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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
# # 6174065830 : MAJOR MEDICINE 
KEYWORD: hepatitis B, pregenomic RNA, stability 
 Pakkapon Rattanachaisit :  Stability of hepatitis B virus pregenomic RNA in 

plasma specimens stored for 48 hours at different times and temperatures. 
Advisor:  Assoc.  Prof.  PIYAWAT KOMOLMIT, M. D.  Co- advisor:  Prof.  YONG 
POOVORAWAN, M.D. 

  
Objective:  To demonstrate the effect of two different temperatures (4 °C 

and 25 °C)  and storage times up to 48 hours on Hepatitis B virus (HBV)  pregenomic 
RNA (pgRNA) stability.        

Methods: Blood from forty chronic hepatitis B patients were collected and 
processed within 2 hours. The plasma sample of each patient was divided and stored 
at 4 °C and 25 °C until the six different time points (0, 2, 6, 12, 24 and 48 hours). The 
quantification of pgRNA from all samples was performed by the digital polymerase 
chain reaction (PCR)  method.  The differences in pgRNA level at baseline and each 
time point were compared. 

Results:  The mean change of pgRNA levels compared to the initial sample 
were statistically significant decreased from the initial values after 12 hours at 4 °C 
and after 6 hours at 25 °C. However, these changes were within 0.5 log10 copies/mL 
which were not considered clinical significance.  

Conclusions:  The plasma level of HBV pgRNA is stable at 4 °C and room 
temperature at least up to 48 hours before the quantification process. 
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บทท่ี 1  
บทน า 

 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย  

โรคไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง (Chronic hepatitis B infection) เป็นสาเหตุที่ส าคัญเหตุหนึ่ง 

ของการเจ็บป่วยและเสียชีวิตจากโรคตับทั่วโลก องค์การอนามัยโลกได้ประมาณการว่าทั่วโลกมี

ผูต้ิดเชือ้ไวรัส ตับอักเสบบีเรื้อรัง ร้อยละ 3.5 ของ ประชากรโลก หรอืประมาณ 257 ล้านคน ใน

ปี ค.ศ.2015(1) การตดิเชือ้ไวรัสตับอักเสบบีสามารถน าไปสู่ ภาวะตับแข็งและมะเร็งตับได้ แมว้่า

ในปัจจุบันจะไม่สามารถ ก าจัดไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังได้อย่างถาวร แตก่ารจ ากัดปริมาณไวรัส 

และป้องกันโรคได้รับการพัฒนาขึน้ อย่างมาก องค์การอนามัยโลกตั้งเป้าหมายว่า จะสามารถ

ก าจัดไวรัสตับอักเสบให้ได้ภายในปี ค.ศ.2030 (2) 

การรักษาโรคไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังในปัจจุบัน มีการใชย้าใน 2 กลุ่มหลักได้แก ่ 

interferon  และ nucleos(t)ide  analogues  (NUC)  ยา Pegylated interferon-alpha (PegIFN-a) 

ซึ่งให้โดยการฉีดใต้ผวิหนัง 48  สัปดาห์สามารถกดระดับไวรัสลงได้ ร้อยละ 25 ของผู้ป่วยที่

ได้รับยานี้ แตม่ีผลขา้งเคียงมาก (3, 4) ยาในกลุ่ม nucleos(t)ide  analogues  สามารถกดระดับ

ไวรัสลงได้ดีกว่า เมื่อใช้ยาที่มปีระสิทธิภาพสูง และโอกาสดือ้ยาต่ า เช่นยา tenofovir หรอื 

entecavir (3, 4) อย่างไรก็ตามตอ้งใหย้าในระยะยาวและอาจเกิดผลข้างเคียงจากยา ในระยะ

ยาวได้ ประโยชน์ส าคัญของการรักษาด้วยยาทั้งสองกลุ่มนอกจากจะลดระดับไวรัสแลว้ยังลด

โอกาส การเกิดมะเร็งตับด้วย โดยเป้าหมายของการรักษา ซึ่งพบว่าสัมพันธ์กับผลลัพธ์ที่ดีทั้งใน

แง่การหยุดยาได้ และลดการเกิดมะเร็งตับ คือการที่ไม่สามารถตรวจพบ small envelope 
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antigen (HBsAg) แตโ่อกาสที่จะเกิดการสูญเสีย HBsAg พบว่าไม่ถึงรอ้ยละ 10 ของผูป้่วยที่ได้รับ

การรักษา (3, 4) 

ในปัจจุบันเป้าหมายการรักษาโรคไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง ไม่ได้มุ่งเน้นไปเพียงแค่การ

ลดระดับไวรัสได้ หากแต่มเีป้าหมายเพื่อก าจัดสารพันธุกรรมของเชื้อออกจากเซลล์ตับ โดยแบ่ง

เป้าหมายได้ดังนี ้(5, 6) 

1. Functional cure คือการที่สูญเสีย HBsAg โดยอาจจะเกิด anti-HBs หรอืไม่ก็ได ้

ร่วมกับไม่พบ DNA ของเชือ้ในเลือด แตย่ังมี cccDNA ในเซลล์ตับ ภาวะดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า

การตดิเชื้อถูกจ ากัดโดย ระบบภูมคิุ้มกันของผูป้่วยและสามารถหยุดยาได้  

2. Complete sterilizing cure คือ การเกิด functional cure ร่วมกับการก าจัด cccDNA 

ออกจากเซลล์ตับได้ รวมทั้งก าจัด integrated HBV DNA 

3. Partial cure คือ การที่ยังตรวจพบ HBsAg แต่ไม่พบ DNA ของเชือ้ในเลือดหลังหยุด 

การรักษาด้วยยาต้านไวรัส  

ในการรักษาด้วยยาในปัจจุบันโอกาสที่จะบรรลุเป้าหมายดังกล่าวยังน้อย จงึเป็นที่มา

ของความพยายาม ในการวิจัยและพัฒนายาใหม่ ๆ ในการรักษาโรคไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง 

ตามกลไกของเชื้อในการแบ่งตัว เพื่อเพิ่ม ประสิทธิภาพในการลดระดับไวรัสและบรรลุเป้าหมาย 

Functional cure หรอื Complete sterilizing cure อย่างไรก็ตามผู้ป่วยส่วนใหญ่ที่ไม่สามารถบรรลุ

เป้าหมายดังกล่าวได้ ยังต้องได้รับการรักษาด้วยยา ในระยะยาว จงึเป็นที่มาของการใชต้ัวชีว้ัด

เพื่อติดตามการรักษา ประเมินระยะโรค ท านายโอกาส ในการเกิดมะเร็งตับ รวมทั้งโอกาสใน

การหยุดยา  
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ตัวชี้วัดที่มีใชใ้นปัจจุบันเช่น การวัดปริมาณไวรัสตับอักเสบบี (HBV DNA quantitation) 

และการวัดระดับ quantitative HBsAg สามารถใหข้้อมูลที่ส าคัญในการประเมินระยะโรค 

ท านายโอกาสในการเกิดมะเร็งตับ  และติดตามผลการรักษาโรคไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังใน

ปัจจุบัน (7, 8) ส าหรับตัวชีว้ัดใหมท่ี่เริ่มมกีารศกึษาและวจิัยมากขึ้น ได้แก่ ระดับ HBV RNA, 

ระดับ Hepatitis B Core-Related Antigen (HBcrAg), ระดับ Hepatitis B e Antigen (HbeAg) และ 

ระดับ Hepatitis B core Antibody (Anti-HBc) พบว่าสามารถใช้ตดิตามการรักษา ประเมินระยะ

โรค ท านายโอกาสในการเกิดมะเร็งตับ รวมทั้งโอกาสในการหยุดยา และที่ส าคัญคือการใชใ้น

การประเมนิประสิทธิภาพของการรักษาด้วยยาใหม่ เชน่ยาที่มเีป้าหมายยับยั้งการท างานของ 

cccDNA  โดยใช้ระดับ HBV RNA หรอืระดับ HBcrAg หรอื ระดับ Anti-HBc ในยาที่เกี่ยวข้องกับ

ระบบภูมคิุ้มกัน (immune-modulatory therapies)(8)  

การศกึษาพบ pregenomic RNA (HBV pgRNA) ซึ่งเป็นสารพันธุกรรมที่ถูกสร้างจาก 

cccDNA ของเชือ้ไวรัส ตับอักเสบบีโดยตรง และสามารถน ามาใช้ประโยชน์ในทางคลินิกดังที่ได้

กล่าวข้างต้น(9)  อย่างไรก็ตาม ยังไม่มขี้อมูลพืน้ฐาน ในด้านความคงตัวของสารพันธุกรรมนี้ที่

เวลาและอุณหภูมใินการจัดเก็บที่ตา่งกัน  

โดยทั่วไป RNA เป็นโมเลกุลที่ไม่คงตัว สามารถถูกย่อยสลายได้ในสภาวะแวดล้อม และ

ระหว่างกระบวนการวัดปริมาณ ปัจจัยหลักที่ท าให้เกิดความไม่คงตัวของ RNA คือ การปนเปื้อน

ของ เอนไซม์ไรโบนิวคลิเอส (ribonuclease หรอื RNase) การปนเปื้อนของตัวยับยั้ง (inhibitor) 

รวมทั้งปัจจัยด้านสิ่งแวดล้อม เช่น อุณหภูม ิหรอืปัจจัยจากเครื่องมือที่ใชว้ัดปริมาณ(10)      

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4 

 ส าหรับแนวทางปฏิบัติในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ กระบวนการวิเคราะหป์ริมาณไวรัส

ของ หอ้งปฏิบัติการทางจุลชีววิทยา ให้น าส่งตัวอย่างเลือดภายใน  6  ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 2-8  

องศาเซลเซียส หากไม่ทันใน 4 ช่ัวโมง สามารถปั่นแยกพลาสมาที่อุณภูมิห้อง เก็บรักษาที่

อุณหภูมิ 2-8  องศาเซลเซียส ได้นาน 3  วัน หรอืแช่แข็งได้นาน  1 เดือน (11) ในระดับประเทศ

คาดว่าการส่งตัวอย่างเลือด สามารถน าส่งหอ้งปฏิบัติการ หรอืระยะเวลา 48 ช่ัวโมง   

 เนื่องจากยังขาดข้อมูลในด้านความคงตัวของสารพันธุกรรมนี้ จงึเป็นที่มาของ

การศกึษานีเ้พื่อ เปรียบเทียบผลของการเก็บตัวอย่างพลาสมา ไว้ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง ที่

อุณหภูมิหอ้ง (25 องศาเซลเซียส) และ 4 องศาเซลเซียส ว่ามีผลตอ่ระดับ HBV pgRNA หรอืไม่  

 

1.2 ค าถามของการวิจัย  
ค าถามหลัก ระดับ HBV pgRNA ใน plasma ไม่เปลี่ยนแปลงในการเก็บที่ 

อุณหภูมิหอ้ง และ 4 องศาเซลเซียสที่เวลา 2, 6, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมงหรอืไม่  

 

1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย  
วัตถุประสงค์หลัก เปรียบเทียบระดับ HBV pgRNA ในตัวอย่างพลาสมา ที่เก็บไว้

ในอุณหภูมิหอ้งและ 4 องศาเซลเซียสที่เวลา 2, 6, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมง 

 

1.4 สมมติฐาน  
ระดับ HBV pgRNA ใน plasma ไม่เปลี่ยนแปลงในการเก็บที่ อุณหภูมิห้อง และ 4 องศา

เซลเซียสที่เวลา 2, 6, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมง 
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1.5 กรอบแนวความคิดในการวิจัย 

 

รูปที ่1 กรอบแนวคิดในการวิจัย 


1.6 รูปแบบการวิจัย 
 Descriptive study, repeated measurement   

 

1.7 ปัญหาทางจริยธรรม 
หลักความเคารพในบุคคล (Respect for person) 

ผูว้ิจัยจะเก็บความลับของอาสาสมัครโดยไม่มี identifier ในแบบบันทึกข้อมูลที่จะระบุ

ถึงตัว อาสาสมัคร ผูท้ี่จะสามารถเข้าถึงข้อมูลผูป้่วยมีเฉพาะผูว้ิจัยหลักเท่านั้นและอาสาสมัคร

ทุกรายจะ ได้รับข้อมูลเกี่ยวกับรายละเอียดงานวิจัย วัตถุประสงค์ ประโยชน์และผลข้างเคียงที่

เกิดขึ้นได้อย่าง ครบถ้วนและได้รับความยินยอมจากผูป้่วย  
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หลักการให้ประโยชน์ ไม่ก่อให้เกิดอันตราย (Beneficence/Non-maleficence)  

ผูป้่วยจะได้รับประโยชน์จากงานวิจัยนี้ เนื่องจากทราบปริมาณ HBV pgRNA ซึ่งสามารถ 

น าไปใช้ประโยชน์ในการตดิตามการรักษาต่อไปในอนาคต 

ความเสี่ยงที่อาจเกิดขึ้นต่อตัวผูป้่วย ได้แก่ การเจาะเลือดท าให้เกิดการช้ าและติดเชือ้

บริเวณที่เจาะ เลือดได้  ท าใหผู้ป้่วยเสียเวลาในการเดินทางและเจาะเลือด ทั้งนีผู้เ้จาะเลือดเป็น

เจ้าหน้าที่วจิัยที่ม ีประสบการณส์ูงเพื่อให้ความมั่นใจต่อผูป้่วย  

 

หลักความยุติธรรม (Justice) 

มีเกณฑ์การคัดเข้าและออกชัดเจน ผูป้่วยทุกคนจะได้รับการเจาะเลือดและปฏิบัติอย่าง

เท่าเทียมกัน 

  

1.8 ผลหรือประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย  
น าข้อมูลเป็นพืน้ฐานในการจัดเก็บ HBV pgRNA เพื่อสร้างแนวทางปฏิบัติการตรวจ วัด

ระดับ HBV pgRNA และใช้เป็นข้อมูลในการท างานวิจัยเปรียบเทียบระดับ HBV pgRNA 

   

1.9 อุปสรรคที่อาจเกิดขึ้นระหว่างการวิจัยและมาตรฐานการแก้ไข 
 เนื่องจากเป็นตัวชีว้ัดใหมท่ี่ยังไม่มกีารศกึษามากนัก และยังไม่ได้ใชใ้นงานบริการทาง

คลินิก ท าให้ตอ้งมีการประชาสัมพันธ์ที่ด ี และเชิญชวนผู้ป่วย ให้ทราบถึงประโยชน์ของ

การศกึษานี้ รวมทั้งในขั้นตอนการจัดเก็บและวัดระดับ อาจมปีัจจัยอื่น ๆ ที่อาจมีผลตอ่การวัด

ระดับ HBV pgRNA เชน่ ความแปรปรวนของเครื่องมอืที่ใชว้ัด, การปนเปื้อนของ RNase และ 
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inhibitor เป็นต้น จึงตอ้งปฏิบัติการตามมาตรฐาน มีการใชน้้ ายามาตรฐาน และเครื่องมือ

มาตรฐานในเวลาเดียวกัน  
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บทท่ี 2  
ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

 

2.1 ไวรัสวิทยา 
 ไวรัสตับอักเสบบี จัดอยู่ในกลุ่มดเีอ็นเอไวรัส สกุล Hepadnaviridae อนุภาคของไวรัสที่

สามาถ ติดต่อได้ (Dane particle) ประกอบด้วยสารพันธุกรรมของไวรัส เอนไซม์โพลีเมอเรส 

(polymerase) และโปรตนีของไวรัส ดังแสดงในรูปที่ 2 (12) 

 

รูปที่ 2 อนุภาคของไวรัสตับอักเสบบี 


สารพันธุกรรมของไวรัสตับอักเสบบี เป็นโครงสรา้งดเีอ็นเอที่มมีีลักษณะวงกลมสายคู่

แบบไม่สมบูรณ์ (relaxed, circular, partial double strand)  ขนาด  3.2 กิโลเบส โดยสายลบครบ

วงกลม และสายบวกไม่ครบวงกลม จโีนมของไวรัส ประกอบด้วย open reading frames ที่ทบั

ซ้อนกันจ านวน 4 กลุ่มได้แก่ 1. Polymerase region ถอดรหัสเป็น เอนไซม์ polymerase ซึ่งท างาน

เป็นทั้ง DNA polymerase, reverse transcriptase และ RNase 2. Core region ถอดรหัสเป็น
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โปรตนีหอ่หุม้สารพันธุกรรม (nucleocapsids) และ e antigen (HBeAg) 3. Surface (S) region 

ถอดรหัสเป็น s antigen (HBsAg) ส าหรับ สร้างเปลือกหุ้มไวรัส (glycoprotein envelope) และ 4. 

X region ถอดรหัสเป็นโปรตนี X (12, 13) (รูปที่ 3) 

 

รูปที่ 3 จโีนมของไวรัสตับอักเสบบ ี


2.2 วงจรชีวิตของไวรัสตับอักเสบบี  

อนุภาคไวรัสตับอักเสบบีที่ประกอบด้วย DNA และเอนไซม์ polymerase  จะจับกับผวิ

ของเซลล์ตับ และเข้าสู่เซลล์โดยกระบวนการ  endocytosis โดยภายใน cytoplasm ส่วนของ

เปลือกหุม้จะถูกแยกออก (uncoating) สารพันธุกรรมในรูปแบบ relaxed circular DNA (rcDNA) 

จะเข้าสู่นิวเคลียส และผา่นการซ่อมแซมเพื่อสร้างเป็น DNA สายคู่ครบวงกลมในรูปแบบ 

covalently closed circular DNA (cccDNA) การสรา้ง cccDNA นีเ้ป็นจุดส าคัญ ของวงจรชีวติไวรัส 

เพื่อเป็นแมแ่บบในการถอดรหัส ทางพันธุกรรมตอ่ไป (13, 14) 

  RNA ที่เกิดจากการถอดรหัสของ cccDNA แบ่งเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่สรา้งเป็นจีโนม 
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(genomic RNA หรอื pregenomic RNA) ซึ่งถูกแปลรหัสเป็นโปรตนี precore, core และ 

polymerase และกลุ่มที่ไม่สร้างเป็นจีโนม (subgenomic RNA) ซึ่งถูกแปลรหัสเป็นโปรตนี preS, 

preS2, HBsAg และ X (12) 

  นอกจากไวรัสที่มสีารพันธุกรรมแบบ rcDNA แล้ว ยังมอีนุภาคไวรัสบางสว่นที่มีสาร

พันธุกรรมที่เป็น double stranded linear DNA (dslDNA) เมื่อเข้าสู่นวิเคลียสแล้ว สามารถแทรก

ตัว เข้าไปในพันธุกรรมของมนุษย์ (integrated HBV genome) หรอือาจสรา้งเป็น cccDNA ได้ (15) 

การที่ DNA ของไวรัสแทรกเข้ามาในพันธุกรรมของมนุษย์ พบว่าเกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งตับ

(16) อย่างไรก็ตามพบว่า integrated HBV genome ไม่สามารถสร้าง HBV pgRNA ที่ท างานแต่

สร้าง HBsAg ได้ (17) 

  HBV pgRNA และ โปรตนี polymerase จะประกอบเป็นอนุภาคไวรัสใหมโ่ดยการหอ่หุม้

ด้วย ส่วนแคบสิด (encapsidation) ภายใน cytoplasm และต่อมา polymerase จะใช้คุณสมบัติ 

reverse transcription เปลี่ยน pgRNA สู่ relaxed circular DNA และใช้เอ็นไซม์ RNase เพื่อสลาย 

pgRNA ต้นแบบ อนุภาคที่เกิดขึน้นีจ้ะหมุนเวียนกลับเข้าสู่นวิเคลียส เพื่อสร้างเป็น cccDNA 

(recycling pathway) หรอืปล่อยออกนอกเซลล์โดยผา่น endoplasmic reticulum ซึ่งจะสร้าง

เปลือกหุม้ช้ันนอก  (glycoprotein envelope) ให้กับอนุภาคไวรัส (12, 18, 19) นอกจากนีย้ังพบว่า

อาจมกีารสร้างสารพันธุกรรมที่เป็น double stranded linear DNA (dslDNA) จาก pgRNA ซึ่ง

สามารถสร้างเป็น cccDNA และ แทรกเข้ามาในยีนของเซลล์ตับได้ (20) (รูปที่ 4) 

  อนุภาคที่ปล่อยออกมาจากเซลล์ตับที่ตดิเชื้อ นอกจากจะประกอบไปด้วยอนุภาคของ  

relaxed circular DNA แล้ว ยังพบว่ามีอนุภาคที่มี dslDNA, pgRNA หรอือนุภาคเปล่า(19, 21) (รูป

ที่ 4)  
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รูปที่ 4 วงจรชีวิตของไวรัสตับอักเสบบี 
 
2.3 HBV RNA 

RNA ของไวรัสตับอักเสบบีถูกสร้างขึ้นภายในเซลล์ซึ่งประกอบไปด้วย precore RNA 

(pcRNA) ขนาด 3.5 kb, pgRNA ขนาด 3.5 kb, surface messenger RNA (mRNA) ขนาด 2.1 และ 

2.4 kb ส่วนสุดท้ายคือ X mRNA ขนาด 0.7 kb โดยทุกสายของ mRNA มีล าดับเบสทับซ้อน กับ 

X mRNA เริ่มจากปลาย 3’ ดังรูปที่ 5 

รูปที่ 5 Open reading frame ของไวรัสตับอักเสบบีและต าแหน่งล าดับเบสของ RNA ชนิดต่าง ๆ 
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RNA ของไวรัสตับอักเสบบีได้ถูกค้นพบว่ามีในเลือด มากกว่า 20 ปี (22) การศกึษาใน

ระยะหลังพบว่า RNA ส่วนใหญ่ในเลือดเป็น pgRNA ซึ่งถูกถอดรหัสโดยตรงจาก covalently 

closed circular DNA และอยู่ในรูป อนุภาคที่ม ีcapsid และ envelope หอ่หุม้ (HBV RNA virion-

like particles) (21, 23) อนุภาคดังกล่าว สามารถส่งออกจากเซลส์ตับและออกสู่ระบบเลือดได ้

อย่างไรก็ตามยังไม่มกีารศกึษา ถึงความสามารถ ในการตดิต่อของอนุภาคนี ้ และกระบวนการ

สร้างสารพันธุกรรมที่ เริ่มจาก HBV pgRNA สู่ covalently closed circular DNA (24)  

การตรวจพบและวัดปริมาณ HBV RNA  ในเลือดแตกต่างกันไปตามวิธีที่ใช้ในการท า 

Polymerase chain reaction (PCR) และ primers  ที่ใช้   อย่างไรก็ตาม RNA ที่พบในเลือดก็มี

หลายรูปแบบทั้งขนาดปกติ (genome length) หรอืมีการปรับแต่ง เช่น ผ่านกระบวนการ splicing 

หรอื polyadenylation (19) ระยะต่าง ๆ ของการตดิเชื้อไวรัสตับอักเสบบี รวมถึงการได้รับยาตา่ง 

ๆ ตลอดจนวิธีการวัดระดับ RNA ในเลือด ส่งผลให้ชนิด ของ RNA  ที่วัดได้แตกต่างกัน ปัจจุบัน

ยังไม่มีวธิีการวิเคราะหร์ะดับ HBV RNA ที่เป็นมาตรฐาน(19, 25)  

 

2.4 HBV pregenomic RNA (HBV pgRNA) 
 ด้วยวิธีการวัดระดับ HBV RNA ที่แตกต่างกัน ทั้ง primers ที่เลือกใช้ วิธีการ และ

เครื่องมือ ท าให้มคีวามแตกต่างของชนิด RNA ที่พบในเลือด (HBV RNA species) อย่างไรก็ตาม 

HBV RNA ที่พบส่วนใหญ่เปน็ HBV pgRNA ซึ่งสามารถพบได้ทั้งที่มขีนาดปกติ 3.5 kb หรอืมีการ

ปรับแต่งได้ (19) 

  ประโยชน์ของการน า HBV pgRNA มาใช้ในทางคลินิกที่ส าคัญคือการบอกการท างาน

ของ covalently closed circular DNA ในเซลล์ตับ โดยการตรวจเลอืด และเชื่อวา่จะมีประโยชน์

มากกว่าการใช้ quantitative HBsAg เนื่องจาก HBsAg สามารถสร้างได้จากทั้ง covalently closed 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 13 

circular DNA และ integrated DNA รวมทั้งระดับที่เปลี่ยนไปใน genotype ต่างกัน และ mutation 

(26)  

 มีการศกึษาพบว่าระดับของ HBV pgRNA จะเพิ่มขึ้นในผูท้ี่ได้รับยา nucleot(s)ide 

analogues (NAs) การศกึษาทดลองในสัตว์ทดลอง ที่ได้รับการรักษาด้วยยา entecavir พบว่า

ระดับ HBV pgRNA สูงขึน้หลังได้รับการรักษาด้วยยา แมว้่าระดับ HBV DNA จะลดลง 

เชน่เดียวกับผูป้่วยที่ได้รับการรักษาด้วย telbivudine พบว่าระดับ HBV pgRNA จะลดลงใน

สัดส่วนที่นอ้ยกว่า  HBV DNA (21) (รูปที่ 6) 

 

 
 

รูปที ่6 การเพิ่มขึ้นของ pgRNA virion หลังได้รับยา nucleot(s)ide analogues (NAs) 

 
2.5 ประโยชน์ทางคลินิกของ HBV pgRNA 

มีการศกึษาถึงประโยชน์ของ HBV RNA ในทางคลิกนิกหลายด้าน เชน่ ใช้ตรวจตดิตาม

การรักษาด้วย nucleot(s)ide analogues (NAs), ใช้ตรวจตดิตามการรักษาด้วย interferon และใช้

ช่วยในการตดัสินใจหยุดยา  

การศกึษาในผู้ป่วยที่ได้รับการรักษาด้วยยา lamivudine และ entecavir  จ านวน  52 คน 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 14 

พบว่าระดับ HBV RNA  ที่ 12 สัปดาห์ สามารถท านายโอกาสที่จะไม่สามารถวัดระดับ HBV DNA 

หลังการรักษาได้ด ี(adjusted hazard ratio = 0.9, p = 0.035) (27) เชน่เดียวกับการรักษาด้วย 

interferon มีการศกึษาพบว่าในผู้ป่วยที่ได้รับ pegylated interferon alfa (Peg-IFN) และ adefovir 

จ านวน 86 คน ระดับการลดลงของ HBV RNA จะมากกว่าในกลุ่มที่ตอบสนองต่อยา และใน

ผูป้่วยที่เป็น HBV eAg negative ระดับ HBV RNA ที่นอ้ยก่อนเริ่มยามคีวามสัมพันธ์กับการ

ตอบสนองตอ่ยา Peg-IFNและ adefovir  (OR 0.44, p = 0.019) (23) อย่างไรก็ตามยังขาดขอ้มูล

การท านายผลของการรักษาในระยะยาวโดยใช้การตรวจ HBV RNA  (19) 

 การศกึษาของ van Bömmel และคณะ(28) ในผู้ป่วย HBeAg positive ที่ได้รับการรักษา

ด้วยยา จ านวน 50 รายพบว่า การลดลงของ HBV RNA ที่ 3 และ 6 เดือนหลังการรักษา เป็นตัว

บ่งชีท้ี่ส าคัญของการเกิด HBeAg seroconversion เทียบกับระดับ HBV DNA HBsAg และ alanine 

aminotransferase นอกจากนี้ระดับตั้งต้นของ full length HBV RNA (baseline HBV flRNA) 

สามารถท านายการเกิด HBeAg seroconversion ได้ดกีว่าระดับ HBV DNA โดยมีค่า area under 

the receiver operating characteristic curve เท่ากับ 0.73 และ 0.67 ตามล าดับ 

 ในด้านการพิจารณาหยุดยาหลังการรักษา การใชร้ะดับ HBV RNA ซึ่งสามารถบอก 

cccDNA activity ได้ จะเป็น ประโยชน์ในการตัดสินใจหยุดยาอย่างปลอดภัย(29) การศกึษาใน

ผูป้่วยที่หยุดยา 24  สัปดาห์ หลังได้รับการรักษาด้วยยา nucleot(s)ide analogue  พบว่า มีผู้ป่วย

ที่ม ีHBV DNA rebound จ านวน 19  คนจาก 36 คน การวิเคราะห์หลายตัวแปรพบว่าระดับ HBV 

DNA และ RNA หลังเริ่มการรักษาที่ 3 เดือน เป็นปัจจัยสัมพันธ์กับการเกิด HBV DNA rebound 

(OR 9.747, p = 0.043) โดยเมื่อใช้ระดับ HBV DNA และ RNA หลังเริ่มการรักษาที่ 3 เดือน ที่ 

4.8 log copies/mL จะมีความไว 0.733 และความจ าเพาะ 0.619 ต่อการเกิด HBV DNA rebound 
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(30) การศกึษาของ  Wang และคณะ (21) พบว่าในผูป้่วยที่หยุดการรักษาด้วยยา จ านวน 33 คน 

หากมีการตรวจพบว่ายังมี HBV RNA หลังการรักษา จะมี viral rebound ทุกคนแต่หากตรวจไม่

พบ จะมี viral rebound เพียง 25 % ข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นวา่ HBV RNA น่าจะมีประโยชน์ 

ในการบอกโอกาสการเกิด relapse หลังการหยุดยา  

ส าหรับยารักษาไวรัสตับอักเสบบีกลุ่มใหม ่ ซึ่งมีเป้าหมายในการยับยั้งวงจรชีวติของ

ไวรัสในจุดต่าง ๆ pgRNA ก็เป็น เป้าหมายหนึ่งในการเมินประสิทธิภาพของยา เชน่ ยากลุ่ม 

Capsid assembly modulators (CAMs) ซึ่งสามารถยับยั้ง cccDNA formation, capsid assembly 

และ pgRNA packaging(31) การศกึษายา NVR 3-788 ร่วมกับ PEG-IFN ในหนูพบว่าสามารถ

ยับยั้ง HBV DNA replication และการสร้าง HBV RNA ได้ (32) การศกึษาในเซลล์ตับของมนุษย์ 

พบว่ายา BAY41-4109 สามารถยับยั้งการสร้าง cccDNA และลดระดับ intracellular HBV RNA ได ้

(33) ในส่วนของ pgRNA encapsidation ก็มีการศึกษา ถึงยาที่สามารถยับยั้งกระบวนการ

ดังกล่าวได้เชน่ ยา (Z)-2-(allylamino)-4-amino-N’-cyanothiazole-5-carboximidamide 

(AACC) การศกึษาในระดับเซลล์พบว่า สามารถยับยั้งการท างานของ pgRNA และ polymerase 

ท าให้ ลดระดับ  encapsidated pgRNA และยับยั้ง capsid assembly (34) 

 มะเร็งตับชนิด hepatocellular carcinoma สามารถพบ pgRNA ภายในเซลล์มะเร็งได้ 

แสดงให้เห็นว่าไวรัสสามารถแบ่งตัวได้ภายในเซลล์มะเร็ง (35) มีการศกึษาพบว่าการตรวจพบ 

pgRNA และ cccDNA ในเนื้อมะเร็ง สัมพันธ์กับมะเร็งที่ไม่มี microvascular invasion และ survival 

ที่ด ี โดยเป็นมะเร็งที่มีลักษณะ well-differentiated ซึ่งมี cell cycle, DNA repair marker และ 

expression ของ HBV receptor ที่ต่ า (36) 

2.6 การวัดระดับ RNA ทางห้องปฏิบัติการ  
เนื่องจาก RNA เป็นโมเลกุลที่ไม่เสถียรเมื่อเทียบกับ  DNA ปัจจัยต่าง ๆ ล้วนมีผลตอ่การ
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วัดระดับ RNA  เช่น อุณหภูมิ เวลาในการจัดเก็บ เครื่องมอืที่ใชว้ัด การปนเปื้อนของ RNase และ 

inhibitor เป็นต้น (37) จึงเป็นที่มาของการศกึษาจ านวนมากเกี่ยวกับความคงตัวของไวรัสที่มสีาร

พันธุกรรมเป็น RNA เชน่ ไวรัสเอชไอวี และไวรัสตับอักเสบซี การศกึษาในไวรัสเอชไอวี พบว่า 

HIV RNA ในเลือดสามารถเก็บ ไว้ได้ที่อุณหภูมิห้องและ 4 องศาเซลเซียส ได้นานถึง 3 วัน(38) 

การศกึษาในไวรัสตับอักเสบซี พบว่า  HCV RNA ในเลือด สามารถเก็บ ไว้ได้ที่อุณหภูม ิ4 องศา

เซลเซียส ได้นานถึง 4 วัน แตร่ะดับจะลดลงหากเก็บไว้ที่ อุณหภูมิ 23 หรอื 37 องศาเซลเซียส 

(39, 40)  

การวัดระดับ RNA ของไวรัสในปัจจุบัน มีหลายวิธี เช่น quantitative PCR (qPCR), digital 

PCR (dPCR), QuantiGene assays และ indirect quantification   โดยแต่ละวธิีจะมีการใช ้HBV 

specific primer ซึ่งมีเป้าหมายในการจับที่ตา่งกันบนสาย RNA ได้แก่ X, C, S, preC region (รูปที่ 

5) การวัดระดับ RNA ด้วย qPCR  จะต้องมีกระบวนการก าจัด DNA ที่ปนเปื้อนมาหลังการสกัด 

ด้วยเอนไซม์ deoxyribonuclease วิธี dPCR เป็นวิธีใหม่ในการวัดระดับไวรัสเป็นจ านวน copies 

(absolute quantification) ไม่ต้องใช้การเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานอย่างวิธี qPCR และมี

ความแม่นย า เหมาะส าหรับการวัดระดับ RNA  ที่มจี านวนน้อยได้ดี (41) QuantiGene assays 

เป็นวิธีการวัดระดับ RNA โดย ใช้ HBV-specific probes เกิดการ hydridization กับ X region บน 

open reading frame เพื่อวัดระดับ RNA โดยตรง โดยไม่เกิดการสรา้ง cDNA หรอื PCR 

amplification (42) ส าหรับการวัดระดับ RNA ด้วยวิธี indirect quantification คือการวัดระดับ 

HBV nucleic acid ทั้งหมด แล้วหักลบด้วยระดับ HBV DNA ที่วัดได้ด้วย qPCR (19) 

ปัจจุบันยังไม่มวีิธีมาตรฐาน ในการวัดระดับ  pgRNA อย่างไรก็ตามการศกึษาของ  Tang  

และคณะ  ได้เปรียบเทียบการวัดระดับ HBV DNA  ด้วย qPCR  และ dPCR  พบว่าการวัดด้วยวิธี 
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dPCR  สามารถวัดระดับ  HBV DNA ที่มปีริมาณน้อยได้ดีกว่า เพิ่มความไว (sensitivity) มากกว่า

วิธี qPCR (43) 

ในปัจจุบันยังไม่มขี้อมูลเรื่องความคงตัวของระดับ HBV pgRNA ในเลือดที่เวลาและ

อุณหภูมิ ที่ตา่งกัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งการที่ RNA นีอ้ยู่ในรูป HBV RNA virion-like particles ท า

ให้ยากที่จะประเมิน ความคงตัว เมื่อเลือดต้องผา่นกระบวนการต่าง ๆ ในการวัดระดับ RNA 

ข้อมูลเหลา่นีจ้ะเป็นประโยชน์ตอ่ การศกึษา วิจัยและประยุกต์ใชใ้นทางคลินิกต่อไป  

 
 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 18 

บทท่ี 3  
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 

3.1 รูปแบบวิธีวิจัย 
Descriptive study, repeated measurement   

 

3.2 ระเบียบวิธีวิจัย  
ประชากรเป้าหมาย (Target population) 

ผูป้่วยโรคไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังที่ม ีปริมาณ HBV DNA มากกว่า 2,000 IU/ml หรือ 

quantitative HBsAg มากกว่า 2,000 IU/ml 

วิธีการเข้าถึงอาสาสมัคร  

ผูป้่วยในคลินกิโรคตับ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย  

กฎเกณฑ์ในการคัดเลือกเข้ามาศกึษา (Inclusion criteria) 

1.  อายุมากกว่า 18 ปี  

2. เป็นโรคไวรัสตับอักเสบบเีรือ้รัง 

3. วัดปริมาณ HBV DNA ได้ มากกว่า 2,000 IU/ml และ/หรอื quantitative HBsAg 

มากกว่า 2,000 IU/ml 

กฎเกณฑ์ในการคัดเลือกออกจากการศกึษา (Exclusion criteria) 

1.  ติดเชื้อร่วมไวรัสเอชไอวี หรอืไวรัสตับอักเสบซี 

2.  ไม่ยินยอมเข้าร่วมงานวิจัย  
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3.3 การค านวณขนาดตัวอย่าง 
เนื่องจากไม่มีการศกึษาใน HBV pgRNA เปรียบเทียบ จงึอา้งอิงการศกึษาใน ไวรัสเอชไอ

วี และไวรัสตับอักเสบซี ซึ่งมี 10-30 ตัวอย่าง และค่า intra-assay standard deviation ของ

การศกึษา ระดับโมเลกุลอยู่ที่ +/-0.5 log10(44) จึงคาดการณ์วา่ระดับ HBV pgRNA ที่

เปลี่ยนแปลงน้อยที่สุด อย่างมีความส าคัญทางสถิติ คือ 0.5 log  

จากสูตร(45) 





แทนค่า  SD () = 1 

Difference data between groups () = 0.5  

Alpha () = 0.05 

Beta() = 0.2  

โดยการคาดการณ์นี้ จะได้ขนาดตัวอย่าง 32 ตัวอย่าง ที่ 80% power และ 2-sided 

significance level ที่ 5% ดังนั้นเมื่อพิจารณา intra assay variability ด้วยแล้วจงึปรับเพิ่มขนาด

ตัวอย่างเป็น 40 ตัวอย่าง  

 

3.4 ขั้นตอนการด าเนินการวิจัย  
1. แพทย์ผู้ท าวจิัยรวบรวมกลุ่มประชากรตัวอย่างโดยคัดกรองฐานขอ้มูลผู้ป่วยโรค

ไวรัสตับอักเสบบี เรือ้รังที่ตรงตามเกณฑค์ัดเลือกเข้าและคัดเลือกออกในคลินกิโรค

ตับ ภปร 3 โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์  (ออกตรวจทุกวันพฤหัสบดี เวลา 8.00-

16.00 น.)  
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2. แพทย์ผู้ท าวจิัยอธิบายข้อมูลใหก้ับอาสาสมัครและแจกเอกสารข้อมูลและแบบขอ

ความยินยอมให้ อาสาสมัครน ากลับไปพิจารณาก่อนตัดสินใจ โดยใช้สถานที่คลินกิ

โรคตับ ภปร 3 โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์  (ออกตรวจทุกวันพฤหัสบดี เวลา 8.00-

16.00 น.) 

3. ผูป้่วยใหค้วามยินยอมเข้าร่วมการวจิัย 

4. เก็บเลือดตัวอย่างจากผู้ป่วย (EDTA tube) 20 ซีซี (4 ช้อนชา) 

5. ปั่นแยกพลาสมาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ภายใน 2 ช่ัวโมงหลังเจาะเลือด  

6. แยกพลาสมาเป็น 11 ส่วน ส่วนที่หนึ่งน าเก็บที่ อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 

7. แบ่งพลาสมา 5 ส่วน เก็บที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอีก 5 ส่วน เก็บที่

อุณหภูมิหอ้ง (25 องศาเซลเซียส) 

8. ในทั้ง 5  ส่วน เมื่อครบเวลา 2, 6, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมง แต่ละสว่นจะน าเก็บที่ 

อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 

9.  สกัดแยก RNA ด้วยเครื่อง QIAsymphony DSP Virus/Pathogen minikit (QIAgen 

Gmbh, Germany)  

10. วิเคราะหป์ริมาณโดยใช้  Digital PCR  

       * ทั้งนีก้ระบวนการวิจัยระดับโมเลกุล กระท าโดยนักวิทยาศาสตร์ที่มปีระสบการณ ์* 
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รูปที ่7 แผนภาพวิธีการวิจัย 


การตรวจวัดระดับ HBV pgRNA  

1. สกัดสารพันธุกรรมจากพลาสมา 200 µl โดยใช้ QIAsymphony DSP Virus/Pathogen 

minikit (Qiagen Gmbh, Germany)  

2. แยก RNA ออกจาก  DNA โดยสลาย  DNA  ด้วย DNase (Qiagen Gmbh, Germany) 

3. แบ่งสารสกัด RNA บางสว่นโดยไม่ผ่านกระบวนการ reverse transcription  และ

ทดสอบเทียบว่าไม่ม ีHBV DNA ปนเปื้อนมา ดว้ยวิธี PCR 

4. น าสารสกัด RNA ที่ได้ผ่านกระบวนการ reverse transcription  ด้วย ImProm-II 
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Reverse Transcriptase (Promega) โดยใช้ HBV-specific RT primers และวัดปริมาณ

ด้วยวิธี digital PCR 

5. วัดระดับ HBV pgRNA โดยใช้ AutoDG Droplet Digital PCR System (46) (Bio-Rad 

Laboratories, Inc., California) ใชส้่วนผสม 20 µl ซึ่งประกอบไปด้วย 2x supermix for 

probes (Bio-rad Laboratories, Inc., California) จ านวน 10 µl, primers (10 nM) 

จ านวน 1.8 µl, TaqMan probe (5 nM) จ านวน 1 µl, cDNA template จ านวน 2 µl และ

น้ าจ านวน 3.4 µl  

6. การวิเคราะหใ์ช้เวลาและอุณหภูมิเป็นรอบดังนี้ รอบที่หนึ่งที่อุณหภูม ิ95 องศา

เซลเซียส นาน 10 นาที รอบต่อมาที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ 

ที่อุณหภูม ิ56 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที โดยวนรอบทั้งหมดจ านวน 40 ครั้ง และ

รอบสุดท้ายที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 

7. Primers และ probes ที่ใชไ้ด้แก่ (21) 

- HBV specific RT primer (บริเวณล าดับเบสที่ 2436-2415):  

5′ATTCTCAGACCGTAGCACACGACACCGAGATTGAGATCTTCTGCGAC-3′  

- forward primer: 5′-AYAGACCATCAAATGCCC-3′ 

- reverse primer: 5′-ATTCTCAGACCGTAGCACACGACAC-3′ 

- probe: 5′ FAM-CTTATCAACACTTCCGGARACTACTGTTGTTAGAC-BHQ1-3′  

8.  ค านวณปริมาณ HBV pgRNA จาก QuantaSoftTM version 1.7 (Bio-rad Laboratories, 

Inc., California) โดยมีระดับต่ าสุดที่สามารถวัดได้ (lower limit of detection) เท่ากับ 

100 copies/ml 
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รูปที่ 8 เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifuge, Eppendorf 5810R) 



 

รูปที่ 9 ส่วนประกอบในเครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifuge) 
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รูปที่ 10 ไมโครปิเปตแบบหลายช่องดูด (Multichannel micropipette, Eppendorf)

 

รูปที่ 11 ถาดหลุมไมโครเพลท (Microplate) 
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รูปที่ 12 QIAsymphony DSP Virus/Pathogen minikit (Qiagen Gmbh, Germany) 



 

รูปที่ 13 เครื่องเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม (PCR) (Eppendorf) 
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รูปที่ 14 AutoDG Droplet Digital PCR System (Bio-Rad Laboratories, Inc., California) 



 

รูปที่ 15 AutoDG Droplet Digital PCR System (Bio-Rad Laboratories, Inc., California) 
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รูปที่ 16 Droplet Reader (Bio-Rad Laboratories, Inc., California) 



 

รูปที่ 17 Program QuantaSoftTM version 1.7 (Bio-Rad Laboratories, Inc., California) 
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รูปที่ 18 ตู้เก็บรักษาพลาสมา 25 องศา 



 

รูปที่ 19 ตู้เย็นเก็บรักษาพลาสมา -70 องศา 
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3.5. การรวบรวมข้อมูล  
เก็บข้อมูลจากหน่วยโรคทางเดินอาหารและตับ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ผูเ้ก็บข้อมูล

คือ ผูด้ านินการวิจัย และผู้บันทึกข้อมูลคอื ผูด้ าเนินการวิจัย  

1. เริ่มจากการเก็บข้อมูลพื้นฐานตามเกณฑก์ารคัดเลือกผู้ป่วยเข้าร่วมการวิจัย    

2. บันทึกข้อมูลพื้นฐานของผู้ป่วย ได้แก่ เพศ อายุ ระดับ HBV DNA และ ระดับ 

quantitative HBsAg 

3. บันทึกระดับ HBV pgRNA ในพลาสมาแตล่ะเวลาและอุณหภูมิ 

 

3.6 การวิเคราะห์ข้อมูล และสถิติที่ใช้วิเคราะห์  
การวิเคราะหข์้อมูลปริมาณ HBV pgRNA ใช้รูปแบบ log10 น าเสนอเป็นค่าเฉลี่ย (mean) 

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) และค่าผดิพลาดมาตรฐาน (standard error, SE) 

วิเคราะหค์่าเฉลี่ยของระดับ HBV pgRNA ที่เวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน และค่าเฉลี่ย

ของ การเปลี่ยนแปลงระดับเทียบจากระดับตั้งตน้ (mean change from baseline) ที่เวลาและ

อุณหภูมิต่าง ๆ กัน  

ในการเปรียบเทียบการเปลีย่นแปลงระดับเทียบจากระดับตั้งต้น ใช้การค านวณ โดยวิธ ี

paired T-test โดยถือวา่มีนัยส าคัญ ทางสถิตเิมื่อ p-value < 0.05 

การเปลี่ยนแปลงของระดับ HBV pgRNA ที่มากกว่า 0.5 log copies/mL จงึจะแสดงว่ามี

ความส าคัญทางคลินกิ (clinical significance) (44) 

การวิเคราะหท์างสถิติใช้การค านวณด้วยโปรแกรม Stata 16.0 (Statacorp, College 

Station, TX, USA)  
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3.7 ระยะเวลาที่ใช้ในการวิจัยตั้งแต่เริ่มต้นจนสิ้นสุดโครงการ  
ระยะเวลา 1 ปี  

 

3.8 สถานที่ท าวิจัย  
หอ้งปฏิบัติการของสาขาวิชาโรคทางเดินอาหาร ภาควิชาอายุรศาสตร์ และ ศูนย์

เชี่ยวชาญเฉพาะทาง ด้านไวรัสวิทยาคลินิก ภาควิชากุมารเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เลขที ่1873 ถนน พระรามที่ 4 แขวงปทุมวัน เขตปทุมวัน 

กรุงเทพมหานคร 10330  

  

3.9 งบประมาณ 
ผูเ้ข้าร่วมวิจัย  40  คน เก็บตัวอย่างเลือดเพื่อแยกวัดระดับ HBV pgRNA คนละ 11 

ตัวอย่าง รวม 440 ตัวอย่าง 

Plasma separation 440 x 50 บาท 22,000 บาท 

RNA extraction 440 x 500 บาท 220,000 บาท 

Digital PCR 440 x 800 บาท 352,000 บาท 

Refrigerator  30,000 บาท 

Total   624,000 บาท 
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บทท่ี 4  
ผลการวิจัย 

 

4.1 ระดับ HBV pgRNA ที่เวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน  
จากตัวอย่างพลาสมาจ านวน 40 ตัวอย่าง พบว่าระดับ HBV pgRNA ตั้งต้นอยู่ระหว่าง 3.08 

ถึง 8.04 log10 copies/mL และมีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 5.58 log10 copies/mL 

รูปที่ 20 และ 21 แสดงระดับ HBV pgRNA ในหน่วย log10 copies/mL ของผู้ป่วยแต่ละราย

ที่อุณหภูม ิจัดเก็บ 4 องศาเซลเซียส และ 25 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 

 

4.2 เปรียบเทียบระดับ HBV pgRNA ที่เวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
เมื่อเปรียบเทียบระดับ HBV pgRNA ที่เวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน จะได้ ค่าเฉลี่ย (mean) 

และค่าผดิพลาดมาตรฐาน (standard error) ดังแสดงในรูปที่ 22 และค่ามัธยฐาน (median), 

เปอร์เซ็นไทล์ที่ 25 (25th percentile, P25), เปอร์เซ็นไทล์ที่ 75 (75th percentile, P75) ดัง

แสดงในรูปที่ 23 
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รูปที่ 22 ค่าเฉลี่ยและค่าผิดพลาดมาตรฐาน (standard error) ของระดับ HBV pgRNA  
ที่เวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน 

 

รูปที่ 23 มัธยฐาน (median), เปอร์เซ็นไทล์ที ่25 (25th percentile, P25), เปอร์เซ็นไทล์ที่ 75 
(75th percentile, P75)  ของระดับ HBV pgRNA ที่เวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
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4.3 ค่าเฉลี่ยของการเปลี่ยนแปลงระดับ HBV pgRNA ที่เวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันเทียบจาก
ระดับตั้งต้น 
   การเปลี่ยนแปลงระดับ HBV pgRNA ที่เวลาและอุณหภูมติ่าง ๆ กันเทียบจากระดับตั้งต้น 

แสดงในตารางที่ 1 และ 2 โดยประกอบไปด้วยค่าเฉลี่ย (mean), ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(standard deviation, SD), ค่าต่ าสุด (minimum, min), มัธยฐาน (median, P50), เปอร์เซ็นไทล์

ที ่25 (25th percentile, P25), เปอร์เซ็นไทล์ที่ 75 (75th percentile, P75) และค่าสูงสุด 

(maximum, max)  

นอกจากนีพ้บว่าค่าเฉลี่ยของการเปลี่ยนแปลงของระดับ HBV pgRNA ไม่มากกว่า 0.5 

log copies/mL แสดงใหเ้ห็นว่าไม่มคีวามส าคัญทางคลินิก (clinical significance) (รูปที่ 24) 

 

ตารางที่ 1 การเปลี่ยนแปลงระดับ HBV pgRNA ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
(หน่วย log10 copies/mL) 

 

 

 

 

 

 

 

 

*เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของแต่ละช่วงเวลาเทียบกับค่าตั้งต้น 

 

Time (hr) mean SD min P25 P50 P75 max p* 

0 0 0 0 0 0 0 0 - 

2 -0.04 0.13 -0.45 -0.1 -0.02 0.05 0.16 0.29 

6 -0.02 0.15 -0.52 -0.09 0.00 0.06 0.35 0.54 

12 -0.1 0.21 -0.95 -0.17 -0.04 0.03 0.22 0.004 

24 -0.08 0.22 -0.83 -0.18 -0.03 0.05 0.37 0.03 

48 -0.11 0.26 -1.38 -0.2 -0.06 0.04 0.25 0.001 
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ตารางที่ 2 การเปลี่ยนแปลงระดับ HBV pgRNA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
(หน่วย log10 copies/mL) 

 

 

 

 

 

 

 

 

*เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของแต่ละช่วงเวลาเทียบกับค่าตั้งต้น 

 

รูปที่ 24 ค่าเฉลี่ยของการเปลี่ยนแปลงระดับ HBV pgRNA ที่เวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันเทียบจาก
ระดับตั้งต้น 

Time (hr) mean SD min P25 P50 P75 max p* 

0 0 0 0 0 0 0 0 - 

2 -0.05 0.2 -0.71 -0.12 -0.01 0.08 0.32 0.13 

6 -0.08 0.17 -0.51 -0.13 -0.07 0.04 0.18 0.009 

12 -0.05 0.16 -0.37 -0.16 -0.04 0.07 0.39 0.09 

24 -0.09 0.22 -1.08 -0.13 -0.07 0.05 0.22 0.002 

48 -0.13 0.22 -0.95 -0.18 -0.08 0.00 0.16 <0.001 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 37 

บทท่ี 5 
อภิปราย สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 
การวัดระดับ pgRNA ของไวรัสตับอักเสบบี เป็นตัวชีว้ัดใหมท่ี่สามารถแสดงการท างาน

ของ cccDNA ภายในเซลล์ตับที่ตดิเชื้อได้ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการดูแลผูป้่วยทั้งในแงก่าร

วินจิฉัยโรคและ การรักษาผูป้่วย อย่างไรก็ตามปัจจุบันยังไม่มีวธิีการมาตรฐานส าหรับการเก็บ

เลือด การจัดเก็บ และการวัดค่า ทางห้องปฏิบัติการ เพื่อความแม่นย าและสามารถน าไปใช้ใน

ระดับสากล (19)  

 จากข้อมูลที่ได้จากการศกึษานี ้ สามารถสรุปได้ว่าตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยไวรัสตับ

อักเสบบี เมื่อผ่านการจัดเก็บด้วยหลอด EDTA และผา่นกระบวนการปั่นแยกพลาสมาที่อุณหภูม ิ

4 องศาเซลเซียส ภายใน 2  ช่ัวโมงหลังการเจาะเลือด พลาสมาที่ได้สามารถเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส และ 25 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง โดยไม่มีผลต่อการวัดระดับ HBV pgRNA 

ด้วยมาตรฐานการจัดเก็บดังกล่าวสามารถน ามาประยุกต์ใชก้ับสถานการณป์ัจจุบัน ซึ่ง

สามารถขนส่ง เลือดจากการเจาะเลือดจนถึงหอ้งปฏิบัติการกลาง ภายใน 48 ช่ัวโมง โดยที่

อุณหภูมิที่ศึกษาทั้งสองอุณหภูมิ เป็นอุณหภูมิมาตรฐานหลักที่ใชใ้นการเก็บและขนส่งตัวอย่าง

เลือดทางห้องปฏิบัติการ  

ในการศกึษานี้ พบว่าค่าเฉลี่ยของการเปลี่ยนแปลงระดับ HBV pgRNA ที่เวลาและ 

อุณหภูมิต่าง ๆ เทียบ จากระดับตั้งต้น ในบางช่วงเวลามีความแตกต่างอย่างมนีัยส าคัญทาง

สถิต ิ กล่าวคือ ที่อุณหภูมิจัดเก็บ 4 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่
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เวลาการจัดเก็บตั้งแต่ 12 ช่ัวโมงขึ้นไป และ ที่อุณหภูมจิัดเก็บ 25 องศาเซลเซียส มีความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่เวลาการจัดเก็บตั้งแต่ 6 ช่ัวโมงขึน้ไป (ตารางที่  1 และ 2) 

อย่างไรก็ตามผลการศกึษาดังกล่าวเป็นเพียงผลทางสถิติ ในแงก่ารประยุกต์ ใช้ทาง

คลินิกถือว่า ไม่มคีวามแตกต่าง เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของระดับ HBV pgRNA ไม่มากกว่า 

0.5 log copies/mL (44, 47) 

เมื่อพจิารณาในรายบุคคลที่ท าการจัดเก็บเลือดพบว่า ในผู้ป่วยบางราย เชน่ ผูป้่วยราย

ที่ 29 และ 33 มีการเปลี่ยนแปลงของระดับ pgRNA ที่อุณหภูมิ 4 และ 25 องศาแตกต่างกันไป

ตามระยะเวลา มากกว่าผูป้่วยรายอื่น (รูปที่ 20, 21 และภาคผนวก ค) สาเหตุที่ท าให้มรีะดับที่

เปลี่ยนแปลงมากกว่าผูป้่วยรายอื่นนั้นอาจเป็นได้จาก กระบวนการเก็บเลือดและกระบวนการ

ปั่นแยกเลือด ซึ่งอาจมีการปนเปื้อนของ RNase หรอืการเกิด oxidation เมื่อเลือดตั้งทิง้ไว้ที่

เวลานานหรอือุณหภูมิที่สูง (48) ดังนัน้การจัดเก็บเลือดและกระบวนการปั่นแยกพลาสมาใน

อนาคต อาจท าในเวลาที่น้อยลงกว่า 2 ช่ัวโมงในงานวิจัยนี้ และเก็บตัวอย่างที่อุณหภูมติ่ าเสมอ  

เนื่องจากปัจจุบันยังไม่มวีิธีการมาตรฐานส าหรับการวัดปริมาณ HBV pgRNA ทาง

หอ้งปฏิบัติการ(19) ทางผูว้ิจัยได้เลือกใช้วธิีวัดปริมาณ RNA ด้วยวิธี digital PCR (dPCR) ซึ่งเป็น

วิธีที่สามารถวัดปริมาณสัมบูรณ์ ของระดับ  RNA และ DNA  ได้ โดยต่างจากวิธี quantitative 

PCR (qPCR) ซึ่งต้องวัดปริมาณโดย เทียบกับกราฟมาตรฐาน (calibration curve) นอกจากนีก้าร

วัดปริมาณ RNA ด้วยวิธี digital PCR (dPCR) ยังมีขอ้ดีในเรื่องความไวในการตรวจวัดสาร

พันธุกรรมที่มปีริมาณน้อยมากในเลือดได้(41) เมื่อเปรียบเทียบ การวัดระดับ HBV DNA  โดยใช้

วิธี digital PCR (dPCR) และ quantitative PCR (qPCR) มีการศกึษาพบว่าวิธี digital PCR (dPCR) 

สามารถตรวจ  DNA ที่มปีริมาณน้อยได้ดีกว่า quantitative PCR (qPCR) รวมทั้งสามารถท าซ้ า 
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(reproducibility) ได้ดกีว่า จึงเป็นการเพิ่มความไวและความจ าเพาะของการวัดระดับ HBV DNA 

ได้ (43) ในการศกึษานีจ้งึใช้วิธีการวัดระดับ HBV pgRNA โดย digital PCR (dPCR) เพื่อให้มั่นใจ

ว่าสามารถวัดการเปลี่ยนแปลงแม้เพียงเล็กน้อยในตัวอย่างที่เก็บไว้ในต่างเวลาและต่างอุณหภูมิ  

เครื่องมือที่ใชใ้นการสกัดสารพันธุกรรม ในงานวิจัยนี้ ใช้เครื่องมอือัตโนมัติ คือ 

QIAsymphony DSP virus/pathogen minikit เพื่อลดความผิดพลาดจากมนุษย์ในขั้นตอนการสกัด 

RNA รวมทั้งป้องการปนเปื้อนของ ribonuclease (RNase) โดยมี Buffer และ RNA carrier 

มาตรฐานในชุดการสกัด RNA  ส าหรับการปนเปื้อนของ DNA ที่อาจมารบกวนการวัดระดับ 

pgRNA ทางผู้วจิัยได้ท าการตรวจสอบขั้นตอนการวัดระดับ pgRNA โดย หลังจากที่สลาย DNA 

ใน nucleic acid ที่สกัดได้จากพลาสมา โดย DNase แล้ว น าสารที่ได้ไปทดสอบว่ามี DNA 

หลงเหลอือยู่หรอืไม่ โดยการใช ้primer ที่จ าเพาะกับ HBV DNA และ housekeeping DNA มา

ทดสอบ พบว่าจากการตรวจสอบด้วยวิธีดังกล่าว จ านวน 8 ตัวอย่าง (ร้อยละ 20) ไม่พบ DNA 

ปนเปื้อนหลังการย่อยด้วย DNase   

 ปัจจุบันยังไม่สามารถระบุชนิดของ RNA ที่พบในเลือดได้ชัดเจน Wang และคณะ พบว่า 

RNA ที่แยกได้จาก supernatant เป็นชนิด pgRNA ซึ่งบรรจุอยู่ในเปลือกหุม้ (encapsidated form) 

(21) อย่างไรก็ตามยังต้องการขอ้มูลจากงานวิจัย เพื่อสนับสนุนการค้นพบดังกล่าว (19) 

นอกจากชนิดของ RNA ที่พบต่างกันแล้ว RNA  ที่พบในเลือดยังมีลักษณะผสมระหว่างสาย RNA 

ที่สมบูรณ์ (genome length) เชน่ pgRNA มีขนาด 3.5 กิโลเบส หรอือยู่ในรูปที่มกีารปรับแต่งให้

สั้นลง (spliced) หรอื polyA-free ความหลากหลายดังกล่าวขึน้กับระยะการด าเนินโรค ยาที่

ผูป้่วยได้รับ รวมถึงวธิีในการวัดระดับ RNA (19, 21, 49)  
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ในงานวิจัยนี้ผูว้ิจัยได้เลือก ไพรเมอร์เฉพาะ (HBV-specific primer) เพียงชนิดเดียว  (21) 

ซึ่งมีความจ าเพาะกับ HBV pgRNA บางรูปแบบเท่านั้น จงึไม่สามารถวัดระดับ RNA ทั้งหมดใน

เลือดผู้ป่วยได้  อย่างไรก็ตามเนื่องจากงานวิจัยนีเ้ป็นการศึกษาเปรียบเทียบก่อนและหลัง ด้วย

เครื่องมือและวิธีการเดียวกัน ปัจจัยดังกล่าว จึงไม่มีผลกระทบในประเด็นเรื่องความคงตัวของ

สารพันธุกรรม เมื่อเก็บรักษาในสภาวะต่างกัน ความคงตัวของ HBV pgRNA ที่พบในงานวิจัยนี้

อาจอธิบายได้จาก การบรรจุอยู่ในเปลือกหุม้ (encapsidated form)  

การน าไปใช้ประโยชน์ของระดับ HBV pgRNA ส าหรับยารักษาไวรัสตับอักเสบบีกลุ่มใหม ่

ซึ่งมีเป้าหมายในการยับยั้งวงจรชีวิตของไวรัสในจุดตา่ง ๆ เช่นยาที่มกีลไกยับยั้ง pgRNA 

encapsidation เชน่ยา (Z)-2-(allylamino)-4-amino-N’-cyanothiazole-5-carboximidamide 

(AACC) ออกฤทธิ์ยับยั้งการ ท างานของ pgRNA และ polymerase ท าให้ ลดระดับ  encapsidated 

pgRNA และยับยั้ง capsid assembly (34) ปัจจุบันยังไม่มกีารศกึษาผลของยากลุ่มนี้ตอ่ระดับ 

HBV pgRNA ในเลือด หากน าระดับ HBV pgRNA มาใช้ในการตรวจติดตามการรักษาแล้ว ความ

คงตัวของระดับ RNA ในเลือดอาจต่างกับผูป้่วยที่ได้รับยา ในกลุ่มอื่น ๆ เช่น nucleot(s)ide 

analogue หรอื interferon  เนื่องจากยาในกลุ่มนี้ไม่รบกวน การสร้างเปลือกหุม้ของ RNA ที่ปล่อย

ออกมาในเลือด จงึเป็นข้อจ ากัดของผลการศกึษาในงานวิจัยนี้ หากใช้ในผูป้่วยที่ได้รับยา รักษา

ไวรัสตับอักเสบบีกลุ่มใหม ่ 

 งานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าการจัดเก็บเลือดจากผู้ป่วยไวรัสตับอักเสบบี เพื่อวัดระดับ 

HBV pgRNA ด้วยกระบวนการจัดเก็บและวัดระดับด้วยวิธีข้างตน้ ไม่มีผลต่อระดับ HBV pgRNA 

ความรูน้ีส้ามารถน าไป ประยุกต์ทั้งในแง่การท าวิจัยใหมแ่ละสามารถใช้เป็นแนวทางในการส่ง

ตรวจ HBV pgRNA เพื่อการดูแล ผู้ป่วยในอนาคต  
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5.2 ข้อเด่นของการศึกษา  
การศกึษานีม้ีข้อเด่น คือ เป็นการศึกษาแรกที่ศึกษาเรื่องความคงตัวของ  HBV pgRNA 

เมื่อเก็บรักษาในสภาวะต่างกัน ทั้งด้านอุณหภูมิและระยะเวลา ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการต่อ

ยอดงานวจิัย ในอนาคต ทั้งยังชว่ยสนับสนุนแนวคิดเรื่องของรูปแบบ RNA  ในเลือดที่อยู่ใน

รูปแบบมีเปลือกหุ้ม ไม่ใช่สารพันธุกรรมอิสระ จงึมีความคงตัวในสภาวะต่าง ๆ มาก นอกจากนี้

วิธีการในการวัดระดับ HBV pgRNA ยังใช้วธิี digital PCR (dPCR) ซึ่งมคีวามละเอียดและความไว

ในการตรวจหาสารพันธุกรรม และสามารถบอกค่าเป็นปริมาณสัมบูรณ์ได้  

 

5.3 ข้อด้อยของการศึกษา  
การศกึษานีม้ีข้อดอ้ยของการศกึษาบางประการ ได้แก่ 

1. ปัจจัยหลายอย่างอาจส่งผลกระทบต่อระดับ HBV pgRNA ในเลือดของผูป้่วย 

เชน่ การปนเปื้อนของ RNase และ inhibitor เครื่องมือที่ใช้วัด  สารต่าง ๆ ที่ใชใ้นกระบวนการวัด

ปริมาณ RNA  เช่น reagent และ DNase เป็นต้น เพื่อเป็นการลดผลกระทบดังกล่าว ผูว้ิจัยจึงใช้

การเก็บตัวอย่างที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส แล้วน าตัวอย่างที่เก็บไว้มาวัดระดับที่เวลา

เดียวกัน ใช้สารชุดเดียวกัน และเครื่องมอืครั้งเดียวกัน นอกจากนีย้ังใช้เครื่องมือที่เป็นอัตโนมัติ

มากที่สุด เพื่อลดความผิดพลาดจากขั้นตอนที่ต้องใชม้นุษย์ 

2. วิธีการเก็บรักษาตัวอย่างเลือดในการศึกษานี ้ ซึ่งมีขัน้ตอนจ าเพาะ เช่นการปั่น

แยกพลาสมาที่ อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส ภายใน 2 ช่ัวโมงหลังเจาะเลือด และการเก็บที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ อุณหภูมิหอ้ง (25 องศาเซลเซียส) ท าให้การน าข้อมูลจาก

งานวิจัยนี้ที่แสดงว่าความคงตัวของ HBV pgRNA อยู่ได้นานถึง 48 ช่ัวโมง จ ากัดเฉพาะการ

วิเคราะหป์ริมาณด้วยขั้นตอนจ าเพาะนีเ้ท่านั้น  
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3. การเลือกใช้ไพรเมอร์เฉพาะ (HBV-specific primer) เพียงชนดิเดียว  ซึ่งมี

ความจ าเพาะกับ HBV pgRNA บางรูปแบบเท่านั้น จงึไม่สามารถวัดระดับ RNA ทั้งหมดในเลือด

ผูป้่วยได้  ท าให้หากมีการน าไปใช้ต่อยอดในอนาคต ต้องค านึงว่าวิธีการเก็บรักษาตัวอย่าง

เพื่อให้มคีวามคงตัวถึง 48 ช่ัวโมงดังกล่าวมีหลักฐานสนับสนุนกรณีวัดระดับ HBV pgRNA ด้วย

วิธีในงานวิจัยนี้เท่านั้น อย่างไรก็ตามเนื่องจาก HBV pgRNA เป็น RNA ที่พบได้เป็นส่วนใหญ่ใน

เลือดของผู้ป่วย รวมทั้งยังไม่มีแนวทางมาตรฐานส าหรับการวัดระดับ RNA ในเลือด วิธีการนี้จึง

สามารถน าไปอ้างอิงในอนาคตได้ 

4. ผูป้่วยที่เข้ามาในการศกึษาวิจัยนีป้ระกอบไปด้วยทั้งผู้ป่วยที่ได้รับการรักษา 

และยังไม่ได้รับ การรักษาด้วยยา nucleot(s)ide analogue ดังนัน้ข้อมูลความคงตัวนี้อาจสามารถ

ใช้ได้เฉพาะกับผูป้่วย กลุ่มดังกล่าวเท่านั้น หากมีการน ายารักษาไวรัสตับอักเสบบีใหม่ ๆ  มาใช้ใน

ผูป้่วย โดยที่ยานั้นมีผลตอ่  HBV pgRNA หรอืการสร้างเปลือกของ HBV pgRNA (pregenomic 

RNA encapsidation) ความคงตัวดังกล่าวอาจไม่สามารถสรุปได้จากงานวิจัยนี ้ 

5.4 ข้อเสนอแนะ  
โดยสรุปงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่า ระดับ HBV pgRNA ในพลาสมาเมื่อจัดเก็บด้วย

กระบวนการ จัดเก็บที่ 48 ช่ัวโมง และวัดระดับด้วยวิธีที่ดังกล่าว ไม่มีผลต่อระดับ HBV pgRNA 

อย่างไรก็ตาม ดังที่กล่าวใน ข้อดอ้ยของการศกึษา ปัจจัยต่าง ๆ อาจมผีลรบกวนการวัดผลได้ 

หากมีการศกึษาในอนาคต ที่สามารถควบคุมปัจจัย หรอืเพิ่มแนวทางการจัดเก็บ เชน่อุณหภูมิ

หรอืเวลาที่หลากหลายขึ้น   รวมทั้งศกึษา ในผู้ป่วย ที่มาจากหลายกลุ่ม จะมีประโยชน์ตอ่การใช้

ระดับ HBV pgRNA ในการวิจัยและรักษาผูป้่วยต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
ใบยินยอมเข้าร่วมการวิจัย 

 

การวิจัยเรื่อง ความคงตัวของพรีจีโนมิกอาร์เอ็นเอของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ในตัวอย่าง

พลาสมาที่เก็บไว้ ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมแิละเวลาต่าง ๆ กัน 

 

วันใหค้ ายินยอม  วันที่..............เดือน.............................พ.ศ..................................... 

ข้าพเจ้า นาย/นาง/นางสาว.................................................................................................. 

ที่อยู่................................................................................................................................... 

ได้อา่นรายละเอียดจากเอกสารข้อมูลส าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวจิัยวิจัยที่แนบมาฉบับวันที่

................................... และขา้พเจ้ายินยอมเข้ารว่มโครงการวิจัยโดยสมัครใจ 

ข้าพเจ้าได้รับส าเนาเอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจัยที่ข้าพเจ้าได้ลง

นามและวันที่ พร้อมดว้ย เอกสารข้อมูลส าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย ทั้งนีก้่อนที่จะลงนามใน

ใบยินยอมใหท้ าการวิจัยนี้ ข้าพเจ้าได้รับการอธิบาย จากผู้วจิัยถึงวัตถุประสงค์ของการวิจัย 

ระยะเวลาของการท าวิจัย วิธีการวิจัย อันตราย รวมทั้งประโยชนท์ี่จะเกิดขึ้นจากการวิจัยอย่าง

ละเอียด  

ข้าพเจ้ามีเวลาและโอกาสเพียงพอในการซักถามขอ้สงสัยจนมีความเข้าใจอย่างดแีล้ว 

โดยผู้วจิัยได้ตอบค าถามต่าง ๆ ด้วยความ เต็มใจไม่ปิดบังซ่อนเร้นจนข้าพเจ้าพอใจ 

 าบจากผูว้ิจัยว่าหากเกิดอันตรายใดข้าพเจ้ารับทร  ๆ จากการวิจัยดังกล่าว ข้าพเจา้จะ

ได้รับการรักษา พยาบาล โดยไม่เสียค่าใช้จ่าย แต่จะไม่ได้รับการชดเชยจากผู้สนับสนุนการวจิัย 
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 ข้าพเจ้ามีสทิธิที่จะบอกเลิกเข้าร่วมในโครงการวิจัยเมื่อใดก็ได้ โดยไม่จ าเป็นต้องแจ้ง

เหตุผล และการบอกเลิก การเข้าร่วมการวจิัยนี ้ จะไม่มีผลต่อการรักษาโรคหรอืสิทธิอื่น ๆ ที่

ข้าพเจ้าจะพึงได้รับต่อไป 

 ผูว้ิจัยรับรองว่าจะเก็บข้อมูลส่วนตัวของข้าพเจ้าเป็นความลับ และจะเปิดเผยได้เฉพาะ

เมื่อได้รับการยินยอมจาก ข้าพเจ้าเท่านั้น คณะกรรมการพิจารณาจรยิธรรม การวิจัยในคน 

อาจได้รับอนุญาตให้เข้ามาตรวจและประมวลข้อมูลของขา้พเจ้า ทั้งนีจ้ะต้องกระท าไปเพื่อ 

วัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบความถูกต้องของขอ้มูลเท่านั้น โดยการตกลงที่จะเข้าร่วมการศกึษา

นี ้ข้าพเจ้าได้ให้ค ายินยอมที่จะให้มกีารตรวจสอบข้อมูลประวัติทางการแพทย์ของข้าพเจ้าได้ 

 บรองว่าจะไม่มกีารเก็บข้อมูลใดผูว้ิจัยรั  ๆ เพิ่มเติม หลังจากที่ขา้พเจา้ขอยกเลิกการเข้า

ร่วมโครงการวิจัย และต้องการ ให้ท าลายเอกสารและ/หรือ ตัวอย่างที่ใช้ตรวจสอบทั้งหมดที่

สามารถสืบค้นถึงตัวข้าพเจ้าได้ 

 องขา้พเจา้ข้าพเจ้าเข้าใจว่าข้าพเจ้ามีสิทธิ์ที่จะตรวจสอบหรือแก้ไขข้อมูลส่วนตัวข  และ

สามารถยกเลิก การให้สทิธิในการใชข้้อมูลสว่นตัวของข้าพเจ้าได้ โดยต้องแจ้งให้ผู้วิจัยรับทราบ 

 ข้าพเจ้าได้ตระหนักว่าข้อมูลในการวิจัยรวมถึงข้อมูลทางการแพทย ์ของข้าพเจ้าที่ไม่มี

การเปิดเผยชื่อ จะผ่าน กระบวนการต่าง ๆ เชน่ การเก็บข้อมูล การบันทึกข้อมูลในแบบบันทึก

และในคอมพิวเตอร์ การตรวจสอบ การวิเคราะห ์ และการรายงานข้อมูลเพื่อวัตถุประสงค์ทาง

วิชาการ รวมทั้งการใช้ข้อมูลทางการแพทย์ ในอนาคตหรอืการวิจัยเท่านั้น  

ข้าพเจ้าได้อ่านข้อความข้างต้นและมีความเข้าใจดีทุกประการแล้ว ยินดีเข้าร่วมในการ

วิจัยด้วยความเต็มใจ จงึได้ลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมนี้  
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  .....................................................................ลงนามผูใ้ห้ความยินยอม 

  (.....................................................................) ชื่อผู้ยินยอมตัวบรรจง 

  วันที่ ................เดือน..................................พ.ศ........................ 

  

 

การจัดการกับตัวอย่างทางชีวภาพ 

 ไม่มตีัวอย่างชีวภาพ 

 มีแต่ไม่มีการขอเก็บ 

 มีและขอเก็บตัวอย่างชีวภาพที่เหลอืไว้เพื่อการวิจัยในอนาคต             

ข้าพเจ้า   ยินยอม    

 ไม่ยินยอม  

ให้เก็บตัวอย่างชีวภาพที่เหลอืไว้เพื่อการวิจัยในอนาคต 

.......................................................................ลงนามผู้ให้ความยินยอม 

  (......................................................................) ชื่อผู้ยินยอมตัวบรรจง 

  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 

 ข้าพเจ้าได้อธิบายถึงวัตถุประสงค์ของการวจิัย วิธีการวิจัย อันตราย หรอือาการไม่พึง

รวมทั้งประโยชน์ที่จะเกิดขึ้นจากการวิจัยประสงค์หรือ ความเสี่ยง ที่อาจเกิดขึ้นจากการวิจัย 

อย่างละเอียด ให้ผูเ้ข้าร่วมในโครงการวจิัย ตามนามข้างต้นได้ทราบและมีความเข้าใจดีแล้ว 

พร้อมลงนามลงในเอกสารแสดงความยินยอมด้วยความเต็มใจ 
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  ....................................................................ลงนามผูท้ าวิจัย 

  (...................................................................) ชื่อผู้ท าวจิัย ตัวบรรจง 

  วันที่ ................เดอืน....................................พ.ศ............................. 

 

  .......................................................................ลงนามพยาน 

  (.....................................................................) ชื่อพยาน ตัวบรรจง 

วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
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ภาคผนวก ข  
แบบบันทึกข้อมูล 

 
Code ผูป้่วย ……………………..……………………..……………………..……………………..…………………….. 

ยาที่ได้รับปัจจุบัน tenofovir  lamivudine  entecavir  อื่น ๆ …..……………………. 

    ไม่ได้รับยา  

HBV status 

HBV viral load  …………..……………………..…………..………   Date …..……………………. 

HbeAg     positive  negative   Date …..……………………. 

Anti Hbe    positive  negative   Date …..……………………. 

HbsAg quantitative  …………..……………………..…………..………  Date …..……………………. 

Anti HCV    positive  negative   Date …..……………………. 

Anti HIV    positive  negative   Date …..……………………. 

 

HBV pgRNA 

Collection date …..…………………….…..……………………. Time …..……………………. 

Initial load: …………..……………………..…………..……… copies/ml   

Storage:  4oc   25 oc 

Time:    2 hr  4 hr  6 hr   12 hr   24 hr   

 

Final load: …………..……………………..…………..……… copies/ml 
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ภาคผนวก ค 
ข้อมูลรายละเอียดระดับ pgRNA (log10 copies/mL) ในผู้ป่วยจ านวน 40 คน 

No. 0 hr.  HBV-RNA Temp 4 °C   HBV-RNA Temp 25 °C  

2 hr. 6 hr. 12 hr. 24 hr. 48 hr. 2 hr. 6 hr. 12 hr. 24 hr. 48 hr. 

1 3.88 3.43 3.70 3.75 3.66 3.56 3.41 3.72 3.65 3.88 3.59 

2 7.09 7.11 7.26 7.12 7.21 7.02 7.21 7.18 7.22 7.19 7.18 

3 5.26 5.21 5.28 5.09 5.19 5.20 5.21 5.21 5.15 5.18 5.20 

4 7.74 7.66 7.65 7.56 7.60 7.67 7.66 7.62 7.56 7.63 7.60 

5 4.08 4.24 4.28 4.31 4.31 4.24 4.28 4.24 4.31 4.31 4.17 

6 4.08 4.03 4.21 4.05 3.89 3.89 3.94 4.00 4.01 3.98 4.02 

7 6.79 6.73 6.73 6.71 6.61 6.66 6.74 6.73 6.69 6.71 6.69 

8 4.53 4.61 4.45 4.36 4.28 4.33 4.45 4.43 4.43 4.28 4.45 

9 6.75 6.79 6.74 6.74 6.72 6.69 6.73 6.74 6.74 6.76 6.72 

10 4.33 4.17 4.21 4.33 4.31 4.36 4.49 4.03 4.31 4.24 4.39 

11 4.49 4.65 4.49 4.56 4.51 4.49 4.56 4.62 4.58 4.55 4.55 

12 6.37 6.36 6.43 6.45 6.48 6.44 6.41 6.47 6.45 6.46 6.43 

13 4.21 4.28 4.21 4.17 4.24 4.31 4.28 4.13 3.98 4.08 3.98 

14 7.79 7.79 7.72 7.83 7.84 7.84 7.89 7.84 7.89 7.85 7.79 

15 7.69 7.81 7.84 7.82 7.83 7.82 7.81 7.84 7.83 7.88 7.84 

16 7.76 7.82 7.81 7.83 7.75 7.75 7.91 7.85 7.81 7.77 7.72 

17 3.87 3.75 3.92 3.99 3.93 3.86 3.85 3.89 3.89 3.88 3.87 

18 4.03 3.90 3.51 3.58 3.43 3.64 3.81 3.53 3.77 3.71 3.51 

19 7.32 7.30 7.30 7.17 7.13 7.04 7.15 7.18 7.21 7.13 7.14 

20 7.35 7.28 7.31 7.32 7.30 7.25 7.31 7.27 7.28 7.26 7.24 

21 6.45 6.41 6.29 6.32 6.33 6.34 6.38 6.33 6.34 6.38 6.36 

22 7.91 7.89 7.91 7.83 7.87 7.88 7.91 7.90 7.92 7.91 7.87 

23 5.03 4.92 5.09 5.01 4.93 4.95 5.08 5.06 4.89 5.03 5.13 

24 7.78 7.86 7.82 7.79 7.86 7.82 7.80 7.82 7.74 7.82 7.70 

25 5.96 5.89 6.00 6.01 5.99 6.00 5.96 5.96 5.98 5.93 5.93 

26 5.33 5.36 5.37 5.38 5.38 5.30 5.35 5.35 5.35 5.42 5.29 

27 4.87 4.89 4.79 4.71 4.92 4.88 4.77 4.75 4.98 4.80 4.70 

28 3.88 3.73 3.51 3.67 3.28 3.47 3.61 3.59 3.51 3.49 3.47 

29 3.51 3.62 3.64 3.03 3.33 2.13 3.69 3.28 3.31 2.43 2.98 

30 8.04 8.04 8.07 7.94 8.06 7.99 8.04 7.95 8.04 7.98 7.96 

31 5.08 4.99 4.92 5.04 5.06 4.88 4.92 4.96 5.05 4.98 4.94 

32 4.28 4.17 4.03 3.91 4.03 4.03 3.56 3.77 3.91 3.94 3.65 

33 3.08 3.13 3.43 2.13 3.45 3.24 3.41 3.03 3.47 3.17 2.13 

34 6.89 6.87 6.95 6.89 6.90 6.94 6.96 6.95 6.91 6.64 6.71 

35 4.62 4.31 4.53 4.21 4.33 4.43 4.41 4.13 4.36 4.31 4.41 

36 7.62 7.54 7.54 7.53 7.52 7.51 7.57 7.51 7.53 7.54 7.55 

37 4.53 4.62 4.62 4.56 4.67 4.77 4.61 4.66 4.66 4.61 4.69 

38 5.01   4.79    4.87       4.74       4.85       4.62  4.70 4.69 4.81 4.87 4.90 

39 3.91 4.03 4.03 4.01 4.03 3.98 4.08 4.08 4.00 4.03 3.96 

40 4.03 3.81 3.94 3.81 3.81 3.62 3.53 3.79 3.67 3.58 3.67 
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