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ไมโครอาร์เอน็เอ (microRNA) เป็นอาร์เอน็เอขนาดเลก็ทีÉไม่ถกูถอดรหสัไปเป็นโปรตีน 

ขนาดประมาณ 18-24 นิวคลีโอไทด ์ไมโครอาร์เอน็เอมีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของ

ยนีในขัÊนตอนกระบวนการหลงัการถอดรหสัยนี โดยยบัย ัÊง mRNA เป้าหมายไม่ใหถ้อดรหสัไป

เป็นโปรตีน วตัถุประสงคข์องการศึกษาในครัÊ งนีÊ คือ ศึกษาคุณลกัษณะทัÉวไป ทาํนายยนีเป้าหมาย

และศึกษาการแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 ของสุกร ผลการศึกษาพบว่า โครงสร้างทุติย

ภูมิของ miR-155 และ miR-181 ของสุกรมีลกัษณะจบักนัเป็นสายคู่และเกิดเป็นห่วงบริเวณกลาง

สาย ซึÉงมีลกัษณะคลา้ยคลึงกนักบัสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉน ไดแ้ก่ คน, หนู, ไก่ และ ปลา นอกจากนีÊลาํดบั

เบสของ ssc-miR-155 และ ssc-miR-181 มีความคลา้ยคลึงกบัสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉนคิดเป็น 91.3-

95.8% โดยเฉพาะลาํดบัเบสบริเวณ seed region มีความเหมือนกนัถึง 100% จากทาํนายยนี

เป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ 3 โปรแกรม ไดแ้ก่ DIANA-

micro T, miRmap และ PicTar ไดผ้ลการทาํนายยนีเป้าหมายของ miR-155 คือ BACH1, SOCS1, 

MAP3K14 และ MPP5 และยนีเป้าหมายของ miR-181 คือ DDX3X, NFAT5, FOXP1 การศึกษา

การแสดงออกของไมโครอาร์เอน็เอทัÊงสองชนิดพบว่า miR-181 มีการแสดงออกทีÉเท่ากนัในทุก

ตวัอยา่ง (มา้ม, กลา้มเนืÊอ, เมด็เลือดขาว และเซลล ์PK15) ขณะทีÉ miR-155 มีการแสดงออก

ปริมาณมากในเซลลเ์มด็เลือดขาวและ PK15 จากนัÊนทาํการทดสอบการแสดงออกของ miR-155 

และ miR-181 ในเซลลเ์มด็เลือดขาวทีÉไดรั้บการกระตุน้พบว่า ไมโครอาร์เอน็เอทัÊงสองชนิดมี

ปริมาณการแสดงออกสูงสุดใน 12 ชัÉวโมงแรกหลงัไดรั้บการกระตุน้ และมีการแสดงออกลดลงใน 

24 และ 48 ชัÉวโมงต่อมา จากผลการศึกษาขา้งตน้สนันิษฐานไดว้่า miR-155 และ miR-181 น่าจะมี

บทบาทเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัของสุกร  
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MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNA molecules ranging between 18-24 

nucleotides. MicroRNAs regulated gene expression through post transcriptional inhibition of 

target mRNA. The objective of this study is to characterized, predicted target genes and 

analyzed porcine miR-155 and miR-181 expression. Our results showed that porcine miR-155 

and miR-181 had hairpin loop structure resemble to other species including human, mouse, rat, 

chicken and fish. In addition, the mature sequences of ssc-miR-155 and ssc-miR-181 shared 

91.3-95.8% similarity and 100% similarity at the seed region with miR from other species. The 

miR-155 and miR-181 target genes were predicted by three webserver tool including DIANA-

micro T, miRmap and PicTar. The top candidate genes for miR-155 were BACH1, SOCS1, 

MAP3K14 and MPP5. The top candidate genes for miR-181 were DDX3X, NFAT5, FOXP1 and 

MPP5. Expression analysis revealed that ssc-miR-181 equally expressed in all tissues (spleen, 

muscle, PBMC and PK15), while ssc-miR-155 highly expressed in PBMC and PK15. 

Moreover, both miRNAs highly expressed at 12 hours in stimulated peripheral blood 

mononuclear cells, while lower expression had been observed at 24 and 48 hours. In conclusion, 

these findings suggested that porcine miR-155 and miR-181 could play an important role in the 

porcine immune system. 
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12 แสดงโครงสร้างทุติยภมิูของ ssc-miR-155 และ ssc-miR-181 ทีÉทาํนายไดจ้าก 

 โปรแกรม RNAfold web server                26 

13 แผนภูมิแสดงจาํนวนยนีเป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 ทีÉทาํนายไดจ้าก      

 โปรแกรมทาํนายยนี 3 โปรแกรม คือ DIANA-micro T, miRmap และ PicTar             31 

14 แสดงการจบักนัของลาํดบัเบสระหว่าง miR-155, miR-181 และยนีเป้าหมาย             33 

15 การแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 ในเนืÊอเยืÉอและเซลลข์องสุกร สกดั     

 RNA จากเนืÊอเยืÉอและเซลลข์องสุกร ไดแ้ก่ มา้ม (spl: spleen), เซลลเ์มด็เลือด         

 ขาว (PBMC: peripheral blood mononuclear cells), กลา้มเนืÊอ (mus: muscle)                   

 และเซลล ์PK15 (PK15: porcine kidney cell lines) (M = marker และ N =  

 negative control)                              34 

16 แสดงขนาดแถบ DNA ของ miR-155 และ miR-181 จากการเพิÉมจาํนวนดว้ย             

 เทคนิค PCR มีขนาด 72 และ 85 bp ตามลาํดบั (M = marker และ N = negative        

 control)                     35 

17 แสดงโคโลนีทีÉไม่มีชิÊน DNA แทรกอยูจ่ะมีสีฟ้า (ในวงกลมทีÉลกูศรชีÊ ) และ 

โคโลนีทีÉมีชิÊน DNA แทรกอยูจ่ะมีสีขาว                 35 

18 แสดงผลการเจริญของเชืÊอ E. coli เพาะเลีÊยงในอาหารเลีÊยงเชืÊอ LB ทีÉมีส่วนผสม               

 ของยาปฏิชีวนะ ampicillin วงกลมเชืÊอ E. coli โคโลนีทีÉคาดว่ามีชิÊนส่วนของ 

 pGEM-miR-155                    36 

19 แสดงผลการเจริญของเชืÊอ E. coli เพาะเลีÊยงในอาหารเลีÊยงเชืÊอ LB ทีÉมีส่วนผสม             

 ของยาปฏิชีวนะ ampicillin วงกลมเชืÊอ E. coli โคโลนีทีÉคาดว่ามีชิÊนส่วนของ 

  pGEM-miR-181                    36 

20 แสดงผลการทาํ colony PCR screening ของ miR-155 และ miR-181 (M = marker  

 และ N = negative control)                   37 

21 แสดงผลการทาํ colony PCR screening ของ pGEM-miR-155 และ pGEM-miR-181 

(M = marker)                   37 

 



 

(5) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

 

  ภาพทีÉ                              หน้า 

 

22 แสดงกราฟมาตรฐานของ pGEM-miR-155 (amplification graph) ดว้ย ten-fold           

 serial dilution จาํนวนพลาสมิด 2.99x109 ถึง 2.99x104 copy number              38 

23 แสดงกราฟมาตรฐานของ pGEM-miR-155 ค่า R2 เท่ากบั 0.996                           39 

24 แสดงกราฟมาตรฐานของ pGEM-miR-181 (amplification graph) ดว้ย ten-fold           

 serial dilution จาํนวนพลาสมิด 2.99x109 ถึง 2.99x104 copy number              39 

25 แสดงกราฟมาตรฐานของ pGEM-miR-181 ค่า R2 เท่ากบั 0.998              40 

26 แสดง Melt Peak ของ miR-155 มีค่า Tm เท่ากบั 74°C               40 

27 แสดงผลิตภณัฑ ์PCR บน 5% Nuseive gel ทีÉไดจ้ากการพฒันาเทคนิคตรวจวดัการ 

 แสดงออกของ miR-155 (M = marker และ N = negative control)              41 

28 แสดง Melt Peak ของ miR-181 มีค่า Tm เท่ากบั 78°C               42 

29 แสดงผลิตภณัฑ ์PCR บน 5% Nuseive gel ทีÉไดจ้ากการพฒันาเทคนิคตรวจวดัการ 

 แสดงออกของ miR-181 (M = marker 10 bp, N = negative control และ ten-fold 

serial dilution ของ pGEM-miR181 ตัÊงแต่ 2.99x109 ถึง 2.99x104 )             42 

 30 แสดงลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ของเซลลเ์มด็เลือดขาวของสุกรทีÉสกดัดว้ย              

ficoll ทีÉกาํลงัขยาย 20X (ซา้ย) และ 40X (ขวา) ตามลาํดบั              43 

 31 กราฟแท่งแสดงระดบัการแสดงออกของ miR-155 ใน PBMC ของสุกรทีÉไดรั้บการ 

  กระตุน้ดว้ย con A เป็นเวลา 12, 24 และ 48 ชัÉวโมง เทียบกบักลุ่มควบคุม             44 

 32 กราฟแท่งแสดงระดบัการแสดงออกของ miR-181 ใน PBMC ของสุกรทีÉไดรั้บการ 

  กระตุน้ดว้ย con A เป็นเวลา 12, 24 และ 48 ชัÉวโมง เทียบกบักลุ่มควบคุม             44 
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ระดับการแสดงออกและการทํานายยีนเป้าหมายของ microRNA-155  

และ microRNA-181 ในเซลล์สุกร  

 

Expression Analysis and Gene Target Prediction of MicroRNA-155  

and MicroRNA-181 in Porcine Cells 

 

คาํนํา 

 

 ปัจจุบนัประเทศไทยมีเกษตรกรทีÉเลีÊยงและผลิตสุกรเพืÉอการคา้เป็นจาํนวนมาก ขอ้มลูจาก

กลุ่มสารสนเทศและขอ้มลูสถิติ ศนูยส์ารสนเทศ กรมปศุสตัว ์ (ม.ป.ป.) พบว่าในปี พ.ศ. 2555 

ประเทศไทยมีเกษตรกรผูเ้ลีÊยงสุกรทัÊงสิÊน 258,462 ครัวเรือน มีสุกรเลีÊยงมากกว่า 10,000,000 ตวั 

รวมมลูค่าสูงถึง 80,000 ลา้นบาท  การผลิตสุกรเพืÉอการส่งออกคิดเป็น 5 เปอร์เซ็นตข์องการผลิต

ทัÊงหมด และเนืÉองจากความตอ้งการในการบริโภคทีÉเพิÉมสูงขึÊน อุตสาหกรรมการผลิตสุกรใน

ประเทศไทยจึงมีแนวโนม้ในการขยายปริมาณการผลิตและยกระดบัมาตรฐานการเลีÊยงสุกรใหดี้

ยิÉงขึÊน ซึÉงระบบการเลีÊยงสุกรใหมี้มาตรฐานขึÊนอยูก่บัปัจจยัต่างๆ เช่น การจดัการฟาร์ม 

สภาพแวดลอ้มโรงเรือน อาหารทีÉใชเ้ลีÊยงสตัวแ์ละแนวทางการป้องกนัโรค ปัญหาสุขภาพของสุกร

เลีÊยงมกัเกิดจากการติดเชืÊอแบคทีเรียหรือไวรัส เช่น การติดเชืÊอไวรัส PRRS (porcine reproductive 

and respiratory syndrome virus) มีผลให้สุกรทีÉติดเชืÊอมีอาการทางระบบทางเดินหายใจและระบบ

สืบพนัธุ ์ และยงัเป็นเชืÊอทีÉมีการระบาดทีÉรวดเร็วก่อใหเ้กิดความสูญเสียในระบบการผลิตสุกรเป็น

จาํนวนมาก อุตสาหกรรมการผลิตสุกรจึงมีแนวทางการควบคุมการเกิดโรคโดยการใหว้คัซีน ซึÉง

วคัซีนทีÉมีการผลิตและใชก้นัอยูใ่นปัจจุบนั เช่น วคัซีนป้องกนัโรค PRRS ยงัไม่สามารถป้องกนั

การติดเชืÊอไดผ้ลดี ดงันัÊนการศึกษาระบบภูมิคุม้กนัในสตัวจึ์งเป็นพืÊนฐานทีÉสาํคญัสาํหรับการ

พฒันาและหาแนวทางการป้องกนัโรคทีÉมีประสิทธิภาพมากยิÉงขึÊน  

 

 ไมโครอาร์เอน็เอ (microRNA หรือ miRNA) เป็นอาร์เอน็เอขนาดเลก็ มีหนา้ทีÉจบักบัยนี

เป้าหมายเพืÉอยบัย ัÊงหรือลดการแสดงออกของยนีนัÊน (Baltimore et al., 2008; Lindsay, 2008)     

ไมโครอาร์เอน็จะเขา้จบักบัเบสคู่สมบริเวณดา้น 3’ ของยนีเป้าหมาย เรียกบริเวณทีÉจบักนันีÊ ว่า seed 

region ซึÉงเป็นบริเวณทีÉมีลาํดบัเบสทีÉมีความจาํเพาะ และมีความเหมือนของลาํดบัเบสทีÉสูงมากใน

สิÉงมีชีวิตหลายชนิด เช่น คน, หนู mouse, หนู rat, สุนขัและไก่ (Lewis et al., 2005) การจบักนัของ

คู่เบสบริเวณ seed region ในสตัวแ์ละพืชมีความแตกต่างกนั จากรายงานต่างๆ พบว่าบริเวณ seed 
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region ในสตัวม์กัเกิดการจบัคู่เบสผดิพลาด (mismatch) ต่างจากในพืชทีÉคู่เบสสามารถเขา้กนัได้

ครบทุกตาํแหน่ง (Shabalina and Koonin, 2008) จากการคน้พบและศึกษาไมโครอาร์เอน็เอ

หลากหลายชนิดพบว่าไมโครอาร์เอน็เอมีความเกีÉยวขอ้งกบัการพฒันาและการทาํงานของเซลลใ์น

ระบบต่างๆ ของร่างกาย และยงัมีบทบาทควบคุมระบบภูมิคุม้กนัใหเ้ป็นไปอยา่งสมดุลอีกดว้ย 

(Baltimore et al., 2008; Lindsay, 2008) ไมโครอาร์เอน็เอทีÉมีความเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัมี

หลายชนิด เช่น miR-15a, miR-16, miR-21, miR-24, miR-32, miR-93, miR-122, miR-146,   

miR-155 และ miR-181 (Lindsay, 2008) โดยบทบาทของ miR-155 และ miR-146 ทาํหนา้ทีÉ

ควบคุมการทาํงานเกีÉยวกบัการส่งสญัญาณของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนั ไดแ้ก่ Toll-like receptor 4 

(TLR4) (Schulte et al., 2013) และ TLR3 (Li et al., 2013) อีกทัÊง miR-155 ยงัมีบทบาทเกีÉยวขอ้ง

กบักระบวนการการอกัเสบ โดยเป็นทัÊงตวัควบคุมเชิงบวก (positive regulator) และตวัควบคุมเชิง

ลบ (negative regulator) ในการยบัย ัÊงยนีเป้าหมาย MyD88, TAB2 และ IKK เพืÉอลดการผลิต      

ไซโตไคน์ทีÉเกีÉยวขอ้ง (Tang et al., 2010; Tili et al., 2007; Ceppi et al., 2009) บทบาทของ    

miR-181 มีหนา้ทีÉควบคุมการพฒันารูปร่างของ B cell และการคดัเลือก T cell โดยการยบัย ัÊงยนี

เป้าหมาย SHP-2, PTPN22, DUSP5 และ DUSP6 (Lindsay, 2008) และจากการศึกษา miR-181 

กบัการติดเชืÊอไวรัสในสตัวท์ดลอง พบว่า miR-181 mimic สามารถยบัย ัÊงการเพิÉมจาํนวนของไวรัส 

PRRS โดยเขา้จบักบับริเวณ open reading frame 4 (ORF4) (Guo et al., 2013) อยา่งไรก็ตาม

การศึกษาบทบาทและหนา้ทีÉของไมโครอาร์เอน็เอส่วนใหญ่พบรายงานในหนูและคน ต่างจาก

การศึกษาในสุกรทีÉมีรายงานค่อนขา้งจาํกดั 

 

 การศึกษานีÊ มีวตัถุประสงคเ์พืÉอศึกษาลกัษณะทัÉวไปของ miR-155 และ miR-181 ในสุกร 

ทาํการเปรียบเทียบลาํดบัเบสของ miR-155 และ miR-181 ของสุกรเทียบกบัสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉน 

ทาํนายยนีเป้าหมายดว้ยโปรแกรมทาํนายยนีจาก 3 โปรแกรม (DIANA-microT, miRmap และ 

Pictar) เพืÉอหายนีเป้าหมายทีÉจบักนัอยา่งจาํเพาะกบั miR-155 และ miR-181 ได ้ และศึกษาการ

แสดงออกของ miR-155 และ miR-181 ในเนืÊอเยืÉอและเซลลท์ัÉวไปของสุกร เซลลเ์มด็เลือดขาวทีÉ

ไดรั้บการกระตุน้ดว้ยสาร concanavalin A ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์เชิงปริมาณ โดยผลจากการศึกษาใน

ครัÊ งนีÊ จะเป็นขอ้มลูพืÊนฐานเพืÉอนาํไปใชศึ้กษาหนา้ทีÉการทาํงานของไมโครอาร์เอน็เอทีÉมีความ

เกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัของสุกรต่อไป 
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วตัถุประสงค์ 

 

1. เพืÉอศึกษาลกัษณะและเปรียบเทียบลาํดบัเบสของ miR-155 และ miR-181 ของสุกรกบั

สิÉงมีชีวิตชนิดอืÉน 

 

2. เพืÉอตรวจหายีนเป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 ทีÉมีความเกีÉยวขอ้งกบัระบบ

ภูมิคุม้กนั 

 

3. เพืÉอศึกษาระดบัการแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 ในเนืÊอเยืÉอและเซลลสุ์กร

ทัÉวไป 

 

4. เพืÉอสร้างโคลนของ miR-155 และ miR-181 และผลิต E. coli ทีÉมีพลาสมิดของ      

miR-155 และ miR-181 สาํหรับใชศึ้กษาหนา้ทีÉของไมโครอาร์เอน็เอกลุ่มนีÊ ในอนาคต 

 

5. พฒันาเทคนิคพีซีอาร์เชิงปริมาณ สร้างกราฟมาตรฐาน เพืÉอใช้ตรวจวดัระดับการ

แสดงออกของ miR-155 และ miR-181 

 

 6. เปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 ในเซลลเ์มด็เลือดขาว

ของสุกรทีÉไดรั้บการกระตุน้ดว้ย con A 
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การตรวจเอกสาร 

 

 ไมโครอาร์เอน็เอ (microRNA หรือ miRNA) คือ อาร์เอ็นเอสายเดีÉยวขนาดเลก็ประมาณ 

16-25 นิวคลีโอไทด ์ ถอดรหสัมาจากจีโนมตาํแหน่งทีÉไม่กาํหนดใหส้ร้างโปรตีน (non-coding 

region)  พบไดใ้นสิÉงมีชีวิตหลายชนิด ไม่ว่าจะเป็น พืช สตัว ์ หรือมนุษย ์ มีหนา้ทีÉควบคุมการ

ทาํงานของเซลล ์โดยยบัย ัÊงหรือลดระดบัการแสดงออกของยนี ไมโครอาร์เอน็เอทาํงานโดยเขา้จบั

กบัเมสเซ็นเจอร์อาร์เอน็เอ (messenger RNA หรือ mRNA) บริเวณปลาย 3’ UTR ของ mRNA 

เป้าหมาย โดยอาศยัหลกัการการเขา้คู่กนัของลาํดบัเบสอยา่งจาํเพาะเจาะจง เพืÉอยบัย ัÊงหรือลด

ปริมาณ mRNA ทีÉจะถกูแปลรหสัไปเป็นโปรตีน เมืÉอโปรตีนมีการผลิตทีÉนอ้ยลงก็ส่งผลใหมี้การ

แสดงออกทีÉลดลงตามไปดว้ย (สิทธิชยั, 2555) 

 

1.  ความเป็นมาของไมโครอาร์เอน็เอ 

 

 ไมโครอาร์เอน็เอคน้พบครัÊ งแรกในปี ค.ศ. 1993  พบว่า lin-4 และโปรตีน LIN-14 มีความ

เกีÉยวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของหนอนตวักลม Caenorhabditis elegans (C. elegans) พบว่า lin-4 

ถกูถอดรหสัจากจีโนมส่วนทีÉไม่กาํหนดใหส้ร้างโปรตีน และมีกลไกเขา้จบักบั lin-14 mRNA เพืÉอ

ยบัย ัÊงการสร้างโปรตีนของ lin-14 ในช่วงระยะแรกของการพฒันาของตวัอ่อนของหนอนตวักลม 

(first larval stage, L1) (Lee et al., 1993) และจากการศึกษาเพิÉมเติมใน C. elegans พบ                

ไมโครอาร์เอน็เอเพิÉมขึÊนอีกหนึÉงชนิด คือ let-7 มีหนา้ทีÉควบคุมการแสดงออกของ lin-41 และ

พบว่า C. elegans มีลาํดบัเบสของ let-7 เหมือนกนักบัในแมลงหวีÉ (Drosophila melanogaster) 

และคน (Homo sapiens) (Pasquinelli et al., 2000) จากผลการศึกษานีÊสนันิษฐานไดว้่า               

ไมโครอาร์เอน็เอมีบทบาทในการควบคุมการพฒันาของเซลล ์โดยการยบัย ัÊงหรือลดการแสดงออก

ของยนีต่างๆทีÉเกีÉยวขอ้ง และไมโครอาร์เอน็เอแต่ละชนิดยงัมีลาํดบัเบสทีÉคลา้ยคลึงกนักบัสิÉงมีชีวิต

ชนิดอืÉนอีกดว้ย  จากขอ้มลูเบืÊองตน้นีÊ ส่งผลใหไ้มโครอาร์เอน็เอกลายเป็นหวัขอ้งานวจิยัทีÉไดรั้บ

ความสนใจเพิÉมมากขึÊน และมีการศึกษาคน้ควา้กนัอยา่งแพร่หลาย (Lawrie, 2007) ดงัจะเห็นจาก

รายงานวิจยัทีÉมีความเกีÉยวขอ้งกบัไมโครอาร์เอน็ในฐานขอ้มลู PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov) 

ซึÉงมีจาํนวนเพิÉมขึÊนอยา่งต่อเนืÉองทุกปี (ภาพทีÉ 1) 
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ภาพทีÉ 1  กราฟแสดงจาํนวนงานวจิยัทีÉมีความเกีÉยวขอ้งกบัไมโครอาร์เอน็เอตัÊงแต่ปี ค.ศ. 2001       

  จนถึงปัจจุบนั  

 

2. กระบวนการสังเคราะห์ไมโครอาร์เอน็เอ 

 

 ไมโครอาร์เอน็เอเป็นอาร์เอน็เอทีÉสร้างมาจากจีโนมส่วนทีÉไม่แปลรหสัไปเป็นโปรตีน ซึÉง

กระบวนการสงัเคราะห์ไมโครอาร์เอน็เอเริÉมตน้ขึÊนในนิวเคลียส ผา่นกระบวนการต่างๆ จนพฒันา

เป็นไมโครอาร์เอน็เอทีÉสมบูรณ์และพร้อมทาํงาน (สิทธิชยั, 2555) แบ่งเป็น 4 ขัÊนตอนดงันีÊ   

 

2.1 การถอดรหสัเพืÉอสงัเคราะห์ไมโครอาร์เอน็เอขัÊนตน้  

 

       ไมโครอาร์เอน็เอถกูสร้างมาจากจีโนมส่วนทีÉไม่แปลรหสัไปเป็นโปรตีน (intron) โดย

การทาํงานของเอนไซมอ์าร์เอน็เอโพลีเมอเรสทู (RNA polymerase II) ไดเ้ป็นไพเมอรีไมโครอาร์

เอน็เอ (primary miRNA หรือ pri-miRNA) หลงัจากการถอดรหสับริเวณปลายสายทัÊงสองดา้นจะ

มีการเติม methyl-guanine cap ทีÉปลาย 5' (5’ cap) เติมนิวคลีโอไทดเ์บส A ทีÉปลาย 3’ (3' poly-A 

tail) และเกิดการจบักนัของลาํดบัเบสภายในสาย pri-miRNA จนไดโ้ครงสร้างทีÉมีรูปแบบคลา้ย

ปิÉ นปักผม (hairpin loop) มีลกัษณะผสมกนัระหว่างบ่วงและกา้น (stem-loop) (ภาพทีÉ 2) 

โครงสร้างของ pri-miRNA แบ่งไดเ้ป็น 4 ส่วน คือ ส่วนบ่วงบริเวณปลายสาย (terminal loop), 
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กา้นส่วนบน (upper stem), กา้นส่วนล่าง (lower stem) และส่วนฐาน (basal segment) (Yadava 

and Mukherjee, 2012: 508) เมืÉอเสร็จสิÊนกระบวนการนีÊ  pri-miRNA ทีÉไดจ้ะมีขนาดประมาณ 80  

นิวคลีโอไทด ์

 

 
 

ภาพทีÉ 2  แสดงลกัษณะโครงสร้างของ pri-miRNA ซึÉงมีลกัษณะเป็น stem-loop แบ่งไดเ้ป็น 4     

ส่วน คือ terminal loop, upper stem, lower stem และ basal segment 

 

2.2 การสงัเคราะห์ precursor miRNA จาก pri-miRNA 

 

      จากนัÊน pri-miRNA ทีÉถกูสงัเคราะห์ขึÊนจะผา่นกระบวนการตดัแต่งใหมี้ขนาดเลก็ลง 

โดยการทาํงานของโปรตีน Drosha (RNaseIII-type nuclease) ร่วมกบัโปรตีน DGCR8 (DiGeorge 

syndrome critical region 8 gene) ทาํหนา้ทีÉตดัลาํดบัเบสบริเวณปลายสายทัÊงสองขา้งออก ไดเ้ป็น 

พรีเคอเซอร์ไมโครอาร์เอน็เอ (precursor miRNA หรือ pre-miRNA) โครงสร้างของ pre-miRNA 

ยงัคงมีลกัษณะเป็น hairpin loop เช่นเดิม แต่มีขนาดเลก็ลง ประมาณ 60-70 นิวคลีโอไทด ์ และมี  

นิวคลีโอไทดบ์ริเวณปลาย 3’ ยืÉนออกมาประมาณ 1-4 นิวคลีโอไทด ์

 

2.3 การขนส่ง pre-miRNA ออกนอกนิวเคลียส และกระบวนการตดัแต่ง pre-miRNA  

 

      Pre-miRNA ถกูขนส่งออกนอกนิวเคลียสไปสู่ไซโตพลาสซึม โดยอาศยัการทาํงาน

ของโปรตีน Exportin 5 หลงัจาก pre-miRNA เขา้สู่ไซโตพลาสซึมแลว้ โปรตีน Dicer (RNaseIII) 

ร่วมกบัโปรตีน TRBP (TAR RNA binding protein) ทาํหนา้ทีÉตดัแต่ง pre-miRNA โดยตดั
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โครงสร้างบริเวณ terminal loop ออก ไดเ้ป็นไมโครอาร์เอน็เอสายคู่ ทีÉมีลาํดบัเบสเขา้คู่กนัแบบไม่

สมบูรณ์ (miRNA: miRNA*) มีขนาดประมาณ 16-25 นิวคลีโอไทด ์ 

 

2.4 กระบวนการพฒันา mature miRNA ใหพ้ร้อมทาํงาน 

 

      miRNA: miRNA* จะถกูเอนไซม ์helicase ตดัแยกไมโครอาร์เอน็เอสายคู่ออก เหลือ

ไมโครอาร์เอน็เอหนึÉงสายทีÉสมบูรณ์ (mature miRNA) โดยสาย mature miRNA ทีÉสมบูรณ์ คือ  

ไมโครอาร์เอน็เอสายทีÉมีความเสถียรบริเวณปลาย 5’ ต ํÉา สามารถจบักบัโปรตีนเชิงซอ้นขนาดใหญ่

ทีÉอยูใ่นรูป RNA-induce silencing complex (RISC) และมีโปรตีน Argonaute 2 เป็นส่วนประกอบ

ได ้ส่วนไมโครอาร์เอน็เออีกสายหนึÉงทีÉไม่สามารถจบักบัโปรตีนไดจ้ะถกูทาํลายทิÊง มีเพียง mature 

RNA สายเดียวเท่านัÊนทีÉจบักบัโปรตีน Argonaute 2 (Ago 2) และสามารถทาํหนา้ทีÉไดต่้อไป 

 

 
 

ภาพทีÉ 3  แสดงกระบวนการสงัเคราะห์ไมโครอาร์เอน็เอ 

 

 

 

Pri-miRNA 

Pre-miRNA 

Pre-miRNA 
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3. การทํางานของไมโครอาร์เอน็เอ 

 

ไมโครอาร์เอน็เอทีÉพร้อมทาํงานจะจบักบัโปรตีนเชิงซอ้นขนาดใหญ่ (RISC) โดย RISC จะ

ทาํหนา้ทีÉเป็นตวัช่วยพาไมโครอาร์เอน็เอเคลืÉอนทีÉไปยงั mRNA เป้าหมาย (ภาพทีÉ 4) การจบักนั

ของ mature miRNA และ mRNA อาศยัหลกัการการเขา้คู่กนัตามเบสคู่สม เรียกว่าการจบัคู่เบส

แบบวตัสนัและคริก (Watson-Crick base pairing) การจบักนัมกัเกิดขึÊนบริเวณนิวคลีโอไทด์

ตาํแหน่งทีÉ 2-7 ดา้นปลาย 5' ของ miRNA กบับริเวณปลาย 3' ของ mRNA เป้าหมาย เรียกบริเวณนีÊ

ว่า seed region (Bartel, 2009) (ภาพทีÉ 4)  

 

 
 

ภาพทีÉ 4  แสดงตาํแหน่งการจบักนัระหว่าง miRNA และ mRNA  

 

 โดยทัÉวไปการจบักนัระหว่าง mature miRNA กบั mRNA จะเกิดทีÉนิวคลีโอไทดต์าํแหน่ง

ทีÉ 2 ถึง 7 บริเวณฝัÉงปลาย 5' ของไมโครอาร์เอน็เอ หรือบริเวณทีÉเรียกว่า seed region ซึÉงมีรูปแบบ

การจบัทีÉแตกต่างกนั 5 รูปแบบ (Bartel, 2009) (ภาพทีÉ 5) ดงันีÊ  

 รูปแบบทีÉ 1 คือ 8mer site เกิดการเขา้คู่กนัของนิวคลีโอไทดต์าํแหน่งทีÉ 2 ถึง 8 บน และมี

เบส A 1 ตาํแหน่งบนสาย mRNA 

 รูปแบบทีÉ 2 คือ 7mer-m8 site เกิดการเขา้คู่กนัของนิวคลีโอไทดต์าํแหน่งทีÉ 2 ถึง 8 
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 รูปแบบทีÉ 3 คือ 7mer-A1 site เกิดการเขา้คู่กนัของนิวคลีโอไทดต์าํแหน่งทีÉ 2 ถึง 7 และมี

เบส A 1 ตาํแหน่งบนสาย mRNA 

 รูปแบบทีÉ 4 คือ 6mer site เกิดการเขา้คู่กนัของนิวคลีโอไทดต์าํแหน่งทีÉ 2 ถึง 7 

 รูปแบบทีÉ 5 คือ offset 6mer site เกิดการเขา้คู่กนัของนิวคลีโอไทดต์าํแหน่งทีÉ 3 ถึง 8 

 

 
 

ภาพทีÉ 5  แสดงรูปแบบการจบัระหว่าง miRNA และ mRNA  

 

 เมืÉอไมโครอาร์เอน็เอเขา้จบักบั mRNA เป้าหมายแลว้ ไมโครอาร์เอน็เอจะทาํหนา้ทีÉ

ควบคุมการทาํงานของยนี เกิดกลไกการทาํงานได ้ 2 รูปแบบ คือ การยบัย ัÊงการถอดรหสัไปเป็น

โปรตีน (inhibit translation) หรือการสลาย mRNA เป้าหมาย (cleavage mRNA) รูปแบบของการ

ควบคุมขึÊนอยูก่บัความสมบูรณ์ในการเขา้คู่กนัของ miRNA และ mRNA หากคู่เบสของทัÊงสอง

สายเขา้คู่กนัไดไ้ม่สมบูรณ์จะมีผลไปขดัขวางการทาํงานของไรโบโซม (ribosome) ทาํให ้ mRNA 

เป้าหมายไม่ถกูถอดรหสัไปเป็นโปรตีน (Wightman et al., 1993) (ภาพทีÉ 6ก) แต่ถา้เบสเขา้คู่กนัได้

อยา่งสมบูรณ์จะทาํใหเ้กิดการสลายของ mRNA (ภาพทีÉ 6ข)  
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ภาพทีÉ 6  แสดงการทาํหนา้ทีÉของไมโครอาร์เอน็เอ ก) รูปแบบการยบัย ัÊงการถอดรหสั ข) การ  

  สลาย mRNA เป้าหมาย 

 

4. ไมโครอาร์เอน็เอกบัระบบภูมคุ้ิมกนั 

 

 ระบบภูมิคุม้กนั คือ ระบบทีÉทาํหนา้ทีÉป้องกนัและกาํจดัสิÉงแปลกปลอมทีÉเขา้สู่ร่างกาย 

ควบคุมการทาํงานของเซลลต่์างๆ ภายในร่างกายใหอ้ยูใ่นระดบัสมดุล ระบบภูมิคุม้กนัแบ่งไดเ้ป็น 

2 ประเภท คือ ระบบภูมิคุม้กนัทีÉติดตวัมาแต่กาํเนิด (innate immune response) และระบบ

ภูมิคุม้กนัแบบจาํเพาะ (adaptive immune response) 

 

 เมืÉอสิÉงแปลกปลอมหรือเชืÊอโรคเขา้สู่ร่างกาย ระบบภูมิคุม้กนัทีÉติดตวัมาแต่กาํเนิด  จะเป็น

ระบบป้องกนัอนัตรายทีÉเริÉมทาํงานเป็นอนัดบัแรก จะเกิดการเขา้จบัและทาํลายสิÉงแปลกปลอมโดย

การกินและยอ่ยทาํลายของเซลลก์ลุ่มฟาโกไซต ์ (phagocyte) เช่น โมโนไซต ์ (monocyte),           

มาโครฟาจ (macrophage), อีโอซิโนฟิล (eosinophil) และนิวโทรฟิล (neutrophil) นอกจากนีÊ

รูปแบบโมเลกุลทีÉพบเหมือนๆกนัในเชืÊอโรค ทีÉเรียกว่า pathogen-associated  molecular pattern 

(PAMP) อาจจบักบัตวัรับเรียกว่า pattern-recognition receptor (PRR) ทีÉพบบนผวิและภายในเซลล์

ระบบภูมิคุม้กนั  PRR ทีÉสาํคญัไดแ้ก่  Toll-like receptor (TLR) ซึÉงสามารถจบักบัเชืÊอไดอ้ยา่ง

ครอบคลุมไม่ว่าจะเป็นแบคทีเรีย ไวรัส และเชืÊอรา ซึÉงเป็นตวัรับทีÉพบไดท้ัÊงบนผวิเซลล ์ (TLR-1, 

2, 4, 5 และ 6) และภายในเซลล ์(TLR-3, 7, 8 และ 9)  แมก้ารตอบสนองแบบ innate จะเกิดอยา่ง

รวดเร็ว แต่มีขอ้จาํกดเัรืÉองความจาํเพาะและไม่มีการจดจาํ (memory) ทาํใหร้ะบบภูมิคุม้กนัแบบ 

innate immune response ไม่สามารถตอบสนองต่อสิÉงแปลกปลอมไดเ้พียงระบบเดียว  ระบบ
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ภูมิคุม้กนัแบบจาํเพาะจึงเขา้มาเป็นส่วนช่วยใหก้ารทาํลายเชืÊอโรคมีประสิทธิภาพมากยิÉงขึÊน 

(Hoebe et al., 2004) 

 

 ระบบภูมิคุม้กนัแบบจาํเพาะ เป็นระบบต่อเนืÉองจากการตอบสนองแบบ innate แต่

สามารถตอบสนองต่อสิÉงแปลกปลอมไดอ้ยา่งจาํเพาะ และมีการจดจาํลกัษณะของสิÉงแปลกปลอม 

เพืÉอใหก้ลไกพร้อมทาํงานไดท้นัทีเมืÉอไดรั้บการกระตุน้จากสิÉงแปลกปลอมชนิดเดิมในครัÊ งต่อไป 

เซลลใ์นกลุ่มนีÊ ไดแ้ก่ ทีเซลล ์ (T cell) และบีเซลล ์ (B cell) โดย T cell จะทาํหนา้ทีÉกาํจดัเซลลที์É

ผดิปกติหรือเซลลที์ÉติดเชืÊอ และช่วยส่งเสริมกระตุน้เซลลอื์Éนๆ ในระบบภูมิคุม้กนัใหท้าํงานไดดี้

ยิÉงขึÊน ส่วน B cell ทาํหนา้ทีÉผลิตและหลัÉงภูมิคุม้กนัชนิดสารนํÊ าทีÉเรียกว่า แอนติบอดี (antibody) 

เพืÉอเขา้จบักบัแอนติเจน (antigen) ของเชืÊอโรค ทาํใหแ้อนติเจนหมดฤทธิÍ หรือโดนกาํจดัออกไป

จากร่างกาย (Hoebe et al., 2004)  

 

 การทาํงานของระบบภูมิคุม้กนัทัÊงสองชนิดทีÉกล่าวมาขา้งตน้ ส่วนหนึÉงถกูควบคุมดว้ยไม

โครอาร์เอน็เอ ตวัอยา่งเช่น การพฒันาของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนั และควบคุมการตอบสนองต่อ

สิÉงแปลกปลอมใหเ้ป็นไปอยา่งสมดุล (Lu and Liston, 2009) ไมโครอาร์เอน็เอทีÉมีความเกีÉยวขอ้ง

กบัระบบภูมิคุม้กนัมีหลายชนิด เช่น miR-17-92, miR-146, miR-155 และ miR-181 (ตารางทีÉ 1) 

ซึÉงบทบาทของไมโครอาร์เอน็เอแต่ละชนิดต่อระบบภูมิคุม้กนัจะไดอ้ธิบายต่อไป   

 

ตารางทีÉ 1  แสดงชนิดไมโครอาร์เอน็เอทีÉมีความเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนั 

 

 Innate immune 

response 

Adaptive immune response 
อา้งอิง 

 B cell T cell 

ชนิดของ 

ไมโครอาร์

เอน็เอ 

miR-146 miR-17-92 miR-17-92  

miR-155 miR-155 miR-155 
Lindsay, 2008; Tsitsiou 

and Lindsay, 2009 

miR-223 miR-181 miR-181  

 

MiR-17-92 

 

 กลุ่มของ miR-17-92 เป็นไมโครอาร์เอน็เอทีÉอยูบ่นโครโมโซมคู่ทีÉ 13 

ประกอบดว้ยไมโครอาร์เอน็เอ 6 ชนิด ไดแ้ก่ miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b 
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และ miR-92 (Lindsay, 2008) miR-17-92 มีบทบาทเกีÉยวขอ้งกบั B cell ทาํหนา้ทีÉควบคุมการ

พฒันาของ pro-B cell ไปเป็น pre-B cell (Ventura et al., 2008) โดยยบัย ัÊง Bim และ PTEN ซึÉงเป็น

โปรตีนทาํหนา้ทีÉเหนีÉยวนาํใหเ้กิดการตายของเซลล ์ (Haaften and Agami, 2010) และพบการ

แสดงออกของ miR-17-92 ทีÉมากกว่าปกติในเซลลม์ะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งในเตา้นม, ปอด, 

กระเพาะอาหาร, ลาํไส,้ ตบัอ่อน และอณัฑะ (Volinia et al., 2006) นอกจากนีÊ  miR-17-92 ยงัมี

ความเกีÉยวขอ้งกบัการพฒันาของ T cell จาก pro-T cell เป็น pre-T cell อีกดว้ย (Xiao et al., 2008) 

 

MiR-146 

 

 กลุ่มของ miR-146 ประกอบดว้ย miR-146a อยูบ่นโครโมโซมคู่ทีÉ 5 และ miR-

146b  อยูบ่นโครโมโซมคู่ทีÉ 10 (Rusca and Monticelli, 2011) miR-146a และ miR-146b มีความ

เกีÉยวขอ้งกบั innate immune response โดยควบคุมการทาํงานของ NF-kB ใน Toll-like receptor 4 

(TLR-4) pathway โดยการทดลองกระตุน้เซลล ์monocyte ของคนดว้ย LPS ผา่น TLR-4 pathway 

พบว่า miR-146a และ miR-146 มีการแสดงออกทีÉเพิÉมมากขึÊน และมีบทบาทเป็น negative 

feedback จบักบั TRAF6 และ IRAK1 ยบัย ัÊงการทาํงานของ NF-kB (Taganov et al., 2006) 

  

MiR-155 

 

 MiR-155 ถกูถอดรหสัจาก MIR155HG (MIR155 host gene) หรือเรียกว่ายนี bic 

ยนี bic ประกอบดว้ย 3 แอกซอน (exon) miR-155 มีตาํแหน่งอยูบ่ริเวณ exon ทีÉ 3 บนโครโมโซมคู่

ทีÉ 21 (Tam, 2001) miR-155 มีการแสดงออกปริมาณมากในเซลลเ์มด็เลือดขาวชนิด T cell และ B 

cell ทีÉไดรั้บการกระตุน้จากแอนติเจนแลว้ (activated T และ B cell) และยงัพบการแสดงออกใน 

activated macrophage และ dendritic cell อีกดว้ย (Rodriguez et al., 2007) บทบาทสาํคญัของ 

miR-155 ในระบบภูมิคุม้กนั จึงมีความเกีÉยวขอ้งกบัการควบคุมการตอบสนองของ T cell, B cell 

และ dendritic cell (Lindsay, 2008) เช่นการทดลองให ้ tetanus toxin fragment C protein (TetC) 

ในหนูทีÉมีการดดัแปลงยนี bic พบว่าหนูมีการผลิต immunoglobulin M (IgM) ลดลงเมืÉอเทียบกบั

หนูปกติ แสดงใหเ้ห็นว่ายนี bic มีบทบาทควบคุมการตอบสนองของ B cell (Rodriguez et al., 

2007) และจากการศึกษาการตอบสนองของ T cell ใน splenocyte โดยวดัจากระดบัของไซโตไคน์

ทีÉเกีÉยวขอ้ง ไดแ้ก่  interleukin 2 (IL–2) และ interferon gamma (IFN–γ) พบว่าหนูทีÉมีการดดัแปลง

ยนี bic มีประสิทธิภาพในการผลิตไซโตไคน์ IL-2 และ IFN–γ ดอ้ยกว่าเมืÉอเทียบกบัหนูทีÉมียนี bic 

ปกติ (Rodriguez et al., 2007)  
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MiR-181 

 

  MiR-181 มีบทบาทในการควบคุมการเปลีÉยนแปลงรูปร่างของ B cell โดยพบ

การแสดงออกของ miR-181 เป็นจาํนวนมากในเซลลต์น้กาํเนิด (progenitor cell) ซึÉงทาํหนา้ทีÉ

เหนีÉยวนาํให ้ progenitor cell แบ่งตวัเป็น pro-B cell เพืÉอพฒันาเป็น B cell ต่อไป (Chen et al., 

2004) miR-181 มีหนา้ทีÉควบคุมการพฒันาของ T cell โดยไปลดการแสดงออกของ CD8+ T cell 

และเพิÉมการแสดงออกของ CD4+ T cell แทน (Lindsay, 2008) นอกจากนีÊ  miR-181 ยงัเป็นตวั

ควบคุมเชิงบวก (positive regulator) ในการตอบสนองต่อแอนติเจนของตวัรับบน CD4+ T cell (T 

cell receptor: TCR) (Lindsay, 2008) โดย miR-181 จะยบัย ัÊงการแสดงออกของเอนไซมก์ลุ่มฟอส

ฟาเตส (phosphatase) ไดแ้ก่ Src homology 2 domain–containing protein-tyrosine phosphatase 

22 (SHP-2), protein tyrosine phosphatase N22 (PTPN22), dual specificity phosphatases 5 

(DUSP-5) และ DUSP-6 ซึÉง phosphatase เหล่านีÊ เป็นตวัควบคุมเชิงลบ (negative regulator) ของ

สารส่งสญัญานของ TCR (TCR signaling) ดงันัÊนเมืÉอ miR-181 ยบัย ัÊง phosphatase เหล่านีÊ จึงมีผล

ทาํให ้TCR signaling ทาํงานไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากขึÊน (Li et al., 2007) 

  

 ไมโครอาร์เอน็เอชนิดอืÉนๆ 

 

  นอกจากไมโครอาร์เอน็เอทัÊง 4 ชนิดทีÉไดก้ล่าวมาขา้งตน้แลว้ ยงัมีไมโครอาร์เอน็

เออีกหลายชนิดทีÉมีความเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนั เช่น miR-29 ทีÉมีบทบาทเป็น negative 

regulator ลดการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัต่อแบคทีเรียทีÉแบ่งตวัและเจริญในเซลล ์

(intracellular bacteria) โดยมีอินเตอร์เฟอรอนแกมมา (interferon gamma: IFN-γ) เป็นยนี

เป้าหมาย จากการทดสอบกระตุน้ natural killer cell (NK cell), CD4+ T cell และ CD8+ T cell  

ดว้ย intracellular bacteria พบว่า miR-29 ไปยบัย ัÊงการผลิตไซโตไคน ์ IFN-γ ซึÉงส่งผลทาํให้เกิด

การลดการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนั (Ma et al., 2011) และใน miR-223 ทีÉมีบทบาทควบคุม

การแบ่งตวัเพิÉมจาํนวนและการทาํงานของเซลลเ์มด็เลือดขาวชนิด neutrophil จากการศึกษาในหนู

ทีÉขาดไม่มีการแสดงอออกของ miR-223 พบว่า granulocyte monocytic progenitor (GMP) และ 

neutrophil มีจาํนวนเพิÉมมากขึÊนผดิปกติ (hypermature) โดยมีการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัมากเกิน

พอดี (hypersensitive) miR-223 จึงเป็นตวัช่วยควบคุมให ้ neutrophil มีจาํนวนและการทาํงานทีÉ

ปกติ (Johnnidis et al., 2008) 

 

 



 

1 

 

 
 

ภาพทีÉ 7  แผนผงัสรุปบทบาทของไมโครอาร์เอน็เอกบัการพฒันารูปร่างและการทาํหนา้ทีÉของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนั (เซลลต์น้กาํเนิดเมด็เลือด HSC:   

  hematopoietic stem cell, เซลลต์น้กาํเนิดทีÉพฒันาเป็นเมด็เลือดขาวชนิดลิมโฟไซต ์CLP: common lymphocyte progenitor, เซลลต์น้กาํเนิดทีÉพฒันา  

  เป็นเมด็เลือดขาวชนิดไมอิลอยด ์CMP: common myeloid progenitor, เซลลต์น้กาํเนิดทีÉพฒันาเป็นเมด็เลือดขาวชนิดมีแกรนูลและนิวเคลียสเดีÉยว   

  GMP: granulocyte monocytic progenitor, เซลลต์น้กาํเนิดทีÉพฒันาเป็นเดนไดรติกเซลล ์MDP: myeloid dendritic progenitor)

14 
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อุปกรณ์และวธีิการ 

 

อุปกรณ์ 

 

1. อุปกรณ์และสารเคมีดา้นสาํหรับงานชีวโมเลกุล 

1.1       Trizol® reagent (Invitrogen, USA) 

1.2       เอนไซม ์reverse transcriptase (SuperScriptTM III; Invitrogen, USA) 

1.3       RNaseOUTTM (Invitrogen, USA) 

1.4       DNA Taq polymerase (Thermo scientific, USA) 

1.5       NuSieve® 3: 1 Agarose (Lonza, USA) 

1.6       Ultra low range ladder (ULR ladder) (Thermo scientific, USA) 

1.7       เชืÊอแบคทีเรีย Escherichia coli สายพนัธุ ์DH5α (NEB, USA) 

1.8       pGEM-T® easy vector (promega, USA) 

1.9       ชุดสกดัสาํเร็จรูป (QIAEXII agarose Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) 

1.10      ชุดสกดัสาํเร็จรูป (AxyPrep Plasmid Miniprep Kit) (Axygen, USA) 

1.11      เอนไซม ์T4 DNA ligase (Invitrogen, USA) 

1.12      GelStarTM Nucleic Acid Gel Stain 10,000X (Cambrex, USA) 

1.13      Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Ambresco, USA) 

1.14      อาหารเลีÊยงเชืÊอสูตร Luria-Bertani broth (LB broth) 

1.15      Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (BIO Basic INC, USA) 

1.16      5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-gal)  

1.17      iTaq Universal SYBR Green supermix (Biorad, USA) 

1.18  Automatic pipette ขนาด 0.2-2, 1-20, 20-200 และ 100-1000 μl (Thermo 

scientific, USA) 

1.19      ทีÉบดเนืÊอเยืÉอ (Pastel and mortar) 

1.20      เครืÉองชัÉงสาร (Electrical balance) (Ohaus, USA) 

1.21      เครืÉองใหค้วามร้อนแก่หลอดทดลอง (Heat block) 

1.22      อ่างนํÊ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) (Memmert, Germany) 

1.23      เครืÉองวดัปริมาณสารพนัธุกรรม (Nanodrop spectrophotometer 2000)  

(ThermoScientific, USA) 

 



 

16 

1.24     เครืÉองเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม (Thermocycler) รุ่น T100 (Biorad, USA) 

1.25     เครืÉองเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมในสภาพจริง (Real time PCR) รุ่น CFX96 

(Biorad, USA) 

      1.26     เครืÉองส่องเจล (UV transilluminator) (Geliance 200, PerkinElmier, USA) 

1.27  ชุดอิเลกโตรโฟลิซีสแนวนอน (Submarine electrophoresis instrument) 

(Hoefer, USA) 

      1.28     เครืÉองถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล (Gel documentation)  

      1.29     เครืÉองปัÉนเหวีÉยงขนาดเลก็ (Micro Centrifuge) (Corning, USA) 

      1.30     เครืÉองปัÉนเหวีÉยงตกตะกอนความเร็วสูงแบบควบคุมอุณหภูมิ (High speed  

refrigerated centrifuge) (Kubota 6900, Japan) 

      1.31     เครืÉองเขยา่สารละลายอตัโนมติั (Incubator Shaker) 

      1.32     ตูดู้ดควนัไอกรดสารเคมี (Fume hood) 

 

2. อุปกรณ์และสารเคมีดา้นสาํหรับการสกดัเมด็เลือดขาวและเพาะเลีÊยงเซลล ์

2.1       สารสกดัเมด็เลือดขาว (Ficoll-Hypaque Plus) (GE healthcare, USA) 

2.2       อาหารเลีÊยงเซลลเ์มด็เลือดขาว (RPMI medium) (Sigma, USA) 

2.3       สารกระตุน้เมด็เลือดขาว (Concanavalin A) (Sigma, USA) 

2.4       สารกาํจดัเมด็เลือดแดง (Red Blood Cell lysis solution) 

2.5        Phosphate buffered saline (PBS) 

2.6        Fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen, USA) 

2.7       ชุดกรองขนาด 0.20 μm (Corning, USA) 

2.8       ถาดหลุมเลีÊยงเซลลช์นิด 24 หลุม (24-well plate) (Thermo scientific, USA) 

2.9       Automatic pipette ขนาด 1-20, 20-200 และ 100-1000 μl (Thermo scientific, 

USA) 

2.10      เครืÉองดูดและปล่อยสารละลายอตัโนมติัชนิดทีÉใชก้บัไปเปต (Pipette aid) 

2.11      เครืÉองชัÉงสาร (Electrical balance) (Ohaus, USA) 

2.12      เครืÉองวดัค่ากรด-ด่าง (pH meter) (Consort, Belgium) 

2.13      เครืÉองปัÉนเหวีÉยงตกตะกอนความเร็วสูงแบบควบคุมอุณหภูมิ (High speed  

refrigerated centrifuge) (Kubota 6900, Japan) 

     2.14     ตูป้ลอดเชืÊอ (Larminar flow hood) (Astec SC 1800, England) 

     2.15     ตูอ้บเพาะเลีÊยงเซลลค์วบคุมอุณหภูมิและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2  
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Incubator) (Thermo sciencetific, USA) 

      2.16    หอ้งปฏิบติัการ clean room เพืÉอการปฏิบติังานดา้นการเพาะเลีÊยงเซลล ์

 

วธิีการ 

 

1. ศึกษาลกัษณะและเปรียบเทียบลาํดับเบสของ miR-155 และ miR-181 ของสุกร 

 

1.1 ทาํนายโครงสร้างของ pre-miR-155 และ pre-miR-181 

 

        ทาํนายโครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure) ของ pre-miR-155 และ pre-miR-181 

ของสุกร โดยใชข้อ้มลูลาํดบัเบสจากฐานขอ้มลู miRBase (Sanger Institute, Cambridge, UK; 

www.mirbase.org) ซึÉงเป็นฐานขอ้มลูทีÉรวบรวมขอ้มลูไมโครอาร์เอน็เอของสิÉงมีชีวิตหลากหลาย

สายพนัธุ ์ (Griffiths-Jones et al., 2006) จากฐานขอ้มลูนีÊไดเ้ลือกใชล้าํดบัเบส pre-miRNA ของ

สุกร (Sus scrofa: ssc) ไดแ้ก่ ssc-miR-155 และ ssc-miR-181 นาํลาํดบัเบสทีÉไดไ้ปทาํนาย

โครงสร้าง ดว้ยโปรแกรม RNAfold web server (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi) 

ซึÉงเป็นโปรแกรมทีÉใชท้าํนายโครงสร้างทุติยภูมิของ deoxyribonucleic acid (DNA) และ 

ribonucleic acid (RNA) แลว้นาํไปเปรียบเทียบกบัโครงสร้างของสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉน ไดแ้ก่ คน 

(Homo sapiens), หนู mice (Mus musculus), หนู rat (Rattus norvegicus), ไก่ (Gallus gallus) และ

ปลา (Danio rerio) 

 

1.2 เปรียบเทียบลาํดบัเบสของ miR-155 และ miR-181 

 

เปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบัเบสในบริเวณ mature miRNA และ seed region 

ของ miR-155 และ miR-181 ใชข้อ้มลูลาํดบัเบสของสุกร (Sus scrofa) และสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉนจาก

ฐานขอ้มลู miRBase ไดแ้ก่ คน (Homo sapiens), หนู mice (Mus musculus), หนู rat (Rattus 

norvegicus), ไก่ (Gallus gallus) และปลา (Danio rerio) มาเปรียบเทียบกนัดว้ยโปรแกรม 

EMBOSS Needle (www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html) เป็นโปรแกรมทีÉ

ใชเ้ปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบัเบสแบบคู่ (pairwise alignment)  
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2. การทํานายยนีเป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 

 

 ทาํนายยนีเป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 ดว้ยโปรแกรมทาํนายยนีสามโปรแกรม 

ไดแ้ก่ DIANA-micro T (http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT), miRmap (http://mirmap. 

ezlab.org) และ PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de/cgi-bin/PicTar_vertebrate.cgi) เนืÉองดว้ยทัÊง

สามโปรแกรมไม่สามารถทาํนายยนีโดยใชฐ้านขอ้มลูจากสุกรได ้ จึงเลือกใชก้ารทาํนายยนีจาก

ฐานขอ้มลูของคนแทน ดงันัÊนผลการวิเคราะห์จากโปรแกรมเหล่านีÊ จึงเป็นการทาํนายยนีเป้าหมาย

ของ miR-155 และ miR-181 ในคน  

 

 นาํยนีเป้าหมายทีÉทาํนายไดจ้ากทัÊงสามโปรแกรมไปตรวจสอบบทบาทหนา้ทีÉและการ

ทาํงานจากฐานขอ้มลู KEGG pathway (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) จากนัÊน

คดัเลือกยนีจากทัÊงสามโปรแกรมทีÉมีความเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนั นาํไปยนืยนัผลการเขา้คู่กนั

ของลาํดบัเบสระหว่างยนีทีÉถกูทาํนายไดก้บั miR-155 และ miR-181 โดยใชล้าํดบัเบสของสุกร 

 

3. ออกแบบไพรเมอร์ 

 

 ออกแบบไพรเมอร์ (primer) miR-155 และ miR-181 ดว้ยโปรแกรม Primer3 (v.0.4.0) 

ลาํดบัเบสของ miR-155 และ miR-181 ของสุกรนาํมาจากฐานขอ้มลู miRBase 

(www.mirbase.org) และใช ้ GAPDH (Zhang et al., 2012) เป็นยนีเปรียบเทียบ สาํหรับการศึกษา

ระดบัการแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 

 

ตารางทีÉ 2  แสดงไพรเมอร์ของ miR-155, miR-181 และ GAPDH  

 

Primer name Primer sequence (5’ to 3’) 
Product size 

(bp) 

Accession 

number 

miR-155 
miR-155_F  

miR-155_R 

GTTAATGCTAATTGTGATAGGGG 

CATCATACCCTGTTAATGCTAAC 
72 

MI0015907 

(miRBase) 

miR-181 
miR-181_F 

miR-181_R 

CAGTGAACATTCAACGCTGTC 

GCTGATGGTTGGCCATAGG 
85 

MI0010686 

(miRBase) 

GAPDH 
GAPDH_F 

GAPDH_R 

AGGTCATCCATGACAACTTCGGCA 

AGCACCAGTAGAAGCAGGGATGAT 
155 

AF017079 

(NCBI) 
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4. การสกดัแยกเซลล์เมด็เลอืดขาวจากเลอืดสุกร 

 

 นาํตวัอยา่งเลือดสุกรสุขภาพดีมาสกดัเมด็เลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดีÉยว (peripheral blood 

mononucleated cell: PBMC) อาศยัหลกัการความหนาแน่นทีÉแตกต่างกนัของเซลลแ์ต่ละชนิด โดย

ใชส้ารสกดัเมด็เลือดขาว Ficoll-Hypaque Plus (GE healthcare, USA) นาํตวัอยา่งเลือดสุกรผสม

กบั phosphate buffered saline (PBS) ในอตัราส่วน เลือด 1 ส่วน ต่อ PBS 1 ส่วน เพืÉอลดความ

เขม้ขน้ของเลือด แลว้นาํไปใส่ในหลอดปัÉน 15 ml ทีÉมี ficoll ในอตัราส่วน เลือดผสม PBS 10 ส่วน 

ต่อ ficoll 3 ส่วน (ภาพทีÉ 8ก) ในขัÊนตอนการเทเลือดผสม PBS ลงบน ficoll ควรทาํอยา่ง

ระมดัระวงัและเบามือ อยา่ใหล้งไปปนกบั ficoll แลว้นาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็วรอบ 2500 รอบต่อ

นาที (round per minute: rpm) ทีÉอุณหภูมิ 20-24 องศาเซลเซียส (°C) เป็นเวลา 20 นาที หลงัจาก

การปัÉนเหวีÉยง องคป์ระกอบต่างๆในเลือดและ ficoll จะแยกชัÊนกนั (ภาพทีÉ 8ข และ 8ค) พลาสม่ามี

ความหนาแน่นนอ้ยทีÉสุดก็จะอยูที่ÉชัÊนบนของหลอด ชัÊนของ PBMC จะอยูใ่ต ้ plasma มีลกัษณะ

เป็นวงแหวนขาวขุ่น ลอยตวัอยู ่ ถดัมาเป็นชัÊนของ ficoll และชัÊนของเซลลเ์มด็เลือดแดงทีÉมีความ

หนาแน่นมากสุดอยูที่Éกน้หลอด ใชปิ้เปตดูดเก็บ PBMC ใส่ในหลอดปัÉนอนัใหม่ ลา้ง PBMC ดว้ย 

PBS 1 ครัÊ ง นาํไปปัÉนความเร็วรอบ 2500 rpm ทีÉอุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลาย

ดา้นบนทิÊงแลว้เติมสารกาํจดัเมด็เลือดแดง (Red Blood Cell lysis solution) 5 ml ลงไป วางหลอด

ลงบนนํÊ าแข็งบ่มเป็นเวลา 3 นาที หยดุปฏิกิริยากาํจดัเมด็เลือดแดงโดยเติม PBS แลว้นาํไปปัÉน

เหวีÉยงทีÉความเร็วรอบ 2500 rpm ทีÉอุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายดา้นบนทิÊง เติม 

PBS ปัÉนลา้ง PBMC ตามขัÊนตอนทีÉกล่าวมาซํÊาอีก 2 รอบ จะได ้PBMC พร้อมนาํไปทดสอบต่อไป 

โดย PBMC ทีÉจะนาํไปสกดัอาร์เอน็เอจะถกูเก็บใน Trizol® reagent (Invitrogen, USA) ทีÉอุณหภูมิ 

-80°C เพืÉอคงสภาพอาร์เอน็เอใหส้มบูรณ์ทีÉสุด และ PBMC ส่วนทีÉตอ้งการนาํไปเลีÊยงเพืÉอทาํการ

ทดลองต่อ จะนาํไปเลีÊยงในอาหารเลีÊยงเซลล ์ดงัจะอธิบายในขัÊนตอนต่อไป 
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ภาพทีÉ 8  แสดงขัÊนตอนการสกดัเมด็เลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดีÉยว (PBMC) ดว้ยสารสกดัเมด็   

  เลือดขาว ficoll รูป ก ลกัษณะของเลือดผสม PBS อยูบ่น ficoll รูป ข ภาพการแยกชัÊน        

  ขององคป์ระกอบในเลือดและ ficoll รูป ค ภาพถ่ายจริงของการแยกชัÊน  

 

ทีÉมา: Barts and the London school of medicine and dentistry (2012) 

 

การเลีÊยง PBMC ใชอ้าหารเลีÊยงเซลล ์RPMI (Sigma) ทีÉมีส่วนผสมของ 10% fetal bovine 

serum กบัยาปฎิชีวนะ 100 U/ml penicillin/streptomycin และ 50 μg/ml gentamicin (Katial et al., 

1998) เลีÊยงในตูอ้บเพาะเลีÊยงเซลลค์วบคุมอุณหภูมิและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ (CO2 incubator) 

ทีÉ 5% CO2 และอุณหภูมิ 37°C นบัปริมาณ PBMC ทีÉสกดัไดด้ว้ย hemacytometer ภายใตก้ลอ้ง

จุลทรรศน ์และตรวจสอบคุณภาพโดยนาํไปยอ้มสี 0.4% tryphan blue ในอตัราส่วนเซลล ์1 μl ต่อ 

tryphan blue 5 μl โดยนบัเฉพาะเซลลที์Éยงัมีชีวิตอยู ่(เซลลใ์สไม่ติดสียอ้ม) ทีÉกระจายตวัอยูใ่นช่อง

สีÉเหลีÉยมใหญ่ทัÊง 4 ช่อง (ใน 1 ช่องใหญ่มี 16 ช่องเลก็) ดงัภาพทีÉ 9 แลว้คาํนวณหาปริมาณเซลลที์Éมี

ชีวิต โดยใชสู้ตร 

 

ปริมาณเซลลท์ัÊงหมด = (ปริมาณเซลลโ์ดยเฉลีÉยทีÉนบัไดใ้น 4 ช่อง x dilution factor x 104) เซลล/์ml 
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ภาพทีÉ 9  แสดงวิธีการนบัจาํนวนเซลลด์ว้ย hemacytometer โดยนบัจาํนวนเซลลที์Éอยูใ่นช่อง       

   สีÉเหลีÉยม 4 ช่องใหญ่ (16 ช่องเลก็)  

 

5. การสกดัอาร์เอน็เอ 

 

 การสกดัอาร์เอน็เอโดยใช ้ trizol ควรทาํการสกดัโดยใชตู้ดู้ดควนัไอกรดสารเคมี (fume 

hood) เนืÉองจาก trizol เป็นสารทีÉมีกลิÉนฉุน มีฤทธิÍ กดักร่อนรุนแรง และควรระมดัระวงัการ

ปนเปืÊ อนของ RNase ในอุปกรณ์และบริเวณพืÊนทีÉทีÉปฏิบติังานดว้ย ในการศึกษานีÊทาํการสกดัอาร์

เอน็เอจากเนืÊอเยืÉอ (มา้มและกลา้มเนืÊอ) และเซลลสุ์กร (PBMC และ PK15) ดว้ย trizol ใชว้ิธีตาม

คาํแนะนาํของผูผ้ลิต การสกดัในบางขัÊนตอนตอ้งใชค้วามระมดัระวงัมาก เช่น ขัÊนตอนหลงัจาก

เติม chloroform แลว้นาํไปปัÉนเหวีÉยงจะเกิดการแยกชัÊนของสารละลาย (ภาพทีÉ 10ก) เห็นเป็นชัÊน

ของอาร์เอน็เอ (aqueous phase) ชัÊนของ DNA (interphase) และชัÊนของโปรตีนและไขมนั 

(organic phase) ปิเปตสารละลายตรงชัÊน aqueous phase ใหไ้ดม้ากทีÉสุด ตอ้งระวงัอยา่ใหเ้กิดการ

ฟุ้งจนทาํใหป้นเปืÊ อน DNA จากชัÊน interphase และขัÊนตอนหลงัจากเติม isopropyl alcohol บ่มใน

นํÊ าแข็ง แลว้นาํไปปัÉนเหวีÉยง จะไดอ้าร์เอน็เอตกผลึกอยูก่น้หลอด (ภาพทีÉ 10ข) ใหปิ้เปตสารละลาย

ทิÊง ระวงัอยา่ใหโ้ดนผลึกอาร์เอน็เอหลุดออกไป ในขัÊนตอนสุดทา้ยของการสกดั ใชน้ํÊ าปราศจาก

การปนเปืÊ อนของ DNase และ RNase เป็นตวัทาํละลายอาร์เอน็เอและวดัปริมาณอาร์เอน็เอทีÉได้

ดว้ยเครืÉอง Nanodrop spectrophotometer 2000 (ThermoScientific) 
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ภาพทีÉ 10  แสดงขัÊนตอนการสกดัอาร์เอน็เอโดยใช ้trizol รูป ก ภาพการแยกชัÊนหลงัจากการปัÉน 

    ชัÊนของอาร์เอน็เอ (aqueous phase) ชัÊนของ DNA (interphase) และชัÊนของโปรตีนและ

    ไขมนั (organic phase) รูป ข ภาพผลึก RNA บริเวณกน้หลอด 

 

6. การสังเคราะห์ cDNA 

 

 สงัเคราะห์ cDNA ดว้ยเอนไซม ์ reverse transcriptase (SuperScript III) (Invitrogen) วิธี

ตามคาํแนะนาํของผูผ้ลิต โดยใช ้ oligo dT primer (Promega) ตวัอยา่งเนืÊอเยืÉอและเซลลที์Éนาํมา

สงัเคราะห์ cDNA จะใชอ้าร์เอน็เอเริÉมตน้ทีÉระดบัความเขม้ขน้ 500 นาโนกรัม (ng) เท่ากนัทุก

ตวัอยา่ง 

 

7. การทํา PCR และทดสอบผลติภัณฑ์ในเจล 

 

 ศึกษาการแสดงออกของ ssc-miR-155 และ ssc-miR-181 ในเนืÊอเยืÉอและเซลลสุ์กร ไดแ้ก่ 

มา้ม (spleen), กลา้มเนืÊอ (muscle), เซลล ์ PBMC และเซลลเ์พาะเลีÊยง PK15 ดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่  

พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction: PCR) ใชเ้อนไซม ์ DNA Taq polymerase (Thermo 

scientific) ปฏิกิริยารวม 20 μl วงรอบการทาํปฏิกิริยา เป็นดงันีÊ  ขัÊนตอน initial denaturation 95°C 

เวลา 5 นาที, denaturation 94°C เวลา 30 วินาที, annealing 58°C เวลา 30 วินาที (สาํหรับ miR-

155) 60°C เวลา 30 วินาที (สาํหรับ miR-181) 55°C เวลา 30 วินาที (สาํหรับ GAPDH), extension 

72°C เวลา 30 วินาที และ final extension 72°C เวลา 7 นาที ทัÊงหมด 35 รอบ 
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 หลงัจากเสร็จสิÊนกระบวนการ PCR นาํผลิตภณัฑที์Éไดไ้ปทดสอบในเจล (gel 

electrophoresis) ใช ้ 5% Nusieve gel (Lonza) และ ultra low range (ULR) ladder เป็นเกณฑว์ดั

ขนาดของชิÊนส่วน DNA ตรวจสอบความเขม้ของผลิตภณัฑด์ว้ยเครืÉองถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล 

(Gel documentation)  ใชโ้ปรแกรม GeneTools version 3.07 (PerkinElmer, UK) 

 

8. การโคลนและการสกดัพลาสมดิ 

 

 เพิÉมปริมาณยนี miR-155 และ miR-181 ดว้ยเทคนิค PCR ตามวิธีการและใชว้งรอบการทาํ

ปฏิกิริยาตามทีÉกล่าวไวใ้นวิธีการขอ้ทีÉ 7 แลว้ทดสอบผลิตภณัฑที์Éไดใ้น 5% Nusieve gel จากนัÊน

สกดัชิÊนส่วน DNA ของ miR-155 และ miR-181 ในเจลดว้ยชุดสกดั DNA สาํเร็จรูป QIAEXII 

agarose Gel Extraction Kit (Qiagen) แลว้นาํชิÊนส่วน DNA บริสุทธิÍ ทีÉสกดัไดม้าเชืÉอมกบัเวกเตอร์ 

(vector) เรียกขัÊนตอนนีÊว่า ligation โดยใชเ้อนไซม ์T4 DNA ligase (Invitrogen), ligation buffer, 

pGEM-T easy vector (promega) และชิÊนส่วน DNA บริสุทธิÍ  ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้บ่มทีÉอุณหภูมิ 

23°C เป็นเวลา 2 ชัÉวโมง จะไดชิ้Êนส่วน DNA เชืÉอมกบัเวกเตอร์ หรือทีÉเรียกว่า พลาสมิด (plasmid) 

จากนัÊนนาํ plasmid เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย (transformation) เพืÉอเพิÉมปริมาณพลาสมิดทีÉตอ้งการ 

(cloning) โดยอาศยัการเพิÉมจาํนวนของแบคทีเรีย โดยใชเ้ชืÊอแบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) 

สายพนัธุ ์ DH5α  ดว้ยวิธีการกระตุน้ดว้ยความร้อน (heat shock) แลว้นาํไปเลีÊยงบนอาหารเลีÊยง

เชืÊอแข็งสูตร Luria-Bertani (LB) ทีÉมีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ ampicillin, Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) และ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-

gal) ดว้ยวิธี spread plate บ่มทีÉอุณหภูมิ 37°C ประมาณ 16 ชัÉวโมง เพืÉอคดัเลือกโคโลนี แบคทีเรียทีÉ

มีสีขาว (blue-white colony screening) ซึÉงเป็นโคโลนีทีÉคาดว่ามีชิÊนส่วน DNA ทีÉตอ้งการอยูใ่น 

plasmid จากนัÊนใชเ้ทคนิค colony PCR screening คดัเลือกโคโลนีทีÉมีชิÊน DNA ทีÉตอ้งการ 

(positive clone) แลว้นาํไปเลีÊยงในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว LB ทีÉมีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ 

ampicillin บ่มทีÉอุณหภูมิ 37°C และเขยา่ทีÉความเร็วรอบ 225 rpm ประมาณ 16 ชัÉวโมง ทาํการสกดั

แยกพลาสมิดออกจากเซลลแ์บคทีเรีย (plasmid purification) ดว้ยชุดสกดัสาํเร็จรูป AxyPrep 

Plasmid Miniprep Kit (Axygen) ไดพ้ลาสมิดทีÉเรียกว่า pGEM-miR-155 และ pGEM-miR-181 

(ภาพทีÉ 11) แลว้นาํไปทาํ sequencing เพืÉอตรวจสอบความถกูตอ้งของลาํดบัเบสของ miR-155 และ 

miR-181 ต่อไป 
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ภาพทีÉ 11  แสดงขัÊนตอนของการโคลนและสกดัพลาสมิด 

 

9. การหากราฟมาตรฐาน และคาํนวณ plasmid copy number 

 

 วิเคราะห์หากราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยทาํการเจือจางแบบ 10 เท่า (ten-fold 

serial dilution) จาก pGEM-miR-155 และ pGEM-miR-181 คาํนวณปริมาณ copy number ทีÉใชใ้น

แต่ละความเขม้ขน้อยูใ่นช่วง 2.99x109 ถึง 2.99x104 โดยสูตรในการคาํนวณปริมาณพลาสมิด 

(http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html) ดงันีÊ   

 

copy number = plasmid concentration (g/μl) x 6.022x1023 / insert size (bp) x 650 

(URI Genomics & Sequencing Center, University of Rhode Island, USA) 

 

10. การพฒันาเทคนิคพซีีอาร์เชิงปริมาณของ ssc-miR-155 และ ssc-miR-181 

 

 พฒันาเทคนิคพีซีอาร์เชิงปริมาณ (qPCR) เพืÉอใชต้รวจสอบระดบัการแสดงออกของ ssc-

miR-155 และ ssc-miR-181 โดยใชเ้อนไซม ์ iTaq Universal SYBR green mastermix (Biorad) 
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ปฏิกิริยารวม 20 μl วงรอบการทาํปฏิกิริยาเป็นดงันีÊ  ขัÊนตอน first denaturation 95°C เวลา 2 นาที 

30 วินาที, denaturation 95°C เวลา 5 วินาที, annealing 58°C เวลา 30 วินาที (สาํหรับ miR-155) 

60°C เวลา 30 วินาที (สาํหรับ miR-181) 55°C เวลา 30 วนิาที (สาํหรับ GAPDH) และ extension 

72°C เวลา 30 วินาที ทัÊงหมด 40 รอบ  

 

11. การศึกษาการแสดงออกของ ssc-miR-155 และ ssc-miR-181 ในเซลล์เมด็เลอืดขาวของสุกรทีÉ 

ถูกกระตุ้น 

 

 เก็บเลือดจากสุกรทีÉมีสุขภาพดีจาํนวน 3 ตวั นาํมาปัÉนแยกเมด็เลือดขาวดว้ยวิธี Ficoll-

Hypaque gradient centrifugation เมด็เลือดขาวทีÉแยกไดถ้กูนาํไปเลีÊยงในอาหารเลีÊยงเซลล ์ RPMI 

medium ทีÉมีส่วนผสมของ 10% fetal bovine serum กบัยาปฎิชีวนะ 100 U/ml 

penicillin/streptomycin และ 50 μg/ml gentamicin (Katial et al., 1998) เซลลที์Éไดน้าํไปใส่ในถาด

หลุมเลีÊยงเซลลข์นาด 24 หลุม โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่มการทดลอง ไดแ้ก่ กลุ่มควบคุม และกลุ่มทีÉถกู

กระตุน้ดว้ยสารกระตุน้เมด็เลือดขาว (concanavalin A: con A) (Sigma) ขนาด 10 mg/ml 

(Suradhat et al., 2003) เก็บเซลลเ์มด็เลือดขาวเพืÉอตรวจดกูารแสดงออกของ miR-155 และ miR-

181 ทีÉเวลา 12, 24 และ 48 ชัÉวโมง ทาํการทดสอบผลิตภณัฑที์Éไดด้ว้ยวิธี melting curve analysis 

และทดสอบผลิตภณัฑบ์น 5% Nusieve gel 

 

12. การวเิคราะห์ข้อมูล 

 

 คาํนวณค่า ∆Ct เพืÉอดูการแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 เปรียบเทียบระหว่าง

กลุ่มควบคุม และกลุ่มทีÉถกูกระตุน้ดว้ยสาร con A ดว้ยโปรแกรม Prism (GraphPad Software, San 

Diego, CA) 
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ผลและวจิารณ์ 

 

ผล 

 

1. โครงสร้างทุตยิภูมแิละผลการเปรียบเทียบลาํดบัเบส ของ miR-155 และ miR-181 

 

การทาํนายโครงสร้างทุติยภูมิของ pre-miR-155 และ pre-miR-181 ของสุกร ใชล้าํดบัเบส

จากฐานขอ้มลู miRBase ดว้ยโปรแกรม RNAfold web server ทาํนายโครงสร้างใชห้ลกัการ

คาํนวณจากค่า minimum free energy (MFE), ΔG and base pair complementary (Zuker, 2003) 

พบว่าโครงสร้างทุติยภูมิของ ssc-miR-155 และ ssc-miR-181 ทีÉทาํนายไดมี้ลกัษณะคลา้ยปิÉ นปัก

ผม (hairpin loop) พบ terminal loop 1 ตาํแหน่ง มีค่า free energy เท่ากบั -35.27 และ -35.29 

kcal/mole ตามลาํดบั (ภาพทีÉ 12) และยงัมีโครงสร้างทีÉคลา้ยคลึงกนักบัสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉนทีÉนาํมา

เปรียบเทียบ ไดแ้ก่ สุกร (Sus scrofa), คน (Homo sapiens), หนู mouse (Mus musculus), หนู rat 

(Rattus norvegicus), ไก่ (Gallus gallus) และปลา (Danio rerio) (ตารางทีÉ 3 และ 4)  

 

 
 

ภาพทีÉ 12  แสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ ssc-miR-155 และ ssc-miR-181 ทีÉทาํนายไดจ้าก 

    โปรแกรม RNAfold web server 
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ตารางทีÉ 3  แสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ pre-miR-155 ของสุกรเปรียบเทียบกบัสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉน 

 

โครงสร้างทุตยิภูมขิอง pre-miR-155 

Sus 

scrofa 

Homo 

sapiens 

Mus 

musculus 

Rattus 

norvegicus 

Gallus 

gallus 

Danio 

rerio 

  

  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

28 

ตารางทีÉ 4  แสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ pre-miR-181 ของสุกรเปรียบเทียบกบัสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉน 

 

โครงสร้างทุตยิภูมขิอง pre-miR-181 

Sus    

scrofa 

Homo 

sapiens 

Mus 

musculus 

Rattus 

norvegicus 

Gallus 

gallus 

Danio 

rerio 

  

   
 

 

จากนัÊนทาํการเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบัเบสของ mature miR-155 และ miR-

181 ของสุกรกบัสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉน ไดแ้ก่ Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus, 

Gallus gallus และ Danio rerio ดว้ยวิธี pairwise alignment โดยใชโ้ปรแกรม EMBOSS Needle 

พบว่าลาํดบัเบสของ mature miR-155 ของ Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus, 

Gallus gallus และ Danio rerio ทีÉนาํมาเปรียบเทียบกบัสุกรมีเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนเท่ากบั 

91.3%, 95.7%, 95.7%, 95.7% และ 95.7% ตามลาํดบั (ตารางทีÉ 5) และลาํดบัเบสของ mature miR-

181 ของสิÉงมีชีวิตทีÉนาํมาทดสอบเทียบกบัสุกรมีเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนเท่ากบั 95.8% ในทุก

สิÉงมีชีวิต (ตารางทีÉ 6) และจากการวิเคราะห์ลาํดบัเบส seed region บริเวณปลาย 5’ ของ miR-155 

(5’ UAAUGCU 3’)  และ miR-181 (5’ ACAUUCAA 3’) พบว่า seed region ของสิÉงมีชีวิตทัÊงหก

ชนิดทีÉนาํมาเปรียบเทียบมีลาํดบัเบสทีÉเหมือนกนัถึง 100% 
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ตารางทีÉ 5  แสดงการเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบัเบสของ mature miR-155 ของสุกรเทียบกบัสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉน 

 

ชนิดของสิÉงมชีีวติ 
ลาํดบัเบสของ 

mature miR-155 (5'-3') 

เปอร์เซ็นต์เปรียบเทียบ 

ความเหมอืนของลาํดับเบส 

(เทียบกบัสุกร) 

เลขทะเบียน 

Sus scrofa UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGG 100% MIMAT0022959 

Homo sapiens UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU 91.3% MIMAT0000646 

Mus musculus UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU 95.7% MIMAT0000165 

Rattus norvegicus UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU 95.7% MIMAT0030409 

Gallus gallus UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGG 95.5% MIMAT0001106 

Danio rerio UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGG 95.5% MIMAT0001851 

 

หมายเหตุ ตวัอกัษรเนน้สีเขม้ คือ บริเวณ seed region ของไมโครอาร์เอน็เอ 
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2 

 

 

ตารางทีÉ 6  แสดงการเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบัเบสของ mature miR-181 ของสุกรเทียบกบัสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉน 

 

ชนิดของสิÉงมชีีวติ 
ลาํดบัเบสของ 

mature miR-181 (5'-3') 

เปอร์เซ็นต์เปรียบเทียบ 

ความเหมอืนของลาํดับเบส 

(เทียบกบัสุกร) 

เลขทะเบียน 

Sus scrofa AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGUU 100% MIMAT0010191 

Homo sapiens AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 95.8% MIMAT0000256 

Mus musculus AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 95.8% MIMAT0000210 

Rattus norvegicus AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 95.8% MIMAT0000858 

Gallus gallus AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 95.8% MIMAT0001168 

Danio rerio AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 95.8% MIMAT0001623 

 

หมายเหตุ ตวัอกัษรเนน้สีเขม้ คือ บริเวณ seed region ของไมโครอาร์เอน็เอ 
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2. ทํานายยนีเป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 

 

ทาํนายยนีเป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 ดว้ยโปรแกรมทาํนายยนี 3 โปรแกรม 

คือ DIANA-micro T, miRmap และ PicTar เนืÉองดว้ยทัÊงสามโปรแกรมไม่สามารถทาํนายยนีโดย

ใชข้อ้มลูจากฐานขอ้มลูของสุกรได ้ ดงันัÊนจึงเลือกใชโ้ปรแกรมทาํนายยนีจากฐานขอ้มลูของคน

แทน ซึÉงจากการเปรียบเทียบลาํดบัเบสในขา้งตน้พบว่าบริเวณ seed region ของสิÉงมีชีวิตทัÊงหก

ชนิดทีÉนาํมาศึกษามีลาํดบัเบสเหมือนกนัถึง 100% จึงใชผ้ลการศึกษาเบืÊองตน้นีÊคาดการณ์ว่าการ

ทาํนายยนีเป้าหมายจากทัÊง 3 โปรแกรมโดยใชข้อ้มลู seed region จากฐานขอ้มลูของคนน่าจะ

สามารถนาํมาใชอ้า้งอิงการศึกษายนีเป้าหมายของสุกรได ้ จากการวิเคราะห์ผลดว้ยโปรแกรม

คอมพิวเตอร์ไดผ้ลการทาํนายยนีดงันีÊ   ยนีเป้าหมายของ miR-155 ทาํนายได ้254, 230 และ 199 ยนี 

ขณะทีÉยนีเป้าหมายของ miR-181 ทาํนายได ้ 509, 577 และ 515 ยนี (ภาพทีÉ 13) โดยเป็นผลการ

ทาํนายจากโปรแกรม DIANA-micro T, miRmap และ PicTar ตามลาํดบั  

 

 
 

ภาพทีÉ 13  แผนภูมิแสดงจาํนวนยนีเป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 ทีÉทาํนายไดจ้าก                

โปรแกรมทาํนายยนี 3 โปรแกรม คือ DIANA-micro T, miRmap และ PicTar 
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ตารางทีÉ 7  แสดงยนีเป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 วิเคราะห์จากโปรแกรมทาํนายยนีทัÊงสามโปรแกรม คือ DIANA-micro T, miRmap และ PicTar  

    โดยยนีทีÉถกูคดัเลือกนาํมาแสดงในตาราง คือยนีทีÉมีความเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนั และถกูทาํนายไดจ้ากสองโปรแกรมขึÊนไป 

 

  

 

ชนิดไมโครอาร์

เอน็เอ 
ชืÉอยนี หน้าทีÉของยนี 

DIANA-

micro T 
PicTar miRmap 

miR-155 BACH1 Transcription regulator protein BACH1 (transcription factor)   

miR-155 SOCS1 Suppressor of cytokine signaling 1 (STAT-induced STAT inhibitor)   

miR-155 MAP3K14 NF-kappa-B-inducing kinase (NIK) (serine/threonine protein-kinase)   

miR-155 MPP5 peripheral membrane-associated guanylate kinase    

miR-181 DDX3X ATP-dependent RNA helicase DDX3X (RNA helicases)   

miR-181 NFAT5 nuclear factor of activated T-cells 5 (nuclear factor)   

miR-181 FOXP1 forkhead box protein P1 (transcription factor)   

miR-181 MPP5 peripheral membrane-associated guanylate kinase    
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จากนัÊนนาํยนีเป้าหมายทีÉทาํนายไดจ้ากทัÊงสามโปรแกรมไปตรวจสอบบทบาทหนา้ทีÉและ

การทาํงานจากฐานขอ้มลู KEGG pathway เพืÉอคดัเลือกยนีทีÉมีความเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนั 

และถกูทาํนายไดจ้ากสองโปรแกรมขึÊนไป ไดย้นีเป้าหมายของ miR-155 คือ BACH1, SOCS1 และ 

MAP3K14 ยนีเป้าหมายของ miR-181 คือ DDX3X, NFAT5 และ FOXP1 โดย MPP5 เป็นยนี

เป้าหมายร่วมของทัÊง miR-155 และ miR-181 และถกูทาํนายไดจ้ากทัÊง 3 โปรแกรม (ตารางทีÉ 7) 

 

ทาํการทดสอบยนืยนัผลการเขา้คู่กนัของลาํดบัเบสของยนีทีÉถกูทาํนายไดก้บัลาํดบัเบส

ของ seed region ของ miR-155 (3’ UCGUAAU 5’) และ miR-181 (3’ ACUUACA 5’) โดยใช้

ขอ้มลูลาํดบัเบสของสุกรจากฐานขอ้มลู NCBI พบว่าลาํดบัเบสบริเวณ seed region ของ miR-155 

และ miR-181 มีลาํดบัเบสทีÉเขา้คู่กนักบัยนีเป้าหมายทัÊง 7 ยนีของสุกรได ้โดยลาํดบัเบสของ miR-

181 สามารถเขา้คู่กบัยนี DDX3X, NFAT5, FOXP1 และ MPP5 ไดท้ัÊง 7 ตาํแหน่งนิวคลีโอไทด ์

ขณะทีÉลาํดบัเบสของ miR-155 สามารถเขา้คู่กบัยนี SOCS1 และ MAP3K14 ได ้7 ตาํแหน่งนิวคลี

โอไทด ์และเกิด mismatch 1 ตาํแหน่งในยนี BACH1 และ MPP5 (ภาพทีÉ 14) จากผลการทดลองนีÊ

สนันิษฐานไดว้่า miR-155 และ miR-181 น่าจะมีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยนีทีÉ

เกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัในสุกร  

 

 
 

ภาพทีÉ 14  แสดงการจบักนัของลาํดบัเบสระหว่าง miR-155, miR-181 และยนีเป้าหมาย 

 

3. การแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 ในเนืÊอเยืÉอและเซลล์สุกร 

 

หลงัจากการศึกษาลกัษณะทัÉวไปและทาํนายยนีเป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 

ของสุกรดว้ยเทคนิคทางคอมพิวเตอร์แลว้ ผูว้ิจยัไดท้าํการศึกษาเพิÉมเติมเพืÉอดคูวามเกีÉยวขอ้งของ

ไมโครอาร์เอน็เอทัÊงสองชนิดกบัระบบภูมิคุม้กนัในสุกร โดยทาํการตรวจสอบการแสดงออกของ 

miR-155 และ miR-181 ในเนืÊอเยืÉอ (มา้มและกลา้มเนืÊอ) และเซลล ์(PBMC และ PK15) ของสุกร 
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โดยใชย้นี GAPDH เป็นยนีควบคุมภายใน (internal control gene) ผลการทดสอบพบว่า miR-155 

และ miR-181 มีการแสดงออกในเนืÊอเยืÉอและเซลลสุ์กรทีÉนาํมาทดสอบ ไดผ้ลแถบดีเอน็เอของ 

miR-155 มีขนาดเท่ากบั 72 คู่เบส (bp) และ miR-181 มีขนาดเท่ากบั 85 bp ตามลาํดบั (ภาพทีÉ 15) 

โดย miR-155 มีการแสดงออกมากกว่าในเซลล ์ PBMC และ PK15 ขณะทีÉ miR-181 มีการ

แสดงออกปริมาณมากใกลเ้คียงกนัในทุกตวัอยา่ง จากผลการทดลองนีÊแสดงใหเ้ห็นว่า miR-155 

และ miR-181 มีการแสดงออกในเนืÊอเยืÉอและเซลลที์ÉมีความเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนั เช่น มา้ม 

และเซลล ์ PBMC ทัÊงยงัแสดงออกในเนืÊอเยืÉอและเซลลที์Éไม่เกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนั เช่น 

กลา้มเนืÊอ และเซลล ์PK15 อีกดว้ย 
 

 
 

ภาพทีÉ 15  การแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 ในเนืÊอเยืÉอและเซลลข์องสุกร สกดั RNA    

   จากเนืÊอเยืÉอและเซลลข์องสุกร ไดแ้ก่ มา้ม (spl: spleen), เซลลเ์มด็เลือดขาว (PBMC:    

   peripheral blood mononuclear cells), กลา้มเนืÊอ (mus: muscle) และเซลล ์PK15        

   (PK15: porcine kidney cell lines) (M = marker และ N = negative control) 

 

4. การโคลนและสกดัพลาสมดิของ miR-155 และ miR-181  

 

เพืÉอทดสอบหาความจาํเพาะของไพร์เมอร์ทีÉออกแบบโดยทาํการสกดัอาร์เอน็เอจาก

PBMC และสงัเคราะห์ cDNA แลว้เพิÉมปริมาณ miR-155 และ miR-181 ดว้ยเทคนิค PCR ตาม

วิธีการและใชว้งรอบการทาํปฏิกิริยาตามทีÉกล่าวไว ้ เพืÉอนาํมาใชใ้นการทาํโคลนและสกดัพลาสมิด 

เมืÉอทาํการทดสอบผลิตภณัฑ ์ PCR ทีÉไดใ้น 5% Nusieve gel ไดแ้ถบ DNA ของ miR-155 และ 

miR-181  มีขนาด 72 และ 85 bp ตามลาํดบั (ภาพทีÉ 16) 
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ภาพทีÉ 16  แสดงขนาดแถบ DNA ของ miR-155 และ miR-181 จากการเพิÉมจาํนวนดว้ยเทคนิค 

   PCR มีขนาด 72 และ 85 bp ตามลาํดบั (M = marker และ N = negative control) 

 

สกดัชิÊนส่วน DNA ของ miR-155 และ miR-181 ในเจลดว้ยชุดสกดั DNA สาํเร็จรูป 

QIAEXII agarose Gel Extraction Kit แลว้นาํชิÊน DNA มาเชืÉอมกบั pGEM-T easy vector นาํ 

plasmid ทีÉไดเ้ขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E. coli สายพนัธุ ์DH5α  เลีÊยงบนอาหารเลีÊยงเชืÊอแข็งสูตร LB ทีÉ

มีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ ampicillin, IPTG และ X-gal หลงับ่มจนครบ 16 ชัÉวโมง แบคทีเรียทีÉ

เจริญไดจ้ะเป็นแบคทีเรียทีÉมี pGEM-T easy vector อยูใ่นเซลล ์เพราะ pGEM-T easy vector มียนี

ตา้นทานต่อยา ampicillin ทาํการคดัเลือกโคโลนีทีÉมีสีขาว ซึÉงเป็นโคโลนีทีÉคาดว่ามีชิÊนส่วน DNA 

ทีÉตอ้งการ เนืÉองจากชิÊน DNA จะเขา้ไปแทรกในบริเวณยนี lac Z ของ pGEM-T easy vector (ซึÉงมี

หนา้ทีÉสงัเคราะห์เอนไซม ์ß-galactosidase มายอ่ย X-gal ทาํใหโ้คโลนีเกิดสีฟ้า) ทาํใหย้นี lac Z ไม่

สามารถทาํงานได ้ โคโลนีทีÉไดจึ้งมีสีขาว (ภาพทีÉ 17) ในขัÊนตอนนีÊจะคดัเลือกเฉพาะโคโลนีทีÉมีสี

ขาว และเป็นโคโลนีเดีÉยวเท่านัÊน คดัเลือกประมาณ 20 โคโลนี (ภาพทีÉ 18 และ 19) 

 

 
 

ภาพทีÉ 17  แสดงโคโลนีทีÉไม่มีชิÊน DNA แทรกอยูจ่ะมีสีฟ้า (ในวงกลมทีÉลกูศรชีÊ) และโคโลนีทีÉมี

    ชิÊน DNA แทรกอยูจ่ะมีสีขาว 
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ภาพทีÉ 18  แสดงผลการเจริญของเชืÊอ E. coli เพาะเลีÊยงในอาหารเลีÊยงเชืÊอ LB ทีÉมีส่วนผสมของยา    

    ปฏิชีวนะ ampicillin วงกลมเชืÊอ E. coli โคโลนีทีÉคาดว่ามีชิÊนส่วนของ pGEM-miR-155 

 

 
 

ภาพทีÉ 19  แสดงผลการเจริญของเชืÊอ E. coli เพาะเลีÊยงในอาหารเลีÊยงเชืÊอ LB ทีÉมีส่วนผสมของยา

    ปฏิชีวนะ ampicillin วงกลมเชืÊอ E. coli โคโลนีทีÉคาดว่ามีชิÊนส่วนของ pGEM-miR-181 

 

นาํโคโลนีทีÉคดัเลือกทัÊงหมดมาตรวจสอบหาชิÊนส่วน miR-155 และ miR-181 โดยใช้

เทคนิค colony PCR screening จากผลการทดสอบพบว่าทุกโคโลนีทีÉเลือกมาเป็น positive clone 

ทัÊง 20 โคโลนี (ภาพทีÉ 20) 
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ภาพทีÉ 20  แสดงผลการทาํ colony PCR screening ของ miR-155 และ miR-181 (M = marker  

    และ N = negative control) 

 

คดัเลือก positive clone ของ miR-155 และ miR-181 มาอยา่งละ 2 ตวัอยา่ง แลว้นาํไป

เลีÊยงในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว LB ทีÉมีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ ampicillin หลงัจากบ่มครบ 16 

ชัÉวโมง ทาํการสกดัแยกพลาสมิดดว้ยชุดสกดัสาํเร็จรูป AxyPrep Plasmid Miniprep Kit ได ้พลาส

มิดทีÉเรียกว่า pGEM-miR-155 และ pGEM-miR-181 ตรวจสอบพลาสมิดทีÉไดด้ว้ยเทคนิค PCR ซึÉง 

pGEM-miR-155 และ pGEM-miR-181 มีขนาดประมาณ 3,000 คู่เบส และเป็นพลาสมิดจึงมี

รูปร่างเป็นทรงกลม เมืÉอทาํการทดสอบในเจลมีความเป็นไปไดที้ÉจะเคลืÉอนทีÉเร็วกว่า DNA ทีÉเป็น

เสน้ตรง จึงเห็นแถบ DNA มีขนาดระหว่าง 2,000 ถึง 3,000 คู่เบส (ภาพทีÉ 21) เพืÉอการยนืยนัผลทีÉ

แน่นอนจึงส่งพลาสมิดไปวิเคราะห์ความถกูตอ้งของลาํดบัเบสของ miR-155 และ miR-181 พบว่า

มีผลลาํดบัเบสทีÉถกูตอ้งเหมือนกนั 100% เมืÉอนาํไปเทียบกบัลาํดบัเบสจากฐานขอ้มลู miRBase 

ดว้ยวิธี pairwise aligment 

 

 
 

ภาพทีÉ 21  แสดงผลการทาํ colony PCR screening ของ pGEM-miR-155 และ pGEM-miR-181 

    (M = marker) 
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5. พฒันาเทคนิค qPCR เพืÉอใช้ตรวจสอบการแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 

 

 เพืÉอการพฒันาเทคนิค qPCR สาํหรับการตรวจสอบการแสดงออกของ miR-155 และ 

miR-181 จึงไดท้าํการออกแบบไพร์เมอร์ทีÉจาํเพาะต่อ miR-155 และ miR-181 ในสุกร จากนัÊน

ทดสอบหาความจาํเพาะของไพร์เมอร์โดยใชอ้าร์เอน็เอทีÉแยกจากเมด็เลือดขาวสุกรมาเพิÉมปริมาณ 

ดว้ยเทคนิค PCR ก่อนนาํเอาผลิตภณัฑที์Éไดโ้คลนใส่ในเวคเตอร์ pGEM-T easy ยนืยนัลาํดบัเบส

ของ miR-155 และ miR-181 ทีÉโคลนเขา้เวคเตอร์ดว้ยการเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลู พบว่าลาํดบั

เบสทีÉแยกไดเ้หมือนกนั 100% หลงัจากนัÊนสร้างกราฟมาตรฐานจากการทาํ ten-fold serial dilution 

ดว้ยค่า quantification cycle (Cq) มาพลอ็ตเป็นกราฟเสน้ ไดก้ราฟมาตรฐานของ pGEM-T miR-

155 (ภาพทีÉ 22) มีค่า correlation coefficient (R2) เท่ากบั 0.996, ค่าความชนัของกราฟ (slope) 

เท่ากบั -4.14 และค่า amplification efficiency (E) เท่ากบั 74.2% (ภาพทีÉ 23)  และไดก้ราฟ

มาตรฐานของ pGEM-T miR-181 (ภาพทีÉ 24) มีค่า R2 เท่ากบั 0.998, ค่า slope เท่ากบั -3.55 และค่า 

E เท่ากบั 91.2% (ภาพทีÉ 25) 

 

 
 

ภาพทีÉ 22  แสดงกราฟมาตรฐานของ pGEM-miR-155 (amplification graph) ดว้ย ten-fold     

    serial dilution จาํนวนพลาสมิด 2.99x109 ถึง 2.99x104 copy number 
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ภาพทีÉ 23  แสดงกราฟมาตรฐานของ pGEM-miR-155 ค่า R2 เท่ากบั 0.996 

 

 
 

ภาพทีÉ 24  แสดงกราฟมาตรฐานของ pGEM-miR-181 (amplification graph) ดว้ย ten-fold   

    serial dilution จาํนวนพลาสมิด 2.99x109 ถึง 2.99x104 copy number 
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ภาพทีÉ 25  แสดงกราฟมาตรฐานของ pGEM-miR-181 ค่า R2 เท่ากบั 0.998 

 

เพืÉอทดสอบดูความจาํเพาะของวิธี qPCR ทีÉพฒันาขึÊนมาใหม่ดว้ยการหา melting curve 

analysis พบว่าผลิตภณัฑที์ÉเกิดขึÊนของ pGEM-miR-155 มี melt curve อยูที่É 74°C 1 ตาํแหน่ง (ภาพ

ทีÉ 26) คาดว่าคือผลิตภณัฑ ์PCR ของ miR-155 นาํผลิตภณัฑ ์PCR ทีÉมีพลาสมิดปริมาณมากทีÉสุด

และนอ้ยทีÉสุด 2.99x108 และ 2.99x104 ไปทดสอบผา่น 5% NuSieve gel พบว่าไดผ้ลิตภณัฑที์Éมี

ความจาํเพาะขนาด 72 bp ซึÉงเป็นขนาดของ miR-155 (ภาพทีÉ 27)  

 

 
 

ภาพทีÉ 26  แสดง Melt Peak ของ miR-155 มีค่า Tm เท่ากบั 74°C 
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ภาพทีÉ 27  แสดงผลิตภณัฑ ์PCR บน 5% Nuseive gel ทีÉไดจ้ากการพฒันาเทคนิคตรวจวดัการ 

    แสดงออกของ miR-155 (M = marker และ N = negative control) 

 

ขณะทีÉผลของ pGEM-miR-181 มี melt curve อยูที่É 78°C และมี melt peak ทีÉไม่จาํเพาะทีÉ

อุณหภูมิ 82°C ในตวัอยา่งทีÉความเขม้ขน้สูง (2.99x109, 2.99x108 และ 2.99x107) (ภาพทีÉ 28) 

จากนัÊนนาํผลิตภณัฑ ์PCR ไปทดสอบผา่น 5% NuSieve gel พบว่าไดผ้ลิตภณัฑข์นาด 85 bp ใน

ทุกความเขม้ขน้ และเกิดรอยสเมียร์ยาวทีÉขนาดประมาณ 200-300 bp ในกลุ่มทีÉใชพ้ลาสมิดปริมาณ

มาก 2.99x109, 2.99x108 และ 2.99x107 ตามลาํดบั (ภาพทีÉ 29)  การพบผลิตภณัฑที์Éไม่จาํเพาะใน 

melt curve และบนเจลในกลุ่มทีÉใชพ้ลาสมิดปริมาณมาก อาจเนืÉองมาจากไพร์เมอร์ไปจบักบัสาย

ของ DNA ในบริเวณอืÉน ทาํใหเ้กิดการเพิÉมจาํนวนทีÉมากเกินไป อยา่งไรก็ตามในการวดัระดบั 

miR-181 ในตวัอยา่งเซลลเ์มด็เลือดขาวสุกรพบว่าระดบั template ทีÉนาํมาใชมี้ปริมาณตํÉากว่า

ระดบัพลาสมิดทีÉใชใ้นการสร้างกราฟมาตรฐานนีÊมาก โดยอยูที่Éระดบั 2.99x104 จึงไม่พบปัญหา

ลกัษณะแบนทีÉไม่จาํเพาะดงักล่าว จากผลการทดลองนีÊแสดงใหเ้ห็นว่าเทคนิค qPCR ทีÉพฒันาขึÊน

ใหม่นัÊนสามารถนาํไปใชต้รวจสอบการแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 ได ้
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ภาพทีÉ 28  แสดง Melt Peak ของ miR-181 มีค่า Tm เท่ากบั 78°C 

 

 
 

ภาพทีÉ 29  แสดงผลิตภณัฑ ์PCR บน 5% Nuseive gel ทีÉไดจ้ากการพฒันาเทคนิคตรวจวดัการ 

    แสดงออกของ miR-181 (M = marker 10 bp, N = negative control และ ten-fold 

   serial dilution ของ pGEM-miR181 ตัÊงแต่ 2.99x109 ถึง 2.99x104 ) 

 

6. การแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 เมืÉอถูกกระตุ้นด้วย con A 

  

นาํเลือดของสุกรสุขภาพดีจาํนวน 3 ตวั มาสกดัเมด็เลือดขาวสุกร (PBMC) ดว้ย ficoll 

นาํไปเลีÊยงในถาดหลุมเลีÊยงเซลลช์นิด 24 หลุม เลีÊยงโดยใชอ้าหารเลีÊยงเซลล ์RPMI ดูคุณภาพเซลล์

เมด็เลือดขาวทีÉสกดัไดโ้ดยนาํไปส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบว่าเซลลเ์มด็เลือดขาวมีทรงกลม 

แต่ละเซลลมี์ขนาดเท่าๆกนั ดงัภาพทีÉ 30 
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ภาพทีÉ 30  แสดงลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนข์องเซลลเ์มด็เลือดขาวของสุกรทีÉสกดัดว้ย ficoll

    ทีÉกาํลงัขยาย 20X (ซา้ย) และ 40X (ขวา) ตามลาํดบั 

 

จากนัÊนแบ่งการทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มเซลลเ์มด็เลือดขาวทีÉไม่ไดรั้บการกระตุน้ 

(กลุ่มควบคุม) และกลุ่มเซลลเ์มด็เลือดขาวทีÉถกูกระตุน้ดว้ยสาร con A เก็บเซลลเ์มด็เลือดขาวมา

ศึกษาการแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 ดว้ยเทคนิค qPCR ทีÉเวลา 12, 24 และ 48 ชัÉวโมง 

พบว่า miR-155 และ miR-181 ในเซลล ์ PBMC ทีÉถกูกระตุน้ดว้ย con A มีระดบัการแสดงออกทีÉ

เปลีÉยนแปลงไปเมืÉอเทียบกบักลุ่มควบคุม โดยระดบัของ miR-155 มีการแสดงออกทีÉเพิÉมสูงขึÊน 2 

เท่าภายใน 12 ชัÉวโมงแรกหลงัไดรั้บการกระตุน้ และลดลงอยา่งมีนยัสาํคญั (p < 0.05) คิดเป็น 0.18 

เท่า และ 0.11 เท่าในชัÉวโมงทีÉ 24 และ 48 ตามลาํดบั (ภาพทีÉ 31) ขณะทีÉระดบัของ miR-181 มีการ

แสดงออกเพิÉมสูงขึÊน 5.8 เท่าภายใน 12 ชัÉวโมงแรก แลว้ลดลงอยา่งมีนยัสาํคญั (p < 0.05) คิดเป็น 

0.02 เท่าในชัÉวโมงทีÉ 24 และลดลง 0.40 เท่าในชัÉวโมงทีÉ 48 เมืÉอเทียบกบักลุ่มควบคุม (ภาพทีÉ 32) 

จากผลการศึกษาครัÊ งนีÊ แสดงใหเ้ห็นว่าเมืÉอเซลลเ์มด็เลือดขาวถกูกระตุน้จะเปลีÉยนแปลงระดบัการ

แสดงออกของ miR-155 และ miR-181 จึงสนันิษฐานไดว้า่ miR-155 และ miR-181 อาจมีบทบาท

ควบคุมการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัในเซลลเ์มด็เลือดขาวสุกร 
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ภาพทีÉ 31  กราฟแท่งแสดงระดบัการแสดงออกของ miR-155 ใน PBMC ของสุกรทีÉไดรั้บการ 

    กระตุน้ดว้ย con A เป็นเวลา 12, 24 และ 48 ชัÉวโมง เทียบกบักลุ่มควบคุม (*p < 0.05) 

 

 
 

ภาพทีÉ 32  กราฟแท่งแสดงระดบัการแสดงออกของ miR-181 ใน PBMC ของสุกรทีÉไดรั้บการ 

                 กระตุน้ดว้ย con A เป็นเวลา 12, 24 และ 48 ชัÉวโมง เทียบกบักลุ่มควบคุม (*p < 0.05) 
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วจิารณ์ 

 

 ไมโครอาร์เอ็นเอเป็นอาร์เอ็นเอขนาดเล็ก ขนาดประมาณ 22 นิวคลีโอไทด์ มีหน้าทีÉ

ควบคุมการทาํงานของยนี โดยการยบัย ัÊงหรือลดการแสดงออกของยีนเป้าหมาย (Baltimore et al., 

2008; Lindsay, 2008) ไมโครอาร์เอน็เอหลายชนิดมีความเกีÉยวขอ้งกบัพฒันาการและการทาํงาน

ของเซลลใ์นร่างกาย และยงัมีบทบาทควบคุมระบบภูมิคุม้กนัให้เป็นไปอย่างสมดุล (Baltimore et 

al., 2008; Lindsay, 2008) เช่น miR-17-92, miR-146, miR-155 และ miR-181 (Lindsay, 2008) ซึÉง

พบว่าการศึกษาลกัษณะและหน้าทีÉของไมโครอาร์เอ็นเอส่วนใหญ่พบรายงานในคนและหนู 

ขณะทีÉการรายงานในสุกรมีข้อมูลอยู่ค่อนข้างจ ํากัด ในรายงานฉบับนีÊ จึงให้ความสนใจใน

การศึกษาไมโครอาร์เอน็เอของสุกร โดยเฉพาะ miR-155, miR-181 และความเกีÉยวขอ้งกบัระบบ

ภูมิคุม้กนัในสุกร 

 

ในการศึกษานีÊ ไดท้าํนายโครงสร้างทุติยภูมิของไมโครอาร์เอน็เอดว้ยโปรแกรม RNAfold 

ซึÉงเป็นโปรแกรมทีÉใชก้ารวิเคราะห์ทาํนายโครงสร้างจากค่า minimum free energy และการจบักนั

ของคู่เบสซึÉงมีค่าเฉลีÉยความถกูตอ้งของการจบักนัของคู่เบสอยูที่É 50-70 % (Eddy, 2004) จากการ

นาํลาํดบัเบสของไมโครอาร์เอน็เอของสิÉงมีชีวิตทัÊง 6 ชนิด ไดแ้ก่ สุกร (Sus scrofa), คน (Homo 

sapiens), หนู mouse (Mus musculus), หนู rat (Rattus norvegicus), ไก่ (Gallus gallus) และปลา 

(Danio rerio) มาทาํนายโครงสร้างและทาํการเปรียบเทียบกนัดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ พบว่า

โครงสร้างทุติยภูมิของ miR-155 และ miR-181 ของสุกรมีรูปร่างคลา้ยปิÉ นปักผม มี terminal loop 

1 ตาํแหน่ง ซึÉงตรงตามทีÉ Zhang et al (2010) รายงานว่าโครงสร้างของ pre-miRNA มีอยู ่ 2 

รูปแบบ แบบทีÉหนึÉงเป็นโครงสร้าง hairpin ทีÉมี terminal loop 1 ตาํแหน่ง และแบบทีÉสองเป็น

โครงสร้าง hairpin loop ทีÉมี terminal loop หลายตาํแหน่ง จากการทดสอบ pre-miRNA ทัÊง 2729 

ชนิด พบว่าโครงสร้างโดยส่วนมากจะมีลกัษณะตามแบบทีÉหนึÉง คือ พบ terminal loop 1 ตาํแหน่ง 

คิดเป็น 94.1% แตกต่างจากโครงสร้างของ rRNAs, tRNA, และ mRNAs ทีÉพบโครงสร้างใน

รูปแบบทีÉสองมากกว่า (Zhang et al., 2010) และโครงสร้าง pre-miRNA ของสุกรยงัมีลกัษณะ

คลา้ยกนักบัสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉนเมืÉอนาํมาเปรียบเทียบโครงสร้าง pre-miRNA อีกทัÊงลาํดบัเบสของ 

ไมโครอาร์เอน็เอทัÊงสองชนิดยงัมีความคลา้ยคลึงกนัมากกว่า 90% โดยเฉพาะบริเวณ seed region 

ทีÉมีลาํดบัเบสเหมือนกนัถึง 100 % ซึÉงผลทีÉไดส้อดคลอ้งกนักบัการศึกษาของ Reddy et al (2009) 

ทีÉรายงานว่าไมโครอาร์เอน็เอแต่ละชนิดของสุกร เช่น ssc-miR-17, ssc-miR-20, ssc-miR-29a, ssc-

miR-181 มีลาํดบัเบสทีÉคลา้ยคลึงกนัเมืÉอทาํการเปรียบเทียบกบัสตัวมี์กระดกูสนัหลงัชนิดอืÉน ไดแ้ก่ 
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กอริลลา (Gorilla gorilla) , ชิมแปนซี (Pan troglodytes), ลิงวอก (Macaca mulatta), ปลาปักเป้า 

(Fugu rubripes), โค (Bos Taurus), กบ (Xenopus tropicalis) และสุนขั (Canis familiaris)  

 

หลงัจากการวิเคราะห์โครงสร้างและลาํดบัเบสไดศึ้กษาทาํนายยนีเป้าหมายของ miR-155 

และ miR-181 ซึÉงยนีเป้าหมายจะมีลาํดบัเบสเขา้คู่อย่างจาํเพาะกบับริเวณ seed region ของไมโคร

อาร์เอน็เอ ในการศึกษานีÊทาํนายยนีโดยใชโ้ปรแกรมทาํนายยนี 3 โปรแกรม ไดแ้ก่  DIANA-micro 

T, miRmap และ PicTar โดยใชห้ลกัการทาํนายยีนจากการเขา้คู่กนัของ seed region แบบ 7mer 

หรือ 6mer ทีÉมี G:U wobble 1 ตาํแหน่ง (Witkos et al., 2011; Peterson, 2014) การทาํนายยีน

เป้าหมายของไมโครอาร์เอ็นเอโดยใช้โปรแกรมทีÉหลากหลาย เพืÉอประโยชน์ในด้านการลด

ขอ้จาํกดัหรือจุดดอ้ยบางประการของแต่ละโปรแกรม โดยทาํการชดเชยจุดดอ้ยนัÊนดว้ยจุดเด่นของ

โปรแกรมอืÉนทีÉนาํมาวิเคราะห์ร่วมกนั (Witkos et al., 2011; Peterson, 2014) ดงัเช่นการศึกษาของ 

Sethupathy et al (2006) รายงานว่าการทาํนายยีนโดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์หลายโปรแกรม

ร่วมกนั ทาํให้ได้ผลการทาํนายทีÉมีค่าความไวของการทดสอบ (sensitivity) และความจาํเพาะ 

(specificity) ทีÉสูงขึÊน โปรแกรมทาํนายยนีทีÉใชใ้นการศึกษาทัÊง 3 โปรแกรม ไดแ้ก่  DIANA-micro 

T, miRmap และ PicTar มีหลกัการวิเคราะห์และจุดเด่นทีÉแตกต่างกนัดงันีÊ  โปรแกรม PicTar เป็น

โปรแกรมทีÉใชห้ลกัการการเขา้คู่กนัของไมโครอาร์เอ็นเอและบริเวณ 3' UTR ของยีนเป้าหมาย 

โดยทาํการวิเคราะห์ดว้ยขอ้มูลร่วมจากฐานขอ้มูลต่างๆทีÉเกีÉยวขอ้ง (Krek et al., 2005; Witkos et 

al., 2011) ปัจจุบนัโปรแกรม PicTar ไดรั้บการพฒันาใหส้ามารถทาํนายยนีไดโ้ดยใชก้ารวิเคราะห์

ขอ้มลูร่วมกนัในสิÉงมีชีวิตหลายสายพนัธุเ์พืÉอหาบริเวณทีÉเขา้คู่กนัของยนีเป้าหมายและ seed region 

โดยใชฐ้านขอ้มลู doRiNA (Ander et al., 2012) สาํหรับ DIANA-micro T เป็นโปรแกรมทีÉยนิยอม

ให้ผลทาํนายยีนทีÉมีรูปแบบจบักนัแบบไม่เขา้คู่กนั (wobble paring) เช่น G:U (Kiriakidou et al., 

2004) ทาํใหผ้ลการจบักนัของ miRNA: mRNA ทีÉไดมี้ค่า affinity หลายระดบั ตัÊงแต่ค่าตํÉาสุดจนถึง

ค่าสูงทีÉสุด (Lim et al., 2003) และทา้ยสุดโปรแกรม miRmap ทีÉไดรั้บการพฒันาขึÊนเมืÉอไม่นานมา

นีÊ  จึงทาํใหไ้ม่มีขอ้มลูรายงานมากพอทีÉจะนาํมาเทียบกบัโปรแกรมอืÉนทีÉใชศึ้กษาในครัÊ งนีÊ ได ้

 

ยนีเป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 ของสุกรทีÉทาํนายจากโปรแกรม DIANA-micro 

T, miRmap และ PicTar ไดรั้บการตรวจสอบกลไกการทาํหน้าทีÉดว้ยโปรแกรม KEGG pathway 

แลว้ทาํการคดัเลือกยนีทีÉมีความเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนั และถูกทาํนายไดจ้ากสองโปรแกรม

ขึÊนไป พบว่ายนีเป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 ทีÉถูกทาํนายไดบ้างยีนมีความเกีÉยวขอ้งกบั

ระบบภูมิคุม้กนั เช่น ยนี BACH1, SOCS1 และ FOXP1 ดงัแสดงในตารางทีÉ 7 ซึÉงเป็นผลสอดคลอ้ง

กบัรายงานพบการยบัย ัÊงการแสดงออกของ miR-155 มีผลไปเพิÉมการแสดงออกของยีน BACH1 
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ทาํให้ลดการเจริญและลดการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งไต (Li et al., 2012) นอกจากนีÊ  miR-

155 ยงัมีหน้าทีÉสนับสนุนการทาํงานของระบบภูมิคุ ้มกนัต่อเชืÊอไวรัส hepatitis B (HBV) ผ่าน 

JAK/ STAT pathway โดยลดการแสดงออกของยนี SOCS1 ทาํใหอิ้นเตอร์เฟอรอนซึÉงเป็นสารทีÉใช้

ควบคุมการติดเชืÊอไวรัสมีการแสดงออกทีÉเพิÉมขึÊน (Su et al., 2011) และยีน FOXP1 ซึÉงเป็นยีน

เป้าหมายของ miR-181 ทีÉมีรายงานพบค่าการแสดงออกของ miR-181 ว่ามีความสัมพนัธ์กับ

เซลลม์ะเร็งต่อมนํÊ าเหลืองชนิด B cell (DLBCL lymphoma) ซึÉงมีบทบาทช่วยในการทาํนายโรค

เพืÉอวิเคราะห์แนวทางการรักษาใหมี้ประสิทธิภาพดียิÉงขึÊน (Alencar et al., 2011) อีกทัÊง miR-181 มี

บทบาทควบคุมการติดเชืÊอไวรัส PRRS โดยมีกลไกเขา้จบักบัจีโนมของไวรัสบริเวณ ORF4 และ

ลดการตอบสนองของตวัรับ CD163 บนโมโนไซต์และ porcine alveolar macrophages (PAMs) 

(Gao et al., 2013) นอกจากนีÊ  miR-181 ยงัมีหน้าทีÉกระตุน้การตอบสนองของภูมิคุม้กนัต่อตา้น

ไวรัส PRRS พบว่า miR-181 มีการแสดงออกปริมาณสูงในมาโครฟาจและโมโนไซตใ์นเยืÉอบุช่อง

ทอ้ง ซึÉงเป็นเซลลที์Éไวต่อการติดเชืÊอไวรัส PRRS (Guo et al., 2013) จากรายงานขา้งตน้แสดงให้

เห็นว่าไมโครอาร์เอน็เอมีบทบาทควบคุมการทาํงานในระบบภูมิคุม้กนัทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการติดเชืÊอ

และเพิÉมจาํนวนของไวรัสในโฮสต ์

 

การศึกษาระดบัการแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 ในเนืÊอเยืÉอและเซลลข์องสุกร 

พบระดบัการแสดงออกของไมโครอาร์เอน็เอทีÉแตกต่างกนัในแต่ละตวัอยา่งทีÉนาํมาทดสอบ จาก

ผลการแสดงออกในเบืÊองตน้คาดว่า miR-155 และ miR-181 น่าจะมีบทบาทควบคุมการทาํงาน

ของเซลลแ์ละเนืÊอเยืÉอสุกรทีÉแตกต่างกนั ซึÉงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Li et al (2013) ทีÉรายงาน

ว่า miR-155 มีการแสดงออกปริมาณมากในเนืÊอเยืÉอมา้ม, ไขมนั และกลา้มเนืÊอ แต่ในเนืÊอเยืÉอหวัใจ

กลบัมีการแสดงออกทีÉลดลง และจากรายงานของ Guo et al (2013) พบว่า miR-181 มีระดบัการ

แสดงออกทีÉค่อนขา้งตํÉาในเนืÊอเยืÉอปอด, ต่อมนํÊ าเหลือง และมา้ม และพบปริมาณไวรัส PRRS 

จาํนวนมากในเนืÊอเยืÉอเหล่านีÊ  ขณะทีÉในเนืÊอเยืÉอไต, สมอง และกลา้มเนืÊอ ซึÉงเป็นเนืÊอเยืÉอทีÉไม่ใช่

เป้าหมายของไวรัส PRRS กลบัพบการแสดงออกของ miR-181 ทีÉสูงกว่า และมีการแสดงออกของ 

miR-181 ในต่อมไทมสัสูงกว่าในเนืÊอเยืÉอตบัและหวัใจ (Reddy et al., 2009)  

 

 การศึกษาครัÊ งนีÊ ไดพ้ฒันาเทคนิค qPCR สาํหรับใชต้รวจสอบการแสดงออกของ miR-155 

และ miR-181 ในเซลล ์ PBMC ของสุกรทีÉไดรั้บการกระตุน้ดว้ย con A โดยใชก้ารติดฉลากดว้ย 

SYBR ซึÉงเป็นเทคนิคทีÉมีความไว สามารถเพิÉมจาํนวนดีเอน็เอ และใชศึ้กษาแสดงออกของยนีได้

อยา่งมีประสิทธิภาพ เทคนิค qPCR ทีÉไดพ้ฒันาขึÊนใหม่มีการตรวจสอบความแม่นยาํโดยการทาํ
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การวิเคราะห์ melting curve และทดสอบผลิตภณัฑที์Éไดใ้นเจล ซึÉงผลทีÉไดพ้บว่าเทคนิคนีÊสามารถ

ใหผ้ลแถบดีเอน็เอทีÉมีความจาํเพาะและชดัเจนดี และจึงนาํเทคนิค qPCR ทีÉพฒันาขึÊนนีÊ ไปใชศึ้กษา

การแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 ในเซลล ์PBMC ทีÉถกูกระตุน้ดว้ย con A เป็นเวลา 12, 

24 และ 48 ชัÉวโมง พบว่าเซลลเ์มด็เลือดขาวทีÉถกูกระตุน้จะมีผลใหร้ะดบัการแสดงออกของ miR-

155 และ miR-181 เปลีÉยนแปลงไป โดยระดบัของ miR-155 มีการแสดงออกทีÉเพิÉมสูงขึÊน 2 เท่า

ภายใน 12 ชัÉวโมงแรก และลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัคิดเป็น 0.18 เท่า และ 0.11 เท่าในชัÉวโมงทีÉ 24 

และ 48 ดงัภาพทีÉ 29 ขณะทีÉระดบัของ miR-181 มีการแสดงออกเพิÉมสูงขึÊน 5.8 เท่าทีÉ 12 ชัÉวโมง 

แลว้ลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัคิดเป็น 0.02 เท่า ภายใน 24 ชัÉวโมง แต่กลบัมาเพิÉมสูงขึÊนเลก็นอ้ยใน 48 

ชัÉวโมง ดงัภาพทีÉ 30 จากผลการเปลีÉยนแปลงของระดบัการแสดงออกของไมโครอาร์เอน็ทัÊงสอง

ชนิดในเบืÊองตน้สนันิษฐานไดว้่า miR-155 และ miR-181 น่าจะมีบทบาทควบคุมการตอบสนอง

ทางภูมิคุม้กนัในเซลลเ์มด็เลือดขาวสุกร ซึÉงมีผลสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ Nantakhruea et 

al (2013) ทีÉทาํการกระตุน้เซลล ์PBMC ดว้ย con A เป็นเวลา 12 และ 24 ชัÉวโมงพบว่า miR-29a มี

การแสดงออกทีÉเปลีÉยนแปลงไป โดยมีการแสดงออกลดลงอยา่งมีนยัสาํคญั ขณะทีÉอินเตอร์

เฟอรอนแกมม่ามีการแสดงออกทีÉสูงขึÊนทัÊงทีÉ 12 และ 24 ชัÉวโมง เช่นเดียวกบัการแสดงออกของ 

miR-155 ในเซลล ์PBMC ทีÉถกูกระตุน้ดว้ย con A และทดสอบในผวิหนงัคนทีÉไดรั้บ superantigen 

(สารกระตุน้เมด็เลือดขาวชนิด T cell) และ allergen (สารก่อภูมิแพ)้ พบว่า miR-155 มีการ

แสดงออกทีÉเพิÉมสูงขึÊน (Sonkoly et al., 2010) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

สรุป 

 

 ไมโครอาร์เอ็นเอ คือ อาร์เอ็นเอขนาดเล็กทีÉทาํหน้าทีÉควบคุมการแสดงออกของยีน

เป้าหมาย มีบทบาทเกีÉยวขอ้งกบัการทาํงานของเนืÊอเยืÉอและเซลลต่์างๆในสิÉงมีชีวิต การศึกษาใน

ครัÊ งนีÊผูว้ิจยัไดศึ้กษา miR-155, miR-181 ในสุกร โดยเริÉมจากการศึกษาลกัษณะโครงสร้างของไม

โครอาร์เอน็เอ ทาํนายโครงสร้างทุติยภูมิและเปรียบเทียบลาํดบัเบสของ miR-155 และ miR-181 

ของสุกรกบัสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉน ได้แก่ คน, หนู mouse, หนู rat, ไก่ และปลา ผลการศึกษาพบ

โครงสร้างของ ssc-miR-155 และ ssc-miR-181 ทีÉมีลกัษณะคลา้ยปิÉ นปักผม หรือ hairpin loop และ

มีลาํดบัเบสของ pre-miRNA ทีÉคลา้ยกนักบัสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉน โดยเฉพาะบริเวณ seed region ของ 

ssc-miR-155 และ ssc-miR-181 มีลาํดบัเบสเหมือนกบัสิÉงมีชีวิตอืÉน 100 เปอร์เซ็นต ์จากนัÊนทาํนาย

ยนีเป้าหมายของ miR-155 และ miR-181 โดยใชโ้ปรแกรมทาํนายยนี 3 โปรแกรม ไดแ้ก่ DIANA-

micro T, miRmap และ PicTar แลว้นาํยีนเป้าหมายทีÉไดไ้ปตรวจสอบกลไกการทาํหน้าทีÉดว้ย

โปรแกรม KEGG pathway และคดัเลือกยนีเป้าหมายทีÉมีความเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนั ไดย้ีน

เป้าหมายของ miR-155 คือ BACH1, SOCS1 และ MAP3K14 ยีนเป้าหมายของ miR-181 คือ 

DDX3X, NFAT5 และ FOXP1 โดยมี MPP5 เป็นยนีเป้าหมายร่วมของทัÊง miR-155 และ miR-181 

จากนัÊนนาํยีนเป้าหมายทัÊง 7 ยีนมาทดสอบการเขา้คู่ของลาํดบัเบสกบั seed region ของ ss-miR-

155 และ ssc-miR-181 พบว่าลาํดบัเบสบริเวณ seed region ของไมโครอาร์เอ็นเอทัÊงสองชนิด

สามารถเขา้คู่กนักบัยนีเป้าหมายทัÊง 7 ยนีของสุกรได ้ยกเวน้การเขา้คู่กนัของ ssc-miR-155 กบัยีน 

BACH1 และ MPP5 ทีÉเกิด mismatch เพียง 1 ตาํแหน่ง หลงัจากทาํการศึกษาไมโครอาร์เอ็นเอดว้ย

วิธีทางคอมพิวเตอร์แลว้ต่อมาจึงทดสอบหาระดบัการแสดงออกในเนืÊอเยืÉอและเซลลสุ์กร พบว่า 

miR-181 มีการแสดงออกเท่ากนัในทุกตวัอยา่ง (มา้ม, กลา้มเนืÊอ, PBMC และ PK15) ขณะทีÉ miR-

155 มีการแสดงออกใน PBMC และ PK15 มากกว่าในมา้มและกลา้มเนืÊอ การศึกษาครัÊ งนีÊ ยงัได้

พฒันาเทคนิค qPCR เพืÉอใชต้รวจวดัระดบัการแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 ในเซลล ์

PBMC ของสุกรทีÉถกูกระตุน้ดว้ย con A ผลการศึกษาพบว่าเมืÉอ PBMC ไดรั้บการกระตุน้ดว้ย con 

A ทาํให้การแสดงออกของ miR-155 และ miR-181 เปลีÉยนแปลงไป จากขอ้มูลเบืÊองต้นจึง

สันนิษฐานได้ว่า miR-155 และ miR-181 น่าจะมีบทบาทควบคุมระดับการตอบสนองทาง

ภูมิคุม้กนัในเซลลสุ์กรเช่นเดียวกบัทีÉมีรายงานในสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉน ผลการศึกษานีÊ ยงัสอดคลอ้งกบั

สมมติฐานทีÉว่า miR-155 และ miR-181 มีความเกีÉยวขอ้งกับระบบภูมิคุม้กนั และมีระดบัการ
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แสดงออกทีÉเปลีÉยนแปลงไปเมืÉอเซลล ์PBMC ถูกกระตุน้ดว้ย con A ทา้ยทีÉสุดนีÊ ผลจากการศึกษา

เบืÊองตน้ทีÉไดส้ามารถนาํขอ้มลูไปเป็นแนวทางในการศึกษาเพิÉมเติมเกีÉยวกบัหน้าทีÉและกลไกการ

ทาํงานของ miR-155 และ miR-181 ในสุกรต่อไปในอนาคต 

 

ข้อเสนอแนะ 

 

 เพืÉอความเขา้ใจในบทบาทหน้าทีÉของ miR-155 และ miR-181 ในระบบภูมิคุม้กนัของ

สุกรใหดี้ยิÉงขึÊน ควรทาํการศึกษาการทาํงานของไมโครอาร์เอ็นเอ เพืÉอยืนยนัผลการทาํหน้าทีÉของ

ไมโครอาร์เอ็นในเซลล์หรือในสิÉงมีชีวิตว่ามีบทบาทเกีÉยวขอ้งจริง โดยทาํการศึกษาเพิÉมเติมใน

เซลลที์ÉมีความเกีÉยวขอ้งระบบภูมิคุม้กนั เช่น ทดสอบเซลล ์PBMC กลุ่มทีÉถูกกระตุน้ดว้ย con A 

โดยศึกษาดูระดบัของไซโตไคน์ทีÉเกีÉยวขอ้ง ไม่ว่าจะเป็นอินเตอร์เฟอรอน และอินเตอร์ลิวคิน หรือ

การศึกษาเกีÉยวกบัยนีเป้าหมายของไมโครอาร์เอ็นเอแต่ละชนิด เช่น การทดสอบในสัตวท์ดลอง 

โดยทาํการยบัย ัÊงหรือเพิÉมการแสดงออกของยนีนัÊน แลว้ศึกษาความสัมพนัธ์ของระดบัไมโครอาร์

เอน็เอทีÉได ้ทาํใหท้ราบว่าไมโครอาร์เอน็เอชนิดนัÊนๆ จะมีผลยบัย ัÊงหรือส่งเสริมการทาํหน้าทีÉของ

ยนีเป้าหมายนัÊนอยา่งไร 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 

ลาํดบัเบสของไมโครอาร์เอทีÉใชใ้นการวิจยั 
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ลําดับเบสของไมโครอาร์เอ็นเอ 

 

 ลาํดบัเบสของ pre-miR-155 (ตารางผนวกทีÉ ก1) และ pre-miR-181 (ตารางผนวกทีÉ ก2) 

ของสิÉงมีชีวิตทัÊง 6 ชนิดทีÉนาํมาใชท้าํนายโครงสร้างทุติยภูมิ ประกอบดว้ย สุกร, คน, หนู mouse, 

หนู rat, ไก่ และปลา ขอ้มลูลาํดบัเบสทีÉใชน้าํมาจากฐานขอ้มลู miRBase  

 

ตารางผนวกทีÉ ก1  แสดงลาํดบัเบสของ pre-miR-155 ของสิÉงมีชีวิตชนิดต่างๆ 

 

ชนิดของ

สิÉงมชีีวติ 
เลขทะเบียน ลาํดบัเบส pre-miRNA-155 

Sus 

scrofa 
MI0015907 

>ssc-mir-155 

CUAUAUGCUGUUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGUUUUUACCUC

CGUCUGACUCCUACAUGUUAGCAUUAACAGGGUAUGAUG 

Homo 

sapiens 
MI0000681 

>hsa-mir-155 

CUGUUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUUUUUGCCUCCAACUGA

CUCCUACAUAUUAGCAUUAACAG 

Mus 

musculus 
MI0000177 

>mmu-mir-155 

CUGUUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGUUUUGGCCUCUGACUGA

CUCCUACCUGUUAGCAUUAACAG 

Rattus 

norvegicus 
MI0025509 

>rno-mir-155 

CUGUUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGUUUUGGCCUCUGACUGA

CUCCUACCUGUUAGCAUUAACAG 

Gallus 

gallus 
MI0001176 

>gga-mir-155 

UGUUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUUUUUACCUCUGAAUGAC

UCCUACAUGUUAGCAUUAACA 

Danio 

rerio 
MI0002023 

>dre-mir-155 

UGGUGCAGGUUUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUUUAGUGCUG

AUGAACACCUAUGCUGUUAGCAUUAAUCUUGCGCUA 
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ตารางผนวกทีÉ ก2  แสดงลาํดบัเบสของ pre-miR-181 ของสิÉงมีชีวิตชนิดต่างๆ 

 

ชนิดของ

สิÉงมชีีวติ 
เลขทะเบียน ลาํดบัเบส pre-miRNA-181 

Sus 

scrofa 
MI0010686 

>ssc-mir-181a-1 

GAGUUUAGAGGUUGCUUCAGUGAACAUUCAACGCUGU 

CGGUGAGUUUGGAAUUCAAAUCAAAACCAUCGACCGU 

UGAUUGUACCCUAUGGCCAACCAUCAGCUC 

Homo 

sapiens 
MI0000289 

>hsa-mir-181a-1  

UGAGUUUUGAGGUUGCUUCAGUGAACAUUCAACGCUG 

UCGGUGAGUUUGGAAUUAAAAUCAAAACCAUCGACCG 

UUGAUUGUACCCUAUGGCUAACCAUCAUCUACUCCA 

Mus 

musculus 
MI0000697 

>mmu-mir-181a-1 

GGUUGCUUCAGUGAACAUUCAACGCUGUCGGUGAGUU 

UGGAAUUCAAAUAAAAACCAUCGACCGUUGAUUGUAC 

CCUAUAGCUAACC 

Rattus 

norvegicus 
MI0000953 

>rno-mir-181a-1 

AGGUUGCUUCAGUGAACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 

UUGGAAUUCAAAUAAAAACCAUCGACCGUUGAUUGUA 

CCCUAUAGCUAACCAUUAUCUACUCC 

Gallus 

gallus 
MI0001218 

>gga-mir-181a-1 

UGUAGUGGUUGCUUCAGUGAACAUUCAACGCUGUCGG 

UGAGUUUGGAAUUUAAGUGAAAACCAUCGACCGUUGA 

UUGUACCCUCCAGCUAACCAUCCUCCUCCU 

Danio 

rerio 
MI0001380 

>dre-mir-181a-1 

GUUUGCCUCAGUGAACAUUCAACGCUGUCGGUGAGUU 

UGAGCUAAAUGGAAAAAAACCAUCGACCGUUGAUUGU 

ACCCUGCGGC 
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 ลาํดบัเบสของ mature miR-155 (ตารางผนวกทีÉ ก3) และ mature miR-181 (ตารางผนวกทีÉ 

ก4) สิÉงมีชีวิตทัÊง 6 ชนิดทีÉนาํมาใชเ้ปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบัเบส ประกอบดว้ย สุกร, คน, 

หนู mouse, หนู rat, ไก่ และปลา ขอ้มลูลาํดบัเบสทีÉใชน้าํมาจากฐานขอ้มลู miRBase  

 

ตารางผนวกทีÉ ก3  แสดงลาํดบัเบสของ mature miR-155 ของสิÉงมีชีวิตชนิดต่างๆ 

 

ชนิดของสิÉงมชีีวติ เลขทะเบียน ลาํดบัเบส pre-miRNA-155 

Sus scrofa MIMAT0022959 
>ssc-miR-155-5p  

UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGG 

Homo sapiens MIMAT0000646 
>hsa-miR-155-5p  

UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU 

Mus musculus MIMAT0000165 
>mmu-miR-155-5p  

UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU 

Rattus norvegicus MIMAT0030409 
>rno-miR-155-5p  

UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU 

Gallus gallus MIMAT0001106 
>gga-miR-155  

UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGG 

Danio rerio MIMAT0001851 
>dre-miR-155  

UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGG 
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ตารางผนวกทีÉ ก4  แสดงลาํดบัเบสของ mature miR-181 ของสิÉงมีชีวิตชนิดต่างๆ 

 

ชนิดของสิÉงมชีีวติ เลขทะเบียน ลาํดบัเบส pre-miRNA-181 

Sus scrofa MIMAT0010191 
>ssc-miR-181a  

AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGUU 

Homo sapiens MIMAT0000256 
>hsa-miR-181a-5p  

AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 

Mus musculus MIMAT0000210 
>mmu-miR-181a-5p  

AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 

Rattus norvegicus MIMAT0000858 
>rno-miR-181a-5p  

AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 

Gallus gallus MIMAT0001168 
>gga-miR-181a-5p  

AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 

Danio rerio MIMAT0001623 
>dre-miR-181a-5p  

AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารและวิธีการทดลองทีÉใชใ้นการวจิยั 
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การเตรียมสารกําจดัเม็ดเลือดแดง 

 

สารเคมทีีÉใช้ 

(ปริมาตรสารละลายรวม 1,000 ml) 

 

     ปริมาตร  ความเขม้ขน้ 

 

1. NH4Cl     8.29 g     155 mM 

2. NaHCO3        0.84 g       10 mM 

3. EDTA (disodium salt)               0.037 g      0.1 mM 

4. นํÊ ากลัÉน    1,000 ml 

5. HCI และ NaOH (สาํหรับปรับค่า pH) 

 

ขัÊนตอน  

 

1. ชัÉงสารทัÊงหมดตามสดัส่วนขา้งตน้ 

2. เติมนํÊ ากลัÉน 500 ml และสารทัÊงหมดลงในขวด 

3. ผสมนํÊ ากลัÉนและสารทัÊงหมดใหเ้ขา้กนัดว้ยเครืÉองกวนสารละลาย 

4. วดัค่าความเป็นกรดด่าง (ค่า pH ทีÉไดป้ระมาณ 7.4) 

5. เติมนํÊ ากลัÉน 500 ml ทีÉเหลือลงไปแลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 

6. นึÉงฆ่าเชืÊอและเก็บทีÉอุณหภูมิ 4°c 
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การเตรียมอาหารเลีÊยงเซลล์เม็ดเลือดขาว 

 

 Basal RPMI 

 

สารเคมทีีÉใช้  

(ปริมาตรสารละลายรวม 100 ml) 

 

    ปริมาตร 

 

1. ผง RPMI     1.64 g (16.4 g/ media 1,000 ml) 

2. NaHCO3       0.2 g (2 g/ media 1,000 ml) 

3. นํÊ ากลัÉน     100 ml 

4. HCI และ NaOH (สาํหรับปรับค่า pH) 

 

ขัÊนตอน  

 

1. ชัÉงผง RPMI ตามสดัส่วนขา้งตน้ 

2. เติมผง RPMI และนํÊ ากลัÉน 50 ml ลงในขวด 

3. ผสมผง RPMI และนํÊ ากลัÉนใหเ้ขา้กนั 

4. ชัÉง NaHCO3 0.2 g แลว้เติมลงในสารละลาย ผสมใหเ้ขา้กนั 

5. ปรับค่าความเป็นกรดด่าง (ค่า pH ทีÉไดป้ระมาณ 7.2) 

6. เติมนํÊ ากลัÉน 50 ml ทีÉเหลือลงไปแลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 

7. นาํ basal RPMI ทีÉไดไ้ปกรองดว้ยตวักรองทีÉมีรูขนาด 0.2 μm ลงในขวดใบใหม่  

8. เก็บทีÉอุณหภูมิ 4°c 
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การเตรียมอาหารเลีÊยงเซลล์เม็ดเลือดขาว (ต่อ) 

 

 Complete RPMI 

 

สารเคมทีีÉใช้  

(ปริมาตรสารละลายรวม 100 ml) 

 

    ปริมาตร 

 

1. basal RPMI     100 ml 

2. Heat inactivated FBS     10 ml (10 ml/ media 100 ml) 

3. Gentamicin    125 μl (50 μg/ media 100 ml) 

4. Penicillin 

5. Streptomycin 

 

ขัÊนตอน  

 

1. เติม heat inactivated FBS 10 ml ลงใน basal media 100 ml 

2. เติม gentamicin, penicillin และ streptomycin ตามสดัส่วนขา้งตน้แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั  

3. เก็บทีÉอุณหภูมิ 4°c 
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การสกัดอาร์เอ็นเอ 

 

สารเคมทีีÉใช้ 

(ตวัอยา่งชิÊนเนืÊอขนาด 50-100 mg) 

 

     ปริมาตร 

 

1. trizol     1,000 μl 

2. chloroform       200 μl 

3. isopropyl alcohol   ปริมาตรเท่ากบัส่วน aqueous phase ทีÉไปเปตได ้

4. 75% ethanol    1,000 μl 

5. นํÊ าปราศจาก DNase และ RNase  20-50 μl 

 

ขัÊนตอน  

 

1. ตดัแต่งชิÊนเนืÊอเยืÉอใหมี้ขนาดประมาณ 50-100 mg (ในงานวิจยันีÊ ใชเ้นืÊอเยืÉอขนาด 70 mg) 

2. ใส่เนืÊอเยืÉอและเติม trizol 1,000 ml ลงในโกร่งบดเนืÊอเยืÉอ 

3. บดเนืÊอเยืÉอใหล้ะเอียดเขา้กนักบั trizol 

4. ไปเปตนํÊ าเนืÊอเยืÉอมาใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml แลว้บ่มทีÉอุณหภูมิ 25°c เป็นเวลา 5 นาที 

5. เติม chloroform 200 μl เขยา่ใหส้ารละลายเขา้กนั จนไดส้ารละลายสีชมพเูขม้ 

6. บ่มทีÉอุณหภูมิ 25°c เป็นเวลา 5 นาที แลว้นาํไปปัÉนทีÉความเร็วรอบ 13,200 rpm อุณหภูมิ 4°c เป็น

เวลา 15 นาที 

7. ไปเปตสารละลายส่วนในดา้นบนหรือส่วน aqueous phase ลงไปใส่ในหลอดใหม่ (มกัจะไป

เปตไดป้ระมาณ 700 μl) 

8. เติม isopropyl alcohol ปริมาตรเท่ากบั aqueous phase ทีÉไปเปตได ้(ประมาณ 700 μl) ลงใน

หลอด 

9. ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั บ่มในนํÊ าแข็ง เป็นเวลา 15 นาที แลว้นาํไปปัÉนทีÉความเร็วรอบ 13,200 

rpm อุณหภูมิ 4°c เป็นเวลา 15 นาที 

10. หลงัจากการปัÉนอาร์เอ็นเอจะเป็นผลึกใสติดอยู่ขา้งหลอด ไปเปตสารละลายใสทิÊงให้หมด 

ระวงัอยา่ใหโ้ดนผลึกอาร์เอน็เอ 
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การสกัดอาร์เอ็นเอ (ต่อ) 

 

ขัÊนตอน (ต่อ) 

 

11. เติม 75% ethanol 1,000 μl เขยา่หลอดทดลองใหผ้ลึกอาร์เอน็เอกระจายตวัออก แลว้นาํไปปัÉน

ทีÉความเร็วรอบ 13,200 rpm อุณหภูมิ 4°c เป็นเวลา 5 นาที 

12. หลงัจากการปัÉนอาร์เอ็นเอจะเป็นผลึกใสติดอยู่ขา้งหลอด ไปเปตสารละลายใสทิÊงให้หมด 

ระวงัอยา่ใหโ้ดนผลึกอาร์เอน็เอ 

13. เปิดฝาหลอดทดลองเพืÉอให ้ethanol ทีÉเหลืออยูร่ะเหยออกไปใหห้มด 

14. เติมนํÊ าปราศจาก DNase และ RNase ลงไป 20-50 μl เพืÉอใหน้ํÊ าเป็นตวัทาํละลายอาร์เอ็นเอ (ใน

งานวิจยันีÊ ใชน้ํÊ า 20 μl) 

15. นาํอาร์เอน็เอทีÉสกดัไดไ้ปบ่มในนํÊ าแข็งเป็นเวลา 30-60 นาที แลว้นาํไปวดัปริมาณอาร์เอ็นเอทีÉ

ไดด้ว้ยเครืÉอง nanodrop 
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การสังเคราะห์ cDNA 

 

สารเคมทีีÉใช้ 

(ใชอ้าร์เอน็เอตัÊงตน้ 500 ng ต่อ 1 ปฏิกิริยา) 

 

     ปริมาตร 

 

1. 50 pmol/ μl oligo dT       1 μl 

2. 10 mM dNTP       1 μl 

3. อาร์เอน็ตัÊงตน้ 500 ng   จากการคาํนวณ 

4. นํÊ าปราศจาก DNase และ RNase จากการคาํนวณ 

5. 5X-FS buffer       4 μl 

6. 0.1 M DTT       1 μl 

7. RNaseOUT       1 μl 

8. Superscript III       1 μl 

 

ขัÊนตอน 

 

1. ตัÊงอุณหภูมิของเครืÉอง heat block 2 เครืÉอง โดยเครืÉองทีÉ 1 อุณหภูมิ 65°c และเครืÉองทีÉ 2 อุณหภูมิ 

50°c ควรตัÊงค่าอุณหภูมิก่อนใชง้านจริง 15 นาที 

2.ไปเปตปริมาณอาร์เอน็เอตามทีÉตอ้งการใช ้(500 ng) แลว้เติมนํÊ าปราศจาก DNase และ RNase ให้

ไดป้ริมาตรรวมเท่ากบั 11 μl ต่อ 1 ปฏิกิริยา (1 ตวัอยา่ง) 

3. เตรียม mastermix A โดยเติม oligo dT และ dNTP ตามสัดส่วนข้างต้น (เพิÉมปริมาตรตาม

จาํนวนตวัอยา่งทีÉทาํ) ผสมใหเ้ขา้กนั แบ่งใส่หลอดทดลองตามจาํนวนตวัอยา่งทีÉทาํ หลอดละ 2 μl 

4. บ่มทีÉอุณหภูมิ 65°c เป็นเวลา 5 นาที แลว้บ่มต่อในนํÊ าแข็ง เป็นเวลา 2 นาที 

5. เตรียม mastermix B โดยเติม 5X-FS buffer, DTT, RNaseOUT และ Superscript III ตาม

สดัส่วนขา้งตน้ (เพิÉมปริมาตรตามจาํนวนตวัอย่างทีÉทาํ) ผสมให้เขา้กนั แลว้แบ่งใส่หลอดทดลอง

ตวัอยา่งละ 7 μl 

6. บ่มทีÉอุณหภูมิ 50°c เป็นเวลา 50 นาที แลว้บ่มต่อทีÉอุณหภูมิ 75°c เป็นเวลา 15 นาที 

7. บ่มในนํÊ าแข็ง เป็นเวลา 2 นาที ก่อนเก็บ cDNA ทีÉไดที้Éอุณหภูมิ -20°c 

ปริมาตรรวม 13 ml 

ปริมาตรรวม 7 ml 
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ปฏิกิริยา PCR 

 

สารเคมทีีÉใช้ 

(ปฏิกิริยารวม 20 μl ต่อ 1 ปฏิกิริยา) 

 

     ปริมาตร 

 

1. 10X buffer with (NH4)2SO4   2.0 μl 

2. 25 mM MgCl2     1.6 μl 

3. 10 mM dNTP     0.4 μl 

4. 10 pmol forward primer   0.4 μl 

5. 10 pmol reverse primer   0.4 μl      

6. Taq polymerase    0.1 μl 

7. นํÊ าปราศจาก DNase และ RNase            13.1 μl 

8. cDNA        2 μl 

 

ขัÊนตอน 

 

1. เตรียม mastermix โดยเติม (NH4)2SO4, MgCl2, dNTP, forward primer, reverse primer, Taq 

polymerase และนํÊ าปราศจาก DNase และ RNase ตามสัดส่วนขา้งตน้ (เพิÉมปริมาตรตามจาํนวน

ตวัอย่างทีÉทาํ) ผสมให้เขา้กนั แลว้แบ่งใส่หลอด PCR หลอดละ 18 μl โดยเพิÉมหลอด negative 

control 1 ปฏิกิริยา 

2. เติม cDNA 2 μl ลงไปในหลอด PCR แต่ละตวัอย่าง โดยหลอด negative control ใช้นํÊ า

ปราศจาก DNase และ RNase แทน cDNA ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั 

3. นาํหลอด PCR ทัÊงหมดเขา้เครืÉองแลว้ตัÊงค่าอุณหภูมิ ตามตารางดา้นล่าง 
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ปฏิกิริยา PCR (ต่อ) 

 

ขัÊนตอน (ต่อ) 

 

ขัÊนตอน อุณหภูม ิ(°c) เวลา 

Initial denaturation 95 5 นาที 

Denaturation 94 30 วินาที 

Annealing 

miR-155 

miR-181 

GAPDH 

 

58 

60 

55 

 

30 วินาที 

30 วินาที 

30 วินาที 

Extension 72 30 วินาที 

Final extension 72 7 นาที 

Cooling 4 ไม่จาํกดั 

 

ทัÊงหมด 35 รอบ 
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ปฏิกิริยา qPCR 

 

สารเคมทีีÉใช้ 

(ปฏิกิริยารวม 10 μl ต่อ 1 ปฏิกิริยา) 

 

      ปริมาตร 

 

1. iTaq Universal SYBR Green supermix    5.0 μl 

2. 10 pmol forward primer    0.3 μl 

3. 10 pmol reverse primer    0.3 μl 

4. นํÊ าปราศจาก DNase และ RNase   2.4 μl 

5. cDNA             2 μl 

 

ขัÊนตอน 

 

1. เตรียม mastermix โดยเติม iTaq SYBR Green supermix, forward primer, reverse primer และ

นํÊ าปราศจาก DNase และ RNase ตามสดัส่วนขา้งตน้ (เพิÉมปริมาตรตามจาํนวนตวัอยา่งทีÉทาํ) ผสม

ใหเ้ขา้กนั แลว้แบ่งใส่หลอด qPCR หลอดละ 8 μl โดยเพิÉมหลอด negative control 1 ปฏิกิริยา 

2. เติม cDNA 2 μl ลงไปในหลอด qPCR แต่ละตวัอย่าง โดยหลอด negative control ใชน้ํÊ า

ปราศจาก DNase และ RNase แทน cDNA ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั 

3. นาํหลอด qPCR ทัÊงหมดเขา้เครืÉองแลว้ตัÊงค่าอุณหภูมิ ตามตารางดา้นล่าง 
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ปฏิกิริยา qPCR (ต่อ) 

 

ขัÊนตอน (ต่อ) 

 

ขัÊนตอน อุณหภูม ิ(°c) เวลา 

First denaturation 95 2 นาที 30 วินาที 

Denaturation 95 5 วินาที 

Annealing 

miR-155 

miR-181 

GAPDH 

 

58 

60 

55 

 

30 วินาที 

30 วินาที 

30 วินาที 

Extension 72 30 วินาที 

Cooling 4 ไม่จาํกดั 

 

ทัÊงหมด 40 รอบ 
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ประวตักิารศึกษาและการทํางาน 

 

ชืÉอ   นางสาวจิรภทัร์ นิลสุวรรณ์ 

เกดิวนัทีÉ  20 กนัยายน 2531 

สถานทีÉเกดิ  กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 

ประวตักิารศึกษา  วท.บ. เทคนิคการสตัวแพทย ์มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 

ตาํแหน่งปัจจุบัน  - 

สถานทีÉทํางานปัจจุบัน - 

ผลงานทางวชิาการ ผลงานตีพิมพ ์ 

จิรภทัร์ นิลสุวรรณ์ และ วิน สุรเชษฐพงษ.์  2557.  การพฒันาเทคนิคพีซี

อาร์เชิงปริมาณเพืÉอตรวจระดบั microRNA-181 ในเมด็เลือดขาวสุกร, น. 

153-159.  ใน รายงานการประชุมวิชาการของ

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ ครัÊ งทีÉ 52 (สาขาสตัวแพทยศาสตร์).  

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์, กรุงเทพ. 

   ผลงานโปสเตอร์ 

นาํเสนอผลงานวิจัยดว้ยโปสเตอร์ หัวขอ้ Molecular characterization 

and target analysis of microRNAs in pigs ในการประชุมวิชาการสุด

ยอดมหาวิทยาลยัวิจยัแห่งชาติ ครัÊ งทีÉ 3 

ทุนการศึกษาทีÉได้รับ ทุนจากศนูยว์ิทยาการขัÊนสูงเพืÉอเกษตรและอาหาร  

   มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ ภายใตโ้ครงการส่งเสริมการวิจยัในอุดม    

   ศึกษาและพฒันามหาวิทยาลยัวจิยัแห่งชาติ สาํนกังานคณะกรรมการ 

   อุดมศึกษา  

 

 


