
   MMO10-1 
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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้ศึกษาการแสดงออกของ miRNA ใน exosome จากตัวอยางพลาสมาของผูปวยSLE เทียบกับผูที่มี

สุขภาพดี เพื่อจะนํามาใชเปนตัวบงช้ีทางชีวภาพที่นําไปสูการพัฒนาการวินิจฉัยและพยากรณโรคใหมีความแมนยําและ

จําเพาะกับโรค โดยนํา exosome มาวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ดวย Nanostring nCounter แลวตรวจสอบ

ดวย qRT-PCR ผลการวิเคราะหดวย Nanostring nCounter พบวา miR-548n มีคานัยสําคัญทางสถิติตํ่าท่ีสุด โดยมีการ

แสดงออกในกลุมผูปวย SLE นอยกวากลุมผูที่มีสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สอดคลองกับผลการศึกษาระดับการ

แสดงออกดวย qRT-PCR มีรายงานการศึกษาที ่พบวา IFNL1 นั ้นเปน mRNA เปาหมายของ miR-548n ผู ว ิจัยจึง

ทําการศึกษา IFNL1 ในระดับยีนและโปรตีน ผลการวิเคราะหการแสดงออกของ IFNL1 mRNA พบวา กลุมผูที่เปนโรค 

SLE ที่อาการสงบและอาการกําเริบมีการแสดงออกของยีน IFNL1 มากกวากลุมผูที่ไมเปนโรคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p=0.0001 และ p<0.0001 ตามลําดับ) แตปริมาณโปรตีนของท้ังสามกลุมไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 

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. 
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บทนํา 

โรคเอสแอลอี หรือ Systemic Lupus Erythematosus (SLE) เปนโรคภูมิตานเน้ือเยื่อตนเองท่ีมีอาการแสดงได

หลายระบบ เกิดความผิดปกติไดเกือบทุกอวัยวะของรางกาย และมีความรุนแรงแตกตางกันในผูปวยแตละราย (Manson, 

Rahman, 2006) สําหรับความรุนแรงของโรคมีรายงานพบวามีความรุนแรงในชาวเอเชียมากกวาชาวคอเคเชียน 

(Thumboo, Wee, 2006) ผูปวย SLE มีโอกาสเสียชีวิตมากกวาคนทั่วไป 5 เทา โดยสาเหตุการเสียชีวิตมักเกิดจากการ

อักเสบของอวัยวะสําคัญ การติดเชื้อ และโรคของระบบหัวใจและหลอดเลือด (Moulton et al., 2017) ผูปวยที่โรคมี

อาการกําเริบบอย ๆ หรือไมสามารถเขาสูภาวะอาการโรคสงบ จะดําเนินอาการนําไปสูอวัยวะการสูญเสียหนาท่ีอยางถาวร

(Adamichou, Bertsias, 2017) การวินิจฉัยโรค SLE จะอาศัยอาการแสดงของโรคตามเกณฑของสมาคม American 

College of Rheumatology ที ่ ได จ ัดต ั ้งเกณฑไว  11 ข อ ซ ึ ่งรวมถึงการใชผลตรวจทางเลือดและปสสาวะจาก

หองปฏิบัติการ (Gill et al.,2003) แตเน่ืองจากโรค SLE เปนโรคท่ีผูปวยมีอาการแสดงไดหลากหลาย อีกท้ังเทคนิคท่ีใชใน

การตรวจ เชน การตรวจหาแอนตินิวเคลียร แอนติบอดี (Anti-nuclear antibody, ANA) และคอมพลีเมนต เปนเทคนิคท่ี

มีความไวแตไมจําเพาะเฉพาะโรค จึงอาจทําใหแพทยไมสามารถวินิจฉัยและพยากรณโรคไดอยางแมนยํา  

ในปจจุบันมีการศึกษา miRNA เพื่อใชเปนตัวบงชี้ทางชีวภาพ (biomarker) ในหลายโรค เชน โรคมะเร็ง(Wang 

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

อารเอ็นเอสายสั้น ขนาดประมาณ 21-25 นิวคลีโอไทด มีโครงสรางเปนอารเอ็นเอสายเดี่ยว สรางจากบริเวณท่ีไมแปลรหัส

เปนโปรตีน (intron) ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของยีน และมีบทบาทในการยับยั้งการสรางโปรตีน ในขั้นตอนหลัง

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

สามารถบรรจุอยูใน exosome ซึ่งเปน extracellular vesicle ขนาด 30-150 nm และถูกหลั่งออกมานอกเซลลไปยัง

เซลลเปาหมายไดอยางจําเพาะ (Tkach, Théry, 2016) นอกจากนั้นยังชวยปองกันไมให miRNA ถูกทําลายดวยเอนไซม 

Rnase ได ดังนั้น miRNA จึงเหมาะสมที่จะนํามาใชเปน biomarker miRNA มีหนาที่ในการควบคุมการตอบสนองของ

ระบบภูมิคุ มกันและเกี่ยวของกับการเกิดโรค (Kim et al., 2015) รายงานการศึกษาหายีนเสี ่ยงตอการเกิดโรค SLE 

(susceptibility genes) พบวามี 72 ยีน โดยจะทําหนาที่เกี่ยวของกับการควบคุม T cell co-stimulation การอยูรอด

ของเซลล กระบวนการ apoptosis และ tolerance control ซึ่งยีนเหลานี้เปนยีนเปาหมายของ miRNA มากกวา 140 

ชนิด จากการศึกษาขางตนจึงแสดงใหเห็นวา miRNA นั้นมีบทบาทและมีสวนในการทําใหเกิดโรค SLE (Kyttaris, 2010) 

ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความสนใจศึกษาการแสดงออกของ exosomal miRNA ในพลาสมาของผูปวยโรค SLE ซึ่งอาจจะไปนําสู

การวินิจฉัยและหากลไกท่ีเก่ียวของกับโรค SLE  

ในการศึกษานี้ คณะผูวิจัยมีความสนใจศึกษาปริมาณการแสดงออกของ miRNA ใน  exosome จากตัวอยาง

พลาสมาของผูปวย SLE เทียบกับกลุมผูที่มีสุขภาพดี และศึกษาบทบาทการทํางานของยีนเปาหมายของ miRNAs ท่ี

สัมพันธกับโรค SLE เพื่อจะนํามาใชเปนตัวบงชี้ที่และนําไปพัฒนาการวินิจฉัยและพยากรณโรคใหมีความแมนยําและ

จําเพาะกับโรค 

 

วัตถุประสงคการวิจัย 

เพ่ือศึกษาการแสดงออกของ miRNA ใน exosome ของผูปวยโรค SLE และผูท่ีมสีุขภาพด ี
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วิธีการวิจัย 

1. เก็บเลือดจากกลุมตัวอยาง แยกพลาสมาและ peripheral blood mononuclear cell (PBMC) 

ทําการเจาะเลือดจากกลุมตัวอยางโดยแบงเปน 2 สวน สวนท่ี 1 ใสหลอดเก็บเลือดมีสารตานการแข็งตัวของ

เลือดชนิด EDTA นําไปปนเหวี่ยงที่ 2,500g เปนเวลา 10 นาที ดูดเก็บสวนพลาสมา แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 8,000g เปน

เวลา 10 นาที เพ่ือกําจัดเศษเซลล จากน้ันดูดเก็บสวน supernatant เก็บท่ี -80 °C จนกวาจะนําไปตกตะกอน exosome 

ในข้ันตอนถัดไป 

สวนท่ี 2 ใสหลอดเก็บเลือดที่มีสารตานการแข็งตัวของเลือดชนิด Heparin นําไปแยก PBMC ดวยวิธี 

density gradient centrifugation โดยใช Ficoll-Paque™ PLUS เก็บ PBMC  ที่อุณหภูมิ -80 °C จนกวาจะนําไปสกัด 

RNA ในข้ันตอนถัดไป 

โครงการวิจัยไดรับการรับรองจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย IRB No.776/63 

2. ตกตะกอน exosome จากพลาสมาดวย Exosome Precipitation Solution 

ใช ExoQuick™ Exosome Precipitation Solution เพื่อแยก exosome จากพลาสมา โดยนําตัวอยาง

พลาสมาปริมาตร 250 ul มากําจัด fibrin โดยเติม 611 U/ml Thrombin 2 ul บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที นําไป

ป นเหวี ่ยงที ่ 10000rpm เปนเวลา 5 นาที ดูดเก็บสวน supernatant เติม ExoQuick™ Exosome Precipitation 

Solution  75 ul และเติม 4 mg/ml RNase A 0.625 ul บมท่ีอุณหภูมิ 4 °C ขามคืน จากน้ันเติม 40,000 U/ml Rnase 

inhibitor ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 150 U/ml นําไปปนเหว่ียงท่ี 1500g เปนเวลา 30 นาที ดูดสวน supernatant ท้ิง 

แลวละลายสวน pellet ดวย PBS 250 ul 

3. วิเคราะหปริมาณและขนาดของ exosome ดวย nanoparticle tracking analysis 

เจือจาง exosome ใน PBS นําไปวิเคราะหขนาดและปริมาณ exosome ดวยเครื่อง Nanosight 300 โดยตั้งคา 

camera level 10 และ detection threshold 5 

4. วิเคราะหหา exosomal marker ดวยวิธี western blot  

ศ ึกษาการแสดงออกของ CD9 และ CD63 ซ ึ ่ งเป น Integral membrane protein ท่ีอย ู บนเย ื ่อหุม 

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  เปนเวลา 10 นาที จากนั้นแบงตัวอยาง 3 ul ทํา

การแยกโปรตีนดวยวิธี Sodium Dodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ยายโปรตีน

จาก acrylamide gel สู nitrocellulose membrane แลว block ดวย blocking buffer (Tris-buffered saline, TBS) 

เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย TBS ท่ีผสม 0.1% Tween 20 (TBST) เปนเวลา 15  นาที 3  รอบ แลวนําไปบมกับ primary 

antibody ท่ีผสม blocking buffer ในอัตราสวน 1:1000 บมไวขามคืน ลางดวย TBST เปนเวลา 15 นาที 3 รอบ บมกับ 

secondary antibody ท่ีผสม blocking buffer ในอัตราสวน 1:10,000 เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย TBST เปนเวลา 15  

นาที 3  รอบ แลวนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง Odyssey® CLx Imaging System 

5. สกัด miRNA ใน exosome 

สกัด miRNA ใน exosome โดยใชชุด QIAGEN miRNeasy mini Kit miRNA ที ่สกัดไดเก็บที ่ -80 °C 

จนกวาจะนําไปวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ในข้ันตอนถัดไป 

6. วิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ใน exosome ดวย Nanostring nCounter 

วิเคราะหการแสดง miRNA ใน exosome โดยใช Human v3 miRNA panel  
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7. วิเคราะห mRNA ท่ีเปนเปาหมายของ miRNA ดวยโปรแกรม Target Scan Human 

วิเคราะห mRNA ท่ีเปนเปาหมายของ miRNA ดวยโปรแกรม Target Scan Human 7.2 

8. ตรวจสอบผลการวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ใน exosome ดวย Quantitative Real-Time 

Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) 

สรางDNA (cDNA) ดวยปฏิกิริยา reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) โดยใช

ชุด ใชชุด TaqMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit แลวนําไปวิเคราะหการแสดงออกของยีนดวยเครื่อง ABI 

QuantStudio 5 Real-Time PCR System 

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

สกัด RNA จาก PBMC ดวยชุด QIAGEN RNeasy Mini Kit RNA ที่สกัดไดเก็บที่ -80 °C จนกวาจะนําไป

วิเคราะหการแสดงออกของ mRNA ในข้ันตอนถัดไป 

10. วิเคราะหการแสดงออกของ mRNA เปาหมายของ miRNA ดวย 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

นําไปวิเคราะหการแสดงออกของยีนดวยเครื่อง ABI QuantStudio 5 Real-Time PCR System 

11.  วัดปริมาณโปรตีนในพลาสมาดวย enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

ศึกษาระดับโปรตีนในพลาสมาของกลุมตัวอยางโดยใชชุด R&D system Human IL-29/IFN-lambda 1 

DuoSetⓇ ELISA 

12.  การวิเคราะหขอมูลและสถิติท่ีใชวิเคราะห 

ขอมูลผลการทดลองของทุกกลุมไดจากการทําซํ้าอยางนอย 3 ครั้งแสดงผลเปนคาเฉลี่ย(mean ± SEM) ใน

การเปรียบเทียบคาเฉลี่ยระหวาง 2 กลุมทดลองจะใช student’s t-test และการเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติของ

คาเฉลี ่ยที ่มีมากกวา 2 กลุมทดลอง จะใช Analysis of variance (ANOVA) (p< 0.05) โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร 

GraphPad Prism 9.0 

 

ผลการวิจัย 

 

ตารางท่ี 1 แสดงขอมูลทางคลินิกของกลุมตัวอยาง (SLE : Systemic Lupus Erythematosus, Normal : ผูที่มีสุขภาพดี, 

Inactive SLE : ผูปวย SLE ที่อาการสงบ , Active SLE : ผูปวย SLE ที่อาการกําเริบ, SLEDAI : Systemic 

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

ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีทางสถิติท่ีระดับ 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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เก็บตัวอยางเลือดจากผูที ่มีสุขภาพดีจากจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และผูปวย SLE ที่เขารับการรักษา ณ 

โรงพยาบาลรามาธิบดี โดยกลุมผู ปวย SLE แบงเปน กลุมที ่อาการสงบ และกลุมที ่อาการกําเริบ ขอมูลทางคลินิก 

ของกลุมตัวอยางแสดงในตารางท่ี 1 จากตารางจะเห็นวาคาพารามิเตอรของคนไขเทียบกับคนปกติไมมีความแตกตางอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติ ยกเวนคะแนน SLEDAI ซึ่งเปนคาท่ีประเมินจากอาการแสดงและความผิดปกติของอวัยวะตาง ๆ 

การวิเคราะหคุณสมบัติของ exosome ในดานปริมาณและคุณภาพ 

นําตัวอยางเลือดคนไขจากตารางท่ี 1 กลุมละ 4 คน นําไปแยกพลาสมาและ PBMC ทําการตกตะกอน exosome 

จากพลาสมา แลวนําไปวิเคราะหดวย nanoparticle tracking analysis (NTA) และ western blot ผลการวิเคราะห

ปริมาณและขนาดของ particle ดวย NTA พบวา จํานวน particle ของท้ังสามกลุม คือ กลุมปกติ กลุมผูท่ีเปนโรค SLE ท่ี

อาการสงบ และกลุมผูที่เปนโรค SLEที่อาการกําเริบ ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพท่ี 1A) ขนาดของ 

particle ของทั้งสามกลุม ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบวา particle มีขนาดอยูในชวง 50-150 nm 

(ภาพท่ี 1B) ผลการวิเคราะหหา exosomal marker ดวยวิธี western blot พบวา 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 แสดงผลวิเคราะหคุณสมบัติของ exosome A. ผลการวิเคราะหจํานวน particle ดวย NTA B. ผลการวิเคราะหขนาด

ของ particle ดวย NTA C. การวิเคราะห exosomal marker ดวยวิธี western blot 

 

การวิเคราะหการแสดงออก miRNA ใน exosome ดวยวิธี nanostring nCounter 

ผลวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ใน exosome โดยใช Human v3 miRNA panel ซึ่งสามารถดูการ

แสดงออกของ miRNA กวา 800 ชนิด เมื่อนําคาท่ีไดท้ังหมดไปจัดกลุมดวยวิธีการของ principle component analysis  

แสดงในภาพท่ี 2 พบวา คาการแสดงออกของ miRNA ท้ังหมดใน exosome สามารถจัดแยกกลุมตัวอยางไดตามลักษณะ

C 
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อาการของโรค โดยจะเห็นไดวา การแสดงออกของ miRNA ในกลุมที่เปนโรค SLE ทั้งกลุมที่อาการสงบและอาการกาํเริบ

น้ันแยกจากกลุมควบคุมอยางชัดเจน  

 

 

ภาพท่ี 2 ผลการวิเคราะหดวย principle component analysis (Control : ผูที่มีสุขภาพดี, Inactive : ผูปวย SLE ท่ี

อาการสงบ, Active : ผูปวย SLEท่ีอาการกําเริบ) 

 

เมื่อนํา miRNA ทั้งหมดมาวิเคราะหทางสถิติพบวา ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกในกลุมผูที่ปวยSLE เทียบ

กับกลุมผูท่ีมีสุขภาพดี พบวา มี miRNA 108 ชนิดท่ีแสดงออกแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยในกลุมผูปวยจะมี 

miRNA 106 ชนิดท่ีมีการแสดงออกนอยกวากลุมผูท่ีมีสุขภาพดี และมี miRNA 2 ชนิดท่ีมีการแสดงออกมากกวากลุมผูท่ีมี

สุขภาพดี  

เมื ่อเปรียบเทียบการแสดงออกในกลุมผู ปวยโรคSLE ที่อาการกําเริบเทียบกับกลุมผูที่มีสุขภาพดี พบวา มี 

miRNA 67 ชนิดท่ีแสดงออกแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยในกลุมผูปวยท่ีอาการกําเริบจะมี miRNA 64 ชนิดท่ี

แสดงออกนอยกวากลุมผูท่ีมีสุขภาพดี และมี miRNA 3 ชนิดท่ีแสดงออกมากกวากลุมผูท่ีมีสุขภาพดี  

ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกในกลุมผู ปวยโรคSLEที่อาการสงบเทียบกับกลุมผูที ่มีสุขภาพดี พบวา มี 

miRNA 93 ชนิดที่แสดงออกแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยในกลุมผูปวยที่อาการสงบ มี miRNA 87 ชนิด ท่ี

แสดงออกนอยกวากลุมผูท่ีมีสุขภาพดี และมี miRNA 6 ชนิดท่ีมีการแสดงออกมากกวากลุมผูท่ีมีสุขภาพดี (ภาพท่ี 3) 

ตรวจความถูกตองของ exosomal miRNA-548n ในพลาสมาของผูปวยและผูท่ีมีสุขภาพดี 

 จากผลการวิเคราะหดวย nanostring nCounter ซึ่งพบวา miR-584n เปน miRNA ที่มีคานัยสําคัญนอยที่สุด 

และยังไมทราบหนาท่ีท่ีชัดเจน ดังนั้นจึงเลือก miRNA-548n มาทดสอบความถูกตองในกลุมประชากรที่เพิ่มขึ้น ดวยวิธี 
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qRT-PCR โดยเพิ่มจํานวนกลุมตัวอยาง (Normal=10, Inactive SLE=22, Active SLE=11) พบวา กลุมผูที่เปนโรค SLE 

ที่อาการสงบและอาการกําเริบมีการแสดงออกของยีน miR-548n นอยกวากลุมผูที่ไมเปนโรคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p=0.0001 และ p=0.040 ตามลําดับ)  โดยเมื่อเปรียบเทียบภายในกลุมผูท่ีเปนโรค SLE พบวา กลุมที่อาการสงบมีการ

แสดงออกของยีน miR-548n นอยกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p=0.047) (ภาพท่ี 4)  

 

 

ภาพท่ี 3 แสดงผลการวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ดวย nanostring nCounter (Control : ผูท่ีมีสุขภาพดี, dis : ผูท่ี 

เปนโรค SLE, Inactive : ผูปวย SLE ท่ีอาการสงบ, Active : ผูปวย SLEท่ีอาการกําเริบ) 
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ภาพท่ี 4  แสดงผลการวิเคราะหการแสดงออกของ miR-548n ใน exosome ดวย qRT-PCR  

 
ภาพท่ี 5 ผลการศึกษาของ Li และคณะ ที่ศึกษาความจําเพาะของ miR-548 ตอ IFNL1 ดวยวิธี 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 

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

luciferase reporter plasmid รวมกับ miR-Ctrl, miR548, miR-Inh-Ctrl และ miR-548 Inh  

 

ผลการวิเคราะห mRNA เปาหมาย 

ผลการวิเคราะหหา mRNA เปาหมายของ miR-548n ดวยโปรแกรม Target Scan Human Human 7.2 พบวา

มี mRNA ท่ีเปนเปาหมายของ miR-548 หลายชนิด รวมถึง Interferon lambda1 (IFNL1)  ซึ่งจากรายงานการศึกษาของ 

Li และคณะ (ภาพที ่ 5) ที ่ศึกษาความจําเพาะของ miR-548 ตอ IFNL1 ดวยวิธี Luciferase reporter assay โดย 

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

reporter plasmid รวมกับ miR-control(miR-Ctrl), miR-548, miR-inhibitor control(miR-Inh-Ctrl) และ miR-548-

inhibitor (miR-548 Inh)  พบวา miR-548 สามารถจับกับลําดับบน IFN-λ1 3′UTR plasmid ได ทําให luciferase gene 

ไมถูกถอดรหัส สงผลให luciferase activity ลดลง และเมื่อใส miR-548-inhibitor จึงทําให luciferase activity สูงข้ึน 

แต miR-548 ไมจับกับ mutant IFN-λ1 3′UTR plasmid น่ันคือ miR-548  สามารถจับกับ 3’ UTR ของ IFNL1 ไดอยาง

จําเพาะ ผู ว ิจัยจึงทําการศึกษาผลของ miRNA-548n ตอยีน IFNL1  และโปรตีน IFN-λ1 ซึ ่งทําหนาที ่เกี ่ยวกับการ

ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอไวรัส และกระตุนใหเกิดการสรางไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการอักเสบของอวัยวะในผูปวย 

SLE ผลการวิเคราะหการแสดงออกของ IFNL1 mRNA พบวา กลุมผูที่เปนโรค SLE ที่อาการสงบและอาการกําเริบมีการ

แสดงออกของยีน IFNL1 มากกวากลุมผูที่ไมเปนโรคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p=0.0001 และ p<0.0001 ตามลําดับ)   
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โดยกลุมผูเปนโรค SLE ที่อาการกําเริบมีการแสดงออกของยีน IFNL1 มากกวากลุมที่อาการสงบอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ 

(p=0.002) (ภาพที่ 6A) ผลการวัดปริมาณโปรตีน IFN-λ1 ดวยวิธี ELISA พบวาปริมาณโปรตีนของทั้งสามกลุมไมแตกตาง

กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพท่ี 6B) 

 

 

ภาพท่ี 6 A. แสดงผลการวิเคราะหการแสดงออกของ IFNL1 ดวย qRT-PCR B. แสดงผลการวิเคราะหปริมาณโปรตนี  

IFN-λ1 ดวย ELISA 

 

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

 โรค SLE เปนโรคภูมิตานเนื้อเยื่อตนเองที่มีอาการแสดงไดหลายระบบ มีการดําเนินโรคที่หลากหลาย และมี

ความรุนแรงแตกตางกันในผูปวยแตละราย อีกทั้งเทคนิคทางหองปฏิบัติการที่ใชประกอบการวินิจฉัยยังไมมีความจําเพาะ

กับโรค SLE จึงทําใหแพทยไมสามารถวินิจฉัยโรคไดอยางแมนยํา นอกจากน้ีผูท่ีเปนโรค SLE ท่ีอาการกําเริบควรไดรับการ

รักษาเพ่ือใหอาการเขาสูภาวะโรคสงบโดยเร็ว เพราะผูปวยท่ีโรคมีอาการกําเริบบอย ๆ หรือไมสามารถเขาสูภาวะโรคสงบ

จะดําเนินไปสูอวัยวะสูญเสียหนาที่อยางถาวรหรือถึงขั้นเสียชีวิต การวิจัยในครั้งนี้จึงทําการศึกษาการแสดงออกของ 

miRNA ใน exosome เพื่อใชเปนตัวบงชี้ของโรค โดยองคความรูจากการศึกษาจะนําไปสูความเขาใจกลไกการเกิดโรคท่ี

เพ่ิมมากขึ้น สรางเกณฑการจําแนกโรคที่ทาํใหสามารถคนพบผูปวยไดเร็วขึ้น มีวิธีการประเมินโรคที่แมนยําขึ้น เพื่อทําให

อัตรารอดชีวิตของผูปวยสูงข้ึน รวมท้ังมีคุณภาพชีวิตท่ีดีข้ึน 

ผูวิจัยทําการเก็บเลือดจากกลุมตัวอยาง นําไปแยกพลาสมาและPBMC โดยสวนพลาสมาจะนําไปแยก exosome 

และวัดปริมาณโปรตีนในพลาสมา สวน PBMC จะนําไปสกัด RNA เพื่อวิเคราะหการแสดงออกของ mRNA ผลการ

วิเคราะหดวย NTA พบวา particle มีขนาดอยูในชวง 50-150 nm และเมื่อวิเคราะหดวย western blot ก็พบวามีการ

แสดงออกของ exosomal marker น่ันคือ การตกตะกอนดวย ExoQuick™ Exosome Precipitation Solution สามารถ

แยก exosome ในพลาสมาได  ในเบ้ืองตน ผูวิจัยไดทําการศึกษาการแสดงออกของ miRNA ดวย Nanostring nCounter 

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

แสดงออกของ miRNA ในexosome โดยเปรียบเทียบการแสดงออกในกลุมผูที่ปวย SLE เทียบกับกลุมผูที่มีสุขภาพดี 

พบวา มี miRNA 108 ชนิดท่ีแสดงออกแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่ง miR-548n เปน miRNA ท่ีมีคานัยสําคัญ

ตํ่าท่ีสุด โดย miR-548n มีการแสดงออกในกลุมผูปวย SLE นอยกวากลุมผูท่ีไมเปนโรคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยกลุม

ท่ีอาการสงบมีการแสดงออกของ miR-548n นอยกวากลุมท่ีอาการกําเริบแตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ ผูวิจัยจึงทําการศึกษา

การแสดงออกของ miR-548 nดวยวิธี qRT-PCR โดยเพิ ่มจํานวนกลุ มตัวอยางใหมากขึ ้น (Normal=10, Inactive 

SLE=22, Active SLE=11) พบวา กลุมผูท่ีเปนโรค SLE ท่ีอาการสงบและอาการกําเริบมีการแสดงออกของยีน miR-548n 
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นอยกวากลุมผูท่ีไมเปนโรคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคลองกับผลการวิเคราะหดวย Nanostring nCounter แตเมื่อ

เปรียบเทียบภายในกลุมผูที่เปนโรค SLE พบวา กลุมที่อาการสงบมีการแสดงออกของยีน miR-548n นอยกวาอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ ตางจากผลการวิเคราะหดวย Nanostring nCounter ซึ่งอาจเกิดจาก primer ท่ีใชในเทคนิค qRT-PCR

นั้นมีความจําเพาะ และมีการเพิ่มจํานวนกลุมตัวอยางที่ใชศึกษาจึงเห็นความแตกตางของผลการวิเคราะหไดมากกวา 

จากนั้นคณะผูวิจัยวิเคราะหหา mRNA เปาหมายดวยโปรแกรม TargetScan พบวา interferon lambda1 (IFNL1) 

mRNA เปนเปาหมายของ miR548n โดยมีตําแหนงจับที่นิวคลีโอไทดลําดับที่ 115 ถึง 122 บน IFNL1 ซึ่งการศึกษาของ 

Li และคณะ ไดทําการศึกษาความจําเพาะของ miR-548 กับ 3’ UTR ของ IFNL1 ดวยวิธี luciferase reporter assay 

พบวา miR-548 สามารถจับกับ 3’ UTR ของ IFNL1  ไดอยางจําเพาะ นั่นคือ miR-548n นั้นควบคุมการแสดงออกของ 

IFNL1 (Li et al., 2013) โดยกลไกการควบคุมของ miRNA คือไปจับกับ 3’ UTR ของ mRNA แลวทําให mRNA ไมถูก

แปลรหัสไปเปนโปรตีนหรือถูกยอยสลายไป ดังนั้นในกลุมที่มี miRNA-548n นอยจึงนาจะมีระดับการแสดงของ IFNL1 

mRNA สูง ผูวิจัยจึงทําการศึกษาการแสดงออกของ IFNL1 mRNA ใน PBMC พบวา กลุมผูเปนโรคSLE ที่อาการกําเรบิมี

การแสดงออกของ IFNL1 mRNA มากที่สุด รองลงมาคือ กลุมผู เปนโรค SLE ที่อาการสงบ และกลุมผู ที ่ไมเปนโรค 

ตามลําดับ ไมสอดคลองกับผลการวิเคราะหการแสดงออก miR-548n ที่กลุมผูเปนโรค SLE ที่อาการสงบมีการแสดงออก

ของ miR-548n นอยกวากลุมที่อาการกําเริบ จึงควรจะมีการแสดงออกของ IFNL1 mRNA มากกวากลุมที่อาการกําเริบ 

ซึ ่งอาจเปนเพราะมีปจจัยอื ่นที ่ควบคุมการแสดงออกของ IFNL1 mRNA รวมดวยนอกเหนือจาก miR-548n เชน 

transcription factor, chromatin modification เปนตน คณะผูวิจัยทําการศึกษาในระดับโปรตีน โดยวิเคราะหปริมาณ

โปรตีน IFN-λ1 (IL-29) ในพลาสมาของกลุ มตัวอยาง พบวากลุ มผู  เปนโรค SLE ที ่อาการกําเร ิบมีระดับโปรตีน  

IFN-λ1 สูงท่ีสุด รองลงมาคือ กลุมผูเปนโรคSLEท่ีอาการสงบ และกลุมผูท่ีไมเปนโรค ตามลําดับ แตท้ังสามกลุมไมแตกตาง

กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นั่นคือทั้งสามกลุมมีระดับ IFNL1 mRNA ตางกัน แตระดับโปรตีน IFN-λ1 ไมแตกตางกัน 

อาจเกิดจาก post-transcriptional regulation เชน polyadenylation และ mRNA stability ซึ่งมีสวนในการควบคุม

ในกระบวนการการแปลรหัส IFNL1 mRNA ไปเปนโปรตีน  

 จากการศึกษาน้ี ทําใหทราบวา ผูท่ีเปนโรค SLE น้ัน มีการแสดงออกของ miR-548n แตกตางจากผูท่ีไมเปนโรค 

โดย miR-548n สามารถจับกับ IFNL1 mRNA ได แตผลการวิเคราะหระดับโปรตีนไมมีความแตกตางระหวางกลุมผูท่ีเปน

โรคและไมเปนโรค จึงอาจมีการศึกษา miRNA ชนิดอ่ืนเพ่ิมเติม หรือศึกษา mRNA อ่ืน ๆ ท่ีเปนเปาหมายของ miR-548n 

และศึกษาในระดับโปรตีน ซึ่งจะทําใหทราบวามีโปรตีนชนิดใดที่เกี่ยวของกับการเกิดโรค SLE ทําใหมีความรูความเขาใจ

กลไกการเกิดโรค SLE เพื ่อพัฒนาการวินิจฉัยและพยากรณโรคและพัฒนาวิธีการรักษาใหมีความจําเพาะและมี

ประสิทธิภาพมากข้ึน 
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