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วรรณา กะหวัง : ความหลากหลายของล าดับบบส บริบวณ NS3 ของบชื้อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 
2 ที่แยกได้จากบลือดและสิ่งคัดหลั่งต่างๆ ในผู้ป่วยไทย (NUCLEOTIDE SEQUENCE 
VARIATIONS IN NON-STRUCTURAL 3 (NS3) REGION OF DENGUE VIRUS 
SEROTYPE 2 ISOLATED FROM BLOOD AND SECRETIONS OF THAI PATIENTS) อ.
ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. นพ. วันล่า กุลวิชิต{, 105 หน้า. 

ไข้บลือดออก บกิดจากการติดบชื้อไวรัสบดงกี (Dengue virus; DENV) จัดบป็นโรคในกลุ่มโรค
ติดบชื้ออุบัติใหม่และโรคติดบชื้ออุบัติซ้ า (emerging and reemerging Infectious disease) ซึ่งบป็น
ปัญหาส าคัญทางด้านสาธารณสุขของประบทศไทยและประบทศต่างๆ ทั่วโลก ทั้งนี้บนื่องจากในปัจจุบัน
ยังไม่มียาหรือวัคซีนบพ่ือการรักษาที่จ าบพาะ ดังนั้นการศึกษาบพ่ือให้บข้าใจถึงพยาธิสภาพในการก่อโรค 
หรือความรุนแรงของโรค จึงมีความจ าบป็นอย่างยิ่ง งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์บพ่ือวิบคราะห์หาความ
หลากหลายของล าดับบบส บริบวณ NS3 ของบชื้อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 (DENV2-NS3) ที่มี
ความสัมพันธ์กับความรุนแรงของโรคไข้บลือดออกจากสิ่งส่งตรวจบลือด ได้แก่ พลาสม่าและบม็ดบลือด
ขาว และสิ่งคัดหลั่งอ่ืนๆ ได้แก่ ปัสสาวะและน้ าลายในผู้ป่วยไทยที่มีการติดบชื้ออย่างบฉียบพลัน โดย
จากการบปรียบบทียบระหว่างล าดับบบสของบริบวณ DENV2-NS3 ขนาด 295 bp กับฐานข้อมูลสากล 
NCBI พบว่าล าดับบบสส่วนใหญ่มีความบหมือนกับสายพันธุ์ที่พบในประบทศไทย และประบทศบพ่ือนบ้าน 
โดยไวรัสที่พบในพลาสม่ามีความหลากหลายของล าดับบบสที่บริบวณดังกล่าวมากกว่าไวรัสจากสิ่งส่ง
ตรวจอ่ืน และบมื่อวิบคราะห์ตามช่วงบวลาที่บก็บตัวอย่างส่งตรวจ พบว่าตัวอย่างที่บก็บจากผู้ป่วยในช่วง
ระยะแรกที่บข้ารับการรักษาตัวที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย มีความหลากหลายของ
ล าดับบบสมากกว่าตัวอย่างที่บก็บจากผู้ป่วยในช่วงระยะหลัง อย่างไรก็ตาม การบปลี่ยนแปลงของล าดับ
บบสที่พบนั้นไม่ส่งผลต่อการบปลี่ยนแปลงของล าดับกรดอะมิโน นอกจากนี้การท าแผนภูมิต้นไม้
วิวัฒนาการแสดงให้บห็นว่า ความหลากหลายของล าดับบบสในบริบวณดังกล่าวมีแนวโน้มที่มี
ความสัมพันธ์กับความรุนแรงจากการติดบชื้อไวรัสบดงกี ผลจากการศึกษานี้อาจน าไปใช้บพ่ือบพ่ิมความ
บข้าใจกลไกพยาธิก าบนิดของโรคติดบชื้อไวรัสบดงกี การหลบหลีกจากการถูกก าจัดจากระบบภูมิคุ้มกัน
ของร่างกาย และบป็นข้อมูลบพิ่มบติมในการออกแบบบพื่อพัฒนาวัคซีนต่อไป 
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Dengue fever is caused by infection with dengue virus (Dengue virus; DENV). 
Dengue fever is a disease in a group of emerging and reemerging Infectious disease, 
which is a major problem in public health of the country around the world because 
there is currently no specific treatment or vaccine. This research aims to analyze the 
variety of sequencing from the non-structural 3 (NS3) region of dengue virus serotype 
2 (DENV2-NS3) in blood compartments (plasma, peripheral blood mononuclear cells) 
and secretions (saliva, urine) in Thai patients with acute infections. By comparing the 
DNA sequences of 295 bp in size of DENV2-NS3 with the database NCBI nucleotide 
sequences that are most similar to strains which found in Thailand and neighboring 
countries. Plasma showed the highest genetic variations among all specimens. When 
analyzed on a periodic collection of specimens. Specimens that were collected on 
early days of admitted at King Chulalongkorn Memorial Hospital (KCMH) tend to have 
more diversity than those collected on later days. However, the change of the DNA 
sequence that do not impact of changes in the amino acid sequence. In addition, the 
phylogenetic tree shows a variety of DNA sequences in these areas tend to correlate 
with the severity of the dengue virus infection. Results from this study may add up to 
our understanding the pathogenesis of dengue virus infection, viral clearance, and 
basic information for further vaccine development. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  

ไข้บลือดออกบป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญของประบทศไทยมาบป็นบวลานานกว่า 50 ปี และ
ในปัจจุบันก าลังกลายบป็นปัญหาระดับโลก บนื่องจากไวรัสบดงกีได้แพร่ระบาดบข้าไปมากกว่า 100 
ประบทศทั่วโลก มีประชากรมากกว่า 2500 ล้านคนที่มีความบสี่ยงในการติดบชื้อ บนื่องจากอาศัยอยู่ใน
บริบวณท่ีมีการระบาด และจากการส ารวจขององค์การอนามัยโลก พบว่าในแต่ละปีมีประชากรติดบชื้อ
ไวรัสบดงกีประมาณ 50-100 ล้านคน และมีผู้ป่วยประมาณ 500,000 คน ต้องบข้ารับการรักษาใน
โรงพยาบาลด้วยโรคไข้บลือดออก (Dengue Heamorrhagic fever: DHF) และมีอัตราการบสียชีวิต
จากการติดบชื้อไวรัสบดงกีมากกว่า 5% ของพ้ืนที่ต่อปี [1] 

บชื้อไวรัสบดงกี (Dengue virus; DENV) บป็นโรคในกลุ่ม emerging and reemerging 
infectious disease บนื่องจากก าลังระบาดไปทุกพ้ืนที่โดยบฉพาะในบขตร้อนชื้น (Tropical) และ
ภูมิภาคกึ่งโซนร้อน (Subtropical) [2, 3] มีสายพันธุกรรมแบบ linear, single stranded RNA virus 
จัดอยู่ใน Family Flaviviridae, Genus Flavivirus แบ่งออกบป็น 4 serotypes คือ DEN1, DEN2, 
DEN3 และ DEN4 โครงสร้างโปรตีนของไวรัสบดงกีประกอบด้วยส่วนที่บป็นโปรตีนโครงสร้าง 
(structural) จ านวน 3 ตัว และโปรตีนที่ไม่บป็นโครงสร้าง (non-structural: NS) อีก 7 ตัว 
บรียงล าดับต่อกันดังนี้  C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4a-NS4B-NS5 ไข้บลือดออกบป็น
โรคติดต่อในคนโดยมีแมลงบป็นพาหะส าคัญ (arthropod-borne viral diseases) โดยบฉพาะยุงลาย 
Aedes aegypti และ Ae. albopictus [1] การติดบชื้อไวรัสบดงกีบริ่มจากคนที่ถูกยุงลายที่มีบชื้อไวรัส
บดงกีกัด บชื้อจะบข้าสู่ร่างกายของบซลล์บจ้าบ้าน (host cell) โดยวิธี receptor – mediated 
endocytosis แล้วบชื้อจะบพ่ิมจ านวน (replication) ในบซลล์ การติดบชื้อไวรัสบดงกีจะส่งผลให้การ
ท างานของระบบอิมมูนผิดไปจากสภาวะของการติดบชื้อทั่วๆ ไป โดยพบความบกพร่องทั้งในแง่ของ 
cellular responses และ antibody function บมื่อมีการติดบชื้อไวรัสบดงกีซีโรไทป์หนึ่งแล้ว จะ
สามารถป้องกันการติดบชื้อซีโรไทป์นั้นได้ตลอดชีวิต แต่ป้องกันการติดบชื้อซีโรไทป์อ่ืนได้ในช่วง
ระยะบวลาสั้นๆ ประมาณ 6-12 บดือน [4] การติดบชื้อไวรัสบดงกีก่อให้บกิดกลุ่มอาการของโรคที่
แสดงออกแตกต่างกัน โดยองค์การอนามัยโลกได้จ าแนกกลุ่มอาการดังกล่าวของโรคที่บกิดจากการติด
บชื้อไวรัสบดงกีตามความรุนแรงของโรคจากน้อยไปมากไว้ดังนี้ คือ Undifferentiated, Dengue 
fever (DF) และ Dengue Hemorrhagic fever (DHF)/ Dengue Shock Syndrome (DSS) ซึ่ง 
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DHF/DSS จะมีการรั่วของพลาสมาออกมานอกหลอดบลือด ซึ่งอาจบกิดภาวะช็อกตามมา ส่งผลให้บกิด
อันตรายถึงแก่ชีวิตได้ [5] 

ประบทศไทยบริ่มมีการระบาดของโรคติดบชื้อไวรัสบดงกีครั้งแรกในปี พ.ศ. 2501 และจาก
ข้อมูลของส านักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข พบรายงานผู้ป่วยติดบชื้อ ไวรัส
บดงกีจากอดีตถึงปัจจุบันมีแนวโน้มบพ่ิมจ านวนสูงขึ้นบรื่อยๆ และล่าสุดข้อมูลการบฝ้าระวังโรค
ไข้บลือดออก ตั้งแต่วันที่ 1 มกราคม – 12  สิงหาคม 2556 พบผู้ป่วยติดบชื้อไวรัสบดงกีจ านวน 99,452 
ราย และมีผู้ป่วยบสียชีวิตจากการติดบชื้อจ านวน 94 ราย และจากรายงานข้อมูลจากกลุ่มระบาดวิทยา
และข่าวกรอง ส านักโรคติดต่อน าโดยแมลง กรมควบคุมโรค แสดงแผนภูมิค่าร้อยละของผู้ป่วยที่ติด
บชื้อไวรัสบดงกี จ าแนกตามกลุ่มอายุ ตั้งแต่ปี 2548-2554  พบว่า มีการระบาดของไวรัสบดงกีมากที่สุด
ในช่วงอายุ 5-24 ปี ทั้งในกลุ่มอาการ DF, DHF และ DSS [6] อุบัติการณ์การบกิดและการแพร่ระบาด
ของไวรัสบดงกี และ DHF นั้นบกิดจาก 2 ปัจจัยด้วยกัน คือ ความหนาแน่นที่บพ่ิมขึ้นของยุง  Ae. 
aegypti ซึ่งบป็นพาหะน าโรคที่ส าคัญมาสู่คน และ อัตราการแพร่ระบาด (virus transmision) 
โดยบฉพาะการบดินทางจากภูมิภาคหนึ่งไปสู่ที่อ่ืนๆ ซึ่งท าให้บกิดการบคลื่อนย้ายของไวรัสต่างชนิด 
(serotypes) และต่างจีโนไทป์ (genotypes) จากที่หนึ่งไปยังที่อ่ืนๆ ท าให้บกิดการแพร่ระบาดของ 
DF/DHF ในประบทศที่ไม่บคยมีการระบาดมาก่อน [7] จากการศึกษาในประบทศไทยพบว่า 99% ของ
ผู้ป่วย DHF นั้นบกิดจากการติดบชื้อไวรัส 2 ครั้ง โดยการติดบชื้อในครั้งแรก (primary infection) และ
ครั้งที่สอง (secondary infection) บป็นไวรัสต่างชนิด (serotype) กัน ซึ่งการติดบชื้อครั้งแรกด้วย
ไวรัสบดงกีซีโรไทป์ 1 และติดบชื้อซ้ าครั้งที่ 2 ด้วยไวรัสบดงกีซีโรไทป์ 2 นั้นมีความบกี่ยวข้องกับการบกิด
ความรุนแรงของโรค หรือ DHF และในการติดบชื้อไวรัสครั้งที่ 2 ด้วยไวรัสบดงกีซีโรไทป์ 2 และ 3 นั้น
จะท าให้บกิดความรุนแรงของโรคมากกว่าการติดบชื้อไวรัสบดงกีชนิดอื่นๆ [8, 9] 

จากการศึกษาในประบทศไทยพบว่า ความรุนแรงของโรคนี้มีความสัมพันธ์กับปริมาณไวรัสใน
ระดับสูงที่พบในบลือด จากการติดบชื้อไวรัสบดงกีครั้งที่ 2 (secondary dengue virus infection) ซึ่ง
ส่วนใหญ่ที่พบบกิดจากการติดบชื้อไวรัสบดงกีซีโรไทป์ 2 แต่มีรายงานพบว่าในประบทศสหรัฐอบมริกาพบ
การติดบชื้อด้วยไวรัสบดงกีซีโรไทป์ 3 ซ้ าครั้งที่สอง (secondary infection) บป็นส่วนใหญ่ ซึ่งท าให้บกิด 
DHF และในปัจจุบันนี้ยังไม่ทราบถึงกลไกในการท าให้บกิด DHF/DSS ที่แน่นอน แต่ทั้งนี้ได้มีผู้ตั้ง
ทฤษฏีบพ่ืออธิบายถึงสาบหตุของความรุนแรงของโรคไว้หลายทฤษฏีด้วยกัน แต่ที่กล่าวถึงกันมาก คือ 
immune enhancement, cross-reactive, nonneutralizing antibodies การติดบชื้อซ้ าด้วยไวรัส
ที่ต่างซีโรไทป์กันจากการติดบชื้อในครั้งแรก ท าให้ไวรัสบข้าสู่บซลล์บป้าหมายได้ดีขึ้น [10, 11] โดย
แอนติบอดีจ าบพาะจะใช้ส่วน Fc บกาะติดกับ Fc receptor บนแมคโครฟาจหรือโมโนไซท์แล้วใช้ส่วน 
Fab จับกับแอนติบจนบนอนุภาคไวรัสท าให้ไวรัสบข้าสู่บซลล์ได้ง่ายขึ้นและบพ่ิมจ านวนอนุภาคไวรัสได้
มากขึ้นบมื่อบทียบกับไวรัสที่บกิดขึ้นในการติดบชื้อครั้งแรก นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอ่ืนๆที่บกี่ยวข้องกับความ



 

 

3 

รุนแรงของโรค บช่น สายพันธุ์ของไวรัส ปัจจัยบสี่ยงของแต่ละบุคคล ได้แก่ อายุ บพศ ภาวะโภชนาการ 
การติดบชื้อซ้ าครั้งที่สอง การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย และ การอาศัยอยู่บริบวณ
แหล่งระบาดของโรค [12] 

ในปัจจุบันนี้การศึกษาโรคติดบชื้อไวรัสบดงกียังไม่มี animal models ที่สามารถใช้แทนมนุษย์
ได้ และยังขาดความบข้าใจบกี่ยวกับพยาธิสภาพในการก่อโรคหรือความรุนแรงของโรค อีกทั้งยังไม่มียา 
วัคซีนและการรักษาที่จ าบพาะ [13] จึงมีความจ าบป็นอย่างยิ่งต่อการศึกษาหาข้อมูลบพ่ิมบติม บพ่ือใช้
อธิบายให้บข้าใจถึงกลไกการก่อโรค การบฝ้าระวังอย่างใกล้ชิด และการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ
ส าหรับโรคไข้บลือดออกบดงกีจึงมีความส าคัญต่อการวินิจฉัยโรคอย่างยิ่ง โดยมีวัตถุประสงค์บพ่ือตรวจ
ยืนยันว่าการป่วยนั้นบกิดจากไวรัสบดงกีหรือไม่ และยังมีความส าคัญในแง่ของการบฝ้าระวังการระบาด
ของโรคไข้บลือดออก ซึ่งในปัจจุบันนี้การตรวจวินิจฉัยโดยวิธีทางอณูชีววิทยาได้รับการยอมรับอย่าง
มาก บนื่องจากสามารถตรวจหาบชื้อไวรัสบดงกีได้ตั้งแต่วันที่ 1 - 5 นับจากที่ผู้ป่วยบริ่มมีอาการ และ
สามารถตรวจพบบชื้อไวรัสบดงกีได้แม้จะมีปริมาณน้อย จึงบป็นวิธีที่มีความไวและแม่นย าสูง[14, 15] 

งานวิจัยนี้ต้องการศึกษาความหลากหลายของสารพันธุกรรมของบชื้อไวรัสบดงกี ซึ่งบกิดขึ้นได้
จาก 2 ขบวนการ คือ การบปลี่ยนแปลงชนิดของบบส (point mutation) และการแลกบปลี่ยนสาย 
RNA (Recombination) โดยการบปลี่ยนแปลงชนิดของบบสบป็นการบปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรมที่
บป็นผลมาจากการท างานของบอนไซม์ที่ผิดพลาดโดยบกิดขึ้นในระหว่างการสังบคราะห์สาย RNA ใหม่
ของบชื้อไวรัส [16] 
   ความผิดพลาดที่บกิดขึ้นนี้ก่อให้บกิดกลุ่มบชื้อไวรัสที่คล้ายๆ กันแต่ไม่บหมือนกันทีบดียวในผู้ที่ติด
บชื้อแต่ละคน บรียกลักษณะความหลากหลายบช่นนี้ว่า quasispecies [17] ส่วนการแลกบปลี่ยนสาย 
RNA (Recombination) นั้นพบได้ไม่บ่อย โดยอาศัยกลไกการบคลื่อนที่จากสาย RNA แม่แบบบส้น
หนึ่งไปสู่บส้นที่สองในระหว่างที่บอนไซม์ท าการสังบคราะห์สาย RNA บส้นใหม่ขึ้นจากแม่แบบภายใน
บซลล์ ส่งผลให้บกิดสาย RNA โมบลกุลที่บป็นผลลัพธ์มีบางส่วนที่ถูกสังบคราะห์ขึ้นตามสาย RNA แม่แบบ
บส้นแรก ในขณะที่ส่วนอื่นตรงกับสาย RNA แม่แบบบส้นที่สอง การแลกบปลี่ยนสาย RNA แบบนี้น่าจะ
บกิดข้ึนในบซลล์ของคนหรือสัตว์ที่ติดบชื้อ 2 จีโนไทป์ พร้อมกัน (Mix Infection) [18]  

ปัจจุบันการศึกษาความหลากหลายทางสารพันธุกรรมของไวรัสบดงกีนั้น นักวิจัยส่วนใหญ่บน้น
ศึกษาในช่วง Structural protein ในส่วนของ Non-structural protein ยังมีการศึกษาน้อย และ
พบว่าในบริบวณ Non-structural 3 (NS3) ยังไม่มีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัส
บดงกี ดังนั้นในการศึกษานี้จึงท าการศึกษาบพ่ือวิบคราะห์หาความหลากหลายของล าดับบบส บริบวณ 
NS3 ของบชื้อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 ที่มีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของโรคไข้บลือดออก ที่แยกได้จาก
สิ่งส่งตรวจบลือดและสิ่งคัดหลั่งต่างๆ ในผู้ป่วย 
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1.2 ค าถามของการวิจัย  

1.2.1 บริบวณ NS3 สามารถบอกความหลากหลายทางพันธุกรรมของ DENV2 จากสิ่งส่ง
ตรวจที่ต่างชนิดกัน และในช่วงบวลาที่มีการบก็บสิ่งส่งตรวจแตกต่างกันได้หรือไม่    

1.2.2 ในสิ่งส่งตรวจที่ต่างชนิดกัน และมีการบก็บตัวอย่างในช่วงบวลาที่แตกต่างกันนั้นมี
ปริมาณไวรัสบดงกีแตกต่างกันหรือไม่      
   
1.3 วัตถุประสงค์การวิจัย   

1.3.1 บพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ DENV2 ที่บริบวณ NS3 ในสิ่งส่งตรวจ
ที่แตกต่างกัน และในช่วงบวลาที่บก็บตัวอย่างแตกต่างกัน 

1.3.2 บพ่ือศึกษาหาปริมาณไวรัสบดงกีในสิ่งส่งตรวจที่ต่างชนิดกัน และมีการบก็บตัวอย่างใน
ช่วงบวลาที่แตกต่างกัน  
 
1.4 สมมติฐานการวิจัย  

1.4.1 สิ่งส่งตรวจที่ต่างชนิดกัน และบก็บในช่วงบวลาที่แตกต่างกันสามารถบอกความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของ DENV2 บริบวณ NS3 ได้  

1.4.2 สิ่งส่งตรวจที่ต่างชนิดกัน และมีการบก็บตัวอย่างในช่วงบวลาที่แตกต่างกันนั้น มี
ปริมาณไวรัสบดงกีแตกต่างกันด้วย 
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1.5 กรอบแนวความคิดงานวิจัย  



 

 

1.6 ค าส าคัญ   

Dengue virus 
NS3 region  
Genetic variations  
Blood  
Secretion 
 

1.7 รูปแบบการวิจัย  

บป็นงานวิจัยบชิงพรรณนา (Descriptive study : retrospective) 
 

1.8 การให้ค านิยามเชิงปฏิบัติที่จะใช้ในการวิจัย  

Dengue virus : ไวรัสบดงกี บป็นบชื้อต้นบหตุก่อโรคไข้บลือดออก ที่น าโดย
ยุงลาย (Aedes mosquitoes) มีสารพันธุกรรมแบบ 
single stranded RNA virus อยู่ใน Family 
Flaviviridae มี 4 serotypes คือ DENV1, DENV2, 
DENV3 และ DENV4 ซึ่งมี antigen ของกลุ่มบางชนิด
ร่วมกัน ทางทฤษฎีการติดบชื้อบดงกีจึงมีได้ถึง 4 ครั้ง บป็นที่
ยอมรับกันว่าการติดบชื้อ serotype หนึ่งแล้ว จะสามารถ
ป้องกันการติดบชื้อ serotype นั้นได้ตลอดชีวิต แต่
ป้องกันการติดบชื้อ serotype อ่ืน ในช่วงระยะสั้นๆ 
ประมาณ 6-12 บดือน 

Blood specimens : ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจบป็นบลือด ซึ่งบก็บมาจากผู้ป่วยที่สงสัย
ว่ามีการติดบชื้อไวรัสบดงกี 

Non blood (secretions) :  ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจที่ไม่ใช่บลือด ซึ่งบก็บมาจากผู้ป่วยที่
สงสัยว่ามีการติดบชื้อไวรัสบดงกี ได้แก่ ปัสสาวะ และ 
น้ าลาย 

Genetic variation : ความหลากหลายของสายพันธุกรรมของบชื้อไวรัสบดงกี ซึ่ง
บกิดข้ึนได้จาก 2 ขบวนการ คือ การบปลี่ยนแปลงชนิดของ
บบส (point mutation) และการแลกบปลี่ยนสาย RNA 
(Recombination) 
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Clade : กลุ่มท่ีก าบนิดมาจากบรรพบุรุษร่วมกัน 
Out group : สิ่งมีชีวิตที่น ามาบปรียบบทียบโดยมีต้นก าบนิดมาจากบรรพ

บุรุษบดียวกัน แต่บป็นสิ่งมีชีวิตที่มีวิวัฒนาการแยกออกจาก
สิ่งมีชีวิตตัวอย่างที่ท าการศึกษา 

Phylogenetic tree : แผนภูมิวิวัฒนาการ หรือ แผนภูมิวงศ์วานวิวัฒนาการ 
บป็นการศึกษาความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการของ
สิ่งมีชีวิต โดยแบ่งสิ่ งมีชีวิตออกบป็นกลุ่มต่างๆ จาก
ลักษณะทางสรีรวิทยา สัญฐานวิทยา กายวิภาคศาสตร์ 
ซึ่งในปัจจุบันได้มีการน าข้อมูลทางชีวโมบลกุล บช่น 
การศึกษาความคล้ายคลึงของล าดับบบสบนสายดีบอ็นบอ
หรือโปรตีนที่น ามาท าการวิ บคราะห์โดยใช้แผนภูมิ
วิวัฒนาการ  

Bootstrap test : การทดสอบความบชื่อมั่นทางสถิติของกลุ่มสิ่งมีชีวิตใน
แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการโดยใช้วิธีการสุ่มข้อมูลซ้ า 
(resampling) จากข้อมูลบริ่มต้นหลายๆ ครั้ง ซึ่งจะท า
การสุ่มซ้ า 100 ครั้ง ถึง 1,000 ครั้ง แล้วคิดบป็น
บปอร์บซ็นต ์

 
1.9 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย  

1.9.1 สามารถทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมและปริมาณไวรัสในแต่ละตัวอย่าง ที่
บก็บในช่วงบวลาแตกต่างกัน บพ่ือบป็นฐานข้อมูลของบดงกีไวรัสที่พบในประบทศไทย สามารถใช้ศึกษา
ต่อไปในอนาคตได้ 

1.9.2 การทราบถึงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันอาจใช้บป็นข้อมูลในการควบคุมการติด
บชื้อไวรัสบดงกี การตรวจวินิจฉัย และการพัฒนายาหรือวัคซีน บพ่ือป้องกันการติดบชื้อไวรัสบดงกีได้ 

1.9.3 ได้องค์ความรู้ที่บกิดจากการศึกษาโครงสร้างและกระบวนการบพ่ิมจ านวนของบชื้อ
ไวรัสบดงกี รวมถึงความหลากหลายทางวิวัฒนาการของบชื้อไวรัสบดงกี และกลไกการหลบหลีกของบชื้อ
ไวรัสต่อการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย 
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1.10 อุปสรรคที่อาจจะเกิดขึ้นระหว่างการวิจัยและมาตรการในการแก้ไข  

1.10.1 บนื่องจากตัวอย่างผู้ป่วยที่ใช้ในการศึกษา บป็นสิ่งส่งตรวจที่บหลือจากโครงการวิจัยใน
ห้องปฏิบัติการของรองศาสตราจารย์นายแพทย์วันล่า กุลวิชิต จึงมีปริมาณตัวอย่างจ ากัด ประบภทของ
สิ่งส่งตรวจบางชนิดถูกใช้แล้วหมดไป จึงไม่สามารถน ามาบปรียบบทียบกันได้ในระหว่างกลุ่มตัวอย่าง
ของผู้ป่วยคนบดียวกัน  

1.10.2 บนื่องจากตัวอย่างผู้ป่วยที่ใช้ในการศึกษา บป็นสิ่งส่งตรวจที่บหลือจากโครงการวิจัยอ่ืน
ในห้องปฏิบัติการ ซึ่งมีช่วงระยะบวลาในการบก็บตัวอย่างมานานแล้ว ประกอบกับบชื้อไวรัสบดงกี มีสาร
พันธุกรรมบป็น RNA virus จึงง่ายต่อการถูกท าลาย (RNA degradation) และบกิดปนบปื้อนได้ง่าย  

1.10.3 ช่วงบวลาในการบก็บตัวอย่างจากผู้ป่วยแต่ละวัน อาจมีการคลาดบคลื่อนได้ 
 

1.11 ข้อพิจารณาทางด้านจริยธรรม 

โครงการวิจัยนี้ได้ผ่านการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย จากคณะกรรมการจริยธรรมการ
ศึกษาวิจัยในมนุษย์ของคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ( IRB No. 188/57, COA No. 
354/2014) 
 ในงานวิจัยนี้ได้ยึดหลักจริยธรรมการท าวิจัยในคน คือ 

1.11.1 หลักความบคารพในบุคคล (Respect for person) โดยการให้ข้อมูลอย่างครบถ้วน
จนผู้ที่ได้รับบชิญให้บข้าร่วมในการวิจัยบข้าใจบป็นอย่างดี และตัดสินใจอย่างอิสระในการยินยอมบข้าร่วม
ในการวิจัย ผู้วิจัยจะบก็บรักษาความลับของอาสาสมัครโดยไม่มี identifier ที่จะระบุถึงตัวอาสาสมัคร 
ส่วนการใช้บลือด และปัสสาวะที่บก็บไว้ของโครงการ 357/49 ซึ่งบป็นโครงการวิจัยของ นพ.วันล่า กุล
วิชิต บก็บไว้ที่ศูนย์ความบป็นบลิศทางการแพทย์โรคติดบชื้อแห่งโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ผู้วิจัยไม่มีการ
ติดต่อบพ่ือบก็บข้อมูลโดยตรงจากผู้ป่วย จึงจะขอยกบว้นการขอยินยอมจากผู้ป่วย / ผู้ได้รับบชิญให้บข้า
ร่วมการวิจัย ทั้งนี้ผู้วิจัยได้รับอนุญาตจากผู้อ านวยการโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์แล้ว 

1.11.2 หลักการให้ประโยชน์ ไม่ก่อให้บกิดอันตราย (Beneficence/Non-maleficence) 
อาสาสมัครผู้บข้าร่วมโครงการวิจัยจะไม่ได้รับประโยชน์ และความบสี่ยงจากอันตรายใดๆ จากการบข้า
ร่วมโครงการวิจัยนี้ บนื่องจากบป็นสิ่งส่งตรวจบหลือใช้จากโครงการบก่า ไม่ได้ติดต่อบพ่ือขอบก็บตัวอย่าง
ใหม่บพ่ิมบติมจากอาสาสมัครโดยตรง 

1.11.3 หลักความยุติธรรม (Justice) คือ มีบกณฑ์การคัดบข้าและออกที่ชัดบจน มีการ
กระจายความบสี่ยงและผลประโยชน์อย่างบท่าบทียมกัน และไม่มีการแสวงหาผลประโยชน์จากการท า
วิจัยในกลุ่มคน 



 

 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง (Review literature)  

 
  บชื้อไวรัสบดงกี (dengue virus, DENV) บป็น RNA virus จัดอยู่ใน genus Flavivirus 
ภายใน family Flaviviridae [19] อนุภาครูปทรงกลม ส่วนบปลือกหุ้ม (envelope) ประกอบด้วยบยื่อ

ไขมัน (lipid bilayer) และโปรตีนสองชนิด คือ E และ prM ยื่นออกด้านนอกของอนุภาค ภายในส่วน

แกนกลาง (core, nucleocapsid) ซึ่งอยู่ถัดบข้ามาจากบนื่อบยื่อไขมัน ประกอบด้วยโปรตีน C และสาย 

RNA ซึ่งบป็น RNA สายบดี่ยวยาวประมาณ 10.7 kb โดยโปรตีน E และ C มีการบรียงตัวในลักษณะที่

ก่อให้บกิดสมมาตรแบบ icosahedral symmetry [20] genus Flavivirus มีไวรัสสมาชิกอีกประมาณ 

70 ชนิด ที่มีลักษณะโครงสร้างคล้ายคลึงกับบชื้อ dengue virus สมาชิกบหล่านี้รวมถึงบชื้อไวรัสที่ก่อ

โรครุนแรง และบป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญหลายชนิด ได้แก่ yellow fever virus, Japanese 
encephalitis virus, West Nile virus, Murray Valley encephalitis virus, tick-borne 
encephalitis virus บป็นต้น [21] 

รูปที่ 1 สมาชิกไวรัสใน genus Flavivirus 
(ท่ีมา: http://www.nature.com/nrmicro/journal/v3/n1/fig_tab/nrmicro1067_F1.html) 
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2.2 ไวรัสเดงกี (Dengue Virus) 

  บชื้อไวรัสบดงกีมีสารพันธุกรรมบป็นแบบ positive single stranded RNA virus อนุภาค

รูปทรงกลม ขนาดของอนุภาคไวรัสประมาณ 50 นาโนบมตร โครงสร้างของบชื้อไวรัสบดงกีแบ่งได้บป็น 3 
ส่วนหลักๆ คือ 1. Structural proteins ประกอบไปด้วย capsid (C), pre-membrane/membrane 
(PrM/M) และ envelope (E) 2. Non-structural proteins (NS) ประกอบไปด้วย NS1, NS2A, 
NS2B, NS3, NS4A, NS4B และ NS5  และ 3. Untranslated region (UTR) ประกอบไปด้วย 

5’UTR และ 3’UTR ดังแสดงในรูปที่ 2  บชื้อไวรัสบดงกีสามารถแบ่งได้บป็น 4 ซีโรไทป์ คือ ไวรัสบดงกีซี

โรไทป์ 1, 2, 3 และ 4 (DENV1, DENV2, DENV3 และ DENV4)  บมื่อมีการติดบชื้อซีโรไทป์ใดซีโร

ไทป์หนึ่งในครั้งแรก (primary infection) แล้วนั้นจะสามารถป้องกันการติดบชื้อซีโรไทป์นั้นได้ตลอด

ชีวิต แต่สามารถป้องกันการติดบชื้อซีโรไทป์อ่ืนได้ในช่วงระยะบวลาสั้นๆ บท่านั้น การติดบชื้อครั้งที่สอง 
(secondary infection) ด้วยซีโรไทป์ที่แตกต่างจากครั้งแรกผู้ป่วยมักมีการแสดงออกของโรคที่รุนแรง 

รูปที่ 2 โครงสร้างสารพันธุกรรมของบชื้อไวรัสบดงกี 
(ที่มา: http://www.nature.com.cuml1.md.chula.ac.th/nrmicro/journal/v5/n7/pdf/nrmicro1690.pdf) 

 
  บชื้อไวรัสบดงกีมีพาหะน าโรคส าคัญ คือ ยุงลายบ้าน (Ae. aegypti) และ ยุงลายสวน (Ae. 
albopictus) บชื้อไวรัสบดงกีมีระยะฟักตัวในยุงประมาณ 8-10 วัน บชื้อไวรัสบดงกีจะบข้าสู่กระบพาะยุง

และบพ่ิมจ านวนมากขึ้น แล้วบคลื่อนที่บข้ามาอาศัยอยู่บริบวณต่อมน้ าลายของยุงบพศบมีย บมื่อยุงลายดูด
กินบลือดคนหรือสัตว์จะปล่อยบชื้อบข้าสู่คนหรือสัตว์ได้ บชื้อไวรัสบดงกีจะมีระยะฟักตัวในคนประมาณ 3-
5 วัน โดยไวรัสจะบข้าไปบจริญในร่างกายผู้ป่วยและออกมาในกระแสบลือด ท าให้ผู้ป่วยมีไข้สูง ระยะไข้

ประมาณ 2-7 วัน ผู้ป่วยส่วนใหญ่จะมีบชื้อไวรัสอยู่ในบลือดไม่บกิน 7 วัน นับตั้งแต่บริ่มมีไข้ [15] จากนั้น

ผู้ป่วยจะบริ่มสร้างแอนติบอดีบพ่ือท าลายไวรัสในกระแสบลือด บมื่อไวรัสถูกท าลายและหมดไปจาก
ร่างกาย ไข้จะลดลงด้วย ผู้ป่วยที่มีการติดบชื้อไวรัสบดงกีอาจมีอาการแตกต่างกัน บช่น ไม่แสดงอาการ
ป่วย (asymptomatic) หรือมีอาการป่วย บช่น มีไข้แต่ไม่แสดงอาการบลือดออกบรียกว่า dengue 
fever (DF) หรือมีอาการบลือดออกและมีการรั่วซึมของพลาสมาออกมานอกหลอดบลือด บรียกว่า 
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dengue hemorrhagic fever (DHF) และผู้ป่วยบางรายอาจมีภาวะช็อกร่วมด้วย บรียกว่า dengue 
shock syndrome (DSS) ซึ่งอาจรุนแรงถึงขั้นบสียชีวิตได้ [1]   

รูปที่ 3 วงจรชีวิตของบชื้อไวรัสบดงกี 
(ที่มา: http://www.medicinemcq.com/index.php/journals/sub_details/86/19%20/DENGUE-FEVER) 

 
2.3 ระบาดวิทยา (Epidemiology of DENV infection) 

  โรคติดบชื้อไวรัสบดงกีมีรายงานพบมากกว่า 100 ประบทศทั่วโลก โดยบฉพาะอย่างยิ่งประบทศ

ในบขตร้อนและบขตร้อนชื้น รวมทั้งประบทศไทยด้วย ประชากรมากกว่า 2,500 ล้านคนอาศัยอยู่ใน

บริบวณที่มีการระบาด องค์การอนามัยโลกได้ท าการส ารวจและพบว่าประชากรทั่วโลก 50-100 ล้าน

คน ได้รับบชื้อไวรัสบดงกี โดยมีผู้ป่วย 250,000-500,000 คน ที่ป่วยบป็น Dengue Hemorrhagic 
Fever (DHF) และมีผู้บสียชีวิต 24,000 รายในแต่ละปี ปัจจุบันโรคติดบชื้อไวรัสบดงกีจึงบป็นปัญหาที่

ส าคัญทางสาธารณสุขในหลายประบทศทั่วโลก  
  ส าหรับสถานการณ์การระบาดของไวรัสบดงกีในประบทศไทย พบผู้ป่วยได้ตลอดทั้งปี แต่จะ
พบผู้ป่วยจ านวนมากขึ้นในช่วงฤดูฝน ระหว่างบดือนพฤษภาคม ถึงบดือนตุลาคมของทุกปี จากรายงาน
ข้อมูลของกลุ่มระบาดวิทยาและข่าวกรอง ส านักโรคติดต่อน าโดยแมลง กรมควบคุมโรค พบว่า มีการ
ระบาดของไวรัสบดงกีจ าแนกตามกลุ่มอายุ ตั้งแต่ปี 2548-2554 พบการระบาดมากที่สุดในช่วงอายุ 5-
24 ปี ทั้งในกลุ่มอาการ DF, DHF และ DSS และจากรายงานย้อนหลังตั้งแต่ปี พ.ศ. 2516-2556 โดย

ส านักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค พบว่า การติดบชื้อไวรัสบดงกีในประบทศไทยส่วนใหญ่บกิดจากการ
ติดบชื้อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 แต่ในช่วงปี พ.ศ. 2552-2556 มีการรายงานการติดบชื้อไวไวรัสบดงกี ซีโร

ไทป ์1 บพ่ิมมากข้ึน แต่ทั้งนี้ไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 ยังคงพบการติดบชื้อมากบช่นบดิม ดังแสดงในรูปที่ 4 
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รูปที่ 4 สถานการณ์การระบาดของโรคไข้บลือดออกในประบทศไทย ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2516-2556 
(ท่ีมา: ข้อมูลรายงาน 506  ส านักระบาดวิทยา กรมควบคมุโรค ณ วันท่ี 4 มิถุนายน 2556) 

 
2.4 พยาธิก าเนิดของโรคไข้เลือดออกเดงกี (Pathogenesis of Dengue Virus Infection) 

  พยาธิก าบนิดของโรคไข้บลือดออกบดงกียังไม่บป็นที่ทราบแน่ชัด การติดบชื้อไวรัสทั่วๆ ไปนั้ น
ระบบภูมิคุ้มกัน (immune system) ภายในร่างกายมนุษย์จะสามารถยับยั้งการบพ่ิมจ านวนของบชื้อ
ไวรัสบมื่อมีการติดบชื้อซ้ าครั้งที่สอง แต่โรคไข้บลือดออกบดงกีจะมีความแตกต่างออกไป คือ บมื่อมีการ
ติดบชื้อไวรัสบดงกีครั้งแรกผู้ป่วยอาจไม่มีอาการแสดงออกของโรคหรืออาจมีอาการแสดงออกของโรค
บหมือนการติดบชื้อไวรัสทั่วๆ ไป แต่จะมีอาการแสดงออกของโรคที่รุนแรงที่ชัดบจนบมื่อมีการติดบชื้อซ้ า
ครั้งที่สองด้วยบชื้อไวรัสบดงกีที่ต่างจากการติดบชื้อครั้งแรก ซึ่งบป็นผลมาจากการที่ระบบภูมิคุ้มกันต่อ
บชื้อไวรัสไม่สามารถยับยั้ง (neutralize) บชื้อไวรัสได้ แต่กลับไปส่งบสริมให้มีการบข้าสู่บซลล์และบพ่ิม
จ านวนบชื้อไวรัสบดงกีในบซลล์บป้าหมายมากขึ้น บรียกว่าบป็นการบกิด antibody dependent 
enhancement (ADE) บมื่อมีการติดบชื้อซีโรไทป์ใดซีโรไทป์หนึ่งในครั้งแรกแล้วนั้นจะสามารถป้องกัน
การติดบชื้อซีโรไทป์นั้นได้ตลอดชีวิต แต่ป้องกันการติดบชื้อซีโรไทป์อ่ืนได้ในช่วงระยะบวลาสั้น ๆ จึงท า
ให้การติดบชื้อซ้ าครั้งที่สองด้วยซีโรไทป์ที่แตกต่างจากครั้งแรกผู้ป่วยมักมีการแสดงออกของโรคที่
รุนแรง  นอกจากนี้ความรุนแรงของโรคยังบป็นผลมาจากปัจจัยอ่ืน บช่น จ านวนของไวรัส (Viral load) 
พบว่าปริมาณของไวรัสนั้นมีผลต่อบซลล์บป้าหมายโดยตรง สืบบนื่องมาจากปริมาณไวรัสที่มากท าให้
สามารถติดบชื้อต่อบซลล์บป้าหมายได้มาก จึงส่งผลให้มีการแสดงความรุนแรงได้ชัดบจนขึ้น จาก
การศึกษาพบว่าผู้ป่วยที่ตรวจพบปริมาณบชื้อไวรัสบดงกีในบลือดมาก ไม่ว่าในระยะไข้หรือระยะที่ไข้หาย
แล้วมีแนวโน้มที่จะมีอาการรุนแรงกว่าผู้ที่มีปริมาณบชื้อไวรัสในบลือดน้อยกว่า อีกทั้งสายพันธุ์ของไวรัส 
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(Viral strain) มีผลต่อความรุนแรงของอาการ โดยมีการศึกษาพบว่า การติดบชื้อไวรัสบดงกีแต่ละซีโร
ไทป์อาจท าให้ความรุนแรงของโรคแตกต่างกัน การติดบชื้อซ้ าครั้งที่สองโดยบฉพาะด้วยซีโรไทป์ 2 มัก
ท าให้บกิดโรคที่มีอาการรุนแรงมาก [22] รวมไปถึงปัจจัยจากผู้รับบชื้อ บช่น อายุ บพศ โรคประจ าตัว 
ภาวะโภชนาการ และลักษณะทางพันธุกรรมของแต่ละบุคคล [23] มีการศึกษาการแพร่ระบาดของ
บชื้อไวรัสบดงกีซีโรไทป์ต่างๆ พบว่ามีการบปลี่ยนแปลงไปในแต่ละปี ในอดีตบชื้อไวรัสบดงกีซีโรไทป์ 2 มี
บทบาทส าคัญในการแพร่ระบาดของโรคในประบทศไทย แต่ในระยะหลังพบการติดบชื้อไวรัสบดงกีซีโร
ไทป์ 3 บพ่ิมมากข้ึน และอาจบป็นสาบหตุที่ท าให้พบผู้ป่วยที่มีอาการรุนแรงบพ่ิมข้ึน 
 
2.5 การเพิ่มจ านวนของเชื้อไวรัสเดงกี (Dengue Virus Replication) 

  วงจรชีวิตของบชื้อไวรัสบดงกีบริ่มจากการที่บชื้อไวรัสบดงกีสามารถจับกับตัวรับ (receptor) บน
บซลล์บป้าหมาย แล้วกระตุ้นให้ไวรัสบข้าสู่ บซลล์ด้วยขบวนการที่บรียกว่า Receptor-mediated 
endocytosis (RME) โดยจะบกิดการสร้าง endosome ในบซลล์ซึ่งภายใน endosome มีสภาวะบป็น
กรดซึ่งมีคุณสมบัติบป็น viral fusion protien ท าให้บกิดการบปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ E โปรตีน 
บป็นผลให้ RNA ของไวรัสหลุดออกจาก envelop (uncoat) จากนั้น RNA (replication) ของไวรัสจะ
บริ่มสร้างโปรตีนต่างๆ (translation) ที่บริบวณ ER-derived membrane และจะหยุดสร้างโปรตีน
บมื่อมีการสร้างสาย RNA ของไวรัส โปรตีนและสาย RNA ที่สร้างขึ้นจะประกอบตัวกัน (assembly) ที่ 
Endoplasmic Reticulum (ER) แล้วบคลื่อนต่อไปที่ Golgi compartment บพ่ือให้การประกอบตัว
สมบูรณ์และไวรัสมีสภาพบป็นตัวบต็มวัย (mature form) ดังในรูปที่ 5 แล้วบซลล์บป้าหมายนี้ก็จะปล่อย
ไวรัสที่บกิดใหม่และมีความสมบูรณ์ออกจากบซลล์บดิมกระจายไปสู่บซลล์บป้าหมายบซลล์อ่ืนๆ ต่อไป [23] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5 การบพ่ิมจ านวนของบชื้อไวรัสบดงกี 
(ที่มา: http://www.ncbi.nlm.nih.gov.cuml1.md.chula.ac.th/pmc/articles/PMC1642597/figure/f1/) 
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2.6 ลักษณะอาการทางคลินิก (Clinical Manifestations) 

  การติดบชื้อไวรัสบดงกีนั้นก่อให้บกิดอาการจ าแนกตามความรุนแรง แบ่งตามบกณฑ์ขององค์การ
อนามัยโลกได้ 2 กลุ่ม คือ 1. ผู้ป่วยมีการติดบชื้อไวรัสบดงกีแต่ไม่แสดงอาการของโรค 
(asymptomatic) และ  2. ผู้ป่วยมีการติดบชื้อไวรัสบดงกีแล้วผู้ป่วยจะมีอาการแสดงออกของโรค 
(symptomatic) สามารถแบ่งได้บป็น 3 กลุ่มย่อย คือ 1.) อาการไข้ไม่ทราบสาบหตุ 
(undifferentiated febrile illness) ผู้ป่วยมักมีอาการไข้สูงบฉียบพลันบพียงอย่างบดียว อาการจะ
บหมือนการติดบชื้อไวรัสทั่วไป แสดงอาการประมาณ 2-3 วัน อาการมักจะหายไปบอง 2.) ไข้บดงกี 
(Dengue fever) ผู้ป่วยมักมีอาการไข้สูง อาจมีการลดต่ าลงแล้วกลับมาสูงขึ้นอีกครั้ง ร่วมกับอาการ 
ปวดศีรษะ ปวดบมื่อยตามข้อและกระดูก กระบอกตา กล้ามบนื้อต่างๆ ตามร่างกาย อาจมีผื่นและจุด
บลือดออกบริบวณผิวหนัง การทดสอบ Tourniquet test ให้ผลบวก โดยทั่วไปผู้ป่วยกลุ่มนี้มักมีอาการ
ไม่รุนแรง แสดงอาการประมาณ 5-7 วัน แล้วจึงหายบป็นปกติ 3.) ไข้บลือดออกบดงกี (Dengue 
hemorrhagic fever) พบอาการลักษณะบดียวกับไข้บดงกี (Dengue fever) แต่รุนแรงกว่ามาก ผู้ป่วย
กลุ่มนี้จะมีลักษณะอาการที่ชัดบจนคือ มีไข้สูงลอยร่วมกับอาการบลือดออก บมื่ อตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการจะพบว่ามีปริมาณบกล็ดบลือดต่ าลง มีอาการตับโต และมีการรั่วของพลาสมาออกนอก
บส้นบลือด ซึ่งถ้าพลาสมารั่วออกไปมากผู้ป่วยจะมีภาวะช็อกบกิดขึ้น บรียกว่า Dengue shock 
syndrome (DSS) การรั่วของพลาสมาสามารถตรวจพบได้จากการที่มีระดับ Hematocrit สูงขึ้น มี
น้ าในบยื่อหุ้มช่องปอดและช่องท้อง ถ้าผู้ป่วยได้รับการรักษาไม่ทันจะบป็นอันตรายถึงตายได้ [1, 24] 
ผู้ติดบชื้อไวรัสบดงกีส่วนใหญ่มักไม่มีอาการ (asymptomatic) โดยพบการติดบชื้อไวรัสบดงกีที่ไม่มี
อาการถึงร้อยละ 90 ของผู้ติดบชื้อไวรัสบดงกีทั้งหมด ในผู้ติดบชื้อไวรัสบดงกีแล้วมีอาการแสดงออก 
(symptomatic) จะมีการด าบนินโรคบป็น 3 ระยะ คือ ระยะไข้ (Febrile phase) ผู้ป่วยมีอาการไข้สูง

บกิน 38.5◦C นาน 2-7 วัน ปวดศีรษะ ปวดบมื่อยกล้ามบนื้อ อาจปวดท้องบริบวณลิ้นปี่หรือใต้ชายโครง
ด้านขวาบนื่องมาจากตับโต บางรายอาจมีอาการชัก พบอาการหน้าแดง จุดบลือดออกบริบวณผิวหนัง 
อาจพบผื่นแบบ maculopapular ระยะวิกฤติ (Critical phase) ไข้มักจะลดลงอย่างรวดบร็ว ลักษณะ
ส าคัญคือ จะพบการรั่วของพลาสมาจ านวนมากไปยังช่องปอดและช่องท้องจนท าให้บกิดภาวะช็อกใน
ผู้ป่วยที่มีอาการรุนแรง Dengue shock syndrome (DSS) ผู้ป่วยจะมีอาการกระสับกระส่าย ชีพจร
บบาลง ความดันโลหิตต่ าและแคบกว่า 20 มม.ปรอท (ความรุนแรงของโรคแบ่งได้บป็น 4 บกรด โดย
จ าแนกตามการบลือดออกและภาวะช็อก  คือ บกรด 1 หมายถึงไม่พบอาการบลือดออก การทดสอบ 
Tourniquet test ให้ผลบวก บกรด 2 หมายถึงมีอาการบลือดออก บกรด 3 หมายถึงมีชีพจรบบา ความ
ดันโลหิตต่ าและแคบ บกรด 4 หมายถึงวัดความดันโลหิตไม่ได้) และระยะพักฟ้ืน (Recovery phase)  
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บกิดค่อนข้างบร็ว ผู้ป่วยมีอาการท่ัวไปดีขึ้น บป็นระยะที่มีการดูดกลับของพลาสมาบข้ากระแสโลหิต อาจ 
พบผื่น convalescent rash ในช่วงท้าย ซึ่งมักมีอาการคัน [1, 23] 
 
2.7 การตรวจวิเคราะห์หาสารพันธุกรรมในสิ่งส่งตรวจเลือดและไม่ใช่เลือด (Laboratory 
Diagnosis) 

  การตรวจวินิจฉัยโรคติดบชื้อไข้บลือดออกทางห้องปฏิบัติการมี 3 วิธีการหลักๆ คือ การแยก

บชื้อไวรัส  การตรวจหาสารพันธุกรรม (RNA) ของไวรัส และการตรวจหาภูมิคุ้มกันที่จ าบพาะต่อบชื้อ

ไวรัส โดยในที่นี้จะพูดถึงบฉพาะวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรม (RNA) ของไวรัส คือการท า Reverse 
Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ซึ่งบป็นวิธีที่มีความไวและจ าบพาะสูง 

สามารถแยกซีโรไทป์ของบชื้อไวรัสได้ และบป็นวิธีการที่รวดบร็ว สามารถทราบผลได้ภายใน 3-4 ชั่วโมง 

แต่วิธีนี้ก็มีข้อบสีย คือ ไม่สามารถบอกได้ว่าไวรัสที่ตรวจพบบป็นไวรัสที่ยังมีชีวิตอยู่หรือไม่ [15] 
  การตรวจหาสารพันธุกรรม (RNA) ของไวรัสบดงกี ส่วนใหญ่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจที่บป็นบลือด 

ซึ่งได้แก่ Plasma, Serum, Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) และ platelets ใน
ระหว่างที่ผู้ป่วยก าลังติดบชื้อหรืออยู่ในภาวะไข้ [14] โดยไวรัสบดงกีที่ตรวจพบในกระแสบลือดจาก
ผู้ป่วยที่ติดบชื้อส่วนใหญ่ จะตรวจพบได้ 5 วันภายหลังจากท่ีติดบชื้อ หลังจากนั้นไวรัสในกระแสบลือดจะ

ลดลงอย่างรวดบร็ว บนื่องจากถูกก าจัดโดยระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย [25] 
  ปี ค.ศ. 1996 Yenchitsomanus และคณะ ออกแบบไพรบมอร์ที่มีความจ าบพาะต่อไวรัสบดงกี 

บริบวณ E และ NS1 บพ่ือตรวจหาไวรัสบดงกีในซีรั่มของผู้ป่วยที่ติดบชื้อไข้บลือดออก และท าการ

บพาะบลี้ยงบชื้อไวรัสในบซลล์ยุง (C6/36) พบว่าสามารถตรวจหาไวรัสบดงกีได้จ าบพาะและมีความไวซึ่ง

สามารถตรวจพบไวรัสปริมาณน้อยที่สุดประมาณ 1 PFU/ml [26]  
  ปี ค.ศ. 1998 Harris และคณะ ท าการพัฒนาชุดตรวจวิบคราะห์ Multiplex RT-PCR ให้

สามารถ ตรวจจ าแนกไวรัสบดงกีพร้อมกันได้ทั้ง 4 ซีโรไทป์ ภายในหลอดบดียวกันได้ พบว่าสามารถ

ตรวจแยกซีโรไทป์ของไวรัสบดงกีได้อย่างจ าบพาะและมีความไวที่ไวรัสปริมาณ 1-50 PFU/ml [27]  
  ปี ค.ศ. 2000 Wang และคณะ ท าการตรวจหาบชื้อไวรัสบดงกีที่ได้จากสิ่งส่งตรวจผู้ป่วยที่ติด
บชื้อแบบบฉียบพลัน พบว่า ปริมาณของบชื้อไวรัสที่ตรวจพบในสิ่งส่งตรวจที่บก็บในช่วงแรกของการมีไข้ 
(acute phase)  มีปริมาณบชื้อไวรัสมากกว่าสิ่งส่งตรวจที่บก็บในช่วงระยะบวลาที่ไข้บริ่มลดลง หรือ 

หลังจากมีไข้ไปแล้ว  (convalescent) อย่างมีนัยส าคัญ คือ 73.2% และ 20.0% ตามล าดับ [25]  
  ปี ค.ศ. 2002 Kulwichit และคณะ ได้พัฒนาวิธีการตรวจบชื้อไวรัสบดงกีด้วยวิธี RT-PCR จาก

ปัสสาวะผู้ป่วยที่ติดบชื้อไวรัสบดงกีแบบบฉียบพลัน ซึ่งตรวจพบ RNA ของไวรัสบดงกีได้ทั้งในระยะท้าย
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ของการมีไข้และระยะหลังจากไข้ลดลง [28] และในปี ค.ศ. 2003 คณะผู้วิจัยบดียวกันได้รายงานการ

ใช้วิธี RT-PCR ตรวจหาบชื้อไวรัสบดงกีในพลาสมา บม็ดบลือดขาวในกระแสบลือด (PBMCs) และ

ปัสสาวะที่บก็บจากผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยและยืนยันทาง serology ว่าติดบชื้อไวรัสบดงกี โดยบก็บ

ตัวอย่างในระยะท้ายของไข้และหลังไข้ลดลงจ านวน 55 ตัวอย่าง บปรียบบทียบกับตัวอย่างควบคุม 

(negative control) จ านวน 18 ตัวอย่าง พบว่าการตรวจพลาสมาให้ผลบวกร้อยละ 85.7 และ 87.5 
ในระยะท้ายของไข้และหลังไข้ลดลงตามล าดับ การตรวจบม็ดบลือดขาวในกระแสบลือดให้ผลบวกร้อย
ละ 92.3 และ 87.5 ในระยะท้ายของไข้และหลังไข้ลดลงตามล าดับ และการตรวจปัสสาวะให้ผลบวก

ร้อยละ 76.9 และ 85.7 ในระยะท้ายของไข้และหลังไข้ลดลงตามล าดับ [29] 

   ปี ค.ศ. 2005 Tonry และคณะ รายงานกรณีศึกษาในผู้ป่วยที่ติดบชื้อ  West Nile virus โดย

น าตัวอย่างผู้ป่วยที่บป็นซีรั่มและปัสสาวะที่บก็บวันที่ 8 หลังจากมีอาการป่วย น ามาบพาะบชื้อในบซลล์

บพาะบลี้ยง และน าไปตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสด้วยวิธี RT-PCR พบว่าตัวอย่างที่บป็นปัสสาวะให้

ผลบวก แต่ในซีรั่มให้ผลลบ [30] และในปีบดียวกันนี้ Tonry และคณะ ได้ทดลองฉีดบชื้อ West Nile 
virus บข้าไปในหนู Golden hamster พบว่ามีการติดบชื้อแบบบรื้อรังในปัสสาวะ ซึ่งสามารถตรวจหา

ปริมาณบชื้อ West Nile virus โดยวิธี plaque assay สามารถตรวจพบได้บป็นระยะบวลานานถึง 52 
วัน [31] 
  ปี ค.ศ. 2007 Yingsiwaphat และคณะ ได้ท าการทดลองโดยน าปัสสาวะของผู้ป่วยที่ได้รับ

การวินิจฉัยว่าติดบชื้อไวรัสบดงกีมาบพาะบลี้ยงในยุง Ae. aegypti พบว่าปัสสาวะในระยะท้ายของไข้ 
และหลังไข้ลดลงสามารถพบไวรัสที่มีชีวิตได้ และมีปัสสาวะของผู้ป่วย 1 รายที่สามารถบพาะบลี้ยงบชื้อ

ขึ้นหลังจากไข้ลดลงแล้ว 14 วัน [32] 
 
2.8 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสเดงกี (Genetic variation of DENV) 

บชื้อไวรัสที่มีสายพันธุกรรมบป็น RNA ส่วนใหญ่มักมีความหลากหลายสูงทั้งในด้านโครงสร้าง

และคุณสมบัติทางชีววิทยา ความหลากหลายของสายพันธุกรรมของบชื้อไวรัสบดงกี บกิดขึ้นได้จาก 2 
ขบวนการ คือ การบปลี่ยนแปลงชนิดของบบส (point mutation) และการแลกบปลี่ยนสาย RNA 
(Recombination) โดยการบปลี่ยนแปลงชนิดของบบส (point mutation) บป็นการบปลี่ยนแปลงของ

สายพันธุกรรมที่บป็นผลมาจากการท างานของบอนไซม์ที่ผิดพลาดโดยบกิดขึ้นในระหว่างการสังบคราะห์
สาย RNA ใหม่ของบชื้อไวรัส [16] ความผิดพลาดที่บกิดขึ้นนี้ก่อให้บกิดกลุ่มบชื้อไวรัสที่คล้ายๆ กันแต่ไม่

บหมือนกันทีบดียวในผู้ที่ติดบชื้อแต่ละคน บรียกลักษณะความหลากหลายบช่นนี้ว่า quasispecies [17] 
ส่วนการแลกบปลี่ยนสาย RNA (Recombination) นั้นพบได้ไม่บ่อย โดยอาศัยกลไกการโยกย้ายตัวบอง
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จากสาย RNA แม่แบบบส้นหนึ่งไปสู่บส้นที่สองในระหว่างที่บอนไซม์ท าการสังบคราะห์สาย RNA บส้น

ใหม่ขึ้นจากแม่แบบภายในบซลล์ ส่งผลให้บกิดสาย RNA โมบลกุลที่บป็นผลลัพธ์ที่มีบางส่วนที่ถูก

สังบคราะห์ขึ้นตามสาย RNA แม่แบบบส้นแรก ในขณะที่ส่วนอ่ืนตรงกับสาย RNA แม่แบบบส้นที่สอง 

การแลกบปลี่ยนสาย RNA แบบนี้น่าจะบกิดขึ้นในบซลล์ของคนหรือสัตว์ที่ติดบชื้อ 2 จีโนไทป์พร้อมกัน 

(Mix Infection) [18]    
   ปี ค.ศ. 2003 Chen และคณะ  ท าการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัส

บดงกี ซีโรไทป์ 2 บริบวณ E/NS1 ใน mammalian cell line (Vero cells) และ mosquito cell line 
(C6/36 cells) พบว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสจะบพ่ิมมากขึ้นบมื่อจ านวนครั้งในการ 

passaged บพ่ิมขึ้น การบปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมดังกล่าวนี้จะมีความสัมพันธ์กับการบกิด 

quasispecies population แต่จะบกิดข้ึนใน mammalian cell มากกว่าใน insect cell [33] 
  ปี ค.ศ. 2005 Ding และคณะ ท าการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ West Nile 
virus โดยท าการติดบชื้อในหนูแฮมบตอร์ แล้วบก็บปัสสาวะของหนูมาวิบคราะห์ความหลากหลายทาง

พันธุกรรม พบว่าบกิดการบปลี่ยนแปลงล าดับบบสที่ต าแหน่ง E, NS1, NS2B, NS5 และ 3’NTR และ

บกิดการบปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่ต าแหน่ง E, NS1, NS2B และ NS5 [34] 
  ปัจจุบันการศึกษาความหลากหลายทางสายพันธุกรรมของไวรัสบดงกี ส่วนใหญ่บน้นศึกษา
ในช่วง Structural protein ในส่วนของ Non-structural protein ยังมีการศึกษาน้อย และพบว่าใน

บริบวณ NS3 ยังไม่มีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสบดงกีดังกล่าว 
  
2.9 คุณสมบัติของโปรตีน NS3  

  โปรตีน NS3 ประกอบด้วยกรดอะมิโน 618 ตัว และมีขนาดประมาณ 69 kDa พบในไซโตพ

ลาสมบริบวณรอบๆ นิวบคลียส [35] บป็นโปรตีนที่มีความส าคัญต่อการบพ่ิมจ านวนของบชื้อไวรัส โดย
สามารถท างานได้หลายหน้าที่ คือ บป็นบอนไซม์ serine protease, RNA helicase, RNA-
stimulated nucleoside 5’- triphosphatase (NTPase) และ RNA 5’- triphosphatase 
(RTPase) [36] โครงสร้างสามมิติของโปรตีน NS3 มีลักษณะโดยรวมคล้ายกับบอนไซม์ serine 
protease ชนิดอ่ืน และบอนไซม์ NS3-NS4 ของบชื้อไวรัสตับอักบสบ C ส่วนปลาย N-terminus และ 

C-terminus ของโปรตีน NS3 ท าหน้าที่แตกต่างกัน ในส่วน N-terminus กรดอะมิโนที่ต าแหน่ง 1-
167 จับกับโปรตีน NS2B และท าหน้าที่บป็นบอนไซม์ serine protease โดยที่มี catalytic triad อยู่ที่

ต าแหน่ง His51, Asp75 และ Ser135 บอนไซม์ NS2A-NS3 protease ท าหน้าที่ตัด polyprotein 
ของไวรัส ที่บริบวณส่วนต่อระหว่าง NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A และ NS4B-NS5 
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นอกจากนี้ยังตัดโปรตีน C บพ่ือให้ได้ matare C และตัดภายในโมบลกุลโปรตีน NS4, โปรตีน NS2A 
และโปรตีน NS3 อีกด้วย [37]  
  การท างานของบอนไซม์ NS2B-NS3 protease ค่อนข้างจ าบพาะ มักตัดหลังบริบวณที่มี

กรดอะมิโนที่มีประจุบวกสองต าแหน่งติดกัน บช่น Lys-Lys, Lys-Arg, Arg-Lys, Arg-Arg รวมไปถึง 

Glu-Arg ด้วย กรดอะมิโนที่อยู่หลังต่อจุดตัดมักมีขนาดบล็กและไม่มีประจุ บช่น Ser, Ala หรือ อย่างไร

ก็ตาม บอนไซม ์NS2A-NS3 protease ไม่ได้ตัดทุกต าแหน่งในโปรตีนขนาดยาวที่มีล าดับของกรดอะมิ

โนดังกล่าว 
  ด้านปลาย C-terminus ตั้งแต่กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 171-618 ท าหน้าที่บป็นบอนไซม์ RNA 
helicase, RNA triphosphatase (RTPase) และ RNA-Stimulated nucleotide triphosphase 
(NTPase) โครงสร้างสามมิติของส่วนที่บป็นบอนไซม์ helicase/NTPase มีลักษณะคล้ายกับส่วนย่อย 

helicase ของบอนไซม์ที่พบในบชื้อไวรัสตับอักบสบ C และบชื้อไวรัสไข้บหลือง โดยแบ่งออกบป็น 3 ส่วน 

คือ domain I (ต าแหน่ง 181-326), domain II (ต าแหน่ง 326-481) ซึ่งมีโครงสร้างคล้ายกัน, 
domain III (ต าแหน่ง 482-618) ส่วนที่บป็น active site ของบอนไซม์ NTPase และ RTPase อยู่ใน

บริบวณบดียวกันที่ร่องตรงกลางระหว่าง domain I และ domain II ซึ่ง nucleoside triphosphate 
(NTP) จะบข้ามาจับและถูกสลายโดยการตัดบอาหมู่ฟอสบฟตด้านนอกสุดออกไป บริบวณตรงกลางของ

โมบลกุลมีช่องว่างขนาดใหญ่ระหว่าง domain III และ domain I-II ขนาดของช่องนี้ใหญ่มากพอที่จะ

รับกรดนิวคลีอิกสายบดี่ยวยาวประมาณ 6 บบสต่อกัน บริบวณนี้จะบป็นบอนไซม์ helicase ซึ่งท าหน้าที่

คลายบกลียวโมบลกุล RNA สายคู่ออกบป็น RNA สายบดี่ยว [38] 
   ในระหว่างการสังบคราะห์สารพันธุกรรม NS3 จะจับกับ NS5 ส่งผลให้การท างานของ 

NTPase และ RTPase สูงขึ้น [37] NTPase ท าหน้าที่สลาย nucleoside triphosphate บพ่ือสร้าง

พลังงานให้ helicase น าไปใช้ในการคลายบกลียวของสาย RNA และสังบคราะห์สาย RNA บส้นใหม่ 

ในขณะที่บอนไซม์ RTPase รวมกับบอนไซม์ guanylytransferase  จากบซลล์ที่ติดบชื้อ ท าหน้าที่ใน

การบติม cap บข้าท่ีปลาย 5’ ของ RNA ที่สังบคราะห์ใหม่ 
   นอกจากการท าหน้าที่ของโปรตีน NS3 ในขั้นตอนการบพ่ิมจ านวนสาย RNA และการตัด 

polyprotein แล้ว โปรตีน NS3 อาจมีบทบาทในการบปลี่ยนแปลงของผนัง endoplasmic reticulum 
และ Golgi apparatus ในระหว่างที่มีการติดบชื้อ บนื่องจากพบว่าโปรตีน NS3 สามารถจับกับโปรตีน 

nuclear receptor binding protein, microtubules และ tumor susceptibility gene 101 
protein [39]  
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   และนอกจากนี้ NS3 ยังมี epitope ที่สามารถกระตุ้นการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน

แบบ cytotoxic T cell response [40] และชักน าให้บซลล์ที่ติดบชื้อบกิดการตายแบบ apoptosis ได้ 

[41] 
   ปี ค.ศ. 2010 Duangchinda และคณะ ท าการศึกษาโครงสร้างโปรตีนของไวรัสบดงกีที่มี

ความสัมพันธ์ต่อกลไกการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบ T cell responses ซึ่งมีผลต่อความ

รุนแรงของโรคในผู้ป่วยที่ติดบชื้อไวรัสบดงกี บปรียบบทียบกันระหว่างกลุ่มผู้ป่วย Dengue fever (DF) 
และ Dengue Hemorrhagic fever (DHF) พบว่าการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบ T cell 
responses ในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดบชื้อไวรัสบดงกีทั้ง 2 แบบ ตอบสนองต่อโครงสร้างโปรตีนบริบวณ NS3 

มากที่สุด โดยดูจากการสร้าง cytokine คือ IFN-r และ TNF-α พบว่าบริบวณ NS3 มีค่าสูงกว่า

โครงสร้างโปรตีนบริบวณอ่ืน และการตอบสนองต่อ T cell ของ NS3 นั้นยังมีความสัมพันธ์กับความ

รุนแรงของโรคด้วย โดยดูจาก DHF  
กับ DF ที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ [42] 
  ปี ค.ศ. 2012 Malavige และคณะ ท าการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการติดบชื้อไวรัสบดงกีบ

ริบวณ NS3 specific ต่อ T cells, cytokine และ chemokine levels ที่มีผลต่อความรุนแรงของโรค

ในกลุ่มผู้ป่วย DHF จ านวน 112 ราย พบว่าผู้ป่วยที่มีการติดบชื้อไวรัสบดงกีแบบรุนแรง (DHF) จะมี

ระดับการหลั่ง T cells ต่ า แต่ในบริบวณ DV-NS3 specific T cells persisted จะมีระดับของ IFN-r 
สูง [43] 
 
2.10 เทคนิคที่ใช้ในการศึกษาอณูพันธุศาสตร์ 

2.10.1 บทคนิคปฏิกิริลูกโซ่พอลิบมอบรส (Polymerase Chain Reaction : PCR) 

  บทคนิคปฏิกิริลูกโซ่พอลิบมอบรส (Polymerase Chain Reaction : PCR) ถูกคิดค้นโดย Dr. 
Kary B. Mullis ในปี ค.ศ. 1983 ซึ่งบทคนิคพีซีอาร์นี้บป็นการบพ่ิมจ านวนดีบอ็นบอในหลอดทดลองโดย
ใช้หลักการพ้ืนฐานของการบพ่ิมจ านวนดีบอ็นบอในสิ่งมีชีวิต (replication) ในบซลล์ของสิ่งมีชีวิต การ
บพ่ิมจ านวนดีบอ็นบอต้องอาศัยโปรตีนหลายชนิด โดยดีบอ็นบอต้องถูกแยกออกจากกัน (unwound) และ
ดีบอ็นบอต้นแบบแต่ละบส้นจะท าหน้าที่บป็นต้นแบบในการสังบคราะห์ดีบอ็นบอบส้นใหม่โดยอาศัยการจับคู่
ของบบสตามหลักของ Watson-Crick  
  พีซีอาร์อาศัยหลักการที่บกิดขึ้นในธรรมชาติแต่บป็นการท าในหลอดทดลอง โดยบป็นการบพ่ิม
จ านวนดีบอ็นบอตามขนาดที่ต้องการโดยอาศัยโอลิโกนิวคลีโอไทด์สายสั้นๆ หรือไพร์บมอร์บป็น
ตัวก าหนดขอบบขตหรือขนาดของดีบอ็นบอที่ต้องการบพ่ิมจ านวน ดังนั้นในการท าพีซีอาร์จึงจ าบป็นต้อง
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ทราบล าดับดีบอ็นบอตรงขอบบขตที่ต้องการบพ่ือใช้ในการออกแบบไพรบมอร์ การสังบคราะห์ดีบอ็นบอบส้น
ใหม่บกิดขึ้นได้โดยอาศัยบอนไซม์ DNA polymerase และ deoxynucleotide triphosphates 
(dNTPs) ซึ่งประกอบด้วย dATP, dTTP, dCTP และ dGTP 
  ในการท าพีซีอาร์นั้นบริ่มจากการผสมสารละลายที่ประกอบด้วยดีบอ็นบอต้นแบบ (DNA 
template), dNTPs, ไพรบมอร์, บอนไซม์ DNA polymerase, และบัฟบฟอร์ (ในกรณีที่บป็น RNA 
จะต้องมีบอนไซม์ Reverse transcriptase ด้วย) ลงในหลอดทดลอง จากนั้นน าไปใส่บครื่อง thermal 
cycler ซึ่งบป็นบครื่องที่สามารถตั้งโปรแกรมบพ่ือควบคุมอุณหภูมิและบวลาที่ต้องการได้ 
 ขั้นตอนต่างๆ ของพีซีอาร์ คือ 

1. Denaturation step ท าการแยกสายดีบอ็นบอบส้นคู่ออกจากกันโดยใช้ความร้อน ส่วนใหญ่จะ

ใช้อุณหภูมิประมาณ 90-95 oC ซึ่งจะไปท าลายพันธะไฮโดรบจนที่ยึดดีบอ็นบอบส้นคู่ ท าให้ดี

บอ็นบอแยกออกจากกัน 

2. Annealing step ลดอุณหภูมิลงมาที่ประมาณ 40-60 oC จะท าให้ไพรบมอร์ซึ่งบป็นโอลิโกนิ

วคลีโอไทด์ ขนาดประมาณ 20-30 บบส ที่มีล าดับบบสคู่สมกับล าดับบบสในดีบอ็นบอต้นแบบ 

จะบข้ามาจับกับดีบอ็นบอตรงบริบวณท่ีจ าบพาะ 

3. Extension step บพ่ิมอุณหภูมิขึ้นจนถึง 72-74 oC ซึ่งบป็นอุณหภูมิที่บหมาะสมส าหรับ

บอนไซม์ Taq DNA polymerase  (บป็นบอนไซม์ที่แยกได้จากแบคทีบรีย Thermus 

aquaticus ที่อาศัยอยู่บริบวณน้ าพุร้อน) บอนไซม์นี้จะสังบคราะห์ดีบอ็นบอบส้นใหม่ไปใน

แนวทาง 5’ ไปยัง 3’ โดยอาศัย dNTPs บป็นสารตั้งต้น จะบห็นว่าบมื่อท าพีซีอาร์ 1 รอบ ถ้า

บริ่มจากดีบอ็นบอบส้นคู่ 1 โมบลกุลจะท าให้ได้ดีบอ็นบอบส้นคู่ 2 โมบลกุล 

 บมื่อจบ 1 รอบ หรือ 1 cycle จะได้สายดีบอ็นบอบพ่ิมจาก 1 ชุด บป็น 2 ชุด ซึ่งจะสามารถใช้บป็น
ต้นแบบในการบพ่ิมจ านวนในรอบต่อๆ ไป โดยสายดีบอ็นบอจ านวน 2 ชุด จะแยกบป็นดีบอ็นบอสายบดี่ยว
จ านวน 4 สาย บมื่อได้รับความร้อน (Denaturation step) และบมื่อลดอุณหภูมิลงไพรบมอร์ ซึ่งมี
ปริมาณอยู่มากกว่าก็จะบข้ามาแย่งจับกับดีบอ็นบอ (Primer annealing) บกิด Extension step ต่อไป
จนได้ดีบอ็นบอบพ่ิมบป็น 4 ชุด บมื่อจบรอบที่ 2 และบมื่อจบรอบที่ 3 จะได้ดีบอ็นบอทั้งหมด 8 ชุด จ านวน
การบพ่ิมของดีบอ็นบอจะบป็นแบบทวีคูณ (exponential) และสามารถค านวณจ านวนชุดดีบอ็นบอที่
บพ่ิมข้ึนได้โดยใช้สูตร 2n โดย n มีค่าบท่ากับจ านวนรอบของปฏิกิริยา  
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รอบท่ี 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รอบท่ี 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 ขั้นตอนต่างๆ ของบทคนิคพีซีอาร์บพ่ือบพ่ิมจ านวนดีบอ็นบอ 
(ที่มา: ดัดแปลงจาก http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/dna/chapter/chapter4application.htm) 
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2.10.2 บทคนิคบรียลไทม์พีซีอาร์ (Real Time PCR หรือ Quantitative Real Time PCR; qPCR) 

 บรียลไทม์พีซีอาร์ บป็นบทคโนโลยีที่พัฒนาขึ้นบพ่ือให้สามารถตรวจติดตามและบ่งบอกปริมาณ 
ของ PCR products ที่บพ่ิมขึ้นในแต่ละรอบได้ตลอดระยะบวลาที่ปฏิกิริยาพีซีอาร์ก าลังด าบนินอยู่ โดย

การตรวจสัญญาฯฟลูออบรสบซนส์ (fluorescent signal) ที่บปล่งจากสารที่ใช้ร่วมในปฏิกิริยาพีซีอาร์

โดยตรง หลังจากสารนั้นได้รับพลังงานจากแสงบลบซอร์ของบครื่อง ดังนั้น จึงสามารถรายงานผลได้
อย่างรวดบร็วภายในบวลาบพียง 1-2 ชั่วโมง ทั้งนี้บนื่องจากไม่ต้องมีขั้นตอนการตรวจหา PCR 
products โดยวิธี agarose gel electrophoresis ด้วย ปริมาณดีบอ็นบอแม่แบบบริ่มต้นที่แตกต่างกัน

จะท าให้จ านวนรอบที่บริ่มตรวจจับสัญญาณมีความแตกต่างกันด้วย สัญญาณฟลูออบรสบซนส์ที่วัดได้ใน
แต่ละรอบจะถูกบันทึกและแสดงบนหน้าจอคอมพิวบตอร์ทันที จึงบรียกการตรวจวัดบช่นนี้ว่า On-Line 
and Real Time Detection และการตรวจวัดในแต่ละรอบ (Cycle by Cycle Monitoring) นี้บป็น 
การวัดผลแบบ Log-Linear Phase Analysis ซึ่งจะท าให้สามารถค านวณหาความบข้มข้นบริ่มต้นของดี 
บอ็นบอแม่แบบได้แม่นย ามากกว่าการวัดแบบ End-Point Analysis  
 การตรวจวัดผลผิตพีซีอาร์สามารถท าได้จากการใช้บทคนิคการตรวจตามผลผลิตพีซีอาร์ที่  
สามารถก่อให้บกิดสัญญาณการบรืองแสงที่ตรวจวัดได้ ซึ่งมีอยู่ด้วยกันหลายแบบ ได้แก่   

1. การใช้สีที่มีคุณสมบัติบกาะติดกับดีบอ็นบอสายคู่ (DNA binding dye)    

สีที่มีคุณสมบัติบกาะติดกับดีบอ็นบอสายคู่อย่างไม่จ าบพาะมีหลายตัว บช่น ethidium bromide, 
SYBR Green I, Yo-PRO บป็นต้น แต่สีที่นิยมใช้ในงานบรียลไทม์พีซีอาร์มากที่สุด คือ SYBR Green I 
ซึ่งบป็นสารฟลูออบรสบซนส์มีสีบรืองแสงและมีความจ าบพาะสูงกว่าและปลอดภัยมากกว่า ethidium 
bromide โดย SYBR Green I สามารถบข้าไปจับกับดีบอ็นบอบกลียวคู่ตรงบริบวณ minor groove 
บท่านั้น บมื่อ SYBR Green I บกาะกับดีบอ็นบอสายคู่และถูกกระตุ้น (excite) ด้วยแสงที่ความ  ยาวคลื่น
บหมาะสม (~530 nm) จะมีการคายพลังงาน (emission) ออกมาในรูปของแสงในช่วงคลื่น ยาวขึ้น 
ซึ่งสามารถตรวจจับได้ด้วยตัวรับสัญญาณแสงที่ติดตั้งอยู่กับบครื่องบรียลไทม์พีซีอาร์ ในขั้นตอน ของ
การ annealing และ extension ปริมาณสีที่บข้าจับกับดีบอ็นบอสายคู่ที่สร้างใหม่จะมีบพ่ิมมากขึ้น  ท า
ให้การบรืองแสงบพ่ิมขึ้นและสูงสุดในช่วงท้ายของขั้นตอน extension และบมื่อบข้าสู่ขั้นตอน  
denaturation สายดีบอ็นบอแยกจากกัน ท าให้สีถูกปลดปล่อยจากสายดีบอ็นบอ ส่งผลให้การบรืองแสง 
ลดลง ดังนั้นการบันทึกค่าความบข้มการบรืองแสงในระบบนี้บกิดขึ้นทุกรอบ ในช่วงสุดท้ายของขั้นตอน  
extension ซึ่งปริมาณความบข้มของการบรืองแสง จะแปรผันตามปริมาณของผลผลิตพีซีอาร์ที่บพ่ิมข้ึน  

แม้ว่าการจับของ SYBR Green I กับดีบอ็นบอสายคู่บป็นแบบไม่จ าบพาะ คือ สามารถจับได้ทั้ง
ผลผลิตพีซีอาร์ที่จ าบพาะและไม่จ าบพาะ รวมถึงไพรบมอร์ไดบมอร์ (primer dimer) แต่ก็มีวิธีที่สามารถ
แยกสัญญาณการบรืองแสงที่บกิดจากไพรบมอร์ไดบมอร์ หรือผลผลิตพีซีอาร์ที่ไม่จ าบพาะออกจากผลผลิต
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พีซีอาร์ที่จ าบพาะได้ โดยใช้การบปรียบบทียบค่าอุณหภูมิการหลอมบหลว หรือ melting temperature  
(Tm) โดยค่า Tm บป็นค่าอุณหภูมิที่ 50% ของดีบอ็นบอสายคู่แยกจากกัน ซึ่งบป็นค่าอุณหภูมิที่จ าบพาะ 
ส าหรับดีบอ็นบอสายคู่แต่ละคู่ และแปรผันโดยตรงกับล าดับบบส ปริมาณ %GC และความยาวของดีบอ็น 
บอสายคู่นั้น   

การหาค่า Tm สามารถวิบคราะห์ได้จาก melting curve ที่สร้างขึ้นหลังการท าพีซีอาร์สิ้นสุด 
ลง แต่อย่างไรก็ดี การวิบคราะห์ melting curve บพ่ือหาค่า Tm ท าได้ไม่แม่นย า โดยทั่วไปจะมีการ 
บปลี่ยนกราฟ melting curve ให้บป็นกราฟ melting peak ซึ่งสามารถใช้ในการหาค่า Tm ได้สะดวก 
และถูกต้องแม่นย ากว่าการใช้ melting curve และโดยการสร้างบส้นกราฟ melting peak จะพบว่า  
ผลผลิตพีซีอาร์ที่แตกต่างกันจะมี melting peak ที่แยกจากกัน จะมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับความ
แตกต่างของค่า Tm ของผลผลิตพีซีอาร์นั้น [44, 45] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 7 การตรวจวัดผลผลิตพีซีอาร์ด้วยสี SYBR Green I 
(A) ในช่วงของการ denature บพ่ือแยกดีบอ็นบอสายคู่ให้บป็นสายบดี่ยว สี SYBR Green I ยังไม่สามารถ
บข้าไปจับกับสายดีบอ็นบอสายบดี่ยวได้ (B) บมื่อไพรบมอร์บข้าจับกับแม่พิมพ์ดีบอ็นบอในช่วง annealing 
และ (C) บมื่อมีการสร้างดีบอ็นบอสายใหม่ สี SYBR Green I จะบริ่มสอดแทรกบข้าสู่สายคู่ของดีบอ็นบอ 
และมีการบรืองแสงบกิดขึ้นบมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสง (D) ในช่วงการสร้างสายดีบอ็นบอ สี SYBR Green I 
จะบข้าแทรกในดีบอ็นบอสายคู่บพ่ิมขึ้นบป็นจ านวนมากและสูงสุดในช่วงท้ายของขั้นตอน extension ท า
ให้สามารถตรวจจับการบรืองแสงอย่างต่อบนื่อง ณ บวลาจริงได้ และบมื่อวงจรพีซีอาร์บวียนกลับมาสู่ช่วง
ของขั้นตอน denature สี SYBR Green I จะหลุดออกจากสายดีบอ็นบอ การบรืองแสงจะลดลง 

(ท่ีมา: http://www.ngrl-japan.com/gene/gene.html) 
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2. การติดฉลาก Hybridization probes 

บป็นวิธีการตรวจหาปริมาณผลผลิตพีซีอาร์ที่จ าบพาะบจาะจงมากกว่าการใช้ SYBR Green I โดย
การติดฉลาก probe ที่จับจ าบพาะกับ PCR product ด้วยสารฟลูออบรสบซนส์ ที่นิยมใช้มี 2 แบบ คือ 

2.1 TaqMan Assay สามารถใช้ตรวจสอบและวิบคราะห์ปริมาณผลผลิตพีซีอาร์ที่ถูกสร้างขึ้นได้
โดย probe ที่ใช้ คือ ดีบอ็นบอ หรือ โอลิโกนิวคลีโอไทด์ ซึ่งบป็นส่วนหนึ่งของผลผลิตพีซีอาร์ จะถูกติด
ฉลากด้วยสารบรืองแสง 2 ชนิดที่ปลายของ probe ทั้งสองข้าง โดยสารตัวหนึ่งจะท าหน้าที่บป็น 
quenching ของ fluorescent group ของสารบรืองแสงอีกตัวหนึ่ง บมื่อปฏิกิริยาพีซีอาร์ด าบนินไป มี
การบติมบบสจากทั้งสองไพรบมอร์จนมาถึง probe บอนไซม์ DNA polymerase ซึ่งมี 5’-3’ 
exonuclease activity ก็จะค่อยๆ สลาย probe นี้ไปบรื่อยๆ ท าให้สารบรืองแสงทั้งสองชนิดที่ติดอยู่
กับตัว probe หลุดออกบป็นอิสระ ความสามารถในการ quenching ของแต่ละสารก็หมดไป 
บนื่องจากระยะห่างของสารทั้งสองชนิดนี้บพ่ิมมากขึ้น ส่งผลให้บกิดการบรืองแสงขึ้นจากสารทั้ง 2 ชนิด 
ซึ่งสามารถน าไปวิบคราะห์หาค่าของผลผลิตพีซีอาร์ได้ 

2.2 FRET Assay บป็นการบติม hybridization probes 2 บส้นที่ถูกติดฉลากด้วยสารฟลูออบรส
บซนส์ 2 ชนิดที่แตกต่างกันบพิ่มบข้าไปในปฏิกิริยาพีซีอาร์ บมื่อ probes ทั้งสองจับกับผลผลิตพีซีอาร์ใน
บริบวณท่ีจ าบพาะต่อกัน Fluorescein Dye จะถูกกระตุ้นด้วยแสงบลบซอร์และปลดปล่อยแสงฟลูออบรส
บซนส์สีบขียวออกมา จากการสารฟลูออบรสบซนส์ทั้งสองชนิดอยู่ในต าแหน่งใกล้กัน พลังงานที่ถูก
ปลดปล่อยออกมาจาก Fluorescein Dye จึงไปกระตุ้นสารฟลูออบรสบซนส์ LC Red ซึ่งติดอยู่กับ 
hybridization probes อีกบส้นหนึ่งให้ปลดปล่อยแสงฟลูออบรสบซนส์สีแดงซึ่งมีความยาวคลื่นที่ยาว
กว่าออกมา การถ่ายบทพลังงานบช่นนี้ บรียกว่า Fluorescence Resonancy Energy Transfer หรือ 
FRET โดยโมบลกุลของสารฟลูออบรสบซนส์ทั้งสองชนิดจะต้องอยู่ใกล้กันในระยะที่บหมาะสม (1-5 นิ
วคลีโอไทด์) จึงท าให้การถ่ายบทพลังงานบป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ ความบข้มของแสงที่ LC Red คาย
ออกมาจะถูดวัดด้วย detector ความบข้มของสัญญาณฟลูออบรสบซนส์ที่บพ่ิมขึ้นจะบป็นสัดส่วนตาม
ปริมาณก็ต่อบมื่อ probes ทั้งสองบส้นจับกับดีบอ็นบอบป้าหมาย ดังนั้นสัญญาณฟลูออบรสบซนส์จึง
ตรวจวัดได้ในขั้นตอน annealing บท่านั้น หลังจากขั้นตอน annealing อุณหภูมิจะบพ่ิมสูงขึ้น Taq 
DNA Polymerase จะบข้ามาแทนที่ hybridization probe บกิด strand displacement บมื่อสิ้นสุด
ขั้นตอน elongation แล้ว ผลผลิตพีซีอาร์จะอยู่ในรูปของดีบอ็นบอบกลียวคู่ และ probes ทั้งสองก็จะ
อยู่ห่างกัน จนไม่สามารถบกิด FRET ได ้
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2.10.3 บทคนิคการโคลนยีน (Gene Cloning Technique) 

 พันธุวิศวกรรม (genetic engineering หรือ recombinant DNA technology หรือ 
genetic manipulation) หมายถึง กระบวนการบปลี่ยนแปลงหรือดัดแปลงสารพันธุกรรม (genetic 
material; DNA) ของสิ่งมีชีวิต โดยการถ่ายทอดยีนที่ต้องการจากสิ่งมีชีวิตหนึ่งบข้าสู่สิ่งมีชีวิตอีกชนิด
หนึ่งบพื่อสร้างสิ่งมีชีวิตชนิดใหม่ที่มีลักษณะตามต้องการ ซึ่งขั้นตอนการท าพันธุวิศวกรรม อาจบรียกว่า 
gene cloning คือ การบพ่ิมปริมาณกลุ่มของบซลล์ที่มีลักษณะทางพันธุกรรมบหมือนกันซึ่งมียีนที่
ต้องการอยู่ในบซลล์ให้ได้จ านวนยีนและจ านวนบซลล์ในปริมาณมากพอที่จะน าไปใช้ประโยชน์ต่อไป 
 ขั้นตอนการท า Gene cloning 

1. การบตรียมชิ้นส่วนของ DNA ที่ต้องการ (DNA Preparing) บป็นขั้นตอนแรกของการท า gene 

cloning ซ่ึงดีบอ็นบอท่ีต้องการนัน้สามารถบตรียมได้ 4 วิธี คือ 

1.1 Genomic DNA หรือ Chromosomal DNA ท าได้โดยการสกัดดีบอ็นบอที่มีทั้งหมดออก

จากบซลล์ของสิ่งมีชีวิตที่ต้องการ genomic DNA ที่ได้สามารถน ามาใช้ท าบป็น gene 

bank หรือ genomic DNA library บพ่ือบป็นแหล่งบก็บรวบรวมยีนทั้งหมดของสิ่งมีชีวิต

นั้น หรือบฉพาะบางยีนที่ต้องการของสิ่งมีชีวิตไว้ในหลอดทดลอง 

1.2 cDNA (complementary DNA) คือ การบตรียมชิ้นดีบอ็นบอที่ต้องการจาก mRNA โดย

ใช้ reverse transcriptase ซึ่งบป็นผลผลิตของยีนที่มีการแสดงออกบฉพาะบางบซลล์ 

หรือบางบนื้อบยื่อในช่วงบวลาหนึ่งๆ บท่านั้น โดย mRNA นั้นจะมีแต่ส่วนของ exon 

(single copy DNA) บท่านั้น จึงสามารถถ่ายบข้าไปในพลาสมิดของ Prokaryote บพ่ือ

ประโยชน์ในการ cloning ได้ และบพ่ือการศึกษาการแสดงออกของยีนได้ 

1.3 การบตรียม DNA ที่ต้องการจากปฏิกิริยา PCR ถ้าทราบล าดับบางส่วนของนิวคลีโอไทด์ที่

อยู่บริบวณส่วนปลายของชิ้นส่วนดีบอ็นบอ หรือยีนที่ต้องการ บราก็สามารถออกแบบไพร

บมอร์มาใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ ท าให้สามารถบพ่ิมจ านวนชิ้นส่วนของดีบอ็นบอที่ต้องการ

ได้ภายในบวลาอันรวดบร็ว ซึ่งมีจ านวน copy = [2n - (n+1)] บมื่อ n คือ จ านวนรอบของ

การท า PCR  

1.4 การสังบคราะห์โดยวิธีทางบคมี 

โดยใช้บครื่องสังบคราะห์ดีบอ็นบออัตโนมัติ (automate DNA synthesizer) ปัจจุบัน

สามารถสังบคราะห์สายดีบอ็นบอที่มีขนาดยาว 50 นิวคลีโอไทด์ แต่ถ้าสังบคราะห์สายดีบอ็น



 

 

21 

บอที่มีขนาดยาวมากๆ ก็สามารถท าได้โดยสังบคราะห์บป็นดีบอ็นบอขนาดสั้นๆ หลายๆ สาย 

แล้วน ามาต่อกันโดยใช้ DNA ligase 

2. การใช้บอนไซม์ตัดจ าบพาะในการโคลนยีน (Restriction enzyme for gene cloning) ในการ

โคลนยีนต้องใช้บอนไซม์ที่จ าบพาะในการตัดสายดีบอ็นบอที่ต้องการ จากนั้นน าไปบชื่อมต่อกับ

พาหะ (vector) แล้วจึงถ่ายบข้าสู่บซลล์บจ้าบ้าน (host cell) 

3. การบลือกใช้พาหะหรือบวกบตอร์ (Vector) และการท ายีนโคลนนิ่ง (Gene cloning) พาหะ 

(vector) คือ ดีบอ็นบอพาหะที่ใช้ในการบพ่ิมปริมาณชิ้นดีบอ็นบอที่ต้องการให้ได้ปริมาณมากๆ 

โดยน าชิ้นดีบอ็นบอที่ต้องการมาบชื่อมบข้าไปกับ DNA vector จะได้ดีบอ็นบอลูกผสม 

(recombinant DNA; rDNA) จากนั้นน า rDNA ถ่ายบข้าสู่บซลล์บจ้าบ้าน (host cell) โดย

วิธีการ transformation บพ่ือบพ่ิมปริมาณดีบอ็นบอที่ต้องการแล้วท าการคัดบลือกบซลล์ที่

ต้องการ ปัจจุบันมีบวคบตอร์ต่างๆ มากมายที่ใช้ส าหรับ gene cloning ซึ่งการบลือกใช้

บวกบตอร์นั้น ขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ของการใช้งานที่ต้องการ การโคลนยีนในแบคทีบรียอาจ

บลือกใช้บวกบตอร์ที่บป็นพลาสมิด (plasmid), ฟาจ (phage) และคอสมิด (cosmid) หรือถ้า

ต้องการโคลนยีนในบซลล์สัตว์อาจใช้บวกบตอร์ที่บป็นไวรัส SV40 ในบซลล์พืชใช้ไวรัสพวก 

Cauliflower mosaic virus (CMV) และ Ti plasmid อย่างไรก็ตามได้มีการพัฒนาบวกบตอร์

ที่สามารถจ าลองตัวบองได้ในบซลล์บจ้าบ้านมากกว่า 1 ชนิด ที่บรียกว่า Shuttle vector บช่น 

E.coli และ Yeast บป็นต้น 

4. การถ่ายไฮบริดบวกบตอร์บข้าสู่บซลล์บจ้าบ้านบพ่ือท า gene cloning (Transformation) 

หลังจากได้ rDNA แล้วก็น าไปถ่ายลงในบซลล์บจ้าบ้านบพ่ือบพ่ิมปริมาณ ซึ่งสามารถท าได้โดย

การสร้าง DNA library คือการน า genomic DNA ของสิ่งมีชีวิตมาตัดด้วยบอนไซม์ตัด

จ าบพาะแล้วน ามาบชื่อมบข้ากับบวกบตอร์ ซึ่งถูกตัดด้วยบอนไซม์ตัดจ าบพาะชนิดบดียวกัน จากนั้น

จึงน าไปถ่ายในบซลล์บจ้าบ้าน บพ่ือขยายปริมาณชิ้นดี บอ็นบอ แล้วบก็บบซลล์บจ้าบ้านหรือบก็บ

บวกบตอร์ไว้ที่ -80 oC บพ่ือใช้ประโยชน์ต่อไป การสร้าง DNA library ในแบคทีบรียและไวรัส 

5. การตรวจสอบ clone ที่ต้องการ (Screening hybrid vector) หลังจากใส่ดีบอ็นบอที่ต้องการ

บข้าไปในบวกบตอร์แล้วน าบวกบตอร์ดังกล่าวมา transformation บข้าสู่ host cell ในขั้นตอนนี้

จ าบป็นที่จะต้องมีวิธีการตรวจหาโคลนที่ต้องการจากประชากรทั้งหมดของบซลล์บจ้าบ้าน แล้ว

ท าการคัดบลือกโคลนที่ต้องการนั้นออกมา บพ่ือบพ่ิมจ านวนต่อไป ซึ่งวิธีการตรวจสอบมีหลาย
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วิธี บช่น การคัดบลือกจากฟีโนไทป์, การตรวจสอบโดยวิธีทางอิมมูโนบคมี, การตรวจสอบโดย 

Nucleic acid hybridization และ การตรวจสอบโคลนที่มียีนโดยการท า PCR หรือบรียกว่า 

colony PCR ซึ่งบป็นวิธีที่ได้รับความนิยมมากที่สุด 

 
2.10.4 การหาล าดับบบสของดีบอ็นบอ (DNA Sequencing) 

 ข้อมูลทางพันธุกรรม (genetic information) ของสิ่งมีชีวิตถูกจัดบก็บอยู่ในรูปของล าดับบบส
ของดีบอ็นบอ สิ่งมีชีวิตต่างชนิดกัน มีลักษณะบฉพาะแตกต่างกันไป ก็บนื่องมาจากมีล าดับบบสของดีบอ็น
บอต่างกัน ส่งผลถึงการมีล าดับอะมิโนของโปรตีนต่างกัน มีชนิดของโปรตีนแตกต่างกันไป กลไกการ
ด าบนินชีวิตของสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆ จึงแตกต่างกันไปด้วย ดังนั้น การวิบคราะห์ล าดับบบสของดีบอ็นบอจึง
สามารถน ามาบปรียบบทียบความใกล้ชิดของสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกัน บพ่ือใช้ในการจัดหมวดหมู่บชิง
อนุกรมวิธาน ตลอดจนการศึกษาสายวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตต่างๆ ได้ดีขึ้น นอกจากนั้นความบข้าใจ
กลไกการด าบนินชีวิตของสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆ ยังช่วยให้มนุษย์สามารถควบคุมและท าลายสิ่งมีชีวิตที่
บป็นสาบหตุของการก่อโรค หรือดัดแปลงสิ่งมีชีวิตต่างๆ ให้บป็นประโยชน์แก่มวลมนุษยชาติได้ 
 ปัจจุบันนี้บทคโนโลยีการหาล าดับบบสของดีบอ็นบอได้ถูกพัฒนาให้รวดบร็ว ประหยัดและ
อัตโนมัติ ผนวกกับพลังความสามารถของคอมพิวบตอร์อันทรงประสิทธิภาพ (Supercomputer) ท า
ให้การศึกษาหาล าดับบบสในจีโนมของสิ่งมีชีวิตต่างๆ ประสบผลส าบร็จได้ 

วิธีการหาล าดับบบสของดีบอ็นบอ มีการศึกษาและพัฒนาขึ้นหลากหลายวิธี บช่น วิธีการใช้
สารบคมี, วิธีการใช้บอนไซม์ และ Automated DNA sequencing ซึ่งแต่ละวิธีก็มีข้อดีและข้อบสีย
แตกต่างกันออก จึงต้องบลือกใช้ให้บหมาะสม กล่าวคือ วิธีการใช้สารบคมี จะบหมาะส าหรับการหา
ล าดับบบสสายสั้นๆ (10-100 บบส) บท่านั้น และมีวิธีการที่ยุ่งยาก ท าให้ไม่นิยมใช้กันแล้ว แต่อย่างไรก็ดี
วิธีการนี้ก็ยังคงมีการน ามาใช้ทดสอบซ้ าบพ่ือความถูกต้องของการหาล าดับบบสของดีบอ็นบอที่อ่านได้ไม่
ชัดบจนจากวิธีการใช้บอนไซม์หรือปัญหา secondary structure ภายในดีบอ็นบอต้นแบบ ท าให้บอนไซม์ 
DNA Polymerase I ไม่สามารถอ่านล าดับบบสในบริบวณดังกล่าวได้ แต่ข้อดีของวิธีการใช้บอนไซม์ คือ
บป็นวิธีที่มีความสะดวก รวดบร็ว จึงบป็นที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน 

บทคนิคการหาล าดับบบสด้วยวิธีการใช้บอนไซม์ (Enzymatic Method) ได้ถูกพัฒนาขึ้นโดย 
Sanger, F. และคณะ ในปี ค.ศ. 1975 โดยบลียบแบบกระบวนการจ าลองสารพันธุกรรมในธรรมชาติ 
(DNA Replication) ซึ่งอาศัยการท างานของบอนไซม์ DNA Polymerase I ในการบร่งให้บกิด 
phosphodiester bond ของ primer กับ nucleotide (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) บพ่ือสร้างดี
บอ็นบอสายใหม่ที่มีบบสคู่สม (complementary) กับดีบอ็นบอต้นแบบ แต่บนื่องจาก DNA Polymerase 
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I สามารถใช้ nucleotide analogues อ่ืนๆ บป็น substrate ได้ด้วย บช่น [α-35 S] dATP, [α-32 P] 
dATP, 2’,3’-dideoxynucleotide (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) ดังนั้นหากใส่สารบหล่านี้ลง
ไปในปฏิกิริยาด้วย สารบหล่านี้ก็จะสามารถถูกน าบข้าไปในสายดีบอ็นบอท่ีถูกสร้างขึ้นใหม่ได้ 

2’,3’-dideoxynucleotide บป็นสารที่ขาดหมู่  3’OH- ดังนั้นจึงไม่สามารถบกิด 
phosphodiester bond กับ nucleotide ตัวถัดไปที่จะบข้ามาต่อได้ ส่งผลให้สายดีบอ็นบอที่สร้างขึ้น
ใหม่แต่ละสายสิ้นสุดการสร้างต่อ และมีขนาดความยาวแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับว่ามี ddATP, ddGTP, 
ddCTP, ddTTP มาบชื่อมต่อที่ต าแหน่งใด บมื่อน าชิ้นดีบอ็นบอที่สร้างใหม่บหล่านี้ไปแยกตามขนาดโดย 
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis ซึ่งมีความสามารถท่ีจะแยกขนาดของชิ้นดีบอ็น
บอที่มีขนาดแตกต่างกันบพียง 1 บบสได้ แล้วน าแผ่นบจลมาประกบกับ X-ray film ก็จะสามารถบห็น
แถบของดีบอ็นบอที่มีขนาดแตกต่างกันได้ วิธีการนี้จึงบรียกได้อีกชื่อว่าวิธี Dideoxy Chain 
Termination 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 8 วิธีการหาล าดับบบสของดีบอ็นบอโดยวิธีการ Dideoxy Chain Termination (Sanger) 
ขั้นแรก ต้องให้สายโอลิโกนิวคลีโอไทด์สั้นๆ จับคู่กับโอลิโกนิวคลีโอไทด์ที่ท าหน้าบป็นไพรบมอร์ ส าหรับ
การสร้างสายใหม่ที่ complement กับชิ้นส่วน DNA ที่บติมบข้าไปในจีน บอนไซม์ที่ใช้ในการสร้าง คือ 
DNA Polymerase I นอกจากนี้ยังต้องมีดีออกซีนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิดคือ dATP,dTTP, dGTP และ 
dCTP รวมทั้งนิวคลีโอไทด์ที่ถูกดัดแปลงชนิดหนึ่ง คือ dideoxynucleotide,dideoxy ATP ซึ่ง
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สามารถบข้าไปอยู่ในสายพอลินิวคลีโอไทด์สายใหม่ บช่นบดียวกับดีออกซีนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิดดังกล่าว 
บมื่อ dideoxy ATP บข้าไปอยู่ในสายจะท าให้หยุดการสร้างสายต่อไป ทั้งนี้ บพราะ dideoxy ATP ขาด
หมู่ OH ที่ต าแหน่ง 3' ของน้ าตาล ซึ่งหมู่นี้จ าบป็นส าหรับการจับของนิวคลีโอไทด์หน่วยใหม่ ถ้าบติม 
dideoxy ATP ในปฏิกิริยาจะท าให้หยุดการบพิ่มความยาวที่ต าแหน่งตรงข้ามกับ ไธมิดีน (thymidine) 
ในสายแม่พิมพ์ แต่การหยุดการบพ่ิมความยาวจะไม่บกิดขึ้นที่ T ตัวแรก บนื่องจากมี dATP อยู่ใน
สารละลาย dATP จะบข้าไปแทนที่ dideoxy ATP ผลของปฏิกิริยาจะได้สายใหม่ทุกสายมีความยาว
แตกต่างกัน และแต่ละสายมีปลายบป็น dideoxy ATP บมื่อใช้ไดดีออกซีนิวคลีโอไทด์ทั้ง 4 ชนิด คือ 
dideoxy ATP,dideoxy TTP,dideoxy GTP และ dideoxy CTP ส าหรับปฏิกิริยาการสร้างสายใหม่ 
ผลของปฏิกิริยาจะได้พอลินิวคลีโอไทด์ที่ต่างกัน 4 ชนิด แต่ละชนิดมีปลายบป็น dideoxy ATP, 
dideoxy TTP,dideoxy GTP และ dideoxy CTP ขั้นตอนต่อไป คือ การแยกพอลินิวคลีโอไทด์ที่มี
ความยาวต่างกันของแต่ละชนิด โดยใช้บทคนิคอิบล็กโทรโฟรีซิส แบบพอลิอะคริลาไมด์บจล 
(polyacrylamide gel electrophoresis) ผลที่ปรากฎให้บห็นบป็นแถบ (band) จ านวนมาก แต่ละ
แถบบป็นโมบลกุล DNA ที่มีความยาวแตกต่างกัน โดยทั่วไปโมบลกุล DNA ถูกติดฉลากด้วยสาร
กัมมันตรังสีจึงสามารถบห็นแถบได้โดยการท า autoradiography  

(ท่ีมา: http://genetics.nbii.gov/images/sequence6.gif  ) 

 
2.11 การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการระดับโมเลกุล 

ชีวสารสนบทศศาสตร์ (bioinformatics) บป็นศาสตร์หนึ่งที่บกี่ยวกับการพัฒนาฐานข้อมูลบพ่ือ
จัดบก็บและค้นหาข้อมูล รวมทั้งมีการใช้สถิติและกฎการค านวณต่างๆ (algorithms) โดยใช้โปรแกรม

คอมพิวบตอร์ในการวิบคราะห์และศึกษาความสัมพันธ์ของข้อมูลทางอณูชีววิทยา บช่น การวิบคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ หรือล าดับกรดอะมิโน (โปรตีน) ในการค้นหาความคล้ายกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ 
หรือล าดับกรดอะมิโนนั้นบป็นผลมาจากวิวัฒนาการระดับโมบลกุล ถ้าล าดับบหล่านั้นมีบรรพบรุษ
ร่วมกัน (common ancestor) ก็มักจะมีล าดับนิวคลีโอไทด์ หรือล าดับกรดอะมิโนที่คล้ายคลึงกัน 

รวมทั้งมักมีโครงสร้างและหน้าทีคล้ายกันด้วย สามารถกระท าได้โดยใช้การ BLAST ส่วนการ

บปรียบบทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ หรือล าดับกรดอะมิโน บรียกว่า sequence alignment บป็นการแยก

ความแตกต่างระหว่างล าดับนิวคลีโอไทด์ หรือล าดับกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงกันโดยบังบอิญ กับ
ความคล้ายกันที่บป็นผลมาจากวิวัฒนาการและมีความสัมพันธ์กันในหน้าที่จริงๆ จากนั้นน าข้อมูลของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ หรือล าดับกรดอะมิโนมาศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการระดับโมบลกุล โดยการ
สร้างแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) [46] 



 

 

25 

การวิบคราะห์วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตด้วยการสร้างแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) บป็น

การศึกษาประวัติหรือวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต สามารถสร้างโดยอาศัยข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์
หรือล าดับอะมิโนของโปรตีน จากยีนชนิดต่างๆ ของสิ่งมีชีวิต ลักษณะของ phylogenetic tree มี

ลักษณะคล้ายต้นไม้ ซึ่งประกอบด้วยกิ่งก้านหรือแขนง (branch) โดยก้านอาจแตกออกบป็นสองทาง 

(bifurcation) หรือหลายทาง (multi-furcation) ต าแหน่งที่ก้านแตกออกบป็นกิ่งย่อย บรียกว่า โนด 

(node) โดยที่ปลาบสุดของกิ่งจะบป็นล าดับบบสหรือล าดับอะมิโนของสายพันธุ์ หรือ species ของ

สิ่งมีชีวิตที่บรียกว่า แทกซอน (taxon) ซึ่งกลุ่มของแทกซอนที่ก าบนิดมาจากบรรพบุรุษบดียวกัน หรือ

ร่วมกันจะบรียกว่า บคลด (clade) ในการสร้าง phylogenetic tree อาจจะมี clade บพียง clade 
บดียว ซึ่งบรียกว่า monophyletic tree หรือมีหลาย clade จะบรียกว่า polyphyletic tree ใน 

phylogenetic tree อาจมีจุดก าบนิดร่วมหรือมีราก (rooted tree) ซึ่งบป็นส่วนยอดที่บป็นต าแหน่งรวม

ของ taxa ทั้งหมด สามารถบอกได้ว่าจุดไหนบป็นบรรพบุรุษและจุดไหนบป็นลูกหลานที่สืบทอดกันมา 

และรูปแบบที่ไม่มีราก (unrooted tree) ไม่สามารถระบุได้ว่าจุดไหนบป็นบรรพบุรุษและจุดไหนบป็น

ลูกหลานที่สืบทอดกันมา ไม่สามารถบอกถึงความใกล้ชิดหรือความสัมพันธ์ บพราะไม่ทราบว่า
จุดบริ่มต้นของวิวัฒนาการอยู่ที่ต าแหน่งใด ส าหรับรูปแบบของ phylogenetic tree มี 2 แบบ คือ 

แบบ phylogram ซึ่งบป็น tree ที่มีความยาวของกิ่งไม่บท่ากันจะแสดงถึงระยะบวลาในการบกิด

วิวัฒนาการที่แตกต่างกัน และแบบ cladogram ซึ่งจะบอกบพียงล าดับของ taxon แต่ไม่แสดง 

ระยะบวลาที่บกิดวิวัฒนาการ 
การสร้าง phylogenetic tree นั้น นอกจากจะใช้บพื่อศึกษาวิวัฒนาการและความหลากหลาย

ของสิ่งมีชีวิตแล้วยังมีประโยชน์ด้านอื่นๆ บช่น การศึกษาด้านระบาดวิทยา การควบคุมโรคติดบชื้อ การ
ใช้บพ่ือช่วยในการศึกษาคุณสมบัติของ species ที่ยังไม่มีการศึกษา บพ่ือค้นหาสารที่มีฤทธิ์ทางบภสัช

วิทยาบพ่ือน ามาใช้บป็นยา และการศึกษาบพ่ือน าไปสู่ความรู้ความหลากหลายของโครงสร้างบพ่ือใช้บป็น
แหล่งศึกษาโครงสร้าง หน้าที่ และการออกแบบยาหรือวัคซีนที่ใช้รักษาโรคต่อไปในอนาคต 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 รูปแบบการวิจัย 

งานวิจัยนี้บป็นงานวิจัยบชิงพรรณนา (Descriptive study : retrospective) โดยงานวิจัยนี้ได้

ผ่านการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย จากคณะกรรมการจริยธรรมการศึกษาวิจัยในมนุษย์ของคณะ

แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (IRB No. 188/57, COA No. 354/2014) 

 

3.2 กลุ่มประชากรเป้าหมาย 

3.2.1 การศึกษาครั้งนี้ใช้บชื้อไวรัสบดงกี (dengue virus) ทั้ง 4 ซีโรไทป์ บป็น Positive 

control คือ DEN-1 สายพันธุ์ Hawaii, DEN-2 สายพันธุ์ 16681, DEN-3 สายพันธุ์ H87 และ DEN-4 

สายพันธุ์ 814609 

3.2.2 ประชากรที่ใช้ในการศึกษา (Study population) 

สิ่งส่งตรวจที่ใช้ในการศึกษา ได้แก่ Plasma, PBMC, Serum Urine, Pellet of urine และ 

Saliva ซึ่งบป็นสิ่งส่งตรวจที่บหลือจากงานวิจัยบรื่อง “A feasibility study of using 

unconventional specimens in dengue diagnosis”  ของรองศาสตราจารย์นายแพทย์วันล่า กุล

วิชิต ภาควชิาอายุรศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งได้รับการอนุมัติให้ผ่าน

การพิจารณาจริยธรรมการวิจัย บมื่อวันที่ 22 พฤศจิกายน 2550   

ปัจจุบันการศึกษานี้ได้ผ่านการขออนุมัติใช้สิ่งส่งตรวจที่บหลือบพ่ือการวิจัยจากผู้อ านวยการ

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ และส านักงานคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยบลือกใช้สิ่งส่งตรวจที่บก็บในช่วงบวลาต่างๆ จากผู้ป่วยไม่จ ากัดบพศ อายุ

ไม่บกิน 18 ปี ที่มีไข้สูง และได้รับการวินิจฉัยว่าบป็นโรคติดบชื้อไวรัสบดงกีแบบบฉียบพลัน และไม่ติดบชื้อ

ไวรัสบดงกี ด้วยบทคนิค RT-Nested PCR ที่ให้ผลบวก และการตรวจทางน้ าบหลือง (serology) ที่มี

ระดับบพ่ิมข้ึนจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์   
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3.2.3 ขนาดตัวอย่างของผู้ป่วย (Sample size) ที่ใช้ในการศึกษา ผู้วิจัยค านวณจากสูตร

ดังนี้  

            สูตร      N     =         n+ 

                                                      Prevalence   

                          โดย       n+   =   (Z α/2)
2 PQ       

                                                           2 

ที่ α   =  0.05  ; Z α/2 =1.96                                                                        

      =  relative acceptable error = 20%ของ P 

    P   =  sensitivity ของ enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) 

    Q   =  (1- sensitivity ของ ELISA) 

 

ดังนั้น   n+ = (1.96)2 x 0.95x0.05   =  3.8416 x 0.95 x0.05   = 0.182476     = 5.0547       

                     (0.2 x 0.95)2                  (0.19) 2                    0.0361  

N   =  5.0547            =  14.1548    

         0.3571  

ดังนั้น จากการค านวณทางสิถิติ ใช้จ านวนผู้ป่วยที่ผ่านการตรวจยืนยันด้วยวิธี ELISA test พบว่ามีการ

ติดบชื้อไวรัสบดงกี 15 ราย บป็นกลุ่มศึกษา คือ ตัวอย่างส่งสิ่งตรวจ Plasma, PBMC, Serum Urine, 

Pellet of urine และ Saliva จากผู้ป่วยที่มีไข้สูงและได้รับการวินิจฉัยว่าบป็นโรคติดบชื้อไวรัสบดง

กีบฉียบพลัน  โดยการตรวจน้ าบหลืองด้วยการวิธีทางห้องปฏิบัติการด้วยบทคนิค enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay (ELISA) และ reverse transcription–polymerase chain reaction 

(RT-PCR) ได้ผลบวก จ านวน 15 ราย   

 และใช้กลุ่มควบคุม บพ่ือบปรียบบทียบผลการทดลอง โดยใช้ตัวอย่าง Plasma, PBMC, Pellet, 
Serum และ Urine จากผู้ป่วยที่มีไข้สูงและได้รับการวินิจฉัยว่าไม่บป็นโรคติดบชื้อไวรัสบดงกีบฉียบพลัน  
โ ดยกา รตร วจน้ า บ หลื อ งด้ ว ย การ วิ ธี ท า งห้ อ งปฏิ บั ติ ก า ร ด้ ว ย บทคนิ ค  enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay (ELISA) และ reverse transcription–polymerase chain reaction 
(RT-PCR) จ านวน 5 ราย  
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3.3 เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 

3.2.2 บครื่องบพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR thermal cycle) (Eppendorf, Germany) 

3.2.3 Roter Gene 6000 Real time PCR machine (Corbett Lofe Science, 

Qiagen, Germany) 

3.2.4 ตู้บย็นอุณหภูมิ 4 oC (Sanyo, Japan) 

3.2.5 ตู้บย็นอุณหภูมิ -30 oC (Sanyo, Japan) 

3.2.6 ตู้บย็นอุณหภูมิ -80 oC (Sanyo, Japan) 

3.2.7 บครื่องบขย่าควบคุมอุณหภูมิ Incubator shaker (Biotek, France) 

3.2.8 บครื่องปั่นบหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ Refrigerated centrifuge (Eppendorf, 

Germany) 

3.2.9 Micro centrifuge (Labtech, Korea) 

3.2.10 Mini centrifuge (WiseSpin, Korea) 

3.2.11 บครื่องไมโครบวฟ (Sharp, Thailand) 

3.2.12 บครื่องบขย่าผสมสาร Vortex Mix (WiseMix, Korea) 

3.2.13 บครื่อง water bath Incubator (WiseBath, Korea) 

3.2.14 บครื่อง Heat box (Biosan, Latvia) 

3.2.15 บครื่องอบลมร้อน Incubator (Memmert, Germany) 

3.2.16 บครื่อง Gel electrophoresis (Labtech, Korea) 

3.2.17 บครื่องถ่ายรูป Ultravoilet Transilluminator Gel DOC (Quantum ST4 100, 

France) 

3.2.18 บครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม Nano drop spectrophotometer (Thermo, 

USA)  

3.2.19 บครื่องชั่งน้ าหนัก 2 และ 4 ต าแหน่ง (Ohaaus, Switzerland) 

3.2.20 ตู้นึ่งฆ่าบชื้อ Autoclave (Hirayama, Japan)  

3.2.21 ตู้ปรับอุณหภูมิส าหรับบลี้ยงบซลล์แบคทีบรีย (Memmert, Germany) 

3.2.22 ตู้ส าหรับบตรียมสาร PCR (PCR cabinet) (Augustin, Thailand) 

3.2.23 ตู้ปลอดบชื้อ Biohazard Safety Cabinet class II (Esco, Singapore) 
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3.2.24 ไมโครปิบปตขนาด 0.1-10, 2-20, 20-200 และ 100-1,000 µl (Eppendorf, 

Germany; Biohit, Finland) 

3.4 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย   

3.2.25 Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml (Axygen, USA) 

3.2.26 PCR tube ขนาด 0.2 ml (Axygen, USA) 

3.2.27 Filter tips ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 µl (Axygen, USA)   

3.2.28 Sterile tube ขนาด 15 และ 50 ml (Corning, USA) 

3.2.29 ปากคีบ (forceps) (Hilbro, Pakistan) 

3.2.30 ถุงมือยาง (ศรีตรังโกลฟส์, ประบทศไทย) 

3.2.31 จานบพาะบชื้อ (Plastic petri dish sterile) (Sterilin, UK) 

3.2.32 Loop บขี่ยบชื้อ และ spreader (Corning, USA) 

3.2.33 ขวดแก้วส าหรับบตรียมสารบคมี ขนาด 100, 500, และ 1,000 ml (Schott, 

Germany) 

3.2.34 ขวดกรองสาร (Bottle top filter ขนาด 500 ml) (Corning, USA) 

3.2.35 PCR racks and 1.5 ml racks (Axygen, USA) 

3.2.36 ตะบกียงแอลกอฮอล์ 

3.2.37 กล่องโฟมส าหรับใส่น้ าแข็ง 

3.2.38 นาฬิกาจับบวลา 

3.2.39 กระดาษทิชชูส าหรับท าความสะอาด 

3.2.40 หยอดหยด (dropper) 

3.2.41 พาราฟิล์ม (parafilm) 

3.2.42 ไม้จิ้มฟัน 
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3.5 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

3.2.43 QIAamp viral RNA Mini kit (Qiagen, Germany) 

3.2.44 QIAGEN OneStep RT-PCR kit (Qiagen, Germany) 

3.2.45 SuperScript III Platinum SYBR Green One-Step qRT-PCR kit (Invotrogen, 

USA) 

3.2.46 pCR 8/GW/TOPO TA Cloning kit (Invotrogen, USA)  

3.2.47 Mach1-T1 Chemically Competent E.coli (Invotrogen, USA)   

3.2.48 NucleoSpin Plasmid QuickPure (Macherey-Nagel, Germany) 

3.2.49 QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen, Germany) 

3.2.50 HotStarTaq DNA polymerase (Qiagen, Germany) 

3.2.51 Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Research organic, USA) 

3.2.52 Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Bio Basic, Canada) 

3.2.53 LB broth 

3.2.54 SOC medium 

3.2.55 Absolute ethanol (Merck, Germany) 

3.2.56 UltraPure DNase/RNase-Free Distilled Water (Gibco, Invitrogen, USA) 

3.2.57 Distilled water (DW) and Reverse osmosis (RO) water (ELGA, UK) 

3.2.58 Ethidium bromide (Bio Basic, Canada) 

3.2.59 RNase Inhibitor (TOYOBO, Japan) 

3.2.60 Agarose (Bio Basic, Canada) 

3.2.61 DNA marker 100 bp (Fermentas, EU) 

3.2.62 6X loading buffer (Fermentas, EU) 

3.2.63 Oligonucleotide primers (1st BASE, Malaysia) 

3.2.64 Sequencing service (1st BASE, Malaysia) 

  หมายบหตุ:  รายละบอียดและวิธีการบตรียมสารบคมีแสดงในภาคผนวก 
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3.6 การรวบรวมข้อมูล (Data collection) 

  บก็บรวมรวมข้อมูลทางคลินิกของผู้ป่วยที่สงสัยว่าติดบชื้อไวรัสบดงกี และมาบข้ารับการตรวจที่
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ได้แก่ อายุ บพศ จ านวนวันที่มีไข้ บวลาในการบก็บตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ และ
รวบรวมผลทางห้องปฏิบัติการของผู้ป่วยแต่ละราย จากการตรวจวินิจฉัยในห้องปฏิบัติการของแต่ละ
ตัวอย่าง โดยการจดบันทึก 
 
3.7 การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

 การวิบคราะห์ผล จะท าการวิบคราะห์ในส่วนของล าดับนิวคลีโอไทด์ แผนภูมิวิวัฒนาการ 
และปริมาณของไวรัสในแต่ละสิ่งส่งตรวจ และช่วงบวลาที่บก็บสิ่งส่งตรวจแตกต่างกัน  

โดยในส่วนของการหาล าดับนิวคลีโอไทด์จะท าการบปรียบบทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับ
ฐานข้อมูล NCBI โดยใช้โปรแกรม nucleotide blast (BLASTN) ซึ่งจะแสดงผลบป็นค่า Percentage 
Identities หลังจากนั้นท าการค านวณบปอร์บซนต์ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยน าตัวอย่างมา
บปรียบบทียบ (align) กัน และค านวณหาบปอร์บซ็นต์ความบหมือนและความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์
โดยแสดงค่าบป็น sequence identity matrix ด้วยโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment 
Editor Program Version 7.2.5 จากนั้นใช้โปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis version 6 (MEGA version 6.0) วิบคราะห์และสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic 
tree, แผนภูมิต้นไม้พันธุกรรม) จากข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจที่ต่างชนิดกัน 
และในช่วงบวลาที่มีการบก็บสิ่งส่งตรวจแตกต่างกัน และท าการทดสอบทางสถิติของการสร้างแผนภูมิ
ต้นไม้พันธุกรรม (Phylogenetic tree analysis) ด้วย bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ โดยใช้ 
Hep C - NS3 บป็น out group 

 การวิบคราะห์ผลการหาปริมาณไวรัส ท าโดยการสร้าง standard curve จาก stock virus 
DENV2 และหาปริมาณไวรัสของแต่ละตัวอย่าง ในช่วงบวลาที่บก็บแตกต่างกัน บปรียบบทียบกับ 
standard curve ผลที่ได้ คือ ปริมาณไวรัส จะรายงานในหน่วย PFU/ml ซึ่งจะบปรียบบทียบกันใน
รูปแบบของตารางในแต่ละตัวอย่าง และช่วงบวลาที่บก็บ 
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3.8 วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.8.1 สุ่มตัวอย่างผู้ป่วย 

ท าการสุ่มสิ่งส่งตรวจบหลือใช้จากโครงการงานวิจัยบรื่อง “A feasibility study of using 

unconventional specimens in dengue diagnosis”  ของรองศาสตราจารย์นายแพทย์วันล่า กุล

วิชิต ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย มาใช้ในการศึกษา ได้แก่ 

Plasma, PBMC, Serum Urine, Pellet of urine และ Saliva โดยบลือกใช้สิ่งส่งตรวจที่บก็บใน

ช่วงบวลาต่างๆ จากผู้ป่วยไม่จ ากัดบพศ อายุไม่บกิน 18 ปี ที่มีไข้สูง และสงสัยว่ามีการติดบชื้อไวรัสบดงกี 

 
3.8.2 การสกัด RNA จากตัวอย่างผู้ป่วย (RNA Extraction)  

 สกัดแยก RNA จากสิ่งส่งตรวจที่บก็บมาจากผู้ป่วย โดยใช้ชุดสกัด QIAamp viral RNA kit 
(Qiagen, Hilden, Germany) โดยการดูดสารละลาย Buffer AVL 560 µl ที่บตรียมจากการผสม 
carrier RNA ใส่ลงใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml บติมตัวอย่างท่ีบก็บมาจากผู้ป่วย 140 µl 
ลงใน Microcentrifuge tube ท าการผสมให้บข้ากันโดยการ vortex 15 วินาที น าไป Incubate ที่
อุณหภูมิห้อง (25 °C) 10 นาที จากนั้น บติม Absolute ethanol 560 µl ลงใน tube แล้วผสมให้บข้า
กันโดยการ vortex 15 วินาที ดูดส่วนผสม 630 µl ใส่ QIAamp mini spin column น าไป 
centrifuge 8000 rpm บป็นบวลา 1 นาที บทส่วนใสทิ้ง (ท าซ้ าจนส่วนผสมหมด) จากนั้นบติม 500 µl 
Buffer AW1 แล้ว centrifuge 8000 rpm บป็นบวลา 1 นาที บทส่วนใสทิ้ง แล้วบติม 500 µl Buffer 
AW2 น าไป centrifuge 14,000 rpm บป็นบวลา 3 นาที บทส่วนใสทิ้ง Centrifuge อีก 1 นาที บปลี่ยน
มาใส่ Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml บติม Elution buffer (Buffer AVL) 40 µl น าไป 
Incubate ที่อุณหภูมิห้อง (25 °C) 1 นาที แล้ว centrifuge 6000 rpm บป็นบวลา 1 นาที แบ่ง viral 
RNA ที่สกัดได้ใส่ Microcentrifuge tube ขนาด 0.2 ml จากนั้นจึงน าไปบก็บที่ -80 องศาบซลบซียส 
บพ่ือใช้ในการศึกษาอ่ืนต่อไป 
 
3.8.3 ตรวจสอบคุณภาพความบข้มข้นของ RNA (Quantitative analysis for RNA)    

 น า viral RNA ที่ได้จากการสกัด ไปวัดปริมาณความบข้มข้นของ RNA (Quantitative 
analysis for RNA) โดยการน า viral RNA ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยบครื่อง Nanodrop 
spectrophotometer (Thermo, USA) ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนบมตร แล้วน าค่าที่
ได้มาค านวณหาความบข้มข้นของสารละลาย RNA จากสูตร 
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RNA concentration (µg/ml)  =  OD260 x dilution factor x 40 µg/ml 

 
 ค่าความบข้มข้นของ RNA (A260/A280 ratio) ที่ได้ควรมีค่าอยู่ในช่วง 1.8 - 2.0 หากวัด
คุณภาพความบข้มข้นของ RNA ได้น้อยกว่า 1.8 แสดงว่าตัวอย่างสารละลาย RNA ที่สกัดได้มีการ
ปนบปื้อนโปรตีน แต่ถ้ามีค่ามากกว่า 2.0 แสดงว่ามีการปนบปื้อนบกลือของบัฟบฟอร์ [47] 
 
3.8.4 การบพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมด้วยบทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่  Polymerase Chain Reaction 
(PCR) 

3.8.4.1 One Step RT-PCR ß2- microglobulin บพ่ือตรวจหา housekeeping gene [48]   

 
ตารางที่ 1 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primers ß2- microglobulin 

Primers Sequences (5’ – 3’) Size (bp) 

B2MRT CCT CCA TGA TGC TGC TTA CAT GTC 158 

B2M158 CTT GTC TTT CAG CAA GGA CTG G 

 

ท าการบพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม โดยใช้ One Step RT-PCR kit (Qiagen, Germany) 
บตรียมส่วนผสม (reaction mixture) ให้มีปริมาตรสุดท้าย 25 ไมโครลิตร โดยการน า RNA ที่ได้มา 2 
ไมโครลิตร บติม 5X reaction buffer 5 ไมโครลิตร 10mM dNTPs 1 ไมโครลิตร forward primer 
0.5 ไมโครลิตร reverse primer 0.5 ไมโครลิตร RNase inhibitor 0.3 ไมโครลิตร enzyme mix 1 
ไมโครลิตร และน้ า 14.7 ไมโครลิตร น าไปบ่มโดยใช้บครื่อง Thermal cycle โดยขั้นตอน Reverse 
transcription บ่มที่อุณหภูมิ 50ºC บป็นบวลา 30 นาที อุณหภูมิ 95ºC บป็นบวลา 15 นาที จ านวน 1 
รอบ จากนั้นบข้าสู่ขั้นตอน Denaturation โดยการบ่มที่อุณหภูมิ 94ºC บป็นบวลา 1 นาที ขั้นตอน 
Annealing บ่มที่อุณหภูมิ 55ºC บป็นบวลา 1 นาที ขั้นตอน Extension อุณหภูมิ 72ºC บป็นบวลา 1 
นาที จ านวน 40 รอบ และอุณหภูมิ 72ºC บป็นบวลา 7 นาที จากนั้นจึงน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปวิบคราะห์
ผลโดยวิธี agarose gel electrophoresis  
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ตารางที่ 2 ส่วนประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยา RT-PCR (ß2- microglobulin) 

Reagents 1X (µl) 

5X Qiagen OneStep RT-PCR Buffer 
dNTPs Mix (10 mM of each dNTP) 
10 µM B2MRT (forward primer) 
10 µM B2M158 (reverse primer) 
40 U/µl RNase inhibitor (TOYOBO, Japan) 
DNase/RNase-Free Distilled Water 
Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme mix 
RNA template  

5 
1 

0.5 
0.5 
0.3  
14.7  

1  
2  

Total  25 µl  

   
ตารางที่ 3 แสดงขั้นตอน PCR (Thermal cycles condition) 

ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ (oC) เวลา 

Reverse transcription 50 30 minutes 

Initial activation step 95 15 minutes 

Denature step 94 1 minutes 

Annealing step 55 1 minutes        40 cycles   

Extension step 72 1 minutes 

Final extension step 72 7 minutes 

  
3.8.4.2 Semi-nested RT-PCR (Lanciotti protocol) บพ่ือตรวจจ าแนกซีโรไทป์ของไวรัสบดงกี  

ท าการตรวจจ าแนกการติดบชื้อบดงกีไวรัสทั้ง 4 ซีโรไทป์ โดยใช้ Lanciotti protocol ซึ่งบป็น 

universal primers ส าหรับการแยกซีโรไทป์ของไวรัสบดงกี [49] วิธีการตรวจแบบ Semi-nested RT-
PCR ซึ่งจะใช้การท า PCR 2 รอบ ในรอบแรกใช้ primers D1 (forward primers) และ primers D2 
(reverse primers) ซึ่งสามารถตรวจหาไวรัสบดงกีได้ทั้ง 4 ซีโรไทป์ ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีขนาด 511 bp 
จากนั้นท า PCR รอบที่ 2 บพ่ือจ าแนกซีโรไทป์ของไวรัสบดงกีโดยจะใช้ primers D1 (forward 
primers) และ บปลี่ยน reverse primers บป็น TS1, TS2, TS3 และ TS4 ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ได้จะมีขนาด

ที่แตกต่างกัน ดังตารางที ่4    
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ตารางที่ 4 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primers semi-nested RT-PCR (Lanciotti protocol) 

Primers Sequences (5’ – 3’) Size (bp) 

D1 TCA ATA TGC TGA AAC GCG CGA GAA ACC G 511 

511 D2 TTG CAC CAA CAG TCA ATG TCT TCA GGT TC 

TS1 

TS2 

TS3 

TS4 

CGT CTC AGT GAT CCG GGG G 

CGC CAC AAG GGC CAT GAA CAG 

TAA CAT CAT CAT GAG ACA GAG C 

CTC TGT TGT CTT AAA CAA GAG A 

482 (D1 and TS1) 

119 (D1 and TS2) 

290 (D1 and TS3) 

392 (D1 and TS4) 

 
ท าการบพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม โดยใช้ One Step RT-PCR kit (Qiagen, Germany) 

บตรียมส่วนผสม (reaction mixture) ดังตารางที่ 5 ให้มีปริมาตรสุดท้าย 20 ไมโครลิตร น าไปบ่มโดย 
ใช้บครื่อง Thermal cycle ตั้งอุณหภูมิ (Thermal cycles condition) ดังตารางที่ 6  

 
ตารางที่ 5 ส่วนประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยา semi-nested RT-PCR (Lanciotti protocol) 

Reagents 1X (µl) 

5X Qiagen OneStep RT-PCR Buffer 
dNTPs Mix (10 mM of each dNTP) 
10 µM D1 (forward primer) 
10 µM D2 (reverse primer) 
40 U/µl RNase inhibitor (TOYOBO, Japan) 
DNase/RNase-Free Distilled Water 
Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme mix 
RNA template  

4 
0.8 
1 
1 

0.2  
8.2  
0.8 
4  

Total  20 µl  
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ตารางที่ 6 แสดงขั้นตอน PCR (Thermal cycles condition) 

ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ (oC) เวลา 

Reverse transcription 50 30 minutes 
Initial activation step 95 15 minutes 
Denature step 94 1 minutes 
Annealing step 55 1 minutes        40 cycles   
Extension step 72 1 minutes 
Final extension step 72 10 minutes 

  
จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการบพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมรอบที่ 1 ด้วย primers D1-D2 

ไปบพ่ิมจ านวนอีกครั้งโดยใช้ forward primers คือ D1 และ reverse primers คือ TS1, TS2, TS3 
และ TS4 โดยบตรียมส่วนผสม (reaction mixture) ดังตารางที่ 7 ให้มีปริมาตรสุดท้าย 20 ไมโครลิตร 
น าไปบ่มโดย ใช้บครื่อง Thermal cycle ตั้งอุณหภูมิ (Thermal cycles condition) ดังตารางที่ 8 
จากนั้นจึงน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปวิบคราะห์ผลโดยวิธี agarose gel electrophoresis  
    
ตารางที่ 7 ส่วนประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยา semi-nested RT-PCR (Lanciotti protocol) 

Reagents 1X (µl) 

10X PCR Buffer 
25 mM MgCl2 
dNTPs Mix (10 mM of each dNTP) 
10 µM D1  
10 µM TS1 
10 µM TS2 
10 µM TS3 
10 µM TS4 
DNase/RNase-Free Distilled Water 
5U/µl HotStarTaq DNA Polymerase 
First round of PCR product  

2 
0.8 
0.4 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
12.2  
0.1 
2  

Total   20 µl  
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  ตารางที่ 8 แสดงขั้นตอน PCR (Thermal cycles condition) 

ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ (oC) เวลา 

Initial activation step 95 15 minutes 

Denature step 94 1 minutes 

Annealing step 58 1 minutes        30 cycles   

Extension step 72 2 minutes 

Final extension step 72 10 minutes 

 
3.8.4.3 One Step RT-PCR DENV2 - NS3 บพ่ือตรวจหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัส
บดงกี ซีโรไทป์ 2 บริบวณ NS3 แต่บนื่องจากบริบวณดังกล่าวนี้ ยังไม่มีการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม ผู้วิจัยจึงท าการออกแบบ primers บพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในบริบวณ 
NS3 ของไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 
 
การออกแบบ primers ที่มีความจ าบพาะต่อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 บริบวณ NS3 

 ในการศึกษานี้ต้องการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 
(DENV2) ที่บริบวณ NS3 ในประบทศไทย จึงท าการออกแบบ primers โดยหาล าดับนิวคลีโอไทด์จาก
ฐานข้อมูล genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genebank/) บลือกล าดับนิวคลีโอไทป์ของ
ยีน DENV2 หลายๆ นิวคลีโอไทด์ โดยบฉพาะสายพันธุ์ในประบทศไทยและประบทศที่อยู่ใกล้บคียง 
จากนั้นวิบคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม ClustalX version 1.8.1 ท าการ alignment 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด และบลือกศึกษาต าแหน่งของบริบวณ NS3 บปรียบบทียบความบหมือนของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์แต่ละบส้น และออกแบบ primers โดยหาบริบวณอนุรักษ์ (conserve region) หรือ
บริบวณท่ีมีความบหมือนมากที่สุดสร้างบป็น forward primers และ reverse primers มีความยาวบบส
ประมาณ 18-30 นิวคลีโอไทป์ และควรมีปริมาณ GC (G+C content) อยู่ระหว่างร้อยละ 40-60 
และไม่ควรมีบบสที่ซ้ ากันบรียงกันมากกว่า 3-4 บบส และไม่ควรมีบบสซ้ ากันบป็นคู่ (dinucleotide 
repeats) นอกจากนี้ต้องท าการค านวณอุณหภูมิที่บหมาะสมในการจับของ primers อุณหภูมิที่
บหมาะสม คือ อุณหภูมิที่ต่ าพอที่จะท าให้บกิดการจับกันของ primers และดีบอ็นบอ หรือ อาร์บอ็นบอ
ต้นแบบบกิดขึ้น และบป็นอุณหภูมิที่สูงพอที่จะป้องกันไม่ให้บกิดการจับที่ผิดพลาด (mismatch) 
อุณหภูมินี้คาดคะบนได้โดยการหาอุณหภูมิหลอมตัว (melting temperature; Tm) ของ primers ที่
จับกับดีบอ็นบอ หรืออาร์บอ็นบอต้นแบบ ค่า Tm นี้สามารถค านวณได้จากสมการ 

Tm (oC)  =  2(A+T) + 4(G+C) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genebank/
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โดยค่า G+C บป็นจ านวนนิวคลีโอไทด์ G และ C ของไพรบมอร์ และค่า A+T บป็นจ านวน     
นิวคลีโอไทด์ A และ T ของไพรบมอร์ โดยส่วนใหญ่ annealing temperature จะบป็นอุณหภูมิที่ต่ า
กว่า Tm อยู่ประมาณ 3-5 oC ค่า Tm ของไพรบมอร์ทั้งสองควรมีค่าใกล้บคียงกัน และไม่ควรมีค่า Tm 
ที่แตกต่างกันมากกว่า 5 oC จากนั้นใช้โปรแกรม Oligos บพ่ือตรวจหา Self-Complementary 
Primer และการบกิด Hairpin แล้วท าการตรวจสอบความจ าบพาะของไพรบมอร์ที่ได้ด้วยการน าไป  
blast  โดยใช้โปรแกรม primer-blast บพ่ือตรวจสอบว่าไพรบมอร์ที่ออกแบบมานั้นมีความจ าบพาะต่อ   
DENV2 ที่บริบวณ NS3 หรือไม่ และมีขนาดของยีนบท่าไร บมื่อได้ล าดับบบสของไพรบมอร์แล้ว จึงท าการ  
ส่งล าดับบบสไปสังบคราะห์ไพรบมอร์ที่บริษัท 1st BASE DNA sequencing services ประบทศมาบลบซีย   
โดยมีบริษัท Ward Medic Ltd. บป็นตัวแทนในการติดต่อจัดส่งล าดับบบสไปท าการสังบคราะห์ไพร  
บมอร์ บพ่ือน าไปใช้ในการบพิ่มจ านวนยีนในขั้นตอนการท า PCR และศึกษาความหลากหลายของล าดับ  
บบสบริบวณ NS3 ของบชื้อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 ต่อไป    
 
ตารางที่ 9 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primers DENV2-NS3 ที่ออกแบบได้    

Primers Sequences (5’ – 3’) Size (bp) 

DENV2-NS3F ATG GAG GAG GCT GGA AGC TG 295 

DENV2-NS3B TCT GGG TTG TCT TCG ATG CT  

  
ตรวจสอบความจ าบพาะของไพรบมอร์ DENV2-NS3 (Specificity)  

ท าการตรวจสอบความจ าบพาะของไพรบมอร์ DENV2-NS3 บพ่ือดูว่าไพรบมอร์ที่ออกแบบได้มี
ความจ าบพาะต่อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 บท่านั้น ไม่สามารถจับกับไวรัสบดงกี ซีโรไทป์อ่ืน และไม่สามารถ
จะจับไวรัสสายพันธุ์อ่ืนในกลุ่ม Flavivirus ได้ โดยวีธีการศึกษา คือ น าไวรัสสายพันธุ์ต่างๆ ในตระกูล 
Flavivirus ได้แก่ Dengue virus (DENV) ทั้ง 4 ซีโรไทป์ คือ DENV1, DENV2, DENV3, DENV4 
และไวรัสสายพันธุ์อ่ืนที่น ามาศึกษา คือ Japanese encephalitis (JE) และ West-Nile virus มาท า
การบพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมโดยใช้ไพรบมอร์ DENV2-NS3 ที่ออกแบบได้ บตรียมส่วนผสม (reaction 
mixture) ดังตารางที่ 10 ให้มีปริมาตรสุดท้าย 20 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มโดยใช้บครื่อง Thermal 
cycle ตั้งอุณหภูมิแบบ gradient (Gradient Thermal cycles condition) ดังตารางที่ 11 บพ่ือหา
อุณหภูมิที่บหมาะสมที่สุดส าหรับไพรบมอร์ จากนั้นจึงน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปวิบคราะห์ผลโดยวิธี agarose 
gel electrophoresis  
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ตารางที่ 10 ส่วนประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยา RT-PCR (DENV2 - NS3) 

Reagents 1X (µl) 

5X Qiagen OneStep RT-PCR Buffer 
dNTPs Mix (10 mM of each dNTP) 
10 µM DENV2-NS3F (forward primer) 
10 µM DENV2-NS3B (reverse primer) 
40 U/µl RNase inhibitor (TOYOBO, Japan) 
DNase/RNase-Free Distilled Water 
Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme mix 
RNA template  

4 
0.8 
1 
1 

0.2  
8.2  
0.8  
4 

Total  20 µl  

   
ตารางที่ 11 แสดงขั้นตอน PCR (Gradient Thermal cycles condition) 

ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ (oC) เวลา 

Reverse transcription 50 30 minutes 
Initial activation step 95 15 minutes 
Denature step 94 1 minutes 
Annealing step 62, 63, 64, 65, 66 1 minutes        40 cycles   
Extension step 72 1 minutes 
Final extension step 72 7 minutes 

  
ตรวจหาความไวต่ าสุดของไพรบมอร์ DENV2-NS3 ที่สามารถตรวจจับไวรัสบดงกี (Sensitivity) 

ท าการตรวจหาความไวต่ าสุดของไพรบมอร์ DENV2-NS3 ที่สามารถตรวจหาไวรัสบดงกี ซีโร
ไทป์ 2 ได้ โดยท าการศึกษาจากการน าไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 ที่รู้ความบข้มข้นตั้งต้น คือ stock DENV2 
ที่มีปริมาณไวรัสตั้งต้น 4.75 x 106 PFU/ml มาบจือจางแบบ 10-fold serial dilution แล้วท าการ
บพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมโดยใช้ไพรบมอร์ DENV2-NS3 ที่ออกแบบได้ โดยบตรียมส่วนผสม (reaction 
mixture) ดังตารางที่ 10 ให้มีปริมาตรสุดท้าย 20 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มโดยใช้บครื่อง Thermal 
cycle ตั้งอุณหภูมิ (Thermal cycles condition) ดังตารางที่ 12 จากนั้นจึงน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไป
วิบคราะห์ผลโดยวิธี agarose gel electrophoresis บพ่ือดูความบข้มข้นต่ าสุดของไวรัสที่ไพรบมอร์
สามารถตรวจจับได้   
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ท าการบพ่ิมจ านวนไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 ในตัวอย่างผู้ป่วยด้วยวิธี One Step RT-PCR DENV2 - NS3  

ท าการบพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม โดยใช้ One Step RT-PCR kit (Qiagen) บตรียมส่วนผสม 
(reaction mixture) ให้มีปริมาตรสุดท้าย 20 ไมโครลิตร ดังตารางที่ 10 โดยการน า viral RNA ที่
สกัดได้มา 4 ไมโครลิตร บติม 5X reaction buffer 4 ไมโครลิตร 10mM dNTPs 0.8 ไมโครลิตร 
forward primer 1 ไมโครลิตร reverse primer 1 ไมโครลิตร (ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primers 
DENV2-NS3 แสดงดังตารางที่ 9) RNase inhibitor 0.2 ไมโครลิตร enzyme mix 0.8 ไมโครลิตร 
และน้ า 8.2 ไมโครลิตร น าไปบ่มโดยใช้บครื่อง Thermal cycle โดยขั้นตอน Reverse transcription 
บ่มที่อุณหภูมิ 50ºC บป็นบวลา 30 นาท,ี อุณหภูมิ 95ºC บป็นบวลา 15 นาที จ านวน 1 รอบ จากนั้นบข้า
สู่ขั้นตอน Denaturation โดยการบ่มที่อุณหภูมิ 94ºC บป็นบวลา 1 นาที ขั้นตอน Annealing บ่มที่
อุณหภูมิ 66ºC บป็นบวลา 1 นาที ขั้นตอน Extension อุณหภูมิ 72ºC บป็นบวลา 1 นาที จ านวน 40 
รอบ และอุณหภูมิ 72ºC บป็นบวลา 7 นาที ดังตารางที่ 12 จากนั้นจึงน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปวิบคราะห์ผล
โดยวิธี agarose gel electrophoresis  
 
ตารางที่ 12 แสดงขั้นตอน PCR (Thermal cycles condition) 

ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ (oC) เวลา 

Reverse transcription 50 30 minutes 
Initial activation step 95 15 minutes 
Denature step 94 1 minutes 
Annealing step 66 1 minutes        40 cycles   
Extension step 72 1 minutes 
Final extension step 72 7 minutes 

  
3.8.5 การตรวจวิบคราะห์ PCR product โดยวิธี gel electrophoresis  

Gel electrophoresis บป็นการแยกโมบลกุลของดีบอ็นบอที่มีขนาดต่างกันออกจากกันใน

สนามไฟฟ้า โดยใช้ตัวกลางคือ agarose วิธีการคือ น า agarose มาละลายด้วย 1X TBE buffer แล้ว

หลอมละลายด้วยความร้อนโดยน าไปอบในไมโครบวฟ และบทลงในถาดแม่แบบที่มีหวีซี่ส าหรับรันบจล 

ปล่อยให้บย็นลง agarose จะแข็งตัวท าให้บกิดรูพรุนที่ยอมให้ดีบอ็นบอผ่านบมื่อให้กระแสไฟฟ้าบข้าไป 

ขนาดของรูพรุนขึ้นอยู่กับความบข้มข้นของ agarose ถ้าความบข้มข้นของ agarose มากจะมีขนาดรู

พรุนบล็ก แต่ถ้าความบข้มข้นน้อยจะมีรูพรุนขนาดใหญ่ ขนาดของรูพรุนจะมีผลต่อการบคลื่อนที่ของดี
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บอ็นบอ กล่าวคือ ดีบอ็นบอจะบคลื่อนที่ช้าลงในบจลที่มีความบข้มข้นสูง ดังนั้นต้องบลือกความบข้มข้นของ 

agarose ให้บหมาะสมที่สามารถแยกดีบอ็นบอท่ีต้องการวิบคราะห์ได้ ซึ่งในการศึกษานี้บลือกใช้ agarose 

ที่มีความบข้มข้น 1.5% โดยในการรันบจลจะน า PCR product ที่ได้จากการบพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม

ไปผสมกับ loading dye (1:6) จากนั้นน าไป run ใน 1.5% agarose gel electrophoresis โดยใช้

กระแสไฟฟ้าความต่างศักย์ 100 โวลต์ บป็นบวลานาน 60 นาที หลังจากนั้นน า agarose gel ที่ได้ไป

ย้อมด้วย ethidium bromide ประมาณ 20 นาที แล้วล้างด้วยน้ าประมาณ 10 นาที จากนั้นน าไป

ส่องภายใต้แสง UV จากบครื่อง Ultraviolet Transilluminator (Gel DOC) บทียบขนาดของ DNA 

product ได้จากขนาดของ DNA ladder ซึ่งบป็น marker ที่มีขนาด 100 bp และบปรียบบทียบกับ 

positive control ซึ่งใช้ stock dengue virus ซีโรไทป์ 2 และบทียบกับ negative control บพ่ือ

ยืนยันว่าผลการทดลองไม่ได้บกิดการปนบปื้อน   

 

3.8.6 การโคลนยีนบริบวณ DENV2-NS3 (Cloning DENV2-NS3 region)  

ขั้นตอนการบชื่อมต่อดีบอ็นบอบป้าหมายกับดีบอ็นบอพาหะ (DNA ligation) 
บมื่อบพ่ิมจ านวนยีนที่บราสนใจด้วยวิธี PCR แล้วจะน ายีนที่สนใจมาบชื่อมกับดีบอ็นบอพาหะ 

(vector) ชนิด plasmid บรียกว่าขั้นตอน DNA ligation โดยในที่นี้จะบป็นการบชื่อมผลิตภัณฑ์ PCR 
โดยได้ท าการสังบคราะห์ชิ้นดีบอ็นบอของยีน DENV2-NS3 โดยวิธี PCR Amplification และมีบบส A 
บพ่ิมบข้ามาที่ปลาย 3’ ของทั้งสองด้าน โดยบชื่อมผลิตภัณฑ์ PCR บข้ากับ TOPO TA Cloning Vector 
ที่ปลาย 3’ ของทั้งสองด้านมีบบส T บพ่ิมบข้ามา บรียกว่าดีบอ็นบอลูกผสม (recombinant DNA) และ 
vector มีขนาด 2817 bp ด้วยบอนไซม์ Topoisomerase I 
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รูปที่ 9 พลาสมิด pCR 8/GW/TOPO TA Cloning ส าหรับ clone ชิ้นดีบอ็นบอที่ไดจากการท า PCR 
 (ที่มา: http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/pcr8gwtopo_man.pdf) 

 
การท า ligation ใช้ชุดทดสอบส าบร็จรูป pCR 8/GW/TOPO TA Cloning kit (Invotrogen, 

USA) และใช้ Mach1-T1 Chemically Competent E.coli (Invotrogen, USA) บป็น Competent 
cell โดยมีขั้นตอนในการโคลน ดังนี้ 

1.  บตรียมสิ่งต่างๆ ดังต่อไปนี้ 

- ปรับอุณหภูมิ  Incubator ที่ 37 oC 

- ละลาย Mach1-T1 Chemically Competent cell บนน้ าแข็ง 

- บตรียม LB agar plate ที่มียาปฏิชีวนะ คือ Spectinomycin 100 µg/ml   

2. ผสมส่วนประกอบที่ใช้ในปฏิกิริยา ดังตารางที่ 13 บพ่ือบตรียม TOPO Cloning reaction 

โดยผสมให้บข้ากันบบาๆ และ บ่มที่อุณหภูมิห้องประมาณ 1 ชั่วโมง หรือ บก็บไว้ที่อุณหภูมิ 
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4 oC ประมาณ 12-16 ชั่วโมง ซึ่งจะสามารถบพ่ิมปริมาณของ transformed cell ให้มี

จ านวนมากยิ่งขึ้น 

ตารางที่ 13 แสดงส่วนประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยา DNA ligation (pCR® 8/GW/TOPO®) 

Reagents 1X (µl) 

PCR product 
Salt solution 
DNase/RNase-Free Distilled Water 
TOPO® Vector 

3 
1 
1 
1 

Total  6 µl  

 
3. แช่ TOPO Cloning reaction ในน้ าแข็งบป็นบวลา 30 นาที บพ่ือบข้าสู่ขั้นตอน  

transform ต่อไป  

ขั้นตอน Transformation ในการน าพลาสมิดดีบอ็นบอลูกผสมถ่ายโอนบข้าสู่ Competent cell โดยวิธี 
กระตุ้นด้วยความร้อน (heat shock)   

4. บติม TOPO Cloning reaction จากขั้นตอนที่ 3 จ านวน 4 µl ลงในหลอด Mach1-T1  

Chemically Competent cell ที่ละลายในน้ าแข็งบรียบร้อยแล้ว และผสมให้บข้ากัน 

บบาๆ (ห้าม mix แรง) บพ่ือท าให้พลาสมิดดีบอ็นบอลูกผสมบกาะที่ permeable site  

บริบวณผนังบซลล์ของ competent cell  

5. จากนั้นน าดีบอ็นบอลูกผสมถ่ายโอนบข้าสู่ competent cell โดยกระตุ้นด้วยความร้อน  

(heat shock) ที่อุณหภูมิ 42 oC บป็นบวลานาน 45 วินาที แล้วรีบน ากลับไปแช่ในน้ าแข็ง

ทันที โดยทิ้งไว้ประมาณ 2 นาที  

6. บติมอาหารบหลว SOC medium ลงไปในหลอด transformant cell 200 µl จากนั้น

น าไปบขย่าที่ความบร็วรอบ 200 rpm ที่อุณหภูมิ 37 oC นานประมาณ 1 ชั่วโมง  

7. จากนั้น spread transformant cell ที่ผสมกับ SOC medium ลงบน LB agar plate 

ที่มียาปฏิชีวนะ คือ Spectinomycin 100 µg/ml (antibiotic selection)     

8. น า plate ไปบ่มในตู้ Incubator ที่อุณหภูมิ 37 oC ข้ามคืน (ประมาณ 16-18 ชั่วโมง)  
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9. ดูลักษณะ colony สีขาว และคัดบลือก colony ไปตรวจสอบ positive clone โดยใช้

บทคนิค PCR บพ่ิมปริมาณชิ้น DNA insert หรือ บรียกว่าวิธี Colony PCR ต่อไป 

 
3.8.7 ตรวจสอบการคัดบลือกโคลนที่มีชิ้นส่วนยีนที่สนใจ โดยวิธี Colony PCR 

ในการศึกษาการโคลนยีนนี้ ใช้การคัดบลือกโดยวิธี antibiotic selection กล่าวคือ พลาสมิด
ชนิด TOPO TA Cloning Vector มียีนที่มีลักษณะดื้อหรือต้านต่อยาปฏิชีวนะ คือ Spectinomycin 
100 µg/ml ดังนั้นบซลล์ของแบคทีบรียที่ได้รับพลาสมิดนี้จะสามารถบจริญบนอาหารแข็ง LB agar ที่มี
ยา Spectinomycin ได้ โคโลนีของแบคทีบรียที่ได้จะมีสีขาว ท าการสุ่มคัดบลือกโคโลนีบดี่ยว (single 
colony) ในแต่ละตัวอย่างมาประมาณ 5-10 โคโลนี ต่อ 1 plate มาท าการตรวจสอบโคลนด้วยวิธี 
colony PCR ซึ่งบป็นกระบวนการตรวจสอบโคลนที่ถูกต้องและมียีนที่สนใจ โดยท าการบพ่ิมจ านวนยีน
ที่สนใจด้วยวิธี PCR ในโคลนที่ท าการสุ่มคัดบลือก ทั้งนี้วิธีดังกล่าวนี้จะใช้ไพรบมอร์คู่บดิม (DENV2-
NS3) ที่ใช้ในกระบวนการบตรียมยีนที่สนใจบพ่ือความจ าบพาะมากที่สุด โดยบตรียมส่วนประกอบใน
ขั้นตอน PCR ดังตารางที่ 14 จากนั้นใช้ไม้จิ้มฟันจิ้มโคโลนีบดี่ยวที่บลือกไว้ใส่ในหลอด PCR ที่มี 
master mix อยู่ ผสมให้บข้ากันแล้วใช้ไม้จิ้มฟันอันบดิมขีดลงบน plate อาหารบลี้ยงบชื้อ LB agar 
(master plate) แล้วน า PCR master mix ไปบ่มโดยใช้บครื่อง Thermal cycle ตั้งอุณหภูมิ 
(Thermal cycles condition) ดังตารางที่ 15 หลังจากท า PCR บสร็จแล้วน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไป
วิบคราะห์ผลโดยวิธี agarose gel electrophoresis บพ่ือดูว่ามีชิ้นส่วนของยีนที่บราสนใจอยู่หรือไม่ 
โดยดูจากขนาดของแถบดีบอ็นบอ ส่วน master plate หรือ อาหารบลี้ยงบชื้อ LB agar ที่มีโคโลนีนั้น
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 oC นานประมาณ 16-18 ชั่วโมง บพ่ือรอน าโคโลนีที่ให้ผลโคลนบป็นบวก 
(positive) จากการตรวจด้วยวิธี colony PCR แล้วน าไปบลี้ยงในอาหารบลี้ยงบชื้อต่อไป         
 บตรียมอาหารบลี้ยงบชื้อชนิดบหลว LB broth แบ่งใส่หลอดขนาด 15 ml ให้มีปริมาตรหลอด
ละ 5 ml และใส่ยา Spectinomycin 100 µg/ml ปริมาตร 5 ml แล้วน าไม้จิ้มฟันบขี่ยบชื้อจาก 
master plate ที่มีชิ้นส่วนของยีนและให้ผลโคลนบป็นบวกใส่ลงในหลอด LB broth ที่บตรียมไว้ น าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC แล้วบขย่าด้วยความบร็วรอบ 200 rpm นานประมาณ 12-16 ชั่วโมง จากนั้น
น าไปสกัดพลาสมิดบพ่ือน าไปใช้ศึกษาต่อไป 
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ตารางที่ 14 ส่วนประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยา Colony PCR  

Reagents 1X (µl) 

10X PCR Buffer 
25 mM MgCl2 
dNTPs Mix (10 mM of each dNTP) 
10 µM DENV2-NS3 F 
10 µM DENV2-NS3 B 
DNase/RNase-Free Distilled Water 
5U/µl HotStarTaq DNA Polymerase 
colony  

2.5 
0.8 
0.5 
0.25 
0.25 
20.6  
0.1 

1 colony  

Total   25 µl  

   
ตารางที่ 15 แสดงขั้นตอน Colony PCR (Thermal cycles condition) 

ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ (oC) เวลา 

Initial activation step 95 15 minutes 
Denature step 94 1 minutes 
Annealing step 66 1 minutes        30 cycles   
Extension step 72 1 minutes 
Final extension step 72 7 minutes 

 
3.8.8 การสกัดพลาสมิดดีบอ็นบอโดยใช้ชุดสกัดส าบร็จรูป NucleoSpin Plasmid QuickPure 
(Macherey-Nagel, Germany)  

1. ก่อนการสกัดพลาสมิดดีบอ็นบอน าบชื้อแบคทีบรียที่มีพลาสมิดดีบอ็นบอที่บราบลี้ยงไว้ไปปั่น

บหวี่ยงบพ่ือตกตะกอนบซลล์ที่ความบร็วรอบ 11,000 rpm บวลาประมาณ 3 นาที บทส่วนที่

บป็นอาหารบลี้ยงบชื้อทิ้ง (ปั่นตกตะกอนบชื้อแบคทีบรียประมาณ 3 ครั้ง) 

2. บมื่อได้ส่วนของตะกอนแล้วให้ใส่สาร Solution A ปริมาตร 250 µl บขย่าโดยใช้ vortex 

บพ่ือท าการละลายตะกอนให้บป็นบนื้อบดียวกัน 

3. ใส่สาร Solution B ปริมาตร 250 µl ผสมข้ึนลงบบาๆ ประมาณ 4-6 ครั้ง 
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4. ใส่สาร Solution C ปริมาตร 250 µl ผสมขึ้นลงบบาๆ จากนั้นน าไปปั่นบหวี่ยงด้วย 

ความบร็ว 11,000 rpm บป็นบวลา 5 นาท ี 

5. ย้ายส่วนใสใส่ลงในชุดตัวกรอง (Spin filter) ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 1 นาที 

จากนั้นน าไปปั่นบหวี่ยงที่ความบร็ว 11,000 rpm บวลา 1 นาที บมื่อครบบวลาจึงบทส่วนใส

ทิ้ง 

6. ท าการล้างตะกอนของพลาสมิดดีบอ็นบอโดยใส่สารละลาย wash solution ปริมาตร 

750 µl จากนั้นปั่นล้างตะกอนด้วยความบร็ว 11,000 rpm บวลา 1 นาที บมื่อครบบวลาจึง

บทส่วนใสทิ้ง 

7. ปั่นด้วยความบร็ว 12,000 rpm บป็นบวลา 3 นาที บพื่อแยกบอา ethanol ที่ยังมีอยู่ออก 

8. ย้ายชุดตัวกรองใส่ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml จากนั้นใส่สารละลาย 

elution solution หรืออาจใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์ ปริมาตร 50 µl ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง

ประมาณ 5 นาที บมื่อครบบวลาปั่นด้วยความบร็ว 11,000 rpm บป็นบวลา 1 นาท ี

บมื่อได้พลาสมิดดีบอ็นบอแล้วน าไปตรวจสอบคุณภาพความบข้มข้นของพลาสมิดดีบอ็นบอโดย
การวัดด้วยบครื่อง Nanodrop spectrophotometer (Thermo, USA) โดยมีขั้นตอนในการ
วัดบช่นบดียวกันกับขั้นตอนของตรวจสอบคุณภาพความบข้มข้นของ RNA จากนั้นแบ่ง
สารละลายที่มีพลาสมิดดีบอ็นบอปริมาตร 30 µl บพ่ือส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) 
ต่อไป   
 

3.8.9 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (Sequencing) บริบวณ DENV2-NS3 จากตัวอย่างผู้ป่วย  

  การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริบวณ NS3 ของผู้ป่วยที่ได้รับการติดบชื้อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 
โดยในการศึกษานี้ผู้วิจัยใช้บริการตรวจวิบคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์จากบริษัท 1st BASE DNA 
sequencing services ประบทศมาบลบซีย ซึ่งมีบริษัท Ward Medic Ltd. บป็นตัวแทนในการติดต่อ
จัดส่งตัวอย่างบพ่ือหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยตัวอย่างที่ส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์นั้นต้องมีความ
บข้มข้นของพลาสมิดดีบอ็นบออย่างน้อย คือ 100-150 µg/µl และมีปริมาตรอย่างน้อย 10 µl  

 
3.8.10 การวิบคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (Sequencing) บริบวณ DENV2-NS3 จากตัวอย่างผู้ป่วย  

น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการส่งตัวอย่างผู้ป่วยที่ติดบชื้อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 บริบวณ 
NS3 บพ่ือหาล าดับบบสที่บริษัท 1st BASE DNA sequencing services ประบทศมาบลบซีย มาวิบคราะห์
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ล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยแสดงผลในรูปกราฟ chromatogram จากโปรแกรม BioEdit Sequence 
Alignment Editor Program Version 7.2.5 จากนั้นตัดบอาบฉพาะส่วนของยีนที่บราต้องการ คือ 
บริบวณ NS3 ออกจากพลาสมิดบวคบตอร์แล้วบันทึกผลในรูปแบบ Fasta format ไว้ในโปรแกรม 
notepad จากนั้นท าการบปรียบบทียบข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยโปรแกรม nucleotide blast 
(BLASTN; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) บพ่ือจ าแนกซีโรไทป์และสายพันธุ์ของไวรัส
บดงกี โดยโปรแกรมจะท าการวิบคราะห์ค่าความบหมือนหรือความคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์
ของ DENV2 ที่บริบวณ NS3 กับฐานข้อมูล NCBI (GenBank) แสดงค่าออกมาบป็นบปอร์บซ็นต์ความ
บหมือนและความคล้ายคลึง (Percentage identities) จากนั้นท าการ alignment โดยใช้โปรแกรม 
CLUSTALX บพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 (DENV2) 
บริบวณ NS3 ซึ่งในการศึกษานี้มีวัตถุประสงค์ บพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ DENV2 
ที่บริบวณ NS3 ในสิ่งส่งตรวจที่แตกต่างกัน และในช่วงบวลาที่บก็บตัวอย่างแตกต่างกัน ดังนั้น จึงแบ่ง
การบปรียบบทียบข้อมูลออกบป็น 2 ประบภท คือ การบปรียบบทียบความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของ DENV2 บริบวณ NS3 ในสิ่งส่งตรวจที่แตกต่างกัน และการบปรียบบทียบความหลากหลายของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ DENV2 บริบวณ NS3 ในสิ่งส่งตรวจที่มีช่วงบวลาในการบก็บตัวอย่างแตกต่างกัน  

จากนั้นใช้โปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6 (MEGA 
version 6.0) วิบคราะห์และสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการหรือแผนภูมิต้นไม้พันธุกรรม (Phylogenetic 
tree) โดยใช้ข้อมูลจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ DENV2 บริบวณ NS3 ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจที่ต่างชนิดกัน 
และมีช่วงบวลาในการบก็บตัวอย่างแตกต่างกัน โดยใช้ Neighbor-joining method และก าหนด
แบบจ าลองของการแทนที่ล าดับนิวคลีโอไทด์แบบ Kimura-2-paramrter model บพ่ือพิจารณาการ
แปรผันของล าดับนิวคลีโอไทด์ และท าการทดสอบความน่าบชื่อถือทางสถิติของการสร้างแผนภูมิต้นไม้
พันธุกรรม (Phylogenetic tree analysis) ด้วย bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ และใช้ Hep 
C - NS3 บป็น out group 

 
3.8.11 การตรวจหาปริมาณไวรัสบดงกี โดยวิธี Real time RT-PCR 

ท าการตรวจหาปริมาณของไวรัสบดงกีในแต่ละสิ่งส่งตรวจที่แตกต่างกัน และมีช่วงบวลาในการ
บก็บตัวอย่างที่แตกต่างกัน โดยวิธี Real time RT-PCR โดยใช้ SYBR Green และใช้ไพรบมอร์ 
DENV2-NS3 บป็นตัวตรวจวัดปริมาณของไวรัส ซึ่งจะบปรียบบทียบผลกับ standard curve จาก 
stock virus DENV2 ที่รู้ความบข้มข้นตั้งต้น คือ 4.75 x 106 PFU/ml น ามาบจือจางแบบต่อบนื่อง 
(serial dilution) ประมาณ 5 ความบข้มข้น โดยมีช่วงค่าความบข้มข้นต่างกันความบข้มข้นละสิบบท่า 
หรือ log10 แล้วน า stock virus DENV2 ดังกล่าวมาท าการบพ่ิมจ านวนในหลอดทดลอง แยกต่างหาก

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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จากหลอดทดลองตัวอย่างที่ต้องการตรวจวิบคราะห์ โดยท าการทดลองในลักษณะสามซ้ า (triplicate) 
ในแต่ละความบข้มข้น รวมถึงตัวอย่างที่น ามาตรวจวิบคราะห์ด้วย บพ่ือสร้างบส้นกราฟมาตรฐานระหว่าง
ค่า log10 ของความบข้มข้นกับค่า Ct ของตัว stock virus DENV2 แต่ละความบข้มข้น ซึ่งกราฟที่ได้จะ
มีลักษณะบป็นบส้นตรงแบบถดถอย (linear regression line) การตรวจวิบคราะห์หาปริมาณไวรัสใน
ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจผู้ป่วยสามารถท าได้โดยน าค่า Ct ของตัวอย่างที่ต้องการตรวจวิบคราะห์ที่ได้มา
บปรียบบทียบกับบส้นกราฟมาตรฐาน (standard curve จาก stock virus DENV2) ที่สร้างขึ้น [47]  
 ในการทดลองนี้จะท าการบพ่ิมจ านวนปริมาณ RNA ของ DENV2 โดยอาศัย RNA ที่ผ่านการ
สกัดแล้วบป็นแม่แบบตั้งต้นในการท าปฏิกิริยา Reverse Transcriptase Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR) การท า RT-PCR ในครั้งนี้จะใช้ชุดส าบร็จรูป SuperScript III Platinum SYBR 
Green One-Step qRT-PCR kit (Invotrogen, USA) คือ ปฏิกิริยา RT และ PCR จะบกิดขึ้นภายใน
หลอดทดลองบดียวกัน โดยบตรียมส่วนประกอบ Master mix ดังตารางที่ 16 แล้วน าหลอดทดลองไป
บ่มโดยใช้บครื่อง Roter Gene 6000 Real time PCR machine (Corbett Lofe Science, Qiagen, 
Germany) ปิดฝาแล้วตั้งค่าอุณหภูมิตามขั้นตอนต่างๆ ดังในตารางที่ 17  
 
ตารางที่ 16 ส่วนประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยา Real time RT-PCR  

Reagents 1X (µl) 

2X SYBR Green Reaction Mix 
10 µM DENV2-NS3 F 
10 µM DENV2-NS3 B 
DNase/RNase-Free Distilled Water 
SS III RT/Platinum Taq Mix 
RNA template (Unknown extracted RNA/ Standard RNA) 

12.5 
1 
1 
9  

0.5 
1 

Total   25 µl  
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ตารางที่ 17 แสดงขั้นตอน Real time RT-PCR (Thermal cycles condition) 

ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ (oC) เวลา 

UDG incubation 
Initial activation step 

55 
95 

15 minutes 
2 minutes 

Denature step 94 30 seconds 

Annealing step 55 30 seconds        40 cycles   

Extension step 72 1 minutes 

Final extension step 72 10 minutes 

Melting Temperature 72-95 oC / 0.5 oC / 30 seconds   
 
การตรวจวิบคราะห์หาปริมาณไวรัสในตัวอย่างสิ่งส่งตรวจผู้ป่วยสามารถท าได้โดยน าค่า Ct 

ของตัวอย่างที่ต้องการตรวจวิบคราะห์ที่ได้มาบปรียบบทียบกับบส้นกราฟมาตรฐาน ( standard curve 
จาก stock virus DENV2) ที่สร้างขึ้น ผลที่ได้ คือ ปริมาณไวรัส จะรายงานในหน่วย PFU/ml ซึ่งจะ
บปรียบบทียบกันในรูปแบบของตารางในแต่ละตัวอย่าง และช่วงบวลาที่บก็บ  
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 จ านวนตัวอย่างผู้ป่วย  

ท าการสุ่มสิ่งส่งตรวจบหลือใช้จากโครงการงานวิจัยบรื่อง “A feasibility study of using  
unconventional specimens in dengue diagnosis”  ของรองศาสตราจารย์นายแพทย์วันล่า กุล 
วิชิต ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย มาใช้ในการศึกษา ได้แก่  
Plasma, PBMC, Serum, Urine, Pellet of urine และ Saliva โดยพิจารณาบลือกใช้สิ่งส่งตรวจที่
บก็บใน ช่วงบวลาต่างๆ จากผู้ป่วยไม่จ ากัดบพศ อายุไม่บกิน 18 ปี ที่มีไข้สูง และสงสัยว่ามีการติดบชื้อ
ไวรัสบดงกี ผ่านการตรวจวิบคราะห์ทางห้องปฏิบัติการโดยวิธี ELISA test และจ าแนกกลุ่มผู้ป่วยที่ติด
บชื้อไวรัสบดงกีโดยแบ่งตามระดับความรุนแรงของการติดบชื้อตามกฎของ WHO 2009 [50] คือ 1.) 
กลุ่มผู้ป่วยที่ติดบชื้อไข้บดงกี (DF) มีอาการแสดง คือ มีไข้บฉียบพลันร่วมกับอาการปวดศีรษะ มีผื่น ปวด
กระบอกตา ปวดบมื่อยตามตัว ปวดข้อหรือปวดกระดูก บมื่อตรวจทางห้องปฏิบัติการพบว่า WBC ≤ 
5,000 cell/mm3, Platelet count < 150,000 cell/mm3 และ Hematocrit บพ่ิมขึ้น 5-10% 2.) 
กลุ่มผู้ป่วยที่ติดบชื้อไข้บลือดออก (DHF) แบ่งจ าแนกบป็นกลุ่มย่อยได้ 3 บกรด คือ DHF บกรด I มีอาการ
ไข้สูงระยะบวลา 2-7 วัน และให้ผลบวกบม่ือตรวจ tourniquet test และอาจมีภาวะการรั่วซึมของสาร
น้ าออกมานอกหลอดบลือด (plasma leakage) บมื่อตรวจทางห้องปฏิบัติการพบว่า Platelet count 
< 100,000 cell/mm3 และ Hematocrit บพ่ิมขึ้น ≥ 20% DHF บกรด II มีอาการแสดงบช่นบดียวกับ 
บกรด I ร่วมกับอาการ spontaneous bleeding บช่น มีจุดบลือดออก (petechiae) มีจ้ าบลือด 
(ecchymoses หรือ purpura) หรือมีบลือดออกจากบยื่อบุทางบดินอาหาร บมื่อตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการพบว่า Platelet count < 100,000 cell/mm3 และ Hematocrit บพ่ิมขึ้น ≥ 20% 
และ DHF บกรด III II มีอาการแสดงบช่นบดียวกับ บกรด I และ II ร่วมกับมีภาวะการขัดขวางหรือรบกวน
การไหลบวียนของบลือด (circulatory failure) บนื่องจากบป็นอาการของภาวะบลือดไปบลี้ยงสมองลดลง 
pulse pressure ≤ 20 mmHg บมื่อตรวจทางห้องปฏิบัติการพบว่า Platelet count < 100,000 
cell/mm3 และ Hematocrit บพ่ิมขึ้น ≥ 20% 3.) กลุ่มผู้ป่วยที่ติดบชื้อไข้บลือดออกแล้วมีภาวะช็อก
ร่วมด้วย (DSS) บป็นผู้ป่วยที่ติดบชื้อแล้วมีอาการบหมือนกลุ่ม DHF แต่มีภาวะช็อกบกิดขึ้นด้วย ผู้ป่วย
กลุ่มนี้จะไม่สามารถวัดความดันโลหิตและชีพจรได้ บมื่อตรวจทางห้องปฏิบัติการพบว่ามีอาการคล้าย
กลุ่ม DHF คือ มี Platelet count < 100,000 cell/mm3 และ Hematocrit บพ่ิมข้ึน ≥ 20% [50]  
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ตารางที่ 18 ข้อมูลตัวอย่างผู้ป่วยที่สงสัยว่ามีการติดบชื้อไวรัสบดงกีและตรวจวิบคราะห์โดยวิธี ELISA  

No. Code Sex 
Age 

(years old) 
Clinical diagnosis 

ELISA test 
(type of infection) 

1 U7 Male 14 DHF II Secondary infection 

2 U8 Male 9 DHF III Secondary infection 
3 U13 Female 7 DF Secondary infection 
4 U20 Female 13 DHF III Secondary infection 
5 U22 Male 8 DHF III Secondary infection 

6 U23 Male 10 DHF II Secondary infection 
7 U32 Male 9 DHF III Secondary infection 

8 U36 Female 14 DHF II Secondary infection 
9 U59 Female 9 DHF II Secondary infection 
10 U60 Male 10 DHF II Secondary infection 

11 U78 Female 13 DHF II Secondary infection 
12 U96 Female 12 DHF II Secondary infection 

13 U101 Male 6 DHF II Secondary infection 
14 U102 Female 10 DHF II Secondary infection 

15 U107 Male 5 DHF II Secondary infection 
16 U115 Female 11 DHF III Secondary infection 

17 U119 Male 6 DHF III Secondary infection 
18 U120 Male 13 DHF II Secondary infection 
19 U121 Female 9 DHF I Secondary infection 

20 U122 Male 12 DHF II Secondary infection 
21 U15 Male 13 

Non-DENV infected 
patients 

ND 
22 U18 Female 13 ND 
23 U56 Female 18 ND 

24 U268 Male 6 ND 
25 U301 Female 12 ND 
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รูปที่ 10 แสดงจ านวนตัวอย่างผู้ป่วยที่ติดบชื้อ DENV2 จ าแนกตาม WHO criteria 
  

ในการศึกษานี้ท าการสุ่มบลือกตัวอย่างผู้ป่วยที่ผ่านการตรวจวินิจฉัยด้วยวิธี ELISA test แล้ว
ให้ผลบวก (กลุ่มศึกษา) จ านวน 20 ตัวอย่าง และให้ผลลบ (กลุ่มควบคุม) จ านวน 5 ตัวอย่าง ดัง
ตารางที่ 18 แล้วน าตัวอย่างผู้ป่วยที่ติดบชื้อไวรัสบดงกี มาจ าแนกการติดบชื้อตามกฎขององค์การอนามัย
โลก (WHO criteria 2009) พบว่าผู้ป่วยทั้ง 20 ราย มีการติดบชื้อแบบการติดบชื้อซ้ าครั้งที่สอง 
(secondary infection) และสามารถจ าแนกกลุ่มการติดบชื้อตามอาการทางคลินิกของผู้ป่วยได้ดังนี้ 
คือ ผู้ป่วยที่ติดบชื้อไข้บดงกี (DF) จ านวน 1 ราย และ ผู้ป่วยที่ติดบชื้อไข้บลือดออก (DHF) จ านวน 19 
ราย โดยแบบกลุ่ม DHF แบ่งออกบป็น 3 class ตามความรุนแรงของอาการได้ คือ DHF I จ านวน 1 
ราย DHF II จ านวน 12 ราย และ DHF III จ านวน 6 ราย ดังรูปที่ 10  
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4.2 ผลการตรวจสอบคุณภาพ RNA 

บมื่อน าตัวอย่างผู้ป่วยที่สงสัยว่ามีการติดบชื้อไวรัสบดงกีมาสกัดอาร์บอ็นบอ ด้วยชุดสกัดอาร์บอ็น
บอส าบร็จรูปแล้ว ท าการวัดปริมาณความบข้มข้นของอาร์บอ็นบอที่สกัดได้ด้วยบครื่อง Nanodrop 
spectrophotometer พบว่าอาร์บอ็นบอที่สกัดได้มีความบข้มข้นระหว่าง 100-300 ng/µl และมีค่า 
ความบข้มข้นของ RNA (A260/A280 ratio) อยู่ในช่วง 1.8-2.0 ซึ่งมีความบข้มข้นบพียงพอที่จะสามารถ
น าไปบพ่ิมจ านวนยีนด้วยบทคนิคพีซีอาร์บพื่อตรวจวิบคราะห์ผลทางห้องปฏิบัติการต่อไป 

และบนื่องจากตัวอย่างที่ใช้บป็นสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยที่บหลือใช้จากโครงการอ่ืน ซึ่ งได้ท าการ
บก็บตัวอย่างมาบป็นบวลานานหลายปี จึงท าการตรวจยืนยันว่าอาร์บอ็นบอของไวรัสไม่ได้ถูกท าลายไปจน
หมดสิ้น โดยการตรวจหา housekeeping gene คือ gene ß2- microglobulin (B2M) ด้วยบทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซ่ (PCR) หลังจากนั้นน ามาตรวจสอบขนาดของ PCR product โดยวิธี agarose gel 
electrophoresis แล้วน าไปส่องภายใต้แสง UV จะบห็นแถบ PCR product ที่มีขนาดประมาณ 158 
bp โดยบปรียบบทียบขนาดของยีนกับแถบดีบอ็นบอมาตรฐานขนาด 100 bp ดังรูปที่ 10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 11 ผลการตรวจสอบยีน ß2- microglobulin ด้วยวิธ ีagarose gel electrophoresis 
โดยมีขนาดประมาณ 158 bp, Lane 1 คือ ดีบอ็นบอมาตราฐาน 100 bp, Lane 2 คือ Positive 
control (ใช้ตัวอย่างผู้ป่วยที่ผ่านการตรวจสอบแล้วให้ผลบวก) Lane 3-7 คือ PCR product ที่ได้
จากตัวอย่างผู้ป่วยที่สงสัยว่าติดบชื้อไวรัสบดงกี Lane 8 คือ Negative control (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์
แทนดีบอ็นบอต้นแบบ) (แสดงผลบางส่วน)   
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ตารางที่ 19 แสดงข้อมูลผลการตรวจสอบคุณภาพยีน ß2- microglobulin ในตัวอย่างผู้ป่วย 

No. Code Plasma PBMCs Urine Saliva 

1 
U7 

U7/2 
U7/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

2 
U8 

U8/2 
U8/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND 

3 
U13 

U13/2 
U13/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

4 
U20 

U20/2 
U20/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

5 
U22 

U22/2 
U22/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND 

6 
U23 

U23/2 
U23/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

7 
U32 

U32/2 
U32/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND 

8 
U36 

U36/2 
U36/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND 

9 
U59 

U59/2 
U59/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND 

10 U60 + + + ND 
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No. Code Plasma PBMCs Urine Saliva 

U60/2 
U60/3 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

11 
U78 

U78/2 
U78/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

12 
U96 

U96/2 
U96/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND 

13 
U101 

U101/2 
U101/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

14 
U102 

U102/2 
U102/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND 

15 
U107 

U107/2 
U107/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND 

16 
U115 

U115/2 
U115/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

17 
U119 

U119/2 
U119/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

18 
U120 

U120/2 
U120/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

19 
U121 

U121/2 
U121/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

ND 

20 
U122 

U122/2 
U122/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND 
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No. Code Plasma PBMCs Urine Saliva 

21 U15 + + + ND 

22 U18 + + + ND 
23 U56 + + + ND 

24 U268 + + + ND 
25 U301 + + + ND 

+ = positive, - = negative and ND = not determined    
 

4.3 ผลการตรวจจ าแนกซีโรไทป์ของไวรัสเดงกี   

 บมื่อน าตัวอย่างผู้ป่วยที่สงสัยว่ามีการติดบชื้อไวรัสบดงกี และผ่านการตรวจยืนยันคุณภาพของ 
อาร์บอ็นบอไวรัส มาท าการตรวจจ าแนกซีโรไทป์ของไวรัสบดงกีทั้ง 4 ซีโรไทป์ โดยใช้ Lanciotti 
protocol ซึ่งบป็น universal primers ส าหรับการแยกซีโรไทป์ของไวรัสบดงกี พบว่า บมื่อท าการบพ่ิม 
จ านวนสารพันธุกรรมด้วยบทคนิค Semi-nested RT-PCR ซึ่งจะใช้การท า PCR 2 รอบ โดยในรอบ
แรก PCR product ที่ได้จะมีขนาดประมาณ 511 bp จากนั้นน า PCR product ที่ได้จากรอบที่หนึ่ง
มาท าการบพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมอีกรอบ โดยบปลี่ยน reverse primer ให้สามารถจับจ าบพาะ บพ่ือ
แยกซีโรไทป์ของไวรัสบดงกีโดยดูจากขนาดของผลิตภัณฑ์ที่แตกต่างกัน คือ DENV1 มีขนาด 482 bp, 
DENV2 มีขนาด 119 bp, DENV3 มีขนาด 290 bp และ DENV4 มีขนาด 392 bp แสดงผลในตาราง
ที่ 20 จากนั้นคัดบลือกตัวอย่างผู้ป่วยที่ผ่านการตรวจด้วย Lanciotti primers แล้วให้ผลบวก คือ ติด
บชื้อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 น าไปท าการศึกษาความหลากหลายของล าดับบบสบริบวณ NS3 ต่อไป 
 

รูปที่ 12 ผลการตรวจจ าแนกซีโรไทป์ของไวรัสบดงกีโดยใช้ Lanciotti primers 
ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis รูป A บป็นขนาดของ PCR product ที่ได้จากการท า PCR 
รอบแรก โดยมีขนาดประมาณ 511 bp บปรียบบทียบกับขนาดของดีบอ็นบอมาตราฐาน และ Positive 
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control คือ DENV1, DENV2, DENV3 และ DENV4 และ Negative control (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์
แทนดีบอ็นบอต้นแบบ) (แสดงผลบางส่วน) รูป B บป็นขนาดของ PCR product ที่ได้จากการท า PCR 
รอบสอง (Semi-nested PCR) โดยสามารถจ าแนกซีโรไทป์ของไวรัสบดงกีได้จากขนาด คือ DENV1 มี
ขนาดประมาณ 482 bp DENV2 มีขนาดประมาณ 119 bp DENV3 มีขนาดประมาณ 290 bp และ 
DENV4 มีขนาดประมาณ 392 bp บปรียบบทียบกับขนาดของดีบอ็นบอมาตราฐาน และ Negative 
control (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์แทนดีบอ็นบอต้นแบบ) (แสดงผลบางส่วน)   
   
4.4 ผลการตรวจวิเคราะห์บริเวณ NS3 ของไวรัสเดงกี ซีโรไทป์ 2   

 ในการศึกษานี้ต้องการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 
(DENV2) ที่บริบวณ NS3 จากตัวอย่างผู้ป่วยในประบทศไทย ซึ่งบริบวณดังกล่าวนี้ยังไม่มีการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรม ผู้วิจัยจึงท าการออกแบบ primers ที่จ าบพาะต่อบริบวณ NS3 ของ DENV2 
บพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในบริบวณดังกล่าว โดยการหาล าดับนิวคลีโอไทด์จาก
ฐานข้อมูล genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genebank/) บลือกล าดับนิวคลีโอไทป์ของ
ยีน DENV2 หลายๆ นิวคลีโอไทด์ โดยบฉพาะสายพันธุ์ในประบทศไทยและประบทศที่อยู่ใกล้บคียง 
จากนั้นวิบคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม ClustalX version 1.8.1 ท าการ alignment 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด แล้วบลือกศึกษาต าแหน่งของบริบวณ NS3 บปรียบบทียบความบหมือนของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์แต่ละบส้น และออกแบบ primers โดยหาบริบวณอนุรักษ์ (conserve region) หรือ
บริบวณท่ีมีความบหมือนมากที่สุดสร้างบป็น forward primers และ reverse primers โดยไพรบมอร์ที่
ได้ คือ  ATG GAG GAG GCT GGA AGC TG บป็นบส้น forward primers และ TCT GGG TTG TCT  
TCG ATG CT บป็นบส้น reverse primers และมีขนาดของผลิตภัณฑ์ประมาณ 295 bp น าไพรบมอร์
ที่ออกแบบได้มาตรวจสอบความจับจ าบพาะของไพรบมอร์ โดยใช้โปรแกรม Oligos บพ่ือดูว่าไพรบมอร์
ไม่ได้จับกันบอง และไม่มีไพรบมอร์ไดบมอร์ (primer dimer) บกิดข้ึน 
 จากนั้นท าการตรวจสอบประสิทธิภาพของไพรบมอร์ที่ออกแบบได้ โดยการหาความจ าบพาะ 
(specificity) และความไวต่ าสุด (sensitivity) ในการตรวจหาไวรัสของไพรบมอร์ 
 
4.4.1 ผลการตรวจสอบความจ าบพาะในการตรวจหาไวรัสของไพรบมอร์ DENV2-NS3 (specificity) 

บมื่อน าไพรบมอร์ที่ออกแบบได้มาหาความจ าบพาะในการตรวจจับไวรัสบดงกี โดยการทดสอบ
ประสิทธิภาพของไพรบมอร์ต่อไวรัสสายพันธุ์ต่างๆ ภายในตระกูล Flavivirus ได้แก่ DENV1, DENV2, 
DENV3, DENV4, JE และ WestNile virus ด้วยบทคนิคพีซีอาร์ ท าการบพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมโดย
ใช้ไพรบมอร์ DENV2-NS3 ที่ออกแบบได ้แล้วน าไปบ่มโดยใช้บครื่อง Thermal cycle ตั้งอุณหภูมิแบบ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genebank/
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gradient (Gradient Thermal cycles condition) บพ่ือหาอุณหภูมิที่บหมาะสมที่สุดส าหรับไพรบมอร์ 
จากนั้นจึงน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปวิบคราะห์ผลโดยวิธี agarose gel electrophoresis พบว่าไพรบมอร์ 
DENV2-NS3 ที่ออกแบบได้สามารถท าปฏิกิริยาภายในหลอดทดลองได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 66 องศา
บซลบซียส และมีความจับจ าบพาะกับ DENV2 บท่านั้น ไม่สามารถตรวจจับไวรัสสายพันธุ์อ่ืนในตระกูล
บดียวกันได้ ดังรูปที่ 13 จึงบหมาะแก่การน ามาใช้ศึกษาความหลากหลายทางล าดับบบสบริบวณ NS3 
ของ DENV2 ได้ 

 
 
รูปที่ 13 ผลการตรวจสอบความจ าบพาะ (Specificity) ในการตรวจหาไวรัสในตระกูล Flaviviruses 

ของไพรบมอร์ DENV2-NS3 ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis, ไพรบมอร์ DENV2-NS3 มี
ความจ าบพาะต่อการตรวจหาไวรัส DENV2 บท่านั้น lane 1 คือ ดีบอ็นบอมาตรฐาน 100 bp, lane 2 
คือ negative control (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์แทนดีบอ็นบอต้นแบบ) lane 3 คือ DENV1, lane 4 คือ 
DENV2, lane 5 คือ DENV3, lane 6 คือ DENV4, lane 7 คือ JE virus และ lane 8 คือ West 
Nile virus  
 
4.4.2 ผลการตรวจสอบความไวต่ าสุดในการตรวจหาไวรัสของไพรบมอร์ DENV2-NS3 (sensitivity) 

 บมื่อได้ไพรบมอร์ที่มีความจับจ าบพาะต่อ DENV2 แล้วจึงท าการตรวจหาประสิทธิภาพของการ
ตรวจหาปริมาณไวรัสต่ าสุด บพ่ือจะได้น าไปใช้ตรวจสอบในตัวอย่างผู้ป่วยที่มีปริมาณไวรัสน้อยๆ ได้ 
โดยในการศึกษานี้บมื่อน า stock ของไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 ที่รู้ความบข้มข้นบริ่มต้น คือ 4.75x106 
PFU/ml มาท าการบจือจางในรูปแบบ 10-fold serial dilution แล้วท าการบพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม
โดยใช้ไพรบมอร์ DENV2-NS3 ที่ออกแบบได้ น าไปบ่มโดยใช้บครื่อง Thermal cycle ตั้งอุณหภูมิ 
(Thermal cycles condition) ดังตารางที่ 12 จากนั้นจึงน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปวิบคราะห์ผลโดยวิธี 
agarose gel electrophoresis บพ่ือดูความบข้มข้นต่ าสุดของไวรัสที่ไพรบมอร์สามารถตรวจจับได้ 
พบว่าไพรบมอร์ DENV2-NS3 มีความไวต่ าสุด (sensitivity) ที่สามารถตรวจหาปริมาณไวรัสได้ที่ 
4.75x10-1 หรือ 0.475 PFU/ml ดังภาพที่ 14               
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รูปที่ 14 ผลการตรวจสอบความไวต่ าสุด (Sensitivity) 
ในการตรวจหาไวรัสบดงกีของไพรบมอร์ DENV2-NS3 ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis โดยบจือ
จาง stock virus DENV2 ในรูปแบบ 10-fold serial dilution พบว่าไพรบมอร์มีความไวต่ าสุดในการ
ตรวจหาไวรัส DENV2-NS3 ที่ 4.75x10-1 PFU/ml, lane 1 คือ ดีบอ็นบอมาตรฐาน 100 bp, lanes 
2-10 คือ ไวรัส DENV2 ที่บจือจางในรูปแบบ 10-fold serial dilution (lane 2 = 4.75x106 
PFU/ml, lane 3 = 4.75x105 PFU/ml, lane 4 = 4.75x104 PFU/ml, lane 5 = 4.75x103 
PFU/ml, lane 6 = 4.75x102 PFU/ml, lane 7 = 4.75x101 PFU/ml, lane 8 = 4.75x100 
PFU/ml, lane 9 = 4.75x10-1 PFU/ml, lane 10 = 4.75x10-2 PFU/ml), lane 11 คือ negative 
control (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์แทนดีบอ็นบอต้นแบบ) 
 
4.4.3 ผลการตรวจหาไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 ที่บริบวณ NS3 ในตัวอย่างผู้ป่วย 

 บมื่อได้ไพรบมอร์ที่มีความจ าบพาะต่อ DENV2 ที่บริบวณ NS3 แล้วจึงน าไปใช้ตรวจหาไวรัส
บดงกีในตัวอย่างผู้ป่วย บพ่ือใช้ในการศึกษาความหลากหลายของล าดับบบสต่อไป  

โดยในการศึกษานี้อาศัยการบพิ่มจ านวนไวรัสบดงกีในตัวอย่างผู้ป่วยด้วยบทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้
ไพรบมอร์ DENV2-NS3 ภายใต้ปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่มีสภาวะบหมาะสม ซึ่งอธิบายไว้ในบทที่ 3 วิธีการ
ทดลอง หลังจากนั้นน าไปวิบคราะห์ผลโดยวิธี agarose gel electrophoresis โดยจะมีขนาดของ 
PCR product ประมาณ 295 bp บปรียบบทียบกับแถบดีบอ็นบอมาตรฐานขนาด 100 bp ดังรูปที่ 15 
และ 16 และสรุปผลการทดลองของตัวอย่างผู้ป่วยที่ให้ผลบวกบม่ือตรวจสอบหาปริมาณไวรัสบดงกี ซีโร
ไทป์ 2 ที่บริบวณ NS3 ด้วยไพรบมอร์ DENV2-NS3 ไว้ในตารางที่ 20   
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รูปที่ 15 ผลการตรวจสอบไวรัสบดงกี DENV2-NS3 ในตัวอย่างบลือด (Plasma, PBMCs) ของผู้ป่วย 

ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis, lane 1 คือ ดีบอ็นบอมาตรฐาน 100 bp, lane 2 คือ 
Positive control (ใช้ stock virus dengue ที่บจือจาง), lanes 3-12 คือ ตัวอย่างบลือดของผู้ป่วยที่
ติดบชื้อไวรัสบดงกี, lane 13 คือ negative control (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์แทนดีบอ็นบอต้นแบบ) (แสดงผล
บางส่วน) 
 

 
 

รูปที่ 16 ผลการตรวจสอบไวรัสบดงกี DENV2-NS3 ในตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วย 
ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis, lane 1 คือ ดีบอ็นบอมาตรฐาน 100 bp, lanes 2-11 คือ 
ตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วยที่ติดบชื้อไวรัสบดงกี, lane 12 คือ Positive control (ใช้ stock virus 
dengue ที่บจือจาง), lane 13 คือ negative control (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์แทนดีบอ็นบอต้นแบบ) 
(แสดงผลบางส่วน) 

1    2    3    4    5    6    7    8    9   10   11   12   13 

1    2    3    4    5    6    7    8    9   10   11   12   13 



 

 

ตารางที่ 20 แสดงผลการตรวจหาไวรัสบดงกีในตัวอย่างผู้ป่วยด้วยบทคนิค PCR  
 

No. Code Plasma PBMCs Urine Saliva 
Lanciotti DENV2-

NS3 
Lanciotti DENV2-

NS3 
Lanciotti DENV2-

NS3 
Lanciotti DENV

2-NS3 

1 U7 
U7/2 
U7/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

 
ND 

 
ND 

2 U8 
U8/2 
U8/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
- 
- 

+ 
- 
- 

ND ND 

3 U13 
U13/2 
U13/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND ND 

4 U20 
U20/2 
U20/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

ND ND 

5 U22 
U22/2 
U22/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

ND ND 

6 U23 
U23/2 
U23/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND ND 

7 U32 
U32/2 
U32/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

ND ND 

8 U36 
U36/2 
U36/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

ND ND 

9 U59 
U59/2 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

ND ND 
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No. Code Plasma PBMCs Urine Saliva 
Lanciotti DENV2-

NS3 
Lanciotti DENV2-

NS3 
Lanciotti DENV2-

NS3 
Lanciotti DENV

2-NS3 

U59/3 + + + + + - 
10 U60 

U60/2 
U60/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

ND ND 

11 U78 
U78/2 
U78/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 

+ 
- 
- 

ND ND 

12 U96 
U96/2 
U96/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND ND 

13 U101 
U101/2 
U101/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

ND ND 

14 U102 
U102/2 
U102/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

ND ND 

15 U107 
U107/2 
U107/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

ND ND 

16 U115 
U115/2 
U115/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
- 
- 

+ 
- 
- 

17 U119 
U119/2 
U119/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

ND ND 

18 U120 
U120/2 
U120/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

ND ND 
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No. Code Plasma PBMCs Urine Saliva 
Lanciotti DENV2-

NS3 
Lanciotti DENV2-

NS3 
Lanciotti DENV2-

NS3 
Lanciotti DENV

2-NS3 

19 U121 
U121/2 
U121/3 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

ND ND 

20 U122 
U122/2 
U122/3 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

ND ND 

21 U15 - - - - - - ND ND 
22 U18 - - - - - - ND ND 

23 U56 - - - - - - ND ND 

24 U268 - - - - - - ND ND 
25 U301 - - - - - - ND ND 

+ = positive, - = negative and ND = not determined    
 
ตารางที่ 21 สรุปผลการตรวจหาไวรัสบดงกีในตัวอย่างผู้ป่วยด้วยบทคนิค PCR  

 
 
ท าการคัดบลือกตัวอย่างผู้ป่วยที่ให้ผลบวกต่อไพรบมอร์ Lanciotti และบม่ือจ าแนกซีโรไทป์ 

พบว่าบป็นไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 แล้วน ามาตรวจสอบด้วยไพรบมอร์ที่จ าบพาะต่อบริบวณ NS3 คือ 
DENV2-NS3 คัดบลือกตัวอย่างที่ให้ผลบวกน าไปโคลนบข้าบวกบตอร์บพ่ือศึกษาความหลากหลายของ
ประชากรไวรัสต่อไป 
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4.5 ผลการตรวจสอบโคลนของพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของ DENV2-NS3 โดยเทคนิค 
Colony PCR  

 บมื่อท าการบพ่ิมจ านวนยีนของ DENV2 บริบวณ NS3 ด้วยบทคนิค PCR แล้วจะได้ PCR 
product ของยีน DENV2 ที่บริบวณ NS3 ซึ่งมีขนาดประมาณ 295 bp และมีบบส A บพ่ิมบข้ามาที่

ปลาย 3’ ของทั้งสองด้าน ท าการบชื่อมต่อยีนของ DENV2-NS3 บข้ากับ TOPO TA Cloning Vector 
ที่ปลาย 3’ ของทั้งสองด้านมีบบส T บพ่ิมบข้ามา บรียกว่าดีบอ็นบอลูกผสม (recombinant DNA) และ 
vector มีขนาด 2817 bp ด้วยบอนไซม์ Topoisomerase I การท า ligation ใช้ชุดทดสอบส าบร็จรูป 
pCR 8/GW/TOPO TA Cloning kit (Invotrogen, USA) ขั้นตอนในการทดลองและสารบคมีที่ใช้
อธิบายในบทที่ 3 วิธีการทดลอง จากนั้นท าการถ่ายโอนพลาสมิดดีบอ็นบอบข้าสู่ competent cell โดย
บลือกใช้ Mach1-T1 Chemically Competent E.coli (Invotrogen, USA) กระตุ้นด้วยความร้อน 
(heat shock)  จากนั้นท าการตรวจสอบโคลนโดยการคัดบลือก colony ของแบคทีบรียที่มีสีขาว ซึ่งใน

การศึกษาการโคลนยีนนี้ ใช้การคัดบลือกโดยวิธี antibiotic selection กล่าวคือ พลาสมิดชนิด TOPO 
TA Cloning Vector จะมียีนที่มีลักษณะดื้อหรือต้านต่อยาปฏิชีวนะ คือ Spectinomycin ดังนั้น
บซลล์ของแบคทีบรียที่ได้รับพลาสมิดนี้จะสามารถบจริญบนอาหารแข็ง LB agar ที่มียา 
Spectinomycin ได้ โคโลนีของแบคทีบรียที่ได้จึงมีสีขาวซึ่งคาดว่าน่าจะมี insert gene (DENV2-
NS3) (รูปที่ 17) ท าการสุ่มคัดบลือกโคโลนีบดี่ยว มาตรวจสอบโคลนด้วยบทคนิค colony PCR ซึ่งบป็น

กระบวนการตรวจสอบโคลนที่ถูกต้องและยืนยันว่ามียีนที่สนใจอยู่ โดยบตรียมสารในปฏิกิริยาตาม
ขั้นตอนที่อธิบายไว้ในบทที่ 3 วิธีการทดลอง น าไปบ่มโดยใช้บครื่อง Thermal cycle ภายใต้สภาวะที่
บหมาะสมบหมือนการบพ่ิมจ านวนยีน DENV2-NS3 ด้วยวิธี PCR บพียงแต่การท า colony PCR จะใช้ 
colony ของแบคทีบรียแทนดีบอ็นบอต้นแบบ หลังจากท า colony PCR บสร็จแล้วน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไป
วิบคราะห์ผลโดยวิธี agarose gel electrophoresis ย้อมด้วย ethidium bromide ก่อนน าไปส่อง
ภายใต้แสง UV จะบห็นโคลนที่มีขนาดประมาณ 295 bp โดยบปรียบบทียบขนาดของยีนกับแถบดีบอ็น
บอมาตรฐาน 100 bp (รูปที่ 18) ซึ่งบป็นการยืนยันว่าโคลนที่ได้มีชิ้นส่วนของยีนที่บราสนใจอยู่ 
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รูปที่ 17 แสดงลักษณะของโคโลนีสีขาวบนอาหารบลี้ยงบชื้อ LB agar 
 

 
 

รูปที่ 18 ผลการตรวจสอบโคลนของพลาสมิดดีบอ็นบอที่มีชิ้นส่วน DENV2-NS3 
ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis, lane 1 คือ ดีบอ็นบอมาตรฐาน 100 bp, lanes 2-11 คือ 
ตัวอย่างโคลนพลาสมิดดีบอ็นบอที่มีชิ้นส่วนของ DENV2-NS3, lane 12 คือ negative control (ใช้น้ า
กลั่นบริสุทธิ์แทนดีบอ็นบอต้นแบบ) (แสดงผลบางส่วน) 
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4.6 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  

ผลจากการตรวจสอบโคลนที่มีชิ้นส่วนของ DENV2-NS3 ของตัวอย่างผู้ป่วยด้วยบทคนิค  
colony PCR น าโคโลนีที่มีชิ้นส่วนของ DENV2-NS3 มาบลี้ยงในอาหารบลี้ยงบชื้อ หลังจากนั้นน าไป
สกัดพลาสมิดดีบอ็นบอ แล้ววัดปริมาณความบข้มข้นของพลาสมิดดีบอ็นบอ โดยตัวอย่างที่จะน าส่งหา
ล าดับนิวคลีโอไทด์ต้องมีความบข้มข้นของพลาสมิดดีบอ็นบอไม่น้อยกว่า 100-150 µg/µl และมี
ปริมาตรอย่างน้อย 10 µl แล้วส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท 1st BASE DNA sequencing 
services ประบทศมาบลบซีย ซึ่งมีบริษัท Ward Medic Ltd. บป็นตัวแทนในการติดต่อจัดส่งตัวอย่าง
บพ่ือหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้ primer M13 (5´GTAAAACGACGGCCAG3´) และส่งบพ่ือยืนยัน
ความถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์ตัวอย่างละ 5 โคลน บมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทด์จากการท า 
sequencing มาแล้วจะแสดงในรูปของกราฟ chromatogram (รูปที่ 19) จากนั้นท าการวิบคราะห์
บส้นนิวคลีโอไทด์ที่ได้โดยใช้โปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor Program Version 
7.2.5 แต่บนื่องจากตัวอย่างที่ส่งหาล าดับบบสนั้นมีบางส่วนของพลาสมิดบวกบตอร์อยู่บริบวณหัวและท้าย
ของบส้นนิวคลีโอไทด์จึงต้องตัดออก บก็บบฉพาะส่วนของยีนที่บราต้องการ คือ บริบวณ DENV2-NS3 
แล้วบันทึกผลไว้ในโปรแกรม notepad  

 

 
รูปที่ 19 แสดงผลจากการท า DNA Sequencing ในรูปกราฟ chromatogram ของ DENV2-NS3 

ในตัวอย่างผู้ป่วย (แสดงผลบางส่วน) 
 

บมื่อวิบคราะห์ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ตัดส่วนของพลาสมิดบวกบตอร์ออกแล้ว พบว่าล าดับนิ
วคลีไอไทด์ของ DENV2-NS3 ในตัวอย่างผู้ป่วยมีขนาด 295 bp น าล าดับนิวคลีโอไทด์มาวิบคราะห์
บปรียบบทียบโดยการท า multiple sequence alignment (รูปที่ 20) บพ่ือศึกษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของประชากรไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 (DENV2) บริบวณ NS3 ในแต่ละตัวอย่างของผู้ป่วย 
โดยผลการบปรียบบทียบ multiple sequence alignment แสดงไว้ในภาคผนวก  
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ตารางที่ 22 แสดงบปอร์บซ็นต์การบกิดความหลากหลายของล าดับบบสในตัวอย่างผู้ป่วย  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
จากตารางแสดงบปอร์บซ็นต์การบกิดความหลากหลายของล าดับบบสในตัวอย่างผู้ป่วย พบว่า 

plasma มีความหลากหลายของล าดับบบสมากที่สุด บมื่อบทียบกับสิ่งส่งตรวจชนิดอ่ืน และช่วงบวลาใน
การบก็บตัวอย่างครั้งที่ 2 จะบป็นช่วงบวลาที่บจอความหลากหลายของล าดับ หรือ nucleotide 
variation มากที่สุด 
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รูปที่ 20 แสดงผลการบปรียบบทียบล าดับบบส โดยการท า multiple sequence alignment ของ
ตัวอย่าง U119 
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รูปที่ 21 แสดงผลการบปรียบบทียบล าดับอะมิโน โดยการท า multiple sequence alignment ของ

ตัวอย่าง U119 
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รูปที่ 22 แสดงผลการบปรียบบทียบล าดับบบสทั้งหมดของตัวอย่างผู้ป่วยกับข้อมูลอ้างอิง 

โดยท าการบลือกตัวแทนของล าดับบบสที่บหมือนกันมาจากตัวอย่างผู้ป่วยแต่ละราย น ามาบปรียบบทียบ
กับข้อมูลอ้างอิง  

 
รูปที่ 23 แสดงล าดับกรดอะมิโนของตัวอย่างผู้ป่วย U23 บปรียบบทียบกับล าดับกรดอะมิโนอ้างอิง 

 
บมื่อศึกษาความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโน พบว่า มีผู้ป่วย 1 ราย ที่มีล าดับกรดอะมิโน

บหมือนกับการศึกษาก่อนหน้านี้ของ Rothman A.L. [51] ซ่ึงบคยรายงานว่าล าดับกรดอะมิโนของไวรัส
บดงกีที่มีรูปแบบบป็น GTSGSPIVDR จะมีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของโรค ซึ่งจากการศึกษา
ตัวอย่างผู้ป่วยรายที่พบว่าล าดับกรดอะมิโนบหมือนกับรูปแบบอ้างอิงนั้น บมื่อดูข้อมูลอ่ืนๆ ทางคลีนิก
ของผู้ป่วยรายดังกล่าวร่วมด้วยควบคูก่ันไปกับข้อมูลของล าดับบบส และล าดับกรดอะมิโน พบว่าผู้ป่วย
รายดังกล่าวที่บราพบไม่ได้มีอาการแสดงออกทางคลินิกแตกต่างจากผู้ป่วยรายอ่ืน จึงยังสรุปไม่ได้ว่า
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ข้อมูลการบปลี่ยนแปลงของล าดับกรดอะมิโนที่บริบวณดังกล่าวนี้ มีความบกี่ยวข้องกับความรุนแรงของ
โรคหรือไม?่  ซึ่งอาจจะต้องท าการศึกษาต่อไป  

 
4.7 ผลการเปรียบเทียบล าดับเบสของ DENV2-NS3 ในตัวอย่างผู้ป่วยกับฐานข้อมูล NCBI  

บมื่อได้ล าดับบบส DENV2-NS3 ของตัวอย่างผู้ป่วยที่ได้ท าการตัดแต่งบรียบร้อยแล้วจะน ามา
ท าการบปรียบบทียบความบหมือนหรือความคล้ายคลึงกับฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ DENV ที่มี
การบก็บสะสมอยู่ในฐานข้อมูล NCBI (GenBank) โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ nucleotide blast 
(BLASTN; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) บพ่ือจ าแนกซีโรไทป์และสายพันธุ์ของไวรัส
บดงกี โดยโปรแกรมจะท าการวิบคราะห์ค่าความบหมือนหรือความคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์
ของ DENV2 ที่บริบวณ NS3 กับฐานข้อมูล NCBI (GenBank) แสดงค่าออกมาบป็นบปอร์บซ็นต์ความ
บหมือนและความคล้ายคลึง (Percentage identities) แสดงผลดังตารางที่ 23  
 
ตารางที่ 23 แสดงผลการบปรียบบทียบล าดับบบสของตัวอย่างผู้ป่วย DENV2-NS3 กับฐานข้อมูล NCBI 

Code ขนาดยีน                    

(bp) 

% 

Identity 

อ้างอิง สายพันธุ ์

U7A 295 98 KC762680.1 Dengue virus 2 isolate MKS-WS80, 
complete genome 

U7B 295 98 KC762680.1 Dengue virus 2 isolate MKS-WS80, 
complete genome 

U8A 295 98 EU081180.1 Dengue virus type 2 strain D2/SG/ 
05K4155DK1/2005, complete 

genome 

U8B 295 97 EU081180.1 Dengue virus type 2 strain D2/SG/ 
05K4155DK1/2005, complete 

genome 
U13A 295 98 DQ181802.1 Dengue virus type 2 strain 

ThD2_0026_88, complete genome 
U13B 295 97 DQ181802.1 Dengue virus type 2 strain 

ThD2_0026_88, complete genome 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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U13C 295 98 DQ181802.1 Dengue virus type 2 strain 
ThD2_0026_88, complete genome 

U20 295 100 EU081180.1 Dengue virus type 2 strain D2/SG/ 
05K4155DK1/2005, complete 

genome 

U22 295 99 FJ744720.1 Dengue virus 2 isolate DENV-
2/TH/BID-V2306/2001, complete 

genome 
U23A 295 99 JN819418.1 Dengue virus 2 isolate DENV-

2/VN/BID-V2947/1988, complete 
genome 

U23B 295 99 JN819418.1 Dengue virus 2 isolate DENV-
2/VN/BID-V2947/1988, complete 

genome 

U23C 295 99 JN819418.1 Dengue virus 2 isolate DENV-
2/VN/BID-V2947/1988, complete 

genome 

U23D 295 99 
 

JN819418.1 
 

Dengue virus 2 isolate DENV-
2/VN/BID-V2947/1988, complete 

genome 

U32 295 99 EU687246.1 Dengue virus 2 isolate DENV-
2/TH/BID-V1498/1994, complete 

genome 
U59 295 100 EU081180.1 Dengue virus type 2 strain D2/SG/ 

05K4155DK1/2005, complete 
genome 

U60 295 100 AY858036.2 Dengue virus 2 strain TB16i, 
complete genome (Indonesia: 

Jakarta) 
U78 295 100 DQ181802.1 Dengue virus type 2 strain 
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ThD2_0026_88, complete genome 

U96 295 99 DQ181802.1 Dengue virus type 2 strain 
ThD2_0026_88, complete genome 

U101 295 99 DQ181802.1 Dengue virus type 2 strain 
ThD2_0026_88, complete genome 

U102 295 99 DQ181802.1 Dengue virus type 2 strain 
ThD2_0026_88, complete genome 

U107 295 99 DQ181802.1 Dengue virus type 2 strain 
ThD2_0026_88, complete genome 

U115A 295 97 GQ868591.1 Dengue virus 2 isolate DENV-
2/TH/BID-V3357/1964, complete 

genome 

U115B 295 97 GQ868591.1 Dengue virus 2 isolate DENV-
2/TH/BID-V3357/1964, complete 

genome 

U119A 295 98 GQ868591.1 Dengue virus 2 isolate DENV-
2/TH/BID-V3357/1964, complete 

genome 
U119B 295 98 GQ868591.1 Dengue virus 2 isolate DENV-

2/TH/BID-V3357/1964, complete 
genome 

U120 295 99 DQ181798.1 Dengue virus type 2 strain 
ThD2_0055_99, complete genome 

U121 295 99 DQ181800.1 Dengue virus type 2 strain 
ThD2_0263_95, complete genome 

U122 295 99 DQ181798.1 Dengue virus type 2 strain 
ThD2_0055_99, complete genome 
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4.8 ผลการสร้างและวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการ  

งานวิจัยนี้ใช้โปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6 (MEGA 
version 6.0) วิบคราะห์และสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree, แผนภูมิต้นไม้พันธุกรรม) 
โดยใช้ข้อมูลจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ DENV2 บริบวณ NS3 ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจที่ต่างชนิดกัน และมี
ช่วงบวลาในการบก็บตัวอย่างแตกต่างกัน โดยใช้ Maximum likelihood method และก าหนด
แบบจ าลองของการแทนที่ล าดับนิวคลีโอไทด์แบบ GTR+G+I model บพ่ือพิจารณาการแปรผันของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ และท าการทดสอบความน่าบชื่อถือทางสถิติของการสร้างแผนภูมิต้นไม้พันธุกรรม 
(Phylogenetic tree analysis) ด้วย bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ และใช้ Hep C - NS3 
บป็น out group  

บนื่องจากล าดับบบสที่ได้จากการท า multiple sequence alignment จากตัวอย่างผู้ป่วย
ส่วนใหญ่มีล าดับนิวคลีโอไทด์บหมือนกัน จึงบลือกตัวแทนล าดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละตัวอย่างมาสร้าง
แผนภูมิวิวัฒนาการ ดังรูปที่ 24 
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รูปที่ 24 แสดงผลแผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ DENV2-NS3 ที่ได้จากตัวอย่างผู้ป่วยที่ติดบชื้อไข้บลือดออก โดยใช้ 
Maximum likelihood method และ GTR+G+I model โดยก าหนดค่า bootstrap test จ านวน 
1,000 รอบ ใช้ DENV1, DENV3, DENV4 และ Hepatitic C virus ที่บริบวณ NS3 บป็น out group 
พบว่า seq ของผู้ป่วยแตกต่างจากกลุ่มอ่ืนๆ โดยดูจาก clade ที่แยกออกจากกัน จึงสรุปได้ว่า 
ตัวอย่างผู้ป่วยที่ท าการศึกษาท้ังหมด มีวิวัฒนาการร่วมกันในกลุ่ม DV2 
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ตารางที่ 24 แสดงผล Identity matrix 
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4.9 ผลการตรวจหาปริมาณไวรัสเดงกี โดยวิธี Real time RT-PCR 

ผลการตรวจหาปริมาณของไวรัสบดงกีในแต่ละสิ่งส่งตรวจที่แตกต่างกัน และมีช่วงบวลาในการ
บก็บตัวอย่างที่แตกต่างกัน โดยวิธี Real time RT-PCR โดยใช้ SYBR Green และใช้ไพรบมอร์ 
DENV2-NS3 บป็นตัวตรวจวัดปริมาณของไวรัส ซึ่งจะบปรียบบทียบผลกับ standard curve จาก 
stock virus DENV2 ที่รู้ความบข้มข้นตั้งต้น คือ 4.75 x 106 PFU/ml น ามาบจือจางแบบต่อบนื่อง 
(serial dilution) โดยมีช่วงค่าความบข้มข้นต่างกันความบข้มข้นละสิบบท่า หรือ log10 แล้วน า stock 
virus DENV2 ดังกล่าวมาท าการบพิ่มจ านวนในหลอดทดลอง แยกต่างหากจากหลอดทดลองตัวอย่างที่
ต้องการตรวจวิบคราะห์ โดยท าการทดลองในลักษณะสามซ้ า (triplicate) ในแต่ละความบข้มข้น 
รวมถึงตัวอย่างที่น ามาตรวจวิบคราะห์ด้วย บพ่ือสร้างบส้นกราฟมาตรฐานระหว่างค่า log10 ของความ
บข้มข้นกับค่า Ct ของตัว stock virus DENV2 แต่ละความบข้มข้น ซึ่งกราฟที่ได้จะมีลักษณะบป็น
บส้นตรงแบบถดถอย (linear regression line) มีค่า R2 บท่ากับ 0.99321 (รูปที่ 24) การตรวจ
วิบคราะห์หาปริมาณไวรัสในตัวอย่างสิ่งส่งตรวจผู้ป่วยสามารถท าได้โดยน าค่า Ct ของตัวอย่างที่
ต้องการตรวจวิบคราะห์มาบปรียบบทียบกับบส้นกราฟมาตรฐาน (standard curve จาก stock virus 
DENV2) ที่สร้างขึ้น แสดงผลปริมาณไวรัสบดงกีดังตารางที่ 25   

รูปที่ 25 บส้นกราฟมาตรฐานของไวรัสบดงกีที่สร้างขึ้น โดยมีค่า R2 บท่ากับ 0.99321 
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รูปที่ 26 แสดงกราฟ amplification plot 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 27 แสดงกราฟ melting curve analysis 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

รูปที่ 28 แสดงผลการศึกษาหาปริมาณไวรัสในตัวอย่างผู้ป่วยโดยวิธี qRT-PCR 
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โดยบปรียบบทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve; รูปที่ 24) ซึ่งใช้ stock virus ที่มีความบข้มข้น
ตั้งต้น 4.75x106 มาท าการบจือจางแบบ 10 fold serial dilution จากการศึกษาพบว่าปริมาณไวรัส
ในตัวอย่างบลือดจะมีค่าสูงในช่วงแรกของการบก็บตัวอย่าง และจะค่อยๆ ลดลงในการบก็บตัวอย่างครั้ง
ที่ 2 และ 3 ทั้งนี้บนื่องถูกก าจัดด้วยระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย แต่ในตัวอย่างปัสสาวะ ในช่วงแรกๆ 
จะบจอปริมาณไวรัสน้อย และมีแนวโน้มบพ่ิมปริมาณสูงขึ้นในการบก็บตัวอย่างช่วงระยะหลัง โดย
ปริมาณไวรัสสูงที่สุดที่ตรวจพบจะบจอในตัวอย่าง plasma  

 

 
รูปที่ 29 แสดงผลการบปรียบบทียบปริมาณไวรัสในตัวอย่างปัสสาวะ 

พบว่า ปริมาณไวรัสในตัวอย่างปัสสาวะส่วนใหญ่มีแนวโน้มบพ่ิมสูงขึ้นในระยะที่ 2 และ 3 ของการบก็บ
ตัวอย่าง แต่มีผู้ป่วยบางรายที่ปริมาณไวรัสลดต่ าลงในช่วงระยะท้าย ทั้งนี้อาจบกิดจากช่วงระยะวันและ
บวลาในการบก็บตัวอย่างที่แตกต่างกัน 
 
ตารางที่ 25 แสดงผลการตรวจหาปริมาณไวรัสบดงกีในตัวอย่างผู้ป่วย 

Code Viral load (PFU/ml) 

Plasma PBMCs Urine Saliva 
U7 1260 119 8.19 ND 

U7/2 1376 158 10.32 ND 

U7/3 1023 144 10.88 ND 
U8 2030 138 3.9 ND 

U8/2 786 134 44 ND 

U8/3 732 121 62 ND 
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U13 470 2.62 4.76 ND 

U13/2 122 56 33 ND 
U13/3 92 43 57 ND 

U20 3470 15.5 6.44 ND 

U20/2 292 3.41 0.248 ND 
U20/3 61.4 4.91 - ND 

U23 6380 2660 15.32 ND 

U23/2 2312 124.2 52 ND 
U23/3 146 26.7 14.3 ND 

U22 4760 5.76 3.5 ND 
U22/2 1265 - 0.203 ND 

U22/3 154 - - ND 

U32 2770 1.06 3.57 ND 
U32/2 31.30 18.18 12.34 ND 

U32/3 21.44 21.17 6.98 ND 

U59 3600 292 4.33 ND 
U59/2 148 36.9 0.32 ND 

U59/3 23.44 21.84 2.44 ND 

U60 120 45 1.66 ND 
U60/2 87 23.1 2.25 ND 

U60/3 30.3 14.3 0.461 ND 
U78 3360 161 1.84 ND 

U78/2 21.4 23.34 0.34 ND 

U78/3 3.64 2.13 - ND 
U96 1600 132 3.78 ND 

U96/2 24.22 7.15 - ND 

U96/3 17.15 - - ND 
U101 159 121 3.83 ND 

U101/2 31.84 72.8 12.48 ND 

U101/3 19.1 0.25 11.22 ND 
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U102 138 7.99 5.15 ND 

U102/2 16.3 - 0.28 ND 
U102/3 - - - ND 

U107 257 44 8.19 ND 

U107/2 27.15 12.1 0.45 ND 
U107/3 29.22 0.45 6.78 ND 

U115 473 9.65 3.9 0.05 

U115/2 31.84 - 6.2 - 
U115/3 0.35 - 5.34 - 

U119 414 32.3 4.76 ND 
U119/2 21.5 0.45 7.2 ND 

U119/3 - - 6.31 ND 

U120 8.49 145 5.32 ND 
U120/2 - 21.40 - ND 

U120/3 1.43 - - ND 

U121 145 69.7 3.5 ND 
U121/2 40.00 12.27 6.90 ND 

U121/3 13.34 - 1.2 ND 

U122 5.95 176 3.71 ND 
U122/2 14.92 3.39 - ND 

U122/3 0.85 1.65 0.55 ND 
+ = positive, - = negative and ND = not determined    
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บทที่ 5 
สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
ไข้บลือดออกบป็นปัญหาทางด้านสาธารณสุขที่ส าคัญของประบทศไทยมานานกว่า 50 ปี และ

ปัจจุบันก าลังกลายบป็นปัญหาระดับโลก บนื่องจากไวรัสบดงกีได้แพร่ระบาดบข้าไปมากกว่า 100 
ประบทศทั่วโลก ส่งผลให้มีจ านวนผู้ป่วยบพ่ิมมากขึ้นทุกปี แต่ยังไม่ปรากฎการรักษาที่จ าบพาะและไม่มี
ยาหรือวัคซีนที่ใช้ในการป้องกันโรค จึงต้องรักษาไปตามอาการของผู้ป่วย ทั้งนี้ บนื่องจากยังขาด
สัตว์ทดลอง (animal models) ที่สามารถใช้แทนมนุษย์ได้และขาดความรู้ความบข้าใจบกี่ยวกับพยาธิ
สภาพในการก่อโรคหรือความรุนแรงของโรค การศึกษาหาข้อมูลบพ่ิมบติมบพ่ือใช้อธิบายให้บข้าใจถึง
กลไกการก่อโรค การบฝ้าระวังอย่างใกล้ชิด และการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการจึงมีความส าคัญ
อย่างยิ่งต่อการวินิจฉัยโรคไข้บลือดออก  งานวิจัยนี้จึงท าการศึกษาบพ่ือวิบคราะห์หาความหลากหลาย
ของล าดับบบส บริบวณ NS3 ของบชื้อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 ที่มีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของโรค
ไข้บลือดออก ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจบลือดและสารคัดหลั่งต่างๆ ในผู้ป่วยไทย โดยท าการสุ่มบลือกสิ่ง
ส่งตรวจบหลือใช้จากโครงการวิจัยบรื่อง “A feasibility study of using unconventional 
specimens in dengue diagnosis”  ของรองศาสตราจารย์นายแพทย์วันล่า กุลวิชิต ภาควิชา
อายุรศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย มาท าการศึกษา โดยบลือกศึกษาในกลุ่ม
ผู้ป่วยบด็กที่มีอายุไม่บกิน 18 ปี และมีการติดบชื้อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 แบบบฉียบพลันบท่านั้น ทั้งนี้
บนื่องจากมีรายงานข้อมูลของกลุ่มระบาดวิทยาและข่าวกรอง ส านักโรคติดต่อน าโดยแมลง กรม
ควบคุมโรค พบว่า การระบาดของไวรัสบดงกีในประบทศไทยส่วนใหญ่บกิดจากการติดบชื้อซีโรไทป์ 2 
และบม่ือจ าแนกกลุ่มบสี่ยงที่มีการติดบชื้อมากที่สุด พบว่าอยู่ในช่วงอายุ 5-24 ปี โดยพบผู้ป่วยทั้งในกลุ่ม
อาการ DF, DHF และ DSS [6] ในงานวิจัยนี้บลือกใช้ตัวอย่างผู้ป่วยที่ผ่านการวินิจฉัยว่ามีการติดบชื้อ
ไวรัสบดงกีด้วยบทคนิค ELISA test จ านวนทั้งหมด 25 ราย โดยแบ่งบป็นกลุ่มผู้ป่วยที่ติดบชื้อไวรัสบดงกี
จ านวน 20 ราย ซึ่งบป็นบพศหญิง 9 ราย บพศชาย 11 ราย และกลุ่มตัวอย่างควบคุม 5 ราย ซึ่งบป็นบพศ
หญิง 3 ราย และบพศชาย 2 ราย โดยตัวอย่างทั้งสองกลุ่มอยู่ในช่วงอายุ 5-18 ปี และจากการตรวจ
วินิจฉัยด้วยบทคนิค ELISA test ข้างต้นสามารถจ าแนกกลุ่มผู้ป่วยที่ติดบชื้อไวรัสบดงกีตามกฎของ
องค์การอนามัยโลกได้บป็นกลุ่มตามความรุนแรง คือ กลุ่ม DF พบจ านวน 1 ราย และ กลุ่ม DHF พบ
จ านวน 19 ราย จ าแนกบป็น Class ต่างๆ ได้ ดังนี้ Class I มี 1 ราย Class II มี 12 ราย และ Class III 
มี 6 ราย  

จากนั้นน าตัวอย่างผู้ป่วยมาสกัดอาร์บอ็นบอแล้วตรวจสอบคุณภาพของอาร์บอ็นบอที่ได้ พบว่ามี
ความบข้มข้นระหว่าง 100-300 µg/µl และมีค่า A260/A280 ratio อยู่ในช่วง 1.8-2.0 จึงมีความ
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บข้มข้นบพียงพอที่จะน ามาใช้ศึกษาวิบคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ท าการ 
ตรวจสอบคุณภาพอาร์บอ็นบอของผู้ป่วยที่สกัดได้โดยการตรวจหา gene ß2-microglobulin (B2M)  
[48] ด้วยบทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่ (PCR) แล้วตรวจสอบขนาดของ PCR product ที่ได้ด้วยวิธี gel  
electrophoresis น าไปส่องภายใต้แสง UV บปรียบบทียบกับดีบอ็นบอมาตรฐาน พบว่าตัวอย่างผู้ป่วย 
ทั้ง 25 ราย ให้ผลต่อบวกต่อยีน B2M โดยมีขนาดของ PCR product ประมาณ 158 bp นั่นแสดงว่า 
ตัวอย่างผู้ป่วยที่สกัดได้ยังสามารถน ามาใช้ศึกษาได้ สารพันธุกรรมไม่ได้ถูกท าลายไปจนหมด   

จากนั้นบมื่อน าตัวอย่างผู้ป่วยที่สงสัยว่ามีการติดบชื้อไวรัสบดงกีและผ่านการตรวจยืนยัน
คุณภาพของสารพันธุกรรมแล้ว มาตรวจจ าแนกซีโรไทป์โดยบทคนิค Semi-nested RT-PCR โดยใช้ 
Lanciotti protocol [49] แล้วตรวจสอบขนาดของ PCR product ที่ได้ด้วยวิธี gel 
electrophoresis น าไปส่องภายใต้แสง UV  บปรียบบทียบกับดีบอ็นบอมาตรฐาน พบว่าในการท า PCR 
รอบแรกนั้น PCR product ที่ได้มีขนาด ประมาณ 511 bp จากนั้นบมื่อท า PCR รอบที่สอง สามารถ
จ าแนกซีโรไทป์ของไวรัสบดงกีได้ โดย DENV1, DENV2, DENV3 และ DENV4 มีขนาดของ PCR 
product ประมาณ 482 bp, 119 bp,  290 bp, และ 392 bp ตามล าดับ ผลการศึกษาในตัวอย่าง
ผู้ป่วยทั้งที่บป็นบลือดและไม่ใช่บลือด จ านวน 60 ตัวอย่าง พบว่าให้ผลบวกต่อ DENV2 โดยสามารถคิด
บป็นบปอร์บซ็นต์ได้ดังนี้ คือ ตัวอย่าง plasma 98.3% (59/60) ตัวอย่าง PBMC 91.7%  (55/60) 
ตัวอย่างปัสสาวะ 81.7% (49/60) และตัวอย่างน้ าลาย 33.3% (1/3)  

บมื่อได้ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อ DENV2 จึงน ามาศึกษาความหลากหลายของไวรัสบดงกี ซีโร
ไทป์ 2 ที่บริบวณ NS3 โดยน ามาบพ่ิมจ านวนยีนของไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 ที่บริบวณ NS3 บพ่ือวิบคราะห์
หาความหลากหลายของล าดับบบส บริบวณ NS3 ของบชื้อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 โดยผู้วิจัยท าการ
ออกแบบไพรบมอร์ (DENV2-NS3) บพ่ือใช้ในการศึกษาความหลายหลายของล าดับบบสของ DENV2 ที่
บริบวณ NS3 โดยมีขนาดของ product ประมาณ 295 bp แล้วน ามาตรวจหาความจ าบพาะของไพร
บมอร์ (Specificity) โดยการน าไพรบมอร์ไปตรวจหาไวรัสใน family Flavivirus ซึ่งได้แก่ DENV1, 
DENV2, DENV3, DENV4, Japanese encephalitis (JE) และ West Nile virus พบว่าไพรบมอร์ที่
ออกแบบได้มีความจ าบพาะต่อการตรวจหาไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 บท่านั้น และบมื่อน ามาตรวจหาความ
ไวต่ าสุดของไพรบมอร์ DENV2-NS3 ในการตรวจหาปริมาณไวรัสบดงกี (Sensitivity) โดยการน า 
stock virus DENV2 มาบจือจางในรูปแบบ 10-fold serial dilution แล้วท าการบพ่ิมจ านวนสาร
พันธุกรรมของ DENV2 พบว่า ไพรบมอร์สามารถตรวจจับไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 ได้ต่ าสุดที่ 0.475 
PFU/ml หรือประมาณ 47.5 copy บมื่อได้ไพรบมอร์ที่มีความจ าบพาะและทราบความไวต่ าสุดในการ
ตรวจหาปริมาณไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 แล้ว จึงน ามาท าการศึกษาในตัวอย่างบลือดและไม่ใช่บลือดของ
ผู้ป่วย พบว่าสามารถตรวจหาปริมาณไวรัสบดงกีในตัวอย่างผู้ป่วยแล้วให้ผลบวกคิดบป็น บปอร์บซ็นต์ได้ 
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ดังนี้ คือ ตัวอย่าง plasma 98.3% (59/60) ตัวอย่าง PBMC 93.3% (56/60) ตัวอย่างปัสสาวะ 
73.3% (44/60) และตัวอย่างน้ าลาย 33.3% (1/3)  

จากนั้นบมื่อน าตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อ DENV2-NS3 มาท าการศึกษาความหลากหลายของ
ล าดับบบสบริบวณ NS3 ของบชื้อไวรัสบดงกี ซีโรไทป์ 2 ที่แยกได้จากตัวอย่างบลือดและไม่ใช่บลือดใน
ผู้ป่วยไทย โดยวิธีการ cloning น า PCR  product ที่ได้มาบชื่อมกับพลาสมิดบวคบตอร์โดยใช้บอนไซม์ 
T4 DNA ligase บพ่ือให้บกิดบป็นดีบอ็นบอลูกผสม (Recombinant DNA) และท าการ transformation  
บข้าสู่ host cell ใช้การคัดบลือกด้วยวิธี Antibiotic selection น าไป Incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศา 
บป็นบวลา 16-18 ชั่วโมง จะบห็นโคโลนีสีขาว ท าการสุ่มบลือกโคโลนีไปตรวจสอบด้วยวิธี colony PCR 
และน าไปบลี้ยงบพ่ิมจ านวนใน LB broth แล้วสกัดพลาสมิดและวัดความบข้มข้น แล้วส่งหาล าดับบบส 
บพ่ือดูความหลากหลาย จากการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์จากสิ่งส่งตรวจบลือด ได้แก่ พลาสม่าและบม็ด
บลือดขาว และสิ่งคัดหลั่งอ่ืนๆ ได้แก่ ปัสสาวะและน้ าลาย โดยท าการบพ่ิมจ านวนอาร์บอ็นบอของไวรัส
ด้วยบทคนิคพีซีอาร์ และท าการบปรียบบทียบระหว่างล าดับบบสของบริบวณ DENV2-NS3 ซึ่งมีขนาด 
295 bp กับฐานข้อมูลสากล NCBI พบว่าล าดับบบสส่วนใหญ่มีความบหมือนกับสายพันธุ์ที่พบใน
ประบทศไทย และประบทศบพ่ือนบ้าน คือ ประบทศบวียดนามและประบทศสิงคโปร์ โดยจากการศึกษา
พบว่า ไวรัสที่พบในพลาสม่ามีความหลากหลายของล าดับบบสที่บริบวณ NS3 มากกว่าไวรัสจากสิ่งส่ง
ตรวจอ่ืน และบมื่อวิบคราะห์ตามช่วงบวลาที่บก็บตัวอย่างส่งตรวจ พบว่าตัวอย่างที่บก็บจากผู้ป่วยในช่วง
ระยะแรกของการมีไข้มีความหลากหลายของล าดับบบสมากกว่าตัวอย่างที่บก็บจากผู้ป่วยในช่วงระยะ
หลัง คือ พบความหลากหลายของล าดับบบสในตัวอย่างพลาสม่าตามการบก็บตัวอย่างครั้งที่ 1, 2 และ 
3 คิดบป็นบปอร์บซ็นต์ได้ 10.53%, 20% และ 15.79% ตามล าดับ ในตัวอย่างบม็ดบลือดขาวพบความ
หลากหลายของล าดับบบสตามการบก็บตัวอย่างครั้งที่ 1, 2 และ 3 คิดบป็นบปอร์บซ็นต์ได้ 2.10%, 
5.26% และ 7.37% ตามล าดับ ในตัวอย่างปัสสาวะพบความหลากหลายของล าดับบบสตามการบก็บ 
ตัวอย่างครั้งที่ 1, 2 และ 3 คิดบป็นบปอร์บซ็นต์ได้ 5.26%, 18.18% และ 15% ตามล าดับ แต่ไม่พบ
ความหลากหลายในตัวอย่างน้ าลาย ทั้งนี้อาจบนื่องมาจากมีตัวอย่างน้ าลายที่ใช้ในการศึกษาน้อย จาก
ผลการทดลองนี้บห็นได้ว่าพบความหลากหลายของล าดับบบสในตัวอย่างพลาสม่ามากท่ีสุด จะบห็นได้ว่า
จากการบปรียบบทียบความหลากหลายของล าดับบบส บพ่ือดูการบปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์ใน
ตัวอย่างของผู้ป่วยแต่ละราย และมีการบก็บตัวอย่างในช่วงบวลาที่แตกต่างกันนั้น ส่วนใหญ่พบว่าล าดับ
นิวคลีโอไทป์ที่ได้มี variation บกิดขึ้นน้อยมาก ทั้งนี้บนื่องจากบริบวณ NS3 บป็นบริบวณที่บกี่ยวกับการ 
replication ของไวรัส จึงต้องอนุรักษ์ (conserve) บริบวณต าแหน่งนี้ไว้ ซึ่งแตกต่างกับการศึกษาที่มี
มาก่อนหน้านี้ บช่น การศึกษาของบมธี ศรีประพันธ์ ที่ศึกษาความหลากหลายของล าดับบบสบริบวณ E 
gene ซ่ึงพบว่ามีความหลากหลายของล าดับบบสบกิดข้ึนมาก [52] 
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นอกจากนี้ผู้วิจัยพบว่า การบปลี่ยนแปลงของล าดับบบสที่บริบวณ NS3 ของ DENV2 นั้นไม่
ส่งผลต่อการบปลี่ยนแปลงของล าดับกรดอะมิโน กล่าวคือ แม้จะมีต าแหน่งของล าดับบบสบปลี่ยนแปลง
ไป แต่ไม่ส่งให้ล าดับของกรดอะมิโนบปลี่ยนแปลงตาม  

แต่อย่างไรก็ตาม บมื่อบทียบความสัมพันธ์ในผู้ป่วยรายบดียวกันกับการรายงานการศึกษาของ 
Alan L. Rothman [51] ซึ่งรายงานไว้ว่า บริบวณ epitope 130-139 ของ DENV2-NS3 ที่มีล าดับ
กรดอะมิโนบป็นแบบ GTSGSPIVDR มักส่งผลให้บกิดอาการแสดงออกของโรคที่รุนแรงกว่าล าดับอะมิ
โนรูปแบบอ่ืน และบมื่อลองบปรียบบทียบล าดับกรดอะมิโนที่ epitope ดังกล่าวในตัวอย่างผู้ป่วยไทย 
พบว่า ผู้ป่วยส่วนใหญ่มีล าดับอะมิโนที่แตกต่างจากอะมิโนอ้างอิง แต่มีผู้ป่วย 1 ราย คือ U23 มี
ล าดับอะมิโนบริบวณดังกล่าวบหมือนกับกรดอะมิโนอ้างอิง บมื่อดูข้อมูลอ่ืนๆ และข้อมูลทางคลีนิกของ
ผู้ป่วยรายดังกล่าวร่วมด้วยแล้ว พบว่าบป็นผู้ป่วยที่อยู่ในกลุ่ม DHF มีการติดบชื้อไวรัสบดงกีสายพันธุ์จาก
บวียดนาม แต่ก็ไม่ได้มีอาการแสดงออกทางคลินิกรุนแรง หรือแตกต่างจากผู้ป่วยรายอ่ืน จึงยังสรุป
ไม่ได้ว่า ข้อมูลการบปลี่ยนแปลงของล าดับกรดอะมิโนดังกล่าวนี้บกี่ยวข้องกับความรุนแรงของโรค
หรือไม่ ซึ่งอาจจะต้องท าการศึกษาต่อไป นอกจากนี้บมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ท าแผนภูมิต้นไม้
วิวัฒนาการบปรียบบทียบกับ out group คือ Hep C, DENV1, DENV3 และ DENV4 แสดงให้บห็นว่า 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของผู้ป่วยแตกต่างจากกลุ่มอ่ืนๆ (out group) โดยดูจาก clade ที่แยกออกจากกัน 
จึงสรุปได้ว่า ตัวอย่างผู้ป่วยที่ท าการศึกษาท้ังหมดมีวิวัฒนาการร่วมกันในกลุ่ม DENV2  

และผลการศึกษาหาปริมาณไวรัสในตัวอย่างผู้ป่วยโดยวิธี qRT-PCR โดยบปรียบบทียบกับ 
standdard curve ซึ่งใช้ stock virus ที่มีความบข้มข้นตั้งต้น 4.75x106 PFU/ml มาบจือจางแบบ 
10-fold serial dilution จากการศึกษาพบว่าปริมาณไวรัสบดงกีในบลือดจะมีค่าสูงในช่วงแรกของการ
บก็บตัวอย่าง และจะค่อยๆ ลดลงในการบก็บตัวอย่างครั้งที่ 2 และ 3 ตามล าดับ ทั้งนี้บนื่องถูกก าจัดด้วย
ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย แต่ในปัสสาวะ ในช่วงแรกๆ จะบจอปริมาณไวรัสน้อย และมีแนวโน้ม
สูงขึ้นในการบก็บตัวอย่างช่วงหลัง คือระยะที่ 2 และ 3 ของการบก็บตัวอย่าง แต่มีผู้ป่วยบางรายที่
ปริมาณไวรัสลดต่ าลงในช่วงท้ายบช่นกัน ทั้งนี้อาจบนื่องจากจากช่วงระยะบวลาในการบก็บที่แตกต่างกัน
ไปด้วย ทั้งนี้ยังพบว่าจากการตรวจหาปริมาณไวรัสในตัวอย่างผู้ป่วยไทยนั้น ปริมาณไวรัสสูงที่สุดที่
ตรวจพบจะบจอในตัวอย่างพลาสม่า ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาที่มีก่อนหน้านี้ของ วรพรรณ ยิ่ง
ศิวะพัฒน์ [53]  

จากผลจากการศึกษานี้บห็นได้ว่าบริบวณ NS3 ของไวรัสบดงกี บป็นส่วนที่บกี่ยวข้องกับการบพ่ิม
จ านวนของไวรัส จึงมีความหลากหลายของล าดับบบสบกิดขึ้นน้อย ทั้งนี้บนื่องจากไวรัสต้องอนุรักษ์
บริบวณดังกล่าวไว้ บพื่อการรักษาสายพันธุ์ในบพ่ิมจ านวนรุ่นลูกหลานต่อไป แต่ทั้งนี้งานวิจัยดังกล่าวนี้ก็
มีประโยชน์ในทางด้านระบาดวิทยา บพ่ือใช้ในการบฝ้าระวังและควบคุมการแพร่ระบาดของไวรัสสาย
พันธุ์ต่างๆ ในประบทศไทยได้ และอาจน าความรู้ที่ได้จากการศึกษานี้ไปใช้บพ่ือบพ่ิมความบข้าใจบกี่ยวกับ
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กลไกพยาธิก าบนิดของโรคติดบชื้อไวรัสบดงกี การหลบหลีกจากการถูกก าจัดจากระบบภูมิคุ้มกันของ
ร่างกาย และบป็นข้อมูลบพิ่มบติมในการออกแบบบพ่ือพัฒนายาและวัคซีนต่อไปในอนาคต     
 
ข้อเสนอแนะ 

 การศึกษานี้ใช้สิ่งส่งตรวจบหลือใช้ที่มีการบก็บตัวอย่างมาบป็นบวลานานหลายปี จึงท าให้อาร์
บอ็นบอถูกท าลายไปบ้าง จึงควรศึกษาวิธีบก็บรักษาตัวอย่าง หรือท าการบก็บตัวอย่างใหม่ และควรศึกษา
ทั้งในช่วง acute phase และ convalescence phase บพ่ือบปรียบบทียบดูว่าในระยะท้ายหรือ
หลังจากการมีไข้ไปแล้วนั้นมีการบปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่บริบวณ NS3 หรือไม่ และท าการศึกษา
บปรียบบทียบกับโครงสร้างบริบวณอ่ืนๆ ของไวรัสบดงกีด้วย
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. การบตรียมอาหารบลี้ยงบชื้อแบคทีบรีย Luria-Bertani (LB Agar) ปริมาตร 1 ลิตร 

Tryptone  10.0 g 

Yeast extracts   5.0 g 

1M NaCl  10.0 g 

Agar   10.0 g 

ชั่งสารทั้งหมดในขวดขนาด 1 L จากนั้นละลายด้วยน้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ได้ 1 L 
น าไปนึ่งฆ่าบชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 oC บป็นบวลา 20 นาที บมื่อครบบวลาน ามาตั้งไว้
ที่อุณหภูมิห้องให้อุ่น จากนั้นใส่ยา spectinomycin ความบข้มข้น 100 mg/µl ปริมาตร 1 
ml ผสมให้บข้ากัน แล้วบทลงบนจานอาหารบพาะบลี้ยงบชื้อภายในตู้ปลอดบชื้อ วางทิ้งไว้จน
แข็งตัว น าไปไว้ที่อุณหภูมิ 4 oC 

** ส าหรับอาหารบลี้ยงบชื้อชนิดบหลว (LB Broth) บตรียมอาหารด้วยวิธีบดียวกัน แต่
ไม่ต้องใส่ Agar และ ยา spectinomycin ลงไป (ค่อยบติมยา spectinomycin ตอนจะใช้
งาน) น าไปไว้ที่อุณหภูมิ 4 oC บช่นบดียวกัน  

2. การบตรียมยา spectinomycin 100 mg/µl 

ชั่งยา spectinomycin 1 g บติมน้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ได้ 10 ml ละลายให้บข้ากัน 
จากนั้นกรองด้วย microfilter ขนาด 0.22 µm แบ่งใส่หลอด microcentrifuge บก็บที่
อุณหภูมิ -20 oC 

3. การบตรียมสารละลาย 5X TBE buffer ปริมาตร 1 L 

Tris base  54 g 

Boric acid  27.5 g 

0.5 M EDTA (pH 8.0) 20 ml 

ชั่งสารทั้งหมดในขวดขนาด 1 L จากนั้นละลายสารบคมีด้วยน้ ากลั่นปรับปริมาตรให้
ได้ 1 L กรองด้วย filter แล้วน าไปนึ่งฆ่าบชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 oC บป็นบวลา 20 
นาที บมื่อจะใช้งานให้น า 5X TBE buffer มาบจือจางความบข้มข้น โดยน า 5X TBE buffer 
ปริมาตร 200 ml ผสมกับน้ ากลั่นปริมาตร 800 ml จะได้ 1X TBE buffer บพ่ือน าไปใช้งาน
ต่อไป 
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ภาคผนวก ข 
ผลการท า multiple sequence alignment บริเวณ DENV2-NS2ในตัวอย่างผู้ป่วย 
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ประวัติผู้บขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นางสาววรรณา กะหวัง บกิดวันที่ 2 บดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2531 ที่โรงพยาบาลสตูล จังหวัด
สตูล ที่อยู่ปัจจุบัน 71 ศรีชัยแมนชั่น ถนนรองบมือง ซอย 1 แขวงรองบมือง บขตปทุมวัน กรุงบทพฯ ในปี
การศึกษา 2554 ส าบร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (วิทยาศาสตร์การแพทย์) จากคณะ
วิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนบรศวร และ ส าบร็จการศึกษาระดับปริญญานิติศาสตรบัณฑิต จาก
มหาวิทยาลัยนบรศวร จังหวัดพิษณุโลก ปัจจุบันก าลังศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
(วิทยาศาสตร์การแพทย์) แขนงวิชาบซลล์ชีววิทยาและอณูพันธุศาสตร์ของมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ในปีการศึกษา 2556 และ 2557 ได้รับทุนอุดหนุนการศึกษาบพื่อท าหน้าที่ผู้ช่วยสอน จาก
คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และ ได้รับทุนวิจัยรัชดาภิบษกสมโภช คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ส าหรับอาจารย์/นักวิจัย ในปีการศึกษา 2557 
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