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บทที ่3 

วธีิการวจิยั 

วธีิการวจัิย 

 การศึกษาน้ีท าในกลุ่มตวัอย่าง 2 กลุ่มไดแ้ก่ กลุ่มตวัอย่างท่ีเป็นผูป่้วยไลเคนแพลนัสช่องปาก
และกลุ่มตวัอยา่งท่ีเป็นอาสาสมคัรท่ีเยือ่เมือกช่องปากมีลกัษณะปกติ เก็บเน้ือเยือ่จากแต่ละกลุ่มและวดั
ระดับการแสดงออกของ  ADAM9 และ  PCNA ในระดับโปรตีนด้วยเทคนิคอิมมูโนฮิสโตเคมี 
เปรียบเทียบผลระหว่างไลเคนแพลนัสช่องปากและเน้ือเยื่อปกติ ตรวจสอบความสัมพนัธ์กบัความ
รุนแรงทางคลินิกของไลเคนแพลนัสช่องปาก  และตรวจสอบการแสดงออกของ ADAM9 ในระดบั
โปรตีนด้วยวิธีเวสเทิร์นบล็อททิงในเคอราติโนไซต์ช่องปาก (human oral keratinocyte; HOKs)ใน
อาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีระดบัแคลเซียมแตกต่างกนั (ภาพท่ี 3.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่3.1  แผนผงัวธีิการวิจยั ก.อิมมูโนฮิสโตเคมีข.เวสเทิร์นบล็อททิง 

ขอค ารับรองจากคณะกรรมการพิทกัษสิ์ทธิฯ  

และคดัเลือกลุ่มตวัอยา่งท่ีตอ้งการศึกษา 

กลุ่มไลเคนแพลนสั กลุ่มควบคุม 

ยอ้มดว้ยเทคนิคอิมมูโนฮิสโตเคมี ของ 

ADAM9 และPCNA 

ให้คะแนนอิมมูโนฮิสโตเคมีทั้งสองกลุ่ม 

เก็บขอ้มูลและเก็บตวัอยา่งเน้ือเยือ่ 

เพาะเล้ียง HOKให้ไดค้วามหนาแน่นร้อยละ 80 

ง 

แบ่งHOK เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงท่ีมีแคลเซียม 

0.03,0.6,1.2 มิลลิโมลาร์ 

สกดัแยกโปรตีนจาก HOKs 

วิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนดว้ย 

วิธีเวสเทิร์นบลอ็ททิง 
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3.1 การขอค ารับรองจากคณะกรรมการพทิกัษ์สิทธิสวสัดิภาพและป้องกนัภยนัตรายของผู้ถูกวจัิย 

 ท าการขอค ารับรองการศึกษาวิจยัในมนุษย์จากคณะกรรมการพิทักษ์สิทธิสวสัดิภาพและ
ป้องกนัภยนัตรายของผูถู้กวิจยั คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ ตามเอกสารรับรอง
เลขท่ี 16/2557 

3.2 คัดเลอืกกลุ่มตัวอย่างทีท่ าการศึกษา 

 3.2.1 กลุ่มผูป่้วยไลเคนแพลนสัช่องปาก 
 ผูป่้วยรายใหม่ท่ีไดเ้ขา้รับการรักษาในคลินิกเวชศาสตร์ช่องปาก คณะทนัตแพทยศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่  ท่ีไดรั้บการวนิิจฉยัโดยอาศยัลกัษณะทางคลินิกและลกัษณะทางจุลพยาธิวทิยา
แลว้วา่เป็นไลเคนแพลนสัช่องปาก จ านวน 25 คน โดยมีเกณฑก์ารคดัเลือกผูเ้ขา้ร่วมงานวจิยั ดงัน้ี 

1) เกณฑก์ารคดัเลือกอาสาสมคัรเขา้ร่วมงานวจิยั 
1.1 ผูป่้วยท่ีมีรอยโรคในช่องปาก ซ่ึงต่อมาไดรั้บการวินิจฉยัโรคทางคลินิกและ

ทางจุลพยาธิวทิยาวา่เป็นไลเคนแพลนสัช่องปาก 
1.2) ผูป่้วยไม่มีโรคทางระบบใด ๆ 
1.3) ผูป่้วยไม่ไดใ้ชย้าท่ีมีรายงานวา่ท าใหเ้กิดรอยโรคไลเคนอยดจ์ากยา(16, 26) 
1.4) ผูป่้วยไม่มีรอยโรคหรือความผดิปกติอ่ืน ๆ ของเยือ่เมือกช่องปาก 
1.5) ผูป่้วยไม่มีวสัดุบูรณะฟันท่ีอาจท าใหเ้กิดรอยโรคไลเคนอยด์จากการสัมผสั  
1.6)  ผูป่้วยอาย ุ18 ปีข้ึนไป 

2) เกณฑก์ารไม่รับอาสาสมคัรเขา้ร่วมงานวจิยั 
2.1) ผูป่้วยปฏิเสธการรักษา 
2.2)  ผูป่้วยมีโรคทางระบบ หรือไดรั้บยารักษาโรคทางระบบใด ๆ 
2.3)  ผูป่้วยตั้งครรภห์รือก าลงัอยูใ่นช่วงใหน้มบุตร 
2.4)  ผูป่้วยมีรอยโรค หรือมีความผดิปกติอ่ืน ๆ ของเยือ่เมือกช่องปาก 
2.5)  ผูป่้วยมีประวติัการใชส้เตียรอยดใ์นการรักษาไลเคนแพลนสัช่องปาก 

 3.2.2  กลุ่มควบคุม 
อาสาสมัครท่ีมีสุขภาพช่องปากดี ท่ีเข้ารับการรักษาในคลินิกศัลยศาสตร์ช่องปาก

และแม็กซิลโลเฟเชียล คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ เพื่อรับการผา่ตดัฟันฝังคุดชนิด
อยู่ในกระดูกทั้งหมด โดยคดัเลือกอาสาสมคัรท่ีไม่ปรากฏลักษณะของการอกัเสบของเน้ือเยื่อใน
บริเวณท่ีตดัช้ินเน้ือ ทั้งอาการแสดงทางคลินิกและลกัษณะทางจุลพยาธิวิทยา จ านวน 13 คน โดยมี
เกณฑก์ารคดัเลือกผูเ้ขา้ร่วมงานวจิยั ดงัน้ี 
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1)  เกณฑก์ารคดัเลือกอาสาสมคัรเขา้ร่วมงานวจิยั 
1.1)  ผูป่้วยมีสุขภาพร่างกายแขง็แรง ไม่มีโรคทางระบบ และไม่ไดรั้บยารักษาโรค

ทางระบบใด ๆ 
1.2)  ผูป่้วยไม่มีรอยโรคหรือความผดิปกติอ่ืน ๆ ของเยือ่เมือกช่องปาก 
1.3) ผูป่้วยอาย ุ18 ปีข้ึนไป 

2)  เกณฑก์ารไม่รับอาสาสมคัรเขา้ร่วมงานวิจยั 
2.1)  ผูป่้วยปฏิเสธเขา้ร่วมงานวจิยั 
2.2)  ผูป่้วยมีโรคทางระบบหรือกินยารักษาโรคทางระบบใด ๆ 
2.3)  ผูป่้วยมีรอยโรคหรือความผดิปกติอ่ืน ๆ ของเยือ่เมือกช่องปาก 

3.3 การเกบ็ข้อมูลความรุนแรงทางคลนิิกของไลเคนแพลนัสช่องปาก 

 ประเมินลกัษณะความรุนแรงทางคลินิกซ่ึงประกอบดว้ย 
 3.3.1  การประเมินความรุนแรงของรอยโรคทางคลินิก 

 โดยประเมินลกัษณะและขนาดของรอยโรค ดว้ยเกณฑ์ล าดบัคะแนนทางคลินิก (clinical 
criteria score)(65) ดงัต่อไปน้ี   

คะแนน 5 - ร่างแหสีขาวร่วมกบัแผลถลอกขนาดมากกวา่ 1 ตารางเซนติเมตร  
คะแนน 4 - ร่างแหสีขาวร่วมกบัแผลถลอกขนาดนอ้ยกวา่ 1 ตารางเซนติเมตร  
คะแนน 3 - ร่างแหสีขาวร่วมกบัการฝ่อลีบขนาดมากกวา่ 1 ตารางเซนติเมตร  
คะแนน 2 - ร่างแหสีขาวร่วมกบัการฝ่อลีบขนาดนอ้ยกวา่ 1 ตารางเซนติเมตร  
คะแนน 1 - ร่างแหสีขาวเล็กนอ้ยท่ีไม่มีรอยแดง  
คะแนน 0 - ไม่มีรอยโรค เยือ่เมือกช่องปากปกติ 
ดงัแสดงในตารางท่ี3.1 
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ตารางที ่3.1 รายละเอียดของเกณฑล์ าดบัคะแนนทางคลินิกและภาพตวัอยา่ง 

คะแนน ลกัษณะทางคลินิก ภาพตวัอยา่ง 
คะแนน 5 ร่างแหสีขาวร่วมกบัแผลถลอกขนาดมากกวา่ 1 

ตารางเซนติเมตร 

 

คะแนน 4 ร่างแหสีขาวร่วมกบัแผลถลอกขนาดนอ้ยกวา่ 
1 ตารางเซนติเมตร  

 

คะแนน 3 ร่างแหสีขาวร่วมกบัการฝ่อลีบขนาดมากกวา่ 1 
ตารางเซนติเมตร 

 
คะแนน 2 ร่างแหสีขาวร่วมกบัการฝ่อลีบขนาดนอ้ยกวา่ 1 

ตารางเซนติเมตร 

 

คะแนน 1 ร่างแหสีขาวเล็กนอ้ยท่ีไม่มีรอยแดง 

 

คะแนน 0 ไม่มีรอยโรค เยื่อเมือกช่องปากปกติ 

 

 ท าการประเมินรอยโรคไลเคนแพลนัสช่องปากทั้งหมดโดยผูเ้ช่ียวชาญในสาขาเวชศาสตร์ 
ช่องปากคนเดียว และกรณีตรวจพบรอยโรคหลายต าแหน่งพิจารณาบันทึกระดับของรอยโรคใน
ต าแหน่งท่ีตดัช้ินเน้ือ 
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 3.3.2  ประเมินระดบัความเจบ็ปวด 
  ใช้เส้นแสดงระดบัความเจ็บปวด (Visual analog scale; VAS) ระดบั 0 - 10 แบบบนัทึก
ผล มีเส้นยาว 10 เซนติเมตรโดยระดบั 0 แทนไม่เจบ็ และ 10 แทนความเจ็บปวดท่ีมากท่ีสุดท่ีสามารถ
จินตนาการได ้ให้ผูป่้วยท าเคร่ืองหมายบนแถบเส้น จากนั้นวดัระยะประเมินค่าความเจ็บปวดแปลผล
เป็นคะแนนความเจบ็ปวด (Visual analog scale score)(66) 

0_______________________________________________________10 
ไม่เจบ็เลย          เจบ็มากท่ีสุด 

ภาพที ่3.2  เส้นแสดงระดบัความเจบ็ปวด 

3.4 การเกบ็เนือ้เยือ่ตัวอย่าง  

 หลงัจากผูป่้วยท าการลงนามในใบค ายนิยอมให้ท าวจิยัแลว้จะเก็บเน้ือเยื่อตวัอยา่ง ภายใตก้ารใช้
ยาชาเฉพาะท่ีโดยเก็บเน้ือเยื่อตัวอย่างขนาด 3x10x5 มิลลิเมตรโดยประมาณหลังจากนั้ นเน้ือเยื่อ
ตวัอย่างจะถูกเก็บในสารละลายร้อยละ10บฟัเฟอร์ฟอร์มาลิน (10% buffer formalin)แล้วฝังเน้ือเยื่อ
ตวัอยา่งลงในบล็อกข้ีผึ้งพาราฟิน (paraffin block) เพื่อเตรียมท าการยอ้มดว้ยเทคนิคฮีมาทอกซิลินและ
อีโอซิน (hematoxylin and eosin; H&E)  เพื่อยนืยนัผลทางพยาธิวิทยาท าโดยผูเ้ช่ียวชาญในสาขาพยาธิ
วทิยาช่องปากคนเดียววา่เป็นโรคไลเคนแพลนสัช่องปากจริงจากนั้นจึงน าเน้ือเยือ่ตวัอยา่งไปยอ้มดว้ย
เทคนิคอิมมูโนฮิสโตเคมีต่อไป 

3.5 การย้อมด้วยเทคนิคอมิมูโนฮิสโตเคมี(67)  

 เพื่อตรวจสอบการแสดงออกในระดบัโปรตีนของ  ADAM9 และ PCNA ในช้ินเน้ือจากผูป่้วย 
ไลเคนแพลนสัช่องปากและอาสาสมคัรผูมี้สุขภาพดีโดยมีขั้นตอนดงัน้ี 
 3.5.1  ตดัช้ินเน้ือตวัอยา่งขนาด 5 ไมครอนจากบล็อกข้ีผึ้งพาราฟินลงในสไลดแ์กว้เคลือบ 
 3.5.2  ละลายพาราฟินในไซลีน  (xylene) แล้วล้างด้วยแอลกอฮอล์ท่ีความเข้มข้นต่างกัน 
 (ร้อยละ 100 เป็นเวลา 3 นาที และร้อยละ 70 เป็นเวลา 3 นาที) และลา้งคร้ังสุดทา้ยดว้ยน ้า 3 นาที 
 3.5.3  ใส่ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 3 (3% hydrogenperoxide) เป็นเวลา 
10 นาที 
 3.5.4  ลา้งสไลดแ์กว้เคลือบท่ีมีเน้ือเยือ่ตวัอยา่งดว้ยน ้าเปล่า 5 นาที 
 3.5.5  ใส่ในสารละลายรีทรีฟ (retrieval solution) ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 
นาที จากนั้นปล่อยไวใ้นอุณหภูมิหอ้ง 20 นาที 
 3.5.6  ลา้งในสารละลายทริสบฟัเฟอร์ (Tris-buffered saline;TBS) 5 นาที 
 3.5.7  บ่มช้ินเน้ือตวัอยา่งในนอมอลฮอสซีรัม (Normal Horse Serum) ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 20 นาที 
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 3.5.8  บ่มช้ินเน้ือตวัอย่างด้วยแอนติบอดีต่อ ADAM9 ความเข้มข้น 1:50 หรือ PCNA ความ
เ ข้ ม ข้ น  1:100 (ADAM9 goat polyclonal antibody, Santa cruze Biotech, USA/PCNA mouse 
monoclonal antibody, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) ข้ามคืนโดยใช้อุณหภู มิ  4
องศาเซลเซียส 
 3.5.9  ลา้งใน TBS 5 นาที   
 3.5.10  บ่มช้ินเน้ือด้วยแอนติบอดีล าดบัท่ีสอง (2oantibody, Santa cruze Biotech ABC kit/R.T.U. 
Vectastain elite ABC kit, Vector laboratories, Burlingame, CA, USA) 30 นาทีดว้ยอุณหภูมิหอ้ง 
 3.5.11  ให ้TBS ไหลผา่นช้ินเน้ือและลา้งดว้ย TBS 5 นาที 
 3.5.12  กระตุน้ปฏิกิริยาอิมมูโนเพอรอกซิเดสโดยการใส่สารแดป (DAB substrate) 4 นาทีและ
ลา้งดว้ยน ้าเป็นเวลา 5 นาที 
 3.5.13  แช่สไลดแ์กว้พร้อมช้ินเน้ือตวัอยา่งในฮีมาทอกซิลิน 20 วนิาที 
 3.5.14  ลา้งดว้ยน ้า 5 นาทีจากนั้นปิดดว้ยแผน่แกว้และเคลือบดว้ยกลีเซอรีน (glycerine) 

3.6 การแปลผลอมิมูโนฮิสโตเคมี        

 ท าการแปลผลโดยผู ้ท  าวิจัยซ่ึงได้รับการฝึกหัดจากผู ้เช่ียวชาญ และท าการทดสอบความ
เท่ียงตรงในการแปลผลในตวัผูท้  าการวิจยั (intra-calibration) แลว้ ช้ินเน้ือตวัอยา่งถูกตรวจสอบดว้ย
กล้องจุลทรรศน์ด้วยเลนส์ก าลงัขยาย 10 เท่าก่อน เพื่อแยกชั้นเยื่อบุผิวออกจากชั้นเน้ือเยื่อเก่ียวพนั
จากนั้ น ถ่ายภาพช้ินเน้ือด้วยกล้องดิจิตอล (D70,Olympus, Tokyo, Japan) ท่ียึดติดอยู่กับกล้อง
จุลทรรศน์ (BX41,Olympus) เพื่อใช้ในการนับเซลล์ท่ีให้ผลบวกต่อแอนติบอดีของ ADAM9 ด้วย
เลนส์ก าลังขยาย 20 เท่าโดยเลือกบริเวณท่ีจะนับเซลล์ท่ีชั้ นเยื่อบุผิวโดยแบ่งเฉล่ียช้ินเน้ือเป็น 5
ต าแหน่งท่ีเท่ากนั จากซ้ายไปขวาของสไลดแ์กว้จากนั้นนบัจ านวนเซลล์ท่ีใหผ้ลบวกซ่ึงติดสีน ้ าตาลใน
ไซโทพลาสซึม (cytoplasm) จากทั้ง 5 ต าแหน่งด้วยโปรแกรมอิมเมจ เจ (Image J program ,National 
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) น าจ านวนเซลล์ท่ีให้ผลบวกจากแต่ละบริเวณมาหาผลรวม
คิดเป็นค่าเฉล่ียร้อยละของเซลล์ให้ผลบวกต่อเซลล์ทั้งหมด จากนั้นน าค่าร้อยละมาคิดคะแนนตาม 
ควอร์ไทล(์quartile) โดยเกณฑก์ารใหค้ะแนนดงัน้ี  

คะแนน 0 - มีเซลลท่ี์ใหผ้ลบวกอยูใ่นช่วงควอร์ไทลท่ี์ 1  
คะแนน 1- มีเซลลท่ี์ใหผ้ลบวกอยูใ่นช่วงควอร์ไทลท่ี์ 2  
คะแนน 2 - มีเซลลท่ี์ใหผ้ลบวกอยูใ่นช่วงควอร์ไทลท่ี์ 3    
คะแนน 3 - มีเซลลท่ี์ใหผ้ลบวกอยูใ่นช่วงควอร์ไทลท่ี์ 4  
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 และประเมินให้คะแนนความเขม้ของการติดสี(intensity score)ของเซลลท่ี์ใหผ้ลบวกให้คะแนน
ตั้งแต่ 0-2 จากการติดสีอ่อนไปเขม้ (0 = ไม่ติดสี, 1 = ติดสีอ่อน, 2 = ติดเขม้) จากนั้นน าคะแนนทั้ง 2
ส่วนมาบวกกนัคิดเป็นคะแนนอิมมูโนฮิสโตเคมี (immunohistochemicalstaning score) ของ ADAM9
ตั้งแต่ 0 - 5 ส าหรับ PCNA ใช้การให้คะแนนเฉพาะส่วนท่ีเป็นจ านวนของเซลล์ท่ีให้ผลบวก และไม่
คิดคะแนนความเข้มของการติดสีโดยนับเซลล์ท่ีให้ผลบวกด้วยโปรแกรมอิมเมจ เจ เช่นเดียวกับ 
ADAM9 โดยการติดสีน ้ าตาลท่ีนิวเคลียส (nucleus) ของเซลล์เคอราติโนไซต์ถือว่าเป็นผลบวกนับ
เซลล์จากช้ินเน้ือ 5 ต  าแหน่งและน าจ านวนเซลล์ท่ีให้ผลบวกจากแต่ละบริเวณมาหาผลรวมคิดเป็น
ค่าเฉล่ียร้อยละของเซลล์ให้ผลบวกต่อเซลล์ทั้ งหมด จากนั้ นน าค่าร้อยละมาคิดคะแนนตาม 
ควอร์ไทล ์โดยเกณฑก์ารใหค้ะแนนการมีผลบวกต่อPCNA (PCNA-positive cell score) ดงัน้ี  

คะแนน 0 - มีเซลลท่ี์ใหผ้ลบวกอยูใ่นช่วงควอร์ไทลท่ี์ 1       
คะแนน 1 - มีเซลลท่ี์ใหผ้ลบวกอยูใ่นช่วงควอร์ไทลท่ี์ 2     
คะแนน 2 - มีเซลลท่ี์ใหผ้ลบวกอยูใ่นช่วงควอร์ไทลท่ี์ 3     
คะแนน 3 - มีเซลลท่ี์ใหผ้ลบวกอยูใ่นช่วงควอร์ไทลท่ี์ 4  

3.7 การเพาะเลีย้งเซลล์เคอราติโนไซต์ช่องปาก  

น าเซลล์เคอราติโนไซต์ช่องปาก (Human oral keratinocytes; HOKs) จากเน้ือเยื่อเหงือกท่ีไม่มี
การอกัเสบท่ีปกคลุมบริเวณท่ีเป็นฟันฝังคุดท่ีฝังอยูใ่นกระดูกทั้งหมด(68) มาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียง-
เซ ลล์  (keratinocyte growth medium) ปั จจัย เส ริม  5 ช นิ ด คือ  bovine pituitary extract, epidermal 
growth factor, insulin, hydrocortisone, gentamycin sulfate, amphotericin-B (Clonetics® , 
Walkersville, MD, USA) ท่ีอุณหภูมิ 37˚C ในตูเ้ล้ียงภายใตค้วามช้ืนและคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 
เม่ือ HOKs มีความหนาแน่นร้อยละ 80 โดยประมาณ ท าการแบ่ง HOKs และเล้ียงด้วยอาหารเล้ียง-
เซลล์ท่ีความเขม้ขน้ของแคลเซียมต่างกนั 3 ความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 0.03, 0.15 และ 1.2 มิลลิโมลาร์ (mM) 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

3.8 วธีิการสกดัแยกโปรตีนจากเคอราติโนไซต์ช่องปาก(69)  

 เม่ือครบแลว้ท าการสกดัแยกโปรตีนดว้ยการสลายเซลล์ให้ไดส้ารละลายโปรตีน (cell lysate)
โดยใช้ RIPA (radio-immunoprecipitation assay; RIPA) น าสารละลายโปรตีนท่ีได้มาวดัปริมาณ
โปรตีนด้วย BCA Protein Assay Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) และอ่านค่า Optical density ท่ี
540 นาโนเมตร ไดค้่าเป็นความเขม้ขน้ของโปรตีนในสารละลายเป็นไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg/ml) 
เพื่อน ามาค านวณปริมาณสารละลายท่ีตอ้งใชเ้พื่อใหไ้ดป้ริมาณโปรตีนในหน่วยไมโครกรัมท่ีเท่ากนั 
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3.9 การตรวจการแสดงออกของโปรตีนในเคอราติโนไซต์ช่องปาก  

 เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน ADAM9 โดยใช้หลกัการของเจลอิเล็กโตรฟอเรซิส 
(gel electrophoresis) ท าการตรวจสอบโปรตีนท่ีตอ้งการดว้ยแอนติบอดีโดยมีขั้นตอนดงัน้ี(68) 
 3.9.1  แบ่งสารสกดัท่ีมีปริมาณโปรตีนสุทธิ30ไมโครกรัมใหค้วามร้อน 100oC เป็นเวลา 5 นาที 
 3.9.2  แยกโปรตีนตามน ้ าหนกัโดยน าสารสกดัท่ีมีปริมาณโปรตีน 30 ไมโครกรัมมาละลายบน 
ร้อยละ10 โพลีอคริย์ลาไมด์เจล  (10% polyacrylamide gel) แยกโปรตีนด้วยวิธีอิเล็กโตรฟอเรซิส
(electrophoresis) ในรันนิงบัฟเฟอร์(running buffer) ท่ีมีความเข้มข้นเป็น1เท่า (1x running buffer) 
ดว้ยกระแสไฟฟ้า 100 โวลตเ์ป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้ถ่ายโอน (transfer)โปรตีนทั้งหมดไปท่ีเยือ่ไนโตร
เซลลูโลส (nitrocellulose membranes , Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) โดยใช้กระแสไฟฟ้า 
100 มิลลิแอมแปร์เป็นเวลา 12 ชัว่โมงในบลอทติงบฟัเฟอร์ท่ีเยน็ (cold blotting buffer) โดยใช้เคร่ือง
Transblot apparatus (Bio-Rad, CA, USA)   
 3.9.3  หลงัจากโอนยา้ยโปรตีนมาสู่เยื่อไนโตรเซลลูโลสแลว้ น าเยื่อไนโตรเซลลูโลสท่ีไดไ้ป
แช่ในน ้ านมไร้ไขมันท่ีความเข้มข้นร้อยละ 5 ใน TBS (5% non-fat dry milk in TBS) ท่ีมี ทวีน-20 
ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.05 (0.05% Tween-20) เป็นเวลา1ชัว่โมง   
 3.9.4 จากนั้ นบ่มเยื่อไนโตรเซลลูโลสด้วยแอนติบอดีต่อ ADAM-9 ชนิดเดียวกับท่ีใช้ใน
ขั้นตอนอิมมูโนฮิสโตเคมีหรือแอนติบอดีต่อบีตา แอคติน  (β-Actin,Santa Cruz Biotechnology)  
ความเขม้ขน้ 1:1,000 ในอุณหภูมิ 4oC ขา้มคืน  
 3.9.5  เม่ือครบก าหนดเวลาแล้วจะน าเยื่อไนโตรเซลลูโลสมาล้างในทวีน-20 ความเข้มข้น     
ร้อยละ 0.05 ใน TBS เป็นเวลา 10 นาที ท าซ ้ า 3 รอบ แลว้จึงบ่มดว้ยแอนติบอดีล าดบัท่ีสอง (anti-goat 
or anti-mouse secondary antibody, Santa Cruz Biotechnology) อัตราส่ วน  1: 2,000 ในทวีน -TBS 
(Tween-TBS) เป็นเวลา 1 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 3.9.6  ลา้งอีกคร้ังดว้ยทวนี-20 ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.05 ใน TBS เป็นเวลา 10 นาทีท าซ ้ า 3 รอบ 
จากนั้ นน าไปกระตุ้นการเปล่งแสงท่ีเกิดจากปฏิกิริยาเคมี (chemiluminasecece) ด้วย  LumiGLO 
Reserve chemiluminescence reagent (KPL, Gaithersburg, MD, USA) และถ่ายภาพด้วย ChemiDoc 
XRS gel documentation system (Bio-Rad Laboratories) 
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3.10 การวเิคราะห์ทางสถิติ 

 ใช้โปรแกรม SPSS (The Statistical Package for the Social Sciences software version 17.0 for 
Windows, IBM, Chicago, IL, USA) ในการค านวณสถิตินอนพาราเมตริกโดย  
 3.10.1  เปรียบเทียบการแสดงออกของ ADAM9 และ PCNA ระหว่างกลุ่มไลเคนแพลนสักบั
กลุ่มควบคุมดว้ยสถิติ Mann-Whitney U test    
 3.10.2  ตรวจสอบความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ ADAM9 ซ่ึงวดัเป็นคะแนน 
อิมมูโนฮิสโตเคมีของ ADAM9 กับลักษณะความรุนแรงทางคลินิกซ่ึงมีตวัแทนเป็นเกณฑ์ล าดับ
คะแนนทางคลินิก หรือคะแนนความเจบ็ปวด ดว้ยสถิติ Spearman correlation coefficient   
 3.10.3  ตรวจสอบความสัมพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของ PCNA ซ่ึงวดัเป็น คะแนนเซลลท่ี์มี
ผลบวกต่อ PCNA กบัลกัษณะความรุนแรงทางคลินิกซ่ึงมีตวัแทนเป็นเกณฑ์ล าดบัคะแนนทางคลินิก 
หรือคะแนนความเจบ็ปวด ดว้ยสถิติ Spearman correlation coefficient   
 3.10.4  ตรวจสอบความสัมพนัธ์ระหว่างการแสดงออกของ ADAM9 กบัการแสดงออกของ 
PCNA ดว้ยสถิติ Spearman correlation coefficient  
 


