. ชวยพัฒนาในการรักษาโรค DLE ในอนาคต (การใช Interferon-alpha ในการรักษา) 



 8 

อุปสรรคที่อาจจะเกิดขึ้นระหวางการวจิัยและมาตรการในการแกไข (Obstacle) 
 
 การขอความรวมมือจากผูปวย โดยอธิบายผูปวยเกี่ยวกับโรค และความจําเปนในการตดั

ชิ้นเนื้อใหผูปวยทราบกอนทีจ่ะใหผูปวยยินยอมเขารวมในการศึกษาวิจัยนี้ 

 
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. ดําเนินงานวิจยัและรวบรวมขอมูล   * * * * * * * * * * * * *     

3. การวิเคราะหขอมูล            * * * *     

4. การเขียนรายงานและรายงานผล                * * * * 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 
ทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วของ (Review of related literatures) 
 

บทบาทของ IFN-alpha ในโรค LE เปนสิ่งทีน่ักวิจัยที่มุงเนนศึกษาเกี่ยวกับโรค LE ให
ความสนใจเปนอยางมาก เพราะวามีรายงานการวิจัยหลายรายงานที่สนับสนนุวา IFN-alpha 
เก่ียวของกับ pathogenesis ของโรค LE ซึ่งอาจจะเกี่ยวของโดยตรง หรือโดยออมกับกลไกการเกิด
โรค LE จึงนบัวาเปนการเปดมุมมองใหมของการศึกษาหาสาเหตุของกลไกการเกิดโรค LE โดย
พบวา ผูปวยที่เปนโรค Lupus จะมีปริมาณของ endogenous IFN-alpha ใน serum ในปริมาณที่
สูงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม normal control[27-28]  มีรายงานการวิจัยใน animal models วา เมื่อ
ให IFN-alpha เกิด autoimmune disease ข้ึน ขณะที่ animal models ที่ไมไดรับ IFN-alpha จะ
เปนปกต ิ แตการเกิด autoimmune disease นี้ สามารถปองกันไดโดยการฉีด IFN-specific 
monoclonal antibodies เขาไปในสัตวที่ไดรับ IFN-alpha[29] มีการทดลองโดยการสราง NZB 
murine ที่ไมม ีIFN-alpha/beta receptor พบวาหนูจะลดการสราง autoantibodiesลงสงผลใหลด
การเกิดanti-erythrocyteantibodies, erythroblastosis, hemolytics anemia, anti-DNA 
autoantibodies, kidney disease และหนทูี่สรางขึ้นมานี้จะไมมีการพัฒนาเปนโรค lupus เลย
[30] และมรีายงานการวิจัยที่กลาววาผูปวยใช recombinant  IFN-alpha ในการรักษาโรค 
malignancies และโรคตับอักเสบจากไวรัสตับอกัเสบชนิดซ ี มีการพัฒนาการสราง 
autoantibodies ข้ึน โดยทีบ่างรายมีอาการคลายโรค SLE(SLE-like syndrome) เกิดข้ึน[31] และ
พบวาผูปวยโรค lupus จะมีความสามารถในการกด B-lymphocyte ไมใหมีการ proliferate และ
การสราง antibody ไดไมดี คาดวานาจะเปนผลมาจาก IFN-alpha ที่เพ่ิมสูงขึ้น เพราะ IFN-alpha 
มีคณุสมบตัทิีจ่ะไปกระตุน B-lymphocyte ได จึงทําให B-lymphocyte สราง autoantibodies 
ข้ึนมา[32] รายงานการวิจัยรายงานหนึง่กลาววา IFN-alpha ใน serum ของผูปวย LE สามารถ
เหนี่ยวนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของ monocyte ของคนปกติใหกลายเปน dendritic cell ได
[33]รายงานการวิจัยอีกฉบับกลาววาสามารถที่จะตรวจพบ IFN-alpha producing cell ในเลือด
และเนื้อเย่ือของผูปวย LE แตจะพบปรมิาณของ plasmacytoid dendritic cell (เปน dendritic 
cell ชนิดหนึง่ที่สามารถผลิต type 1 interferon ไดอยางมาก โดยสามารถผลิตไดมากถึง 10 
picogram/cell) ในเนื้อเย่ือที่เกิดพยาธิสภาพมากกวาที่จะพบในเลือด เชื่อวา plasmacytoid มีการ 
migrate ไปในบรเิวณที่เกิด inflammation (พบ plasmacytiod dendritic cell สะสมอยูเปน
จํานวนมากใน cutaneous LE lesions)[34-38] 
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แมวาขอมูลจํานวนมากสนับสนุนบทบาทของ IFN type I ตอการเกิดโรค LE แตยังมีขอ
สงสัยหลายประการไดแก แหลงที่มาของ IFN การไมพบการเพิ่มข้ึนของ IFN type I transcript ใน 
peripheral blood cell แตกลับพบ interferon-inducible หรือ interferon-associated 

signature[21]  มีรายงานวา plasmacytoid DC ซึ่งเปนแหลงกําเนิดของ IFN-α นั้น ถูกพบได
นอยลงในเลือดของผูปวย SLE แตกลับถูกสะสมอยูในชั้นผิวหนงัของผูปวย[25] 

 

แมมีรายงานวา IFN-α สําคญั แตยังไมมีการศึกษาใดที่วัดระดับของ IFN-α ที่ผื่น DLE 
โดยตรง เคยมีเพียงรายงานศึกษาดวย Immunohistochemistry พบวาระดับ MxA protein สูงขึ้น

ซึ่งเปนผลจาก Type I Interferon สูงขึ้น งานวิจัยนี้เนนศึกษาเก่ียวกับระดับ mRNA ของ IFN-α 

เนื่องจาก IFN-α นาจะมีบทบาทสําคญัที่สุดใน type I Interferon และ ระดับ cytokine ที่ผิวหนัง
หากวัดระดับ protein ทําไดยุงยากกวาการวัดระดับ mRNA และคาระดับ mRNA ที่วัดไดจะมคีา 
sensitivity สูงกวาดวย โดยวิธี real time PCR ซึ่งระดับ mRNA ที่วัดไดนี้สามารถบงบอกถึงระดับ

โปรตีน (IFN-α) ไดดดีวย 
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บทที่ 3 
 

Lupus  erythematosus(LE) 
 

 LE เปนโรคอกัเสบเรื้อรงัชนดิหนึง่ซึ่งทําใหเกิดโรคในอวัยวะหลายระบบ  ผิวหนังเปน

อวัยวะหนึ่งซึง่มักปรากฏอาการของโรคใหเห็น  พบประมาณรอยละ 70-80 ของผูปวย LE ทั้งหมด

[39]  โรค LE อาจเปนเฉพาะที่ผิวหนังเทานั้น ไมแพรกระจายไประบบอื่น(Discoid LE) หรือเปน

เพียงสวนหนึง่ของโรคซึง่แพรกระจายไปในหลายระบบ(Systemic LE ,SLE) ผูปวยประมาณรอย

ละ 20 มีผืน่ผวิหนังนํามากอนที่จะแสดงอาการทางระบบอื่น[40]  ฉะนัน้เวลาตรวจรางกายผูปวยที่

มีผื่นแบบ LE จึงจําเปนตองตรวจทุกระบบอยางละเอียด เพื่อคนดูวาโรคไดแพรกระจายไปยัง

อวัยวะใดในรางกายแลวบาง   
 

 พยาธิกําเนิดและกลไกการเกิดผ่ืน LE 
 ผูปวย LE เปนผูปวยที่มีความผิดปกติของยีนอยูแลว จึงทําใหผูปวยเปนโรคนี้ไดงายกวา

คนธรรมดา พบวาในเด็กแฝดชนิด monozygote ถาเด็กคนหนึ่งเปนโรค LE เด็กแฝดอีกคนมีโอกาส

เปนโรคนี้ไดสูงถึงรอยละ 30-65[41] 

 ส่ิงแวดลอมเปนปจจัยหลักอีกประการหนึง่ซึ่งทําใหผูปวย LE มีอาการแสดงทางผวิหนัง

โดยเฉพาะแสงแดด ผ่ืนชนดิ LE-specific นัน้ถูกกระตุนใหเกิดขึน้หรือเหอข้ึนหลังจากถูกแสงแดด

[42] โดยเฉพาะแสงในชวง ultraviolet(UV) ปกติแบงแสงในชวงนี้ออกเปน 3 ชนดิคือ  คือ 

 -UVA 

 -UVB 

 -UVC 

 แสง UVสามารถทําใหผิวหนังเกิดอักเสบไดโดยไปกระตุน keratinocyte ใหหล่ังสารพวก 

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

พบวา primary cytokine เหลานี้จะกระตุนใหมีการหลั่ง cytokine อื่นๆออกมาจาก keratinocyte 

อีก เชน  Interleukin 6(IL-6), Interleukin 8(IL8), Interleukin 10(IL10), granulocyte 

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

alpha) และสารกลุม eicosanoids เชน prostaglandin เปนตน สารเหลานีท้ําใหเกิดเสนเลือด

ขยายตัว และเรียกให inflammatory cell ออกจากหลอดเลือดเขามาสูบริเวณที่อักเสบได 
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 แสง UVB สามารถกระตุนให antibodies บางชนดิโดยเฉพาะพวก  Antibody ตอ 

extractable nuclear antigens เชน Ro, La, RNP และ Sm จับกับ keratinocyte[44] ได  ซึ่งจะ

กระตุนใหเกิดการทําลายเซลล  โดยระบบภูมิคุมกันของรางกาย  ที่เปนเชนนี้เนื่องจากเมื่อ 

keratinocyte ถูกกับแสง UVB แสงจะกระตุนใหมีการเคล่ือนยายพวก nuclear antigens บางชนดิ 

เชน Ro, La, RNP และ Sm ใหมาที่ cell membrane ของ keratinocyte ซึ่งจะทาํปฏิกิริยากับ 

autoantibodies ในเลือดทีซ่ึมผานจากกระแสเลือดเขามาสูผิวหนังในตอนแรก antibodies เหลานี้

จะจับกับ nuclear antigens บนผิวเซลลและถูก keratinocyte จับเอา complex นี้เขาไปใน 

cytoplasm โดยขบวนการinternalization จากนั้น ก็จะเขาใน nucleus เกิดขบวนการ apoptosis 

เกิดขึ้น[45] นอกจากนั้นยังเช่ือวาแสง UVB สามารถกระตุนใหเกิดขบวนการ antibody-

dependent cellular cytotoxicity(ADCC) ตอ extractable nucleoprotein antigens ที่อยูบนผิว 

keratinocyte แลวทําใหเกิด cell lysis ได[46] 

 

 ยังไมทราบกลไกแนชัดในการเกิดผืน่ผิวหนงัของโรค LE แตเขาใจวานาจะเกิดจากหลาย ๆ 

ปจจัยรวมกัน เชน ความผดิปกติของยีน แสง UV กลไกทางระบบภูมิคุมกันของรางกาย  เชน 

mediators และcytokines รวมกับ inflammatory cells โดยเฉพาะ lymphocyte ที่อยูในชั้น

ผิวหนังแท  ทําใหเกิดการอักเสบและมีผลทําใหผิวหนงักําพรามี cytotoxicity เกิดเปนผื่นข้ึน[47] 

การที่แสง UV ทําใหเกิด apoptosis ของ epidermis ทําใหเกิดม ี nucleoprotein ที่อยูขางใน

ออกมาขางนอกและกระตุนใหรางกายสราง auto-antibody ตอ nucleoprotein เหลานั้นข้ึนมา 

นอกจากนี้แสง UV ยังกระตุนใหเกิดปฏกิิริยาลูกโซของสาร proinflammatory ทําใหเกิดมีการหลั่ง 

cytokines และ mediators อื่นๆ เชน prostaglandins, leukotrienes และพวก adhesive 

molecules ทาํใหมี inflammatory cells หลั่งไหลเขามาสูผิวหนัง    สงผลทําใหเกิดขบวนการ

ทําลายเซลลโดยวิธีการตางๆ เชน ADCC, cytotoxicity จาก complement  หรือ จาก cytokines 

ตางๆ ที่หล่ังออกมา 

 
อาการแสดงทางผิวหนัง 
 
 ผูปวยจะมีอาการแสดงทางผิวหนังมากหรอืนอยข้ึนอยูกับชนดิของ LE วาเปนชนิดใด  การ

แบงชนดิของผื่น LE มีหลายแบบในที่นี้จะแบงตาม James N. Gilliam ซึ่งแบงผ่ืน LE ออกเปน 2 

ชนิดใหญๆ คอื LE-specific skin disease และ LE-nonspecific skin disease[48] (ตารางที่ 1) 

 

 LE-specific skin disease แบงออกไดเปน 3 ชนดิดวยกันคือ 
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 1. Acute cutaneous LE(ACLE) 

 2. Subacute cutaneous (SCLE) 

 3. Chronic cutaneous (CCLE) 

ทั้ง 3 ชนิดมีผืน่ลักษณะจําเพาะและมีความสําคัญในการพยากรณโรค  
 
Acute cutaneous lupus erythematosus (ACLE) 
 
 แบงผ่ืนชนิดนีอ้อกไดเปน 2 ประเภทคือ  

1) localized ACLE มีผื่นทีบ่ริเวณใบหนา บางทีเรียกวา Malar rash หรือ butterfly rash  

2)  generalized ACLE มีผืน่กระจายทั่วตวั 

 
Subacute cutaneous lupus erythematosus (SCLE) 
 
 ผูปวย LE ที่มผีื่นชนดิ SCLE  นี้เปนกลุมผูปวยที่มีลักษณะทางคลินิก  serology และการ

ถายทอดทางกรรมพันธุที่แตกตางไปจากกลุมอื่นของผูปวย LE พบไดประมาณรอยละ 10 ของ

ผูปวย LE ทั้งหมด[49] แบงลักษณะผื่นออกไดเปน 2 กลุมใหญๆ คือ annular polycyclic lesion 

และ papulosquamous lesion  
 
Chronic cutaneous lupus erythematosus (CCLE) 
 

Classical discoid LE (DLE) 
 เมื่อกอนถือวา chronic cutaneous LE และ discoid LE ใชแทนกนัได แตเดี๋ยวนี้คําวา 

chronic cutaneous LE มีความหมายกวางกวาเดิมคอื นอกจาก  classic DLE แลวยังรวมถึงผื่น

ชนิดอื่นดวย เชน lupus profundus , lupus tumidus เปนตน 

 

 Classic DLE เปนลักษณะผ่ืนชนดิที่พบไดบอยที่สดุในกลุม CCLE  พบผื่น DLE บอยใน

ผูปวยอายุประมาณ 20-40 ป  เปนไดทั้งเพศชายและเพศหญงิ อัตราสวนของหญิง:ชาย เทากับ 

3:2 ถึง 3:1 แลวแตรายงาน แสดงวาเพศชายมีโอกาสเปนโรค DLE ไดมากกวา SLE  เนื่องจาก

อัตราสวนของหญิง : ชาย ใน SLE เทากับ 9:1 เพศหญิงมีโอกาสเปนโรคสงูกวาเพศชายมาก  พบ

ผื่น DLE ไดทุกเชื้อชาติ  ลักษณะผ่ืนของ DLE เปนผืน่แดงราบหรือนูนเล็กนอย  ขอบเขตมักชัดเจน

ตอนเกิดขึ้นใหมๆ มีลักษณะเปนตุมแดง มสีะเก็ดแลวลามขยายตัวออกเปนวงกลม  ตรงกลางผื่น

เริ่มม ีatrophy มี telangiectasis พบไดทัง้แถวขอบผื่นและตรงกลางผืน่ และมี follicular plugging 
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คือมีสะเกด็ตดิแนนเห็นเปนตุมดําอุดตนัรขูนอยู  ลักษณะนี้เปนลักษณะเดนของ DLE ถาลอกเอา

สะเก็ดผื่น DLE ออกจะเห็นเปนตุมนนูของรขูนมีลักษณะเหมือนขนพรมที่ตดิอยูกับพ้ืนพรม

(Carpet tacks sign) เมื่อผ่ืน DLE  หายแลวเหลือเปนแผลเปน สี hypo หรือ hyperpigmentation 

รวมกับ telangiectasia พบผื่น DLE ไดบอยในบริเวณทีถู่กแสง เชน หนาแถวโหนกคิ้ว จมูก โหนก

แกม ริมฝปาก นอกจากนี้ยังพบไดแถว หนงัศรีษะ ห ูหนาอกสวนบนและบริเวณดานนอกของแขน 

ที่หูมีลักษณะสําคัญคือเห็นเปน atrophy และ scarring รูขนเปดกวางรวมกับมีการอุดตนัของรูขน 

พบบอยแถว concha(Concha sign) เรียกผ่ืนDLE(รูปที1่-6) ผื่นที่เกิดเฉพาะบริเวณหนาและคอวา 

Localized DLE ถาผูปวยมีผ่ืนต่ํากวาคอลงมาโดยเฉพาะแถวแขนและหนาอกสวนบนหรือเปนทั่ว

ตัวก็เรียกวา Generalized DLE  ถาผื่น DLE เปนแถวรูเปดของขนเหน็เปนผ่ืนเล็กๆ เรียกวา 

follicular DLE มักพบบริเวณขอศอก โดยเฉพาะในชนชาติเอเชีย[50]  ทีห่นงัศีรษะเปนผืน่แดงมี

สะเก็ด ตรงกลางมี atrophy ผื่นคลายทีพ่บที่หนารวมกับผมรวงบริเวณผื่น เมื่อหายแลวเกิดเปน

แผลเปน ผมไมข้ึนใหม ฉะนัน้ควรรบีรักษาผื่น DLE บนหนงัศรีษะตัง้แตแรกเพ่ือหลีกเลี่ยง

ผลขางเคียง คือผมไมข้ึนใหมบนบริเวณนั้น พบผื่นบนหนงัศีรษะไดประมาณรอยละ 60 ของผูปวย 

DLE และประมาณรอยละ 10 ของผูปวยมีผ่ืนเฉพาะที่หนังศีรษะเทานั้น[51] อาจะพบวาผูปวย 

DLE มีเล็บเสียได แตพบนอยมาก  ที่พบคือ nail-plate dystrophy ผ่ืน DLE ถูกกระตุนดวย

แสงแดดพบวา ประมาณรอยละ 68 ของผูปวย ผื่นเหอข้ึนหลังจากถูกแสงแดด  แสงที่สามารถ

กระตุนผื่นไดนั้นมคีวามยาวคลื่นตั้งแตชวง UVB, UVA จนถึง visible light ผ่ืน DLE ยังอาจเกิดขึ้น

บริเวณที่ถูกกระทบกระแทกหรือมีผิวหนงัอักเสบนํามากอน (Koebner or isomorphic response) 

เชน ตามหลงั trama รอยละ 11 , sunburn รอยละ 5, infection รอยละ 3, exposure to cold รอย

ละ 2 และ pregnancy รอยละ1[49] นอกจากนี้ยังมีรายงานวายาบางชนดิ สามารถกรุตนใหเกิด

ผื่น DLE ไดเชน Isoniacid, penicillamine, griseofulvin และ dapsone[49] 

  

ประมาณรอยละ 55 ของผูปวย DLE มีความผิดปกติของเลือดหรือ serology ได แตก็มัก

ไมกลายเปน SLE[52] ผูปวย generalized DLE  มคีวามผิดปกติของ serology มีโอกาสกลายเปน 

SLE ไดมากกวาผูปวย localized DLE และเมื่อกลายเปน SLE แลวก็มักจะเปนชนดิที่มคีวาม

รุนแรงมากกวาพวก localized DLE ที่กลายเปน SLE  สิ่งที่บงชี้วาผูปวย DLE มีโอกาสเสี่ยงสูงใน

การเปน SLE คือการมีผมรวงชนิดทั่วๆไปไมมีแผลเปน  ตอมน้ําเหลืองโตทั่วๆ ไป periungual nail 

fold telangiectasia, Raynoud’s phenomenon  
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 Hypertrophic DLE(Hyperkeratotic DLE, verrucous DLE) 
 พบไดนอยมีลักษณะเปนผื่นนูนหนา คลายหูดหรือ Lichen simplex chronicus บางผ่ืน

อาจมีลักษณะของทั้ง lichen planus และ hypertrophic DLE   พบผ่ืน hypertrophic DLE บอย

แถวแขน หลงัสวนบนและหนา ผ่ืนมักดือ้ตอการรักษา ผูปวยที่มีผื่น hypertrophic DLE ไมได

กลายเปน SLE มากไปกวาผูปวยที่มีผ่ืน classic DLE[48] 
  

LE Profundus/LE Panniculitis(Kaposi-Irgang disease) 
 บางคนใช 2 คํานี้แทนกัน  ซ่ึง Lupus Profundus หมายถึงผูปวยที่มีผ่ืน DLE อยูขางบน

และมีชั้นไขมนัขางลางอักเสบรวมไปดวย แต LE Panniculitis หมายถึงการทีม่ีชั้นไขมันขางใต

อักเสบเพียงอยางเดียว โดยที่ผิวหนงัชัน้บนไมมีผื่น DLE  รวมดวย  ลักษณะผ่ืนเปนกอนอยูในชั้น

ไขมันใตผิวหนงัมีขนาดกวางประมาณ 1-3 ซม. สวนใหญไมมีอาการแตบางรายจะเจ็บเมื่อกดถูก

ตุมผิวหนังขางบนอาจมีผ่ืน classic DLE อยูหรืออาจแตกเปนแผลก็ได พบบอยแถวที่มีไขมันมากๆ

เชน แถวกน ขาออน ตนแขน หนาทอง ถาพบที่เตานมโดยที่ไมมีผืน่ DLE รวมดวยเรียกวา Lupus 

mastitis  ประมาณรอยละ 50 ของผูปวย Lupus panniculitis/profundus มีหลักฐานยืนยันวาเปน 

SLE ซึ่งผูปวย SLE ประเภทนี้มีอาการของโรคไมรุนแรง[48] 

 
Mucosal DLE 

 พบไดประมาณรอยละ 25 ของผูปวย CCLE[53] มักพบผ่ืนในปากแถวเพดานปาก กระพุง

แกม และเหงอืก บริเวณอื่นก็พบไดแตพบนอย ผ่ืนมีลักษณะเปนผืน่แดงหรือผ่ืนถลอกตื้นไมเจ็บ ถา

เปนนานจะนนูข้ึนเล็กนอย ตรงกลางผืน่อาจมี atrophy ที่ขอบเปนทางสีขาวแพรออกไปจากผื่น

หรือเหน็เปนรางแหสีขาวคลายๆ กับผื่นในปากของโรค lichen planus ในผูปวยบางรายอาจพบ

เปนแผลเจ็บได เมื่อผ่ืนหายแลวอาจกลายเปนแผลเปนไดอีกบริเวณที่พบบอยคือ แถวริมฝปาก 

โดยเฉพาะริมฝปากลางที่ถูกแสงแดดเปนประจํา ผื่นมีลกัษณะเปนผ่ืนแดง  ลอกมีสะเก็ด เปนแผล

ตื้นๆ และมนี้าํเหลืองแหงกรังตดิอยู หรือพบเปนผื่น Classic DLE บนรมิฝปากเลยก็ได  แผลใน

ปากและริมฝปากถาเปนนานๆ อาจกลายเปนมะเรง็ชนดิ squamous cell carcinoma ได[54] แผล

ในปากของโรค CCLE นัน้ไมสัมพันธกับ activity ของโรค LE 

 
Lupus tumidus 

 บางรายงานเรยีกผื่นนี้วา Urticarial plaque of LE พบผื่นชนดิ Lupus tumidus นอยมาก  

ไดรับรายงานครั้งแรกโดย Gougerot and Bournier[55] วาเปนผื่นที่มีลักษณะเปนผ่ืนนนูหนาสี

แดงอมมวง ผวิเรียบมัน บางรายอาจมีสะเก็ดบางๆ อยูบาง อาจมีอาการคันรวมดวยได เกิดบริเวณ
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ตั้งแตคอขึ้นไป ผ่ืนหายไดเองโดยไมเกิดแผลเปน และเกิดผื่นเหอข้ึนบริเวณเดมิได  ผลช้ินเนื้อพบวา

มี lymphohistiocyte อยูรอบๆ เสนเลือดทั้งบริเวณสวนบนและสวนลางของผิวหนังและที่สําคญัคอื

มี mucin จํานวนมากอยูในชั้น reticular dermis สวนการเปลี่ยนแปลงของ dermoepidermal 

junction ซึ่งเปนลักษณะการเปลี่ยนแปลงอยางหนึง่ของ LE นัน้ อาจพบหรือไมพบก็ได  ลักษณะที่

ตางจาก Classic DLE คือ ไมพบ follicular plugging เมื่อหายแลวไมเกิดแผลเปน และมักเกิดซ้ํา

ที่เดิม[48] 

 
 Chilblains LE(Chilblains lupus) 
 พบมากในผูปวย LE ในเมืองหนาวแตยังไมมีรายงานวาพบผื่นชนดินี้ในประเทศไทย 

 
 Lichenoid DLE(LE/Lichen planus overlap) 
 ยังไมแนนอนนักวาโรคนีห้มายถึงอะไร บางรายงานพบวามีผูปวยบางกลุมที่มีลักษณะทาง

คลินิกพยาธิสภาพของผิวหนังและ immunofluorescent กํ้าก่ึงกันระหวางโรค LE และ Lichen 

planus(LP) ซึ่งไมสามารถชี้ชัดไดวาเปนโรคอะไรแน แตบางรายงานก็เปนผูปวยที่เปนผื่น LP ที่เกิด

ในผูปวย LE หรือผูปวยที่มีลักษณะทางคลินิกเหมือนโรคหนึ่งแตลักษณะทางพยาธิสภาพเหมือน

อีกโรคหนึง่ สวนมากผื่นของ LE/LP overlap มักมีลักษณะเหมือน lupus hypertrophicus[56] 

พบวาพยาธิสภาพของผิวหนังม ีband like infiltration ของ lymphohistiocytes 

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

การวินิจฉัยจากพยาธิสภาพของชิ้นเนื้อไดวาเปน LE การเปลี่ยนแปลงที่สําคญัประกอบดวย มี 

atrophy ของชั้น epidermis , vacuolar basal cell degeneration คือการที่เห็น basal cell เปน

เซลลใสๆ หรือแตกออกเปนเศษ เซลลม ีbasement  membrane ที่อยูตรงรอยตอของ epidermis 

และ dermis หนาขึ้น มบีวมในช้ัน dermis และมเีซลลชนดิ mononuclear cell เขาไปใน 

epidermis อยูระหวางรอยตอของ epidermis กับ dermis อยูรอบเสนเลือดและ skin appendage 

(เชน ตอมเหงือ่ ตอมไขมนัและผม)[57]  เห็นลักษณะทัง้หมดนี้แตกตางกันในแตละชนดิของผื่น LE 

(รูปที ่7- 10) 

 ACLE การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพมักไมเดนชดัเหมือนใน SCLE หรือ DLE 

โดยเฉพาะ liquefaction ของ basal cell และ mononuclear celll เหน็ไมเดนชดันัก 
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 SCLE การเปลี่ยนแปลงก็เห็นไมเดนชดัเทาใน DLE ใน dermis พบวามีการบวม และ 

mononuclear cell อยูจํานวนนอย และมักอยูเฉพาะชั้นบนๆ ของผิวหนงัเทานัน้[58] 

 CCLE ผื่นชนิด DLE มกีารเปลี่ยนแปลงพยาธิสภาพของผิวหนังที่เดนชดั[59] พบวามี 

hyperkeratosis ของ stratum corneum, epidermal atrophy, epidermal basement 

membrane หนามากเห็นเปนแถบสีชมพูหนาใน dermis มี mononuclear cell อยูจํานวนมาก

โดยเฉพาะรอย ๆ เสนเลือดและรอบ appendage มี macrophage อยูในชั้น dermis สวนบน และ

มี mucin แทรกอยูในชั้น dermis นอกจากนี้ยังเห็นวาบริเวณรูเปดของผมกวางมี plugging ของ  

keratin อยูขางใน 

 สําหรับ Lupus panniculitis [60] พบวามี lymphocyte, histiocyte และ plasma cell 

เกาะอยูในชั้น dermis สวนลางและชั้น 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 ที่อยูในผิวหนัง โดยใชวิธีการทาง Immunology 

โดยปกติมีวิธกีารศึกษา Immunopathology ทางผิวหนงัคือ 

 Immunofluorescence technique[61] คอื การหา antigen หรือ antibody ในชิ้นเนื้อโดย

ยอมดวยสาร antibody ซึ่งจับกับ fluorescein เรืองแสงไดเมื่อถูกกับแสงความยาวคลื่น 490-495 

นาโนเมตร ที่ใชบอยทางผิวหนงั เรียกวา Direct immunofluorescence คือการตดัชิ้นเนื้อผิวหนงั

แลวแชใน liquid nitrogen หรือ dye ice ทันท ี  นําเขาหองปฏิบตัิการ ตดัชิน้เนื้อหนาประมาณ  4 

ไมครอน แลวนําไปยอยดวย antibody ที่จับกับ fluorescein เสร็จแลวนําไปอานดวยกลอง 

fluorescence ถาช้ินเนื้อนัน้มี antigen ที่จําเพาะก็จะจับกับ antibody ที่ใสเขาไปเห็นเรืองแสงเปน

แสงสีเขียวออกมา 

 
การพยากรณโรค 
 
 ACLE ผื่นชนดิทัง้ localized และ generalized form ของ ACLE มักเหอเปนครัง้คราว

ข้ึนอยูกับ disease activity ของ SLE ของผูปวย ฉะนัน้การพยากรณโรคของ ACLE จึงขึ้นอยูกับ

โรค SLE พื้นฐานผูปวย 
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 SLCE ผื่นมักข้ึนๆ หายๆ เปนชวง โดยอาจไมมีอาการทาง systemic ก็ได สวนใหญการ

พยากรณโรคมักจะดี ยกเวนในรายที่มี SLE รวมดวย การพยากรณโรคก็จะขึ้นอยูกับอวัยวะภายใน

ที่เปนโรค SLE เชน ไต ระบบเลือด เปนตน 

 CCLE มักเปนเฉพาะที่ผิวหนัง prognosis ดี ผูปวยไมตายจากโรคแตผื่นก็อาจลุกลาม

มากขึ้นเรื่อยๆ เกิดเปนแผลเปนถาผูปวยไมไดรบัการรักษา 
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ตารางที่ 1 แสดงการแบงความผิดปกติของผิวหนังใน 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 บริเวณใบหนาของผูปวยชาย 

 

                
 

รูปท่ี 3 แสดงผื่น Classic DLE ดานขางของผูปวยรายเดียวกับรูปที่ 1 
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รูปท่ี 4 แสดงผื่น Scalp DLE  บริเวณหนงัศรีษะ 

 

              
 

รูปท่ี 5 แสดงผื่น Classic DLE ที่พบบริเวณแขนทั้งสองขาง พบใน Generalized DLE 
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รูปท่ี 6 แสดงผื่น Classic DLE บริเวณใบหนาของผูปวยหญิง 

 

              
 

รูปท่ี 7 แสดงผื่น DLE พบ Carpet tacks sign บนแกมผูปวยหญิงรายนี้ 
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รูปท่ี 8 แสดงจุลพยาธิวิทยาของผื่น DLE พบวาเม็ดเลือดขาวกระจายตัวบริเวณดานบนของ 

superficial และ deep dermis รอบบริเวณหลอดเลือด ตอมเหงื่อ ตอมไขมัน และขน 

 

              
  

รูปท่ี 9 แสดงภาพขยายของรูปที่ 7 วา เม็ดเลือดขาวชนิด mononuclear cells อยูรอบเสนผม 
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รูปท่ี 10 แสดงชั้น basal cell มีการเปลี่ยนแปลง พบวามี vacuolar change ของ basal cell และ

มี melanophage ตกลงมาอยูในบริเวณ superficial dermis 

 

              

 

                
 

รูปท่ี 11 แสดง mucin ที่แทรกอยูในชั้น dermis ในผูปวย DLE 

 
 
 
 



 25 

บทที่ 4 
 

อินเตอรเฟยรอน (Interferon) 
 

อินเตอรเฟยรอน(Interferon หรือ IFN) เปน cytokine ที่สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลทนตอ

การเพ่ิมจํานวนไวรัสได ถูกคนพบในป ค.ศ. 1957 โดย Isaacs และ Lindenmann ในระหวาง

การศึกษาเก่ียวกับเรื่องการรบกวนและขัดขวางกันเองระหวางไวรัส(virus interference)[62] 

 

คุณสมบัติของอินเตอรเฟยรอน  คือ 

1. เปน glycoprotein 

2. สรางโดยสัตวมีกระดูกสันหลัง(verteberate)หลายชนิด 

3. มีโครงสรางไมเหมือนกัน ถาถูกสรางในสัตวตางชนดิกัน ดังนัน้ IFN ของสัตว

ชนดิหนึ่งจงึไมมีผลตอสตัวชนิดอืน่ (species specific) 

4. ออกฤทธิ์ไมจําเพาะตอชนดิของไวรัส(no viral specificity) 

 
ชนิดของอินเตอรเฟยรอน(Type of interferon) 
สามารถแบงออกเปน 3 ชนิดตามคุณสมบตัิทางเคมี  และตามลักษณะของแอนติเจนที่

กระตุนใหเกิดการสราง IFN คือ  แบงเปน 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 ไมมี มี มี 

ความคงทนทีp่H2 คงทน คงทน ไมคงทน 

เซลลที่สราง leukocytes fibroblasts T-cell, NK-cell 

การชักนําโดย ไวรัส ไวรัส Mitogens, antigen 

receptor CD118,IFNAR2 CD118,IFNAR2 CD119,IFNGR2 

 

  
ฤทธิ์ตานไวรสัของอินเตอรเฟยรอน (antiviral action of IFN)  
 

อินเตอรเฟยรอนไมไดออกฤทธิ์โดยตรงตอตัวไวรัส แตมีผลทําใหเซลลที่ถูกกระตุนดวย

อินเตอรเฟยรอนอยูในสภาพตานไวรัส (antiviral state) โดยยอมใหมกีารติดเชื้อแตจะยับย้ังการ 

replicate และการ assembly ของไวรัส ตัวอยางเชนยับย้ังการ budding ที่ผิวเซลลของ retrovirus 

และหามการสราง structural protein การออกฤทธิ์ตานไวรัส (antiviral action) ของ IFN มีผลทํา

ใหมีการยอย massenger RNA และหามการสรางโปรตีนของเซลล การทํางานในขั้นแรกของ

อินเตอรเฟยรอน เริ่มโดย IFN จะเขาไปเกาะบนตัวรบั (Receptor) บนผิวเซลลปกตแิลวกระตุนให

เซลลสรางเอน็ซัยม 3 ชนดิ คอื  

 

1. 2-5 Asynthetase  

2. RNase L หรือ RNase F หรือ endoribonuclease  

3. Protein kinase เมื่อมีไวรัสหรือตัวชักนาํ IFN (IFN inducer)          เขามาในเซลล จะ

กระตุนใหเอน็ซัยมทั้งสามชนิดทํางาน  
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สารชักนําการสรางอินเตอรเฟยรอน (IFN inducer) มีหลายชนิด คือ  

 

1. กรดนิวคลิอิก ในรูป double stranded RNA (dsRNA) จะกระตุนใหเกิดการสราง IFN 

ไดดทีี่สดุและกรดนิวคลิอิกในรูป ssRNA, DNA หรือสารโพลีเมอร เชน Poly (I) . Poly (C) ก็เปน

ตัวกระตุนได  

 

2. สารชีวภาพ (Biological inducer) เชื้อจุลินทรียหลายชนดิคือ ไวรัส, คลามัยเดีย 

(chlamydia), รคิเกตเซีย (rickettsia), โปรโตซัว และสารพิษ เชน endotoxin สามารถกระตุนการ

สรางอินเตอรเฟยรอนได นอกจากอินเตอรเฟยรอนมีฤทธิต์านไวรัสไดแลวยังมีคุณสมบัติอื่น ๆ อีก 

เชน สามารถ หามการแบงตวัของเซลลปกติและเซลลมะเร็งเชนยับย้ังการงอกใหม (regeneration) 

ของเซลลตับ,ยับย้ังการแบงตัวของเซลลไขกระดูก (bone marrow cells) การยับย้ังเซลลมะเร็งของ 

IFN ทําโดยการกระตุนเซลลของระบบภูมคิุมกันเชน Natural Killer cells, Macrophage, 

Cytotoxic T-cells (ชื่อเดิมของ IFN-gamma คือ macrophage activating factor, MAF) พบวา

ถาให IFN-gamma กอนการใหแอนติเจนจะมีการสรางแอนติบอดียและ delayed type 

hypersensitivity แตถาให IFN-gamma ภายหลังใหแอนตเิจนแลวจะมีการกระตุนทัง้ Humoral 

Immunity และ Cell mediated Immunity.  

 
การควบคุมการสรางอินเตอรเฟยรอน  
ใน มนุษยพบวายีนสที่ควบคุมการสรางอนิเตอรเฟยรอน (structural gene) มีดงันี ้IFN-

alpha โครโมโซมที่ 9 (2,5)สําหรับยีนสทีค่วบคุมการสราง interferon receptor อยูที่โครโมโซมที ่

21  

 
Type 1 interferon (IFN) 
ยีนใน type I interferon ตั้งอยูบนโครโมโซม 9p21 ซึ่งควบคุมการสรางtype interferon 

หลายชนิด ประกอบดวย 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 แสดงถึงตําแหนงของกลุมยีน type I interferon ที่อยูบนโครโมโซมที่ 9 ของ

มนุษย 

 

ถึงแมวา interferon-alpha จะมีถึง 13 subtypes แตมคีณุสมบตัิหลายประการที่ไม

แตกตางกัน เชน การมี  gene ทีเ่หมือนกัน(share identity)มากกวา 80 เปอรเซน็ต และสามารถ

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

subtypes สามารถที่จะเปน antivial ได ความแตกตางของแตละ subtypes อยูที่จํานวนปริมาณ

ของแตละ subtypes และความแตกตางทางคณุภาพ(qualitative differences) ของแตละ 

subtypes 

 

Type I interferon เปน cytokine ที่สําคญัในการเชื่อมระหวาง  innate และ adaptive 

immune response จะมีปริมาณที่สูงเมือ่อยูระหวางการติดเชื้อไวรัส และสามารถถูกสรางจากการ

ตดิเชื้อบางชนดิได เชน Gram-negative bacteria และ Protozoa (เชน Escherichia coli, 

Leishmania major) เปน cytokine ที่สงเสรมิการแสดงออกของ MHC class I  แตเปน poor 

inducers สําหรับ MHC class II  สามารถเหนี่ยวนําให dendritic cell มีการแสดงออกของ 

costimulatory molecules มากขึ้น เชน CD80, CD83, CD83 และ CD40  กระตุน monocytes 

และ T cells ใหสราง interleukin-10 (IL-10) และกระตุน B-cell  ใหเกิด Ig class Switching 
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บทที่ 5 
 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสแบบบอกปริมาณ 
(Real Time PCR) 

 
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส(PCR)[63-64] 
 
 Polymerase chain reaction (PCR) หรือ ปฏิกิริยาลูกโซ เปนวิธีทางอณูชีววิทยา ทาง

หองปฏิบตัิการทีง่าย รวดเรว็ ที่จะเพิ่มจํานวนสวนของดีเอน็เอใดๆ หรืออาจเรียกวา "molecular 

photocopying" ซึ่งเปนวิธีทางที่ "revolutionary" and "breakthrough."ทําใหเกิดการพัฒนาตางๆ

ข้ึนอยางมาก ผูที่คดิวิธี PCR คือ Kary Mullis ในปค.ศ. 1983 เขาไดรบัรางวัลสูงสดุทาง

วิทยาศาสตรคอื Nobel Prize ในปค.ศ. 1993 ดังนัน้วิธ ีPCR จึงเปนวิธทีดสอบทางหองปฏิบัติการ

ที่ทําใหสามารถตรวจพบชิ้นสวนของดีเอน็เอทีต่องการ แมจะมีปริมาณแคหนึ่งชิน้ทามกลางดีเอ็น

เอของเซลลทีม่ีมากถึง 105 เซลล และทําใหปรมิาณของดีเอน็เอที่เพิ่มจํานวนนัน้มีมากถึง N0 x 2n 

เมื่อ n คือ จํานวนรอบของการเพิ่มจํานวนดีเอน็เอ (2,3,4) N0 คือปริมาณดีเอ็นเอทีต่ั้งตน วิธี PCR 

จึงเปนขบวนการที่ใชในการวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการดวยวิธีอณูชีววิทยา (molecular 

diagnostics)  

        ในปฏิกิรยิา PCR ประกอบดวย โมเลกุลตนแบบ (template molecule) ซึ่งอาจเปน DNA 

หรือ RNA ที่ตองการเพิ่มปรมิาณ สายนิวคลิโอไทดเสนเดี่ยวส้ันๆที่มีลาํดับเบสจําเพาะคูสมกับ 

template (primer molecules) เพื่อเปนตวัเริ่มตนของการเพิ่มปริมาณ template DNA 
 
 ขั้นตอนของ PCR ประกอบดวย 
1) denatured การทําใหสายคูของดีเอน็เอแยกจากกันดวยความรอน 90-96 C  

2) hybridization หรือ annealing เปนข้ันตอนที่ primers ไปจับกับสายเดี่ยวดีเอ็นเอที่แยกจากกัน

ในขอ 1 เกิดทีอุ่ณหภูม ิ50-60 C  

3) ดีเอน็เอสายใหมถูกสรางดวยเอนไซม polymerase ที่ทนตอความรอน คือ Taq polymerase 

เกิดที่อณุหภูม ิ72 C ทําใหไดสายใหมของดีเอน็เอจับคูกับ template DNA เปนสองคู ข้ันตอนที่ 1-

3 รวมเรียกวา 1 cycle การทําซ้ําข้ันตอน 1-3 หลายๆครั้ง (หลาย cycle) ทําใหไดปริมาณ DNA ที่

ขยายเพิ่มจํานวนมากขึ้นตามลําดับเปนแบบ exponential คือเปนสองเทาในแตละครั้งของ cycle 

แตละ cycle ใชเวลา 1-3 นาท ีดังนัน้ในเวลาเพียง 45 นาที ปรมิาณ DNA จะเพิ่มเปนลานเทา 
 



 30 

 

denature 

 
annealing 

 
extension 

 
รูปท่ี 13 แสดงการทําปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส ประกอบดวย 3 ข้ันตอนดงัตอไปนี ้

 1. การแยกคูสายดีเอ็นเอตนแบบจากกัน(denaturing) ที่อุณหภูมิประมาณ 90-95 องศา

เซลเฃียส 

 2. การจับคูสมระหวาง primer กับดีเอ็นเอตนแบบ(annealing) ที่อณุหภูมิประมาณ 40-

60องศาเซลเฃียส 

 3. การสังเคราะหสายดีเอ็นเอ(DNA synthesis หรือ extension) โดยการนําเบส A, G, T 

และ C มาตอสวน primer ในทศิทาง 5’ ไป 3’ ที่อุณหภมูิประมาณ 70-75 องศาเซลเฃียส 
 
องคประกอบของวธิี PCR[65-69] 

PCR เปนวิธีการสังเคราะหดเีอ็นเอสายคูในหลอดทดลองอยางตอเนื่องเปนลูกโซโดย

อาศัยการเรงปฏิกิริยาของเอ็นไซม DNA polymerase ที่ทนความรอนในหลอดทดลองที่ม ีdeoxy 

nucleotide triphosphate(dNTP) ในสวนประกอบสารละลายที่เหมาะสม  โดยแตละลําดับของ

ปฏิกิริยา PCR จะถูกควบคุมโดยเครื่อง Thermal cycler ปฏิกิริยา PCR จะทําการสังเคราะหดีเอ็น
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เอ บริเวณที่อยูระหวาง oligonucleotide primer 2 สาย (รูปที่ 14) ซึ่งเรียกวา forward primer 

และ reverse primer 

 

องคประกอบในการทํา PCR มีดงันี ้

1. ดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) คือ ดเีอ็นเอที่ประกอบดวยสวนของยีนหรือดีเอน็เอที่

เราตองการสังเคราะหโดยอาจสกัดไดจากเซลลหรือเนื้อเย่ือตางๆ  หรือไดจากวิธีการทางอณู

ชีววิทยาอื่น 

2. Oligonucleotide primer เปน nucleotide  สายส้ันๆ ซึ่งเริ่มตนจับกับยีนหรือดีเอน็เอ

ตนแบบสายตรงขามซึ่งเปนคูสมกัน (complementary) โดยทั่วไป primer นี้ ไดจากการออกแบบ

โดยดูลําดับเบสที่เหมาะสมซึง่อาจใชซอฟทแวรได และ primer นี้จะถูกสังเคราะหข้ึนดวยเครื่อง 

Oligonucleotide synthesizer ซึ่งปจจุบนัมีบริษัทและองคกรซึ่งรับสั่งผลิตในประเทศไทย 

3. Deoxy nucleotide triphosphate (dNTP) คือเบสทีจ่ะถูกนําเขาไปตอจากสาย primer 

ระหวางการสังเคราะหดเีอ็นเอทําใหไดดีเอน็เอสายใหม dNTP ที่ใชจะประกอบดวย  dATP, dTTP, 

dCTP และ  dGTP โดยทั่วไปใชความเขมขน 20-200 ไมโครลิตร 

4. Buffer เปนสารละลายที่ทําใหปฏิกิริยา PCR เปนไปไดอยางเหมาะสมซึ่งประกอบดวย 

Tris HCl, KCl, และ MgCl2 โดยทีค่วามเขมขนของ Mg2+  มีผลตอปฏิกิริยาอยางมาก กลาวคือ 

ความเขมขนของ Mg2+ ที่เปลี่ยนไปจะทําใหไดผลผลติ PCR ที่มีปรมิาณแตกตางกัน โดยทั่วไป

ปฏิกิริยา PCR จะใช Mg2+ ทีค่วามเขมขน 1.5-2.0 mM การเพิ่มหรือลดปริมาณ Mg2+ บางครั้งจะ

ชวยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่สงัเคราะหข้ึนได แตหากความเขมขนของ Mg2+ มากเกินไปจะทําใหมี

การสังเคราะหดีเอน็เอที่ไมตองการขึ้นได ในทางปฏิบตัคิวรมีการทดลองใช MgCl2 ที่ความเขมขน

ตางๆ กัน เพื่อทดสอบหาความเขมขนของ MgCl2 ที่เหมาะสมที่สุด 

5. เอ็นไซม DNA polymerase โดยทั่วไปที่ใชไดผลดี คอื เอ็นไซม Tag polymerase ซึ่ง

เปนเอน็ไซมทีท่นความรอนทําใหสามารถใชในปฏิกิริยา PCR ไดหลายๆ รอบ ความเขมขนที่

เหมาะสมที่ใชในปฏิกิริยา PCR คือ 1-2.5 unit ตอปฏิกิริยา ปจจุบันมกีารคนพบ Scoffel 

fragment ของเอ็นไซม Taq DNA polymerase ซึ่งมคีณุสมบตัิพิเศษสามารถทํางานไดดีใน

ชวงกวางของความเขมขน Mg2+ ตั้งแต 2-10 mM และทนความรอนไดดีกวา ซึ่งมีประโยชนใน

กรณทีี่ดเีอ็นเอตนแบบที่ม ีG-C มาก หรือมีโครงสรางทุตยิภูมิ สามารถเพ่ิมอุณหภูมิไดสูงขึน้ใน

ข้ันตอนแยกดีเอ็นเอใหกลายเปนเสนเดี่ยว(denaturation) 

 

กุญแจสําคัญของ PCR คือ เอนไซม Taq polymerase โดยที ่Taq คือช่ือยอของ 

Thermus aquaticus แบคทีเรียที่อาศัยและเพิ่มจํานวนในบอน้ําพุรอน ทําใหสามารถทํางานไดที่
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อุณหภูมิสูง PCR ถูกนํามาใชในวิทยาศาสตรทาการแพทย ดานตางๆ ไดแก การตรวจหาจุลชีพที่

เปนสาเหตุของโรคตดิเชื้อตางๆ โดยเฉพาะจุลชีพที่มีการเพาะเลี้ยงยาก หรือมีปริมาณนอยในส่ิงสง

ตรวจ การตรวจหาการกลายพันธุในยีนของสิ่งมีชีวิตตางๆ โดยเฉพาะยีนมนุษย 

6. อุปกรณหลักที่สําคัญในการทํา PCR คอื เครื่อง thermal cycler (รปูที่ 24)ซึ่งเปนเครื่อง

ที่สามารถตั้งโปรแกรมใหเพิ่มลดอณุหภูมเิปนรอบๆ ตลอดจนสามารถตั้งจํานวนรอบตามที่

ผูปฏิบัติงานตองการได นอกจากนี้ยังตองการอุปกรณสําหรับทําagarose gel electrophoresis 

เพื่อตรวจสอบ PCR products ที่ได สวนวสัดุที่ใชนัน้ไดแก microtubes, micropipettes tips และ 

autopipette  

 

 การทํา PCR แตละครัง้จะ ทําในปรมิาตรที่นอยเพียง 50-100 ml ใน PCR tube ขนาด 

500 ml ที่ทําดวยพลาสติกบาง นําความรอนไดด ีซึ่งจะถูกนําไปวางในเครื่อง DNA thermal cycler 

ซึ่งใชเวลาประมาณ 2-3 ชั่วโมงตอครัง้ อยางไรก็ตามไดมีการพัฒนาการทํา PCR ใน capillary 

tube ปริมาตรเพียง 1-2 ml ซึ่งทําใหประหยัดคาเอนไซม และทําไดในเวลารวดเร็วประมาณ 30 

นาที  

 

        ดงันัน้วิธ ีPCR จึงเปนวิธีทดสอบทางหองปฏิบตัิการที่ทําใหสามารถตรวจพบชิ้นสวนของดี

เอ็นเอทีต่องการ แมจะมีปรมิาณแคหนึง่ชิน้ทามกลางดีเอ็นเอของเซลลที่มีมากถึง 105 เซลล และ

ทําใหปรมิาณของดีเอน็เอทีเ่พิ่มจํานวนนั้นมีมากถึง N0 x 2n เมื่อ n คอื จํานวนรอบของการเพิ่ม

จํานวนดีเอน็เอ N0 คือปริมาณดีเอน็เอทีต่ั้งตน วิธี PCR จึงเปนขบวนการที่ใชในการวินิจฉัยทาง

หองปฏิบตัิการดวยวิธีอณูชีววิทยา (molecular diagnostics) 

 



 33 

 
 
รูปที่ 14 หลักการและขั้นตอนการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

 1. แยกสาย DNA ออกเปนสายเดี่ยวดวยอุณหภูมิ 90-95 องศาเซลเซียส  

และทําใหเย็นลงที ่40-60 องศาเซลเซียส เพื่อให forward primer และ reverse  

Primer ไปเขาคูกับ DNA 

  

2. DNA polymerase นํา dNTP ไปตอสาย DNA ที่อณุหภูมิประมาณ  

70-75 องศาเซลเซียส และรอบตอๆไป ก็เปนเชนนี ้

 

การปองกันการปนเปอนใน PCR[70] 

 

 การทํา PCR นั้นจําเปนจะตองมคีวามระมดัระวังเพื่อปองกันการปนเปอน ซึง่อาจทําให

เกิดผลบวกปลอมไดดงันี ้

 1. สถานที่ : ในการทํา PCR ควรแยกบริเวณที่ทํา PCR เปนสัดสวน และความใชเครื่องมือ

แยกชุดตางหาก สําหรับทํา PCR โดยเฉพาะ(รูปที่ 15) 
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รูปท่ี 15 อุปกรณตางๆ แยกเปนสดัสวน  และใชสําหรับ extract mRNA ในวิจัยนี้ 

 

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

โดย autoclave กอนใช หรืออาจใช filter pipette tip 

 3. น้ํา :  แหลงปนเปอนที่สําคญัทีม่ักจะถูกละเลยคือ แหลงน้ําที่ใชในการทํา PCR ซึ่งทําให

การทํา PCR ไมไดผลตามทีต่องการ ดงันัน้ผูทํางานในหองปฏิบัติการจึงจําเปนจะตองดูแล และ

คอยเปลี่ยนวัสดุกรองน้ําตามความจําเปน 

 4. PCR reagent : สารที่ใชสําหรับการทํา PCR (PCR reagent) ความแบงไวเปนหลอด

เล็กๆ (aliquot) โดยแบงใหพอที่จะใช แลวทิ้งหลอดเลยหลังใช 

 5. ตัวควบคุม : ควรใชตัวควบคุมทง positive control และ negative control เสมอ ทุก

ครั้งที่ทํา PCR เพื่อใหแนใจวา ผลที่ไดนาเชื่อถือ และมีการปองกันไมใหผลผลิต PCR ที่สังเคราะห

ไวกอนกลับมาปนเปอนในปฏิกิริยาใหม 

 

การจัดแบงหองสําหรับทํา PCR[71-73] 

 

การจัดวางสถานที่ในหองปฏิบัติการเพ่ือปองกันการปนเปอนจากผลผลิต PCR ทีจ่ะ

กอใหเกิดผลบวกปลอมนั้น มีหลักการอยู 2 แบบ คือ  

1) ปองกันไมใหม ีDNA ที่ไมตองการ เชน ผลผลิต PCR หรือ จากตัวอยางตรวจอื่น ปนเขา

ไปในตัวอยางตรวจ ขณะเตรียม DNA lysate และ PCR reagent ทําไดดวยการแบงหอง

ออกเปน 3 หองที่ชดัเจน ไดแก หอง pre-PCR เปนหองทีใ่ชเตรียม PCR reagent และ 

DNA lysate หองนี้จะเปนหองแรก หองทีส่อง ไดแก หอง PCR เปนทีต่ั้งของ DNA 
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thermal cycler โดย PCR tube ที่มาจากหอง 1 จะถูกนํามาใสเครื่องนี้ หามเปดฝา PCR 

tubes ทีท่ําเสร็จแลว และหองที่สาม คือ หอง post-PCR เปนหองที่ใชตรวจหาผลผลิต 

PCR โดย PCR tubes จากหองที่สองถูกนํามายังหองทีส่ามนี้ และถูกทิ้งไวในหองนี ้จะไม

มีการนํา PCR tubes หรือสิง่ที่อยูในหอง post-PCR ยอนกลับผานเขาไปในหอง pre-PCR 

และ post-PCR  

2) เปนการควบคุมไมใหผลผลิต PCR ปนเปอนไปยังชวงทีท่าํ pre-PCR ทําไดดวยการรวม

หอง PCR และ post-PCR อยูดวยกัน แยกออกมาจากหองปฏิบตัิการทั่วไปที่ใชเตรยีม 

PCR reagent และ DNA lysate การผานเขาออกหองนี้ จะตองมีการสวมเส้ือกาวนที่ใช

เฉพาะในหองนั้น ใสพลาสติกคลุมรองเทา หรือเปลี่ยนรองเทา หามนําสิ่งของแมแต

กระดาษออกจากหองนี ้เพื่อกันไมใหมีการแพรกระจายของผลผลิต PCR ออกไป ดงันัน้

สวนอื่นๆของหองปฏิบตัิการจะเปนพื้นทีส่ะอาดปราศจากการปนเปอนของผลผลิต PCR

ของใชตางๆสาํหรับทํา PCR จะตองแยกใชตามหองที่แยกไว ไปเปตควรจะใชแบบทีผ่าน 

autoclaveได และควรฉายแสง UV เสมอ ข้ันตอนการแยก DNA หรือ RNA จากตัวอยาง

ตรวจ ควรเลือกแบบที่สั้นทําเสร็จเร็ว เพื่อลดโอกาสของการปนเปอน หองตางๆที่ใชทาํ 

PCR ควรจะเปด UV light ทุกครั้งเมื่อไมมีการใช 

 
การสราง cDNA ( cDNA synthesis) 
 
 การสราง cDNA คือ สรางจาก cDNA เกลียวคูจาก mRNA ทีต่องการศึกษา โดย

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

mRNA ใหเปน cDNA กอนดวยเอ็นไซม  reverse transcriptase และใช oligo dT เปน Primer 

หลังจากนั้นใชสารละลายดางหรือเอ็นไซม RNase H ยอย mRNA ทิง้ไป ตามดวยการทํา PCR 

ตามปกติ ทําใหได cDNA เกลียวคู ซึ่งสามารถนําไปตรวจสอบยีนจําเพาะได 
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รูปท่ี 16  การสราง cDNA เกลียวคูจาก mRNA โดยการทํา reverse transcriptase      

Polymerase chain reaction(RT-PCR) 

 
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสแบบบอกปริมาณ(Real Time PCR) 
 
 ในปค.ศ. 1992 กลุมของ Russell Higushi ที่ Roche Molecular Systems ไดพัฒนา

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

ผลผลิต PCR จะเกิดขึ้นอยางตอเนื่อง ดวยการใช ethidium bromide (EtBr) ที่จับกับดีเอน็เอ ซึง่

จะให Fluoresces ออกมาวัดได เมื่อถูกกระตุนดวยแสง ultraviolet โดยเปนการวัดขณะที่ผลผลติ 

PCR ยังอยูใน PCR tube 

 

        ตอมาในป ค.ศ. 1995-1996 มีการผลิตเครื่องมือสาํหรับทํา real-time PCR ชนิดแรก ไดแก 

Perkin-Elmer ABI Prism 7700 Sequence Detection System และตามมาดวย LightCycler 

ของบริษัท Idaho Technology (ปจจุบันผลิตและจําหนายโดย Roche Molecular Biochemicals) 

เครื่องมือทั้งสองชนดิใช Fluorogenic chemistry ในการวัดปริมาณผลผลิต PCR ดงันัน้เครื่องมือ

ทั้งสองชนดิจงึเปนทัง้ thermal cyclers และ optical detection systems ในเครื่องเดียวกัน 
 
 เปนวิธีที่พฒันามาจากเทคนคิ PCR ซึ่งเปนวิธีการเพิ่มจํานวนดีเอน็เอสายคูในหลอด 

ทดลองอยางตอเนื่องเปนทวีคณู วิธี real time PCR ตางจากวิธี PCR ทั่วไป โดย สามารถวัด

ปริมาณดีเอน็เอ หรือ อารเอน็เอเปาหมายได ในทุกชวงของปฏิกิริยา ขณะที่ปฏิกิริยากําลังดําเนิน

อยู ปริมาณดีเอ็นเอ หรือ อารเอ็นเอเปาหมายที่วัดข้ึนอยูกับปริมาณของสาร ฟลูออเรสเซนต 
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(fluorescent reporter) โดยสัญญาณนี้จะเพ่ิมข้ึนเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของผลิตผล PCR 

ซึ่งมคีวามสัมพันธกับปริมาณของดีเอน็เอตนแบบ ในขณะที่วิธี PCR ทั่วไปจะวัดปรมิาณผลิตผล

ของ PCR ที่เพิ่มข้ึนในขึ้นตอนสุดทายของปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสโดยการตรวจสอบดวยการใช

กระแสไฟฟาผานเจล(agarose gel electrophoresis) ซึ่งจะใชเวลานานในการหาปรมิาณดเีอ็นเอ

และผลที่ไดข้ึนอยูกับการแยกขนาดโดยเจล ซึ่งอาจมคีวามแมนยําไมเพียงพอ และมีความไวต่ํา

กวา 

 
เครื่องมือที่ใชทํา real-time PCR 
 

ปฏิกิริยาลูกโซ PCR ในปจจุบัน ไดกาวหนามากขึ้น ทําใหสามารถตรวจนับปริมาณ

ผลผลิตของPCR ที่ไดในแตละ cycle ไปพรอมกับการทําการขยายเพิ่มจํานวน ในเวลาส้ัน และทํา

ไดในปริมาณมาก (high throughput) ใชน้ํายาในปริมาณลดลง เรียกวา "kinetic" หรือ "real-time" 

PCR เครื่องมอืที่ใชเปนระบบ Fluorescence-detecting thermocyclers โดยการใช Fluorecence 

dye ในขั้นตอน primer หรือ probe เพื่อใหผลผลิตของ PCR ที่เปน double strand DNA ถูกปด

ฉลากดวย Fluorescence เครื่องมอืที่ใชทาํ Real-time, quantitative PCR มี 1) Fiber-optic 

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

สวนน้ํายา Fluorescence chemistry ไดแก 1) Probe (Taqman) 2) Dye-alone (SYBR Green I) 

 

        เครื่องมอื Fluorescence-detecting thermocycler ที่มีจําหนายเปนเครื่องแรก คือ Prism 

7700 (Perkin-Elmer/ABI) ซ่ึงเปนเครื่องทีใ่ชแสงเลเซอรจับ Fluorescence ที่อยูในผลผลิต PCR 

ใน 96-well thermocycler block โดยที่สามารถทํา multiplex PCR ทีม่ีมากกวาหนึ่ง target DNA 

ไดดวยการใช Fluorescence probe ที่ตางกัน GeneAmp 5700 (Perkin-Elmer/ABI) เปน

เครื่องมือทํา PCR แบบ kinetic ที่ราคาถูกกวารุน 7700 เนื่องจากสามารถอานสัญญาณ 

Fluorescenceไดแคคล่ืนเดยีว และใช CCD-camera สําหรับการจับและวัด Fluorecence 

 

         LightCycler (Roche Molecular Biochemicals) (รูปที ่17)นั้นเปนเครื่องมือทีส่ามารถทํา 

PCR ไดในปรมิาตรนอยมากใน glass capillary tubes ที่ถูกเสียบเขาตามชองใน carousel 

จํานวน 32 ชอง ที่มี air stream รอนและเย็นผาน ทําใหเวลาที่ใชตอหนึ่ง cycle ลดลงเหลือแค

เพียง 10 วินาท ีแตละรอบของ PCR สัญญาณ Fluorescence จะถูกอานจาก carousel ผาน 

light-emitting diode และ ม ีphoto (detection) diode จํานวน 3 ตวั ทําใหสามารถอาน 
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Fluorescent probe ที่ใหสญัญาณคลืน่ที่ตางกันได เวลาที่ใชในการทํา PCr จะนอยกวา ABI 

7700 3-5 เทา 

 

 
 

รูปท่ี 17 แสดงเครื่อง Real Time PCR ที่ใชในการวิจัยนี้ 

 
หลักการของ Real Time PCR 
 
 เปนวิธีที่สามารถวัดปริมาณดีเอน็เอ หรือ อารเอ็นเอเปาหมายไดในทุกชวงของปฏิกิริยา 

ขณะที่ปฏิกิริยากําลังดําเนนิอยู โดยวัดปรมิาณการเพิ่มจํานวนผลิตผลของ PCR จากความเขม

ของแสงฟลูออเรสเซนตที่ปลอยออกมาจากสารเรืองแสง ซึ่งเปนสดัสวนโดยตรงกับผลิตผลของ 

PCR 

 

 เทคนคิที่นิยมใชในการตรวจสอบการเพิ่มจํานวนของดเีอ็นเอเปาหมาย ในวิจัยนี้ใช 2 แบบ 

คือ 

 1. SYBR Green  เปนสารเรืองแสงที่สามารถจับกับชองระหวางคูสายดเีอ็นเอ ที่เรียกวา 

minor groove ความเขมของสารเรืองสารที่ปลอยออกมาจะเพิ่มข้ึน ตามปรมิาณผลิตผล PCR ที่

เพิ่มข้ึน ในวิจยันี้ใชหา Interferon alpha 
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รูปท่ี 18 แสดงหลักการของ SYBR Green คือ เมื่อมีการสรางสายคูของดีเอน็เอในปฏิกิริยา PCR 

สารเรืองแสง SYBR Green สามารถแทรกระหวางคูสายดีเอ็นเอ และปลอยแสงฟลูออเรสเซนส

ออกมา ทําใหสามารถวัดปริมาณผลิตผล PCR  ได 

 

 ในการศึกษาวิจัยนี้ ไดใชวิธี SYBR Green real time PCR ศึกษาระดับของ mRNA ของ 

Interferon alpha โดยเปลี่ยน mRNA ใหอยูในรูปของ cDNA กอน หลงัจากนั้นก็นําไปเขาเครื่อง 

real time PCR  ก็จะไดคาออกมาในคอมพิวเตอร ซึง่จะม ีกราฟที่สําคญัดังนี้ คือ 

 

               
 

กราฟที่ 1 กราฟแสดง Interferon  alpha ซึ่งถูกทําใหมีความเขมขนแตกตางกัน 10 เทา  โดยแต

ละสีที่แสดง คอื แตละความเขมขนของ interferon alpha   
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 จากกราฟที่แสดงนี้เราจะตองนําคาที่ไดอยางนอย 5 ความเขมขน มาทําเปนกราฟเสนตรง

(standard curve) เพื่อที่จะใชเปรียบเทียบหาจํานวน copy ของสารตัวอยาง ดังรูป 

 
กราฟที่ 2 แสดงกราฟเสนตรงของ Standard Interferon alpha  

 

 

 

 
กราฟที่ 3  แสดง melting curve ของสารตัวอยาง ซึ่งอุณหภูมินี้ข้ึนอยูกับจํานวนเบสของสาย 

DNA  ถาเปนสารตัวอยางชนิดเดียวกันก็ควรจะมี อณุหภูมิเดียวกัน จากรูปนี้แสดงใหเหน็วา สาร

ตัวอยางที่เรานํามาหาระดบั Interferon alpha มีอุณหภูมิประมาณ 80-82 องศาเซลเซียส ซึ่งทกุ

สารตัวอยางที่นํามาศึกษาอยูในชวงอุณหภูมินี้  

 

 2. Hydrolysis หรือ Taqman probe   เปน oligonucleotide probe ที่มีลําดบัเบสจําเพาะ

กับดีเอ็นเอตนแบบ ซ่ึงปลายดาน 5’ ติดฉลากดวยสารเรอืงแสงทีม่ีพลังงานสงู เรียกวา Reporter 

dye และทางดานปลาย 3’ จะตดิฉลากดวยโมเลกุลที่มีพลังงานต่ํา เรยีกวา Quencher dye ถา 

probe นี้สมบรูณและถูกกระตุนดวยแสง การปลอยแสงฟลูออเรสเซนตของ Reporter dye จะถูก

กดดวย Quencher dye เปนผลจากการที่ dyes สองชนิดอยูใกลกัน เมื่อ probe ถูกยอยดวย 5’ 

nuclease activity ของ Taq polymerase ซึ่งเปนเอ็นไซมที่ใชในการสรางสารดเีอ็นเอในปฏิกิริยา 
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PCR จะทําให Reporter กับ Quencher แยกออกจากกัน ทําใหการปลอยแสงฟลูออเรสเซนตของ 

Reporter จะเพิ่มข้ึน และผลของ Quencher จะลดลง  ในการวิจัยนี้ใชหา 18S ซึ่งเปน 

Housekeeping gene 

                

 

                  
 

รูปท่ี 19    แสดงหลักการของ Hydrolysis หรือ Taqman probe ซึ่งเปน probe ที่ม ีลําดับเบส

จําเพาะกับดีเอ็นเอแมแบบ ปลายดาน 5’ ตดิฉลากดวย Reporter dye(สีแดง)และทางดานปลาย 

3’จะตดิฉลากดวย Quencher  Dye(สีเขียว) หลังจากขั้นตอนการแยกสายดีเอ็นเอ(denaturation)   

Primers และProbe จะจับอยางจําเพาะกับดีเอ็นเอเปาหมายในขั้นตอนการจับกันระหวางสายดี

เอ็นเอทีม่ีลําดบัเบสคูสมกัน(annealing) จะไมมี การปลอยแสงฟลูออเรสเซนตของสารเรืองแสงบน 

probe ออกมา เนื่องจาก dyes สองชนดิอยูใกลกัน เมื่อมีการสรางสายดีเอ็นเอใหสมบูรณใน

ข้ันตอนการสรางดีเอน็เอ(extension) probe จะถูกยอยโดย5’ nucleaseActivity ของ Taq 

polymerase ทําใหreporter กับ quencher แยกออกจากกัน reporter จึงสามารถปลอยแสง

ฟลูออเรสเซนตออกมาได 
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กราฟที่ 4  กราฟแสดงคา 18S ของสารตวัอยาง( สีตางกัน คือ สารตัวอยางตางชนิดกัน)และนํา

คาที่ไดมา plot เปน standard curve เสนตรง เชนเดียวกันกับของ SYBR green แตตางกันที ่

Taqman probe ไมตองมคีา melting curve  
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บทที่ 6 
 

วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

ประชากรศึกษาและตัวอยาง(Population and sample) 
 

ประชากรเปาหมาย (Population) คือ ผูปวยไทยอายุมากกวาหรือเทากับ 13 ป ที่ไดรับ

การวินิจฉัยวาเปนผ่ืน DLE  

 

 ประชากรตัวอยาง (Sample population) คือ ผูปวยไทยอายุมากกวาหรือเทากับ 13 ป 

ที่ไดรับการวินจิฉัยวาเปนผ่ืน DLE ที่มารับการตรวจรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

 
การคํานวณขนาดตัวอยาง (Sample size determination) 
 
 เนื่องจากไมมีการศกึษาใดกอนหนานี้ทีศ่ึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผื่น 

DLE ,ผิวหนังของคนปกติ และ ผิวหนงัปกติของผูปวย DLE มากอน 

 

จากขอมูลการศึกษาของ Lorant Farkas และคณะ[25] ทําการศึกษาผูปวยที่เปนโรค DLE 

และ SLE จํานวน 15 คน และคนปกติ จํานวน 7 คน พบวามี Plasmacytoid dendritic cells อยู

ในผื่นผิวหนัง LE หรือไม ผลการทดลองพบวาการศึกษานี้ศึกษาความสัมพันธของ Plamacytoid 

dendritic cells กับ ผื่น LE โดยใชสถิติแบบ Spearman ‘s rank correlation coefficient ซึ่งจาก

ผลมีความสัมพันธกัน คา Rs=0.79 (P<0.0005) การทดลองนีค้ลายกับการศึกษาของผูวิจัยมาก

ที่สุด แตใช สถิติที่แตกตางกัน เนื่องจาก ใชตัวแปรที่วัดผลแตกตางกัน จึงใชขอมูลของการวิจัยนี้มา

คดิคํานวณขนาดตัวอยางไมได แตอยางไรก็ตาม ผลการวิจัยนี้ใชจํานวน Sample 15 ราย  เปน 

Pilot Project ตามความเหน็ของ expert opinion ถือวาเพียงพอในการทําวิจัยนี้ 

 
กฎเกณฑในการคัดเลือกเขามาศึกษา(Inclusion criteria) 
1. ผูหญิงหรือผูชายที่มีสุขภาพแข็งแรง ไมมีโรคประจําตัว  

2. อายุมากกวาหรือเทากับ 13 ป 

3. มีผื่น DLE  โดยที่ผิวหนังบริเวณ inner aspect of forearms ปกต ิ
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กฎเกณฑในการตัดออกจากการศึกษา(Exclusion criteria) 
1. ผูที่เปนโรค viral hepatitis หรือ  viral infection อื่นๆ ในชวงระยะเวลา 3 เดือน โดย

การซักประวัติและการตรวจรางกาย 

2. ผูที่ไดรับยา Immunosuppressive เชน endoxan ในชวง 3 เดือน 

3. ผูที่ไดรับยา Systemic steroid มากกวา 20 mgในระยะเวลา 30 วัน 

4. ผูที่ไดรับยา Immunomodulator เชน ไดรับการฉีด IFN-alpha นาน 6 เดือน 

5. ผูปวยเปนโรค AIDS หรือ ภูมิตานทานบกพรองอ่ืนๆ 

6. ผูหญิงซึง่ตั้งครรภหรือระหวางใหนมบตุร 
7. ผูปวยที่เปนโรคมะเรง็ชนิดตางๆ 

8. ผูปวย autoimmune disease อื่นๆ 

 
เทคนิคในการสุมตัวอยาง (Sampling technique) 
 
 1. คดัผูปวยทกุคนทีต่รงกับ Inclusion criteria และยินยอมเขารวมการศึกษาทดลอง 

 2. ในการศึกษาทดลองนี้เมื่อตดัชิ้นเนื้อผูปวยแลว จะเขียนตัวเลขเพื่อใหทราบวาเปนชิ้น

เนื้อชนดิใด โดยไมระบุวาเปนชิ้นเนื้อที่เปนโรค หรือวาชิ้นเนื้อที่ปกติ นําชิ้นเนื้อที่ไดไป สกัด mRNA 

ของ Interferon alpha หลังจากไดคาของสารตัวอยางทั้งหมดแลว จึงนําผลที่ไดมาดูวาเปนของชิน้

เนื้อชนดิใด 

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

 
วิธีดําเนินการวิจัย 
 
 1. ชี้แจงวัตถุประสงค วิธีการและประโยชนที่จะไดจากการวิจัยแกผูปวยที่มคีวามประสงค

จะเขารวมในการศึกษาทดลอง 

 2. ผูปวยลงนามยินยอมเขารวมการวิจัยและอธิบายผูปวย มีสิทธถอนตัวออกจากการ

ทดลองเมื่อใดก็ได โดยการถอนตัวนัน้จะไมกอใหเกิดอคติในการไดรับการดูแลรักษาพยาบาลตอไป 

ขอมูลทั้งหลายจะถูกเก็บเปนความลับ 

 3. การซักประวัติ 
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 ก. บันทึกชื่อ นามสกุล ที่อยู เบอรโทรศัพท Hospital number(HN) วันเดือนปที่เริ่มทําการ

วิจัย อายุ เพศ อาชีพ ลักษณะของงาน การศึกษา 

 ข. โรคประจําตัวตางๆ  

 ค. ซักประวัติเรื่องยาตางๆ ทีกิ่นกอนการวิจัย หรือ ขณะวิจัย รวมถึงประวัติการแพยา 

 ง. อยูในระหวางการตั้งครรภหรือใหนมบตุรหรือไม 

 จ. ซักประวัติเรื่องโรคภูมติานเนื้อเย่ือตัวเองในครอบครัว  

 4. การตรวจรางกาย 

 ก. ตรวจรางกายทั่วไป เพื่อดูวาผูปวยมีสุขภาพแข็งแรงหรือไม ไมมีโรคประจําตัวเชนโรคไต 

โรคเอดส โดยดูเชื้อราในปาก หรือ ผื่นผิวหนงัตามตัว(PPE) 

 ข. ตรวจลักษณะผ่ืน วามีลักษณะเขาไดกับผื่น DLE ดงัที่กลาวไปแลวในบท LE หลังจาก

นั้นถายรูปผื่นผูปวย  

 ค. ตดัชิน้เนื้อผูปวยที่เปนผื่น โดยใชอุปกรณ(รูปที่ 20) เพื่อสงทางพยาธิวิทยาวาเปนผ่ืน 

DLE โดยแบงชิ้นเนื้อที่เหลือ เพื่อสงสกัดหา mRNA ของ Interferon alpha   และตดัชิ้นเนื้อบริเวณ

ผิวหนังปกตทิีใ่ชสง Lupus band test โดยแบงชิ้นเนื้อทีเ่หลือมาสกัดหา mRNA ของ Interferon 

alpha เชนกัน  โดยชิ้นเนื้อทีต่ดัมาแลว จะตองใสใน RNA  later ทันที(รูปที่ 21) และเก็บไวในตูเย็น 

 

 
 

      รูปท่ี 20 แสดงอุปกรณทีใ่ชในการตดัชิน้เนื้อผูปวย 
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       รูปที่ 21 แสดง RNA later ที่อยูใน  tube 

 

 ง. ชิ้นเนื้อปกตขิองผูปวย ผูวิจัยไดตดิตอกับแผนกหู คอ จมูก เพื่อขอชิ้นเนื้อบริเวณใบหนา

ที่ผูปวยมาทําการตัดหนงัเปลือกตา หรือ ดึงหนา เพื่อใชเปน control group โดยใหผูปวยลงนาม

ยินยอมกอนนําชิ้นเนื้อไปสกัดหา mRNA ของ Interferon alpha  โดยชิน้เนื้อทีต่ดัมาแลว ตองใสใน 

RNA later ทันทีและเก็บไวในตูเย็น เชนกัน 

 5. วิธีการสกัด RNA(Extract RNA) 

นําช้ินเนื้อผิวหนังมาแยก mRNA โดยวิธี conventional method 

ข้ันตอนการสกัด 

1. หั่นชิน้เนื้อผิวหนงัทีต่องการสกัด ใหเปนชิน้เล็กๆ ดวยมีด steriled แลวใช 

forcep คีบใสใน hand Homogenizer(รปูที2่2) 

2. เติม liquid NO2รีบบดทันที ถาชิ้นเนื้อผิวหนังเริ่มออนตัวใหเตมิ liquid NO2 

ใหม แลวบดตอจนไดเปนเนือ้เดียวกัน 

3. เติม Trizol 1 ml นําไปปน(Centrifuge) 10 นาที ที่ 12,000 rpm อุณหภูมิ 2-

80 

4. เก็บ supernatant ใสใน tube ใหม( 1.5 centrifuge tube) 

5. นําไป incubate 5 นาทีที ่อณุหภูมิ15-30 0C หรือ อณุหภูมิหอง โดย 

incubate ใน  Homeginizer  

6. เก็บสารใน 1.5 ml tube ใหม( ถายังมีชิ้นเนื้ออยูก็ใหตักมา centrifuge ดวย) 

7. เติม chloroform 0.2 ml(200 microlit)(/ 1 ml of Trizol) เขยาใหเขากัน 15 

วินาที 

8. นําไปปนที ่12,000 rpm 15 นาที ที่อณุหภมูิ 2-80C(รูปที ่23) 
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9. ดดูของเหลวทีไ่ดใหเกือบหมดใสใน 1.5 ml tube ใหม 

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

11. นําไป incubate 10 นาทีที่อณุหภูมิ 15-300C หรือ อณุหภูมิหอง 

12. นําไปปนที ่12,000 rpm 10 นาที ที่อณุหภมูิ 2-80C 

13. เก็บ supernatant ใหเหลือแต pellet และเติม75 หรือ 70 เปอรเซ็นต ETOH(/ 

1 ml of Trizol) 

14. นําไปปนที ่7,500 rpm 5 นาที ที่อณุหภูม ิ2-80C 

15. ดดู 75 หรือ 70 เปอรเซน็ต ETOH ออก 

16. นํา pellet ที่ไดทําใหแหงทีอุ่ณหภูมหิอง(เปดฝา) 

17. เติมDEPC-H2O 15 microlit และนําสารทีไ่ดไปวัดระดับ mRNA 

 

 

 

 

 
   

  รูปท่ี 22 แสดง hand homogenizer 
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 รูปที่ 23 แสดงเครื่อง centrifuge ที่ใชในการสกัด mRNA 

 

สารที่สกัดได จะถูกเปลี่ยนจาก mRNA ไปเปน cDNA โดยชุด kit ซึ่งใชอุปกรณ Thermal 

cycle(รูปที่ 24) หลังจากที่ได cDNA แลว ก็นํามาหาปรมิาณ Interferon alpha โดยใชวิธี Real 

time PCR ดงัที่กลาวไปแลว 

 

 
 

  รูปท่ี 24 แสดงเครื่องThermal cycle ที่ใชในการวิจัยนี้ 
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การเก็บรวบรวมขอมูล 
 
 ขอมูลของผูปวยถูกรวบรวมในแบบฟอรมบันทึกขอมูล  ที่บันทึกเกี่ยวกับชื่อ นามสกุล ที่อยู 

ผูเขารวมศึกษาวิจัย  วันเดือนป ที่เริ่มทําการศึกษาทดลอง อายุ, เพศ อาชีพ, ลักษณะงาน, สญัชาติ

, เชื้อชาต,ิ ศาสนา, ระดับการศึกษาสูงสุด, โรคประจําตัว ,ประวัติโรค LEหรือโรคภูมติานทาน

เนื้อเย่ือตนเองในครอบครัว และขอมูลชนดิของ LE โดยผูวิจัยเปนคนบันทึก 

 นัดผูปวยมาดแูผลการตัดชิน้เนื้อวาหายสนิทหรือไม ในระยะ 7 วันหลังการตดัชิ้นเนือ้ 

 นอกจากนี้ขอมูลทั้งหมดจะถูกบันทึกลงในโปรแกรม SPSS(โปรแกรมทางสถิติเพ่ือใชใน

การวิจัย)โดยผูวิจัย เพ่ือที่จะนําขอมูลมาทําการวิเคราะหทางสถิตติอไป 

 
การวิเคราะหขอมูล (Data Analysis) 
 
 1. ขอมูลเชิงคณุภาพ ไดแก   

 เพศ, ระดับการศึกษา, อาชีพ, ลักษณะงาน, ประวัติโรคภูมิตานทานเนื้อเย่ือ 

 ตนเองในครอบครัว, ชนิดของผื่น DLE 

 2. ขอมูลเชิงคณุภาพ ไดแก 

 อายุ, ระยะเวลาที่ผื่นขึ้น 

 3. ศึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha  ในผ่ืน DLE โดยเปรียบเทียบกับ 

 ผิวหนังของคนปกต ิ

 4. ศึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha  ในผิวหนังปกติของผูปวยDLE         

 โดยเปรียบเทยีบกับผิวหนังของคนปกต ิ

 5.ศึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha  ในผิวหนังปกติของผูปวยDLE         

 โดยเปรียบเทยีบกับผื่น DLE 

  

       

 
 
 
 
 
 
 



 50 

บทที่ 7 
 

รายงานผลการวิจัย 
 
คุณลักษณะของประชากรในการศึกษา 
 
 เมื่อพิจารณาขอมูลทั่วไปของประชากรทีน่ํามาศึกษา พบวาเปนเพศชายรอยละ 7.4 และ

เพศหญงิรอยละ 92.6  ซึ่งประชากรผิวหนงัปกติทีน่ํามาเปนกลุมควบคมุ เปนเพศหญงิ รอยละ 100 

และประชากรที่มีผ่ืน DLE เปนเพศชายรอยละ 13.3  และเพศหญงิรอยละ 86.7 โดยมีอัตราสวน

เพศชายตอเพศหญงิ เทากับ 1:6.5 โดยผูปวยสวนใหญรอยละ 44 มีอายุระหวาง 36-45 ป อายุ

เฉล่ีย 41.85 ป อายุต่ําสุดเทากับ 19 ป อายุสูงสุดเทากับ 71 ป นับถือศาสนาพุทธ, สัญชาติไทย, 

เชื้อชาติไทย รอยละ 100  การศึกษาอยูในระดับปรญิญาตรีรอยละ 51.9  ประกอบอาชีพรับจาง

รอยละ 70.4 ลักษณะงานอยูในที่รมรอยละ 77.8 และไมมีโรคภูมติานทานตอเนื้อเย่ือตนเองใน

ครอบครัวรอยละ 92.6 

 

ตารางที ่3 แสดงจํานวนและรอยละของประชากรทีศ่ึกษาเกี่ยวกับปจจัยสวนบุคคลและขอมูล

ทั่วไป 

ขอมูลทั่วไป จํานวน(คน) รอยละ 

1.เพศโดยรวม   

เพศชาย 2 7.4 

เพศหญงิ 25 92.6 

เพศชาย : เพศหญงิ  =  1 : 12.5 

2.เพศในผูปวย 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 (ตอ) แสดงจํานวนและรอยละของประชากรที่ศึกษาเกี่ยวกับปจจัยสวนบุคคลและ

ขอมูลทั่วไป 

ขอมูลทั่วไป จํานวน(คน) รอยละ 

3.อาย(ุตอ)   

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   

ต่ํากวาปริญญาตร ี 13 48.1 

ปริญญาตรี 14 51.9 

5.อาชีพ   

รับราชการ/รัฐวิสาหกิจ 4 14.8 

รับจาง 19 70.4 

ไมไดประกอบอาชีพ 3 11.1 

แมบาน 1 3.7 

6. ลักษณะงาน   

งานในที่รม 21 77.8 

งานในที่แจง 6 22.2 

7.ประวัติโรคภูมิตานทาน
เนื้อเยื่อตนเองในครอบครัว 

  

ไมมี 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 (ตอ) แสดงจํานวนและรอยละของประชากรที่ศึกษาเกี่ยวกับปจจัยสวนบุคคลและ

ขอมูลทั่วไป 

ขอมูลทั่วไป จํานวน(คน) รอยละ 

9. ระยะเวลาที่ผ่ืนขึ้น   

นอยกวา 30 วัน 10 67 

31-60 วัน 2 13 

มากกวา 61 วัน 3 20 

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

 
 
แผนภูมิวงกลมที่ 1 แสดงสัดสวนของเพศชายและเพศหญิงโดยรวม 

 

                     

female 92.6%

male 7.4%
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แผนภูมิวงกลมที่ 2  แสดงสัดสวนเพศชายและเพศหญิงในผูปวย DLE 

 

            

female 86.7%

male 13.3%

 
 

 

แผนภูมิแทงท่ี 1 แสดงกลุมอายุของ

ประชากร
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Pe
rc

en
t

50

40

30

20

10

0
4

7

15

44

26

4

ป 

 

แผนภูมิวงกลมที่ 3   แสดงสดัสวนของระดับการศึกษา 
 

                                

48.1%

51.9%

2

1

 
 

โดย 1 = ต่ํากวาปริญญาตร,ี 2= ปริญญาตร ี
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แผนภูมิแทงท่ี 2 แสดงอาชีพของประชากร 

4321

Fr
eq

ue
nc

y

30

20

10

0

3

19

4
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โดย 1 = รับราชการ/รัฐวิสาหกิจ , 2 = รับจาง 

       3 = ไมไดประกอบอาชีพ      4 = แมบาน 

 

แผนภูมิวงกลมที่ 4 แสดงสัดสวนลักษณะงาน 

                                     

22.2%

77.8%

2

1

 
โดย 1 = งานในทีร่ม 

       2 = งานกลางแจง 
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แผนภูมิวงกลมที่ 5 แสดงสัดสวนประวัติโรคภูมิตานทานเนื้อเย่ือตนเองในครอบครัว 

7.4%

92.6%

2

1

 
โดย 1 = ไมมีประวัต ิ,  2 = มีประวัติในครอบครัวเปน 

 
 
แผนภูมิวงกลมที่ 6 แสดงสัดสวนของชนิดของผื่น DLE 

26.7%

73.3%

Generalized DLE

Localized DLE
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แผนภูมิแทงท่ี 3 แสดงระยะเวลาที่ผ่ืนขึ้น 
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แผนภูมิ Boxplot ที่ 1  แสดงระดับ mRNA ของ Interferon alpha โดยแยกตามชนิดของผื่น 

 

151512N =

group of disease

lesion-DLEnormal-DLEnormal skin
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 เนื่องจากขอมูลเปนเชงิปริมาณ สามารถคาํนวณวาปริมาณmRNA ของ Interferon alpha 

ในผื่น DLE มีความแตกตางกันกับ ผิวหนังปกติหรือไม โดยใชวิธี Mann Withney U test พบวา  P 

value มีคาเทากับ 0.04  หมายความวา ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผื่น DLE มีความ

แตกตางกับผิวหนังปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  แตพบวา เมื่อคํานวณวาปริมาณ mRNA ของ 

Interferon alpha ในผิวหนงัปกติของผูปวย DLE มีความแตกตางกันกับผิวหนังปกติหรือไม โดยใช

วิธี Mann Withney U test พบวา P value มีคาเทากับ 0.30  หมายความวา  ระดับ mRNA ของ 

Interferon alpha ในผิวหนงัปกติของผูปวย DLE ไมมีความแตกตางกับผิวหนังปกติอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ  และ เมือ่คํานวณวาปริมาณ mRNA ของ Interferon alpha ในผ่ืน DLE วามี

ความแตกตางกันกับ ผิวหนังปกติของผูปวย DLE โดยใชวิธี Wilcoxon signed ranks test พบวา 

P value มีคาเทากับ 0.39 หมายความวา ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผิวหนงัปกติของ

ผูปวย DLE ไมมีความแตกตางกับผื่น DLE อยางมีนัยสําคัญทางสถิตเิชนกัน 

 

 การวิจัยนี้ไดศึกษาความสัมพันธระหวางเพศ,อายุ, ระดบัการศึกษา, อาชีพ, ลักษณะงาน, 

ประวัตโิรคภูมติานทานเนื้อเย่ือตนเองในครอบครัว, ระยะเวลาที่ผ่ืนข้ึน และชนดิของผื่น DLE  โดย

พบวา ไมพบความสัมพันธระหวางปจจัยตางๆที่กลาวมาขางตนอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  
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บทที่ 8 
 

การอภิปรายผลการวิจัย 
 
 การศึกษานี้เปนการศึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผื่น DLE โดย

เปรียบเทียบกับผิวหนังของคนปกติและผิวหนังปกติของผูปวย DLE  โดยประเมนิจากระดับ 

mRNA ที่สกัดออกมาไดจากชิ้นเนื้อทีต่ัดมาจากผูปวยที่มีผื่น DLE ตามที่กลาวขางตนแลว ซึ่ง

ยืนยันผลโดยการอานชิ้นเนือ้ทางพยาธิวิทยาวาเปนผ่ืน DLE  โดยเปรียบเทียบกับผิวหนังปกต ิ ซึ่ง

ไดชิ้นเนื้อสวนใหญมาจากผูปวยปกติที่มาเขารับการรักษาทางดานความงามบริเวณใบหนา เชน 

การตัดหนงัตาที่เกินทัง้หนงัตาบนและหนงัตาลาง รวมถึงผูปวยที่มาศัลยกรรมตกแตงบนใบหนา 

ชิ้นเนื้อที่ไดมานี้ ผูปวยรับทราบและเซ็นตใบยินยอมกอนนํามาศึกษาวิจัยนี้   

 

 จากการศึกษานี้ มีวิจัยอ่ืนที่คลายกัน แตการวัดผลของการศึกษาแตกตางกัน จึงไม

สามารถที่จะใชขอมูลการศึกษาวิจัยอ่ืนมาคํานวณขนาดตัวอยางได ทางคณะผูวิจัยจึงไดศึกษา

จากขอมูลการศึกษาอื่นที่เก่ียวของ รวมทั้งปรึกษาผูที่มคีวามรูความชํานาญและเขาใจเกี่ยวกับ

เรื่องโรคนี้เปนอยางดี จงึไดทําเปน Pilot project และไดตัดชิ้นเนื้อผูปวยที่เขาเกณฑการคดัเลือก

และนํามาศึกษา โดยใชผูปวยที่มีผื่น DLE ชนิดตางๆ จํานวน 15 คน และใชกลุมควบคุมคือ กลุม

ของผิวหนังคนปกติ จํานวน 12 คน เพื่อนาํมาศึกษาวิจัย 

 

 เมื่อพิจารณาขอมูลเกี่ยวกบัคณุลักษณะของประชากรซึ่งมีทัง้หมด 27 คน พบวาผูปวยที่

ศึกษาเปนเพศชาย 2 คน คดิเปนรอยละ 7.4 และเพศหญิง 25 คน คดิเปนรอยละ 92.6  ซึ่งพบวา

เพศหญงิมากกวาเพศชาย 12.5 เทา แตเมื่อมาแยกเปนผูปวยปกติที่เปนกลุมควบคุม พบวาเปน

เพศหญงิรอยละ 100 และผูปวยที่มีผ่ืน DLE เปนเพศชาย  2 คน คดิเปนรอยละ 13.3 และเพศ

หญิง 13 คน คดิเปนรอยละ 86.7  ซึ่งพบวาเพศหญงิมากกวาเพศชาย 6.5 เทา จากการทบทวน

วรรณกรรมที่เก่ียวของพบวา ผ่ืน DLE พบไดทัง้ผูปวยเพศหญิงและเพศชาย และ อัตราสวนของ

หญิงตอชายเทากับ 3:2 หรือ 3:1แลวแตรายงาน เมื่อนํามาเปรียบเทียบกับขอมูลการวิจัยนี้พบ

แตกตางกันอยางนอย 2 เทา อาจเปนเพราะวาจํานวนขนาดตัวอยางที่นํามาศึกษาวิจัยอาจจะนอย

กวา เมื่อเทียบกับการศึกษาวิจัยอื่นที่เก็บขอมูลผูปวยจํานวนมาก ทําใหไดอตัราสวนที่ใกลกับความ

เปนจริงมากทีสุ่ด   ประชากรตัวอยางที่นํามาศึกษาวิจัยนี้มีอายุตั้งแต 19 ถึง  71 ป โดยกลุมอายุที่

มากที่สุดคือ 36 ถึง 45 ป พบจํานวน 12 คน คดิเปนรอยละ 44 เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาวิจัย

อื่น พบวาใกลเคียงกัน  
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 ในประชากรทีน่ํามาศึกษาพบวารอยละ 100 นับถือศาสนาพุทธ, เชื้อชาติไทย และ

สัญชาติไทย โดย ประกอบอาชีพรับจางเปนสวนใหญ พบจํานวน 19 คน คดิเปนรอยละ 70.4 และ

สวนใหญทํางานในที่รม จํานวน 21 คน คดิเปนรอยละ 77.8  โดยที่ไมมีประวัติโรคภูมิตานทานตอ

เนื้อเย่ือตนเองในครอบครัว จํานวน 25 คน คิดเปนรอยละ 92.6  จากผลการวิจัยนี้ทําใหสนับสนุน

สมมุตฐิานวาโรคนี้ยังไมทราบสาเหตทุี่ชดัเจน แตเชื่อวาเกิดจากหลายปจจัยดวยกัน ซึ่งมทีัง้ปจจัย

ทางดานสิ่งแวดลอม เชน แสงแดด ซึ่งเปนปจจัยสําคัญ  และปจจัยทางดานพันธุกรรม  แตอยางไร

ก็ตามเนื่องจากจํานวนตัวอยางที่นํามาศกึษาวิจัยนี้อาจจะมีนอย จงึไมสามารถที่จะใชคาทางสถิติ

เปนตัวแทนของประชากรทัง้ประเทศ เพียงแตอาจจะทําใหมองเหน็ภาพคราวๆ งายขึ้น  

 

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

ผื่นสองชนดินีแ้ตกตางกันในแงของการกระจายของผื่น พบวา ผื่นแบบ Generalized DLE กระจาย

เกือบทั้งรางกาย พบต่ําวาระดับคอลงไปไดดวย ซึ่งตางจากผื่น Localized DLE ทีพ่บผื่นเฉพาะ

บริเวณใบหนาและคอ เทานัน้ จากการศึกษาวิจัยนี้พบวา สวนใหญเปนผื่นชนดิ Localized DLE 

พบจํานวน 11 คน คดิเปนรอยละ 73.3 (ดรูปูผ่ืน DLE บทที่ 3)  

 

 จากการศึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผ่ืน DLE โดยเปรียบเทียบกับ

ผิวหนังของคนปกติ และผิวหนังปกติของผูปวย DLE โดยใชวิธีทางสถิติแบบ Mann Withney U 

test  และ Wilcoxon Signed Ranks test  เนื่องจากเมื่อนําขอมูลที่วัดระดับ mRNA ของ 

Interferon alpha ทั้งหมดมาประเมณิแลวพบวา ขอมูลไมไดเรียงตัวเปนแบบกราฟมาตรฐาน จึง

ควรใชสถิติแบบ nonparametric test มาใชทดสอบ ซึ่งคาที่ไดจะใชความนาเชื่อถือมากวา โดย

คาที่ไดจะมคีวามนาเชื่อถือใกลเคียงกับคาที่ไดจากวิธี parametric test ซึ่งผลเมือ่เปรียบเทียบ

ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผิวหนงัปกติ กับผ่ืน DLE พบวาคาเฉล่ียของระดับ 

mRNA  ในผิวหนงัปกติ เทากับ  0.0013 copy และในผ่ืน DLE เทากับ 0.0056 copy และคาทาง

สถิติของ  Mann Withney U test พบวา คา P value เทากับ 0.04 ซึ่งคาที่ได <0.05 แสดงวา 

ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผื่น DLE มีความแตกตางกันกับผิวหนังปกติอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ และเมื่อเปรียบเทียบระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผิวหนังปกต ิกับ

ผิวหนังปกติของผูปวย DLE พบวาคาเฉล่ียของระดับ mRNA ในผิวหนังปกติของผูปวย DLE 

เทากับ 0.0050 copy และคาสถิติของ Mann Withney U test พบวา คา P value เทากับ 0.30 ซึง่

คาที่ได >0.05 แสดงวา ระดบั mRNA ของ Interferon alpha ของผิวหนังปกติของผูปวย DLE ไมมี

ความแตกตางกันกับผิวหนังปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   แตเมื่อพิจารณาคาเฉลี่ยพบวาเกือบ

ใกลเคียงกันกับคาเฉลี่ยของผื่น DLE ซึ่งทางผูวิจัยคดิวาถาจํานวนขนาดตัวอยางเพิ่มข้ึนจากเดิม
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อาจจะทําใหผลของระดับ mRNA ของ  Interferon alpha ในผิวหนังปกติของผูปวย DLE มีคาที่

แตกตางจากผิวหนังปกต ิ มแีนวโนมที่จะไดผลทางสถิตทิี่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติไดดวย และสุดทายเมื่อพิจารณาคาทางสถิติของ  Wilcoxon Signed Ranks testพบวา คา P 

value เทากับ 0.39 ซึ่งคาทีไ่ด >0.05 แสดงวา ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผื่น DLE 

ไมมีความแตกตางกันกับผิวหนังปกติของผูปวยDLE อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

 

 จากขอมูลการศึกษาของ Lorant Farkas และคณะ[25] ทําการศึกษาผูปวยที่เปนโรค DLE 

และ SLE จํานวน 15 คน และคนปกติเปนตัวควบคุม จาํนวน 7 คน วามี Plasmacytoid dendritic 

cells อยูในผื่นผิวหนงั LE หรือไม ผลการทดลองพบวาการศึกษานี้ศึกษาความสัมพันธของ 

Plamacytoid dendritic cells กับ ผ่ืน LE โดยใชสถิติแบบ Spearman ‘s rank correlation 

coefficient ซึ่งจากผลมีความสัมพันธกัน คา Rs=0.79 (P<0.0005) ซึ่งผลของการวิจัยนี้ก็พบวาใน

ผื่น LE มีเซลลที่สราง Interferon alpha มากกวาที่ผื่นผิวหนังปกตเิชนกัน เมื่อนําผลมา

เปรียบเทียบกับการศึกษาวิจัยนี้พบวาผลที่ไดคลายคลึงกัน อีกทั้งมีหลายรายงานการวิจัยที่

สนับสนนุวา Interferon alpha นาจะเกี่ยวของกันกับ pathogenesis ของการเกิดโรค LE เชน

การศึกษาพบวา Plasmacytoid dendritic cell ซึ่งเปนแหลงกําเนิดของ Interferon alpha นัน้ ถูก

พบไดนอยลงในเลือดของผูปวย LE แตกลับถูกสะสมมากอยูในชั้นผิวหนงัของผูปวย 
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บทที่ 9 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวจิัย 
 
 จากการศึกษาระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผ่ืน DLE โดยเปรียบเทียบกับ

ผิวหนังของคนปกติ และผิวหนังปกติของผูปวย DLE โดยใชวิธีทางสถิติแบบ Mann Withney U 

test  และ Wilcoxon Signed Ranks testพบวาระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผิวหนัง

ปกติ กับผื่น DLE คาทางสถติิของ  Mann Withney U test พบวา คา P value เทากับ 0.04 ซ่ึงคาที่

ได <0.05 แสดงวา ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผื่น DLE มีความแตกตางกันกับ

ผิวหนังปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  

 

เมื่อเปรียบเทยีบระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผิวหนังปกติ กับผิวหนังปกติ

ของผูปวย DLE คาสถิติของ Mann Withney U test พบวา คา P value เทากับ 0.30 ซึ่งคาที่ได 

>0.05 แสดงวา ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผิวหนงัปกติของผูปวย DLE ไมมีความ

แตกตางกันกับผิวหนังปกตอิยางมีนัยสําคัญทาง สถิติ    

 

เมื่อเปรียบเทยีบระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผื่น DLE กับผิวหนังปกติของ

ผูปวย DLE พิจารณาคาทางสถิติของ  Wilcoxon Signed Ranks testพบวา คา P value เทากับ 

0.39 ซึ่งคาที่ได >0.05 แสดงวา ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ของผื่น DLE ไมมีความ

แตกตางกันกับผิวหนังปกตขิองผูปวยDLE อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

 

 แนวโนมปจจัยดานเพศ อายุ ในการวิจัยนี้คลายกับการศึกษาวิจัยอ่ืนๆ สวนเรื่องปจจัย

ดานระดับการศึกษา, อาชีพ, ลักษณะงาน, ประวตัิโรคภูมิตานทานตอเนื้อเย่ือตนเองในครอบครวั 

และชนิดของผื่น DLE นั้นอาจจําเปนจะตองศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือใหไดจํานวนตัวอยางมากขึ้น จะทํา

ใหผลที่ไดบอกแนวโนมการเกิดโรค DLE ของประชากรไทยในอนาคตไดดีย่ิงขึน้ 
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ขอเสนอแนะ 
 
 1. จากขอมูลการศึกษาวิจัยนี้ ถือวาเปน Pilot Project พบวาระดับ mRNA ของ 

Interferon alpha ในผื่น DLE มีความแตกตางกันกับผิวหนังปกตอิยางมีนัยสําคญัทางสถิติ แต

ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผิวหนงัปกต ิ เมื่อเปรียบเทยีบกับผิวหนังปกติของผูปวย 

DLE และ ระดับ mRNA ของ Interferon alpha ในผื่น DLE เมื่อเปรยีบเทียบกับผิวหนังปกติของ

ผูปวย DLE พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมนัยสําคัญทางสถิต ิ แตมีแนมโนมวาถาศึกษาเพิ่ม 

โดยการเพิ่มจํานวนตัวอยางมากขึ้นผลที่ไดนาจะเหน็ความแตกตางมากกวาเดิม 

 2. จากขอมูลกลุมที่นํามาเปนกลุมควบคมุ คือกลุมผิวหนงัปกติ ทั้งหมดเปนเพศหญิง และ

อายุเฉล่ียมากกวา กลุมที่มีผื่น DLE ซึ่งอาจจะมีผลทําใหผลการวิจัยคลาดเคลื่อนได 
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                                                  เลขที่------ID 

                  1       3 
แบบสอบถาม 

 เร่ือง การศึกษาระดับ เอม็อารเอ็นเอ ของอินเตอรเฟยรอนแอลฟา ในผ่ืนดีแอลอี 
โดยเปรียบเทียบกับผิวหนังปกติของคนปกติและผิวหนังปกติของผูปวยโรคดีแอลอี. 
  
1. ขอมูลสวนตัว                    เฉพาะ
เจาหนาที ่  
          

     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. ต่ํากวาปรญิญาตรี                                                                                  

              ….2. ปรญิญาตร ี

              ......3.  สูงกวาปริญญาตร ี

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

                  10 

7. อาชีพ 

.......1. รับราชการ/รัฐวิสาหกิ จ 

.......2. รับจาง 

.......3. ไมไดประกอบอาชีพ 

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

                  11 
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   8.  ลักษณะงาน..........1. งานในที่รม 

                ........2. งานกลางแจง         …JOB 

                 12 

  9.  อัตราเงินเดือนปจจุบัน...................................บาท    …  … … … 

                     INCOME 

                     13            17 

  10.  สถานภาพสมรส 

         .........1. โสด 

         .........2. แตงงาน  

         .........3. หยา                                   …MARITAL 

         18 

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

         19-20 

  12.  ทานมีโรคประจําตัวหรอืไม                                                                              

       ..........0. ไมมี    

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

         21 

  13.  ประวัติโรค SLE หรือ โรคภูมิตานเนื้อเย่ือตนเองในครอบครัว 

         .........0. ไมม ี

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

22 

2.  ขอมูลโรค Cutaneous LE (เฉพาะเจาหนาที่ กรอก)   มีอาการ 

        ไมมีอาการ 

        ไมไดตรวจ 

        ไมทราบ 

    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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ใบยินยอมเขารับการตัดชิน้เนื้อเพื่อการวิจัย 
 
ชื่อโครงการ  การศึกษาระดับ เอ็มอารเอน็เอ ของ อนิเตอรเฟยรอนแอลฟา ในผื่นดีแอลอี โดย

เปรียบเทียบกับผิวหนังปกตขิองคนปกติและผิวหนงัปกติของผูปวยดแีอลอี 

 
คําช้ีแจงเกีย่วกับโรคที่อาสาสมัครไดรับการวินิจฉัย 
 
 โรค DLE เปนโรคผิวหนงัทีเ่กิดจากภูมิตานทานเนื้อเย่ือตนเอง และเปนโรคที่พบใน

ประชากรทั่วโลก ในประเทศไทยโรค DLE เปนโรคผิวหนงัชนิดไมตดิเชื้อ อาการแสดงทางผิวหนงัมี

ไดหลายแบบ โดยพบไดหลายระยะ สําหรบัสาเหตทุี่แทจริงของการเกิดโรคนี้ยังไมปรากฏแนชัด แต

มีหลักฐานบงวา นาจะมีปจจัยอยางใดอยางหนึ่ง หรือ หลายปจจัยที่เก่ียวของกัน ซึ่งแบงเปน 2 

กลุมหลักๆ คือ ปจจัยทางสิ่งแวดลอม ไดแกการติดเชือ้ไวรัส, การไดรับยา, แสง UV แตจาก

หลักฐานในปจจุบัน เปนที่ยอมรับวา ปจจัยทางพันธกุรรมนั้นเปนปจจัยหลักที่มีผลตอการเกิดโรค 

และความรุนแรงของโรคนี ้

 
คําช้ีแจงเกีย่วกับขั้นตอน และวิธีการ ผลขางเคียงและการปฏบัิติตัวกอนและหลังการตดั
ชิ้นเนื้อเพื่อการศึกษาวิจัย 
 
 การเก็บชิ้นเนือ้จากผิวหนังปกติของคนเปนโรค DLE และผ่ืน DLE : แพทยจะเลือกตัดชิน้

เนื้อจากบริเวณที่มีผ่ืนของโรคนี้ และ ผิวหนงัปกติบริเวณดานในของแขน ขางใดขางหนึ่ง โดยจะทํา

ความสะอาดดวยน้ํายาฆาเชื้อและฉีดยาชา (1 % xylocaine) กอนทุกครั้ง จากนั้นใชเครื่องมือใน

การตัดช้ือเนื้อ(punch biopsy) ขนาดผาศูนยกลาง 4 มิลลิเมตรทําการตัดชิน้เนื้อ และเย็บปด

บาดแผลดวย ไนลอนขนาด 5-0 และนดัทานมาตดัไหมในอีก 7 วัน แผลจะหายสนิท โดยไมมี

แผลเปนภายในเวลาประมาณ 2-3 สัปดาห 

 
ประโยชนที่อาสาสมัครจะไดรับจากการเขารวมวิจัย 
 
 ภายหลังเสร็จส้ินการวิจัย ทานจะไดทราบผลการศึกษาโดยรวม ซึง่นําไปสูความเขาใจของ

กลไกของโรคที่ดีย่ิงขึน้ อาจนําไปชวยในการพยากรณโรค และอาจนําไปใชในการรักษาตอไปใน

อนาคต  
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คําช้ีแจงเกีย่วกับสิทธขิองอาสาสมัคร 
 
 เนื่องจากการตดัชิ้นเนื้อเพื่อนําไปใชในการวิจัยครัง้นี ้ จะนําชิ้นเนื้อที่ไดไปทําสกัดหา 

mRNA ของ Interferon-alpha ทีห่องปฏบิัติการภูมิคุมกันวิทยาทางคลินิก ภาควิชาจุลวิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย อาสาสมัครจะไมเสียคาใชจายใดๆและทานมีสทิธทิี่จะ

ปฏิเสธการตัดชิ้นเนื้อเพื่อนําไปใชในงานวิจัยครัง้นี้โดยไมมีผลกระทบใดๆ ตอทาน หากทานมีขอ

สงสัยประการใด กรณุาตดิตอผูวิจัย นายแพทยยุทธนา อองอนันตพงศ ตึกจิระประวัตชิั้น 2 

หนวยตจวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โทรศัพท 0-2256-4253 ซ่ึงยินดีให

คําตอบแกทาน ขอขอบคณุในความรวมมอืของทานมา ณ ที่นี ้

 
คํายินยอมของอาสาสมัคร 
 
 ขาพเจาไดทราบจุดมุงหมายและทําความเขาใจกับโครงการศึกษาระดับ mRNA ของ 

Interferon-alpha ในผื่นDLE โดยเปรียบเทียบกับผิวหนังปกติของคนปกติ และผิวหนังปกติของ

ผูปวยโรค DLE เปนอยางด ี และยินดใีหความรวมมอืโดยสมัครใจ โดยผูวิจัยจะเก็บขอมูลสวน

บุคคลของขาพเจาไวเปนความลับ ขาพเจาไดลงนามไวเปนหลักฐานแสดงความสมัครใจในการเขา

รวมโครงการไว ณ ที่นี ้

 

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

 

ลงชื่อ ................................................ (ผูยินยอม) 

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

 

ลงชื่อ ................................................. (ผูปกครอง) 

  (...............................................) (เฉพาะกรณีผูปวยอายุต่ํากวา 18 ป) 

               

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

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

 

ลงชื่อ ................................................ (ผูวิจัย) 

 (...............................................)   
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ใบยินยอมเขารับการตัดชิน้เนื้อของอาสาสมัครปกติ 

 
ชื่อโครงการ  การศึกษาระดับ เอ็มอารเอน็เอ ของ อนิเตอรเฟยรอนแอลฟา ในผื่นดีแอลอี โดย

เปรียบเทียบกับผิวหนังปกตขิองคนปกติและผิวหนงัปกติของผูปวยดแีอลอี 

 

 กอนที่ทานจะตดัสินใจใหคํายินยอมเขารวมวิจัย ผูวิจัยขอชี้แจงรายละเอียดของ

โครงการวิจัยดังนี้ โครงการวิจัยนี้จะศึกษาในผูปวยที่เปนโรค DLE เปรียบเทียบกับคนปกติ  ซึง่โรค 

DLE เปนโรคผิวหนังที่เกิดจากภูมิตานทานเนื้อเย่ือตนเอง เปนโรคที่พบในประชากรทั่วโลก ใน

ประเทศไทยโรค DLE เปนโรคผิวหนงัชนดิไมติดเชื้อ อาการแสดงทางผิวหนงัมีไดหลายแบบ โดย

พบไดหลายระยะ สําหรับสาเหตทุี่แทจริงของการเกิดโรคนี้ยังไมปรากฎแนชัด แตมหีลักฐานบงวา 

นาจะมีปจจัยอยางใดอยางหนึง่ หรือ หลายปจจัยที่เก่ียวของกัน ซึ่งแบงเปน 2 กลุมหลักๆ คอื 

ปจจัยทางสิ่งแวดลอม ไดแกการติดเชื้อไวรสั, การไดรับยา, แสง UV แตจากหลักฐานในปจจุบนั 

เปนที่ยอมรับวา ปจจัยทางพันธุกรรมนั้นเปนปจจัยหลักทีม่ีผลตอการเกิดโรค และความรุนแรงของ

โรคนี ้

 
คําช้ีแจงเกีย่วกับขั้นตอน และวิธีการการศึกษาวิจัย 
 
 ทานไดรับเชญิใหเขารวมโครงการวิจัยในกลุมที่เปนอาสาสมัครทีเ่ปนคนปกติ ที่เขารับ

บริการคลนิิกศัลยกรรมตกแตงแพทยผูทาํการผาตัดจะอธิบายรายละเอียดเก่ียวกับโครงการวิจัย 

กอนที่ทานจะลงนามในใบยนิยอมเพื่อเขารับการตดัชิน้เนื้อเพื่อการวิจัยกอนการผาตดัผูทําการวิจัย

จะขอแบงช้ินเนื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 6 มิลลิเมตรออกมาจากชิ้นเนื้อที่แพทยผูทําศัลยกรรม

ตกแตงตดัออกมาตามปกติ โดยการเก็บชิ้นเนื้อจากทานในครั้งนี้จะไมมีผลกระทบใดๆ ตอการเขา

รับบริการศัลยกรรมตกแตงตามปกติของทาน 

 ทานจะไมไดรบัประโยชนใดๆจากการเขารวมวิจัย แตผลการวิจัยนี้จะนําไปสูความเขาใจที่

ดีย่ิงขึ้นเกี่ยวกับกลไกการเกิดโรค และอาจจะนําไปใชพัฒนาขบวนการรักษา หรือปองกันโรคได ซึง่

อาจจะมีประโยชนตอบุตรหลานของทานในอนาคต ทัง้นีท้านจะไมตองเสียคาใชจายใดๆของการ

ทําวิจัย ทั้งส้ิน 
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คําช้ีแจงเกีย่วกับสิทธขิองอาสาสมัคร 
 
 เนื่องจากการตดัชิ้นเนื้อเพื่อนําไปใชในการวิจัยครัง้นี ้ จะนําชิ้นเนื้อที่ไดไปทําสกัดหา 

mRNA ของ Interferon-alpha ทีห่องปฏบิัติการภูมิคุมกันวิทยาทางคลินิก ภาควิชาจุลวิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย อาสาสมัครจะไมเสียคาใชจายใดๆและทานมีสทิธทิี่จะ

ปฏิเสธการตัดชิ้นเนื้อเพื่อนําไปใชในงานวิจัยครัง้นี้โดยไมมีผลกระทบใดๆ ตอทาน หากทานมีขอ

สงสัยประการใด กรณุาตดิตอผูวิจัย นายแพทยยุทธนา อองอนันตพงศ ตึกจิระประวัตชิั้น 2 

หนวยตจวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โทรศัพท 0-2256-4253 ไดตลอด 24 

ชั่วโมง  และยินดีใหคําตอบแกทาน 

ขอขอบคุณในความรวมมือของทานมา ณ ที่นี ้

 
คํายินยอมของอาสาสมัคร 
 
 ขาพเจาไดทราบจุดมุงหมายและทําความเขาใจกับโครงการศึกษาระดับ mRNA ของ 

Interferon-alpha ในผื่นDLE โดยเปรียบเทียบกับผิวหนังปกติของคนปกติ และผิวหนังปกติของ

ผูปวยโรค DLE เปนอยางด ี และยินดใีหความรวมมอืโดยสมัครใจ โดยผูวิจัยจะเก็บขอมูลสวน

บุคคลของขาพเจาไวเปนความลับ ขาพเจาไดลงนามไวเปนหลักฐานแสดงความสมัครใจในการเขา

รวมโครงการไว ณ ที่นี ้

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

 

ลงชื่อ ................................................ (ผูยินยอม) 

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

 

ลงชื่อ ................................................. (ผูปกครอง) 

  (...............................................) (เฉพาะกรณีผูปวยอายุต่ํากวา 18 ป) 

               

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

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

 

ลงชื่อ ................................................ (ผูวิจัย) 

 (...............................................)   
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ชื่อ นามสกุล                  นายยุทธนา   อองอนนัตพงศ 

ประวัติสวนตัว                เกิดวันที่ 26 เมษายน  พ.ศ.2521 ที่จังหวัดภูเก็ต 

ประวัติการศึกษา            สําเร็จการศึกษาแพทยศาสตรบัณฑิต (เกียรตนิิยมอันดบั 2) 

                                     จากคณะแพทยศาสตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  

                                     ปการศึกษา 2544 

ประวัติการทํางาน             -   ไดรับการบรรจุเปนพนักงานของรัฐตําแหนงนายแพทย 4 ที ่

                                            โรงพยาบาลตะกั่วปา จังหวัดพังงา ในป พ.ศ.2545  

                                        -   1 ม.ค.-30 เม.ย. 2546 ยายไปโรงพยาบาลสมเด็จพระยุพราชฉวาง  

        จังหวัดนครศรีธรรมราช 

                                        -   1 พ.ค.2546 -30 เม.ย. 2547 ยายไปโรงพยาบาลถลาง  

                                            จงัหวัดภูเก็ต ตําแหนงนายแพทย 5 

                                        -    ลาออกจากราชการเพื่อศึกษาตอในระดบัปรญิญาโท สาขา 

                                             ตจวิทยา ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร 

                                             จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป พ.ศ. 2547  
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