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อภิชญา คลา้ยพึ่งสินธ์ุ : การตรวจสอบ microRNAs ของเซลล์ท่ีจ  าเพาะกบัยีนของเช้ือไวรัส

ตบัอกัเสบบี จีโนไทป์ A-J. (EVALUATION OF CELLULAR MIRNAS TARGETING 

HBV GENOTYPE A-J) อ. ท่ีปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกั : ผศ.ดร.สัญชยั พยงุภร, 79 หนา้. 

microRNAs (miRNAs) เป็นอาร์เอ็นเอสายสั้นซ่ึงท าหนา้ท่ีในการควบคุมการแสดงออก
ของยนีภายในเซลล ์โดยผา่นกลไกการสลายสาย mRNAs หรือยบัย ั้งกระบวนการแปลรหสั งานวจิยั
ก่อนหนา้น้ีพบวา่ miRNA มีบทบาทสาคญัในการยบัย ั้งกระบวนการเพิ่มจ านวนของไวรัสได ้ ใน
การศึกษาคร้ังน้ีไดว้ิเคราะห์หา miRNAs ของเซลลท่ี์จ าเพาะกบัยนีของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี จีโน
ไทป์ต่าง ๆ โดยอาศยัฐานขอ้มูล miRBase และ RNAhybrid ในการวเิคราะห์ แลว้พิจารณาคดัเลือก 
miRNA จากรูปแบบการเขา้คู่กนัระหวา่ง miRNA และ mRNA ของไวรัสตบัอกัเสบบี พบวา่มี 
miRNAs ทั้งหมด 41 miRNAs ท่ีสามารถเขา้คู่กบัไวรัสตบัอกัเสบบีได ้และมี miRNAs จ านวน 14 
ชนิดท่ีสามารถเขา้คู่กบัไวรัสตบัอกัเสบบีไดห้ลายจีโนไทป์ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ hsa-mir-5193 ซ่ึงเป็น 
miRNA ท่ีเลือกมาศึกษาเพิ่มเติมในคร้ังน้ี เน่ืองจากเป็น miRNA ท่ีสามารถเขา้คู่กบันิวคลีโอไทด์
ของไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ต่าง ๆ ไดม้ากท่ีสุด ไดแ้ก่ จีโนไทป์ A, B, C, E, F, H, I และ J  

จากนั้นจึงท าการสร้าง miRNA Expression Vector และ Reporter Vector เพื่อใชใ้น
การศึกษาการท างานของ hsa-mir-5193 ในเซลลม์ะเร็งตบั ชนิด  HepG2 แลว้ตรวจสอบการท างาน
ของ miRNA โดยการวดัระดบัการแสดงออกของยนี Luciferase โดยอาศยัเทคนิค Relative 
Luciferase Assay และ real-time PCR จากผล relative luciferase assay พบวา่ hsa-mir-5193 
สามารถลด Luciferase activity ไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่ไม่สามารถยบัย ั้งการแสดงออกของ
ยนี Luciferase ในระดบั mRNA ได ้ ทั้งน้ีเป็นผลเน่ืองจากลกัษณะการเขา้คู่ระหวา่ง hsa-mir-5193 
และ mRNA ของไวรัสตบัอกัเสบบีแบบไม่สมบูรณ์ (partial complementary) จึงเกิดการยบัย ั้งไดใ้น
ระดบัการแสดงออกของโปรตีนเท่านั้น ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงเป็นขอ้มูลพื้นฐาน และมีประโยชน์ใน
การพฒันาแนวทางใหม่ส าหรับการยบัย ั้งเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีในอนาคต 
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A role of microRNA (miRNA) is regulation of gene expression by triggering mRNA 
degradation or translational repression. Recent studies demonstrated that miRNAs also plays an 
important role in viral. In this study, cellular miRNAs targeting multiple genotypes of hepatitis B 
virus (HBV) were evaluated. Candidate human miRNAs were initially predicted by miRBase and 
RNAhybrid based on hybridization pattern between miRNA and HBV nucleotide. Each genotype 
of HBV was differential targeted by different miRNAs. Furthermore, there were 14 human 
miRNAs targeting multiple genotypes of HBV. Interestingly, hsa-mir-5193 targeted almost all 
genotypes of HBV including A, B, C, E, F, H, I and J. Then the hsa-mir-5193 was evaluated by 
transfections of reporter vector and miRNA expression vector into human hepatoblastoma 
(HepG2) cells. Relative luciferase assay and RT-qPCR were used for the gene silencing analysis. 
Result revealed that hsa-mir-5193 significantly triggered down-regulation of luciferase activity 
but couldn’t reduce mRNA level. Thus, the result implied that hsa-mir-5193 might be able to 
trigger gene silencing by translational repression.  
 This study predicted the hybridization patterns between cellular miRNAs and target viral 
genes among various genotypes (A-J) and then the potential hsa-mir-5193 was confirmed by 
experimental analysis to ensure the effect of an in vitro gene silencing. The miRNAs targeting 
hepatitis B virus might be useful and have a potential for inhibition of hepatitis B viral replication 
in the future. 
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บทที ่1 

บทน า 

ความส าคัญและทีม่าของปัญหาการวจัิย 

ไวรัสตบัอกัเสบบี ในปัจจุบนัสามารถจ าแนกตามซีร่ัมวิทยาไดเ้ป็น 4 กลุ่มย่อย ไดแ้ก่ adw 
ayw adr และ ayr และสามารถจ าแนกตามความแตกต่างของลกัษณะทางพนัธุกรรมไดเ้ป็น 10 จีโน
ไทป์    (A-J) มีลกัษณะเป็นดีเอ็นเอไวรัสท่ีมีลกัษณะเป็นวงกลมสายคู่แบบไม่สมบูรณ์ (partially 
double-stranded circular DNA) ขนาดประมาณ 3,200 เบสคู่สม ประกอบดว้ย 4 overlapping open 
reading frames (ORFs) ท่ีท าหนา้ท่ีในการสร้างโปรตีนโครงสร้าง (structural protein) และโปรตีนท่ี
ไม่ใช่โครงสร้าง (non-structural protein) ของไวรัส ไดแ้ก่โปรตีน S, C, P  และ X การติดเช้ือไวรัส
ตบัอกัเสบบีถือเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีส าคญัของโลก ถึงแมใ้นปัจจุบนัจะมีวคัซีนท่ีใช้ในการ
ป้องกนัการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี แต่อตัราการติดเช้ือของประชากรก็ยงัไม่ลดลง จึงได้มีการ
พฒันาการใช ้  nucleos(t)ide analogues และ immunomodulators แต่ก็ยงัมีขอ้เสียหลายประการ เช่น 
ราคาแพง ระยะเวลาการรักษานาน การเกิดการกลายพนัธ์ุของไวรัสและท่ีมีผลขา้งเคียงต่อการรักษา
สูงจึงมีการคน้ควา้งานวจิยัต่างๆเช่น การใชไ้มโครอาร์เอน็เอ (microRNAs, miRNAs)  

miRNAs  เป็นอาร์เอ็นเอชนิดหน่ึงท่ีมีขนาด 19-25 นิวคลีโอไทด์ สร้างข้ึนจากยีน miRNAs 
ซ่ึงอยูบ่ริเวณ non-coding sequence ของจีโนมทั้งพืช สัตว ์และไวรัสดว้ยเอนไซม ์RNA polymerase 
II (RNA pol II) และผา่นกระบวนการต่างๆ จนไดล้กัษณะของ miRNAs ท่ีสมบูรณ์ โดย miRNAs 
นั้นสามารถเขา้คู่กบั mRNAs ของเป้าหมายแบบสมบูรณ์ (Perfect Complementary) จะท าให้เกิดการ
สลายของ mRNAs และอาจเกิดการเขา้คู่แบบไม่สมบูรณ์ (Partial Complementary) ซ่ึงก็เป็นผลท า
ให้เกิดการยบัย ั้งกระบวนการถอดรหสัของสาย mRNAs ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงไดท้  าการวิเคราะห์หา 
miRNAs ของเซลล์มนุษยท่ี์สามารถจบักบัไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ A-J เพื่อยบัย ั้งการแสดงออก
ของยีนต่างๆ ซ่ึงช่วยในการยบัย ั้งไวรัสตบัอกัเสบบีและอาจน าไปพฒันาในทางคลีนิกต่อไปไดใ้น
อนาคต 
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ค าถามของการวจัิย 

1. ในเซลลม์นุษยมี์ miRNAs ท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทดเ์หมาะต่อการจบักบันิวคลีโอไทดข์อง
ไวรัสตบัอกัเสบบีไดห้รือไม่ 

2. miRNAs ในเซลลม์นุษยน์ั้นจะมีความสามารถในการยบัย ั้งการแสดงออกของยนี 
luciferaseไดห้รือไม่  

วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

1. เพื่อวเิคราะห์หา miRNAs ท่ีสามารถจบักบันิวคลีโอไทดข์องไวรัสตบัอกัเสบบีได ้
2. เพื่อตรวจสอบวา่ miRNAs จะมีความสามารถในการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน luciferase   

ได ้

สมมติฐานของการวจัิย 

1. ในเซลลม์นุษยมี์ miRNAs ท่ีสามารถเขา้คู่ไดก้บัยนีของไวรัส ซ่ึงตรงตามทั้ง 3 รูปแบบ  
2. miRNAs ของเซลลม์นุษยท่ี์เขา้คู่ไดก้บัยนีของไวรัสนั้นจะสามารถยบัย ั้งการแสดงออกของ

ยนี luciferase ท าใหเ้กิดการยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัสตบัอกัเสบบีได ้
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ขอบเขตของการวจัิย 

 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

วเิคราะห์หา miRNAs ของเซลลม์นุษยท่ี์สามารถเขา้คู่ได้
กบัยนีของไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ A-J 

 

มี miRNAs ท่ีสามารถจบักบัยนี

ของไวรัสไดทุ้กจีโนไทป์หรือไม่ 

สร้าง Reporter vector (pGL3MS2/Basic) สร้าง miRNA expression vector 

 (pSilencer 3.0 H1) 

วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอกัเสบบี จีโนไทป์ A-J 

มี miRNAs ท่ีสามารถจบักบัยนีของ

ไวรัสบางจีโนไทป์เท่านั้นหรือไม่ 

วเิคราะห์ Hybridization pattern ระหวา่ง miRNAs ของ
เซลลม์นุษยก์บัยนีของไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ A-J 

 

Co-transfect เขา้สู่เซลล ์HepG2 

Luciferase assay 

Data analysis 

Real-time PCR 
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ค าจ ากดัความทีใ่ช้ในการวจัิย 

 Relative Luciferase Activity คือ การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน Firefly luciferase      
ใน reporter vector ต่อการแสดงออกของยีน Renilla luciferase ใน internal control vector เพื่อ
เปรียบเทียบผลของ miRNAs ต่อการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน Firefly luciferase ซ่ึงในบริเวณ         
3’-UTR มียนีของไวรัสท่ีสนใจแทรกอยู ่

ค าส าคัญ 

Hepatitis B virus (HBV), MicroRNAs (miRNAs) 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจัิย 

1. สามารถหา miRNAs ของเซลลม์นุษยท่ี์อาจมีความสามารถในการยบัย ั้งไวรัสตบัอกัเสบ
บีได ้

2. อาจน างานวจิยัน้ีไปพฒันาเพื่อใชใ้นทางคลีนิกต่อไปในอนาคต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

บทที ่2 

เอกสารและงานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 

ไวรัสตับอกัเสบบี (Hepatitis B Virus) 

1. ระบาดวทิยาของไวรัสตบัอกัเสบบี (Epidemiology of Hepatitis B Virus) 

การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี (Hepatitis B Virus Infection) นั้นจดัเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ี
ส าคญัของโลก เป็นผลใหมี้ประชากรเสียชีวิตเป็นจ านวน 600,000 ถึง 1 ลา้นคนต่อปี [1] โดยเฉพาะ
อยา่งยิ่งประเทศในทวีปเอเชีย แอฟริกา ยุโรปตอนใต ้และลาตินอเมริกา ซ่ึงเป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิด
โรคตบัอกัเสบแบบเฉียบพลนั (Acute Hepatitis), โรคตบัอกัเสบแบบเร้ือรัง (Chronic Hepatitis), 
โรคตบัแขง็ (Cirrhosis) และมะเร็งตบั (Hepatocellular Carcinoma หรือ HCC) [2] 

ไวรัสตบัอกัเสบบีจดัอยู่ในตระกูล Hepanaviridae ซ่ึงในปัจจุบนัสามารถจ าแนกตามซีร่ัม
วิทยาไดเ้ป็น 4 กลุ่มยอ่ย (Serotypes) คือ adw ayw adr และ ayr โดยอาศยัความจ าเพาะระหว่าง
แอนติบอดีกบัแอนติเจนบนโปรตีนพื้นผิว  (Surface Protein) หรือ HBsAg (Antigenic Determinant) 
และสามารถจ าแนกตามความแตกต่างของลกัษณะทางพนัธุกรรมไดเ้ป็น 10 จีโนไทป์ (A-J) โดยใช้
เกณฑ์ของ   ความแตกต่างท่ีมากกวา่ร้อยละ 8 ของล าดบันิวคลีโอไทด์ในจีโนม [3] และยงัสามารถ
แบ่งเป็นจีโนไทป์ยอ่ย (Subgenotypes)โดยแบ่งตามต าแหน่งทางภูมิศาสตร์ (Geographic Origin) [4] 
โดยพบว่า จีโนไทป์ A พบในกลุ่มประเทศท่ีตั้งอยู่ทางตอนใตข้องทะเลทรายซาฮาราในทวีป
แอฟริกา (SubgenotypeA1), ยุโรปตอนเหนือ (SubgenotypeA2) , และแอฟริกาตะวันตก 
(Subgenotype A3) จีโนไทป์  B  พบไดท้ัว่ไปในประเทศญ่ีปุ่น (Subgenotype B1), เอเชียตะวนัออก 
(Subgenotype B2-B5), อลาสกา้แคนาดาตอนเหนือ และกรีนแลนด์ (Subgenotype B6) ส่วนจีโน
ไทป์ C (Subgenotype C1-C5) นั้นจะพบมากในประเทศจีนญ่ีปุ่น และเกาหลี [5] จีโนไทป์ D ไดแ้ก่ 
Subgenotype D1-D5 พบในทวปีแอฟริกา ยโุรป ประเทศแถบเมดิเตอเรเนียนและอินเดีย จีโนไทป์ E 
พบโดยทัว่ไปในแถบของแอฟริกาตะวนัตก จีโนไทป์ F ประกอบดว้ย Subgenotype F1-F4 พบใน   
ทวีปอเมริกากลางและใต ้ส่วนจีโนไทป์ H พบในประเทศฝร่ังเศส เยอรมนัและอเมริกา [6, 7] จาก
รายงานล่าสุดคน้พบจีโนไทป์ I ในประเทศลาวและเวียดนาม [8, 9] และจีโนไทป์ J พบในประเทศ
ญ่ีปุ่น [10] ดงัตารางท่ี 1 
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ตารางที ่1 แสดงการกระจายสายพนัธ์ุของไวรัสตับอกัเสบบี 
จีโนไทป์ ต าแหน่งทางภูมิศาสตร์ 

A1 ตอนใตข้องทะเลทรายซาฮาราในทวีปแอฟริกา 
A2 ยโุรปตอนเหนือ 
A3 แอฟริกาตะวนัตก 
B1 ญ่ีปุ่น 
B2-B5 เอเชียตะวนัออก 
B6 อลาสกา้, แคนาดาตอนเหนือ, กรีนแลนด์ 
C จีน, ญ่ีปุ่น, เกาหลี 
D1-D5 แอฟริกา, ยโุรป, ประเทศแถบเมดิเตอเรเนียน, อินเดีย 
E แอฟริกาตะวนัตก 
F1-F4 อเมริกากลาง, อเมริกาใต ้
I ลาว, เวยีดนาม 
J ญ่ีปุ่น 

 ประเทศไทยนั้นเป็นประเทศหน่ึงในทวีปเอเชียท่ีพบวา่มีอตัราการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี
ค่อนขา้งสูง ซ่ึงพบว่า ส่วนใหญ่เกิดจากการติดเช้ือจากแม่ไปสู่ลูก [11] โดยเฉพาะอยา่งยิ่งไวรัสตบั
อกัเสบ   จีโนไทป์ B และ C ซ่ึงพบว่ามีความชุกของการติดเช้ือ (Prevalence) ถึง 11.6 และ 87.1 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั [12] 

2. ไวรัสวทิยาของไวรัสตบัอกัเสบบี (Molecular Virology of Hepatitis B Virus) 

ไวรัสตับอักเสบบีมีลักษณะเป็นอนุภาคทรงกลมขนาดประมาณ 42 นาโนเมตร ซ่ึง
ประกอบดว้ยเยื่อหุ้ม (Envelop) ซ่ึงห่อหุ้ม Icosahedral Nucleocapsid Core Antigen (HBcAg) ท่ีมี
จีโนมของไวรัส (Viral genome) และดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA Polymerase) อยู่ส่วนของเยื่อหุ้ม
นั้นจะประกอบดว้ยโปรตีนพื้นผิว (Surface Protein) ท่ีมีขนาดใหญ่ (Large Surface Protein) ขนาด
กลาง (Medium Surface Protein), และขนาดเล็ก (Small Surface Protein) ดงัรูปท่ี 1  
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รูปที ่1 แสดงลกัษณะโครงสร้างของไวรัสตับอกัเสบบี [13] 

จีโนมของไวรัสตบัอกัเสบบีมีลกัษณะเป็นดีเอ็นเอไวรัสท่ีมีลกัษณะเป็นวงกลมสายคู่แบบ
ไม่สมบูรณ์ (Partially Double-Stranded Circular DNA) ท่ีมีความยาวประมาณ 3,200 เบสคู่สม โดย
ประกอบดว้ยสายลบ (Minus Strand) ท่ีมีความยาวประมาณ 3,020-3,320 เบสคู่สมและสายบวก 
(Plus Strand) ท่ีมีความยาวไม่แน่นอน โดยสายทั้งสองจะเช่ือมต่อกนัในต าแหน่ง Direct Repeat 
(DR) ไดแ้ก่ DR1 และ DR2 การควบคุมการแสดงออกของยีนในไวรัสนั้น จะประกอบดว้ยหน่ึง
หรือหลาย Enhancer ท่ีไปควบคุม ไดแ้ก่ Enh1 และ Enh2 [14] ดงัรูปท่ี 2 

นอกจากน้ียงัประกอบดว้ย 4 Overlapping Open Reading Frames (ORFs) เป็นส่วนของยีน
ท่ีท าหนา้ท่ีในการสร้างโปรตีนโครงสร้าง (Structural Protein) และโปรตีนท่ีไม่ใช่โครงสร้าง (Non-
Structural Protein) ของไวรัสตบัอกัเสบบี ไดแ้ก่ 

(1) S ORF ประกอบดว้ยยีนท่ีใชใ้นการสร้างโปรตีนพื้นผิว (Surface Protein) 
หรือ HBsAg 3 ชนิด ไดแ้ก่ Small Surface Protein (S), Medium Surface Protein (S+Pre-S2)  และ 
Large Surface Protein (S+Pre-S1+Pre-S2) ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัของ Envelop ของไวรัส 

(2) C ORF ประกอบดว้ย Core Gene ท่ีสร้าง Core Protein และ HBeAg 
(3) P ORF หรือเรียกอีกอย่างว่า พอลิเมอเรส (Polymerase (Pol)) ท าหนา้ท่ี

สร้างพอลิเมอเรสท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเพิ่มจ านวนของไวรัส (Viral Replication) 
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(4) X ORF ท าหน้าท่ีสร้างโปรตีน X หรือ Hepatitis B x Antigen ซ่ึงมี
ความส าคญัในการยบัย ั้งการท างานของ p53 ซ่ึงเป็นยนีท่ีสามารถตา้นการเกิดมะเร็งได ้[15]  

 

รูปที ่2 แสดงลกัษณะโครงสร้างจีโนมของไวรัสตับอกัเสบบี  [16] 

3. วฏัจกัรการจ าลองตวัเองของไวรัสตบัอกัเสบบี (HBV Life Cycle) 

 ไวรัสตบัอกัเสบบีเขา้สู่เซลล์ตบัโดยอาศยัการจบักบั Hepatocyte-SpecificPreS1-Receptor  
ซ่ึงปัจจุบันกลไกดังกล่าวนั้ นย ังไม่ทราบเป็นท่ีแน่ชัด หลังจากนั้ นไวรัสจะถอดเปลือกหุ้ม 
(Uncoated)    แลว้นิวคลีโอแคพซิด (Nucleocapsid) จะถูกขนส่งเขา้ไปยงันิวเคลียสของเซลล์ตบัใน
รูปของ partiallydouble-stranded viral relaxed circular DNA (rcDNA) ซ่ึงจะท าหนา้ท่ีสร้างดีเอ็นเอ
สายบวก (Plus Strand) ให้สมบูรณ์ท่ีเรียกวา่ covalently closed circular DNA (cccDNA) [17] จาก
งานวจิยัท่ีผา่นมานั้นพบวา่ cccDNA ประมาณ 1-50 โมเลกุลจะอยูใ่นรูปของ Minichromosomes ซ่ึง
เป็นตน้แบบในการสร้าง mRNA หรือท่ีเรียกวา่ Subgenomic RNA (sgRNA) และ Pregenomic RNA 
(pgRNA) โดย pgRNA ท่ีมีขนาด 3,500 คู่เบส นั้นจะถูกน าไปสร้างเป็น Core Protein และเอนไซม์
พอริเมอเรส (Polymerase) ส่วน sgRNA จะถูกน าไปสร้างเป็น X Protein และโปรตีนพื้นผิว 
(Surface Protein)  ทั้ง 3 ชนิด [18] ดงัรูปท่ี 3  
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รูปที ่3 แสดงการถอดรหัสจาก mRNA เป็นโปรตีนชนิดต่างๆของไวรัสตับอกัเสบบี [18] 

 pgRNA จะเกิดกระบวนการ Encapsidation เพื่อรวมตวักับพอลิเมอเรส (Polymerase)  
ก่อนท่ีจะถูกห่อหุ้มดว้ย Core Protein โดยภายในนิวคลีโอแคพซิด (Nucleocapsid) จะมีการสร้างดี
เอน็เอสายลบ (Minus Strand) เพื่อเป็นตน้แบบในการสร้างดีเอ็นเอสายบวก (Plus Strand) โดยอาศยั 
sgRNA ต่อไป  นิวคลีโอแคพซิด (Nucleocapsid) ส่วนหน่ึงจะถูกขนส่งไปยงันิวเคลียสเพื่อท าหนา้ท่ี
ในการเพิ่มจ านวน cccDNA และส่วนหน่ึงจะถูกลอ้มรอบดว้ยโปรตีนพื้นผิว (Surface Protein) และ
ส่งออกไปยงันอกเซลลต์บัผา่นทาง endoplasmicreticulum (ER) [17] ดงัรูปท่ี 4  
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รูปที ่4 แสดงวฏัจักรการจ าลองตัวเองของไวรัสตับอกัเสบบี (HBV Life Cycle) [19] 

4. การรักษาการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี (Anti-viral treatments) 

 ในปัจจุบนัมีการพฒันาน าเอาวคัซีนมาใชใ้นการป้องกนัการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี โดย
อาศยัส่วนของโปรตีนพื้นผิวของไวรัสตบัอกัเสบบี (HBsAg) นอกจากน้ียงัไดมี้การพฒันายาต่างๆ
ข้ึนมาใชใ้นการรักษาผูท่ี้ติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี ไดแ้ก่ 

(1) กลุ่ม Immunomodulators ไดแ้ก่ interferon (IFN-α) และ pegylated IFN 
  (2) กลุ่ม Nucleoside หรือ nucleotide Analogues เช่น lamivudine (Epivir), 
adefovir (Hepsera), telbivudine (Tyzeka), entecavir (Baraclude) และ tenofovir (Viread) 

การใช้ยาในกลุ่มขา้งตน้นั้นมีทั้งขอ้ดีและขอ้เสียท่ีแตกต่างกนั ยกตวัอย่างเช่น ยาในกลุ่ม 
Nucleoside หรือ Nucleotide Analogues มีขอ้เสียคือตอ้งอาศยัเวลาในการรักษานานและอาจเป็นผล    
ท าให้ไวรัสเกิดการกลายพนัธ์ุได้อีกดว้ย ส่วนยากลุ่ม interferon นั้นมีขอ้เสียคือ มีราคาแพงและมี
ผลขา้งเคียงต่อการรักษาสูงมาก [20] 
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MicroRNAs (MiRNAs) 

 กลไกการสร้าง miRNAs 

MicroRNAs (MiRNAs) เป็นอาร์เอน็เอสายสั้นๆ ขนาดประมาณ 19-25 นิวคลีโอไทด์ สร้าง
ข้ึนจากยีน miRNAs ซ่ึงอยู่บริเวณ non-coding sequence ของจีโนมทั้งพืช สัตว ์และไวรัสดว้ย
เอนไซม ์RNA polymerase II (RNA pol II) ไดเ้ป็น primary miRNA (pri-miRNA) ท่ีมีลกัษณะเป็น 
hairpin loop จากนั้นจะถูกตดัให้มีขนาดเล็กลงดว้ย RNaseIII domain หรือ Drosha โดยต าแหน่งท่ี
ตดัจะอยูป่ระมาณ 11 นิวคลีโอไทด์จากส่วนท่ีเป็น hairpin loop เกิดเป็น precursor-miRNAs (pre-
miRNAs) มีขนาดประมาณ 60-70 นิวคลีโอไทด์จากนั้นจะถูกส่งไปยงัไซโทพลาสซึมผ่านทาง
โปรตีน Exportin-5   จากนั้น pre-miRNAs จะถูกตดับริเวณส่วนท่ีเป็น loop ออกดว้ยเอนไซม ์
RNase III dicer เกิดเป็น RNA สายคู่ (duplex) ท่ีมีบางส่วนไม่เขา้คู่กนั ท าให้เกิดการแยกสายเป็น
สายเด่ียวโดยเอนไซม์ helicase  ซ่ึงสายหน่ึงจะไปรวมตวักบั RNA-inducing silencing complex 
(RISC) ท าหนา้ท่ีควบคุมการแสดงออกของยนี [21, 22] ดงัรูปท่ี 5 

 

รูปที ่5 กลไกการสร้าง microRNA (miRNAs) [23] 
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หาก miRNAs สามารถเข้าคู่กับ mRNAs ของเป้าหมายแบบสมบูรณ์ (perfect 
complementary)จะท าให้เกิดการสลายของ mRNAs แต่ถา้หากมีการเขา้คู่แบบไม่สมบูรณ์ (partial 
complementary) ก็จะเป็นผลท าใหเ้กิดการยบัย ั้งกระบวนการถอดรหสัของสาย mRNAs ได ้[24] 
 จากการศึกษาของ Brennecke และคณะในปี 2005 [25] พบว่าความจ าเพาะของ miRNA 
และ mRNA ข้ึนกบับริเวณท่ีจบักนั (target binding site) ซ่ึงมกัอยูใ่นต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 2-8 
จากทางดา้นปลาย 5' ของ miRNA จบักบับริเวณ 3'-untranslated region (3'-UTR) ของ mRNA 
เป้าหมาย โดยสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 รูปแบบ ไดแ้ก่ 

(1) 5' seed คือ การเขา้คู่กนัระหว่าง miRNA และ mRNA ของเป้าหมายใน
ต าแหน่งนิวคลีโอไทดท่ี์ 2-8 เฉพาะดา้นปลาย 5' ของ miRNA 

(2) 5' canonical คือ การเขา้คู่กนัท่ีต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 2-8 ทางดา้นปลาย 5' 
ของ miRNA และมีบางส่วนของดา้นปลาย 3' ของ miRNA ซ่ึงเป็นรูปแบบท่ีดีท่ีสุดในการเขา้คู่กนั 

(3) 3' compensatory คือ การเขา้คู่กนัโดยอาศยัดา้น 3' ของ miRNA จบักบั mRNAs 
และมีบางส่วนของดา้น 5' ของ miRNA จบักบั mRNA ดว้ย  ซ่ึงจะพบรูปแบบน้ีนอ้ยท่ีสุดดงัรูปท่ี 6 

 

รูปที ่6 รูปแบบของการเข้าคู่กนัระหว่าง miRNA และ mRNA เป้าหมายดัดแปลงจาก [25] 

อีกทั้งยงัมีการรายงานเก่ียวกบั miRNAs ท่ีสามารถถอดรหัสจากไวรัส เช่น herpesviruses 
(HSVs) [26] Epstein–Barr-Virus 3 (EBV) [27] Simian Virus 40 (SV40) [28] และ human 
immunodeficiency virus-1 (HIV-1) 4 [29] และ miRNAs ท่ีถอดรหสัมากจากเซลล์เป้าหมายดว้ย 
เช่น primate foamy virus type 6 1 (PFV-1) [30] vesicular stomatitis virus (VSV) [31] และ 
hepatitis C virus (HCV) [32] 

ท่ีผ่านมายงัมีงานวิจยัหลายงานท่ีไดท้  าการศึกษาเก่ียวกบั miRNAs ท่ีสามารถไปรบกวน
การเพิ่มจ านวนของไวรัสตบัอกัเสบบีได ้เช่น hsa-miR-125a-5p [33] hsa-miR-122 [34] miR-199-
3p, miR-210 [35] เป็นตน้ 
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ปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction) 

 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือ PCR เป็นกระบวนการสังเคราะห์ดีเอน็เอท่ีเกิดข้ึนในหลอด
ทดลอง (In Vitro) โดยไม่ตอ้งอาศยัเซลลข์องส่ิงมีชีวติ ท าใหไ้ดดี้เอน็เอเฉพาะบริเวณของยีนท่ีสนใจ
เป็นปริมาณมาก โดยขั้นตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอนั้นจะประกอบไปดว้ย 3 ขั้นตอนซ ้ าเป็นจ านวน 
35-40 รอบ ไดแ้ก่  

1. ขั้นตอนการแยกสายของดีเอ็นเอ (Denaturation) เป็นขั้นตอนท่ีท าให้ดีเอ็นเอนั้น
เส่ือมสภาพ โดยเปล่ียนจากดีเอ็นเกลียวคู่เป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว ซ่ึงจะใช้อุณหภูมิประมาณ 94-95 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 นาที 

2. ขั้นตอนการจบัของไพรเมอร์กบัดีเอ็นเอท่ีเป็นแม่แบบ (Annealing) เป็นขั้นตอน
การจบักนัระหวา่งไพรเมอร์ท่ีออกแบบให้คู่สมกบัดีเอ็นเอแม่แบบ โดยใช้อุณหภูมิประมาณ 55-58 
องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 30 วนิาที 

3. ขั้นตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ (Extension) โดยจะสังเคราะห์จากดา้น 
5' ไปยงัดา้น 3' ของไพรเมอร์ท่ีอุณหภูมิประมาณ 72 องศาเซลเซียส ซ่ึงสามารถตรวจสอบขนาดของ
ผลิตภณัฑไ์ดโ้ดยการท า agarose gel electrophoresis 

Real-Time Polymerase Chain Reaction (Real-Time PCR) 

 Real-Time PCR จดัเป็นเทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีมีความไวสูงและสามารถ
ตรวจสอบปริมาณการเพิ่มข้ึนของดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนจริง ณ เวลานั้นไดโ้ดยอาศยัสารเรืองแสง เช่น 
SYBR Green ซ่ึงจะไปแทรกบริเวณของ minor groove ของดีเอ็นเอ หลงัจากถูกกระตุน้จะท าให้มี
การคายพลงังานออกมาในรูปของแสง  
 การแทรกตวัของสารเรืองแสงท่ีบริเวณ minor groove ของดีเอ็นเอนั้นจะเป็นไปอยา่งไม่
จ  าเพาะ ซ่ึงสามารถไปแทรกตวับริเวณของไดเมอร์หรือผลิตภณัฑ์อ่ืนท่ีไม่ตอ้งการได ้ดงันั้นจึงตอ้ง
อาศยัการเปรียบเทียบดว้ยค่า melting  temperature (Tm) ซ่ึงเป็นค่าท่ีแปรผนัตรงกบัเปอร์เซ็นต ์GC 
และความยาวของสายดีเอ็นเอ โดยค่า Tm ของไดเมอร์หรือผลิตภณัฑ์อ่ืนท่ีไม่ตอ้งการนั้นจะมีค่าต ่า
กวา่ค่า Tm ของผลิตภณัฑ ์เน่ืองจากมีขนาดท่ีสั้นกวา่ โดยสามารถวเิคราะห์ไดจ้าก melting curve 
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การตรวจสอบการแสดงออกของ miRNAs โดยอาศัยเทคนิค RT-qPCR 

 ในปัจจุบนัการศึกษาเก่ียวกบั miRNAs เพิ่มมากข้ึน จึงมีการพฒันาเทคนิคต่างๆเพื่อใชใ้น
การวดัการแสดงออกของ miRNAs เช่น Northern Blot [36], Microarray [37] และ Real-Time PCR 
ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีเร่ิมคิดคน้ในปี 2005 โดย Chen และคณะ [38] ซ่ึงจะอาศยั stem-loop RT primer 
และ   TaqMan Probe ในขั้นตอนของ Real-Time PCR 
 ต่อมา Rui Shi และ Vincent L. Chiang ไดมี้การพฒันาเทคนิคโดยอาศยั poly(T)-adapter 
primers ซ่ึงเป็น universal primers ท าให้เทคนิคน้ีมีราคาท่ีต ่ากวา่เทคนิคแรก แต่ก็มีความจ าเพาะ
(Specificity) ท่ีต ่าดว้ย เน่ืองจากมีโครงสร้างเป็นเส้นตรง (Linear Structure) ท าให้สามารถเขา้คู่กบั 
double-stranded genomic DNA ได ้[39] นอกจากน้ี ยงัมีการดดัแปลงไพรเมอร์โดยน า  locked     
nucleic acid (LNA) มาใชเ้พื่อเพิ่มค่าของ Tm และความจ าเพาะให้สูงข้ึน แต่ต่อมาพบวา่  LNA จะ
ไป ลดประสิทธิภาพในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ (Amplification Efficiency) และยงัมีผลท าให้การจบั
ของ    ดีเอน็เอพอลิเมอเรส (DNA Polymerase) ไม่ดีอีกดว้ยต่อมาจึงไดมี้การปรับปรุงเทคนิคขา้งตน้
เพื่อน ามาใช ้[40] 

เทคนิคน้ีประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนไดแ้ก่  
(1) Polyuridylation เป็นการเติม UTP จ านวนมากกวา่ 100 ต าแหน่งท่ีบริเวณปลาย 

3’ ของอาร์เอน็เอโดยอาศยัเอนไซม ์Poly (U) Polymerase 
(2) Reverse Transcription เป็นเทคนิคการสร้าง cDNA โดยอาศยั universal poly 

(A) stem-loop RT primers หรือ SL-poly (A) ซ่ึงประกอบดว้ย 2 ส่วนท่ีส าคญั คือ  
(2.1) 3'-poly (A) ซ่ึงเป็นส่วนท่ีจะไปจบักบั Poly (U) ของ miRNAs โดยมี 

Degenerated Anchor Sequence อยูท่ี่ปลาย 3’ เพื่อเป็นต าแหน่งจบัของ miRNA 
(2.2) 5'-Stem-Loop ซ่ึงเป็นต าแหน่งจบัของ Universal Reverse Primer ใน

ขั้นตอน Real-Time PCR 
(3) Real-Time PCR โดยอาศยั miRNA-SpecificForward Primer และ Universal 

Reverse Primer ดงัรูปท่ี 7 
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รูปที ่7 แสดงเทคนิคทีใ่ช้ในการตรวจสอบการแสดงออกของ miRNAs โดยประกอบด้วย 3 ขั้นตอน 
ได้แก่  Polyuridylation, RT Reaction และ Real-TimePCR [40] 

การทดสอบ Luciferase 

 การทดสอบ Luciferase นั้นเป็นการทดสอบโดยอาศยัการท างานของ Firefly และ Renilla 
luciferases ภายในตวัอย่างเดียวกนัซ่ึง Firefly luciferase (Photinus pyralis) เป็นโปรตีนท่ีมีขนาด
ประมาณ 61 กีโลดาลตนั และสามารถปล่อยพลงังานออกมาในรูปของแสงท่ีความยาวคล่ืน 560          
นาโนเมตร โดยผา่นปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ Beetle Luciferin ซ่ึงจะอาศยัพลงังานในรูปของ ATP, 
Mg2+  และออกซิเจน  

Renilla luciferase (Renilla reniformis หรือท่ีเรียกวา่ sea pansy) เป็นโปรตีนท่ีมีขนาด
ประมาณ 36 กิโลดาลตนั และสามารถปล่อยพลงังานออกมาในรูปของพลงังานแสงเช่นเดียวกบั 
Firefly Luciferase ท่ีความยาวคล่ืน 480 นาโนเมตรดงัรูปท่ี 8  



16 

 

รูปที ่8 แสดงปฏิกิริยา  Bioluminescent โดยอาศัย Firefly and Renilla luciferases [41] 

 
  
 



 
 

บทที ่3 

วธีิด าเนินการวจัิย 

รูปแบบการวจัิย 

 การวิจยัน้ีเป็นงานวิจยัเชิงทดลอง (Experimental research) และไดผ้่านการพิจารณาจาก
คณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั (Chulalongkorn University Ethics Committee) 

วสัดุ อุปกรณ์ และสารเคมีทีใ่ช้ในการวจัิย 

 1. สารเคมีส าหรับเตรียม Annealing Buffer 

  - Tris (AMRESCO) 
  - NaCl (Merck) 
  - EDTA (Sigma) 
 2. สารเคมีส าหรับ การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction digestion) 

  - NheI (Thermo Sciencetific) 
  - XhoI (Thermo Sciencetific) 
  - BamHI (Thermo Sciencetific) 
  - HindIII (Thermo Sciencetific) 
  - 10X Buffer Tango™ (Thermo Sciencetific) 
  - 10X Buffer BamHI (Thermo Sciencetific) 
 3. สารเคมีส าหรับ Ligation, Cloning และการสกดัพลาสมิด 

  - T4 DNA Ligase (Thermo Sciencetific) 
  - DifcoTM Agar Technical (Becton Dickinson) 

- BactoTMTryptone (Becton Dickinson) 
  - BactoTM Yeast Extract (Becton Dickinson) 
  - NaCl (Merck) 
  - E. Coli DH-5α (RBC Bioscience) 
  - Amplicillin (General Drugs House) 
  - Kanamycin (General Drugs House) 
  - RBC Real Genomics HiYieldTM Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience Cat No. 
YPD100) 
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 4. อุปกรณ์ และสารเคมีส าหรับตรวจสอบยนีด้วยวธีิ Polymerase Chain Reaction (PCR) 

  - Thermal Cycler 
  - Distilled Water (DW) 
  - Master Mix (5 PRIME) 
  - ไพรเมอร์ (1st Base) 
 5. สารเคมีส าหรับ Agarose Gel Electrophoresis 

  - Agarose (Invitrogen Cat No. 75510-019) 
  - 1x TBE 
  - Ethidium Bromide (AMRESCO) 
  - 1Kb และ 100 Bp Marker (RBC Bioscience Cat No.RD001) 
  - Transilluminator (Biogenomed) 

- Electrophoresis (Major Science) 
 6. สารเคมีส าหรับการสกดัดีเอน็เอจาก Agarose Gel ให้บริสุทธ์ิ 

  - HiYield Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience) 
 7. อุปกรณ์ และสารเคมีส าหรับเลีย้งเซลล์ 

  - DMEM (Thermo Scientific) 
  - Fetal Bovine Serum (FBS) 
  - Antibiotic-Antimycotic (Gibco® by Life Technologies) 
  - Trypsin 0.25% (1X) Solution (HyClone®) 
  - Tissue Culture Flask (TPP) 
  - Serological Pipette (TPP) 
  - หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตรและ 50 มิลลิลิตร (Axygen Scientific) 
  - ตูบ้่ม 37 องศาเซลเซียสท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด ์5 เปอร์เซ็นต ์
  - เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Universal 320 R) 
 8. วสัดุ และสารเคมีส าหรับ Transfection 

  - Lipofectamine®2000 Reagent (Invitrogen) 
  - Opti-MEM®I (1X) Reduced Serum Medium (Gibco) 
  - 96-well plate (TPP) 
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 9. สารเคมีส าหรับสกดัอาร์เอ็นเอ 

  - RBC Real Genomics Total RNA Extraction Kit (Blood/Bacteria/Cultured 
Cells)(RBC Bioscience Cat No. YRB50) 

10. สารเคมีทีใ่ช้ในกระบวนการ Polyuridylation 

 - Poly (U) Polymerase (New England Biolabs) 
 - Ribonucleotide Solution Set (NTP Set) (New England Biolabs) 
11. สารเคมีทีใ่ช้ในการก าจัดดีเอน็เอ  

 - RQ1 RNase-Free DNase (Promega) 
12. สารเคมีทีใ่ช้ในกระบวนการ Reverse Transcription 

 - HelixCriptTM Thermo Reverse Transcriptase (Nanohelix) 
 13. อุปกรณ์ และสารเคมีส าหรับท า Real-Time PCR 

  - Applied BiosystemStepOnePlusTM Real-Time PCR Systems 
  - SYBR® GreenERTMqPCR SuperMix Universal (Invitrogen) 
 14. อุปกรณ์ และสารเคมีส าหรับ Dual-Luciferase Assay 

  - Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega) 
  - Microplate Reader 
  - 96-Well Plate White Opaque (Costar®) 
 15. วสัดุ และอุปกรณ์ทัว่ไปส าหรับงานวจัิย 

  - Heat box (Bioer Technology) 
  - Mini Centrifuge (Eppendorf) 
  - ตูบ้่ม 37 องศาเซลเซียส (Biosan) 
  - MicroCentrifuge Tube ขนาด 0.2 และ 1.5 มิลลิลิตร (Axygen) 
  - Tip ขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (Neptune) 
  - Pipette ขนาด 3, 10, 20, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (Biohit) 
 16. โปรแกรมคอมพวิเตอร์ทีใ่ช้ในการวเิคราะห์การทดลอง 

  - miRBase (http://www.mirbase.org/) 
  - RNAhybrid (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/welcome.html) 
  - BioEdit Sequence Alignment Editor (Version 7.0.4.1) 
  - Oligos Primer Design Software (Version 9.1) 
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วธีิด าเนินการวจัิย 

1. การวเิคราะห์และคัดเลอืก miRNAs ทีจั่บกบัล าดับนิวคลโีอไทด์ของไวรัสตับอกัเสบบ ี

ตารางที ่2 แสดง Accession numbers ทีร่ะบาดในปัจจุบันของไวรัสตับอกัเสบบีจีโนไทป์ A-J 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

1.1 วิเคราะห์หา miRNAs ของมนุษยโ์ดยใส่ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบั
อกัเสบบีจีโนไทป์ A-J ในฐานขอ้มูล miRBase (http://www.mirbase.org/) และน าล าดบันิวคลีโอ
ไทดข์อง mature miRNAs ท่ีไดจ้ากฐานขอ้มูล miRBase มาวิเคราะห์เพื่อดูลกัษณะการเขา้คู่ระหวา่ง 
miRNAs กับไวรัสตับอัก เสบบีโดยอาศัยฐานข้อมูล  RNAhybrid (http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/rnahybrid/welcome.html) โดยพิจารณาจากลกัษณะของการเขา้คู่ ดงัน้ี 

5' Canonical พิจารณานิวคลีโอไทด์ต าแหน่งท่ี 2-8 (Seed Region) จากทาง        
ดา้น 5' ของ miRNA เทียบกบั mRNA ตอ้งมีนิวคลีโอไทดท่ี์เขา้คู่กนัอยา่งนอ้ย 6 ต าแหน่ง และมีการ
เขา้คู่กนัในปลายดา้น 3' ดว้ย 

5' Seed พิจารณานิวคลีโอไทด์ต าแหน่งท่ี 2-8 (Seed Region) จากทางดา้น 5' ของ 
miRNA เทียบกบั mRNA ตอ้งมีนิวคลีโอไทดท่ี์เขา้คู่กนัอยา่งนอ้ย 6 ต าแหน่ง แต่ไม่มีการเขา้คู่กนัใน
ปลายดา้น 3' 

3' Compensatory นิวคลีโอไทด์ดา้นปลาย 3' ของ miRNAs มีการเขา้คู่กนัอย่าง             
นอ้ยคร่ึงหน่ึงกบัสายของ mRNAs 

Hepatitis B virus Accession number 
Genotype A AM282986 
Genotype B DQ361535 
Genotype C EU498227 
Genotype D X80926 
Genotype E AB091255 
Genotype F AB116654 
Genotype G AB056513 
Genotype H AY090457 
Genotype I AF241409 
Genotype J AB486012 
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1.2 เลือก miRNAs ท่ีสามารถเขา้คู่กบัไวรัสตบัอกัเสบบีทุกจีโนไทป์เพื่อน ามา
ศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งไวรัสต่อไป 

2. การออกแบบและเข้าคู่นิวคลโีอไทด์สายยาว 

  2.1 นิวคลโีอไทด์สายยาวของยนีทีส่นใจ 

(1) ออกแบบนิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีสนใจโดยก าหนดให้มีต าแหน่งตดั
จ าเพาะเป็น XhoI และ NheI 

(2) ละลายนิวคลีโอไทดส์ายยาวแต่ละสายดว้ย TE Buffer ให้ไดเ้ป็นความ
เขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ 

(3) เจือจางดว้ย Nuclease-Free Water ให้ไดค้วามเขม้ขน้ 10 ไมโคร-     
โมลาร์ 

(4) วดัความเขม้ขน้ของนิวคลีโอไทด์ท่ี A260 และปรับให้ไดค้วามเขม้ขน้
เป็น 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 

(5) เตรียม 25 ไมโครลิตรของ Annealing Mixture ดงัตารางท่ี 3 

ตารางที ่3 แสดงปริมาณสารทีใ่ช้ในการเช่ือมนิวคลีโอไทด์สายยาว 

สารเคมีทีใ่ช้ ปริมาณ (ไมโครลติร) 
Top strand 1 
Bottom strand 1 
1X annealing buffer 23 
ปริมาตรรวม 25 

(6) บ่มท่ี 90 องศาเซลเซียส 3 นาที ตามดว้ย 37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง 
(7) เจือจางนิวคลีโอไทดท่ี์เขา้คู่กนัแลว้ 10 เท่าใน Nuclease-Free Water 

 2.2 นิวคลโีอไทด์สายยาวทีใ่ช้เป็น miRNA template และ FLuc template 

(1) อาศยัการสร้าง miRNA และ FLuc ตามรูปท่ี 8 
(2) ละลายนิวคลีโอไทด์สายยาวแต่ละสายด้วย 100 ไมโครลิตรของ 

Nuclease-Free Water และเจือจาง 1 ไมโครลิตร ของนิวคลีโอไทด์แต่ละสายดว้ย TE buffer ใน
อตัราส่วน 1:100  

(3) วดัความเขม้ขน้ของนิวคลีโอไทด์ท่ี A260 และปรับให้ไดค้วามเขม้ขน้
เป็น 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรดว้ย TE buffer 
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รูปที ่9 แสดงตัวอย่างในการออกแบบ miRNA 

(4) เตรียม 25 ไมโครลิตรของ Annealing mixture ดงัตารางท่ี 4 

ตารางที ่4 แสดงปริมาณสารทีใ่ช้ในการเข้าคู่ของนิวคลีโอไทด์สายยาว 

สารเคมีทีใ่ช้ ปริมาณ (ไมโครลติร) 
Top strand 1 
Bottom strand 1 
1X annealing buffer 23 
ปริมาตรรวม 25 

(5) บ่มท่ี 90 องศาเซลเซียส 3 นาที และ 37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง 
(6) น านิวคลีโอไทด์ท่ีได ้5 ไมโครลิตรเจือจางใน Nuclease-Free Water 

45 ไมโครลิตร 
 3. วธีิการตัดต่อยนีเข้าพลาสมิด (Plasmid Construction) 

  3.1 วธีิเตรียม Competent cell 

   (1) น า Single colony ของแบคทีเรีย E. coli ลงใน LB (Luria Bertani)  
(1% (w/v) Tryptone, 0.5%  (w/v) yeast extract, 1% (w/v) NaCl) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และบ่มท่ี 
37 องศาเซลเซียส 16-18 ชัว่โมง 

(2) น าเช้ือท่ีเล้ียงขา้มคืนมาใส่ในขวดชมพู่ท่ีมี LB 200 มิลลิลิตรและบ่มท่ี 
37 องศาเซลเซียสประมาณ 3 ชัว่โมง และน าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตรมีค่าประมาณ 
0.4-0.6 

(3) แบ่งใส่หลอด 50 มิลลิลิตร และแช่ในน ้าแขง็ประมาณ 30 นาที 
(4) น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสความเร็ว 4,000 รอบต่อ

วนิาที เป็นเวลา 30 นาที 

http://molecularkitten.exteen.com/20071212/competent-cells-cacl2-mgcl2-method
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(5) เทส่วนใสทิ้งและละลายตะกอนดว้ย 0.1 โมลาร์ CaCl210 มิลลิลิตร แช่
น ้ าแข็ง 30 นาที และป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสความเร็ว 4,000 รอบต่อวินาทีนาน         
30 นาที 

(6) เทส่วนใสทิ้ง และละลายตะกอนดว้ย 0.1 โมลาร์ CaCl2 ท่ีมี 15% (v/v)    
กลีเซอรอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

(7) แช่ในน ้าแขง็ 2-3 ชัว่โมง และแบ่งมาใชค้ร้ังละ 100 ไมโครลิตร 
(8) เก็บ E. coli ท่ี -80 องศาเซลเซียส 

  3.2 การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction digestion) 

   3.2.1 Reporter Vector 

(1) เตรียมสารเคมีตามตารางท่ี 5 

ตารางที ่5 แสดงสารเคมีทีใ่ช้ในการตัด Reporter Vector 

สารเคมีทีใ่ช้ ปริมาณ (ไมโครลติร) 
น ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 14 
pGL3MS2/Basic 10 
10X Buffer Tango™ 3 

XhoI 2 
NheI 1 
ปริมาตรรวม 30 

(2) บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 16 ชัว่โมง 
(3) หยดุปฏิกิริยาท่ี 80 องศาเซลเซียส 20 นาที 
(4)  หาขนาดของผลิตภัณฑ์ ท่ีได้โดยวิ ธี  Agarose Gel 

Electrophoresis โดยใช ้1% Low-Melting Temperature Agarose Gel และใช ้1Kb DNA Ladder 
เป็น Marker เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภณัฑ์ท่ีต้องการและน ามาท าให้บริสุทธ์ิโดยอาศัย 
HiYieldTMGel Extraction 
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3.2.2 miRNA Expression Vector 

(1) เตรียมสารเคมีตามตารางท่ี 6 

ตารางที ่6 แสดงสารเคมีทีใ่ช้ในการตัด miRNA Expression Vector 

สารเคมีทีใ่ช้ ปริมาณ (ไมโครลติร) 
น ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 14 
pSilencer 3.0-H1 10 
10X Buffer Tango™ 3 

BamHI 1 
HindIII 2 
ปริมาตรรวม 30 

(2) บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 16 ชัว่โมง 
(3) หยดุปฏิกิริยาท่ี 80 องศาเซลเซียส 20 นาที 
(4)  หาขนาดของผลิตภัณฑ์ ท่ี ได้โดยวิ ธี  agarose gel 

electrophoresis โดยใช ้1% low-melting temperature agarose gel และใช ้1Kb DNA ladder เป็น 
marker เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ และน ามาท าให้บริสุทธ์ิโดยอาศัย 
HiYieldTMGel Extraction 

3.2.3 Internal Control Vector 
Internal Control Vector ท่ีใชคื้อ pCMVRLuc ดงัรูป 10 โดยจะตอ้งน ามา

ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะเพื่อเอาส่วนของยนี NP ออกก่อน 

 

รูปที ่10 โครงสร้างของ pCMVRLuc NP 
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รูปที ่11 โครงสร้าง pCMVRLuc ทีน่ า NP ออกแล้ว 

(1) เตรียมสารเคมีตามตารางท่ี 7 

ตารางที ่7 แสดงสารเคมีทีใ่ช้ในการตัด Internal Control Vector 

สารเคมีทีใ่ช้ ปริมาณ (ไมโครลติร) 
น ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 17 
pCMVRLuc NP 10 
10X Buffer BamHI 3 

BamHI 1 
ปริมาตรรวม 30 

(2) บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 16 ชัว่โมง 
(3) หยดุปฏิกิริยาท่ี 80 องศาเซลเซียส 20 นาที 
(4)  หาขนาดของผลิตภัณฑ์ ท่ี ได้โดยวิ ธี  agarose gel 

electrophoresis โดยใช ้1% low-melting temperature agarose gel และใช ้1Kb DNA ladder เป็น 
marker เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ และน ามาท าให้บริสุทธ์ิโดยอาศัย 
HiYieldTMGel Extraction 
 3.3 การตรวจสอบดีเอน็เอโดย Agarose gel electrophoresis 

(1) เตรียม 1% low-melting temperature agarose gel โดยชัง่ 1 กรัมของ low-
melting temperature agarose gel ผสมกบั 1xTBE (50xTBE buffer : 54 กรัม Tris base, 27.5 กรัม 
Boric Acid, 4.16 กรัม EDTA) เช่นเดียวกบั 2% low-melting temperature agarose gel 

(2) น าไปใหค้วามร้อนจนอะกาโรสเจลละลาย และรอใหอุ้ณหภูมิต ่าลงเล็กนอ้ย 
(3) เทอะกาโรสเจลลงบนถาด ใส่หว ีและตั้งทิ้งไวจ้นกระทัง่แขง็ตวั 
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(4) น าถาดท่ีมีอะกาโรสเจลใส่ลงใน chamber และใส่ 1xTBE บฟัเฟอร์ลงไปจน
ท่วม 

(5) หยอดดีเอ็นเอท่ีผสมกบัสียอ้มดีเอ็นเอ (6x DNA Loading Dye) ลงไปโดยใช้
เวลาประมาณ 50-60 นาที ท่ีความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์ 

- น าอะกาโรสเจลออกมาบ่มด้วย Ethidium Bromide และส่องด้วยเคร่ือง Gel 
Documentation 

3.4 วธีิการท าเจลให้บริสุทธ์ิ (Gel extraction) โดยอาศัยชุด HiYieldTM Gel Extraction 

(1) ตดัเจลท่ีมีขนาดท่ีตอ้งการใส่ลงใน 1.5 มิลลิลิตร microcentrifuge tube 
(2) เติม 500 ไมโครลิตรของ DF Buffer ลงใน microcentrifuge tube และผสมให้

เป็นเน้ือเดียวกนัดว้ยการ vortex 
(3) บ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสประมาณ 15 นาที หรือจนกระทัง่อะกาโรสเจล

ละลายหมด โดยระหวา่งบ่มนั้นควรกลบั microcentrifuge tube ทุกๆ 2-3 นาที 
(4) น าสารละลายท่ีไดใ้ส่ลงใน DF column ท่ีใส่อยูใ่น collection tube 
(5) ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13000 รอบต่อวนิาทีเป็นเวลา 30 วนิาที 
(6) ทิ้งของเหลวใน collection tube และใส่ DF column กลบัไปใน collection tube  
(7) เติม 600 ไมโครลิตรของ wash buffer ลงใน DF column 
(8) ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13000 รอบต่อวนิาทีเป็นเวลา 30 วนิาที 
(9) ทิ้งของเหลวใน collection tube และใส่ DF column กลบัไปใน collection tube  

 (10) ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13000 รอบต่อวนิาทีเป็นเวลา 2 นาที 
(11) น า DF column ใส่ลงใน15 มิลลิลิตร microcentrifuge tube อนัใหม่ 
(12) เติม elution buffer 20-50 ไมโครลิตรใน DF column 
(13) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 นาที 
(14) ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13000 รอบต่อวนิาทีเป็นเวลา 2 นาที 
(15) เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส 

 3.5 การเช่ือมพลาสมิดกบันิวคลโีอไทด์สายยาว (Ligation) 

  3.5.1 Reporter Vector 

Reporter vector ท่ีใช้คือ pGL3MS2/Basic ซ่ึงได้รับความอนุเคราะห์จาก Dr. 
Brown Department of Biochemistry, University of Otago [42] โดย vector มีขนาดประมาณ 4287 
คู่เบสซ่ึงมียนี Firefly Luciferase เป็น reporter gene ดงัรูปท่ี 11 



27 

 
รูปที ่12 โครงสร้างของ pGL3MS2/Basic [42] 

 
รูปที ่13 โครงสร้าง pGL3 Basic ทีม่ี target อยู่ 

(1) เช่ือมส่วนของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีสนใจไปยงับริเวณท่ีถูกตดั
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ NheI (ต าแหน่งท่ี 2201) และ XhoI (ต าแหน่งท่ี 2216) ดงัรูปท่ี 12 

(2) อาศยัสารเคมีท่ีแสดงดงัตารางท่ี 8 
3.5.2 miRNA Expression Vector 

miRNA expression vector ท่ีใชคื้อ pSilencer 3.0-H1 ขนาดประมาณ 2795 คู่เบส 
ดงัรูปท่ี 13 
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รูปที ่14 แสดงโครงสร้างของ pSilencer 3.0-H1 

 

รูปที ่15 แสดงโครงสร้างของ pSilencer 3.0-H1 ทีม่ี miRNA หรือ FLuc อยู่ 

 
(1) เช่ือมส่วนของ FLuc หรือ miRNA ท่ีสนใจระหวา่งบริเวณท่ีถูกตดัดว้ย

เอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI (ต าแหน่งท่ี 496) และ HindIII (ต าแหน่งท่ี 557) ดงัรูปท่ี 14 
(2) อาศยัสารเคมีท่ีแสดงดงัตารางท่ี 8 
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ตารางที ่8 แสดงสารเคมีทีใ่ช้ในการเช่ือมนิวคลีโอไทด์เข้ากับ Reporter Vector (pGL3MS2/Basic), 

MiRNA Expression Vector (pSilencer 3.0-H1) และ Internal Control Vector (pCMVRLuc) 

สารทีใ่ช้ ปริมาณ (ไมโครลติร) 
น ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 2 
10X T4 DNA ligase Buffer 1 
Fermentus™ T4 DNA ligase (5U ต่อไมโครลิตร) 1 
Vector 1 
นิวคลีโอไทด์ท่ีเช่ือมกนัแลว้ส าหรับ Reporter Vector 
และ MiRNA Expression Vector 

5 

ปริมาตรรวม 10 
(3) บ่มท่ี 4 องศาเซลเซียสขา้มคืน 

 3.6 การถ่ายพลาสมิดเข้าสู่ E. Coli โดยใช้ความร้อน (Transformation by heat shock) 

  (1) น า Competent Cells ปริมาตร 50 ไมโครลิตรผสมกบัสารละลาย ligation 2 
ไมโครลิตรแช่ในน ้าแขง็นาน 30 นาที 

(2) บ่มท่ี 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 90 วนิาทีแลว้แช่ลงในน ้าแขง็ทนัที 1-2 นาที 
(3) เติม SOC Media (2% (w/v) Peptone, 0.55% (w/v) Yeast Extract, 10 มิลลิโม-

ลาร์ NaCl,    2.5 มิลลิโมลาร์ KCl, 10 มิลลิโมลาร์ MgCl2, 10 มิลลิโมลาร์ MgSO4 20 มิลลิโมลาร์ 
Glucose) ปริมาตร 950 ไมโครลิตรและบ่มพร้อมกบัเขยา่ท่ี 37 องศาเซลเซียสความเร็ว 200 รอบต่อ
วนิาที เป็นเวลา 90 นาที 

(4) ป่ันเหวี่ยง 13000 รอบต่อวินาทีเป็นเวลา 1 นาที และเทส่วนใสออกเหลือ
ประมาณ 50 ไมโครลิตร 

(5) ละลายตะกอนดว้ยสารละลายท่ีเหลืออยู ่และน ามาเล้ียงบน LB Agar ท่ีผสม 
Ampicillin ส าหรับ Reporter vector และ miRNA expression vector และ kamamycin ส าหรับ 
Internal control vector 

(6) บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 
 3.7 การสกดัพลาสมิดดีเอน็เอด้วยวธีิ HiYieldTM Plasmid Mini Kit 

  (1) น าโคโลนีท่ีไดจ้ากการถ่ายพลาสมิดเขา้สู่ E. Coli มาเล้ียงในหลอดทดลองท่ีมี 

LB ปริมาตร 2 มิลลิลิตรท่ีผสม Amplicillin หรือ Kanamycin และบ่มพร้อมเขยา่ท่ี 37 องศาเซลเซียส

ความเร็ว 200 รอบต่อวนิาทีเป็นเวลา 16-20 ชัว่โมง 
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(2) น า LB ท่ีบ่มไว ้16-18 ชัว่โมงถ่ายลงใน 1.5 มิลลิลิตร microcentrifuge tube 
(3) ป่ันเหวีย่งท่ี 13000 รอบต่อวนิาทีเป็นเวลา 1 นาที แลว้เทส่วนใสทิ้ง 
(4) เติม PD1 buffer 200 ไมโครลิตรและน าไป vortex 
(5) เติม PD2 buffer 200 ไมโครลิตรกลบั microcentrifuge tube ไปมาและบ่มท่ี

อุณหภูมิหอ้ง 2 นาที 
(6) เติม PD3 buffer 300 ไมโครลิตร และกลบัไปมา 
(7) ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13000 รอบต่อวนิาที เป็นเวลา 2 นาที 
(8) เตรียม PD column ลงใน 2 มิลลิลิตร collection tube หลงัจากนั้นให้ถ่ายส่วน

ใสท่ีอยูใ่น 1.5 มิลลิลิตร microcentrifuge tube ลงใน PD column 
(9) ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13000 รอบต่อวนิาทีเป็นเวลา 30 วนิาที 
(10) ทิ้งสารละลายท่ีอยูใ่น collection tube แลว้ใส่ PD column กลบัเขา้ไปใหม่ 
(11) เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตรและป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13000 รอบต่อวินาที

เป็นเวลา 30 วนิาที 
(12) ทิ้งสารละลายท่ีอยูใ่น collection tube แลว้ใส่ PD column กลบัเขา้ไปใหม่ 
(13) เติม wash buffer 600 ไมโครลิตรและป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13000 รอบต่อ

วนิาทีเป็นเวลา 30 วนิาที 
(14) ทิ้งสารละลายท่ีอยูใ่น collection tube แลว้ใส่ PD column กลบัเขา้ไปใหม่ 
(15) ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13000 รอบต่อวนิาทีเป็นเวลา 3 นาที 
(16) น า PD column ใส่ใน 1.5 มิลลิลิตร microcentrifuge tube หลอดใหม่ 
(17) เติม elution buffer 30 ไมโครลิตรและบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 นาที 
(18) ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13000 รอบต่อวนิาทีเป็นเวลา 2 นาที 
(19) เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส 

 3.8 การตรวจสอบพลาสมิดที่ได้ด้วยปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรส 

  (1) เตรียมสารเคมีใน 0.2 มิลลิลิตร microcentrifuge tube ดงัตารางท่ี 9 โดยอาศยั 
ไพรเมอร์ดงัตารางท่ี 10 และสภาวะของปฏิกิริยาท่ีใช ้(PCR condition) ดงัตารางท่ี 11 
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ตารางที ่9 ปริมาณสารทีใ่ช้ในปฏิกริิยา 

สารทีใ่ช้ ปริมาณ 
(ไมโครลติร) 

ความเข้มข้นสุดท้าย 

น ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 6  
2.5X Master Mix (5 PRIME) 5 1X Final conc 
10 ไมโครโมลาร์ ไพรเมอร์อยา่งละ 0.5 400 นาโนโมลาร์ 
200 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร พลาสมิด 0.5 8 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม 12.5  

ตารางที ่10 แสดงไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจสอบพลาสมิด 

พลาสมิด ช่ือไพรเมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์ 5´-3´ ขนาดผลติภัณฑ์  
(คู่เบส) 

pGL3MS2/Basic 
Luc+3F CGTGGATTACGTCGCCAGTC 

400 
SV40+R TCTAGAGTTAACTTGTTTATTGCA 

pSilencer 3.0-H1 
M13_F GTTTTCCCAGTCACGAC 

350 
pSilencer-H1_R GAGTTAGCTCACTCATTAGGC 

ตารางที ่11 สภาวะของปฏิกิริยาทีใ่ช้ (PCR condition) 

ขั้นตอน 
อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 
เวลา หมายเหตุ 

Pre-Denaturation 
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final-Extension 

94 
94 
55 
72 
72 

5 นาที 
30 วนิาที 
30 วนิาที 
30 วนิาที 
7 นาที 

 
 
  35 รอบ 
 

  (2) ตรวจสอบผลิตภณัฑท่ี์ไดด้ว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

4. วธีิการเพาะเลีย้งเซลล์ (Cell Culture) 

  4.1การน าเซลล์ออกมาเพาะเลีย้ง (Cell Recovery) 

(1) น าเซลล์ท่ีละลายอยู่ใน Freezing media ใส่ในหลอดทดลอง 15 
มิลลิลิตร 
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(2) เติม DMEM ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
(3) น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 1500 รอบต่อนาที 5 นาที  
(4) ทิ้งส่วนใส เติม DMEM ท่ีมี 10 เปอร์เซ็นต์ FBS และ 1 เปอร์เซ็นต ์

(v/v) Antimicrotic Antibiotic ปริมาตร 5 มิลลิลิตรเพื่อละลายตะกอนเซลล์ หลงัจากนั้นดูดใส่ขวด
เล้ียงเซลลข์นาด 25 ตารางเซนติเมตร 

(5) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์   
5 เปอร์เซ็นต ์ 
  4.2 การเลีย้งเซลล์ 

   (1) เม่ือปริมาณเซลลมี์จ านวนเตม็ขวดเล้ียงเซลล ์จะเร่ิมจากการเท DMEM 
ออกจากขวดเล้ียงเซลล ์ 

(2) ใส่ PBS (Phosphate Buffered Saline) พอท่วมเซลล์และเอียงขวดไป
มา 

(3) ใส่ Trypsin ปริมาตร1มิลลิลิตรลงในขวดเล้ียงเซลล์ขนาด 25 ตาราง
เซนติเมตร หรือ 3 มิลลิลิตรลงในขวดเล้ียงเซลลข์นาด 25 ตารางเซนติเมตร 

(4) บ่มในตูบ้่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสท่ีมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด ์ 
5 เปอร์เซ็นต ์ประมาณ 5 นาที 

(5) ดูดเซลลล์งในหลอด 15 มิลลิลิตร และน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 1000 รอบต่อ
นาทีเป็นเวลา 5 นาที  

(6) ทิ้งส่วนใส และเติม DMEM ประมาณ 1 มิลลิลิตรเพื่อละลายตะกอน
เซลล ์ 

(7) ปิเปตต์ใส่ลงในขวดเล้ียงเซลล์แลว้เติม DMEM ท่ีมี 10 เปอร์เซ็นต ์
FBS และ 1 เปอร์เซ็นต ์(v/v) antimicrotic antibiotic ปริมาตร 9 มิลลิลิตร 
  4.3 การเกบ็รักษาเซลล์ (Freezing Cells) 

  หลงัจากท่ีมีการ Passage Cells แล้วให้ละลายเซลล์ด้วย Freezing Media 1 
มิลลิลิตรแลว้ดูดใส่หลอด Cryotube เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ชัว่โมง 
หลงัจากนั้นจึงยา้ยไปยงั -80 องศาเซลเซียส 

4.4 การนับปริมาณเซลล์ (Counting Cells) 

  (1) หลงัจากท่ีมีการ Passage Cells ปิเปตตส์ารละลายเซลล์ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
ผสมกบั Bromphenol Blue 10 ไมโครลิตร ทิ้งไวป้ระมาณ 5 นาที 



33 

(2) น าเซลล์ท่ีผสมไวม้า 10 ไมโครลิตรใส่ลงใน Hemocytometer จากนั้นน าไป
ส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ นบัเซลลท่ี์อยูใ่นบริเวณทั้ง 4 ช่อง ดงัรูปท่ี 15 และน ามาค านวณจากสูตร 
  จ านวนเซลล ์ = A + B + C + D x 2  x  104 เซลลต่์อมิลลิลิตร 
               4  

 

รูปที ่16 แสดงตารางใน Hemacytometer 

  4.5 การเพาะเซลล์ (Seeding Cells) 

เซลลห์ลงัจากท่ีนบัจ านวนเซลลแ์ลว้มาเจือจางใหไ้ดเ้ซลลจ์  านวน 8×103 เซลล์ แลว้
ใส่ลงในแต่ละหลุมของ 96-well plate เติม DMEM ท่ีมี 10 เปอร์เซ็นต ์FBS ให้ไดป้ริมาตรรวม 100 
ไมโครลิตร บ่มลงในตู้บ่ม 37 องศาเซลเซียสท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์เป็นเวลา           
24 ชัว่โมง 

5. Transfection 

  (1) ผสม Lipofectamine®2000 Reagent ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตรลงใน Opti-
MEM®I Reduced Serum Medium ใน 1.5 มิลลิลิตร Centrifuge Tube 
  (2) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที 
  (3) เจือจางดีเอ็นเอความเขม้ข้น 100 นาโนกรัมของ pGL3MS2/Basic หรือ 
pGL3MS2/Basic HBV Insert, 10 นาโนกรัม pCMVRLuc และ 50 นาโนกรัมของ pSilencer 3.0 H1
หรือ pSilencerFLuc หรือ pSilencer hsa-mir-5193 ลงใน Opti-MEM®I Reduced Serum Medium 
และผสมลงไปในส่วนผสมของ Lipofectamine®2000 Reagent 
  (4) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 15-45 นาที 
  (5) หยอดลงในแต่ละหลุมของ 96-well plate ท่ีมี DMEM กบั 10 เปอร์เซ็นต ์ FBS 

A B 

C D 
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6. การสกดัอาร์เอน็เอ (Total RNAExtraction) 

  (1) ท าการ Trypsinize เซลล ์และเก็บเซลลใ์น 1.5 มิลลิลิตร Microcentrifuge tube 
(2) ป่ันเหวีย่งท่ี 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
(3) เทส่วนใสทิ้งแลว้ละลายตะกอนเซลล ์ดว้ย 100 ไมโครลิตรของ RBC Lysis 

Buffer 
(4) ใส่ 400 ไมโครลิตรของ RB Buffer ท่ีมี Beta-Mercaptoethanol 1% v/v แลว้

น าไป Vortex จนเป็นเน้ือเดียวกนั 
(5) บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
(6) น าสารละลายขา้งตน้ปริมาตร 500 ไมโครลิตรใส่ลงไปใน Filter Column และ

ป่ันเหวีย่งท่ี 13000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
(7) ทิ้ง Filter Column และน าส่วนของสารละลายใสท่ีไดใ้ส่ลงใน 1.5 มิลลิลิตร 

Centrifuge Tube อนัใหม่ 
(8) ใส่ 400 ไมโครลิตรของ 70 เปอร์เซ็นต ์Ethanol 
(9) ใส่ 500 ไมโครลิตรของขอ้ (8) ลงใน RB Column 
(10) ป่ันเหวีย่งท่ี 13000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
(11) ใส่ 400 ไมโครลิตรของ  R-W1 Buffer 
(12) ป่ันเหวีย่งท่ี 13000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
(13) ใส่ 600 ไมโครลิตร R-Wash Buffer 
(14) ป่ันเหวีย่งท่ี 13000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
(15) ป่ันเหวีย่งท่ี 13000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที 
(16) ยา้ยลงใน 1.5 มิลลิลิตร Microcentrifuge Tube หลอดใหม่ 
(17) ใส่ 30ไมโครลิตร RNase Free Water และทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 3 นาที 
(18) ป่ันเหวีย่งท่ี 13000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 

7. การทดสอบ Luciferase assay 

(1) เทอาหารเล้ียงเซลลอ์อกจากภาชนะเล้ียงเซลลแ์ละลา้งเซลลด์ว้ย PBS  
(2) หลงัจากนั้นเทสารละลายทิ้ง 
(3) เติม 1x PLB 20 ไมโครลิตร  
(4) เขยา่ Plate เบาๆ เป็นเวลา 15-30 นาที 
(5) เติม LARII 100 ไมโครลิตรลงใน 96-Well Plate White Opaque 
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(6) ตั้งค่าเคร่ือง Microplate Reader เพื่อวดั Luminescence 
(7) เติม PLB lysate 20 ไมโครลิตรและผสมใหเ้ขา้กนั 
(8) วดั Firefly Luciferase Activity ท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร 
(9) เติม Stop & Glow® ปริมาณ 100 ไมโครลิตร 
(10) วดั Renilla Luciferase Activity ท่ีความยาวคล่ืน 482 นาโนเมตร 
(11) หาค่า Relative Luciferase Activity โดยค านวณจาก 

 
Relative Luciferase Activity  =   FLuc expression 

          RLuc expression 

8. การย่อยดีเอ็นเอ (DNase Treatment) 

  (1) เตรียมสารเคมี ดงัตารางท่ี12 

ตารางที ่12 แสดงปริมาณสารทีใ่ช้ในการก าจัดดีเอน็เอ 

สารทีใ่ช้ ปริมาณ (ไมโครลติร) 
อาร์เอน็เอท่ีสกดัได ้ 30 
RNase-free DNase 10X Buffer 3.5 
RNase-free DNase 1.5 
ปริมาตรรวม 35 

  (2) บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
  (3) ใส่ DNase Stop Solution 10 ไมโครลิตร 
  (4) บ่มท่ี 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที 

9. Polyuridylation 

(1) เป็นการเติม UTP ท่ีบริเวณปลาย 3' ของอาร์เอ็นเอโดยอาศยัเอนไซม ์Poly (U) 
Polymerase โดยเตรียมสารดงัตารางท่ี 13 
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ตารางที ่13 แสดงปริมาณสารทีใ่ช้ในกระบวนการ Polyuridylation 

สารทีใ่ช้ ปริมาณ (ไมโครลติร) 
10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร อาร์เอน็เอ 2.5 
10X NE Buffer 2 1.25 
50 มิลลิโมลาร์ UTP 0.15 
RNase Inhibitor 0.5 
Poly (U) Polymerase 0.5 
น ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 8.1 
ปริมาตรรวม 12.5 

  (2) บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที 

10. Reverse Transcription 

 (1) เตรียมสารเคมี ดงัตารางท่ี 14, 15 

ตารางที ่14 แสดงปริมาณสารทีใ่ช้ในกระบวนการ Reverse Transcription ส าหรับ mRNA 

สารทีใ่ช้ ปริมาณ (ไมโครลติร) 
30 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร อาร์เอน็เอ 10 
Random Hexamer 1 
10 มิลลิโมลาร์ dNTP 1 
ปริมาตรรวม 12 

ตารางที ่15 แสดงปริมาณสารทีใ่ช้ในกระบวนการ Reverse Transcription ส าหรับ miRNA 

สารทีใ่ช้ ปริมาณ (ไมโครลติร) 
10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร อาร์เอน็เอ 10 
SL Poly A* 1 
10 มิลลิโมลาร์ dNTP 1 
ปริมาตรรวม 12 

*GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAAAAAAAAAA
AAAAAAVN 

(2) บ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
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 (3) บ่มในน ้าแขง็ทนัที เป็นเวลา 1 นาที 
 (4) ใส่สารเคมี ดงัตารางท่ี 16 

ตารางที ่16 แสดงปริมาณสารทีใ่ช้ในกระบวนการ Reverse Transcription 

สารทีใ่ช้ ปริมาณ (ไมโครลติร) 
5X RT Buffer 4 
0.1 โมลาร์ DTT 1 
RNase Inhibitor 0.5 
Reverse Transcriptase 1 

 (5) บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
 (6) บ่มท่ี 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
 (7) บ่มท่ี 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลาขา้มคืน 
 (8) หยดุปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

11. การวเิคราะห์เชิงปริมาณด้วย Real-time PCR 

(1) ท าการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยีน Firefly Luciferase, GAPDH 
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) MicroRNA และ siRNA-FLuc เพื่อใช้ในการ
ตรวจสอบการแสดงออก 

(2) หาสภาวะท่ีเหมาะสมของแต่ละยนีในการท า Real-Time PCR  
(3) เตรียมสารเคมี ดงัตารางท่ี 15 โดยอาศยัสภาวะของปฏิกิริยา ดงัตารางท่ี 17 

ตารางที ่17 แสดงปริมาณสารทีใ่ช้ในการท า Real-Time PCR 

สาร ปริมาตร (ไมโครลติร) ความเข้มข้นสุดท้าย 
น ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 3.4  
SYBR® GreenERTM qPCR SuperMix Universal (Invitrogen) 5 1X Final conc 
10 ไมโครโมลาร์ ไพรเมอร์ ชนิดละ 0.2 200 นาโนโมลาร์ 
ROX Reference Dye 0.2  
cDNA 1  
ปริมาตรรวม 10  
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ตารางที ่18 แสดงไพรเมอร์ที่ใช้ใน Real-time PCR 

ยนีเป้าหมาย ช่ือไพรเมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์ 5´-3´ 

FLuc 
FLuc_F633 TCATAGAACTGCCTGCGTGAG 
FLuc_R774 ACATATCAAATATCCGAGTGTAGT 

hsa-mir-5193 
miR5193_F GCAGGGTCCGAGGTATTC 
miRNA_R TCCTCTACCTCATCCCAGT 

siRNA-FLuc 
siRNA_FLuc_F GCGCTGCTGGTGCCAACC 

miRNA_R TCCTCTACCTCATCCCAGT 

GAPDH 
GAPDH-F85 GTGAAGGTCGGAGTCAACGG 

GAPDH-R191 TCAATGAAGGGGTCATTGATGG 

ตารางที ่19 สภาวะของปฏิกิริยาทีใ่ช้ส าหรับ mRNA (Real-Time PCR Condition) 

ขั้นตอน 
อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 
เวลา หมายเหตุ 

Pre-Denaturation 
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final-Extension 

95 
94 
58 
72 
74 

5 นาที 
30 วนิาที 
30 วนิาที 
30 วนิาที 
30 วนิาที 

 
 
       30 รอบ 
 

ตารางที ่20 สภาวะของปฏิกิริยาทีใ่ช้ส าหรับ miRNA (Real-Time PCR Condition) 

ขั้นตอน 
อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 
เวลา หมายเหตุ 

Pre-Denaturation 
Denaturation 
Annealing 
Extension 

95 
94 
55 
72 

5 นาที 
30 วนิาที 
30 วนิาที 
30 วนิาที 

 
 
        30 รอบ 
 

(3) บนัทึกค่า Threshold Cycle (Ct) แลว้ค านวณหา Relative Quantitation ดงั
สมการ 
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ปริมาณเชิงเปรียบเทียบ = 2-ΔΔCt 

ΔΔCt = ΔCt (ตวัอยา่ง) - ΔCt (Calibrator) 
ΔCt (ตวัอยา่ง) = Ct (Target Gene ของตวัอยา่ง) - Ct (GAPDH) 
ΔCt (Calibrator) = Ct (Target Gene ของcalibrator) – Ct (GAPDH) 

12. การวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 

วเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติโดยใชค้่า Student’s t-test ซ่ึงเปรียบเทียบค่าเฉล่ียกรณีกลุ่มตวัอยา่ง 
2 กลุ่มเป็นอิสระจากกนั โปรแกรมทางสถิติท่ีใชคื้อ IBM SPSS Statistics Version 19 และก าหนด
ระดบันยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p<0.05)  

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที ่4 

ผลการทดลอง 

การวเิคราะห์และคัดเลอืก miRNAs ทีส่ามารถจับกบัล าดับนิวคลโีอไทด์ของไวรัสตับอกัเสบบีได้ 

1. ผลการคัดเลือก miRNAs ของมนุษย์จากฐานข้อมูล miRBase และโปรแกรม 
RNAHybrid 

เม่ือวเิคราะห์หา miRNAs ของมนุษยโ์ดยใส่ล าดบันิวคลีโอไทด์จ  านวน 50 คู่เบสของไวรัส
ตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ A-J ในฐานขอ้มูล miRBase (http://www.mirbase.org/)  และน าล าดบันิวคลี-
โอไทด์ของ Mature miRNAs ท่ีไดจ้ากฐานขอ้มูล miRBase มาวิเคราะห์การเขา้คู่ระหวา่ง  miRNAs
กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตับอักเสบบีจาก RNAhybrid (http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/rnahybrid/welcome.html) แลว้พบวา่มี miRNAs ทั้งหมด 41 miRNA ท่ีสามารถเขา้คู่กบั
นิวคลีโอไทดข์องไวรัสตบัอกัเสบบีได ้โดยแบ่งเป็น 

จีโนไทป์ A มีทั้งหมด 6 miRNAs ไดแ้ก่ hsa-mir-671-3p, hsa-mir-615, hsa-mir-1273d, 
hsa-mir-186, hsa-mir-195 และ hsa-mir-5193 

จีโนไทป์ B มีทั้งหมด 4 miRNAs ไดแ้ก่ hsa-mir-4756, hsa-mir-3910-1, hsa-mir-3142 และ 
hsa-mir-5193 

จีโนไทป์ C มีทั้งหมด 8 miRNAs ไดแ้ก่ hsa-mir-142-5p, hsa-mir-3915, hsa-mir-4731-5p, 
hsa-mir-5702, hsa-mir-3922-5p, hsa-mir-5193, hsa-mir-4999-5p และ hsa-mir-4439 

จีโนไทป์ D มีทั้งหมด 8 miRNAs ไดแ้ก่ hsa-mir-142-5p, hsa-mir-384, hsa-mir-4297, hsa-
mir-544b, hsa-mir-214-3p, hsa-mir-4731-5p, hsa-mir-509-1 และ hsa-mir-4760 

จีโนไทป์ E มีทั้งหมด 9 miRNAs ไดแ้ก่ hsa-mir-384, hsa-mir-671-3p, hsa-mir-214-3p, 
hsa-mir-1914, hsa-mir-4747, hsa-mir-4731-5p, hsa-mir-1273d, hsa-mir-5193 และ hsa-mir-500b 

จีโนไทป์ F มีทั้งหมด 7 miRNAs ไดแ้ก่ hsa-mir-384, hsa-mir-142-5p, hsa-mir-4463, hsa-
mir-4640-5p, hsa-mir-4493, hsa-mir-3193 และ hsa-mir-5193 

จีโนไทป์ G มีทั้งหมด 9 miRNAs ไดแ้ก่ hsa-mir-3677, hsa-mir-214-3p, hsa-mir-4699, 
hsa-mir-4640, hsa-mir-1914, hsa-mir-4731-5p, hsa-mir-509-1, hsa-mir-221 และ hsa-mir-500b 

จีโนไทป์ H มีทั้งหมด 7 miRNAs ไดแ้ก่ hsa-mir-384, hsa-mir-520a, hsa-mir-5007, hsa-
mir-127, hsa-mir-450b, hsa-mir-5193 และ hsa-mir-4638 

จีโนไทป์ I มีทั้งหมด 8 miRNAs ไดแ้ก่ hsa-mir-142-5p, hsa-mir-3664-3p, hsa-mir-4640-
5p, hsa-mir-5702, hsa-mir-195, hsa-mir-5193, hsa-mir-4999-5p และ hsa-mir-500b 

http://www.mirbase.org/
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จีโนไทป์ J มีทั้งหมด 7 miRNAs ไดแ้ก่ hsa-mir-671-3p, hsa-mir-4731-5p, hsa-mir-5706, 
hsa-mir-3122, hsa-mir-5193, hsa-mir-4999-5p และ hsa-mir-500b ดงัตารางท่ี 21 
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ตารางที ่21 แสดง miRNAs ทีส่ามารถเข้าคู่กบันิวคลโีอไทด์ของไวรัสตับอกัเสบบีจีโนไทป์ A-J 

Genotype Human miRNA Hybridization of miRNA-target mRNA 
Position 
genome 

MFE 
(kcal/mol) 

Pattern 

A 

hsa-mir-615 
 

129-145 
Surface/polymerase 

-39.4 5' canonical 

hsa-mir-1273d 

 

856-883 
Polymerase 

-29.9 5' canonical 

hsa-mir-186-5p 
 

990-1014 
Polymerase 

-25.5 5' canonical 

hsa-mir-195 
  

1004-1023 
Polymerase 

 
-18.9 5' canonical 

hsa-mir-5193 
 

1729-1750 
X 

-38.3 5' canonical 

hsa-mir-671-3p 
 

3080-3100 
Surface/polymerase 

-33.1 3' compensatory 

B 

hsa-miR-3910-1 
 

1008-1031 
Polymerase 

-17.7 5' canonical 

hsa-mir-3142 
 

1067-1088 
Polymerase 

-16.8 5' canonical 

hsa-mir-5193 
 

1701-1720 
X 

-35.4 5' canonical 

hsa-miR-4756-3p 
 

3118-3145 
Surface/polymase 

-33.6 3' compensatory 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MIMAT0018184
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C 

hsa-miR-4731-5p 
 

 

718-735 
Surface/polymerase 

-26.6 
 

5' canonical 

hsa-miR-5702 
 

 

876-893 
Polymerase 

-24.6 3’compensatory 

hsa-miR-3922-5p 
 

 

998-1018 
Polymerase 

-33.1 5' canonical 

hsa-miR-5193 
 

 

1729-1750 
X 

-38.3 5' canonical 

hsa-miR-4999-5p 
 

 

2041-2062 
Core 

-25.2 5' canonical 

hsa-miR-4439 
 

 

2138-2156 
Core 

-31.4 5' canonical 

hsa-miR-142-5p 
 

 

2471-2495 
Polymerase 

-17.2 5' canonical 

hsa-miR-3915 
 

 

2535-2548 
Polymerase 

-23.3 5' canonical 

D 

hsa-mir-214-3p 
 

47-64 
Surface/polymerase 

-29.6 5' canonical 

hsa-mir-4731-5p 

 

720-737 
Surface/polymerase 

-26.6 5' canonical 

hsa-mir-509-1 

 

957-981 
Polymerase 

-20.1 5' canonical 
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hsa-mir-4760-3p 
 

1069-1085 
Polymerase 

-20.6 
 

5' canonical 

hsa-mir-142-5p 

 

2473-2497 
Polymerase 

-17.1 5' canonical 

hsa-mir-384 
 

2582-2598 
Polymerase 

-23.8 3' compensatory 

hsa-mir-4297 
 

3112-3127 
Surface/polymerase 

-30.3 5' canonical 

hsa-mir-544b 
 

3153-3171 
Surface/polymerase 

-24.2 5' canonical 

E 

hsa-mir-214-3p 
 

45-62 
Surface/polymerase 

-29.6 5' canonical 

hsa-mir-1914 
 

486-510 
Surface/polymerase 

-17.9 5' canonical 

hsa-mir-4747-3p 
 

697-713 
Surface/polymerase 

-22.7 5' canonical 

hsa-mir-4731-5p 

 

718-735 
Surface/polymerase 

-27.7 5' canonical 

hsa-mir-1273d 
 

856-883 
Polymerase 

-29.9 5' canonical 

hsa-mir-5193 

 

1729-1750 
X 

-38.3 5' canonical 

hsa-mir-500b 

 

2108-2120 
Core 

-21.0 3' compensatory 
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hsa-mir-384 
 

2580-2596 
Polymerase 

-23.8 
 

3' compensatory 

hsa-mir-671-3p 
 

3071-3088 
Surface/polymerase 

-31.2 3' compensatory 

F 

hsa-mir-4640-5p 
 

651-674 
Surface/polymerase 

-33.0 5' canonical 

hsa-mir-4493 
 

1110-1120 
Polymerase 

-18.1 5' seed 

hsa-mir-3193 

 

1390-1414 
X 

-35.8 5' canonical 

hsa-mir-5193 

 

1729-1750 
X 

-38.3 5' canonical 

hsa-mir-384 
 

2580-2596 
Polymerase 

-23.8 3' compensatory 

hsa-mir-142-5p 
 

2749-2761 
Polymerase 

-17.1 5' canonical 

hsa-mir-4463 

 

3146-3173 
Surface/polymerase 

-32.0 5' canonical 

G 

hsa-mir-214-3p 
 

45-62 
Surface/polymerase 

-29.6 5' canonical 

hsa-mir-4699-3p 

 

108-128 
Surface/polymerase 

-18.1 5' canonical 

hsa-mir-4640-5p 
 

289-307 
Surface/polymerase 

-30.4 5' canonical 
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hsa-mir-1914-5p 
 

486-510 
Surface/polymerase 

-18.1 
 

5' canonical 

hsa-mir-4731-5p 

 

718-735 
Surface/polymerase 

-29.5 5' canonical 

hsa-mir-509-1 
 

955-975 
Polymerase 

-18.7 5' canonical 

hsa-mir-221 

 

983-1014 
Polymerase 

-17.6 5' canonical 

hsa-mir-500b 
 

2144-2166 
Core 

-22.5 3' compensatory 

hsa-mir-3677-3p 
 

3035-3076 
Surface/polymerase 

-34.2 5' canonical 

H 

hsa-mir-127-3p 
 

19-38 
Surface/polymerase 

-30.9 5' canonical 

hsa-mir-450b 
 

915-935 
Polymerase 

-30.2 5' canonical 

hsa-mir-5193 
 

1732-1753 
X 

-37.2 5' canonical 

hsa-mir-4638-3p 
 

1976-1988 
Core 

-18.9 5' canonical 

hsa-mir-384 
 

2583-2599 
Polymerase 

-23.8 3' compensatory 

hsa-mir-520a 
 

2673-2686 
Polymerase 

-28.8 5' seed 
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hsa-mir-5007-5p 

 

2697-2713 
Polymerase 

-25.2 
 

3' compensatory 

I 

hsa-mir-4640-5p 
 

651-674 
Surface/polymerase 

-33.0 5' canonical 

hsa-mir-5702 

 

876-900 
Polymerase 

-24.6 3' compensatory 

hsa-mir-195 
 

989-1023 
Polymerase 

-18.5 5' canonical 

hsa-mir-5193 

 

1729-1750 
X 

-39.1 5' canonical 

hsa-mir-4999-5p 
 

2039-2062 
Core 

-23.9 5' canonical 

hsa-mir-500b 
 

2108-2121 
Core 

-23.1 3' compensatory 

hsa-mir-142-5p 
 

2471-2495 
Polymerase 

-17.0 5' canonical 

hsa-mir-3664-3p 
 

2507-2525 
Polymerase 

-29.4 5' canonical 

J 

hsa-mir-4731-5p 
 

718-735 
Surface/polymerase 

-26.6 5' canonical 

hsa-mir-5706 

 

909-932 
Polymerase 

-23.2 5' canonical 

hsa-mir-3122 
 

1484-1513 
X 

-32.6 5' canonical 
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hsa-mir-5193 

 

1729-1750 
X 

-36.4 5' canonical 

hsa-mir-4999-5p 
 

2041-2062 
Core 

-25.2 5' canonical 

hsa-mir-500b 
 

2108-2121 
Core 

-23.1 3' compensatory 

hsa-mir-671-3p 
 

3041-3062 
Surface/polymerase 

-33.4 3' compensatory 
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เม่ือพิจารณา miRNAs ของแต่ละจีโนไทป์ของไวรัสตบัอกัเสบบี พบว่ามีหลาย miRNAs   
ท่ีสามารถเขา้คู่กบันิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอกัเสบบีไดห้ลายจีโนไทป์ ไดแ้ก่ hsa-mir-195, hsa-
mir-214-3p, hsa-mir-509-1, hsa-mir-671-3p, hsa-mir-1273d, hsa-mir-1914, hsa-mir-4640-5p, hsa-
mir-4999-5p, hsa-mir-5702, hsa-mir-142-5p, hsa-mir-384, hsa-mir-500b, hsa-mir-4731-5p และ 
hsa-mir-5193 ดงัตารางท่ี 22 

ตารางที ่22 แสดง miRNAs ทีส่ามารถเข้าคู่กบันิวคลโีอไทด์ของไวรัสตับอกัเสบบีได้หลายจีโนไทป์ 

  

 

 

 

miRNAs 
Target HBV 

gene 
HBV genotype 

A B C D E F G H I J 
hsa-mir-142-5p P           

hsa-mir-195 P           

hsa-mir-214-3p S/P           

hsa-mir-384 P           

hsa-mir-500b C           

hsa-mir-509-1 P           

hsa-mir-671-3p S/P           

hsa-mir-1273d P           

hsa-mir-1914 S/P           

hsa-mir-4640-5p S/P           

hsa-mir-4731-5p S/P           

hsa-mir-4999-5p C           

hsa-mir-5193 X           

hsa-mir-5702 P           
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2. แผนภาพการจับกนัระหว่าง miRNAกบัยนีต่างๆของไวรัสตับอกัเสบบี 
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การออกแบบและเข้าคู่นิวคลโีอไทด์สายยาว 

1. นิวคลโีอไทด์สายยาวของยีนทีส่นใจ 

ตารางที ่23 แสดงนิวคลโีอไทด์สายยาวของยีนทีส่นใจ 

ต าแหน่ง นิวคลโีอไทด์สายยาว 
1681-1702 TS CTAGCCTTCAAAGACTGTGTGTTTACTGAGTGGGAGGC 

BSGGAAGTTTCTGACACACAAATGACTCACCCTCCGAGCT 
(สีเทาเข้ม แสดง ต าแหน่งตัดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ, สีด า แสดง ล าดับนิวคลโีอไทด์ทีเ่พิม่จากส่วน

ที ่miRNA สามารถเข้าคู่ได้ และสีเทา แสดง ล าดับนิวคลโีอไทด์ที ่miRNA เข้าคู่ได้) 

จากตารางท่ี 23 นิวคลีโอไทด์ท่ีสนใจนั้น อยู่ท่ีต  าแหน่งระหว่าง 1681 ถึง 1702 ซ่ึงเป็น
บริเวณของยีน X ของไวรัสตบัอกัเสบบี ซ่ึงเป็นต าแหน่งท่ี hsa-miR-5193 สามารถเขา้คู่ได ้โดยใน
การท าการทดลองนั้น ไดเ้ลือกออกแบบเฉพาะนิวคลีโอไทด์สายยาวของไวรัสตบัอกัเสบบี จีโน
ไทป์ B และก าหนดใหมี้ต าแหน่งตดัจ าเพาะเป็น XhoI และ NheI 
 2. นิวคลโีอไทด์สายยาวทีใ่ช้เป็น miRNA template 

miRNA ท่ีเลือกมานั้น คือ hsa-miR-5193 เน่ืองจากเป็น miRNA ท่ีสามารถเขา้คู่กบัล าดบันิ
วคลี-โอไทดข์องไวรัสตบัอกัเสบบีไดห้ลายจีโนไทป์ ไดแ้ก่ จีโนไทป์ A, B, C, E, F, H, I และ J จาก
รูปท่ี 17 hsa-miR-5193 นั้น มี mature miRNA เพียงสายเดียว คือสายด้านล่าง โดยอาศยัการ
ออกแบบจาก Instruction Manual ของ pSilencer™ siRNA Expression Vectors (Ambion) 
เช่นเดียวกบัการออกแบบ siRNA-FLuc ซ่ึงใชเ้ป็นตวัควบคุมในการทดลอง 

 
รูปที ่17 แสดง mature miRNA ของ hsa-miR-5193 

การตัดต่อยนีเข้าพลาสมิด (Plasmid Construction) 

 1. การตัด pGL3MS2/Basic (Reporter vector) ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
 หลงัจากท่ีมีการเพิ่มจ านวนพลาสมิด pGL3MS2/Basic [42] แลว้น ามาตดัดว้ยเอนไซม์ 2 
ชนิด (double digestion) ไดแ้ก่ XhoI และ NheI ดงัตารางท่ี 5 หลงัจากนั้นน ามาตรวจสอบดว้ย
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เทคนิค   agarose gel Electrophoresis โดยใช ้1% low-melting temperature agarose gel และใช ้1Kb 
DNA Ladder เป็น marker เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ 
 จากรูปท่ี 18 ผลิตภณัฑ์ท่ีไดน้ั้นมีขนาดประมาณ 4,200 bp เกิดข้ึนจากการตดัดว้ย XhoI  
และ NheI ซ่ึงหมายถึงสามารถตดั pGL3MS2/Basic ดว้ยเอนไซม ์XhoI และ NheI ไดส้ าเร็จ 

 

 

 

 
รูปที ่18 1% low-melting temperature agarose gel แสดงการตัดพลาสมิด pGL3MS2/Basic  

ด้วย XhoI และ NheI โดยพลาสมิดทีไ่ด้มีขนาดประมาณ 4,200 bp 

2. การตัด pSilencer 3.0-H1 (miRNA expression vector) ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
 เม่ือเพิ่มจ านวนพลาสมิด pSilencer 3.0-H1 และน ามาตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamHI 
(ต าแหน่งท่ี 496) และ HindIII (ต าแหน่งท่ี 557) แลว้ จะไดผ้ลิตภณัฑ์ขนาดประมาณ 2,700 bp  ดงั
รูปท่ี 19 
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รูปที ่19 1% low-melting temperature agarose gel แสดงการตัดพลาสมิด pSilencer 3.0-H1 ด้วย 

HindIII และ BamHI โดยพลาสมิดทีไ่ด้มีขนาดประมาณ 2,700 bp 

 3. การตัด pCMVRLuc  (Internal control vector) ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
 pCMVRLuc ท่ีน ามาใช้เป็น internal control vector นั้น มาจากพลาสมิดตั้งตน้ท่ีเป็น 
pCMVRLuc NP โดยจะน ามาตดัดว้ยเอนไซม ์BamHI เพื่อเอายีน NP ออก จากรูปท่ี 20 ผลิตภณัฑ์ท่ี
ไดมี้ขนาดประมาณ 5,000 bp ส่วนยนี NP นั้นมีขนาดประมาณ 700 bp 
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รูปที ่20 1% low-melting temperature agarose gel แสดงการตัดพลาสมิด pCMVRLuc 

ด้วย BamHI โดยพลาสมิดที่ได้มีขนาดประมาณ 5,000 bp 

4. ผลการตัดต่อยนีเข้าพลาสมิด (Plasmid construction) 
  4.1 Reporter vector 
  หลงัจากท่ีเช่ือมส่วนของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีสนใจไปยงับริเวณท่ีถูกตดั
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ NheI และ XhoI แลว้ จึงน ามาถ่ายเขา้สู่แบคทีเรีย E. Coli โดยใชค้วามร้อน 
(Heat Shock) หลงัจากบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง พบวา่มีโคโลนีข้ึนทั้งหมด 6 
โคโลนี จึงน าทั้ง 4 โคโลนีเล้ียงในอาหาร LB Broth ปริมาณ 2 มิลลิลิตร เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 
  จากนั้นน ามาสกดัพลาสมิดดว้ยวิธี HiYieldTM Plasmid Mini Kit และตรวจสอบ
ดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช ้forward และ reverse primer เป็น Luc3_F และ Sv40_R 
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ตามล าดบัเม่ือน ามาตรวจสอบดว้ย 2% agarose gel electrophoresis จะไดข้นาดผลิตภณัฑ์ประมาณ 
400 bp  ดงัในโคโลนีท่ี 1, 2 และ 4 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่21 2% low-melting temperature agarose gel แสดงการตรวจสอบพลาสมิดด้วยปฏิกริิยา

ลูกโซ่พอลเิมอเรสโดยใช้ Luc3_Fและ Sv40_R primer 

  หลงัจากนั้นจึงน าพลาสมิดท่ีตรวจสอบดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ตรวจสอบ
ต่อไปดว้ยเทคนิค sequencing (1st BASE) ดงัรูปท่ี 22 
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รูปที ่22 Chromatogram แสดงผลของล าดับนิวคลโีอไทด์ของ pGL3MS2/Basic HBV Insert 

 

4.2 miRNA expression vector 
  ส าหรับ miRNA expression vector จะเช่ือมส่วนของ miRNA ท่ีออกแบบไว้
ระหวา่งบริเวณท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ HindIII หลงัจากนั้นจึงน ามาถ่ายเขา้สู่
แบคทีเรีย E. Coli โดยใชค้วามร้อน (Heat shock) หลงัจากบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 
ชัว่โมง พบวา่มีโคโลนีข้ึนทั้งหมด 9 โคโลนี จึงน าทั้ง 9 โคโลนีเล้ียงในอาหาร LB Broth ปริมาณ 2 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 
  หลังจากนั้นจึงน าพลาสมิดท่ีสกัดแล้วมาตรวจสอบผลิตภณัฑ์ด้วยวิธีปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช ้forward primer เป็น M13_F และ reverse primer เป็น pSilencer-H1_R 
ตาม Instruction Manual ของ pSilencer™ siRNA Expression Vectors (Ambion) 

 
 
 
 
 

 
รูปที ่23 2% low-melting temperature agarose gel แสดงการตรวจสอบพลาสมิดด้วยปฏิกริิยา

ลูกโซ่พอลเิมอเรส โดยใช้ M13_F และ pSilencer H1_R 
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จากรูปท่ี 23 พบวา่ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากโคโลนีท่ี 1, 2, 3 และ 8 มีขนาดประมาณ 350 bp  ซ่ึงมี
ความเป็นไปไดว้า่มีส่วนของ hsa-mir-5193 อยู ่แต่ขนาดท่ีไดน้ั้นมีความใกลเ้คียงกบั pSilencer 3.0-
H1 มาก เน่ืองจาก miRNA ท่ีออกแบบนั้นมีความยาวเพียง 80 bp เท่านั้น จึงตอ้งท าการยืนยนั   
พลาสมิดท่ีไดด้ว้ย Sequencing (1st BASE) ดงัรูปท่ี 24 

 
 

 
รูปที ่24 Chromatogram แสดงผลของล าดับนิวคลโีอไทด์ของ pSilencer hsa-miR5193 

  4.3  siRNA-FLuc 

  ส าหรับ siRNA-FLuc ท่ีใช้เป็นตวัควบคุมเพื่อดูระดบัการแสดงออกของ Firefly 
Luciferase โดยจะเช่ือมส่วนของ FLuc ท่ีออกแบบไวเ้ช่นเดียวกบั miRNA Expression Vector     
หลงัจากนั้นจึงน ามาถ่ายเขา้สู่แบคทีเรีย E. Coli โดยใชค้วามร้อน (Heat shock) หลงัจากบ่มท่ี 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง พบวา่มีโคโลนีข้ึนทั้งหมด 1 โคโลนี จึงน ามาเล้ียงในอาหาร 
LB Broth ปริมาณ 2 มิลลิลิตร เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 
  หลังจากนั้นจึงน าพลาสมิดท่ีสกัดแล้วมาตรวจสอบผลิตภณัฑ์ด้วยวิธีปฏิกิริยา
ลูกโซ่ พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) โดยใช ้forward primer เป็น M13_F และ reverse 
primer เป็น pSilencer-H1_R และยนืยนัพลาสมิดท่ีไดด้ว้ย Sequencing (1st BASE) 
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การตรวจสอบการแสดงออกของ miRNAs โดยอาศัยเทคนิค RT-qPCR 

ส าหรับการวดัระดบัการแสดงออกของ miRNA ท่ีไดท้  าการ transfection เปรียบเทียบกบั 

miRNA ท่ีมีการแสดงออกภายในเซลล์โดยอาศยัเทคนิคของ Mei และคณะในปี 2005 [40] ซ่ึงใช ้

universal poly(A) stem-loop RT primers หรือ SL-poly(A)  เป็นไพรเมอร์ส าหรับการท า Reverse 

Transcription และวดัระดบัของ cDNA โดยเทคนิค Real-Time PCR พบวา่ระดบัการแสดงออกของ 

miRNA ในเซลล์ท่ีผา่นการ transfection ลงไปมีการแสดงออกมากกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบั miRNA 

ท่ีมีการแสดงออกภายในเซลลท่ี์ Ct เท่ากบั 28 และ 30 ตามล าดบัดงัรูปท่ี 25 
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รูปที ่25 แสดงผลการตรวจสอบการแสดงออกของ miRNAs โดยอาศัยเทคนิค RT-qPCR 

 
 

การทดสอบ  Luciferase Assay 

 ภายหลงัการเพาะเล้ียงเซลล์ HepG2 จ านวน 8×103 เซลล์ ลงในแต่ละหลุมของ 96-well 
plate เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และท าการ transfection 100 นาโนกรัมของ pGL3MS2/Basic หรือ 
pGL3MS2/Basic HBV Insert, 10 นาโนกรัมของ pCMVRLuc และ 50 นาโนกรัมของ pSilencer       
3.0-H1, pSilencerFLuc หรือ pSilencer hsa-mir-5193 โดยใช้ Lipofectamine®2000 Reagent 
 1. การทดสอบ Luciferase assay เมื่อเวลาผ่านไป 48 ช่ัวโมง  

เม่ือเวลาผา่นไป 48 ชัว่โมง จะท าการเก็บเซลล์โดยใช ้1x PLB ปริมาณ 20 ไมโครลิตรเพื่อ
ทดสอบ luciferase assay ซ่ึงวดัค่า firefly luciferase activity ท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตรและค่า
renilla luciferase activity ท่ีความยาวคล่ืน 480 นาโนเมตรดงัตารางท่ี 24 หลงัจากนั้นน ามาหาค่า 
relative luciferase activity ดงัรูปท่ี 26 ก 

ผลการทดลองพบวา่ เซลล์ท่ีผา่นการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic, pCMVRLuc และ 
pSilencerFLuc มีระดบัการแสดงออกของยีน Luciferase ลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)     
เม่ือเปรียบเทียบกับตวัควบคุม คือ เซลล์ท่ีผ่านการ transfection ด้วย pGL3MS2/Basic HBV 
Insert,pCMVRLuc และ pSilencer 3.0 H1 เช่นเดียวกนักบัเซลล์ท่ีผ่านการ transfection ด้วย 
pGL3MS2/Basic HBV Insert,pCMVRLuc และ pSilencerFLuc ท่ีมีระดบัการแสดงออกของยีน 
Luciferase ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัตวัควบคุม คือ เซลล์ท่ีผา่น    
การ transfection ดว้ย pGL3MS2/BasicหรือpGL3MS2/Basic HBV Insert, pCMVRLuc และ   
pSilencer 3.0 H1 

ส่วนเซลล์ท่ีผา่นการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic HBV Insert, pCMVRLuc และ 
pSilencer hsa-mir-5193 พบวา่มีระดบัการแสดงออกของยีน luciferase ลดลงอย่างไม่มีนยัส าคญั
ทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัควบคุม คือ เซลล์ท่ีผา่นการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic หรือ 
pGL3MS2/Basic HBV Insert, pCMVRLuc และ pSilencer 3.0 H1  

2. การทดสอบ Luciferase assay เมื่อเวลาผ่านไป 72 ช่ัวโมง  
 ค่า Relative luciferase activity ซ่ึงไดจ้ากการเก็บเซลล์เม่ือเวลาผา่นไป 72 ชัว่โมงพบวา่ผล   
การทดลองท่ีไดส้อดคลอ้งกบัค่า Relative luciferase activity ของเซลล์ท่ีท าการเก็บเม่ือเวลาผา่นไป     
48 ชั่วโมง แต่มีค่าท่ีแตกต่างกันชัดเจนมากกว่า ดังตารางท่ี 24 โดยค่าของเซลล์ท่ีผ่านการ 
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transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic,pCMVRLuc และ pSilencerFLuc มีระดบัการแสดงออกของยีน 
Luciferase ท่ีลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัตวัควบคุม คือ เซลล์ท่ีผา่น
การ   transfection ดว้ย  pGL3MS2/BasicHBV Insert, pCMVRLuc และ pSilencer 3.0 H1 
เช่นเดียวกับระดับการแสดงออกของยีน luciferase ของเซลล์ท่ีผ่านการ transfection ด้วย 
pGL3MS2/BasicHBV Insert, pCMVRLuc และ pSilencerFLuc ท่ีมีระดบัลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p<0.05) เ ม่ือเปรียบเทียบ กับตัวควบคุม คือ เซลล์ ท่ีผ่านการ transfection ด้วย 
pGL3MS2/Basic หรือ pGL3MS2/Basic HBV Insert, pCMVRLuc และ pSilencer 3.0 H1 
 ส่วนเซลล์ท่ีผ่านการ transfection ดว้ย pSilencer hsa-mir-5193 มีระดบัการลดลงของยีน 
luciferase อยา่งมีระดบันยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัตวัควบคุม คือ เซลล์ท่ีผา่น     
การ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic HBV Insert, pCMVRLuc และ pSilencer 3.0 H1 ดงัรูปท่ี  
26 
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ตารางที ่24 แสดงค่า Firefly, renilla และ relative luciferase activity เมื่อเวลาผ่านไป 48 ช่ัวโมง (ก) และ 72 ช่ัวโมง (ข) 
ก 

 
1 2 3 4 5 6 7 

Firefly luciferase activity 
1989 22951 11573 25394 18049 5515 13497 
1689 25132 10506 24922 22028 6956 15418 

Average 1839 24041.5 11039.5 25158 20038.5 6235.5 14457.5 

Renilla luciferase activity 
2753 139356.5 143060.5 195980.5 106016.5 94808.5 107318.5 
2664 120964.5 134375.5 157250.5 115751.5 90733.5 120372.5 

Average 2708.5 130160.5 138718 176615.5 110884 92771 113845.5 

Relative luciferase activity 
0.722484562 0.164692713 0.080895845 0.129574116 0.170247084 0.05816989 0.125765828 

0.634009009 0.207763435 0.078183895 0.158485983 0.190304229 0.076664077 0.128085734 

Average 0.678246786 0.186228074 0.07953987 0.144030049 0.180275657 0.067416983 0.126925781 

SD 0.062561664 0.0304556 0.001917638 0.020443777 0.014182543 0.013077365 0.001640421 

Number 2 2 2 2 2 2 2 

Root No. 1.414213562 1.414213562 1.414213562 1.414213562 1.414213562 1.414213562 1.414213562 

Error bar (SD/RootNo.) 0.044237777 0.021535361 0.001355975 0.014455933 0.010028573 0.009247093 0.001159953 
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ข 

 
1 2 3 4 5 6 7 

Firefly luciferase activity 
2762 59065.5 15806.5 43102.5 50910.5 15070.5 15630.5 
2697 54303.5 15128.5 37200.5 41117.5 7530.5 11612.5 

Average 2729.5 56684.5 15467.5 40151.5 46014 11300.5 13621.5 

Renilla luciferase activity 
1451 96365 83346 72327 68083 60458 45218 
2421 63619 56886 58491 53022 80489 32921 

Average 1936 79992 70116 65409 60552.5 70473.5 39069.5 

Relative luciferase activity 
1.903514817 0.612935194 0.189649173 0.595939276 0.747771103 0.249272222 0.345669866 
1.114002478 0.853573618 0.265944169 0.63600383 0.775479989 0.093559368 0.352738374 

Average 1.508758648 0.733254406 0.227796671 0.615971553 0.761625546 0.171415795 0.34920412 

SD 0.558269529 0.170157061 0.053948709 0.028329918 0.019593142 0.110105615 0.00499819 
Number 2 2 2 2 2 2 2 
Root No. 1.414213562 1.414213562 1.414213562 1.414213562 1.414213562 1.414213562 1.414213562 

Error bar (SD/RootNo.) 0.39475617 0.120319212 0.038147498 0.020032277 0.013854443 0.077856427 0.003534254 

โดยท่ี 1 = MOCK, 2 = pGL3MS2/Basic+pSilencer 3.0-H1, 3 =pGL3MS2/Basic+pSilencer Fluc, 4 = pGL3MS2/Basic+pSilencer has-mir-5193, 5 = 
pGL3MS2/Basic HBV Insert+pSilencer 3.0-H1, 6 = pGL3MS2/Basic HBV Insert+pSilencer Fluc และ 7 = pGL3MS2/Basic HBV Insert+pSilencer has-mir-
5193
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รูปที ่26 แสดง Relative Luciferase Activity เมื่อเวลาผ่านไป 48 ช่ัวโมง (ก) และ 72 ช่ัวโมง (ข) 

โดย A : pGL3MS2/Basic + pSilencer 3.0-H1, B : pGL3MS2/Basic + pSilencer Fluc,  

C : pGL3MS2/Basic + pSilencer has-mir-5193, D : pGL3MS2/Basic HBV Insert +    

pSilencer 3.0-H1,   E : pGL3MS2/Basic HBV Insert + pSilencer Fluc และ F : 

pGL3MS2/Basic HBV Insert + pSilencer has-mir-5193 

* , # แสดงการเปรียบเทยีบค่าเฉลีย่กบั pGL3MS2/Basic + pSilencer 3.0-H1 และ 

pGL3MS2/BasicHBV Insert + pSilencer 3.0-H1 ตามล าดับ 
โดยมีระดับนัยส าคัญทางสถิติ p<0.05 

ก 

ข 

# 

# 

# *,# 

A               B               C               D               E                F 

# 
*,# 
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การวเิคราะห์ระดับของ mRNA โดยอาศัยเทคนิค Real-time PCR 

 การวดัระดบัของ mRNA ในการทดลองน้ีจะอาศยัการวิเคราะห์โดยเทคนิค Real-time PCR 
ซ่ึงท าการออกแบบไพรเมอร์ท่ีสามารถเขา้คู่กบัยีน Firefly Luciferase และ GAPDH ได ้หลงัจากนั้น
จึงท าการวิเคราะห์ผลโดยอาศยัค่า ΔΔCt  โดยใช้ Calibrator เป็นค่า ΔCt ของเซลล์ท่ีท าการ 
transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic, pCMVRLuc และ pSilencer 3.0 H1 

เม่ือท าการเก็บเซลล์ท่ีเวลาผ่านไป 72 ชั่วโมง พบว่าเซลล์ท่ีผ่านการ transfection ด้วย 
pGL3MS2/Basic, pCMVRLuc และ pSilencerFLuc มีระดบัของ mRNA อยูท่ี่ 9 เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ี   
ผา่นการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic HBV Insert, pCMVRLuc และ pSilencerFLuc มีระดบั  
ของ mRNA อยูท่ี่ 4 เปอร์เซ็นตซ่ึ์งมีระดบัลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ส่วนเซลล์ท่ีผา่น    
การ transfection ดว้ย pSilencer hsa-mir-5193 มีระดบัของ mRNA อยู่ท่ี 78 เปอร์เซ็นต์ เม่ือ
เปรียบเทียบกบัตวัควบคุม (100 เปอร์เซ็นต)์  ดงัรูปท่ี 27 
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รูปที ่27 ผล Real-Time PCR แสดงระดับการลดลงของ mRNA เมื่อเวลาผ่านไป 72 ช่ัวโมง  

โดย โดย A : pGL3MS2/Basic + pSilencer 3.0-H1 ซ่ึงก าหนดให้ระดับ mRNA ของ 

pGL3MS2/Basic+pSilencer hsa-mir-5193  เท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต์, B : pGL3MS2/Basic + 

pSilencer Fluc, C : pGL3MS2/Basic HBV Insert + pSilencer Fluc และ 

 D : pGL3MS2/Basic HBV Insert + pSilencer has-mir-5193  

* แสดงการเปรียบเทยีบค่าเฉลีย่กบั pGL3MS2/Basic+pSilencer 3.0-H1 
โดยมีระดับนัยส าคัญทางสถิติ p<0.05 

 

 

 

 

* 

A                                 B                                 C                                 D 

* 



 
 

บทที ่5 

สรุปผลการวจัิย อภิปรายผล ข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวจัิย 

การค้นหา miRNA ของเซลล์ทีจ่ าเพาะกบันิวคลโีอไทด์ของไวรัสตับอกัเสบบีจีโนไทป์ A-J 

ผลการคดัเลือก miRNAs ของมนุษยโ์ดยอาศยัล าดบันิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอกัเสบบี    
จีโนไทป์ A-J โดยใช้ฐานขอ้มูล miRBase และโปรแกรม RNAHybrid พบวา่มี miRNAs ทั้งหมด   
41 miRNAs ท่ีสามารถเขา้คู่ (Hybridization) กบันิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอกัเสบบีไดอี้กทั้งยงั
พบวา่มีอีกหลาย miRNAs ท่ีสามารถเขา้คู่กบันิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอกัเสบบีไดห้ลายจีโนไทป์ 
ไดแ้ก่ hsa-mir-195, hsa-mir-214-3p, hsa-mir-509-1, hsa-mir-671-3p, hsa-mir-1273d, hsa-mir-
1914, hsa-mir-4640-5p, hsa-mir-4999-5p, hsa-mir-5702, hsa-mir-142-5p, hsa-mir-384, hsa-mir-
500b, hsa-mir-4731-5p และ hsa-mir-5193 ดงัแสดงในตารางท่ี 22 

ลกัษณะการเข้าคู่ระหว่าง hsa-mir-5193 และนิวคลโีอไทด์ของไวรัสตับอกัเสบบีแต่ละจีโนไทป์ 
จากการศึกษาคร้ังน้ี ผูว้ิจ ัยได้ท าการเลือก hsa-mir-5193 มาใช้ในการศึกษาเพิ่มเติม 

เน่ืองจากเป็น miRNA ท่ีสามารถเขา้คู่กบันิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ต่าง ๆไดม้าก
ท่ีสุด ไดแ้ก่ จีโนไทป์ A, B, C, E, F, H, I และ J โดยเฉพาะอยา่งยิ่งไวรัสตบัอกัเสบบีจีโนไทป์ B 
และ C ซ่ึงเป็นจีโนไทป์ท่ีพบการระบาดในประเทศไทยมากท่ีสุด นอกจากน้ีลกัษณะการเขา้คู่
ระหว่าง hsa-mir-5193 และนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตับอักเสบบี จีโนไทป์ต่าง ๆ เป็นชนิด                
5'-canonical ดงัรูปท่ี 28 ซ่ึงเป็นรูปแบบการเขา้คู่ระหวา่ง miRNA และยีนเป้าหมายท่ีมีความเสถียร
มากท่ีสุด จึงเป็นการบ่งช้ีประสิทธิภาพในการท างานของ miRNAs ดว้ย 

รูปที ่28 แสดงลกัษณะการเข้าคู่ระหว่าง hsa-mir-5193 กบันิวคลโีอไทด์ของไวรัสตับอักเสบบี 

Genotype A  Genotype F  
Genotype B  Genotype H  
Genotype C 

 
Genotype I  

Genotype E  Genotype J  
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การสร้าง reporter vector และ miRNA expression vector 
หลงัจากนั้นจึงท าการสร้าง reporter vector ซ่ึงมีนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอกัเสบบี

ต าแหน่ง 1681-1702 (เป็นยีนเป้าหมายของ hsa-mir-5193)  เช่ือมต่อกบับริเวณ 3'-UTR ของยีน 
Firefly luciferase (reporter gene) ใน reporter vector เรียกช่ือวา่ pGL3MS2/Basic HBV Insert และ
ท าการสร้าง miRNA expression vector เรียกวา่ pSilencer hsa-mir-5193 เพื่อใชเ้พิ่มการแสดงออก
ของ hsa-mir-5193  ท่ีสนใจในเซลล์มะเร็งตบัหรือเซลล์ HepG2 โดยไดท้ าการยืนยนัผลโดยท า 
nucleotide sequencing พบวา่สามารถสร้าง reporter vector และ miRNA expression vector ท่ีมี
ล าดบันิวคลีโอไทดถู์กตอ้งเหมาะสม  

การแสดงออกของ hsa-mir-5193   
จากผล Real-Time PCR เพื่อดูระดบัการแสดงออกของ hsa-mir-5193  พบวา่เซลล์ในกลุ่มท่ี

ไดรั้บ miRNA expression vector มีระดบัการแสดงออกของ hsa-mir-5193 ในเซลล์มากกวา่กลุ่ม 
Mock ซ่ึงมี hsa-mir-5193 ท่ีแสดงออกอยูภ่ายในเซลล์อยูแ่ลว้ (endogenous miRNA) ดงันั้นจึงบ่งช้ี
วา่ miRNA expression vector สามารถเพิ่มการแสดงออกของ hsa-mir-5193 ท่ีตอ้งการศึกษาได ้  

การศึกษาการท างานของ hsa-mir-5193 ในการยบัยั้งการแสดงออกของยนี  
จากนั้นผูว้ิจยัจึงได้ท าการศึกษาการท างานของ hsa-mir-5193 น้ีในการยบัย ั้งการสร้าง

โปรตีน โดยอาศยัการวดั luciferase activity พบวา่ค่า relative luciferase activity ของเซลล์ท่ีมีการ 
transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic HBV Insert, pCMVRLuc และ pSilencerhsa-mir-5193 จะท าให้
มีระดับ luciferase activity ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีมีการ transfection ด้วย 
pGL3MS2/Basic, pCMVRLuc และ pSilencer 3.0 H1 จากนั้นเม่ือเปรียบเทียบผลยบัย ั้งในระดบัของ 
mRNA โดยอาศยัเทคนิค Real-Time PCR พบวา่เซลล์ท่ีมีการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic 
HBV Insert, pCMVRLuc และ pSilencerhsa-mir-5193 มีการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน luciferase 
ในระดบั mRNA เพียงเล็กนอ้ยเท่านั้น 

ดงันั้นขอ้สันนิษฐานของผลการทดลองท่ีกล่าวมาแลว้นั้น มีความเป็นไปไดว้่าอาจจะเกิด
จากการเขา้คู่ของ hsa-mir-5193 กบั mRNA ของเป้าหมายแบบ 5' Canonicalซ่ึงเป็นการเขา้คู่แบบไม่
สมบูรณ์ (partial complementary) ก็จะเป็นผลท าให้เกิดการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน(gene 
silencing) ดว้ยกระบวนการยบัย ั้งการแปลรหัส (translation repression) แต่ไม่เกิดการย่อยสลาย 
mRNA (mRNA degradation) ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ hsa-mir-5193 น่าจะมีความสามารถยบัย ั้งการ
สร้างโปรตีนของไวรัสตบัอกัเสบบีไดโ้ดยการบวนการ translation repression แต่ไม่สามารถท าลาย 
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mRNA หรือ pre-genomic RNA ของไวรัสตบัอกัเสบบีโดยกระบวนการ mRNA degradation 
อยา่งไรก็ตามควรมีการศึกษายนืยนัต่อไปในอนาคต 

อภิปรายผล 

hsa-mir-5193 เป็น miRNA ท่ีพบวา่มีการแสดงออกอยูภ่ายในเซลล์มนุษยซ่ึ์งก่อนหนา้น้ีคน้
พบวา่ miRNA ชนิดน้ีมีการแสดงออกมากในผูป่้วยเด็กท่ีเป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลนั 
หรือ Acute Lymphoblastic leukemia (ALL) [43] ยงัไม่เคยมีรายงานวา่ miRNA ชนิดน้ีเก่ียวขอ้งใน
การยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัส ดงันั้นผลการศึกษาท่ีได้จากงานวิจยัคร้ังน้ีจึงมีความน่าสนใจ
เน่ืองจากเป็นการศึกษา miRNA ชนิดใหม่ท่ีอาจมีผลในการยบัย ั้งการไวรัสตบัอบัเสบบี ซ่ึงเป็น
ปัญหาทางดา้นสาธารณสุขในปัจจุบนั 

ในงานวิจยัน้ี ผูว้ิจยัไดเ้ลือกศึกษา hsa-mir-5193 ต่อการยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัสตบั
อกัเสบบี ซ่ึงพบว่า เม่ือวิเคราะห์ในระดบัการแสดงออกของโปรตีน luciferase โดยเปรียบเทียบ
ระหวา่งเวลา 48 และ 72 ชัว่โมงหลงัจากการ transfection พบวา่ ท่ีเวลา 72 ชัว่โมงให้ผลการทดลอง
ท่ีชดัเจนกว่า ดงัรูปท่ี 26 กล่าวคือสามารถวดัสัญญาณ luciferase ในเซลล์กลุ่มต่าง ๆ ไดสู้งกว่าท่ี
เวลา 48 ชัว่โมง นอกจากน้ีสัญญาณ luciferase ท่ีเวลา 72 ชัว่โมงมีความแตกต่างระหวา่งกลุ่มอยา่ง
ชดัเจนท าใหส้ามารถเปรียบเทียบผลการทดลองไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

จากรูปท่ี 26 เป็นการศึกษาการท างานของ hsa-mir-5193 ในการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน
ในระดบัโปรตีน โดยตรวจสอบดว้ยเทคนิค luciferase assay โดยแบ่งเซลลอ์อกเป็น 6 กลุ่ม ไดแ้ก่  

1. เซลลท่ี์มีการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic และ pSilencer 3.0-H1 
2. เซลลท่ี์มีการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic และ pSilencer Fluc 
3. เซลลท่ี์มีการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic และ pSilencer has-mir-5193 
4. เซลลท่ี์มีการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic HBV insert และ pSilencer 3.0-H1 
5. เซลลท่ี์มีการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic HBV insert และ pSilencer Fluc 
6. เซลลท่ี์มีการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic HBV insert และ pSilencer hsa-mir-5193 

เซลล์กลุ่มท่ี 1 จะถูก transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic และ pSilencer 3.0-H1 ในการ
ทดลองจะเลือกใชก้ลุ่มท่ี 1 เป็นค่าพื้นฐานเพื่อใชใ้นการเปรียบเทียบกบักลุ่มต่าง ดงัน้ี  

เม่ือพิจารณาสัญญาณ luciferase ในเซลลก์ลุ่มท่ี 2 พบวา่มีค่าลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติเม่ือเทียบกบักลุ่มท่ี 1 เน่ืองจากในกลุ่มท่ี 2 เซลล์ถูก transfection ดว้ย pSilencer Fluc ซ่ืงจะ
สร้าง shRNA ท่ีจะถูกตดัดว้ย Dicer ภายในเซลล์ให้กลายเป็น siRNA ท่ีมีความจ าเพาะในการยบัย ั้ง
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การแสดงออก (gene silencing) ของยีน Fluc ท่ีเป็น reporter gene โดยตรง ดงันั้นเซลล์ในกลุ่มท่ี 2 
จึงเป็นจดัเป็น positive silencing control เพื่อยืนยนัว่าระบบ reporter vector และ miRNA 
expression vector ท่ีใชใ้นการศึกษาสามารถท าใหเ้กิด gene silencing ไดจ้ริง 

เซลล์กลุ่มท่ี 3 ถูก transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic และ pSilencer hsa-mir-5193 มี
สัญญาณ luciferase ลดลงเล็กนอ้ย (อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ) เม่ือเทียบกบักลุ่มท่ี 1 ดงันั้นจึงเป็น
การบ่งช้ีวา่ hsa-mir-5193 ท่ีแสดงออกมาจาก pSilencer hsa-mir-5193 ของเซลล์ในกลุ่มท่ี 3 ไม่มีผล
ในการลดการแสดงออกของยนี luciferase ซ่ึงเป็น reporter gene ใน pGL3MS2/Basic 

เซลล์กลุ่มท่ี 4 ถูก transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic HBV insert การเปรียบเทียบ
ระหว่างกลุ่มท่ี 1 และกลุ่มท่ี 4 จะสามารถตอบค าถามว่า endogenous miRNA-5193 ท่ีมีการ
แสดงออกภายในเซลล์อยู่แล้ว จะสามารถยบัย ั้ งนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตับอักเสบบีท่ีอยู่ใน 
pGL3MS2/Basic HBV insert ในกลุ่มท่ี 4 ไดห้รือไม่ จากผลการทดลองพบวา่สัญญาณ luciferase 
ระหว่างกลุ่มท่ี 1 และกลุ่มท่ี 4 ไม่มีความแตกต่างกัน ดังนั้ นจึงสามารถสรุปได้ว่า endogenous 
miRNA-5193 มีปริมาณนอ้ยมากจนไม่สามารถยบัย ั้งนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอกัเสบบีท่ีสร้างมา
จาก pGL3MS2/Basic HBV insert ได ้และเลือกสามารถใชก้ลุ่มท่ี 1 หรือกลุ่มท่ี 4 เป็นค่าพื้นฐานใน
การเปรียบเทียบกบัเซลลใ์นกลุ่มต่าง ๆ ต่อไปได ้

เซลล์กลุ่มท่ี 5 ถูก transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic HBV insert และ pSilencer Fluc 
ผลท่ีได้จะมีลักษณะเหมือนกบัเซลล์ในกลุ่มท่ี 2 กล่าวคือ สัญญาณ luciferase มีค่าลดลงอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่มท่ี 1 หรือกลุ่มท่ี 4 เน่ืองจากในกลุ่มท่ี 5 เซลล์ถูก transfection 
ดว้ย pSilencer Fluc ซ่ืงจะสร้าง shRNA ท่ีจะถูกตดัดว้ย Dicer ภายในเซลล์ให้กลายเป็น siRNA ท่ีมี
ความจ าเพาะในการยบัย ั้งการแสดงออก (gene silencing) ของยีน Fluc ท่ีเป็น reporter gene โดยตรง 
ผลท่ีได้จากกลุ่มท่ี 5 เป็นการบ่งช้ีว่าการเช่ือมนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอกัเสบบีเข้าท่ีบริเวณ          
3'-UTR ของ luciferase gene ไม่มีผลต่อการท างานของ siRNA ในการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน 
Firefly luciferase 

เซลล์กลุ่มท่ี 6 ถูก transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic HBV insert และ pSilencer    
hsa-mir-5193 มีสัญญาณ luciferase ลดลงค่อนขา้งมาก (มีนัยส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับ   
กลุ่มท่ี 4 แต่ไม่มีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ี 1) เน่ืองจากผลการทดลองในกลุ่มท่ี 1 
มีค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) ค่อนขา้งมาก จึงส่งผลท าให้ความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ี 1 และ
กลุ่มท่ี 6 นั้นไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ (p > 0.05)  อยา่งไรก็ตามผลการเปรียบเทียบระหวา่งกลุ่มท่ี 4 
และกลุ่มท่ี 6 นั้นมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) ดงันั้นจึงสามารถแปลผลได้
วา่ pSilencer hsa-mir-5193 ในกลุ่มท่ี 6 สามารถสร้าง has-mir-5193 ซ่ึงท าหนา้ท่ียบัย ั้งนิวคลีโอไทด์
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ของไวรัสตบัอกัเสบบีท่ีอยูบ่ริเวณ 3’-UTR ของ luciferase ยนี จึงมีผลท าให้ยบัย ั้งการแสดงออกของ
ยนี luciferase ไดด้ว้ย    

จากรูปท่ี 27 เป็นการศึกษาการท างานของ hsa-mir-5193 ในการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน
ในระดบั mRNA โดยตรวจสอบดว้ยเทคนิค real-time PCR โดยแบ่งเซลลอ์อกเป็น 4 กลุ่ม ไดแ้ก่  

A. เซลลท่ี์มีการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic และ pSilencer 3.0-H1 
B. เซลลท่ี์มีการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic และ pSilencer Fluc 
C. เซลลท่ี์มีการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic HBV insert และ pSilencer Fluc 
D. เซลลท่ี์มีการ transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic HBV insert และ pSilencer hsa-mir-5193 
เซลล์กลุ่ม A จะถูก transfection ดว้ย pGL3MS2/Basic และ pSilencer 3.0-H1 ในการ

ทดลองจะเลือกใชก้ลุ่ม A เป็นค่าพื้นฐานเพื่อใชใ้นการเปรียบเทียบกบักลุ่มต่าง ดงัน้ี 
กลุ่ม B และ C ถูก transfection ดว้ย pSilencer Fluc ซ่ืงจะสร้าง shRNA ท่ีจะถูกตดัดว้ย 

Dicer ภายในเซลลใ์หก้ลายเป็น siRNA ท่ีมีความจ าเพาะในการยบัย ั้งการแสดงออก (gene silencing) 
ของยีน Firefly luciferase ท่ีเป็น reporter gene โดยตรง นอกจากน้ี siRNA ท่ีถูกสร้างข้ึนมาจะมี
ลกัษณะเป็น perfect complementary กบัยีน luciferase ดงันั้นกลไกการยบัย ั้งจะเป็นแบบ mRNA 
degradation ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองท่ีพบคือ ปริมาณ mRNA ของยีน Fluc ในกลุ่ม B และ C 
มีค่าลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่ม A  

กลุ่ม D ถูก transfection ด้วย pGL3MS2/Basic HBV insert และ pSilencer              
hsa-mir-5193 มีปริมาณ mRNA ของยีน Fluc ลดลงเล็กนอ้ย (แตกต่างอยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ) 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่ม A ดงันั้นจึงบ่งช้ีว่า hsa-mir-5193  มีกลไกการย ั้งย ั้งไม่เป็นแบบ mRNA 
degradation แต่เป็นแบบ translational repression เน่ืองจากลกัษณะการเขา้คู่ระหวา่ง hsa-mir-5193 
และนิวคลีโอไทดข์องเช้ือไวรัสตบัอบัเสบบี เป็นแบบ partial complementary 

เน่ืองจาก hsa-mir-5193 สามารถจับกับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบี ได้ท่ี
ต  าแหน่ง 1681-1702 (เทียบกบั whole genome sequence accession number DQ361535) เม่ือ
พิจารณาลกัษณะโครงสร้างจีโนมของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบเสบบี ดงัรูปท่ี 2 และการถอดรหัสจาก 
mRNA เป็นโปรตีนชนิดต่าง ๆ ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบเสบบี ดังรูปท่ี 3 พบว่าลักษณะสาร
พนัธุกรรมของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบเสบบี เป็นแบบ overlap open reading frame ส่งผลให้ hsa-mir-
5193 สามารถเขา้คู่กบั mRNAของไวรัสตบัอกัเสบบีในลกัษณะ partial complementary ไดท้ั้งส่วน
ของ pregenomic RNA และ subgenomic RNA จึงเป็นผลท าให้เกิดการยบัย ั้งการสร้างโปรตีนของ
เช้ือไวรัสตบัอกัเสบเสบบีไดห้ลายชนิด ไดแ้ก่ Surface (S), Core (C), Polymerase (P) และ X 
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ดงันั้น ในงานวจิยัน้ี จึงเป็นประโยชน์ในแง่ของการศึกษา miRNA ท่ีมีการแสดงออกภายใน
เซลลม์นุษยแ์ละสามารถเขา้คู่กบัไวรัสตบัอกัเสบบีไดห้ลายจีโนไทป์ ซ่ึงแตกต่างจากงานวิจยัท่ีผา่น
มาท่ีท าการศึกษาในบางจีโนไทป์เท่านั้น เช่น ในปี 2010, Qui และคณะ ไดท้  าการศึกษาการท างาน
ของ hsa-mir-122 ต่อไวรัสตบัอกัเสบบี พบว่า miRNA ชนิดน้ีสามารถยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของ
ไวรัสตบัอกัเสบบีได ้ผ่านการท างานของ heme oxygenase-1 (HO-1) [34] นอกจากน้ีในปี 2010, 
Zhang  และคณะไดท้ าการศึกษา miRNA 2 ชนิด ไดแ้ก่ hsa-mir-199-3p และ hsa-mir-210 ซ่ึงพบวา่
มีบทบาทในการลดการแสดงออกของ HBsAg และเป็นผลท าให้การเพิ่มจ านวนของไวรัสตบั
อกัเสบบีลดลงได ้[35] เช่นเดียวกบั hsa-mir-125a-5p ท่ีท าการศึกษาโดย Potenza และคณะในปี 
2011 [33] 

ข้อเสนอแนะ 

 ในการศึกษาวิจยัคร้ังน้ี พบว่า miRNA นั้นมีผลกบัการแสดงออกในระดบัของโปรตีน
เท่านั้น เน่ืองมาจากลกัษณะของการเขา้คู่ระหวา่ง miRNA และ mRNA ของไวรัสตบัอกัเสบบี อีกทั้ง
ผลการทดลองท่ีไดย้งัไม่สามารถท่ีจะยืนยนัไดว้่า hsa-mir-5193 นั้นสามารถท่ีจะไปยบัย ั้งการเพิ่ม
จ านวนของไวรัสตบัอกัเสบบีไดจ้ริงเน่ืองจากเป็นการศึกษาเพียงบางส่วนของล าดบันิวคลีโอไทด์
ของไวรัสตบัอกัเสบบีเท่านั้น ดงันั้นจึงตอ้งท าการทดลองในเซลลท่ี์มีจีโนมของไวรัสตบัอกัเสบบีอยู่
จริง เพื่อดูผลของ miRNA ชนิดน้ีต่อการเพิ่มจ านวนของไวรัสตบัอกัเสบบีต่อไป 
 อีกทั้งเม่ือเปรียบเทียบกับการใช้ siRNA ของงานวิจยัท่ีผ่านมา พบว่ามีผลท าให้เกิด
กระบวนการสลายของ mRNA ได ้แต่ขอ้จ ากดัของการใช ้siRNA นั้น คือ การท่ีเม่ือร่างกายไดรั้บ 
siRNA เขา้ไป ร่างกายของมนุษยก์็จะมีกระบวนการในการต่อตา้นส่ิงแปลกปลอมภายนอก ดงันั้น
การท างานของ siRNA อาจไม่สมบูรณ์ งานวิจยัน้ีได้ศึกษาการท างานของ miRNA ท่ีมีการ
แสดงออกภายในเซลล์มนุษย ์แต่ miRNA ท่ีเลือกมาศึกษานั้นมีลกัษณะการเขา้คู่กบั mRNA แบบ 
partial complementary ท าให้เกิดกระบวนการ translation repression เท่านั้น จึงจ าเป็นอยา่งยิ่งต่อ
การศึกษาในอนาคตในการเลือก miRNA ท่ีสามารถจบักบั mRNA ได้อย่างสมบูรณ์ (perfect 
complementary) เป็นผลท าใหเ้กิดการสลายของ mRNA ได ้
 ดงันั้น การศึกษาในคร้ังน้ีจึงเป็นจุดเร่ิมตน้ท่ีส าคญัต่อการศึกษา miRNA ท่ีมีผลต่อการเพิ่ม
จ านวนของไวรัสตบัอกัเสบบี โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในระดบัของโปรตีน คือ การสร้างโปรตีน X ซ่ึง
พบว่ามีผลในการยบัย ั้งการท างานของยีน p53 ท่ีเก่ียวข้องกับการยบัย ั้งการเกิดมะเร็งได้  เม่ือ 
miRNA ชนิดน้ีสามารถยบัย ั้งการสร้างโปรตีน X ได ้ก็อาจจะมีผลท าให้อตัราการเกิดมะเร็งของผูท่ี้
ติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีลดลงไดเ้ช่นกนั 
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ภาคผนวก 

การเตรียมสารเคมี 

1. การเตรียม Annealing Buffer 

 - 10 มิลลิโมลาร์ Tris 
 - 50 มิลลิโมลาร์ NaCl 
 - 1 มิลลิโมลาร์ EDTA 
 ปรับ pH ใหเ้ท่ากบั 8 และเติมน ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ใหค้รบ 100 มิลลิลิตร 

2. การเตรียมสารส าหรับ Cloning 

 2.1 LB Agar 

  - Agar  3.75 กรัม 
  - Yeast Extract 1.25 กรัม 
  - Tryptone 2.5 กรัม 
  - NaCl  1.25 กรัม 
  - น ้ากลัน่ 250 มิลลิลิตร 
 น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121.5 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 
นาที 
 2.2 LB Broth 

  - Yeast Extract 0.5 กรัม 
  - Tryptone 1.0 กรัม 
  - NaCl  0.5 กรัม 
  - น ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
 น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121.5 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 
นาที 
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 2.3 SOC Medium 

- Yeast Extract 0.5 กรัม 
  - Tryptone 1.0 กรัม 
  - NaCl  0.5 กรัม 
  - น ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
 น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121.5 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 
นาทีและใส่ 2 โมลาร์ของ Mg2+, 2 โมลาร์ Glucose และ 1 โมลาร์ KCl 

3. การเตรียม 5X TBE (Tris-Borate-EDTA Buffer) 

 - Tris  54 กรัม 
 - Boric Acid 27.5 กรัม 
 - EDTA  4.16 กรัม 
 -น ้ากลัน่  1000 มิลลิลิตร 

4. การเตรียมอาหารส าหรับเลีย้งเซลล์ 

 - DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 45 มิลลิลิตร 
 - FBS (Heat Inactivated Fetal Bovine Serum) 5 มิลลิลิตร 
 - Antibiotic-Antimycotic    500 มิลลิลิตร 

5. การเตรียม Freezing Media 

- DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 8.5 มิลลิลิตร 
- FBS  (Heat Inactivated Fetal Bovine Serum) 5 มิลลิลิตร 
- DMSO (Dimethyl Sulfoxide)   1.5 มิลลิลิตร 
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