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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

อุมาพร ลิโมทัย : ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน HLA-DPA1, IL28B, 
IFNL4 และ IP-10 กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่มเพคอินเตอร์เฟอรอนในผู้ป่วยไทยที่ติดเช้ือ
ไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง (Associations of HLA-DPA1, IL28B, IFNL4 and IP-10 gene 
polymorphisms with PEG-interferon-based treatment  in Thai patients with chronic 
hepatitis B) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ศ. นพ. ยง ภู่วรวรรณ, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ศ. นพ. 
พิสิฐ ตั้งกิจวานิชย์{, 65 หน้า. 

การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง (Chronic Hepatitis B, CHB) เป็นปัญหาสุขภาพที่ส าคัญ 
ปัจจุบันยาหลักที่ใช้ในการรักษา CHB คือ pegylated interferon (PEG-IFN) มีหลักฐานจ านวนมากที่แสดงให้เห็น
ว่าการตอบสนองต่อการรักษาสัมพันธ์กับปัจจัยทางพันธุกรรมของผู้ป่วย  การวิจัยนี้จึงมีจุดมุ่งหมายเพื่ออธิบาย
ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของผู้ป่วย (single  nucleotide  polymorphisms ,SNPs) 
และการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วย CHB โดยท าการตรวจวิเคราะห์ SNPs ในบริเวณยีน 
Human leukocyte antigen-DPA1 (HLA-DPA1) ต าแหน่ง rs3077 และยีน Interferon lambda 4 (IFNL4) 
ต าแหน่ง ss469415590 ด้วยวิธี TaqMan probe real-time PCR และตรวจวิเคราะห์ SNPs บริเวณโปรโมเตอร์

ของยีน IFN-γ induces protein 10 (IP-10) ต าแหน่ง G-201A และยีน Interleukin-28B (IL28B) ต าแหน่ง 
rs12979860 ด้วยวิธี Polymerase chain reaction- restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) ในกลุ่มผู้ป่วย CHB ที่ได้รับการรักษาด้วยยา PEG-IFN เป็นเวลา 48 สัปดาห์ โดยผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-positive 
CHB การตอบสนองต่อการรักษา (Virological response, VR) หมายถึง การเกิด HBeAg seroconversion และ
ระดับ HBV DNA <2,000 IU/mL ทื่ 24 สัปดาห์หลังจากหยุดยา และในผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-negative CHB การ
ตอบสนองต่อการรักษาหมายถึง ระดับ HBV DNA <2,000 IU/mL ทื ่48 สัปดาห์หลังจากหยุดยา จากการวิเคราะห์
ข้อมูลผู้ป่วยทั้งหมด 254 ราย โดยแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ HBeAg-positive CHB จ านวน 107 ราย และ HBeAg-
negative CHB จ านวน 147 ราย พบว่าผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-positive CHB SNP บริเวณโปรโมเตอร์ของยีน IP-10 
ต าแหน่ง G-201A จีโนไทป์ GG สัมพันธ์กับการเกิด VR และระดับ IP-10 ในซีรั่มก่อนการรักษา ในขณะที่ SNPs ใน
บริเวณยีน HLA-DPA1, IL28B และ IFNL4 ไม่มีความสัมพันธ์กับการเกิด VR จากการวิเคราะห์ในผู้ป่วยกลุ่ม 
HBeAg-negative CHB พบว่า SNP ในบริเวณยีน HLA-DPA1 ต าแหน่ง rs3077 จีโนไทป์ GG สัมพันธ์กับการเกิด 
VR และการเกิด HBsAg clearance ในขณะที่ SNP บริเวณโปรโมเตอร์ของยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A จีโนไทป์ 
GG ไม่สัมพันธ์กับการเกิด VR แต่สัมพันธ์กับระดับ Alanine Aminotransferase (ALT) ก่อนการรักษา และพบว่า 
SNPs ในบริเวณยีน IL28B และ IFNL4 ไม่มีความสัมพันธ์กับการเกิด VR ดังนั้นการค้นพบเหล่านี้จึงเป็นหลักฐาน
ส าคัญที่บ่งช้ีว่า SNP ต าแหน่ง G-201A ของยีน IP-10 สัมพันธ์กับ VR  ในผู้ป่วย HBeAg-positive CHB และ SNP 
ต าแหน่ง rs3077 ของยีน HLA-DPA1 สัมพันธ์กับ VR  ในผู้ป่วย HBeAg-negative CHB ซึ่งอาจช่วยในการระบุตัว
พยากรณ์ (predictors) ผลการรักษาซึ่งเป็นการลดค่าใช้จ่ายและผลข้างเคียงจากการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ได้ 
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hepatitis B. ADVISOR: PROF. YONG POOVORAWAN, M.D., CO-ADVISOR: PROF. PISIT 
TANGKIJVANICH, M.D. {, 65 pp. 

Chronic Hepatitis B (CHB) is an importance health problem. At present, the major drug 
for CHB is pegylated interferon (PEG-IFN). Several evidences indicated that host genetic factors 
associated with response to PEG-IFN treatment. This study aims to demonstrate the association 
between single nucleotide polymorphisms (SNPs) and PEG-IFN treatment response in CHB 
patients. The SNPs rs3077 in the Human leukocyte antigen-DPA1 (HLA-DPA1) gene and 
ss469415590 in the Interferon lambda 4 (IFNL4) gene were identified by TaqMan probe real-time 

PCR, whereas the SNPs G-201A in the promoter region of IFN-γ induces protein 10 (IP-10) gene 
and rs12979860 in the Interleukin-28B (IL28B) gene were identified by polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). We retrospectively analyzed data of Thai 
patients with CHB treated with PEG-IFN for 48 weeks. Virological response (VR) for HBeAg-positive 
CHB was defined as HBeAg seroconversion plus HBV DNA level <2,000 IU/mL at 24 weeks post 
treatment. VR for HBeAg-negative CHB was defined as HBV DNA level <2,000 IU/mL at 48 weeks 
post treatment. A total 254 patients (107 HBeAg-positive and 147 HBeAg-negative) were enrolled 
in the study. In HBeAg-positive CHB, the GG genotype of G-201A in IP-10 was significantly 
associated with VR and pretreatment serum IP-10 level, whereas the other SNPs were not 
associated with VR. In HBeAg-negative CHB, the GG genotype of rs3077 in HLA-DPA1 was 
significantly associated with VR and HBsAg clearance. Besides, the GG genotype of G-201A in IP-10 
was associated with baseline serum Alanine Aminotransferase (ALT) level but not associated with 
VR. There was no significant correlation between the IL28B or IFNL4 SNP genotypes and VR in 
both groups of patients. Therefore, these findings provided important evidence that SNP G-201A 
in IP-10 was associated with VR in HBeAg-positive CHB patients and SNP rs3077 in HLA-DPA1 was 
associated with VR in HBeAg-negative CHB patients and may help to identify predictors of 
treatment outcome, which will in turn significantly reduce the cost/effect of PEG-IFN therapy. 
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บทที่ 1 
บทน า 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย  

 ไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B Virus, HBV) เป็นปัญหาสุขภาพที่ส าคัญ ปัจจุบันพบว่า                
มีผู้ติดเชื้อประมาณ 350 ล้านคนทั่ว โลก (1) ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรั ง                   
(Chronic Hepatitis B, CHB) จะมีความเสี่ยงในการด าเนินโรคที่น าไปสู่การเป็นตับแข็ง มะเร็งตับ 
และเสียชีวิตในที่สุด โดยยาที่ใช้ในการรักษาผู้ป่วย CHB ในปัจจุบันแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ 
pegylated interferon (PEG-IFN) และ nucleos(t)ide analogs (NA) ซึ่งมีกลไกการออกฤทธิ์ใน
การยับยั้งเชื้อไวรัสต่างกัน (2) ยากลุ่ม NA ออกฤทธิ์โดยยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ reverse 
transcriptase เป็นการต้านการเพ่ิมจ านวนของไวรัสโดยตรง ในขณะที่ยากลุ่ม PEG-IFN ออกฤทธิ์
กระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของร่างกาย ( immune modulatory effect) โดยเฉพาะการ
ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันด้านเซลล์ (cellular immune response) ให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น                
แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษาผลการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วย CHB ในประเทศไทย 
พบว่าผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-positive CHB มีการตอบสนองต่อการรักษาเพียงร้อยละ 36 ในขณะที่
ผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-negative CHB มีการตอบสนองต่อการรักษาเพียงร้อยละ 35 (3) นอกจากนี้ 
ข้อจ ากัดของยากลุ่มนี้ คือ มีราคาแพง ต้องบริหารยาโดยการฉีดเข้าใต้ผิวหนัง และมีผลข้างเคียงต่างๆ
จากการรักษา ในทางตรงข้าม ยากลุ่ม NA เป็นยารับประทาน มีผลข้างเคียงน้อย มีประสิทธิภาพมาก
ในการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัส แต่มีข้อจ ากัด คือ ต้องใช้ยาติดต่อกันเป็นเวลานานและมีโอกาส
ดื้อยาสูง (2)  

 ผู้ติดเชื้อ HBV แต่ละคนมีการด าเนินโรคและความรุนแรงของโรคตับอักเสบที่แตกต่างกัน 
ทั้งนี้ข้ึนกับการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยแต่ละคน ผู้ที่มีการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน
เพียงพอและเหมาะสมจะสามารถควบคุมและขจัดเชื้อไวรัสให้หมดไปได้ แต่อย่างไรก็ตามปัจจัยที่
เกี่ยวขอ้งกับตัวผู้ป่วย เช่น ความหลากหลายทางพันธุกรรมและการแสดงออกของยีนที่สัมพันธ์กับการ
ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยา PEG-IFN ยังคงเป็นสิ่งที่ส าคัญ (4) ดังนั้นการศึกษาปัจจัยทาง
พันธุกรรมของผู้ป่วยที่มีความสัมพันธ์กับการตอบสนองต่อไวรัส อาจช่วยในการระบุตัวพยากรณ์ 
(predictors) ผลการรักษาซึ่งเป็นการช่วยลดค่าใช้จ่ายและผลข้างเคียงจากการรักษาได้ (5, 6)  

 การศึกษาความสัมพันธ์ของทั้งจีโนม (genome-wide association study หรือ GWAS) 
และการศึกษาความสัมพันธ์อ่ืนๆ ได้ระบุว่าความหลากหลายทางพันธุกรรม (single nucleotide 
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polymorphisms หรือ SNPs) ในยีน Human leukocyte antigen (HLA)-DP สัมพันธ์กับ CHB 
โดยพบ SNP ต าแหน่ง rs3077 อยู่บนยีน HLA-DPA1 ซึ่งเป็นหนึ่งใน SNPs ที่มีความสัมพันธ์อย่าง
มากกับการหายจากการติดเชื้อหรือการคงอยู่ของเชื้อ HBV (7-9) โดย HLA-DPA1 เป็นยีนที่ควบคุม
และก าหนดการสร้าง HLA class II บนผิวเซลล์ของ Antigen presenting cell (APC) ต่างๆ  HLA 
class II มีหน้าที่ส าคัญในการน าเสนอเปปไทด์ของแอนติเจนให้แก่ CD4+ T cell ซึ่งเป็นกลไกส าคัญ
ในการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันต่อ HBV (10, 11) 

การศึกษาด้านไวรัสตับอักเสบซี (Hepatitis C Virus, HCV) ได้มีการค้นพบว่าความ
หลากหลายทาง พันธุ กรรมของยี น  interleukin-28B ( IL28B) ที่ ต าแหน่ ง  rs12979860                            
มีความสัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี
เรื้อรัง (Chronic Hepatitis C, CHC) (12) โดยผู้ป่วยที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมบนต าแหน่ง 
rs12979860 เป็นแบบจีโนไทป์ CC มีอัตราการตอบสนองทางไวรัสวิทยา (virological response) 
และการหายขาดจากการติดเชื้อ (Sustained virologic response, SVR) สูงกว่าจีโนไทป์อ่ืน (13, 
14)  

IL28B เป็นไซโตไคน์ที่ถูกสร้างขึ้นโดยระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายเพ่ือตอบสนองต่อการติด
เชื้อไวรัส ท าหน้าที่ในการเหนี่ยวน าให้เกิดวิถี Janus kinase (JAK/STAT) การเหนี่ยวน าวิถีดังกล่าว 
ส่งผลให้เกิดการแสดงออกของยีนกลุ่ม interferon-stimulated genes  (ISG) มากขึ้นจนน าไปสู่การ
ยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเชื้อไวรัส (15) แต่ความเข้าใจในแง่การติดเชื้อ CHB ในปัจจุบันยังคงไม่
ชัดเจน โดยมีหลายงานวิจัยที่ท าการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรม
บริเวณยีน IL28B ในผู้ติดเชื้อ CHB กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN และมี              
บางงานวิจัยที่ให้ผลขัดแย้งกัน 

นอกจากนี้การศึกษาด้าน HCV ล่าสุดได้มีการค้นพบความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณ
เหนือ (upstream) ยีน IL28B คือ ต าแหน่ง ss469415590 ซ่ึงมี 2 รูปแบบ คือ delete G (ΔG) และ 
TT  โดยรูปแบบ ΔG เกิดจากการขาดหายไปของเบส 1 เบส (one-base deletion) ท าให้กรอบการ
อ่านรหัสพันธุกรรมบนดีเอ็นเอเลื่อนไปจากเดิม  (frame shift) ส่งผลให้เกิดการผลิตโปรตีนชนิดหนึ่ง
ซึ่งให้ชื่อว่า interferon lambda 4 (IFNL4) แบบเต็มความยาว ( full-length protein) ในขณะที่
รูปแบบ TT จะไม่สร้าง IFNL4 จากนั้นได้มีการศึกษาพบว่า รูปแบบ ΔG ของ IFNL4 สัมพันธ์กับความ
บกพร่องในการขจัดเชื้อ HCV และการตอบสนองการรักษาด้วยยา PEG-IFN ร่วมกับ ribavirin โดย 
IFNL4 เหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของ ISG และส่งผลให้เซลล์ตับเกิดการตอบสนองต่อไวรัส  ซึ่งมี
รูปแบบที่คล้ายกับการเหนี่ยวน าโดย IL28B แต่ท าให้การขจัดเชื้อ HCV แย่ลง อย่างไรก็ดีกลไก
ดังกล่าวในปัจจุบันยังไม่ทราบแน่ชัด ซึ่งจากหลายงานวิจัยที่ระบุว่า rs12979860 บริเวณ IL28B 
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สัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ทั้งในผู้ป่วย CHC และ CHB ดังนั้นการ
รักษาโดยการยับยั้ง IFNL4 จึงอาจใช้เป็นเป้าหมายทางชีวภาพใหม่ ในการรักษาผู้ป่วยกลุ่มดังกล่าวได้ 
นอกจากนี้ จีโนไทป์ของ IFNL4 ต าแหน่ง ss469415590 สามารถน ามาใช้ในการคัดเลือกผู้ป่วยที่
เหมาะกับรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN (16, 17) 

 มีการศึกษาพบว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบจะมีระดับ IFN-γ induces protein 10            
(IP-10) ในเลือดสูงขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งในผู้ป่วยที่ติดเชื้อ HCV และ HBV จากการศึกษาในผู้ป่วย 
CHC พบว่าการแสดงออกของ IP-10 สัมพันธ์กับความรุนแรงของโรค และการอักเสบของตับ (18) 
โดยในปัจจุบันการแสดงออกของ IP-10 ในเลือดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน  IL28B 
จัดว่าเป็นตัวพยากรณ์การรักษาที่ดีที่สุด ซึ่งใช้ข้อมูลร่วมกันท านายความเป็นไปได้ในการขจัดไวรัส                
โดยธรรมชาติในผู้ป่วยที่ติดเชื้อ HCV (19) ซึ่ง IP-10 เป็นคีโมไคน์ ที่ท าหน้าที่กระตุ้น (chemo-
attracts) NKT cell โดยการจับกับ CXCR3 ligand ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการควบคุมการติดเชื้อไวรัส
ในระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ (52) ส าหรับการศึกษาด้าน HBV พบว่า SNP ต าแหน่ง G-201A ใน
บริเวณโปรโมเตอร์ของยีน IP-10 (อยู่ระหว่างล าดับเบสที่เป็นต าแหน่งจับของ nuclear factor κβ1 
และ nuclear factor κβ2) สัมพันธ์กับความไวต่อการด าเนินโรค CHB นอกจากนี้ยังพบว่า SNP 
ต าแหน่ง G-201A รูปแบบอัลลีล A และจีโนไทป์ AA สามารถกระตุ้น (enhancer) กระบวนการ
ถอดรหัสพันธุกรรมของโปรโมเตอร์ ส่งผลให้กระตุ้นการแสดงออกของ IP-10 ได้สูงกว่าจีโนไทป์อ่ืน 
(20) 

จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้น ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลาย               
ทางพันธุกรรมของยีน HLA-DPA1 ต าแหน่ง rs3077 ยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860 ยีน IFNL4 
ต าแหน่ง ss469415590 และ ยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A กับการตอบสนองต่อการรักษา                     
ด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อ CHB 

ค าถามของการวิจัย 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน HLA-DPA1, IL28B,  IFNL4 และ IP-10 มีผลต่อการ
ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อ CHB หรือไม ่

วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

 เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน HLA-DPA1, IL28B,  
IFNL4 และ IP-10 กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อ CHB
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สมมติฐานของการวิจัย  

 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน HLA-DPA1, IL28B,  IFNL4 และ IP-10 มีผลต่อการ
ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อ CHB 

กรอบแนวความคิดในการวิจัย 

 

แผนภาพที่ 1 กรอบแนวความคิดในการวิจัย

 

วิธี TaqMan probe real-time PCR ส าหรับ 
ยีน HLA-DPA1 ต าแหน่ง rs3077  

และยีน IFNL4  ต าแหน่ง ss469415590 
 

 

วิธี Polymerase chain reaction- restriction 
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 

ส าหรับยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A  
และยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860 

 
 
 

การตรวจความหลากหลายทางพันธุกรรม 
ของยีน HLA-DPA1, IL28B,  IFNL4 และ IP-10 

ศึกษาความสัมพันธ์ที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อการรักษา  
โดยน าผลการทดลองมาค านวณด้วยโปรแกรมทางสถิต ิ

 

สรุปและวิเคราะห์ผลการทดลองเพื่อน าข้อมูลมาประกอบการอธิบายร่วมกับข้อมูลทางด้านอ่ืน  ๆ

ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน HLA-DPA1, IL28B, 
IFNL4 และ IP-10 ซึ่งอาจมีผลต่อการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN 

กลุ่มผู้ป่วยท่ีติดเชื้อ CHB ซึ่งได้รับการรักษา โดยการใช้ยากลุ่ม PEG-IFN                             
และทราบผลการรักษา จ านวน 254 ราย 

สกัด DNA จาก peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) ของผู้ป่วย
ด้วยวิธี phenol-chloroform-isoamyl alcohol extraction 
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ข้อจ ากัดของการวิจัย  

ตัวอย่างซีรั่มก่อนการรักษาของผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-positive CHB มีไม่ครบทุกราย จึงไม่
สามารถตรวจวัดปริมาณ IP-10 ในผู้ป่วยบางรายได้ 

ค าจ ากัดความท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. ผู้ป่วยติดเชื้อ CHB หมายถึง  

- บุคคลผู้มี HBsAg ในกระแสโลหิตนานกว่า 6 เดือน และตรวจไม่พบ anti-HBs antibody                    

- มีระดับ HBV DNA ในกระแสโลหิตมากกว่า 2,000 IU/ml 

- มีระดับเอ็นไซม์ ALT ในเลือดเพ่ิมข้ึนมากกว่าปกติ 

- ไม่มีอาการของโรคตับอ่ืนๆร่วม 

2. HBeAg-positive CHB หมายถึงผู้ที่ตรวจพบ HBeAg และมีระดับ HBV DNA ในเลือด                            
มากกว่า 20,000 IU/ml 

3. HBeAg-negative CHB หมายถึงผู้ที่ตรวจไม่พบ HBeAg และมีระดับ HBV DNA ในเลือด                     
มากกว่า 2,000 IU/ml 

4. การตอบสนองต่อการรักษา (Virological response, VR) 

- ผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-positive CHB การตอบสนองต่อการรักษา หมายถึง การเกิด HBeAg 
seroconversion และระดับ HBV DNA <2,000 IU/mL ทื่ 24 สัปดาห์หลังจากหยุดยา  

- ผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-negative CHB การตอบสนองต่อการรักษาหมายถึง ระดับ HBV DNA 
<2,000 IU/mL ทื่ 48 สัปดาห์หลังจากหยุดยา 

5. การไม่ตอบสนองต่อการรักษา (Non-Virological response, Non-VR) หมายถึงผู้ป่วยที่ไม่
เกิดผลการรักษาตามนิยามในข้อ 4 
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ค าส าคัญ 

  Hepatitis B virus (HBV) 

  Single nucleotide polymorphism (SNP) 

  Human leukocyte antigen (HLA)-DP 

  Interleukin-28B (IL28B) 

  Interferon lambda 4 gene (IFNL4) 

  Interferon-gamma (IFN-γ)-inducible protein-10 (IP-10)  

  PEG-interferon-based therapy (PEG-IFN) 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ท าให้ทราบความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน HLA-DPA1, 
IL28B, IFNL4 และ IP-10 กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อ 
CHB และอาจใช้ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนเหล่านี้เป็น predictor เพ่ือใช้ในการคัดเลือก
ผู้ป่วยในการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

สารพันธุกรรมของไวรัสตับอักเสบบี 

 ไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B Virus, HBV) มีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายคู่แบบวงกลม
ไม่สมบูรณ์ (partially double-stranded DNA) ซึ่งมีสายลบที่มีความยาวเต็มตลอดยีโนมขนาด
ประมาณ 3200 นิวคลีโอไทด์ และสายบวกที่มีขนาดไม่แน่นอน สายลบประกอบด้วย 4 open 
reading frames (ORFs) ท าหน้าที่เป็นรหัสพันธุกรรมในการสร้างโปรตีนต่างๆของไวรัส ได้แก่ (21) 

1. S-ORF ท าหน้าที่สร้างโปรตีนที่ผิว (surface protein) หรือ HBsAg  

2. C-ORF ท าหน้าที่สร้าง HBcAg หรือโปรตีน core และ Hepatitis B e antigen (HBeAg) 

3. P-ORF ท าหน้าที่สร้างเอนไซม์ DNA polymerase หรือ reverse transcriptase 

4. X-ORF ท าหน้าที่สร้าง Hepatitis B x antigen (HBxAg)  

Hepatitis B e Antigen (HBeAg) และ Hepatitis B e antibody (anti-HBe) 

 HBeAg เป็นโปรตีนที่สร้างจากส่วน precore ของ HBV ในระหว่างที่มีการเพ่ิมจ านวนของ
ไวรัสในเซลล์ตับ โดยจัดเป็นตัวบ่งชี้ว่ามีไวรัสในเลือดจ านวนมากและมีโอกาสแพร่เชื้อไปสู่ ผู้อ่ืนสูง 
สามารถตรวจพบ HBeAg ในระยะเวลาสั้นๆหลังจากตรวจพบ HBsAg คือประมาณ 6-12 สัปดาห์ของ
การติดเชื้อแบบเฉียบพลัน หลังจากนั้นปริมาณ HBeAg จะค่อยๆลดลงจนหายไปและตรวจพบ                
anti-HBe แทน เรียกกระบวนการนี้ว่า  HBeAg seroconversion พร้อมกับมีระดับ HBV DNA ใน
เลือดลดต่ าลง หากมีการตรวจพบ HBeAg ได้นานกว่า 4 เดือนของการติดเชื้อแบบเฉียบพลัน แสดงว่า
มีโอกาสด าเนินโรคต่อไปเป็นการติดเชื้อแบบเรื้อรังสูง ในผู้ป่วย CHB หากตรวจพบ HBeAg                 
(HBeAg-positive CHB) โดยทั่วไปมักมีระดับ HBV DNA สูงกว่ากรณีตรวจไม่พบ HBeAg                   
(HBeAg-negative CHB) โดย HBeAg-negative CHB เกิดจากการกลายพันธุ์ของไวรัส HBV ในส่วน 
precore  ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 1896 (G1896A) หรือมีการกลายพันธุ์ที่ basic core promoter 
(BCP) ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 1762 ร่วมกับ 1764 (A1762T และ G1764A) ท าให้ไวรัสไม่สามารถ
สร้าง HBeAg ได้ หรือสร้างได้ปริมาณน้อยจนตรวจไม่พบ HBeAg ในเลือด แต่ยังคงตรวจพบ HBV 
DNA ในระดับสูงเนื่องจากยังมีการเพิ่มจ านวนของไวรัสได้ตามปกติ (22)  
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ระยะของการติดเชื้อ CHB 

 ระยะของโรคในผู้ป่วย CHB แบ่งออกเป็น 4 ระยะ (phase) ดังรูปที1่ คือ 

1. Immune tolerant phase เป็นระยะแรกของ CHB ซึ่งระยะนี้อาจนานกว่า 10 ปีขึ้นไป มักพบ
ในผู้ป่วยที่อายุน้อย เช่นในเด็กและวัยรุ่น เป็นระยะที่ตรวจพบ HBeAg มีระดับ HBV DNA ใน
เลือดสูงและมีระดับเอ็นไซม์ alanine aminotransferase (ALT) ซึ่งบ่งบอกถึงการอักเสบของ
ตับอยู่ในเกณฑ์ปกติ และเมื่อตรวจทางพยาธิวิทยาของตับพบว่ามีการอักเสบของตับน้อยหรืออยู่
ในเกณฑ์ปกติ 

2. Immune clearance phase เป็นระยะที่ตรวจพบ HBeAg ร่วมกับมีระดับ HBV DNA ในเลือด
สูงและมีระดับเอ็นไซม์ ALT สูงกว่าปกติเป็นระยะๆหรืออาจติดต่อกันเป็นเวลานาน เมื่อตรวจ
ทางพยาธิวิทยาของตับพบว่ามีการอักเสบของตับอย่างชัดเจน ในระยะนี้จะเกิด HBeAg 
seroconversion โ ด ย เ ป็ น ก า ร เ กิ ด ขึ้ น เ อ ง ต า ม ธ ร ร ม ช า ติ  (spontaneous HBeAg 
seroconversion) 

3. Inactive phase เป็นระยะที่ตรวจไม่พบ HBeAg แต่ตรวจพบ anti-HBe แทน มีระดับ HBV 
DNA ในเลือดต่ าหรืออาจตรวจไม่พบ มีระดับเอ็นไซม์ ALT ลดลงสู่ปกติและมีการอักเสบของตับ
ลดลง 

4. Reactivation phase หรือ HBeAg-negative CHB เป็นระยะที่ตรวจไม่พบ HBeAg แต่ตรวจ
พบ anti-HBe มีระดับ HBV DNA และระดับเอ็นไซม์ ALT สูง ซึ่งเปลี่ยนแปลงขึ้นลงเป็นระยะๆ 
มีการอักเสบและท าลายเซลล์ตับเป็นระยะอย่างต่อเนื่อง 

 

รูปที่ 1 ระยะต่างๆของ CHB (23)
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การแบ่งกลุ่มผู้ป่วยตามผลการตรวจของ HBeAg 

 ในทางปฏิบัติเมื่อตรวจพบว่ามีระดับเอ็นไซม์ ALT สูงขึ้นกว่าปกติ สามารถแบ่งกลุ่มผู้ป่วย
ตามผลการตรวจ HBeAg ในเลือดได้ดังนี้ 

1. HBeAg-positive CHB ผู้ป่วยส่วนใหญ่อายุประมาณ 20 -40 ปี  ซึ่ งอยู่ ในระยะ Immune 
clearance phase โดยทั่วไปจะมี HBeAg seroconversion เกิดขึ้นประมาณร้อยละ 8-12 ต่อปี
และเข้าสู่ระยะ low replicative หรือ Inactive carrier state บางรายอาจมีการก าเริบและมี 
HBeAg reversion หรือบางรายอาจเปลี่ยนไปเป็นระยะ HBeAg-negative CHB เนื่องจากมีการ
กลายพันธุ์ในส่วน precore หรือ BCP เกิดขึ้น มีการศึกษาพบว่าระดับของ covalently closely 
circular DNA (cccDNA)  ในเซลล์ตับของผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-positive CHB โดยเฉลี่ยสูงกว่า
ผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-negative CHB (24) 

2. HBeAg-negative CHB ผู้ป่วยกลุ่มนี้ส่วนใหญ่มีอายุเฉลี่ยสูงกว่าผู้ป่วยกลุ่มแรกและมักมีการ
ด าเนินโรคตับอักเสบรุนแรงกว่าโดยมีระดับ HBV DNA และระดับเอนไซม์ ALT แปรปรวนขึ้นลง 
นอกจากนี้ โอกาสที่จะมีระยะสงบของโรคอย่างต่อเนื่ องได้ เองในระยะยาว (sustained 
spontaneous remission) โดยไม่ได้รับการรักษาด้วยยาต้านไวรัสพบได้น้อยและรักษายากกว่า
กลุ่มแรกเนื่องจากมีการก าเริบ (relapse) ค่อนข้างสูงหลังจากหยุดยาต้านไวรัส (25) 

 อุบัติการณ์การเกิดตับแข็งในผู้ป่วย CHB พบประมาณร้อยละ 2-6 ต่อปีส าหรับผู้ป่วยกลุ่ม 
HBeAg-positive CHB และร้อยละ 8-10 ต่อปีส าหรับผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-negative CHB สาเหตุที่
ผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-negative CHB มีอุบัติการณ์การเกิดตับแข็งสูงกว่าอาจเป็นเพราะผู้ป่วยกลุ่มนี้ 
มีอายุเฉลี่ยสูงกว่าและมีความรุนแรงของตับอักเสบมากกว่า ซึ่งผู้ที่เป็นตับแข็งแล้วมีโอกาสเข้าสู่ระยะ 
ตับวาย (decompensated cirrhosis) ประมาณร้อยละ 3 ต่อปี โดยทั่วไปอุบัติการณ์ของการเกิด
มะเร็งตับในผู้ป่วยที่ไม่มีตับแข็ง (non-cirrhosis) พบน้อยกว่าร้อยละ 1 ต่อปี ในขณะที่ผู้ป่วยที่เป็น 
ตับแข็งแล้วมีอุบัติการณ์ของการเป็นมะเร็งตับประมาณร้อยละ 2-3 ต่อป ี(22, 26) 

การรักษาผู้ป่วย CHB 

 การรักษาผู้ป่วย CHB ด้วยยาต้านไวรัสชนิดต่างๆในปัจจุบัน ส่วนใหญ่ยังไม่สามารถขจัดเชื้อ
ไวรัสให้หมดจนหายขาด (eradication) เนื่องจากเชื้อไวรัสอยู่ในรูปเฉพาะที่เรียกว่า covalently 
closely circular DNA (cccDNA) ซึ่งสามารถอยู่ในเซลล์ตับได้เป็นเวลานาน ดังนั้นการรักษาจึง 
มีจุดมุ่งหมายในระยะสั้นเพื่อ  
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1. การตอบสนองทางไวรัสวิทยา (virological response, VR) หมายถึงสามารถควบคุมระดับ HBV 
DNA ในเลือดให้อยู่ในระดับที่ต่ าและมี HBeAg seroconversion เกิดขึ้นส าหรับกลุ่มผู้ป่วย 
HBeAg-positive CHB นอกจากนี้ผู้ป่วยบางรายอาจมี HBsAg seroconversion เกิดขึ้น ซึ่ง
ในทางปฏิบัติหมายถึงการหายขาดจากการติดเชื้อ HBV 

2. การตอบสนองทางชีวเคมี (biochemical response, BR) หมายถึง มีระดับเอ็นไซม์ alanine 
aminotransferase (ALT) อยู่ในเกณฑ์ปกติ 

3. การตอบสนองทางพยาธิวิทยา (histological response, HR) หมายถึงมีพยาธิสภาพของตับ
อักเสบดีขึ้นหลังการรักษา เช่น มี histological activity index (HAI) ลดลงอย่างน้อย 2 คะแนน
และไม่มี fibrosis score เพ่ิมมากข้ึนเมื่อเทียบกับก่อนได้รับการรักษา 

 จุดมุ่งหมายของการรักษาในระยะยาวเพ่ือชะลอการด าเนินของโรค ป้องกันการเกิดตับแข็ง 
ภาวะตับวายและมะเร็งตับที่อาจเกิดขึ้นในอนาคต ยาต้าน HBV ในปัจจุบันแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่
ตามกลไกการออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อไวรัส คือ interferon (IFN) และ nucleos(t)ide analogues 
(NA) 

 ยากลุ่ม IFN ซึ่งเป็นไซโตไคน์ที่อยู่ในระบบภูมิคุ้มกัน ดังนั้นกลไกหลักในการออกฤทธิ์ของ               
ยากลุ่มนี้ จึงเป็นการกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของร่างกาย  (immune modulatory 
effect) โดยเฉพาะการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันด้านเซลล์ (cellular immune response) ให้มี
ประสิทธิภาพมากขึ้นในการขจัดเชื้อไวรัสออกจากเซลล์ตับ เช่น cccDNA นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์เสริมการ
ยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของ HBV (antiviral effect) ข้อดีของการรักษาด้วยยากลุ่มนี้ คือ  มีระยะเวลา
ของการรักษาแน่นอน ไม่มีการดื้อยาเกิดขึ้นและมีโอกาสที่ HBsAg (HBsAg loss) หายไปประมาณ
ร้อยละ 3-8 นอกจากนี้ยังมีโอกาสเป็นซ้ าหลังหยุดยา (relapse) น้อยกว่าและมีผลต่อเนื่องหลังหยุด
การรักษา (off-treatment response) เช่น มีโอกาสหายของ HBsAg และ HBeAg มากกว่ายากลุ่ม 
NA ข้อจ ากัดของยากลุ่มนี้ คือ มีราคาแพง ต้องบริหารยาโดยการฉีดเข้าใต้ผิวหนังและมีผลข้างเคียง
ต่างๆจากการรักษา เช่น อาการไข้ อ่อนเพลีย ปวดเมื่อย ปวดศีรษะ เบื่ออาหาร น้ าหนักลด ผมร่วง 
กดการท างานของไขกระดูก การท างานของต่อมไทรอยด์ผิดปกติและยังมีผลด้านอารมณ์และจิตใจ 
เช่น กังวลและซึมเศร้า นอกจากนี้ผู้ป่วยที่มีระดับ HBV DNA สูงอาจไม่ได้รับผลการรักษาที่ดี 
เนื่องจากลดระดับ HBV DNA ได้น้อยกว่ายากลุ่ม NA ต่อมาได้มีการพัฒนาประสิทธิภาพของยา IFN 
โดยการน าโมเลกุลของ polyethylene glycol (PEG) มาเติมเข้าในโมเลกุลของ IFN เรียกว่า 
pegylated interferon (PEG-IFN) ซ่ึงท าให้มีการขับออกจากไตช้าลง ส่งผลให้มีคุณสมบัติทางเภสัช
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พลศาสตร์และเภสัชจลศาสตร์ของยาดีขึ้น มีค่าครึ่งชีวิตยาวนานขึ้นแต่มีผลข้างเคียงของยาไม่ต่างจาก 
IFN 

ยากลุ่ม NA ยาในกลุ่มนี้ได้แก่  lamivudine, adefovir, telbivudine, enticavir และ 
tenofovir ซึ่งออกฤทธิ์ต้านการเพ่ิมจ านวนของไวรัสโดยตรง โดยยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ 
polymerase ข้อดีของการรักษาด้วยยากลุ่มนี้ คือ เป็นยารับประทาน มีผลข้างเคียงน้อยและราคาถูก
กว่ายากลุ่ม PEG-IFN สามารถใช้ในผู้ป่วยที่เป็นตับแข็งในระยะต่างๆได้ ข้อจ ากัดของยากลุ่มนี้คือ ต้อง
ใช้ยาติดต่อกันเป็นเวลานานและมีโอกาสดื้อยาสูงรวมทั้งมีโอกาสหายของ HBeAg และ HBsAg น้อย
กว่ายากลุ่ม IFN 

 เนื่องจากยาทั้งสองกลุ่มมีข้อดีและข้อด้อยต่างกัน ดังนั้นการเลือกใช้ยาให้เหมาะสมต่อผู้ป่วย
แต่ละรายจึงมีความส าคัญ ซึ่งมีข้อเสนอแนะว่าควรเลือกใช้ยากลุ่ม PEG-IFN ส าหรับผู้ป่วยที่มีอายุไม่
มากและมีสุขภาพดีเพราะมีผลข้างเคียงมากกว่า นอกจากนี้ระดับ HBV DNA ในเลือดไม่ควรสูงเกิน 
log10109 copies/ml เนื่องจากระดับไวรัสที่สูงมากมักท าให้มีผลการตอบสนองต่อการรักษาต่ า             
ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัส genotype A และ B มีโอกาสรักษาด้วยยากลุ่มนี้ได้ผลดีกว่าการติดเชื้อไวรัส 
genotype C และ D นอกจากนี้ระดับ ALT ควรสูงกว่าค่าปกติตั้งแต่ 2-3 เท่าขึ้นไปและไม่ควรมีตับ
แข็งร่วมด้วย ในขณะที่การรักษาด้วยยากลุ่ม NA มีข้อจ ากัดของการใช้ยาน้อยกว่า สามารถใช้รักษา
ผู้ป่วยกลุ่มต่างๆได้อย่างกว้างขวาง เช่น ผู้ป่วยที่สูงอายุ ผู้ป่วยตับแข็ง หรือผู้ป่วยที่มีโรคประจ าตัวอ่ืนๆ
ร่วมด้วย นอกจากนี้ยังเป็นยาที่ใช้ในการป้องกันการก าเริบของตับอักเสบส าหรับผู้ป่วยที่ต้องรักษาด้วย              
ยากดภูมิคุ้มกันหรือยาเคมีบ าบัด ข้อควรระวัง คือ อาจจ าเป็นต้องใช้ยาในกลุ่มนี้ติดต่อกันเป็น
เวลานานหลายปีท าให้มีความเสี่ยงต่อการดื้อยาสูง (27, 28) 

 ลักษณะการด าเนินโรคของการติดเชื้อ CHB ในผู้ป่วยแต่ละคนมีความแตกต่างกัน โดยผู้ป่วย
บางคนมีการด าเนินโรคของตับอักเสบที่ไม่รุนแรงและหายขาดจากการติดเชื้อได้เอง ในขณะที่ผู้ป่วย
อีกจ านวนหนึ่งมีการด าเนินโรคของตับอักเสบแบบเรื้อรังที่รุนแรงจนน าไปสู่การเป็นตับแข็งและมะเร็ง
ตับในที่สุด ความแตกต่างของการด าเนินโรคดังกล่าวขึ้นกับปัจจัยต่างๆได้แก่ ปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับ
ผู้ป่วย เช่น พันธุกรรม และการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของร่างกาย ปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับ HBV เช่น 
ปริมาณไวรัสในเลือด (viral load) และความแตกต่างของสายพันธุ์ (genotype) ปัจจัยทาง
สิ่งแวดล้อม เช่น สารอาหาร การรักษา และการได้รับวัคซีนป้องกันไวรัสตับอักเสบบี (29) 

 เป็นที่รู้กันดีว่า พ้ืนฐานทางพันธุกรรมของผู้ป่วย (genetic background) และปฎิสัมพันธ์
ระหว่างผู้ป่วยกับเชื้อไวรัส (host-pathogen interactions) มีผลต่อการด าเนินโรคของการติดเชื้อ
HBV (30, 31) ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน หรือ single nucleotide polymorphism 
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(SNP) เป็นการแทนที่นิวคลีโอไทด์หนึ่งไปเป็นอีกนิวคลีโอไทด์หนึ่ง ซึ่งอาจส่งผลให้โครงสร้างและ              
การท างานทางชีวภาพของโปรตีนนั้นๆเปลี่ยนแปลงไป โดยหาก SNP นั้นอยู่ภายในบริเวณโปรโมเตอร์
ของยีนอาจส่งผลให้มีการผลิตโปรตีนที่เกี่ยวข้องเพ่ิมมากขึ้นหรือลดลงจากเดิม การถ่ายทอดรูปแบบ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมดังกล่าวนี้อาจส่งผลให้บุคคลนั้นมีความไวต่อการเกิดโรค 
(susceptible) หรือต้านทานการเกิดโรคได้ (resistant) (32) 

Human leukocyte antigen (HLA)-DPA1 และการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม  
PEG-IFN 

 HLA-DPA1 เป็นยีนที่ควบคุมและก าหนดการสร้าง HLA class II บนผิวเซลล์ของ Antigen 
presenting cell (APC) ต่างๆ ได้แก่ B lymphocyte, macrophage, และ dendritic cells (DC) 
รวมทั้งบน activated T lymphocyte ด้วย โดย HLA class II มีหน้าที่ส าคัญในการน าเสนอเป็ปไทด์
ของแอนติเจนให้แก่ CD4+ T cell ซึ่งเป็นกลไกส าคัญในการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันต่อ HBV 
โดย CD4+T cell สามารถรับรู้แอนติเจนของไวรัสได้โดยเฉพาะเจาะจงกับเปปไทด์ที่เป็นองค์ประกอบ
ของ HBcAg และ HBeAg เมื่อ CD4+ T cell ถูกกระตุ้นกลายเป็น activated CD4+ helper T cell 
(activated CD4+ Th cell) ซึ่งมีการตอบสนองได้ 2 แบบ แล้วแต่ชนิดของไซโตไคน์ที่หลั่งโดย APC 
หรือเซลล์อ่ืนๆที่อยู่ในบริเวณที่มีการกระตุ้น การตอบสนองแบบแรก คือ CD4+ T cell กลายเป็น 
Th1 CD4 มีการหลั่ง IL-12, IFN- γ และ TNF-α ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการเหนี่ยวน าและรักษาระดับ
การตอบสนองของ CD8+T-cell การตอบสนองแบบที่ 2 คือ CD4+ T cell กลายเป็น Th2 CD4 มี
การหลั่ง IL-10 และ IL-4 ซึ่งช่วยกระตุ้น B-lymphocytes ในการสร้างแอนติบอดีชนิดต่างๆได้แก่ 
anti-HBs, anti-HBc และ anti-HBe (10, 11) 
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รูปที่ 2 การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะต่อการติดเชื้อ HBV (33) 

ในปี 2009 Kamatani Y. และคณะได้ท าการศึกษา genome-wide association studies 
(GWAS) พบว่า SNPs ในยีน Human leukocyte antigen (HLA)-DPA1 ต าแหน่ง rs3077 มี
ความสัมพันธ์กับการติดเชื้อ CHB ในประชากรญี่ปุ่นและประชากรไทย (7) ซึ่งต่อมาได้มีงานวิจัยที่
สนับสนุนข้อมูลดังกล่าว โดยพบว่า SNP ต าแหน่ง rs3077 สัมพันธ์กับการติดเชื้อ CHB ในประชากร
จีนฮ่ัน (Han-Chinese) (8) นอกจากนี้ยังพบว่า rs3077 สัมพันธ์กับทั้งการขจัดเชื้อ HBV และการ
พัฒนาเป็นมะเร็งตับ (Hepatocellular carcinoma, HCC) (9) 

ในปี 2011 Tseng TC. และคณะได้ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง SNP ต าแหน่ง rs3077 กับ
การตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-positive CHB ชาวไต้หวัน
จ านวน 115 คน พบว่ามีความสัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่มดังกล่าว โดยผู้ป่วยที่
มี rs3077 จีโนไทป์ GG มีอัตราการเกิด  HBeAg-seroconversion สูงกว่าจีโนไทป์อ่ืนหลังจากหยุด
การรักษาแล้ว 6 เดือน (odds ratio (OR)=3.49, 95% confident interval (CI)=1.12-10.84) (34) 
ต่อมาในปี 2014 Cheng L. และคณะศึกษาในผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-positive CHB ชาวจีน
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จ านวน 144 คน พบว่าผู้ป่วยที่มี rs3077 จีโนไทป์ GG มีอัตราการขจัด HBeAg (OR=3.27, 
95%CI=1.49-7.17) และการเกิด anti-HBe seroconversion (OR=2.36, 95%CI=1.10-5.06) สูง
กว่าจีโนไทป์อ่ืน ชี้ให้เห็นว่าจีโนไทป์ดังกล่าวตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ดีกว่า 
จีโนไทป์อ่ืน ในปัจจุบันยังไม่สามารถทราบสาเหตุแน่ชัดว่า rs3077 จีโนไทป์ GG เชื่อมโยงกับ 
อัตราการเกิด HBeAg seroconversion อย่างไร ซึ่ง Cheng L. และคณะได้ให้เหตุผลว่าจีโนไทป์
ดังกล่าว อาจน าเสนอแอนติเจนบริเวณ epitope ที่จ าเพาะของ HBV ให้ CD4+ T cell ซึ่งช่วยเพ่ิม
การตอบสนองภูมิคุ้มกันผ่าน T-helper cell และการสร้างแอนติบอดีต่อ HBeAg (35) ดังนั้นผู้วิจัยจึง
สนใจศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน  HLA-DPA1 ต าแหน่ง 
rs3077 กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อ CHB 

Interleukin-28B (IL28B) และการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN 

 จากการศึกษาด้าน HCV ในปี 2009 ได้มีการศึกษา genome-wide association studies 
(GWAS) พบว่า SNP ต าแหน่ง rs12979860 และ rs8099917 บนโครโมโซม คู่ท่ี 19 บริเวณ intron 
ของยีน Interleukin-28B (IL28B) ซึ่งเป็นยีนที่สร้าง Interfeon lamda 3 (IFN-𝜆3) มีความสัมพันธ์
กับการขจัดเชื้อ HCV ได้เองตามธรรมชาติ (spontaneous HCV clearance) (36) และการ
ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ร่วมกับ Ribavirin ในผู้ป่วย CHC (12-14, 36) โดย
ผู้ป่วยที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมของบริเวณยีน  IL28B ต าแหน่ง rs8099917 จีโนไทป์ TT 
และต าแหน่ง rs12979860 จีโนไทป์ CC มีอัตราการตอบสนองทางไวรัสวิทยา (virological 
response) และการหายขาดจากการติดเชื้อ (Sustained virologic response, SVR) สูงกว่า 
จีโนไทป์อื่น 

 IFN-α และ IFN-𝜆 เป็นไซโตไคน์ที่ถูกสร้างขึ้นโดยระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายเพ่ือตอบสนอง
ต่อการติดเชื้อไวรัส ท าหน้าที่ในการเหนี่ยวน าให้เกิดวิถี Janus kinase (JAK/STAT) โดยการจับกับ 
receptor complex ต่างชนิดกัน (รูป 3) การเหนี่ยวน าวิถีดังกล่าว ท าให้เกิดการแสดงออกของยีน
กลุ่ม interferon-stimulated genes (ISG) มากขึ้นจนน าไปสู่การยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเชื้อไวรัส 
โดยจากหลายงานวิจัยที่ระบุว่า ผลการรักษาด้วยยากลุ่ม IFN-α สัมพันธ์กับความหลากหลาย 
ทางพันธุกรรมที่มีผลต่อการสร้าง IFN-𝜆 ได้มีการศึกษาความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรม (Genetic 
association) และการศึกษาแบบ in vitro study ที่ระบุว่า IFN-𝜆 และ IFN-α อาจเกิดปฏิสัมพันธ์กัน 
(interactive) และมีความสัมพันธ์แบบเสริมสร้างซึ่งกันและกัน (complementary relationship)  
ในการยับยั้งเชื้อ HCV (15) 
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รูปที่ 3 การเหนี่ยวน าให้เกิดวิถี Janus kinase (JAK/STAT) โดย IFN-𝜆 และ IFN-α (15) 

 ในปัจจุบันความเข้าใจในบทบาทของ IL28B ต่อการติดเชื้อ  CHB ยั งคงไม่ชัดเจน                        
ในปี 2005 Robek MD. และคณะศึกษาพบว่า IL28B สามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวนเชื้อ HBV ใน 
Hepatocyte cell line จึงได้ระบุว่า IL28B อาจจะมีประโยชน์ทางด้านการรักษาการติดเชื้อ HBV 
(37)  ต่อมาได้มีการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน IL28B  
ในผู้ติดเชื้อ HBV กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN หลายงานวิจัย เช่น 

1. Sonneveld MJ. และคณะได้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน IL28B ต าแหน่ง 
rs12979860 กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยา PEG-IFN ในผู้ป่วย HBeAg-positive CHB 
ชาวยุโรปและเอเชียจ านวน 205 คน พบว่าผู้ป่วยที่มี SNP ต าแหน่ง rs12979860 จีโนไทป์ CC 
มีอัตราการเกิด HBeAg seroconversion (OR=2.89, 95%CI=1.15–7.80, P= .024) และ 
HBsAg clearance สูงกว่าจีโนไทป์อ่ืน (38) 

2. Lampertico P. และคณะได้ท าการศึกษาในผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-negative CHB ที่ติดเชื้อ HBV 
จีโนไทป์ D ในประเทศอิตาลีจ านวน 101 คน พบว่าผู้ป่วยที่มี SNP ต าแหน่ง rs12979860  
จีโนไทป์ CC มีอัตราการเกิด SVR (OR=2.98, 95%CI=1.09-8.13 P=0.03) และอัตราการเกิด 
HBsAg clearance (OR=2.70, 95%CI=0.98-7.42, P=0.04) สูงกว่าจีโนไทป์อ่ืนหลังการรักษา
ด้วยยา PEG-IFN (39) 
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3. Cheng L. และคณะได้ท าการศึกษาในผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-positive CHB ชาวจีน ที่ได้รับการ
รักษาด้วยยากลุ่ ม PEG-IFN จ านวน 144 คน พบว่า SNP ต าแหน่ง rs12979860 ไม่มี
ความสัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่มดังกล่าว (35) 

4. Wu H. และคณะได้ท าการศึกษาในผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-positive CHB ชาวจีนซึ่งได้รับการรักษา
ด้วยยา PEG-IFN จ านวน 212 คน พบว่า SNP ต าแหน่ง rs12979860 (จีโนไทป์ CC) สัมพันธ์กับ
การตอบสนองต่อการรักษา คือ เอ็นไซม์ ALT อยู่ในระดับปกติ, ระดับ HBV DNA ต่ ากว่า 200 
IU/ml และเกิด HBeAg seroconversion (40) 

5. Boglione L. และคณะได้ท าการศึกษาในผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-negative CHB ในประเทศอิตาลี
จ านวน 190 คน ซึ่งได้รับการรักษาด้วยยา  PEG-IFN พบว่า SNP ต าแหน่ง rs12979860  
(จีโนไทป์ CC) สัมพันธ์กับการเกิด HBsAg clearance (OR=10.129, 95%CI = 2.440–42.044, 
P < 0.001) และระดับ HBV-DNA ต่ ากว่า 2000 IU/ml (OR=4.290, 95%CI =1.589–11.580, 
P=0.004) (41) 

 จากงานวิจัยดังที่กล่าวมาข้างต้น จะเห็นได้ว่าการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความ
หลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน IL28B ในผู้ติดเชื้อ HBV กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยา 
กลุ่ม PEG-IFN ยังมีข้อมูลที่ไม่ชัดเจน และมีบางงานวิจัยที่ให้ผลขัดแย้งกัน ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860 
กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยชาวไทยที่ติดเชื้อ CHB  
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Interferon lambda 4 (IFNL4) และการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN 

 ในปี 2013 Prokunina-Olsson L. และคณะได้ค้นพบความหลากหลายทางพันธุกรรม
บริเวณเหนือ (upstream) ยีน IL28B คือ ต าแหน่ง ss469415590 โดยพบว่ามี 2 รูปแบบ คือ ΔG 
และ TT  โดยรูปแบบ ΔG เกิดจากการขาดหายไปของเบส 1 เบส (one-base deletion) ท าให้กรอบ
การอ่านรหัสพันธุกรรมบนดีเอ็นเอเลื่อนไปจากเดิม (frame shift) ส่งผลให้เกิดการผลิตโปรตีนชนิด
หนึ่งซึ่งให้ชื่อว่า interferon lambda 4 (IFNL4) แบบเต็มความยาว (full-length protein) ในขณะ
ที่รูปแบบ TT จะไม่สร้าง IFNL4 จากนั้นได้มีการศึกษาพบว่า รูปแบบ ΔG ของ IFNL4 สัมพันธ์กับ
ความบกพร่องในการขจัดเชื้อ HCV และการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยา PEG-IFN ร่วมกับ 
ribavirin มากกว่ารูปแบบ TT นอกจากนี้ยังพบว่าความหลากหลายทางพันธุกรรม ต าแหน่ง 
ss469415590 สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้เพ่ือท านายการตอบสนองต่อการรักษาและการขจัดเชื้อ HCV 
ได้ดีกว่าต าแหน่ง rs12979860 ในกลุม่ประชากรแอฟริกัน-อเมริกัน 

 การศึกษาแบบ in vitro study พบว่า IFNL4 เหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของ ISG และ
ส่งผลให้เซลล์ตับเกิดการตอบสนองต่อไวรัส  ซึ่งมีรูปแบบที่คล้ายกับการเหนี่ยวน าโดย IL28B โดย
กลไกที่ IFNL4 เหนี่ยวน าให้เกิดการกระตุ้น ISG แต่ท าให้การขจัดเชื้อ HCV แย่ลง ในปัจจุบันยังไม่
ทราบแน่ชัด มีการคาดการณ์ว่าอาจเกิดจากการที่ IFNL4 มีบริเวณที่คล้ายคลึง (homology) กับ 
IL28B ในส่วนที่ใช้จับกับ primary receptor ชื่อว่า IFN𝜆R1 ในวิถี JAK/STAT จึงอาจเป็นไปได้ว่า 
IFNL4 กระตุ้นวิถี JAK/STAT ผ่าน receptor complex จ าเพาะที่ประกอบด้วย  IFN𝜆R1 หรืออาจ
เกิดจาก IFNL4 เป็นไซโตไคน์ตัวล่อ (decoy cytokine) ท าหน้าที่แข่งขันกับ IL28B ในการจับกับ 
IFN𝜆R1 นอกจากนี้ ยั งพบว่า  IFNL4 ท า ให้ เกิดการกระตุ้ นการส่ งสัญญาณของ IFN แบบ                       
pre-activation ซึ่งเป็นการป้องกันการกระตุ้นโดย IFN ชนิดที่ 1 และ 2  ส่งผลให้มีการแสดงออก
ของ ISG ในระดับที่ต่ า (weak expression) ท าให้มีการตอบสนองต่อไวรัสต่ ากว่าปริมาณ HCV ที่มี
อยู่ในกระแสเลือด 

 จากงานวิจัยที่ระบุว่า  rs12979860 บริเวณยีน IL28B สัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการ
รักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยติดเชื้อ HCV และ HBV แบบเรื้อรัง ดังนั้นการรักษาโดยการ
ยับยั้ง IFNL4 จึงอาจใช้เป็นเป้าหมายทางชีวภาพใหม่ ในการรักษาผู้ป่วยกลุ่มดังกล่าวได้ นอกจากนี้         
จีโนไทป์ของ IFNL4 ต าแหน่ง ss469415590 สามารถน ามาใช้ในการคัดเลือกผู้ป่วยในการรักษาด้วย
ยากลุ่ม PEG-IFN (16,17) ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของ IFNL4 
ต าแหน่ง ss469415590 กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อ 
CHB 
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IFN-γ induces protein 10 (IP-10) 

 IFN-γ เป็นไซโตไคน์ ที่สร้างจาก Natural killer cell (NK cell) และ lymphocyte เมื่อ
เซลล์ดังกล่าวพบกับแอนติเจนของ HBV โดย IFN-γ มีบทบาทส าคัญ ได้แก่ ขัดขวางการเพ่ิมจ านวน
ของ HBV ภายในเซลล์ตับ ทั้งโดยการท าลายเซลล์ตับที่ติดเชื้อไวรัส (Cytolytic mechanism) และ
การขจัดเชื้อไวรัสโดยไม่มีการท าลายเซลล์ตับ (non-cytolytic mechanism) นอกจากนี้ IFN-γ ยังมี
บทบาทส าคัญในการออกฤทธิ์ชักน าเซลล์ตับ, macrophage และ sinusoidal endothelial cells 
ให้มีการหลั่งคีโมไคน์ (Chemokine) หลายชนิดโดยคีโมไคน์ที่ส าคัญ คือ IFN-γ induces protein 10 
(IP-10) หรือเรียกอีกชื่อว่า C-X-C motif chemokine 10 (CXCL10) ท าหน้าที่กระตุ้น (chemo-
attracts) NKT cell โดยการจับกับ CXCR3 ligand ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการควบคุมการติดเชื้อไวรัส
ในระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ (42) 

 มีการศึกษาพบว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบจะมีระดับ IP-10 ในเลือดสูงขึ้น โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งในผู้ป่วยที่ติดเชื้อ HCV และ HBV จากการศึกษาในผู้ป่วย CHC พบว่าการแสดงออกของ               
IP-10 สัมพันธ์กับความรุนแรงของโรค และการอักเสบของตับ (18) นอกจากนี้ระดับ IP-10 ในเลือด
ก่อนการรักษา (ไม่เกิน 600 พิโคกรัม / มิลลิลิตร) สามารถใช้ท านายได้ว่าหากได้รับการรักษาแบบ
มาตรฐาน (PEG-IFN ร่วมกับ telaprevir) ผู้ป่วยจะมีการตอบสนองต่อการรักษาอย่างรวดเร็ว (43) 
และยังพบว่าในผู้ป่วยที่สามารถขจัดไวรัสได้เองโดยธรรมชาติ (spontaneous clearance) มีระดับ 
IP-10 ในเลือดเฉลี่ยต่ ากว่าในผู้ป่วยที่ไม่สามารถขจัดไวรัสได้เอง (44) โดยในปัจจุบันการแสดงออก
ของ IP-10 ในเลือดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน  IL28B จัดว่าเป็นตัวพยากรณ์การ
รักษาที่ดีท่ีสุดซึ่งใช้ร่วมกันในการท านายการขจัดไวรัสโดยธรรมชาติในผู้ป่วยที่ติดเชื้อ HCV (19) 

 ส าหรับการศึกษาด้าน HBV ในปี 2008 Guohong Deng และคณะได้ท าการศึกษาโดยการ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน IP-10 ขนาดความยาว 4228 คู่เบส ในประชากรปักกิ่งและ         
ฉงชิ่งของประเทศจีน พบว่ามี SNPs จ านวน 21 SNPs ซึ่งทั้งหมดอยู่ในส่วน non-coding region 
โดยพบว่า SNP ต าแหน่ง G-201A ในบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน IP-10 (อยู่ระหว่างล าดับเบสที่เป็น
ต าแหน่งจับของ nuclear factor κβ1 และ nuclear factor κβ2) สัมพันธ์กับความไวต่อการด าเนิน
โรค CHB โดยผู้ป่วยที่มีรูปแบบอัลลีล A มีความไวต่อการด าเนินโรคเพ่ิมขึ้นเมื่อเทียบกับผู้ป่วยที่ไม่
มีอัลลีล A ( OR=1.50, 95% CI= 1.20 –1.87, P<0 .001) นอกจากนี้ยังพบว่ารูปแบบของ              
G-201A ยังส่งผลต่อความสามารถในการจับของ nuclear protein และการควบคุมการแสดงออก
ของ IP-10 (45) ซึ่งต่อมาในปี 2013 Xu Z. และคณะได้ท าการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง SNP 
ต าแหน่ง G-201A และการด าเนินโรคการติดเชื้อ HBV โดยศึกษาในผู้ป่วยชาวจีนจ านวน 577คน 
เปรียบเทียบกับกลุ่มคนปกติ พบว่า ในกลุ่มคนปกติมีความชุกของอัลลีล A ต่ าสุด และสูงขึ้นในกลุ่ม
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ผู้ป่วยที่ติดเชื้อ HBV แบบเฉียบพลัน และในกลุ่มผู้ป่วย CHB มีความชุกของอัลลีล A สูงที่สุด 
นอกจากนี้จากการศึกษาแบบ in vitro พบว่า SNP ต าแหน่ง G-201A รูปแบบอัลลีล A สามารถ
กระตุ้น (enhancer) กระบวนการถอดรหัสพันธุกรรมของโปรโมเตอร์ IP-10 ได้ดีกว่าอัลลีล G และ
จากการศึกษาแบบ in vivo  พบว่า SNP ต าแหน่ง G-201A จีโนไทป์ AA กระตุ้นการแสดงออกของ 
IP-10 ได้สูงกว่า จีโนไทป์ GG (20) ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง จีโนไทป์ของ SNP 
ต าแหน่ง G-201A กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อ CHB 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาแบบ case-control study ซึ่งได้รับการพิจารณาและผ่านการอนุมัติ
จริยธรรมจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
(Institutional Review Board, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University) โครงการวิจัย
หมายเลข (IRB No.) 436/57 

ประชากรทีศ่ึกษา  

กลุ่มประชากรเป้าหมาย (Target Population) 

 ผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรังที่เคยรับการรักษาด้วยการฉีดยา  PEG-IFN ใน
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ตั้งแต่ พ.ศ. 2550-2555 จ านวนประมาณ 254 ราย  

เกณฑ์ที่ใช้ในการคัดเลือกเข้ามาศึกษา (Inclusion criteria) 

1. เพศหญิงหรือเพศชาย  อายุ18-65 ปี  

2. มีสุขภาพแข็งแรง อ่านออกเขียนได้ 

3. มีผลเลือด hepatitis B s antigen (HBsAg) และ HBV DNA เป็นบวก (ส่วน HBeAg            
เป็นบวกหรือลบก็ได้) เป็นเวลาอย่างน้อย 6 เดือนก่อนการรักษา   

4. ประวัติเคยได้รับการรักษาด้วยการฉีดยาต้านไวรัส PEG-IFN alfa-2a (Pegasys) หรือ                 
PEG-IFN alfa-2b (Pegintron) เป็นเวลา 48 สัปดาห์ 

5. ได้รับการตรวจติดตามอย่างน้อย 6 เดือนหลังหยุดฉีดยาต้านไวรัสดังกล่าวเพ่ือประเมิณ
ผลการรักษา  

6. มีผลการรักษาที่แสดงว่าเป็นกลุ่มที่ตอบสนองต่อการรักษาหรือไม่ตอบสนองต่อการรักษา  

เกณฑ์ที่ใช้ในการคัดออก (Exclusion criteria) 

1. ผู้ป่วยที่ยังไม่บรรลุนิติภาวะ, เป็นผู้ไร้ความสามารถ หรือเสมือนไร้ความสามารถ, ผู้วิกลจริต 
และผู้ที่มีประวัติการรักษาอาการทางจิต 

2. ผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อ HCV หรือ HIV ร่วมด้วย 
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3. ผู้ป่วยที่ไม่ยินยอมเข้าร่วมโครงการศึกษาวิจัย หรือไม่สามารถลงลายมือชื่อในใบยินยอม เข้า
ร่วมการศึกษาวิจัย 

การค านวณขนาดของกลุ่มประชากรตัวอย่าง (Sample size) 

 เนื่องจากการศึกษาในครั้งนี้เป็นการศึกษาแบบ case control study กลุ่มประชากรจะแบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่มและเป็นอิสระต่อกัน คือ ผู้ป่วยที่ตอบสนองต่อการรักษาและไม่ตอบสนองต่อการ
รักษา ดังนั้นจึงค านวณหาจ านวนประชากรโดยใช้สูตรดังนี้   

  
   √  (   )    √  (    )    (    ) 

 

(     ) 
 

N  หมายถึง ประชากรที่ศึกษาในแต่ละกลุ่ม 

P2 หมายถึง โอกาสที่ผู้ป่วยจะตอบสนองต่อการรักษา เท่ากับ 0.3 

OR หมายถึง odd ratio เท่ากับ 2.89 (38) 

P1 หมายถึง อัตราที่คาดว่าประชากรกลุ่ม case จะมีปัจจัยที่ผู้วิจัยสนใจ  

โดย  P1มีค่าเท่ากับ      

    (    )
 = 0.553 

 

 P มีค่าเท่ากับ (     )

 
= 0.425 

   หมายถึง ค่าสถิติมาตรฐานใต้โค้งปกติแทนความคลาดเคลื่อนชนิดที่ 1 แบบ two-tail test 
โดย   

 ⁄
      เมื่อก าหนด 𝛼= 0.05 

   หมายถึง ค่าสถิติมาตรฐานใต้โค้งปกติแทนความคลาดเคลื่อนชนิดที่ 2 โดย         

แทนค่าในสมการข้างต้น   

จะได้ว่า   
[    √(       )(       )     √     (       )    (     )]

 

(          ) 
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ดังนั้นกลุ่มตัวอย่างที่ต้องการศึกษาในแต่ละกลุ่ม ต้องมีจ านวนอย่างน้อย 78 ราย เพ่ือความ
ถูกต้องและความน่าเชื่อถือของข้อมูล เนื่องจากมีเป้าหมายท่ีจะตีพิมพ์ผลงานวิจัยนี้ลงในวารสารระดับ
นานาชาติ จึงต้องเก็บตัวอย่างให้มากที่สุดเท่าที่จะสามารถเก็บได้ คือ 254 ราย 

วัสดุอุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย  

อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

1. Centrifuge (Eppendorf, Germany) 

2. Automatic adjustable micropipette (Eppendorf, Germany) 

3. Microcentrifuge tube 0.5 μl ,1.5 μl (Axygen, USA) 

4. Freezer 4 º C (Misubishi, Japan) 

5. Freezer -20º C (Sanyo, Japan) 

6. Block heater (Lab Line instrument, USA)  

7. Parafilm (American nation, USA) 

8. Polypropylene conical tube ขนาด 15ml, 50 ml (SPL lifesciences, Korea) 

9. Vortex mixer (Scientific industry, USA) 

10. PCR Mastercycle personal (Eppendorf, Germany)  

11. Electrophoresis chamber (BioRAD, USA) 

12. Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 

13. LightCycler 480 Real-Time PCR (Life Science, USA) 

14. ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, USA) 

15. Magnetic stirrer (Thermolyne, USA) 

16. Autoclave (Harvey, USA) 

17. Gel Doc (BioRAD, USA) 

18. Reagent Bottle 100 mL (Duran, USA) 
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สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. สารเคมีที่ใช้สกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

1. Proteinase K (5PRIME, Germany) 

2. Tris-HCl (Sigma, Singapore) 

3. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Pharmacia biotech, Sweden) 

4. Disodium ethylenediamine tetraacetic acid: EDTA (USB, Hong Kong) 

5. Phenol (Amresco, OH, USA) 

6. Chloroform (Sigma, MO, USA) 

7. Isoamyl alcohol (BDH, UK) 

8. Glycogen (USB, Ohio, USA 

9. Sodium acetate (Sigma, Singapore) 

10. Absolute ethanol (Merck, Germany) 

11. Nuclease-free water 

2. สารเคมีที่ใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย PCR 

1. 5Prime PerfectTaq Plus MasterMix Kit (5PRIME, Germany) 

2. Specific primers (BioDesign, Thailand; 1st BASE CUSTOM OLIGOS, Singapore) 

3. สารเคมีที่ใช้ตรวจหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ SNP ต าแหน่ง G-201A ส าหรับยีน 
IP-10 และต าแหน่ง rs12979860 ส าหรับยีน IL28B ด้วยวิธี PCR-RFLP 

1. CutSmart Buffer (New England Biolabs, UK) 

2. เอนไซม์ BstUI ส าหรับยีน  IL28B (New England Biolabs, UK) 

3. เอนไซม์ HinfI ส าหรับยีน IP-10 (New England Biolabs, UK) 

4. Nuclease-free water 

5. PCR reaction mixture 
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4. สารเคมีที่ใช้ตรวจหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ SNP ต าแหน่ง rs3077 ส าหรับยีน 
HLA-DPA1 และต าแหน่ง ss469415590 ส าหรับยีน IFNL4 ด้วยวิธี TaqMan probe real-
time PCR  

1. TaqMan SNP Genotyping Assay (Assay ID: C_11916951_10, Applied Biosystems, 
Germany) ส าหรับยีน HLA- DPA1 ต าแหน่ง rs3077 

2. TaqMan MGB Probes (Applied Biosystems, Germany) ส าหรับยีน IFNL4 ต าแหน่ง 
ss469415590 

3. 5Prime PerfectTaq Plus MasterMix Kit (5PRIME, Germany) 

4. Specific primers (BioDesign, Thailand; 1st BASE CUSTOM OLIGOS, Singapore)  

5. สารเคมีที่ใช้ในการท า Agarose gel electrophoresis  

1. Agarose molecular grade (Reserch Organics, OH, USA) 

2. GeneRuler 100 base pair DNA ladder (Fermentas, MD, USA) 

3. Boric acid (USB, Hongkong) 

4. EDTA Tetrasodium Dihydrate (USB, Hongkong) 

5. Tris base Biotechnology Grade (USB, Hongkong) 

6. Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 

6. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล (Gel extraction) 

- Agarose Gel Extract mini kit (5 prime GmbH, Germany) 

7. สารเคมีที่ใช้ในการวัดปริมาณ IP-10 ในซีรั่ม 

- Human CXCL10/IP-10 Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, USA) 

โปรแกรมส าหรับวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

1. GraphPad Software (http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1/?Format=SD) 

2. SPSS software for Windows version 22.0 (SPSS, Chicago, IL)
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วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การสกัด DNA 

 การสกัดสารพันธุกรรมจาก PBMC โดยใช้เทคนิค phenol-chloroform-isoamyl alcohol 
extraction มีข้ันตอนดังนี้ 

1. ใช้ตัวอย่าง PBMC ปริมาตร 100 µl เติม lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 M 
EDTA pH 8.0 และ 0.5% SDS) ปริมาตร 400 µl และเติม proteinase K (20 mg/ml) 
ปริมาตร 10 µl จากนั้นบ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

2. เติมสารละลาย phenol ปริมาตร 250 µl และ chloroform: isoamyl alcohol (49:1) 
ปริมาตร 250 µl จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 oC เป็น
เวลา 30 นาที  

3. จากนั้นเตรียม microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml อันใหม่โดยเติม glycogen ปริมาตร 
4µl absolute ethanol ปริมาตร 800 µl และ 2 M NaOAc ปริมาตร 40 µl จากนั้นดูด
สารละลายส่วนที่ได้จากขั้นที่ 2 ใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml อันใหม่ 
แล้วผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex 

4. น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ -70 oC เป็นเวลา 30 นาที 

5. จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 30 นาที แล้ว
ท าการดูดสารละลายส่วนใสทิ้ง จากนั้นน าส่วนตะกอนที่เหลือมาล้างด้วย 70% ethanol 
ปริมาตร 1 ml และน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา            
5 นาท ี

6. ดูดสารละลายส่วนใสทิ้งให้เหลือเพียงตะกอนสีขาวก้น microcentrifuge tube เท่านั้น 
จากนั้นน าไปอบแห้งโดยใช้เวลาประมาณ 15 นาท ี

7. น าตะกอนที่ได้มาละลายด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ (sterile distilled water) ปริมาตร 30 µl 
จากนั้นเก็บสารละลาย DNA ทีส่กัดได้ที่อุณหภูมิ -20 oC 
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2. การตรวจความหลากหลายของยีน HLA-DPA1 rs3077 โดยเทคนิค  TaqMan probe 
real-time PCR  

 การตรวจความหลากหลายของยีน HLA-DPA1 ต าแหน่ง rs3077 โดยใช้ TaqMan SNP 
Genotyping Assay ซึ่งภายใน Assay นี้ประกอบไปด้วย probe และ primer ที่จ าเพาะกับต าแหน่ง 
SNP rs3077 (Assay ID: C_11916951_10, Applied Biosystems, Germany) 

ตารางท่ี 1 สารที่ใช้ในการท า TaqMan probe real-time PCR ส าหรับยีน HLA-DPA1 rs3077 

  

ตารางท่ี 2 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า TaqMan probe real-time PCR ส าหรับยีน HLA-DPA1  
rs3077 

 

จากนั้นผลการทดลอง TaqMan probe real-time PCR จะแสดงในรูป allelic discrimination 
plot 

  

สารที่ใช้ ปริมาตร (µl) 

20X TaqMan SPN Genotyping Assay mix 0.50 

Master Mix   5.00 

Distilled water 3.50 

DNA template 2.00 

Total volume 11.00 

ขั้นตอนที่ อุณหภูมิ(oC) เวลา หมายเหตุ 

1 60 30 วินาที  

2 

3 

 

95 10 นาที 
 

95 15 วินาที 

60 1 นาที 
45รอบ 
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3. การตรวจความหลากหลายของยีน IFNL4 ss469415590 โดยเทคนิค TaqMan probe 
real-time PCR  

ตารางท่ี 3 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ probe และ primer ที่ใช้ในการท า TaqMan probe real-time 
PCR ส าหรับยีน IFNL4 ss469415590 

 

ตารางท่ี 4 สารที่ใช้ในการท า TaqMan probe real-time PCR ส าหรับยีน IFNL4 ss469415590  

 

ชื่อ probe และ primer ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’3’) เอกสารอ้างอิง 

ss469415590_IFNAN_F  GCC TGC TGC AGA AGC AGA GAT  

(16) 
ss469415590_IFNAN_R  GCT CCA GCG AGC GGT AGT G  

ss469415590_IFNAN_VIC (TT allele)  ATC GCA GAA GGC C  

ss469415590_IFNAN_FAM (∆G allele)  ATC GCA GCG GCC C  

สารที่ใช้ ปริมาตร (µl) 

2.5 X Master Mix (5 primes) 5.0 

10 µM  ss469415590_IFNAN_F 0.09 

10 µM  ss469415590_IFNAN_R 0.09 

5 µM  ss469415590_IFNAN_VIC 0.02 

5 µM  ss469415590_IFNAN_FAM 0.02 

Distilled water 3.5 

DNA template 1.00 

Total volume 10.00 
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ตารางท่ี 5 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า TaqMan probe real-time PCR ส าหรับยีน IFNL4 
ss469415590 

 

จากนั้นผลการทดลอง TaqMan probe real-time PCR จะแสดงในรูป allelic discrimination 
plot 

4. การตรวจความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860  โดย
เทคนิค restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 

1. เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR ตามตารางที่ 7 สารที่ใช้ในการท า PCR ส าหรับยีน IL28B 
ต าแหน่ง rs12979860 โดยสภาวะที่ใช้ท า PCR ดังแสดงใน ตารางที่ 8 

2. น าผลิตภัณฑ์จากการท า PCR มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ 2% agarose gel จากนั้นย้อม
เจลด้วย Ethidium bromide หากเป็นผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ของยีน IL28B ต าแหน่ง 
rs12979860 จะปรากฏแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวขนาด 365 bp จึงด าเนินการขั้นต่อไป 

3. น าผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ที่เหลือมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจาเพาะ BstUI โดยสารเคมีท่ีใช้
ท าปฏิกิริยาแสดงดังตารางที่ 10 สารเคมีที่ใช้ในการตัดผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR 
ส าหรับยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860   บ่มที่อุณหภูมิ 60 oC  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

4. น าผลิตภัณฑ์ที่ได้มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ 3% agarose gel จากนั้นย้อมเจลด้วย 
Ethidium bromide ขนาดผลิตภัณฑ์ภายหลังจากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะแสดงใน 
ตารางที่ 9 

 

ขั้นตอนที่ อุณหภูมิ(oC) เวลา หมายเหตุ 

1 50 2 นาที 
 

2 95 10 นาที 

3 95 15 วินาที 

60 2 นาที 
45 รอบ 
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ตารางท่ี 6 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ที่ใช้ในการท า PCR ส าหรับยีน IL28B ต าแหน่ง 
rs12979860   

 

ตารางท่ี 7 สารที่ใช้ในการท า PCR ส าหรับยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860   

 

ชื่อ primer ชนิด ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’3’) 
ขนาดผลิตภัณฑ์ 

(bp) 

    rs12979860_F706 Forward TAC ACC CGT TCC TGT CCC AAG 
365 

    rs12979860_R341  Reverse CTC TTC CTC CTG CGG GAC AAG 

           สารที่ใช ้ ปริมาตร (µl) 

2.5 X Master Mix (5 primes) 12.50 

10 µM rs12979860_F706 0.50 

10 µM rs12979860_R341 0.50 

Distilled water 0.70 

Dye 4.80 

100% DMSO 1.00 

DNA template 5.00 

Total volume 25.00 
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ตารางท่ี 8 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า PCR ส าหรับยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860   

 

ตารางท่ี 9 ขนาดผลิตภัณฑ์จากการท า PCR-RFLP ของยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860 หลังจากท่ี
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

ตารางท่ี 10 สารเคมีที่ใช้ในการตัดผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR ส าหรับยีน IL28B ต าแหน่ง 
rs12979860   

ขั้นตอนที่ อุณหภูมิ(oC) เวลา หมายเหตุ 

1 94 3 นาที 
 

2 94 30 วินาที 

3 
62 30 วินาท ี

72 30 วินาที 

4 72 7 นาที 

ยีน เอนไซม์ตัดจ าเพาะ แอลลีล 
ขนาดผลิตภัณฑ์ภายหลังจากการ
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (bp) 

IL28B ต าแหน่ง 
rs12979860 

BstUI 
C (Major allele) 160, 112, 89 และ 25 

T (Minor allele) 185, 112, 89 และ 25 

สารที่ใช้ ปริมาตร (µl) 

Distilled water 3.30 

Buffer 1.50 

10 U/µl BstUI 0.20 

PCR product 10.0 

Total volume 15.00 

40 รอบ 
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5. การตรวจความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน IP-10 ต าแหน่ง 
G-201A โดยเทคนิค PCR-RFLP 

1. เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR ตามตารางที่ 13 โดยสภาวะที่ใช้ท า PCR ดังแสดงใน
ตารางที่ 12  

2. น าผลิตภัณฑ์จากการท า PCR มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ 2% agarose gel จากนั้นย้อม
เจลด้วย Ethidium bromide หากเป็นผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ของยีน IP-10 ต าแหน่ง 
G-201A จะปรากฏแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวขนาด 285 bp จึงด าเนินการขั้นต่อไป  

3. น าผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ที่เหลือมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจาเพาะ HinfI โดยสารเคมีที่ใช้ท า
ปฏิกิริยาแสดงดังตารางที่ 15 บ่มที่อุณหภูมิ 30 oC  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

4. น าผลิตภัณฑ์ที่ได้มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ 2% agarose gel จากนั้นย้อมเจลด้วย 
Ethidium bromide ขนาดผลิตภัณฑ์ภายหลังจากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะแสดงใน 
ตารางที่ 14 

 ตารางท่ี 11 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ที่ใช้ในการท า PCR ส าหรับยีน IP-10 ต าแหน่ง 
G-201A 

ตารางท่ี 12 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า PCR ส าหรับยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A 

ขั้นตอนที่ อุณหภูมิ (oC) เวลา หมายเหตุ 

1 94 3 นาที 
 

2 94 30 วินาที 

3 58 30 วินาท ี

72 30 วินาที 

4 72 7 นาที 

ชื่อ primer ชนิด ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’3’) 
ขนาด ผลิตภัณฑ์ 

(bp) 

CXCL10 _F    Forward CAG TTC ATG TTT TGG AAA GTG AAA C  
285 

CXCL10 _R       Reverse GTT CCT CTG CTG TAG GCT CA  

35 รอบ 
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ตารางท่ี 13 สารเคมีที่ใช้ในการท า PCR ส าหรับยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A 

ตารางท่ี 14 ขนาดผลิตภัณฑ์จากการท า PCR-RFLP ของยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A หลังจากท่ีตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

ตารางท่ี 15 สารเคมีที่ใช้ในการตัดผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR ส าหรับยีน IP-10 ต าแหน่ง                   
G-201A 

         สารที่ใช ้ ปริมาตร (µl) 

2.5 X Master Mix (5 primes) 7.50 

10 µM CXCL10_F   0.25 

10 µM CXCL10_R       0.25 

Distilled water 2.50 

DNA template 2.00 

Total volume 12.50 

ยีน เอนไซม์ตัดจ าเพาะ แอลลีล 
ขนาดผลิตภัณฑ์ภายหลังจากการตัด

ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (bp) 

IP-10 ต าแหน่ง 

G-201A 
HinfI 

G (Major allele) 185 และ 100 

A (Minor allele) 285 

   สารที่ใช้ ปริมาตร (µl) 

Distilled water 3.80 

Buffer 1.00 

10 U/µl HinfI 0.20 

PCR product 5.00 

Total volume 10.00 
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6. การวัดปริมาณ IP-10 ในซีรั่มของผู้ป่วยก่อนการรักษา 

วัดปริมาณ IP-10 ในซีรั่มของผู้ป่วยก่อนการรักษาโดยใช้เทคนิค sandwich enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) 

1. น าซีรั่มตัวอย่างที่ต้องการทดสอบและสารทั้งหมดออกมาไว้ที่อุณหภูมิห้องจนละลายหมด 

2. ใส่ Assay Diluent RD1-56 75 μL ในแต่ละ well 

3. ใส่  Standard, control, หรือซีรั่มตัวอย่าง 75 μL ในแต่ละ well จากนั้นปิดฝาครอบและ
บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

4. ล้างด้วย Wash Buffer 400 μL ในแต่ละ well จ านวน 4 ครั้ง โดยใช้เครื่อง autowasher 
จากนั้นเท Wash Buffer ทิ้งและซับแห้งด้วยทิชชู่ 

5. ใส่ IP-10 Conjugate 200 μL ในแต่ละ well จากนั้นปิดฝาครอบและบ่มที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

6. ล้างด้วย Wash Buffer 400 μL ในแต่ละ well จ านวน 4 ครั้ง โดยใช้เครื่อง autowasher 
จากนั้นเท Wash Buffer ทิ้งและซับแห้งด้วยกระดาษทิชชู่ 

7. ใส่ Substrate Solution 200 μL ในแต่ละ well บ่มในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 
นาที  

8. ใส่ Stop Solution 50 μL ในแต่ละ well 

9. วัด optical density ที่ความยาวคลื่น 450 nm ภายใน 30 นาท ี
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7. การรวบรวมข้อมูล (Data collection) 

เก็บรวบรวมข้อมูลที่ได้จากการทดลองโดยการจดลงสมุดบันทึกผลการทดลอง และบันทึกข้อมูลลง
ในคอมพิวเตอร์ เพ่ือน ามาวิเคราะห์ต่อไป 

8. การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

ใช้โปรแกรม SPSS version 10.0 ค านวณความสัมพันธ์ (correlation) ระหว่างความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของยีน HLA-DPA1, IL28B,  IFNL4 และ IP-10 กับการตอบสนองต่อการรักษา              
ด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อ CHB โดยน าข้อมูล SNP ที่ได้มาวิเคราะห์ เปรียบเทียบ
กับข้อมูลพ้ืนฐานต่างๆของผู้ป่วย เช่น อายุ เพศ ร่วมกับผลการรักษาของผู้ป่วยรวมทั้งข้อมูล 
genotype of HBV, HBV-DNA level ของผู้ป่วย โดยการใช้ค่าทางสถิติในการวิเคราะห์ (Statistical 
method) ได้แก่ 2test, t test, logistic regression analyses, P<0.05 ในการวิเคราะห์              
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

1. ความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน HLA-DPA1 rs3077  

จีโนไทป์ของยีน HLA-DPA1 ต าแหน่ง rs3077 มี 3 รูปแบบ คือ GG, AG และ AA การหาจีโนไทป์
ของยีนนี้ด้วยวิธี TaqMan probe real-time PCR ใช้การตรวจวัดสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนต์ 
(Fluorescent signal) ที่เกิดขึ้นจากการท า PCR ในแต่ละรอบ โดยสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนต์             
ดังกล่าวคือ FAM ส าหรับแอลลีล G และ VIC ส าหรับแอลลีล A 

 

รูปที่ 4  ตัวอย่างผล real-time RCR ของยีน HLA-DPA1 ต าแหน่ง SNP rs3077 

หมายเหตุ NTC คือ no template control 

  

 

GG 

AG 

AA 

NTC 
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2. ความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน IFNL4 ss469415590  

จีโนไทป์ของยีน IFNL4 ต าแหน่ง ss469415590 มี 3 รูปแบบ คือ TT/TT, TT/ΔG และ ΔG/ΔG 
การหาจีโนไทป์ของยีนนี้ด้วยวิธี TaqMan probe real-time PCR ใช้การตรวจวัดสัญญาณแสง 
ฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescent signal) ที่เกิดขึ้นจากการท า PCR ในแต่ละรอบ โดยสัญญาณแสง
ฟลูออเรสเซนต์ดังกล่าวคือ FAM ส าหรับ ΔG และ VIC ส าหรับ TT 

 

รูปที่ 5 ตัวอย่างผล real-time RCR ของยีน IFNL4 ต าแหน่ง ss469415590 

หมายเหตุ NTC คือ no template control 

  

 

TT/ΔG 

NTC 

TT/TT 

ΔG/ΔG 
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3. ความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860   

จีโนไทป์ของยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860  มี 3 รูปแบบ คือ CC, CT และ TT การหา               
จีโนไทป์ของยีนนี้ด้วยวิธี PCR-RFLP จีโนไทป์ CC จะปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 160, 112, 89 และ 
25 bp จีโนไทป์ CT จะปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 185, 160, 112, 89 และ 25 bp ในขณะที่จีโนไทป์ 
TT ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 185, 112, 89 และ 25 bp บน 3% agarose gel ดังปรากฏในรูปที่ 6 

 

รูปที่ 6 ตัวอย่างผล PCR-RFLP ของยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860 

หมายเหตุ 

แถว 1 คือ 100 bp DNA Ladder 

แถวที่ 2 ถึง 8 คือ ผลการท า PCR-RFLP ในกลุ่มประชากรเป้าหมาย 
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4. ความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A  

จีโนไทป์ของยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A มี 3 รูปแบบ คือ GG, GA และ AA การหาจีโนไทป์ของ
ยีนนี้ด้วยวิธี PCR-RFLP จีโนไทป์ GG จะปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 185 และ 100 bp จีโนไทป์ GA 
จะปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 285, 185 และ 100 bp ในขณะที่จีโนไทป์ AA ปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 285 bp บน 2% agarose gel ดังปรากฏในรูปที่ 7 

 

รูปที่ 7 ตัวอย่างผล PCR-RFLP ของยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A 

หมายเหตุ 

แถว 1 คือ 100 bp DNA Ladder  

แถวที่ 2 ถึง 14 คือ ผลการท า PCR-RFLP ในกลุ่มประชากรเป้าหมาย 

แถวที่ 15-17 คือ Positive control ส าหรับจีโนไทป์ GG, AA และ GA ตามล าดับ  
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5. ลักษณะทางคลินิกของกลุ่มประชากรที่ใช้ในงานวิจัย 

ในผู้ป่วย HBeAg-positive CHB   จ านวน 107 ราย ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มผู้ป่วยที่
ตอบสนองต่อการรักษา (Responders) จ านวน 45 ราย และกลุ่มที่ไม่ตอบสนองต่อการรักษา          
(Non-Responders) จ านวน 62 ราย รายละเอียดแสดงดังตารางที่ 16 โดยพบว่าจีโนไทป์ของ IP-10 
G-201A และระดับ IP-10 ก่อนการรักษา ในกลุ่มที่ตอบสนองต่อการรักษาและไม่ตอบสนองต่อการ
รักษาแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ในกลุ่มที่ตอบสนองต่อการรักษามีระดับ IP-10 
เฉลี่ย 496 pg/mL ซึ่ งสู งกว่ากลุ่มผู้ป่วยที่ ไม่ตอบสนองต่อการรักษาที่มีระดับ IP-10 เฉลี่ย                   
328 pg/mL นอกจากนี้ยังพบว่าในผู้ป่วยที่ตอบสนองต่อการรักษามีแนวโน้มว่า ระดับ HBV DNA 
และ HBsAg ก่อนการรักษาต่ ากว่าผู้ป่วยที่ไม่ตอบสนองต่อการรักษา แต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ  

ในผู้ป่วย HBeAg-negetive CHB   จ านวน 147 ราย ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มผู้ป่วย                 
ที่ตอบสนองต่อการรักษาจ านวน 60 ราย และกลุ่มที่ไม่ตอบสนองต่อการรักษา จ านวน 87 ราย 
รายละเอียดแสดงดังตารางที่ 17 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่ตอบสนองต่อการรักษาและไม่
ตอบสนองต่อการรักษา พบว่าระดับ HBsAg ก่อนการรักษาและจีโนไทป์ของ HLA-DPA1 rs3077 
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) ในกลุ่มที่ตอบสนองต่อการรักษา มีระดับ HBsAg ก่อนการ
รักษาเฉลี่ย 3.1 IU/mL ซ่ึงต่ ากวา่ในกลุ่มท่ีไมต่อบสนองต่อการรักษา 
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ตารางท่ี 16 ลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วย HBeAg-positive CHB  ซึ่งแบ่งกลุ่มตามการตอบสนองต่อ
การรักษา  

Characteristics All patients 
  (n=107) 

Responders       
   (n=45) 

Non-Responders      
     (n=62) 

P 

Age  (year) 34.3±8.3 34.4±8.3 34.3±8.4 0.941 
Sex (male) 72(67.3%) 28(62.2%) 44(70.9%) 0.341 
ALT (U/L) 116.9±68.4 127.5±60.9 109.3±72.9 0.175 
Log10 HBV DNA (IU/mL) 7.2±1.0 7.0±1.0 7.3±1.1 0.215 
Log10  HBsAg (IU/mL) 3.9±0.6 3.8±0.6 4.0±0.6 0.078 
Liver stiffness (kPa) 7.6±3.4 7.8±3.9 7.3±2.4 0.459 

HBV genotypes 
     B 
     C 
     Others or unknown 

 
13(12.1%) 
87(81.3%) 
7(6.6%) 

 
7(15.6%) 
38(84.4%) 
0 (0%) 

 
6(9.7%) 
49(79.0%) 
7(11.3%) 

0.492 
 

IL28B rs12979860 
     CC 
     CT 
     TT 
     C allele frequency 

 
96(89.7%) 
11(10.3%) 
0 (0%) 
0.949 

 
40(88.9%) 
5(11.1%) 
0 (0%) 
0.944 

 
56(90.3%) 
6(9.7%) 
0 (0%) 
0.952 

 
0.810 

IFNL4 ss469415590 
    TT/TT 
    TT/ΔG 
     ΔG/ ΔG 
    TT allele frequency 

 
96(89.7%) 
11(10.3%) 
0 (0%) 
0.949 

 
40(88.9%) 
5(11.1%) 
0 (0%) 
0.944 

 
56(90.3%) 
6(9.7%) 
0 (0%) 
0.952 

 
0.810 

HLA-DPA1 rs3077 
    GG 
    GA 
    AA 
    G allele frequency 

 
63(58.9%) 
33(30.8%) 
11 (10.3%) 
0.743 

 
25(55.5%) 
16(35.6%) 
4(8.9%) 
0.733 

 
38(61.3%) 
17(27.4%) 
7(11.3%) 
0.750 

 
0.653 

 

IP-10 G-201A 
    GG 
    GA 
    AA 
    G allele frequency 

 
82(76.6%) 
21(19.6%) 
4 (3.7%) 
0.865 

 
40(88.9%) 
3(6.7%) 
2(4.4%) 
0.922 

 
42(67.8%) 
18(29.0%) 
2(3.2%) 
0.823 

 
0.016 

 

Serum IP-10 level (pg/mL) 393.3±314.6 496.0±394.6 328.0±232.2 0.013 
หมายเหตุ; Responders หมายถึงผู้ป่วยที่ตอบสนองต่อการรักษา (virological response) โดยใน 
HBeAg-positive CHB หมายถึง การเกิด HBeAg clearance ร่วมกับ HBV DNA < 2,000 IU/mL  
ที่สัปดาห์ที่ 72 
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ตารางท่ี 17 ลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วย HBeAg-negative CHB ซึ่งแบ่งกลุ่มตามการตอบสนองต่อ
การรักษา  

Characteristics All patients 
  (n=147) 

Responders    
   (n=60) 

Non-Responders   
    (n=87) 

P 

Age  (year) 41.3±9.5 41.5±10.6 41.1±8.8 0.832 
Sex (male) 78(53.1%) 33(55.0%) 45(51.7%) 0.696 
ALT (U/L) 75.4±35.9 76.3±30.2 74.8±35.8 0.802 
Log10 HBV DNA (IU/mL) 5.4±0.9 5.5±0.9 5.4±0.9 0.726 
Log10  HBsAg (IU/mL) 3.4±0.5 3.1±0.4 3.5±0.4 <0.001 
Liver stiffness (kPa) 6.8 ± 3.1 6.9 ± 3.0 6.7 ± 3.3 0.886 

HBV genotypes 
     B 
     C 
     Others or unknown 

 
25(17.0%) 
99(67.3%) 
23(15.7%) 

 
7(11.7%) 
43(71.7%) 
10 (16.6%) 

 
18(20.7%) 
56(64.4%) 
13(14.9%)  

 
0.714 
 

IL28B rs12979860 
     CC 
     CT 
     TT 
     C allele frequency 

124(84.4%) 
22(15.0%) 
1 (0.6%) 
0.918 

50(83.3%) 
9(15.0%) 
1 (1.7%) 
0.908 

74(85.1%) 
13(14.9%) 
0 (0%) 
0.925 

 
0.481 

IFNL4 ss469415590 
    TT/TT 
    TT/ΔG 
     ΔG/ ΔG 
    TT allele frequency 

 
124(84.4%) 
22(15.0%) 
1 (0.6%) 
0.918 

 
50(83.3%) 
9(15.0%) 
1 (1.7%) 
0.908 

 
74(85.1%) 
13(14.9%) 
0 (0%) 
0.925 

 
0.481 

HLA-DPA1 rs3077 
     GG 
     GA 
     AA 
     G allele frequency 

 
89(60.5%) 
47(32.0%) 
11 (7.5%) 
0.765 

 
43(71.7%) 
12(20.0%) 
5(8.3%) 
0.817 

 
46(52.9%) 
35(40.2%) 
6(6.9%)  
0.730 

 
0.035 

 

IP-10 G-201A 
     GG 
     GA 
     AA 
     G allele frequency 

 
109(74.1%) 
36(24.5%) 
2 (1.4%) 
0.864 

 
43(71.7%) 
17(28.3%) 
0(0%) 
0.858 

 
66(75.9%) 
19(21.8%) 
2(2.3%)  
0.868 

 
0.354 

 

หมายเหตุ; Responders หมายถึงผู้ป่วยที่ตอบสนองต่อการรักษา (virological response) โดยใน 
HBeAg-negative CHB หมายถึง HBV DNA < 2,000 IU/mL ที่สัปดาห์ที่ 96 
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6. ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน HLA-DPA1, IL28B,  IFNL4 
และ IP-10 กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่มเพคอินเตอร์เฟอรอนในผู้ป่วยไทยที่ติด
เชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง 

6.1 ยีน HLA-DPA1 ต าแหน่ง rs3077 

จากผลการหาจีโนไทป์ของยีน HLA-DPA1 ต าแหน่ง rs3077 ในกลุ่มผู้ป่วย HBeAg-positive 
เป็นดังนี้ จีโนไทป์ GG, GA และ AA พบ 63 (58.9%), 33 (30.8%) และ 11 (10.3%) ตามล าดับ 
ส่วนในกลุ่ม HBeAg-negative CHB พบ 89 (60.5%), 47 (32.0%) และ 11 (7.5%) ตามล าดับ 

จากการหาความสัมพันธ์ระหว่าง HLA-DPA1 ต าแหน่ง rs3077 กับการตอบสนองต่อการรักษา
ด้วยยากลุ่มเพคอินเตอร์เฟอรอน พบว่า ในกลุ่มผู้ป่วย HBeAg-positive CHB จีโนไทป์ GG ไม่สัมพันธ์
กับการตอบสนองต่อการรักษา แต่ในขณะที่ในผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-negative CHB จีโนไทป์ GG 
สัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษา (OR=2.25, 95%CI=1.12-4.55, P=0.023) นอกจากนี้ยัง
พบว่าจีโนไทป์ของ HLA-DPA1 rs3077 สัมพันธ์กับระดับ HBsAg ในระหว่างการรักษาและระหว่าง
การติดตามผลการรักษา ในผู้ป่วย HBeAg negative CHB อีกด้วย โดยกลุ่มจีโนไทป์ GG มีการลดลง
ของระดับ HBsAg มากกว่ากลุ่มจีโนไทป์ GA และ AA (non-GG) อย่างมีนัยส าคัญที่สัปดาห์ที่ 48, 72 
และ 96 ดังรูปที่ 8 

 

รูปที่ 8 ระดับ HBsAg ระหว่างการรักษาและระหว่างการติดตามการรักษา ในผู้ป่วย HBeAg 
negative CHB ที่มีจีโนไทป์ของ HLA-DPA1 rs3077 แตกต่างกัน 

หมายเหตุ  * หมายถึง P< 0.05 เปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม GG และ non-GG 
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6.2 ยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860 

จากผลการหาจีโนไทป์ของยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860 ในกลุ่มผู้ป่วย HBeAg-positive 
CHB เป็นดังนี้ จีโนไทป์ CC, CT และ TT พบ 96 (89.7%), 11 (10.3%) และ 0 (0%) ตามล าดับ 
ส่วนในกลุ่ม HBeAg-negative CHB พบ 124 (84.4%), 22 (15.0%) และ 1 (0.6%) ตามล าดับ 

จากการหาความสัมพันธ์ระหว่าง IL28B ต าแหน่ง rs12979860 จีโนไทป์ CC กับการตอบสนอง
ต่อการรักษาด้วยยากลุ่มเพคอินเตอร์เฟอรอน พบว่าทั้งในกลุ่มผู้ป่วย HBeAg-positive CHB และ 
HBeAg-negative CHB จีโนไทป์ CC ไม่สัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษา  

6.3 ยีน IFNL4 ต าแหน่ง ss469415590 

จากผลการหาจีโนไทป์ของยีน IFNL4 ต าแหน่ง ss469415590 พบว่ามีการถ่ายทอด                      
ทางพันธุกรรมไปพร้อมกับ IL28B ต าแหน่ง rs12979860 (LD) โดยในกลุ่มผู้ป่วย HBeAg-positive 
CHB เป็นดังนี้ จีโนไทป์ TT/TT, TT/∆G และ ∆G/∆G พบ96 (89.7%), 11 (10.3%) และ 0 (0%) 
ส่วนในกลุ่ม HBeAg-negative CHB พบ 124 (84.4%), 22 (15.0%) และ 1 (0.6%) ตามล าดับ 

จากการหาความสัมพันธ์ระหว่าง IFNL4 ต าแหน่ง ss469415590 จีโนไทป์ TT/TT กับการ
ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่มเพคอินเตอร์เฟอรอน พบว่าทั้งในกลุ่มผู้ป่วย HBeAg-positive 
CHB และ HBeAg-negative CHB จีโนไทป์ TT/TT  ไม่สัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษา 

6.4 ยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A 

จากผลการหาจีโนไทป์ของยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A ในกลุ่มผู้ป่วย HBeAg-positive CHB  
เป็นดังนี้ จีโนไทป์ GG, GA และ AA พบ 82 (76.6%), 21 (19.6%) และ 4 (3.7%) ตามล าดับ ส่วนใน
กลุ่ม HBeAg-negative CHB พบ 109 (74.1%), 36 (24.5%) และ 2 (1.4%) ตามล าดับ 

จากการหาความสัมพันธ์ระหว่าง IP-10 ต าแหน่ง G-201A กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วย
ยากลุ่ม PEG-IFN พบว่า ในกลุ่มผู้ป่วย HBeAg-positive CHB จีโนไทป์ GG สัมพันธ์กับการตอบสนอง
ต่อการรักษา (OR=3.81, 95%CI=1.31-11.12, P=0.014) นอกจากนี้ยังพบว่าจีโนไทป์ของ IP-10 
ต าแหน่ง G-201A สัมพันธ์กับระดับ HBsAg ในระหว่างการรักษาและระหว่างการติดตามผลการรักษา 
ในผู้ป่วย HBeAg-positive CHB อีกด้วย โดยกลุ่มจีโนไทป์ GG มีการลดลงของระดับ HBsAg 
มากกว่า กลุ่มจีโนไทป์ GA และ AA (non-GG) อย่างมีนัยส าคัญที่สัปดาห์ที่ 24, 48 และ 72 ดัง 

รูปที่ 9 ในขณะที่ผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg-negative CHB จีโนไทป์ GG ไม่สัมพันธ์กับการตอบสนอง
ต่อการรักษา แต่สัมพันธ์กับระดับเอ็นไซม์ ALT ก่อนการรักษา โดยในกลุ่มผู้ป่วยจีโนไทป์ GG มีระดับ
เอ็นไซม์ ALT ก่อนการรักษาต่ ากว่า กลุ่ม non-GG อย่างมีนัยส าคัญ 
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รูปที่ 9 ระดับ HBsAg ระหว่างการรักษาและระหว่างการติดตามการรักษา ในผู้ป่วย HBeAg positive 
CHB ที่มีจีโนไทป์ของ IP-10 G-201A แตกต่างกัน 

หมายเหตุ  * หมายถึง P< 0.05 เปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม GG และ non-GG 
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ตารางท่ี 18 การวิเคราะห์ (Logistic regression analysis) ปัจจัยต่างๆที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนอง
ต่อการรักษา (virological response) 

  Odd ratio 95% Confident Interval P value  

HBeAg-positive CHB     

Age (<40 years) 1.35 0.51-3.55 0.545  

Gender (male) 0.67 0.29-1.52 0.342  

ALT (>80 U/l) 1.37 0.63-2.97 0.427  

Log10 HBV DNA (<7.0 IU/ml) 1.24 0.57-2.72 0.592  

Log10 HBsAg (<4.0 IU/ml) 2.13 0.96-4.73 0.062  

Liver stiffness (<7.5 kPa) 1.27 0.43-3.78 0.667  

IL28B rs12979860-CC 0.70 0.19-2.59 0.594  

IFNL4 ss469415590-TT/TT  0.70 0.19-2.59 0.594  

HLA-DPA1 rs3077-GG 1.27 0.58-2.76 0.552  

IP-10 G-201A-GG 3.81 1.31-11.12 0.014*  

Serum IP-10 level (≥ 500pg/mL) 3.07 1.10-8.54 0.032*  

HBeAg-negative CHB     

Age (<40 years) 0.84 0.43-1.62 0.598  

Gender (male) 1.14 0.59-2.21 0.696  

ALT (>80 U/l) 1.22 0.57-2.60 0.611  

Log10 HBV DNA (<5.0 IU/ml) 1.16 0.59-2.27 0.657  

Log10 HBsAg (<3.5 IU/ml) 2.62 1.31-5.24 0.007*  

Liver stiffness (<7.5 kPa) 0.94 0.39-2.23 0.883  

IL28B rs12979860-CC 0.80 0.35-1.85 0.603  

IFNL4 ss469415590-TT/TT 0.80 0.35-1.85 0.603  

HLA-DPA1 rs3077-GG 2.25 1.12-4.55 0.023*  

IP-10 G-201A-GG 0.81 0.38-1.70 0.568  

หมายเหตุ  * หมายถึง P< 0.05 
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7. การวัดปริมาณ IP-10 ในซีรั่มของผู้ป่วย HBeAg positive CHB ก่อนการรักษา 

จากการวัดปริมาณ IP-10 ในซีรั่มของผู้ป่วย HBeAg positive CHB ก่อนการรักษาพบว่า                      
มีค่าเฉลี่ย 393 pg/mL โดยในผู้ป่วยที่ตอบสนองต่อการรักษาพบว่า มีระดับ  IP-10 เฉลี่ย                      
496 pg/mL ซึ่งสูงกว่าในผู้ป่วยที่ไม่ตอบสนองต่อการรักษาที่มีระดับ IP-10 เฉลี่ย 328 pg/mL 
(P=0.013) นอกจากนี้ยังพบว่า ระดับ IP-10 ก่อนการรักษา สัมพันธ์กับจีโนไทป์ของยีน IP-10 
ต าแหน่ง G-201A โดยในกลุ่มผู้ป่วยจีโนไทป์ GG มีระดับ IP-10 เฉลี่ย 432.2 pg/mL ซึ่งสูงกว่า               
ในกลุ่มผู้ป่วยจีโนไทป์ GA และ AA (non-GG) ที่มีระดับ IP-10 เฉลี่ย 257.3 pg/mL อย่างมีนัยส าคัญ 
(P=0.028) ดังรูปที่ 10 

 

 

รูปที่ 10 ระดับ IP-10 ในซีรั่มของผู้ป่วย HBeAg positive CHB ก่อนการรักษาในผู้ป่วยกลุ่มจีโนไทป์ 
GG และ non-GG 
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บทที่ 5 

สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ยีน HLA-DPA1 ต าแหน่ง rs3077 ในผู้ป่วย HBeAg positive CHB 

HLA-DP จัดเป็นยีนที่ควบคุมและก าหนดการสร้างโมเลกุล HLA class II ซึ่งมีบทบาทส าคัญ
ในการน าเสนอเป็ปไทด์ของแอนติเจนให้แก่ CD4+ T cell ที่เป็นกลไกส าคัญในการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อ HBV (11) ซึ่งจากการศึกษา GWAS ในชาวเอเชีย ได้มีการระบุว่า SNP 
rs3077 สัมพันธ์กับการขจัดเชื้อ HBV โดยธรรมชาติ (natural clearance) (7) นอกจากนี้การศึกษา
ในประเทศไทย โดย Posuwan N. และคณะพบว่า rs3077 สัมพันธ์กับการเกิด HBsAg clearance 
โดยธรรมชาติด้วย (46) 

จากการศึกษาก่อนหน้ามีหลายงานวิจัยที่รายงานว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณ
ยีน HLA-DPA1 ต าแหน่ง rs3077 สัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาในผู้ป่วย HBeAg positive 
CHB ทั้งชาวเอเชียและชาวผิวขาว (34, 35, 47)  เช่นการศึกษาของ Tseng TC. และคณะได้
ท าการศึกษาในชาวใต้หวัน พบว่าจีโนไทป์ GG มีอัตราการเกิด HBeAg seroconversion สูงกว่า                
จีโนไทป์อ่ืน โดยผู้ป่วยส่วนใหญ่ได้รับการรักษาด้วย PEG-IFN เป็นเวลา 6 เดือน และติดเชื้อ HBV       
จีโนไทป์ B (34). ในขณะที่ Cheng L. และคณะได้ท าการศึกษาในผู้ป่วยชาวจีน พบว่า rs3077                
จีโนไทป์ GG สัมพันธ์กับอัตราการเกิด HBeAg loss และ anti-HBe seroconversion (35) 
นอกจากนี้การศึกษาในชาวผิวขาวที่ส่วนใหญ่ติดเชื้อ HBV จีโนไทป์ A และ D พบว่าผู้ป่วยที่มี rs3077 
จีโนไทป์ GG สัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วย PEG-IFN แต่การกระจายตัวของอัลลีลแตก
ต่างจากชาวเอเชีย โดยอัลลีล G เป็นอัลลีลที่พบน้อย (minor allele) ในชาวผิวขาว แต่พบมาก 
(major allele) ในชาวเอเชีย (47) 

 โดยงานวิจัยนี้พบว่า การกระจายตัวของอัลลีลในผู้ป่วยชาวไทยสอดคล้องกับการศึกษา                  
ในประเทศใต้หวัน (34) และจีน (35) คือ อัลลีล G เป็นอัลลีลที่พบมาก แต่อย่างไรก็ตามการศึกษานี้                
ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่าง SNP rs3077 กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN                  
ในผู้ป่วย HBeAg positive CHB ซึ่งขัดแย้งกับงานวิจัยก่อนหน้า (34, 35, 47) โดยอาจเป็นผลมาจาก
ความแตกต่างของหลายปัจจัย เช่น จีโนไทป์ของไวรัสซึ่งในงานวิจัยนี้ส่วนใหญ่เป็น HBV จีโนไทป์ C , 
ขนาดของกลุ่มประชากรที่ศึกษาซึ่งเล็กกว่าการศึกษาก่อนหน้า , พันธุกรรมของผู้ติดเชื้อในแต่ละ                
เชื้อชาติ (genetic background) และสูตรการรักษา โดยในงานวิจัยนี้ผู้ป่วยได้รับการรักษาด้วย              
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PEG-IFN เป็นเวลา 1 ปี ในขณะที่การศึกษาในใต้หวันและจีนผู้ป่วยได้รับยาเพียง 6 เดือน (34, 35) 
รวมทั้งการประเมนิผลการรักษาก็ยังแตกต่างกันอีกด้วย 

ยีน HLA-DPA1 ต าแหน่ง rs3077 ในผู้ป่วย HBeAg negative CHB 

ในปี 2014 Brouwer WP. และคณะได้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม ต าแหน่ง 
rs3077 กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วย HBeAg negative CHB                  
ในชาวผิวขาว ซึ่งพบว่า HLA-DPA1 rs3077 จีโนไทป์ GG สัมพันธ์กับการการตอบสนองต่อการรักษา 
(ระดับ HBV DNA<2000 IU/mL หลังจากหยุดการรักษาแล้ว 6 เดือน) (47) 

งานวิจัยนี้เป็นรายงานแรกท่ีศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม ต าแหน่ง rs3077 กับการ
ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยา PEG-IFN ในผู้ป่วย HBeAg negative CHB ชาวไทย ซึ่งพบว่าผู้ป่วย  
ที่มี HLA-DPA1 ต าแหน่ง rs3077 เป็นรูปแบบ GG มีอัตราการเกิด VR สูงกว่าผู้ป่วยจีโนไทป์ GA และ 
AA ซึ่งสัมพันธ์กับการศึกษาในชาวผิวขาว ที่ส่วนใหญ่ติดเชื้อ HBV โนไทป์ A และ D (47) แต่ความถึ่
ของอัลลีลแตกต่างกัน โดยอัลลีล G เป็นอัลลีลที่พบน้อย (minor allele) ในชาวผิวขาว แต่พบมากใน
ชาวไทย อย่างไรก็ตามมีการศึกษาที่ระบุว่าผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg negative CHB ที่ตอบสนองต่อการ
รักษา ยังคงมีโอกาสเกิดการก าเริบของการติดเชื้อได้ โดยเฉพาะในช่วงเวลา 1  ปีแรกหลังหยุด                  
การรักษา (48) ซึ่งงานวิจัยนี้พบว่า rs3077 จีโนไทป์ GG สัมพันธ์กับการลดลงของ HBsAg อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ทั้งในระหว่างการรักษาและช่วงเวลาที่ติดตามหลังหยุดการรักษา นอกจากนี้               
จีโนไทป์ GG ยังสัมพันธ์กับระดับ HBsAg <1000 IU/ml หลังจากหยุดการรักษาแล้ว 6 เดือน ซึ่งเป็น
จุดสิ้นสุดการรักษา (endpoints) ที่เคยมีรายงานระบุว่าสัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาแบบ
ยั่งยืน (sustained response) (48-50) 

เนื่องจากที่ผ่านมา มีการศึกษาที่รายงานว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน            
HLA-DPA1 สัมพันธ์กับการควบคุมของระบบภูมิคุ้มกันและการด าเนินโรคของการติดเชื้อ HBV (7, 
51) ซึ่งความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณนี้อาจส่งผลต่อปฏิสัมพันธ์ระหว่าง APC และ T cells 
ให้แข็งแรงมากขึ้น และอาจส่งผลให้ประสิทธิภาพของระบบภูมิคุ้ มกันในการต้านเชื้อไวรัสดีขึ้น 
กระบวนการทั้งหมดนี้อาจส่งผลท าให้ประสิทธิภาพของยากลุ่ม PEG-IFN เหนี่ยวน าให้มีการตอบสนอง
ของระบบภูมิคุ้มกันและยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของไวรัสได้ (47) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงช่วยเพ่ิมความเข้าใจ
ความสัมพันธ์ระหว่างไวรัสและระบบภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยและชี้ให้ เห็นว่าในประชากรไทยสามารถใช้
ความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน HLA-DPA1 เป็นตัวพยากรณ์ผลการรักษาในผู้ป่วย CHB 
ได้ แต่อย่างไรก็ตามยังต้องการการศึกษาเพ่ิมเติมในกลุ่มประชากรอ่ืนอีกเพ่ือยืนยันผลการศึกษาที่
เกิดข้ึน 
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ยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860 และ IFNL4 ต าแหน่ง ss469415590 ในผู้ป่วย HBeAg-
positive CHB และ HBeAg-negative CHB 

จากการศึกษาด้านไวรัสตับอักเสบซีพบว่า ความหลากหลายทางพันธุกรรมต าแหน่ ง
rs12979860 และ ss469415590 สามารถใช้เป็นตัวท านายการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยา                  
PEG-IFN ร่วมกับ RBV รวมทั้งเป็นตัวท านายการเกิด spontaneous HCV clearance อีกด้วย (16, 
52) โดย SNPs ทั้งสองต าแหน่งมีลักษณะเป็น linkage disequilibrium (LD) สูงในกลุ่มเชื้อชาติ
เอเชียและยุโรป และมีลักษณะ LD ปานกลางในชาวแอฟริกัน โดยโปรตีน IFNL4 มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่
สามารถเหนี่ยวน าวิถี JAK-STAT และการแสดงออกของกลุ่มยีน ISG (16) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาที่
พบว่าการเหนี่ยวน าการแสดงออกของ IL28B และ IP-10 mRNA ขึ้นอยู่กับความหลากหลาย                
ทางพันธุกรรมต าแหน่ง ss469415590 ไม่ใช่ rs12979860 ซึ่งเป็นการบ่งชี้ว่า ss469415590 เป็น 
functional variant ที่สัมพันธ์กับการเกิด HCV clearance (52) โดยมีการศึกษาที่พบว่า โปรตีน 
IFNL4 รูปแบบที่ active สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ ISG ในตับให้มีระดับสูงก่อนการรักษา  
ซึ่งอาจเป็นสาเหตุส าคัญที่ท าให้ผู้ป่วยมีอัตราการขจัดเชื้อ HCV ลดลง (53) 

ในปัจจุบันมีหลายงานวิจัยที่ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ยีน IL28B ต าแหน่ง rs12979860 กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในผู้ป่วย 
CHB แต่ยังไม่มีรายงานการศึกษาผลของ ss469415590 ในผู้ป่วย CHB ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเป็น
การศึกษาแรกที่ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของ ss469415590 และการตอบสนองต่อการ
รักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ทั้งในผู้ป่วย HBeAg-positive CHB และ HBeAg-negative CHB ซึ่งจาก
งานวิจัยนี้พบว่า SNPs rs12979860 และ ss469415590 ลักษณะเป็น LD กัน คือมีการถ่ายทอดทาง
พันธุกรรมไปพร้อมกัน โดยรูปแบบอัลลีล C ของ rs12979860 มักพบคู่กับรูปแบบอัลลีล T ของ 
ss469415590 ซึ่งเป็นอัลลีลที่พบเป็นส่วนใหญ่ในประชากรและรูปแบบอัลลีล T ของ rs12979860 
พบร่วมกับรูปแบบ อัลลีล ∆G ของ ss469415590 ซึ่งเป็นอัลลีลที่พบน้อย แต่ในการศึกษานี้ไม่พบ
ความสัมพันธ์ระหว่าง SNPs ทั้งสองต าแหน่งกับการตอบสนองต่อการรักษาทั้งในกลุ่มผู้ป่วย               
HBeAg-positive CHB และ HBeAg-negative CHB  

ที่ผ่านมามีหลายงานวิจัย ที่ท าการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทาง
พันธุกรรมบริเวณยีน IL28B ในผู้ติดเชื้อ HBV กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN 
แต่ยังมีข้อมูลที่ไม่ชัดเจน และมีบางงานวิจัยที่ให้ผลขัดแย้งกัน  เช่น การศึกษาในกลุ่มผู้ป่วย                
HBeAg-positive CHB ทั้งชาวเอเชียและยุโรป พบว่า rs12979860 จีโนไทป์ CC สัมพันธ์กับโอกาส
การเกิด HBeAg clearance หลังจากหยุดการรักษาเป็นเวลา 6 เดือน (38) การศึกษาในผู้ป่วยชาวจีน 
HBeAg-positive CHB พบว่า SNP rs12979860 สัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยา  
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กลุ่ม PEG-IFN (40) นอกจากนี้ยังมีรายงานที่ท าการศึกษาในประเทศอิตาลี พบว่าในผู้ป่วยกลุ่ม                     
HBeAg-negative CHB ที่ติดเชื้อ HBV จีโทไทป์ D ความหลากหลายทางพันธุกรรมต าแหน่ง 
rs12979860 สัมพันธ์กับการเกิด HBsAg clearance (39) ในทางตรงกันข้าม มีหลายรายงานที่ไม่พบ
ความสัมพันธ์ระหว่าง SNP ดังกล่าวกับการตอบสนองต่อการรักษาทั้งใน HBeAg-positive CHB และ 
HBeAg-negative CHB (34, 35, 54-56) 

จากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า ผลของความหลากหลายทางพันธุกรรมของ IL28B และ
IFNL4 ต่อการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN อาจแตกต่างกันระหว่างกลุ่มผู้ป่วย CHB 
และ CHC ซึ่ ง ในผู้ป่วย CHC ความหลากหลายทางพันธุกรรมต าแหน่ง rs12979860 และ
ss469415590 ก็ไม่สามารถท านายการตอบสนองต่อการรักษาได้ในทุกจีโนไทป์ ดังเช่นการศึกษาของ 
Akkarathamrongsin S. และคณะพบว่าทั้ง rs12979860 และ  ss469415590 สัมพันธ์กับการ
ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยา PEG-IFN ร่วมกับ RBV ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อ HCV จีโนไทป์ 1 เท่านั้น              
ไมส่ัมพันธ์กับ HCV จีโนไทป์ 3 และ 6 (57) ดังนั้นการท านายผลการรักษาโดยใช้ SNPs rs12979860 
และ ss469415590 จึงมีประโยชน์เฉพาะในผู้ป่วย CHC ที่ติดเชื้อ HCV จีโนไทป์ 1 เท่านั้น ในขณะที่
ผู้ป่วย CHB SNPs ดังกล่าวไม่สามรถใช้ท านายผลการรักษาได้ 
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ตารางท่ี 19 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณยีน IL28B 
ต าแหน่ง rs12979860 กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ในประเทศต่างๆ 

 
หมายเหตุ; AS ย่อมาจาก associated หมายถึง งานวิจัยที่พบว่า SNP rs12979860 สัมพันธ์กับการ
ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN, NAS ย่อมาจาก not associated หมายถึง งานวิจัยที่
พบว่า SNP rs12979860 ไม่สัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN 

  

      Patients      Reference Ethnicity 
(region) 

   HBV 
genotype 

Sample    
  size 

result 

HBeAg-Positive 
CHB 

Sonneveld MJ, et al.(58) Caucasian,  
African 
and Asian 

A, B, C, D 205 AS 

Wu H, et al.(40) Asian 
(Chinese) 

B, C 212 AS 

Holmes JA, et al.(55) Asian,  
Caucasian,   
and African 

A, B, C, D 60 NAS 

Zhang Q, et al.(56) Caucasian             
(France) 

A, B, C, D, 
E, G 

97 NAS 

Cheng L, et al.(35) Asian 
(Chinese) 

B, C 144 NAS 

This study Asian (Thai) B, C 107 NAS 

HBeAg-Negative  
CHB 

Lampertico P, et all.(39) Caucasian 
(Italy) 

D 101 AS 

Boglione L, et al.(41) Asian,  
Caucasian,   
and African 

A, B, C, D, 
E, F 

190 AS 

Holmes JA, et al(55) Asian,  
Caucasian,   
and African 

A, B, C, D 36 NAS 

This study Asian (Thai) B, C 147 NAS 
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ยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A ในผู้ป่วย HBeAg positive CHB 

จากการศึกษาก่อนหน้าได้มีการรายงานว่า ความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณ                       
โปรโมเตอร์ของยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A  สัมพันธ์กับความไวต่อการด าเนินโรค CHB นอกจากนี้
จากการวิเคราะห์หน้าที่ (Functional analysis) พบว่าความหลากหลายของ G-201A  มีผลต่อ
ความสามารถในการจับ nuclear protein และควบคุมการแสดงออกของ IP-10 (45) ล่าสุด Xu Z.  
และคณะได้รายงานว่า G-201A  สัมพันธ์กับการด าเนินโรคในผู้ป่วยที่ติดเชื้อ HBV โดยการเพ่ิม            
การแสดงออก (up-regulating) ของ IP-10 (20) 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาแรกที่อธิบายความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรม
บริเวณโปรโมเตอร์ของยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A และการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม  
PEG-IFN ในผู้ป่วย CHB ซึ่งพบว่า จีโนไทป์ของ G-201A สัมพันธ์กับอัตราการเกิด VR ในผู้ป่วย 
HBeAg positive CHB โดยในกลุ่มผู้ป่วยจีโนไทป์ GG มีความถี่ของการเกิด HBeAg clearance 
ร่วมกับ HBV  DNA suppression สูงกว่ากลุ่มจีโนไทป์ non-GG โดยการเกิด HBeAg clearance 
ร่วมกับ HBV DNA suppression นี้เป็นจุดยุติการรักษา (therapeutic endpoint) ซึ่งเป็นข้อแนะน า
ที่อยู่ในแนวทางการรักษาระดับนานาชาติ เนื่องจากให้ผลเป็นระยะเวลายาวนาน และสัมพันธ์กับ
ผลการรักษาที่ดีขึ้น รวมทั้งลดอัตราการเกิดตับแข็งและมะเร็งตับ (59) นอกจากนี้งานวิจัยนี้ยังพบว่า 
G-201A จีโนไทป์ GG สัมพันธ์กับการลดลงอย่างรวดเร็วของระดับ HBsAg ในระหว่างการรักษา
รวมทั้งมีปริมาณ HBsAg ในระดับต่ า (<100 IU/mL) เมื่อหยุดการรักษาแล้วอีกด้วย ซึ่งจากการศึกษา
ในกลุ่มประชากรชาวเอเชีย พบว่าปริมาณ HBsAg ที่ต่ ากว่า 100 IU/mL สามารถใช้เป็นเกณฑ์
พิจารณาว่าผู้ป่วยรายนั้นมีโอกาสการเกิด spontaneous HBsAg clearance สูง (60, 61) 

งานวิจัยนี้เป็นการสนับสนุนแนวคิดที่ว่า ความหลากหลายทางพันธุกรรมของผู้ป่วยอาจมี
บทบาทต่อผลการรักษาผู้ป่วย CHB ด้วยยา PEG-IFN ในปัจจุบันกลไกที่เก่ียวข้องกับความหลากหลาย
ทางพันธุกรรม G-201A ที่มีผลต่อการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ยังไม่ทราบแน่ชัด 
แต่คาดว่าอาจเกิดจาก G-201A มีผลต่อระดับ IP-10 ในซีรั่ม โดยงานวิจัยนี้พบว่าผู้ป่วยที่มี G-201A  
จีโนไทป์ GG มีระดับ IP-10 ในซีรั่มก่อนการรักษาสูงกว่าในผู้ป่วยกลุ่ม non-GG อย่างมีนัยส าคัญ            
ทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าที่พบว่า G-201A มีผลต่อความสามารถในการจับของ 
nuclear protein ซึ่งควบคุมการแสดงออกของ IP-10 (45) นอกจากนี้งานวิจัยนี้ยังแสดงให้เห็นว่า 
ผู้ป่วยที่มีระดับ IP-10 ในซีรั่มก่อนการรักษาสูงมีโอกาสในการเกิด HBeAg clearance และ HBV 
DNA suppression สูงด้วย ซึ่งสอดคล้องกับหลายงานวิจัยก่อนหน้าที่พบว่า ระดับ IP-10 ในซีรั่มสูง
สัมพันธ์กับโอกาสในการเกิด HBeAg clearance และการลดลงของระดับ HBsAg  ในผู้ป่วย CHB                 
ที่ได้รับการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN หรือ NA (62-65) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าในผู้ป่วยที่
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ตอบสนองต่อการรักษา มักมีการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันอยู่ก่อนแล้ว เช่น ผู้ป่วยที่ระดับ
เอนไซม์ ALT สูงก่อนการรักษา จะมีอัตราการตอบสนองต่อการรักษาสูงกว่า (66) ดังนั้นจากงานวิจัย
นี้ ผู้ป่วยที่มีระดับ IP-10 สูงก่อนการรักษาอาจแสดงถึงการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันที่มีอยู่ก่อน
แล้ว (pre-existing immune response) ซึ่งส่งผลให้ผู้ป่วยกลุ่มนี้มีโอกาสตอบสนองต่อการรักษา
ด้วย PEG-IFN ดีกว่านั่นเอง 

ยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A ในผู้ป่วย HBeAg negative CHB 

งานวิจัยนี้เป็นรายงานแรกที่ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรม
บริเวณโปรโมเตอร์ของยีน IP-10 ต าแหน่ง G-201A และการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม  
PEG-IFN ในผู้ป่วย HBeAg negative CHB ซึ่งไม่พบความสัมพันธ์ดังกล่าวในผู้ป่วยกลุ่มนี้ แต่พบว่า              
จีโนไทป์ของ G-201A  สัมพันธ์กับระดับเอนไซม์ ALT ก่อนการรักษา โดยในกลุ่มผู้ป่วยจีโนไทป์ GG  
มีระดับเอ็นไซม์ ALT ก่อนการรักษาต่ ากว่ากลุ่ม non-GG อย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งระดับ ALT สูงก่อนการ
รักษาสัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN (67-69) การศึกษาในประเทศ
อิตาลี พบว่าในผู้ป่วย HBeAg negative CHB ที่มีระดับ ALT ก่อนการรักษาสูงมากกว่า 5 เท่าของค่า
ปกติ มีโอกาสตอบสนองต่อการรักษามากกว่า (69) แต่ในงานวิจัยนี้พบว่าระดับ ALT ก่อนการรักษา 
ไม่แตกต่างกันในกลุ่มผู้ป่วยที่ตอบสนองต่อการรักษาและไม่ตอบสนองต่อการรักษา ซึ่งอาจเกิดจาก
ผู้ป่วย HBeAg negative CHB เป็นระยะที่ระดับเอ็นไซม์ ALT สูงและมีการเปลี่ยนแปลงขึ้นลง               
เป็นระยะๆ รวมทั้งพบว่าระดับ ALT อาจไม่สัมพันธ์กับความรุนแรงของตับอักเสบเสมอไปและยังอาจ
แปรผันไปตามน้ าหนักตัว รวมทั้งปัจจัยอื่นๆของผู้ป่วยด้วย 

กล่าวโดยสรุปคือ งานวิจัยนี้พบว่า SNP ต าแหน่ง G-201A ของยีน IP-10 สัมพันธ์กับการ
ตอบสนองต่อการรักษาผู้ป่วย HBeAg-positive CHB และ SNP ต าแหน่ง rs3077 ของยีน                 
HLA-DPA1 สัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาในผู้ป่วย HBeAg-negative CHB ซึ่งอาจช่วยใน
การระบุตัวพยากรณ์ (predictors) ผลการรักษาด้วยยากลุ่ม PEG-IFN ซึ่งเป็นการลดค่าใช้จ่ายและ
ผลข้างเคียงจากการรักษาได้ แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้ยังต้องการ การศึกษาเพ่ิมเติมในกลุ่ม
ประชากรอ่ืนๆเพ่ือเป็นการยืนยันผล โดยเฉพาะ SNP ต าแหน่ง G-201A ของยีน IP-10 ซึ่งยังไม่เคย            
มีการศึกษามาก่อน 
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ภาคผนวก 

การเตรียมสารเคมี 

1. Lysis buffer 

สารเคมีที่ใช้  ปริมาณ 

Tris-HCl   0.105 g 

EDTA    0.1245 g 

SDS    0.335 g 

จากนั้นเติม distilled water จนมีปริมาตร 50 ml แล้วเก็บท่ี 4 °C 

2. 2M Sodium Acetate (2M NaOAC) 

สารเคมีที่ใช้   ปริมาณ 

Sodium acetate   4.92 g 

จากนั้นเติม distilled water 30 ml 

3. Chloroform (CHCl3): Isoamyl Alcohol (IAA), 49:1 

สารเคมีที่ใช้  ปริมาณ 

Isoamyl Alcohol  1 ml 

เติม Chloroform จนปริมาตรรวมเป็น 50 ml 

4. 70% Ethanol 

สารเคมีที่ใช้  ปริมาณ 

Absolute Ethanol  70 ml 

เติม distilled water ให้มีปริมาตรรวมเป็น 100 ml 
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5. 5X Tris Borate Buffer (5xTBE) 

สารเคมีที่ใช้  ปริมาณ 

Tris base   54 g 

Boric acid   27.5 g 

EDTA (pH 8.0)   20 ml 

จากนั้นเติม Distilled water ปริมาตร 1000 ml เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

6. การเตรียม 2% (w/v) agarose gel ปริมาตร 100 ml 

สารเคมีที่ใช้  ปริมาณ 

Agarose  2 g 

1X TBE buffer 100 ml 

7. 3% (w/v) agarose gel ปริมาตร 100 ml 

สารเคมีที่ใช้  ปริมาณ 

Agarose  3 g 

1X TBE buffer 100 ml 

8. 10% Ethidium bromide 

สารเคมีที่ใช้   ปริมาตร 

Ethidium bromide  30 µl 

Distill water   300 μl
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ประวัติการศึกษา  
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ผลงานทางวิชาการ  

1. Poster Presentation ในงาน European Association for the Study of the Liver (EASL) Special 
Conference: “Optimal Management of Hepatitis B Virus Infection” ระหว่างวันที่ 26-27 กันยายน 2014 ณ กรุงเอเธนส์ 
ประเทศกรีซ  เรื่อง : IFNL3 (IL28B) and IFNL4 polymorphisms are not associated with treatment response to 
pegylated interferon-based therapy in Thai patients with HBeAg-negative chronic hepatitis B  

2. Poster Presentation ในงาน Asian Pacific Association for the Study of the Liver (APASL) 2015 
İstanbul - The 24th Conference of the Asian Pacific Association for the Study of the Liver ระหว่างวันที่ 12-15 
มีนาคม 2015 ณ เมืองอิสตันบูล ประเทศตุรกี ทั้งหมด 3 เร่ือง ได้แก่ 

- เรื่อง : Single nucleotide polymorphism of HLA-DPA1 is associated with treatment response 
to pegylated interferon in Thai patients with HBeAg-negative chronic hepatitis B  

- เรื่อง : IFNL3 (IL28B) and IFNL4 polymorphisms are not associated with treatment response 
to pegylated interferon in Thai patients with HBeAg-positive chronic hepatitis B  

- เรื่อง : The association of interferon-gamma induced protein-10 (IP-10) polymorphism and 
treatment response to pegylated interferon in patients with HBeAg-negative chronic hepatitis B  

3. Poster Presentation ในงาน American Association for the Study of Liver Diseases (AASLD) 
The Liver Meeting 2015 ระหว่างวันที่ 13-17 พฤศจิกายน 2015 ณ เมืองซานฟรานซิสโก รัฐแคลิฟอร์เนีย ประเทศ
สหรัฐอเมริกา  เรื่อง : Association of Interferon-gamma Inducible Protein 10 Polymorphism with Treatment 
Response to Pegylated Interferon in HBeAg-Positive Chronic Hepatitis B 

4. Oral Presentation ในงาน Graduate Research competition 2015 ระหว่างวันที่ 1-2 และ 7-8 
เมษายน 2015 ณ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  เรื่อง :  Single nucleotide polymorphism of HLA-DPA1 is 
associated with treatment response to pegylated interferon in Thai patients with HBeAg-negative chronic 
hepatitis B  

5. ตีพิมพ์ผลงานวิจัย เรื่อง : Single Nucleotide Polymorphism of Interferon Lambda-4 Gene is not 
Associated with Treatment Response to Pegylated Interferon in Thai Patients with Chronic Hepatitis B ใน
วารสาร Asian Pacific Journal of Cancer Prevention 
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