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อินเตอรลิวคิน 17 (IL-17) เปนไซโตไคนที่คนพบเมื่อ 10 ปกอน ซึ่งถือวาเปน proinflammatory cytokine 

ชนิดหนึ่งที่สรางจาก CD4+ T cells เปนสวนใหญ มีบทบาทหนาที่เกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวนและการเคลื่อนที่มายัง
บริเวณเนื้อเยื่อที่มีการอักเสบของเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟล จึงมีความสําคัญในการปองกันและทําลายเชื้อโรค
โดยเฉพาะเชื้อแบคทีเรีย การติดเชื้อเอชไอวีสงผลใหมีการทําลายเซลเปาหมายหลักคือ CD4+ T cells จึงเปนไปไดวา 
ผูที่ติดเช้ือเอชไอวีและมีความผิดปกติของจํานวน CD4+ T cells นาจะมีความผิดปกติของ IL-17 expression ภายใน 
CD4+ T cells อยางไรก็ตามปจจุบันยังไมขอมูลการเปลี่ยนแปลงของ IL-17 ในผูติดเชื้อเอชไอวีแตอยางใด การวิจัยนี้
จึงมีวัตถุประสงคในการตรวจหา IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells โดยวิธี intracellular cytokine staining 
(ICCS) หลังการกระตุนดวย mitogens ในผูติดเชื้อเอชไอวีเปรียบเทียบกับอาสาสมัครสุขภาพดี  

 
การศึกษานี้มีอาสาสมัครเขารวมทั้งหมด 80 คน แบงเปน 2 กลุมโดยมีผูติดเชื้อเอชไอวีที่ไมแสดงอาการทาง

คลินิก 40 คน อายุเฉลี่ย 36.28 + 9.05 ป แตกตางจากอาสาสมัครสุขภาพดีซึ่งมีอายุเฉลี่ย 29.68 + 8.98 ป ลักษณะ
พ้ืนฐานที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญไดแก อายุ (p=0.001) และ CD4+ T cells count ซึ่งกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีมี
ระดับสูงกวา (622.5 พิสัย 294-1008 VS 218 พิสัย 32-820, p<0.0001) ผลการศึกษาพบวารอยละของ IL-17 
expression ภายใน CD4+ T cells ทั้งกอนและหลังกระตุนดวย PMA/Ionomycin ที่ 4 ช่ัวโมงในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีมี
คาสูงกวาในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (คามัธยฐาน 0.68 VS 0.12 และ 1.45 VS 0.645 
ตามลําดับ, p<0.0001) นอกจากนี้เมื่อวิเคราะหผลในกลุม CD4- T cells (CD8+ T cells, CD4-CD8- T cells) พบวารอย
ละของ IL-17 expression เมื่อไมถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin ในผูติดเชื้อเอชไอวียังใหคาสูงกวาอาสาสมัคร
สุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ (คามัธยฐาน 0.92 VS 0.09, p<0.0001) แมวาหลังกระตุนรอยละของ IL-17 expression 
ภายใน CD4+ T cells จะเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทั้งในผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดี (p<0.0001) แต
คาที่เพิ่มขึ้นหลังกระตุนจากภาวะที่ไมถูกกระตุนในผูติดเชื้อเอชไอวีเทียบกับอาสาสมัครสุขภาพดีมีคาไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ (0.67 VS 0.43, p=0.288) ผลการวิเคราะหตัวแปรตาง ๆ ไดแก อายุ, เพศ, CD4+ T cell count, 
CD4/CD8 ratio, IFN--γ expression ไมพบวามีความสัมพันธในเชิงเสนตรงกับการเปลี่ยนแปลงของ IL-17 expression 
ภายใน CD4+ T cells แตอยางใด  

 
IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells ของผูติดเชื้อเอชไอวีทั้งที่ถูกกระตุนและไมถูกกระตุนดวย 

PMA/Ionomycin มีคาสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ แสดงวาภาวะติดเชื้อเอชไอวีเรื้อรังกอใหเกิดการ
กระตุน CD4+ T cells ใหมีการสราง IL-17 อยางตอเนื่อง ดังนั้น IL-17 จึงเปนไซโตไคนอีกชนิดหนึ่งที่บงถึงภาวะ
กระตุนระบบภูมิคุมกันในผูติดเชื้อเอชไอวีแมในระยะที่ยังไมแสดงอาการทางคลินิกใด ๆ ก็ตาม  
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Interleukin 17 (IL-17), the recently discovered proinflammatory cytokine, is produced mainly by 

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

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

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

บทนํา 
 
1.1  ความสําคญัและที่มาของปญหาการวิจัย 

 
เชื้อเอชไอวีสามารถทําลายภูมิคุมกันไดโดยตรงเนื่องจากเซลลเปาหมายสําคัญคือเซลล

น้ําเหลืองชนิด CD4+ T cells ซ่ึงเปนเซลลที่มีบทบาทในระบบภูมิคุมกนัชนิดพึ่งเซลล (Cell Mediated 
Immunity) ภาวะภมูิคุมกันชนิดพึ่งเซลลบกพรองในผูติดเชื้อเอชไอวีจึงถือเปนพยาธิกําเนิดที่สําคัญ
และสามารถนําไปอธิบายความชุกของการติดเชื้อฉกฉวยโอกาสทั้งแบคทีเรียในเซลล ไวรัส เชือ้รา 
และมะเร็งที่เพิม่สูงขึ้นในผูปวยเอดสได อยางไรกต็ามดวยขอมูลความชุกของการติดเชื้อแบคทีเรีย
นอกเซลลบางชนิดที่เพิ่มสูงขึ้น เชน เชื้อนิวโมคอคคัส (1-3) รวมกบัการตรวจพบความผิดปกติจาก
หนาที่การตอบสนองของนิวโทรฟลตอเชื้อแบคทีเรียในผูติดเชื้อเอชไอวีโดยทีจ่ํานวนเม็ดเลือดขาว
ชนิดนี้จะอยูในเกณฑปกตกิต็าม (4-6) จึงเปนไปไดวาเชื้อเอชไอวีสามารถรบกวน ทําลายการทํางาน
ของระบบภูมคิุมกันน้ําเหลืองและเซลลในกระบวนการอักเสบตางๆ ไดเชนเดยีวกับที่พบในการติด
เชื้อหัด (7-9) ความสัมพันธดังกลาวนาจะเกีย่วเนื่องจากหนาที่ของเซลล CD4+ T cells ในดานการ
ประสานงานชวยเหลือในระบบภูมิคุมกัน ซ่ึงพบวาสัมพนัธกับจํานวนเซลล CD4+ T cells ของผูติด
เชื้อเอชไอว ี สมมุติฐานนี้จึงสอดคลองกับมาตรฐานการดแูลผูติดเชื้อเอชไอวีที่แนะนําใหวัคซีน
ปองกันเชื้อนวิโมคอคคัสแกผ ู ติดเชื้อเอชไอวีที่มีระดับเมด็เลือดขาว CD4+ T cells นอยกวา 200 ตัวตอ
ซีซี (10) ปรากฏการณดังกลาวถือเปนตัวอยางที่ดีในการอธิบายความซับซอน สอดประสานและ
ควบคุมซ่ึงกันและกันของ เซลเม็ดเลือดขาว เซลลน้ําเหลือง และสารภูมิคุมกันตาง ๆ ในระบบ
ภูมิคุมกันที่ทํางานเกีย่วของสัมพันธกันในการปองกันตวัและทําลายเชือ้โรค  
 IL-17 เปนไซโตไคนซ่ึงพบวาสวนใหญสรางจาก CD4+ T cells ที่ถูกกระตุนและเซลล
ความจําชนดิ CD4+ T cells ขอมูลปจจุบันยังพบวามเีซลลอ่ืน เชน eosinophils, neutrophils, bronchial 
epithelial cells, fibroblasts และ CD8+ T cells สามารถหลั่งสารนี้ไดเชนกัน(11-12) แมวาการศึกษาที่
ผานมาแสดงขอมูลที่ขัดแยงกันวา CD4+ T helper cells ที่สรางสาร IL-17 อาจเปนได 3 subsets โดย
บางรายงานพบวาเปน Th1 (13) หรือ Th2 (14) หรือ Th0 (13,15) แตปจจุบันพบวา IL-17 เปนกลุมไซ
โตไคนที่มีสมาชิกอยูอยางนอย 6 ชนิดไดแก IL-17A ถึง IL-17F ซ่ึงมีเซลลตนกําเนิดที่พบในแตละ
ชนิดแตกตางกนั การศึกษาบทบาทของ IL-17 ในโรคตาง ๆ พบวา IL-17 มีระดับสูงขึ้นในกลุมโรคขอ
จากภาวะภูมิคุมกันทําลายตวัเอง (immune mediated arthritis) ภาวะสลัดอวัยวะปลูกถายใน kidney 
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transplants โรคหืดและยังพบวาเปนสารที่ควบคุมการเพิ่มจํานวนและพัฒนาเซลลนิวโทรฟลใหเจริญ
เต็มวัยทาํหนาที่ไดอยางเต็มที่ จึงนาจะเปนไซโตไคนสําคัญที่ใชในการสงสัญญาณระหวางเซลล T 
cells เพื่อกระตุนการแบงตัวและการทํางานของนิวโทรฟลผานไขกระดูกและเซลลไฟโบบลาส 
อยางไรก็ตามปจจุบันยังไมมีขอมูลการศึกษา IL-17ในผูติดเชื้อเอชไอวี ความเปลี่ยนแปลงของสาร
ชนิดนี้จึงนาจะนํามาใชอธิบายความสัมพนัธของ T cells และระบบภูมิคุมกันที่มแีตกําเนิด (innate 
immunity) รวมถึง พยาธิวทิยาของภาวะพรองการทํางานของนิวโทรฟลในผูติดเชื้อเอดสได 
ความสําคัญของ IL-17 ที่สัมพันธกับภาวะพรองการทํางานของนิวโทรฟลจึงอาจนาํมาใชในการดูแล
ปองกันการตดิเชื้อแบคทีเรียและราบางชนิดในผูปวยเอดสไดในอนาคต การศึกษานี้สนใจ IL-17A ซ่ึง
เปนไซโตไคนที่สรางจาก CD4+ T cells เปนหลัก และเลือกวิธีตรวจทีจ่ําเพาะในการวัด IL-17 ที่สราง
มาจาก CD4+ T cells เปนสําคัญเพื่อลดปญหาจากตวักวนในการแปลผลการศึกษา โดยเปรียบเทียบทัง้
กอนและหลังกระตุนดวย PMA/Ionomycin ในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมตดิ
เชื้อเอชไอวี  
 
1.2  วัตถุประสงคของการวจัิย 
 

1) เปรียบเทียบสัดสวนของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด CD4+ T cells ที่สราง IL-17 กอนและหลัง
การกระตุนดวย PMA/Ionomycin ตอ peripheral blood mononuclear cells จากผูติดเชื้อเอชไอวกีับ
กลุมควบคุมทีม่ีสุขภาพด ี 

2) เปรียบเทียบความสัมพันธของระดับการสราง IL-17 ของ CD4+ T cells หลังไดรับการ
กระตุนในผูตดิเชื้อ HIV ที่มีระดับเม็ดเลือดขาวชนดิ CD4+ T cells แตกตางกัน 
 
1.3  สมมติฐานการวิจัย 
 

การสรางสาร IL-17 ของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด CD4 หลังการกระตุนในผูติดเชือ้เอชไอวี
นาจะมีความแตกตางจากกลุมประชากรปกติ เนื่องจากพยาธิกําเนดิของการติดเชื้อเอชไอวีจะทําให
ระดับเม็ดเลือดขาวดังกลาวในกลุม Th1 มีปริมาณลดลงจึงคาดวานาจะพบการเปลี่ยนแปลงในกลุมผู
ติดเชื้อในสัดสวนที่นอยกวากลุมประชากรปกติ และการเปลี่ยนแปลงของไซโตไคนนี้ นาจะแสดง
ความสัมพันธกับระดับ CD4+ T cells ที่ลดลงในผูติดเชือ้เอชไอวีระยะตาง ๆ ดวย โดยคาดวาสัดสวน
ของระดับเซลเม็ดเลือดขาวชนิด CD4+ T cells กับระดับการสราง IL-17 นาจะมีความสัมพันธ
สอดคลองและแปรตามกนั 
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1.4  กรอบแนวความคิดในการวิจัย 
 
 

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

  

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

Changes of IL-17   Eosinophilia  
 
1.5  รูปแบบการวิจัย 
 

เปนการวจิัยเชงิพรรณนา ณ จุดเวลาหนึ่ง (แบบตดัขวาง) (Cross-sectional Descriptive 
Studies) โดยอาศัยการวิเคราะหผลจากขอมูลและการตรวจทางหองปฏิบัติการจากตวัอยางเลือดของ
ผูปวยและกลุมควบคุมในการศึกษา 

 
1.6  ขอบเขตของการวิจัย 

 
ประชากรเปาหมาย ผูติดเชื้อเอชไอวีที่ไมมีอาการหรือการติดเชื้อเร้ือรัง และประชากรสุขภาพ

ดีทั่วไปทีไ่มตดิเชื้อเอชไอว ี 
 ประชากรตัวอยาง ผูติดเชื้อเอชไอวีที่มารับการรักษาที่หอผูปวยนอกโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ 
และคลินิกนิรนาม สภากาชาดไทย และผูบริจาคเลือดที่สภากาดชาดไทยซึ่งมีสุขภาพดีจํานวนทั้งสิ้น 
80 คน 
 
1.7  การดําเนนิการวิจัยโดยยอ 
 

 อาสาสมัครจํานวน 80 คนไดรับการคดัเลือกเขารวมโครงการกลุมละ 40 คนโดยให
คําปรึกษาและอธิบายรายละเอียดของโครงการ ความเสี่ยง ประโยชนในการเขารวมโครงการ เมื่อ
อาสาสมัครสมัครใจยินดีเขาโครงการตองลงนามในหนงัสือยินยอมเขารวมโครงการ หลังจากนั้น
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แพทยจะทําการซักประวัติและตรวจรางกาย โดยบนัทึกขอมูลทั่วไปและขอมูลความเจ็บปวย 
แบบสอบถามและผลการตรวจรางกายไวในแบบบันทกึ และเจาะเลือดประมาณไมเกนิ 30 ซีซี เพื่อ
นําไปปนแยกเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซตหรือ Peripheral Blood Mononuclear Cells 
(PBMCs) หลังจากนั้นนําไปกระตุนดวย PMA/Ionomycin เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ยอมดวย 

monoclonal antibody สําหรับ IL-17, IFN-γ และ cell markers (CD3, CD4) แลวนําไปนับเซลที่
สรางสาร IL-17 ดวยเครื่อง Flow Cytometer แลวจึงรายงานผลเปนรอยละของเซลล CD4+ T cells 
ที่สราง IL-17 เพื่อนําไปวิเคราะหขอมูลตอไป นอกจากเลือดที่ตองนําสงตรวจเพิ่มเติมแลวในแตละ
กลุมยังไดรับการตรวจทางหองปฏิบัติการอื่นดังตอไปนี ้
1. กลุมผูติดเชื้อเอชไอวี : CBC, plt count, ESR, FPG, Cr, SGOT, SGPT, AP, TB, Stool exam, 

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

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

1.8  วิธีวิเคราะหผล 
 

หารอยละของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด CD4+ T cells ที่สราง IL-17 กอนและตอบสนองหลัง
การกระตุนเซลลเปรียบเทียบระหวางกลุมผูติดเชื้อเอดสที่มีระดับเซลล CD4+ T cells แตกตางกันและ
กลุมประชากรปกติ และดูความสัมพันธของการเปลี่ยนแปลงรอยละของ IL-17 expression และ
จํานวนเซลล CD4+ T cells นอกจากนั้นพิจารณาปจจัยที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงรอยละของ IL-17 
expressionจากขอมูลทั่วไป ขอมูลการติดเชื้อ และผลทางหองปฏิบัติการที่เกี่ยวของอื่น ๆ  
 
1.9  คําสําคัญ (Keyword) 

 
IL-17 

 T helper cells 
 HIV 
 AIDS 
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1.10  ผลหรือประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวิจัย 
 

1) เพื่อใหไดขอมลูของ IL-17 ซ่ึงเปนไซโตไคนที่ยังไมมกีารศึกษาในผูติดเชื้อเอชไอวีใน
ระดับสากลและในกลุมประชากรไทยทัว่ไปมากอน 

2) เพื่อนําไปใชอธิบายความสัมพันธและความเกี่ยวของของระบบภูมิคุมกันในแงพยาธิ
กําเนิดของภาวะภูมิคุมกันบกพรองจากการติดเชื้อเอชไอว ี

3) เปนขอมูลพื้นฐานในการนําไปใชในการศกึษาทางดานภมูิคุมกันวิทยาและภูมแิพในผู
ติดเชื้อเอชไอวแีละผูปวยโรคอื่น ๆตอไป 

 



บทท่ี 2 
 

Interleukin 17 (IL-17)  
 

เซลลในรางกายสามารถสื่อสารประสานงานกันไดโดยการสรางและหลั่งโปรตีนหลายหลาก
ชนิดเพื่อกระตุน หรือยับยั้ง และควบคุมเซลลอ่ืน ไซโตไคนเปนกลุมโปรตีนที่สรางจากเซลลในระบบ
ภูมิคุมกันและในระบบอื่น ๆ เพื่อตอสูกับเชื้อโรคและตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมทั้งจากภายในและ
ภายนอกรางกาย นอกจากนัน้ยังมีผลตอกระบวนการเพิม่จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวและเซลลน้ําเหลือง
เพื่อใหสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ อินเตอรลิวคิน (Interleukin) เดิมหมายถึงไซโตไคนที่
สรางจากเซลลเลือดขาวหรือเซลลน้ําเหลืองที่มีผลตอเซลลเม็ดเลือดขาวหรือเซลลน้ําเหลืองอื่น แต
เนื่องจากคณุสมบัติของไซโตไคนที่มีผลตอเซลลหลายชนิดในลกัษณะตาง ๆ (pleiotropic) และไซโต
ไคนหลายชนดิอาจมีผลตอเซลลเดียวกันในลักษณะเดียวกันหรือซํ้าซอนกัน (redundant) ทําให
ปจจุบันพบวา interleukin หลายชนดิสามารถมีผลตอเซลลหลายชนิดไดโดยไมจํากัดอยูเฉพาะเซลล
เม็ดเลือดขาวหรือเซลลน้ําเหลืองเทานั้น  
 
2.1  การคนพบ Interleukin 17 (IL-17)  
 

Interleukin 17 (IL-17) จัดเปนกลุมไซโตไคน (cytokine family) ใหมที่สมาชิกในกลุมเริ่ม
เปนที่สนใจเมือ่ 2-3 ปที่ผานมา (16-17) แมวา IL-17A ถูกคนพบเปนชนิดแรกตัง้แต พ.ศ. 2538 (16) 
IL-17 ถือเปน proinflammatory cytokine ชนิดหนึ่ง และปจจุบันมีขอมูลวาสวนใหญสรางจากเซลล 
CD4+ T cells ที่ไดรับการกระตุนเทานัน้โดยจะไมพบสารนี้ในเซลลที่อยูในภาวะ resting state  ในป 
พ.ศ. 2536 Rouvier และคณะ (18) พยายามแยกคดักรองยีนตาง ๆ ใน T cell hybridoma ซ่ึงสรางจาก
หนู (fusion ของ mouse cytotoxic T cells และ rat T cell lymphoma) และสามารถตรวจพบสารนี้เปน
คร้ังแรก ซ่ึงในตอนนั้นเชื่อวานาจะเปนสารที่แยกมาจาก activated murine cytotoxic T cells ในหนูจึง
ตั้งชื่อเปน CTLA-8 (cytotoxic T cell lymphocyte-associated antigen-8) อยางไรก็ตามจากการ
ตรวจสอบพบวาสารนี้มีลักษณะแตกตางจาก CTLA series อ่ืนอยางมากจึงสมควรเปลี่ยนชื่อใหมเปน
สาร IL-17 ตอมา Kennedy และคณะ (19) รายงานวาสาร IL-17 homolog ในหนู rat เปนสารประกอบ
ไกลโคโปรตีน มีขนาดประมาณ 21 kDa ประกอบดวยกรดอมิโน (aa) 150-157 ตัว แยกเปน 2 สวน
ไดแก signal sequence และ mature residues ซ่ึงมีจํานวน aa ประมาณ 137 ตัว นอกจากนี้ยังมกีารเรยีง
ตัวเหมือนโปรตีนที่สรางจากยีนลําดับที่ 13 ของเชื้อ Herpesvirus saimiri (HVS 13 หรือ vIL-17) ถึง
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รอยละ 57 (20) และพบวา IL-17 เปนสวนหนึ่งของ ligand-receptor system ที่มีบทบาทควบคุมการ
สราง cytokines ตาง ๆ อีกหลายชนิด (21) ซ่ึงจะไดกลาวในลําดับตอไป 

เมื่อ Yao และคณะ (16) สามารถแยกยนีทีส่ราง IL-17 ได ทําใหทราบวายนี IL-17 ของมนุษย
นั้นอยูบนโครโมโซมที่ 2q31 อยางไรก็ตามยังพบวาเรียงตัวบน clone ของโครโมโซมที่ 6p12 ดวย 
(12) IL-17 เปนสาร glycosylated polypeptide ที่มีขนาด 20-30 kDa ลักษณะเปน homodimer 
ประกอบดวยกรดอมิโน 155 ตัวที่แสดงการเรียงตัวคลายกับ IL-17 ในหนูถึงรอยละ 58- 63 ขึ้นกับ
ชนิดของหนูทีน่ํามาศึกษา สารโปรตีนนี้ประกอบดวย 2 สวนเหมอืนที่กลาวมาแลวในหนู ไดแก 
signal sequence 19 aa และ residual mature segment 136 aa ซ่ึงภายในมี cysteine residues 6 สาย และ
อยางนอย 1 N-linked glycosylation site สําหรับการเรียงตัวของกรดอมิโนของ IL-17นั้นยังพบวามี
ลักษณะเหมือนกับในสวน ORF-13 (open reading frame) ของเชื้อ Herpesvirus saimini (HVS) มาก
ถึงรอยละ 72 ซ่ึงอาจเปนไปไดวาไวรัสสามารถดึงยีน IL-17 เก็บไวในชวงววิัฒนาการเพื่อเปนขอดี
สําหรับการอยูรอดเมื่อมีการติดเชื้อในธรรมชาติ (16) นอกจากนีเ้มื่อพจิารณา mRNA ที่สราง cytokine 
นี้ในมนษุยและหนยูังพบวา มีสวน ATTTA motifs เหมือนกนั (17-18) ซ่ึงลักษณะดังกลาวพบใน 
proinflammatory cytokines ชนดิอื่นไดเชนกัน สวน motif นี้ยังมีผลชวยลดการตอบสนองของ IL-17 
จากการกระตุนโดยเชื้อโรคในระยะยาวดวย (22)  

จวบจนถึงปจจุบันยังไมพบวาม ี cytokine ชนิดอื่นที่มีโครงสรางการเรียงตัวเหมือน IL-17 แต
อยางใด (17, 23) และยังไมพบวา IL-17 receptor (IL-17R) มีลักษณะที่สัมพันธกับ receptor ของไซโต
ไคนตัวอ่ืน ๆ หรือมีสวน recognizable domains ที่คลายกับไซโตไคนตัวอ่ืนดวย (23) ดังนั้น IL-17 จึง
เปนไซโตไคนที่มีลักษณะจําเพาะและมีระบบ ligand-receptor signaling system ของตัวเองที่แตกตาง
กับไซโตไคนตัวอ่ืน  

 
2.2  IL-17 Cytokine Family และเซลลท่ีเก่ียวของ 
 

ปจจุบันมีการคนพบสมาชิกในกลุมไซโตไคน IL-17 นี้ถึง 6 ชนิด โดยอาศัยความรูในดาน 
human genome sequences ซ่ึงมีความกาวหนาขึ้นตามลําดับ โดยเรียกชือ่ตอทายเปนอกัษร
ภาษาอังกฤษ ตั้งแต A-F ไซโตไคนในกลุมนี้มี น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 20 ถึง 30 kd และลักษณะไม
เหมือนกนั เนื่องจากมีแหลงตรวจพบจากเซลลในรางกายแตกตางกันจึงคาดวาแตละชนิดอาจจะมี
หนาที่แตกตางกันดวย อยางไรก็ตามการเรียงตัวของกรดอมิโนในโครงสรางของไซโตไคน IL-17A มี
ความเหมือนกบั IL-17F ถึงรอยละ 50 ขณะที่ IL-17A คลายกับสมาชิกตวัอ่ืนเพยีงรอยละ 10 ถึง 30 
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จากการศึกษาพบวา IL-17A สรางมาจากเซลล activated CD4+ T cells (CD3+/CD4+/CD8-) 
เปนหลัก (16, 23-24) ซ่ึงสามารถตรวจพบ IL-17mRNA ในเซลล memory CD4+ T cells หรือ 
CD4+/CD45RO+  ผลการวิเคราะหดวยวิธี cytometric single-cell analysis ในกลุมเซลล Th cells ยัง
พบวา Helper T cells (Th) ที่สามารถสราง IL-17 ไดมลัีกษณะตางจาก classical Th1 และ Th2 cells 
และผลจาก Northern analysis แสดงใหเห็นวากลุมเซลลที่มี IL-17 expression อยางมีนัยสําคัญไดแก 

αβTCR+CD4-CD8- ซ่ึงสามารถสรางและ co-express TNF-α และ GM-CSF ไดดวย (19) เมื่อ
พิจารณารวมกบัผลการตรวจที่ไมพบการสรางไซโตไคนจําเพาะของกลุมเซลลตัวอ่ืนซึ่งสัมพันธกับ

ชนิดของ Th cells เชน IL-4 หรือ IFN-γ ม ีexpression สูงขึ้นในเซลที่สราง IL-17 จึงทําใหไมสามารถ
จัดเซลลที่สราง IL-17A ใหอยูในกลุมของ Th1 หรือ Th2 ได (13, 24-25) นอกจากนี้ยังพบรายงานวา
เซลล neutrophils (26), eosinophils (27) และ CD8+ T cells (28) สามารถสราง IL-17 ไดเชนกนั 
สําหรับแหลงที่ตรวจพบไซโตไคนชนิดอืน่ใน IL-17 family ไดสรุปไวในตารางที่ 1  

IL-17A, -E, -F เปนไซโตไคนใน family ที่เกี่ยวของกบักระบวนการอักเสบ สรางจากเซลล
อักเสบที่ถูกกระตุนอันไดแก CD4+T cells และ แมคโคแฟจ (IL-17E, -F expression) ถึงแมวา T cells 
เปนเซลลหลักที่สราง IL-17A, IL-17E และ IL-17F แตยงัมีปญหาที่ตองการคําตอบอีกมาก เชน เซลล
ในกลุม (Clone) เดียวกนัสามารถสรางหรือมี co-express ทั้ง IL-17A และIL-17F และ/หรือ IL-17E ได
หรือไม ลักษณะของ antigens ที่สามารถกระตุนการสราง IL-17 ไดอยางดีควรเปนอะไร แมวาปจจบุัน
จะทราบวาถากระตุนรวมกบัเซลล dendritic cells ซ่ึงทําหนาที่เปน antigen presenting cells จะทาํให
เซลล CD4+ T cells สามารถ express IL-17 ไดดีขึ้น นอกจากนีพ้บดวยวานอกจากแอนติเจนแลว ไซ
โตไคน 2 ตัวไดแก IL-15 (26) และ IL-23 (29-31) ยังเปนตัวกระตุน IL-17A ที่สําคัญ เนื่องจากทัง้ 2 
ตัวเปนไซโตไคนที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการพฒันาไปเปน memory T cells สําหรับ IL-23 ยัง
เกี่ยวของกับกลไกใน innate immunity และ การตอบสนองของ mucosal T cell ดวย ดังนั้น IL-17A 
จึงเปน effector cytokine ซ่ึงอาจมีบทบาทในการเชื่อมตอประสานงานระหวาง innate และ adaptive 
immunity (11)  
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ตารางที่ 1 แสดง สมาชิกของ IL-17 family แหลงที่ตรวจพบและหนาที่โดยสังเขป 
IL-17 

members 
Expressing cells Homology Sources Effects References 

PMN 
activation 

and 
recruitment 

 
32-34 

IL-17A Activated CD4+ T 
cells 

 (PMNs, 
Eosinophils,  

CD8+ T cells)  

50% IL-
17F 

Lung,  
Inflammatory 

joints 

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

Pancreas, Small 
intestine, 

Stomach, Brain, 
Ovary 

Innate 
immunity 

via TNF-α,  
IL-1B 

induction 

 
 

37-38 

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

Adult prostate 
and fetal kidney 

libraries 

as IL-17B 37-38 

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

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

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

 
 

39 

Th2 
induction 

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

CD4+ Th2 cells 30%IL-
17A 

Kidney, Lung,  
Testis, Prostate,  
CNS, Adrenal 

gland 
Eosinophil 
recruitment 

 
40-42 

PMN 
activation 

and 
recruitment 

 
43-45 

IL-17F Activated 
CD4+Tcells,  

Cord-blood mast 
cells,  

Activated 
basophils 

50%IL-
17A 

Liver, Lung, 
Ovary 

Almost all tissues 

AHR 45 

AHR: Airway hyperesponsiveness 
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 จากตารางจะเห็นวา IL-17B และ IL-17C ไมสามารถกระตุนให fibroblasts สราง IL-6 ได

เหมือน IL-17A แตยังสามารถกระตุนให THP-1 monocytic leukemia cell line สราง IL-1β และ 

TNF-α ได ขณะที่ IL-17D สามารถกระตุนให endothelial cells สราง IL-6, IL-8 และ GM-CSF และ 

IL-17F สามารถกระตุนให fibroblasts สราง G-CSF, IL-8 และ endothelial cells สราง TGFβ ได การ
ติดเชื้อไวรัสและแบคทีเรียจะกระตุนใหม ี IL-17A, -F expression ซ่ึงจะสงผลใหเกิดการตอบสนอง
ทางภูมิคุมกันไปในทาง Th1 polarization ในขณะที ่ IL-17E จะมีความแตกตางจากกลุม เนื่องจากจะ
กอใหเกิด Th2 mediated reactions ทําใหมีภาวะ eosinophilia ระดับของ IgE สูงขึ้น และ IL-4, IL-5, 
IL-13, eotaxin expression มากขึ้นในเนื้อเยือ่บริเวณนั้น (40-42) ซ่ึงแสดงใหเห็นดังรูปที่ 1  
 
รูปท่ี 1 แสดงแบบจําลองหนาที่และบทบาทของ IL-17 ในบริเวณที่มีการอักเสบซึ่งเกี่ยวของกับ IL-
17A, IL-17E และ IL-17F (11)  

 
Mø : Macrophages     DC: Dendritic cells 

 
IL-17 Receptors และ Signaling Pathways ท่ีเก่ียวของ 
 

ในปจจุบนัมีรายงานเกี่ยวกับ receptors ของ IL-17A และ IL-17E เทานั้น สําหรบัลักษณะ
จําเพาะของ IL-17 receptors (IL-17R) นัน้ถูกกําหนดโดยยนีบนโครโมโซมที่ 22 (46) เปน type I 
transmembrane receptor ทีม่ีขนาด 120 kDa ประกอบดวยสวน N-terminal signal peptide with 
cleavage site 27 aa ตามดวยสวนไกลโคโปรตีน 3 สวนไดแก สวนนอกเซลล (extracellular residue) 
293 aa, transmembrane domain 21 aa และ สวนภายในไซโตปลาสซึมที่ยาวกวาปกติ (cytoplasmic 
residue) 525 aa ซ่ึงไมมี conserved signaling domains เหมือนที่พบในสวน cytoplasmic domain เชน 
receptor ของไซโตไคนอ่ืน  IL-17R ยังประกอบดวย N-linked glycosylation sites อยางนอย 7 
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ตําแหนง  อยางไรก็ตาม IL-17 receptors สามารถพบไดในเนื้อเยื่อหลายแหงในรางกาย (16) เชน T 
cell thymoma cells, B cell line, myelomonocytic cell line, lung epithelial cell line, fetal hepatocytes, 
foreskin fibroblasts, mast cells, muscle cells, embryonic kidney cell line และ intestinal epithelial 
cells เปนตน นอกจากนี้ IL-17 receptor ยงัมีบางสวนทีม่ีลักษณะคลาย class I cytokine receptors อ่ืน 

เชน IL-2Rβ, IL-4 R และ G-CSF R   
แมวา IL-17R  ของคนมีสวนคลายกับของหนูถึงรอยละ 69 และ affinity ของการจับกัน

ระหวาง IL-17 กับ receptor จะมีความแรงต่ํา (Ka ประมาณ 2x107-2x108/M) แตเพยีงพอที่จะกระตุน
ใหเกิดผลตอบสนองได ไซโตไคนใน family นี้จะมี receptor ที่จําเพาะของแตละชนดิ และไมสามารถ
แยงจับกันได อยางไรก็ตามขอมูลในขณะนี้ยังไมชัดเจน ตองรอผลการศึกษาตอไป การทดลองในหนู
ที่เปน IL-17R knockout mice พบวา IL-17R มีความสําคัญตอการเกดิ neutrophil recruitment ใน
ระยะแรก รวมถึงการกระตุน G-CSF และ MIP-2 ทั้งในระดับ mRNA และการสรางโปรตีน เนื่องจาก 
MIP-2 เปน chemokine ที่จาํเปนสําหรับ diapedesis และ chemotaxis ของ neutrophils ยิ่งไปกวานั้น
หนูที่ขาด IL-17R จะมีอุบัติการณของภาวะติดเชื้อในกระแสเลือดและอัตราการตายจากการตดิเชื้อ 
Klebsiella pneumoniae infection สูงขึ้นอยางมีนัยสําคญั (47) จากขอมูลที่ผานมาจึงเปนไปไดวาวา
สาร IL-17 นาจะเปนสัญญาณที่สําคัญในการสราง CXC chemokine และสามารถกระตุน G-CSF ซ่ึง
ทําใหเกิดการสรางเซลล neutrophil เพื่อตอบสนองตอการติดเชื้อในปอดได  

IL-17 สามารถกระตุน expression ของไซโตไคนตาง ๆ ที่มีตําแหนงจบั nuclear factor kappa 
B (NF-KB) บนสวน promoters ของไซโตไคนนั้น ๆ และยังกระตุน NF-KB transcription factors ใน
เซลตาง ๆ ไดเชน fibroblasts แมคโครฟาจ chondrocytes และ intestinal epithelium เปนตน IL-17A 
จะใช pathways ที่ควบคุมโดย mitogen activated protein kinases (MAPKs) ทั้ง 3 ระดับคือ 
extracellular signal-regulated kinases (ERK-1 และ ERK-2), stress-induced c-Jun NH2-terminal 
kinases (JNK-1 และ JNK-2) และ p38 MAPK ซ่ึงอยูในเซลลหลายชนิดโดยฉพาะเยื่อบุผิวหลอดลม 
(48-49) เมื่อ p38 ถูกกระตุนโดย IL-17 จะสงผานสัญญาณทําใหมี upregulation ของ inducible nitric 
oxide synthase (iNOS) และ COX-2 gene (50) ทั้ง IL-17A, -D และ –E สามารถกระตุนผาน NFKB 
ไดซ่ึงจะขึ้นกบั TNF receptor-associated factor 6 (51) ขณะที่ IL-17F จะกระตุนผาน ERK 1/2 ไดโดย
ไมผาน p38 และ Jun NH2-terminal kinases นอกจากนี้ IL-17 ยังสามารถกระตุน signaling pathway 
of Janus kinases (JAKs) และ signal transducers and activators of transcription (STATs) ไดหลาย
ชนิด (50) ไดแก Tyk2, JAK1-3 และ STAT 1-4 จะเหน็ไดวาแมไซโตไคนแตละตวัในกลุม family จะ
คลายกันในดานโครงสรางโมเลกุล และสามารถกระตุนใหมีผลตอบสนองไดคลายกนั แตเนื่องจากใช 
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intracellular signaling pathways ที่แตกตางกัน จึงทําใหผลการทํางานอาจมีความตางกันใน
รายละเอียด ดังรูปที่ 2 
 
รูปท่ี  2 แสดง Cellular signaling of IL-17 cytokines (52)  
 
: Question mark = unknown pathways. There are no known receptors for IL-17C, IL-17D and IL-17F.  
There are no known ligands for IL-17RL, IL-17RD or IL-17RE. 

 
 

2.3  กลไกการกระตุนการสราง IL-17  
 
ขณะนี้ขอมูลเกี่ยวกับกลไกการกระตุนและควบคุมการสราง IL-17 ยังมีนอย ขอมูลปจจุบัน

พบวาสวน lipopeptides จากเชื้อแบคทีเรีย เชน lipopolysaccharide จากเชื้อ E. coli (53) สามารถ
กระตุน Th cell ใหสราง IL-17 ไดโดยผาน antigen presenting cells (APC) ดวย Toll-like receptor 
(TLR) pathway จากกระบวนการดังกลาวจึงเปนไปไดวา IL-6 และ IL-18 จาก activated APC อาจจะ
เปนสารที่กระตุนให Th cells สราง IL-17 ไดในเวลาตอมา และพบวาการกระตุน activated T cells 
สามารถสราง IL-17 ไดเพิ่มขึ้นประมาณ 6 เทา (24) นอกจากนี้ขอมูลการศึกษาปอดอักเสบจากการติด
เชื้อแบคทีเรียแกรมลบในสตัวทดลอง (30) ยังพบวาเซลล dendritic cells ที่ถูกกระตุนผาน TLR-4 จะ
หล่ัง IL-23 ซ่ึงจะไปกระตุนให CD4+ และ CD8+ T cells สราง IL-17 ตอบสนองตอการติดเชื้อ  
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ดังนั้นจึงทําใหสันนิษฐานไดวาหากมีการยบัยั้ง T cells ที่สราง IL-17 อาจจะสามารถลดการอักเสบ
เร้ือรังจากการติดเชื้อแบคทีเรียบางชนิดได เชน กรณี Lyme disease, chlamydial infection เปนตน 

ในหลอดทดลอง T cells ถูกกระตุนใหหล่ัง IL-17 ไดจากการกระตุนดวย ionomycin และ 
phorbol 12-myristate 13-acetate (23), IL-15 (26) และ IL-23 (29) การสราง IL-17 สามารถเกิดขึ้นได
ในสภาวะทีจ่ํากัดและการออกฤทธิ์ยังตองอาศัยการจับกับ receptor ที่จําเพาะเชนกัน  
 
2.4  หนาท่ีและบทบาทของ IL-17 
 

ขอมูลสวนใหญขณะนี้มุงประเด็นความสนใจไปยังบทบาทของ IL-17 โดยเฉพาะ IL-17A, -
E, -F ในดาน immunoregulationเนื่องจากมีคุณสมบัติ pleiotropic activity ทําใหมีบทบาทในเนื้อเยื่อ
ตาง ๆ ไดอยางกวางขวาง ซ่ึงมีหนาที่หลักเปน chemoattractant ผานไซโตไคนและคีโมไคน 
(chemokines) ตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับกระบวนการอกัเสบ (11) IL-17A และ IL-17F มบีทบาทดึงนิวโทร
ฟลใหเขามายงัเนื้อเยื่อบริเวณที่อักเสบโดยกระตุนเซลล endothelial และ epithelial cells ให express 

CXC chemokines ซ่ึงไดแก IL-8, GRO-α, GCP-2 และ ENA-78 และหลั่งสารเมือกมากขึ้น 
ปรากฏการณดังกลาวสัมพนัธกับ activity ของ IL-17 ที่เพิ่มมากขึ้น (11, 33) และยังกระตุนใหเซลล 
epithelial cells หล่ัง monocyte chemoattractant protein (MCP) -1 เพิม่ขึ้นอยางรวดเร็วอยางสัมพนัธ
กับขนาด dose ของ IL-17 ดวย (54) นอกจากนี้ IL-17A, IL-17F ยังกระตุนเซลลแมคโครแฟจ และ 
dendritic cells ใหสราง IL-15 และ IL-23 ซ่ึงมีฤทธิ์ตานเชื้อโรค เกิดกระบวนการสรางสารไนตริกอ
อกไซด และเสริมใหมกีารรวมกลุมของนิวโทรฟลเพิม่มากขึ้น การอักเสบที่เกดิขึ้นยังมีผลตอการ

กระตุนไซโตไคนและchemokines ที่เกีย่วของอื่นเพิ่มดวยเชน GM-CSF, IFN-γ และ IL-10 เปนตน 
หนาที่ของ IL-17 ในการกระตุน granulopoiesis สงผลใหมีการเพิ่มจํานวนของ mature cells 

ใน granulocytic pathway ซ่ึงแสดงใหเหน็ไดทั้งในหลอดทดลอง (17) และในสัตวทดลอง (32) การ
กระตุนจาก IL-17 บางสวนเกิดขึน้โดยผานสาร IL-6, G-CSF, GM-CSF และ the transmembrane 
form of stem cell factor (15) นอกจากนี้สาร IL-17 ยังสามารถกระตุน translocaion ของ nuclear 

factor (NF-KB) และ AP-1 ทําใหเกิดการสราง IL-1β และ TNF-α (55-57) จากเซลล 
monocyte/macrophage ในปอดขณะทีม่ีการติดเชื้อแบคทีเรียหรืออยูในภาวะปอดอักเสบได ใน
ขณะเดียวกนัไซโตไคนเหลานี้จะไปเสริมฤทธิ์ให IL-17 สามารถกระตุนการสราง CXC neutrophil 
specific chemokines และ GM-CSF ดวย ในทางตรงกันขาม IL-17 จะไปยับยั้งการสราง RANTES ที่

ผานมาจากการกระตุนโดย TNF-α และ IFN-γ เนื่องจาก RANTES เปน chemoattractant ที่แรงใน
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การรวมกลุมของเซลล lymphocytes (58) อยางไรก็ตาม IL-17 ที่ปราศจากเซลล fibroblast หรือ 
epithelial cells จะไมสามารถเกิดการรวมกลุมของนิวโทรฟลในหลอดทดลองได (33)  

IL-17 ยังมีผลตอเซลล parenchymal หลายชนิดซึ่งรวมไปถึงการกระตุนการสราง IL-6, IL-8, 
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), leukemia inhibitory factor, PGE2, granulocyte 
chemotactic protein 2, monocyte chemoattractant protein (MCP) -1, การแสดง intracellular 
adhesion molecule-1 (ICAM-1) และ matrix metalloproteinase expression จากเซลลไฟโบรบลาส 
รวมถึงเซลล stromal อ่ืน ๆ (22, 24, 33, 44, 59-62) เชน การสราง NO, iNOS และ cyclooxygenase-2 
จากเซลลกระดูกออน (63-64) การเจริญเตม็วัยของ dendritic cells (65) และการกระตุนการเพิ่มจํานวน
ของเซลล T lymphocyte (16) ในทางกลับกัน ยังพบวา IL-6, IL-8 จาก activated antigen presenting 

cells ยังมีผลใหการสราง IL-17 จาก Th cell เพิ่มขึ้นไดแบบ dose dependent แมวา IL-1β, IFN-γ และ 

TNF-α ไมมีผลตอการสราง IL-17 (24) อยางไรก็ตามพบวา TNF-α และ IFN-γ จะใหผล additive 
effects ในกลไกการกระตุน expression ของ IL-6 จาก IL-17 ได (17) สาร IL-17 ยังสามารถเพิ่มการ
แสดง TSG-6 (Tumor necrotic factor-stimulated gene-6) expression และใหผล additive effects 

รวมกับ IL-1β, TNF-α ตอการแสดงของ TSG-6, IL-6 และ IL-8 ใหเพิ่มขึ้นบนผิวเซลลได จึงอาจ
กลาวไดวา IL-17 เปนหนึ่งในกลุมของ T-cell derived hematopoietic cytokines เชนเดียวกับ IL-3, IL-
4, IL-5, GM-CSF ซ่ึงมีผลตอกระบวนการการอักเสบ hematopoiesis และยังมีผลตอการเจริญเต็มวัย
ของเซลล neutrophils จึงเห็นไดวา IL-17A ซ่ึงเปนเปาหมายในการศึกษานี้มหีนาที่สําคัญในการ
กระตุนเซลลเม็ดเลือดขาวนวิโทรฟลและระดมพลมายังแหลงที่มีการอักเสบติดเชื้อ (activation and 
recruitment) ดังรูปที่ 3 ผลดังกลาวสามารถแสดงไดจากผลการศึกษาทั้งในหลอดทดลองและใน
สัตวทดลอง  

จากที่กลาวมาแลวจะเหน็วา IL-17 มีบทบาทตอเซลลมากมายดังสรุปไวในรูปที่ 4 และมีสวน
สําคัญในการกอพยาธิสภาพของโรคตาง ๆ ซ่ึงจะไดกลาวถึงตอไป  
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รูปท่ี 3  แสดง IL-17 Pathway เซลลและ cytokines อ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของ 
 

 
 
รูปท่ี 4  แสดง Effects of IL-17 on cell populations  
 
NO  nitric oxide; PGE2 prostaglandin E2; RANKL receptor activator of nuclear factor KB ligand 
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2.5  ภาวะภูมิคุมกันบกพรองจากการติดเชือ่เอชไอวีและบทบาทของ IL-17 ในดานภมิูคุมกัน 
 

เปนที่ทราบกนัดีวา การตดิเชื้อ HIV สามารถทําใหระบบภูมิคุมกนัแบบพึ่งเซลลบกพรอง
เนื่องจากเซลลเปาหมายของเชื้อคือ CD4+ T lymphocytes แตเนื่องจากการทํางานของภูมิคุมกนัมี
ความเกีย่วของประสานสัมพันธกันอยางเปนระบบ (66) จึงพบรายงานแสดงภาวะบกพรองของ
ภูมิคุมกันแบบน้ําเหลือง (humeral immunity) ในการสราง Opsonic antibody จากเซลล B cells (67) 
และ innate immunity เชน monocyte, NK cells (68-69) รวมถึง neutrophil dysfunction ดวย (4-6) ใน
ผูปวยเอดสดวยเชนกนั หนาที่ของนิวโทรฟลที่ผิดปกติเกิดขึ้นไดตั้งแตกระบวนการ adherence, 
chemotaxis, phagocytic, oxidative, secretory และ bactericidal activities การทํางานพรองของนิวโทร
ฟลจะสงผลใหรางกายไมสามารถควบคุมการติดเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราบางชนิด เชน Candida ไดด ี
แมวาการกําจดัเชื้อดังกลาวตองอาศัยการทํางานของเซลลโมโนไซต แมคโครฟาจ และนวิโทรฟลที่อยู
ในกระแสเลือด และระบบน้ําเหลือง แตเซลลนิวโทรฟลถือเปนเซลลหนาดานตัวแรกที่เขาจัดการกับ
เชื้อโรคไดอยางรวดเร็วภายใน 1-4 ช่ัวโมง เมื่อเซลลนิวโทรฟลมาถึงยังบริเวณตดิเชือ้ เซลลจะเขาจับ
เชื้อโดยอาศัยแอนติบอดีทีจ่บั receptor ที่จําเพาะ เชน IgG receptors และนําไปสูการจบักิน 
(phagocytosis) ตอมาเชื้อใน phagosome จะถูกยอยเมื่อม ี lysosome granules ซ่ึงมีน้ํายอยและเอนไซม
หลายชนิดเขามารวมเปน phagolysosome ทําใหสามารถฆาและทําลายเชื้อภายในเซลลนิวโทรฟลได 
ในเวลาใกลเคยีงกันยังพบวามีการกระตุนกระบวนการ oxidative burst ทําใหไดผลิตภัณฑจาก
ออกซิเจนที่เปนพิษตอเชื้อโรค การติดเชื้อไวรัสบางชนิด เชน เชื้อเอชไอวี เชื้อหดั พบวาสามารถทําให
ขบวนการดังกลาวบางขั้นตอนหรือทั้งหมดบกพรองได (70)  
 ความบกพรองของนิวโทรฟลจากการติดเชือ้ไวรัสนั้นเกิดขึ้นไดทั้งในดานคุณภาพของการ
ทํางานที่ลดลงหรือจํานวนเมด็เลือดขาวที่ลดลง (neutropenia) ซ่ึงโดยทั่วไปหมายถึงนิวโทรฟลมี
จํานวนลดลงนอยกวา 1, 000 เซลลตอเลือด 1 mm3 ซ่ึงจะสัมพันธกนัแบบผกผันกับโอกาสการติดเชื้อ
แบคทีเรียและเชื้อราที่เพิ่มขึ้นอยางชัดเจน (71) โดยเฉพาะการติดเชื้อแบคทีเรียแบบซ้ําซอนและการ
ติดเชื้อราบริเวณผิวหนังและเยื่อบุ (72-74) เชน Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, 
H. influenzae, E. coli, Pseudomonas และ candidal species อยางไรกต็ามการติดเชือ้ดังกลาวในทีสุ่ด
จะสามารถแพรกระจายเขาสูกระแสเลือดและทําใหเสยีชีวิตได การปองกันการติดเชือ้รา Aspergillus 
fumigatus ชนิดลุกลามซึ่งตองอาศัยนิวโทรฟลเปนองคประกอบสําคัญ (75) ก็พบวามีรายงานในผูติด
เชื้อเอชไอวีโดยไมมีปจจัยเส่ียงอ่ืนมาเกีย่วของได (76-78) นอกจากนีย้ังพบรายงานอุบัติการณปอดติด
เชื้อ (72-74) ลําไสอักเสบ (73-74) ทอปสสาวะอกัเสบ (74) เยื่อหุมสมองอักเสบ (73-74) และฝบริเวณ
ผิวหนัง (73-74, 79) เพิ่มสูงขึ้นในกลุมผูตดิเชื้อเอชไอวีโดยเฉพาะในเดก็ รายงานของ Polski และคณะ 
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(80) ยังแสดงใหเห็นวาผูปวยเอดสมีความเสี่ยงในการเกิดปอดอักเสบติดเชื้อจากแบคทีเรียสูงขึ้นกวา
ประชากรทั่วไปถึง 8 เทา นอกจากนี้การตอบสนองที่ดีขึ้นหลังไดรับสาร G-CSF ระหวางการติดเชื้อรา 
aspergillosis (81) ยังชวยช้ีบงถึงปจจัยสําคัญที่เพิ่มความเสี่ยงตอการติดเชื้อดังกลาวนั้นนาจะมีผลจาก
การทํางานของนิวโทรฟลที่แยลงในผูตดิเชื้อเอชไอว ี

การตรวจหนาที่การทํางานของเม็ดเลือดนวิโทรฟลในผูติดเชื้อเอดสนัน้ จะพบความผิดปกติ
ของ chemotactic (79, 82-83) และ secretory function (79) ไดในขณะทีย่ังมีหนาทีใ่นดาน bactericidal 
(5, 83-84) oxidative (82) และ phagocytic function (83-84) ปกติอยูได สําหรับความผิดปกติของ 
chemotaxis นั้นพบวาเซลลนิวโทรฟลจะตอบสนองตอการกระตุนดวย fMLP (N-formyl-L-
methionyl-L- leucyl-L-phenylalanine), casein และ leukotriene B4 ลดลงขณะที่กระบวนการ 
degranulation ก็ลดลงเมื่อใช leukotriene B4 เปนตัวกระตุนดวยเชนกัน อยางไรกต็ามงานวิจยัเพื่อดู
หนาที่ของนวิโทรฟลในอิตาลีพบวาผูติดเชื้อเอดสที่ยังไมแสดงอาการยังมีการลดลงของกระบวนการ
จับกิน (phagocytosis) และฆาเชื้อรา candida ไดเชนกันในขณะที่หนาที่ chemotaxis ยังพบวาปกติ 
(84) ในกลุมรักรวมเพศพบความผิดปกตขิอง chemotaxis โดยยังแสดงการจับกนิและการฆาเชื้อโรค
ปกติ จึงเปนไปไดวาความผิดปกติในหนาที่การทํางานของเม็ดเลือดนิวโทรฟลที่พบในผูติดเชื้อเอดส 
นาจะมาจากปจจัยอ่ืนในน้ําเหลืองมากกวาเกิดความผิดปกติจากเซลนวิโทรฟลเอง เชน ระดับ IgA ซ่ึง
มีรายงานพบวาเมื่อมีระดับสงูขึ้นจะทําใหกระบวนการ chemotaxis ของนิวโทรฟลในผูปวยลดลงได 
(85) หรือเปนผลมาจาก cytokines อ่ืนซึ่ง IL-17 เปนไซโตไคนอีกตวัที่นาสนใจวาอาจเปนหนึ่งใน
ปจจัยที่มีผลตอความผิดปกติของนิวโทรฟล 
 ในขณะนีแ้มวาขอมูลของ IL-17 จากผลการศึกษาจะแสดงวา IL-17 มีบทบาทกอการอักเสบ
ดวยหนาที่ของ proinflammatory cytokine เปนสวนใหญ ทั้งที่พบในภาวะขออักเสบเรื้อรัง (86-88) 
ทางเดินหายใจอักเสบ (89) organ allograft rejection (65) multiple sclerosis (90) และการติดเชื้อ 
Klebsiella pneumoniae ซ่ึงบทบาทดานการตานเชื้อโรคโดยตรงยงัมีขอมูลนอยมาก อยางไรก็ดี

การศึกษาในหลอดทดลองแสดงใหเห็นวา IL-17A เปนไซโตไคนที่สามารถกระตุนใหมี β-defensin-
2 (hBD-2) expression และ MIP-3 เพิ่มสูงขึ้นอยางแรง (91) ซ่ึงทั้ง hBD-2 และ MIP-3 มีบทบาท
จําเปนในระบบ airway innate immunity (92-93) เนื่องจาก hBD-2 ทําหนาที่ดึงดูดใหเซลล immature 
dendritic cells และ memory T cells เขามารวมตัวกัน และมีฤทธิ์ตานเชื้อโรค (92) เมื่อมีการ
ประสานงานกนัระหวาง IL-17A, hBD-2 และMIP-3 ทําใหมีการกระตุนและดึงนิวโทรฟลเขามากําจัด
แบคทีเรีย มีการสงแอนติเจนเขาสูกระบวนการ antigen presentation และกระตุนใหมีระบบภูมิคุมกัน
พึ่งเซลลเขามาจัดการกับเชื้อโรคได  
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สําหรับบทบาทในดาน proinflammatory cytokines นั้นพบวาในภาวะขออักเสบเรื้อรังจาก
เชื้อ B. burgdorferi หรือ Chlamydia trachomatis (24) นั้น เชื้อโรคจะอาศัยการกระตุน IL-17 อยาง

ตอเนื่องซึ่งพบวา Th cells ในน้ําเลี้ยงขอทีอั่กเสบจะแสดง co-expression ของทั้ง IL-17 และ TNF-α 
และสามารถตอบสนองแบบ polyclonal stimulation ซ่ึงไมมีความจําเพาะตอเชื้อ จึงเกิดการทําลายขอ
ตามมา การกระตุนกลับไปกลับมาระหวาง IL-17 และ IL-6 ซ่ึงพบไดในหลอดทดลองยังสามารถ
นํามาใชอธิบายพยาธิกําเนิดจากภาวะขออักเสบเรื้อรังไดเชนกัน ดังตวัอยางในโรค Lyme disease (94-
95) ดังนั้น IL-17 อาจนํามาใชเปนเปาหมายในการรกัษาเพื่อลดการอักเสบที่เกิดขึ้นเรื้อรังในโรคบาง
ชนิดได สําหรับการติดเชื้อเอชไอวีซ่ึงเปนการเจ็บปวยเร้ือรังและกอใหเกิดความผดิปกติของระบบ
ภูมิคุมกันจนทาํใหคนไขตดิเชื้อฉกฉวยโอกาสบางชนิดไดงาย ผูติดเชื้อเอชไอวีจึงเปนกลุมประชากรที่
นาสนใจในการตรวจหาความสัมพันธของ IL-17 และจํานวน CD4+ T cells ที่เปลี่ยนแปลงไปในกลุม
ผูติดเชื้ออาจนาํมาพิจารณาความสัมพันธกบัการ expression ของ IL-17 ไดเนื่องจากเซลลสวนใหญที่
สราง IL-17A คือเซลล CD4+ T lymphocytes จึงคาดวาการติดเชื้อเอชไอวีที่มีระดับ CD4+ T cells ต่าํ
นาจะมีระดับ IL-17 ต่ําลงเชนกันและสงผลใหเกดิภาวะ neutrophil dysfunction ซ่ึงพบในผูติดเชือ้เอช
ไอวีซ่ึงรายงานไว (81) ดวยขอมูลที่มีอยูในปจจุบันแมวายังไมสามารถระบุปจจยัที่มผีลตอ 
neutrophilic dysfunction ไดโดยตรงอยางชัดเจน แตผลการศึกษาบางรายงานระบวุาสามารถเกิดจาก 

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

เชน IL-4 หรือ IL-10 ซ่ึงมีผลกดการทํางานของ phagocytes (99-100) หรือ IFNγ ที่ลดลงจากความ
ผิดปกติในการทํางานของ Th1 ซ่ึงมีผลตอภาวะผิดปกติของ phagocytes (101-102) นอกจากนี้การวิจัย
ที่ผานยังไมพบผลกระทบโดยตรงจากการใชยาตานเชื้อไวรัส (antiretroviral drug) ตอภาวะผิดปกติ
ของการทํางานของนิวโทรฟล ถาตัดปจจัยเร่ืองจํานวน CD4+ T cells ที่เปลี่ยนแปลง (81) ดังนั้นจึง
เปนที่มาของสมมุติฐานเพื่อตรวจสอบในการศึกษานี้ ในการพิจารณาการความสัมพนัธของ IL-17 
expression และระดับ CD4+ cell count ในผูติดเชื้อเอชไอวีโดยไมคัดผูติดเชื้อเอชไอวีที่กําลังไดรับยา
ตานเชื้อไวรัสออกจากการศกึษาวจิัยแตคํานึงถึงปจจัยทีม่ีผลตอการทํางานของนิวโทรฟลที่สําคัญคือ
ระดับเม็ดเลือด CD4+ T cells เปนหลัก 

  
 



บทท่ี 3 
 

เทคนิคการยอมไซโตไคนภายในเซลล (Intracellular Cytokine Staining)  
 

องคความรูในดานภูมิคุมกันวิทยาในปจจุบนัสามารถจําแนกเซลลที่ทําหนาที่แตกตางกัน
ดวยลักษณะของโปรตีนและโมเลกุลที่จําเพาะซึ่งอยูที่เปลอืกนอกของเยือ่หุมเซลล (surface markers) 
และภายในเซลลทั้งที่เปนองคประกอบสําคัญในกระบวนการและเปนผลิตภัณฑในการสงสัญญาณ 
(signaling process) เพื่อการปองกันตวัหรือตอบสนองทางดานภูมิคุมกัน อยางไรก็ตามเซลลที่มี
ลักษณะของsurface phenotypeเหมือนกันอาจสังเคราะหสารผลิตภัณฑที่แตกตางกันและมีหนาที่
แตกตางกันในระบบภูมิคุมกนัได ตัวอยางที่เห็นไดชัดไดแกการพยายามจะบงชี้ เซลล CD4+ T helper 
cells ใหเปนกลุมยอยไดแก Th1 หรือ Th2 จากชนดิของไซโตไคนที่เซลลสรางขึ้นตางกันหรือใน
สัดสวนที่ตางกันหลังถูกกระตุน ซ่ึงเดิมใชวิธีตรวจสารไซโตไคนจากสารเพาะเลี้ยงเซลลที่ตองสงสัย 
(culture supernatants) ดวยวิธี enzyme-linked immunoassay (ELISA) ขอเสียของวิธีนี้เกดิจากกลุม
เซลลที่นํามาตรวจ (ex vivo) มีลักษณะ heterogeneous รวมกับการสรางกลุมเซลลเพาะเลี้ยงใหเปน 
clone เดียวกนั (homogeneous) ตองอาศัยเทคนิคทางหองปฏิบัติการที่ซับซอนขึ้น นอกจากนี้เซลล
เปาหมายที่ตองการจากวิธีดังกลาวยังมีปริมาณนอยไมคุมทุนในการศึกษา ดังนัน้จึงมีการพัฒนาวิธี
ตรวจหาใหม ๆ เพิ่มขึ้น ไดแก ELISA-based assay for detecting cells secreting analyte (ELISPOT), 
Reverse-transcription followed by polymerase chain reaction (RT-PCR), Limiting dilution analysis 
(LDA), In situ hybridization (ISH), Immunohistochemistry และ Intracellular cytokine staining 
(ICCS)  

วิธี ELISPOT, LDA และ intracellular cytokine staining (ICCS) เปนเทคนิควิธีตรวจที่
นาจะมีความเหมาะสมที่สุดในการตรวจหาสัดสวนของเซลลที่สรางไซโตไคนที่สนใจ (103) โดย
ความไวในการตรวจมีความแตกตางกัน ดงันี้ ELISPOT ตรวจวัดปริมาณของโปรตีนที่หล่ังออกจาก
เซลล RT-PCR ตรวจวัดระดับของ mRNA ที่ถูกกระตุนแบบกึ่งปริมาณ ขณะที่วิธี ISH และ 
immunohistochemistry มีประโยชนในการระบุตําแหนงของเซลลที่สรางไซโตไคนที่สนใจในเนื้อเยื่อ
ที่ตรวจสอบ รายละเอียดสรุปไวในตารางที่ 2 

วิธี ICCS ไดเริ่มนํามาใชโดย Anderssons ในกรุงสตอกโฮลม เมื่อป 2523 โดยเริ่มจากการ
ยอมเนื้อเยื่อทีต่ัด section (104) ตอมาจึงมีการเสนอวิธี fix เซลลใหคงรูปรางกลมและเจาะรูเยื่อหุม
เซลลของลิมโฟไซต นํามาสูขั้นตอนยบัยั้งการหลั่งของไซโตไคนใหกักเก็บไวในเซลล และได
พยายามปรับปรุงสัดสวนจากสัญญาณในเซลตอส่ิงรบกวนใหดีขึ้นเพื่อชวยในการแปลผล (105-106) 
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ในที่สุดเมื่อมกีารนํา monoclonal antibodies ที่จําเพาะตอไซโตไคนที่สนใจมาใชจึงทําใหวิธียอมไซโต
ไคนภายในเซลลไดรับการพัฒนาจนเปนทีย่อมรับในปจจุบัน (107) ซ่ึงเมื่อนํามาวิเคราะหผลรวมกับ
เทคนิคของ flow cytometry การยอมไซโตไคนภายในเซลลจึงสามารถนํามาใชกับเซลลตาง ๆ ไดมาก
ขึ้นทําใหเราทราบลักษณะจาํเพาะของเซลลในแตละกลุมได และถาพจิารณา co-expression ของไซโต
ไคนที่ตางกันดวยการยอมสหีลายสีทําใหแยกเซลลในกลุมยอยไดมากขึน้ตามชนิดของไซโตไคนที่
สรางขึ้นเพิ่มเติมจาก surface markers ที่ยอมไดจากวิธี ELISA ในปจจุบันเทคนิค flow cytometry 
อาศัยคอมพิวเตอรมาชวยทําใหงายและรวดเร็วขึ้นทําให ICCS เปนที่นิยมใชอยางแพรหลายในการ
วิเคราะหผลในดานคลินิกและงานวจิัยในปจจุบัน 

 
ตารางที่ 2 สรุปลักษณะวิธีการตรวจหาไซโตไคนดวยเทคนิคตาง ๆ  
Technologies Analyte Readout Equipment Cytokine 

Coexpression 
Cell Surface 
Phenotype 

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

reader 
Yes (difficult)  Pre-selection 

ELISA Protein Integrated 
amount 

Spectrophotometer No Pre-selection 

RT-PCR mRNA Integrated 
amount 

Thermal cycler No Pre-selection 

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

microscopy 
Yes Possible 

Immuno-
histochemistry 

Protein Localization Light/ electron 
microscopy 

Yes Possible 

Immuno-
cytochemistry 

Protein Localization Confocal microscopy 
or electron 
microscopy 

Yes Possible 

RNA 
protection 
assay 

mRNA Integrated 
amount 

Gel set-up, 
phosphorimager 

No Pre-selection 

 ELISA: enzyme-linked immunoassay, ELISPOT: ELISA-based assay for detecting cells 
secreting analyte, RT-PCR: reverse-transcription followed by polymerase chain reaction, LDA: 
limiting dilution analysis, ISH: in situ hybridization, ICCS: intracellular cytokine staining  
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เทคนิคขั้นตอนในการยอมไซโตไคนภายในเซลลตองอาศัยการพัฒนาวิธีการในหอง 
ปฏิบัติการซึ่งในแตละแหงอาจมีความตางกนัในรายละเอยีด วัสดุอุปกรณบางชนดิ ดวยปจจยัของ
เซลลและไซโตไคนที่สนใจศึกษา อยางไรก็ตามมหีลักการและกระบวนการศึกษาเหมือนกันเปน
มาตรฐาน พอสรุปไดโดยสังเขปดังรูปที่ 5  

 
3.1  วัสดุอุปกรณท่ีจําเปน 

 
 สารกระตุนเซลล เชน PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate), Ionomycin, Calcium 
ionophore A23187, PHA เปนตน 
 สารยับยั้งการหล่ังไซโตไคนออกนอกเซลล ไดแก Brefeldin A, Monensin 
 สาร fix เซลลใหคงรูปทรงกลม เชน Formaldehyde 
 สารสําหรับเจาะรูเยื่อหุมเซลล เชน Saponin 
 สาร Buffers PBS 
 สาร Antibodies ถาใช monoclonal antibodies จะลดปญหาการติดอยางไมจําเพาะของสารทํา
ใหสามารถแปลผลไดงายขึ้น โดยทั่วไปแอนติบอดีที่นํามาใชจะ conjugated กับสี Fluorescene เชน 
PE-, FITC, APC หรือ biotin conjugates โดยควรเก็บสี PE ไวยอมกบัไซโตไคนที่ใหสัญญาณออน 
(weakest signals) เชน IL-4 

  
3.2  ขั้นตอนการกระตุนเซลลในหลอดทดลอง 

 
การเลือกสารที่นํามาใชกระตุนมีความสําคัญเนื่องจากเซลลที่อยูใน steady state อาจตองใช

สารกระตุนที่ไมจําเพาะอยางสารกลุม mitogen เนื่องจาก mitogen สามารถกระตุนเซลลไดแบบ 
polyclonal activation ทําใหไดผลการกระตุนในระดบัสูงและเห็นความแตกตางไดอยางชัดเจน ใน
กรณีที่เราไมทราบตัวกระตุนที่จําเพาะสําหรับเซลลในสภาวะที่เหมาะสมที่กําลังศึกษาอาจพิจารณาใช
สาร PHA หรือ anti CD3 และ CD28 สําหรับกระตุน T cells กรณีที่ทราบแอนติเจนที่จําเพาะ อาจใช
แอนติเจนนั้น ๆ หรือเล้ียงรวมกัน (co-culture) กับ antigen presenting cells เพื่อพิจารณาการ
ตอบสนองของเซลลใน clone ที่กําลังศึกษา อยางไรก็ตามเซลลที่อยูในภาวะถูกกระตุนแลว เชนเซลล 
PBMC จากคนไขที่ติดเชื้อเรื้อรัง การเลือกสารที่กระตุนอาจไมสําคญัยกเวน กรณไีซโตไคนที่ศึกษามี
ระดับต่ํา กระตุนยาก การใช mitogen อาจทําใหเหน็ความแตกตางไดชัดเจนกวาการกระตุนดวย
แอนติเจนที่จําเพาะ (ดังแสดงในรูปที่ 5) แตการแปลผลตองระวังเนื่องจากไมใชภาวะ physiological 
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stimuli ซ่ึงเกิดขึ้นในรางกายไดจริง ไซโตไคนหลายชนดิถูกกระตุนออกมาอยางกวางขวางและ
มากกวาปกต ิ ผลที่ไดจงึอาจไมสามารถอธิบายผลจากไซโตไคนที่สนใจไดเพียงอยางเดยีวซ่ึงถือวา
ขอดอยของการใช mitogen กระตุน 

การกระตุนดวยสาร PMA และ ionophore (ionomycin หรือ calcium ionophore A23187) 
ถือเปนวิธีการกระตุนเซลลอยางแรงมากเนือ่งจากสารดังกลาวจะไปออกฤทธิ์ที่เอนไซม protein 
kinase C (PKC) ทําใหเกิด calcium ion influx จึงเหมาะที่จะใชในการกระตุนเซลลที่ผานการกระตุน
มาแลวจาก physiological stimuli หรือใชในกรณีเปน positive control เพื่อเปรียบเทียบกับเซลลที่
อาจจะตอบสนองไดไมดี หรือมี cytokine expression ไมชัดเจนจากการกระตุนดวยสารอื่นซึ่งมักเปน
แอนติเจนที่จําเพาะ ในกรณทีี่เลือก PHA หรือ superantigen เชน Staphyllococcal enterotoxin B 
(SEB) กระตุน T cells ควรใช antigen presentation cells และตองระวังการตกตะกอนของเซลลกอน
นําไป fix เซลลเพื่อปองกันตวักวนและอาจเกิดการอุดกั้นขณะตรวจนับเซลลผาน flow cytometry 

เวลาที่ใชในการกระตุนเซลลมีความสําคัญมาก เวลาที่เหมาะสมสําหรับสารที่ใชกระตุนแต
ละชนิดนัน้ไมเทากันเนื่องจาก T cells จะเขาสูระยะ refractory phase หลังจากถูกกระตุน เซลลใน T 
cell lines จะยังอยูในภาวะถูกกระตุนไดตอเนื่องในหลอดทดลองประมาณ 7-10 วันจึงจะสามารถ
กระตุนไดใหม สําหรับการกระตุนดวย mitogen เชน PMA และ ionomycin นั้นเวลาที่ใชในการ 
incubation เพียง 4-6 ช่ัวโมงนั้นเพยีงพอสําหรับการศึกษาไซโตไคนเกือบทุกชนดิ แตตองคํานึงถึง
ระบบทางหองปฏิบัติการของแตละแหงเพือ่ประเมินผลตอบสนองอีกครั้ง ส่ิงที่ตองระวังคือเซลลที่ถูก
กระตุนดวยสารดังกลาวบางสวนจะตายเมือ่ incubation ไวนานกวา 24 ช่ัวโมงซึ่งสงผลตอการแปลผล
โดยรวม เนื่องจากเซลลที่ตายจะปลอยสาย DNA ออกมานอกเซลลและจะไปจับกบัเซลลขางเคียงทํา
ใหเกิดตะกอน การใสเอนไซม DNAse ในสัดสวน 1:25 และ incubate ไวประมาณ 5 นาทีจะชวย
ปองกันการเกดิตะกอนได การติดตามสัดสวนของเซลลที่ตายเพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมยอมมีสวน
สําคัญในการเตรียมขั้นตอนการศึกษา 

วิธีการปองกันการหล่ังไซโตไคนออกจากเซลลที่ถูกกระตุนเพื่อใหมีการกักเก็บไซโตไคน
ไวในเซลลเปนอีกขั้นตอนทีสํ่าคัญของเทคนิคการยอมไซโตไคนภายในเซลล สารที่นํามาใชไดแก 
brefeldin A หรือ monensin ไซโตไคนที่สรางตอบสนองตอการกระตุนจะถูกเก็บไวใน golgi complex 
ระยะเวลาที่ใชสําหรับการหยดุการหลั่งไซโตไคนจากสารดังกลาวคือ 4-6 ช่ัวโมง จงึสามารถใสไป
พรอมกับสารกระตุนทีก่ลาวมาแลว ถาใชเวลาในการกระตุนเพยีง 4-6 ช่ัวโมง อยางไรก็ตามสาร 
monensin มีพิษตอเซลลถาใสทิ้งไวนานกวา 12 ช่ัวโมง 

สําหรับการกระตุนที่จําเพาะอาจตองใช TCR crosslink ผาน plate-bound anti-CD3 และ 
anti-CD28 เปนเวลา 24 ช่ัวโมงกอน หรือเพื่อใหแสดงการตอบสนองที่มากขึ้น อาจตองมีการกระตุน
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ดวยดวย IL-2 และ IL-4 เปนเวลา 3 วนักอนนําไปกระตุนดวย PMA และ Ionophore ตามที่กลาวไว
ขางตน การใชเซลลที่มีความจําเพาะ เชน T cell lines หรือ clones ควรใช antigen และ antigen 
presenting cells (APCs) เพือ่ใหสภาพเหมาะสมในการแบงตัวของเซลลที่ถูกกระตุน จาก cell to cell 
contact และ cytokines ที่ถูกหล่ังออกมาจาก APCs 

 
3.3  ขั้นตอนการ Fixation และ การเจาะรู Permeabilization ของเยื่อหุมเซลล 

 
การ fix เซลลใหคงรูปทรงกลมดวยสาร Formaldehyde จะทําใหไซโตไคนในเซลลยังคง

ลักษณะจําเพาะ (antigenicity) ได เนื่องจากการกระจายของสารนั้นภายในเซลลยงัคงอยูเพื่อการจับ
อยางจําเพาะของแอนติบอดทีี่ติดสีจึงไมนาจะเพิ่มสัญญาณ background จากสีที่ติดอยางไมจําเพาะใน
ตัวเซลลเอง (increase in autofluorescence) แตในความเปนจรงิการ fixation จะทําใหเกิด 
autofluorescence เพิ่มขึ้นจากการจับกับแอนติบอดีที่ไมจําเพาะ ดังนัน้เซลลที่ผานการ fix จะเปลงสีได
เพิ่มขึ้น จึงจําเปนตองมี negative control เสมอ ขั้นตอนนี้ใชเวลา 20 นาทีที่อุณหภมูิหอง สําหรับการ
เจาะรูเยื่อหุมเซลลจะใชสาร saponin ซ่ึงแมวาปจจุบนัจะมกีารนําน้าํยาทั้งสองชนดิผสมกันและลด
ขั้นตอนการทาํ แตเนื่องจากเซลลที่ผานการ fixation สามารถเก็บไวอีกระยะหนึ่งถึง 3วันกอนจะนาํมา
เจาะรู การแยกขั้นตอนทั้งสองอาจไดประโยชนเมื่อตองยอมเซลลจํานวนมากหลายตวัอยางการศึกษา 
การเจาะรู (permeabilization) ควรตั้งทิ้งไวในที่มืดอยางนอย 10 นาที การปนลางเซลลในแตละ
ขั้นตอนดวย buffer ที่มี sodium azide กอนใสน้ํายาจะทาํใหปองกนัการตกตะกอนและลดตัวกวนเมื่อ
วิเคราะหขอมูลดวย flow cytometry  
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รูปท่ี 5 แสดงขัน้ตอนการยอมไซโตไคนภายในเซลลโดยสรุปซึ่งประกอบดวยการกระตุนเซลลใน
หลอดทดลอง การ fix ใหเซลลคงรูปราง การเจาะรูเซลล การยอมสี และตรวจนับเซลลที่ตองการ
ศึกษาดวยวิธี Flow cytometry 
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รูปท่ี 6 แสดงสัดสวนการ expression ของ IL-4 และ IL-5 ภายในเซลลจากการนับเซลลดวยเทคนิค 
Flow Cytometry เห็นไดวาเมื่อใชสารกระตุนตางกันจะไดผลตอบสนองไมเทากัน PMA/Ionomycin 
เปน mitogen ที่กระตุนไดแรงกวาการใชแอนติเจนทีจ่ําเพาะ (103)  

 

 
 

3.4  การยอม surface markers บนผิวเซลลท่ีถูกกระตุน  
 
โดยทั่วไป T cells จะแสดงลกัษณะบนผวิเซลลอันไดแก CD3, CD4 และ CD8 เปนตน การ

ยอมสี surface markers เหลานี้ควรทํากอนทําการ fix เซลล เนื่องจาก epitopes ที่ surface markers 
อาจจะถูกทําลายเมื่อผานกระบวนการ fixation และ permeabilization ยิ่งไปกวานั้น surface markers 
บางตัวยังอาจลดจํานวนลง (downregulatation) เมื่อเซลลผานการกระตุนใหมีการสรางไซโตไคนที่
ตองการศึกษา จึงเปนไปไดวา surface markers อาจไมใชลักษณะที่จาํเพาะเพื่อแสดงวาเปนกลุมเซลล
ที่ตองการศึกษาไดเสมอไปหลังจากเซลลนั้นถูกกระตุนแลว ตัวอยางเชน CD4 เปน marker ของ T 
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cells ที่เปลี่ยนแปลงลดจํานวนลงอยางมากหลังเซลลผานการกระตุนดวย PMA และ ionomycin (108-
110) จากการศึกษาพบวา monensin สามารถลด downregulation ของ CD4 ไดแต monensin ขนาดสูง 
(50μM) จะสงผลลดการ expression ของ IFN-gamma ภายในเซลล (103) สําหรับ surface markers ตัว
อ่ืน เชน CD3, TCR (111) และ CD8 (112) สามารถพบการเปลี่ยนแปลงหลังกระตุนไดเชนกัน 
อยางไรก็ตามเราสามารถตามไปยอม CD3 ภายในเซลลหลังกระตุนไดเชนกนัเนื่องจาก CD3 จะเขาไป
เซลลโดยไมถูกทําลายหลังการกระตุน T cells ดวย PMA สําหรับบางกรณี monensin ในขนาดสูง
สามารถจะปองกันการทําลาย endosome ไดแตจะไปยับยั้งการสรางไซโตไคนในเซลลเชนกัน ดังนั้น
บางครั้งการยอม surface markers ใหไดดีอาจทําใหการยอมไซโตไคนภายในเซลลไมดีนักกไ็ด การ
แยกเซลลที่มี surface marker ที่สนใจกอนนําไปกระตุนอาจเปนทางออกที่ดีแมวาจะตองเพิ่มขั้นตอน
มากขึ้นก็ตาม สําหรับ CD4 marker นั้นบางรายงานใชวิธี ดูเซลลที่ติด CD3 แตไมติด CD8 แทนเพื่อให
ผลออกมาดีขึ้นแตตองไมลืมวา CD4-CD8- T cells สามารถพบไดและอาจเปนตวักวนการแปลผลได 
ดังนั้นถาไมจําเปนตองกระตุนดวยเซลลอ่ืนกอน การแยกเซลลไวกอนนํามากระตุนนาจะเหมาะกวา 
เชนแยกเซลล CD4+ T cells ไวกอนแลวคอยเร่ิมวิธีกระตุน  
 
3.5  การยอมไซโตไคนภายในเซลล 
  

ปจจุบันมแีอนติบอดีที่จําเพาะตอไซโตไคนที่ตองการศึกษาติดสี fluorescence หลายชนิดให
เลือก ถาไมมีชนิดติดสีสําเรจ็รูปใหพจิารณานําแอนติบอดีตอแอนติบอดีดังกลาวที่ตดิสีซ่ึงผลิตมาจาก
คนหรือสัตวชนิดเดยีวกันมายอมซ้ําอีกครั้ง การยอมแตละครั้งควรทิ้งไวในที่เยน็เปนเวลาอยางนอย 
20-30 นาที เนือ่งจากการเจาะรู (permeabilization) จะทําใหเพิ่มโอกาสที่โปรตีนจะมปีฏิกิริยาอยางไม
จําเพาะ อยางไรก็ตามสามารถหลีกเลี่ยงลดปฏิกิริยานีไ้ดโดยการปรับความเขมขนของแอนติบอดีที่
นํามายอมในขัน้ตอนตอไป โดยทั่วไปมักใหมีความเขมขน 0.5-5 μg/ml นอกจากนี้การ block Fc 
receptor ดวย IgG หรือ anti Fc Ab อาจชวยลดตัวกวนจากปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ การทํา isotype-match 
control จะไดประโยชนนอยเมื่อเทียบกับการลาง และยอมดวยแอนตบิอดีที่จําเพาะที่ใชขณะยอม ไซ
โตไคนบางชนิด เชน IL-1B และ IFN-gamma ในปริมาณนอย อาจจะจับที่บริเวณผิวเซลลและภายใน
เซลล (113-114) ซ่ึงทําใหตองพัฒนาเทคนิคในการยอมเพื่อแยกตําแหนงของไซโตไคนที่ตองการ
ศึกษาดวยการมี permeabilisation control ดวยการใช anti-vimentin หรือ anti-Beta-actin  
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3.6  การนับเซลลและสัดสวนที่แสดงการติดสียอมไซโตไคนดวย Flow cytometry 
  

เครื่อง Flow cytometer สรางขึ้นโดย Kementsky เมื่อ ป พ.ศ. 2513 โดยใช helium-neon และ 
argon ion laser เปนแหลงกําเนิดแสง ปจจุบันใชแสงเลเซอรที่มีกําลังสวางตั้งแต 9.5 มิลลิวัตตถึง 5 
วัตตและ ชวงคลื่นระหวาง 450 ถึง 680 นาโนเมตร หลักการของ Flow cytometry หรือ Flow 
cytofluorimetry อาศัยลําแสงเลเซอรยิงกระทบเซลลที่ถูกจัดใหวิ่งผานหลอดแกวซ่ึงมีเสนผาศูนยกลาง
แคบรวมกับ sonic vibrator ในกรวย nozzle ซ่ึงจะสงคลื่นมากระทบเซลลใหแยกตัวออกจากกัน เซลล
จึงวิ่งผานไดทลีะเซลลลําแสงเลเซอรที่กระทบสารเรืองแสงจะเกดิลําแสงและประจุไฟฟาผานไปยัง
เครื่องรับแสง สงขอมูลไปเก็บไวที่คอมพวิเตอรและวิเคราะหผลทางจอภาพแบบอัตโนมัติ ลําแสงที่
สะทอนไปขางหนา เรียกวา forward angle light scatter (FALS หรือ FSC) จะวัดขนาดของเซลล สวน
ลําแสงสะทอนในทิศทาง 90 องศาเรียกวา 90o light scatter (90o LS) หรือ side scatter (SSC) เปน
ลําแสงที่หักเหออกมาจากภายในเซลล สัญญาณนี้จึงวดัความหนาแนนภายในเซลล (cytoplasmic 
granularity) สารเรืองแสงที่ยอมติดสิ่งทีต่องการศึกษาเมื่อถูกแสงเลเซอรกระทบกจ็ะอยูใน excitation 
state เกิดแสงในคลื่นสตีาง ๆ และตรวจนับโดยเครื่องตรวจนับซ่ึงอาจเพิ่มสัญญาณจาก 
photomultiplier tubes (PMT) ที่ตอเขากับเครื่องคอมพิวเตอร  

เครื่องจึงสามารถนับเซลล แยกชนดิของเซลล วัดปริมาณสารเรืองแสงที่อยูบนผิวเซลลและ
ภายในเซลลได นอกจากนีย้งัสามารถวัดขนาดและความหนาแนนของเซลล ปริมาณ DNA, RNA, 
โปรตีนและ intracellular parameters อ่ืน ๆ ที่เกิดขึ้นหลังเซลลถูกกระตุนได ปจจุบันอยางนอยเครื่อง
สามารถวัด 3-4 สี จึงสามารถตรวจ parameters ตาง ๆไดพรอมกัน 3-4 ชนิดจากการตรวจวดัสี 
fluoscene และแสดงเปน scatter plot ของ events gates ไดทั้ง surface marker และ cytokine ที่ตองการ
ศึกษา ทําใหสามารถตรวจสอบเซลลที่นํามาศึกษาวาเปนกลุมที่ตองการได ผลที่ไดจะแสดงเปนความถี่
หรือสัดสวนของเซลลในกลุมศึกษาที่สรางไซโตไคนที่จําเพาะจึงสามารถนํามาเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมได ตวัอยางดังรูปที่ 6นอกจากนี้ยังสามารถศึกษาการ co-expression ของไซโตไคนตางชนดิ
กันในเซลลกลุมเดียวกันได โดยไมยุงยากและวุนวายกับการ cloning เนื่องจากอาศัยการตรวจเซลล
จากสิ่งมีชีวิตไดโดยตรง (ex vivo) อยางไรก็ตามวิธี Flow cytometry ยังมีขอจํากัดที่สําคัญไดแก 

- กระบวนการเจาะรูมักจะกอใหเกิดภาวะ autofluorescence ทําใหการประเมินตองมี
การเปรียบเทยีบกับ negative และ positive controls เสมอ 

- แอนติบอดีทีน่าํมาใชสวนใหญมักจะไมจับกับไซโตไคนหรือ surface markers ที่
ตองการศึกษาอยางที่คาดไวโดยเฉพาะกับเซลลที่ผานการ fixation และ
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กระบวนการเจาะรูที่ผิวเซลลมาแลว ทําใหตองมีการเตรียมการในแงการวิเคราะห
ผลกอนลงมือศึกษาเสมอ  

- ไซโตไคนบางตัว expressed ในระดบัต่ําจึงมักใหคาแยกกลุมไดไมชัดเจน จึงตองมี 
negative control เปรียบเทียบกอน 

- การสรางไซโตไคนของเซลลที่ตองการศึกษาอาจไมเกิดขึ้นตลอด ซ่ึงการสราง
ปริมาณเล็กนอยอาจเกดิเนื่องจากเซลลที่ใชมักมาจากเลอืด (PBMC) ซ่ึงไมใชเซลล
ที่อยูในบริเวณที่มีการอักเสบหรือมีพยาธิสภาพ นอกจากนี้การสรางไซโตไคนใน
เซลลชนิดเดียวกันทีแ่มจะเปน clone เดียวกัน หรืออยูในกลุมเดียวกนั จากตําแหนง
เดียวกันอาจไมจําเปนตองเกดิขึ้นเหมือนกนั หรือสรางไซโตไคนตางชนิดกันได ยิ่ง
ทําใหผลที่ไดอาจไมเปนไปตามที่คาดไว (107)  

- การศึกษา co-expression ของไซโตไคนในเซลลเดียวกันอาจถูกจํากดัเนือ่งจากไซ
โตไคนดังกลาวอาจถูกสรางเปนลําดับไมพรอมกัน จึงอาศัยเทคนิคนีไ้มได 

การยอมไซโตไคนในเซลลเปนวิธีที่มีความไวมากกวา ELISA แมวา ELISA สามารถวัด
ปริมาณของไซโตไคนที่หล่ังออกมาไดแตตองระวังวาไซโตไคนดังกลาวอาจถูกใชโดยเซลลอ่ืนได 
และไซโตไคนที่วัดไดเปนคารวมของเซลลทั้งหมดจึงตองอาศัยการแยกเซลลใหเปนกลุมที่จําเพาะ
กอนศึกษา อยางไรก็ตามวิธียอมไซโตไคนภายในเซลลแลวพบวามสัีดสวนอยูในเซลลกลุมใดไมได
หมายรวมวาสารดังกลาวจะตองหล่ังออกมาภายนอกเสมอ in vivo หรือเปนสารที่ใหปฏิกิริยาใน
รางกายจริงเนือ่งจากการตรวจทําใหเซลลที่ผานการ fixation ซ่ึงเปนเซลลที่ตายแลว และเปนการมอง
ผลที่เกิดขึ้นในชวงเวลาหนึ่งเทานั้น (snapshot, static view) สัดสวนของเซลลที่สรางยังไมไดหมายถึง
ความสําคัญของผลกระทบที่เกิดขึ้นจริง สารที่ express ในสัดสวนที่นอยอาจใหผลตอบสนองที่แรง
มากได วิธีการตรวจไซโตไคนดวยเทคนิค ELISA จึงมีความจําเพาะมากกวา การนํา Flow cytometry 
มาใชอยางกวางขวางในปจจบุันทําใหมีขอมูลของเซลลทั้งในแงการเรียนรูตนกําเนิดเซลล การเจริญ
ของเซลลใน lineages ตาง และในแงการทํางาน ประสานสัมพันธของเซลลในกลุมตาง ๆ จึงนาํไปสู
องคความรูในดานพยาธิกําเนิดของโรคในระบบภูมิคุมกนั เพื่อความเขาใจและการดแูลรักษาที่
เหมาะสมตอไป 
 



บทท่ี 4 
 

วัสดุและวิธีการ 
 
4.1  ประชากร (Population) และตัวอยาง (Sample) 
 
 ประชากรเปาหมาย ผูติดเชื้อเอชไอวีที่ไมมีอาการหรือการติดเชื้อเร้ือรังอ่ืน และประชากร
สุขภาพดีทั่วไป  
 ประชากรตัวอยาง ผูติดเชื้อเอชไอวีที่มาตรวจสุขภาพทีห่อผูปวยนอกโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ
และคลินิกนิรนาม สภากาชาดไทย และผูบริจาคเลือดที่สภากาดชาดไทยซึ่งมีสุขภาพดีและไมติดเชื้อ
เอชไอว ี
 กฎเกณฑในการคัดเลือกเขามาศึกษา (Inclusion Criteria)  

1. กลุมผูติดเชื้อเอชไอวีซ่ึงวินจิฉัยดวยผลบวกจากการตรวจการติดเชื้อทางน้ําเหลือง เชน 
Latex particles agglutination test, ELISA หรือ Western Blot (WB) อยางใดอยางหนึ่ง 
2 คร้ัง 

2. กลุมควบคุมคือ ผูที่มีสุขภาพแข็งแรง (ระดับเมด็เลือดขาวนิวโทรฟลอยูในระดับปกต)ิ 
ใหเปนกลุม negative control  
โดยทั้งสองกลุมตองมีคุณสมบัติ ดังกลาวนีใ้นการเขารวมโครงการ: 

- อายุตั้งแต 20 – 60 ป 
- ยินดยีินยอมเขารวมโครงการโดยลงชื่อไวในเอกสาร consent form 
- ผลตรวจเลือดทางหองปฏิบัติการ ตองมีระดับฮีโมโกลบินมากกวา 10 กรัมตอ

เดซิลิตร, คานับเม็ดเลือด eosinophil นอยกวา 500 ตัวตอซีซี 
 กฎเกณฑในการตัดออกจากการศึกษา (Exclusion Criteria) 

- มีภาวะติดเชื้อเร้ือรังอ่ืน เชน วัณโรค เชื้อราในชองปาก ภายในชวง 1 ปกอนและ
ขณะที่เขารวมการศึกษา 

- ตองไมมีไขหรืออาการ อาการแสดงที่บงชี้ถึงภาวะติดเชือ้อ่ืนใดขณะเขารวม
โครงการอยางนอยภายในชวง 1 สัปดาหกอนเขารวมโครงการ 

- มีโรคเร้ือรังที่รุนแรงอื่น ๆ รวมดวย เชนโรคตับอักเสบ โรคไตวายเรื้อรัง ภาวะ
หัวใจวาย 
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- มีประวัตกิินยาสเตียรอยดหรือยากดภูมิคุมกันหรือยาอืน่ที่มีรายงานวามีผลตอ
การทํางานของนิวโทรฟลในชวง 3 เดือนกอนเขารวมการศึกษา 

- สําหรับเพศหญิงซ่ึงกําลังตั้งครรภหรือใหนมบุตร 
- เขารวมโครงการวิจัยอ่ืนที่จะไดรับยาหรือวคัซีนทดลองซึ่งอาจมีผลตอการ

ทํางานของระบบภูมิคุมกันของอาสาสมัครอยางนอยในชวง 4 สัปดาหกอนเขา
รวมการศึกษานี้ 

 
4.2  การคํานวณขนาดตัวอยาง  
 
 สูตรการคํานวณจํานวนตวัอยางสําหรับ Unmatched case-control study โดย Schlesselman 

 จํานวน n ตอกลุมตัวอยาง = [Zα√ 2Po(1-Po) + Zβ√ P1(1-P1)+P2(1-P2)]
2  

                                                               [P2-P1]
2

 โดยคา P2  = สัดสวนของการแสดง IL-17 ภายในเซลลของกลุมตัวอยางปกต ิ
 = 0.625(115) 

P1 คิดจากการประมาณวา ใหมีความแตกตางกันประมาณรอยละ 50 
ถาคาดวา P1 นาจะมีคาต่ํากวา P2 ดังนั้น P1 = 0.3125 

  Po  = (P1+P2)/2 = 0.46875 

   Zα  = 1.96 ที่ความเชื่อมั่น 95% หรือ α = 0.05 
Zβ  = 0.84 เมื่อใหมี power ในการแยกความแตกตางไวรอยละ 80 

 แทนคาได n เทากับ 

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

  จํานวนตัวอยางในแตละกลุมควรเปน 38.8 = 39 ราย 
 
การสังเกตและการวัด (Observation & Measurement) 

 
 ตัวแปรในการวิจัยนี้ 
ตัวแปรตาม (Dependent Variable) คือ รอยละของ IL-17 expression ภายใน CD4+ T 

cells ซ่ึงไดรับการตรวจดวย Flow cytometry ตัวแปรจะใชมาตรการวัดแบบคาที่แทจริง (Ratio Scale)   
โดยเครื่องจะนับเซลลโดยวดัความเขมของสี fluorescence ที่จับกับแอนติบอดีทีจ่าํเพาะตอ IL-17 
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ภายในเซลล และ surface markers อันไดแก CD3 และ CD4 แลวแสดงเปน scatter diagram หนวยจะ
ระบุเปนรอยละของเซลล CD4+ T cells ที่ติดสียอมตอ IL-17 ภายในเซลล (IL-17 expressing CD4+ T 
cells) 

ตัวแปรอิสระ (Independent Variable) คือ การกระตุนเซลลในหลอดทดลองดวยไมโต
เจน ซ่ึงในการศึกษานี้คือ PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) และ Ionomycin (PMA/I), ภาวะ
ภูมิคุมกันชนิดพี่งเซลลซ่ึงปกติในอาสาสมัครสุขภาพดี และบกพรองในผูติดเชื้อเอชไอว,ี จํานวนเซลล 
CD4+ T cells ของผูเขารวมโครงการ 

ตัวแปรที่ไมตองการ (Confounding Factors) ไดแก ปจจัยตาง ๆ ที่มีผล IL-17 
expression ภายในเซลล CD4+ T cells ซ่ึงเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของระบบภูมคิุมกันในรางกาย 
ดังที่ไดกลาวไปแลวขางตน เชน ภาวะอักเสบเฉียบพลันในรางกาย จาก การติดเชื้อ รวมไปถึงการติด
เชื้อเร้ือรังในชวง 1 ปกอนเขารวมโครงการ, โรค autoimmune diseases, มะเร็ง, ภาวะ eosinophilia, ยา
ที่มีฤทธิ์กดภูมคิุมกันในรางกาย เปนตน ซ่ึงสามารถควบคุมไดดวยเงือ่นไขในการเขารวมโครงการที่
แสดงไวใน Inclusion และ Exclusion Criteria รวมกับการใชแบบสอบถาม ซักประวตัิ ตรวจรางกายผู
ที่เขารวมโครงการ 

 ขอตกลงเบื้องตน 
ผูติดเชื้อเอชไอว ี การพิจารณาวาตดิเชื้อเอชไอวี อาศัยผลการตรวจทางน้ําเหลืองระบุ

วาใหผลบวกดวยวิธีการตรวจ Latex agglutination, ELISA หรือ WB อยางใดอยางหนึ่งอยางนอย 2 
คร้ัง ผูเขารวมโครงการทุกรายตองไมมีอาการปวยหรือ asymptomatic HIV infection โดยการประเมิน
ทางคลินิก  หลังจากเขารวมโครงการแลว  

อาสาสมัครสุขภาพด ี หากไมมีประวัตกิารเจ็บปวยเร้ือรังหรือโรคประจําตัวทีต่อง
ทานยาซึ่งอาจมีผลตอระบบภูมิคุมกัน รวมกับการประเมินทางคลินิกที่อยูในเกณฑปกติใหถือวาเปน
อาสาสมัครสุขภาพดี  

 เคร่ืองมือท่ีใชในการวัดตัวแปร 
Intracellular Cytokine Staining Technique อาศัยขั้นตอนและวัสดอุุปกรณที่ระบไุว

ใน Standard Operating Procedure (SOP) ของหองปฏิบัติการ Vaccine and Cellular Immunology 
(VCI) Laboratory ของหนวยภูมิแพและภูมิคุมกนัวทิยาทางคลินิก ภาควิชาอายุรศาสตร คณะ
แพทยศาสตรร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย รวมกับการปรบัเปลี่ยนลําดับขั้นตอนของการยอม surface 
markers กอนการ fixation เซล เนื่องจากพบวา surface marker โดยเฉพาะ CD4 จะถกู downregulation 
จากการถูกทําลายดวยน้ํายา formaldehyde ที่ไดกลาวไวในบทที่แลวและแสดงใหเห็นดังรูปที่ 7 
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    (ก)     (ข) 

รูปท่ี 7 แสดง Scatter Diagram ของ Flow Cytometry เพื่อนับเซลลติดสี CD4 บนผิว เซลล (CD4+ T 
cells)  
 ก.  การเกิด downregulation ของ CD4 marker บทผิวเซลล เมื่อยอมหลัง fix เซลล จะ
เห็นวากลุมเซลลทางดานขวามือเขามาชิดกับกลุมเซลลทางดานซายมาก 
 ข.  ภาวะ downregulation ของ CD4 marker ลดลงถายอมสี CD4 กอน fixation 

 
สําหรับ  SOP แสดงเทคนิคและขั้นตอนการยอมไซโตไคน IL-17 ภายในเซลล ที่ใชใน

การศึกษานี้มีรายละเอียดดังนี้ 
ตัวอยางเลือด เลือดที่เจาะมาจากอาสาสมัครปริมาณ 10-15 ซีซีเก็บไวในหลอดทดลองปลอด

เชื้อที่บรรจุสารเฮปารินปองกันการแข็งตวั สามารถทิ้งไวที่อุณหภูมิหองไดไมเกิน 6 ช่ัวโมงเพื่อนําสู
ขั้นตอนการแยกเซลล 

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

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

                                  Rabbit anti Human IL-17 (Chemicon Cat.No.AB1472P)  
              Goat anti rabbit IgG (FITC) (Chemicon Cat.No.AP307F)      
  
 ขั้นตอนการเตรียมเลือดเพื่อแยก PBMC 
 1. ใชเทคนิค over layer เลือด fresh heparinized venous blood บนสาร Ficoll-Hypaque  
ปริมาณ 4 mL  ในหลอดทดลอง สัดสวนของเลือดตอ Ficoll คิดเปนสัดสวนประมาณ 5:2 
 2. centrifuge ที่ 2,200x RPM  เปนเวลา 20 นาที เพื่อใหเม็ดเลือดแยกตัว เปน 4 ช้ันเรียงจาก
บนลงลางคือ พลาสมา PBMC Ficoll และ เม็ดเลือดแดงตกตะกอน ตามลําดับ ใหดดูสวน plasma ทิ้ง 
แยกเฉพาะสวนกลางที่มีเม็ดเลือดขาว PBMC ออก 
 3. ปนลางดวย RPMI ในสัดสวนประมาณ 1:1  2 คร้ังดวยความเรว็ 2,000x RPM และ 1,800x 
RPM ตามลําดับ เปนเวลาครัง้ละ 10 นาที แลวเท supernatant ทิ้ง 
 4. นับเซลล PBMC ดวยสี tryptan blue โดยผสมสัดสวนตอสีประมาณ 20:1 ดวย counting 
chamber ผานกลองจุลทรรศน 
 สูตรคํานวณหาจํานวนเซลล PBMC ตอ mL  โดยใช counting chamber 
               = X/4 x dilution factor x 10000 x ปริมาตร mL ของ RPMI ที่ใชผสมใน solution ที่นํามาใช 
 5. เจือจางปริมาณเซลล PBMC ที่ตองการโดยใช RPMI + 10% FBS (R-10: อาหารเลี้ยงเช้ือ) 
เพื่อเล้ียงเซลลใน incubator ดวย ความเขมขน 1 ลานเซลลตอ mL ตอ well 
 6. เก็บเซลลไวใน culture media ที่มี L-glutamine (R-10) โดยแบงเซลลใน 24 well plate 
ปริมาณ 1 mL ตอหลุมไวใน incubator ที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพื่อเตรียมกระตุน
ตอไป 
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 ขั้นตอนการเตรียม PBMC สําหรับการกระตุนดวย mitogen หรือ แอนติเจน 
 เซลล PBMC ที่เตรียมไดจากขั้นตอนที่กลาวมาแลว ซ่ึงเขมขนประมาณ 1 ลานเซลลตอ mL 
ของ R10 สามารถเก็บไวใน incubator อุณหภูม ิ37oC (5%CO2) ไวไมเกิน 24 ช่ัวโมง กอนเริ่มกระตุน
ดวย PMA และ Ionomycin ความเขมขนซึ่งระบุไวใน protocol ปริมาณ 12.5 μL และ 40 μL 
ตามลําดับ ทิ้งไวนาน  4 ช่ัวโมง  ที่อุณหภูมิ 37 oC ภายใต 5% CO2  โดยมีเซลลในหลุมที่จัดใหเปน 
control negative (ไมใส PMA/I)และใส BFA ปริมาณ 40 μL ตอ ซีซีทุกหลุม เพือ่ใหยับยั้งการหล่ัง
ของ intracellular cytokines ออกนอกเซลล (ไมควรนานเกิน 5 ช่ัวโมงเนื่องจาก BFA มีพิษตอเซลล)    
 ขั้นตอนการทํา ICCS  
 เซล PBMC ที่ผานการกระตุนและ block  ดวย BFA นําไปปนดวยความเร็ว1,500x นาน 5 
นาที ใหตกตะกอน ทิ้ง supernatant กอนนํา 0.02% EDTA ปริมาณ 50 μL ใส และ incubate ใน 
incubator ที่มี 5% CO2 นาน 10 นาที หลังจากนั้นปนลางดวย washing buffer คร้ังละ 2 mL ดวย
ความเร็ว 1,500x นาน 5 นาที    หลังจากทิ้ง supernatant แลวใหยอม surface markers กอนดวย CD3-
PerCP และ CD4-APC mixed solution (4:1) ปริมาณ 3 μL (ถามีปริมาณมากกวา 0.1 ซีซี ใหปนให
เซลลตกตะกอนกอนดวยความเร็ว 1,500 x นาน 10 นาท)ี เก็บไวใน incubator อุณหภูม ิ 37oC 
(5%CO2) นาน 20 นาที 
 การ Fixed cell ใหคงรูปทรงกลม ใช 4% paraformaldehyde (4%PFA) 300 μL นาน 10 นาท ี
ใน incubator 37o Cปนลางดวย washing buffer 2 mL ดวยความเรว็ 1,500x นาน 5 นาที 
 การเจาะรูเซลลจะใชสาร FACS-Per 1X  300 μL เปนเวลา 10 นาท ี ในที่มืด อุณหภูมหิอง 
หลังจากปนลางดวย buffer ความเร็ว 1500 x เปนเวลา 5 นาที นําไปยอมดวย MAb ของ cytokines ที่
ตองการศึกษาภายในเซลล ซ่ึงไดแก IL-17 , IFN-gamma ที่ติดสี Fluorescence ปริมาณ 1 และ 3 μL 
ตามลําดับ ทิ้งไวอยางนอย 30 นาทีในทีเ่ยน็ (4o C) และ ตามดวย Goat anti rabbit IgG ติดสี FITC ซ่ึง
จําเพาะตอ anti- IL-17 นาน 30 นาทีเก็บไวในที่มืดและเยน็ อยางนอย 30 นาที เมื่อปนลางดวย buffer 
คร้ังสุดทาย แลวให fixed cell ที่ยอมไวแลวดวย 1% PFA 500 μL เก็บไวในตูเย็น  (หุมดวย foil 
aluminium) ไดภายใน 24 ช่ัวโมง เพื่อนาํมาตรวจนับเซลลที่ติดสีเรืองแสงที่ยอมไวและแสดงรอยละ
ของการติดสีดวยเครื่อง Flow cytometry ตอไป 
 การกระตุนดวยแอนติเจนตาง ๆ (Specific Antigens) 

ในชวงแรกของการศึกษาวิจยัไดวางแผนการศึกษาการตอบสนองของ IL-17 expression 
ภายในเซลล CD4+ T cells โดยเลือกแอนติเจนทีจ่ําเพาะตอกลุมเซลลตาง ๆ ไว ไดแก แอนตเิจนที่

กระตุน Th0 (TT 0.25 μg/mL) , แอนติเจนที่กระตุน Th1 (PPD จาก Mycobacterium tuberculosis 10 

μg/mL), แอนติเจนที่กระตุน Th2 (dust mite) และแอนติเจนที่จําเพาะของเชื้อ HIV-1 (Gag Env และ 
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Pol recombinant protein รวมกันโดยแตละแอนติเจนใชขนาด 5 PFU/cell )  อยางไรก็ตามในชวง
เตรียม SOP ไดเร่ิมศึกษาการตอบสนองตอ TT, PPD และ dust mite ไวในกลุมอาสาสมัครซึ่งมีประวัติ
ไดรับวัคซีนบาดทะยักและวณัโรคมากอนรวมกับมีประวัติภูมแิพตอไรฝุนจากผล skin prick test ทาง
ผิวหนัง เทียบกับ Staphylococcal enterotoxin B (SEB) จากการวัด flow cytometry หลังกระตุนใหผล
ดังรูปที่ 8 จากรูปจะเหน็วา Tetanus toxoid (TT) นาจะเปนแอนติเจนที่เหมาะสมในการกระตุน CD4+ 
T cells เพือ่ดู IL-17 expressionเนือ่งจากใหผลดีที่สุด สวนแอนติเจนอืน่ที่เหลือนั้นใหผลไมดี 
นอกจากนี้ยังพบปรากฏการณที่ surface marker อยาง CD4 เกิดภาวะ downregulation หลังกระตุนซึ่ง
แสดงตัวอยางใน scatter diagram รูปที่ 8 (ลางขวาสุด)  

จากผลดังกลาว เมื่อพิจารณาแลวพบวา ขนาดที่ใชในกระตุนไมนาจะเปน dose ของแอนติเจน
ที่เหมาะสมหรอืตองใชเทคนคิอ่ืนเพิ่มเติมสําหรับการกระตุนใหสราง IL-17 ในเซลล CD4 T cells 
แมวา TT จะใหผลที่ดีที่สุดแตอัตราการแสดง IL-17 ไมไดเพิ่มสูงมากนัก รวมกับการเกดิภาวะ 
downregulation ของ CD4 markers ซ่ึงจะมีผลตอการเลือกกลุมเซลลไปนับนั้นจะทาํไดไมดี และพบ
เซลลตายจํานวนมากหลังกระตุนดวย TT ตั้งแต 24 ช่ัวโมงขึ้นไป สาเหตุอาจเกดิจากระบบการกระตุน
อาจไมเหมาะสมและไมเหมอืนในธรรมชาติ ซ่ึงตองมีจํานวน antigen presenting cells ที่เหมาะสมใน
กระตุน CD4 T cells และ เกิดสัญญาณที่ 2 (costimulatory molecules) เพื่อใหสามารถกระตุนเซลให
สรางไซโตไคนที่มากพอ ซ่ึงคงตองพิสูจนตอโดยการแยก APC มา co-culture รวมและ ใช anti CD28 
การเตรียมขั้นตอนและเทคนิคการกระตุนและยอมเพื่อลดปญหาดังกลาวตองใชเวลาและคาใชจาย
เพิ่มขึ้นมาก และยังตองเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมของแอนติเจนแตละตัวอีกดวย ทาํใหผูวจิัยตดัสินใจ
เลือกสาร PMA/Ionomycin เพียงตวัเดยีวในการกระตุนเซลล CD4 T cells ซ่ึงตอมาพบวาเกดิการ
ตอบสนองตอ IL-17 expression ไดดีขึ้นกวาเดิมดังแสดงในรูปที่ 9 จากรูปจะเหน็วาอาสาสมัครทั้ง
สองคนใหผลการ IL-17 expression หลังกระตุนดวย PMA/I ที่ 4 ช่ัวโมงไดเทาเทยีมกับการกระตุน
ดวย PPD/Tetanus ที่ 24 ช่ัวโมง   
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0.13% 0.04% 

  

0.01% 0.42% 

0.01% 

 
  
รูปท่ี 8 แสดง Scatter Diagram ของ IL-17 Expression (Right upper quadrant) ตอการตอบสนองดวย
แอนติเจนชนดิตาง ๆ ไดแก TT, PPD, HDM, SEB โดยมีเซลลที่ไมผานการกระตุนเปน Negative 
control (รูปซายบน)  สําหรับรูปลางขวาสุดแสดง ปรากฏการณการรวมกลุม CD4 downregulation 
หลังการกระตุนดวย tetanus toxoid (TT) จะเห็นวาเซลลไมสามารถแยกกลุมเปนกลุมที่ติด CD4 
surface marker ไดอยางชัดเจน 
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0.4% 2.69% 

 

0.24% 1.56% 

 

 

1.07% 

  

0.43% 

   
รูปท่ี 9 แสดง Scatter Diagram ของ IL-17 Expression ภายในเซลล CD4+ T cells (Right upper 
quadrant) หลังกระตุนดวย PMA/I หรือ PPD/TT เทียบกับไมผานการกระตุน (negative control) จาก
ภาพจะเหน็วาตัวอยางเลือดจากอาสาสมัคร 2 ราย (S11,S12) ใหผลตอบสนองตอ PMA/I ที่ 4 ช่ัวโมง
ไดทัดเทยีมกับ PPD/TT ที่เวลา 24 ช่ัวโมง (รูปลางซาย) 
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รูปท่ี 10 แสดงตัวอยางการเกิด Downregulation ของ CD4 Surface Marker เมื่อกระตุนดวย 
PMA/Ionomycin จะเห็นไดวาเมื่อไมไดกระตุน (negative) ดังรูปบนสุดซายจะเห็นกลุมเซลลทางดาน
ขวามือชัดเจน เซลลดังกลาวคือ CD3+ cells ขณะที่เซลลรูปบนสุดขวาคือเซลล CD4+T cells กลุม
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เซลลจะแยกออกเปนกลุมทางดานขวาเนื่องจากติดสีตอ antiCD3 หรือ antiCD4 จากการยอม และเริ่ม
เกิดการรวมกลุมกันเมื่อทิ้งไว 1 วันโดยไมไดกระตุนเซลลและกระตุนดวย PMA/I ที่ 4 ช่ัวโมง และ 24 
ช่ัวโมง  
 
 การเลือกเวลาในการกระตุนที่เหมาะสม 
 จากการศึกษาของ Lanarczyk และคณะ (115) พบวาเวลาที่เหมาะสมในการกระตุนเซลลให 
express IL-17 ดวย ICCS นาจะอยูภายใน 48 ช่ัวโมงแตยังพบขอมูลที่ไมสอดคลองกันของการตรวจ 
mRNA ของ IL-17 ภายในเซลลและไซโตไคนที่หล่ังออกมาจากเซลลซ่ึงสามารถตรวจพบไดถึง 7 วัน  
การศึกษานีใ้ชเวลาในการกระตุนตั้งแต 48 ช่ัวโมงขึ้นไปจึงทําใหไมมขีอมูลในชวง 48 ช่ัวโมงแรก
หลังกระตุน  สําหรับแอนติเจนที่นํามาใชทั้งหมดแลวพบวา TT เปนตัวเลือกทีเ่หมาะสมเนื่องจาก
กระตุนไดสัดสวนของเซลลที่ตอบสนองสูงที่สุด อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาขั้นตอนการศึกษาแลว
พบวามีเทคนคิไมเหมือนในการศึกษาอื่น กลาวคือมีการนํา mitogen มากระตุนรวมดวยหลังจาก
กระตุนดวยแอนติเจนในชวงแรกแลว และยังไดนํา anti-CD3/antiCD28 มาใชแยก activated T cells 
โดย cell sorter เพื่อใหมั่นใจวาเซลลที่นํามากระตุนเปนเซลล T cells ที่พรอมรับการตอบสนองตอ
แอนติเจนดวย 
 นอกจากการเลือกเวลาที่ใชในการกระตุนเซลลจะสงผลตอ IL-17 expression ใหไดผลดีและ
สูงพอเหมาะแลวปรากฏการณเซลลรวมกลุม จาก marker downregulation ยังเปนอีกปจจยัทีต่อง
คํานึงถึงรวมดวย ตวัอยางแสดงในรูปที่ 10 จะเห็นวามีปรากฏการณ downregulation ของ CD4 
surface marker ไมเทากนัเมื่อกระตุนดวย mitogen ที่เวลาตางกัน อยางไรก็ตามยังพบวาเซลลที่แม
ไมไดถูกกระตุนแตทิ้งไว 1 วนัในอาหารเพาะเลี้ยงกย็ังพบวา CD4 marker เขามารวมกลุมแลวตางจาก 
negative control แตยังพอแยกกลุมเซลลที่มี CD4 positive ได เขนเดยีวกับเมื่อกระตุนดวย PMA/I ที่ 4 
ช่ัวโมง แตในขณะที่เมื่อกระตุนนานขึ้นถึง 22 ช่ัวโมง เซลล CD4 T cellsจะเกดิการรวมกลุมกันอยาง
มากจนไมสามารถแยกเซลลที่ติดสีออกจากกลุมที่ติดสีออนไดอยางชดัเจนเมื่อเทยีบกบักรณีไมถูก
กระตุน 

 สําหรับการศึกษานี้ไดนําแอนติเจน (PPD/TT) และ mitogen (PMA/I) มากระตุนทีเ่วลาตาง ๆ 
4, 24, 72, 168 ช่ัวโมงพบวา การกระตุนดวย PPD/TT ที่ 24 ช่ัวโมงสามารถใหคา expression ไดดีที่สุด
และเกดิ downregulation ของ CD4 marker ไมมากนกั เนื่องจากสดัสวนเซลลที่ตายจะมากขึ้นเมื่อ
เพาะเลี้ยงนานขึ้นแตเมื่อเทยีบกับ PMA/I แลวพบวา PMA/I ใหผลตอบสนองที่แรงกวา โดยเมื่อใช
เวลานอยกวาเพียง 4 ช่ัวโมงสามารถกระตุนใหเกิด IL-17 expression จะสูงขึ้นในสัดสวนทัดเทียมกับ
การกระตุนดวย PPD/TT ที่ 24 ช่ัวโมงดงัรูปที่ 9  รวมกับวัตถุประสงคของการศึกษานี้ตองการจะ
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เปรียบเทียบการตอบสนองในผูติดเชื้อเอชไอวีซ่ึงเปนกลุมคนไขที่มีความผิดปกติของจํานวน CD4+ T 
cells ลดลงและมีคุณภาพดอยกวาประชากรปกติอยูแลว จึงควรใชตวักระตุนที่แรงไวกอน สวนการใช
แอนติเจนที่จําเพาะแมจะใหขอมูลที่ถูกตองกวาเนื่องจากใหสภาวะทีเ่หมือนจริงกวาและมีความ
เปนไปไดที่จะเกิดการกระตุนในรางกายของคนไข ตางจากการ mitogen ซ่ึงเปนสารเคมีซ่ึงดวยความ
เขมขนที่ใชในหลอดทดลองอาจมีผลเปนพษิตอรางกายและไมมีโอกาสเกิดขึ้นในความเปนจริง แต
ผูวิจัยตดัสินใจพิจารณาใช mitogen กระตุนแทน เนื่องจากขอจํากดัที่เวลา และเทคนิคในการเตรียม
การณซ่ึงตองมีเพิ่มขึ้นอีกมากถาใชแอนตเิจนที่จําเพาะในการกระตุนเซลล CD4+ T cells สําหรับ
การศึกษาโดยการกระตุนดวยแอนตเิจนทีจ่าํเพาะซึ่งนาจะใหผลตรวจสอบหนาที่ของ T cells ไดดีและ
เฉพาะขึ้นนัน้นาจะมกีารศึกษาตอไปโดยอาศัยผลศึกษาของ IL-17 expression ในผูติดเชื้อเอชไอวใีน
คร้ังนี้แลว 

สําหรับเวลาทีใ่ชกระตุนไดเลือกที่เวลา 4 ช่ัวโมงในการกระตุนเทานั้นเนื่องจากการกระตุน
ดวย PMA/I นานถึง 24 ช่ัวโมงจะใหผล downregulation ของ CD4 marker อยางมากและมีเซลลตาย
เปนจํานวนมากซึ่งไดแสดงใหเห็นในตวัอยางเลือดจากอาสาสมัครสุขภาพดีดังรูปที่ 11 
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0.4% 

  

1.66% 

 

  

12.28% 

 
 รูปท่ี 11 แสดงการเกดิปรากฏการณเซลลรวมกลุม (CD4 Downregulation) และเซลลตาย
เพิ่มขึ้นเมื่อกระตุนดวย PMA/I นานถึง 24 ช่ัวโมงดังแสดงในรูปลางสุด 
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 การตรวจ IL-17: เลือดจากผูเขารวมโครงการทุกคนจะนํามาผานขั้นตอนในการแยกเม็ดเลือด
ขาวชนิด peripheral mononuclear cells (PBMC) เพื่อกระตุนและยอม marker ที่ผิวเซลลและภายใน
เซลลกอนนําไปตรวจ flow cytometry เพื่อนับรอยละของเซลลที่ express IL-17 เพื่อนํามาเปรียบเทยีบ
กันระหวางกลุมเซลลที่ไดรับและไมไดรับการกระตุนดวย mitogen ของผูติดเชื้อเอชไอวแีละ
อาสาสมัครสุขภาพดี ผลการตรวจมีหนวยเปนรอยละของเซลลที่แสดง IL-17 ซ่ึงตัวแทนในแตละกลุม
ซ่ึงไดแก เซลลที่ผานและไมผานการกระตุนดวย mitogens ของทั้งผูติดเชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครที่มี
สุขภาพดี จะใชคามัธยฐาน (median) เนื่องจากไดทดสอบแลวพบวาการกระจายตวัของขอมูลไมใช
การกระจายตวัแบบปกติ (normal distribution) นําคามัธยฐานของแตละกลุมมาเปรียบเทียบกัน และ
พิจารณาวิเคราะหหาความสมัพันธกับตัวแปรของแตละกลุมโดยเฉพาะระดับ CD4 ที่แตกตางกันดวย 
เนื่องจากสมมติฐานของการศึกษาคาดวาระดับ CD4 นาจะมีผลตอ expression ของ IL-17 ในหลอด
ทดลอง 

เนื่องจากขัน้ตอนและเทคนคิของการเตรียมเซลล PBMC การกระตุนเซลล การยอมสี การใช
เครื่อง flow cytometry คอนขางยุงยากและซับซอนจึงตองอาศัยการฝกฝนและความเชี่ยวชาญของการ
ปฏิบัติงานในหองแลป จึงตองใชเวลาในการเตรียม protocol และทักษะเพื่อใหไมเกดิ intra-individual 
variability จํานวนผูรับผิดชอบในการศึกษาในหองปฏิบัติการครั้งนี้มีเพียง 2 คนซึ่งรับผิดชอบหนาที่
คนละสวน จึงลดปญหาการเกิด inter-individual variability  สําหรับขั้นตอนการ blind แมไมสามารถ
ทําไดเต็มที่เนือ่งจากมีการเขยีนฉลากติดทีห่ลอดทดลองแตผูวิจยัไดตั้งระบบการทํางานใหทกุหลอด
ในแตละชุดซึง่มีทั้งเลือดและเซล PBMC ของทั้งอาสาสมัครสุขภาพดแีละผูติดเชื้อเอชไอวผีาน
ขั้นตอนในแตละขั้นตอนพรอม ๆ กันไมมีการแบงแยกวาเปนเลือดจากอาสาสมัครในกลุมไหน สวน
การใชเครื่อง flow cytometry อาศัยการตัง้ระบบตั้งแตในชวงการฝกทกัษะในการปฏิบัติงานจนไดคา
มาตรฐานของเครื่องในระบบที่ตั้งไว เมื่อถึงเวลาใชตัวอยางเลือดจริง คอมพิวเตอรจะวดัการ 
expression ของไซโตไคนและ surface markers อยางอัตโนมัติ โดยผูใชเครื่องไมไดตั้งระบบใหม  

 
4.3  วิธีการ หรือ สิ่งแทรกแซง (Intervention) 

- ผูวิจัยอธิบายหลักการและเหตุผลของการทําการศึกษา ขัน้ตอนการศึกษาวิจยั ประโยชน
และความเสีย่งของการเขารวมโครงการ ตอบขอซักถามแกผูเขารวมโครงการ หลังจาก
นั้นผูเขารวมการศึกษาลงนามในหนังสือยนิยอมยนิดีเขารวมการวจิัย 

- เจาะเลือดจากเสนเลือดดําบริเวณขอพบัแขน ปริมาณ ไมเกิน 30 ซีซี  ครั้งเดียวซ่ึงถาเปน
อาสาสมัครสุขภาพดีที่มาเจาะเลือดที่สภากาชาดไทย ยอมไมมีความเสี่ยงเพิ่มจากการเจาะ
เลือดในครั้งเดยีวกัน 
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4.4  การรวบรวมขอมูล 
 

ขอมูลทาง demographic และ clinical data เชน ประวัติความเจ็บปวย การติดเชื้อในอดีต ยา 
เปนตน ซ่ึงไดจากการซักประวัตแิละตรวจรางกาย จะบนัทึกลงใน source document  เมื่อไดขอมูล
เพิ่มเติมจากผลการตรวจเลือดทางหองปฏิบัติการ การตรวจ IL-17 ในหลอดทดลอง ของคนไขหรือ
อาสาสมัครสุขภาพดี จึงรวบรวมเก็บลงใน แบบบนัทกึขอมูล (case record form) สําหรับผูเขารวม
การศึกษาในแตละรายซ่ึงจะถูกแปลงขอมูลใหเปนกลุมหรือตัวเลขเพือ่สะดวกสําหรับการวิเคราะห
ขอมูล หลังจากนั้นขอมูลทัง้หมดจะนําเขาสูระบบคอมพิวเตอรดวยโปรแกรม SPSS version 11.5 
ตอไปเพื่อนําไปหาคามัธยฐานและวิเคราะหทางสถิติที่เหมาะสม 

 
4.5  การวิเคราะหขอมูล 

 
ขอมูลทาง demographic ซ่ึงเปนขอมูลในเชิงคุณภาพ เชน เพศ อาชีพ การศึกษา จะนํามา

หาสัดสวนคิดรอยละและแสดงเปนขอมูลเชิงบรรยาย สําหรับขอมูลเชิงปริมาณ เชน อายุ จะนํามาหา
คาเฉลี่ย ความแปรปรวน เพื่อแสดงเปนขอมูลเชิงบรรยายใหเห็นลักษณะของประชากรที่นํามาศกึษา
ในแตละกลุม สวนขอมูลอ่ืน ๆ ที่ไดจากแบบสอบถามและการตรวจรางกาย เชน ประวัติการสัมผัส
แอนติเจนชนดิตาง ๆ, ประวัติการใชยา, ประวัติโรคประจําตวัในอดีต, ความผิดปกติของระบบตาง ๆ
ในรางกาย เปนตนนั้นจะนําไปใชเปนคณุสมบัติในการคัดเลือกเขารวมและคัดออกจากโครงการ และ
การเตรียมแอนติเจนเพื่อนํามากระตุน และอภิปรายผลการศึกษา  

ขอมูลทางหองปฏิบัติการจากการตรวจเลือด เชน การตรวจเม็ดเลือดสมบูรณ การ
ตรวจหาระดับเม็ดเลือด CD4+ T cells การตรวจหารอยละของเซลลในการแสดงไซโตไคนภายใน
เซลล จากการกระตุน จะนํามาหาคามัธยฐานเพื่อใชในการแสดงเชิงบรรยายและเชิงวิเคราะห
เปรียบเทียบในแตละกลุมประชากรตอไป สําหรับการตรวจอื่นที่ระบใุนระเบียบวิจยั เชน หนาที่ของ
ตับ หนาที่ของไต เอกซเรยปอด เปนตน นําไปใชเปนคณุสมบัติในการคัดเลือกเขารวมและคัดออกจาก
โครงการ 

การพิจารณาขอมูลในเชิงวิเคราะหนัน้ไดกํานดการทดสอบไวเปนแบบสองทาง (two-
tail test) โดยเปรียบเทียบปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอ IL-17 expression ดวยวิธี Chi-square method สําหรับ
ขอมูลที่เปน qualitative data เชน เพศ การศึกษา ภูมิลําเนา ความเสี่ยงในการติดเชื้อเอชไอวี เปนตน   
สวนขอมูลที่เปน quantitative data เชน อายุ ระดับเม็ดเลือด CD4 cells,  จํานวนเมด็เลือด eosinophil 
ในเลือด, ระยะเวลาการติดเชื้อเอชไอว,ี ระดับไวรสัในเลือด เปนตน ใชวธีิเปรียบเทียบแบบ 
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nonparametric methods จากการตรวจสอบการแจกแจงของขอมูลที่ไดดวยโปรแกรม SPSS โดยวิธี
ของ Kolmogorov-Smirnov พบวาตวัแปรหลักของการศกึษา ซ่ึงไดแก IL-17 expression และ CD4 
count นั้นแจกแจงแบบไมใชปกติ (p=0.001) ดังนั้นจงึใชวิธี Mann-Whitney U test สําหรับการ
เปรียบเทียบขอมูลระหวางกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอว ี สําหรับการหาความสัมพันธ
ของขอมูลจากเซลลที่ผานการกระตุนและไมผานการกระตุนในอาสาสมัครกลุมเดียวกันจะใชวิธี 
Wilcoxon signed -rank test  โดยกําหนดใหคา p value มีคานอยกวา 0.05 ถือวามีความสําคัญทางสถิติ
ที่จะแสดงความแตกตางที่ทดสอบได 

การวิเคราะหความสัมพันธของระดับ CD4 และ IL-17 expression อาจพิจารณาจาก
ความแตกตางของ IL-17 expression ในแตละกลุมของ CD4+ T cell count ที่ตางกันโดยแยกเปน 
<200, 200-499 และ ตั้งแต 500 ตัวตอซีซี ตามเกณฑการแบงระยะผูติดเชื้อเอชไอวีโดย CDC (revised 
classification system 1993) (MMWR 41:RR-17) ของประเทศสหรัฐอเมริกา หรือใชวิธี Bivariate 
correlations โดย Pearson correlation เพื่อหาสหสัมพันธของตัวแปรในเชิงอัตราสวน (ratio) ซ่ึงถาพบ
ความสัมพันธของตัวแปรดังกลาวจึงนํามาหาสมการถดถอยโดยใชวิธี Multiple Regression    

 
4.6  ปญหาทางจริยธรรม 

ไมมี เนื่องจากไมมกีารใชยาหรือส่ิงแทรกแซงใหแกผูติดเชื้อเอชไอวีหรืออาสาสมัคร
สุขภาพดี อยางไรก็ตามเนื่องจากตองใชเลือดของอาสาสมัคร ในแงจรยิธรรมของการศึกษาวจิัยที่ตอง
ใชเนื้อเยื่อหรืออวัยวะของมนุษยจึงตองไดรับหนังสือยินยอมเขารวมโครงการเปนลายลักษณอักษร 
(Informed consent) กอนเจาะเลือดเพื่อใหผูเขารวมโครงการทราบหลักการและเหตุผลในการศกึษา 
ลําดับขั้นตอนการตรวจ ประโยชนและความเสี่ยงที่จะไดรับจากการเขารวมโครงการ การวิจัยนี้ไดรับ
ความเหน็ชอบจาก คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัยแลว 
 



บทท่ี 5 
 

ผลการวิจัย 
 

5.1  ขอมูลพื้นฐานของประชากรตัวอยาง 
  
จากการคัดกรองอาสาสมัครตั้งแตเดือน กนัยายน 2547 ถึง มกราคม 2548 มีผูยินดีเขารวม

โครงการวิจัยทั้งหมด 98 คน แยกเปนกลุมผูติดเชื้อเอชไอวี จํานวน 51 คนและอาสาสมัครสุขภาพดีที่
ไมติดเชื้อเอชไอวีจํานวน 47 คน ผลตรวจเลือดทางหองปฏิบัติการพบภาวะ eosinophilia (eosinophil 
count มากกวา 500 ตัวตอซีซี) จํานวน 10 คน โดยเปนผูตดิเชื้อเอชไอวี 6 คนและอาสาสมัครสุขภาพดี 
4 คน ในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีตองคัดอาสาสมัครออกเนื่องจากตรวจพบวาติดเชื้อฉกฉวยโอกาสดงันี้ 
วัณโรคปอด 4 คน และ Isosporiasis 1 คน ในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดียังตองคัดออก 3 คน เนื่องจาก
ปญหาเทคนิคการยอมไซโตไคน และไมสามารถติดตามอาสาสมัครใหกลับมาเจาะเลือดซ้าํได 
เชนเดยีวกับอาสาสมัคร 2 คนในกลุมตดิเชื้อเอชไอวีถูกคัดออกหลังตรวจสอบผลการยอมไซโตไคน
ภายในเซลลแลวพบวากลุมเซลลที่ยอมติด surface CD4 marker มีจํานวนนอยมาก ซ่ึงเปนผลมาจาก
ภาวะ CD4 count ต่ํามาก (< 5 ตัวตอซีซี) 1 คน และ ปญหาเทคนิคการยอม 1 คน ดังนั้นจึงเหลือ
ประชากรตัวอยางที่นําเลือดมาวิเคราะหทัง้ส้ินจํานวน  80 คน แยกเปน ผูติดเชื้อเอชไอวีและ
อาสาสมัครสุขภาพด ีกลุมละ 40 คน ซ่ึงทัง้หมดผานเกณฑในการคดัเลือกและคัดออก ไมมีโรคเร้ือรัง 
ไมไดกนิยาที่เปนขอหามของโครงการวิจัย และไมไดเขารวมโครงการวิจัยอ่ืนที่มีการแทรกแซงและ
สงผลตอระบบภูมิคุมกันพึ่งเซลล ยกเวนยาตานไวรัสเอดส จึงสามารถเขารวมโครงการไดทั้งหมด  

ขอมูลพื้นฐานของอาสาสมัครสุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอวี ที่สําคัญไดแสดงและ
เปรียบเทียบไวในตารางที่ 3 สําหรับผลทางหองปฏิบัติการอื่น ๆ ที่สําคัญในการคัดเลือกเขารวม
โครงการ เชน หนาที่ของไต หนาที่ของตับ เอกซเรยปอด ซ่ีงไดระบุไวในระเบยีบวิจัยแลวนั้น ผล
ตรวจของผูเขารวมโครงการทุกคนอยูในเกณฑปกติ จึงไมไดแสดงการเปรียบเทียบไว 

สําหรับกลุมอาสาสมัครสุขภาพดนีั้นมีอายุเฉล่ีย (± SD) 29.68 ± 8.98 ป อายุต่ําสุด 20 ป อายุ
สูงสุด 51 ป เพศชายและหญิงเทากัน   สวนใหญจบการศึกษาในระดบัปริญญาตรีหรือเทียบเทาคดิเปน
รอยละ 77.5 ระดับการศกึษาสูงสุดคือปริญญาโท 7 คน (17.5%) ที่อยูปจจุบันเกือบทั้งหมดอาศัยอยูใน
กรุงเทพและปริมณฑลถึงรอยละ 97.5 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุมผูติดเชื้อเอชไอวีซ่ึงมีอายุเฉล่ีย 36.28 ± 
9.05 ป อายุต่ําสุด 20 ป อายุสูงสุด 60 ป แลวพบวากลุมผูติดเชื้อเอชไอวีมีอายุเฉล่ียสูงกวาอาสาสมัคร
สุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ (p=0.002) การทดสอบความแตกตางของอายุอาสาสมัครแตละกลุมสามารถ
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เปรียบเทียบไดโดยใชวิธี T test เนื่องจากการกระจายขอมูลอายุเปนแบบปกตแิละผลตรวจสอบโดย 
Leven’s test for equality of variances พบวา F test =0.172 (p = 0.68) สําหรับตัวแปรอื่นไมไดกระจาย
ขอมูลแบบปกติจึงตองใชการทดสอบโดยวิธี nonparametric ซ่ึงแสดงคา p-value ไวในตารางที่ 5 
แมวาผูติดเชื้อเอชไอวีรอยละ 80 มีภูมิลําเนาปจจุบันอยูในกรุงเทพและปริมณฑล รอยละ 57.5 ของผู
ติดเชื้อเอชไอวจีบการศึกษาในระดับปริญญาตรีหรือเทียบเทาขึ้นไป ระดับการศกึษาสูงสุดคือปริญญา
โท 1 คน (2.5%) และสวนใหญเปนเพศชาย (รอยละ 60) แตไมพบวามีความแตกตางจากกลุม
อาสาสมัครสุขภาพดีอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

อาสาสมัครสุขภาพดีที่เขารวมโครงการสวนใหญเปนผูบริจาคเลือดที่สภากาชาดไทย เลือด
จากผูบริจาคทกุถุงจะไดรับการตรวจ anti-HIV antibody ซ่ึงเปนมาตรฐานการตรวจสอบเลือดเพื่อ
ปองกันปญหาการติดเชื้อผานการไดรับเลอืด และเมื่อตรวจสอบผลเลือดการติดเชื้อเอชไอวีที่
สภากาชาดไทยแลวพบวาอาสาสมัครสุขภาพดีทุกรายแสดงผลเลือดเปนลบทั้งหมด 
 
ตารางที่ 3 แสดงขอมูลพื้นฐานของอาสาสมัครสุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอวีที่เขารวมการศึกษา 

Median (Min-Max)  
 Variables HIV Healthy 

 
P-value 

เพศชาย  N (%) 
ประวัตภิูมิแพ  N (%) 

20 (50%) 
2 (5%) 

24 (60%) 
3 (7.5%) 

0.369 
0.644 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.45 (0.6-2.7) 

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

<0.0001* 
<0.0001* 
<0.0001* 

* P-value จากการวิเคราะหสถิติแบบ nonparametric โดยวิธี Mann-Whitney U test 
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ขอมูลการติดเชื้อเอชไอวีในกลุมอาสาสมัครผูติดเชื้อ 
 กลุมผูติดเชื้อเอชไอวีทั้งหมด 40 คนเปนชาย 24 คน หญิง 16 คนคิดเปนสดัสวน 3:2 
ระยะเวลาเฉลีย่ (± SD) ที่ทราบผลเลือดเปนบวก (anti-HIV positive) เทากับ 46.75 ± 41.14 เดือน ซ่ึงมี
คามัธยฐานที่ 33 เดือน โดยมีพิสัยต่ําสุด – สูงสุดตั้งแต 0 ถึง 132 เดือนหรือ 11 ป พฤติกรรมเสี่ยงใน
การรับเชื้อเอชไอวี สวนใหญมาจากเพศสมัพันธคิดเปนรอยละ 92.5 โดยเปนเพศสัมพันธตางเพศรอย
ละ 82.5 ผูติดเชื้อเอชไอวทีี่เขารวมโครงการมีประวัตกิารติดเชื้อฉกฉวยกอนเขารวมโครงการ 6 คน 
(15%) ไดแก วณัโรคปอด 3 คน ปอดอักเสบจากเชือ้ Pneumocystis jiroveci (PCP) 2 ราย และ 
penicilliosis 1 ราย สวนใหญถึงรอยละ 57.5 ยังไมเคยกินยาตานเชือ้เอดส ผูติดเชื้อเอชไอวีที่ขณะนี้
กําลังกินยาตานเชื้อเอดสมีจาํนวน 16 คนคิดเปนรอยละ 40 ที่เหลือ 1 รายเคยไดรับยาตานชวงตั้งครรภ
คลอด สูตรยาตานที่ใชรักษาพบวารอยละ 50 กินยาสูตร GPOVir ขององคการเภสชักรรม (8 คน) 
รองลงมาไดแกสูตรยา NRTIs+efavirenz (EFV) 5 คน สูตรยาที่มี protease inhibitors 2 คนและสูตรยา 
2 ตัวไดแก zidovudine (AZT)+didanosine (ddI) เพียง 1 คน โดยมีระยะเวลาเฉลี่ย (± SD) ของการเริ่ม
กินยาตานเอดสเทากับ 23.06 ± 21.66 เดือน รายละเอยีดสรุปไวในตารางที่ 4  
 
ตารางที่ 4 แสดงความเสี่ยง ระยะเวลาการติดเชื้อและการรักษาในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี
 N (%) Median (Min-Max) 
พฤติกรรมเสี่ยง: เพศสัมพันธ 
           ตางเพศ (heterosexual) 
           เพศเดียวกัน (homosexual) 
      : เลือด 
      : การใชเขม็ฉีดยารวมกนั 
การรักษา : naïve 
       Current treatment 
          : GPOVIR 
          :EFV based regimens 
          : PI based regimens 

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

  
 

13 (32.5%) 
21 (52.5%) 

6 (15%) 
 
 

15 (37.5%) 

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

 
 
 

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

 
ผูติดเชื้อเอชไอวีทั้งหมดทีเ่ขารวมโครงการเปนกลุมที่ไมแสดงอาการ (asymptomatic) และ

ตรวจไมพบภาวะตดิเชื้อฉกฉวยโอกาสอื่น เมื่อแบงกลุมผูติดเชื้อเอชไอวทีี่เขาโครงการตามเกณฑของ
กรมควบคุมโรค สหรัฐอเมริกา (revised CDC classification system 1993)  เพื่อประเมินระบบ
ภูมิคุมกันตามจํานวน CD4 count จะพบวาผูติดเชื้อเอชไอวีที่เขารวมโครงการสวนใหญอยูในกลุม 
CD4 count มากกวา 200 แตไมถึง 500 ตัวตอซีซี ถึงรอยละ 52.5 ผูติดเชื้อที่มีจํานวนเม็ดเลือด CD4 < 
200 ตัวตอซีซี มีจํานวน 13 คน (32.5%) เมื่อพิจารณาดคูวามผิดปกตขิองเม็ดเลือดสมบูรณพบวา ผูติด
เชื้อเอชไอวีสวนใหญไมซีด มีเพียง 6 รายที่มีคาฮีโมโกลบินนอยกวา 12 g/dL โดยตรวจพบคาต่ําสุดที่ 
10.3 g/dL ซ่ึงถือวาซีดไมมาก แตมีถึงรอยละ 42.5 ที่มีจํานวนเม็ดเลือดขาว (WBC) นอยกวา 5,000 ตัว
ตอซีซี สําหรับเม็ดเลือด eosinophils ใชเกณฑคดัเฉพาะผูติดเชื้อที่มีจาํนวน eosinophil นอยกวา 500 
ตัวตอซีซีเพื่อตัดตัวกวนจากการติดเชื้อแอบแฝง หรือโรคเร้ือรังบางชนิด รวมกับรายงานพบวา 
eosinophil เปนเซลลที่เกี่ยวของกับการหลัง่ IL-17 อยางไรก็ตามเมื่อพจิารณา % eosinophil แลวพบวา
มีถึงรอยละ 20 ที่มี eosinophil เกินรอยละ 5 ซ่ึงจัดเปนคาสูงสุดของพิสัยปกติ และพบวาผูเขารวม
โครงการมี %eosinophil สูงสุดถึงรอยละ 12.5 แมวาจะมีจํานวน eosinophil ในเลือดนอยกวา 500 ตัว
ตอซีซีก็ตาม แสดงใหเห็นวากลุมผูติดเชื้อเอชไอวีพบภาวะ pseudoeosinophilia ไดและควรคํานวณคา 
absolute eosinophil count กอนเสมอ สําหรับปริมาณเกร็ดเลือดของผูติดเชื้อเอชไอวีพบวามเีพียงราย
เดียวที่มีภาวะ thrombocytopenia (Platelet 26,000) โดยไมมีอาการเลือดออกผิดปกตทิางคลินิก 
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 ผลการทดสอบ IL-17 Expression โดยวิธียอมไซโตไคนภายในเซลลและ Flow Cytometry 
 เซลล PBMC ที่แยกจากเลอืดของอาสาสมัคร ประมาณ 1 ลานเซลลตอซีซีจะถูกแยกเปน 2 
กลุม ไดแก กลุมที่นําไปกระตุนดวย PMA/Ionomycin เปนเวลา 4 ช่ัวโมง อีกกลุมจะเลี้ยงไวในอาหาร
เล้ียงชนิดเดียวกัน ใน incubator ภายใตสภาวะแวดลอมเดียวกัน คือ อุณหภูมิ 37oC และความเขมขน 
5%ของ CO2 เปน negative control และจงึผานขั้นตอนการยอมไซโตไคนภายในเซลล CD4+ T cells 
ตามรายละเอียดในบทที่ 4 หลังจากนั้นจงึนาํมานับเซลลที่ยอมติดสี surface markers (CD3, CD4) และ 
ไซโตไคนภายในเซลลซ่ึงไดแก IL-17 และ IFN-gamma โดยเครื่อง flow cytometry ซ่ึงตัวอยาง
สําหรับอาสาสมัครสุขภาพดี แสดงดวย scatter diagram รูปที่ 12 และตัวอยางสําหรับผูติดเชื้อเอชไอวี  
แสดงดวย scatter diagram รูปที่  13 สําหรับ scatter diagram ในรูปที่ 14 แสดงเซลล CD4+ T cells 
กอนและหลังกระตุนดวย PMA/I  ตัวเลขที่ระบุใน quadrant ดานขวาบนแสดงรอยละของเซลลที่มี
การ expression ของ markers ทั้ง 2 ชนิดตามแกน x และ แกน y ซ่ึงจะเห็นวาเมื่อกระตุนดวย 
PMA/Ionomycin แลว เซลล CD4+ T cells สามารถสรางไซโตไคนในสัดสวนมากขึน้ทั้ง IL-17 และ 
IFN-gamma  แตในอาสาสมคัรบางรายตัวเลขไมเพิ่มขึ้นไดเชนกนั 

สําหรับรูปที่  15 แสดงการ co-expression ของ IFN-gamma และ IL-17 ในเซลล CD4+ T 
cells และ co-expression ของ IL-4 และ IL-17 ภายในเซลล CD4+ T cells ซ่ึงจะเหน็วา มีสัดสวนของ
เซลลที่ express ไซโตไคนเพียงอยางเดียว และสวนนอยที่สามารถ express ไซโตไคนไดทั้งสองชนิด 
(quadrant ขวาบน) แตเนื่องจาก IFN-gamma เปนไซโตไคน marker ที่สําคัญใน T helper 1 (Th1) 
polarization และ IL-4  เปนไซโตไคน marker ที่สําคัญใน T helper 2 (Th2) polarization จึงนาจะ
แสดงวาสวนใหญของเซลล CD4+ T cells ที่มี IL-17 expression ไมสามารถจัดเปน Th1 หรือ Th2 
polarization ไดหรือ เรียกวากลุม Th0 นั่นเอ 
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      (ก)         (ข) 
 

 

0.16% 0.04% 

     (ค)        (ง) 
 
รูปท่ี 12  แสดงตัวอยาง Scatter Diagram ของ PBMC ในอาสาสมัครสุขภาพดี  
 ก) แสดงกลุมเซลล PBMC ที่ติดสี anti-CD3 (Per-CP) ซ่ึงจะอยูทางดานขวา  
 ข) แสดงกลุมเซลล CD3 ทั้งหมดที่ติดสี anti-CD4 (APC) ซ่ึงอยูในวงดานขวา สวนกลุมเซลล
ทางดานซายเปนเซลล CD3 ที่ไมติดสี anti-CD4 (APC) 
 ค) แสดงกลุมเซลล CD3+CD4+ และ CD3+CD4- ที่ไมถูกกระตุนซึ่ง express IL-17 ภายใน
เซลลแสดงตัวเลขเปนรอยละของการ expression (right upper quadrant) เซลลสวนใหญที่อยูใน left 
upper quadrant เปนเซลลที่ไมมี IL-17 expression 
 ง) แสดงกลุมเซลล CD3+CD4+ และ CD3+CD4- ที่ไมถูกกระตุนซึง่ express IFN-gamma 
ภายในเซลลแสดงตัวเลขเปนรอยละของการ expression (right upper quadrant)  เซลลสวนใหญทีอ่ยู
ใน left upper quadrant เปนเซลลที่ไมมี IFN-gamma expression 
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   (ก)     (ข) 
 

 

0.09% 
1.82% 

   (ค)     (ง) 
 
รูปท่ี 13  แสดงตัวอยาง Scatter Diagram ของ PBMC ในผูติดเชื้อเอชไอวี  
 ก) แสดงกลุมเซลล PBMC ที่ติดสี anti-CD3 (Per-CP) ซ่ึงจะอยูทางดานขวา (วงรอบไว) 
 ข) แสดงกลุมเซลล CD3 ทั้งหมดที่ติดสี anti-CD4 (APC) ซ่ึงวงไวดานขวา สวนกลุมเซลล
ทางดานซายเปนเซลล CD3 ที่ไมติดสี anti-CD4 (APC) 

ค) แสดงกลุมเซลล CD3+CD4+ และ CD3+CD4- ที่ไมถูกกระตุนซึ่ง express IL-17 ภายใน
เซลล (right upper quadrant) เซลลสวนใหญที่อยูใน left upper quadrant เปนเซลลที่ไมมี IL-17 
expression 

ง) แสดงกลุมเซลล CD3+CD4+ และ CD3+CD4- ที่ไมถูกกระตุนซึง่ express IFN-gamma 
ภายในเซลล (right upper quadrant) และตัวเลขแสดงรอยละของเซลลที่มี IFN-gamma expression 
เซลลสวนใหญที่อยูใน left upper quadrant เปนเซลลที่ไมมี IFN-gamma expression 
 
 



 52 

 

0.13% 0.34% 

 

  

0.27% 1.89% 

 

  

1.11% 1.39% 

 

  

0.09% 0.05% 

  
รูปท่ี 14 แสดง Scatter Diagram ของ IL-17 Expression กอนและหลังกระตุน 
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รูปท่ี 15   แสดงตัวอยาง Scatter Diagram ของ CD3+ CD4+ T cells หลังกระตุน ในผูติดเชื้อเอชไอวี
ซ่ึงมี expression ของทั้ง IFN-gamma และ/หรือ IL-17 และ expression ทั้ง IL-4 และ/หรือ IL-17 : จาก
รูป co-expression ของไซโตไคนภายในเซลลพิจารณาจากเซลลใน quadrant บนขวาซึ่งมีคานอยมาก 
อนุมานไดวาเซลลที่สราง IL-17 ที่ตรวจพบไดในเซลล CD4+ T cells จากการศึกษานี้ไมนามี 
polarization ไปทาง Th1 หรือ Th2 ทางใดทางหนึ่ง 
 

เมื่อนํารอยละของ IL-17 expression ภายในเซลล CD4+ T cells ทั้งที่ไดรับและไมไดรับการ
กระตุนดวย PMA/Ionomycin ของอาสาสมัครแตละคนในแตละกลุมมา plot เปน scatter diagram 
 ดังรูปที่ 16 และคามัธยฐานของรอยละ IL-17 expression ในแตละกลุมแสดงใหเห็นความแตกตางชัด
ขึ้นดวยแผนภมูิแทงดังรูปที ่ 17  เมื่อนําคาเฉลี่ยและคามัธยฐานของ expression ของทั้ง IL-17 และ 
IFN-gamma ในอาสาสมัครแตละกลุมมาแสดงดังตารางที่ 5 ซ่ึงถาพิจารณาเปรียบเทียบสัดสวนของ 
IL-17 expression ของผูติดเชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครสุขภาพดี ในภาวะที่ไมถูกกระตุนและถูก
กระตุนดวย PMA/Ionomycin ดังตารางที่ 6 จะเห็นวากลุมผูติดเชื้อเอชไอวีจะแสดงสดัสวนของ IL-17 
expression ภายใน CD4+ T cells ที่ไมไดถูกกระตุนสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนยัสําคัญ 
(p<0.0001) ในขณะทีไ่มพบความแตกตางอยางมีนัยทางสถิติระหวางอาสาสมัครทั้ง 2 กลุมในกรณี 
IFN-gamma สําหรับการเปรยีบเทียบสัดสวนของรอยละ IL-17 และ IFN-gamma expression กอนและ
หลังถูกกระตุน ไดแสดงดังตารารงที่ 7 จะเหน็วา หลังจากถูกกระตุนเซลล CD4+ T cells ของทั้ง
อาสาสมัครสุขภาพดแีละผูติดเชื้อเอชไอวสีามารถตอบสนองโดยการสรางไซโตไคนทั้งสองชนิด
ภายในเซลลไดในสัดสวนทีสู่งกวาในสภาวะไมผานการกระตุนดวย PMA และ Ionomycin อยางมี
นัยสําคัญ (p<0.0001) โดยสามารถพิจารณาการเปลี่ยนแปลงกอนและหลังถูกกระตุนดวย PMA/ 
onomycin ของเซลล CD4+ T cells ในอาสาสมัครแตละรายของกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีไดดังรูปที่ 18 
และของกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีดังรูปที่ 19  
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รูปท่ี 16  แสดง Scatter Diagram ของคา % IL-17 Expression ภายใน CD4+ T cells ของอาสาสมัคร
สุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอว ี(1 จุดตอ 1 คน) 
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รูปท่ี 17 แสดงแผนภูมิรูปแทงเปรียบเทียบคามัธยฐานของรอยละ Expression ของไซโตไคนกอนและ
หลังกระตุนดวย PMA/Ionomycin ในผูติดเชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครสุขภาพด ี
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   % IL-17 expression 
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รูปท่ี 18 แสดงการเปลี่ยนแปลงของ % IL-17 expression ภายในเซล CD4+ T cells กอนและหลังการ
กระตุนดวย PMA/I ของผูติดเชื้อเอชไอวแีตละราย  ซ่ึงพบวามีการเปลีย่นแปลงสูงขึน้หลังถูกกระตุน
อยางมีนัยสําคญั (p<0.0001) 
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รูปท่ี 19 แสดงการเปลี่ยนแปลงของ % IL-17 expression ภายในเซล CD4+ T cells กอนและหลังการ
กระตุนดวย PMA/I ภายในเซล CD4+ T cells ของอาสาสมัครสุขภาพดีแตละราย ซ่ึงพบวามีการ
เปลี่ยนแปลงสงูขึ้นอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.0001) 
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ตารางที่ 5 แสดงคาเฉลี่ยและคามัธยฐานของ Cytokine Expression ภายใน CD4+ T Cells ทั้งที่ผาน
การกระตุนและไมถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin ของอาสาสมัครในแตละกลุม 

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

(Min- Max) 
Mean ± SD Median  

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

 
0.93 ± 0.84 
1.91 ± 1.59 

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

 
0.26 ± 0.38 
4.0 ± 6.72 

 
0.105 (0-2.01) 

1.42  
(0.02-33.01) 

Healthy volunteers 
: Unstimulated cells 
: PMA/Ionomycin 
stimulated cells 

 
0.19 ± 0.23 
0.79 ± 0.55 

 
0.12 (0-1.05) 

0.645  
(0.13-1.87) 

 
0.17 ± 0.22 
2.72± 2.71  

 
0.11 (0-1.13) 

1.935 
(0.9-11.72) 

ICCS= Intracellular cytokine staining 
 
 
ตารางที่ 6 แสดงการเปรียบเทียบสัดสวนของเซลล T Helper Cells ที่มี IL-17 Expression หรือ IFN-
gamma Expression ในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดแีละผูติดเชื้อเอชไอว ี 

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

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

Cytokines 
expression 

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

(0.05-4.7) 
 

0.12  
(0-1.05) 

 

<0.0001* 1.45  
(0.23-7.5) 

0.645  
(0.13-1.87) 

<0.0001* 

IFN-γ 0.105  
(0-2.01) 

 

0.11  
(0-1.13) 

 

0.427* 1.42  
(0.02-
33.01) 

1.935 
(0.9-11.72) 

0.338* 

* nonparametric analysis by Mann Whitney U test significant P-value < 0.05 
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ตารางที่ 7 แสดงการเปรียบเทียบสัดสวนของเซลล CD4+ T cells ที่แสดง IL-17 Expression หรือ 
IFN-gamma Expression กอนและหลังกระตุนดวยไมโตเจนในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีและผูตดิเชื้อ
เอชไอวี  

HIV-infected patients 
%Median (Min-Max) 

Healthy volunteers 
%Median (Min-Max) 

Cytokines 
expression 

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

(0.05-4.7) 
 

1.45  
(0.23-7.5) 

 

<0.0001* 0.12  
(0-1.05) 

 

0.645  
(0.13-1.87) 

<0.0001* 

IFN-γ 0.105  
(0-2.01) 

 

1.42  
(0.02-33.01) 

 

<0.0001* 0.11  
(0-1.13) 

 

1.935 
(0.9-11.72) 

<0.0001* 

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

ตารางที่  8 แสดงการเปรียบเทียบความแตกตางของ % expression ของ IL-17 และ IFN-γ ภายใน
เซลล CD4+ T cells ที่ไมถูกกระตุนและถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin ของอาสาสมัครสุขภาพดี
และผูติดเชื้อเอชไอวี และวิเคราะหความแตกตางของทั้งสองกลุม 

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

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

The % expression difference = % expression in stimulated CD4+ T cells - % expression in 
unstimulated CD4+ T cells  
* nonparametric analysis by Mann Whitney U test, significant P-value <0.05 
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เมื่อพิจารณาความแตกตางของรอยละ IL-17 expression ภายในเซลล CD4+ T cells หลังถูก
กระตุนเทยีบกบัไมไดรับการกระตุนดวย PMA/Ionomycin จากอาสาสมัครแตละคนซึ่งสามารถแสดง
ดวยคามัธยฐานของความแตกตางในการ expression และเปรียบเทียบความแตกตางของการ 
expression ในผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดี ดังแสดงในตารางที่ 8 ซ่ึงเมื่อวิเคราะหทาง
สถิติแลวพบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีและ

อาสาสมัครสุขภาพดีของทั้ง IL-17 expression และ IFN-γ expression จึงสรุปไดวาการกระตุนดวยไม

โตเจนสามารถเพิ่มสัดสวน expression ของทั้ง IL-17 และ IFN-γ ไดอยางมีนยัสําคัญของทั้งผูติดเชื้อ
เอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพแตกลับไมพบความแตกตางระหวางผูติดเชื้อและไมติดเชื้อเอชไอวี  

การ expression ของ IL-17 และ IFN-γ ภายใน CD4+ T cells จะแตกตางกันระหวางกลุมเซล
ที่ไมถูกกระตุนและถูกกระตุนดวย PMA/I อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงใหเห็นวากลุมเซล CD4+ T 
cells ที่ผานการกระตุนจะใหคา expression ของไซโตไคนดังกลาวสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทั้งใน
อาสาสมัครสุขภาพดแีละผูติดเชื้อเอชไอว ี แตเมื่อพิจารณาความแตกตางดังกลาวในอาสาสมัครแตละ
รายระหวางกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดีโดยดูความแตกตางจากการเปลี่ยนแปลง

ของ expression ภายในเซลของ IL-17 และ IFN-γ หลังการกระตุนแลวจะเห็นวาไมพบความแตกตาง
ระหวางการเปลี่ยนแปลงของไซโตไคนทั้งสอง แสดงใหเห็นวา เซล CD4+ T cells ของผูติดเชื้อเอชไอ
วีสามารถสรางไซโตไคนทั้งสองตอบสนองตอการกระตุนดวย PMA/ionomycin ไดไมแตกตางจาก
อาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมตดิเชื้อเอชไอวี  
 

การพิจารณา IL-17 expression ภายในเซลล CD4+T cells เม่ือใชคา Cutpoint 
เมื่อนําคาเฉลี่ยและคาเบี่ยงเบนมาตรฐานของ IL-17 expression ของเซล CD4+ T cells ที่ยัง

ไมถูกกระตุน จากกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีมาใชคํานวณหาคา cutpoint เพื่อวัตถุประสงคในการระบุ
คารอยละของ IL-17 expression ที่เหมาะสมในการแสดงการเปลี่ยนแปลงหลังกระตุนและลดปญหา
เร่ือง false positive result จากการแปลผลหรือตัวกวนจากการติดสี background ซ่ึงสามารถนํามาใช
เปน baseline ในการศึกษานีจ้ึงระบุใหคารอยละของ IL-17 expression ที่มากกวา คาเฉลี่ย เกินสองเทา
ของคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean + 2SD) จากตารางที่ 5 เมื่อคํานวณในกรณีนีแ้ลวจะไดคาเทากับ รอย
ละ 0.65 ซ่ึงเมื่อนําไปตัดขอมูลที่มีคานอยกวาที่กําหนดนี้ในแตละกลุม จะไดจํานวนอาสาสมคัรที่
แสดงรอยละของ IL-17 expression สูงกวาคาดังกลาว เมื่อนํามาแสดงสัดสวนของจํานวนตัวอยาง
อาสาสมัครสุขภาพดแีละผูติดเชื้อเอชไอวทีี่มีคา IL-17 expression มากกวาคาดังกลาว นําเสนอเปน
แผนภูมิไดดังรูปที่ 20 
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จากรูปจะเหน็ไดวา เมื่อนําสัดสวนในแตละกลุมมาเปรียบเทียบกันจะพบวา กลุมผูติดเชื้อเอช
ไอวีสามารถแสดง IL-17 Expression ในเซล CD4+ T cells ที่ไมถูกกระตุนและถูกกระตุนไดสูงกวาคา 
baseline ที่ตัง้ไวในสัดสวนที่สูงกวากลุมอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ (55% VS 5%, 
p<0.0001; 85% VS 50%, p=0.001 ตามลําดับ) แตเมื่อเปรียบเทียบ IL-17 expression ที่มีคาสูงกวาคา 
baseline ระหวางไมถูกกระตุนและถูกกระตุนในแตละกลุมอาสาสมัครพบวาไมมคีวามแตกตางอยางมี
นัยสําคัญแมวาหลังการกระตุนดวย PMA/Ionomycin จะแสดงรอยละของ IL-17 expression สูงกวาไม
ถูกกระตุนก็ตามโดยในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีเพิ่มขึ้นจากรอยละ 5 เปนรอยละ 50 (p=0.487) และ
กลุมผูติดเชื้อเอชไอวี เพิ่มจากรอยละ 55 เปนรอยละ 85 (p=0.533)   

 
รูปท่ี 20  แผนภูมิแทงแสดงรอยละของสัดสวน IL-17 expression ในเซล CD4+ T cells ที่มี 
expression มากกวาคา cutpoint (Mean+2SD) หรือ 0.65% ทั้งในกลุมที่ไมถูกกระตุนและถูกกระตุน
ดวย PMA/Ionomycin จากกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพด ี
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การพิจารณา IL-17 expression ภายในเซลล CD3+CD4- T cells และ CD3+ T cells 
ดวยกระบวนการตรวจหา IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells หรือ CD3+CD4+ cells 

โดยวิธีการยอมสีและ flow cytometry ในการศึกษานี ้ทาํใหสามารถหา IL-17 expression ภายในกลุม
เซลลอ่ืนไดเชนกัน เมื่อพจิารณากลุมเซลลที่ยอมติดสี CD3 marker บนผิวเซลลซ่ึงถือวาเปน T cells 
กลุมที่ยอมไมติด CD4 marker (CD3+CD4- cells) หรืออนุมานวาอาจจะเปน CD4-CD8+ หรือ CD4-
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CD8- T cells นั้นสามารถสรุปผลการตรวจหารอยละการ expression ของ IL-17 และ IFN-γ ในกลุมผู
ติดเชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครสุขภาพดีไดดังตารางที่ 9 และเปรียบเทียบความแตกตางของการ 

expression ของ IL-17 และ IFN-γ ระหวางกอนและหลังการกระตุนดวย PMA/ionomycin ในกลุม
อาสาสมัครทั้งสองกลุมดังแสดงดวยตารางที่ 10 ซ่ึงจะเห็นวาแมวาเซลลกลุม CD3+CD4- T cells ของ

ผูติดเชื้อเอชไอวีนั้นจะมกีารสราง IL-17 และ IFN-γ ในภาวะไมถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin ได
ในสัดสวนที่สูงกวาในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนยัสําคัญ (p < 0.0001) กต็ามแตเซลลกลุม 
CD3+CD4- T cells ไมสามารถตอบสนองตอการถูกกระตุนดวย PMA/ionomycin ใหเพิ่มการสราง 
IL-17 ภายในเซลลไดสูงขึ้นไดอยางมนีัยสําคัญไดทั้งในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดี 
(p=0.268 และ p=0.742 ตามลําดับ) และเมือ่นํา รอยละ IL-17 expression กอนและหลังกระตุนมาหา
ความแตกตางในแตละคนของแตละกลุมประชากร (คามัธยฐานในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวี 0.09, พิสัย -
0.91 ถึง 5.38 VS กลุมอาสาสมัครสุขภาพดี 0.01, พิสัย -0.56 ถึง 0.43) พบวาไมแตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเชนกัน (p=0.158) ในทางตรงขามกลับเห็นการตอบสนองของ IFN-γ expression 
ไดชัดเจนหลังการกระตุนอยางมีนัยสําคัญในประชากรทั้งสองกลุม (p<0.0001) 
 

ตารางที่ 9 แสดงการเปรียบเทียบรอยละของ IL-17 Expression หรือ IFN- γ Expression ภายในเซลล 
CD3+CD4- T cells ในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดแีละผูตดิเชื้อเอชไอวี  

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

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

Cytokines 
expression 

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

(0.06-2.59) 
 

0.09 
(0.01-0.78) 

 

<0.0001* 1.0  
(0.15-7.82) 

0.12  
(0.01-0.63) 

<0.0001* 

IFN-γ 0.275 
(0.02-1.56) 

 

0.1  
(0.01-1.27) 

 

0.03* 3.11  
(0.06-28.69) 

3.04 
(0.04-42.67) 

0.51* 

* nonparametric analysis by Mann Whitney U test significant P-value < 0.05 
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ตารางที่ 10 แสดงการเปรียบเทียบรอยละของ IL-17 Expression หรือ IFN- γ Expression ภายใน 
CD3+CD4- cells กอนและหลังกระตุนดวยไมโตเจน ในอาสาสมัครสุขภาพดแีละผูตดิเชื้อเอชไอวี  

HIV-infected patients 
%Median (Min-Max) 

Healthy volunteers 
%Median (Min-Max) 

Cytokines 
expression 

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

(0.06-2.59) 
1.0  

(0.15-7.82) 
0.268* 0.09  

(0.01-0.78) 
0.12  

(0.01-0.63) 
0.742* 

IFN-γ 0.275  
(0.02-1.56) 

 

3.11  
(0.06-
28.69) 

<0.0001* 0.1  
(0.01-1.27) 

 

3.04 
(0.04-
42.67) 

<0.0001* 

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

ปจจัยท่ีมีผลตอการตอบสนองในการ Expression ของ IL-17 ภายในเซลล CD4+ T cells 
 เซลลที่สราง IL-17และ conditions ที่เกีย่วของกับ pathways ของไซโตไคนยอมมีผลตอ
บทบาทของ IL-17 รวมไปถึง expression ของ IL-17 เชนกัน ดังนั้นเมือ่ควบคุม conditions ตาง ๆ จาก
การเตรียมระเบียบวจิัยที่กลาวมารวมกับเกณฑคัดเลือกอาสาสมัครเขารวมโครงการ จึงคงเหลอืแต
ปจจัยทางกายภาพและระบบภูมิคุมกันทีเ่กี่ยวของเทานัน้ในการพิจารณาปจจยัที่เกี่ยวของกับ IL-17 
expression ดังแสดงดวยการวิเคราะหสหสัมพันธระหวาง IL-17 expression กับตัวแปรที่เกี่ยวของตาง 
ๆ ไวใน ตารางที่ 11 และ 12 

จากตารางที ่ 11 จะเห็นวาการจับคูความสัมพันธของปจจัยที่นํามาวิเคราะหกบั IL-17 
expression ภายใน CD4+ T cells ของผูติดเชื้อเอชไอว ี ทั้งกอนและหลังกระตุนสวนใหญจะแสดง

ความสัมพันธอยางไมมีนยัสําคัญทางสถิติหรือไมพบวาเกี่ยวของกัน ยกเวน IFN-γ expression ที่ให
ความสัมพันธอยางมีนัยสําคญักับ IL-17 expression เมื่อไมถูกกระตุน (P<0.0001) และสัมพันธกับ IL-
17 expression หลังถูกกระตุน (P=0.028 และ P= 0.016) สวนความแตกตางของ IL-17 expression 
กอนและหลังกระตุนนั้นไมแสดงความสมัพันธกับตัวแปรใด ๆ อยางมีนัยสําคัญ   
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ตารางที่ 11  แสดงปจจัยทางกายภาพและปจจัยทางหองปฏิบัติการที่เกี่ยวของในการพจิารณา
ความสัมพันธกับ IL-17 Expression ในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี

IL-17 Expression ในกลุมผูตดิเชื้อเอชไอว ี  N= 40 ปจจัยทีน่ํามา
พิจารณา Unstimulated Stimulated by 

PMA/I 
Difference of % expression    

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

IFN-γ 
expression** 
Unstimulated cells 
Stimulated cells 

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

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

 
0.771,P<0.0001 
0.209, P=0.195 

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

 
0.347, P=0.028 
0.377, P=0.016 

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

 
-0.065, P=0.69 
0.291, P=0.068 

* Correlation by Chi-square test, significant P value when P<0.05 
**Bivariate Correlation analysis by Pearson test, significant P value when P<0.05 
 
 สําหรับการวิเคราะหสหสัมพันธของปจจยัตาง ๆ วามผีลตอ IL-17 expression ของเซลล 
CD4+ T cells หลังถูกกระตุนและไมไดกระตุน รวมถึงความแตกตางของรอยละ IL-17 expression 
กอนและหลังกระตุนดวย PMA/ionomycin ในอาสาสมัครสุขภาพดีไดสรุปไวในตารางที่  12  ซ่ึงจะ

เห็นวายังพบความเกีย่วของอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวาง IL-17 expression และ IFN-γ 
expressionไดทั้งในกลุมที่ไมไดกระตุน (p=0.002) และที่ผานการกระตุน (p=0.011)นอกจากนี้ IL-17 
expression ใน CD4+ T cells หลังถูกกระตุนและความแตกตางของ IL-17 expression กอนและหลัง
กระตุนดวยไมโตเจนในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดยีังมีความสัมพันธกับรอยละเม็ดเลือดขาว CD4+ T 
cells และ CD4/CD8 ratio ไปในทิศทางตรงกันขามอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p=0.001 สําหรับ IL-17 
expression หลังถูกกระตุน และ p=0.009 และ p=0.003 ตามลําดับสําหรับความแตกตางของ IL-17 
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กอนและหลังกระตุน) กลาวคือถามีรอยละ CD4 cells และ CD4/CD8 ratio ต่ําจะยิ่งตอบสนองตอการ
เพิ่มขึ้นของรอยละ IL-17 expression สูงขึ้นอยางสัมพันธกัน 
 
ตารางที่ 12 แสดงปจจัยทางกายภาพของคนไขและปจจัยอ่ืนที่เกี่ยวของในการพจิารณาความสัมพันธ
กับ IL-17 Expression ในกลุมอาสาสมัครสุขภาพด ี

IL-17 Expression ในกลุมอาสาสมัครสุขภาพด ี  N= 40 ปจจัยทีน่ํามา
พิจารณา Unstimulated Stimulated by 

PMA/I 
Difference of % expression    

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

IFN-γ 
expression** 
Unstimulated cells 
Stimulated cells 

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

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

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

 
0.117, P=0.472 
0.399, P=0.011 

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

 
-0.097, P=0.552 
0.453, P=0.03 

* Correlation by Chi-square test, significant P value when P<0.05 
**Bivariate Correlation analysis by Pearson test, significant P value when P<0.05 
 
 ปจจัยท่ีมีผลตอ IL-17 Expression ในเซลล CD4+ T cells 
 เมื่อพิจารณาขอมูลที่ไดจากตารางการวิเคราะหสหสัมพนัธที่ผานมาจะเหน็ไดวา IL-17 
expression ในเซลล CD4+ T cells ที่ไมถูกกระตุนนาจะขึ้นกับปจจัยที่อาจมีผลกระตุนเซลลภายใน

รางกายของอาสาสมัครกอนนํามาตรวจ และเนื่องจาก IFN-γ เปน cytokine marker ที่สําคัญของ 
CD4+ T cells ในกลุม Th1 จึงเปนไปไดวา ความสัมพนัธดังกลาวอาจเปนเพยีง coincidence เทานั้น 

หรือ IFN-γ อาจมีผลทางออมตอการสราง IL-17 ก็ได  สวนกรณีมกีารกระตุน CD4+ T cells พบวา 

IL-17 expression มีความเกีย่วของกับ IFN-γ expression เชนกัน อยางไรก็ตามรอยละของ CD4+ T 
cells และ CD4/CD8 ratio แสดงความสัมพันธกับ IL-17 expressionเฉพาะในกลุมอาสาสมัครสุขภาพ
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ดีเทานั้น โดยความสัมพันธเกิดขึ้นในทิศทางตรงกันขามกันกลาวคือ ถารอยละ CD4+ T cells สูงจะมี 
IL-17 expression ในสัดสวนที่นอยกวา เพื่อใหมัน่ใจวาความสัมพันธดังกลาวเปนเสนตรงหรือไม 
สามารถตรวจสอบไดโดยการวิเคราะหการถดถอยซึ่งแสดงผลดังตารางที่  13    เมื่อพิจารณาจะพบวา
สมการถดถอยที่ไดจากการวิเคราะหไมสามารถเปนเสนตรงได เนื่องจาก คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ 
(R2) มีคานอยเพยีง 0.262 และแมวาการวิเคราะหการถดถอยจะใหความเชื่อมั่นที่ P=0.027 ซ่ึงเปน
ระดับความเชือ่มั่นของ F test ที่มีนัยสําคัญทางสถิติก็ตาม แตเมื่อพจิารณาตวัแปรแตละตวัแลวไม
สามารถหาตัวแปรอิสระที่มีคาความเชื่อมัน่จาก T test ที่ใหคา p<0.05 ไดเลยจึงสรุปไดวา model ของ
กลุมผูติดเชื้อเอชไอวีไมมีปจจัยที่มีผลโดยตรงตอ IL-17 expression หลังไดรับการกระตุนแลว 

สําหรับการวิเคราะหการถดถอยแบบเสนตรงในกลุมอาสาสมัครสุขภาพด ี ซ่ึงแสดงในตาราง
ที่ 14   นั้นพบวาแม F test จะแสดงความเชื่อมั่นอยางมีนัยสําคัญในการเปนตวัแปรอิสระของปจจัยที่
คัดมาวิเคราะห แตก็เหมือนในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีที่ไมมีปจจัยใดเลยที่ใหผลแสดงความเชื่อมั่นอยาง
มีนัยสําคัญในการเปนปจจัยที่มีความสัมพนัธกับ IL-17 expression หลังการกระตุนในอาสาสมัคร
สุขภาพ เชนกนั กลาวโดยสรุปวาไมมีปจจยัใดที่มีความสมัพันธกับ IL-17 expression ภายใน CD4+ T 
cells ทั้งในผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดีเมื่อพิจารณาการวิเคราะหความสัมพันธในเชิง
เสนตรง 

 
ตารางที่  13 แสดงผลลัพทจากการวิเคราะหการถดถอยเพื่อหาตัวแปรอิสระที่สามารถเปนปจจัย
กําหนด IL-17 Expression หลังกระตุน CD4+ T Cells ในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี

 
Model Summary 

Model R R Square 
Adjusted R 

Square 
Std. Error of 
the Estimate 

1 .512 .262 .178 1.44050 

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

Model   
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

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

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

Model   
Unstandardized 

Coefficients 
Standardized 
Coefficients t Sig. 

    B Std. Error Beta     

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

a  Dependent Variable: %IL-17 stimulated 
 
ตารางที่  14   แสดงผลลัพทจากการวิเคราะหการถดถอยเพื่อหาตวัแปรอิสระที่สามารถเปนปจจัย
กําหนด IL-17 Expression หลังกระตุน CD+ T Cells ในกลุมอาสาสมัครสุขภาพด ี
 
Model Summary 

Model R R Square 
Adjusted R 

Square 
Std. Error of 
the Estimate 

1 .640 .410 .342 .44424 

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

Model   
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

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

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

Model   
Unstandardized 

Coefficients 
Standardized 
Coefficients t Sig. 

    B Std. Error Beta     

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

a  Dependent Variable: %IL-17 stimulated  
  

a. ความสัมพันธของระดับ CD4 Cells ตอ IL-17 Expression 
 เมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวางระดับ CD4+ cell count กับ IL-17 expression ในเซลล 
CD4+ T cells หลังกระตุนแลวพบวา ระดบั CD4+ T cells ไมมีความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญ ทั้งใน
กลุมผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพตามที่คาดไวลวงหนา แตรอยละของ CD4+ T cells และ 
CD4/CD8 ratio ยังแสดงความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดี ดังนั้น
เมื่อนํา CD4+ T cells count ในผูติดเชื้อและอาสาสมัครสุขภาพดีมาแยกเปน 3 กลุมไดแก <200, 200-
499 และ > 500 ตัวตอซีซีเพื่อนํามาหาความสัมพันธกบัสัดสวนของ IL-17 expression ที่สูงกวาคา 
cutpoint ที่กลาวมาแลว ดังตารางที่ 15   ซ่ึงจะเห็นไดวาแมวาจะมแีนวโนมวาความสมัพันธเปนไปใน
ทิศตรงกันขามกลาวคือ ระดับ CD4+ T cells ที่ต่ําจะมสัีดสวนของ IL-17 expression สูงขึ้นอยางมี
นัยสําคัญในเซล CD4+ T cells ที่ไดรับการกระตุนจากกลุมอาสาสมัครสุขภาพดี (p=0.038) แตไมพบ
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ความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทั้งในกลุมอาสาสมัครสุขภาพดใีนกรณไีมถูกกระตุน (p=0.527) และ
กลุมผูติดเชื้อเอชไอวี ( p=0.127,ในกรณีไมถูกกระตุน; p=0.344, กรณีถูกกระตุน)  
 
ตารางที่  15 แสดงความสมัพันธและกระจายตัวของจาํนวนอาสาสมคัรสุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอวี 
เมื่อพิจารณา CD4+ cell count และ IL-17 Expression ในเซลลที่ถูกและไมถูกกระตุนดวย PMA/ 
Ionomycin  

IL-17 expression in HIV 
infected patients 

IL-17 expression in healthy 
volunteers (N) 

 
CD4 cell count 

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

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

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

 * significant difference by Pearson X2

 
b. ยาตานเชื้อไวรัสเอชไอวี และ IL-17 Expression 

 ในกลุมผูติดเชือ้เอชไอวีที่เปนอาสาสมัครในการศึกษานีม้ี 16 รายที่กําลังกินยาตานเชื้อเอชไอ
วีอยู ผูติดเชื้อที่กินยาและไมกินยาตานเชื้อไวรัสไมมีระดบั CD4 cell count และ CD4/CD8 ตางกัน
อยางมีนัยสําคญั (p=0.594 และ p=0.486 ตามลําดับ) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมที่ไมไดทานยาตานเชื้อ
ไวรัสแลวพบวาไมมีความแตกตางของ IL-17 expression ทั้งในเซลล CD4 ที่กระตุนและไมไดกระตุน 
(p=0.902 และ p=0.318 ตามลําดับ) อีกทั้งยงัไมพบความแตกตางของ IFN-gamma expressionในเซลล 
CD4+ T cells ที่กระตุนและไมไดกระตุน (p=0.244 และ p=0.774 ตามลําดับ) เมื่อพิจารณาความ
แตกตางของ IL-17 expression กอนและหลังกระตุนดวย PMA/Ionomycin แลวยังพบวาไมมีความ
แตกตางระหวางกลุมผูติดเชือ้เอชไอวีที่กําลังกินยาตาน และไมไดกินยาตานเชื้อเอชไอวี ทางสถิติ ทั้ง 
IL-17 expression และ IFN-gamma expression (p= 0.202 และ 0.095 ตามลําดับ) 

c. ภาวะ Eosinophiliaในเลือด และการ IL-17 Expression 
 เนื่องจากเซล eosinophil สามารถสราง IL-17 ไดบางและภาวะ eosinophilia อาจมีสาเหตุมา
จากหลายปจจยัเชน การติดเชื้อในกลุมพยาธิหรือเชื้อวัณโรค หรือโรคในกลุมเนื้อเยือ่เกี่ยวพันอกัเสบ
ซ่ึงถือวาเปนภาวะที่มกีารอักเสบอยูในรางกาย จึงไดคดัอาสาสมัครที่มี eosinophil count มากกวา 500 
ตัวตอซีซีออกไปจากโครงการ อยางไรก็ตามเทคนิคที่ใชในการวัด IL-17 คือการยอมไซโตไคนภายใน
เซล CD4+ T cells ซ่ึงถือเปนเซลลที่สรางไซโตไคนชนดินี้เปนหลัก ภาวะ eosinophilia จึงนาจะมีผล
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นอยเนื่องจากเปนกลุม asymptomatic HIV infection ซ่ึงจากการนําอาสาสมัครที่คัดออกไปนี้มารวม
เปนขอมูลใหม พบวามลัีกษณะของกลุมประชากรทั้งอาสาสมัครสุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอวีดัง
ตารางที่ 16 

เมื่อนําขอมูลของกลุม eosinophilia ของทั้งอาสาสมัครสุขภาพดแีละผูติดเชื้อไปเปรยีบเทียบ
กับกลุมที่ไมม ีeosinophilia พบวา IL-17 expression และ IFN-gamma expression ของทั้งสองกลุมไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p>0.05) มีเพยีงคาฮีโมโกลบินของกลุมที่มี eosinophilia มีคาต่ํากวาอยาง
มีนัยสําคัญในอาสาสมัครสุขภาพดี (p=0.012) และมแีนวโนมต่ํากวาแตไมมีนยัสําคัญ (p=0.056) แม
จะสรุปขอมูลดังกลาวไดยากเนื่องจากมีจํานวน N ในกลุมนี้นอยเกนิไป แตพอจะสรางความมั่นใจได
บางวาวิธี ICCS ในการตรวจ IL-17 expression ภายในเซล CD4 T cells นาจะไมถูกรบกวนดวยภาวะ 
eosinophilia ดวยเหตุผลที่ระบุไวแลวขางตน 

d. การติดเชื้อฉกฉวยโอกาส และ IL-17 Expression 
 เชนเดยีวกับภาวะ eosinophilia การติดเชื้อถือวานาจะเปนปจจยัสําคัญใหมีการเปลีย่นแปลง
ของระดับ IL-17 ไดอยางชัดเจนจึงถือเปนเกณฑในการคัดผูติดเชื้อเอชไอวท่ีมีประวัตกิารติดเชือ้ฉก
ฉวยโอกาส อยางไรก็ตามไดมีการแยกเลือดตัวอยางไปทําการตรวจและพิจารณาเปรียบเทียบรอยละ
ของ IL-17 expression ใน CD4+ T cells แลวพบวาไมมคีวามแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ ยกเวน 
IFN-gamma expression และ CD4 count ของผูติดเชื้อที่มีการติดเชื้อฉกฉวยโอกาสจะแสดงคาต่ํากวา
กลุมผูติดเชื้อเอชไอวีที่เขารวมโครงการอยางมีนัยสําคัญ (p=0.04 และ p=0.03 ตามลําดับ) 
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ตารางที่ 16 แสดงลักษณะของกลุมประชากรตัวอยางที่มภีาวะ Eosinophilia ทั้งอาสาสมัครสุขภาพดี
และผูติดเชื้อเอชไอว ี

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

4:0 
38 (26-51) 

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

 
0.11 (0.01-1.41) 

 
1.195 (.3-5.37) 

NA 
NA 

3:3 
31 (27-34) 

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

 
0.37 (.04-2.91) 

 
0.735 (0.08-17.51) 

16 (1-33) 
16.67% 

 



บทท่ี 6 
 

อภิปรายผลการวิจัย 
 
6.1  ขอมูลพื้นฐานของประชากรตัวอยาง 
 
6.1.1 ความแตกตางของอายอุาสาสมัครไมพบวาสัมพันธกับ IL-17 expression ใน CD4+T cells 

 
การศึกษานี้มปีระชากรเขารวมการวจิัย 2 กลุม ไดแก อาสาสมัครสุขภาพดีซ่ึงเปนผูบริจาค

เลือดที่ศูนยบริการโลหิต สภากาชาดไทย และผูติดเชื้อเอชไอวี ซ่ึงเปนผูปวยนอกโรงพยาบาล
จุฬาลงกรณและคลินิกนิรนาม สภากาชาดไทย การวิเคราะหขอมูลพื้นฐานเปรยีบเทียบระหวาง
ประชากรทั้งสองพบวาอายเุปนปจจยัเดยีวที่มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p=0.001) โดยผู
ติดเชื้อเอชไอวซ่ึีงมีอายุตั้งแต 20-60 ป เปนกลุมที่อายุสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีซ่ึงมอีายุตั้งแต 20-51 
ป และสวนใหญถึงรอยละ 65 มีอายุนอยกวา 30 ป อยางไรก็ตามประชากรทั้งสองกลุมมีการกระจาย
ในทุกชวงอาย ุ ปจจยัทางอายุอาจมีผลตอการตอบสนองของภูมิคุมกันในการศึกษานี้ไดเมือ่ตั้ง
สมมุติฐานวากลุมผูติดเชื้อเอชไอวีซ่ึงพบวามีอายุมากกวานาจะแสดงความผิดปกตขิอง IL-17 
expression ภายในเซลล CD4+ T cells แตเมื่อพจิารณาผลการศึกษาพบวาผลตอบสนองดังกลาวใน
ประชากรทั้งสองกลุมมีสัดสวนสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญหลังการกระตุนดวย PMA/ionomycin (คามัธย
ฐานของ % IL-17 expression กรณีไมถูกกระตุนและถูกกระตุนในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวี 0.68 VS 1.45 
และกลุมอาสาสมัครสุขภาพดี 0.12 VS 0.645, p<0.0001) และไมพบความแตกตางของ IL-17 
expression ของกอนและหลังกระตุนดวย PMA/Ionomycin ภายในเซลล CD4+ T cells ระหวางผูติด
เชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครสุขภาพดี (0.67 VS 0.43, p=0.288) รวมกับผลวิเคราะหความสัมพันธของ
อายุกับความแตกตางของ IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells กรณีไมถูกกระตุนและถูกกระตุน
ดวย PMA/Ionomycin ยังพบวาไมมีความสัมพนัธกันทั้งในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัคร
สุขภาพดี  (p=0.297 และ p=0.489 ตามลําดับ) ดังนั้นความแตกตางดานอายุของประชากรทั้งสองจึงไม
นาจะมีความสาํคัญมากนักกบัตัววดัของการศึกษานี้  

การไมพบความแตกตางที่สัมพันธกับอายขุองอาสาสมัครในประชากรทั้งสองกลุมใน

การศึกษานีย้ังหมายรวมถึง IFN-γ expression ภายในเซลล CD4+T cells ดวย ซ่ึงพบวา IFN-γ 
expression ในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี ไมสัมพันธกับอายขุองอาสาสมัคร (p=0.111, ขอมูลไมไดแสดง
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ในผลการศึกษา) ซ่ึงไมเหมือนกับผลการศึกษาของ Eylar EH และคณะ (116) ที่พบวา IFN-γ 
expression เพิม่สูงขึ้นถึง 4-5 เทาในผูสูงอายุเทียบกับวยัหนุมสาวที่ติดเชือ้เอชไอวี  

 
6.1.2 ขอจํากัดในการคัดเลือกประชากร  
 

การเลือกประชากรในงานวจิัยนี้มีขอจํากัด เนื่องจากอาสาสมัครสุขภาพดีที่มาบริจาคเลือดนั้น
ทางสภากาชาดไทยไดกําหนดอายุไวแลวและสวนใหญของผูที่มาบริจาคมักอยูในวยัเรียน หนุมสาว 
ทําใหอายเุฉลี่ยต่ํากวาผูติดเชือ้ซ่ึงมักอยูในวยัทํางาน มีครอบครัวแลว ภมูิลําเนาของอาสาสมัครทั้งสอง
กลุมสวนใหญอยูในกรุงเทพฯ และปริมณฑล (รอยละ 80 ของผูติดเชื้อเอชไอวี และรอยละ 97.5 ของ
อาสาสมัครสุขภาพด,ี p=0.085) เนื่องจากเปนงานวิจยัที่ทําในกรุงเทพฯ และสถานที่คัดเลือก
อาสาสมัครอยูในกรุงเทพฯ จึงทําใหการกระจายประชากรไมครอบคลุมทุกพื้นที่ อยางไรก็ตาม
เนื่องจากตวัวดัสําคัญที่ใชศึกษาในงานวิจยันี้เกีย่วเนื่องกบัระบบภูมิคุมกันซึ่งไมควรพบปจจัยความ
แตกตางที่เกี่ยวของจากเรื่องถ่ินที่พัก และผูเขารวมโครงการทุกคนเปนกลุมประชากรไทยที่มีเชื้อพงศ
เดียวกันซึ่งนาจะมีลักษณะทางระบบภูมิคุมกันใกลเคียงกัน ในทางกลับกันการศกึษาขอมูลพื้นฐาน
ของตัววดัทางภูมิคุมกันในระยะเริ่มตนเชนการศึกษานีค้วรทําในกลุมประชากรที่ม ี homogeneity กัน
กอน เพื่อใหสามารถสรุปความแตกตางไดชัดเจนโดยไมมีตัวกวนจากลกัษณะทางพนัธุกรรม 

การศึกษานีไ้ดพยายามตดัสภาวะตาง ๆ ที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงของ IL-17 เชนการติด
เชื้อรวม โรคเร้ือรัง ภาวะ eosinophilia เปนตน ซ่ึงจะเหน็ไดวาผลทางหองปฏิบัติการทุกชนิดที่ระบุไว
ในระเบยีบวิจยันั้นไมพบความแตกตางทางสถิติยกเวนระดับ CD4 count ซ่ึงเปนปจจัยซ่ึงผูวิจยัสนใจ
วาอาจมีผลตอตัววดัที่ตองการศึกษา  
 
6.2  ผลการทดสอบ IL-17 expression ใน CD4+ T cells โดยเทคนิค ICCS และ Flow Cytometry 

 
 การตรวจหา IL-17 ในการศกึษานีใ้ชวิธีการยอมไซโตไคนดูรอยละ IL-17 expression ภายใน
เซลล CD4+ T cells (ICCS) เนื่องจากเปนวิธีตรวจทีไ่วกวาการวัดระดับไซโตไคนใน 
supernatant(117-119) ซ่ึงเปนการตรวจไซโตไคนที่หล่ังออกมานอกเซลลแลวดวยวธีิ ELISA หรือ 
radioimmunoassay เปนตน อีกทั้ง ICCS ยังเปนเทคนิคที่สามารถระบุเซลลซ่ึงสรางไซโตไคนที่
ตองการศึกษาอยางจําเพาะไดในระดับเซลลและสามารถระบุจํานวน และ/หรือ รอยละของ CD4+ T 
cells ที่สราง IL-17 ภายในเซลลไดเชนกนั ขอดีของเทคนิคนี้ยังลดปญหาความผิดพลาดจากการแยก
เซลลที่ตองการศึกษาดวย เนือ่งจาก IL-17 สามารถสรางจากเซลลอ่ืน ๆ เชน eosinophils, CD3+CD8+ 
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T cells เปนตน ไดซ่ึงอาจปนเปอนมากับตัวอยางเลือดที่แยกจากอาสาสมัครได แมจะไดผาน
กระบวนการแยกเซลลมาแลวจึงลดปญหาการแปลผลผิดพลาด  

นอกจากนี้ผูวจิัยไดพยายามลดตัวกวนจากสภาวะตาง ๆ ที่อาจกระตุนภูมิคุมกันในอาสาสมัคร 
เชน การคัดออกอาสาสมัครที่มีอาการเจ็บปวย เปนไข หรือมีโรคเร้ือรัง การระบุจํานวน neutrophils 
ไวในขอมูลเพือ่การวิเคราะหผลการศึกษา รวมไปถึงการคัดเลือกเฉพาะอาสาสมัครที่มีจํานวน 
eosinophils อยูในเกณฑปกติ (นอยกวา 500 ตัวตอไมโครลิตร) ดวย 
 
6.2.1  IL-17 expression ใน CD4+ T cells ท่ีไมถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin 
 

ขอมูลปจจุบันระบุวา เฉพาะเซลล CD4+ T cells ที่ถูกกระตุนเทานัน้ (activated CD4+ T 
cells) ที่เปนแหลงในการสราง IL-17 และไมพบการสรางในเซลล CD4+ T cells ที่ไมถูกกระตุน (16, 
23-24) ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษานี้ แมวาการสราง IL-17 สามารถตรวจพบไดภายในเซลล CD4+ 
T cells ที่ไมไดถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin ไดเชนกัน แตคาการวัดอยูในเกณฑต่ําโดยพบวามี
คามัธยฐานของรอยละ IL-17 expression ใน CD4+ T cellsในอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมติดเชื้อเอชไอวี 
เพียงรอยละ 0.12 (พิสัย 0-1.05) อยางไรกต็ามในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี baseline IL-17 expression ใน
เซลล CD4+ T cells ที่ไมถูกกระตุนกลับแสดงผลในสัดสวนที่สูงกวาอาสาสมัครที่ไมติดเชื้อเอชไอวี
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (รอยละ 0.68 พสัิย 0.05-4.7, p<0.0001) หรือ ผูติดเชื้อเอชไอวีถึงรอยละ 50 
แสดงคารอยละ IL-17 expression ใน CD4+ T cells ที่ไมถูกกระตุนสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดี (55% 
VS 5% ตามลําดับ) เมื่อพจิารณาตัดคาการวัดดวยคารอยละ IL-17 expression ที่สูงกวาคาเฉลี่ยของ
อาสาสมัครสุขภาพดีถึง 2 เทาของคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

ปรากฏการณนี้นาจะเกดิขึ้นจากการติดเชื้อเอชไอวีเร้ือรังซ่ึงเปนภาวะ dynamic state ดังนั้น
เชื้อไวรัสในรางกายจะแบงตัวตลอดเวลาจึงมีการกระตุนเซลล CD4+ T cells อยางตอเนื่องซึ่งตรวจ
พบการเพิ่มขึน้ของรอยละ CD4+HLA-DR+ T cells และ CD4+CD25+ T cells ในผูติดเชื้อเอชไอวี
เทียบกับอาสาสมัครที่ไมติดเชื้อเอชไอว ี (120) ดังนัน้การติดเชื้อเอชไอวีจึงเปนสภาวะที่กอใหเกดิการ
กระตุนระบบภูมิคุมกันที่ตอบสนองตอเชื้อไวรัสทําใหมกีารสรางไซโตไคนเพิ่มขึ้น (121-123) และ 
polyclonal T cells activation (124-126) หรืออาจอธิบายผานปรากฏการณที่พบวา การอักเสบเรื้อรังจะ
ทําให acute phase proteins เพิ่มสูงขึ้นในผูติดเชื้อเอชไอวี (127-128) จึงเปนไปไดวาบทบาทของ IL-
17 อาจมีผลตอการเพิ่มขึ้นของ acute phase proteins ในผูติดเชื้อเอชไอวีเหมือนกับไซโตไคนอ่ืน เชน 
IL-6, IL-8 เปนตน (129-131) 
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6.2.2  IL-17 expression ใน CD4+ T cells ท่ีถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin 
 

การศึกษานีแ้สดงใหเห็นวากระตุนเซลล CD4+ T cells ดวยสาร PMA และ Ionomycin ทําให
เกิดภาวะ CD4 downregulation และอาจมีผลตอการเลือกเซลล CD4+ T cells ที่นํามาตรวจหา IL-17 
expression เนือ่งจาก surface CD4 marker เปน marker สําคัญที่ใชบงชี้วาเซลลที่กําลังศึกษาเปนเซลล 
T helper cells ปรากฏการณดังกลาวเกดิขึ้นเนื่องจาก CD4 เปน surface marker ที่ไวตอการ
เปลี่ยนแปลงทัง้จากภายนอกและภายในเซลล (dynamic structure) (103) เชนเดียวกับโปรตนีรับ
สัญญาณที่บริเวณเยื่อหุมเซลล เชน TCR/CD3 complex, CD8, glycosylphosphatidylinositol (GPI) จะ
เกิด downregulation ไดพรอมกับกระบวนการ activation ซ่ึงนาจะเปนกระบวนการในการสรางสมดุล
ของระบบภูมคิุมกัน กลไกในการเกดิ downregulation มีหลายวิธี เชน GPI ใชวิธี shedding, TCR/CD3 
เร่ิมจาก endocytosis ตามดวย recycling กลับมา cell surface อีกครั้ง สําหรับ CD4 เกิดจาก 
degradation ใน phagolysosomes  ดังนั้นการยับยั้งกระบวนการ acidification ของ phagolysosome จะ
ทําใหตรวจพบ endocytosed CD4ได จากการศึกษาของ Pata และคณะ (103) พบวาเมื่อกระตุน CD4+ 
T cells ดวย PMA และ ionomycin จะเกดิ downregulation CD4 เหลือเพียง 13.2% ที่ 6 ช่ัวโมง เทียบ
กับ 99% ที่เวลา 0 ช่ัวโมงซึ่งถือวาเปน resting CD4+ T cells แมปรากฏการณดังกลาวถือเปนขอจํากดั
ของการศึกษา แตเมื่อไดปรับเทคนิคการยอมสีภายในเซลล โดยยอม surface markers เชน CD3, CD4 
กอนขั้นตอน fixation ทําใหปรากฏการณ CD4 downregulation ลดลง ซ่ึงจะเห็นไดวารอยละ IL-17 
expression ภายในเซลล CD4+ T cells หลังถูกกระตุนของอาสาสมัครสุขภาพดีในการศึกษานี้ (0.79 + 
0.55) มีคาใกลเคียงกับผลการศึกษาอื่นที่ผานมา (87, 115)  การศึกษานี้เปนงานวจิัยแรกที่ระบุถึง IL-17 
expression ในผูติดเชื้อเอชไอวี แมวาจะไมมีรายงานการศึกษาอืน่ใหอางถึงแตผลตรวจวัด IL-17 
expression ใน CD4+ T cells ในการศึกษานี้ทําใหทราบวา  IL-17 เปนไซโตไคนที่มี expression นอย
เหมือน IL-4 จึงตองอาศัยเทคนิคในการตรวจวดัและตดิตามที่มีความไวสูง ซ่ึงการศึกษานีแ้สดงให
เห็นวา ICCS เปนเทคนิคสําหรับการตรวจหา IL-17 ที่มีความเหมาะสม 

ผลการศึกษาพบวาเซลล CD4+ T cells สราง IL-17 และ IFN-γ ภายในเซลลในสัดสวนที่
เพิ่มขึ้นอยางมนีัยสําคัญทางสถิติหลังกระตุนดวย PMA/Ionomycin ทั้งในผูติดเชื้อเอชไอวแีละ
อาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมตดิเชื้อเอชไอว ี(p<0.0001) เนื่องจาก PMA และ Ionomycin เปนสารกระตุน
เซลลที่แรงและผานการทํางานในระดับยนี และเมื่อพิจารณาความแตกตางของ IL-17 expression และ 

IFN-γ expression ที่ไมถูกกระตุนและถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin พบวาไมมีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญ (p=0.288 และ p=0.281 ตามลําดับ) แสดงใหเห็นวาเซลล CD4+ T cells ของผูติดเชื้อเอช
ไอวีที่ไมแสดงอาการทางคลินิคสามารถตอบสนองตอการกระตุนดวยไมโตรเจนไดดแีละไมแตกตาง
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จากอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมติดเชื้อเอชไอว ี การที่เซลล CD4+ T cells ของผูติดเชื้อเอชไอวีเกดิการ

ตอบสนองดวยการเพิ่ม IL-17 และ IFN-γ expression สูงขึ้นหลังถูกกระตุนดวยไมโตเจนในหลอด
ทดลอง อาจจะอธิบายไดจากสมมุติฐานเรือ่งการเกิด polarization จาก Th1 ไปเปน Th0 ของกลุม 
memory T cells ในผูติดเชื้อเอชไอว ี (132-134) จึงทําใหเกิด IL-17 expressionและ IFN-gamma 
expression สูงขึ้นทั้งคูในกลุมผูติดเชื้อเอชไอว ี
 
6.2.3  IL-17 expression ใน T cells ชนดิอ่ืน (CD3+CD4- cells) ท่ีไมถูกกระตุนและถูกกระตุนดวย 
PMA/Ionomycin 

 
เมื่อพิจารณาเซลล CD3+ T cells ชนิดอื่นที่ไมติดสี CD4 marker ซ่ึงรวม CD8+ T cells และ 

CD4-CD8- T cells พบวา IL-17 expression ในเซลลดังกลาวที่ไมถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin 
ของผูติดเชื้อเอชไอวีมีคาสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ (0.915 VS 0.09, p<0.0001) แต
เมื่อกระตุนดวย PMA/Ionomycin กลับไมพบวาเกิดการตอบสนองดวยการสราง IL-17 ภายในเซลล
เพิ่มขึ้นทั้งผูตดิเชื้อเอชไอวแีละอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมติดเชื้อเอชไอว ี (0.915 VS 1.0, p=0.268 และ 

0.09 VS 0.12, p=0.742 ตามลําดับ) ผลการศึกษาดังกลาวแตกตางจาก IFN- γ expression ซ่ึงใหผล
ตอบสนองตอการกระตุนดวย PMA/Ionomycin ดวยคาที่สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทั้งผูติดเชื้อเอชไอวี
และอาสาสมัครสุขภาพดี (0.275 VS 3.11, p<0.0001 และ 0.1 VS 3.04, p<0.0001 ตามลําดับ) เหมือน
ที่พบในเซลล CD4+ T cells ปรากฏการณของดังกลาวแสดงใหเห็นวา การตดิเชื้อเอชไอวีสามารถ
กระตุนเซลลแบบ polyclonal T cell activation ไดสอดคลองกับผลการศึกษาในเซลล CD4+ T cells ที่
กลาวมาแลว และ IL-17 เปนไซโตไคนที่มี expression ในเซลลต่ําแมจะเปนเซลลที่มีรายงานวา
สามารถหลั่งไซโตไคนนี้ไดอยาง CD4+ T cells และ CD8+ T cells ยิง่ไปกวานั้นสนับสนุนวา IL-17 
สรางมาจาก activated CD4+ T cells เปนสวนใหญ เนื่องจากเมื่อกระตุนดวยไมโตเจนแลวสามารถ
เพิ่มการสรางไดอยางมีนยัสําคัญแตสําหรับ T cells กลุมอ่ืน เชน CD8+ T cells จะไมสามารถ
ตอบสนองตอการกระตุนไดอยางมีนัยสําคญั ในขณะทีก่ารตอบสนองของ CD8+ T cells ตอการ

กระตุนดวยไมโตเจนดวยการสราง IFN-γ สามารถเกิดขึ้นใหเห็นไดชัดเจน 
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6.2.4  IFN-γ expression ใน CD3+CD4+ T cells และ CD3+CD4- T cells ท่ีไมถูกกระตุนและถูก
กระตุนดวย PMA/Ionomycin 
 

การตอบสนองของเซลลกลุมตาง ๆ ตอไมโตเจนดวยการพิจารณาการสรางไซโตไคนชนิด
ตาง ๆจากการ expression ภายในเซลลจะทําใหทราบแหลงของไซโตไคนชนิดนั้น และสามารถนําไซ
โตไคนนั้นมาใชเปนตวัติดตามในแงพยาธวิิทยา การวนิจิฉัยและการรักษาในอนาคตได การตดัสินใจ

เลือกตรวจ IFN-γ เพื่อศึกษารวมกับ IL-17 ซ่ึงถือเปนตัววดัหลักในการศึกษานี้ เนื่องจากผลการศึกษา
ในหลายงานวจิัย (103, 116, 135) แสดงใหเห็นวา IFN-gamma เปนไซโตไคนทีถู่กกระตุนใหสราง
และหล่ังไดงายกวาไซโตไคนชนิดอื่น เชน IL-4, IL-10 จึงนาจะนํามาพิจารณาเปน positive control 

เพื่อแสดงวามกีารกระตุนเซลล CD4+ T cells จริงได การพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของ IFN-γ 
นอกจากจะชวยเปนตวัช้ีบงกระบวนการกระตุนเซลล CD4+ T cells แลว เนื่องจากตัวอยางเลือดคนไข
บางรายพบวามี IL-17 expression เทาเดิมหรือลดลงหลังถูกกระตุนดวยไมโตเจน แตมีการเพิ่มสัดสวน 

IFN-γ expression หลังกระตุนจึงสามารถระบุวา การเปลี่ยนแปลงที่เกดิขึ้นสามารถเปนไปได ไมได

เกิดจากความผิดพลาดจากเทคนิคในหองปฏิบัติการเทานั้น นอกจากนี้ การเปลี่ยนแปลงของ IFN-γ 
อาจนํามาอนุมานความผิดปกติในหนาที่ของ CD4+ T cell ที่เปน Th1 polarization ไดเชนกัน  

เมื่อพิจารณาผลของ IFN-γ expression ในการศึกษานี้ พบวา IFN-γ expression ภายในเซลล 
CD4+ T cells หลังกระตุนดวยไมโตเจนทีว่ัดไดจากการศึกษานี้ไดผลคลายกับการศึกษาที่ผานมา 

(115-116, 135) การกระตุนดวย PMA/Ionomycin สามารถกระตุนการสราง IFN-γ ภายในเซลล 
CD3+CD4+ และ CD3+ CD4- T cells ไดอยางมีนยัสําคัญทั้งในผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัคร

สุขภาพดีที่ไมติดเชื้อ (p<0.0001) และไมพบความแตกตางของ IFN-γ expression ทั้งกรณีไมถูก
กระตุนและถกูกระตุนดวย PMA/Ionomycin ระหวางผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดี 
(p=0.281) แสดงใหเห็นวาเซลลทั้งสองกลุมของผูติดเชื้อเอชไอวีสามารถตอบสนองตอการกระตุน

ดวยไมโตเจนไดดีไมแตกตางจากผูไมติดเชื้อเอชไอวี แตเนื่องจาก IFN-γ expression ภายในเซลลทั้ง
สองกลุมที่ไมถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin ระหวางผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดีไม
แตกตางอยางมีนัยสําคัญเหมือนที่พบความแตกตางของ IL-17 expression ในเซลลทั้งสองกลุม
ระหวางอาสาสมัครทั้งที่ติดเชื้อและไมติดเชื้อเอชไอวีจึงเปนไปไดวา IL-17 expression อาจจะมีความ
ไวจากการอักเสบในโรคติดเชื้อเร้ือรัง ซ่ึงอาจจะนํามาพิจารณาเปนตวัตดิตามในกระบวนการดูแลผูติด
เชื้อเอชไอวีไดในอนาคต แมวาจะมีขอจํากดัในเรื่องการตรวจวดัไซโตไคนนี้ซ่ึงตองพฒันารายละเอยีด
วิธีตรวจวัดใหไวกวานีห้รือใชเทคนิคอ่ืนในการตรวจวัด  
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6.3 ปจจัยท่ีมีผลตอการตอบสนองตอการ expression ของ IL-17 ในผูตดิเชื้อเอชไอวี 
 
จากการทบทวนวรรณกรรมเกี่ยวกับการสรางและบทบาทของ IL-17 นั้นพบวาปจจยัที่มีผล

ตอการ expression ของ IL-17 นาจะเกีย่วของกับขบวนการกระตุนผานทาง innate inmumity ซ่ึงรวม
ไปถึงภาวะติดเชื้อ ภาวะอกัเสบในรางกาย และเมื่อพิจารณาถึงเซลลตนกําเนดิของไซโตไคนนี้แลวจะ
เห็นวา CD4+ T cells เปนเซลลสวนใหญที่สรางสารนี้จึงนาจะมีผลตอการ expression ของ IL-17 
รวมกับผลการศึกษาในสัตวทดลอง (35) พบวา IL-17 deficient mice จะแสดงภาวะผิดปกตขิอง 
hypersensitivity response และ T cell-dependent antibody production ที่ลดลง ซ่ึงความสัมพันธ
ดังกลาวนาจะมีผลมาจาก CD4+ T cells อยางไรก็ตามผลการวัด IL-17 expression ในเซลล CD4+ T 
cells ในการศกึษานีแ้สดงใหเห็นวา CD4+ T cells ของทั้งอาสาสมัครสุขภาพดีและผูติดเชื้อเอชไอวี

สามารถ express IL-17 และ IFN-γ ได เพิ่มขึ้นอยางมนีัยสําคัญหลังถูกกระตุนดวย PMA/ Ionomycin 
ที่ 4 ช่ัวโมงและความแตกตางของ IL-17 expression ไมแตกตางกันระหวางอาสาสมัครสุขภาพดีและ 

ผูติดเชื้อเอชไอวี จึงเปนไปไดวา ไมมีความผิดปกติของ IL-17 และ IFN-γ expression หลังกระตุนจริง
และสมมุติฐานที่คาดไววาจะเกดิขึ้นในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีผิด หรือ CD4+ T cells ยังอาจมีความ
ผิดปกติที่จําเพาะตอแอนตเิจน หรือเชือ้โรคเทานั้น ทําใหไมสามารถตรวจพบความผิดปกติใน
การศึกษานี้ซ่ึงใช PMA/Ionomycin เปนตัวกระตุนได เนื่องจากไมโตเจนดังกลาวสามารถกระตุน 
CD4+ T cells ไดแบบ polyclonal stimulation จึงทําใหกลุมเซลลที่ปกติสามารถตอบสนองไดสูงขึ้น
และทําใหรอยละของ IL-17 expression โดยรวมยังไมแสดงความผิดปกติ ความเปนไปไดอีกขอหนึ่ง
คือ การที่มี IL-17 expression สูงกวาปกติอาจเปนผลมาจาก ปริมาณตัวรับสัญญาณสําหรับ IL-17  
(IL-17R) ลดลงหรือเปนในทางกลับกัน (vice versa) เปน feedback ใหเกิดความสมดลุตอภาวะติดเชื้อ
เร้ือรัง ซ่ึงในที่สุดสงผลใหไมเกดิการตอบสนองของนิวโทรฟลตอเชื้อแบคทีเรียและทําใหตดิเชือ้ได
งายขึ้นจาก receptor defects (47) 

แมวาผลการศกึษานี้ไมพบวาจํานวน CD4+ T cells ที่ตางกันจะมีผลตอรอยละการ expression 
ของทั้ง IL-17 และ IFN-gamma ภายในเซลล CD4+ T cells ซ่ึงสอดคลองกันการศึกษาที่ผานมาใน 

ผูติดเชื้อเอชไอวีที่พบวาการ expression ของไซโตไคนภายใน เซลล PBMC โดยเฉพาะ IFN-γ จะ
แสดงสัดสวนที่ไมสัมพันธกบั CD4+ T cell count ตาม CDC classification (122, 132, 136) ซ่ึงตาง

จากบางการศกึษาที่พบความแตกตางและนํา cytokine expression เชน IFN-γ มาใชติดตามและ

ประเมินระยะของโรครวมถึงพยากรณโรคได (137-138) การที่มี IFN-γ expression เพิ่มขึ้นในการติด
เชื้อ HIV เชื่อวา Interferons มีความสําคัญตอการเกดิพยาธิกําเนิดในแงการสรางสมดุลของระบบ
ภูมิคุมกันและสงผลตอการทําลายเชื้อไวรัสดวย(139)   
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สําหรับผลการวิเคราะหสหสัมพันธของ IL-17 expression ภายในเซลล CD4+ T cells ของ 

ผูติดเชื้อเอชไอวี พบวามีความเกีย่วของกบั IFN-γ expression ภายในเซลล CD4+ T cells อยางมี
นัยสําคัญ (p<0.0001 ในกรณีไมถูกกระตุน และ p=0.028 ในกรณีถูกกระตุนดวย PMA/Ionomycin) 
ซ่ึงเปนไปไดวาไซโตไคนทั้งสองหล่ังมาจากเซลล CD4+ T cells เหมือนกัน ทั้งในสภาวะถกูกระตุน
และไมถูกกระตุน การหลั่งของไซโตไคนทั้งคูจึงแปรตามกันไป หรือ ภาวะ Th0 polarization ในผูติด
เชื้อเอชไอวีทําใหไซโตไคนทั้งสองชนิด ซ่ึงสรางจาก Th0 (13, 15) นี้สูงขึ้นแปรตามกัน อีกสมมุตฐิาน
หนึ่งเปนไปไดวา การติดเชือ้เอชไอวีทําใหเซลล CD4+ T cells อยูในภาวะถูกกระตุนตลอดเวลา IL-17 

expression ภายในเซลล CD4+ T cells ที่มีสัดสวนสูงขึ้นอาจกระตุนใหมี IFN-γ expression เพิ่มขึ้น
อยางสัมพันธกัน ทําใหนาเชื่อวา IL-17 เปนไซโตไคนที่เชื่อมประสานภูมิคุมกนัชนดิ innate immunity 

และ adaptive immunity จึงพบความสัมพนัธกับ IFN-γ expression ดงักลาวได อยางไรก็ตามเมื่อนํา
ตัวแปรที่อาจมผีลตอการ expression ของ IL-17 ภายใน CD4+ T cells มาวิเคราะหแบบสมการถดถอย
เชิงเสนตรง พบวาไมมีตวัแปรใดที่สงผลตอ IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells โดยตรงใน
ลักษณะ independent factor ไดเลย 

ประวัติการรักษาดวยยาตานเชื้อเอชไอวีไมเกี่ยวของกับสัดสวนการ expression ของทั้ง IL-17 

และ IFN-γ ภายในเซลล CD4+ T cells ในการศึกษานี้ ซ่ึงใหผลคลายการศึกษาที่ผานมาที่พยายาม

วัดผลกระทบของการรักษาดวยยาตานเชื้อเอชไอวีตอ cytokines expression โดยเฉพาะ IFN-γ(140) 

เนื่องจากIFN-γ expression แสดงถงึความสามารถของระบบภูมิคุมกันที่พยายามจะรกัษาสมดุล
เพื่อใหรางกายสามารถอยูรอดได เมื่อรางกายทรุดโทรมสวนหนึ่งจะแสดงดวยการลดลงของจํานวน
เซลลภูมิคุมกันและไซโตไคนที่เกี่ยวของซึ่งนาจะเปนธรรมชาติของโรคที่มีความสัมพันธกับระบบ
ภูมิคุมกันมากกวาจะเปนผลมาจากยา อยางไรก็ตามการศึกษานี้ไมพบวาระดับเชื้อไวรัสในเลือดของ 

ผูติดเชื้อเอชไอวีมีผลตอ expression ของทั้ง IL-17 และ IFN-γ ภายในเซลล CD4+ T cells 
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 
7.1  สรุปผลการวิจัย 
 

การศึกษานีเ้ปนการวจิัยเชิงพรรณนา แบบ Cross-sectional study เพื่อศึกษา IL-17 expression 
ภายในเซลล CD4+ T cells ณ. กอนและภายหลังการกระตุนดวย PMA/Ionomycin ในหลอดทดลอง
โดยใชเทคนิคการยอมไซโตไคนภายในเซลล (ICCS) และตรวจดวย Flow cytometry ในกลุมผูตดิเชื้อ
เอชไอวีเปรียบเทียบกับอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมติดเชื้อเอชไอว ี

ผลการวิจัยพบวาสัดสวนของ IL-17 expression ใน CD4+ T cells ในภาวะทั้งไมถูกกระตุน
และถูกกระตุนดวยไมโตเจนของผูติดเชื้อเอชไอวมีีคาสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ 
(คามัธยฐาน 0.68 VS 0.12 และ 1.45 VS 0.645 ตามลําดับ, p<0.0001) และเมื่อวิเคราะหผลในกลุม 
CD4- T cells (CD8+ T cells, CD4-CD8- T cells) พบวารอยละของ IL-17 expression เมื่อไมถูก
กระตุนดวย PMA/Ionomycin ในผูติดเชื้อเอชไอวียังใหคาสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนยัสําคัญ 
(คามัธยฐาน 0.92 VS 0.09, p<0.0001) แมวาหลังกระตุนรอยละของ IL-17 expression ภายใน CD4+ 
T cells จะเพิม่สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทั้งในผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดี (p<0.0001) แต
คาที่เพิ่มขึ้นหลังกระตุนจากภาวะที่ไมถูกกระตุนในผูติดเชื้อเอชไอวีเทยีบกับอาสาสมัครสุขภาพดีมีคา
ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั (0.67 VS 0.43, p=0.288) ผลการวิเคราะหตวัแปรตาง ๆ ไดแก อายุ, 

เพศ, CD4+ T cell count, CD4/CD8 ratio, IFN--γ expression ไมพบวามีความสัมพนัธในเชิงเสนตรง
กับการเปลี่ยนแปลงของ IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells แตอยางใด  

IL-17 expression ภายใน CD4+ T cells ของผูติดเชื้อเอชไอวีทั้งที่ถูกกระตุนและไมถูก
กระตุนดวย PMA/Ionomycin มีคาสูงกวาอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมนีัยสําคัญ แสดงวาภาวะติดเชื้อ
เอชไอวีเร้ือรังกอใหเกิดการกระตุน CD4+ T cells ใหมีการสราง IL-17 อยางตอเนื่อง ดังนั้น IL-17 จึง
เปนไซโตไคนอีกชนิดหนึ่งทีบ่งถึงภาวะกระตุนระบบภูมคิุมกันในผูตดิเชื้อเอชไอวีแมในระยะทีย่ังไม
แสดงอาการทางคลินิกใด ๆ ก็ตาม  
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7.2  ขอเสนอแนะ 
 
จากงานวิจยันีพ้บวา IL-17 expression จากการยอมสีภายในเซลล CD4+ T cells แสดง

สัดสวนในเกณฑต่ําซ่ึงนาจะปรับเทคนิคในการกระตุนเซลลใหดีขึ้นดวยการ co-culture dendritic 
cells หรือ costimulatory molecules activation หรือใชไซโตไคนบางชนิดเชน IL-15, IL-23 กระตุน
เซลล CD4+ T cells รวมดวยเพื่อเพิ่มคาการตรวจวัดไดดีขึ้น ขณะนีย้ังไมมีงานวิจยัที่ระบุขอมูลทาง
เภสัชจลนศาสตรของ IL-17 ภายในเซลล จึงยังไมสามารถระบุชวงเวลาที่เหมาะสมในการใชกระตุน
เซลลเพื่อดูการตอบสนองของ IL-17 ผลการศึกษาในอนาคตจะชวยใหเขาใจบทบาทของ IL-17 
เพิ่มขึ้น 

ผลงานวิจัยนี้ใหขอมูลทั่วไปเกี่ยวกับ IL-17 expression ใน CD4+ T cells ในผูติดเชื้อเอชไอวี
ที่ปจจุบันยังไมมีขอมูล ซ่ึงแมวาจะพบการ up-expression ของ IL-17 ภายในเซลลหลังกระตุนดวยไม
โตเจนแตยังขาดการยืนยันดวยการตรวจวดั IL-17 ดวยเทคนิคอ่ืนเชน mRNA การตรวจ markers ที่
บงชี้ถึงภาวะ activated CD4+ T cells, subsets ของ T helper cells, death cells รวมไปถึงภาวะ 
apoptosis นอกจากนี้การตรวจหาความผิดปกติของภูมิคุมกันอื่นที่เชื่อมโยงกับ IL-17 expression  เชน 
neutrophil dysfunction เปนตน จะนําไปสูประโยชนทางคลินิกตอการดูแลผูปวยในอนาคตได  

การศึกษานีจ้ึงนาจะเปนกาวแรกที่นําไปสูการศึกษาวิจยั IL-17 ในการเชื้อเอชไอวีและโรคติด
เชื้อเร้ือรังอ่ืน ๆ ตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

ใบยินยอมเขารวมการวิจัย (Consent Form) 
 

เร่ือง  ความแตกตางของการสรางอินเตอรลิวคิน 17 ภายในเมด็เลือดขาวซีดี 4 เมื่อถูกกระตุนดวย        ไมโตเจน
ในหลอดทดลองของผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไมติดเชื้อเอชไอวี             (THE 
DIFFERENCES OF IN VITRO MITOGEN STIMULATED INTRACELLULAR IL-17 EXPRESSION 
OF CD4+ T CELLS FROM HIV INFECTED PATIENTS AND HIV SERONEGATIVE HEALTHY 
DONORS)  

 
 ผูรับผิดชอบโครงการวิจัยนีค้ือ  นายแพทยวิรัช เมฆอนันตธวัช  ซ่ึงคุณสามารถติดตอไดที่
หนวยภูมิแพและภูมิคุมกนัวทิยาคลินิก ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  ถนนพระราม4 กรุงเทพฯ 10330 เบอรโทรศัพท 0-2256-4152 
 
วัตถุประสงคงานวิจัย 
 
 การวิจยันี้เปนการศึกษาในดานความรูพื้นฐานของระบบภูมิคุมกันในอาสาสมัครปกติและ 
ผูติดเชื้อไวรัสเอชไอว ี ระบบภูมิคุมกันประกอบดวยเซลลที่มีความจําเพาะในการทําลายเชื้อโรค 
ปองกันรางกายและตอสูกับโรค นอกจากนั้นยังส่ือสารกันดวยการหลัง่สารหลายชนดิ เพื่อใหสามารถ
ทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ หนึ่งในสารนี้คือ สารอินเตอรลิวคิน 17 หรือจะยอดวยสัญลักษณตอนี้
ไปวา IL-17 ซ่ึงเปนสารไกลโคโปรตีนที่สรางจากเม็ดเลือดขาวซีดี 4 และเปนสารที่กําลังตรวจหาใน
การศึกษานี ้ ขณะที่โรคเอดสดําเนนิไปนั้นพบวาระบบภูมิคุมกนัของผูปวยจะสามารถตอสูกับเชื้อ
ไวรัสไดนอยลง และมีความเสี่ยงในการตดิเชื้อโรคฉกฉวยตาง ๆ ไดงาย สาร IL-17 มีบทบาทสําคัญ
ในกลไกการอกัเสบและการทํางานของเมด็เลือดขาวตอการติดเชื้อแบคทีเรียหลายชนิด เมื่อระดบัเม็ด
เลือดซีดี 4 ลดต่ําลงจึงนาจะกอใหเกดิการเปลี่ยนแปลงของระดับ IL-17  อยางไรกต็ามยังมีขอมูลทาง
วิทยาศาสตรเกี่ยวกับสารนีท้ั้งในประชากรปกติและผูตดิเชื้อเอชไอว ี นอยมาก การศึกษานี้จึง
ดําเนินการขึ้นเพื่อใหไดขอมลูที่สําคัญดังกลาว เพื่อความเขาใจกลไกทางภูมิคุมกันและอาจนํามาสูการ
นําไปใชเปนตวัแปรที่สําคัญในการติดตามผูติดเชื้อเอชไอวี หรือโรคในกลุมภูมิคุมกนัอื่น ในอนาคต
ตอไป  
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 ในการเขารวมโครงการนี้ คุณจึงตองมีคณุสมบัติที่เหมาะสมหนึ่งในสองกลุมดังตอไปนี้ 

1. คุณตองมีสุขภาพแข็งแรง ไมติดเชื้อเอชไอว ีและเลือดของคุณจะนําไปใชในการศึกษาใน
กลุมควบคุม 

2. คุณเปนผูติดเชือ้เอชไอว ี
 เลือดของคุณอาจถูกนําไปตรวจทางหองปฏิบัติตอไปนี ้

- การตรวจเมด็เลือดสมบูรณ 
- การตรวจน้ําตาลในเลือด 
- การตรวจหนาที่ของตับ ไต 
- การตรวจการติดเชื้อเอชไอวซํ้ีาในกรณีที่คณุเปนอาสาสมัครที่มีสุขภาพดี  
- การตรวจระดบัเม็ดเลือดซีดี 4 และซีดี 8  
- การตรวจระดบัไวรัสเอชไอวีในเลือดในกรณีที่คุณเปนผูติดเชื้อเอชไอว ี

 สวนการสงตรวจหาระดับสาร IL-17 มีวตัถุประสงคในดานงานวิจยัเทานั้นจึงจะไมแจงผล
การตรวจนีแ้กคุณ เนื่องจากผลดังกลาวไมสัมพันธกับการดูแลทางคลินิกจากแพทยประจําของคุณ  
 
กระบวนการในการศึกษา 
 
 หนังสือยินยอมฉบับนี้จะใหขอมูลเกี่ยวกับการศึกษาโดยสังเขปแกคุณ คุณสามารถสอบถาม
รายละเอียดเกีย่วกับโครงการจากแพทยผูดแูลโครงการและเจาหนาที่ทีเ่กี่ยวของได เมื่อคุณเขาใจและ
ยินยอมเห็นดวยในการเขารวมการศึกษา คุณจะตองลงนามทายหนังสือยินยอมนีเ้พื่อแสดงความยินดี
ในการเขารวมโครงการ และจะไดรับสําเนาหนังสือนี้เก็บไวเปนหลักฐาน เพื่อแสดงวาการลงนามนี้
เปนไปดวยความเต็มใจสมัครใจ คุณสามารถถอนตัวจากการเขารวมการศึกษานี้ไดตลอดเวลาโดยไม
สูญเสียสิทธิในการไดรับดแูลรักษาพยาบาลตามปกติ 
 หลังจากยนิยอมเขารวมการศกึษาดวยการลงนามในหนังสือฉบับนี้แลว คุณจะไดรับการเจาะ
เลือดปริมาณ 25-30 ซีซี (ประมาณ 2 ชอนโตะ) บริเวณแขน ซ่ึงบริเวณดังกลาวจะถูกทําความสะอาด 
และใชเข็มแทงผานหลอดเลือดดํา เลือดของคุณจะถูกเก็บไวในหลอดเลือดพิเศษ ผูวิจัยอาจตองการ
เลือดของคุณเพิ่มเติมจากที่ระบุไวได ซ่ึงตองไดรับความยินยอมจากคณุกอนดวยการตดิตอจากแพทย
หรือเจาหนาทีป่ระจําโครงการ คุณจะมีอิสระในการตดัสินใจในการปฏิเสธการรองขอนี้ได อยางไรก็
ตามถาคุณยินยอม เลือดของคุณปริมาณนอยกวา 10 ซีซี (นอยกวา 1 ชอนโตะ) การเขารวมการศกึษา
ยังเปนไปดวยความสมัครใจ คุณจึงสามารถถอนตัวไดทกุเวลา    
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การจัดเก็บขอมูล 
 
 ขอมูลทางหองปฏิบัติการจากตัวอยางเลือดของคุณจะถูกสงไปยังหองปฏิบัติการของหนวย
ภูมิแพและภูมคิุมกันวิทยาคลินิก คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เพื่อเตรียมนําไปใช
ตอไป  ขอมูลที่จัดเก็บจะเปนขอมูลทางหองปฏิบัติการเทานั้น ไมมีขอมูลสวนตัวของคุณ เชนชื่อ ที่อยู 
เปนตน ขอมูลทั้งหมดจะถูกตั้งรหัสดวยตัวเลขและเก็บไวในที่ที่ปลอดภยั จึงไมมีช่ือของคุณในบนัทกึ
ขอมูล สําหรับขอมูลสวนตัวของคุณจะถูกเก็บแยกไวในแฟมอาสาสมัครของโครงการไวกับแพทย
ผูดูแลโครงการเทานั้น การวิเคราะหและนําเสนอขอมลูจะใชรหัสในการเขารวมโครงการของคุณใน
การปอนขอมูลและเสนอเปนกลุมอาสาสมัครที่ไมแสดงขอมูลที่บงชี้วามาจากอาสาสมัครทานใด 
 
การเก็บตัวอยางเลือด 
 
 ตัวอยางเลือดของคุณจะเก็บแชแข็งไวในหองปฏิบัติการดังกลาวสําหรบัการตรวจทาง
ภูมิคุมกันในอนาคตเพื่องานวิจัยเทานั้น โดยจะไมถูกใชหรือขายเพื่อผลิตผลทางการคาโดยตรง 
ตัวอยางเลือดจะใชรหัสตวัเลขจึงไมมีช่ือของคุณถูกระบไุว ผลงานวิจยัในอนาคตที่ไดจากตัวอยาง
เลือดของคุณอาจถูกนําเสนอในรูปแบบงานตีพิมพและงานประชุมทางวิชาการโดยไมระบุช่ือของคุณ
ในฐานะผูรวมโครงการวิจัย  นอกจากนี้เซลลในเลือดของคุณจะไดรับการเพาะเลีย้งใหเจริญไดโดยไม
ตาย จึงสามารถนํามาใชในหองปฏิบตัิการอยางตอเนื่องไดหรือเกบ็แชแข็งไวเพือ่การเพาะเลีย้งใน
อนาคตตอไปไดอีกหลายป 
 
ความเสี่ยงและความไมสบายจากการเขารวมโครงการ 
 
 การเจาะเลือดเพื่อเก็บตวัอยางเลือดอาจทําใหเกิดรอยเขียวชํ้า หรือเลือดออกจากบริเวณที่เข็ม
แทง บางครั้งอาจรูสึกเวยีนศีรษะ ทรงตัวไมดีหรือเปนลมไดขณะเจาะเลือด มีโอกาสนอยมากที่จะเกดิ
การติดเชื้อจากการเจาะเลือดซ่ึงคุณจะไดรับการดูแลรักษาโดยไมเสียคาใชจาย นอกจากนี้ยังมีความ
เสี่ยงในการเกดิภาวะซีด (ปริมาณเม็ดเลือดแดงต่ํากวาปกต)ิ  อาการและอาการแสดงของภาวะซีด
ไดแก คล่ืนไส ปวดหัว ออนเพลีย อยางไรก็ตามการเขารวมโครงการนี้คุณจะถูกเจาะเลือดเพียงครั้ง
เดียว ยกเวนกรณีจําเปนที่ตองรองขอจากคุณเปนกรณีไป จึงไมควรเกดิปญหาดังกลาว และถือเปนการ
ตรวจนับเมด็เลือดเพื่อติดตามภาวะซีดซึ่งเปนสวนหนึ่งของการดูแลสุขภาพของคุณระหวางการ
ติดตามการรักษาเชนกนั 
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 กรณีที่คุณเขารวมโครงการในกลุมควบคมุซ่ึงไมติดเชื้อเอชไอวี นอกจากผลการตรวจเลือด
เชนเดยีวกับการตรวจรางกายประจําปซ่ึงจะรายงานผลกับคุณแลว การตรวจทางหองปฏิบัติการ
บางอยางกับตวัอยางเลือดของคุณเพื่อเปนขอมูลของงานวิจัยจึงเปนไปไดวาจะตรวจพบการติดเชื้อเอช
ไอวีของคุณไดระหวางเขารวมโครงการนี ้ 
 
ประโยชนในการเขารวมโครงการนี ้
 
 คุณจะไมไดรับประโยชนในการเขารวมงานวิจยันี้โดยตรง นอกจากไดทราบผลการตรวจ
สุขภาพที่เกีย่วของกับโครงการนี้ ไมมีคาตอบแทนใหสําหรับการเจาะเลือด อยางไรก็ตามเปนไปไดวา
ผลจากการศึกษาวิจยันี้อาจนาํมาใชชวยพัฒนาความรูเกีย่วกับระบบภูมิคุมกันและอาจนําไปใชใน
การศึกษาเกี่ยวกับการติดเชื้อเอชไอวี และโรคภูมิคุมกันอื่น แมวาจะไมสามารถใหสัญญาไดวา
ประโยชนนีจ้ะเกดิขึ้นก็ตาม 
 
ทางเลือกของคุณ 
 การตัดสินใจของคุณในการเขารวมโครงการนี้เปนไปดวยความสมัครใจทั้งส้ิน ทางเลือกที่
เหลือคือการตัดสินใจไมเขารวมโครงการ 
 
การยินยอมยนิดีเขารวมโครงการ 
 
 ขาพเจา ________________________________________________  อายุ _________ป ได
ทราบขอมูลของโครงการวิจยันี้อยางละเอียด ซ่ึงผูดําเนินการวจิัยไดอธิบายตอบขอสงสัยของขาพเจา
จนเขาใจการดาํเนินโครงการอยางดี และยนิดีเขารวมโครงการนี้โดยยนิยอมใหเจาะเลือดตามที่ระบุไว
ในรายละเอียดขางตน 
 
 ลงชื่อ   _________________________________________อาสาสมัคร 
 วันที่ลงนาม_______________________________________ 
 
 
 



 99 

 ขาพเจาไดอธิบายวัตถุประสงคของโครงการ กระบวนการวิจยั ส่ิงทีส่นใจศึกษาวจิยั ความ
เสี่ยงและความไมสบายที่เกดิไดขณะเขารวมการศึกษา ประโยชนจากการศึกษาวิจยั ขาพเจายังไดตอบ
คําถามของอาสาสมัครที่เกี่ยวของกับการวจิัยอยางเต็มความสามารถแลว 
 
  __________________________________________ผูวิจัยหรือผูแทน  
 วันที่ลงนาม_______________________________________ 

 
 
  __________________________________________พยาน (ถามี) 
 วันที่ลงนาม_______________________________________ 
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ภาคผนวก ข 
 

แบบสอบถาม 
 
แบบสอบถามนี้เปนสวนหนึง่ของการวิจยัเร่ือง ความแตกตางของการสรางอินเตอรลิวคิน 17 ภายในเม็ด
เลือดขาวซีดี 4 เมื่อถูกกระตุนดวยไมโตเจนในหลอดทดลองของผูติดเชื้อเอชไอวีและอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไม
ติดเชื้อเอชไอว ี ขอมูลของทานจะไดรับการปกปดเปนความลับอยางด ี และ ในการวิเคราะหผลจะใช
รหัสแทนชื่อของทาน ผลการวิจัยจะนําเสนอในลักษณะเปนกลุมอาสาสมัครโดยไมเปดเผยชื่อผูตอบ
ในทุกกรณี 

 

หมวดที่ 1 ขอมูของอาสาสมคัร 
          เลขท่ี  _______          ID 
            1   3 

I ขอมูลสวนตัว
1. เลขประจําตวัคนไขนอก (HN) ____________________    HN 
          4  10 

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

3. อายุ _________ ป (จํานวนเต็มป)      AGE 
          12 13 

4. วุฒิการศึกษาสูงสุด  ____1. ต่ํากวามัธยมศึกษา   ___2 . มัธยมศึกษา  EDU 
                                 ____3. ปริญญาตรี            ____4. สูงกวาปริญญาตรี 14 
                                  ____5. อ่ืน ๆ ระบุ _______________________  
5. ภูมิลําเนาปจจุบัน    ____1. กรุงเทพและปริมณฑล  ___2. ภาคกลาง   RES 
           _____3. ภาคเหนือ  ___4. ภาคอีสาน  15 
           ____5. ภาคตะวันออก    ___6. ภาคใต 
           ____7. อ่ืน ๆ __________ 
6. สถานะภาพสมรส    ____1. โสด     ____2. สมรส   MAR 
           ____3. หมาย     ____4. แยกทาง  16 

           ____5. อ่ืน ๆ 
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7. อาชีพ           ____1. รับจาง     ____2. รับราชการ  OCC 
           ____3. รัฐวิสาหกิจ     ____4. ธุรกิจสวนตวั  17 
          ____ 5. อ่ืน ๆ _____________ 
8. รายไดตอเดอืน    ________________ บาท     SAL 
          18 22 

 
II  ขอมูลสุขภาพ

1. ขณะนี้ทานมีอาการผิดปกติเหลานี้หรือไม (กรุณาตอบทกุขอ)   PRE 
1.1. ไข    ____1.ใช ____2. ไมใช  P1 23 
1.2. ไอ    ____1.ใช ____2. ไมใช  P2 24 
1.3. เสมหะ    ____1.ใช ____2. ไมใช  P3 25 
1.4. หอบ    ____1.ใช ____2. ไมใช  P4 26 
1.5. ฝหนอง   ____1.ใช ____2. ไมใช  P5 27 
1.6. ปวดหวั   ____1.ใช ____2. ไมใช  P6 28 
1.7. ปวดเมื่อย คร่ันเนื้อคร่ันตวั ____1.ใช ____2. ไมใช  P7 29 
1.8. อ่ืน ๆ ระบุ ______  ____1.ใช ____2. ไมใช  P8 30 
         ระบุ ______  ____1.ใช ____2. ไมใช  P9 31 
2. ในอดีตทานเคยมีอาการผิดปกติเหลานีห้รือไม (กรุณาตอบทุกขอ)  PAS 
2.1 โรคปอดบวม ปอดอักเสบ ____1.ใช ____2. ไมใช  A1 32 
2.2 ไซนัสอักเสบ   ____1.ใช ____2. ไมใช  A2 33 
2.3 ไขเยื่อหุมสมองอักเสบ  ____1.ใช ____2. ไมใช  A3 34 
2.4 ฝหนอง ระบุบริเวณ__________  ____1.ใช ____2. ไมใช  A4 35 
2.5 การติดเชื้ออ่ืน ๆ ระบุ ________ ____1.ใช ____2. ไมใช  A5 36 
3. จํานวนครั้งของการติดเชื้อในขอ 2. ที่มีประวัติบอยที่สุด 

ระบุ _________  วามีความถี่อยางไร 
___1. มากกวา 5 คร้ัง ___2. 3-5 คร้ัง  ___3. 1-2 คร้ัง   A6 37 

4. ขณะนี้มยีาที่กนิประจําหรือไม ____1.ใช ____2. ไมใช  A7 38 
 ถาใช โปรดระบุ ช่ือยา และขนาดยาทีใ่ช 
 _______________________________________________________ 
 _______________________________________________________ 
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5. ประวัตแิพยา   ____1.เคย ____2. ไมเคย  A8 
 ถาใช โปรดระบุ ช่ือยาที่แพ       39 
 _____________________________________________________________ 
 _____________________________________________________________ 
6. ประวัติการไดรับวัคซีนที่ผานมา ____1.เคย ____2. ไมเคย  A9 
 เลือกวัคซีนที่ไดรับ (ไดมากกวาหนึ่งขอ) ระบุปที่ไดรับวัควีน(ถาจําได)  40 
 ____ วัคซีนบาดทะยัก เมื่อ_________________________  A10 41 
 ____ วัคซีนนวิโมคอคคัส เมื่อ_________________________  A11 42 

____ วัคซีนวณัโรค เมื่อ_________________________  A12 43 
 ____ วัคซีนพษิสุนัขบา เมื่อ_________________________  A13 44 
 ____ วัคซีนไขเหลือง เมื่อ_________________________  A14 45 
 ____ วัคซีนไขกาฬหลังแอนเมื่อ_______________________  A15 46 
 ____ วัคซีน___________เมื่อ_________________________  A16 47 
7.  ทานเคยตรวจเลือดเพื่อดูการติดเชื้อเอชไอวหีรือไม     A17 
 ____1.เคย ____2. ไมเคย(ถาตอบวาไมเคย ส้ินสุดแบบสอบถาม)  48 
8. ผลการตรวจเลือดเอชไอวีลาสุดพบเลือดบวกหรือไม    A18 

ระบุวันเวลาทีต่รวจ ______________________________    49 
____1.บวก ____2. ไมบวก(ถาตอบวาไมบวก ส้ินสุดแบบสอบถาม) 

       9.  เหตุผลที่ทําใหตองตรวจเลือดเอชไอว ี
 _________________________________________________________ 
III ขอมูลการติดเชื้อเอชไอวี

1. ทานคิดวาทานไดรับเชื้อเอชไอวีจากชองทางใด    H1 
___1. เพศสัมพันธ ___2. เข็มฉีดยา ___3. เลือด ___4. อ่ืน ๆ ระบุ _______________ 50 
2. ชนิดของเพศสมัพันธที่ทานเคยปฏิบัติกอนทราบผลเลือดคือแบบใด  H2 
___1. ตางเพศ   ___2. สองเพศ ___3. เพศเดยีวกัน ___4. อ่ืน ๆ ระบุ _____________ 51 
3. ชนิดของเพศสมัพันธที่ทานปฏิบัติขณะนี้คือแบบใด    H3  
___1. ตางเพศ  ___2. สองเพศ  ___3. เพศเดียวกัน ___4. อ่ืน ๆ ระบุ _____________ 52 
4.  ทานเคยติดเชือ้โรคฉกฉวยโอกาสดังตอไปนี้หรือไม     
4.1 วัณโรคปอดหรือวัณโรคที่อวัยวะอ่ืน ____1.ใช ____2. ไมใช H4 53 
4.2 เชื้อราในปอดหรือ PCP   ____1.ใช ____2. ไมใช H5 54 
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4.3 เชื้อราในสมอง ระบุ______________ ____1.ใช ____2. ไมใช H6 55 
4.4 อ่ืน ๆ ระบุ______________________ ____1.ใช ____2. ไมใช H7 56 
5. ระดับเม็ดเลือดขาว CD4 ลาสุด คือ ________ ตอซีซี เมื่อ ___/___/____ H8 57-59 
6. ระดับไวรัสเอชไอวีในเลือดลาสุดคือ ________ ตอซีซี เมื่อ ___/___/____ H9 60-66 
7.   ขณะนี้ทานรับการรักษาดวยยาตานเชื้อไวรัส _____ 1.ใช   ______2.ไมใช      H10     67 
8.   ระบุสูตรยาที่ไดและระยะเวลาในการรกัษาในแตละสูตร(ระบุเปนสัปดาห) 
 __________________________               ______________   
 __________________________  ________________       
สรุปผลการตรวจรางกายและระบุความผิดปกติที่พบในอาสาสมัคร 
ผลการตรวจรางกาย 
:____________________________________________________________________________
____________________________________________________________________________
____________________________________________________________________________ 

 

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

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

คําถาม 
ขอ
ที่ 

ช่ือตัว
แปร 

หัวขอเรื่อง คอลัมน จํานวน 
คอลัมน 

รายละเอียด 

 ID เลขที่แบบสอบถาม 1-3 3 เลขที่แบบสอบถาม 001-
999 

  1 HN เลขผูปวยนอกในป25XX 4-10 7 เลขที่ผูปวยนอกของ
รพ.00001XX-99999XX 

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

  3 AGE อายุ 12-13 1 ลงอายุเต็ม หนวยป 
99 = ไมตอบ 

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

   1 

  8 SAL เงินเดือน 18-22 5 ใสจํานวนเงินเดือน(บาท) 
ถาไมตอบ =99999 

  1 PRE อาการปจจุบัน  
1.1 P1 ไข 23 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
1.2 P2 ไอ 24 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
1.3 P3 เสมหะ 25 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
 1.4 P4 หอบ 26 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
1.5 P5 ฝหนอง 27 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
1.6 P6 ปวดหัว 28 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
1.7 P7 ปวดเมื่อย  

ครั่นเนื้อตัว 
29 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 

1.8 P8 ระบุอาการ 30 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ถาไมระบุอาการใส 9 

1.9 P9 ระบุอาการ 31 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ถาไมระบุอาการใส 9 

2.1 A1 โรคปอดบวม 32 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 

  2 
   

2.2 A2 ไซนัสอักเสบ 33 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
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ชุด
คําถาม 

ขอ
ที่ 

ช่ือตัว
แปร 

หัวขอเรื่อง คอลัมน จํานวน 
คอลัมน 

รายละเอียด 

2.3 A3 ไขเยื่อหุมสมองอักเสบ 34 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
2.4 A4 ฝหนอง 35 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
2.5 A5 ระบุการติดเชื้อ 36 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 

ถาไมระบุไวใหใส 9 
  3 A6 จํานวนครั้ง 37 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
  4 A7 ประวัติยาที่ใชในปจจุบัน 38 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
  5 A8 ประวัติแพยา 39 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
  6 A9 ประวัติวัคซีน 40 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
   A10 วัคซีนบาดทะยัก 41 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 

ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 

 A11 วัคซีน 
นิวโมคอคคัส 

42 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 
ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 

 A12 วัคซีนวัณโรค 43 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 
ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 

 A13 วัคซีน 
พิษสุนัขบา 

44 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 
ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 

 A14 วัคซีนไขเหลือง 45 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 
ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 

 A15 วัคซีน 
ไขกาฬหลังแอน 

46 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 
ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 

 A16 ระบุวัคซีน 47 1 ใสรหัส 1 เมื่อกาขอมูล 
ใสรหัส 0 เมื่อไมกา 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

  7 A17 การตรวจ HIV 48 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 

2 (ตอ) 
   

  8 A18 ผลตรวจ HIV 49 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

  1 H1 ชองทางการติดเช้ือ HIV 50 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

    3 

  2 H2 รสนิยมทางเพศ 51 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม  
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ชุด
คําถาม 

ขอที่ ช่ือตัว
แปร 

หัวขอเรื่อง คอลัมน จํานวน 
คอลัมน 

รายละเอียด 

2 (ตอ) H2 (ตอ)    ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

  3 H3 ลักษณะเพศสัมพันธหลัง
ติดเชื้อ 

52 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

 4.1 H4 วัณโรค 53 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

 4.2 H5 เช้ือราในปอด 54 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

 4.3 H6 เช้ือราในสมอง 55 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

 4.4 H7 ระบุเช้ือฉกฉวยโอกาส 56 1 ใสรหัสตามแบบสอบถาม 
ใสรหัส 9 เมื่อไมมีขอมูล 

  5 H8 ระดับเม็ดเลือด CD4 57-59 3 ใสจํานวนตามผลจริงถาไม
มีขอมูลใส 999 

    3 

  6 H9 ระดับ viral load ในเลือด 60-66 7 ใสจํานวนตามผลจริง เชน 
105,000 ใหใส 0105000 
เปนตน ถาไมมีขอมูลใหใส 
9999999 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นาย วิรัช เมฆอนันตธวัช เกิดวนัที่ 12 กันยายน 2514  ที่จังหวดักรงุเทพมหานคร  สําเร็จ
การศึกษาปรญิญาตรีแพทยศาสตรบัณฑิต (เกียรตินยิมอันดับ 1) คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาล
รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ในปการศกึษา 2537   ไดรับประกาศนยีบัตรทยาศาสตรทางการแพทย
คลินิก (สาขาอายุรศาสตร) ภาควชิาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาลรามาธิบดี 
มหาวิทยาลัยมหิดล ในปการศึกษา 2541   และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
(สาขาอายุรศาสตร) คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย เมื่อ พ.ศ. 2546 
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