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การใช้ยาต้านไวรัส (antiviral drug) ไข้หวัดนก หรือไข้หวัดใหญ่จะสร้างความกดดันให้ไวรัส
หลีกหนีจากการยับย้ังด้วยยาต้านไวรัสจึงจ าเป็นต้องหาเป้าหมายของยาต้านไวรัสใหม่  ๆโปรตีน non 
structural 1 (NS1) ของไวรัสไข้หวัดนกมสี่วน RNA binding domain (RBD) ทีจั่บกับ RNA สายคู่ 
(dsRNA) ของไวรัสเพื่อยับย้ังระบบภูมิคุ้มกันของเจ้าบ้าน เพิ่มการแสดงออกโปรตีนไวรัสใน
ขณะที่ยับย้ังการสังเคราะห์โปรตีนของเจ้าบ้าน RBD_NS1 จึงเหมาะสมเป็นเป้าหมายของยาต้าน
ไวรัส ในการศึกษานี้ท าการผลิต recombinant โปรตีนจากเช้ือไวรัสไข้หวัดนก A/chicken/ 
Thailand/KU14/04 H5N1 สร้างโครงสร้างสามมิติของ RBD_NS1 โดยเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิ
โนกับ RBD_NS1 ของ A/crow/Kyoto/T1/2004 ซึ่งมีความเหมือน 100% ได้โครงสร้างสามมิติที่มี 
-helix 3 อัน มี Lysine 41 และ Arginine 38 จับกับ dsRNA จากนั้นท าการคัดสรร (virtual 
screening) สารประกอบ จาก National Cancer Institute (NCI) database ด้วยโปรแกรม Auto 
Dock 3.0.5 ได้ lead compound 5 ชนิดที่จับภายในร่องกลาง RBD มีค่า binding energy ต่ ากว่า -
16.05 Kcal/mol และพัฒนาเทคนคิ RNA binding assay เพื่อทดสอบการท างานของ RBD_NS1 
ในการจับกับ dsRNA ที่สร้างจากปฏิกิริยา In vitro transcription ทดสอบสารประกอบ 2 ชนิด คือ 
Estradiol (NCI0035) และ Veratridine (NCI0082) และสารสกัดสมุนไพร 34 ชนิด พบว่า
สารประกอบทั้งสองไม่ยับย้ังปฏิกิริยาการจับกับ RNA แต่พบว่ามีสมุนไพร 5 ชนิด คือ ว่านชัก
มดลูก (Curcuma xanthorrhiza), สมอพิเภก (Terminalia bellirica), ก าแพงเจ็ดช้ัน (Salacia 
chinensis), ไพล (Zingiber montanum) และ เปลือกนนทรี (Peltophorum pterocarpum) ยับย้ังการ
จับกันระหว่าง dsRNA กับ RBD_NS1 ได้ ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสามารถพัฒนาเทคนิค 
RNA binding assay ในการทดสอบหาสารประกอบที่ยับย้ังการท างานของโปรตีน RBD_NS1 ได้
ส าเร็จและโปรตีน NS1 อาจเป็นเป้าหมายใหม่ของยาต้านไวรัสไข้หวัดนกได้ 
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The use of antiviral drugs will create pressure on the influenza A virus to escape from 
drug inhibition. Therefore, the analysis of new drug targeting protein is essential. Influenza A 
virus non-structural 1 (NS1) protein is a virulence protein since it anagonizes host innate 
immune respons and inhibits host protein synthesis but enhances viral gene expression. Thus, 
NS1 may be one of antiviral drug targeting candidates. Recombinant RBD-NS1 protein of an 
avian influenza virus H5N1, A/chicken/Thailand/KU14/04, was produced. The three 
dimensional structure of our RBD-NS1 protein was built based on that of A/crow/Kyoto/T1/ 
2004. The structure positions 3 α helices in which Arginine 38 and Lysine 41 of the 2nd helix 
involve in dsRNA binding. A virtual screening was performed using Auto Dock 3.0.5 for high 
throughput screening compounds from the National Cancer Institute (NCI) database. The lead 
compounds with binding energy lower than -16.05 Kcal/mol were selected for further assay. An 
RNA binding assay technique was developed to test the RNA binding function of RBD-NS1 
protein and the inhibitory effect of the selected lead compounds and 34 herbal extracts. Virtual 
screening demonstrated 5 lead compounds that bound within the RBD groove with binding 
energy less than -16.05 Kcal/mol. Two compounds with low binding energy, Estradiol 
(NCI0035) and Veratridine (NCI0082), were found to have no inhibitory effect on the RBD-
NS1. However, the extracts from 5 herbs, Curcuma xantharrhiza, Terminalia belirica, Salacia 
chinesis, Zingiber montanum and Peltophorum pterocarpum, could inhibit the binding between 
the dsRNA and RBD-NS1 protein. The results show that RNA binding assay was successfully 
developed to test compounds that can inhibit function of RBD-NS1 protein. NS1 protein may be 
a new target of antiviral drug for avian influenza virus. 
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โครงสร้างอนุภาคไวรัสไข้หวัดใหญ่ Influenza A virus 
แสดงวงจรชีวิตของไวรัสไข้หวัดนก 
การจับกันของโปรตีน PA PB1 PB2 เป็น polymerase complex 
โครงสร้างสามมิติของโปรตีน Hemaggutinin (HA) 
โครงสร้างสามมิติของโปรตีน Nucleoprotein (NP) 
โครงสร้างสามมิติของโปรตีน Neuraminidase (NA) 
แผนผังต าแหน่งกรดอะมิโนบนโปรตีน NS1 ที่สามารถ interaction กับโมเลกุล
ต่างๆ 
RNA binding domain ของโปรตีน NS1 ที่สร้างพันธะจับกับ phosphodiester 
backbone ของ dsRNA 
แสดงโครงสร้างสามมิติส่วน effector domain (ED) ของโปรตีน NS1 
แสดงโครงสร้างสามมิติโปรตีน NS1 เต็มสายทั้งส่วน RBD และ ED 
แสดงโครงสร้างสามมิติโปรตีน NS1 ที่เกิด oligomerize ต่อเนื่องกันเป็นสายยาว 
แสดงโครงสร้างสามมิติโปรตีน NS1 ที่เกิด oligomerize แล้วภายใน tubular เกิด
ลักษณะเป็นอุโมงค ์
แสดง diagram การท างาน ของโปรตีน NS1 ภายในเซลล์ที่มีการติดเช้ือไวรัส
ไข้หวัดใหญ่ 
แสดงขั้นตอนการส่งสัญญาณ retinoic acic-induced gene I (RIG-I) ในการกระตุ้น
การสังเคราะห์ type I IFN 
แสดงโครงสร้างสามมิติโปรตีน M2 ที่อยู่บริเวณ viral membrane 
แสดงโครงสร้างโปรตีน neuraminidse (NA) และ sialic acid binding pocket 
แสดง sialic acid binding site ที่เป็นเป้าหมายของยาต้านไวรัส และโครงสร้างสาม
มิติของยาต้านไวรัส Zanamivir และ Oseltamivir ที่สามารถจับกับ sialic acid 
binding site 
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แสดงการเกิด mutation ของ Histadine ต าแหน่งที่ 274  
แสดงกระบวนการคัดสรร Virtual screening 
แสดงแผนผังของพลาสมิด pGEM_T easy cloning vector และ pQE80L 
expression vector  
แสดงปฏิกิริยา In vitro transcription และการผลติ RNA สายคู่ 
แสดงการจัดวางอุปกรณ์ Northern blot โดยใช้กระแสไฟฟ้า 
แสดงผล 1% agarose gel electrophoresis การท า PCR colony screening พลาสมิด 
pQE_NS1 ในเช้ือแบคทีเรีย DH5α และแสดงพลาสมิด pQE_NS1 
แสดงผล 12% SDS-PAGE หลังจากการเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออกของโปรตีน 
NS1 เต็มสาย 
แสดง 12% SDS-PAGE การท าโปรตีน NS1 ให้บริสุทธ์ิในสารละลาย denaturing 
buffer 
แสดงผล 12% SDS-PAGE หลังการท าโปรตีน NS1 ให้บริสุทธ์ิแล้วน าโปรตีนใน
แต่ละ fraction มารวมกันแล้วเพิ่มความเข้มขน้ 
agarose gel electrophoresis แสดงช้ินส่วนของยีน RBD_NS1 และผล colony PCR 
screening พลาสมิด pQE_RBD_NS1 
12% SDS-PAGE แสดงผลการแสดงออกโปรตีน RBD_NS1 ในสภาวะต่างๆ 
12% SDS-PAGE แสดงผลการแสดงออกโปรตีน RBD-NS1 
12% SDS-PAGE แสดงผลการท าให้บริสุทธ์ิของโปรตีน RBD_NS ในสภาวะ 
native 
12% SDS-PAGE แสดงผลหลังการท าโปรตีน RBD_NS1 ให้บริสุทธ์ิแล้วน า
โปรตีนในแต่ละ fraction มารวมกันแล้วเพิ่มความเข้มข้น 

 แสดงผล Westhern blot ด้วยเทคนิค Electro blotting โดยใช้ anti-His หลังการท า
โปรตีน NS1 และ RBD_NS1 ให้บริสุทธ์ิ 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 
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แสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนล าดับที่ 1-72 ของโปรตีน RBD_NS1 
/A/chicken/TH/KU14/04 กับ A/crow/Kyoto/T1/2004 (H5N1) รหัส 2Z0A 
โครงสร้างสามมิติโปรตีน RBD_NS1 A/chicken/TH/KU14/04 

โครงสร้างสามมิติโปรตีน RBD_NS1 แสดงสารประกอบ 5 โครงสร้างที่มี binding 
energy ต่ าที่สุดจับบริเวณ groove ซึ่งอยู่ตรงกลางของ RNA binding site  
แสดงต าแหน่งของกรดอะมิโนใน RNA binding groove บนโปรตีน NS1 ที่
สามารถเกิดพันธะ H-bond กับ compounds ที่ถูกคัดสรรจาก NCI database 

แสดงผล 1.2 % agarose gel electrophoresis สาย DNA แม่แบบขนาด 345 คู่เบส ที่
ได้จากเทคนิค PCR 

แสดงผล 1.2 % agarose gel electrophoresis สาย DNA แม่แบบขนาด 100 คู่เบส ที่
ได้จากเทคนิค PCR 

ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จากการท า dot blot DIG-labeled RNA 

ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จาก Northern blot analysis ทดสอบความแตกต่างของการจับ
ระหว่างโปรตีน NS1 กับ dsRNA และ ssRNA ด้วยเทคนิค EMSA 

ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จาก Northern blot analysis ทดสอบการจับของ dsRNA ที่
ความเข้มข้น 1 µM กับโปรตีน RBD_NS1 ที่มีความเข้มข้น 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 
3.5 และ4 µM  
ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จาก Northern blot analysis แสดงผล RNA binding assay 
ทดสอบการจับกันระหว่าง dsRNA  1 µM กับ RBD_NS1 ที่ความเข้มข้น 0, 0.05, 
0.1, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 และ3.5 µM 

ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จาก Northern blot analysis แสดงผลการจับกันระหว่าง 
dsRNA กับ RBD_NS1, Trypsin, -chymotrypsin, BSA และ 6xHis-RT HIVI 
ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จาก Northern blot analysis แสดงการทดสอบสารประกอบ
Estradiol และ Veratridine ในการยับย้ัง ปฏิกิริยา RNA binding assay 
ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จาก Northern blot analysis แสดงการทดสอบสารสกัดจาก
สมุนไพรไทย 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 
  

46 ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จาก Northern blot analysis แสดงการทดสอบความเข้มข้นที่
สามารถยับย้ังการ shift ของdsRNA ของว่านชักมดลูก (Curcuma xantharrhiza) 
และ เปลือกนนทรี (Peltophorum pterocarpum) 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 

RNP  =  Ribonucleoprotein 
NEP  =  Nuclear export protein 
NES  =  Nuclear export sequence 
PABPII  =  Poly(A)-binding protein II 
NMR  =  Nuclear magnetic resonance 
CPSF  =  Cleavage and polyadenylation specificity factor 
IFN  =  Interferon 
ISGs  =  Interferon stimulated antiviral genes 
ISRE  =  Interferon stimulated regulatory element 
PAMPs  =  Pathogen-associated molecular patterns 
PRR  =  Pattern recognition receptor 
RIG-I  =  Retinoic acic-induced gene I 
eIF4  =  Eukaryotic initiation factor 4 
TLRs  =  Tall-like receptor 
NOD  =  Nucleotide oligomerization domain 
NLR  =  (NOD) like receptor 
CARD  =  Capase-recruitment domain 
TRIM25 =  Tripartite motif 25 
Ub  =  Ubiquitin 
MAVS  =  Mitochondrial antiviral singnaling 
PKR  =  Protein kinase R 
OAS  =  Oligoadenylate synthetase 
NS   =  Nonstuctural protein 
PB  =  Protein base  
PA  =  Protein acid 
M  =  Matrix protein 
NP  =  Nucleoprotein 
NA  =  Neuraminidase 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ (ต่อ) 
 

HA  =  Hemaggutinin 
ED  =  Effector domain 
RBD  =  RNA binding domain 
GBP  =  Glutamate-binding protein 
STAT  =  Signal Transducer and Activator of Transcription 
AP1  =  Activator protein 1 
Mda-5  =  Melanoma differentiation-associated gene-5 
IRF  =  Interferon regulatory factor 
ATP  =  Adenosine-5'-triphosphate 
MDCK  =  Madin Darby canine kidney cells 
TNF  =  Tumor necrosis factors 
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การวิเคราะห์หาต าแหน่งท่ีสามารถเป็นเปา้หมายของยาต้านไวรัสบนโปรตีน NS1 ของ
ไวรัสไข้หวัดนก 

 
Analysis of Targets for Antiviral Drug on NS1 Protein of Avian Influenza Virus 
 

ค าน า 
 

 ไวรัสไข้หวัดนก H5N1 เกิดการระบาดและสร้างความเสียหายให้กับอุตสาหกรรมการผลิต
สัตว์ปีกและสามารถติดต่อจากสัตว์สู่คนท าให้ผู้ที่ติดเช้ือมีอัตราการเสียชีวิตที่สูง ซ่ึงในปัจจุบันไวรัส
ยังไม่มีการพัฒนาจากไวรัสสัตว์ปีกไปเป็นไวรัสของคนหรือสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมอื่นๆ การติดต่อข้าม
สายพันธ์ุสามารถเกิดขึ้นได้ หากมีการปล่อยให้ไวรัสของสัตว์ปีกมีโอกาสท าให้คนหรือสัตว์เลี้ยงลูก
ด้วยนมอื่นๆติดเช้ือ เป็นการเปิดโอกาสให้ไวรัสของสัตว์ปีกมีโอกาสปรับตัวในคนหรือสัตว์เลี้ยงลูก
ด้วยนม หรือผสมรวมกับไวรัสของคน ซึ่งเป็นการเร่งให้มีการอุบัติขึ้นใหม่ของไวรัส และเกิดการ
ระบาดใหญ่ (pandamic) ตามมา (พรทิพภา, 2550) ยาต้านไวรัสจึงมีบทบาทส าคัญในการยับย้ังไวรัส
ในคนภายหลังการติดเช้ือ 
 
 ยาต้านไวรัส (antiviral drug) ที่ใช้ในการรักษาผู้ป่วยที่ติดเช้ือไข้หวัดใหญ่ในปัจจุบันคือ 
amantadine และ oseltamivir ซึ่งเป็น antiviral drug ที่จ าเพาะต่อส่วนของโปรตีน M2 และ NA 
ตามล าดับ ซึ่งการใช้ยาต้านไวรัสจะเป็นการสร้างความกดดันให้ไวรัสมีการเปลี่ยนแปลงโปรตีนเพื่อ
หลีกหนีการยับย้ังจากยาต้านไวรัสซึ่งในปัจจุบันพบว่าเช้ือไวรัสไข้หวัดนกและไข้หวัดใหญ่ดื้อต่อยา 
amantadine (Basu et al., 2009) และ oseltamivir (Casalegon et al., 2010) ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นใน
การหาต าแหน่งที่สามารถเป็นเป้าหมายของยาต้านไวรัสใหม่ๆ ซ่ึงต้องเป็นบริเวณที่ส าคัญต่อวงจร
ชีวิตของไวรัส นอกจาก M และ NA โปรตีนแล้ว โปรตีนที่อาจเป็นเป้าหมายของยาต้านไวรัสคือ
โปรตีน NS1 ซึ่งโปรตีน NS1 มีส่วนเกี่ยวข้องในการยับย้ังการแสดงออกโปรตีนของเซลล์เจ้าบ้าน 
(Noah et al., 2003) แต่โปรตีน NS1 จะช่วยส่งเสริมการแสดงออกยีนของไวรัสเอง (Burgui et al., 
2003) นอกจากนี้โปรตีน NS1 ยับย้ังหลายๆกลไก ในการตอบสนองทางภูมิคุม้กันของเจ้าบ้าน 
(innate immunity) ต่อการติดเช้ือของไวรัส บริเวณ N-terminal ของโปรตีน NS1 ประกอบด้วย RNA 
binding domain (RBD) ซึ่งจะลดการเหนี่ยวน า transcription factor ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ 
IFN β (Cheng et al., 2009) ท าให้ปริมาณการหลั่งของ IFN β ของเซลล์ที่มีการติดเช้ือลดลงซ่ึงจะ
เห็นว่า NS1 มีความส าคัญตอ่วงจรชีวิตของไวรัสและเป็น virulent factor อันหนึ่ง เมื่อหน้าที่ของ
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โปรตีน NS1 ถูกท าลายไปจากการที่เกิด mutation ของยีน NS1 จะท าให้ไวรัสไม่สามารถกอ่โรคได้
ดังนั้นโปรตีน NS1 มีคุณสมบัติของโปรตีนเป้าหมายส าหรับยาต้านไวรัสตัวใหม่ (Yin et al., 2007) 
บริเวณ กรดอะมิโน Arginine ต าแหน่ง 38 บริเวณ RNA binding domain ของโปรตีน NS1 เป็นส่วน
ที่มีความอนุรักษ์สูง และมีหน้าที่ส าคัญตอ่ไวรัสซึ่งบริเวณดังกล่าว และร่องที่อยู่ตรงกลางของ RNA 
binding site (central groove) อาจจะเป็นเป้าหมายที่ดีของยาต้านไวรัสตัวใหม่ส าหรับไวรัสไข้หวัด
ใหญ่ 
 
 ในการหาต าแหน่งของเป้าหมายของยาต้านไวรัสบนโปรตีน NS1 นั้น จะท าการคัดสรร
สารประกอบ (lead compound) จากฐานข้อมลู National Cancer Institute (NCI) ซึ่งสามารถจับกับ
บริเวณ RNA binding site และร่องที่อยู่ตรงกลาง โดยใช้ virsual screening จากนั้นท าการทดสอบ
การท าหน้าที่ของโปรตีน NS1 ในการจับกับ RNA สายคู่ (dsRNA) ด้วย ปฏิกิริยา RNA binding 
assay ซึ่งสารประกอบที่สามารถยับย้ังการเกิดปฏิกิริยา RNA binding assay ได้นั้นอาจเป็น
สารประกอบที่สามารถน าไปพัฒนาเป็นยาต้านไวรัสได้ต่อไป 
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วัตถุประสงค์ 
 

 1. หาต าแหน่งของยาต้านไวรัสบนโปรตีน NS1 และตรวจคัดกรองสารประกอบตั้งต้น (lead 
compound) ที่สามารถจับกับบริเวณ RNA binding domain ของโปรตีน NS1 ด้วยวิธี Virtual 
screening 
 
 2. พัฒนาเทคนิค RNA binding assay เพื่อทดสอบการท าหน้าที่ของโปรตีน recombinant 
NS1 และตรวจหาสารที่สามารถยับย้ังการจับกับ RNA สายคู่ของโปรตีน NS1 ได้ 
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การตรวจเอกสาร 

 
 การระบาดของไข้หวัดใหญ่ในมนุษย์ได้เกิดขึ้นทกุๆ 10-50 ปีในหลายศตวรรษที่ผ่านมา โดย
ท าให้เกิดความเจ็บป่วยและการตายซึ่งมีผลกระทบทางเศรษฐกิจอย่างรุนแรง ในช่วงศตวรรษที่ 20 
จากการระบาดของไข้หวัดใหญ่ที่เกิดขึ้นในปี ค.ศ. 1918, 1957 และ 1968 ซึ่งมีสาเหตุมาจากเช้ือ
ไวรัส H1N1, H2N2, และไวรัส H3N2 ตามล าดับ (Pappaioanou, 2009) จากนั้นในปีพ.ศ. 2546 ถึง
ปัจจุบันไวรัสไข้หวัดนกสายพันธ์ุ H5N1 ที่ระบาดอยู่ในแถบเอเชียหลายประเทศนั้นก่อให้เกิดความ
เจ็บป่วยจนถึงแก่ชีวิตในคนโดยมีอัตราการตายสูง เมื่อโรคนี้พัฒนาไปเป็นโรคประจ าถิ่น ในขณะที่
ยังคงมีการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางพันธุกรรมตลอดเวลาอาจเพิ่มความสามารถในการแพร่เช้ือ
จากคนสู่คนได้ นอกจากนั้นการติดเช้ือในสัตว์ปีกท าให้ปริมาณไวรัสในสิ่งแวดล้อมเพิ่มขึ้น องค์การ
อนามัยโลกคาดการณ์ว่าถา้เกิดการระบาดใหญ่จะท าให้มีผู้เสียชีวิตหลายล้านคนทั่วโลก ประเทศที่
เกิดการระบาดจะได้รับความเสียหายรุนแรงมีคนเสียชีวิตเป็นจ านวนมาก เศรษฐกิจของประเทศจะ
เสียหายอย่างมาก 

 
ความรุนแรงและผลกระทบของไข้หวัดนกชนิดรนุแรงสายพนัธุ์ H5N1 

 
 ประเทศไทยมีการรายงานการระบาดของเช้ือไวรัส H5N1 ในปี 2547 เกิดจากนกป่าเป็น
พาหะถ่ายทอดไวรัสมายังสัตว์ปีกที่เลี้ยงไว้ และสามารถติดต่อสู่คนผ่านทางการสัมผัสสารคัดหลั่ง
หรือมูลของสัตว์ปีกที่ติดเช้ือ ซ่ึงคนที่ติดเช้ือไข้หวัดใหญ่ และได้รับการติดเช้ือไข้หวัดนกอาจท าให้
เกิดการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมระหว่างไวรัสทั้งสอง ส่งผลท าให้เกิดไวรัสชนิดใหม่ซึ่งอาจมีความ
รุนแรงเช่นเดียวกับไข้หวัดนก และแพร่จากคนสู่คนได้อย่างมีประสิทธิภาพและรวดเร็วเช่นเดียวกับ
ไข้หวัดใหญ่ของคน ซึ่งอาจก่อให้เกิดการระบาดคร้ังใหญ่ (Pandemic) ได ้ในศตวรรษที่แล้วเคยเกิด
การระบาดใหญ่ของไข้หวัดใหญ่ในคนมาแล้ว 3 ครั้ง (พรทิพภา และคณะ, 2549) ตามตารางที่ 1 แต่
ละครั้งจะเกิดการระบาดทั่วโลกภายใน 1 ปีหลังจากที่ตรวพบในคร้ังแรก นอกจากกอ่ให้เกิดความ
เจ็บป่วยและการเสียชีวิตแล้วยังก่อให้เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจและสังคมเป็นอย่างมาก การ
แพร่ระบาดของโรคไข้หวัดนก H5N1 เร่ิมมีการระบาดในเอเชียตั้งแต่ปลายปี 2546 ส่วนในประเทศ
ไทยมีการรายงานการระบาดคร้ังแรกเมื่อวันที่ 23 มกราคม 2547 ท าให้มีการท าลายไก่ภายในพื้นที่ที่
มีการระบาดมากกว่า 30 ล้านตัว ก่อให้เกิดความเสียหายโดยตรงต่อเศรษฐกิจอย่างมากในส่วนของ
อุตสาหกรรมสัตว์ปีก อีกทั้งมีคนที่ติดเช้ือไข้หวัดนก H5N1 แล้วเสียชีวิต 14 รายซึ่งสร้างความตื่น
กลัวให้กับประชาชนอย่างมาก 
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ตารางที่ 1  การระบาดใหญ่ของไข้หวัดใหญ่ในอดีต 
 
ปีที่เกิดการระบาด 
(พ.ศ.) 

สายพันธ์ุของ
ไวรัสที่เกิดการ
ระบาด 

ประมาณการผู้เสียชีวิต
จากการระบาด 

สมมุติฐานจุดก าเนิดของการ
ระบาด 

2461-2462 
(Spanish Flu) 
 

H1N1 20-50 ล้านคนทั่วโลก ยังไม่ทราบต้นก าเนิดที่
แน่นอนแต่อาจเกิดจากการ
ผสมรวมกันของไวรัส
ไข้หวัดใหญ่ในคนดั้งเดิมและ
ไวรัสสัตว์ปีกผ่านตัวกลาง 
(Intermediate host) ก่อนที่จะ
มีวิวัฒนาการในคน 

 
2500 
(Asian Flu) 
 

 
H2N2 

 
1-4 ล้านคนทั่วโลก 

 
การผสมรวมกันของเช้ือ
ไวรัส H1N1 จากคนและ
ไวรัส H2N2 จากนกป่าใน
แถบยูเรเชีย 

 
2511-2512 
(Hong Kong Flu) 

 
H3N2 

 
1-4 ล้านคนทั่วโลก 

 
การผสมกันของเช้ือไวรัส 
H2N2 และไวรัส H3Nx ใน
สัตว์ปีกแถบยูเรเชีย 

 
ที่มา: พรทิพภา และคณะ (2549) 
 
 มีการค านวณจากผู้เช่ียวชาญด้านระบาดวิทยา หากเกิดการระบาดใหญ่ของไวรัสไข้หวัดนก 
H5N1 ในครั้งต่อไปแล้วเกิดการระบาดจากคนสู่คน จะมีผู้เสียชีวิตทั่วโลกมากกว่า 30 ล้านคน และ
อาจมีการระบาดหนักติดตอ่กันนานถึง 6 เดือน ซึ่งการระบาดดังกล่าวมีแนวโน้มที่เกิดขึ้นจาก
ประเทศที่มีความเสี่ยงสูงสุดซ่ึงประกอบด้วย จีน เวียดนาม กัมพูชา ไทย อินโดนีเซีย ตุรกี และอิรัก 
หากเกิดการระบาดใหญ่ในประเทศไทยประเมินได้ว่าจะมีผู้ติดเช้ือขั้นต่ าประมาณ 6,500,000 คน 
(ร้อยละ 10 จากประชากรทั้งหมด) และอาจมีผู้เสียชีวิตประมาณ 65,000 คน (ร้อยละ 1) (พรทิพภา
และคณะ, 2549) สถานการณ์ของประเทศไทยในช่วงปี 2004-2006 จัดอยู่ในระยะก่อนการระบาด
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ใหญ่ (inter-pandemic) ระดับ 3 ซึ่งเป็นสภาวะที่มีความเสี่ยงต่อการพัฒนาไปสู่ระยะการระบาดใหญ่ 
(Pandemic) ซึ่งหากพัฒนาไปถึงระยะนั้นจะเกิดผลกระทบอย่างรุนแรงต่อระบบเศรษฐกิจและสังคม
ของประเทศ การศึกษาก่อนหน้านี้เช้ือไวรัสไข้หวัดนก H5N1 จะติดในสัตว์ปีกเท่านั้นแต่ในปัจจุบัน
สามารถติดต่อมาสู่คนได้ จึงสร้างความวิตกให้กับทั่วโลกและได้ศึกษาอย่างจริงจังถึงวิวัฒนาการของ
ไวรัสไข้หวัดนก H5N1 ที่เป็นสายพันธุท์ี่มีความรุนแรงท าให้ผู้ที่ติดเช้ือป่วยและมีอัตราการตายที่สูง
มากกว่า 60% การระบาดของเช้ือไวรัสชนิดนี้จะส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจและคนที่ติดเช้ือไวรัสมี
อัตราเจ็บป่วยและการตายที่สูง  
 
 ทางด้านเศรษฐกิจการส่งออกเนื้อไก่ของประเทศไทยก่อนการระบาดของไข้หวัดนกส่วน
ใหญ่เป็นเนื้อไก่สดแช่แข็ง โดยประเทศไทยเป็นประเทศที่ส่งออกเนื้อไก่สดแช่แข็งคิดเปน็มูลค่ากว่า
ปีละ 20,000 ล้านบาท เมื่อมีการรายงานการระบาดของไข้หวัดนกเมื่อตน้ปี พ.ศ. 2547 ประเทศญี่ปุ่น
และสหภาพยุโรปได้ประกาศยกเลิกการน าเข้าเนื้อไก่สดแช่แข็งจากประเทศไทย ส่งผลให้ปริมาณ
การส่งออกเนื้อไก่สดแช่แข็งของไทยลดลงถึงร้อยละ 93 จาก 388,913 ตันในปี 2546 เหลือเพียง 
26,137 ตันในปี 2547 ประเทศญี่ปุ่นที่เคยน าเข้าเนื้อไก่สดแช่แข็งจากไทยถึงร้อยละ 37 ของปริมาณ
การน าเข้าทั้งหมด ลดลงเหลือเพียงร้อยละ 3 ในขณะที่ไทยเสียตลาดการน าเข้าเนื้อไก่สดแช่แข็งของ
สหภาพยุโรปจากร้อยละ 45 เหลือเพียงร้อยละ 4 ถึงแม้ว่าประเทศไทยได้เพิ่มส่วนแบ่งทางการตลาด
ในการส่งออกเนื้อไก่แปรรูปเพียงเล็กน้อยในปี 2547 คือจากร้อยละ 40 เพิ่มเป็นร้อยละ 44 ของ
ปริมาณการน าเข้าของประเทศญี่ปุ่น และคงอยู่ทีร้่อยละ 52 ในสหภาพยุโรป โดยรวมประเทศไทย
เสียสัดส่วนตลาดในการส่งออกเนื้อไก่ไปประมาณครึ่งหนึ่ง เนื่องจากวิกฤตการระบาดของโรค
ไข้หวัดนกในปี 2547 ผลกระทบของโรคไข้หวัดนกต่อการส่งออกสัตว์ปีกและผลิตภณัฑ์สัตว์ปีก ท า
ให้อัตราการขยายตัวทางเศรษฐกิจในปี 2547 ลดลง 0.22% ต่อปี คิดเป็นมูลค่าลดลง 2.29 หมื่นล้าน
บาทหรือมีการขยายตัวของการส่งออกลดลง 0.7% ต่อปี (ส านักงานเศรษฐกิจการคลัง, 2548) 
 
 ถึงแม้ในปัจจุบันไวรัสไข้หวัดนก H5N1 ยังไม่ไดก้ลับมาระบาดใหม่อีกครั้ง แต่ไวรัสเองก็
จะมีการวิวัฒนาการเกิดการเปลี่ยนแปลง และมกีารระบาดเกิดการติดเช้ือในคนอย่างต่อเนื่อง 
(Pappaioanou, 2009) จึงไม่สามารถท านายได้ว่าต่อไปในอนาคตไวรัสจะมีความรุนแรงมากเท่าใด 
และสามารถติดตอ่จากคนสู่คนได้หรือไม่ จากการประกาศนโยบายของ The World Organization 
for Animal Health (OIE) ให้ประเทศที่เคยมีการระบาดของเช้ือไวรัสไข้หวัดนก H5N1 และประเทศ
ที่เป็นกลุ่มเสี่ยงเฝ้าระวังการกลับมาระบาดใหม่อีกครั้ง จนถึงการระบาดที่เกิดจากการติดเช้ือจากคน
สู่คนที่ต้องมีการรับส่งข่าวสารข้อมูลในการระบาดของเช้ือไวรัสในแต่ละประเทศเพื่อป้องกันและ 
เตรียมความพร้อมในการรับมือกับการกลับมาระบาดคร้ังใหม่ของเช้ือไวรัส H5N1 ซึ่งรวมถึงการ
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วางแผนตรวจสอบคลังยาต้านไวรัสเพื่อวางแผนใช้ในการรักษาโรคให้เพียงพอต่อประชากรที่
สามารถเกิดการติดเช้ือต่อไป (Glass et al., 2006) 

 
รูปร่างลกัษณะโครงสร้างไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A 

 
 ไวรัสไข้หวัดนกจัดเป็นไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A (Influenza A virus) สายพันธ์ุ H5N1 ซึ่ง
อยู่ในวงศ์ Orthomyxoviridae ไวรัสในวงศ์นี้สามารถแบ่งได้เป็น 3 สกุล (genera) ได้แก่ Influenza  
virus A, Influenza virus B และ Influenza virus C ซึ่งแบ่งตามความแตกต่างของโปรตีนโครงสร้าง 
(structural protein) 2 ชนิด คือ matrix protein (M) และ nucleoprotein (NP) (Girard et al., 2005) 
influenza virus เป็นไวรัสที่มีเย่ือหุ้ม (enveloped) เป็น lipid bilayer รูปร่างของไวรัสไข้หวัดใหญ่ได้
แสดงไว้ในภาพที่ 1 ประกอบด้วยชุดจีโนมซึ่งเป็น RNA สายเดี่ยวชนิดลบ (negative single-stranded 
RNA) จ านวน 8 ท่อน เนื่องจาก RNA ของไวรัสเป็น RNA สายลบจึงต้องใช้เอนไซม์ RNA-
dependent RNA polymerase ในการ transcription เพือ่ที่จะสร้าง RNA สายบวก (plus-strand viral 
mRNA) ในการเร่ิมต้นการเพิ่มจ านวนไวรัสต่อไป ท่อนยีนที่มีขนาดใหญ่ที่สุด 3 ท่อนบรรจุรหัสของ
เอนไซม์ polymerase 3 ชนิดได้แก่ PB1, PB2 และ PA ในส่วนของยีน PB1 ยังมีรหัสส าหรับการ
สังเคราะห์โปรตีน PB1-F2 ที่เป็น nonstructural protein ขนาดเล็กที่มีส่วนกระตุ้นกระบวนการ 
apoptosis ของเซลล์เจ้าบ้าน ท่อนยีนที่มขีนาดกลางของไวรัสจะบรรจุรหัสของโปรตีน 
hemagglutinin (HA), neuraminidase (NA) และ nucleocapsid (NP) HA เป็นโปรตีนหลักบนผิว
อนุภาคไวรัสที่จับกับ sialic acid receptor บนผิวของเซลล์เจ้าบ้าน และท าหน้าที่กระตุน้ neutralizing 
antibody ของเซลล์เจ้าบ้าน ส่วนโปรตีน NA เป็นโปรตีนบนผิวอนุภาคไวรัสเช่นเดียวกันแต่ท า
หน้าที่ก าจัด sialic acid ออกจาก glycoprotein HA ในขณะที่ไวรัสท าการ budding ออกจากผิวเซลล์ 
โปรตีน NP ท าหน้าที่ในการจับกับสายพันธุกรรมของไวรัสในแต่ละท่อนเพื่อช่วยในการ replication 
และรวมตัวเป็น ribonucleoprotein (vRVPs)  
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ภาพที่ 1  โครงสร้างอนุภาคไวรัสไข้หวัดใหญ่ Influenza A virus 
 
ที่มา: Krug and Aramini (2009) 
 
 ยีนท่อนที่ 7 มีรหัสของ matrix protein 1 (M1) และ 2 (M2) โดยโปรตีน M1 นั้นอยู่บริเวณ
ภายใต้เย่ือหุ้ม (lipid bilayer)ในอนุภาคไวรัสซ่ึงจับกับ ribonucleoprotein (vRNPs) complex และจับ
กับส่วนปลาย COOH ของโปรตีน HA และ NA ที่ย่ืนอยู่ในอนุภาคไวรัส โปรตีน M2 ท าหน้าที่เป็น 
ion chanal protein ที่มีส่วนส าคัญในการถอดเปลอืกหุ้มไวรัส (uncoating) RNA ท่อนที่ 8 เป็นท่อนที่
มีขนาดเล็กที่สุดมีรหัสของโปรตีน 2 ชนิดคือ nonstuctural protein 1 (NS1) และ 2 (NS2) โปรตีน 
NS2 ท าหน้าที่เป็น nuclear export protein (NEP) ส าหรับส่ง vRNPs ที่สังเคราะห์ขึ้นใหม่ออกจาก
นิวเคลียสไปยังไซโทพลาซึม ส่วนโปรตีน NS1 ไม่สามารถพบได้ในอนุภาคไวรัสแต่จะมีการสร้าง
ขึ้นระหว่างที่ไวรัสเพิ่มจ านวนในเซลล์เจ้าบ้าน โดยมีหน้าที่หลายรูปแบบ (multifunctional) ในการ
ยับย้ังระบบภูมิคุ้มกันของเซลล์เจ้าบ้าน ซึ่งจะกล่าวรายละเอียดการท างานของโปรตีน NS1 ต่อไป 
 

วิวัฒนาการของไวรัสไข้หวัดนก H5N1 
 

ในปี 1997 ได้เกิดการระบาดของโรคไข้หวัดใหญ่ใน Hong Kong เมื่อท าการวิเคราะห์สาย
พันธุกรรมทั้ง 8 ท่อนพบว่าเช้ือไวรัสที่ท าให้เกิดโรคคือเช้ือไวรัสไข้หวัดนก subtype H5N1 ที่มีความ
รุนแรง (virulence) มียีน HA และ NA มาจากไวรัสไข้หวัดนกที่แยกได้จากห่านป่าในมลฑล กวางตุ้ง
ของประเทศจีน (A/goose/Guangdong/1/96; Gs/Gd/96) และสายพันธุกรรมอีก 6 ท่อนที่เหลือได้จาก
ไวรัสแหล่งอื่นโดยการผสมรวมกัน (reassorment) หลายครั้ง (Li et al., 2004; Lipatov et al., 2004) 
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หลังจากที่เกิดการระบาดมีการจ ากัดการระบาดของโรคโดยการท าลายไก่ แต่ไวรัสต้นก าเนิดนั้น 
(Gs/Gd/96) ยังคงหมุนเวียนอยู่ในประชากรห่านทางตอนใต้ของประเทศจีนและเกิดการแลกเปลี่ยน
สายพันธุกรรมกับไวรัสไข้หวัดนกอื่นๆ ที่หมุนเวียนอยู่ในสิ่งแวดล้อมเดียวกันเกิดเป็นจีโนไปไทป์ 
(genotype) ต่างๆ (V W X X2 X3 Z และ Z+) ซึ่งตั้งแต่ปี 1997-2001 HA ของจีโนไทป์ต่างๆมี
คุณสมบัติที่เป็นแอนติเจนคงเดิม จนกระทั่งปี 2002 HA มีคุณสมบัติทางแอนติเจนเปลี่ยนไป 
(antigenic drift) และสามารถก่อโรคในเป็ดและนกน้ าได้ ช่วงต้นปี 2003 มีรายงานเด็กผู้หญิงและ
บิดาชาวฮ่องกงเสียชีวิตจากการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดนก H5N1 เมื่อวิเคราะห์ผลล าดับนิวคลีโอไทด์
พบว่าใกล้เคียงกับไข้หวัดนก H5N1 ในปี 2002 (Lekcharoensuk, 2008) 

 
 ต่อมาในปี 2004 ได้เกิดการระบาดคร้ังใหญ่หลายประเทศในแถบเอเชีย เช่น ประเทศจีน 
ญี่ปุ่น เกาหลีใต้ ไทย เวียดนาม อิโดนีเซีย กัมพูชา และลาว (Lekcharoensuk, 2008) ซึง่ผลจากการ
วิเคราะห์ล าดับเบสของสายพันธุกรรมทั้ง 8 ท่อนพบว่าไวรัสจัดอยู่ในจีโนไทป์ Z ซึ่งมี HA และ NA 
ใกล้เคียงกับไวรัสต้นก าเนิด (Gs/Gd/96) แต่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 49-68 ของ
โปรตีน NA และ 80-84 ของโปรตีน NS1 เมื่อท าการวิเคราะห์เฉพาะสายพันธุกรรม HA สามารถ
แบ่งไวรัสไข้หวัดนก H5N1 ออกเป็น 3 clade ซึ่งกระจายอยู่ตามภูมิภาคต่างๆ ของทวีปเอเชีย ไวรัส
จากประเทศไทย เวียดนาม ลาว กัมพูชา และมาเลเซีย มีความสัมพันธ์กันอยู่ใน clade 1 ไวรัสจาก
ประเทศจีน อินโดนีเซีย ญี่ปุ่น และเกาหลีใต้ จัดอยู่ใน clade 2 และไวรัสที่ก่อโรคในนกและคนใน
ฮ่องกงในปี 1997 และ 2003 ถูกจัดอยู่ใน clade 3 และ 1’ ตามล าดับ (The world health organization 
global influenza program surveillance network, 2005) นอกจากนั้นไวรัสที่แยกได้เวียดนามในปี 
2005 จ านวน 1 isolates ถูกจัดอยู่ใน genotype G ซึ่งเป็น genotype ใหม่  
 
 ในปี ค.ศ. 2005 มีการระบาดของไข้หวัดนก H5N1 ในนกป่าอพยพที่ทะเลสาบซิง่ไห่ทาง
ตะวันตกของประเทศจีนท าให้เกิดการตายของนกชนิดต่างๆ มากกว่า 6,184 ตัว การวิเคราะห์ล าดับนิ
วคลีโอไทด์ของยีนท าให้ทราบว่า ไวรัสไข้หวัดนกซิงไห่มีสายพันธุกรรมยีน M NS PA PB1 และ 
PB2 เหมือนกับไวรัส genotype Z แต่มีสายพันธุกรรม HA NA และ NP คล้ายกับไวรัสที่แยกได้จาก
ไก่ในมลฑลเจียงซี ซ่ึงเป็นไวรัสใน genotype V เมื่อการวิเคราะห์จากยีน HA ไวรัสถูกจัดอยู่ใน clade 
2.2 ซึ่งเป็นสายวิวัฒนาการจากเช้ือไวรัส A/goose/Guang dong/1/96 (GD/GD/1/96) H5N1 ที่พบใน
การระบาดคร้ังแรกในจีน เมื่อปี 1996 ซึ่งในขณะนี้สามารถแบ่งสายวิวัฒนาการของไวรัสได้ตั้งแต่ 
clade 0 ถึง 9 (WHO, 2007) ไวรัส H5N1 ที่มีการระบาดในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ รวมถึงประเทศ
ไทย เมื่อมีการวิเคราะห์จากยีน HA ถูกจัดอยู่ใน clade 1 ไวรัสที่แยกได้ในเอเชียตะวันออกเป็นไวรัส
ใน clade 2.2  พบว่ามีล าดับนิวคลีโอไทดข์องยีน PB2 PB1 PB HA NP NA M และ NS เหมือนกัน 
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98.2 -100% โดยไวรัสใน clade 2.2 นั้นยังคงวนเวียนอยู่ในสิ่งแวดล้อม และแพร่กระจายอยู่ในกลุม่
ของสัตว์ปีกได้ (Kang et al., 2011) ต่อมาในปี ค.ศ. 2006 ไวรัสที่มีการระบาดในประเทศไทย เมื่อ
วิเคราะห์จากยีน HA  ในการวิวัฒนาการไวรัสจัดอยู่ใน clade 2.3.4 (Chutinimitkul et al., 2007) 
ในช่วงปี 2006-2007 ไวรัสที่แยกได้จากฝูงนกป่าในเกาหลีใต้และญี่ปุ่น เป็นไวรัส genotype C ซึ่ง
เป็นชนิดเดียวกันกับไวรัสที่แยกได้จากนกป่าที่มกีารระบาดในมองโกเลีย และรัสเซีย ในปี 2005  
 
 การแยกเช้ือไวรัส H5N1 ที่อยู่ใน clade 2.3.2 มีอยู่ 3 sublineages คือ 1) จีนตอนใต้ และ
เวียดนาม ในปี 2005-2006, 2) ฮ่องกง ญี่ปุ่น รัสเซีย และเกาหลีใต้ ในปี 2008-2009 3) มองโกเลีย 
รัสเซีย ในปี 2009 ไวรัสใน clade 2.3.2 มีล าดับกรดอะมิโนบริเวณ Cleavage site ของ HA คือ 
PQRERRRKRG ส่วน clade 2.2 มีล าดับกรดอะมโินคือ PQRERRKKRG (Hu et al., 2011) ในปี 
2007 มีรายงานพบไวรัสไข้หวัดนกที่มียีน HA และ NP ของไวรัสใน clade 2.3.2 และยีน NA กับยีน
อื่นๆ ของไวรัส ใน clase 2.3.4 ในประเทศฮ่องกง เกาหลีใต้ รัสเซีย และญี่ปุ่น (Kim et al., 2010) 
ส่วนในประเทศไทยมีการระบาดของไวรัสใน clade 2.3.4 ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ซ่ึงมีเช้ือ
ไวรัส H5N1 4 isolate ที่แยกได้คือ Ck/NIAH1137 18/06, A/Ck/THA/NP-172/06, 
Ck/NIAH400802/07 และ Dk/THA/KU-56/07 และในปี 2008 มีรายงานพบเช้ือไวรัสที่แยกได้ 6 
isolate คือ Ck/THA/NS-339/08, Ck/THA/NS-341/08, Ck/THA/NS-342/08, Ck/THA/PC-340/08, 
Ck/THA/NIAH 115067/08 และ Ck/THA/NIAH114843/08 จากเช้ือไวรัสไข้หวัดนก H5N1 ที่แยก
ได้ในช่วง ค.ศ. 2004-2008 พบว่าเกิดการหายไป (deletion) ของล าดับกรดอะมิโน 20 ตัว ในยีน NA 
ต าแหน่งที่ 44 ถึง 68 และในยีน NS ต าแหน่งที่ 79 ถึง 83 ซึ่งเป็นไวรัสไวรัสใน clade 2.3.4 และ
พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน Serine ต าแหน่งที่ 31 ในยีน M2 โดยคล้ายกับการ
เปลี่ยนแปลงที่พบในไวรัส clade 1 ที่เกิดการดื้อต่อยา amatadine ได้ (Suwannakarn et at., 2009) 
 

วงจรชีวิตของไวรัสไข้หวัดนก 
 
 ภายในอนุภาคไวรัสสายพันธุกรรมแต่ละท่อนประกอบด้วย RNA โปรตีน NP และ เอนไซม์ 
polymerase 3 ชนิด (PB1, PB2 และ PA) ซึ่ง polymerase ทั้งสามจะเกาะรวมกันในลกัษณะ 
hetrotrimer ซึ่งโครงสร้างดังกล่าวจะเรียกรวมกันว่า viral ribonucleoprotein complex (vRNP) vRNP 
จะจับกับโปรตีน M1 ซึ่งด้านนอกของโปรตีน M1 จะเช่ือมกับเย่ือหุ้มอนุภาคไวรัส วงจรชีวิตของ
ไวรัสไข้หวัดนกได้แสดงไว้ในภาพที่ 2 (Das et al., 2010) การติดเช้ือเร่ิมจากไวรัสเกาะติดกับเซลล์
เจ้าบ้าน ซึ่งโปรตีน HA จะจับกับ silic aicd receptor บนผิวของเซลล์เจ้าบ้าน ท าให้อนุภาคไวรัสถูก
ดึงเข้าสู่เซลล์โดยการเกิดถุง endosome vesicle ภายในถุง endosome ระยะสุดท้ายมีค่า pH ที่ต่ าซึ่ง
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เหนี่ยวน าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะโครงสร้างของโปรตีน HA ท าให้เกิดการเช่ือมติด (fusion) 
ระหว่าง membrane ของไวรัสกับ membrane endosome และ pH ที่ต่ าลงท าให้เกิดการขนถ่าย
โปรตอน (H+) เข้าไปภายในอนุภาคไวรัสผ่านทางโปรตีน M2 ion channel ท าให้สาย vRNPs หลุด
ออกจากโปรตีน M1 และออกไปสูไ่ซโทพลาซึมแล้วอาศัย nuclear localization sequences (NLSs) 
บนโปรตีน NP เป็นสัญญาณในการส่ง vRNPs ผ่านเข้าไปยังนิวเคลียส (Das et al., 2010) จากนั้น
เอนไซม์ polymerase ของไวรัสจะเร่ิมท าการสังเคราะห์ mRNA โดย PB2 จะจับกับ pre-mRNA ของ
เซลล์เจ้าบ้านทางด้าน 5’cap และ endonuclease domain ของโปรตีน PB1 จะตัดสาย pre-mRNA ทาง 
downstream จาก 5’cap ประมาณ 10-13 นิวคลีโอไทด์ จากนั้น mRNA ของไวรัสเร่ิมการ 
transcription ต่อจากทางด้าน 3’end ของท่อน capped RNA ซึ่ง mRNA ของไวรัสจะถูกส่งออกไปยัง
ไซโทพลาซึมเพื่อใช้เป็นแม่แบบในการแปลรหัส (translation) เพื่อสังเคราะห์เป็นโปรตีนของไวรัส
ต่อไป โปรตีน HA, NA และ M2 จะถูกส่งไปยัง endoplasmic reticulum (ER) เพื่อเติมโมเลกุลต่างๆ 
เช่น กระบวนการ glycosylation เป็นการเติมหมู่น้ าตาลให้กับโปรตีนภายใน Golgi apparatus 
กลายเป็น glycoprotein และจะถูกส่งไปยัง membrane ของ host เซลล์ ในระหว่างที่ไวรัสเกิดการ 
replication โปรตีน NS1 ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นภายในเซลล์จะท าการยับย้ังการสร้างโปรตีนของเซลล์
เจ้าบ้านรวมทั้ง interferon β (IFN β ) โดยการยับย้ังการเติม poly A tail ทางด้าน 3’end ของ mRNA 
ท าให้กระบวนการสร้าง mRNA ของเซลล์เจ้าบ้านไม่สมบูรณ์จึงไม่สามารถเกิดการสังเคราะห์
โปรตีน (Lin et al., 2007) ในทางตรงกันข้าม mRNA ของไวรัสนั้นไม่ต้องการกระบวนการ 
processing ทางด้าน 3’end ดังนั้น mRNA ของไวรัส จึงสามารถถูกส่งออกไปสังเคราะห์โปรตีนใน
ไซโทพลาซึมได้ขณะที่การสังเคราะห์โปรตีนของเซลล์เจ้าบ้านจะถูกยับย้ัง (Das et al., 2010) ใน
กระบวนการเพิ่มจ านวนสายพันธุกรรมของไวรัสเพื่อสร้างอนุภาคใหม่เอนไซม์ polymerase จะท า
การสังเคราะห์สาย RNA ของไวรัสโดยไม่อาศัย capped RNA-primer โดยในขั้นตอนนี้ต้องการ
โปรตีน NP ในการต่อสาย RNA (elongation) จากนั้นสาย vRNA ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นใหม่จะรวมตัว
เป็น nucleocpsids เพื่อบรรจุเข้าเป็นอนุภาคไวรัสใหม่  
 
 เมื่อได้ชุดของสายพันธุกรรมครบทั้งหมดโปรตีน M1 และ NS2 จะเข้ามาจับกับสาย
พันธุกรรมของไวรัส (vRNA) จากนั้นอาศัยการน าพาของโปรตีน NS2 ที่สามารถจับกับโปรตีน 
human CRM1 เป็นตัวน าพาออกไปยังไซโทพลาซึมเพื่อประกอบเป็นอนุภาคไวรัส (assembly) ตรง
บริเวณผิวเซลล์ซึ่งมีโปรตีน HA , M2 และ NA เกาะอยู่ จากนั้นอนุภาคไวรัสจะท าการ budding โดย
โปรตีน NA จะท าการตัดบริเวณ sialic acid residues เพื่อลดการเกาะกลุ่มของไวรัสแล้วปลดปลอ่ย
อนุภาคไวรัสออกมาจากเซลล์เจ้าบ้าน 
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ภาพที่ 2  แสดงวงจรชีวิตของไวรัสไข้หวัดนก 
 
ที่มา: Das et al. (2010) 
 

สายพันธุกรรมและโปรตีนของไวรสัไข้หวัดใหญช่นิด A 
 

1. สายพันธกุรรมและโปรตีน Polymerase 
 
 เอนไซม์ RNA-dependent RNA polymerase complex ประกอบด้วยโปรตีน Protein base 
(PB) 2, 1 และ Protein acid (PA) ถูกแปลรหัสมาจากสายพันธุกรรมของไวรัสท่อนที่ 1, 2 และ 3 
ตามล าดับ โดยกระบวนการถอดรหัส (transcription) เป็น mRNA และการจ าลองสายพันธุกรรม 
(replication) เป็นสาย vRNA ของ influenza A virus จะต้องอาศัยการท างานของเอนไซม์ RNA-
dependent RNA polymerase complex ซึ่งเอนไซน์ทั้ง 3 unit นี้ไม่มคีุณสมบัติในการตรวจสอบความ
ถูกต้อง (proof reading) ดังนั้นขั้นตอนในการจ าลองสายพันธุกรรมอาจเกิดการกลายพันธ์ุ (mutation) 
มีการประมาณว่าอัตรการกลายพันธ์ุประมาณ 10-4 เบสต่อการจ าลองสายพันธุกรรมหนึ่งรอบหรือ
เกิดการผิดพลาดทุกๆ 10,000 เบส (Lewis, 2006) จากการใช้เทคนิค isoelectric focusing gel พบว่า 
polymerase complex มีโปรตีนที่มีคุณสมบัติเป็นด่าง 2 ชนิด คือ PB1 และ PB2 และโปรตีนที่มี



13 
 

คุณสมบัติเป็นกรด คือ PA สายพันธุกรรมท่อนที่ 1 (PB2) และ 2 (PB1) มีความยาว 2,341 นิวคลีโอ
ไทด์แปลรหัสได้โปรตีนยาว 757 กรดอะมิโน และ 759 กรดอะมิโนตามล าดับ ส่วน RNA ท่อนที่ 3 
(PA) มีความยาว 2,233 นิวคลีโอไทด ์แปลรหัสได้โปรตีนขนาด 716 กรดอะมิโนโดยที่โปรตีน PB2 
มีหน้าที่จดจ าโครงสร้าง cap บน pre-mRNA ของเซลล์เจ้าบ้าน cap - binding site ของโปรตีน PB2 มี
กรดอะมิโนประจุบวกที่เป็นลักษณะ sandwiched ที่ประกบกันระหว่าง aromatic residue Histidine 
357 และ phenylalanine 404  กับส่วนที่จ าเพาะต่อ guanine base และ Glutamine 361 และ Lysine 
376 ที่จับกับ m7GBP ของสาย mRNA (Ruigrok et al., 2010) นอกจากหน้าที่ในการ transcription 
แล้วโปรตีน PB2 ยังเกี่ยวข้องกับการ replication เพราะว่าการ mutation ในโปรตีน PB2 มีผลกระทบ
ต่อการ replication (Ruigrok et al., 2010)  
 
 โปรตีน PB1 มีหน้าที่น านิวคลีโอไทด์มาต่อให้เป็นสายยาว (polymerization) ในขั้น 
elongation ซึ่งโปรตีน PB1 จะต้องจับกับปลายทั้งสองข้างของสาย RNA ที่บรรจุในอนุภาคไวรัส 
และ สาย RNA ที่ complementary กับจีโนม (cRNA) เพื่อเร่ิมการ transcription และ replication 
ระหว่างการจับปลาย 3’ ของ vRNA จะกระตุ้น endonuclease activity ของโปรตีน PB1 ในขั้นตอน
การสร้าง capped primer ในกระบวนการสังเคราะห์ mRNA โดย catalytic damain ของ 
endonuclease มีต าแหน่งอยู่บริเวณกรดอะมิโนที่ 508-522 ซึ่งมีกรดอะมิโนที่ส าคัญคอื E508, E519 
และ D522  
 
 ส่วนโปรตีน PA ที่ถูกตัดออกบางส่วนแบ่งออกเป็น 2 domain คือส่วน N-terminal ที่มีขนาด 
25 kDa และ ส่วน C-terminal ขนาด 50 kDa ทั้งสอง domain นั้นถูกแยกออกจากกันด้วย linker ที่
เป็น pepetide สายยาว (Liu et al., 2009) ซึ่งยังไม่ทราบหน้าที่แน่นอนแต่การเกิด mutation จะส่งผล
กระทบทั้งกระบวนการ transcription และ replication นอกจากนั้นยังพบว่าโปรตีน PA มี proteolytic 
activity โดยมีกรดอะมิโนที่เกี่ยวข้องคือ S624 และ T157 (Palese and Show, 2007) ส่วน N-terminal 
domain ของโปรตีน PA มีบริเวณที่มีโครงสร้างคล้ายเอนไซม์ nuclease 2 กลุ่มคือ type II restriction 
endonuclease และ PD-CD/E/XK family ของ nuclease (Dias et al., 2009; Yuan et al., 2009)  
 
 นอกจากนี้ยังมีการรายงานว่าการเปลี่ยนแปลงของ RNA-dependent RNA polymerase ของ
ไวรัสอาจท าให้เกิดการติดเช้ือข้ามสายพันธ์ุ ซ่ึงได้มีการทดลองโดยใช้ไวรัส 
A/Seal/Massachusetts/1/80 (H7N7) ซึ่งเป็น highly pathogenic avian influenza virus และมี 
multibasic cleavage site ในยีน HA ที่เลี้ยงผ่านไข่ไก่อย่างต่อเนือ่ง จากนั้นผ่านไวรัสในปอดของหนู
พบว่าไวรัสดังกล่าวกลายเป็นไวรัสก่อโรคในหนู ซ่ึงพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนใน PB2 
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สองต าแหน่ง คือ D701N และ S714R ซึ่งการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้ มีความเกี่ยวเนื่องกับการ
เพิ่มขึ้นของ polymerase activity ใน mammalian cells (Gabriel et al., 2005) และมีการศึกษาการ
เปลี่ยนแปลง (mutation) ของล าดับกรดอะมิโนใน PA และ PB2 โดยการเปลี่ยนแปลงบริเวณล าดับ
กรดอะมิโนทีอ่นุรักษ์ (conserve amino acid) บริเวณปลายคาร์บอกซีต าแหน่งที่สามของ PA จาก 
influenza A/WSN/33 แสดงให้เห็นว่าบริเวณดังกล่าวเป็นบริเวณที่มีความอนุรักษ์สูงที่สุดทั้งใน 
influenza A, B และ C โดยการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนต าแหน่ง H510A มีผลท าให้เกิดการ
ยับย้ัง endonuclease cleavage ของ capped RNA การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่ต าแหน่ง K539A จะ
ท าให้ลดการจ าลองตัวเองของไวรัส (downregulate replication) และการเปลี่ยนแปลงที่ R638A ท า
ให้การสังเคราะห์ RNA ผิดปกติและส่งผลให้การเจริญของไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงช้าลง จากการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่า PA มีความเกี่ยวข้องในกระบวนการ transcription และ translation 
นอกจากนี้ยังมีหน้าที่ตัดสาย RNA (endonuclease cleavage) และอาจมีหน้าที่เกี่ยวข้องใน
กระบวนการ elongation ระหว่างการสังเคราะห์ RNA ของไวรัส (Fodor et al., 2004) และการ 
assembly ของไวรัส (Regan et al., 2006) อีกทั้งโปรตีน PA มีส่วนท าให้เกิดการสลายของ RNA 
polymerase 2 complex ภายในเซลล์เจ้าบ้าน โดยมี Serine ต าแหน่งที่ 624 อยู่ในบริเวณ active site 
(Hara et al., 2001) ที่ท าให้เกิด proteolytic activity อีกทั้งยังมีการรายงานของ Huarte และคณะ 
(2003) โดยท าการ mutation โปรตีน PA ที่ต าแหน่ง T157A พบว่าโปรตีนสูญเสีย proteolytic 
activity และท าให้ polymerase สังเคราะห์ cRNA ได้น้อยลง  
 
 ลักษณะการจับของ polymerase complex ส่วน C-terminal ของโปรตีน PA จับกับส่วน N-
terminal PB1 และส่วน C-terminal PB1 จับกับส่วน N-terminal ของโปรตีน PB2 (ภาพที่ 3) 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  การจับกันของโปรตีน PA PB1 PB2 เป็น polymerase complex ซึ่งมีโครงสร้างเป็น 
 heterotrimer แสดงส่วนที่มีหน้าที่ต่างๆ เช่น nuclear localization signal (NLS), polymerase 
 motifs (POL) endonuclease (ENase), cap-binding domain (CBD) 
 
ที่มา: Liu et al., (2009) 
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 จากการศึกษาโครงสร้าง N-terminal ของโปรตีน PA จากเช้ือไวรัสที่แยกได้ในช่วงต้นปี 
ค.ศ. 2009 เป็นส่วนที่ประกอบด้วย endonuclease และ protease activity ก่อนหน้านี้มีการรายงานว่า
พบคุณสมบัติ endonuclease activity ในโปรตีน PB1 ตรงต าแหน่ง E508, E509 และ D522 
นอกจากนี้ยังมีการรายงานว่าพบ endonuclease activity ในโปรตีน PB2 อีกด้วย (Liu et al., 2009) 
การจับกันของโปรตีน PA และ PB1 ท าให้เกิดเป็น complex สามารถจับบริเวณ promoter ของไวรัส 
ซึ่งจากการศึกษา Crystal structure ของ He และคณะ (2008) บริเวณ C-terminal ของโปรตีน PA 
ของไวรัส A/goose/Guang dong/1/96 H5N1 บริเวณกรดอะมิโนที่ 257 ถึง 716 จับกับ PB1 ที่
ต าแหน่ง 2 ถึง 25 อีกทั้งการศึกษาของ Obayashi และคณะ (2008) ที่ศึกษาโครงสร้างโปรตีน PA 
จากเช้ือไวรัส A/Puerto Rico/8/1934 H5N1 พบมีต าแหน่ง 239 ถึง 716 ของโปรตีน PA กับโปรตีน 
PB1 ต าแหน่ง 1 ถึง 81 ส่วน N-terminal ของโปรตีน PB1 สามารถยับย้ังการ replication ของไวรัส
ด้วยการขัดขวางการเกิดโครงสร้าง polymerase heterotrimer บริเวณ N-terminal ของโปรตีน PB1 
และ C-terminal ของโปรตีน PA ในไวรัสไข้หวัดใหญ่ ทั้งชนิด A B และ C นั้นมีความอนุรักษ์สูง 
(Liu et al., 2009) ในการศึกษาของ Kuo และ Krug (2009) พบว่า polymerase subunit และโปรตีน 
NP นั้นสามารถเกิดเป็น complex ซึ่งช่วยให้ NS1-CPSF30 complex มีความเสถียรมากขึ้นด้วย 
 
2. สายพันธกุรรมและโปรตีน Hemaggutinin 

 
 โปรตีน HA ถูกแปลรหัสจากสายพันธุกรรม ท่อนที่ 4 มีความยาว 1,742-1,778 นิวคลีโอ
ไทด์แปลรหัสได้เป็นโปรตีนที่มีความยาว 562-566 กรดอะมิโน โครงสร้างของโปรตีน HA แสดงใน
ภาพที่ 4 มีลักษณะเป็น homotrimer ที่ย่ืนออกมาจากเย่ือหุ้มอนุภาคไวรัสประมาณ 130 Ao แต่ละ 
monomer ประกอบด้วย HA1 ที่เป็นทรงกลม (globular) มีขนาด 319-326 กรดอะมิโน ซึ่งมีหน้าทีจั่บ
กับ receptor ของเซลล์เจ้าบ้าน (receptor binding subunit) โดยส่วน globular ของโปรตีน HA 
ประกอบด้วยกรดอะมิโนของ HA1 ในบริเวณกรดอะมิโน 116-261 ซึ่งมีการพับของสายโพลีเปป
ไทด์เป็น β sheet 8 สายจัดวางตัวแบบ antiparallel แล้วม้วนพับลักษณะ jelly roll motif เป็น receptor 
binding site ซึ่งบริเวณนี้เป็นส่วนที่มีความอนุรักษ์สูง (highly conserve) (Isin et al., 2002) ในส่วน 
HA2 มีความยาว 221-222 กรดอะมิโน มลีักษณะเป็นแท่งมีกรดอะมิโนล าดับที่ 1-20 บน HA2 เป็น
บริเวณ hydrophobic ท าหน้าที่เป็น fusion peptide  
 
 สาย polypeptide ของโปรตีน HA ถูกสร้างใน endoplasmic reticulum (ER) ในรูป 
polypeptide สายเดี่ยวเรียกว่า HA0 จากนั้นโปรตีน HA จะถูกตัดให้เป็นสองส่วนคือ HA1 และ HA2 
โดยทั้งสองส่วนนี้จะถูกเช่ือมต่อกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์ การตัด HA0 จะเกิดขึ้นที่ผิวเซลล์หรือ
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เกิดขึ้นภายหลังจากที่อนุภาคไวรัสถูกสร้างและออกมาจากเซลล์ที่ติดเช้ือ HA0 ของชนิดย่อย H1, 
H2, และ H3 สามารถถูกตัดด้วย serine protease และ trytase Clara ที่สร้างโดย Clara cells ของ 
bronchiolar epithelium ซึ่งเอนไซม์เหล่านี้จะจดจ าล าดับกรดอะมิโน Q/E-X-R บริเวณ cleavage site 
ของ HA0 ส่วน HA ของชนิดย่อย H5 และ H7 นั้น HA1 และ HA2 จะถูกคั่นด้วย polybasic sequence 
ซึ่งในกรณีนี้การตัด HA0 จะเกิดขึ้นในเซลล์โดย subtilisin-like enzyme เช่น furin หรือ p6 และ
พบว่ามี R-X-R/K-R ที่เป็นจุดจดจ าของเอนไซม์ furin ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่พบมากในหลายๆ เซลล์
แทรกอยู่บริเวณ cleavage site เป็นผลให้ไวรัสสามารถติดเช้ือในเซลล์ได้หลายๆชนิดมากขึน้ 
หลังจากที่ HA0 ถูกตัด จะเกิดโครงสร้าง HA1 และ HA2 ที่เช่ือมกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์ที่พร้อม
ส าหรับการติดเช้ือครั้งต่อไป (Subbaro and Joseph, 2007) แต่ละ monomer ของ HA จะฝังตัวอยู่ที่
เย่ือหุ้มอนุภาคของไวรัสโดย helical transmembrane peptide บริเวณ 27 กรดอะมิโนใกล้ปลายคาร์
บอกซีของ HA2 (Isin et al., 2002) 
 
 การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสของไกลโคโปรตีนของไวรัสจะส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
ของลักษณะแอนติเจนและความรุนแรงของไวรัส ไกลโคโปรตีนที่เกี่ยวข้องคือ Hemagglutinin ถูก
แปลรหัสจากสายพันธุกรรมท่อนที่ 4 มีหน้าที่หลัก คือจับกับ sialic acid บนผิวเซลล์ท าให้เกิดการ
เกาะติด (attachment) แล้วช่วยให้อนุภาคไวรัสผ่านเข้าไปในไซโทพลาซึมของเซลล์ผ่านการเช่ือม
ของเย่ือหุ้มอนุภาคของไวรัสกับผนังเอนโดโซม และเกิดการปลอ่ย nucleocapsids สูไ่ซโทพลาซึม 
อีกทั้งโปรตีน HA ยังเป็นแอนติเจนหลักในการกระตุ้นการสร้างแอนติบอดี ซ่ึงการเปลี่ยนแปลง
แอนติเจนของโปรตีน HA จะท าให้ไวรัสหลบหนีจากระบบภูมิคุ้มกันของเจ้าบ้าน และอาจก่อให้เกิด
การระบาดของโรคได ้
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ภาพที่ 4  โครงสร้างสามมิติของโปรตีน Hemaggutinin (HA) 
 
ที่มา: Das et al., (2010) 
 
3. สายพันธกุรรมและโปรตีน Nucleoprotein 

 
 ในกระบวนการจ าลองตัวเองของไวรัสและการถอดรหัสเป็นโปรตีนส าหรับ influenza A 
virus มีโปรตีนที่ส าคัญนอกจาก polymerase complex คือโปรตีน Nucleoprotein (NP) ซึ่งถูกแปล
รหัสมาจากสายพันธุกรรมเส้นที่ 5 ที่มีความยาว 1,565 นิวคลีโอไทด์แปลรหัสได้โปรตีนที่มีความ
ยาว 498 กรดอะมิโน เมื่อโปรตีน NP ถูกสังเคราะห์ในไซโทพลาซึมจะถูกส่งกลับเขามายังนิวเคลียส
เพื่อรวมกับสาย RNA กลายเป็น Ribonucleoprotein (RNP) Complex (ภาพที่ 5) พบว่าทั้งสาย vRNA 
ที่เป็นสายลบ และสายแม่แบบสายบวก  (cRNA) ของไวรัสจะจับกับโปรตีน NP ซึ่งโปรตีน NP เป็น
โปรตีนที่ส าคัญในกระบวนการเพิ่มจ านวนของไวรัส โดยจะเกี่ยวข้องกับกลไกการเปลี่ยนจาก
กระบวนการสังเคราะห์ RNA (transcription) ไปเป็นการจ าลองตัวเอง (replication) และพบว่าการ
จ าลองตัวเองของไวรัสจะไม่เกิดขึ้นถา้ขาดโปรตีน NP (Biswas et al., 1998; Porrela and Digard, 
2002) โปรตีน NP ยังมีส่วนของ nuclear localization signal (NLS) ซึ่งอยู่บริเวณกรดอะมิโนที่ 327-
345 และ RNA binding domain ซึ่งโปรตีน NP จะผ่านเข้าไปในนิวเคลียสโดยอาศัย NLS แล้ว
หลังจากการ translation โปรตีน NP จะรวมตัวกับสาย RNA และเอนไซม์ polymerase complex (PA, 
PB1 และ PB2) กลายเป็น RNP-complex จากนั้นจะจับกับ martrix protein (M1) และถูกส่งออกไป
ยังไซโทพลาซึม ใน influenza virus หลายๆสายพันธ์ยีน NP มีความอนุรักษ์สูง และไม่ค่อยพบการ 
mutation 

Head 
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ภาพที่ 5  โครงสร้างสามมิติของโปรตีน Nucleoprotein (NP) (A) และ Schematic diagram ของ 
   Ribonucleoprotein (RNP) Complex (B) 
 
ที่มา: Ruigrok et al., (2010) 

 
สายพันธุกรรมและโปรตีน Neuraminidase 

 
 Neuraminidase (NA) เป็นไกลโคโปรตีนอีกชนิดหนึ่งที่อยู่บนอนุภาคไวรัสถูกสังเคราะห์มา
จากสายพันธุกรรมเส้นที่ 6 มีความยาว 1,413 นิวคลีโอไทด์ แปลรหัสได้โปรตีนมีความยาว 454 
กรดอะมิโน โปรตีน NA มีรูปร่างคล้ายเห็ด (mushroom-shaped) เป็น tetrameric protein ในส่วน
ปลายของแต่ละ monomer มีรูปร่างคล้ายใบพัด 6 อัน (ภาพที่ 6) ซึ่งส่วนปลายดังกล่าวจะเช่ือมกับ
ส่วนก้านที่ประกอบด้วย membrane-spanning domain โปรตีน NA มีหน้าที่ส าคัญในกระบวนการ
สร้างอนุภาคไวรัสใหม่ โดยมีหน้าที่ตัด sialic acid ออกจาก โปรตีน HA ในขั้นตอนการปลดปลอ่ย
อนุภาคไวรัสออกจากเซลล์และป้องกนัการเกาะติดระหว่างโปรตีน HA ของอนุภาคไวรัสใหม่กับ 
sialic acid ของเซลล์เดิม ซ่ึงถ้าหากโปรตีน NA ท างานอย่างไมม่ีประสิทธิภาพจะเกิดการเกาะกลุม่
กันของอนุภาคไวรัสใหม่บริเวณผิวเซลล์ พบว่ามีกรดอะมิโน 8 ตัวที่เป็น catalytic residue ที่
เกี่ยวข้องกับการจับกับ substrate โดยตรง ได้แก่ R118, D151, R152, R224, E276, R292, R371, และ 
Y406 และมกีรดอะมิโน 11 ตัว ที่เกี่ยวข้องกับเสถียรภาพโครงสร้างของ active site ได้แก่ E119, 
R156, W178, S179, D198, I222, E227, E277, N294 และ E425 (Ferraris and Lina, 2008; Richard 
et al., 2008)  
 
 
 

A B 
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ภาพที่ 6  โครงสร้างสามมิติของโปรตีน Neuraminidase (NA) (pdb: 2HTR) 
 
ที่มา: Protein data bank (2006) 
 

สายพันธุกรรมและโปรตีน Matrix และ M2 
 

 โปรตีน Matrix (M) ถูกแปลระรหัสจากสาย vRNA ท่อนที่ 7 โดยโปรตีน M1 จะถูก
ถอดรหัสเป็น mRNA ทั้งสาย ส่วนโปรตีน M2 เกิดจากการ spliced ของ mRNA โดยโปรตีน M1 จะ
อยู่ด้านในของผิวเย่ือหุ้มไวรัสและสัมผัส RNP ซึ่งอยู่ด้านในโปรตนี M1 มีส่วนเกี่ยวข้องในหลาย
ขั้นตอนระหว่างการ replication ของไวรัส ในช่วงแรกของการติดเช้ือไวรัสจะต้องเกิดการแยกออก
จากกันระหว่าง M1 และ RNP เพื่อให้ RNP สามารถออกไปสู่ไซโทพลาซึมได้ กลไกที่ท าให้โปรตีน 
M1 และ RNP หลุดออกจากกันจะถกูควบคุมโดยความเป็นกรดในอนุภาคไวรัส โดยการท างานของ
โปรตีน M2 ที่น าโฮโดรเจนไออนเข้าไปในอนุภาค โปรตีน M1 ถูกสร้างในไซโทพลาซึมและจะเข้า
มายังนิวเคลียสเพื่อรวมตัวกับ RNP มีการศึกษาการจับกันระหว่างโปรตีน M1 และ RNP พบว่ามี 2 
domain บนโปรตีน M1 ที่มีความเกี่ยวข้องกับการจับ RNP กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 148-162 เป็น 
domain แรกประกอบด้วย Zinc-finger motif อีก domain อยู่ในต าแหน่ง 101-105 (Liu and Ye, 
2004) ในการศึกษาของ Ye และคณะ (1999) ไดท้ าการ mutation ทั้งสองบริเวณนี้และใช้เทคนิค 
reverse genetics สร้างไวรัสที่มีสายพันธุกรรม mutation ในสายพันธุกรรมโปรตีน M1 และ M2 
พบว่าไม่เกิดการสร้างไวรัสถ้ามี deletion 5 หรือ 10 กรดอะมิโน ที่บริเวณปลายคาร์บอกซีของ
โปรตีน M2 แสดงว่าการเปลี่ยนแปลงของต าแหน่งทั้งสองมีความส าคัญมาก ซ่ึงยังไม่ทราบเหตุผลที่
แน่ชัดว่าการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวสามารถยับย้ังการเพิ่มจ านวนของไวรัส แต่เหตุผลที่น่าเป็นไปได้
คือ การเปลี่ยนแปลงนี้ท าให้ specific signal ของการจับโปรตีน M2 และโปรตีนอื่นๆ ถกูท าลายไป 
(จุฑารัตน์, 2551) การจับกันระหว่างโปรตีน M1 และ RNP เกิดจากแรงของพันธะ ionic และ 
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hydrophobic ท าให้มีการสันนิษฐานว่าการรวมตัวกันระหว่างโปรตีน M1 และ RNP เกิดจาก 
intraction 2 แบบ คือ protein-protein interaction และ RNA-protein interaction  
 

สายพันธุกรรมและโปรตีน Nonstructural 
 

 โปรตีน nonstructural 1 (NS1) ของไวรัสไข้หวัดนกถูกสังเคราะห์จากสายพันธุกรรมท่อนที่ 
8 ที่มีขนาด 890 คู่เบส ซึ่งยีน NS มีรหัสส าหรับการสังเคราะห์โปรตีน 2 ชนิดคือ โปรตีน NS1 และ 
NS2 (NEP) โดยขบวนการ alternative splicing และมีความยาวของกรดอะมิโน 230 และ 121 
กรดอะมิโนตามล าดับ ภาพที่ 7 แสดงแผนผังต าแหน่งกรดอะมิโนบนโปรตีน NS1 ที่สามารถเกิด 
interaction กับโมเลกุลต่างๆ โดยมีบริเวณ nuclear localization sequences 2 ต าแหน่ง (NLS1 และ 
NLS2) และ nuclear export sequence (NES) 1 ต าแหน่ง มีต าแหน่งที่จับกับ dsRNA คือ Arginine 38 
และ Lysine 41 ที่ยับย้ังการท างานของ OAS/RNaseL, PKR และ RIG-I อีกทั้งยังมีต าแหน่งที่จับกับ 
poly(A)-binding protein II (PABPII), heterodimeric lipid kinase (p85β), importin-α, eIF4GI, 
PKR, CPSF30, PDZ domain และ viral polymerase   
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7  แผนผังต าแหน่งกรดอะมิโนบนโปรตีน NS1 ที่เกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลต่างๆ 
 
ที่มา: Hale et al., (2008) 
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โปรตีน NS1 
 
โครงสร้างสามมิติของโปรตีน NS1 
 
 โปรตีน NS1 มีความยาว 230 กรดอะมิโน และมขีนาด 26 kDa โปรตีน NS1 ของไวรัส
ไข้หวัดนกมีโครงสร้างเป็น dimer (ภาพที่ 8) และมีหลายหน้าที่ในการยับย้ังการตอบสนองต่อระบบ
ภูมิคุ้มกันเพื่อตอ่ต้านไวรัสของเซลล์เจ้าบ้านโปรตีน NS1 ประกอบด้วย 2 domain คือส่วนของ N-
terminal เป็นส่วนของ RNA binding domain (RBD) (กรดอะมิโน 1-73) จับกับ RNA สายคู่ 
(dsRNA) ที่ไม่จ าเพาะรูปแบบล าดับนิวคลีโอไทด์ และ C-terminal ที่เป็นส่วน effector domain (ED) 
(กรดอะมิโน 74-230/237) จับกับโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ transcription และ translation 
ของเซลล์เจ้าบ้าน (Bornholdt and Prasad, 2006) 
 
 มีการศึกษาโครงสร้าง N-terminal (ต าแหน่ง 1-73) ของโปรตีน NS1 ของ influenza virus 
A/Udorn/307/72 ด้วยเทคนิค X-ray crystallography (Liu et al, 1997) และ Nuclear magnetic 
resonance (NMR) (Chien et al., 2004) พบว่ามีโครงสร้างสายเปบไทด์สองสายจับกันเป็น dimer 
(symmetric homodimer) มีทั้งหมด 6 α-helix ในแต่ละสายประกอบด้วย 3 helix ต าแหน่ง 
Asparagine 4 ถึง Aspatate 24 เป็น α-helix ที่ 1, Proline 31 ถึง Leucine 50 เป็น α-helix ที่ 2 และ 
Isoleucine 54 ถึง Lysine 70 เป็น helix ที่ 3 โดยลักษณะการจัดวางตัวของ helix ที่ 2 ทั้งสองสาย (α2 
และ α2’) มีทิศทางที่สวนทางกัน (antiparallel) ซึ่งจากการทดลองของ Wang และคณะ (1999) 
แสดงว่ามีกรดอะมิโน Arginine 38 และ Lysine 41 บน helix ที่ 2 นั้นเกิดพันธะ H-bond กับ 
phosphodiester backbone ของ dsRNA และไดม้กีารทดลองของ Min และ Krug (2006) ที่ท าการ 
mutant โปรตีน NS1 ที่ต าแหน่ง Arginine 38 เปลี่ยนเป็น Alanine จะท าให้ไวรัสอ่อนแอลง 
(attenuated)  
 
 การทดลองในการจับระหว่าง RBD_NS1 กับ dsRNA ด้วยเทดนิค gel filtration พบว่า 
RBD_NS1 จะจับกับสาย dsRNA ที่มีความยาว 16 คู่เบสในอัตราส่วน 1:1 ซึ่งรูปแบบของ dsRNA ที่
จับกับ RBD_NS1 มีลักษณะโครงสร้างเป็น A-form มีการจัดวางส่วน major groove บริเวณผิวที่เป็น 
hydrophilic บนส่วน RBD_NS1 (Yin et al., 2007) แสดงดังภาพที่ 8 ซึ่งบริเวณที่เกิดการ interaction 
จะมีร่อง (groove) ตรงกลางโปรตีน RBD_NS1 ที่อาจจะเป็นเป้าหมายของสารประกอบ (chemical 
compound) ในการออกแบบยาต้านไวรัสเพื่อยับย้ังการจับกับ dsRNA (Krug and Aramini, 2009) 
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ภาพที่ 8  RNA binding domain ของโปรตีน NS1 ที่สร้างพันธะจับกับ phosphodiester backbone 
 ของ dsRNA (A) กรดอะมโิน Arginine 38 และ Lysine 41 บนส่วน RBD_NS1 จับกับ 
 dsRNA (B) การวางตัวของ dsRNA ที่เกิด interaction บริเวณรอบร่อง (groove) บนโปรตีน 
 RBD_NS1 
 
ที่มา: Chien et al., (2004) 
 

 ในส่วน C-terminal ที่เป็น effector domain (ED) Bornholdt and Prasad (2006) ได้รายงาน
โครงสร้างสามมิติ (X-ray crystal structure) ของ ED_NS1 ภายในสายมี 7 β-sheet และ 3 α-helix 
แสดงดังภาพที่ 9 มีต าแหน่งที่สามารถภจับกับ cleavage and polyadenylation specificity factor 
(CPSF) อยู่บริเวณ Gly-Leu-Glu-Trp-Asn บนสาย α-helix สายหลัก โดยกรดอะมิโน tryptophan 
187 จะอยู่บริเวณ hydrophobic pocket ที่เกิดพันธะระหว่าง dimer ซึ่งสามารถจับกับ CPSF ด้วยแรง 
hydrophobic interaction ED_NS1 dimer นั้นสามารถจับกับ CPSF 2 subunit นอกจากนั้นโปรตีน 
ED-NS1 ยังมีบริเวณที่จับกับ eIF4 บริเวณกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 81-113 และ PABPII ต าแหน่งที่ 
223-230 (Hale et al., 2008)  
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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ภาพที่ 9  แสดงโครงสร้างสามมิติส่วน effector domain (ED) ของโปรตีน NS1 
 
ที่มา: Bornholdt and Prasad (2006) 
 
 ต่อมา Barnhaldt and Prasad (2008) ได้รายงาน X-ray crystal structure โปรตีน NS1 เต็ม
สายของไวรัสไข้หวัดนก A/Vietnam/1203/2004 H5N1 แสดงดังภาพที่ 10 ที่แสดงส่วนของ RBD 
และ ED ที่ต่อเช่ือมกันโดยมีต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 75-79 เป็นส่วนเช่ือม (linker) ระหว่างสอง 
domain  
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 10  แสดงโครงสร้างสามมิติโปรตีน NS1 เต็มสายทั้งส่วน RBD และ ED 
 
ที่มา: Bornholdt and Prasad (2008) 
 
 จากโครงสร้าง crystal structure ของโปรตีน NS1 เต็มสายจากไวรัสไข้หวัดนก 
A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) มีการจับกันเป็น dimer ต่อกันเป็นสายยาว (Barnholdt and Prasad, 
2008) ระหว่างสายของโปรตีน โดย RBD ของโปรตีน NS1 จะเกิด dimer กับ RBD ของ NS1 อีกสาย
หนึ่ง ส่วน ED ก็จะเกิด dimer ต่อกับ NS1 อีกสายหนึ่ง แสดงในภาพที่ 11 
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ภาพที่ 11  แสดงโครงสร้างสามมิติโปรตีน NS1 ที่เกิด oligomerize ต่อเนื่องกันเป็นสายยาว 
 
ที่มา: Bornholdt and Prasad (2008)  
 
 จากภาพสายของโปรตีนที่เป็นสีเหลืองตรงส่วน RBD จะเกิด dimer กับ RBD ของอีกสาย
หนึ่งที่เป็นสีเขียว และเกิดลักษณะ Oligomerize ต่อเนื่องกันเป็นสายยาว ภายในจะแสดงแถบสี
บริเวณที่โปรตีนเกิด interaction กับโมเลกุลอื่น ในส่วน RBD แถบสีน้ าเงิน แสดงส่วนที่เกิดการจับ
กับ dsRNA คือ ต าแหน่งที่ 38 และ 41 ส าหรับ ED แถบสีแดง เป็นต าแหน่งที่จับกับ CPSF30 คือ
ต าแหน่งที่ 183-187 ในการเกิด dimer ระหว่าง ED ของสายโปรตีน NS1 ของไวรัสไข้หวัดนก H5N1 
เกิดจากแรง electrostatic ที่มีพันธะต่างๆดังนี้ คือ เกิด Salt bridge ระหว่าง K131 และ E97, พันธะ 
hydrogen-bond ที่เกิดจาก T91 กับ B193, E196 กบั R200 และ E152 กับ amide group ของ L95 และ 
back bone hydrogen bond ระหว่าง amide group ของ E96 กับ carbonyl group ของ E152 ซึ่ง
แตกต่างจากการเกิด dimer ระหว่าง ED บนโปรตีน NS1 ของไวรัสไข้หวัดใหญ่ H1N1 ที่เกิดจากแรง 
hydrophobic โดยมีต าแหน่ง กรดอะมิโนที่เกี่ยวข้อง คือ V90, V136 และ L141 ที่อยู่ภายในสาย β-
sheet ที่จัดเรียงในทิศตรงกันข้ามกันภายใน ED ของโปรตีน NS1 จากไวรัส H1N1 (Bornholdt and 
Prasad, 2006) ผลจากการวิเคราะห์โครงสร้าง crystal structure ที่จัดเรียงกันเป็น unit cell ดังภาพที่ 
12 เป็นลักษณะท่อสายยาว (tubular) ที่เกิดจากการจับกันระหว่างโปรตีน NS1 3 สายที่จัดเรียงตัวโดย
หันส่วน RBD ที่จับกับ dsRNA เข้าทางด้านใน (แถบสีน้ าเงิน) ภายใน tubular มีลักษณะเป็นอุโมงค์
ที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 20 Å ส่วน ED ที่จับกับ CPSF30 (แถบสีแดง) จะหันออกดา้นนอก 
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ภาพที่ 12  แสดงโครงสร้างสามมิติโปรตีน NS1 ที่เกิด oligomerize แล้วภายใน tubular เกิดลักษณะ
    เป็นอุโมงค์ (A) ภายในอุโมงค์ที่มีส่วน RBD (สีน้ าเงิน) ที่จับกับ dsRNA และ ส่วน ED ที่
    จับกับ CPSF30 (สีแดง) (B) แสดงบริเวณผิวด้านนอกของ tubular 
 
ที่มา: Bornholdt and Prasad (2008)  
 
 โครงสร้างของโปรตีน NS1 ที่เรียงต่อกันเป็นท่อลักษณะ oligomer ท าให้ NS1 สามารถจับ
กับ dsRNA ที่มีขนาดตา่ง ๆ กันได้มีประสิทธิภาพมากขึ้น โดยระหว่างการเพิ่มจ านวนของไวรัส
ภายในเซลล์จะเกิด dsRNA ที่มีขนาดน้อยกว่า 30 คู่เบส ที่สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัได้ (Wang 
and Carmichael, 2004) อีกทั้งส่วนเช่ือมต่อ (linker) ระหว่างส่วน RBD และ ED ที่มีความยืดหยุ่น 
(flexibility) ท าให้โครงสร้าง oligomer ของโปรตีน NS1 สามารถจับกับ dsRNA ที่มีโครงสร้างเป็น
เกลียว helix ในสภาวะต่าง ๆ ได้ดีขึ้น (Barnholdt and Prasad, 2008) โปรตีน NS1 เต็มสายที่จับกัน
เป็น dimer เมื่อท าการตรวจสอบขนาดโปรตีนด้วยเทคนิค size exclusion chromatography พบว่ามี
ขนาด 50 kDa 
 
บทบาทและหน้าที่ของโปรตีน NS1 
 
 โปรตีน NS1 นั้นเป็น nonstructural protein ที่พบเป็นจ านวนมากในเซลล์ที่ติดเช้ือ โปรตีน 
NS1 มีหน้าที่หลากหลาย (multifunctional) ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาระหว่าง protein และ protein และ 
RNA และ protein ในการยับย้ังระบบภูมิคุ้มกันของ host ในภาพที่ 13 ได้แสดง diagram การท างาน
ของโปรตีน NS1 ภายในเซลล์ที่ติดเช้ือ  

A B 
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 การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกนัโดยก าเนิด (innate immune response) เป็นระบบที่ส าคัญ
ในการป้องกันการติดเช้ือจากไวรัส ซึ่งเซลล์ที่ติดเช้ือไวรัสจะมีการหลั่งสารที่เรียกว่า type I 
interferon (IFN) ได้แก่ IFN-α หรือ IFN-β ที่จะถูกสังเคราะห์จากเซลล์ที่ได้รับการติดเช้ือไวรัสโดย
มีกลุม่ยีน (gene) ที่ควบคุมการสังเคราะห์โปรตีนที่เรียกว่า IFN-stimulated antiviral genes (ISGs) อยู่
มากกว่า 300 ยีน (Rundall และ Goodbourn, 2008) เมื่อไวรัสท าให้เซลล์ติดเช้ือจะกระตุ้นให้ 
transcription factor สามารถจับกับ IFN  promoter ซึ่งเป็นผลท าให้เกิดการ transcription ของยีน 
IFN  และผลิต IFN  ออกมา การเกาะจับระหว่าง IFN  กับ IFN receptor ท าให้เกิดการท างาน
ของ Jak protein kinase ซึ่ง protein kinase จะกระตุ้นให้ STAT transcription เกิดการจับอย่างจ าเพาะ
เจาะจงกับ promoter ที่ประกอบด้วย IFN-stimulated regulatory element (ISRE) ซึ่งผลที่เกิดขึ้นคือ
จะมีการผลิต IFN inducible protein จากเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย IFN  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 13  แสดง diagram การท างาน ของโปรตีน NS1 ภายในเซลล์ที่มีการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ 
 
ที่มา: Hale et al (2008) 
 
 จากการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีน NS1 ในการต่อต้านการท างานของ IFN (IFN 
antagonist) นั้นต่างกันตามชนิดของสายพันธ์ุไวรัส โปรตีน NS1 อาจจะยับย้ังการท างานของ IFN 
ในขั้นตอนกอ่นการ transcription (pre-transcription) ที่เกิดในนิวเคลียสหรือหลังการ transcription 
(post-transcriptional) ที่เกิดในไซโทพลาซึม ซึ่งมีรายงานว่าโปรตีน NS1 ของไวรัสสายพันธ์ุ 
A/Pureto Rico/8/34 (PR8) มีคุณสมบัติ anti-IFN ในขั้นตอน pre-transcription ส่วนโปรตีน NS1 
ของไวรัสชนิดอื่นมีคุณสมบัติยับย้ังในขั้นตอน post-transcription (Kochs et al., 2007)  
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 การยับย้ังการสร้าง IFN-β ในขั้นตอน pre-transcription โปรตีน NS1 สามารถจับกับ RNA 
สายคู่ (dsRNA) ป้องกันไม่ให้ dsRNA ไปกระตุน้ transcription factor ต่างๆ ที่จ าเป็นต่อการ
เหนี่ยวน าให้เกิดการสร้าง IFN-β โดยโปรตีน NS1 จะมีกรดอะมิโน Arginine ต าแหน่งที่ 38 และ 
Lysine ต าแหน่งที่ 41 ที่อยู่ในส่วน RNA binding domain (RBD) เป็นส่วนที่จับกับ dsRNA ดังที่
กล่าวข้างต้นเพื่อไม่ให้ dsRNA ถูกตรวจจับจากโมเลกุลที่ท าหน้าที่ตรวจจับ pathogen ในไซโทพลา
ซึม เช่น retinoic acic-induced gene I (RIG-I) ซึ่งโปรตีน NS1 นี้ยังสามารถจับกับ RIG-I และ 
dsRNA เป็น complex ขนาดใหญ่ (Guo et al., 2007) จึงท าให้ RIG-I ไม่สามารถกระตุ้นสัญญาณ
ต่อไปในระบบภูมิคุ้มกันได้ ซ่ึงหน้าที่ของ NS1 ในการรบกวนการท างานของระบบภมูิคุ้มกนั
สามารถสรุปได้ดังนี ้
 
1. การยับยั้งการส่งสัญญาณกระตุ้นการผลิต type I IFN 
 
 การตรวจจับ pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) หรือผลผลิตอนุภาคของส่ิง
แปลกปลอมที่เข้าสู่ภายในเซลล์ เช่น nucleic acid, ส่วนประกอบ cell wall ของแบคทีเรียหรือ 
extracellular ATP จะถูกตรวจจับโดย pattern recognition receptor (PRRs) ที่ถูกสังเคราะห์จาก germ 
line (Schmlke and Garcia-Sastre, 2010) โดย PRR ที่ถูกสร้างมีลักษณะแตกต่างกันหลายชนิด 
(families) สามารถตอบสนองและมีผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเย่ือที่มีการติดเช้ือภายใน
เซลล์ท าให้เกิดกระบวนการต่างๆ ได้แก่การหลั่ง cytokine ประเภท type I และ III IFN และ 
chemokine เพื่อกระตุ้น effector cell เช่น antigen-precenting cell (APC) และยังเหนี่ยวน าให้เกิด 
apoptosis ของเซลล์ที่ติดเช้ือด้วย PRRs มีหลาย families ที่มีการรายงานได้แก่ Toll-like receptor 
(TLRs), nucleotide oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs) และ RIG-I-like receptor 
(RLRs) (Mogensen, 2009) 
 
 TLR ที่สังเคราะห์ขึ้นจะอยู่ทั้งบริเวณผิวเซลล์ตรง plasma membrane และภายในถุง 
endosome โดย TLR ที่อยู่บริเวณ plasma membrane ได้แก่ TLR1, 2, 4, 5, 6, 10 และ 11 ส่วนที่อยู่อยู่
ภายในถุง endosome ได้แก่ TLR3, 7, 8 และ 9 ซึ่ง TLR สามารถจับกับอนุภาคไวรัสและ ช้ินส่วน
ของเซลล์แบคทีเรียได้หลายชนิดส าหรับการติดเช้ือไวรัสนั้น TLR3 มีบทบาทในการจดจ าไวรัสที่มี
สายพันธุกรรมแบบ RNA สายคู่ ส่วน TLR7 และ TLR8 มีการจดจ าต่อ RNA สายเดี่ยว โดยที่ TLR3 
จะเหนี่ยวน าให้เกิดการกระตุ้น transcription factor ในการสังเคราะห์โปรตีน IFN regulatory factor 
(IRF) 3, activator protein 1 (AP1) และ p50/p65 (NFkB) ส่วน TLR7 ส่งสัญญาณกระตุ้น AP1, 
NFkB, และ IRF7 โปรตีน RIG-I และ melanoma differentiation associatted protein 5 (Mda-5) เป็น
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โปรตีนที่จัดอยู่ในกลุ่มของ PRR โดย RIG-I จะถูกกระตุ้นโดย cytoplasmic single strand               
5’-triphosphate RNA ในขณะที่โปรตีน Mda-5 จะจับกับ RNA สายคู่ที่มีขนาดยาว (Hornung et al., 
2006) ในภาพที่ 14 แสดงขั้นตอนการกระตุ้น RIG-I ในการส่งสัญญาณเพื่อสังเคราะห์ type I IFN 
โดย RIG-I ประกอบด้วยส่วน repressor domain (RD) 1 domain และ capase-recruitment domain 
(CARD) 2 domain ในสภาวะ inactive ส่วน RD ของ RIG-I จะจัดวางเป็นแบบโครงสร้างปิดชิดกับ
ส่วน CARD 2 domain เมื่อส่วน RD จับกับ RNA ของไวรัสจะเกิดการคลายตัวของโครงสร้าง RIG-I 
ท าให้เกิดการจับกันระหว่าง CARD ของ RIG-I 2 โมเลกุล (CARD-CARD interaction) ซึ่ง RIG-I 2 
โมเลกุล (RIG-I complex) จะถูก Tripartite motif 25 (TRIM25) ท าการเติม Ubiquitin (Ub) ให้กับ 
RIG-I complex จากนั้น RIG-I complex จะเข้าไปจับกับ mitochondrial antiviral signaling adaptor 
(MAVS) ของ mitochondria เป็นสัญญาณกระตุ้น IRF3, IRF7 และ NFkB ที่เป็น transcription factor 
ท าให้เกิดการแสดงออกของ type I IFN และ inflammatory cytokines ต่อไป (Seo et al., 2002) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14  แสดงขั้นตอนการส่งสัญญาณ retinoic acic-induced gene I (RIG-I) ในการกระตุ้นการ
   สังเคราะห์ type I IFN 
 
ที่มา: Hale et al., (2010) 
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 เมื่อเกิดการหลั่ง type I IFN จากเซลล์ที่มีการติดเช้ือไวรัสสามารถจับกับ type I IFN receptor 
ที่อยู่บนผิวเซลล์ที่มีการติดเช้ือไวรัสเช่นเดียวกันหรือเซลล์ข้างเคียง เมื่อเกิดการจับกันระหว่าง IFN 
กับ IFN receptor จะเกิด type I IFN signaling กระตุ้น IRF7 ที่สามารถจับกับ promoter ของ type I 
IFN เพื่อเพิ่มปริมาณการสร้าง IFN ต่อไดอ้ีกด้วย อีกทั้ง IFN receptor จะส่งสัญญาณกระตุ้นบริเวณ 
IFN-stimulated regulatory element (ISRE) ที่เป็นบริเวณ promoter ของกลุ่มยีนที่เรียกว่า IFN-
stimulated genes (ISG) แต่มีกลุ่มยีน RIG-I, Mda5, IRF7, TLR3/7 และ STAT1 ที่ส าคัญในการ
กระตุ้นการแสดงออกของ type I IFN นอกจากนี้ ISG ยังรวมถึงโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ 
transcription และ translation ยีนของระบบภูมิคุม้กันในเซลล์เจ้าบ้านควบคุมการเกิด apoptosis และ
ตรวจจับโมเลกุลที่เป็น PAMP อีกด้วย บทบาทของโปรตีน NS1 ในการยับย้ังการระตุ้น PRRs ให้ส่ง
สัญญาณในระบบ innate immune โดยโปรตีน NS1 สามารถจับกับ RIG-I และ dsRNA ท าให้ RIG-I 
ไม่สามารถจับกับ RNA ของไวรัส นอกจากนั้น NS1 ยังสามารถจับกับ TRIM25 จึงท าให้ TRIM25 
ไม่สามารถเติม Ub ให้กับ RIG-I ได้ เมื่อ RIG-I และ TRIM25 ถูกยับย้ังไม่สามารถท างานได้ วงจร
การกระตุ้นโปรตีน IFN regulatory factor ต่างๆ จึงไม่เกิดขึ้น 
 
2. การยับยั้งและลดการแสดงออกโปรตีนของเซลล์เจ้าบ้าน 
 
 บทบาทของโปรตีน NS1 ที่ลดการแสดงออกของโปรตีนของเซลล์เจ้าบ้านโดยการรบกวน
กระบวนการ splicing ของ pre-mRNA ซึ่งตามปกติในกระบวนการ splicing ของเซลล์นั้นจะมี
โมเลกุลเชิงซ้อน (complex) ที่เรียกว่า spliceosome มีส่วนส าคัญในการเร่ิมต้นการ splicing ซึ่ง
ภายใน spliceosome มีองค์ประกอบของสายนิวคลีโอไทด์ที่เรียกว่า spliceosomal small nuclear (sn) 
RNA ซึ่งมี U6 snRNA เป็นตั่วเร่งปฎิกิริยาภายใน spliceosome โดย U6 snRNA มีส่วน stem bulge 
เป็นลักษณะ RNA สายคู่ที่สามารถจับกับส่วน RBD ของโปรตีน NS1 ท าให้เกิดการยับย้ัง 
spliceosome ในการ splicing ได้ (Wang and Krug, 1998) กระบวนการ maturation ของสาย IFNβ 
mRNA ของเซลล์จะมีโปรตีน poly (A) binding protein II (PABP II) และส่วนของ 30 kDa subunit 
ของ cleavage and polyadenylation specificity factor (CPSF30) ที่ท าหน้าที่ในการ processing      3’-
end โดยการเติมหมู่ poly (A) (polyadenylation) ให้กับสาย mRNA ของเซลล์ เป็นสาย mRNA ที่
สมบูรณ์และสามารถขนส่งออกจากนิวเคลียสแล้วสังเคราะห์เป็นโปรตีนที่ไซโทพลาซึมได้ ซึ่งส่วน 
กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 144 และ 184-188 ของ effector domain (ED) ของโปรตีน NS1 นั้นเป็น 
motif ที่มีคุณสมบัติ Zinc finger (F2F3) สามารถจับกับโปรตีน CPSF30 ได้ จึงสามารถยับย้ังการ
ท างานของโปรตีน CPSF30 ในการ processing บริเวณ 3’-end ของสาย pre-mRNA IFN ของเซลล์ 
(Twu et al., 2006) มีรายงานการศึกษาการท างานของโปรตีน NS1 ของเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สาย
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พันธ์ุ A/Texas/36/91 ที่สามารถยับย้ังการสังเคราะห์ mRNA ของ IFN-β ซึ่งเกิดขึ้นระหว่างการติด
เช้ือโดยป้องกันไม่ให้มีการ process สาย mRNA ของ IFN-β ในขั้นตอน post-transcription ที่เกิด
ภายในนิวเคลียสได้อย่างสมบูรณ์ (Twu et al, 2007) ซึ่งสามารถอธิบายได้ว่าในกระบวนการขนถา่ย 
mRNA จากนิวเคลียสอออกไปยังไซโทพลาซึม (nucleo-cytoplasmic transport) mRNA ที่มีส่วนของ 
3’ poly (A) tail สามารถจับกับโปรตีน NS1 ได้ (Qiu and Krug, 1994) กรดอะมิโนในต าแหน่ง 215-
237 ในส่วน ED ของโปรตีน NS1 ยังสามารถจับกับโปรตีน PABP II ที่มีหน้าที่เติม (elongation) หมู่ 
poly-A ทางด้าน 3’-end ให้กับสาย pre-mRNA ดังนั้นโปรตีน NS1 จะยับย้ังการท างานของโปรตีน 
PABP II สาย pre-mRNA ของเซลล์จึงไม่สามารถถูกขนส่งออกจากนิวเคลียสได้ (Chen et al., 1999) 
ส าหรับบทบาทของโปรตีน NS1 ในการส่งเสริมการสังเคราะห์โปรตีนของไวรัสเองนั้นในต าแหน่ง
กรดอะมิโนที่ 81-113 ของโปรตีน NS1 เป็นบริเวณที่สามารถจับกับ eukaryotic initiation factoc 4 
GI (eIF4GI) ซึ่งเป็น subunit หนึ่งของ eIF4F cap-binding complex ที่ท าหน้าที่ในการเร่ิมต้น
กระบวนการ  translation สร้างโปรตีนในไซโทพลาซึมของเซลล์ เมือ่โปรตีน NS1 จับกับ eIF4GI 
และ poly (A) binding protein I (PABP I) เกิดเป็น heterotrimeric NS1-PABP I-eIF4GI complex 
(Aragon et al., 2000; Burgui et al., 2003) ส่งเสริมการ transcription โปรตีนของไวรัส และท าให้
กระบวนการ translation โปรตีนของเซลล์เจ้าบ้านลดลงด้วย 
 
3. การยับยั้งโปรตีนที่มีหนา้ที่ต่อต้านไวรัสภายในเซลล์เจ้าบ้าน 
 
 เมื่อมีการสร้าง type I IFN แล้วจะท าให้เกิดวงจรในการกระตุ้นโปรตีนที่สามารถย้ับยังการ
เพิ่มจ านวนของไวรัสได้อีก คอื dsRNA-dependent serine/threonine protein kinase R (PKR) และ  
2’, 5’-oligoadenylate synthetase (OAS) โดยโปรตีน OAS จะถูกกระตุ้นด้วย dsRNA ที่เกิดจากการ
จ าลองสายพันธุกรรมของไวรัสระหว่างเซลล์ติดเช้ือ โดยอาศัย ATP ซึ่งท าให้สาย 2’, 5’-
oligoadenylate chain เกิดการ dimerization แล้วกระตุ้นให้ RNaseL ท าการย่อยสาย RNA ของไวรัส
ยับย้ังไม่ให้ไวรัสเพิ่มจ านวนได้ (Silverman, 2007) เมื่อเกิดการติดเช้ือส่วนของ RNA binding 
domain (RBD) ของโปรตีน NS1 จะจับกับสาย dsRNA จึงท าให้ OAS ไม่สามารถจับกับ dsRNA 
แล้วกระตุ้นกระบวนการที่ยับย้ังการจ าลองตัวของไวรัส นอกจากนั้น dsRNA ยังสามารถจับและ
กระตุ้น PKR ให้เกิดปฏิกิริยา phosphorylation กบั α-subunit ของ translation initiation factor 2 
(eIF2) ซึ่งมีผลท าให้เกิดการยับย้ังการผลิตโปรตีนของเซลล์และไวรัสที่มีการติดเช้ือ 
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 โปรตีน PKR จะท าการเติมหมู่ phosphate (phosphorylation) ให้กับโปรตีน eIF2 ให้อยู่ใน
สภาวะ active ที่สามารถท าหน้าที่ในการสังเคราะห์โปรตีนของเซลล์ การทดลองระดับ In vitro 
แสดงให้เห็นว่าโปรตีน NS1 จะแข่งกับ PKR ในการจับ dsRNA เมื่อโปรตีน NS1 จับกับ dsRNA นั้น
จะขัดขวางให้การจับระหว่าง dsRNA และ PKR เกิดขึ้นน้อยลง นอกจากนั้นโปรตีน NS1 สามารถ
จับกับโมเลกุลของ PKR ได้โดยตรง ซึ่งส่วนของโปรตีน NS1 บริเวณกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 123-
127 สามารถจับกับ PKR จึงท าให้ PKR ไม่สามารถจับกับ dsRNA และไม่เกิดกระบวนการยับย้ัง 
translation ของโปรตีนไวรัสได้  ซึ่งโปรตีน NS1 นั้นสามารถยับย้ังการท างานของโปรตีนที่ท า
หน้าที่ต้านไวรัสภายในเซลล์ 2 ชนิด คือ RNaseL ซึ่งถูกกระตุ้นให้อยู่ในรูปที่ท างานได้โดย OAS 
และ PKR โดยโปรตีน OAS/RNaseL และ PKR เป็นโปรตีนที่ส าคัญในการยับย้ังกระบวนการ 
transcription และ translation ของไวรัส และการเกิด apoptosis ของเซลล์ (Garcia et al., 2006) 
 
4. การยับยั้งการเกิด apoptosis ของเซลล ์
 
 กระบวนการ apoptosis เป็นกระบวนการต่อต้านไวรัสของเซลล์ที่เกิดขึ้นเพื่อไม่ให้ไวรัส
สามารถเพิ่มจ านวนได้ ซ่ึงในขณะที่มกีารติดเช้ือไวรัสพบว่าไวรัสมีความเกี่ยวข้องกับ apoptosis แต่
ยังไม่ทราบกระบวนการทั้งหมดอย่างชัดเจน ถึงแม้ว่าไวรัสไข้หวัดใหญ่มีการพัฒนากลยุทธ์ิต่างๆ 
เพื่อหลบหลีกการป้องกันจากเซลล์เจ้าบ้าน แต่อย่างไรก็ตามมีรายงานพบว่า pro-apoptotic factors 
ของเซลล์มีส่วนช่วยให้ไวรัสไข้หวัดใหญ่นั้นมีประสิทธิภาพในการเพิ่มจ านวนได้ นอกจากนั้นยัง
พบว่าโปรตีน NA และ PB1-F2 ของไวรัสไข้หวัดใหญ่ท าหน้าที่เป็น pro-apoptotic ได้อีกด้วย 
(Palese and Shaw, 2007) กลไก pro-apoptotic และ anti-apoptotic นั้นอาจเป็นกลไกที่ส าคัญในการ
เพิ่มจ านวนของไวรัส ซึ่งการที่กระบวนการ apoptotis ถูกยับย้ังในช่วงแรกของการติดเช้ือนั้นจะท า
ให้ไวรัสสามารถเพิ่มจ านวนได้และในขณะที่การส่งเสริมให้เกิด apoptosis ในช่วงท้ายของการติด
เช้ือในเซลล์จะท าให้มีการปลดปล่อย progeny virions ออกมาภายนอก ส่วนบทบาทของโปรตีน 
NS1 ในการกระตุ้น apoptosis นั้นยังไม่ทราบกระบวนการอย่างชัดเจน แต่ได้มีรายงานว่ามีหน้าที่
เกี่ยวข้องกับ pro-apooptotic และ anti-apoptotic (Ehrhardt et al., 2007) จากการทดลองให้มีการติด
เช้ือไวรัส PR8 ที่มีส่วนหนึ่งของโปรตีน NS1 ขาดหายไป (deleted NS1) ในเซลล์ MDCK ซึ่งเป็น
เซลล์ที่หลั่ง IFN ได้พบว่ามีการเกิด apoptosis มากกว่าเซลล์ที่ติดเช้ือ PR8 (Zhirnov et al., 2002) 
โปรตีน NS1 จึงท าหน้าที่ anti-apoptotic ที่เกี่ยวข้องในการยับย้ังการสร้าง IFN ระหว่างการติดเช้ือ
ไวรัสไข้หวัดใหญ่ 
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5. การยับยั้งการกระตุ้น adaptive immune ผ่าน DC 
 
 เมื่อร่างกายมีการติดเช้ือไวรัสจะถูกตรวจพบโดยเซลล์ dendritic sentinel (DCS) ซึ่ง DCS ที่
จับเช้ือก่อโรคได้จะถูกกระตุ้นให้เจริญเป็น mature DC ซึ่งมีการหลั่ง cytokines และเคลื่อนที่ตอ่ไป
ยังต่อมน้ าเหลืองเพื่อท าการน าเสนอ antigen ที่จ าเพาะต่อ helper T cell การตอบสนองภูมคิุ้มกันแบบ 
adaptive immune จะมีความจ าเพาะต่อไวรัสที่มากระตุ้นโดยการจดจ าผ่านโมเลกุลเฉพาะบนผิว T 
cell โดยที่ cytotoxic T-cell จะท าลายเซลล์ที่ติดเช้ือไวรัสโดยตรง ในขณะที่ helper T cell จะผลิต 
cytokines เช่น IFN-γ และ TNF-β จากการทดลองในหนูโดยท าให้หนูติดเช้ือไวรัสไข้หวัดนก 
H5N1 โปรตีน NS1 มีผลท าให้สาร cytokines และ TNF β ในไขกระดูกมีปริมาณลดลง (Hyland et 
al., 2006) นอกจากนีก้ารติดเช้ือ PR8/NS1 จะมีผลต่อยีนต่างๆที่มสี่วนต่อการพัฒนาและการท างาน
ของ dendritic cell ซึ่ง DCS ที่ถูกท าให้ติดเช้ือไวรัสจะไม่สามารถพัฒนาเป็น mature DC ที่สามารถ
กระตุ้น helper T cell ท าการหลั่ง IFN γได้ การแสดงออกของยีนที่มีส่วนเกี่ยวข้องในการสร้าง DC 
จะมีกลุ่มยีนและกลไกการแสดงออกที่จ าเพาะโดยไม่เกี่ยวข้องกับการหลั่ง TNF-β (Fernandez-
Sesma et al., 2006) ในป้องกันติดเช้ือไวรัสนั้นต้องการการกระตุ้นซ้ าจาก memory T-cell โดยท า
การน าเสนอ antigen ต่อ DC ที่อยู่ในไขกระดกู โปรตีน NS1 มีหน้าที่ยับย้ังการเจริญไปเป็น mature 
DC ที่สามารถช่วยก าจัดไวรัสได้ (Castiglioni et al., 2008) 
 

ยาต้านไวรัสทีม่ีเป้าหมายบนโปรตีนของไวรัสไขห้วัดไข้หวัดใหญ ่
 
 ยาต้านไวรัสนั้นมีความส าคัญในการป้องกันการติดเช้ือจากไวรัสไข้หวัดใหญ่เมื่อมีการ
ระบาดเกิดขึ้น และเป็นสิ่งส าคัญในการรักษาส าหรับผู้ที่ติดเช้ือที่ไม่เคยได้รับเช้ือมาก่อน ยาต้าน
ไวรัสต้องใช้ในการรักษาภายใน 30 ช่ัวโมงหลังจากได้รับเช้ือถึงจะมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการ
เพิ่มจ านวนของไวรัส และยาต้านไวรัสนั้นยังสามารถเก็บเป็นคลังยาไว้ใช้ในขณะที่เกิดการรระบาด
ของไวรัส ซึ่งเป็นสิ่งจ าเป็นในการป้องกันการกลบัมาระบาดอกีครั้งของเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่และ
ไข้หวัดนก H5N1 ยาต้านไวรัสไข้หวัดใหญ่ที่ใช้ในการรักษาอยู่ในปัจจุบันนั้นมีเป้าหมายอยู่ที่
โปรตีน M2 และ neuraminidse (NA)   
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1. ยาต้านไวรัสที่มี M2 เป็นเปา้หมาย 
 
 ยาต้านไวรัสที่มีโปรตีน M2 เป็นเป้าหมายคือ amantadine และ rimantadine ซึ่งมีช่ือทาง
การค้าคือ Symmetrel และ Flumadine ตามล าดับ ลักษณะของโปรตีน M2 ประกอบด้วยกรดอะมิโน 
97 ตัว แล้วม้วนพับเป็นโครงสร้าง α-helix M2 helix จ านวน 4 อัน (tetramer) ฝังอยู่ในเย่ือหุ้มไขมนั 
2 ช้ันของไวรัสประกอบขึ้นเป็นช่องผ่านเย่ือบุ (channel membrane protein) ของอนุภาคไวรัส ซึ่งท า
หน้าที่เป็นช่องผ่านเข้าออกของโปรตอน (H+-ion channel) เมื่อไวรัสเข้าสู่เซลล์จะมีการปั๊มโปรตอน
เข้าไปท าให้ pH ภายในอนุภาคไวรัสต่ าลงแล้วเกิดการแตกออกของโปรตีน matrix ไวรัสจึงสามารถ
ปลดปล่อยสารพันธุกรรมเข้าสู่ไซโทพลาซึม (uncoat) โดยมีกรดอะมิโน Histadine ต าแหน่งที่ 37 
และ Tryptophane ต าแหน่งที่ 41 ท าหน้าที่ตรวจจับ pH และ H+ ในการเข้าออก ซึ่ง amantadine จะ
เข้าไปยับย้ังไม่ให้โปรตีน M2 ท าหน้าที่ในการผ่านเข้าออกของ H+ ได้ จึงไม่สามารถปลดปล่อยสาร
พันธุกรรมออกจากอนุภาคไวรัส ดังแสดงในภาพที่ 15 ซึ่งต่อมาในปี 2005 ถึง 2006 พบว่ามีการดื้อยา 
amantadine ในไวรัสไข้หวัดใหญ่ตามฤดูกาล H3N2 และ H1N1 ที่ 90.5 % และ 15.5 % ตามล าดับ 
อีกทั้งยังมีรายงานว่าผู้ที่ติดเช้ือไวรัส H5N1 ดื้อตอ่ยา amantadine (Puthavathana et al., 2005) ซึ่งจาก
การศึกษาล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน M2 ที่ดื้อต่อยา amantadine พบว่ากรดอะมิโน Asparagine 
ต าแหน่งที่ 31 ได้เปลี่ยนเป็น Serine ท าให้มีผลต่อบริเวณที่เป็นเป้าหมายของยาต้านไวรัสจึงไม่
สามารถยับย้ังการท างานของโปรตีน M2 ได้ (Deyde et al., 2007)  
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ภาพที่ 15  แสดงโครงสร้างสามมิติของโปรตีน M2 ที่อยู่บริเวณ viral membrane (A) X-ray    
structure ของส่วน transmembrane domain (residues 22-46) ของโปรตีน M2 จ านวน 4  
โมเลกุล ที่มีโครงสร้างเป็น tetramer และจับกับ amantadine 1 โมเลกุล (B) NMR  
structure ของส่วน transmembrane domain และ C-terminal (residues 18-60) ของ โปรตีน 
M2 ที่จับกับ rimantadine 4 โมเลกุล 

 
ที่มา: Krug and Aramini (2009) 
 
2. ยาต้านไวรัสที่มี NA เป็นเปา้หมาย 
 

 โปรตีน NA ที่ย่ืนออกมาจากผิวอนุภาคไวรัสประกอบด้วย NA 4 โมเลกุล (tetramer) โดยแต่
ละ monomer มีส่วนที่เป็น sialic acid binding pocket ดังแสดงในภาพที่ 16 กรดอะมิโนบริเวณนี้มี
ความอนุรักษ์สูงทั้งในไวรัส influenza A และ B ยาต้านไวรัสที่มีเป้าหมายต่อโปรตีน NA คือ 
zanamivir และ oseltamivir ซึ่งมีช่ือทางการค้า Relenza และ Tamiflu ตามล าดับ ยาต้านไวรัสทั้งสอง
นั้นเป็นโมเลกุลที่สามารถแย่งจับแทนที่ sialic acid ตรงบริเวณ sialic acid binding site (ภาพที่ 17) 
ของโปรตีน NA ต่อมามีการรายงานว่าในปี 2007 ไวรัสไข้หวัดใหญ่ได้ดื้อต่อยาต้านไวรัสทั้งสอง
ชนิดนี้ (Lackenby et al., 2008) เป็นเพราะว่าไวรัสไข้หวัดใหญ่นั้นได้มีการพัฒนาหลบหลกีการ
ยับย้ังการเพิ่มจ านวนด้วยยาต้านไวรัสโดยการเปลี่ยนแปลง (mutation) กรดอะมิโน  Histadine 
ต าแหน่งที่ 274 ไปเป็น Tyrosine ซึ่งการเปลี่ยนแปลงนี้มีผลต่อการจัดวางตัวของกรดอะมิโน 
Glutamine ต าแหน่งที่ 276 ตรงบริเวณ active site ท าให้ hydrophobic interaction ระหว่างโมเลกุล
เกิดการเปลี่ยนแปลง และอีกทั้งยังเกิดการ mutation ของ Arginine ต าแหน่งที่ 292 ไปเป็น Lysine 

A B 
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ด้วยปัจจัยทั้งสองนี้จึงท าให้ยาต้านไวรัสไม่สามารถจับบริเวณ sialic acid binding pocket ของ NA 
ได้ และส่งผลให้เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่เกิดการดื้อต่อยา oseltamivir และ zanamivir (ภาพที่ 18) (Das 
et al., 2010) 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 16  แสดงโครงสร้างโปรตีน neuraminidse (NA) และ sialic acid binding pocket  
 
ที่มา: Martin (2000) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 17  (A) แสดง sialic acid binding site ที่เป็นเป้าหมายของยาต้านไวรัส (B) โครงสร้างสามมิติ
   ของยาต้านไวรัส Zanamivir และ Oseltamivir ที่สามารถจับกับ sialic acid binding site 
 
ที่มา: Collins et al., (2008) 
 
 
 
 
 
 

A B 
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ภาพที่ 18  แสดงการเกิด mutation ของ Histadine ต าแหน่งที่ 274 ซึ่งเปลี่ยนไปเป็น Tyrosine และมี
    ผลเปลี่ยนแปลงการวางตัวของกรดอะมิโน Glutamine ต าแหน่ง 276 ใน sialic acid     
    binding site 
 
ที่มา: Das et al .,(2010) 
 
การศึกษาโครงสร้างสามมิติโปรตีนและการคัดสรร (virsaul screening) สารประกอบส าหรับค้นหา

ตัวยาใหม่  
 

 เทคนิคการพัฒนาตัวยาต้านไวรัสใหม่ๆ นั้นมีหลายแนวทาง ซ่ึงมีความส าคัญทางการแพทย์
ที่ใช้ในการรักษาผู้ป่วยที่ติดเช้ือไวรัส ในการศึกษาคุณสมบัติของสารประกอบ (compound) ที่น ามา
พัฒนาเป็นตัวยาในระดับโมเลกุลนั้นต้องศึกษาถงึเป้าหมายการออกฤทธ์ิของสารประกอบว่ามี
เป้าหมายต่อโมเลกุลใดและมีผลอย่างไรต่อระบบชีวภาพเมื่อน าไปใช้ในการรักษาจริง เป้าหมายของ
สารประกอบที่พัฒนาไปเป็นตัวยาส่วนมากจะยับย้ังโมเลกุลของโปรตีนในบริเวณที่มีผลต่อการ
ท างานของโปรตีนท าให้ไม่สามารถท างานได้ตามปกติและตอ้งมีความจ าเพาะสูง ซึ่งการที่จะท าการ
คัดสรรสารประกอบได้จะต้องทราบถึงโครงสร้างสามมิติ (3D structure) ของโปรตีนว่ามีรูปร่างและ 
active site แบบใดจึงสามารถคัดสรรสารประกอบ ได้อย่างเหมาะสม  
 
1. การจ าลองโครงสร้างสามมิติของโปรตีน 
  
 การสร้างแบบจ าลองโครงสร้างสามมิติของโปรตีน เป็นการท านายโครงสร้างสามมิติจาก
โปรตีนต้นแบบที่มีโครงสร้างที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี x-ray crystallography และ nuclear 
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magnatic resonance (NMR) ซึ่งมีฐานข้อมูล Protein data base (PDB) ที่รวบรวมโครงสร้างของ
โปรตีนที่มีการพิสูจน์โครงสร้างแล้วและมีการรวบรวมโครงสร้างโปรตีนใหม่ตลอดเวลา  
 
 จากที่มีการรวบรวมข้อมูลทางชีวภาพเกี่ยวกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนในสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ 
ในฐานข้อมูลของ Gen Bank (Benson et al., 2009) ที่มีข้อมลูของล าดับนิวคลีโอไทด์เกือบประมาณ 
100 ล้านล าดับนิวคลีโอไทด์ และข้อมูลใน Protein Data Bank (PDB) ที่รวบรวมข้อมูลของ
โครงสร้างโปรตีนมากกว่า 55,000 โครงสร้าง (Berman et al., 2000) ที่ท าให้ระบบสารสนเทศทาง
ชีวภาพ มีข้อมูลที่เช่ือมโยงกัน อีกทั้งในปัจจุบันคอมพิวเตอร์ที่ใช้ในการปฎิบัติงานมีพลัง
ความสามารถในการประมวลผลสูง จึงสามารถพัฒนาโปรแกรมที่ใช้เป็นเคร่ืองมือในการศึกษา
โครงสร้างโปรตีนของส่ิงมีชีวิต โดยอาศัยสมมติฐาน และข้อมูลที่รวบรวมจากงานวิจัยทางชีวภาพที่
มีในฐานข้อมลูต่างๆ เครือข่ายอินเตอร์เนตในปัจจุบันได้มีการใช้งาน และพัฒนาอย่างกว้างขวาง จึง
ท าให้ได้มีการพัฒนาโปรแกรม (Software) ที่ใช้ส าหรับงานวิจัยทางด้านชีวภาพ ซ่ึงเครือข่ายที่ใช้ใน
การศึกษาวิจัยด้านวิทยาศาสตร์ชีวภาพที่เกี่ยวข้องกับการจ าลองโครงสร้างสามมิติของโปรตีนที่นิยม
ใช้อยู่ในปัจจุบัน ได้แก่ Expasy (Gasteiger et al., 2003), NCBI, EMBL-EBI, Biology WorkBench 
(Subramaniam, 1998) ซึ่งโปรแกรมอื่น ๆ ที่มีทางเครือข่ายอินเตอร์เนตได้แสดงไว้ในตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2  ตัวอย่างโปรแกรมจ าลองโครงสร้างสามมิติของโปรตีนที่มีในเวบไซต์ 
 

โปรแกรม เวบไซต์ 
GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ 

Protein Data Bank http://www.rcsb.org 
Expasy http://ca.expasy.org/ 
NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

EMBL-EBI http://www.ebi.ac.uk/ 
InterPro http://www.ebi.ac.uk/interpro/ 

Swiss-Prot http://ca.expasy.org/sprot/ 
UniProt http://www.uniprot.org/ 
SMART http://smart.embl-heidelberg.de/ 

Pfam http://pfam.sanger.ac.uk/ 
PROSITE http://ca.expasy.org/prosite/ 
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ตารางที่ 2 (ต่อ)  
 

โปรแกรม เวบไซต์ 
MODELLER http://salilab.org/modeller/ 

SWISS-MODEL http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html 
PredictProtein http://www.predictprotein.org/ 

SSPro http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/ 
Rosetta http://robetta.bakerlab.org/ 
PRINTS http://www.bioinf.manchester.ac.uk/dbbrowser/ 

PROCHECK http://www.biochem.ucl.ac.uk/roman/procheck/procheck.html 
HADDOCK http://www.nmr.chem.uu.nl/haddock/ 

AMBER http://ambermd.org/ 
Verify3D http://nihserver.mbi.ucla.edu/Verify_3D/ 

GROMACS http://www.gromacs.org// 
T-Coffee http://tcoffee.vital-it.ch/cgi-bin/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi 
ProSA https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php 
FlexX http://www.biosolveit.de/flexx/ 

TINKER http://dasher.wustl.edu/tinker/ 
ClusPro http://cluspro.bu.edu/login.php 

 
ที่มา: Saxena et al., (2009) 
 
 ในการจ าลองโครงสร้างและหน้าที่ของโปรตีนจากล าดับกรดอะมิโน ฐานขอ้มลูที่ส่วนมาก
ที่นิยมใช้ในการค้นคว้า ได้แก่ NCBI หรือ Swiss-Prot (Bairoch et al., 2004) โดยมีโปรแกรม 
BLAST หรือโปรแกรม FASTA (Pearson, 1990) เป็นเคร่ืองมือ (tool) ใช้ส าหรับเปรียบเทียบ 
(alignment) ล าดับกรดอะมิโนที่ตอ้งการศึกษาที่ใกล้เคียงหรือเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนภายใน
ฐานข้อมลูที่มีการศึกษาโครงสร้างและหน้าที่การท างานไว้แล้วมาเป็นต้นแบบ โดยใช้สมมติฐานว่า
โปรตีนที่มีล าดับกรดอะมิโนเหมือนกันมากกว่า 40 % จะมีการม้วนพับ (folding) เป็นโครงสร้าง 
และมีหน้าที่ในการท างานเหมือนกัน (Davidson, 2008) การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนภายใน
ฐานข้อมลูที่มีล าดับกรดอะมิโนหลายชนิด ซึ่งโปรแกรมที่นิยมใช้ในการเปรียบเทียบ ได้แก่ 
ClustalW (Larkin et al., 2007) เป็นโปรแกรมที่ใช้งานส าหรับการเปรียบเทียบความเหมือนของ
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ล าดับกรดอะมิโนหลายชนิด (multiple sequence alignments) ซึ่งมีค่าทางสถิติ expectation value (E-
value) ที่ใช้ในการพิจารณา โดยล าดับกรดอะมิโนจากฐานข้อมูลใดที่มีค่า E-value ที่ต่ า แสดงว่า
ล าดับกรดอะมิโนนั้นมคีวามเหมือนล าดับอะมิโนโปรตีนที่ต้องการศึกษามากที่สุด การจ าลอง
โครงสร้างสามมิติ ของโปรตีนมีความส าคัญส าหรับการศึกษาวิจัยโปรตีนต่าง ๆ ที่ต้องการทราบ
หน้าที่และบทบาททางชีวภาพ เช่น การศึกษา electrostatic ภายในโมเลกุล, การท านาย active site 
หรือ binding side ส าหรับ ligand หรือ small molecule ต่าง ๆ และ การศึกษาระบุต าแหน่งกรดอะมิ
โนที่ส าคัญบนโปรตีนโดยวิธี site-directed mutagenesis เป็นต้น ซึ่งการศึกษาเหล่านี้ต้องใช้ล าดับ
กรดอะมิโนของโปรตีนที่มีโครง x-ray crystal structure หรือ NMR ปรากฏในฐานข้อมูลเพื่อใช้ใน
การเปรียบเทียบ 
 
 โปรแกรมที่ใช้ส าหรับจ าลองโครงสร้างสามมิติของโปรตีน ได้แก่ FUGUE (Shi et al., 
2001) และ MODELLER (Murts-Benom et al., 2000) อีกทั้งยังมีโปรแกรมทางอินเตอร์เนต เช่น 
SWISS-MODELLWE (Schwede et al., 2003) ที่ใช้ส าหรับสร้างโครงสร้างสามมิติของโปรตีน เมื่อ
ได้โครงสร้างสามมิติของโปรตีนที่ต้องการศึกษา ต้องท าการตรวจสอบความถูกต้องของโครงสร้าง
โปรตีนที่ได้จ าลองขึ้นมา (Structure validation) ด้วยการตรวจสอบ backbone distortion การจัด
วางตัวของ side-chain และประจุ ภายในโครงสร้างโปรตีน ซ่ึงเป็นเป็นสิ่งส าคัญในขั้นตอนสุดท้าย 
โปรแกรมที่ช่วยในการตรวจสอบโครงสร้าง ได้แก่ โปรแกรม PBOCHECK (Luskowski et al., 
1993) และ WHATIF (Vricnd, 1990) เป็นต้น 
 
2. Molecular Docking 
 
 ในการศึกษาโครงสร้างของโปรตีนหลายๆ ชนิดในการทดลองจริงอาจท าได้ยาก ซ่ึง
การศึกษาการท างาน หรือคุณสมบัติของโปรตีน เช่น ศึกษาบริเวณ active site หรือบริเวณที่เกิด 
interaction กับโมเลกุลอื่น อาทิ การจับกับโมเลกุลของยา ligands หรือโปรตีนด้วยกัน ซึ่งการทดลอง
แบบ In vitro ที่ทดลองในหลอดทดลองนัน้อาจไม่สะดวกที่จะทดสอบสารต่างๆ ได้ครั้งละจ านวน
มาก หรือจากข้อจ ากัดจากสภาวะต่าง ๆ ดังนั้นจึงมีเทคนิคที่จ าลองการเกิด interaction ระหว่าง
โมเลกุลที่เรียกว่า Molecular Docking  โดยโปรแกรมที่ใช้ในการค านวณส าหรับ Docking นั้นมี
หลายโปรแกรม แต่ทุกโปรแกรมจะมีส่วนประกอบพื้นฐานที่ส าคัญ 2 ประการ คือ การค้นหา 
algorithm และ ค่าพลังงาน (energy scoring function) (Leach et al., 2006) ซึ่งการค านวณพลังงาน
จากการ docking เป็นการค านวณสารประกอบในลักษณะโครงสร้างสามมิติที่เป็น convalent 
structure ในการเลือกโปรแกรมที่จะใช้ในการ docking ต้องพิจารณาในงานวิจัยที่ต้องการศึกษา โดย
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บางโปรแกรมจะมีระบบ และ parameter ที่อาจจ าเพาะต่อประเภทของโครงสร้างโปรตีน หรือ
โมเลกุลขนาดเลก็ แต่บางโปรแกรมก็สามารถใช้ได้กับโครงสร้างโปรตีนทั่วๆ ไป การ docking แบ่ง
ได้เป็น 2 แบบ คือ การ docking ระหว่างโปรตีนกับ compound และโปรตีนกับโปรตีน โปรแกรม 
docking ส าเร็จรูปที่นิยมใช้โดยทั่วไป ได้แก่ Auto Dock (Goodsell and Olson, 1990) , FlexX (Rarey 
et al., 1995), GLIDE (Friesner et al., 2004) , GOLD (Jones et al., 1995), HADDOCK (Dominguez 
et al., 2003) และ RosettaDock (Schueler-Furman et al., 2005)  
 
3. การคัดสรรเสมือนจริง (Vitual Screening) 
 ซึ่งเทคนิคการคัดสรรเสมือนจริง (Virtual screening) เป็นเทคนิคที่ใช้ในการออกแบบยา
สมัยใหม่โดยการสร้างแบบจ าลองทางคอมพิวเตอร์ที่เป็นการลดขั้นตอนและเวลาในการหาสารออก
ฤทธ์ิที่มีจ านวนมากๆ โดยในงานวิจัยนี้ใช้โปรแกรม AutoDock 3.0.5 โดยการค านวณค่าพลังงาน
ด้วยคอมพิวเตอร์และท าการคัดเลือกสารออกฤทธ์ิที่สามารถ จับบนโปรตีนเป้าหมาย และท าการ
วิเคราะห์ค่า binding energy จากผลของการท า molecular docking ของสารที่สามารถ binding บน
เป้าหมายของโปรตีน NS1  
 
 เทคนิคการคัดสรรเสมือนจริง เป็นเทคนิคที่ใช้ในการออกแบบยาสมัยใหม่ โดยการสร้าง
แบบจ าลองบนคอมพิวเตอร์ เพื่อศึกษาอัตรกิริยาของโมเลกุลขนาดเล็กกับโปรตีนเป้าหมาย แล้ว
วิเคราะห์ผลจากค่า binding energy ระหว่างสารประกอบกับโปรตีน ว่าสารประกอบตัวใดใน
ฐานข้อมลูที่มีค่า binding energy ต่ าที่สุดจะเป็นสารประกอบที่สามารถยับย้ังการท างานของโปรตีน
ชนิดนั้นได้ดี การหาตัวยาใหม่จากฐานข้อมูลสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพโดยการ docking ให้โมเลกุลที่
มีขนาดเล็กจับในบริเวณที่เป็น active site ของโปรตีนในการคัดสรรสารประกอบที่สามารถจับตรง
เป้าหมายของโปรตีน (ภาพที่ 19) สารประกอบจะถูกจัดเป็นกลุม่อยู่ในฐานข้อมูล เช่น Available 
Chemicals Directory , CheCX, Maybridge Database, Sinc และ NCI Diversity Sot (Voigt et al., 
2001) ซึ่งฐานข้อมลูดังกลา่วได้ถูกน ามาคัดสรรด้วยวิธีการ docking เพื่อยับย้ังการท างานของโปรตีน
เป้าหมาย ในการค้นหาตัวยาใหม่ ๆ ด้วยวิธี High-Thoughput ที่นิยมใช้ในการวิจัยของบริษัทยา   ต่าง 
ๆ เป็นวิธีที่ต้องใช้ต้นทุนเป็นจ านวนมาก และใช้ระยะเวลามาก ซ่ึงชุดของฐานข้อมลูจะมี
สารประกอบ อยู่ประมาณ 1,000-100,000 โมเลกุล แต่เมื่อใช้เทคนิค Virtual screening ที่ใช้การ
ค านวณด้วยระบบคอมพิวเตอร์แล้ว จะท าให้ประหยัดต้นทุน และเวลาได้มากขึ้น (Saxena et al., 
2009) 
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ภาพที่ 19  แสดงกระบวนการคัดสรร Virtual sreening 
 
ที่มา: Hubbard (2011) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 

อุปกรณ์ 

 
1. หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml ใช้ส าหรับเก็บตัวอย่าง  
2. หลอด PCR ขนาด 0.2 ml 
3. เครื่องเขย่าปรับอุณหภูมิ 
4. เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (Thermocycle) 
5. เครื่องปั่นเหว่ียง (Centrifuge machine) 
6. เครื่องมือดูดสารละลาย (Micropipette) 
7. ขวดแก้วรูปชมพู่ (Emayer flask) ขนาด 1000 ml 
8. เครื่องแยกสารพันธุกรรมและโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า (Gel Electrophoresis Systems) 
9. เครื่องส่งถ่ายสารพันธุกรรมและโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า (Electroblotting) 
10. เครื่องเขย่าผสมตัวอย่าง (Vertex Mixer) 
11. DNA Dark reader 
12. ตู้ไฟแดงส าหรับห้องมืดล้างฟิล์มเอกเรย์ 
13. water bath 
14. QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen) 
15. QIA prep Miniprep (Qiagen) 
16. DIG Northern Starter Kit (Roche) 
17. pGEM_T easy vectors (Promega) 
18. pQE80L expression vector (Qiagen) 
19. Protino® NI-IDA Resin column (Macherey - NaGel) 
20. Refrigerated centrifuge 
21. Cassette ส าหรับประกบฟิล์มเอกซ์เรย์ 
22. ฟิล์มเอกซ์เรย์ 
23.ระบบปฏิบัติการ Linix virsion Fedora core 4 (RedHat) ในคอมพิวเตอร์ Pentium IV  
24.โปรแกรม AutoDock 3.0.5 
25. โปรแกรม PyMOL version 0.99 
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วิธีการ 

 
1. การโคลนยนี NS1 เต็มสายของไวรสัไข้หวัดนกสายพันธุร์ุนแรงชนิด H5N1 
A/chicken/Thailand/KU14/2004 (Cloning of full length NS1 gene of highly pathogenic avian 
influenza virus (H5N1) A/chicken/Thailand/KU14/2004) 
 
 ท าการสกัด RNA จาก allantoic fluid ของไข่ไกฟ่ักที่ถูก inoculate ด้วย HPAI H5N1 โดยใช้ 
Trizol reagent® (Invitrogen) จากนั้นท าการถอดรหัสย้อนกลับ RNA มาเป็น cDNA โดยเอนไซม์ 
SuperScrip III (Invitrogen) และไพร์เมอร์ Uni12 (Hoffmann et al., 2001) ซึ่งในปฏิกิริยา 20 µl 
ประกอบด้วย RNA 9 µl, 10 mM dNTP (Amresco), 10 mM Uni12 ผสมสารละลายเข้าด้วยกัน บ่มที่ 
70oC เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นบม่ในน้ าแข็ง 2 นาที แล้วเติมสารดังต่อไปนี้ 5XRT buffer, 0.1 M 
DTT, 40 U RNaseOUT, 200 U SuperScriptIII ผสมสารละลายให้เข้ากันแล้วบ่มที่ 42oC เป็นเวลา 50 
นาที เมื่อครบเวลาแล้วหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมท์ี่ 95oC เวลา 10 นาที จากนั้นเก็บ cDNA ที่ได้ไว้ใน 
-20oC เพื่อใช้ในเพิ่มจ านวนยีน NS1 ต่อไป 
 
 จากนั้นใช้ cDNA เป็นแม่แบบในการเพิ่มจ านวนยีน NS1 โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน 
NS1 ที่ออกแบบให้มีจุดตัดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ SalI มีล าดับเบสดังนี้ NS1-
BamHI_F (5’-ACT TGG ATC CGA TTC CAA CAC TGT GTC-3’) และ NS1-SalI_R (5’-CAG 
TGT CGA CTC AAA CTT CTG ACT CAA TTG-3’) โดยปฏิกิริยา 50 ul ประกอบด้วย cDNA 4 
ul, 10X buffer without MgCl2, 25 mM MgCl2, 10mM dNTP (Amersco), 10 pM ของ NS1-
BamHI_F และ NS1-SalI_R, 1.75 U Tag DNA polymerase (Roche) ใช้อุณหภูมิในการเพิ่มสาย
พันธุกรรมดังนี้ 94oC 30 วินาที, 55oC 30 วินาที, 72oC 45 วินาที ตามล าดับ โดยจะท าซ้ า 35 รอบ และ
ต่อด้วย 72oC 7 นาที เพื่อให้ DNA polymerase ท าการต่อสาย DNA ได้อย่างสมบูรณ์  
 
 จากนั้นน าสาย PCR product มาแยกขนาดด้วย 1% อะกาโรสเจล ตัดเจลบริเวณที่มีแถบ 
DNA ขนาดประมาณ 650 คู่เบส มาท าให้บริสุทธ์ิด้วยชุดส าเร็จรูป QIAEXII (Qiagen) น า DNA ที่
ได้เช่ือม (ligation) กับพลาสมิด pGEM_T easy (Promega) ซึ่งเป็น cloning vector แสดงแผนผัง
ของพลาสมิดในภาพที่ 20 A โดยในปฏิกิริยา ligation 10 ul นั้นประกอบด้วยช้ินส่วน DNA ของยีน 
NS1 3 µl, พลาสมิด pGEM_T easy 0.5 µl, 2X ligation buffer (Promega) 5 µl และ 1U T4 DNA 
ligase (Promega) ผสมสารละลายแล้วบ่มไว้ที่ 23oC เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นน าปฏิกิริยาที่ได้
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ปริมาตร    5 ul มาท าการถ่ายฝาก (transformation) เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. Coli DH5α (NEB) 
คัดเลือกโคโลนีที่มีสีขาวซ่ึงเป็นโคโลนีที่ได้รับ DNA สายผสมมาคัดเลือกโดยวิธี Colony PCR 
screening เมื่อได้โคโลนีทีม่ี PCR product ที่มีขนาด 650 คู่เบส จะเลือกโคโลนีนั้นมาเลี้ยง และ
สกัดพลาสมิดโดยใช้ QIA prep® (Qiagen) จากนั้นน าพลาสมิดทีไ่ด้ส่งไปวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 
NS1 พบว่าถูกต้อง จากนั้นท าการตัดพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzyme) BamHI 
(Fermentas) และ SalI (NEB) โดยในปฏิกิริยาการตัดจ าเพาะ (Restriction reaction) 50 µl 
ประกอบด้วย พลาสมิด pGEM_NS1 15 µl, เอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI 4 µl หรือ SalI 4 µl, 10X 
restriction buffer 5 µl, จากนั้นท าการบ่มที่ 37oC 2 ช่ัวโมง ท าการแยกช้ินส่วน NS1 ที่ถูกตัดแล้วด้วย 
1% agarose gel แล้วท าให้บริสุทธ์ิด้วยชุด QIAEXII (Qiagen) แยกช้ินยีน NS1 มาเช่ือมกับพลาสมิด 
pQE80L (Qiagen) expression vector ทีผ่่านการตัดจากเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิดเดียวกัน ซึ่งแผนผัง
ของพลาสมิดได้แสดงไว้ ในภาพที่ 20 B พลาสมดิ pQE80L ซึ่งมีส่วนของ 6XHis-tag จะเช่ือมกับ
โปรตีน NS1 โดยในปฏิกิริยา ligation 10 µl ประกอบด้วย พลาสมิด pQE80L 2 µl, ช้ินยีน NS1 ที่ถูก
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 5 µl, 5X ligation buffer 2 µl และ T4 DNA ligase 1U (Invitrogen) บ่มที่ 
23oC 2 ช่ัวโมง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20  แสดงแผนผังของพลาสมิด pGEM_T easy cloning vector (A) และ พลาสมิด pQE80L 
    expression vector (B) 
 
 จากนั้นน าปฏิกิริยาที่ได้ปริมาตร 5 µl มาท าการถา่ยฝาก (transformation) เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน 
E. Coli DH5α (NEB) แล้วคัดเลือกโคโลนีทีม่ีสขีาวซึ่งเป็นโคโลนีที่ได้รับ DNA สายผสมมา
คัดเลือกโดยวิธี Colony PCR screening คัดเลือกโคโลนีที่ได้มาเลี้ยงแล้วสกัดพลาสมิดด้วย QIA 
prep® (Qiagen) น าพลาสมิดทีไ่ด้ส่งไปวิเคราะห์ล าดับเบสว่าเมื่อเกิดการแปลรหัสเป็นโปรตีน NS1 
แล้วถูกต้องจึงน าพลาสมิด pQE_NS1 ที่สกัดได้ปริมาตร 0.5 µl มาท าการ transform เข้าสู่ E. coli 

A B 
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BL21 (DE) ที่เป็น expression host ส าหรับการแสดงออกของโปรตีนต่อไป ส่วนล าดับ nucleotide ที่
วิเคราะห์ได้นั้นจะท าการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนโดยใช้โปรแกรม Expasy tool 
(http://expasy.org/tools/) เพื่อท าการเปรียบเทียบกับโครงสร้างสามมิติของโปรตีน NS1 ที่มีอยู่ใน
ฐานข้อมลู Protein Data Bank (PDB www.pdb.org) ต่อไป 
 

2. การแสดงออกของโปรตีน NS1 เต็มสาย (Overexpression of full length NS1) 
 
 เมื่อได้ transformant E. coli BL21 ที่มีพลาสมิด pQE_NS1 ท าการเลี้ยงเช้ือในอาหาร LB-
broth ปริมาตร 5 ml ที่ผสมยาปฏิชีวนะ Amplicilin ความเข้มข้น 1 µg/ml ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา
ข้ามคืน จากนั้นท าการถ่ายเช้ือที่ได้ปริมาตร 1 ml ลงในอาหาร LB-broth ปริมาตร 1,000 ml เลี้ยงเช้ือ
ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมงจนเช้ือมีความเข้มข้นเพียงพอซึ่งเมื่อวัดความขุ่นของ
อาหารเลี้ยงเช้ือด้วยเครื่อง spectrophotometer โดยใช้ความยาวคลื่น 600 nm จะมีค่าประมาณ 0.6 
จากนั้นท าการเหนี่ยวน าการสร้างโปรตีนด้วยแลคโตส 0.1% w/v  แล้วเลี้ยงเช้ือต่อที่อุณหภูมิ 25oC 
เป็นเวลาข้ามคืน จากนั้นท าการปั่นเก็บเซลล์ที่ 4,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที แล้วน าเซลล์ที่ได้ลา้ง
ด้วย cleaning buffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.0) 10 ml ท าการ vortex ให้เซลล์กระจายตัว
ในสารละลายจากนั้นท าการปั่นเหว่ียงอีกรอบที่ 4,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที เติม lysis buffer (50 
mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 0.25 mg/ml lysozyme, 0.1% TritonX, pH 
8.0) 10 ml ต่อมาท าให้เซลล์แตกเพื่อให้โปรตีน NS1 หลุดออกมานอกเซลล์ด้วยวิธี Sonication โดย
ใช้ก าลัง 140 วัตต์ 10 วินาที หยุดพัก 5 วินาที รวมเวลาทั้งหมด 20 นาที จากนั้นน าสารละลายไปปั่น
เหว่ียงที่ความเร็ว 11,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 20 นาที แล้วท าการแบ่งส่วนสารละลายใส 
(Soluble) ออกจากส่วนที่เป็นตะกอน (inclusion) ซึ่งส่วนที่เปน็ตะกอนนั้นจะละลายด้วย denaturing 
washing buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 8 M Urea, pH 8.0) ปริมาตร 10 ml แล้วบ่มใน
น้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ 11,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 20 นาทีเพื่อ
แยกตะกอนอืน่ๆ ที่ไม่สามารถละลายได้ใน denaturing washing buffer และน าส่วนโปรตีนที่อยู่ใน
รูปสารละลาย (Soluble) และ denaturing buffer มาตรวจสอบโดยวิธีการแยกโปรตีนด้วย
กระแสไฟฟ้าผ่าน SDS-PAGE เพื่อตรวจสอบว่าโปรตีน NS1 นั้นอยู่ในส่วนใด 
 
 
 
 
 

http://www.pdb.org/


46 
 

3. การท าโปรตีน NS1 ให้บริสุทธิ์ด้วยวธิ ีแอฟินิตี โครมาโตกราฟฟ ี(Purification of full length 
NS1 protien using affinity chromotagraphy)  
 
 เมื่อท าการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าโดยผ่าน SDS-PAGE นั้นพบว่าโปรตีน NS1 อยู่ใน
สภาวะที่เป็น inclusion ในการท าให้บริสุทธ์ิจึงต้องท าในสภาวะที่โปรตีนเสียสภาพ (denaturing 
protein) โดยใช้ denaturing washing buffer ที่ท าให้โปรตีนเสียสภาพโดยขั้นแรกจะท าการช่ัง 
Protino® Ni-IAD Resin 1 กรัม ลงใน Protino® column และปรับสภาวะในคอลัมน์ให้มีค่า pH 8.0 
ด้วย denaturing washing buffer pH 8.0 ปริมาตร 10 ml โดยให้บัฟเฟอร์ไหลผ่านคอลัมน์ด้วยแรง
โน้มถ่วง (Gravity flow) จากนั้นค่อยๆ เติมสารละลายโปรตีน NS1 ที่ละลายใน denaturing washing 
buffer ให้สารละลายไหลผ่านคอลมัน์ จากนั้นล้างคอลัมน์ด้วย denaturing washing buffer ปริมาตร 
10 ml เพื่อก าจดัโปรตีนที่ไม่ต้องการออกไป ขั้นตอ่มาท าการชะล้างด้วย denaturing elution buffer 
(50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 8 M Urea, 100 mM Imidazole, pH 8.0) ที่มี 100 mM Imidazole  
ปริมาตร 8 ml โดยท าการแบ่งเก็บสารละลายจากคอลัมน์เป็น 4 ช่วง (fraction) ช่วงละ 2 ml ต่อมาท า
การล้างด้วย denaturing washing buffer  อีก 10 ml แล้วท าการชะโปรตีนออกด้วย denaturing 
elution buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 8 M Urea, 250 mM imidazole, pH 8.0) ที่มี 250 
mM imidazole 8 ml แล้วเก็บสารละลายที่ชะออกมาเป็น 4 ช่วง ช่วงละ 2 ml จากนั้นน าสารละลาย
ทั้ง 4 ช่วงมารวมกันใส่ใน Centricon (Amicon) ที่มีแผ่นกรองซึ่งมีค่า cut off ขนาด 10 kDa แล้วปั่น
เหว่ียงที่ 3,500 rpm จนสารละลายเหลือปริมาตร 1 ml จากนั้นก าจัด imidazole ออกโดยเติม 
denaturing washing buffer ลงไปในสารละลายโปรตีนปริมาตร 6 ml แล้วปั่นเหว่ียงที่ 3,500 rpm จน
สารละลายเหลือปริมาตร 1 ml ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง จนสารละลายโปรตีนเหลือ 2 ml น าตัวอย่าง
สารละลายจากคอลัมน์ที่เก็บได้มาท าการแยกด้วย SDS-PAGE เพื่อตรวจสอบความบริสุทธ์ิต่อไป 
 
4. การโคลนยนีส่วน RNA binding domain (RBD) ของโปรตีน NS1 (Cloning of RBD_NS1) 
 
 จากการแสดงออกของโปรตีน NS1 เต็มสาย (full length) นั้นโปรตีนจะอยู่ในสภาวะ 
inclusion ที่ต้องละลายด้วย denaturing washing buffer ซึ่งลักษณะการม้วนพับ (folding) ของ
โปรตีนนั้นจะอยู่ในสภาวะที่เสียสภาพทางธรรมชาติ ไม่สามารถน ามาทดสอบการท างาน (function) 
ได้ จึงท าการโคลนส่วน RNA binding domain (RBD) (Chien et al., 2004) ของโปรตีน NS1 ที่มี
โครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure) เป็นแบบ α-helix ที่มีความยาวของกรดอะมิโน 72 ตัว ซ่ึง
เมื่อท าการแสดงออกของโปรตีนแล้วโปรตีนอาจอยู่ในสภาวะธรรมชาติที่อยู่ในลักษณะของ
สารละลายได้ ซ่ึงการโคลนยีน RBD_NS1 นั้นจะใช้ไพรเมอร์ NS1-BamHI_F (5’-ACT TGG ATC 
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CGA TTC CAA CAC TGT GTC-3’) และ RBD_NS1-SalI_R (5’-ATA TGT CGA CTT AAG 
ACT CCT CCT CCA G-3’) ในการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีนจากพลาสมิด pGEM_NS1 ด้วยเทคนิค 
PCR ซึ่งต าแหน่งของไพรเมอร์จะครอบคลุมนิวคลีโอไทด์ที่ 1 ถึง 216 ของ NS1 ORFโดยใน
ปฏิกิริยา 150 ul ประกอบด้วย pGEM_NS1 (เจือจาง 1:100) 6 µl ที่ใช้เป็น DNA แม่แบบ, 10X high 
fidelity buffer 15 µl, 50 mM MgSO4 6 µl, 10 mM dNTP (Amersco) 3 µl, 10 pM primers NS1-
BamHI_F และ RBD_NS1-SalI_R ตัวอย่างละ 6 µl, Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen) 
1.2 µl ใช้อุณหภูมิในการเพิ่มสายพันธุกรรมดังนี้ 94oC 2 นาที เพื่อท าการแยกสาย DNA อย่าง
สมบูรณ์ จากนั้นบ่มที ่94oC 30 วินาที, 55oC 30 วินาที และ 68oC 45 วินาที ตามล าดับ โดยจะท าซ้ า 
35 รอบ และต่อด้วย 68oC 7 นาที เพื่อให้ Platinum DNA polymerase ท าการต่อสาย DNA ได้อย่าง
สมบูรณ์  
 
 จากนั้นน าสาย PCR product มาแยกขนาดด้วย 1% อะกาโรสเจล แล้วตัดเจลบริเวณที่มีแถบ 
DNA ขนาดประมาณ 219 คู่เบส มาท าให้บริสุทธ์ิด้วยชุดส าเร็จรูป QIAEX II (Qiagen) แล้วน า DNA 
ที่ได้มาตัดปลายทั้งสองข้างด้วยเอนไซม์จ าเพาะ BamHI (Fermentas) และ SalI (NEB) ก่อนที่จะ
น ามาเช่ือมต่อ (ligation) กับพลาสมิด โดยในปฏิกิริยาการตัดจ าเพาะ (Restriction reaction) 100 µl 
ประกอบด้วยช้ินส่วน RBD-NS1 DNA 25 µl, เอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ SalI อย่างละ 6 µl, 
10X restriction buffer 10 µl, ผสมให้เข้ากันและบ่มที่ 37oC 2 ช่ัวโมง ก าจัดเศษนิวคลีโอไทด์จากการ
ตัดด้วยเอนไซม์ด้วยการแยก DNA ผ่าน 1% อะกาโรสเจล แล้วตัดเจลบริเวณที่มีแถบ DNA ขนาด
ประมาณ 219 คู่เบส มาท าให้บริสุทธ์ิด้วยชุดส าเร็จรูป QIAEX II (Qiagen) จากนั้นน าช้ินยีน 
RBD_NS1 มาเช่ือมกับพลาสมิด pQE80L (Qiagen) expression vector ที่ผ่านการตัดจากเอนไซม์ตดั
จ าเพาะชนิดเดียวกัน ที่มีส่วนของ 6xHis-tag ที่เช่ือมกับโปรตีน RBD_NS1 โดยในปฏิกิริยา ligation 
10 µl ประกอบด้วย พลาสมิด pQE80L 2 µl, ช้ินยีน NS1 ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 5 µl, 5X 
ligation buffer 2 µl และ T4 DNA ligase 1U (Invitrogen) บ่มที่ 23oC 2 ช่ัวโมง  
 
 จากนั้นน าปฏิกิริยาที่ได้ปริมาตร 5 µl มาท าการถา่ยฝาก (transformation) เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน 
E. Coli DH5α (NEB) แล้วคัดเลือกโคโลนีทีม่ีสขีาวซึ่งเป็นโคโลนีที่ได้รับ DNA สายผสมโดยวิธี 
Colony PCR screening เลือกโคโลนีที่ให้ผลบวกมาเลี้ยงใน LB broth ที่มี Amplicilin สกัดพลาสมดิ
ด้วย QIA prep® (Qiagen) แล้วน าพลาสมิดทีไ่ดส้่งไปหาล าดับเบส ท าการวิเคราะห์ล าดับเบสและ
การแปลรหัสเป็นโปรตีน NS1 เมื่อได้โคลนที่มีล าดับเบสและกรดอะมิโนถูกต้องจึงน าพลาสมิด 
pQE_NS1 ที่สกัดได้ปริมาตร 0.5 µl มาท าการ transform เข้าสู่ E. coli BL21 (DE) ที่เป็น expression 
host ส าหรับการแสดงออกของโปรตีนต่อไป 
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5. การแสดงออกของโปรตีน RBD_NS1 (Overexpression of RBD_NS1) 
 
 เมื่อได้ transformant E. coli BL21 ที่มีพลาสมิด pQE_RBD_NS1 จะท าการเลี้ยงเช้ือใน
อาหาร LB-broth ปริมาตร 5 ml ที่ผสมยาปฏิชีวนะ Amplicilin ความเข้มข้น 1 µg/ml ที่อุณหภูมิ 
37oC เป็นเวลาข้ามคืน จากนั้นท าการถ่ายเช้ือที่ไดป้ริมาตร 10 µl ลงในอาหาร LB-broth ปริมาตร 10 
ml เลี้ยงเช้ือที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมงจนเช้ือมีความเข้มข้นเพียงพอ เมื่อวัดความ
ขุ่นของอาหารเลี้ยงเช้ือด้วยเครื่อง spectrophotometer โดยใช้ยาวคลื่น 600 nm จะมีค่าประมาณ 0.6 
จากนั้นทดสอบการเหนี่ยวน าการสร้างโปรตีนด้วยสารกระตุ้น 2 ชนิดคือ IPTG ที่ความเข้มข้น 0.2 
mM และ 1 mM แลคโตส ที่ความเข้มข้น 0.1% และ 0.3% โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 5 
ช่ัวโมง เพื่อตรวจสอบว่าโปรตีน RBD_NS1 นั้นสามารถถูกเหนี่ยวน าได้ในสภาวะใด จากนั้นท าการ
ปั่นเก็บเซลล์ที่ 4,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที น าเซลล์ที่ได้ลา้งด้วย cleaning buffer 5 ml ท าการ 
vortex ให้เซลล์กระจายตัวในสารละลายจากนั้นท าการปั่นเหว่ียงอีกรอบที่ 4,000 rpm เป็นเวลา 20 
นาที ต่อมาท าการเก็บตัวอย่างเซลล์ 10 µl ผสมน้ ากลั่น10 µl และผสม 2X Laemmli loading dye 
(BioRad) แล้วต้มตัวอย่าง ในน้ าเดือด 10 นาที น าตัวอย่างที่ต้มแล้วปริมาณ 10 µl หยดใส่ช่อง
ตัวอย่างใน SDS-PAGE เพื่อตรวจสอบดูการแสดงออกของโปรตีน จากนั้นท าให้เซลล์เกิดการแตก
เพื่อให้โปรตีน RBD_NS1 หลุดออกมานอกเซลลด์้วยการ sonication โดยใช้ก าลัง 140 วัตต์ 10 
วินาที หยุดพัก 5 วินาที รวมเวลาทั้งหมด 20 นาที จากนั้นน าสารละลายปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 11,000 
rpm ที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 20 นาที ท าการแบ่งส่วนสารละลายใส (soluble) ออกจากส่วนที่เป็น
ตะกอน (pellet) ซึ่งส่วนที่เป็นตะกอนนั้นจะละลายด้วย denaturing washing buffer pH 8.0 ปริมาตร 
10 ml แล้วบ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ 11,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 oC เป็น
เวลา 20 นาทีเพื่อแยกตะกอนอืน่ๆ ที่ไม่สามารถละลายได้ใน denaturing washing buffer ออก และ
น าส่วนโปรตีนที่อยู่ในรูปสารละลาย (soluble) และที่ละลายใน denaturing buffer มาตรวจสอบโดย
วิธีการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าผ่าน SDS-PAGE เพื่อตรวจสอบว่าโปรตีน RBD_NS1 นั้นอยู่
ในส่วนใด 
 
6. การท าโปรตีน RBD_NS1 ให้บริสุทธิ์ด้วยแอฟนิิตีโครมาโตกราฟฟี (Purification of RBD_NS1 
protein using affinity chromatography) 
 
 เมื่อท าการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าโดยผ่าน SDS-PAGE นั้นพบว่าโปรตีน RBD_NS1 
อยู่ในสภาวะที่ละลายได ้(Soluble) จึงท าให้บริสุทธ์ิในสภาพโปรตีนธรรมชาติ (native) ขั้นแรกจะ
ท าการช่ัง Protino® Ni-IAD Resin (Macherey-NaGel) 1 กรัม ลงใน Protino® column (Macherey-
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NaGel) และปรับสภาวะในคอลมัน์ให้มีค่า pH 8.0 ด้วย native washing buffer pH 8.0 ปริมาตร 10 
ml โดยให้บัฟเฟอร์ไหลผ่านคอลัมน์ด้วยแรงโน้มถ่วง (Gravity flow) จากนั้นค่อยๆ เติมสารละลาย
โปรตีน RBD_NS1 ที่ละลายใน native washing buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 8.0) 
แล้วให้สารละลายไหลผ่านคอลมัน์ จากนั้นล้างคอลัมน์ด้วย native washing buffer ปริมาตร 10 ml 
เพื่อก าจัดโปรตีนที่ไม่ต้องการออกไปบางส่วน ขั้นต่อมาท าการชะล้างด้วย native elution buffer (50 
mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 100 mM Imidazole, pH 8.0) ที่มี 100 mM Imidazole ปริมาตร 8 ml 
โดยท าการแบ่งเก็บสารละลายจากคอลัมน์เป็น 4 ช่วง (fraction) ช่วงละ 2 ml ต่อมาท าการล้างด้วย 
native washing buffer  อีก 10 ml แล้วท าการชะโปรตีน RBD_NS1 ที่เหลือออกอกีด้วย native 
elution buffer ที่มี 250 mM Imidazole 8 ml แล้วเก็บสารละลายเป็น 4 ช่วง ช่วงละ 2 ml จากนั้นน า
ตัวอย่างสารละลายจากคอลมัน์ที่เก็บไดม้าท าการแยกด้วย SDS-PAGE เพื่อตวจสอบความบริสุทธ์ิ
ต่อไป 
 
7. การวิเคราะห์โปรตีน NS1 และ โปรตีน RBD_NS1 ด้วยเทคนิค Western blot (Analysis of NS1 
and RBD_NS1 using Western blot technique)  
 

การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Western blot เป็นการพิสูจน์ว่าโปรตีนที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดการ
แสดงออกนั้นเป็นโปรตีน NS1 เต็มสาย (full length) และ RBD_NS1 จริงหรือไม่โดยโปรตีนที่มี
การแสดงออกมานั้นจะเช่ือมติดอยู่กับ His-tag ทางด้านปลาย N ซึ่งจะใช้ antibody ที่จ าเพาะต่อ 
histag (anti-Histag) เป็นสิ่งที่พิสูจน์การแสดงออกของโปรตีน โดยจะท าการเตรียม 12% SDS-
PAGE ใสต่ัวอย่างโปรตีน NS1 และ RBD_NS1 ที่ท าให้บริสุทธ์ิแล้วลงในแต่ละช่องจากนั้นแยก
โปรตีนตามขนาดด้วยกระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 140 V เป็นเวลา 70 นาที จากนั้นเตรียมการถ่าย
โปรตีนลงบน nitrocellulose membrane โดยเร่ิมจากการแช่ fiber pad, กระดาษกรอง (filter paper), 
Nitrocellulose membrane ใน transfer blotting buffer ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาท ีจากนั้นติดตั้ง 
เครื่องส่งถ่ายโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า กับ polyacrylamide gel ที่มีตัวอย่างโปรตีนที่แยกด้วย
กระแสไฟฟ้าโดยใช้ความต่างศักย์ 100 V กระแสไฟฟ้า 200 mA เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที ในการ
ส่งถ่ายโปรตีนจาก polyacrylamide gel ไปสู ่Nitrocellulose membrane เมื่อครบเวลาแล้วล้าง 
Nitrocellulose membrane ด้วย washing buffer (TBS; 50 mM Tris-base, 150 mM NaCl, pH 7.5) 
โดยบ่มเป็นเวลา 5 นาทีที่อณุหภูมิห้องท าซ้ า 3 ครั้งเมื่อครบแล้วเท washing buffer ออก และเติม 
bloking buffer 3% BSA-TBST (สูตร TBST + 3% BSA) เพื่อป้องกันการจับที่ไม่จ าเพาะของ 
antibody โดยบ่มที่ 4oC เป็นเวลาข้ามคืน จากนั้นล้างด้วย washing buffer โดยบ่มเป็นเวลา 5 นาททีี่
อุณหภูมิห้องท าซ้ า 3 ครั้ง เมื่อครบแล้วแล้วเท washing buffer ทิ้ง และเติม anti-His (1:1000) 
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ปริมาตร 5 ml บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วล้างด้วย washing buffer โดยบ่มเป็นเวลา 5 
นาทีที่อุณหภูมิห้องท าซ้ า 3 ครั้งจากนั้นเติม anti-mouse-IgG-HRP (1:1500) ปริมาตร 5 ml บ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วล้างด้วย washing buffer โดยบ่มเป็นเวลา 5 นาทีท าซ้ า 3 ครั้ง 
จากนั้นเติม DAB substrate (Sigma) บ่มที่อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที จะสังเกตเห็นแถบสีน้ าตาล
เข้มของโปรตีนเกิดขึ้นแล้วล้างด้วย TBS อีกครั้งเพื่อวิเคราะห์ผลต่อไป 
 
8. การสร้างโครงสร้างสามมิติของโปรตีน RBD_NS1 และคัดสรรสารยับยั้ง (3D structure 
modeling of RBD_NS1 protein and Virtual screening for inhibitor compound) 
 

น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ NS1 ของ A/chicken/TH/KU14/04 ที่ได้มาแปลเป็นล าดับ
กรดอะมิโน เพื่อท า Protein Blast ในฐานข้อมลู GenBank ว่าเหมือนกับโปรตีนตัวใดในฐานข้อมูล 
GenBank จากนั้นหาโครงสร้างสามมิติของโปรตีนในฐานข้อมลู Protein Data Bank (PDB) 
(www.pdb.org) ที่มีโครงสร้างสามมิติจากการวิเคราะห์ crystal structure น าโครงสร้างที่ชนิดของ
ไฟล์คือ .pdb เข้าสู่โปรแกรม Modeller 9v1 เพื่อตรวจสอบว่าโครงสร้างของโปรตีนมีจ านวนกรดอะ
มิโนครบถ้วน แล้วน าโครงสร้างมาท าการเติมไฮโดรเจนอะตอม และน าโมเลกลุน้ าทีม่ีอยู่ออกเพื่อ
ใช้เป็นโปรตีนเป้าหมายส าหรับการคัดสรร Virtual screening (VS) เพื่อหาสารประกอบที่สามารถ
จับบริเวณเป้าหมายของโปรตีนได้ 

 
ในการเตรียมสารประกอบส าหรับ Docking ท าได้โดยการก าหนดแกนหมุนภายใน

โครงสร้าง และเติมประจุ ซ่ึงการท า virtual screening จะใช้โปรแกรม AutoDock 3.0.5 ในการ
ค านวณหาค่าพลังงาน binding energy ระหว่าง โปรตีน NS1 กับสารประกอบในชุดฐานข้อมูลจาก 
National Cancer Institute (NCI) database (www.cancer.gov) ที่ได้ท าการก าหนดคา่ความสามารถ
ในการเคลื่อนที่ของอะตอมและประจุภายในโครงสร้างสารประกอบซึ่งเป็นฐานข้อมูลที่มี 
สารประกอบทั้งหมดจ านวน 1990 โครงสร้างซึ่งจะใช้ระบบปฏิบัติการ Linix virsion Fedora core 4 
(RedHat) ในคอมพิวเตอร์ Pentium IV เป็นระบบปฏิบัติการส าหรับด าเนินการโปรแกรม AutoDock 
3.0.5 ในการท า virtual screening และค านวณค่า binding energy ขณะที่มีการจ ากัดการเคลื่อนไหว
ของอะตอมในสารประกอบ และ site chain ของโปรตีนเป้าหมาย โดยได้ก าหนดกล่องของขอบเขต
การค านวณ (Grid box) ครอบคลุมบริเวณ RNA binding site ของ RNA binding domain ของ
โปรตีน NS1 โปรแกรมการค านวณแบบ genetic algorithm (GA) ที่ออกแบบให้สารประกอบมี
ความอิสระในการเคลื่อนที่ที่เหมาะสมกับพลังงานในการจับกับโปรตีนเป้าหมาย grid box ที่สร้าง
ขึ้นในบริเวณ RNA binding domain จะก าหนดการค านวณค่าพลังงานของอะตอมชนิดต่างๆ ภายใน

http://www.cancer.gov/


51 
 

สารประกอบ (A = aromatic carbon, C = aliphatic carbon, H = hydrogen, O = oxygen, S = sulfur, 
N = nitrogen, P = phosphorus, I = iodine, F = iron, f = fluorine, b = bromine, and c = chlorine) ซึ่ง
ค่า binding energy จะบอกถึงความเสถียรของการจับกันระหว่างสารประกอบและโปรตีน NS1 โดย
ถ้าค่า binding energy มีค่าที่ต่ าแสดงว่าการจับกันระหว่างสารประกอบ และโปรตีน NS1 ก็มีความ
เสถียรที่สูงจากนั้นท าการวิเคราะห์ค่า binding energy ที่เกิดขึ้นและต าแหน่งการจับกันระหว่าง
โปรตีน NS1 และ สารประกอบน าผลการค านวณมาแสดงด้วยภาพโดยใช้โปรแกรม PyMOL 
version 0.99 

 

9. การสรา้ง RNA สายคู่ที่ติดฉลากด้วย Digoxigenin ด้วยปฏกิิริยา In vitro transcription 

(Production and labelling of double stranded RNA with digoxigenin using In vitro 
transcription assay) 
 
 การสร้างสาย RNA ที่ติดฉลาก Digoxigenin (DIG) ด้วยปฏิกิริยา In vitro transcription 
จะต้องท าการเตรียมสาย DNA แม่แบบที่มีส่วนของ T7 promoter และ T3 promoter ที่ใช้เป็นบริเวณ
เร่ิมต้นในการเกิดการ transcription เป็นสาย RNA ซึ่งสาย RNA ที่ต้องการทดสอบกับโปรตีน NS1 
นั้นต้องเป็น RNA สายคู่ (dsRNA) แต่ในกระบวนการที่สร้างสาย RNA นั้นสาย RNA ที่ได้จะเป็น 
RNA สายเดี่ยว (ssRNA) จากนั้นจึงต้องท าการจับคู่สม (annealing) ให้เป็น RNA สายคู่ด้วยการ
เปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิต่อไป โดยความยาวของสาย RNA ที่ใช้ทดสอบกับโปรตีน NS1 จะ
ทดลองใช้ RNA สายคู่ 2 ชนิดที่มีความยาว 345 คู่เบส และ ความยาว 110 คู่เบส ซึ่งขั้นตอนเตรียม
สาย DNA แม่แบบนั้นจะใช้เทคนิค PCR โดยจะท าการเพิ่มปริมาณสาย DNA จากบางส่วนของยีน 
NS1 จากพลาสมิด pGEM_NS1 โดยใช้ไพรเมอร์ T7 promoter_F (5’-TAA TAC GAC TCA CTA 
TAG GG-3’) และ NS345-T3 promoter_R (5’-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGT ACT CAA 
GCT ATG CAT CC-3’) จะได้ PCR product ขนาด 345 คู่เบส และ ใช้ไพรเมอร์ T7promoter_F และ 
NS110-T3promoter_R (5’-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC ATG GCG CGA ATC GAA 
TT-3’) จะได้ PCR product ขนาด 110 คู่เบส จากนั้นน าสาย PCR product ที่มีล าดับเบสของ T7 
promoter และ T3 promoter ทั้ง 2 สายนั้นมาแยก DNA ตามขนาดด้วย 1.2% อะกาโรสเจลแล้วท าให้
บริสุทธ์ิด้วยชุดส าเร็จส าหรับสกัด DNA จากเจล QIAEXII (Qiagen)  
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ภาพที่ 21  แสดงปฏิกิริยา In vitro transcription และการผลิต RNA สายคู่ 
 

 จากนั้นท าการเตรียมปฏิกิริยา In vitro transcription (ภาพที่ 21) โดยจะท าการเตรียมในส่วน
ของสายหลัก (sense) และสายตรงข้าม (antisense) ในสายหลักจะใช้เอนไซม์ T7 RNA polymerase 
ส่วนสายทิศทางตรงข้ามจะใช้แอนไซม์ T3 RNA polymerase ในปฏิกิริยา In vitro transcription 20 
µl ประกอบด้วย DNA แม่แบบ 5 µl, 5x DIG-labeling mix (Roche) 4 µl, 5x transcription buffer 4 
µl, T7 หรือ T3 RNA polymerase (20U/µl) (Roche) 2 µl จากนั้นท าการบ่มที่ 42 oC เป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาแล้วท าการเติม DNaseI-RNase free (Roche) 2 µl บ่มที่ 37 oC 15 นาที เพื่อเป็น
การก าจัดสาย DNA แม่แบบ ต่อมาเติม 0.2 M EDTA (pH 8.0) 2 µl เพื่อหยุดปฏิกิริยา จากนั้นท าการ
ตรวจสอบคุณภาพสาย RNA ที่ได้ด้วย 1 % อะกาโรสเจล แล้วท าให้สาย RNA นั้นบริสุทธ์ิด้วยวิธี 
Ethanol precipitation ซึ่งเมื่อได้ตะกอน RNA แลว้ท าการละลายด้วย TN buffer ท าการวัดปริมาณ 
RNA สายเดี่ยวที่ได้ด้วยเครื่อง spectrophotometer เพื่อตรวจสอบปริมาณสาย RNA ในการจับคู่สม 
(annealing) เป็น RNA สายคู่ (dsRNA) นั้น ท าโดยผสมสาย RNA sense และ antisense อย่างละ 5 
µM แล้วท าการบ่มที่ 95 oC 5 นาที เพื่อให้สาย RNA แยกออกจากกันโดยสมบูรณ์แล้วตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 30 นาที เพื่อให้ RNA สายเดี่ยวนั้นค่อยๆจับคู่สมกันเกิดเป็น RNA สายคู่ จากนั้นท า
การตรวจสอบการเกิด RNA สายคู่ที่ได้ด้วยการแยกขนาด RNA ผ่าน 2 % อะกาโรสเจล  
 
 ท าการตรวจสอบประสิทธิภาพการติดฉลากของ DIG-11-UTP ด้วยวิธี dot blot ซึ่งเป็นการ
วัดประสิทธิภาพของการติดฉลากด้วย DIG ในสาย ssRNA ทั้งสาย sense และ antisense ที่ได้จาก
ปฏิกิริยา in vitro transcription เป็นการเปรียบเทียบกับ DIG labeled probe control (Roche) ขนาด 
10 ng/µl โดยท าการเจือจาง probe control ให้มีความเข้มข้นและท าการเจือจาง ssRNA ที่ได้จาก in 
vitro transcription (โดยประมาณว่าในปฏิกิริยา 20 µl สามารถผลิต RNA ได้ 1 µg/µl) ให้มีความ
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เข้มข้น 10 pg/µl, 8 pg/µl, 6 pg/µl, 4 pg/µl และ 2 pg/µl จากนั้นท าการหยดแต่ละตัวอย่างลงบน 
Positively Charge Nylon membrane (Pall) 1 µl แล้วท าการอบแผ่น membrane ที่อุณหภูมิ 120 oC  
เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาที่ก าหนดแล้วเติม washing buffer (0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl, 
0.3% (v/v) Tween 20, pH 7.5) 15 ml บ่มที่อณุหภูมิห้องพร้อมเขย่า 5 นาที แล้วเท buffer ทิ้งเติม 
blocking buffer (Roche) 10 ml บ่ม 30 นาที แล้วเท buffer ทิ้ง และเติม Anti-DIG-AP, Fab fragment 
solution 6 ml บ่ม 30 นาทีเท solution ทิ้ง จากนั้นเติม washing buffer 15 ml บ่ม 15 นาที และเท 
buffer ทิ้ง ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง ก่อนเติม detection buffer (0.1 M Tris-HCl, 0.1 M NaCl, pH 9.5) 10 ml 
บ่ม 5 นาที และเท buffer ทิ้ง จากนั้นน าแผ่น nylon membrane วางลงบนแผ่นพลาสติกแล้วหยด 
CDP-Star ready-to-use 3 หยด จากนั้นซีลแผ่นพลาสติกโดยไม่ให้มีฟองอากาศบ่มทิ้งไว้ประมาณ 5 
นาที จากนั้นท าการ expose ลงบน X-ray ฟิล์มเพื่อดูความเข้มของจุดที่เกิดขึ้นเปรียบเทียบระหว่าง 
DIG labeled probe control และ ssRNA probeสัญญานที่ได้จากการสังเคราะห์ DIG labeled ssRNA 
probe จะต้องไม่น้อยกว่า 4 pg/µl จึงสามารถน าไปใช้ได้ 
 
10. RNA binding assay และ Electrophoretic Mobility Shift Assa y (EMSA) 
 
 เมื่อได้โปรตีน RBD_NS1 แล้วท าการทดสอบการจับกันระหว่าง RBD_NS1 กับ dsRNA 
ด้วยปฏิกิริยา RNA binding assay โดยท าการทดสอบความสามารถในการจับ dsRNA ของ 
RBD_NS1 ที่ระดับความเข้มข้นของโปรตีน RBD_NS1 0.05, 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 และ 3.5 µM 
ตามล าดับ เพื่อหาความเข้มขน้ที่เหมาะสมในการทดสอบการยับย้ังปฏิกิริยา RNA binding assay 
โดยปฏิกิริยา RNA binding assay 20 µl มีส่วนประกอบดังนี้ 10 x Tris-glycine 2 µl, 80% glycerol 2 
µl, 0.1 M DTT (Invitrogen) 0.2 µl, RNase OUT (Invitrogen) 1 µl, 500 ng/µl tRNA (Roche) 2 µl, 
25 mM MgCl2 (Fermentas) 2 µl และโปรตีน RBD_NS1 ตามความเข้มข้นที่ก าหนด ท าการบ่มที่ 30 
oC เป็นเวลา 10 นาที ซึ่ง tRNA จับกับโปรตีน RBD_NS1 อย่างไม่จ าเพาะเพื่อป้องกันการเกิด 
ปฏิกิริยาที่ไม่จ าเพาะระหว่างโปรตีน RBD_NS1 และ dsRNA จากนั้นท าการเติม 1 µM DIG-dsRNA 
2 µl จนได้ความเข้มข้นสุดท้าย 100 nM ผสมให้เข้ากันแล้วบ่มทีอุ่ณหภูมิ 30oC ต่อเป็นเวลา 20 นาที 
จากนั้นท าการแยกขนาดโมเลกุลเชิงซ้อนระหว่าง DIG dsRNA ที่จับกับโปรตีน RBD_NS1 และ 
DIG dsRNA อิสระที่ไม่ได้จับกับโปรตีน RBD_NS1 ด้วยเทคนิค Electrophoretic Mobility Shift 
Assay (EMSA) จากความสามารถในการเคลื่อนที่ของโมเลกุลทีม่ีขนาดต่างกนั โดยโมเลกุลที่มี
ขนาดใหญ่จะเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าได้ช้ากว่าโมเลกุลที่มขีนาดเล็ก ดังนั้นการเคลื่อนที่ระหว่าง
โมเลกุลเชิงซ้อน dsRNA-RBD_NS1 นั้นจะช้ากว่า dsRNA อิสระที่ไม่ได้จับกับโปรตีน จึงเห็นแถบ
ของ DIG dsRNA-RBD_NS1 อยู่สูงกว่า DIG dsRNA อิสระ ในขั้นตอนการใส่สารละลายจาก
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ปฏิกิริยาลงในหลุมตัวอย่างของ non denaturing PAGE จะท าโดยการผสม 6x loading dye 
(Fermentas) 3 ul ลงในปฏิกิริยาแล้วแบ่งสารละลาย 5 ul ใสล่งในหลุมตัวอย่างของ 12% non 
denaturing PAGE ที่มี 1x TBE runing buffer (89 mM Tris base, 89 mM Boric acid, 2 mM EDTA, 
pH 8.0) จากนั้นท าการ electrophoresis ที่ความตา่งศักย์ 100 V เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง ต้องแช่แทงค์ของ 
electrolyte buffer ในน้ าแข็งเพื่อป้องกันโปรตีนและโครงสร้างเชิงซ้อนระหว่างโปรตีนกับ dsRNA 
เสียสภาพจากความร้อนที่เกิดขึ้นระหว่างการแยกด้วยไฟฟ้า 
 
 จากนั้นท าการทดสอบความจ าเพาะในการท างานของโปรตีน RBD_NS1 โดยทดสอบการ
จับกับ RNA สายเดี่ยว (ssRNA) และน าโปรตีนชนิดอื่นมาทดสอบจับกับ dsRNA ด้วย 
 
11. การตรวจสอบผลการเคลือ่นที่ของ dsRNA ด้วย Northern blot โดยใช้กระแสไฟฟา้ (Northern 
blot Analysis) 
 
 เมื่อท าการแยกโมเลกุลเชิงซ้อนด้วยกระแสไฟฟ้าจะท าการติดตามผลการเคลือ่นที่ของ
โมเลกุลจาก DIG-dsRNA โดยจะท าการส่งถ่าย dsRNA จาก non denaturing polyacrylamind gel ลง
บนแผ่น positive charge Nylon membrane (PALL) ด้วยเครื่องส่งถ่ายสารพันธุกรรมด้วย
กระแสไฟฟ้า (Electro blotting) ขั้นตอนการเตรียมการ blot ขั้นแรกต้องท าการเตรียม Nylon 
membrane, filter paper, filter pad และ polyacrylamind gel ที่มี dsRNA มาแช่ไว้ใน 0.5 x TBE 
ประมาณ 5 นาที จากนั้นติดตั้งอุปกรณ์เข้ากับชุดการส่งถ่ายดังกล่าวไว้ในน้ าแข็งดังภาพที่ 22 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 22  แสดงการจัดวางอุปกรณ์ Northern blot โดยใช้กระแสไฟฟ้า 
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 จากนั้นท าการ blot ที่ความต่างศักย์ 80 V ด้วยกระแสไฟฟ้า 200 mA เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง เมื่อ
ครบเวลาแล้วน าแผ่น membrane ไปอบที่ตูอ้บ Oven ที่อุณหภูมิ 120oC เป็นเวลา 30 นาที เพื่อตรึง 
RNA กับแผ่น membrane แล้วน าแผ่น membrane ใส่ในกล่องพลาสติกเพ่ือท าการเขย่าในแนวราบ 
(Orbital Shaker) เติม washing buffer (0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl, 0.3% (v/v) Tween 20, pH 
7.5) ปริมาตร 10 ml แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาท ีเพื่อปรับสภาวะของแผ่น membrane 
และน าสารอื่นๆออกก่อนท าขั้นตอน immuno assay เมื่อครบเวลาเทบัพเฟอร์ทิ้งแล้วเติม blocking 
buffer (Roche) ปริมาตร 10 ml บ่มต่อเป็นเวลา 30 นาที เพื่อป้องกันการจับที่ไม่จ าเพาะของ anti-
DIG antibody และป้องกันเกิด background เมื่อครบเวลาเทบัพเฟอร์ทิ้ง จากนั้นเติม antibody 
solution ที่มี anti-digoxigenin AP Fab fragment (75 mU/ml) 6 ml บ่มต่อเป็นเวลา 30 นาที แล้วเท
บัพเฟอร์ทิ้ง ต่อมาเติม detection buffer ปริมาตร 10 ml แล้วบ่มเป็นเวลา 5 นาทีเทบัพเฟอร์ทิ้ง น า
แผ่น membrane ออกจากกล่องพลาสติกไปวางบนซองพลาสติกที่พร้อมส าหรับการปิดผนึกแล้วท า
การหยด CDP-Star ready-to-use (Roche) 4 หยด ลงบนแผ่น membrane ปิดผนึกซองพลาสติกโดย
ไม่ให้มีฟองอากาศ บ่มกับ chemiluminescence substrate CDP-Star ready-to-use เป็นเวลา 5 นาทีซึ่ง
ปฏิกิริยานี้จะท าให้เกิดแสง (photon) จากนั้นน าแผ่น membrane ที่ผนึกในซองพลาสติกไปประกบ
กับแผ่นฟิล์ม X-ray ใน cassette ซึ่งต้องท าในห้องมืด โดยเตรียมแผ่นฟิล์ม X-ray ให้มีความพอดีกบั
แผ่น Nylon membrane แล้วท าการประกบเป็นเวลา 10 นาที แล้วน าฟิลม์ X-ray จุ่มลงในน้ ายา 
developer (Kodak) 3 วินาที แล้วจุ่มลงในน้ ายา fixer (Kodak) ทันทีเป็นเวลา 10 วินาที แล้วแช่ในน้ า
ประมาณ 10 นาที แล้วน าแผ่นฟิล์มมาผึ่งให้แห้งที่อุณหภูมิห้องและดูผลของแถบ RNA ที่เกิดขึ้นบน
แผ่นฟิล์ม 
 
12. การทดสอบหาสารยับยั้งการท างานของ RBD_NS1 (Screening assay for RBD_NS1 
inhibitor) 
 

ในการทดสอบหา inhibiting compound ที่จะสามารถยับย้ังการท างานของโปรตีน 
RBD_NS1 นั้นใช้สารที่ได้จากการท า virtual screening และสารสกัดจากสมุนไพรไทย ซึ่งการสกดั
สารสมุนไพรนั้นได้จากการช่ังตัวอย่างสมุนไพร 40 กรัม บดตัวอย่างให้ละเอียดแล้วน าตัวอย่างที่บด
เสร็จแล้วใส่ใน thimble ประมาณ 10 กรัม ปิด thimble ด้วยส าลี ประกอบเครื่อง Soxhlet extractor 
ให้เรียบร้อย เติมเฮกเซนลงในขวดก้นกลมปริมาตร 180 ml ให้เครื่องท างานประมาณ 8 ช่ัวโมง เก็บ 
thimble ไว้ในตู้ดูดควันเพื่อไล่เฮกเซนออกให้หมด แล้วช่ังน้ าหนักแห้ง น าสารละลายที่สกัดได้ไปท า 
evaporation เพื่อแยกเฮกเซนออกจากสารที่ต้องการ จากนั้นน า DMSO 1 ml มาละลายสารที่ได้ แลว้
เก็บสารสกัดไว้ที่อุณหภูมิ -20 ๐C เพื่อรอในการทดสอบต่อไป 
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สารที่ได้จาก virtual screening จะพิจารณาจากสารที่มี binding energy ต่ า 2 ชนิดที่มี
จ าหน่ายทางการค้า คือ Estradiol (NCI0035) และ Veratridine (NCI 0082) (Sigma) ซึ่งเป็นสารอยู่
ในรูปแบบผงแล้วน ามาละลายด้วย DMSO โดยใช้ความเข้มข้น 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 
600, 700, 800, 900 และ 1000 µM ส่วนสารสกัดจากสมุนไพรจะท าการทดสอบสมนุไพร 34 ชนิด 
แสดงในตารางที่ 2 โดยใช้ที่ความเข้มข้น 1 mg/ml โดยท าการใส่สารประกอบและสารสกัดจาก
สมุนไพรไทยลงไปในปฏิกิริยา RNA binding assay ในช่วงท าการบ่มที่ 30oC เป็นเวลา 10 นาที
ก่อนที่จะเติม dsRNA ลงไป จากนั้นท าการบ่มปฏิกิริยา และด าเนินขั้นตอน Electrophoretic 
Mobility Shift Assay (EMSA), Northern blot และ ตรวจสอบสัญญาณบวกด้วย anti-DIG-AP Fab 
และ CDP-Star ดังที่อธิบายในขั้นตอนที่ 10-11 เพื่อตรวจสอบความสามารถในการยับย้ัง RBD_NS1 
 
ตารางที่ 3  สารสกัดสมุนไพรที่ใช้ในการทดสอบการยับย้ังการท างานของ RBD_NS1 
 
สมุนไพร ช่ือวิทยาศาสตร์ ส่วนที่น ามาสกัด สรรพคุณ 
สะเดา Azadirachta indica ใบ รักษาโรคผิวหนัง 
ทองพันชั่ง Rhinacanthus nasutus Aerial part รักษาโรคผิวหนัง 
ราชดัด Brucea amarissima ผล แก้ไข ้
อบเชยญวน Cinnamomum loureiroi เปลือกไม ้ แก้ท้องร่วง 
เบ็ญกาน ี Quercus infectoria ผล แก้ท้องเสีย 
อ้อยแดง Saccharum officinarum ล าต้น แก้ไข้ ขับปัสสาวะ 
จันทร์เทศ Myristica fragrans ล าต้น แก้ท้องอืด 
ต้อยติ่ง Ruellia tuberosa ล าต้น ขับปัสสาวะ 
ขมิ้นชัน Curcuma longa เหง้า แก้ไข ้
เทียนกิ่ง Lawsonia inermis Aerial part รักษาบาดแผล 
โกฐกะกลิ้ง Strychnos nux-vomica เมล็ด แก้ท้องเสีย 
ว่านชักมดลูก Curcuma xanthorrhiza เหง้า แก้ปวดประจ าเดือน 
สมอพิเภก Terminalia belirica ผล ขับปัสสาวะ 
สมอทะเล Sapium indicum ผล ขับเสมหะ 
สมอไทย Terminalia chebula ผล แก้ท้องผูก 
ก าแพงเจ็ดช้ัน Salacia chinensis ล าต้น ยาระบาย 
ดอกค าแสด Mallotus philippensis ดอก แก้ไข้ ขับปัสสาวะ 
ไพล Zingiber montanum เหง้า ขับประจ าเดือน 
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ตารางที่ 3 (ต่อ) 

 
ที่มา: http://www.thaiherb.most.go.th/?q=herb (2010)  
 
  

สมุนไพร ช่ือวิทยาศาสตร์ ส่วนที่น ามาสกัด สรรพคุณ 
สารภี  Mammea siamensis T. Anders. ดอก ขับเสมหะ ฟอกโลหิต 
นมราชสีห์  Euphorbia hirta L. ล าต้น แก้หอบหืด 
คนทีสอ  Vitex negundo L. ราก แก้ตะคริว ขับ

ปัสสาวะ 
เจตมูลเพลิง
แดง 

 Plumbago indica L. ราก แก้ท้องเสีย บ ารุง
โลหิต 

จันทร์ผา  Dracaena lourieri ล าต้น แก้เลือดออกตาม
ไรฟัน บ ารุงหัวใจ 

กระเจ๊ียบแดง  Roselle Hibiscus sabdariffa L. ดอก แก้ไข ขับปัสสาวะ 
แกแล  Maclura cochinchinensis ล าต้น ขับปัสสาวะ 
สีเสียดเปลือก  Pentace burmannica Kurz เปลือกไม ้ แก้ท้องเสีย 
สีเสียดยางก้อน  Acacia catechu Resin แก้ท้องเสีย 
ฝาง  Caesalpinia sappan ล าต้น ขับประจ าเดือน 
มะเกลอื  Diospyros Mollis Griff ล าต้น ขับถ่ายพยาธ ิ
เปลือกมังคุด  Garcinia mangostana L เปลือกผล รักษาบาดแผล 
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ผลและวิจารณ์ 

 
1. การโคลน NS1 เต็มสาย (Cloning of full length NS1) 
 
 จากการใช้ cDNA เป็นแม่แบบในการเพิ่มจ านวนยีน NS1 โดยใช้ไพรเมอร์ NS1-BamHI_F 
และ NS1-SalI_R ที่จ าเพาะต่อยีน NS จะได้สาย PCR product ที่มีขนาด 650 คู่เบส น ามาเช่ือม 
(ligation) กับพลาสมิด pGEM_T easy (Promega) และถ่ายฝากเข้าสู่เซลล์ E. Coli DH5α (NEB) ผล
การคัดเลือกโคโลนีโดยวิธี Colony PCR พบว่าทุกโคลนปรากฏ PCR product ที่มีขนาด 650 คู่เบส 
(ภาพที่ 23) เมื่อท าการ subclone ยีน NS1 เข้าสู่ pQE80L (Qiagen) expression vector ที่บริเวณ 
BamHI และ SalI เพิ่มจ านวนพลาสมิดใน E. Coli DH5α (NEB) ก่อนน าพลาสมิด pQE_NS1 ที่สกัด
ได้ มาท าการ transform เข้าสู่ E. coli BL21 (DE) และสกัดแยกพลาสมิดจากโคลนที่ให้ผลบวก
ได้ผลดังภาพที่ 23 B ซึ่งจะใช้ในการผลิตโปรตีน NS1 ในเช้ือแบคทีเรีย BL21 ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 23  แสดงผล 1% agarose gel electrophoresis (A) การท า PCR colony screening พลาสมิด 
    pQE_NS1 ในเช้ือแบคทีเรีย DH5α (B) แสดงพลาสมิด pQE_NS1 (B) 
 
   จากภาพที่ 23 (A) เมื่อท า colony PCR screening จะให้ผลบวกทุกโคลนโดยจะเห็นแถบ
ของ DNA ที่ขนาด 650 คู่เบส ส่วนในภาพ (B) เป็นพลาสมิด pQE_NS1 ที่เป็น expression vector ที่
มีช้ินส่วนของยีน NS1 เพื่อที่ท าการถ่ายเข้าสู่เช้ือ E.coli BL21 ที่ใช้เป็น expression host ส าหรับการ
สร้างโปรตีน NS1 
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2. การแสดงออกของโปรตีน NS1 เต็มสาย (Overexpression of full length NS1) 
 
 เมื่อได้ transformant E. coli BL21 ที่มีพลาสมิด pQE_NS1 แล้วท าการเลี้ยงเช้ือในอาหาร 
LB-broth ปริมาตร 1,000 ml แล้วเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออกของโปรตีน NS1 ด้วยแลคโตส 0.1% 
w/v เลี้ยงเช้ือต่อที่อุณหภูมิ 25oC เป็นเวลาข้ามคืน ท าให้เซลล์แตกด้วยการ Sonication จากนั้นแบ่ง
ส่วนสารละลายใส (Soluble) ออกจากส่วนที่เป็นตะกอน (inclusion) เพื่อตรวจสอบว่าโปรตีน NS1 
นั้นละลายอยู่ในส่วนใดโดยการแยกด้วยกระแสไฟฟ้าใน 12% SDS-PAGE ได้ผลดังภาพที่ 24 ซึง่จะ
เห็นว่าหลังจากท าให้เซลล์แตกจะไม่พบแถบโปรตีน NS1 ที่มีขนาดประมาณ 26 kDa นั้นจะอยู่ใน
ส่วนที่เป็นสารละลาย (ช่องที่ 1) แต่จะพบในส่วนที่เป็นตะกอน (inclusion) ซึ่งต้องละลายด้วย 
denaturing washing buffer ซึ่งมี urea 8 M เป็นส่วนประกอบ (ช่องที่ 3) โดยในสภาวะสารละลายใน 
denaturing washing buffer โปรตีนจะอยู่ในสภาวะที่เสียสภาพจากธรรมชาติ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 24  แสดงผล 12% SDS-PAGE หลังจากการเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออกของโปรตีน NS1 
    เต็มสายโดยในช่องที่ 1 เป็นส่วนสารละลายหลังจากการท าให้เซลล์เแตก ช่องที่ 2 เป็น
    ส่วนของตะกอนเซลล์กอ่นท าให้เซลล์แตก ช่องที่ 3 ส่วนของตะกอน (inclusion)หลังจาก
    การท าให้เซลล์เแตกแล้วละลายใน denaturing washing buffer  
 
3. การท าโปรตีน NS1 ให้บริสุทธิ์ในสภาวะที่โปรตีนเสียสภาพ (Purification of NS1 in denaturing 
condition) 
 
 เมื่อทดสอบการแสดงออกของโปรตีน NS1 แล้วทราบว่าโปรตีนนั้นละลายอยู่ส่วน 
denaturing washing buffer จากนั้นในการท าให้บริสุทธ์ิด้วยวิธีแอฟินิตีโครมาโตกราฟฟีผ่าน Nickle 

       M     1      2      3  
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column buffer ที่ใช้จะเป็น denaturing buffer ที่มีส่วนประกอบของ 8 M urea ทั้งใน washing buffer 
และ elution buffer ท าการแบ่งเก็บสารละลายโปรตีนจากการชะล้าง (elution buffer) ที่ผ่านคอลมัน์
เป็นช่วง (fraction) ช่วงละ 2 ml ได้ผลดังภาพที่ 25 ซึ่งโปรตีน NS1 ส่วนใหญ่จะหลุดออกจาก
คอลัมน์ที่ความเข้มขน้ของ imidazole เป็น 100 mM จะเห็นว่าในส่วนที่ได้จากการชะล้างด้วย 
denaturing elution buffer แถบของโปรตีน NS1 ที่ได้จะแสดงถึงความบริสทุธ์ิ จากนั้นน าโปรตีนที่
ได้แต่ละส่วนมารวมกนัแล้วเพิ่มความเข้มข้น (concentrate) ของโปรตีนด้วยการปั่นเหว่ียงผ่านตัว
กรองที่เป็น membrane ขนาด 10 kDa ที่ยอมให้โมเลกุลที่มขีนาดนอ้ยกว่า 10,000 Da ผ่าน แต่
โปรตีน NS1 ขนาด 26 KDa ไม่สามารถผ่านได้ เมื่อแยกด้วย 12% SDS-PAGE ดังภาพที่ 26 จะเห็น
ว่าโปรตีน NS1 มีความบริสุทธ์ิ 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 25  แสดง 12% SDS-PAGE การท าโปรตีน NS1 ให้บริสุทธ์ิ (Purification) ในสารละลาย 
    denaturing buffer ในช่องที่ 1 เป็นสารละลายโปรตีนก่อนการท า purification ซึ่งจะเห็น
    แถบโปรตีนอื่นๆปนอยู่ ช่องที่ 2, 7 และ 13 เป็นสารละลายที่ถกูล้างจากคอลัมน์ด้วย    
    denaturing washing buffer ช่องที่ 3, 4, 5 และ 6 เป็นสารละลายโปรตีน NS1 ที่ชะล้างด้วย 
    100 mM imidazol denaturing elution buffer ช่องที่ 8, 9, 10, 11 และ 12 เป็นสารละลาย
    โปรตีน NS1 ที่ชะล้างด้วย 250 mM imidazol denaturing elution buffer  
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ภาพที่ 26  แสดงผล 12% SDS-PAGE หลังการท าโปรตีน NS1 ให้บริสุทธ์ิ (Purification) แล้วน า
    โปรตีนในแต่ละ fraction มารวมกันแล้วเพิ่มความเข้มข้น 
 
 จากนั้นเมื่อน าโปรตีนมาท าการก าจัด 8 M urea ออก (dialysis) เพื่อที่จะน าโปรตีนไป
ทดสอบการท างานปรากฏว่าโปรตีน NS1 นั้นตกตะกอนทั้งหมดไม่สามารถละลายอยู่ในสภาวะที่
ปราศจาก 8 M urea ได้ ท าให้ไม่สามารถน าโปรตีน NS1 ทั้งสายนั้นมาทดสอบการท างานได้ ดังนั้น
ต้องท าการโคลนยีนบางส่วนของโปรตีน NS1 คือ ส่วนของ RNA binding domain (RBD) ที่มีขนาด 
10 kDa และเมื่อท าการเหนี่ยวน าให้เกิดแสดงออกอาจสามารถอยู่ในสภาวะธรรมชาติ (native) ที่
ละลายในสารละลายที่ปราศจาก 8 M urea ได้ 
 
4. การโคลนยนีส่วน RNA binding domain ของโปรตีน NS1 (RBD_NS1) 
 
 จากการโคลนยีน RBD_NS1 โดยการเพิ่มจ านวนช้ิน RBD_NS1 DNA ด้วยเทคนิค PCR 
จากพลาสมิด pGEM_NS1 full length ท าให้ได้ช้ินยีนที่มีขนาด 250 คู่เบส ดังภาพที่ 27 ท าการเช่ือม 
RBD_NS1 เข้าสู่พลาสมิด pQE80L ก่อนที่จะถา่ยยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย DH5α ท าการเลือก
โคโลนีที่ให้ผลบวกโดยใช้วิธี colony PCR screening ด้วยไพรเมอร์ pQE_F และ ไพรเมอร์ pQE_R 
ที่มีความจ าเพาะต่อพลาสมิด pQE80L ผลปรากฏว่ามีผลบวกเห็นแถบ DNA ที่มีขนาด 450 คู่เบส
จ านวน 2 โคลนดังภาพที่ 27 (B) เมื่อถา่ยพลาสมดิ RBD_NS1 เข้าสู่ E. coli BL21 จะได้ผลดังภาพที่ 
27 (C) จากนั้นจะใช้ E. coli BL21 ที่มีพลาสมิด pQE_RBD_NS1 ในการผลิตโปรตีนต่อไป 
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ภาพที่ 27  agarose gel electrophoresis แสดง (A) ช้ินส่วนของยีน RBD_NS1 ที่ได้จากการท า PCR 
    จากพลาสมิด pGEM_NS1 (B) ผล colony PCR screening พลาสมิด pQE_RBD_NS1 ใน
    เช้ือแบคทีเรีย DH5α (C) พลาสมิด pQE_RBD_NS1 ใน E. Coli BL21 
 

5. การแสดงออกของโปรตีน RBD_NS1 (Overexpression of RBD_NS1 protein) 
 
 เมื่อท าการทดลองเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน RBD_NS1 ใน E. coli BL21 
ได้ผลดังจากภาพที่ 28 ซึ่งเป็นการทดสอบการเหนี่ยวน าการแสดงออกของโปรตีนในสภาวะต่างๆ 
โดยใช้แลคโตส และ IPTG เป็นสารเหนี่ยวน าที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง ในการผลิต
โปรตีน RBD_NS1 พบว่าโปรตีน RBD_NS1 ถูกกระตุ้นให้มีการแสดงออกเมื่อท าการเหนี่ยวน า
ด้วย แลคโตส 0.1% และ 0.2% หรือ IPTG 0.2 mM และ 1 mM ตามล าดับ ซึ่งจากภาพพบแถบของ
โปรตีนขนาด 10 kDa ซึ่งเป็นขนาดของโปรตีน RBD_NS1 ทั้ง 4 สภาวะ แต่สังเกตว่าในสภาวะที่
เหนี่ยวน าด้วย 0.2 mM IPTG ที่ 37oC เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง นั้นมีความเข้มของแถบโปรตีน RBD_NS1 
มากที่สุดจึงเลือกสภาวะนี้ในการเหนี่ยวน าการแสดงออกของโปรตีน RBD_NS1 
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ภาพที่ 28  12% SDS-PAGE แสดงผลการแสดงออกโปรตีน RBD_NS1 ในสภาวะต่างๆ ช่องที่ 1 
    เป็นตะกอนเซลล์ก่อนการเหนี่ยวน า ช่องที่ 2 และ 3 โปรตีนของเซลล์เมื่อเหนี่ยวน าด้วย
    แลคโตสความเข้มข้น 0.1 % และ 0.2 % ตามล าดับหรือ IPTG ที่ความเข้มข้น 0.2 mM 
    (ช่องที่ 4) และ 1 mM (ช่องที่ 5) 
 
 หลังจากการเหนี่ยวน าการแสดงออกของโปรตีนด้วย 0.2 mM IPTG ที่ 37 oC เป็นเวลา 5 
ช่ัวโมง น าตะกอนของเซลล์ทั้งกอ่นและหลังท าให้เซลล์แตกมาแยกด้วย 12% SDS-PAGE ได้ผลดัง
ภาพที่ 29 ซึ่งเห็นได้ว่าโปรตีน RBD_NS1 ปรากฏอยู่ทั้งส่วนตะกอนที่ต้องละลายด้วย denaturing 
washing buffer และส่วนที่เป็นสารละลายใส แต่โปรตีนที่สามารถน าไปทดสอบการท างานไดน้ั้น
ต้องเป็นโปรตีนที่อยู่ในรูปสารละลาย (native form) ซึ่งปราศจาก urea ในสารละลาย จากนั้นจะน า
โปรตีน RBD_NS1 ที่ละลายอยู่ในส่วนสารละลายนั้นไปผ่านกระบวนการท าให้บริสุทธ์ิต่อไป 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 29  12% SDS-PAGE แสดงผลการแสดงออกโปรตีน RBD_NS1 ช่องที่ 1 ตะกอนเซลล์ที่  
    เหนี่ยวน าด้วย IPTG 0.2 mM ช่องที่ 2 เป็นส่วนตะกอน (inclusion) ที่ละลายใน           
    denaturing buffer และ ช่องที่ 3 ส่วนสารละลายใสที่ละลายใน native buffer หลังจากท า
    ให้เซลล์แตก 
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6. การท าโปรตีน RBD_NS1 ให้บริสุทธิ ์ในสภาวะธรรมชาติ (Purification of RBD_NS1 in native 
condition)  
 
 เมื่อทดสอบการแสดงออกของโปรตีน RBD_NS1 และทราบว่าโปรตีนนั้นอยู่ในส่วนที่เป็น
สารละลาย ซึ่งการท าให้บริสุทธ์ิจะใช้ native buffer ทั้งระบบรวมทั้งใน washing buffer และ elution 
buffer เมื่อท าการแบ่งเก็บสารละลายโปรตีนจากการชะล้าง (elution buffer) ที่ผ่านคอลมัน์เป็นช่วง 
(fraction) ช่วงละ 2 ml ได้ผลดังภาพที่ 30 ซึ่งจะเห็นได้ว่าสารละลายโปรตีนก่อนการท า purification 
จะมีแถบโปรตีน RBD_NS1 และโปรตีนอื่นๆปนอยู่ (ช่องที่ 1) เมื่อผ่าน Nickle column จะเห็น
โปรตีนอื่นๆ ที่หลุดออกมา ในสารละลาย (ช่องที่ 2) จากเมื่อล้างคอลัมน์ด้วย native washing buffer 
จะเห็นโปรตีนอื่นๆ หลุดออกมา (ช่องที่ 3, 8 และ 13) หลังจากที่ชะล้างด้วย 100 mM imidazol 
native elution buffer จะเห็นสารละลายโปรตีน RBD_NS1 เมื่อชะล้างด้วย 250 mM imidazol native 
elution buffer จะเห็นว่าแถบของโปรตีน RBD_NS1 ที่ได้มีความบริสุทธ์ิ จากนั้นน าโปรตีนที่ไดม้า
รวมกันแล้วเพิ่มความเข้มข้น (concentrate) ของโปรตีนโดยการ dialysis ในถุง cellulose membrane 
ที่ยอมให้โมเลกุลที่เล็กกว่า 3.5 kDa ไหลผ่านได้ แล้วท าการบ่มไว้ในสารละลาย native washing 
buffer ที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลาข้ามคืนเพื่อก าจัด imidazol ออกจากสารละลายแล้วได้โปรตีน 
RBD_NS1 ที่มีความบริสุทธ์ิดังภาพที่ 31 จากนั้นท าการวัดโปรตีนด้วยชุดน้ ายาส าเร็จ BCATM 
Protein Assay Kit วัดความเข้มข้นของโปรตีนได้ 0.9 mg/ ml จากนั้นแบ่งเก็บสารละลายโปรตีนใน
หลอด microcentrifuge หลอดละ 100 µl ไว้ที่ -80oC เพื่อไว้ส าหรับทดสอบในการจับกับ RNA สาย
คู่ (dsRNA) ต่อไป 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 30  12% SDS-PAGE แสดงผลการท าให้บริสุทธ์ิของโปรตีน RBD_NS ในสภาวะ native  
    สารละลายที่ผ่าน Nickle column (ช่องที่ 1), สารละลายที่ล้างคอลัมน์ด้วย native washing 
    buffer (ช่องที่ 2, 8, 13), สารละลายชะล้างด้วย 100 mM imidazol native elution buffer 
    (ช่องที่ 4-7), สารละลายชะล้างด้วย 250 mM imidazol native elution buffer (ช่องที่ 9-12) 
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ภาพที่ 31  12% SDS-PAGE แสดงผลหลังการท าโปรตีน RBD_NS1 ให้บริสุทธ์ิ (Purification) แลว้
    น าโปรตีนในแต่ละ fraction มารวมกันแล้วเพิ่มความเข้มข้น 

 
7. การตรวจสอบโปรตีน NS1 และ โปรตีน RBD_NS1 ด้วยเทคนิค Westhern blot analysis โดยใช้
กระแสไฟฟ้า (Detection of NS1 and RBD_NS1 using Western blotting) 
 
 เมื่อโปรตีน NS1 เต็มสาย และ RBD_NS1 ได้ถูกท าให้บริสุทธ์ิแล้ว น ามาท าการตรวจสอบ
ความจ าเพาะกับ antibody ต่อ histidine tag ด้วย Westhern blot โดยใช้กระแสไฟฟ้าได้ผลดังภาพที่ 
32 ซึ่งโปรตีน NS1 มีขนาด 25 kDa และ RBD_NS1 มีขนาด 10 kDa ซึ่งท าปฏิกิริยากับ antibody ต่อ 
histidine tag อย่างแรง 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 32  แสดงผล Westhern blot ด้วยเทคนิค Electro blotting โดยใช้ anti-His หลังการท าโปรตีน 
    NS1 และ RBD_NS1 ให้บริสุทธ์ิ (Purification) ช่องที่ 1 โปรตีน NS1 เต็มสาย และช่องที่ 
    2 โปรตีน RBD_NS1  
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8. การสร้างโครงสร้างสามมิติของโปรตีน RBD_NS1 และคัดสรรสารยับยั้ง (3D structure 
modeling of RBD_NS1 protein and Virtual screening for inhibitor compound) 
 
 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ NS1 ของ A/chicken/TH/KU14/04 ที่ได้มาแปลเป็นล าดับ
กรดอะมิโนล าดับที่ 1-73 ของโปรตีน NS1 เพื่อท า Protein Blast ในฐานข้อมูล GenBank พบว่า
เหมือนกับปลายอะมิโนของ NS1 ของ A/crow/Kyoto/T1/2004 (H5N1) 100% ผลการเปรียบเทียบ
กรดอะมิโนแสดงดังภาพที่ 33 จากนั้นหาโครงสร้างสามมิติของโปรตีน NS1 ของ 
A/crow/Kyoto/T1/2004 (H5N1) ในฐานข้อมูล Protein Data Bank (PDB) (www.pdb.org) ที่มีรหัส
ในฐานข้อมูลคือ 2Z0A  
 
 จากนั้นสร้างโครงสร้าง 3 มิติ A/chicken/TH/KU14/04 โดยใช้โครงสร้างจาก .pdb ไฟล์
ของ A/crow/Kyoto/T1/2004 มาเข้าสู่โปรแกรม Modeller 9v1เพื่อจ าลองโครงสร้างสามมิติโปรตีน 
RBD_NS1 ของ A/chicken/TH/KU14/04 
 
 

 

 

 
 

ภาพที่ 33  แสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนล าดับที่ 1-72 ของโปรตีน RBD-NS1                  
    NS1/A/chicken/TH/KU14/04 กับ A/crow/Kyoto/T1/2004 (H5N1) รหัส 2Z0A 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 34  โครงสร้างสามมิติโปรตีน RBD_NS1 A/chicken/TH/KU14/04 ภาพ A แสดงการม้วน
พับสาย (ribbon diagram) ภาพ B แสดงพื้นผิวของโมเลกุลโปรตีนที่สามารถจับกับ 
dsRNA และ สารประกอบขนาดเล็ก 

A B 
Helix1 

Helix2 

Helix3 

Helix
1’ 

Helix2’ 

Helix
3’ 

K41 

R38 

K41 

R38 

B A 
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 ภาพที่ 34 แสดงโครงสามมิติของโปรตีน RBD_NS1 ของ A/chicken/TH/KU14/04 ด้วย
โปรแกรม PyMOL version 0.99 ในภาพ A แสดงลักษณะการม้วนพับ (folding) เป็นโครงสร้าง 
secondary structure มีโครงสร้างสามมิติแบบ α-helices แต่ละ subunit (สีที่ต่างกัน) จะมี 3 helices 
โดยแต่ละ subunit จะจับกันเป็น dimer ในทิศทางที่สวนทางกันรวมทั้งหมด 6 helixes ส่วนในภาพ 
B แสดงลักษณะพื้นผิวของโมเลกุลโปรตีนที่มีส่วนของกรดอะมิโน 2 ตัวที่จับกับ dsRNA คือ 
Arginine ต าแหน่งที่ 38 และ Lysine ต าแหน่งที่ 41 และสามารถเห็นหลุม (groove) ตรงกลางของ
โมเลกุลโปรตีน RBD_NS1 ที่อาจเป็นเป้าหมายของ inhibitor compound  
 
 ผลของการท า Virtual screening โดยใช้โปรแกรม AutoDock 3.0.5 จากฐานข้อมูลของ 
NCI นั้นสารประกอบมีรูปแบบของหมู่ฟังก์ชันหลายชนิด และค่า binding energy ที่เป็นผลจากการ
ค านวณค่าพลังงานในการ binding ระหว่างสารประกอบ และ โปรตีน NS1 ในบริเวณ RNA 
binding domain ของแต่ละสารประกอบ มีค่าที่แตกต่างกัน และเมื่อท าการวิเคราะห์ต าแหน่งในการ
จับกันระหว่างสารประกอบและ side chain ของโปรตีน NS1 จากสารประกอบทั้งหมด 1990 
โครงสร้างในฐานข้อมูล NCI พบว่ามีสารประกอบจ านวน 20 โครงสร้างที่มีค่า binding energy ต่ า
กว่า -15.04 Kcal/ โดยในตารางที่ 4 ได้แสดงสารประกอบ 15 โครงสร้างที่มีค่า binding energy อยู่
ในช่วง -15.04 ถึง -15.99 Kcal/mol ที่จับอยู่ภายในหลุมของโปรตีน RBD_NS1 และ ตารางที่ 5 
แสดงสารประกอบ 5 โครงสร้างที่มีค่า binding energy ต่ าที่สุด ส่วนในภาพที่ 35 แสดงให้เห็นว่า
สารประกอบทั้ง 5 โครงสร้างจับในบริเวณ groove ที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับการ binding ระหว่าง
โปรตีน NS1 dsRNA หรือบริเวณที่เป็น dimer-interface ของโปรตีน NS1 และพบว่าพันธะ H-bond 
เป็นพันธะที่มีความส าคัญในการ binding ระหว่างสารประกอบและโปรตีน NS1 
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ตารางที่ 4  แสดงค่าพลังงานของสารประกอบ 15 โครงสร้างที่มีค่า binding energy -15.04 ถึง          
-15.99 Kcal/mol 

 
สารประกอบ โครงสร้าง 2 มิติ สูตรโมเลกุล Binding energy 

(Kcal/mol) 
 

NCI0221 
 

 
C27H38O6 

 
-15.04 

 
NCI0436 

 

 
C24H22N2O4S2 

 
-15.20 

 
NCI1280 

 

 
C26H19N3O8S2 

 
-15.23 

 
NCI1896 

  
C36H23I2N5 

 
-15.23 

 
NCI0189 

 

 
C18H24N10O4 

 
-15.27 

 
NCI0542 

 

 
C23H35F3O3 

 
-15.32 

 
NCI0298 

 

 
C19H24N8O4 

 
-15.33 

 
NCI0334 

  

 
C27H32O3 

 
-15.40 

 
NCI0866 

 

 
C23H33F3N2O 

 
-15.40 
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ตารางที่ 4 (ต่อ)   
 
สารประกอบ โครงสร้าง 2 มิติ สูตรโมเลกุล Binding energy 

(Kcal/mol) 
 

NCI0780  

 
C24H36O4 

 
-15.45 

 
NCI1792 

 

 
C28H30Cl2N6 

 
-15.62 

 
NCI1100 

 

 
C27H34N4O2S 

 
-15.64 

 
NCI1655  

 
C32H26O14 

 
-15.87 

 
NCI1153 

 

 
C26H32N4O2S 

 
-15.91 

 
NCI1043 

 

 
C27H43NO8- 

 
-15.99 

 
  
 
 
 
 
 
\ 
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ภาพที่ 35  โครงสร้างสามมิติโปรตีน RBD_NS1 ที่แสดงสารประกอบ 5 โครงสร้างมี binding      
     energy ต่ าที่สุดจับบริเวณ groove ซึ่งอยู่ตรงกลางของ RNA binding site  
 

 

 

 

 

 

A  
 

B  

E 

C D 

NCI0082 NCI0035 

NCI1212 NCI0932 

NCI1322 



71 
 

ตารางที่ 5   แสดงค่าพลังงานของสารประกอบ 5 โครงสร้างที่มีค่า binding energy ต่ าที่สุดจากการ               
คัดสรร  

 
สารประกอบ โครงสร้าง 2 มิติ สูตรโมเลกุล กรดอะมิโนที่เกิด

พันธะH-bond กับ 
compounds 

Binding 
energy 

(Kcal/mol) 
 

NCI0035 
 

 
C26H36O3 

 
Ser42’, Arg46’ 

 
-16.39 

 
NCI0082 

 

 
C36H51NO11 

 
Arg19 (2) 

 
-17.36 

 
NCI0932 

 

 
C27H33BrO5S 

 
Arg19 (2) 

 
-16.05 

 
NCI1212 

 

 

C44H28O5 
 

Arg38 
 

-16.39 

 
NCI1322 

 

 
C37H47NO12 

 
Asp39(2), 

Asp39’, Ser42’ 

 
-17.21 

 
โครงสร้าง และ binding energy ของ compounds ในฐานข้อมูลของ NCI database ที่ถูกคัด

สรรโดยวิธี virtual screening ด้วยโปรแกรม AutoDock 3.0.5 ได้ถูกแสดงไว้ในตารางที่ 5 ซึ่ง 
สารประกอบ ทั้ง 5 โครงสร้างสามารถจับกับบริเวณร่องตรงกลางและ RNA binding site ของ
โปรตีน NS1 (ภาพที ่35) และมีค่า binding energy ที่ต่ า 5 อันดับแรกโดยมีค่า binding energy อยู่
ระหว่าง -16.05 ถึง -17.36 Kcal/mol ซึ่งเป็นค่าที่แสดงถึงความสามารถในการจับกันระหว่าง 
compounds และโปรตีน NS1 compounds ที่สามารถจับบริเวณเป้าหมายของโปรตีน NS1 นั้นจะมี
โครงสร้างโดยรวมเป็น aromatic ring และสามารถเกิดพันธะ H-bond กับกรดอะมิโนในโปรตีนได้ 
ซึ่งกรดอะมิโนที่เกิดพันธะกับสารประกอบ ทัง้ 5 โครงสร้างได้แสดงไว้ในภาพที่ 36 

 



72 
 

 โดยกรดอะมิโนในต าแหน่งที่เป็นตัวหนาจะสามารถเกิดพันธะ H-bond กับ compound ได้ 
ซึ่งได้แก่ Serine ต าแหน่งที่ 42 Arginine ต าแหน่งที่ 19, 38, 46 และ Aspartate ต าหน่งที่ 39 โดย
กรดอะมิโนดังกล่าวอยู่ในบริเวณ groove ที่อยู่ตรงกลางของบริเวณที่มีการจับกับ dsRNA ของ
โปรตีน RBD_NS1 ซึ่งจะน า compound ที่มีค่า binding energy ต่ า มาท าการทดสอบว่าสามารถ
ยับย้ังการท าจับกันระหว่างโปรตีน RBD-NS1 กับ dsRNA ได้หรือไม่ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 36  แสดงต าแหน่งของกรดอะมิโนใน RNA binding groove บนโปรตีน NS1 ที่สามารถเกิด
    พันธะ H-bond กับ compounds ที่ถูกคัดสรรจาก NCI database 
 
9. การสร้าง RNA สายคู่ที่ติดฉลากด้วย DIG ด้วยปฏกิิริยา In vitro transcription (Production 

and labelling of double stranded RNA with digoxigenin using In vitro transcription assay) 
 
 9.1 การสร้าง probe ขนาด 345 คู่เบส 
 
 สาย DNA แม่แบบที่สร้างจากเทคนิค PCR จากพลาสมิด pGEM_NS1 โดยใช้ไพรเมอร์T7 
promoter_F กับ NS345-T3promoter_R จะได้สาย DNA ที่มีขนาด 345 คู่เบส ดังภาพที่ 37 A และ
เมื่อสร้าง DIG-ssRNA ด้วยปฏิกิริยา In vitro transcription จะได้สาย sense DIG-ssRNA และ anti-
sense DIG-ssRNA ที่มีขนาด 300 คู่เบสได้ผลดังภาพที่ 37 B เมื่อท าการวัดปริมาณสาย RNA ที่ได้
โดยการท า dot blot เทียบกับ control RNA probe พบว่าด้านสาย sense DIG-ssRNA จะมีความ
เข้มข้น 45.9 µM ส่วนด้าน anti-sense DIG-ssRNA จะมีความเข้มข้น 29.5 µM จากนั้นท าการเจือจาง
สาย sense DIG-ssRNA และ anti-sense DIG-ssRNA ด้วย TN buffer โดยให้มีความเข้มข้น 5 µM 
ในการเตรียม dsRNA นั้นจะน า RNA ทั้งสองสายที่มีความเข้มข้น 5 µM มาผสมกันอย่างละ 5 µl ท า
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การ annealing ตามวิธีที่กล่าวข้างต้น แล้วตรวจโดยการแยกด้วยไฟฟ้าเพื่อตรวจสอบการเคลื่อนที่ใน 
2% agarose gel 

 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 37  แสดงผล 1.2 % agarose gel electrophoresis (A) ช่องที่ 1 สาย DNA แม่แบบขนาด 345 คู่
    เบส ที่ได้จากเทคนิค PCR ช่องที่ 2 low mass DNA ladder (B) ช่องที่ 1  
    sense DIG -ssRNA ขนาด 300 คู่เบส ช่องที่ 2 antisense DIG - ssRNA ขนาด 300 คู่เบส 
    ช่องที่ 3 dsRNA ที่ได้จากการ annealing 

 
 จากภาพที่ 37 จะเห็นว่าสาย DIG -ssRNA ซึ่งมีความยาว 300 คู่เบส แต่เมื่อเปรียบเทียบกับ 
DNA marker แล้วจะเท่ากับ DNA ขนาด 400 คู่เบส เนื่องจากโมเลกุลของ ssRNA นั้นถูกติดฉลาก
ด้วย DIG จึงมีขนาดที่ใหญ่กว่า และในส่วนของ sense DIG -ssRNA (ช่องที่ 1 ในภาพ B) ซึ่งเร่ิมต้น
การสังเคราะห์สายจาก T7 promoter จะมีความเขม้กว่า sense DIG -ssRNA ที่สังเคราะห์จาก T3 
promoter (ช่องที่ 2 ในภาพ B) และเมื่อ annealing สาย RNA เข้าด้วยกันยังไม่ค่อยเห็นความแตกต่าง
ระหว่างการเคลื่อนที่หลังจากกลายเป็น dsRNA แล้ว  
 
 เมื่อน า dsRNA ที่มีความยาว 300 คู่เบสไปทดสอบ RNA binding assay จับกับโปรตีน 
RBD_NS1 ผลของการเคลื่อนที่ระหว่าง dsRNA กับ dsRNA-protein complex นั้นไม่แตกต่างกัน ซึ่ง
สาย ssRNA ที่มีขนาดยาวมากเกินไปนั้นอาจสามารถเกิด secondary structure ได้มากขึน้และส่งผล
ต่อกระบวนการ annealing ที่สร้าง dsRNA ท าให้รบกวนการจับกันของ sense และ anti sense RNA 
เป็น dsRNA และอาจจะมีผลตอ่เทคนิค RNA binding assay ด้วย จึงต้องท าการสร้าง probe ใหม่ที่มี
ขนาดสั้นกว่า 100 คู่เบส 
 
 
 

345 bp 

A M   1   2 

2000 bp 
1650 bp  
1000 bp 

B 
M  1   2   3 

345 bp 

2000 bp 
1650 bp  
1000 bp 
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 9.2 การสร้าง probe ขนาด 80 คู่เบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 38  แสดงผล 1.2 % agarose gel electrophoresis ภาพ A สาย DNA แม่แบบขนาด 100 คู่เบส   
ที่ได้จากเทคนิค PCR (ช่องที่ 1) และ low mass DNA (ช่องที่ 2), ภาพ B ช่องที่ 1 sense 
DIG -ssRNA labeled 80 คู่เบส ช่องที่ 2 antisense DIG - ssRNA และ ช่องที่ 3 dsRNA ที่
ได้จากการ annealing สาย sense และ antisense RNA 

 
 สาย DNA แม่แบบที่ใช้ไพรเมอร์ T7 promoter_F กับไพรเมอร์ NS110-T3 promoter_R จะ
ได้สาย RNA ที่มีขนาด 100 คู่เบส ดังภาพที่ 38 (A) และเมื่อสร้าง DIG-ssRNA ด้วยปฏิกิริยา In vitro 
transcription ได้สาย sense DIG-ssRNA และ anti-sense DIG-ssRNA ที่มีขนาด 80 คู่เบส และจะ
เห็นว่าสาย DIG -ssRNA ซึ่งมีขนาด 80 คู่เบส แต่ปรากฏว่ามีขนาดยาวกว่าสาย DNA แม่แบบ
เนื่องจากโมเลกุลของ ssRNA นั้นถกูติดด้วย DIG จึงมีขนาดที่ใหญ่กว่า และในส่วนของ sense DIG 
-ssRNA (ช่องที่ 1 ในภาพ 38 B) เร่ิมต้นการสังเคราะห์สายจาก T7 promoter จะมีความเข้มกว่า anti-
sense DIG -ssRNA ที่สังเคราะห์จาก T3 promoter (ช่องที ่2 ในภาพ 38 B) และเมื่อ anneal สาย 
RNA เข้าด้วยกันจะเห็นความแตกต่างของการเคลื่อนระหว่าง ssRNA กับ dsRNA โดย จะเห็นแถบ
ของ RNA เป็น 2 แถบชัดเจน ซึ่ง dsRNA จะเป็นแถบที่อยู่ด้านบน ssRNA (ช่องที่ 3 ในภาพ 38 B) 
 
 
 
 
 
 
 

2000 bp 
1650 bp  

1000 bp 
500 bp 

A B 
M   1    2 M  1   2   3 

100 bp ssRNA  
 

dsRNA  
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ภาพที่ 39  ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จากการท า dot blot ซึ่ง DIG-labeled RNA จะมีความเข้มข้น          
    10 pg/µl, 8 pg/µl, 6 pg/µl, 4 pg/µl และ 2 pg/ul ในแถวที่ 1-5 ตามล าดับ 
 

 เมื่อท าการตรวจสอบคุณภาพของ ssRNA probe ด้วยวิธี dot blot (ภาพที่ 39) ซึ่งเป็นการ
แสดงประสิทธิภาพของการ labeling ด้วยการเปรียบเทียบกับ DIG labeled probe control (Roche) 
ซึ่ง DIG - ssRNA ที่ได้นั้นก็มคีวามเข้มที่สามารถสังเกตเห็นได้ชัดเจน จากภาพจะเห็นว่า RNA ที่ได้
จากปฏิกิริยานั้นมีความเข้มมากกว่า DIG labeled probe control แสดงว่าปริมาณ ssRNA ที่ได้นั้นมี
ปริมาณมากกว่า probe control และมีประสิทธิประภาพในการติดฉลากด้วย DIG เพียงพอส าหรับใช้
ในการตรวจสอบด้วยเทคนิค Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) ต่อไป 
 
10. RNA binding assay และ Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 
 
 10.1 การทดสอบความสามารถในการจับ dsRNA ของโปรตีน NS1 
 
 การทดสอบการท างานของโปรตีน RBD_NS1 ด้วยเทคนิค RNA binding assay ด้วยวิธี 
Electrophoretic Mobility shift assay (EMSA) เป็นการทดสอบการจับกันระหว่างโปรตีน NS1 และ 
dsRNA ซึ่งจากการทดลองของ Chien และคณะ (2004) นั้นโปรตีน NS1 สามารถจับกับ dsRNA ได้
เท่านั้นและไม่สามารถจับกับ ssRNA ได้ จึงท าการทดสอบด้วยว่าโปรตีน RBD_NS1 ที่ได้จากการ 
Over expression นั้น สามารถจับกับ dsRNA ไดห้รือไม่ และการจับกันของโปรตีน NS1 กับ 
dsRNA และ ssRNA มีความแตกต่างกันอย่างไร ซ่ึงได้ผลดังภาพที่ 40 
 
 
 
 
 

sense DIG -ssRNA 

antisense DIG -ssRNA 

 DIG labeled probe control 

           1          2          3         4         5      
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ภาพที่ 40  ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จาก Northern blot analysis ที่ท าการทดสอบความแตกต่างของการ
    จับกันระหว่างโปรตีน NS1 กับ dsRNA และ ssRNA ด้วยเทคนิค EMSA โดยใช้  
    12% non-denaturing PAGE; sense ssRNA (ช่องที่ 1), dsRNA  
    (ช่องที่ 2), sense ssRNA + 2 µM NS1 protein (ช่องที่ 3), dsRNA + 1 µM NS1 protein 
    (ช่องที่ 4), dsRNA + 2 µM NS1 protein (ช่องที่ 5) 
 
 จากภาพที่ 40 สามารถเห็นความแตกต่างของการเคลื่อนที่ระหว่าง free-RNA กับ RNA ที่
จับกับโปรตีน (RNA-protein complex) ซึ่งในการทดสอบการจับกันระหว่างโปรตีน RBD_NS1 กับ 
dsRNA นั้น (ช่องที่ 4) จะเกิดเป็น RNA-protein complex จึงเกิดการ shift ขึ้นเมื่อเทียบกับ free-
dsRNA (ช่องที่ 2) แสดงว่าโปรตีน RBD_NS1 ที่ได้จากการ over expression นั้น สามารถม้วนพับ
เป็นโครงสร้างที่ถูกต้องจึงสามารถจับกับ dsRNA ได้ แต่ในการทดลองการจับกันของโปรตีน NS1 
กับ ssRNA (ช่องที่ 3) สามารถเห็นการ shift เกิดขึ้น แต่ระยะของการ shift ขึ้นนั้นจะไม่เท่ากับการ
ทดสอบกับ dsRNA ทั้งนี้เนื่องจาก ssRNA-DIG labeled 80 bp สามารถเกิด secondary structure เป็น 
stem loop และ hair pin ได้ จึงท าให้มีส่วนของ dsRNA เกิดขึ้น จึงมีโอกาสเป็นไปได้ที่โปรตีน NS1 
สามารถจับกับ stem และ hair pin structureได้ ดังนั้นจึงเกิดการ shift ขึ้นในช่องที่ 3 

 
10.2 การหาปริมาณ RBD_NS1 ที่เหมาะสมในการทดสอบสารยับย้ัง 
 
ต่อมาได้ท าการทดลอง RNA binding assay ในการจับกันของโปรตีน RBD_NS1 ที่ความ

เข้มข้นต่างๆ กับ dsRNA โดยก าหนดให้ความเข้มข้นของ dsRNA คงที่ที่ 1 µM ส่วนความเข้มข้น
ของโปรตีน RBD_NS1 ที่ใช้จะเปลี่ยนแปลงต้ังแต่ 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4 µM ได้ผลดังภาพที่ 
41 
 

   1     2      3      4      5       
dsRNA-protein complex 

dsRNA 

ssRNA 
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ภาพที่ 41  ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จาก Northern blot analysis ที่ทดสอบการจับกันของ dsRNA ที่   
    ความเข้มข้น 1 µM กับโปรตีน RBD_NS1 ที่มคีวามเข้มข้น 0 (ช่องที่ 1), 0.5 (ช่องที่ 2), 1 
    (ช่องที่ 3), 1.5 (ช่องที่ 4), 2 (ช่องที่ 5), 2.5 (ช่องที่ 6), 3 (ช่องที่ 7), 3.5 (ช่องที่ 8) และ  
    4 µM (ช่องที่ 9) 
 

จากภาพที่ 41 จะเห็นว่าเกิดการ shift ขึ้นเป็น dsRNA-protein complex ตั้งแต่ความเข้มข้น
ของโปรตีน RBD_NS1 ที่ 0.5 µM เนื่องจาก complex มีขนาดโมเลกลุใหญ่กว่า dsRNA แต่ยังไม่
สามารถบอกถึงขนาดของโปรตีนที่น้อยที่สุดที่สามารถท าให้เกิดปฏิกิริยาการจับกันระหว่าง 
RBD_NS1 และ dsRNA จึงท าการทดสอบต่อเพื่อหาความเข้มข้นของโปรตีนที่เหมาะสมที่มีผลตอ่
การเปลี่ยนแปลงการเคลื่อนที่ของ dsRNA จึงท าการทดสอบการเคลื่อนทีข่องโปรตีน RBD_NS1 
และ dsRNA complex ในช่วงที่มีความเข้มข้นต่างๆของโปรตีน RBD_NS1 ดังนี้ 0, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 
1.5, 2, 2.5, 3 และ3.5 µM 
  
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 42  ภาพ X-ray ฟิล์มที่ได้จาก Northern blot analysis แสดงผล RNA binding assay ที่ใช้วิธี 
     EMSA ทดสอบการจับกันระหว่าง dsRNA 1 µM กับ RBD_NS1 ที่ความเข้มข้น 0       
     (ช่องที่ 1), 0.05 (ช่องที่ 2), 0.1 (ช่องที่ 3), 0.5 (ช่องที่ 4), 1 (ช่องที่ 5), 1.5 (ช่องที่ 6), 2 
     (ช่องที่ 7), 2.5 (ช่องที่ 8), 3 (ช่องที่ 9) และ 3.5 µM (ช่องที่ 10) 

 1    2    3    4     5     6    7     8     9  

dsRNA-protein 
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 จากภาพที่ 42 จะเห็นว่าเกิดการเคลื่อนที่ช้าลง (shift) ของ dsRNA-protein complex ตั้งแต่
ความเข้มข้นของโปรตีน RBD_NS1 ที่ 0.5 µM และเกิดการ shift ที่คงทีแ่ละสม่ าเสมอที่ความ
เข้มข้น 1 µM จึงใช้ความเข้มข้น 1µM ในการทดสอบการยับย้ังด้วย inhibitor compound และสาร
สกัดจากสมุนไพรไทย  
  
 10.3 ความจ าเพาะของการจับระหว่าง dsRNA และโปรตีน RBD_NS1 
 
 เพื่อตรวจสอบว่าโปรตีน RBD_NS1 นั้นจับกับ dsRNA อย่างจ าเพาะจึงท าการทดสอบ
ปฏิกิริยาระหว่าง dsRNA กับโปรตีนอื่นๆ ที่ไมม่สี่วนเกี่ยวข้องกับการจับ dsRNA ได้แก่ โปรตีน 
Trypsin, -chymotrypsin, BSA และ 6xHis-RT HIV 1 โดยจะใช้โปรตีนดังกล่าวที่ความเข้มข้น 1 
µM และให้ผลดังภาพที่ 43 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 43  ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จาก Northern blot analysis แสดงผลการจับกันระหว่าง  
    dsRNA 1 µM กับ RBD_NS1 (ช่องที่ 2), Trypsin (ช่องที่ 3), -chymotrypsin (ช่องที่ 4), 
    BSA (ช่องที่ 5) และ 6xHis-RT HIV 1 (ช่องที่ 6) ที่ความเข้มข้น 1 µM ในช่องที่ 1 คือ 
    dsRNA 
 

 ภาพที่ 43 แสดงให้เห็นว่าปฏิกิริยา RNA binding assay ของโปรตีน RBD_NS1 นั้นมี
ความจ าเพาะ เห็นได้จากเมื่อน าโปรตีนอื่นนั้นมาทดสอบในแบบเดียวกันกับโปรตีน RBD_NS1 ไม่
มีโปรตีนใดจับกับ dsRNA ได้เป็นผลให้ไม่มกีาร shift ของ dsRNA เหมือนกับ complex ระหว่าง
โปรตีน RBD_NS1 และ dsRNA รวมทั้งโปรตีน 6xHis-RT HIV l ซึ่งมี 6xHis-tag ติดอยู่ในสายเปบ
ไทด์เหมืนกับโปรตีน RBD_NS1 เป็นการแสดงว่า 6xHis-tag ที่ติดอยู่นั้นไม่ไดม้ีผลต่อการจับกับ 
dsRNA ของโปรตีน 
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11. การทดสอบหาสารยับยั้งการท างานของ RBD_NS1 (Screening assay for RBD_NS1 
inhibitor) 

 
 11.1 การทดสอบการยับย้ังการท างานของ RBD_NS1 โดยสารที่คัดสรรโดย virtual 
screening 
 
 ผลการทดสอบการยับย้ังปฏิกิริยา RNA binding assay ระหว่างโปรตีน RBD_NS1 และ 
dsRNA ด้วย Estradiol (NCI0035) และ Veratridine (NCI0082) ที่ความเข้มข้นตั้งแต่                      
10 µM – 1 mM พบว่าสารทั้งสองไม่สามารถยับย้ังการจับกันระหว่างโปรตีน RBD_NS1 กับ 
dsRNA ได้แสดงในภาพที่ 44 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 44  ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จาก Northern blot analysis แสดงการทดสอบ compound ภาพ A 
    Estradiol (NCI0035) และ ภาพ B Veratridine (NCI 0082) ในการยับย้ัง ปฏิกิริยา RNA 
    binding assay ที่ความเข้มข้น 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 
    และ 1000 µM (ช่องที่ 4 - 15 ตามล าดับ) ช่องที่ 1 dsRNA, ช่องที่ 2 dsRNA ที่จับกับ    
    โปรตีน RBD_NS1, ช่องที่ 3 dsRNA ที่จับกับโปรตีน RBD_NS1 + 10% DMSO 
 

 จากภาพที่ 44 (A และB) เป็นการทดสอบการยับย้ังโปรตีน RBD_NS1 ในปฏิกิริยา RNA 
binding assay ด้วยสารประกอบจาก NCI database compounds ที่ได้จากการคัดสรร 2 ชนิดคือ 

A 
  1    2   3   4    5   6   7   8   9   10   11 12  13  14  15 16 

B 
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Estradiol (NCI0035) และ Veratridine (NCI 0082) ที่ความเข้มข้น 10 µM ถึง 1000 µM ไม่สามารถ
ยับย้ังการเกิด RNA binding reaction เพราะการ shift ของ dsRNA ยังเกิดขึ้นได้ในทุกความเข้มข้น
ของสารประกอบไดอ้าจเป็นเพราะการจับของ compound นั้นอยู่ตรงกลางบริเวณ RNA binding site 
จึงไม่สามารถขัดขวางการจับ dsRNA กับโปรตีน RBD_NS1 และไม่ท าให้โครงสร้างของ 
RBD_NS1 เปลี่ยนไป 
  
 11.2 การทดสอบสารยับย้ังการท างานของ RBD_NS1 โดยสารสกัดสมุนไพร 
 
 ในการทดสอบการยับย้ังด้วยสารสกัดจากสมุนไพรไทย 34 ชนิดนั้นพบว่ามีสารสกัดจาก
สมุนไพร 5 ชนิดคือ ว่านชักมดลูก (Curcuma xanthorrhiza), สมอพิเภก (Terminalia bellirica), 
ก าแพงเจ็ดช้ัน (Salacia chinensis), ไพล (Zingiber montanum) และ เปลือกนนทรี (Peltophorum 
pterocarpum) ที่ความเข้มข้น 1 mg/ml สามารถยับย้ังการเกิด complex ระหว่างโปรตีน RBD-NS1 
และ dsRNA ได้ดังภาพที่ 45 ส่วนสมุนไพรอื่นๆได้แก่ สะเดา (Azadirachta indica) ทองพันชั่ง 
(Rhinacanthus nasutus) ราชดัด (Brucea amarissima) อบเชยญวน (Cinnamomum loureiroi) เบ็ญ
กานี (Quercus infectoria) อ้อยแดง (Saccharum officinarum) จันทร์เทศ (Myristica fragrans) 
ต้อยติ่ง (Ruellia tuberose) ขมิ้นชัน (Curcuma longa) เทียนกิ่ง (Lawsonia inermis) โกฐกะกลิ้ง 
(Strychnos nux-vomica) สมอทะเล (Sapium indicum) สมอไทย (Terminalia chebula) ดอกค าแสด 
(Mallotus philippensis) มะกอก (Spondias pinnata) แกแล (Maclura cochinchinensis) 
สีเสียดเปลือก (Pentace burmannica Kurz) สีเสียดยางก้อน (Acacia catechu) ฝาง (Caesalpinia 
sappan) มะเกลือ (Diospyros Mollis Griff) เปลือกมังคุด (Garcinia mangostana L) เปลือกมะกรูด 
(Citrus hystrix) สารภี (Mammea siamensis T. Anders.) นมราชสีห์ (Euphorbia hirta L.) คนทีสอ 
(Vitex negundo L.) เจตมูลเพลิงแดง (Plumbago indica ) จันทร์ผา (Dracaena lourieri) กระเจ๊ียบ
แดง (Roselle Hibiscus sabdariffa L.) มะรุม (Moringa oleifera Lam.) และเมล็ดขนนุ (Artocarpus 
heterophyllus Lam) ไม่มีฤทธ์ิยับย้ังโปรตีน RBD-NS1 ในการจับกับ dsRNA 
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ภาพที่ 45  ภาพ X-ray ฟิล์มที่ได้จาก Northern blot analysis แสดงการทดสอบสารสกัดจาก 
สมุนไพรไทยพบสารสกัฃดจากสมุนไพร 5 ชนิดคือ ว่านชักมดลูก (Curcuma 
xanthorrhiza) ช่องที่ 13, สมอพิเภก (Terminalia bellirica) ช่องที่ 14, ก าแพงเจ็ดช้ัน 
(Salacia chinensis) ช่องที่    17, ไพล (Zingiber montanum) ช่องที่ 21 และ เปลือก
นนทรี (Peltophorum pterocarpum)    ช่องที่ 22 ที่ความเข้มข้น    10 mg/ml (ช่องที ่1 
และ 18 คือ dsRNA) 

 

 จากนั้นจึงท าการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสมุนไพร ว่านชักมดลูก (Curcuma 
xanthorrhiza) เปลือกนนทรี (Peltophorum pterocarpum) โดยการให้โปรตีน RBD_NS1 ท า
ปฏิกิริยากับสารสมุนไพรแต่ละชนิดที่ความเข้มขน้ต่างๆกันตั้งแต่ 10 µg/ml ถึง 10 mg/ml ดังภาพที่ 
46 ซึ่งมีสารสกัดสุมนไพร 3 ชนิดคือ สมอพิเภก (Terminalia bellirica), ก าแพงเจ็ดช้ัน (Salacia 
chinensis) และ ไพล (Zingiber montanum) ไมไ่ด้น าทดสอบความเข้มขน้ในการยับย้ังที่เหมาะสม 
เพราะการเตรียมตัวอย่างสารสกัดที่ได้นั้นมีความเข้มข้นไม่เพียงพอต่อการทดสอบทีค่วามเข้มข้น 
10 mg/ml  
 
 
 
 

    1    2    3   4    5   6     7    8   9   10    11  12  13 14  15  16  17  
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ภาพที่ 46  ภาพ X-ray ฟิล์มทีไ่ด้จาก Northern blot analysis แสดงการทดสอบความเข้มข้นที่      
    สามารถยับย้ังการ shift ของ dsRNA ช่องที่ 2-5 ว่านชักมดลูก (Curcuma xanthorrhiza) 
    ความเข้มข้น 10 ug/ml, 100 ug/ml, 1 mg/ml และ 10 mg / ml ตามล าดับ ช่องที่ 7-10      
    เปลือกนนทรี (Peltophorum pterocarpum) ความเข้มข้น 10 ug/ml, 100 ug/ml, 1 mg/ml 
    และ 10 mg / ml ตามล าดับ (ช่องที่ 1 และ 6 คือ dsRNA-protein complex ที่ไม่มีสารสกัด
    สมุนไพร) 

 จากภาพที่ 46 ความเข้มข้นของสารสกัดสมุนไพรที่สามารถเปลี่นแปลงการ shift ของ 
dsRNA ได้ คือที่ 1 mg/ml แต่ที่ความเข้มข้น 10 mg/ml นั้นจะยับย้ังการ shift ของ dsRNA ได้อย่าง
สมบูรณ์  
 

 สารสมุนไพรทั้ง 5 ชนิดแต่ละชนิดได้มีการรายงานการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยใน
ก าแพงเจ็ดช้ันเป็นพืชในสกุล Salacia ทีป่ระเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ใช้ในการรักษา
โรคเบาหวาน (Grover et al., 2002) และมีการรายงานว่ามีฤทธ์ิในการยับย้ังการท างานของเอนไซม์ 
α-glucosidases ภายในล าไส้ (Yoshikawa et al., 2008) อีกทั้งรายงานว่าพืชในสกุล Salacia สามารถ
ลดระดับกลูโคสภายในกระแสเลือดหลังจากได้รับอาหารทั้งในคนและสัตว์ (Williams et al., 2007) 
และมีการรายงานจาก Jihong และคณะ (2011) ที่ศึกษาผลกระทบสารสกัดจากก าแพงเจ็ดช้ันที่มีต่อ
ระบบสืบพันธุ์โดยท าการทดลองในหนูทดลองซ่ึงใช้สารสกัดที่ความเข้มข้น 2000 mg ต่อน้ าหนัก
ตัว 1 kg ต่อวัน พบว่าสารสกัดจากก าแพงเจ็ดช้ันนั้นไมม่ีผลต่อระบบสืบพันธุ์และไมม่ีความเป็นพษิ
อื่นๆ เกิดขึ้น 
 
 จากการทดลองของ Jeenapongsa และคณะ (2003) พบสารประกอบ (E)-1-(3,4-
Dimethoxyphenyl) butadiene  (DMPBD) ในไพล (Zingiber montanum) ที่สกัดด้วยเฮกเซนแล้ว
ทดลองในระดับ In vitro และ In vivo มีฤทธ์ิยับย้ังการอักเสบ (anti-inflammatory) การบวมน้ า 

  1        2       3      4       5                 6      7       8       9     10     
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(edema formation) และสามารถยับย้ัง cyclooxygenase (CO) และ lipoxygenase (LO) pathways ใน
หนูทดลองสายพันธ์ุ Sprague Dawley 
 
 ว่านชักมดลูก (Curcuma xanthorrhiza) มีรายงานพบสารประกอบช่ือว่า Xanthorrhiza 
(1,3,5,10-bisabolatetraen-3-ol) ที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังแบคทีเรียชนิด Streptococcus spp., 
Actinomyces viscosus และ Porphyromonas gingivalis (Hwang et al., 2000) 
 
 สมอพิเภก (Terminalia bellirica) มีรายงานว่าพบสารประกอบ termilignan, thannilignan, 
7-hydroxy-3′,4′-(methylenedioxy) flavan และ anolignan B ซึ่งสารประกอบทั้ง 4 ชนิดนี้มีฤทธ์ิใน
การยับย้ับเช้ือไวรัส HIV 1, Plasmodium falciparum เช้ือปรสิตที่เป็นสาเหตุของโรคมาลาเรีย และ
เช้ือรา P. expansum  (Valsaraj et al., 1997)  
 
 Biswas และคณะ (2010) ได้ทดลองน าสารสกัดจากใบนนทรีมาทดสอบในหนูทดลอง
พบว่าสามารถยับย้ังการท าลายตับ (acute liver damage) จากยา paracetamol ได ้
 
 การศึกษาคร้ังนี้เป็นการยืนยันคร้ังแรกว่าสารสกัดจากสมุนไพรเหล่านี้สามารถยับย้ังการ
ท างานของโปรตีน RDB_NS1 ของไวรัสไข้หวัดนกได้ สารออกฤทธ์ิที่มีการค้นพบในสารสกัดจาก
สมุนไพรดังกล่าวอาจจะมีฤทธ์ิในการต้านไวรัสไข้นกหรือไข้หวัดใหญ่ ซึ่งการทดสอบ
ความสามารถของสมุนไพรดังกลา่วในการยับย้ังการท างานของโปรตีน RBD_NS1 อาจเป็นปัจจัย
เร่ิมต้นในการทดลองขั้นต่อไปทั้งในด้านการทดสอบกับเซลล์ที่มกีารติดเช้ือไวรัสหรือการสกัดหา
สารออกฤทธ์ิที่มีในอยู่สารสกัดจากสมุนไพรที่สามารถน าไปพัฒนาเป็นต้านไวรัสไข้หวัดนกต่อไป 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

สรุป 

 

 การโคลนและแสดงออกโปรตีน NS1 เต็มสายแล้วท าให้บริสุทธ์ิได้โปรตีน NS1 ที่มีขนาด 
26 kDa แต่เมื่อท าการเปลี่ยนให้โปรตีนละลายในสภาวะธรรมชาติโปรตีนเกิดการตะกอนจึงไม่
สามารถทดสอบการจับกับ dsRNA รายงานของ Bornholdt และ Prasad (2008) ที่ศึกษาโครงสร้าง
สามมิติโปรตีน NS1 เต็มสายด้วย X-ray crystal structure นั้นต้องท าการ mutation Arginine 
ต าแหน่ง 38 และ Lysine ต าแหน่ง 41 ไปเป็น Alanine จึงสามารถป้องกันการตกตะกอนได้แต่การ
ทดสอบการจับกับ dsRNA นั้นต้องเกิดปฏิกิริยาระหว่าง dsRNA กับกรดอะมิโน Arginine และ 
Lysine ในต าแหน่งดังกล่าวจึงไม่สามารถท าการ mutation จึงท าการ cloning เฉพาะส่วน RNA 
binding domain (RBD) (Chien et al., 2004) ที่มีโครงสร้างเป็น α-helix homodimer เมื่อให้มีการ
ผลิตโปรตีนใน E. coli แล้วท าให้บริสุทธ์ิจะได้โปรตีน RBD_NS1 ที่มีขนาด 10 kDa ซึ่งอยู่ใน
สภาวะธรรมชาติในรูปสารละลายได้ 
 
 ท าการตรวจสอบล าดับกรดอะมิโนแล้วสร้างโครงสร้างสามมิติของโปรตีน NS1 ของไวรัส
ไข้หวัดนก H5N1 A/chicken/Thailand/KU14/2004 ได้โปรตีนที่มีโครงสร้าง α-helix homodimer 
ซึ่งมี 6 α-helix แล้วก าหนดบริเวณโปรตีน RBD_NS1 ส าหรับการคัดสรรสารประกอบใน NCI 
databaseให้อยู่บริเวณ RND binding site ได้สารประกอบ 5 โครงสร้าง ที่มีค่า binding energy ต่ า
กว่า -16.05 Kcal/mol ที่จะใช้ทดสอบในการยับย้ังปฏิกิริยา RNA binding assay 
 
 เมื่อน าโปรตีน RBD_NS1 ที่ความเข้มข้น 1 µM มาทดสอบจับกับ DIG labeled dsRNA ที่
ความเข้มข้น 100 nM ตามรูปแบบการทดอง RNA-protein interaction (Kang et al., 2006) ใน
ปฏิกิริยา RNA binding assay แล้วแยกการเคลื่อนที่ด้วย EMSA พบว่าเกิดการ shift ของ dsRNA 
ตามแบบการทดลองของ Chien และคณะ (2004) ที่โปรตีน RBD_NS1 สามารถจับกับ dsRNA แล้ว
ท าให้เกิดการ shift ของ dsRNA ได้ 
 
 เมื่อทดสอบการยับย้ังปฏิกิริยา RNA binding assay ด้วยสารประกอบ 2 โครงสร้าง คือ 
Estradiol (NCI0035) และ Veratridine (NCI 0082) ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 10 µM – 1000 µM พบว่า
สารทั้งสองไม่สามารถยับย้ังการจับกันระหว่างโปรตีน RBD_NS1 กับ dsRNA อาจเป็นเพราะการ
จับของสารประกอบไมไ่ด้ท าให้โปรตีน RBD_NS1 เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง (conformation) 
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ในบริเวณ RNA binding site หรือ แย่งจับบริเวณ RNA binding site โดยตรง จึงท าให้โปรตีน 
RBD_NS1 ยังสามารถจับกับ dsRNA ได้ แต่การทดลองของ Basu และคณะ (2009) ได้ท าการ
ทดสอบหาสารยับย้ังการท างานของโปรตีน NS1 โดยใช้สารประกอบจาก NCI database แล้วตรวจ
ผลยับย้ังโดยดูผลการสังเคราะห์ของ IFN mRNA ภายในเซลล์ที่ติดเช้ือแล้วพบว่าสารประกอบ 
NSC128164 NSC109834 และ NSC95676 สามารถยับย้ังการท างานของโปรตีน NS1 ภายในเซลล์
ได้แต่ไมไ่ด้รายงานบริเวณที่จ าเพาะบนโปรตีน NS1 ที่เกิกการ interaction ระหว่างสารประกอบเมื่อ
ในการวิจัยนี้ทดสอบการยับย้ังปฏิกิริยา RNA binding assay จากสารสกัดสมุนไพรพบว่ามีสมุนไพร 
5 ชนิดที่สามารถยับย้ังปฏิกิริยาได้คือ ว่านชักมดลูก (Curcuma xanthorrhiza), สมอพิเภก 
(Terminalia bellirica), ก าแพงเจ็ดช้ัน (Salacia chinensis), ไพล (Zingiber montanum) และ เปลือก
นนทรี (Peltophorum pterocarpum) ที่ความเข้มขน้ 1 mg/ml ซึ่งในสารสกัดจากสมุนไพรอาจมี
สารประกอบอิสระที่สามารถจับบริเวณ RNA binding site จึงสามารถยับย้ังการจับกันระหว่าง
โปรตีน RBD_NS1 และ dsRNA ดังนั้นการทดลองนี้สามารถระบุเป้าหมายของสารประกอบในการ
ยับย้ังการท างานของโปรตีน NS1 ได้โดยตรงคือบริเวณ RNA binding domain 
  

 ข้อเสนอแนะ 

 
 งานวิจัยนี้ได้ทดสอบสารประกอบที่ได้จากการคัดสรรโดยวิธี molecular docking ซึ่งพบ
โมเลกุลที่สามารถจับตรงต าแหน่งบริเวณ RNA binding site ไม่สามารถยับย้ังปฏิกิริยา RNA 
binding assay ได้อาจเป็นเพราะการจับของสารประกอบไม่ได้ท าให้โปรตีน RBD_NS1 เกิดการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างในบริเวณ RNA binding site หรือ แย่งจับบริเวณ RNA binding site โดยตรง 
แต่การทดสอบจากสารสกัดสมุนไพรพบว่ามีสุมนไพรที่สามารถยับย้ังปฏิกิริยาดังกล่าว ซึ่งเป็นสิ่งที่
น่าจะศึกษาต่อไปว่าในสมุนไพรมีสารประกอบอสิระตัวใดที่สามารถออกฤทธ์ิยับย้ังในการท างาน
ของโปรตีน NS1 นอกจากนั้นเทคนิค RNA binding asaay ที่ได้พัฒนาขึ้นในการศึกษาคร้ังนี้
สามารถพัฒนาใช้เป็นเทคนิคในการทดสอบส าหรับการค้นหาสารประกอบตั้งต้นอื่นๆ ในการยับย้ัง
การท างานโปรตีน NS1 ของไวรัสไข้หวัดนกเพื่อพัฒนาเป็นยาต้านไวรัสต่อไป 
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