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ช่ือโครงการ การด าเนินของโรคเอสแอลอีท่ีสัมพันธ์กับนิเวศจุลชีพในล าไส้ของหนูทดลอง 

นิสิตเสนอโครงการ นางสาวธันยา เฉียบฉลาด 

อาจารย์ท่ีปรึกษา รองศาสตราจารย์ ดร. นราพร สมบูรณ์นะ 

ภาควิชา จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2561 

บทคัดย่อ 

 นิ เวศจุลชีพในล าไ ส้มีบทบาทส า คัญต่อสารอาหารของร่ างกายและระบบภูมิ คุ้มกัน               

ความหลากหลายของนิเวศจุลชีพในล าไส้สามารถเป็นตัวบ่งช้ีถึงสภาวะของสุขภาพ การเปล่ียนแปลง

องค์ประกอบของนิเวศจุลชีพในล าไส้จึงมีความสัมพันธ์ต่ออาการและการเกิดโรคต่างๆ เช่น โรคอ้วน       

โรคล าไส้อักเสบ และโรคภูมิคุ้มกันท าลายตนเอง เช่น โรคเบาหวานชนิดท่ี 1 โรคปลอกประสาทอักเสบ 

รวมทั้งโรคเอสแอลอี ซึ่งเป็นโรคท่ียังไม่ทราบกลไกแน่ชัด และยังไม่สามารถรักษาให้หายขาดได้ นอกจากนี้

การรักษาสมดุลของนิเวศจุลชีพในล าไส้ (homeostasis) ก็อาจน าไปสู่การมีสุขภาพท่ีดีขึ้นได้ โครงการนี้

จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาและเปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงของนิเวศจุลชีพในล าไส้ของหนูทดลอง    

สายพันธุ์ C57BL/6 ท่ีสุขภาพดีกับหนูทดลอง C57BL/6 ท่ีเป็นโรคเอสแอลอีท่ีเกิดจากการกระตุ้นด้วย

สารเคมี (pristane) และท่ีเกิดจากความผิดปกติทางพันธุกรรม (FcgRIIB-/-) โดยวิเคราะห์ระดับ 

ความรุนแรงของโรคจากปริมาณ anti-dsDNA, ปริมาณโปรตีนในปัสสาวะ, IL-6, TNF-a และ IL-10 

กับการเปล่ียนแปลงของนิเวศจุลชีพในล าไส้ จากมูลของหนูทดลองให้เป็นตัวแทนของจุลินทรีย์ในล าไส้    

ท่ีระยะเวลา 2, 4, 6, 8 และ 10 เดือน โดยเทคนิคเมตาจีโนมิกส์ร่วมกับการวิเคราะห์ล าดับเบสท่ียีน 16S 

ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ จากนั้นวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศ ด้วยโปรแกรม Mothur พบว่าการด าเนินของ

อาการในโรคเอสแอลอีมีความสัมพันธ์กับการเปล่ียนแปลงของนิเวศจุลชีพในล าไส้ โดยกลุ่ม pristane     

มีอาการของโรคท่ีอายุ 6 เดือนและมีการเพิ่มความหลากหลายของ OTUs แต่กลุ่ม knockout จะเริ่มมี

อาการต้ังแต่เล็กน้อยท่ีอายุ 4 เดือนและเพิ่มข้ึนอย่างต่อเนื่อง แต่ไม่มีการเพิ่มขึ้นของ OTUs และพบว่ามี

ชนิดของแบคทีเรีย ท่ีมี การ เป ล่ียนแปลง ท่ีอายุ  4 เ ดือน ท้ังสองก ลุ่มไ ด้แก่  มีการลดลงของ 

Lachnospiraceae, Oscillospira และ Clostridium methylpentosum ส่วนท่ีมีการเพิ่มขึ้นได้แก่  

มีการเพิ่มขึ้นของแบคทีเรียในคลาส Mollicutes ต้ังแต่ท่ีอายุ 6 เดือน 
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Abstract 

 Gut microbiota play an importance role in nutritional health and immunological 

system. Maintaining the balance of microbiological ecology in the intestine (homeostasis) 

may lead to better health. Dysbiosis of gut microbiota and diversity can be related to     

the health and associated with many diseases, including systemic lupus erythematosus 

(SLE), which is chronic autoimmune disease. However, mechanism is unclear and this 

disease cannot be cured. Many previous studies have shown that healthy and SLE group 

have different gut microbiota. Therefore, this project studied the association of SLE 

progression and changes of gut microbiota; comparing between wild-type c57BL/6 mice 

and C57BL/6 mice that were caused SLE by different factors, Pristane and genetic knockout 

(FcgRIIB-/-), along the progression of symptoms from anti-dsDNA, urine protein, IL-6, TNF-a 

and IL-10, at 2, 4, 6, 8 and 10 months. The fecal samples representative of intestinal 

microorganisms, and were analyzed using metagenomics combined with sequence 

analyze var region 4 of 16S ribosomal RNA gene. Bioinformatic analyses using Mothur 

program highlighted that the changes of gut microbiota were associated with                      

the occurrence of SLE symptoms. Pristane mice had increased markedly symptoms and 

OTUs at 6 months of age, while FcgRIIB-/- knockout mice had symptoms at 4 months           

of age but OTUs were not changed. Both pristane and knockout mice at 4 months of 

family Lachnospiraceae , Oscillospira and Clostridium methylpentosum decreased, yet 

Mollicutes increased slightly  at 6 months of age. 
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กิตติกรรมประกาศ 

 โครงงานวิทยาศาสตร์ เ ล่มนี้ส าเร็จไ ด้ด้วยดีเนื่องมาจากความกรุณาเป็นอย่างสูงของ                

รองศาสตราจารย์ ดร. นราพร สมบูรณ์นะ อาจารย์ท่ีปรึกษางานวิจัยซึ่งเป็นกรุณาให้ค าแนะน า 

ข้อเสนอแนะต่างๆ ด้วยความเอาใจใส่แก่ผู้วิจัยโดยตลอด 

 ขอกราบขอบพระคุณอาจารย์ทุกท่านในภาคจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย ท่ีให้การประสิทธิ์ประสาทความรู้ 

 ขอบคุณนางสาวภิรญา ฉัฐธนาธรและพี่ๆ ทุกคนในห้องวิ จัย 2016 อาคารมหาวชิรุณหิต  

ท่ีช่วยเหลือ ให้ค าแนะน า แก้ไขปัญหาอุปสรรคต่างๆ และก าลังใจ 

 สุดท้ายนี้ขอกราบขอบพระคุณบิดาและมารดา ท่ีให้การดูแล สนับสนุน และก าลังใจในการศึกษา

ท าวิจัยมาโดยตลอด 
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บทท่ี 1 

บทน า 

โรคเอสแอลอี (systemic lupus erythematosus) 

โ รค เอสแอลอี  ( systemic lupus erythematosus, SLE) หรื อ ช่ือ ในภาษาไทย เรี ย ก ว่ า  

โรคพุ่มพวง คือโรคภูมิคุ้มกันของร่างกายท าลายเนื้อเยื่อตนเอง (autoimmune disease) เกิดจากการ

อักเสบเรื้อรังโดย ไม่ทราบสาเหตุ โดยมีความผิดปกติของระบบภูมิคุ้มกัน ซึ่งปกติท าหน้าท่ีต่อต้านส่ิง

แปลกปลอมจากภายนอกแต่กลับต่อต้านหรือท าลายเซลล์ของเนื้อเยื่อในร่างกายตนเองและสร้าง

แอนติบอดีต่อต้านตนเอง (autoantibodies) ส่งผลให้เกิดการอักเสบและความเสียหายในหลายระบบของ

ร่างกาย 

โรคเอสแอลอีมีการด าเนินของโรคท้ังระยะสงบ (remission) คือไม่มีการแสดงอาการของโรค 

และระยะก าเริบ (active) โดยระยะแรกผู้ป่วยมีอาการท่ัวไป เช่น อ่อนเพลีย เป็นไข้ ปวดเมื่อยตาม

ร่างกาย เบ่ืออาหาร น้ าหนักลด ต่อมาจะมีความรุนแรงและการด าเนินของโรคแตกต่างกันในแต่ละบุคคล 

เช่น ผ่ืนหรือแผลท่ีผิวหนังบริเวณต่างๆ ผ่ืนผีเส้ือท่ีแก้มท้ังสองข้าง (butterfly rash) แผลบริเวณผิวท่ีมี  

เยื่อเมือก ภาวะไตอักเสบ (lupus nephritis) ข้อต่อบวมอักเสบมีลักษระผิดรูป (rheumatoid arthritis)  

เยื่อหุ้มหัวใจอักเสบ (pericarditis) ภาวะเยื่อหุ้มปอดอักเสบ (pleuritis) ปอดอักเสบ (pneumonia)    

ม้ามโต (splenomegaly) เป็นต้น ซึ่งการก าเริบของโรคเป็นสาเหตุส าคัญในการสียชีวิตของผู้ป่วย         

เอสแอลอีเป็นอันดับสอง รองจากการติดเช้ือ 

เอสแอลอีเป็นโรคท่ีพบได้ท่ัวโลกและเกือบทุกช่วงอายุ โดยในปัจจุบันมีผู้ป่วยโรคนี้มากกว่า       

5 ล้านคน และมีรายงานผู้ป่วยใหม่ 16,000 รายต่อปี โอกาสเกิดในเพศหญิงมากกว่าเพศชาย ในอัตราส่วน 

9 ต่อ 1 โดยเฉพาะในผู้หญิงอายุน้อย 15-45 ปี โดยในอเมริกาเหนืออุบัติการณ์การเกิดโรค (incidence) 

23.2 ราย ต่อประชากร 100,000 รายต่อปี และมีความชุก 241 ต่อ 100,000 ราย (Rees et al., 2017) 

ในคนเอเชียมีอุบัติการณ์การเกิดโรค 0.9-3.1 ต่อประชากร 100,000 รายต่อปี มีความชุก 4.3-45.3  

ต่อ 100,000 ราย (Mok et al., 2015) 

ปัจจุบันยังคงไม่ทราบสาเหตุและกลไกของการเกิดโรคท่ีแน่ชัด แต่คาดว่าอาจมีความสัมพันธ์กับ

ปัจจัยทางพันธุกรรมและปัจจัยทางส่ิงแวดล้อม เช่น รังสีอัลตราไวโอเลต การติดเช้ือไวรัส การใช้ยาและ

สารเคมี รวมท้ังสภาพแวดล้อมท่ีมีมลภาวะมากขึ้นในปัจจุบัน อาจเป็นส่ิงกระตุ้นให้ผู้คนมีโอกาสเส่ียงต่อ

การเป็นโรคเอสแอลอีมากยิ่งขึ้น โดยผู้ท่ีมียีนไวต่อการเป็นโรคเมื่อได้รับการกระตุ้นจากส่ิงแวดล้อมท าให้
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เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอจึงไปกระตุ้นการตอบสนองของระบบภูมิ คุ้ มกันท่ีมีมาแต่ก า เนิด  

(innate immunity) โดยจะเกิดการผลิตอินเตอร์เฟียรอนชนิดท่ี 1 (type 1 interferon) และไซโตไคน์ 

(cytokines) หลายชนิด  ซึ่งท าให้เกิดการตอบสนองของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันต่างๆ รวมท้ังเกิดการ

อักเสบ ส่งผลให้เนื้อเยื่อถูกท าลายจึงเกิดกระบวนการตายของเซลล์ (apoptosis) ในผู้ป่วยโรคเอสแอลอี

พบว่ามีความผิดปกติต่อการก าจัด apoptotic cell ท าให้เนื้อเยื่อหรือเซลล์ท่ีเกิดการตายจะกลายเป็น 

autoantigen ซึ่งจะถูกน าเสนอผ่าน dendritic cell ให้แก่เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันท่ีร่างกายสร้างขึ้นใหม่ 

(adaptive immunity) คือ เม็ดเลือดขาวชนิด T cell จากนั้นจึงกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด B cell 

ให้เกิดการเพิ่มจ านวนและสร้างแอนตีบอดีต่อ autoantigen เรียกว่า autoantibodies ซึ่งเมื่อไหลเวียน

ไปตามกระแสเลือดและจับกับเนื้อเยื่อตนเองเป็น immune complex และกระตุ้นระบบ complement 

ท าให้เกิดการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันมายังบริเวณดังกล่าว เกิดการอุดตันในหลอดเลือดซึ่งท าให้เนื้อเยื่อ

เกิดความเสียหายและการอักเสบดังรูปท่ี 1.1 (Crampton et al., 2014) 

โรคเอสแอลอีสามารถวินิจฉัยได้โดยใช้เกณฑ์ของ American College of Rheumatology 

(ACR) ในการวิเคราะห์ลักษณะอาการทางคลินิกร่วมกับการตรวจทางห้องปฏิบัติการ 11 ข้อ ได้แก่ ผ่ืนรูป

ผีเส้ือ ผ่ืนนูนแดงเป็นสะเก็ด การแพ้แสง ช่องปากและคอเป็นแผล ปวดตามข้อ การอักเสบของเย่ือหุ้มปอด

และ เยื่อหุ้มหัวใจ ความผิดปกติของไต ความผิดปกติของระบบประสาท ความผิดปกติของเม็ดเลือด     

การตรวจพบ antinuclear antibodies ในเลือด และการตรวจพบ anti-DNA (Deoxyribonucleic 

Acid) หรือ anti-Sm (small nuclear ribonucleoproteins) โดยถ้ามีอาการอย่างน้อย 4 จาก 11 ข้อนี้ 

จะถูกวินิจฉัยว่าเป็นโรค  เอสแอลอี (Kaul et al., 2016) 

ปัจจุบันยังไม่สามารถรักษาโรคดังกล่าวให้หายขาดได้ ท าได้เพียงประคับประคองอาการไม่ให้

ก าเริบ และรักษาภาวะสงบของโรค ยาท่ีใช้ในการรักษาหรือควบคุมอาการโรคเอสแอลอีขึ้นอยู่กับอาการ

และความรุนแรงของโรค การรักษาส่วนใหญ่นิยมใช้ยาในกลุ่มคอร์ติโคสเตียรอยด์ (corticosteroid)     

ซึ่งเป็นสารท่ีมีพิษต่อเซลล์และมีผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยอย่างมาก โดยพบรายงานการติดเช้ือจากการใช้ยา

ชนิดนี้ ซึ่งสาเหตุการติดเช้ือเป็นสาเหตุหลักในการสียชีวิตของผู้ป่วยเอสแอลอีมากท่ีสุด นอกจากนี้        

การรักษายังมีค่าใช้จ่ายสูง 500,000 บาทต่อคนต่อปี ซึ่ง ผู้ป่วยจ าเป็นต้องรับการรักษาต่อเนื่อง 

ไปตลอดชีวิต 
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รูปท่ี 1.1 ภูมิต้านทานของร่างกายท าลายตนเองและการถูกท าลายของเนื้อเยื่อ  

(Crampton et al., 2014) 

 

นิเวศจุลชีพในล าไส้ (gut microbiota) 

นิเวศจุลชีพ (microbiota) คือกลุ่มประชากรของจุลินทรีย์ ท้ังหมดท่ีอาศัยอยู่บริเวณหนึ่ง 

ประกอบด้วยแบคทีเรีย อาร์เคีย ไวรัส และยูคาริโอต นิเวศจุลชีพท่ีส าคัญท่ีสุดในร่างกายของสัตว์เล้ียงลูก  

ด้วยนมอยู่ในระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal tract, gut) ซึ่งเป็นส่วนท่ีสามารถปฏิสัมพันธ์กัน    

ท่ีใหญ่ท่ีสุดแห่งหนึ่ง (250-400 ตารางเมตร) ระหว่างเจ้าบ้านกับส่ิงแวดล้อม (Thursby et al., 2017)    

ในล าไส้ของมนุษย์จึงเป็นบริเวณท่ีมีนิเวศจุลชีพหนาแน่นท่ีสุด มีจ านวนมากถึง 10-100 ล้านล้านเซลล์    

คิดเป็น 95% ของจุลินทรีย์ท้ังหมดท่ีอยู่ในร่างกาย จุลินทรีย์เหล่านี้อยู่ร่วมกับล าไส้ของมนุษย์แบบ    

พึ่งพาอาศัย (symbiosis) ท าให้มีบทบาทท่ีส าคัญต่อการท างานของล าไส้ ได้แก่ การสร้างวิตามินเค และ

วิตามินบี การย่อยสารอาหารบางชนิดท่ีร่างกายไม่สามารถย่อยได้ เช่น oligosaccharides ให้กลายเป็น

กรดไขมันสาย ส้ัน (short chain fatty acids; SCFAs) เ ช่น  butyrate, propionate และ  acetate           

ซึ่งเป็นแหล่งพลังงานท่ีท าให้เกิด ประโยชน์ต่อร่างกาย โดยจุลินทรีย์ Bacteroides, Roseburia, 
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Bifidobacterium, Fecalibacterium แ ละ  Enterobacteria  เ ป็ น ต้ น  ( Jandhyala et al., 2015)      

การป้องกันเช้ือก่อโรคในการแย่งพื้นท่ีและอาหารของเช้ือก่อโรค การกระตุ้นการตอบสนองและการ

ท างานของระบบภูมิคุ้มกัน โดยจากการศึกษาในสัตว์ทดลองท่ีเกิดและเจริญเติบโตในภาวะปลอดเช้ือ 

(germ-free animals) เปรียบเทียบกับสัตว์ทดลองท่ีเล้ียงในภาวะปกติ พบว่าสัตว์ท่ีเล้ียงในภาวะปลอด

เช้ือ มีต่อมน้ าเหลืองท่ีอยู่ด้านในเนื้อเยื่อของล าไส้เล็ก (Peyer’s patch) ขนาดเล็กกว่า มีจ านวน CD4+ T 

cells ในช้ัน Lamina propria ของเย่ือบุทางเดินอาหารน้อยกว่า การสร้าง IgA ในล าไส้ลดลงและมีระดับ

แกมมาอิมมูโนโกลบุลิน (IgG) ในเลือดต่ ากว่าสัตว์ทดลองท่ีเล้ียงในภาวะปกติ 

 นิเวศจุลชีพในล าไส้ของแต่ละบุคคลมีความแตกต่างกันต้ังแต่ก าเนิด โดยทารกท่ีคลอดปกติทาง

ช่องคลอดจะได้รับจุลินทรีย์ท่ีอยู่ในช่องคลอดของมารดา เช่น Lactobacillus spp., Prevotella spp., 

Atopobium spp. และ Sneathia spp. ทารกท่ีคลอดด้วยการผ่าตัดทางหน้าท้องจะได้รับเช้ือจุลินทรีย์ท่ี

อ ยู่ บ ริ เ ว ณ ผิ ว ห นั ง ข อ ง ม า ร ด า  เ ช่ น  Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. แ ละ 

Propionibacterium spp. (Sprockett et al., 2018) ต่อมาจะเริ่มมีการเปล่ียนแปลงของนิเวศจุลชีพใน

ล าไส้แตกต่างไปตามน้ านมและสารอาหารท่ีได้รับ เช่น ทารกท่ีด่ืมนมมารดาจะได้รับจุลินทรีย์จ าพวก 

Lactobacillus spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp., แ ละ  Bifidobacterium spp.   

เป็นต้น (Kundu et al., 2017) โดยเมือ่อายุ 2.5 ปี นิเวศจุลชีพในล าไส้จะมีความคล้ายคลึงกับผู้ใหญ่ปกติ 

(Thursby et al., 2017) และมีความแตกต่างกันในแต่ละบุคคล โดยส่วนใหญ่ประกอบด้วยแบคทีเรีย    

ซึ่งประกอบด้วยแบคทีเรียนไฟลัม Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria และ Bacteroidetes 

ประมาณ 93.5% 

 ปัจจัยท่ีท าให้มีความหลากหลายและการเปล่ียนแปลงของนิเวศจุลชีพในล าไส้ ได้แก่  ปัจจัย

ภายใน เช่น พันธุกรรม เพศ และอายุ ปัจจัยภายนนอก เช่น วิถีการด าเนินชีวิต ยาปฏิชีวนะ และอาหาร 

เป็นต้น ความหลากหลายของนิเวศจุลชีพในล าไส้จึงมีความเกี่ยวข้องหรือเป็นดัชนีช้ีวัดสุขภาพของแต่ละ

บุคคลอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งหากมีการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบของนิเวศจุลชีพในล าไส้หรือเสียสมดุลจะ

ท าให้การท างานของระบบทางเดินอาหารผิดปกติ และท าให้เกิดพยาธิสภาพนอกเหนือจากบริเวณทางเดิน

อาหารด้วย 

จากงานวิจัยก่อนหน้ามีรายงานถึงความสัมพันธ์ระหว่างองค์ประกอบของจุลินทรีย์ในล าไส้ 

ท่ีเปล่ียนไปกับการเกิดโรคต่างๆ ท้ังโรคในล าไส้และนอกล าไส้ เช่น โรคอ้วน โดยจะพบปริมาณแบคทีเรีย

กลุ่ม Bacteroidetes ลดลง และแบคทีเรียกลุ่ม Firmicutes เพิ่มมากขึ้น จุลินทรีย์ในล าไส้ท่ีเปล่ียนไป

ส่งผลให้ร่างกายได้รับพลังงานมากขึ้นจากการย่อยอาหารได้สมบูรณ์ อีกท้ังยังส่งเสริมการน าพลังงาน

ส่วนเกินท่ีได้ไปเก็บสะสมในรูปไขมันในร่างกาย โรคท่ีเกิดจากภูมิคุ้มกันท าลายตนเอง เช่น โรคเบาหวาน
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ชนิดท่ี 1 (type 1 diabetes) เกิดจากตับอ่อนถูกท าลายจากภูมิคุ้มกันของตนเอง ทฤษฎีหนึ่งท่ีเช่ือว่า   

อาจเกี่ยวข้อง คือการเปล่ียนแปลงสมดุลของจุลินทรีย์ในล าไส้ท าให้เกิดการกระตุ้นภูมิคุ้มกันท่ีผิดปกติขึ้น 

และยังมีงานวิจัยท่ีศึกษานิเวศจุลชีพจากอุจาระของผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดท่ี 1 เปรียบเทียบกับผู้ท่ีมี

สุขภาพดีพบว่ามีความสมดุลของนิเวศจุลชีพท่ีแตกต่างกัน พบว่าผู้ป่วยจะมีจุลินทรีย์บางชนิดท่ีมีปริมาณ

น้ อ ย ก ว่ า  ไ ด้ แ ก่  Lactobacillus, Bifidobacterium, Blautia coccoides, Eubacterium rectal, 

Prevotella และมีจุลินทรีย์ท่ีมีปริมาณมากกว่า ได้แก่ Clostridium, Bacteroides, Veillonella (Murri 

et al., 2013) ส าหรับการศึกษาโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ (Rheumatoid arthritis) พบว่าหนูสายพันธุ์ 

K/BxN ท่ีมี T cell ท่ีสามารถตอบสนองต่อเปปไทด์ของตนเอง เมื่อมีแบคทีเรีย SFB (segmented 

filamentous bacteria) ท่ีอยู่บริเวณผิวด้านนอกของล าไส้จะกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน โดยท าให้เกิดการ

ตอบสนองของ TH17 (T helper 17) ท่ีอยู่อีกด้านของล าไส้ ผลิต pro-inflammatory cytokine ชนิด 

IL-17 (Interleukin 17) ท่ีท าให้เกิดการอักเสบ และเดินทางไปยังต่อมน้ าเหลือง เพื่อกระตุ้น B cell ใน

ม้ามให้เกิดการพัฒนาและผลิตแอนติบอดีต่อเนื้อเยื่อตนเอง จากนั้นก็จะไหลเวียนออกไปยังบริเวณข้อก็จะ

ท าให้แอนติบอดีท่ีสร้างนั้นจับกับเนื้อเยื่อของตนเองท่ีบริเวณข้อ และเกิดการอักเสบได้ (Wu et al., 

2012) และมีงานวิจัยท่ีศึกษานิเวศจุลชีพจากอุจาระของผู้ป่วยโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ เปรียบเทียบกับผู้ท่ี

มีสุขภาพดีพบว่ามีมีความสมดุลของนิเวศจุลชีพท่ีแตกต่างกัน โดยมีจุลินทรีย์ท่ีมีปริมาณน้อยว่า ได้แก่ 

Bifidobacteria และ Bacteroides fragilis (Zhang et al., 2015) ส่วนการศึกษาโรคปลอกประสาท

อักเสบเส่ือมแข็ง (Multiple sclerosis) พบความสัมพันธ์ของหนูทดลองสายพันธุ์  experimental 

autoimmune encephalomyelitis (EAE) ท่ีมีการอักเสบของระบบประสาท กับแบคทีเรีย SFB แต่ยัง

ไม่ทราบกลไกแน่ชัดในการเคล่ือนท่ีของระบบภูมิคุ้นกันท่ีตอบสนองต่อเนื้อเย่ือตนเองไปยังระบบประสาท

ส่วนกลาง (Kamada et al., 2013)  

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.2 ภาพใต้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดของแบคทีเรียท่ีอยู่ในระบบทางเดินอาหาร  

(ก) กระเพาะอาหาร (ข) ล าไส้เล็ก 

 

 

 

(ก) (ข) 
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หนูทดลองท่ีใช้ในการศึกษาโรคเอสแอลอี 

 หนูทดลองสายพันธุ์ C57BL/6 หรือ C57 black 6 หรือ B6 เป็นสายพันธุ์ท่ีนิยมใช้ในการศึกษา

ทดลองและดัดแปลงพันธุกรรมในการท าให้เกิดการกลายพันธุ์ เนื่องจากเป็นหนูสายพันธุ์แรกท่ีมีการน ามา

ศึกษาวิเคราะห์จีโนม (genome) หรือข้อมูลทางพันธุกรรมท้ังหมด โดยปกติหนูสายพันธุ์ C57BL/6 มีช่วง

ชีวิตท่ียาว และมีความไวต่อการเป็นโรคมะเร็งต่ า (The Jackson Laboratory) 

 จากรายงานการเกิดโรคคาดว่าปัจจัยทางส่ิงแวดล้อมมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคเอสแอลอี 

ซึ่งมีงานวิจัยจ านวนมากศึกษาการเกิดโรคเอสแอลอีด้วยการใช้สารเคมีเหนี่ยวน าให้หนูทดลองเกิดอาการ

ของโรคเอสแอลอี เช่น การใช้สาร pristane (2,6,10,14-tetramethylpentadecane, TMPD) (Freitas 

et al., 2017) ซึ่งเป็นน้ ามันไฮโดรคาร์บอนชนิดหนึ่งท่ีมีความเป็นพิษต่อเซลล์ สามารถใช้กระตุ้นเพื่อผลิ

ตโมโนโคลนอลแอนติบอดีได้ เมื่อใช้ในปริมาณน้อย (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข) 

โดยในการเหนี่ยวน าให้หนูชนิดนี้มีอาการของโรคเอสแอลอี จะฉีดสาร pristane ท่ีเข้าท่ีช่องท้อง 

(abdominal cavity) ของหนูทดลองสายพันธุ์ C57BL/6 ท าให้เกิดการผลิตแอนติบอดีต่อตนเอง 

(autoantibodies) การผลิต cytokines ชนิดท่ีท าให้เกิดการอักเสบ (pro-inflammatory cytokines) 

และมีอาการคล้ายโรคเอสแอลอี ได้แก่ ผนังหลอดเลือดในปอดอักเสบ (pulmonary vasculitis) ภาวะ

เลือดออกในปอด (pulmonary haemorrhage) (Richard et al., 2017) มีการสร้าง autoantibodies 

ต่างๆ เช่น anti-RNP, anti-Sm, anti-dsDNA antibodies และ cytokines ชนิด Interferons เป็นต้น 

(Celhar et al., 2017) 

 นอกจากนี้ยังสามารถท าให้หนูทดลองปกติเกิดอาการคล้ายโรคเอสแอลอีจากการดัดแปลง

พันธุกรรม โดยมีงานวิจัยท่ีพบว่า FcgRIIB เป็นโปรตีนตัวรับ (receptor) ของอิมมูโนโกลบูลินชนิดจี (IgG) 

โดยอยู่บนผิวเซลล์ในระบบภูมิ คุ้มกัน  ไ ด้แก่  B cell, monocyte, dendritic cell, macrophage, 

neutrophil, basophil และ mast cell พบได้ท้ังในมนุษย์และในหนู ซึ่งมีโครงสร้างและหน้าท่ีเหมือนกนั 

โดยท าหน้าท่ียับยั้ง B cell ท่ีมีการตอบสนองต่อภูมิคุ้มกันของร่างกาย (autoreactive) โดยการส่ง

สัญญาณท าให้เซลล์นั้นเกิดการ apoptosis นอกจากนี้ยังมีหน้าท่ีส าคัญต่อการก าจัด immune complex 

ท่ีสะสมบริเวณเนื้อเยื่อ โดยกระตุ้น phagocytes เช่น macrophage และท าให้เกิดการหล่ัง cytokines 

ท่ีท าให้เกิดอาการอักเสบหลากหลายชนิด ดังนั้นหนูทดลองท่ีท าให้ปราศจาก FcgRIIB (FcgRIIB-/-)           

ก็จะท าให้เกิดความบกพร่องในการก าจัด immune complex ท าให้สะสมในเนื้อเยื่อ เกิดการกระตุ้น

ระบบภูมิคุ้มกันต่างๆ เกิดการอุดตันและการอักเสบต่อเนื้อเยื่อบริเวณต่างๆ ในร่างกาย โดยหนูทดลอง

สายพันธุ์ C57BL/6 ท่ีปราศจาก FcgRIIB จะมีอาการคล้ายโรคเอสแอลอี เช่น เช่น ไตอักเสบ มีการสร้าง  

anti-dsDNA antibodies เป็นต้น 
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เมตาจีโนมิกส์ (metagenomics) 

เมตาจีโนมิกส์เป็นวิธีการท่ีใช้ในการศึกษาจีโนม (genome) หรือข้อมูลทางพันธุกรรมท้ังหมดของ

จุลินทรีย์ท้ังหมดท่ีมีในบริเวณหนึ่ง (community) โดยศึกษาจากสารพันธุกรรมของตัวอย่างท่ีต้องการ

ศึกษาโดยตรง ไม่ต้องท าการเพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรีย์ ดังนั้นวิธีเมตาจีโนมิกส์จึงครอบคลุมไปถึงการศึกษา

จุลินทรีย์ท่ีไม่สามารถเพาะเล้ียงได้ (unculturable microbes) ซึ่งพบว่ามีมากถึงร้อยละ 99 ของจุลินทรีย์

ท้ังหมดในตัวอย่างธรรมชาติ จากฐานข้อมูลเมตาจีโนม (metagenomic library) สามารถแบ่งออกได้เป็น 

2 วิธีหลักคือ การอ้างอิงจากคุณสมบัติจ าเพาะท่ีต้องการศึกษา ( function-based screening) หรือ 

อ้างอิงจากล าดับเบสของยีนท่ีต้องการ (sequence-based screening) (อัชฌา และคณะ, 2013) โดยใน

การศึกษาจุลินทรีย์นิยมใช้ยีน 16S ribosomal RNA (16S rRNA) จากสารพันธุกรรมท่ีสกัดได้ เนื่องจาก

ยีนนี้อยู่ในแบคทีเรีย และอาร์เคียทุกชนิด มีหน้าท่ีท่ีแน่นอนคือ ผลิตโปรตีนเพื่อความอยู่รอดของส่ิงมีชีวิต

นั้นๆ และพบว่ามีการเปล่ียนแปลงน้อยมากในแต่ละช่วงวิวัฒนาการ แบ่งออกเป็น 9 ต าแหน่ง ได้แก่ V1-

V9 (hypervariable regions) ซึ่งเป็นต าแหน่งท่ีจุลินทีย์แต่ละชนิดมีความจ าเพาะและมีความแตกต่างกัน 

ท าให้สามารถจ าแนกชนิดของจุลินทรีย์ได้ (วิชัย และคณะ, 2010) วิธีเมตาจีโนมิกส์จึงเป็นเครื่องมือท่ี

ส าคัญและจ าเป็นท่ีใช้ในการศึกษานิเวศจุลชีพในล าไส้ เนื่องจากวิธีการเพาะเล้ียง ไม่สามารถจ าลอง

สภาวะท่ีเหมาะสมของจุลินทรีย์ในล าไส้ได้จริง เช่น ภาวะความเป็นกรดหรือด่าง (pH) แหล่งคาร์บอนหรือ

ออกซิเจน และความเข้มข้นของสารอาหารท่ีใช้ในการเจริญเติบโต ซึ่งการศึกษาโครงสร้างและหน้าท่ีของ

จุลินทรีย์ภายในล าไส้ด้วยวิธีเมตาจีโนมิกส์ อาจจะน าไปสู่การรักษาหรือป้องกันโรคต่างๆได้ (อัชฌา และ

คณะ, 2013) 

เทคโนโลยีท่ีมีบทบาทส าคัญต่อการศึกษาเมตาจีโนมิกส์ คือ การศึกษาวิเคราะห์ล าดับเบส 

(sequencing)  โดยมี 3 เทคโนโลยีท่ีใช้กันอย่างกว้างขวาง ได้แก่ Roche/454 Genome sequencer, 

Illumina/Solexa และABI/ SOLiD ส่ิงท่ีแตกต่างกันของเทคโนโลยีเหล่านี้คือ การตรึงดีเอ็นเอต้นแบบให้

อยู่กับท่ี (template immobilization) วิธีสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ อัตราความผิดพลาด (error rate) และ

ความยาวของ reads ท่ีได้จากการอ่านล าดับเบส โดย Illumina เป็นเทคโนโลยีท่ีนิยมใช้มากท่ีสุด 

เนื่องจากมีประสิทธิภาพและมีราคาไม่สูงมาก มีหลักการคือ ติดฉลากเบสด้วยสารเรืองแสง (fluorescent 

reversible terminators) ของท้ังส่ีเบส และเพิ่มปริมาณของสายดีเอ็นเอเช่ือมต่อเป็นสะพานบนสถานะ

ของแข็ง (solid-phase bridge amplification) ได้กลุ่มของสายดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน โดยเครื่อง 

Illumina นี้สามารถอ่าน ความยาวได้ถึง 100 คู่เบส และในการหาล าดับเบสหนึ่งครั้งจะได้จ านวนของเบส

มากถึง 600 x 109 เบส และความถูกต้องของเบสท่ีได้มากกว่าร้อยละ 99.5 (อลิษา และคณะ, 2012) 
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จากนั้นน าข้อมูลทางเมตาจีโนมิกส์มาวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศ (bioinformatics) เพื่อจัดการ

ข้อมูลท่ีได้จากเครื่องอ่านล าดับเบส ในการจัดเรียงและเช่ือมต่อล าดับเบส เทียบข้อมูลกับฐานข้อมูล     

เพื่อระบุชนิดจุลินทรีย์ และวิเคราะห์ทางสถิติต่างๆ โดยปัจจุบันโปรแกรมท่ีนิยมใช้ คือ โปรแกรม Mothur  

 

 

 

 

รูปท่ี 1.3 ขั้นตอนเบื้องต้นของเทคนิคเมตาจีโนมิกส์ 
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บทท่ี 2 

อุปกรณ์และเครื่องมือท่ีใช้ในการทดลอง 

2.1 อุปกรณ์และเครื่องมือ 

ตู้ปลอดเช้ือ (laminar cabinet) (Boss Tech, Inc.) 

Spectrophotometer และคิวเวท (cuvette) µCuvette® (Eppendorff, Hamburg,  

Germany) 

ตู้แช่เย็น -20 องศาเซลเซียส (SANYO, Osaka, Japan) 

Agarose Gel Electrophoresis System Mupid®-exU (ADVANCE, Japan) 

UV transilluminator (Labnet international, Inc., New Jersey, USA)   

เครื่องส่องและถ่ายภาพเจล (Gel documentary system) (Boi-Rad, Auckland,  

New Zealand)   

Thermal Cycler (SCILOGEX, LLC.) 

Qubit® 3.0 Fluorometer (Invitrogen, Massachusetts, USA) 

เครื่องปั่นเหวี่ยงส าหรับหลอดทดลองขนาดเล็ก 1.5 มิลลิลิตร (microcentrifuge) 

ไมโครเวฟ (Sharp, Bangkok, Thailand) 

ใบมีด 

Micropipette 

Gel documentation (Boi-Rad, Auckland, New Zealand) 

เครื่องให้ความร้อน (heat block) 

เครื่องปั่นผสมสาร (vortex mixer) (DAIHAN Scienfic, Seoul, Korea) 
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2.2 สารเคมี 

0.5xTBE buffer (Tris-borate-EDTA) 

เอทานอลเข้มข้น 70% 

Double distilled water (ddH2O) 

ดีเอ็นเอมาตรฐาน One Mark 100 (GeneDireX, Inc.) 

ผงอากาโรสเจล (agarose powder) (Vivantis Inc., USA) 

Ethidium bromide (AMRESCO, Ohio, USA) 

DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen, Inc.) 

EmeraldAmp® GT PCR Master Mix (TAKARA BIOTECHNOLOGY CO., LTD., DALIAN,  

          China) 

PCR Clean-Up & Gel Extraction Kit (GeneDireX, Inc.) 

Qubit® dsDNA HS Assay kit (Invitrogen, Massachusetts, USA) 
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บทท่ี 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 ศึกษาและแบ่งกลุ่มตัวอย่างหนูทดลอง 

3.1.1 ท าการทดลองในหนูทดลอง 3 กลุ่มคือ  

1. หนูปกติท่ีไม่เป็นโรคเอสแอลอีสายพันธุ์ C57BL/6 หรือ C57 black 6 หรือ B6 (wild-

type; WT) มีลักษณะท่ัวไปคือ ขนสีด าและเป็นสายพันธุ์ท่ีนิยมใช้ในศึกษาทดลอง ซึ่งเป็นหนูท่ี

สุขภาพดี ใช้เป็นกลุ่มควบคุมการทดลอง 

2. หนูปกติสายพันธุ์ C57BL/6 ท่ีถูกเหนี่ยวน าให้เป็นโรคเอสแอลอีโดยการใช้สารเคมี 
pristane (pristane; PT) ซึ่งจะกระตุ้นให้ระบบภูมิคุ้มกันสร้าง autoantibodies ท าให้หนูปกติ
เกิดอาการของโรคเอสแอลอี และอาการอักเสบท่ีบริเวณต่าง ๆ เช่น ไตอักเสบ โลหิตจาง และมี
การสร้าง anti-dsDNA antibodies เป็นต้น (Zhang et al., 2015) โดยจะฉีดสาร pristane 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เข้าท่ีช่องท้องของหนูทดลองปกติเมื่ออายุ 2 เดือน ท าให้เริ่มมีอาการ
ของโรคเอสแอลอีเมื่ออายุประมาณ 6 เดือน  

3. หนูปกติสายพันธุ์ C57BL/6 ท่ีถูกเหนี่ยวน าให้เป็นโรคเอสแอลอีโดยการดัดแปลงทาง
พันธุกรรมให้เกิดความผิดปกติท่ียีน FcgRIIB (knockout; KO) ซึ่ง FcgRIIB เป็น receptor ของ    
อิมมูโนโกลบูลินชนิดจี (IgG) ท าให้ระบบภูมิคุ้นกันเกิดความผิดปกติ โดยสร้าง autoantibodies 
ท าลายเนื้อเยื่อ และเกิดอาการอักเสบท่ีบริเวณต่าง ๆ เช่น  ไตอักเสบ และมีการสร้าง anti-
dsDNA antibodies เป็นต้น โดยจะเริ่มมีอาการของโรคเอสแอลอีเมื่อมีอายุประมาณ 6 เดือน 
(Bolland    et al., 2000) 

 

 3.1.2 เก็บตัวอย่างเช้ือจากหนูทดลอง 

หนูทดลองจะถูกเล้ียงและเก็บตัวอย่างมูลโดยคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย โดยจะเก็บตัวอย่างมูลของหนูทดลอง 3 กลุ ่ม กลุ่มละ 3 ตัว ท่ีเล้ียงในสภาพท่ีถูก

ควบคุมตัวแปรต่าง ๆ เช่น อาหาร และสภาพแวดล้อมท่ีอาศัย เป็นต้น เมื่อหนูมีอายุ 2, 4, 6, 8 

และ 10 เดือน จากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 3.1 กลุ่มตัวอย่างท้ังหมด 

เดือน 

(M) 

wild-type (WT) pristane (PT) knockout (KO) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที ่2 ซ้ าที ่3 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที ่2 ซ้ าที ่3 ซ้ าที ่1 ซ้ าที ่2 ซ้ าที ่3 

2 WT2M1 WT2M2 WT2M3 PT2M1 PT2M2 PT2M3 KO2M1 KO2M2 KO2M3 

4 WT4M1 WT4M2 WT4M3 PT4M1 PT4M2 PT2M3 KO4M1 KO4M2 KO4M3 

6 WT6M1 WT6M2 WT6M2 PT6M1 PT6M2 PT2M3 KO6M1 KO6M2 KO6M3 

8 WT4M1 WT4M2 WT4M3 PT8M1 PT8M2 PT2M3 KO8M1 KO8M2 KO8M3 

10 WT4M1 WT4M2 WT4M3 PT10M1 PT10M2 PT10M3 KO10M1 KO10M2 KO10M3 

หมายเหตุ ในโครงการนี้จะเลือกท าท่ีซ้ าท่ี 1  

 

3.2 วิเคราะห์ความหลากหลายของนิเวศจุลชีพในล าไส้ 

3.2.1 สกัดสารพันธุกรรมท้ังหมดจากมูลของหนูทดลองโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ PowerSoil® DNA 

Isolation Kit เริ่มจากน าตัวอย่าง 0.25 กรัม ใส่ลงในหลอดท่ีมีเม็ดบีดส์ เติม solution C1  60 ไมโครลิตร 

และปั่นให้เซลล์แตกเพื่อท าให้สารพันธุกรรมออกมาจากเซลล์ ปั่นเหวี่ยงท่ี 10,000 x g เป็นเวลา 10 นาที

และน าส่วนใสด้านบนใส่ลงใน collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร จากนั้นเติม solution C2  ปริมาตร 

250 ไมโครลิตร บ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิห้อง 10,000 x g เป็นเวลา 

1 นาที จากนั้นน าส่วนใสด้านบนมาใส่ใส่ลงใน collection tube ใหม่ เติม solution C3 ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร บ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิห้อง 10,000 x g เป็นเวลา 

1 นาที หลังจากนั้นเติม Solution C4 ปริมาตร 1,200 ไมโครลิตร ผสมด้วยเครื่อง vortex นาน  5 วินาที 

แล้วเติมลงใน MB spin column น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิห้อง 10,000 x g 1 นาที แล้วเติม solution 

C5 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิห้อง 10 ,000 x g 30 วินาที จากนั้นใส่ MB spin 

column ลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติม solution C6 ซึ่งเป็น elution ปริมาตร 100 ไมโครลิตร   

ปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิห้อง 10,000 x g 30 วินาที จะได้สารพันธุกรรมท่ีสกัดออกมา และน าไปเก็บรักษา   

ท่ีอุณหภูมิ -20 

3.2.2 ทดสอบเชิงคุณภาพและปริมาณของสารพันธุกรรมท่ีสกัด โดยใช้ solution C6 จาก 

ชุดสกัด PowerSoil® DNA Isolation Kit เป็น blank และใช้ไมโครปิเปตดูดสารพันธุกรรมท่ีสกัดได้

ปริมาตร 3 ไมโครลิตรหยดบริเวณกลาง eppendorf µCuvette™ุG1.0 แล้วน าไปวัดด้วยเครื่องวัด 

การดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
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3.2.3 น าสารพันธุกรรมท้ังหมดมาเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 

(PCR) และสร้างห้องสมุดยีน 16S rRNA โดยใช้ไพรเมอร์ (primer) ท่ีติดบาร์โค้ดเพื่อระบุช่ือตัวอย่าง    

และติด adapter ส าหรับเครื่อง Next-generation sequencing (NGS) ดังแสดงในตารางท่ี 3.2  

ตารางที่ 3.2 primer ส าหรับ 16S rRNA 

primer ล าดับเบสของ primer 

515F 5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’ 

806R barcoded-5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’ 

 

ส าหรับสภาวะของการเพิ่มจ านวนยีนด้วยเครื่อง Thermal cycler (Scilogex, LLC.) มีดังนี้ 

Initial denaturation   94 องศาเซลเซียส  3 นาที  

Denaturation    94 องศาเซลเซียส  45 วินาที   

Annealing     50 องศาเซลเซียส  1 นาที  

Extension     72 องศาเซลเซียส  1.30 นาที  

Final extension    72 องศาเซลเซียส  10 นาที 

End      4  องศาเซลเซียส 

 3.2.4 ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยวิธีแยกด้วยไฟฟ้า (gel electrophoresis) 

โดยใช้ agarose gel ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 1.75 และ OneMARK 100 เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน              

ใช้แรงดันไฟฟ้า 100 โวลท์ เป็นเวลา 35 – 40 นาที โดยดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีได้มีขนาด 381 คู่เบส จากนั้น

ตัดช้ินส่วนเจลท่ีมีดีเอ็นเอเป้าหมาย ด้วยใบมีดปลอดเช้ือภายใต้เครื่อง UV transilluminator 

 3.2.5 สกัดดีเอ็นเอเป้าหมายจากอากาโรสเจล ด้วยชุดสกัด PCR Clean-Up & Gel Extraction 

Kit โดยน า ช้ินเจลท่ีตัดมาน้ าหนักไม่เกิน 300 มิลลิกรัมใส่ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม buffer B 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยระหว่างบ่ม

พลิกหลอดผสมให้เข้ากัน 2-3 ครั้ง ปล่อยให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมลงใน PG Column ท่ีใส่ใน 

collection tube แล้วปั่นเหวี่ยง ท่ี 14,000 x g  เป็นเวลา 30 วินาที ท้ิง ส่วนของเหลวท่ีลงมาใน 

collection tube เติม buffer W1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตรใน PG column ปั่นเหวี่ยงท่ี 14,000 x g 

เป็นเวลา 30 วินาที ท้ิงส่วนของเหลวท่ีลงมาใน collection tube เติม buffer W2 ปริมาตร 600 

ไมโครลิตรลงใน PG column ปั่นเหวี่ยงท่ี 14,000 x g  เป็นเวลา 30 วินาที ท้ิงส่วนของเหลวท่ีลงมาใน 

collection tube จากนั้นใส่ PG column ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม buffer E ลงบริเวณ       

25-30 รอบ 
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ตรงกลางแผ่นกรองของ PG column ท้ิงไว้เป็นเวลา 2 นาที ปั่นเหวี่ยงท่ี 14,000 x g 2 นาที จะได้        

ดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีบริสุทธิ์ และน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.2.6 วัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วย Qubit® dsDNA Assay Kit โดยเตรียม Qubit® working 

solution ท่ี ผ สม  Qubit dsDNA HS buffer 199 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  ต่ อ  Qubit dsDNA HS reagent                              

1 ไมโครลิตร ตามจ านวนตัวอย่างท่ีใช้ลงในหลอดเอเพนดรอฟขนาด 1.5 มิลลิลิตร น า Qubit working 

solution 190 ไมโครลิตร มาผสมกับ Qubit dsDNA HS standard 1 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จ านวน    

1 หลอดและ Qubit dsDNA HS standard 2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 1 หลอด จากนั้นน า Qubit 

dsDNA HS buffer  ท่ีผสม Qubit dsDNA HS reagent แล้ว 199 ไมโครลิตร ผสมกับ 1 ไมโครลิตร ของ

ตัวอย่างท่ีต้องการวัด ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex แล้วบ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที 

น าไปวัดด้วยเครื่อง Qubit® fluorometer จากนั้นรวมดีเอ็นเอในแต่ละตัวอย่างท่ีมีความเข้มข้น 180 - 

200 นาโนกรัม ส่งวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเครื่อง Illuminar MiSeq ท่ีศูนย์วิทยาศาสตร์โอมิกส์และ         

ชีวสารสนเทศ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

3.2.7 วิเคราะห์ผลเชิงชีวสารสนเทศ 

 น าข้อมูลจากการวิเคราะห์ล าดับเบสมาวิเคราะห์ผลเชิงสารสนเทศด้วยคอมพิวเตอร์  โดยใช้

โปรแกรม Mothur เริ่มจากการต่อล าดับเบสของ forward reads และ reverse reads ในตัวอย่าง

เดียวกันเข้าด้วยกัน จากนั้นตัดสายล าดับเบสท่ีมีความยาวน้อยกว่า 100 คู่เบส ซึ่งเป็นส่วนท่ีเกิดจากความ

ผิดพลาด ตัดล าดับเบสท่ีมีความก ากวม จากนั้นก าหนดล าดับเบสเริ่มต้นและสุดท้ายให้อยู่ช่วงล าดับเบสท่ี

ต้องการ แล้วจึงจัดกลุ่มสายล าดับเบสท่ีเหมือนกันให้อยู่กลุ่มเดียวกัน ตัดช่องว่างและล าดับเบสท่ีผิดปกติ 

น าล าดับเบสท่ีได้ไป alignment เพื่อระบุชนิดของจุลินทรีย์โดยเทียบกับฐานข้อมูล SILVA และน าข้อมูลท่ี

ได้มาวิเคราะห์ความหลากหลายทางชีวภาพของนิเวศจุลชีพ operational taxonomic unit (OTUs) 

เปรียบเทียบระหว่างตัวอย่างของแต่ละกลุ่ม ความสัมพันธ์กับระดับการด าเนินของโรค ระบชุนิดแบคทีเรีย

หรือกลุ่มของแบคทีเรียท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
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3.3 วิเคราะห์การด าเนินของโรคเอสแอลอี 

วิเคราะห์การด าเนินและความรุนแรงของโรคจากหนูทดลองแต่ละกลุ่ม โดยคณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ได้แก่ การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในปัสสาวะ การวิเคราะห์ปริมาณแอนติบอดี

ต่อ double-stranded DNA (anti-dsDNA) วิเคราะห์ปริมาณไซโตไคน์ (cytokines) ชนิด TNF-a, IL-6 

และ IL-10 เพื่อเปรียบเทียบกับผลวิเคราะห์เชิงสารสนเทศ ซึ่งจะท าให้ทราบถึ งความสัมพันธ์ของ         

การด าเนินโรคเอสแอลอีกับนิเวศจุลชีพในล าไส้ 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง  

4.1 การวิเคราะห์การด าเนินและความรุนแรงของโรคจากหนูทดลอง 

ตารางที่ 4.1 ผลวิเคราะห์ anti-dsDNA, โปรตีนในปัสสาวะ, interleukin-6, TNF-α และ  

                interleukin-10 

samples month anti-
dsDNA 

 

urine 
protein 

IL-6 
(pg/ml) 

 

TNF-α 
(pg/ml) 

 

IL-10 
(pg/ml) 

 
Wild-type 
(WT) 

2 0.02929 17 17 62 53 
4 0.07157 11 32 56 46 
6 0.03355 17 31 62 51 
8 0.09352 22 44 25 56 
10 0.089363 18 31 13 68 

Pristane 
(PT) 

2 0.011 27 27 61 67 
4 0.036 22 33 27 52 
6 0.0812 41 34 33 42 
8 0.612 61 55 87 78 
10 0.547 52 105 97 108 

Knockout 
(KO) 
 

2 0.02979 12 21 34 72 
4 0.1543 11 28 30 39 
6 0.812 22 35 35 55 
8 1.17 57 42 101 97 
10 0.765 63 151 97 107 
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(ก)  anti-dsDNA (x10-1 of OD 450nM) 

  

(ข)  urine protein creatinine index 

 

 
(ค)  IL-6 (pg/ml) 

 

 
(ง)  TNF-α (pg/ml) 

 

 
(จ)  IL-10 (pg/ml) 

  

 
เดือน 

รูปที่ 4.1 กราฟแสดงการด าเนินของ (ก) anti-dsDNA, (ข) โปรตีนในปัสสาวะ, (ค) Interleukin-6,  

(ง)TNF-a และ (จ) Interleukin-10 ของหนูสายพันธ์ C57BL/6 กลุ่ม wild-type, กลุ่ม pristane และ 

กลุ่ม knockout ท่ีแต่ละช่วงอายุคือ 2, 4, 6, 8 และ 10 เดือน 
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จากผลของ anti-dsDNA, urine protein, IL-6, TNF-α และ IL-10 เป็นตัวบ่งช้ีของการเป็นโรค    

เอสแอลอี พบว่ากลุ่ม wild-type ไม่มีการเพิ่มขึ้นของ anti-dsDNA และโปรตีนในปัสสาวะ มีการ

เปล่ียนแปลงของ IL-16, IL-10 และ TNF-α เล็กน้อย กลุ่ม pristane (สีชมพู) มีการเพิ่มขึ้นของ anti-

dsDNA, โปรตีนในปัสสาวะ , IL-16 และ IL-10 ท่ีอายุ 6 เดือน และ TNF-a  ท่ีอายุ 8 เดือน  กลุ่ม 

knockout (สีส้ม) มีการเพิ่มขึ้นของ anti-dsDNA และ IL-6 ท่ีอายุ 4 เดือน โปรตีนในปัสสาวะและ  IL-10 

ท่ีอายุ 6 เดือน และ TNF-α ท่ีอายุ 8 เดือน และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม pristane และกลุ่ม 

knockout พบว่ากลุ่ม knockout มีปริมาณต่างๆดังกล่าวมากกว่ากลุ่ม pristane ท่ีอายุต้ังแต่ 6 เดือน   

ดังรูปท่ี 4.1  

 

4.2 การวิเคราะหท์างชีวสารสนเทศ  

จากข้อมูลล าดับเบสท่ีได้จากเครื่อง Illumina Miseq และวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Mothur      

ได้จ านวนสายล าดับเบส (reads) ท้ังหมด 862777 reads (pre-processing) จากนั้นจัดเรียงล าดับเบส 

โดยต่อล าดับเบสของ forward reads และ reverse reads ในตัวอย่างเดียวกันเข้าด้วยกัน ต่อมาตัดสาย

ล าดับเบสท่ีมีความยาวน้อยกว่า 100 คู่เบส ตัดล าดับเบสท่ีมีความก ากวม และเบสท่ีมีการเช่ือมต่อผิด      

ได้จ านวน reads คือ 581940 ดังตารางท่ี 4.2 และลดทอนจ านวน reads ให้มีค่าเท่ากันท่ี 6773 reads 

(Pre-processing)  จากนั้นตรวจสอบจาก rarefaction curve เพื่อดูว่ามีความครอบคลุมท้ังหมดในนิเวศ

จุลชีพ จะเห็นได้ว่าเมื่อมีจ านวนเบสมากขึ้นก็จะมี operational taxonomic unit (OTUs) เพิ่มมากขึ้น 

และเริ่มมีแนวโน้มคงท่ีต้ังแต่ประมาณ 1000 reads ท้ังในระดับไฟลัม (phylum) และระดับจีนัส (genus) 

ดังรูปท่ี 4.2 (ก) และ 4.2 (ข) ตามล าดับ นอกจากนี้ ข้อมูลยังมีค่า coverage เป็นตัวช้ีวัดการครอบคลุม 

หากมีค่ามากกว่า 97% ตัวอย่างมีความครอบคลุมนิเวศจุลชีพในล าไส้ ซึ่งผลในทุกตัวอย่างมีค่า coverage 

มากกว่า 99% ท้ังในระดับphylum และระดับ genus แสดงว่า การลดทอนท่ี 6773 ครอบคลุมเพียงพอ

ต่อการศึกษาความหลากหลายของนิเวศจุลชีพในล าไส้ 
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ตารางที่ 4.2 Number of reads before and after data preprocessing 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Samples 
Number of reads 

Pre-processing Post-processing 
WT2M1 20540 15369 
PT2M1 17818 14352 
KO2M1 8067 6773 
WT4M1 18624 13486 
PT4M1 32143 24015 
KO4M1 14874 13450 
WT6M1 15410 12782 
PT6M1 18588 14887  
KO6M1 12616 9716  
WT8M1 16356 12782  
PT8M1 46922 35022  
KO8M1 42055 35573  
WT10M3 307914 205856  
PT10M3 205326 100879  
KO10M3 85524 66998  
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(ก)  

 

 

 

 

 

 

 

(ข) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.2 (ก) rarefaction curve of 16S sequences at phylum level 

(ข) rarefaction curve of 16S sequences at genus level 
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4.2 การวิเคราะห์ความหลากหลายทางชีวภาพ 

ผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่ากลุ่ม wild-type มีจ านวน OTUs ท่ีระดับไฟลัมระหว่าง 7 – 11 

ระดับจีนัส 51 – 72 กลุ่ม pristane มีจ านวน OTUs ระดับไฟลัมระหว่าง 7 – 16 ระดับจีนัส 57 – 88 

และกลุ่ม knockout มีจ านวน OTUs ระดับไฟลัมระหว่าง 7 – 10 ระดับจีนัส 62 – 72 โดยไฟลัมของ

แบคทีเรียท่ีพบเป็นส่วนใหญ่ คือ Bacteroidetes, Firmicutes และ Proteobacteria ดังรูปท่ี 4.4 และ

จีนัสท่ีพบส่วนใหญ่ คือ แบคทีเรียในวงศ์ S24-7, Lachnospiraceae และในไฟลัม Proteobacteria     

ดังรูปท่ี 4.5 แสดงให้เห็นว่า การเปล่ียนแปลงของจ านวน OTUs ต้ังแค่ท่ีอายุ 2 – 10 เดือน พบว่ากลุ่ม 

wild-type มีจ านวน OTUs ไม่เปล่ียนแปลงมากนัก กลุ่ม pristane มีจ านวน OTUs ท่ีเพิ่มขึ้นมากอย่าง

เห็นได้ชัดท่ีอายุ 6 เดือน และกลุ่ม knockout มีจ านวน OTUs ไม่เพิ่มขึ้น ดังรูปท่ี 4.3 (ข) 

จากการวิเคราะห์ความหลากหลายทางชีวภาพท่ีดัชนีอัลฟา ด้วย Chao, Inverse – Simpson 

index และ shannon - Weiner index โดยโปรแกรม Mothur โดยจากค่า Chao สามารถแสดงถึง

จ านวนชนิดท่ีแตกต่างกัน  (richness) เป็นค่าท่ีพิจารณาจากจ านวนชนิดท้ังหมดท่ีพบในตัวอย่า ง         

ส่วน Simpson บ่งช้ีการกระจายตัวของชนิด (evenness) และ Shannon แสดงถึงความหลากหลายของ

แบคทีเรีย (diversity) โดยพิจารณาท้ังจ านวนชนิดท่ีแตกต่างกัน (richness) ปริมาณของส่ิงมีชีวิตชนิดนั้น 

(evenness) และพบว่ ามี ความครอบคลุม  ( coverage) พบว่ า  Inverse – Simpson index และ 

shannon - Weiner index ไม่มีความแตกต่างกันมาก ค่า Chao ของกลุ่ม pristane มีการเพิ่มขึ้นที่อายุ 

4 เดือน แสดงว่ามีจ านวนชนิดของแบคทีเรียเพิ่มมากขึ้น ดังรูปท่ี 4.3 
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ตารางที่  4.3 operational taxonomic units (OTUs) และความหลากหลายทางชีวภาพในแต่ละ 

                   ตัวอย่างโดยดัชนี alpha (alpha diversity) ในระดับไฟลัม (phylum) 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

phylum level 

sample coverage OTUs 
Alpha diversity 

chao invsimpson shannon 
WT2M1 1 7 7 3.005875 1.214127 
WT4M1 0.999846 9 9.2735 2.744498 1.188937 
WT6M1 0.999809 11 11.65567 2.622826 1.168457 
WT8M1 0.999973 9 8.952 2.05007 0.985684 
WT10M3 0.999854 9 8.833333 1.593855 0.668809 
PT2M1 0.999931 7 7.465 2.34464 1.059315 
PT4M1 0.999956 8 8.296 3.474552 1.390879 
PT6M1 0.999263 16 20.0551 3.23411 1.307396 
PT8M1 0.999965 8 8.204 2.10489 0.893008 
PT10M3 0.99993 9 9.3895 3.484831 1.470095 
KO2M1 1 8 8 2.907165 1.241849 
KO4M1 1 7 7 3.385953 1.405277 
KO6M1 0.999822 10 9.941 2.841932 1.279912 
KO8M1 0.999948 9 8.762 2.629141 1.227251 
KO10M3 0.999935 9 9.008 2.908791 1.308315 
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ตารางที่ 4.4 operational taxonomic units (OTUs) และความหลากหลายทางชีวภาพในแต่ละ

ตัวอย่างโดยดัชนี alpha (alpha diversity) ในระดับจีนัส (genus)  

 

 

  

  

genus level 

sample coverage OTUs 
Alpha diversity 

chao invsimpson shannon 
WT2M1 0.998227 69 76.609347 10.090067 2.800448 
WT4M1 0.998074 71 77.287541 8.007631 2.701402 
WT6M1 0.997873 72 86.235126 7.603236 2.797953 
WT8M1 0.998573 67 74.800203 8.932157 2.832792 
WT10M3 0.998404 51 64.432995 3.584435 1.721366 
PT2M1 0.998439 66 71.904669 5.611738 2.584945 
PT4M1 0.998487 69 76.96654 12.78271 3.037601 
PT6M1 0.996567 88 119.903923 12.156575 3.036612 
PT8M1 0.998596 57 62.636613 4.560053 2.278649 
PT10M3 0.997817 73 85.760448 10.702831 2.733931 
KO2M1 0.998857 62 69.5 14.455683 3.058313 
KO4M1 0.998202 62 69.702732 8.899321 2.744485 
KO6M1 0.998156 67 83.06826 8.949955 2.757068 
KO8M1 0.998163 67 77.462362 11.971712 3.008867 
KO10M3 0.997905 72 85.927406 13.368932 3.054295 
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(ก) 

 

 

 

 

 

 

 

(ข)  

 

 

 

   

     

  

(ค) (ง) 

รูปที่ 4.3 ระดับไฟลัม  (ก) OTUs ระดับจีนัส (ข) OTUs (ค) Chao (ง) Shannon index 
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4.3 การเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของนิเวศจุลชีพในล าไส้ 

วิเคราะห์การเปล่ียนแปลงองค์ประกอบของนิเวศจุลชีพในล าไส้ท่ีแต่ละระยะเวลา แสดงให้เห็นว่า

ท้ังสามก ลุ่มมีการเป ล่ียนแปลงตามอายุและระดับความรุนแรงของโรค ก ลุ่ม wild-type มี                    

การเปล่ียนแปลงเล็กน้อย ส่วนกลุ่ม pristane และ knockout มีการเปล่ียนแปลงท่ีคล้ายกันโดยมี              

การ เป ล่ียนแปลงอย่ า งมาก  ดั ง รู ป ท่ี  4.6 โดยมี ไฟ ลัม ท่ี เพิ่ มมากขึ้ น  ไ ด้แก่  Deferribacteres 

Proteobacteria Tenericutes และ Verrucomicrobia และจีนัสท่ีเพิ่มมากขึ้นได้แก่ Helicobacter 

และจีนัสท่ีลดลงได้แก่ จีนัสในวงศ์ Lachnospiraceae เป็นต้น 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.4 อนุกรมวิธานของนิเวศจุลชีพในล าไส้ท่ีระดับไฟลัม 
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รูปที่ 4.5 อนุกรมวิธานของนิเวศจุลชีพในล าไส้ท่ีระดับจีนัส (genus) 
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รูปที่ 4.6 Time - dependent changes of fecal microbiota  
(ก) ระดับไฟลัม (ข) ระดับจีนัส 
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จากการศึกษาแบคทีเรียแต่ละชนิดเมื่อเทียบกับกลุ่ม wild-type พบว่ามีการเปล่ียนของ       

นิเวศจุลชีพในกลุ่ม pristane และกลุ่ม knockout ได้แก่ มีการเพิ่มขึ้นของแบคทีเรียในคลาส Mollicutes 

( รู ป ท่ี  4.8 (ก ) )  ต้ั ง แ ต่ ท่ี อ า ยุ  6 เ ดื อ น  แ ล ะ มี ก า ร ล ด ล ง ข อ ง  Oscillospira แ ล ะ  

Clostridium methylpentosum (รูปท่ี 4.8 (ข) และ (ค) ตามล าดับ) ท่ีต้ังแต่อายุ 4 เดือน นอกจากนี้ยัง

พบ Lachnospiraceae ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีพบส่วนมากในระดับจีนัสของกลุ่ม pristane และกลุ่ม 

knockout มีปริมาณ ลดลงต้ังแต่อายุ 4 เดือน ดังรูปท่ี 4.7 (ก) ส่วนกลุ่ม knockout มีการเพิ่มขึ้นของ 

Akkermansia muciniphila เพิ่มขึ้นท่ีอายุ 4 – 6 เดือน ดังรูปท่ี 4.7 (ข) นอกจากนี้ Firmicutes และ 

Bacteroidetes  ซึ่ ง เป็นไฟลัมหลักในนิ เวศจุลชีพในล าไ ส้ พบว่าอัตรา ส่วนของ Firmicutes ต่อ 

Bacteroidetes  ในกลุ่ม pristane และกลุ่ม knockout มีการเพิ่มขึ้นท่ีอายุ 4 เดือน และลดลงท่ีอายุ 6 

เดือน เช่นเดียวกับ Proteobacteria และ Helicobacter ดังรูปท่ี 4.9 
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รูปที่ 4.7 Relative abundance ของ (ก) Lachnospiraceae (ข) Akkermansia muciniphila 
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บทท่ี 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

5.1 วิเคราะห์การด าเนินและความรุนแรงของโรคจากหนูทดลอง 

 จากผลของ anti-dsDNA, ปริมาณโปรตีนในปัสสาวะ , IL-6 , TNF-a และ IL-10 เป็นตัวบ่งช้ี     

ของการเป็นโรคเอสแอลอี โดย anti-dsDNA เป็นแอนตีบอดีต่อ double stranded DNA ของร่างกาย 

ปริมาณโปรตีนในปัสสาวะแสดงถึงประสิทธิภาพการท างานของไตในการกรองโปรตีน หากไตมีการถูก

ท าลายหรืออักเสบท าให้มีประสิทธิภาพในการกรองลดลง และมีปริมาณโปรตีนในปัสสาวะเพิ่มขึ้น  IL-6  

เป็นไซโตไคน์ท่ีไปกระตุ้น naive cell ให้พัฒนาไปเป็น Th17 ซึ่งมีหน้าท่ีผลิต IL-17 ท่ีท าให้ เกิด          

การอักเสบ (pro-inflammatory cytokines) ส่วน TNF-α เป็นไซโตไคน์ชนิดท่ีท าให้เกิดการตาย        

ของเซลล์ (apoptosis) และการอักเสบ และ IL-10 เป็น anti-inflammatory cytokines ท่ีสามารถ

ยับย้ังการท าหน้าท่ีของ T cell ชนิดอื่น แสดงให้เห็นว่าหนูกลุ่ม wild-type ไม่มีอาการของโรคเอสแอลอี 

คือไม่มีการเพิ่มขึ้นของ anti-dsDNA, โปรตีนในปัสสาวะ, IL-6, TNF-a และ IL-10 เมื่อเปรียบเทียบกับหนู

กลุ่ม pristane และ knockout ซึ่งสามารถสังเกตอาการของโรคได้ท่ีต้ังแต่ 6 เดือน จาก anti-dsDNA 

และปริมาณโปรตีนในปัสสาวะ เนื่องจากเป็นเกณฑ์หนึ่งในการวินิจฉัยโรคเอสแอลอีในมนุษย์ โดยกลุ่ม  

pristane ท่ีถูกฉีดด้วยสาร pristane ท่ีอายุ 2 เดือน จะมีอาการของโรครุนแรงน้อยกว่าเล็กน้อย และ    

จะเริ่มมีการเปล่ียนแปลงชัดเจนท่ีอายุ 6 เดือน ส่วนกลุ่ม knockout จะเริ่มมีอาการต้ังแต่เล็กน้อยท่ีอายุ 

4 เดือน และเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดยมีอาการชัดเจนท่ีอายุ 6 เดือน โดยพิจารณาจาก anti-dsDNA และ

ปริมาณโปรตีนในปัสสาวะ ซึ่งในหนูกลุ่ม wild-type ไม่มีการเพิ่มขึ้นของ anti-dsDNA และปริมาณ

โปรตีนในปัสสาวะ  

5.2 วิเคราะห์ความหลากหลายของนิเวศจุลชีพในล าไส้ 

 จากการวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศเทียบกับฐานข้อมูลชนิดของแบคทีเรียแสดงให้เห็นว่า       

กลุ่ม pristane และกลุ่ม knockout คือท่ีอายุ 2 ยังไม่เกิดอาการของโรคและมีนิเวศจุลชีพไม่ต่างจากกลุ่ม 

wild-type แต่เมื่อมีอาการของโรคก็พบว่ามี การเปล่ียนแปลงของนิเวศจุลชีพ โดยพบว่าเกิดความไม่

สมดุลของนิเวศจุลชีพในล าไส้ (dysbiosis) การลดลงของ normal flora บางชนิด ท าให้มีแบคทีเรียชนิด

ท่ีไม่ดีเพิ่มขึ้นได้ โดยกลุ่มท่ีถูกฉีดด้วยสาร pristane ท่ีอายุ 2 เดือน มีการเพิ่มขึ้นของ OTUs ของ

แบคทีเรีย ท่ีอายุ 6 เดือน ซึ่งมีการเพิ่มขึ้นของ anti-dsDNA และ IL-6 ส่วนกลุ่ม knockout มีการเพิ่มขึ้น

ของ anti-dsDNA และ IL-6 เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องต้ังแต่อายุ 4 เดือน แต่มีการเพิ่มขึ้นของ OTUs ของ
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แบคทีเรียเพียงเล็กน้อย เมื่อศึกษาจากแบคทีเรียแต่ละชนิดเทียบกับกลุ่ม wild-type พบว่าท้ังกลุ่ม 

pristane และ knockout มีการเปล่ียนแปลงของชนิดแบคทีเรียบางชนิดใกล้เคียงกัน เช่น Firmicutes 

และ Bacteroidetes ซึ่งเป็นไฟลัมท่ีพบมากท่ีสุดในล าไส้ตามล าดับ พบว่ามีการเพิ่มขึ้นของอัตราส่วน 

Firmicutes ต่อ Bacteroidetes ท่ีอายุ 4 เดือน สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าท่ีพบว่าในผู้ป่วยโรค      

เอสแอลอีมีอัตราส่วน Firmicutes ต่อ Bacteroidetes ลดลงเมื่อเทียบกับคนสุขภาพดี (Hevia A et al., 

2014) ซึ่งจากการศึกษาข้อมูลพบว่าเป็นแบคทีเรียท่ีช่วยในการควบคุมสมดุลของ regulatory T cell 

และ T cell effector ส่วนในระดับจีนัสพบว่าแบคทีเรียท่ีพบเป็นส่วนมากได้แก่ Lachnospiraceae ซึ่ง

เป็นแบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes และ S24-7 เป็นแบคทีเรียในไฟลัม Bacteroidetes จากงานวิจัย

ก่อนหน้าส่วนมากพบว่า กลุ่มท่ีเป็นโรคจะมี Lachnospiraceae เพิ่มขึ้น แต่ก็มีงานวิจัยท่ีพบว่าบางจีนัส

ของ Lachnospiraceae ลดลงได้ เช่น Anaerostipes (Luo XM et al., 2017) ซึ่งในผลการทดลอง      

มี Lachnospiraceae ลดลงท่ีอายุ 4 เดือน นอกจากนี้ ท่ีอายุ 4 เดือนยังพบว่ามีการเพิ่มขึ้นของ 

Helicobacter ซึ่งอยู่ในไฟลัม Proteobacteria จากข้อมูลของงานวิจัยก่อนหน้าพบว่า Helicobacter   

มีบทบาทส าคัญต่อโรคล าไส้อักเสบเรื้อรัง (Berry D et al., 2015) รวมท้ังเป็นแบคทีเรีย ท่ีสามารถผลิต 

urease ท่ีกระตุ้นการสร้าง autoantibody ท าให้เกิดการอักเสบท้ังระบบน าไปสู่อาการของภูมิต้านทาน

ท าลายตนเองและโรคเอสแอลอีได้ (Radic M., 2014) และกลุ่ม knockout ท่ีอายุ 6 เดือน มีการเพิ่มข้ึน

ของ Akkermansia muciniphila ซึ่งเป็นแบคทีเรียในไฟลัม Verrucomicrobia ท่ีสามารถย่อยเยื่อเมือก

ไกลโคโปรตีน (mucin) ท่ีหล่ังออกมาจากเยื่อบุกระเพาะอาหารและล าไส้ใน การป้องกันเช้ือก่อโรค 

(Chelakkot C et al., 2016) โดยเช้ือดังกล่าวข้างต้นพบการเปล่ียนแปลงท่ีช่วงเวลาหนึ่ง ต่อมามีแนวโน้ม

ท่ีเปล่ียนแปลงกลับมาเหมือนเดิม อย่างไรก็ตามพบว่ามีเช้ือบางกลุ่มท่ีมีการเปล่ียนแปลงอย่างถาวร

หลังจากเกิดอาการของโรค ได้แก่ มีการเพิ่มขึ้นของแบคทีเรียในคลาส Mollicutes ต้ังแต่ท่ีอายุ 6 เดือน 

โดยแบคทีเรียชนิดนี้เป็นแบคทีเรียท่ีไม่มีผนังเซลล์ อาศัยอยู่ในล าไส้แบบภาวะปรสิต (Roediger W et al., 

2002) และมีการลดลงของ Oscillospira และ Clostridium methylpentosum ท่ีต้ังแต่อายุ 4 เดือน 

จากงานวิจัยก่อนหน้าพบว่า Oscillospira เป็นแบคทีเรียท่ีช่วยล าไส้ในการย่อยและหมักแป้ง (Lin A et 

al., 2013) และยังพบว่ามีการลดลงของแบคทีเรียชนิดนี้ในผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเรื้อรังอีกด้วย 

(Kaakoush N et al., 2012) ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าการเปล่ียนของนิเวศจุลชีพในล าไส้ของหนูท่ีเป็นโรคไม่ได้

มีการเปล่ียนแปลงช่ังคราว แต่มีการเปล่ียนแปลงต่อเนื่องตามระดับความรุนแรงของโรค นอกจากนี้     

จากงานวิจัยก่อนหน้าพบว่าการเพิ่มขึ้นของแบคทีเรียแกรมลบ (Bacteroidetes, Proteobacteria และ 

Verrucomicrobia) ซึ่งมี Lipopolysaccharide (LPS) สามารถส่งผลกระทบต่อการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุ้มกันบริเวณล าไส้ได้ จึงสรุปได้ว่าในหนูทดลองสายพันธุ์ C57BL/6 มีการด าเนินของโรคเอสแอลอี    

ท่ีสัมพันธ์กับการเปล่ียนแปลงของนิเวศจุลชีพในล าไส้ และหนูทดลองสายพันธุ์ C57BL/6 ท่ีมีการเป็นโรค
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จากปัจจัยท่ีแตกต่างกัน (pristane และ knockout) มีการเกิดอาการของโรคท่ีต่างกันท าให้มี               

การเปล่ียนแปลงองค์ประกอบของนิเวศจุลชีพท่ีแตกต่างกัน 

 

5.3 ข้อเสนอแนะ  

จากผลการวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศและความหลากหลายทางชีวภาพ โดยเมื่อน ามา

เปรียบเทียบแต่ละซ้ า พบว่ามีความใกล้เคียงกัน แต่ก็มีบางตัวอย่างมีความแตกต่างไปจากอีก 2 ซ้ า      

อย่างมาก ดังนั้นในการท าวิจัยควรมีการท าซ้ าถึงจะให้ผลท่ีมีความถูกต้องแม่นย ามากขึ้น และหาก

วิเคราะห์จากค่าเฉล่ียของท้ัง 3 ซ้ า จะเห็นแนวโน้มท่ีชัดเจนกว่า ดังนั้นผลในโครงการนี้บางส่วนจึงน า

ข้อมูลของอีก 2 ซ้ ามาวิเคราะห์ด้วย 
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ภาคผนวก 

การสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด 

 ความเข้มข้นและคุณภาพของสารพันธุกรรมท้ังหมดท่ีสกัดได้ 

fecal samples Wild-type pristane gene mutation 
Conc. A260/280 Conc. A260/280 Conc. A260/280 

2 months 19.3 1.74 7.9 1.75 5.5 2.47 
4 months 9.0 2.06 3.1 2.90 4.1 3.37 
6 months 6.0 3.64 8.7 1.97 24.9 1.87 
8 months 119.3 1.76 97.9 1.77 237.6 1.78 
10 months 31.1 1.69 37.2 1.78 95.5 1.55 

conc.ุ=ุDNAุconcentrationุ(ng/µl) 

A260/280 คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตรของดีเอ็นเอและ 280 นาโนเมตรของโปรตีน 

การตรวจสอบดีเอ็นเอเป้าหมายจากการพีซีอาร์ด้วยเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพดีเอ็นเอเป้าหมาย (16s rRNA gene) agarose gel เจลใต้เครื่อง UV transilluminator 

พบว่าดีเอ็นเอเป้าหมายมีขนาด 381 คู่เบส และมีปริมาณความเข้มข้นเมื่อเทียบกับ marker ได้ท่ีแต่ละ

แถวคือ 100 ng, 100 ng, 80 ng และ 90 ng ตามล าดับ 

 

 

Mุุุุุุุ1ุุุุุุุุ2ุุุุุุุ3ุุุุุุุ4ุุุุุุุ

Mุ=ุOneMARKุ100ุ(GeneDireX,ุInc.) 

Laneุ1,2ุ=ุPristaneุatุ2ุmonths 

Laneุ3,4ุ=ุGeneุmutationุatุ2ุmonths 

Negุ=ุNegativeุcontrol 
ุุุุุุุุุุุุุุุุุ 
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การวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณของยีน 16s rRNA ด้วย Qubit 

 

 

 

 

 

 

 

 

Samples 
PCRุ

Cycles 
Qubitุresultsุ

(ng/ul) 
DNAุeluteุ
volumeุ(ul) 

Totalุ
DNAุ
conc.ุ
(ng) 

Usingุvolumeุ
(200ุngุ=ุxุ

ul) 

ngุofุ
DNA 

200ุng 

WT2M1 27 - 28 7.62 48 365.76 26.25 200.00 200.00 

PT2M1 27 - 28 9.68 48 464.64 20.66 200.00 200.00 

KO2M1 27 - 28 13.80 48 662.40 14.49 200.00 200.00 

WT4M1 26 11.70 48 561.60 17.09 200.00 200.00 

PT4M1 26 - 27 9.00 48 432.00 22.22 200.00 200.00 

KO4M1 26 8.84 48 424.32 22.62 200.00 200.00 

WT6M1 26 10.20 48 489.60 19.61 200.00 200.00 

PT6M1 26 9.32 48 447.36 21.46 200.00 200.00 

KO6M1 26 7.86 48 377.28 25.45 200.00 200.00 

WT8M1 26 20.80 48 998.40 9.62 200.00 200.00 

PT8M1 26 7.14 48 342.72 28.01 200.00 200.00 

KO8M1 26 18.60 48 892.80 10.75 200.00 200.00 

KO10M3 28 8.84 48 424.32 22.62 200.00 200.00 
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