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mRNA messenger RNA 

NEAA non-essential amino acids   

ng nanogram 

nM nanomolar 

NNR nonsegmented negative-stranded RNA  

N protein nucleoprotein 



 ฒ 

PBS phosphate buffer saline  

PCR polymerase chain reaction 

P protein phosphoprotein  

pre-miRNA precursor micro RNA 

pri-miRNA primary micro RNA 

PTGS post-transcriptional gene-silencing 

RdRP RNA dependent RNA polymerase  

RISC RNA-inducing silencing complex 

RNA ribonucleic acid 

RNAi RNA interference 

RNP ribonucleoprotein 

RT reverse transcription 

siRNA small interfering RNA 

TBE buffer tris base EDTA buffer  

U unit 

μl microliter  

μg microgram 

μM micromolar 

 



บทที่  1 
บทนํา 

 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

โรคพิษสุนัขบา เกิดจากเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา โดยเช้ือไวรัสนี้เปนสาเหตุทําใหเกิด

โรคสมองอักเสบและผูปวยจะเสียชีวิตในที่สุด ในแตละปนั้น ทั่วโลกมีผูปวยที่เสียชีวิตดวยโรคนี้

อยางนอย 55,000 ราย (1, 2, 3) ซึ่งในปจจุบันนี้ ไดมีความพยายามที่จะคนหาวิธีการรักษาโรคนี้

แตยังไมไดผล ใน ป ค.ศ. 2005 Rodney E. Willoughby JR และคณะ ไดรายงานผูปวยติดเชื้อ

ไวรัสพิษสุนัขบา ที่ไดรับเช้ือมาจากการถูกคางคาวกัดและไดรับการรักษาโดยวิธี coma-induction 

ซ่ึงพบวาวิธีนี้ สามารถรักษาผูปวยไดประสบผลสําเร็จ (4) แตจากรายงานของ Hemachudha T. 

และคณะ พบวา วิธีการรักษาดวยวิธี coma-induction ในผูปวยติดเชื้อจากการถูกสุนัขกัดนั้นไม

ไดผล โดยผูปวยเสียชีวิตใน 15 วัน หลังการรักษาดวยวิธีดังกลาว และพบวา พยาธิสภาพในไขสัน

หลังและสมองของผูปวยไทยที่เสียชีวิต ไมยืนยันปรากฏการณของ excitotoxicity (1) ดังนั้น การที่

ผูปวยรอดชีวิตจากการเปนโรคนี้ ไมนาจะเปนผลมาจากวิธีการรักษา โดยที่อาจมีเหตุปจจัยอ่ืนมา

เกี่ยวของดวย ในขณะน้ีวิธีการรักษานี้ยงัไมถือวาเปนการรักษามาตรฐานและมีการรายงานความ

ลมเหลวของการรักษาดวยวิธีดังกลาวอยางนอย 5 รายทั่วโลก (5) และโรคนี้ก็ยังนับเปนโรคที่มี

ความรุนแรง ผูปวยจะตองเสียชีวิตทุกราย ดังนั้น จึงจําเปนตองมีการศึกษาวิธีการรักษาแบบใหม 

เพื่อคนหาวธิีที่ไดผลและมีประสิทธิภาพที่ดีกวาวิธีขางตนตอไป 

 Rabies virus เปนเช้ือไวรัสใน genus Lyssavirus อยูใน family Rhabdoviridae 

โดย genome ของ Rabies virus ประกอบดวยยีน 5 ชนิด ที่สามารถแปลเปนโปรตีน 5 ชนิด คือ 

nucleoprotein (N), phosphoprotein (P), matrix protein (M), glycoprotein (G) และ viral 

RNA polymerase (L) ซึ่งเรียงอยูบน genome ตามลําดับจากปลาย 3’ ไปยังปลาย 5’ ดังนี้  3’-N-

P-M-G-L-5’ เช้ือไวรัสพิษสุนัขบามีรูปรางโครงสรางเปนรูป bullet-shaped ซึ่งมีแกนกลางเปนสวน

ของ ribonucleoprotein (RNP) ที่ประกอบดวย helical RNA และ protein (6) จากการศึกษา

พบวา การรวมกันทํางานระหวางกระบวนการ RNA synthesis และ gene expression ของเชื้อ

ไวรัสพิษสุนัขบา เปนกระบวนการสําคัญที่สนับสนุนใหไวรัสสามารถแพรกระจายอยูในเซลลที่ติด

เชื้อได (7) โดยถามีแตเฉพาะ genomic RNA ของเช้ือไวรัสนี้เพียงอยางเดียวจะทําใหไวรัสไม

สามารถแพรกระจายอยูภายในเซลลที่ติดเชื้อได (6) 
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 จากความรูเกี่ยวกับเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาที่ไดกลาวมานั้น การศึกษาวิจัยนี้ จึงได

พยายามศึกษาหาวิธีการรักษาโรค ดวยการยับยั้งกระบวนการ RNA synthesis และ gene 

expression ของเช้ือ ที่คาดหวังวาจะสามารถยับยั้งการติดเชื้อไวรัสนี้ในเซลลที่ไดรับเชื้อนี้ได โดย

ในปจจุบันนี้ มีงานวิจัยมากมายที่นําเทคโนโลยี RNAi มาศึกษาเกี่ยวกับหนาที่ของยีนตางๆและใช

เทคโนโลยีนี้ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน (8) รวมทั้งการใช RNAi เปนตัวยับยั้งการแสดงออก

ของยีนของเช้ือไวรัสตางๆ (9) ได เชน HIV-1 (10, 11) , Dengue virus (12) , Hepatitis B virus 

(13) , Hepatitis C virus (14) , Influenza (15) , WNV (16, 17), JEV (17) และ nonsegmented 

negative-strand RNA virus (18)     

RNA interference (RNAi) คือ กระบวนการปองกันตัวเองในระดับเซลลในการ

ควบคุมการแสดงออกของยีนจากส่ิงแปลกปลอมภายนอก และรวมถึงกระบวนการปดกั้นการ

ทํางานของยีนเปาหมายของส่ิงมีชีวิต โดยทําการส่ังใหมีการหยุดการทํางานของสารโปรตีนที่

ผิดปกติ กระบวนการ RNAi สามารถกลาวไดอีกชื่อหนึ่งวาเปนกระบวนการ post-transcriptional 

gene-silencing (PTGS) โดยกระบวนการนี้มีกลไกการทํางานแยกไดเปน 2 แบบ คือ แบบ 

miRNA pathway และแบบ siRNA pathway (8, 19)        

 ในการวิจัยคร้ังนี้ คณะผูวิจัยจึงมีความสนใจที่จะนําเทคโนโลยี RNAi มาใชในการ

ยับยั้งการแสดงออกของยีน และควบคุมการสราง genomic RNA ของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา จาก

ความรูเกี่ยวกับหนาที่ของยีนตางๆของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา จะพบวาทุกๆยีนนั้นมีความสําคัญ

สําหรับกระบวนการการติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา และยังไมมีหลักฐานที่สามารถบงชี้ไดวา ยีนใดที่

เมื่อถูกยับยั้งการแสดงออกแลว จะมีผลกระทบในระดับใดตอการแสดงออกของยีนนั้นๆและรวมถงึ

ยีนอ่ืนๆไดดวย และจะยังมีผลกระทบตอไปถึงการควบคุมกระบวนการสราง genome ของเชื้อ

ไวรัสนี้ไดหรือไม อยางไร จากการวิจัยกอนหนานี้ (18) พบวาสามารถใชเทคโนโลยี RNAi ในการ

ยับยั้งการแสดงออกของยีน M ในเช้ือ vesicular stomatitis virus (VSV) ซึ่งเปนเชื้อไวรัสที่อยูใน

ตระกูลเดียวกับเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา หรือในกรณีของเชื้อ respiratory syncytial virus (RSV) และ 

human parainfluenza virus (HPIV) ก็สามารถใชเทคโนโลยี RNAi มายับยั้งการแสดงออกของยีน

ไดเชนกัน โดยเช้ือไวรัสเหลานี้จัดเปนเช้ือไวรัสประเภท nonsegmented negative-strand RNA 

virus ซึ่งเปนประเภทเดียวกับเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา แตถึงอยางไรก็ตาม ยังไมสามารถสรุปไดวา การ

ใชเทคโนโลยี RNAi ในการยับยั้งยีนดังกลาวนั้น จะสามารถนํามาใชไดอยางมีประสิทธิภาพกับเช้ือ

ไวรัสพิษสุนัขบา เนื่องมาจากเช้ือเหลานั้น แมจะเปนประเภทหรือตระกูลเดียวกัน แตก็เปนเช้ือตาง 

genus กัน ซึ่งยีนตางๆ อาจจะมีหนาที่ที่แตกตางกันไปบางไมมากก็นอย ดังนั้น ในงานวิจัยคร้ังนี้ 

คณะผูวิจัย จึงตองการศึกษาเพื่อดูวา โมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึนตอ mRNA ของยีนที่ไดเลือกมา ซึ่ง
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ก็คือ mRNA ของยีน N จะสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนและสงผลตอกระบวนการติดเชื้อ

ของไวรัสพิษสุนัขบาไดหรือไม และถาใชโมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึนโดยใหมีการทํางานรวมกัน

ระหวางโมเลกุล RNAi หลายโมเลกุล ทั้งตอ mRNA ของยีน N และตอ genomic RNA ของเชื้อ

ไวรัสนี้ จะสามารถกอใหเกิดการยับยั้งการแสดงออกของยีนและยับยั้งการสราง  genomic RNA 

ของเช้ือไวรัสนี้ไดอยางมีประสิทธิภาพท่ีดีกวาการใช RNAi เฉพาะตอ mRNA ของยีนเพียงอยาง

เดียวหรือไม  

จากการทบทวนวรรณกรรม คณะผูวิจัยพบวายีน N ถือไดวาเปนสวนประกอบที่

สําคัญ ซึ่งมีลําดับเบสที่ conserve มากที่สุดและเปนองคประกอบหลักท่ีมีมากที่สุดในเชื้อไวรัสพิษ

สุนัขบา (20) และยังมีหนาที่ที่สําคัญมากสําหรับกระบวนการ N-specific encapsidation ของ 

genomic RNA เปนตัวปกปอง genomic RNA จาก RNase activity (21, 22) และ N protein ยัง

มีบทบาทสําคัญในการควบคุมกระบวนการ RNA transcription และ RNA replication (6) ดังนั้น 

คณะผูวิจัยจึงเลือกที่จะยับยั้งการทํางานของ mRNA ของยีน N และ genomic RNA ที่บริเวณยีน 

N ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาเปนหลัก โดยใชกระบวนการ RNAi และคณะผูวิจัย ยังไดเลือกที่จะ

ยับยั้งการทํางานของ mRNA ของยีน P เปนอีก 1 ยนีเปาหมายดวย โดย P protein จะมีหนาที่เขา

จับกับ N protein ซึ่งถูกสรางข้ึนมาใหม และเปนตัวปองกันไมให N protein เกิดการ self-

polymerization (self-assembly) และยังปองกันการจับแบบ nonspecific ของ N protein กับ 

cellular RNA ดวย (6, 23) และอีกบทบาทหนึ่ง P protein ยังเปน cofactor ของ L protein เกิด

เปน RNA polymerase (P-L) complex ทําหนาที่เก่ียวกับการควบคุมการ transcription และ 

replication และยังมีงานวิจัยที่พบวา เช้ือไวรัสพิษสุนัขบาที่ตัดเอายีน P ออกไปทั้งหมด มีการ 

replicate และผลิตไวรัสตัวใหมไดชาลงในเซลลทดลองท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน P รวมดวย 

และไมสามารถผลิตไวรัสตัวใหมไดในเซลลทดลองที่ไมไดรับโปรตีน P รวม (24)  

ผลจากการวิจัยคร้ังนี้ คณะผูวิจัยคาดหวังวาจะสามารถนําไปประยุกตใชในการ

พัฒนาวิธีการปองกันการแพรกระจายของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาในสมองและพัฒนาวิธีการรักษาโรค

นี้ตอไปได  
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คําถามของการวิจยั 
  
คําถามหลัก  
โมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึนตอ mRNA ของยีน N สามารถยับยั้งการแสดงออกของ

ยีน N รวมทั้งยับยั้งการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาไดหรือไม? 

 
 คําถามรอง  
1. เมื่อเปรียบเทียบการทํางานของโมเลกุล RNAi ระหวาง single และ multiple 

RNAi โมเลกุลใดสงผลตอการยับยั้งการแสดงออกของยีนและยับยั้งการแบงตัวของเช้ือไวรัสพิษ

สุนัขบาไดดีกวากัน? 

2. โมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึนตอ mRNA ของยีน P สามารถยับยั้งการแสดงออก

ของยีนและยับยั้งการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาไดหรือไม? 

3. โมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึน สามารถสงผลกระทบในการยับยั้งการแสดงออกของ

ยีนอ่ืนๆนอกจากยีนเปาหมายของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาไดหรือไม? 

 

วัตถุประสงคของการวิจยั 
 

1. เพื่อศึกษาวาโมเลกลุ RNAi ที่สรางข้ึนตอ mRNA ของยีน N สามารถยับยั้งการ

แสดงออกของยีน N และยับยั้งการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาไดหรือไม 

 2. เพื่อศึกษาวาโมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึน โดยใหมีการทํางานรวมกันระหวาง 

โมเลกุล RNAi หลายโมเลกุล ทั้งตอ mRNA ของยีน N และตอ genomic RNA จะสามารถลด

ระดับการแสดงออกของยีน N และยับยั้งการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา ไดดีกวา การใช

โมเลกุล RNAi 1 โมเลกุล ตอ mRNA ของยีน N เพียงอยางเดียวหรือไม 

3. เพื่อศึกษาวาโมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึนตอ mRNA ของยีน P สามารถยับยั้งการ

แสดงออกของยีน P และยับยั้งการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาไดหรือไม 

 4. เพื่อศึกษาวาโมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึน สามารถสงผลกระทบในการยับยั้งการ

แสดงออกของยีนอ่ืนๆไดดวยหรือไม 
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สมมติฐานของการวิจัย 
 

 1. โมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึนตอ mRNA ของยีน N ที่เปนเปาหมายสามารถลด

ระดับการแสดงออกของยีน N เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมได และอาจจะสงผลกระทบตอการ

ยับยั้งการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาไดดวย 

 2. โมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึนโดยใหมีการทํางานรวมกันระหวางโมเลกุล RNAi 

หลายโมเลกลุ ทั้งตอ mRNA ของยีน N และตอ genomic RNA สามารถลดระดับการแสดงออก

ของยีน N และยับยั้งการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา ไดดีกวา การใชโมเลกุล RNAi 1 โมเลกุล

ตอ mRNA ของยีน N เพียงอยางเดียว 

3. โมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึนตอ mRNA ของยีน P ที่เปนเปาหมายสามารถลด

ระดับการแสดงออกของยีน P เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมได และอาจจะสงผลกระทบตอการ

ยับยั้งการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาไดดวย แตอาจจะใหผลการยับยั้งการแสดงออกของยีน

ไดไมมากเทากับโมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึนตอ mRNA ของยีน N 

 4. โมเลกุล RNAi ที่สรางข้ึน สามารถสงผลกระทบในการยับยั้งการแสดงออกของ

ยีนอ่ืนๆไดดวย เชน mRNA ของยีน G  

 

รูปแบบของการวิจัย  
 
 เปนการศึกษาแบบ Experimental study 
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ขอบเขตของการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของโมเลกุล RNAi 2 รูปแบบ คือ  

miRNA และ siRNA (vector-based expression) (preliminary data) 

 -ออกแบบ miRNA และ siRNA ตอ mRNA ของยีน N 

 -ทดสอบการยับยั้งเชื้อโดยการตรวจวัดระดับ mRNA N, 

mRNA G และ genomic RNA โดยวิธี Real-time PCR 

 -ยอม cellular N protein โดยวิธี DFA 

 -วิเคราะหขอมูลที่ไดจากคา CT และผลการยอมเซลล 

1. สามารถยับยั้งเชื้อไวรัสพษิสุนัขบาได 2. ไมสามารถยับยั้งเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาได 
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1. สามารถยับยั้งเชื้อไวรัสพษิสุนัขบาได 

เลือกกลไกการทํางานของ RNAi ที่ดีที่สุด 

miRNA siRNA หรือ 

1. 2. 

 ทดสอบประสิทธิภาพของโมเลกุล RNAi แบบที่

เลือกมา โดยทดสอบโมเลกุล RNAi ตอ 2 เปาหมาย คือ 

        1. ตอ mRNA ของยีน N    2. ตอ genomic RNA 

 -ตรวจวัดระดับ mRNA N และ genomic RNA โดย

วิธี Real-time PCR 

 -ยอม cellular N protein โดยวิธี DFA 

เก็บรวบรวมขอมูล 

วิเคราะหขอมูล 

 ทดสอบประสิทธิภาพ

โมเลกุล RNAi ตอ mRNA 

ของยีน P  

         -ตรวจระดับ mRNA 

N, mRNA P และ genomic 

RNA โดยวิธี Real-time PCR 

 ทดสอบประสิทธิภาพของโมเลกุล RNAi แบบที่เลือกมา โดยใหมีการทํางานรวมกัน

ระหวางโมเลกุล RNAi หลายโมเลกุล ทั้งตอ mRNA ของยีน N และตอ genomic RNA 

 - ทดลองเหมือนกับการทดลองขางตน 

 - ตรวจสอบดูปริมาณการแสดงออกของโมเลกุล RNAi ที่สนใจในเซลล (RNAi 

quantification)    

 การทดสอบนี้เปนการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ single RNAi และ multiple 

RNAi ที่เกี่ยวของกับการยับยั้งการแสดงออกของยีนและการแบงตัวของเชื้อไวรัส 
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2. ไมสามารถยับยั้งเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาได 

ความผิดพลาดตางๆ อาจเน่ืองมาจากสาเหตุ

ดังน้ี 

 - การออกแบบโมเลกุล RNAi  

 - การสรางโมเลกุล RNAi  

 - เทคนิคการทํา cell culture  

 - transfection 

 - virus infection 

 - เทคนิคการสกัด RNA 

 - เทคนิคการทํา PCR 

 

ถาไมพบขอผิดพลาดดังกลาว อาจทําการแกไข

โดย 

 - เปล่ียนตําแหนงเปาหมายที่จําเพาะ

ตอ RNAi ใน mRNA เดิม 

 - เปล่ียน mRNA เปาหมายใหม 

 ถายังไมสามารถยับย้ังเชื้อไวรัสพิษ

สุนัขบาได  ก็จํา เปนจะตองหาสมมติฐาน

ข อสรุ ปที่ เ ป น ไป ได มากที่ สุ ด  ซึ่ ง อาจจะ

เนื่องมาจากเทคโนโลยี RNAi นี้ไมเหมาะสมใน

การใชกับเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาได 

preliminary data 
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ขอตกลงเบื้องตน 
 

เคร่ืองมือตางๆที่ใชในการทดลอง เปนเคร่ืองมือที่ผานการทดสอบความเที่ยงตรง

และความแมนยําตามมาตรฐานของเคร่ืองมือชนิดนั้นๆ 

 

ขอจํากัดของการวิจัย 
 

ไมมี 

 

คําสําคัญ  
 

Rabies Virus 

RNA Interference 

Gene Expression 

Viral Replication 

 

คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 
 
 - RNAi: เปนกระบวนการในการควบคุมการแสดงออกของยีน และใชใน

การศึกษาหนาที่ตางๆของยีนได โดยผานกลไกการทํางาน 2 รูปแบบ คือ การทําลาย mRNA หรือ

อาจเปนการยับยั้งการ translation ของ mRNA นั้นๆ 

 - CVS strain: เปนเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา strain หนึ่ง ยอมาจาก Challenge Virus 

Standard: GenBank No. DQ286762 

- HEP Flury strain: เปนเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา strain หนึ่ง ยอมาจาก High-

Egg-Passage Flury: GenBank No. AB085828 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 

 โมเลกุล RNAi ที่ออกแบบและสรางข้ึนมาจะสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน

และยับยั้งการแบงตัวของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาได และคาดหวังอยางสูงสุดวางานวิจัยนี้จะสามารถ

นําไปประยุกตใชในการพัฒนาวิธีการปองกันการแพรกระจายของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาและพัฒนา

วิธีการรักษาโรคนี้ตอไปได 

 

ลําดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ยื่นเสนอ proposal ตอคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมในการวิจัย 

ออกแบบและสรางโมเลกุล RNAi 

ตรวจสอบหาปริมาณ (titer) ไวรัสพิษสุนขับาที่เหมาะสม และเวลาในการตรวจวัดระดับ 

mRNA และ genomic RNA ที่เหมาะสม สาํหรับการทดลอง 

ทดสอบประสิทธิภาพของโมเลกุล RNAi 

สรุปและเขียนรายงานผลการวิจัย เสนอผลการวิจยัตอคณะกรรมการ 

เก็บรวบรวมและวิเคราะหขอมูล 



บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 

1. เชื้อไวรัสพิษสุนขับา 

 
เช้ือไวรัสพิษสุนัขบา เปนเช้ือไวรัสใน genus Lyssavirus, family Rhabdoviridae, 

order Mononegavirales (6) เชื้อไวรัสพิษสุนัขบาเปนเชื้อประเภท neurotropic virus ซึ่งเปน

สาเหตุทําใหเกิดโรคสมองอักเสบในผูที่ติดเชื้อ โดยพบวา มีผูเสียชีวิตจากเชื้อไวรัสนี้ปละประมาณ 

55,000 ราย (1, 2, 3) และโรคนี้เมื่อมีอาการแสดงของโรคเกิดข้ึน ผูติดเชื้อจะเสียชีวิตทุกราย โดย

อาการกอนการเสียชีวิต แบงไดเปน 2 กลุมอาการ คือ อาการแบบดุราย (encephalitic หรือ 

furious rabies) และอาการแบบอัมพาต (paralytic หรือ dump rabies) (1, 2, 25) 

 
1.1 โครงสรางของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา  
 
1.1.1 รูปรางของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา 
 

รูปรางของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาเปนแบบ bullet-shaped หรือ bacilliform โดย

ประกอบดวย helical nucleocapsid (NC) หรือ ribonucleoprotein (RNP) core, genome RNA 

ประเภท single-strand, nonsegmented, negative-sense genome RNA และโปรตีนตางๆ โดย

โปรตีนเหลานั้นไดแก nucleocapsid protein (N), phosphoprotein (P), matrix protein (M), 

glycoprotein (G) และ RNA-dependent RNA polymerase หรือ large protein (L) จาก

การศึกษาลักษณะโครงสรางของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา พบวา สวนแกนกลางของอนุภาค คือ แกน

ของ ribonucleoprotein ที่ประกอบดวยสวน genome RNA ที่ถูก encapsidate ดวยโปรตีน N, L 

และ P และสวนแกน ribonucleoprotein นี้ถูกหอหุมดวยโปรตีน M ทําใหเกิดเปนอนุภาคที่มรูีปราง

คลาย bullet-shaped ซึ่งเปนลักษณะของ rhabdoviruses และโครงสรางของ RNP-M นี้จะถูก

ลอมรอบดวย trimeric glycoprotein spikes (ยกเวนดานที่เปนปลายตัด) ซึ่งจะกลายเปนอนุภาค

ไวรัสที่สมบูรณ (6) 
 
 
 



                                                                                                                  
                                                                                                              

 

12 

1.1.2 วงจรชีวิตและโครงสราง genome RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา (รูป
ที่ 1)  

 

วงจรชีวิตของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา เร่ิมจาก ไวรัสเขาสูเซลลโดยการเกาะติดของ 

glycoprotein ของตัวไวรัสกับตัวรับบนเยื่อหุมของเซลล  ซึ่งไวรัสจะเขาสู เซลลโดยวิธีการ 

endocytosis ไดเปน coated pit ซึ่งไปหลอมรวมกับ lysosome เอนไซมภายใน lysosome จะทํา

หนาที่ปลดปลอย nucleocapsid เขาไซโทพลาสซึมของเซลล จากนั้น ยีนทั้ง 5 ยีนบน genome 

RNA จะถูกถอดรหัส (transcription) เปน mRNA 5 ชนิด และมีการสังเคราะห RNA สายบวกเสน

ยาว ที่เรียกวา antigenome หรือ replicative intermediate RNA ข้ึนดวย (6) mRNA ทั้ง 5 ชนิด

จะมีการแปลรหัส (translation) เปนโปรตีน 5 ชนิด (ตามที่กลาวมาขางตน) และในสวนของ 

antigenome RNA จะถูกใชเปนแมพิมพในการสังเคราะห (replication) genome RNA ของไวรัส

รุนลูก (negative-strand RNA) โดยมีเอนไซม polymerase มาจับกับ antigenome RNA ของ

ไวรัสที่ปลาย 3’ แลวทําการสังเคราะห genome RNA สายใหมข้ึนมา (7, 26) โมเลกุลของ N-P 

complex protein จะทําหนาที่ encapsidate genome RNA ของไวรัสรุนลูก หลังจากนั้น โปรตีน 

L จะเขามารวมตัว ทําใหได progeny RNP structure และตอมาจะรวมตัวกับโปรตีน M และ

โปรตีน G ที่อยูตรงสวน plasma membrane ของเซลลที่ติดเช้ือ ตามลําดับ ทําใหไดเปนอนุภาค

ไวรัสตัวใหมและแทรกตัวออกจาก plasma membrane ของเซลลที่ติดเชื้อเดิมไปสูเซลลใหม

ใกลเคียง (6) 

genome RNA ของเชื้อไวรัสเปนแบบ single-strand, nonsegmented, 

negative-sense genome RNA ซึ่งมีโครงสรางตรงสวนปลาย 3’ และ 5’ ของ genome เปนสวน

ของ leader (Le) และ trailer (Tr) ตามลําดับ ซึ่งเปนลําดับเบสที่ไมถูกถอดรหัส โดยทั้ง 2 สวนนี้จะ

อยูขนาบขางยีนที่สําคัญ 5 ยีน ที่สามารถถอดรหัสและแปลรหัสเปนโปรตีน 5 ชนิด ไดแก ยีน N, P, 

M, G และ L ตามลําดับบน genome โดยระหวางยีน G และ L มี pseudogene (Ψ) ซึ่งเปน long 

intergenic sequence ที่ไมมี open reading frame จึงไมสามารถถอดรหัสและแปลรหัสเปน

โปรตีนได (6) 
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รูปที่ 1. A. วงจรชีวิตของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา    B. โครงสราง genome RNA ของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา 
(รูปจาก หนังสือ Rabies แตงโดย Jackson AC และ Wunner WH. Fig. 3 หนา 33) 

 

1.2 หนาที่โปรตีนตางๆของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา (6) 
 
1.2.1 Nucleocapsid Protein (N) 
 

Nucleocapsid (N) protein เปนสวนประกอบหลักที่มีมากที่สุดของตัวไวรัส และ

เปนโปรตีนตรงสวน internal helical NC หรือแกน RNP  N protein เปนโปรตีนที่ conserve มาก

ที่สุดภายใน genotype เดียวกันของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา (20) N protein มีหนาที่สําคัญเกี่ยวกับ

กระบวนการ N-specific encapsidation ของ genome RNA และเปนโปรตีนที่หุม genome RNA 

มหีนาที่ในการปกปอง genome RNA template จากกระบวนการ ribonuclease activity (21, 22) 

นอกจากนี้ N protein ยังมีหนาที่สําคัญในการควบคุมกระบวนการ RNA transcription และ RNA 

replication โดยกระบวนการ replication นี้ N protein เปนตัวทําใหการ replication เกิดข้ึนได

ตลอดเสน genome RNA สามารถสังเคราะหเสน antigenome RNA ข้ึนมาและเปนแมพิมพทําให

เกิดเสน full-length progeny genome RNA โดยไมหยุดชะงักที่ตรงสัญญาณ termination ตรง

ปลายของแตละยีน 
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1.2.2 Phosphoprotein (P) 
 

Phosphoprotein (P) มีหนาที่หลากหลาย โดย P protein จะเขาจับกับ N protein 

ซึ่งถูกสรางข้ึนมาใหม และเปนตัวปองกันไมให N protein เกิดการ self-polymerization (self-

assembly) และปองกันการจับแบบ nonspecific ของ N protein กับ cellular RNA (23) โมเลกุล 

N-P complex ยังมีหนาที่จําเพาะโดยตรงตอกระบวนการ N encapsidation ของ genome RNA 

อีกดวย และอีกบทบาทหนึ่ง P protein เปน cofactor ของ L protein เกิดเปน RNA polymerase 

(P-L) complex ทําหนาที่เกี่ยวกับการควบคุมการ transcription และ replication 
 
1.2.3 Virion-Associated RNA Polymerase or Large Protein (L) 
 

Large (L) protein คือ สวนของ polymerase complex ที่มี P protein เปน 

cofactor (23) โดย RNA polymerase (P-L) complex นี้มีหนาที่หลักเกี่ยวของกับการทําใหเกิด

กระบวนการ transcription และ replication 
 
1.2.4 Matrix Protein (M) 
 

Matrix (M) protein คือ โปรตีนที่มีขนาดเล็กที่สุดในตัวไวรัส มีหนาที่เกี่ยวของกับ

การ downregulation ของ RNA transcription, การรวมตัวของแกน helical NC เปนรูป tight 

coils การเช่ือมติดกับ membrane bilayers และเกี่ยวของในกระบวนการ cytopathogenesis ของ

เซลลที่ติดเชื้อไวรัสนี้  

 
1.2.5 Glycoprotein (G) 
 

Glycoprotein (G) เปน fusion protein นําพาไวรัสเขาเซลล เม่ือเขาเซลลและเกิด

กระบวนการ transcription และ replication ที่สมบูรณแลว G protein ที่ถูกสรางข้ึนใหมจาก

กระบวนการดังกลาว จะฟอรมตัวเปน trimeric spike แทรกอยูบนผิวเซลล โดยสวน domain ของ 

G protein จะมีสวนของ cytoplasmic domain ซึ่งเปนสวนที่ยื่นเขาในไซโทพลาสซึมของเซลล 

และทําการเชื่อมกับ M protein ในโครงสราง RNP-M เพื่อใหเกิดการรวมตัวของไวรัสที่สมบูรณ

แบบ และอีกสวน คือสวนของ ectodomain ซึ่งเปนสวนที่ยื่นออกดานนอกของผิวอนุภาคไวรัส เปน
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สวนที่มีความสําคัญในการจับกับ binding site (receptor) ของเชื้อไวรัสบนเซลล และสําคัญใน

กระบวนการเกิด viral pathogenesis 
 
1.3 การรักษาผูปวยท่ีมีอาการของโรคพิษสุนัขบา 
 

โรคพิษสุนัขบาเปนโรคติดเชื้อในส่ิงมีชีวิตที่เล้ียงลูกดวยนม รวมถึงมนุษยดวย 

ผูปวยทุกรายที่ไดรับเชื้อไวรัส เม่ือมีอาการแสดงของโรคเกิดข้ึนจะเสียชีวิตทุกราย โดยอาการที่

แสดงมีทั้งแบบคลุมคล่ัง และแบบอัมพาต โดยถาไมไดรับการรักษาผูปวยจะเสียชีวิตภายใน 5-11 

วัน หลังมีอาการแสดงของโรค (4) 

จากรายงานกอนหนานี้ (4) พบวามีผูปวยหญิงอายุ 15 ป ไดรับเชื้อไวรัสพิษสุนัข

บาจากการโดนคางคาวกัด สามารถรอดชีวิตจากการติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบานี้ได โดยผูปวยรายนี้

ไดรับการรักษาดวยวิธี coma-induction ในขณะที่มีการตอบสนองทางภูมิคุมกันของรางกายรวม

ดวย ซึ่งพบวาไมไดมีการใหวัคซีนโรคพิษสุนัขบาแตอยางใด ผูปวยถูกรักษาโดยใชยา ketamine, 

midazolam, ribavirin และ amantadine รวมกัน ผูปวยรายนี้มี antibody ตอไวรัสในน้ําไขสันหลัง

และเลือดต้ังแตวันแรกกอนการรักษา (วันที่ 6 หลังมีอาการ) อาการอัมพาตและระบบประสาทรับ

ความรูสึกมีอาการดีข้ึน โดยที่ประมาณ 5 เดือนหลังจากรักษา พบวา ผูปวยสามารถมีความรูสึก

ต่ืนตัวมากข้ึนและสามารถติดตอส่ือสารกับผูอ่ืนได แตยังมีอาการแสดงของ choreoathetosis, 

dysarthria และทาทางการเดินที่ยังไมสมดุลมากนัก 

แตในรายงานจากศูนยปฏิบัติการโรคทางสมอง โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ (27) 

พบวา มีผูปวยชายอายุ 33 ป เขารับการรักษาโรคพิษสุนัขบาในชวงระยะเร่ิมแรกของ  furious 

rabies เขาไดรับการรักษาดวยวิธี coma-induction เหมือนกับการรักษาขางตน ผูปวยรายนี้ไมมี 

rabies antibody ในเลือดและน้ําไขสันหลังต้ังแตตนและตลอดการรักษา และเสียชีวิตในวันที่ 12 

หลังจากรับการรักษาในโรงพยาบาล และยังพบอีกวามีผูปวยโรคนี้อีกอยางนอย 5 รายทั่วโลก (5) 

ที่รับการรักษาดวยวิธีเดียวกันในตางประเทศ แตไมประสบผลสําเร็จเชนกัน จึงเปนที่นาสังเกตวา 

การรักษาดวยวิธี coma-induction เปนที่นาเชื่อถือไดหรือไม และดวยเหตุผลทางดานวิทยาศาสตร

ที่จําเปนตองมีการศึกษาวิธีการรักษาใน cell culture system และใน animal model กอนนํามาใช

เปนวิธีการรักษาที่มีประสิทธิภาพในผูปวยที่ติดเชื้อได และเร่ืองคาใชจายในการรักษาที่อยูใน

ระดับสูงและวิธีการรักษาที่สลับซับซอน จึงทําใหวิธีการรักษานี้ยังไมสามารถใชเปนวิธีรักษาโรคติด

เช้ือในระบบประสาทและสําหรับโรคพิษสุนัขบาได ดังนั้น โรคพิษสุนัขบาในปจจุบันจึงถือเปนโรคที่
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ไมสามารถรักษาใหหายได และเปนโรคที่ยังตองมีการศึกษาหาวิธีการรักษาแบบใหมที่มี

ประสิทธิภาพตอไป 

 

2. RNA interference (RNAi) 
 

กระบวนการ RNA interference (RNAi) เปนกระบวนการในการควบคุมการ

แสดงออกของยีน และใชในการศึกษาหนาที่ตางๆของยีน โดยกลไก RNAi จะใชโมเลกุล small 

noncoding double-stranded RNA ในการยบัยั้งการแสดงออกของยีนผานกลไกการทาํงาน 2 

รูปแบบ คือ การทําลาย mRNA หรือยับยัง้การ translation ของ mRNA ซึง่ทัง้ 2 รูปแบบจะทําให 

mRNA ไมสามารถแปลรหสัเปนโปรตีนได (28) 

 
2.1 กลไกการทํางานของ RNA interference  
 

กลไกการทํางานของ RNA interference ที่สําคัญที่ใชในการควบคุมการ

แสดงออกของยีนในยูคาริโอตมี 2 รูปแบบ คือ small interfering RNAs (siRNAs) และ 

microRNAs (miRNAs) (28) ซึ่งทั้ง 2 กลไกนั้น มีรูปแบบการทํางานดังนี้ 
 
2.1.1. miRNA pathway  
 
miRNA เปน endogenous single-stranded RNA มีกลไกการทํางานเร่ิมตนใน

นิวเคลียสของเซลล โดยอยูในรูปของ primary miRNA (pri-miRNA) ในลักษณะโครงสรางแบบ 

hairpin โดย pri-miRNA ถูก transcribe มาจาก genome โดย RNA Polymerase II ตอมา 

เอนไซม Drosha (dsRNA-specific ribonuclease) จะทําหนาที่ตัด pri-miRNA ไดเปน precursor 

miRNA (pre-miRNA) โดย pre-miRNA มีความยาวประมาณ 70 เบส และมี 1-4 เบส อยูตรงดาน

ปลาย 3’ overhangs และประมาณ 25-30 เบส เปนสวนกาน hairpin สวนเบสที่เหลือเปนสวน 

loop เล็กๆ หลังจากนั้น pre-miRNA จะถูกปลอยออกจากนิวเคลียสเขาสูไซโทพลาสซึมโดยการ

ทํางานของ exportin-5 ตอมาเอนไซม Dicer  ซึ่งเปนเอนไซมประเภท RNase III superfamily อยู

ในไซโทพลาสซึมของเซลลจะทําหนาที่ตัด pre-miRNA ทําใหได miRNA (double-stranded RNA) 

ขนาดส้ันๆประมาณ 19 คูเบส โดยยังมีเบสประมาณ 1-4 เบส อยูตรงดานปลาย 3’ overhangs ติด

อยูดวย ตอมา miRNA ขนาดส้ันๆนี้จะแยกสาย sense และ antisense ออกจากกัน และสวน 
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antisense strand ของ miRNA จะเขาจับกับ RNA-inducing silencing complex (RISC) ซึ่งเปน 

multi-protein complex ไดเปน RISC-associated miRNA complex ซึ่ง RISC จะพา miRNA ไป

จับ mRNA โดยเปนการจับแบบ imperfect base pairing กับ mRNA เปาหมาย (29) แลวยับยั้ง

การ translation ของ mRNA ทําใหเกิดกระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีนตอไป 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

รูปที่ 2. miRNA pathway (30) 

(รูปจาก http://www.ambion.com/techlib/resources/miRNA/mirna_pro.html) 

 
2.1.2. siRNA pathway  
 

siRNA เปน sequence-specific short double-stranded RNA มีกลไกการ

ทํางาน โดยเร่ิมจากการนํา double-stranded RNA (dsRNA) เขาเซลล ตอจากนั้น เอนไซม Dicer  

จะตัด dsRNA ทําใหได dsRNA สายส้ันๆ (siRNA) ประมาณ 21-23 คูเบสโดยมีเบสประมาณ 2 

เบสอยูตรงสวนปลาย 3’ overhangs ตอมา siRNA จะแยกสาย sense และ antisense ออกจาก

กัน ตอจากนั้น antisense strand ของ siRNA จะเขาจับกับ RISC ไดเปน RISC-associated 

siRNA complex ซึ่ง RISC จะพา siRNA ไปจับ mRNA แบบ perfect complementary กับ 

mRNA เปาหมาย (29) แลวทําลาย mRNA เปาหมาย ทําใหไมเกิดการ translation เปนโปรตีนได 

เกิดการยับยั้งการแสดงออกของยีนนั้นๆข้ึน 
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รูปที่ 3. siRNA pathway (31) 

(รูปจาก http://www.bioteach.ubc.ca/MolecularBiology/AntisenseRNA) 

 
จากงานวิจัยที่ผานมา พบวากลไก siRNA เปนกลไกธรรมชาติในการตอตานไวรัส 

(32, 33) และกลไก miRNA เปนกลไกที่เกี่ยวของในการควบคุมกระบวนการสําคัญของเซลลปกติที่

จะเปล่ียนเปนเซลลมะเร็ง เชน กระบวนการ differentiation, proliferation, apoptosis และ 

metabolism เปนตน และมีหลักฐานบงชี้วา miRNA เกี่ยวของกับโรคจากเชื้อไวรัสมากมาย 

miRNA สามารถควบคุมวงจรชีวิตของไวรัสและปฏิกิริยาที่ไวรัสกับเซลลเจาบานทําตอกัน (34, 35) 

และอีกทางหนึ่ง miRNA ของเซลลเจาบาน ก็อาจยับยั้งหรือสนับสนุนใหเกิด viral replication ได

เชนกัน (36, 37) ไวรัสบางชนิดมีกระบวนการในการตอตานกลไก RNAi ไมสามารถใชกลไก

ดังกลาวในการยับยั้งการเจริญแบงตัวของไวรัสในเซลลเจาบานได (38) ดังนั้น จึงจําเปนตองมี

การศึกษากระบวนการ RNAi ในการตอตานเชื้อไวรัสที่จําเพาะเจาะจงตอไวรัสนั้นๆ เพื่อความ

เขาใจในกระบวนการเกิดโรคและการรักษาที่มีประสิทธิภาพ   
 
2.2 หลักการออกแบบโมเลกุล siRNA (39) 

 

หลักการออกแบบลักษณะลําดับเบสโมเลกุล siRNA ที่ดี เพื่อสามารถทํางานใน

กระบวนการ RNA Interference ไดอยางมีประสิทธิภาพ มีหลักเกณฑโดยทั่วไป ดังนี้ 

1. double-stranded siRNA ควรมีบริเวณ double-stranded complementary 

19 ลําดับเบส และที่แตละปลาย 3’ ควรมี 2 nucleotide overhang 
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2. เลือกลําดับเบสในบริเวณ coding region ของ mRNA เปาหมายที่มี %GC 

ระหวาง 30 – 52% 

3. ที่ตําแหนงปลาย 3’ ของเสน sense strand ควรมีลําดับเบส A/U 3-5 ตัว 

4. หลีกเล่ียงลําดับเบสแบบซ้ําๆกันภายในโมเลกุล siRNA (internal repeat) 

5. ลักษณะลําดับเบสในเสน sense strand ที่บางตําแหนง ควรมีลักษณะ ดังนี้ 

  ตําแหนงที่ 3 และ 19 ควรเปนลําดับเบส A 

  ตําแหนงที่ 10 ควรเปนลําดับเบส U 

  ตําแหนงที่ 19 ไมควรเปนลําดับเบส G หรือ C 

  ตําแหนงที่ 13 ไมควรเปนลําดับเบส G 

6. ลําดับเบสเปาหมายที่โมเลกุล siRNA ไปจับและทําลาย ตองไมเหมือน (non-

homologous) กับลําดับเบสของยีนอ่ืนๆที่ไมตองการ โดยสามารถตรวจสอบไดจากการนําลําดับ

เบสของยีนที่ตองการเขาโปรแกรมการ BLAST 
 
2.3 การสรางโมเลกุล RNA interference  
 

โมเลกุล RNAi สามารถสรางได 2 รูปแบบ คือ แบบ direct chemical synthesis 

และแบบการใช RNA polymerase promoter เปนตัวทําใหเกิดการ transcription และเกิดเปน

โมเลกุล RNAi ข้ึน (vector-based expression) วิธีที่นิยมใชกันคือแบบ vector-based ซึ่งเปนวิธี

ที่ high-throughput และมีคาใชจายนอยกวาและสามารถถูกสรางข้ึนมาใหมไดตลอด การใช

โมเลกุล RNAi แบบ direct chemical synthesis ทําใหโมเลกุล RNAi สามารถอยูภายในเซลล

เพียงชวงเวลาหนึ่งเทานั้น แตวิธีการสรางโมเลกุล RNAi แบบ vector-based ทําใหสามารถสราง

โมเลกุล RNAi ในเซลลไดในระยะเวลายาวนานกวา และสามารถแยกเซลลที่ไดรับโมเลกุล RNAi 

กับเซลลที่ไมไดรับโมเลกุล RNAi ออกจากกันได โดยใชคุณสมบัติของ vector ในดาน antibiotic 

resistant gene มาชวยในการคัดแยกเซลล ซึ่งทําใหการทดลองเก่ียวกับกลไก RNAi มี

ประสิทธิภาพที่ดีข้ึนและนาเชื่อถือมากข้ึน (40) 

จากงานวิจัยกอนหนานี้ ไดมีการพัฒนาเวกเตอรแบบ polymerase II promoter-

driven plasmid ใหสามารถผลิต artificial miRNA ได (41, 42) และการใชเวกเตอรนี้ สามารถ

ผลิต miRNA ที่มีประสิทธิภาพการทํางานที่ดีกวา siRNA และสามารถใชเปน antiviral therapy ที่

ดีได (43, 44) และพบวา การใชระบบเวกเตอรนี้ ยังสามารถผลิต miRNA หลายตัว ที่มาจาก 

precursor miRNA เพียงโมเลกุลเดียว และ miRNA เหลานั้นที่สรางข้ึนมาก็สามารถทํางานอยางมี
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ประสิทธิภาพที่ดี (45) ซึ่งการใช miRNA ตอ mRNA หลายๆเปาหมายในการยับยั้งเชื้อไวรัสใน

เวลาเดียวกัน พบวาเปนขอดีในการลดโอกาสที่ไวรัสจะด้ือตอโมเลกุล RNAi ตัวใดตัวหนึ่ง และเพื่อ

หลีกเล่ียงปญหาเร่ืองลําดับเบสของไวรัสที่เปล่ียนแปลงไปในบางตําแหนง (genetic variation and 

mutation) 

 
2.4 การประยุกตใช RNA interference ในโรคติดเชื้อ  
 

เทคโนโลยี RNA interference ถูกใชเปน antiviral therapeutic กับโรคติดเชื้อ

ไวรัสมากมาย เชน HIV-1 (10, 11), Dengue virus (12), Hepatitis B virus (13), Hepatitis C 

virus (14), Influenza (15), WNV (16, 17), JEV (17) และ nonsegmented negative-strand 

RNA virus (18) 

จากกลุมวิจัยของ Lee NS (10) พบวา สามารถใช double-stranded siRNAs 

vector ยับยั้งการแสดงออกของ HIV-1 DNA ได และจากกลุมวิจัยของ Capodici J (11) พวกเขา

สามารถยับยั้งการติดเชื้อไวรัส HIV-1 ใน permanent cell lines และ primary CD4(+) T cells ได 

และสามารถยับยั้งการ replication ของเชื้อ HIV ไดโดยใช 21 base pair dsRNA siRNA จาก

ขอมูล บงช้ีวา RNAi สามารถยับยั้งการ replication ของเชื้อ HIV ได ซึ่งในอนาคตอาจนํามาเปน

วิธีการรักษาโรคติดเชื้อ AIDS ตอไป 

 จากกลุมวิจัยของ Zach N. Adelman (12) พบวา การใช DEN virus-specific 

RNA ที่สรางมาจาก plasmid DNA ไดเปน siRNA 21-25 ลําดับเบส ที่จําเพาะตอเช้ือไวรัส 

Dengue ในเซลลยุง สามารถยับยั้งการสรางเชื้อ DEN-2 ได 

 จากกลุมวิจัยของ Tsung-Lin Cheng (13) พบวา สามารถใชเทคโนโลยี RNAi มา

ยับยั้งการแสดงออกของ hepatitis B virus (HBV) surface antigen (HBsAg) ได โดยการใช 

DNA vector-based shRNA expression system ตอบริเวณ HBsAg coding region มาเปน

เปาหมายในการยับยั้ง ซึ่งพบวา สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนนี้ใน mouse model ได 

จากกลุมวิจัยของ Sharookh B. Kapadia (14) พบวา การใช ds-siRNA สามารถ

ยับยั้งการ replication ของเชื้อ hepatitis C virus ใน transfected Huh-7 cell ได ซึ่งเซลลนี้ เปน

เซลลที่ HCV genome สามารถอาศัยอยูและ replicate ตัวเองได โดย siRNA ที่สรางตอยีนบริเวณ 

NS3 และ NS5B ของเชื้อ สามารถยับยั้งการ replication ของเชื้อภายใน 2 วัน หลังการ 

transfection และใหผลการยับยั้งอยูอยางนอย 6 วันภายในเซลล แตการยับยั้งการแสดงออกของ
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โปรตีนของเช้ือ พบวา ใหผลที่วันที่ 4 หลังการ transfection นั่นแสดงวา โปรตีนของเช้ือมี half life 

ที่ยาวนานกวา genome RNA  

จากกลุมวิจัยของ Hongbo Zhou (15) พบวา การใช siRNA ที่สรางตอยีนที่มี

ความ conserve ของเชื้อไวรัส influenza ไดแก matrix (M2) gene และ nucleocapsid protein 

gene (เปนยีนที่สําคัญตอกระบวนการ replication ของเชื้อ) ตอไวรัส influenza A 3 subtype คือ 

H5N1, H1N1 และ H9N2 โดยทดลองทั้งในเซลลทดลอง (เซลล MDCK) และหนูทดลอง (BALB/c 

mice) พบวา siRNA สามารถยับยั้งกระบวนการ replication ในเซลล MDCK ได และการ

แสดงออกของโปรตีนจากยีนดังกลาวลดลง และพบวา pS-M48 siRNA และ pS-NP1383 siRNA 

เปน siRNA ที่มีประสิทธิภาพยับยั้งกระบวนการ replication และการสรางโปรตีนของเช้ือไวรัสได

เปนอยางดี โดยการใช siRNA ทั้ง 2 ตัวพรอมกัน เพื่อยับยั้งเช้ือ H5N1, H1N1 หรือ H9N2 ในหนู

ทดลอง พบวา ระดับของ titer ไวรัสในปอดของหนู ลดลงถึง 37-50 เทา และ siRNA ดังกลาว 

สามารถทําใหหนูรอดชีวิตจากเชื้อ H1N1 ในอัตราการรอดชีวิต 4/8 และจากเชื้อ H5N1 ในอัตรา

การรอดชีวิต 2/8 อีกดวย   

จากกลุมวิจัยของ Fengwei Bai (16) พบวา siRNA สามารถยับยั้งการ 

replication ของ West Nile Virus (WNV) ในหนูทดลองได และการฉีด siRNA เขาหนูกอนการนํา

เช้ือไวรัสเขาไปโดยวิธี intraperitoneal inoculum สามารถลดปริมาณไวรัสในหนู และทําใหหนูรอด

ชีวิตไดบางสวน และจากกลุมวิจัยของ Priti Kumar (17) พบวา การทดลองใชเทคโนโลยี RNAi ใน

การยับยั้งการแสดงออกของยีนในเช้ือไวรัส Japanese encephalitis (JEV)  และ WNV ซึ่งเปนเช้ือ

ใน genus flaviviruses พวกเขาไดเลือกยีนเปาหมาย คือ บริเวณ cd loop-coding sequence ใน 

domain II ของ viral envelope protein ซึ่งเปนบริเวณที่ conserve มากภายใน genus 

flaviviruses และคลอบคลุมถึง strain ตางๆของเชื้อ JEV และ WNV ดวย พวกเขาออกแบบ 

siRNA ตอเปาหมายที่เลือก โดยทดลองใช siRNA ยับยั้งเชื้อไวรัสทั้ง 2 ในหนูทดลอง ซึ่งพบวา 

สามารถยับยั้งการเกิด encephalitis ในหนูได ไมวาจะให siRNA กอนหรือหลังจากที่หนูไดรับเช้ือ

ไวรัส 

 จากกลุมวิจัยของ Sailen Barik (18) ไดมีการใช ds-siRNA ในการยับยั้งการ

แสดงออกของยีนในเช้ือไวรัสกลุม nonsegmented negative-stranded RNA (NNR) เชน 

respiratory syncytial virus (RSV), vesicular stomatitis virus (VSV) และ human 

parainfluenza virus (HPIV) ตัวอยางเชน การใช siRNA ตอ  mRNA P gene ยับยั้งการทํางาน

ของ RdRP subunits ใน RSV พบวา siRNA ตอ  mRNA P gene สามารถลดปริมาณโปรตีน P ได 

และการแสดงออกของยีนท้ังหมดของไวรัสลดลงอยางมาก และยังมีการทดลองใช siRNA ยับยั้ง
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บทบาทหนาที่ของ HN protein ในการเกิด syncytium ในเซลลที่ติดเชื้อ wild type HPIV-3 ซึ่ง

พบวา siRNA สามารถยับยั้งการทํางานของ HN gene ได สงผลใหเซลลไมเกิดการถูก fuse ซึ่ง

เปนการยืนยันหนาที่ของ HN protein ในการทําใหเกิด syncytium ไดทางหนึ่ง นอกจากนั้น ยังได

ออกแบบ siRNA ตอ  mRNA M1 gene ของเช้ือไวรัส VSV ซึ่งเปนเช้ือไวรัสตระกูลเดียวกับเช้ือ

ไวรัสพิษสุนัขบาโดยพบวา siRNA ตอ  mRNA M1 gene สามารถลดระดับการแสดงออกของ

โปรตีน M1, M2 และ M3 ไดทั้งหมด แตอยางไรก็ตาม การทํางานของยีน M ที่ผลิตโปรตีน M1, M2 

และ M3 ใน VSV ก็แตกตางจากยีน M ในเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา จึงยังไมสามารถสรุปไดวา การใช

เทคโนโลยี RNAi ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน M ใน VSV จะสามารถนํามาใชไดผลกับเชื้อ

ไวรัสพิษสุนัขบาหรือไม 

 อยางไรก็ตาม จากงานวิจัยของกลุม Sailen Barik (18) ไดใหขอมูลเกี่ยวกับ

ขอจํากัดของเทคโนโลยี RNAi ในการยับยั้งเช้ือไวรัสในกลุม nonsegmented negative-stranded 

RNA (NNR) ไว โดยจากลักษณะของเช้ือ ยกตัวอยางเชน เช้ือไวรัสพิษสุนัขบา ที่ไดบรรยายมาใน

ขางตน พบวา เช้ือไวรัสในกลุมนี้มีการผลิตทั้ง negative-strand genome และ positive-strand 

antigenome และ viral genome RNA ของเช้ือจะเกิดการ encapsidation โดยโปรตีน N ซึ่ง

โปรตีน N จะปกปอง genome RNA template จาก RNase activity และปกปอง genome RNA 

template จากการโดนจับกับโมเลกุล RNAi ดวย นั่นหมายความวาโมเลกุล RNAi อาจไมสามารถ

เขาไปทําลายไดถึง genome RNA ของเชื้อไวรัส และอีกขอจํากัดหนึ่งเกี่ยวกับเทคโนโลยีนี้ คือ การ 

oversaturation ของปจจัยตางๆที่เกี่ยวของกับกลไก RNAi ตามหลักการแลว การใส multiple 

RNAi molecules นาจะสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนตางๆ ที่เปนเปาหมายที่ตองการได

หมด แตเนื่องมาจากปจจัยตางๆที่ชวยในกระบวนการ RNAi ในเซลลมีอยูจํานวนหนึ่ง การใช

โมเลกุล RNAi มากเกินไป ก็จะไมสงผลตอการยับยั้งการแสดงออกของยีนแตอยางใด นี่จึงเปน

ขอจํากัดในกระบวนการ RNAi อีกขอหนึ่ง 

 โดยสรุปแลว โมเลกุล RNAi ที่ออกแบบและมีคุณสมบัติที่เหมาะสม จะสามารถ

ใชเปน antiviral therapeutic ในการทดลองในเซลลที่ติดเชื้อไวรัสได แตอยางไรก็ตาม เทคโนโลยี 

RNAi ก็ยังมีขอจํากัดที่ไดกลาวมา ดังนั้น ถาตองการศึกษาเกี่ยวกับเช้ือไวรัสชนิดใด จึงจําเปนตอง

มีการทดลองที่จําเพาะสําหรับโมเลกุล RNAi ตอยีนของไวรัสนั้นๆโดยตรง 



บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 

เครื่องมือและสารเคมทีี่ใชในการวจิัย 
 
1. เครื่องมือ 
1.1   Autoclave 

1.2   Centrifuge, refrigerated centrifuge  

1.3   Centrifuge, microcentrifuge high speed 

1.4   CO2 Cell Culture Incubator 

1.5   Cool Box  

1.6   DNA sequencer ABI Prism 310 Genetic Analysis 

1.7   Gel Doc 1000 

1.8   Gel Electrophoresis chamber set 

1.9   GeneAmp PCR System 9700  

1.10 Freezer -80°C 

1.11 Incubator 37°C 

1.12 Laminar Flow Hood Class II 

1.13 Light microscope 

1.14 Multi-block heater 

1.15 Nikon Eclipse TE2000 microscope 

1.16 Orbital Incushaker 

1.17 pH meter P25 EcoMet 

1.18 Pipette Aid 

1.19 Precisa XT2200C 

1.20 Real-time PCR LightCycler (ROCHE) 

1.21 Refrigerator  

1.22 RG-6000 Corbett research Real-time PCR (Corbett) 

1.23 Spectrophotometer 

1.24 Vortex Mixer 
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1.25 Water Bath  

 
2. วสัดุอุปกรณ 
2.1   Aluminum Foil 

2.2   Automatic Adjustable Micropipette  

2.3   Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1,000 ml  

2.4   Bunsen Burner 

2.5   Calculator 

2.6   Cell Culture Flask: T25, T75 

2.7   Corning Sterile Filter for Cell culture 

2.8   Cryovial Tube 

2.9   Cuvette 80 - 100 μl  

2.10 Cylinder: 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml  

2.11 Digital Timer  

2.12 Disposable Gloves 

2.13 Flask: 125 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml  

2.14 Forceps 

2.15 Hemocytometer, cell counter  

2.16 Microcentrifuge Tube: 0.2 ml, 0.6 ml, 1.5 ml, 

2.17 Microscope Glass Cover Slips 

2.18 Parafilm 

2.19 Pipette Tip: 10 μl, 20 μl, 200 μl, 1,000 μl 

2.20 Permanent Marker  

2.21 Petridish 

2.22 Polypropylene Conical Tube, sterile: 15 ml, 50 ml 

2.23 Reagent Bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml  

2.24 Sanitary Tissue Paper  

2.25 Spreader 

2.26 Syringe Disposable 

2.27 Test Tube Racks 
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2.28 Thermometer 

2.29 24-well plate 

 
3. สารเคมีทีใ่ชในการวจิยั 
3.1   Absolute ethanol 

3.2   90% Acetone 

3.3   Antibiotic drug: Ampicillin, Spectinomycin 

3.4   FITC Anti-Rabies Monoclonal Globulin  

3.5   BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit 

3.6   BLOCK-iT Pol II miR RNAi Expression Vector Kit with EmGFP 

3.7   Clorox 

3.8   70% Ethanol 

3.9   Ethidium bromide 

3.10 Fetal Bovine Serum 

3.11 Glycerol 

3.12 HyQ L-Glutamine 200 mM (100X) 

3.13 HyQ MEM/EBSS media  

3.14 Ice 

3.15 LB agar 

3.16 LB broth 

3.17 LE agarose 

3.18 LightCycler TaqMan Master 

3.19 Lipofectamine™ 2000 kit 

3.20 6X loading dye 

3.21 2-Mercaptoethanol 

3.22 Nuclease–free water 

3.23 Opti-MEM® I Reduced Serum Medium 

3.24 PCR marker 

3.25 Pennicillin/Streptomycin 

3.26 Phosphate Buffer Saline (PBS) 
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3.27 Primer set  

3.28 pSilencer™ 4.1- CMV neo siRNA Expression Vector Kit 

3.29 QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) 

3.30 QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) 

3.31 QIAquick Gel Extraction Kit 

3.32 QuantiTect SYBR Green PCR Kit 

3.33 Restriction Enzyme Kit 

3.34 RNeasy Mini Kit (Qiagen)  

3.35 RT reaction kit (Promega) 

3.36 TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit  

3.37 TBE buffer 

3.38 Trypan blue 

3.39 0.25% trypsin 

 

การเก็บรวบรวมขอมูล 
 

ทําการสกัด RNA จากเซลล neuro2A และ supernatant ที่ผานการนําโมเลกุล 

RNAi และเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาเขาเซลลแลว โดยนํา RNA ดังกลาวมาทําการตรวจสอบและเก็บ

รวบรวมขอมูลจาก 2 วิธี ดังนี้ 

1. ปริมาณ mRNA, genomic RNA และ โมเลกุล RNAi จะถูกเกบ็อยูในรูปของ

คา CT value จากวิธีการทํา Real-time PCR 

2. ขอมูลการยอมโปรตีนในเซลล จะถูกเก็บรวบรวมโดยวิธี Direct Fluorescence 

Assay (DFA) 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 

1. ออกแบบโมเลกุล RNAi (โดย ผศ.นพ.ดร. นิพัญจน อิศรเสนา ณ อยุธยา)  
 
1.1 การออกแบบโมเลกุล miRNA 
 

ออกแบบ single-stranded DNA oligonucleotide 2 สาย (RNAi 

oligonucleotide template) โดยสายแรก เปนเสนลําดับเบสของ target pre-miRNA (top strand 

oligo) สวนสายที่สอง เปนเสนลําดับเบสที่ complement กับเสน top strand oligo (bottom 

strand oligo) ตอจากนั้น นํา 2 เสน oligonucleotide นี้ ไปสรางเปนโมเลกุล miRNA ตอไป 

การออกแบบ single-stranded DNA oligonucleotide ในงานวิจัย ใชโปรแกรม 

BLOCK-iTTM RNAi Designer (Invitrogen) จาก website: www.invitrogen.com/rnai โดย

ลักษณะ oligonucleotide ทั้ง 2 เสนมีหลักการออกแบบ ตามลักษณะลําดับเบส ดังนี ้

 

target pre-miRNA หรือ top strand oligo (จากดาน 5’ → 3’) 

 

• 5’ nucleotide (TGCTG) โดยเปนลําดับเบสที่มาจาก endogenous miR-

155 (46) ซึ่งเปน endogenous murine miRNA ที่เปนพื้นฐานในการพัฒนาระบบ miRNA vector 

ของหองปฏิบัติการของ David Turner (41) โดยเมื่อทํา annealing เสน top และ bottom strand 

oligo นี้แลว ลําดับเบส TGCTG จะเกิดเปน 4 nucleotide 5’ overhang ที่สามารถเขาคูไดกับ 4 

nucleotide overhang ของเวกเตอรที่ใชในการสรางโมเลกุล miRNA (pcDNA™ 6.2-

GW/±EmGFP-miR vectors: Invitrogen) 

• Reverse complement (antisense strand) ของลําดับเบส mRNA 

เปาหมาย 21 nucleotide (เปนลําดับเบสของ mature miRNA) 

• 19 nucleotide (5’- GTTTTGGCCACTGACTGAC -3’) ที่เปน terminal 

loop ของ pre-miRNA โดยมีพื้นฐานลําดับเบสมาจาก miR-155 และทําการดัดแปลงลําดับเบส

เล็กนอยใหมีลําดับเบสของ Msc I site (ตัวหนาทึบขีดเสนใต) เพื่อชวยในการวิเคราะหลําดับเบส

ของระบบ  
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• ลําดับเบส sense strand ของ mRNA เปาหมาย ในบริเวณที่นํามาทํา 

reverse complement ตามที่กลาวมา โดยตัด nucleotide ที่ 9 และ 10 ออก (เพื่อใหเกิดเปน 

internal loop ใน mature miRNA)  

• 4 nucleotide 5’ overhang (CAGG) โดยเม่ือออกแบบเปน top strand 

oligo จะไมมีสวน 4 nucleotide นี้ แตเมื่อเปน pre-miRNA จะมีสวน nucleotide นี้ overhang อยู 

 

 
 

รูปที่ 4. แสดงลักษณะโครงสรางของ pre-miRNA (top strand oligo) ที่ออกแบบในงานวิจัยนี้ 

 

bottom strand oligo (complement เสน top strand oligo: จากดาน 5’ → 3’) 

 

• (อางอิงจากเสน top strand oligo) ใหตัดลําดับเบส 5’ TGCT (5’ overhang) 

ออก ดังนั้น ลําดับเบสใหมจะเร่ิมที่ 5’ G 

• ทํา reverse complement ของเสน top strand oligo ดานบน ที่เร่ิมตนดวย 

5’ G ซึ่งจะไดเปนเสน bottom strand oligo ที่มีดาน 3’ เปน 3’ C 

• เติมลําดับเบส CCTG ซึ่งเปนลําดับเบสของ miR-155 เขาดาน 5’ ของเสน 

bottom strand oligo ดานบน ซึ่งจะไดเปนเสน bottom strand oligo ที่สมบูรณ โดยมีดาน 5’-

CCTG overhang ที่สามารถเขาคูไดกับ 4 nucleotide overhang ของเวกเตอรที่ใชในการสราง 

double-strand oligo นี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TGCT overhang 5’G + antisense 
target sequence loop sequence sense Δ2 nt 

target sequence 5’ - - 3’ 
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รูปที่ 5. แสดงลําดับเบสของเสน top และ bottom strand oligo ที่สรางเปน annealed miRNA template 
โดยเปนตัวอยางลําดับเบสของ miRNA ตอยีน lacZ (miR-lacZ)  

     
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 6. แสดงโครงสรางของ pre-miRNA ของ miR-lacZ 

 
 
ในการออกแบบ 2 single-stranded DNA oligonucleotide ในการทดลอง ใช

โปรแกรม BLOCK-iTTM RNAi Designer (Invitrogen) จาก website: www.invitrogen.com/rnai  
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1.2 การออกแบบโมเลกุล siRNA 
 
หลักการออกแบบโมเลกุล siRNA คลายคลึงกับโมเลกุล miRNA คือ มีเสน top 

strand Olido และ bottom strand Oligo โดยในงานวิจัยนี้ ใชโปรแกรม siRNA target finder จาก

www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html ในการออกแบบ โดยลักษณะของ single 

strand DNA Oligo ทั้ง 2 เสน มีหลักการออกแบบ ตามลักษณะลําดับเบส ดังนี้ 

 

top strand oligo (จากดาน 5’ → 3’) 

 

• 5’ nucleotide (GATCC) โดยเปนลําดับเบสของ restriction enzyme 

BamHI ที่จะมาจับแลวตัดเปน sticky end เพื่อสามารถ ligate เขากับ pSilencer 4.1 – CMV neo 

vector ได 

• 19 nucleotide ของเสน sense strand mRNA เปาหมาย 

• 9 nucleotide (5’ TTCAAGAGA 3’) ซึง่เปน loop เช่ือม sense และ 

antisense strand ของ hairpin siRNA  

• Reverse Complementary (antisense strand) ของลําดับเบส mRNA 

เปาหมาย 21 nucleotide และเติมลําดับเบส A 1 ตัว ตอทาย เพื่อให complement กับเสน 

bottom strand Oligo ชวงปลาย 5’ ที่เปนสวน restriction enzyme site 

 

bottom strand oligo (จากดาน 5’ → 3’) 

 

• 5’ nucleotide (AGCTT) โดยเปนลําดับเบสของ restriction enzyme 

HindIII ที่จะมาจับแลวตัดเปน sticky end เพื่อสามารถ ligate เขากับ pSilencer 4.1 – CMV neo 

vector ได 

• ทํา reverse complement เสน top strand Oligo โดยเร่ิมทําต้ังแตลําดับ

เบสตัวสุดทายของ antisense strand จนถึงตัวแรก โดยผานลําดับเบส loop region จนถึงตัวแรก

สุดของลําดับเบส sense sequence แลวเติมลําดับเบส G 1 ตัว ตรงปลาย 3’ เพื่อให 

complement กับเสน top strand Oligo  บริเวณ restriction enzyme site ของ BamHI ได 
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รูปที่ 7. แสดงตัวอยางการออกแบบ siRNA Template Oligonucleotide 

 
 
  ในการออกแบบ siRNA Template Insert เสน top และ bottom strand Oligo ที่

กลาวมา ใชโปรแกรม siRNA target finder (Ambion) จาก

www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html   
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2. สรางเวกเตอรที่มีโมเลกุล RNAi (insert) และตรวจสอบชิ้น insert นั้น (โดย นายนิติพล 

รัตนเศรษฐยุทธ และผูวิจยั) 
 
สราง annealed RNAi template โดยโมเลกุล miRNA ใชชุด BLOCK-iTTM Pol II 

miR RNAi Expression Vector Kits (Invitrogen) และโมเลกุล siRNA ใชชุด pSilencer™ 4.1- 

CMV neo siRNA Expression Vector Kits (Ambion)  

 
2.1 การสราง annealed RNAi template 
 

2.1.1 ข้ันตอนการสราง annealed miRNA template  

 

1. ทํา annealing reaction ที่อุณหภูมิหอง ตามสวนผสม ดังนี้ 

    (ใน 0.6 ml sterile microcentrifuge tube) 

 

 สวนผสม ปริมาตร (μl)/1 reaction ความเขมขนสุดทาย  

    Top strand DNA oligo (200 μM) 5.0 50 μM 

    Bottom strand DNA oligo (200 μM) 5.0 50 μM 

    10X Oligo Annealing Buffer 2.0 1X 

    DNase/RNase-Free Water 8.0 - 

               Total 20.0 

 

2. incubate ที่อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 4 นาที (ใน water bath หรือ heat box) 

3. นํามาทําใหเย็นที่อุณหภูมิหอง โดยต้ังทิ้งไวประมาณ 5 – 10 นาที  

4. ปน short spin เปนเวลาประมาณ 5 วินาที แลวเขยาเบาๆ 

    (เสร็จข้ันตอนนี้จะไดเสน double-strand oligo) 

5. เจือจาง dsOligo ที่ได (50 μM dsOligo) ใหมีความเขมขน 10 nM* เพื่อนําไป

ทํา ligation  

*เนื่องจากการเจือจาง 50 μM dsOligo ใหเปน 10 nM dsOligo ตองเจือจางลง

5,000 เทา ดังนั้น จึงทําการเจือจาง 2 คร้ัง โดยคร้ังแรกเจือจางลง 100 เทา ใน DNase/RNase-

Free Water และคร้ังที่ 2 เจือจางลง 50 เทา ใน Oligo Annealing Buffer (ในชุด kit)  
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วิธีการเจือจาง dsOligo 

 

1. นํา 50 μM dsOligo ที่สราง มาเจือจางลง 100 เทา โดยผสม 50 μM dsOligo 

1 μl กับ DNase/RNase-Free Water 99 μl ผสมใหเขากันโดยการ vortex ซึ่งจะได dsOligo ที่

ความเขมขน 500 nM 

2. นํา 500 nM dsOligo ในขอ 1 มาเจือจางลง 50 เทา โดยผสม 500 nM 

dsOligo 1 μl, 10X Oligo Annealing Buffer 5 μl และ DNase/RNase-Free Water 44 μl ผสม

ใหเขากัน ซึ่งจะได dsOligo ที่ความเขมขน 10 nM 

 

หมายเหตุ –  aliquot 10 nM dsOligo เก็บเปน stock ที่อุณหภูมิ -20°C จนกวาจะนํามาใช 

 

2.1.2 ข้ันตอนการสราง annealed siRNA template  

 

1. ทํา annealing reaction ที่อุณหภูมิหอง ตามสวนผสม ดังนี้ 

    (ใน 0.6 ml sterile microcentrifuge tube) 

 

 สวนผสม ปริมาตร (μl)/1 reaction ความเขมขนสุดทาย  

    Top strand DNA oligo (1 μg/μl) 2.0 40 ng/μl 

    Bottom strand DNA oligo (1 μg/μl) 2.0 40 ng/μl 

    1X DNA Annealing Solution 46.0 1X 

               Total 50.0 

 

2. incubate ที่อุณหภูมิ 90°C เปนเวลา 3 นาที 

3. นํามาทําใหเย็นที่อุณหภูมิ 37°C โดยต้ังทิ้งไวเปนเวลา 1 ชั่วโมง 

4. เจือจาง annealed siRNA template โดยดูดจาก annealing reaction มา 5 

μl ใสลงใน DNase/RNase-Free Water 45 μl ซึ่งจะไดความเขมขนเปน 8 ng/μl 

 

หมายเหตุ - annealed siRNA template สามารถเก็บไดที่ -20°C จนกวาจะนํามาใช 
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2.2 การทํา ligation  
 

2.2.1 ข้ันตอนการ ligation โมเลกุล miRNA 

 

1. ทํา ligation reaction ที่อุณหภูมิหอง ตามสวนผสม ดังนี้ 

    (ใน 0.6 ml sterile microcentrifuge tube) 

 

 สวนผสม ปริมาตร (μl)/1 reaction ความเขมขนสุดทาย  

5X Ligation Buffer  4.0 1X 

pcDNA™ 6.2-GW/EmGFP-miR, linearized (5 ng/μl) 2.0 0.5 ng/μl 

miR-ds oligo (10 nM)  4.0 2 nM 

DNase/RNase-Free Water  9.0 - 

T4 DNA Ligase (1 U/μl)  1.0 0.05 U/μl 

            Total 20.0 

 

2. incubate ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1-2 ชั่วโมง 

3. วาง tube ในน้ําแข็ง เพื่อรอการ transform เขาสู competent cell  

 

2.2.2 ข้ันตอนการ ligation โมเลกุล siRNA 

 

1. ทํา ligation reaction ที่อุณหภูมิหอง ตามสวนผสม ดังนี้ 

    (ใน 0.6 ml sterile microcentrifuge tube) 

 

 สวนผสม ปริมาตร (μl)/1 reaction ความเขมขนสุดทาย  

8 ng/μl diluted annealed siRNA insert  1.0 0.8 ng/μl 

10X T4 DNA Ligase Buffer 1.0 1X 

pSilencer 4.1-CMV neo vector 1.0 - 

T4 DNA ligase (5 U/μl) 1.0 0.5 U/μl 

DNase/RNase-Free Water 6.0 - 

            Total 10.0 
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2. incubate ที่อุณหภูมิ 16°C เปนเวลา 1 วัน (overnight) 

3. เก็บ ligation reaction ที่อุณหภูมิ -20°C เพื่อรอการ transform เขาสู 

competent cell 

 
2.3 การทํา transformation  
 

การทํา transformation เปนการเพิ่มจํานวนเวกเตอร RNAi โดยอาศัยการแบงตัว

ของ competent cell ที่มีเวกเตอร RNAi แลวทําการคัดเลือกโคโลนี โดยวิธี antibiotic selection 

ซึ่งโมเลกุล miRNA ใชชดุ One Shot® TOP10 (Invitrogen) (มากับชุด BLOCK-iTTM Pol II miR 

RNAi Expression Vector Kits) สวนโมเลกุล siRNA ใช competent E.coli cell ทั่วไป ตอจากนั้น 

ทําการสกัดเวกเตอร RNAi และตรวจสอบลําดับเบสของ RNAi oligonucleotide template ที่แทรก

อยู (ข้ันตอนการทํา transformation ดูที่ภาคผนวก ก.)  
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3. สรางเวกเตอรที่มีโมเลกุล RNAi หลายโมเลกุล ใน 1 เวกเตอร และตรวจสอบชิ้น insert 
นั้น 

 

การสรางโมเลกุล RNAi หลายโมเลกุล ใน 1 เวกเตอร มีข้ันตอนการสรางคลายกับ

โมเลกุล RNAi ในขอ 2 ซึ่งจะใชเวกเตอร RNAi ที่ตองการ 2 เวกเตอร (กรณี 2 เปาหมาย) มาตัด

ชิ้นสวนของเวกเตอรออกดวย enzyme โดยใหเวกเตอรหนึ่งเมื่อตัดแลวใชเปน backbone 

(เวกเตอรหลัก ที่มีโมเลกุล RNAi ที่ 1) สวนอีกเวกเตอร ตัดเอาเฉพาะสวนลําดับเบสบริเวณโมเลกุล 

RNAi มา (โมเลกุล RNAi ที่ 2) แลวทําการแทรกโมเลกุล RNAi ที่ 2 เขากับสวน backbone 

(ligation) แลวทํา transformation ตอจากนั้น ทําการตรวจสอบลําดับเบสโมเลกุล RNAi 2 โมเลกลุ

ดวยการทํา sequencing (กรณีตองการมากกวา 2 เปาหมาย ใหนําเวกเตอร RNAi ที่ตองการมา

ตัดและตอเพิ่มข้ึน ในลักษณะเดียวกัน) 

 

ข้ันตอนการสรางเวกเตอรที่มีโมเลกุล RNAi หลายโมเลกุล 

 

1. สวน backbone: ตัดเวกเตอรโมเลกุล RNAi ที่ 1 ดวย restriction enzyme 

(ตามแผนที่ลําดับเบสของเวกเตอร) โดยไมตัดครอมสวนโมเลกุล RNAi ที่ 1 ทําใหสวนโมเลกุล 

RNAi ที่ 1 ยังอยูบนช้ิน backbone หลังจากผสมสารสําหรับการตัดแลว นําไป incubate ที่

อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 2 ชั่วโมง  

    สวน insert: ตัดเวกเตอรโมเลกุล RNAi ที่ 2 ดวย restriction enzyme (ตาม

แผนที่ลําดับเบสของเวกเตอร) โดยตัดครอมโมเลกุล RNAi ที่ 2 ซึ่งทําใหไดชิ้นสวนของโมเลกุล 

RNAi ที่ 2 ออกมา หลังจากผสมสารสําหรับการตัดแลว นําไป incubate ที่อุณหภูมิ 37°C เปน

เวลา 2 ชั่วโมง  

2. นําเวกเตอรท่ีถูกตัดในขอ 1 และขอ 2 ไปตรวจสอบขนาดชิ้นสวนที่ตัด โดยการ 

run ชิ้นสวนของผลิตภัณฑบน agarose gel 

3. สกัดสวน backbone และ insert ออกจาก agarose gel  

4. ทํา ligation reaction  

5. นําเวกเตอรที่มีโมเลกุล RNAi 2 โมเลกุล transform ลงใน competent E.coli 

cell แลวทําการตรวจสอบเวกเตอรวามีลําดับเบสของโมเลกุล RNAi ทั้ง 2 ที่ตองการหรือไม 
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4. ตรวจสอบปริมาณ (titer) ไวรัสพิษสุนัขบา ในการนําเขาสูเซลลที่เหมาะสมสําหรับการ
ทดสอบ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8. แสดงข้ันตอนการตรวจสอบปริมาณ (titer) ไวรัสพิษสุนัขบา 

 
 
4.1 การเพาะเลี้ยงเซลล neuro2A 
 

4.1.1 การเพาะเล้ียงเซลลเร่ิมตน  

 

นําเซลล neuro2A (ATCC cat no.CCL-131) มาเพาะเล้ียงใน cell culture 

media MEM/EBSS (ภาคผนวก ข.) โดยเล้ียงใน cell culture flask ขนาด T75 ในตูอบสภาวะ 5% 

CO2 อุณหภูมิ 37°C  ใหเจริญเติบโตไดจํานวนที่เหมาะสม (100% confluence) จึงเก็บรวบรวม

เซลล โดยการยอยเซลลดวยสารละลาย 0.25% trypsin และนําเซลลมาเพาะเล้ียงตอที่สภาวะเดิม

อยางตอเนื่อง (continually passaged) จนกระทั่งไดเซลลคุณภาพดี มีอัตราการเจริญเติบโตคงที่ 

รูปรางเหมาะสม และความสามารถในการรอดชีวิตอยูในเกณฑเหมาะสม   

 

เพาะเล้ียงเซลล neuro2A 

นําเชื้อไวรัสพษิสุนัขบาเขาสูเซลล โดยทําเปน 10-fold dilution ต้ังแต 10-1 ถงึ 10-7 

ยอม Nucleoprotein ในเซลล โดยวธิี Direct Fluorescence Assay (DFA) 

นําเซลลไปสองกลองดูการเรืองแสงสีเขียว (Fluorescence) 

คํานวณคา FFD50 

24 ชั่วโมงตอมา 

48 ชั่วโมงตอมา 
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4.1.2 การเพาะเล้ียงเซลลสําหรับการทดลอง 

 

เตรียมเซลลใน 24-well plate ใหมีเซลลต้ังตนจํานวน 1 x 105 เซลล/well ใน

อาหารเล้ียงเซลล MEM/EBSS+10% FBS ปริมาตร 500 μl โดยนําไปเพาะเล้ียงที่สภาวะ 5% CO2 

อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 1 วัน (overnight) กอนการทดสอบ ใหมีความหนาแนน 85-90% 

confluence โดยเตรียมเซลลทั้งหมด 22 well แบงเปนการทดลองทั้งหมด 3 การทดลองซํ้า และ

เซลลควบคุม 1 การทดลอง (ไมใสเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

รูปที่ 9. แสดงจํานวน well ที่เตรียมเซลลใน 24-well plate สําหรับการตรวจสอบปริมาณ (titer)  
ไวรัสพิษสุนัขบา 

 
 

titer ไวรัสที่ทดสอบ → 10-6 10-5 10-4 10-3 10-2 

10-7 

10-1 

การทดลองที่ 1 

การทดลองที่ 2 

10-6 10-5 10-4 10-3 10-2 

10-7 

10-1 

no virus 

การทดลองที่ 3 
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10-1 

4.2 การเตรียมเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา 
 

นําเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาคา FFD50 ที่ 10-4 (สถานเสาวภา สภากาชาดไทย) มา

ตรวจสอบคา FFD50 อีกคร้ังภายในหองปฏิบัติการ โดยนําเช้ือไวรัสพิษสุนัขบามาทํา 10-fold 

dilution ต้ังแต 10-1 ถึง 10-7 ใสลงในเซลล neuro2A ปริมาตร well ละ 300 μl สําหรับเซลล

ควบคุม เปนเซลล neuro2A ปกติ ไมใสเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา หลังจากน้ัน นําเซลลไปเพาะเล้ียงใน

ตูอบที่สภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 37°C 

 

การทํา 10-fold dilution  

 

 

 
 

เช้ือไวรัส (μl)      100       100             100       100   100       100             100 

                

media (μl)          

 

Total                   

 

 
4.3 การยอม nucleoprotein ในเซลลดวยวิธี Direct Fluorescence Assay  
 

การยอม nucleoprotein ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา ใช anti-rabies monoclonal 

globulin antibody ที่ conjugate กับ fluorescein isothiocyanate (FITC) (ข้ันตอนการยอม 

nucleoprotein ดูภาคผนวก ค.) ซึ่งเซลลที่มี nucleoprotein จะเปลงสารเรืองแสงสีเขียว เม่ือดูดวย

กลองจุลทรรศน Nikon Eclipse TE2000 

 

 

 

900 

10-2 10-5 10-4 10-3 10-6 10-7 

(จาก stock virus) 

MEM/EBSS + 10% FBS 

+ + + + + + + 

ดูดทิ้ง 100 μl 

900 900 900 900 900 900 

1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 
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4.4 การคํานวณคา FFD50 (Focus Forming Dose) ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา 
 

คา FFD50 เปนคา dilution ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาที่เหมาะสมในการทดสอบ

เปรียบเทียบความแตกตางของเช้ือระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม โดยเปนระดับความ

เขมขนของเช้ือที่ทําใหเซลลเกิดการติดเช้ือไวรัสมากกวาหรือเทากับ 1 เซลลในแตละ field ที่ดูจาก

กลองจุลทรรศน โดยจํานวน field ที่มีการติดเช้ือในเซลลตองคิดเปน 50% ของจํานวน field ที่ดู

ทั้งหมด โดยในแตละ well จะถูกแบงออกเปน 8 field ในการดูดวยกลองจุลทรรศน หลังจากนั้น ทํา

การนับดูวามีกี่ field ที่มีเซลลติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบามากกวาหรือเทากับ 1 เซลล แลวนํามา

คํานวณหาคา FFD50 ตอไป 

 

ตัวอยางการคํานวณหาคา FFD50 

 

1. คํานวณเปอรเซ็นตจํานวน field ที่มีเซลลติดเชื้อ 

 

จํานวน field สะสม 
Dilution 
ของเชื้อ
ไวรัสพิษ
สุนัขบา 

จํานวน field ที่
มีเซลลติดเชือ้/
จํานวน field 
ทั้งหมด 

field ที่มีเซลล
ติดเชื้อ 

field ที่ไมมี
เซลลติดเชื้อ 

เปอรเซ็นตของ 
field ที่มีเซลลติด

เชื้อ 

10-1 8/8 27 0 (27/27)x100 = 100 

10-2 8/8 19 0 (19/19)x100 = 100 

10-3 5/8 11 3 (11/14)x100 = 78 

10-4 3/8 6 8 (6/14)x100 = 42 

10-5 2/8 3 14 (3/17)x100 = 17 

10-6 1/8 1 21 (1/22)x100 = 4 

10-7 0/8 0 29 (0/29)x100 = 0 

 

2. คํานวณความแตกตางระหวาง the logarithm of the starting point dilution 

และ the logarithm of the 50% end-point dilution (difference of logarithms) จากสูตร 
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                   50% - (infectivity next below 50%)                 x   logarithm of dilution factor 

  (infectivity next above 50%) - (infectivity next below 50%)   

 

จากตารางการคํานวณเปอรเซ็นตจํานวน field ที่มีเซลลติดเชื้อ พบวา the 

starting point dilution (infectivity next below 50%) คือที่ 10-4 และ dilution factor ของการ

ทดลอง คือ 10 (ดังนั้น logarithm of dilution factor = log 10 = 1) 

ดังนั้น คํานวณ difference of logarithms ได ดังนี้ 

 

           50 – 42   x   1   =   8   x   1   =   0.22 

           78 – 42                 36 

3. คํานวณหา 50% end-point dilution (FFD50) โดยการนํา the starting point 

dilution มาลบคา difference of logarithms ออก จากสูตร 

 

     log (reciprocal of 50% end-point dilution) = log (reciprocal of starting point dilution)  

                                                                          - difference of logarithms 
 

ดังนั้น สามารถคํานวณหาคา FFD50 ไดดังนี้ 

 

log (reciprocal of 50% end-point dilution) = log 104 - 0.22 

                                                                   = 4 – 0.22  

 = 3.78 

               ∴ log (50% end-point dilution) = -3.78 

                             50% end-point dilution = 10-3.78 

                                                        FFD50 = 10-3.78 ≈ 10-4 

 

ดังนั้น จากตัวอยางการหาคา FFD50 คร้ังนี้ ไดคา FFD50 ที่ dilution เทากับ 10-4    
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5. ทดสอบประสิทธิภาพโมเลกุล RNAi 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10. แสดงข้ันตอนการทดสอบประสิทธิภาพโมเลกุล RNAi 

 

24 ชั่วโมงตอมา 

อยางนอย 6 ชัว่โมงตอมา 

- สกัด RNA จากเซลลที่ทดสอบที่เวลาที่

เหมาะสม 

- สกัด RNA จาก supernatant 

- วัดความเขมขนของ RNA ที่สกัด 

- วัดระดับ mRNA และ genomic RNA ของ

เช้ือไวรัสพิษสุนัขบา โดยวิธ ีReal-time PCR 

- คํานวณและวิเคราะหผลการทดสอบ 

- ยอม nucleoprotein ในเซลลที่เวลา 48 

ชั่วโมง หลังนําเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาเขาสูเซลล 

- ดูการเรืองแสงของสาร fluorescein ในเซลล

ที่มี nucleoprotein โดยกลองจุลทรรศน 

Nikon Eclipse TE2000 

นําเชื้อไวรัสพษิสุนัขบาเขาสูเซลล (infection) 

(หลังจากนําเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาเขาเซลลเปนเวลา 6 ชั่วโมง ใหลางอาหารเล้ียง

เซลลเกาออก แลวเติมอาหารเล้ียงเซลลใหมเขาไป) 

3 

ทดสอบประสิทธิภาพโมเลกลุ RNAi 

โดยการวัดระดับ RNA ดวยวิธี Real-

time PCR 

5 

ตรวจสอบเวลาที่ เหมาะสมในการวัดระดับ 

mRNA และ genomic RNA ของเชื้อ โดย

ทดสอบที่เวลา 10, 24 และ 48 ชั่วโมง หลังจาก

นําเชื้อเขาสูเซลล โดยวิธี Real-time PCR  

4 

ทดสอบประสิทธิภาพโมเลกลุ RNAi 

โดยการดูการแสดงออกของ 

nucleoprotein ดวยวธิีการยอม 

Direct Fluorescence Assay (DFA) 

6 

นําโมเลกุล RNAi (miRNA หรือ siRNA) เขาสูเซลล (transfection) 2 

เพาะเล้ียงเซลล neuro2A 1 



                                                                                                                  
                                                                                                              

 

43 

5.1 การเพาะเลี้ยงเซลล neuro2A  
 

เตรียมเซลลใน 24-well plate ใหมีเซลลต้ังตนจํานวน 1 x 105 เซลล/well ใน

อาหารเล้ียงเซลล MEM/EBSS+10% FBS ปริมาตร 500 μl นําไปเพาะเล้ียงที่สภาวะ 5% CO2 

อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1 วัน (overnight) กอนการทดสอบ ใหมีความหนาแนน 85-90% 

confluence  

 

5.2 การ transfection โดยใชชุด Lipofectamine™ 2000 kit    
 

ข้ันตอนการ transfection  

 

1. เจือจางโมเลกุล RNAi ปริมาณ 1 μg ในอาหารเล้ียงเซลล Opti-MEM® I 

Reduced Serum Medium 50 μl เขยาเบาๆ 

2. เจือจางสารละลาย lipofectamine ปริมาตร 1 μl ในอาหารเลี้ยงเซลล Opti-

MEM® I Reduced Serum Medium 50 μl เขยาเบาๆ ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที 

3. ผสมสารขอ 1 และขอ 2 (ปริมาตรรวม 100 μl) เขยาเบาๆ ต้ังทิ้งไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาท ี

4. เติมสารผสม RNAi: Lipofectamine complexs ลงในเซลล  

5. นําเซลลไปเพาะเล้ียงที่สภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 37°C  

 

หมายเหตุ – สําหรับกลุมควบคุมและกลุม negative control ไมตองทําการ transfection 

 
5.3 การนําเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาเขาสูเซลล (Infection) 
 
ข้ันตอนการ Infection 

 

1. เตรียมเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาที่ความเขมขนเทากับคา FFD50  

2. ใสเช้ือไวรัสปริมาตร 300 μl ใน transfected cell ขอ 5.2  

3. นําเซลลไปเพาะเล้ียงที่สภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 6 ชั่วโมง 

4. นําอาหารเล้ียงเซลลเกาออก เติมอาหารเล้ียงเซลลใหมปริมาตร 500 μl ลงไป 
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5. นําเซลลไปเพาะเล้ียงที่สภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 37°C จนกระทั่งครบเวลาที่

กําหนด 

 

หมายเหตุ – สําหรับกลุม negative control ไมตองทําการ infection 

 
5.4 การแยกสกัด total RNA จากเซลลและ supernatant 

 

1. แยก supernatant เพื่อสกัด total RNA โดยใชชุดสกัด QIAamp Viral RNA 

Mini Kit: Qiagen (ข้ันตอนการสกัดดูภาคผนวก ง.)   

2. นําเซลลที่อยูใน well plate มาสกัด total RNA โดยใชชุดสกัด RNeasy Mini 

Kit: Qiagen (ข้ันตอนการสกัดดูภาคผนวก จ.)   

3. วัดความเขมขนของ total RNA (μg/ml) ดวยเคร่ือง spectrophotometer โดย

ใหมีความบริสุทธิ์ของ RNA ในอัตราสวน OD 260 nm: OD 280 nm อยูระหวาง 1.8 – 2 

4. นํา total RNA มาทําเจือจางใหมีความเขมขนเทากันที่ 20 ng/μl 

 
5.5 การวัดระดับ mRNA และ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาโดย

การทํา 2 step RT - Real time PCR  
 

 นํา total RNA ที่ทําใหเจือจางที่ความเขมขน 20 ng/μl มาตรวจวัดระดับ mRNA 

ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาที่สกัดจากเซลล และระดับ genomic RNA ของเช้ือที่สกัดจากเซลลและ 

supernatant โดยวิธี 2 step RT – Real time PCR (SYBR green)  

 

5.5.1 การทํา Reverse Transcription (RT) จาก total RNA ที่สกัดได 

 

1. total RNA (template RNA) ความเขมขน 20 ng/μl 

 2. primer สําหรับทํา RT ไดแก  

    - Oligo dT primer สําหรับการตรวจระดับ mRNA  

    - Oligonucleotide Rabies Virus 1F primer (5’- AGAAGGATCGTGGAGC 

ACCATACTCTCA -3’) สําหรับการตรวจระดับ genomic RNA  
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3. ผสม primer ความเขมขน 0.5 μg/μl ปริมาตร 1 μl กับ template RNA 

ปริมาตร 4 μl                                     

4. incubate ที่อุณหภูมิ 70°C นาน 5 นาที และ quick cooled ที่ 4°C                                   

5. เตรียมสวนผสมของ RT reagent ปริมาตร 15 μl ซึ่งประกอบดวย 

  

 สวนผสม (reagent) ปริมาตร (μl)/1 reaction ความเขมขนสุดทาย  

 (ใน total 20 μl) 

   5X buffer 4.0 1X 

   25 mM MgCl2 2.4 3 mM 

   10 mM dNTP 1.0                                0.5 mM 

   40 U/μl RNase Inhibitor 0.5 1 U/μl  

   RT enzyme 1.0    - 

   RNase-free water 6.1    - 

             Total 15 

 

6. นํา master mix ปริมาตร 15 μl เติมลงในสารละลายขอ 4 และนําไปเขาเคร่ือง 

GeneAmp PCR System 9700 ต้ัง RT programe ดังนี้  

 

 อุณหภูมิ เวลา 

 25°C 5 นาที  

 42°C                                60 นาที  

 95°C 15 นาที 

   4°C                                      α 
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5.5.2 การทํา Real-time PCR (SYBR green)  

 

1. เตรียม SYBR Green master mix ในอัตราสวน ดังนี้ 

 

 สวนผสม (reagent) ปริมาตร (μl)/1 reaction ความเขมขนสุดทาย  

 (ใน total 20 μl) 

   2X QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix* 10.0 1X 

   20 μM Forward primer**   0.5 0.5 μM 

   20 μM Reverse primer**   0.5 0.5 μM 

   RNase-free water   5.0    - 

             Total   16 

 

2. เติม template cDNA ความเขมขน 4 ng/μl (จาก RT reaction) ปริมาตร 4 

μl ลงใน master mix ที่เตรียมไว (ปริมาตรรวม 20 μl) และนําไปเขาเคร่ือง RG-6000 Corbett 

research Real-time PCR ต้ัง PCR programe ดังนี้  

 

Cycle Cycle Point 

Hold  95°C, 15 นาที  

Cycling (40 รอบ) Step 1  94°C, hold 15 วินาที 

Step 2  55°C, hold 20 วินาที 

Step 3  72°C, hold 10 วินาที 

Melt (50-95°C) , hold secs on the 1st step, hold 

5 วินาที on next steps 

 

cooling  40°C, 30 วินาที  

 

* 2X QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix ประกอบดวย 

• HotStarTaq® DNA Polymerase 

• QuantiTect SYBR Green PCR Buffer 

• dNTP mix, including dUTP 



                                                                                                                  
                                                                                                              

 

47 

• SYBR Green I 

• ROX passive reference dye 

• 5 mM MgCl2 

    

ลําดับ ชื่อ RNA เปาหมาย ลําดับเบส (5’ → 3’) 

1. ยีน nucleoprotein 

(N) 

Forward: 5’-CTGGCAGACGACGGAACC-3’ 

Reverse: 5’-CATGATTCGAGTATAGACAGCC-3’      

2. ยีน glycoprotein 

(G) 

Forward: 5’-GGACCCATATGACAGATCCC-3’ 

Reverse: 5’-GCATCCAAATGGTGTAATCG-3’ 

3. ยีน phosphoprotein 

(P) 

Forward: 5’-TGTTAATCCGAGTGCAATCAGAGCC-3’ 

Reverse: 5’-TGTCCTCAGGGAGATTGTCCACTTC-3’ 

4. genomic RNA Forward: 5’-AGAAGGATCGTGGAGCACCATACTCTCA-3’ 

Reverse: 5’-TACCAGCCCTGAACAGTCTTCA-3’      

5. ยีน GAPDH Forward: 5’-TCAACGACCCCTTCATTGAC-3’ 

Reverse: 5’-ATGCAGGGATGATGTTCTGG-3’      

 
**ตารางที่ 1. แสดงช่ือ RNA เปาหมาย และลําดับเบส ของ Oligonucleotide Forward 

และ Reverse primer ที่ใชในการตรวจวัดระดับ mRNA ของยีน N, ยีน G, ยีน P และ genomic RNA 
ของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา และยีน GADPH ของเซลล neuro2A (การทดลองควบคุมเพ่ือดูวาเซลลมี

ปริมาณเทากัน) 

 
ตารางที่ 1. เปนการแสดง Oligonucleotide Primer ของ RNA ที่สนใจในการทํา 

Real-time PCR สําหรับตําแหนงลําดับเบสในยีนหรือ genomic RNA ที่ primer ไปจับ สามารถดู

ไดในภาคผนวก ฉ. – ญ. 
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6. ตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของโมเลกุล RNAi (RNAi quantification) 
 

การทดลองนี้ เปนการตรวจสอบและเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของ

โมเลกุล RNAi ในเซลล โดยดูความสัมพันธใน 2 ลักษณะ คือ ความสอดคลองของระดับโมเลกุล 

RNAi กับปริมาณ RNAi (single RNAi) ที่ใสเขาสูเซลล และ ความสอดคลองของระดับโมเลกุล 

RNAi กับปริมาณ RNAi (multiple RNAi) ในเซลล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 11. แสดงข้ันตอนการทดสอบ RNAi quantification  

 
6.1 การทํา RNAi quantification แบงการทดสอบเปน 2 แบบ คือ 
 

1. การทดสอบตรวจวัดระดับโมเลกุล RNAi แบบ single RNAi โดยใสโมเลกุล 

RNAi ที่ปริมาณ 0.1, 0.2, 0.5 และ 1.0 μg ตามลําดับ ลงในเซลล โดยใชชุด Lipofectamine™ 

2000 ในการ transfection สําหรับโมเลกุล RNAi ที่ปริมาณ 0.1 μg ใหใส pcDNA3.1 blank 

plasmid 0.9 μg เพื่อใหครบปริมาณ RNA 1 μg สําหรับโมเลกุล RNAi ที่ปริมาณ 0.2, 0.5 และ 

1.0 μg ใหใส pcDNA3.1 blank plasmid 0.8, 0.5 และ 0 μg ลงไป ตามลําดับ 

เพาะเล้ียงเซลล neuro2A 

นําโมเลกุล RNAi เขาสูเซลล (transfection) 

ตรวจวัดระดับการแสดงออกของโมเลกุล RNAi ดวยวิธ ีReal-time PCR 

(TaqMan probe) 

24 ชั่วโมงตอมา 

24 ชั่วโมงตอมา 

- สกัด RNA จากเซลลทีท่ดสอบที่เวลาที่เหมาะสม 

- วัดความเขมขนของ RNA ที่สกัด 

- วัดระดับโมเลกุล RNAi โดยวิธี Real-time PCR (TaqMan probe) 

- คํานวณและวิเคราะหผลการทดสอบ 
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2. การทดสอบตรวจวัดระดับโมเลกุล RNAi แบบ multiple RNAi โดยใสโมเลกุล 

RNAi ในระดับปริมาณที่เทากัน คือ 1 μg โดยโมเลกุล RNAi จะมีลักษณะแตกตางกนั คือ โมเลกลุ 

RNAi แบบ 1, 3 และ 6 โมเลกุลใน 1 เวกเตอร เปนตน 

 
6.2 การวัดระดับการแสดงออกของโมเลกุล RNAi ในเซลล โดยการทํา 2 

step RT – Real time PCR (TaqMan probe) 
 

6.2.1 การทํา Reverse Transcription (RT) จาก total RNA (ชุด TaqMan 

MicroRNA Reverse Transcription Kit: ABI) 

 

1. เตรียมสวนผสมของ RT reagent ปริมาตร 7 μl ซึ่งประกอบดวย 

    

 สวนผสม (reagent) ปริมาตร (μl)/1 reaction ความเขมขนสุดทาย  

 (ใน total 15 μl) 

   10X RT buffer 1.50 1X 

   100 mM dNTP mix 0.15 1 mM 

   50 U/μl multiscribe RT enzyme 1.00 3.3 U/μl 

   20 U/μl RNase inhibitor 0.19 0.25 U/μl 

   nuclease-free water 4.16 - 

                Total 7.00 

2. เติม total RNA ความเขมขน 2 ng/μl ปริมาตร 5 μl ลงใน RT reagent ในขอ 1  

3. เติม RT primer** ความเขมขน 1 μM ปริมาตร 3 μl ลงในสารละลายขอ 2  

4. นํา RT reaction วางบนน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที ตอจากนั้น นําไปเขาเคร่ือง 

GeneAmp PCR System 9700 ต้ัง RT programe ดังนี้  

 อุณหภูม ิ เวลา 

 16°C 30 นาที  

 42°C                                30 นาที  

 85°C 5 นาที 

   4°C                                       α 
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6.2.2 การทํา Real-time PCR (โดยชุด LightCycler TaqMan Master: Roche) 

 

1. เตรียม TaqMan PCR master mix ในอัตราสวน ดังนี้ 

 

 สวนผสม (reagent) ปริมาตร (μl)/1 reaction ความเขมขนสุดทาย  

 (ใน total 20 μl) 

   5X LightCycler TaqMan Master Mix* 4.0 1X 

   10 μM Oligonucleotide Forward Primer** 0.6 0.3 μM 

   10 μM Oligonucleotide Reverse Primer** 0.6 0.3 μM 

   10 μM Oligonucleotide Probe** 0.4 0.2 μM 

    water PCR-grade 9.4 - 

                Total                                                      15.0 

 

2. เติม template cDNA ความเขมขน 0.67 ng/μl (จาก RT reaction) ปริมาตร 

5 μl ลงใน master mix ที่เตรียมไว (ปริมาตรรวม 20 μl) และนําไปเขาเคร่ือง Real-time PCR 

LightCycler (Roche) ต้ัง PCR programe ดังนี้ 

 

   อุณหภูม ิ เวลา 

 95°C 10 นาที  

 95°C                                5 วินาที  

 55°C 5 วินาท ี 45 รอบ        

 60°C 5 วินาที 

 40°C 30 วินาที 

                                      

* 5X LightCycler TaqMan Master Mix ประกอบดวย 

• FastStart Taq DNA Polymerase 

• Reaction Buffer 

• dNTP mix (with dUTP instead of dTTP) 

• MgCl2 
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ลําดับ 
ชื่อโมเลกุล RNAi 

เปาหมาย 
ลําดับเบส (5’ → 3’) 

1. miRNA(N2) RT primer: 5’- GCGACTCATGCTGACGAATTTT 

                  GAGTCGCGTCTCT -3’ 

Forward: 5’- CCCCTAAAGATGCATGTTCAG -3’ 

Reverse: 5’- GCGACTCATGCTGACGAA -3’ 

Probe: 5’- 6FAM-TTTGAG+TCGCG+TC+TCTG—     

                 BBQ -3’      

 
**ตารางที่ 2. แสดงช่ือโมเลกุล RNAi เปาหมาย และลําดับเบส ของ RT primer, 

Forward primer, Reverse primer และ probe ที่ใชในการตรวจวัดระดับโมเลกุล RNAi ที่สนใจ 

 

การวิเคราะหขอมูล 
 

จากผลการวิจัยทําใหไดขอมูลออกมาใน 2 รูปแบบ โดยจะนํามาวิเคราะห ดังนี้ 

 

1. คา CT value จากการตรวจวัดระดับ cDNA ที่แปลงมาจาก mRNA, genomic 

RNA และโมเลกุล RNAi ดวยวิธี Reverse Transcription (RT) ซึ่งขอมูลทั้งหมดจะถูกนํามา

วิเคราะหเปรียบเทียบคาระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม โดยการตรวจวัดระดับ cDNA ใน

กลุมควบคุม จะใหเปนตัวแทนระดับปริมาณ RNA นั้นๆ ที่ 100% สําหรับกลุมทดลองใหคิด

เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมวามีปริมาณ RNA ลดนอยลงไปจํานวนกี่เปอรเซ็นต จากการวัด

จํานวนรอบของการทํา Real-time PCR ที่ลดนอยลงไป เม่ือเทียบกับคา CT ของกลุมควบคุม โดย

การคํานวณปริมาณผลผลิต cDNA สามารถคํานวณไดจากสูตร 

 

 

  

 

โดย n ในการทดลอง เปนคาผลตางของคา CT value ระหวางกลุมควบคุมและ

กลุมทดลอง  

ปริมาณผลผลิต DNA ที่เพิม่ข้ึน = 2n 

(n คือ จํานวนรอบที่ทําปฏิกริิยา) 
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2. ภาพถายการยอมโปรตีนในเซลล จากการยอมดวย specific antibody ตอ

โปรตีนนั้นๆ และถายรูปดวยกลองจุลทรรศน Nikon Eclipse TE2000 จะนํามาวิเคราะห

เปรียบเทียบการเรืองแสงของสารเรืองแสงที่ติดอยูกับ antibody ซึ่งไปจับกับตําแหนงที่มีโปรตีนที่

สนใจ โดยเทียบระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม 

 



บทที่  4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 

ผลการวิเคราะห 

 
1.   การออกแบบและสรางโมเลกุล RNAi โดยออกแบบ miRNA และ siRNA ตอ 

mRNA ของยีน N ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา ดังนี้ 

   

- miRNA ตอ mRNA ของยีน N ไดแก  

 1) miRNA(N1) คือ miRNA ที่ไปจับกับลําดับเบสใน mRNA N ที่ตําแหนง 190* 

  2) miRNA(N2) คือ miRNA ที่ไปจับกับลําดับเบสใน mRNA N ที่ตําแหนง 400 

 3) miRNA(N3) คือ miRNA ที่ไปจับกับลําดับเบสใน mRNA N ที่ตําแหนง 880 

 

 - siRNA ตอ mRNA ของยีน N ไดแก    

  1) siRNA(N1) คือ siRNA ที่ไปจับกับลําดับเบสใน mRNA N ที่ตําแหนง 260 

  2) siRNA(N2) คือ siRNA ที่ไปจับกับลําดับเบสใน mRNA N ที่ตําแหนง 787 

 

 *ตัวเลข หมายถึง ตําแหนงของลําดับเบสในยีน N ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา (CVS 

strain: GenBank No. DQ286762) ที่โมเลกุล miRNA หรือ siRNA จะไปจับและทําลาย โดย

โมเลกุลเหลานี้ไดมาจากโปรแกรมการออกแบบโมเลกุล miRNA และ siRNA 

 

ผลการออกแบบ 

 

- ตัวหนังสือสีน้ําเงินแสดงถึงลําดับเบสบน mRNA ของยีน N ที่โมเลกุล miRNA 

ไปจับ 

- ตัวหนังสือสีเขียวแสดงถึงลําดับเบสบน mRNA ของยีน N ที่โมเลกุล siRNA ไป

จับ 
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CVS strain: mRNA ของยีน N (GenBank No. DQ286762) 

 

5’- 
ATGGATGCCGACAAGATTGTGTTCAAAGTCAATAATCAGGTGGTCTCTTTGAAGCCT
GAGATTATCGTGGATCAATATGAGTACAAGTACCCTGCCATCAAGGATTTGAAAAAG
CCTTGTATCACCCTAGGGAAAGCCCCCGACTTGAACAAAGCATACAAATCAGTTTTA
TCAGGCATGAATGCCGCCAAACTTGATCCGGATGATGTATGCTCCTACTTGGCAGCA
GCAATGCAGTTCTTTGAGGGGACATGTCCGGAAGACTGGACCAGCTATGGAATCCTG
ATTGCACGAAAAGGAGATAGGATCACCCCAAACTCTCTAGTGGAGATAAAGCGTACT
GATGTAGAAGGGAATTGGGCTCTGACAGGAGGCATGGAATTGACAAGGGACCCCACT
GTCTCTGAACATGCATCTTTAGTCGGTCTTCTCCTGAGTCTGTACAGGTTGAGCAAA
ATATCAGGACAGAGCACTGGTAACTATAAGACAAACATTGCAGATAGGATAGAGCAG
ATTTTCGAGACAGCACCTTTTGTTAAGATCGTGGAACACCATACCCTAATGACAACT
CACAAGATGTGTGCTAATTGGAGTACTATACCGAACTTCAGATTTTTGGCCGGAACC
TACGACATGTTTTTCTCACGGATTGAGCATCTGTATTCGGCAATCAGAGTGGGCACA
GTCGTCACCGCTTATGAAGACTGCTCAGGACTGGTATCGTTTACAGGGTTCATAAAG
CAGATCAATCTCACCGCAAGGGAAGCAATACTATATTTCTTCCACAAGAACTTTGAG
GAAGAGATAAGAAGAATGTTCGAGCCAGGGCAAGAGACAGCTGTTCCTCACTCTTAT
TTCATCCACTTCCGTTCACTAGGCTTGAGTGGGAAGTCTCCTTATTCATCGAATGCT
GTCGGTCATGTGTTCAATCTCATTCACTTTGTTGGATGCTACATGGGTCAAGTCAGA
TCTCTAAATGCGACGGTTATTGCTGCATGTGCCCCTCATGAGATGTCTGTTCTAGGG
GGCTATTTGGGAGAGGAATTCTTCGGAAAAGGGACATTTGAAAGAAGGTTCTTCAGA
GACGAGAAAGAACTTCAAGAATATGAGGCGGCTGAACTAACAAAGTCCGACGTGGCA
CTGGCAGATGACGGAACCGTCAACTCTGATGACGAGGACTATTTCTCTGGTGAAACC
AGAAGTCCAGAAGCTGTCTATACTCGAATCATGATGAATGGAGGTCGACTGAAGAGA
TCTCATATACGGAGATATGTCTCAGTCAGTTCCAATCATCAAGCCCGTCCAAACTCA

TTCGCCGAATTTTTAAACAAGACATATTCGAGTGACTCATAA  -3’ 

  

2. การทดสอบหา titer ของไวรัสที่จะใชในการเปรียบเทียบความแตกตางของไวรัส

ที่เหมาะสม โดยนํา seed virus (CVS strain) ที่มีคา FFD50 (Focus Forming Dose) ที่ 10-4 มาทํา 

10-fold dilution (10-1 – 10-7) แลวยอมดู nucleoprotein ของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาในเซลล 

(neuro2A cell) ซึ่งหลังจากคํานวณคา FFD50  พบวา titer ที่เหมาะสม คือที่ dilution 10-4 ซึ่งเปน

คาที่ทําใหเกิดการติดเชื้อไวรัสในเซลลมากกวาหรือเทากับ 1 เซลลในแตละ field จากการยอมดู

โปรตีนภายในเซลล โดยจํานวน field ที่มีการติดเชื้อนี้ตองคิดเปน 50% ของจํานวน field ที่ดู

ทั้งหมด  

 

 

 

 

miRNA(N1) 

miRNA(N2) 

miRNA(N3) 

siRNA(N1) 

siRNA(N2) 
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ผลการทดสอบ 

 

virus titer การ

ทดลองที ่ 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 

1 8/8 7/8 5/8 3/8 1/8 0/8 0/8 

2 8/8 8/8 6/8 4/8 1/8 1/8 0/8 

3 8/8 7/8 6/8 3/8 2/8 0/8 0/8 

เฉล่ีย 8/8 7.3/8 5.7/8 3.3/8 1.3/8 0.3/8 0/8 

 

- คํานวณเปอรเซ็นตของจํานวน field ที่มีเซลลที่ติดเชื้อ 

 

จํานวน field สะสม 
Dilution 
ของเชื้อ
ไวรัสพิษ
สุนัขบา 

จํานวน field 
ที่มีเซลลติด
เชื้อ/จํานวน 
field ทั้งหมด 

field ที่มี
เซลลติดเชื้อ 

field ที่ไมมี
เซลลติดเชื้อ 

เปอรเซ็นตของ field ที่
มีเซลลติดเชือ้ 

10-1 8/8 25.9 0 (25.9/25.9)x100 = 100 

10-2 7.3/8 17.9 0.7 (17.9/18.6)x100 = 96 

10-3 5.7/8 10.6 3.0 (10.6/13.6)x100 = 78 

10-4 3.3/8 4.9 7.7 (4.9/12.6)x100 = 39 

10-5 1.3/8 1.6 14.4 (1.6/16)x100 = 10 

10-6 0.3/8 0.3 22.1 (0.3/22.4)x100 = 1 

10-7 0/8 0 30.1 (0/30.1)x100 = 0 

 

- คํานวณความแตกตางระหวาง the logarithm of the starting point dilution 

และ the logarithm of the 50% end-point dilution (difference of logarithms) จากสูตร 

 

 

                  50% - (infectivity next below 50%)                   x   logarithm of dilution factor 

  (infectivity next above 50%) - (infectivity next below 50%)   
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จากตารางการคํานวณเปอรเซ็นตของจํานวน field ที่มีเซลลที่ติดเชื้อดานบน จะ

พบวา the starting point dilution (infectivity next below 50%) คือที่ 10-4 และ dilution factor 

ของการทดลอง คือ 10 (ดังนั้น logarithm of dilution factor = log 10 = 1) 

ดังนั้น คํานวณ difference of logarithms ได ดังนี้ 

 

           50 – 39   x   1   =  11   x   1   =   0.282 

           78 – 39                 39 
 
- คํานวณหา 50% end-point dilution (FFD50) โดยการนํา the starting point 

dilution มาลบคา difference of logarithms ออก จากสูตร 

 

     log (reciprocal of 50% end-point dilution) = log (reciprocal of starting point dilution)  

                                                                          - difference of logarithms 
 

ดังนั้น จะสามารถคํานวณหาคา FFD50 ไดดังนี้ 

 

log (reciprocal of 50% end-point dilution) = log 104 - 0.282 

                                                                   = 4 – 0.282  

 = 3.71 

               ∴ log (50% end-point dilution) = -3.71 

                             50% end-point dilution = 10-3.71 

                                                        FFD50 = 10-3.71 ≈ 10-4 

 

ดังนั้น จากผลการทดสอบและคํานวณหาคา FFD50 พบวาคา FFD50 = 10-3.71 แต

เพื่อความสะดวกในการปฏิบัติงาน จะใชคาประมาณที่ 10-4    
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3. การทดสอบชวงเวลาที่เหมาะสม (optimal time) ที่จะใชตรวจวัดระดับ mRNA 

และ genomic RNA ของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา ที่มีความแตกตางอยางชัดเจนระหวางกลุมทดลอง

และกลุมควบคุม โดยทําการทดลองกับโมเลกุล miRNA ไดผลการทดลองดังนี้ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 12. แสดงระดับ mRNA ของยีน N ของเชื้อไวรสัพิษสุนัขบาที่ dilution 10-4 ในเซลล neuro2A ที่ถูกยับยั้งดวย 

miRNA ที่ incubate เปนเวลา 10, 24 และ 48 ชั่วโมง หลงัจาก infect เชื้อไวรัสพิษสนุัขบา โดยวิธี Real-time PCR เทียบ
กับกลุมควบคุม   

 

จากรูปที่ 12 สามารถสรุปไดวา ชวงเวลาที่เหมาะสมที่สุดที่จะใชตรวจวัดระดับ 

mRNA ของยีน N ในเซลล คือ ที่เวลา 24 ชั่วโมง หลังจาก infect เช้ือไวรัสพิษสุนัขบา เนื่องจาก 

สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนไดมากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับที่เวลา 10 และ 48 ชั่วโมง โดย

สามารถใหผลการยับยั้งไดถงึประมาณ 95% 

จากความรูเกี่ยวกับเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาที่มีการศึกษาที่ผานมา พบวา หลังจากเชือ้

ไวรัสเขาเซลลไปแลว จะเกิดกระบวนการ transcription และ replication โดยหลังจากเกิด

กระบวนการ transcription จะเกิดกระบวนการ translation ตามมา ซึ่งจะมีการผลิตโปรตีนจากยีน

ตางๆและเกิดการรวมตัวกับ genomic RNA ที่เกิดจากการ replication เกิดเปนอนุภาคไวรัสตัว

ใหมข้ึน โดยไวรัสใหมน้ีจะออกจากเซลล มาสู supernatant ดังนั้น คณะผูวิจัยจึงต้ังขอสันนิษฐาน

วา ใน supernatant ที่เวลา 48 ชั่วโมง ระดับอนุภาคไวรัสควรจะมีระดับเปนอยางไรเม่ือเทียบกับ

กลุมควบคุม (หลังจากพบวา ที่เวลา 24 ชั่วโมง ระดับ mRNA ของยีนในเซลลลดลงอยางมี

ประสิทธภิาพ) ซึ่งจากการทดลอง พบวา ระดับของ genomic RNA (ตัวแทนของอนุภาคไวรัส) ใน 
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supernatant ที่เวลา 48 ชั่วโมง ลดลงไดถึงประมาณ 98% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ซึ่งเปน

ผลการยับยั้งที่มีประสิทธิภาพดีมาก ดังผลการทดลองรูปที่ 13  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 13. แสดงระดับ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพษิสุนัขบาที่ dilution 10-4 ใน supernatant ที่ถูกยับยั้งดวย miRNA ที ่

incubate เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจาก infect เชื้อไวรัสพิษสุนขับา โดยวิธี Real-time PCR เทียบกับกลุมควบคุม 

  

ดังนั้น จากรูปที่ 12 และ 13 จึงสรุปไดวา เวลาที่เหมาะสมที่จะใชตรวจวัดระดับ 

mRNA ของยีน และตรวจ genomic RNA ของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาในเซลล คือ ที่เวลา 24 ชั่วโมง 

และจะตรวจวัดระดับ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาใน supernatant ที่เวลา 48 ชั่วโมง 

โดยทั้ง 2 ชวงเวลานี้ จะใชเปนมาตรฐานในการทดลองตอๆไป 

 

4. การทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา ระหวาง

โมเลกุล miRNA และ siRNA ตอ mRNA ของยีน N พบวา โมเลกุล miRNA ใหผลการยับยั้งที่ดีกวา

โมเลกุล siRNA โดยโมเลกุล miRNA ทั้ง 3 ตัวที่สรางไว ใหผลการยับยั้งการแสดงออกของยีน N, G 

และ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาในเซลล neuro2A ที่เวลา 24 ชั่วโมง ไดถึงประมาณ 

95% ในขณะที่ siRNA ใหผลการยับยั้งการแสดงออกของยีน N และ G ประมาณ 50% และยับยั้ง

การแสดงออกของ genomic RNA ประมาณ 75% และผลการทดลองแสดงวาเวกเตอรโมเลกุล 

miRNA และ siRNA ไมสงผลยับยั้งการแสดงออกของ mRNA ในเซลลทดลอง โดยทดลองวัดระดับ 

mRNA ของยีน GAPDH ในเซลล ดังแสดงในรูปที่ 14 
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รูปที่ 14. แสดงระดับ mRNA ของยีน N, G และ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสนุัขบาและ mRNA ของยีน GAPDH 
ของเซลลทดลองที่ dilution 10-4 ในเซลล neuro2A ทีถู่กยับยั้งดวย miRNA และ siRNA ที ่incubate เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

หลังจาก infect เชื้อไวรัสพิษสุนัขบา โดยวิธี Real-time PCR เทียบกับกลุมควบคุม   

  

การตรวจระดับ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา ใน supernatant ที่เวลา 

48 ชั่วโมง พบวา โมเลกุล miRNA ทั้ง 3 นั้นใหผลการยับยั้งการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา ได

ถึงประมาณ 98% ในขณะที่ โมเลกุล siRNA ใหผลการยับยั้งที่นอยกวา เมื่อเปรียบเทียบกัน ดัง

แสดงในรูปที่ 15  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 15. แสดงระดับ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพษิสุนัขบาที่ dilution 10-4 ใน supernatant ที่ถูกยับยั้งดวย miRNA 
และ siRNA ที ่incubate เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจาก infect เชื้อไวรัสพิษสุนัขบา โดยวธิี Real-time PCR เทียบกับกลุม

ควบคุม 
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ผลการยอม cellular N protein โดยวิธี Direct Fluorescence Assay (DFA) ของ

เช้ือไวรัสพิษสุนัขบาที่ dilution 10-4 ในเซลล neuro2A ที่เวลา 48 ชั่วโมง พบวา เซลลที่ไดรับ

โมเลกุล miRNA มีการแสดงออกของ N protein นอยกวาเซลลที่ไดรับโมเลกุล siRNA และนอย

กวาเซลลที่เปนกลุมควบคุม (เซลล neuro2A ที่ไมไดรับ miRNA หรือ siRNA) ดังแสดงในรูปที่ 16  
 

 

 

 

      neuro2A (กลุมควบคุม)                               miRNA(N1)                                        miRNA(N2) 
       

 

 

 

 

 

                miRNA(N3)                                              siRNA(N1)      siRNA(N2) 
 

รูปที่ 16. แสดง cellular N protein  ของเชื้อไวรสัพิษสุนัขบาที่ dilution 10-4 ในเซลล neuro2A ที่ถูกยับยั้งดวย miRNA 
และ siRNA ที ่incubate เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจาก infect เชื้อไวรัสพิษสุนัขบา โดยการยอมดวยวิธี DFA เปรียบเทียบ

ระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม 

  

จากผลการวัดระดับ mRNA ของยีน N, G และ genomic RNA ทั้งในเซลลและใน 

supernatant โดยวิธี Real-time PCR ดังรูปที่ 14 และ 15 และผลการยอมดู N protein ในเซลล

โดยวิธี DFA ดังรูปที่ 16 พบวา โมเลกุล miRNA ใหผลการยับยั้งการแสดงออกของยีนและยังยับยั้ง

การแบงตัวของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาไดอยางมีประสิทธิภาพท่ีดีกวาโมเลกุล siRNA ประมาณ 20-

45% ดังนั้น การศึกษาคร้ังนี้จึงเลือกทําการทดสอบดูการยับยั้งการแสดงออกของยีนและยับยั้งการ

แบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา โดยใชโมเลกุล miRNA ตอไป 

 

5. การออกแบบและสรางโมเลกุล miRNA ตอ genomic RNA ของเช้ือไวรัสพิษ

สุนัขบาที่บริเวณยีน N ไดดังนี้       

          

- miRNA ตอ genomic RNA (-N) ไดแก  

1) miRNA(-N1) คือ miRNA ที่ไปจับกับลําดับเบสใน genomic RNA ที่ตําแหนง 

365* 
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2) miRNA(-N2) คือ miRNA ที่ไปจับกับลําดับเบสใน genomic RNA ที่ตําแหนง 

1005 

 

 *ตัวเลข หมายถึง ตําแหนงของลําดับเบสใน genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัข

บา (CVS strain: GenBank No. DQ286762) ที่โมเลกุล miRNA จะไปจับและทําลาย โดยโมเลกุล

เหลานี้ไดมาจากโปรแกรมการออกแบบโมเลกุล miRNA  

 

ผลการออกแบบ 

 

- ตัวหนังสือสีน้ําเงินแสดงถึงลําดับเบสบน genomic RNA ของเช้ือที่โมเลกุล 

miRNA ไปจับ 

 

CVS strain: genomic RNA (GenBank No. DQ286762) 

 

5’- 
TTATGAGTCACTCGAATATGTCTTGTTTAAAAATTCGGCGAATGAGTTTGGACGG 
GCTTGATGATTGGAACTGACTGAGACATATCTCCGTATATGAGATCTCTTCAGTC 
GACCTCCATTCATCATGATTCGAGTATAGACAGCTTCTGGACTTCTGGTTTCACC 
AGAGAAATAGTCCTCGTCATCAGAGTTGACGGTTCCGTCATCTGCCAGTGCCACG 
TCGGACTTTGTTAGTTCAGCCGCCTCATATTCTTGAAGTTCTTTCTCGTCTCTGA 
AGAACCTTCTTTCAAATGTCCCTTTTCCGAAGAATTCCTCTCCCAAATAGCCCCC 
TAGAACAGACATCTCATGAGGGGCACATGCAGCAATAACCGTCGCATTTAGAGAT 
CTGACTTGACCCATGTAGCATCCAACAAAGTGAATGAGATTGAACACATGACCGA 
CAGCATTCGATGAATAAGGAGACTTCCCACTCAAGCCTAGTGAACGGAAGTGGAT 
GAAATAAGAGTGAGGAACAGCTGTCTCTTGCCCTGGCTCGAACATTCTTCTTATC 
TCTTCCTCAAAGTTCTTGTGGAAGAAATATAGTATTGCTTCCCTTGCGGTGAGAT 
TGATCTGCTTTATGAACCCTGTAAACGATACCAGTCCTGAGCAGTCTTCATAAGC 
GGTGACGACTGTGCCCACTCTGATTGCCGAATACAGATGCTCAATCCGTGAGAAA 
AACATGTCGTAGGTTCCGGCCAAAAATCTGAAGTTCGGTATAGTACTCCAATTAG 
CACACATCTTGTGAGTTGTCATTAGGGTATGGTGTTCCACGATCTTAACAAAAGG 
TGCTGTCTCGAAAATCTGCTCTATCCTATCTGCAATGTTTGTCTTATAGTTACCA 
GTGCTCTGTCCTGATATTTTGCTCAACCTGTACAGACTCAGGAGAAGACCGACTA 
AAGATGCATGTTCAGAGACAGTGGGGTCCCTTGTCAATTCCATGCCTCCTGTCAG 
AGCCCAATTCCCTTCTACATCAGTACGCTTTATCTCCACTAGAGAGTTTGGGGTG 
ATCCTATCTCCTTTTCGTGCAATCAGGATTCCATAGCTGGTCCAGTCTTCCGGAC 
ATGTCCCCTCAAAGAACTGCATTGCTGCTGCCAAGTAGGAGCATACATCATCCGG 
ATCAAGTTTGGCGGCATTCATGCCTGATAAAACTGATTTGTATGCTTTGTTCAAG 
TCGGGGGCTTTCCCTAGGGTGATACAAGGCTTTTTCAAATCCTTGATGGCAGGGT 
ACTTGTACTCATATTGATCCACGATAATCTCAGGCTTCAAAGAGACCACCTGATT 
ATTGACTTTGAACACAATCTTGTCGGCATCCAT -3’ 

miRNA(-N1) 

miRNA(-N2) 
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6. การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา โดยใชโมเลกุล miRNA 

ตอ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาที่บริเวณยีน N พบวา โมเลกุล miRNA ใหผลการยับยั้ง

การแสดงออกของยีน N และ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาในเซลล neuro2A ที่เวลา 24 

ชั่วโมง ไดประมาณ 75% เทียบกับกลุมควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 17 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 17. แสดงระดับ mRNA ของยีน N และ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสนุัขบาที่ dilution 10-4 ในเซลล neuro2A ที่
ถูกยับยั้งดวย miRNA ตอ genomic RNA เทียบกับ miRNA ตอยีน N ที่ incubate เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจาก infect เชื้อ

ไวรัสพิษสุนัขบา โดยวธิี Real-time PCR เทียบกับกลุมควบคุม   

  

การตรวจระดับ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา ใน supernatant ที่เวลา 

48 ชั่วโมง พบวา โมเลกุล miRNA ตอ genomic RNA ของเชื้อทั้ง 2 ใหผลการยับยั้งการแบงตัว

ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา ไดประมาณ 85% ดังแสดงในรูปที่ 18 
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รูปที่ 18. แสดงระดับ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพษิสุนัขบาที่ dilution 10-4 ใน supernatant ที่ถูกยับยั้งดวย miRNA ตอ 
genomic RNA (-N1) และ (-N2) เทียบกับ miRNA ตอยีน N (N1) ที่ incubate เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจาก infect เชื้อ

ไวรัสพิษสุนัขบา โดยวธิี Real-time PCR เทียบกับกลุมควบคุม 

 

จากผลการทดลอง รูปที่ 17 และ 18 พบวา โมเลกุล miRNA ตอ genomic RNA 

ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา ใหผลการยับยั้งการแสดงออกของยีนและ genomic RNA ในเซลลที่เวลา 

24 ชั่วโมง และยับยั้งการแสดงออกของ genomic RNA ใน supernatant  ที่เวลา 48 ชั่วโมง ได

ประมาณ 75% และ 85% ตามลําดับ และเมื่อเทียบกับผลการยับยั้งการแสดงออกของยีนและการ

แบงตัวของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาของโมเลกุล miRNA ตอ mRNA ของยีน N ทั้ง 3 โมเลกุล (รูปที่ 14 

และ 15) พบวา โมเลกุล miRNA ตอ mRNA ของยีน N ทั้ง 3 โมเลกุล ใหผลการยับยั้งเช้ือไวรัสพิษ

สุนัขบาไดดีกวาโมเลกุล miRNA ตอ genomic RNA ทั้ง 2 โมเลกุล ประมาณ 13 - 20%  

 

7. การสรางโมเลกลุ miRNA หลายโมเลกุลใน 1 เวกเตอร ทั้งตอ mRNA ของยีน N 

และตอ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาที่บริเวณยีน N ดังนี้  

 

- miRNA 2 โมเลกุล ไดแก miRNA(N1)+(N2) และ miRNA(N1)+(-N1) 

- miRNA 3 โมเลกุล ไดแก miRNA(N1)+(N1)+(N1), miRNA(N1)+(N2)+(N3), 

และ miRNA(N1)+(N3)+(Neg control) 

 

8. การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา โดยใชโมเลกุล miRNA 

หลายโมเลกุล ใน 1 เวกเตอร ตามที่สรางในขอ 7 พบวา โมเลกุล miRNA 2 โมเลกุล ใหผลการ

ยับยั้งการแสดงออกของยีน N และ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาในเซลล neuro2A ได
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ดีกวาเล็กนอยเม่ือเทียบกับโมเลกุล miRNA(N1) และดีกวาโมเลกุล miRNA ตอ genomic RNA 

(miRNA(-N1) และ miRNA(-N2)) อยางชัดเจน และพบวา ที่เวลา 72 ชั่วโมง ผลการยับยั้งการ

แสดงออกของเชื้อยังมีประสิทธิภาพที่ดีเม่ือเทียบกับที่ 24 และ 48 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่ 19 และ 

20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 19. แสดงระดับ mRNA ของยีน N ของเชื้อไวรสัพิษสุนัขบาที่ dilution 10-4 ในเซลลที่ถูกยับยั้งดวย miRNA ที ่
incubate เปนเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง หลังจาก infect เชื้อไวรัสพษิสุนัขบา โดยวิธ ีReal-time PCR เทียบกับกลุม

ควบคุม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 20. แสดงระดับ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพษิสุนัขบาที่ dilution 10-4 ในเซลลทีถู่กยับยั้งดวย miRNA ที ่incubate 
เปนเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง หลังจาก infect เชื้อไวรัสพิษสนุัขบา โดยวธิี Real-time PCR เทียบกับกลุมควบคุม 



                                                                                                                 
                                                                                                              

 

65 

100

1.73 2.39 2.38

100

30.4

1.15 1.91 2.37

16.89
15.5

35.59

0

20

40

60

80

100

120

control miRNA(-N1) miRNA(-N2) miRNA(N1) miRNA(N1)+(-N1) miRNA(N1)+(N2)

ระ
ด
ับ

 g
en

om
ic

 R
N

A
 ข
อ
งเ
ชื้
อ
เที
ยบ
กั
บ
กลุ
ม
ค
วบ
ค
ุม 

(%
)

48 hours in
supernatant

72 hours in
supernatant

การตรวจระดับ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา ใน supernatant ที่เวลา 

48 และ 72 ชั่วโมง พบวา โมเลกุล miRNA 2 โมเลกุล ใหผลการยับยั้งการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษ

สุนัขบาไดดีเทากับโมเลกุล miRNA(N1) และดีกวาโมเลกุล miRNA ตอ genomic RNA (miRNA(-

N1) และ miRNA(-N2)) อยางชัดเจน ดังแสดงในรูปที่ 21  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 21. แสดงระดับ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพษิสุนัขบาที่ dilution 10-4 ใน supernatant ที่ถูกยับยั้งดวย miRNA ที ่
incubate เปนเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง หลังจาก infect เชื้อไวรัสพิษสุนขับา โดยวธิี Real-time PCR เทียบกับกลุมควบคุม 

 

การตรวจระดับ mRNA ของยีน N ในเซลลทดลองที่เวลา 24 ชั่วโมงและระดับ 

genomic RNA ใน supernatant ที่เวลา 48 ชั่วโมง พบวา โมเลกุล miRNA 3 โมเลกุล ทั้งตอ 

single target (N1+N1+N1) และตอ multiple target (N1+N2+N3) ใหผลการยับยั้งเช้ือไดดีกวา

โมเลกุล miRNA(N1) โดยตอ multiple target ใหผลการยับยั้งที่ดีกวา และพบวา โมเลกุล miRNA 

3 โมเลกุล ที่มี scramble miRNA (N1+N3+neg) สามารถยับยั้งเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาไดเชนกันเมื่อ

เทียบกับโมเลกุล miRNA แบบ 1 โมเลกุล และ 3 โมเลกุล ดังแสดงในรูปที่ 22 และ 23   
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รูปที่ 22. แสดงระดับ mRNA ของยีน N ของเชื้อไวรสัพิษสุนัขบาที่ dilution 10-4 ในเซลล neuro2A ที่ถูกยับยั้งดวย  

multiple miRNA ที่ incubate เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจาก infect เชื้อไวรัสพิษสนุัขบา โดยวธิี Real-time PCR เทียบกับ
กลุมควบคุม   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 23. แสดงระดับ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพษิสุนัขบาที่ dilution 10-4 ใน supernatant ที่ถูกยับยั้งดวย multiple 
miRNA ที ่incubate เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจาก infect เชื้อไวรัสพิษสุนัขบา โดยวิธี Real-time PCR เทียบกับกลุม

ควบคุม   

 

จากผลการทดลองรูปที่ 19, 20, 21, 22 และ 23 พบวา โมเลกุล multiple miRNA 

ใหผลการยับยั้งการแสดงออกของยีนและการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาได โดยการยับยั้งการ

แสดงออกของ mRNA ของยีน N สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งการแบงตัวของเชื้อไวรัสได 

โดยการใชโมเลกุล miRNA ที่มีการรวมกันของโมเลกุล miRNA ตอ mRNA ของยีน N และตอ 

genomic RNA (miRNA(N1)+(-N1)) แตผลการยับยั้งเช้ือไวรัสก็ไมมากกวาอยางมีนัยสําคัญเมื่อ

เทียบกับการใชโมเลกุล miRNA ตอ mRNA ของยีน N เพียงอยางเดียว 
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สําหรับโมเลกุล multiple miRNA ทั้งตอ single target และตอ multiple target 

สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนและการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาไดดีกวาการใชโมเลกุล 

miRNA ตอ mRNA ของยีน N แบบ 1 โมเลกุล โดยจะเห็นวา multiple miRNA ตอ multiple target 

มีประสิทธิภาพการยับยั้งที่ดีกวา แมจะไมมีนัยสําคัญก็ตาม และพบวา การใส scramble miRNA 

ลงในโมเลกุล miRNA ไมไดลดประสิทธิภาพโดยรวมตอการยับยั้งการแสดงออกของยีนและการ

แบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา      

จากผลการทดลอง ยังพบอีกวา ที่เวลา 72 ชั่วโมงในเซลลและ supernatant 

โมเลกุล miRNA ยังทํางานได โดยสามารถยับยั้งเช้ือไดอยางมีประสิทธิภาพเมื่อเทียบกับชวงเวลา

เร่ิมตนที่ใสโมเลกุล miRNA เขาไปในเซลล  

 

9. การสรางโมเลกุล miRNA เพื่อใชในการทดลองตรวจวัดระดับการแสดงออก

ของโมเลกุล miRNA (RNAi quantification) โดยใชโมเลกุล miRNA(N2) ในการตรวจวัดระดับ

เปรียบเทียบกัน ดังนี้  

 

- miRNA(N2)+(N2)+(N2) หรือ miRNA(N2)x3 

- miRNA(N2)+(N2)+(N2)+(N2)+(N2)+(N2) หรือ miRNA(N2)x6 

 

ผลการตรวจสอบดูปริมาณการแสดงออกของโมเลกุล miRNA(N2) ในเซลล  

พบวา เซลลที่ไดรับ miRNA(N2) แบบ single miRNA ที่ปริมาณ 0.1, 0.2, 0.5 และ 1.0 μg ใหผล

การแสดงออกของระดับ miRNA(N2) ที่ 18.83, 30.96, 46.95 และ 100% ตามลําดับ และสําหรับ

เซลลที่ไดรับ miRNA(N2) แบบ multiple miRNA คือ miRNA(N2)x6 และ miRNA(N2)x3 ที่

ปริมาณ 1.0 μg ที่เทากับแบบ single miRNA 1.0 μg ใหผลการแสดงออกของระดับ 

miRNA(N2) ที่ 279, 171 และ 100% ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 24 
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รูปที่ 24. แสดงระดับ miRNA(N2) ที่แสดงออกในเซลล ที่ปริมาณความเขมขนตางๆและที่จํานวน copy ของโมเลกุล 
miRNA ที่แตกตางกัน หลงัจากการ transfection เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยวิธี Real-time PCR โดยมีระดับการแสดงออก

ของ miRNA(N2) แบบ single miRNA ที่ความเขมขน 1 ug เปนกลุมเปรียบเทียบ 

 

จากผลการทดลองรูปที่ 24 พบวา การเปรียบเทียบระดับของโมเลกุล miRNA(N2) 

วามีความมากนอยสอดคลองกับปริมาณ miRNA(N2) ที่ใสลงไปหรือไม เซลลที่ไดรับปริมาณ 

miRNA(N2) แบบ single miRNA ที่ลดหล่ันกันไป ใหผลการแสดงออกของระดับ miRNA(N2) 

ลดลงอยางสอดคลองกัน และสําหรับเซลลที่ไดรับปริมาณ miRNA(N2) แบบ multiple miRNA 

ใหผลการแสดงออกของระดับ miRNA(N2) ที่มากข้ึนเม่ือมีจํานวนโมเลกุล miRNA มากข้ึน 

 

10. การออกแบบและสรางโมเลกุล miRNA ตอ mRNA ของยีน P ของเช้ือไวรัส

พิษสุนัขบา ดังนี้ 

   

- miRNA ตอ mRNA ของยีน P ไดแก  

1) miRNA(P1) คือ miRNA ที่ไปจับกับลําดับเบสใน mRNA P ที่ตําแหนง 66* 

 

 *ตัวเลข หมายถึง ตําแหนงของลําดับเบสในยีน P ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา (HEP 

Flury strain: GenBank No. AB085828) ที่โมเลกุล miRNA จะไปจับและทําลาย โดยโมเลกุล

เหลานี้ไดมาจากโปรแกรมการออกแบบโมเลกุล miRNA  
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ผลการออกแบบ 

 

- ตัวหนังสือสีน้ําเงินแสดงถึงลําดับเบสบน mRNA ของยีน P ที่โมเลกลุ miRNA ไป

จับ 

 

HEP Flury strain: mRNA ของยีน P (GenBank No. AB085828) 

 

5’- 
ATGAGCAAGATCTTTGTTAATCCGAGTGCAATCAGAGCCGGTCTGGCCGATCTTGAG
ATGGCCGAAGAGACTGTTGATCTGATCAACAGAAACATAGAAGACAATCAGGCTCAT
CTCCAGGGAGAACCCATAGAAGTGGACAATCTCCCTGAGGACATGAGGCAATTTCAC
CTGGACGATGAAAAATTGTCCAACCTTGGTGAGATGGTTAGGGTGGGCGAAGGCAAG
TATCGAGAGGACTTTCAGATGAATGAGGGAGAGGACCCCAACCTCCTGTTCCAATCG
TACCTGGACAATGTTGGAGTCCAAATAGTCAGACAAATGAGGTCAGGAGAGAGATTC
CTCAAGATATGGTCACAGACCGTAGAGGAAATTATATCCTATGTCTCGGTCAACTTT
CCTAACCCTCCAGGAAGGTCTTCGGAGGATAAATCAACCCAAACTACTGGCCGGGAG
CTCAAGAAGGAGACAACATCCATTCTTTCTCAAAGAGAAAGCCAACCTTCAAAAGCC
GGAATGGTGGCTCAAGTTGCCTCTGGCCCTCCATCCCTTGAATGGTCTGCCACCAAT
GGAGAGGATGATCTATCAGTAGAGGCTGAGATCGCTCATCAGATTGCTGAAAGCTTT
TCCAAGAAGTACAAGTTTCCTTCTCGATCTTCAGGAATATTCTTGTATAATTTTGAG
CAACTGGAGATGAACCTTGATGACATAGTTAAAGAGGCAAAAAATGTACCGGGCGTG
ACCCGTCTGGCCCATGATGGATCCAAAATCCCCCTAAGATGTGTACTGGGATGGGTC
GCTTTGGCCAACTCCAAGAAATTCCAATTGCTAGTCGAGGCCGACAAGCTAAGCAAA
ATCATGCAAGATGACTTGGATCGCTACACATCATGCTAA – 3’ 

 

11. การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา โดยใชโมเลกุล 

miRNA ตอ mRNA ของยีน P ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา พบวา โมเลกุล miRNA ใหผลการยับยั้งการ

แสดงออกของยีน P, ยีน N และ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาในเซลล neuro2A ที่เวลา 

24 ชั่วโมง ไดประมาณ 70% (ยีน P) และ 45% (ยีน N และ genomic RNA) เทียบกับกลุมควบคุม 

ดังแสดงในรูปที่ 25 

 

 

 

 

 

 

miRNA(P1) 
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รูปที่ 25. แสดงระดับ mRNA ของยีน P, ยีน N และ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสนุัขบาที่ dilution 10-4 ในเซลล 
neuro2A ที่ถูกยับยั้งดวย miRNA ตอยีน P ที ่incubate เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจาก infect เชื้อไวรัสพิษสุนัขบา  

โดยวธิี Real-time PCR เทียบกับกลุมควบคุม   

 

จากผลการทดลองรูปที่ 25 พบวา miRNA ตอ mRNA ของยีน P แมใหผลการ

ยับยั้งการแสดงออกของยีน P ได แตมีผลการยับยั้งการแสดงออกของยีน N และ genomic RNA 

นอยกวาและประสิทธิภาพการยับยั้งเช้ือยังนอยกวา miRNA ตอ mRNA ของยีน N (ดังแสดงในรูป

ที่ 14)   



บทที่  5 
สรุปผลการวิจัย และอภิปรายผลการวิจัย  

 

สรุปผลการวจิัย 
 

โมเลกุล miRNA ในรูปแบบ vector-based expression สามารถยับยั้งการ

แสดงออกของยีนและยับยั้งการแบงตัวของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาไดดีกวาโมเลกุล siRNA โดย

โมเลกุล miRNA ที่สรางข้ึนตอ mRNA ของยีน N สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน N และยับยั้ง

การแบงตัวของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาไดถึงประมาณ 95 - 98% และยับยั้งการแสดงออกของ 

nucleoprotein ในเซลลไดดวยเชนกัน เม่ือกระบวนการแสดงออกของยีน N ถูกยับยั้ง จึงสงผลตอ

กระบวนการ replication และการ transcription ของยีนอ่ืนๆของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาดวย เชน 

การแสดงออกของยีน G ที่ลดลง จากการทดลองวัดระดับ mRNA ของยีน GAPDH แสดงใหเห็นวา 

โมเลกุล miRNA ที่สรางข้ึนไมสงผลกระทบตอการแสดงออกของยีน GAPDH ในเซลล นั่นแสดงวา 

ระดับการแสดงออกที่ลดลงของยีน N และยีน G เปนผลมาจากโมเลกุล miRNA ที่จําเพาะ ไมไดมี

สาเหตุจากการลดลงของโปรตีนโดยรวมภายในเซลลแตอยางใด  

หลังจากทดสอบประสิทธิภาพของโมเลกุล miRNA ตอ mRNA ของยีน N แลว จึง

ทําการทดสอบโมเลกุล miRNA ตอ genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาในบริเวณที่ถอดรหัส

เปนยีน N ซึ่งพบวา โมเลกุล miRNA ตอ mRNA ของยีน N ใหผลการยับยั้งเช้ือไดดีกวาโมเลกุล 

miRNA ตอ genomic RNA ของเชื้อ โดยโมเลกุล miRNA ตอ genomic RNA ใหผลการยับยั้งเช้ือ

ไวรัสพิษสุนัขบาเพียง 75 - 85% นั่นแสดงไดวา mRNA ของยีน N นาจะเปนเปาหมายในการยับยั้ง

เช้ือไวรัสไดดีกวา genomic RNA ซึ่งมีงานวิจัยกอนหนานี้ (18) ที่กลาวถึงไวรัสในกลุม negative-

sense genome RNA เชน respiratory syncytial virus (RSV) และ vesicular stomatitis virus 

(VSV) เกี่ยวกับการที่ genomic RNA ของเชื้อถูกโปรตีน N ปกปองจาก RNase activity และจาก

การโดนโมเลกุล RNAi จับและทําลาย ซึ่งผลการทดสอบในเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาคร้ังนี้ และเปนเชื้อ

ในกลุม negative-sense genome RNA เชนกัน ใหผลที่มีขอสันนิษฐานไปในทางเดียวกัน จึงไดมี

การทดสอบตอไป โดยใชโมเลกุล miRNA 2 โมเลกุล ใน pre-miRNA transcript เดียวกันที่สรางข้ึน

ตอ mRNA ของยีน N และตอ genomic RNA ซึ่งสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนและการ

แบงตัวของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาไดดีกวาโมเลกุล miRNA ตอ genomic RNA อยางชัดเจน แตผล

การยับยั้งเช้ือก็ไมมากกวาอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับการใชโมเลกุล miRNA ตอ mRNA ของ

ยีน N เพียงอยางเดียว  
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จากการทดสอบวัดระดับการแสดงออกของโมเลกุล miRNA (RNAi 

quantification) ในเซลลที่ไดรับปริมาณ miRNA แบบ single miRNA ที่ลดหล่ันไป สามารถแสดง

ระดับ miRNA ลดลงอยางสอดคลองกัน และสําหรับเซลลที่ไดรับปริมาณ miRNA แบบ multiple 

miRNA ที่เหมือนกัน ใหผลการแสดงออกของระดับ miRNA ที่มากข้ึนเม่ือมีจํานวนโมเลกลุ miRNA 

มากข้ึน แตระดับการแสดงออกไมไดเพิ่มข้ึนเปนจํานวนเทาตามจํานวนโมเลกุล miRNA แตอยาง

ใด จากการทดสอบประสิทธิภาพโมเลกุล multiple miRNA ตอ single target และตอ multiple 

target พบวา สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนและการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาไดดีกวา

การใชโมเลกุล single miRNA โดยโมเลกุล multiple miRNA ตอ multiple target มีประสิทธิภาพ

การยับยั้งที่ดีกวา แมจะไมมีนัยสําคัญก็ตาม และการใส scramble miRNA ในโมเลกุล multiple 

miRNA ไมไดลดประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนและการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัข

บาแตอยางใด ซึ่งจากผลการทดสอบนี้ เปนการสนับสนุนการใช miRNA แบบ multiple miRNA 

เพราะใหผลการยับยั้งเช้ือได และหากมีโมเลกุล miRNA ตัวใดตัวหนึ่งใน multiple miRNA ที่ไม

สามารถทํางานไดอยางมีประสิทธภิาพ อาจดวยเพราะเหตุผลดานลําดับเบสที่เปล่ียนแปลงไปของ

เช้ือ เนื่องจากมี mutant escape หรือลําดับเบสไมตรงต้ังแตตน ก็ยังมี miRNA ตัวอ่ืนใน pre-

miRNA transcript เดียวกัน ที่ใหผลการยับยั้งเชื้อที่ดีอยู  

จากการทดสอบดูการยับยั้งเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาที่เวลายาวนานข้ึนในเซลลและ 

supernatant คือที่ 72 ชั่วโมง พบวา โมเลกุล miRNA ดังกลาว ยังสามารถทํางานไดอยางมี

ประสิทธิภาพในเซลลทดลอง เมื่อเทียบกับเวลาที่ 24 และ 48 ชั่วโมงที่ใสโมเลกุล miRNA เขาใน

เซลล   

การทดสอบประสิทธิภาพโมเลกุล miRNA ตอ mRNA ของยีน P แสดงใหเห็นวา

miRNA สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน P, ยีน N และยับย้ังการแบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัข

บาได แตประสิทธิภาพการยับยั้งเช้ือยังนอยกวา miRNA ตอ mRNA ของยีน N นั่นแสดงวา P 

mRNA อาจไมใชเปาหมายที่สําคัญเทากับ N mRNA 

 

 

 

 

 



                                                                                                                  
                                                                                                              

 

73 

อภิปรายผลการวิจัย 
   

ตามลักษณะวงจรชีวิตของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา จะเห็นวา ไวรัสเขาสูเซลลโดย

วิธีการ endocytosis และเม่ือเขาเซลลแลว ยีนทั้ง 5 ยีนบน genome RNA จะ transcript เปน 

mRNA 5 ชนิด และมีการสราง RNA สายบวกเสนยาว ที่เรียกวา antigenome หรือ replicative 

intermediate RNA ข้ึน mRNA ทั้ง 5 ชนิดจะ translate เปนโปรตีน 5 ชนิด และในสวนของ 

antigenome RNA จะถูกใชเปนแมพิมพในการสังเคราะห genome RNA ของไวรัสรุนลูกตอไป 

โดยโมเลกุล N-P complex protein จะทําหนาที่ encapsidate genome RNA ของไวรัสรุนลูก 

หลังจากนั้น โปรตีน L จะเขามารวมตัว และตอมาจะรวมกับโปรตีน M และโปรตีน G ที่อยูตรงสวน 

plasma membrane ของเซลลที่ติดเชื้อ ตามลําดับ ทําใหไดเปนอนุภาคไวรัสตัวใหมข้ึนมา (6) การ

ยับยั้งกระบวนการแสดงออกของยีนโดยใชเทคโนโลยี RNAi ไปจับและทําลาย mRNA หรือยับยั้ง

การ translate ของ mRNA ก็ตาม ตางสงผลตอกระบวนการสรางโปรตีนของไวรัสที่ลดลง แต

อยางไรก็ตาม กระบวนการยับยั้งนั้นไมไดทําให mRNA ของเชื้อไวรัสหมดไปทั้งหมดได จึงทําให

ยังคงมีโปรตีนของไวรัสถูกสรางข้ึนมาไดบาง และในเซลลเจาบานที่ไวรัสอาศัยอยู ยังคงมี 

genomic RNA ที่ไมไดถูกทําลาย เมื่อระยะเวลาการฟกตัวของไวรัสผานไปนานข้ึน จึงอาจทําให

ไวรัสมีโอกาสเกิดการเจริญแบงตัวไดมากข้ึนเพราะมีองคประกอบที่ใชในการสรางไวรัสตัวใหมครบ

สมบูรณ ดังนั้น ผูวิจัยจึงต้ังขอสันนิษฐานวา ถามีการทําลาย genomic RNA ของเช้ือไวรัส อาจ

สงผลตอกระบวนการแสดงออกของยีนและยับยั้งการแบงตัวของเช้ือไวรัสไดมากข้ึน แตจาก

ลักษณะโครงสรางของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา พบวา genomic RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา ถูก

หอหุมดวย N protein (N-specific encapsidation) (6) ซึ่ง N protein จะทําหนาที่เปนตัวปกปอง 

genomic RNA จาก RNase activity และปกปอง genomic RNA จากโมเลกุลตางๆที่จะมาจับ 

(18) ซึ่งในงานวิจัย พบวา miRNA ตอ genomic RNA ใหผลการยับยั้งที่ไมมีประสิทธิภาพเมื่อ

เทียบกับ miRNA ตอ mRNA ของยีน N ซึ่งใหผลการยับยั้งที่มีประสิทธิภาพที่ดีกวามาก ซึ่งผล

ดังกลาวอาจเนื่องมาจากลักษณะโครงสรางของเช้ือ ทําให miRNA ตอ genomic RNA ไมสามารถ

เขาไปจับกับ specific target site ที่ออกแบบไวได ดังนั้น จึงไดสรางโมเลกุล miRNA ที่มีการ

รวมกันของ miRNA ตอ mRNA และ genomic RNA ของเชื้อข้ึน แตก็พบวาผลการยับยั้งเช้ือไม

มากกวาอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับการใชโมเลกุล miRNA ตอ mRNA ของยีน N เพียงอยาง

เดียว ซึ่งอาจเนื่องมาจากปญหาเกี่ยวกับระบบการ transient transfection ที่เซลลทดลองอาจมี

ขอจํากัดในความสามารถของการรับ plasmid เขาเซลล ดังนั้น อาจมีการพัฒนาระบบ 
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transfection ใหมั่นใจไดวา เซลลทดลองสามารถรับเวกเตอร miRNA ดังกลาวไดหมด โดยอาจทํา

เซลลทดลองเปน stable cell line ที่มี miRNA เพื่อใหไดผลการทดลองที่มีประสิทธิภาพมากข้ึน 

จากงานวิจัยกอนหนานี้ (47) แสดงใหเห็นวา short nucleotide fragment จาก 

nucleoprotein gene ของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา สามารถยับยั้งการ replication ของเช้ือในเซลล

ทดลองได ซึ่งเปนการยืนยนัไดทางหนึ่งวาโปรตีน N มีความสําคัญตอ viral RNP activity และเปน

ยีนเปาหมายที่ดีสําหรับควบคุมการแสดงออกของไวรัส จากงานวิจัย เกี่ยวกับเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา

ที่ตัดเอายีน P ออกไป (24) พบวา เช้ือไวรัสมีการ replicate และผลิตไวรัสตัวใหมในเซลลทดลอง

ชาลง และเม่ือทดลองนําเชื้อไวรัสดังกลาวฉีดเขาหนูทดลอง พบวา สามารถเหนี่ยวนําใหเกิด virus-

neutralizing antibody ในระดับ titer ที่สูงและทําใหหนูทดลองรอดชีวิตจากการติดเชื้อไวรัส CVS 

ได และมีงานวิจัยที่ใช siRNA ตอ mRNA ของยีน P ของเชื้อ respiratory syncytial virus (RSV) 

(18) ซึ่งเปนเช้ือไวรัสแบบ nonsegmented negative-stranded RNA (NNR) เหมือนกับเชื้อไวรัส

พิษสุนัขบา พบวา siRNA สามารถยับยั้งการทํางานของ RdRP subunit และทําใหปริมาณโปรตีน 

P ของเชื้อไวรัสลดลง ซึ่งโยงใหเห็นวา anti-P miRNA อาจเปนโมเลกุลที่ยับยั้งเช้ือไวรัสไดเชนกัน 

แตจากการวิจัยคร้ังนี้ พบวา anti-P miRNA ใหผลการยับยั้งเชื้อได แตประสิทธิภาพไมดีเทากับ 

anti-N miRNA ที่ถูกออกแบบและสรางโดยวิธีเดียวกัน จึงสันนิษฐานไดวาการใช miRNA ตอ 

mRNA ของยีน P อาจควบคุมกระบวนการแสดงออกของไวรัสไดไมเทากับ N mRNA  

การศึกษา miRNA แบบ multiple miRNA ใน single pre-miRNA transcript unit 

พบวา การสราง multiple miRNA จากพื้นฐานลําดับเบส miR-30 ใหประสิทธิภาพการทํางานใน

กระบวนการ RNAi ไดนอยกวา miRNA แบบ single miRNA (42) ในทางกลับกัน เมื่อสราง 

miRNA จากพื้นฐาน miR-155 พบวา miRNA แบบ multiple miRNA ใหผลยับยั้งยีนเปาหมาย

อยางมีประสิทธิภาพมากข้ึน เมื่อมีจํานวนโมเลกุล miRNA แสดงออกมากขึ้น (41) ซึ่งสอดคลอง

กับงานวิจัยคร้ังนี้ ที่แสดงใหเห็นวาการใช multiple miRNA ที่สรางจากพื้นฐานลําดับเบสของ miR-

155 สามารถยับยั้งเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาไดดีข้ึนเล็กนอยเมื่อเทียบกับ miRNA แบบ single miRNA 

และจากการวัดระดับการแสดงออกของ miRNA (miRNA quantification) พบวา เมื่อจํานวน

โมเลกุล miRNA มีปริมาณมากข้ึน ระดับการแสดงออกของ miRNA เพิ่มข้ึนดวย แตไมไดเพิ่มข้ึน

ตามจํานวนเทาของโมเลกุล miRNA ซึ่งจะเห็นวา จากผลการทดลองที่ 9 พบวา ระดับการ

แสดงออกของโมเลกุล miRNA เฉล่ีย 1 โมเลกุล ใน 1 pre-miRNA transcript คือ ที่ระดับประมาณ 

45 – 50% นั่นแสดงวาถาตองการสราง multiple miRNA และสรางตอ multiple target ที่สามารถ

ยับยั้งเช้ือไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุด โดยใหมีการแสดงออกของโมเลกุล miRNA ตอ target 

หนึ่งๆที่ระดับประมาณ 100% อาจตองสราง pre-miRNA transcript ใหมีโมเลกุล miRNA ตอ 
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target แบบเดียวกัน 2 โมเลกุล และสรางตอ multiple target ตามตองการ แตอยางไรก็ตาม เม่ือมี

การทดสอบโมเลกุล miRNA ตอยีนเปาหมายใดก็ตามในลักษณะงานวิจัยดังขางตน ควรทดลองวดั

ระดับการแสดงออกของโมเลกุล miRNA ควบคูไปดวยทุกคร้ัง เพื่อเปนการคาดคะเนผลการยับยั้ง

ยีนเปาหมายในการทดลองนั้นๆ เพราะระบบการสรางโมเลกุล miRNA จากพื้นฐานลําดับเบส miR 

ใดๆเปนลักษณะเฉพาะสําหรับโมเลกุล miRNA นั้นๆที่ออกแบบและสรางข้ึนในการทดลอง          

กระบวนการ RNA interference ในรูปแบบการทํางานของ miRNA จะเห็นวา 

miRNA ไปจับ mRNA เปาหมายแบบ imperfect base pairing (29) แลวจึงยับยั้งการ translation 

ของ mRNA ทําใหเกิดกระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีนตอไป ซึ่งจากงานวิจัยคร้ังนี้ ได

ออกแบบ miRNA ตอบริเวณ coding region ของยีน และเปนการออกแบบจากลําดับเบสของยีน

ที่สนใจจะยับยั้ง ทําให miRNA ที่สังเคราะหข้ึนมีลําดับเบสที่สามารถจับเขาคูไดกับ mRNA 

เปาหมายอยางสมบูรณทั้ง 21 เบส แตจากความรูเกี่ยวกับกลไก miRNA ที่จับกับเปาหมายแบบ 

imperfect base pairing จึงมีขอสันนิษฐานตอไปวา ผลการยับยั้งการแสดงออกของยีนและการ

แบงตัวของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาในงานวิจัยคร้ังนี้ มาจากกลไกการจับระหวาง miRNA กับยีน

เปาหมายในลักษณะใด เปนไปไดหรือไมที่ flanking region จาก pre-miRNA จะสงผลตอลําดับ

เบสที่อาจเปลี่ยนแปลงเล็กนอยของ miRNA ทําใหเกิด mismatch ข้ึนในบางตําแหนงระหวางการ

จับกันของ miRNA กับ mRNA เปาหมาย ซึ่งก็ยังไมสามารถหาคําตอบที่ชัดเจนในกรณีน้ี แตจาก

งานวิจัยของ Nipan Israsena และคณะ (48) พบวา ไดนํา miRNA ที่ออกแบบและสรางข้ึนโดยมี

ลําดับเบสที่สามารถจับเขาคูไดอยางสมบูรณทั้ง 21 เบส กับยีน N ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบา CVS 

strain มาทดสอบดูการยับยั้งการแสดงออกของยีนและการแบงตัวของเชื้อไวรัสกับไวรัสพิษสุนัขบา

อีก 2 strain คือ HEP Flury strain และ street rabies virus ซึ่งจากการวิเคราะหลําดับเบสใน

บริเวณยีน N ที่โมเลกุล miRNA ตอ mRNA ของยีน N ที่ออกแบบมาจาก CVS จะไปจับ พบวาใน

บริเวณดังกลาวมีลําดับเบสที่ไมเขาคูกันอยู 1-3 ตําแหนง และจากผลการทดลองพบวา miRNA ที่

ออกแบบจาก CVS สามารถยับยั้งเช้ือไวรัส HEP Flury strain และ street rabies virus ได จึงอาจ

วิเคราะหไดวา กลไกการจับระหวาง miRNA กับ mRNA เปาหมายในงานวิจัยคร้ังนี้ อาจเปนแบบ 

perfect หรือ imperfect base pairing ก็ตาม แต miRNA ก็ยังสามารถยับยั้งเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา

ไดอยางมีประสิทธิภาพ และผลจากงานวิจัย (48) ทําใหเกิดประโยชนในแงของการนําโมเลกุล 

miRNA ไปประยุกตใชในการรักษาผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาทั่วไป (street rabies virus) ซึ่ง

เช้ือไวรัส street rabies virus อาจมี mutant escape หรือลําดับเบสที่เปล่ียนแปลงไปบาง ดังนั้น 

ถาใช miRNA ที่ออกแบบมาตอเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาแบบหนึ่ง แตเมื่อนาํไปใชกับเช้ือไวรัสพิษสุนัข

บาอ่ืนที่มีลําดับเบสไมเขาคูกัน 1-3 ตําแหนง ก็อาจสงผลยับยั้งการแสดงออกของเชื้อนั้นๆไดดวย 
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ภาคผนวก ก. 
ขั้นตอนการทํา transformation 

 

1. miRNA : ดูด ligation reaction ปริมาตร 2 μl ใสลงใน One Shot® TOP10 

chemically competent E. coli (จากชุด kit) เขยาเบาๆ หามผสมโดยวิธี pipet ข้ึน-ลง เด็ดขาด  

    siRNA : ดูด ligation reaction ปริมาตร 10 μl ใสลงใน competent E. coli 

cell ปริมาตร 100 μl เขยาเบาๆ หามผสมโดยวิธี pipet ข้ึน-ลง เด็ดขาด  

2. incubate บนน้ําแข็ง เปนเวลา 30 นาที 

3. heat shock เซลล โดยการ incubate ที่อุณหภูมิ 42°C เปนเวลา 30 วินาที 

(ใน water bath) หลังจากนั้น วางในน้ําแข็งทันที เปนเวลา 2-3 นาที 

4. เติม S.O.C. medium ปริมาตร 250 μl  

5. shake incubate ที่ความเร็วรอบ 200 rpm อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

6. ดูด transformed cell 50-200 μl มา spread บน pre-warmed LB agar 

plate ที่มียาปฏิชีวนะ (miRNA: spectinomycin 50 μg/ml, siRNA: ampicillin 50-200 μg/ml) 

7. incubate ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1 วัน (overnight) 

8. คัดเลือกโคโลนีที่ข้ึนบน LB agar plate (อยางสุม) ใสใน LB broth ที่มียา

ปฏิชีวนะ (ความเขมขนเหมือนใน LB agar plate) นําไป shake incubate ที่ความเร็วรอบ 200 

rpm อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1 วัน (overnight)  

9. สกัดเวกเตอร RNAi ออกจาก E.coli cell  

                      10. ทํา sequencing เพื่อตรวจสอบลําดับเบสของโมเลกุล RNAi ในเวกเตอรนั้นๆ  
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ภาคผนวก ข. 
สูตรอาหารเลี้ยงเซลล  

 
ใชอาหารเล้ียงเซลล HyQ MEM/EBSS media (Hyclone) ที่มีสวนผสมของ  

- 2mM L-glutamine 

- 1.5 g/L NaHCO3 

- 1mM Sodium Pyruvate  

- 1X Non-Essential Amino Acids (NEAA) 

- 10% Fetal bovial serum 

- 100U of penicillin/ml 

- 100μg of streptomycin/ml  

 

ผสมใหเขากนั แลวเก็บที่อุณหภูมิ 4°C 
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ภาคผนวก ค. 
ขั้นตอนการยอม nucleoprotein ในเซลลดวยวิธี Direct Fluorescence Assay (DFA) 

 
1. ลางเซลล 3 คร้ัง ดวย phosphate buffer saline (PBS)  

2. fix เซลลดวย 90% acetone (ที่เย็นจัด) เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

3. ดูด 90% acetone ออก 

4. นํา anti-rabies monoclonal globulin antibody มาทําใหเจือจาง (จาก stock 

เร่ิมตน) ในอัตราสวน 1: 50 

5. ใส anti-rabies monoclonal globulin antibody ที่เจือจางแลวลงในเซลลขอ 3 

ปริมาตร 300 μl) 

6. นํากระดาษฟอยดทึบแสงมาหอ  plate เพื่อกันแสง  หลังจากนั้น นําไป 

incubate ที่ 5% CO2 อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

7. ดูด anti-rabies monoclonal globulin antibody ออก แลวลางเซลล 3 คร้ัง 

ดวยสารละลาย PBS 

8. นําไปสองกลองดูการเรืองแสงสีเขียวของสาร fluorescein ในกลองจุลทรรศน 

Nikon Eclipse TE2000 

 

หมายเหตุ – ต้ังแตข้ันตอนที่ 4 – 8 ใหทําในที่มืด หรือ ที่มีแสงนอย 
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ภาคผนวก ง. 
ขั้นตอนการแยกสกัด total RNA จาก supernatant  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 26. แสดงข้ันตอนการแยกสกัด total RNA จาก supernatant 

 

1. ดูด buffer AVL (ใส carrier RNA แลว) ปริมาตร 560 μl ลงใน 1.5 ml 

microcentrifuge tube 
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2. เติม supernatant ปริมาตร 140 μl ลงใน buffer AVL ทําการผสม โดยการ 

vortex ประมาณ 15 วินาที ใหเปน homogenous solution  

3. ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 

4. ปน short spin เพื่อใหสารที่ติดฝาปดตกลงมา 

5.  เติม 96 – 100% ethanol ปริมาตร 560 μl ทําการผสม โดยการ vortex 

ประมาณ 15 วินาที หลังจากผสมแลว ใหปน short spin เพื่อใหสารที่ติดฝาปดตกลงมา 

6. ดูดสารละลายในขอ 5 มา 630 μl (จาก 1,260 μl) ใสลงใน QIAamp spin 

column ที่วางอยูใน 2 ml collection tube ปดฝาเบาๆและนําไปปนเปนเวลา 1 นาที ที่ความเร็ว

รอบ 6,000 x g (8,000 rpm) หลังจากนั้น ทิ้งสารดานลางและ collection tube ไป 

7. วาง QIAamp spin column ลงใน 2 ml collection tube อันใหม ดูด

สารละลายที่เหลือในขอ 5 ใสลงใน column แลวทําซํ้าขอ 6 

8. วาง QIAamp spin column ลงใน 2 ml collection tube อันใหม แลวเติม 

buffer RW1 ปริมาตร 500 μl ใน column ปดฝาเบาๆและนําไปปนเปนเวลา 1 นาที ที่ความเร็ว

รอบ 6,000 x g (8,000 rpm) หลังจากนั้น ทิ้งสารดานลางและ collection tube ไป 

9. วาง QIAamp spin column ลงใน 2 ml collection tube อันใหม แลวเติม 

buffer RW2 ปริมาตร 500 μl ใน column ปดฝาเบาๆและนําไปปนเปนเวลา 3 นาที ที่ความเร็ว

รอบสูงสุด 20,000 x g (14,000 rpm) หลังจากนั้น ทิ้งสารดานลางและ collection tube ไป 

10. วาง QIAamp spin column ลงใน 2 ml collection tube อันใหม นําไปปนที่

ความเร็วรอบสูงสุดเปนเวลา 1 นาที 

11. วาง QIAamp spin column ลงใน 1.5 ml collection tube อันใหม เติม 

buffer AVE (Elution buffer) ปริมาตร 60 μl ใน QIAamp spin column โดยตรง ปดฝาเบาๆ ต้ัง

ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้น นําไปปนเปนเวลา 1 นาที ที่ความเร็วรอบ 6,000 

x g (8,000 rpm) เพื่อ elute เอา total RNA ออกมา 

12. นํา total RNA ที่ได (eluate) ไปวัดและคํานวณหาปริมาณความเขมขนของ 

RNA 

 

หมายเหตุ – total RNA สามารถเก็บไวไดนาน 1 ป เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ -20°C หรือ -70°C  
 
 
 
 



 87 

ภาคผนวก จ. 
ขั้นตอนการแยกสกัด total RNA จากเซลล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 27. แสดงข้ันตอนการแยกสกัด total RNA จากเซลล 

 

1. Harvest Cells: เก็บเซลล โดยการลางเซลล 3 คร้ัง ดวยสารละลาย PBS  

ตอมา เติม 0.25% trypsin ลงในเซลลเพื่อยอยเซลล แลวเติม media ที่มี serum ลงไป เพื่อหยุด

การทํางานของ trypsin ตอจากนั้น ดูดเซลลมาใสใน RNase-free microcentrifuge tube แลว

นําไปปนเปนเวลา 5 นาที ที่ความเร็วรอบ 1,000 rpm เพื่อใหเซลลตกตะกอนเปน pellet cells แลว

ดูด supernatant ที่ปนไดทิ้งใหหมด เพื่อไมใหรบกวน total RNA yield ที่แยกสกัดได 
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2. Disrupt Cells: เติม buffer RLT ปริมาตร 350 μl ใน pellet cells เขยา lysate 

โดยการ vortex หรือ pipet เพื่อใหเซลลเปน homogenize  

3. เติม 70% ethanol ปริมาตร 350 μl (1 เทาของ lysate) ใน homogenized 

lysate แลวผสมใหเขากันดวยการ pipet ข้ึนลง เทานั้น 

4. ดูด lysate ทั้งหมดลงใน  RNeasy spin column ที่วางอยูใน 2 ml collection 

tube ปดฝาเบาๆและนําไปปนเปนเวลา 15 วินาที ที่ความเร็วรอบ ≥ 8,000 x g (≥ 10,000 rpm) 

หลังจากนั้น ทิ้งสารดานลางและวาง column ลงใน collection tube เดิม  

5. เติม buffer RW1 ปริมาตร 700 μl ใน RNeasy spin column ปดฝาเบาๆและ

นําไปปนเปนเวลา 15 วินาที ที่ความเร็วรอบ ≥ 8,000 x g (≥ 10,000 rpm) หลังจากนั้น ทิ้งสาร

ดานลางและวาง column ลงใน collection tube เดิม  

6. เติม buffer RPE ปริมาตร 500 μl ใน RNeasy spin column ปดฝาเบาๆและ

นําไปปนเปนเวลา 15 วินาที ท่ีความเร็วรอบ ≥ 8,000 x g (≥ 10,000 rpm) หลังจากนั้น ทิ้งสาร

ดานลางและวาง column ลงใน collection tube เดิม  

7. เติม buffer RPE ปริมาตร 500 μl ใน RNeasy spin column ปดฝาเบาๆและ

นําไปปนเปนเวลา 2 นาที ที่ความเร็วรอบ ≥ 8,000 x g (≥ 10,000 rpm) หลังจากนั้น ทิ้งสาร

ดานลางและ collection tube ไป 

8. วาง RNeasy spin column ลงใน 2 ml collection tube อันใหม และนําไปปน

ที่ความเร็วรอบสูงสุดเปนเวลา 1 นาที 

9. วาง RNeasy spin column ลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube อันใหม เติม 

RNase-free water ปริมาตร 30 – 50 μl ใน spin column membrane โดยตรง ปดฝาเบาๆ และ

นําไปปนเปนเวลา 1 นาที ที่ความเร็วรอบ ≥ 8,000 x g (≥ 10,000 rpm) เพื่อ elute เอา total 

RNA ออกมา 

 

หมายเหตุ –  ถาคาดวา total RNA yield > 30 μg ใหทําซํ้าขอ 9 โดยใส RNase-free water อีก 

30 – 50 μl หรือใช eluate ในขอ 9 ที่ได ใสลงใน spin column membrane เดิม 

แลวนําไปปน โดยใช collection tube เดิม 

 

10. นํา total RNA ที่ได (eluate) ไปวัดและคํานวณหาปริมาณความเขมขนของ 

RNA  
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ภาคผนวก ฉ. 
แสดง Oligonucleotide Forward และ Reverse Primer ของยีน nucleoprotein ที่ใชในการ

ทํา Real-time PCR และแสดงตําแหนงลําดับเบสที่ Primer ไปจับในยีน 
 

 

Forward primer: 5’- CTGGCAGACGACGGAACC – 3’ 

Reverse primer: 5’- CATGATTCGAGTATAGACAGCC – 3’ 
 
Rabies Nucleoprotein Gene Sequence (CVS strain) 
 
5’- 
 
TTCAAAGTCAATAATCAGGTGGTCTCTTTGAAGCCTGAGATTATCGTGGATCAATATGAG 
TACAAGTACCCTGCCATCAAGGATTTGAAAAAGCCTTGTATCACCCTAGGGAAAGCCCCC 
GACTTGAACAAAGCATACAAATCAGTTTTATCAGGCATGAATGCCGCCAAACTTGATCCG 
GATGATGTATGCTCCTACTTGGCAGCAGCAATGCAGTTCTTTGAGGGGACATGTCCGGAA 
GACTGGACCAGCTATGGAATCCTGATTGCACGAAAAGGAGATAGGATCACCCCAAACTCT 
CTAGTGGAGATAAAGCGTACTGATGTAGAAGGGAATTGGGCTCTGACAGGAGGCATGGAA 
TTGACAAGGGACCCCACTGTCTCTGAACATGCATCTTTAGTCGGTCTTCTCCTGAGTCTG 
TACAGGTTGAGCAAAATATCAGGACAGAACACTGGTAACTATAAGACAAACATTGCAGAT 
AGGATAGAGCAGATTTTCGAGACAGCACCTTTTGTTAAGATCGTGGAACACCATACCCTA 
ATGACAACTCACAAGATGTGTGCTAATTGGAGTACTATACCGAACTTCAGATTTTTGGCC 
GGAACCTACGACATGTTTTTCTCACGGATTGAGCATCTGTATTCGGCAATCAGAGTGGGC 
ACAGTCGTCACCGCTTATGAAGACTGCTCAGGACTGGTATCGTTTACAGGGTTCATAAAG 
CAGATCAATCTCACCGCAAGGGAAGCAATACTATATTTCTTCCACAAGAACTTTGAGGAA 
GAGATAAGAAGAATGTTCGAGCCAGGGCAAGAGACAGCTGTTCCTCACTCTTATTTCATC 
CACTTCCGTTCACTAGGCTTGAGTGGGAAGTCTCCTTATTCATCGAATGCTGTCGGTCAT 
GTGTTCAATCTCATTCACTTTGTTGGATGCTACATGGGTCAAGTCAGATCTCTAAATGCG 
ACGGTTATTGCTGCATGTGCCCCTCATGAGATGTCTGTTCTAGGGGGCTATTTGGGAGAG 
GAATTCTTCGGAAAAGGGACATTTGAAAGAAGGTTCTTCAGAGACGAGAAAGAACTTCAA 
GAATATGAGGCGGCTGAACTAACAAAGTCCGACGTGGCACTGGCAGATGACGGAACCGTC 
AACTCTGATGACGAGGACTATTTCTCTGGTGAAACCAGAAGTCCAGAAGCTGTCTATACT 
CGAATCATGATGAATGGAGGTCGACTGAAGAGATCTCATATACGGAGATATGTCTCAGTC 
AGTTCCAATCATCAAGCCCGTCCAAACTCATTCGCCGAATTTTTAAACAAGACGTATTCG 
AATGACTCATAAGGAGTTGATTGATAGGGTGCCAGAAATCTATAGATTGTATATATCCAT 
CATGAAAAAAACTAACACTCCTCCTTTCAAACCATCCCAAAT – 3’ 

 
 
 
 
 
 
 
 

Forward Primer 

Reverse Primer 
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ภาคผนวก ช. 
แสดง Oligonucleotide Forward และ Reverse Primer ของยีน glycoprotein ที่ใชในการทาํ 

Real-time PCR และแสดงตําแหนงลําดับเบสที่ Primer ไปจับในยีน 
 
 
Forward primer: 5’- GGACCCATATGACAGATCCC – 3’ 

Reverse primer: 5’- GCATCCAAATGGTGTAATCG – 3’ 

 
Rabies Glycoprotein Gene Sequence (CVS strain) 
 
 
5’- 
 
GGATCCGCCACCATGGTTCCTCAGGTTCTTTTGTTTGTACTCCTTCTGGGTTTTTCGTTGTG
TTTCGGGAAGTTCCCCATTTACACGATACCAGACAAACTTGGTCCCTGGAGCCCTATTGACA
TACACCATCTCCGCTGTCCAAATAACCTGGTTGTGGAGGATGAAGGATGTACCAACCTGTCC
GGGTTCTCCTACATGGAACTCAAAGTGGGATACATCTCAGCCATCAAAGTGAACGGGTTCAC
TTGCACAGGTGTTGTGACAGAGGCAGAGACCTACACCAACTTTGTTGGTTATGTCACAACCA
CATTCAAGAGAAAGCATTTCCGCCCCACCCCAGACGCATGTAGAGCCGCGTATAACTGGAAG
ATGGCCGGTGACCCCAGATATGAAGAGTCCCTACAAAATCCATACCCCGACTACCACTGGCT
TCGAACTGTAAGAACCACCAAAGAGTCCCTCATTATCATATCCCCAAGTGTGACAGATTTGG
ACCCATATGACAAATCCCTTCACTCAAGGGTCTTCCCTGGCGGAAAGTGCTCAGGAATAACG
GTGTCCTCTACCTACTGCTCAACTAACCATGATTACACCATTTGGATGCCCGAGAATCCGAG
ACCAGGGACACCTTGTGACATTTTTACCAATAGCAGAGGGAAGAGAGCATCCAACGGGAACA
AGACTTGCGGCTTTGTGGATGAAAGAGGCCTGTATAAGTCTCTAAAAGGAGCATGCAGGCTC
AAGTTATGTGGAGTTCTTGGACTTAGACTTATGGATGGAACATGGGTCGCGATGCAAACATC
AGATGAGACCAAATGGTGCTCTCCAGATCAGTTGGTGAATTTGCACGACTTTCGCTCAGACG
AGATTGAGCATCTCGTTGTGGAGGAGTTAGTCAAGAAAAGAGAGGAATGTCTGGATACATTA
GAGTCCATCATGACCACCAAGTCAGTAAGTTTCAGACGTCTCAGTCACCTGAGAAAACTTGT
CCCAGGGTTTGGAAAAGCATATACCATATTCAACAAAACCTTGATGGAGGCTGATGCTCACT
ACAAGTCAGTCCGGACCTGGAATGAGATCATCCCCTCAAAAGGGTGTTTGAAAGTTGGAGGA
AGGTGCCATCCTCATGTGAACGGGGTGTTTTTCAATGGTATAATATTAGGGCCTGACGACCG
TGTCCTAATCCCAGAGATGCAATCATCCCTCCTCCGGCAACATATGGAGTTGTTGGAATCTT
CAGTTATCCCCCTGATGCACCCCCTGGCTGACCCTTCTACAGTTTTCAAAGAAGGTGATGAG
GCTGAGGATTTTGTTGAAGTTCACCTCCCCGATGTGTACAAACAGATCTCAGGGGTTGACCT
GGGTCTCCCGAACTGGGGAAAGTATGTATTGATGACTGCAGGGGCCATGATTGGCCTGGTGT
TGATATTTTCCCTAATGACATGGTGCAGAAGAGCCAATCGACCAGAATCGAAACAACGCAGT
TTTGGAGGGACAGGGGGGAATGTGTCAGTCACTTCCCAAAGCGGAAAAGTCATACCTTCATG
GGAATCATATAAGAGTGGAGGTGAGATCAGACTGTGAAGGCCGGTCATCCTTTTGACGATTC
CAGTCCCGAGGATAACCTCCTCTCGGGATTGGGGGGAATCTTTGGATCCAGTAGT – 3’ 

 
 
 
 
 
 

Forward Primer 

Reverse Primer 
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ภาคผนวก ซ. 
แสดง Oligonucleotide Forward และ Reverse Primer ของยีน phosphoprotein ที่ใชในการ

ทํา Real-time PCR และแสดงตําแหนงลําดับเบสที่ Primer ไปจับในยีน 
 
 
Forward primer: 5’- TGTTAATCCGAGTGCAATCAGAGCC – 3’ 

Reverse primer: 5’- TGTCCTCAGGGAGATTGTCCACTTC – 3’ 
 
Rabies Phosphoprotein Gene Sequence (HEP Flury strain) 
 
 
5’- 

 
ATGAGCAAGATCTTTGTTAATCCGAGTGCAATCAGAGCCGGTCTGGCCGATCTTGAGATGGC
CGAAGAGACTGTTGATCTGATCAACAGAAACATAGAAGACAATCAGGCTCATCTCCAGGGAG
AACCCATAGAAGTGGACAATCTCCCTGAGGACATGAGGCAATTTCACCTGGACGATGAAAAA
TTGTCCAACCTTGGTGAGATGGTTAGGGTGGGCGAAGGCAAGTATCGAGAGGACTTTCAGAT
GAATGAGGGAGAGGACCCCAACCTCCTGTTCCAATCGTACCTGGACAATGTTGGAGTCCAAA
TAGTCAGACAAATGAGGTCAGGAGAGAGATTCCTCAAGATATGGTCACAGACCGTAGAGGAA
ATTATATCCTATGTCTCGGTCAACTTTCCTAACCCTCCAGGAAGGTCTTCGGAGGATAAATC
AACCCAAACTACTGGCCGGGAGCTCAAGAAGGAGACAACATCCATTCTTTCTCAAAGAGAAA
GCCAACCTTCAAAAGCCGGAATGGTGGCTCAAGTTGCCTCTGGCCCTCCATCCCTTGAATGG
TCTGCCACCAATGGAGAGGATGATCTATCAGTAGAGGCTGAGATCGCTCATCAGATTGCTGA
AAGCTTTTCCAAGAAGTACAAGTTTCCTTCTCGATCTTCAGGAATATTCTTGTATAATTTTG
AGCAACTGGAGATGAACCTTGATGACATAGTTAAAGAGGCAAAAAATGTACCGGGCGTGACC
CGTCTGGCCCATGATGGATCCAAAATCCCCCTAAGATGTGTACTGGGATGGGTCGCTTTGGC
CAACTCCAAGAAATTCCAATTGCTAGTCGAGGCCGACAAGCTAAGCAAAATCATGCAAGATG
ACTTGGATCGCTACACATCATGCTAA – 3’ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Forward Primer 

Reverse Primer 
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ภาคผนวก ฌ. 
แสดง Oligonucleotide Forward และ Reverse Primer ของ genomic RNA ที่ใชในการทํา 

Real-time PCR และแสดงตําแหนงลําดับเบสที่ Primer ไปจับในยีน 
 
 
Forward primer: 5’- AGAAGGATCGTGGAGCACCATACTCTCA - 3’ 

Reverse primer: 5’- TACCAGCCCTGAACAGTCTTCA - 3’ 

 
Rabies genomic RNA Sequence (CVS strain) 
 
3’- 
 
AAGTTTCAGTTATTAGTCCACCAGAGAAACTTCGGACTCTAATAGCACCTAGTTATAC
TCATGTTCATGGGACGGTAGTTCCTAAACTTTTTCGGAACATAGTGGGATCCCTTTCG
GGGGCTGAACTTGTTTCGTATGTTTAGTCAAAATAGTCCGTACTTACGGCGGTTTGAA
CTAGGCCTACTACATACGAGGATGAACCGTCGTCGTTACGTCAAGAAACTCCCCTGTA
CAGGCCTTCTGACCTGGTCGATACCTTAGGACTAACGTGCTTTTCCTCTATCCTAGTG
GGGTTTGAGAGATCACCTCTATTTCGCATGACTACATCTTCCCTTAACCCGAGACTGT
CCTCCGTACCTTAACTGTTCCCTGGGGTGACAGAGACTTGTACGTAGAAATCAGCCAG
AAGAGGACTCAGACATGTCCAACTCGTTTTATAGTCCTGTCTCGTGACCATTGATATT
CTGTTTGTAACGTCTATCCTATCTCGTCTAAAAGCTCTGTCGTGGAAAACAATTCTAG
CACCTTGTGGTATGGGATTACTGTTGAGTGTTCTACACACGATTAACCTCATGATATG
GCTTGAAGTCTAAAAACCGGCCTTGGATGCTGTACAAAAAGAGTGCCTAACTCGTAGA
CATAAGCCGTTAGTCTCACCCGTGTCAGCAGTGGCGAATACTTCTGACGAGTCCTGAC
CATAGCAAATGTCCCAAGTATTTCGTCTAGTTAGAGTGGCGTTCCCTTCGTTATGATA
TAAAGAAGGTGTTCTTGAAACTCCTTCTCTATTCTTCTTACAAGCTCGGTCCCGTTCT
CTGTCGACAAGGAGTGAGAATAAAGTAGGTGAAGGCAAGTGATCCGAACTCACCCTTC
AGAGGAATAAGTAGCTTACGACAGCCAGTACACAAGTTAGAGTAAGTGAAACAACCTA
CGATGTACCCAGTTCAGTCTAGAGATTTACGCTGCCAATAACGACGTACACGGGGAGT
ACTCTACAGACAAGATCCCCCGATAAACCCTCTCCTTAAGAAGCCTTTTCCCTGTAAA
CTTTCTTCCAAGAAGTCTCTGCTCTTTCTTGAAGTTCTTATACTCCGCCGACTTGATT
GTTTCAGGCTGCACCGTGACCGTCTACTGCCTTGGCAGTTGAGACTACTGCTCCTGAT
AAAGAGACCACTTTGGTCTTCAGGTCTTCGACAGATATGAGCTTAGTACTACTTACCT
CCAGCTGACTTCTCTAGAGTATATGCCTCTATACAGAGTCAGTCAAGGTTAGTAGTTC
GGGCAGGTTTGAGTAAGCGGCTTAAAAATTTGTTCTGTATAAGCTCACTGAGTATTCC
TCAACTAACTGTCCCACGGTCTTTAGATATCTAACATATATAGGTAGTACTTTTTTTG
ATTGTGAGGAGGAAAGTTTGGTAGGGTTTA – 5’ 

 
 
 
 
 
 
 

Forward Primer 

Reverse Primer 
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ภาคผนวก ญ. 
แสดง Oligonucleotide Forward และ Reverse Primer ของยีน GAPDH ที่ใชในการทาํ 

Real-time PCR และแสดงตําแหนงลําดับเบสที่ Primer ไปจับในยีน 
 

 

Forward primer: 5’- TCAACGACCCCTTCATTGAC - 3’ 

Reverse primer: 5’- ATGCAGGGATGATGTTCTGG - 3’ 

 
GAPDH Gene Sequence (Mus musculus: mouse) 
 
5’- 
 
TCGGCTCTCTGCTCCTCCCTGTTCCAGAGACAGCCGCATCTTCTTGTGCAGTGCCAGCCTCG
TCCCGTAGACAAAATGGTGAAGGTCGGTGTGAACGAATTTGGCCGTATTGGGCGCCTGGTCA
CCAGGGCTGCCATCTGCAGTGGCAAAGTGGAGATTGTTGCCATCAACGACCCCTTCATTGAC
CTCAACTACATGGTCTACATGTTCCAGTATGACTCCACCCACGGCAAATTCAACGGCACAGT
CAAGGCCGAGAATGGGAAGCTCGTCATCAACGGGAAGCCCATCACGATCTTCCAGGAGCGAG
ACCCCGCTAACATCAAATGGGGTAAGGCCGGTGCTGAGTATGTTGTGGAGTCTACTGGTGTC
TTCACCACCATGGAGAAAGCCAGGGCCCACTTGAAGGGGTGGAGCCAAAAGGTCATCATCTC
CGCCCCTTCTGCCGATGCCCCCATGTTTGTGATGGTGAACCACGAGAAATATGACAACTCAC
TCAAGATTGTCAGCAATGCATCCTGCACCACCAACTGCTTAGCCCCCCTGGCCAAGGTCATC
CATGACAACTTTGGCATTGTGGAAGGGCTCATGACCACGGTCCATGCCATCACTGCCACCCA
GAAGACTGTGGATGGCCCCTCTGGAAAGCTGTGGCGTGATGGTCGTGGGGCTGCCCAGAACA
TCATCCCTGCATCCACTGGTGCTGCCAAGGCTGTGGGCAAGGTCATCCCAGAGCTGAACGGG
AAGCTCACTGGCATGGCCTTCCGTGTTCCTACCCCCAATGTGTCCGTCGTGGATCTGACGTG
CCGCCTGGAGAAACCTGCCAAGTATGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGGCATCTGAGG
GCCCACTGAAGGGCATCTTGGGCTACACTGAGGACCAGGTTGTCTCCTGCAACTTCAACAGC
AACTCCCACTCTTCCACCTTCGATGCCGGGGCTGGCATTGCTCTCAATGACAACTTTGTCAA
GCTCATTTCCTGGTATGACAATGAATACGGCTACAGCAACAGGGTGGTGGACCTCATGGCCT
ACATGGCCTCCAAGGAGTAAGAAACCCTGGACCACCCACCCCAGCAAGGACACTGAGCAAGA
GAGAGGCCCTATCCCAACTCGGCCCCCAACACTGAGCATCTCCCTCACAATTTCCATCCCAG
ACCCCCATAATAACAGGAGGGGCCTAGGGAGCCCTCCCTACTCTCTTGAATACCATCAATAA
AGTTTGCTGCACCCACAAAAAAAAAAAAAGAAAATTATCTATT – 3’ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Forward Primer 

Reverse Primer 
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ภาคผนวก ฎ. 
การเตรยีมสารละลาย 

 
สูตรการคํานวณความเขมขนสารละลายจากสารละลายเขมขน ใชสูตร 

   N1V1 = N2V2 

โดยที่ N1 = ความเขมขนเดิม  V1 = ปริมาตรสารละลายเดิมที่ตักหรือแบงมา 

N2 = ความเขมขนที่เจือจางแลว V2 = ปริมาตรทั้งหมดรวมน้ําและสาร 

 

1. การเตรียมสารละลาย 1 M HCl ปริมาตร 100 ml (จาก conc. HCl ความ

เขมขน 37.1 M) 

  จาก N1V1 = N2V2 

          (37.1 M) * (V1) = (1 M) * (100 ml) 

ดังนั้น      V1 = 2.69 ml 

 

หมายถึง ตวง conc. HCl ความเขมขน 37.1 M มา 2.69 ml แลวเติมน้ําใหได

ปริมาตรครบ 100 ml 

 

2. การเตรียมสารละลาย 70% Ethanol (EtOH) ปริมาตร 1 ลิตร จาก absolute 

Ethanol (100%) 

  จาก N1V1 = N2V2 

            (100%) * (V1) = (70%) * (1000 ml) 

ดังนั้น      V1 = 700 ml 

 

หมายถึง ตวง absolute Ethanol (100%) มา 700 ml แลวเติมน้ําใหไดปริมาตร

ครบ 1,000 ml 

 

3. การเตรียมสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) ปริมาตร 1 ลิตร, pH 

7.4 (10X PBS) 

 ชั่ง NaCl 80 g 

 ชั่ง KCl   2 g  

 ชั่ง Na2HPO4 14.4 g 
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 ชั่ง KH2PO4  2.4 g 

 

เติมน้ําไป 500 ml, ปรับคา pH ใหได 7.4 ดวย 1 M HCl แลวเติมน้ําใหไดปริมาตร

ครบ 1000 ml แลวนําไป autoclave 

 

4. การเตรียมสารละลาย Tris Base EDTA buffer (10X TBE) ปริมาตร 1 ลิตร 

 ชั่ง  Tris Base 60.5 g 

 ชั่ง Boric acid 30.86 g 

 ชั่ง  Na2EDTA*2H2O 3.72 g 

 

เติมน้ําใหไดปริมาตรครบ 1,000 ml 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

นางสาวพรพรรณ สุภวรรณวงศ เกิดวนัที ่8 เมษายน พ.ศ. 2525 โรงพยาบาลสมิติ

เวช จงัหวัดกรุงเทพมหานคร 

 
ประวัติการศกึษา  
 

ระดับปริญญาตรี สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต (วท.บ.) เทคนิคการแพทย 

   คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ปการศึกษา 2547  

   (เกียรตินิยมอันดับ 2) 

ระดับปริญญาโท ศึกษาตอวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต แขนงอณูชีววทิยาและพันธ-ุ 

   ศาสตร สาขาวิทยาศาสตรการแพทย คณะแพทยศาสตร  

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อ พ.ศ. 2548 

 
การนําเสนอผลงาน 
  

นําเสนอผลงานในหัวขอ “การใชเทคโนโลยี RNA interference เพื่อการยับยัง้การ

แสดงออกของยีนและยับยั้งการแบงตัวของเชื้อไวรัสพษิสุนัขบา” ในการประชุมเสนอผลงานวจิัย

ระดับบัณฑิตศึกษาแหงชาติ คร้ังที่ 8 มหาวทิยาลัยมหดิล วันที่ 7-8 กันยายน 2550 
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