
 

 

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑติ (พนัธุวิศวกรรม) 
ปริญญา 

 
           สาขา          ภาควชิา 
 

เร่ือง  การพัฒนาวัคซีนไขหวดันกสายพันธุ H5N1 โดยเทคนิค reverse genetics (rg H5N1) 
 
 Development of Reverse Genetics Derived Avian Influenza H5N1 (rgH5N1)  
นามผูวิจัย    นางสาวจุฑารัตน ลิดจันทร  
ไดพิจารณาเห็นชอบโดย 
ประธานกรรมการ    

 ( รองศาสตราจารยสัตวแพทยหญิงพรทิพภา เล็กเจริญสุข, Ph. D. ) 
กรรมการ    

 ( ผูชวยศาสตราจารยสัตวแพทยหญิงศิริวรรณ พราพงษ, Ph. D. ) 
กรรมการ    

 (  ) 
กรรมการ    

 (  ) 
กรรมการ    

 (  ) 
หัวหนาภาควชิา    

 ( ผูชวยศาสตราจารยสัตวแพทยหญิงศิริวรรณ พราพงษ, Ph. D. ) 

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
           
(         ) 

                        คณบดีบณัฑิตวิทยาลัย 
 

รองศาสตราจารยกัญจนา ธีระกุล, D.Agr. 

พันธุวิศวกรรม โครงการสหวิทยาการระดับบัณฑิตศึกษา 



 

วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

การพัฒนาเชื้อไวรัสวัคซีนไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 โดยเทคนิค reverse genetics (rg H5N1) 
 

Development of Reverse Genetics Derived Avian Influenza H5N1 (rgH5N1) Virus Vaccine  
 
 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวจุฑารตัน  ลิดจันทร 
 

 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบรูณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (พันธุวิศวกรรม) 

พ.ศ. 2551 



 
จุฑารัตน  ลิดจันทร  2551: การพัฒนาเชื้อไวรัสวัคซีนไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 โดย
เทคนิค reverse genetics (rg H5N1)  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (พันธุวิศวกรรม) 
สาขาพันธุวิศวกรรม โครงการสหวิทยาการระดับบัณฑิตศึกษา  อาจารยที่ปรึกษา
วิทยานิพนธหลัก: รองศาสตราจารย สัตวแพทยหญิงพรทพิภา  เล็กเจริญสุข, Ph.D.   
77 หนา 
 

 

 การผลิตวัคซีนปองกันโรคไขหวดันกสายพันธุ H5N1 จากไวรัสธรรมชาติ ประสบ
ปญหาเนื่องจากไวรัสทําใหไขไกฟกตายกอน 24 ช่ัวโมงทาํใหไดผลผลิตต่ํา สวนวัคซีนที่ผลิตจาก
ไวรัสชนิด H5 แตเปนสายพนัธุอ่ืน (heterologous) มักจะใหภมูิคุมกันไมเต็มที่ การศึกษาครั้งนี้เปน
การใชเทคนิค reverse genetics ในการสราง seed virus vaccineโดยการโคลนยีน HA และ ยนี NA 
จาก HPAI H5N1 และยีนอกีหกทอนจาก swine influenza A virus (H1N1) จะถูกใชเปนยีนแกน
หลัก ทําการดดัแปลงยีน HA โดยทําการกําจัดสวนของ polybasic amino acids บริเวณ cleavage 
site เพื่อลดความรุนแรงในการกอโรค หลังจากนั้นทําการโคลนแตละยนีเขาไปยังพลาสมิดที่
แสดงออกไดสองทิศทาง (pDZ) และทําการสราง reassortant โดยใช พลาสมิด pDZ ที่มียีน HA ที่
ผานการดัดแปลงแลวและพลาสมิด pDZ ที่มียีน NA ของ HPAI H5N1 และ ยนี PB2, PB1, PA, 
NP, M และ NS ของ SIV  H1N1  นําพลาสมิดทั้งสองอันเขาเซลลผสมระหวางเซลล 293T และ 
Madin-Darby Kidney (MDCK) อนุภาคไวรัส (rg H5N1) ที่เก็บจากสารละลายเหนือเซลล 
(supernatant) สามารถทําใหไขไกฟกอายุ 10 วันติดเชื้อ ผลของการเพิ่มปริมาณสายพันธุกรรมทั้ง
แปดทอนดวย RT-PCR พบวาไวรัสมียีนครบทั้ง 8 ทอน และประกอบดวยยีน HA ที่ผานการ
ดัดแปลงแลวซ่ึงไมมี polybasic amino acid และยนี NA ของ HPAI H5N1 และ ยีน PB2, PB1, PA, 
NP, M และ NS ของ swine influenza virus (SIV) H1N1 ตามที่ตองการ ไวรัสที่ไดจาก allantoic 
fluid มีไตเตอร 2×109 TCID50 /ml นอกจากนี้ ไวรัสที่ไดสามารถทําใหเซลล MDCK ติดเชื้อและ
สามารถยืนยันการติดเชื้อไดดวยวิธี immunofluorescent test และการทีไ่วรัสสามารถทําใหเกิด 
plaque ไดนั้นตองอาศัย trypsin ผลจากการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวาสามารถพัฒนา seed virus 
สําหรับใชในการผลิตวัคซีนปองกันโรคไขหวดันกสายพันธุ H5N1 ไดเปนผลสําเร็จ  
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Production of vaccine against highly virulent avian influenza (HPAI) virus (H5N1) 
using wild type virus growed in embryonated chicken eggs results in low virus yield because 
the embryo dies before 24 hours. On the other hand, most of heterologous vaccines are not able 
to induce highly effective immunity. A reverse genetics technique was employed to produce 
seed HPAI H5N1 vaccine by cloning HA and NA genes derived from the HPAI H5N1 as the 
remaining six genes of swine influenza A virus (SIV) H1N1. Polybasic amino acids were 
removed from the cleavage site of HA gene to reduce pathogenicity. Each gene was cloned into 
bidirectional transcription plasmid (pDZ). The reassortants were created by transfecting 
modified HA and NA genes, from HPAI (H5N1), as well as PB2, PB1, PA, NP, M and NS 
genes from SIV (H1N1) into a mixture of 293T and Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) 
cells. The rescued rgH5N1 in the supernatant over the transfected cells was infectious when 
inoculated into allantoic cavity of 10-day-old embryonated eggs. The results of RT-PCR using  
RNA templates isolated from the allantoic fluid demonstrated that the rescued virus contained 
all 8 gene segments comprising of the modified HA and NA genes derived from HPAI H5N1, 
and PB2, PB1, PA, NP, M and NS genes of  SIV H1N1. The titer of virus in the allantoic fluid 
was as high as 2×109 TCID50 /ml. The rescued virus was infectious in MDCK cells as 
confirmed by immunofluorescent assay. In addition, plaque formation by rgH5N1 was trypsin 
dependent. These results show that we have successfully produced seed rgH5N1 virus vaccine 
for the production of HPAI H5N1 vaccine.  
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สารบัญตาราง                                       

 
    ตารางที่ หนา 
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2 
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สรุปคาใชจายของภาครัฐในการชวยเหลือและชดเชยใหกับเกษตรกรจากการ 
ระบาดของไขหวัดนก                                                                                           
มูลคาความสูญเสียทางเศรษฐกิจของผูตดิเชื้อไขหวัดนกของประเทศไทย 
ชนิดและโปรตีนของไขหวดัใหญ 
ลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชโคลนยีนแกนหลัก 
ตําแหนงของจุดตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะที่ใสเขาไปในสายพันธุกรรมของ 
SIV (H1N1) และขนาดของชิ้นยีนแกนหลักหลังจากตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ 
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รูปรางลักษณะของอนุภาคไวรัส influenza A virus 
โครงสรางของ Hemagglutinin 
โครงสรางการจัดเรียงตวัของ influenza virus RNPs 
บริเวณการแปลรหัสเปนโปรตีนของ NS1 และ NS2 
กระบวนการจาํลองตัวเองของไวรัส 
กลไกการเชื่อมระหวางผนังเอนโดโซมและเยื่อหุมไวรัส 
แสดงลําดับเบสบริเวณอนุรักษของสายพนัธุกรรมไวรัส (vRNA), messengerRNA 
และสายพนัธุกรรมที่ใชเปนแมแบบในการจําลองตัวเอง 
แบบจําลองของโปรโมเตอรบน RNA ของไวรัส (vRNA) 
ขั้นตอนการสงัเคราะห messengerRNA ของไวรัส 
การทาํ RT-PCR โดยไพรเมอร Uni12 และการเพิ่มจํานวนยีน influenza A virus 
โดยไพรเมอรที่จําเพาะ 
ขั้นตอนการโคลนยีน HA ในลักษณะ tri-molecular ligation 
ขั้นตอนการโคลนยีนแกนหลัก (backbone) ของ SIV (H1N1) 
ผลการทํา 1%  agarose gel electrophoresis ของยีน HA1, HA2 และ NA 
Gel electrophoresis แสดงผลการคัดเลือกโคโลนีของยีน NA ใน pGEM-T 
Gel electrophoresis แสดงผลการคัดเลือกโคโลนีของยีน NA ใน พลาสมิด pDZ 
Gel electrophoresis แสดงผลการคัดเลือกโคโลนีของยีน HA1 
Gel electrophoresis แสดงผลการคัดเลือกโคโลนีของยีน HA2 
Gel electrophoresis แสดงผลการคัดเลือกโคโลนีของยีน HA ที่ผานการดัดแปลง
แลว 
Alignment ระหวางยีน HA ของสายพันธุรุนแรง, HA จากไวรัส rg1930 H5N1 
และยนี HA ที่อยูในพลาสมดิ pDZ 
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ภาพ MDCK cells ที่ถูก inoculate ดวย rg1930 H5N1 
Gel electrophoresis แสดง restriction analysis ของยีนทัง้ 8ทอนของ rg1930 
H5N1 
ผลการทําIFA 
ผล plaque assay 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

IFA          = Immunofluorescent assay 
MAb        = Monoclonal antibody 
IgG          = Immunoglobulin G 
FITC       = Fluorescein isothyocyanate 
CPE        = Cytopathic effect 
TCID50    = 50%Tissue culture infective dose 
MDCK    = Madin-Darby Canine Kidney cells 
EID50       = 50%Egg infective dose  

 

 
  

 



การพัฒนาเชื้อไวรัสวัคซีนไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 โดยเทคนิค reverse genetics    
(rg H5N1) 

 

Development of Reverse Genetics Derived Avian Influenza H5N1 (rg H5N1) 
Virus Vaccine 

 
คํานํา 

 
 นับตั้งแตเกิดการระบาดของโรคไขหวัดนกจนถึงปจจบุนั  สรางความเสียหายใหแก
อุตสาหกรรมการผลิตสัตวปกและการสงออกผลิตภัณฑสัตวปกเปนอยางมาก ซ่ึง การควบคุมการ
ระบาดของไขหวัดนกคือการทําลายไกในพื้นที่ตองสงสัย เพื่อเปนการควบคุมการแพรกระจายของ
โรค  สงผลใหเกษตรกรผูเล้ียงไกในพื้นที่การระบาดสูญเสียรายได  นอกจากนี้เกษตรกรจะสูญเสีย
โอกาสที่จะมีรายไดจากการเลี้ยงไกอยางนอยเปนเวลา 6 เดือน สํานักวจิัยและวางแผน ธนาคารไทย
ธนาคาร จํากัด (มหาชน) ไดประเมินไววาการที่ประเทศไทยไมสามารถสงออกไกไดประมาณ 6 
เดือน ตองสูญเสียรายไดจากการสงออกประมาณ 20,346 ลานบาท คิดเปน 0.53 % ของมูลคาการ
สงออกทั้งหมด (มรกตและออมใจ, 2548) ทั้งนี้การระบาดของไขหวดันกยังสงผลกระทบทางออม
ตออุตสาหกรรมอื่นๆ อีกดวย เชน อุตสาหกรรมการทองเที่ยวและบริการ เปนตน 
  

ดังนั้นจึงควรที่จะมีมาตรการอื่นในการควบคุมโรคไขหวัดนกควบคูไปกับการเฝาระวังโรค
และเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการควบคุมโรคมากยิ่งขึ้น  มาตรการหนึง่ที่นาสนใจคอื การใชวัคซนี  
ซ่ึงมีขอดีคือทําใหมีสัตวปวยหรือตายลดลง ชวยลดความสูญเสียของเกษตรกร  อีกทั้งยังชวยลดการ
แพรกระจายของเชื้อสูส่ิงแวดลอม  การผลิตวัคซีนโดยเทคนิค reverse genetics จะมกีารดัดแปลงยนี
ของไวรัสใหมคีวามรุนแรงลดลง  แตมีประสิทธิภาพในการกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันเทียบเทากับสาย
พันธุธรรมชาติเพราะมีความเหมือนกับสายพันธุที่ระบาดในประเทศไทย 
 

เมื่อมีการระบาดของไขหวดันกเกดิขึ้น มาตรการที่ใชในการควบคุมโรค คือ การทําลาย
สัตวปกที่ติดเชื้อ ซ่ึงวิธีนี้เปนวิธีที่ไดรับการยอมรับในการควบคุม HPAI แตจะตองกระทําอยาง
รวดเร็วภายใน 24 ช่ัวโมงเมื่อตรวจพบวามีการติดเชื้อ หากทําลายชาเกินไปจะทําใหไวรัสมีโอกาส
เพิ่มปริมาณและแพรกระจายสูส่ิงแวดลอมได (พรทิพภาและคณะ, 2549) เชื้อไขหวดันกสายพันธุ 
H5N1 ยังมีการระบาดในประเทศในแถบเอเชียหลายประเทศและมีการระบาดเปนระลอก โดยมีเปด
หรือสัตวปกอืน่ๆ เปนพาหะ จึงเปนการยากที่จะหยดุการระบาดของโรค (พรทิพภาและคณะ, 2549) 
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ซ่ึงการใชวัคซนีมีขอดีคือจะชวยลดปริมาณไวรัสในสิ่งแวดลอมเมื่อมกีารระบาดเพราะสัตวที่ไดรับ
วัคซีนจะขับเชือ้ออกนอยลง ทั้งนี้การใชวัคซีนใหไดผลขึ้นอยูกับหลายๆปจจัย เชน มกีารกําหนด
ระยะเวลาในการใชวัคซีนอยางชัดเจนและควรทํารวมกับมาตรการปองกันและเฝาระวังโรคอยาง
เครงครัด  

 
กระบวนการการผลิตวัคซีนในปจจุบันเปนระบบไขไกฟก (Egg-derived vaccine) แตไม

สามารถใชไวรัสสายพันธุรุนแรงมาผลิตวคัซีนโดยวิธีนีไ้ด เนื่องจากไวรัสจะทําใหตวัออนของไก
ตายในเวลารวดเร็วและเปนอันตรายตอผูปฏิบัติงาน (Webby et al., 2004; Horimoto et al., 2006) 
หรือหากใชไวรัสสายพันธุรุนแรงต่ํามาผลิตวัคซีนก็จะไดผลผลิตต่ํา จงึมีการนําเอาเทคโนโลยีการ
สรางไวรัสลูกผสมโดยเทคนคิ reverse genetics ซ่ึงเปนเทคนิคที่สรางไวรัสที่มีความสามารถในการ
ติดเชื้อไดจากการโคลน complementary DNA (cDNA) และถูกนํามาใชในการสรางไวรัสเพื่อผลิต
เปนวัคซีน ซ่ึงสามารถสรางไวรัสที่มีลักษณะโครงสรางโปรตีนที่ผิวอนุภาคไวรัสเหมือนกับสาย
พันธุที่ระบาดได โดยมีผลกระตุนใหเกดิภมูิคุมกันไดดี  นอกจากนี้ยังสามารถผลิตไวรัสไดผลผลิต
สูงซึ่งชวยยนระยะเวลาในการผลิตทําใหการพัฒนาวัคซีนซึ่งสามารถทําไดในระยะเวลาอันสั้นเมื่อ
เปรียบเทียบกบัวิธีที่ใชในปจจุบัน   



วัตถุประสงค 

 
สรางไวรัสตนแบบสําหรับการผลิตวัคซีนไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ที่มีความจําเพาะกับ

สายพันธุที่ระบาดในประเทศไทย โดยใชเทคนิค reverse genetics 
 



การตรวจเอกสาร 

 

การระบาดและผลกระทบทางเศรษฐกิจ 
 
 มีรายงานการระบาดของโรคไขหวดันกในสัตวปกครั้งแรก   เมื่อเดือนมกราคม 2547 ที่
อําเภอบางปลามา จังหวดัสุพรรณบุรี เปนเชือ้ไขหวดันกสายพันธุรุนแรง (Highly Pathogenic Avian 
Influenza, HPAI, virus) ชนดิ H5N1 (เชิดชัยและคณะ, 2549) และระบาดเรื่อยมา  แบงการระบาด
เปน 3 รอบ โดยรอบที่ 1 เร่ิมจาก 23 มกราคม ถึง 24 พฤษภาคม พ.ศ. 2547 รอบที่ 2 เร่ิมจาก 3 
กรกฎาคม พ.ศ. 2547 ถึง 12 เมษายน พ.ศ. 2548 และรอบที่ 3  เร่ิมจาก 1 กรกฎาคม ถึง 9 
พฤศจิกายน พ.ศ. 2548 ระหวางการระบาดไดมีการใชมาตรการตางๆ ในการยับยั้งความรุนแรงและ
ควบคุมการแพรกระจายของโรค อาทิเชน การควบคุมการเคลื่อนยายสัตวปก และ การทําลายสัตว
ปกที่เปนพาหะของโรค  
 
 มาตรการการทําลายสัตวปกที่เปนพาหะของโรคนั้นสงผลกระทบอยางมากตอ
อุตสาหกรรมการผลิตไก โดยในการระบาดที่ผานมา ยอดสะสมในการทําลายสัตวปกนับถึงวันที ่2 
กุมภาพนัธ 2547 มีจํานวน 26,964,393 ตัว สงผลกระทบตอยอดการสงออกสนิคารวมในป 2547 ซ่ึง
ลดลง 22.9 พันลานบาท (เชดิชัยและคณะ, 2549) นอกจากนี้รัฐบาลยังมมีาตรการชวยเหลือเกษตรกร
ผูเล้ียงไก อาทิเชน การพักชําระหนี้สิน การจายคาชดเชยความเสียหาย และการจัดหาพนัธุไกแกผู
เล้ียงไกที่ไดรับความเสียหาย เปนตน โดยคาดวาตองใชงบประมาณราว 1,500 ลานบาท (มรกตและ
ออมใจ, 2548) 
 
 นอกจากนี้มีการวิเคราะหความสูญเสียทางเศรษฐกิจที่เปนตัวเงิน คาใชจายที่ภาครัฐใหการ
ชวยเหลือและเงินชดเชยใหกบัเกษตรกร และมูลคาความสูญเสียทางเศรษฐกิจขั้นต่ําจากการเสียชีวิต
ของผูติดเชื้อไขหวัดนกของประเทศไทย  ดังตารางที่ 1 และตารางที่ 2 ตามลําดับ 
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ตารางที่ 1  สรุปคาใชจายของภาครัฐในการชวยเหลือและชดเชยใหกับเกษตรกรจากการระบาดของ 
  ไขหวดันก 

 

รายการ                                                                                 คาใชจาย (ลานบาท)  

ไกไข 
คร้ังที่ 1 (มกราคม 2547 - พฤษภาคม 2547)                                984,910,441.90  
คร้ังที่ 2 (กรกฎาคม 2547 - เมษายน 2548)                                      6,733,824.11  

                   ไกเนือ้ 
               คร้ังที่ 1 (มกราคม 2547 - พฤษภาคม 2547)                                301,216,347.90  
               คร้ังที่ 2 (กรกฎาคม 2547 - เมษายน 2548)                                      4,005,101.10 
 

รวม                                                                                          1,296,865,715.01 

 
ท่ีมา: สุรชัย (2550) 
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ตารางที่ 2  มูลคาความสูญเสียทางเศรษฐกิจขั้นต่ําจากการเสียชีวิตของผูติดเชื้อไขหวัดนกของ 
   ประเทศไทย 
 

รายที่ อายุที่เสียชีวิต (ป) อายุของการทาํงาน (ป) รายไดเฉลี่ย 
(บาท) 

มูลคาความ
สูญเสีย 

ขั้นต่ํา (บาท) 

1 7 60 - 23 = 37 145,542 5,385,054.00 

2 6 60 - 23 = 37 145,542 5,385,054.00 

3 6 60 - 23 = 37 45,080 1,667,960.00 

4 58 60 - 58 = 2 145,542 291,084.00 

5 6 60 - 23 = 37 145,542 5,385,054.00 

6 13 60 - 23 = 37 29,200 1,080,400.00 

7 5 60 - 23 = 37 29,200 1,080,400.00 

8 39 60 - 39 = 21 145,542 3,056,382.00 

9 18 60 - 23 = 37 145,542 5,385,054.00 

10 26 60 - 26 =34 145,542 4,948,428.00 

11 9 60 - 23 = 37 45,080 1,667,960.00 

12 14 60 - 23 = 37 45,080 1,667,960.00 

รวม                                                                                                                            37,000,790.00 

 
ท่ีมา: สุรชัย (2550) 

 
นอกจากนี้การระบาดของไขหวัดนกยังสรางความเสียหายตอเศรษฐกิจ โดยเฉพาะอยางยิ่ง

อุตสาหกรรมสัตวปกและการสงออกเนื้อไกสดและผลติภัณฑสัตวปก ประมาณการวาประเทศไทย
สูญเสียรายไดจากการทําลายไกและการยกเลิกการนําเขาเนื้อไกสดและผลิตภัณฑสัตวปก เปนมูลคา 
6-8 หมื่นลานบาท และยังทาํใหผูบริโภคสูญเสียความมั่นใจในการบริโภคสัตวปก จากการบริโภค 
13 กิโลกรัมตอคนตอปลดลงเหลือ 8 กิโลกรัมตอคนตอป ภายหลังการระบาดของไขหวดันก
ประเทศญี่ปุนและสหภาพยโุรปไดประกาศยกเลิกการนาํเขาเนื้อไกสดแชแข็งจากประเทศไทยสงผล
ใหมีปริมาณการสงออกลดลงจาก 388, 913 ตัน เหลือ 26,137 ตัน และจากที่ประเทศญีปุ่นไดนําเขา
เนื้อไกสดแชแข็งจากไทยรอยละ 37 ของปริมาณการนําเขาทั้งหมด การนําเขาลดลงเหลือเพียงรอย
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ละ 3 และจากที่เคยสงออกเนื้อไกสดแชแข็งไปยังสหภาพยุโรปเปนปรมิาณรอยละ 45 ของการ
นําเขาเนื้อไกสดแชแข็ง การนําเขาเหลือเพยีงรอยละ 4  

 
 ผลกระทบของโรคไขหวัดนกตอการสงออกสัตวปกและผลิตภัณฑสัตวปก ทําใหอัตราการ
ขยายตวัทางเศรษฐกิจ ในป 2547 ลดลง 0.22 % ตอป คิดเปนมูลคาลดลง 2.29 หมื่นลานบาท หรือมี
การขยายตวัของการสงออกลดลง 0.7% ตอป (พรทิพภาและคณะ, 2549) 
 

ไวรัสไขหวัดนก 
 

 โรคไขหวัดนก (bird flu หรือ avian influenza) เปนชื่อโรคที่เรียกตามสาเหตุของไวรัสที่ทํา
ใหเกิดโรค เนือ่งจากเชื้อไวรัสชนิดนี้มีนกเปนตัวแพรเชื้อ ผูที่ไดรับเชื้อนี้จะมีอาการตดิเชื้อในระบบ
ทางเดินหายใจเหมือนการไดรับเชื้อไขหวดัใหญ แตจะมีอาการรุนแรงกวามากและสวนใหญจะ
เสียชีวิตในระยะเวลาอันสั้น (ภาวพันธและประเสริฐ, 2549) 
 

ลักษณะของไวรัสไขหวัดนก 
 
 ไวรัสไขหวัดนกจัดอยูใน Family Orthomyxoviridae สามารถแบงไดเปน 3 สกุล (genera) 
ไดแก Influenza A virus, Influenza B virus และ Influenza C virus ซ่ึงแบงตามความแตกตางของ
โปรตีนโครงสราง (structural protein) 2 ชนิด คือ matrix protein (M) และ nucleoprotein (NP) 
(Girard et al., 2005) อนุภาคของไวรัสประกอบดวยสายพันธุกรรมชนดิ RNA สายเดีย่ว สายลบ  มี
ลักษณะเปนทอนจํานวน 8 ทอน แตละทอนจะพนัอยูกบั nucleoprotein (NP) ซ่ึงรวมเรียกวา 
ribonucleoprotein (RNP) สายพันธุกรรรมแตละทอนมีขนาดที่แตกตางกันและถกูลอกรหัสเปน
โปรตีนที่มีหนาที่แตกตางกันดวย ดังแสดงในตารางที่ 3 RNP จะเรียงตัวเปนเกลียว (helical 
nucleocapsid) ลอมรอบดวยเยื่อไขมัน (lipid bilayer) ซ่ึงทําหนาที่เปนเยื่อหุม(enveloped) โดย
ช้ันนอกมี glycoprotein ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของไวรัสแทรกอยู คือ Hemagglutinin (HA) และ  
Neuraminidase (NA) ช้ันในของเยื่อหุมมีโปรตีน Matrix (M) เรียงตวัอยู แบงเปน 2 ชนิด คือ M1 ทํา
หนาที่เปน membrane protein และ M2 ทําหนาที่เปน ion channel ซ่ึงแทรกอยูระหวางผนังเยื่อหุม 
รูปรางลักษณะของอนุภาคไวรัสไดแสดงในภาพที่ 1 ซ่ึงชนิดและหนาที่ของโปรตีนแตละชนดิได
สรุปไวในตารางที่ 3 Influenza A virus ถูกจําแนกเปนสายพันธุยอย (subtype) โดยใชความแตกตาง
ระหวางแอนตเิจนของ surface glycoprotein สองชนิด ปจจุบัน influenza A virus มี HA จํานวน 16 
subtype และ NA จํานวน 9 subtype (Horimoto and Kawaoka, 2006)  
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ภาพที่ 1  รูปรางลักษณะของอนุภาคไวรัส influenza A virus  
ท่ีมา: Pasteur Institute of Iran Influenza Unit (2008)  
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ตารางที่ 3  ชนดิและหนาที่ของโปรตีนไวรสัไขหวัดใหญ 
 

ทอนที่ ชนิดของโปรตีน หนาที ่
1 PB2 จดจํา M7- GpppXm Nm(cap) RNA ของ host เปนสวนประกอบของ 

RNA transcriptase 
2 PB1 เปนสวนประกอบของ RNA transcriptase และ replication 

complex, เรงปฏิกิริยาการตอสายยาวของนิวคลีโอไทด  
3 PA เปนสวนประกอบของ RNA transcriptase และ replication complex 

และยังไมทราบหนาที่ที่แทจริง 
4 HA เปนไกลโคโปรตีนหลักบนผวิอนุภาคไวรัส เปนบริเวณที่จับกับ 

receptor (sialic acid) 
5 NP จับกับ RNA เพื่อทําใหเกดิ ribonucleoprotein เกี่ยวของกับการ

สังเคราะห RNA ของไวรัส  
6 NA เปนไกลโคโปรตีนบนผิวหนาของอนุภาคไวรัสอีกชนิดหนึ่ง 
7 M1 

M2 
เปนโปรตีนทีอ่ยูใต lipid bilayer 
ทําหนาที่เปน ion channel 

8 NS1 
 

NS2 
 

ยับยั้งกระบวนการ polyadenylation และ pre-mRNA splicing อีกทั้ง
ยับยั้งการทํางานของ interferon 
จับกับ M1 ทําหนาที่สง RNPs ออกนอกนวิเคลียส 

 
ท่ีมา: ภาวพันธและประเสริฐ, 2549 
 

สายพันธุกรรมและโปรตีน Polymerase 
  

เนื่องจาก influenza A virus มีสายพันธุกรรมเปน RNA สายลบ การลอกรหัส 
(transcription) เปน  mRNA และการจําลองสายพันธุกรรม (replication) เปนสาย vRNA ของไวรัส
จะเกิดโดยการทํางานของเอนไซม RNA-dependent RNA polymerase complex ซ่ึงประกอบดวย
โปรตีน 3 ชนิด คือ PB2, PB1 และ PA เอนไซมชนิดนี้ไมมีคุณสมบัติตรวจสอบความถูกตอง (proof  
reading) ดังนั้นในระหวางขั้นตอนการจําลองสายพันธุกรรมอาจเกิดการกลายพันธุ (mutation) มีการ
ประมาณวามอัีตราการกลายพันธุประมาณ 10-4 ตอเบสตอการจําลองสายพันธุกรรมหนึ่งรอบ  หรือ



                                                                                                                                                                   10 

เกิดความผิดพลาดทุกๆ 10,000 เบส (ภาวพนัธ และประเสริฐ, 2549; Lewis, 2006) ซ่ึงเอนไซม 
RNA-dependent RNA polymerase complex ถูกแปลรหัสมาจากสายพนัธุกรรมของไวรัส 3 ทอน 
คือ PB2, PB1 และ PA (ทอนที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ) จากการใชเทคนคิ isoelectric focusing gel 
พบวามีโปรตนีที่มีคุณสมบตัิเปนดาง 2 ชนิด คือ Protein base (PB) 1 และ PB2 และโปรตีนที่มี
คุณสมบัติเปนกรด คือ Protein acid (PA) RNA ทอนที่ 1 และ 2 มีความยาว 2,341 นวิคลีโอไทด 
แปลรหัสไดโปรตนียาว 759 กรดอะมิโน (PB2) และ 757 กรดอะมิโน (PB1) สวน RNA ทอนที่ 3 มี
ความยาว 2,233 นิวคลีโอไทด แปลรหัสเปนโปรตีนขนาด 716 กรดอะมิโน โดยที่ PB2 มีหนาที่
จดจํา cap บน pre-mRNA ของเซลลเจาบาน (host) มีสามรายงานที่ระบุถึงตําแหนงการจับของ cap 
รายงานแรกระบุวาเปนตําแหนงกรดอะมโินที่ 533-564 (Li et al., 2001) รายงานที่สองระบุวามีสอง
โดเมน คือ residues 242-282 และ 538-577 (Honda et al., 1999) สวนรายงานสุดทาย ระบุวา 
aromatic residues สองตัว (F363 และ F404) จาํเปนสําหรับการจับกับ cap แบบ aromatics sandwich 
(Fodor et al., 2004) นอกจากหนาที่ ในการ transcription PB2 ยังเกี่ยวของกับการ replication 
เพราะวาการ mutation ใน PB2 มีผลกระทบตอการ replication แตไมมผีลตอการ transcription สวน 
PB1 มีหนาทีน่ํานิวคลีโอไทดเขามาตอใหเปนสายยาว (polymerization) ในขั้น elongation ซ่ึง PB1 
จะตองจับกับปลายทั้งสองของ vRNA และ cRNA เพื่อเร่ิมการ transcription และ replication การจับ
ระหวางปลาย 3’ ของ vRNA จะกระตุน endonuclease activity ของ PB1 ในขั้นตอนการสราง 
capped primer ในกระบวนการสังเคราะห mRNA โดย catalytic domain  ของ endonuclease อยู
บริเวณ residues 508-522 ซ่ึงมี residue ที่สําคัญ คือ E508, E519 และ D522 ยังไมทราบหนาที่
แนนอนของโปรตีน PA แตการ mutation ของ PA สงผลกระทบทั้งกระบวนการ transcription และ 
replication  PA มี  proteolytic activity โดยมีกรดอะมิโนสองตัว ที่เกี่ยวของ คือ S624 และ T157  
(Palese and Shaw, 2007)  

 
นอกจากนี้ยังพบวาการเปลีย่นแปลงของเอนไซม RNA-dependent RNA polymerase ของ

ไวรัสอาจทําใหเกิดการติดเชือ้ขามสายพันธุได โดย Gabrial และคณะ (2005) ไดทําการทดลองโดย
ใชไวรัส A/Seal/Massachusetts/1/80 (H7N7) ซ่ึงเปน highly pathogenic avian influenza virus และ
มี multibasic cleavage site ในยีน HA ที่เล้ียงผานไขไกฟกอยางตอเนื่อง จากนั้นผานไวรัสในปอด
ของหนูพบวาไวรัสดังกลาวกลายเปนไวรัสกอโรคในหนู ซ่ึงพบวามีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนใน 
PB2  สองตําแหนงคือ D701N และ S714R ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้ มีความเกี่ยวเนื่องกับการ
เพิ่มขึ้นของ Polymerase activity ใน mammalian cells (Gabriel et al., 2005) และมีการศึกษาการ
เปลี่ยนแปลง (mutation) ของลําดับกรดอะมิโนใน PA และ PB2 โดยการเปลี่ยนแปลงบริเวณลําดับ
กรดอะมิโนทีอ่นุรักษ (conserve amino acid) ที่อะลานีนในปลายคารบอกซีตําแหนงที่สามของ PA 
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ของ influenza A/WSN/33 แสดงใหเห็นวาบริเวณดังกลาวเปนบริเวณทีอ่นุรักษสูงที่สุดในทั้ง 
influenza A, B และ C โดยการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนง H510A มีผลทําใหเกิดการ
ยับยั้ง endonuclease cleavage ของ capped RNA และการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่ตาํแหนง  
K539A จะทําใหลดการจาํลองตัวเองของไวรัส (downregulate replication) และการเปลี่ยนแปลงที่ 
R638A ทําใหการสังเคราะห RNA ผิดปกตแิละสงผลใหการเจริญของไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงชาลง 
จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา PA มีความเกีย่วของในกระบวนการ transcription และ 
replication  นอกจากนีย้งัมีหนาที่ตัดสาย RNA (endonuclease cleavage) และอาจมีหนาที่เกี่ยวของ
ในกระบวนการตอสายยาว (elongation) ระหวางการสังเคราะห RNA ของไวรัส  และพบวาการ
เปลี่ยนแปลงลาํดับกรดอะมิโนสองตําแหนงใน PB2 คือ F363A และ F404A มีผลใหไวรัสมี
คุณสมบัติ cap-binding ที่ไมดี (Fodor et al., 2004)  

 
 ไดมีการศึกษาบริเวณใกลปลายคารบอกซีของ PB1 โดยทําการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน 
สามบริเวณทีม่ีการอนุรักษ (conserve) จากกรดอะมิโนที่มีประจุบวก (positive charge residue) ไป
เปนอะลานีน พบวาการเปลีย่นแปลงของ K669, R670 และ R672 มีผลทําใหเกิดการยบัยั้งการ
สังเคราะห mRNA ของไวรสั ในทางตรงกันขามไมมีผลตอการสังเคราะห cRNA และ vRNA 
นอกจากนี้ไวรัสลูกผสมที่มี K669A หรือ R672A มีการสราง mRNA ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับ 
cRNA และพบวาไวรัสออนกําลัง (attenuate) ในเซลลเพาะเลี้ยง (Kerry et al., 2007) 
 

สายพันธุกรรมและโปรตีน Hemaggutinin 
 
 การเปลี่ยนแปลงลําดับเบสในยีนของไกลโคโปรตีนของไวรัสจะสงผลใหเกดิการ
เปลี่ยนแปลงของลักษณะแอนติเจนและความรุนแรงของไวรัส ไกลโคโปรตีนที่เกี่ยวของกับความ
รุนแรงของไวรัส (virulence) ชนิดหนึ่ง คอื  Hemagglutinin โปรตนีชนิดนี้ถูกแปลรหัสจากสาย
พันธุกรรมสายที่ 4 มีหนาทีห่ลัก 3 ประการคือ 
 
 1. จับกับ sialic acid บนผิวเซลลทําใหเกิดการเกาะติด (attachment) 
 2. ชวยใหอนภุาคไวรัสผานเขาไปในซัยโตพลาสซึมของเซลลผานการเชื่อมของเยื่อหุม
อนุภาคของไวรัสกับผนังเอนโดโซม และเกดิการปลอย nucleocapsids สูซัยโตพลาสซึม 
 3. HA เปนแอนติเจนหลักในการกระตุนการสรางแอนติบอดี ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงแอนติเจน
ของ HA จะทําใหไวรัสหลบหนีภูมิคุมกันของเจาบาน (host) และอาจกอใหเกิดการระบาดของโรค
ได 
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โปรตีน HA ถูกแปลรหัสจากสายพันธุกรรมสายที่ 4 มีความยาว 1,742-1,778 นิวคลีโอไทด 
แปลรหัสไดเปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 562- 566 ตัว HA ของไวรัสไขหวดัใหญมี
ลักษณะเปน trimer ที่ยื่นออกมาจากเยื่อหุมอนุภาคไวรัสประมาณ 130 A° แตละ monomer 
ประกอบดวย HA1 ที่เปนทรงกลม (globular) มีขนาด 319-326 กรดอะมิโน ซ่ึงมีหนาที่จับกับ 
receptor ของเซลลเจาบาน (receptor-binding subunit) โดยสวนของทรงกลม (globular) ของ HA 
เกิดจากการทีก่รดอะมิโนของ HA1 บริเวณกรดอะมิโนที่ 116-261 มวนพับกลายเปน jelly-roll 
motif  ของ antiparallel ß- strands จํานวน 8 สายบริเวณ globular head จะมีสวนที่อนรัุกษสูง 
(highly conserve) ซ่ึงเปนสวนของ receptor binding site (Isin et al., 2002) HA2 มีขนาด 221-222  
กรดอะมิโน มลัีกษณะเปนแทงซึ่งเปนบริเวณของ fusion peptide (Hernandez et al., 1996) ซ่ึงอยู
บริเวณกรดอะมิโนตัวที่ 1-20 ของ HA2 ซ่ึงบริเวณนี้เปน peptide ที่ไมมีประจุ (nonpolar) (Isin et al., 
2002) จํานวนกรดอะมิโนทีห่ายไปในสวนของ cleavage site จะอยูระหวาง 1-6 กรดอะมิโน ขึ้นอยู
กับ subtype ซ่ึงสายโพลีเพปไทดของ HA ถูกสรางใน endoplasmic reticulum (ER) ในรูปโพลีเพป
ไทดสายเดีย่ว เรียกวา HA0 (Palese and Shaw, 2007) โปรตีน HA จะตองถูกตัดใหกลายเปนสอง
สวน คือ HA1 และ HA2 ซ่ึงทั้งสองสวนนีจ้ะเชื่อมกนัดวยพันธะไดซัลไฟด (ภาพที่ 2) การตัด HA0 
จะเกิดขึ้นภายหลังจากที่ไกลโคโปรตีนถูกขนสงไปยัง plasma membrane โดย เอนไซม subtilisin- 
like protease เชน furin หรือ PC6 (Steinhauer et al,, 1995)  แตละ monomer ของ HA จะฝงตัวอยูที่
เยื่อหุมอนภุาคของไวรัส โดย helical transmembrane  peptide บริเวณ 27 กรดอะมิโนใกลปลายคาร
บอกซีของ HA2 ซ่ึงบริเวณนี้จะไมปรากฏในภาพโครงสรางที่เกิดจาก  X- ray Crystallography (Isin 
et al., 2002) 

 
การตัด HA0 จะเกดิขึ้นที่ผิวเซลลหรือเกิดขึ้นภายหลังจากอนุภาคไวรัสถูกสรางและออกมา

จากเซลลที่ติดเชื้อ HA0 ของชนิดยอย  H1, H2 และ H3 สามารถถูกตัดดวย serine protease และ 
tryptase Clara ที่สรางโดย Clara cells ของ bronchiolar epithelium ซ่ึงเอนไซมเหลานี้จะจดจําลําดับ
กรดอะมิโน Q/ E-X-R บริเวณ cleavage site ของ HA0 สวน HA ของชนิดยอย H5 และ H7 นั้น  
HA1 และ HA2 จะถูกคั่นดวย polybasic sequence ซ่ึงในกรณีนีก้ารตัด HA0 จะเกดิขึน้ในเซลลโดย 
subtilisin-like enzyme และพบวามี  R-X-R/K-R ที่เปนจุดจดจําของเอนไซม furin  ซ่ึงเปนเอนไซม
ที่พบมากในหลายๆ เซลล แทรกอยูบริเวณ cleavage site เปนผลใหไวรัสสามารถติดเชื้อไดในเซลล
หลายๆ ชนิดมากขึ้น หลังจากที่ HA0 ถูกตัด จะเกิดโครงสราง  HA1 และ HA2 ที่เชื่อมกันดวยพันธะ
ไดซัลไฟดที่พรอมสําหรับการติดเชื้อคร้ังตอไป (Skehel and Wiley, 2000; Subbarao and Joseph, 
2007) 
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ภาพที่ 2  โครงสรางของ Hemagglutinin (a) primary structure ของลําดับกรดอะมิโนบริเวณ HA1 ที่  
                ตําแหนง 68-195 ใตลําดับกรดอะมิโนเปนโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) โดย  
          α helices คือบริเวณทรงกระบอกสีฟา, β strands คือบริเวณลูกศรสีเขียว และ random  
               coils คือบริเวณเสนสีขาว (b) โครงสรางตติยภมูิ (Tertiary structure) ที่เกิดจากการมวนพบั 
               ของ helices ใน HA แตละsubunit โดยสวนสีเขียวและสีฟาจะสอดคลองกับภาพ (a) สวน  
                proximal domain ที่อยูใกลเยื่อหุมอนุภาคของไวรัสมีสวนคลายกานเนื่องจากการเรียงแถว 
               กันของ helices ของ HA2 (สีฟา) กับ β strands ใน HA1 (c) Quaternary structure  
               ประกอบดวย 3 subunit ของ HA สวนปลายของแตละ domain มีบริเวณ (สีเขม) สําหรับ   
               จับกบัโมเลกุล sialic acid บนผิวเซลลเปาหมาย                                                                                                
ท่ีมา: National Center for Biotechnology Information. (2008) 
 

จากการศึกษา HPAI virus ที่ระบาดใน central Mexico ในป 1994-1995 พบวาทั้งหมดนั้นมี
การกลายพันธุแบบมีการเพิ่มขึ้นของเบส ทําใหกรดอะมิโนเพิ่มขึ้นอยางนอยสองตัว ณ ตําแหนง 
cleavage site ของ HA และมีหนึ่ง isolate มีการกลายพันธุแลวมีกรดอะมิโนเพิ่มขึ้น 4  ตัว (Perdue 
et al, 1997) และไดมีการใชเทคนิค reverse genetics ในการเปรียบเทียบ avian H5N1 ที่มี
ความสามารถในการกอโรคสูงในไก คือ A/chicken/Hong Kong /YU562/01  และไวรัสที่สามารถ
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กอโรคไดปานกลางในไก คือ A/goose/Hong Kong /437-10/99 พบวาการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน 
ณ ตําแหนง 97, 108, 126 และ 138 ของไวรสัที่มีความสามารถในการกอโรคสูง จะทําใหไวรัสมี
ความสามารถในการกอโรคลดลง  แตในขณะเดียวกนัการเปลี่ยนแปลงในตําแหนงเดยีวกันของ
ไวรัสที่มีความสามารถในการกอโรคไดปานกลางกลับทําใหไวรัสมีความสามารถในการกอโรค
มากขึ้น กรดอะมิโนตําแหนงที่ 126 เปนบริเวณที่มกีารรายงานวาเปนบริเวณที่ตองจบักับ sialic acid 
และใกลกับ neutralizing epitope และกรดอะมิโนตําแหนงที่ 138 อยูภายในตําแหนง 140S  loop  ซ่ึง
เปน antigenic site  ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในบริเวณดังกลาวนาจะมีผลตอความ
รุนแรงในการกอโรคของไวรัส  การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนตําแหนง 212 และ 217 มีผลไปใน
ทิศทางเดียวกนั คือ ทําใหไวรัสที่มีความสามารถในการกอโรคสูงมีความสามารถในการกอโรค
เพิ่มขึ้นเล็กนอยแตทําใหไวรัสที่มีความสามารถในการกอโรคไดปานกลางมีความสามารถในการกอ
โรคไดมากขึ้น  ซ่ึงมีรายงานวากรดอะมิโนตําแหนงที่ 217 อยูใกลกับ receptor binding site  การ
เปลี่ยนแปลงนีอ้าจทําใหเพิ่มประสิทธิภาพการจับของ HA และ receptor  (Hulse et al., 2004) จาก
การศึกษาความสัมพันธระหวางความสามารถในการถูกตัดของโปรตีน HA ที่ตําแหนง cleavage 
site และความสามารถในการทําใหเกดิโรค (virulence) ของไวรัส โดยใชเทคนิค reverse genetics 
พบวาไวรัสที่มี HA ของ wild type มีบริเวณ cleavage site เปน R-R-R-K-K-R จะถูกตัดไดดวย
เอนไซมโปรตีเอสภายในเซลล chicken embryo fibroblasts (CEF) ได สวนไวรัสที่มีการ
เปลี่ยนแปลงบริเวณ cleavage site ที่มีลําดบักรดอะมิโน R-E-T-R เอนไซมโปรตีเอสขางตนไม
สามารถตัดได ไวรัสนี้จึงไมสามารถกอโรคไดในไก แสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมบริเวณ cleavage site ของ HA  มีผลตอความสามารถในการกอโรค (Horimoto and 
Kawaoka, 1994) และการแทนที่เบส (substitution)  ณ ตําแหนง 129 และ 134  ของไวรัสที่แยกได
จากผูปวยที่เสยีชีวิต สามารถเปลี่ยนแปลงความชอบในการจับ (receptor-binding preference) ของ 
HA ของไวรัส  H5N1 จาก SAα 2, 3 Gal มาเปนทั้ง SA α 2, 3 Gal และ SA α2, 6 Gal  และการใช 
Molecular modeling แสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนแปลงนัน้อาจทําให SA α2, 6 Gal เสถียรใน cis 
conformation ที่เหมาะสมใน binding pocket  (Auewarakul et al., 2007)   
 

สายพันธุกรรมและโปรตีน Nucleoprotein 
 

ในกระบวนการจําลองตัวเองของไวรัสและการถอดรหัสเปนโปรตีน สําหรับ influenza A 
virus ยังมีโปรตีนที่สําคัญในกระบวนการดงักลาวนอกเหนือจากโปรตนีโพลีเมอเรส โปรตีนนั้นคือ  
Nucleoprotein (NP) ซ่ึงถูกแปลรหัสมาจากสายพันธุกรรมสายที่ 5 ที่มีความยาว 1,565 นิวคลีโอไทด 
แปลเปนโปรตีนขนาด 498 กรดอะมิโน เมือ่ NP ถูกสังเคราะหเปนโปรตีนในซัยโตพลาซึมแลวจะ
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ถูกสงกลับเขามายังนวิเคลียส เพื่อรวมกับสาย RNA กลายเปน Ribonucleoprotein (RNP) (ภาพที่ 3 ) 
พบวาทั้งสาย virion RNA (vRNA สายลบ)  และสายแมแบบ (cRNA สายบวก) ของไวรัสจะจับกบั 
nucleoprotein แต mRNA ของไวรัสจะไมจบักับ nucleoprotein (Palese and Shaw, 2007) ซ่ึงโปรตีน 
NP เปนโปรตีนที่สําคัญในกระบวนการเพิม่จํานวนของไวรัส  โดยจะเกีย่วของกับกลไกการเปลี่ยน
จากกระบวนการสังเคราะห RNA (transcription)ไปเปนการจําลองตัวเอง (replication) และพบวา
การจําลองตัวเองของไวรัสจะไมเกดิขึ้นหากไมมีโปรตีน NP (Biswas et al., 1998; Porrela and 
Digard, 2002)  โปรตีน NP ของ influenza virus มสีวนของ nuclear localization signal (NLS) ซ่ึง
อยูบริเวณกรดอะมิโนที่ 327-345 และ RNA binding domain  ซ่ึง NP จะผานเขาไปยงันิวเคลียสโดย
อาศัย NLS หลังจาก translation โปรตีน NP รวมตัวกับสาย RNA , และ polymerase complex ( PA, 
PB1 และ PB2) กลายเปน RNP-complex  กอนที่จะจับกบัmatrix protein (M1) และถูกสงออกจาก
นิวเคลียสไปยงัซัยโตพลาสซึม ไมคอยพบการเปลี่ยนแปลง (mutation) ในยนี NP พบวามีการ
อนุรักษ (conserve) ประมาณ 90 % ใน influenza A virus หลายๆ สายพันธุ 

 
มีรายงานวาการหายไปของลาํดับเบส (deletion) ของ NLS จะลดการปรากฎของ NP ใน

นิวเคลียสแตอยางไรก็ตามคณุสมบัติ nuclear localization ของ NP ไมไดถูกทําลายทัง้หมดเมื่อมีการ
เปลี่ยนแปลงของบริเวณ NLS มีการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ Tyr-Lys-Arg  
( กรดอะมิโนตัวที่ 6-8 ของ NP ) ไปเปน Ala-Ala-Ala พบวาคุณสมบตัิ nuclear localization ของ NP 
ลดลงอยางมาก โดยไมคํานงึถึงบริเวณ NLS (Kenji et al., 2007) Elton และคณะ (1999) ไดทําการ
ทดลองเกี่ยวกบัการ oligomerization ของโปรตีน NP เมื่อทําการเปลี่ยนแปลงแบบ deletion พบวามี 
3 บริเวณที่มีความสําคัญตอการ oligomerization ซ่ึง 2 บริเวณอยูกลางยีนสวนอีก 1 บริเวณอยูที่
กรดอะมิโน 23 ตัวสุดทายทางปลายคารบอกซี การแทนที่อะลานีนในตําแหนงที่ 199 จะลดความ
แนนในการจบั (binding affinity)  ลง 3 เทา ในขณะเดยีวกัน การเปลี่ยนแปลงอะลานีนตําแหนง 416 
จะลดความสามารถในการจบัลง 10 เทา ในทางตรงกันขามการเปลี่ยนแปลงที่ F479 จะเพิ่ม
ความสามารถในการจับกันของ NP (self-association) 5 เทา การลดลงของ oligomerization  activity  
มีความสัมพันธกับการลดลงของการ transcription ของไวรัส (Elton et al., 1999) 
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ภาพที่ 3  โครงสรางการจัดเรียงตัวของ influenza virus RNPs (a) แสดงการจัดเรียงตัวของ RNP  

             ทรงกลมสีฟา คือ NP momomer ที่รวมตัวกับ vRNA (เสนสีดํา) vRNA สายเดี่ยวขดเปน 
             โครงสราง hairpin โดยปลาย 5’และ 3’ ของ vRNA จะจับกับ polymerase complex  (b)  

             โครงสรางที่ไดจาก electron microscopy ของ recombinant mini-RNP 27 A° resolution   
             โดย RNP ประกอบดวย 9 NP monomers และ 1 polymerase 
ท่ีมา: Portela and Digard (2002) 
 

สายพันธุกรรมและโปรตีน Neuraminidase 
 
 Neuraminidase (NA) เปนไกลโคโปรตีนอีกชนิดหนึ่งที่อยูบนอนภุาคของไวรัส NA ถูก
สังเคราะหมาจากสายพันธุกรรมสายที่ 6 มีความยาว 1,413 นิวคลีโอไทด แปลรหัสออกมาเปน
โปรตีนได 454 กรดอะมิโน และมี glycosylation site ที่เปนไปได 5 บริเวณ  
 
 Neuraminidase มีรูปรางคลายเหด็ (mushroom-shaped) เปน tetrameric protein ในสวน
ปลายของแตละ monomer มีรูปรางคลายใบพัด 6 อัน ซ่ึงสวนปลายดังกลาวจะเชื่อมกบัสวนกาน 
(stalk) ที่ประกอบดวย membrane-spanning domain โดยสวนโครงสรางของกานยังไมทราบหนาที่
ที่แนชัด (Ferraris and Lina, 2008) NA มีหนาที่สําคัญในกระบวนการสรางไวรัสอนุภาคใหม โดยมี
หนาที่ตัด sialic acid ออกจาก HA ในขั้นตอนการปลดปลอยอนุภาคไวรัสออกจากเซลลและปองกัน
การเกาะติดระหวาง HA ของอนุภาคไวรัสใหมกับ sialic acid ของเซลลเดิม ซ่ึงถาหาก NA ทํางาน
อยางไมมีประสิทธิภาพจะเกดิการเกาะกลุมกันของอนุภาคไวรัสใหมบริเวณผวิเซลล NA จึงเปน
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เปาหมายในการพัฒนายาตานไวรัส พบวามีกรดอะมิโน 8 ตัวที่เปน catalytic residue เนื่องจากจับ
กับ substrate โดยตรง ไดแก R118, D151, R152 , R224, E-276, R292, R371 และ Y406 และมี
กรดอะมิโน 11 ตัว ที่มีความเกี่ยวของกับเสถียรภาพของโครงสรางของ  active site  ไดแก E119, 
R156, W178, S179, D198, I222, E227, E277, N294 และ E425 (Ferraris and Lina, 2008; Richard 
et al., 2008)  
 
 Richard et al. (2008) ไดทําการ mutation กรดอะมิโน 11 ตัวในบรเิวณดงักลาว เพื่อศกึษา
ความเสถียร, activity และความไวตอ inhibitor ของ NA พบวา mutant R156K, I222L, H274Y, 
N294D และ E425D ยังมี activity ของ NA อยูระหวาง 70-100% แต mutant D198N และ E119D มี 
activity ของ NA ลดลงอยางมากเมื่อเปรียบเทียบกับ wild type (A/Moscow/10/99 (H3N2) สวน 
mutant I222L มีความตานทานตอ Oseltamivir (Richard et al., 2008)  
 

สายพันธุกรรมและโปรตีน Matrix 
 

โปรตีนที่ถูกถอดรหัสจากสายพันธุกรรมสายที่ 7 ของไวรัส คือ M1 จะถูกถอดรหัสออกมา
จาก mRNA ทั้งสายแต M2 ถูกถอดรหัสจาก spliced mRNA โดยโปรตีน M1 จะอยูระหวางดานใน
ของผิวเยื่อหุมไวรัสและ RNP  M1 มีสวนเกี่ยวของในหลายขั้นตอนระหวางการ replication ของ
ไวรัส ซ่ึงในชวงแรกของการติดเชื้อของไวรัส จะตองเกดิการแยกออกจากกนัระหวาง M1 และ RNP 
เพื่อให RNP สามารถออกไปสูซัยโตพลาสซึมได กลไกการแยกออกจากกันของ M1 และ RNP ถูก
ควบคุมโดยความเปนกรดในอนุภาคไวรัสที่เกิดจากการนําไฮโดรเจนไอออนเขาไปในอนภุาคโดย
การทํางานของ M2  M1 ถูกสรางในซัยโตพลาสซึมและจะเขามายังนวิเคลียสเพื่อรวมตัวกับ RNP 
ซ่ึงการรวมตัวกันของ M1 สายพันธุกรรมของไวรัสและ NP ไมเพียงแตจะทําให RNP บิดเปนเกลียว
เทานั้นและยังชวยสง RNP ออกนอกนวิเคลียสระหวางการ replication ของไวรัส  มีการศึกษาการ
จับกันระหวาง M1 และ RNP พบวามี 2 โดเมน บน M1 ที่มีความเกีย่วของกับการจับกบั RNA 
โดเมนแรกประกอบดวย Zinc-finger  motif  (กรดอะมิโนตําแหนงที่ 148-162) อีกโดเมนหนึ่งอยู
บริเวณ 101-RKLKR-105 (Liu  and Ye, 2004) Ye et al. (2002) ไดทําการศึกษาโดยการทํา mutation 
ทั้งสองบริเวณนี้และใชเทคนคิ reverse genetics สรางไวรสัที่มี mutation ในสายพนัธุกรรม M1 และ 
M2 พบวาจะไมเกิดการสรางไวรัสถามี deletion 5 หรือ 10 กรดอะมิโน ที่บริเวณปลายคารบอกซี
ของโปรตีน M2 แสดงวาการเปลี่ยนแปลงทั้งสองมีความสําคัญมาก ซ่ึงยังไมทราบเหตุผลแนชัดที่
การเปลี่ยนแปลงในบริเวณทัง้สองทําใหการสรางไวรัสลมเหลว แตมีเหตุผลที่นาจะเปนไดคือ การ
เปลี่ยนแปลงนัน้ทําให specific signal ของการจับกับโปรตีน M2 และโปรตีนอื่นๆ ถูกทําลายไป
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และการ mutation ทําใหสวนของโปรตีน M1 มีการเปลีย่นแปลงที่ Zinc-finger  motif  จึงมีผลตอ
การเจริญของไวรัสเล็กนอย การแทนที่กรดอะมิโนอารจนิีน ดวยเซอรนีที่ตําแหนง 101 หรือ 105 
ของ RKLKR ไมมีผลตอ nuclear export ของ RNP หรือการ replication ของไวรัส แตในทางตรงกนั
ขาม การ deletion ของ RKLKR หรือแทนที่ไลซีนดวยแอสพาราจีน ที่ตําแหนง 102 หรือ 104 ของ 
RKLKR มีผลเปน lethal mutaion แสดงวา RKLKR โดเมนของ M1 มีความสําคัญในการ 
replication ของไวรัส (Liu and Ye, 2002)  

 
นอกจากนี้ Liu et al. (2002) ยังไดทําการทดลองเกี่ยวกับการจับของ M1 กับ RNP โดยใช 

M1 ของ A/WSN/33 ซ่ึงถูกเปลี่ยนแปลงดวยการ deletion หรือการกลายพันธุเฉพาะตาํแหนงและทํา
ใหมีการแสดงออกของโปรตีน M ที่กลายพนัธุภายในหลอดทดลอง จากนั้นทดสอบการจับของ M1 
ที่กลายพันธุกบั RNP ภายใตสภาวะตางๆ พบวาที่ pH 7.0 M1 ของ wild-type จับกับ RNP ประมาณ 
70% แตที่ pH 5.0 M1 จะจับกับ RNP ไดนอยกวา 5% การ mutation บริเวณทีจ่ับกับ RNA ของ M1 
คือ บริเวณ 101 RKLKR 105 และบริเวณ Zinc finger ไมมีผลกระทบตอไวรัส  การจับกันระหวาง 
M1 และ RNP เปนผลมาจากแรงสองแรงคือ ionic และ hydrophobic ทําใหมีการสันนิษฐานของการ
รวมตัวกันระหวาง M1 และ RNP ผานสองกลไก คือ การจับกันระหวางโปรตีนกับ RNA และการ
จับกันระหวางโปรตีนกับโปรตีน  แตเนื่องจาก M1 และ RNA จับกนัอยางไมจําเพาะ ดังนั้น
ความจําเพาะของการจับระหวาง M1 และ RNP อาจขึ้นอยูกับการจับกนัของ M1 และ NP ดังนั้นจึง
เปนการจับกันระหวางโปรตนีกับโปรตีน พบวา M1 จะจับกับ NP ที่จับกับ RNA แลวเทานัน้ 
เนื่องจากการทําการกลายพนัธุและการแทนที่เบสในบริเวณ โดเมนที่ใชจับกับ RNA (RNA-binding 
domain) ของ M1 ยังไมสามารถทําใหคุณสมบัติของการจับกับ RNP เปลี่ยนแปลง จงึไดมีการ
ทําการศึกษาตอไปโดยศึกษา hydrophobic domain ของปลาย N วามีความเกี่ยวของกบัการจับกับ 
RNP หรือไม ซ่ึงไดมีการทํานายวา M1 มี hydrophobic domain  หลักๆ 3 โดเมน สองในสามบริเวณ
อยูในกรดอะมโิน 76 ตัวแรก (กรดอะมิโนที ่1-20 และ 45-70) โดเมนที่อยูภายในกรดอะมิโนที่ 45-
70 เกี่ยวของกบัการจับกับเยือ่หุม (membrane association) M del177-202  มีปลายอะมโินจํานวน 76 
กรดอะมิโน และปลายคารบอกซีจํานวน 50 กรดอะมิโน แตไมมี RNA-binding domain การทําให 
RNP-binding activity ของ M ที่กลายพนัธุ (M del 177-202) ลดลงโดยการลดความสามารถในการ
เกาะตวักนัของโปรตีนโดยใช detergent บงชี้วา hydrophobic binding domain ที่อยูบริเวณกรดอะมิ
โน 76 ตัวที่ปลายอะมิโนของ M1 เกีย่วของกับการจับ RNP โดยไมเกี่ยวของกับการจบั RNA การ
ขาดความสามารถในการจับ RNP ของ mutant M135-202 (ปลายอะมิโนของ M1 หายไปครึ่งหนึ่ง) 
หลังจากมีการเติม RNase A พบวายังมี RNA อยูสอดคลองกับสมมติฐานที่วา N-terminal 
hydrophobic domain เกี่ยวของกับการจับ RNP ซ่ึงไมขึ้นอยูกับการจับกบั RNA (Ye et al., 1999)  
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สายพันธุกรรมและโปรตีน Nonstructural 
 

สารพันธุกรรมสายที่ 8 ของ influenza A virus จะถอดรหัส (encode) ไดโปรตีนสองชนิด 
คือ NS1 และ NS2 หรือ nuclear export protein (NEP) โดย NS1 จะถูกถอดรหัสออกมาจาก mRNA 
ทั้งสายแต NS2 ถูกถอดรหัสจาก spliced mRNA โดยมีขนาด 230 กรดอะมิโนและ 121 กรดอะมิโน 
ตามลําดับ (ภาพที่ 4) NS1 เปนโปรตีนที่มีความสําคัญตอการกอโรคของไวรัส โดยมคีวามเกีย่วของ
กับการลดการทํางานในหลายๆกระบวนการของเซลล (Pavesi, 2007) เชน ยับยั้งการตัด (splicing) 
mRNA ของเซลลเจาบาน, ยบัยั้งการเติมอะดีนนีที่ปลาย 3 (polyadenylation) และการสง mRNA 
ของเจาบานเองออกนอกนวิเคลียส โดยโปรตีน NS1 จะจบักับ U6 snRNA ซ่ึงเปนสวนประกอบ
ของ spliceosome โดยใช RNA-binding domain  และจบักับ polyadenylation factor 2 ชนิดของ
เซลลเจาบานคือ 30 kDa subunit  ของ cleavage and polyadenylation specificity factor (CPSF) และ 
poly (A)-binding protein II (PABII)  ซ่ึงจะยับยั้งกลไก polyadenylation และ nuclear export สงผล
ให mRNA ของเซลลเจาบาน ไมสามารถออกจากนวิเคลยีสไปยังซัยโตพลาสซึมและทําหนาที่เปน
แมพิมพในไปทําการแปลรหสั (translation) เพื่อสังเคราะหโปรตีนไดจงึไมเกิดการแสดงออกของ
ยีน (Brown, 2000) 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4  บริเวณการแปลรหัสเปนโปรตีนของ NS1 และ NS2 
 ท่ีมา: Mccauley and Mahy. (1983) 
 

นอกจากนี้ NS1โปรตีนยังมีผลตอการตอตาน interferon โดยโปรตีน NS1 เปน dsRNA 
binding protein ซ่ึงเมื่อ dsRNA ของไวรัสถูกสรางขึ้นระหวางการติดเชือ้จะกระตุน IFN cascade แต
ถาหาก dsRNA ถูกจับโดย NS1 แลวการตอบสนองโดย IFN จะไมเกดิขึ้น นอกจากนี้ NS1 ยัง
สามารถยับยั้ง Protein Kinase R (PKR) โดย NS1 จะจับกบั dsRNA แบบแขงขันกับ PKR เปนผลให
ไมสามารถกระตุน PKR และไมเกดิกระบวนการยับยั้งการแปลรหัสตอไป (Salvatore and Garcia-
Sastre, 2001)  

 



                                                                                                                                                                   20 

 มีการศึกษาการแทนที่กรดอะมิโน Asp ดวย Glu ในตําแหนงที่ 92 ของ NS1 จาก 
A/HK/156/97 (H5N1) ซ่ึงเปนไวรัสของมนุษยพบวาเมื่อแทนที่แลวไวรัสมีการกอโรครุนแรงใน
สุกร ลําดับกรดอะมิโนบริเวณปลายคารบอกซีของโปรตีน NS1 ทําใหไวรัสจับกับโปรตีนที่
เกี่ยวของกับการ process RNA ของเซลล และรบกวนกระบวนการสรางโปรตีนของเซลล ปลายคาร
บอกซีของ NS1 ของ Avian influenza (H5N1) มี motif ซ่ึงมีลําดับกรดอะมิโนเปน Glu-Ser-Glu-Val 
(ESEV) และพบวาไวรัสในสายพันธุที่กอโรครุนแรงที่แยกไดจากมนษุยมีลําดับกรดอะมโินบริเวณ 
motif ดังกลาวเปน Glu-Pro-Glu-Val (EPEV) ในทางตรงกันขามปลายคารบอกซีของไวรัสสายพันธุ
ที่ไมรุนแรงทีแ่ยกไดในมนษุย ซ่ึงลําดับกรดอะมิโนบริเวณ motif เปน Arg-Ser-Lys-Val (RSKV) 
และไวรัสที่มี NS1 ของ Avian influenza H5N1 ที่มีปลายคารบอกซีเปน ESEV และ EPEV มีความ
รุนแรงในเซลลมนุษย  (Jia-hai et al., 2006) ในไวรัส H5N1 ของสัตวปกและทกุสายพันธุรุนแรง
ของมนุษย มีกรดอะมิโนสองตัวที่สําคัญ คือ Glu ตําแหนงที่ 227 และ 229 ในขณะที่การแทนที่ Glu 
ดวย Asp ที่ตําแหนง 92 ของโปรตีน NS1 จะมีผลทําใหไวรัสสามารถตานการตอบสนองของ host  
cytokine จากเซลลเจาบานได (Pavesi, 2007) 
 

วงจรชีวิตของไวรัส 
 
 ไวรัสจะเขาสูเซลลโดยการใชไกลโคโปรตีนที่อยูบนผวิอนุภาค คือ Hemagglutinin จบักับ
ตัวรับ (receptor) ที่อยูบนผิวของเซลลที่จะเขาไป ซ่ึงตัวรับจะประกอบดวย sialic acid เมื่อไวรัสจับ
กับตัวรับแลวจะเขาไปในเซลลโดยกระบวนการ endocytosis ปรากฏเปนถุงเอนโดโซมตอมาเกิด
ภาวะเปนกรดภายในถุงเอนโดโซมกระตุนใหเกิดการถอดเปลือกหุม (uncoating) ของไวรัส ซ่ึงใน
สภาวะกรดจะกระตุนใหเกิดการรวมตัวระหวางผนังอนภุาคไวรัส (virion membrane) และผนังเอน
โดโซม (Lanzrein et al., 1994) และภายในอนุภาคของไวรัสจะเกิดสภาวะที่เปนกรดเชนกันเพราะ
โปรตอนจะผานเขามาในอนภุาคทางโปรตีน M2 เปนเหตใุห RNPs และโปรตีน M1 ซ่ึงแตเดิมจับ
กันอยูแยกออกจากกัน นอกจากนี้สภาวะกรดจะทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโปรตีน 
HA เปนผลใหเกิดการเชื่อมรวมกับถุงเอนโดโซมและเกดิเปนรูทําให RNPs ถูกปลอยออกมาสูซัย
โตพลาสซึม (Brown, 2000) ตอมา RNPs จะเขาสูนิวเคลียสเพื่อจําลองสายพันธุกรรมและผลิต 
mRNA (ภาพที่ 5) 
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ภาพที่ 5  กระบวนการจําลองตัวเองของไวรัส 
ท่ีมา: Royal Society of Chemistry. (2008)  
 

การเขาสูเซลลของไวรัส 
 

หลังจากที่ไวรัสใชไกลโคโปรตีนจับกับตวัรับที่บริเวณผิวเซลลแลวจะเกดิการเวาของเยื่อ
หุมเซลลหุมอนุภาคไวรัสกลายเปนถุงเอนโดโซมเขาไปยงัซัยโตพลาสซึมของเซลล ตอมาจะเกิดการ
เปลี่ยนแปลง pH เกิดความเปนกรดมากขึน้ภายในถุงเอนโดโซม เปนผลใหโครงสรางของ HA 
เปลี่ยนแปลงโดยจะยืน่ fusion peptide ทางปลายอะมิโนของ HA2 ออกมาแลวแทรกเขาไปในเยื่อ
หุมถุงเอนโดโซม (endosome  membrane) เปนผลใหเกดิ pre-fusion membrane โดยปลายอะมิโน
ของ HA จะอยูที่ผนังเอนโดโซมสวนปลายคารบอกซีจะอยูที่ผิวอนภุาคของไวรัส (Hernandez et al., 
1996) โดยกลไกการเชื่อมระหวางผนังเอนโดโซมและเยื่อหุมไวรัสแบงออกได 5 ขัน้ (ภาพที่ 6) 
ดังนี ้

 
ขั้นท่ี 1 การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ HA และการจับกับเยื่อหุมเซลล 
 
หลังจากที่ไวรัสเขาสูเซลลแลวโดยอยูภายในถุงเอนโดโซม เมื่อมีการเปลี่ยนแปลง pH เกิด

สภาวะเปนกรด เนื่องจากมีการปมเอาโปรตอน (H+) เขาไปภายในถุงเอนโดโซม จากการทํางานของ 
H+-ATPase ในสภาวะเปนกรด HA1 และ HA2 จะถูกเหนี่ยวนําใหเปลีย่นแปลงโครงสราง โดย 
HA1 ซ่ึงมีลักษณะเปนทรงกลม (globule) จะกางออก สวน HA2 ที่เปนสวนกานจะมีการ
เปลี่ยนแปลงการพับของสายโพลีเพปไทดเปนผลใหสวนของ fusion peptide ที่อยูสวนปลายจะยื่น
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ออกมา คลายกับการดีดตวัคลายมีดพับ ซ่ึงสวนของ fusion peptide ประกอบดวยกรดอะมิโนที่ไม
ชอบน้ํา (hydrophobic) ตอจากนั้นจะเกิดการจับกันระหวาง fusion peptide กับผนังเอนโดโซมและ
เกิดการเชื่อมรวมระหวางกนัขึ้น  

 
ขั้นท่ี 2  การรวมกลุมของ HA trimer ท่ี fusion site 
 
ในขั้นนีเ้กิดการรวมกลุมของ HA trimer 3-4 โมเลกุล จากขั้นที่ 1 เปนผลใหเกิดการ

เคลื่อนที่เขามาทางดานขางของ membrane ทั้งสอง 
 
ขั้นท่ี 3  Hemifusion  
 
HA trimer ที่ fusion site เร่ิมมีการโคงงอ ซ่ึง HA จะยังยดึติดกับ target membrane โดย 

fusion peptide และยดึติดกับ membrane ของไวรัส โดย transmembrane domain และเมื่อหลายๆ 
trimer โคงงอจะสงผลให membrane ทั้งสองที่ HA ยึดอยูเขามาใกลชิดกันมากขึ้น 

 
ขั้นท่ี 4  การเกิด fusion pore 
 
จากขั้นตอนที่ 3 จะเกดิโครงสราง hemifusion เกิดการเชือ่มกันของสอง  membrane 

กลายเปน hemifusion diaphragm จากนั้นจะมีการขยับอยางรวดเร็วเกิดเปน fusion pore 
 
ขั้นท่ี 5  การขยายตัวของ fusion pore 
 
ในขั้นตอนนี้อาศัยกลไกการเปลี่ยนแปลงแบบผันกลับไมไดของ HA ซ่ึงมีการเสนอวา การ

ยดืออกของกรดอะมิโน 20 ตวัทางปลายคารบอกซีของ HA2 มีผลให HA ขยับผานสวนโคงของ 
membrane ใน fusion pore ของขั้นที่ 4 fusion pore จึงสามารถขยายตัวได (Hernandez et al., 1996) 
กลไกการเชื่อมระหวางผนังเอนโดโซมและเยื่อหุมไวรัสทั้ง 5 ขั้นตอนสรุปไดดังภาพที่ 6 
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ภาพที่ 6  กลไกการเชื่อมระหวางผนังเอนโดโซมและเยื่อหุมไวรัส โดยเสนหนาสีดําแทน fusion   
                 peptide และ globular head domain ถูกแทนดวยวงกลม  
ท่ีมา: Hernandez et al (1996)  
 

การสราง messenger RNA ของไวรัส 
 

สายพันธุกรรมของ influenza A virus  ประกอบดวย noncoding sequence ทั้งปลาย 5’ และ 
3’ บางลําดับเบสเปนลําดับเบสที่จําเพาะกบัแตละสายพนัธุกรรม แตสวนปลายจะอนุรักษระหวาง
สายพันธุกรรมทั้งหมดในกลุม influenza A virus บริเวณอนุรักษ 13 นิวคลีโอไทด ที่ปลาย 5’ และ 
12   นวิคลีโอไทดที่ปลาย 3’ ซ่ึงบางสวนมีลักษณะ invert complementary (ภาพที่ 7) 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7  ลําดับเบสบริเวณอนุรักษของสายพันธุกรรมของไวรัส (vRNA), messenger RNA   
  และสายพนัธุกรรมที่ใชเปนแมแบบในการจําลองตัวเอง                 
ท่ีมา: University of Arizona. (2008) 
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ทําใหมีการเสนอทฤษฏี panhandle structure (Fordor et al., 1994) ที่เกิดจากการจับคูกนั
ระหวางปลาย 5’ และปลาย 3’  จากการศึกษาโดยใชวิธี in vitro transcription  โดยใช RNA template 
เปนแบบจําลองหรือการแสดงออกของยีนในสัตวทดลอง (gene expression in vivo) แสดงใหเห็นถึง
ความสําคัญของปลาย 5’ และปลาย 3’ วามคีวามสําคัญในการเปน promoter การจับคูกันระหวาง
ปลายทั้งสองจะมีความสําคญัตอ endonuclease activity และ polyadenylation  

 
 มีการเสนอแบบจําลองที่เกี่ยวกับ secondary structure ของ promoter (ภาพที่ 8) ไดแก 
 - Panhandle model ทํานายโดยการจับคูกันของเบสแบบ Watson-Crick 
 - RNA – fork model เสนอวาปลายของ RNA เปนสายเดีย่ว 
 - Corkscrew model ที่เสนอวาบริเวณสายเดี่ยว ในความเปนจริงแลว ไดจับคูกันเอง
กลายเปน 5’ และ 3’ hairpin loop 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8  แบบจําลองของโปรโมเตอรบน RNA ของไวรสั (vRNA) 
ท่ีมา: Palese and Shaw (2007) 
 

ซ่ึงการสังเคราะห mRNA เร่ิมตนโดย polymerase protein ทั้ง 3 ชนิดของไวรัส (PB1, PB2 
และ PA) มารวมตัวกันเปนกลุมของเอนไซม (enzyme complex) กลุมของเอนไซมนีส้ามารถทํา
หนาที่สังเคราะหไดทั้ง mRNA และ viral RNA ในการสังเคราะห mRNA  PB2 จะจบักับ mRNA 
ของ host cell บริเวณปลาย 5’  ขณะที่ปลาย 5’ ของสายพนัธุกรรมของไวรัสจะจับอยูกบั PB1 และ
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ปลาย 3’ จะจบักับ PB1 อีกดานหนึ่ง  ซ่ึง mRNA ของเซลลเจาบานจะถูกตัด 10-12 เบส จากปลาย 5’ 
และทําหนาที่เปนไพรเมอรในการสังเคราะหสายบวก การสังเคราะหสายบวกจะเกิดขึ้นจนถึง
บริเวณปลาย 5’ ของสายแมแบบที่มียูริดีน (Uridine) 5-7  นิวคลีโอไทด (Voyles, 2002)  สวนของ 
poly A ที่ปลาย mRNA ของไวรัส  เกิดจากการลอกแบบซ้ําๆ บริเวณยริูดีน (Uridine) 5-7  นิวคลีโอ
ไทด จนมีความยาวประมาณ 16 นิวคลีโอไทด (Fodor et al. 2001) กระบวนการดังกลาวสรุปไดดัง
ภาพที่ 9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การจําลองสายพันธุกรรม (Replication) 
  
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9  ขั้นตอนการสังเคราะห messenger RNA ของไวรัส  โดยโปรตนีโพลีเมอรเรสทั้งสามจะ 

  รวมตัวกันและอาศัยคณุสมบัติ endonuclease ใน PB1 ตัด capped-mRNA ของเซลลเจา 
  บานที่มีบริเวณปลายเปนลําดับเบส CA ซ่ึง A จะจับกับ U บนสาย vRNA และเกดิการตอ  
  สายยาวของ mRNA 

ท่ีมา: Nature. (2008) 
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การจําลองสายพันธุกรรม (replication) 
 
 การจําลองสายพันธุกรรมของ influenza virus เกิดขึน้ภายในนวิเคลียสของเซลล พบวา
กระบวนการนี้อาศัยเอนไซมและไพรเมอรที่ไดจากเซลลเจาบานในการเริ่มจําลองสายพันธุกรรมซึ่ง
การจําลองสายพันธุกรรมของ influenza virus ประกอบดวย 2 ขั้นตอน คือ  
 
 1. การสังเคราะหสาย RNA แมแบบ (RNA template) ซ่ึงเปนสายที่คัดลอกมาจาก vRNA 
 2. การลอกแบบจากสาย RNA แมแบบ (RNA template) ไปเปน vRNA  
 การเปลี่ยนรูปแบบจากการสังเคราะห mRNA ของไวรัสไปเปนการสังเคราะหสาย RNA 
แมแบบ (RNA template) ตองเปลี่ยนจากการเริ่มการสังเคราะห RNA โดยเปลี่ยน capped RNA ไป
เปน unprimed  RNA synthesis และไมใหเกิดการหยุด (termination) การสังเคราะห RNA กอนถึง
ปลาย 5’ และไมมีการเติมอะดีนีน (polyadenylation) ที่ poly (A) site 
 
 การปองกันไมใหเกิดการหยดุ (antitermination) ตองการโปรตีนNP อิสระที่ไมไดจับกับ 
nucleocapsids โดยโปรตีน NP จะจับกับปลาย 5’ ของสาย RNA ที่เพิ่งสังเคราะหเสร็จ ซ่ึงโปรตีน 
NP จะจับกับบริเวณอะดินนี (A)  4-7 residues บน mRNA เปนเหตใุหสาย mRNA ไมสามารถ
วกกลับมาเพื่อทําใหเกิดการลอกแบบซ้ําๆบรเิวณยูริดีน (U) residues จึงไมเกิด poly A tail  จาก
กลไกนีแ้สดงใหเห็นวา จํานวนของโปรตีน NP ในเซลลที่ติดเชื้อมีสวนในการควบคุมระดับการ
สังเคราะห mRNA และ การจําลองตัวเองของไวรัส  เพราะสายยาวของ RNA แมแบบ จะถูก
สังเคราะหเมื่อมีโปรตีน NP เทานั้น  
 
 ขั้นตอไปในการจําลองตัวเองคือ การลอกสาย RNA แมแบบ เพื่อสรางสายลบ (vRNA) 
ขั้นตอนนี้ตองการโปรตีน NP ในการตอสายยาว (elongation) จากนั้นสาย vRNA ที่ถูกสังเคราะห
ขึ้นมาใหมจะรวมตัวเปน nucleocapsids ซ่ึงสามารถ package ไปเปนไวรัสอนุภาคใหมได 
 
 ในการเปลี่ยนกลไกการสังเคราะห mRNA ไปสูการสังเคราะห RNA แมแบบนัน้ ตองการ 
polymerase ที่เปลี่ยนจาก capped RNA-primed initiation ไปเปนการสังเคราะหแบบไมมี primers 
(unprimed initiation) ซ่ึงกระบวนการทางชวีเคมียังไมทราบแนชัด แตมทีฤษฏีหนึ่งเกีย่วกับรูปแบบ
ของ polymerase ในกระบวนการจําลองสายพันธุกรรมของ vRNA วาอาจจะมีความแตกตางกับ
รูปแบบที่ใชในการสังเคราะห mRNA  ซ่ึงในกระบวนการสังเคราะห mRNA  polymerase จะสราง
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เฉพาะ subgenomic และ polyadenylated mRNA polymerase ชนิดนี้ตองการ PB2 cap-binding 
protein  ในการสราง capped RNA primer แตไมตองการหนาที่ของโปรตีน PA อยางเดนชัด vRNA 
และ RNA แมแบบ จะถูก encapsidated ดวยโปรตีน NP แต mRNA จะไมถูก encapsidated  ซ่ึงใน
กระบวนการจาํลองสายพันธุกรรม (replication) polymerase จะตองเริ่มตนดวยการ unprimed 
synthesis ของ vRNAและ RNA แมแบบ สันนิษฐานวาตองการโปรตีน PA แตไมตองการ PB2 cap-
binding protein (Lamp and Krung, 2001)  
 

การควบคุมการแสดงออกของยีนของไวรัสในเซลลท่ีติดเชื้อ 
 
การติดเชื้อ influenza virus สามารถแบงระยะการแสดงออกของยีนไดเปน ระยะเริ่มตน 

(early phase) และ ระยะปลาย ( late phase)  ซ่ึงรูปแบบการแสดงออกจะไมเหมือนกับไวรัสชนิด 
DNA ที่มีการ ลอกรหัส (transcription) เกดิขึ้นกอนและตามดวยการจาํลองสายพันธุกรรม 
(replication) ในระยะเริ่มตนการสังเคราะห vRNA, mRNA และโปรตีนของไวรัสจะเกิดควบคูกัน 
ส่ิงแรกที่เกิดขึน้หลังจากการลอกรหัสครั้งแรกคือ การสังเคราะห RNA แมแบบ ซ่ึงจะมีการ
สังเคราะหเปนจํานวนมากในระยะแรกและลดลงในเวลาตอมา RNA แมแบบจะถกูเลือกใหเกิดการ
จําลองตัวเองไปเปน vRNA อยางจําเพาะ  (Lamp and Krung, 2001) 

 
มีการศึกษาการสะสมของ mRNA ของสายพันธุกรรมทั้ง 8 ของไวรัส ซ่ึงความแตกตางของ

การแสดงออกของยีน จะสะทอนถึงหนาทีข่องโปรตีนนั้นๆในชวงระยะเวลาทีแ่ตกตางกันของวงจร
ชีวิตไวรัส  เชน ในชวงแรกการสังเคราะห mRNA และโปรตีนพบวา NP และ NS1 จะเกิดขึ้น
ในชวง ระยะเริ่มตน ซ่ึงโปรตีน NP มีหนาที่เกี่ยวของกับกระบวนการจาํลองตัวเองของไวรัส 
(replication) สวนโปรตีน NS1 มีหนาที่ในการตานภูมคิุมกันของเจาบาน ดังนั้นโปรตีนทั้งสองจึง
เปนที่ตองการในชวงแรกของการติดเชื้อ  ในทางตรงกันขาม การสังเคราะห mRNA และโปรตีน 
HA, NA และ M จะเกิดขึน้ภายหลัง เนื่องจากพบวาโปรตนี M1 จะยับยัง้การลอกรหัสเปน mRNA 
ของไวรัสดังนัน้ถาหากมีการสราง M1 โปรตีนขึ้นมาในชวงแรกจะทําใหเกิดการยับยัง้การ
สังเคราะห mRNA ของไวรสัดังนั้นโปรตีน M1 จึงถูกสรางขึ้นในระยะปลายของการติดเชื้อ  และ
นอกจากนี้ M1 ยังเกีย่วของกบัการสง RNPs ออกนอกนิวเคลียส ดังนั้นการแสดงออกของ M1 จึง
ตองเกิดภายหลังการจําลองตัวเองของไวรัสเสร็จสิ้นแลว 

 
นอกจากนี้ยังมกีารควบคุมการแสดงออกของยีนของไวรัสรูปแบบอื่น  คือความแตกตาง

ของ vRNA promoter ซ่ึงจะมีความแตกตางกันที่ นวิคลีโอไทดตําแหนงที่ 4 จากทางดานปลาย 3’ 
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โดยพบวาสายพันธุกรรม PB1, PB2 และ PA มีลําดับนิวคลีโอไทดเปนไซโตซีนในขณะที่สาย
พันธุกรรมอื่นๆ มีลําดับนิวคลีโอไทดเปนยรูาซิล โปรโมเตอรที่มีไซโทซีนในตําแหนงที่ 4  มีความ
เกี่ยวของกับการลดลง (down regulation) ของการลอกรหัสเปน mRNA และการเพิม่ขึ้น                
(up regulation) ของการจําลองตัวเอง (replication) เมื่อเปรียบเทียบกับโปรโมเตอรที่มียูราซิลใน
ตําแหนงที่ 4  ซ่ึงสอดคลองกับจํานวนที่ลดลงของ mRNA และโปรตีน polymerase ในเซลลที่ติด
เชื้อ  

จากการศึกษาพบวาการแสดงออกของยีนของ influenza จะถูกควบคุมในระดับ translation 
โดยจากขัน้ตอน cap-snatching ของไวรัสจะเปนการตัด ปลาย 5’ ของ pre mRNA ของเซลลเจาบาน
เปนผลให mRNA นั้น สลายไป ซ่ึงเปนการยับยั้ง mRNA processing ของเซลลเจาบาน และทําให
เกิดการแปลรหัสของ mRNA ของไวรัสไดดีกวา (Palease and Shaw, 2007)  นอกจากนี้ยัง พบวา
เกี่ยวของกับโปรตีน NS1 ซ่ึงจะไปจับกับบริเวณ 5’ noncoding  ของ mRNA ของไวรัส และจับกบั 
eIF4GI  ซ่ึงมีการเสนอวาการรวมกลุมของโปรตีนดังกลาวจะชวยใหไรโบโซมมาจับที่ปลาย 5’ ได
งายขึ้น (Kash et al., 2006) 

 
อาการของโรค 

 
 อาการของสัตวที่ติดเชื้อไขหวัดนกจะมีอาการคลายไขหวดัใหญ แตจะมบีางอาการที่
แตกตางไป ดงันี้ ในสัตวจะมีระยะฟกตวัในระดับชัว่โมงไปจนถึง 3 วัน โดยจะแสดงอาการซึม ไม
กินอาหาร หายใจลําบาก หนาบวม หงอนและเหนียงบวมมีสีคลํ้า (cyanosis) มีอาการทางประสาท 
เชน คอบิด ปกตก ส่ัน และ ชัก คลายกับโรคนิวคาสเซิล (Newcastle disease) และอาจตายกะทันหนั
โดยไมทราบอาการ (มรกตและออมใจ, 2548) สัตวปกทีม่ีความไวรับตอโรค (susceptibility) อาจ
ตายทันทีโดยไมแสดงอาการ และอาการของโรคคอนขางหลากหลาย อาจพบเพยีงระบบใดระบบ
หนึ่ง หรือหลายๆระบบรวมกัน นอกจากนีช้นิดของสัตว อายุ เพศ และสิ่งแวดลอมกม็ีผลตอการ
แสดงอาการเชนกัน 
 
 อาการทางคลินิกของผูปวยไขหวดันกมีอาการคลายไขหวัดใหญแตมอีาการรุนแรงมากกวา 
ซ่ึงสายพันธุ H5N1 กอใหเกิดความรุนแรงมาก ไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ที่มีรายงานการติดเชื้อใน
มนุษยอายุนอยที่สุด คือ 1 ป อายุมากที่สุดคือ 60 ป สวนมากมีประวตัสัิมผัสกับสัตวปวยหรือตาย มี
ระยะฟกตวัประมาณ 2-5 วัน แตอาจนานไดถึง 8-17 วัน อาการไขสูงกวา 38 องศาเซลเซียส มีอาการ
ปวดเมื่อย ออนเพลีย รวมกบัอาการทางระบบทางเดนิหายใจ ซ่ึงสวนใหญมักมีอาการไอ และหอบ 
ผูปวยบางรายอาจมีอาการทางระบบทางเดนิอาหารคอนขางมาก เชน ปวดทอง ทองเดิน คล่ืนไส 
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อาเจียน ซ่ึงอาการเหลานี้อาจเกิดขึ้นกอนอาการทางระบบทางเดินหายใจจนเปนเหตุใหแพทย
วินิจฉยัโรคผิด  ผูปวยอาจมภีาวะแทรกซอนที่พบรวมดวย เชน ภาวะหวัใจเตนผิดจังหวะ 
(tachyarrhythmias), pulmonary hemorrhage และ Reye’s syndrome เปนตน ผูปวยทีม่ีอาการรุนแรง
มักเสียชีวติในเวลาประมาณ 9-10 วัน จากภาวะหายใจลมเหลว (ภาวพันธและประเสริฐ, 2549) 
 

เทคนิค Reverse genetics 
 
 เทคนิค reverse genetics เปนเทคนิคที่สรางไวรัสโดยการดัดแปลงยนีเพื่อใหไดไวรัสที่มี
คุณสมบัติตามตองการ เชน มีความสามารถในการติดเชือ้ได  มีความรนุแรงในการกอโรคต่ํา หรือมี
ความจําเพาะกบัสายพันธุ ทําโดยการโคลน complementary DNA (cDNA) 
 
 influenza virus มีสายพันธุกรรมเปน RNA สายลบ ในการเริ่มจําลอง RNA (replication) 
ของไวรัสตองถูกลอกรหัส (transcription) เปนสายบวก คอื mRNA โดยการทํางานของ polymerase 
complex และ nucleoprotein ของไวรัสเอง ซ่ึงในกระบวนการ replication อยางนอยตอง
ประกอบดวย NP และ polymerase protein 3 ชนิด ไดแก PB2, PB1 และ PA เนื่องจาก influenza 
virus มีสายพันธุกรรมลักษณะเปนทอน ในการที่จะสรางไวรัสอนุภาคใหมขึ้นมาตองอาศัยสาย
พันธุกรรมทั้ง 8 โปรตีน NP และ polymerase ทั้งสามชนดิ จึงเปนเหตุใหเทคนิค reverse genetics ที่
เกี่ยวของกับ influenza virus พัฒนาไดไมเร็วเทาที่ควร 
 
 ระยะแรก reverse genetics ของ influenza virus ถูกพัฒนาโดย Peter Palese และคณะ ในป 
1989 จะมีกระบวนการถอดรหัส  เปนสาย RNA ของไวรสัในหลอดทดลอง  เมื่อไดสายพันธุกรรม
แลวจะนําไปผสมกับโปรตีน NP และ polymerase เพื่อสราง vRNP complex แลวจึงนําไป transfect 
เซลล  หลังจากนั้น infection ดวย helper virus เพื่อสรางสายพันธุกรรมสวนที่เหลือ  เนื่องจากสวน
สําคัญในการสรางไวรัสของระบบนี้คือ helper virus จึงทําใหระบบนีม้ีขอจํากัดที่ตองมีระบบการ
คัดเลือกที่ดีในการเลือก recombinant virus (Neumann and Kawaoka, 2002) ตอมา Hobom ไดใช 
RNA polymerase I ในการสังเคราะห RNA ของไวรัสภายในเซลล ซ่ึง RNA polymerase I เปน
เอนไซมที่มีอยูมากมายในนวิเคลียสทําหนาที่สราง ribosomal RNA (rRNA)  การ transcription โดย 
RNA polymerase I จะเริ่มและสิ้นสุดที่ตําแหนง promoter และ terminater ตามลําดับ ระบบนี้ มี
ความสะดวกมากกวาระบบแรกที่กลาวมาแลวเพราะไมตองทําการ transcription สายพันธุกรรมใน
หลอดกอน แตระบบนี้ยังใช helper virus จงึทําใหมีประสิทธิภาพในการสรางอนุภาคไวรัสต่ํา  ในป 
1999 มีการพัฒนาใช RNA polymerase I promoter ของมนุษยและใช RNA polymerase I terminater 
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ของหนูในการโคลน cDNA  เพื่อทําใหเกิดการถอดรหัสเปนสายพันธุกรรมทั้ง 8 ของไวรัส หลังจาก
การ transfection  จะเกดิการ transcription โดย RNA polymerase I ไดสายพันธุกรรมทั้ง 8 ของ
ไวรัส  ในชวงแรกของการทดลองมีการ cotransfect ดวย พลาสมิดของทั้ง 9 โปรตีน ดังนั้นระบบนี้
ใชพลาสมิดทั้งหมด 17 พลาสมิด (8 พลาสมิดสําหรับสังเคราะหสายพนัธุกรรม RNA และอีก 9 
พลาสมิดสําหรับการแสดงออกเปนโปรตนี) ในการ transfection ระบบนี้สามารถสรางอนุภาคไวรัส
ไดมากกวา 1×107   อนุภาคตอมิลลิลิตร นอกจากนี้ไดมกีารปรับปรุงระบบโดยใชพลาสมิดที่
ขับเคลื่อนการแสดงออกของโปรตีน 4 ชนิด (PA, PB1, PB2 และ NP) ในการ transcription และ 
replication กลายเปนระบบ 12 พลาสมิด (8 พลาสมิดสําหรับการสังเคราะหสายพันธุกรรม RNA 
และ 4 พลาสมิดสําหรับแสดงออกเปนโปรตีน) ระบบนี้สามารถสรางไวรัสไดมากกวา 1×108 

อนุภาคตอมิลลิลิตร   
  
 ตอมามีการดัดแปลงระบบ RNA polymerase I เปนระบบ RNA polymerase I/II ซ่ึงทําการ
โคลน cDNA ในทิศทางของสายลบระหวาง RNA polymerase I promoter และ terminater  สวน 
cDNA ในทิศทางของสายบวกจะกลับทิศอยูระหวาง RNA polymerase II promoter และ 
polyadenylation sequence การ transcription  โดย RNA polymerase I จะไดสายพันธกุรรมสายลบ 
ขณะเดียวกนัการ transcription  โดย RNA polymerase II ทําใหไดสายพนัธุกรรมสายบวกคือ 
mRNA  ซ่ึงทั้ง mRNA และ vRNA จะถูกสรางจาก cDNA เสนเดียวกนั (Neumann and Kawaoka, 
2001)  
 
 เนื่องจากวิธีการผลิตวัคซีนในที่ใชในปจจบุันมีขอดอย โดยเฉพาะเรื่องระยะเวลาและความ
รวดเร็วในการผลิต  ดังนั้นเมือ่เกิดการระบาดใหญจึงทําใหมีวัคซีนไมเพียงพอตอความตองการ 
เทคโนโลยีการสรางไวรัสลูกผสมโดยเทคนิค reverse genetics จึงถูกนาํมาใชในการสรางไวรัสเพื่อ
ผลิตเปนวัคซีน ทําใหสามารถสรางไวรัสที่มีลักษณะเหมือนกับสายพนัธุที่ระบาดได ซ่ึงมีผลกระตุน
ใหเกิดภูมิคุมกนัไดดี  นอกจากนี้ยังชวยยนระยะเวลาในการผลิตและการพัฒนาวัคซีนซึง่สามารถทํา
ไดในระยะเวลาอันสั้นเมื่อเปรียบเทียบกับวธีิที่ใชในปจจบุัน  เทคนิคนีจ้ึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งใน
การใชผลิตวัคซีน 
 

วัคซีนท่ีมีใชในปจจุบัน 
 
 วัคซีนที่มีใชในปจจุบันประกอบดวย 3 สวนประกอบ คือ H1N1, H3N2 และ influenza B 
virus ซ่ึงวัคซีนป 2005-2006 ประกอบดวย A/New Caledonia/20/99 (H1N1), A/California/7/2004 
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(H3N2) และ B/Shanghai/361/2002 (Palese, 2006) วัคซีนที่ใชในอังกฤษและยุโรปทั้งหมดผลิตมา
จากไขไกฟกและเปนวัคซีนเชื้อตาย (Inactivated vaccine) (Haque et al., 2007) ซ่ึงวัคซีนเชื้อตายยัง
แบงออกไดเปน whole virus, split-product หรือ subunit ที่เปนสวนของ surface antigen ซ่ึง whole 
virus vaccine จะทําใหเพิ่มปฏิกิริยาการตอบสนองตอวัคซีนโดยเฉพาะในเดก็และใชวัคซีนใน
ปริมาณที่นอย ซ่ึงไดมีการศกึษาทฤษฏีที่วา whole virus จะกระตุนภูมคิุมกันไดดีกวา split-product 
หรือ subunit โดยทําการเตรยีม monovalent influenza A (H5N1) จาก A/Vietnam/1194/2004 ซ่ึงได
ทําการกําจัดสวนของ polybasic amino acid ออก และให seed virus เจริญในไขไกฟกและ 
inactivate ดวย ฟอรมาลิน และใช อลูมินัมไฮดรอกไซดเปน adjuvant โดยพบวา ในกลุมของผูที่
ไดรับ HA 20 ไมโครกรัมจะมีการตอบสนองทางภูมิคุมกนั 78% แตสําหรับ subunit หรือ  split 
virion vaccine ตองใช HA ที่ไมมี  adjuvant ถึง 90 ไมโครกรัม และใช split virion vaccine ถึง 30 
ไมโครกรัมรวมกับ adjuvant ในการตอบสนองทางภูมิคุมกันในระดับที่เทากัน (Haque et al., 2007)  
และมีขอมูลสนับสนุนจากการทดลองที่ฮังการีที่ใช whole virus ที่ไดจาก A/Viet nam/1194/2004 
(H5N1) รวมกับ adjuvant  วัคซีน 1 โดส ประกอบดวย แอนติเจน 6  ไมโครกรัม กระตุนใหเกิด 
seroconversion  68% จากผูที่ไดรับวัคซีน 146 คน (Stephenson et al., 2004) นอกจากนั้นไดมีการ
พัฒนาวัคซีนเชื้อตาย เพื่อใชในสัตว โดยใช H5N9 (A/Terkey/Wisconsin/1968) ไวรัสที่ไดมี
ความสามารถในการกอโรคต่ําและเจริญไดดีในไขไกฟก  และพบวาสามารถใหความคุมโรค 100% 
เมื่อทําการทดลองในไก  (Girard et al., 2005)  
 
 นอกจากนี้ยังมวีัคซีนเชื้อเปนออนฤทธิ์ (live attenuated vaccine) ซ่ึงเปนไวรัสยังมี
ความสามารถ replicate ไดในระดับที่สามารถกระตุนภูมคิุมกันโดยไมกอโรค (Luke and Subbrao, 
2006; Haque et al., 2007) ซ่ึง cold-adapted attenuated vaccine เทานั้นที่องคการอาหารและยา
สหรัฐ (FDA) อนุญาตใหใชในสหรัฐ ซ่ึงวคัซีนดังกลาวนี้ถูกสรางมาจาก cold-adapted A/Ann 
Arbor/6/60 และ B/Ann Arbor/1/66 (Kemble and  Greenberg, 2003) โดยจะทําการสราง reassortant 
ระหวางไวรัสสายพันธุที่มีการระบาดกับสายพันธุที่เปน cold-adapted   (Stephenson et al., 2004) 
วัคซีนกลุมนี้ไดแก FluMist มีจําหนายในสหรัฐอเมริกามาตั้งแตป 2003 และแนะนําใหใชกับผูที่มี
อายุระหวาง 5 ปถึง 49 ปและหามไมใหใชกบัผูที่มีอายุต่ํากวา 5 ป และผูที่มีอายุสูงกวา 50 ป เพราะ
ขอมูลจากการทดลองภาคสนามยังไมสามารถยืนยันไดวามีประสิทธิภาพในการปองกนัโรคในเดก็
และผูสูงอายุ (ภาวพนัธและประเสริฐ, 2549; Luke and Subbrao, 2006)  มีการใชไวรัสที่ไมมียีน 
Matrix (M2) เปนวัคซีนเชื้อเปนในสัตว แตยังไมเปนที่ทราบแนชัดวาวัคซีนดังกลาวนีจ้ะใชไดใน
มนุษยหรือไม (Haque et al., 2007) นอกจากนี้ยังมกีารใชไวรัสที่มีการดดัแปลงยีน NS1 มาเปน
วัคซีนเชื้อเปน พบวาไวรัสที่ไมมียีน NS1 จะไมสามารถเพิ่มจํานวนไดในเซลลเจาบาน จึงไดมกีาร
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ดัดแปลงไวรัสโดยทําการตัดบางสวนของยนี NS1 ออกไป แตไวรัสยงัสามารถเพิ่มจํานวนและ
กระตุน interferonได โดย interferon จะเปน adjuvant ที่ดีมาก ซ่ึงจะชวยสงเสริมการสราง 
immunoglobulin และกระตุน dendritric cell  ซ่ึงวัคซีนเชื้อเปนจะสามารถกระตุนภูมคิุมกันใน
ประชากรที่ไมเคยไดรับวัคซีนไดในการใหวัคซีนเพยีงครั้งเดียว (Palese, 2006) และใชในปริมาณ
โดสที่ต่ํากวาวคัซีนเชื้อตายหรือ subunit vaccine ก็สามารถกระตุนใหเกดิภูมิคุมกนัไดแลว   
 

วัคซีนปองกันโรคไขหวัดนกในสัตวปก 
 
 นับตั้งแตมกีารตรวจพบการระบาดของไขหวัดนกสายพนัธุรุนแรงในหานในจังหวดั 
Guangdong ประเทศจีนป 1996 นักวิทยาศาสตรจีนไดเร่ิมพัฒนาวัคซีนปองกันไขหวัดนกสําหรับ
ปองกันการระบาด โดยใช A/turkey/England/N-28/73 ซ่ึงเปนไวรัสสายพันธุไมรุนแรงชนิด H5N2 
ในรูปของวัคซีนเชื้อตาย วัคซีนเชื้อตายที่ไดจาก A/turkey/England/N-28/73 (H3N2) ถูกใชใน 
buffer zone ในการรระบาดของไวรัสชนดิ H5N1 ในป 2004 ที่ประเทศจีน ในปจุบนัไดมีการใช
เทคนิค reverse genetics ดัดแปลงสายพันธุกรรมของไวรัสชนิด H5N1 สายพันธุไมรุนแรง  
A/Harbin/Re-1/2003 (Re-1)  ซ่ึงเปนไวรัสที่มียีน HA และ NA จากไวรสั  GSGD/96  และอีกหกยนี
เปนของ  A/Puerto Rico/8/34 (PR8) โดยใชไวรัสดังกลาวเปนวัคซีนชนิดเชื้อตาย พบวาเมื่อให
วัคซีนนี้เพยีง หนึ่งโดส ไกจะมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันยาวนานมากกวา 10 เดอืน และวัคซีนนี้
สามารถกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันในหานและเปดไดเชนกัน (Qiao et al., 2006) 
 

จากนั้นมกีารใชเทคนิค  reverse genetics ในการสรางไวรัสเพื่อผลิตเปนวัคซีน โดย Liu et 
al. (2003) ไดสรางไวรัสสายพันธุ H3N2 โดย ใชยีนแกนหลักจาก A/PR/8/34 ซ่ึง H5 ไดจาก 
A/Goose/HK/437.4/99 (H5N3) และไดทําการกําจัด poly basic amino acid ออกไปแลว และ N3 ได
จาก A/Duck/Germany/1215/73 (H2N3) ซ่ึงพบวา HA ปริมาณ 1.2 ไมโครกรัม จะปองกันไกไมให
เสียชีวิต  (Liu et al., 2003) ตอมา Tian et al. (2005) ไดสราง H5N1/PR8 และใชไวรัสเปนวัคซีนเชื้อ
ตายและไดทําการใหวัคซีนกับไก, หานและเปด  หลังจากใหวัคซีน 1 สัปดาหจะตรวจพบ 
hemagglutination-inhibition (HI) antibody  ซ่ึงจะมีระดับสูงที่สุดในสัปดาหที่หกและคอยๆ ลดลง
ในสัปดาหที่ 43 หลังจากการใหวัคซีน และไดมีการศึกษาการฉีดเชื้อทับในสัปดาหที่ 2, 3 และ 43 
แสดงใหเห็นวาวัคซีนปองกนัการตายและการแสดงอาการของโรคในไกไดอยางสมบูรณ สวนใน
หานพบวาวัคซีน 3 โดส ใหความคุมโรค 34 สัปดาห และในเปดวัคซีน 2 โดส ใหความคุมโรค
มากกวา 52  สัปดาห 
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นอกจากนี้มีการพัฒนาวัคซนีปองกันโรคไขหวดันกโดยใชไวรัสพาหะ มีการใช 
adenovirus ในการผลิตวัคซีนไขหวัดนก โดย Toro et al. (2008) ไดใช adenovirus  vector ที่บรรจุ
รหัสของสายพันธุกรรม HA ชนิด H5 ทําการใหวัคซีน แบบ  in ovo และหลังจากไกฟกออกมาแลว
จะมีการใหวัคซีน adenovirus  vector ที่แปลรหัสให H7 เขาใตกลามเนือ้ (intramuscular) อีกครั้ง 
พบวาจะมีการตอบสนองตอแอนติบอดีทั้ง H5 และ H7 (Toro et al., 2008) และมวีัคซนีที่ผลิตจาก 
HA ที่สังเคราะหดวย Baculovirus  ซ่ึง Crawford และคณะ (1999) ไดผลิต HA ที่สังเคราะหโดย 
Baculovirus จากสายพันธุกรรม HA ที่ไดจาก A/Chicken/Jalisco/14589-660/94 (H5N2) พบวา
ปองกันการตายในไกและไกไมแสดงอาการปวยหลังการฉีดพิษทับ และไมมีการขับเชื้อออกทาง
ทวารหนกัและการขับเชื้อออกทางหลอดลมลดลง (Crawford et al., 1999)   นอกจากนี้ Gao  และ
คณะ (2006) ไดสราง adenovirus-based influenza vaccine ที่มีโปรตีน hemagglutinin (HA)  ของ 
A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) (VN/1203/04) ซ่ึงเปนไวรัสที่แยกไดจากผูปวยเมื่อเกดิการระบาด
ของไวรัสไขหวัดนกในเวยีดนามในป 2003-2005 โดยไดทําใหมกีารแสดงออกโปรตีน HA ใน
ความยาวที่ตางกันจาก adenoviral vector เมื่อใหวัคซีนนีแ้กหนู BALB/C ตามดวยการใหเชื้อ 
VN/1203/04 (H5N1) แกหนโูดยใหทาง intranasal หลังจากนั้น 70 วัน พบวาการใหวคัซีนจะ
กระตุนใหเกิดแอนติบอดจีําเพาะตอ HA และกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันดานเซลลดวย และหนูที่ไดรับ
วัคซีนที่มีการแสดงออกของ HA สายยาว จะมีความสามารถในการตานทาน VN/1203/04 มากที่สุด 
และการใหวัคซีนนี้ใตผิวหนงัเพียงหนึ่งครัง้จะใหความคุมโรคตอไก จากการใหเชื้อพิษ (challenge) 
ทางจมูก (intranasal) ภายหลังจากการใหวคัซีน 21 วัน ซ่ึงไวรัสดังกลาวจะทําใหไกกลุมควบคุมที่
ไมไดรับวัคซนีตายภายในสองวัน (Gao et al., 2006) 

 
มีการผลิต Fowl pox virus vaccine ที่มีสายพันธุกรรม HA และ NA ของไวรัส

A/Goose/Guangdong/3/96 (H5N1) (GD3/96) และเมื่อฉดีเชื้อพิษทับโดยใชไวรัสที่มคีวามสัมพันธ
ใกลชิดกับไวรสัไขหวัดนกทีร่ะบาดในฮองกงในป 1997 กับไกที่ไดรับวัคซีนขางตนนี้กอน พบวา
ไกไมมีอาการปวยหรือตายและไมพบการปลอยเชื้อออกทางทวารหนกัและลําคอ (Qiao et al., 
2003) แต Fowl pox virus vaccine ทั้งหมดจะใหความคุมโรคไมแนนอนในไกที่เคยไดรับวัคซีนที่
เปน Fowl pox-based มากอน หรือไกที่เคยติดเชื้อและมภีูมิคุมตอ Fowl pox virus โดยธรรมชาติ 
(พรทิพภาและคณะ,2549)  

 
Park et al. (2006) ไดใชเทคนิค reverse genetic สราง chimeric  avian influenza virus ที่

ประกอบดวยสายพันธุกรรมของ influenza virus ที่มีการแสดงออกของยีน hemagglutinin-
neuraminidase ของ NDV แทนที่สายพันธกุรรม NA ของ H5N1 ของ  avian influenza virus 
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นอกจากนี้ยังสราง bivalent vaccine ที่เปน NDV ที่มีการแสดงออกของ ectodomain ของ H7 avian 
influenza virus  ซ่ึงการใหวคัซีนนี้เพียงครัง้เดียวกับไกจะชักนําใหไกมภีูมิคุมตอ H7N7 สายพันธุ
รุนแรงถึง 90 % และทําใหไกมีภูมิคุมตอ NDV อีกดวย (Park et al., 2006)  

 
Viet et al. (2006) สราง NDV ที่มีการแสดงออกโปรตีน hemagglutinin ชนิด H5 ของไวรัส

ไขหวดันกโดยใชเทคนิค reverse genetics ซ่ึงใช lentogenic NDV clone 30 ทําการแทรกลําดับเบส
ของสายพันธุกรรม HA จาก A/chicken/Italy/8/98 (H5N2) เขาไประหวางสายพันธกุรรม fusion (F) 
และ hemagglutinin-neuraminidase (HN) ของ NDV ได recombinant คือ NDVH5 และไดทําการ
สราง recombinant ชนิดที่สอง คือ NDVH5m ซ่ึงไดมาจากการทําใหเกดิ silent mutation ในบริเวณ 
terminal-like sequence ที่อยูภายในกรอบการอานรหัสของ HA พบวา NDVH5m มีการแสดงออก
มากกวา NDVH5 ถึง 2.7 เทา ซ่ึง recombinant ทั้งสองไมเปนพิษตอไกเมื่อทดลองกับไกอายหุนึ่งวัน
โดยใหผานทาง intracerebral พบวาการให NDVH5m แกไกจะกระตุนใหเกิดแอนติบอดีที่จําเพาะ
ตอทั้ง NDV และ influenza virus ชนิด H5 ซ่ึงไกจะไมแสดงอาการปวยหลังจากถกูฉีดเชื้อพิษทับ 
NDV หรือ influenza virus ชนิดรุนแรง และตรวจไมพบการแพรกระจายของเชื้อไวรัสจากตัวสัตว  
นอกจากนี้ขอดีของการใช NDVH5m เปนวัคซีน คือสามารถแยกวาสัตวตัวใดไดรับวัคซีนและสัตว
ตัวไดตดิเชื้อ จากการใชแอนติบอดีตอ NP ของ influenza virus (Viet et al., 2006)  
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อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1. หลอดสําหรับใชปนเหวี่ยง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 

 2. เครื่องเขยาปรับอุณหภูม ิ
 3. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Thermocycle) 
 4. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
 5. เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge machine) 
 6. เครื่องมือดูดสารละลาย (Micropipette) 
 7. เครื่องแยกดเีอ็นเอตามขนาดผานตัวกลาง (Electrophoresis) 
 8. ไมโครเวฟ 
 9. ตูฟกไข 
 10. DNA Darkreader 

11. CO2 incubator 
 12. Water bath 
 13. Refrigerate centrifuge 
  14. Laminar flow class I 
 15. Laminar flow class II 
 16. Inverted microscope 
 17. Fluorescent microscope 
 18. อุปกรณเครื่องแกวทีจ่ําเปนในการทดลอง 

19. QIAEX II Gel Extraction Kit 
 20. QIA prep Miniprep 
 21. pGEM-T easy vectors 
 22. Trizol reagent 
 23. ไขไกฟก 
 24. 293T cell line 
 25. MDCK cells 
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วิธีการ 

 
1.  การสกัด RNA จากไวรัสและการสังเคราะห cDNA 
 

สกัด RNA จาก allantoic fluid ของไขไกฟกที่ถูก inoculate ดวย HPAI H5N1 โดยใช 
Trizol reagent® (Invitrogen) ตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต และทําการถอดรหัสยอนกลับ RNA 
มาเปน cDNA โดยเอนไซม SuperScript III (Invitrogen) และไพรเมอร Uni12 (Hoffmann et al., 
2001) ดังภาพที่ 10 ซ่ึงในปฏิกิริยา 20 μl ประกอบดวย 9 μl RNA, 10 mM dNTP (Amresco), 10 
mM Uni12 ผสมสารละลายเขาดวยกัน บมที่ 70 °C เปนเวลา 10 นาที จากนั้น บมในน้ําแข็ง 2 นาท ี
แลวเติมสารดงัตอไปนี้ 5X RT buffer, 0.1 M DTT, 40 U RNaseOUT, 200 U SuperScriptIII  ผสม
สารละลายใหเขากันและบมที่ 42°C นาน 50 นาที เมื่อครบเวลาแลวหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมที่ 95 
°C 10 นาที จากนั้นเก็บ cDNA ที่ไดไวใน -20°C  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่10  การทํา RT-PCR โดยไพรเมอร uni12 และการเพิ่มจํานวนยนีของ influenza A virus  โดย 
                 ไพรเมอรที่จําเพาะ 
ท่ีมา: Hoffmann et al (2001) 
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2.  การโคลน (cloning) ยีน NA และการดัดแปลงยีน HA 
 

ใช cDNA เปนแมแบบในการเพิ่มจํานวนยีน NA โดยใชไพรเมอรที่จาํเพาะตอยีน NA 
(Hoffmann et al., 2001) โดยในปฏิกิริยา 50 μl ประกอบดวย 4 μl cDNA, 10X buffer without 
MgCl2, 25 mM MgCl2, 10 pM ของ Sa_H5NA1 และ  Sa_H5NA1413R, 10mMdNTP (Amresco), 
1.75 U Taq DNA Polymerase (Roche)  โดยใชอุณหภูมใินการเพิ่มขยายสารพันธุกรรม ดังนี้ 94 °C 
5 นาที เพื่อเปนการแยกสาย DNA จากนั้นทําการบมที่ 94°C 30 วินาท,ี 45°C 30 วินาที, 72°C 2 นาที 
ตามลําดับ โดยขั้นตอนนีจ้ะทําซ้ํา 5 รอบ เพื่อเพิ่ม non specific product จากนั้นจะใชอุณหภูม ิ94 °C 
30 วินาท,ี 50 °C 30 วินาท,ี 72 °C 2 นาท ีทําซ้ํา 35 รอบและตอดวย 72°C 7 นาที เพื่อใหเกิดการตอ
สาย DNA เกิดอยางสมบูรณ 

 
 จากนั้นนํา PCR product มาแยกขนาดดวย 1% อะกาโรสเจล แลวตัดเจลบริเวณที่มีแถบดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 1,400 คูเบส มาทําบริสุทธิ์ดวยชุดสําเร็จรูป QIAEXII (Qiagen) แลวนําชิ้นดี
เอ็นเอที่ไดเชื่อม (ligation) กับ cloning vector โดยในปฏกิิริยา10 μl ประกอบดวย ช้ินยีน NA, 
pGEM-T easy (Promega), 2X ligation buffer (Promega) และ 1 U T4 DNA ligase (Promega) ผสม
สารละลายและบมไวที่ 4°C ขามคืน จากนัน้นําปฏิกิริยาที่ได 5 μl มาทําการถายฝาก 
(transformation) เขา E.coli TOP10 (Invitrogen) คัดเลือกโคโลนทีี่มีสีขาว ซ่ึงเปนโคโลนีที่ไดรับดี
เอ็นเอสายผสมมาคัดเลือกโดยวิธี colony PCR เมื่อไดโคโลนีที่ใหผลผลิต PCR ที่มีขนาด 1400 คู
เบส เทาชิ้นยีน เลือกโคโลนีนั้นมาเลี้ยงและสกัดพลาสมดิโดยใช QIA prep® จากนั้นนําพลาสมิดที่
สกัดไดสงไปอานลําดับเบส เมื่อตรวจสอบลําดับเบสของยีน NA พบวาถูกตองแลว จากนั้นทําการ
ตัดพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะแลวแยกชิ้นยนีมาเชื่อมกับ bidirectional plasmid โดยใน
ปฏิกิริยา 10 μl ประกอบดวย พลาสมิด pDZ, ช้ินยีน NA, 5XBuffer (Invitrogen) และ 1U T4 ligase 
(Invitrogen) บมที่ 23 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมงจากนั้นนําปฏกิิริยาที่ได 5 μl มาทําการถายฝาก 
(transformation) เขา E.coli DH5α ทําการคัดเลอืกโคโลนีที่ไดรับดีเอน็เอสายผสมโดยวิธี colony 
PCR  เมื่อคัดเลือกโคโลนีไดแลวนํามาเลี้ยงและสกดั พลาสมิดโดยใช QIA prep® จากนั้นนําพลาส
มิดที่สกัดไดสงไปอานลําดับเบส      
                                                                                                                                                                             
 สวนของยีน HA จะถูกดดัแปลงโดยแบงการเพิ่มจํานวนยนีออกเปนสองสวน โดยใชไพร
เมอรสองคูที่ออกแบบใหเพิม่จํานวนยนี HA ซ่ึงกําจัดสวนของ polybasic amino acid บริเวณ 
cleavage site (Liu et al., 2003) ซ่ึงปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณยนีและอณุหภูมิทีใ่ชในการเพิ่มปริมาณ
ยีนใชรูปแบบเดียวกับยนี NA ขางตน จากนั้นนํา PCR product มาแยกขนาดดวย 1% อะกาโรสเจล 



                                                                                                                                                                   38 

แลวตัดเจลบริเวณที่มแีถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,100 คูเบส และ 650 คูเบส มาทําบริสุทธิ์ดวยชุด
สําเร็จรูป QIAEXII (Qiagen) แลวนําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดแตละชิ้นเชื่อม (ligation) กับ cloning vecter 
โดยในแตละปฏิกิริยา 10 μl ประกอบดวย ช้ินยีนHA1 หรือ HA2, pGEM-T easy (Promega), 2X 
buffer (Promega) และ 1 U T4 DNA ligase (Promega) ผสมสารละลายและบมไวที่ 4°C ขามคืน 
จากนั้นนําปฏกิิริยาที่ได 5 μl มาทําการถายฝาก (transformation) เขา E.coli TOP10 (Invitrogen) 
คัดเลือกโคโลนีที่มีสีขาว ซ่ึงเปนโคโลนีที่ไดรับดีเอ็นเอสายผสมมาคัดเลือกโดยวิธี colony PCR  
เมื่อไดโคโลนีที่ใหผลผลิต PCR ที่มีขนาด 1,100 คูเบส และ 650 คูเบส เทาชิ้นยีน เลือกโคโลนีนั้น
มาเลี้ยงและสกัดพลาสมิดโดยใช QIA prep® จากนั้นนําพลาสมิดที่สกัดไดสงไปอานลําดับเบส  เมื่อ
ทําการวิเคราะหลําดับเบสพบวา HA1 และ HA2 เปนสวนของยีน HA จากนั้นทาํการตัดพลาสมิด
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะแลวแยกชิ้นยีนมาเชือ่มกับ bidirectional plasmid ในลักษณะ tri-molecular 
ligation (ภาพที่ 11) โดยในปฏิกิริยา 20 μl ประกอบดวย ช้ินยีน HA1, ช้ินยีน HA2, พลาสมิด pDZ , 
5X ligation buffer (Invitrogen), 2U T4 DNA ligase (Invitrogen) บมที่ 22 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนั้นนําปฏกิิริยาที่ได 5 μl มาทําการถายฝาก (transformation) เขา E.coli HIT Competent cell TM 
(RBC Bioscience) คัดเลือกโคโลนีที่มีสีขาว ซ่ึงเปนโคโลนีที่ไดรับดีเอน็เอสายผสมมาคัดเลือกโดย
วิธี colony PCR เมื่อไดโคโลนีที่ใหผลผลิต PCR ที่มีขนาดประมาณ 1,700 คูเบส เลือกโคโลนีนั้นมา
เล้ียงและสกดัพลาสมิดโดยใช QIA prep® จากนั้นนําพลาสมิดที่สกัดไดสงไปอานลําดับเบส 
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ภาพที่ 11  ขั้นตอนการโคลนยีน HA ในลักษณะ tri-molecular ligation 
 
3.  การโคลน (cloning) ยีนแกนหลัก (backbone) ของ SIV (H1N1) และการสรางจุดตัดของ
เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction site) ภายในยีน 
 
 เร่ิมจากทําการเพิ่มจํานวนยีน PB2, PB1, PA, NP, M และ NS ของ SIV  A/SW/IA15/1930 
(H1N1) เชนเดยีวกับการเตรียมชิ้นยีนเพื่อโคลน HA โดยใชไพรเมอรสองคูที่ออกแบบใหเพิ่ม
จํานวนยนีแบงออกเปนสองสวน ซ่ึงไพรเมอรคูที่อยูภายในยนีจะถูกออกแบบใหมีลําดับเบสที่เปน
จุดตัดจําเพาะของเอนไซมโดยลําดับเบสของไพรเมอรจะแสดงไวในตารางที่ 4  ซ่ึงแตละชิ้นยนีที่มี
การใสจุดตดัไวที่ตําแหนงตางๆ ซ่ึงเมื่อตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะแลวจะไดช้ินยีนขนาดตางกัน ดัง
แสดงในตารางที่ 5 ทําการเชื่อมชิ้นยีนแตละชิ้นเขาไปยัง cloning vecter  ทําการถายฝาก 
(transformation) เขา E.coli TOP10 (Invitrogen) คัดเลือกโคโลนีที่มีสีขาว ซ่ึงเปนโคโลนีที่ไดรับดี
เอ็นเอสายผสมมาคัดเลือกโดยวิธี colony PCR  เลือกโคโลนีที่ใหผลบวกมาเลี้ยงและสกัดพลาสมิด
โดยใช QIA prep® จากนั้นทาํการตัดพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะแลวแยกชิ้นยีนมาเชื่อมกับ 
bidirectional plasmid เชนเดยีวกับการโคลนสายพันธุกรรม HA ทําการถายฝาก (transformation) 
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เขา E.coli TOP10 (Invitrogen) คัดเลือกโคโลนีโดยวิธี colony PCR เลือกโคโลนีที่ใหผลบวกมา
เล้ียงและสกดัพลาสมิดโดยใช QIA prep® จากนั้นนําพลาสมิดที่สกัดไดสงไปอานลําดับเบส  ซ่ึง
ขั้นตอนการโคลนที่กลาวมาขางตนจะแสดงในภาพที่ 12 และตําแหนงที่มีการใสจุดตดัของเอนไซม
ตัดจําเพาะไดแสดงไวในตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 4  ลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชในการโคลนยีนแกนหลัก 

 
ยีน จุดตัดของเอนไซม ไพรเมอร 

5’ CC ACT CGA GCT GGA AAG C 3’ NS XhoI 

5’ G CTT TCC AGC TCG AGT GG 3’ 
5’ CC CAC CCG AGC TCC AGT GC 3’ M SacI 

5’ GC ACT GGA GCT CGG GTG GG 3’ 
5’ GG AGG TCC GGA GCC GC 3’ NP BspEI 

5’ GC GGC TCC GGA CCT CT 3’ 
5’ GCA AGT TGG ATC CAA AGT GAG 3’ PA BamHI 

5’ CTC ACT TTG GAT CCA ACT TGC 3’ 
5’ CA TTA AGC CCC GGG ATG ATG ATG 3’ PB1 XmaI 

5’ CAT CAT CAT CCC GGG GCT TAA TG 3’ 
5’ CTG GTC CGG AAA ACA AGA TTC 3’ PB2 BspEI 

5’ GAA TCT TGT TTT CG GAC CAG 3’ 

 
หมายเหตุ: ลําดับเบสตัวหนาคือ จุดจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ 
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ตารางที่ 5  ตําแหนงของจุดตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะที่ใสเขาไปในสายพันธุกรรมของ SIV   
                 (H1N1) และขนาดของชิ้นยีนแกนหลักหลังจากตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 

ยีน ความยาว (คูเบส) ตําแหนงของ
จุดตัด 

ขนาดของชิ้นยีนเมื่อถูกตดัดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ (คูเบส) 

PB2 2,341 677 699 1,645 
PB1 2,341 1,252 1,244 1,097 
PA 2,233 1,256 1,248 985 
NP 1,565 586 578 987 
M 1,027 697 697 330 
NS 890 206 206 684 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12  ขั้นตอนการโคลน (cloning) ยีนแกนหลัก (backbone) ของ SIV (H1N1) 
 

RE 
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4.  สราง reassortant ท่ีมียีน HA และยีน NA ของ HPAI H5N1 
 
ใชพลาสมิด pDZ ที่มียีน HA ที่ผานการดัดแปลงแลวและพลาสมิด pDZ  ที่มียีน NA ของ 

HPAI H5N1 และ ยนี PB2, PB1, PA, NP, M และ NS ของ SIV H1N1 อยางละ 1 ไมโครกรัม ใน
สารละลาย lipo-amine transfection reagent (Mirus) นําไป transfect เซลลผสมระหวาง  เซลล 293T 
และ MDCK หลังจากนัน้ 48-72 ช่ัวโมง จะไดอนภุาคไวรัสในสารละลายเหนือเซลล (supernatant) 
ที่ถูก transfect นําสารละลายนั้นไป inoculate ไขไกฟกอายุ 10 วัน หลังจากนั้น 48 ช่ัวโมงทําการ
เก็บ allantoic fluid  
 
5.  การตรวจสอบจํานวนสายพันธุกรรมของไวรัสและการวิเคราะหยีนของไวรัส rg1930H5N1 โดย
การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction analysis) 
 
 สกัด RNA จาก allantoic fluid ในขั้นตอนที่ 3 แลวทําการสังเคราะห cDNA เพื่อใชเปน
แมแบบในการทํา RT-PCR โดยใช universal primers เพื่อตรวจสอบวาไวรัสมียีนครบทั้ง 8 ทอน 
และทําการวิเคราะหตอไปดวยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ซ่ึงไดทําการ purify ช้ินยนีแตละยีน
กอนการตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ  เนื่องจากแตละยีนของ SIV (H1N1) ไดทําการใส restriction 
site ของเอนไซมตัดจําเพาะดวยวิธีทางพันธุวิศวกรรม  ดงัแสดงในตารางที่ 4  สวนยนี HA และยนี 
NA นอกจากจะทําการตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะแลวยังทาํการเพิ่มจํานวนชิ้นยนีและสงไปไปหา
ลําดับเบส  
 
6.  การวิเคราะหลําดับพันธุกรรม (DNA analysis) 
 
 เมื่อไดขอมูลของลําดับเบสของสายพันธุกรรมแลว ทําการ assemble sequence โดยใช
โปรแกรม seqMan และทําการเปรียบเทียบ (Alignment) ลําดับเบส โดยใชโปรแกรม MegAlign 
ของ DNASTAR package 
 
7.  ตรวจสอบ infectivity ของไวรัสโดยวิธี Immunofluorescent assay (IFA) 
 

Inoculate rg1930H5N1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงบน MDCK cells บมที่  37 °C เปน
เวลา 1 ช่ัวโมง เติม inoculating media ประกอบดวย  MEM 2 μg/ml trypsin, 0.3% Bovine serum 
albumin และ 2% L-Glutamine แลวบมที่ 37 °C ใน CO2 incubator เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนํา
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เซลล MDCK ที่ถูก inoculate ดวย rg1930H5N1 48 ช่ัวโมง มาตรึงดวย absolute methanol แลวลาง
ดวย PBST (PBS pH7.2, 0.05% tween 20) และบมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) ตอ NP 1 
ช่ัวโมง ที่ 37 °C ลางดวย PBST แลวเติมแอนติบอดีทุติยภมูิซ่ึงเปน MAb ตอ IgG ของหนูที่ติดฉลาก
ดวย fluorescein isothyocyanate (FITC) บมที่ 37 °C นาน 30 นาที แลวลางออกดวย PBST หลังจาก
นั้นนํามาสองดูดวยกลองฟลูออเรสเซนต 

 
8.  การทํา virus titration (Quantal assay) 
 
 ทําการเจือจางเชื้อไวรัสเปนลําดับ (Serial dilution) แบบ 10 เทาแลวทําการ inoculate เชื้อ
ไวรัสลงในเซลล MDCK ที่มีลักษณะเปน monolayer บมที่ 37 °C 1 ช่ัวโมง จากนั้นเติมอาหาร 

MEM ซ่ึงประกอบดวย Trypsin (Sigma) 2 μg/ml และ bovine serum albumin (BSA) fraction IV 
(Invitrogen) 0.3% เปนเวลา 48 ช่ัวโมง สังเกตผลทางพยาธิวิทยาในเซลล (Cytopathic effect; CPE) 
จะสังเกตเห็น viral infection และ replication คํานวณ titer ของไวรัสคือ สวนกลับ (Reciprocal) 
ของ dilution ที่ทําให 50% ของเซลลโฮสตที่ถูก inoculated มีการติดเชือ้ ซ่ึงถูกคํานวณดวยวิธีของ 
Reed และ Muench มีหนวยเปน Tissue culture infective dose (TCID50)  
 
9.  การทดสอบความสามารถในการสราง plaque ของไวรัส 
  
 เตรียม MDCK cell ใน 6 well plate จํานวน 6 หลุม innoculate rg1930H5N1 500 
ไมโครลิตร บน Monolayer ของ MDCK cell จํานวน 4 หลุม สวนอีก 2 หลุมเหลือไวเปนหลุม
ควบคุม บมที่ 37 °C 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาแลว ลาง inoculum ออกดวย PBS เติม media ที่
ประกอบดวย MEM, 0.3% BSA และ 1% agarose เติม trypsin (sigma) จํานวน 5 ไมโครกรัม ลงใน
หลุมควบคุม 2 หลุม หลุมที่มีไวรัส 2 หลุม (with trypsin) สวนหลุมที่มีไวรัสอีก 2 หลุม ไมตองเติม 
trypsin (without trypsin) ทิ้งใหวุนแข็งตวัที่อุณหภูมิหอง นําไปบมที่ 37 °C ใน CO2 incubator เปน
เวลา 48 ช่ัวโมง ยอมสีเซลลดวยวุนผสม neutral red และตรวจดู plaque ซ่ึงจะมีลักษณะเปนจดุใสๆ 
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ผลและวิจารณ 

ผล 
 
1.  การสกัด RNA จากไวรัสและการสังเคราะห cDNA 

 
จากการสกัด total RNA ของไวรัสจาก allantoic fluid ของไขไกฟกที่ inoculate ดวย HPAI 

สายพันธุ H5N1 จากนั้นทําการถอดรหัสยอนกลับเปน cDNA  และใช cDNA เปนแมแบบในการ
โคลนยีน NA โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะในปฏิกิริยาพีซีอาร ปรากฏวาไดช้ินยีนขนาดประมาณ 1400 
คูเบส และเมื่อทําการหาลําดบัเบสพบวาเปนยีน NA สวนการโคลนยีน HA ที่ทําโดยการใชไพร
เมอรสองคู ปรากฏวาไดช้ินยนีขนาดประมาณ 1,100 คูเบส (HA1) และ 650 คูเบส (HA2) จากไพร
เมอร Sa-HA-1, Bm-H5-1025R และ Bm-H5-1020, Sa-NS-890R ตามลําดับ ดังภาพที่ 13 และเมื่อ
ทําการหาลําดบัเบสพบวาเปนสวนของยนี HA  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที ่13  ผลการทํา 1% agarose gel electrophoresis ของยีน HA1, HA2 และ NA โดย M คือ 1kb     
                 Plus DNA ladder 1 คือ ผล ของช้ินยีน HA1, 2 คือ ผลของชิ้นยีน HA2 และ 3 คือ ผลของ  
                 ช้ินยีน NA 

 
เมื่อทําการเชื่อมชิ้นยีน NA เขากับ pGEM T แลวทําการถายฝาก (transformation) เขา E.coli DH5α 
ทําการคัดเลือกโคโลนีที่ไดรับดีเอ็นเอสายผสมโดยวิธี colony PCR ไดผลการคัดเลือกโคโลนีดัง
ภาพที่ 14 ซ่ึงจํานวนโคโลนีที่ใหผลบวก 5 โคลน จากจํานวนที่คัดเลือกทั้งหมด 31 โคลน 
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ภาพที่ 14  Gel electrophoresis แสดงผลการคัดเลือกโคโลนีของยีน NA ใน pGEM-T โดย M คือ   
                   1kb  Plus DNA ladder ชองที่ใหผลบวก ซ่ึงมีแถบ DNA ขนาด 1.4 kb คือ 16, 22, 25, 28   
                   และ 30 
 

จากนั้นทําการเลือกโคโลนีนั้นมาเลี้ยงและสกัดพลาสมิดโดยใช QIA prep® จากนั้นนํา
พลาสมิดที่สกัดไดสงไปอานลําดับเบส พบวาเปนลําดับเบสของยีน NA จากนั้นทําการแยกชิ้นยีนมา
เชื่อมกับ bidirectional plasmid หลังจากการถายฝากเขา E.coli DH5α ทําการคัดเลือกโคโลนีที่
ไดรับดีเอ็นเอสายผสมโดยวิธี colony PCR ไดผลการคัดเลือกโคโลนีดังภาพที่ 15 ซ่ึงทุกโคลนที่
คัดเลือกมาใหผลบวกทั้งหมด 

 
ภาพที่ 15  Gel electrophoresis แสดงผลการคัดเลือกโคโลนีของยีน NA ในพลาสมิด pDZ โดย M  
                   คือ 1kb Plus DNA   ladder ทุกโคลนใหผลบวก 
 
 หลังจากการเพิ่มจํานวนชิ้นยีน HA1 และ HA2 แลวทําการเชื่อมแตละชิ้นเขากับ pGEM T 
แลวทําการถายฝาก (transformation) เขา E.coli DH5α ทําการคัดเลือกโคโลนีที่ไดรับดีเอ็นเอสาย
ผสมโดยวิธี colony PCR ไดผลการคัดเลือกโคโลนีของ HA1 และ HA2 ดังภาพที่ 16 และ 17 
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ตามลําดับ ซ่ึงทุกโคลนที่เลือกมาของยีน HA1 ใหผลบวกทั้งหมด สวนยีน HA2 ใหผลบวก 7 โคลน
จากโคลนที่คัดเลือกมาทั้งหมด 20 โคโลนี  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 16  Gel electrophoresis แสดงผลการคัดเลือกโคโลนีของยีน HA1โดย M คือ 1kb Plus DNA  

    ladder ทุกโคลนใหผลบวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 17  Gel electrophoresis แสดงผลการคัดเลือกโคโลนีของยีน HA2โดย M คือ 1kb Plus DNA  

    ladder ชองที่ใหผลบวก ซ่ึงมีแถบ DNA ขนาด 650 kb คือ 2, 9, 11, 12, 13, 17, 18, 19  
    และ 20 
 
จากนั้นทาํการ subclone ช้ินสวนของยีน HA1 และ HA2  เขาไปยังพลาสมิด pDZ แลวทํา

การแลวทําการถายฝาก (transformation) เขา E.coli DH5α ทําการคัดเลือกโคโลนีที่ไดรับดีเอ็นเอ
สายผสมโดยวธีิ colony PCR โดยผลแสดงตามภาพที่ 18  เมื่อเลือกโคโลนีไดแลวทําการเลี้ยง
แบคทีเรียและสกัดพลาสมิด หาลําดับเบสอีกครั้ง พบวาลําดับเบสบริเวณ polybasic amino acid 
บริเวณ cleavage site ถูกกําจดัออกไปตามที่ตองการ ดังภาพที่ 19 
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ภาพที่ 18  Gel electrophoresis แสดงผลการคัดเลือกโคโลนีของยีน HA ที่ผานการดดัแปลงแลวโดย  

    M คือ 1kb Plus DNA ladder ชองที่ใหผลบวก ซ่ึงมีแถบ DNA ขนาดประมาณ 1.7 kb  
 
 

 
 
 
 

 
ภาพที ่19  Alignment ระหวางยีน HA ของสายพันธุรุนแรงซึ่งมี polybasic amino acid, ยีน  

    HA จากไวรัส rg1930H5N1 และ ยีน HA ที่อยูในพลาสมิด pDZ ซ่ึง polybasic amino  
    acid ถูกตัดออกไป   
 

2.  การโคลนและการแทรกจุดตัดของเอนไซมตัดจําเพาะของสายพันธกุรรมท้ังหกสายของ SIV 
H1N1 
 
 จากการโคลนชิ้นยีนโดยการใชไพรเมอรสองคูเพื่อทําการแทรกจุดตดัของเอนไซมตัด
จําเพาะเขาไปยังสายพันธุกรรมของ SIV H1N1 เมื่อสงพลาสมิดซึ่งมีช้ินยีนไปตรวจสอบลําดับเบส
พบวาสามารถแทรกจุดตัดของเอนไซมเขาไปยังสายพนัธุกรรมทั้งหกสายไดสําเร็จ ซ่ึงลําดับเบส
และจุดตัดไดแสดงไวในภาคผนวก 
 
3.  สราง reaassortant ท่ีมียีน HA และยีน NA ของ HPAI H5N1 

 
จากการทําการ transfection เรียกไวรัสลูกผสมที่ไดวา rg1930H5N1 ทําการเก็บสารละลาย

เหนือเซลลเพือ่ inoculate ลง MDCK cells และไขไกฟกอายุ 10 วัน พบวาไวรัสไมทําใหไขไกฟก
เสียชีวิตภายใน 24 ช่ัวโมง ซ่ึงเปนลักษณะของไวรัสที่มคีวามรุนแรงของการกอโรคต่ํา  หลังจากนัน้ 
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48 ช่ัวโมง เกบ็ allantoic fluid  มาวัดปริมาณไวรัสดวยการทํา Quantal assay และตรวจสอบผลบวก
โดยวิธี IFA จากนั้นคํานวณไตเตอรของไวรัสโดยใชวิธีของ Reich and Muench ปรากฏวาได
ปริมาณไวรัส 2×109 TCID50 /ml  สวนไวรสัที่ทําการ inoculate ลง MDCK cells พบวาเกิด CPE  เมื่อ
เปรียบเทียบกบั control ดังภาพที่ 20 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20  ภาพ MDCK cells ที่ถูก inoculate ดวย rg1930H5N1 โดยภาพ A เปน MDCK cell  

    ที่ถูก inoculate ดวย rg1930H5N1 พบวาเกิด CPE สวน B เปน MDCK cells ที่ถูก  
    inoculate ดวย control พบวาไมเกิด CPE 

 
4.  การตรวจสอบจํานวนสายพันธุกรรมของไวรัสและการวิเคราะหยีนของไวรัส rg1930H5N1 โดย
การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction analysis) 

 
ทําการสกัด RNA ของไวรัสจาก allantoic fluid ทํา RT- PCR และทําการเพิ่มจํานวนยีน

ทั้งหมดของไวรัสโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะ และนํามาวเิคราะหโดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
ไดผลดังภาพที่ 21 แถวที่ 4 และ แถวที่ 6 (NA และ HA) จะไมถูกตดัดวย BspEI สวนยีนอื่นๆที่มา
จาก SIV (H1N1) จะถูกตดัดวยเอนไซมตดัจําเพาะ ซ่ึงเปน marker ที่บรรจุเขาไปในแตละยีน 
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ภาพที่ 21  Gel electrophoresis แสดง restriction analysis ของยีนทั้ง 8 ทอนของไวรัส rg1930H5N1 
      ชองที่ 1 คือPB2/BspEI, ชองที่ 2 คือ PB1/XmaI, ชองที่ 3 คือ PA/BamHI, ชองที่ 4 คือ  

    HA/ BspEI, ชองที่ 5 คือ NP/ BspEI, ชองที่ 6 คือ NA/ BspEI, ชองที่ 7 คือ M/SacI และ  
    ชองที่ 8 คือ NS/XhoI. M คือ 1 kb ladder และชองที่ 9-16 คือ ยีนของ rg1930H5N1 ที่ 
    ไมไดถูกตัดดวย restriction enzyme.  
 
ซ่ึงยีนของ SIV H1N1  เมื่อถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจะมีขนาดดังนี้ ยีน PB2/ BspEI ได

ช้ินขนาด 699 และ 1645 คูเบส, PB1/XmaI ไดช้ินขนาด 1244 และ 1097 คูเบส, PA/BamHI ไดช้ิน
ขนาด 1248 และ 985 คูเบส, NP/ BspEI ไดช้ินขนาด 578 และ 987 คูเบส, M/SacI ไดช้ินขนาด 697 
และ 330 คูเบส และ NS/XhoI ไดช้ินขนาด 206 และ 684 คูเบส  จะเหน็ไดวาใน lane 4 และ 6 ซ่ึง
เปนยีน HA และ NA ตามลําดับ ไมถูกตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะดังจะเห็นไดเมื่อเปรยีบเทียบกับ 
lane 12 และ 14 ซ่ึงเปนยีนของ rg1930H5N1 ที่ไมถูกตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ (ภาพที่ 21) แสดง
วาไวรัสที่ไดประกอบไปดวยยีน PB2, PB1, PA, NP, M และ NS ของ swine influenza virus (SIV) 
H1N1 ตามที่ตองการ และนอกจากนีไ้ดสกัด RNA ของ rg1930H5N1 ทํา RT-PCR และเพิ่มจํานวน
บางสวนของสายพันธุกรรม HA และ NA นําไปหาลําดับเบสเพื่อเปนการยืนยันวาไดสายพันธกุรรม 
HA และ NA  ของ rescued virus ประกอบดวยสายพันธกุรรมตามที่ไดทําการ transfection ไว 
โดยเฉพาะ HA ซ่ึงผลที่ไดยืนยันวาเปน HA และ NA ของ HPAI (H5N1) และไดทําการกําจัดบริเวณ 
polybasic amino acid บริเวณ cleavage site ออกไปแลวจริง และทําการเปรียบเทียบลําดับเบสกับ
ลําดับเบสภายใน พลาสมิด pDZ พบวามีความเหมือนกนั 100% ดังภาพที่ 19 
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5.  การตรวจสอบ infectivity ของไวรัสโดยวิธี Immunofluorescent assay (IFA) 
 

เมื่อนําเซลล MDCK ที่ถูก inoculate ดวย rg1930H5N1 48 ช่ัวโมง มาตรึงดวย absolute 
methanol และบมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) ตอ NP และยอมดวยแอนติบอดีที่ติดฉลาก
ดวย fluorescein isothyocyanate (FITC) นาํมาสองดูดวยกลองฟลูออเรสเซนตจะเห็นเซลลที่ถูก 
infect ดวย rg1930H5N1 ติดสีเรืองแสงสีเขียว ในขณะที่เซลลที่ไมมีไวรัสจะไมมีการเรืองแสงในที่
มืด (ภาพที่ 22) 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 22  ผลการทํา IFA โดย A คือ IFA ของ rg1930H5N1 จาก allantoic fluid สวน B คือ เซลล 
    ควบคุม 
 

6.  การทดสอบความสามารถในการสราง Plaque  
 

เมื่อทํา plaque assay ไดผลตามภาพที่ 23  จะพบวา rg1930H5N1 virus สามารถสราง 
plaque ไดในอาหารที่มี trypsin เทานั้น  ซ่ึงเปนขอยืนยันไดวา rg1930H5N1 virus เปนไวรัสที่มี
ความรุนแรงในการกอโรคต่ํา (low pathogenicity) (Horimoto and Kawaoka, 2001) 
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ภาพที ่23  ผล plaque assay โดย A คือ rg1930H5N1 virusในอาหารที่มี trypsin สวน B คือ  

    rg1930H5N1 virus ในอาหารที่ไมมี trypsin 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 สรุป 

 

สามารถใชเทคนิค reverse genetics สรางไวรัสไขหวดันกสายพันธุ H5N1 ไดโดยเรยีก
ไวรัสที่สรางขึ้นวา rg1930H5N1 และเมื่อทําการตรวจสอบยีนทั้งแปดทอนของไวรสัโดยใช การ
วิเคราะหดวยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction analysis) พบวาประกอบดวยหกยีนของ 
swine influenza virus (SIV) H1N1 ไดแก ยีน PB2, PB1, PA, NP, M และ NS และอกีสองยีนคือ 
HA และ NA เปนของ HPAI H5N1 ซ่ึงเปนสายพันธุที่ระบาดในประเทศไทยโดยสวนของ HA ที่
ผานการดัดแปลงกําจัดสวนของ  polybasic amino acid ออกไป เพื่อใหไวรัสที่ไดมีความรุนแรงใน
การกอโรคลดลง และการเปลี่ยนแปลงที่ cleavage site ของ HA ไมมีผลตอความเปนแอนติเจนของ 
HA เพราะตําแหนงของ epitopes จะอยูบนสวนของ globular head ของ HA (Horimoto et al., 2006) 

 
เมื่อทําการตรวจสอบลําดับเบสของไวรัสพบวาสามารถกําจัดสวนของ polybasic amino 

acid ออกไปไดจริง และพบวาไวรัสที่สรางขึ้นมีความรนุแรงในการกอโรคต่ําเพราะในขั้นตอนการ 
inoculate ไวรัสไปยังไขไกฟกตัวออนของไกไมเสียชีวิตภายใน 24 ช่ัวโมง และมีการทํา plaque 
assay  ก็พบวาไวรัสสามารถสราง plaque ไดในอาหารที่มี trypsin เทานัน้ ซ่ึงผลการทดลองเปนไป
ในทิศทางเดยีวกันกับงานทดลองของ Subbarao และคณะ (2002) ที่ใชเทคนิค reverse genetics แบบ 
12 พลาสมิด สรางไวรัสเพื่อใชเปนวัคซีน โดยใช internal genes ทั้ง 6 เปนของ A/Puerto Rico/8/34 
(H1N1) สวนยนี HA และ NA ไดมาจาก influenza A (H5N1) ของไวรัสที่แยกไดในฮองกงป 1997  
มีการเปลี่ยนแปลงยีน HA ที่ตําแหนงกรดอะมิโนตัวที่ 156 ที่ถอดรหัสใหกรดอะมิโนเซอรีนโดยใช
เทคนิคการกลายพันธุเฉพาะที่ (site-directed mutagenesis)  ซ่ึงพบวาสามารถสรางไวรัสไดใน
ปริมาณ 10 8.75 EID50 /ml โดยไมทําใหตวัออนของไกตายและไมเกดิ plaque ใน MDBK cell ถาไมมี 
trypsin (Subbarao et al., 2003) และสอดคลองกับงานของ Liu และคณะ (2003) ที่ไดสรางวัคซีน
ไขหวดันกสายพันธุ H5N3 โดยใชเทคนิค reverse genetics แบบ 8 พลาสมิดและไดมกีารกําจัดสวน
ของ polybasic amino acid ออก ซ่ึงไวรัสที่สรางไดสามารถเจริญไดในไขไกฟกโดยไมทําใหตวั
ออนตายและไมสามารถสราง plaque ไดถาหาก ไมมี trypsin เชนเดียวกนั (Liu et al., 2003) 

 
 และยังมหีลายๆ การทดลองที่ใชเทคนิค  reverse genetics ในการสรางไวรัสเพื่อใชเปน

วัคซีนซึ่งมีการดัดแปลงยนีที่แตกตางจากการทดลองนี้ เพื่อใหไดไวรัสที่มีคุณสมบัติที่ตรงตามชนิด
ของวัคซีนที่จะผลิต ดังเชน Pakkin และคณะ (1997) ไดใชเทคนิค reverse genetics ในการสราง
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วัคซีนเชื้อเปนออนฤทธิ์ (live attenuated) โดยทําการดดัแปลงยีน PB2 โดยใชเทคนิคการกลายพันธุ
เฉพาะที ่(Parkin et al., 1997)  นอกจากนี้ Song และคณะ (2007) ไดใชเทคนิคนี้เชนกนัในการสราง
วัคซีนเชื้อเปนออนฤทธิ์แตทําการกลายพันธุเฉพาะที่ในยนี PB1 และ PB2 (Song et al., 2007)  

 
นอกจากนี้ ระบบไวรัสที่สรางขึ้นในงานวจิัยนี้มีขอดกีวาระบบไวรัสทีไ่ดตีพิมพขางตน 

เนื่องจากระบบไวรัสที่สรางขึ้นนี้มีการบรรจุ marker ที่เปนจุดตดัของเอนไซมตัดจําเพาะในยนีแกน
หลักทั้งหกยีน ชวยใหมีความสะดวกในการตรวจสอบและใหผลรวดเร็ว  

  
 เมื่อทํา Immunofluorescent assay และทําการคํานวณไตเตอรของไวรสั rg1930H5N1โดย

ใชวิธีของ Reed and Muench ปรากฏวาไดปริมาณไวรัส 2×109 TCID50 /ml แสดงใหเห็นวาเทคนิค 
reverse genetics สามารถผลิตไวรัสไดจํานวนมาก และยงัเปนอีกระบบหนึ่งที่นาจะเปนทางเลือกใน
การใชเปนไวรัสตนแบบในการผลิตวัคซีน  

 
ในขณะนี้ผลจากงานวจิัยไดไวรัสที่พรอมสําหรับเปน seed vaccine แลว ยังคงรอทําการ

ทดลองในสัตวทดลอง เพื่อดูความสามารถในการกระตุนภูมิคุมกนัของไวรัสที่สรางขึ้นตอไป 
 

 ขอเสนอแนะ 
 
 งานวิจยันี้สามารถใชเทคนิค reverse genetics สรางไวรัสที่มีคุณสมบัติตามที่ตองการ
สามารถดัดแปลงไวรัสใหมีความรุนแรงลดลงไดไวรัสปริมาณสูงและมคีวามเหมาะสมสําหรับใช
เปนเชื้อไวรัสตนแบบในการผลิตวัคซีน ในกรณีที่เกิดการระบาดของไวรัสสายพันธุใหม สามารถ
ใชเทคนิคนี้สรางไวรัสที่มีความเหมือนกับสายพันธุที่ระบาดเพื่อนําไปผลิตวัคซีนไดอยางรวดเรว็  
 

 นอกจากนี้เทคนิค reverse genetics ยังเปนเทคนิคที่ใชในการศึกษาเกี่ยวกับจีโนมของ
ไวรัส ชวยใหเขาใจถงึหนาทีแ่ละความสําคญัของยีนตางๆ ของไวรัสไดอีกดวย 
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ภาคผนวก ก 
ลําดับเบสของสายพันธุกรรมท้ัง 8 ของ swine influenza virus (H1N1) ท่ีใชเปนยีนแกนหลักของ 

rg1930H5N1 
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1.ลําดับเบสของสายพนัธุกรรมสายที่ 1 PB2 
PB2 
GATCGCTCTTCTGGGAGCGAAAGCAGGTCAAATATATTCAATATGGAGAGAATAAAA
GAACTAAGGGATCTAATGTCACAGTCTCGCACTCGCGAGATACTCACAAGGACCACC
GTGGACCATATGGCCATAATCAAGAAGTACACATCAGGAAGACAGGAGAAAAACCC
CGCACTTAGAATGAAATGGATGATGGCAATGAAATATCCAATTACAGCAGACAAGA
GGATAATTGAGACAATCCCTGAGAGAAATGAGCAAGGGCAAACTCTATGGAGTAAA
ACGAGCGATGCCGGATCAGACCGAGTGATGGTATCACCTCTGGCTGTGACATGGTGG
AATAGGAATGGACCAACGACAAGTACAGTTCACTATCCAAAAATCTACAAAACTTAC
TTTGAGAAAGCCGAAAGGTTAAAACATGGAACTTTTGGCCCTGTCCATTTCGGAAAC
CAAGTCAAAATACGTCGAAGAGTTGACATAAATCCAGGTCATGCAGATCTCAGTGCC
AAAGAAGCACAAGATGTTATCATGGAAGTTGTTTTCCCAAACGAAGTGGGAGCCCGA
ATACTAACATCGGAATCGCAACTAATGATAACTAAAGAAAAGAAAGAAGAACTCCA
GGATTGCAAAATTTCTCCTTTAATGGTGGCATACATGTTGGAAAGAGAACTGGTCCG
GAAAACAAGATTCCTCCCAGTGGCTGGTGGGACAAGCAGTGTGTACATTGAAGTGTT
GCATTTGACTCAAGGGACATGCTGGGAACAGCTATACACTCCAGGGGGGGAAGTGA
GGAACGATGATGTTGACCAAAGCTTAATTATAGCTGCTAGAAGCATAGTGAGAAGAG
CGACAGTATCTGCAGATCCACTGGCATCTCTGTTGGAAATGTGCCACAGCACACAGA
TTGGTGGAATAAGGATGGTGGACATCCTTAGGCAGAACCCGACAGAAGAGCAGGCC
GTGGATATATGCAAGGCAGCAATGGGTCTGAGAATTAGCTCATCCTTTAGCTTTGGC
GGGTTCACATTTAAGAGAACAAGTGGCTCATCAGTCAAGAAGGAGGAGGAAGTACT
TACTGGCAATCTCCAAACATTGAAGATAAGAGTGCATGAGGGATATGAAGAATTCAC
AATGGTTGGGAGAAGAGCAACAGCTATACTCAGAAAAGCGACTAGGAGATTGGTTC
AGCTAATAGTGAGTGGGAGAGACGAGCAGTCGATTGCCGAAGCAATAATCGTGGCC
ATGGTGTTTTCACAAGAGGATTGTATGATAAAGGCAGTTAGGGGTGATCTGAATTTC
ATTAATAGGGCGAACCAGCGATTGAACCCTATGCACCAACTTTTGAGGCATTTTCAA
AAGGATGCAAAAGTGCTTTTTCAAAATTGGGGAATTGAACCCATAGACAATGTGATG
GGAATGATTGGGATACTGCCCGACTTGACTCCAAGTACTGAGATGTCAATGAGAGGA
GTGAGAATCAGCAAGATGGGAGTAGATGAGTACTCCAGCACAGAGAGGGTGGTGGT
GAGCATTGACCGTTTTTTAAGAGTCCGAGACCAACGAGGGAACGTACTATTGTCTCC
TGAGGAGGTCAGCGAAACACAGGGAACAGAGAAGTTGACGATAACTTATTCATCGT
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CAATGATGTGGGAGGTTAATGGCCCTGAATCAGTGTTGGTCAACACCTATCAGTGGA
TCATCAGAAACTGGGAAACTGTTAAAATTCAGTGGTCACAGGATCCTACAATGCTAT
ACAATAAAATGGAATTTGAACCATTTCAATCTTTGGTTCCTAAGGCTGCAAGAGGTC
AATACAGTGGGTTTGTGAGAACTCTATTCCAGCAAATGAGGGATGTGCTTGGAACAT
TTGACACTGTTCAGATAATAAAACTTCTCCCCTTTGCAGCTGCTCCACCAAAGCAGAG
TAGAATGCAGTTTTCTTCTCTGGCTGTGAATGTAAGAGGATCAGGAATGAGAATACT
TGTAAGGGGCAATTCTCCTGTGTTCAACTACAACAGGACCACTAAGAGACTCACAGT
TCTCGGAAAGGATGCAGGTGCTTTAACTGAAGACCCAGATGAAGGCACAACTGGAGT
GGAGTCTGCTGTTCTGAGAGGATTCCTCATTCTGGGCAAAGAAGACAGGAGATATGG
GCCAGCATTAAGCATCAATGAACTGAGCAATCTTGCAAAAGGGGAGAAGGCTAATG
TACTAATTGGGCAGGGAGACGTGGTGTTGGTAATGAAACGGAAACGGGACTCTAGC
ATACTTACTGACAGCCAGACAGCGACCAAAAGAATTCGGATGGCCATCAATTAGTGT
CAAATAGTTTAAAAACGACCTTGTTTCTACTAATAGAAGAGCGATG 
 
หมายเหตุ: บริเวณลําดบัเบสที่เปนตัวหนาและขีดเสนใตคือ บริเวณจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ 
BspEI 
 
2. ลําดับเบสของสายพนัธุกรรมสายที่ 2 PB1 
PB1 
GATCGCTCTTCTGGGAGCGAAAGCAGGCAAACCATTTGAATGGATGTCAATCCGACT
TTGCTTTTCCTGAAAGTGCCAGCGCAAAATGCTATAAGCACAACGTTCCCTTACACTG
GAGACCCTCCTTACAGCCATGGGACAGGAACAGGATATACCATGGATACTGTCAACA
GAACACATCAGTACTCAGAAAAGGGAAAATGGACAACAAACACTGAAACTGGAGCA
CCACAACTAAACCCGATTGATGGACCACTGCCAGAAGATAATGAACCGAGTGGTTAT
GCCCAAACAGATTGTGTATTGGAAGCAATGACTTTCCTTGAGAAGTCCCACCCCGGT
ATCTTTGAAAACTCATGCCTTGAAACGATGGAAGTTGTTCAGCAAACACGAGTGGAC
AAGCTGACGCAAGGCCGACAGACCTATGACTGGACTCTAAATAGGAACCAGCCTGCT
GCAACAGCATTGGCCAACACAATAGAAGTGTTCAGATTAAATGGCCTCACGGCCAAT
GAATCTGGAAGGCTCATAGACTTCCTCAAGGATGTTATGGATTCGATGGACAAAGGA
GAAATGGAAATCACAACCCATTTTCAGAGAAAAAGAAGAGTGAGAGACAACATGAC
TAAGAAAATGGTGACGCAGAGAACAATAGGTAAAAAGAAGCAGAGGTTGAACAAA
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AGAAGTTATCTAATCAGGGCACTGACCCTGAACACAATGACAAAAGATGCTGAGAG
AGGGAAGCTAAAACGGAGAGCGATTGCCACCCCAGGGATGCAAATACGGGGATTTG
TATATTTTGTTGAGACACTGGCAAGGAATATATGTGAAAAACTTGAACAATCAGGAC
TGCCAGTTGGAGGTAATGAGAAGAAAGCCAAGTTGGCAAATGTTGTAAGAAAAATG
ATGACCAATTCTCAGGACACTGAGCTTTCTTTCACCATCACTGGAGATAACACCAAAT
GGAATGAAAATCAGAATCCTCGGATGTTTTTGGCTATGATCACGTACATAACCAGAA
ATCAGCCCGAATGGTTCAGGAATGTTCTGAGTATTGCTCCAATAATGTTCTCAAATAA
AATGGCAAGATTGGGAAAGGGGTACATGTTCGAGAGCAAGAGTATGAAGCTTAGAA
CTCAAGTACCTGCAGAGATGCTATCAAGCATCGACTTGAAATATTTCAATGATTCAA
CAAGGAAAAAAATTGAAAAAATCCGACCGCTCTTAATAGATGGGACTGCATCATTAA
GCCCCGGGATGATGATGGGTATGTTTAATATGTTAAGCACTGTATTGGGTGTTTCCA
TCCTGAATCTTGGGCAAAAGAAATACACCAAGACTGCTTACTGGTGGGATGGTCTTC
AATCTTCTGATGATTTTGCTCTGATTGTGAATGCACCCAATCATGAGGGAATTCAAGC
CGGAGTCGACAGGTTTTATCGAACCTGTAAGCTACTTGGAATCAATATGAGCAAAAA
AAAGTCTTACATAAATAGAACGGGAACATTTGAATTCACAAGCTTTTTCTATCGCTAC
GGGTTTGTTGCCAATTTCAGCATGGAGCTTCCTAGTTTTGGGGTATCTGGGATCAATG
AGTCTGCAGACATGAGTATTGGGGTTACTGTCATCAAAAACAATATGATAAACAATG
ATCTTGGTCCAGCAACAGCCCAAATGGCCCTCCAGTTGTTCATCAAAGATTACAGGT
ACACGTACCGGTGTCACAGGGGTGACACTCAAATACAAACCCGAAGATCATTTGAAA
TAAAGAAACTGTGGGATCAAACCCGTTCAAAGGCTGGACTGCTGGTCTCCGATGGAG
GCCCCAATTTGTACAATATTAGAAATCTCCACATTCCTGAAGTCTGCTTGAAATGGGA
ATTGATGGATGAGGATTACAAGGGGCGTTTGTGCAATCCGCTGAATCCATTTGTCAG
CCATAAAGAGATTGAATCAGTGAATAACGCAGTGGTGATGCCAGCACATGGTCCAGC
CAAAACCATGGAATATGATGCTGTTGCTACAACACACTCCTGGATCCCCAAAAGAAA
TCGATCCATCTTGAACACGAGCCAGAGAGGAATACTTGAAGATGAGCAAATGTACCA
AAAATGCTGCAACCTATTTGAAAAGTTCTTTCCCAGCAGCTCATACAGGAGACCAGT
CGGGATTTCCAGTATGGTGGAGGCCATGGTTTCTAGGGCCCGAATTGATGCACGCAT
TGATTTCGAATCTGGGAGGATAAAGAAAGAGGATTTCGCTGAGATCATGAAGATCTG
TTCCACCATTGAAGAGCTCAGACGGCAAAAGTAGTGAATTTAGCTTGTCCTTCATGA
AAAAATGCCTTGTTTCTACTAATAGAAGAGCGATG 
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หมายเหตุ: บริเวณลําดบัเบสที่เปนตัวหนาและขีดเสนใตคือ บริเวณจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ 
XmaI 
 
3. ลําดับเบสของสายพนัธุกรรมสายที่ 3 PA 
PA 
GATCGCTCTTCTGGGAGCGAAAGCAGGTACTGATCCAAAATGGAAGACTTTGTGCGA
CAATGCTTCAATCCGATGATTGTCGAGCTTGCGGAAAAGGCAATGAAAGAGTATGGA
GAGGACCCGAGAATCGAAACAAACAAATTTGCAGCAATATGCACCCACATGGAAGT
ATGCTTCATGTATTCAGATTTTCACTTCATCAATGAACGGGGCGAATCAATAATCGTA
GAATCTGGCGATCCAAATGCACTCTTGAAGCACAGATTTGAAATAATCGAAGGAAGA
GATCGAGCAATGGCCTGGACGGTGGTGAACAGCATTTGTAACACTACAGGGGTTGGG
AAACCAAAGTTTCTCCCAGATCTGTATGACTACAAGGAAGATAGATTCATTGAGATT
GGTGTTACAAGGAGAGAAGTCCACATATACTACCTGGAAAAGGCCAATAAAATAAA
ATCTGAAGAGACACACATTCACATTTTCTCATTCACGGGAGAAGAAATGGCCACAAA
GGCCGACTACACTCTCGATGAAGAAAGTAGGGCTAGAATCAAAACCAGGCTATTCAC
CATAAGACAAGAGATGGCTAGCAGAGGCCTTTGGGATTCCTTTCGCCAGTCCGAGAG
AGGCGAAGAGACAATTGAAGAAAGATTTGAAATCACAGGGACAATGCGCAGGCTTG
CCGACCAAAGTCTCCCACCGAATTTCTCCAGTCTTGAAAACTTTAGGGCATATGTGGA
TGGATTCGAGCCGAACGGCTACATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCCAAAGAAGT
AAATGCTAGAATTGAACCTTTTCTGAAGACAACACCACGCCCACTTAGGCTGCCAGG
TGGGCCCCCCTGTTTTCAGCGATCCAAATTCCTGTTGATGGATGCCCTGAAATTAAGC
ATTGAAGACCCAAGCCATGAAGGAGAGGGGATACCGCTATATGATGCGATCAAGTG
CATGAAAACGTTCTTTGGGTGGAAGGAACCCATTATTGTTAAGCCACACGAAAAAGG
AATAAATTCAAATTACCTTTTGGCATGGAAGCAAGTACTGGCAGAAATACAGGATAT
TGAGAGTGAGAAAAAAGTTCCAAGGACTAAGAATATGAAGAAAACAAGCCAGTTAA
AGTGGGCACTTGGGGAGAATATGGCACCAGAAAAAGTAGATTTTGACGACTGTAAG
GATGTAAGCGATCTGAAGCAATATGACAGTGATGAACCAGAATTTAGGTCGCTTGCA
AGTTGGATCCAAAGTGAGTTCAACAAAGCATGTGAACTGACTGATTCAAGCTGGAT
AGAACTCGATGAGATTGGAGAAGATGTGGCTCCGATTGAGCACATTGCAAGCATGAG
AAGGAATTATTTCACAGCAGAGGTGTCTCATTGCAGAGCCACAGAATACATAATGAA
GGGAGTGTACATCAATACTGCTTTGCTTAATGCATCTTGTGCAGCAATGGACGATTTC
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CAATTGATTCCAATGATAAGCAAGTGTAGAACTAAAGAGGGAAGGCGAAAGACCAA
TTTGTACGGGTTCATCATAAAAGGAAGATCCCACTTAAGGAATGACACCGACGTGGT
AAATTTTGTGAGCATGGAGTTTTCCCTCACTGACCCAAGACTTGAACCGCACAAATG
GGAAAAGTACTGTGTTCTTGAGATAGGAGACATGCTTCTAAGAACTTCCATAGGCCA
AGTGTCAAGGCCTATGTTCCTGTATGTGAGGACAAATGGGACCTCAAAAATTAAAAT
GAAATGGGGAATGGAAATGAGACGTTGCCTCCTTCAGTCCCTTCAGCAGATTGAGAG
TATGATTGAAGCTGAGTCCTCTGTCAAGGAGAAAGACATGACCAAAGAATTCTTTGA
GAACAAATCAGAAACATGGCCCATTGGAGAGTCCCCCAAAGGAGTGGAAGAAGGTT
CCATTGGGAAGGTCTGTAGGACTTTGTTGGCAAAGTCGGTTTTCAACAGCTTGTATGC
ATCTCCACAACTAGAAGGATTCTCAGCTGAATCAAGAAAATTGCTTCTTATCGTTCAG
GCTCTTAGGGACAATCTGGAACCTGGAACTTTTGATCTTGGGGGGCTATATGAATCA
ATTGAGGAGTGCCTGATTAATGATCCCTGGGTTTTGCTTAATGCTTCTTGGTTCAACT
CCTTCCTCACACATGCACTGAGATAGTTGTGGCAGTGCTACTGTTTGCTATCCATACT
GTCCAAAAAAGTACCTTGTTTCTACTAATAGAAGAGCGATG 
 
หมายเหตุ: บริเวณลําดบัเบสที่เปนตัวหนาและขีดเสนใตคือ บริเวณจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ 
BamHI 
 
4. ลําดับเบสของสายพนัธุกรรมสายที่ 5 NP 
NP 
GATCGCTCTTCTGGGAGCAAAAGCAGGGTAGATAATCACTCACTGAGTGACATCGAA
ATCATGGCGTCTCAAGGCACCAAACGATCATACGAACAAATGGAAACTGGTGGAGA
ACGCCAGAATGCCACGGAAATCAGAGCATCTGTCGGAAGAATGATTGGTGGAATTG
GAAGATTCTACATCCAAATGTGCACCGAACTCAAACTCAGTGATTATGAGGGACGGC
TGATTCAGAACAGCATAACAATAGAGAGAATGGTGCTCTCTGCTTTTGACGAGAGGA
GGAACAAATATCTGGAAGAACATCCAAGCGCTGGGAAAGACCCTAAGAAAACTGGA
GGACCCATATACAGGAGAATAGACGGAAAGTGGATAAGAGAACTCATCCTTTATGA
CAAAGAAGAAATAAGGAGAATCTGGCGCCAAGCCAACAATGGTGAGGATACAACAG
CCGGTCTGACTCACATGATGATCTGGCATTCCAATTTGAATGATGCCACTTATCAGAG
GACAAGAGCTCTTGTTCGCACCGGAATGGATCCCAGGATGTGCTCTCTGATGCAGGG
TTCAACTCTCCCCAGGAGGTCCGGAGCCGCAGGTGCTGCAGTCAAAGGAGTTGGGA
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CAGTGGTGATGGAGTTGATCAGAATGATCAAACGTGGAATCAATGATCGGAACTTCT
GGAGGGGTGAAAATGGACGAAGGACAAGAATTGCCTATGAAAGAATGTGCAACATT
CTCAAAGGGAAATTTCAAACAGCTGCACAGAGAGCAATGATGGATCAAGTGAGAGA
GAGCCGAAACCCAGGAAATGCTGAAATCGAAGATCTCATCTTTCTGGCACGATCCGC
ACTCATATTACGAGGATCAGTTGCACACAAGTCCTGTCTGCCTGCCTGTGTGTATGGA
CTTGCTGTAGCCAGTGGACATGACTTTGAAAGAGAGGGGTACTCTCTGGTCGGAATA
GACCCTTTCAGACTGCTTCAAAACAGCCAAGTATTCAGCCTAATCAGACCAAATGAA
AACCCAGCGCACAAGAGTCAATTAGTGTGGATGGCATGCCATTCTGCTGCATTTGAA
GATTTAAGGGTATCAAGCTTCATAAGAGGGAAAAGAGTGGTTCCAAGAGGGCAGCTT
TCCACCAGAGGGGTTCAGATTGCTTCCAATGAGAACATGGAGACTATGGACTCTAGT
ACTCTTGAACTGAGAAGCAGATACTGGGCCATAAGGACCAGAAGTGGAGGAAACAC
TAATCAACAGAGGGCATCTGCGGGCCAAATCAGCGTGCAACCTACATTCTCGGTGCA
GAGAAATCTCCCTTTTGAGAGAGCAACCGTTATGGCAGCATTCACTGGGAACACAGA
GGGAAGAACATCAGACATGAGAACCGAAATCATAAGGATAATGGAAAGTGCAAGAC
CAGAAGATGTGTCTTTCCAGGGGCGGGGAGTCTTCGAGCTCTCGGACGAAAAGGCAA
CGAGCCCGATCGTGCCTTCCTTTGACATGAGTAACGAAGGATCTTATTTCTTCGGAGA
CAATGCAGAGGAGTATGACAATTAAAGAAAATACCCTTGTTTCTACTAATAGAAGAG
CGATG 
 
หมายเหตุ: บริเวณลําดบัเบสที่เปนตัวหนาและขีดเสนใตคือ บริเวณจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ 
BspEI 
 
5. ลําดับเบสของสายพนัธุกรรมสายที่ 7 M 
M 
GATCGCTCTTCTGGGAGCAAAAGCAGGTAGATGTTGAAAGATGAGCCTTCTAACCGA
AGTCGAAACGTACGTTCTCTCTATCGTCCCATCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGC
ACAGAGACTTGAAGATGTTTTTGCAGGGAAGAACACCGATCTTGAGGCTCTCATGGA
ATGGCTAAAGACAAGACCAATCCTGTCACCTCTGACTAAGGGAATTTTAGGATTTGT
GTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAAAA
TGCCCTTAACGGGAACGGTGACCCAAATAACATGGACAAAGCAGTTAAACTGTACAG
GAAACTTAAGAGGGAGATAACATTCCACGGGGCCAAAGAAGTAGCGCTCAGTTATTC
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TGCTGGTGCACTTGCCAGTTGTATGGGCCTCATATACAACAGAATGGGGACTGTTAC
CACTGAAGTGGCATTTGGCCTAGTATGCGCAACCTGCGAACAGATTGCTGATTCCCA
GCATCGGTCTCACAGGCAAATGGTAACAACAACCAATCCACTAATCAGACATGAGAA
CAGAATGGTACTAGCCAGCACTACGGCTAAAGCTATGGAGCAAATGGCTGGATCGA
GTGAGCAAGCAGCAGAGGCCATGGAGATTGCTAGCCAGGCTAGGCAAATGGTACAA
GCGATGAGAACAGTTGGGACCCACCCGAGCTCCAGTGCTGGTCTGAAAGATGATCTT
CTTGAAAATTTGCAGGCCTACCAGAAACGAATGGGGGTGCAGATGCAACGATTCAAG
TGACCCTCTCGTTGCTGCCGCAAGCATCATTGGGATCCTGCACTTGATATTGTGGATT
CTTGATCGTCTTTTTTTCAAATGCATTTATCGTCGCCTTAAATACGGTTTGAAAAGAG
GGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCGGAGTCTATGAGGGAAGAATATCGGCAGAAACAG
CAGAGTGCTGTGGATGTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAGCTGGAGTAAAAA
ACTACCTTGTTTCTACTAATAGAAGAGCGATG 
 
หมายเหตุ: บริเวณลําดบัเบสที่เปนตัวหนาและขีดเสนใตคือ บริเวณจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ 
SacI 
 
6. ลําดับเบสของสายพนัธุกรรมสายที่ 8 NS 
NS 
GATCGCTCTTCTGGGAGCAAAAGCAGGGTGACAAAAACATAATGGATTCCAACACTG
TGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGCTTTCTTTGGCATGTCCGCAAACGGTTTGCAGACAA
AAAATTGGGTGATGCCCCATTCCTTGATCGGCTCCGCCGAGATCAAAAGTCTCTAAG
AAGAAGAGGCAGCACCCTTGGTCTGGACATCGAGACAGCCACTCGAGCTGGAAAGC
AGATAGTGGAGCGGGTTCTGGAGGAAGAATCCAACGGGGCACTTAAAATGACCATT
GCCTCTGTACCTGCTTCGCGTTACCTAGCTGACATGACTCTTGAGGAGATGTCAAGGG
ACTGGTTCATGCTCATGCCCAAGCAAAAAGTGGCAGGCTCTCTTTGTATAAGAATGG
ACCAGGCGATCATGGAAAAGAGCATCATACTGAAAGCGAACTTCAGTGTGATTTTCG
ACCGGTTGGAGACTTTAATACTACTAAGGGCTTTCACCGAAGAGGGAGCAATTGTTG
GCGAAATTTCACCATTGCCTTCTCTTCCAGGACATACTGATGAGGATGTCAAAAATGC
AGTTGGGGTCCTCATCGGAGGGCTTGAATGGAATGGTAACACGGTTCAAGTCTCTGA
AAATCTACAGAGATTCGCTTGGAGAAGCCGTAATGAGAATGGGAGATCTTCACTACC
TCCAAAACAGAAATGGAAAGTGGCGGGAACAATTAGGTCAGAAGTTTGAAGAAATA
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AGATGGTTGATTGAAGAAGTGAGACACAGACTGAAGATAACAGAGAATAGTTTCGA
GCAAATAACATTTATGCAAGCCTTGCAACTATTGCTTGAAGTGGAGCAAGAGATAAG
AACTTTCTCGTTTCAGCTTATTTAATAATAAAAAACACCCTTGTTTCTACTAATAGAA
GAGCGATG 
 
หมายเหตุ: บริเวณลําดบัเบสที่เปนตัวหนาและขีดเสนใตคือ บริเวณจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ 
XhoI 
 
9. ลําดับเบสของยีน HA ท่ีผานการดดัแปลงแลว 
HA delete4 
GTGCTGTCTCATCATTTTGGGCGAAGAATTCGAGTCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAG
CACCGGACTACTGGGTCGTACCTCCGAAGTTGGGGGGGAGCAAAAGCAGGGGTTCA
ATCTGTCAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTTTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGT
GATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATA
ATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACACAA
CGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTGAGAGATTGTAGTGT
AGCTGGATGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTGCCGGAATG
GTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGTCAATGACCTCTGTTACCCAGGGGATTT
CAATGACTATGAAGAATTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAAT
TCAGATCATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCAGTCATGAAGCCTCATTAGGGGTGAGCTC
AGCATGTCCATACCAGGGAAAGTCCTCCTTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAA
AAGAACAGTACATACCCAACAATAAAGAGGAGCTACAATAATACCAACCAAGAAGA
TCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCT
CTATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATT
GGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAGTGGAAGGATGGAGT
TCTTCTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGGAAATT
TCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAACAATTATGA
AAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCAGGTGTCAAACTCCAATGGGGGCG
ATAAACTCTAGTATGCCATTCCACAATATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCA
AATATGTGAAATCAAACAGATTAGTCCTTGCGACCGGGCTCAGAAATACCCCTCAAA
TTGAGACAAGAGGACTATTTGGGGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGG
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GAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTAC
GCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAA
CTCGATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAACAA
CTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGGTTCCTAGATG
TCTGGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAACTCTAGACTT
TCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAA
TGCAAAAGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCATAAATGTGATAATGAATG
TATGGAAAGTGTAAGAAACGGGACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAA
GACTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAATTTACCAA
ATACTGTCAATTTATTCTACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTAGCTG
GTCTATCCTTATGGATGTGCTCCAATGGGTCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAAT
TTGTGAGTTCAGATTGTAGTTAAAACCACCCTTGTTTCTACTAATAACCCGGCGGCCC
AAAATGCCGACTCGGAGcGAAAGATATACcTCCCCCGGGGCCCGGGAGGGCGCGTTC
CCG 
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ภาคผนวก ข 
เทคนิคทางพนัธุวิศวกรรม 
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อาหารเลี้ยงเชือ้แบคทีเรีย  
 
อาหารสูตร LB (Luria-Bertani medium) ประกอบดวย 

bacto-tryptone  10 กรัมตอลิตร 
bacto-yeast extract         5 กรัมตอลิตร 
NaCl   10 กรัมตอลิตร 
ปรับ pH ใหมคีา 7.0 โดยเตมิ 5 N NaOH ปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร  
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหมีปริมาตรสุดทาย 1 ลิตร และนําไปทําใหปลอดเชื้อ 

 
อิเลคโตรโฟรีซิส  (Electrophoresis)   
 

เปนวิธีการแยกและวิเคราะหชีวโมเลกุลโดยอาศัยหลักวาชีวโมเลกุลที่มีประจุตางกนัยอม
มีแรงเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาตางกัน ดีเอน็เอที่มีโครงสรางประกอบดวยหมูฟอสเฟตทําใหดเีอ็นเอมี
ประจุลบ เมื่ออยูในสนามไฟฟาจะสงผลใหเคลื่อนที่จากขั้วลบไปสูขั้วบวก จากหลักการดังกลาวจึง
ใชวิเคราะหดเีอ็นเอภายใตสนามไฟฟา ผานตัวกลางคือวุน (gel) ทําใหสามารถแยกชิน้ดีเอ็นเอตาม
ขนาดและรูปรางได 

ตัวกลางที่นยิมโดยทั่วไปคือ polyacrylamide gel และ agarose gel โดยที่ polyacrylamide 
gel มักใชในการแยกดีเอ็นเอที่มขีนาดเล็กกวา 500 คูเบส สวน agarose gel ใชในการแยกดีเอ็นเอ
ขนาด 200 bp - 20 kb   

 
องคประกอบของ 50X TAE (Tris-acetate-EDTA electrophoresis buffer)  
 

ประกอบดวย 
Tris Base   242 กรัมตอลิตร 
Glacial acetic acid  57.1 มิลลิลิตรตอลิตร 
0.5 M EDTA (pH 8.0)  100 มิลลิลิตรตอลิตร 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหมีปริมาตรสุดทายตามที่ตองการ 
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การเตรียม 1% (w/v) agarose gel 
 

1. ช่ังผง agarose มา 1 กรัม ในขวดรูปชมพู 
2. เติม 1X TAE ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงไป 
3. ใหความรอนจน agarose ละลายเปนเนื้อเดยีวกับ TAE 
4. ตั้งทิ้งไวใหอุนหรือมีอุณหภมูิประมาณ 60 องศาเซลเซียส จากนั้นเทลงใน gel chamber 

ที่เตรียมไวเสียบหวีรอจนแขง็ตัว 
5. แกะเจลที่แข็งตัวแลวออกมาจาก gel chamber ใสในเครื่องสําหรับทําelectrophoresis 

แลวเทบัฟเฟอร 1X TAE ลงไปใหทวมเจล 
 

การทํา Electrophoresis 
1. นําสารตัวอยางที่ตองการตรวจสอบผสม loading dye แลวใสลงในชองใสสาร (well) 
2. ใหกระแสไฟฟา และใชเวลาตามที่ตองการ 
3. เมื่อเสร็จสิ้นการใหกระแสไฟฟาแลวนําเจลออกมายอมในสียอม (ethidium bromide) 

(หากมีการใสลงไปในเจลแลวใหขามขั้นตอนนี้ไป) เปนเวลา 10 นาที 
4. ทําการลางสียอมออกโดยนําเจลไปแชในน้าํกลั่นที่ฆาเชื้อแลวเปนเวลา 10 นาที 
5. นําเจลที่ไดไปดูภายใตแสง UV จะเหน็แถบดีเอ็นเอที่เรืองแสง 

 
วิธีการถายฝากดีเอ็นเอสายผสมเขาสู E. coli (transformation)  
 
1. ละลาย competent cell ในหลอดปนเหวี่ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตร ซ่ึงแตละหลอดมีเซลล 50 

ไมโครลิตรในน้ําแข็ง 
2. เติมพลาสมิดดเีอ็นเอปริมาณ 5 ไมโครลิตรลงใน competent cell ที่อยูในหลอด แลวนําไปบมใน

น้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที 
3. Heat shock เซลลที่ 42 องศาเซลเซียส (สามารถใชอุณหภูมิสูงสุดไดที่ 52 องศาเซลเซียส) เปน

เวลา 20-30 วินาท ีและยายไปบมในน้ําแขง็ทันทีเปนเวลา 2 นาที 
4. เติมอาหารเหลว LB ลงไป 250 ไมโครลิตร และนําไปเลีย้งที่ 37 องศาเซลเซียส เขยา 225 รอบ

ตอนาที  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
5. นําเซลลที่ไดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะตามที่ตองการ ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 คืน 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล    นางสาว จุฑารตัน ลิดจันทร 

วัน เดือน ป ที่เกิด  1 มิถุนายน 2525 

สถานที่เกิด จังหวดัตาก 

ประวัติการศึกษา  วิทยาศาสตรบณัฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพ) 

ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน นิสิต 

สถานที่ทํางานปจจุบัน ภาควิชาจุลชีววิทยาและวทิยาภูมิคุมกัน 
คณะสัตวแพทย 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 

ทุนการศึกษาที่ไดรับ - 



 

 




