
บททั 3
วิธีดำเนินการ

คำถามการวิจัย (Research Question)
คำถามหลัก (Primary question)

ใ น ค น ไ ท ย  H L A - D R B  1 * 0 4 0 5  ม ีค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ก ับ โ ร ค ข ้อ อ ัก เส บ ร ูม า ต อ ย ด ์ห ร ือ ไ ม ,

วัตถุประสงค์ของการวิจัย (Objective)
เพ ื่อ ต ้อ ง ก า ร ศ ึก ษ า ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ข อ ง  H L A - D R 4  s u b t y p e  ช น ิด ต ่า ง ๆ ก ับ โ ร ค ข ้อ  

อ ัก เส บ ร ูม า ต อ ย ด ํใ น ค น ไ ท ย

สมมติฐาน (Hypothesis)
ใ น ค น ไ ท ย ส ัด ส ่ว น ข อ ง ผ ู้ป ่ว ย โ ร ค ข ้อ อ ัก เส บ ร ูม า ต อ ย ด ์ท ี่ม ี H L A - D R B  1 * 0 4 0 5  ม า ก ก ว ่า ค น

ป ก ต ิ

รูปแบบการวิจัย (Research Design)
C r o s s - S e c t i o n a l  D e s c r ip t iv e  S tu d y

ระเบียบวิธีวิจัย (Research Methodology)
ประชากร (Population) และตัวอย่าง (Sample)
ประชากรเป้าหมายได้แก่ ผู้ป่วยไทยโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์
กลุ่มตัวอย่างได้แก่ ผู้ป่วยไทยโรคข้ออักเสบรูมาตอยค์ท่ีมารับการรักษาท่ีหน่วยโรคข้อและ 

รูมาติสซ่ัม โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์
คุณสมบัติของกลุ่มตัวอย่างท่ีเข้าเกณฑไนการวิจัย (Inclusion criteria)
1. ได้รับการวินิจฉัยเป็นโรคข้ออักเสบรูมาตอยค์ตาม classification criteria of rheumatoid 

arthritis ARA 1987 (ภาคผนวก2)
2. ตรวจพบว่ามี HLA-DR4
3. มีเช้ือชาติไทย
คุณสมบัติของกลุ่มตัวอย่างท่ีไม่เข้าเกณฑไนการวิจัย (Exclusion criteria)
1. ได้รับการวินิจฉัยเป็นโรคข้ออักเสบรูมาตอยค์ตาม classification criteria of rheumatoid 

arthritis ARA 1987 (ภาคผนวก2) แต่ตรวจไม่พบ HLA-DR4
2. มีเช้ือชาติอ่ืนท่ีไม่ใช่เช้ือชาติไทย
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กลุ่มควบคุม ได้แก่ คนไทยปกติท่ีมี HLA-DR4
การคัดเลือกตัวอย่าง ผูวจัยจะคัดเลือกตัวอย่างจากกลุ่มตัวอย่างและกลุ่มควบคุมตาม

เกณฑ์ท่ีกำหนดเท่ากับจำนวนขนาดตัวอย่างท่ีคำนวณได้

การคำนวณขนาดตัวอย่าง 35 
N = 2pq( Za + Z p)V (P 1-P0)2 
pa = P0R /[ l+P0(R -l)]
p = ( V  1 +'p 0 ) / 2

N = จำนวนขนาดตัวอย่าง, a  = 0.05, P = 0.1 
Za = 1.96 (two tail), Zp = 1.28 (one tail)
P0 = สัดส่วนของคนปกติ(HLA-DR4) ท่ีมี HLA-DRB 1*0405 จากการศึกษาก่อน 

หน้าน้ีในคนเกาหลี9 พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.378 (เน่ืองจากยังไม่มีการศึกษาเร่ืองน้ีในคนไทย และ 
พบว่าในคนเอเชียผิวเหลีอง เช่น เกาหลี9 HLA-DRB1 0405 มีความสัมพันธกับโรคข้ออักเสบ 
รูมาตอยด้ จึงใช้ข้อมลท่ีมีเซ้ือชาติใกล้เคียงกัน)

R = โอกาสเส่ียง (Relative risk) ของการเป็นโรคข้ออักเสบรูมาตอยด้ ในคนท่ีมี 
HLA-DRB1 0405 จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีในคนเกาหลี9พบว่ามีค่าเท่ากับ 4.6 

P1 = (0.378X4.6)/ [l+0.378x(4.6-l)]
= 0.736

P = (0.378 + 0.736)/2
= 0.557

q = 1-0.557 = 0.443
N = 2X0.557X0.443X(1.96 + 1.28)V(0.736-0.378)2

= 40 คน
จะต้องใช้ตัวอย่างกลุ่มละ 40 คน
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การสังเกต (Observation) และการวัด (Measurement)
ตัวแปรในการวิจ ัย
HLA-DR4 subtype ชนิดต่าง (ๆHLA-DRB1*0401-0410) ของกลุ่มตัวอย่างและกลุ่ม

ควบคุม
เครื่องม ือท ี่ใข ้ไนการวัดต ัวแปร

การตรวจ subtype ชนิดต่าง ขๆอง HLA-DR4 โดยวิธี polymerase chain reaction- 
sequence specific oligonucleotide probe (PCR-SSOP)32 โดยห้องปฏิบัติการ Tissue typing ของ 
หน่วยวิทยาภูมิคุ้มกัน ภาควิชาจุลชีววิทยา และห้องปฏิบัติการชีวโมเลกุลของหน่วยโลหิตวิทยา
ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
การรวบรวมข้อมูล (Data Collection)

กลุ่มผ ู้'ป ่วยโรคข้ออักเสบรูมาดอยตั
1. เก็บข้อมูล อายุ เพศ
2. เก็บข้อมูลลักษณะทางคลีนิคฃองผู้ป่วยโรคข้ออักเสบรูมาดอยดํได้แก่

- ระยะเวลาท่ีเป็นโรคข้ออักเสบรูมาดอยด้
- ระยะเวลาของการเป็นโรคข้ออักเสบรูมาดอยตั
- Extra-articular manifestation
- ผล X-ray ข้อว่ามีการสึกกร่อนของข้อหรือไม่
- ผลการตรวจ rheumatoid factor
- Functional class (ภาคผนวก 3) ต้ังแต่เร่ิมวินิจฉัย และขณะปัจจุบัน
- ภาวะข้อผิดรูป (joint deformity)
- ยาท่ีได้รับ

ร-นัดผู้'ป่วยท่ีมื HLA-DR4 มาเจาะเลือดและแยกเก็บ DNA เอาไว้น่าไปวิเคราะห์ตรวจ 
HLA-DR4 subtypes (0401-0410)

กลุ่มควบคุม
1. เก็บข้อมูล อายุ เพศ
2. นัดกลุ่มควบคุมท่ีมี HLA-DR4 มาเจาะเลือดและแยกเก็บ DNA เอาไว้เพ่ือนำไป 

วิเคราะห์ตรวจหา HLA-DR4 subtypes (0401-0410)
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วิธีการวิเคราะห HLA-DR4 subtypes โดยาธี polymerase chain reaction-sequence specific 
nucleotide probe (PCR-SSOP) ประกอบโปดาย 
1. วิธีการสกัดและแยกเก็บ DNA (D\A extraction)

น้ํายาท่ีใช้
- 5°/o ethylene diamine tetraacetate (EDTA)
- red cell lysis buffer (RCLB.)
- white cell lysis buffer (WCLB.)
- 10°/o sodium dodecyl sulfate (SDS)
- proteinase K
- chloroform+Isoamyl alcohol (24:1)
- 5M. NaCl
- phenol + chloroform-isoamylalcohol 3:1
- absolute ethanol
-7 0 °/o ethanol
- TE buffer
1. เจาะเลือด 10 ml. ใส่หลอดทดลอง(ขนาด 15 ml. ท่ีมี 5% EDTA 2 ml.) ผสมให้เช้า 

กันแล้ว นำมาป่นท่ี 4°c ท่ี 2,500 รอบ/วินาที เปีนเวลานาน 15 นาที
2. เกบ buffy coat ใส่ใน falcon tube (ขนาด 15 ml.) เติม RCLB. 10 ml. ผสมให้เช้ากัน 

นำมาป่นท่ี 4°c ท่ี 1,500 รอบ/วินาที นาน 10 นาที แล้วเทส่วนใสท้ิง ทำซ้ําอีก 1 คร้ัง
3. นำตะกอนท่ีได้ในข้อ 2 มาเติม WCLB. เขย่าทำให้ตะกอนแตกตัวดีแล้วแบ่งใส่ 

eppendorf tube หลอดละ 0.6 ml.
4. เติม 10% SDS 12 pi ผสมให้เช้ากันและเติม proteinase K 12 pi ผสมให้เช้ากันนำไป 

อุ่นท่ี 50 °c นาน 18 ช่ัวโมง หรือท้ิงไว้ค้างคืน
5. เติมสารละลาย phenol + chloroform-isoamyl alcohol (3:1) 0.5 ml. ผสมให้เช้ากัน 

แล้วป่นด้วยเคร่ือง high speed นาน 5 นาที เก็บส่วนใสด้านบนและทำซ้ําอีก 1 คร้ัง
6. นำส่วนใสทีได้มาเติม chloroform+isoamylalcohol (24:1) ปริมาณเท่าตัว ผสมให้เขา 

กันและนำไปป่นด้วยเคร่ือง high speed นาน 5 นาที
7. นำเอาส่วนใสท่ีได้เติม 5 M.NaCl (เพ่ือใหิได้ความเข้มข้นของ NaCl เท่ากับ 0.1 M.) 

ผสมให้เช้ากัน
8. เติม absolute ethanol (ท่ีแซ่เย็นเตรืยมไว้) กะปริมาณ 2 เท่าของส่วนใสท่ีได้ ใช้น้ิวมือ 

ค่อย ป่ๆนกันหลอดทดลองจะแลเห็นสายของ DNA
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9. นำไปปันด้วยเคร่ือง high speed นาน 5 นาทีเทส่วนใสท้ิง
10. เติม 70°/o  ethanol 1 ml. เขย่าจนตะกอนหลุดออกจากก้นหลอดทดลอง นำไปปันด้วย 

เคร่ือง high speed นาน 5 นาที เทส่วนใสท้ิงทำซ้ําอีก 1 คร้ัง
11. นำเอาตะกอนท่ีได้มาทำให้แห้งท่ี 60-80 ๐C นาน 30 นาที
12. เติม TE buffer 50 pi เม่ือ DNA ละลายดีจึงนำไปวัดค่า OD เพ่ือคำนวณหาความ 

เข้มข้นของ DNA ต่อไป
การวัดค่า OD เพื่อหาความเข้มข้นของ DNA
- นำ DNA ท่ีได้มาละลายให้มีความเข้มข้น 1:50 โดยใช้ TE buffer และนำไปวัดค่า OD ท่ี 

260 ททา, 280 ททา และ 330 ททา ตามลำดับ
- คำนวณความเข้มข้นของ DNA ท่ีได้ตามสูตรต่อไปน
ความเข้มข้นของ DNA (gg/ml) = [{(วD(260nm) - OD(330nm)} x5o]x50 
ความเข้มข้นของ DNA ท่ีพอเหมาะคือ 100-120 pg/ml จึงนำไปทำ polymerase chain 

reaction ต' อไป
ถ้าความเข้มข้นของ DNA มากกว่า 120 pg/ml ให้เจือจางด้วย TE buffer ให้มีความ 

เข้มข้น 100 pg/ml
2. วิธีการทำ polymerase chain reaction 

นํ้ายาท ี่ใข ้
- primer B (codon 87: 5’ G CCG CTG CAC TGT GAA GCT CTC 3’)
- primer c  (codon 6: 5’ GT TTC TTG GAG CAG GTT AAA c  3’)
- Taq polymerase
- dNTP
- PCR buffer
- DNA sample
1. นำ primer , PCR buffer, dNTP อุ่นที 37°c นาน 30 นาที
2. ผสม - 10 pi PCR buffer

10 pi dNTP
2.5 pi primer B
2.5 pi primer c
64.5 pi dH20
10 pi DNA sample
0.5 pi Taq polymerase
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รวมปริมาตรท้ังหมด 100 (il ต่อ 1 sample
3. นำเข้าเครือง DNA thermal cycler (Perkin-Elmer model 480 Thermo-Cycler) ตาม 

protocol ของ Quick-Type37
ต้ัง setting ไว้ท่ี 1 cycle : 95°c นาน 30 วินาที

32 cycles ะ 95°c นาน 1 นาที, 60°c นาน 1 นาที, 72°c นาน 1 นาที 
1 cycle : 72°c นาน 10 นาที

4. นำ PCR product ทีได้มาตรวจสอบโดยใซวธี gel electrophoresis

วธตรวจสอบ PCR product โดยใช้ gel electrophoresis
1. ไข้ 1 . 5 %  gel ใน lxTAE + ethidium bromide (10 mg/ml) 1.5 (il เตรียม 30 ml.
วิธีทำ
- ช่ัง agarose gel 0.45 gm. เติม lxTAE 30 ml. นำไปต้มให้ละลาย วางไวิให้อุณหภูมิลด 

ลงเหลือประมาณ 60°c และเติม ethidium bromide 1.5 pi ผสมให้เข้ากันและเทลงใน gel tray ท่ี 
เตรียมไว้ ต้ังท้ังไวิให้เย็น

2. นำ PCR product 4 pi ผสมกับ bromphenol blue 2 pi และหยอดลงใน gel ท่ีเตรียมไว้ 
โดย standard marker^ใช้คือ (|)X 174 DNA/Hae 111 นำไปผ่านกระแสไฟ 85 V. ประมาณ 45 
นาทีจากน้ันนำ gel ไปคูโดยผ่านรังสี ultraviolet โดยแถบท่ีต้องการจะอยู่ท่ีตำแหน่ง 290 kb. ของ 
standard marker ดังแสดงในแผนภาพท่ี5

3. นำ PCR product (ท่ีผ่านการตรวจสอบด้วย gel electrophoresis แล้วให้ผลบวก)มาเติม 
chloroform 50 pi ผสมให้เข้ากันนำไปป่นด้วยเคร่ือง high speed นาน 5 นาที ดูดเอาส่วนใสด้านบน 
เก็บไว้ท่ี 4°c (ข้ันตอนน้ีเป็นการทำเพ่ือแยกเอาน้ัามันออกจาก PCR product) เพ่ือนำไปทำข้ันท่ี 3 
ต่อไป

3. วิธการทำ Dot blot-Hybridization ( Quick-Tvpe ™ ) 37
3 .1 . การเตรียม dot blot บน membrane 

นํ้ายาและอุปกรณ ์'ท ีใช ้
- nylon membrane (Lifecodes # 957025; Amersham Hybond N+)
- PCR products
- 2xSSC
- dénaturation solution
- membrane rinsing solution
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แผนภาพท่ีธ แสดงผลตัวอย่างการตรวจสอบ PCR product โดยวิธี 
Gel electrophoresis

290 kb.
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4. นำ membrane ใส่ในถุงทีตัดไว้แล้วเติมนำยา probe-hybridization solution จากข้อ 2. 
'ป่ดถุงนำไปวางใน water bath shaker 45°c นาน 30 นาที *

5. นำ membrane ออกจากถุงและใส่ในถุงท่ีมี 2xSSC 20 ml ปดถุงเขย่านาน 2-3 นาทีท่ี 
อุณหภูมิห้อง *

6. นำ membrane มาใส่ในถุงท่ีมี TMAC solution 30ml. (60°c) ปดถุงนำไปเขย่าใน 
water bath shaker 60"c นาน 20 นาที *

7. นำ membrane มาใส่ในถุงท่ีมี 2xSSC ปดถุงต้ังท้ิงไว้นาน 2-3 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง *
8. นำ membrane แต่ละแผ่นแซไน lxQUICK-LIGHT Buffer 40 ml. เขย่านาน 1 นาที 

เท 1 xQUICK-LIGHT Buffer ท้ิง และทำซ้ําท้ังหมด 3 คร้ัง
9. นำ membrane มาวางบน folder รีดน้ําออก'ให้'หมด นำไปพ่นด้วย Lumiphos® spray!น 

ห้องมืด รีดฟองอากาศออกให้หมดและ ปดผนึก folder โดยรอบโดยใช้ heat seal
10. นำแผ่น membrane ไปใส่ใน X-ray film casette โดยให้ด้านท่ีมื DNA หันเข้าหาฟล้ม 

ท้ิงไว้นาน 5-30 นาที ท่ีดู้อบ 37°c จึงนำฟล้มไปล้าง จะได้ membrane ตังตัวอย่างแผนภาพท่ี? 
และอ่านผล hybridization ของแต่ละคน (ตามแผนภาพท่ีร) ออกมาเปน HLA-DR4 subtype ชนิด 
ต่างๆ  โดยนำไปเท่ียบกับแผนภาพท่ี9 ซ่ึงแสดง HLA-DR4 subtype ท่ีให้ผลบวกกับ probe ชนิด 
ต่างๆ

การวิเคราะห้ข้อมูล (Data Analysis)
1 การสรุปข้อมูล(รนทททarization of Data)
1. ข้อมูลพ้ืนฐานเก่ียวกับ อายุ เพศ ของคนปกติและของผู้ป่วยโรคข้ออักเสบรูมาดอยด้
2. HLA-DR4 subtype ชนิดต่าง ใๆนผู้ป่วยโรคข้ออักเสบรูมาดอยด้และของคนปกติ
3. หาความสัมพันธ์ระหว่าง HLA-DR4 subtype กับโรคข้ออักเสบรูมาดอยด้
2 การนำเสนอข้อมูล(Data Presentation)
เสนอในรูปแบบตาราง และแผนภาพตามความเหมาะสม
3 การทดสอบสมมติฐาน(Hypothesis testing)
ใช้ Chi-square test ทดสอบว่า HLA-DR4 subtype ชนิดต่าง มืๆความสัมพันธ์กับโรคข้อ 

อักเสบรูมาดอยด้หรือไม่

ป็ญหาทางจริยธรรม (Ethical Considerations)
เน่ืองจากการศึกษาน้ีมืแต่การเก็บตัวอย่างจากเลือดเท่าน้ันจึงไม่มืปัญหาทางด้านจริยธรรม
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ข้อจำกัดในการวิจัย (Limitation)
อาจมี HLA-DR subtype ตัวอ่ืนนอกเหนือจาก HLA-DRB1*0401-0410 ท่ีมีความ 

สัมพันธ์กับโรคข้ออักเสบรูมาตอยตั แต่ไม่สามารถนำมาศึกษาได้เน่ืองจากมีข้อจำกัดเก่ียวกับเร่ือง
งบประมาณ

ผลหรือประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับจากการวิจัย (Expected Benefits and Application)
1. ทำไหได้ข้อมูลเก่ียวกับการกระจายความก่ีของ HLA-DR4 subtype ต่างๆ ท้ัง 10 ชนิดของ 

คนไทยปกติ
2. ทำไหได้ข้อมูลเก่ียวกับการกระจายความก่ีของ HLA-DR4 subtype ต่างๆท้ัง 10 ชนิดของ 

ผู้ป่วยไทยโรคข้ออักเสบรูมาตอยด้
3. ศึกษาความสัมพันธ์ของโรคข้ออักเสบรูมาตอยด้ กับ HLA-DR4 subtype 

แต่ละชนิด (HLA-DRB 1*0401-0410)

อุปสรรคท่ีอาจเกิดข้ึนระหว่างการวิจัยและมาตรการในการแกไข (Obstacles and Strategies to 
solve the problems)

เน่ืองจาก ผู้ป่วยท่ีเคยตรวจพบ HLA-DR4 จากการวิจัยเร่ือง"การศึกษาแอนติเจนของ 
ระบบ HLA ในผู้ป่วยไทยโรคข้ออักเสบรูมาตอยด้"ประมาณ 7-8 ปีท่ีผ่านมา โดย รศ.พญ. ปรืยาจิต 
เจริญวงค และคณะ 13 บางรายอาจขาดการติดตามการรักษาผลทำไหใด้ผู้ป่วยไม่ครบ 40 ราย

การแก้ไขคือ เขียนจดหมายตามหรือติดต่อกับผู้ป่วยทางโทรศัพทํในรายท่ีขาดการติดต่อ
เป็นระยะเวลานาน

การบริหารงานวิจ ัยและตารางการปฏิบ ัต ิงาน (Administration and Time Schedule)
1. หาข้อมูลและทบทวนวรรณกรรม พฤษภาคม ถึง มิถุนายน 2541
2. เตรียมและวางแผนการวิจัย มิถุนายน ถึง กรกฎาคม 2541
3. เสนอโครงการเพ่ือขออนุมัติ กรกฎาคม 2541
4. เร่ิมเก็บรวบรวมข้อมูลและทำการวิจัย
5. วิเคราะห์ข้อมูลจากผลการทดลอง
6. สรุปและรายงานผล

สิงหาคม 2541 ถึง มกราคม 2542 
กุมภาพันธ์ ถึง มีนาคม 2542 
เมษายน 2542



2 4

แผนภาพท่ี7 ภาพวาดแสดงตัวอย่างแผ่น membrane ท่ีให้ผลบวกหลัง hybridization ด้วย probe 
42 และ Probe 58

probe 42



25
แผนภาพท่ี8 แสดงผล Hybridization

No. Probe No.
1 นาย บ.พ.
2 นส. พ.น.
3 นาย ธ.ศ.
4 นาง ศ.จ.
5 นาง ส.จ.
6 นาง อ.จ. 1
7 นาย ค.จ.
8 นาง ส,ส.
9 นส. อ.ก.
10 นาย ม.ส.
11 นาง ภ.ส. 1
12 นาย 5.อ.
13 นาง ก.ข.
14 นาย ท.ท.
15 นาง ส.ส.
17 นาย ช.ม.
18 นาง ก.อ.
19 นาย ป.ป.
20 นาง อ.ก. 1
21 นาง จ.อ.
22 นาง ฉ.ส.
23 นาง ร.ห.
24 นาง บ.ส.
25 นาง ส.ก.
26 นาง น.ว. 1
27 นาง ว.ก.
28 นาง ป.ป.
30 นาง ส.ซ.

รายซ่ือท่ีฃีดเส้นใต้หมายถึง คนปกติ
รายซ่ือท่ีไม่ไต้ขีดเส้นใต้หมายถึง ผู้ป่วยโรคข้ออักเสบรูมาดอยต้

1  ^
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แผนภาพท่ี8 แสดงผล Hybridization

Probe No. 4 13 21 22 29 30 31 38No. Probe No.
31 นส. ร.พ.
32 นาย อ.ก.
33 นาง ว.อ.
34 นาง บ.ห.
35 นส. จ.จ.
36 นาง ส.ข.
38 นาย ธ.ม.
39 นาย ส.ฉุ.
42 น้ํากล่ัน
43 TE buffer

58 64

รายซ่ือท่ีขีดเส้นใต้หมายถึง คนปกติ
รายซ่ือท่ีไม่ไต้ขีดเส้นใต้หมายถึง ผู้ป่วยโรคข้ออักเสบรูมาตอยต้
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แผนภาพท่ี9 แสดง HLA-DR4 subtype ท่ีให้ผลบวกกับ Probe ชนิดต่างๆ
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