
   MMO10-1 
 

ผลของไมโครอารเอ็นเอ548nในเอ็กโซโซมตอการแสดงออกของ 

อินเตอรเฟยรอนแลมบดาเอ็มอารเอ็นเอในผูปวยโรคเอสแอลอี 
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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้ศึกษาการแสดงออกของ miRNA ใน exosome จากตัวอยางพลาสมาของผูปวยSLE เทียบกับผูที่มี

สุขภาพดี เพื่อจะนํามาใชเปนตัวบงช้ีทางชีวภาพที่นําไปสูการพัฒนาการวินิจฉัยและพยากรณโรคใหมีความแมนยําและ

จําเพาะกับโรค โดยนํา exosome มาวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ดวย Nanostring nCounter แลวตรวจสอบ

ดวย qRT-PCR ผลการวิเคราะหดวย Nanostring nCounter พบวา miR-548n มีคานัยสําคัญทางสถิติตํ่าท่ีสุด โดยมีการ

แสดงออกในกลุมผูปวย SLE นอยกวากลุมผูที่มีสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สอดคลองกับผลการศึกษาระดับการ

แสดงออกดวย qRT-PCR มีรายงานการศึกษาที ่พบวา IFNL1 นั ้นเปน mRNA เปาหมายของ miR-548n ผู ว ิจัยจึง

ทําการศึกษา IFNL1 ในระดับยีนและโปรตีน ผลการวิเคราะหการแสดงออกของ IFNL1 mRNA พบวา กลุมผูที่เปนโรค 

SLE ที่อาการสงบและอาการกําเริบมีการแสดงออกของยีน IFNL1 มากกวากลุมผูที่ไมเปนโรคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p=0.0001 และ p<0.0001 ตามลําดับ) แตปริมาณโปรตีนของท้ังสามกลุมไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 

ABSTRACT 

In this study, we performed differential expression profile of miRNAs in plasma from SLE patients 

comparing with healthy subjects for developing novel biomarkers of SLE with diagnostic and 

predictive/prognostic potential. MiRNA profiling was performed using NanoString nCounter and validated 

by qRT-PCR. miR-548n was the most significant gene that down-regulated in SLE patients versus healthy 

controls consistent with qRT-PCR validation. Previous study reported that IFNL1 mRNA is target mRNA 

of miRNA-548n. Therefore, we measured IFNL1 mRNA expression by qRT-PCR and protein quantification 

by ELISA. We found that IFNL1 expression was significantly down-regulated in inactive and active SLE 

patients (p=0.0001 and p<0.0001, respectively) but in protein level was not significant. 

 

 

 

 

 

คําสําคัญ: ไมโครอารเอ็นเอ-548n อินเตอรเฟยรอนแลมบดา โรคเอสแอลอี   
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บทนํา 

โรคเอสแอลอี หรือ Systemic Lupus Erythematosus (SLE) เปนโรคภูมิตานเน้ือเยื่อตนเองท่ีมีอาการแสดงได

หลายระบบ เกิดความผิดปกติไดเกือบทุกอวัยวะของรางกาย และมีความรุนแรงแตกตางกันในผูปวยแตละราย (Manson, 

Rahman, 2006) สําหรับความรุนแรงของโรคมีรายงานพบวามีความรุนแรงในชาวเอเชียมากกวาชาวคอเคเชียน 

(Thumboo, Wee, 2006) ผูปวย SLE มีโอกาสเสียชีวิตมากกวาคนทั่วไป 5 เทา โดยสาเหตุการเสียชีวิตมักเกิดจากการ

อักเสบของอวัยวะสําคัญ การติดเชื้อ และโรคของระบบหัวใจและหลอดเลือด (Moulton et al., 2017) ผูปวยที่โรคมี

อาการกําเริบบอย ๆ หรือไมสามารถเขาสูภาวะอาการโรคสงบ จะดําเนินอาการนําไปสูอวัยวะการสูญเสียหนาท่ีอยางถาวร

(Adamichou, Bertsias, 2017) การวินิจฉัยโรค SLE จะอาศัยอาการแสดงของโรคตามเกณฑของสมาคม American 

College of Rheumatology ที ่ ได จ ัดต ั ้งเกณฑไว  11 ข อ ซ ึ ่งรวมถึงการใชผลตรวจทางเลือดและปสสาวะจาก

หองปฏิบัติการ (Gill et al.,2003) แตเน่ืองจากโรค SLE เปนโรคท่ีผูปวยมีอาการแสดงไดหลากหลาย อีกท้ังเทคนิคท่ีใชใน

การตรวจ เชน การตรวจหาแอนตินิวเคลียร แอนติบอดี (Anti-nuclear antibody, ANA) และคอมพลีเมนต เปนเทคนิคท่ี

มีความไวแตไมจําเพาะเฉพาะโรค จึงอาจทําใหแพทยไมสามารถวินิจฉัยและพยากรณโรคไดอยางแมนยํา  

ในปจจุบันมีการศึกษา miRNA เพื่อใชเปนตัวบงชี้ทางชีวภาพ (biomarker) ในหลายโรค เชน โรคมะเร็ง(Wang 

et al., 2017) โรคติดเชื้อ (Huang et al., 2019) และโรคตับอักเสบ (Momen-Heravi et al., 2015) โดย miRNA เปน

อารเอ็นเอสายสั้น ขนาดประมาณ 21-25 นิวคลีโอไทด มีโครงสรางเปนอารเอ็นเอสายเดี่ยว สรางจากบริเวณท่ีไมแปลรหัส

เปนโปรตีน (intron) ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของยีน และมีบทบาทในการยับยั้งการสรางโปรตีน ในขั้นตอนหลัง

การสังเคราะห messenger RNA(mRNA) (post-trancriptional modification) (Carthew, Sontheimer, 2009) miRNA 

สามารถบรรจุอยูใน exosome ซึ่งเปน extracellular vesicle ขนาด 30-150 nm และถูกหลั่งออกมานอกเซลลไปยัง

เซลลเปาหมายไดอยางจําเพาะ (Tkach, Théry, 2016) นอกจากนั้นยังชวยปองกันไมให miRNA ถูกทําลายดวยเอนไซม 

Rnase ได ดังนั้น miRNA จึงเหมาะสมที่จะนํามาใชเปน biomarker miRNA มีหนาที่ในการควบคุมการตอบสนองของ

ระบบภูมิคุ มกันและเกี่ยวของกับการเกิดโรค (Kim et al., 2015) รายงานการศึกษาหายีนเสี ่ยงตอการเกิดโรค SLE 

(susceptibility genes) พบวามี 72 ยีน โดยจะทําหนาที่เกี่ยวของกับการควบคุม T cell co-stimulation การอยูรอด

ของเซลล กระบวนการ apoptosis และ tolerance control ซึ่งยีนเหลานี้เปนยีนเปาหมายของ miRNA มากกวา 140 

ชนิด จากการศึกษาขางตนจึงแสดงใหเห็นวา miRNA นั้นมีบทบาทและมีสวนในการทําใหเกิดโรค SLE (Kyttaris, 2010) 

ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความสนใจศึกษาการแสดงออกของ exosomal miRNA ในพลาสมาของผูปวยโรค SLE ซึ่งอาจจะไปนําสู

การวินิจฉัยและหากลไกท่ีเก่ียวของกับโรค SLE  

ในการศึกษานี้ คณะผูวิจัยมีความสนใจศึกษาปริมาณการแสดงออกของ miRNA ใน  exosome จากตัวอยาง

พลาสมาของผูปวย SLE เทียบกับกลุมผูที่มีสุขภาพดี และศึกษาบทบาทการทํางานของยีนเปาหมายของ miRNAs ท่ี

สัมพันธกับโรค SLE เพื่อจะนํามาใชเปนตัวบงชี้ที่และนําไปพัฒนาการวินิจฉัยและพยากรณโรคใหมีความแมนยําและ

จําเพาะกับโรค 

 

วัตถุประสงคการวิจัย 

เพ่ือศึกษาการแสดงออกของ miRNA ใน exosome ของผูปวยโรค SLE และผูท่ีมสีุขภาพด ี
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วิธีการวิจัย 

1. เก็บเลือดจากกลุมตัวอยาง แยกพลาสมาและ peripheral blood mononuclear cell (PBMC) 

ทําการเจาะเลือดจากกลุมตัวอยางโดยแบงเปน 2 สวน สวนท่ี 1 ใสหลอดเก็บเลือดมีสารตานการแข็งตัวของ

เลือดชนิด EDTA นําไปปนเหวี่ยงที่ 2,500g เปนเวลา 10 นาที ดูดเก็บสวนพลาสมา แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 8,000g เปน

เวลา 10 นาที เพ่ือกําจัดเศษเซลล จากน้ันดูดเก็บสวน supernatant เก็บท่ี -80 °C จนกวาจะนําไปตกตะกอน exosome 

ในข้ันตอนถัดไป 

สวนท่ี 2 ใสหลอดเก็บเลือดที่มีสารตานการแข็งตัวของเลือดชนิด Heparin นําไปแยก PBMC ดวยวิธี 

density gradient centrifugation โดยใช Ficoll-Paque™ PLUS เก็บ PBMC  ที่อุณหภูมิ -80 °C จนกวาจะนําไปสกัด 

RNA ในข้ันตอนถัดไป 

โครงการวิจัยไดรับการรับรองจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย IRB No.776/63 

2. ตกตะกอน exosome จากพลาสมาดวย Exosome Precipitation Solution 

ใช ExoQuick™ Exosome Precipitation Solution เพื่อแยก exosome จากพลาสมา โดยนําตัวอยาง

พลาสมาปริมาตร 250 ul มากําจัด fibrin โดยเติม 611 U/ml Thrombin 2 ul บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที นําไป

ป นเหวี ่ยงที ่ 10000rpm เปนเวลา 5 นาที ดูดเก็บสวน supernatant เติม ExoQuick™ Exosome Precipitation 

Solution  75 ul และเติม 4 mg/ml RNase A 0.625 ul บมท่ีอุณหภูมิ 4 °C ขามคืน จากน้ันเติม 40,000 U/ml Rnase 

inhibitor ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 150 U/ml นําไปปนเหว่ียงท่ี 1500g เปนเวลา 30 นาที ดูดสวน supernatant ท้ิง 

แลวละลายสวน pellet ดวย PBS 250 ul 

3. วิเคราะหปริมาณและขนาดของ exosome ดวย nanoparticle tracking analysis 

เจือจาง exosome ใน PBS นําไปวิเคราะหขนาดและปริมาณ exosome ดวยเครื่อง Nanosight 300 โดยตั้งคา 

camera level 10 และ detection threshold 5 

4. วิเคราะหหา exosomal marker ดวยวิธี western blot  

ศ ึกษาการแสดงออกของ CD9 และ CD63 ซ ึ ่ งเป น Integral membrane protein ท่ีอย ู บนเย ื ่อหุม 

exosome โดยน ํา exosome 20 ul ผสมก ับ 10% Sodium dodecyl sulphate ใน 100 mM Triethylamonium 

bicarbonate (10% SDS in 100 mM TEAB) 80 ul  นําไป sonicate  เปนเวลา 10 นาที จากนั้นแบงตัวอยาง 3 ul ทํา

การแยกโปรตีนดวยวิธี Sodium Dodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ยายโปรตีน

จาก acrylamide gel สู nitrocellulose membrane แลว block ดวย blocking buffer (Tris-buffered saline, TBS) 

เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย TBS ท่ีผสม 0.1% Tween 20 (TBST) เปนเวลา 15  นาที 3  รอบ แลวนําไปบมกับ primary 

antibody ท่ีผสม blocking buffer ในอัตราสวน 1:1000 บมไวขามคืน ลางดวย TBST เปนเวลา 15 นาที 3 รอบ บมกับ 

secondary antibody ท่ีผสม blocking buffer ในอัตราสวน 1:10,000 เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย TBST เปนเวลา 15  

นาที 3  รอบ แลวนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง Odyssey® CLx Imaging System 

5. สกัด miRNA ใน exosome 

สกัด miRNA ใน exosome โดยใชชุด QIAGEN miRNeasy mini Kit miRNA ที ่สกัดไดเก็บที ่ -80 °C 

จนกวาจะนําไปวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ในข้ันตอนถัดไป 

6. วิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ใน exosome ดวย Nanostring nCounter 

วิเคราะหการแสดง miRNA ใน exosome โดยใช Human v3 miRNA panel  
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7. วิเคราะห mRNA ท่ีเปนเปาหมายของ miRNA ดวยโปรแกรม Target Scan Human 

วิเคราะห mRNA ท่ีเปนเปาหมายของ miRNA ดวยโปรแกรม Target Scan Human 7.2 

8. ตรวจสอบผลการวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ใน exosome ดวย Quantitative Real-Time 

Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) 

สรางDNA (cDNA) ดวยปฏิกิริยา reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) โดยใช

ชุด ใชชุด TaqMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit แลวนําไปวิเคราะหการแสดงออกของยีนดวยเครื่อง ABI 

QuantStudio 5 Real-Time PCR System 

9. สกัด RNA จาก peripheral blood mononuclear cell (PBMC)  

สกัด RNA จาก PBMC ดวยชุด QIAGEN RNeasy Mini Kit RNA ที่สกัดไดเก็บที่ -80 °C จนกวาจะนําไป

วิเคราะหการแสดงออกของ mRNA ในข้ันตอนถัดไป 

10. วิเคราะหการแสดงออกของ mRNA เปาหมายของ miRNA ดวย qRT-PCR  

ส ร  า ง  complementary DNA (cDNA) โ ด ยปฏ ิ ก ิ ร ิ ย า  reverse-transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCR) โดยใช ช ุด  Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit จาก น้ัน

นําไปวิเคราะหการแสดงออกของยีนดวยเครื่อง ABI QuantStudio 5 Real-Time PCR System 

11.  วัดปริมาณโปรตีนในพลาสมาดวย enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

ศึกษาระดับโปรตีนในพลาสมาของกลุมตัวอยางโดยใชชุด R&D system Human IL-29/IFN-lambda 1 

DuoSetⓇ ELISA 

12.  การวิเคราะหขอมูลและสถิติท่ีใชวิเคราะห 

ขอมูลผลการทดลองของทุกกลุมไดจากการทําซํ้าอยางนอย 3 ครั้งแสดงผลเปนคาเฉลี่ย(mean ± SEM) ใน

การเปรียบเทียบคาเฉลี่ยระหวาง 2 กลุมทดลองจะใช student’s t-test และการเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติของ

คาเฉลี ่ยที ่มีมากกวา 2 กลุมทดลอง จะใช Analysis of variance (ANOVA) (p< 0.05) โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร 

GraphPad Prism 9.0 

 

ผลการวิจัย 

 

ตารางท่ี 1 แสดงขอมูลทางคลินิกของกลุมตัวอยาง (SLE : Systemic Lupus Erythematosus, Normal : ผูที่มีสุขภาพดี, 

Inactive SLE : ผูปวย SLE ที่อาการสงบ , Active SLE : ผูปวย SLE ที่อาการกําเริบ, SLEDAI : Systemic 

Lupus Erythematosus Disease Activity Index, RBC : red blood cell, WBC : white blood cell, ns : 

ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีทางสถิติท่ีระดับ 0.05) 

 
 

Normal vs Inactive SLE Normal vs Active SLE Inactive SLE vs Active SLE

SLEDAI (range) 0.00±0.00 0.00±0.00 10±4.90 ns 0.03 0.03

urine protein 0.00±0.00 0.22±0.15 1.17±0.75 ns ns ns

RBC in Urine 0.11±0.11 0.60±0.40 1.60±1.03 ns ns ns

WBC in Urine 0.00±0.00 0.50±0.50 1.50±1.19 ns ns ns

P-value
Normal Inactive SLE Active SLEclinical data
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เก็บตัวอยางเลือดจากผูที ่มีสุขภาพดีจากจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และผูปวย SLE ที่เขารับการรักษา ณ 

โรงพยาบาลรามาธิบดี โดยกลุมผู ปวย SLE แบงเปน กลุมที ่อาการสงบ และกลุมที ่อาการกําเริบ ขอมูลทางคลินิก 

ของกลุมตัวอยางแสดงในตารางท่ี 1 จากตารางจะเห็นวาคาพารามิเตอรของคนไขเทียบกับคนปกติไมมีความแตกตางอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติ ยกเวนคะแนน SLEDAI ซึ่งเปนคาท่ีประเมินจากอาการแสดงและความผิดปกติของอวัยวะตาง ๆ 

การวิเคราะหคุณสมบัติของ exosome ในดานปริมาณและคุณภาพ 

นําตัวอยางเลือดคนไขจากตารางท่ี 1 กลุมละ 4 คน นําไปแยกพลาสมาและ PBMC ทําการตกตะกอน exosome 

จากพลาสมา แลวนําไปวิเคราะหดวย nanoparticle tracking analysis (NTA) และ western blot ผลการวิเคราะห

ปริมาณและขนาดของ particle ดวย NTA พบวา จํานวน particle ของท้ังสามกลุม คือ กลุมปกติ กลุมผูท่ีเปนโรค SLE ท่ี

อาการสงบ และกลุมผูที่เปนโรค SLEที่อาการกําเริบ ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพท่ี 1A) ขนาดของ 

particle ของทั้งสามกลุม ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบวา particle มีขนาดอยูในชวง 50-150 nm 

(ภาพท่ี 1B) ผลการวิเคราะหหา exosomal marker ดวยวิธี western blot พบวา มีการแสดงออกของ CD9 และ CD63 

น ั ่นค ือ particle ท ี ่ ได จากการตกตะกอนด วย  ExoQuick™ Exosome Precipitation Solution น ั ้น เป น exosome  

(ภาพท่ี 1C)  

 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงผลวิเคราะหคุณสมบัติของ exosome A. ผลการวิเคราะหจํานวน particle ดวย NTA B. ผลการวิเคราะหขนาด

ของ particle ดวย NTA C. การวิเคราะห exosomal marker ดวยวิธี western blot 

 

การวิเคราะหการแสดงออก miRNA ใน exosome ดวยวิธี nanostring nCounter 

ผลวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ใน exosome โดยใช Human v3 miRNA panel ซึ่งสามารถดูการ

แสดงออกของ miRNA กวา 800 ชนิด เมื่อนําคาท่ีไดท้ังหมดไปจัดกลุมดวยวิธีการของ principle component analysis  

แสดงในภาพท่ี 2 พบวา คาการแสดงออกของ miRNA ท้ังหมดใน exosome สามารถจัดแยกกลุมตัวอยางไดตามลักษณะ

C 
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อาการของโรค โดยจะเห็นไดวา การแสดงออกของ miRNA ในกลุมที่เปนโรค SLE ทั้งกลุมที่อาการสงบและอาการกาํเริบ

น้ันแยกจากกลุมควบคุมอยางชัดเจน  

 

 

ภาพท่ี 2 ผลการวิเคราะหดวย principle component analysis (Control : ผูที่มีสุขภาพดี, Inactive : ผูปวย SLE ท่ี

อาการสงบ, Active : ผูปวย SLEท่ีอาการกําเริบ) 

 

เมื่อนํา miRNA ทั้งหมดมาวิเคราะหทางสถิติพบวา ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกในกลุมผูที่ปวยSLE เทียบ

กับกลุมผูท่ีมีสุขภาพดี พบวา มี miRNA 108 ชนิดท่ีแสดงออกแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยในกลุมผูปวยจะมี 

miRNA 106 ชนิดท่ีมีการแสดงออกนอยกวากลุมผูท่ีมีสุขภาพดี และมี miRNA 2 ชนิดท่ีมีการแสดงออกมากกวากลุมผูท่ีมี

สุขภาพดี  

เมื ่อเปรียบเทียบการแสดงออกในกลุมผู ปวยโรคSLE ที่อาการกําเริบเทียบกับกลุมผูที่มีสุขภาพดี พบวา มี 

miRNA 67 ชนิดท่ีแสดงออกแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยในกลุมผูปวยท่ีอาการกําเริบจะมี miRNA 64 ชนิดท่ี

แสดงออกนอยกวากลุมผูท่ีมีสุขภาพดี และมี miRNA 3 ชนิดท่ีแสดงออกมากกวากลุมผูท่ีมีสุขภาพดี  

ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกในกลุมผู ปวยโรคSLEที่อาการสงบเทียบกับกลุมผูที ่มีสุขภาพดี พบวา มี 

miRNA 93 ชนิดที่แสดงออกแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยในกลุมผูปวยที่อาการสงบ มี miRNA 87 ชนิด ท่ี

แสดงออกนอยกวากลุมผูท่ีมีสุขภาพดี และมี miRNA 6 ชนิดท่ีมีการแสดงออกมากกวากลุมผูท่ีมีสุขภาพดี (ภาพท่ี 3) 

ตรวจความถูกตองของ exosomal miRNA-548n ในพลาสมาของผูปวยและผูท่ีมีสุขภาพดี 

 จากผลการวิเคราะหดวย nanostring nCounter ซึ่งพบวา miR-584n เปน miRNA ที่มีคานัยสําคัญนอยที่สุด 

และยังไมทราบหนาท่ีท่ีชัดเจน ดังนั้นจึงเลือก miRNA-548n มาทดสอบความถูกตองในกลุมประชากรที่เพิ่มขึ้น ดวยวิธี 
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qRT-PCR โดยเพิ่มจํานวนกลุมตัวอยาง (Normal=10, Inactive SLE=22, Active SLE=11) พบวา กลุมผูที่เปนโรค SLE 

ที่อาการสงบและอาการกําเริบมีการแสดงออกของยีน miR-548n นอยกวากลุมผูที่ไมเปนโรคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p=0.0001 และ p=0.040 ตามลําดับ)  โดยเมื่อเปรียบเทียบภายในกลุมผูท่ีเปนโรค SLE พบวา กลุมที่อาการสงบมีการ

แสดงออกของยีน miR-548n นอยกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p=0.047) (ภาพท่ี 4)  

 

 

ภาพท่ี 3 แสดงผลการวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ดวย nanostring nCounter (Control : ผูท่ีมีสุขภาพดี, dis : ผูท่ี 

เปนโรค SLE, Inactive : ผูปวย SLE ท่ีอาการสงบ, Active : ผูปวย SLEท่ีอาการกําเริบ) 
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ภาพท่ี 4  แสดงผลการวิเคราะหการแสดงออกของ miR-548n ใน exosome ดวย qRT-PCR  

 
ภาพท่ี 5 ผลการศึกษาของ Li และคณะ ที่ศึกษาความจําเพาะของ miR-548 ตอ IFNL1 ดวยวิธี Luciferase reporter 

assay แสดงผลการจับของ miR-control (miR-Ctrl), miR-548, miR-inhibitor control (miR-Inh-Ctrl) และ 

miR-548-inhibitor (miR-548 Inh) A. ผ ล ก า ร  transfect IFN-λ1 3′UTR luciferase reporter plasmid 

รวมกับ miR-Ctrl, miR548, miR-Inh-Ctrl และ miR-548 Inh B. ผลการ transfect mutant IFN-λ1 3′UTR 

luciferase reporter plasmid รวมกับ miR-Ctrl, miR548, miR-Inh-Ctrl และ miR-548 Inh  

 

ผลการวิเคราะห mRNA เปาหมาย 

ผลการวิเคราะหหา mRNA เปาหมายของ miR-548n ดวยโปรแกรม Target Scan Human Human 7.2 พบวา

มี mRNA ท่ีเปนเปาหมายของ miR-548 หลายชนิด รวมถึง Interferon lambda1 (IFNL1)  ซึ่งจากรายงานการศึกษาของ 

Li และคณะ (ภาพที ่ 5) ที ่ศึกษาความจําเพาะของ miR-548 ตอ IFNL1 ดวยวิธี Luciferase reporter assay โดย 

transfect พลาสมิด 2 แบบคือ IFN-λ1 3′UTR luciferase reporter plasmid และ mutant IFN-λ1 3′UTR luciferase 

reporter plasmid รวมกับ miR-control(miR-Ctrl), miR-548, miR-inhibitor control(miR-Inh-Ctrl) และ miR-548-

inhibitor (miR-548 Inh)  พบวา miR-548 สามารถจับกับลําดับบน IFN-λ1 3′UTR plasmid ได ทําให luciferase gene 

ไมถูกถอดรหัส สงผลให luciferase activity ลดลง และเมื่อใส miR-548-inhibitor จึงทําให luciferase activity สูงข้ึน 

แต miR-548 ไมจับกับ mutant IFN-λ1 3′UTR plasmid น่ันคือ miR-548  สามารถจับกับ 3’ UTR ของ IFNL1 ไดอยาง

จําเพาะ ผู ว ิจัยจึงทําการศึกษาผลของ miRNA-548n ตอยีน IFNL1  และโปรตีน IFN-λ1 ซึ ่งทําหนาที ่เกี ่ยวกับการ

ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอไวรัส และกระตุนใหเกิดการสรางไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการอักเสบของอวัยวะในผูปวย 

SLE ผลการวิเคราะหการแสดงออกของ IFNL1 mRNA พบวา กลุมผูที่เปนโรค SLE ที่อาการสงบและอาการกําเริบมีการ

แสดงออกของยีน IFNL1 มากกวากลุมผูที่ไมเปนโรคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p=0.0001 และ p<0.0001 ตามลําดับ)   
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โดยกลุมผูเปนโรค SLE ที่อาการกําเริบมีการแสดงออกของยีน IFNL1 มากกวากลุมที่อาการสงบอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ 

(p=0.002) (ภาพที่ 6A) ผลการวัดปริมาณโปรตีน IFN-λ1 ดวยวิธี ELISA พบวาปริมาณโปรตีนของทั้งสามกลุมไมแตกตาง

กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพท่ี 6B) 

 

 

ภาพท่ี 6 A. แสดงผลการวิเคราะหการแสดงออกของ IFNL1 ดวย qRT-PCR B. แสดงผลการวิเคราะหปริมาณโปรตนี  

IFN-λ1 ดวย ELISA 

 

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

 โรค SLE เปนโรคภูมิตานเนื้อเยื่อตนเองที่มีอาการแสดงไดหลายระบบ มีการดําเนินโรคที่หลากหลาย และมี

ความรุนแรงแตกตางกันในผูปวยแตละราย อีกทั้งเทคนิคทางหองปฏิบัติการที่ใชประกอบการวินิจฉัยยังไมมีความจําเพาะ

กับโรค SLE จึงทําใหแพทยไมสามารถวินิจฉัยโรคไดอยางแมนยํา นอกจากน้ีผูท่ีเปนโรค SLE ท่ีอาการกําเริบควรไดรับการ

รักษาเพ่ือใหอาการเขาสูภาวะโรคสงบโดยเร็ว เพราะผูปวยท่ีโรคมีอาการกําเริบบอย ๆ หรือไมสามารถเขาสูภาวะโรคสงบ

จะดําเนินไปสูอวัยวะสูญเสียหนาที่อยางถาวรหรือถึงขั้นเสียชีวิต การวิจัยในครั้งนี้จึงทําการศึกษาการแสดงออกของ 

miRNA ใน exosome เพื่อใชเปนตัวบงชี้ของโรค โดยองคความรูจากการศึกษาจะนําไปสูความเขาใจกลไกการเกิดโรคท่ี

เพ่ิมมากขึ้น สรางเกณฑการจําแนกโรคที่ทาํใหสามารถคนพบผูปวยไดเร็วขึ้น มีวิธีการประเมินโรคที่แมนยําขึ้น เพื่อทําให

อัตรารอดชีวิตของผูปวยสูงข้ึน รวมท้ังมีคุณภาพชีวิตท่ีดีข้ึน 

ผูวิจัยทําการเก็บเลือดจากกลุมตัวอยาง นําไปแยกพลาสมาและPBMC โดยสวนพลาสมาจะนําไปแยก exosome 

และวัดปริมาณโปรตีนในพลาสมา สวน PBMC จะนําไปสกัด RNA เพื่อวิเคราะหการแสดงออกของ mRNA ผลการ

วิเคราะหดวย NTA พบวา particle มีขนาดอยูในชวง 50-150 nm และเมื่อวิเคราะหดวย western blot ก็พบวามีการ

แสดงออกของ exosomal marker น่ันคือ การตกตะกอนดวย ExoQuick™ Exosome Precipitation Solution สามารถ

แยก exosome ในพลาสมาได  ในเบ้ืองตน ผูวิจัยไดทําการศึกษาการแสดงออกของ miRNA ดวย Nanostring nCounter 

โดยใช Human v3 miRNA panel (n Normal=4 , Inactive SLE=4, Active SLE=4) เพื ่อศึกษาชนิดและระดับการ

แสดงออกของ miRNA ในexosome โดยเปรียบเทียบการแสดงออกในกลุมผูที่ปวย SLE เทียบกับกลุมผูที่มีสุขภาพดี 

พบวา มี miRNA 108 ชนิดท่ีแสดงออกแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่ง miR-548n เปน miRNA ท่ีมีคานัยสําคัญ

ตํ่าท่ีสุด โดย miR-548n มีการแสดงออกในกลุมผูปวย SLE นอยกวากลุมผูท่ีไมเปนโรคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยกลุม

ท่ีอาการสงบมีการแสดงออกของ miR-548n นอยกวากลุมท่ีอาการกําเริบแตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ ผูวิจัยจึงทําการศึกษา

การแสดงออกของ miR-548 nดวยวิธี qRT-PCR โดยเพิ ่มจํานวนกลุ มตัวอยางใหมากขึ ้น (Normal=10, Inactive 

SLE=22, Active SLE=11) พบวา กลุมผูท่ีเปนโรค SLE ท่ีอาการสงบและอาการกําเริบมีการแสดงออกของยีน miR-548n 
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นอยกวากลุมผูท่ีไมเปนโรคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคลองกับผลการวิเคราะหดวย Nanostring nCounter แตเมื่อ

เปรียบเทียบภายในกลุมผูที่เปนโรค SLE พบวา กลุมที่อาการสงบมีการแสดงออกของยีน miR-548n นอยกวาอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ ตางจากผลการวิเคราะหดวย Nanostring nCounter ซึ่งอาจเกิดจาก primer ท่ีใชในเทคนิค qRT-PCR

นั้นมีความจําเพาะ และมีการเพิ่มจํานวนกลุมตัวอยางที่ใชศึกษาจึงเห็นความแตกตางของผลการวิเคราะหไดมากกวา 

จากนั้นคณะผูวิจัยวิเคราะหหา mRNA เปาหมายดวยโปรแกรม TargetScan พบวา interferon lambda1 (IFNL1) 

mRNA เปนเปาหมายของ miR548n โดยมีตําแหนงจับที่นิวคลีโอไทดลําดับที่ 115 ถึง 122 บน IFNL1 ซึ่งการศึกษาของ 

Li และคณะ ไดทําการศึกษาความจําเพาะของ miR-548 กับ 3’ UTR ของ IFNL1 ดวยวิธี luciferase reporter assay 

พบวา miR-548 สามารถจับกับ 3’ UTR ของ IFNL1  ไดอยางจําเพาะ นั่นคือ miR-548n นั้นควบคุมการแสดงออกของ 

IFNL1 (Li et al., 2013) โดยกลไกการควบคุมของ miRNA คือไปจับกับ 3’ UTR ของ mRNA แลวทําให mRNA ไมถูก

แปลรหัสไปเปนโปรตีนหรือถูกยอยสลายไป ดังนั้นในกลุมที่มี miRNA-548n นอยจึงนาจะมีระดับการแสดงของ IFNL1 

mRNA สูง ผูวิจัยจึงทําการศึกษาการแสดงออกของ IFNL1 mRNA ใน PBMC พบวา กลุมผูเปนโรคSLE ที่อาการกําเรบิมี

การแสดงออกของ IFNL1 mRNA มากที่สุด รองลงมาคือ กลุมผู เปนโรค SLE ที่อาการสงบ และกลุมผู ที ่ไมเปนโรค 

ตามลําดับ ไมสอดคลองกับผลการวิเคราะหการแสดงออก miR-548n ที่กลุมผูเปนโรค SLE ที่อาการสงบมีการแสดงออก

ของ miR-548n นอยกวากลุมที่อาการกําเริบ จึงควรจะมีการแสดงออกของ IFNL1 mRNA มากกวากลุมที่อาการกําเริบ 

ซึ ่งอาจเปนเพราะมีปจจัยอื ่นที ่ควบคุมการแสดงออกของ IFNL1 mRNA รวมดวยนอกเหนือจาก miR-548n เชน 

transcription factor, chromatin modification เปนตน คณะผูวิจัยทําการศึกษาในระดับโปรตีน โดยวิเคราะหปริมาณ

โปรตีน IFN-λ1 (IL-29) ในพลาสมาของกลุ มตัวอยาง พบวากลุ มผู  เปนโรค SLE ที ่อาการกําเร ิบมีระดับโปรตีน  

IFN-λ1 สูงท่ีสุด รองลงมาคือ กลุมผูเปนโรคSLEท่ีอาการสงบ และกลุมผูท่ีไมเปนโรค ตามลําดับ แตท้ังสามกลุมไมแตกตาง

กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นั่นคือทั้งสามกลุมมีระดับ IFNL1 mRNA ตางกัน แตระดับโปรตีน IFN-λ1 ไมแตกตางกัน 

อาจเกิดจาก post-transcriptional regulation เชน polyadenylation และ mRNA stability ซึ่งมีสวนในการควบคุม

ในกระบวนการการแปลรหัส IFNL1 mRNA ไปเปนโปรตีน  

 จากการศึกษาน้ี ทําใหทราบวา ผูท่ีเปนโรค SLE น้ัน มีการแสดงออกของ miR-548n แตกตางจากผูท่ีไมเปนโรค 

โดย miR-548n สามารถจับกับ IFNL1 mRNA ได แตผลการวิเคราะหระดับโปรตีนไมมีความแตกตางระหวางกลุมผูท่ีเปน

โรคและไมเปนโรค จึงอาจมีการศึกษา miRNA ชนิดอ่ืนเพ่ิมเติม หรือศึกษา mRNA อ่ืน ๆ ท่ีเปนเปาหมายของ miR-548n 

และศึกษาในระดับโปรตีน ซึ่งจะทําใหทราบวามีโปรตีนชนิดใดที่เกี่ยวของกับการเกิดโรค SLE ทําใหมีความรูความเขาใจ

กลไกการเกิดโรค SLE เพื ่อพัฒนาการวินิจฉัยและพยากรณโรคและพัฒนาวิธีการรักษาใหมีความจําเพาะและมี

ประสิทธิภาพมากข้ึน 
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