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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ที่มาและความสําคัญของปญหา 

  ไวรัสเด็งกี่เปนตนเหตุของโรคไขเลือดออก โดยมียุงลาย ( Aedes aegypti) เปนพาหะ โรค

ไขเลือดออกไดกลายเปนปญหาสาธารณสุขระดับโลก  เนื่องจากโรคไดแพรกระจายอยางกวางขวาง

และมีจํานวนผูปวยเพิ่มขึ้นอยางมากในชวง  30 ปที่ผานมา  จนกลายเปนโรคประจําถิ่นในประเทศ

ตางๆ มากกวา  100 ประเทศ  โดยเฉพาะประเทศในเขตรอนและเขตอบอุน องคการอนามัยโลก  

(WHO) ประมาณการวาประชากรโลกมากกวารอยละ  40 (2,500 ลานคน) เสี่ยงตอการติดเชื้อ

ไวรัสเด็งกี่  [1] 

 โรคไขเลือดออกจําแนกตามกลุมอาการได  3 กลุม คือ ไขเด็งกี่ ( Dengue fever: DF), 

ไขเลอืดออก  (Dengue haemorrhagic fever: DHF) และไขเลอืดออกชอ็ก  (Dengue shock syndrome: 

DSS) ลกัษณะสาํคญัของโรคไขเลอืดออก ( DHF) คือ มีไขสูงเฉียบพลัน ไขสูงลอยอยู 2  - 7 วัน มี

อาการเลือดออกสวนใหญจะพบที่ผิวหนัง ตับโต ในรายที่มีอาการรุนแรง อาจมีภาวะช็อก ( DSS) 

เปนเหตุใหเสียชีวิตได  แตกตางจากไขเด็งกี่ (DF)  ซึ่งมีอาการไมรุนแรง โดยทั่วไปไมทําใหเสียชีวิต

[2] ปจจุบันการวินิจฉัยโรคไมสามารถจําแนกไดวาเปนไขเด็งกี่หรือไขเลือดออกไดภายในระยะแรก

ของการติดโรค การทดสอบมักจะเชื่อถือไดในผูปวยที่มีไขแลวหลายวันซึ่งสวนใหญจะมีอาการของ

โรคชดัเจนแลว [3]  ดังนั้น การวินิจฉัยโรคจากความแตกตางทางพันธุกรรมจึงเปนทางเลือกที่อาจ

ชวยใหสามารถวินิจฉัยโรคไดเร็วและแมนยํายิ่งขึ้น  ซึ่งจะชวยลดความเสี่ยงที่จะเสียชีวิต และ

ประหยัดทรัพยากรในการรักษาพยาบาล 

 สนิปส หรือ SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) เปนความแตกตางทางพันธุกรรมที่

เกิดจากเบสบนสาย ลําดับนิวคลีโอไทด ณ ตําแหนงหน่ึงๆ แตกตางกัน เปนรูปแบบความแตกตาง

ทางพันธุกรรมพื้นฐานที่พบบอยที่สุด [4] ใชเปนเคร่ืองหมายทางพันธุกรรม ( genetic marker) เพื่อ

การวินิจฉัยโรค ทํานายความเสี่ยงตอการเกิดโรค ใชในการพัฒนายาและวิธีการรักษาโรคที่

เหมาะสมสําหรับแตละบุคคล[5] โดยจะมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้นเมื่อศึกษาสายลําดับของสนิปส

ตําแหนงตางๆ บนดีเอ็นเอ ซึ่งเรียกวา แฮปโพลไทป (haplotype) แทนทีจ่ะดูจากสนิปสที่ตําแหนงใด

ตําแหนงหน่ึงเพยีงตําแหนงเดียว [6] 

 จากความสําคัญของสนิปสและแฮปโพลไทปดังกลาว จึงมีงานวิจัยจํานวนมากที่เสนอ

ขั้นตอนวิธีสําหรับประกอบแฮปโพลไทป  เชนในงาน [5, 6, 7, 8, 9, 10, 11] งานวิจัยเหลาน้ีศึกษา

เฉพาะแฮปโพลไทปของมนุษยและสิ่งมีชีวิตที่มีโครโมโซม 2 ชุด (diploid organism) เทาน้ัน  
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สําหรับสิ่งมีชีวิตที่มีโครโมโซมชุดเดียว (haploid organism) เชน ไวรัสเด็งกี่ ขอมูลประชากรของ

ไวรัส คือ ชุดของสายแฮปโพลไทป และความถี่แฮปโพลไทป ( haplotype frequency) แตละเสน มี

ผลตอการเกิดโรค ดังนั้นเราจึงตองการประกอบสายแฮปโพลไทป และประมาณคาความถี่           

แฮปโพลไทป เพื่อใชเปนเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมและเพื่อศึกษากลไกการเกิดโรค 

อยางไรก็ตาม ไวรัสเด็งกี่เปนอารเอ็นเอไวรัส (RNA virus) มีการถายแบบ (replication) ดวย

อารเอ็นเอพอลเิมอเรส (RNA polymerase) ซึ่งมีขอผิดพลาดสูง ทําใหมีการกลายพันธุสูง มีความ

หลากหลายสูง เชื้อไวรัสเด็งกี่น้ีสามารถแยกออกเปน 4 ซโีรไทป  (serotype) ไดแก ซีโรไทป 1 – 4 

แตละซีโรไทป ก็แยกยอยออกไปไดอีก สาเหตุหลักที่ทําใหเชื้อไวรัสเด็งกี่มีความหลากหลายสูงเกิด

จากการเปลี่ยนชนิดของเบส โดยไวรัสเด็งกี่ที่อยูในซีโรไทปเดียวกันจะมี สายลําดับนิวคลีโอไทดที่

คลายคลึงกันมากกวาไวรัสเด็งกี่ที่อยูตางซีโรไทปกันแตก็ไมเหมือนกันทั้งหมด กลาวไดวา ไวรัส  

เด็งกี่มีลักษณะกึ่งสปชีส (quasispecies) [12] ดังน้ันในผูปวยแตละคนจึงมีประชากรของอารเอ็นเอ

ไวรัสที่มียีนแตกตางกันแตคลายกันมาก ซึ่งการศึกษาความหลากหลายของสายลําดับนิวคลีโอไทด

ของสิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะกึ่งสปชีส  ไมสามารถทําไดดวยเทคโนโลยีอานลําดับเบส  (sequencing 

technology) ที่มีในอดีต แตสามารถทําไดดวยเทคโนโลยี พิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง  

(picotiter plate pyrosequencing) ซึ่งอานสายลําดับ นิวคลโีอไทด จํานวนมากพรอมๆ กันแบบขนาน 

[13] จึงสามารถอานสายลําดับนิวคลโีอไทดไดจํานวนมากภายในเวลาอันสัน้ 

 เทคโนโลยีอานลําดับ เบสแบบขนานจํานวนมาก (massively parallel sequencing) น้ี มี

หลกัการพืน้ฐานเชนเดียวกบัเทคโนโลยี อานสายลําดับเบสแบบชอตกัน  (shotgun sequencing) ซึ่ง

เปนวิธีที่เปนที่นิยมที่สุดในปจจุบัน แตมีขอแตกตางบางประการที่สําคัญ คือ สายลําดับ นิวคลโีอ

ไทดที่อานไดมีความยาวสั้น กวาเดิมมาก แตสามารถอานสายลําดับ นิวคลโีอไทด ไดจํานวนมากตอ

การอานหน่ึงคร้ัง สําหรับเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX อานสายลําดับนิวคลโีอไทดไดมาก

ถึง 400,000 เสนตอการอานหน่ึงคร้ัง  โดยมีความยาวเฉลี่ย 200 -300 คูเบส (bp) ซึ่งสั้นกวาเดิมที่มี

ความยาว 500-1000 คูเบส [14] 

 จากการที่ไวรัสเด็งกี่มีรูปแบบกึ่งสปชีส  ไมไดเปนสิ่งมีชีวิตที่มีโครโมโซมสองคู  (diploid 

organism) และเทคโนโลยอีานลาํดับ เบสที่ใชซึ่งแตกตางจากเทคโนโลยีเดิมที่นิยมใชกันทั่วไป ทํา

ใหตองพัฒนาวิธีการประกอบชุดของแฮปโพลไทปขึ้นใหม เพื่อ ใหเหมาะสมกับลักษณะของ

ไวรัสเด็งกี่และรูปแบบขอมูลที่ไดจากเทคโนโลยีใหมน้ี 

1.2 วัตถุประสงค 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อนําเสนอวิธีการประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่

แฮปโพลไทปของประชากรไวรัสเด็งกี่ จากขอมูลสายลําดับ นิวคลโีอไทด ที่ไดจากเทคโนโลยีอาน



3 

ลําดับเบสแบบขนานจํานวนมาก โดยมุงเนนที่ขอมูลจากเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX เปน

หลกั 

1.3 ขอบเขตการวิจัย 

1. ขอมูลขาเขา  (input data) สําหรับวิธีการที่นําเสนออยูในรูปแบบเดียวกับขอมูลที่ไดจาก

เคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX คอื มีความยาวเฉลี่ย 250 คูเบส และเปนเสนเด่ียว (ไม

มีขอมูลของเสนคอมพลีเมนต) 

2. ขอมูลขาเขา (input data)  คือขอมูลสายลําดับนิวคลีโอไทดที่อานไดจากเทคโนโลยีอาน

ลําดับเบสแบบขนานจํานวนมาก ที่ผานการจัดการความผิดพลาด (Error) แลว 

3. สายลําดับที่อานไดน้ี มีจีโนมอางอิง และสามารถจัดเรียง (align) สายลําดับเหลาน้ีบนจีโนม

อางอิงไดถูกตําแหนง 

4. วิธีการที่นําเสนอมุงเนนสําหรับไวรัสเด็งกี่ ซึ่งมีรูปแบบ กึ่งสปชีส  ความยาวของจีโนมทั้ง

เสนไมมากนัก ประมาณ 11,000 คูเบส (11 Kbp) และไมมีสวนที่ซ้ํากัน  (repeat) อันเปน

ปญหาหลักในการประกอบจีโนมของมนุษย 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

สามารถนําชุดของสาย แฮปโพลไทป ที่ไดไปหาเคร่ืองหมายทางพันธุกรรม (genomic 

marker) เพื่อใชในการวินิจฉัยโรคไขเลือดออกได  หรือชวยใหสามารถอธิบายการเกิดโรคและการ

ระบาดของโรคไดดียิ่งขึ้น และสามารถประยุกตขั้นตอนวิธีการประกอบชุดของสาย แฮปโพลไทป น้ี

กับจีโนมของสิ่งมีชีวิตอ่ืนที่มีรูปแบบกึ่งสปชีสได 

1.5 ข้ันตอนดําเนินงานวิจัย 

1. ศึกษาขอมูลพื้นฐานทางชีววิทยาที่เกี่ยวของ เชน ดีเอ็นเอ , อารเอ็นเอ , สนิปส, ความ

หลากหลายทางพันธุกรรม, แฮปโพลไทป , เทคโนโลยีการอานสายลําดับนิวคลีโอไทด , ไวรัสเด็งกี่  

เปนตน 

 2.  ศึกษารายละเอียดของเทคโนโลยี พิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง  (picotiter plate 

pyrosequencing) โดยเฉพาะรูปแบบของขอมูลที่ได ซึ่งจะเปนขอมูลเขา (input) สําหรับงานวิจัยน้ี 

 3. ทดสอบความเปนไปได ในการใช เทคโนโลยี พิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง ศึกษา

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสเด็งกี่ 

4. ศึกษาวิธีการประกอบแฮปโพลไทปที่ใชในปจจุบัน 
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 5. ออกแบบขั้นตอนวิธีในการประกอบชุดของแฮปโพลไทปสําหรับไวรัสเด็งกี่ 

 6. ทดสอบวิธีการที่นําเสนอโดยใชฐานขอมูลจีโนมเชื้อไวรัสเด็งกี่ ในการจําลองขอมูลใหมี

ลักษณะเชนเดียวกับขอมูลที่จะไดจากเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX 

 7. เปรียบเทียบวิธีที่นําเสนอกับวิธีที่เสนอในงานวิจัยเร่ืองการประมาณประชากรไวรัสโดย

ใชไพโรซีเควนซิง (Viral population estimation using pyrosequencing) 

 8. วิเคราะหผลการทดลอง 

 9. สรุปผลและเรียบเรียงวิทยานิพนธ 

1.6 ผลงานที่ตีพิมพจากวิทยานิพนธ 

 สวนหนึ่งของวิทยานิพนธน้ีไดรับการตอบรับใหตีพิมพเปนบทความทางวิชาการในหัวขอ

เร่ือง “การจําลองแบบการประกอบสายลําดับหลักของสนิปสใน ไวรัสเด็งกี่ดวยเทคโนโลยีการอาน

ลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมาก : Major SNPs Sequence Assembling Simulation of 

Dengue Virus Genome from Massively Parallel Sequencing Technique” โดย พุธิตา สุมานนท, 

ศ.ดร. ประภาส  จงสถิตยวัฒนา  และ ดร.ประพัฒน  สุริยผล  ในงานประชุมวิชาการ  “วิทยาการ

คอมพิวเตอรและวิศวกรรมคอมพิวเตอรแหงชาติ  คร้ังที่ 12” (The 12th National Computer Science 

and Engineering Conference: NCSEC2008) ณ โรงแรมลองบีชการเดนโฮเทลแอนดสปา  จังหวัด

พัทยา ระหวางวันที่ 20-21 พฤศจิกายน 2551 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 ทฤษฎีที่เก่ียวของ 

2.1.1 เทคโนโลยีการอานสายลําดับ (Sequencing technique) 

 ระเบียบวิธีที่มีประสิทธิภาพในการอานสายลําดับนิวคลีโอไทดถูกเสนอคร้ังเรกในป ค.ศ. 

1977 โดยม ี2 วิธีที่ถูกตีพิมพในเวลาใกลเคียงกัน คือ  

1. ระเบียบวิธีสิ้นสุดสาย (chain termination method) เสนอโดย Sanger และคณะ ในวิธีน้ี

สายลําดับ นิวคลโีอไทด ของดีเอ็นเอเสนเด่ียวจะถกูอานโดยการสงัเคราะหสาย             

นิวคลีโอไทดที่เขาคูกัน  (complementary polynucleotide chain)  ซึ่งการสังเคราะหสาย

ลําดับเหลาน้ีจะสิ้นสุด ณ ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่เฉพาะเจาะจง 

2. ระเบียบวิธีลดความซับซอนทางเคมี (chemical degradation method) เสนอโดย 

Maxam และ Gilbert  ในวิธีน้ี สายลําดับ นิวคลโีอไทดของดีเอ็นเอเสนคูจะถูกอานดวย

ปฏิบัติการทางเคมีซึ่งตัดโมเลกุลดีเอ็นเอ ณ ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่เฉพาะเจาะจง 

 ทั้ง 2 วิธีน้ีเปนที่นิยมใกลเคียงกันในระยะแรก แตในปจจุบันนิยมใชระเบียบวิธีสิ้นสุดสาย

มากกวา เน่ืองจากระเบียบวิธีลดความซับซอนทางเคมีตองใชสารที่เปนพิษและอันตรายตอผูวิจัย 

และเหตุผล ที่สําคัญคือสามารถปรับปรุงระเบียบวิธีสิ้นสุดสายใหเปนระบบอัตโนมัติไดงายกวา

ดังน้ันในที่น้ีจะกลาวถึงเฉพาะวิธีการอานสายลําดับดีเอ็นเอดวยวิธีสิ้นสุดสายเทาน้ัน 

 2.1.1.1 การอานสายลําดับดีเอ็นเอดวยวิธีสิ้นสุดสาย (chain termination DNA 

sequencing)  [15] 

 การอานสายลําดับดีเอ็นเอดวยวิธีสิ้นสุดสายอาศัยหลักการพื้นฐานคือ สายดีเอ็นเอที่มีความ

ยาวแตกตางกันจะถูกแยกออกจากกันได ดวยการเคลื่อนที่ในเจลพอลิอะไครลาไมด 

(polyacrylamide) ภายใตอิทธิพลของสนามไฟฟา ซึ่งจะทําใหสามารถอานสายลําดับนิวคลีโอไทด

ซึ่งมีความยาวระหวาง 10 – 1000 คูเบส ไดจากชุดของแถบในเจล ดังรูปที่ 2.1 

 ขั้นตอนแรกคือการเตรียมไพรเมอร (primer) หรือ สายลําดับเสนเด่ียวทอนสั้นๆ ที่เปนคู

เบส (complementary) ของสายดีเอ็นเอทีต่องการอาน  นําไพรเมอรน้ีไปประกบคูกับสายที่ตองการ

อาน ดังรูปที่ 2.2(A) จากน้ันเติมเอนไซมดเีอ็นเอพอลเิมอเรส (DNA polymerase) ซึ่งเปนเอนไซมที่

ทําใหเกิดการตอสายลําดับดวยนิวคลีโอไทดที่เปนคูเบสกับสายตนแบบ เติมดีออกซีไรโบนิวคลีโอ

ไทดไตรฟอสเฟตทั้ง 4 ชนิด คือ dATP, dCTP, dGTP และ dTTP และไดดีออกซไีรโบนิวคลโีอไทด 
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ไตรฟอสเฟต 1 ชนิด เชน ddATP จํานวนเล็กนอย ซึ่งไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต 

(ddNTPs) น้ี มีโครงสรางแตกตางจากดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (dNTPs) โดยหมู  

ไฮดรอกซลิ (hydroxyl) ที่ปลายดาน 3′ ถูกแทนที่ ดังรูปที่ 2.2(B) ซึ่งหมูไฮดรอกซิลน้ีจําเปนสําหรับ

การตอสายกับนิวคลีโอไทดถัดไป ดังน้ันสายที่ถูกตอดวยไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตร

ฟอสเฟต (ddNTPs) การสังเคราะหนิวคลีโอไทดจะสิ้นสุดลง ดังรูปที่ 2.2(C) เน่ืองจากในแตละ

หลอดทดลองมีสายตนแบบที่ตองการอานจํานวนมาก ดังนั้นแตละสายจะถูกหยุดที่ตําแหนงตางๆ 

กัน ทําเชนน้ีกับไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟตทุกชนิดที่เหลือทีละชนิดจนครบ จากน้ัน

นําแตละหลอดทดลองไปใสในเจลโดยแยกชองทาง (lane) กันรวมทั้งสิ้น 4 ชองทาง หลังจากให

สนามไฟฟาซึ่งทําใหเกิดการเคลื่อนที่ของสายลําดับแลว จะสามารถอานสายลําดับดีเอ็นเอได

โดยตรงจากแถบที่ปรากฏบนเจลดังรูปที่ 2.2(D) 

 วิธีมาตรฐานของการอานลําดับดวยวิธีสิ้นสุดสายน้ีใชกัมมันตภาพรังสีในการทําปาย  

(label) และมองเห็นแถบบนเจลไดดวยเคร่ืองอานกัมมันตภาพรังสี (autoradiography) ซึ่งเรา

สามารถแทนที่ปายกัมมันตภาพนี้ไดดวยปายเรืองแสง (fluorolabel) ซึ่งชวยการตรวจจับเอ้ืออํานวย

ตอการทําใหเปนอัตโนมัติมากกวา ปายเรืองแสงน้ีจะติดกับไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตร

ฟอสเฟต (ddNTPs) โดยใชปายเรืองแสงที่แตกตางกันสําหรับนิวคลีโอไทดแตละชนิด ดังรูปที่ 

2.3(A) การทําเชนนี้จะทําใหสามารถสังเคราะหสายลําดับไดในหลอดทดลองเดียวกันและอานได

ดวยเจลเพยีง 1 ชองทาง  (lane) เนื่องจากเคร่ืองตรวจจับเห็นความแตกตางระหวางปายของแตละ      

นิวคลีโอไทด สามารถบอกไดวาแตละแถบแสดงถึงนิวคลีโอไทดใด เราสามารถอานผลจากเคร่ือง

โดยตรง พิมพออกมาในรูปของกราฟ ดังรูปที่ 2.3(B) หรือใหเก็บผลไวในคอมพิวเตอรโดยตรงก็ได   

เมื่อนําวิธีน้ีไปรวมกับอุปกรณหุนยนตซึ่งทําหนาที่เตรียมสารต้ังตนและบรรจุเจลแลว ระบบการ

อานดวยปายเรืองแสงน้ีใหจํานวนผลลัพธเพิ่มขึ้น และลดความผิดพลาดซึ่งอาจเกิดขึ้นจากการอาน

ดวยตาแลวเกบ็คาลงในคอมพวิเตอรดวยการปอนขอมูลผานทางแปนพิมพ  ระบบอัตโนมัติน้ีชวยให

การอานสายลําดับของทั้งจีโนมสามารถทําไดในเวลาที่เหมาะสม 

รูปที่ 2.1 แถบที่เกิดจากการเคลื่อนที่ของสายดีเอ็นเอที่มีความยาวแตกตางกันใน

เจลพอลอิะไครลาไมด (polyacrylamide) ภายใตอิทธิพลของสนามไฟฟา [15] 
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รูปที่ 2.2  ขั้นตอนการอานสายลําดับดีเอ็นเอดวยวิธีสิ้นสุดสาย A) เตรียมไพรเมอร (primer) และ

จับคูกับสายตนแบบ B) ในไดดีออกซลิ (ddNTPs) หมูไฮดรอกซิล (-OH) ที่ตําแหนง 3′ ใน 

dNTPs ถูกแทนที่ ทําใหไมสามารถสรางสายลําดับตอได C) การสังเคราะหสายลําดับจะหยุด ณ 

ตําแหนงที่ตอกับ ddATP ทําใหสายลําดับที่สังเคราะหไดมีความยาวที่แตกตางกันออกไป D) นํา

สายลําดับไปใสในเจลภายใตสนามไฟฟา ทําใหเกิดแถบที่ความยาวตางๆ กัน ซึ่งทําใหสามารถ

อานสายลาํดับดีเอ็นเอไดจากแถบเหลาน้ีโดยตรง [15] 
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 ถึงแมวาการอานสายลําดับดวยวิธีสิ้นสุดสายจะถูกพัฒนาเปนระบบอัตโนมัติ แตยังมี

ขอจํากัดที่สามารถอานไดจํานวนไมมาก ไมถึง 1000 คูเบส ตอการทดลอง 1 คร้ัง ซึ่งถาใชใน

โครงการจีโนมมนุษย (Human Genome Project) การอาน 1 คร้ังจะอานไดเพียงหน่ึงในหาลานของ

ความยาวจีโนมทั้งหมด จึงมีความพยายามพัฒนาเทคโนโลยีใหเร็วขึ้น เชน วิธีของ Mulikan และ 

McMurray ใชหลอดคาปลลารี (capillary) แทนเจล มีทั้งหมด 96 ชองทาง ทําใหสามารถอานลําดับ

พรอมๆ กันไดถึง 96 สาย โดยใชเวลานอยกวา 2 ชั่วโมง และสามารถอานสายลําดับไดถึง 1000 สาย

ตอวัน หรือวิธีที่พัฒนาโดย Rogers พัฒนาใหสามารถอานไดพรอมๆ กัน 384 -1024 สายลําดับตอ

คร้ัง 

รูปที่ 2.3 การอานสายลําดับดีเอ็นเอแบบอัตโนมัติโดยใชปายเรืองแสง A) ปฏิกิริยาสิ้นสุดสายเกิดขึ้น

ในหลอดทดลองเดียวดวยปายเรืองแสงทีแ่ตกตางกนัออกไปสาํหรับแตละไดดีออกซนีวิคลโีอไทด 

ในเคร่ืองอานลําดับแบบอัตโนมัติ  แถบในเจลจะเคลื่อนที่ผานเคร่ืองตรวจจับแสงซึ่งจะระบุ             

ไดดีออกซนีวิคลโีอไทดทีแ่สดงในแตละแถบ B) ผลที่พิมพจากเคร่ืองอานสายลําดับ แสดงดวยชุด

ของจุดยอด แตละจุดยอดแทนนิวคลโีอไทดแตละตําแหนงบนสายลําดับ [15] 
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 2.1.1.2 เทคโนโลยีการอานสายลําดับแบบขนาน (parallel sequencing) 

 จากความพยายามในการพัฒนาใหสามารถอานลําดับนิวคลีโอไทดไดรวดเร็วยิ่งขึ้น จึงมี

งานวิจัยจํานวนมากทีเ่สนอวิธกีาร อานสายลําดับแบบใหม ดังเชนวิธี ไพโรซเีควนซงิ  

(pyrosequencing) ซึ่งสายตนแบบจะถูกคัดลอกโดยไมตองใชไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตร

ฟอสเฟต (ddNTPs) ในกระบวนการ เมื่อสายใหมถูกสรางขึ้น ลําดับของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด

ไตรฟอสเฟต (dNTPs) ที่ถูกใชในการสังเคราะหสายใหมน้ีจะถูกตรวจจับ โดยดีออกซีไรโบนิวคลี

โอไทดไตรฟอสเฟตที่รวมกับสายตนแบบจะปลอยโมเลกุลไพโรฟอสเฟต (pyrophosphate) ซึ่ง

สามารถเปลงแสงไดโดยใชเอนไซมซัลเฟอริเลส (sulferylase) แตละดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตร

ฟอสเฟตจะถูกใสเขามาในหลอดทดลองทีละชนิด ถาเกิดแสงแสดงวาชนิดน้ันตอได แตถาตอไมได

ก็จะไมเกิดแสง ดังรูปที่ 2.4 [15] 

 

 

 

 วิธีไพโรซเีควนซงิ (pyrosequencing) นี้งายตอการทําใหเปนแบบอัตโนมัติ และสามารถทํา

ไดพรอมๆ กนัจํานวนมาก จึงนํามาใชในเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS20 หรือ Roche GS FLX 

ซึ่งพัฒนาโดยกลุมวิจัย 454 Life Sciences ซึ่งสามารถอานไดถึง 25 ลานเบสตอคร้ังสําหรับเคร่ือง

อานลําดับเบส GS20 [13] และเพิ่มขึ้นเปน 80 ลานเบสตอคร้ัง ในเคร่ืองอานลําดับเบส GS FLX [14] 

รูปที่ 2.4 การอานสายลําดับดีเอ็นเอแบบขนาน ดีออกซีนิวคลีโอไทด (dNTP) จะถูกเติมเขา

ไปทีละชนิด ชนิดใดถูกนําไปใชในการตอสายจะเปลงแสงออกมา ทําใหสามารถอานสาย

ลําดับนิวคลีโอไทดไดตามลําดับชนิดของนิวคลีโอไทดที่เติมเขาไป [15] 
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 ระบบของ 454 Life Sciences น้ีเร่ิมต้ังแตการเพิ่มจํานวนสายดีเอ็นเอโดยสายตนแบบจะถูก

ตัดเปนชิ้นเล็กๆ แตละชิ้นจะถูกเชื่อมกับเม็ดกลมๆ เล็กๆ 1 ชิ้นสวนดีเอ็นเอตอเม็ด และเขาสู

กระบวนการเพิม่จํานวน ( amplification) แยกแตละเม็ด หลังจากน้ันนําไปใสใน พโิกไทเตอรเพลต 

(picotiter plate) ซึ่งเปนแผนที่ประกอบดวยหลุมเล็กๆ จํานวนมาก ขนาดหลุมพอดีสําหรับ 1 เมด็

เทาน้ัน จากน้ันอาน สายลําดับนิวคลีโอไทดตามหลักการของการอานสายลําดับแบบขนานสําหรับ

แตละหลมุ ดังน้ันในการทดลอง 1 คร้ังจะมีการอานลําดับเบสพรอมกันจํานวนมากแบบขนาน 

(400,000 เสนสําหรับเคร่ืองอานลําดับเบส GS FLX) [16] ดังรูปที่ 2.5  
     
 

         

 
 

รูปที่ 2.5 กระบวนการอานสายลําดับดวยวิธีของ 454 Life Sciences สายดีเอ็นเอถูกตัดเปนชิ้น

เล็กๆ เขาสูกระบวนการเพิ่มจํานวนโดย 1 ชิ้นจะติดกับเม็ดกลม 1 เม็ด นําผลที่ไดจากการเพิ่ม

จํานวนไปใสในพโิกไทเตอรเพลต หลุมละไมเกิน 1 เมด็ จากน้ันอานลําดับเบสในแตละหลุม  

[16] 
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2.2 งานวิจัยที่เก่ียวของ 

 งานวิจัยที่เกี่ยวของโดยตรงกับงานวิจัยน้ี คือ งานวิจัยเร่ือง การประมาณประชากรไวรัสโดย

ใชไพโรซีเควนซิง  (Viral population estimation using pyrosequencing) [17] เสนอโดย Eriksson 

และคณะ ในป 2008 มุงศึกษาโครงสรางของประชากรของไวรัสจากขอมูลสายลําดับที่ไดจาก เคร่ือง

อานสายลําดับ Roche GS20 ซึ่งใชเทคโนโลยีอานสายลําดับแบบขนานจํานวนมาก และโครงการ คิว

แอสเซมเบลอร  (Q Assembler) [18] ที่มีวัตถุประสงคหลักเพื่อพัฒนาซอฟ ตแวรสาํหรับประกอบ

กลุมจีโนมของไวรัสจากขอมูลสายลําดับที่อานไดจากเทคโนโลยีอานสายลําดับ เบสแบบขนาน

จํานวนมาก นอกจากน้ียังมีงานวิจัยที่เกี่ยวของ คือ งานวิจัยเกี่ยวกับการประกอบแฮปโพลไทป และ

งานวิจัยที่เกี่ยวของกับเทคโนโลยีอานสายลําดับเบสแบบขนานจํานวนมาก 

2.2.1 งานวิจัยเร่ืองการประมาณประชากรไวรัสโดยใชไพโรซเีควนซงิ (Viral population estimation 

using pyrosequencing) 

 Eriksson และคณะ [17] ไดเสนอขั้นตอนการประมาณโครงสรางประชากรของไวรัสจากการ

อานสายลําดับเบสแบบขนาน  โดยผลลัพธหลักที่ตองการคือ เซตที่เล็กที่สุดของแฮปโพลไทปที่

สามารถอธิบายประชากรของไวรัสทั้งหมดในกลุมตัวอยาง และความถี่ของแฮปโพลไทปเหลานั้น 

โดยใชขอมูลสายลําดับที่อานไดจากเทคโนโลยี อานสายลําดับเบสแบบขนาน  ขั้นตอนที่นําเสนอน้ี

ใชได เมื่อ สามารถจัดเรียงสายลําดับที่อานไดเทียบกับจีโนมอางอิงได การอานสายลําดับมีความ

ครอบคลุม (coverage) เพียงพอ และระยะหางทางพันธุกรรม (genetic distance) ระหวางแฮปโพลไทป

มากเพียงพอ 

งานวิจัยนี้ไดแบงขั้นตอนการประมาณโครงสรางประชากรของไวรัสนี้ ออกเปน 4 ขั้นตอน

หลัก ดังรูปที่ 2.6 คือ จัดเรียงสายลําดับที่อานไดเทียบกับเสนตนแบบ (alignment) แกไขขอผิดพลาด 

(error correction) ประกอบแฮปโพลไทป (haplotype reconstruction) และประมาณความถี่             

แฮปโพลไทป (haplotype frequency estimation) โดยไดนําเสนอขั้นตอนวิธีสําหรับ 3 ขั้นตอนหลัง คือ 

ขั้นตอนการแกไขขอผิดพลาด การประกอบแฮปโพลไทปและการประมาณความถี่แฮปโพลไทป สวน

การจัดเรียงใชวิธีการเทียบเคียงเขาคู (pairwise alignment) ที่มีนําเสนออยูแลว  

2.2.1.1 ข้ันตอนแกไขขอผิดพลาด (error correction) 

 เน่ืองจาก การอานลําดับเบสแบบขนาน มีอัตราความผิดพลาดสูง สวนใหญเปนการเติมหรือ

การลบออก (indel) ในบริเวณโฮโมโพลเิมอรรกิ  (homopolymeric) ซึง่ประกอบดวยเบสชนิดเดียวกนั

เรียงตอกัน แตละเบสที่อานไดจะถูกกํากับดวยคะแนนคณุภาพ (quality score) แสดงความนาเชื่อถือ 



12 

 
 

รูปที่ 2.6  ขั้นตอนหลักของการประมาณ ประชากร ไวรัส โดยใชไพโรซเีควนซงิ  

(pyrosequencing) สายลําดับที่อานไดจะถูกจัดเรียงเทียบกับสายอางอิง แกไขขอผิดพลาด 

ประกอบแฮปโพลไทป และประมาณคาความถี่ของแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น ใชชุด

ของแฮปโพลไทปและความถี่ที่ประมาณไดน้ีอนุมานประชากรของไวรัส [17] 
 

ของเบสนั้นๆ อัตราความผิดพลาดของเคร่ืองอานลําดับเบส  Roche GS20 มีคาประมาณ 5-10 ตําแหนง

ตอพนัเบส (errors/kb) เมื่อกําจัดสายลําดับที่ความยาวผิดปกติหรือมีเบสกํากวมโดยพิจารณาจาก

คะแนนคณุภาพจะเหลอื 1-3 ตําแหนงตอพนัเบส  สวนที่เหลือน้ีประกอบดวยการเติม (insertion) รอย

ละ 50 ทีเ่หลอืเปนการลบออก (deletion) รอยละ 25 และการแทนที่  (substitution) อีกรอยละ 25 จาก

สมมติฐานของงานวิจัยนี้ท่ีไมมกีารเติมหรือการลบออก จึงแกไขโดยจัดเรียงแลวแกสวนที่เปน การเติม

หรือการลบออกเทียบกับเสนอางอิง ซึ่งจะทําใหเหลือขอผิดพลาดประมาณ 1 ตําแหนงตอพนัเบส 

จากน้ันเสนอวิธีแกไขขอผิดพลาดสําหรับขอผิดพลาดที่เหลือ โดยพิจารณาทีละหนาตาง 

(window) ทดสอบแตละ ตําแหนงในหนาตางดวยการทดสอบทวินาม ( binomial test) เพือ่หาเบสที่     

กลายพันธุ (mutation) ซึ่งปรากฏมากอยางมีนัยสําคัญ  จากน้ัน ใชการทดสอบความแมนตรงของ      

ฟชเชอร (Fisher’s exact test) ทดสอบทลีะสองตําแหนง เพื่อหาคูของเบสที่กลายพันธุ ซึ่งไปดวยกนั 

นับจํานวนการกลายพันธุและคูของการกลายพันธุที่ปรากฏอยางมีนัยสําคัญและไมซ้ํากัน แบงสาย

ลําดับที่อานไดในหนาตางออกเปนกลุมตามจํานวนการกลายพันธุและคูของการกลายพันธุที่นับได

ดวยวิธีเคมีนสคลัสเตอรริง (k-means clustering) หาสายลําดับที่เปนตัวแทนของแตละกลุม (consensus 

sequence)  และแกไขสายลําดับในแตละกลุมตามตัวแทนสายลาํดับน้ัน ดังรูปที่ 2.7 

ทดสอบวิธีแกไขขอผิดพลาด น้ีโดยใชโปรแกรม ReadSim จําลองขอผิดพลาดจาก

กระบวนการ อานสายลําดับนิวคลีโอไทดดวยเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS20 พบวา เมื่อนําสาย

ลําดับที่จําลองไดมาแกไขดวยวิธีขางตน ขอผดิพลาดลดลง 30 เทา จากอัตราความผิดพลาดหลังจัดการ

กับการเติมหรือการลบออก (indel) เปน 1-3 ตําแหนงตอพนัเบส เมื่อผานขั้นตอนน้ีแลวลดลงเหลือ 0.1

ตําแหนงตอพนัเบส 
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รูปที่ 2.7 การแกไขขอผิดพลาด (error correction) จากรูปแสดงสายลําดับที่ตางกันสอง

แบบคือเสนสีเขมและสีออน แตละแบบมาจากแฮปโพลไทปสองเสนที่ตางกัน ความ

แตกตางทางพันธุกรรมแสดงดวยจุดวงกลมและสี่เหลี่ยม พิจารณาทีละหนาตาง (แสดง

ดวยกลองเสนประ) แบงกลุมสายลําดับในหนาตางตามขั้นตอนวิธีที่นําเสนอไดเปนสอง

กลุม จากน้ันแกไขขอผิดพลาดซึ่งแสดงดวยกากบาท [17] 

2.2.1.2 ข้ันตอนประกอบแฮปโพลไทป 

ในงานวิจัยน้ีตองกา รชดุของแฮปโพลไทปที่ ประกอบดวยแฮปโพลไทปจํานวนนอย ที่สุดที่

สามารถอธิบายสายลําดับทั้งหมดได โดยสรางกราฟของสายลําดับที่อานได (read graph) ซึ่งเปนกราฟ

ระบุทิศทางไมมีวง (acyclic directed graph) ประกอบดวยจุดยอด 3 แบบ คือ จุดเร่ิมตน จุดสิ้นสุด และ

จุดยอดสําหรับสายลําดับที่อานไดทุกสายที่ไมซ้ํากัน ลากเสนเชือ่มระหวางจุดยอด โดยลากจากจุดยอด 

r1 ไป r2 เมื่อ จุดยอด r1 มีตําแหนงเร่ิมตนบนจีโนมกอน r2 ทั้งจุดยอด r1 และ r2 มีสวนซอนทับ  (overlap) 

ที่สอดคลองกัน และยังไมมีเสนทางจาก r1 ไป r2 ยกเวนเสนเชื่อมน้ี สุดทายลากเสนเชื่อมจากจุดเร่ิมตน

ไปยังจุดยอดซึ่งอยูตําแหนงแรกสุด และลากเสนเชื่อมจากจุดยอดที่อยูทายสุดไปยังจุดสิ้นสุด  ดัง

ตัวอยางในรูปที่ 2.8 

เมือ่ไดกราฟของสายลําดับที่อานไดแลว หาเซตของเสนทางจากจุดเร่ิมตนไป ยังจุดสิ้นสุด ซึ่ง

มีจํานวนเสนทางนอยที่สุดที่ยังครอบคลุมทุกจุดยอดในกราฟ ดวย ขั้นตอนวิธีการจับคูสูงสุด  

(maximum matching algorithm) ซึ่งเสนทางที่ไดจะไมเหมือนกันในแตละคร้ัง แตจํานวนสมาชิกของ

เซตที่เล็กที่สุดน้ีจะเทากันทุกคร้ัง แตละเสนทางในเซตคือแฮปโพลไทปที่ประกอบได 

2.2.1.3 ข้ันตอนประมาณคาความถี่แฮปโพลไทป 

 สรางแบบจําลองทางสถิติสําหรับกระบวนการอานสายลําดับ โดยสมมติวาแตละสายลําดับที่

อานไดถูกสุมอานดังน้ี แฮปโพลไทป ℎ ถูกสุมขึ้นมาดวยการแจกแจงความนาจะเปน (probability  
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รูปที่ 2.8  ตัวอยางกราฟของสายลําดับที่อานได ของจีโนมที่มีความยาว 8 คูเบส แสดงสาย

ลําดับดวยเลขฐานสอง คือ 0, 1 สายลําดับที่อานไดจํานวน 20 เสนแตละเสนยาว 3 คูเบส 

A) สายลําดับที่อานไดถูกจัดเรียงเทียบกับสายลําดับอางอิง B) นําสายลําดับที่จัดเรียงแลว

ไปสรางกราฟ ซึ่งมี 22 จุดยอด (20 จุดยอดสําหรับสายลําดับที่อานได 20 เสน, จุดเร่ิมตน s 

และจุดสิ้นสุด t) และ 28 เสนเชือ่ม [17] 

distribution) ที่ไมทราบรูปแบบ 𝑝𝑝ℎ  จากน้ันสายลําดับจะถูกสุมอานจากแฮปโพลไทปน้ีดวยความ

นาจะเปนแบบสม่ําเสมอ (uniform probability) จากแบบจําลองนี้จะไดความนาจะเปนที่จะสุมอานได 

สายลําดับ 𝑟𝑟 ดังสมการ (1) 
 

𝑃𝑃(𝑅𝑅 = 𝑟𝑟) =  ∑ 𝑝𝑝ℎ𝑃𝑃(𝑅𝑅 = 𝑟𝑟|𝐻𝐻 = ℎ)ℎ∈𝐻𝐻 …………(1) 
 

 ประมาณคาความถี่แฮปโพลไทป  𝑝𝑝ℎ  โดยใชฟงกชันความควรจะเปนลอการิทึม (log-

likelihood function) ในสมการ (2) ดวยขั้นตอนวิธีอีเอ็ม (EM algorithm) เมือ่ 𝑢𝑢𝑟𝑟  คือจํานวนคร้ังที่พบ

สายลําดับ 𝑟𝑟 
 

𝑙𝑙�𝑝𝑝1, … , 𝑝𝑝|𝐻𝐻|� =  ∑ 𝑢𝑢𝑟𝑟𝑟𝑟∈𝑅𝑅 log𝑃𝑃(𝑅𝑅 = 𝑟𝑟)………….(2) 
 

 งานวิจัยน้ีทดสอบวิธีที่นําเสนอโดยใชสายลําดับที่ไดจากการจําลองการอาน จากน้ันทดสอบ

ดวยการประมาณคาประชากรไวรัส เอชไอวี (HIV) 4 กลุมที่อิสระตอกัน จากสายลําดับที่อานไดจาก
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เทคนิค ไพโรซเีควนซงิ  (pyrosequencing) เทียบกับผลที่ไดจากการอานสายลําดับเบสดวยวิธีของ 

Sanger จากกลุมตัวอยางเดียวกัน จากการทดสอบปรากฏวาสามารถใชวิธีที่นําเสนอประมาณ

โครงสรางประชากรของไวรัสได 

 งานวิจัยน้ี ใชเฉพาะสวนที่ซอนทับกัน  (overlap) ในการประกอบแฮปโพลไทป ไมใชขอมูล

ความถี่อัลลีลในการประกอบแฮปโพลไทป ตางจากงานวิจัยที่จะนําเสนอซึ่งใชขอมูลความถี่อัลลีล

และสวนที่ซอนทับกันเปนขอมูลหลักในการประกอบแฮปโพลไทป 

2.2.2 โครงการคิวแอสเซมเบลอร (Q Assembler)  

 โครงกา รควิแอสเซมเบลอร  [18] เกิดขึ้นเนื่องจากความสําคัญ ของการศึกษาจีโนมไวรัสซึ่งมี

รูปแบบกึ่งสปชีส ( quasispecies) และความเปนไปไดในการใชเทคโนโลยีอานสายลําดับเบสแบบ

ขนานจํานวนมากศึกษาจีโนมของประชากรไวรัส ซึ่งโปรแกรมประกอบจีโนม (genome assembly) ที่

มีในปจจุบัน เชน Phred/Phrap, TIGR Assembler หรือ 454’s Newbler Assembler ถูกออกแบบเพื่อ

ประกอบสายลําดับที่อานไดเขาเปนจีโนมเพียงเสนเดียว จึงไมเหมาะที่จะใชประกอบจีโนมของกลุม

ประชากรไวรัสซึ่งประกอบดวยจีโนมหลายๆ เสนที่คลายคลึงกัน โครงการน้ีจึงมีวัตถุประสงคหลัก

เพือ่พฒันาซอฟตแวรสําหรับประกอบกลุมจีโนมของไวรัสจากสายลําดับที่ไดจากเทคโนโลยีอานสาย

ลําดับเบสแบบขนานนี้ 

 แนวคิดหลักของโครงการนี้คือ ควรใชการประกอบแบบเทียบเคียง (comparative assembly) 

ในการประกอบกลุมจีโนมของไวรัส โดยสายลําดับจะถูกจัดเรียงเทียบกับสายอางอิงแทนที่จะใชการ

ประกอบจีโนมแบบ โอเวอรแลปเลยเอาทคอนเซนซสั  (overlap-layout–consensus) ซึ่งเปนวิธี

มาตรฐานในการประกอบจีโนมทั่วไป คณะผูวิจัยเสนอใหดัดแปลงวิธีการประกอบแบบเทียบเคียง ใน

ขั้นตอนการแบงสวนตามวิวัฒนาการชาติพันธุ  (phylogenetic partitioning) โดยใหสายลําดับที่อานได

ซึ่งเปนอินพุต จัดเรียงเทียบกับสายลําดับที่เปนตัวแทนจากแตละบรรพบุรุษหลัก จากน้ัน จัดเรียงแตละ

กลุมของสายลําดับที่อานไดใหมเทียบกับสายลําดับรองของบรรพบุรุษหลักนั้น จากการศึกษาเบื้องตน

พบวาวิธีน้ีประสบความสําเร็จในการแยกสายลําดับที่อานไดเปนกลุมๆ ซึ่งสามารถเปนตัวแทนของ

จีโนมตนแบบได และคาดวาการประกอบจีโนมในขั้นสุดทายสามารถเกิดขึ้นได 

 ระเบียบวิธีที่พัฒนาน้ีถูกทดสอบ โดยใชอินพุตเปนสายลําดับจากเคร่ืองอานสายลําดับเบส 

GS20 ของจีโนมไวรัสเอชไอวี  ทั้งเสน 2 ตัว เทียบจีโนมที่ประกอบไดกับโคลน  (clone) ที่ไดจากวิธี

อานสายลําดับเบสของ Sanger 

 โครงการน้ียังไมมีผลงานตีพิมพ และ ซอฟตแวรที่พัฒนาขึ้น ยังอยูในขั้นกอนรุนทดสอบรุน

แรก (pre-alpha) ยังไมเผยแพร 
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2.2.3 งานวิจัยดานการประกอบแฮปโพลไทป 

มีงานวิจัยดาน ชีวสารสนเทศ  (bioinformatics) จํานวนมาก ที่เกี่ยวของกับการประกอบ        

แฮปโพลไทป โดยงานวิจัยสวนใหญไดนําเสนอขั้นตอนวิธีและวิธีเชิงสถิติตางๆ เพื่อใชในการ

ประกอบแฮปโพลไทป แตงานวิจัยเหลานี้ไดนําเสนอวิธีสําหรับการประกอบแฮปโพลไทปของ

สิ่งมีชีวิตที่มีโครโมโซมสองคู โดยมุงเนนที่แฮปโพลไทปของคนเปนหลัก นอกจากน้ียังมีงานวิจัยที่

แสดงใหเห็นถึงการใชประโยชนจากแฮปโพลไทปในการจําแนกความแตกตางและทํานายความ

เสี่ยงตอการเกิดโรคหรือความผิดปกติตางๆ  [19, 20, 21, 22, 23] 

 Pierre-Yves Boëlle [9] รวบรวมรายละเอียดวิธีการเชิงสถิติพื้นฐานสําหรับการประกอบ

แฮปโพลไทป ไดแก วิธีความควรจะเปนสูงสุด  (maximum likelihood method) โดยใชขัน้ตอนวิธี   

อีเอ็ม  (expectation maximization algorithm) วิธีแบบเบส (Bayesian method) และยกตัวอยาง

เคร่ืองมือในการประกอบแฮปโพลไทปที่มีอยูในปจจุบันที่ใชวิธีแบบเบสคือ PHASE และ 

Haplotyper 

 Matthew Stephens และคณะ[11] ไดเสนอวิธีการทางสถิติแบบใหมซึ่งใหขอมูลที่สมบูรณ

ยิ่งขึ้น และลดอัตราความผิดพลาดลงกวา 50% โดยสนใจที่ขอมูลของประชากรและ พิจารณาแตละ

ตําแหนงที่เชื่อมโยงกันบนจีโนไทปดวย ตอมาไดปรับปรุงวิธีการน้ีและใชใน โปรแกรม สําเร็จ  

(software package) ที่ชื่อ PHASE และในป 2003 Matthew Stephens และ Peter Donnelly [10] ได

เปรียบเทียบขั้นตอนวิธีที่พัฒนาขึ้นซึ่งไดบรรจุไวในโปรแกรมสําเร็จ   PHASE เวอรชนั 2.0 กับวิธี

อ่ืนที่มีพื้นฐานจากวิธีแบบเบสซึ่งมีอยูในขณะน้ัน 3 วิธี ผลปรากฏวาวิธีที่พัฒนาขึ้นเหนือกวาทั้งจาก

การทดสอบดวยขอมูลจริงและขอมูลที่จําลองขึ้น 

 นอกจากวิธีการเชิงสถิติที่มีพื้นฐานจากวิธีแบบเบสแลวยังมีการนําเสนอแบบจําลองของ

มารคอฟ (Markov model) ในการประกอบแฮปโพลไทปดวย เชน L. Eronen และคณะ [24] ได

เสนอแบบจําลองมารคอฟ อยางงายสําหรับประกอบแฮปโพลไทปโดยมุงเนนสําหรับสาย           

แฮปโพลไทปที่ยาว โดยอาศัยความไมสมดุลของความเชื่อมโยง ( linkage disequilibrium : LD) 

ระหวางสนิปสที่อยูใกลกัน วิธีการที่นําเสนอน้ีมีความยืดหยุน ทนทาน สามารถใชไดกับทั้งขอมูล

จริงและขอมูลที่จําลองขึ้น  นอกจาก L. Eronen แลว Pasi Rastas และคณะ [2 5]ไดเสนอเทคนิค     

ฮิดเดนมารคอฟ  (Hidden Markov) สําหรับการประกอบแฮปโพลไทป โดยมองแฮปโพลไทปเปน

ผลลัพธของการรวมกันเปนรอบๆ  (iterated recombination) จากแฮปโพลไทปต้ังตน สราง

แบบจําลองความควรจะเปนสูงสุดดวยขั้นตอนวิธีอีเอ็ม  จากน้ันเปรียบเทียบผลกับ PHASE, HAP 

และ GERBIL ภายใตมาตรฐานที่กําหนดและชุดขอมูลใหม ซึ่งขั้นตอนวิธีที่เสนอเร็วกวาและให

ผลลัพธที่ดีเปนอันดับ 1 หรือ 2  
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 Yu-Ying Zhao และคณะ [5] ไดเสนอขั้นตอนวิธีสําหรับการประกอบแฮปโพลไทปโดยใช

เทคนิคการจับกลุมแบบพลวัต ( dynamic clustering) และเสนอวิธกีารแกปญหาใหมสาํหรับการ

ประกอบแฮปโพลไทปต้ังชื่อวา CWMLF โดยเทคนิคและวิธีที่นําเสนอน้ีต้ังอยูบนขอมูลและ

ระเบียบวิธีของการประกอบสายลําดับแบบชอตกัน (shotgun sequence assembly) 

 งานวิจัยที่นําเสนอนี้แตกตางจากงานวิจัยในการประกอบแฮปโพลไทปขางตนเนื่องจาก

สาเหตุหลกั 2 ประการ คือ 1) เทคโนโลยีที่ใช ซึ่งใหรูปแบบของขอมูลสายลําดับเบสที่อานได

แตกตางไปจากเดิม และ 2) รูปแบบจีโนไทปของไวรัสเด็งกี่ที่แตกตางจากมนุษยและสิ่งมีชีวิตที่มี

โครโมโซมสองชุด อยางไรก็ตาม การประยุกตใชวิธีการประกอบแฮปโพลไทปเหลานี้กับสิ่งมีชีวิต

กึ่งสปชีสทําไดยาก เนื่องจากเราไมรูจํานวนแฮปโพลไทปของประชากรสิ่งมีชีวิตกี่งสปชีส 

2.2.4  งานวิจัยดานการประยุกตใชเทคโนโลยีการอานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมาก  

 เน่ืองจากเทคโนโลยีพิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง  (picotiter plate pyrosequencing) ซึ่ง

เปน รูปแบบหนึ่งของ เทคโนโลยีอานสายลําดับ นิวคลโีอไทดแบบขนานจํานวนมากและเปน

เทคโนโลยี ที่ใชในงาน วิจัยน้ี เปนเทคโนโลยีใหม สามารถอานสายลําดับนิวคลีโอไทดไดจํานวน

มาก ในเวลาอันสั้น มีตนทุนตอเบสที่อานไดตํ่า แตมีรูปแบบแตกตางไปจากเทคโนโลยีอานสาย

ลําดับนิวคลีโอไทดแบบเดิม จึงมีงานวิจัยเพื่อศึกษารูปแบบการทํางาน รูปแบบของสายลําดับที่อาน

ได ประสิทธิภาพและการประยุกตใชเทคโนโลยีน้ี เชน  งานวิจัย [13]  ได เสนอรายละเอียด

เทคโนโลยีน้ี โปรโตคอลที่ใช รูปแบบผลลัพธที่ได รวมถึงการนําไปใชงาน โดยเสนอการประกอบ

จีโนมสําหรับ ไมโคพลาสมาเจนิทาเลียม  (Mycoplasma genitalium) ซึ่งมีความ ครอบคลุม 

(coverage) ถึง 96% และมีความแมน (accuracy) สูงถึง 99.96% 

ตอมาในงานวิจัย [14] ไดใชเทคโนโลยี พิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง  (picotiter plate 

pyrosequencing) ที่ปรับปรุงลาสุด  ในเคร่ืองอานสายลําดับ Roche GS FLX ทําใหอานสายลําดับได

ยาว 250 คูเบส  โดยเฉลีย่ จํานวน 400,000 เสนตอคร้ัง ในงานวิจัยไดกลาวถึงประสิทธิภาพของ

เทคโนโลยีใหมลาสุด ความแตกตาง ขอดี ขอเสีย เมื่อเทียบกับวิธี อานสายลําดับเบสแบบชอตกัน  

(shotgun sequencing) และเสนอ SHARP (Short Read Assembly Protocol) ซึ่งเปนโปรโตคอลของ

สายลําดับและระเบียบวิธีในการประกอบจีโนมเพื่อใหสามารถใชประโยชนจากเทคโนโลยีน้ีไดเต็ม

ประสิทธิภาพที่สุด ในตอนทายไดทดสอบ SHARP โดยใชขอมูล D. melanogaster และโครโมโซม

มนุษยคูที่ 1, 11 และ 21 ซึ่งใหผลลัพธที่ถูกตอง 

Iman และคณะ [26] ยังไดนําเสนอความเปนไปไดในการอานสายลําดับซ้ํา ( resequencing) 

จากชิน้สวนดีเอ็นเอทีน่าํมารวมกนัแลวสงไปอานดวยเทคโนโลยกีารอานลาํดับนิวคลโีอไทดแบบ

ขนานจํานวนมาก พรอมทั้งเสนอวิธีที่เหมาะสมที่สุดในการรวมชิ้นสวนดีเอ็นเอ จากหลายๆ จีโนม ที่
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ตองการหาสายลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อสงเขาไปอานดวยเคร่ืองอานสายลําดับนิวคลีโอไทดพรอม

กันในการเดินเคร่ืองคร้ังเดียว 
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บทที่ 3 

วิธีการดําเนินงาน 

 

3.1 ภาพรวมของงานวิจัย 

 งานวิจัยนี้ตองการหาขั้นตอนวิธีประกอบชุดของสายแฮปโพลไทปของเชื้อไวรัสเด็งกี่และ

ความถี่ของแตละสาย จากขอมูลชิ้นสวนของสายลําดับที่อานได (read) จากเคร่ืองอานสายลําดับ 

Roche GS FLX โดยตัวอยางที่สงเขาไปอานน้ันคือกลุมประชากรของไวรัสเด็งกี่ซึ่งประกอบดวย

จีโนมที่มีรูปแบบแตกตางกันรวมกันอานในคร้ังเดียว เพื่อศึกษาความแปรผัน  (variation) ของ

ไวรัสเด็งกี่ โดยสมมติฐานของงานวิจัยน้ีคือ อินพุตของขั้นตอนวิธีที่นําเสนอ คือ สายลําดับที่อานได

ที่ผานการจัดการความผิดพลาด (error correction) แลว ไมปรากฏความผิดพลาด และสามารถ

จัดเรียงกับสายตนแบบไดถูกตอง นั่นคือ สามารถทราบตําแหนงของสายลําดับนั้นบนจีโนมตนแบบ

ได โดยมีขั้นตอนหลักของขั้นตอนวิธีประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่ของแฮปโพลไทป  

คือ จัดเรียงสายลําดับที่เปนอินพุตเทียบกับเสนอางอิง หาสนิปสที่ตําแหนงตางๆ สรางสายลําดับ

ของสนิปสจากสนิปสที่อยูบนสายลําดับที่อานไดเสนเดียวกัน เก็บขอมูลของแตละสาย ไดแก 

รูปแบบสายลําดับเบส และ ตําแหนง ของเบสตัวแรกของสายลําดับนั้น  จากน้ันนําไปประกอบ             

แฮปโพลไทปและประมาณความถี่แฮปโพลไทป ดังรูปที่ 3.1 

 อยางไรก็ตาม การประกอบชุดของแฮปโพลไทปเปนปญหาที่ซับซอน และในชวงแรกของ

การวิจัยยังไมมีงานวิจัยเกี่ยวกับการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตที่มีรูปแบบ

กึ่งสปชีสดวยเทคโนโลยีอานลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมากมากอน ในงานวิจัยน้ี จึงแบง

การดําเนินงานเปน 4 ขั้นตอน คือ 

1. ศึกษาความเปนไปไดในการใช เทคโนโลยีอานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนาน

จํานวนมาก ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเด็งกี่ 

 2.  ประกอบสายแฮปโพลไทปหลักและประมาณความถี่แฮปโพลไทปสายหลัก 

 3.  ประกอบชุดของสายแฮปโพลไทปและประมาณความถี่ของแตละสาย 

 4.  เปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีที่นําเสนอกับวิธีที่เสนอโดย Eriksson และคณะ [17] 
 

 ในขั้นตอนแรกไดศึกษาความเปนไปไดในการใชเทคโนโลยีอานสายลําดับนิวคลีโอไทด

แบบขนานจํานวนมากศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเด็งกี่ โดยมุงศึกษา

ประสิทธิภาพของเคร่ืองอานสายลําดับเบส Roche GS20 และ GS FLX ซึ่งเปนผูนําของเทคโนโลยีน้ี 

และเปนเคร่ืองที่ใชในศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) โดยพิจารณา 
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รูปที่ 3.1 ขั้นตอนหลักในการประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่แฮปโพลไทป 

เร่ิมจากจัดเรียงสายลําดับ หาสนิปส สรางสายลําดับของสนิปส เก็บขอมูล ประกอบ     

แฮปโพลไทปและประมาณความถี่แฮปโพลไทป 

ประกอบสายแฮปโพลไทป 

TGATACCATC 

AGTGTGCTAG 

TCTGACATAC 

 

จัดเรียงสายลําดับเบสเทียบกับเสนอางอิง 

ATTCGA 

TCAACCG 

CGCACCG TACAAAG 

TCCCGTA ACGTTTA 

TACAACG    ACAACG CACCGG 

ประมาณความถ่ีแฮปโพลไทป 

TGATACCATC   50% 

AGTGTGCTAG   30% 

TCTGACATAC   20% 

 

หา SNP ที่ตําแหนงตางๆ 

ATTCGA 
TCAACCG 

CGCACCG TTCAAAG 
TCCCGTA ACGTTTA 

TACAACG    
 

CACCGG 

เก็บสายลําดบัของ SNPs 

TG 
TAC 

CAG TA 
TCA C 

AAG    AC AG 

เก็บขอมูลของแตละสาย 

TG    start: 0 

 TAC   start: 0  

  TCA    start: 3   
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ความเปนไปไดของเทคโนโลยีใน 4 ประเด็นหลักคือ ความถูกตองในการจัดเรียงสายลําดับที่อานได

เทียบกับสายตนแบบ ความครอบคลุมของสายลําดับที่อานได ความไวในการอานสวนที่มีการ     

ผันแปร และความสัมพันธระหวางความถี่ของสายลําดับที่อานไดกับความถี่ของสายลําดับต้ังตน ดัง

รายละเอียดในบทที่ 4 

 ออกแบบวิธีการประกอบแฮปโพลไทปโดยพิจารณาเฉพาะการประกอบแฮปโพลไทปสาย

หลักกอนเพื่อลดความซับซอนของปญหา จากนั้นนําวิธีที่ไดจากกการประกอบแฮปโพลไทปสาย

หลักน้ีไปใชในการประกอบชุดของแฮปโพลไทป ซึ่งไดกลาวถึงรายละเอียดของวิธีประกอบ      

แฮปโพลไทปสายหลัก การทดสอบและผลการทดสอบไวในบทที่ 5 สวนรายละเอียดการประกอบ

ชุดของแฮปโพลไทป ไดแก ขั้นตอนวิธี การทดสอบ และผลการทดสอบไดกลาวถึงในบทที่ 6 

จากน้ันทดสอบวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยน้ีเปรียบเทียบกับวิธีที่นําเสนอโดย Eriksson และคณะ ใน

บทความตีพิมพเร่ืองการประมาณประชากรไวรัสโดยใชไพโรซีเควนซิง  (Viral population 

estimation using pyrosequencing) ซึ่งไดแสดงวิธีการทดสอบและผลการทดสอบไวในบทที่ 7 

3.2 การจําลองขอมูลสําหรับทดสอบวิธีประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่     

แฮปโพลไทป 

 สําหรับการทดสอบวิธีประกอบแฮปโพลไทปที่นําเสนอและวิธีที่เสนอโดย Eriksson และ

คณะน้ัน [17] จะทดสอบดวยขอมูลที่จําลองขึ้น โดยแบงเปน 2 ขั้นตอนหลักคือ 1) จําลองประชากร

ของไวรัสเด็งกี่ หรือชุดจีโนมของไวรัสเด็งกี่ ซึ่งประกอบดวยจีโนมของไวรัสเด็งกี่ที่ตางกันหลายๆ 

เสน และความถี่ของแตละเสน 2) จําลองการอานสายลําดับดวยเคร่ืองอานสายลําดับ Roche GS 

FLX นําสายลําดับที่อานไดมาเปนอินพุตของวิธีที่นําเสนอ มีรายละเอียดดังน้ี 

3.2.1 จําลองประชากรของไวรัสเด็งกี่  มีขั้นตอนดังน้ี 

 1) สุมเลือกจีโนมไวรัสเด็งกี่จากฐานขอมูล GenBank มา 1 เสน 

 2) กําหนดความถี่ของสายลําดับหลักอยางสุมตามชวงที่กําหนด  โดยการทดลองน้ีแบง

ความถี่ของสายลําดับหลักเปน 9 ชวง คือ รอยละ 10-19, 20-29, 30-39, 40-49, 50-59, 60-69, 70-79, 

80-89 และ   90-99 

 3) จําลองสายลําดับอ่ืนโดยสุมเลือกตําแหนงที่เกิดการกลายพันธุรอยละ 2 ของความยาว

จีโนมทั้งหมด  (ประมาณ 200 – 220 คูเบส จาก 10,000 -11,000 คูเบส) ตามรอยละการแปรผันของ

ไวรัสเด็งกี่ที่มีการรายงานไว 

 4) แตละตําแหนงเลือกอัลลีลแบบสุม โดยการทดลองน้ีกําหนดใหแตละตําแหนงมีเพียง 2 

อัลลีล ไดแกอัลลีลเดียวกับสายลําดับหลักและอัลลีลที่ไดจากการสุมเลือก  ซึ่งเปนรูปแบบการ      

แปรผันที่พบบอยที่สุด 
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 5) กําหนดความถี่ของสายลําดับที่จําลองขึ้น 

 6) ทําซ้ําขอ 3) – 5) จนความถี่ของสายลําดับรวมครบ 100% 

3.2.2 จําลองการอานขอมูลดวยเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX  ดังขั้นตอนตอไปน้ี 

 1)  สุมเลือกสายลําดับโดยถวงน้ําหนักตามความถี่ของแตละสายลําดับ 

 2)  สําหรับสายลําดับที่เลือก สุมตําแหนงเร่ิมตนและอานจนครบความยาว 200-300 คูเบส 

 3)  ทําซ้ําจนกวาจะไดจํานวนสายลําดับครบจํานวน  ในที่น้ี จําลองขอมูลใหมีจํานวนสาย

ลําดับที่อานไดแตกตางกันไปทั้งสิ้น 8 คา คือ 500, 1000, 3000, 5000, 10000, 30000, 50000 และ 

100000 เสน 

 ขอมูลที่จําลองขึ้นสําหรับใชทดสอบวิธีที่นําเสนอน้ีจะมีความถี่ของสายลําดับหลักแตกตาง

กันออกไปทั้งสิ้น 9 ชวง และในแตละชวงจะอานสายลาํดับโดยกาํหนดจํานวนสายลาํดับทีอ่านได

แตกตางกันไป 8 คา โดยจําลองขอมูลทั้งสิ้น 10 รอบ จึงไดชุดของสายลําดับที่แตกตางกัน 720 ชดุ 

สําหรับทดสอบวิธีที่นําเสนอ 

3.3 ข้ันตอนการทดสอบวิธีประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่แฮปโพลไทป 

 จากสายลําดับที่ไดจากการจําลองการอานสายลําดับดวยเคร่ือง Roche GS FLX นํามาหา

ตําแหนงที่มีสนิปส จากนั้นเก็บเฉพาะสายลําดับของสนิปส และตําแหนงของสนิปสตัวแรกบนสาย

ลําดับน้ัน นําไปเปนอินพุตสําหรับขั้นตอนวิธีประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่           

แฮปโพลไทปที่นําเสนอ จากนั้นรายงานผลการทดสอบประสิทธิภาพเปนความแมนของสายลําดับ

แฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น เทียบกับประชากรของไวรัสเด็งกี่ที่จําลองขึ้น แสดงขั้นตอนการ

ทดสอบไดดังรูปที่ 3.2 
 

จําลองประชากรของไวรัสเด็งกี่ 

 

จําลองการอานสายลําดับ 

ดวยเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX 

 

ประกอบสายลําดับหลัก 

 

ประมาณความถี่สายลําดับหลัก 

 

รายงานความแมนของขั้นตอนวิธี 
 

รูปที่ 3.2   ขั้นตอนการทดสอบประสิทธิภาพของขั้นตอนวิธีที่นําเสนอ 
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 แตในการทดสอบวิธทีีน่าํเสนอโดย Eriksson และคณะจะนําขอมูลสายลําดับที่จําลองขึ้น 

และตําแหนงของสายลําดับนั้นบนจีโนมไปแปลงใหอยูในรูปแบบที่เหมาะสมกอน ดังรายละเอียด

ในบทที่ 7 ขอ 7.2 นําอินพุตที่ไดจากการแปลงชุดของสายลําดับที่จําลองขึ้นทั้ง 720 ชุดไปประกอบ

แฮปโพลไทปและประมาณความถี่แฮปโพลไทป จากนั้นรายงานความแมนของขั้นตอนวิธี

เชนเดียวกับการทดสอบวิธีที่นําเสนอ 
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บทที่ 4 

การศึกษาความเปนไปไดในการใชเทคโนโลยีอานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบ

ขนานจํานวนมากศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสเด็งกี ่

 ในกลุมของเทคโนโลยีอานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมาก เทคโนโลยีที่

เปนผูนําในดานน้ีคือ เทคโนโลยีพิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง (picotiter plate pyrosequencing) 

ในเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS 20 และ Roche GS FLX ซึ่งพัฒนาโดยกลุม  454 Life Sciences 

เนื่องจากเทคโนโลยี น้ีเปนเทคโนโลยีใหมและยังไมถูกใชในการศึกษาความหลากหลายของ

ไวรัสเด็งกี่ซึ่งมีลักษณะกึ่งสปชีส จึงตองศึกษาความเปนไปไดในการนําเทคโนโลยีน้ีมาใ ชกับเชื้อ

ไวรัสเด็งกี่ โดยแบงการทดสอบเปน 2 สวน คือ ศึกษาโดยใชขอมูลที่จําลองขึ้นและศึกษาโดยใช

ขอมูลที่อานไดจากเคร่ือง อานลําดับเบส  โดยใชขอมูลที่อานไดจากเคร่ืองอานลําดับเบสจากหนวย  

ชีวสารสนเทศและจัดการขอมูลวิจัย ซึ่งเปนผูออกแบบและทําการทดลองในหองปฏิบัติการเพื่อ

ศึกษาความเปนไปไดน้ี 

4.1 ศึกษาความเปนไปไดโดยใชขอมูลสายลําดับที่จําลองข้ึน 

ในขณะที่ทดลองเคร่ืองรุนลาสุดที่ใชเทคโนโลยี พิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง  คอื 

เคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS20 ซึ่งอานสายลําดับไดยาว 100 คูเบส จํานวน 250,000 เสน และ

กระบวนการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารที่ใชสามารถจําลองสายลําดับไดที่ความยาว 

2,000 - 3,000 คูเบส จึงจําลองขอมูลขึ้นตามลักษณะของเคร่ือง อานลําดับเบส  Roche GS20 และ

เทคนิคพีซีอารที่ใชในขณะน้ัน โดยทดสอบ 2 ประเด็นหลกัคอื 

4.1.1 ความถูกตองในการจัดเรียง (alignment) มีขั้นตอนการทดสอบดังนี้ 

 1)  สุมจีโนมจากฐานขอมูล GenBank ขึ้นมา 1 เสน 

 2)  จําลองการอานสายลําดับใหมีความยาวเชนเดียวกับที่ไดจากเคร่ือง Roche GS20 คอื 

ประมาณ     100 คูเบส โดยอานใหทุกๆ ตําแหนงไดเปนตําแหนงเร่ิม ทั้งเสนบวกและเสนลบ  

3)  จัดเรียง (align) สายลําดับที่จําลองไดเทียบกับแมแบบ (template) ที่มีอยู คือ จีโนมของ

ไวรัสเด็งกี่ที่มีในฐานขอมูล GenBank ทั้งหมดยกเวนจีโนมที่ถูกสุมมาเปนตัวทดสอบ ดวย BLAST 

4)  แตละสายลําดับ เลือกแมแบบที่เหมาะสมที่สุด คือ มีคาความยาวที่จัดเรียงได (alignment 

length) ยาวที่สุดและเหมือนกับแมแบบมากที่สุด เลือกตามรอยละของความเหมือน (% identity) 

สูงสุด 
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5)  ตรวจสอบวาแมแบบที่เหมาะสมที่สุดอยูในตําแหนงเดียวกับสายลําดับที่จําลองขึ้นมา

หรือไม และเปนซีโรไทป (serotype) เดียวกนัหรือไม 

ผลที่ได คือ สายลําดับที่จําลองขึ้นมาสามารถจัดเรียงไดถูกตองทั้งซีโรไทปและตําแหนง 
 

4.1.2 ความครอบคลุม (coverage) มีขั้นตอนดังน้ี 

 1) เลือกจีโนมจากฐานขอมูล GenBank ขึ้นมา 1 เสน 

2) แบงจีโนมเปนสายลําดับยอย 5 สาย แตละสายยาว 2,300 คูเบส ตามการทดลองในหอง

วิจัยที่ตองแบงออกเปนสายลําดับยอยกอนเขาสูกระบวนการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร 

(PCR: Polymerase Chain Reaction) ซึ่งการแบงสายลําดับน้ีทําใหมีสวนที่คาบเกี่ยวกัน (overlap) 

ระหวางสายลําดับยอย 

3) อานสายลําดับยอยเปนทอนสั้นๆ ทอนละประมาณ 100 คูเบส โดยสุมตําแหนงเร่ิมตน

และอานตอไปจนไดความยาว  100 คูเบส หรือสดุสาย จํานวน 10,000 ทอน (เคร่ือง Roche GS20 

อานได 200,000 เสนตอคร้ัง แตเราตองการอานพรอมกันหลายๆ ตัวใน 1 คร้ัง จึงจําลองการอานที่ 

10,000 ทอน) 

4) นําสายลําดับที่อานไดมาสรางกราฟของความครอบคลุม โดยแกนนอน  คือ ตําแหนงบน

จีโนม และแกนต้ัง คือ จํานวนคร้ังที่อานตําแหนงน้ัน 

ผลที่ได สามารถอานสายลําดับนิวคลีโอไทดได ครอบคลุมทุกตําแหนง โดย แตละตําแหนง

จะถูกอานเฉลี่ยเทาๆ กัน ยกเวนสวนที่มีการซอนทับ (overlap) จากการแบงสายลําดับยอย จะอานได

เปน 2 เทา 

4.2 ศึกษาความเปนไปไดโดยใชขอมูลสายลําดับที่อานไดจากเคร่ืองอานลําดบัเบส Roche 

GS FLX 

 เน่ืองจากศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ ( BIOTEC) ไดยกระดับเคร่ือง

อานลําดับเบสจาก Roche GS20 มาเปน Roche GS FLX ซึ่งเปนรุนที่พัฒนาตอมาจาก GS20 ทําให

อานสายลําดับเบสไดยาวขึ้นและจํานวนมากขึ้น คือ ยาวเฉลี่ย 200-300 คูเบส  และอานไดมากถึง 

400,000 เสนตอคร้ัง ในการทดลองน้ีจึงเปลี่ยนมาใชเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX 

 การทดลองนี้ออกแบบมาเพื่อพิสูจนความเที่ยงและความไว (sensitivity) ในการอานสาย

ลําดับเบส  โดยเตรียมสายดีเอ็นเอที่จะสงเขาไปอานลําดับเบสจากเสนตนแบบ (prototype strain) 

และโคลน (clone) ที่รูตําแหนงการแปรผัน ( variation) แลว นํารวมกนัในอัตราสวนทีก่าํหนดไว 

โดยซโีรไทป (serotype) 1,3 และ 4 ใชเฉพาะเสนตนแบบเพียง 1 เสน ในอัตราสวนซีโรไทปละ 

18% สวนซีโรไทป 2 นําเสนตนแบบและโคลนมารวมกนัใหมอัีตราสวนรวม 46% ดังตารางที่ 4.1 
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ตารางที่ 4.1  อัตราสวนของปริมาณไวรัสเด็งกี่ทั้ง 4 ซีโรไทปกอนสงไปหาลําดับนิวคลีโอไทด 

dengue type Strain 

Percent mixed RNA 

(Only serotype 2) 

(%) 

Percent mixed 

purified DNA 

(%) 

1 Hawaii - 18 

2 

16681 10.0 

46 

wild type 16681 29.9 

NGC 5.0 

N130A 1.0 

N207A 0.1 

3 H87 - 18 

4 H241 - 18 

รวม  46.0 100 
 

 นําชุดของสายดีเอ็นเอที่เตรียมจากดีเอ็นเอของไวรัสเด็งกี่ทั้ง 4 ซีโรไทปมารวมกันตาม

อัตราสวนตามที่กําหนด ไปอานดวยเคร่ือง อานลําดับเบส Roche GS FLX ไดขอมูลทั้งสิ้น 54,416 

สาย นําขอมูลที่ไดน้ีมาตรวจหาความผิดพลาด (Error Detection) เบื้องตน จากน้ัน นําขอมูลไป

จัดเรียง (align) กับสายลําดับของเสนตนแบบ (prototype strain) ดวยโปรแกรม BLAST นําผลที่

ไดมาวิเคราะหในประเด็นตางๆ ตอไปน้ี 

4.2.1 ความถูกตอง  พิจารณาจาก 

-  ความสามารถในการจับคูกับเสนแมแบบ   จาก BLAST ไดผลดังตารางที่ 4.2 
 

ตารางที่ 4.2  จํานวนสายลําดับที่อานไดแยกตามซีโรไทป 

ซโีรไทป 
จํานวนสายลําดับที่อานได 

(เสน) (%) 

1 10028 18.43 

2 30035 55.20 

3 10591 19.46 

4 3724 6.84 

ไมสามารถแยกได 38 0.07 

รวม 54416 100.00  
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จะเห็นวา ซีโรไทป 1 และ 3 มีอัตราสวนของสายลําดับเบสที่อานไดใกลเคียงกับที่เตรียมไว 

คือ รอยละ 18 และมีซีโรไทป 2 มากที่สุด เชนเดียวกับตัวอยางสายลําดับที่เตรียม แตซีโรไทป 2 มี

เปอรเซ็นตมากกวาที่เตรียม ในขณะที่มีซีโรไทป 4 นอยที่สุด คาดวามีสาเหตุจากขั้นตอนการเตรียม

สารต้ังตนกอนเขาเคร่ืองอานสายลําดับนิวคลีโอไทด 
 

- เปอรเซ็นตความแปรผัน  แมวาเราจะรูสายลําดับของเสนตนแบบและต้ังใจ เตรียม

ตัวอยาง ใหเปนไปตามตาราง 1 แตในความเปนจริงเสนแมแบบที่เรานํามาเตรียม น้ันยัง มีความ        

แปรผันซึ่งเราไมทราบอยู เราจึงทดลองและรายงานความแปรผันเหลานี้ 

เมื่อนําขอมูลที่อานไดจากเคร่ืองมาจัดการความผิดพลาดและจัดเรียงดวย BLAST จากน้ัน

นําผลที่ไดมาแยกซีโรไทป และพิจารณาความแปรผันแยกทีละซีโรไทป หาเปอรเซ็นตความแปรผัน 

หรือสัดสวนของตําแหนงที่มีความแปรผันเทียบกับตําแหนงทั้งหมด ไดผลดังตารางที่ 4.3 

จะเห็นวาความแปรผันโดยเฉลี่ยประมาณรอยละ 2 ซึ่งไมขัดแยงกับคุณลักษณะของ

ไวรัสเด็งกี่ และ มีความแปรผันมากในซีโรไทป 2 ซึ่งเปนซีโรไทปเดียวที่ เตรียมตัวอยางจาก เสน

ตนแบบรวมกบัโคลนทั้งหมด 5 เสน 

 

ตารางที่ 4.3  ความแปรผันในแตละซีโรไทป 

ซโีรไทป ความแปรผัน (%) 

1 1.65 

2 6.88 

3 1.58 

4 0.46 

เฉลี่ย 2.64 

 

4.2.2 ความครอบคลุม (coverage) 

นําผลจาก BLAST มาพิจารณาแตละตําแหนงบนสายดีเอ็นเอของทุกซีโรไทป จากนั้น

คํานวณเปอรเซ็นตความครอบคลุม  เปนสดัสวนระหวาง ตําแหนงที่ถูกอานตอตําแหนงทั้งหมด จาก

ผลการทดลอง สายลําดับที่อานไดและผานตัวกรองความผิดพลาดแลว มีความครอบคลุมสูง โดย

เฉลี่ยสูงถึง 99.66% ดังตารางที่ 4.4 
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ตารางที่ 4.4  ความครอบคลุมตําแหนงบนสายดีเอ็นเอ 

ซโีรไทป ความครอบคลุม (%) 

1 99.67 

2 99.67 

3 99.60 

4 99.74 

เฉลี่ย 99.66 

 

4.2.3 ความสามารถในการอานสวนท่ีมีการผันแปร  

พิจารณาจากซีโรไทป 2 ซึ่งเรารูตําแหนงที่มีการผันแปรของสายดีเอ็นเอที่ใชเตรียมตัวอยาง ดัง

ตารางที่ 4.5 
 

ตารางที่ 4.5  ตําแหนงที่มีการผันแปรของสายดีเอ็นเอในไวรัสเด็งกี่ซีโรไทป 2 ที่สงไป

อานลําดับนิวคลีโอไทป 

Position 16681 prototype wild type 16681 

403 Insert C 

498 G A 

2943 A C 

4308 C T 

4530 A G 

8155 G A 

8571 C T 

10331 A G 

10561 A C 

Position 16681 prototype mutant N130A 

2809 AAC GCG 

   Position 16681 prototype mutant N207A 

3040 AAT GCT 
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ในการทดลองนี้พิจารณาเฉพาะความแปรผันที่เกิดจากกการเปลี่ยนเบส ดังนั้นจะยังไม

พิจารณาที่ตําแหนง  403 เมื่อพิจารณาขอมูลของซีโรไทป 2 จาก BLASTเฉพาะตําแหนงที่รูความ

แปรผนัแลวไดผลดังตารางที่ 4.6  

 

ตารางที่ 4.6  ความผันแปรในสายดีเอ็นเอของไวรัสเด็งกี่ซีโรไทป 2 ในตําแหนงที่รูความแปรผัน

ของชุดตัวอยางที่สงไปหาสายลําดับ เปรียบเทียบระหวางตัวอยางที่สงไปอานและขอมูลที่อานได 

ตําแหนง 

ขอมูลตัวอยางสายดีเอ็นเอ ขอมูลที่อานได 

อัลลีลหลัก  

(major allele) 

อัลลีลรอง  

(minor allele) 

อัลลีลหลัก  

(major allele) 

อัลลีลรอง  

(minor allele) 

เบส ความถี่ (%) เบส ความถี่ (%) เบส ความถี่ (%) เบส ความถี่ (%) 

498 

2809 

2810 

2811 

A 

A 

A 

C 

78.26 

97.83 

97.83 

97.83 

G 

G 

C 

G 

21.74 

2.17 

2.17 

2.17 

G 

A 

A 

C 

53.74 

98.33 

98.54 

98.95 

A 

C/G 

C 

G 

46.26 

0.21 / 1.46 

1.46 

1.05 

2943 

3040 

3041 

3042 

C 

A 

A 

T 

78.26 

99.78 

99.78 

99.78 

A 

G 

C 

T 

21.74 

0.22 

0.22 

0.22 

C 

A 

A 

T 

63.53 

100.00 

100.00 

100.00 

A/G 

- 

- 

- 

30.50/5.96 

- 

- 

- 

4308 T 78.26 C 21.74 T 61.56 C / A 37.40/1.04 

4530 G 78.26 A 21.74 G 76.39 A 23.61 

8155 A 78.26 G 21.74 A 64.14 G / C 35.74 / 0.12 

8571 T 78.26 C 21.74 T 65.67 C 34.33 

10331 G 78.26 A 21.74 G 80.43 A 19.57 

10561 C 78.26 A 21.74 C 70.00 A 30.00 

 

จากตารางจะเห็นวาเคร่ือง อานลําดับเบส Roche GS FLX สามารถรายงานความแปรผันได 

ยกเวนตําแหนง 3040 ถึง 3042 ที่ไมพบความแปรผัน เนื่องจากความแปรผันนอยมาก เพียงรอยละ 

0.22 
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4.2.4 ความถี่ชุดตัวอยางตั้งตนมีผลตอความถี่ท่ีอานได 

เนื่องจากในงานวิจัยนี้จะใชความถี่อัลลีลในการประกอบสายลําดับ และรายงานความถี่ของ

แตละสายลําดับ ดังน้ัน ความถี่ที่อานไดจากเคร่ืองตองเปนไปตามที่มีอยูจริง จากผลการทดลอง

พบวาความถี่ที่อานไดสอดคลองกับความถี่ที่มีในชุดตัวอยาง เห็นไดจากอัตราสวนสายลําดับแยก

ตามซีโรไทป (ตารางที่ 4.2) และความผันแปรในซีโรไทป 2 (ตารางที่ 4.6) 

 จากการทดลองพบวา สามารถใชเทคโนโลยีอานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบพิโคไทเตอร

เพลตไพโรซีเควนซิง ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสเด็งกี่ได  
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บทที่ 5 

การประกอบสายแฮปโพลไทปหลกัและประมาณความถ่ีแฮปโพลไทปสายหลกั 

 การประกอบแฮปโพลไทปทั้งหมดสําหรับกลุมประชากรไวรัสเปนปญหาที่ซับซอน ดังน้ัน

ในขั้นแรกจึงมุงประกอบเฉพาะแฮปโพลไทปสายหลัก คือ แฮปโพลไทปที่พบมากที่สุดในกลุม

ประชากรนั้น หรือกลาวไดวามีความถี่แฮปโพลไทปสูงสุด และประมาณคาความถี่แฮปโพลไทป

สายหลักที่ประกอบขึ้นได โดยไดออกแบบขั้นตอนวิธีและพัฒนาขึ้นเปน 3 รูปแบบหลักคือ 

1. การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด โดย

ประกอบไปตามลําดับ 

2. การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด โดยสุม

ตําแหนง  

3. การประกอบแฮปโพลไทปจากอัลลีลหลัก (major allele) หรืออัลลีลที่พบบอยที่สุดใน

แตละตําแหนง 

5.1  การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด โดย

ประกอบไปตามลําดับ 

 การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักดวยวิธีน้ีจะเลือกสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด

ในแตละตําแหนงมาประกอบกันไปเร่ือยๆ โดยเร่ิมจากตําแหนงแรกสุดไลไปจนถึงตําแหนงสุดทาย 

จากนั้นประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปสายหลักดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตและมัธยฐาน ของความถี่   

อัลลีลแตละตําแหนง 

5.1.1 ข้ันตอนวิธี 

 ขอมูลอินพุตสําหรับขั้นตอนวิธี น้ีคอื สายลําดับยอยของสนิปส และตําแหนงของสนิปสตัว

แรกบนสายแฮปโพลไทป ซึ่งไดจากการเก็บขอมูลสายลําดับสนิปสจากสายลําดับ นิวคลีโอไทดที่

อานได ตามวิธีเก็บสายลําดับสนิปสในบทที่ 3 นําอินพุตน้ีมาเขาสูขั้นตอนการประกอบ                

แฮปโพลไทปสายหลัก ดังน้ี 

1) เรียงสายลําดับสนิปสทั้งหมดตามตําแหนงเร่ิมตน  

2) รวมสายลําดับสนิปสที่เหมือนกัน  คือ มีสายลําดับเบสเหมือนกันและอยูในตําแหนง

เดียวกนัเขาดวยกัน เชน มีสายลําดับสนิปสที่อานไดดังน้ี 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 
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AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AACTTG  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AACTTG  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AACTTG  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

CTTG   เร่ิมตนที่ตําแหนง 1 

AACTTG   เร่ิมตนที่ตําแหนง 5 

 สามารถรวมไดเปน  

1. AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 5 เสน 

2. AACTTG  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 3 เสน 

3. CTTG   เร่ิมตนที่ตําแหนง 1 1 เสน 

4. AACTTG  เร่ิมตนที่ตําแหนง 5 1 เสน 
 

3) ในแตละตําแหนง รวมสายลําดับสั้นๆ ที่สามารถรวมเขากับสายลําดับเสนยาวไดเขา

ดวยกนั นับจํานวนอัลลลีของแตละตําแหนง เชน ตําแหนง เร่ิมตนที่ 0 มีสายลําดับของสนิปส 3 ชดุ 

คือ 

1. AAATTT   5 สาย 

2. AACTTG   3 สาย 

3. AAAT   1 สาย 

สามารถรวมไดเปน 

I. AAATTT  จํานวนอัลลลี 6,6,6,6,5,5 

II. AACTT  จํานวนอัลลลี 3,3,3,3,3 
 

จากขอมูลสายลําดับสนิปสน้ี รวมไดเปน 2 ชุด คือ ชุดที่ I มีสายลําดับเปน AAATTT ซึ่งมี

จํานวนของ A ทั้งสามตัว (ตําแหนง 0-2) และ T ตัวแรกซึ่งอยูที่ตําแหนง 3 ของสายลําดับนี้  เปน 6 

จากการรวมกันของสายลําดับที่ 1 และ 3 และ T สองตัวสุดทายมีจํานวนอัลลีลเปน 5 จากสายลําดับ

ที่ 1 สวนอีกชุด  (ชุดที่ II) คอื AACTT ไดจากสายลําดับที่ 2 ซึ่งไมสามารถรวมกับเสนอ่ืนได มี

จํานวนแตละอัลลลีในสายลาํดับเปน 3 

4) คํานวณความถี่อัลลีล โดยนําจํานวนอัลลลีแตละตําแหนงในแตละชุดสายลําดับทีร่วมไว

หารดวยจํานวนอัลลลีทัง้หมดของตําแหนงน้ันๆ เชน  จากตัวอยางดานบน ความถี่อัลลีลของ A ใน

ชุดที่ I คอื 0.67 (จาก 6 ÷ (6+3)) และความถี่อัลลีลของ C ใน II. คอื 0.33 (จาก 3 ÷ (6+3)) 
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5) ประกอบสาย แฮปโพลไทป โดยเร่ิมจากตําแหนงเร่ิมตนที่นอยที่สุด เลือกสายลําดับที่มี

ความถี่อัลลีลเฉลี่ยสูงสุดมา ประกอบเปนสายลําดับลัพธ   จากน้ันพิจารณาตําแหนงเร่ิมตนลําดับ

ถัดไป เลือกสายลําดับที่มีความถี่เฉลี่ยสูงสุดมาพิจารณาวาสามารถตอกับสายลําดับลัพธที่มีอยูได

หรือไม โดยพิจารณา จากสวนที่ซอนทับกัน  (overlap) ถาได คือ ทุกๆ ตําแหนงที่เหลื่อมกันมีเบส

ชนิดเดียวกันทั้งหมด ใหนําสายลําดับน้ัน ตอกับสายลําดับ ลัพธที่มีอยู พรอมทั้ง รวมความถี่อัลลีลแต

ละตําแหนง ของสายลําดับที่เลือกเขากับ สายลําดับลัพธ แตถาไมไดใหเลือกสายลําดับที่มีความถี่

รองลงมามาพิจารณา ทําเชนนี้ไปเร่ือยๆ จนสุดสาย 

6) ประมาณคาความถี่ แฮปโพลไทป  (haplotype frequency) ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิต และ

คามัธยฐานจากความถี่อัลลีลแตละตําแหนงบนสายลําดับลัพธที่ได 

5.1.2 การทดสอบ 

 5.1.2.1  จําลองขอมูลสําหรับทดสอบข้ันตอนวิธี 

 ทดสอบความถูกตองของขั้นตอนวิธีโดยจําลองขอมูลใหมีลักษณะคลายกับสายลําดับของ

ไวรัสเด็งกี่ที่อานไดจากเคร่ืองอานลําดับเบส  Roche GS FLX โดยใชขอมูลจีโนมจากฐานขอมูลของ 

GenBank เปนตนแบบ แลวจําลองประชากรและการอานสายลําดับเบสตามขั้นตอนการจําลองสาย

ลําดับที่อานไดในบทที่ 3 โดยใหความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลักและจํานวนสายลําดับที่อานได

แตกตางกัน คือ จําลองใหมีความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลักทั้งหมด 9 ชวง คือ รอยละ 10-19, 20-

29, 30-39, 40-49, 50-59, 60-69, 70-79, 80-89 และ 90-99 ในแตละชวงความถีก่าํหนดใหมจํีานวน

สายลําดับที่อานได 8 คา คือ 500, 1000, 3000, 5000, 10000, 30000, 50000 และ 100000 เสน ทําซ้ํา

ทั้งสิ้น 10 รอบ รวมเปนขอมูลทั้งสิ้น 720 ชุด 

ในแตละชุดจะได สายลําดับที่อานไดซึ่งจําลองการอานเลียนแบบการอานดวยเคร่ืองอาน

สายลําดับ Roche GS FLX มาเปนอินพุตของขั้นตอนวิธีที่นําเสนอ และเก็บขอมูลแฮปโพลไทปสาย

หลักและความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลักที่จําลองขึ้นไวสําหรับเปรียบเทียบผลกับสายลําดับ   

แฮปโพลไทปที่ประกอบไดจากขั้นตอนวิธีที่นําเสนอ 

5.1.2.2  ทดสอบ 

 ทดสอบทีละชุด โดยนําสายลําดับที่อานไดในแตละชุดมาเปนอินพุตของขั้นตอนวิธีการ

ประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก และประมาณคาความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลัก เก็บขอมูลสาย

ลําดับลัพธและความถี่ท่ีไดของแตละชุดมาทดสอบประสิทธิภาพของขั้นตอนวิธี 

5.1.2.3 รายงานผล 

 ในแตละชุด นําสายลําดับ ลัพธที่ไดไปเปรียบเทียบกับแฮปโพลไทปสายหลักที่จําลองขึ้นซึ่ง

เปนเสมือนสายลําดับจริงที่คาดหวังจากขั้นตอนวิธี รายงานความแมน (accuracy) โดยวัดเปนรอยละ
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ของตําแหนงที่ถูกตอง  จากน้ันเปรียบเทียบความถี่ ที่ประมาณไดกับความถี่ของ แฮปโพลไทป สาย

หลกั รายงานผลดวยความผิดพลาดสัมบูรณ (absolute error) ซึ่งคํานวณจากความแตกตางระหวาง

ความถี่ที่คํานวณได กับความถี่หลักที่กําหนด  หรือ คาสัมบูรณของความแตกตางระหวางความถี่ท่ี

คํานวณไดกับความถี่จริง 

 นําผลที่ไดจากทุกชุดมาสรุปรายงานความแมนของแฮปโพลไทปสายหลักและความ

ผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปสายหลัก แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลัก 

5.1.3 ผลการทดลอง 

 จากการทดลองประกอบ แฮปโพลไทปสายหลักจากชุดของสายลําดับที่มีความแตกตางกัน

ประมาณรอยละ 2 และม ี2 อัลลีลในแตละตําแหนง ไดความแมนของสาย แฮปโพลไทปที่ประกอบ

ไดดังตารางที่ 5.1 

 

ตารางที่ 5.1 ความแมนของสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่

สูงสุด โดยการประกอบไปตามลําดับ 

ชวงความถี่สาย

ลําดับหลัก (%) 

ความแมนสูงสุด 

(%) 

ความแมนต่ําสุด 

(%) 

ความแมนเฉลี่ย 

(%) 

10-19 93.43 58.88 71.04 
20-29 99.53 55.81 73.19 
30-39 100.00 53.74 78.14 
40-49 100.00 53.95 82.48 
50-59 100.00 50.00 87.96 
60-69 100.00 68.84 94.07 
70-79 100.00 67.44 94.33 
80-89 100.00 65.58 98.55 
90-99 100.00 71.63 99.34 

ท้ังหมด 100.00 50.00 86.57 

 

 นําความแมนที่ได แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลัก มาสรางกราฟไดดังรูปที่ 5.1 จาก

ผลการทดลองจะเห็นวา ความแมนเพิ่มขึ้นเมื่อความถี่สายลําดับหลัก เพิ่มขึ้น โดยความแมนเฉลี่ย

ของชุดขอมูลที่สายลําดับหลักมีความถี่ 90-99 % คอืรอยละ 99.34 และความแมนเฉลี่ยทั้งหมดคือ

รอยละ 86.57 
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รูปที่ 5.1  กราฟความแมนของสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบได ดวยการประกอบ

สายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด แบบประกอบตามลําดับ  แยกตามชวงความถี่

ของสายลําดับหลักที่จําลองขึ้น วัดความแมนจากรอยละของตําแหนงที่ มีอัลลีลตรง

กบัเสนตนแบบ จุดในกราฟแสดงความแมนเฉลี่ยของสายแฮปโพลไทปและชวงใน

กราฟแสดงชวงความแมนของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบไดจากความแมนตํ่าสุด

ถึงความแมนสูงสุด 

 

 จากการประมาณคาความถี่ของสาย แฮปโพลไทป หลกัดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตและมัธยฐาน

ของความถี่อัลลีลแตละตําแหนงของสายลําดับที่ใชในการประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก รายงาน

ผลดวยความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปที่คํานวณได แสดงไดดังตารางที่ 5.2 

 จาก ตาราง  การประมาณความถี่ของแฮปโพลไทปดวยมัธยฐานใหผลดีกวาการประมาณ

ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตเนื่องจากความถี่แฮปโพลไทปที่คํานวณไดใกลเคียงกับความถี่แฮปโพลไทป

จริงมากกวา จากชุดขอมูลที่ทดลองนี้ ความถี่ที่ไดจากการประมาณความถี่ดวยมัธยฐานแตกตางจาก

ความถี่แฮปโพลไทปจริงเพียงรอยละ 0.58 สําหรับชุดขอมูลที่สายลําดับหลักมีความถี่ 90-99 % และ

มีความผิดพลาดสัมบูรณเฉลี่ยรอยละ 2.33 ในขณะที่การประมาณความถี่แฮปโพลไทปดวยคาเฉลี่ย

เลขคณิต มีความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปที่คํานวณไดเฉลี่ยรอยละ 3.48 
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ตารางที่ 5.2 ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปสายหลักที่คํานวณได จากการ

ประกอบแฮปโพลไทปสายหลักดวยสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด โดยการประกอบ

ไปตามลําดับ เปรียบเทียบระหวางการประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปดวยคาเฉลี่ยเลขคณิต

และมัธยฐาน 
 

ชวงความถี่

สายลําดับ

หลัก (%) 

ความผดิพลาดสัมบูรณจากการประมาณ

ความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิต (%) 

ความผดิพลาดสัมบูรณจากการประมาณ

ความถี่ดวยคามัธยฐาน (%) 

สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย 

10-19 0.04 10.40 2.55 0.01 10.67 2.52 

20-29 0.07 8.35 2.53 0.01 9.31 2.28 

30-39 0.02 11.73 3.36 0.02 18.25 3.11 

40-49 0.19 17.22 4.33 0.01 22.18 3.38 

50-59 0.11 21.60 3.99 0.05 28.21 2.59 

60-69 0.18 34.55 5.36 0.00 53.54 2.57 

70-79 0.01 33.66 5.76 0.00 54.75 2.01 

80-89 0.01 46.57 2.31 0.01 80.10 1.71 

90-99 0.01 42.21 1.16 0.01 2.82 0.58 

ท้ังหมด 0.01 46.57 3.48 0.00 80.10 2.33 
 

  

5.2  การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด โดยสุม

ตําแหนง 

 เนื่องจากการประกอบแฮปโพลไทปสายหลักตามวิธี 5.1 จะมีความลําเอียง (bias) จากสาย

ลําดับในตําแหนงที่อยูกอน โดยเฉพาะตําแหนงเร่ิมตนซึ่งในทางปฏิบัติตําแหนงหัวและตําแหนง

ทายของสายลําดับเปนตําแหนงที่มีโอกาสเกิดความผิดพลาดสูง ในวิธีน้ีจึงสุมตําแหนงแลวเลือกสาย

ลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุดในตําแหนงน้ันมาประกอบเปนแฮปโพลไทปสายหลัก โดยมีวิธี

พิจารณาเชนเดียวกับวิธี 5.1 ประกอบจนครบทั้งสาย จากนั้นประกอบซ้ําโดยสุมตําแหนงใหม ทําซ้ํา

เชนน้ีตามจํานวนรอบที่กําหนด นําผลลัพธที่ไดทั้งหมดมาเลือกเสนที่มีความถี่แฮปโพลไทปสูงที่สุด 
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5.2.1 ข้ันตอนวิธี 

 สําหรับวิธีน้ีมีอินพุตเชนเดียวกับวิธี 5.1.1 และมีขั้นตอนวิธีคลายคลึงกันคือ การรวมสาย

ลําดับสนิปสและการคํานวณความถี่อัลลีลในขั้นตอนที่ 1)-4) ทําเชนเดียวกับวิธี 5.1.1 แตในขัน้ตอน

การประกอบแฮปโพลไทป  

1) – 4) ทําเชนเดียวกับวิธี 5.1.1 ไดแก จัดเรียงสายลําดับสนิปสตามตําแหนงเร่ิมตน รวม

สายลําดับสนิปสที่เหมือนกันเขาดวยกัน รวมสายลําดับสนิปสเสนสั้นๆ เขากับเสนยาวที่มีตําแหนง

เร่ิมตนเดียวกัน คํานวณความถี่อัลลีลของสายลําดับสนิปสแตละเสน 

5) ประกอบสาย แฮปโพลไทป โดยสุมตําแหนง ขึ้นมา เลือกสายลําดับ ในตําแหนงน้ัน ที่มี

ความถี่อัลลีลเฉลี่ยสูงสุดมาประกอบเปนสายลําดับลัพธ   จากน้ันสุมตําแหนงถัดไป เลือกสายลําดับ

ในตําแหนงน้ัน ที่มีความถี่เฉลี่ยสูงสุดมาพิจารณาวาสามารถตอกับสายลําดับลัพธที่มีอยูไดหรือไม 

โดยพจิารณา จากสวนที่ซอนทับกัน  (overlap) ถาไมมีตําแหนงใดที่ตางกัน ใหนําสาย ตอกับสาย

ลําดับลัพธที่มีอยู พรอมทั้ง รวมความถี่อัลลีลแตละตําแหนง ของสายลําดับที่เลือกเขากับ สายลําดับ

ลัพธ แตถาไมไดใหเลือกสายลําดับ ในตําแหนงน้ันที่มีความถี่รองลงมามาพิจารณา จากน้ันสุมเลือก

ตําแหนงถดัไป ทําเชนน้ีไปเร่ือยๆ จนสุดสาย 

6) ประมาณคาความถี่ แฮปโพลไทป  (haplotype frequency) ดวยคามัธยฐาน จากความถี่     

อัลลีลแตละตําแหนงบนสายลําดับลัพธที่ได 

7) ทําซ้ําขอ 1) ถึง 6) ตามจํานวนรอบที่กําหนด นําสายลําดับทั้งหมดที่ไดมาเลือกสายลําดับ

ที่มีความถี่แฮปโพลไทปสูงที่สุดเปนผลลัพธของขั้นตอนวิธีน้ี 

5.2.2 การทดสอบ 

 ทดสอบความถูกตองของขั้นตอนวิธี ดวยความแมนของแฮปโพลไทปสายหลักที่ประกอบ

ไดและความแตกตางของความถี่แฮปโพลไทปสายหลักที่คํานวณไดเทียบกับความถี่จริง โดยใช

ขอมูลเดียวกับการทดสอบ 5.1.2 โดยแตละชดุขอมลูกาํหนดจํานวนรอบในการทาํซ้าํขัน้ตอน 1) – 6) 

ทั้งสิ้น 10 รอบ 

5.2.3 ผลการทดลอง 

 จากการทดลองประกอบ แฮปโพลไทป สายหลักจากชุดของสายลําดับ ชุดเดียวกับที่ใช

ทดสอบขัน้ตอนวิธ ี5.1 ไดความแมนของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบไดดังตารางที่ 5.3 
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ตารางที่ 5.3  ความแมนของสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบจากสายลําดับที่อานไดที่มี

ความถี่สูงสุด โดยสุมตําแหนง 

ชวงความถี่สาย

ลําดับหลัก (%) 

ความแมนสูงสุด 

(%) 

ความแมนต่ําสุด 

(%) 

ความแมนเฉลี่ย 

(%) 

10-19 91.63 61.86 76.61 
20-29 95.35 61.40 78.18 
30-39 100.00 63.72 83.17 
40-49 100.00 62.33 87.72 
50-59 100.00 67.29 90.90 
60-69 100.00 83.57 97.03 
70-79 100.00 82.24 98.02 
80-89 100.00 90.23 99.14 
90-99 100.00 93.95 99.73 

ท้ังหมด 100.00 61.40 90.05 

 

 สรางกราฟแสดงความแมนของแฮปโพลไทปสายหลักที่ประกอบได แยกตามชวงความถี่

ของสายลําดับหลักมาสรางกราฟไดดังรูปที่ 5.2 

 จากผลการทดลองจะเห็นวา ความแมนเพิ่มขึ้นเมื่อความถี่สายลําดับหลัก เพิ่มขึน้ โดยความ

แมนเฉลี่ยของชุดขอมูลที่สายลําดับหลักมีความถี่ 90-99 % คอืรอยละ 99.73 และความแมนเฉลี่ย

ทั้งหมดคือรอยละ 90.05 

 จากน้ันประมาณคาความถี่ของสาย แฮปโพลไทปหลกัจากคามัธยฐานของ ความถี่อัลลีลแต

ละตําแหนง  วัดความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่ที่คํานวณไดเทียบกับความถี่จริงของ               

แฮปโพลไทปสายหลักที่เปนอินพุตของขั้นตอนวิธีน้ี ไดผลดังตารางที่ 5.4 

 จาก ตาราง การประมาณความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลักของชุดขอมูลนี้ดวยคามัธยฐาน มี

ความผิดพลาดสัมบูรณ เฉลี่ยรอยละ 1.54 สําหรับชุดขอมูลทั้งหมด และ มีความผิดพลาดสัมบูรณ

เฉลี่ยรอยละ 0.57 สําหรับชุดขอมูลที่สายลําดับหลักมีความถี่ 90-99 % 
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รูปที่ 5.2  กราฟความแมนของ สายแฮปโพลไทป หลักที่ประกอบได  ดวยการประกอบสายลําดับที่

อานไดที่มีความถี่สูงสุด แบบสุมตําแหนง แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลักที่จําลองขึ้น โดยวัด

ความแมนจากรอยละของตําแหนงที่ มีอัลลีลตรงกบัเสนตนแบบ  จุดในกราฟแสดงความแมนเฉลีย่

ของสายแฮปโพลไทปและชวงในกราฟแสดงชวงความแมนของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบไดจาก

ความแมนตํ่าสุดถึงความแมนสูงสุด 
 

ตารางที่ 5.4 ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปสายหลักที่คํานวณได จากการประกอบ

แฮปโพลไทปสายหลักดวยสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุดแบบสุมตําแหนง โดยประมาณ

คาความถี่แฮปโพลไทปดวยมัธยฐาน 

ชวงความถี่สาย

ลําดับหลัก (%) 

ความผิดพลาด

สัมบูรณต่ําสุด (%) 

ความผิดพลาด

สัมบูรณสูงสุด (%) 

ความผิดพลาด

สัมบูรณเฉลี่ย (%) 

10-19 0.01 10.67 2.22 
20-29 0.01 7.50 1.84 
30-39 0.02 10.04 2.34 
40-49 0.01 6.30 1.85 
50-59 0.05 11.04 1.64 
60-69 0.01 8.14 1.46 
70-79 0.01 9.52 1.16 
80-89 0.01 3.37 0.78 
90-99 0.01 2.82 0.57 

ท้ังหมด 0.01 11.04 1.54 
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5.3  การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละตําแหนง 

 เนื่องจากรูปแบบของประชากรไวรัส ที่มีความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลักสูงกวาความถี่

ของแฮปโพลไทปสายอ่ืน และสายแฮปโพลไทปสายอ่ืนเกิดขึ้นเน่ืองจากการกลายพันธุของ       

แฮปโพลไทปสายหลักน้ี ทําใหโดยสวนใหญอัลลีลบนแฮปโพลไทปสายหลักจะเปนอัลลีลที่มี

ความถี่สูงสุดในตําแหนงน้ันๆ จึงไดประกอบแฮปโพลไทปสายหลักขึ้นจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุด

ในแตละตําแหนง 

5.3.1 ข้ันตอนวิธี 

 สําหรับวิธีน้ีมีอินพุต คอื สายลําดับยอยของสนิปส และตําแหนงของสนิปสตัวแรกบนสาย

แฮปโพลไทเชนเดียวกบั 2 วิธีขางตน จากนั้นประกอบแฮปโพลไทปสายหลักตามขั้นตอนดังนี้ 

1) อานสายลําดับยอยของสนิปสทีละเสน เก็บอัลลีลและจํานวนแตละอัลลีลตามตําแหนง

ของอัลลีลนั้นบนสายแฮปโพลไทป เชน 

อินพุตประกอบดวยสายลําดับดังตอไปน้ี 

AAATTC  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

CAGATT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

  TAAGT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 1 

    GATC   เร่ิมตนที่ตําแหนง 2 

         GC   เร่ิมตนที่ตําแหนง 4 

 เก็บคาอัลลีลแตละตําแหนงและจํานวนของแตละอัลลีลไดดังน้ี  

  ตําแหนง 0 ประกอบดวย  A   4  ตัว C   1 ตัว 

  ตําแหนง 1 ประกอบดวย  A   5  ตัว T   1 ตัว 

  ตําแหนง 2 ประกอบดวย  A   5 ตัว  G   2 ตัว 

  ตําแหนง 3 ประกอบดวย  T    4 ตัว A   3 ตัว 

  ตําแหนง 4 ประกอบดวย  T    6 ตัว G   2 ตัว 

  ตําแหนง 5 ประกอบดวย  T   5 ตัว  C   3 ตัว 
   

2) คํานวณความถี่อัลลีล โดย ในแตละตําแหนง นําจํานวนอัลลลีแตละ ตัวมา หารดวย

จํานวนอัลลลีทัง้หมดของตําแหนงน้ัน เชน จากตัวอยางขางตนคํานวณความถี่อัลลีลไดดังน้ี 
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  ตําแหนง 0 ประกอบดวย A  ความถี่ 4 ÷ 5 = 0.80 C ความถี่ 1 ÷ 5 = 0.20 

  ตําแหนง 1 ประกอบดวย A  ความถี่ 5 ÷ 6 = 0.83   T ความถี่ 1 ÷ 6 = 0.17 

  ตําแหนง 2 ประกอบดวย A  ความถี่ 5 ÷ 7 = 0.71 G ความถี่ 2 ÷ 7 = 0.29 

  ตําแหนง 3 ประกอบดวย T  ความถี่ 4 ÷ 7 = 0.57 T ความถี่ 3 ÷ 7 = 0.43

  ตําแหนง 4 ประกอบดวย T  ความถี่ 6 ÷ 8 = 0.75 G ความถี่ 2 ÷ 8 = 0.25 

  ตําแหนง 5 ประกอบดวย T  ความถี่ 5 ÷ 8 = 0.625 T ความถี่ 3 ÷ 8 = 0.375 

 

3) ประกอบสาย แฮปโพลไทปหลัก โดยเลือกอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละตําแหนงมา

ประกอบเปนสายแฮปโพลไทปหลัก  จากตัวอยาง ตําแหนงที่ 0-2 เลือกอัลลีล A และตําแหนงที ่ 3-5 

เลือกอัลลีล T ดังน้ันไดแฮปโพลไทปสายหลักคือ AAATTT  
 

4)  ประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปสายหลัก (haplotype frequency) 

4.1) ประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปสายหลัก ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิต  คาสูงสุด และคา

ตํ่าสุดโดยใชความถี่อัลลีลแตละ ตําแหนงบนสายลําดับลัพธที่ได โดยตรง เชน จากตัวอยางประมาณ

คาความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตไดเปน (0.80+0.83+0.71+0.57+0.75+0.625) ÷ 6 =  0.714 หรือ     

รอยละ 71.4 และประมาณคาความถี่ดวยมัธยฐานไดเปน (0.71+0.75) ÷ 2 = 0.73 หรือ รอยละ 73 
 

4.2)  จากผลการทดลองพบวาการประมาณคาความถี่จากความถี่อัลลีลสูงสุดในแตละ

ตําแหนงโดยตรงไมมีประสิทธิภาพ และการประมาณคาดวยวิธีน้ีไมไดใชความรูเกี่ยวกับการไป

ดวยกันของแตละอัลลีลที่ไดจากอัลลีลที่อยูบนสายลําดับที่อานไดสายเดียวกันเลย ดังน้ันจึงพัฒนา

วิธีการประมาณความถี่แฮปโพลไทปสายหลักขึ้นใหม โดยใชแนวคิดเดียวกับวิธีการประกอบ     

แฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด ไดขั้นตอนประมาณความถี่ดังน้ี 

-  นําสายลําดับที่เหมือนกัน คือ มีความยาวเทากัน มีตําแหนงเดียวกัน และแตละ

ตําแหนงมเีบสตัวเดียวกนั รวมเขาดวยกนั 

 - เรียงสายลําดับที่อานไดทั้งหมดตามตําแหนงจากนอยไปมาก (จากหัวไปทาย)  

 - แตละตําแหนงเรียงสายลําดับตามความยาวจากมากไปนอย  

 - แยกสายลําดับเปนสองกลุมคือ กลุมที่เปนสวนหน่ึงของแฮปโพลไทปสายหลักที่

ประกอบขึ้นคือแตละตําแหนงบนสายลําดับน้ันมีเบสเดียวกับตําแหนงน้ันๆ บน               

แฮปโพลไทป และกลุมที่ไมเหมือนกับแฮปโพลไทปสายหลักที่ประกอบขึ้น โดยการแยก

สายลําดับนี้ทําทีละตําแหนงและเรียงลําดับตามความยาว 
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 - สายลําดับเสนสั้นที่สามารถอยูไดทั้งสองกลุม แบงสายลําดับน้ันใหอยูทั้งสองกลุม

ดวยสัดสวนตามจํานวนอัลลีลในแตละกลุม เชน  แบงสายลําดับที่อานเขามากอนหนาไดเปน 

2 กลุม คือ  

      ก.  กลุมที่เหมือนกับแฮปโพลไทปสายหลัก คือ AAATTGGG  ทั้งหมด 5 เสน 

    ข.  กลุมที่ไมเหมือนกับแฮปโพลไทปสายหลัก ประกอบดวย AAAGTT จํานวน 1 

เสน และ AAC จํานวน 2 เสน 

    สายลําดับที่อานไดลําดับถัดไปคือ AA จํานวน 8 เสน สายลําดับ AA น้ีอยูไดทั้งสอง

กลุม จึงแบงใหทั้งสองกลุมดวยสัดสวยตามสายลําดับที่มีอยูในแตละกลุม ดังน้ัน แบงให AA 

อยูกลุม ก. 5 เสน และอยูกลุม ข. 3 เสน 

 - ทําเชนน้ีจนครบทุกตําแหนง จากน้ันหาความถี่อัลลีลแตละตําแหนงในกลุมที่

เหมือนกับแฮปโพลไทปสายหลัก 

 - ประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปสายหลักดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตและมัธยฐานของ

ความถี่อัลลีลแตละตําแหนงที่คํานวณไดจากกลุมที่เหมือนกับแฮปโพลไทปสายหลักน้ี 

5.3.2 การทดสอบ 

 ทดสอบความถูกตองของขั้นตอนวิธี ดวยความแมนของแฮปโพลไทปสายหลักที่ประกอบ

ไดและความถี่แฮปโพลไทปสายหลัก โดยใชขอมูลเดียวกับ 2 วิธีกอนหนา ดวยขอมูลรวมทั้งสิ้น 

720 ชุด 

5.3.3 ผลการทดลอง 

 จากการทดลองประกอบ แฮปโพลไทปสายหลักจากชุดของสายลําดับที่มีความแตกตางกัน

ประมาณรอยละ 2 และม ี2 อัลลีลในแตละตําแหนง ไดความแมนของสาย แฮปโพลไทปที่ประกอบ

ไดดังตารางที่ 5.5 

 จากนั้น นําความแมนของสายแฮปโพลไทปที่ไดจากการประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก

ดวยอัลลีลที่มีความถี่สูงสุด แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลัก มาสรางกราฟไดดังรูปที่ 5.3 

 จากผลการทดลองจะเห็นวา ความแมนเพิ่มขึ้นเมื่อความถี่สายลําดับหลัก เพิ่มขึน้ โดยความ

แมนเฉลี่ยของชุดขอมูลที่สายลําดับหลักมีความถี่ 90-99 % คอืรอยละ 100 และความแมนเฉลี่ย

ทั้งหมดคือรอยละ 92.07 ในความเปนจริง การประกอบแฮปโพลไทปดวยวิธีน้ีจากชุดขอมูลที่สาย

ลําดับหลักมีความถี่ต้ังแต 51% ขึ้นไปควรจะไดสายลําดับแฮปโพลไทปที่ถูกตองทุกตําแหนง แต

จากผลการทดลองไมเปนเชนน้ัน เพราะกรณีที่จํานวนสายลําดับที่อานมาเปนอินพุตไมมากพอ จะ

อานสายลําดับไดไมครอบคลุมทั้งหมด ทําใหตําแหนงที่ไดเกิดขอผิดพลาด สําหรับชุดขอมูลน้ีที่

ความถี่ของสายลําดับหลักเปน 60% ขึ้นไป จะไดแฮปโพลไทปที่ถูกตองทั้งเสนเมื่อสายลําดับที่อาน 
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ตารางที่ 5.5 ความแมนของสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดใน

แตละตําแหนง 

ชวงความถี่สาย

ลําดับหลัก (%) 

ความแมนสูงสุด 

(%) 

ความแมนต่ําสุด 

(%) 

ความแมนเฉลี่ย 

(%) 

10-19 89.77 73.95 81.60 
20-29 92.56 69.77 81.32 
30-39 93.95 73.95 84.96 
40-49 98.14 77.21 89.08 
50-59 100.00 73.36 96.03 
60-69 100.00 68.84 94.07 
70-79 100.00 95.35 99.83 
80-89 100.00 98.60 99.98 
90-99 100.00 100.00 100.00 

ท้ังหมด 100.00 69.77 92.07 
 

 
 

รูปที่ 5.3  กราฟความแมนของ สายแฮปโพลไทป หลักที่ประกอบได  ดวยอัลลีลที่มีความถี่

สูงสุด แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลักที่จําลองขึ้น  โดยวัดความแมนจากรอยละของ

ตําแหนงที่ มีอัลลีล ตรงกบัเสนตนแบบ  จุดในกราฟแสดงความแมนเฉลี่ยของสาย            

แฮปโพลไทปและชวงในกราฟแสดงชวงความแมนของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบไดจาก

ความแมนตํ่าสุดถึงความแมนสูงสุด 
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ไดมจํีานวน 3,000 เสนขึ้นไป และสายลําดับที่อานไดตองมีจํานวน 10,000 เสนขึ้นไปสําหรับชุด

ขอมูลที่มีสายลําดับหลักอยูในชวง 52-59% 

 เมื่อไดแฮปโพลไทปสายหลักแลว นําความถี่อัลลีลแตละตําแหนงบนแฮปโพลไทปที่ไดไป

ประมาณคาความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิต คาสูงสุดและคาตํ่าสุด ไดผลดังตารางที่ 5.6 
 

ตารางที่ 5.6 ความผิดพลาดสัมบูรณของงความถี่แฮปโพลไทปสายหลักที่คํานวณได จากการ

ประกอบแฮปโพลไทปสายหลักดวยจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุด เปรียบเทียบระหวางการประมาณคา

ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิต คาสูงสุดและคาตํ่าสุด 

ชวงความถี่

สายลําดับ

หลัก (%) 

ความแตกตางจากการ

ประมาณดวย 

คาเฉลี่ยเลขคณิต (%) 

ความแตกตางจากการ

ประมาณ 

ดวยคาสูงสุด (%) 

ความแตกตางจากการ

ประมาณ 

ดวยคาต่ําสุด (%) 

สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย 

10-19 50.54 60.85 54.97 79.25 86.63 83.41 30.21 36.73 34.40 
20-29 41.69 52.22 46.86 68.21 79.87 75.64 21.09 30.32 26.55 
30-39 29.69 44.63 35.98 47.94 68.89 61.58 10.47 19.26 14.71 
40-49 24.93 36.27 30.10 47.84 59.50 54.44 2.40 13.29 5.85 
50-59 15.50 28.95 22.16 28.71 49.53 43.17 0.05 8.16 3.43 
60-69 13.10 21.21 18.32 33.00 37.31 33.68 0.03 19.16 6.23 
70-79 7.43 13.50 10.76 18.87 29.37 23.57 0.28 28.45 9.28 
80-89 0.02 10.25 6.07 1.92 17.94 12.88 0.27 32.61 7.76 
90-99 0.01 5.91 2.22 0.60 9.39 5.53 0.62 33.52 6.98 

ท้ังหมด 0.01 60.85 26.07 0.60 86.63 44.92 0.03 36.73 13.14 
 

 จากตารางจะเห็นวาการประมาณคาความถี่จากความถี่อัลลีลที่มากที่สุดในแตละตําแหนง

โดยตรงใหผลไมดีเทาที่ควร ดังนั้นจึงไดปรับปรุงการประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปใหมโดยใช

แนวคิดเดียวกับการประมาณคาความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลักที่ไดจากสายลําดับที่อานไดที่มี

ความถี่สูงสุด ดังขั้นตอนในขั้นตอนวิธี 5.3.1 ขอ 4.2) ได ความผิดพลาดสัมบูรณ ของความถี่         

แฮปโพลไทปสายหลักที่ประมาณไดเทียบกับความถี่แฮปโพลไทปจริง ดังแสดงในตารางที่ 5.7 

 จากตารางที่ 5.7 การประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปสายหลักโดยแบงกลุมสายลําดับที่

อานไดออกเปน 2 กลุม คือ กลุมที่คาดวามาจากแฮปโพลไทปสายหลักที่ประกอบขึ้น กับกลุมที่ไม

ไดมาจากแฮปโพลไทปสายหลักนี้ แลวจึงประมาณความถี่แฮปโพลไทปจากความถี่อัลลีลของสาย
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ลําดับเฉพาะที่อยูในกลุมที่คาดวามาจากแฮปโพลไทปสายหลักนี้ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตและมัธยฐาน 

ใหผลดีกวาการประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปจากความถี่อัลลีลสูงสุดในแตละตําแหนงโดยตรง 

โดยการประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปจากความถี่อัลลีลของสายลําดับกลุมที่มาจากแฮปโพลไทป

สายหลักที่ประกอบได ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตและมัธยฐานน้ันใหประสิทธิภาพใกลเคียงกัน 

 

ตารางที่ 5.7 ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปสายหลักที่คํานวณได จากการประกอบ

แฮปโพลไทปสายหลักดวยจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุด เปรียบเทียบระหวางการประมาณคาดวย

คาเฉลี่ยเลขคณิตและมัธยฐานของความถี่อัลลีลบนสายลําดับที่มาจากแฮปโพลไทปสายหลัก 

ชวงความถี่

สายลําดับ

หลัก (%) 

ความผิดพลาดสัมบูรณจากการ

ประมาณความถี่ดวย 

คาเฉลี่ยเลขคณิต (%) 

ความผิดพลาดสัมบูรณจากการ

ประมาณความถี่ 

ดวยคามัธยฐาน (%) 

สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย 

10-19 0.02 11.56 4.69 0.28 15.08 7.12 

20-29 1.31 16.54 10.79 2.09 20.78 14.29 

30-39 0.36 26.21 16.58 3.00 35.23 20.72 

40-49 1.74 33.55 15.22 0.03 39.58 13.94 

50-59 0.03 24.70 6.16 0.01 29.41 3.05 

60-69 0.01 14.62 3.18 0.03 5.93 1.47 

70-79 0.08 13.57 2.13 0.01 9.09 0.99 

80-89 0.01 13.8 2.99 0.01 4.11 0.81 

90-99 0.01 6.54 0.93 0.01 2.82 0.58 

ท้ังหมด 0.01 33.55 7.19 0.01 39.58 7.36 

 

5.4  เปรียบเทียบแตละข้ันตอนวิธี 

 เปรียบเทียบประสิทธิภาพขั้นตอนวิธีประกอบแฮปโพลไทปสายหลักทั้งสามวิธี คือ 

ประกอบจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุดโดยเรียงตามลําดับ ประกอบจากสายลําดับที่อาน

ไดที่มีความถี่สูงสุดโดยสุมตําแหนง และประกอบจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุด โดยใชคาความแมน 

ไดผลดังตารางที่ 5.8 
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ตารางที่ 5.8 ความแมนของสายแฮปโพลไทปหลัก เปรียบเทียบระหวางขั้นตอนวิธี 5.1, 5.2 และ 5.3 

ชวงความถี่

สายลําดับ

หลัก (%) 

ความแมนจากข้ันตอน

วิธี 5.1 (%) 

ความแมนจากข้ันตอนวิธี 

5.2 (%) 

ความแมนจากข้ันตอนวิธี 5.3 

(%) 

สูงสุด ต่ําสุด เฉลี่ย สูงสุด ต่ําสุด เฉลี่ย สูงสุด ต่ําสุด เฉลี่ย 

10-19 93.43 58.88 71.04 91.63 61.86 76.61 89.77 73.95 81.60 
20-29 99.53 55.81 73.19 95.35 61.40 78.18 92.56 69.77 81.32 
30-39 100.00 53.74 78.14 100.00 63.72 83.17 93.95 73.95 84.96 
40-49 100.00 53.95 82.48 100.00 62.33 87.72 98.14 77.21 89.08 
50-59 100.00 50.00 87.96 100.00 67.29 90.90 100.00 73.36 96.03 
60-69 100.00 68.84 94.07 100.00 83.57 97.03 100.00 68.84 94.07 
70-79 100.00 67.44 94.33 100.00 82.24 98.02 100.00 95.35 99.83 
80-89 100.00 65.58 98.55 100.00 90.23 99.14 100.00 98.60 99.98 
90-99 100.00 71.63 99.34 100.00 93.95 99.73 100.00 100.00 100.00 

ท้ังหมด 100.00 50.00 86.57 100.00 61.40 90.05 100.00 69.77 92.07 
 

 นําความแมนเฉลี่ยของแตละขั้นตอนวิธีมาสรางกราฟ โดยจําแนกตามชวงความถี่ของสาย

ลําดับหลักไดดังรูปที่ 5.4 
 

 

รูปที่ 5.4  กราฟความแมนของสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบขึ้น เปรียบเทียบระหวาง

ขั้นตอนวิธี 5.1, 5.2 และ 5.3 
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5.5  สรุป 

 จากรูปที่ 5.4 จะเห็นวาขั้นตอนวิธีที่ใหความแมนสูงสุดคือ ขั้นตอนวิธี  5.3 การประกอบ

แฮปโพลไทปสายหลักจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุด รองลงมาคือ ขั้นตอนวิธี 5.2 การประกอบ      

แฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานได โดยสุมตําแหนง ซึ่งขั้นตอนวิธี 5.2 เปนวิธีแบบความ

นาจะเปน  (probabilistic method) ผลของแตละรอบไมเหมือนกัน ตางจากขั้นตอนวิธีที่ 5.3 ซึ่ง

คําตอบขึ้นอยูกับอินพุตที่ไดเทาน้ัน จึงเลือกใชทั้ง 2 ขั้นตอนวิธีน้ีสําหรับประกอบชุดของ            

แฮปโพลไทปของประชากรไวรัสเด็งกี่ในบทถัดไป 

 สําหรับการประมาณคาความถี่น้ันเลือกใชการประมาณคาความถี่ดวยคามัธยฐานของ

ความถี่อัลลีลบนสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบขึ้นสําหรับขั้นตอนวิธี 5.2 และใชการประมาณ

คาความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตของอัลลีลในกลุมของสายลําดับที่อานไดที่เหมือนกับสาย            

แฮปโพลไทปหลักสําหรับขั้นตอนวิธี 5.3 
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บทที่ 6 

การประกอบชุดของสายแฮปโพลไทปและประมาณความถ่ีแฮปโพลไทป 

 จากวิธีประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก สามารถนํามาประยุกตใชกับการประกอบชุดของ

แฮปโพลไทปของประชากรไวรัสเด็งกี่ได โดยประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก จากนั้นกรองเอาสาย

ลําดับที่คาดวามาจากแฮปโพลไทปสายหลักออก นําสายลําดับที่เหลือมาประกอบแฮปโพลไทปที่มี

ความถี่สูงสุดในกลุมที่เหลือ วนซ้ําเชนน้ีไปเร่ือยๆ จนถึงเกณฑที่กําหนด จากน้ันทดสอบความแมน

ของผลลัพธที่ไดและรายงานผล 

6.1  ข้ันตอนวิธี 

 อินพุตสําหรับขั้นตอนวิธีน้ีเปนสายลําดับที่อานไดเชนเดียวกับในบทที่ 5 โดยขัน้ตอนวิธน้ีี

ประกอบดวย 2 ขั้นตอนหลักคือ ขั้นตอนการประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก และขั้นตอนการกรอง

สายลําดับที่คาดวาเปนสายลําดับที่อานไดจากแฮปโพลไทปสายหลักในรอบน้ันๆ ออก จากน้ันนํา

สายลําดับที่เหลือเปนอินพุตของรอบถัดไป วนซ้ําเชนน้ีไปเร่ือยๆ จนกวาสายลําดับจะหมด หรือถึง

ขอบเขตที่กําหนด โดยในการทดลองนี้กําหนดใหวนซ้ําจนกวาสายลําดับแฮปโพลไทปที่เหลือมี

ความถี่นอยกวารอยละ 1 และใหวนซ้ําทั้งสิ้นไมเกิน 50 รอบ เมื่อถึงขอบเขตที่กําหนดแลวให

ประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่เหลือ และกําหนดคาความถี่ของแฮปโพลไทปสาย

น้ันตามความถี่แฮปโพลไทปที่ยังขาดอยู เปนอันสิ้นสุดขั้นตอนวิธี แสดงขั้นตอนวิธีหลักไดน้ีดังรูป

ที่ 6.1 โดยขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลักและขั้นตอนกรองสายลําดับมีรายละเอียดดังนี้ 

6.1.1 ข้ันตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก 

 ในขั้นตอนน้ีทําเหมือนขั้นตอนวิธีในบทที่ 5 โดยเลอืก 2 วิธีที่ใหความแมนสูงสุดจากการ

ทดลองในบทที่ 5 คือ ขั้นตอนวิธี 5.2 การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานไดที่มี

ความถี่สูงสุด แบบสุมตําแหนง โดยใชการประมาณคาความถี่ดวยคามัธยฐานของความถี่อัลลีลบน

สายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบขึ้น และขั้นตอนวิธี  5.3 การประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก

จากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดและประมาณคาความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตของอัลลีลในกลุมของสาย

ลําดับที่อานไดที่เหมือนกับสายแฮปโพลไทปหลัก 

6.1.2 ข้ันตอนกรองสายลําดับ 

 ขั้นตอนนี้จะกรองสายลําดับที่คาดวาไดมาจากการอานสายลําดับที่เปนแฮปโพลไทปสาย

หลักออกจากสายลําดับเดิมที่เปนอินพุตของรอบน้ัน โดยมีขั้นตอนดังน้ี 
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 1) ในแตละตําแหนงบนแฮปโพลไทปสายหลัก คํานวณจํานวนอัลลีลที่มาจาก               

แฮปโพลไทปสายน้ี โดยนําคาความถี่แฮปโพลไทปสายหลักที่คํานวณไดคูณกับจํานวนอัลลีล

ทั้งหมดที่อานไดในตําแหนงน้ัน 

 2) นําสายลาํดับทีเ่หมอืนกนัรวมเขาดวยกนั โดยเกบ็จํานวนสายลาํดับน้ันไว 

 3) เรียงสายลําดับตามความยาวของสายลําดับจากมากไปนอย 

 4) เรียงสายลําดับที่ความยาวเดียวกันตามจํานวนจากมากไปนอย 

 5) ไลดูทีละสายลําดับ ถาสายลําดับน้ันเปนสวนหน่ึงของแฮปโพลไทปสายหลักที่ประกอบ

ไดในรอบน้ัน และมีจํานวนไมเกินจํานวนอัลลีลบนแฮปโพลไทปสายหลักที่เหลืออยูของตําแหนง

น้ัน (ไดจากการคํานวณในขอ 1) หรือมากกวาไมเกิน 1% ใหกรองสายลําดับน้ันทิ้ง แตถาสายลําดับ

น้ันมีจํานวนมากกวาจํานวนอัลลีลที่เหลืออยูเกิน 1% ใหกรองออกเทากับจํานวนอัลลีลบน         

แฮปโพลไทปสายหลักที่เหลืออยู 
 

  

รูปที่ 6.1  แผนผังแสดงขั้นตอนประกอบชุดของแฮปโพลไทปและประมาณคาความถี่ของ

แฮปโพลไทปแตละเสน 

ประกอบแฮปโพลไทปสายหลักและกําหนด

ความถี่แฮปโพลไทปตามความถี่ที่เหลือ 

ประกอบแฮปโพลไทปสายหลักและ

ประมาณคาความถี่แฮปโพลไทป 

อินพุต: ชุดของสายลําดับที่อานได 

กรองสายลําดับที่คาดวาอานไดจาก

แฮปโพลไทป  ℎ𝑖𝑖  ออก 

รอบที่ i 

เอาทพุต i: ℎ𝑖𝑖  และ  𝑓𝑓𝑖𝑖  

𝑖𝑖 < 50 && �𝑓𝑓𝑘𝑘

𝑖𝑖

0

< 0.99 && ℎ𝑎𝑎𝑎𝑎𝑅𝑅𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 

𝑟𝑟𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 

ℎ𝑖𝑖 ,𝑓𝑓𝑖𝑖  
𝑟𝑟𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 

True 

False 
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 6) ลบจํานวนอัลลีลบนแฮปโพลไทปสายหลักที่เหลืออยูออกตามจํานวนสายลําดับที่กรอง

ออกไป 

 7) ทําซ้ําจนครบทุกสายลําดับ หรือจํานวนอัลลีลที่เหลืออยูหมด 

 8) ชุดของสายลําดับที่เหลือ คือชุดของสายลําดับที่คาดวาไมอยูบนแฮปโพลไทปที่ไดใน

รอบน้ัน 

6.2  การทดสอบ 

 ทดสอบดวยชุดขอมูลเดียวกับในบทที่ 5 แตเก็บขอมูลแฮปโพลไทปทั้งหมดที่จําลองขึ้น

และความถี่ของแตละแฮปโพลไทปสําหรับใชเปรียบเทียบผลดวย แทนที่จะเก็บเฉพาะขอมูล     

แฮปโพลไทปสายหลักเพียงอยางเดียว ทดสอบผลเปรียบเทียบระหวางการเลือกใชวิธีประกอบ   

แฮปโพลไทปดวยขัน้ตอนวิธ ี5.2 และ 5.3 โดยเปรียบเทียบความแมนกับสายแฮปโพลไทปที่จําลอง

ขึ้น เรียงตามลําดับความถี่ น่ันคือ เปรียบเทียบแฮปโพลไทปที่จําลองขึ้นเสนที่มีความถี่สูงสุด กับ

แฮปโพลไทปที่มีความถี่สูงสุดที่ไดจากการประกอบดวยวิธีที่นําเสนอ ไลไปจนถึงเสนที่มีความถี่

นอยที่สุด 

6.3  ผลการทดลอง 

 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของขั้นตอนวิธีดวยความแมนของสายลําดับที่ประกอบขึ้น โดย

แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลักและลําดับที่ของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบได ดังแสดงใน

ตารางที่ 6.1 
 

ตารางที่ 6.1 ความแมนของแฮปโพลไทปที่ประกอบได แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลักและ

ลําดับของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น เปรียบเทียบระหวางการเลือกใชวิธี 5.2 และ 5.3 ใน

ขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก 

เสนท่ี 
ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

1 
76.68 77.34 82.65 86.99 90.94 97.05 97.75 99.52 99.94 

81.60 81.32 84.96 89.08 96.03 99.63 99.83 99.98 100.00 

2 
63.25 61.90 59.29 60.32 54.70 54.44 45.88 43.42 41.30 

69.71 68.06 69.08 75.89 88.63 80.16 92.66 86.87 76.99 

3 
62.27 58.79 55.12 52.09 49.65 54.16 46.12 49.87 39.09 

67.12 67.07 64.89 63.35 69.19 71.63 71.17 62.82 65.75 
4 62.06 59.12 51.80 51.97 49.86 52.41 51.16 47.27 0 
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เสนท่ี 
ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

67.40 65.51 57.75 54.56 63.03 61.58 58.93 58.83 60.54 

5 
62.96 58.91 53.09 51.93 51.64 53.00 53.00 0 0 

68.66 64.77 56.32 54.39 57.29 58.36 56.96 59.70 56.82 

6 
61.96 57.72 52.74 51.53 57.67 55.59 0 0 - 

67.30 62.06 53.04 54.02 56.57 55.62 54.02 55.50 - 

7 
61.41 55.71 56.15 56.77 55.76 0 - - - 

66.61 59.48 57.22 55.64 56.50 56.59 - - - 

8 
61.52 56.79 56.27 55.23 53.02 0 - - - 

65.79 58.70 56.66 55.35 59.93 60.20 - - - 

9 
61.19 55.46 - - - - - - - 

66.40 57.39 - - - - - - - 

10 
60.21 56.33 - - - - - - - 

64.95 59.73 - - - - - - - 

ทั้งหมด 
61.79 60.01 59.61 60.22 60.16 61.90 60.56 60.98 58.42 
66.50 64.73 64.90 66.52 75.22 71.82 81.40 80.23 82.17 

 

  แสดง ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปท่ีประกอบขึ้นโดยใชวิธี 5.2 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก 

   แสดงความแมนเฉล่ียของแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นโดยใชวิธี 5.3 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสาย

หลัก 

-   คือ แฮปโพลไทปเสนนั้นไมมีอยูจริงในอินพุตของขั้นตอนวิธี 

0   คือ ไมมีสามารถประกอบแฮปโพลไทปในลําดับนั้นไดดวยวิธีที่นําเสนอ เนื่องจากแฮปโพลไทปนั้นมีความถ่ี

นอย 

 

 จากตารางจะเห็นวาความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นโดยใชวิธี 5.3 ใน

ขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลักสูงกวาการเลือกใชวิธี 5.2 ความแมนของแฮปโพลไทปที่

ประกอบขึ้นโดยเลือกใชวิธี 5.3 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทป เฉลี่ยทั้งหมดทุกเสนและทุกชวง

ความถี่สายลําดับหลักเปนรอยละ 69.79 ในขณะที่การประกอบแฮปโพลไทปโดยเลือกใชวิธี 5.2 มี

ความแมนเฉลี่ยรอยละ 66.65 
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นอกจากนี้ จากตารางพบวา แฮปโพลไทปเสนแรกๆ ซึ่งมีความถี่สูงจะมีความแมนสูงกวา

แฮปโพลไทปลําดับถัดไป และแฮปโพลไทปของชุดสายลําดับที่มีความถี่สายลําดับหลักสูงจะมี

ความแมนโดยเฉลี่ยสูงกวาแฮปโพลไทปของชุดสายลําดับที่มีความถี่สายลําดับหลักตํ่า  

 เมื่อพิจารณาวิธีประกอบแฮปโพลไทปโดยเลือกวิธี 5.3 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทป

สายหลัก โดยพิจารณาจํานวนสายลําดับที่อานไดซึ่งเปนอินพุตของขั้นตอนวิธี เมื่อสายลําดับที่อาน

ไดมจํีานวน 500, 1000, 3000, 5000, 10000, 30000, 50000 และ 100000 เสน โดยใชประชากร

เดียวกัน คือ มีแฮปโพลไทปชุดเดียวกัน แตละแฮปโพลไทปมีสายลําดับเบสและความถี่เดียวกัน 

พบวา เมื่อจํานวนสายลําดับที่อานไดมากขึ้น ความแมนของแฮปโพลไทปที่ประกอบไดสูงขึ้น 

เน่ืองจากเมื่ออานสายลําดับจํานวนมากขึ้น ความครอบคลุมสูงขึ้น แตละเสน แตละตําแหนงถูกอาน

มากคร้ังขึ้นทําใหอานสายลําดับไดถูกตองยิ่งขึ้น แสดงความแมนของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบ

ขึ้น จําแนกตามจํานวนสายลําดับที่อานไดซึ่งเปนอินพุตของขั้นตอนวิธีไดดังตารางที่ 6.2 

 

ตารางที่ 6.2 ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปที่ประกอบไดจากการประกอบแฮปโพลไทปทั้งชุด

โดยเลือกใชวิธี 5.3 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก จําแนกตามจํานวนสายลําดับที่อาน

เขามาเปนอินพุตของขั้นตอนวิธี 

จาํนวน

สาย

ลําดับ 

ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 ทั้งหมด 

500 66.28 63.19 63.54 63.60 63.66 67.81 70.39 73.30 72.96 65.95 

1,000 65.82 64.40 64.25 64.92 65.78 67.97 72.24 72.05 71.46 66.62 

3,000 66.35 64.90 64.84 65.54 71.52 70.46 76.70 73.84 75.05 68.36 

5,000 66.53 65.01 64.87 66.91 73.73 72.31 80.45 77.47 78.78 69.58 

10,000 66.68 64.90 65.41 66.82 78.59 73.11 83.92 80.41 82.63 70.72 

30,000 66.66 65.09 65.30 67.89 81.30 74.05 88.22 88.20 90.43 71.93 

50,000 66.79 65.30 65.66 68.15 81.97 73.90 89.73 90.24 90.95 72.17 

100,000 66.81 65.08 65.33 68.35 84.96 74.56 90.35 93.07 94.99 72.58 
 

 จากตาราง นําความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นจากชุดของสายลําดับที่อาน

เขามาจํานวนตางๆ กัน นํามาสรางกราฟจําแนกตามความถี่ของสายลําดับหลักไดดังรูปที่ 6.2 
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รูปที่ 6.2  กราฟความแมนเฉลี่ยของชุดสายลําดับแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น จากขอมูล    

สายลําดับที่อานไดจํานวน 500, 1000, 3000, 5000, 10000, 30000, 50000 และ 100000 เสน 

 จากผลการทดลองความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปสูงขึ้นเมื่อจํานวนสายลําดับที่อานได

ซึ่งเปนอินพุตของขั้นตอนวิธีเพิ่มขึ้น โดยความแมนเฉลี่ยเมื่ออานสายลําดับเขามาทั้งสิ้น 100,000 

เสนเปนรอยละ 72.58 และความเมนเฉลี่ยเมื่ออานสายลําดับ 500 เสนเปนรอยละ 65.95 กรณีที่

อินพตุเปนสายลาํดับจํานวน 100,000 เสน และมีชวงความถี่ของสายลําดับหลักระหวาง 90-99% ซึ่ง

เปนกรณีที่ใหความแมนเฉลี่ยของชุดสายลําดับแฮปโพลไทปสูงสุด มีความแมนเฉลี่ยของชุด      

แฮปโพลไทปเปนรอยละ 94.99 

 ประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นโดยเลือกใชวิธี 5.3 ในขัน้ตอนการประกอบ

แฮปโพลไทป และประมาณคาความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตของความถี่อัลลีลในกลุมของสายลําดับที่

อานไดที่เหมือนกับสายแฮปโพลไทปหลัก ความถี่แฮปโพลไทปที่ไดมีความผิดพลาดสัมบูรณเฉลี่ย

รอยละ 4.76 และเมื่อสายลําดับหลักมีความถี่ระหวาง 90-99 % ความถี่แฮปโพลไทปที่คํานวณไดมี

ความผิดพลาดสัมบูรณเพียงรอยละ 0.91 แสดงรายละเอียดดังตารางที่ 6.3 
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ตารางที่ 6.3 ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปที่คํานวณไดกับความถี่แฮปโพลไทป

จริง จากการประกอบแฮปโพลไทปทั้งชุดโดยใชวิธี 5.3 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก 

เสนท่ี 
ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

1 4.69 10.79 16.58 15.22 6.16 3.18 2.13 2.99 0.93 
2 3.16 10.16 16.73 15.29 7.09 5.01 1.49 1.72 0.92 
3 4.14 10.45 14.23 9.30 4.12 5.49 2.04 1.43 0.79 
4 4.48 9.19 8.94 3.35 2.70 3.55 1.33 1.00 1.16 
5 4.40 7.77 4.31 2.57 2.03 2.39 1.00 1.58 0.79 
6 4.08 5.09 1.48 1.46 1.74 1.17 0.61 0.67 - 

7 3.79 3.52 1.40 1.13 1.70 0.93 - - - 

8 3.62 2.34 1.08 0.67 1.80 1.12 - - - 

9 3.25 1.64 - - - - - - - 

10 3.00 1.66 - - - - - - - 

ท้ังหมด 2.97 6.49 10.52 8.49 4.45 3.51 1.73 1.92 0.91 

6.4  สรุป 

 ขั้นตอนวิธีประกอบชุดของแฮปโพลปโดยประกอบแฮปโพลไทปสายหลักทีละเสน 

จากนั้นกรองสายลําดับเสนที่คาดวามาจากแฮปโพลทสายที่ประกอบไดน้ันออก แลวนําสายลําดับที่

เหลือมาประกอบแฮปโพลไทปลําดับถัดไป โดยใชวิธี 5.3 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสาย

หลักของแตละรอบใหประสิทธิภาพดีกวาที่เลือกใชวิธี 5.2 โดยมีความแมนเฉลี่ยรอยละ 69.79 และ

จะใหความแมนสูงสุดเมื่อชุดของสายลําดับที่อานไดมีจํานวน 100,000 เสน และความถี่ของสาย

ลําดับหลักอยูระหวาง 90-99 % โดยมีความแมนเฉลี่ยรอยละ 94.99 

 ดังน้ัน จึงเลือกใชวิธีประกอบชุดของแฮปโพลไทปโดยเลือกใชวิธี 5.3 คือ ประกอบ      

แฮปโพลไทปจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละตําแหนง สําหรับการประกอบแฮปโพลไทปสาย

หลักในแตละรอบ และใชการประมาณความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตของความถี่อัลลีลบนสายลําดับที่

อานไดในกลุมที่เหมือนกับสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบไดในรอบน้ัน 
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บทที่ 7 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ 

 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีประกอบชุดของแฮปโพลไทปและประมาณความถี่    

แฮปโพลไทปที่นําเสนอ คือ การประกอบชุดแฮปโพลไทปโดยประกอบแฮปโพลไทปสายหลักทีละ

เสนดวยอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละตําแหนง จากน้ันกรองสายลําดับเสนที่คาดวามาจาก      

แฮปโพลไทปสายที่ประกอบไดน้ันออก แลวนําสายลําดับที่เหลือมาประกอบแฮปโพลไทปลําดับ

ถัดไป และประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปแตละเสนดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตของความถี่อัลลีลบน

สายลําดับในกลุมที่คาดวามาจากแฮปโพลไทปสายนั้น เปรียบเทียบกับวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยเร่ือง

การประมาณประชากรไวรัสโดยใชไพโรซีเควนซิง  (Viral population estimation using 

pyrosequencing) ซึง่เสนอโดย Eriksson และคณะ ในป 2008 [17] 

 ในบทนี้จะไดกลาวถึงภาพรวมของวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยเร่ืองการประมาณประชากร

ไวรัสโดยใชไพโรซีเควนซิง การเตรียมขอมูลและขั้นตอนการทดสอบ จากน้ันจะนําเสนอผลการ

ทดลองเปรียบเทียบกับวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยน้ี และสรุปผล 

7.1  วิธีที่นําเสนอในงานวิจัยเร่ืองการประมาณประชากรไวรัสโดยใชไพโรซีเควนซิง 

 ในงานวิจัยนี้ไดแบงขั้นตอนการประมาณโครงสรางประชากรของไวรัสออกเปน 4 

ขั้นตอนหลัก คือ การจัดเรียงสายลําดับที่อานไดเทียบกับจีโนมตนแบบ  (alignment) การแกไข

ขอผิดพลาด (error correction) การประกอบแฮปโพลไทป (haplotype reconstruction) และการ

ประมาณความถี่แฮปโพลไทป (haplotype frequency estimation) ซึ่งในงานวิจัยน้ีไดนําเสนอ

ขั้นตอนวิธีสําหรับ 3 ขั้นตอนหลัง คือ การแกไขขอผิดพลาด การประกอบแฮปโพลไทปและการ

ประมาณความถี่แฮปโพลไทป โดยมีรายละเอียดในบทที่ 2 ขอ 2.2.1 

 สําหรับการประกอบแฮปโพลไทปและการประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปซึ่งเปนโจทย

เดียวกับงานวิจัยน้ี Eriksson และคณะ ไดเสนอใหนําสายลําดับที่อานไดมาสรางกราฟ  โดยแตละจุด

ยอดคือสายลําดับที่อานไดที่ไมซ้ํากัน (irredundant read) และลากเสนเชือ่มระหวางจุดยอดโดย

พิจารณาจากสวนที่ซอนทับกัน (overlap) และตําแหนงของสายลําดับนั้น โดยจะลากเสนเชื่อมจาก

จุดยอด r1 ไป r2 เมือ่จุดยอด r1 อยูกอน r2 มีสวนที่ซอนทับกันเหมือนกัน และยังไมมีเสนทางอ่ืนจาก

จุดยอด r1 ไป r2 จากนั้นหาคาครอบคลุมที่มีคานอยสุด (minimal cover) ของกราฟของสายลําดับที่
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อานได ดวยขั้นตอนวิธีการจับคูสูงสุด (maximum matching algorithm) แลวขยายสายโซ (chain) 

ยอยที่คํานวณไดน้ีใหเปนเสนทางจากจุดเร่ิมตนไปถึงจุดสิ้นสุด แตละเสนทางคือแฮปโพลไทปที่

ประกอบได  นําชุดของแฮปโพลไทปที่ประกอบได และชุดของสายลําดับที่อานไดทั้งหมดไปเปน

อินพุตสําหรับประมาณคาความถี่      แฮปโพลไทปทั้งชุดดวยขั้นตอนวิธีอีเอ็ม (EM algorithm) 

Eriksson และคณะไดทดสอบวิธีที่นําเสนอดวยขอมูลที่จําลองขึ้นและขอมูลสายลําดับ        

นิว คลีโอไทดของไวรัส เอชไอวี  1,000 ตําแหนงเปรียบเทียบระหวางแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น

จากวิธีที่นําเสนอโดยมีอินพุตเปนสายลําดับที่อานดวยเทคโนโลยีการอานสายลําดับแบบขนาน

จํานวนมาก และแฮปโพลไทปที่อานไดโดยตรงจากวิธีของ  Sanger ซึ่งอานไดความยาวครบทั้ง 

1,000 ตําแหนง 

สําหรับการทดสอบดวยขอมูลที่จําลองขึ้นน้ัน ไดแยกทดสอบทีละขั้นตอนกอน จากน้ันจึง

ทดสอบประสิทธิภาพรวมของขั้นตอนการประกอบแฮปโพลไทปและการประมาณความถี่         

แฮปโพลไทป โดยใหอินพุตเปนสายลําดับที่อานไดซึ่งไมมีขอผิดพลาดและจัดเรียงตําแหนง

เรียบรอยแลว สุดทายจึงทดสอบรวมทั้งสามขั้นตอนต้ังแตการจัดการขอผิดพลาดจนถึงการประมาณ

ความถี่แฮปโพลไทป 

ในบทน้ีเราจะทดสอบวิธีที่ไดนําเสนอในบทที่ 6 เทียบกับ 2 ขั้นตอนหลัง โดยใหอินพุตเปน

สายลําดับที่อานไดที่ไมมีขอผิดพลาด และจัดเรียงเทียบกับจีโนมตนแบบแลว ซึ่งเปนขอกําหนด

เดียวกับการทดสอบประสิทธิภาพรวมของ 2 ขั้นตอนน้ีที่ไดนําเสนอในงานวิจัย 

7.2  การทดสอบ 

 Eriksson และคณะไดพัฒนาโปรแกรมสําเร็จ (software package) ชื่อ “ShoRAH” (Short 

Read Assembly into Haplotypes) ขึ้นจากวิธีที่นําเสนอในบทความ และเผยแพรภายใต สญัญา

อนุญาตสาธารณะทั่วไปของกนู  (GNU General Public License) สามารถดาวนโหลดไดจาก

เว็บไซต http://www.bsse.ethz.ch/cbg/software/shorah  

 ทดสอบขั้นตอนวิธีประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่แฮปโพลไทปที่เสนอโดย 

Eriksson และคณะ โดยใชอินพุตสําหรับโปรแกรมสําเร็จ ShoRAH เปนขอมูลสายลําดับที่อานได

ชุดเดียวกับที่ใชทดสอบขั้นตอนวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยน้ี โดยแปลงใหอยูในรูปแบบที่เหมาะสม

สําหรับแตละขั้นตอน ซึ่งเราจะใชชุดคําสั่ง mm.py และ freqEst.cc ในโปรแกรมสาํเร็จ ShoRAH 

http://www.gnu.org/copyleft/gpl.html�
http://www.bsse.ethz.ch/cbg/software/shorah�
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สําหรับประมวลผลขั้นตอนวิธีการจับคูสูงสุด (maximum matching algorithm) และขั้นตอนวิธีอีเอ็ม

ตามลําดับ ซึ่งจะไดเอาทพุทเปนชุดของแฮปโพลไทปและความถี่ของแฮปโพลไทปแตละเสน โดยมี

ขัน้ตอนดังน้ี 

 1) สรางไฟลอินพุต โดยใชนามสกุล .read เก็บสายลําดับที่อานไดทั้งหมดใหอยูในรูปแบบ 

1 บรรทัด ตอ 1 สายลําดับที่อานได แตละบรรทัดประกอบดวย 2 สดมภ สดมภแรกเปนตําแหนง

ของเบสตัวแรกบนสายลําดับ และสดมภที่สองเปนสายลําดับที่อานได ถาสายลําดับใดอานได

มากกวา 1 คร้ัง จะมีสายลําดับน้ีในไฟล .read ปรากฏตามจํานวนที่อานได ไฟล .read น้ีมีรูปแบบดัง

แสดงในรูปที ่7.1 

 
0 tgttgg 
0 tgttgg 
0 tatttg 
0 aaacgt 
0 taatt 
0 tgtt 
0 tgtt 
0 taat 
1 gttgg 
1 aacgt 
1 aacg 
1 aacg 
2 acgt 
2 acgt 
2 tttg 
2 ttgg 
3 tggt 
3 cgta 
3 ttgt 
4 gtactg 
4 ggtacg 
5 gtacg 
6 tacgt 
6 tcttt 

  

รูปที่ 7.1  รูปแบบไฟล .read ของสายลาํดับทีอ่านได โดยในสดมภแรกแปนตําแหนงของ

เบสตัวแรกบนสายลําดับและสดมภที่สองเปนสายลําดับที่อานได 
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 2) สรางไฟล .rest เก็บขอมูลสายลําดับเฉพาะสายลําดับที่ไมซ้ํากัน (irredundant read) คอื 

ไมมีสายลําดับใดที่เปนสวนหน่ึงของสายลําดับอ่ืนในไฟลน้ี เชน จากไฟลในรูป 7.1   

- สายลําดับที่ 1 และ 2 ซ้ํากัน จึงเก็บแคสายลําดับเดียวในไฟล .rest 

- สายลําดับที่ 6 และ 7 (0 tgtt) ซ้ํากับสายลําดับแรก (0 tgttgg) เนื่องจากเปนสาย

อักขระยอย (substring) ของสายลําดับที่ 1 และมเีบสเดียวกนัในตําแหนงเดียวกนั จึงไมเกบ็ใน

ไฟล .rest 

-  สายลําดับที่ 9 (1 gttgg) ซ้ํากับสายลําดับแรก ( 0 tgttgg) เนื่องจากเปนสาย

อักขระยอย (substring) ของสายลําดับที่ 1 และมเีบสเดียวกนัในตําแหนงเดียวกนั จึงไมเกบ็ใน

ไฟล .rest แสดงไฟล .rest ของสายลําดับในรูปที่ 7.1 ไดดังรูปที่ 7.2 
 

0 tgttgg 
0 tatttg 
0 aaacgt 
0 taatt 
3 tggt 
3 cgta 
3 ttgt 
4 gtactg 
4 ggtacg 
6 tacgt 
6 tcttt 

 

รูปที่ 7.2 รูปแบบไฟล .rest เก็บสายลําดับที่อานไดเฉพาะสายลําดับที่ไมซ้ํากัน 

 

 3) นําไฟล .rest ปอนเปนอินพุตของชุดคําสั่ง mm.py เพื่อประมวลผลดวย ขั้นตอนวิธีการ

จับคูสูงสุด  ไดผลลัพธเปนไฟลนามสกุล .geno มีรูปแบบดังรูปที่ 7.3 แตละบรรทัดแสดง             

แฮปโพลไทปที่ไดจากขั้นตอนวิธีการจับคูสูงสุด 

 
atgaatacttacaaaatcagtctcacgaatgctgaccagagagtccccgagatccatcct 
ttcaatagttataaaatgtgtctcacgattgcagatcactgagttccctgagaaggctct 
accctttgctataactggtgtcagacgaaggctaatctcaaagatactgagatagattat 
acgatgtgtaccttaagcaccgtgcatatttaaaattagtatcttatcggagaaggttaa 
ttcaagactaatttattgtgcctgcctcttgctagttactaagacattgaaaaacattca 

 

รูปที่ 7.3 รูปแบบไฟล .geno เก็บแฮปโพลไทปที่ไดจากขั้นตอนวิธีการจับคูสูงสุด  ซึ่ง

เปนจํานวนแฮปโพลไทปที่นอยที่สุดที่สามารถอธิบายสายลําดับที่อานไดทั้งหมดได 

โดยแตละบรรทัดคือแฮปโพลไทปแตละเสน 
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 4) นําไฟล .read และ .geno ปอนเปนอินพุตของชุดคําสั่ง freqEst เพื่อประกอบชุดของ   

แฮปโพลไทปและประมาณคาความถี่ของแตละแฮปโพลไทป โดยแฮปโพลไทปที่ไดจะมีจํานวน

มากกวาแฮปโพลไทปที่ไดจากขอ 3) ผลที่ไดจะถูกเก็บในไฟล .popl โดยแตละบรรทดัคอืแตละ 

แฮปโพลไทป เก็บในรูปแบบ 
 

        >HAPLOTYPE_NAME FREQUENCY   HAPLOTYPE_SEQUENCE 
 

แสดงตัวอยางของรูปแบบไฟล .popl ที่ได ดังรูปที่ 7.4 

 
> HAP0 0.016093 accctttgctataactggtgtcagacgaaggctaattagtat 
> HAP1 0.087744 acgatgtgtaccttaagcaccgtgcatatttaaaattagtat 
> HAP2 0.000233 atgaatactaatttattgtgtctcacgattgcaaatcactga 
> HAP3 0.003091 atgaatacttacaaaatcagtctcacgattgcagatcactga 
> HAP4 0.011951 ttcaagacttacaaaatcagcctgcctcttgctagttactaa 
> HAP5 0.001615 ttcaatagttataaaatgtgcctgcctcttgctagttactga 
> HAP6 0.008305 ttcaatagttataaaatgtgtctcacgaaggctaatctcaaa 
> HAP7 0.002439 ttcaatagttataaaatgtgtctcacgaatgctgaccagaga 
> HAP8 0.207654 ttcaatagttataaaatgtgtctcacgattgcaaatcactga 
> HAP9 0.008419 ttcaatagttataaaatgtgtctcacgattgcaaatcactga 
> HAP10 0.000469 ttcaatagttataaaatgtgtctcacgattgcaaatcactga 

 

รูปที่ 7.4 รูปแบบไฟล .popl เก็บแฮปโพลไทปและความถี่ของแฮปโพลไทปแตละเสนที่ได โดย

สดมภที่สองแสดงความถี่แฮปโพลไทป และสดมภที่สามคือสายลําดับของแฮปโพลไทป 
 

 5) นําผลจากไฟล .popl ซึ่งเปนชุดของแฮปโพลไทปและความถี่แฮปโพลไทปแตละเสนที่

ประกอบไดจากขั้นตอนวิธีที่เสนอในงานวิจัยเร่ือง การประมาณประชากรไวรัสโดยใช                    

ไพโรซเีควนซงิ มาคํานวณความแมนเทียบกับชุดของแฮปโพลไทปที่จําลองขึ้น โดย เรียงตามลําดับ

ความถี่ คือ เปรียบเทียบแฮปโพลไทปที่จําลองขึ้นเสนที่มีความถี่สูงสุด กับแฮปโพลไทปที่มีความถี่

สูงสุดที่ไดจากการประกอบดวยวิธีน้ีไลไปจนถึงเสนที่มีความถี่นอยที่สุด 

 6) เปรียบเทียบความแมนของสายแฮปโพลไทปและความถี่แฮปโพลไทปที่ไดจากวิธีน้ี

เทียบกับวิธีที่นําเสนอในบทที่ 6 
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7.3  ผลการทดลอง 

 ใชชุดของสายลําดับที่จําลองขึ้นชุดเดียวกับการทดสอบขั้นตอนวิธีในบทที่ 6 ไดความแมน

เฉลี่ยของแฮปโพลไทป แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลักและลําดับของแฮปโพลไทปไดดัง

ตารางที่ 7.1 

 

ตารางที่ 7.1 ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปที่ไดจากการประกอบแฮปโพลไทปทั้งชุดดวยวิธีที่

นําเสนอโดย Eriksson และคณะ 

เสนท่ี 
ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

1 70.24 68.15 71.71 72.72 75.52 77.51 80.87 85.29 88.86 

2 63.73 62.12 62.35 65.95 61.98 61.37 58.62 59.87 50.82 

3 62.39 61.19 60.10 59.83 57.38 58.98 54.54 55.64 47.95 

4 62.25 60.71 61.10 56.42 56.59 58.05 55.27 51.87 57.59 

5 64.14 60.66 58.11 54.60 57.92 57.84 56.44 56.63 52.22 

6 62.19 59.66 57.72 57.22 59.91 56.70 56.80 60.35 - 

7 62.29 58.46 59.07 57.84 57.73 58.73 - - - 

8 62.40 59.62 58.15 59.24 58.14 59.20 - - - 

9 62.42 58.85 - - - - - - - 

10 61.51 58.76 - - - - - - - 

ทั้งหมด 62.60 60.99 62.04 61.81 62.10 61.97 62.28 63.08 63.35 
  

 จากตารางความแมนของแฮปโพลไทปสายแรกๆ สูงกวาแฮปโพลไทปลําดับทายๆ โดย

ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปสายแรกของสายลําดับที่มีความถี่ของสายลําดับหลักอยูในชวง 

90-99% เปนรอยละ 88.86 และความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปทั้งหมดเปนรอยละ 62.18 

 นําความถี่ของแฮปโพลไทปที่ประมาณไดไปเปรียบเทียบกับความถี่ของแฮปโพลไทปที่

จําลองขึ้น แสดง ความผิดพลาดสัมบูรณ ของความถี่แฮปโพลไทปที่ประมาณไดเทียบกับความถี่     

แฮปโพลไทปที่จําลองขึ้นไดดังตารางที่ 7.2 
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ตารางที่ 7.2 ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปที่คํานวณไดกับความถี่แฮปโพลไทป

จริง จากการประกอบแฮปโพลไทปทั้งชุดดวยวิธีที่นําเสนอโดย Eriksson และคณะ 

เสนท่ี 
ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

1 10.15 13.16 20.16 25.78 33.73 44.65 44.06 50.11 39.17 
2 4.49 8.62 12.5 14.14 13.59 5.14 6.58 9.84 17.38 
3 4.22 7.09 8.9 5.79 5.56 4.54 9.48 10.64 10.67 
4 3.96 5.22 4.12 5.68 5.85 5.53 8.2 7.44 7.07 
5 3.54 3.83 4.92 5.63 5.26 5.07 6.11 6.11 4.33 
6 2.95 2.62 4.53 4.66 4.19 4.88 4.59 5.56 - 

7 2.44 2.86 4.33 3.62 3.74 4.21 - - - 

8 2.30 2.58 3.87 3.94 1.92 2.65 - - - 

9 1.90 2.78 - - - - - - - 

10 1.55 2.49 - - - - - - - 

ท้ังหมด 2.50 5.28 9.28 10.85 12.75 11.71 16.62 18.72 21.94 
 

 เปรียบเทียบความแมนของสายลําดับแฮปโพลไทปที่ประกอบดวยวิธีที่เสนอโดย Eriksson 

และคณะกับวิธี ประกอบชุดแฮปโพลไทปจากการประกอบแฮปโพลไทปสายหลักทีละเสนดวย    

อัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละตําแหนง ซึ่งเปนวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยน้ี ไดดังตารางที่ 7.3 
 

ตารางที่ 7.3 ความแมนเฉลี่ยของชุดแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น เปรียบเทียบระหวางวิธีที่เสนอโดย 

Eriksson และคณะกับวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยน้ี 

เสนท่ี 
ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

1 
70.24 68.15 71.71 72.72 75.52 77.51 80.87 85.29 88.86 
81.60 81.32 84.96 89.08 96.03 99.63 99.83 99.98 100.00 

2 
63.73 62.12 62.35 65.95 61.98 61.37 58.62 59.87 50.82 
69.71 68.06 69.08 75.89 88.63 80.16 92.66 86.87 76.99 

3 
62.39 61.19 60.10 59.83 57.38 58.98 54.54 55.64 47.95 
67.12 67.07 64.89 63.35 69.19 71.63 71.17 62.82 65.75 

4 62.25 60.71 61.10 56.42 56.59 58.05 55.27 51.87 57.59 
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เสนท่ี 
ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

67.40 65.51 57.75 54.56 63.03 61.58 58.93 58.83 60.54 

5 
64.14 60.66 58.11 54.60 57.92 57.84 56.44 56.63 52.22 
68.66 64.77 56.32 54.39 57.29 58.36 56.96 59.70 56.82 

6 
62.19 59.66 57.72 57.22 59.91 56.70 56.80 60.35 - 

67.30 62.06 53.04 54.02 56.57 55.62 54.02 55.50 - 

7 
62.29 58.46 59.07 57.84 57.73 58.73 - - - 

66.61 59.48 57.22 55.64 56.50 56.59 - - - 

8 
62.40 59.62 58.15 59.24 58.14 59.20 - - - 

65.79 58.70 56.66 55.35 59.93 60.20 - - - 

9 
62.42 58.85 - - - - - - - 

66.40 57.39 - - - - - - - 

10 
61.51 58.76 - - - - - - - 

64.95 59.73 - - - - - - - 

ทั้งหมด 
62.60 60.99 62.04 61.81 62.10 61.97 62.28 63.08 63.35 
66.50 64.73 64.90 66.52 75.22 71.82 81.40 80.23 82.17 

  แสดง ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปท่ีประกอบขึ้นจากวิธีท่ีเสนอโดย Eriksson และคณะ 

   แสดงความแมนเฉล่ียของแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นจากวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยนี ้

-   คือ แฮปโพลไทปเสนนั้นไมมีอยูจริงในอินพุตของขั้นตอนวิธี 

 

นําความแมนเฉลี่ยของสายลําดับแฮปโพลไทปทั้งหมดมาสรางกราฟเปรียบเทียบระหวาง

วิธีที่เสนอโดย Eriksson และคณะ และวิธีที่เสนอในงานวิจัยน้ีไดดังรูปที่ 7.5 
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รูปที่ 7.5  กราฟความแมนเฉลี่ยของชุดสายลําดับแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นเปรียบเทียบ

ระหวางวิธทีีเ่สนอโดย Eriksson และคณะ และวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยน้ี 

 

 จากผลการทดลอง จะเห็นวาวิธีที่นําเสนอใหความแมนของสายลําดับแฮปโพลไทปสูงกวา

วิธีที่นําเสนอโดย Eriksson และคณะ สําหรับชุดของสายลําดับนี้ ในทุกชวงความถี่ของสายลําดับ

หลัก อยางไรก็ตามสําหรับแฮปโพลไทปเสนทายๆ ของชุดสายลําดับที่มีความถี่ในชวง 30-39,      

40-49 และ 50-59% วิธีที่เสนอโดย Eriksson และคณะใหความแมนเฉลี่ยสูงกวาวิธีที่เสนอใน

งานวิจัยน้ี 

7.4  สรุป 

 วิธีที่นําเสนอใหความแมนของแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นสูงกวาวิธีที่เสนอในงานวิจัย

เร่ืองการประมาณประชากรไวรัสโดยใชไพโรซีเควนซิง  สําหรับชุดขอมูลทดสอบน้ี ซึ่งเปนสาย

ลําดับที่จําลองจากจีโนมของไวรัสเด็งกี่ โดยมีอัตราการแปรผัน 2% และสนิปสแตละตําแหนงมี

เพยีง 2 อัลลีล และจําลองการอานตามแบบเคร่ืองอานสายลําดับเบส Roche GS FLX ทําใหสาย

ลําดับที่อานไดมีความยาวเฉลี่ย 250 คูเบส 

  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99

ac
cu

ra
cy

 (%
)

frequency (%)

วิธีของ 

Eriksson 
และคณะ

วิธีที่นําเสนอ



64 

บทที่ 8 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

8.1  สรุปผลการวิจัย 

เทคโนโลยีอานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมากทําใหการศึกษาความ

หลากหลายของสิ่งมีชีวิตแบบกึ่งสปชีส เชน ไวรัสเด็งกี่ สามารถทําได จากเดิมที่การศึกษาความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตประเภทนี้ทําไดยากเนื่องจากขอจํากัดของเทคโนโลยีอาน

สายลําดับนิวคลีโอไทด โดยเมื่อศึกษาความเปนไปไดในการใชเคร่ืองอานสายลําดับนิวคลีโอไทด

ของ Roche ซึ่งพัฒนาโดยกลุม 454 Life Sciences ซึ่งเปนผูนําของเทคโนโลยีน้ี และมีผลิตภัณฑออก

สูตลาดเปนรายแรก พบวา สามารถอานสวนที่มีการผันแปรไดในสัดสวนที่ถูกตอง สามารถจัดเรียง

สายลําดับที่อานไดกับเสนแมแบบไดความถูกตอง สายลําดับที่อานไดครอบคลุมทั้งจีโนมและ

ความถี่ของสารต้ังตนมีผลตอความถี่ของสายลําดับที่อานได แสดงใหเห็นวาสามารถใชเทคโนโลยี

อานสายลําดับนิวคลีโอไทดของกลุม 454 Life Sciences ในการศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของไวรัสเด็งกี่ซึ่งเปนสิ่งมีชีวิตที่มีรูปแบบกึ่งสปชีสได 

ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสเด็งกี่ดวยเทคโนโลยีอานสายลําดับ 

นิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมาก จะเตรียมตัวอยางเปนประชากรของไวรัสซึ่งประกอบดวย

จีโนมหลายเสน หลายรูปแบบซึ่งแตละแบบมีความแตกตางกันเพียงเล็กนอย นําตัวอยางนี้ไปอาน

ดวยเคร่ืองอานสายลําดับเบส จากนั้นนําสายลําดับที่อานไดมาประกอบเปนชุดของแฮปโพลไทปซึ่ง

เปนปญหาที่ซับซอน ในงานวิจัยน้ีจึงนําเสนอใหแยกประกอบทีละเสน โดยประกอบแฮปโพลไทป

สายหลัก หรือแฮปโพลไทปที่มีความถี่สูงสุดในประชากรน้ันกอน แลวกรองเอาสายลําดับที่อานได

จากแฮปโพลไทปสายหลักนี้ออกไป แลวนําสายลําดับที่เหลือมาประกอบแฮปโพลไทปเสนถัดไป

ซึ่งมีความถี่รองลงมา และประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปแตละเสนดวยความถี่อัลลีลที่อยูบน  

แฮปโพลไทปน้ัน 

เมื่อแยกพิจารณาเฉพาะการประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก พบวาวิธีประกอบ              

แฮปโพลไทปสายหลักที่มีประสิทธิภาพสูงคือ การประกอบแฮปโพลไทปจากสายลําดับที่อานไดที่

มีความถี่สูงสุดโดยสุมตําแหนง และการประกอบแฮปโพลไทปจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละ

ตําแหนง ซึ่งใหความแมนเฉลี่ยรอยละ 98.46 และ 92.07 ตามลําดับ แตเมื่อนําวิธีทั้งสองไปใชในการ
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ประกอบชุดของแฮปโพลไทปซึ่งประกอบดวยขั้นตอนหลักคือการประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก

และขั้นตอนกรองสายลําดับที่มาจากแฮปโพลไทปที่ประกอบไดทิ้งไป พบวาการประกอบ          

แฮปโพลไทปจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละตําแหนงใหประสิทธิภาพสูงกวา โดยมีความแมน

เฉลี่ยรอยละ 69.79 จากการทดลองพบวา ความแมนของแฮปโพลไทปที่ประกอบไดแปรตามจํานวน

สายลําดับที่อานได ความถี่ของสายลําดับหลัก และลําดับของแฮปโพลไทป โดยถาอานสายลําดับ

เขามาเปนอินพุตมากความแมนจะเพิ่มขึ้น แฮปโพลไทปของสายลําดับที่มีความถี่ของสายลําดับ

หลักมากจะมีความแมนสูง และแฮปโพลไทปลําดับแรกๆ จะมีความแมนสูงกวาแฮปโพลไทปลําดับ

ถัดไป กรณีที่อานสายลําดับเขามาทั้งสิ้น 100,000 เสน จากประชากรที่มีความถี่ของสายลําดับหลัก

อยูในชวง 90-99% จะไดความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปทั้งหมดเปนรอยละ94.99 

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีที่นําเสนอกับวิธีที่เสนอโดย Eriksson และคณะ โดย

วัดประสิทธิภาพจากความแมนของสายลําดับแฮปโพลไทปที่ประกอบไดเทียบกับชุดของ           

แฮปโพลไทปในประชากรที่จําลองขึ้น พบวาวิธีที่นําเสนอใหประสิทธิภาพสูงกวา สําหรับชุดขอมูล

นี้ซึ่งจําลองขึ้นจากจีโนมของไวรัสเด็งกี่ ซึ่งมีความยาวประมาณ 10,000 คูเบส โดยจําลองใหมีอัตรา

การแปรผนัรอยละ 2 และมีความยาวของสายลําดับที่อานไดเฉลี่ย 250 คูเบส 

จากงานวิจัยนี้จะเห็นวา สามารถประกอบสายลําดับของแฮปโพลไทปทั้งชุดไดโดยการ

ประกอบแฮปโพลไทปทีละสาย จากแฮปโพลไทปสายหลักของแตละรอบซึ่งมีอินพุตของรอบนั้นๆ 

เปนสายลําดับที่อานไดซึ่งกรองเอาสายลําดับที่คาดวามาจากแฮปโพลไทปสายหลักในรอบกอนหนา

ทิ้งไปแลว 

8.2  ขอเสนอแนะ 

วิธีประกอบแฮปโพลไทปที่ไดนําเสนอน้ีประกอบดวย 2 ขั้นตอนหลัก คือ ขั้นตอน

ประกอบแฮปโพลไทปและขั้นตอนกรองสายลําดับที่คาดวามาจากแฮปโพลไทปที่ประกอบได 

ดังน้ันจึงสามารถพัฒนาวิธีที่นําเสนอไดโดยพัฒนา 2 ขั้นตอนหลักน้ี โดยปรับปรุงวิธีประกอบ     

แฮปโพลไทปใหแมนยิ่งขึ้นโดยพยายามประกอบแฮปโพลไทปใหมีความถี่สูงสุด แทนที่จะเลือก

ประกอบจากสายลําดับที่อานเขามาไดสูงสุดที่มีสวนซอนทับยาวสุด หรือเลือกจากอัลลีลที่มีความถี่

สูงสุดเพียงอยางเดียว และอาจปรับปรุงวิธีประกอบแฮปโพลไทปใหทนตอสัญญาณรบกวนมาก

ยิ่งขึ้น ซึ่งสัญญาณรบกวนนี้จะมีมากขึ้นตามจํานวนรอบของการประกอบแฮปโพลไทป หรืออาจ
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ปรับปรุงขั้นตอนการกรองสายลําดับใหกรองไดมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น ซึ่งจะสงผลใหสัญญาณ

รบกวนสาํหรับรอบถดัไปนอยลง 

นอกจากการพัฒนาวิธีที่นําเสนอแลว การวิเคราะหปจจัยที่มีผลตอความแมนของ            

แฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น สําหรับประมาณความเชื่อมั่นของสายลําดับแฮปโพลไทปน้ัน มี

ประโยชนตอการนําสายแฮปโพลไทปที่ประกอบไดไปใชในการศึกษาโครงสรางของประชากร

ไวรัส หรือใชเปนเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมเพื่อทํานายอัตราเสี่ยงตอการเปนโรค หรือเพื่อศึกษา

กลไกการเกิดโรคตอไป 

นอกจากนี้ควรทดลองนําวิธีที่นําเสนอนี้ไปทดสอบดวยสายลําดับที่อานไดจากเทคโนโลยี

อานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมากวิธีอ่ืนๆ เชน แพลตฟอรมของ Illumina หรือ 

ABI SOLid ซึ่งสายลําดับที่อานไดสั้นกวา แตมีจํานวนเบสที่อานไดมากกวา 
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