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บทที่  1 

บทนํา 

1. ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคพีอารอารเอส (porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS) 
ซึ่งเกิดจากเชื้อไวรัสพีอารอารเอส (porcine reproductive and respiratory syndrome virus, 
PRRSV) จัดเปนโรคที่มีความสําคัญตออุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรเปนอยางมาก สามารถพบมีการ
ระบาดของโรคไดในฟารมเลี้ยงสุกรทั่วโลก สุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสจะมีปญหาเกี่ยวกับ
ระบบทางเดินหายใจ และระบบสืบพันธุ ทําใหสุกรไมสามารถเจริญเติบโตไดตามเปาหมาย เกิด
ความสิ้นเปลืองดานการรักษา การคัดทิ้ง หรือการตายของสุกร  

การระบาดของโรคพีอารอารเอสเกิดขึ้นครั้งแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาในชวง
กอนป พ.ศ. 2530 ตอมาในชวงประมาณ พ.ศ. 2534 ไดมีการแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดสําเร็จ
เปนครั้งแรกในประเทศเนเธอรแลนดและสหรัฐอเมริกา และไดเร่ิมมีการศึกษาถึงความสําคัญของ
ลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในดานตางๆ ตั้งแตนั้นเปนตนมา ปจจุบันมีการ
คนพบเชื้อไวรัสพีอารอารเอสที่มีลําดับนิวคลีโอไทดชวงโปรตีนเอ็นเอสพี 2 (non-structural 
protein 2) ที่มีขนาดสั้นกวาปกติ (เกิดการขาดหายไป (deletion) ของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2) 
ในบางประเทศ เชน ประเทศสหรัฐอเมริกา สาธารณรัฐประชาชนจีน และญี่ปุน เปนตน และในบาง
ประเทศ เชน สาธารณรัฐประชาชนจีน และญี่ปุน นั้นพบวาเชื้อไวรัสพีอารอารเอสที่มีเอ็นเอสพี 2 
ขนาดสั้นกวาปกตินี้สามารถพบไดอยางแพรหลายทั่วประเทศ ซึ่งเปนที่นาสนใจเปนอยางมากวา
เหตุใดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสที่มีเอ็นเอสพี 2 ขนาดสั้นกวาปกติเหลานี้จึงสามารถกลายเปนเชื้อ
ไวรัสพีอารอารเอสที่พบเปนหลักของบางประเทศได  

นอกจากนี้ยังพบวาไวรัสบางไอโซเลทที่มีเอ็นเอสพี 2 ที่มีขนาดสั้นกวาปกตินี้มี
ความรุนแรงในการกอโรคสูง เชน MN184A MN184B (สหรัฐอเมริกา) และ SY0608 (สาธารณรัฐ
ประชาชนจีน) เปนตน จึงเปนที่นาสนใจเปนอยางมากวาลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 
นั้นมีความเกี่ยวของกับความสามารถในการกอโรคของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดอยางไร อยางไรก็
ตามผลการศึกษาดานความสําคัญของเอ็นเอสพี 2 นั้นยังมีอยูคอนขางจํากัด 

จากการศึกษาดานซีร่ัมวิทยาที่ผานมาในประเทศไทย พบวาประเทศไทยอาจมี
การระบาดของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสเปนครั้งแรกตั้งแต พ.ศ. 2532 (Damrongwatanapokin et 
al., 1996a) ซึ่งตอมาสามารถแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดสําเร็จเปนครั้งแรกใน พ.ศ. 2539 
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(Damrongwatanapokin et al., 1996b) อยางไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน
ประเทศไทยที่ผานมานั้นยังมิไดใหความสําคัญเกี่ยวกับโปรตีนเอ็นเอสพี 2 มากนัก และยังไมเคยมี
การศึกษาถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน
ประเทศไทยมากอน ดังนั้นการศึกษานี้จึงเปนการศึกษาแรกที่แสดงใหเห็นถึงลักษณะทาง
พันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย ซึ่งจะทําใหทราบไดวาปจจบัุน
สามารถพบเชื้อไวรัสพีอารอารเอสที่มีเอ็นเอสพี 2 ที่มีขนาดสั้นกวาปกติไดในประเทศไทยหรือไม 
และลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยนั้นมีความ
คลายคลึงกับ MN184A MN184B หรือ SY0608 เพียงใด  

2. วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. ศึกษาขนาดของลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสใน
ประเทศไทย ชวงนิวคลีโอไทดที่ 886 – 2,205   

2. ศึกษาตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของลําดับนิวคลีโอไทด (หรือกรดอะมิโน) 
ของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย ในชวงนิวคลีโอไทดที่ 886 – 2,205  

3. ศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอส
ในประเทศไทย ชวงนิวคลีโอไทดที่ 886 – 2,205 โดยเปรียบเทียบกับเอ็นเอสพี 2 ในชวงเดียวกัน
ของ MN184A และ SY0608  

4. ศึกษาความสัมพันธดานไฟโลเจเนติก (phylogenetic) ระหวางเอ็นเอสพี 2 
ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย ชวงนิวคลีโอไทดที่ 886 – 2,205 เปรียบเทียบกับเอ็นเอสพี 2 
ในชวงเดียวกันของไวรัสพีอารอารเอสจากประเทศตางๆ  

3. ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสใน
ประเทศไทย รวมถึงลักษณะของการขาดหายไปของนิวคลีโอไทด (หรือกรดอะมิโน) ที่เกิดขึ้นบน
เอ็นเอสพี 2 ซึ่งจะเปนแนวทางในการศึกษาถึงความสําคัญของการขาดหายไปของนิวคลีโอไทด 
(หรือกรดอะมิโน) และความหลากหลายของเอ็นเอสพี 2 ตอไปในอนาคต 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

1. ความเปนมาและระบาดวิทยาของโรคพีอารอารเอส 

การระบาดครั้งแรกของโรคพีอารอารเอสเกิดขึ้นในประเทศสหรัฐอเมริกาในชวง
ประมาณ พ.ศ. 2530 ลักษณะเดนที่พบในการระบาด คือ พบสุกรที่มีปญหาดานระบบสืบพันธุและ
ระบบทางเดินหายใจเปนจํานวนมาก โดยปญหาดานระบบสืบพันธุที่พบไดแก การแทงของแมสุกร
ที่ต้ังทองในระยะทาย พบมีการเพิ่มข้ึนของจํานวนลูกกรอก จํานวนลูกสุกรตายแรกคลอด และ
จํานวนลูกสุกรออนแอ ปญหาดานระบบทางเดินหายใจที่พบไดแก อาการปอดอักเสบของลูกสุกร
และแมสุกร การระบาดที่พบสรางความเสียหายใหกับอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรเปนอยางมาก 
และในเวลาตอมาไดมีการแพรระบาดของกลุมอาการเหลานี้ไปยังทวีปยุโรป และประเทศตางๆ ทั่ว
โลกในชวง พ.ศ. 2533 และ พ.ศ. 2534 ตามลําดับ อยางไรก็ตามในชวงเวลานั้นยังไมสามารถ
ตรวจหาสาเหตุของกลุมอาการดังกลาวได (อางถึงโดย รุงโรจน, 2548)  

การแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดสําเร็จเกิดขึ้นครั้งแรกในประเทศเนเธอรแลนด 
ใน พ.ศ. 2534 โดยตั้งชื่อไวรัสทีแยกเชื้อไดวาลีลีสแตดไวรัส (Lelystad virus หรือ LV) (Wensvoort 
et al., 1991) ซึ่งตอมาไดกลายเปนไวรัสตนแบบของไวรัสพีอารอารเอสกลุมสายพันธุยุโรป ในเวลา
ตอมามีการแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดที่ประเทศสหรัฐอเมริกาเชนกัน และตั้งชื่อไวรัส              
ไอโซเลทนั้นวา VR2332 (Collins et al., 1992) ซึ่งตอมาไดกลายเปนไวรัสตนแบบของไวรัสกลุม
สายพันธุอเมริกาเหนือ  

จากการศึกษาดานซีร่ัมวิทยาที่ผานมาในประเทศไทย พบวามีความเปนไปไดวา
ประเทศไทยอาจมีการระบาดของเชื้อไวรัสพีอารอาร เอสเปนครั้งแรกตั้งแต  พ .ศ .  2532 
(Damrongwatanapokin et al., 1996a) ซึ่งตอมาโรคพีอารอารเอสไดแพรกระจายอยางกวางขวาง
ในประเทศไทย (Thanawongnuwech et al., 2004a) การแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศ
ไทยไดสําเร็จเกิดขึ้นเปนครั้งแรกใน พ.ศ. 2539 (Damrongwatanapokin et al., 1996b) โดยพบวา
ไวรัสที่แยกไดนี้มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกับสายพันธุอเมริกาเหนือมากกวา อยางไรก็ตาม
ในเวลาตอมาพบวาสามารถแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสทั้ง 2 สายพันธุไดจากสุกรในจังหวัดตางๆ 
ของประเทศไทย (Thanawongnuwech et al., 2004a) 

 

 



 4
 

จากการศึกษาดานซีร่ัมวิทยาในประเทศไทยใน พ.ศ. 2539 ของสถาบันสุขภาพ
สัตวแหงชาติพบวา สุกรที่นําเขาจากตางประเทศนั้นสวนหนึ่งมีการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสอยู
กอนแลว (Damrongwatanapokin et al., 1996a) ซึ่งอาจทําใหการแกปญหาโรคพีอารอารเอสใน
อนาคตในระดับประเทศนั้นทําไดยากมากขึ้น จึงไดมีการประสานงานกับกรมปศุสัตวและไดมีการ
ออกขอกําหนดหามมิใหนําสุกรที่มีการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสเขามาในประเทศไทย โดยเริ่ม
บังคับใชต้ังแต พ.ศ. 2539 เปนตนมา  

การติดตอของโรคพีอารอารเอสเกิดไดหลายทาง (รุงโรจน, 2548) ไดแก ทางการ
หายใจ ทางการกิน ทางระบบสืบพันธุ (เชน จากการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อที่มีการปนเปอนไวรัส) 
และเนื่องจากไวรัสมีความคงทนในสิ่งแวดลอมในระดับหนึ่งจึงทําใหการแพรกระจายของไวรัสนั้น
สามารถเกิดไดงายขึ้น ดังนั้นการแพรกระจายของโรคพีอารอารเอสอยางกวางขวางจนทําใหเกิด
การระบาดของโรค (โดยเฉพาะการระบาดในชวงแรก) จึงสามารถเกิดขึ้นไดเมื่อมีปจจัยอื่นๆ เขามา
เสริม เชน การเปลี่ยนระบบการผลิตสุกรจากการเลี้ยงแบบรายยอยมาเปนการเลี้ยงแบบ
อุตสาหกรรมซึ่งมีความหนาแนนของสุกรในฟารมเพิ่มสูงขึ้น การนําเขาน้ําเชื้อที่มีการปนเปอนไวรัส
พีอารอารเอส การนําเขาสุกรที่มีการติดเชื้ออยูกอนแลว และการใชวัคซีนเชื้อเปนที่ไวรัสจากวัคซีน
สามารถเกิดการกลายพันธุและพัฒนากลายเปนเชื้อที่มีความรุนแรงในการกอโรคได (Nielsen et 
al., 2001) เปนตน  

2. ไวรสัวิทยา 

ไวรัสพีอารอารเอสจัดอยูในลําดับนิโดไวรัลเลส (Nidovirales) วงศอารเทอรริวิริดี 
(Arteriviridae) กลุมอารเทอรริไวรัส (Arterivirus) ไวรัสที่จัดอยูในกลุมเดียวกันนี้ไดแก ไวรัสอีเอวี 
(equine arteritis virus, EAV) ไวรัสแอลดีวี (lactate dehydrogenase-elevating virus, LDV) 
และไวรัสเอสเอชเอฟวี (simian hemorrhagic fever virus, SHFV) ไวรัสพีอารอารเอสเปนไวรัสที่มี
เปลือกหุม มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 48 – 83 นาโนเมตร มีลักษณะของสายพันธุกรรม
เปนแบบอารเอ็นเอชนิดสายเดี่ยวและเปนสายบวก (positive single - stranded RNA) จีโนมมี
ขนาดประมาณ 15.4 กิโลเบส (Meng, 2000)  

ไวรัสพีอารอารเอสสามารถแบงตามลักษณะทางพันธุกรรมไดเปน 2 ชนิดหลัก คือ 
ชนิดที่ 1 หรือกลุมสายพันธุยุโรป มี LV เปนไวรัสตนแบบ และชนิดที่ 2 หรือกลุมสายพันธุอเมริกา
เหนือ มี VR2332 เปนไวรัสตนแบบ ไวรัสทั้ง 2 สายพันธุนี้แมวาจะสามารถทําใหเกิดกลุมอาการ
ของระบบหายใจและระบบสืบพันธุในสุกรเชนเดียวกัน แตรายละเอียดปลีกยอยของลักษณะการ
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กอโรค ลักษณะทางการเปนแอนติเจน และลักษณะทางพันธุกรรม ของไวรัสทั้ง 2 มีความแตกตาง
กันคอนขางสูง (Allende et al., 1999; Nelsen et al., 1999) 

จีโนมของไวรัสพีอารอารเอสทั้ง 2 สายพันธุประกอบดวย 9 โออารเอฟ (open 
reading frame, ORF) เรียงจากปลาย 5’ คือ โออารเอฟ 1 เอ, โออารเอฟ 1 บี, โออารเอฟ 2 เอ,        
โออารเอฟ 2 บี และโออารเอฟ 3 – โออารเอฟ 7 (Wootton et al., 2000; Lee and Yoo, 2006) 
(ภาพที่ 1) โออารเอฟ 1 เอ และโออารเอฟ 1 เอบีของไวรัสพีอารอารเอสมีขนาดรวมกันประมาณ 
12 กิโลเบส ซึ่งคิดเปนรอยละ 80 ของจีโนม โดยทั้ง 2 โออารเอฟนี้จะแปลรหัสไดเปนโปรตีนที่มิใช
โครงสรางของไวรัสหรือเอ็นเอสพี ซึ่งประกอบดวยโปรตีนทั้งสิ้น 13 ชนิด คือ เอ็นเอสพี 1 แอลฟา, 
เอ็นเอสพี 1 เบตาและเอ็นเอสพี 2 – เอ็นเอสพี 12 หนาที่สําคัญของโปรตีนเอ็นเอสพีเหลานี้จะ
เกี่ยวของกับเพิ่มจํานวนของไวรัสภายในเซลลเจาบาน สวนโออารเอฟ 2 เอ, โออารเอฟ 2 บีและ  
โออารเอฟ 3 – โออารเอฟ 7 จะแปลรหัสเปนโปรตีนโครงสรางของไวรัสรวมทั้งสิ้น 7 ชนิด ไดแก    
ไกลโคโปรตีน 2 หรือจีพี 2 (GP2), เอนเวลลอพโปรตีน หรือโปรตีนอี (E), จีพี 3, จีพี 4, จีพี 5,     
เมทริกซโปรตีน หรือโปรตีนเอ็ม (M) และนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน หรือโปรตีนเอ็น (N) ตามลําดับ 
(ภาพที่ 2) 

โปรตีนโครงสรางของไวรัสแบงไดเปนโปรตีนโครงสรางหลักและโปรตีนโครงสราง
รอง โปรตีนโครงสรางหลักคือโปรตีนที่มีการสรางออกมาในปริมาณที่คอนขางมาก ประกอบดวย
โปรตีนเอ็น โปรตีนเอ็ม และโปรตีนจีพี 5 หนาที่หลักของโปรตีนเอ็น คือ ทําหนาที่หอหุมอารเอ็นเอ
ของไวรัส เปนแกนกลางหลักของไวรัส และเปนโปรตีนที่มีการเคลื่อนยายเขาสูนิวเคลียสและ        
นิวคลีโอลัสของเซลลเปาหมายซึ่งมีผลดานการเพิ่มจํานวนของไวรัส (Pei et al., 2008) หนาที่หลัก
ของโปรตีนเอ็ม คือ เปนโปรตีนที่ใชในการเขาสูเซลลเปาหมาย หนาที่หลักของโปรตีนจีพี 5 คือ เปน
โปรตีนหลักเหนี่ยวนําใหสุกรเกิดการสรางนิวทรอลไลซิงแอนติบอดี (neutralizing antibody) และ
นอกจากนี้โปรตีนจีพี 5 ยังทํางานรวมกับโปรตีนเอ็มเพื่อสงสัญญาณในการเขาสูเซลลเปาหมายอีก
ดวย (Dea et al., 2000) 
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ภาพที่ 1 แผนผังจีโนมของไวรัสพีอารอารเอส เรียงจากปลาย 5’ ถึงปลาย 3’ คือ 5’ แคป, โออารเอฟ 1 เอ,            
โออารเอฟ 1 บี, โออารเอฟ 2 เอ, โออารเอฟ 2 บี, โออารเอฟ 3 - โออารเอฟ 7 และโพลีเอเทล ตามลําดับ 
(ดัดแปลงจาก Han et al., 2006) 
 
 

 
ภาพที่ 2 แบบจําลองแสดงตําแหนงโปรตีนโครงสรางของไวรัสพีอารอารเอส (Dea et al., 2000)   
 

โปรตีนโครงสรางรองของไวรัสพีอารอารเอสไดแก โปรตีนจีพี 2, โปรตีนอี, โปรตีน  
จีพี 3 และโปรตีนจีพี 4 หนาที่และความสําคัญของโปรตีนอีนั้นคาดวาทําหนาที่เปนไออนแชนแนล 
(ion-channel) ซึ่งมีความสําคัญในชวงการปลอยสารพันธุกรรมออกจากอนุภาคของไวรัสเมื่อไวรัส
เขาสูเซลล (Lee and Yoo, 2006) ในกรณีของโปรตีนจีพี 4 อาจมีความเกี่ยวของกับการเหนี่ยวนํา
ใหเกิดนิวทรอลไลซิงแอนติบอดี แตขอมูลที่มีในปจจุบันนั้นยังมีความขัดแยงกันอยู หนาที่และ
ความสําคัญของโปรตีนจีพี 2 และจีพี 3 ที่มีการรายงานในปจจุบันยังมีคอนขางจํากัด อยางไรก็
ตามมีการรายงานวาโปรตีนจีพี 3 นั้นอาจมิไดประกอบเขาเปนสวนหนึ่งของอนุภาคของไวรัสสาย
พันธุอเมริกาเหนือ  

ศึกษาเกี่ยวกับการเขาสูเซลลเปาหมายของไวรัสพีอารอารเอสโดยมากจะศึกษา
ในเซลลมาโครฟาจบริเวณถุงลม (pulmonary alveolar macrophage, PAM) ซึ่งเปนเซลล
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เปาหมายที่สําคัญชนิดหนึ่งของไวรัสพีอารอารเอส และในปจจุบันสามารถระบุถึงโมเลกุลตางๆ ที่มี
ความสําคัญไดในระดับหนึ่ง ไวรัสพีอารอารเอสเกาะติดกับเซลล PAM ผานทางการสงสัญญาณ
ระหวางโปรตีนเอ็มของไวรัส หรือคอมเพลกซโปรตีนของโปรตีนเอ็มรวมกับโปรตีนจีพี 5 (M-GP5 
complex) ของไวรัสกับเฮปาแรนซัลเฟต (heparan sulfate) และตัวรับไซอะโลแอดหิซิน 
(sialoadhesin receptor) ของเซลล PAM (Delputte et al., 2002; Vanderheijden et al., 2003; 
Delputte et al., 2004; Delputte et al., 2005) ไวรัสเขาสูเอนโดโซมของเซลล PAM 
(internalization) ผานทางการสงสัญญาณระหวางกรดไซอะลิคบนไวรัสกับตัวรับไซอะโล      
แอดหิซินของเซลล (Duan et al., 1998; Vanderheijden et al., 2003; Delputte and Nauwynck, 
2004; Delputte et al., 2005) ในกรณีของการปลดปลอยสารพันธุกรรม (uncoating) ของไวรัสใน
เอนโดโซมนั้นแมวาจะยังมีการศึกษาไมมากนัก แตจากการศึกษาที่ผานมาพบวากระบวนการนี้มี
ความเกี่ยวของกับโปรตีน CD163 ที่อยูบนผิวของเซลล PAM (Calvert et al., 2007) และโปรตีนอี
ของไวรัส (Lee and Yoo, 2006)  

การเพิ่มจํานวนหรือการจําลองตัวเองของอารเอ็นเอของไวรัสพีอารอารเอสนั้นจะ
เกิดขึ้นในสวนของไซโตพลาสมเทานั้น โดยอาจเกิดขึ้นในโครงสรางที่มีลักษณะเปนถุงที่มีผนัง 2 
ชั้นที่เรียกวา double membrane vesicle หรือ DMV ซึ่งพัฒนามาจากเอนโดพลาสมิคเรทิคูลัม 
ดังเชนที่พบในไวรัสอีเอวี (Pedersen et al., 1999) กระบวนการถอดรหัสเปนเมสเซนเจอร        
อารเอ็นเอ (mRNA) เพื่อใชในการแปลรหัสเปนโปรตีนตางๆ ของไวรัสตอไปนั้นเกิดขึ้นในลักษณะ
ของชวงที่ซอนทับกัน (nested set) ของเมสเซนเจอรอารเอ็นเอ ซึ่งเปนลักษณะเดนประการหนึ่ง
ของนิโดไวรัส (Pasternak et al., 2006) ไวรัสที่สมบูรณเกิดขึ้นไดเมื่อไวรัสที่มีเพียงนิวคลีโอแคปซิด
เกิดการแตกหนอเขาไปในเอนโดพลาสมิคเรทิคูลัมหรือกอลไจ ซ่ึงในชวงนี้ไวรัสจะนําผนังของ     
เอนโดพลาสมิคเรทิคูลัมหรือกอลไจนี้มาใชเปนเปลือกหุมของไวรัส (Dea et al., 2000) 

3. พยาธวิิทยาและวิทยาภมูิคุมกัน 

3.1 พยาธิวิทยาของโรคพีอารอารเอส 

ลักษณะการกอโรคของไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือและสายพันธุ
ยุโรปที่พบจากการศึกษาในหองทดลองนั้นมีความสอดคลองกัน และโดยมากจะพบรอยโรคใน
ระบบทางเดินหายใจเปนหลักเชนเดียวกัน แตโดยทั่วไปจะพบวาไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือมี
ความรุนแรงในการกอโรคสูงกวาสายพันธุยุโรปซึ่งกอใหเกิดรอยโรคนอยมาก (Halbur et al., 
1995) รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่สําคัญที่พบหลังจากการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในสุกร ไดแก 
การเกิดภาวะปอดอักเสบแบบกระจายทั่วไป (diffuse pneumonia) และการบวมของตอม
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น้ําเหลืองทั่วรางกาย (Halbur et al., 1995; Rossow et al., 1995) นอกจากนี้อาจพบรอยโรคอื่นๆ 
ไดดวย เชน การบวมน้ําบริเวณชั้นใตผิวหนัง และบริเวณเยื่อตาขาว เปนตน (Rossow et al., 
1995) รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่สําคัญ ไดแก ภาวะปอดอักเสบแบบหนาตัว (interstitial 
pneumonia) และการเพิ่มจํานวนของเซลลในบริเวณเจอรมินัลเซนเตอร (germinal center) ของ
ตอมน้ําเหลืองที่มีการบวมโต (Halbur et al., 1995; Rossow et al., 1995) รอยโรคที่ปอดนั้นอาจ
คงอยูไดยาวนานจนถึงชวงประมาณ 10 – 21 วันหลังไดรับเชื้อ หรืออาจพบไดยาวนานมากกวา 1 
เดือนทั้งนี้ข้ึนกับไวรัสที่นํามาศึกษา 

3.2 การติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสรวมกับเชื้อกอโรคอื่นๆ 

การติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสเพียงอยางเดียวนั้นโดยมากจะไมทําใหเกิดรอยโรคที่
รุนแรงมากนัก (ยกเวนในบางไอโซเลท) แตหากมีการติดเชื้อแทรกซอนก็อาจทําใหมีความรุนแรง
ของโรคเพิ่มสูงขึ้นได ดังเชนที่พบในการศึกษาการติดเชื้อรวมระหวางไวรัสพีอารอารเอสและเชื้อกอ
โรคอื่นๆ ทั้งไวรัสและแบคทีเรีย เชน เซอรโคไวรัสชนิดที่ 2 (Harms et al., 2001) Streptococcus 
suis (Thanawongnuwech et al., 2000) Salmonella choleraesuis (Wills et al., 2000) 
Mycoplasma hyopneumoniae (Thanawongnuwech et al., 2004b) 

กลไกที่ เกี่ ยวของกับความรุนแรงของโรคที่ สู งขึ้นในกรณีที่ ติดเชื้ อไว รัส                 
พีอารอารเอสรวมกับเชื้อไวรัสอ่ืนๆ นั้นยังไมสามารถระบุไดชัดเจน แตจากหลักฐานตางๆ ที่พบคาด
วาเกี่ยวของกับการที่ไวรัสสามารถเพิ่มจํานวนไดดีข้ึนเมื่อมีการติดเชื้อรวมกันและอาจเกี่ยวของกับ
การกดภูมิคุมกัน (Shi et al., 2008)  

การเพิ่มความรุนแรงในกรณีการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสรวมกับแบคทีเรียตางๆ 
นั้นแมจะยังไมมีคําอธิบายที่แนชัดวาเกิดจากสาเหตุใด แตในปจจุบันมีหลักฐานจํานวนหนึ่งที่บง
บอกวาความรุนแรงที่เกิดขึ้นนั้นอาจเกี่ยวของกับการเพิ่มการตอบสนองตอไลโปโพลีแซคคาไรด 
(lipopolysaccharide, LPS) และไลโปเทอิโคอิค (lipoteichoic, LTA) (ซึ่งเปนสวนประกอบที่
สําคัญของแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกตามลําดับ) ของสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส (van 
Gucht et al., 2004) เชน พบการเพิ่มการสรางอินเตอรลิวคิน (interleukin, IL) 1β ของเซลลมา
โครฟาจบริเวณถุงลมจากสุกรที่ติดเชื้อเมื่อไดรับ LTA (เปรียบเทียบกับการตอบสนองตอ LTA ของ
เซลลมาโครฟาจ บริเวณถุงลมจากสุกรที่ไมติดเชื้อ), พบการเพิ่มการสราง IL-6 ของ PBMC จาก
สุกรที่ติดเชื้อเมื่อไดรับ LPS และเมื่อไดรับ LTA และพบการเพิ่มข้ึนของ IL-1, IL-6 และ TNF-α ใน
น้ําลางปอดของสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสรวมกับการไดรับ LPS เปนตน ซึ่งไซโตไคนเหลานี้
ลวนแลวแตมีความสําคัญในการเหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบทั้งสิ้น ดังนั้นหากมีการสรางขึ้นใน

 



 9
 

ระดับที่สูงเกินไปก็อาจทําใหเกิดพยาธิสภาพขึ้นได นอกจากนี้ยังพบดวยวาสุกรที่ไดรับไวรัส          
พีอารอารเอสรวมกับ LPS นั้นจะมีอาการทางระบบทางเดินหายใจที่รุนแรงกวาสุกรที่ไดรับไวรัส
หรือ LPS เพียงอยางเดียว 

สาเหตุที่ทําใหไวรัสพีอารอารเอสสามารถเพิ่มการตอบสนองตอ LPS ไดนั้นยังไม
ทราบแนชัด แตคาดวาเกี่ยวของกับการเพิ่มข้ึนของ TLR4, CD14 และ LPS ไบนดิงโปรตีน (van 
Gucht et al., 2004) ในสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส โดยจากการศึกษาพบวามีการเพิ่มข้ึนของ 
CD14 และ LPS ไบนดิงโปรตีนในปอดเมื่อมีการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ซึ่งสวนหนึ่งนาจะมี
สาเหตุมาจากการรวมกลุมของเซลล CD14+ โมโนไซตที่บริเวณปอดภายหลังการติดเชื้อไวรัส       
พีอารอารเอส (van Gucht et al., 2004) ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวาเมื่อมีการติดเชื้อแบคทีเรีย
แทรกซอนแลวจะมีผลทําใหมีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันที่รุนแรงมากขึ้นจนอาจทําใหเกิด
พยาธิสภาพตางๆ ตามมาได 

อยางไรก็ตามการเพิ่มการตอบสนองตอ LPS และ LTA นี้จะเปนสาเหตุหลัก
สําคัญที่ทําใหการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสรวมกับแบคทีเรียอื่นๆ นั้นมีความรุนแรงของโรคที่เพิ่ม
สูงขึ้นหรือไมนั้นจําเปนตองมีการศึกษาตอไป 

สาเหตุสําคัญอื่นๆ ที่อาจสงผลใหสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสามารถเกิดการ
ติดเชื้อแทรกซอนไดงายและรุนแรงขึ้นโดยมิไดจําเพาะตอประเภทของเชื้อกอโรคนั้น อาจเกิดขึ้น
เนื่องจากการที่ เซลล PAM ที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสจะมีประสิทธิภาพในการทําลายสิ่ง
แปลกปลอมลดลง (Thanawongnuwech et al., 1997) รวมทั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัส        
พีอารอารเอสในเซลล PAM สามารถเหนี่ยวนําใหเซลล PAM เกิดการตายแบบอะปอปโตซิส 
(apoptosis) ได (Costers et al., 2008) นอกจากนี้การติดเชื้อแทรกซอนที่เกิดขึ้นอาจมีสาเหตุมา
จากการที่เชื้อไวรัสพีอารอารเอสเหนี่ยวนําใหเกิดการสราง IL-10 ซึ่งมีความสามารถในการกด
ภูมิคุมกันดวยก็เปนได (Pampusch et al., 1998; Thanawongnuwech et al., 2001; Johnsen et 
al., 2002; Suradhat and Thanawongnuwech, 2003; Suradhat et al., 2003) 

3.3 วิทยาภูมิคุมกันของโรคพีอารอารเอส 

ภาพรวมของการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันของสุกรตอไวรัสพีอารอารเอส 
(ภาพที่ 3) มีลักษณะเดน คือ เมื่อสุกรไดรับไวรัสแลวจะมีการแพรกระจายของไวรัสในกระแสเลือด
ที่คอนขางยาวนานมาก คือประมาณ 3 (Batista et al., 2004) ถึง 6 สัปดาห (Wills et al., 1997) 
ในชวงนี้แมจะสามารถตรวจพบแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสพีอารอารเอสไดแตแอนติบอดีเหลานี้
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มิไดมีคุณสมบัติเปนนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีและไมสามารถยับยั้งการแพรกระจายของไวรัสใน
กระแสเลือดที่เกิดขึ้นได ระดับของนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีนั้นจะเริ่มตรวจพบในชวงประมาณ 3 – 
4 สัปดาห (Batista et al., 2004) ซึ่งเปนชวงที่การแพรกระจายของไวรัสในกระแสเลือดเร่ิมลด
ตํ่าลง หรือส้ินสุดลงแลว (Nilubol et al., 2004) ระดับของนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีที่พบนั้นจะมี
ความสอดคลองกับระดับของเซลลที่สรางอินเตอรเฟยรอน (interferon, IFN) γ (Lopez and 
Osorio, 2004) 

 

 
 
ภาพที่ 3 การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันของสุกรตอไวรัสพีอารอารเอส (Lopez and Osorio, 2004) 

 

สุกรสวนใหญเมื่อไดรับไวรัสพีอารอารเอสสามารถสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอ
ไวรัสไดในชวงประมาณ 14 วันหลังไดรับไวรัส (Yoon et al., 1995; Batista et al., 2004; Molina 
et al., 2008) หรือสุกรบางตัวอาจตอบสนองไดเร็วกวาทําใหสามารถตรวจพบแอนติบอดีนี้ไดต้ังแต 
5 – 7 วันหลังไดรับไวรัส (Yoon et al., 1995) อยางไรก็ตามแอนติบอดีที่พบในชวงนี้โดยมากจะไม
มีความสามารถในการปองกันการติดเชื้อแตอยางใด (Yoon et al., 1994; Labarque et al., 2000) 
แอนติบอดีเหลานี้สามารถตรวจพบไดโดยวิธีอีไลซา (ELISA) เอฟเอ (FA) หรือไอพีเอ็มเอ (IPMA) 
อยางไรก็ตามซีร่ัมที่ไดจากสุกรในชวงแรกของการติดเชื้อนี้ (ประมาณ 3 สัปดาหหลังไดรับไวรัส) ไม
สามารถเกิดปฏิกิริยานิวทรอลไลเซชันได (Yoon et al., 1994) นั่นคือแอนติบอดีที่ตรวจพบใน
ชวงแรกของการติดเชื้อนั้นไมมีคุณสมบัติเปนนิวทรอลไลซิงแอนติบอดี  
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เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสตามชนิดของไอจี 
(immunoglobulin, Ig) พบวา ไอจีเอ็ม (IgM) มีการตอบสนองเร็วที่สุด โดยสามารถตรวจพบ      
ไอจีเอ็มที่จําเพาะตอไวรัสไดต้ังแต 5 – 7 วันหลังไดรับไวรัส (Joo et al., 1997) และไอจีเอ็มนี้จะ
เพิ่มข้ึนจนถึงระดับที่สูงที่สุดที่ประมาณ 14 วันหลังไดรับเชื้อ  จากนั้นจึงลดลงจนไมสามารถ
ตรวจวัดไดที่ประมาณ 21 – 42 วันหลังไดรับเชื้อ (Loemba et al., 1996; Joo et al., 1997) ใน
กรณีของ IgG นั้นสามารถตรวจพบไดชากวา IgM โดยเริ่มตรวจพบที่ 7 – 10 วันหลังไดรับเชื้อ 
(Nelson et al., 1994) แลวจึงเพิ่มจนถึงระดับสูงสุดที่ชวงประมาณ 14 – 49 วันหลังไดรับเชื้อ 
(Nelson et al., 1994; Loemba et al., 1996) หลังจากนั้นระดับของ IgG จะยังคงอยูในระดับสูง
ตอไปเปนเวลาหลายเดือน สุดทายจึงลดลงมาอยูในระดับตํ่าที่ประมาณ 300 วันหลังไดรับเชื้อ 
(Nelson et al., 1994) 

นิวทรอลไลซิงแอนติบอดีจะเริ่มตรวจพบไดในชวงประมาณ 21 -30 วันหลังไดรับ
เชื้อ หรือในสุกรบางตัวอาจพบไดเร็วกวา คือประมาณ 14 วันหลังไดรับเชื้อ หลังจากนั้นระดับของ
นิวทรอลไลซิงแอนติบอดีจะสูงขึ้นเรื่อยๆ ซึ่งในการศึกษาหนึ่งพบวานิวทรอลไลซิงแอนติบอดี
สามารถขึ้นสูงสุดที่ระดับประมาณ 1:8 – 1:128 ที่ชวงเวลาประมาณ 30 – 70 วันหลังไดรับเชื้อ 
และสุกรสามารถมีนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีคงอยูในระดับ 1:2 – 1:128 ไดนานถึง 135 วันหลัง
ไดรับเชื้อ (ส้ินสุดการทดลองที่ 135 วันหลังไดรับเชื้อ) (Batista et al., 2004; Lopez and Osorio, 
2004) 

การพบนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีที่คอนขางลาชานั้นมีความสอดคลองกับผล
การศึกษาเกี่ยวกับระดับแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนจีพี 5 แมวาโปรตีนจีพี 5 จะมีความสําคัญ
ตอการเขาสูเซลลเปาหมายของไวรัสพีอารอารเอสและโปรตีนจีพี 5 นี้ยังเปนเปาหมายสําคัญใน
การสรางนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีตอไวรัสดังที่ไดกลาวมาแลวขางตน อยางไรก็ตามสุกรมกีารสราง
แอนติบอดีตอสวนที่เปนเอคโตโดเมนของโปรตีนจีพี 5 (ซึ่งมีสวนที่คาดวามีนิวทรอลไลซิงอีพิโทป 
อยู) คอนขางนอย เมื่อเทียบกับระดับแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนอื่นของไวรัส (Mulupuri et al., 
2008)  

จากการศึกษาที่ผานมา (Mulupuri et al., 2008) พบวา IgM ที่จําเพาะกับสวน
เอคโตโดเมนของโปรตีนจีพี 5 นั้นขึ้นสูงสุดที่ชวง 28 – 35 วันหลังไดรับเชื้อ ในขณะที่ IgM ที่
จําเพาะกับโปรตีนเอ็นและเอ็นเอสพี 2 นั้นขึ้นสูงสุดที่ชวง 7 วันหลังไดรับเชื้อ นอกจากนี้ IgG ที่
จําเพาะกับสวนเอคโตโดเมนของโปรตีนจีพี 5 นั้นก็มีการเพิ่มข้ึนที่ชากวาโปรตีนอื่นๆ ของไวรัส
เชนเดียวกัน ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวาการที่สุกรสามารถกําจัดไวรัสพีอารอารเอสออกจาก
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รางกายไดยาก ดังจะเห็นไดจากการมีไวรัสในกระแสเลือดที่คอนขางยาวนาน อาจเกิดขึ้นเนื่องจาก
มีการสรางแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอสวนเอคโตโดเมนของโปรตีนจีพี 5 ที่คอนขางนอย 
อยางไรก็ตามปจจุบันยังไมมีคําตอบที่แนชัดวาอะไรคือปจจัยสําคัญที่ทําใหเกิดเหตุการณเชนนี้ 

สุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสนั้นสวนใหญจะพบมีไวรัสในกระแสเลือดไดจนถึง
ประมาณ 3 (Batista et al., 2004) ถึง 6 สัปดาห (Wills et al., 1997) หลังไดรับไวรัส แตภายหลัง
จากที่สุกรกําจัดไวรัสออกจากระแสเลือดไดแลว ไวรัสยังคงสามารถกอใหเกิดการติดเชื้อแบบแฝง
ติดทน (persistent infection) ในเนื้อเยื่อตางๆ ไดอีก โดยเฉพาะที่บริเวณเนื้อเยื่อน้ําเหลือง ทําให
สามารถตรวจพบไวรัสในเนื้อเยื่อน้ําเหลืองของสุกรไดนานกวา 4 เดือนหลังไดรับเชื้ออีกดวย (Wills 
et al., 1997; Batista et al., 2004)  

ความสัมพันธระหวางอายุของสุกรและความสามารถในการเกิดการติดเชื้อแบบ
แฝงติดทนของไวรัสพีอารอารเอสนั้นปจจุบันยังมีขอมูลที่ขัดแยงกันอยู โดยในบางการศึกษาพบวา
สุกรอายุนอยจะมีแนวโนมในการเกิดการติดเชื้อแบบติดทนไดยาวนานกวาสุกรโตเต็มวัย (Bierk et 
al., 2001; Batista et al., 2002) ซึ่งจากการศึกษาพบวาสุกรหยานมสามารถมีการติดเชื้อแบบแฝง
ติดทนไดยาวนานจนถึง 157 วันหลังไดรับไวรัส ในขณะที่สุกรโตเต็มวัยนั้นจะพบมีการติดเชื้อแบบ
แฝงติดทนจนถึงประมาณ 42 – 86 วันหลังไดรับเชื้อเทานั้น อยางไรก็ตามบางการศึกษาก็พบวา
สุกรโตเต็มวัยสามารถมีการติดเชื้อแบบแฝงติดทนไดยาวนานกวา 135 วัน (Batista et al., 2004) 
ความแตกตางของผลการศึกษาทั้ง 2 กลุมนี้สวนหนึ่งนาจะเกิดจากชนิดของเนื้อเยื่อที่นํามา
ตรวจสอบนั้นมีความแตกตางกัน โดยมีความเปนไปไดวาสุกรโตเต็มวัยนั้นสามารถมีการติดเชื้อ
แบบแฝงติดทนที่ยาวนานไดเชนกนั แตจะเกิดขึ้นที่เนื้อเยื่อน้ําเหลืองเปนหลัก 

3.4 การรบกวนระบบภูมิคุมกันของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส 

ปจจุบันมีหลักฐานจํานวนหนึ่งที่แสดงใหเห็นวาไวรัสพีอารอารเอสสามารถ
ปรับเปลี่ยนหรือหลบเล่ียงการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันบางอยางของสุกรได ซึ่งอาจเปน
สาเหตุที่ทําใหการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันตอไวรัสพีอารอารเอสเกิดขึ้นไดคอนขางชาหรือ
เกิดขึ้นไดไมดีเทาที่ควร และทําใหไวรัสสามารถอยูในรางกายสุกรไดเปนระยะเวลานาน รวมถึงมี
ผลทําใหเกิดการติดเชื้อแทรกซอนอื่นๆ ไดงายและมีความรุนแรงมากขึ้นดังที่ไดกลาวมาแลวดวย 

ในชวงแรกของการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสนั้น สุกรจะมีการสรางไซโตไคนที่
สําคัญในระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (innate immunity) ตางๆ ออกมานอยมาก โดยจาก
การศึกษาที่ผานมาพบวาในชวงแรกของการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปนั้นสามารถ
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พบ TNF-α และ IFN ชนิดที่ 1 ในน้ําลางปอดของสุกรไดนอยมาก ในขณะที่ระดับของ IL-1 นั้นมี
อยูในระดับหนึ่ง (41 – 335 U) ไซโตไคน 3 ชนิดนี้เปนไซโตไคนที่มักพบวามีการสรางขึ้นอยาง
รวดเร็วในชวงตนของการติดเชื้อไวรัสที่บริเวณปอด และมีความสําคัญตอระบบภูมิคุมกันแบบไม
จําเพาะตางๆ แตถามีในระดับที่สูงเกินไปก็อาจเหนี่ยวนําใหเกิดพยาธิสภาพไดเชนกัน ดังนั้นจึง
อาจเปนไปไดวาการมีไซโตไคน TNF-α และ IFN ชนิดที่ 1 ในระดับตํ่านั้นสงผลใหการติดเชื้อไวรัส
พีอารอารเอส (โดยเฉพาะ LV) เหนี่ยวนําใหเกิดความเสียหายของเนื้อเยื่อบริเวณปอดไดไมรุนแรง
มากนัก (กรณีที่ไมมีการติดเชื้อแทรกซอน) (van Reeth et al., 1999) อยางไรก็ตามการมีไซโตไคน
เหลานี้ในระดับตํ่านั้นก็อาจสงผลใหการกําจัดไวรัสเกิดขึ้นไดอยางไมดีเทาที่ควรเชนกัน 

แมวาในชวงแรกของการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ไวรัสจะเหนี่ยวนําใหเกิดการ
สรางไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการอักเสบตางๆ เชน TNF-α และ IFN ชนิดที่ 1 ไดไมดีนัก แตการเกิด
การหนาตัวของผนังถุงลมของปอด (interstitial pneumonia) ภายหลังการติดเชื้อนั้นอาจอธิบาย
ไดจากการที่เชื้อไวรัสพีอารอารเอสนั้นยังคงสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการสราง IL-1 ได ซึ่ง IL-1 นี้
เปนไซโตไคนสําคัญที่ใชในสรางสารที่มีคุณสมบัติในการดึงดูดโมโนไซต (van Reeth et al., 1999)  

สุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสามารถสรางเซลลหรือโมเลกุลที่มีความสําคัญใน
การกําจัดไวรัสออกจากรางกายไดคอนขางชา เชนกลุมเซลล PBMC ที่จําเพาะตอไวรัส                
พีอารอารเอส (เร่ิมพบการเพิ่มจํานวนที่ประมาณ 4 สัปดาหหลังการติดเชื้อ) เซลลลิมโฟไซตที่หลั่ง 
IFNγ (พบในระดับที่คอนขางต่ําในชวงประมาณ 10 สัปดาหแรกของการติดเชื้อ) อินเตอรเฟยรอน
ชนิดที่ 1 และนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีตอไวรัสพีอารอารเอส (เร่ิมพบในชวง 3 – 4 สัปดาหหลังการ
ติดเชื้อ) (Lopez and Osorio, 2004)  

จากการศึกษาที่ผานมาพบวามีหลายปจจัยที่อาจเปนสาเหตุใหสุกรที่ติดเชื้อไวรัส
พีอารอารเอสสามารถสรางเซลลหรือโมเลกุลที่มีความสําคัญในการกําจัดไวรัสออกจากรางกายได
คอนขางชา เชน การเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางเรกูลาตอรีเซลลชนิด Foxp3+CD25+ Treg โดย
เดนดริติคเซลลที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ซึ่งอาจทําใหเกิดความลาชาในการสรางเซลลตางๆ ใน
ระบบภูมิคุมกันที่จําเพาะตอไวรัสพีอารอารเอส (Silva-Campa et al., 2009) การมีดีคอย (decoy) 
อีพิโทปบนโปรตีนจีพี 5 ซึ่งอาจทําใหเกิดการแยงการสรางแอนติบอดีกับนิวทรอลไลซิงอีพิโทป และ
ทําใหแอนติบอดีที่สรางขึ้นสวนใหญนั้นมีความจําเพาะตออีพิโทปนี้แตมีการสรางแอนติบอดีที่
จําเพาะตอนิวทรอลไลซิงอีพิโทปนอยมาก และการเกิดไกลโคซิเลชันในบริเวณที่เปนนิวทรอลไลซิง
อีพิโทปหรือในบริเวณใกลเคียง (Ostrowski et al., 2002) อยางไรก็ตามปจจุบันยังไมสามารถระบุ
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ไดวาแตละปจจัยนั้นมีความสําคัญมากนอยเพียงใด นอกจากนี้ยังมีความเปนไปไดสูงที่ไวรัสนั้น
อาจใชกลไกในการปรับเปลี่ยนหรือหลบเลี่ยงภูมิคุมกันของสุกรมากกวา 1 วิธี 

4. ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของไวรสัพีอารอารเอส 

ไวรัสพีอารอารเอสจัดเปนไวรัสที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงมาก ไมวา
จะพิจารณาจากไวรัสที่อยูคนละกลุมสายพันธุหรือพิจารณาจากไวรัสที่อยูในกลุมสายพันธุเดียวกัน 
นั่นคือ แมวาจะเปนไวรัสที่อยูในกลุมสายพันธุอเมริกาเหนือ (หรือสายพันธุยุโรป) เหมือนกันก็อาจ
มีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกตางกันเปนอยางมากได  

ไวรัสตนแบบของทั้ง 2 กลุมสายพันธุ (VR2332 และ LV) มีความเหมือนกันของ
จีโนมรอยละ 60 - 63 (Allende et al., 1999) และเมื่อพิจารณาจากไวรัสหลายๆ สายพันธุพบวา
ไวรัสทั้ง 2 ชนิดมีความเหมือนกันของจีโนมอยูในชวงรอยละ 64 - 67 ซึ่งถือวาไวรัสทั้ง 2 ชนิดนี้มี
ความแตกตางกันสูงมาก เมื่อพิจารณาไวรัสที่จัดอยูในชนิดเดียวกันก็ยังพบวาจีโนมของไวรัสมี
ความแตกตางกันคอนขางมาก โดยจีโนมของไวรัสที่อยูในกลุมสายพันธุอเมริกาเหนือดวยกันสวน
ใหญจะมีความเหมือนกันในชวงรอยละ 87 - 95 และเมื่อเปรียบเทียบแยกตามโออารเอฟพบวา   
โออารเอฟ 2 – โออารเอฟ 7 มีความเหมือนกันของกรดอะมิโนในชวงรอยละ 91 – 99 รอยละ 86 – 
98 รอยละ 89 – 99 รอยละ 83 – 99 รอยละ 98 – 100 และรอยละ 95 – 100 ตามลําดับ  (Meng 
et al., 1995b; Gao et al., 2004; Thanawongnuwech et al., 2004a) จะเห็นไดวาในสวนของ
โปรตีนโครงสรางนั้น โปรตีนจีพี 5 เปนหนึ่งในโปรตีนที่มีความหลากหลายมากที่สุด ซึ่งอาจเกิดจาก
โปรตีนจีพี 5 เปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับการสรางนิวทรอลไลซิงแอนติบอดี สวนการศึกษาใน         
โออารเอฟ 1 ยังมีไมมากนักแตก็พบวาในบรรดาโปรตีนจากโออารเอฟ 1 นั้น เอ็นเอสพี 2 เปนหนึ่ง
ในโปรตีนที่มีความหลากหลายมากที่สุดและอาจเปนโปรตีนที่มีความหลากหลายมากที่สุดใน
บรรดาโปรตีนทั้งหมดของไวรัสพีอารอารเอส (Shen et al., 2000; Gao et al., 2004; Ropp et al., 
2004; Han et al., 2006) กลาวโดยสรุปคือไวรัสพีอารอารเอสเปนไวรัสที่มีความหลากหลาย
ทางดานพันธุกรรมสูงมากโดยเฉพาะในสวนของจีพี 5 และเอ็นเอสพี 2   

ความสามารถในการกอโรคของไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุตางๆ นั้นมีความ
หลากหลายคอนขางมาก (Meng, 2000) แตปจจุบันยังไมสามารถระบุและอธิบายไดวาสาเหตุของ
ความแตกตางเหลานี้ เกิดจากยีนหรือโปรตีนใดเปนหลัก  ในหลายการศึกษาพบวาไวรัส                
พีอารอารเอสสายพันธุที่ตางกันนอกจากจะมีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกตางกันแลวยังมีการ
แสดงออกในดานตางๆ  ที่แตกตางกันดวย  เชน  ความสามารถในการกอรอยโรคที่ปอด 
ความสามารถในการกอรอยโรคที่ระบบประสาท ความสามารถในการกอโรคในระบบสืบพันธุ หรือ
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ความสามารถในการเกิดการติดเชื้อแบบแฝงติดทน (persistent infection) เปนตน ดังนั้นจึงทําให
มีการพยายามคนหาวาปจจัยทางดานพันธุกรรมของไวรัสสงผลตอการกอโรคอยางไร และยีนใดมี
ความสําคัญตอการกอโรคแบบตางๆ ของไวรัส ทั้งนี้เพื่อใชเปนเครื่องมือที่สําคัญทางดานระบาด
วิทยา การศึกษาที่ผานมาโดยมากจะใหความสําคัญกับโปรตีนโครงสรางเปนหลักโดยโปรตีน
โครงสรางที่มีการศึกษาและใหความสําคัญมากไดแก โปรตีนจีพี 5 โปรตีนเอ็นและโปรตีนอี 
(Verheije et al., 2002; Rowland et al., 2003; Rowland and Yoo, 2003; Plagemann, 2004; 
Lee et al., 2006; Lee and Yoo, 2006) ซึ่งแมจะมีการคนพบความสําคัญตางๆ เกี่ยวกับโปรตีน
เหลานี้ เชน โปรตีนจีพี 5 มีความสําคัญเกี่ยวกับนิวทรอลไลซิงแอนติบอดี โดยพบวานิวทรอลไลซิง
แอนติบอดีสวนใหญจะมีความจําเพาะกับจีพี 5 โดยเฉพาะบริเวณตําแหนงกรดอะมิโนลําดับที่ 37 
– 44 ซึ่งถือเปนนิวทรอลไลซิงอีพิโทปที่สําคัญ โปรตีนเอ็นมีความสําคัญทางดานการตรวจวินิจฉัย
ดานซีร่ัมวิทยา เนื่องจากสามารถตรวจพบแอนติบอดีตอโปรตีนเอ็นไดเร็ว และยังเปนโปรตีนที่
ความสําคัญตอการสรางอารเอ็นเอของไวรัสดวยอีก และโปรตีนอีเปนโปรตีนที่คาดวาทําหนาที่
คลายเปนไออนแชนแนลซึ่งมีความสําคัญตอการปลอยอารเอ็นเอของไวรัสออกจากอนุภาคของ
ไวรัส อยางไรก็ตามจนถึงปจจุบันยังไมมีคําตอบที่นาพึงพอใจนักวาลักษณะพันธุกรรมของโปรตีน
โครงสรางเหลานี้สงผลตอลักษณะการแสดงออกของไวรัสอยางไร    

สาเหตุหลักที่ทําใหการคนหาและอธิบายกลไกของความสัมพันธระหวางลักษณะ
ทางพันธุกรรมและลักษณะการกอโรคของไวรัสทําไดลําบากนั้นอาจเนื่องมาจากความสามารถใน
การกอโรคของไวรัสไมจําเปนตองขึ้นกับยีนเพียงยีนเดียว และระดับความแตกตางทางพันธุกรรม 
(เชน รอยละของความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนหรือนิวคลีโอไทด) จะมีความสําคัญหรือไมนั้น
อาจตองพิจารณาควบคูไปกับตําแหนงที่เกิดความแตกตางดวย ดังจะเห็นไดจากกรณีของไวรัส
แอลซีเอ็มวี (lymphocytic choriomenigitis virus, LCMV) ซึ่งเปนไวรัสในหนู โดยพบวาการกลาย
ของกรดอะมิโนเพียง 2 ตัวที่ตําแหนงที่จําเพาะบนโปรตีนของไวรัสสามารถสงผลทําใหไวรัสเปลี่ยน
จากลักษณะการติดเชื้อแบบเฉียบพลัน (acute infection) เปนการติดเชื้อแบบติดทน (Matloubian 
et al., 1993; Mueller et al., 2007)   

การศึกษาเกี่ยวกับโปรตีนที่มิใชโครงสรางของไวรัสพีอารอารเอสนั้นยังมี
การศึกษาไมมากนัก เนื่องจากหลักฐานที่สําคัญที่บงบอกถึงความสําคัญของโปรตีนที่มิใช
โครงสรางตอการกอโรคของไวรัสนั้นเริ่มมีการคนพบเมื่อไมนานมานี้ และหนึ่งในโปรตีนที่มิใช
โครงสรางที่ไดรับความสนใจมากที่สุด คือเอ็นเอสพี 2 ซึ่งเริ่มไดรับความสนใจมากขึ้นเปนลําดับ 
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5. การสรางโปรตีนเอ็นเอสพี 2 โดยไวรัสพีอารอารเอส 

โปรตีนของไวรัสพีอารอารเอส (หรือไวรัสอ่ืนๆ) แบงตามหนาที่ไดเปน 2 ชนิดหลัก 
ไดแก โปรตีนโครงสรางและโปรตีนที่มิใชโครงสราง โปรตีนโครงสรางคือโปรตีนสวนที่ทําหนาที่เปน
โครงสรางของไวรัส เชน นิวคลีโอแคปซิดโปรตีน สวนโปรตีนที่มิใชโครงสรางคือโปรตีนที่ทําหนาที่
อ่ืนๆ ที่มิไดประกอบเปนโครงสรางของไวรัส เชน โปรตีนที่ทําหนาที่เปนเอนไซมชนิดตางๆ ของไวรัส 
ความรู เกี่ยวกับข้ันตอนในการสรางหรือหนาที่ตางๆ ของโปรตีนที่มิใชโครงสรางของไวรัส              
พีอารอารเอสนั้นปจจุบันยังมีไมมากนัก โดยมากจะเปนการอางอิงมาจากขอมูลของไวรัสอีเอวีซึ่ง
ถือเปนไวรัสตนแบบของไวรัสในวงศอารเทอรริวิริดี 

โปรตีนที่มิใชโครงสรางของไวรัสบางประเภท เชน โปรตีนของไวรัสในกลุม       
อารเอ็นเอไวรัสสายบวก มีลักษณะที่สําคัญคือโปรตีนเหลานี้จะสามารถทําหนาที่ตางๆ ไดอยาง
ถูกตองก็ตอเมื่อถูกตัดยอยเปนโปรตีนขนาดเล็กลงมาจากโปรตีนเริ่มตนเดิมเสียกอน ในกรณีของ
ไวรัสพีอารอารเอส เชื่อวาโปรตีนที่มิใชโครงสรางเริ่มแรกจะสรางออกมาในลักษณะของ              
โพลีเปปไทดสายยาว 2 เพียงเสนเทานั้น ตอมาโพลีเปปไทด 2 เสนนี้จะถูกตัดยอยออกเปนโปรตีน
หนวยยอยที่มีขนาดเล็กลงมาจํานวนทั้งสิ้น 13 สวน ซึ่งไดแก เอ็นเอสพี 1 แอลฟา, เอ็นเอสพี 1 
เบตา และ เอ็นเอสพี 2 – เอ็นเอสพี 12 ซึ่งโปรตีนทั้ง 13 ตัวนี้จะไปทําหนาที่ตางๆ ที่สําคัญตอการ
ดํารงชีวิตของไวรัสตอไป  

การสรางโปรตีนที่มิใชโครงสรางของไวรัสในกลุมอารเทอรริไวรัสเร่ิมข้ึนเมื่อไวรัสมี
การแปลรหัสยีนสวนโออารเอฟ 1 เอ ทําใหไดเปนโปรตีนเริ่มตน 2 ชนิด คือโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ 
และโปรตีนโออารเอฟ 1 เอบี (โปรตีนโออารเอฟ 1 เอบี ไดมาจากกระบวนการไรโบโซมอลเฟรม
ชิฟทที่รอยตอของโออารเอฟ 1 เอ และโออารเอฟ 1 บี) (den Boon et al., 1991) (ภาพที่ 4) ตอมา
โปรตีนทั้ง 2 นี้จะถูกตัดยอยตอโดยโปรตีเอสที่อยูบนโปรตีนทั้ง 2 เอง ทําใหสุดทายไดเปนโปรตีนที่
มิใชโครงสราง (เอ็นเอสพี) ทั้ง 13 ชนิด ดังที่ไดกลาวมาแลว (Snijder et al., 1992; Snijder et al., 
1994; van Dinten et al., 1996) 
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โ  ปรตีนโออารเอฟ 1 เอ

แปลรหัสยีนโออารเอฟ 1 

3’ 
ยีนโออารเอฟ 1 บี ยีนโออารเอฟ 1 เอ 

ตําแหนงการเกิดไรโบโซมอลเฟรมชิฟท 

5’ 

โปรตีนโออารเอฟ 1 เอ 

ตัดยอยโดยโปรตีเอส 
โปรตีนโออารเอฟ 1 เอบี 

1α 1β 2 3 4 5 7 8 
6 

6 
1α 1β 3 4 5 7 9 10 11 12 2 

โปรตีนโออารเอฟ 1 เอบี 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 4 ขั้นตอนการสรางโปรตีนที่มิใชโครงสรางของไวรัสพีอารอารเอส เริ่มจากการแปลรหัสยีนโออารเอฟ 1 ได
เปนโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ ซึ่งในขณะที่มีการแปลรหัสยีนโออารเอฟ 1 เอ ในบางครั้งจะเกิดไรโบโซมอลเฟรมชิฟท
ที่บริเวณรอยตอของยีนโออารเอฟ 1 เอ และโออารเอฟ 1 บี ทําใหมีการแปลรหัสยีนสวนโออารเอฟ 1 บี เพิ่ม
ตามมาไดเปนโปรตีนโออารเอฟ 1 เอบี และตอมาโปรตีนทั้ง 2 นี้จะถูกตัดยอยโดยโปรตีเอสซึ่งอยูบนโปรตีน      
โออารเอฟ 1 เอ ทําใหไดเปนเอ็นเอสพี 1 แอลฟา, เอ็นเอสพี 1 เบตา และเอ็นเอสพี 2 – เอ็นเอสพี 12 ตําแหนง
การตัดยอยแสดงโดยลูกศร (↓) (ดัดแปลงจาก van Dinten et al., 2000) 
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ตําแหนงการตัดโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ และโออารเอฟ 1 เอบี ดวยโปรตีเอสของ
ไวรัสพีอารอารเอสเพื่อใหไดเปนโปรตีนเอ็นเอสพีตางๆ นั้นปจจุบันยังไมมีการยืนยันวาคือตําแหนง
ใดบาง ขอมูลสวนใหญมาจากการศึกษาการตัดยอยของโปรตีนของไวรัสอีเอวีรวมไปกับการ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของไวรัสทั้ง 2 (Snijder et al., 1992; Snijder et al., 1994; van 
Dinten et al., 1996)  

บริเวณที่คาดวาทําหนาที่เปนโปรตีเอสบนโปรตีนโออารเอฟ 1 ของไวรัส             
พีอารอารเอสมีทั้งสิ้น 4 แหง (ภาพที่ 5) คือ ปาเปนไลคซิสตีนโปรตีเอสแอลฟา (papain - like 
cysteine protease α, PCPα), ปาเปนไลคซิสตีนโปรตีเอสเบตา (PCPβ), ซิสตีนโปรตีเอส 
(cystein protease, CP) และเซอรรีนโปรตีเอส (serine protease, SP) ตําแหนงของปาเปนไลค   
ซิสตีนโปรตีเอสแอลฟาอยูบริเวณดานปลายอะมิโนของเอ็นเอสพี 1 มีหนาที่ในการตัดที่ตําแหนง
ระหวางเอ็นเอสพี 1 แอลฟาและเอ็นเอสพี 1 เบตา (เอ็นเอสพี 1 แอลฟา/1 เบตา) โดยคาดวาตัด
ระหวางกรดอะมิโนโพรลีน (P) ที่ตําแหนง 165 และกรดอะมิโนกลูตามีน (Q) ที่ตําแหนง 166 
(165P/Q) (เร่ิมนับจากกรดอะมิโนตัวแรกของเอ็นเอสพี 1 ของ VR2332) ตําแหนงของปาเปนไลค  
ซิสตีนโปรตีเอสเบตาอยูที่บริเวณดานปลายคารบอกซิลของโปรตีนเอ็นเอสพี 1 มีหนาที่ในการตัดที่
ตําแหนงเอ็นเอสพี 1 เบตา/2 ซึ่งจะมีผลทําใหโปรตีนเอ็นเอสพี 1 เบตาแยกออกจากโปรตีนเอ็นเอส
พี 2 การตัดของปาเปนไลคซิสตีนโปรตีเอสเบตานั้นคาดวาตัดระหวางกรดอะมิโนไทโรซีนและ
ไกลซีนที่ตําแหนง 382Y/G (Ziebuhr et al., 2000) ตําแหนงของซิสตีนโปรตีเอสอยูที่บริเวณดาน
ปลายอะมิโนของโปรตีนเอ็นเอสพี 2 มีหนาที่ในการตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 2/3 ซึ่งจะมีผลทําให
โปรตีนเอ็นเอสพี 2 แยกออกจากโปรตีนเอ็นเอสพี 3 แตปจจุบันยังไมมีการยืนยันตําแหนงการตัดที่
แทจริงวาอยูระหวางกรดอะมิโนใด (Allende et al., 1999; Ziebuhr et al., 2000) ซึ่งหมายความ
วาปจจุบันยังไมทราบขนาดที่แทจริงของโปรตีนเอ็นเอสพี 2 นั่นเอง ตําแหนงของเซอรรีนโปรตีเอส 
อยูที่บริเวณของโปรตีนเอ็นเอสพี 4 และมีหนาที่ในการตัดที่ตําแหนงตางๆ ที่เหลือบนโปรตีน        
โออารเอฟ 1a และโออารเอฟ 1ab เพื่อใหไดเปนโปรตีนเอ็นเอสพีทั้ง 13 ตัว อยางไรก็ตามปจจุบัน
ยังไมมีการศึกษาถึงตําแหนงในการตัดที่แนนอนของเซอรรีนโปรตีเอสของไวรัสพีอารอารเอสแต
อยางใด 
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PCP CP SP PCPβ 

1 α  1 β 2 3 4 5 6 
 

7 8
 
ภาพที่ 5 แผนผังโดยสังเขปของการตัดยอยโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ ของไวรัสพีอารอารเอสโดยโปรตีเอสของไวรัส 
กลองส่ีเหลี่ยมสีเทาดานนอกแสดงโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ กลองส่ีเหลี่ยมสีขาวดานในแสดงสวนที่คาดวาเปน    
โปรตีเอสตางๆ บนโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ ลูกศรและจุดประแสดงตําแหนงการตัดของโปรตีเอสตางๆ หมายเลข
บริเวณดานลางกลองสีเทาแสดงเอ็นเอสพีแตละตัว (ดัดแปลงจาก Han et al., 2007)  

 

ปจจุบันยังไมมีการยืนยันตําแหนงและขอบเขตที่แนนอนของซิสตีนโปรตีเอสบน
เอ็นเอสพี 2 รวมถึงกรดอะมิโนที่ใชในการตัดโปรตีนของซิสตีนโปรตีเอสของไวรัสพีอารอารเอส แต
จากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนกับไวรัสอีเอวี ทําใหคาดวาซิสตีนโปรตีเอสของไวรัส           
พีอารอารเอสมีขนาดประมาณ 100 กรดอะมิโน โดยเริ่มจากกรดอะมิโน Y47 จนถึง C147 (เร่ิมนับ
จากกรดอะมิโนตัวแรกของเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332) (Snijder et al., 1995) (ภาพที่ 6) และคาด
วามีกรดอะมิโนที่มีความสําคัญในการตัดโปรตีนที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 2/3 อยู 2 กลุม กลุมแรกคือ
กรดอะมิโนที่คาดวาเปนคะตะไลทติคดายยแอด (catalytic dyad) ของซิสตีนโปรตีเอส ไดแก C55 
และ H124 และกลุมที่ 2 คือกรดอะมิโนที่คาดวาเปนสวนหนึ่งของซิงคฟงเกอร (zinc finger) ไดแก 
C111 C142 และ C147 (Snijder et al., 1995; Ziebuhr et al., 2000; Han et al., 2006)   

ที่มาของกรดอะมิโนทั้ง 5 นี้มาจากการศึกษาในไวรัสอีเอวี ซึ่งพบวากรดอะมิโน 
C270 C319 H332 C349 และ C354 (เร่ิมนับจากกรดอะมิโนตัวแรกของเอ็นเอสพี 1 ของไวรัส     
อีเอวี) มีความสําคัญตอการตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 2/3 เปนอยางมาก หากมีการกลายของ  
กรดอะมิโนตัวหนึ่งตัวใดจะทําใหไมเกิดการตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 2/3 (Snijder et al., 1995) และ
เมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสตางๆ พบวากรดอะมิโนทั้ง 5 นี้
มีความอนุรักษ ในกลุมอารเทอรริไวรัสดวย (ภาพที่ 6) จึงเปนที่นาสนใจวากรดอะมิโนทั้ง 5 นี้จะมี
ความสําคัญในไวรัสพีอารอารเอสหรือไวรัสตัวอื่นๆ ในกลุมอารเทอรริไวรัสเชนเดียวกับในไวรัส      
อีเอวีหรือไม (Snijder et al., 1995; Ziebuhr et al., 2000; Han et al., 2006) 
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LDV :382  YSPPGDGACGLHCISAIINDIFGDALCTKLTNCSRDSSEWLSDQDMYQLVM-TARLPATL  440
LV  :421  YSPPTDGSCGWHVLAAIMNRMINGDFTSPLTQYNRPEDDWASDYDLVQAIQ-CLRLPATV  479
VR  :429  YSPPAEGNCGWHCISAIANRMVNSKFETTLPERVRPPDDWATDEDLVNAIQ-ILRLPAAL  487
EAV :262  YNPPGDGACGYRCLAFMNGATVVSAGCS--------SDLWCDDELAYRVFQLSPTFTVTI  313

* **  * +*                             *  * 

LDV :441 ---GHCPSATYKLDCVNQHWTVTKRKGDRALGGLSPECVRGVC  480
LV  :480  VRNRACPNAKYLIKLNGVHWEVEVRSG-MAPRSLSRECVVGVC  521
VR  :488  DRNGACTSAKYVLKLEGEHWTVTVTPG-MSPSLLPLECVQGCC  529
EAV :314  PGGRVCPNAKYAMICDKQHWRVKRAKG--VGLCLDESCFRGIC  354

+  * *       +* *    *      *   +  * +   

 
 
ภาพที่ 6 อไลนเมนทของซิสตีนโปรตีเอสของอารเทอรริไวรัส ไวรัสที่ใชไดแก ไวรัสแอลดีวี, ไวรัสพีอารอารเอส 
สายพันธุ LV, ไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุ VR2332 และไวรัสอีเอวี (แสดงในภาพดวยสัญลักษณ LDV, LV, VR 
และ EAV ตามลําดับ) เครื่องหมายบวก (+) แสดงตําแหนงที่มีความสําคัญในการตัดยอย และเครื่องหมาย   
ดอกจันทร (*) แสดงตําแหนงที่มีความอนุรักษ (ดัดแปลงจาก Ziebuhr et al., 2000) 

 

แมวาในปจจุบันจะยังไมสามารถยืนยันความสามารถในการตัดโปรตีนที่ตําแหนง
เอ็นเอสพี 2/3 ของสวนที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสของไวรัสพีอารอารเอสได ซึ่งหมายความวา
ตําแหนงที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสนี้ (Y47 – C147) อาจมิใชตําแหนงของซิสตีนโปรตีเอสที่
แทจริง แตก็พบวาสวนที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสนี้มีความสําคัญอยางยิ่งตอความสามารถใน
การมีชีวิตอยูของไวรัส (Han et al., 2007) โดยพบวาเมื่อทําการดัดแปลงพันธุกรรมของ VR2332 
ทําใหเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 47 – 180 ซ่ึงครอบคลุม
สวนที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสทั้งหมด จะมีผลทําใหไวรัสไมสามารถเพิ่มจํานวนในเซลล
เพาะเลี้ยงได ดังนั้นจากการทดลองนี้จึงทําใหมีความเปนไปไดมากขึ้นที่สวนที่คาดวาเปนซิสตีน 
โปรตีเอสนี้จะเปนซิสตีนโปรตีเอสที่แทจริงของไวรัสพีอารอารเอส อยางไรก็ตามยังตองมีการศึกษา
ยืนยันตอไปวาตําแหนงที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสนี้มีความสําคัญตอการตัดโปรตีนที่ตําแหนง
เอ็นเอสพี 2/3 หรือไม และตัดที่ตําแหนงกรดอะมิโนใด 

จุดตัดที่แนนอนระหวางเอ็นเอสพี 2/3 ของไวรัสพีอารอารเอสนั้นยังไมมีการยืนยัน
วาอยูที่ตําแหนงใด แตจากการศึกษาเกี่ยวกับซิสตีนโปรตีเอสที่ผานมาพบวาโดยมากซิสตีน       
โปรตีเอสจะทําการตัดระหวางกรดอะมิโน G/G (Ziebuhr et al., 2000) ซ่ึงในกรณีของไวรัส         
พีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือหลายสายพันธุรวมถึงสายพันธุยุโรปนั้นสามารถพบกรด      
อะมิโน G/G ที่มีความอนุรักษไดถึง 5 ตําแหนง ไดแก 647G/G 981G/G 1117G/G 1196G/G และ 
1197G/G (เร่ิมนับจากกรดอะมิโนตัวแรกของเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332) (Han et al., 2006) จึงมี

 



 21
 

ความเปนไปไดวาจุดตัดที่แทจริงระหวางเอ็นเอสพี 2/3 คือ 1 ใน 5 ตําแหนงนี้ ซึ่งตองมีการศึกษา
เพื่อยืนยันตอไป อยางไรก็ตามจุดตัดที่ตําแหนง 647G/G ดูจะมีความเปนไปไดนอยที่สุดเนื่องจาก
หากมีการตัดที่ตําแหนงนี้จะทําใหเอ็นเอสพี 2 ไมมีสวนที่คาดวาเปนไฮโดรโฟบิค ซึ่งปรากฏใน   
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสอีเอวีและคาดวามีความสําคัญตอการทํางานของเอ็นเอสพี 2 เปนอยางมาก 
เนื่องจากยังไมมีการยืนยันจุดตัดที่แนนอนของเอ็นเอสพี 2/3 ดังนั้นลําดับนิวคลีโอไทดของ        
เอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 อาจมีขนาด 1,941 2,943 3,351 3,588 หรือ 3,591 นิวคลีโอไทดก็
เปนได (Allende et al., 1999; Ziebuhr et al., 2000; Han et al., 2006)  

การพิจารณาการตัดโปรตีนโดยโปรตีเอสเหลานี้มีจุดที่ควรคํานึงคือตําแหนงใน
การตัดจะขึ้นกับทั้งลําดับกรดอะมิโนและตําแหนงของกรดอะมิโน ยกตัวอยางเชนในกรณีของไวรัส
อีเอวี (Snijder et al., 1992) พบวาจุดตัดระหวางเอ็นเอสพี 1/2 คือ G/G ที่ตําแหนงกรดอะมิโน 
G260/G261 แตถามีการกลายที่ตําแหนง G260 โดยเปลี่ยนจาก G เปน V (G260 → V) จะทําให
ไมเกิดการตัดที่ตําแหนง V260/G261 (ไมจําเปนตองตัดที่ตําแหนง 260/261 เสมอไป) ดังนั้นถา
เหตุการณลักษณะนี้เกิดขึ้นจริงอาจทําใหไมมีการสรางเอ็นเอสพี 2 เกิดขึ้น หรือปาเปนไลคซิสตีน
โปรตีเอสอาจเปลี่ยนไปตัดที่ตําแหนงอื่น นอกจากนี้ในการศึกษาเดิมนี้ยังพบวาหากมีการกลายที่
ตําแหนง G260 → A หรือ G261 → A โปรตีนที่ไดจะยังคงสามารถถูกตัดไดโดยปาเปนไลคซิสตีน
โปรตีเอสไดอยางมีประสิทธิภาพ กลาวคือจุดตัดระหวางเอ็นเอสพี 1/2 ของไวรัสอีเอวีที่ตําแหนง 
260/261 นี้อาจเปนไดทั้ง G/G A/G หรือ G/A เปนตน ดังนั้นการกลายที่ตําแหนง 260/261 อาจไม
จําเปนตองทําใหการตัดของปาเปนไลคซิสตีนโปรตีเอสเปลี่ยนไป กลาวโดยสรุปคือ เมื่อมีการกลาย
เกิดขึ้นที่บริเวณโออารเอฟ 1 อาจเปนการยากที่จะทํานายไดวาขอบเขตของเอ็นเอสพีตางๆ 
ตลอดจนหนาที่ตางๆ ของเอ็นเอสพีจะยังคงเปนเชนเดิมหรือไม หรือมีการเปลี่ยนแปลงไปอยางไร 
จําเปนอยางยิ่งที่จะตองอาศัยขอมูลจากการทดลองมาสนับสนุน 

โปรตีนเอ็นเอสพี 2 มีความสําคัญตอผลลัพธสุดทายของการตัดยอยโปรตีน       
โออารเอฟ 1 เอ โดยโปรตีเอสอื่นๆ ของไวรัสอีเอวีเปนอยางมาก โดยจากการศึกษาพบวาขั้นตอน
การตัดยอยโปรตีนโออารเอฟ 1 เอของไวรัสอีเอวีเกิดขึ้นใน 2 ลักษณะ คือ ในลักษณะที่เปน
กระบวนการหลักและกระบวนการรอง (Wassenaar et al., 1997) (ภาพที่ 7) ในขั้นตนนั้นทั้ง 2 
กระบวนการเริ่มตนในลักษณะเดียวกันคือ ปาเปนไลคซิสตีนโปรตีเอสที่เอ็นเอสพี 1 ทําการตัดให
เอ็นเอสพี 1 แยกเปนอิสระออกมาจากโปรตีนโออารเอฟ 1 เอที่เหลือ ตอมาโปรตีนเอ็นเอสพี 2 จะ
แยกออกมาโดยการตัดของซิสตีนโปรตีเอส (อยูบนเอ็นเอสพี 2) ที่ตําแหนงระหวางเอ็นเอสพี       
2/3 - 8 จากนั้นในสิ่งที่เกิดขึ้นในกระบวนการหลัก คือ เอ็นเอสพี 2 จะจับกับเอ็นเอสพี 3 – 8 ที่
บริเวณเอ็นเอสพี 3 ซ่ึงเชื่อวาในชวงนี้เอ็นเอสพี 2 จะทําหนาที่เปนปจจัยรวมที่จะทําใหเซอรรีน   
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โปรตีเอสที่เอ็นเอสพี 4 สามารถตัดที่ตําแหนงระหวางเอ็นเอสพี 4/5 – 8 ได ทําใหเอ็นเอสพี 2 ที่จับ
อยูกับเอ็นเอสพี 3 – 4 แยกออกจากเอ็นเอสพี 5 – 8 ตอมาเซอรรีนโปรตีเอสของเอ็นเอสพี 4 จะตัด
ที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 3/4 และเอ็นเอสพี 5 – 7/8 ทําใหผลลัพธสุดทายของการตัดยอยโปรตีนดวย
กระบวนการหลักไดเปนโปรตีน 4 แบบ คือ 1.) เอ็นเอสพี 2 ที่จับอยูกับเอ็นเอสพี 3 2.) เอ็นเอสพี 4 
อิสระ 3.) เอ็นเอสพี 5 – 7 และ 4.) เอ็นเอสพี 8 อิสระ สําหรับในกระบวนการรองสิ่งที่เกิดขึ้น คือ 
เอ็นเอสพี 2 ที่แยกออกมานั้นมิไดจับกับเอ็นเอสพี 3 – 8 และเซอรรีนโปรตีเอสที่เอ็นเอสพี 4 จะตัดที่
ตําแหนงเอ็นเอสพี 3 – 6/7 – 8 หรือเอ็นเอสพี 3 – 5/6 – 8 ตอมาเซอรรีนโปรตีเอสจะทําการตัดที่
ตําแหนงเอ็นเอสพี 3/4 ทําใหเอ็นเอสพี 3 หลุดออกเปนอิสระและจึงตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 7/8 
กลาวโดยสรุปความแตกตางของทั้ง 2 กระบวนการนี้คือ ถาเอ็นเอสพี 2 ที่หลุดออกมาในชวงแรก
จับกับเอ็นเอสพี 3 – 8 (กระบวนการหลัก) จะมีผลทําใหเซอรรีนโปรตีเอสที่เอ็นเอสพี 4 สามารถตัด
ที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 4/5 ได แตจะไมมีการตัดที่เอ็นเอสพี 6 ในทางตรงกันขามถาเอ็นเอสพี 2 ไมจับ
เขากับเอ็นเอสพี 3 - 8 (กระบวนการรอง) การตัดที่เอ็นเอสพี 4/5 จะไมเกิดขึ้นแตจะมีการตัดที่   
เอ็นเอสพี 5/6 หรือเอ็นเอสพี 6/7 เกิดขึ้นแทน อยางไรก็ตามเหตุการณในลักษณะนี้จะเกิดกับไวรัส      
พีอารอารเอสหรือไมนั้นจําเปนตองมีการศึกษาตอไป 

โดยปกติไวรัสจะตัดโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ (และดานปลายอะมิโนของโออารเอฟ 
1 เอบี) โดยใชทั้ง 2 กระบวนการ แตใชกระบวนการหลักมากกวากระบวนการรอง อยางไรก็ตาม
ผลลัพธสุดทายที่ไดจากกระบวนการหลักและกระบวนการรองลวนมีความสําคัญตอการจําลอง
ตัวเองของอารเอ็นเอของไวรัสทั้งคู ไมสามารถขาดผลลัพธสุดทายของกระบวนการใดกระบวนการ
หนึ่งได (van Aken et al., 2006) อยางไรก็ตามปจจุบันยังไมทราบวากลไกหรือปจจัยที่ทําให    
เอ็นเอสพี 2 สามารถจับกับเอ็นเอสพี 3 แลวเหนี่ยวนําใหเกิดการตัดยอยแบบกระบวนการหลัก 
ตลอดจนความสําคัญของผลลัพธที่ไดจากการตัดยอยทั้ง 2 ลักษณะคือส่ิงใด  
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ภาพที่ 7 กระบวนการการตัดยอยโปรตีนโออารเอฟ 1 เอโดย 2 กระบวนการของไวรัสอีเอวี หมายเลขของ      
เอ็นเอสพีแตละตัวแสดงในรูปภาพ จุดตัดของโปรตีเอสแตละตัวแสดงโดยลูกศรและหัวลูกศร ปาเปนไลคซิสตีน
โปรตีเอส, ซิสตีนโปรตีเอส และเซอรรีนโปรตีเอส แสดงโดยกลองส่ีเหลี่ยมภายในเอ็นเอสพี 1, 2 และ 4 ตามลําดับ 
ในกระบวนการหลักเอ็นเอสพี 2 จะจับกับเอ็นเอสพี 3 - 8 ชวยใหเกิดการตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 4/5 สวนใน
กระบวนการรองเอ็นเอสพี 2 ไมจับกับเอ็นเอสพี 3 - 8 ทําใหเกิดการตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 5/6 และเอ็นเอสพี 
6/7 แทนการตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 4/5 (ดัดแปลงจาก van Aken et al., 2006) 

 

6. การเหนี่ยวนําใหเกิดถงุดีเอ็มวี (double membrane vesicle, DMV) โดยเอ็นเอสพี 2 

อารเอ็นเอไวรัสประเภทสายบวกหลายชนิดเมื่อเกิดกระบวนการการสราง        
อารเอ็นเอ โปรตีนสวนที่ควบคุมการเพิ่มจํานวนของไวรัสจะถูกติดเขากับเยื่อหุมของเซลลเจาบาน
และทําหนาที่เปลี่ยนแปลงเยื่อหุมนี้ใหเกิดเปนบริเวณที่มีสภาวะที่เหมาะสมกับกระบวนการถาย
แบบจําลองตัวเองของอารเอ็นเอของไวรัส จากการศึกษาในไวรัสอีเอวี (van der Meer et al., 
1998; Pedersen et al., 1999) พบวาภายหลังที่ไวรัสเขาสูเซลลเปาหมายแลวจะพบโครงสรางถุง
ดีเอ็มวีซึ่งมีลักษณะเปนถุงที่มีผนัง 2 ชั้น (ภาพที่ 8) เกิดขึ้นในไซโตพลาสมที่บริเวณรอบนิวเคลียส
ของเซลลเจาบาน ซึ่งคาดวาถุงดีเอ็มวีนี้นาจะพัฒนามาจากเอนโดพลาสมิคเรทิคูลัมของเซลลเจา
บาน (ภาพที่ 8d)   

ปจจุบันความสัมพันธระหวางดีเอ็มวีและไวรัสในวงศอารเทอรริวิริดีไดรับการ
ยืนยันในระดับหนึ่งเทานั้น โดยคาดวาดีเอ็มวีนาจะมีความสําคัญเปนอยางมากตอการเพิ่มจํานวน
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ของไวรัส เนื่องจากในกรณีของไวรัสอีเอวีพบวา เมื่อเซลลมีการติดเชื้อไวรัสแลวจะสามารถตรวจ
พบกระบวนการการสรางอารเอ็นเอของไวรัสไดที่ดีเอ็มวีนี้เปนเพียงที่เดียวเทานั้น (Pedersen et 
al., 1999)  

โปรตีนเอ็นเอสพี 2 รวมกับเอ็นเอสพี 3 ของไวรัสอีเอวีมีบทบาทสําคัญในการทํา
ใหเกิดโครงสรางดีเอ็มวี โดยจากการศึกษาพบวาเมื่อทําการเหนี่ยวนําใหเซลลปกติมีการสราง
โปรตีนเอ็นเอสพี 2 รวมกับเอ็นเอสพี 3 ข้ึนแลว เซลลนั้นจะสามารถสรางดีเอ็มวีที่มีลักษณะ
เชนเดียวกับเซลลที่ติดเชื้อไวรัสได อยางไรก็ตามเอ็นเอสพี 2 หรือเอ็นเอสพี 3 เพียงอยางเดียวไม
สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลสรางดีเอ็มวีได ซึ่งจากการทดลองแสดงใหเห็นไดวาเอ็นเอสพี 2 และ 
เอ็นเอสพี 3 จําเปนตองทํางานรวมกันในการเหนี่ยวนําใหเกิดดีเอ็มวี (Snijder et al., 2001)   

ถึงแมวาเอ็นเอสพี 2 และเอ็นเอสพี 3 จะสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางดีเอ็มวี
ไดแตสิ่งหนึ่งที่ตองคํานึงถึงคือดีเอ็มวีที่สมบูรณและสามารถรองรับการสรางอารเอ็นเอของไวรัสได
นั้นอาจยังตองการปจจัยตางๆ อีก โดยหนึ่งในหลักฐานที่สําคัญคือการคนพบวาที่ผนังของดีเอ็มวีที่
เกิดจากการติดเชื้อไวรัสอีเอวีนั้นสามารถตรวจพบเอ็นเอสพีอ่ืนๆ นอกจากเอ็นเอสพี 2 และ       
เอ็นเอสพี 3 ไดอีกดวย (Pedersen et al., 1999) แตเอ็นเอสพีเหลานี้จะมีความสําคัญตอ
กระบวนการการสรางอารเอ็นเอของไวรัสหรือไมนั้นยังคงตองมีการศึกษาตอไป 

การสรางดีเอ็มวีโดยเอ็นเอสพี 2 และเอ็นเอสพี 3 เชื่อวาเริ่มตนจากการที่เอ็นเอสพี
ทั้ง 2 ติดเขากับผนังของเอนโดพลาสมิคเรทิคูลัมและจากนั้นจึงมีการเหนี่ยวนําใหเอนโดพลาสมิค
เรทิคูลัมสวนนี้พัฒนาเปนดีเอ็มวี (Pedersen et al., 1999; Snijder et al., 2001)  ในขั้นตอนการ
ติดเอ็นเอสพีทั้ง 2 เขากับผนังของเอนโดพลาสมิคเรทิคูลัมเชื่อวาเกิดขึ้นไดเนื่องจากที่เอ็นเอสพีทั้ง 
2 มีบริเวณที่เปนไฮโดรโฟบิคอยู ซึ่งสวนไฮโดรโฟบิคนี้นาจะเปนสวนที่ฝงลงในผนังของ             
เอนโดพลาสมิคเรทิคูลัม (ทําหนาที่เปนทรานซเมมเบรนโดเมน) แตหลังจากที่เอ็นเอสพีทั้ง 2 ติดเขา
กับผนังของเอนโดพลาสมิคเรทิคูลัมแลว สวนใดของโปรตีนที่จะทําหนาที่ในการเหนี่ยวนําใหเกิด
การสรางดีเอ็มวีนั้นยังไมมีการกลาวถึงแตอยางใด  

ในกรณีของไวรัสพีอารอารเอสพบวาทั้ง VR2332 (ไวรัสตนแบบสายพันธุอเมริกา
เหนือ) และ LV (ไวรัสตนแบบสายพันธุยุโรป) เมื่อเขาสูเซลลมาโครฟาจจากบริเวณถุงลมปอดแลว 
สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลสรางดีเอ็มวีไดเชนกัน (Pol et al., 1997) อยางไรก็ตามยังไมมีการระบุ
ถึงโปรตีนที่มีบทบาทสําคัญในการเกิดดีเอ็มวีในกรณีของการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส    
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แมวาปจจุบันจะยังไมมีการศึกษายืนยันถึงความสัมพันธระหวางสวนที่คาดวา
เปนทรานซเมมเบรนโดเมนของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสและการสรางดีเอ็มวี แตก็พบวา
สวนที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมนนี้มีความสําคัญอยางยิ่งตอการมีชีวิตอยูของไวรัส (Han et 
al., 2007) โดยในการศึกษาที่ผานมาพบวาลําดับกรดอะมิโนของสวนที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรน
โดเมนนี้มีความอนุรักษในไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือหลายสายพันธุ (Han et al., 
2006) จึงมีความเปนไปไดวาสวนที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมนมีความสําคัญตอไวรัส        
พีอารอารเอส และตอมาเมื่อมีการทดลองดัดแปลงพันธุกรรมของไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุ 
VR2332 ทําใหสวนเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสปราศจากสวนที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมนพบวา
ความเปลี่ยนแปลงนี้มีผลทําใหไวรัสที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมไมสามารถเพิ่มจํานวนในเซลล
เพาะเลี้ยงได (Han et al., 2007) ดังนั้นจึงเปนการยืนยันไดในระดับหนึ่งถึงความสําคัญของลําดับ
กรดอะมิโนบริเวณที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมนของเอ็นเอสพี 2 ตอไวรัสพีอารอารเอส 

 
 
 
ภาพที่ 8  ลักษณะของดีเอ็มวีที่พบในเซลลเพาะเลี้ยงบีเอชเค 21 ที่ติดเชื้อไวรัสอีเอวี (a) ภาพโดยรวมของเซลลที่
ติดเชื้อไวรัสอีเอวี กรอบส่ีเหลี่ยมแสดงบริเวณที่มีดีเอ็มวีอยูเปนจํานวนมาก (b) ภาพขยายของดีเอ็มวี ลูกศรแสดง
บริเวณที่มีการเชื่อมกันของผนังชั้นในและชั้นนอกของดีเอ็มวี ทําใหมีทางเชื่อมระหวางไซโตพลาสมของเซลลกับ
ภายในดีเอ็มวี หัวลูกศร 2 อันแสดงดีเอ็มวีที่มีผนังชั้นนอกที่มีการเชื่อมตอกับผนังของเซลล (c) ภาพขยายของ
ดีเอ็มวี แสดงลักษณะของดีเอ็มวีที่พบโดยทั่วไปโดยมีลักษณะเปนวงปด (d) ดีเอ็มวีที่เชื่อมตอกับเอนโดพลาสมิค
เรทิคูลัม หัวลูกศรแสดงบริเวณที่มีการเชื่อมตอกัน อักษรยอ: N, nucleus; M, mitochondrion; ER, 
endoplasmic reticulum; PM, plasma membrane  เสนนอนแสดงความยาว 1 µm (a) หรือ 100 nm (b, c 
และ d) (Pedersen et al., 1999) 
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7. ความสัมพันธระหวางความหลากหลายของลําดับกรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 และ
ความรุนแรงในการกอโรคของไวรัส 

จากการศึกษาที่ผานมาพบวาลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนบริเวณ 
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสเปนบริเวณที่มีความหลากหลายมาก (Han et al., 2006) และ
จัดไดวาเปนบริเวณที่ไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือและสายพันธุยุโรปมีความแตกตางกันมากที่สุด 
(Allende et al., 1999; Nelsen et al., 1999) เมื่อพิจารณาความหลากหลายของลําดับกรด       
อะมิโนของไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือที่มีการแยกเชื้อไดจากที่ตางๆ พบวาเอ็นเอสพี 2 นั้น
ประกอบไปดวยบริเวณที่มีความอนุรักษและบริเวณที่มีความหลากหลายสูง (Han et al., 2006; 
Han et al., 2007) (ภาพที่ 9) บริเวณที่มีความอนุรักษของเอ็นเอสพี 2 มีทั้งสิ้น 6 ตําแหนงหลักคือ 
1.) กรดอะมิโน 7 ตัวแรกของโปรตีนเอ็นเอสพี 2 โดยคาดวากรดอะมิโนในบริเวณนี้นาจะมี
ความสําคัญเกี่ยวของกับตําแหนงการตัดของปาเปน – ไลคซิสตีนโปรตีเอสของเอ็นเอสพี 1  2.) 
บริเวณที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสซึ่งมีขนาดประมาณ 100 กรดอะมิโน (กรดอะมิโนตําแหนง Y47 
- C147) และ 3.) บริเวณที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมนอีก 4 ตําแหนง (กรดอะมิโนตาํแหนงที ่
876 – 898 ตําแหนงที่ 911 – 930 ตําแหนงที่ 963 – 979 และตําแหนงที่ 989 - 1009) สวนบริเวณ
ที่มีความหลากหลายสูงมีทั้งสิ้น 2 ตําแหนงหลัก ไดแก 1.) บริเวณของกรดอะมิโนที่อยูกอนหนา
สวนที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอส และ 2.) บริเวณของกรดอะมิโนที่อยูระหวางสวนที่คาดวาเปน    
ซิสตีนโปรตีเอสและสวนที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมน 

จะเห็นไดวาบริเวณของกรดอะมิโนที่มีความอนุรักษจะเปนบริเวณที่มีความสาํคญั
ตอไวรัส ในขณะที่บริเวณที่มีความหลากหลายสูงนั้น ณ ปจจุบันยังไมทราบวามีหนาที่จําเพาะใดๆ 
โดยเฉพาะบริเวณที่มีความหลากหลายสูงที่อยูระหวางสวนที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสและสวนที่
คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมนนั้น พบวานอกจากจะเกิดการแทนที่ (substitution) ของกรด   
อะมิโนแลว (เทียบกับไวรัสสายพันธุตนแบบ) ยังสามารถพบการขาดหายไป (deletion) และการ
เขาแทรก (insertion) ของกรดอะมิโนไดอีกดวย 

ส่ิงที่ไดรับความสนใจเปนอยางมากในการศึกษาความหลากหลายของลําดับ
กรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 คือการแยกพบเชื้อไวรัสพีอารอารเอสที่มีการขาดหายไปและการเขา
แทรกของกรดอะมิโนในบริเวณเอ็นเอสพี 2 โดยมีสาเหตุสําคัญที่ทําใหเกิดความสนใจ 2 ประการ
คือ 1. เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสอีเอวีซึ่งเปนไวรัสในกลุมเดียวกันกับไวรัสพีอารอารเอสนั้นไมสามารถ
ทนตอการเกิดการขาดหายไปหรือการเขาแทรกของกรดอะมิโนได (Snijder et al., 1995) และ 2. 
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การขาดหายไปของกรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 อาจมีความเกี่ยวของกับความสามารถในการกอ
โรคของไวรัสพีอารอารเอส 

 

 N’ 
3 1 2 

C’ 
4 1  5 

  
 
ภาพที่ 9 แผนผังแสดงสวนที่มีความอนุรักษและสวนที่มีความหลากหลายสูงบนเอ็นเอสพี 2 กลองส่ีเหลี่ยมสีเทา
แสดงสวนที่มีความอนุรักษ กลองส่ีเหลี่ยมสีดําแสดงสวนที่มีความหลากหลายสูง สามารถแบงบริเวณตางๆ บน
เอ็นเอสพี 2 ไดเปน 5 สวน แสดงโดยหมายเลขดานบนของรูปภาพ สวนที่ 1 คือกรดอะมิโน 7 ตัวแรกของ        
เอ็นเอสพี 2 สวนที่ 2 คือชวงกรดอะมิโนตัวที่ 8 – 46 สวนที่ 3 คือชวงกรดอะมิโนตัวที่ 47 – 147 (สวนที่คาดวา
เปนซิสตีนโปรตีเอส) สวนที่ 4 คือชวงกรดอะมิโนตัวที่ 148 – 875 และสวนที่ 5 คือชวงกรดอะมิโนที่เปนไฮโดร   
โฟบิคและคาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมน ไดแกกรดอะมิโนตําแหนงที่ 876 – 898 ตําแหนงที่ 911 – 930 
ตําแหนงที่ 963 – 979 และตําแหนงที่ 989 – 1009 (ดัดแปลงจาก Han et al., 2007) 

ในการศึกษาที่ผานมาพบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสอีเอวีนั้นแมจะมีความ
หลากหลายของลําดับกรดอะมิโนเชนเดียวกับเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอส แตซิสตีน       
โปรตีเอสบนเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสอีเอวีจะไมสามารถตัดแยกเอ็นเอสพี 2 และเอ็นเอสพี 3 ไดหาก
เกิดการขาดหายไปหรือการเขาแทรกของกรดอะมิโนบริเวณเอ็นเอสพี 2 แมเพียงเล็กนอย (Snijder 
et al., 1995) ในขณะที่ในกรณีของไวรัสพีอารอารเอสนั้นสามารถพบไดทั้งไวรัสที่มีการขาดหายไป
และการเขาแทรกของกรดอะมิโนที่บริเวณเอ็นเอสพี 2 ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความแตกตางระหวาง 
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสและของไวรัสอีเอวีซึ่งเปนไวรัสตนแบบอยางชัดเจน (Shen et 
al., 2000; Gao et al., 2004; Han et al., 2006; Li et al., 2007)  

ปจจุบันมีการยืนยันในระดับหนึ่งแลววาบริเวณที่มีความหลากหลายสูงของ    
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสสามารถเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนไดเปนจํานวนมาก
โดยที่ไวรัสยังคงสามารถเพิ่มจํานวนในเซลลเพาะเลี้ยงไดแตก็พบวาการขาดหายไปนี้มีขีดจํากัดอยู
เชนกัน โดยพบวาไวรัสพีอารอารเอสที่มีการดัดแปลงพันธุกรรมใหมีการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ในตําแหนงที่ 324 – 726 ของเอ็นเอสพี 2 นั้นยังคงสามารถเจริญเติบโตเพิ่มจํานวนในเซลล
เพาะเลี้ยงได เชนเดียวกับไวรัสที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนในตําแหนงที่ 727 – 813 แตไวรัส
ที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนใน 2 ตําแหนงนี้รวมกัน คือ ตําแหนงที่ 324 – 813 กลับไม
สามารถเจริญบนเซลลเพาะเลี้ยงได ซึ่งอาจเปนไปไดวาเอ็นเอสพี 2 จําเปนตองมีความยาวใน
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ระดับหนึ่งเพื่อใหสามารถเกิดการพับของโปรตีนไดอยางถูกตอง และทําใหเอ็นเอสพี 2 ยังคงทํา
หนาที่ตางๆได (Han et al., 2007) 

ไวรัสพีอารอารเอสที่มีการรายงานวามีการเขาแทรกของกรดอะมิโนบริเวณ      
เอ็นเอสพี 2 คือไวรัสสายพันธุ SP (Shen et al., 2000) ซึ่งเปนไวรัสจากวัคซีนสายพันธุอเมริกา
เหนือ เมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสตนแบบของกลุมสายพันธุอเมริกาเหนือ VR2332 และสายพันธุ 
16244B ซึ่งเปนสายพันธุที่สามารถกอโรคไดทั้งคู พบวาไวรัสสายพันธุ SP นี้มีกรดอะมิโนเขาแทรก
จํานวน 36 ตัว รวมกับการเกิดการแทนที่ของกรดอะมิโนอีก 158 ตัว (เทียบกับ VR2332) ตําแหนง
ที่มีการเขาแทรกนี้สามารถเทียบไดกับตําแหนงระหวางกรดอะมิโนที่ 813 และ 814 ของ VR2332 
(ซึ่งอยูในบริเวณที่มีความหลากหลายสูง) อยางไรก็ตามการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่        
เอ็นเอสพี 2 นี้จะเปนสาเหตุหลักที่ทําใหไวรัสสายพันธุ SP มีการออนกําลังลงหรือไมนั้นยังคงตอง
รอการพิสูจนตอไป เนื่องจากไวรัสสายพันธุ SP และ 16244B มียังมีความแตกตางของลําดับ
กรดอะมิโนที่บริเวณอื่นอีกเชนกัน (ORF2-7 มีความเหมือนกันรอยละ 89-95)  

สําหรับไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือที่มีการรายงานวามีการขาด
หายไปของกรดอะมิโนบริเวณเอ็นเอสพี 2 นั้นมีอยูหลายไอโซเลท ยกตัวอยางเชน HB-2(sh)/2002 
(Gao et al., 2004) SY0608 (Li et al., 2007) MN184A และ MN184B (Han et al., 2006) เปน
ตน เมื่อเปรียบเทียบกับ VR2332 แลวพบวา HB-2(sh)/2002 ซึ่งแยกเชื้อไดจากประเทศจีนพบการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนบริเวณเอ็นเอสพี 2 รวมทั้งสิ้น 12 ตัว เทียบไดเปนตําแหนงระหวาง
กรดอะมิโนที่ 466 ถึง 467 (ภาพที่ 10) SY0608 ซึ่งแยกเชื้อไดจากประเทศจีนเชนกัน พบการขาด
หายไปของกรดอะมิโนทั้งสิ้น 30 ตัว เทียบไดเปนตําแหนงกรดอะมิโนที่ 480 และระหวางตาํแหนงที ่
531 ถึง 559 (ภาพที่ 10) MN184A และ MN184B (แยกเชื้อไดจากประเทศสหรัฐอเมริกา) พบการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนทั้งสิ้น 131 ตัว เทียบไดเปนตําแหนงระหวางกรดอะมิโนที่ 324 ถึง 434 
ตําแหนงที่ 486 และระหวางตําแหนงที่ 505 ถึง 523 (ภาพที่ 10) ซึ่งถือเปนไวรัสพีอารอารเอส  
สายพันธุอเมริกาเหนือที่มีความยาวของสายนิวคลีโอไทดนอยที่สุดในปจจุบัน 
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ภาพที่ 10 อไลนเมนทสวนหนึ่งของเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 MN184B HB-2(sh)/2002 และ SY0608 กรด   
อะมิโนที่มีความอนุรักษแสดงโดยขีดนอน (-) กรดอะมิโนที่มีการขาดหายไปเมื่อเทียบกับ VR2332 แสดงโดย
เครื่องหมายดอกจัน (*) (Li et al., 2007) 

SY0608 นี้แยกเชื้อไดมาจากสุกรที่ปวยและตายจากการระบาดของกลุมอาการไข
สูง (swine high fever syndrome) ในประเทศจีนในชวงป พ.ศ. 2549 ซึ่งในการระบาดครั้งนั้นมี
สุกรปวยและตายเปนจํานวนมาก เมื่อนําไวรัสมาฉีดกลับเขาสุกรทดลองพบวาสุกรมีไขสูง หายใจ
ลําบาก ผิวหนังเปลี่ยนเปนสีแดง อวัยวะภายในเชน ปอด ตับ และ ไต มีจุดเลือดออกกระจายอยู
ทั่วไป มีอัตราการปวยและอัตราการตายสูง  (อัตราการตายรอยละ  50 ซึ่งตางจากไวรัส                 
พีอารอารเอสทั่วไปที่ไมทําใหเกิดการตายในสุกรทดลอง) และเมื่อพิจารณาลําดับกรดอะมิโนของ
ไวรัสสายพันธุนี้ พบวาที่เอ็นเอสพี 2 มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนทั้งสิ้น 30 ตัว (เทียบกับ 
VR2332) ซึ่งมีความเปนไปไดที่ความเปลี่ยนแปลงที่เอ็นเอสพี 2 นี้จะเปนสาเหตุหลักทําให 
SY0608 มีความรุนแรงในการกอโรคมากกวาไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอ่ืนๆ อยางไรก็ตามดวย
ความรูในปจจุบันยังไมทราบวาความเปลี่ยนแปลงที่เอ็นเอสพี 2 หรือที่โปรตีนตัวอื่นๆ ของ SY0608 
สงผลใหความรุนแรงของโรคมีมากขึ้นไดอยางไร 

จากที่กลาวมาแลววาปจจุบันนั้นยังไมสามารถอธิบายถึงกลไกที่ทําใหไวรัส        
พีอารอารเอสที่มีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกตางกันนั้นสามารถกอโรคที่มีรูปแบบหรือความ
รุนแรงที่แตกตางกันได ในอดีตความสนใจสวนใหญจะอยูที่โปรตีนโครงสรางของไวรัสเปนหลักแต
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ในปจจุบันมีการศึกษาที่สามารถใชเปนหลักฐานยืนยันไดวาโปรตีนที่มิใชโครงสรางของไวรัส (แปล
รหัสมาจากสวนโออารเอฟ 1) มีอิทธิพลตอความรุนแรงในการกอโรคของไวรัสได โดยเมื่อทําการ
ดัดแปลงพันธุกรรมของไวรัสจากวัคซีน Ingelvac® PRRS MLV ซึ่งไมมีความรุนแรงในการกอโรค 
ใหมียีนโออารเอฟ 1 เปนของ MN184 (ซึ่งเปนสายพันธุที่มีความรุนแรงในการกอโรค และมีการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนที่เอ็นเอสพี 2 ทั้งสิ้น 131 ตัว) กลาวคือ ไวรัสที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมนั้น
จะมีโออารเอฟ 1 ของ MN184 แตมีโออารเอฟ 2 - 7 ของไวรัสจากวัคซีน เมื่อทําการฉีดเชื้อไวรัสที่
ดัดแปลงพันธุกรรมนี้ใหแกสุกรทดลอง มีผลทําใหทําใหสุกรทดลองมีรอยโรคที่ปอดเกิดขึ้นได 
(Wang et al., 2008)  

จากการทดลองนี้ไดแสดงใหเห็นแลววาโปรตีนสวนโออารเอฟ 1 นั้นมีผลตอ
ความสามารถในการกอโรคของไวรัส และเปนไปไดวาเอ็นเอสพี 2 อาจเปนยีนหนึ่งที่เกี่ยวของกับ
ความสัมพันธนี้ แมวาดวยความรูในปจจุบันจะยังไมสามารถอธิบายไดวาความเปลี่ยนแปลงของ
เอ็นเอสพี 2 ที่บริเวณที่มีความหลากหลายสูงสงผลตอไวรัสอยางไรเนื่องจากไมทราบหนาที่ของ
กรดอะมิโนในบริเวณนี้ แตก็มีหลักฐานที่พบวาไวรัสที่มีการเปลี่ยนแปลงที่บริเวณนี้มีความสามารถ
ในการกอโรคที่รุนแรง 

แมวาปจจุบันหนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย จะสามารถแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือไดหลายสายพันธุ แต
ขอมูลทางดานพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 นั้นมีการรายงานเพียง 1 สายพันธุเทานั้น คือสายพันธุ 
01NP1.2 หมายเลข GenBank accession no. DQ056373 ดังนั้นการศึกษาความหลากหลาย
ของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสเหลานี้จึงนาจะชวยเปนขอมูลพื้นฐานใหกับการศึกษาดานตางๆ ของ
ไวรัสเหลานี้ตอไป  

 
 
 
 
 
 

 

 



 
 

 

บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

1. ตัวอยางทีน่ํามาใชในงานวิจยั 

ตัวอยางที่ใชในการศึกษาในครั้งนี้มีจํานวนทั้งสิ้น 10 ตัวอยาง (ตารางที่ 1) โดย
เปนตัวอยางเนื้อเยื่อ จํานวน 6 ตัวอยาง และเปนตัวอยางไวรัสที่ทําการแยกเชื้อแลว จํานวน 4 
ตัวอยาง ตัวอยางเนื้อเยื่อเหลานี้ไดจากการคัดกรองตัวอยางเนื้อเยื่อจาก 2 แหลง คือ 1. ตัวอยาง
เนื้อเยื่อที่นํามาสงตรวจ  ณ  หนวยชันสูตรโรคสัตว  คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย และ 2. ตัวอยางเนื้อเยื่อจากสุกรที่ถูกนํามาชันสูตรซาก ณ โรงพยาบาลปศสัุตว คณะ
สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย (จังหวัดนครปฐม) โดยในการคัดกรองนั้นจะทําการ
คัดเลือกเฉพาะเนื้อเยื่อที่มีไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือมาใชในงานวิจัยเทานั้น 
สําหรับตัวอยางไวรัสเปนไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก
หนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตัวอยางเนื้อเยื่อและ
ตัวอยางไวรัสที่ใชในการศึกษาในครั้งนี้เก็บมาจากสุกรในชวงป พ.ศ. 2544 - 2551 จากฟารมใน
จังหวัดตางๆ ในภาคกลาง ไดแก จังหวัดนครปฐม จังหวัดราชบุรี และจังหวัดฉะเชิงเทรา 
 
ตารางที่ 1 รายละเอียดของตัวอยางที่ใชในงานวิจัย  

ตัวอยาง จังหวัดที่ตั้งของฟารม ป พ.ศ. ที่เก็บตัวอยาง ประเภทของตัวอยาง 
07NP2 นครปฐม 2550 ตัวอยางไวรัส 
07NP4 นครปฐม 2550 ตัวอยางไวรัส 
08RB1 ราชบุรี 2551 ตัวอยางไวรัส 
01CS1/2 ฉะเชิงเทรา 2544 ตัวอยางไวรัส 
8NP154 ราชบุรี 2551 ตัวอยางเนื้อเยื่อ1

78/51 นครปฐม 2551 ตัวอยางเนื้อเยื่อ2 
8NP59 ภาคกลาง3 2551 ตัวอยางเนื้อเยื่อ1

8NP46 ราชบุรี 2551 ตัวอยางเนื้อเยื่อ1

8NP147 นครปฐม 2551 ตัวอยางเนื้อเยื่อ1

8NP148 ภาคกลาง3 2551 ตัวอยางเนื้อเยื่อ1

1ตัวอยางเนื้อเยื่อจากโรงพยาบาลปศุสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
2ตัวอยางเนื้อเยื่อจากหนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
3ตัวอยางจากฟารมในภาคกลาง แตไมสามารถระบุจังหวัดที่ตั้งได 
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2. การสกัดอารเอ็นเอ (RNA) ของไวรัส 

การสกัดอารเอ็นเอของไวรัสจากตัวอยางเนื้อเยื่อทําโดยนําตัวอยางเนื้อเยื่อมาบด
ใหรวมกับทรายละเอียดดวยครกและสากเพื่อใหอารเอ็นเอของไวรัสหลุดออกมา จากนั้นจึงนํา
เนื้อเยื่อที่บดแลวมาทําการกระจายตะกอนดวยสารละลายอาหารเลี้ยงเซลลเพาะเลี้ยง (Eagle’s 
minimum essential medium) และปนตกตะกอนเพื่อเก็บเฉพาะสวนใส (ซึ่งมีอารเอ็นเอของไวรัส
อยู) มาใชตอไป โดยเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ - 80 0C จนกวาจะมีการนํามาใชงานตอไป 

การสกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางไวรัสและตัวอยางเนื้อเยื่อ (ที่บดละเอียดแลว) ทํา
โดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป Nucleospin® RNA Virus (Macherey-Nagel, Germany) โดยปฏิบัติตาม
ข้ันตอนที่ระบุไวในคูมือ เก็บรักษาตัวอยางอารเอ็นเอที่ไดไวที่อุณหภูมิ - 80 0C จนกวาจะมีการ
นํามาใชงานตอไป 

3. การคัดกรองตัวอยางดวยวิธีอารทีพีซีอาร (reverse transcription - polymerase chain 
reaction, RT-PCR) 

การคัดกรองตัวอยางเนื้อเยื่อทําโดย สกัดอารเอ็นเอของไวรัสออกจากตัวอยาง
เนื้อเยื่อแลวนํามาตรวจสอบดวยวิธีอารทีพีซีอารโดยใชไพรเมอร (primer) ที่มีความจําเพาะตอ
ไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือ (Gilbert et al., 1997) ในแตละปฏิกิริยาของอารที      
พีซีอารนั้นประกอบไปดวย 1.) MaximeTM RT-PCR Premix (iNtRON, Korea) ความเขมขน 1 เทา 
2.) ตัวอยางอารเอ็นเอ 3.) ฟอรเวิรด (forward) และรีเวิรส (reverse) ไพรเมอร อยางละ 5 pmol 
และ 4.) น้ําที่ปราศจากเอนไซมอารเอ็นเอส (RNase) (ใชปรับปริมาตรรวมของปฏิกิริยาใหเปน 20 
ul) อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชในขั้นตอนตางๆ ของปฏิกิริยาอารทีพีซีอารเปนดังนี้คือ 1.) รีเวิรส 
ทรานสคริปทชัน ใชอุณหภูมิ 45 0C 30 นาที 2.) การยับยั้งเอนไซมรีเวิรสทรานสคริปเตส (reverse 
transcriptase) ใชอุณหภูมิ 94 0C 5 นาที 3.) ดีเนเจอรเรชัน (denaturation) ใชอุณหภูมิ 94 0C 30 
วินาที 4.) แอนนีลลิง (annealing) ใชอุณหภูมิ 51 0C 30 วินาที 5.) เอ็กซเทนชัน (extension) ใช
อุณหภูมิ 72 0C 30 วินาที (ซ้ําขั้นตอนที่ 3 – 5 อีก 34 รอบ) และ 6.) เอ็กซเทนชันครั้งสุดทาย ใช
อุณหภูมิ 72 0C 5 นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑจากอารทีพีซีอารดวยอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟเรซิส 
(agarose - gel electrophoresis)  
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4. การสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (cDNA) และปฏกิิริยาพีซีอาร 

การสังเคราะหซีดีเอ็นเอของตัวอยางอารเอ็นเอจากเนื้อเยื่อที่ผานการคัดกรองแลว
และตัวอยางอารเอ็นเอจากไวรัสใชวิธีรีเวิรสทรานสคริปทชัน โดยใน 1 ปฏิกิริยาประกอบไปดวย 1.) 
Omniscript RT บัฟเฟอร ความเขมขน 1 เทา 2.) dNTP Mix อยางละ 10 nmol 3.) Omniscript   
รีเวิรสทรานสคริปเตส 4 ยูนิท (Qiagen, Germany) 4.) แรนดอมไพรเมอร เฮกซะเมอร 20 pmol 
5.) สารยับยั้งเอนไซมอารเอ็นเอส 4 ยูนิท (New England BioLabs, US) 6.) ตัวอยางอารเอ็นเอ 
และ 7.) น้ําที่ปราศจากเอนไซมอารเอ็นเอส (ใชปรับปริมาตรรวมของปฏิกิริยาใหเปน 20 ul) 
เหนี่ยวนําใหเกิดปฏิกิริยารีเวิรสทรานสคริปทชัน ที่อุณหภูมิ 37 0C เปนเวลา 60 นาที เก็บรักษา  
ซีดีเอ็นเอที่ไดไวที่อุณหภูมิ -20 หรือ -80 0C จนกวาจะมีการนํามาใชงานตอไป 

ในแตละปฏิกิริยาของพีซีอารนั้นประกอบไปดวย 1.) Go Taq® Green Master 
Mix (Promega, US) ความเขมขน 1 เทา 2.) ฟอรเวิรดและรีเวิรสไพรเมอร อยางละ 50 pmol 3.) 
ตัวอยางซีดีเอ็นเอ และ 4.) น้ําที่ปราศจากเอนไซมอารเอ็นเอส (ใชปรับปริมาตรรวมของปฏิกิริยาให
เปน 50 ul) อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชในขั้นตอนตางๆ ของปฏิกิริยาพีซีอารเปนดังนี้คือ 1.)     
ดีเนเจอรเรชันเริ่มตน ใชอุณหภูมิ 95 0C 2 นาที 2.) ดีเนเจอรเรชัน ใชอุณหภูมิ 95 0C 30 วินาที 3.) 
แอนนีลลิง ใชอุณหภูมิ 50 - 65 0C (ปรับตามความเหมาะสม) 30 วินาที 4.) เอ็กซเทนชัน ใช
อุณหภูมิ 72 0C 30 – 90 วินาที (ปรับตามความเหมาะสม) (ทําซ้ําขั้นตอนที่ 2 – 4 อีก 34 รอบ) 
และ 5.) เอ็กซเทนชันครั้งสุดทาย ใชอุณหภูมิ 72 0C 5 นาที 

ไพรเมอรที่ใชปฏิกิริยาพีซีอารในการศึกษาครั้งนี้ (รายละเอียดของไพรเมอร
ทั้งหมดแสดงในตารางที่ 2) สวนหนึ่งถูกออกแบบใหครอบคลุมชวงนิวคลีโอไทดที่ 863 – 2,226 
ของเอ็นเอสพี 2 ซึ่งเปนชวงที่ครอบคลุมบริเวณที่มีการการขาดหายไปของนิวคลีโอไทดของ 
MN184A (Han et al., 2006) และ SY0608 (Li et al., 2007) และไพรเมอรอีกสวนหนึ่งจะ
ครอบคลมุเอ็นเอสพี 2 โดยสมบูรณ (ตารางที่ 3)  

ไพรเมอร F10 R10 F11 R11 F12 R12 และ F17 ออกแบบโดยใชขอมูลจากการ
ทําอไลนเมนท (alignment) ของไวรัสพีอารอารเอสไอโซเลทตางๆ ที่มีการรายงานอยูใน GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ไพรเมอร F9 และ R9 ออกแบบตามไพรเมอรที่เคยมีการรายงาน
ไวแลว (Gao et al., 2004) และไพรเมอรที่เหลือออกแบบโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ    
เอ็นเอสพี 2 หลังจากการทําพีซีอารดวยไพรเมอรตางๆ ที่ไดกลาวมาแลว 
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นําผลิตภัณฑจากพีซีอารที่ไดมาตรวจสอบดวย 1.5 % อะกาโรสเจล             
อิเล็คโตรโฟเรซิส โดยยอมเจลดวยเอทธิเดียมโบรไมดแลวตรวจสอบการปรากฏของผลิตภัณฑจาก
พีซีอารภายใตแสงยูวี จากนั้นจึงทําการสกัดผลิตภัณฑจากพีซีอารออกจากเจลโดยการตัดเจล 
บริเวณที่คาดวามีผลิตภัณฑจากพีซีอารมาสกัดดวยชุดสกัดสําเร็จรูป NucleoSpin® Extract II 
(Macherey-Nagel, Germany) เก็บรักษาผลิตภัณฑจากพีซีอารไวที่อุณหภูมิ -20 หรือ -80 0C 
จนกวาจะมีการนํามาใชงานตอไป 
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ตารางที่ 2 ไพรเมอรที่ใชในงานวิจัย 
ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’ → 3’) ตําแหนงนิวคลีโอไทด1 

F10 TGGCACTGCATTTCCGCCAT 169 – 188 
R10 TCGGCCAGAGCRGCTGGGAT 547 – 566 
F11 GATTGGGATGTTGTGCTYCCTGG 862 – 884 
R11 GACARRCTTYGTTYTTCGAGG 1315 – 1335 
F12 TCATCAAGCAGCTCCYTGTC 1867 – 1886 
R12 GCACYYACGGAAGGTGCAGG 2206 – 2225 
F9 AACCCTCTGAAAAACCCATC 3227 – 3246 
R9 GCCAAAGAGAAACCAACAAC (+477) – (+496)2

F14 TGAYTGGGCYACTGACGAGGA 252 – 272 
R15 TCCCACATGCGRGAAAGCCA 2044 – 2063 
F15.1 TGCACTTGCCTAGTGGCGTT 527 – 545 
R15.1 CCGAGTCAATGACGGCTTGAG 1919 – 1939 
F15.2 CTTTGACGATGCCACCATCCC 1277 – 1297 
R15.2 TCAATGATGGCTTGAGCCGAG 1914 – 1934 
F15.3 GCTGAGGTAATGCACCTGCCTA 517 – 538 
R15.3 GACCGCCCGAGTCAATGATG 1926 – 1945 
F15.4 CCTGCCTGCCTTGATCGACTA 496 – 516 
R15.4 GGCGTGTGATCTCCACACTC 1887 – 1906 
F15.5 CTGCCGAGCGGATTAAGCGA 1141 – 1160 
R15.5 ATGATGGCTTGAGCCGAGTAT 1911 – 1931 
F15.6 AGGTTGACCTAAAGGCTTGGG 1244 – 1264 
R15.6 CGAGTCGATGATGGCTTGAACG 1917 – 1938 
F15.7 TGGGCAGTTGAGCAGGTTGATTTA 1231 – 1254 
R15.7 CCGAGTATCTCGGGCGTGTA 1899 – 1918 
F17 AGTACCTACAGCGGAGGCTGC (-236) – (-216)3

R17 TCCTCGTCAGTRGCCCARTCA 252 – 272 
F16 TTTCTCCCRAAGATGATACTCG 2137 – 2158 
R16 ATAAGGCTGGGCAACCACAG 3287 – 3306 

1ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่คาดวาไพรเมอรจับ โดยคิดอางอิงจากเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332  
2ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่คาดวาไพรเมอรจับอยูนอกเอ็นเอสพี 2 มาทางดานปลาย 3’ (อยูบนเอ็นเอสพี 3) 
3ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่คาดวาไพรเมอรจับอยูนอกเอ็นเอสพี 2 มาทางดานปลาย 5’ (อยูบนเอ็นเอสพี 1) 
 
 

 



 36

 
 
 

ตารางที่ 3 คูไพรเมอรในแตละตัวอยางและชิ้นสวนของเอ็นเอสพี 2 ที่ได 
ตัวอยาง คูไพรเมอรที่ใช ชิ้นสวนของเอ็นเอสพี 2 ที่ได1 
07NP2   F17R17  F10R10  F14R11  F11R11  F11R15 F12R12 F16R16  F9R9 เอ็นเอสพี 2 ที่สมบูรณ 
07NP4  F17R17  F10R10  F14R11  F11R11  F11R15 F12R12 F16R16  F9R9 เอ็นเอสพี 2 ที่สมบูรณ 
08RB1   F17R17  F10R10  F14R11  F11R11  F11R15 F12R12 F16R16  F9R9 เอ็นเอสพี 2 ที่สมบูรณ 
8NP154 

   
   
   

 F17R17  F10R10 F12R12 F16R16 F9R9 F15.1R15.1  เอ็นเอสพี 2 ที่สมบูรณ 
8/51  F17R17  F10R10  F12R12 F15.3R15.3  1 – 2,205 
8NP59  F17R17 F10R10  F12R12 F15.4R15.4  1 – 2,205 
01CS1/2  F11R11  F12R12  F15.5R15.5  885 – 2,205 
8NP46  F11R11 F12R12 F15.2R15.2 885 – 2,205 
8NP147  F11R11 F12R12 F15.6R15.6 885 – 2,205 
8NP148  F11R11 F12R12 F15.7R15.7 885 – 2,205 

1ชิ้นสวนของเอ็นเอสพี 2 ที่ไดจากไพรเมอรนั้นๆ โดยแสดงเปนตําแหนงของนิวคลีโอไทดบนเอ็นเอสพี 2 (อางอิงจาก VR2332) หรือนิวคลีโอไทดที่สมบูรณ (1 – 3,591) 
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5. การโคลน (clone) และการสกัดพลาสมิด   

การโคลนผลิตภัณฑจากพีซีอารเขาสูพลาสมิดทําโดยใชชุดสําเร็จรูป pGEM®-T 
Easy Vector System (Promega, US) โดยปฏิบัติตามคูมือของชุดสําเร็จรูป ไดเปน                     
รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มีผลิตภัณฑจากพีซีอารที่ตองการหาลําดับนิวคลีโอไทดแทรกอยู จากนั้น
จึงยายรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ JM109 (Promega, 
US) ดวยวิธีการทรานซฟอรเมชันดวยแคลเซียมคลอไรด (CaCl2-induced transformation) ซึ่งทํา
ใหไดเปนไดเปนรีคอมบิแนนท E. coli 

การสกัดพลาสมิดออกจากรีคอมบิแนนท E. coli เร่ิมจากการเพิ่มปริมาณ    
พลาสมิดโดยนํารีคอมบิแนนท E. coli มาเพิ่มจํานวนโดยนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแอลบี (LB) 
ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน ที่อุณหภูมิ 37 0C เปนเวลา 8 – 16 ชั่วโมง จากนั้นทําการสกัด    
พลาสมิดออกจากแบคทีเรียดวยชุดสําเร็จรูป NucleoSpin® plasmid kit (Macherey-Nagel, 
Germany) โดยปฏิบัติตามคูมือของชุดสําเร็จรูป เก็บรักษาพลาสมิดที่ไดไวที่อุณหภูมิ -20 หรือ      
-80 0C จนกวาจะมีการนํามาใชงานตอไป 

6. การตรวจสอบลาํดับนวิคลีโอไทด ลําดับกรดอะมิโน และการวิเคราะหผล 

ในการศึกษาครั้งนี้ไวรัสแตละตัวอยางจะถูกนํามาทําพีซีอารดวยไพรเมอร 
ประมาณ 3 – 8 คู เพื่อใหไดลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ตามที่ระบุไว (ตารางที่ 3) ลําดับ   
นิวคลีโอไทดที่ไดมามีลักษณะเปนชวงที่ซอนทับกัน (ภาพที่ 11) การนําลําดับนิวคลีโอไทดแตละ
ชวงเหลานี้มาตอกันใหเปนนิวคลีโอไทด 1 เสนที่สมบูรณทําโดยใชซอฟทแวร MEGA4 (Tamura et 
al., 2007)  

การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดแตละชวงทําโดยเลือกรีคอมบิแนนท E. coli ที่มี
ดีเอ็นเอของเอ็นเอสพี 2 ชวงที่สนใจมา 3 โคลน ทําการสกัดพลาสมิดและตรวจสอบลําดับ            
นิวคลีโอไทดดวยเครื่องออโตเมทเตดดีเอ็นเอซีเควนเซอร (automated DNA sequencer) โดยใช
ไพรเมอรมาตรฐาน 2 ตัว คือ T7 ฟอรเวิรดไพรเมอรและ SP6 รีเวิรสไพรเมอรรายงานผลการ
ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดเปนคอนเซนซัสนิวคลีโอไทด (consensus nucleotide) และแปลง
เปนลําดับกรดอะมิโนดวยซอฟทแวร MEGA4 (Tamura et al., 2007)  

การวิเคราะหรูปแบบหรือตําแหนงที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ        
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยทําโดยใชวิธีมัลทิเปลอไลนเมนท (multiple alignment) ของ
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ลําดับกรดอะมิโนในชวงกรดอะมิโนที่ 296 – 735 ของเอ็นเอสพี 2 (นิวคลีโอไทดที่ 888 – 2,205) 
(อางอิงจากตําแหนงของ VR2332) ดวยโปรแกรม Clustal W ของซอฟทแวร MEGA4 (Thompson 
et al., 1994) ลําดับกรดอะมิโนของไวรัสที่นํามาใชในการทําอไลนเมนทคร้ังนี้แสดงในตารางที่ 4 
การทํา อไลนเมนทคร้ังนี้ กําหนดคา gap opening penalty = 4 คา gap extension penalty = 
0.2 โดยใช BLOSUM โปรตีนเมทริกซและปรับรูปแบบอไลนเมนทที่ไดตามความเหมาะสมอีกครั้ง 

การศึกษาระดับความแตกตางทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ระหวางไวรัสใน
ประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้และระดับความแตกตางเมื่อเปรียบเทียบกับ 01NP1.2 VR2332 
MN184 SY0608 และ Lelystad ทําโดยการทําแพรไวส (pairwise) อไลนเมนทของลําดับกรด    
อะมิโนในชวงกรดอะมิโนที่ 296 – 735 ของเอ็นเอสพี 2 ดวยโปรแกรม Clustal W ของซอฟทแวร 
MEGA4 (Tamura et al., 2007) และคํานวณคารอยละความเหมือนของกรดอะมิโน (amino acid 
identity) หรือความเหมือนของนิวคลีโอไทด (nucleotide identity) ของไวรัสแตละคู  

การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของซิสตีนโปรตีเอส (cysteine protease, CP) 
โดเมนและจุดตัด ทําโดยการทําอไลนเมนทของลําดับกรดอะมิโนในชวงซิสตีนโปรตีเอสโดเมนและ
ชวงที่เปนจุดตัดของเอนไซมของ 07NP2 07NP4 08RB1 8NP59 8NP154 78/51 VR2332 ไวรัส  
อีเอวี (DQ846750) และไวรัสแอลดีวี (LDU15146)  

การสรางแผนภูมิตนไมไฟโลเจเนติค (phylogenetic tree) ใชโปรแกรม 
MegAlign (DNASTAR, Madison, WI, USA) โดยใชอไลนเมนทชวงลําดับนิวคลีโอไทดที่ 885 – 
2,205 ของเอ็นเอสพี 2 (อางอิงจากตําแหนงของ VR2332) ซึ่งไดจากการคํานวณดวยโปรแกรม 
Clustal W ของซอฟทแวร MEGA4 (Tamura et al., 2007) (ดังที่ไดกลาวมาแลว) การสราง
แผนภูมิตนไมใชวิธีคลัสตอล (Clustal method) คํานวณคาบูทสเตรป (bootstrap) ของโหนด 
(node) โดยคํานวณซ้ํา 2,000 คร้ัง       
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ภาพที่ 11 ตําแหนงโดยสังเขปของผลิตภัณฑจากพีซีอารที่เกิดจากไพรเมอรบางคู เลขดานบนของเอ็นเอสพี 2 
แสดงตําแหนงตางๆ บนเอ็นเอสพี 2 (หนวยเปนนิวคลีโอไทด) ตั้งแตนิวคลีโอไทด ที่ 1 – 3,591 

 
 
 

ตารางที่ 4 ไวรสัพีอารอารเอสไอโซเลทตางๆ ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้1 
ไอโซเลท หมายเลข ไอโซเลท หมายเลข 
01NP1.2  (Thailand) DQ056373 CH-1R (China) EU807840 
Lelystad (Netherlands) M96262 CH2002 (China) EU880438 
VR2332 (USA) AY150564 CH2003 (China) EU880440 
MN184 (USA) EF484031 CH2004 (China) EU880439 
NVSL 97-7985 (USA) AF325691 SHB (China) EU864232 
NVSL 97-7895 (USA) AY545985 HN1 (China) AY457635 
JA142 (USA) AY424271 BJ-4 (China) AF331831 
16244B (USA) AF046869 PRRSV02 (China) FJ175688 
Ingelvac (vaccine) EF484003 PRRSV03 (China) FJ175689 
RespPRRS (vaccine) AF0066183 GD (China) EU109503 
SP (vaccine) AF184212 CH1-a (China) AY032626 
PA8 (Canada) AF176348 HB-1 (China) AY150312 
17704A (Denmark) AF303354 HB-2 (China) AY262352 
17738B (Denmark) AF303355 SY0608 (China) EU144079 
EDRD-1 (Japan) AB288356 PL97-1 (Korea) AY585241 

1ขอมูลจาก GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

1. การตรวจสอบขนาดของลําดับนวิคลีโอไทดเบื้องตน 

จากการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ในชวงนิวคลีโอไทดที่ 885 – 
2,205 ของไวรัสพีอารอารเอสกลุมสายพันธอเมริกาเหนือในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้ ใน
เบื้องตนพบวาลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 จากตัวอยาง 9 ตัวอยาง (จากที่ศึกษาทั้งสิ้น 10 
ตัวอยาง) มีขนาดสั้นกวาขนาดที่ไดจากการวิเคราะหเปรียบเทียบกับ VR2332 ซึ่งเปนไวรัสตนแบบ
ของไวรัสในกลุมสายพันธุอเมริกาเหนือ (ตารางที่ 5) มีเพียงเอ็นเอสพี 2 ของ 8NP147 เทานั้นที่มี
ขนาดตรงตามที่วิเคราะห ซึ่งหมายความวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยจากการศึกษาใน
คร้ังนี้สวนใหญมีขนาดสั้นกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332  

จากการศึกษาพบวาลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ชวงนิวคลีโอไทดที่ 885 – 
2,205 จากตัวอยาง 07NP2 07NP4 และ 78/51 มีขนาด 1,180 nt ในขณะที่เอ็นเอสพี 2 ในชวง
เดียวกันนี้ของ VR2332 มีขนาด 1,321 nt ซึ่งหมายความวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศไทย
ทั้ง 3 ตัวอยางนี้มีขนาดสั้นกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 ในชวงนิวคลีโอไทดเดียวกันจํานวน 141 
nt (47 กรดอะมิโน) ลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ในชวงเดียวกันนี้ (ชวงนิวคลีโอไทดที่ 885 – 
2,205) จากตัวอยาง 08RB1 และ 8NP154 มีขนาด 1,027 nt ซึ่งถือวาเอ็นเอสพี 2 ในชวงนี้ของ
ตัวอยาง 08RB1 และ 8NP154 มีขนาดสั้นกวาเอ็นเอสพี 2 ในชวงเดียวกันของ VR2332 จํานวน 
294 nt (98 กรดอะมิโน) ในกรณีของตัวอยาง 01CS1/2 และ 8NP148 พบวาไวรัสทั้ง 2 มีขนาด
ของลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ในชวงนี้ 1,318 nt ซึ่งหมายความวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัส
ทั้ง 2 นี้มีขนาดสั้นกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 จํานวน 3 nt (1 กรดอะมิโน) ลําดับนิวคลีโอไทด
ในชวงนี้ของเอ็นเอสพี 2 ของตัวอยาง 8NP59 และ 8NP46 มีขนาด 937 nt และ 1,024 ตามลําดับ 
ซึ่งมีขนาดสั้นกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 ในชวงเดียวกันนี้จํานวน 384 nt (128 กรดอะมิโน) 
และ 297 nt (99 กรดอะมิโน) ตามลําดับ 

จากขอมูลเบื้องตนดานขนาดของลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ชวง           
นิวคลีโอไทดที่ 885 – 2,205 นี้สรุปไดวา นอกจาก 8NP147 แลวตัวอยางทั้งหมดที่ทําการศึกษาใน
คร้ังนี้ มีขนาดของเอ็นเอสพี 2 ที่ส้ันกวาเอ็นเอสพี 2 ในชวงเดียวกันของ VR2332 โดยขนาดของ 
เอ็นเอสพี 2 ที่ส้ันลงนี้มีจํานวนตั้งแต 3 nt (1 กรดอะมิโน) จนถึง 384 nt (128 กรดอะมิโน) 
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ตารางที่ 5  ขนาดของเอ็นเอสพี 2 ในชวงที่ศึกษาของตัวอยางตางๆ เทียบกับขนาดของเอ็นเอสพี 2 ในชวง
เดียวกันของ VR2332  

ตัวอยาง ขนาดของเอ็นเอสพี 2 ชวงที่ศึกษา1 (nt) ผลตางเมื่อเทียบกับ VR23322 (nt) 
07NP2  1,180 -141 
07NP4 1,180 -141 
08RB1  1,027 -294 
8NP154 1,027 -294 
78/51 1,180 -141 
8NP59 937 -384 
01CS1/2 1,318 -3 
8NP46 1,024 -297 
8NP147 1,321 0 
8NP148 1,318 -3 

1ขนาดของเอ็นเอสพี 2 ชวงนิวคลีโอไทดที่ 885 – 2,205 (1,321 nt) 
2ผลตางระหวางตัวเลขในคอลัมน ขนาดของเอ็นเอสพี 2 ชวงที่ศึกษา (nt) และขนาดในชวงเดียวกันของ VR2332 
(1,321 nt) เครื่องหมายลบแสดงถึงขนาดของเอ็นเอสพี 2 ชวงที่ศึกษามีขนาดนอยกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 
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2. การวิเคราะหรูปแบบของการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 

เมื่อทําการศึกษาตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 
ของไวรัสพีอารอารเอสจากตัวอยางในประเทศไทยเพื่อเปรียบเทียบกับตําแหนงที่เกิดการขาด
หายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ของ MN184 (Han et al., 2006) และ SY0608 (Li et al., 
2007) พบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้มีตําแหนงที่เกิด
การขาดหายไปของกรดอะมิโนแตกตางกันไป โดยมีตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโน
รวมทั้งสิ้น 3 ตําแหนง ซึ่งบางตําแหนงนั้นมีความใกลเคียงกับตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของ
กรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ของ MN184 (ตารางที่ 6 และภาพที่ 12) ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวา
ปจจุบันในประเทศไทยมีไวรัสพีอารอารเอสที่มีเอ็นเอสพี 2 ที่มีตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของ
กรดอะมิโนคลายคลึงกับการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ MN184 

จากการศึกษาโดยการทําอไลนเมนทของเอ็นเอสพี 2 ชวงกรดอะมิโนที่ 296 – 
735 (นิวคลีโอไทดที่ 886 – 2,205) ของไวรัสในประเทศไทยรวมกับไวรัสพีอารอารเอสสายพันธ
อเมริกาเหนือจากประเทศตางๆ พบวาไวรัสในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้มีตําแหนงที่เกิดการขาด
หายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 รวมทั้งสิ้น 3 ตําแหนงโดยสังเขป (A B และ C ดังภาพที่ 12) 
ไดแก ตําแหนงประมาณชวงกรดอะมิโนที่ 300 – 430 (ตําแหนง A ในภาพที่ 12) ตําแหนง
ประมาณชวงกรดอะมิโนที่ 460 – 475 (ตําแหนง B ในภาพที่ 12) และตําแหนงกรดอะมิโนที่ 513 
(ตําแหนง C ในภาพที่ 12) (ตําแหนงตางๆ คิดเทียบกับตําแหนงบนเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332) 

จากการศึกษาพบวาเอ็นเอสพี 2 ของ 07NP2 07NP4 และ 78/51 มีตําแหนงที่
เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนเปนเชนเดียวกัน (ภาพที่ 12) โดยเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสทั้ง 3 นี้มี
การขาดหายไปของกรดอะมิโนทั้งสิ้น 2 ตําแหนง ไดแกการขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวง
กรดอะมิโนที่ 328 – 365 (38 กรดอะมิโน) และชวงกรดอะมิโนที่ 466 – 474 (9 กรดอะมิโน) 
(อางอิงจากตําแหนงบนเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332) ตัวอยาง 8NP154 และ 08RB1 มีตําแหนงที่
เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 เปนเชนเดียวกัน โดยมีการขาดหายไปของ
กรดอะมิโน 2 ตําแหนง คือการขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวงกรดอะมิโนที่ 333 – 429 (97 
กรดอะมิโน) และที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 471 (1 กรดอะมิโน) เอ็นเอสพี 2 ของตัวอยาง 8NP46 กม็ี
ตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนเปนเชนเดียวกับเอ็นเอสพี 2 ของตัวอยาง 8NP154 
และ 08RB1 แตจะมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 513 (1 กรดอะมิโน) 
เพิ่มข้ึนมาอีก 1 ตําแหนง ตัวอยาง 8NP59 มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 รวม
ทั้งสิ้น 2 ตําแหนงคือชวงกรดอะมิโนที่ 303 – 429 (127 กรดอะมิโน) และที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 
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471 (1 กรดอะมิโน) ตัวอยาง 01CS1/2 และ 8NP148 มีรูปแบบการการขาดหายไปของกรด      
อะมิโนในลักษณะเดียวกัน คือมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนงที่ 471 (1 กรดอะมิโน)  

เมื่อเปรียบเทียบกับตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 
ของ MN184 และ SY0608 แลวพบวาตัวอยางสวนใหญจากการศึกษาในครั้งนี้มีตําแหนงที่เกิด
การขาดหายไปของกรดอะมิโนคลายคลึงกับของ MN184 เนื่องจากพบการขาดหายไปของกรด  
อะมิโนในตําแหนงที่ซอนทับหรือเหลื่อมซอนกันกับการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ MN184 
(ภาพที่ 12) โดยเฉพาะการขาดหายไปของกรดอะมิโนดานปลายอะมิโน (N terminus) (ตําแหนง A 
ในภาพที่ 12) อยางไรก็ตามการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่พบในชวงนี้ (ตําแหนง A) ของไวรัสใน
ประเทศไทยโดยมากจะมีขนาดเล็กกวาเมื่อเปรียบเทียบกับ MN184 มีเพียง 8NP59 เทานั้นที่มีการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวงตําแหนง A ที่มีขนาดกวางกวาการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ของ MN184 (127 กรดอะมิโนของ 8NP59 เปรียบเทียบกับ 111 กรดอะมิโนของ MN184) 
นอกจากนี้ยังพบวาเอ็นเอสพี 2 ของ 8NP46 ยังมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนดานปลาย       
คารบอกซิล (C terminus) (ตําแหนง C ในภาพที่ 12) ซึ่งซอนอยูในการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ดานปลายคารบอกซิลของ MN184 อีกดวย  

จากภาพที่ 12 เมื่อพิจารณาตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ
ไวรัสในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้จะพบวาจากจํานวนตัวอยางที่ศึกษาทั้งสิ้น 10 ตัวอยาง พบมี
การขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนง A (ประมาณชวงกรดอะมิโนที่ 300 – 430) จํานวน 7 
ตัวอยาง ขนาดของการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่พบมีความหลากหลายในระดับหนึ่ง โดย
สามารถพบการขาดหายไปของกรดอะมิโนในตําแหนงนี้ได 3 ขนาด คือ ขนาด 38 กรดอะมิโน 
(07NP2 07NP4 และ 78/51) ขนาด 97 กรดอะมิโน (8NP46 8NP154 และ 08RB1) และขนาด 
127 กรดอะมิโน (8NP59) 

ไวรัสในประเทศไทยที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนง B (ประมาณ
ชวงกรดอะมิโนที่ 460 – 475) มีจํานวน 9 ตัวอยางจากที่ศึกษาทั้งสิ้น 10 ตัวอยาง จาก 9 ตัวอยาง
ที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนง B นี้ มีอยู 6 ตัวอยางที่มีการขาดหายไปของกรด     
อะมิโนที่ตําแหนงเดียวกัน คือที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 471 (1 กรดอะมิโน) ซึ่งไดแกตัวอยาง 
01CS1/2 8NP148 8NP46 8NP154 08RB1 และ 8NP59 ในสวนของ 3 ตัวอยางที่เหลือ ซึ่งไดแก 
07NP2 07NP4 และ 78/51 มีตําแหนงการขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวงนี้เปนเชนเดียวกันโดย
จะมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่กวางกวาการขาดหายไปของกรดอะมิโนของไวรัสที่กลาว
มาแลว คือ มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนจํานวน 9 กรดอะมิโน ที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 466 - 
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474 ไวรัสในประเทศไทยที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนง C (ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 
513) มีเพียง 1 ตัวอยางเทานั้น คือ 8NP46   

จากการศึกษาตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ของ
ไวรัสในประเทศไทยพบวามีไวรัสจากบางตัวอยางที่มีตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโน
คลายคลึงกับตําแหนงการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ MN184 ซึ่งไดแก 07NP2 07NP4 78/51 
8NP46 8NP154 08RB1 และ 8NP59 อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ไมพบตัวอยางที่มีลักษณะ
การการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่คลายคลึงกับ SY0608 แตอยางใด (ในสวนของ 07NP2 
07NP4 08RB1 และ 8NP154 ซึ่งมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ที่สมบูรณนั้นไมพบมี
การขาดหายไปหรือการเขาแทรกของกรดอะมิโนที่ตําแหนงใดอีกนอกจากตําแหนงที่กลาวมาแลว)  
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ตารางที่ 6 ตําแหนงที่คาดวาเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนของตัวอยางที่ศึกษา  

ตัวอยาง 
ตําแหนงที่คาดวาเกิดการขาด
หายไปของกรดอะมิโน1

(ตําแหนงของกรดอะมิโน) 

ขนาดของการขาดหายไป
ของกรดอะมิโน 
(กรดอะมิโน) 

ขนาดรวมของการขาด
หายไปของกรดอะมิโน 

(กรดอะมิโน) 
07NP2  328 - 365 38 47 
 466 – 474 9  
    

07NP4 328 - 365 38 47 
 466 – 474 9  
    

78/51 328 - 365 38 47 
 466 – 474 9  
    

8NP154 333 – 429 97 98 
 471 1  
    

08RB1  333 – 429 97 98 
 471 1  
    

8NP46 333 – 429 97 99 
 471 1  
 513 1  
    

8NP59 303 – 429 127 128 
 471 1  
    

01CS1/2 471 1 1 
    

8NP148 471 1 1 
    

8NP147 - - - 
1ตําแหนงที่เกิดการการขาดหายไปของกรดอะมิโนเมื่อเปรียบเทียบกับ VR2332 โดยเริ่มนับจากกรดอะมิโนตัว
แรกของเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 เปนกรดอะมิโนตัวที่ 1  
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MN1

 
 SY

328 - 36

303

296 735

1,1971

(-38)

(-

เอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 (1,197 กรดอะมิโน) 

P147

CS1/2
P148

NP2
NP4
/51

P46

P154
RB1

P59

84

0608

C B  

 
ภาพที่ 12 แผนผังตําแหนงการเก
MN184 และ SY0608 ในชวงกร
อะมิโนเปนตําแหนงที่อางอิงจาก V
ในตําแหนงนั้นๆ (แสดงเปนจาํนวน

 

A

5 46

333 - 429

 - 429

324 - 434

333 - 429

(-97)

(-97)

127)

(-111)

ิดการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ดอะมิโนที่ 296 – 735 ตัวเลขแสด
R2332 ตัวเลขในวงเล็บแสดงปริมา
กรดอะมิโน)  
471

6 - 474

471 513

471

487 505 - 523

482 533 - 561

471

(-1) (-1)

(-1)

(-9)

(-1)

(-1) (-19)

(-1) (-29)

(-1)

บนเอ็นเอสพี 2 ของตัวอยางที่ศึกษา และ 
งตําแหนงการเกิดการขาดหายไปของกรด   
ณการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่เกิดขึ้น
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3. การศึกษาระดับความแตกตางทางพนัธุกรรม 

แมวาไวรัสพีอารอารเอสบางสวนจากการศึกษาในครั้งนี้จะมีตําแหนงที่เกิดการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ที่คลายคลึงกับการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ 
MN184 อยางไรก็ตามลําดับกรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยที่
ศึกษาเหลานี้มีความแตกตางจากทั้ง MN184 และ SY0608 คอนขางมาก โดยพบวาคาความ
เหมือนของกรดอะมิโนระหวางเอ็นเอสพี 2 ชวงกรดอะมิโนที่ 296 – 375 ของไวรัสพีอารอารเอสใน
ประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้เปรียบเทียบกับ MN184 และ SY0608 มีคาตั้งแตรอยละ 60.0 – 65.0 
และรอยละ 69.5 – 75.5 ตามลําดับ (ตารางที่ 7)  

ไวรัสในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้มีความแตกตางจาก 01NP1.2 ซึ่งเปนไวรัส 
พีอารอารเอสไอโซเลทแรกของประเทศไทยที่ทําการถอดรหัสสมบูรณทั้งจีโนม (แยกเชื้อไดใน พ.ศ. 
2544) โดยมีคาความเหมือนของกรดอะมิโนประมาณรอยละ 65.4 – 74.9 และเมื่อเทียบกับ 
VR2332 ซึ่งเปนไวรัสตนแบบของสายพันธุอเมริกาเหนือพบวามีคาใกลเคียงกัน คือ มีคาประมาณ
รอยละ 65.7 – 75.3 อยางไรก็ตามเมื่อทําการเปรียบเทียบกับ Lylestad ซึ่งเปนไวรัสตนแบบของ
สายพันธุยุโรปพบวามีคาประมาณรอยละ 37.8 – 40.5 เทานั้น (ตารางที่ 7)  

ไวรัสในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูง
ดังจะเห็นไดจากคาความเหมือนของนิวคลีโอไทดของไวรัสเหลานี้มีคาตั้งแตรอยละ 77.0 – 99.7 
และมีคาความเหมือนของกรดอะมิโนตั้งแตรอยละ 68.1 – 99.5 (ตารางที่ 8) ตัวอยางคูทีม่คีาความ
เหมือนมากที่สุดคือคูระหวาง 07NP2 และ 07NP4 ซึ่งเปนไวรัสจากฟารมเดียวกัน (จังหวัด
นครปฐม) แตทําการเก็บตัวอยางในชวงเวลาที่แตกตางกันประมาณ 3 เดือน ในขณะที่ตัวอยางคูที่
มีคาต่ําสุดคือคูระหวาง 8NP147 และ 8NP154 ซึ่งเปนตัวอยางจากฟารมในจังหวัดนครปฐมและ
ราชบุรี ตามลําดับ    
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ตารางที่ 7 คาความเหมือนของกรดอะมิโน (รอยละ) 1 

คาความเหมือนของกรดอะมิโนเมื่อเปรียบเทียบกับ 
ตัวอยาง 

VR2332 01NP1.2 MN184 SY0608 Lelystad 
07NP2  69.9 69.7 63.3 72.1 38.3 
07NP4 69.7 69.4 63.6 72.1 38.3 
08RB1  65.7 65.4 60.0 69.5 40.0 
8NP154 67.5 67.2 63.9 72.1 40.5 
78/51 68.9 68.7 65.0 71.3 38.4 
8NP59 66.9 66.6 62.7 73.7 40.8 
01CS1/2 75.3 74.9 62.9 75.5 37.8 
8NP46 67.7 67.4 62.3 73.9 40.2 
8NP147 72.5 72.0 62.7 75.1 39.5 
8NP148 74.2 73.8 60.7 72.1 38.8 

1คํานวณจากการทําอไลนเมนทชวงกรดอะมิโนที่ 296 – 735 (ตําแหนงอางอิงจาก VR2332) 
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ตารางที่ 8 คาความเหมือนของกรดอะมิโน (รอยละ) และคาความเหมือนของนิวคลีโอไทด (รอยละ) ของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทย1 

     07NP2 07NP4 08RB1 8NP154 78/51 8NP59 01CS1/2 8NP46 8NP147 8NP148
07NP2          - 99.5 76.6 76.0 96.2 77.0 75.6 79.0 71.5 72.5
07NP4 99.7 -         

           
         

76.6 76.3 96.2 77.3 75.8 79.0 71.8 72.8
08RB1 83.0 83.1 - 80.4 75.0 76.6 77.8 84.5 71.0 74.0
8NP154 82.0 82.0 84.9 - 76.3 92.6 74.9 88.6 68.1 74.0
78/51 98.1 98.2 82.5 81.4 - 77.0 74.0 78.7 70.2 71.8
8NP59 82.0 82.0 82.7 95.0 81.5 - 74.0 85.5 67.9 72.8
01CS1/2 82.0 82.0 84.4 82.5 81.5 82.3 - 77.7 75.2 88.6
8NP46 83.3 83.3 87.8 92.3 83.0 90.2 83.4 - 71.0 74.5
8NP147 78.0 77.9 78.0 77.0 77.4 77.5 81.5 77.8 - 72.0
8NP148 79.4 79.5 81.2 79.6 79.1 79.3 92.5 79.7 79.3 -

  
           
           

           
           

           
           

1ดานบนของแนวทแยงมุมแสดงคาความเหมือนของกรดอะมิโน ดานลางของแนวทแยงมุมแสดงคาความเหมือนของนิวคลีโอ
ไทด คาที่ไดคํานวณจากการทําอไลนเมนทชวงกรดอะมิโนที่ 296 – 735 (ตําแหนงอางอิงจาก VR2332) ตัวหนาแสดงคามาก
ที่สุดของคาความเหมือนของกรดอะมิโนและคาความเหมือนของนิวคลีโอไทด ตัวเลขขีดเสนใตแสดงคานอยที่สุดของคาความ
เหมือนของกรดอะมิโนและคาความเหมือนของนิวคลีโอไทด  
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4. การศึกษาทางดานไฟโลเจเนติค 

การศึกษาความสัมพันธดานไฟโลเจเนติคของเอ็นเอสพี 2 ชวงนิวคลีโอไทดที่ 885 
– 2,205 ของไวรัสในประเทศไทยและไวรัสจากประเทศอื่นๆ ที่เคยมีการรายงานมาแลว รวมทั้งสิ้น 
39 ตัวอยาง แสดงใหเห็นวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้สวน
ใหญมีความเกี่ยวพันกันคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศอื่นๆ ซึ่ง
เห็นไดจากการที่เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยสวนใหญ (ทุกตัวอยางยกเวน 8NP147) มี
ลักษณะการจับกลุมในแผนภูมิตนไมไฟโลเจเนติคเปนโมโนไฟเลติคกรุป (monophyletic group) 
(ภาพที่ 13) แยกออกจากไวรัสจากประเทศอื่นๆ อยางไรก็ตามมีเพียงไวรัสจากตัวอยาง 8NP147 
เทานั้นที่อยูนอกสายของไวรัสในประเทศไทยและไมมีการจับกลุมกับเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสใดๆ 
ทั้งสิ้น  

จากภาพที่ 13 เมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวางเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสใน
ประเทศไทย MN184 และ SY0608 พบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยจากการศึกษาใน
คร้ังนี้ทั้งหมดมีความเกี่ยวของทางพันธุกรรมกับเอ็นเอสพี 2 ของ MN184 และ SY0608 คอนขาง
นอย แมวาไวรัสจากประเทศไทยบางสวนจะมีรูปแบบการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่คลายคลึง
กับ MN184 ก็ตาม ดังจะเห็นไดจากการที่เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสเหลานี้มีการเรียงตัวอยูบนสายที่
แตกตางกันบนแผนภูมิตนไมไฟโลเจเนติค โดยเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสที่มีการขาดหายไปของกรด  
อะมิโนในประเทศไทย (ทุกตัวอยาง ยกเวน 8NP147) มีการจับกลุมอยูภายในคลัสเตอรเดียวกัน 
คือ คลัสเตอร C ซึ่งแยกออกจากเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศอื่นๆ อยางชัดเจน ไดแก      
คลัสเตอร A ซึ่งเปนไวรัสจากประเทศจีน (SY0608 อยูภายในคลัสเตอรนี้) คลัสเตอร B ซึ่งเปนไวรัส
บางสวนจากประเทศสหรัฐอเมริกา และคลัสเตอร D ซึ่งสวนใหญเปนไวรัสที่พบในชวงแรกๆ เชน 
VR2332 (ไวรัสจากประเทศสหรัฐอเมริกา และเปนไวรัสตนแบบของสายพันธุอเมริกาเหนือ) 
(Collins et al., 1992) PL97-1 (ไวรัสไอโซเลทแรกของประเทศเกาหลี) (Kang et al., 2004) และ 
01NP1.2 (ประเทศไทย) เปนตน หรือเปนไวรัสที่มีความเกี่ยวของกับวัคซีน เชน ไวรัสที่ใชเปน   
สายพันธุตนกําเนิดของวัคซีน (VR2332) ไวรัสวัคซีน (RespPRRS Ingelvac และ SP) และไวรัสที่
กลายมาจากไวรัสวัคซีน (vaccine-derived field isolates) (17704A และ 17738B) เปนตน 

จากภาพที่ 13 จะพบวาภายในคลัสเตอร C นั้น ประกอบไปดวยไวรัสในประเทศ
ไทยที่เก็บตัวอยางใน พ.ศ. 2544 (01CS1/2) พ.ศ. 2550 (07NP2 และ 07NP4) และ พ.ศ. 2551 
(8NP154 8NP59 8NP46 08RB1 78/51 และ 8NP148) ซึ่งบงบอกวานับต้ังแต พ.ศ. 2544 เปน
ตนมาจนถึง พ.ศ. 2551 นั้น ลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยนั้น
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ยังคงมีความเกี่ยวพันกันคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับลักษณะทางพันธุกรรมระหวางไวรัสใน
ประเทศไทยและไวรัสจากประเทศอื่นๆ ขอบงชี้นี้มีความชัดเจนมากขึ้นเมื่อพบวา 01CS1/2 และ 
8NP148 ซึ่งมีระยะเวลาที่ทําการเก็บตัวอยางแตกตางกันถึง 7 ป ยังคงจับกลุมอยูในกลุมยอย
เดียวกัน คือคลัสเตอร 3c ซึ่งสอดคลองกับผลการทําอไลนเมนทที่พบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสทั้ง 2 
ตัวอยางนี้มีคาความเหมือนของนิวคลีโอไทดที่สูงถึงรอยละ 92.5 (ตารางที่ 8)  

ภายในคลัสเตอร C ซึ่งเปนไวรัสในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้ (ยกเวน 8NP147) 
สามารถแบงไดเปน 3 คลัสเตอรยอย (ภาพที่ 13) คือ คลัสเตอร 1c (ประกอบดวยไวรัสจาก
ตัวอยาง 08RB1 8NP154 8NP46 และ 8NP59) คลัสเตอร 2c (ประกอบดวยไวรัสจากตัวอยาง 
07NP2 07NP4 และ 78/51) และ คลัสเตอร 3c (ประกอบดวยไวรัสจากตัวอยาง 01CS1/2 และ 
8NP148) จากแผนภูมิจะเห็นไดวามีความสัมพันธระหวางลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 
และการกระจายตัวทางภูมิศาสตรในระดับหนึ่งเทานั้น โดยในคลัสเตอร 1c ประกอบไปดวย
ตัวอยางจากฟารมในจังหวัดราชบุรี (ยกเวนตัวอยาง 8NP59 ที่ไมสามารถระบุจังหวัดที่ต้ังได)  
คลัสเตอร 2c ประกอบไปดวยตัวอยางจากฟารมในจังหวัดนครปฐม และคลัสเตอร 3c ประกอบไป
ดวยตัวอยางจากฟารมในจังหวัดฉะเชิงเทรา (ยกเวนตัวอยาง 8NP148 ที่ไมสามารถระบุจังหวัด
ที่ต้ังได) อยางไรก็ตามจะเห็นวาตัวอยาง 8NP147 ซ่ึงเปนตัวอยางจากจังหวัดนครปฐมเชนเดียวกัน
นั้นแยกออกมาจากคลัสเตอร C ซึ่งแสดงใหเห็นวามีความเกี่ยวพันกับเอ็นเอสพี 2 ของไวรสัอ่ืนๆ ใน
ประเทศไทยจากการศึกษาครั้งนี้คอนขางนอย (เมื่อเทียบกับไวรัสอ่ืนๆ ในประเทศไทย)  

เมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวางรูปแบบของการขาดหายไปของกรดอะมิโนบน
เอ็นเอสพี 2 และลักษณะการจับกลุมของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยบนแผนภูมิตนไม
ไฟโลเจเนติค พบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในแตละคลัสเตอรนั้นมีรูปแบบการขาดหายไปของกรด 
อะมิโนที่คลายคลึงกันมาก (ภาพที่ 12) โดยพบวา 8NP147 ซึ่งเปนเพียงตัวอยางเดียวที่ไมพบการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนนั้นอยูแยกออกมาจากคลัสเตอร C ของไวรัสในประเทศไทย ตัวอยาง 
01CS1/2 และ 8NP148 ซึ่งมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 471 จับกลุม
อยูในคลัสเตอร 3c ตัวอยาง 07NP2 07NP4 และ 78/51 ซึ่งมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่
ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 328 – 365 และ 466 - 474 จับกลุมอยูในคลัสเตอร 2c และตัวอยาง 08RB1 
8NP154 และ 8NP46 ซ่ึงมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวงกรดอะมิโนที่ 333 – 429 และ 
471 จับกลุมอยูในคลัสเตอร 1c นอกจากนี้ตัวอยาง 8NP59 ซึ่งมีการขาดหายไปของกรดอะมิโน
คลายคลึงกันกับ 08RB1 8NP154 และ 8NP46 แตมีชวงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมโินกวาง
กวานั้นก็จัดอยูในคลัสเตอร 1c นี้เชนกัน  
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ขอมูลทั้งหมดเหลานี้บงบอกวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยนั้นมีความ
เกี่ยวพันทางดานพันธุกรรมคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสจากประเทศอื่น ซึ่งขอมูลในสวนนี้
มีความสอดคลองกับระเบียบของกรมปศุสัตวที่ระบุวาสุกรที่นําเขาจากตางประเทศ (สําหรับใชทํา
พันธุ) ตองปลอดจากโรคพีอารอารเอส ซึ่งจากระเบียบนี้นาจะมีผลทําใหโอกาสในการรับไวรัสพี
อารอารเอสจากตางประเทศเขามามีนอยลง และสงผลใหลักษณะทางพันธุกรรมระหวางไวรัสใน
ประเทศนั้นมีความเกี่ยวพันกันสูงมากกวาเมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสจากตางประเทศ ดังนั้นเมื่อ
พิจารณาจากขอมูลเหลานี้จึงมีความเปนไปไดสูงที่ไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยที่มีการขาด
หายไปของกรดอะมิโนที่คลายคลึงกับ MN184 นั้นมิไดเกิดจากการรับเอาเชื้อไวรัสสายพันธุ 
MN184 เขามาในประเทศโดยตรงแตอยางใด   
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ภาพที่ 13 แผนภูมิตนไมไฟโลเจเนติคของลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสในชวง       
นิวคลีโอไทดที่ 885 – 2,205 สรางแผนภูมิดวยวิธีคลัสตอล โดยใชโปรแกรม MegAlign (DNASTAR, Madison, 
WI, USA) ตัวเลขแสดงคาบูทสเตรปของบางโหนด (node) ตัวอักษรภาษาอังกฤษดานขวาแสดงคลัสเตอรของ
ไวรัส 

 



 54

5. การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของซิสตีนโปรตีเอสโดเมนและจุดตัด 

เอ็นเอสพี 2 ของนิโดไวรัส (nidovirus) มีคุณสมบัติเปนโปรตีเอสโดยสามารถตัด
ยอยเอ็นเอสพี 2 ใหแยกออกจากเอ็นเอสพี 3 ได คุณสมบัติในการเปนโปรตีเอสนี้คาดวาเกิดจาก
การที่เอ็นเอสพี 2 มีซิสตีนโปรตีเอสโดเมนอยู โดยทั่วไปแลวซิสตีนโปรตีเอสโดเมนของไวรัส          
พีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือคาดวามีขนาดประมาณ 101 กรดอะมิโน โดยอยูในชวงกรด 
อะมิโนที่ 429 – 529 ของ ORF1a (Ziebuhr et al., 2000) หรือคิดเปนชวงกรดอะมิโนที่ 47 – 147 
ของเอ็นเอสพี 2  

จากการทําอไลนเมนทของกรดอะมิโนของซิสตีนโปรตีเอสโดเมนของไวรัสใน
ประเทศไทย (07NP2 07NP4 78/51 8NP154 และ 08RB1) และ VR2332 พบวาลําดับกรด       
อะมิโนในชวงซิสตีนโปรตีเอสโดเมนนั้น มีความอนุรักษภายในกลุมไวรัสพีอารอารเอสสายพันธ
อเมริกาเหนือสูงมาก (ภาพที่ 14) ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาที่ผานมา (Han et al., 2006)  

ผลจากการอไลนเมนทของซิสตีนโปรตีเอสโดเมนของไวรัสในประเทศไทยเหลานี้
รวมกับ VR2332 Lelystad และไวรัสอ่ืนๆ ในกลุมอารเทอรริไวรัสไดแก ไวรัสอีเอวีและไวรัสแอลดีวี 
ยังพบดวยวาไวรัสในประเทศไทยเหลานี้ยังคงมีความอนุรักษในสวนของกรดอะมิโนซิสตีน (C) 
ตําแหนงที่ 55 111 142 และ 147 และกรดอะมิโนฮิสติดีน (H) ตําแหนงที่ 56 ซึ่งเปนกรดอะมิโนที่มี
ความอนุรักษในกลุมอารเทอรริไวรัสและเปนกรดอะมิโนที่มีความสําคัญในการตัดยอยของ       
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสอีเอวีเปนอยางมาก (Snijder et al., 1995; Ziebuhr et al., 2000) 

เมื่อทําการศึกษากรดอะมิโนที่คาดวาเปนจุดตัดระหวางเอ็นเอสพี 2 และ         
เอ็นเอสพี 3 ของไวรัสในประเทศไทย 4 ตัว ไดแก 07NP2 07NP4 08RB1 และ 8NP154 พบวา
จุดตัดที่เคยมีการเสนอไว ซึ่งไดแก 647G/G 981G/G 1117G/G 1196G/G และ 1197G/G (Han 
et al., 2006) ยังคงมีความอนุรักษในไวรัสเหลานี้ทั้งสิ้น (ภาพที่ 15) ซึ่งทําใหปจจุบันยังไมมี
หลักฐานเพิ่มเติมเกี่ยวกับจุดตัดที่แนนอนระหวางเอ็นเอสพี 2 และเอ็นเอสพี 3 
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***** *********** * *  ********** ** *********** **** ************ *** 
VR2332   :47   YSPPAEGNCGWHCISAIANRMVNSKFETTLPERVRPPDDWATDEDLVNAIQIL-RLPAALDRNGACTSAK   115  
07NP2    :47   YSPPAEGNCGWHCISAIVNRMVNSKFETTLPERVRPSDDWATDEDLVNAIQIL-RLPAALDRNGACVSAK   115  
07NP4    :47   YSPPAEGNCGWHCISAIVNRMVNSKFETTLPERVRPSDDWATDEDLVNAIQIL-RLPAALDRNGACVSAK   115  
78/51    :47   YSPPAEGNCGWHCISAIANRMVNSKFETTLPERVRPSDDWATDEDLVNAIQIL-RLPAALDRNGACVSAK   115  
8NP154   :47   YSPPADGNCGWHCISAIVNRMVNSKFETTLPERVRPSDDWATDEDLVNTIQIL-RLPAALDRNGACVSAK   115  
08RB1    :47   YSPPADGNCGWHCISAIVNRMVNSKFETTLPERVRPSDDWATDEDLVNTIQIL-RLPAALDRNGACVSAK   115  
8NP59    :47   YSPPAEGNCGWHCISAIVNHMMGSKFETTLPERARPTDDWATDEDLVNTIQIL-RLPAALDRNGACASAK   115  
Lelystad :37   YSPPTDGSCGWHVLAAIMNRMINGDFTSPLTQYNRPEDDWASDYDLVQAIQCL-RLPATVVRNRACPNAK   105  
EAV      :2 YNPPGDGACGYRCLAFMNG--------ATVVSAGCSSDLWCDDELAYRVFQLSPTFTVTIPGGRVCPNAK    63  
LDV      :2 YSPPGDGACGLHCISAIINDIFGDALCTKLTNCSRDSSEWLSDQDMYQLVMTA-RLPATL---GHCPSAT    67  
 * **  * **                             *  *                      *  *          
 
                 ***** * ***  * *  * ******** **** 
VR2332   :116    YVLKLEGEHWTVTVTPG-MSPSLLPLECVQGCC   147 
07NP2    :116   YVLKLVGEHWTVSVTPG-MPPSLLPLECVQGCC   147 
07NP4    :116   YVLKLVGEHWTVSVTPG-MPPSLLPLECVQGCC   147 
78/51    :116   YVLKLVGEHWTVSVTPG-MPPSLLPLECVQGCC   147 
8NP154   :116   YVLKLEGEHWTVSVTPG-MAPSLLPLECVQGCC   147 
08RB1    :116  YVLKLEGEHWTVSVTPG-MVPSLLPLECVQGCC   147 
8NP59    :116   YVLKLEGVHWTASVSPE-MSPSLLPLECIQGCC   147 
Lelystad :106   YLIKLNGVHWEVEVRSG-MAPRSLSRECVVGVC   137 
EAV      :64 YAMICDKQHWRVKRAKG--VGLCLDESCFRGTC    94 
LDV      :68 YKLDCVNQHWTVTKRKGDRALGGLSPECVRGVC   100 
                 *       **             *   *  * *           
ภาพที่ 14 อไลนเมนทของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีเอสโดเมนบนเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอส ไวรัสอีเอวี และไวรัสแอลดีวี แรเงาสีเทาแสดงกรดอะมิโนที่มีความสําคัญใน 
การตัดยอยของซิสตีนโปรตีเอสโดเมนของไวรัสอีเอวี เครื่องหมายดอกจันทรตัวหนา (*) ดานบนของอไลนเมนทแสดงตําแหนงที่มีความอนุรักษระหวางไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุ
อเมริกาเหนือ เครื่องหมายดอกจันทร (*) ดานลางของอไลนเมนทแสดงตําแหนงที่มีความอนุรักษระหวางไวรัสพีอารอารเอส ไวรัสอีเอวี และไวรัสแอลดีวี ตัวเลขแสดงตําแหนงของ
กรดอะมิโน โดยเริ่มนับจากกรดอะมิโนตัวแรกของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสแตละชนิด 
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ภาพที่ 15 อไลนเมนทของลําดับกรดอะมิโนชวงที่คาดวาเปนจุดตัดของระหวางเอ็นเอสพี 2 และเอ็นเอสพี 3 ทั้ง 5 ตําแหนง (Han et al., 2006)     
แรเงาสีเทาแสดงจุดที่คาดวาเปนจุดตัด GG ลูกศร (↓) แสดงจุดตัดที่ตําแหนง G/G เครื่องหมายดอกจันทรแสดงกรดอะมิโนที่มีความอนุรักษ ตัวเลข
แสดงตําแหนงของกรดอะมิโนของบนเอ็นเอสพี 2 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

1. สรุปผลการวิจัย 

การศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาความหลากหลายของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัส      
พีอารอารเอสในประเทศไทย โดยมีจุดประสงคหลักคือการศึกษาวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัส             
พีอารอารเอสในประเทศไทยมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนเกิดขึ้นหรือไม และรูปแบบของการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนที่พบมีลักษณะคลายคลึงกับ MN184 และ SY0608 หรือไม อยางไร ซึ่ง
จากการศึกษาพบวา จากไวรัสที่ศึกษาจํานวนทั้งสิ้น 10 ตัวอยาง พบไวรัสที่มีการขาดหายไปของ
กรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 จํานวนทั้งสิ้น 9 ตัวอยาง (ทุกตัวอยางยกเวน 8NP147) (ภาพที่ 12) 
และมีอยูประมาณ 4 – 7 ตัวอยางที่มีตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 
คลายคลึงกับการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ MN184 แตไมมีตัวอยางใดที่มีการขาดหายไป
ของกรดอะมิโนที่คลายคลึงกับ SY0608 (ภาพที่ 12) 

เอ็นเอสพี 2 ของ MN184 และไวรัสจากตัวอยาง 07NP2 07NP4 78/51 08RB1 
8NP154 8NP59 และ 8NP46 มีตําแหนงการการขาดหายไปของกรดอะมิโนบางสวนที่เหลื่อมซอน
กัน โดยไวรัสในประเทศไทยเหลานี้มีตําแหนงการการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ซอนอยูภายใน
ตําแหนงการการขาดหายไปของกรดอะมิโนชวงกรดอะมิโนที่ 324 – 434 (111 กรดอะมิโน) ของ 
MN184 มีเพียงไวรัสจากตัวอยาง 8NP59 เทานั้นที่มีตําแหนงการการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ในชวงนี้กวางกวาการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ MN184 (deletion ของ 8NP59 อยูในชวง
กรดอะมิโนที่ 303 – 429 ในขณะที่ของ MN184 อยูในชวงกรดอะมิโนที่ 324 – 434)   

อยางไรก็ตามแมวาไวรัสจากตัวอยางเหลานี้จะมีตําแหนงการขาดหายไปของ
กรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 ที่คลายคลึงกับ MN184 แตจากขอมูลดานไฟโลเจเนติคนั้นบงบอกวา
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศไทยเหลานี้และ MN184 มีความเกี่ยวพันทางดานพันธุกรรมไม
มากนัก  

การศึกษานี้ยังไมสามารถสรุปไดแนชัดวาไวรัสในประเทศไทยเหลานี้เกิดจาการ
รับเอาไวรัสจากตางๆประเทศเขามาหรือไม เนื่องจากเอ็นเอสพี 2 มีความหลากหลายสูง ซึ่งอาจ
มิใชตัวแทนที่ดีในการศึกษาตนกําเนิดของไวรัส จําเปนตองมีการศึกษาถึงพันธุกรรมสวนอื่นๆ ของ
ไวรัสที่มีความอนุรักษเพื่อที่จะสามารถบงบอกถึงตนกําเนิดของไวรัสเหลานี้ได  
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2. อภิปรายผลการวิจยั 

ผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาปจจุบันประเทศไทยมีไวรัสพีอารอารเอสที่มี
เอ็นเอสพี 2 ที่มีขนาดเล็กกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 ซึ่งเปนไวรัสตนแบบของไวรัสกลุมสายพนัธุ
อเมริกาเหนือ โดยผลจากการทําอไลนเมนทบงบอกวาตําแหนงที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ของไวรัสในประเทศไทยเหลานี้ มีบางสวนที่มีการซอนทับกับการขาดหายไปของกรดอะมิโนดาน
ปลายอะมิโนของลําดับกรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 ของ MN184 (ภาพที่ 12) อยางไรก็ตาม
ลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ระหวางไวรัสในประเทศไทยและ MN184 นั้นมีความ
เกี่ยวพันกันคอนขางนอย  

การศึกษาในครั้งนี้พบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยนั้นมีความ
หลากหลายสูง โดยพบวาคาความเหมือนของนิวคลีโอไทดของไวรัสเหลานี้มีคาอยูในชวงรอยละ 
77.0 – 99.7 ซึ่งสวนหนึ่งอาจเนื่องมาจากโดยทั่วไปแลวลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 นั้นมี
ความหลากหลายสูงอยูแลว (Allende et al., 1999; Shen et al., 2000; Wootton et al., 2000; 
Fang et al., 2004; Gao et al., 2004) และการศึกษาครั้งนี้ยังเปนการศึกษาเอ็นเอสพี 2 ในชวง   
นิวคลีโอไทดที่ 885 – 2,205 ซึ่งอยูในชวงที่มีความหลากหลายสูงของเอ็นเอสพี 2 อีกดวย (Han et 
al., 2006) อยางไรก็ตามแมวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยจะมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูง แตเมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสในประเทศอื่นๆ แลวพบวา    
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยนั้นมีความเกี่ยวพันกันทางดานพันธุกรรมคอนขางสูงและมี
ความแตกตางจากเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศอื่นๆ คอนขางชัดเจน ดังจะเห็นไดจาก
ลักษณะการจับกลุมบนแผนภูมิตนไมไฟโลเจเนติคในภาพที่ 13 ซึ่งพบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสใน
ประเทศไทยสวนใหญจับกลุมแยกออกมาจากไวรัสจากประเทศอื่นๆ  

สาเหตุที่ทําใหเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยนั้นมีความเกี่ยวพันกัน
ทางดานพันธุกรรมคอนขางสูงและมีความแตกตางจากเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศอืน่ๆ สวน
หนึ่งอาจเกิดขึ้นจากลักษณะการแพรกระจายของไวรัส ซึ่งอาจเปนไปไดวาการแพรกระจายของ
ไวรัสระหวางประเทศไทยและประเทศอื่นๆ มีไมสูงมากนัก กลาวคือ มีการรับเอาไวรัสพีอารอารเอส
จากตางประเทศเขามาในประเทศไทยหรือมีการแพรกระจายของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย
ออกสูประเทศอื่นๆ คอนขางนอย จึงทําใหลักษณะทางพันธุกรรมของไวรัสในประเทศไทยมี
ลักษณะที่จําเพาะที่แตกตางจากไวรัสจากประเทศอื่นๆ  
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ส่ิงหนึ่งที่สนับสนุนสมมติฐานขางตนที่กลาววาการแพรกระจายของไวรัสระหวาง
ประเทศไทยและประเทศอื่นๆ เกิดขึ้นนอย คือ กฎขอบังคับของกรมปศุสัตวซึ่งหามมิใหนําสุกรที่มี
การติดไวรัสพีอารอารเอสเขามาในประเทศไทย โดยสุกรจากตางประเทศที่จะนําเขามาในประเทศ
ไทยนั้นตองใหผลเปนลบจากการตรวจโรคพีอารอารเอสดวยวิธีทางซีร่ัมวิทยาเทานั้น กฎขอบังคบันี้
ไดเร่ิมใชมาตั้งแต พ.ศ. 2539 เปนตนมา ดังนั้นแมวาในชวงกอน พ.ศ. 2539 จะมีการนําเขาสุกรที่
ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสจากตางประเทศเขามาในประเทศไทย (Damrongwatanapokin et al., 
1996a) แตหลังจาก พ.ศ. 2539 จนถึงปจจุบันการแพรกระจายของไวรัสระหวางประเทศไทยและ
ประเทศอื่นๆ นาจะเกิดขึ้นนอยมากและสงผลทําใหลักษณะทางพันธุกรรมของไวรัสพีอารอารเอส
ในประเทศไทยสวนใหญมีความแตกตางจากไวรัสในประเทศอื่นๆ ดังที่พบในการศึกษาครั้งนี้  

ลักษณะการจับกลุมของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยบนแผนภูมิ       
ไฟโลเจเนติค (ภาพที่ 13) จากการศึกษาในครั้งนี้มีความสอดคลองกับผลการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของโออารเอฟ 5 ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยที่ผานมา 
(Thanawongnuwech et al., 2004a) นั่นคือ ลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 และโออารเอฟ 5 
ของไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือในประเทศไทยนั้นมีการจับกลุมเปนคลัสเตอรที่แยก
ออกจากกลุมของไวรัสของประเทศอื่นๆ ขอมูลนี้จึงเปนอีกหลักฐานหนึ่งที่บงบอกวาลักษณะทาง
พันธุกรรมของไวรัสประเทศไทยนั้นมีความจําเพาะและแตกตางจากไวรัสจากประเทศอื่นๆ 
คอนขางชัดเจน ซึ่งอาจเปนผลมาจากลักษณะการแพรกระจายของไวรัสระหวางประเทศนั้นมีนอย
มาก ดังที่ไดกลาวมาแลว 

อยางไรก็ตามจะพบวาเอ็นเอสพี 2 ของ 8NP147 นั้นแยกออกมาจากคลัสเตอร
ของไวรัสในประเทศไทย (ภาพที่ 13) ซึ่งบงบอกวาเมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสตัวอื่นๆ ในประเทศไทย
แลว เอ็นเอสพี 2 ของ 8NP147 นั้นมีความแตกตางคอนขางสูง อยางไรก็ตามยังมิอาจสรุปไดวา 
8NP147 นั้นมีบรรพบุรุษที่แตกตางจากไวรัสในประเทศไทยตัวอื่นๆ เนื่องจากการศึกษาดาน    
ไฟโลเจเนติคในครั้งนี้ใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดชวงที่มีความหลากหลายคอนขางสูง และ       
เอ็นเอสพี 2 ชวงที่ทําการศึกษาของ 8NP147 นั้นก็มีความแตกตางจากเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสอ่ืนๆ 
ในประเทศไทยคอนขางมาก (ตารางที่ 8) ซึ่งอาจทําใหผลการทําเอ็นเอสพี 2 ของ 8NP147 เปนตัว
แทนที่ไมดีนักในการศึกษาดานไฟโลเจเนติค อาจจําเปนตองใชพันธุกรรมสวนอื่นที่มีความอนุรักษ
มากกวา เชน โออารเอฟ 7 (Meng et al., 1995a; Murtaugh et al., 1995) มาใชประกอบในการ
วิเคราะห   
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แมวาในการศึกษานี้จะพบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยสวนใหญจะมี
ความเกี่ยวพันธุกันคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศอื่นๆ อยางไรก็
ตามยังไมสามารถสรุปไดแนชัดวาไวรัสในประเทศไทยที่มีเอ็นเอสพี 2 ขนาดสั้นกวา VR2332 
เหลานี้เกิดจากการรับเอาไวรัสภายนอกที่มีการขาดหายไปของนิวคลีโอไทดบริเวณเอ็นเอสพี 2 อยู
กอนแลวเขามาในประเทศไทยโดยตรง หรือเกิดจากการที่ไวรัสในประเทศไทยเองนั้นเกิดการ   
กลายพันธุจนมีเอ็นเอสพี 2 ที่มีขนาดสั้นลงกวาไวรัสตนแบบ VR2332 เนื่องมาจากสาเหตุหลาย
ประการ ไดแก การศึกษาไวรัสในอดีตของประเทศไทยมีคอนขางจํากัด จึงไมสามารถระบุไดวา
ความหลากหลายของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยในชวงแรกเปนเชนไรและมีความ
แตกตางจากเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในปจจุบันเพียงใด และในทางเดียวกันหากการศึกษาในประเทศ
อ่ืนๆ มีนอยก็จะเปนการยากที่จะระบุไดอยางมีประสิทธิภาพวาลักษณะทางพันธุกรรมของไวรัสใน
ประเทศไทยนั้นมีความเกี่ยวของหรือใกลเคียงกับไวรัสจากประเทศใด เหตุผลอีกประการหนึ่งที่
สําคัญ คือ เปนไปไดวาเอ็นเอสพี 2 นั้นอาจมิใชตัวแทนที่ดีนักในการใชศึกษาถึงตนกําเนิดของไวรัส 
เนื่องจากเอ็นเอสพี 2 มีความหลากหลายสูงมาก ซึ่งผลที่ไดจากการศึกษาดานไฟโลเจเนติคอาจ
มิไดบงบอกถึงตนกําเนิดของไวรัสที่นํามาศึกษา มีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองใชพันธุกรรมสวน
อ่ืนที่มีความอนุรักษมากกวามาใชในการศึกษารวมดวย เชน โออารเอฟ 7 เปนตน 

จากการศึกษาในครั้งนี้พบวาชวงกรดอะมิโนที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโน
บนเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยสามารถแบงโดยสังเขปไดเปน 3 ตําแหนง 
ไดแก ตําแหนงประมาณชวงกรดอะมิโนที่ 300 – 430 ของเอ็นเอสพี 2 (ตําแหนง A ภาพที่ 12) 
ตําแหนงประมาณชวงกรดอะมิโนที่ 460 – 475 (ตําแหนง B ภาพที่ 12) และตําแหนงกรดอะมิโนที่ 
513 (ตําแหนง C ภาพที่ 12) อยางไรก็ตามการศึกษาในปจจุบันที่กลาวถึงความสําคัญของการเกิด
การขาดหายไปของกรดอะมิโนของลําดับกรดอะมิโนในทั้ง 3 ชวงนี้ หรือแมแตการเกิดการขาด
หายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนงอื่นๆ บนเอ็นเอสพี 2 ซึ่งมีผลทําใหเอ็นเอสพี 2 มีขนาดสั้นลงนัน้ยงั
มีคอนขางจํากัด  

แมวาปจจุบันความรูเกี่ยวกับการสรางไวรัสที่เปนอินเฟคเชียสโคลน (infectious 
clone) นั้นจะแพรหลายมากขึ้น และดวยวิธีการนี้นักวิจัยสามารถสรางไวรัสที่มีลักษณะทาง
พันธุกรรมตามที่ตองการและศึกษาถึงผลที่ตามมาจากลักษณะทางพันธุกรรมที่เปลี่ยนแปลงไปได 
อยางไรก็ตามการศึกษาถึงผลของการเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ตอ
ลักษณะตางๆ ของไวรัสพีอารอารเอสนั้นอาจมีอุปสรรคบางประการในการวิเคราะหผล เนื่องจาก
รายละเอียดบางอยางเกี่ยวกับการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ผูวิจัยตองการเหนี่ยวนําใหเกิดขึ้น
นั้นอาจสงผลที่แตกตางกัน เชน ตําแหนงที่เหนี่ยวนําใหเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่
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แตกตางกัน หรือขนาดของการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่แตกตางกัน อาจใหผลการทดลองที่
แตกตางกัน (Han et al., 2007) นอกจากนี้รายละเอียดอื่นๆ เชน ไวรัส 2 ไอโซเลทที่มีการขาด
หายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ในตําแหนงเดียวกัน แตไวรัสทั้ง 2 มีลักษณะทางพันธุกรรม
ของเอ็นเอสพี 2 ที่แตกตางกันก็อาจมีความเปนไปไดที่ไวรัสทั้ง 2 นี้จะมีลักษณะที่แสดงออกที่
แตกตางกันอยางสิ้นเชิงได 

ในการศึกษาที่ผานมารวมถึงการศึกษาในประเทศไทยในครั้งนี้พบวาไวรัส          
พีอารอารเอสหลายๆ ไอโซเลทที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 นั้น โดยมากจะมี
ตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนอยูในชวงประมาณกรดอะมิโนที่ 300 – 800 ของ  
เอ็นเอสพี 2 (Nielsen et al., 2001; Gao et al., 2004; Han et al., 2006; Li et al., 2007; Yoshii 
et al., 2008; Kim et al., 2009) สาเหตุประการหนึ่งที่ทําใหสามารถพบไวรัสหลายไอโซเลทที่มีการ
เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวงนี้ แตมักไมพบไวรัสที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ในชวงอื่นนั้น อาจเนื่องมาจากการเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนชวงนี้ไมมีผลตอการมีชีวิตอยู
ของไวรัส (แตอาจมีผลในดานอื่น เชน ความสามารถในการกอโรค เปนตน) ในขณะที่การขาด
หายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนงอื่นๆ อาจสงผลเสียที่รายแรงตอไวรัสและทําใหไวรัสไมสามารถมี
ชีวิตอยูได (Han et al., 2007)  

หลักฐานสําคัญที่ทําใหเกิดแนวความคิดนี้มาจากการศึกษาทางดานรีเวิรส        
เจเนติค (reverse genetic) ที่ผานมา (Han et al., 2007) ซึ่งพบวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 นั้น
สามารถเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวงกรดอะมิโนที่ 324 – 726 (403 กรดอะมิโน) ได 
โดยที่ไวรัสที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนนั้นยังสามารถเพิ่มจํานวนในเซลลเพาะเลี้ยงไดอยู 
ในขณะที่การขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ในชวงประมาณกรดอะมิโน 323 ตัวแรก 
หรือการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่อยูในชวงประมาณกรดอะมิโนตัวที่ 876 เปนตนไปนั้น สงผล
ทําใหไวรัส VR2332 ไมสามารถเพิ่มจํานวนในเซลลเพาะเลี้ยงตอไปได ซึ่งเปนที่นาสนใจเปนอยาง
มากวาไวรัสไอโซเลทอื่นๆ ที่มีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกตางจาก VR2332 นั้นเมื่อมีการขาด
หายไปของกรดอะมิโนเกิดขึ้นบนเอ็นเอสพี 2 ในชวงกรดอะมิโน 300 ตัวแรก หรือชวงกรดอะมิโน
ตัวที่ 876 เปนตนไป จะใหผลการทดลองที่เหมือนกับการศึกษาใน VR2332 นี้หรือไม นอกจากนี้ยัง
เปนที่นาสนใจดวยวาเมื่อทําการศึกษาในตัวสุกรแลวจะใหผลการศึกษาเปนเชนไร 

 มีความเปนไปไดสูงมากที่การขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวง 300 กรดอะมิโน
แรกซึ่งครอบคลุมสวนที่เปนโปรตีเอสโดเมนของเอ็นเอสพี 2 ไวดวยนั้น จะทําใหกระบวนการการตดั
ยอยโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ หรือโออารเอฟ 1 เอบี นั้นผิดเพี้ยนไปจากเดิม เนื่องจากโปรตีเอสบน
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เอ็นเอสพี 2 นั้นเปนโปรตีเอสที่จําเปนตัวหนึ่งที่จะทําใหการตัดยอยโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ และ    
โออารเอฟ 1 เอบี เกิดขึ้นไดโดยสมบูรณ ซึ่งภายหลังการตัดยอยนี้จะทําใหไดเปนโปรตีนตางๆ ที่
ไวรัสจะนํามาใชในการดํารงชีวิตภายในเซลลเจาบาน ดังนั้นถามีการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ในชวงนี้ไวรัสจึงไมนาจะสามารถเติบโตเพิ่มจํานวนได ในกรณีของการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ชวงประมาณกรดอะมิโนตัวที่ 876 เปนตนไป ซึ่งครอบคลุมสวนที่เปนทรานซเมมเบรนของ        
เอ็นเอสพี 2 ซึ่งมีความสําคัญในการชวยใหเอ็นเอสพี 2 นั้นสามารถเหนี่ยวนําใหเอนโดพลาสมิค  
เรทิคูลัมของเซลลเจาบานใหเกิดเปนโครงสรางที่มีความจําเปนในการถายแบบของอารเอ็นเอของ
ไวรัส ดังนั้นการขาดหายไปของกรดอะมิในชวงนี้จึงนาจะสงผลทําใหไวรัสไมสามารถเพิ่มจํานวนได
เชนกัน   

ความสัมพันธระหวางลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 และความรุนแรงใน
การกอโรคของไวรัสพีอารอาร เอสนั้นเริ่มได รับความสนใจมากขึ้นเมื่อมีการคนพบไวรัส                 
พีอารอารเอสกลุมสายพันธุอเมริกาเหนือที่มีความรุนแรงในการกอโรคสูง ไดแก MN184 (Han et 
al., 2006) และ SY0608 (Li et al., 2007) ซึ่งทั้ง 2 ไอโซเลทนี้มีลักษณะทางพันธุกรรมที่นาสนใจ
รวมกันประการหนึ่ง คือเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสทั้ง 2 มีขนาดเล็กกวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสตนแบบ 
VR2332 หรือกลาวคือ มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนเกิดขึ้นบนเอ็นเอสพี 2 ของ MN184 และ 
SY0608 นั่นเอง ซึ่งจากการคนพบไวรัสทั้ง 2 นี้ทําใหเกิดความสนใจเกี่ยวกับความสัมพันธระหวาง
ลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 และความสามารถในการกอโรคของไวรัสพีอารอารเอส
ตามมา (Rowland, 2007) อยางไรก็ตามผลการศึกษาที่แสดงถึงความสัมพันธระหวางขนาดของ
เอ็นเอสพี 2 กับความรุนแรงในการกอโรคหรือความสัมพันธระหวางการแทนที่ของนิวคลีโอไทดของ
เอ็นเอสพี 2 กับความรุนแรงในการกอโรคของไวรัสพีอารอารเอสนั้นยังมีอยูคอนขางจํากัด 

แมวาในปจจุบันจะมีไวรัสพีอารอารเอสหลายไอโซเลทที่มีเอ็นเอสพี 2 ที่มีขนาด
เล็กกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 และมีการรายงานวาเปนเชื้อที่สามารถกอโรคไดอยางรุนแรง 
(highly virulence) ยกตัวอยางเชน MN184A MN184B (Han et al., 2006) P129 (Kim et al., 
2009) และ SY0608 (Li et al., 2007) เปนตน แตจากการศึกษาดานรีเวิรสเจเนติคที่ผานมา (Kim 
et al., 2009) บงบอกวาขนาดของเอ็นเอสพี 2 ที่เล็กลงนั้นไมนาจะเปนปจจัยหลักที่สงผลใหไวรัสมี
ความรุนแรงในการกอโรคสูงขึ้น  

จากการศึกษาเปรียบเทียบรอยโรคที่ปอดของสุกรที่ไดรับอินเฟคเชียสโคลนทีส่ราง
ข้ึนจาก P129 (P129-Mlu-SgrA) ซึ่งเปนไอโซเลทที่มีความรุนแรงในการกอโรคสูง เปรียบเทียบกับ
สุกรที่ไดรับ P129-Mlu-SgrA ที่มีการปรับเปลี่ยนลักษณะทางพันธุกรรมบริเวณเอ็นเอสพี 2 ใหมี
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การขาดหายไปของกรดอะมิโนเพิ่มข้ึนโดยมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนขนาด 131 กรดอะมิโน 
ในชวงกรดอะมิโนที่ 1,074 – 1,204 ของ ORF1a (หรือคิดเปนกรดอะมิโนที่ 663 – 793 ของ      
เอ็นเอสพี 2) (P129-tag) ซึ่งจากการศึกษาพบวา P129-Mlu-SgrA นั้นสามารถกอรอยโรคที่ปอดได
เชนเดียวกับไวรัส P129 หรือไอโซเลทที่มีความรุนแรงในการกอโรคอื่นๆ คือพบลักษณะของถุงลมที่
มีเซลลแมคโครฟาจแทรกอยูภายใน และพบการเขาแทรกของเซลลลิมโฟไซทบริเวณผนังของถุงลม 
ในขณะที่ P129-tag infectious clone นั้นสามารถเพิ่มจํานวนในตัวสุกรไดนอยกวา P129-Mlu-
SgrA และกอรอยโรคที่ปอดของสุกรทดลองนอยมาก โดยพบวาความรุนแรงของรอยโรคที่เกิดขึ้น
นั้นไมมีความแตกตางกับกลุมควบคุมแตอยางใด (Kim et al., 2009) การศึกษานี้แสดงใหเห็นวา
การมีขนาดของเอ็นเอสพี 2 ที่เล็กลงเพียงอยางเดียวนั้นไมนาจะเปนปจจัยหลักที่ทําใหไวรัส         
พีอารอารเอสมีความสามารถในการกอโรคที่สูงขึ้น ดังนั้นไวรัสพีอารอารเอสที่มีการขาดหายไปของ
กรดอะมิโนที่พบในประเทศไทยนั้นแมวาจะไดมาจากสุกรปวยแตก็มีความเปนไปไดที่ไวรัส           
พีอารอารเอสเหลานี้อาจมิไดมีความรุนแรงในการกอโรคที่สูงเชนเดียวกับ MN184 หรือ SY0608 
แตอยางใด ซึ่งจําเปนอยางยิ่งที่จะตองทําการศึกษาตอไปวาไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยที่มี
การขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 นั้น (ซึ่งมีตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรด     
อะมิโนตางไปจาก P129-tag) สามารถกอโรคไดอยางรุนแรงหรือไม และความรุนแรงในการกอโรค
นั้นเกิดจากอิทธิพลของเอ็นเอสพี 2 มากหรือนอยเพียงใด  

 

3. ขอเสนอแนะ 

ควรมีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของโออารเอฟ 7 ของไวรัสเหลานี้
เพื่อศึกษาถึงตนกําเนิดของไวรัส และควรมีการศึกษาถึงพยาธิวิทยาของไวรัสจากการศึกษาในครั้ง
นี้เพิ่มเติมเพื่อระบุถึงความสามารถหรือความรุนแรงในการกอโรคของไวรัสเหลานี้  
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การเตรยีมแบคทีเรีย E. coli และการทรานซฟอรเมชัน 
ขั้นตอนการปฏิบัติ 

a) นําแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ JM109 โคโลนีเดี่ยว มาเพิ่มจํานวนโดยใสลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลว ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

b) บมโดยการเขยาที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 12 – 16 ชั่วโมง (ขามคืน) 
c) นําแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลว

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวบมโดยการเขยาที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
d) ปนตกตะกอนแบคทีเรียที่ 1,500 g เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oC    
e) ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อสวนใสออกและทําการกระจายตะกอนแบคทีเรียดวยสารละลาย 

CaCl2.2H2O ความเขมขน 0.1 M ปริมาตรประมาณ 10 มิลลิลิตร 
f) ตั้งบนน้ําแข็ง 30 นาที แลวทําการปนตกตะกอน (ดังขอ d) 
g) ดูดสารละลายสวนใสออกและทําการกระจายตะกอนแบคทีเรียดวยสารละลาย 

CaCl2.2H2O ความเขมขน 0.1 M ปริมาตร 3 มิลลิลิตรและกลีเซอรรอลปริมาตร 300 
ไมโครลิตร 

h) แบงใสหลอดทดลองขนาด 1.5 ไมโครลิตร หลอดละ 200 ไมโครลิตร และทําการเก็บที่
อุณหภูมิ - 80 oC จนกวาจะมีการนํามาใชงานตอไป 

i) นําแบคทีเรีย E. coli (200 ไมโครลิตร) ที่ผานการปรับสภาพดวย CaCl2.2H2O 
เรียบรอยแลวที่อยูในหลอดทดลอง 1.5 ไมโครลิตร ออกมาจากอุณหภูมิ – 80 oC แลว
นํามาตั้งไวบนน้ําแข็งใหละลาย 

j) เติมรีคอมบิแนนทพลาสมิดของ pGEM-T-Easy ลงไปในแบคทีเรีย ผสมเบาๆ ใหเขากนั 
จากนั้นตั้งหลอดทดลองไวบนน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที 

k) นําหลอดทดลองจากขอ j) มาอุนที่อุณหภูมิ 42 oC เปนเวลา 1 นาที แลวนํามาแชใน
น้ําแข็งตอเปนเวลา 2 นาที จากนั้น เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลว ปริมาตร 700 
ไมโครลิตร และทําการบมโดยการเขยาที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

l) ปนตกตะกอนแบคทีเรียที่ 8,000 g เปนเวลา 1 นาที  
m) ดูดสวนใสทิ้งประมาณ 600 ไมโครลิตร 
n) กระจายตะกอนแบคทีเรียแลวทําการเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB/Amp/X-Gal/IPTG 

ชนิดวุนที่อยูในจานเพาะเชื้อ 
o) บมที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 12 – 16 ชั่วโมง (ขามคืน) 
p) เลือกแบคทีเรียที่มีโคโลนีเปนสีขาวมาใชงานตอไป 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 

น.สพ.รุงธรรม เกษโกวิท เกิดวันที่ 30 มกราคม พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ในปการศึกษา 2548 และไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาพยาธิชีววิทยาทาง
สัตวแพทย ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป พ.ศ. 2549 
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