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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ภัทรพร นิ่มเสมอ : การศึกษาระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอส าหรับการวินิจฉัย
โรคมะเร็งตับระยะแรกที่ เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  (A study of miRNA 
expression for early detection of hepatitis B-related hepatocellular carcinoma) 
อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ศ. นพ.พิสิฐ ตั้งกิจวานิชย์, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. 
ดร.สัญชัย พยุงภร{, หน้า. 

โรคมะเร็งตับเป็นหนึ่งในโรคมะเร็งที่สามารถพบได้ทั่วโลกและมีอัตราการตายเป็นอันดับ
ต้นๆของโลก สาเหตุหลักที่พบเกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับส่วนใหญ่จะ
ได้รับการวินิจฉัยในระยะท้ายของโรค ส่งผลให้มีอัตราการรอดชีวิตต่ า ในปัจจุบันไมโครอาร์เอ็นเอมี
บทบาทส าคัญในกระบวนการต่างๆภายในร่างกาย รวมทั้งการเกิดมะเร็ง เพราะฉะนั้นจึงสนใจศึกษา
ระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอในซีรั่มที่มีประสิทธิภาพในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับระยะแรก
ที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี โดยท าการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ
ด้วยเทคนิค NanoString จากนั้นท าการวัดระดับการแสดงออกของตัวแทนไมโครอาร์เอ็นเอ ได้แก่ 
miR-21-5p และ miR-125b-5p ในชิ้นเนื้อจ านวน 22 ตัวอย่าง และในซีรั่มของกลุ่มควบคุมที่มี
สุขภาพดี 50 ราย กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 92 ราย และกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจาก
การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 98 ราย ด้วยเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์ ผลการศึกษาพบว่า miR-21-5p มี
แนวโน้มการแสดงออกสูงขึ้นในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง  เมื่อเปรียบเทียบกับบริเวณข้างเคียง 
(P=0.068) นอกจากนั้น miR-21-5p ในซีรั่มของกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีมีการแสดงออก
สูงกว่าในกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี และกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
(P=0.0019 และ P<0.001 ตามล าดับ) ในขณะที่การแสดงออกของ miR-21-5p ในซีรั่มของกลุ่ม
ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีมีแนวโน้มสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมท่ีมีสุขภาพด ี(P=0.2332) ในทางตรงกันข้าม miR-125b-5p มีการแสดงออกท่ีลดลงในชิ้นเนื้อ
บริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง เมื่อเปรียบเทียบกับบริเวณข้างเคียง (P=0.0391) เช่นเดียวกับการแสดงออก
ของ miR-125b-5p ในซีรั่มของกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี พบว่ามี
ระดับลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  และกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี 
(P=0.0234 และ  P<0.001 ตามล าดับ ) จากการวิ เคราะห์  Receiver operating characteristic 
(ROC) พบว่าพ้ืนที่ใต้กราฟของการใช้ miR-125-5p ร่วมกับ alpha fetoprotein (AFP) มีค่าเท่ากับ 
0.94 ซึ่งสูงกว่าการใช้ AFP หรือ miR-125b-5p เพียงอย่างเดียว ดังนั้น miR-125b-5p และ AFP 
น่าจะมีประสิทธิภาพในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับระยะแรกที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5974038330 : MAJOR MEDICAL BIOCHEMISTRY 
KEYWORDS: HEPATOCELLULAR CARCINOMA (HCC) / MICRORNA (MIRNA), / HEPATITIS B 
VIRUS (HBV) / MICRORNA PROFILE (MIRNA PROFILE) / HSA-MIR-21-5P / HSA-MIR-125B-5P 

PATTARAPORN NIMSAMER: A study of miRNA expression for early detection of 
hepatitis B-related hepatocellular carcinoma. ADVISOR: PROF.PISIT 
TANGKIJVANICH, M.D., CO-ADVISOR: ASSOC. PROF.SUNCHAI PAYUNGPORN, 
Ph.D.{, pp. 

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the one of cancers which has high mortality 
rate and causes the public health problem in worldwide. Hepatitis B virus (HBV) 
infection is a major risk factor of HCC. Most of patients with the disease are diagnosed 
in late stage of HCC that leads to the low survival rate.  Recently, miRNAs play 
importance role in many biological processes especially carcinogenesis. The aim of this 
study was to investigate miRNA expression for early detection of HBV-related 
hepatocellular carcinoma (HBV-HCC). miRNA profile was analyzed by using NanoString 
and candidate miRNAs were selected for further validate in 22 liver tissues and serum 
(50 healthy control, 92 CHB and 98 HBV-HCC). From Real-time PCR (qRT-PCR) results, 
the level of miR-21-5p slightly increased in cancerous tissues compared to adjacent 
non-cancerous tissues (ANCTs) (P=0.068). Serum miR-21-5p was significantly up-
regulated in CHB compared with healthy control and HCC (P=0.0019 and P<0.001 
respectively) while serum miR-21-5p slightly increased in HCC when compared with 
healthy control (P=0.2332). In contrast, the level of miR-125b-5p was significantly 
down-regulated in cancerous tissue compared to ANCTs (P=0.0391). Similarly, serum 
miR-125b-5p was significantly down-regulated in HCC compared with CHB and healthy 
control (P=0.0234 and P<0.001 respectively). Receiver operating characteristic (ROC) 
curve analysis revealed that area under the curve (AUC) of miR-125b-5p combined with 
alpha fetoprotein (AFP) was 0.94. In conclusion, combination of miR-125b-5p and AFP 
might be potential biomarker for early detection of HBV-HCC. 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหางานวิจัย 

โรคมะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma, HCC) เป็นหนึ่งในโรคมะเร็งที่สามารถพบได้ 
ทั่วโลกและมีอัตราการตายเป็นอันดับต้นๆของโลก (1-3) หนึ่งในสาเหตุของการเกิดโรคมะเร็งตับ 
ร้อยละ 70-80 เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (hepatitis B virus, HBV) เนื่องจากเชื้อไวรัส 
จะส่งผลต่อการท าลายเซลล์ตับ เมื่อเซลล์ตับได้รับความเสียหายอย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน  
จะพัฒนาไปสู่โรคมะเร็งตับ ซึ่งผู้ป่วยโรคมะเร็งตับส่วนใหญ่จะมีการแสดงอาการที่ผิดปกติก็ต่อเมื่อ 
การด าเนินของโรคเข้าสู่ในระยะกลางจนถึงระยะท้ายของโรคท าให้ยากต่อการรักษา และส่งผล  
ต่ออัตราการตายของผู้ป่วย โดยการศึกษาก่อนหน้านี้ชี้ให้เห็นว่าระยะของโรคมะเร็งตับ และการรักษา
โรคมะเร็งตับมีความสัมพันธ์ต่ออัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วย โดยพบว่าผู้ป่วยโรคมะเร็ง ตับ 
ที่ได้รับการวินิจฉัยพบในระยะแรก (early stage) จะได้รับการรักษาแบบที่มีโอกาสหายขาด 
(curative treatment) และมีอัตราการรอดชีวิตสูงถึงร้อยละ 80 (4) แต่ในปัจจุบันผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ
ส่วนใหญ่มักจะแสดงอาการของโรคและได้รับการวินิจฉัยในขณะที่การพัฒนาของโรคอยู่ในระยะท้าย  
(late stage) ซึ่งพบก้อนมะเร็งขนาดใหญ่หรือมีการแพร่กระจายไปยังบริเวณอ่ืนๆของร่างกาย  
ส่งผลให้ผู้ป่วยร้อยละ 84 มีอัตราการรอดชีวิตต่ ากว่า 5 ปีภายหลังจากการวินิจฉัย (5, 6) เพราะฉะนั้น
ในปัจจุบันจึงมีความพยายามศึกษาและมุ่ งเน้นในการหาตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ ( biomarker)  
ในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับในระยะแรก  

ไมโครอาร์เอ็นเอ (microRNA, miRNA) เป็นโมเลกุลของอาร์เอ็นเอ (RNA) ที่มีขนาดเล็ก 
มีหน้าที่ในการควบคุมการแสดงออกของยีนในขั้นตอนหลังการถอดรหัส  (post transcriptional 
modification) (7, 8) และมีหลากหลายการศึกษาพบว่า miRNA มีความสัมพันธ์กับหลากหลาย 
กระบวนการภายในร่างกายของมนุษย์ เช่น การพัฒนา (development) การเปลี่ยนสภาพของเซลล์ 
(differentiation) การแบ่งตัวเพ่ิมจ านวน (proliferation) รวมไปถึงการตายของเซลล์ (apoptosis) 
อีกทั้งยังมีการค้นพบ miRNA ที่มีความจ าเพาะในแต่ละอวัยวะ (tissue specific miRNA) (9, 10) 
นอกจากนั้นแล้วมีการศึกษาระดับการแสดงออกของ miRNA ในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจาก 
การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี พบว่าการแสดงออกของ miRNA มีความเกี่ยวข้องทั้งกับการติดเชื้อไวรัส 
และการด าเนินโรคของผู้ป่วย (11) ต่อมาในปีพ.ศ. 2556 มีการศึกษาค้นพบว่า เมื่อเซลล์ตับได้รับ
ความเสียหายจะมีการปล่อย miRNA ออกสู่กระแสเลือด (circulating miRNA) ผ่านกลไกต่างๆ และ
สามารถตรวจพบได้ (8) ซึ่งในปัจจุบันมีการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 
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(miRNA profile) โ ด ยอาศั ย เ ทค นิ ค  high throughput ยกตั ว อย่ า ง เ ช่ น  NanoString (12 )  
ซึ่งเป็นการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ miRNA โดยไม่มีการเพ่ิมจ านวน เพ่ือลดความผิดพลาด 
ที่อาจจะเกิดขึ้นในขั้นตอนการเ พ่ิมจ านวน  miRNA (amplification bias) อีกทั้ งยั ง เป็นวิธีที่ 
มีความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) สูง 

จากหลากหลายการศึกษาที่กล่าวมาข้างต้น แสดงให้เห็นว่าเมื่อเกิดความเสียหาย  
ของเซลล์ตับ ระดับการแสดงออกของ miRNA ภายในเซลล์มีการเปลี่ยนแปลง ส่งผลให้ miRNA  
ที่ถูกปล่อยเข้าสู่กระแสเลือดมีระดับเปลี่ยนแปลงไป ดังนั้น miRNA จึงเป็นหนึ่งใน biomarker  
ที่นิยมน ามาใช้ในการวินิจฉัยการเกิดโรคมะเร็งตับ นอกจากนั้นการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับในระยะแรก
ของการเกิดโรคอาจช่วยเพ่ิมอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับอีกด้วย ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษา  
miRNA profile ในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่ เป็นมะเร็ง (cancerous tissue) และบริเวณข้างเคียง
ก้ อ น ม ะ เ ร็ ง  ( adjacent non-cancerous tissue, ANCT) แ ล ะ ห า ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ข อ ง 
ระดับการแสดงออกของ  miRNA กับระยะของโรค รวมไปถึงความสัมพันธ์ระหว่าง ระดับ 
การแสดงออกของ  miRNA ในชิ้ น เนื้ อและซี รั่ มของผู้ ป่ วย  เ พ่ือน า ไป ใช้ เป็ น  biomarker 
ส าหรับการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับในระยะแรกที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี และเป็นประโยชน์
ในทางคลินิกต่อไปในอนาคต 
 
1.2 ค าถามของงานวิจัย 

1. รูปแบบการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA profile) ในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็น
มะเร็ง (cancerous tissue) และบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (adjacent non-cancerous tissue)  
มีความแตกต่างกันหรือไม่ 
 2. ระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอในซีรั่มสามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ  
ในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับระยะแรกท่ีเกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีได้หรือไม่ 
 
1.3 วัตถุประสงค์การวิจัย 

1. เพ่ือศึกษารูปแบบการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA profile) ในชิ้นเนื้อ 
บริ เวณส่วนที่ เป็นมะเร็ ง  (cancerous tissue) และบริ เวณข้าง เคียงก้อนมะเร็ ง  (adjacent  
non-cancerous tissue) 
 2. เพ่ือตรวจสอบระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอในชิ้นเนื้อ 
 3. เพ่ือตรวจสอบระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอในซีรั่ม ส าหรับใช้เป็นตัวบ่งชี้  
ทางชีวภาพในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับระยะแรกท่ีเกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
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1.4 สมมติฐาน 

1. รูปแบบการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA profile) ในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็น
มะเร็ง (cancerous tissue) และบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (adjacent non-cancerous tissue)  
มีความแตกต่างกัน  

2. ระดับการแสดงออกที่ผิดปกติของไมโครอาร์เอ็นเอในซีรั่มสามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้ 
ทางชีวภาพในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับระยะแรกท่ีเกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
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1.5 ขอบเขตของการวิจัย 

 
  

เก็บชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง (cancerous tissue) และบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง 
(adjacent non-cancerous tissue) ของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับระยะแรกที่เกิดจาก 

การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (early stage of HBV-related HCC) 

วิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA profile)  
โดย Human v3 miRNA NanoString nCounter miRNA Expression Assay 

และวิเคราะห์ผล โดย nSolver software analysis (version 4.0) 

สกัด RNA โดยใช้ GenUPTM Total RNA Kit (Biotech Rabbit) 

เลือก miRNA ที่มีระดับการแสดงออก fold change ≥ 2 และมี P-value < 0.05 

ตรวจวัดระดับการแสดงออกของ miR-21-5p และ miR-125b-5p โดย qRT-PCR 
ในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง (cancerous tissue) และบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (ANCT) 

ของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV-related HCC) 

ตรวจวัดระดับการแสดงออกของ miR-21-5p และ miR-125b-5p 
โดย Quantitative real-time PCR ในซีรั่ม (∆∆Ct method) 

กลุ่มควบคุมทีม่ีสุขภาพดี  
(Healthy control) 

กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
แบบเรื้อรัง (Chronic hepatitis B) 

กลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกดิจาก 
การติดเชื้อไวรสัตับอักเสบบ ี

(HBV-related HCC) 

หาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการแสดงออกของ miR-21-5p และ miR-125b-5p  
กับผลทางคลินิก (ระดับความรุนแรงของโรค ขนาดก้อนมะเร็ง ระดับ AFP และตัวแปรอื่นๆ) 
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1.6 ค าจ ากัดความท่ีใช้ในงานวิจัย 

NanoString เป็นหนึ่ ง ในเทคนิค high throughput ชนิดหนึ่ ง  ที่ ใช้ ในการหารูปแบบ 
ของระดับการแสดงออกของยีนที่สนใจ รวมไปถึงระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA 
Expression Profile) ซึ่งอาศัย capture probe และ reporter probe ในการเข้าจับระหว่าง RNA 
และ DNA (RNA–DNA hybridization) 
 
1.7 ค าส าคัญ 

Hepatocellular carcinoma (HCC) 
Hepatitis B virus (HBV) 
MicroRNA (miRNA) 
MicroRNA profile (miRNA profile) 
hsa-miR-21-5p 
hsa-miR-125b-5p 

 
1.8 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ท าให้ทราบรูปแบบการแสดงออกของ miRNA (miRNA profile) ในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที ่
เป็นมะเร็ง (cancerous tissue) และบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (adjacent non-cancerous 
tissue) ของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับระยะแรกที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี และความสัมพันธ์  
ของระดับการแสดงออกของ miRNA กับการพัฒนาของโรค รวมไปถึงความสัมพันธ์ระหว่างระดับ 
การแสดงออกของ miRNA ในชิ้นเนื้อและซีรั่มของผู้ป่วย ซึ่งหากมีความสัมพันธ์กันอาจน ามาใช้ 
เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับในระยะแรกที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
ทั้งยังเป็นวิธีที่ปลอดภัย และไม่ท าให้ผู้ป่วยเจ็บตัว 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 โรคมะเร็งตับ (Hepatocellular carcinoma, HCC) 

โรคมะเร็ งตับ  (hepatocellular carcinoma, HCC) เป็นปัญหาด้านสุ ขภาพที่ ส าคัญ 
เนื่องจากมีข้อมูลทางระบาดวิทยาในปีพ.ศ. 2555 ที่ท าการส ารวจในประชากรของผู้ป่วยโรคมะเร็ง 
ทั่วโลก (Global Cancer Statistics) พบว่าโรคมะเร็งตับเป็นโรคมะเร็งที่สามารถพบได้เป็นอันดับที่ 6 
ของโลก นอกจากนั้นยังมีอัตราการตายสูงเป็นอันดับที่ 2 ของโรคมะเร็งทั้งหมด โดยอุบัติการณ์ 
ของการเกิดโรคมะเร็งตับนั้นพบได้มากท่ีสุด ในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงเหนือ ซึ่งรวมถึงประเทศไทย 
และแถบแอฟริกา (2, 3, 12) โรคมะเร็งตับส่วนใหญ่ที่พบในปัจจุบันเป็นมะเร็งตับชนิดปฐมภูมิ 
(primary liver cancer) หมายถึงมะเร็งที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ตับ ท่อน้ าดี หลอดเลือด และเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพัน (connective tissue) ภายในเซลล์ตับ เช่น โรคมะเร็งตับ, โรคมะเร็งท่อน้ าดี (intrahepatic 
cholangiocarcinoma, ICC) 
 
2.2 สาเหตุของการเกิดโรคมะเร็งตับ 

สาเหตุที่ท าให้เกิดโรคมะเร็งตับนั้นมีด้วยกันหลากหลายสาเหตุ ไม่ว่าจะเป็นการติดเชื้อไวรัส

ตั บ อั ก เ ส บ บี  ( hepatitis B virus, HBV) ไ ว รั ส ตั บ อั ก เ ส บ ซี  ( hepatitis C virus, HCV)  

การดื่มแอลกอฮอล์ (alcoholic steatohepatitis, ASH) ไขมันคั่งสะสมในตับ (non-alcoholic 

steatohepatitis, NASH) หรือได้รับสารพิษอะฟลาทอกซิน (aflatoxin) ปัจจัยต่างๆที่กล่าวมาข้างต้น

ส่งผลให้เกิดการบาดเจ็บและการอักเสบของเซลล์ตับ ซึ่งเมื่อเกิดเป็ยระยะเวลานานจะส่งผลท าให้

พัฒนาเป็นมะเร็งตับต่อไป นอกจากนั้นแล้วการอักเสบอย่างต่อเนื่องยังอาจส่งผลให้เกิดความเสียหาย

ของดีเอ็นเอ (DNA damage) ในเซลล์ตับที่มีการสร้างใหม่ ซึ่งอาจจะส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของยีน

ที่เก่ียวข้องกับการเกิดมะเร็ง (13)  
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รูปที่ 1 สาเหตุของการเกิดโรคมะเร็งตับในประเทศแถบทวีปเอเชีย (14) 

 
หนึ่งในสาเหตุของการเกิดโรคมะเร็งตับ ร้อยละ 70-80 เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

ดังแสดงในรูปที่ 1ซึ่งถือว่าเป็นปัญหาด้านสาธารณสุขที่ส าคัญทั่วโลก ไวรัสตับอักเสบบี (hepatitis B 
virus, HBV) ถูกจัดอยู่ในตระกูล Hepadnaviridae เป็นไวรัสที่มีเปลือกหุ้ม (enveloped virus) 
รูปร่างทรงกลมขนาดประมาณ 42 นาโนเมตร ประกอบไปด้วย nucleocapsid (core particle)  
ซึ่งห่อหุ่มสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสไว้ภายใน 
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รูปที่ 2 แสดงโครงสร้างจีโนมของไวรัสตับอักเสบบี (15) 
 

ไวรัสตับอักเสบบีมีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอ ที่มีลักษณะเป็นวงกลมสายคู่ไม่สมบูรณ์ 

(partially double-standed DNA, dsDNA หรือ relaxed-circular DNA, rcDNA) ประกอบด้วย  

ดีเอ็นเอสายลบที่มีความยาวประมาณ 3,200 เบส และดีเอ็นเอสายบวกท่ีมีขนาดไม่แน่นอน มีต าแหน่ง 

direct repeat (DR) เป็นบริเวณที่ดีเอ็นเอทั้งสองสายเชื่อมกัน (16) สายลบของสารพันธุกรรม 

ประกอบด้วย 4 open reading frame (ORF) ได้แก่ 

1. P-ORF เป็นส่วนที่สร้าง เอนไซม์ polymerase และเอนไซม์ reverse transcriptase (RT) 

ซึ่งมีหน้าที่ในการเพ่ิมจ านวนของไวรัส 

2. S-ORF เป็นส่วนที่สร้างโปรตีนห่อหุ้ม (surface protein, HBsAg) โดยประกอบไปด้วย

โปรตีน 3 ขนาดแตกต่างกัน ได้แก่ โปรตีนขนาดใหญ่ เกิดจากส่วน Pre-S2, Pre-S1 และ S, โปรตีน

ขนาดกลาง เกิดจากส่วน Pre-S2 และ S, และโปรตีนขนาดเล็ก เกิดจากส่วน S 

3. C-ORF เป็นส่วนที่สร้าง e antigen (HBeAg) และ core protein ซึ่งจะถูกสร้างเป็น 

nucleocapsid เพ่ือใช้ในการห่อหุ้มสารพันธุกรรมของไวรัส  

4. X-ORF เป็นส่วนที่สร้าง hepatitis B x protein (HBx) (15, 17) ดังแสดงในรูปที่ 2 
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2.3 การแบ่งระยะของโรคมะเร็งตับ 

ในปัจจุบันการแบ่งระยะของโรคมะเร็งมีความส าคัญเนื่องจากสามารถใช้เป็นแนวทาง 

ในการวินิจฉัยและการรักษาโรค ซึ่งแต่ละระบบจะมีการประเมินระยะจากพารามิตเตอร์แตกต่างกัน 

Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) Staging 

BCLC เป็นระบบที่มีการยอมรับและใช้กันอย่างแพร่หลายซึ่งจะพิจารณาจากก้อนมะเร็ง 

(tumor status) การท างานของตับ (liver function) และสภาพร่างกายของผู้ป่วย (health status) 

ตามระบบ Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) ซึ่ งสามารถแบ่งผู้ป่วยออกเป็น  

5 ระยะ ตั้งแต่ 0, A, B, C และ D ดังแสดงในรูปที่ 3 (2, 18)  

 

รูปที่ 3 แสดงการแบ่งระยะและแนวทางการรักษาโรคมะเร็งตับโดยระบบ BCLC staging (18) 
 

นอกจากการแบ่งระยะของผู้ป่วยแล้ว ยังสามารถแบ่งแนวทางการรักษาออกเป็น 3 ระดับ ดังนี้ 

1. การรักษาที่มีโอกาสหายขาด (curative treatments) จัดเป็นวิธีพ้ืนฐานในการรักษา

มะเร็งซึ่งมีวัตถุประสงค์ที่จะก าจัดก้อนมะเร็งให้หายไป โดยท าการผ่าตัด (resection) เพ่ือตัดบริเวณ

ก้อนมะเร็งการปลูกถ่ายตับ (liver transplant) และการให้ความร้อนกับก้อนมะเร็ง (radiofrequency 

Ablation, RFA) เพ่ือให้เกิดเป็นเนื้อตาย วิธีเหล่านี้เหมาะส าหรับการรักษาผู้ป่วยในระยะเริ่มต้น (very 

early stage และ early stage) เนื่องจากมีก้อนมะเร็งขนาดเล็ก จ านวนไม่มาก และยังไม่มีการ

แพร่กระจายไปยังบริเวณอ่ืนๆของร่างกาย 
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 2. การรักษาแบบประคองอาการ (palliative treatment) มีวัตถุประสงค์เพ่ือที่จะยับยั้ง 

การเจริญของก้อนมะเร็ง รวมทั้งยับยั้งการแพร่กระจายของก้อนมะเร็ง โดยท าการให้สารเคมีบ าบัด

ผ่านทางหลอดเลือดแดงเข้าสู่บริเวณก้อนมะเร็งเพ่ือไม่ให้เลือดสามารถไปเลี้ยงบริเวณก้อนมะเร็ง และ

การใช้ยา เช่น sorafenib ซึ่งมีผลในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง รวมทั้งยับยั้งการสร้างหลอด

เลือดใหม่ (angiogenesis) ของเซลล์มะเร็ง วิธีเหล่านี้เหมาะกับการรักษาผู้ป่วยในระยะกลางของโรค 

(intermediate stage และ advanced stage) เนื่องจากผู้ป่วยไม่สามารถผ่าตัดได้ ก้อนมะเร็งมี

ขนาดใหญ่ และมีการลุกลามเข้าสู่เส้นเลือด  

 3. การรักษาแบบพยุงอาการ (best supportive care, BSC) เป็นการรักษาตามอาการที่

เกิดขึ้นของผู้ป่วยมะเร็งระยะสุดท้าย มีวัตุประสงค์เพ่ือบรรเทาอาการและลดภาวะแทรกซ้อนต่างๆที่

อาจจะเกิดขึ้น (4, 12, 18) 

Child-Pugh 
เป็นระบบที่ใช้ในการประเมินความรุนแรงของภาวะตับแข็ง (cirrhosis) โดยพิจารณาจาก

ระดับของ albumin, bilirubin, ระยะเวลาในการแข็งตัวของเลือด (international normalized 

ratio, INR), ภาวะท้องมาน (ascites) และ ภาวะแทรกซ้อนที่เกิดขึ้นกับสมอง (encephalopathy) 

ซึ่งจะใช้พารามิตเตอรร์ต่างๆในการให้คะแนน (19, 20) ดังแสดงในรูปที่ 4 

 

 
รูปที่ 4 แสดงระดับของพารามิตเตอร์ต่างๆที่ใช้ในการประเมินความรุนแรงของภาวะตับแข็ง (19) 
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การศึกษาในปีพ.ศ. 2553 ชี้ให้เห็นว่าระยะของโรคมะเร็งตับ และการรักษาโรคมะเร็งตับ 

มีความสัมพันธ์ต่ออัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วย โดยพบว่าผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่วินิจฉัยพบในระยะแรก 

(very early stage) จะได้รับการรักษาแบบ curative treatment และมีอัตราการรอดชีวิตสูงถึง 

ร้อยละ 81.7 แต่ผู้ป่วยในระยะสุดท้าย (terminal stage) จะมีอัตราการรอดชีวิตไม่ถึง 3 ปี ภายหลัง

จากการวินิจฉัย (1) เช่นเดียวกับการศึกษาในปีพ.ศ. 2555 ที่ท าการศึกษาอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วย

โรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (21) และการศึกษาในปีพ.ศ. 2558 พบว่าผู้ป่วย

โรคมะเร็งตับมากกว่าร้อยละ 60 มักจะได้รับการวินิจฉัยในระยะท้ายของการเป็นมะเร็ง ซึ่งพบมะเร็ง

ขน าด ใหญ่  ห รื อมี ก า ร แ พร่ ก ร ะจ าย ไปยั ง บ ริ เ ว ณ อ่ืน ๆข อ ง ร่ า ง ก าย  ส่ ง ผ ล ให้ ผู้ ป่ ว ย 

ร้อยละ 84 มีอัตราการรอดชีวิตต่ ากว่า 5 ปีภายหลังจากการวินิจฉัย แต่ในทางตรงกันข้ามผู้ป่วย

โรคมะเร็งตับที่ได้รับการวินิจฉัยในระยะเริ่มแรกของมะเร็ง จะมีอัตราการอยู่รอดสูงกว่าถึงร้อยละ 70 

(6, 22) แต่อย่างไรก็ตามการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับในระยะแรกยังเป็นเรื่องที่ยาก เนื่องจากในระยะแรก

ของโรคผู้ป่วยจะยังไม่มีการแสดงอาการของโรค จึงท าให้มะเร็งเกิดการพัฒนาได้เรื่อยๆจนกระทั่ง  

เข้าสู่ระยะท้ายๆของโรคที่ก้อนมะเร็งเกิดการลุกลามไปยังอวัยวะอ่ืนๆ จนส่งผลต่อระบบการท างาน

ของร่างกาย 

 

2.4 การตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็งตับ 

การตรวจวินิจฉัยการเกิดโรคมะเร็งตับที่ใช้อยู่ในปัจจุบันอ้างอิงจาก  guidelines ของ  
The Asian Pacific Association for the Study of the Liver (APASL) โ ด ย จ ะ อ า ศั ย 
ก า ร ต ร ว จ คั ด ก ร อ ง ด้ ว ย ก า ร อั ล ต ร า ซ า ว น์  (ultrasound) ร่ ว ม กั บ ก า ร ต ร ว จ วั ด ร ะ ดั บ  
alpha-fetoprotein (AFP) และติดตามทุก 6-12 เดือน  (23) นอกจากนี้อาจประเมินร่วมกับ 
ระดับของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการท างานของตับ เช่น เอนไซม์ aspartate aminotransferase 
(AST ห รื อ  serum glutamic oxaloacetic transaminase, SGOT แ ล ะ  เ อ น ไ ซ ม์  alanine 
aminotransferase (ALT หรือ serum glutamic pyruvate transaminase, SGPT)   ซึ่งเอนไซม์ทั้ง
สองตัวจะมีค่าสูงขึ้นเมื่อเซลล์ตับได้รับความเสียหาย และเกิดการหลั่งเอนไซม์เข้ าสู่กระแสเลือด  
แต่เป็นที่ทราบกันดีว่าการใช้ระดับของ AFP ในซีรั่มเพ่ือการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับนั้นมีความไว 
(sensitivity) และความจ าเพาะ  (specificity) ที่ต่ า เนื่องจากระดับของ AFP ในซีรั่มสามารถ 
ตรวจพบได้ในขณะที่ตั้งครรภ์ รวมไปถึงในผู้ป่วยโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร (gastric carcinoma) 
มะเร็งปอด (lung cancer) มะเร็งตับอ่อน (pancreatic cancer) และมะเร็งอัณฑะ (testicular 
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carcinoma) (24) ซึ่งอาจท าให้เกิดผลบวกปลอม (false-positive) นอกจากนั้นแล้วผู้ป่วยโรคมะเร็ง
ตับในระยะแรก ระดับ AFP จะอยู่ในเกณฑ์ปกติ ซึ่งอาจท าให้เกิดผลลบปลอม (false-negative) (25) 
ดังนั้นในปัจจุบันจึงมีการศึกษาหาตัวบ่งชี้ทางขีวภาพในการวินิจฉัยตั้งแต่ในระยะแรกของโรคมะเร็งตับ
ที่มีความไวและความจ าเพาะที่สูง รวมทั้งไม่ท าให้ผู้ป่วยบาดเจ็บ (non-invasive biomarker) เช่น  
วัดระดับของโปรตีน, เอนไซม์, ไซโตไคน์ (cytokines) และสารพันธุกรรมต่างๆ ได้แก่ ระดับของ 
mRNA หรือ miRNA ภายในกระแสเลือด 

 
2.5 ไมโครอาร์เอ็นเอ (microRNA, miRNA) 

ไมโครอาร์เอ็นเอ (microRNA, miRNA) เป็น RNA ชนิดหนึ่งที่มีขนาดประมาณ 18-24  
นิวคลีโอไทด์อยู่ในส่วนของ noncoding RNA (ncRNA) ถูกค้นพบครั้งแรกใน Caenorhabditis 
elegans เมื่อปีพ.ศ. 2536 โดย miRNA ตัวแรกที่ถูกค้นพบมีชื่อว่า lin-4 มีหน้าที่ในการควบคุม 
การแสดงออกของยี น ในขั้ นตอนหลั งการถอดรหั ส  (post transcriptional modification)  
ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการควบคุมการแสดงออกของ mRNA (26) 
 
การเรียกช่ือ การแบ่งกลุ่ม และการจัดกลุ่มของไมโครอาร์เอ็นเอ 

การเรียกชื่อของไมโครอาร์เอ็นเอ 
1. การเรียกชื่อโดยระบุ species ที่ค้นพบ ยกตัวอย่างเช่น 

“hsa” มากจาก Homo sapiens ซึ่งเป็น miRNA ที่สามารถพบได้ในจีโนมของมนุษย์  
“mmu” มากจาก Mus musculus ซึ่งเป็น miRNA ที่สามารถพบได้ในจีโนมของหนู  
“rno” มาจาก Rattus norvegicus ซึ่งเป็น miRNA ที่สามารถพบได้ในจีโนมของหนู 
“cel” มาจาก Caenorhabditis elegans ซึ่งเป็น miRNA ที่สามารถพบได้ในจีโนมของ
หนอนตัวกลม ดังแสดงในรูปที่ 5 
 

 
รูปที่ 5 แสดงการเรียกชื่อของ miRNA โดยจ าแนกตามสิ่งมีชีวิตที่ค้นพบ 
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2. การเรียกชื่อโดยระบุสายของ miRNA ยกตัวอย่างเช่น  
การเรียกชื่อตามการท างานของ miRNA 

hsa-miR-423 หรือ hsa-miR-423-s คือ miRNA เส้นที่สามารถไปจับกับ RNA เป้าหมาย 
hsa-miR-423* หรือ hsa-miR-423-as คือ miRNA เส้นที่ถูกย่อยสลาย 

การเรียกชื่อตามต าแหน่งของ miRNA 
hsa-miR-423-5p คือ miRNA อยู่ใกล้บริเวณปลาย 5' ของ pre-miRNA  
hsa-miR-423-3p คือ miRNA อยู่ใกล้บริเวณปลาย 3' ของ pre-miRNA ดังแสดงในรูปที่ 6 
 

 
รูปที่ 6 แสดงการเรียกชื่อของ miRNA โดยจ าแนกตามสายของ miRNA (ดัดแปลงจาก (27)) 

 
ในปัจจุบัน การเรียกชื่อของ miRNA นั้น มักจะระบุทั้งสิ่งมีชีวิตที่ค้นพบ และสายของ miRNA 

เนื่องจากว่า miRNA ถูกค้นพบเป็นจ านวนมาก และการท าหน้าที่ของ miRNA แต่ตัวมีความแตกต่าง
กัน การศึกษาในปัจจุบันจึงมักจะระบุ miRNA ตัวที่สนใจ  
การแบ่งชนิดของไมโครอาร์เอ็นเอ 
การแบ่งชนิดของ miRNA ตามต าแหน่งและโครงสร้างของยีน 

1. Intergenic คือ miRNA ที่อยู่ระหว่างยีน miRNA โดยอาจพบทั้ง miRNA ที่มี promoter 
เป็นของตัวเอง กล่าวคือ 1 promoter จะ transcription ออกมาได้ 1 miRNA (monocistronic) 
หรือ miRNA หลายๆตัวที่ใช้ promoter ร่วมกัน กล่าวคือ 1 promoter จะ transcription ออกมาได้
มากกว่า 1 miRNA (polycistronic) ซึ่ง miRNA ที่ถูก transcription ออกมาพร้อมกัน สามารถ
เรียกว่า miRNA cluster 

2. Intronic คือ miRNA ที่อยู่บริเวณส่วนของ intron ไม่ว่าจะเป็นในส่วนของยีนที่สามารถ
ถอดรหัสเป็นโปรตีน (coding gene) หรือ บริเวณท่ีไม่ถูกถอดรหัสเป็นโปรตีน (non-coding gene) 

3. Exonic คือ miRNA ที่อยู่ระหว่างส่วนของ exon และ intron ของ non-coding gene 
(28, 29) ดังแสดงในรูปที่ 7 
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รูปที่ 7 แสดงชนิดของ miRNA โดยแบ่งตามต าแหน่งและโครงสร้างของยีน (29) 

 
การจัดกลุ่มของไมโครอาร์เอ็นเอ 
1. miRNA cluster 
 miRNA ที่อยู่บนโครโมโซมเดียวกัน และมีระยะห่างกันไม่เกิน 10 kb ซึ่งจะถูก transcript 
โดย RNA polymerase ออกมาพร้อมกัน เนื่องจากมี promoter เดียวกัน ดังนั้น miRNA ที่อยู่ใน 
cluster เดียวกันส่วนใหญ่จะมีระดับการแสดงออกไปในทิศทางเดียวกัน โดยการเรียกชื่อของ miRNA 
cluster จะเรียกชื่อของ miRNA ตัวแรกและตัวสุดท้ายที่เกิดการ transcription พร้อมกัน ยกตัวอย่าง
เช่น miRNA-17-92 บนโครโมโซมที่  13 เมื่อเกิดการ transcription จะได้ miR-17, miR-18a,  
miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 และ miR-92a-1 ออกมาพร้อมกัน ดังแสดงในรูปที่ 8 
 

 
รูปที่ 8 แสดงลักษณะและการเรียกชื่อของ miRNA cluster (30) 
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2. miRNA family 
 miRNA ที่มีบริเวณ seed region เหมือนกัน ดังนั้นการท างานของ miRNA ที่อยู่ใน family 
เดียวกัน ส่วนใหญ่มักจะไปจับกับ RNA target เดียวกัน โดยการเรียกชื่อของ miRNA family  
จะเรียกชื่อของ  miRNA แล้วตามด้วยตัว อักษรภาษาอังกฤษ ยกตัวอย่างเช่น let-7 family 
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  hsa-let-7a, hsa-let-7b, hsa-let-7c, hsa-let-7d, hsa-let-7e, hsa-let-7f,  
hsa-let-7g และ hsa-let-7i ดังแสดงในรูปที่ 9 
 

 
รูปที่ 9 แสดงลักษณะและการเรียกชื่อของ miRNA family (ดัดแปลงจาก (31)) 

 
3. Paralogous miRNA 
 miRNA ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกันทุกต าแหน่ง แต่ primary miRNA (pri-miRNA)  
มาจากคนละโครโมโซม  ยกตัวอย่างเช่น miR-92a ซึ่ งสามารถพบได้ทั้ ง ในมนุษย์และหนู   
โดยการ เรี ยกชื่ อของ  Paralogous miRNA จะเรี ยกชื่ อของ  miRNA และมีตั ว เลขต่ อท้ าย 
ตามล าดับที่ถูกค้นพบ  ยกตัวอย่างเช่น hsa-miR-92a-1 มี pri-miRNA อยู่บนโครโมโซมที่  13  
ในขณะที่ hsa-miR-92a-2 มี pri-miRNA อยู่บนโครโมโซม X ส่วน mmi-miR-92a-1 มี pri-miRNA 
อยู่บนโครโมโซมที่ 14 ในขณะที่ mmu-miR-92a-2 มี pri-miRNA อยู่บนโครโมโซม X ดังแสดงใน 
รูปที่ 10 
  

 
รูปที่ 10 แสดงลักษณะและการเรียกชื่อของ paralogous miRNA (ดัดแปลจาก (32)) 
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4. mirtron 
miRNA ที่เกิดจากบริเวณ intron ของยีน โดยปกติแล้วเมื่อเกิดการ transcription โดย RNA 

polymerase จะเกิดกระบวนการ splicing เพ่ือตัดบริเวณ intron ออกและเชื่อมบริเวณ exon  
เข้าด้วยกัน เพ่ือเกิดกระบวนการ translation ต่อไป ซึ่งส่วนของ intron นั้นจะเกิดการจับกัน 
เป็น Lariat และเกิดกระบวนการ debranching เกิดเป็น precursor mirtron (pre-mirtron)  
ที่มีลักษณะเป็น stem-loop หลังจากนั้น pre-mirtron จะถูกขนส่งออกจากนิวเคลียสไปสู่ 
ไซโตพลาสซึม (cytoplasm) โดยอาศัยโปรตีน exportin-5 ดังแสดงในรูปที่ 11 

 

 
รูปที่ 11 แสดงกระบวนการเกิด mirtron (ดัดแปลงจาก (33)) 

 
5. isomiR 
 miRNA ที่ เ กิ ด จ า ก  pri-miRNA แ ล ะ  pre-miRNA เ ดี ย ว กั น  แ ต่  mature miRNA  
มีความแตกต่างกันที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ และความยาวของ mature miRNA ซึ่งความยาวของ miRNA
ที่แตกต่างกันนั้น อาจเกิดจากตัดของเอนไซม์ Drosha และ Dicer หรือเกิดจากการท างานของ
เอนไซม์ exonuclease ซึ่งจะท าการตัดและหรือเติมเบสที่บริเวณปลาย 5' หรือปลาย 3' 
การจ าแนกชนิดของ isomiR แบ่งออกเป็น 3 ชนิด ได้แก่ 

1 .  Polymorphic isomiRs ล าดับ เบสของ mature miRNA เปลี่ ยนไปบางต าแหน่ ง  
ในขณะที่ขนาดไม่เปลี่ยนแปลง 

2. 5'-isomiRs มีการตัดและหรือเติมเบสทางปลาย 5' ของ miRNA โดยการเติมเบสนั้น 
อาจเกิดการเติมเบสที่อาศัยการเข้าคู่กับล าดับนิวคลีโอไทด์ตั้งต้น (templated addition) หรือ  
การเติมเบสโดยไม่อาศัยล าดับนิวคลีโอไทด์ตั้งต้น (non-templated addition)  
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3. 3'-isomiRs มีการตัดและหรือเติมเบสทางปลาย 3' ของ miRNA โดยการเติมเบสนั้น 
อาจเกิดการเติมเบสที่แบบ templated addition หรือ non-templated addition เช่นเดียวกับ  
5'-isomiRs (34) ดังแสดงในรูปที่ 12 
 

 
รูปที่ 12 แสดงลักษณะและการเรียกชื่อของ isomiR (34) 

 
การสังเคราะห์ไมโครอาร์เอ็นเอ 

กระบวนการในการสังเคราะห์ miRNA นั้นจะเกิดขึ้นทั้งภายในนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม 
โดยสามารถแบ่งออกเป็น 3 ขั้นตอนหลักได้แก่ 
1. กระบวนการที่เกิดขึ้นภายในนิวเคลียส (Nuclear processing) 
 กระบวนการสังเคราะห์ miRNA ที่เกิดขึ้นภายในนิวเคลียส แบ่งออกเป็น 2 pathway คือ  

1. Standard pathway 
miRNA เกิดการ transcription โดยอาศัย เอนไซม์  RNA polymerase II (RNA pol II) 

ภายในนิวเคลียสเกิดเป็น pri-miRNA ขนาดประมาณ 80 นิวคลีโอไทด์ มีลักษณะเป็น hairpin loop 
จากนั้ นจะมี เ อน ไซม์  Drosha ซึ่ ง เป็ นหนึ่ ง ในสมาชิกของ  RNase III-type endonucleases  
มีคุณสมบั ติ ในการ เข้ าจั บและสามารถตั ด  RNA สายคู่  (double-stranded RNA, dsRNA)  
โดยการท างานของเอนไซม์ Drosha นั้นจะเข้าจับกับ pri-miR บริเวณรอยต่อระหว่าง RNA สายเดี่ยว 
และ RNA สายคู่ (ssRNA-dsRNA junction) ประกอบกับ UG motif บริเวณฐานของ pri-miRNA 
และมี cofactor ชื่อ DiGeorge syndrome critical region gene 8  (DGCR8) ที่จะอาศัย UGU 
motif บริเวณ stem-loop ของ pri-miR ท างานร่วมกันเกิดเป็น Drosha-DGCR8 complex หรือ 
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microprocessor ตัดสายนิวคลีโอไทด์บริ เวณเหนือจากฐานประมาณ 11 เบส ท า ให้สั้นลง 
เกิดเป็น pre-miRNA ขนาดประมาณ 65 นิวคลีโอไทด์  

 
รูปที่ 13 แสดงโครงสร้างของ primary miRNA บริเวณท่ี Drosha และ DGCR8 เข้าจับ (35) 

 
2. Alternative pathway 

 หลังจากที่เกิดการ transcription โดยอาศัยเอนไซม์ RNA polymerase II (RNA pol II) 
ภายในนิวเคลียส บริเวณ intron ของยีนที่เกิดจากการ splicing  จะเกิดการม้วนจับกันเป็น Lariat 
และเกิดกระบวนการ Debranching โดยอาศัยเอนไซม์  lariat debranching (Dbr) enzyme  
เกิดเป็น pre-mirtron หรือ pre-miRNA (36) 
2. กระบวนการขนส่งออกจากนิวเคลียส (Nuclear export) 

pre-miRNA หรือ pre-mirtron จะถูกขนส่งจากนิวเคลียสออกมายังไซโตพลาสซึม โดยอาศัย
โปรตีน exportin-5 และ GTP-binding nuclear protein (RAN-GTP) ผ่าน nuclear pore 
3. กระบวนการที่เกิดขึ้นภายในไซโตพลาสซึม (Cytoplasmic processing) 
 เมื่อ pre-miRNA ถูกขนส่งออกมายังไซโตพลาสซึมแล้ว ภายในไซโตพลาสซึมจะมีเอนไซม์ 
RNase III อี กตั ว หนึ่ ง ชื่ อ เ อน ไซม์  Dicer ซึ่ ง จ ะท า ง าน ร่ ว มกั บ  transactivation response  
RNA-binding protein (TRBP) เพ่ือตัดบริเวณ loop ของ pre-miRNA เกิดเป็นไมโครอาร์เอ็นเอสาย
คู่ท่ีสมบูรณ์ (miRNA duplex) ขนาดประมาณ 18-24 นิวคลีโอไทด์ 
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รูปที่ 14 แสดงกระบวนการสังเคราะห์ miRNA แบบ Standard และ Alternative pathway (37) 

 
การท างานของไมโครอาร์เอ็นเอ 

 การท างานของ miRNA จะเกิดขึ้นเมื่อมีเอนไซม์ RNA helicase แยกสายของ miRNA 
duplex จากนั้น miRNA สายหนึ่งจะเกิดการรวมกับ Argonaute2 (Ago2) และอาศัย seed region 
บริเวณนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 2-8 จากปลาย 5' ในการเข้าจับกับ mRNA เป้าหมาย เกิดเป็น  
RNA-induced silencing complex (RISC complex) โดยทั่วไปแล้วปลาย 5 ' ของ miRNA จะจับ
กับบริ เวณปลาย 3 '  untranslated region (3 '  UTR) ของ  mRNA เป้ าหมาย  (mRNA target)  
ดังแสดงในรูปที่ 15 
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รูปที่ 15 แสดงการเข้าจับกันระหว่าง miRNA กับ mRNA เป้าหมายโดยอาศัย seed region (38) 

 
การเข้าจับกันระหว่าง miRNA กับ mRNA เป้าหมาย สามารถเกิดขึ้นได้ 2 กรณี คือ  

ในกรณีที่  miRNA จับกับ mRNA เป้าหมายได้ เพียงบางส่วน (partial complementary หรือ 
imperfect complementary) จะส่งผลให้ เกิดการยับยั้ งกระบวนการแปลรหัสของ mRNA 
(translational repression) แต่กรณีที่ miRNA จับกับ mRNA เป้าหมายได้อย่างสมบูรณ์ (perfect 
complementary) จะส่งผลให้เกิดการย่อยสลายของ mRNA (mRNA degradation) ดังแสดง 
ในรูปที่ 16 

 

 
รูปที่ 16 แสดงการท างานของ miRNA (39) 
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2.6 บทบาทของไมโครอาร์เอ็นเอในโรคตับ 

ในปัจจุบันมีการค้นพบไมโครอาร์เอ็นเอจ านวนมาก และหลากหลายการศึกษาแสดงให้เห็นถึง

บทบางของไมโครอาร์เอ็นเอที่มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการต่างๆภายในร่างกาย ไม่ว่าจะเป็น  

การพัฒนา (development) การเปลี่ยนสภาพของเซลล์ (differentiation) การแบ่งตัวเพ่ิมจ านวน 

(proliferation) ร วมไปถึ งการตายของ เซลล์  (apoptosis) นอกจากนี้ ยั งมี ข้ อมู ล เกี่ ย วกั บ 

การแสดงออกของ miRNA ที่มีความจ าเพาะต่ออวัยวะหรือเนื้อเยื่อแต่ละประเภท ยกตัวอย่างเช่น 

miR-133a และ miR-133b ที่มีการแสดงออกสูงในกล้ามเนื้อ miR-302 family ที่จ าเพาะต่อ 

เซลล์ต้นก าเนิด (stem cells) (40) รวมไปถึง miR-122 ที่มีความจ าเพาะต่อเซลล์ตับ ซึ่งถูกค้นพบ 

เมื่อปีพ.ศ. 2545 โดยมีการศึกษาพบว่าในสภาวะปกติ miR-122 มีการแสดงออกสูงถึงร้อยละ 70  

ในเซลล์ตับของหนู และ ร้อยละ 52 ในเซลล์ตับของมนุษย์ มีการรายงานเกี่ยวกับ miR-122  

ถึงบทบาทส าคัญเกี่ยวกับเซลล์ตับ เช่น กระบวนการสังเคราะห์ไขมัน กระบวนการเมทาบอลิซึม  

ของคลอเลสเตอรอล (9, 10) นอกจากนั้นแล้ว miRNA ยังมีส่วนเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคต่างๆ 

ในมนุษย์ รวมถึงการเกิดมะเร็ง (tumorigenesis) การศึกษาในปีพ.ศ. 2545 ชี้ให้เห็น miRNA 

ที่ เกี่ยวข้องกับโรคมะเร็ ง  โดยพบ miR-15a และ miR-16-1 อยู่บริ เวณโครโมโซมที่  13q14  

มักจะเกิดการ deletion หรือมีการแสดงออกที่ลดลงในผู้ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (chronic 

lymphocytic leukemia, CLL) ในกรณีที่ miR-15 และ miR-16 มีระดับการแสดงออกที่ลดลงนั้น

ส่งผลต่อการแสดงออกของยีน bcl-2 ที่มากขึ้น และส่งผลให้เกิดการตายแบบ apoptosis ลดลง 

ในผู้ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (41) อีกทั้งยังมีการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง miRNA กับผู้ป่วย

โรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี พบว่ามี miRNA จ านวนมากที่มีความเกี่ยวข้อง 

ทั้งการเกิดโรค ความรุนแรงของโรค การเพ่ิมจ านวนของไวรัส รวมไปถึงตัวผู้ป่วยเอง (11) 

 
2.7 เทคนิคในการวิเคราะห์ไมโครอาร์เอ็นเอ 

 microRNA profile (miRNA profile) เป็นการศึกษารูปแบบการแสดงออกของ  miRNA  

ซึ่งในปัจจุบันมีด้วยกันหลากหลายเทคนิค ข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์ miRNA profile โดยอาศัย

เทคนิค high-throughput จะแสดงให้ เห็นรูปแบบการแสดงออกของ  miRNA ที่แตกต่างกัน 

ในเนื้อเยื่อแต่ละชนิด หรือในสภาวะที่แตกต่างกัน ดังนั้นระดับการแสดงออกของ  miRNA  

อาจจะมีบทบาทในการใช้ท านายหรือการวินิจฉัยการเกิดโรคต่างๆได้ ในปัจจุบันจึงมีหลากหลาย
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การศึกษาให้ความสนใจกับรูปแบบการแสดงออกของ miRNA ในแต่ละสภาวะ การเลือกใช้เทคนิคใน

การวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของ miRNA นั้นต้องค านึงถึงตัวอย่างที่จะน ามาท าการวิเคราะห์ 

รวมทั้ งปริมาณ และความเข้มข้นของ RNA และหรือ miRNA ขั้นต่ าขึ้นอยู่ กับค าแนะน า 

ของแต่ละเทคนิค การศึกษาโดยอาศัยเทคนิค high-throughput แต่ละวิธีจะมีขั้นตอน รวมทั้งข้อดี

และข้อเสียแตกต่างกัน ดังแสดงในตารางที่ 1 

 

 
ตารางที่ 1 แสดงเทคนิคในการวิเคระาห์ miRNA profile  

และการเปรียบเทียบประสิทธิภาพต่างๆของแต่ละเทคนิค (42)  
Can identify novel miRNAs: Y = yes; N = no 

Data analysis: E = relatively easy; M = moderate; D = difficult 
 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

37 
 
2.8 nCounter® Human V3 miRNA Expression Assay หรือ NanoString 

nCounter® Human V3 miRNA Expression Assay หรื อ  NanoString เ ป็ น เ ท ค นิ ค 
ที่ได้รับการออกแบบมาเพ่ือใช้ในการตรวจวัดระดับการแสดงออกของ miRNA ในตัวอย่าง  
ซึ่งมีความไวสูง (sensitivity) และความแม่นย าสูง (reproducibility) รวมทั้งสามารถวิเคราะห์ 
miRNA จ านวนมากพร้อมๆกัน (multiplexed method) โดยอาศัยหลักในการเข้าจับกันระหว่าง 
RNA และ DNA (RNA–DNA hybridization) และใช้การติดฉลากโมเลกุลที่สนใจด้วย nCounter 
Reporter Probes ซึ่งสามารถวิเคราะห์ miRNA ของมนุษย์ได้ประมาณ 800 ชนิด นอกจากนั้นแล้ว
ยังเป็นการตรวจหา miRNA โดยไม่อาศัยเอนไซม์ในการ reverse transcription และเพ่ิมจ านวน 
(amplification) miRNA จึงลดข้อผิดพลาดที่อาจเกิดข้ึน (no amplification bias) 

ซึ่งจะประกอบไปด้วย 3 ขั้นตอน ได้แก่ 
 1. ขั้นตอน hybridization จะเป็นการเข้าจับระหว่าง probe 2 ชนิด กับโมเลกุลเป้าหมาย 

1. capture Probe เป็นล าดับนิวคลี โอไทด์ที่มีขนาดประมาณ 30 -50 เบส  
โดยทางปลาย 5 ' จะมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่จ าเพาะต่อยีนเป้าหมาย และทางปลาย 3'  
จะติดอยู่กับ biotin 

2. reporter Probes เป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีขนาดประมาณ 30-50 เบส  
โดยทางปลาย 5 ' จะมีรหัสสี (color code) 4 สี (แดง , เขียว , เหลือง, น้ าเงิน) จ านวน  
6 ต าแหน่งเพ่ือใช้เป็นสัญญาณในการตรวจวัด และทางปลาย 3' จะมีล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ที่มีความจ าเพาะต่อยีนเป้าหมายดังแสดงในรูปที่ 17 

 

 
รูปที่ 17 แสดงโครงสร้างของ capture probe และ reporter probes (รูปบน) 

การเข้าจับกันระหว่าง capture probe, reporter probes และยีนเป้าหมาย (รูปล่าง) 
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2 .  ขั้ นตอน purification และ  immobilization เป็ นการล้ า ง  probe ส่ วน เกินออก  
และยึด  target-probe complex ไว้ กับ  cartridge โดยอาศัย  biotin ที่ อยู่ บริ เ วณปลาย 3 '  
ของ capture probe จับกับ streptavidin ที่เคลือบบนผิวของ cartridge 

3.  ขั้นตอน data collection เป็นการอ่านผลโดยอาศัยสัญญาณของ fluorescent  
ซึ่งเป็นรหัสสีที่จ าเพาะต่อโมเลกุลเป้าหมาย โดยจ านวนที่นับได้จะเท่ากับจ านวนโมเลกุลของ miRNA 
ที่สนใจโดยตรงที่พบในตัวอย่าง ดังแสดงในรูปที่ 18 
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รูปที่ 18 แสดงขั้นตอนในการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA profiling) 

โดยใช้เทคนิค nCounter® Technology 
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2.9 การน าไมโครอาร์เอ็นเอมาประยุกต์ใช้ 

หลากหลายการศึกษาชี้ ให้ เห็นว่ามีการปลดปล่อย miRNA จากเซลล์เข้าสู่ของเหลว 
ภายในร่างกาย (body fluid) ไม่ว่าจะเป็นกระแสเลือด น้ าลาย น้ าตา ปัสสาวะ หรือแม้กระทั่งน้ านม  
ทั้งในสภาวะปกติ และสภาวะที่ เป็นโรค ซึ่งการปลดปล่อย miRNA ออกมายังไม่ทราบกลไก 
เป็นที่แน่นอน แต่มักจะอยู่ในรูปที่ป้องกันการโดนท าลายจากเอนไซม์ RNase ภายในร่างกาย 
ย ก ตั ว อ ย่ า ง เ ช่ น  ก า ร ร ว ม กั บ  RNA-binding protein, ร ว ม กั บ  lipid ห รื อ  lipoprotein,  
ถู ก ป ล่ อ ย ออก ม า พร้ อ ม กั บ  microvesicles, exosome แ ล ะ  apoptotic bodies (43, 44)  
การศึกษาในปีพ.ศ. 2556 พบว่า เมื่อเซลล์ตับได้รับความเสียหายจากปัจจัยต่างๆไม่ว่าจะเป็นการได้รับ
แอลกอฮอล์หรือการติดเชื้อไวรัส จะส่งผลกระทบต่อการท างานของตับ รวมทั้งระดับการแสดงออก
ของ miRNA ภายในเซลล์ตับ เมื่อเซลล์ตับได้รับความเสียหายจึงส่งผลให้ miRNA ภายในเซลล์หลุด
เข้าสู่ภายในกระแสเลือด (8) 

 

 
รูปที่ 19 แสดงกลไกในการปล่อย miRNA เข้าสู่กระแสเลือด (44) 

  
 จากหลากหลายการศึกษาชี้ให้เห็นว่า miRNA เป็นโมเลกุลที่ถูกผลิตขึ้นจากภายในร่างกาย
และสามารถตรวจพบได้จากของเหลวภายในร่ายกายทั้งในสภาวะปกติ หรือเมื่อเกิดพยาธิสภาพ 
ดังนั้น miRNA อาจเกี่ยวข้องกับกระบวนการต่างๆภายในร่างกาย รวมทั้งอาจจะสามารถน ามาใช้ 
ในการวินิจฉัย และพยากรณ์แนวโน้มที่จะเกิดโรคต่างๆ ซึ่งการตรวจวัด miRNA ภายในกระแสเลือด
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ถือเป็นหนึ่งวิธีที่ไม่ท าให้ผู้ป่วยบาดเจ็บ (non-invasive) ในปัจจุบันจึงมีความพยายามที่จะศึกษา 
miRNA ที่มีความจ าเพาะ และสามารถบ่งบอกการเกิดพยาธิสภาพของโรคได้ 
 
2.10 Real-time polymerase chain reaction 

เป็นเทคนิคที่ใช้ในการเพ่ิมจ านวนโดยอาศัย primer ที่มีความจ าเพาะ พร้อมกับตรวจวัด
ปริมาณของ DNA หรือ complementary DNA (cDNA) ที่สนใจที่เพ่ิมขึ้นในทุกช่วงเวลาได้ทันที 
โดยไม่ต้องรอให้กระบวนการเสร็จสิ้นก่อน โดยอาศัยการเรืองแสงของสี fluorescence และแสดงผล
ออกมาเป็นค่ า  cycle threshold (Ct) โดยกราฟที่ ได้ จากการท า  real-time PCR สามารถ 
แบ่งออกเป็น 3 ส่วนหลักๆ ได้แก่ 

1. linear ground phase เป็นช่วงต้นของการเพ่ิมจ านวนยีนที่สนใจ ประมาณช่วง 10-15 
cycle แรก ซึ่งมีจ านวนยีนที่สนใจค่อนข้างต่ า ท าให้มี minor groove ในการที่ fluorescence  
จะเข้าจับค่อนข้างต่ า ระดับของการเปล่งแสง fluorescence จึงใกล้เคียงกับ background 

2. log-linear หรือ exponential phase เป็นช่วงที่มีการเพ่ิมจ านวนของยีนที่สนใจเป็น  
2 เท่า โดยจุดตัดของกราฟ exponential จะเป็นบริเวณท่ีแสดงค่า Ct ของตัววอย่าง 

3. plateau phase เป็นช่วงท้ายของการเกิดปฏิกริยา เนื่องจากจะเป็นช่วงที่มีองค์ประกอบ
ในการเพิ่มจ านวนยีนที่สนในใจปริมาณที่มากเกินพอ 

 

 
รูปที่ 20 แสดงระยะต่างๆในการตรวจสอบระดับการแสดงออกของนียที่สนใจด้วย qPCR (45) 
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ค าศัพท์ที่เก่ียวข้องกับการท า real-time PCR 
- baseline หมายถึง สัญญาณช่วงแรกของการเกิดปฏิกริยาที่มีการเปล่งแสง fluorescence 

เพียงเล็กน้อย ซึ่งระดับการเปล่งแสงของ fluorescence จะมีค่าใกล้เคียงกับ background 

- ΔRn เป็นผลจากการค านวณ Rn = Rnf - Rnb 
Rnf คือ ระดับของแสง fluorescence ที่เปล่งออกมาเมื่อจับกับ PCR product ในแต่ละช่วงเวลา 
Rnb คือ ระดับของแสง fluorescence ที่เปล่งออกมาของ baseline 

-  threshold หมายถึง ระดับที่ มีการเปล่ งแสง fluorescence สู งกว่า background  
เป็นต าแหน่งที่ เริ่มวัดระดับของแสง fluorescence ในตัวอย่าง  โดยทั่ ว ไปแล้ว threshold  
จะมีค่าประมาณ 10 เท่า ของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของระดับแสง fluorescence ที่เปล่งออกมา
ตั้งแต่รอบที่ 3-15 

-  cycle threshold (Ct) หมายถึ ง  จ านวนรอบที่ ใ ช้ ในการ เ พ่ิมจ านวนยีนที่ สนใจ 
จนมีระดับการเปล่งแสง fluorescence สูงกว่า background ซึ่งค่า Ct จะมีความสัมพันธ์กับปริมาณ 
DNA ตั้งต้น กล่าวคือ ตัวอย่างที่มีค่า Ct ต่ า แสดงว่ามีปริมาณ DNA ตั้งต้นในตัวอย่างมาก ตัวอย่างที่มี
ค่า Ct สูง แสดงว่ามีปริมาณ DNA ในตัวอย่างน้อย 

- melt curve หมายถึง กราฟที่ได้จากอุณหภูมิที่ท าให้ DNA สายคู่แยกออกเป็นสายเดี่ยว
ครึ่ งหนึ่ ง โดย melt curve จะสามารถบอกการเกิดการจับกันของ primer (primer dimer)  
โดยดูจาก melting temperature  
ระบบในการตรวจวัดยีนที่สนใจด้วย real-time PCR ประกอบไปด้วย 2 วิธีหลักๆ ได้แก่  
1. TaqMan probe real-time PCR assay 

เป็นเทคนิคที่ใช้ในการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอที่ต้องการศึกษาอย่างจ าเพาะ โดยอาศัย  primer 

และ probe ซึ่งเป็น oligonucleotide สายสั้นๆที่มีการติดฉลากด้วยโมเลกุลที่สามารถเปล่งแสง 

fluorescence (reporter) ซึ่ งจะมีตัวบดบัง (quencher) ติดอยู่ด้วย  เมื่อมีการเพ่ิมจ านวนยีน 

โดยอาศัย DNA polymerase จะเกิดการย่อย probe ท าให้ reporter หลุดออกจาก quencher  

จึงสามารถเปล่งแสง fluorescence ได้ ดังแสดงในรูปที่ 21 
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รูปที่ 21 แสดงโครงสร้างของ TaqMan probe ที่ประกอบด้วย reporter และ quencher  

และการเกิดปฏิกริยาเมื่อถูกย่อยโดย DNA polymerase (45) 
 

2. SYBR Green real-time PCR assay 

 เป็นเทคนิคที่ ใช้ในการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอที่ต้องการศึกษาอย่างจ าเพาะ โดยอาศัย  

การติดฉลากด้วยสารเรืองแสงประเภท fluorochrome เช่น SYBR Green ซึ่งสามารถเข้าจับ 

กับบริ เวณ minor groove ของดี เ อ็นเอสายคู่  (double-stranded DNA) ดังแสดงในรูปที่  22  

ดั งนั้ น เมื่ อมี การ เ พ่ิมจ านวนของ  DNA ที่ สน ใจ โดยอาศั ย  primer และ  DNA polymerase  

สี fluorochrome จะเข้าจับกับ DNA และมีการเปล่งแสง fluorescence ออกมาท าให้สามารถ

ตรวจวัดปริมาณ DNA ที่ เ พ่ิมขึ้ น ได้ ในทุกช่ วง เวลาที่ เกิ ดปฏิ กิ ริ ยา  (real-time detection)  

ซึ่งปริมาณ DNA ที่เพ่ิมขึ้นในแต่ละรอบของการเกิดปฏิกิริยาจะแปรผันตรงกับสัญญาณการเรืองแสง

ของ SYBR Green ที่เพ่ิมข้ึน 
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รูปที่ 22 แสดงการเข้าจับของ SYBR Green บริเวณ minor groove ของ DNA สายคู่ (45) 

 

ในการวิ เคราะห์  miRNA ด้ วย เทคนิค  SYBR Green real-time PCR assay ประกอบไปด้ วย  

3 ขั้นตอน ได้แก่ 

1. Polyuridylation เป็นการเติม UTP แบบสุ่มบริเวณปลาย 3' ของอาร์เอ็นเอ โดยอาศัย

เอนไซม์ Poly(U) polymerase เพ่ือให้ miRNA มีขนาดยาวพอที่ primer จะสามารถจับได้ 

2. Reverse Transcription เป็นการสร้าง cDNA โดยอาศัย universal poly(A) stem-loop 

RT primer หรือ SL-poly(A) (46) ซึ่งจะประกอบไปดว้ย 2 ส่วนที่ส าคัญ ได้แก่ 

• 3' poly(A) ซึ่งเป็นส่วนที่สามารถจับกับ Poly(U) ที่ได้จากการเติมในขั้นตอน 

Polyuridylation โดยมี Degenerate Anchor Sequence อยู่บริ เวณปลาย 3'  

เพ่ือใช้เป็นต าแหน่งในการจับกับ miRNA 

• 5' Stem-loop ซึ่งเป็นส่วนที่  universal reverse primer สามารถจับได้อย่าง

จ าเพาะ 

3. Real-time PCR เป็นขั้นตอนในการเพ่ิมจ านวน เพ่ือใช้ในการตรวจวัดระดับของ miRNA 

ดังแสดงในรูปที่ 23 
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รูปที่ 23 แสดงขั้นตอนการตรวจวัด miRNA ด้วยเทคนิค SYBR Green real-time PCR assay 

(ดัดแปลงจาก (46)) 

 
การวิเคราะห์ผล real-time PCR สามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทหลัก ได้แก่ 
1. Absolute quantification 
 เป็นการหาปริมาณยีนที่สนใจในตัวอย่าง โดยอาศัยการสร้างกราฟมาตรฐาน (standard 
curve) จากการเจืองจาง template ที่ทราบความเข้มข้นแน่นอน และแสดงผลในรูป copies/µl 
2. Relative quantification 
 เป็นการวัดปริมาณยีนที่สนใจเปรียบเทียบกับ reference gene โดยแสดงผลในรูปอัตราส่วน
ของยีนที่สนใจต่อ reference gene  
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย 

 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษารูปแบบ Retrospective cohort study เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่
เป็นโรค และกลุ่มที่ไม่เป็นโรค โดยผ่านการพิจารณาและอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรม 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Chulalongkorn University Ethics Committee) IRB No.726/60 

 

3.2 เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 

 1. Autoclave (Hiramaya, USA) 

2. Block heater (Bioer Technology, China) 

3. Electrophoresis chamber set (Major Science, USA) 

4. Force Mini (Lio Lab International, Korea) 

5. Freezer -20ºC (Sanyo, Japan) 

6. Freezer -80ºC (Panasonic, Japan) 

7. Microwave oven (Sharp, Japan) 

8. Mini Centrifuge (Eppendorf, Germany) 

9. Nanophotometer (Implen, Germany) 

10. nCOUNTER SPRINT (NanoString Technologies, USA) 

11. nCOUNTER MAX (NanoString Technologies, USA) 

12. PCR cabinet (CaHC, Japan) 

13. PCR Mastercycler Gradient (Eppendorf, Germany) 

14. Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies, USA) 

15. Refrigerator 4ºC (Panasonic, Japan) 

16. Shaker-Incubator ES-20 (BIOSAN, Latvia) 

17. StepOnePlus Real-time PCR System (Applied Biosystems, USA) 

18. UV transilluminator gel doc (Vilber Lourmat, France) 

19. Vortex mixer (Scientific Industries, USA) 
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3.3 วัสดุอปุกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 

1. Automatic Pipette ขนาด 2.5µl, 10 µl, 100 µl, 200 µl และ 1000 µl (Eppendorf, 
Germany)  

2. Cylinder ขนาด 100 ml, 250 ml และ 1000 ml (K-EXAX, USA) 

3. Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml (Axygen, USA) 

4. Para film (Plastic Packaging, USA) 

5. PCR tube ขนาด 0.2 ml (Axygen, USA) 

6. Pipette tip ขนาด 10 µl, 200 µl และ 1000 µl (Axygen, USA) 

7. Reagent bottle ขนาด 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1000 ml (Schott Duran, 
Germany) 

8. Real-Time PCR tube ขนาด 0.1 ml (Kisker Biotech, Netherlands) 

 

3.4 สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

สารเคมีที่ใช้ในการเก็บตัวอย่าง 

1. RNA later (Cat No. 76106, QIAGEN, Germany) 

 สารเคมีที่ใช้ในการสกัด RNA 

1. GenUP™ Total RNA Kit (Cat No. BR0700902, Biotechrabbit, Germany) 

2. Ethanol (Cat No. 1009832500, Merck, Germany) 

สารเคมีที่ใช้ในการวัดความเข้มข้นของ RNA 

1. Qubit™ RNA HS Assay Kit (Cat No. Q32852, Thermo Scientific, USA) 

สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ miRNA profiling 

1. nCounter® Human V3 miRNA Expression Assay Kits (Cat No. CSO-
MIR3-12) 

  2. Water-DEPC treated (Cat No. DD1005, Bio Basic, Canada) 

สารเคมีที่ใช้ในการสกัด miRNA จาก cell line 

1. miRNA Isolation kit (Cat No. RMI050, Geneaid Biotech, USA) 

2. ddH2O saturated phenol (Cat No. 0945, Amresco, USA) 

3. Chloroform (Cat No. AR1027E, RCI Labscan, Thailand) 
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4. Absolute ethanol (Cat No. 1009832500, Merck, Germany) 

สารเคมีที่ใช้ในการสังเคราะห์ polyU 

1. Poly(U) polymerase (Cat No. M0337S, New England Biolabs, UK) 

2. UTP (Cat No. R0471, Thermo Scientific, USA) 

3. RiboLock RNase Inhibitor (Cat No. E00382, Thermo Scientific, USA) 

สารเคมีที่ใช้ในการสังเคราะห์ cDNA 

1. primer (Integrated DNA Technologies, Singapore) 

2. RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Cat No. 1622, Thermo 
Scientific, USA) 

สารเคมีที่ใช้ในการตรวจสอบยีนที่สนใจด้วย gel electrophoresis 

  1. Agarose (Cat No. 0710-100G, Amresco, USA) 

  2. Tris (Cat No. 0826-1KG, Amresco, USA) 

3. Boric Acid (Cat No. 100165, Merck, Germany) 

4. EDTA (Cat No. EB0185 Bio Basic, Canada) 

5. Redsafe Nucleic Acid Staining Solution (Cat No. 21141, iNtRON 
biotechnology, Korea) 

5. 6X DNA Loading dye 

6. 100bp DNA Ladder H3 RTU (Cat No. DM003-R500, RBC Bioscience, 
Taiwan) 

สารเคมีที่ใช้ในการสกัด miRNA จากชิ้นเนื้อ 

  1. microRNA Purification Kit (Cat No. 21300, Norgen, Canada) 

  2. TRIzol (Cat No. 15596026, Thermo Scientific, USA) 

3. Chloroform (Cat No. AR1027E, RCI Labscan, Thailand) 

4. Absolute ethanol (Cat No. 1009832500, Merck, Germany) 

สารเคมีที่ใช้ในการสกัด miRNA จากซีรั่ม 

1. miRNA Isolation kit (Cat No. RMI050, Geneaid Biotech, USA) 

2. ddH2O saturated phenol (Cat No. 0945, Amresco, USA) 

3. Chloroform (Cat No. AR1027E, RCI Labscan, Thailand) 
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4. Absolute ethanol (Cat No. 1009832500, Merck, Germany) 

สารเคมีที่ใช้ในการท า Real-time PCR 

  1. QPCR Green Master Mix HRox (Cat No. BR0500402, Biotechrabbit, 
Germany) 

  2. Distilled water 

3. Specific primer (Integrated DNA Technologies, Singapore) 

4. cDNA template 

โปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใช้ในงานวิจัย 

1. Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

       (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

2. BioEdit Sequence Alignment Editor (Version 7.0.5.3) 

3. EndNote X8 (Version 8.2) 

4. GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, USA) 

5. miRTarBase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php) 

6. nSolver Analysis Software (Version 4.0) 

7. Oligos (Version 9.1) 

8. StepOne Software (Version 2.3) 

9. SPSS software for Windows version 23 (SPSS, Chicago, IL) 

 

3.5 ระเบียบวิธีวิจัย 

3.5.1 กลุ่มประชากรเป้าหมาย 

กลุ่มประชากรที่ท าการเก็บชิ้นเนื้อ 

 เกณฑ์การคัดเลือก (Inclusion criteria)  

 1. ผู้ที่มีเชื้อชาติไทย อายุ 40 ปีขึ้นไป 

 2. ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่มีการวินิจฉัยยืนยันทางพยาธิวิทยา หรือได้รับการวินิจฉัยทางรังสี
วิทยา ตรงตามมาตรฐานเกณฑ์การวินิจฉัยโรคมะเร็งตับ และได้รับการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับในช่วงปี
พ.ศ. 2555-2560 

3. ผู้ป่วยที่ได้รับการตรวจว่ามีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBsAg positive) 
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4. ผู้ป่วยได้รับการผ่าตัดครั้งแรกที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ โดยมีการเก็บชิ้นเนื้อบริเวณ  
ส่วนที่เป็นมะเร็ง (cancerous tissue) และบริเวณข้างเคียง (adjacent non-cancerous tissue) 
เก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลว 

5. มีการประเมินผลทางคลินิกก่อนการรักษา (ระยะความรุนแรงของโรค ขนาดก้อนมะเร็ง 
ค่า AFP และตัวแปรอื่นๆ) และติดตามอัตราการรอดชีวิตจากแฟ้มประวัติ 

เกณฑ์การคัดออก (Exclusion criteria)  

 1. ผู้ป่วยชาวต่างชาติ 

2. ผู้ป่วยที่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV) ร่วมกับการติดเชื้อไวรัสชนิดอ่ืน เช่น 
ไวรัสตับอักเสบซี (HCV) หรือเอชไอวี (Human immunodeficiency virus, HIV) 

3. ผู้ป่วยที่ไม่ยินยอมเข้าร่วมโครงการศึกษาวิจัย หรือไม่สามารถลงลายมือชื่อในใบยินยอม  
เข้าร่วมการศึกษาวิจัย 

กลุ่มประชากรที่ท าการเก็บซีรั่ม 

1. กลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV-related HCC) 

 เกณฑ์การคัดเลือก (Inclusion criteria) 

1. ผู้ที่มีเชื้อชาติไทย อายุอายุ 40 ปีขึ้นไป 

 2. ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่มีการวินิจฉัยยืนยันทางพยาธิวิทยา หรือได้รับการวินิจฉัยทางรังสี
วิทยา ตรงตามมาตรฐานเกณฑ์การวินิจฉัยโรคมะเร็งตับ และได้รับการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับในช่วงปี
พ.ศ. 2555-2560 

3. ผู้ป่วยที่ได้รับการตรวจว่ามีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBsAg positive) 

 เกณฑ์การคัดออก (Exclusion criteria)  

1. ผู้ป่วยชาวต่างชาติ 

2. ผู้ป่วยที่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV) ร่วมกับการติดเชื้อไวรัสชนิดอ่ืน เช่น 
ไวรัสตับอักเสบซี (HCV) หรือเอชไอวี (Human immunodeficiency virus, HIV) 

2. กลุ่มผู้ป่วยท่ีติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้องรัง (Chronic hepatitis B virus infection) 

เกณฑ์การคัดเลือก (Inclusion criteria) 

 1. ผู้ที่มีเชื้อชาติไทย 

2. ผู้ป่วยที่ได้รับการตรวจว่ามีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBsAg positive) 

เกณฑ์การคัดออก (Exclusion criteria)  

1. ผู้ป่วยชาวต่างชาติ 
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2. ผู้ป่วยที่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV) ร่วมกับการติดเชื้อไวรัสชนิดอ่ืน เช่น 
ไวรัสตับอักเสบซี (HCV) หรือเอชไอวี (Human immunodeficiency virus, HIV) 

3. กลุ่มคนปกติ (Healthy control) 

เกณฑ์การคัดเลือก (Inclusion criteria) 

 1. ผู้ที่มีสัญชาติไทย 

 2. ผู้ที่ได้รับการตรวจว่าไม่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus) 

เกณฑ์การคัดออก (Exclusion criteria)  

1. ผู้ป่วยชาวต่างชาติ 

2. ผู้ป่วยที่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV) ร่วมกับการติดเชื้อไวรัสชนิดอ่ืน เช่น 
ไวรัสตับอักเสบซี (HCV) หรือเอชไอวี (Human immunodeficiency virus, HIV) 

3.5.2 ขนาดของประชากรตัวอย่าง 

เนื่องจากงานวิจัยนี้เป็นการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่เป็นโรค และกลุ่มที่ไม่เป็นโรค 
(Retrospective case-control study) ดังนั้นจึงค านวณประชากรได้จากสมการดังต่อไปนี้ 

 

 
 

N = จ านวนประชากรที่ศึกษา 

P = (P1 + P2) / 2 

P1 = (P2 x odd ratio) / 1 + P2 (odd ratio - 1) 

P2 = อัตราการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอที่สนใจในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจาก 
       การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

Zα = ค่าสถิติมาตรฐานใต้โค้งปกติแทนความคลาดเคลื่อนชนิดที่ 1 แบบ two-tail test 

          โดย Zα /2 = 1.96 เมื่อกาหนด α = 0.05    

Zß = ค่าสถิติมาตรฐานใต้โค้งปกติแทนความคลาดเคลื่อนชนิดที่ 2 โดย Zß = 1.28 
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แต่เนื่องจากงานวิจัยนี้ยังไม่ทราบอัตราการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอที่สนใจ จึงอ้างอิง
ขนาดตัวอย่างจากการศึกษา Hepatic miR-126 is a potential plasma biomarker for detection 
of hepatitis B virus infected hepatocellular carcinoma โดย Ghosh และคณะ ในปีพ.ศ. 2559 
(47) ที่มีรูปแบบการศึกษาใกล้เคียงกัน โดยจะแบ่งการศึกษาออกเป็น 3 ส่วน 

ส่วนที่ 1 ขั้นตอนการหารูปแบบการแสดงออกของ miRNA (miRNA profile) จะใช้ตัวอย่างทั้งหมด
จ านวน 5 ตัวอย่าง โดยทุกตัวอย่างจะมีการเก็บชิ้นเนื้อทั้งบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง (cancerous 
tissue) และบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (adjacent non-cancerous tissue) 

ส่วนที่ 2 ขั้นตอนการตรวจสอบระดับการแสดงออกของ miRNA (miRNA validation) ในชิ้นเนื้อ 
จะใช้ตัวอย่างทั้งหมด 22 ตัวอย่าง โดยทุกตัวอย่างจะมีการเก็บชิ้นเนื้อทั้งบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง 
(cancerous tissue) และบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (adjacent non-cancerous tissue) 

ส่วนที่ 3 ขั้นตอนการตรวจสอบระดับการแสดงออกของ  miRNA (miRNA validation) ในซีรั่ม 
จะแบ่งตัวอย่างออกเป็น 3 กลุ่ม โดยแต่ละกลุ่มจะใช้ตัวอย่าง 100 ตัวอย่างต่อกลุ่ม 

 

3.6 การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

3.6.1 การเก็บตัวอย่าง 

1. ตัวอย่างชิ้นเนื้อ ท าการเก็บชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง (cancerous tissue) และ
บริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (adjacent non-cancerous tissue) ใน 50 ml tube ที่มี RNA later 
เพ่ือรักษาสภาพของ nucleic acid จากนั้นท าการตัดเป็นชิ้นประมาณ 20 มิลลิกรัม ลงใน cryo-
preservative tube ที่มี RNA later และเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

2. ตัวอย่างเลือด ท าการเก็บเลือดประมาณ 5 ml ลงในหลอดที่ไม่มีสารป้องกันการแข็งตัว
ของเลือด (anticoagulant) จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงที่ 1,600 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
12 นาที เพ่ือท าการแยกบริเวณส่วนของซีรั่ม (serum) และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -80ºC 

3.6.2 การสกัด RNA จากชิ้นเนื้อโดย GenUPTM Total RNA kit 

1. เตรียมตัวอย่างชิ้นเนื้อขนาดประมาณ 20 มิลลิกรัม เติม LYSIS LR 450 µl ลงใน 
โกร่งบดชิ้นเนื้อ 

2. บดจนเป็นเนื้อเดียวกัน และดูดสารละลายทั้งหมดลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube  

3. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาท ี

4. น าสารละสายทั้งหมดใส่ลงใน Mini Filter DNA (คอลัมน์สี ฟ้า) ที่ประกอบอยู่กับ 
collection tube 
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5. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ทิ้งคอลัมน์  

6. น าส่วนสารละลายใสที่ผ่านการกรองมาเติม 70% ethanol ในปริมาตรที่เท่ากัน (ประมาณ 
400 µl) จากนั้นผสมให้เข้ากันด้วยปิเปต 

7. น าสารละลายทั้งหมดใส่ลงใน Mini Filter RNA (คอลัมน์สีม่วง) ที่ประกอบอยู่กับ 
collection tube 

8. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ทิ้งสารที่ผ่านจากการกรอง 
พร้อมทั้ง collection tube 

9. น า Mini Filter RNA (คอลัมน์สีม่วง) ประกอบกับ collection tube หลอดใหม่ 

10. ใส่ Buffer WASH A 500 µl 

11. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งสารที่ผ่านจากการกรอง 
พร้อมทั้ง collection tube 

12. น า Mini Filter RNA (คอลัมน์สีม่วง) ประกอบกับ collection tube หลอดใหม่ 

13. ใส่ Buffer WASH B 700 µl 

14. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งสารที่ผ่านจากการกรอง 
พร้อมทั้ง collection tube 

15. น า Mini Filter RNA (คอลัมน์สีม่วง) ประกอบกับ collection tube หลอดใหม่ 

16. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ทิ้งสารที่ผ่านจากการกรอง 
พร้อมทั้ง collection tube 

17. น า Mini Filter RNA (คอลัมน์สีม่วง) ประกอบกับ elution tube  

18. ใส่ RNase-free water 50 µl บริเวณก่ึงกลาง Mini Filter RNA (คอลัมน์สีม่วง) 

19. ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาท ี

20. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  

21. วัดความเข้มข้นของ RNA ด้วยเครื่อง Nanodrop 

3.6.3 การวัดความเข้มข้นของ RNA โดย QubitTM RNA HS Assay Kit 

 1. เตรียม Standard 

- เตรียม Qubit® Working Solution โดยท าการผสม Qubit® RNA Reagent 1 µl 
กับ Qubit® RNA Buffer 199 µl ต่อ 1 reaction 
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- ผสม  Qubit® Working Solution 190 µl กั บ  Qubit® Standard #1 10 µl 
จากนั้น vortex เป็นเวลา 2-3 วินาที 

- ผสม  Qubit® Working Solution 190 µl กั บ  Qubit® Standard #2 10 µl 
จากนั้น vortex เป็นเวลา 2-3 วินาที 

- น าหลอด Standard ทั้ง 2 หลอด ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาท ี

2. เตรียมตัวอย่าง RNA 

- ผสม Qubit® Working Solution 199 µl กับ ตัวอย่าง RNA 1 µl จากนั้น vortex 
เป็นเวลา 2-3 วินาที 

- ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาท ี

3. เปิดเครื่อง Qubit® 2.0 Fluorometer ตั้งค่า Standard #1 และ #2 

4. วัดความเข้มข้น ตัวอย่าง RNA 

3.6.4 การวิเคราะห์ miRNA profiling โดย nCounter® Human V3 miRNA Expression 
Assay 

การเตรียมตัวอย่าง miRNA (sample preparation) 

1. น า RNA ที่ได้จากการสกัดและวัดความเข้มข้นด้วย Qubit มาปรับความเข้มข้มด้วย DEPC 
ให้ได้ 33 ng/µl 

2. เตรี ยม 1:500 miRNA Assay control โดยผสม DEPC 499 µl และ miRNA Assay 
Controls 1 µl จากนั้น vortex และ spin down 

3. เตรี ยม annealing master mix โดยผสม Annealing Buffer 13 µl กับ  nCounter 
miRNA Tag Reagent 26 µl และ 1:500 miRNA Assay Controls 6.5 µl จากนั้นผสมให้เข้ากัน
ด้วยปิเปต และ spin down 

4. แบ่ง annealing master mix 3.5 µl ใส่ลงใน strip tube จ านวน 12 หลอด 

5. ใส่ตัวอย่าง RNA 3 µl (100 ng) ลงใน strip tube ผสมให้เข้ากัน และ spin down 

6. น า strip tube ใส่เข้าสู่เครื่อง thermocycler โดยตั้งโปรแกรมดังแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 แสดงสภาวะที่ใช้ในขั้นตอน Annealing 

อุณหภูมิ (ºC) เวลา 
94ºC 1 นาที 
65ºC 2 นาที 
45ºC 10 นาที 
48ºC hold 

 
7. เตรียม ligation master mix โดยผสม PEG 19.5 µl และ Ligation Buffer 13 µl 

8. แบ่ง ligation master mix 2.5 µl ใส่ลงใน strip tube จ านวน 12 หลอด ผสมให้เข้ากัน 
และ spin down 

9. น า strip tube กลับเข้าสู่เครื่อง thermocycler บ่มที่อุณหภูมิ 48ºC เป็นเวลา 5 นาท ี

10. ใส่ Ligase 1 µl ลงใน strip tube จ านวน 12 หลอด ในขณะที่ strip tube บ่มอยู่ที่
อุณหภูมิ 48ºC ในเครื่อง thermocycler จากนั้น ตั้งโปรแกรมดังแสดงในตารางที่ 3 

 

ตารางที่ 3 แสดงสภาวะที่ใช้ในขั้น Ligation 
อุณหภูมิ (ºC) เวลา 

48ºC 3 นาที 
47ºC 3 นาที 
46ºC 3 นาที 
45ºC 5 นาที 
65ºC 10 นาที 
4ºC hold 

 
11. ใส่ Ligation Clean-Up Enzyme 1 µl ลงใน strip tube จ านวน 12 หลอด จากนั้น

ผสมให้เข้ากัน และ spin down 

12. น า strip tube ใส่เข้าสู่เครื่อง thermocycler โดยตั้งโปรแกรมดังแสดงในตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4 แสดงสภาวะที่ใช้ในขั้น Purification 

อุณหภูมิ (ºC) เวลา 
37ºC 60 นาที 
70ºC 10 นาที 
4 ºC hold 

 
13. ใส่ DEPC 40 µl ลงใน strip tube จ านวน 12 หลอด ผสมให้เข้ากัน และ spin down 

14. น า strip tube จ านวน 12 หลอด บ่มที่อุณหภูมิ 85ºC เป็นเวลา 5 นาที และบ่มใน
น้ าแข็งทันท ี

การ miRNA Hybridization  

1. เตรียม master mix โดยผสม Reporter CodeSet 130 µl และ hybridization buffer 
130 µl ผสมให้เข้ากัน และ spin down  

2. แบ่ง master mix 20 µl ใส่ลงใน strip tube ใหม่ จ านวน 12 หลอด  

3. แบ่ง miRNA ที่ผ่านขั้นตอน Sample Preparation แต่ละหลอด 5 µl ใส่ลงใน strip 
tube ใหม่แต่ละหลอด จ านวน 12 หลอด  

4. ใส่ Capture ProbeSet 5 µl ใส่ลงใน strip tube จ านวน 12 หลอด  

5. บ่มที่อุณหภูมิ 65ºC เป็นเวลา 12-30 ชั่วโมง 

การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ miRNA 

1. ประกอบอุปกรณ์เข้าเครื่อง nCOUNTER SPRINT รวมทั้งน า strip tube ที่ผ่านขั้นตอน
การเตรียมตัวอย่างเข้าสู่เครื่อง  

2. ย้าย Cartridge เข้าสู่เครื่อง nCOUNTER MAX เพ่ือท าการถ่ายภาพ และนับจ านวน
โมเลกุลของยีนเป้าหมาย 

3.6.5 การวิเคราะห์ผล miRNA profile โดย nSolver Analysis software 

ภายหลังจากการอ่านผลการแสดงออกของ miRNA ด้วยเครื่อง nCOUNTER MAX แล้ว 
จะท าการส่งข้อมูลในรูป .RCC file เพ่ือท าการวิเคราะห์โดย nSolver Analysis Software 4.0  

1. Data Import เป็นการเลือกข้อมูลเข้าไปยังโปรแกรม nSolver Analysis Software 4.0 
ซึ่งจะประกอบไปด้วยข้อมูลเป็น 2 ประเภท ได้แก่ 

-  Reporter Library Files (.RLF) ไ ฟ ล์  RLF จ ะ เ ป็ น ข้ อ มู ล ร า ย ล ะ เ อี ย ด 
ของชุดวิเคราะห์ nCounter® Human V3 miRNA Expression Assay Kits ประกอบไปด้วย 
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Probe ID, miRNA เป้าหมายที่สามารถจับได้อย่างจ าเพาะกับ Probe, ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของ miRNA ทุกตัวที่สามารถวิเคราะห์ได้ 

- Reporter Code Counts (.RCC) ไฟล์ RCC จะเป็นไฟล์ข้อมูลดิบที่วิ เคราะห์ 
การแสดงออกของ miRNA ซึ่งได้จากการดาวน์โหลดข้อมูลจากเครื่อง Digital Analyzer และ
ต้องอาศัยไฟล์ RLF เป็นตัวก าหนดการวิเคราะห์ต่างๆในโปรแกรม nSolver Analysis 
Software 4.0 

2. Quality Control (QC) เป็นการตรวจสอบคุณภาพของข้อมูล ตั้งแต่ขั้นตอนการเตรียม
ตัวอย่างจนถึงการวิเคราะห์ผลด้วยเครื่อง Digital Analyzer ซึ่งจะประกอบไปด้วยการตรวจสอบ
คุณภาพ 4 ประเภท ได้แก่ 

- Imaging QC เป็นการตรวจสอบคุณภาพในการถ่ายภาพของเครื่อง Digital 
Analyzer โดยคิดเป็นร้อยละของ miRNA เป้าหมายที่อ่านได้ใน 1 ครั้งของการถ่ายภาพ 
ในแต่ละตัวอย่าง 

- Binding Density QC เป็นการตรวจสอบคุณภาพในการยึดเกาะของ probe  
บน Cartridge ในแต่ละตัวอย่าง เนื่องจากถ้ามีปริมาณ probe ที่ยึดเกาะมากเกินไป 
ความสามารถในการวิเคราะห์ความแตกต่างของแต่ละ probe จะลดลง แต่ถ้ามีปริมาณ 
probe ที่ยึดเกาะน้อยเกินไป ความสามารถในการวิเคราะห์อาจเกิดความผิดพลาด ดังนั้น  
จึงต้องมีการตรวจสอบการยึดเกาะของ probe ในทุกๆตารางไมครอนของแต่ละตัวอย่าง 

-  Positive Control Linearity QC เป็นการวิ เคราะห์ความสัม พันธ์ ระหว่ า ง  
ความเข้มข้นกับผลของการนับจ านวนโมเลกุลของ positive control แต่ละตัวที่ใส่ลงไป 
ในการวิเคราะห์ 

-  Positive Control Limit of Detection QC เป็นการควบคุมความสามารถ 
ในการวิเคราะห์ โดยจะมีการใส่ positive control ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ negative 
control ที่  probe ไม่สามารถจับได้  โดยคาดหวังว่าโมเลกุลของ positive control  
ที่มีความเข้มข้นต่ าที่สุด (0.5 fM) จะต้องนับได้มากกว่าค่าเฉลี่ยของ negative control 

3. Sample Annotation เป็นการจัดกลุ่มให้กับตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ เหมาะส าหรับ 
การเปรียบเทียบในหลายๆสภาวะ เนื่องจากสามารถแบ่งเป็นกลุ่มย่อยๆในแต่ละกลุ่มใหญ่ได้ 
เพ่ือให้สะดวกในการวิเคราะห์ขั้นถัดไปหลังจากนี้ 

4 .  Background Subtraction เ ป็ นการหั กลบค่ าที่ อ า จ เกิ ด จ ากข้ อผิ ดพลาด ออก 
ในทุกๆตัวอย่างโดยค่าท่ีใช้ในการหักลบนั้น อาจเป็นค่าเฉลี่ย (mean), ค่าเฉลี่ยเรขาคณิต (geometric 
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mean), ค่ามัธยฐาน (median), ค่าสูงสุด (max) ของโมเลกุลของ negative control ที่นับได้ หรือ
ค่าท่ีอ่านได้จากเลนที่ไม่มีตัวอย่างในการหักลบ 

5. Normalization เป็นการปรับค่าที่จะใช้ในการวิ เคราะห์ด้วย ค่าเฉลี่ย เรขาคณิต 
(geometric mean) ของ miRNA 100 อันดับแรกที่พบมากที่สุด และมีจ านวนโมเลกุลมากกว่า 100 
โมเลกุล 

6. Ratio Building เป็นการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงอกของ miRNA ในแต่ละกลุ่ม  
โดยสามารถก าหนดว่าต้องการเปรียบเทียบกับกลุ่มไหน ตามที่ได้จัดกลุ่มไว้ข้างต้น เช่น รูปแบบ 
การแสดงออกของ miRNA ในกลุ่มของชิ้นเนื้อบริ เวณส่วนที่ เป็นมะเร็ง (cancerous tissue) 
เปรียบเทียบกับกลุ่มของบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (adjacent non-cancerous tissue)  

7. Analysis เป็นการแสดงผลรูปแบบการแสดงออกของ miRNA ซึ่งสามารถแสดงผล 
ได้หลากหลายรูปแบบ เช่น heat map, violin plot, box plot, scatter plot และ histogram 

3.6.6 การท าตัวแปรควบคุมเชิงบวก (Positive Control) 

การสกัด miRNA จาก HepG2 cell line โดยใช้ Geneaid® miRNA Isolation kit 
Sample Preparation & Lysis 

1. น าตะกอนเซลล์ HepG2 เติม Lysis Buffer 200 µl และน าไป vortex 

2. ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาท ี

RNA Precipitation 

3. ใ ส่  Mi Buffer 20 µl, ddH2O saturated phenol 180 µl และ  chloroform 40 µl 
จากนั้นผสมให้เข้ากันโดย vortex เป็นเวลา 2 นาท ี

4. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาท ี

5. น าสารละลายใสส่วนบน ใส่ลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube 

6. ใส่ absolute ethanol คิดเป็น 35% ของปริมาตรส่วนสารละลายใส (ถ้าสารละลายใส 
มีปริมาตร 200 µl ใส่ absolute ethanol 108 µl) ผสมให้เข้ากัน 

RNA Binding 

7. ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงใน RNA Column ที่ประกอบอยู่กับ 2 ml collection tube 

8. ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาท ี

 9. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที 

 10. น าส่วนสารละลายที่ผ่านการกรองใส่ลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube 
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11. ใส่ absolute ethanol คิดเป็น 70% ของปริมาตรส่วนสารละลายที่ผ่านการกรอง 
(ถ้าสารละลายที่ผ่านการกรองมีปริมาตร 290 µl ใส่ absolute ethanol 676 µl) ผสมให้เข้ากัน 

12. ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงใน RNA Column ที่ประกอบอยู่กับ 2 ml collection tube 

13. ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาท ี

14. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที 

Wash 

15. ใส่ Wash Buffer 200 µl 

16. ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาท ี

17. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาท ี

Elution 

18. น า RNA Column ประกอบกับ 1.5 ml microcentrifuge tube 

19. ใส่ Release Buffer (ที่มีการให้ความร้อนที่ 65ºC) 30 µl บริเวณก่ึงกลาง RNA Column 

20. ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 นาท ี

21. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาท ี  

22. วัดความเข้มข้นของ miRNA ด้วยเครื่อง Nanodrop 

3.6.7 การเติม polyuridylation และ การสังเคราะห์ cDNA synthesis 

1. เตรียม master mix โดยใช้สารเคมีดังตารางที่ 5 

 

ตารางที่ 5 แสดงสารเคมีที่ใช่ในกระบวนการ Polyuridylation 

สารเคมี ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

10X NEBuffer 2.50 1 

50 mM UTP 0.25 2.5 mM 

40 U/µl RiboLock RNase Inhibitor 1.00 40 units 

2 U/µl Poly (U) polymerase 1.00 2 units 

Distilled water 0.25  

Small RNA 20.00  

ปริมาตรรวม 25.00  
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2. บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 10 นาที  

3 .  ใส่  10µM SL-poly(A) primer 0 .2  µl รวมกับ  small RNA ที่ เ ติ ม  poly (U) แล้ ว  
จากข้ันตอน polyuridylation 12.5 µl 

4. บ่มที่อุณหภูมิ 65ºC เป็นเวลา 5 นาที และบ่มในน้ าแข็ง เป็นเวลา 2 นาที 

5. เตรียม Reverse transcription master mix โดยใช้สารเคมดีังตารางที ่6 

 
ตารางที่ 6 แสดงสารเคมีที่ใช้ในกระบวนการ Reverse transcription 

สารเคมี ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

5X Reaction Buffer 4.00 1X 
20 U/µl RiboLock RNase Inhibitor 0.50 10 units 
10 mM dNTPs mix 2.00 1 mM 
200 U/µl RevertAid Reverse Transcriptase 1.00 200 units 
RNA ที่ผ่านขั้นตอน Polyuridylation 12.50  

ปริมาตรรวม 20.00  

 
6. บ่มที่อุณหภูมิ 42ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

7. หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70ºC เป็นเวลา 10 นาที เก็บ cDNA ที่ -20ºC 

3.6.8 การสกัด miRNA จากชิ้นเนื้อ โดยใช้ NORGEN microRNA Purification Kit 

Lysate Preparation from Animal Tissues 

1. ตัดชิ้นเนื้อตับขนาดประมาณ 20 มิลลิกรัม จากนั้นใส่ TRIzol 1,000 µl ท าการบด 
ด้วยโกร่งบดชิ้นเนื้อ 

2. ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube ผสมให้เข้ากันโดยการ
กลับหลอดไปมา 

3. ใส่ chloroform 200 µl แล้วเขย่าเป็นเวลา 15 วินาที  

4. ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,760 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 15 นาที  

5. ดูดส่วนใส (aqueous phase) ใส่ใน 1.5 ml microcentrifuge tube และเติม 96-100% 
ethanol ปริมาตรครึ่งหนึ่งของส่วนใส่ (50 µl ของ ethanol ต่อ 100 µl ของส่วนใส) ผสมให้เข้ากัน
โดยการ vortex 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 61 

Purification of small RNA (Large RNA removal) 

6. น า Large RNA Removal Column ประกอบกับ collection tube 

7. ดูดสารละลายใสของ lysate ที่ผสมกับ ethanol (ในขั้นตอนที่ 5) ใส่ใน Large RNA 
Removal Column จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 

8. น าส่วนสารละลายใสที่ผ่านการกรองใส่ใน 1.5 ml microcentrifuge tube 

Small RNA Capture 

9.  ใส่  96-100%  ethanol ปริมาตรเท่ากับส่วนใสที่ผ่ านการกรอง ผสมให้ เข้ากัน 
โดยการ vortex เป็นเวลา 10 วินาที 

10. น า microRNA Enrichment Column ประกอบกับ collection tube 

11. ดูดสารละลายใสที่ผสมกับ ethanol (ในขั้นตอนที่ 9) ใส่ใน microRNA Enrichment 
Column จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 

Column Wash 

12.  ใ ส่  Wash Solution A 400  µl ล ง ใน  microRNA Enrichment Column และ 
ท าการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งสารที่ผ่านจากการกรอง 

13. ท าซ้ าในขั้นตอนที่ 12 ซ้ าอีก 2 ครั้ง 

14. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 เป็นเวลา 2 นาที 

Small RNA Elution 

15. น า microRNA Enrichment Column ประกอบกับ Elution tube 

16. ใส่ Elution Solution A 40 µl จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 1 นาที และตามด้วยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 

17. วัดความเข้มข้นของ miRNA ด้วยเครื่อง Nanodrop 

18. Reverse transcription โดยใช้ SL-poly(A) 

19. วัดระดับการแสดงออกของ miRNA ด้วยวิธี qRT-PCR โดยใช้เครื่อง StepOnePlus 
Real-time PCR 

3.6.9 การสกัด miRNA จากซีรั่ม โดยใช้ Geneaid® miRNA Isolation kit 

1. เตรียมตัวอย่างซีรั่ม 200 µl 

2. สกัดมาสกัด miRNA โดยใช้ Geneaid® miRNA Isolation kit 

3. Reverse transcription โดยใช้ SL-poly(A)  
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4. วัดระดับการแสดงออกของ miRNA ด้วยวิธี qRT-PCR โดยใช้เครื่อง StepOnePlus Real-
time PCR 

3.6.10 การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ miRNA โดย qRT-PCR 

1. เตรียม master mix โดยผสมสารเคมีดังตารางที่ 7 และ primer ดังตารางที ่8 

 

ตารางที่ 7 แสดงสารเคมีที่ใช่ในกระบวนการ qRT-PCR  

สารเคมี ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
2X QPCR Green Master mix 6.25 1X 
10 µM forward primer 0.25 0.2 µM 
10 µM reverse primer 0.25 0.2 µM 
Distilled water 4.75  

cDNA template 1.00  

ปริมาตรรวม 12.50  

 
ตารางที่ 8 ล าดับนิวคลีโอไทด์และอุณหภูมิที่ใช้ในกระบวนการ qRT-PCR 

ชื่อ Primer ล าดับเบส (5'→3') 
อุณหภูมิในขั้น 

annealing (°C) 

SL-poly(A) 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGC 
ACTGGATACGACAAAAAAAAAAAAAAAAAAVN 

- 

U6 (F) CTCGCTTCGGCAGCACA 55 

hsa-miR-21-5p (F) GCTTATCAGACTGATGTTGA 55 

hsa-miR-125b-5p (F) TCCCTGAGACCCTAACTTG 53 

Reverse primer GCAGGGTCCGAGGTATTC - 
F = forward 

 

2 .  ล ง เ ค รื่ อ ง  StepOnePlus Real-time PCR System โ ด ยตั้ ง โ ป ร แกร มดั ง แ ส ด ง 
ในตารางที่ 9 
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ตารางที่ 9 แสดง condition ของ U6 ที่ใช้ในกระบวนการ qRT-PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา จ านวนรอบ 

Pre-denaturation 95 3 นาที 1 

Denaturation 95 15 วินาที 

50 Annealing 55 30 วินาที 

Extension 62 30 วินาที * 
* หมายถึง Fluorescence detection 

 

ตารางที่ 10 แสดง condition ของ miRNA ที่ใช้ในกระบวนการ qRT-PCR  

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา จ านวนรอบ 

Pre-denaturation 95 3 นาที 1 

Denaturation 95 15 วินาที 

50 Annealing 55-62 # 30 วินาที 

Extension 72 20 วินาที * 
* หมายถึง Fluorescence detection 
# ขึ้นอยู่กับชนิดของ miRNA ที่ตรวจวัด 

 

น าค่า Ct ที่ได้หลังจากการท า qRT-PCT มาท าการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ miRNA 
โดยใช้วิธี ∆∆Ct method (45, 48) ดังสมการ  

ปริมาณเชิงเปรียบเทียบ = 2-∆∆Ct 

∆∆Ct = ∆Ct (ตัวอย่าง) - ∆Ct (calibrator) 

∆Ct (ตัวอย่าง) = Ct (target gene ของตัวอย่าง) - Ct (reference gene ของตัวอย่าง) 

∆Ct (calibrator) = Ct (target gene ของ calibrator) - Ct (reference gene ของ calibrator) 

 

3.7 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  

วิเคราะห์ miRNA profile โดยอาศัยโปรแกรม nSolver Analysis Software (Version 4.0) 
เปรียบเทียบจ านวนโมเลกุลของ miRNA ในกลุ่ม cancerous tissue และ ANCT โดยใช้ค่าเฉลี่ย
เรขาคณิต (Geometric mean) ของ miRNA ที่มีจ านวนโมเลกุลที่ตรวจวัดได้สูงที่สุด 100 อันดับแรก 
และมีจ านวนโมเลกุลมากกว่ า 100 counts เป็น reference gene ในการ normalization  
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น ามาวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดย unpaired t-test และเลือก candidate miRNA ที่มีระดับของ 
fold change ≥ 2 และ P-value < 0.05 

วิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ miRNA ในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง (cancerous 
tissue) เปรียบเทียบกับบริเวณข้างเคียง (ANCT) ด้วย relative quantitation โดยใช้วิธี ∆∆Ct 
method โดยใช้ U6 เป็น reference gene ในการ normalization น ามาวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
โดยเลือก paired t-test และเปรียบเทียบความสัมพันธ์กับผลทางคลินิก (ระยะความรุนแรงของโรค 
ขนาดของก้อนมะเร็ง ระดับ AFP และตัวแปรอ่ืนๆ) ด้วย Pearson’s correlation และวิเคราะห์ 
Receiver Operating Characteristic (ROC) เ พ่ื อท า ก า รห า ค่ า  sensitivity และ  specificity  
โดยใช้โปรแกรม SPSS และ Graphpad 

วิ เคราะห์ระดับการแสดงออกของ  miRNA ในซีรั่มโดยแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่   
กลุ่มคนปกติ (healthy control), กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้องรัง (CHB) และ 
กลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV-related HCC)  ด้วย relative 
quantitation of miRNA วิ ธี  ∆ ∆ Ct method โ ด ย ใ ช้  U6  เ ป็ น  reference gene ใ น ก า ร
normalization น ามาวิ เคราะห์ข้อมูลทางสถิติ โดยเลื อก unpaired t-test และเปรียบเทียบ
ความสัมพันธ์กับผลทางคลินิก (ระยะความรุนแรงของโรค ขนาดของก้อนมะเร็ง ระดับ AFP และตัว
แปรอ่ืนๆ) Pearson’s correlation และวิ เคราะห์  Receiver Operating Characteristic (ROC)  
เพ่ือวิเคราะห์ sensitivity และ specificity โดยใช้โปรแกรม SPSS และ Graphpad 

การเก็บข้อมูลเชิงปริมาณ (Continuous variables) ใช้จ านวนร้อยละ ค่าเฉลี่ย ค่ามัธยฐาน 
ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยเลือก  unpaired t-test และน าเสนอ 
ในรูปแบบค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของข้อมูล ส าหรับข้อมูลเชิงกลุ่ม (Categorical variables) 
วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยเลือก Chi-square และก าหนดระดับนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (P-value < 0.05) 

 

3.8 ข้อพิจารณาทางจริยธรรม 

ใช้หลักจริยธรรมการท าวิจัยในคนทั่วไป ประกอบด้วย 3 หลัก ดังนี้ 

1. หลักความเคารพในบุคคล (Respect of person) 

เป็นการเคารพในศักดิ์ศรีความเป็นมนุษย์ โดยจะมีการให้ข้อมูลรายละเอียดเกี่ยวกับงานวิจัย  
แก่ผู้เข้าร่วมโครงการโดยไม่ปิดบัง และเคารพการตัดสินใจของการผู้เข้าร่วมโครงการ โดยปราศจาก
การบังคับหรือโน้มน้าว ผู้ที่เข้าร่วมโครงการวิจัยจะต้องลงลายมือชื่อลงในใบยินยอม ( informed 
consent) ก่อนที่จะเข้าร่วมโครงการวิจัย โดยจะขอใช้ชิ้นเนื้อและเลือดที่เหลือจากโครงการวิจัยก่อน
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หน้า เลขที่อ้างอิง IRB No. 108/60 และ IRB No. 438/60 ทั้งหมด และไม่มีการติดต่อเพ่ือเก็บข้อมูล
โดยตรงจากผู้ป่วย ส าหรับงานวิจัยในครั้งนี้ได้รับการอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมเลขที่อ้างอิง 
IRB No. 726/60 

2. หลักคุณประโยชน์ ไม่ก่ออันตราย (Beneficence) 

จากการประเมินความเสี่ยงหรืออันตรายที่อาจเกิดจากงานวิจัยในครั้ งนี้  พบว่าไม่มีผลเสีย 
ที่อาจจะส่งผลต่อผู้เข้าร่วมโครงการ โดยถึงแม้ว่าจะไม่มีผลประโยชน์โดยตรงต่อผู้ป่วย แต่งานวิจัยนี้ 
อาจได้ชิ้นส่วนขององค์ความรู้ที่สามารถน าไปต่อยอด และใช้พัฒนาในทางคลินิกในอนาคตต่อไปได้ 
และยึดหลักการให้ประโยชน์ ไม่ก่อให้เกิดอันตราย (Beneficence/Non-maleficence) ทั้งนี้ผู้วิจัย 
จะเก็บรักษาความลับของผู้ป่วยอย่างเคร่งครัด ข้อมูลที่อาจน าไปสู่การเปิดเผยตัวท่าน เช่น  
แบบบันทึกข้อมูล (CRF) จะได้รับการปกปิดและจะไม่เปิดเผยแก่สาธารณชน ในกรณีที่ผลการวิจัย
ได้รับการตีพิมพ์ ชื่อและที่อยู่ของผู้เข้าร่วมโครงการจะต้องได้รับการปกปิดอยู่เสมอ โดยจะใช้เฉพาะ
รหัสประจ าโครงการวิจัยของท่าน ซึ่งจะไม่มีข้อมูลที่สามารถเชื่อมโยงถึงตัวบุคคลโดยตรง  

3. หลักความยุติธรรม (Justice) 

การให้ความเป็นธรรม จะสามารถประเมินได้จากเกณฑ์การคัดเข้าและออกของผู้เข้าร่วมโครงการ  
มีความชัดเจน และไม่มีอคติในการเลือก นอกจากนี้งานวิจัยนี้ไม่ได้แสวงหาผลประโยชน์เพ่ือบุคคลใด
บุคคลหนึ่งแต่เป็นการศึกษาท่ีมุ่งหวังให้เกิดประโยชน์ทางการแพทย์ในอนาคต 

 

3.9 ข้อจ ากัดในการวิจัย 

1. ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับระยะแรกท่ีเกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีมีจ านวนจ ากัด จึงท าให้
ถูกจ ากัดขนาดของกลุ่มประชากรที่จะน ามาท าการศึกษา 

2. งบประมาณในการศึกษาวิจัยค่อนข้างมีจ ากัด จึ งอาจถูกจ ากัดจ านวนตัวอย่าง 
ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคใหม่ๆ 

3. ไม่สามารถท าการเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของ miRNA ในชิ้นเนื้อและในซีรั่ม 
ของผู้ป่วยคนเดียวกันได้ เนื่องจากไม่สามารถเก็บชิ้นเนื้อและซีรั่มที่ตรงกันของผู้ป่วย 

4. ไม่สามารถพบ miRNA ตัวใหม่ เนื่องจากเป็นข้อจ ากัดของเทคนิค nCounter® Human 
V3 miRNA Expression Assay 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 การวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA profile)  

4.1.1 ข้อมูลทั่วไปและลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วย (Baseline characteristics) 

 จากการคัดเลือกผู้ป่วยโรคมะเร็งตับระยะแรกที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
ในช่วงปีพ.ศ. 2555-2560 จ านวน 5 คน ผู้ป่วยทุกคนได้รับการวินิฉัยรวมทั้งมีผลทางพยาธิวิทยา
ยืนยันการวินิจฉัยโรค และได้รับการผ่าตัดครั้งแรกที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ มีการเก็บชิ้นเนื้อบริเวณ
ส่วนที่เป็นมะเร็ง (cancerous tissue) และบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (ANCT) โดยท าการเก็บรักษา
ไว้ในไนโตรเจนเหลว รวมทั้งมีการบันทึกข้อมูลก่อนการรักษาภายในแฟ้มประวัติของผู้ป่วย  
จากการรวบรวมข้อมูลของผู้ป่วย ประกอบด้วย เพศชายจ านวน 3 คน และเพศหญิงจ านวน 2 คน 
อายุเฉลี่ย 54.84 ปี ขนาดของก้อนมะเร็งเฉลี่ย 5.86 เซนติเมตร ทุกคนมีภาวะโรคตับแข็ง รวมทั้ง 
มีผลการตรวจเลือดพบ HBsAg positive ดังแสดงในตารางที ่11 

 

ตารางที่ 11 แสดงข้อมูลทั่วไปและลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วย จ านวน 5 ราย 

No. Gender Age (years) AFP (IU/ml) Cirrhosis Tumor size (cm.) Stage# 

1 male 50 347.00 + 2 moderate 
2 male 71 7.95 + 4.1 moderate 

3 female 42 145.89 + 15.6 moderate 
4 male 59 10.06 + 3.6 moderate 

5 female 52 1.70 + 4 moderate 
# moderate = ระยะของโรคมะเร็งตับจากผลการวินิจฉัยทางพยาธิวิทยา 

 

4.1.2 รูปแบบการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA profile) 

 การน าตัวอย่าง RNA ที่ ได้จากชิ้นเนื้อบริ เวณส่วนที่ เป็นมะเร็ ง  (cancerous tissue)  
จ านวน 5 ตัวอย่าง และบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (ANCT) จ านวน 5 ตัวอย่าง ที่ผ่านการวัดระดับ
ความเข้มข้นของ RNA โดย Qubit™ RNA HS Assay Kit มาวิ เคราะห์รูปแบบการแสดงออก 
ของ miRNA ในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่ เป็นมะเร็งเปรียบเทียบกับบริ เวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง  
โดย nCounter® Human V3 miRNA Expression Assay และวิ เคราะห์ระดับการแสดงออก 
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ของ miRNA โดยโปรแกรม nSolver Analysis Software (Version 4.0) พบว่า RNA ทุกตัวอย่าง
ผ่านการตรวจสอบคุณภาพทั้ง 4 ขั้นตอนของโปรแกรม จากนั้นท าการ normalize ด้วยค่าเฉลี่ย
เรขาคณิต (geometric mean) ของ miRNA ที่มีโมเลกุลมากที่สุด 100 อันดับแรก และมีจ านวน
โมเลกุลมากกว่า 100 โมเลกุล จากผลการวิเคราะห์ miRNA profile น าระดับการแสดงออก  
(fold change) ของ  miRNA  มาสร้ า งกราฟ volcano plot เ พ่ื อดู การกระจายของข้ อมู ล  
และเป็นแนวทางในการเลือก candidate miRNA ดังแสดงในรูปที่ 24 

  

 
รูปที่ 24 แสดง miRNA ที่ได้จากการวิเคราะห์ miRNA profile โดย nCounter® Human V3 

miRNA Expression Assay และวิเคราะห์ผลโดย nSolver Analysis Software 
จุดสีแดง หมายถึง miRNA ที่มีระดับการแสดงออกต่ าในบริเวณก้อนมะเร็งอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

จุดสีเขียว หมายถึง miRNA ที่มีระดับการแสดงออกสูงในบริเวณก้อนมะเร็งอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 

จากผลการวิเคราะห์พบว่ามี miRNA จ านวน 4 ตัว ที่มีระดับการแสดงออกแตกต่างกัน 
อย่างมีนัยส าคัญ (P-value<0.05) ระหว่างในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง เปรียบเทียบกับบริเวณ
ข้างเคียงก้อนมะเร็ง โดยมี miRNA จ านวน 2 ตัวที่มีระดับการแสดงออกสูงในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็น
มะเร็ ง  ได้แก่  hsa-miR-21-5p มีระดับการแสดงออกสู ง  2 .21 เท่ า  (P-value=0.011) และ  
hsa-let7g-5p มีระดับการแสดงออกสูง 1.55 เท่า (P-value=0.042) เมื่อเปรียบเทียบกับชิ้นเนื้อ
บริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง และมี miRNA จ านวน 2 ตัวที่มีระดับการแสดงออกต่ าในชิ้นเนื้อบริเวณ
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ส่วนที่เป็นมะเร็ง ได้แก่ hsa-miR-125b-5p มีระดับการแสดงออกต่ า 2.3 เท่า (P-value=0.023) และ 
hsa-let-7c-5p มีระดับการแสดงออกต่ า 2.32 เท่า (P-value=0.011) เมื่อเปรียบเทียบกับชิ้นเนื้อ
บริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง ดังแสดงในตารางที่ 12 

 
ตารางที่ 12 แสดงผลการแสดงการแสดงออกของ miRNA candidate ที่ได้จากการวิเคราะห์  

miRNA profile โดย nCounter® Human V3 miRNA Expression Assay  
และวิเคราะห์ผลโดย nSolver Analysis Software 

miRNA Accession Number Fold change P-value 

hsa-let-7c-5p MIMAT0000064 -2.32 0.011 

hsa-miR-21-5p MIMAT0000076 2.21 0.011 

hsa-miR-125b-5p MIMAT0000423 -2.3 0.023 

hsa-let-7g-5p MIMAT0000414 1.55 0.042 

 

4.1.3 การเลือก candidate miRNA  

การเลือก candidate miRNA จากผลการวิเคราะห์ miRNA profile เพ่ือท าการตรวจวัด
ระดับการแสดงออกของ miRNA โดยเทคนิค SYBR Green real-time PCR ต้องท าการตรวจสอบ
ความคลายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ miRNA ที่อยู่ใน family เดียวกัน โดยอาศัยการค้นหา 
จากฐานข้อมูล miRBase พบว่า hsa-let-7c-5p และ hsa-let-7g-5p ถูกจัดอยู่ใน let-7 family  
ที่มีสมาชิกจ านวน 12 ตัว ประกอบไปด้วย hsa-let-7a-1, hsa-let-7a-2, hsa-let-7a-3, hsa-let-7b, 
hsa-let-7c, hsa-let-7d, hsa-let-7e, hsa-let-7 f-1, hsa-let-7 f-2, hsa-let-7 g, hsa-let-7 i และ 
hsa-miR-98 ดั งแสดงในตารางที่13 ผลจากการ alignment โดยโปรแกรม  BioEdit พบว่า 
มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่คล้ายคลึงกัน ดังแสดงในรูปที่ 26 และhsa-miR-125b-5p ถูกจัดอยู่ใน family 
เดี ย วกับ  hsa-miR-125a, hsa-miR-125b-1 และ hsa-miR-125b-2 ดั งแสดง ในตารางที่  14  
ผลจากการ alignment โดยโปรแกรม BioEdit พบว่ามีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่คล้ายคลึงกัน ดังแสดง 
ในรูปที่ 27 
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ตารางที่ 13 แสดงผลของ miRNA ที่จัดอยู่ใน let-7 family 

ID Accession Chromosome Start End Strand 

hsa-let-7a-1 MI0000060 chr9 94175957 94176036 + 

hsa-let-7a-2 MI0000061 chr11 122146522 122146593 - 

hsa-let-7a-3 MI0000062 chr22 46112749 46112822 + 

hsa-let-7b MI0000063 chr22 46113686 46113768 + 

hsa-let-7c MI0000064 chr21 16539828 16539911 + 

hsa-let-7d MI0000065 chr9 94178834 94178920 + 

hsa-let-7e MI0000066 chr19 51692786 51692864 + 

hsa-let-7f-1 MI0000067 chr9 94176347 94176433 + 

hsa-let-7f-2 MI0000068 chrX 53557192 53557274 - 

hsa-let-7g MI0000433 chr3 52268278 52268361 - 

hsa-let-7i MI0000434 chr12 62603686 62603769 + 

hsa-mir-98 MI0000100 chrX 53556223 53556341 - 

 
 

 
รูปที่ 25 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ miRNA ที่จัดอยู่ใน let-7 family 
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ตารางที่ 14 แสดงผลของ miRNA ที่จัดอยู่ใน miR-125 family 

ID Accession Chromosome Start End Strand 

hsa-mir-125a MI0000469 chr19 51693254 51693339 + 

hsa-mir-125b-1 MI0000446 chr11 122099757 122099844 - 

hsa-mir-125b-2 MI0000470 chr21 16590237 16590325 + 

 
 

 
รูปที่ 26 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ miRNA ที่จัดอยู่ใน family เดียวกับ hsa-miR-125b-5p 

 
จากผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า miRNA candidate ที่จะน าไปวิเคราะห์

ระดับการแสดงออกในชิ้นเนื้อ และซีรั่ม ได้แก่ hsa-miR-21-5p และ hsa-miR-125b-5p 
 
4.2 ระดับการแสดงออกของ miRNA ในชิ้นเนื้อของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส
ตับอักเสบบี 

4.2.1 ข้อมูลทั่วไปและลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วย (Baseline characteristics) 

 จากการศึกษาผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีที่ได้รับการผ่าตัดที่
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ จ านวน 22 คน โดยมีการเก็บชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง และบริเวณ
ข้างเคียงก้อนมะเร็ง รวมทั้งมีการเก็บบันทึกข้อมูลภายในแฟ้มประวัติของผู้ป่วย จากผลการรวบรวม
ข้อมูลของผู้ป่วยพบว่ามีผู้ป่วยเพศชายจ านวน 24 คน คิดเป็นร้อยละ 83.33 ซึ่งมีจ านวนมากกว่า
ผู้ป่วยเพศหญิงที่มีจ านวน 4 คน คิดเป็นร้อยละ 16.67 มีอายุเฉลลี่ย 59.92 ปี ขนาดของก้อนมะเร็ง
เฉลี่ย 8.15 เซนติเมตร ร้อยละ 83.33 ของผู้ป่วยมีภาวะตับแข็ง นอกจากนั้นมีการแบ่งระยะของ
โรคมะเร็งตามระบบ BCLC พบว่าผู้ป่วยที่อยู่ในระยะเริ่มต้นของการเป็นมะเร็ง (BCLC ระยะ A) คิด
เป็นร้อยละ 8.33 ผู้ป่วยที่อยู่ใน BCLC ระยะ B คิดเป็นร้อยละ 62.5 และผู้ป่วยที่อยู่ใน BCLC ระยะ C 
คิดเป็นร้อยละ 25 ดังแสดงในตารางที่ 15 
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ตารางที่ 15 แสดงข้อมูลทั่วไปและลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจาก 
การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี และได้รับการผ่าตัดก้อนมะเร็ง 

Parameters Patients with HBV-related HCC (n=22) 

Gender  

     Male 18 (81.82%) 

     Female 4 (18.18%) 

Age (years) 59.23 ± 10.76 

AST (IU/L) 215.50 ± 154.20 

ALT (IU/L) 159.10 ± 122.80 

Albumin (g/L) 3.06 ± 0.64 

Total bilirubin (mg/dl) 1.16 ± 0.82 

AFP (IU/ml) 801.20 ± 3,299.00 

Log10 HBV DNA (IU/mL) 2.01 ± 1.75 

Cirrhosis 19 (86.36%) 

Tumor size (cm.) 8.32 ± 6.55 

BCLC stage  

     0-A 2 (9.09%) 

     B 14 (63.64%) 

     C 6 (27.27%) 
ตัวเลขแสดงค่าเฉลี่ย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean±SD); จ านวน (รอ้ยละ) 

AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; AFP, alpha-fetoprotein 

 

4.2.2 ระดับการแสดงออกของ miR-21-5p และ miR-125b-5p ในชิ้นเนื้อ 

จากการศึกษาระดับการแสดงออกของ miR-21-5p ในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง
เปรียบเทียบกับบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็งจ านวน 22 ตัวอย่าง ด้วย SYBR Green real-time PCR 
assay พบว่าระดับการแสดงออกของ miR-21-5p ในบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ  
7 . 84±11 . 93  ซึ่ ง สู ง กว่ าบริ เ วณข้ า ง เคี ย งก้ อนมะ เ ร็ งที่ มี ค่ า เ ฉลี่ ย เ ท่ า กั บ  2 . 78 ±4 .40  
โดยใช้สถิติ  Wilcoxon signed-ranked test พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน (P-value=0.0684)  
ดังแสดงในรูปที ่28 
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รูปที่ 27 แสดงระดับการแสดงออกของ miR-21-5p ในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง (cancerous) 
เปรียบเทียบกับบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (ANCT) normalize ด้วย U6 

กราฟแสดงค่าเฉลี่ของข้อมูล±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และหนึ่งจุด แทนตัวอย่าง 1 คน 
 

ในขณะที่ระดับการแสดงออกของ miR-125b-5p ในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง
เปรียบเทียบกับบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง จ านวน 22 ตัวอย่าง ด้วย SYBR Green real-time PCR 
assay พบว่าระดับการแสดงออกของ miR-125b-5p ในบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ
0.76±1.15 ซึ่งต่ ากว่าบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็งที่มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 1.17±1.10 โดยใช้สถิติ 
Wilcoxon signed-ranked test พ บ ว่ า มี ค ว า ม แ ต ก ต่ า ง กั น อ ย่ า ง มี นั ย ส า คั ญ ท า ง ส ถิ ติ   
(P-value=0.0391) ดังแสดงในรูปที่ 29 
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รูปที่ 28 แสดงระดับการแสดงออกของ miR-125b-5p ในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง 
(cancerous) เปรียบเทียบกับบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (ANCT) normalize ด้วย U6 
กราฟแสดงค่าเฉลี่ของข้อมูล±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และหนึ่งจุด แทนตัวอย่าง 1 คน 
 

4.3 ระดับการแสดงออกของ miRNA ในซีรั่ม 

4.3.1 ขอ้มูลทั่วไปและลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วย (Baseline characteristics) 

 จากการศึกษาระดับการแสดงออกของ miRNA ในซีรั่ม โดยแบ่งกลุ่มตัวอย่างออกเป็น 3 กลุ่ม 
ได้แก่ กลุ่มควบคุมท่ีมีสุขภาพดี (healthy) จ านวน 50 คน ประกอบด้วยเพศชายร้อยละ 56 เพศหญิง
ร้อยละ 44 มีอายุเฉลลี่ย 52.64 ปี กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (CHB) จ านวน 92 คน 
ประกอบด้วยเพศชายร้อยละ 51.1 เพศหญิงร้อยละ 48.9 มีอายุเฉลลี่ย  49.6 ปี และ กลุ่มผู้ป่วย
โรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HCC) จ านวน 98 คน ประกอบด้วยเพศชายร้อย
ละ 82.7 เพศหญงิร้อยละ 17.3 มีอายุเฉลลี่ย 59.34 ปี จากการทดสอบโดยใช้สถิติ one-way ANOVA 
พบว่ า  เ พศและอายุ มี ค ว ามแตกต่ า ง กั นอย่ า ง มี นั ย ส า คั ญทา งสถิ ติ  (P-value<0.0001)  
ระดับ AST, ALT, albumin และ AFP มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ จากการวิเคราะห์
โดยใช้สิติ Student t test แต่ไม่พบความแตกต่างของ total bilirubin ดังแสดงในตารางที่ 16 
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ตารางที่ 16 แสดงข้อมูลทั่วไปและลักษณะทางคลินิกของกลุ่มตัวอย่าง 
ที่ท าการศึกษาระดับการแสดงออกของ miRNA ในซีรั่ม 

Parameters 
healthy control  CHB   HCC 

P-value 
(n=50)  (n=92)   (n=98) 

Gender       

     Male 28 (56%)  47 (51.1%)  81 (82.7%) 
<0.0001a 

     Female 22 (44%)  45 (48.9%)   17 (17.3%) 
Age (years) 52.64 ± 3.52  49.60 ± 14.14   59.34 ± 11.71 <0.0001a 

AST (IU/L) NA  33.58 ± 27.18   106.45 ± 130.50 <0.0001 
ALT (IU/L) NA  40.61 ± 42.55   57.48 ± 50.27 0.016 

Albumin (d/L) NA  4.17 ± 0.61   3.62 ± 0.51 <0.0001 
Total bilirubin 

(mg/dl) 
NA  0.86 ± 0.65   1.05 ± 0.64 0.224 

AFP (IU/ml) NA  3.44 ± 2.90   
14,419.17 ± 
54,897.32 

0.013 

Cirrhosis NA   13 (14.13%)   89 (92.7%) 0.35 

Tumor size 
(cm.) 

NA   NA   7.81 ± 6.20  

Child-Pugh       

     A NA  NA  66 (67.35%)  

     B NA  NA  9 (9.18%)  

     C NA   NA   1 (1.02%)  

BCLC stage       

     0-A NA  NA  32 (32.65%)  

     B NA  NA  31 (31.63%)  

     C NA   NA   33 (33.67%)  
 a ผลจากการวิเคราะหท์างสถิตดิ้วย one-way ANOVA  
ตัวเลขแสดงค่าเฉลี่ย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean±SD); จ านวน (รอ้ยละ); NA หมายถึง not available;  
AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; AFP, alpha-fetoprotein;  
 

4.3.2 ระดับการแสดงออกของ miR-21-5p และ miR-125b-5p ในซีรั่ม 

จากการศึกษาระดับการแสดงออกของ miR-21-5p ในซีรั่มด้วย SYBR Green real-time 
PCR assay โดยแบ่งกลุ่มตัวอย่างออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี (healthy),  
กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (CHB) และกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส 
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ตับอักเสบบี (HCC) พบว่าระดับการแสดงออกของ miR-21-5p ในกลุ่ม healthy มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 
2.93±3.57 กลุ่ม CHB มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 8.23±10.89 และกลุ่ม HCC มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 5.01±10.00 
เมื่อท าการเปรียบเทียบโดยใช้สถิติ Mann-Whitney U test พบว่าการแสดงออกของ miR-21-5p  
ใ นกลุ่ ม  CHB มี ร ะดั บ สู ง ก ว่ า กลุ่ ม  healthy และกลุ่ ม  HCC อย่ า ง มี นั ย ส า คั ญทา งสถิ ติ   
(P-value=0.0019 และ P-value<0.0001 ตามล าดับ) ในขณะที่ไม่พบความแตกต่างของระดับ 
การแสดงออกของ miR-21-5p ในกลุ่ม HCC เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม healthy (P-value=0.2332) 
ดังแสดงในรูปที ่30 
 

 
รูปที่ 29 แสดงระดับการแสดงออกของ miR-21-5p ในซีรั่ม normalize ด้วย U6  
โดยแบ่งออกเป็นกลุ่ม 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม healthy, กลุ่ม CHB และ กลุ่ม HCC 

หมายเหตุ หนึ่งจุด แสดงจ านวนตัวอย่าง 1 คน และ  
กราฟแสดงค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) ของข้อมูล 

ในขณะที่ระดับการแสดงออกของ miR-125b-5p ในกลุ่ม healthy มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 
1.13±0.59 กลุ่ม CHB มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 3.88±6.27 และกลุ่ม HCC มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 1.00±0.93  
เมื่อท าการเปรียบเทียบโดยใช้สถิติ Mann-Whitney U test พบว่าการแสดงออกของ miR-125b-5p  
ใ นกลุ่ ม  CHB มี ร ะดั บ สู ง ก ว่ า กลุ่ ม  healthy และกลุ่ ม  HCC อย่ า ง มี นั ย ส า คั ญทา ง ส ถิ ติ   
(P-value=0.0001 และ P-value<0.0001 ตามล าดับ) และระดับการแสดงออกของ miR-21-5p  
ในกลุ่ ม  HCC มี ระดับต่ า กว่ ากลุ่ ม  healthy อย่ ามี นั ยส าคัญทางสถิ ติ  (P-value=0 .0234 )  
ดังแสดงในรูปที ่31 
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รูปที่ 30 แสดงระดับการแสดงออกของ miR-125b-5p ในซีรั่ม normalize ด้วย U6  

โดยแบ่งออกเป็นกลุ่ม 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม healthy, กลุ่ม CHB และ กลุ่ม HCC 
หมายเหตุ หนึ่งจุด แสดงจ านวนตัวอย่าง 1 คน และ  

กราฟแสดงค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) ของข้อมูล 
 

4.4 ประสิทธิภาพของ miR-21-5p และ miR-125b-5p ในการน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ 

 เพ่ือท าการทดสอบประสิทธิภาพของ miR-21-5p และ miR-125b-5p ในการน ามาใช้ 
เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพเพ่ือวินิจฉัยโรคมะเร็งตับในระยะแรกที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  
จากการค านวณความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) โดย Receiver operating 
characteristic (ROC) curve พบว่าพ้ืนที่ใต้กราฟของ AFP มีค่าเท่ากับ 0.8687 [95% CI (0.80-
0.93), P-value<0.0001] คิดเป็นร้อยละ 84 sensitivity และร้อยละ 81 specificity พ้ืนที่ใต้กราฟ
ของ miR-21-5p มีค่าเท่ากับ 0.6993 [95% CI (0.62-0.77), P-value<0.0001] คิดเป็นร้อยละ 63 
sensitivity และร้อ\ยละ 74 specificity พ้ืนที่ใต้กราฟของอัตราส่วนระหว่าง AFP ต่อ miR-21-5p  
มีค่าเท่ากับ 0.9076 [95% CI (0.85-0.96), P-value<0.0001] คิดเป็นร้อยละ 86 sensitivity และ
ร้อยละ 85 specificity ดังแสดงในรูปที่ 32 และตารางที่ 17 พ้ืนที่ใต้กราฟของ miR-125b-5p มีค่า
เท่ากับ 0.7537 [95% CI (0.69-0.82), P-value<0.0001] คิดเป็นร้อยละ 72 sensitivity และ 
ร้อยละ 64 specificity พ้ืนที่ใต้กราฟของอัตราส่วนระหว่าง AFP ต่อ miR-125b-5p มีค่าเท่ากับ 
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0.9433 [95% CI (0.90-0.98), P-value<0.0001] คิดเป็นร้อยละ 89 sensitivity และร้อยละ 85 
specificity ดังแสดงในรูปที่ 33 และตารางท่ี 18 
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รูปที่ 31 แสดงผลการวิเคราะห์ ROC curve ของ miR-21-5p, AFP และ miR-21-5p+AFP  

ในการจ าแนกผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ (HCC) ออกจากผู้ที่ไม่เป็นโรคมะเร็งตับ (non-HCC) 
 

ตารางที่ 17 แสดงผลการวิเคราะห์ ROC analysis ของ miR-21-5p และ AFP 

Parameters AFP miR-21-5p AFP/miR-21-5p 

AUC 0.8687 0.6993 0.9076 
P-value <0.0001 <0.0001 <0.0001 

95% CI 0.80-0.93 0.62-0.77 0.85-0.96 
% sensitivity 83.87 63.27 86.02 

% specificity 80.77 73.91 84.62 

cut-off >4 <1.2 >2.5 
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รูปที่ 32 แสดงผลการวิเคราะห์ ROC curve ของ miR-125b-5p, AFP และ miR-125b-5p+AFP 

ในการจ าแนกผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ (HCC) ออกจากผู้ที่ไม่เป็นโรคมะเร็งตับ (non-HCC) 
 

ตารางที่ 18 แสดงผลการวิเคราะห์ ROC analysis ของ miR-125b-5p และ AFP  

Parameters AFP miR-125b-5p AFP/miR-125b-5p 

AUC 0.8687 0.7537 0.9433 
P-value <0.0001 <0.0001 <0.0001 

95% CI 0.80-0.93 0.69-0.82 0.90-0.98 

% sensitivity 83.87 72.45 89.25 
% specificity 80.77 64.13 84.62 

cut-off >4 <1.2 >4.1 
 

4.5 การท านายยีนเป้าหมายของ miR-21-5p และ miR-125b-5p (In silico prediction) 

 การท านายยีนเป้าหมาย  (mRNA target) ของ miRNA ที่น ามาท าการตรววัดระดับ 
การแสดงออกในชิ้นเนื้อและซีรั่ม โดย miRTarBase ซึ่งอาศัยการเข้าคู่กันระหว่างเบสของ miRNA 
และ target gene ในการท านายโอกาสการเข้าจับของ miRNA พิจารณาจากล าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ seed region ร่วมกับรูปแบบการจับกันระหว่าง miRNA และ target gene เป็นหลัก รวมทั้ง
ผลการศึกษาก่อนหน้าที่มีการศึกษา interaction ของ miRNA กับ target gene ด้วยเทคนิคต่างๆ 
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ยกตัวอย่างเช่น qRT-PCR และ western blot ที่สามารถวัดระดับการแสดงออกของ mRNA และ 
โปรตีนที่ เป็นยีนเป้าหมายของ miRNA, luciferase reporter assay ที่สามารถบอกต าแหน่ง 
ที่จ าเพาะในการเข้าจับของ miRNA กับ mRNA target นอกจากนั้นยังมีเทคนิค northern blot, 
ribonuclease protection assay และ in situ hybridization ที่สามารถบอกระดับการแสดงออก 
ที่สวนทางกัน (reciprocal expression) ของ miRNA กับ mRNA target  

 จากจากการท านายยีนที่เป็นเป้าหมายของ miR-21-5p พบว่า PDCD4 (Programmed cell 
death protein 4) และ PTEN (Phosphatase and tensin homolog) ในส่วนของ miR-125b-5p 
พบ TP53 (Tumor protein p53) เป็นยีนเป้าหมาย ดังแสดงในตารางที่ 19 ซึ่งมีการศึกษาด้วย
เทคนิค Reporter assay, Western blot และ qPCR ทุกยีนเป้าหมาย
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล ข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

ในปัจจุบันมีการศึกษาจ านวนมากมุ่งเน้นที่จะหาตัวบ่งชี้ทางชีวภาพที่ใช้ในการพยากรณ์ และ
การวินิจฉัยโรคมะเร็งตับ เนื่องจากโรคมะเร็งตับเป็นโรคมะเร็งที่พบได้อันดับต้นๆ และมีอัตราการ
เสียชีวิตค่อนข้างสูง สาเหตุหลักที่ก่อให้เกิดโรคมะเร็งตับนั้นส่วนใหญ่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบี หลายการศึกษาก่อนหน้าแสดงให้เห็นว่าผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่ได้รับการวินิจฉัยพบ  
ตั้งแต่ระยะแรกของการเกิดโรคมะเร็ง จะมีแนวทางการรักษาและอัตราการรอดชีวิตสูงกว่าผู้ป่วย 
ที่ได้รับการวินิจฉัยพบในระยะกลางถึงระยะท้ายของการเกิดโรคมะเร็ง แต่ด้วยหลากหลายสาเหตุ 
ยกตัวอย่างเช่น ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับในระยะแรกยังไม่มีการแสดงอาการของโรค รวมทั้ง AFP  
ยังอยู่ในระดับปกติ จึงไม่สามารถตรวจพบโรคมะเร็งตับได้ ดังนั้นจึงเป็นอีกหนึ่งความท้าทาย 
ในการศึกษาหาตัวบ่งชี้ทางชีวภาพที่สามารถวินิจฉัยโรคมะเร็งตับในระยะแรกของการเกิดโรค  
ซึ่ ง miRNA เป็นหนึ่ งในตัวบ่งชี้ทางชีวภาพที่น่าสนใจ เนื่องจากเป็นนิวคลีโอไทด์ที่สร้างขึ้น 
ภาย ในร่ า งกายของสิ่ ง มี ชี วิ ต  มี หน้ าที่ ใ นการควบคุ มการแสดงออกของยี น ใ น ร ะดั บ  
post-transcriptional modification อีกทั้งยังมีรายงานว่า miRNA มีความเสถียรสูงในของเหลว
ภายในร่างกาย เนื่องจากกระบวนต่างๆของการปลดปล่อย miRNA ภายในเซลล์เข้าสู่ของเหลวภายใน
ร่างกายนั้นจะอยู่ในรูปของ microvesicle หรือจับอยู่กับโปรตีน (8, 43, 44) ซึ่งสามารถป้องกันไม่ให้ 
miRNA ถูกท าลายโดยเอนไซม์ RNase กระบวนการดังกล่าวสามารถเกิดขึ้นในสภาวะปกติรวมทั้งเมื่อ
เซลล์เกิดความเสียหาย ดังนั้น miRNA อาจเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพที่ดี เนื่องจากสามารถตรวจพบได้
ภายในกระแสเลือด ในปัจจุบันมีการค้นพบ miRNA จ านวนมาก และมีการรวบรวมเป็นฐานข้อมูล 
miRBase นอกจากนี้ ก ารศึ กษา ในรู ปแบบ high- throughput สามารถวิ เ คราะห์  miRNA  
ได้จ านวนมาก จึงเป็นที่นิยมน ามาใช้เปรียบเทียบระดับการแสดงออกของ miRNA หนึ่งในการศึกษา
แบบ high-throughput ได้แก่ เทคนิค nCounter® Human V3 miRNA Expression Assay หรือ 
NanoString เป็นเทคนิคที่สามารถวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของ miRNA ในมนุษย์ได้ถึง 800 
miRNA รวมทั้งเป็นเทคนิคที่มีความจ าเพาะ และความไวสูง และเป็นเทคนิคที่นับจ านวนโมเลกุลของ 
miRNA ภายในตั วอย่ า ง  โดยไม่มี การ ใช้ เอนไซม์ ในการ เ พ่ิมจ านวน ที่ อาจจะท า ให้ เกิ ด  
ความผิดพลาดในขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนได้ (no amplification bias) ดังนั้นการศึกษานี้จึงมี
วัตถุประสงค์ในการศึกษาระดับการแสดงออกของ miRNA ในชิ้นเนื้อและซีรั่ม เพ่ือใช้เป็นตัวบ่งชี้ 
ทางชีวภาพในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับระยะแรกท่ีเกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
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 จากการวิ เคราะห์  miRNA profile ท าให้ เห็นภาพรวมของรูปแบบการแสดงออก 
ของ miRNA แต่ด้วยกระบวนการวิเคราะห์ที่ซับซ้อน และค่าใช้จ่ายที่ค่อนข้างสูง จึงไม่นิยมน ามาใช้
ในทางคลินิก อย่างไรก็ตามยังพบการศึกษาเฉพาะบางตัวหรือกลุ่มของ miRNA ที่มีความจ าเพาะ และ
ความไวในการวินิจฉัยการเกิดโรค ซึ่งเทคนิค NanoString เป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการศึกษารูปแบบ
การแสดงออกของ miRNA โดยอาศัยหลักการจับของ probe ที่มีความจ าเพาะสูง และสามารถแยก
ล าดับนิวคลี โอไทด์ที่ มี ความคล้ ายคลึ งกันของ miRNA ใน family เดียวกัน  นอกจากนั้ น 
ยังใช้ปริมาณ RNA ตั้งต้นค่อนข้างต่ า และลดความผิดพลาดที่อาจเกิดขึ้นในขึ้นตอนการเพ่ิมจ านวน
ของ miRNA ที่สนใจ จึงน าไปสู่การศึกษาในครั้งนี้ โดยผลจากการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของ 
miRNA ด้วยเทคนิค NanoString พบ miRNA จ านวน 4 ตัว ที่มีระดับการแสดงออกแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ ในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง (cancerous) เปรียบเทียบกับบริเวณข้างเคียง
ก้อนมะเร็ง (ANCT) ของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับระยะแรกที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ได้แก่ 
hsa-miR-21-5p และ hsa-let7g-5p มีระดับการแสดงออกสูงในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง  
hsa-miR-125b-5p และ hsa-let-7c-5p มีระดับการแสดงออกต่ าในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง  

การเลือก candidate miRNA ในการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ miRNA ในชิ้นเนื้อ
และซีรั่มของกลุ่มตัวอย่างที่มีจ านวนมากขึ้น เพ่ือยืนยันผลการวิเคราะห์จาก NanoSting ต้องค านึงถึง
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ mature miRNA ซึ่งเป็นตัวที่ท าหน้าที่ในการควบคุมระดับการแสดงออกของ
ยีนและโปรตีน เนื่องด้วย miRNA มีขนาดเล็กจึงมีโอกาสที่จะพบ miRNA ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์
คล้ายคลึงกัน ยกตัวอย่างเช่น miRNA family, paralogous miRNA และ isomiR ดังนั้นการเลือกวิธี
ในการตรวจวัดระดับการแสดงออกของ miRNA นั้นจึงมีความส าคัญ ในปัจจุบันเทคนิคที่มีความไว
และความจ าเพาะสูงในการตรวจวัดระดับของ miRNA และเป็นที่ยอมรับได้แก่ การวิเคราะห์โดย 
qRT-PCR แต่อย่างไรก็ตามต้องค านึงถึงวิธีการออกแบบ primer ให้มีความจ าเพาะต่อ miRNA ที่
ต้องการศึกษา รวมทั้งต้องหลีกเลี่ยงการเกิด primer dimer เนื่องจากขนาดของ primer มีความ
ใกล้เคียงกับ miRNA ในกรณีที่ primer ไม่สามารถแยก miRNA ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่คล้ายคลึงกัน
ได้ หรือในกรณีที่เกิด primer dimer จะส่งผลให้ระดับการแสดงออของ miRNA เกิดผลบวกปลอม 
(49) นอกจากนั้นแล้วยังมีการศึกษาในปีพ.ศ.2561 พบว่า ความถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
mature miRNA นั้นส่วนหนึ่งขึ้นอยู่กับกระบวนการ microprocessor ในขั้นตอนที่เอนไซม์ Drosha 
ท าการตัด pri-miRNA ให้กลายเป็น pre-miRNA พบว่ามีโอกาสที่เอนไซม์ Drosha จะตัดผิดต าแหน่ง
และส่งผลต่อล าดับนิวคลีโอไทด์ของ pre-miRNA และ mature miRNA (35) ดังนั้นจะเห็นได้ว่า
การศึกษาเกี่ยวกับ miRNA นั้นมีข้อพึงระวังมากมาย ก่อนเลือก candidate miRNA นั้นจึงต้องมีการ
ตรวจสอบเบื้องต้น เช่น สมาชิกของ miRNA ที่จัดอยู่ใน family เดียวกัน จากฐานข้อมูล miRBase 
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พบว่า hsa-let-7c-5p และ hsa-let7g-5p ถูกจัดอยู่ใน let-7 family ซึ่งประกอบไปด้วยสมาชิก
จ านวน 12 ตัว ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงกัน การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SYBR Green real-time 
PCR assay ไม่สามารถแยก hsa-let-7c-5p และ hsa-let7g-5p ออกจากสมาชิกตัว อ่ืนๆใน  
family เดียวกันได้ ในส่วนของ hsa-miR-125b ถูกจัดอยู่ใน family เดียวกับ hsa-miR-125a โดยมี
สมาชิกใน family เดียวกันจ านวน 3 miRNA ซึ่งสามารถออกแบบ primer ให้จับกับบริเวณล าดับนิ
วคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันได้ ดังนั้นในการศึกษานี้จึงให้ความสนใจในการตรวจวัดระดับการแสดงออก
ของ miR-21-5p และ miR-125b-5p  

 การศึกษาระดับการแสดงออกของ miRNA ในชิ้นเนื้อ โดยท าการเปรียบเทียบชิ้นเนื้อบริเวณ
ส่วนที่เป็นมะเร็งกับบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็งของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส 
ตับอักเสบบี พบว่าชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็งมีการแสดงออกของ miR-21-5p ในระดับสูง 
สอดคล้องกับหลายการศึกษาที่ผ่านมา มีรายงานว่า miR-21 เป็น oncogene ในโรคมะเร็งหลายชนิด 
ยกตัวอย่ าง เช่น มะเร็ งล า ไส้ ใหญ่  (colorectal cancer) (50, 51), โรคมะเร็ งหลอดอาหาร 
(esophageal squamous cell carcinoma) (52, 53), ม ะ เ ร็ ง ข อ ง เ นื้ อ เ ยื่ อ ไ ต  ( renal cell 
carcinoma) (54) และมะเร็งรังไข่ (ovarian cancer) (55) นอกจากการศึกษาในชิ้นเนื้อของผู้ป่วย
โรคมะเร็งแล้ว ยังพบการศึกษาระดับการแสดงออกของ miR-21 ในตัวอย่างเลือด ไม่ว่าจะเป็นซีรั่ม
หรือพลาสมา การศึกษาส่วนใหญ่พบว่า ระดับการแสดงออกของ miR-21 ในกระแสเลือดของผู้ป่วย
โรคมะเร็ง จะมีระดับสูงกว่าคนที่ไม่เป็นโรคมะเร็ง ยกตัวอย่างเช่น มะเร็งเต้านม (breast cancer) 
(56, 57) และมะเร็ งตับอ่อน (pancreatic cancer) (58)  จากผลการศึกษานี้แสดงให้ เห็นว่า  
miR-21-5p มีระดับการแสดงออกสู งภายในชิ้นเนื้ อบริ เวณส่วนที่ เป็นมะเร็ ง  (cancerous) 
เปรียบเทียบกับบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (ANCT) ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกับมะเร็งหลายๆชนิด 
รวมทั้งการศึกษาเกี่ยวกับ miR-21 ในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ ดั งแสดงในตารางที่ 18 ในขณะที่ 
ผลการศึกษาระดับการแสดงออกของ miR-21-5p ในซีรั่ม พบการแสดงออกท่ีสูงขึ้นภายในกลุ่มผู้ป่วย
ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (CHB) และกลุ่มป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  
(HBV-HCC) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มคนปกติ (healthy control) แต่มีการแสดงออกที่ลดลง 
ในกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV-HCC) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (CHB) ซึ่งให้ผลสวนทางกับการศึกษาส่วนใหญ่ แต่อย่างไรก็ตาม
การศึกษาระดับการแสดงออกของ miR-21ในประชากรจีนเมื่อปีพ.ศ. 2554 เป็นอีกหนึ่งการศึกษา 
ที่พบการแสดงออกของ miR-21 ภายในซีรั่มของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับมีระดับต่ าเมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและกลุ่มคนปกติตามล าดับ หนึ่งในสาเหตุที่อาจเกิดขึ้นได้  
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ตารางที่ 20 แสดงการศึกษาเกี่ยวกับ miR-21 ในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ 

Year Sample Ethnicity Sample type expression Ref. 

2007 3 HCC USA tissue up (59) 

2008 54 HCC USA tissue up (60) 

2011 
89 HC, 48 CHB, 

101 HCC 
China serum up (61) 

2011 
68 HC, 75 CHB,  
60 LC, 204 HCC 

USA plasma up (62) 

2011 
34 HC, 48 CHB,  

70 HCC 
China serum down (63) 

2012 
50 HC, 30 CHB, 

126 HCC 
Japan plasma up (64) 

2014 119 HCC China tissue up (65) 
2015 30 HC, 97 HCC China serum up (66) 

2015 112 HCC China tissue up (67) 

2015 
20 CHB, 20 LC,  

20 HCC 
Korea serum up (68) 

2016 
10 HBV-HCC,  
10 non-HCC 

India tissue up (47) 

2016 
42 HC, 36 CHC, 78 

HCC 
Egypt serum up (69) 

2017 
60 HC, 60 CHC, 60 

HCC 
Egypt plasma up (70) 

2018 
119 HC, 100 CHB, 

69 HBV-LC,  
118 HBV-HCC 

Vietnam serum up (71) 

HC, healthy control; CHB, patients with chronic hepatitis B virus infection; CHC, patients with chronic hepatitis C virus 
infection; LC, patients with liver cirrhosis; HBV-LC, patients with HBV-related liver cirrhosis; HBV-HCC, patients with HBV-
related HCC 
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เนื่องจาก miRNA ภายในซีรั่มมีความจ าเพาะต่ ากว่าในชิ้นเนื้อ และอาจถูกรบกวนระดับการแสดงออก
จากปัจจัยอ่ืนๆได้ ดังนั้นการใช้ miRNA เพียงตัวเดียวอาจไม่เพียงพอในการวินิจฉัยโรค 

 

ในขณะที่ miR-125b-5p มีระดับการแสดงออกต่ าภายในชิ้นเนื้อบริเวณส่วนที่เป็นมะเร็ง 
(cancerous) เปรียบเทียบกับบริเวณข้างเคียงก้อนมะเร็ง (ANCT) ซึ่งสอดคล้องกับผลการแสดงออก
ของ miR-125b ในซีรั่ม พบว่าในกลุ่มป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี   
(HBV-HCC) มี miR-125b ต่ ากว่าในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (CHB) และกลุ่มคนปกติ 
(healthy control) และเป็นไปในทิศทางเดียวกับการศึกษาก่อนหน้า ดังแสดงในตารางที่ 19  
แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับ miR-125b ยังมีความหลายหลายอยู่ เนื่องจากมีความเกี่ยวข้อง 
ทั้งในกระบวนการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์, กระบวนการอักเสบ, รวมทั้งกระบวกการควบคุม cell 
cycle โดยมีรายงานว่า miR-125b มีระดับสูงขึ้นในผู้ป่วยโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก (prostate cancer) 
(72), ม ะ เ ร็ ง ร ะ บ บ เ ลื อ ด  (hematological malignances) (73) ม ะ เ ร็ ง ล า ไ ส้ ใ ห ญ่  ( 7 4 )  
ซึ่งในทางตรงกันข้าม มีรายงานถึงระดับการแสดงออกของ miR-125b ที่ต่ าในผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านม 
(75), มะเร็ งกระเพาะอาหาร  ( gastric cancer) (76) และมะเร็ งตับ  (77) ดั งนั้ น  miR-125b  
อาจท า หน้ า ที่ เ ป็ นทั้ ง  oncogenic miRNA หรื อ  tumor suppressive miRNA ที่ เ ป็ น เ ช่ น นี้ 
อาจเกิดจาก miRNA ชนิดนี้มี paralogous miRNA ซ่ึงสามารถสังเคราะห์มาได้จาก 2 บริเวณ  
จากฐานข้อมูลพบว่า hsa-miR-125b-1 อยู่บริ เวณโครโมโซม 11 ในขณะที่  hsa-miR-125b-1  
อยู่บริเวณโครโมโซม 21  โดย miRNA ทั้ง 2 ตัว มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของ  mature miR-125b 
เหมือนกัน จึงไม่สามารถสรุปได้ว่าระดับการแสดงออกของ miR-125b ที่ เ พ่ิมขึ้นหรือลดลง 
ในแต่ละโรคนั้นเกิดขึ้นจากบริเวณใด 

 จากผลการศึกษาที่กล่าวมาข้างต้น พร้อมกับการรวมรวมการศึกษาก่อนหน้า แสดงให้เห็นว่า 
miRNA เพียง 1 ตัวอาจไม่มีประสิทธิภาพมากพอในการใช้วินิจฉัยโรค ดังนั้นจึงมีการเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของการใช้ miRNA เพียงตัวเดียวกับการใช้ miRNA ร่วมกับการวินิจฉัยพ้ืนฐาน 
ในปัจจุบัน จากผลของ ROC curve แสดงให้เห็นว่าการใช้ระดับการแสดงออกของ miR-21-5p 
ร่วมกับระดับของ AFP หรือการใช้ระดับการแสดงออกของ miR-125b-5p ร่วมกับระดับของ AFP มี
ประสิทธิภาพในการแยกผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีออกจาก 
กลุ่มคนปกติได้ดีกว่าการวัดระดับการแสดงออกของ miRNA เพียงตัวเดียว หรือระดับ AFP  
เพียงอย่างเดียว 
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ตารางที่ 21 แสดงการศึกษาเกี่ยวกับ miR-125b ในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ 

Year Sample Ethnicity Sample type expression Ref. 

2007 3 HCC USA tissue down (59) 
2008 5 HCC China tissue down (78) 

2009 
3 normal liver,  

5 HCC 
China tissue down (79) 

2010 19 HCC China tissue down (80) 

2014 
28 HC, 24 CHB, 

22 HBV-LC,  
20 HBV-HCC 

Turkey plasma up (81) 

2014 49 HCC Hong Kong tissue down (82) 

2015 27 HCC China tissue down (83) 

2017 
56 HC, 63CHB,  

59 HBV-LC,  
64 HBV-HCC 

China plasma down (84) 

HC, healthy control; CHB, patients with chronic hepatitis B virus infection; HBV-LC, patients with HBV-related liver cirrhosis; 
HBV-HCC, patients with HBV-related HCC 

 

นอกจากระดับการแสดงออกของ miRNA จะสามารถใช้ในท านายการเกิดมะเร็งได้แล้วนั้น 
ยังพบการรายงานเกี่ยวกับกลไกที่อาจส่งผลต่อการเกิดมะเร็ ง โดยหลายการศึกษาพบว่า 
Programmed Cell Death 4 (PDCD4) และ Phosphatase and tensin homolog deleted on 
chromosome ten (PTEN) เป็นยีนเป้าหมายของ miR-21 โดย PDCD4 ท าหน้าที่ เป็น tumor 
suppressor gene เกี่ยวข้องในกระบวนกาการตายของเซลล์ (apoptosis), กระบวนการการ
เปลี่ยนแปลงของเซลล์ (cell transformation) และกระบวนการลุกลามของก้อนมะเร็ง (invasion) 
เนื่องจาก PDCD4 ท าหน้าที่ ในการยับยั้งเอนไซม์ matrix-metalloproteinase (MMPs) ดังนั้น 
เมื่อมีระดับการแสดงออกของ miR-21 ที่สูงขึ้น ส่งผลให้ PDCD4 ลดลง ในขณะที่ระดับของ MMPs 
สูงขึ้นจึงส่งเสริมการเกิดการเปลี่ยนแปลงของและเกิดกระบอกการเคลื่อนที่ของเซลล์ (migration) 
(54, 85, 86) นอกจากนั้นแล้วพบว่าในเซลล์ที่มีระดับการแสดงออกของ miR-21 สูง จะไปยับยั้งการ
ท า ง า น ข อ ง  PTEN ส่ ง ผ ล ต่ อ  downstream PI3K/AKT signaling pathways โ ด ย ไ ป เ พ่ิ ม 
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ระดับการ phosphorelation ของ Akt ส่งผลให้เกิด cell survival (87) และยับยั้งการตายของเซลล์
โดยกระบวนการ autophagy และ apoptosis ตามล าดับ (88) ดังแสดงในรูปที่ 33 

 

 
รูปที่ 33 แสดงกลไกของ PTEN ในกระบวนการเกิดมะเร็ง (87) 

  

 นอกจากยีนที่เป็นเป้าหมายของ miR-21 จะเกี่ยวข้องกับกระบวนการเกิดมะเร็งแล้วนั้น  
ยังมีการศึกษาในปีพ.ศ. 2557 รายงานเกี่ยวกับ miR-21 ในกระบวนการเกิดการอักเสบ โดยในเซลล์ที่
มีระดับการแสดงออกของ miR-21 ที่สูงนั้นจะกระตุ้นให้เกิดการอักเสบของเซลล์ ผ่านยีนเป้าหมายทั้ง 
2 ตัว ตามกลไล ดังแสดงในรูปที่ 34 
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รูปที่ 34 แสดงความสัมพันธ์ของ miR-21 กับกลไกการอักเสบ (inflammation) 

 

 ในขณะที่ ผ ลการท าน ายยี เ ป้ าหมายของ  miR-125b นั้ น ยั ง มี ค ว ามแตกต่ า งกั น 
ในหลายการศึกษา หนึ่งในยีนเป้าหมายได้แก่ Tumor protein p53 (p53) กล่าวเมื่อการแสดงออก
ของ miR-125b มีระดับต่ าลง ส่งผลให้มี p53 สูงขึ้น จึงท าให้เซลล์ไม่เกิดการ apoptosis แต่อย่างไร
ก็ตาม miR-125b สามารถท าหน้าที่ได้ทั้ง oncomiR และ tumor suppressive miRNA ยีนเป้าหมาย
ของ miR-125b จึงอาจเกี่ยวข้องกับหลากหลายกระบวนการภายในเซลล์ (89) ดังแสดงในรูปที่ 35 
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รูปที่ 35 แสดงการท าหน้าที่ของ miR-125b ในการเกิดโรคต่างๆ (89) 

 

 จากผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงในเห็นถึงความน่าจะเป็นในการน า miR-21 และ miR-125b 
มาใช้ ในการเป็นตัวบ่ งชี้ทางชีวภาพ ในการวินิจฉัยโรคมะเร็ งตับในระยะแรกที่ เกิดจาก 
การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี แต่อย่างไรก็ตามเพ่ือความจ าเพาะที่สูงขึ้น อาจจะต้องท าการตรวจสอบ
ระดับการแสดงออก และประสิทธิภาพของ miRNA ทั้ง 2 ตัว ในกลุ่มประชากรที่ใหญ่ขึ้น หรือในกลุ่ม
ประชากรที่มีเข้ือชาติแตกต่างกัน  

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

การศึกษาโดยอาศัย เทคนิค  high-throughput เป็นการแสดงให้ เห็นถึ งภาพรวม 
ของระดับการแสดงออกของ miRNA แต่อย่างไรก็ตาม การเลือกกลุ่มประชากรตัวอย่าง 
ในการน ามาวิเคราะห์เป็นอีกหนึ่งปัจจัยส าคัญของการแสดงตัวแทนที่ดีของ miRNA เพ่ือน ามา 
ท าการตรวจสอบในกลุ่มประชากรที่ เ พ่ิมขึ้น ดังนั้นเพ่ือให้เห็นถึงความจ าเพาะของ miRNA  
อาจจ าเป็นต้องท าการเปรียบเทียบรูปแบบการแสดงออกของ miRNA ในกลุ่มประชากรที่มีสาเหตุ 
รวมทั้งระยะการด าเนินของโรคแตกต่างกัน และท าการจรวจสอบผลของการเกิดโรค เมื่อมีระดับ 
miRNA ที่เปลี่ยนแปลงไป 
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   - ทุนอุดหนุนการศึกษาเฉพาะค่าเล่าเรียนประเภท 60/40 จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

การเผยแพร่ผลงานวิจัย  

   - น าเสนอผลงานวิจัยในรูปแบบโปสเตอร์ เรื่อง Serum hsa-mir-299-5p and hsa-
mir-379-5p are novel diagnostic markers for HBV-related hepatocellular carcinoma 
ใ น ก า ร ป ร ะชุ ม วิ ช า ก า ร  The 6 th International Conference on Biochemistry and 
Molecular Biology (BMB 2 0 1 8 )  “ Networking in Molecular Biosciences towards 
Creativity and Innovation” ในระหว่างวันที่ 20-22 มิถุนายน พ.ศ. 2561 จัดขึ้น ณ โรงแรม  
Rayong Resort จังหวัดระยอง 
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