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บทคัดย่อ 
 

เป็นท่ีรู้กนัทัว่ไปวา่ androgen กระตุ้นการเจริญของขนในหลายบริเวณของร่างการย เช่น ท่ีหนวดและเครา แตท่ี่
ผมบนศีรษะ androgen สามารถเปล่ียนผมปกติให้เข้าสูภ่าวะเส่ือมและหลดุร่วงลงจนเกิดเป็นศีรษะล้านซึง่เก่ียวข้องกบั
พนัธุกรรมของบคุลนัน้ๆ dermal papilla cells ท่ีอยใูนตอ่มรากผมของหนงัศีรษะเป็นบริเวณแรกท่ี androgen ออกฤทธ์ิ 
interleukin-1 เป็น inflammatory mediator ท่ีออกฤทธ์ิยบัยัง่การเจริญของผมทําให้ผมหลดุร่วง เพ่ือศกึษา 
immunolocalization ของ androgen receptor ด้วยmonoclonal และ polyclonal ท่ีเฉพาะต่อ androgen receptor 
protein .โดยใช้ paraffin section และ cryosection จากหนงัศีรษะคน ตอ่มรากผมปกติ และตอ่มรากผมท่ีนํามาเลีย้งและ
เติม interleukin-1 immunolocalization ของ androgen receptor  พบเฉพาะบนนิวเคลียสของเซลล์ในตอ่มไขมนั ตอ่ม
เหง่ือ และบางเซลล์ใน dermal papilla ของตอ่มรากผม การแสดงออกของ androgen receptor จะลดลงหรือหายไปใน 
dermal papilla ของตอ่มรากผมท่ีมี interleukin-1 อยูใ่นอาหารเลีย้งตอ่มรากผม ข้อมลูท่ีได้จะเป็นจดุเร่ิมต้นในการศกึษา
ถงึกลไกท่ีเก่ียวข้องของ cytokines อ่ืนๆท่ีมีตอ่การแสดงออกของ androgen receptor   
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Abstract 
 

It is well known that androgens stimulate normal human hair growth in many areas such 
as beard but it can also transform scalp hair follicles to regression and  balding according to 
genetically individuals. The dermal papilla cells of scalp hair follicle are primarily major site of 
androgen action. Interlekin-1 is a powerful inflammatory mediator for promoting human hair loss. 
To investigate the immunohistochmical localization of androgen receptor using both monoclonal 
and polyclonal antibody for human androgen receptor protein in paraffin and cryosection of 
human scalp tissue, plug hair follicles and cultured human hair follicle with or without IL-1 in 
culture media were used. Immunolocalization of androgen receptor was detected in nuclei of 
several skin appendages, such as sebaceous gland, sweat gland and some hair follicles. But the 
androgen receptor expression was decreased in hair follicles cultured with Interlekin-1 (10 
ng/ml). This information on the partial to total decrease of androgen receptor cultured with 
Interlekin-1 should be the beginning of the further study on the specific role of other cytokines 
on androgen receptor expression.        

 
 
.  
 
  

 
 
Keywords: hair follicle, androgen receptor, interleukin-1 
     
 
 
 
 

 
 
 



 v 

   ประกาศคุณูปการ 
 

คณะผู้วิจยัขอขอบคณุโรงพยาบาลยนัฮีท่ีได้ให้ความอนเุคราะห์ในการเก็บชิน้เนือ้หนงัศีรษะท่ีใช้ในการศกึษานี ้
ขอขอบคณุภาควิชากายวิภาคศาสตร์ คณะแพทย์ศาสตร์ท่ีได้ให้ความอนเุคราะห์ในการใช้เคร่ืองมือ สารเคมี และหน่วย
ห้องวิจยัรวมท่ีให้ความสะดวกในการใช้สถานท่ีในการดําเนินการวิจยั ขอขอบคณุมหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ ในการให้
ทนุสนบัสนนุการทําวิจยัจากเงินงบประมาณแผน่ดินประจําปี 2550   

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 vi

สารบัญ  
เร่ือง                  หน้า 
บทคดัยอ่ภาษาไทย       iii 
บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ       iv 
ประกาศคณุปูการ       v 
สารบญั         vi 
บญัชีตาราง        vii 
บญัชีภาพประกอบ       viii 
บทท่ี 1 บทนํา        1   
บทท่ี 2 เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง     2 
บทท่ี 3 วิธีดําเนินการวิจยั                        4   
บทท่ี 4 ผลการวิเคราะห์ข้อมลู      7 
บทท่ี 5 สรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ     21   
บรรณานกุรม        22 
ประวติัยอ่ผู้วิจยั         25 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 vii 

บัญชีตาราง 
 

                                หน้า 
ตารางท่ี 1 วิธีคืนสภาพแอนติเจน        6 
ตารางท่ี 2 Immunohistochemical localization of androgen receptor with antibody and  9  
                detection system    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 viii

บัญชีภาพประกอบ 
                                หน้า 
รูปท่ี 1 Parafin section ของหนงัศีรษะย้อม  immunohistochemistry ไมมี่ androgen  10 

receptor antibody (negative control):      
รูปท่ี 2 Paraffin section ของศีรษะย้อม immunohistochemistry ด้วย androgen receptor   11 

 antibody ทําการคืนสภาพแอนติเจนด้วย 10mM Citrate buffer pH 6   
รูปท่ี 3 Paraffin section ของหนงัศีรษะย้อม immunohistochemistry ด้วยเคร่ือง     12 

Autostain (DAKO, Denmark) androgen receptor antibody:     
รูปท่ี 4 Paraffin section ของหนงัศีรษะ เปรียบเทียบการแสดงออกของ androgen     13  

receptor ท่ีตอ่มไขมนั, ตอ่มเหง่ือ และตอ่มรากผม ทําการคืนสภาพแอนติเจน 
ด้วยวิธีท่ีแตกตา่งกนั  

รูปท่ี 5 Paraffin section ของตอ่มรากผม เปรียบเทียบการแสดงออกของ androgen     14  
receptor ใน dermal papilla ทําการคืนสภาพแอนติเจนด้วยเอนไซม์ท่ีตา่งกนั  
และเวลา incubation ตัง้แต่ 5 -10 นาที  

รูปท่ี 6  Paraffin section ของตอ่มรากผม เปรียบเทียบการแสดงออกของ androgen    15  
receptor ใน dermal papilla การคืนสภาพแอนติเจนโดยใช้สารเคมี และให้ความ 
ร้อนด้วย microwave oven high power 3 นาที defrost power  ตัง้แต ่4-10 นาที 

   รูปท่ี 7 Paraffin section ของตอ่มรากผม เปรียบเทียบการแสดงออกของ androgen    16  
receptor ในตอ่มรากผมท่ีแยกจากหนงัศีรษะก่อนนําไปเลีย้ง, ต่อมรากผมท่ีนําไป 
เลีย้งในนํา้ยาเลีย้งตอ่มรากผมปกติ และ ตอ่มรากผมท่ีเติม IL-1  การคืนสภาพ 
แอนติเจนทําโดยใช้สารเคมี 

 รูปท่ี 8 Frozen section ของตอ่มรากผม ท่ี fix ด้วย (A, B) acetone ทนัที, (C, D) air dry    17  
10 นาที acetone 10 นาที, (E, F) air dry 10 นาที acetone 10 นาที และ 4% neutral  
buffer formalin 10 นาที เปรียบเทียบการแสดงออกของ androgen receptor  

 รูปท่ี 9 Frozen section ของหนงัศีรษะ air dry 10 นาที fix ด้วย acetone 10 นาที     18 
 รูปท่ี 10 Frozen section หนงัศีรษะ fix ด้วย 4% neutral buffer formalin     19 
 รูปท่ี 11 Frozen section ของหนงัศีรษะ  fix ด้วย (A- F) air dry 10 นาที acetone 10 นาที,     20 
  air dry 10 นาที acetone 10 นาที และ 4% neutral buffer formalin 10 นาที เปรียบเทียบ 
  การแสดงออกของ androgen receptor 

 
         

 
 



บทที่ 1  

บทนํา 
ผมร่วงเป็นอาการท่ีไมมี่ผลขัน้ร้ายแรงจนเสียชีวิต แตส่ามารถสร้างความกงัวลใจและลดความมัน่ใจของผู้ ท่ี

ประสบปัญหาผมร่วงและศีรษะล้านได้ ทําให้มีผลตอ่ความเช่ือมัน่และบคุลกิภาพ สง่ผลให้ประสทิธิภาพการทํางานลด
น้อยลง และในรายท่ีเกิดอาการลกุลามจะทําให้การรักษาเป็นไปได้ยาก อาการผมร่วงท่ีเกิดจากการอกัเสบ เกิดเน่ืองจาก
การมีปริมาณของ inflammatory cytokines เพิ่มมากขึน้ในบริเวณหนงัศีรษะ ไปหยดุการเจริญของตอ่มรากผมและเข้าสู่
ขบวนการเส่ือมและหลดุร่วงไปในท่ีสดุ การเจริญและวงจรการเจริญของตอ่มรากผมอยูภ่ายใต้อิทธิพลของแอนโดรเจน 
(androgen) ซึง่จะออกฤทธ์ิเม่ือจบักบั androgen receptor การเปล่ียนแปลงจํานวนของ androgen receptor อาจสง่ผล
ตอ่การเจริญของตอ่มรากผมโดยตรง 

ดงันัน้การศกึษาถงึผลของ inflammatory cytokines โดยเฉพาะ proinflammatory cytokine เช่น interleukin -
1 ตอ่การแสดงออกของ androgen receptor โดยใช้การเพาะเลีย้งตอ่รากผมในห้องทดลอง มาเป็นแบบจําลองใน
การศกึษาจะเพ่ือทําให้เกิดความเก่ียวเน่ืองของ interleukin-1  ท่ีมีตอ่การหลดุร่วงของผมมากขึน้  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



บทที่ 2 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 
ตอ่มรากผม (hair follicle) มีลกัษณะเป็นรูปทรงกระบอก เจริญมาจากหนงักําพร้าท่ีหว่ําลกึลงมาอยูใ่นชัน้ของ

หนงัแท้ ตอ่มรากผมแบง่ออกเป็น epithelial components ซึง่ประกอบไปด้วย inner และ outer root sheath และ hair 
shaft ประกอบด้วย follicular keratinocytes และ melanocytes สว่น mesenchymal components คือ dermal papilla 
และ connective tissue sheath โดย dermal papilla เป็นสว่นปลายลา่งของตอ่มรากผมท่ีพองออกเป็นกระเปาะ ภายใน 
dermal papilla มี dermal papilla cells เป็น specialized fibroblast-like cells ซึง่มีคณุสมบติัเหมือน fibroblasts 
ทัว่ไปโดยสามารถสงัเคราะห์ collagen (Kasuoda and Mauch 1988) และสามารถหลัง่สาร growth factors และ 
extracellular matrix proteins (Randall, Hibberts et al. 2001) ขณะท่ีตอ่มรากผมมีการเจริญ สว่นของ dermal 
papilla ของตอ่มรากผมจะคงอยูต่ลอดเวลาแตส่ว่นบนของต่อมรากผมจะมีการเปล่ียนแปลงเป็นวงจร (Thornton, 
Messenger et al. 1991) วงจรการเจริญของผมและขนแบง่ออกได้เป็น 3 ระยะ คือ ระยะเจริญเติบโต (anagen phase), 
ระยะหยดุการเจริญเติบโตหรือเส่ือมสภาพ (catagen phase) และระยะพกัตวั (telogen phase) (Paus 1998) ซึง่เป็น
ช่วงรอยตอ่ของผมท่ีกําลงัจะหลดุร่วงกบัเส้นผมใหมท่ี่กําลงัจะขึน้มาแทน วงจรการงอกของผมจะวนเวียนกลบัไปสูร่ะยะ
เจริญเติบโตและระยะตา่งๆอยา่งตอ่เน่ืองตลอดเวลา จากการศกึษาพบวา่ dermal papilla cells ทําหน้าท่ีหลกัในการ
กระตุ้นและควบคมุการเปล่ียนแปลงของวงจรการงอกของตอ่มรากผม (Jahoda and Oliver 1981; Johoda and Horne 
1984)  

ตอ่มรากผมและตอ่มรากขน, ต่อมไขมนั และต่อมเหง่ือโดยเฉพาะชนิด apocrine เป็นอวยัวะในร่างกายท่ีการ
เจริญเติบโตขึน้อยูก่บัระดบัของ androgens (androgen-dependent) (Ebling 1986) แตต่อ่มรากผมและตอ่มรากขนนัน้
แตกตา่งจากอวยัวะอ่ืน คือการเจริญของตอ่มรากผมและตอ่มรากขนขึน้กบั androgen แล้วยงัขึน้กบัตําแหน่งท่ีพบบน
ร่างกาย กลา่วคือ androgens กระตุ้นการเจริญของตอ่มรากผมและตอ่มรากขนท่ีบริเวณ หนวด, เครา, ขนรักแร้ และท่ี
อวยัวะสืบพนัธุ์ โดย androgen จะเปล่ียน vellus hair ซึง่เป็นผมเส้นบาง ให้เป็น terminal hair เป็นผมเส้นใหญ่ หนา สี
เข้ม แต่ androgens จะยบัยัง่การเจริญของตอ่มรากผมบนหนงัศีรษะของบคุคลท่ีมีความบกพร่องทางพนัธุ์กรรม (Ebling, 
1986; Inui, 2012) เช่น บคุคลท่ีมีภาวะมี androgen มากเกินไปในร่างกายเม่ือเข้าสูร่ะยะหลงัวยัหนุ่ม (postpubertal 
period) ซึง่มีระดบั testosterone สงูจะเกิดการเปล่ียนแปลงจากเดิมมีผมเส้นใหญ่ท่ีหนาและมีสีเข้มให้กลบัเป็นผมเส้น
บาง สัน้ สีจาง ตามมาด้วยการตายของต่อมรากผมแบบถาวรและเกิดการหลดุร่วงของผมออกจากหนงัศีรษะและไม่
กลบัมาเจริญเข้าสูว่งจรการงอกของผมตามปกติทําให้เกิดศีรษะล้าน (Ellis, Sinclair et al. 2002; Hoffmann 2002; 
Rebora 2004) แตถ้่าบคุคลดงักลา่วตดัอณัฑะออกก่อนเข้าสูว่ยัหนุ่ม (prepubertal period) จะสามารถป้องกนัการเกิด
ขบวนการดงักลา่วได้ (Hamilton 1942) จากการเก็บข้อมลูทางการแพทย์พบวา่ชายท่ีมีอณัฑะเจริญผิดปกติและมี
ปริมาณ testosterone ต่ําก็จะไมเ่กิดอาการผมร่วงและศีรษะล้าน (Liao, Kokontis et al. 1989) ปัญหาผมร่วงในชาย
และหญิงท่ีเกิดจากการมีปริมาณ androgens ในหนงัศีรษะมากเรียกวา่ androgenic alopecia (Hamilton 1942; 
Ebling 1986) 

โดยทัว่ไป androgens มีผลตอ่การเจริญของต่อมรากผมในทัง้เพศชายและหญิงโดย weak proandrogens 
เช่น dehydroepiandrosterone (DHEA) และ dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S) จากกระแสเลือดเข้า
ผิวหนงั โดยผา่นทางหลอดเลือดฝอย จบักบั androgen receptor ในเซลล์เพ่ือเปล่ียนแปลงเป็น potent androgen เช่น 
dihydrotestosterone (DHT) ด้วยเอน็ไซม์ 5- reductase เกิดขึน้ท่ีเซลล์ต่อมไขมนั (sebocytes), เซลล์ท่ีตอ่มเหง่ือ 



(sweat gland) และdermal papilla cells (Liao, Kokontis et al. 1989; Zouboulis 2000) ในตอ่มรากผม DHT มีผลทํา
ให้เกิดการเปล่ียนแปลงของ hormone responsive genes เกิดการผลติ paracrine และ autocrine factors เช่น insulin-
like growth factor  (IGF) -1 (Itami, Kurata et al. 1995) ควบคมุการเจริญและการทํางานของเซลล์อ่ืนๆในตอ่มรากผม 
(Randall, Hibberts et al. 2001) เช่น follicular keratinocytes, melanocytes, endothelial cells และ dermal papilla 
cells ข้างเคียง (Itami, Kurata et al. 1991; Itami, Sonoda et al. 1994; Itami, Kurata et al. 1995; Obana, Chang et 
al. 1997) จากการศกึษาดงักลา่วเป็นการบง่ชีว้่า androgens มีมีสว่นสําคญัต่อการเจริญของตอ่มรากผมโดยผา่นทาง 
dermal papilla cells  

Androgen receptor (AR) จดัอยูใ่นกลุม่ steroid/nuclear receptor superfamily of transcription factors 
พบท่ี target organ ของ androgenic hormone เช่น ตอ่มลกูหมาก ผิวหนงั อณัฑะ ตบั เป็นต้น (Kimura, Mizokami et 
al. 1993)การศกึษา in vivo โดยใช้หนงัศีรษะจากคนปกติพบการแสดงออกของ androgen receptor โดย dermal 
papilla cells ท่ีมาจากตอ่มรากผมท่ีติดกบัหนงัศีรษะ (intact hair follicle) (Lachgar, Charveron et al. 1999; Kwon, 
Han et al. 2004; Itami and Inui 2005) ใน in vitro พบวา่ cultured dermal papilla cells ท่ีแยกจาก hair follicles ของ
หนงัศีรษะจากคนปกติมีการแสดงออกของ androgen receptor protein และ mRNA (Thornton, Messenger et al. 
1991; Randall, Thornton et al. 1992; Randall, Thornton et al. 1994; Ando, Yamaguchi et al. 1999; Lachgar, 
Charveron et al. 1999; Kwon, Han et al. 2004; Itami and Inui 2005)  

Interleukin-1 (IL-1) อยูใ่นกลุม่ proinflammatory cytokines มี 2 isoforms คือ IL-1 และ IL-1(Dinarello 
2000) ทัง้ IL-1 และ IL-1 mRNA เพิ่มปริมาณมากในผิวหนงัของหนท่ีูถกูกระตุ้นให้เกิดการงอกของขนใหมโ่ดยเฉพาะ
ในช่วงเร่ิมแรกของระยะเส่ือมของตอ่มรากขน และจะพบมากสดุเม่ือเข้าสูร่ะยะพกั (Hoffmann, Wenzel et al. 1994) ใน
ผู้ ป่วยท่ีมีภาวะผมร่วงแบบ alopecia areata พบวา่มีการแสดงออกของ IL-1 เพิ่มมากขึน้ (Hoffmann, Wenzel et al. 
1994) นอกจากนีย้งัพบ IL-1 มากเม่ือผิวหนงัเกิดบาดแผล และเม่ือเกิดการอกัเสบ เม่ือมีการเติม IL-1 ความเข้มข้นต่ํา 
(0.01-0.1 ng/ml) ในนํา้ยาเลีย้งตอ่มรากผมทําให้ตอ่มรากผมผลิตผมท่ีมีขนาดเลก็ลง และ dermal papilla cells ท่ีอยูใ่น
ตอ่มรากผมนัน้จะเกิดการเปล่ียนแปลงโดยมีการจดัตวัไมเ่ป็นระเบียบ แตถ้่าเติม IL-1 ท่ีความเข้มข้นสงู (1-10 ng/ml)  
จะทําให้ตอ่มรากผมหยดุการเจริญและหยดุการสร้างผมและเกิดการตายของตอ่มรากผมในท่ีสดุ  (Harmon and Nevins 
1993; Philpott, Sanders et al. 1996; Xiong and Harmon 1997) ถ้ามีปริมาณ IL-1 มากในผิวหนงัทําให้การเจริญ
ของตอ่มรากผมหยดุลงเกิดการตายของ hair bulb keratinocytes และตอ่มรากผมบริเวณนัน้จะเข้าสูร่ะยะเส่ือม 

(Ruckert, Lindner et al. 2000) นอกจากนีก้ารเติม IL-1(0.1-1 ng/ml) ลงใน cultured dermal papilla cells ทาํให้
ลดการแสดงออกของ androgen receptor mRNA และโปรตีน ใน dermal papilla cells (Boivin, Jiang et al. 2006) 
แตย่งัไมมี่การศกึษาถงึผลของ interleukin-1 ตอ่การแสดงออกของ androgen receptor ในตอ่มรากผมปกติ  

ในการศกึษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาการแสดงออกของ androgen receptor ในตอ่มรากผมจากหนงัศีรษะ
ปกติเปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้ของ androgen receptor ในตอ่มรากผมท่ีนําออกมาเลีย้งในนํา้ยาเลีย้งตอ่มราก
ผมปกติและนํา้ยาเลีย้งตอ่มรากผมท่ีมี interleukin-1 ท่ีความเข้มข้นสงู (10 ng/ml) 



 

บทที่ 3 

วธีิดาํเนินการวจิัย 

อุปกรณ์และนํา้ยาเลีย้งต่อมรากผม 
William E medium (Gibco BRL), L-Glutamine (Gibco BRL), penicillin/Streptomycin (Gibco BRL), 

hydrocortisone (Sigma), insulin (Sigma), tissue culture plates (24-well plate), Laminar flow, CO2– incubator, 
sterile pipets, pipet tips, eppendorfs,  

สารเคมี, antibody และอุปรณ์สาํหรับ immunohistochemistry  
กรณีท่ีไมไ่ด้กลา่วอ้างถงึโดยเฉพาะ สารเคมีจะซือ้จาก Sigma St. Louis 
Human Interleukin-1beta recombinant, monoclonal mouse anti human androgen receptor antibody 

(Dako, Denmark As), monoclonal mouse anti androgen receptor antibody (Santa cruz biotechnology), 
monoclonal rabbit anti human androgen receptor antibody (Cell Signaling, USA), anti-rabbit/anti-mouse poly 
HRP IHC detection kit (Chemicon, USA), SignalStain Boost IHC Detection Reagent (rabbit) (Cell Signaling, 
USA), Novalink polymer detection system (Chemoscience, USA), formaldehyde, paraffin embedding ring and 
mold, embedding paraffin, xylene, absolute alcohol และ 95% alcohol, hydrogen peroxide, isopentain, OTC 
embedding compound, hematoxylin nuclear staining, proteinase K, trypsin,  polysine coated slide และ 
Superfrost plus slide, Pap pen, glass coverslips, Coplin jar, DAB solution 

การเกบ็แยกต่อมรากผมจากหนังศีรษะ 
ผิวหนงับริเวณศีรษะเก็บจากผู้ ท่ีมาทําศลัยกรรมดงึหน้า (facelift) ท่ีมีอายตุัง้แต่ 40-60 ปี เพศหญิง (N = 10)

และชาย (N = 6) สขุภาพสมบรูณ์ หนงัศีรษะได้รับความอนเุคราะห์จากโรงพยาบาลยนัฮี จรัญสนิทวงศ์ 90 กรุงเทพฯ หนงั
ศีรษะท่ีได้ต้องมีผมติดมาด้วยโดยเฉพาะท่ีบริเวณ frontal area จากนัน้แยกชัน้หนงัหนงักําพร้าออกจากชัน้ใต้ผิวหนงัโดยใช้
ใบมีดผา่ตดัร่วมกบัการใช้กล้อง bright-field stereoscope จากนัน้ใช้ปากคีบดงึแยกตอ่มรากผมออกจากชัน้ไขมนัท่ีอยูใ่ต้
ผิวหนงั ออกมาเป็นตอ่มรากผมเด่ียวๆท่ีมี dermal sheath หุ้มล้อมรอบ และไม่มีตอ่มไขมนัติดขึน้มาเพ่ือให้ผมท่ีงอกอออก
มามี root sheath หุ้มล้อมรอบผม  

การเลีย้งต่อมรากผม 
1. นําตอ่มรากผมท่ีแยกมาจากหนงัศีรษะ ทําการคดัแยกตอ่มรากผมออกเป็น 3 ระยะ ดงันี ้ ระยะเจริญ 

(anagen phase) ทําการแบง่ต่อมรากผมแตล่ะระยะออกป็น 2 กลุม่ ดงันี ้
กลุม่ท่ี 1: นําต่อมรากผมระยะ anagen และหนงัศีรษะมาแช่ใน 10% neutral buffer formalin เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง เพ่ือนํามาเตรียมชิน้เนือ้สําหรับทํา paraffin section และบางสว่นของหนงัศีรษะและตอ่มรากผมท่ีแยกออกได้ 
นํามาจุ่มใน isopentain ท่ีอยูใ่น dry ice พอชิน้เนือ้แข็งตวัเก็บใน -80oC สําหรับทํา cryosection 

กลุม่ท่ี 2: นําตอ่มรากผมเฉพาะท่ีอยูใ่นระยะเจริญ (anagen phase) มาเพาะเลีย้งแบบ free floating ใน 24-
well culture plate ท่ีมีอาหารเลีย้งตอ่มรากผมท่ีประกอบด้วย William ‘s E medium 500 l ท่ีเติม insulin 10 g/ml, L-



glutamine 2mM, hydrocortisone 10 ng/ml, penicillin 100 units/ml และ streptomycin 100 g/ml เพาะเลีย้งตอ่มราก
ผมในตู้ เพาะเซลล์ท่ีควบคมุอณุหภมิูท่ี 37oC มีสว่นผสมของ CO2 5% และอากาศ 95% ตอ่มรากผมจะถกูเพาะเลีย้งอยู่
ประมาณ 2 วนั เพ่ือให้มัน่ใจวา่ตอ่มรากผมท่ีนํามาใช้ในการทดลองอยูร่ะยะเจริญ (anagen phase) และมีการงอกของผม
ในอตัราปกติ จากนัน้จงึนํามาทําการแบง่ตอ่มรากผมออกเป็น 3 กลุม่  

กลุม่ท่ี 2.1: ทําการเพาะเลีย้งต่อมรากผม เปล่ียนอาหารเลีย้งต่อมรากผมทกุๆ 2 วนั พอครบ 4 วนั ทําการเก็บ
ตอ่มรากผม 

กลุม่ท่ี 2.2: เติม IL-1 10 ng/ml ลงในอาหารเลีย้งตอ่มรากผม เปล่ียนอาหารเลีย้งตอ่มรากผมพร้อมกบัเติม IL-
1 10 ng/ml ทกุๆ 2 วนั พอครบ 4 วนั ทําการเก็บตอ่มรากผม 

กลุม่ท่ี 2.3: ทําเหมือนกลุม่ท่ี 2.2 แตทํ่าการเพาะเลีย้งตอ่ไปและเปลี่ยนอาหารเลีย้งตอ่มรากผมทกุๆ 2 วนั พร้อม
กบัเติม IL-1 10 ng/ml ทําตอ่เน่ืองจนกวา่ hair shaft จะหลดุออกจากตอ่มรากผม ทําการเก็บต่อมรากผม  

ตอ่มรากผมท่ีเก็บได้จากการทดลองทัง้หมดนํามาแช่ใน 10% neutral buffer formalin เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือ
นํามาเตรียมชิน้เนือ้สําหรับทํา paraffin section และย้อมด้วย Hematoxylin เพ่ือศกึษาลกัษณะทางจลุกายวิภาคศาสตร์
ของตอ่มรากผม และตอ่มรากผมบางสว่นนํามาย้อมด้วย anti-androgen receptor โดยวิธี immunohistochemistry เพ่ือ
นํามาศกึษาการแสดงออกของ androgen receptor 

Immunohistochemistry สาํหรับ androgen receptor 
การเตรียม Paraffin section  

1. หนงัศีรษะ และตอ่มรากผมท่ีผา่นการรักษาสภาพใน 10% neutral buffer formalin นํามาผา่นขบวนการ
เตรียมชิน้เนือ้เพ่ือฝังลงในพาราฟิน และนํามาตดัให้หนา 4-5 micron ด้วยเคร่ือง microtome วางลงบน Superfrost plus 
slide หรือสไลด์แก้วท่ีเคลือบด้วย 3-aminopropyltriethoxysilane ทิง้ไว้ให้แห้ง บางสว่นของ tissue section ได้รับความ
อนเุคราะห์จากภาควิชาพยาธิวิทยา โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ นําไปย้อมด้วยเคร่ือง autostinner  

2. Deparaffinization โดยการล้าง tissue slides ด้วย xylene ตามด้วยการ rehydrate โดยการแช่ tissue 
slides ใน alcohol จากเปอร์เซน็ต์สงูไปต่ํา จากนัน้แช่ในนํา้กลัน่เพ่ือเติมนํา้เข้าเซลล์ 

3. Blocking endogenous enzyme ด้วย 3% hydrogen peroxide ในนํา้ 
4. การคืนสภาพแอนติเจน (antigen retrieval) ทําใน humidity box แสดงในตารางท่ี 1 
ตารางที่  1  วิธีการคืนสภาพแอนติเจน 

Enzyme antigen retrieval technique วิธีการทํา 
1. 0.1% Trypsin ใน CaCl2 pH 7.8 - preheat เอน็ไซม์ ให้ได้ 37OC หยดลงบน tissue 

slides 
-  incubate 37oC ประมาณ 5-10 นาที   

2. 0.1% Proteinase K ใน 0.05 mol/L Tris/HCl buffer pH 7.5 
 
Heat induced antigen retrieval technique - แช่ tissue slides ในสารละลาย 

- ใช้ microwave oven ตัง้ high power 3 นาที 
defrost power 6-10 นาที 

- ทิง้ให้เยน็ประมาณ 25 นาที 

1. Sodium citrate buffer (10mM Sod citrate, pH 6) 
2. 1mM EDTA, pH 8 
3.Tris/EDTA buffer (10mM Tris base, 1 mM EDTA, pH 9) 

ล้าง tissue slides ด้วย นํา้ประปา 5 นาที ตามด้วยนํา้กลัน่ 1 นาที 
5. Block non-specific protein blocking ด้วย 5% normal goat serum 60 นาที ซบัออก 



6. Primary antibody  
- Monoclonal mouse anti human androgen receptor (Santa cruz) amino acids 229-315 in N-terminal 
- Monoclonal mouse anti human androgen receptor (Dako) amino acids 229-315 in N-terminal 
-Androgen receptor (D6F11) XP rabbit monoclonal antibody (Cell Signalling) total androgen receptor 

protein 
Dilute primary antibody (1:100) ด้วย SignalStain antibody Diluent (Cell Signaling) หยดลงใน tissue 

slides และ incubate ใน humid box 24 ชัว่โมง ท่ี 4oC   
7. ล้าง tissue slides ด้วย Tris buffer saline (TBS) 2x5 นาที  
8. Incubate tissue slides 30 นาที ด้วย 
- SignalStain Boost IHC detection reagent (HRP, rabbit; Cell Signaling) 
-NovaLink Polymer Detection system for mouse/rabbit antibody (Chemoscience) 
- Envision system (Dako) 
9. ล้าง tissue slides ด้วย Tris buffer saline (TBS) 2x5 นาที 
10. Develop peroxidase activity ด้วย DAB solution  
11. Counterstain ด้วย hematoxylin ตามด้วยการ dehydrate โดยการผา่น tissue slides ใน alcohol จาก

เปอร์เซน็ต์ต่ําไปสงูเพ่ือกําจดันํา้ออก ตามด้วยการแช่ xylene ตามด้วยการ mounting ด้วย mounting media ปิดทบัด้วย 
coverslide ทิง้ไว้ 1-2 วนั ทําการบนัทกึภาพด้วยกล้องจลุทรรศน์  
การเตรียม Cryosection 

1. หนงัศีรษะ และตอ่มรากผมท่ีเก็บใน -80 oC นํามาฝังลงใน OCT embedding media และ snap freeze fด้วย 
dry ice-chilled ethanol/isopentane ตดั frozen tissue block ด้วยเคร่ือง cryostat ให้หนา 4-5 micron ทิง้ให้แห้ง
ประมาณ 10 นาที  (สามารถเก็บ tissue section ใน -80 oC)   

2. Fix section ใน (1) acetone 10 นาที (2) acetone 10 นาที ตามด้วย 4% neutral buffer formalin 
3. ทําตามขัน้ตอนท่ี 5-11 ของ paraffin section แตใ่ช้ เฉพาะ androgen receptor (D6F11) XP rabbit 

monoclonal antibody (Cell Signalling) total androgen receptor protein และ NovaLink Polymer Detection system 
for mouse/rabbit antibody (Chemoscience)  

   
    
 

 
 



บทที่ 4  

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

Microscopic structure ของหนังศีรษะ 
Paraffin-embedding section และ frozen section ของหนงัศีรษะท่ีได้จากการทําศลัยกรรมดงึหน้า

ประกอบด้วย ต่อมรากผม (hair follicle) อยูใ่นชัน้ dermis มีสว่นของตอ่มไขมนั (sebaceous gland) เกาะอยูท่ี่สว่นต้น
ของ follicle มีกลุม่ของตอ่มเหง่ือ (sweat gland) กระจายอยูท่ัว่ไปใน ชัน้ dermis ใกล้กบัตอ่มรากผม (รูปท่ี 1) ท่ีตอ่มราก
ผม มีสว่นของ dermal papilla อยูท่ี่สว่นปลายลา่งสดุตรงบริเวณ hair bulb ท่ีตรง hair bulb มี melanocytes ท่ีสร้าง 
melanin pigment อยูล้่อมรอบ dermal papilla แตอ่าจพบวา่มี melanin pigment กระจายเข้ามาใน dermal papilla ได้ 
(รูปท่ี 1F) 

Immunohistochemistry for androgen receptor ในหนังศีรษะ  
การแสดงออกของ androgen receptor ใน paraffin-embedded sections ของหนงัศีรษะท่ี fix ด้วย 10% 

neutral buffer formalin จะพบวา่ antigen rceptor อยูจํ่าเพาะในนิวเคลียส (nuclear staining) ท่ีเซลล์ผิวหนงั ตอ่มไขมนั 
ตอ่มเหง่ือ และต่อมรากผมบางต่อม (รูปท่ี 2) ไมพ่บวา่มี androgen receptor ในซยัโทพลาสม ไมพ่บความแตกตา่งในการ
ทํา immunohistochemistry ด้วยตวัเอง กบัการย้อมด้วยเคร่ือง autostain (รูปท่ี 3) และไมพ่บวา่มีความแตกต่างของการ
ย้อมติด androgen receptor เม่ือใช้ความเข้นข้นของ antibodyท่ีแตกตา่งกนั ความเข้มข้นของ antibody ท่ีเหมาะสมใน
การทํา immunohistochemistry สําหรับ paraffin section อยูท่ี่ความเข้มข้น 1:100-1:500 (ไมมี่รูปประกอบ)  

เปรียบเทียบความแตกตา่งของจํานวนเซลล์ท่ีมี androgen receptor ในหนงัศีรษะ ท่ีผา่นการคืนสภาพแอนติเจน
ด้วยวิธี Heat induced antigen retrieval technique ตา่งกนั และการใช้ antibody และdetection system ท่ีตา่งกนั 
สรุปผล ไว้ท่ีตารางท่ี 2 รูปท่ี 4 สรุปได้วา่ การคืนสภาพ แอนติเจนท่ีเหมาะสมในการศกึษา androgen receptor ท่ีผิวหนงั 
คือการใช้ heat induced antigen retrieval technique  ร่วมกบั Sodium citrate buffer (10mM Sod citrate, pH 6) หรือ 
Tris/EDTA buffer (10mM Tris base, 1 mM EDTA, pH 9) โดยใช้ high power 3 นาที และ defrost ท่ี 6 นาที จะให้ผลท่ี
ดีท่ีสดุ และ detection system ท่ีเหมาะสมในการใช้ คือ NovaLink Polymer Detection system for mouse/rabbit 
antibody (Chemoscience) เพราะให้การติดสีท่ีคมชดั  

Frozen sections ท่ี fix ด้วย acetone หรือ acetone + 4% neutral buffer formalin พบ androgen receptor 
อยูจํ่าเพาะในนิวเคลียส (nuclear staining) (รูปท่ี 9-11) เหมือนกบัท่ีพบใน paraffin section และ ไมพ่บวา่มี androgen 
receptor ในซยัโทพลาสมของเซลล์ เซลล์ท่ีพบวา่มี androgen receptor เช่น ผิวหนงั, ตอ่มเหง่ือ ตอ่มไขมนั และท่ีตอ่มราก
ผม พบวา่นอกจาก เซลล์ใน dermal papilla จะมี androgen receptor ยงัพบวา่ external root sheath cells มีการ
แสดงออกของ androgen receptor (รูปท่ี 9C) สว่น antibody dilution ท่ีเหมาะสมสําหรับ frozen section คือ 1: 1000 
ข้อเสียของ frozen section คือการท่ีโครงสร้างของเซลล์จะรักษาไว้ไมไ่ด้ดีเทา่กบั paraffin section เพราะเกิดการบิดเบีย้ว
ของเซลล์มากกวา่ แตก่ารแสดงออกของ androgen receptor ในนิวเคลียสเหน็ได้เดน่ชดัดีกวา่ paraffin section  



Immunohistochemistry for androgen receptor ในต่อมรากผมปกต ิ 
ตอ่มรากผมท่ีแยกออกมาจากหนงัศีรษะคดัแยกเฉพาะท่ีอยูใ่นระยะ anagen แยกเป็น 3 กลุม่ กลุม่แรกนํามา fix 

ด้วย 10% neutral buffer formalin หรือ  snap freeze เพ่ือนํามาทํา paraffin section และ cryosection ตามลําดบั  
ศกึษาการแสดงออกของ androgen receptor ด้วยวิธี immunohistochemistry พบวา่ paraffin section ของตอ่มรากผมท่ี
นํามาคืนสภาพแอนติเจนด้วยการใช้ เอน็ไซม์ 0.1% proteinase K ใน 0.05 mol/L Tris/HCl buffer pH 7.5 เป็นเวลา 5 
นาที (รูปท่ี 5) จะดีกวา่การใช้ 0.1% Trypsin ใน CaCl2 pH 7.8 เพราะไมไ่ด้ย่อยสว่นประกอบของเซลล์มากเกินไป แตใ่น
การทดลองตอ่มา การคืนสภาพแอนติเจนด้วยโดยใช้ความร้อนและสารเคมีเป็นวิธีท่ีดีท่ีสดุ ไมว่า่จะเป็นการใช้ Sodium 
citrate buffer (10mM Sod citrate, pH 6) high power 3 นาที และ defrost ท่ี 6 นาที แต่ถ้าเป็น Tris/EDTA buffer 
(10mM Tris base, 1 mM EDTA, pH 9) ใช้ high power 3 นาที และ defrost ท่ี10 นาที จะให้ผลท่ีดีท่ีสดุ  

ตอ่มรากผมกลุม่ท่ี 2 หลงัจากท่ีแยกจากหนงัศีรษะจะถกูนํามาเลีย้งในนํา้ยาเลีย้งตอ่มรากผม เป็นเวลา 4 วนั 
ตอ่มรากผมถกูเก็บตามเวลาตัง้แต ่ 3 ชัว่โมง ถงึ 4 วนั จากนัน้นํามา fix ด้วย 10% neutral buffer formalin และผา่นการทํา 
paraffin section และคืนสภาพแอนติเจนโดยใช้ 10mM Tris base, 1 mM EDTA, pH 9 ใช้ high power 3 นาที และ 
defrost ท่ี10 นาที ตอ่มรากผมท่ีเพาะเลีย้งได้ 6 ชัว่โมง จะมีการเพิ่มจํานวนเซลล์ใน dermal papilla ท่ีมีการแสดงออกของ 
androgen receptor (รูปท่ี 7C) 

ผลของ interleukin-1 ที่มีต่อการแสดงออกของ androgen receptor ในต่อมรากผม 
ตอ่มรากผมกลุม่ท่ี 3 หลงัจากท่ีแยกจากหนงัศีรษะจะถกูนํามาเลีย้งในนํา้ยาเลีย้งตอ่มรากผมท่ีเติม interleukin-

1 10 ng/ml เป็นเวลา 4 วนั ตอ่มรากผมถกูเก็บตามเวลาตัง้แต ่3 ชัว่โมง ถงึ 4 วนั จากนัน้นํามา fix ด้วย 10% neutral 
buffer formalin และผา่นการทํา paraffin section และคืนสภาพแอนติเจนโดยใช้ 10mM Tris base, 1 mM EDTA, pH 9
ใช้ high power 3 นาที และ defrost ท่ี10 นาที หรือ ใช้ Sodium citrate buffer (10mM Sod citrate, pH 6) high power 3 
นาที และ defrost ท่ี 6 นาที พบวา่dermal papilla ของตอ่มรากผมหลงัจากได้รับ interleukin-1  มีการแสดงออกของ 
androgen receptor น้อยลง โดยพบประปราย และไมป่รากฎวา่พบ androgen receptor ใน dermal papilla cells จาก
ตอ่มรากผมท่ีเติม interleukin-1  4 วนั (รูปท่ี 7 M, T)) 

 
 
 



 
ตารางที่ 2 Immunohistochemical localization of androgen receptor with antibody and their detection system (paraffin section) 

Location AB (Santa cruz)+Anti-mouse/Rabbit 
Poly HRP IHC detection kit 

AB (Dako)+Envision detection 
system kit 

AB (Cell signaling)+Signal stain 
boost  IHC detection reagent (HRP) 

AB (Cell signaling)+Novalink 
polymer detection system 

Citrate EDTA TE buffer Citrate EDTA TE buffer Citrate EDTA TE buffer Citrate EDTA TE buffer 
Sebaceous gland             
- Basal cells + + + ++ ++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ 
-  Sebocytes + + + ++ ++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ 
Sweat gland             
- Secretory cells + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ 
- Duct  + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ 
Epidermis + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ 
Hair follicle             
- outer root sheath - - - - - - - - - - - - 
-dermal papilla cells +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- 

Citrate = Sodium citrate buffer (10mM Sod citrate, pH 6), EDTA = 1mM EDTA, pH 8, TE buffer = Tris/EDTA buffer (10mM Tris base, 1 mM EDTA, pH 9) 
 
 

 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 Parafin section ของหนงัศีรษะย้อม  immunohistochemistry โดยไมมี่ androgen receptor antibody (negative 
control): (A) หนงัศีรษะ; (B) หนงัศีรษะแสดงตําแหน่ง ตอ่มไขมนั (*) และตอ่มเหง่ือ (ลกูศร); (C) ตอ่มไขมนั; (D) ผิวหนงั, Ep = 
epidermis; (E) ตอ่มเหง่ือ; (F) ตอ่มรากผม, DP = dermal papilla; ภาพขยาย แสดง dermal papilla cells และ  melanin 
pigments (หวัลกูศร) ท่ีแทรกเข้ามาใน dermal papilla; bar = 100 m  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2 Paraffin section ของศีรษะย้อม immunohistochemistry ด้วย androgen receptor antibody ทําการคืนสภาพแอนติเจน
ด้วย 10mM Citrate buffer pH 6: (A) หนงัศีรษะ; (B) ตอ่มไขมนั (C) ผิวหนงั (D) ตอ่มเหง่ือ และ (E) ตอ่มรากผม   
ภาพขยาย แสดง dermal papilla cells  ลกูศรชี ้= เซลล์ท่ีมี androgen receptor, หวัลกูศรชี ้= melanin pigment, bar = 100 m  



 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 3 Paraffin section ของหนงัศีรษะย้อม immunohistochemistry ด้วยเคร่ือง Autostain (DAKO, Denmark) androgen 
receptor antibody: (A) หนงัศีรษะ (B) ตอ่มเหง่ือ (C) ตอ่มไขมนั (D-F) ตอ่มรากผม ภาพขยาย จาก D, E และ F แสดง 
dermal papilla cells; ลกูศรชี ้= เซลล์ท่ีมี androgen receptor, หวัลกูศรชี ้= melanin pigment, bar = 100 m  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4  Paraffin section ของหนงัศีรษะ เปรียบเทียบการแสดงออกของ androgen receptor ที่ตอ่มไขมนั (A,D,G), ตอ่มเหงื่อ (B, E, H) และตอ่มรากผม (C, F, I) 
ทําการคืนสภาพแอนติเจนด้วยวิธีที่แตกตา่งกนั; (A-C) 10mM Citrate buffer pH 6, (D-F) 1mM EDTA pH 8, (G-I) 10mM Tris-HCl + 1 mM EDTA pH 9 ภาพ
ขยาย จาก C, F และ I แสดง dermal papilla cells, ลกูศรชี ้= เซลล์ที่มี androgen receptor, หวัลกูศรชี ้= melanin pigment, bar = 100 m  

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5  Paraffin section ของตอ่มรากผม เปรียบเทียบการแสดงออกของ androgen receptor ใน dermal papilla ทํา
การคืนสภาพแอนติเจนด้วยเอนไซม์ท่ีตา่งกนั และเวลา incubation ตัง้แต ่5 -10 นาที: (A-D) 0.1% Proteinase K,  
(E-H) 0.1% Trypsin, (I) negative control ไมไ่ด้ counterstain ด้วย hematoxylin; ลกูศรชี ้= เซลล์ท่ีมี androgen 
receptor, หวัลกูศรชี ้= melanin pigment bar = 100 m 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6   Paraffin section ของตอ่มรากผม เปรียบเทียบการแสดงออกของ androgen receptor ใน dermal papilla  
 การคืนสภาพแอนติเจนโดยใช้สารเคมี และให้ความร้อนด้วย microwave oven high power 3 นาที defrost power  
ตัง้แต ่4-10 นาที: (A-D) 10mM Tris +1mM EDTA pH9, (E-H) 1mM EDTA pH 8 (I-L) 10mM Citrate buffer pH 6,  
ไมไ่ด้ counterstain ด้วย hematoxylin ภาพขยาย จาก A และ L แสดง dermal papilla, ลกูศรชี ้= เซลล์ท่ีมี androgen 
receptor, หวัลกูศรชี ้= melanin pigment; bar = 100 m 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

รูปที่ 7 Paraffin section ของตอ่มรากผม เปรียบเทียบการแสดงออกของ androgen receptor: (G, N) ตอ่มรากผมท่ีแยก
จากหนงัศีรษะก่อนนําไปเลีย้ง (A-F) ตอ่มรากผมท่ีนําไปเลีย้งในนํา้ยาเลีย้งตอ่มรากผมปกติ และ (H-M, O-T) ตอ่มรากผมท่ี
เติม IL-1  การคืนสภาพแอนติเจนทําโดยใช้สารเคมี 2 ชนิด คือ: (A-M) 10mM Tris + 1mM EDTA pH 9, (N-T) 10mM 
Citrate buffer pH 6; (A) negative control; ลกูศรชี ้= เซลล์ท่ีมี androgen receptor, หวัลกูศรชี ้= melanin pigment;  
bar = 100 m 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 8 Frozen section ของตอ่มรากผม ท่ี fix ด้วย (A, B) acetone ทนัที, (C, D) air dry 10 นาที acetone 10 
นาที, (E, F) air dry 10 นาที acetone 10 นาที และ 4% neutral buffer formalin 10 นาที เปรียบเทียบการ
แสดงออกของ androgen receptor (A, C, E) negative control, (B, D, F) มี androgen receptor antibody  
ภาพขยาย จาก B, E และ F แสดง dermal papilla, ลกูศรชี ้= เซลล์ท่ีมี androgen receptor, หวัลกูศรชี ้= 
melanin pigment; bar = 100 m 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปที่ 9 Frozen section ของหนงัศีรษะ air dry 10 นาที  fix ด้วย  acetone 10 นาที (A) หนงัศีรษะ (B) ตอ่มเหง่ือ (C) ตอ่ม

ไขมนั (F) negative control  ภาพขยาย จาก E แสดง dermal papilla,  ลกูศรชี ้= เซลล์ท่ีมี androgen receptor, หวัลกูศรชี ้
= melanin pigment; bar = 100 m 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 Frozen section หนงัศีรษะ fix ด้วย 4% neutral buffer formalin (A) หนงัศีรษะ (B) epidermis, (C, K) 
ตอ่มเหง่ือ (D, L) ตอ่มไขมนั, (J, K, L) negative control; ลกูศรชี ้= เซลล์ท่ีมี androgen receptor, หวัลกูศรชี ้= 
melanin pigment; bar = 100 m 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 11 Frozen section ของหนงัศีรษะ  fix ด้วย (A- F) air dry 10 นาที acetone 10 นาที, (G-K) air dry 10 
นาที acetone 10 นาที และ 4% neutral buffer formalin 10 นาที เปรียบเทียบการแสดงออกของ androgen 
receptor, (F, K) negative control, (A, G) ตอ่มไขมนั, (B, H) ต่อมเหง่ือ, (C-F, I-K) ตอ่มรากผม;  
ลกูศรชี ้= เซลล์ท่ีมี androgen receptor, หวัลกูศรชี ้= melanin pigment; bar = 100 m 

 



บทที่ 5 

สรุป อภปิรายผลและข้อเสนอแนะ 
จากการศกึษาการแสดงออกของ androgen receptors .ในหนงัศีรษะด้วยวิธี immunohistochemistry บน 

paraffin section และ cryosection ยงัเป็นเทคนิคท่ีใช้ได้ และให้ผลท่ีใกล้เคียงกบังานวิจยัท่ีทํามาก่อนหน้านี ้ (Blauer, 
Vaalasti et al. 1991; Choudhry, Hodgins et al. 1992; Kimura, Mizokami et al. 1993; Liang, Hoyer et al. 1993; 
Iwamura, Abrahamsson et al. 1994; Itami, Kurata et al. 1995; Thornton, Taylor et al. 2003; Jave-Suarez, 
Langbein et al. 2004; Kwon, Han et al. 2004) โดยมีการพบ immunolocalisation ของ androgen receptor ท่ี
นิวเคลียสของเซลล์ในตอ่มไขมนั ตอ่มเหง่ือ ในหนงัศีรษะ สว่นต่อมรากผม การพบ androgen receptorให้ผลท่ีไมแ่น่นนอน 
โดยตอ่มรากผมบางอนัจะมี androgen receptor ใน dermal papilla cells อาจเน่ืองมาจากความแตกตา่งของ antibody 
และตําแหน่งของหนงัศีรษะและบริเวณของผิวหนงัท่ีเก็บ นอกจากนีจ้าก cryosection ของหนงัศีรษะ ย้อมด้วย polyclonal 
antibody ตอ่ androgen receptor พบวา่เซลล์ใน outer root sheath ของตอ่มรากผม และ keratinocytes ท่ีอยูใ่นชัน้ 
epidermis ของผิวหนงั มีการแสดงออกของ androgen receptor ซึง่จะเหมือนกบังานของ (Sawaya and Price 1997) แต่
ถ้าเป้น paraffin section ย้อมด้วย monoclonal antibody จะไมพ่บ immunolocalisation muj outer root sheath, hair 
shaft และ hair bulb สอดคล้องกบังานของ (Choudhry, Hodgins et al. 1992; Itami, Kurata et al. 1995; Jave-Suarez, 
Langbein et al. 2004) ดงันัน้ชนิดของ antibody ท่ีเลือกใช้มีผลตอ่การศกึษาการแสดงออกของ androgen receptor ซึง่
อาจทําให้การแปรผลคลาดเคล่ือน แตจ่ากการใช้ RT-PCR, hormone binding assays พบทัง้  mRNA androgen 
receptor ปริมาณมากใน cultured dermal papilla cells ท่ีได้มาจากตอ่มรากขนบริเวณเครา (Randall, Thornton et al. 
1992) และตอ่มรากผมจากหนงัศีรษะล้าน (Hibberts, Howell et al. 1998) และการพบ 5-aplha reductase activity ใน 
dermal papilla (Eicheler, Happle et al. 1998) ดงันัน้ ตอ่มรากผมจงึเป็น androgen target organ โดยท่ี dermal 
papilla cells มี androgen receptor อยูเ่ป็นปริมาณมากใน ทําให้ androgen มีผลควบคมุการเจริญของตอ่มรากผมท่ีหนงั
ศีรษะโดยตรง 

ตอ่มรากผมท่ีได้รับ inflammatory cytokines โดยเฉพาะ IL-1 ทางตรงโดยการฉีดเข้าผิวหนงั (Ruckert, 
Lindner et al. 2000) หรือ เติมลงในนํา้เลีย้งตอ่มรากผม in vitro (Philpott, Sanders et al. 1996) ทําให้ตอ่มรากผมหยดุ
การเจริญเติบโต โดยมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างของ dermal papilla เกิด apoptosis ขึน้ท่ี follicular keratinocytes ดงันัน้ 
IL-1 จดัเป็น สารท่ีเหน่ียวนําให้เกิดการร่วงของผมและยบัยัง่การเจริญของผม เน่ืองจาก dermal papilla cell เป็นเซลล์ท่ี
ไวตอ่ androgen จากการทดลองพบวา่ IL-1ทําให้การแสดงออกของ androgen receptor ใน dermal pailla ลดลง ซึง่
อาจมีผลเหน่ยวนําให้หยดุการเจริญของตอ่มรากผมในระยะ anagen เกิดการเปล่ียนแปลงรูปร่างและเข้าสูร่ะยะ catagen 
เร็วขึน้ (Philpott, Sanders et al. 1996) ซึง่ยงัต้องทําการศกึษาถงึกลไกท่ีเก่ียวข้องตอ่ไป 

ข้อเสนอแนะ ควรจะมีการศกึษาเพิ่มเติมโดยใช้วิธี Western blot เพ่ือศกึษาปริมาณ androgen receptor 
protein expression และ RT-PCR เพ่ือศกึษาการเปล่ียนแปลงระดบัของ androgen receptor mRNA ก่อนและหลงัจาก
ตอ่มรากผมได้รับ IL-1 
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