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Hepatitis C is an infectious disease caused by the hepatitis C virus (HCV) that 
primarily affects the liver. Chronic hepatitis C (HCV) infection that can eventually progress 
to a more serious disease remains one of the most important clinical and public health 
problems facing modern medicine.  This aim of present study was to identify HCV 
genotypes that were prevalent among the HCV patients and produce DNA vaccines against 
the high prevalent genotypes. A total of 67 sera samples from HCV infected patients were 

harvested and analyzed by one-step RT-PCR with primers specific for 5UTR. The most 
prevalent genotype was g1 (49.25%) followed by g 6 (26.87%), g3 (22.39 %), and g4 (1.49 
%). DNA fragment containing NS3/NS4A region of g3a or g6f were cloned into pVAX1 
vector. Recombinant plasmids were analyzed by BamHI/XbaI digestion, PCR และ DNA 
sequencing to confirm their authentication. Further study in gene expression and 
evaluation of vaccine efficacy would be required.  
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โรคตับอักเสบที่มีสาเหตุมาจากไวรัสตับอักเสบชนิดซีก่อให้เกิดปัญหาเริ่มต้นที่ตับ การติดเชื้อเรื้อรัง 
ที่สามารถพัฒนาไปเป็นโรคร้ายแรงขึ้นยังคงเป็นปัญหาทางคลินิกและสาธารณสุขท่ีท้าทายการรักษาใน
ปัจจุบัน จุดมุ่งหมายของการศึกษานี้คือตรวจหาสายพันธุ์ของ HCV ที่ระบาดในกลุ่มผู้ติดเชื้อ HCV และ 
สร้าง DNA vaccine เพ่ือต่อต้าน HCV genotype ที่มีการแพร่ระบาดสูง  ซีรั่มจากผู้ที่ติดเชื้อ HCV จ านวน 
67 ตัวอย่างได้ถูรวบรวมแล้วน ามาวิเคราะห์โดยเทคนิค one-step RT-PCR ด้วย primer ที่จ าเพาะบริเวณ 

5UTR  สายพันธุ์ g1 พบมากที่สุดร้อยละ 49.25 ตามด้วย g6, g3 และ g4 คิดเป็นร้อยละ 26.87, 22.39 
และ 1.49 ตามล าดับ ชิ้นส่วน DNA ที่บริเวณ NS3/NS4A ของ g3a หรือ g6f ได้ถูกน าไป clone เข้า 
pVAX1 แล้ว recombinant plasmids ได้ถูกน าไปวิเคราะห์ ด้วยวิธี BamHI/XbaI digestion, PCR และ 
DNA sequencing เพ่ือยืนยันความถูกต้อง การแสดงออกของ recombinant plasmid และประเมิน
ประสิทธิภาพของวัคซีน จ าเป็นต้องท าการศึกษาในขั้นต่อไป  
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บทที่ 1 
บทน า 

 
 การติดเชื้อด้วยไวรัสตับอักเสบชนิดซี (HCV) เป็นปัญหาสุขภาพที่เกิดขึ้นกับประชากรประมาณ 
170 ล้านคนทั่วโลก (Lauer and Walker, 2001) ส าหรับในประเทศไทยพบอุบัติการณ์ของHCV ประมาณ 
2.15% ของประชากรทั้งหมด (Sunanchaikarn, et al., 2007) โดยพบ1-5 % ในกลุ่มผู้บริจาคเลือด 
(Kanistanon, et al., 1997, Jutavijittum, et al., 2009) ส่วนใหญ่ผู้ติดเชื้อหรือประมาณ 80% จะไม่
แสดงอาการปรากฏออกมาเป็นระยะเวลาหลายๆปี อาจถึง 20-30 ปี (WHO, 2000)แต่เชื้อไวรัสยังคงแฝง
อยู่ภายในร่างกายมีการพัฒนาของโรคอย่างช้าๆจนกลาย เป็นโรคตับเรื้อรัง และรุนแรงขึ้นจนเกิดอาการตับ
แข็ง (cirrhosis) และ มะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma หรือ HCC)  โดยการติดเชื้อด้วย HCV จะ
แตกต่างกับการติดเชื้อด้วยไวรัสตับอักเสบชนิดเอ (HAV) และบ ี(HBV) ที่เป็นการติดเชื้อแบบฉับพลันและมี
โอกาสเกิดโรคตับแข็งและมะเร็งตับได้น้อยกว่า  
 HCV อยู่ในตระกูล flaviviridae และ genus hepacivirus มี genome เป็น RNA สายเดี่ยวเส้น
บวก มีความยาวประมาณ 9,600 นิวคลิโอไทด์ เนื่องจากเป็น RNA virus จึงมีการกลายพันธุ์บนgenome 
ได้ง่าย จากการวิเคราะห์ทางสายสกุล (phylogenetic analysis) สามารถแบ่ง HCV ออกได้เป็น 6 สาย
พันธุ์ (genotype) ได้แก่ genotype 1 ถึง 6 และสามารถแบ่งย่อยได้มากกว่า 83 subtypes ที่พบกระจาย
อยู่ทั่วโลก (Chao et. al., 2011) และในผู้ป่วยที่ติดเชื้อแต่ละรายอาจมีประชากรของHCV ที่มีล าดับนิวคลิ
โอไทด์ที่มีความหลากหลายมาก (quasispecies) อยู่ภายในร่างกาย (Simmonds, 2004) นอกจากนี้HCV
ยังสามารถแฝงอยู่ภายในร่างกายจนก่อให้เกิดโรคเรื้อรัง (Alter and Seeff, 2000) รวมทั้งสามารถหลบ
เลี่ยงการต่อต้านจากระบบภูมิคุ้มกันได้ด้วย จากคุณสมบัติของ HCV ที่กล่าวมาทั้งหมดนี้จึงเป็นปัจจัยท าให้
ไม่สามารถผลิตวัคซีนหรือยาที่มีประสิทธิภาพในป้องกันหรือรักษา HCV ได้ในปัจจุบัน 
 ปัจจุบันการรักษาผู้ติดเชื้อ HCV ใช้วิธีการให้ pegylated interferon- (PEG-IFN) ร่วมกับ 
ribavirin ที่เป็น nucleotide analog แต่การรักษาที่ต้องใช้ระยะเวลานานประมาณ 24-48 สัปดาห์ อาจ
ท าให้เกิดพิษกับผู้ป่วย จากรายงานที่ผ่านมาพบว่าการใช้ PEG-IFN ร่วมกับ ribavirin มีประสิทธิภาพในการ
รักษาต่อ genotype ทั้งหมดของ HCV ได้เพียง 50% เท่านั้น และเม่ือใช้ PEG-IFN และribavirin ในการ
รักษา genotype 2/3 จะวัดค่า sustained virological response  (SVR) (ค่าของ viral RNA ที่หายไป
จากซีรั่มซ่ึงเป็นค่าที่แสดงถึงประสิทธิภาพของการรักษา) ได้ประมาณ 80-90% แต่เมื่อใช้กับgenotype 1 
ซึ่งเป็น genotype ที่พบมากถึง 70% กลับมีผลเพียงแค่ 40-50% เท่านั้น (Manns et. al., 2001; Fried 
et al., 2002) 
 การสร้างวัคซีนเพ่ือใช้ป้องกันไวรัสตับอักเสบซีนับว่าเป็นงานท้าทายมาก ปัจจุบันการสร้างวัคซีน
แบบทั่วไป (conventional vaccine) ซึ่งต้องใช้ไวรัสที่ั active อยู่เป็นตัวตั้งต้นให้ผลของการตอบสนอง
น้อยมาก (Ulla et al., 2012) การป้องกันและควบคุมไวรัสตับอักเสบซีด้วย DNA วัคซีนน่าจะได้ผลดีกว่า
วัคซีนชนิดอื่นๆ เพราะสามารถกระตุ้นการสร้างได้ทั้ง Humoral Immune response และ Cell 
Mediated Immune response และมีข้อดีที่สามารถออกแบบได้ตามต้องการ โดยสามารถออกแบบให้
ต่อต้านไวรัสที่มีหลาย genotypes และหลายสายพันธุ์ได้ด้วยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมและยังสามารถเพ่ิม
ปริมาณได้มากด้วย นอกจากนี้ยังมีความปลอดภัยมากเมื่อเปรียบเทียบกับวัคซีนชนิด attenuated หรือ 
inactivated vaccines 
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โครงการวิจัยนี้จึงจุดมุ่งหมายในการตรวจหา genotype ของ HCV ในผู้ติดเชื้อจากประชากรทั่วไป
ของประเทศไทย แม้ท่ีผ่านมาจะมีผู้ได้เคยท าการทดสอบการแพร่ระบาดของ HCV มาแล้วแต่ข้อมูลที่ได้ไม่
สามารถใช้เป็นตัวแทนของข้อมูลในปัจจุบันได้เนื่องจาก HCV มีการกลายพันธุ์ง่ายและสามารถเกิด 
recombination ได้ท าให้เกิด subtype ใหม่ๆ เกิดข้ึน ข้อมูลที่ได้จะท าให้ทราบถึงทางการกระจายของ 
genotype ต่างๆ (genotype distribution) ของ HCV ในปัจจุบันและชิ้นส่วนของยีนของ HCV บริเวณ 
NS3/NS4A ที่เป็น conserved region จาก genotype ที่แพร่ระบาดมากจะถูกน าไปสร้าง DNA vaccine 
เพ่ือป้องกันการติดเชื้อ HCV genotype ที่พบมากในประเทศไทย 
  

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1.การตรวจหาgenotype ของ HCV ที่แพร่ระบาดในปัจจุบัน 
 2. การสร้าง DNA vaccine จากสายพันธุ์ที่แพร่ระบาดมาก 
 

ทฤษฎี สมมุติฐาน 
 จากการทดสอบหา genotype ของ HCV น่าจะท าให้ทราบรูปแบบการกระจายของ genotype 
ต่างๆ ของ HCV ที่แพร่ระบาดในประเทศไทยในปัจจุบัน เพราะการทดสอบการแพร่ระบาดของ HCV จาก
โครงการต่างๆ ที่มีผู้เคยท ามาแล้วอาจไม่ใช่สายพันธุ์ที่ก าลังแพร่ระบาดในปัจจุบัน เนื่องจาก HCV เป็น RNA 
virus ที่มีการกลายพันธุ์ง่ายหรืออาจมีการ recombination ระหว่างสายพันธุ์ท าให้มี subtype ใหม่ๆ 
เกิดข้ึน และน่าจะสามารถน า NS3/NS4A  ที่เป็นบริเวณ conserved region ไปสร้าง DNA vaccine ที่
อาจจะจ าเพาะต่อสายพันธุ์เดียวหรือต่อหลายๆสายพันธุ์พร้อมๆกัน 
 
ขอบเขตของโครงการวิจัย  
 โครงการวิจัยนี้มีการรวบรวมซีรั่มจากผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบที่เข้ามาตรวจเลือดหรือติดตาม
การรักษาที่โรงพยาบาลนครนายกและบริษัทกรุงเทพพยาธิแล๊ป จ ากัด จ านวน  67 ราย โดยซีรั่มได้ผ่านการ
ทดสอบแล้วด้วยเทคนิค ELISA และน ามาสกัด HCV RNA เพ่ือมาท าปฏิกิริยา one-step RT-PCR โดยใช้ 
primer จับจ าเพาะที่บริเวณ 5 UTR หรือ core region และชิ้นส่วน cDNA ไดถู้กตรวจหา genotype 
ของไวรัสด้วย DNA sequencing analysis และชิ้นส่วน DNA บริเวณ NS3/NS4A  ซึ่งเป็น conserved 
region ของยีนจาก HCV สายพันธุ์ที่พบว่ามีการแพร่ระบาดมากในประเทศไทย (3a หรือ 6f) ไดถู้กน าไป
โคลนเข้า DNA vector จากนั้นตรวจคัดกรอง recombinant clones ด้วย restriction enzyme 
digestion analysis และ PCR และยืนยันความถูกต้องของล าดับนิวคลิโอไทด์ด้วย DNA sequencing 
ก่อนน าไปใช้ทดสอบ in vivo ต่อไป 
 
ผลที่คาดว่าจะได้รับ 

 1.ทราบ genotype ของHCV ที่ก าลังแพร่ระบาดในปัจจุบัน 
 2. สร้าง DNA vaccine จากสายพันธุ์ที่แพร่ระบาดมากได้ 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 ผลการวิจัยสามารถน าไปใช้ประโยชน์ทางด้านวิชาการโดยข้อมูลที่ได้จะท าให้ทราบถึง genotype 
ของ HCV ที่ก าลังแพร่ระบาดในประเทศไทยในปัจจุบัน เพื่อไปใช้ประโยชน์ในการสร้าง DNA vaccineที่
จ าเพาะต่อสายพันธุ์เดียวหรือหลายๆสายพันธุ์พร้อมกัน  ยังสามารถน าไปตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสาร
ระดับชาติและนานาชาติ อาทิ Journal of Medical Virology, Journal of Clinical Microbiology, 
Journal of General Virology และ Clinical and Molecular Hepatology เป็นต้นและ DNA vaccine 
ที่สร้างขึ้นสามารถน าจดสิทธิบัตรได้ และหน่วยงานที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์คือกระทรวงสาธารณสุข  
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
 RNA Genome ของ HCV มีความยาวประมาณ 9600 นิวคลิโอไทด์ ประกอบด้วยหนึ่ง open 
reading frame (ORF) มี untranslated region (UTR) ประกบด้านข้างทั้งทางฝั่ง 3และ 5เมื่อ ORF ถูก
ถอดรหัสเป็น polypeptide มีความยาวประมาณ 3,000 amino acids หลังจากถูกตัดด้วย protease 
แล้ว สาย peptide จะถูกแบ่งย่อยออกเป็นโปรตีนชนิดต่างๆ ได้แก่ 3 structural proteins (core, E1 
และ E2) และ 7 nonstructural proteins (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A และ NS5B) (Tang 
and Grise, 2009) จากหลักเกณฑ์การแบ่ง genotype ของ HCV ตามมาตรฐานสากลได้ก าหนดให้ใช้ล าดับ
นิวคลิโอไทด์ที่บริเวณ 5 UTR ซึ่งเป็นบริเวณ conserved region เป็นเกณฑ์ในการแบ่ง หากบริเวณ
ดังกล่าวมีล าดับนิวคลิโอไทด์ที่แตกต่างกันประมาณ 31-33% ไวรัสถูกแบ่งออกเป็น genotypes ต่างกัน 
ด้วยหลักเกณฑ์ดังกล่าวสามารถแบ่งแยก HCV ออกได้เป็น 6 genotypes  โดยแต่ละ genotype มีล าดับ
นิวคลิโอไทด์ที่บริเวณ 5UTR มีความจ าเพาะกันและในแต่ละ genotype ยังสามารถถูกแบ่งย่อยออกเป็น 
subtype ต่างๆได้อีกโดยใช้ล าดับนิวคลิโอไทด์ของ core gene ที่มีล าดับนิวคลิโอไทด์ที่มีการอนุลักษณ์
เช่นกันแต่มีความหลากหลายมากกว่า 5 UTR โดยได้มีการก าหนดให้เป็นไวรัสต่าง subtype กันหากมี
ล าดับนิวคลิโอไทด์ต่างกันประมาณ 20-25% (Simmonds et al., 1994, 2005)โดยข้อมูลจากgenotype 
ของHCV มีความส าคัญมากท าให้ทราบถึงรูปแบบการกระจายของไวรัสไปยังภูมิภาคต่างๆ (geographic 
distribution) วิธีการแพร่ระบาด (mode of transmission) และผลการตอบสนองต่อการรักษาด้วยPEG-
IFN และ ribavirin  

Genotype 1, 2 และ3 มีการกระจายอยู่ทั่วโลกและเป็นสาเหตุส่วนใหญ่ที่ท าให้เกิดการติดเชื้อใน
ผู้ป่วย โดยพบว่า subtype 1a และ 1b มีการระบาดมากที่สุดในทวีปยุโรป อเมริกา และประเทศญี่ปุ่น 
ส่วน subtype 2a และ 2b พบมีการระบาดเป็นส่วนใหญ่ในประเทศญี่ปุ่น ทวีปอเมริกาเหนือและยุโรป 
นอกจากนี้ genotype 2 ยังพบได้ในประเทศอินเดีย สิงคโปร์ เวียดนาม และฟิลิปปินส์ด้วย ส่วน subtype 
3a พบมากในประเทศแถบอินเดียและประเทศไทย ในทางตรงข้าม genotype 4,5 และ 6 มีการพบระบาด
ได้น้อยกว่าและจ ากัดเฉพาะในบางพื้นท่ีโดย genotype 5 พบในทวีปแอฟริกาใต้ genotype 4 พบมากใน
ประเทศแถบตะวันออกกลางและ genotype 6 พบในประเทศจีนตอนใต้และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 
(Ndjomou et.al., 2003;Simmonds, 2004;Nguyen and Keeffe, 2005 ) 

การติดเชื้อด้วย HCV เกิดข้ึนผ่านทางเลือดในประเทศในกลุ่มที่พัฒนาแล้วมักมีการติดเชื้อผ่าน
ทางการฉีดสารเสพติด แต่ประเทศก าลังพัฒนาที่มีการติดต่อจากการฉีดสารเสพติดเช่นกันโดยเฉพาะ
ประเทศไทยที่มีการติดต่อจากการฉีดสารเสพติดประมาณ 95% (Luksamijarulkul&Plucktaweesak, 
1996) นอกจากนี้ยังมีการได้รับเชื้อผ่านการได้รับเลือด การฉีดวัคซีน การสักหรือการเจาะผิวหนัง การท า 
hemodialysis รวมทั้งผ่านทางเพศสัมพันธ์ด้วย (Alter, 1994; Alter et.al., 1990) โดยวิธีการแพร่ระบาด
มีความเก่ียวข้องกับการการกระจายของ genotype จากการศึกษาพบว่า HCV subtype 1a อาจมีการ
แพร่กระจายผ่านการให้เลือดและการปฏิบัติทางการแพทย์ที่ไม่ปลอดภัย  subtype 1a และ 3a มีการ
ระบาดมากในคนที่มีอายุน้อยโดยเฉพาะอย่างยิ่งผู้เสพติดยาที่ใช้เข็มฉีดยา (injecting drug users หรือ 
IDUs) ในประเทศอเมริกา สหรัฐอาณาจักร อูเบกิส-ฐาน รัสเซีย และประเทศไทย (Simmonds, 2004)และ 
genotype 4 และ 6 มีการติดต่อผ่านทางการเจาะหรือสักผิวหนัง ในประเทศท่ีก าลังพัฒนา (Kao, and 
Chen, 2000) 
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จากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าในประเทศไทยมีการระบาดของ HCV genotype 3a มากที่สุด
ประมาณ 39-51% ในทุกพ้ืนที่ในประชากรทั่วไปและยังพบระบาดมากในผู้เสพยาเสพติดประมาณ 75-83% 
ของการติดเชื้อ HCV ส่วนอันดับรองลงมาคือ genotype 1เช่น 1a, 1b และ 2a และ 6 
(Theamboonlers, et. al., 2002; Kanistanonet. al., 1997) แต่ genotype 2 พบได้น้อยมาก เพราะ
เป็น genotype ที่พบน้อยในทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ข้อมูลการระบาดของ genotype 2 ส่วนใหญ่จึง
มาจากประเทศญี่ปุ่น เกาหลีใต้ จีนทางตอนเหนือและยุโรป อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าพบgenotype 2 ที่
จังหวัดเชียงรายซึ่งตั้งอยู่ใกล้ชายแดนไทย-พม่าจึงอาจเป็นไปได้ว่า genotype 2 มีการแพร่ระบาดจากคน
เมียนม่าที่เดินทางข้ามชายแดนมายังฝั่งไทย ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Lewinและคณะ (Lewin et. al., 
2007) ที่พบ genotype 2 ในประเทศเมียนม่า ส าหรับประเทศเพ่ือนบ้านของเรา อาทิ เมียนม่า ลาวและ
เขมร พบมีการระบาดของ genotype 6 subtype ต่างๆ มากกว่า subtype 3a  

HCV genotype 6 พบมากในประเทศทางแถบเอเชีย ได้แก่ ประเทศไทย ฮ่องกง อินโดนีเซีย 
เมียนมา และเกาหลี (Mellor et. al., 1996; Lao et al., 2001; Sugiyama et al., 1995;Tokita 
et.al.,1996; Lu et al., 2005; Nguyen et. al., 2004; Kanistanon et. al., 1997; Lewin et. al, 2007; 
Oh et. al., 2008) HCV genotype 6 มีทั้งหมด 21 subtypes  ที่มีการตั้งชื่อตั้งแต่อักษร a ถึง u  
(Naamani et al., 2012) โดย subtype 6a พบระบาดในทิศตะวันตกเฉียงเหนือของทวีปเอเชียตะวันออก
เฉียงใต้ ที่รวมถึงประเทศไทย (Sunanchaikarn, et. al. 2007; Theamboonlers, 2007;Shinji, et. al., 
2004) และประเทศจีนทางตอนใต้เขตติดชายแดนเวียดนาม (Lu, et. al., 2005;Degertekin and Lok, 
2007)และพบเด่นมากในประเทศเวียดนาม วิธีการแพร่ระบาดของ genotype 6 เกี่ยวข้องกับการใช้ฉีดสาร
เสพติดด้วยเข็มฉีดยาและผ่านการมีเพศสัมพันธ์ (Antaki et. al., 2010) ส าหรับการระบาดของsubtype 
อ่ืนๆ ของ genotype 6 จะพบได้น้อยมาก มีลักษณะการระบาดเฉพาะในบางพ้ืนที่ (endemic 
transmission) อาทิ 6e และ 6l ที่พบในเวียดนาม 8.6% และ 1.4% ตามล าดับ (Pham, et. al., 2009)   
ส่วน6c พบในประเทศเกาหลี 0.2% (Seong, et al., 2013) ซึ่งคล้ายกับที่พบในประเทศไทย 
ข้อมูลการระบาดของ genotype 6 มีการรายงานไว้น้อยมาก ทั้งนี้อาจเป็นผลเนื่องจากการเก็บตัวอย่างอาจ
ไม่สมบูรณ์หรือ low prevalence ในประชาชนในท้องถิ่นนั้นที่มีการสัมผัสเชื้อมายาวนานท าให้มีภูมิคุ้มกัน
ต่อเชื้อ HCV ในระดับท่ีสูงมากจึงตรวจไม่พบเชื้อไวรัสนอกจากนี้หลายงานวิจัยได้ใช้ล าดับนิวคลิโอไทด์ที่
บริเวณ 5UTR แต่เพียงอย่างเดียวอาจท าให้พลาดในการตรวจพบ genotype 6 ได้ เพราะอาจมีการ
รายงานการตรวจพบเป็นgenotype 1 เนื่องจากมีล าดับนิวคลิโอไทด์คล้ายกันที่บริเวณนี้  ปัจจุบันข้อมูล
เกี่ยวกับ genotype 6 จึงมีน้อยมากท้ังเรื่องปัจจัยเสี่ยงและอาการทางคลินิก แต่มีการศึกษาหนึ่งได้รายงาน
ว่าไม่มีความแตกต่างกันทางด้าน liver biochemistry, titers, cirrhosis และ ความเสี่ยงในการเกิด HCC 
ระหว่าง genotype 1 และ 6 (Seto et. al., 2008) ได้มีการรายงานว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อ genotype 6 มี
อาการที่ปรากฏออกมาน้อยและมีการตอบสนองดีต่อการรักษาด้วย interferon โดยมีค่า SVR ประมาณ60-
80% (Nguyen et. al., 2008;Fung et.al., 2008; Seong et. al., 2013) อย่างไรก็ตามที่เป็นเช่นนี้ยังไม่
สามารถชี้ชัดได้ว่า genotype 6 มีความสามารถในการก่อให้เกิดพยาธิสภาพได้น้อย แต่อาจเป็นเพราะ
genotype 6 ก่อให้เกิด atypical hepatitis ที่ยากต่อการตรวจพบก็เป็นได้ 

DNA vaccinesเพ่ือต่อต้านเชื้อ HCV ได้ถูกพัฒนาออกมาในหลายรูปแบบ Lin et al. (Lin et. al., 
2008) ได้สร้าง alphaviral particle ที่สามารถ express gpE1, gpE2, NS3, NS4 และ NS5 ที่สามารถ
กระตุ้น cross reacting antibodies และสามารถต่อต้าน HCV ได้ใน BALB/c mice แต่มีปัญหาที่ไม่
สามารถเพ่ิมจ านวนได้ใน human host cells และต้องมีการฉีดซ้ าหลายๆครั้ง ต่อมาได้มีการพัฒนา DNA 
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vaccine เพ่ือจุดประสงค์ในการต่อต้าน HCV ให้มีประสิทธิภาพดีขึ้นและจ าเพาะมากข้ึน โดยการออกแบบ
วัคซีนชนิด polytopic vaccines เป็นแบบ minigene ที่มีการแทรกชิ้นส่วนยีน H-2Dd (E2 protein) และ 
HLA-A-0201 (E1 และ core) เข้าไป plasmid vector ที่มีส่วนประกอบต่างๆ อาทิ immune enhancer 
elements, universal T helper epitope (PADRE), Endoplasmic reticulum signal sequence และ 
HBsAg genes เพ่ือเพ่ิมการ expression และ presentation ของ epitope ต่อ Th1 เพ่ือกระตุ้น CD8+ 
T cells (Arashkia, et al., 2009) จากรายงานพบว่าสามารถกระตุ้น T cell response ได้สูงขึ้นและ
ต่อต้าน HCV ได้ในหนูทดลอง  นอกจากนี้ได้มีรายงานการน า Bacillus calmete Gurein (BCG) มาใช้เป็น 
vector ร่วมกับ pDE22-CtEm และ pDE22-CS1 ด้วยการแทรกชิ้นส่วนของ Core, E2 และ CTL 
epitopes เข้าไป เพ่ือพัฒนาเป็น DNA vaccine ต่อ HCV จากผลการทดลองพบว่า HCV epitope 
สามารถกระตุ้น cellular immunity ได้อย่างจ าเพาะในหนู แต่การกระตุ้น humoral immue response 
ดีต่อ rBCG-CtEm เท่านั้น (Wei et al., 2008) และเช่นเดียวกับ structural gene ที่มีผู้น ามาใช้พัฒนา
วัคซีนดังท่ีได้กล่าวมาแล้วข้างต้น non structural gene (NS) เช่น NS5a ได้ถูกน ามาใช้ในในการพัฒนา 
DNA vaccine ด้วยและสามารถเพ่ิมการกระตุ้น T cell response ได้เมื่อใช้ผสมกับ adjuvant 
(Masalovaa et al., 2009)  ส่วน NS3 สามารถกระตุ้น T cell response ต่อ HCV ในผู้ติดเชื้อแบบ
ฉับพลันและแบบเรื้อรังได้ (Cooper, et al., 1999) และยังสามารถเหนี่ยวน าการตอบสนองได้ทั้ง Class I 
และ classII restricted T cell response ด้วย (Shoukry et al., 2004) 
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บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

 
3.1 การเก็บตัวอย่างอุจจาระ 

เก็บตัวอย่างเลือดที่เป็นพลาสม่าหรือซีรั่ม (กรณีพลาสม่าใช้ EDTA เป็นสารป้องกันเลือดแข็ง) 
จ านวนทั้งหมด 67 ตัวอย่าง จากผู้ป่วยที่เข้ารับการตรวจการติดเชื้อหรือติดตามผลการรักษาจาก
ห้องปฏิบัติการในโรงพยาบาลนครนายกจ านวน 9 ตัวอย่าง และ บริษัทกรุงเทพพยาธิแล๊ป จ ากัด จ านวน 
58 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างเป็นเลือดที่เหลือจากการตรวจวิเคราะห์ในงานประจ าโดยไม่มีข้อมูลเชื่อมโยงไปถึง
ประวัติคนไข้ น าตัวอย่างเลือดมาตรวจคัดกรองหา Antibody ต่อเชื้อ HCV (anti-HCV) โดยใช้เทคนิค 
ELISA และ automate ELISA reader (cobas anti-HCV) ส าหรับตัวอย่างที่ให้ผล anti-HCV reactive 

จะเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -70C จนกว่าจะน ามาใช้ (หลีกเลี่ยงการ freeze-thaw) 

 
3.2 การสกัด HCV-RNA จากซีรั่ม 

สกัด RNA จากซีรั่มของผู้ที่มี anti-HCV reactive โดยใช้ QIAamp Viral RNA Mini Kit 
(QIAGEN) น า supernatant ปริมาตร 140 ไมโครลิตร ผสมกับ buffer  AVL ปริมาตร 560 ไมโครลิตร ที่มี 
carrier RNA 5.6 ไมโครลิตรใน 1.5 ml microcentrifuge tube จากนั้นผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex เป็น
เวลา 15 วินาที แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นเติม absolute ethanol ปริมาตร 
560 ไมโครลิตร ผสมส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากันโดยใช้ vortex เป็นเวลา 15 วินาที spin down จากนั้นดูด
ส่วนผสมปริมาตร 630 ไมโครลิตร ลงใน spin column ที่ให้มากับชุดสกัด ท าการปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 
Centrifuge ที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็นระยะเวลา 1 นาที ทิ้งของเหลวที่อยู่ใน collection tube ท าซ้ า
อีกครั้งจนส่วนผสมใน 1.5 ml microcentrifuge tube หมด จากนั้นดูด buffer AW1 ที่ผสม ethanol 
แล้ว ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน spin column ปัน่เหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ทิ้ง
ของเหลวที่อยู่ใน collection tube ต่อมาเติม buffer AW2 ที่ผสม ethanol แล้ว ลงใน spin column 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที ทิ้งของเหลวที่อยู่ใน collection tube ท าการปั่นซ้ า
อีกครั้งที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เพื่อก าจัด ethanol ที่ยังตกค้างอยู่ เปลี่ยน collection 
tube เป็น 1.5 ml microcentrifuge tube หลอดใหม่ จากนั้นเติม buffer AVE ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 
และบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เก็บส่วนใส
ที่ม ีRNA แบ่ง ใส่ใน 1.5 ml microcentrifuge tube หลอดละ 5 ไมโครลิตร เก็บใน -80 °C จนกว่าจะ
น ามาใช้ท าการทดลองต่อไป 
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3.3 ตรวจสอบ genotypes ของ HCV ด้วยปฏิกิริยา RT-PCR  

การตรวจสอบ genotype ของ HCV-RNA ด้วยการท าปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช้คู่ของ primer ที่

จับจ าเพาะบริเวณ 5UTR ของ HCV ทีเ่ป็น conserved region ของ HCV  (ตารางที่ 3.1) ดังสภาวะของ
ปฏิกิริยา RT-PCR ที่แสดงไว้ในตารางที่ 3.2 และ 3.3 และ cDNA ผลผลิตที่ได้จะถูกน าวิเคราะห์ด้วย 
agarose gel electrophoresis ทีย่้อมด้วย SYBR safe DNA gel strain (Invitrogen, USA) ในอัตราส่วน 
1:10,000  จากการส่องดูภายใต้แสง UV โดย RT-PCR product คาดว่ามีขนาดน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 
279 bp จะถูกสกัดให้บริสุทธิ์ก่อนน าไปหาล าดับนิวคลิโอไทด์ ด้วย DNA sequencing เพ่ือวิเคราะห์หา 
genotype ต่อไป 

ตารางที่ 3.1 Primers ที่ใช้ในทดสอบหาสารพันธุกรรมของ HCV ด้วยปฏิกิริยา RT-PCR 
Primer Sequence (5' 3) Position Product 

size 
HCV Forward primer CAC TCC CCT GTG AGG AAC TAC TGT nt 36-59 

279 
HCV Reverse primer GCACTCGCAAGCACCCTATC nt 296-315 

 

ตารางที่ 3.2  ปฏิกิริยา RT-PCR ที่ใช้ในทดสอบหาสารพนัธุกรรมของ HCV 

Components 1 reaction (25 µl) Final conc. 
DEPC (RNase-free water) 5.5 - 
2X reaction mix 12.5 1X 
5 mM MgSO4 2.0 0.4 mM 
10 µM HCV Forward primer  1.0 0.4 µM 
10 µM HCV Reverse primer  1.0 0.4 µM 
SuperScript® III RT-PCR/ with Platinum® Taq mix 1.0 - 
RNA template 2.0 - 
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ตารางที่ 3.3 สภาวะที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา RT-PCR ด้วย thermocycler 

Conditions Temperature 
(ºC) 

Time Cycles 

Pre-warmed 60 30 min  
Initial denaturation 94 3 min  
Denaturation 94 50 sec 

35 cycles Annealing 61.5 30 sec 
Extension 68 1 min 
Final extension 68 5 min  
Cool 4 -  

หมายเหตุ  Annealing temperature  = Tm primers – 5  
Extension time 1min/1kb 

 
3.4 การสร้าง recombinant plasmid 

3.4.1 การเพิ่มขยายช้ินส่วน NS3/4A region ด้วยปฏิกิริยา RT-PCR  
ชิ้นส่วน non-structural 3/4A (NS3/4A) region จะถูกเพ่ิมขยายจ านวน ด้วย one-step RT-

PCR โดยออกแบบ primer ให้สามารถจับจ าเพาะทีบ่ริเวณนี้ตาม genotype ของ HCV  โดย primer ถูก
ออกแบบให้มสี่วนปลาย 5 และ 3 ประกอบด้วย restriction site ของ BamHI และ XbaI ตามล าดับ 
(รูปที่ 3.1) เพ่ือประโยชน์ในการ cloning เข้าไปภายใน pVAX1 vector (รูปที่ 3.2)  นอกจากนี้ forward 
primer ยังมีส่วนของ ATG ถัดมาส าหรับใช้ในการแสดงออกของยีนด้วย (ตารางที่ 3.4)  

 
ตารางที่ 3.4 primer ที่ใช้ในการสร้าง recombinant plasmids 

hcv 
Genotype  

Primer_Nam
e 

Sequence Tm 
Position 

3 
HCV3_F3376 5'-GT GGATCCATGAGGCCGTGAGGTGTTGTTGGG-3' 68 3376 
HCV3_R5500 5'- ATCTAGA CAGCTTGTGAGCACTCCTCCAT -3' 68 5500 

6 

HCV6_F4669 5'-GACGCCCTTATGACCGGCTAC-3' 68 4669 
HCV6_R4689 5'-GTAGCCGGTCATAAGGGCGTC-3' 68 4689 
pVax1 
HCV6_F3393 
BamHI 

5'-CTTGGTACCGAGCTCGGATCCATGAAGAGCAAGGGCTG-3' 85 
3393 

pVax1 
HCV6_R5497 
XbaI 

5'-GGTTTAAACGGGCCCTCTAGAGCTTAGAGCACTCCT-3' 77.3 
5497 

BamHI>GGATCC  XbaI>TCTAGA   Start codon >ATG 
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Map primer HCVg3a 

 

 

 

Map primer_HCV6f 

             

 

รูปที่ 3.1 แผนผังการจับของ primer ที่บรเิวณต่างๆ ใน NS3/4A  region ของ HCV  

การสร้าง HCV g3a recombinant plasmid ใช้ปฏิกิริยา one-step RT-PCR ที่สามารถเพ่ิม
ขยายจ านวน ได้ผลผลิต cDNA เป็นชิ้นยาวประมาณ 2.1 kb ได้ในครั้งเดียว โดยใช้ primer HCV3_F3376 
และ HCV3_R5500 แต่ในกรณีการสร้าง HCV g6f recombinant plasmid จ าเป็นต้องใช้เทคนิค 
assembly PCR โดยการสร้างชิ้นส่วนของ cDNA ทีละชิ้นด้วย one-step RT-PCR แล้วน ามาต่อเข้าด้วยกัน 
โดยเริ่มต้นสร้างชิ้นส่วน cDNA ขนาดประมาณ 828 bp จากการเพ่ิมขยายจ านวนด้วยคู่ของ primer 
HCV6_F4669 และ pVax1 HCV6_ R5497 แล้วน าไปต่อกับชิ้นส่วน cDNA ที่มีขนาดประมาณ 1296 bp 
ที่เพ่ิมขยายจ านวนมาแล้วด้วย pVax1 HCV6_ F3393 primer และ HCV6_R4689 โดยใช้เทคนิค 
assembly PCR ด้วยคู่ของ pVax1 HCV6_ F3393 primer และ pVax1 HCV6_ R5497 ได้ชิ้นส่วนของ 
NS3/4A region ครบทั้งชิ้นประมาณ 2.1 kb และยังมีส่วนจับจ าเพาะที่ปลายทั้งสองข้างของ NS3/4A 
region ที่จับปลายทั้งสองข้างของ pVAX1 ด้วยประมาณ15 bp เพ่ือใช้ใน homologous recombination 
(In-Fusion cloning kit ; Clontech) ดังปฏิกิริยาที่แสดงไว้ในตารางที่ 3.5 และ 3.6 หลังจากไดช้ิ้นส่วน 
DNA ของ NS3/4A region ของทั้ง g3a และ g6f แล้ว ชิ้นส่วนของ DNA ครบทั้งสายที่ยาวประมาณ 2.1 
kb จะถูกสกัดให้บริสุทธิ์ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป PureLink ™ Quick PCR Purification Kit (Invitrogen, 
USA) ตามวิธีที่แนะน ามากับชุดทดสอบ ก่อนน าไป ligation ต่อไป 
 
ตารางที่ 3.5 ปฏิกิริยา assembly PCR  
Components 0.8 mM MgCl2 

(50 µl) 
1 mM MgCl2 

(50 µl) 
Final Conc. 

H2O 30.14 29.94 - 

5X Phusion GC buffer 10 10 1X 

10 mM dNTPs mix 1 1 0.2 mM 

10 µM pVax1 HCV6_ F3393 primer  2.5 2.5 0.5 µM 

10 µM pVax1 HCV6_ R5497 primer   2.5 2.5 0.5 µM 

HCV3_F3376 

HCV3_R5500 

 

HCV6_F3393 HCV6_F4669 

HCV6_R4689 
HCV6_R5497 

1296 bp  828 bp 

 2124 bp   

BamHI 

XbaI 

pVAX1 

pVAX1 
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50 mM MgCl2 0.8 1 - 

Phusion DNA Polymerase (2U/µl) 0.5 0.5 0.02 U 

cDNA 1296 bp (30.1 ng/ul) 1.28  1.28  38.52 ng 

cDNA 828 bp (30 ng/ul) 1.28 1.28 38.4 ng 

 

ตารางที่ 3.6 สภาวะที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา assembly PCR ด้วย thermocycler 

  Conditions Temperature 
(ºC) 

Time Cycles 

Initial denaturation 98 30 sec  
Denaturation 98 10 sec 

35 cycles 
Annealing 72.3 30 sec 
Extension 72 1 min 30 sec 

 (40 sec/Kb) 
Final extension 72 10 min  
Cool 4 ∞  

 
3.4.2 Ligation และ การคัดเลือก recombinant plasmid 
 
DNA insert ของ HCVg3a หรือ HCV g6f ขนาดประมาณ 2.1 kb ได้ถูกน าไป insert เข้าไป

ภายใน pVAX1 vector ส าหรับ HCVg3a ชิ้นส่วนของ DNA insert ถูกน าไปตัดด้วย BamHI และ XbaI 
เพ่ือน าไป clone เข้าไปใน pVAX1 vector (รูปที่ 3.2) ที่ถูกตัดแล้วด้วย BamHI และ XbaI เช่นเดียวกัน 
โดยมีการเชื่อมต่อในอัตราส่วนของ insert: vector (molar mass)= 3:1 ด้วย T4 DNA ligase ส่วน 
HCVg6f ชิ้น DNA insert ได้ถูกน าไปแทรกเข้าไปภายใน BamHI และ XbaI linearlized pVAX1 ด้วย 
homologous recombination โดยไม่จ าเป็นต้องตัด insert ด้วย BamHI และ XbaI มาก่อน โดยชุด
ทดสอบ In-Fusion cloning kit (Clontech) ได้ก าหนดให้มีการออกแบบ primer ที่นอกจากจับจ าเพาะที่
ปลายทั้งสองข้างของ NS3/4A region แล้วยังมีส่วนที่จับปลายทั้งสองข้างของ BamHI และ XbaI 
linearlized pVAX1 ประมาณ 15 bp ด้วยเพ่ือใช้ใน homologous recombination ดังนั้น NS3/4A 
region ของ HCVg6f ต้องถูกเพิ่มขยายจ านวนด้วยคู่ของ primer pVax1 HCV6_F3393 BamHI และ 
pVAX1 HCV6_R5497 XbaI (ตารางที่ 3.4) ก่อนดังในข้อ 3.4.1 และสกัดให้บริสุทธิ์ก่อนน าไปผสมกับ 
vector ด้วยอัตราส่วน (mass) ของ insert ต่อ vector เท่ากับ 2:1 หรือประมาณ100 ng: 50 ng ตามวิธีที่
แนะน า จากนั้นน าไป transform เข้าสู่ JM109 competent cells ด้วยวิธี heat shock แล้วคัดเลือก 
recombinant colonies ที่สามารถเจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด LA ที่มี 50 g/ml kanamycin 
น ามาสกัด plasmid เพ่ือพิสูจน์ความถูกต้องของชิ้น DNA insert โดยการตรวจคัดกรองขั้นแรกใช้วิธีการ
วิเคราะห์บน 0.8% agarose gel electrophoresis หากเป็น  recombinant plasmid จะสังเกตการ



12 
 

เคลื่อนที่ของ DNA ช้าลง (band shift) เมื่อเปรียบเทียบกับ pVAX1 vector ที่เคลื่อนที่ได้เร็วกว่า หลังจาก
นั้นน ามาพิสูจน์ต่อด้วยการตัดด้วย BamHI และ XbaI digestion และ PCR และยืนยันความถูกต้องด้วย 
DNA sequencing ที่เป็นวิธีมาตรฐาน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 3.2 แผนภาพ pVAX1 vector  
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 
 
4.1 การตรวจวิเคราะห์หาสารพันธุกรรมของ HCV โดยใช้วิธี RT-PCR 

จากการตรวจวิเคราะห์หาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส HCV ในตัวอย่างซีรั่มของผู้ติดเชื้อด้วยวิธี 
RT-PCR โดยใช้ primer 1 คู่ คือ HCVUTR-F primer และ HCVUTR-R primer เพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม

บริเวณ 5UTR ของ HCV genome ซึ่งเป็นบริเวณ conserved region แล้วน า cDNA ผลผลิตที่ได้จาก
ปฏิกิริยาไปวิเคราะห์ด้วย 1.8% agarose gel electrophoresis  จากผลการทดสอบจ านวน 67 ตัวอย่าง
พบว่าทุกตัวอย่างมีการเพ่ิมขยายสารพันธุกรรมของไวรัสได้ DNA เป้าหมายที่มีขนาดเป็นไปตามที่คาด
ประมาณ 279 bp  จากการเปรียบเทียบกับ GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder maker (Thermo 
Scientific, USA) ดังในตัวอย่างที่สุ่มน ามาแสดงไว้ในรูปที่ 4.1 

   

 
 
 
รูปที่ 4.1 แสดงขนาดของ cDNA ที่ได้จากการตรวจหาสารพันธุกรรมของ HCV ในตัวอย่างที่ 1 – 9 
ด้วยวิธี One-step RT-PCR โดย M คือ GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder maker, N คือ 
Negative control ที่ใช้น้ าแทนซีรั่มและ 1-9 คือหมายเลขของแต่ละตัวอย่าง และลูกศรทางขวา คือขนาด
ของ DNA เป้าหมาย 

4.2 การตรวจสอบ genotypes ของ HCV ด้วย DNA sequencing  

 หลังจากน า cDNA ที่ได้จากปฏิกิริยา RT-PCR มาสกัดให้บริสุทธิ์แล้วน าไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์
และเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล ตัวอย่างทั้งหมด 67 ตัวอย่างมีล าดับนิวคลิโอไทด์เป็น HCV จริง และ
สามารถจ าแนกออกเป็น 4 genotypes โดยมีการเรียงล าดับตามความชุกจากมากไปหาน้อยได้แก่ 
genotype 1, 6, 3 และ 4 ที่มีความชุกคิดเป็นร้อยละ 49.25, 26.87, 22.39 และ 1.49 ตามล าดับ โดย 

    279 bp 
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genotype 1 สามารถจ าแนกออกเป็น subtype 1b และ1a  ที่มีความชุกเรียงตามล าดับจากมากไปหา
น้อยคิดเป็นร้อยละ 32.83  และ 16.42 ตามล าดับ ส่วน genotype 6 ที่ มีความชุกคิดเป็นร้อยละ 26.87 
สามารถจ าแนกออกเป็น 6 subtypes ได้แก่ 6a, 6e, 6f, 6h, 6n, และ 6o โดยที่ 6f มีความชุกมากที่สุดใน 
genotype 6 คิดเป็นร้อยละ 11.94  ส่วน genotype 3 เช่นกันคิดเป็นร้อยละ 22.39 สามารถจ าแนก
ออกเป็น 2 subtypes ได้แก่ 3a และ 3b ที่มีความชุกเรียงตามล าดับจากมากไปหาน้อยคิดเป็นร้อยละ  
17.91 และ 4.48 ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบ genotype 4 เพียง 1 ตัวอย่าง ซึ่งมีค่าความชุกคิดเป็นร้อย
ละ 1.49 ดังแสดงในตารางที่ 4.1 

ตารางท่ี 4.1 : แสดงผลการแยก genotype ของ HCV โดยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับ
ข้อมูลนิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) โดยใช้โปรแกรม BLAST ของตัวอย่าง
ทั้งหมด 67 ตัวอย่าง 

Genotype จ านวนตัวอย่างที่พบ คิดเป็นร้อยละ รวม 
1 1a 11 16.42 

33 (49.25%) 
1b 22 32.83 

6 6a 2 2.99 

18 (26.87%) 

6e 1 1.49 
6f 8 11.94 
6h 1 1.49 
6n 3 4.48 
6o 3 4.48 

3 3a 12 17.91 
15 (22.39%) 

3b 3 4.48 
4 4a 1 1.49 1 (1.49%) 

          

4.3 การสร้าง HCV g3a recombinant plasmid 

 NS3/4A region ของ HCVg3a จะถูกน ามาเพ่ิมขยายจ านวนด้วย one-step RT-PCR โดยการผัน

แปรที่ annealing temperature ต่างๆ จากผลการทดลองพบว่า annealing temperature ที่ 60C 

สามารถเพ่ิมผลิต cDNA ที่มีขนาดชิ้นประมาณ 2.1 kb ได้ดี แต่ที่ 62.5C กลับไม่พบแถบ DNA (รูปที่ 4.2) 

ดังนั้นจึงใช้ annealing temperature ที่ 60C ส าหรับคู่ของ primer HCV3_3376 และ HCV3_5500 ใน
การทดลองขั้นต่อไป 
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รูปที่ 4.2 การทดสอบ annealing temperature ที่ใช้เพิ่มขยายชิ้นส่วน NS3/4A region ของ  HCVg3a 
ด้วย primer HCV3_3376 และ HCV3_5500 จากการวิเคราะห์ปริมาณของ cDNA ผลผลิตจากปฏิกิริยา 
one step RT-PCR บน 0.8% agarose gel electrophoresis                                                       
Lane M : DNA Ladder marker 100 bp                                                                       
Lane 1 :  cDNA 2.1 kb  ที่ annealing temp 60  ºC                                                       
Lane 2 :  cDNA 2.1 kb  ที่ annealing temp 62.5  ºC 

 ชิ้นส่วน NS3/4A region ของ HCVg3a ที่ได้จะถูกน าไปเชื่อมต่อเข้าไปที่ BamHI และ XbaI  site 
ของ lineralized pVAX1 เมื่อน าไป transform เข้า JM109 มีการคัดเลือก 3 recombinant colonies ที่

เจริญได้บน LA ที่มี 50 g/ml kanamycin ผลจากการสกัด plasmid แล้วน ามาวิเคราะห์ด้วย 0.8% 
agarose gel electrophoresis พบว่า recombinant no 3 มี plasmid ที่น่าจะมีชิ้น DNA insert เมื่อ
เปรียบเทียบกับ pVAX1 vector (รูปที่ 4.3) 

 จากการตรวจสอบความถูกต้องของชิ้น DNA insert ที ่clone เข้าไปภายใน pVAX1 vector จาก
การตัดด้วย BamHI และ XbaI พบแถบ DNA ขนาดประมาณ 2.1 kb (รูปที่ 4.4) ซึ่งสอดคล้องกับผลจาก 
PCR ที่สามารถเพ่ิมขยายชิ้นส่วน  NS3/4A region ของ HCVg3a ที่มีขนาดประมาณ 2.1 kb ได้ เมื่อใช้ 
primer HCV3_3376 และ HCV3_5500 (รูปที่ 4.5) และเมื่อน า recombinant plasmid ไปยืนยันความ
ถูกต้องของล าดับนิวคลิโอไทด์ด้วยวิธี DNA sequencing พบว่า recombinant plasmid no 3 มี ชิ้นส่วน
ของ DNA insert เป็น HCVg3a จริง (ไม่ได้แสดงผล)  

 

 

 

             M            1            2 
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รูปที่ 4.3 แสดงขนาดน้ าหนักโมเลกุลของ HCVg3a recombinant plasmid เมื่อน ามาเปรียบกับ pVAX1 
vector จากวิเคราะห์ด้วย 0.8% Agarose gel electrophoresis                                          
Lane M: 1 Kb marker                                                                                              
Lane 1 : pVAX1 vector                                                                                           
Lane 2-4: Recombinant 1-3, ตามล าดับ 

 

 

 

 
 

 

 

 
 
รูปที่ 4.4 แสดงผลการพิสูจน์ความถูกต้องของ HCVg3a recombinant plasmid จากการวิเคราะห์ด้วย 
BamHI-XbaI digestion analysis บน 0.8% agarose gel electrophoresis                               
M1 และ  M2: 1 Kb และ 100 bp marker ตามล าดับ                                                            
Lane 1: pVAX1                                                                                                      
Lane 2-4: Recombinant no 1-3, ตามล าดับ 

      M           1          2         3        4 

           M1          1            2           3          4        M2                         

    2000 bp 
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รูปที่ 4.5 แสดงผลการพิสูจน์ความถูกต้องของ recombinant plasmid HCVg3a  

  จากการวิเคราะห์ด้วย PCR บน 0.8% agarose gel electrophoresis  
  M1 และ M2: 1 Kb และ 100 bp marker, ตามล าดับ 

Lane 1: recombinant plasmid no 3 
Lane 2: 2.1 kb cDNA (positive control) 

 
4.4 การสร้าง HCV g6f recombinant plasmid 

NS3/4A region ของ HCVg6f จะถูกน ามาเพ่ิมขยายจ านวนเทคนิค assembly RT-PCR โดยเริ่ม
สร้างชิ้นส่วนของ cDNA ที่มีขนาดประมาณ 828 bp ก่อนด้วย primer HCV6_ F4669 และ pVax1 
HCV6_ R5497 โดยที่ reverse primer มีชิ้นส่วนที่จับจ าเพาะที่ pVAX1 vector ด้วย ผลจากการทดสอบ 

พบว่า ที่ annealing temperature 63.6C และ 71.6C สามารถเพ่ิมขยายจ านวนได้ผลผลิตปริมาณ
พอๆ กัน (รูปที่ 4.6) 

 
 
 
 
  
 
 
 
รูปที่ 4.6 การทดสอบ annealing temperature ที่ใช้เพิ่มขยายช้ินส่วน NS3/4A region ของ 
HCVg6f ด้วย HCV6_ F4669 และ pVax1 HCV6_ R5497 จากการวิเคราะห์ปริมาณของ cDNA ผลผลิต
จากปฏิกิริยา one step RT-PCR บน 0.8% agarose gel electrophoresis  
Lane M : DNA Ladder marker 100 bp  
Lane 1 :  cDNA 828 bp  ที่ annealing temp 63.6  ºC 
Lane 2 :  cDNA 828 bp  ที่ annealing temp 71.6  ºC 

   M       1       2 

1000 

bp 

    M1        1        2        M2 
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ในท านองเดียวกันเมื่อน า pVax1 HCV6_F3393 ที่สามารถจับจ าเพาะที่ pVAX1 vector ได ้และ 
HCV6_R4689 primer  มาเพ่ิมขยายชิ้นส่วนของ HCV DNA ผลจากการผันแปร annealing 
temperature พบว่า ที่ 52.6 C และ 63.6C สามารถเพ่ิมขยายจ านวนได้ผลผลิตประมาณ 1296 bp ที่
มีปริมาณพอๆ กัน (รูปที่ 4.7) หลังจากการน าแต่ละชิ้นส่วนของ cDNA มา assembly กันเทคนิค 
assembly PCR และปรับสภาวะด้วยการเติม MgCl2 พบว่า สภาวะของปฏิกิริยาที่เติมด้วย 0.8 และ 1 
mM MgCl2 ให้ผลผลิตชิ้นส่วนของ DNA บริเวณ NS3/NS4A ขนาดประมาณ 2.1 kb ปริมาณพอๆ กัน (รูป
ที่ 4.8) ทีพ่ร้อมน าไปใช้ในการ cloning ต่อไป 
 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7 การทดสอบ annealing temperature ที่ใช้เพิ่มขยายช้ินส่วน NS3/4A region ของ 
HCVg6f ด้วย pVax1 HCV6_F3393 และ HCV6_R4689 primer  จากการวิเคราะห์ปริมาณของ cDNA 
ผลผลิตจากปฏิกิริยา one step RT-PCR บน 0.8% agarose gel electrophoresis                     
Lane M : DNA Ladder marker 100 bp                                                                        
Lane 1-2 : cDNA 1296 bp ที่ annealing temp 52.6ºC  และ 63.6ºC  ตามล าดับ                                                   

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.8 การเพิ่มขยายสารพันธุกรรมของ HCV6f  ขนาด 2104 bp ด้วย pVAX1 HCV6_ F3393 
primer และ pVAX1 HCV6_ R5497 primer  
Lane M : DNA Ladder marker 100 bp  
Lane 1 :  cDNA 2104 bp (positive control)   
Lane 2-3 :  DNA 2104 bp  ด้วย MgCl2  0.8 และ 1 mM ตามล าดับ 

       M               1              2 

        M              1              2                   3  

2000 bp 
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ชิ้นส่วน NS3/4A region ของ HCVg6f  ที่ได้จะถูกน าไปผสมกับ BamHI และ XbaI lineralized 
pVAX1 เมื่อน าไป transform เข้า JM109 แล้วคัดเลือก 20 recombinant colonies ที่เจริญได้บน LA ที่

มี 50 g/ml kanamycin ผลจากการสกัด plasmid แล้วน ามาวิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose gel 
electrophoresis พบว่า recombinant no 2,3,4,5,6 และ 10 มีน้ าหนักโมเลกุลมากกว่า pVAX1 vector 
(รูปที่ 4.9) และเม่ือน า recombinant เหล่านี้ไปตรวจสอบด้วย BamHI และ XbaI digestion analysis 
พบว่า recombinant no 3 เท่านั้นได้แถบ DNA 2 แถบ ที่มีขนาดประมาณ vector และ NS3/4A region 
ที่มขีนาดประมาณ 2.1 kb (รูปที่ 4.10) ซ่ึงผลการทดลองสอดคล้องกับผลจาก PCR ที่สามารถขยายชิ้นส่วน  
NS3/4A region ของ recombinant no 3 ไดข้นาดประมาณ 828 bp เมื่อใช้ primer HCV6_ F4669 
และ pVAX1 HCV6_ R5497 (รูปที่ 4.11) และเม่ือน า recombinant plasmid ไปยืนยันความถูกต้องของ
ล าดับนิวคลิโอไทด์ด้วยวิธี DNA sequencing พบว่า recombinant plasmid no 3 มี ชิ้นส่วนของ DNA 
insert เป็น HCVg6f  จริง (ไม่ได้แสดงผล)  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

รูปที่ 4.9 แสดงขนาดน้ าหนกัโมเลกุลของ HCVg6f recombinant plasmid เมื่อน ามาเปรียบกับ 
pVAX1 vector จากวิเคราะห์ด้วย 0.8% Agarose gel electrophoresis โดยที่ M = 1 Kb marker 
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รูปที่ 4.10 แสดงผลการพิสูจน์ความถูกต้องของ HCVg6f recombinant plasmid จากการวิเคราะห์
ด้วย BamHI-XbaI digestion analysis บน 0.8% agarose gel electrophoresis 
M1 : 100 bp marker 
Lane 1: pVAX1 
Lane 2-7 : recombinant plasmid ต่างๆ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 4.11 แสดงผลการพิสูจน์ความถูกต้องของ HCVg6f recombinant plasmid จากการวิเคราะห์
ด้วย PCR บน 0.8% agarose gel electrophoresis  
M : 100 bp marker 
Lane 1: 828 bp cDNA (positive control) 
Lane 2-8 : recombinant plasmid no ต่างๆ  

  M       +828 bp  No.3     No.11    No.12   No.14   No.17     No.19     No.20 
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บทที่ 5 

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

ไวรัสตับอักเสบชนิดซี (HCV) เป็นไวรัสที่มีการกลายพันธุ์สูงมาก สามารถแบ่งออกได้เป็นหลายสาย

พันธุ์และยังแบ่งย่อยออกได้หลาย subtypes อย่างไรก็ตาม HCV ยังมีบริเวณท่ีมีการอนุลักษณ์ไว้ที่ 5UTR ที่ 
ใช้เป็น internal ribosome entry site (IRES) จึงสามารถใช้บริเวณนี้ในการพิสูจน์การติดเชื้อ HCV ได้ จาก
ตัวอย่างซีรั่มทั้งหมดจ านวน 67 ตัวอย่าง ที่เก็บจากผู้ป่วยที่เข้ามาตรวจเลือดหรือติดตามผลการรักษาที่
โรงพยาบาลนครนายกที่ตั้งในภาคกลางจ านวน 9 ตัวอย่างหรือบริษัทกรุงเทพพยาธิแล๊ปจ ากัดท่ีรับตรวจเลือด
ทั่วประเทศ โดยเลือดได้ผ่านการทดสอบเบื้องต้นแล้วด้วยเทคนิค ELISA เมื่อน ามายืนยันการติดเชื้อด้วย
เทคนิค One step RT-PCR พบแถบ cDNA ที่มีขนาดประมาณ 279 bp ตามท่ีคาด จึงเป็นการยืนยันการติด
เชื้อ HCV จริง เมื่อน าแถบ cDNA ไปสกัดให้บริสุทธิ์และน าไปหาล าดับนิวคลิโอไทด์ โดยเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูล พบว่าตัวอย่างทั้งหมด 67 ตัวอย่างมีล าดับนิวคลิโอไทด์เป็นของ HCV จริง และสามารถจ าแนก
ออกเป็น 4 genotypes โดยมีการเรียงล าดับตามความชุกจากมากไปหาน้อยได้แก่ genotype 1, 6, 3 และ 4 
ที่มีความชุกคิดเป็นร้อยละ 49.25, 26.87, 22.39 และ 1.49 ตามล าดับ และเนื่องจาก HCV มีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมมากจึงสามารถจ าแนกออกเป็น subtypes ต่างๆ ได้ โดย genotype 1 ที่พบมีการ
ระบาดท่ัวโลก และพบมากท่ีสุดจากผลการวิจัยในครั้งนี้ด้วย สามารถจ าแนกออกเป็น subtype 1b และ1a  ที่
มีความชุกเรียงตามล าดับจากมากไปหาน้อยคิดเป็นร้อยละ 32.83  และ 16.42 ตามล าดับ ส่วน genotype 6 
ที่พบมากในประเทศไทยและทวีปเอเชียตะวันออกใต้ มีความชุกคิดเป็นร้อยละ 26.87 สามารถจ าแนกออกเป็น 
6 subtypes ได้แก่ 6a, 6e, 6f, 6h, 6n, และ 6o โดยที่ 6f มีความชุกมากท่ีสุดในการศึกษาครั้งนี้ คิดเป็นร้อย
ละ 11.94  ส่วน genotype 3 ที่พบระบาดมากในทวีปเอเชียและเคยเป็น genotype ที่เคยพบมากท่ีสุดกลับ
พบมีความชุกเป็นอันดับ 3 จากงานวิจัยนี้ คิดเป็นร้อยละ 22.39 โดยสามารถจ าแนกออกเป็น 2 subtypes 
ได้แก่ 3a และ 3b ทีม่ีความชุกเรียงตามล าดับจากมากไปหาน้อยคิดเป็นร้อยละ  17.91 และ 4.48 ตามล าดับ 
นอกจากนี้ยังพบ genotype 4 เพียง 1 ตัวอย่าง ซึ่งปกติพบน้อยอยู่แล้วมีค่าความชุกคิดเป็นร้อยละ 1.49 จาก
ข้อมูลดังกล่าวสอดคล้องกับงานวิจัยที่มีรายงานก่อนหน้านี้ว่า genotype  6 และ 3 เป็น genotype ที่มีการ
แพร่ระบาดมากในทวีปเอเชียรวมทั้งประเทศไทยด้วยและยังใม่มีการผลิต DNA vaccine ที่ต่อต้านสายพันธุ์ทั้ง
สอง ดังนั้นจึงเลือก genotype 3a และ 6f มาท า DNA vaccine ด้วยการสร้าง recombinant plasmid ที่มี
ชิ้นส่วนของ DNA ประกอบด้วย NS3/NS4A region และ insert เข้าไปภายใน pVAX1 vector  โดย NS3 
เป็นโปรตีนที่มีมวลโมเลกุลประมาณ 67 kDa จัดเป็น multifunctional activity ประกอบไปด้วย NS3 
serine proteinase domain อยู่ในส่วนของ N-terminal ที่ประกอบด้วย 189 aa ซึ่งท าหน้าที่เกี่ยวข้องใน
การตัดแยกโปรตีนระหว่าง NS3-4A, 4A-4B, 4B-5A และ 5A-5B ส่วน NTPase/helicase อยู่ในส่วนของ C-
terminal ที่ประกอบด้วย 442 aa มีบทบาทต่อ RNA-stimulated NTPase activity, RNA binding และการ
คลายเกลียวของ RNA ท าให้เกิด RNA replication เกิดข้ึนได้อย่างสมบูรณ์ ส่วน NS4A protein เป็นโปรตีนที่
มีมวลโมเลกุลประมาณ 8 kDa มีทั้งหมด 54 aa จัดเป็น cofactor ส าหรับ NS3 serine protease activity 
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ท าให้เกิด NS3-4A complex ดังนั้นการสร้าง DNA vaccine ต่อ NS3-4A complex จึงมีบทบาทส าคัญใน
การขัดขวาง replication ของไวรัสได้ 

การเพ่ิมขยายจ านวนชิ้นส่วน DNA บริเวณ NS3/4A ของ HCVg3a ด้วย one-step RT-PCR 

จ าเป็นต้องมีการออกแบบ primer ให้ปลายสายมี restriction site ส าหรับตัดด้วย BamHI ที่ปลาย 5 และ 

XbaI ที่ปลาย 3 หลังจากถูกตัดด้วย enzyme ดังกล่าวจะได้ sticky end ที่สามารถต่อกับ BamHI/XbaI 
linearlized pVAX1 ที่ต าแหน่งเดียวกันได้ และต้องมี ATG เพ่ือการแสดงออกของยีน ผลจากการเพิ่มขยาย

จ านวน annealing temperature ที่ 60C พบว่า สามารถเพ่ิมขยายจ านวนชิ้นส่วน DNA เป้าหมายได้ขนาด
ประมาณ 2.1 kb เมื่อน าไป clone เข้า pVAX1 ที่ต าแหน่งดังกล่าว และ transform เข้า JM109 แต่
เนื่องจาก enzyme ทั้งสองมีการตัดไม่สมบูรณ์ จากการทดสอบน า vector ที่ผ่าน BamHI , XbaI single 
digestion รวมทั้ง BamHI/XbaI double digestion มา transform เข้าไปภายใน โฮสท์เซลล์ พบหลายๆ  

colonies ที่สามารถเจริญได้บน 50 g/ml LA เนื่องจากผลจากการตัดด้วย enzyme ที่ไม่สมบูรณ์ท าให้ได ้
vector กลับมาปะปนอยู่กับ recombinant plasmids การเพ่ิมเวลาในการตัด enzyme ตลอดคืนไม่สามารถ
ท าได้ เพราะอาจท าให้ต าแหน่งที่ตัดด้วย enzyme เสียไปจนไม่สามารถน าไป cloning ได้ นอกจากนี้การ 
cloning เข้าไปใน pVAX1 vector จ าเป็นต้องอาศัย antibiotic selection เพียงเดียวจึงท าให้การคัดเลือก 
recombinant plasmid มีความยากล าบากมากขึ้น อย่างไรก็ตาม หลังจากการ cloning ที่ต าแหน่ง 
BamHI/XbaI site พบมี recombinant colony เพียง 1 ใน 30 colony หลังจากพิสูจน์ความถูกต้องของชิ้น 
DNA insert ด้วยวิธี BamHI/XbaI digestion, PCR และ DNA sequencing สามารถยืนยันได้ว่าชิ้น DNA 
insert ที่ใส่เข้าไปเป็น NS3/4A ของ HCVg3a จริง จากผลการทดลองทั้งหมดชี้ให้เห็นว่าการ cloning ด้วยวิธี
ดั้งเดิมแบบ enzyme digestion และ ligation มีประสิทธิภาพต่ า 

ส าหรับ HCV 6f ใช้วิธีการเพ่ิมขยายจ านวนชิ้นส่วน DNA บริเวณ NS3/4A ด้วยเทคนิค assembly 
PCR เพ่ิมขยายชิ้นส่วน DNA ทีละชิ้นด้วย RT-PCR แล้วน า cDNA มาต่อเข้าด้วยกัน วิธีนี้มีข้อดีในกรณีท่ี
ชิ้นส่วนของ insert มีขนาดยาวมาก และเพ่ือหลีกเลี่ยงปัญหาการตัดด้วย enzyme ที่ไม่สมบูรณ์ ดังนั้นจึงใช้ 
วิธีการ cloning ที่แตกต่างไปจากของ g3a ด้วยการใช้ In-Fusion cloning kit (Clontech) ที่ก าหนดให้มีการ
ออกแบบให้ปลายสายทั้งสองข้าง มีส่วนเหมือนกับ vector บริเวณท่ีจะ insert ประมาณ 15 bp เพ่ือใช้ในการ 
homologous recombination แทนการเชื่อมต่อด้วย enzyme ligase อย่างไรก็ตาม pVAX1 จ าเป็นต้อง
ผ่านการตัดให้เป็นเส้นตรงก่อนด้วย BamHI และ XbaI ก่อน จากการทดลองได้ 1 recombinant plasmid 
จากการคัดเลือกมาจ านวน 20 colonies หลังจากพิสูจน์ความถูกต้องของชิ้น DNA insert ด้วยวิธี 
BamHI/XbaI digestion, PCR และ DNA sequencing สามารถยืนยันได้ว่าชิ้น DNA insert ทีใ่ส่เข้าไปเป็น 
NS3/4A ของ HCVg6f จริง อย่างไรก็ตามยังไม่สามารถสรุปได้ว่า การ  cloning แบบ  recombination นี้มี
ประสิทธิภาพดีกว่าการ cloning แบบดั้งเดิม แต่คาดว่าหลังจากตัด vector ด้วย enzyme ทิ้งไว้ตลอดคืนจะ
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการ cloning ได้ดีขึ้น โดยไม่ผลการกระทบต่อการ recombination เพราะไม่ได้ใช้
ต าแหน่งตัด enzyme ในการเชื่อมต่อ  
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สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 จากตัวอย่างทั้งหมด 67 ตัวอย่าง สามารถจ าแนก HCV ออกเป็น 4 genotypes ได้แก่ genotype 1, 
6, 3 และ 4 ที่มีความชุกคิดเป็นร้อยละ 49.25, 26.87, 22.39 และ 1.49 ตามล าดับ และ genotype 3a หรือ 
6f ที่มีความชุกมากท่ีสุดใน genotype 3 และ 6 ตามล าดับ หลังจากน าไป clone เข้า pVAX1 ได ้
recombinant plasmid ไดผ้่านการพิสูจน์แล้วมี DNA insert ที่เป็นชิ้นส่วน DNA ที่ประกอบด้วย 
NS3/NS4A ของ HCVg3a หรือ HCVg6f จริง ที่พร้อมในการทดสอบคุณสมบัติในการเป็น DNA vaccine 
ต่อไปด้วยการน าไปทดสอบการแสดงออกของยีน และท า codon optimization เพ่ือเพ่ิมการแสดงออกของ
ยีนตลอดจนน าไปทดสอบประสิทธิภาพการเป็นวัคซีนด้วยน าไปฉีดกระตุ้นในสัตว์ทดลองและวัดภูมิคุ้มกันทั้ง 
humoral และ cellular immune response  หากการพัฒนาเป็นวัคซีนประสบความส าเร็จสามารถน าไปใช้
ในการต่อต้านการติดเชื้อ HCV ได้  

 

ผลผลิต  (Output)  

ผลงานวิจัยยังสามารถน าไปตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารระดับชาติและนานาชาติ อาทิ Journal of Medical 
Virology, Journal of Clinical Microbiology, Journal of General Virology และ Clinical and 
Molecular Hepatology เป็นต้นและ DNA vaccine ที่สร้างขึ้นสามารถน าจดสิทธิบัตรได้ 

 หน่วยงานที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์คือกระทรวงสาธารณสุข และผลิตได้ในเชิงพาณิชย์ 
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