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บทท่ี 1 
บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of mucosa – associated lymphoid tissue 

(MALT lymphoma) ท่ีนิยามจาก World Health Organization (WHO) วาเปน Extranodal 
lymphoma ท่ีประกอบไปดวย B-cell ขนาดเล็กมีรูปรางคลาย marginal zone (centrocyte–
like) cell, monocytoid B cell หรือ small lymphocyte และอาจมีเซลลขนาดใหญปะปนมี
รูปรางคลาย centroblast หรือ immunoblast [1] โดย MALT Lymphoma เกิดไดกับหลาย
อวัยวะ พยาธิสภาพที่เกิดแตละอวัยวะตางกันไปบางแตมีหลักการวินิจฉัย MALT Lymphoma 
ท่ีเยื่อบุผิว หลัก ๆ ดังนี ้

1) ลักษณะ lymphoma cell จะตองพบ Marginal zone cell ซ่ึงตองมีลักษณะ
คลาย centrocyte เรียกวา centrocyte–like cell มีนิวเคลียสเล็กบิดเบี้ยว และ
เปนรองบนผนังนิวเคลียส มีไซโตพลาสซึมนอย หรือมีเซลลอีกชนิดเรียก 
monocytoid cell มีนิวเคลียสขนาดเล็กคอนขางกลมอยูกลางเซลล มีปริมาณ
ไซโตพลาสซมึปานกลาง 

2) Lymphoepithelial lesion (LEL) เปนรอยโรคที่มีลักษณะเฉพาะคือ 
เซลลมะเร็งจะแทรกเขาไปใน epithelium โดยจะแทรกผาน basement 
membrane ของ epithelium เขาไปอยูรวมกันเปนกลุมเรียก LEL โดยจะตอง
พบเซลลของ Marginal zone B cell ตั้งแต 3 cell ขึ้นไป แต LEL ก็สามารถ
พบไดในสภาวะอักเสบที่ไมใชมะเร็งได 

3) Reactive lymphoid follicle พบในบริเวณใกลเคียงกับ MALT lymphoma มี
ลักษณะ lymphoid follicle อาจเปน follicle ทุติยภูมิปกติท่ีมี germinal 
center ใหญแลวลอมรอบดวย Mantle zone หรือเปน follicle ท่ีมีเซลล 
lymphoma แทรกเขาไปเรียกวา follicular colonization ในกรณีท่ีมี 
colonization ของเซลล lymphoma เขาไปใน follicle ตองแยกออกจาก 
follicular lymphoma [1, 2] 

ในปจจุบันยงัไมมี immunophenotype marker ท่ีจําเพาะกับ MALT lymphoma 
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ลักษณะทางอณูพยาธิสภาพของ MALT lymphoma พบวามี clonal 
rearrangement ของ immunoglobulin (Ig) gene และมี somatic hypermutation ของ 
variable region ของ Ig gene ซ่ึงเปนการบอกถึงเซลลตนกําเนิดของ MALT 
lymphoma วาเจริญมาจากเซลลในระยะ post germinal center B cell ในภาวะปกตกิาร
พัฒนาของ B lymphocyte follicle บริเวณ cortex ของตอมน้ําเหลืองเกิดโดยการกระตุน
ของ antigen (Ag) สงผลใหเกิด somatic hypermutation ของ immunoglobulin gene 
ซ่ึงถือเปนลักษณะของ post germinal center B cell และใชในการแยก MALT 
lymphoma ออกจาก Small lymphocytic lymphoma ท่ีเกิด จาก naïve B cell ซ่ึงยงัไม
เกิด mutation [1, 2] 

อุบัติการณในประเทศไทยพบวามี MALT lymphoma พบประมาณ 4.2% ของ B 
cell lymphoma โดยตําแหนงท่ีพบไดบอยคือ ทางเดินอาหาร (51%), เนื้อเยื่อบริเวณเบา
ตา (21%), ปอด (10.2%), ผิวหนัง (9.3%), ตอมน้ําลาย (6.5%), thyroid (5.6%), 
Waldeyer ring (2.5%), เตานม(1.9%) และตับออน [1] จากการศึกษาดาน 
histopathology ของ non-Hodgkin lymphoma (NHL) ในประเทศไทยโดยที่ได
รวบรวมขอมูลจากโรงพยาบาลเชียงใหม, สงขลา, ขอนแกน, ราชวิถี, จุฬาลงกรณและ
พระมงกุฎเกลาท้ังหมด 101 ราย พบวาเปน MALT lymphoma 6.13% ของ B cell 
lymphoma พบที่ stomach 50%, orbit 25% และ pulmonary 25% [3] เปรียบเทียบกับ
การศึกษาในโรงพยาบาลศิริราชของ gastrointestinal lymphoma (GI)  แบงเปน 
primary GI lymphoma (104 case) และ secondary GI lymphoma (16 case) พบวามี
ผูปวย MALT lymphoma คือ 10.6 % ของ primary GI lymphoma พบใน Gastric 
54.6% Intestinal 36.4% และ Multiple sites 9% [4] 

จากที่กลาวถึงลักษณะทางพยาธิสภาพของ MALT lymphoma ขางตนแลวถา
สามารถตรวจพบไดตามลักษณะนั้น ๆ ไดครบทุกลักษณะและมีความชัดเจนที่จะแยก 
Lymphoma cell ออกจาก Reactive cell ไดเลย การวินิจฉัย MALT lympohoma ก็คง
ไมเปนเปนปญหา แตในการปฏิบัติจรงิ พบวาเกิดขอจํากัดท่ีจะตรวจวินิจฉัยทางลักษณะ
ของ Histomorphology และ immunophenotype คือ 

1) การแยก Reactive lymphoid cell ออกจาก Lymphoma cell โดย 
histomorphology ไดไมชดัเจน เนื่องจาก Reactive cell เปน cell ขนาดเล็ก ท่ี
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ดูคลาย Lymphoma cell โดยเฉพาะ MALT lymphoma นอกจากนี้ท้ัง 
MALT lymphoma และ Reactive process ตางม ี lymphoid follicle ท่ีมี 
Germinal centerเหมือนกัน [1] แมแตลักษณะ lymphoepithelial lesion ซ่ึง
เปนลักษณะของ MALT lymphoma ยังไมสามารถบอกไดอยางแนนอน
เนื่องจากพบไดในภาวการณอักเสบที่ไมใชมะเร็งก็ได [2]  

2) ลักษณะของ Immunophenotype ยังไมมี marker ท่ีจําเพาะที่จะยอมดูการ
แสดงออกของ protein เพื่อตัดสินวาเปน MALT lymphoma ไดเลย ไดแต
ยอมเพื่อแยก immunophenotype ของ small lymphocytic lymphoma, 
mantle cell lymphoma และ follicular lymphoma ออกไป 

3) ในปจจุบันมีเทคโนโลยีกาวหนามากขึ้น เชน endoscopic biopsy จึงทําใหการ 
biopsy ได tissue ท่ีมีขนาดเล็กเพื่อลดความเจ็บปวดของผูปวยแตทําใหเห็น 
histomorphology ไดไมครบทุกสวนเนื่องจาก tissue มีปริมาณนอย 
โดยเฉพาะไมเห็นรอยโรค LEL หรือ reactive lymphoid follicle หรือแมแต
เทคนิคท่ีใช Fine – needle aspiration (FNA) cytology ท่ีนํามาตรวจ 
Lymphoma พบวาเกิดปญหา ในเรื่องของจํานวนเซลลท่ีไดจากการนํามา
ตรวจเชนกัน FNA จึงเปนไดเพียง screening tool เพื่อนําไปสูการวนิิจฉัย 
lymphoma ท่ีชัดเจน โดยตรวจชิ้นเนื้อทางพยาธิตอไป [1, 2,5] 

4) การตรวจทาง histomorphology เพียงอยางเดยีวนั้นอาจไมสามารถบอกถึง
การดําเนินไปของโรคหรือไมทราบการเปลี่ยนแปลงของ Reactive cell ไป
เปน Malignant lymphoma ได เชน Sjogren’s syndrome (SS) ซ่ึงเปน 
autoimmune disease ท่ีมี generalzed lymphoproliferation มีโอกาสเสี่ยง
อยางมากทีผู่ปวยจะเกิดเปน lymphoma ชนิด MALT lymphoma 
เพราะฉะนั้นการตรวจดวย histomorphology เพียงอยางเดียวไมสามารถ
ทํานายได [6] 

จากขอจํากัดขางตนจึงทําใหการตรวจวินิจฉัย MALT lymphoma นั้นดวย 
Histomorphology และ immunophenotype นั้นคงทําไดยาก จึงนําไปสู การตรวจหา 
clonality ของ lymphoid cells เพื่อแยก lymphomacell ออกจาก reactive lymphoid 
cell พยาธิกําเนิดของมะเร็งตอมน้ําเหลืองเริ่มจากมีการกระตุน lymphoid cell กลายเปน 
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transformed lymphoid cell และมีการเพิ่มจํานวนจาก clone ดังกลาวเรียกวา clonal 
expansion [1] ซ่ึงจัดวาเปน monoclonal processเพราะพบวาเซลลมะเร็งใน 
lymphoma มีคุณสมบัติบางอยางที่สําคัญเหมือนกันทุกประการ เชนในกรณี MALT 
lymphoma ท่ีมีเซลลตนกําเนิดเปน B cell ท่ีสามารถผลิต Ig ซ่ึงมีคณุสมบัติเหมือนกัน
ทุกประการในแตละเซลล เรียกวา monoclonal Ig [1, 7] ในขณะที่ reactive lymphoid 
cells อยูในภาวะ polyclonal process โดยจะมีการเพิ่มจํานวน B cell มาจาก clone ตาง ๆ 
ท่ีหลากหลายเพื่อตอบสนองตอการกระตุนจากหลากหลาย epitopes บน Ag นั้น โดย Ig 
ท่ีสรางจากเซลลจากหลาย clones นี้ เรียกวา polyclonal Ig [1, 7]ภาวะ monoclonal 
process และ polyclonal process จะเกี่ยวของกับ Ig โดยมีรายละเอียดดังนี ้

โครงสรางของ Ig จะประกอบดวย polypeptide 4 สาย คือ heavy (H) chain 2 
สาย ท่ีมีลักษณะเหมือนกัน และ light (L) chain 2สายที่มีลักษณะเหมือนกัน โดย light 
chain จะมี 2 ชนิดคือ Kappa และ Lambda สวน heavy chain มี 5 ชนิดคือ Gamma 

(γ), Alpha (α), Mu (μ), Delta (δ) และ Epsilon (ε) และใชแบงประเภท Ig เปน IgG, 
IgA, IgM, IgD และ IgE ตามลําดับ Ig แตละชนิดมีความแตกตางกันในน้ําหนักโมเลกุล, 
การเรียงตัวของกรดอะมิโน, สวนประกอบของคารโบไฮเดรต, antigenic determinant 
และ คุณสมบัติทางชีวภาพ แตละสายของ L chain และ H chain มีสวนประกอบที่มีการ
เรียงตัวของกรดอะมิโนที่ไมคงท่ีเรียก variable (V) region และอีกสวนท่ีกรดอะมิโน
เรียงตัวคงท่ีคือ Carboxy terminal constant region [7] Ig gene มี H chain gene อยู
บนโครโมโซมที่ 14q32 โดย V region ของ H chain encoded จาก V (variable) gene 
45 segments, J (joining) gene 6 segments, และ D (diversity) gene 23 segments, สวน 

C region ของ H chain encoded โดย 10 gene เรียงลําดับดังนี้ μ, δ, γ3, γ1, ε2, α1, 

γ2, γ4, ε1 และ α2 สวน K light chain gene อยูบนโครโมโซมที่ 2p12 ประกอบดวย V 
gene 35 segments และ J gene 6 segments กับ Ck gene 1 segments Lambda light 
chain อยูบนโครโมโซม 22q11  มีการเรียงตัวของ V gene 30 segment และ J segment 
เรียงตอกับ Ck segment 4 คู [5,8]ขั้นตอนการเจริญของ B lymphocyte ในอวัยวะปฐม
ภูมิ คือมีการจัดเรียงตัวใหมของ gene เรียก VDJ recombination นําไปสูความ
หลากหลายของการเรียงตัวของกรดอะมิโนบน V region ของ Ig ซ่ึงเปนตําแหนงท่ีจับ
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กับ Ag เพื่อเพิ่มความหลากหลายของ Ig ตอ Ag ตางกัน เม่ือเกิด clonal diversity ของ B 
lymphocyte จากการทําปฏิกิริยากับ antigen หลากหลายชนิดท่ีกระตุน B lymphocyte 
ทําใหเกิด mutation ของ V gene ของ H chain และ L chain เรียกวา somatic 
hypermutation ถา Ig ท่ีมีปฏิกิริยาตอ Ag ไมดี B lymphocyte clone นั้นจะถูกกําจัดโดย 
apoptosis แตถามีปฏิกิริยาตอ Ag ไดมากขึ้นจะเปลี่ยนแปลงไปเปน plasma cell หรือ 
memory B cell กระบวนการคัดเลือกเซลลนี้เรียกวา clonal selection [9] 

การแยก B cell lymphoma รวมถึง MALT lymphoma ออกจาก Reactive cell จะ
อาศัย clonal selection ดังนี้  

 Monoclonality จะแยกเปน light chain คือจะมีการเลือกชนิดของ light 
chain เปนชนิดเดียวคือ kappa หรือ Lambda chain เทานั้น เรียก light chain 
restriction จะเปน Lymphoma cell และ ในสวนของ heavy chain rearrangement 
ของ V, D, J segment ท่ีมาชิดกันเปน exon โดย lymphoma cell จะเกิดมาจาก clone 
เดียวกันของ lymphoma cell จึงตรวจพบวาเกิดเปนแถบหลังจากทํา PCR แลว 1 แถบ
เรียกวา monoclonal 

 Biclonality ในสวนของ heavy chain rearrangement แลวตรวจพบ 2 
band จัดวาเปน Biclonalityจะเปน lymphoma cell ท่ีเกิด rearrangement ของ Ig gene 
ในทั้งคูของ chromosome ท่ีเปนตําแหนงท่ีอยูของ gene จึงทําใหเกิดความยาวของ 
product ตางกันจึงเห็นเปน 2 band [10] 

 Oligoclonality ตรวจพบ 3 band ขึ้นไป เกิดจาก proliferation ของ 
clone ท่ีแตกตางกันจากหลาย clone ท่ีเกิดความผิดปกติมีการกลาวถึงวาอาจเปนจุด
กําเนิดของ MALT lymphoma [10] 

 Polyclonality คือจะแยกเปน light chain มีการเกิด light chain ไดท้ัง 
Kappa และ Lambda จะเปน Reactive cell โดย Reactive cell ปกติจะมีการเลือก 
Kappa: Lambda light chain เปน 2:1ซ่ึงอธิบายไดดวยโอกาสที่จะมี rearrangement 
ของ Ig kappa light chain gene กอน ซ่ึงถาลมเหลวจึงมี rearrangement ของ Ig 
lambda light chain gene ตอไปในการเจริญของ B cell ตอไป ในสวนของ heavy chain 
rearrangement ของ V, D, J segment ท่ีมาชิดกันเปน exon โดย reactive cell จะมีการ
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ปะปนกันอยูของ หลาย ๆ clone จึงวัดผลหลังจากการทํา PCR แลวพบเปนหลาย ๆ แถบ 
หรือเปนลักษณะ smear เกิดขึ้นเรียกวา polyclonal [1] 

คุณสมบัติของ Ig มีความสําคัญในการชวยแยก Reactive cell ออกจาก 
Lymphoma cell ไดอยางถูกตองและแนนอนกวาการตรวจดวย histomorphology 
รวมกับ immunophenotype สามารถนําไปสูการตรวจพบ monoclonality ของ B cell 
lymphoma  

สําหรับ paraffin embedded tissue สามารถตรวจหา clonality โดย 3 วิธีคือ 
immunhistochemistry, polymerase chain reaction และ in situ hybridization โดยแต
ละวิธีจะมีรายละเอียดดังนี้ 
1. Immunohistochemistry 

วิธี Immunohistochemistry (IHC) คือตรวจห Ag ท่ีสนใจที่จะพบได 3 บริเวณ
ของ cell คือ ท่ี cell membrane surface, cytoplasm และ nucleus โดยใชการทําปฏิกิริยา
การจับของ Antigen – antibody reaction แลวใชเทคนิคท่ีทําใหเกิดสีเพื่อแสดงวามีการ
ทําปฏิกิริยาหรอืไม ถาใช chromogen ทําใหสามารถแปลผลดวย light microscope ได 
IHC ท่ีใชตรวจหา monoclonality ของ MALT Lymphoma นั้นสามารถตรวจยอม
เซลล ท่ีมี cytoplasmic immunoglobulin เพื่อดู light chain expression โดยถาเปน 
Lymphoma cell จะติดเพียง Kappa หรือ Lambda light chain อยางใดอยางหนึ่งในทุก 
ๆ เซลล แตถาเปน Reactive cell จะยอมติด Kappa และ Lambda light chain ปะปนกัน
ไปในกลุมเซลล [1] 

การแปลผล IHC ท่ีใชในการยอม kappa และ lambda ใน tissue ท่ีสนใจจะ
อัตราสวน kappa: lambda >10 คือ kappa restrictionหรือ kappa: lambda < 0.2 คือ 
lambda restriction เปนอัตราสวนการแปลผลที่ชัดเจนและนาเชื่อถือมากที่สุด [11, 12] 

IHC จะมีประโยชนในเรื่องของวิธีการที่สะดวก เพราะไมซับซอน โครงสรางของ
เซลล และเนื้อเยื่อไมถูกทําลาย จึงยงัคงเห็นลักษณะของ histomorphology ของเซลลอยู 
เม่ือนํามาใชในการตรวจหา immunoglobulin ซ่ึงโดยปกติจะพบไดท้ังท่ี surface และ 
cytoplasm ของ B cell แต Ig ท่ีผิวของเซลลมักถกูทําใหเสื่อมโดย ฟอมรมาลินทําใหไม
สามารถตรวจสอบ surface Ig ไดดังนั้นการตรวจโดยวิธี immunohistochemistry จึงมุง
ตรวจสอบ immunoglobulin ท่ีอยูใน cytoplasm เปนหลักซ่ึงมักพบใน B cell ท่ีมีการ
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พัฒนาไปเปน plasma cell [1] แตยงัพบปญหาในเรื่องของ background staining ซ่ึงจะ
สงผลตอการแปลผล monoclonality  

2. Polymerase chain reaction(PCR) 
การตรวจหา monoclonality ของ B cell Lymphoma ท่ีใชวิธี PCR เปนการ

ตรวจหา rearrangement ของ IgH gene โดย IgH gene จะมีอยูในนิวเคลียสโดยจะเปน 
gene ท่ีโมเลกุลใหญ ประกอบดวย segment ตาง ๆ ท่ี DNA sequence แบงออกเปน V, D, 
J และ C segment [1, 7, 8] โดย V, D และ J gene segment จะเกี่ยวของกับการสราง 
variable region ของ IgH molecule และ C gene segment จะเกี่ยวของกับการสราง 
constant region ของ IgH molecule [1, 9] การจัดลําดับของ gene ใหม 
(rearrangement) เปนการนํา V, D, J gene segment มาชิดกันเปน exon ของ IgH gene 
เพื่อกําหนดการสราง variable region ของ IgH molecule [1] 

ในการตรวจหา rearrangement ของ IgH gene ดวย PCR จะอาศัยการออกแบบ 
primer ท่ีจับกับลําดับ nucleotide ท่ีพบใน V gene segment เปน consensus  region และ 
J gene segment [1, 13] โดยถาไมมี rearrangement จะไมสามารถสราง DNA ดวย PCR 
เพราะ primer อยูหางกันมากกวา 1 kb PCR จึงสามารถชวยแยก Reactive (polyclonal) 
ออกจาก Lymphoma cell (monoclonal) โดยสาย DNA ท่ีอยูระหวาง primer ของ 
rearranged IgH gene ในแตละ reactive B cell มีความยาวไมเทากัน เนื่องจากจํานวน 
nucleotide ท่ีอยูระหวาง primer ไมเทากัน โดยจะแยก Polyclonality ไดจากการที่ B cell 
มีหลาย clone เม่ือทํา PCR แลวนํานิวคลีโอไทดมาตรวจดแูถบ (band) จะพบเปนลักษณะ
เปนแถบเล็ก ๆ ยาว ๆ หลาย ๆ แถบ แตถาเปน B cell lymphoma จะพบวามีการเกิดมาจาก 
B cell clone เดียวกัน เม่ือทํา PCR แลวนํามาตรวจแถบของ IgH gene จะพบแถบเดียว
อยางชัดเจน [1, 7] PCR น้ันเปนเทคนิคท่ีมี รอยละการตรวจพบ monoclonalityท่ีสูง แต
ยังไมใชเทคนคิท่ีสมบรูณในการนํามาตรวจวินิจฉัยในสวนของ DNA เพื่อหา 
monoclonality ใน MALT Lymphoma เพราะ MALT lymphoma นั้นพบการเกิด 
somatic hypermutation ในสวน ของ V gene [9] จึงทําให primer ท่ีเปน consensus 
sequence ท่ีจําเพาะเกิด False negative ไดในกรณีท่ีเปน DNA ของ Lymphoma cell นั้น
เกิด mutation ขึ้น ผลท่ีตรวจสอบไดจึงเปน polyclonality [9]  
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 โดยในสวนของ VH จะประกอบไปดวย 3 framework (FR) region และ 
2 สวนของ complementarily-determination region (CDRs) .ในขณะที่ FRsพบการ
เปล่ียนแปลงนอย ในสวนของ heavy chain และ light chain ในขณะที่ CDR มีหนาท่ี
สําคัญในการจับกับ antigen จึงมีการเปลี่ยนแปลงในสวนนี้มากกวาใน framework 
region และ CDR จึงเปนสวนท่ีเกิด somatic hypermutationไดมากกวา แตในสวนของ 
framework region มีโอกาสเกิด somatic hypermutation ไดนอยกวา แตก็เกิด 
mutation ไดโดยมักเกิด nucleotide substitution ได 

 
รูปท่ี 1 แสดง สวนประกอบของ Immunoglobulin 

ในการทํา PCR จะใช VH consensus primer ของ FR 3 เพราะวาเปนชวงที่อยู 
ใกลกลับสวน ของ JH VH มากท่ีสุดดังรูปท่ี 1 เนื่องมาจาก specimen ท่ีนํามาใชใน
การศึกษานี้ผานการแชใน ฟอมรมาลิน จึงทําใหจําเปนที่จะตองลดความยาวของ 
product ลงเพื่อให เกิด amplification ของ product ไดจึงเลือกใช primer ท่ีจําเพาะกับ 
FR 3 ของ VH เพราะเปนชวงท่ีอยูใกลกันมากที่สุด แตก็มีขอเสียท่ีเกิดขึ้นไดเพราะ 
product ไมครอบคลุมทุกสวนของ heavy chain [14] ลําดับเบสของ primer ท่ีใชในการ
ทดลองคือ  

FR3A 5’-ACA CGG C(CT) (GC) TGT ATT ACT GT-3’ เปน primer ท่ีจับในสวน
ของ VH consensus [13] 
LJH  5’-TGA GGA GAC GGT GAC C-3’ เปน primer ท่ีจับในสวนของ JH 
consensus [13] 
Product จะอยูในชวง 70-140 bp โดยไดทําการทดลอง Blast primer คูนี้ใน 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast แลว ได (request ID ของ FR3A คือ 1164598529-30808-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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19-223866979 และ The request ID ของ LJH คือ 1164598142-12380-139742006359) ปรากฏวา
สามารถจับกับ Ig gene ไดจริงในหลาย ๆ ฐานขอมูล  

3. In situ hybridization mRNA Kappa and Lambda 
In situ hybridization (ISH) เปนเทคนิคท่ีใชในการหาลําดับ nucleic acid ของ

DNA และ RNA ของเซลลตาง ๆ โดยที่โครงสรางเซลลไมถูกทําลาย ในสวนของงานวิจัย
นี้ใชสวนของ RNA สายเดียวติดฉลาก (labeled single – stranded fragment of RNA) 
เรียก labeled probe ท่ีมีการเรียงตัว nucleotide ท่ีเปน complementary กับ RNA 
เปาหมาย เกิด hybrid ภายใตภาวะที่เหมาะสม [15] 

การแปลผล In situ hybridization (ISH) ท่ีใชในการยอม kappa และ lambda ใน 
tissue ท่ีสนใจจะอัตราสวน kappa: lambda >10:1 คือ kappa restrictionหรือ kappa: 
lambda < 0.2 คือ lambda restriction เปนอัตราสวนการแปลผลที่ชัดเจนและนาเชื่อถือ
มากที่สุดนับอยางนอย 500 เซลล [11, 12] 

มีการพัฒนามาใช probe ท่ีเปน non – radioactive เพื่อตรวจหา monoclonality 
โดยใช biotinylated synthetic oligonucleotide probe ท่ีมีความจําเพาะกับ kappa หรือ 
Lambda mRNA เพื่อตรวจวินิจฉัยของ  2 immunocytochemical ท่ีเกิด signal ชัดเจน
บริเวณท่ีเปน specific localization ของการ hybridization ของเซลลท่ีตรวจพบ จึง
นําไปใชประโยชนในกรณีท่ี morphology ไมสามารถแยกระหวาง polyclonal และ 
monoclonal plasma cell [16] In situ hybridization ท่ีมีการปรับปรุง probe ใหดีขึน้ ยงั
สามารถนําไปวินิจฉัยในสวนของ Plasma cell, germinal centrocyte, centroblast และ 
immunoblasts ใน formalin – fixed and paraffin – embedded section ของ 
Lymphoid tissue ได โดยถือเปนการยืนยันถึง specific และ sensitivity ของการ
ตรวจหา kappa หรือ lambda light chain restriction ใน Ig light chain mRNA ของ
เซลล [17]และเมื่อนํา In situ hybridization มาหาความสัมพันธของ Sjogren’ 
syndrome (SS) กับการกลายเปน MALT lymphoma โดยพบผลบวกของ light chain 
restriction 7/14 case ของ SS คือ 5 case เปน Kappa light chain restriction 
(อัตราสวนคือ kappa : lambda คือ >8.0) และ 2 case เปน lambda light chain 
restriction (อัตราสวนคือ kappa : lambda คอื <0.6) และผลบวก monoclonality ใน 5 
case มีการพัฒนาไปเปน lymphoma โดย 4/5 case เปน low grade lymphomas ของ 
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MALT และมี 1 คนตายจากการแพรกระจายของ cell Lymphoma จึงกลาวไดวา In situ 
hybridization เปนเคร่ืองมือในการทํานายการดําเนินไปของโรค SS [6]นอกจากนี้ In 
situ hybridization (ISH) ยังมีขอดีคือสามารถตรวจผล Ig light chain mRNA ดวย 
light microscopic โดยวิธีการคือจะใช biotinylated tyramine signal amplification 
รวมกับ streptavidinbiotin horseradish peroxidase complex และ detection ดวย 3 – 
3’diaminobenzidine พบวาเปนวิธีท่ีสะดวกและเสร็จทุกขั้นตอนภายใน 1 วัน และถา
ขั้นตอนสุดทาย counterstain ดวย hematoxylin จะประเมิน cellular morphology ได
อีก [18] การศึกษาใน primary gastric MALT lymphoma ท้ังหมด 9 case ตรวจพบ
ผลบวก monoclonality 5/9 คิดเปนรอยละ 55 [19] นอกจากนี้เทคนิคIn situ 
hybridization (ISH) ยังสามารถใช specimen จาก fine-needle aspiration (FNA) ได
พบผลบวก monoclonality คิดเปนรอยละ 80 ของ B cell lymphoma [20]  

In situ hybridization เปนการตรวจวินิจฉัยในสวนของ mRNA ซ่ึงจะชวย
แกปญหาในเรื่องของ background stain ท่ีพบในการตรวจดวยวิธี 
immunohistochemistry และขจัดปญหา ของ somatic hypermutation ท่ีเกิดกับ 
variable part ท่ี primer จับในการตรวจวินิจฉัยดวย PCR แต in situ hybridization ก็
มีขอจํากัดเนื่องจาก mRNA ไมสามารถอยูใน cytoplasm ไดนานและ B cell ไมได มีการ
สราง mRNA ของ immunoglobulin ตลอดเพราะฉะนั้นถาไปตรวจในระยะที่ ไมมี
cytoplasmic Ig  ก็จะตรวจวินิจฉัยไมได  

จากการตรวจหา monoclonality process ใน MALT lymphoma ดวยวิธี
Immunohistochemistry, Polymerase chain reaction(PCR) และ In situ 
hybridization (ISH) นั้นมีการตรวจหา monoclonality ในสวนท่ีแตกตางกันของเซลล
คือ immunohistochemistry จะตรวจในสวนของ protein, polymerase chain reaction 
จะตรวจในสวนของ DNA ท่ีอยูในนิวเคลียสและ In situ hybridization (ISH) ตรวจใน
สวนของ mRNA ท่ีจะถูก transcription ออกมาอยูใน cytoplasm จึงทําใหท้ัง 3 วิธีมี
ขอดีขอเสียท่ีแตกตางกันไป และเมื่อตองการใหผลการตรวจ monoclonality ใหไดรอย
ละของผลบวกมากที่สุดใน MALT lymphoma ในรายที่ไมสามารถวินิจฉัยดวย 
histomorphology และ immunophenotype ได จึงนําไปสูการทําวิจัยคร้ังนี้ท่ีตองการ
ทราบวา ท้ัง 3 วิธีท่ีกลาวมาแลวขางตน วิธีใดจะตรวจรอยละของผลบวก monoclonality 
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ไดมากที่สุดในผูปวย MALT lymphoma เพื่อประโยชนในการวินิจฉัยท่ีรวดเร็วและลด
ปญหาในเรื่องของการใหการรักษาผูปวยท่ีไมเหมาะสม 

1.2 คําถามของงานวิจัย (Research Question) 
วิธี immunohistochemistry, polymerase chain reaction และ in situ hybridizationวิธี

ใดจะใหรอยละการตรวจ พบ monoclonality ในผูปวย MALT lymphoma มากที่สุด 
1.3 วัตถุประสงคของงานวิจัย (Objectives) 

เพื่อเปรียบเทียบรอยละในการตรวจหา Monoclonality ของมะเร็งตอมน้ําเหลืองชนดิ 
Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of mucosa – associated lymphoid tissue (MALT 
lymphoma) ระหวางวิธีimmunohistochemistry, polymerase chain reaction และ in situ 
hybridization 

1.4 สมมติฐานของงานวิจัย (Hypothesis) 

In situ hybridization นาจะเปนวิธีท่ีมีรอยละในการตรวจพบผลบวกของ monoclonality 
ใน MALT lymphoma ไดดีท่ีสุด เหตุผล เนื่องมาจาก 

1.  immunohistochemistry จะประสบปญหาในเรื่องของ background ท่ีเกิดจาก 
serum ในการ biopsy จึงทําใหการแปลผลทําไดยาก และจะแปลผลไดเฉพาะใน 
plasma cell differentiation เพราะ specimen ผาน formalin จึงทําใหไมสามารถ
แปล surface Ig ได 

2. polymerase chain reaction อาจใหผลลบเนื่องจาก MALT lymphoma เปน 
lymphoma ชนิดท่ีเกิด somatic hypermutation ในสวนของ variable part ของ 
Ig gene ซ่ึงเปนสวนท่ี primer จับ ซ่ึงถาเกิด mutation ขึ้นจะทําใหเกิด false  
negativeใน case นั้น ๆ รวมถึง MALT lymphoma เปน lymphoma ชนิดท่ีมี 
reactive cell แทรกอยูระหวาง lymphoma cell จึงทําให tissue ท่ีจะนํามาทํา PCR 
มีท้ัง reactive cell และ lymphoma cell ถาเกิดกรณีท่ี reactive cell มากกวา 
lymphoma cell จะไดผลเปน polyclonal บดบัง monoclonal  

จึงนําไปสูเทคนิค In situ hybridization ซ่ึงเปนการตรวจวินิจฉัยในสวนของ 
mRNA ท่ีอยูภายใน cytoplasm ของ cell จึงนาจะเปนวิธีท่ีตรวจวินิจฉัยใน 
lymphoma cell ไดโดยไมจําเปนตองตรวจในสวน plasma cell differentiation เพียง
อยางเดียวเหมือน IHC และลดปญหาในเรื่องของ background stain ไดดวยรวมถึง
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ในกรณีท่ี DNA transcription เปน mRNA แลวเกิด mutation ในชวง post 
transcription แลวไม translate เปน protein จึงไมสามารถตรวจไดดวย IHC 
นอกจากนี้ยังไมสามารถตัดปญหาเรื่อง hypermutation ของ variable part ออกไปได 

1.5 กรอบแนวคิดของงานวิจัย 
 

ผูปวยที่ไดรับการวินจิฉัยวาเปนMALT lymphoma 
 
 

ตรวจลักษณะ immunophenotype ดังนี ้
CD20, CD3, cyclinD1 และ CD10 เพื่อยนืยันการวินิจฉยั 

 
 

แปลผลรวมกับพยาธิแพทย 
 
 
 

เปน MALT lymphoma                ไมเปน MALT lymphoma 
 
 
 
ตรวจวนิิจฉยั clonality ดวยวิธีดังนี ้  ตัดออกจาการทดลอง 

 
 
 
Immunohistochemistry                PCR                       in sit uhybridization 
 
 

เปรียบเทียบผลบวก monoclonality ของแตละวิธี 
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วิเคราะหผลการทดลอง 
  

1.6 ขอบเขตของงานวิจัย 
1. ในการทําวิจัยคร้ังนี้จะทําการศึกษาในผูปวยชาวไทยท่ีมารักษาตัวท่ีโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ และไดรับการตรวจวินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma ท่ีอวัยวะใด ๆ ก็
ตามในรางกายจํานวนทั้งสิ้น 44 ราย 

2. ตรวจลักษณะ immunophenotype เพื่อยืนยันผลการตรวจวินิจฉัย 
3. ทําการศึกษาเพื่อตรวจหาผลบวก monoclonality ดวย 3 วิธีดังนี้ 

Immunohistochemisty, PCR และ in situ hybridization และเปรียบผลการตรวจพบ
ผลบวก monoclonality ท้ัง 3 วิธีเพื่อหาวิธีท่ีดีท่ีสุดเพื่อนาํมาใชในการตรวจวินิจฉัย
ตอไป 

1.7 ขอตกลงเบื้องตน 
ไมมี 

1.8 คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 
1. Kappa restriction ผลการยอมติด kappa : lambda light chain >10 จะเรียกวา 

Kappa restriction 
2. Lambda restriction ผลการยอมติด kappa : lambda light chain < 0.2 จะเรียกวา 

lambda restriction 
3. Monoclonal ตอ heavy chain นํา products ท่ีไดจาก PCR มาวิ่งบน polyacrylamide 

gel ดูผลโดยใชแสงUV.การแปลผล ถาขึ้น 1-2 แถบ อยางคงที่ 2 ใน 3 dilutions แปลวา
เปน monoclonality 

4. Polyclonal ตอ heavy chains นํา product ท่ีไดจาก PCR มาวิ่งบน polyacrylamide 
gel ดูผลโดยใชแสงUV.การแปลผลถาขึ้นมากกวา2 แถบแปลวา polyclonality 

1.9 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
1. เปนการทําวิจัยเพื่อใชในการแกปญหาที่เกิดในการปฏิบัติงานจริงของการวินิจฉัย 

MALT lymphoma 
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2. นําไปสู ความรูใหมเก่ียวกับการเลือกใชวิธีท่ีตรวจพบ monoclonality สูงในการ
วินิจฉัย MALT lymphoma ซ่ึงเปนประโยชนตอการบําบัดรักษาและติดตามโรคของ
ผูปวยตามความเปนจริง 

1.10 ขั้นตอนการวิจัย 
1. การเก็บตัวอยาง (Sample Collection)ไดรับการรับรองจากคณะกรรมการพิจารณา

จริยธรรมการวิจัยในการประชุมคร้ังท่ี 16/2549 วันท่ี 8 สิงหาคม 2549 

• ผูปวยในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณในป พ.ศ. 2544 ถึง 2549 ท่ีไดรับการวินิจฉัยทาง
พยาธิวิทยาวาเปนมะเร็งตอมน้ําเหลืองชนิด Extranodal marginal zone B-cell 
lymphoma of mucosa–associated lymphoid tissue (MALT lymphoma) อยาง
นอย 34 ราย  

• วัตถุตัวอยางที่ใชสําหรับการวิจัยคือชิ้นเนื้อของผูปวยดังกลาวไดจากการทําผาตัด
แลวนํามาสงตรวจที่ภาควชิาพยาธิวิทยาจัดเก็บในรูป paraffin blocks 

• การคัดเลือกออกคือ กรณีท่ีตรวจ immunophenotype แลวไมเปน MALT 
lymphoma และกรณีท่ีไมมี specimen ท่ีเปน paraffin block เหลืออยู 

2. ขั้นตอนการศึกษา (process of study) 
1) Immunohistochemistry 
2) PCR 

3) In situ hybridization 
3. รวบรวมขอมูลและวิเคราะหขอมูล (Data collection) 

  เก็บขอมูลของ Specimen ดังนี้ 
 Pathology Number 
 Hospital number (HN) 
 ชื่อ,นามสกุลผูปวย 
 Organ ของ specimen 
 Diagnosis 
 ผลการทดลองในการยอม H&E 
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 ผลการทดลองในการยอม  IHCของ marker(CD20, CD3, Cyclin D1, 
CD43) 

 ผลการทดลองในการยอม  IHCของ kappa : lambda 
 ผลการทดลอง ISH ของ kappa : lambda 
 ผลการทดลอง polymerase chain reaction ตอ immunoglobulin gene ใน
สวนของ heavy chain 

 ผลการทดลอง ทํา polymerase chain reaction ตอ human β globin gene 
เพื่อตรวจสอบคุณภาพของ DNA และ PCR inhibitor 

4. วิเคราะหขอมูล (Data analysis) 
1. หลังจากรวบรวมผลการทดลองทั้งหมดแลวคํานวณหารอยละของ ผลบวก 

monoclonality จาก   จํานวนที่ตรวจพบผลบวก monoclonality  
                                จํานวน Specimen ท้ังหมด 

2. นําคาท่ีไดเปรียบเทียบกันท้ัง 3 วิธี โดยใชสถิติ Cochran test ซ่ึงเปนการ
ทดสอบทางสถิติท่ีใชกับขอมูลเชิงลักษณะ (Categorical data) เพื่อเปรียบเทียบ
การทดสอบ 3 วิธี ซ่ึงผลการทดลองที่ไดพบวาท้ัง 3 วิธี คือ IHC, ISH และ PCR 
ท่ีระดับความเชื่อม่ันท่ี 95 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



16 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1  แนวคิดและทฤษฏี  
 Extranodal marginal zone B cell lymphoma of mucosa-associatedlymphoid 

tissue (MALT lymphoma) เปน extranodal lymphoma ท่ีประกอบดวย B cell ขนาดเล็ก
ไดแก marginal zone (centrocyte-like) cell, monocytoid B cell, small lymphocyte และ
ยังมี cell ขนาดใหญปะปนได จัดเปน lymphoma ชนิดท่ี lymphoma cell แทรกปนอยูกับ 
Reactive cell มักพบรอยโรคที่เฉพาะคือ มี lymphoma cell แทรกตัวผาน epithelium และ
ผาน basement memebrane ของ epithetlium เขาไปอยูรวมกันเปนกลุมเรียก 
lymphoepithelial lesion (LEL)ในการวินิจฉัย MALT lymphoma ถาพบลักษณะของ 
histomorphology ท่ีชัดเจนครบทุกลักษณะของรอยโรคก็จะไมมีปญหาในการวินิจฉัยแต
เนื่องจากการ biopsy ท่ีได tissue ขนาดเล็ก จะทําใหได histomorphology ไมสมบรูณจึง
ตองหาวิธีอ่ืนเขามาชวยในการวินิจฉัยโดการดู immunophenotype แตเนื่องจาก MALT 
lymphoma ยังไมมีลักษณะ immunophenotype ท่ีชดัเจนทําไดแคเพียงตัด lymphoma 
ชนิดอื่นออกไปเทานั้น จึงตองเลือกวิธีวินิจฉัย clonal ของ immunoglobulin gene ท่ีมี 
clonal rearrangement และพบวา MALT lymphoma เปน lymphoma ชนิดท่ีเกิด 
somatic hypermutation ของ variable ไดจึงตองเลือกวิธีท่ีจะตรวจหาผลบวก 
monoclonality ใหไดผลบวกมากที่สุด สามารถตรวจไดท้ังในสวนของ heavy chain และ 
light chain ของ immunoglobulin gene และมีวิธีท่ีจะตรวจวินิจฉัย clonality ดังนี้ คือ  

immunohitochemistry(IHC), polymerase chain reaction(PCR) และ in situ 

hybridization(ISH) 
2.2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

ไดมีงานวิจัยท่ีกลาวถึงการตรวจวินิจฉัย Lymphoma คือ immunohistochemistry, 

polymerase chain reaction (PCR) และ in situ hybridization(ISH) 
 การศึกษาใน MALT lymphoma โดยใชเทคนิค polymerase chain reaction 

(PCR) เพื่อตรวจหา monoclonality ใน frozen sample เปรียบเทียบกับใน paraffin wax 
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embedded tissue ผลการทดสอบสามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ไดรอยละ 86 
ใน frozen และใน paraffin wax embedded พบผลบวก monoclonality รอยละ 60 [21] 

• Sanya Sukpanichnant และคณะไดทําการศึกษาในป 1993 เปนการศึกษาเพื่อ
เปรียบเทียบ sensitivity ของ simple PCR และ seminested PCR ในการตรวจวินิจฉัย B 
cell clonality ใน paraffin embedded endoscopic biopsy จากคนไข primary GI 
lymphoma of MALT type 7 รายพบวา การใช seminested PCR techniques ใน paraffin 
embedded endoscopic biopsy มี sensitivity รอยละ 75 (5/7) และ Simple PCR 
techniques มี sensitivity รอยละ 57 (4/7) [22] 

• Rose C. และคณะไดทําการศึกษาในป 2003 เพื่อตรวจหา monoclonal B cells 
ดวยวิธี IHC, flow cytometry และ ISH (automate) โดยคัดเลือกประชากรเปาหมาย
ท้ังหมด 3 ราย ท่ีไดรับการวินิจฉัยวาเปน MZL 3 ราย และ การแปลผลใชสัดสวนดังนี้ 
kappa:lambda >10 จัดเปน kappa restriction หรือ kappa:lambda <0.2 จัดเปน 
lambda restriction ผลการทดลอง IHC สามารถตรวจสอบผลบวก monoclonality ได 
2/3 หรือคิดเปนรอยละ 66.7 และ ISH ตรวจสอบผลบวก monoclonality ได 3/3 หรือคิด
เปนรอยละ 100 จึงอาจกลาวไดวา Automate CISH สามารถแปลผลไดงายและดีกวา IHC 
เนื่องจากตัดปญหาในเรื่องของ background ออกไป จึงสรุปไดวา IHC เปนเทคนิคท่ี
ตรวจหา monoclonality cytoplasmic Ig แตจําเปนจะตองมีการ express ปริมาณที่สูง และ
ยังมีผลกระทบจาก non specific ท่ีอยูบริเวณรอบ ๆ stroma และการ degenerate ของ 
tissue รวมอีก จึงทําใหเห็นวา IHC ไมเหมาะที่จะใชกับ fixed paraffin embedded tissue 
แตเหมาะที่จะใชกับ frozen lymphoid tissue ในขณะที่ ISH ท่ีเลือก probe ท่ีจําเพาะกับ 
kappa และ lambda light chain เปนวิธีท่ีใหผลดีมาก เนื่องจากตรวจวินิจฉัย Ig-
producing cell ซ่ึงผลท่ีไดจะถูกตองและนาเชื่อถือมากเพราะขจัดปญหาในเรื่องของ 
background โดยผลที่ไดจาการทดลองไมแตกตางกันระหวาง paraffin embedded tissue 
และ frozen tissue จากผลการทดลองที่ปรากฏจึงทําใหเห็นวานาจะใช Automated CISH 
ในการทดสอบหลังจากที่ Ig IHC ไมประสบผลสําเร็จหรือแปลผลการยอมไมไดเนื่องจาก
เกิด high background[12] 
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• Hiroshi Inagaki และคณะไดทําการศึกษาในป 1995 เพื่อเปรียบเทียบการวินิจฉัย 
monoclonality ใน ผูปวยท่ีไดรับการวินิจฉัยแลววาเปน low grade MALT lymphoma ใน 
stomach 10 ราย ดวย 3 วิธี คือ IHC, ISH และ PCR เนื่องจากผลการวินิจฉัยดวย 
Histomorphology อยางเดียวคอนขางยากเพราะการ biopsy ตัวอยางจะมีขนาดเล็กและ
มักจะมี neoplastic และ reactive lymphoid cell อยูรวมกัน โดย IHC เปนวิธีท่ีตรวจสอบ 
light chain restriction ท่ีสะดวกแตเหมาะที่จะใชกับ fresh tissue มากกวา tissue process 
เนื่องจากจะสงผลตอการแปลผล monoclonality เพราะจะแปลผลไดเฉพาะ 
intracytoplasmic immunoglobulin ในขณะที่วิธี ISH ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อวินิจฉัย B cell 
lymphoma โดยการตรวจวินิจฉัย mRNA ใน formalin-fixed paraffin embedded และ
สุดทายคือเทคนคิ PCR จะใช diversity ของ immunoglobulin heavy-chain (IgH) gene 
จะเลือกใช primer ท่ีเปน consensus V และ J region มีลําดับเบสดังนี้  
Fr3 5’ ACACGGC(C/T)(G/T)TGTATTACTGT 3’ 
LJH 5’ TGAGGAGACGGTGACC 3’ 
VLJH 5’ GTGACCAGGGT (N) CCTTGGCCCCAG 3’ 

Product จะอยูในชวง 80-150 bp ผลการทดลองของการศึกษานี้พบวาเทคนิค 
IHC ตรวจพบผลบวก monoclonality ได 4/10 หรือคิดเปนรอยละ 40 แยกเปน kappa 
restriction 3 ราย และ lambda restriction 1 ราย เทคนิค ISH ตรวจพบผลบวก 
monoclonality ได 5/10 หรือคิดเปนรอยละ 50 แยกเปน kappa restriction 4 ราย และ 
lambda restriction 1 ราย และเทคนิค PCR ตรวจพบผลบวก monoclonality ได 7/10 
หรือคิดเปนรอยละ 70 จากผลการทดลองสรุปไดวา IHC เปนวิธีท่ีมี sensitivity นอยท่ีสุด
จาก 3 วิธีเปนเพราะการแปลผลมีปญหาในเรื่องของ background มารบกวนและสามารถ
แปลผลไดในเซลลท่ีเปน intracytoplasmic immunoglobulin เทานั้นจึงทําให sensitivity 
นอย และเทคนิค ISH มี sensitivity นอยกวา PCR อาจเปนเพราะ ISH ขึ้นอยูกับจํานวน 
mRNA ท่ี transcription ออกมา และเหตุผลในเรื่องของ RNA นั้นงายท่ีจะถูกยอยดวย 
RNase ท่ีอาจเกิดปฏิกิริยาไดในระหวาง processing specimen [23]  

หลังจาก ทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวของ แลวพบวา จากการศึกษาการตรวจ
วินิจฉัยใน Lymphoma แตละชนิดนอกจากการตรวจดวย histomorphology จะมี 3 วิธี
หลักในการใหขอมูลเพ่ือวินิจฉัยคือ immunohistochemistry, polymerase chain reaction 
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และ in situ hybridization ซ่ึงท้ังหมดไมสามารถตอบคําถามงานวิจัยของเรื่อง การ
เปรียบเทียบการตรวจหา monoclonality ของมะเร็งตอมน้ําเหลืองชนิด Extranodal 
marginal zone B-cell lymphoma of mucosa–associated lymphoid tissue (MALT 
lymphoma) โดยวิธี immunohistochemistry, polymerase chain reaction และ in situ 
hybridization ไดดวยเหตุผลดังนี้ 

1. จากงานวิจัยท่ีกลาวมาทั้งหมดที่สืบคนขอมูลผานฐานขอมูล www. Pubmed . 
com นั้นพบวาไมสามารถตอบคําถามของงานวิจัยไดมีเพียงงานวิจัยเดียวคือเร่ือง 
Monoclonality in gastric lymphoma detected in formalin-fixed, paraffin-
embedded endoscopic biopsy specimens using immunohistochemistry, in 
situ hybridization, and polymerase chain reaction ท่ีทําการศึกษาในป 1995 
เทานั้นท่ีมีการเปรียบเทียบ 3 วิธีท่ีจะตรวจหาผลบวก Monoclonality แตกลุม
ประชากรตัวอยางที่ใชในการศึกษาในเรื่องนี้เปน Gastric lymphoma เพียงที่เดียว
ไมไดมีการศึกษาใน MALT lymphoma บริเวณอ่ืน เนื่องจาก MALT lymphoma 
ท่ีเกิดขึ้นแตละตําแหนงจะมี biology ท่ีแตกตางกันจึงทําใหงานวิจัยเร่ืองนี้ไม
สามารถขยายผลเพื่อท่ีจะนําไปใชไดครอบคลุม และงานวิจัยสวนใหญท่ีผานมาจะ
เปนการเปรียบเทียบเพียง 2 วิธีเทานั้น 

2. ในการศึกษาในแตละเอกสารงานวิจัยแตละเร่ืองมีความแตกตางกันในเรื่องของ
กลุมประชากรเปาหมายที่เลือกมาทําการศึกษาจึงทําใหผลท่ีเกิดขึ้นมีความแตกตาง
กันไมสามารถนํามาเปรียบเทียบกันไดโดยตรง เชน diffuse large B cell 
lymphoma และ follicular cell lymphoma จึงจําเปนตองทําการศึกษาในกลุม
ประชากรเปาหมายที่เปน MALT lymphoma เพื่อเลือกวิธีการตรวจหาผลบวก 
monoclonality ไดมากที่สุดได 

3. วิธีการทดลองที่เคยมีการศึกษาแลวในงานวิจัยท่ีผานมาแตกตางกับเทคนิคท่ีจะใช
ในการศึกษาวจัิยในเรื่อง การเปรียบเทียบการตรวจหา monoclonality ของมะเร็ง
ตอมน้ําเหลืองชนิด Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of mucosa-
associated lymphoid tissue (MALT lymphoma) โดยวิธี 
immunohistochemistry, polymerase chain reaction และ in situ 
hybridization ดังนี้  



20 

3.1 เทคนิค IHC และ ISH ท่ีใชในการทดลองนี้จะใช Automate system 
(Ventana medical system) เพื่อขจัดปญหาในเรื่องของ background และ
เพิ่มความ stable ของ ตัวอยางเนื่องจากควบคุมเวลาในการยอมสไลดแตละ
แผนไดเทา ๆ กัน  

3.2 เทคนิค PCR ในทุก ๆ งานวิจัยท่ีผานมาจะใชเปน seminested PCR เพื่อ
ชวยเพิ่ม yield ใหสูงขึ้นแตก็จะเกิดปญหาในเรื่องของ contaminate และ 
nonspecific และมีคาใชจายในการทดลองสูงขึ้นเนื่องจากจะตองทํา
ปฏิกิริยา 2 รอบจึงทําใหงานวิจัยเร่ือง การเปรียบเทียบการตรวจหา 
monoclonality ของมะเร็งตอมน้ําเหลืองชนิด Extranodal marginal 
zone B-cell lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue 
(MALT lymphoma) โดยวิธี immunohistochemistry, polymerase 
chain reaction และ in situ hybridization เลือกท่ีจะใช simple PCR 
เพื่อลดปญหาท่ีเกิดใน seminested PCR แต simple PCR ก็ยังอาจมีการ
เกิด nonspecific band อยูไดแมจะนอยกวา จึงตองแกปญหาโดยทําการ
ทดลองซ้ํา 3 คร้ังเพื่อเปนการยืนยันการแปลผลการทดลองวา band ท่ี
เกิดขึ้นไมใช nonspecific band  
จึงทําใหผูวิจัยสนใจที่จะทํางานวิจัยคร้ังนี้เพื่อหาวิธีท่ีเหมาะสมที่สุดใน

การตรวจหาผลบวก monoclonality ใหไดดีท่ีสุดใน MALT lymphoma 
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย 
เปนการศึกษาแบบ Descriptive study ชนิด retrospective 

3.2 ประชากรที่ใชศึกษา 
ประชากรเปาหมาย คือ ผูปวยในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณในป พ.ศ. 2544 ถึง 2549 

ท่ีไดรับการวินิจฉัยทางพยาธิวิทยาวาเปนมะเร็งตอมน้ําเหลืองชนิด Extranodal 
marginal zone B-cell lymphoma of mucosa–associated lymphoid tissue (MALT 
lymphoma) อยางนอย 34 ราย  
1) การคํานวณจํานวนประชากรคํานวณจาก การศึกษาในคน 2 กลุมท่ีไมเปนอสิระ 

(Two related group) ชนดิขอมูลนับ 

   n pair = [Zα /2 √P1Q1 + Zβ√ (P2Q2)]
2/ (P1-P2)

2 [24]  
 มีวิธีการคํานวณดังนี ้

กําหนดคา α = 0.05 และ β = 0.20 

Zα/2 = 1.96 และ Zβ = 0.84 
I. เปรียบเทียบระหวางวิธี polymerase chain reaction และ in situ 

hybridization [13] 
ISH มีเปอรเซ็นตท่ีตรวจพบ monoclonality ในผูปวยท้ังหมดที่เลือกมา 90% 
[P1], P1 = 0.90, Q1 = 0.10  
PCR มีเปอรเซ็นตท่ีตรวจพบ monoclonality ในผูปวยท้ังหมดที่เลือกมา 62% 
[P2], P2 = 0.62, Q2 = 0.38 

 แทนคาในสตูรจะได n = 13 
II. เปรียบเทียบระหวางวิธี in situ hybridization และ Immunohistrochemistry 

[12] 
ISH มีเปอรเซ็นตท่ีตรวจพบ monoclonality ในผูปวยท้ังหมดที่เลือกมา 69% 
[P1], P1 = 0.69, Q1 = 0.31  
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IHC มีเปอรเซนตท่ีตรวจพบ monoclonality ในผูปวยท้ังหมดที่เลือกมา 46% 
[P2], P2 = 0.46, Q2 = 054 

 แทนคาในสตูรจะได n = 34  
III. เปรียบเทียบระหวางวิธี polymerase chain reaction และ

Immunohistrochemistry [23] 
ISH มีเปอรเซนตท่ีตรวจพบ monoclonality ในผูปวยท้ังหมดที่เลือกมา 75% 
[P1], P1 = 0.75, Q1 = 0.25 
IHC มีเปอรเซนตท่ีตรวจพบ monoclonality ในผูปวยท้ังหมดที่เลือกมา 20% 
[P2], P2 = 0.20, Q2 = 0.80 
 แทนคาในสตูรจะได n = 5 
 จึงใชจํานวนประชากรที่นํามาศึกษาอยางนอย 34 คน 

2) การคัดเลือกกลุมประชากรเพื่อศึกษาเลือกโดยไมอาศัยทฤษฏีความนาจะเปน  
(non – probability sampling) แบบ Quota Sampling 

I. เกณฑการคัดเลือกเขาศึกษา (Inclusion criteria) 
1. คนหาผูปวยท่ีมีชิ้นเนื้อทางพยาธิในป พ.ศ. 2544 ถึง 2550 ท่ีไดรับการวินิจฉัย
ทางพยาธิวิทยาเปนมะเร็งตอมน้ําเหลืองชนิด Extranodal marginal zone B-
cell lymphoma of mucosa–associated lymphoid tissue (MALT 
lymphoma) ท่ีมี paraffin blocks  

2. คนหา H&E stained slides ของผูปวย นํามาดูเพื่อยืนยันและคัดเลือกตัวแทน
ชิ้นเนื้อท่ีเหมาะสม 

3 .คนหา paraffin blocks ท่ีตรงกับ slides ท่ีคัดเลือก 
4. Review ผลการทดลองโดยพยาธิแพทยผูมีความรูความชํานาญในการวินิจฉัย 
lymphoma ไดแก รศ. นพ. พงษศักดิ์ วรรณไกรโรจน และ                             
ผศ. นพ. ธรรมธร อาศนะเสน เพื่อยืนยันการวินิจฉัยวา case ท่ีเลือกมาเปน 
MALT lymphoma จริงโดยดําเนินการตรวจสอบ marker ตาง ๆ เพื่อยืนยันผล
การวินิจฉัยเดมิอีกคร้ังเพื่อปองกันการนํา case ท่ีไมใช MALT lymphoma เขา
มาในการทดลองและจากการศึกษาทาง morphology แลวพบวาจะมี 
Lymphoma 2 ชนดิท่ีมีโอกาสเจอรวมในการวินิจฉัย MALT lymphoma คือ 
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follicular lymphoma และ mantle cell lymphoma จึงเลือกใช  
immunophenotype ท่ีเปนลักษณะจําเพาะของ lymphoma ท้ัง 2 ชนิดมายอม 
โดย primary antibody ท้ังหมดเปนของ DAKO เพื่อเปนการยืนยนัผลากร
วินิจฉัยเดิมอีกคร้ัง 

• ยอม CD 20 เปน marker ของ B cell  

• ยอม CD 3 เปน marker ของ T cell 

• ยอม Cyclin D1 เพื่อแยก mantle cell lymphoma ออกจาก MALT  

• ยอม CD43 เพื่อแยก B cell malignancy [25] 
3) การวัดขอมูลเปนขอมูลเชงิลกัษณะ(Categorical data ) ชนิด 2 กลุม 

(monoclonal, non – monoclonal)เปนแบบ Nominal scale 
3.3 เคร่ืองมือและวัสดุท่ีใชในการวิจัย 

วัสดุอุปกรณ 

1. Freezer -20°C 

2. Refrigerator 4°C 
3. Digital balance 
4. pH meter 
5. Microwave 
6. Microscope with CCD camera 
7. Water bath 

8. Autopipet ขนาด 0.5-10 μl ,10-40 μl, 20-200μl และ 200-1000μl 

9. Pipette tip:10μl, 100μl, 200μl, และ 1000μl 
10. Vortex misetin 
11. Forceps ปลายแหลม 
12. Microtome 
13. Hot air oven 
14. Incubator 
15. Hood 
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16. Vertical Electrophoresis 
17. Gel documentation 
18. Thermal cycles 
19. Microcentrifuge 
20. Block /heater 
21. Thermo–shaker 
22. timer 
23. Spectrophotometers 
24. Parafilm 
25. Glove 
26. Stricker for label 
27. Slide superfrost plus 
28. Cover slip 
29. Disposable microtome blade 
30. VENTANA รุน BenchMark LT IHC/ISH Staining Module 

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

1. Absolute ethanol 

2. 95% ethanol  

3. 70% ethanol 

4. Xylene 

5. Digestion buffer 

6. protinase K 

7. phenol-chloroform-isoamyl alcohol 
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8. Chloroform 

9. 3M sodiumacitate 

10. Ethidium bromide  

11. 20 base pair DNA ladder 

12. . Polyacrylamide 

13. Temed (Tetramethylethylenediamide) 

14. 10%APS (ammoniumpersulfate) 

15. 10X PCR buffer 

16. Magnesium chloride 

17. Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) 

18. Oligonucleotide primers 

19. Tag DNA polymerase 

20. Genomic DNA samples 

21. Autoclave H2O (DW Dwase RNase) 

22. EZ prep(Ventana) 

23. SSC(Ventana) 

24. cell conditioner#1 buffer (CC 1) (Ventana) 

25. UV INHIBITOR (Ventana) 



26 

26. Primary antibody (kappa, lambda, CD20, CD3, CD10, cyclin D1,IgG 
และ IgM) 

27. Reaction buffer (Ventana) 

28. secondary antibody คือ UV HRP UNIV MULT(Ventana)  

29. DAB ( di-amino benzidine) (Ventana)  

30. UV DAB H2O2 (Ventana) 

31. Hematoxylin II (Ventana) 

32. BLUING REAGENT (Ventana) 

33. LCS (ligules coverslip) (Ventana) 

34. TBE Buffer 5x 

35. ISH-PROTEASE 2 (Ventana) 

36. Probe คือ kappa หรือ lambda (Fluorescein isothiocyanate (FITC)-
labelled probe cocktails) (Ventana) 

37. iVIEW ANTI-FLUOR (Ventana) 

38. iVIEW-BLUE BIOT (Ventana)  

39. iVIEW-BLUE SA-AP (Ventana) 

40. iVIEW-BLUE ENHAN (Ventana)  

41. iVIEW-BLUE NTB (Ventana) 

42. Red stain II (Ventana) 
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43. Mounting media 
3.4 วิธีดําเนินการวิจัย 

1) คนหาผูปวยท่ีมีชิ้นเนื้อทางพยาธิในป พ.ศ. 2544 ถึง 2550 ท่ีไดรับการวินิจฉัยทาง
พยาธิวิทยาเปนมะเร็งตอมน้ําเหลืองชนิด Extranodal marginal zone B-cell 
lymphoma of mucosa–associated lymphoid tissue (MALT lymphoma) และมี 
paraffin blocks 

2) Review ผลการทดลองเพื่อยืนยันการวินิจฉัยวา case ท่ีเลือกมาเปน MALT 
lymphoma จริงโดยดําเนินการตรวจสอบ marker ตาง ๆ เพื่อยืนยันผลการ
วินิจฉัยเดิมอีกคร้ังเพื่อปองกันการนํา case ท่ีไมใช MALT lymphoma เขามาใน
การทดลองและจากการศึกษาทาง morphology แลวพบวาจะมี Lymphoma 2 
ชนิดท่ีมีโอกาสเจอรวมในการวินิจฉัย MALT lymphoma คือ follicular 
lymphoma และ mantle cell lymphoma จึงเลือกใช immunophenotype ท่ีเปน
ลักษณะจําเพาะของ lymphoma ท้ัง 2 ชนิดมายอม โดย primary antibody 
ท้ังหมดเปนของ DAKO เพื่อเปนการยืนยันผลากรวินิจฉัยเดิมอีกคร้ังเนื่องมาจาก
อาจมีการวินิจฉัยเดิมแลวผิด ดังนี้ 

• ยอม CD 20 เปน marker ของ B cell  

• ยอม CD 3 เปน marker ของ T cell 

• ยอม Cyclin D1 เพื่อแยก mantle cell lymphoma ออกจาก MALT 

• ยอม CD43 เพื่อแยก B cell malignancy [25]  
3) นาํตัวอยางที่คัดเลือกไดมาทําการศึกษาดังนี้ 

1. Immunohistochemistry (IHC) ดวย VENTANA รุน BenchMark LT 
IHC/ISH Staining Module 

ขั้นท่ี 1 Slide preparation 

1) นําชิ้นเนื้อท่ีอยูใน paraffin block มาตัดดวยเคร่ือง microtome ใหมี

ความหนา 2-3 μm แลวนําไปลอยบน น้ํากล่ัน เพื่อใหชิ้นเนื้อแผตรึง
จะทําใหเห็นเซลลไดชัดเจนขึ้น แลวชอนชิ้นเนื้อไวบน slide plus 

2) อบที่ 56 องศาเซลเซยีส (°C) นาน 30 นาที 
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3) Deparaffinize และ Rehydrate ดวย EZ prep หลังจากนั้นเพิ่ม

อุณหภูมิขึ้นเปน 75 องศาเซลเซียส (°C)บม (incubate) นาน 4 นาที 
ลาง EZ prep ออกดวย SSC แลวเติม EZ prepหลังจากนั้นเพิ่ม

อุณหภูมิขึ้นเปน 76 องศาเซลเซียส (°C)บม (incubate) นาน 4 นาที 
(Ventana) 

ขั้นท่ี 2 Epitope retrieval, Block endogenous peroxidase and Block non - specific 
background 

1) ใช Heat-induced epitope retrieval (HIER) 
2) บม (incubate) ใน cell conditioner#1 buffer (Ventana) เพิ่ม

อุณหภูมิขึ้นเปน 95 องศาเซลเซียส (°C)บม (incubate) นาน 8 นาที 

และเปลี่ยนอุณหภูมิเปน 100 องศาเซลเซียส (°C)บม (incubate) 
นาน 4 นาที 

3) ลางดวย Reaction buffer(Ventana)  และ ลดอุณหภูมิลงเปน 37 

องศาเซลเซียส (°C)บม (incubate) นาน 4 นาที และเติม UV 
INHIBITOR (Ventana) บม (incubate) นาน 4 นาที และลางออก
ดวย Reaction buffer อีกคร้ัง 

ขั้นท่ี 3 Antibody Application 

1) หยด primary antibody ท่ีจําเพาะกับท่ีตองการยอมลงไป คือ 
kappa, lambda, CD20, CD3, CD10, cyclin D1,IgG และ IgM บม 
(incubate) นาน 32 นาที 

2) ลางดวย Reaction buffer (Ventana) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

(°C)บม (incubate) นาน 4 นาที 2 คร้ัง 
3) หยด secondary antibody คือ UV HRP UNIV MULT (Ventana) 

บม (incubate) นาน 8 นาที 
4) ลางดวย Reaction buffer (Ventana) 
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ขั้นท่ี 4 Color Development 

1) เติม DAB ( di-amino benzidine) (Ventana)  กับ UV DAB H2O2 

(Ventana) บม (incubate) นาน 8 นาที 
2) ลางดวย Reaction buffer (Ventana) 
3) เติม UV COPPER (Ventana) บม (incubate) นาน 4 นาที 
4) ลางดวย Reaction buffer(Ventana) 
5) Counterstain ดวย Hematoxylin II (Ventana) บม (incubate) นาน 

4 นาที 
6) Post- Counterstain ดวย BLUING REAGENT (Ventana) บม 

(incubate) นาน 4 นาท ี
7) ลางดวย Reaction buffer (Ventana) 
8) Mount slide 

ขั้นท่ี 5 การแปลผลการทดลอง 
1) คือการตรวจหา antigen ท่ีสนใจคือ คือ kappa, lambda, CD20, 

CD3, CD10, cyclinD1, IgG และ IgM ท่ีจะติดในสวนของ 
cytoplasm หรือ nucleus ของเซลล 

2) หา light chain restriction โดยดูผลวาติดเพียง Kappa หรือ 
Lambda ชนิดใดชนิดหนึ่งหรือไม ถาพบวาติดชนิดเดียว (light 
chain restriction) แปลผลวาเปน monoclonal โดยมีเกณฑดังนี้ 
Kappa: Lambda = > 10:1 หรือ Kappa: Lambda = < 0.2 [11, 12] 

3) ถายอมแลวติดท้ัง Kappa และ Lambdaไมเปนไปตามอัตราสวน 
Kappa: Lambda = > 10:1 หรือ Kappa: Lambda = < 0.2 แสดงวา
เปน polyclonal [11, 12] 
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2. Polymerase chain reaction (PCR) 
ขั้นท่ี1 การสกัด ดีเอ็นเอ(DNA extraction) 

1) นําชิ้นเนื้อท่ีอยูใน paraffin block มาตัดดวยเคร่ือง microtome ใหมี
ความหนา 20 μm ใหไดปริมาณ 60 μm ใสลงใน Microcentrifuge 
tubeขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ml) 

2) Deparaffinize โดยเติม Xylene 800 ไมโครลิตร (μl) ผสมใหเขากัน 
และนําไปปนเหวี่ยงท่ี 14,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาที 

3) เท สวนใส (supernatant) ท้ิงเก็บตะกอนไว 
4) ทําซ้ําขอ 2-3 อีก 3 คร้ัง 
5) เติม 100% ethanol 800 ไมโครลิตร (μl)ผสมใหเขากัน และนําไปปน

เหวี่ยงท่ี 14,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 10 นาที 
6) เท สวนใส (supernatant) ท้ิงเก็บตะกอนไว 
7) เปดฝาแลววางลงบน thermo block โดยตัง้อุณหภูมิไวท่ี 50 องศา

เซลเซียส ท้ิงไวเปนเวลา 3 ชัว่โมง 
8) เติม working Digertion buffer (Digertion buffer 1มิลลิลิตร (ml): 

protinase K(20 mg/ml) 100 ไมโครลิตร (μl)) 300 ไมโครลิตร (μl) 
9) เขยา 30 วินาท ีและปดดวย parafilm วางลงบน thremocycle 

shaker ท่ีตั้งอณุหภูมิไวท่ี 53 องศาเซลเซียส ท้ิงไวเปนเวลา  24 ชั่ง
โมง 

10) หยุดปฏิกิริยา (Denature) ของ protinase Kท่ีอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส ท้ิงไวเปนเวลา 10 นาที 

11) spin down โดยนําเขาเครื่องปนเหวี่ยงเปนเวลาสั้นๆ เพื่อให mixture 
ลงมารวมกันที่กนหลอด และเก็บไวท่ี -20 องศาเซลเซียส ท้ิงไวเปน
เวลา 15 นาที 

12) เติม phenol-chloroform-isoamyl alcohol 600 ไมโครลติร (μl)    
เขยาเปนเวลา 45วินาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว        
14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ี
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13) ดูดสวนบนใสในหลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
(ml) 

14) ทําซ้ําขอ 12-13อีก 2 คร้ัง 
15) เติม Chroloform 500 ไมโครลิตร (μl) เขยาเปนเวลา 45วินาที 

จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 
นาที 

16) ดูดสวนบน (aqueous phase)ใสในหลอด Microcentrifuge tube 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ml) 

17) เติม 3M sodiumacitate 50 ไมโครลิตร (μl) เขยาเปนเวลา 45วินาที 
จากนั้นนําไปspin down โดยนาํเขาเครื่องปนเหวี่ยงเปนเวลาสั้นๆ 

18) เติม 1 มิลลิลิตร (ml)ของ 100% cold ethanol (-20องศาเซลเซียส) 
เขยาเบา ๆ ใหเขากัน 

19) นําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ท้ิงไวเปนเวลา  24 ชั่งโมง 
20) นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 
21) ดูด 100% cold ethanol ออก 
22) เติม 1 มิลลิลิตร (ml)ของ 70% cold ethanol (-20องศาเซลเซียส) 

เขยาเบา ๆ ใหเขากนั 
23) นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 
24) ดูด 70% cold ethanol ออก จนเหลือแตตะกอนดีเอ็นเอ (DNA) 
25) ระเหยแอลกอฮอล โดยวางใน Thermo-blockท่ีตั้งอุณหภูมิไวท่ี 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
26) ละลายตะกอนดีเอ็นเอ (DNA) ดวย น้าํกลั่น 20 ไมโครลิตร (μl) ท่ี

อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง 
27) นําไปวัดเพื่อตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอ (DNA) ดวยเคร่ือง 

spectrophotometer เพื่อหาความเขมขนของดีเอ็นเอ (DNA) และ
คํานวณหาปรมิาณดีเอ็นเอที่ตองการใชคือ 20 นาโนกรัม (ng), 40นา
โนกรัม (ng), และ 60 นาโนกรัม (ng) 
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ขั้นท่ี2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA)โดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 
1) ทํา PCR reaction ตอ human β-globin gene เพื่อตรวจสอบ

คุณภาพของดีเอ็นเอ (DNA) ท่ีสกัดไดจากตัวอยาง โดยใช primer ดัง
ตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 แสดงชนิดและลําดับเบสของ Primer ท่ีใชในการทดลองของ ตอ human β-
globin gene [26] 

 

Primer Sequence ทิศทาง 

PC03 5’-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’ Forward 

PC04 5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ Reverse 

 

• Product จะมีขนาด 110 bp โดยไดทําการทดลอง Blast primer คูนี้
ใน 1http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast แลว ได request ID ของ 
PC03 คือ 1164598685-560145938426990 และ request ID ของ 
PC04 คือ 1164598771-2573-1135082176979 

• เตรียม mixture ตามตารางที่ 2  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



33 

ตารางที่ 2 แสดงอัตราสวนของสารที่ใชในปฏิกิริยา PCR (invitrogen) 
 

 ความเขมขนในปฏิกิริยา ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา (ul) 

น้ํากล่ัน - 18.625 

10×buffer(5 Mg) 1 X 2.5 

MgCl2(50mM) 1.5 mM 0.75 

10mM dNTPs 200 μM 0.5 

PC03 (primer forward) 0.1 μM 0.25 

PC04 (primer reverse) 0.1 μM 0.25 

Taq 0.625 unit 0.125 

DNA template 40 ng 2 

ปริมาตรรวม - 25 

• เขยาใหเขากันแลว spin down โดยนาํเขาเครื่องปนเหวี่ยงเปนเวลา
สั้นๆ เพื่อให mixture ลงมารวมกันท่ีกนหลอด 

• นํา mixture ท่ีไดเขาเครื่อง PCR โดยใชสภาวะ ดังตารางที่  
ตารางที่ 3 แสดงสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอตอ human  β-globin gene  

ขั้นตอน อุณหภูมิ (ºC) 
 

เวลา (นาที) จํานวนรอบ 
 

Initiation 94 5 1 

Denature 
Annealing(touch down) 
Extension 

94 
65            59 
72 

0.40 
0.30 
1 

 
7 

Denature 
Annealing 
Extension 

94 
58 
72 

0.40 
0.30 
1 
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Final extension 72 10 1 

Hold 4  - 



34 

 

• นํา PCR products ปริมาตร 10 μl ผสมกับ 5X loading dye 
ปริมาตร 1 μl ไป run ใน 8% polyacrylamide gel electrophoresis 
ท่ี 140 volts และ 25 mA/gel 1 แผน เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที  

• ยอม gel ดวย Ethidium bromide นาน 5 นาที 

• Destain ดวยน้ํากลั่น 3 นาท ี

• Product จะมีขนาด 110 bp ถายรูปและบันทึกผลการทดลอง 
2) ทํา PCR reaction ตอ Immunoglobulin heavy chain 

rearrangement โดยใช primer ดังตารางที่ 4 
ตารางที่ 4 แสดงชนิดและลําดับเบสของ Primer ท่ีใชในการทดลอง ตอ Immunoglobulin heavy 

chain gene rearrangement [13] 

Primer Specific Sequence ทิศทาง 

FR3A 
VH 5’-ACA CGG C(C/T) (G/C) TGT ATT ACT 

GT-3’ 
Forward 

LJH JH 5’-TGA GGA GAC GGT GAC C-3’ Reverse 

• Product จะอยูในชวง 70-140 bp โดยไดทําการทดลอง Blast primer 
คูนี้ใน 2 Hhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast แลว ได The request 
ID ของ FR3A คือ 1164598529-30808-19-223866979 และ The 
request ID ของ LJH คือ 1164598142-12380-139742006359 

• เตรียม mixture ตามตารางที่ 5  
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ตารางที่ 5 แสดงอัตราสวนของสารที่ใชในปฏิกิริยา PCR (invitrogen) 

 ความเขมขนในปฏิกิริยา ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา (ul) 

น้ํากล่ัน - 16.2 

10×buffer(5 Mg) 1 X(1.5mM) 2.5 

MgCl2(50mM) 2.5 mM 1.175 

10mM dNTPs 200 μM 0.5 

FR3A (primer forward) 0.5 μM 1.25 

LJH (primer reverse) 0.5 μM 1.25 

Taq 0.625 Unit 0.125 

DNA template 20 ng, 40 ng, 60 ng 2 

ปริมาตรรวม - 25 

• เขยาใหเขากันแลว spin down โดยนาํเขาเครื่องปนเหวี่ยงเปนเวลา
สั้นๆ เพื่อให mixture ลงมารวมกันท่ีกนหลอด 

• นํา mixture ท่ีไดเขาเครื่อง PCR โดยใชสภาวะ ดังตารางที่ 6 
ตารางที่ 6 แสดงสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอตอ Immunoglobulin heavy chain 
gene rearrangement 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (ºC) 
 

เวลา (นาที) จํานวนรอบ 
 

Initiation 94 5 1 

Denature 
Annealing 
Extension 

94 
58 
72 

0.40 
0.30 
1 

 
45 

Final extension 72 10 1 

Hold 4  - 
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• นํา PCR products ปริมาตร 10 μl ผสมกับ 5X loading dye 
ปริมาตร 1 μl ไป run ใน 8% polyacrylamide gel electrophoresis 
ท่ี 140 volts และ 25 mA/gel 1 แผน เปน เวลา 1 ชั่วโมง 20 นาที  

• ยอม gel ดวย Ethidium bromide นาน 5 นาที 

• Destain ดวยน้ํากลั่น 3 นาท ี

• Product จะอยูในชวง 70-140 bp ถายรูปและบันทึกผลการทดลอง 
3. วิธี In situ hybridization for mRNA ดวย VENTANA รุน BenchMark 

LT IHC/ISH Staining Module 

ขั้นท่ี 1 Slide preparation 

1) นําชิ้นเนื้อท่ีอยูใน paraffin block มาตัดดวยเคร่ือง microtome ใหมี

ความหนา 2-3 μm แลวนําไปลอยบน 25% alcohol เพื่อใหชิ้นเนื้อ
แผตรึงจะทําใหเห็นเซลลไดชัดเจนขึ้น แลวชอนชิ้นเนื้อไวบน slide 
plus 

2) อบที่ 56 องศาเซลเซียส (°C) นาน 30 นาที 
3) Deparaffinize และ Rehydrate ดวย EZ prep หลังจากนั้นเพิ่ม

อุณหภูมิขึ้นเปน 75 องศาเซลเซียส (°C) บม (incubate) นาน 4 นาที 
ลาง EZ prep (Ventana) ออกดวย SSC แลวเติม EZ prep 
(Ventana) หลังจากนั้นเพิ่มอุณหภูมิขึ้นเปน 76 องศาเซลเซียส 

(°C)บม (incubate) นาน 4 นาที  
             ขั้นท่ี 2 Pretreatment 

1) เติม ISH-PROTEASE 2 (Ventana) บม (incubate) นาน 8 นาที 
เพื่อ pretreatment cell 

2) ลางดวย Reaction buffer (Ventana) 

ขั้นท่ี 3 Hybridization 

1) เติม Probe คือ kappa หรือ lambda (Fluorescein isothiocyanate 
(FITC)-labelled probe cocktails)ลงไปและเพิ่มอุณหภูมิขึ้นเปน 85 
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องศาเซลเซียส (°C) บม (incubate) นาน 12 นาที หลังจากนั้นลด

อุณหภูมิลงเปน 47 องศาเซลเซียส (°C) บม (incubate) นาน 4 นาที 
และบม (incubate) นาน 1 ชั่วโมง 

2) ลางดวย 2×SSC (Ventana) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (°C)บม 
(incubate) นาน 4 นาที 3 คร้ัง 

3) เติม iVIEW ANTI-FLUOR (Ventana) บม (incubate) นาน 20 
นาที 

4) ลางดวย Reaction buffer (Ventana) 2 คร้ัง 

ขั้นท่ี 4 Color Development 

1) เติม iVIEW-BLUE BIOT (Ventana) บม (incubate) นาน 8 นาที 
2) ลางดวย Reaction buffer (Ventana) 2 คร้ัง 
3) เติม iVIEW-BLUE SA-AP (Ventana) บม (incubate) นาน 16 นาท ี
4) ลางดวย Reaction buffer (Ventana) 2 คร้ัง 
5) เติม iVIEW-BLUE ENHAN (Ventana) บม (incubate) นาน 4 

นาที 
6) เติม iVIEW-BLUE NTB (Ventana) และ เติม iVIEW-BLUE 

BCIP บม (incubate) นาน 32 นาที 
7) ลางดวย Reaction buffer (Ventana) 2 คร้ัง 
8) Counterstain ดวย Red stain II (Ventana) บม (incubate) นาน 4 

นาที 
9) ลางดวย Reaction buffer (Ventana) 
10) Mount slide 

ขั้นท่ี 5 การแปลผลการทดลอง 
1) เปาหมายในการตรวจสอบ Kappa และ Lambda (mRNA) mRNA 

probes complementary กับ kappa light chain และ Lambda light 
chain mRNAs  
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2) หา light chain restriction โดยดูผลวาติดเพียง Kappa หรือ 
Lambda ชนิดใดชนิดหนึ่งหรือไม ถาพบวาติดชนิดเดียว (light 
chain restriction) แปลผลวาเปน monoclonal โดยมีเกณฑดังนี้ 
Kappa: Lambda = > 10:1 หรือ Kappa: Lambda = < 0.2 [11, 12] 

4) ถายอมแลวติดท้ัง Kappa และ Lambdaไมเปนไปตามอัตราสวน 
Kappa: Lambda = > 10:1 หรือ Kappa: Lambda = < 0.2 แสดงวา
เปน polyclonal [11, 12] 

3.5 การเก็บรวบรวมขอมูล 
เก็บขอมูลของ ตัวอยาง ดังนี้ 

1. Organ ของ specimen 
2. Diagnosis 
3. ผลการทดลองในการยอม H&E 
4. ผลการทดลองในการยอม  IHCของ marker (CD20, CD3, Cyclin 

D1,CD43) 
5. ผลการทดลองในการยอม  IHC ของ kappa : lambda 
6. ผลการทดลองในการยอม IHC ของ IgG และ IgM ในตัวอยางที่ผลการ

ยอม IHC เกิด restriction light chain เพื่อยืนยันผลการทดลอง 
7. ผลการทดลอง ISH ของ kappa: lambda 

8. ผลการทดลอง polymerase chain reaction ตอ human β globin gene 
เพื่อตรวจสอบคุณภาพของ DNA และ inhibitor DNA 

9. ผลการทดลอง polymerase chain reaction ตอ immunoglobulin gene ใน
สวนของ heavy chain 

3.6 การวิเคราะหขอมูล 
1. หลังจากรวบรวมผลการทดลองทั้งหมดแลวคํานวณหารอยละของ 

ผลบวก monoclonality จาก 
   จํานวนที่ตรวจพบผลบวก monoclonality  

                                                                      จํานวน Specimen ท้ังหมด 
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2. นําคาท่ีไดเปรียบเทียบกันท้ัง 3 วิธี โดยใชสถิติ Cochran test ซ่ึงเปน
การทดสอบทางสถิติท่ีใชกับขอมูลเชิงลักษณะ (Categorical data) เพื่อ
เปรียบเทียบการทดสอบ 3 วิธี ซ่ึงผลการทดลองที่ไดพบวาท้ัง 3 วิธี คือ 
IHC, ISH และ PCR ท่ีระดับความเชื่อม่ันท่ี 95 
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมลู 

 
4.1 ผลการทดลองการคัดเลือกประชากรเขาศึกษาโดยการยอม  immunohistochemistry เพื่อ

ตรวจสอบลักษณะ immunophenotype ดังตารางที่ 7  
 

ตารางที่7 แสดงขอมูลของประชากรเปาหมายที่ถูกคัดเลือกโดยลักษณะ 
immunophenotype 

 
Number Organ and Diagnosis ผลการ

ทดลองใน
การยอม 

marker: IHC 

Conclusion 

1 Soft tissue mass; immunohistology: -  
Malignant lymphoma, B-cell likely to be 
MALT lymphoma of soft tissue.****** 

No หลังจาก review ทาง histomorphology 

แลวไมสามารถสรุปไดวาเปน 
MALT lymphoma จึงตองตัดออกจาก
การทดลอง 

2 Gastric biopsy: -  Malignant lymphoma (non-
Hodgkin's), small to medium sized cells, 

consistent with MALT lymphoma.** Duodenal 
biposy: -  Malignant lymphoma (non-

Hodgkin's), small to medium sized  cells, 
consistent with MALT lymphoma. 

cyclinD1+ หลังจาก review ทาง histomorphology 

รวมกับลักษณะทาง 
immunophenotype แลวสรุปไดวา
เปน Mantle cell lymphoma จึงตองตัด
ออกจากการทดลอง 

3 Breast, excision;  MALT lymphoma. CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

4 Right  neck  mass,  incisional  biopsy  ; - 
Malignant  lymphoma,  morphologically  

compatible  with MALT  or  monocytoid  B-
cell  lymphoma.**** 

No หลังจาก review ทาง histomorphology 

แลวไมสามารถสรุปไดวาเปน 
MALT lymphoma จึงตองตัดออกจาก
การทดลอง 

5 Left and right lobes of thyroid, subtotal 
thyroidectomy; Non hodgkin's lymphoma of 

the right lobe, partial involvement, 
morphologically consistent with MALT type. 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 
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Number Organ and Diagnosis ผลการ
ทดลองใน
การยอม 

marker: IHC 

Conclusion 

6 Small intestine (segmental resection): -  
Malignant lymphoma (non-Hodgkin's), B-cell 

type, consistent with Low-grade MALT 
lymphoma involving small intestine and 

mesenteric lymph nodes (4/40).                
NOTE:  2545002801A: ' Gastric biopsy: -  

Malignant lymphoma (non-Hodgkin's), B-cell 
type, consistent with low-grade MALT 

lymphoma. 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1-       
CD10- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

7 Rectum, biopsy: - Consistent with MALT 
lymphoma.**** 

CD20+,Cyclin 
D1+,CD3- 

หลังจาก review ทาง histomorphology 

รวมกับลักษณะทาง 
immunophenotype แลวสรุปไดวา
เปน Mantle cell lymphoma จึงตองตัด
ออกจากการทดลอง 

8 Gastric biopsy: -  Atypical lymphoid 
infiltration.- Highly suggestive of MALT 

lymphoma.**** 

CD20- หลังจาก review ทาง histomorphology 

รวมกับลักษณะทาง 
immunophenotype แลวพบวา CD20 

ไมสามารถ highlight sheet B cell ได
ดีเทากับ T cell แลวไมสามารถสรุป
ไดวาเปน MALT lymphoma จึงตอง
ตัดออกจากการทดลอง 

9 Lacrimal mass, right; -Atypical lymphoid 
infiltration, suggestive of MALT lymphoma. 

Immunohistochemical study is needed. 
Lacrimal mass, left; - Lymphoid aggregation, 

suggestive MALT lymphoma. 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

10 Lacrimal gland, right, excision: -  Consistent 
with MALT lymphoma.    See description**** 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

หลังจาก review ทาง histomorphology 

แลวไมสามารถสรุปไดวาเปน 
MALT lymphoma จึงตองตัดออกจาก
การทดลอง 

11 Soft tissue, biopsy; -Malignant lymphoma, B-
cell, low grade lymphoma of MALT type.**** 

No หลังจาก review ทาง histomorphology 

แลวไมสามารถสรุปไดวาเปน 
MALT lymphoma จึงตองตัดออกจาก
การทดลอง 
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Number Organ and Diagnosis ผลการ
ทดลองใน
การยอม 

marker: IHC 

Conclusion 

12 Soft tissue, paravertebral, 
immunohistochemistry; -  Malignant 

lymphoma, B-cell,  possibly MALT lymphoma 
with large cell transformation. MT/PW**** 

No หลังจาก review ทาง histomorphology 

แลวไมสามารถสรุปไดวาเปน 
MALT lymphoma จึงตองตัดออกจาก
การทดลอง 

13 Lacrimal gland, right (excision); - Malignant 
lymphoma, B-cell, extranodal of MALT 

type.**** 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

หลังจาก review ทาง histomorphology 

แลวไมสามารถสรุปไดวาเปน 
MALT lymphoma จึงตองตัดออกจาก
การทดลอง 

14 Duodenum, immunostains: -  Malignant 
lymphoma, B cell, low grade lymphoma of 

MALT type.**** 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

หลังจาก review ทาง histomorphology 

แลวไมสามารถสรุปไดวาเปน 
MALT lymphoma จึงตองตัดออกจาก
การทดลอง 

15 Orbit lesion, cranitomy with near total removal; 
-  Atypical B-cell proliferation, suggestive of 
extranodal marginal zone B-cell lymphoma of 
mucosa-associated lymphoid tissue (MALT-

lymphoma).Comment:  Limitation of 
interpretation is due to degenerative artifacts of 

tissue 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

หลังจาก review ทาง histomorphology 

แลวไมสามารถสรุปไดวาเปน 
MALT lymphoma จึงตองตัดออกจาก
การทดลอง 

16 Mass Buccal space Extranodal marginal zone 
B-cell lymphoma (MALT lymphoma). CD3 - 

negative,  CD5- negative, CD10 -negative,  
CD20- positive,  CD23- negative,  CD43- 
negative, CD 79a  - positive, Cyclin D1 - 

negative. 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

17 Gastric biopsy (ulcer): -  Extranodal marginal 
zone B-cell lymphoma of mucosa-assoicated 
lymphoid tissue (MALT- lymphoma).**** 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

18 Pleural biopsy: -  Atypical B-lymphoid cells 
infiltration, most likely non-Hodgkin 

lymphoma B-cell type, small to medium sized 
cell.DDx:  1. Extranodal margin zone B-cell 

lymphoma, MALT type.  2. 
Lymphoplasmacytic lymphoma.**** 

No เนื่องจากคน Block และ slide ไมเจอ
จึงตองตัดออกจากการทดลอง 
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Number Organ and Diagnosis ผลการ
ทดลองใน
การยอม 

marker: IHC 

Conclusion 

19 Mass, left and right side base of tongue 
(incisional biopsy); - Atypical lymphoid 

infiltrate, compatible with extranodal marginal 
zone B-cell of mucosa-associated lymphoid 

tissue (MALT lymphoma).**** 

No เนื่องจากคน Block และ slide ไมเจอ
จึงตองตัดออกจากการทดลอง 

20 Orbital mass, BE (incisional biopsy): -  
Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of 

mucosa associated lymphoid tissue (MALT 
lymphoma).**** 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1-       
Bcl2+ 

หลังจาก review ทาง histomorphology 

แลวไมสามารถสรุปไดวาเปน 
MALT lymphoma จึงตองตัดออกจาก
การทดลอง 

21 Left ethmoid sinus tissue: -  Atypical 
lymphoplasmacytic cell infiltration, most likely 
extranodal marginal zone B-cell lymphoma of 
mucosa-associated lymphoid tissue (MALT-

lymphoid) Left orbital mass: -  Atypical 
lymphoplasmacytic cell infiltration, most likely 
extranodal marginal zone B-cell lymphoma of 
mucosa-associated lymphoid tissue (MALT-

lymhoma). 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

22 Small intestine (resection): -  Extranodal 
marginal zone B-cell lymphoma of mucosa -

associated lymphoid tissue (MALT-
lymphoma).**** 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

23 Gastric, antrum (biopsy); - Non-Hodgkin 
lymphoma, diffuse large cell.                  

Gastric , body (mass) (biopsy); - Extranodal 
marginal zone lymphoma of mucosa-associated 

lymphoid tissue  (MALT lymphoma) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

24 Lacrimal gland, right, incisional biopsy: -  
Extranodal maginal zone B-cell lymphoma of 
mucosa associated lymphoid tissue (MALT 

lymphoma).**** 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

หลังจาก review ทาง histomorphology 

แลวไมสามารถสรุปไดวาเปน 
MALT lymphoma จึงตองตัดออกจาก
การทดลอง 
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Number Organ and Diagnosis ผลการ
ทดลองใน
การยอม 

marker: IHC 

Conclusion 

25 Mass, subconjucntiva (RE): - 
Lymphoproliferative disease, consistent with 
extranodal marginal zone B-cell lymphoma of 
mucosa-associated lymphoid tissue (MALT 

lymphoma).**** 

NO เนื่องจากไมมี block จึงตองตัดออก
จากการทดลอง 

26 Mass, right anticubital fossa of right arm (block 
No 828-47).; - Amyloid lymphadenopathy with 

atypical clonal lymphoplasmacytic B-cell 
proliferation.DDx 1. MALT-lymphoma. 

(extranodal marginal zone B-cell lymphoma of 
mucosa-associated lymphoid tissue)        2. 

Lymphoplasmacytic lymphoma with increased 
immunoblasts 

No เนื่องจากไมมี block จึงตองตัดออก
จากการทดลอง 

27 Lacrimal gland, right (biopsy): - 
Lymphoproliferative disorder, most likely 

extranodal marginal zone B-cell lymphoma of 
mucosa-associated lymphoma tissue (MALT- 

lymphoma). 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

28 Gastric biopsy: - Consistent with MALT 
lymphoma. 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

หลังจาก review ทาง histomorphology 

แลวไมสามารถสรุปไดวาเปน 
MALT lymphoma จึงตองตัดออกจาก
การทดลอง 

29 Eyelid, right lower (biopsy): MALT lymphoma 
(Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of 

mucosal associated lymphoid tissue). 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

30 Soft tissue from right eyelid, excision: - 
Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of 
mucosa-associated lymphoid tissue (MALT- 

lymphoma )พ.อนพัช/พญ.พธู/อ.ธรรม
ธร**** 

No เนื่องจากไมมี block จึงตองตัดออก
จากการทดลอง 
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Number Organ and Diagnosis ผลการ
ทดลองใน
การยอม 

marker: IHC 

Conclusion 

31 Gastric biopsy (SP47-9473): - Extranodal 
marginal zone B-cell lymphoma of mucosa-

associated lymphoid tissue  (MALT-
lymphoma).- Presence of bacterial organism, 

morphologically compatible with H.pylori.**** 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

32 Lacrimal gland, left (SP47-10887): - Consistent 
with  extranodal marginal zone B-cell 

lymphoma of mucosa-associated lymphoid 
tissue (MALT-lymphoma).**** 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

33 Lacrimal gland, right (excision): - Atypical 
lymphoid proliferation.  DDx:   1 MALT   
lymphoma.               2 Reactive lymphoid 

hyperplasia.**** 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

34 Soft tissue mass, left lower lid, excision (SP48-
5514): - Consistent with extranodal marginal 
zone B-cell lymphoma of mucosa-associated 

lymphoid tissue. (MALT lymphoma). 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

35 Soft tissue mass, left lower eyelid(SP48-
6279A) :  - Non-Hodgkin lymphoma, B-cell 

diffuse mixed small and large cell, compatible 
with extranodal marginal zone B-cell 

lymphoma of mucosa-associatad lymphoid 
tissue (MALT-lymphoma) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

36 Skin, biopsy: - Mature B-cell neoplasm with 
maturation to plasma cell containing 

cytoplasmic lg.  DDX. 1.Lymphoplasmacytic 
2.MALT lymphoma with plasmacytic 

differenitiation. 3.Plasma cell neoplasm. 
4.Follicular lymphoma with plasmacytic 

differentiation. 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

37 Ttissue, labelled left lacrimal gland, biopsy: - 
Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of 
mucuosa-associated lymphoid tissue (MALT 

lymphoma). 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 
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Number Organ and Diagnosis ผลการ
ทดลองใน
การยอม 

marker: IHC 

Conclusion 

38 Salivary gland, submental, S-49-15688: - 
Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of 

mucosa-associated lymphoid tissue (MALT 
lymphoma). 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

39 Mass, cardia of the stomach, S-49-2917: - 
Atypical small B-lymphoid cell proliferation 
suggtive of extranodal marginal zone B-cell 
lymphoma of mucosa-associated lymphoid 

tissue (MALT lymphoma). 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

40 Stomach, total gastectomy: -Extranodal 
marginal zone B-cell lymphoma of mucosa-
associated lymphoid tissue of the stomach. 

(MALT lymphoma) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

41 Tissue labelled "lacrimal gland" (right) 
incisional biopsy:extranodal marginal zone B 

cell lymphoma of mucosa - associated 
lymphoid tissue (MALT lymphoma) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

42 Mass, right upper eyelid, Monoclonal resul of 
PCR - based detection of immunoglobulin 

heavy chain gene rearrangment, Equivalent to 
extranodal marginal zone B cell lymphoma of 
mucosa associated lymphoid tissue (MALT 

lymphoma) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

43 Mass, right breast S49-29677:extranodal 
marginal zone B-cell lymphoma of mucosa 

associated lymphoid tissue (MALT lymphoma) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 
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Number Organ and Diagnosis ผลการ
ทดลองใน
การยอม 

marker: IHC 

Conclusion 

44 1 SOFT TISSUE (LEFT LOWER EYELID), 
submuscular mass, biopsy: Extranodal marginal 
zone B cell lymphoma of mucosa - associated 

lymphoid tissue(MALT lymphoma) No 
moclonal results of PCR - base detection of 

immunoglobulin heavy chain gene 
rearrangement (FRIII) 2.Soft tissue (right lower 

conjunctival fornix), biopsy: Atypical B 
lymphoproliferation, mature small cell, 

suggestive but not diagnotic of extranodal 
marginal zone B - cell lymphoma of mucosa  - 
associated lymphoid tissue(MALT lymphoma) 
No moclonal results of PCR - base detection of 

immunoglobulin heavy chain gene 
rearrangement (FRIII) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

45 Mass, left lacrinal gland, incusional biopsy : 
Atypical B cell to medium B - cell, suggestive 
of extranodal marginal zone B cell lymphoma 

of mucosa - associated lymphoid tissue (MALT 
lymphoma) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

46 Mass, ring, orbit, incisional biopsy:Atypical 
lympholiferation, diffuse small B - cell, 

suggestive but not diagnotic of extranodal 
marginal zone b-cell lymphoma of 

mucosaassociated lymphoid tissue (MALT 
lymphoma) 

CD20+, CD3-, 
cyclinD1-, 

bcl2+ 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

47 Gastric biopsy, paraffin block No S49-33761A, 
Extranodal marginal zone B cell lymphoma of 
mucosa - associated lymphoid tissue(MALT 

lymphoma) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 
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Number Organ and Diagnosis ผลการ
ทดลองใน
การยอม 

marker: IHC 

Conclusion 

48 Eye, right, incisional biopsy: Atypical small - 
to meedium - size lymphoid proliferation, 

suggestive of extranoda marginal zone b cell 
lymphoma mucosa associated lymphoid tissue 

(MALT lymphoma) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

49 Skin, left side of neck Low grade B cell non 
Hodgkin lymphoma with plasmacytic 

differentiation, suggestive of primary cutaneous 
marginal zone B cell lymphoma 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

50 Lung (right lower lobe), transbronchial biopsy, 
paraffin block 484797:extranodal marginal 
zone b-cell lymphoma of mucosaassociated 

lymphoid tissue (MALT lymphoma) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

51 Soft tissue (left upper eye lid), S49-11332:Non-
hodgkin lymphoma, diffuse small to medium-
sized B-cell, suggestive of extranodal marginal 
zone B-cell lymphoma of mucosa associated 

lymphoid tissue (MALT lymphoma) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

52 Conjunctiva, right eye (salmon patch),S-50-
2003: Atypical B-cell lymphoproliferation, 

small cell, suggestive of extranodal marginal 
zone B cell lymphoma of mucosa-associated 

lymphoid tissue (MALT lymphoma 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

53 Mass, left upper eyelid: Malignant lymphoma, 
likely to be low grade lymphoma of MALT 

type 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

54 Gastric biopsy, around PEJ: benign ulcer, 
Gastric biopsy; posterior curvature: Malignant 
lymphoma, consistent with MALT lymphoma 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 



49 

Number Organ and Diagnosis ผลการ
ทดลองใน
การยอม 

marker: IHC 

Conclusion 

55 Soft tissue mass;left cheek; slide for review: 
Malignant lymphoma, most likely MALT 

lymphoma 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

56 Parotid mass, right:Suggestive of MALT 
lymphoma 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

57 Gastric biopsy(oxyntic): Atypical 
lymphomaplasmacytic infiltration, MALT 

lymphoma cannot be excluded, IHC is required 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

58 monoclonal result on polyclonal background of 
PCR - base dection of immunoglobulin heavy 

chain gene rearrangement 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

59 Gastric biopsy: Mild chronic gastritis with 
atypical lymphoid cell infiltration, MALT 

lymphoma cannot be excluded, 
immunohistochemical staining may be 

helpful(S47-28621)Consistent with MALT 
lymphoma No H.pylori seen(S47-29130) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

60 Duodenal biopsy: Moderate acut erosive 
duodenitis, No malignancy seen, Gastric 

biopsy: Presence of atypical lymphoid cells, 
malignant lymphoma cannot be excluded, 

Immunohistochemical staining is required(S48-
11749) Duodenal biopsy: Moderate acute 

erosive duo denitis Nomalignancy seen, Gastric 
biopsy MALT lymphoma(S48-11938) 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

61 Gastric biopsy: suspicious lymphoid infiltrate, 
probably reactive, Colonic biopsy (retum): 

Nonspecific chang, mild hyperplastic mucosa 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1- 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 

62 Thyroid gland, right lobe: Non-Hodgkin 
lymphoma, medium size cell, 

immunophenotype study is required for futher 
classification 

CD20+         
CD3-           

cyclinD1 

วินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma 

หลังการตรวจทาง histomorphology 

และ immunophenotype 
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4.2 ผลการทดลองเพื่อตรวจหา monoclonality ท้ัง 3 วิธีท่ีทําการศึกษาไดผลดังนี ้
1. ผลการทดลอง  immunohistochemistry 

 ตอนที่ 1 แสดงผลการยอม IHC ของ ผูปวยท่ีเกิด light chain restriction 
 พบวาในผูปวยท่ีถูกคัดเลือกมาศึกษาท้ังหมด 43ราย ตรวจพบวาวิธี 
immunohistochemistry สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ไดท้ังหมด 23 รายใน 
43 คิดเปนรอยละ  53.5พบวาเปนชนดิ kappa light chain ท้ังหมด 13 รายใน 23 ราย คิด
เปนรอยละ 56.5 และเปนชนดิ lambda light chain ท้ังหมด 10 ราย คดิเปนรอยละ 43.5 

• ผลการยอมเปน monoclonal ชนิด Kappa restriction โดยจะมีอัตราสวนการยอมของ  
Kappa: lambda > 10 โดยในงานวิจัยนี้พบวามีชวของการเกิด Kappa restriction 
ตั้งแต 14.7-181 
1. ผูปวยหมายเลข 3 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 3 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 165(165:1) 
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2. ผูปวยหมายเลข 5 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 3 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 5 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 18.1(107:6) 
 

3. ผูปวยหมายเลข 21 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 21 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 37.3(112:3) 
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4. ผูปวยหมายเลข 29 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี5 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 29 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 16.7(50:3) 

 
 
 
 

4. ผูปวยหมายเลข 31 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี6 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 31 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 57.5(230:4) 
 

 



53 

5. ผูปวยหมายเลข 36 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี7 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 36 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 35.4(318:9) 

 
 

6. ผูปวยหมายเลข 38 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี8 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 38 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 60(60:1) 
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7. ผูปวยหมายเลข 41 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี9 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 41 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 103(206:2) 

 
 

8. ผูปวยหมายเลข 44 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี10 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 44 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 38.3(115:3) 
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9. ผูปวยหมายเลข 47 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี11 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 47 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 18.2(182:10) 

 
10. ผูปวยหมายเลข 55 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี12 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 55 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 61.3(245:4) 
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11. ผูปวยหมายเลข 57 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี13 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 57 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 14.7 (235:16) 

 
 

12. ผูปวยหมายเลข 62 
 
 

 
 
 
 

 
รูปท่ี14 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 62 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 181 (181:1) 
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• ผลการยอมเปน monoclonal ชนิด Lambda restriction โดยจะมีอัตราสวน
การยอมของ  Kappa:lambda < 0.2โดยในงานวิจัยนี้พบวามีชวงของการเกิด Kappa 
restriction ตัง้แต 0.0005 ถงึ 0.08 
1. ผูปวยหมายเลข 16 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี15 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 16 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.08 (6:70) 

2. ผูปวยหมายเลข 22 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี16 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 22 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.0005 (1:190) 
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3. ผูปวยหมายเลข 34 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี17 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 34 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.02 (4:264) 

 
 

4. ผูปวยหมายเลข 43 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี18 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 43 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.03 (7:275) 
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5. ผูปวยหมายเลข 50 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี19 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 50 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.03 (1:33) 

 
6. ผูปวยหมายเลข 51 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี20 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 51 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.04 (6:134) 
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7. ผูปวยหมายเลข 53 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี21 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 53 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.01 (1:180) 

 
 
 
 

8. ผูปวยหมายเลข 54 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี22 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 54 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ0.025 (12:126) 
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9. ผูปวยหมายเลข 60 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี23 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 60 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.03 (3:103) 

 
 
 
 

10. ผูปวยหมายเลข 61 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี24 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 61 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.02 (6:280) 
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ตอนที่ 2 แสดงผลการทดลองการยืนยันผลการตรวจพบผลบวก monoclonality โดยตรวจ 
heavy chain ของ IgG และ IgM 

 นํากลุมประชากรเปาหมายทั้งหมด 43 ราย ท่ีพบวาเกิด light chain 
restriction  28 ราย มาทดสอบผลโดยการตรวจ heavy chain ชนดิ IgG และ IgM 
พบวาเปนชนดิ IgM 16 รายคิดเปนรอยละ 57.2 และ IgG 12รายคิดเปนรอยละ 42.8 
แตในรายที่ตรวจสอบดวย IHC แลวเกิด light chain restriction มีท้ังหมด 23 รายแยก
เปน IgM 14 รายคิดเปนรอยละ 60.8 และ IgG 9 รายคิดเปนรอยละ 39.1 ซ่ึง
ผลการวิจัยเปนดังนี ้

1. ผูปวยหมายเลข 3 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี25 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 3 IgG 
(ซาย) เทากับ 16 และ IgM (ขวา) เทากับ 305 
2. ผูปวยหมายเลข 5 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี26 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 5 IgG 
(ซาย) เทากับ 1 และ IgM (ขวา) เทากับ 94 
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3. ผูปวยหมายเลข 16 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี27 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 16 IgG 
(ซาย) เทากับ 11 และ IgM (ขวา) เทากับ 90 

 
 

4. ผูปวยหมายเลข 21 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี28 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 21 IgG 
(ซาย) เทากับ 109 และ IgM (ขวา) เทากับ 2 
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5. ผูปวยหมายเลข 22 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี29 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 22 IgG 
(ซาย) เทากับ 20 และ IgM (ขวา) เทากับ 104 

 
 

6. ผูปวยหมายเลข 29 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี30แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 29 IgG 
(ซาย) เทากับ 12 และ IgM (ขวา) เทากับ 176 
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7. ผูปวยหมายเลข 31 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี31 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 31 IgG 
(ซาย) เทากับ 4 และ IgM (ขวา) เทากับ 245 

 
 

8. ผูปวยหมายเลข 34 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี32 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 34 IgG 
(ซาย) เทากับ 5 และ IgM (ขวา) เทากับ 206 
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9. ผูปวยหมายเลข 36 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี33แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 36 IgG 
(ซาย) เทากับ 314 และ IgM (ขวา) เทากับ 1 

 
 

10. ผูปวยหมายเลข 38 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี34 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 38 IgG 
(ซาย) เทากับ 1 และ IgM (ขวา) เทากับ 67 
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11. ผูปวยหมายเลข 41 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี35 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 41 IgG 
(ซาย) เทากับ 451 และ IgM (ขวา) เทากับ1 

 
12. ผูปวยหมายเลข 43 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี36 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 43 IgG 
(ซาย) เทากับ 247 และ IgM (ขวา) เทากับ 2 
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13. ผูปวยหมายเลข 44 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี37 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 44 IgG 
(ซาย) เทากับ 10 และ IgM (ขวา) เทากับ 120 

 
 

14. ผูปวยหมายเลข 47 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี38 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 47 IgG 
(ซาย) เทากับ 9 และ IgM (ขวา) เทากับ 255 
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15. ผูปวยหมายเลข 50 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

รูปท่ี39แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 50 IgG 
(ซาย) เทากับ 4 และ IgM (ขวา) เทากับ 1 

 
 

16. ผูปวยหมายเลข 51 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี40 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 51 IgG 
(ซาย) เทากับ 1 และ IgM (ขวา) เทากับ 87 
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17. ผูปวยหมายเลข 53 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี41 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 53 
IgG (ซาย) เทากับ 4 และ IgM (ขวา) เทากับ 196 

 
 

18. ผูปวยหมายเลข 54 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

รูปท่ี42 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 54 
IgG (ซาย) เทากับ 47 และ IgM (ขวา) เทากับ 5 
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19. ผูปวยหมายเลข 55 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี43 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 55 
IgG (ซาย) เทากับ 227 และ IgM (ขวา) เทากับ 2 

 
 

20. ผูปวยหมายเลข 57 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี44แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 57 
IgG (ซาย) เทากับ97 และ IgM (ขวา) เทากับ 3 
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21. ผูปวยหมายเลข 60 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี45 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 60 
IgG (ซาย) เทากับ 1 และ IgM (ขวา) เทากับ 150 

 
 

22. ผูปวยหมายเลข 61 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี46 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 61 
IgG (ซาย) เทากับ 1 และ IgM (ขวา) เทากับ 146 
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23. ผูปวยหมายเลข 62 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 47 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม IHC ของผูปวยหมายเลข 62 
IgG (ซาย) เทากับ 14 และ IgM (ขวา) เทากับ 3 
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2. ผลการทดลอง Polymerase chain reaction 
ตอนที่ 1 แสดงผลการตรวจสอบคุณภาพของ DNA ดวย human B Globin gene 
 พบวาในผูปวยท่ีถูกคัดเลือกมาศึกษาท้ังหมด 43 ราย ทํา PCR reaction ตอ 
human β-globin gene เพื่อตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ (DNA) ท่ีสกัดไดจาก
ตัวอยาง มีคุณภาพของ DNA ไดผลบวกครบทั้ง 43 ราย 
 Product  ของ PCR reaction ตอ human β-globin gene จะมีขนาด 110 bp 
ไดผลการวิจัยดังนี ้
 
 
            M       P 
 
 
               
             140                 1         2          3          4        5         6         7         8          9        10 
            120         

                            100       110          
                 
               80 

 
60 

 
 
 

รูปท่ี 48แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1 คือ 13, 2 คือ 14, 3 คือ 27, 4 คือ 32, 5 คือ 33, 6 คือ 41, 7 คือ 48, 8 คือ 
58, 9 คือ46 และ 10 คือ 50 
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             M       P 
 
 
140 
120            1          2         3         4         5           6       7         8       9 

                            100 110                  
                             80 

 
60 
 

 
 
รูปท่ี49 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1 คือ 38, 2 คือ 17, 3 คือ 44, 4 คือ 54, 5 คือ 55, 6 คือ 57, 7 คือ 43, 8 คือ 
61, 9 คือ negative control (No template) 
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          M         P 
 

                          M         P 
 
    
 
 

                        140 
                        120         110       1         2        3         4           5          6        7          8        9      10                           
                     100 

 
                       80 

 
รูปท่ี 50 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1 คือ 15, 2 คือ 41, 3 คือ 56, 4 คือ 59, 5 คือ 20, 6 คือ 21, 7 คือ 22, 8 คือ 
34, 9 คือ 53 และ 10 คือ negative control(No template) 

                          
M 
 
 
 
 
160 
140          1               2            3               4               5              6             7  
 120      
                110 
100 

80 
รูปท่ี 51 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, 1 คือ49, 2 คือ 51, 
3 คือ35, 4 คือ 36, 5 คือ 15, 6 คือ 41, และ 7 คือ 29 
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                         M             

 
200 
180 
160 
140 
120             1                 2               3                4                 5                  6 

                               100          110 
 

80 
 

 
รูปท่ี 52 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, 1 คือ 33, 2 คือ 33, 
3 คือ 40, 4 คือ 37, 5 คือ 24,และ 6 คือ 24 

 
 
M      P 

 
                     1        2         3         4         5         6       7          8       9         10 
120       
100  110 
80 

 
 

 
รูปท่ี 53 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1 คือ 16, 2 คือ 3, 3 คือ 10, 4 คือ 6, 5 คือ 9, 6 คือ 9, 7 คือ 23, 8 คือ 27, 9 
คือ23 และ 10 คือ 17 
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            M       P 

 
200 
180 
160 
140                  
120              1         2        3          4         5         6        7       8            9         10 
      110 
100 
80 

 
 

รูปท่ี 54 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1 คือ 9, 2 คือ 23, 3 คือ 24, 4 คือ 45, 5 คือ 48, 6 คือ 31, 7 คือ 14, 8 คือ 
14, 9 คือ 14 และ 10 คือ คือ negative control(No template) 
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ตอนที่ 2 แสดงผลการตรวจสอบ Monoclonality ดวยเทคนิค PCR 
พบวาในผูปวยท่ีถูกคัดเลือกมาศึกษาท้ังหมด 44 ราย ตรวจพบวาวิธี 

Polymerase chain reaction สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ไดท้ังหมด 21
รายใน 44 คิดเปนรอยละ47.7 ผลการวิจัยเปนดงันี ้

Product ของ PCR reaction ตอ immunoglobulin gene rearrangement จะอยู
ในชวง 70-140 bp ไดผลการวิจัยดังนี ้

 
1. ผูปวยหมายเลข 38 
 

 
                                                       M                    P 
 
 
                                                    140                                            1                     2                    3                                                
                                                    120 
                                                    100 
 
                                                   80 
 
                                                   60 

 
 
 

รูปท่ี 55 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 38 
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2. ผูปวยหมายเลข 46, 58 
 
                                M          P 
 
 
                
                              140                         1             2              3            4             5            6            7 
                               120                                               
                               100 
                                
                                80 
                                
                                60        

 
รูปท่ี 56 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 46, 4, 5, 6  คือ 58, 7 คือ negative control (No template) 
3. ผูปวยหมายเลข 35 
 

               M               P 
                                
                                      140                                                      1                      2                   3              
                                      120                                                             
                                      100 
                                       
                                      80 
                                   
                                      60 

 
 

รูปท่ี 57 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 35 
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4. ผูปวยหมายเลข 29 
 
                                            M     
 
 
                                             140                            1                                2                                3 
                                             120 
                                        
                                             100 
 
                                              80 
                                                          

                                         60 
 

รูปท่ี 58 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, 1, 2, 3 คือ 29 
5. ผูปวยหมายเลข 32 

                             
       M 

 
 
 
                                  140                       1                        2                         3 
                                  120 
                                  100 
                            
                                  80 
 
                                  60 

 
รูปท่ี 59 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, 1, 2, 3 คือ 32 
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6. ผูปวยหมายเลข 39 
 
 
                                      M 
 
                                     140                      1                          2                     3               
                                      120  
                                      100 
                                      80 
 
                                       60 

 
 

รูปท่ี 60 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, 1, 2, 3 คือ 39 
 

7. ผูปวยหมายเลข 37 
 
                                     M 
 
                                    140                  1                      2                      3 
                                    120  
 
                                    100 
 
                                    80 
 
                                    60 

 
รูปท่ี 61 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, 1, 2, 3 คือ 37 
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7. ผูปวยหมายเลข 16, 3 
 

 
                                   M           P          

 
 

                        140                                      1               2             3              4             5             6 
                        120 
                        100 
                         80  

 
          60 

 
รูปท่ี 62 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 16, 4, 5, 6  คือ  3  

 
8. ผูปวยหมายเลข 5, 9 

 
 
 
   M             P 

                            140                              1             2           3            4           5            6           7 
                            120 
                            100 
 
                             80 

                         60 
 
รูปท่ี 63 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 5, 4, 5, 6  คือ  9, 7 คือ negative control (No template) 
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9. ผูปวยหมายเลข 17 
 
            M 
 
           140                       1                        2                       3 
           120 
           100 
  
            80 
 
 

                                           60 

รูปท่ี64 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 17 
8. 42 

 
                                                                                                           M 
         P                            1                          2                       3 
 
 
 
                                                                                                                       140 
                                                                                                                       120 
 
                                                                                                                       100 

                                                                                                          80 
 
                                                                                                          60 
 
รูปท่ี65 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 42 
 



85 

10. ผูปวยหมายเลข 49 
              
          M                   P 
 
 
           140                                     1                   2                   3 
           120 
 
           100 
 
            80 
 

           60 
รูปท่ี66 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 49 
11. ผูปวยหมายเลข 50 
 

              M                  P 
 
 
             140                                   1                     2                 3 
            120 
 
             100 
 
            80 
 

          60 
 
   รูปท่ี67 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 

control, 1, 2, 3 คือ 50 
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12. ผูปวยหมายเลข 51 
 

             M                 P 
 

 
           140                                                 1                   2                       3 
           120 
 
            100 
             80 
 
             60 

 
 

รูปท่ี 68แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 51 
 
9. ผูปวยหมายเลข 54, 56 

 
  M        P 

 
140                                                1         2          3          4          5           6 

 
 
 
 
 

                            60 
 

รูปท่ี 69แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 54 และ 4, 5, 6 คือ 56 
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13. ผูปวยหมายเลข 57 
 
 

M            P 
 
  140                                                                       1            2            3 
  120 
  100                                         
 
  80 
 
 
  60 

 
รูปท่ี70 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 57 
 
14. ผูปวยหมายเลข 59 

 
 

       M                   P 
 

      140                                         1                      2                    3                                                                    
  120 
 
  100 
   80 
 

                                 60 

 
รูปท่ี71 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 59 
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15. ผูปวยหมายเลข 61 

 
 

  M                    P              P       
 
 

    140                                                1             2               3              4                                                 
120 
100 
 80 

 
                           60 

รูปท่ี72 แสดง แถบดีเอ็นเอของผูปวย M คือ marker 20 bp, P คือ positive 
control, 1, 2, 3 คือ 61 และ 4 คือ negative control (No template) 
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3. ผลการทดลอง In situ hybridization 
ตอนที่ 1 แสดงผลการยอม ISH ของ ผูปวยท่ีเกิด light chain restriction 

 พบวาในผูปวยท่ีถูกคัดเลือกมาศึกษาท้ังหมด 43 ราย ตรวจพบวาวิธี In situ 
hybridization สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ไดท้ังหมด 28 รายใน 43 คดิเปน
รอยละ 65.1 พบวาเปนชนิด kappa light chain ท้ังหมด 17 รายใน 28 ราย คิดเปนรอยละ 
60.7 และเปนชนิด lambda light chain ท้ังหมด 11 ราย คิดเปนรอยละ 39.3 

• ผลการยอมเปน monoclonal ชนิด Kappa restriction โดยจะมีอัตราสวนการยอมของ  
Kappa: lambda > 10 โดยในงานวิจัยนี้พบวามีชวงของการเกิด Kappa restriction ตั้งแต 
13.25 ถงึ ∞  
1. ผูปวยหมายเลข 3 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี73 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 3 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 25.13 (201:8) 

2. ผูปวยหมายเลข 5 
 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี74 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 5 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 13.25 (107:6) 
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3. ผูปวยหมายเลข 6 
 

 
 
 
 
 

รูปท่ี75แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 6 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 405 (405:1) 

 
 

4. ผูปวยหมายเลข 21 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี76แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 21 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 245 (245:1) 
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5. ผูปวยหมายเลข 29 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปท่ี77 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 29 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 38.5 (77:2) 
 
 

6. ผูปวยหมายเลข 31 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 78 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 31 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 111.67 (335:3) 
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7. ผูปวยหมายเลข 33 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี79 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 33 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 19.95 (399:20) 

 
 

8. ผูปวยหมายเลข 36 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี80 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 36 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 35.3 (318:9) 
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9. ผูปวยหมายเลข 38 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี81 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 38 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ ∞ (49:0) 

 
 

10. ผูปวยหมายเลข 41 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี82 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 41 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 112 (112:1) 
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11. ผูปวยหมายเลข 44 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี83 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 44 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ ∞ (343:0) 

 
 

 
12. ผูปวยหมายเลข 46 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี84 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 46 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 14 (14:1) 
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13. ผูปวยหมายเลข 47 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี85แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 47 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 275.5 (551:2) 

 
 

 
 

14. ผูปวยหมายเลข 49 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี86 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 49 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 110 (110:1) 
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15. ผูปวยหมายเลข 55 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี87 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 55 
พบวามีอัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 247 (247:1) 

 
 
 
 

16. ผูปวยหมายเลข 57 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี88แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 57 
พบวามีอัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 47.6 (333:7) 
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17. ผูปวยหมายเลข 62 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี89 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 62 
พบวามีอัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 181 (181:1) 

 
 
 

• ผลการยอมเปน monoclonal ชนิด Lambda  restriction โดยจะมีอัตราสวนการยอม
เปนKappa: lambda < 0.2 โดยในงานวิจัยนี้พบวามชีวของการเกิด Kappa 
restriction ตัง้แต 0.01 ถงึ 0.12 

 
1. ผูปวยหมายเลข 16 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี90 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 16พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.01 (1:97) 
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2. ผูปวยหมายเลข 22 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี91 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 22 พบวา
มีอัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.07 (19:207) 

 
 

 
3. ผูปวยหมายเลข 34 
 

 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี92 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 34 พบวา
มีอัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.02 (4:264) 
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4. ผูปวยหมายเลข 40 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี93 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 40 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.01 (1:121) 

 
 

 
 

5. ผูปวยหมายเลข 43 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี94 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 43 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.02 (14:641) 
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6. ผูปวยหมายเลข 50 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี95 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 50 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.03 (1:33) 

 
 
 

7. ผูปวยหมายเลข 51 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี96 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 51 พบวามี
อัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.01 (2:193) 
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8. ผูปวยหมายเลข 53 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี97 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 53 
พบวามีอัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.03 (5:135) 

 
 
 

 
9. ผูปวยหมายเลข 54 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี98 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 54 
พบวามีอัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.09 (18:192) 
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10. ผูปวยหมายเลข 60 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี99 แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 60 
พบวามีอัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.02 (1:55) 

 
 

11. ผูปวยหมายเลข 61 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี100แสดง การเปรียบเทียบผลการยอม ISH ของผูปวยหมายเลข 61 
พบวามีอัตราสวนของ Kappa (ซาย): lambda (ขวา) เทากับ 0.12 (25:210) 
 
 
 

4.3    ผลสรุปการทดลองทั้งหมด 43 ราย ไดผลการทดลองดงัตารางที่ 8 
ตารางที่ 8 แสดงการเปรียบเทียบผลการทดลองการตรวจหา monoclonality ของท้ัง 3 วิธี
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Number ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม 
H&E 

ผลการทดลอง
ในการยอม  
IHCของ 
Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลองใน
การยอม  
IHCของ 
IgGและ 
IgM 

ผลการทดลองISH 
ของ 
Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
beta human 
globin 
gene  

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
Kappa and 
Lambda 

ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม  
IHCของ 
CD43 

3 MALT 
lymphoma 

165 (165:1) IgM 25.13 (201:8) Positive Monoclonal CD43- 

5 MALT 
lymphoma 

 18 (107:6) IgM 13.25 (265:20) Positive Monoclonal CD43- 

6 MALT 
lymphoma 

 4.75  (19:4) IgG 405  (405:1) Positive Polyclonal CD43- 

9 MALT 
lymphoma 

 1.89 (227:120) NA  3.49 (377:108) Positive Monoclonal      CD43- 

16 MALT 
lymphoma 

 0.08 (6:70) IgM  0.06 (1:97) Positive Monoclonal CD43- 

17 MALT 
lymphoma 

2.76 (105:38) NA 2.06 (62:30) Positive Monoclonal CD43- 

21 MALT 
lymphoma 

37.3(112:3) IgG 245(245:1) Positive Polyclonal CD43- 

22 MALT 
lymphoma 

0.005(1:190) IgG 0.024(3:219) Positive Polyclonal CD43- 

23 MALT 
lymphoma 

1.15(31:27) NA 3.33(40:12) Positive Polyclonal CD43- 

27 MALT 
lymphoma 

0.8(4:5) NA 2(12:6) Positive Polyclonal CD43- 

29 MALT 
lymphoma 

16.7(50:3) IgM 38.5(77:2) Positive Monoclonal CD43- 

31 MALT 
lymphoma 

57.5(230:4) IgM 111.67(335:3) Positive Polyclonal CD43- 
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Number ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม 
H&E 

ผลการทดลอง
ในการยอม  
IHCของ 
Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลองใน
การยอม  
IHCของ 
IgGและ 
IgM 

ผลการทดลองISH 
ของ 
Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
beta human 
globin 
gene  

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
Kappa and 
Lambda 

ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม  
IHCของ 
CD43 

32 MALT 
lymphoma 

2.31(104:45) NA 5.12(200:39) Positive Monoclonal CD43- 

33 MALT 
lymphoma 

0.34(20:59) IgG 19.95(399:20) Positive Polyclonal CD43- 

34 MALT 
lymphoma 

0.01(1:153) IgM 0.02(4:264) Positive Polyclonal CD43- 

35 MALT 
lymphoma 

5.5(11:2) NA 3.14(22:7) Positive Monoclonal CD43- 

36 MALT 
lymphoma 

28.6(286:10) IgG 35.33(318:9) Positive Polyclonal CD43- 

37 MALT 
lymphoma 

1.2(29:24) NA 1.6(60:36) Positive Monoclonal CD43- 

38 MALT 
lymphoma 

60(60:1) IgM 49(49:1) Positive Biclonal CD43- 

39 MALT 
lymphoma 

2.57(18:7) NA 5.34(43:8) Positive Monoclonal CD43- 

40 MALT 
lymphoma 

0.25(12:48) IgM 0.01(1:121) Positive Polyclonal CD43- 

41 MALT 
lymphoma 

103(206:2) IgG 112(112:1) Positive Polyclonal CD43- 

42 MALT 
lymphoma 

3.5(7:2) NA 2.78(25:9) Positive Monoclonal CD43- 

43 MALT 
lymphoma 

0.03(7:275) IgG 0.02(14:641) Positive Polyclonal CD43- 
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Number ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม 
H&E 

ผลการทดลอง
ในการยอม  
IHCของ 
Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลองใน
การยอม  
IHCของ 
IgGและ 
IgM 

ผลการทดลองISH 
ของ 
Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
beta human 
globin 
gene  

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
Kappa and 
Lambda 

ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม  
IHCของ 
CD43 

44 MALT 
lymphoma 

38.33(115:3) IgM 343(343:1) Positive Polyclonal CD43- 

45 MALT 
lymphoma 

0.97(34:35) NA 2.28(41:18) Positive Polyclonal CD43+ 

46 MALT 
lymphoma 

7.5(15:2) IgM 14(14:1) Positive Monoclonal CD43- 

47 MALT 
lymphoma 

18.2(182:10) IgM 350(350:1) Positive Polyclonal CD43- 

48 MALT 
lymphoma 

1.92(23:12) NA 3.71(26:7) Positive Polyclonal CD43- 

49  MALT 
lymphoma 

6.5(13:2) IgG 110(110:1) Positive Monoclonal CD43- 

50 MALT 
lymphoma 

0.03(1:33) IgG 0.03(1:33) Positive Monoclonal CD43- 

51 MALT 
lymphoma 

0.04(6:134) IgM 0.01(2:193) Positive Monoclonal CD43- 
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Number ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม 
H&E 

ผลการทดลอง
ในการยอม  
IHCของ 
Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลองใน
การยอม  
IHCของ 
IgGและ 
IgM 

ผลการทดลองISH 
ของ 
Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
beta human 
globin 
gene  

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
Kappa and 
Lambda 

ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม  
IHCของ 
CD43 

52 MALT 
lymphoma 

1.5(15:10) NA 2(12:6) Positive Polyclonal CD43- 

53 MALT 
lymphoma 

0.01(1:180) IgM 0.03(5:135) Positive Polyclonal CD43- 

54 MALT 
lymphoma 

0.025(12:126) IgG 0.09(18:192) Positive Monoclonal CD43- 

55 MALT 
lymphoma 

61.25(245:4) IgG 247(247:1) Positive Polyclonal CD43- 

56 MALT 
lymphoma 

1(13:13) NA 1.54(67:44) Positive Polyclonal CD43- 

57 MALT 
lymphoma 

14.69(235:16) IgG 47.57(333:7) Positive Monoclonal CD43- 

58 MALT 
lymphoma 

4.5(63:14) NA 1.23(16:13) Positive Monoclonal CD43- 

59 MALT 
lymphoma 

0.8(72:90) NA 0.83(99:119) Positive Monoclonal CD43- 

60 MALT 
lymphoma 

0.03(3:103) IgM 0.02(1:55) Positive Polyclonal CD43- 

61 MALT 
lymphoma 

0.02(6:280) IgM 0.12(25:210) Positive Monoclonal CD43- 

62 MALT 
lymphoma 

46(46:1) IgG 181(181:1) Positive Polyclonal CD43- 
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4.4   สรุปผลการทดลองผลบวกการตรวจหาผลบวก monoclonality ดวยเทคนิค IHC, ISH และ PCR ของแยก
ตามอวัยวะท่ีเกิด MALT lymphoma  
1. ผลการตรวจพบผลบวก monoclonality ของ MALT lymphoma ท่ีเกิดบริเวณ Orbit 

ประชากร MALT lymphoma ท่ีตรวจพบในตําแหนงท่ีเปน Orbit มีท้ังหมด 17 ราย โดย IHC 
สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 6 ใน 17 ราย คิดเปนรอยละ 35.3 แยกเปน kappa 
restriction 3 ราย และ lambda restriction 3 ราย, ISH สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 8 
ใน 17 ราย คิดเปนรอยละ 47 แยกเปน kappa restriction 6 ราย และ lambda restriction 2 ราย และ 
PCR สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 8 ใน 17 ราย คิดเปนรอยละ 47 

 
 ตารางที่ 9 แสดงผลการทดลองการตรวจหา monoclonality ใน orbit MALT lymphoma ดวยเทคนิค 

IHC, ISH และ PCR 

Number ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม 
H&E 

ผลการทดลอง
ในการยอม  
IHCของ 
Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลองใน
การยอม  IHC
ของ IgGและ 
IgM 

ผลการทดลอง
ISH ของ 
Kappa:Lambd
a 

ผลการ
ทดลองPCR 
ของ beta 
human 
globin gene  

ผลการ
ทดลองPCR 
ของ Kappa 
and Lambda 

ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม  
IHCของ 
CD43 

9 MALT 
lymphoma 

 1.89 (227:120) NA  3.49 (377:108) Positive Monoclonal          CD43- 

27 MALT 
lymphoma 

0.8(4:5) NA 2(12:6) Positive Polyclonal CD43- 

29 MALT 
lymphoma 

16.7(50:3) IgM 38.5(77:2) Positive Monoclonal CD43- 

32 MALT 
lymphoma 

2.31(104:45) NA 5.12(200:39) Positive Monoclonal CD43- 

33 MALT 
lymphoma 

0.34(20:59) IgG 19.95(399:20) Positive Polyclonal CD43- 

34 MALT 
lymphoma 

0.01(1:153) IgM 0.02(4:264) Positive Polyclonal CD43- 

35 MALT 
lymphoma 

5.5(11:2) NA 3.14(22:7) Positive Monoclonal CD43- 
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Number ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม 
H&E 

ผลการทดลอง
ในการยอม  
IHCของ 
Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลองใน
การยอม  IHC
ของ IgGและ 
IgM 

ผลการทดลอง
ISH ของ 
Kappa:Lambd
a 

ผลการ
ทดลองPCR 
ของ beta 
human 
globin gene  

ผลการ
ทดลองPCR 
ของ Kappa 
and Lambda 

ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม  
IHCของ 
CD43 

37 MALT 
lymphoma 

1.2(29:24) NA 1.6(60:36) Positive Monoclonal CD43- 

41 MALT 
lymphoma 

103(206:2) IgG 112(112:1) Positive Polyclonal CD43- 

42 MALT 
lymphoma 

3.5(7:2) NA 2.78(25:9) Positive Monoclonal CD43- 

44 MALT 
lymphoma 

38.33(115:3) IgM 343(343:1) Positive Polyclonal CD43- 

45 MALT 
lymphoma 

0.97(34:35) NA 2.28(41:18) Positive Polyclonal CD43+ 

46 MALT 
lymphoma 

7.5(15:2) IgM 14(14:1) Positive Monoclonal CD43- 

48 MALT 
lymphoma 

1.92(23:12) NA 3.71(26:7) Positive Polyclonal CD43- 

51 MALT 
lymphoma 

0.04(6:134) IgM 0.01(2:193) Positive Monoclonal CD43- 

52 MALT 
lymphoma 

1.5(15:10) NA 2(12:6) Positive Polyclonal CD43- 

53 MALT 
lymphoma 

0.01(1:180) IgM 0.03(5:135) Positive Polyclonal CD43- 
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2. ผลการตรวจพบผลบวก monoclonality ของ MALT lymphoma ท่ีเกิดบริเวณ 

Gastrointestinal tact 
ประชากร MALT lymphoma ท่ีตรวจพบในตําแหนงท่ีเปน Gastrointestinal tact  มีท้ังหมด 

13 รายแยกเปน Stomach 10 ราย และ Small intestine 3 ราย ใน Small intestine IHC สามารถตรวจ
พบผลบวก monoclonality ได 2 ใน 3 ราย คิดเปนรอยละ 66.7 แยกเปน lambda restriction ท้ัง 2 ราย, 
ISH สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 3 ใน 3 ราย คิดเปนรอยละ100 แยกเปน kappa 
restriction 1 ราย และ lambda restriction 2 ราย และ PCR ไมสามารถตรวจพบผลบวก 
monoclonality ได ใน Small intestine สวน MALT lymphoma ท่ีเกิดท่ี Stomach IHC สามารถตรวจ
พบผลบวก monoclonality ได 5 ใน 10 ราย คิดเปนรอยละ50 แยกเปน kappa restriction 3 ราย และ 
lambda restriction 2 ราย, ISH สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 6 ใน 10 ราย คิดเปนรอย
ละ 60 แยกเปน kappa restriction 3 ราย และ lambda restriction 3 ราย และ PCR สามารถตรวจพบ
ผลบวก monoclonality ได 6 ใน 10 ราย คิดเปนรอยละ 60 

 
ตารางที่ 10 แสดงผลการทดลองการตรวจหา monoclonality ใน stomach MALT lymphoma ดวยเทคนิค 
IHC, ISH และ PCR 
Number ผลการ

ทดลอง
ในการ
ยอม 
H&E 

ผลการทดลอง
ในการยอม  
IHCของ 
Kappa:Lambd
a 

ผลการทดลอง
ในการยอม  
IHCของ IgG
และ IgM 

ผลการทดลอง
ISH ของ 
Kappa:Lambd
a 

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
beta 
human 
globin 
gene  

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
Kappa 
and 
Lambda 

ผลการ
ทดลองใน
การยอม  
IHCของ 
CD43 

17 MALT 
lymphoma 

2.76 (105:38) NA 2.06 (62:30) Positive Monoclonal CD43- 

23 MALT 
lymphoma 

1.15(31:27) NA 3.33(40:12) Positive Polyclonal CD43- 

31 MALT 
lymphoma 

57.5(230:4) IgM 111.67(335:3) Positive Polyclonal CD43- 

39 MALT 
lymphoma 

2.57(18:7) NA 5.34(43:8) Positive Monoclonal CD43- 

40 MALT 
lymphoma 

0.25(12:48) IgM 0.01(1:121) Positive Polyclonal CD43- 
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Number ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม 

H&E 

ผลการทดลอง
ในการยอม  

IHCของ 
Kappa:Lambda 

ผลการทดลอง
ในการยอม  IHC

ของ IgGและ 
IgM 

ผลการทดลอง
ISH ของ 

Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
beta human 
globin gene  

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 

Kappa and 
Lambda 

ผลการ
ทดลองใน
การยอม  

IHCของ 
CD43 

47 MALT 
lymphoma 

18.2(182:10) IgM 350(350:1) Positive Polyclonal CD43- 

54 MALT 
lymphoma 

0.025(12:126) IgG 0.09(18:192) Positive Monoclonal CD43- 

57 MALT 
lymphoma 

14.69(235:16) IgG 47.57(333:7) Positive Monoclonal CD43- 

59 MALT 
lymphoma 

0.8(72:90) NA 0.83(99:119) Positive Monoclonal CD43- 

61 MALT 
lymphoma 

0.02(6:280) IgM 0.12(25:210) Positive Monoclonal CD43- 
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ตารางที่ 11 แสดงผลการทดลองการตรวจหา monoclonality ใน small intestine MALT 
lymphoma ดวยเทคนิค IHC, ISH และ PCR 

 
Number ผลการ

ทดลอง
ในการ
ยอม 
H&E 

ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม 
marker: 
IHC 

ผลการทดลอง
ในการยอม  
IHCของ 
Kappa:Lambd
a 

ผลการ
ทดลองใน
การยอม  
IHCของ IgG
และ IgM 

ผลการทดลอง
ISH ของ 
Kappa:Lambd
a 

ผลการ
ทดลอ
งPCR 
ของ 
beta 
human 
globin 
gene  

ผลการ
ทดลอง
PCR 
ของ 
Kappa 
and 
Lambda 

ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม  
IHCของ 
CD43 

6 MALT 
lymphoma 

CD20+        
CD3-           
CyclinD1-   
CD10- 

 4.75  (19:4) IgG 405  (405:1) Positive Polyclonal CD43- 

22 MALT 
lymphoma 

CD20+        
CD3-           
CyclinD1-  

0.005(1:190) IgG 0.024(3:219) Positive Polyclonal CD43- 

60 MALT 
lymphoma 

CD20+        
CD3-           
CyclinD1-  

0.03(3:103) IgM 0.02(1:55) Positive Polyclonal CD43- 

 
2. ผลการตรวจพบผลบวก monoclonality ของ MALT lymphoma ท่ีเกิดบริเวณ อ่ืน ๆ 

นอกเหนือจาก Gastrointestinal tact และ Orbit  
ประชากร MALT lymphoma ท่ีตรวจพบในตําแหนงท่ีเปน บริเวณอ่ืน มีท้ังหมด 13 

ราย โดย IHC สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 10 ใน 13 ราย คิดเปนรอยละ 76.9 
แยกเปน kappa restriction 7 ราย และ lambda restriction 3 ราย, ISH สามารถตรวจพบ
ผลบวก monoclonality ได 11 ใน 13 ราย คิดเปนรอยละ 84.6 แยกเปน kappa restriction 8 
ราย และ lambda restriction 3 ราย และ PCR สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 7 
ใน 13 ราย คิดเปนรอยละ 53.8 
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ตารางที่ 12 แสดงผลการทดลองการตรวจหา monoclonality ใน บริเวณ อ่ืน ๆ นอกเหนือจาก 
Gastrointestinal tact และ Orbit ดวยเทคนิค IHC, ISH และ PCR 
 

Number ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม 
H&E 

ผลการทดลอง
ในการยอม  
IHCของ 
Kappa:Lambd
a 

ผลการ
ทดลองใน
การยอม  IHC
ของ IgGและ 
IgM 

ผลการทดลอง
ISH ของ 
Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
beta human 
globin 
gene  

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
Kappa and 
Lambda 

ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม  
IHCของ 
CD43 

50  MALT 
lymphoma 

0.03(1:33) IgG 0.03(1:33) Positive Monoclonal CD43- 

58 MALT 
lymphoma 

4.5(63:14) NA 1.23(16:13) Positive Monoclonal CD43- 

36 MALT 
lymphoma 

28.6(286:10) IgG 35.33(318:9) Positive Polyclonal CD43- 

49  MALT 
lymphoma 

6.5(13:2) IgG 110(110:1) Positive Monoclonal CD43- 

16 MALT 
lymphoma 

 0.08 (6:70) IgM  0.06 (1:97) Positive Monoclonal CD43- 

21 MALT 
lymphoma 

37.3(112:3) IgG 245(245:1) Positive Polyclonal CD43- 

55 MALT 
lymphoma 

61.25(245:4) IgG 247(247:1) Positive Polyclonal CD43- 

38 MALT 
lymphoma 

60(60:1) IgM 49(49:1) Positive Biclonal CD43- 

56 MALT 
lymphoma 

1(13:13) NA 1.54(67:44) Positive Polyclonal CD43- 

5 MALT 
lymphoma 

 18 (107:6) IgM 13.25 (265:20) Positive Monoclonal CD43- 
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PathoNo ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม 

H&E 

ผลการทดลอง
ในการยอม  

IHCของ 
Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลองในการ
ยอม  IHCของ 
IgGและ IgM 

ผลการทดลอง
ISH ของ 

Kappa:Lambda 

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 
beta human 
globin gene  

ผลการ
ทดลอง
PCR ของ 

Kappa and 
Lambda 

ผลการ
ทดลอง
ในการ
ยอม  

IHCของ 
CD43 

62 MALT 
lymphoma 

46(46:1) IgG 181(181:1) Positive Polyclonal CD43- 

3 MALT 
lymphoma 

165 (165:1) IgM 25.13 (201:8) Positive Monoclonal CD43- 

43 MALT 
lymphoma 

0.03(7:275) IgG 0.02(14:641) Positive Polyclonal CD43- 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และ ขอเสนอแนะ 

5.1. สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล 
กลุมประชากรที่คัดเลือกเขามาศึกษาโดยใชลักษณะทาง histomorphology คือจะตรวจ

พบลักษณะของ Maginal zone cell ท่ีคลายกับ centrocyte และอาจพบ monocytoid cell บาง 
นอกจากนี้ยังพบรอยโรคทีส่ําคัญคือลักษณะของ lymphoepithelial lesion (LEL) และมี  
immunophenotype ดังนี้ CD20+, CD3-, CyclinD1- และ ตรวจ CD 10 – เฉพาะในรายที่
สงสัยวาเปน follicular lymphoma [1,2] คัดเลือกกลุมประชากรเปาหมายได 43 รายซึ่งไดรับ
การวินิจฉัยแลววาเปน MALT lymphoma แยกเปน MALT lymphoma ท่ีตําแหนง 
Gastrointestinal tact 13 รายแยกเปนตําแหนงท่ีเปน Stomach 10 ราย และ Small intestine 3 
ราย , ตําแหนง orbit 17 ราย และ MALT lymphoma ท่ีตําแหนงอื่น ๆ อีก 13 ราย โดยแบงเปน 
skin 2 ราย, lung 2 ราย, upper aerodigestive mucosa 3 ราย, salivary gland (submental) 2 
ราย, thyroid 2 รายและ breast อีก 2 ราย 

ประชากรเปาหมายถูกนําไปทดสอบดวย 3 วิธี คือ IHC, ISH และ PCR เพื่อ
เปรียบเทียบผลบวก monoclonality ของท้ัง 3 วิธี ไดผลดงันี้ IHC สามารถตรวจพบผลบวก 
monoclonality ได 23 ใน 43 ราย คิดเปนรอยละ 53.5 แยกเปน kappa restriction 13 ราย คิด
เปนรอยละ56.5 และ lambda restriction 10 รายคิดเปนรอยละ 43.5, ISH สามารถตรวจพบ
ผลบวก monoclonality ได 28 ใน 43ราย คดิเปนรอยละ 65.1 แยกเปน kappa restriction 17 
ราย คิดเปนรอยละ 60.7 และ lambda restriction 11 รายคิดเปนรอยละ 39.3 และ PCR 
สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 21 ใน 43ราย คิดเปนรอยละ 48.8 ไดผลสรุปดงั
ตารางที่ 13  
ตารางที่ 13 แสดง ผลสรุปการตรวจพบผลบวก monoclonality ของแตละวิธีใน MALT 
lymphoma ท่ัวรางกาย 

วิธีการตรวจหาผลบวก 
m o n o c l o n a l i t y 

รอยละผลบวก 
monoclonality 

รอยละการเกิด 
kappa restriction 

รอยละการเกิด 
lambda restriction 

IHC 53.5 56.5 43.5 
ISH 65.1 60.7 39.3 

PCR 48.8 - - 
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จากตารางที่ 13 พบวารอยละการเกิด Kappa restriction: lambda restriction เทากับ 
1.5:1 (56.5:43.5, 60.7:39.3) ท้ังในการตรวจดวยเทคนิค IHC และ ISH เปนไปตามทฤษฏีท่ี
ภาวะปกติจะมกีารเลือก Kappa: Lambda light chain เปน 2:1ซ่ึงอธิบายไดดวยโอกาสที่จะมี 
rearrangement ของ Ig kappa light chain gene กอน ซ่ึงถาลมเหลวจึงมี rearrangement 
ของ Ig lambda light chain gene[1] 

ในผลการทดลองที่ตรวจพบผลบวก monoclonality ดวยเทคนิค IHC จะพบชวงใน
การเกิด kappa restriction ตั้งแต 14.7-181 และ lambda restriction จะพบในชวง 0.0005-
0.08 และ ผลการทดลองที่ตรวจพบผลบวก monoclonality ดวยเทคนิค ISH จะพบชวงในการ
เกิด kappa restriction ตัง้แต 13.25 ถึง ∞  และ lambda restriction จะพบในชวงตัง้แต 0.01 
ถึง 0.12 และในกลุมประชากรเปาหมายที่ตรวจไมพบ monoclonality ดวยเทคนิค IHC มี 20 
รายจะอยูในชวง 0.25 ถึง 7.5 และ ISH ท่ีตรวจไมพบผลบวก monoclonality มี 15 ราย จะ
พบวามีคาอยูในชวง 1.23-5.34 

นอกจากนี้ในการทําการวิจัยคร้ังนี้จะมีการยืนยันผลในรายที่เกิด light chain 
restriction ของเทคนิค IHC ดวยการตรวจดูการสราง heavy chain ของ immunoglobulin 
เพื่อบอกวา monoclonality ท่ีตรวจพบในสวน light chain ของ immunoglobulin นั้นเปน
ภาวะ monoclonality ไมใชภาวะ polyclonality ไดผลการทดลองคิดเปน IgM รอยละ 
60.8(14/23) และ IgG รอยละ 39.1(9/23) ท่ีตรวจสอบดวย IHCจากรายที่เกิด light chain 
restriction  แตถารวมรายทีเ่กิด light chain restriction  จากเทคนิค ISH พบวาเปนชนิด IgM 
16 รายคิดเปนรอยละ 57.2(16/28) และ IgG 12 รายคิดเปนรอยละ 42.9 (12/28)จึงอาจกลาวได
วาในรายที่เกิด light chain restriction นั้นมักจะตรวจพบในสวนของ heavy chain ของ 
immunoglobulin เปนชนิด IgM มากกวาเล็กนอย 

ประชากร MALT lymphoma ท่ีตรวจพบในตาํแหนงท่ีเปน Orbit มีท้ังหมด 17 ราย 
โดย IHC สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 6 ใน 17 ราย คิดเปนรอยละ 35.3 แยก
เปน kappa restriction 3 ราย และ lambda restriction 3 ราย, ISH สามารถตรวจพบผลบวก 
monoclonality ได 8 ใน 17 ราย คิดเปนรอยละ 47 แยกเปน kappa restriction 6 ราย และ 
lambda restriction 2 ราย และ PCR สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 8 ใน 17 
ราย คิดเปนรอยละ 47 

ประชากร MALT lymphoma ท่ีตรวจพบในตําแหนงท่ีเปน Stomach IHC สามารถ
ตรวจพบผลบวก monoclonality ได 5 ใน 10 ราย คิดเปนรอยละ50 แยกเปน kappa restriction 
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3 ราย และ lambda restriction 2 ราย, ISH สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 6 ใน 
10 ราย คิดเปนรอยละ 60 แยกเปน kappa restriction 3 ราย และ lambda restriction 3 ราย 
และ PCR สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 6 ใน 10 ราย คิดเปนรอยละ 60 และได
มีการศึกษาไดกอนหนานี้แลว 2 งานวิจัยท่ีเปนการตรวจหาผลบวก monoclonality ในกลุม
ประชากรเปาหมายที่เปน MALT lymphoma ท่ีบริเวณ stomach คือ 

1) คณะของ Sanya Sukpanichnant ไดการศึกษาการตรวจหาผล monoclonality ดวย
เทคนิค Simple PCR เปรียบเทียบกับ siminested PCR  พบวาสามารถตรวจพบ
ผลบวก monoclonality ได 4 ใน 7 รายคิดเปนรอยละ 57 ดวยเทคนิค simple PCR เม่ือ
เปรียบเทียบกับในงานวิจัยเร่ือง การเปรียบเทียบการตรวจหา monoclonality ของ
มะเร็งตอมน้ําเหลืองชนิด Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of mucosa-
associated lymphoid tissue (MALT lymphoma) โดยวิธี immunohistochemistry, 
polymerase chain reaction และ in situ hybridization ท่ีบริเวณ stomach ตรวจพบ
ผลบวก monoclonality ไดรอยละ 60พบวาในงานวิจัยของ Sanya Sukpanichnant 
และคณะ สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ดวยเทคนิค simple PCR ไดนอย
กวารอยละ 3 อาจเนื่องมาจากจํานวนประชากรที่ศึกษามีจํานวนตางกันและเกี่ยวเนื่อง
ถึงการเกิด somatic hypermutation ในประชากรกลุมเปาหมายที่ถูกเลือกมาศึกษา
เกิดขึ้นตางกัน จึงทําใหผลการทดลองที่เกิดขึ้นมีรอยละของการตรวจพบผลบวก 
monoclonality ไดตางกันแตก็ไมตางกันอยางมีนัยสําคัญ[22] 

2) เปนงานวิจัยของ Hiroshi Inagaki และ คณะที่การวิจัยเพื่อตรวจหาผลบวก 
monoclonality ใน GI low grade lymphoma ดวย 3 วธีิ [23]ไดผลการเปรียบเทียบดัง
ตารางที่ 14 
ตารางที่ 14 แสดงผลการเปรียบเทียบผลบวก monoclonality ของ Hiroshi Inagaki  และคณะ
(A)เปรียบเทียบกับในงานวิจัยเร่ือง การเปรียบเทียบการตรวจหา monoclonality ของมะเร็งตอม
น้ําเหลืองชนิด Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of mucosa-associated lymphoid 
tissue (MALT lymphoma) โดยวิธี immunohistochemistry, polymerase chain reaction และ in 
situ hybridization(B) 

วิธีทดสอบ A (n=10) B (n=10) 
IHC 4/10 รอยละ 40 5/10 รอยละ 50 

ISH 5/10 รอยละ 50 6/10 รอยละ 60 

PCR 7/10 รอยละ 70 6/10 รอยละ 60 
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A คือ งานวิจัยของ Hiroshi Inagaki และ คณะ 
B คือ งานวิจัยเรื่อง การเปรียบเทียบการตรวจหา monoclonality ของมะเร็งตอม

น้ําเหลืองชนดิ Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of mucosa-associated 
lymphoid tissue (MALT lymphoma) โดยวิธี immunohistochemistry, polymerase chain 
reaction และ in situ hybridization 

พบวาผลการเปรียบเทียบท่ีเกิดขึ้นมีความแตกตางกันคือในงานวิจัยเดมิของ Hiroshi 
Inagaki และ คณะพบวาเทคนิค PCR เปนเทคนิคท่ีตรวจพบผลบวก monoclonality ไดมาก
ท่ีสุดคือตรวจไดถึงรอยละ 70 แตในงานวิจัยเร่ือง การเปรียบเทียบการตรวจหา monoclonality 
ของมะเร็งตอมน้ําเหลืองชนดิ Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of mucosa-
associated lymphoid tissue (MALT lymphoma) โดยวิธี immunohistochemistry, 
polymerase chain reaction และ in situ hybridization นั้นพบวา ISH และ PCR เปนเทคนิค
ท่ีตรวจพบผลบวก monoclonality ไดมากท่ีสุดคือรอยละ 60 จะเห็นไดวาเทคนคิ ISH ใน
ปจจุบันตรวจพบผลบวก monoclonality ไดมากกวางานวิจัยเดิมท่ีทํามาแลวอาจเปนเหตุผลใน
เร่ืองของเทคนคิท่ีมีการพัฒนาขึ้นโดยในการวิจัยในปจจุบนันี้ไดมีการพฒันาโดยใช Automate 
system ในการทําการยอม ISH เพื่อแกปญหาในเรื่องของเวลาที่ใชในการทําโดย Automate 
system จะใชเวลาเพียง 4 ชัว่โมงและเพิ่มความคงตัวในเรื่องของ อุณหภูมิของการยอมในแตละ
แผน รวมถึงมีการพัฒนา probe ใหมีประสิทธิภาพมากขึ้นในปจจุบันจึงทําให sensitivity 
สูงขึ้น [12,14] ในขณะที่การใช manual technique นั้นยงัสงผลใหเกิด background มารบกวน
ในการแปลผลการทดลองได สวนเทคนิค PCR เดิมสามารถตรวจพบผลบวกไดสงูอาจเกิดจาก
ความแตกตางของเทคนิค PCR คือในงานวิจัยของ Hiroshi Inagaki และ คณะ นั้นเปน 
seminested PCR ซ่ึงจะชวยเพิ่ม yield,มากขึ้นจึงตรวจพบผลบวก monoclonality ไดในรอย
ละท่ีสูงกวาในงานวิจัยนี้ท่ีใชเปน simple PCR  

MALT lymphoma ท่ีเกิดใน และ Small intestine พบทั้งหมด 3 ราย ใน Small 
intestine IHC สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 2 ใน 3 ราย คิดเปนรอยละ 66.7 
แยกเปน lambda restriction ท้ัง 2 ราย, ISH สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 3 
ใน 3 ราย คิดเปนรอยละ100 แยกเปน kappa restriction 1 ราย และ lambda restriction 2 ราย 
และ PCR ไมสามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได ใน Small intestine 
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ประชากร MALT lymphoma ท่ีตรวจพบในตาํแหนงท่ีเปน บริเวณอื่น มีท้ังหมด 13 
ราย โดย IHC สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 10 ใน 13 ราย คดิเปนรอยละ76.9 
แยกเปน kappa restriction 7 ราย และ lambda restriction 3 ราย, ISH สามารถตรวจพบ
ผลบวก monoclonality ได 11 ใน 13 ราย คิดเปนรอยละ 84.6 แยกเปน kappa restriction 8 
ราย และ lambda restriction 3 ราย และ PCR สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 6 
ใน 13 ราย คดิเปนรอยละ 46.2 สรุปผลการตรวจพบผลบวก monoclonality ในแตละอวัยวะ
ดวยเทคนิค IHC, ISH และ PCR ดังตารางที่ 15  
ตารางที่ 15 แสดงผลการตรวจพบผลบวก monoclonality ของ IHC, ISH และ PCR ของแตละ
อวัยวะท่ีตรวจพบ MALT lymphoma 
 

อวัยวะท่ีเกิด       
MALT lymphoma 

IHC ISH PCR 

Orbit (n=17) 35.3 47 47 

Stomach (n=10) 50 60 60 

Small intestine (n=3) 66.7 100 - 

Other (n=13) 76.9 84.6 46.2 

 
จากตารางจะพบวาในแตละอวัยวะท่ีเกิด MALT lymphoma นั้นตรวจพบผลบวก 

monoclonality ไดดวยแตละวิธีไดตางกัน โดยเทคนคิ IHC สามารถตรวจพบผลบวก 
monoclonality ไดมากที่สุดใน อวัยวะอื่น ๆ ท่ีไมใช orbit และ gastrointestinal tact คือตรวจ
พบไดรอยละ 76.9(10/13), ISH สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ไดมากที่สุดใน 
Small intestine คือตรวจพบไดรอยละ 100 (3/3) และเทคนิค PCR ตรวจพบผลบวก 
monoclonality ไดมากที่สุดใน Stomach คือรอยละ 60 แตสามารถตรวจพบผลบวก 
monoclonality ไดเทากับเทคนิค ISH เชนเดียวกับใน Orbit ท่ีเทคนคิ ISH และ PCR สามารถ
ตรวจพบผลบวก monoclonality ไดเทากันคือรอยละ 47 จากผลการทดลองนี้ทําใหพบวาการ
ตรวจหาผลบวก monoclonality ในแตละตําแหนงที่เกิด MALT lymphoma นั้นมีความ
แตกตางกันจึงทําใหการเลือกวิธีท่ีตรวจหาผลบวก monoclonality ควรเลือกตามความ
เหมาะสมตามผลการทดลองที่แสดงมาขางตน 
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ในการเปรียบเทียบผลบวก monoclonality ของ MALT lymphoma ท่ัวรางกายนัน้
พบวา IHC สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ไดรอยละ 53.5, ISH สามารถตรวจพบ
ผลบวก monoclonality เปนรอยละ 65.1 และ PCR สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality 
ไดรอยละ 48.8 นําคาผลบวก monoclonality ท่ีไดไปทดสอบคาทางสถิติเพื่อหาคาความ
แตกตางของท้ัง 3 วิธีวามีความแตกตางกันอยางมีนยัสําคญัหรือไม โดยเลือกใช Cochran test 
ซ่ึงเปนการทดสอบทางสถิตท่ีิใชกับขอมูลเชิงลักษณะ (Categorical data) เพื่อเปรียบเทียบการ
ทดสอบ 3 วิธี ซ่ึงผลการทดลองที่ไดพบวาทั้ง 3 วิธี คือ IHC, ISH และ PCR ไมมีความแตกตาง
กันอยางมนีัยสําคัญท่ี p<0.05 จึงสรุปไดวาท้ัง 3 วิธี คือ IHC, ISH และ PCR สามารถตรวจพบ
ผลบวก monoclonality ไดไมแตกตางกันอยางมีนยัสําคญั แตท่ีผลบวก monoclonality ท่ีวัดได
ของแตละวิธีมีความแตกตางกันในรอยละของการตรวจพบผลบวก monoclonality อาจมาจาก
เหตุผลดังนี ้

1) ในการตรวจหาผลบวก monoclonality ในสวนของ light chain ดวย 2 วิธี พบวามี 
5 รายท่ีเกิดผลแตกตางกันตรวจสอบผลบวก monoclonality ไดดวย ISH แตไม
สามารถตรวจสอบดวย IHC ไดแยกออกได 2 กลุม 
กลุมท่ี 1 มี 3 รายท่ีพบวามกีารสราง Ig light chain mRNA แตไมพบการสราง Ig 
light chain protein 
 โดยผลการทดลองที่ไดพบวามีการสราง  mRNA เพราะสามารถตรวจสอบ
ผลบวก monoclonality ไดท่ีระดับ mRNA ผลท่ีไดพบวาเปนชนิด kappa 
restriction ท้ัง 3 ราย แตเม่ือตรวจโปรตีนดวย IHC พบวาไมมีการสราง Ig  
kappa light chain แตเม่ือตรวจวัดโปรตีน ในระดับ Ig heavy chain พบวามีการ
สราง Ig heavy chain ชนิด IgG จึงสรุปผลการทดลองไดวาใน 3 รายนี้มีการสราง
เฉพาะ mRNA ของ Ig light chain แตไมมีการสราง โปรตีน Ig light chain จึง
อาจกลาวไดวา ISH เปนเทคนิคท่ีมีความสามารถในการตรวจพบผลบวก 
monoclonality ไดครอบคลุมกวาเทคนิค IHC เพราะปองกันการตรวจในรายที่มี
ความผดิปกติในกระบวนการ translation ได แสดงใหดูดงัรูปท่ี 101 
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   (1)ISH –kappa    (2)ISH-lambda 

 
 
 
 
 
 
   (3)IHC-kappa    (4) IHC-lambda 

 
 
 
 
 
   (5)IHC-IgM    (6) IHC-IgG 
 

 
 
 
 
     (7)IHC-IgA 

 รูปท่ี 101 แสดงผลการเปรียบเทียบการยอม ISH kappa(1): lambda(2) เทากับ 13.2 เปน
ชนิด kappa restriction เทียบกับผลการยอม IHC ในสวนของ light chain พบวา IHC 
kappa(3): lambda(4) เทากับ 0.34 ไมเกิด light chain restriction และยืนยันผลโดยการตรวจ 
IHC ตอ heavy chain ไดผล (5)IHC-IgM เทากับ 6 cell, (6) IHC-IgG เทากับ 449 cell และ 
(7) IHC-IgA เทากับ 1 cell 
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กลุมท่ี 2 มี 2 รายที่ตรวจสอบผลบวก monoclonality ไดดวย ISH ไดผล 
restriction ชดัเจน แต IHC ไดผลในการคาํนวณคาสดัสวนของ kappa: lambda 
ไมชัดเจน 
 ใน 2 รายนีพ้บวาในการตรวจผลบวก monoclonality ดวยเทคนิค IHC พบวา
มีปญหาในเรื่องของ background [12] ท่ีสงผลใหเกิดการรบกวนการแปลผลการ
ทดลองในขณะที่ 2 รายสามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ไดดวยเทคนิค 
ISH จึงสรุปไดวาเทคนิค ISH ชวยในการแปลผลการทดลองใหงาย ถกูตองและ
นาเชื่อถือมากขึ้น ดังแสดงในรูปท่ี 102 
 
 
 
 
 
 

(1)ISH -kappa     (2) ISH -lambda 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (3) IHC -kappa    (4) IHC -lambda 
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 (5)IHC-IgG    (6)IHC-IgM 
 
รูปท่ี 102 แสดงผลการเปรียบเทียบการยอม ISH kappa(1): lambda(2) เทากับ 14 เปนชนิด 

kappa restriction เทียบกับผลการยอม IHC ในสวนของ light chain พบวา IHC kappa(3): 
lambda(4) เทากับ 7.5 ไมเกิด light chain restriction และยืนยันผลโดยการตรวจ IHC ตอ heavy 
chain ไดผล (5)IHC-IgM+ และ (6) IHC-IgG - 

 
2) ในการตรวจหาผลบวก monoclonality ในสวนของ heavy chain ดวยเทคนิค 

PCR ท่ีตรวจสอบในสวนของ Ig gene rearrangement นั้นพบวาตรวจพบ
ผลบวก monoclonality ไดรอยละ 48.8 ซ่ึงต่ํากวา IHC และ ISH อาจเปนผลมา
จาก paraffine embedded tissue นั้นจะทําใหโครงสรางของ DNA มีขนาดสัน้ลง
หรือเสียรูปรางไป [22]และมีการกลาวไวในกอนหนานี้แลววา MALT lymphoma 
นั้นมักจะเกิด somatic hypermutation ไดในบริเวณ variable part[ 1,2] จึงทําให
การเขาจับของ primer นั้นลดลงในรายที่เกิด somatic hypermutation เนื่องจาก
การสราง primer ในการทดลองนี้จะเปนการสรางแบบ consensus primer ซ่ึงจะ
ทําให specific ลดลงในบริเวณ variable part ซ่ึงเปนบริเวณท่ีเกิดการ
เปล่ียนแปลงของลําดับเบสไดจึงทําใหการจับของ primer ลดลง แตท่ีเลือกใช 
consensus primer เนือ่งจากมีความเหมาะสมในการนําไปใชงานจริงรวมถึง
สะดวกและมีการใชงานกันอยู [22 ] จึงเหมาะกับประโยชนในงานวิจัยเร่ือง การ
เปรียบเทียบการตรวจหา monoclonality ของมะเร็งตอมน้ําเหลืองชนดิ 
Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of mucosa-associated lymphoid 
tissue (MALT lymphoma) โดยวิธี immunohistochemistry, polymerase chain 
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reaction และ in situ hybridizationเพื่อใชในการแกปญหาที่เกิดในการปฏิบตัิงาน
จริง จึงเลือกใช consensus primer ในการวิจัยเพื่อศึกษา Ig gene rearrangement 
ในครั้งนี้ อีกท้ังเทคนิค PCR ท่ีใชในการทดลองกอนหนานี้จะเปน Seminested 
PCR มากกวาโดยทุกงานวิจัยกลาววา Seminested PCR จะชวยเพิ่ม yield ของ 
DNA ท่ีมาจาก paraffin embedded tissueเนื่องจาก DNA จะมีการสูญเสีย
โครงสรางไปในขั้นตอนตาง ๆ ของปฏกิิริยา [22] แตในงานวิจัยเร่ือง การ
เปรียบเทียบการตรวจหา monoclonality ของมะเร็งตอมน้ําเหลืองชนดิ 
Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of mucosa-associated lymphoid 
tissue (MALT lymphoma) โดยวิธี immunohistochemistry, polymerase chain 
reaction และ in situ hybridization เลือกใชเทคนิค simple PCR เนื่องมาจากมี 
งานวิจัยของ Sanya Sukpanichnant และคณะที่ศึกษาไวใน GI MALT 
lymphoma นัน้พบวา Simple PCR สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 
4/7 ราย ในขณะที่ Seminested PCRสามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ได 
5/7 ราย นั้นหมายความวา Seminested PCR นั้นตรวจพบผลบวก monoclonality 
ไดมากกวา Simple PCR เพียง 1 ราย [22] เทานั้นจึงทําใหผูวิจัยเห็นวา การ
เลือกใช Simple PCR เพราะวา เปนเทคนิคท่ีสะดวก งาย และประหยัดเวลากวา 
Seminested PCR รวมถึงชวยการลดปญหาในเรื่องของ contamination ท่ีมักเกิด
ใน Seminested PCR ท่ีจะตองทํา PCR 2 รอบจึงมักเกิด contamination ระหวาง
ทําปฏิกิริยาและ ถาจะนําไปใชในการปฏิบตัิงานจริง Simple PCR ก็นาจะเปน
เทคนิคท่ีถูกเลือกมากกวาเนื่องจากจะชวยในการลดคาใชจายในการตรวจรักษาแต
ละคร้ัง  

3) พบวามีท้ังหมด 6 รายท่ีไดรับการวินิจฉัยในขางตนดวย histomorphology และ 
immunophenotype แลววาเปน MALT lymphoma แตไมสามารถตรวจพบ
ผลบวก monoclonality ไดดวยท้ัง 3 วิธี อาจจะมีเหตุผลมาจาก  

• IHC มีปญหาในเรื่องการแปลผลจาก  background ท่ีรบกวนการแปลผลและ
มี cell ท่ีเปนPlasma cell differentiation นอยจึงไมสามารถตรวจพบผลบวก 
monoclonality ได 
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• ISH เปนการตรวจหา monoclonality ระดับ mRNA ซ่ึงจํานวนของ Ig 
mRNA จะตองมีจํานวนมากพอที่จะทําใหเทคนิค ISH ตรวจพบผลบวก 
monoclonality ได [12,14] 

• PCR อาจมี Yield ของ DNA ท่ีต่ํากวาเทคนคิ seminested PCR เพราะในการ
ทดลองเปน simple PCR [22] จึงตรวจ monoclonality ไมได และผลจาก 
Somatic hypermutation นัน้ก็จะทําให primer ไมสามารถเขาจับไดอีกท้ัง 
primer ท่ีเลือกนํามาใชเปน Consensus primer ซ่ึงไดมีงานวิจัยไดทําากร
ศึกษาไวกอนหนานี้วาไม specific เทากับ primer ชนดิ family specific 
primer จึงทําใหความมีประสิทธิภาพในการตรวจหา monoclonality ดวย
เทคนิค PCR ลดลง [14] 
จากผลการทดลองทั้ง 7 รายนี้พบวาท้ัง 3 วธีิไมสามารถใหผลบวก 

monoclonality ไดจึงอาจกลาวไดวาท้ัง 3 วิธีนี้มีความไวไมพอท่ีจะตรวจพบผลบวก  
monoclonality ในรายที่มีขอจํากัดเชนนี้ จากผลการทดลองจะพบไดคิดเปนรอยละ 14 
(6ใน 43ราย) 
 ในงานวิจัยนี้ยงัไดมีการยอม CD43 เพื่อชวยในการตรวจวินิจฉัย B cell 
malignancy ในงานวิจัยนี้พบวาสามารถยอม CD 43 ติดไดเพียงแค 1/43 รายเทานั้น
คิดเปนรอยละ 2.3 
 

5.2. ขอเสนอแนะ 
จากผลการทดลองที่กลาวมาแลวขางตนพบวาท้ัง 3 วิธีคอื IHC, ISH และ PCR นั้น

สามารถตรวจพบผลบวก monoclonality ไดไมแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญจึงทําใหนําไปสูการ
ทดสอบทางสถิติเพื่อท่ีจะหาวิธีท่ีตรวจหาผลบวก monoclonality ใหมีประสิทธิภาพมากที่สุด
จึงเลือกวิธีการจับคูวิธีท่ีใชตรวจสอบ monoclonality ดังนี ้

1. IHC คูกับ ISH 
IHC คูกับ ISH  เปรียบเทียบกับ  IHC 
IHC คูกับ ISH  เปรียบเทียบกับ  ISH 
IHC คูกับ ISH  เปรียบเทียบกับ  PCR 

2. IHC คูกับ PCR 
IHC คูกับ PCR  เปรียบเทียบกับ  IHC 
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IHC คูกับ PCR  เปรียบเทียบกับ  ISH 
IHC คูกับ PCR  เปรียบเทียบกับ  PCR 

3. ISH คูกับ PCR 
ISH คูกับ PCR  เปรียบเทียบกับ  IHC 
ISH คูกับ PCR  เปรียบเทียบกับ  ISH 
ISH คูกับ PCR  เปรียบเทียบกับ  PCR 

วิเคราะหโดยใช Descriptive Statistics แบบ crosstabs ชนิด McNemar test ท่ีระดับ
ความเชื่อม่ันท่ี 95 พบวาการทดสอบเปนดงัตารางที่ 16 

 
ตารางที่16 แสดงผลการทดสอบทางสถิติ McNemar test 

วิธีการตรวจหา 
monoclonality 

รอยละผลบวก 
monoclonality ท่ีตรวจ

ได 

คา p 

IHC คูกับ ISH VS IHC 67.4 VS 53.5 p>0.05 

IHC คูกับ ISH VS ISH 67.4 VS65.1 p>0.05 

IHC คูกับ ISH VS PCR 67.4 VS48.8 p>0.05 

IHC คูกับ PCR VS IHC 81.4 VS 53.5 p<0.05 

IHC คูกับ PCR VS ISH 81.4 VS65.1 p>0.05 

IHC คูกับ PCR VS PCR 81.4VS48.8 p<0.05 

ISH คูกับ PCR VS IHC 86 VS 53.5 p<0.05 

ISH คูกับ PCR VS ISH 86 VS65.1 p<0.05 

ISH คูกับ PCR VS PCR 86VS48.8 p<0.05 

 
จากผลการทดลองพบวาเทคนิค ISH เม่ือจับคูกับ PCR แลวเปรียบเทียบกับ ท้ัง 

3 วิธีพบวาเกิดความแตกตางอยางมีนยัสําคญัท่ี p<0.05 และสามารถตรวจพบผลบวก 
monoclonality ไดถึงรอยละ 86 และ IHC คูกับ PCR สามารตรวจวัดผลบวก 
monoclonality ไดรอยละ 81.4 และ มีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญเมื่อเปรียบเทียบกับ
เทคนิค PCR อยางเดียว ในขณะที่ IHC คูกับ ISH ตรวจพบผลบวก monoclonality ได
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รอยละ67.4 แตเม่ือเปรียบเทียบกับท้ัง 3 วิธีแลวไมเกิดความแตกตางอยางมีนยัสําคัญจึง
ทําใหผูวิจัยสนใจตอไปวา ท้ัง 2 วิธีคือ ISH คูกับ PCR และ IHC คูกับ PCR มีความ
แตกตางกันหรอืไมจึงใชการทดสอบทางสถิติ ใช Descriptive Statistics แบบ crosstabs 
ชนิด McNemar test ท่ีระดับความเชื่อม่ันที่ 95ไดผลดงัตารางที่ 17  
ตารางที่ 17 แสดงผลการเปรียบเทียบผลบวก monoclonality ระหวาง ISH คูกับ PCR 
และ IHC คูกับ PCR 
 

วิธีการตรวจหา monoclonality รอยละผลบวก 
monoclonality ท่ีตรวจได 

คา p 

ระหวาง ISH คูกับ PCR VS IHC คูกับ PCR 86 VS 81.4 p>0.05 

 
ผลการทดลองที่ไดพบวาไมเกิดความแตกตางกนัทางสถติิจึงนําไปสูขอสรุปวาการเลือกใช ISH 

คูกับ PCR หรือ IHC คูกับ PCRไมแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ แตถาดแูคเพียงรอยละของผลบวก 
monoclonality อาจเห็นวา รอยละของ ISH คูกับ PCR จะไดผลท่ีดีกวาจึงทําใหตองมองไปสูความคุม
ทุนในการตรวจวินิจฉัย ดังแสดงในตารางที่ 15 

ตารางที่ 18 แสดงการเปรียบเทียบ เวลาในการตรวจวินจิฉัยของแตละวิธี,  
รอยละผลบวก monoclonality และ ราคาในการวินิจฉัย 

 
วิธีท่ีใชตรวจผลบวก 

monoclonality 
เวลาที่ใชในการ

วินิจฉัย 
รอยละผลบวก monoclonality 

ท่ีตรวจพบ 
ราคาตอ 1 test 

PCR 5 วัน 48.8 3500 

ISH 4 ชั่วโมง 65.1 2800 

IHC 4 ชั่วโมง 53.5 800 

 
พบวาการวินิจฉัยโดยใช IHC และ ISH นัน้ใชเวลาในการทดสอบเทากันรอยละ การ

ตรวจพบผลบวก monoclonality ใน ISH มากกวาใน IHC แตมากกวาอยางไมแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญแตราคาในการตรวจวินิจฉัยของ IHC มีราคาถูกกวา จึงสงผลใหในการเลือกวิธีการ
ตรวจวินิจฉัยนั้นควรเลือก IHC คูกับ PCR นาจะมีความคุมทุนกวาการใชเทคนิค ISH คูกับ 
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PCR เนื่องจากคาใชจายท่ีใชในการตรวจวนิิจฉัยนั้มีความแตกตางกันถึง test ละ 2000 บาท จึง
ทําใหผูวิจัยแนะนําใหใชวิธี IHC คูกับ PCR มากกวา 

แตการวินิจฉัยจริงนั้นอาจไมจําเปนตองสงตรวจพรอมกันดังนี ้
 

 
Case ท่ีวินิจฉัยวาเปน MALT lymphoma  

                                      histomorphology และ immunophenotype และยืนยันการวินิจฉัย 
 

 
                                                          ตรวจหาผลบวก monoclonality ดวย IHC 

 
 

 
ผลบวก     ผลลบ 

 
  
  

  พบ monoclonality  
นําไปชวยในการประกอบการวินิจฉัย MALT lymphoma   
 
 

ตรวจหาผลบวก monoclonality ดวยเทคนิค PCR 
 
 
 

        พบ monoclonality  
  นําไปชวยในการประกอบการวินิจฉัย MALT lymphoma 
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 โดยในการวนิจิฉัยจริงนั้น เม่ือพบ case ท่ีวินิจฉัยวาเปน MALT lymphomaและโดยการตรวจ
วินิจฉัยดวย histomorphology และ immunophenotype นั้นแลวเลือกตรวจวินิจฉัยดวย IHC กอน
เนื่องจากมีราคาในการวินิจฉัยถูกกวา PCR และใชเวลาในการตรวจวินิจฉัยนอยกวา ถาสามารถตรวจ
พบผลบวก monoclonality ไดก็นําไปยนืยนัการวินิจฉัยจาก histomorphology และ 
immunophenotype แตถาผลท่ีตรวจวินิจฉัยดวย IHC แลวไมพบ monoclonality จึงนํา case เหลานี้มา
ตรวจวนิิจฉัยดวย PCR ซํ้าอีกคร้ัง จะทําใหการตรวจวินิจฉัยนี้สามารถใหผลบวก monoclonality ได 
รอยละ 81.4  
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ภาคผนวก 
 

การเตรียมสารเคมี 
1. 10X Tris Boric and Disodium EthyleneDiamine Tetracetic Acid (1X TBE buffer)  

Tris-base       108.0 g  
Boric acid       55.0 g  
0.5 M EDTA (pH8.0)      40.0 ml  
เติมน้ํากลั่นจนได 1,000 ml. แลวผสมใหเขากัน เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง  

2. 0.5 M EDTA (pH 8.0)  
Disodium ethylenediamine tetraacetate.2H

2
O   93.06 g  

Sterile water       500.0 ml  
ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับ pH ใหเทากับ 8.0 โดยใช NaOH  
เติมน้ํากลั่นจนครบ 500 ml นําไปฆาเชื้อโดยวิธี autoclave เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 

3. Digestion buffer 
10 mM NaCl      1.7352 g 
10mM Tris-HCl     3.0 ml 
25mM EDTA, pH8     15.0 ml 
0.5%SDS      15.0 ml 
Sterile water       267.0 ml  

4. 8% Polyacrylamide gel  
10X TBE       3.0 ml  
40% acrylamide gel      3.0 ml  
Sterile water       9.0 ml  
TEMED       13.0 μl  
APS        130.0 μl  

5. 10% APS  
(NH

4
)

2
S

2
O

8 
      1.0 g  

Sterile water       10.0 ml 
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6. Phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1)  
Phenol        25 volume  
Chloroform       24 volume  
Isoamyl alcohol      1 volume 
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