
   
  
ปริมาณดีเอ็นเอและซีซีซีดีเอ็นเอของเชื้อไวรัสตับอักเสบบใีนชิ้นเนื้อตับของผูปวยท่ีมีแอนติบอด้ี

ตอเอชบีคอรแอนติเจนเปนบวกและเอชบีเอสแอนติเจนเปนลบ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

นางสาวรุงฤดี ชัยธีรกิจ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศกึษาตามหลกัสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวชิาอายุรศาสตร ภาควิชาอายุรศาสตร 
คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 

ปการศึกษา 2550 
ลิขสิทธิข์องจุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 



   
  
     INTRAHEPATIC HBV DNA AND COVALENTLY CLOSED CIRCULAR DNA (CCCDNA)  
   LEVELS OF PATIENTS WITH POSITIVE ANTI-HBC ANTIBODY AND NEGATIVE HBSAG 

 

 

 

 

 

 

- 

 
Miss Roongruedee Chaiteerakij 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Science Program in Medicine 
Department of Medicine 

Faculty of Medicine 
Chulalongkorn University 

Academic year 2007 
Copyright of Chulalongkorn University 









  ฉ

   

กิตติกรรมประกาศ 
 

 

 วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงไปดวยดีดวยความชวยเหลือของ ผศ. นพ. ปยะวัฒน       

โกมลมิศร, ศ.นพ.ยง ภูวรวรรณ ที่ใหคําแนะนาํและคําปรึกษาในการทําวิจัย รวมถงึแพทยและ

เจาหนาทีห่นวยโรคระบบทางเดินอาหารทีช่วยเกบ็รวบรวมขอมูลผูปวย 

ขอขอบคุณเจาหนาที่หองวจิัยของหนวยโรคระบบทางเดินอาหารที่ชวยเก็บรักษาช้ินเนื้อตับ 

 ขอขอบพระคุณผูปวยที่ใหความรวมมืออยางดี  

สุดทาย ขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา ที่เปนกําลังใจที่สําคัญ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



     ช 

สารบัญ 
 

 หนา 

บทคัดยอภาษาไทย………………………………………………………………………… ง 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ…………………………………………………………………….. จ 

กิตติกรรมประกาศ…………………………………………………………………………. ฉ 

สารบัญ……………………………………………………………………………………... ช 

สารบัญตาราง……………………………………………………………………………… ฌ 

สารบัญภาพ………………………………………………………………………………... ญ 

คํายอ……………………………………………………………………………………….. ฎ 

บทที ่

1 บทนาํ…………………………………………………………………………… 1 

ความสําคัญและที่มาของปญหางานวิจยั……………………………….. 1  

วัตถุประสงคของการวิจัย………………………………………………… 2 

ขอตกลงเบื้องตน…………………………………………………………. 3 

ขอจํากัดของการวิจัย…………………………………………………….. 3 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ………………………………………………. 3 

2 ทบทวนงานวจิัยที่เกี่ยวของ…………………………………………………….. 4 

3 วิธีการดําเนนิการ……………………………………………………………….. 8 

รูปแบบการวิจยั (Research design)…………………………………… 8  

ระเบียบวิธกีารวิจัย (Research methodology)………………………… 8 

เกณฑการคัดเลือกเขามาศึกษา (Inclusion criteria)…………………… 8 

เกณฑการตัดออกจากการศึกษา (Exclusion criteria)…………………. 9 

การคํานวณขนาดตัวอยาง (Sample size determination)…………….. 9 

วิธีการศึกษา (Intervention)…………………………………………….. 9  

การรวบรวมขอมูล (Data collection)……………………………………23 

ปญหาทางจริยธรรม (Ethical considerations)…………………………23 

ขอจํากัดในการวิจัย (Limitation)…………………………………………23 

ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย (Expected benefit  

and application)………………………………………………………...24 



     ซ 

 

บทที ่  หนา 

                        อุปสรรคที่ผูวิจัยคาดวาจะเกิดข้ึนในขณะดําเนนิการวจิัย และมาตรา 

                        การในการแกไข (Obstacle)…………………………………………….. 24 

การบริหารการวิจัยและตารางการปฏิบัติงาน (Administration and  

time schedule)…………………………………………………………. 24 

งบประมาณรายจายของโครงการวิจยั (Budget)………………………..25 

4 ผลการวิจยั………………………………………………………………………26 

5 อภิปรายผลวจิัย…………………………………………………………………33 

6 สรุปผลการวิจยัและขอเสนอแนะ………………………………………………. 35 

รายการอางอิง………………………………………………………………………………36 

ภาคผนวก…………………………………………………………………………………..39 

ภาคผนวก ก ขอมูลสําหรับผูเขารวมการศึกษาและใบยินยอม 

                   เขารวมการศึกษา...................…………………………. 40 

ภาคผนวก ข แบบบันทกึผูปวย………………………………………….. 43 

ภาคผนวก ค บัฟเฟอรและสารละลาย.................................................44 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ…………………………………………………………………. 47 

 



     ฌ 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่ หนา 

1 แสดง forward primer และ reverse primer ที่ใชในปฏิกริยาทัง้หมดในการ 

            ศึกษา………………………………………………………………...………………..27        

2 แสดง reaction mixture สําหรับ real-time PCR ของการเพิ่มสารพนัธุกรรมที ่

            ตําแหนงระหวาง 2814 ถึง 3094……………………………………………………...28 

3 แสดงรอบปฏิกิริยาสําหรับ real-time PCR ของการเพิ่มสารพันธุกรรมที ่

ตําแหนงระหวาง 2814 ถึง 3094……………………………………………….……..28 

4  แสดง reaction mixture สําหรับ semi-nested PCR ในการตรวจหา HBV DNA……29  

5    รอบปฏิกิริยาของ semi-nested PCR ในการตรวจหา HBV DNA……………………29 

6  reaction mixture สําหรับ real-time PCR สําหรับการเพิม่จํานวนสารพันธกุรรม 

ที่ตําแหนงระหวาง 1662 ถึง 1922……………………………………………………30 

7          รอบปฏิกิริยาสําหรับ real-time PCR สําหรับการเพิ่มจํานวนสารพันธกุรรม 

            ที่ตําแหนงระหวาง 1662 ถึง 1922……………………………………………………31 

8          reaction mixture สําหรับ semi-nested PCR ในการตรวจหา cccDNA………...…31 

9          รอบปฏิกิริยาของ semi-nested PCR ในการตรวจหา cccDNA…………………….32 

10  reaction mixture สําหรับ real-time PCR สําหรับการเพิม่จํานวน  

         ß-GLOBIN gene..............................................................................................32 

11        รอบปฏิกิริยาสําหรับ real-time PCR สําหรับการเพิ่มจํานวน ß-GLOBIN gene…...33 

12        แสดงผลการตรวจหา HBV DNA, cccDNA และ ß-GLOBIN  ในกลุมประชากร 

ที่ทาํการศึกษาและประชากรในกลุมควบคุมบวก……………………………………39 

13  ผลการตรวจพบสารพันธุกรรม HBV DNA โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับตําแหนง  

S gene, C gene และ X gene จากช้ินเนื้อตับของผูปวยกลุมควบคุมบวกและ 

ผูปวยกลุมที่ศึกษา……………………………………………………………………40 

 

 

 

 

 



     ญ 

สารบัญภาพ 

 

ภาพที ่ หนา 

1 แสดงลักษณะโครงสรางของไวรัสตับอักเสบบี…………….......………………………15 

2 แสดงลักษณะโครงสรางทางพันธกุรรมของเช้ือไวรัสตับอักเสบบี……………………. 16 

3 แสดงข้ันตอนการแบงตัวของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี…………………………………… 17 

4 แสดงผลการเพิ่มจํานวนสารพันธกุรรมบริเวณตําแหนง 2814 ถึง 348 ของ S gene  

            ในเนือ้เยื่อตับ…………………………………………………………………………...40 

5          แสดงตัวอยาง chromatogram ทีไ่ดจากการทํา sequencing ของการเพิ่มจํานวน 

      สารพนัธกุรรมของ HBV DNA………………………………………………………….41  

6          ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสนวิคลีโอไทดของ DNA ของ 280 bp จากตวัอยางทีท่ํา 

            การเพิ่มจํานวนสารพันธกุรรมในบริเวณ 2814 ถึง 348 ของ S gene กับ Hepatitis B  

            virus จาก clone  UD-585 S protein gene, partial cds…………..….…………….42 

7          ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสนวิคลีโอไทดของ DNA ของ 280 bp จากตัวอยางทีท่ํา 

            การเพิ่มจํานวนสารพันธกุรรมในบริเวณ 2814 ถึง 348 ของ S gene กับ Hepatitis B  

            virus จาก clone  CH-391S protein gene, partial cds…………………….……….43 
 

 

 



  ฎ 

คํายอ 
 

Anti HBc Hepatitis B core antibody 

Anti HBs Hepatitis B surface antibody 

BLAST basic local alignment search tool 

Bp base pair 

cccDNA Covalently closed circular DNA 

DNA deoxynucleic acid 

HBeAg Hepatitis B e antigen 

HBsAg Hepatitis B surface antigen 

HBV DNA Hepatitis B virus Dexoynucleic acid 

nt  nucleotide  

min minute 

PCR polymerase chain reaction 

rpm             round per minute 

sec second 

UV ultraviolet 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 1 
 

   บทนํา 
 

ความสําคัญและที่มาของปญหางานวิจัย 
 

 ปจจุบันการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus, HBV) ยังคงเปนปญหา

ทางสาธารณสุขที่สําคัญ เนือ่งจากมีผูติดเชื้อเร้ือรังทั่วโลกกวา 400 ลานคนหรือคิดเปนประมาณรอย

ละ 5 ของประชากรทัว่โลก สําหรับประเทศไทยมีผูติดเชือ้เร้ือรังประมาณรอยละ 6-7 ภาวะนี้นาํไปสู

โรคแทรกซอนคือตับแข็งและมะเร็งตับ อันเปนเหตุใหผูปวยเสียชวีิตในที่สุด ผลตรวจทาง serology 

ของผูปวยเหลานี้จะพบ hepatitis B surface antigen (HBsAg) รวมกับ antibody ตอ hepatitis B 

core antigen (anti-HBc) เปนบวก สวนผูที่เคยติดเชื้อแตสามารถกาํจัดเชื้อไดและมีภูมิตานทาน

เกิดข้ึน จะตรวจพบ HBsAg เปนลบและม ีanti-HBc รวมกับ antibody ตอ hepatitis B surface 

antigen (anti-HBs) เปนบวก ในบางคร้ังอาจตรวจพบแต anti-HBc โดยที่ตรวจไมพบทัง้ HBsAg 

และ anti-HBs ซึ่งมกัเกิดจากการมกีารติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบซอนเรน  (Occult HBV 

infection) คือมีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีปริมาณนอยๆ จนตรวจไมพบ HBsAg แตยังสามารถ

ตรวจพบ HBV DNA ในเลือดได ดังนั้นการตรวจพบ anti-HBc เปนบวก จงึบงถงึสภาวะที่ยังคงมีการ

ติดเชื้อหรือเคยมีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีมากอน การศึกษาจากประเทศตางๆทัว่โลก พบความ

ชุกของผลตรวจทาง serology ที่มี anti-HBc เปนบวกโดยมี HBsAg เปนลบในประชากรไดต้ังแต

รอยละ 0.6-19.3 เมื่อตรวจเพิ่มเติม จะพบ HBV DNA ในเลือดประมาณรอยละ 0.3 ถึง 38 [1] แสดง

วาประชากรเหลานี้สวนหนึง่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบซอนเรน อยางไรก็ตาม จะเหน็ไดวา

สวนใหญของประชากรเหลานี้ตรวจไมพบเชื้อไวรัสในเลือด จากการศึกษาในประเทศไทยเม่ือปพ.ศ.

2532 และ 2548 [2] พบวาความชุกของผลตรวจทาง serology ดังกลาวสูงถึงรอยละ 45.2 และ 73 

ตามลําดับ  

กอนหนานี้มกีารศึกษาในผูปวยที่ไดรับการปลูกถายตับ พบวาเกิดการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ

บีข้ึนใหม (de novo HBV infection) หลังไดรับตับจากผูบริจาคอวัยวะที่มี HBsAg เปนลบแตมี anti-

HBc เปนบวก ถึงรอยละ 78 [3] และในประเทศไทย  กวารอยละ 90 ของตับทีท่ําการปลูกถายใน

โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ไดมาจากผูบริจาคอวัยวะที่มีผลตรวจทาง serology ดังกลาว จึงเกิด

คําถามตามมาวา ตับจากผูบริจาคอวัยวะที่มี anti-HBc เปนบวก HBsAg เปนลบ และตรวจไมพบ 

HBV DNA ในเลือด จะมีเช้ือไวรัสตับอักเสบบีอยูในชิน้เนือ้ตับหรือไม แตเนื่องจากจํานวนผูบริจาค
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ตับในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณมีจํานวนคอนขางนอย ประมาณ 20 รายตอป จึงไมสามารถ

ทําการศึกษาเร่ืองดังกลาวในกลุมผูบริจาคอวัยวะ ภายในระยะเวลาอันจํากัดได จําเปนตอง

ทําการศึกษาในประชากรกลุมอ่ืนแทน 

นอกจากนีย้ังมีรายงานวาการเกิดตับอักเสบกําเริบจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีในผูปวย

ที่มี HBsAg เปนลบแตมี anti-HBc เปนบวก หลังไดรับยาเคมีบาํบัด [4]  

จากความรูเกีย่วกับการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในปจจบุนั พบวา HBV DNA ในรูปที่เรียกวา 

covalently closed circular DNA (cccDNA) มีบทบาทสําคัญตอการดําเนินของโรคตับอักเสบแบบ

เร้ือรัง โดยทําใหเกิดการคงอยูของเชื้อไวรัสนี้ในเซลลตับเปนระยะเวลานาน (viral persistence) [5] 

เนื่องจาก cccDNA ทาํหนาที่เปนตนแบบ (transcriptional templates) ของการสราง pregenomic 

RNA (pgRNA) ซึ่งใชในการสราง structural และ nonstructural proteins ตางๆ ของไวรัสตัวใหม

ตอไป [6] ความรูเกี่ยวกับ cccDNA ในปจจุบันยงัมีคอนขางนอย กอนหนานีเ้คยมีการศึกษาเพื่อหา

ปริมาณของ cccDNA ในชิ้นเนื้อตับของผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีเร้ือรังทั้งในกลุมที่ไดและ

ไมไดรับยาตานไวรัส [7-9] ในผูปวยมะเร็งตับ [10] รวมไปถึงการตรวจพบ HBV DNA ในชิ้นเนื้อตับ

ของผูที่เคยมีการติดเชื้อและมีภูมิคุมกันเกดิข้ึนแลว [11] แตการศึกษาเพื่อหาปริมาณ cccDNA ใน

ชิ้นเนื้อตับของผูที่มี anti-HBc เปนบวกและ HBsAg เปนลบนัน้ยงัมีอยูนอยมาก 

การศึกษานี้มจีุดมุงหมายเพือ่หาและวัดปริมาณของ HBV DNA และ cccDNA ในชิ้นเนื้อ

ตับของผูปวยที่มีผลตรวจทาง serology ดังกลาว 

 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1. เพื่อศึกษาหา HBV DNA และ cccDNA ในชิ้นเนื้อตับของผูปวยที่ม ีanti-HBc เปนบวกและ 
HBsAg เปนลบ 

2. เพื่อเปรียบเทยีบปริมาณ cccDNA ในชิ้นเนื้อตับของผูปวยทีม่ี anti-HBc เปนบวก HBsAg 
เปนลบและ anti-HBs เปนบวก กับผูปวยที่มี anti-HBc เปนบวก HBsAg เปนลบและ anti-
HBs เปนลบ  
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ขอตกลงเบื้องตน 
 
 เนื่องจากไมมขีอมูลวาระดับปริมาณ HBV DNA, cccDNA ในตับหรือระดับ HBV DNA ใน
เลือดมีการเปลี่ยนแปลงตามชวงเวลาของวนั จงึกาํหนดใหสามารถเจาะตรวจเวลาใดก็ได  โดยจะทํา
การเจาะเลือดเพ่ือทาํการตรวจหาปริมาณ HBV DNA ภายในวันเดียวกับทีท่ําการเจาะตับ 
 

 

ขอจํากัดของการวิจัย 
 

เนื่องจากการสํารวจในประชากรไทยที่ม ีanti-HBc เปนบวก HBsAg เปนลบ และ anti-HBs 
เปนลบในเลือด มีความชุกเพียงรอยละ 11 และมีผูปวยไดรับการเจาะตับเพื่อทาํการวินิจฉยัโรคใน
ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลัย ปละประมาณ  50-80 ราย ทาํให
อาจไดกลุมตัวอยางที่มีผล anti-HBs เปนลบ ไมครบตามจํานวนที่กาํหนดไว 

 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

1.   ทาํใหทราบระดับปริมาณของ HBV DNA และ cccDNA ในเนื้อเยื่อตับของผูทีม่ี anti-HBc 
เปนบวกและ HBsAg เปนลบ  

2.   ขอมูลจากการศึกษานี้จะเปนองคความรูในแนวลึกและเปนขอมูลพื้นฐานทางวทิยาศาสตร
เบ้ืองตนเกี่ยวกับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบซอนเรนซึ่งจะนาํไปใชในการศึกษาในกลุมผูบริจาค
อวัยวะหรือผูปวยที่ไดรับการปลูกถายตับตอไป ซึ่งจะมีประโยชนอยางมากเพื่อหาแนวทางและวิธีใน
การปองกนัการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีผานทางการปลูกถายอวัยวะในอนาคต  

3.    มีผลงานวิจัยที่มีคุณภาพเพื่อนาํเสนอผลงานในการประชุมระดับชาติหรือนานาชาติและ
ตีพิมพวารสารทางการแพทยระดับชาติหรือนานาชาติได  

4.    สรางความเปนเลิศในทางวิชาการดานไวรัสตับอักเสบใหประเทศไทยในระดับนานาชาติ
โดยเฉพาะการศึกษาแนวลึกทางดานไวรัสอณูชีวโมเลกลุของไวรัสตับอักเสบบี 

 

 



บทที่ 2 
 

ทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวของ 
 

 ไวรัสตับอักเสบบี เปนไวรัสในตระกูล Hepadnaviridae มีขนาดเสนผาศูนยกลาง

ประมาณ 42-47 นาโนเมตร อนุภาคสมบูรณ (virion) ของไวรัสที่เรียกวา Dane particle ประกอบ

โครงสรางที่เปนเปลือกหุม 2 ชั้น เปลือกชัน้นอกเรียก envelope เปนชัน้ไขมันสองชั้นที่มี 

glycoprotein แทรกอยูบนผิว glycoprotein เหลานี้คือสวนที่เรียกวา hepatitis B surface antigen 

(HBsAg) ซึ่งเปนสาย polypeptide ที่มีขนาดความยาวแตกตางกนัอยู 3 ขนาดไดแก  small, middle 

และ large hepatitis B surface protein สวนเปลือกชัน้ในคือ nucleocapsid หรือ core ภายใน

ประกอบดวย genome ของไวรัสซึ่งอยูในรูป partially double-stranded relaxed circular DNA 

จับอยูกับเอนไซม  DNA polymerase (ภาพที ่1) โดย DNA สายลบจะมีความยาวประมาณ 3.2 กิโล

เบส สวน DNA สายบวกจะมีขนาดความยาวไมแนนอนแตกตางกันไปในไวรัสแตละตัว  

                                   
                                    ภาพที ่ 1 แสดงลักษณะโครงสรางของไวรัสตับอักเสบบี 

 

DNA สายลบประกอบดวย 4 open reading frame (ORF) ไดแก S, C, X และ P ซึง่อยูซอน

กันบางสวน (ภาพที ่2) สวน DNA สายบวกจะไมมี ORF(12) S-ORF ประกอบดวย S gene, PreS1 

และ PreS2 region ทําหนาที่สราง surface protein (HBsAg)  P-ORF ใชในการสราง DNA 

polymerase/reverse transcriptase enzyme สวน C-ORF ทําหนาที่สราง core protein (HBc Ag) 

และ precore protein โดย core protein จะรวมตัวกับ HBV DNA กลายเปน nucleocapsid เพื่อ

ปองกนัไมให DNA ของไวรัสถูกทาํลายดวยเอนไซมตางๆ จากภายนอก  สวน precore protein จะ

ถูกยอยและหล่ังออกจากเซลลตับในรูปที่เรียกวา hepatitis B e antigen (HBeAg) ซึ่งเปนตัวบงชีท้ี่

สําคัญทางคลนิิกที่แสดงถงึการแบงตัวของเชื้อไวรัส (active viral replication marker) 
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                                  ภาพที่ 2 ลักษณะโครงสรางทางพันธกุรรมของเช้ือไวรัสตับอักเสบบี 

 

สวนสุดทายคือ X-ORF ใชในการสราง  X protein มีหนาทีห่ลายอยาง ที่สําคัญคือเปน  

transcriptional transactivator และอาจเกี่ยวของกับกลไกการเกิดมะเร็งตับ (hepatic 

carcinogenesis) [10]  

เมื่อเช้ือไวรัสตับอักเสบบีเขาสูรางกาย จะมีการแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวน (ภาพที ่3) โดยเร่ิมตน

จากการที่อนภุาคไวรัสสวนที่เปน nucleocapsid เขาสูเซลลตับโดยอาศัย receptor ที่อยูบนผิวไวรัส 

จากนั้น DNA ซึ่งอยูในรูป relax circular DNA จะเขาสูนิวเคลียสของเซลลตับ แลวทําการซอมแซม 

DNA สายบวกใหมีความยาวครบเต็มสายโดยอาศัยเอนไซม polymerase ของเซลลตับ ทําใหได 

DNA สายคูแบบสมบูรณทีอ่ยูในรูป supercoiled DNA เรียกวา covalently closed circular DNA 

(cccDNA) ซึ่งเมื่อรวมกับ nucleosome จะกลายเปน mini-chromosome ทําหนาที่เปนแมแบบ 

(template) สําหรับการสราง DNA สายใหม โดยเร่ิมจากขบวนการ transcription คือ DNA สายลบ

จะถูกเปล่ียนเปน RNA โดยอาศัยเอนไซม RNA polymerase II ของเซลลตับ ไดเปน  mRNA ออกมา 

เรียกวา pregenomicRNA (pgRNA) จากนัน้ pgRNA  จะผานขบวนการ translation และ 

encapsidation คือรวมตัวกบั core protein และเอนไซม  DNA polymerase/reverse 

transcriptase ที่สรางจาก P-ORF และเขาสูข้ันตอนตอไปคือ reverse transcription โดยอาศัย

เอนไซม  DNA polymerase/reverse transcriptase ทําใหไดเปน DNA สายลบสายใหมออกมา 

จากนั้นจะมีการสราง DNA สายบวก โดยใชชิ้นสวนส้ันๆ ของปลายดาน 5’ ของ pgRNA เปน primer 

กอนที่ DNA สายบวกจะสรางเสร็จจะมกีาร coating หรือ encapsidation ของ nucleocapsid 

เกิดข้ึน ทําให DNA สายบวกของเช้ือไวรัสมคีวามยาวไมครบเต็มสายและไมเทากันในแตละตัว 

จากนั้น nucleocapsid ที่สรางข้ึนสวนหนึ่งจะเขาสู  endoplasmic reticulum เพื่อรวมกับ envelope 

กลายเปนอนภุาคไวรัสที่สมบูรณแลวออกนอกเซลลตับเขาสูกระแสเลือดตอไป nucleocapsid อีก

สวนหนึง่จะกลับเขาไปในนวิเคลียสของเซลลตับเพื่อเปลี่ยนเปน cccDNA ตอไป ทําใหจาํนวนของ 



   6 

cccDNA ในนวิเคลียสคอนขางคงที่ตลอดเวลา ในชวงทีม่ีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเร้ือรัง  

cccDNA จะสะสมอยูในนิวเคลียสของเซลลตับในรูป stable episome โดยมีจํานวนเฉล่ียประมาณ 

30-50 copies ตอเซลล [6] 
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                                  ภาพที่ 3 ข้ันตอนการแบงตัวของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

 

จากข้ันตอนการแบงตัวของเชื้อไวรัสดังกลาว จะเห็นไดวา cccDNA เปน active replicative 

form ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีในเซลลตับ เช่ือวาการที ่cccDNA จะเร่ิมทํางานไดตองผานขบวนการ 

methylation กอน [6] อยางไรก็ตามในปจจุบันยงัไมทราบปริมาณสัดสวนที่แนนอนของ cccDNA ที่

มี active transcription acitvitiy ในแตละเซลล  รวมไปถงึกลไกและปจจัยตางๆที่ควบคุมจํานวนของ 

cccDNA [12-14] ขอมูลการศึกษากอนหนานี้เกี่ยวกับความสําคัญของ cccDNA เช่ือวา cccDNA 

เปนตัวที่มีบทบาทสําคัญในการทาํใหเกิดการติดเชื้อแบบเร้ือรัง  เนื่องจากมกีารสะสม cccDNA ใน

นิวเคลียสของเซลลตับทําใหเกิดการคงอยูของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีในเซลลตับเปนระยะเวลานาน 

(viral persistence) แมวาอาจตรวจไมพบ HBsAg ในเลือดแลว ซึ่งเรียกวาการติดเชือ้ไวรัสตับ

อักเสบบีแบบซอนเรนดังกลาวขางตน นอกจากนี้ยงัมีบทบาทในการเกิดการกาํเริบของไวรัส (viral 

reactivation) หลังหยุดการรักษาดวยยาตานไวรัสหรือระหวางที่ไดรับยากดภูมิคุมกนัหรือยาเคมี

บําบัดซึ่งอาจเกิดข้ึนไดแมจะตรวจไมพบ HBsAg ในเลือดแลวเชนกนั รวมไปถงึการเกิดการด้ือยา

ตานไวรัส (drug resistance) ในผูปวยบางรายได และที่สําคัญคือทาํใหเกิดการถายทอดเช้ือไวรัส

ไปสูผูรับอวัยวะจากผูบริจาคที่มีผล HBsAg เปนลบแตมี antiHBc เปนบวกในเลือด อยางไรก็ตาม

การศึกษาที่เกีย่วของกับ cccDNA จากช้ินเนื้อตับของผูปวยยงัมนีอยมาก โดยเฉพาะอยางยิง่ในกลุม

ผูที่มี antiHBc เปนบวกและ HBsAg เปนลบในเลือด คาดวาจะมีการศึกษาเพิ่มมากข้ึนเร่ือยๆใน
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อนาคตอันใกล เนื่องจากมกีารพัฒนาวิธกีารตรวจดวยวิธี real-time PCR ซึ่งมีประสิทธิภาพในการ

ตรวจวัดปริมาณ cccDNA ไดดีมากข้ึน [8,15] 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



   8 

บทที่ 3 
 

วิธีการดําเนินการ 
 

 การวิจยันี้เปนการศึกษาเพื่อหา HBV DNA และ cccDNA ในเนื้อเยื่อตับของผูปวยทีม่ีผล

ตรวจเลือดพบวาม ีanti-HBc เปนบวกและ HBsAg เปนลบ ในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณในชวง

ระหวางวันที่ 1 มกราคม 2548 ถึงวนัที่ 31 ธันวาคม 2550 

 

 

รูปแบบการวิจัย (Research design)   
          
         เปนการวิจัยแบบ cross sectional study 

 

 

ระเบียบวิธีการวิจัย (Research methodology) 
 
          ประชากรเปาหมาย (Population) คือผูปวยผูใหญที่ตรวจพบ anti-HBc เปนบวกและ 

HBsAg เปนลบในเลือด  
ประชากรตัวอยาง (Sample population) คือผูปวยผูใหญที่มาทําการเจาะช้ินเนื้อตับดวย   

ขงบงชี้ตางๆ ที่ไมเกี่ยวของกับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี โดยมีผลตรวจเลือดพบวามี anti-HBc 
เปนบวกและ HBsAg เปนลบ ในภาควชิาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  

 

 

เกณฑการคัดเลือกเขามาศึกษา (Inclusion criteria) 
 

1. ผูปวยที่ไดรับการเจาะตับดวยขอบงชีท้ี่ไมเกี่ยวของกับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

ไดแก  

• เพื่อทาํการประเมินพยาธิสภาพในตับกอนเริ่มการรักษาภาวะตับอักเสบ

จากไวรัสตับอักเสบซี 

 
 



   9 

• มีตับอักเสบทีส่งสัยวาเกิดจาก autoimmune hepatitis, primary biliary 

cirrhosis หรือ nonalcoholic steatohepatitis  

• เพื่อหาสาเหตุอ่ืนๆ ของตับอักเสบ 

2. มีผลตรวจเลือดพบ anti-HBc antibody เปนบวกและ HBsAg เปนลบ 

 

 

เกณฑการตัดออกจากการศึกษา (Exclusion criteria) 
 

• ผูปวยที่มีผลเลือดพบ HBsAg เปนบวก  

• เปนมะเร็งในตับทั้งชนิดปฐมภูมิและทุติยภูมิ  
 
 

การคํานวณขนาดตัวอยาง (Sample size determination) 
 

เนื่องจากการศึกษานี้เปนการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับความรูพื้นฐานทางวทิยาศาสตร (Basic 
scientific research) และยังไมมีขอมูลเบ้ืองตนเกีย่วกับการศึกษาหาปริมาณ cccDNA ในกลุมผูที่มี 
anti-HBc เปนบวกและ HBsAg เปนลบในเลือดมากอน  และการศึกษากอนหนานี้เกีย่วกับการหา
ปริมาณ cccDNA ในชิ้นเนือ้ตับของผูปวยในกลุมอ่ืน เชนเปนไวรัสตับอักเสบบีเร้ือรังหรือเปนมะเร็ง
ตับ โดยสวนใหญใชขนาดตัวอยางไมเกนิ 40 ตัวอยาง จงึกําหนดใชกลุมตัวอยางในการศึกษานี้
ประมาณ 40 ตัวอยาง 

 

 

วิธีการศึกษา (Intervention)  
 
ตัวอยางที่ใชในการทดลอง (specimens) 
 ตัวอยางที่ใชในการทดลองคร้ังนี้ไดแก เนือ้เยื่อตับและซีรัมของผูปวยเขาเกณฑการคัดเลือก

ดังกลาวขางตน, ผูปวยที่ตรวจไมพบทั้ง HBsAg, anti-HBs และ anti-HBc ในเลือด และผูปวยที่เปน

ไวรัสตับอักเสบบีเร้ือรังซึ่งตรวจพบ HBsAg เปนบวกในเลือด 

 

 



   10 

เครื่องมือ (Materials) 
 Aluminum foil (Rainbow metal company, USA) 

 Barrier Tip: 200 μl (BioScience, USA) 

 Beaker: 5 ml, 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1000 ml (Pyrex, England) 

 Combs (Bio-RAD, USA) 

 Cylinder: 25 ml (Pyrex, England) 

 Flat-bottom ELISA plate (Costar, USA) 

 Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (BioScience, USA) 

 Parafilm (Penchiney plastic packaging, USA) 

 Pipette rack (Eppendorf, Germany) 

 Pipette Tips: 10 μl, 200 μl, 1000 μl (BioScience, USA) 

 Polypropylene conical tube: 15 ml, 50 ml (Elkay, USA) 

 Reagent bottle: 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Duran, Germany) 

 Sterile pasture pipette (Samco Scientific Corporation, USA) 

 Stirring magnetic bar (V&P scientific, USA) 

 
อุปกรณ (Equipments) 
 Autoclave (Hydroclave MC 10 Harvey, USA) 

 Automatic adjustable micropipette: P2.5 (0.1-2.5 μl), P10 (0.5-10 μl), P200 (20-200   

μl) (Eppendorf, Germany), P20 (2-20 μl) (Socorex, Switzerland), P1000 

(0.1-1 ml) (Gilson, France)  

 Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland) 

 Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 

 Chemical safety carbinet (Toxicap, France) 

 Class II microbiological safety carbinet (Envair, England) 

 Cuvett: 5 μl, 10 μl (MiralBio, Japan) 

 Deep Freezer -20° C (Sanyo, Japan) 

 Deep Freezer -70° C (Forma Scientific, USA) 

 ELISA microplate reader (Bio-RAD model 3550, USA) 

 ELISA microplate washer (TECAN, Austria) 
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 Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 

 Incubator (Memmert, Germany) 

 Microcentrifuge 1.5 ml (Denver, USA) 

 Multi-block heater (Lab-line Instrument, USA) 

 Multi-channel pipette: P (Socorex, Switzerland) 

 PCR HEPA+ carbinet (LIO LAB, Thailand) 

 PCR safety carbinet (LIO LAB, Thailand) 

 Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 

 Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich, USA) 

 Refrigerator 4°C (Mitsubishi, Japan) 

 Spectrophotometer (MiralBio, Japan) 

 Thermal cycler (Eppendorf, MasterCycler gradient, Germany) 

 UV transilluminator (Fotodyne, USA) 

 Vortex mixer (Scientific Industries, USA) 

 Water purification equipment (Yamato Scientific, Japan) 

 
สารเคมีที่ใชในการวิจัย (Reagent) 
1.สารเคมีทัว่ไป (General reagent) 

Agarose molecular grade (Promega, USA) 

Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 

Sucrose (USB, Hong Kong) 

Diethyl pyrocarbonate (Sigma, Singapore) 

Bromphenal blue (Pharmacia, Hong Kong) 

Boric acid (USB, Hong Kong) 

Tris (USB, Hong Kong) 

Hydrochloric acid (Sigma, Singapore) 

100 base pair DNA ladder (Biolabs, USA) 

2. สารเคมีสําหรับสกัด DNA (DNA extraction) 

  Absolute ethanol (Sigma, Singapore) 

  Chloroform (Sigma, Singapore) 
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  Disodium ethylenediamine tetraacetic acid: EDTA (USB, Hong Kong) 

  Isoamyl alcohol (Sigma, Singapore) 

  Magnesium chloride (Sigma, Singapore) 

  Phenol (Sigma, Singapore) 

  Proteinase K (Sigma, Singapore) 

  Sodium acetate (USB, Hong Kong) 

  Sodium chloride (USB, Hong Kong) 

  Sodium dodecyl sulfate (Sigma, Singapore) 

  Sodium hydroxide (USB, Hong Kong) 

  Tris-HCl (USB, Hong Kong) 

3. สารเคมีสําหรับ Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Eppendorf MasterMix (2.5X) (Eppendorf, Germany): Taq DNA polymerase  

(62.5 U/ml) 125 mM KCl, 75 mM Tris-HCl pH 8.3, 3.75 mM  

Mg(OAc)2, 0.25% Igepal® - CA630, 500 μM of each dNTP and  

sterbilizer. 

Genomic DNA sample 

Oligonucleotide primers (Proligo, Singapore) 

4. สารเคมีสําหรับ Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 

     Anti-HBs antibody kit test (Murex, England) 

  Anti-HBc antibody kit test (Murex, England) 

  Murex HBsAg version 3 kit test (Murex, England) 

5. สารเคมีสําหรับโคลนนิ่ง (Cloning) 

     Ampicillin (Phamacia, Hong Kong) 

  Isopropyl-1-thio-ß-D-galactopyranoside: IPTG (Bio Basic, Germany) 

  Magnesium sulfate (Sigma, Singapore) 

  pGEM-T Easy Vector System (Promega, USA) 

  Tryptone (Giboco RBL, USA) 

  Yeast extract (Giboco BRL, USA) 

  5-bromo-4-chloro-3-inodlyl-ß-D-galactopyranoside:X-gal (Bio Basic,  

Germany) 
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ขั้นตอนวิธีการดําเนินการศึกษาวิจัย 
 

1. การเก็บตัวอยางช้ินเนื้อตับจากการเจาะตับ  
เก็บตัวอยางชิน้เนื้อตับที่ไดจากการเจาะตับที่เหลือจากการใชตรวจวินจิฉัยของผูปวยที่ม ี

anti-HBc เปนบวกและ HBsAg เปนลบในเลือด ซึง่มาเขารับการเจาะตับเพื่อการตรวจวินิจฉัยตาม

ขอบงชี้ ประมาณ 1 มก. แชแข็งเก็บไวในถังไนโตรเจนเหลวโดยเร็วทีสุ่ด เพื่อทําการศึกษาหาและวัด

ปริมาณ HBV DNA และ cccDNA ของไวรัสตับอักเสบบี 

 

2. การเก็บตัวอยางซีรั่ม 
            เก็บตัวอยางเลือดประมาณ 10 มล.ใสไวใน clotted blood tube ปลอยใหเลือดแข็งตัว

จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงเพือ่ตกตะกอนเม็ดเลือดแดงที ่ 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ที่อุณภูมิหอง 

จากนั้นปเปตซีร่ัมสวนบนนาํไปใสในหลอด microcentrifuge tube แลวแชแข็งเก็บไวที่ –200c 

จนกระทั่งนํามาตรวจ anti-HBc, anti-HBs และ HBsAg และตรวจหาและวัดปริมาณ HBV DNA 

  

 3. การตรวจ anti-HBc, anti-HBs และ HBsAg 
 นําซีร่ัมที่เก็บไวที ่–200c มาละลาย และทาํการตรวจ anti-HBc, anti-HBs และ HBsAg ดวย

วิธี ELISA โดยปฏิบัติข้ันตอนตามที่ระบุไวในชุดตรวจ 

 

 4. การสกัดดีเอ็นเอจากซีรัม 
 ใสซีร่ัมปริมาตร 100 μl  ลงในหลอดทีม่ี 400 μl ของ lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 

8.0, 10 mM EDTA, pH 8.0, 0.5% SDS) และ 10 μl ของ proteinase K (20 mg/ml) ผสม

สารละลายใหเขากันโดยการปเปต นาํไป incubate ที่อุณหภูมิ 50° C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อยอย

โปรตีน เมื่อครบกําหนดนาํมาสกัดตอดวยวิธ ี phenol-chlorofrom extraction โดยการเติม 250 μl 

ของ Phenol และ 250 μl ของ chloroform : isoamyl (49:1) ลงในหลอดที่ผานการบมตามเวลา 

จากนั้นนําไป vortex แลว centrifugeโดยใชความเร็ว 13,500 rpm ที ่ 4° C เปนเวลา 5 นาท ี เมือ่

ครบเวลาดูดสวนใสขางบนมาเติม 500 μl ของ chloroform : isoamyl (49:1) นําไป centrifuge อีก

คร้ังที่ 4° C เปนเวลา 5 นาทีโดยใชความเร็ว 13,500 rpm ดูดสวนใสขางบนที่ไดทั้งหมดใสลงใน

หลอดใหมที่ม ีglycogen 4 μl absolute ethanol 800 μl และ sodium acetate 40 μl ผสมทั้งหมด

ใหเขากนัจากนั้นนําไปบมทีอุ่ณหภูมิ -70 °C เพื่อตกตะกอน DNA เปนเวลา 30 นาท ี นาํไป
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centrifuge ที่ 4° C ความเร็ว 13,500 rpm เปนเวลา 30 นาที ดูดของเหลวออกใหหมดใหเหลือเพียง

ตะกอน DNA ลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 1 ml  นําไปปนลางตะกอนที่ 13,500 rpm  4 

° C เปนเวลา 5 นาที ดูดของเหลวทัง้หมดทิ้งไป นาํตะกอนที่ไดไปเขาเคร่ือง speed vacuum เพื่อ

ระเหย ethanol ออกใหหมด เมื่อตะกอนแหงละลายตะกอนดวยน้าํกล่ันทีผ่านการฆาเชือ้แลว

ปริมาตร 30 μl 

 

 5. การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อตับ 
ใสชิ้นเนื้อตับแชแข็งลงในหลอดที่มี proteinase K (20 mg/ml) จํานวน 10 μl และ lysis 

buffer 400 μl (10 mMTris-HCl, pH 8.0, 10 mM EDTA, pH 8.0, 0.5% SDS) จากนัน้ทาํการบมที่

อุณหภูมิ 50°C เปนเวลา 1 คืน จากนัน้เติม phenol 125 μl รวมกับ chloroform/isoamyl alcohol 

(อัตราสวน 49:1) ปริมาตร 125 μl นําไปเขยาอยางแรงอีก 15 วินาที ปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิหองอีก 10

นาทีที ่ 14,000 rpm คอยๆยายสวนใสขางบนแบงใส microcentrifuge tube ใหมขนาด 1.5 ml 

จํานวน 1 หลอด จากนัน้เติม 4 μg glycogen (20mg/ml), 800 μl 100 % ethanol และ 40 μl 

sodium acetate (2M) แลวทําการแชไวที่อุณหภูม ิ -70°C เปนเวลา 30 นาที แลวนาํไปปน

ตกตะกอนดวยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ° C เปนเวลา 30 นาท ีปเปตสวนน้ําใสทิง้จน

หมดแลวลางตะกอนดวย 70 % ethanol ปริมาตร 1 ml นําไปหมนุเหว่ียงที่ 13,500 rpm อุณหภูมิ 

4° C เปนเวลา 5 นาท ี  แลวนาํตะกอน DNA ไปทําใหแหงดวยเคร่ือง speed vacuum เพื่อระเหย 

ethanol ออกใหหมดเปนเวลา 10 นาท ี(หรือจนกวาจะแหง) จากนัน้ละลาย DNA ดวยน้าํกล่ันที่ผาน

การฆาเชื้อแลว ปริมาตร 30 μl แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ -20° C  

 
6. การทําโคลนนิ่งและการเตรียมพลาสมิดเพ่ือใชเปน positive control 

และ DNA มาตรฐานในการเปรียบเทียบปริมาณสําหรับ cccDNA และ ß-GLOBIN 
gene 

ทําการสกัด DNA จากช้ินเนือ้ตับของผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี แลวทําการเพิม่จํานวนสาร

พันธกุรรมในสวนของ cccDNA ของเชือ้ไวรัสตับอักเสบบีดวยวธิ ี PCR  จากนั้นทําการเตรียม 

primary PCR product ที่ไดใหมีความเขมขนโดยใชวิธีของ Perfectprep Gel Cleanup kit 

(Eppenforf, Germany) นํา PCR product solution ที่ไดมาแยกโดยวธิี Agarose gel 

electrophoresis โดยใช 2%(w/v) gel* ใน 1X TBE* และใชกระแสไฟความตางศักย 100 โวลตเปน 

*ดูรายละเอียดในภาคผนวก 
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เวลา 60 นาท ีจากนัน้ยอมเจลดวย ethidium bromide (10 μg/ml) เปนเวลา 10 นาท ีแลวลางดวย

น้ํากล่ันเปนเวลา 15 นาที ทําซํ้า 2 คร้ัง นําเจลไปตรวจหาแถบของ DNA ภายใตแสง UV และตัด

ชิ้นสวนของเจลที่มี DNA ที่ตองการจากเจลแลวนาํมาทําใหบริสุทธิต์ามวิธีของ Perfectprep Gel 

Cleanup kit (Eppendorf, Germany) นํา primary PCR product ที่บริสุทธิ์แลวมาเชื่อมตอเขากับ 

cloning vector (T-GEN-T easy vector, Promega) ดวยเอนไซม Ligase แลวเหนี่ยวนาํให 

recombinant vector เขาสูเซลลของเชื้อแบคทีเรีย E.Coli ทําการบมเพาะเชื้อและคัดเลือก colony สี

ขาวทีม่ี recombinant vector  เข่ียเช้ือมาเล้ียงใน LB broth เพื่อเพิม่จํานวนโดยบมที่อุณหภูมิ 37°C 

เปนเวลาประมาณ 16-18 ชั่วโมง แลวทําการแยกสกัด recombinant plasmid ใหบริสุทธิ ์ ทํา 

plasmid ที่ไดวัดความเขมขนที ่ OD260 แลวคํานวณหาจํานวนโมเลกลุของ plasmid ที่แนนอน เพื่อ

นํามาเจือจางคร้ังละ 10 เทาใหไดความเขมขนในขนาด 108 – 101 copies/μL 
สําหรับการทาํโคลนนิง่และการเตรียมพลาสมิดเพื่อใชเปน positive control และ DNA 

มาตรฐานในการเปรียบเทยีบปริมาณสําหรับ ß-GLOBIN gene นั้นทําโดยข้ันตอนลักษณะ

เชนเดียวกับ cccDNA โดยเปล่ียนเปนสารพันธกุรรมของ  ß-GLOBIN gene ในตําแหนงที่ตองการ 

 

7. การออกแบบไพรเมอร 
 
Forward primer และ Reverse primer ที่ใชในการทดลอง ดังแสดงในตารางที ่1 
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ตารางที่ 1 แสดง forward primer และ reverse primer ที่ใชในปฏิกริยาทัง้หมดในการศึกษา 
PCR 

amplification 

PCR 

technique  

Forward primers Reverse primers 

HBV DNA  

(S gene) 

Real-time nt. 2814–2835:  

5’-GGGTCACCATATTCTTGGGAAC-3’ 

nt 3094-3085:  

5’-CCTGAGCCTGAGGGCTCCAC-3’ 

 Semi-nested  nt. 2814–2835:  

5’-GGGTCACCATATTCTTGGGAAC-3’ 

nt.366-348:  

5’-CCAGGACAAATTGGAGGAC-3’ 

nt 3094-3085:  

5’-CCTGAGCCTGAGGGCTCCAC-3’ 

HBV DNA  

(X gene) 

Real-time nt. 1287–1305:  

5’-AGCTTGTTTTGCTCGCAGC-3’ 

nt. 1974-1957: 

5’-GGAAAGAAGTCAGAAGGC -3’ 

 Semi-nested  nt. 1287–1305:  

5’-AGCTTGTTTTGCTCGCAGC-3’ 

nt. 2476-2457:  

5’-CCCACCTTATGAGTCCAAGG -3’ 

nt. 1974-1957: 

5’-GGAAAGAAGTCAGAAGGC -3’ 

HBV DNA  

(C gene) 

Real-time nt. 1551-1579:  

5’-TCTGTGCCTTCTCATCTG -3’ 

nt. 2476-2457:  

5’-CCCACCTTATGAGTCCAAGG -3’ 

 Semi-nested  nt. 1287–1305:  

5’-AGCTTGTTTTGCTCGCAGC-3’ 

nt 2476-2457:  

5’-CCCACCTTATGAGTCCAAGG -3’ 

nt. 1551-1579:  

5’-TCTGTGCCTTCTCATCTG -3’ 

cccDNA Real-time nt.1662-1682: 

5’-ACTCTTGGACTCTCAGCAATG-3’ 

nt.1922-1901:  

5’-CTTTATTCGGGTCAATGTGCA-3’ 

 Semi-nested  nt.1552-1569: 

5’-TCTGTGCCTTCTCATCTG-3’ 

nt. 2053-2034:  

5’-GTGAGGTGAACAATGTTCCG-3’ 

nt.1883-1865:  

5’-GGCACAGCTTGGAGGCTTG-3’ 

ß-GLOBIN 

gene 

Real-time 5’-GTGCRYCTGACTCCTGAGGAGA-

3’ 

5’-CCTTGRTACCAACCTGCCCAG-3’ 
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8.การตรวจหา HBV DNA ในซีรั่ม 
 
 ทําการตรวจหา HBV DNA ในซีร่ัมดวยการเพิ่มจํานวนของสารพนัธกุรรมในบริเวณตําแหนง 

2814 ถึงตําแหนง 3094 โดยใชวิธ ีreal-time PCR โดย reaction mixture และรอบปฏิกิริยาแสดงใน

ตารางที่ 2 และ 3 

 

ตารางที ่ 2 reaction mixture สําหรับ real-time PCR ของการเพิ่มสารพันธกุรรมที่ตําแหนงระหวาง 

2814 ถึง 3094 

สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา (12.5 μl) 

Eppendorf MasterMix (2.5X) - 5 μl 

25 μM forward primer 0.5 μM 0.25 μl 

25 μM reverse primer 0.5 μM 0.25 μl 

DNA template - 1 μl 

Distilled water - 5.3 μl 

Mg2+ - 0.5 μl 

Sybergreen - 0.2 μl 

 

 

ตารางที่ 3  รอบปฏิกิริยาสําหรับ real-time PCR ของการเพิม่สารพนัธุกรรมที่ตําแหนงระหวาง 2814 

ถึง 3094 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ เวลา 

Initial denaturation 95°C 3 min 

40 cycles of 

- Denaturation 95°C 10 sec 

- Annealing 60°C 15 sec 

- Extension 72°C 15 sec 

- Final extension 78°C 15 sec 
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9.การตรวจหา HBV DNA ในเนื้อเยื่อตับ 
 

 ทําการตรวจหา HBV DNA ในเนื้อเยื่อตับสองข้ันตอน ข้ันตอนแรกทาํโดยวิธ ีreal-time PCR 

โดยใช reaction mixture และรอบปฏิกิริยาเชนเดียวกบัการตรวจหา HBV DNA ในซีร่ัม จากนั้นจะ

ทําการตรวจหา HBV DNA ข้ันตอนที่ 2 โดยใชวิธ ี semi-nested PCR ดวยการเพิ่มจํานวนของสาร

พันธกุรรมคร้ังที่ 1 ในบริเวณตําแหนง 2814 ถึงตําแหนง 366 ซึ่งเปนตําแหนงของ S gene สาร

พันธกุรรมไดจากการเพิ่มจํานวนในคร้ังแรก จะถูกเพิ่มจาํนวนเปนคร้ังที่ 2 ในบริเวณตําแหนง 2814 

ถงึตําแหนง 3094 ปริมาณสารพันธุกรรมของ HBV DNAจํานวนนอยสุดที่จะตรวจพบโดยการตรวจ

ดวยวิธ ี real-time PCR และ semi-nested CPR คือ 102 และ 101 copies/μl ตามลําดับ  โดย 

reaction mixture และรอบปฏิกิริยาทัง้สองแสดงในตารางที ่4 และ 5  

 

ตารางที่ 4 reaction mixture สําหรับ semi-nested PCR ในการตรวจหา HBV DNA  
สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา

รอบแรก (25 μl)  

ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา

รอบที่สอง (25 μl) 

Eppendorf MasterMix (2.5X) - 10 μl 10 μl 

25 μM forward primer 0.5 μM 0.5 μl 0.5 μl 

25 μM reverse primer 0.5 μM 0.5 μl 0.5 μl 

DNA template - 2 μl 1 μl 

Distilled water - 12 μl 13 μl 

 

ตารางที่ 5   รอบปฏิกิริยาของ semi-nested PCR ในการตรวจหา HBV DNA 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ เวลา 

Initial denaturation 94°C 3 min 

35 cycles of 

- Denaturation 94°C 30 sec 

- Annealing 60°C 30 sec 

- Extension 72°C 90 sec 

Final extension 72°C 10 min 
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หลังจากนั้นจะทําการตรวจหา HBV DNA ซ้ําอีกสองครั้งโดยสองข้ันตอนคือ real-time PCR 

และ semi-nested PCR แตเปล่ียนตําแหนงของสารพนัธุกรรมที่จะเพิม่จํานวนเปนบริเวณ X gene

และ C gene ตามลําดับ โดยการเปลีย่น forward และ reverse primer ที่สามารถเพิม่ปริมาณสาร

พันธกุรรมบริเวณดังกลาวได ดังแสดงในตารางที่ 1 โดยใช reaction mixture และรอบปฏิกิริยา

เชนเดียวกับการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณ S gene โดยเปล่ียนเฉพาะอุณหภูมิในข้ัน 

annealing สําหรับ C gene และ X gene เปน 55°C 
 

9.การตรวจหา cccDNA ในเนื้อเยื่อตับ 
ทําการตรวจหา cccDNA ในเนื้อเยื่อตับสองข้ันตอน ข้ันตอนแรกทําการตรวจหาสาร

พันธกุรรมโดยวิธี real-time PCR โดยใช reaction mixture และรอบปฏิกิริยาดังแสดงในตารางที่ 6 

และ 7  

 

ตารางที่ 6 reaction mixture สําหรับ real-time PCR สําหรับการเพิม่จํานวนสารพนัธกุรรมที่

ตําแหนงระหวาง 1662 ถึง 1922 

สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา (15 μl) 

Eppendorf MasterMix (2.5X) - 6 μl 

25 μM forward primer 0.5 μM 0.75 μl 

25 μM reverse primer 0.5 μM 0.75 μl 

DNA template - 1 μl 

Distilled water - 5.96 μl 

Mg2+ - 0.3 μl 

Sybergreen - 0.24 μl 
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ตารางที ่  7  รอบปฏิกิริยาสําหรับ real-time PCR สําหรับการเพิ่มจาํนวนสารพนัธุกรรมที่ตําแหนง

ระหวาง 1662 ถึง 1922 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ เวลา 

Initial denaturation 95°C 10 min 

40 cycles of 

- Denaturation 95°C 15 sec 

- Annealing 59°C 30 sec 

- Extension 72°C 60 sec 

- Final extension 80°C 15 sec 

 

ข้ันที่สองทาํการตรวจหา cccDNA โดยใชวิธี semi-nested PCR ดวยการเพิ่มจํานวนของ

สารพันธุกรรมคร้ังที่ 1 ในบริเวณตําแหนง 1552 ถึงตําแหนง 2053 จากนัน้สารพันธุกรรมไดจากการ

เพิ่มจํานวนในครั้งแรก จะถกูเพิ่มจํานวนเปนคร้ังที ่ 2 ในบริเวณตําแหนง 1552 ถึงตําแหนง 1883  

ปริมาณสารพนัธุกรรมของ cccDNA จํานวนนอยสุดทีจ่ะตรวจพบโดยการตรวจดวยวิธ ี real-time 

PCR และ semi-nested CPR คือ 102 และ 101 copies/μl ตามลําดับ  โดย reaction mixture และ

รอบปฏิกิริยาทั้งสองแสดงในตารางท่ี 8 และ 9 

 

 ตารางที่ 8 reaction mixture สําหรับ semi-nested PCR ในการตรวจหา cccDNA  
สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา

รอบแรก (25 μl)  

ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยารอบ

ที่สอง (25 μl) 

Eppendorf MasterMix (2.5X) - 10 μl 10 μl 

25 μM forward primer 0.5 μM 0.5 μl 0.5 μl 

25 μM reverse primer 0.5 μM 0.5 μl 0.5 μl 

DNA template - 2 μl 1 μl 

Distilled water - 12 μl 13 μl 
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ตารางที่ 9 รอบปฏิกิริยาของ semi-nested PCR ในการตรวจหา cccDNA 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ เวลา 

Initial denaturation 94°C 3 min 

35 cycles of 

- Denaturation 94°C 30 sec 

- Annealing 60°C 30 sec 

- Extension 72°C 90 sec 

Final extension 72°C 10 min 

 
10.การตรวจหา ß-GLOBIN gene ในเนื้อเยื่อตับ 
 ß-GLOBIN gene เปนยนีทีม่ีอยูในเซลลตับเปนจาํนวน 1 copy ในแตละเซลลตับ ทําการ

ตรวจหายีนนี้ในเนื้อเยื่อตับดวยการเพิ่มจํานวนของสารพนัธุกรรมที่ลําดับเบสดังแสดงในตารางที ่ 

โดยใชวิธ ีreal-time PCR โดย reaction mixture และรอบปฏิกิริยาแสดงในตารางท่ี 10 และ 11 

  

ตารางที่ 10 reaction mixture สําหรับ real-time PCR สําหรับการเพิ่มจํานวน ß-GLOBIN gene 

สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา (10 μl) 

Eppendorf MasterMix (2.5X) - 5 μl 

25 μM forward primer 0.5 μM 0.1 μl 

25 μM reverse primer 0.5 μM 0.1 μl 

DNA template - 1 μl 

Distilled water - 3.55 μl 

Sybergreen - 0.25 μl 
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ตารางที่ 11   รอบปฏิกิริยาสําหรับ real-time PCR สําหรับการเพิ่มจาํนวน ß-GLOBIN gene 

ข้ันตอน อุณหภูมิ เวลา 

Initial denaturation 95°C 3 min 

40 cycles of 

- Denaturation 95°C 10 sec 

- Annealing 60°C 15 sec 

- Extension 72°C 20 sec 

- Final extension 78°C 20 sec 

 
 11. การตรวจสอบผลิตภัณฑดวย electrophoresis 
 ผลิตภัณฑที่ไดจากการเพิ่มจํานวนสารพนัธุกรรมดวยวธิี semi-nested PCR จะถูก

ตรวจสอบโดยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยนาํมาผสมกับ loading buffer* ปริมาตร 4 μl 

แลวนําไปแยกขนาดดวย 2%(w/v) gel ใน 1X Tris-borate-EDTA (TBE) buffer และใชกระแสไฟ

ความตางศักย 100 โวลตเปนเวลา 60 นาท ีจากนัน้ยอมเจลดวย ethidium bromide (10 μg/ml) นํา

เจลไปตรวจหาแถบของ DNA ภายใตแสง UV แลวทําการบันทึกภาพ 

  

 12. การหาขนาดของ DNA 
 คํานวณขนาดของ DNA จากการเปรียบเทียบระยะทางที่ DNA เคลื่อนที่ไปกับความสัมพนัธ

ระหวางระยะทางท่ี DNA มาตรฐานเคลื่อนทีก่ับขนาดของ DNA มาตรฐาน (100 base pair DNA 

ladder (Biolabs, USA) 

  

 13. การวิเคราะหลําดับเบส (Sequence analysis) 
 ผลิตภัณฑจากการทํา PCR ถูกทําใหบริสทุธิ์จาก 2% agarose gel โดยใช Perfectprep 

Gel Cleanup kit (Eppendorf, Germany) หรือสกัดสายพลาสมิดสายผสมจาก culture โดยใช 

FastrPlasmid Mini 100 preparation kit (Eppendorf, Germany) จากนัน้ทาํการสงตรวจเพื่อ

ตรวจสอบลําดับเบสตอไป 

_______________________________________________________________________________ 
*รายละเอียดดูในภาคผนวก 
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14. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
 นําขอมูลที่ไดมาทาํการตรวจสอบวามีความคลายคลงึกับลําดับนวิคลีโอไทดในส่ิงมีชีวิตชนิด

ใดบาง โดยใชโปรแกรม Blast เปรียบเทียบกับลําดับนวิคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank ที่มีอยูใน 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
 
 

การรวบรวมขอมูล (Data collection) 
       เก็บในแบบเกบ็รวบรวมขอมลู (Record form) และลงขอมูลไวในคอมพิวเตอร 

 

 

ปญหาทางจริยธรรม (Ethical considerations) 
 

1. การเจาะช้ินเนือ้ตับนั้นก็ปฏิบัติตามมาตรฐานการปฏิบติัทั่วไปโดยมกีารตรวจอัล

ตราซาวนกอนการเจาะตับ และเปนไปตามขอบงชี้ในการตรวจดังกลาวอยูแลว 

2. ผูที่เขารวมในการวิจยัทกุคนจะไดรับขอมูลโดยละเอียดถึงวธิีการตรวจ และไดสง

รายละเอียดใหคณะกรรมการพิจารณาเพือ่ขอความเหน็และตองไดรับการยนิยอม

เปนลายลักษณอักษร (inform consent) จากผูปวยกอน 

3. เนื่องจากมีการเก็บขอมูลผูปวยของโรงพยาบาลจฬุาลงกรณดวย จงึมกีารเสนอ

โครงงานวิจัยตอคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยของคณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึง่คณะกรรมการมีมติใหผานการพิจารณาจริยธรรมการ

วิจัยแลว 

 
 

ขอจํากัดในการวิจัย (Limitation) 
    

เนื่องจากการสํารวจในประชากรไทยที่ม ีanti-HBc เปนบวก HBsAg เปนลบ และ anti-HBs 
เปนลบในเลือด มีความชุกเพียงรอยละ 11 และมีผูปวยไดรับการเจาะตับเพื่อทาํการวินิจฉยัโรคใน
ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลัย ปละประมาณ  50-80 ราย ทาํให
ไดกลุมตัวอยางที่มีผล anti-HBs เปนลบ ไมครบตามจํานวนทีก่ําหนดไว 
 
 



   24 

ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย (Expected benefit and 
application) 

1. ทําใหทราบระดับปริมาณของ HBV DNA และ cccDNA ในเนื้อเยื่อตับของผูที่มี anti-HBc 

เปนบวกและ HBsAg เปนลบ ซึ่งยังมีขอมลูนอยมากในมนุษย  
2. ขอมูลจากการศึกษานี้จะเปนองคความรูในแนวลึกและเปนขอมูลพื้นฐานทางวทิยาศาสตร

เบ้ืองตนเกี่ยวกับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบซอนเรนซึ่งจะนาํไปใชในการศึกษาในกลุมผูบริจาค
อวัยวะหรือผูปวยที่ไดรับการปลูกถายตับตอไป ซึ่งจะมีประโยชนอยางมากเพื่อหาแนวทางและวิธีใน
การปองกนัการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีผานทางการปลูกถายอวัยวะในอนาคต  

3. มีผลงานวิจัยที่มีคุณภาพเพื่อนาํเสนอผลงานในการประชุมระดับชาติหรือนานาชาติ และ
ตีพิมพวารสารทางการแพทยระดับชาติหรือนานาชาติได  

4.สรางความเปนเลิศในทางวิชาการดานไวรัสตับอักเสบใหประเทศไทยในระดับนานาชาติ
โดยเฉพาะการศึกษาแนวลึกทางดานไวรัสอณูชีวโมเลกลุของไวรัสตับอักเสบบี 

 

อุปสรรคที่ผูวิจัยคาดวาจะเกิดขึ้นในขณะดําเนินการวิจัย และมาตราการในการ
แกไข (Obstacle) 

จํานวนผูปวยที่เขามารวมในโครงการอาจจะมีจํานวนไมเพียงพอ ซึง่ข้ึนอยูกับจาํนวนผูปวยที่

มีขอบงชี้ในการเจาะตับ 
 

การบริหารการวิจัยและตารางการปฏิบัติงาน (Administration and time schedule) 
 

 

กิจกรรม 

            พ.ศ. 2549                               พ.ศ. 2550 พ.ศ. 2551 

6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 

1. ศึกษาเตรียมงาน * * * *                    

2. รวบรวมขอมูล     * * * * * * * * * * * * *       

3. วิเคราะหขอมูล                  *      

4. เขียนรายงาน                   *     

5. รายงานผลการวิจัย                    * * * * 
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งบประมาณรายจายของโครงการวิจัย (Budget) 
 

รายการ คาใชจาย 

คาตรวจเลือดหา HBsAg, anti-HBc และ anti-HBs          ประมาณ 750 บาทตอคน รวมเปน 30,000 บาท 

คาตรวจเลือดหา HBV DNA                    ประมาณ 2500 บาทตอคน รวมเปน 100,000 บาท 

คาตรวจชิ้นเนื้อตับวัดปริมาณ HBV DNA และ cccDNA ประมาณ 3500 บาทตอคน    รวมเปน 140,000 บาท 

คาตรวจชิ้นเนื้อตับวัดปริมาณ pgRNA      ประมาณ 3500 บาทตอคน         รวมเปน 140,000 บาท 

คาถายเอกสาร, คาหลอดเก็บเลือดและช้ินเนื้อตับ, คาเจาหนาที่พยาบาล, คาอุปกรณ

เคร่ืองใชสํานักงานและคาใชจายอื่นๆ 

ประมาณ 10,000 บาท 

 

รวมจํานวนเงินทั้งส้ิน ประมาณ 420,000 บาท 
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บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

  

            การศึกษานี้เก็บรวบรวมขอมูลผูปวยทีม่ารับการเจาะตับที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ต้ังแต

เดือนมกราคม 2548 ถึงเดือนธนัวาคม 2550 มีผูปวยที่เขารับการศึกษาวิจัย 35 ราย  

 มีผูปวยทั้งหมด 38 รายในการศึกษาที่มารับการเจาะตับดวยขอบงชีท้ี่ไมเกี่ยวของกับการติด

เช้ือไวรัสตับอักเสบบีและมี HBsAg เปนลบที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ โดยมีผูปวย 35 รายที่มีชิน้เนื้อ

ตับปริมาณเพยีงพอที่จะทาํการตรวจหา HBV DNA และ cccDNA อยูในกลุมที่ม ีanti-HBc เปนบวก

และ anti-HBs เปนลบ 16 คนจากผูปวยทั้งหมด 18 คนและอยูในกลุมที่ม ีanti-HBc และ anti-HBs 

เปนบวก 19 คนจากผูปวยทั้งหมด 20 คน เปนผูปวยชายรวม 25 คน (อยูในกลุมที่มี anti-HBc เปน

บวกและ anti-HBs เปนลบ 11 คนและอยูในกลุมที่ม ีanti-HBc และ anti-HBs เปนบวก 14 คน) เปน

หญิง 10 คน (อยูในกลุมที่ม ี anti-HBc เปนบวกและ anti-HBs เปนลบและกลุมทีม่ ี anti-HBc และ 

anti-HBs เปนบวก กลุมละ 5 คนเทากนั)   โดยมีคาอายุเฉลี่ยเทากับ 47.1 (พิสัย 22-66) ปและ 50.8 

(พิสัย 22-77) ปในกลุมที่ม ี anti-HBc เปนบวกและ anti-HBs เปนลบและกลุมทีม่ ี anti-HBc และ 

anti-HBs เปนบวกตามลําดับ โดยมีขอบงชี้ในการเจาะตับดังนี้คือ เพื่อการประเมินลักษณะพยาธิ

ภาพของตับกอนการรักษาโรคตับอักเสบเร้ือรังจากไวรัสตับอักเสบซี, เพื่อหาสาเหตุของตับอักเสบ, 

สงสัยภาวะ autoimmune hepatitis และสงสัยภาวะ nonalcoholic steatohepatitis จํานวน 9 ราย 

(รอยละ 56.3), 1 ราย (รอยละ 6.3), 3 ราย (รอยละ 18.8) และ 3 ราย (รอยละ 18.8) ตามลําดับใน

กลุมที่ม ีanti-HBc เปนบวกและ anti-HBs เปนลบและ จํานวน 10 ราย (รอยละ 52.6), 5 ราย (รอย

ละ 26.3), 3 ราย (รอยละ 15.8) และ 1 ราย (รอยละ 5.3) ตามลําดับในกลุมที่ม ีanti-HBc และ anti-

HBs เปนบวก 

 ผลการตรวจหา HBV DNA ในซีร่ัมพบวา ผูปวยที่อยูในการศึกษาทั้งสองกลุมตรวจไมพบ 

HBV DNA ในเลือดดวยวิธ ี real-time PCR สวนผูปวยซ่ึงเปนกลุมที่เปนควบคุมบวก จํานวน 2 คน 

ซึ่งเปนผูปวยทีม่ีตับอักเสบเร้ือรังจากไวรัสตับอักเสบบีชนิดที่มี HBeAg เปนบวกและลบจํานวนอยาง

ละ 1 คน ตรวจพบ HBV DNA ปริมาณ 1.6x107 copies/μl และ 2.0x107  copies/μl ในซีร่ัมของ

ผูปวยที่มี HBeAg เปนบวกและลบตามลําดับ สวนการตรวจหา HBV DNA ในเนื้อเยื่อตับดวยวิธ ี

real-time PCR ผลคือตรวจไมพบ HBV DNA ในเนื้อเยื่อตับของผูปวยที่อยูในการศึกษาทั้งสองกลุม 

สวนผูปวยซ่ึงเปนกลุมที่เปนควบคุมบวก ตรวจพบปริมาณ HBV DNA เทากับ 1.3x107 และ 2.6x104  
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copies/μl ในผูปวยที่ม ี HBeAg เปนบวกและลบตามลําดับ เมื่อเปรียบเทยีบปริมาณในแตละเซลล

ตับโดยคํานวณปริมาณเซลลตับจากจํานวน ß-GLOBIN ที่ตรวจได พบวามีจาํนวนไวรัสในเซลลตับแต

ละเซลลคิดเปน 164.6 และ 21.5 copies ในผูปวยที่มี HBeAg เปนบวกและลบตามลําดับ และเม่ือ

ทําการตรวจหา HBV DNA ในเนื้อเยื่อตับดวยวิธ ีsemi-nested PCR พบ HBV DNA ในกลุมผูปวยที่

มี anti-HBc เปนบวกและ anti-HBs เปนลบ รวมทัง้หมด 3 จาก 16 คน (คิดเปนรอยละ 18.8) สวน

ในกลุมผูปวยที่ม ีanti-HBc และ anti-HBs เปนบวก พบ HBV DNA 1 คนจากผูปวยทัง้หมด 19 คน 

(คิดเปนรอยละ 5.3)  

เมื่อทําการตรวจหา cccDNA ในเนื้อเยือ่ตับของผูปวยกลุมควบคุมบวกดวยวิธ ี real-time 

PCR พบปริมาณ cccDNA เทากับ 1.7x106 และ 3.2x104  copies/μl ซึ่งคิดเปนปริมาณตอเซลลตับ

หนึง่เซลลเทากับ 21.5 และ 0.7 copies ในผูปวยที่ม ี HBeAg เปนบวกและลบตามลําดับ สวนการ

ตรวจหา cccDNA ในกลุมผูปวยที่ทาํการศึกษานัน้ ผลไมพบ cccDNA ในเนื้อเยื่อตับของผูปวยใน

กลุมศึกษาทัง้จากการตรวจดวยวิธ ีreal-time PCR และ semi-nested PCR  

ปริมาณ ß-GLOBIN  ที่ตรวจไดในกลุมผูปวยที่ทาํการศึกษา มีคาเฉล่ียเทากับ 1.0x105  

(พิสัย 3.6x103 – 5.8x105)  copies/assay 

 

ผลการศึกษาทั้งหมดดังสรุปในตารางที ่12 
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ตารางที่ 12 แสดงผลการตรวจหา HBV DNA, cccDNA และ ß-GLOBIN  ในกลุมประชากร 

ที่ทาํการศึกษาและประชากรในกลุมควบคุมบวก  

 

  PCR 

techniques 

HBeAg+ 

CHB 

HBeAg- 

CHB 

Negative 

antiHBc and 

positive 

antiHBs 

Positive 

antiHBc and 

antiHBs 

Number of patients   1 1 16 19 

Serum HBV DNA 

(copies/μL)  
Real-time 1.6x107 2.0x107 undetectable undetectable

Tissue HBV DNA 

(copies/cell) 
Real-time 164.6 0.6 undetectable undetectable

  Semi- 

nested 

positive positive positive in 

3 of 16 

positive in 

1 of  19 

Tissue cccDNA 

(copies/cell) 
Real-time 21.5 0.7 undetectable undetectable

  Semi- 

nested 

positive positive negative negative 

Tissue ß-GLOBIN 

(median,copies/assay) 
Real-time 7.9x104 4.4x104 1.2x105 7.8x104 

 
ผลการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของ HBV DNA 
 การศึกษานี ้ทาํการเพิ่มจํานวนของสารพนัธุกรรม HBV DNA ดวยไพรเมอรที่จําเพาะกับ

บริเวณตําแหนงของ S gene โดยพบแถบของสารพนัธุกรรมขนาด 280 bp ดังแสดงในภาพที่ 4 จาก

ชิ้นเนื้อตับของผูปวยทั้ง 2 คนในกลุมควบคุมบวกและผูปวยกลุมศึกษา 2 คน โดยตัวอยางทัง้หมดที่

สามารถเพิ่มสารพันธุกรรมไดจะนําไปตรวจสอบดวยการตรวจลําดับเบสเปรียบเทยีบกับยีนของ 

GenBank 
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ภาพที่ 4   แสดงผลการเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมบริเวณตําแหนง 2814 ถึง 348 ของ S gene ในเนื้อเย่ือตับท่ีได

โดยวิธี semi-nested PCR โดยใช 2% agarose gel ชองท่ี 1 คือ 100bp DNA marker ชองท่ี 2-4 คือชุดควบคุม

มาตรฐานท่ีมีปริมาณ HBV DNA เทากับ 103, 102 และ 101 copies/μl ตามลําดับ ชองท่ี 5 คือผูปวยในกลุม

ควบคุมบวกซึ่งเปนไวรัสตับอักเสบบีเร้ือรัง ชองที่ 6 คือผูปวยในกลุมควบคุมลบซึ่งมี HBsAg, anti-HBc และ anti-

HBs เปนลบท้ังหมด ชองท่ี 7 คือชุดควบคุมที่มี reagent โดยไมมี DNA ชองท่ี 8-13 คือเนื้อเย่ือตับของผูปวยรายท่ี 

2, 3, 4, 5, 6 และ 8 ตามลําดับ  

 

 ชิ้นเนื้อตับจากผูปวยในกลุมศึกษาพบสารพันธกุรรม HBV DNA จากการเพิ่มจาํนวนดวย

ไพรเมอรที่จําเพาะกับบริเวณตําแหนงของ C gene และ X gene จํานวน 2 และ 1 รายตามลําดับ

ดวยวิธกีารตรวจดังในลักษณะเดียวกับ S gene  ตารางที่ 13  แสดงผลการตรวจพบสารพันธุกรรม 

HBV DNA โดยการใชไพรเมอรที่จําเพาะกบัตําแหนง S gene, C gene และ X gene ที่พบทัง้หมดใน

การศึกษา 

 

ตารางที่ 13 ผลการตรวจพบสารพันธุกรรม HBV DNA โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับตําแหนง S 

gene, C gene และ X gene จากช้ินเนื้อตับของผูปวยกลุมควบคุมบวกและผูปวยกลุมที่ศึกษา 

Patient Number X gene C gene S gene 

HBeAg+ CHB (positive control) + + + 

HBeAg- CHB (positive control) + + + 

8  + + 

11  +  

19 +   

22   + 
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ผลการตรวจยืนยันผลของสารพันธุกรรมของ HBV DNA ที่ไดจากการเพ่ิมจํานวน
ดวยวิธี semi-nested PCR  
 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดขนาด 280 bp จากการทาํ sequencing (ภาพที่ 5)มาวิเคราะห

โดยใชโปรแกรม Blast จากฐานขอมูลใน GenBank ของ National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) พบวามีความเหมือนกับ Hepatitis B virus isolate from clone  UD-585 S 

protein gene, partial cds มากที่สุด (97% identity; 234/239 bp)  และเหมือนกบั Hepatitis B 

virus isolate from clone CH-391 S protein gene, partial cds (97% identitiy; 238/245 bp) 

รองลงมา ดังแสดงในภาพท่ี 6 และ 7  

 

 
ภาพที ่5 แสดงตัวอยาง chromatogram ที่ไดจากการทาํ sequencing ของการเพิม่จํานวนสาร

พันธกุรรมของ HBV DNA 
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ภาพที่  6  ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสนิวคลีโอไทดของ DNA ของ 280 bp จากตัวอยางที่ทําการเพิ่มจํานวนสาร

พันธุกรรมในบริเวณ 2814 ถึง 348 ของ S gene กับ Hepatitis B virus จาก clone  UD-585 S protein gene, 

partial cds 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

gb|DQ361423.1|  Hepatitis B virus isolate UD-585 S protein gene, partial cds 
Length=1057 
 
 Score =  412 bits (223),  Expect = 3e-112 
 Identities = 234/239 (97%), Gaps = 2/239 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  13   
TGGTCTTCCAAACCTCGACAAGGCATGGGGACGAATCTTTCTGTTCCCAATCCTCTGGGA  72 
            
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  10   
TGGTCTTCCAAACCTCGACAAGGCATGGGGACGAATCTTTCTGTTCCCAATCCTCTGGGA  69 
 
Query  73   
TTCCTTCCCGGTCACCAGTTGGACCCTGCATTCGGAGCCAATTCAAACAATCCAGATTGG  132 
||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  70   
TTCTTTCCCGGTCACCAGTTGGACCCTGCATTCGGAGCCAATTCAAACAATCCAGATTGG  129 
 
Query  133  
GACTTCAACCCCAACAAGTATCAATGGCCTGCGGCAAACCAGGTAGGAGTGGGATCCTTC  192 
|||||||||||||||||| |||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  130  
GACTTCAACCCCAACAAGGATCAATGGCCAGCGGCAAACCAGGTAGGAGTGGGATCCTTC  189 
 
Query  193   
GGGCCAGGGTTCACTCCACCACACGGCGGTCTTTTGGGGTGGAGCC-TCGAGGCTCAGG  250 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || ||||||||| 
Sbjct  190   
GGGCCAGGGTTCACTCCACCACACGGCGGTCTTTTGGGGTGGAGCCCTC-AGGCTCAGG  247 
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ภาพที่ 7   ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสนิวคลีโอไทดของ DNA ของ 280 bp จากตัวอยางที่ทําการเพิ่มจํานวนสาร

พันธุกรรมในบริเวณ 2814 ถึง 348 ของ S gene กับ Hepatitis B virus จาก clone  CH-391S protein gene, 

partial cds 
 

 
 
 
 
 
 

gb|DQ361436.1|  Hepatitis B virus isolate CH-391 S protein gene, partial cds 
Length=1056 
 
 Score =  411 bits (222),  Expect = 9e-112 
 Identities = 238/245 (97%), Gaps = 3/245 (1%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  7    
GAGAGTTGGTCTTCCAAACCTCGACAAGGCATGGGGACGAATCTTTCTGTTCCCAATCCT  66 
||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  5     
GAG-GTTGGTCTTCCAAACCTCGACAAGGCATGGGGACGAATCTTTCTGTTCCCAATCCT  63 
 
Query  67   
CTGGGATTCCTTCCCGGTCACCAGTTGGACCCTGCATTCGGAGCCAATTCAAACAATCCA  126 
||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  64   
CTGGGATTCTTTCCCGGTCACCAGTTGGACCCTGCATTCGGAGCCAATTCAAACAATCCA  123 
 
Query  127  
GATTGGGACTTCAACCCCAACAAGTATCAATGGCCTGCGGCAAACCAGGTAGGAGTGGGA  186 
|||||||||||||||||||||||| |||||||||| |||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct  124  
GATTGGGACTTCAACCCCAACAAGGATCAATGGCCAGCGGCAAATCAGGTAGGAGTGGGA  183 
 
Query  187   
TCCTTCGGGCCAGGGTTCACTCCACCACACGGCGGTCTTTTGGGGTGGAGCC-TCGAGGC  245 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || |||| 
Sbjct  184   
TCCTTCGGGCCAGGGTTCACTCCACCACACGGCGGTCTTTTGGGGTGGAGCCCTC-AGGC  242 
 
Query  246  TCAGG  250 
            ||||| 
Sbjct  243  TCAGG  247 
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บทที่ 5 
 

อภิปรายผลการวิจัย 
 

 แมวาบทบาทสําคัญของ cccDNA ตอการคงอยูของไวรัสตับอักเสบบีในเซลลตับเปน

เวลานานจะเปนทีย่อมรับกนัอยางกวางขวาง แตในปจจุบันการศึกษาเกี่ยวกับ cccDNA ซึ่งเปน 

replicative form ของไวรัสตับอักเสบบีที่อาศัยอยูในเซลลตับนี้ ยงัมีอยูนอยมากในชวง 20 ปที่ผาน

มา และโดยสวนใหญเปนการศึกษาในสัตวทดลอง มีขอมูลความรูเพียงสวนนอยที่ไดมาจาก

การศึกษาในมนุษย เหตุผลเนื่องจากการทีจ่ะทาํการศึกษาเกีย่วกับ cccDNA ไดจําเปนตองทําการ

เจาะตับเพื่อใหไดชิ้นเนื้อตับมาเพื่อทาํการตรวจหา cccDNA ตอไป ดังนัน้จึงมีความยากลําบากใน

การเก็บตัวอยางชิน้เนื้อตับโดยเฉพาะอยางยิ่งจากผูปวยที่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแตอยูใน

ระยะทีโ่รคสงบ 

 ผลจากการศึกษานีพ้บวาปริมาณของ HBV DNA ในเซลลตับในกลุมควบคุมบวก ซึง่มีความ

สอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้ [7]  สวนการตรวจ HBV DNA จากช้ินเนื้อตับของผูปวยในกลุม

ศึกษานั้นพบวาผูปวยทุกรายไมสามารถตรวจพบ HBV DNA ในตับไดดวยวธิีการตรวจมาตรฐาน 

real-time PCR ซึ่งสามารถตรวจวัดปริมาณ DNA ไดในปริมาณตํ่าสุดคือ 102 copies/assay แสดง

วาปริมาณไวรัสในตับของผูปวยกลุมนี้อาจมีปริมาณนอยกวานี ้ผูวิจยัจึงไดทําการตรวจหา HBV 

DNA อีกคร้ังโดยใชวิธี semi-nested PCR ซึ่งเปนวธิีที่สามารถตรวจพบ DNA ในปริมาณอยางนอย 

10 copies/assay ในการตรวจคร้ังแรกไดใช primer ที่จาํเพาะกับสวนของ S gene ทําใหตรวจพบ 

HBV DNA จากช้ินเนื้อตับของเพยีงผูปวย 2 ราย คิดเปนรอยละ 5.7 ซึ่งเปนสัดสวนที่คอนขางนอย

เมื่อเปรียบเทยีบกบัการศึกษาที่ผานมากอนหนานี้ [7,11,16-18]   

จากการคนควาเพิ่มเติมพบวา อัตราการตรวจพบ HBV DNA ในเนื้อเยื่อตับดวยวิธ ีsemi-

nested PCR ของผูที่เคยมีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี จะมีความแตกตางกนัข้ึนกับระยะของโรค 

[18] ทางผูวิจยัจึงทําการตรวจหา HBV DNA ซ้ําอีกคร้ังโดยเปล่ียน primer ใหมเปน primer ที่มี

ความจาํเพาะกับสวนของ X gene และ C gene พบวา มีผูปวย 1 และ 2 รายพบ HBV DNA ในตับ

จากการตรวจดวย primer ที่จาํเพาะกับ X gene และ C gene ตามลําดับ โดยผูปวย 1 รายที่พบ C 

gene เปนรายเดียวกับที่ตรวจพบดวย primer ที่จําเพาะกับ S gene ดังนัน้จึงมีผูปวยในกลุมศึกษา

รวมทัง้หมด 4 ราย คิดเปนรอยละ 11.4 ทีพ่บ HBV DNA ในเนื้อเยื่อตับโดยวิธี semi-nested PCR 

เมื่อเปรียบเทยีบกับผูปวยในกลุมควบคุมบวกทั้งสองรายพบวาสามารถตรวจพบ HBV DNA ในตับ

จากการตรวจดวย primer ที่จําเพาะกับ gene ทั้ง 3 สวน  ผูเขียนต้ังสมมติฐานวา HBV DNA ที่ตรวจ
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พบในกลุมควบคุมนาจะเปนสวนของสายพนัธุกรรมของ HBV virion ที่อยูในเซลลตับ ในขณะที่ HBV 

DNA ที่ตรวจพบจากช้ินเนือ้ตับของผูปวยกลุมศึกษาอาจจะเปนสวนของสายพันธกุรรมของ HBV 

DNA สวนที่เขาไปแทรก (integrate) อยูในสายพนัธกุรรมของคน ซึง่ตามลักษณะการดําเนินโรคของ

การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี เมื่อมีการติดเช้ือผานไปเปนระยะเวลาหนึง่ ไวรัสจะมีการแทรกสาย

พันธกุรรมบางสวนเขาไปอยูในสายพนัธุกรรมของคนได ดังนัน้การตรวจพบสัดสวนของผูที่ม ีanti-

HBc เปนบวกที่มี HBV DNA ในเนื้อเยื่อตับนอย ผูวิจัยไดต้ังสมมติฐานวา สาเหตุนาจะเนื่องมาจาก

กลุมประชากรที่ทาํการศึกษามีความแตกตางกนั กลุมประชากรทีเ่คยมีการศึกษากอนหนานี้เปนกลุม

ประชากรที่อยูในพืน้ทีท่ี่มีอุบติัการณของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีตํ่า และสวนใหญติดเชื้อผาน

ทางเพศสัมพนัธหรือการไดรับเลือดหรือผลิตภัณฑเลือดในชวงวัยผูใหญ ซึ่งมีความแตกตางจากกลุม

ผูปวยในการศกึษาคร้ังนี้ ที่อาศัยอยูในพืน้ที่ที่มีอุบัติการณของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีสูง และ

วิธีการไดรับเชื้อมักผานทางแมสูลูกเปนสวนใหญ ทําใหระยะเวลาทีม่กีารติดเชื้อยาวนานกวา รวมกับ

ผลจากการทาํงานของระบบภูมิคุมกันในรางกายในการกําจัดเชื้อมาเปนระยะเวลานานกวา สงผลให

ไวรัสที่ตรวจพบมีปริมาณนอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับผลจากการศึกษาอ่ืนๆ [7,11,16-18]   การ

พิสูจนสมมติฐานดังกลาว คงตองอาศัยการศึกษาเพิม่เติม โดยการทาํการศึกษาในพื้นที่อ่ืนที่มทีั้ง

ผูปวยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีเร้ือรังที่ติดเชือ้ต้ังแตในวัยเด็กและติดเชื้อในวัยผูใหญ และทําการ

ตรวจวัดปริมาณ HBV DNA และ cccDNA ในเนื้อเยื่อตับเปรียบเทยีบกัน  

 แมมีผูปวย 4 รายทีย่ังตรวจพบ HBV DNA ในเนื้อเยื่อตับ แตผูปวยเหลานี้รวมถึงผูปวยอื่นๆ

ในการศึกษา กลับตรวจไมพบ cccDNA ในเนื้อเยื่อตับทั้งจากการตรวจดวยวิธี real-time PCR ตาม

มาตรฐานและ semi-nested PCR ซึ่งเปนวธิีที่มีความไวสูง อยางไรก็ตามคงยังไมสามารถสรุปไดวา

ไมมี cccDNA ในเนื้อเยื่อตับของผูปวยเหลานี ้การตรวจไมพบอาจเปนผลเนื่องจาก cccDNA ใน

เนื้อเยื่อตับมีอยูในปริมาณทีน่อยมากจากผลของการทาํงานของระบบภูมิคุมกันในรางกายที่กดการ

แบงตัวของไวรัสไวจนอยูในระดับที่ตํ่ามากเกินกวาทีจ่ะสามารถตรวจพบไดดวยวธิดัีงกลาว จน

ตอเมื่อมีสภาวะที่การทาํงานของระบบภูมิคุมกันของรางกายลดลงมาก จึงจะพบการแบงตัวของไวรัส

เพิ่มข้ึนจนทําใหมีตับอักเสบกําเริบข้ึนมา ดังเชนที่พบในผูปวยที่ไดรับยาเคมีบาํบัด [4] 
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บทที่ 6 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 

 จากการศึกษานี้พบวา ผูปวยที่มี anti-HBc เปนบวก มีจํานวนไวรัสตับอักเสบบีในเนื้อเยื่อ

ตับเปนปริมาณนอยมาก โดยไมพบ cccDNA ในเนื้อเยื่อตับของผูปวยกลุมนี้เลย ซึ่งอาจเปน

เนื่องจากมปีริมาณ cccDNA ในระดับตํ่ามากเกนิกวาที่การตรวจหาดวยวธิี real-time PCR 

มาตรฐานและเทคนิค PCR ซึ่งมีความไวสูงที่เรียกวา semi-nested จะสามารถตรวจพบไดในกลุม

ประชากรทีม่ ี anti-Hbc เปนบวก ดังนัน้จําเปนตองทาํการศึกษาเพิ่มเติมตอไปในอนาคตในกลุม

ประชากรอื่นๆ เชนกลุมประชากรที่มีการทํางานของระบบภูมิคุมกันในรางกายลดลง เปนตน เพื่อ

นําไปสูความรูที่มีประโยชน  ในการพฒันาองคความรู เพื่อการดูแลรักษาผูปวยเหลานี้ใหไดผลดี

ยิ่งข้ึนตอไป  
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                                           ภาคผนวก  ก 
 

ขอมูลสําหรับผูเขารวมการศึกษา 
 

ช่ือโครงการ     ปริมาณดีเอ็นเอและซีซีซีดีเอ็นเอของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในชิ้นเนื้อตับของ

ผูปวยที่มีแอนติบอด้ีตอเอชบีคอรแอนติเจนเปนบวกและเอชบีเอสแอนติ

เจนเปนลบ 
 
เรียนผูเขารวมการศึกษาทุกทาน 
 ทานเปนผูไดรับเชิญจากแพทยใหเขารวมการศึกษาหาปริมาณดีเอ็นเอและซีซีซีดีเอ็นเอของ

เช้ือไวรัสตับอักเสบบีในชิน้เนื้อตับของผูทีม่ีแอนติบอด้ีตอเอชบีคอรแอนติเจนเปนบวกและเอชบีเอ

สแอนติเจนเปนลบ กอนที่ทานจะตกลงเขารวมการศึกษาดังกลาว ขอเรียนใหทานทราบถึง

วัตถุประสงคและรายละเอียดของการศึกษาวิจยัในคร้ังนี ้

 ในประเทศไทย มีความชุกของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีคอนขางสูง ผลจากการติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบบีเร้ือรังทําใหเกิดภาวะแทรกซอนตามมาคือตับแข็งและมะเร็งตับ ทําใหเสียชวีิตใน

ที่สุด การตรวจหาวามกีารติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีอยูหรือไม ทําไดโดยการตรวจเลือดหาเอชบีเอ

สแอนติเจน หากผลเปนบวกแสดงวามกีารติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี กรณีที่ผลเปนลบแตตรวจพบมี

แอนติบอด้ีตอเอชบีคอรแอนติเจนในเลือด แสดงวาเคยมกีารติดเชื้อมากอน จากการศึกษาใน

ประเทศไทยพบวา มีความชุกของผลเลือดลักษณะดังกลาวถงึรอยละ 45 -72 เมื่อทาํการตรวจ

เพิ่มเติมพบวาสวนหนึง่ของผูที่มีผลเลือดแบบดังกลาว จะตรวจพบดีเอ็นเอของเช้ือไวรัสในเลือด 

แสดงวายงัคงมีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบซอนเรนอยู แตอีกสวนหนึ่งที่ตรวจไมพบดีเอ็นเอของ

เช้ือในเลือดจะสามารถตรวจพบไดในเนื้อเยื่อตับ  

 ขอมูลในปจจบุันพบวา ดีเอ็นเอของเช้ือไวรัสในรูปที่เรียกวาซีซีซีดีเอ็นเอ เปนตัวทีม่บีทบาท

สําคัญทําใหเกิดการดํารงอยูของเชื้อในเซลลตับเปนระยะเวลานาน การทําใหเกิดการกําเริบของเช้ือ

หากไดรับยากดภูมิคุมกันหรือยาเคมีบาํบัด รวมไปถึงการมีบทบาทเกีย่วของกับกลไกการเกิดมะเร็ง

ดับ นอกจากนีย้ังพบวาผูบริจากอวยัวะทีม่ีผลเลือดดังกลาวจะสามารถถายทอดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี

ไปสูผูรับบริจาคอวัยวะไดดวย 

วัตถุประสงคของการศึกษาวจิัย  

เพื่อศีกษาหาและวัดปริมาณดีเอ็นเอและซีซีซีดีเอ็นเอของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในชิน้เนื้อตับ

ของผูปวยที่มแีอนติบอด้ีตอเอชบีคอรแอนติเจนเปนบวกและเอชบีเอสแอนติเจนเปนลบ  
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รายละเอียดของการศึกษาวจิัย 

 ในการศึกษาวจิัยนี้ผูปวยจะไดรับการตรวจเพื่อวนิิจฉัยและรักษาไปตามข้ันตอนมาตรฐาน 

โดยจะชิน้เนื้อตับสวนที่เหลือจากการใชตรวจวินจิฉัยโรค มาทําการหาและวัดปริมาณดีเอ็นเอและซี

ซีซีดีเอ็นเอ และขอตัวอยางเลือดประมาณ 10 ซีซี เพื่อตรวจหาดีเอ็นเอของเช้ือไวรัสตับอักเสบบี 

 การเขารวมการศึกษานี้เปนไปโดยสมัครใจ  ทานอาจจะปฏิเสธที่จะเขารวมหรือถอนตัวจาก

การศึกษานี้ไดทุกเม่ือ  โดยไมกระทบตอการดูแลรักษาทีท่านจะไดรับจากแพทย ประการสําคัญคือ  

ผลของการศึกษานี ้จะใชสาํหรับวัตถุประสงคทางวิชาการเทานัน้ โดยขอมูลตางๆจะถูกเก็บไวใน

คอมพิวเตอร และไมมีการแพรงพรายสูสาธารณชน  ขอรับรองวาจะไมมีการเปดเผยช่ือของทานตาม

กฎหมาย 

 หากทานมีปญหาหรือขอสงสัยประการใด กรุณาติดตอ พญ. รุงฤดี ชัยธีรกิจ หนวยโรคระบบ

ทางเดินอาหาร ตึกพรอมพนัธุชั้น 1 โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ โทร 02-2564265 หรือ 086-9834721 

ซึ่งยนิดีใหคําตอบแกทานทกุเมื่อ    

 

     ขอขอบคุณในความรวมมือของทานมา ณ ที่นี ้
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ใบยินยอมของผูเขารวมการศึกษาวิจัย 
 

การศึกษาเรื่อง   ปริมาณดีเอ็นเอและซีซีซีดีเอ็นเอของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในชิ้นเนื้อตับของ

ผูปวยที่มีแอนติบอด้ีตอเอชบีคอรแอนติเจนเปนบวกและเอชบีเอสแอนติ

เจนเปนลบ 

 

ชื่อ…………………………… นามสกลุ……………………………….. 

 ขาพเจาไดรับทราบจากแพทย ซึ่งไดลงนามดานทายของหนังสือนี้  ถึงวัตถุประสงค 

รายละเอียดของการศึกษาวจิัยเพื่อหาปริมาณดีเอ็นเอและซีซีซีดีเอ็นเอของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีใน

เนื้อเยื่อตับของผูปวยที่มีแอนติบอด้ีตอเอชบีคอรแอนติเจนเปนบวกและเอชบีเอสแอนติเจนเปนลบ 

และไดรับทราบถึงผลขางเคียงที่อาจจะเกิดข้ึน ขาพเจาไดซักถาม ทาํความเขาใจเกี่ยวกับการศึกษา

ดังกลาวนี้เปนที่เรียบรอยแลว และยินยอมใหทาํการเก็บตัวอยางช้ินเนือ้ตับที่เหลือจากการใช

วินิจฉยัโรคและตัวอยางเลือดเพ่ิมเพื่อทาํการศึกษาวิจัยดังกลาว 

 ขาพเจายนิดีเขารวมการศึกษาวิจยัคร้ังนีโ้ดยสมัครใจ  และอาจถอนตัวจากการเขารวม

ศึกษานี้เมื่อใดก็ได  โดยไมจาํเปนตองแจงเหตุผล และจะปฏิบัติตัวตามคําแนะนําของแพทยทุก

ประการ 

 ผูวิจัยรับรองวาจะเก็บขอมูลเฉพาะเก่ียวกบัตัวขาพเจาเปนความลับ และจะเปดเผยได

เฉพาะในรูปทีเ่ปนผลสรุปจากการศึกษาวิจยั การเปดเผยขอมูลเกี่ยวกับตัวขาพเจาตอหนวยงาน

ตางๆ ที่เกีย่วของกระทาํไดเฉพาะกรณีจําเปนดวยเหตุผลทางวิชาการเทานั้น 

 ขาพเจาไดอานและทาํความเขาใจในขอความทั้งหมดของใบยินยอมครบถวนเปนอยางดี

แลว ทัง้นี้ขาพเจายนิยอมเขารวมโครงการศึกษาวจิัยดวยความสมัครใจโดยไมมีการบังคับใดๆ พรอม

ทั้งลงลายมือช่ือเพื่อเปนหลักฐานในการเขารวมโครงการศึกษาวิจัยดังกลาว 

  

…………………………………………..                 ……………………………………………….. 

              สถานที/่ วันที่                                           (                                                                 ) 

                                                                                       ลงนามผูปวย 

…………………………………………..                 ……………………………………………….. 

             สถานที ่/ วนัที ่                                          (                                                                  ) 

                                                                                   ลงนามแพทยผูใหการรักษา 
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ภาคผนวก ข 
                              แบบบันทึกขอมูลผูปวย 

Patient’s data 

Patient’s code ______________________________                                         Date 
_______________ 
Age  ____________years 
Sex:   Male     Female   
Diagnosis of liver disease 
1. HCV infection  2. NAFLD              3. AIH   
4. PBC   5. hepatitis caused?                        6. others 
__________________     

 

LAB 

Anti-HBc   1. positive 2. negative                          
Anti-HBs   1. positive 2. negative 
Serum HBV DNA  1. positive 2. negative  
     No. of serum HBV DNA   ___________________copies/μl         
HBV DNA in liver tissue      1. positive 2. negative 
     No. of HBV DNA in liver tissure              ___________________copies/μl    
cccDNA in liver tissue 1. positive 2. negative 
     No. of cccDNA in liver tissure                ___________________copies/μl    
ß-GLOBIN gene in liver tissue  1. positive 2. negative 
     No. of ß-GLOBIN in liver tissure                  ___________________copies/assay 



  44 

ภาคผนวก ค 
                             บัฟเฟอรและสารละลาย 

 

1. Lysis buffer I 

Sucrose     109.54    g 

1.0 M Tris-Hcl (pH 7.5)   10   ml 

1.0 M MgCl2    5   ml 

Triton X-100 (pure)   10   ml 

Distilled water เปน   1000   ml 

 ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บในตูเย็นที่ 4°C 

2. Lysis buffer II 

5.0 M NaCl    15   ml 

0.5 M EDTA (pH 8.0)   48   ml 

Distilled water เปน   1000   ml 

 ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

3. 20mg/ml Proteinase K 

Proteinase K    2   ml 

Distilled water เปน    1000   ml 

 ผสมสารละลายใหเขากันแลวเก็บในตูเย็นที่ -20°C 

4. 10%SDS solution 

Sodium dodecyl sulfate  10   g 

Distilled water เปน    1000   ml 

5. 49:1 (v/v) Phenol/chloroform/isoamyl alcohol 

Phenol     49   volume 

Chloroform    49   volume 

Isoamyl alcohol   1   volume 

ผสมสารละลายใหเขากันแลวเก็บใสขวดทีฆ่าเชื้อแลวในตูเย็นที่ 4°C 

6. 7.5 M Ammonium acetate (CH3COONH4) 

Ammonium acetate   57.81   g 

Distilled water    80   ml 
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 ปรับปริมาตรใหเปน 100 ml ดวยน้าํกล่ันจากนัน้นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave 

7. 20 μg/ml glycogen 

Glycogen    4   g 

Distilled water    1   ml 

8. 1.0 M Tris-Hcl 

Tris base    12.11   g 

 เติม Distilled water และปรับ pH ใหเปน 7.5 ดวย HCl 

  Distilled water เปน   100    ml 

 ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

9. 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

Disodium ethylenediamine tetraacetate.2H2O  186.6 g 

 เติม Distilled water และปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย NaOH 

  Distilled water เปน   100    ml 

 ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

10. 1.0 M MgCl2 solution 

Magnesium chloride.6H2O  20.33   g 

Distilled water เปน   100    ml 

 ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

11. 5 M NaCl solution 

Sodium chloride   29.25   g 

Distilled water เปน   100    ml 

 ฆาเชื้อสารละลายดวยการ autoclave แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

12. 10X Tris borate buffer (10X TBE buffer) 

Tris-base    100   g 

Boric acid    55   g 

0.5 M EDTA (pH 8.0)   40   ml 

ปรับปริมาตรใหเปน 1,000 ml ดวยน้าํกล่ันที่ฆาเชื้อแลวจากนั้นผสมใหเขากนัแลวเก็บที่

อุณหภูมิหอง 

13. 6X loading dye 

Bromphenol blue   0.25   g 
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Xylene cyanol    0.25   g 

Glycerol    50   ml 

1M Tris (pH 8.0)   1   ml 

Distilled water เปน   100    ml 

ผสมใหเขากนัแลวเก็บในตูเย็นที่ 4°C 

14. 2% Agarose gel (w/v) 

Agarose    2   g 

1X TBE เปน    100   ml 

 ละลายดวยการอุนในเตาไมโครเวฟจากนัน้ผสมใหเขากนัจนเจลละลายหมด 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

ชื่อ   แพทยหญิง รุงฤดี ชัยธีรกจิ 

ภูมิลําเนา     กรุงเทพมหานคร 

การศึกษา แพทยศาสตรบัณฑิต เกยีรตินิยมอันดับ 1 

คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ปการศึกษา 2543 

พ.ศ. 2544-2546 แพทยใชทุนแผนกอายุรกรรม โรงพยาบาลอุตรดิตถ 

พ.ศ. 2547-2549  แพทยประจําบานแผนกอายุรศาตร คณะแพทยศาสตร โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ 

พ.ศ. 2550-ปจจุบัน   กาํลังฝกอบรมหลักสูตรแพทยประจําบานตอยอด  

สาขาอายุรศาสตร  โรคระบบทางเดินอาหาร ทีห่นวยทางเดินอาหาร 

ภาควิชาอายุรศาสตร   คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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