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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
ความสาํคัญและที่มาของปญหา (Background and Rationale) 
 เชื้อไวรัสตับอักเสบ บี (hepatitis B virus : HBV) เปนเชื้อไวรัสทีสํ่าคัญในการทําใหเกิด

โรคตับอักเสบและเปนสาเหตุสําคัญในการทําใหเกิดโรคตับแข็งและโรคมะเร็งตับ มีผูติดเชื้อแบบ

เร้ือรังทั่วโลกมากกวา 350 ลานคน (1, 2) อาการของผูตดิเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ีสวนใหญ จะเปน

การติดเชื้อแบบไมมีอาการ มีเพยีงสวนนอยที่จะพบอาการของโรคตับอักเสบซึ่งตรวจพบไดจาก

อาการแสดงทางคลินกิ หรือตรวจไดจากการเพิ่มข้ึนของระดับเอนไซม alanine aminotransferase 

(ALT) ผูปวยรอยละ 0.5-1 ที่มีการติดเชื้อแบบรุนแรงจนเสียชวีิต ผูติดเชื้อรอยละ 5-10 จะไม

สามารถกําจัดเชื้อออกไปไดและเกิดเปนการติดเชื้อแบบเรื้อรัง โดยอาจจะเปนพาหะของโรคโดยไม

มีอาการ (carrier) หรือเปนโรคตับอักเสบเรื้อรัง (chronic hepatitis B) ผลที่ตามมาของการติดเชือ้

ไวรัสตับอักเสบ บ ี ที่รุนแรง (serious outcome) คือ การเกิดโรคตับแข็ง (cirrhosis) และโรค   

มะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma) โดยมักจะเกดิโรคตับแข็งภายในเวลา 10-20 ป การ

ดําเนนิโรคตอไปเปนโรคตับแข็งและโรคมะเร็งตับ ข้ึนอยูกับหลายปจจัย เชน ระยะเวลาที่ติดเชื้อ 

อายุของผูปวย สภาวะภูมิคุมกัน เปนตน และยังขึน้อยูกบัปจจัยทางพนัธุกรรมและถิน่ที่อยูของผูตดิ

เชื้อดวย (3, 4, 5, 6, 7) ผูติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี จะมีความเสี่ยงที่จะเปนมะเร็งตับมากกวาผูที่

ไมติดเชื้อประมาณ 30-200 เทา ขึ้นกับปจจัยอื่นดวย เชน เชื้อชาติ (8) 

ปจจุบันประเทศไทย มีผูปวยเสียชีวิตจากโรคตับในประเทศไทย เปนจํานวนมาก หากไม

รวมมะเร็งตับ สวนใหญนัน้เสียชีวิตจากตบัแข็ง โรคตับเร้ือรังและภาวะตับวาย การสูญเสียในการ

ดูแลรักษาเปนมูลคามากมาย นอกจากนี้ยงัมีผูปวยเสียชวีิตจากมะเร็งตับ ปละไมนอยกวา 10,000 

ราย (ประมาณ 11,000-12,000 ราย/ป) พบวารอยละ 60 มีความสัมพันธเกี่ยวกับไวรัสตับอักเสบ 

บี แตเดิมในอดีตประเทศไทยเปนประเทศที่มีความชุกชมุของไวรัสตับอักเสบ บ ี สูง มีอัตราการเปน

พาหะในประชากรไทยประมาณรอยละ 6-8 ในสตรตีั้งครรภจะเปนพาหะไวรัสตับอักเสบ บี 

ประมาณรอยละ 6 ในจํานวนที่เปนพาหะนีจ้ะตรวจพบ hepatitis B e antigen (HBeAg) 

ประมาณรอยละ 40 กระทรวงสาธารณสขุจึงไดมีนโยบายในการควบคุมปองกนัไวรัสตับอักเสบ บี 

โดยเริ่มโครงการปองกนัไวรัสตับอักเสบ บี ดวยวคัซีน โดยวางแผนใหวัคซนีกับทารกทุกคนที่เกดิ

ตั้งแตป พ.ศ. 2535 เปนตนไป 
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 การศึกษานี้เปนการศึกษาเพือ่ดูระบาดวิทยาทางดานพนัธุกรรมของไวรัสตับอักเสบ บี 

และ genotype และ subtype ใด เปนการศึกษาตอเนื่องจากการประเมินผลกระทบของการให

วัคซีน โดยทําการสุมประชากรตัวอยางจาก ประชากรชาวไทย อายุระหวาง 1-60 ป ที่มารับบริการ

จากโรงพยาบาลของรัฐ ใน 4 จังหวัด ไดแก จังหวัดเชียงราย จังหวัดอุดรธานี จงัหวัดชลบุรี และ

จังหวัดนครศรีธรรมราช จงัหวัดละประมาณ 1,500 ตัวอยาง รวมประมาณ 6,000 ตัวอยาง และทํา

การคัดเลือกตัวอยางที ่ELISA ใหผล positive ตอ HBsAg เพื่อมาทาํการศึกษาในแนวลึกทางดาน 

molecular epidemiology โดยการทํา molecular characterization ของ     ไวรัสตับอักเสบ บี ที่

พบในประเทศไทย การศึกษานี้อาจทําใหพบสายพันธุใหม หรือลักษณะที่ผิดแปลกจากปกติของ

ไวรัสตับอักเสบ บี เชน deletion หรือ insertion ในสวนของ HBsAg   
 
วัตถุประสงคของการวิจยั (Objectives) 

1. จําแนก genotype และ subtype ของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี ที่ตรวจพบในประเทศไทย

ดวยวิธกีาร sequencing จากกลุมตัวอยางที่ตรวจพบ HBsAg 

2. ตรวจหา mutation ของไวรัส ในบริเวณสวนของ “a” determinant 

3. ตรวจสอบ HBs gene บริเวณ “a” determinant ของผูที่ไดรับวัคซีนแตพบการติดเชื้อเพื่อ

หา escape mutant 
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กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual Framework) 

คัดเลือกตัวอยาง serum ที่ใหผล positive ของ ELISA ตอ HBsAg  

จากตัวอยางทีท่ําการเก็บ 4 จังหวัด ทั้งหมด 6,239 คน 

 

สกัด DNA จาก serum ที่คดัเลือกแลว 

 

นํา DNA ที่สกดัไดมาเพิ่มจาํนวน DNA ดวยวิธ ีPCR  

ในสวนของ Pre-S1 และสวนของ “a” determinant บน HBs gene 

 

นําตัวอยางที่ไดผล PCR มาทําการหาลําดบัเบส (sequencing) 

 

วิเคราะหลําดบัเบสที่ได หา genotype โดยวิธ ีBLAST search และวิเคราะห Phylogenetic ใน

สวนของ Pre-S1และหา subtype โดยการแปลงลําดับเบสเปนกรดอะมิโน ในสวนของ “a” 

determinant 

 

นําขอมูล genotype และ subtype มาทาํการเปรียบเทยีบกับขอมูลการใหวัคซีน 

 

ประโยชน  : ทราบลักษณะทางระบาดวิทยาของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ในประเทศไทย 

      : ตรวจสอบไดวามีไวรัสมี escape mutant หรือไมและถาม ีมีลักษณะอยางไร 
 
 
ขอจํากัดในการวิจยั (Limitation) 
 - ปริมาณ serum ที่เหลืออยูมีปริมาณไมเพียงพอ ทาํใหไมสามารถทาํการทดลองซ้าํเพื่อ

ยืนยนัผลการทดลองไดในบาง specimens 

 - แบบสอบถาม อาจมีการกรอกขอมูลไมสมบูรณทําใหยากแกการวิเคราะหขอมูล 
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การใหคํานิยามเชิงปฏิบัติที่จะใชในการวิจัย (Operational Definition) 
 -Genotype คือ การแบงกลุมของไวรัสตับอักเสบ บี โดยวิธกีารตรวจสอบจากรหัส

พันธกุรรม 

 -Subtype คือ การแบงกลุมของไวรัสตับอักเสบ บี โดยตรวจสอบจากลําดับของกรดอะมิ

โนในสวนของ “a” determinant 
 
คําสําคัญ ( Key Words ) 
 Hepatitis B virus 

 Genotype 

 Subtype 

 “a” determinant 

 Escape mutant 

 
ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากงานวจิัย (Expected Benefit and Application) 

1. ทําใหทราบระบาดวิทยาโมเลกุลของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ในประเทศไทย 

2. สามารถนําขอมูลไปเพื่อประกอบการวางแผนเพื่อติดตาม เฝาระวงัและประเมนิผลโรค

ไวรัสตับเร้ือรังที่มีผลมาจากไวรัสตับอักเสบ บี ได 

3. สามารถนําขอมูลไปใชในการพิจารณา เฝาติดตามดานระบาดวิทยา โดยเฉพาะสายพันธุ

ที่ดื้อตอวัคซีน และวางแผนในการใชวัคซีน เพื่อปองกนัการระบาดของโรค 

 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 
เชื้อไวรสัตับอักเสบ 
 การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ (hepatitis virus) เปนสาเหตุที่สําคัญทีสุ่ดของโรคตับอักเสบ

โดยมากกวารอยละ 70-80 ของโรคตับอักเสบทัง้หมดเกิดจากเชือ้ไวรัสตับอักเสบ เชื้อไวรัสตับ

อักเสบแตละชนิดมีความแตกตางกันในแงลักษณะทางพยาธวิิทยา ชนิดของเชื้อ และ

ความสามารถในการกอโรค ลักษณะทัว่ไปที่พบในเชื้อกลุมนี ้ คือ เซลลตับเปนอวัยวะหลกัของ

รางกายที่ติดเชื้อได (hepatotropic) ซึ่งไวรัสในกลุมนี้ไดแก 

- เชื้อไวรัสตับอักเสบ เอ (hepatitis A virus, HAV) 

- เชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี(hepatitis B virus, HBV) 

- เชื้อไวรัสตับอักเสบ ซ ี(hepatitis C virus, HCV) 

- เชื้อไวรัสตับอักเสบ ดี (hepatitis D virus, HDV) 

- เชื้อไวรัสตับอักเสบ อี (hepatitis E virus, HEV) 

- เชื้อไวรัสตับอักเสบ จ ี(hepatitis G virus, HGV) 

- เชื้อไวรัสทีท ี(TT virus, TTV) 

- เชื้อไวรัสเซน (SEN virus) 

อาจสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุมใหญตามลักษณะการติดตอ คือ 

1. กลุมที่ติดตอทางการรับประทานเปนหลกั (enterically-transmitted virus) 

ไดแก เชื้อไวรัสตับอักเสบ เอ และ อี 

2. กลุมที่ติดตอทางเลือดเปนหลัก (parenterally-transmitted virus) 

ไดแก เชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ีซี ดี จ ีททีี และ เซน 

 เชื้อบางชนิดอาจจะสามารถติดตอไดหลายทาง เชน เชื้อไวรัส ทที ี อาจจะติดตอไดทั้ง

ทางการรับประทาน และทางเลือด เปนตน 
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ไวรสัตับอักเสบ บ ี
 ไวรัสตับอักเสบ บ ี เปนสาเหตุสําคัญทาํใหเกิด โรคตับอักเสบ ปจจุบนัมีประชากรมากกวา 

2,000 ลานคนติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี และประมาณ 350 ลานคนมีการติดเชื้อแบบเรื้อรัง 

(chronically) และกลายเปน carriers (9) ซึ่ง 3 ใน 4 ของประชากรโลก อาศัยอยูในเขตที่มีความ

ชุกของการติดเชื้อสูง และมผูีเสียชีวิตประมาณ 1 ลานคนตอป  

 ไวรัสตับอักเสบ บี ถูกคนพบในป พ.ศ. 2509 (ค.ศ. 1966) โดย Professor Baruch 

Blumberg เปนการคนพบโดยบังเอิญ โดยการศึกษาการทาํปฏิกริยาระหวางเลือดของประชากร

กลุมตางๆ โดยวิธ ีimmunodiffusion พบ Australia antigen หรือ Au antigen สมมุติฐานวานาจะ

เปนสาเหตุของโรคตับอักเสบ ตอมาจึงไดทาํการศึกษาดวยการศึกษาการตดิเชื้อรวมกับการ

ตรวจหาแอนติบอดีตอ Au antigen ในผูปวยโรคตับอักเสบ และการศึกษาทางกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนรวมกับการยอมดวยแอนติบอดี ทําใหสามารถสรุปไดวามีเชื้อไวรัสเปนตนเหตุสําคัญที่

ติดตอทางเลือด จึงเรียกเชื้อชนิดนีว้า เชื้อไวรัสตับอักเสบ บี (hepatitis B virus หรือ HBV) (10) 

 
ลักษณะทางไวรสัวิทยา 
 
การจาํแนกกลุม 
 ไวรัสตับอักเสบ บี สามารถจําแนกไดอยูในตระกูล (family) Hepadnaviridae โดยอยูใน 

genus Orthohepadnavirus เนื่องจากเปนเชื้อที่อยูในเซลลตับ (hepatocyte) และมีสารพนัธุกรรม

เปนชนิด DNA (hepa+DNA = hepadna) 

 เชื้อในตระกูล Hepadnaviridae เปนเชื้อที่กอใหเกิดโรคตับอักเสบในสัตวหลาย species 

สามารถแบงออกไดเปน 2 genus คือ Orthohepadnavirus ประกอบดวย Human hepatitis B 

virus, Woodchuck hepatitis virus (WHV) และ ground squirrel hepatitis virus (GSHV) สวน

อีก genus คือ Avihepadnavirus ประกอบดวย Heron hepatitis virus และ duck HBV 

นอกจากนี ้ ไวรัสในตระกูลนีย้ังพบใน host ที่มี species ที่ใกลเคียงกัน เชน ใน chimpanzee, 

orangutan, gibbons, African green monkeys, rhesus monkeys และ woolly monkeys 
(9,11,12) 
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ลักษณะโครงสรางของเชือ้ไวรัส 
 เมื่อศึกษาจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน จะพบลักษณะ complete viral particle 

เรียกวา Dane particle มีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 42 nm โครงสรางของเชื้อไวรัส

ประกอบดวย envelope protein หอหุมอยู เรียกวา hepatitis B surface antigen (HBsAg) กับ 

lipid layer มีขนาดหนาประมาณ 4 nm ภายในตัวไวรัสมี internal nucleocapsid structure หรือ 

core มีลักษณะแบบ icosahedral nucleocapsid ขนาดประมาณ 27 nm  ซึ่งประกอบดวย viral 

genome (DNA) รวมกับ core protein หรือ hepatitis B core antigen (HBcAg) และยังมโีปรตีน

ที่ทาํหนาที่เปนเอนไซมชนิด DNA polymerase และ reverse transcriptase (RNA-dependent 

DNA polymerase) (13) 

 

DNA PolymeraseDNA PolymeraseDNA PolymeraseDNA Polymerase

HBcAgHBcAgHBcAgHBcAg

HBsAgHBsAgHBsAgHBsAg

Relaxed circular, partially Relaxed circular, partially 
double stranded DNAdouble stranded DNA
Relaxed circular, partially Relaxed circular, partially 
double stranded DNAdouble stranded DNA

42 nm42 nm

 

 

 

 

 

 

 

ปที่ 1 แสดงภาพวาดแสดงลัษณะโครงสรางและ ภาพจากกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอน ของเชือ้

วรัสตับอักเสบ บี  

นอกจากนี้ไวรัสตับอักเสบ บ ียงัมีลักษณะพิเศษ คือ นอกจากพบ complete viral particle 

รือ Dane particle แลว ยังสามารถพบ viral particle มีลักษณะ ทั้งรูปแบบทรงกลม (small 

phere) และรูปแทง (rod) ขนาดประมาณ 22 nm และมีความยาวไดมากตั้งแต 50 nm ถึง 500 

m ซึ่ง particle เหลานี้เปน incomplete viral particle หรือ empty noninfectious particles ที่มี

 

 

รู

ไ

 

 

ห

s

n

เฉพาะ envelope, HBsAg แตไมมี viral genome  
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รูปที่ 2 แสดงภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน แสดงลักษณะของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ซึง่ไดแก 

omplete viral particle และ incomplete viral particle ชนิด sphere และ rod 
HO/CDS/CRS/LYO/2002.2:Hepatitis B) 

โดยปรกติแลวมักจะม ี incomplete viral particle เหลานี้มากกวา complete viral 

article 

กุรรมเปนชนิด DNA สายคู มีขนาด genome ประมาณ 

.2 kb ประกอบดวย open reading frame ซึ่งมีลักษณะซอนทบักนัอยู (overlapping ORF) 4 

enome ของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี เปนสายคูแบบไมสมบูรณ (incomplete double 

trand) โดยสาย ลบ หรือ negative strand มีความยาวเต็มตลอด genome แตสาย บวก หรือ 

ครบ ซึ่งอาจแตกตางกนัไดข้ึนอยูกับเชื้อไวรัสแตละตัว (12) 

ื่องจา

ตีน แตทางดานสายบวกจะ

c
(W

 

 

p

 
ลักษณะทางพันธกุรรมของเชื้อ 
 เชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ีมีสารพันธ

3

open reading frame ทําหนาที่เปนรหัสพันธกุรรมในการสรางโปรตนี 

 G

s

positive strand มีความยาวไม

เน กสายบวกถกูสรางขึน้หลงัสายลบ และกระบวนการสรางสายบวกจะหยุดหลังจากที่ส้ินสุด

ข้ันตอน packaging ดังนั้นความยาวจะไมแนนอน ปลายดาน 5’ ของ genome สายลบและสาย

บวกมีความแตกตางกนั โดยทางดาน 5’ ของสายลบจะจับอยูกับโปร

จับอยูกับ oligonucleotide ซึ่งมีบทบาทในการแบงตวัเพิ่มจํานวนของเชื้อ (14) เมื่อเชื้อไวรัส 

package กลายเปน virion แลว ปลายดาน 5’ ของทัง้สายบวกและสายลบของ genome ของเชื้อ 

จะมีสวนที่ complementary กัน ประกอบดวย direct repeat 2 ตําแหนง ขนาดประมาณ 11-12 

bp เรียกวา DR1 และ DR2 โดยทั้งสองหางกันประมาณ 225 bp  และเปนสวนปลาย 5’ ของ 

genome ทั้ง 2 สาย โดยปลายดาน 5’ ของสายลบอยูใน DR1 และปลายดาน 5’ ของสายบวกอยู
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ใน DR2 บริเวณ direct repeat นี้มีบทบาทในขั้นตอนการแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวนไวรัส โดยเปน

จุดเริ่มตนของการสราง genome สายใหม (15) รหัสพนัธุกรรมของ DR1 และ DR2 แตกตางกนัใน

เชื้อไวรัสแตละสายพันธุ 

 Genome สายลบที่มีขนาดเต็มจํานวนของ genome ไมไดตอเปนสายคูครบวง แตจะมี

รอยแยกหรือ nick ระหวางปลายดาน 5’ และ 3’ ที่บริเวณ DR2 ซึ่ง genome สามารถคงรูปเปนวง

ไดโดยอาศัยการจับคู complementary กับ genome สายบวก ซึง่บริเวณนี้จะซอนทบัอยูประมาณ 

225 bp ในชวงระหวาง DR1 และ DR2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 แสดงลักษณะโครงสรางทางพนัธกุรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี และ open reading 

ame ซึ่งมีลักษณะซอนทับกัน (overlapping open reading frame) 

ene ของไวรัสตับอักเสบ บี 
gene ที่ทาํหนาที่ในการสรางโปรตีนทั้งหมด ไดแก  

. S gene 

titis B surface antigen 

BsAg) โดยสามารถใชในการเริ่มตนสรางโปรตีนได 3 บริเวณ ดังนัน้จึงสามารถสรางโปรตีนได 3 

le protein และ large protein 

fr

 
G
 
 1
 นอกจาก S gene แลวยังม ีopen reading frame ที่อยูบริเวณ 5’ ของ S gene ไดแก pre-

S1 และ  pre-S2 ยีนที่บริเวณนีท้ําหนาที่เปนรหัสในการสราง hepa

(H

ชนิด ไดแก major protein, midd
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 Major protein สรางจาก S open reading frame ประกอบไปดวยกรดอะมิโน 226 ตัว 

โดยจะมี antigenic determinant ที่สําคัญ และเปน group-specific determinant มีอยูในเชือ้

ไวรัสตับอักเสบ บี เกือบทกุสายพนัธุและทุก serotype เรียกวา “a” determinant เปนสวนทีก่ระตุน

ระบบภูมิคุมกนัไดดีมาก (16) จึงเปนสวนสาํคัญที่ใชในการผลิตวั

pre-S1 pre-S2 S gene

Major protein 
(226 aa.)

Middle protein 
(281 aa.)

Large protein 
(390 aa.)

คซีนในปจจุบนั 

protein สรางจากยีนสวน pre-S2 และ S ประกอบไปดวยกรดอะมิโน 281 ตัว 

ไกในการติดเชื้อ

otein โดยเกาะอยูที่

 

 

 

 

รูปที่ 4 แสดงภาพวาดแสดงโปรตีนทั้ง 3 ชนิดที่สรางจาก pre-S1, pre-S2 และ S gene 

 

 

 

 

 Middle 

หรือเพิ่มจาก major protein 55 ตัว เปนสวนประกอบของ envelope antigen 

 Large protein สรางจากยนีสวน pre-S1, pre-S2 และ S ประกอบไปดวยกรดอะมิโน

ประมาณ 380-400 ตัว มากกวา middle protein และ major protein บริเวณสวนของ pre-S1 ที่

เพิ่มเขามานี้คาดวาใชในการจับผิวของเซลลเพื่อใชในการเขาสูเซลลตบั ซึ่งเปนกล

ในเซลลดังกลาว (17)  

 โดยปรกติแลว เชื้อไวรัสจะสรางโปรตีนทั้ง 3 ชนิดเพื่อเปน surface pr

ผิวของไวรัส 
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2. C gene 

นอกจาก C gene แลวยังม ี open reading frame ที่อยูบริเวณ 5’ ของ C gene ไดแก 

re-C ยีนที ่ ทําหนาที่ในการสราง hepatitis B core antigen (HBcAg) และ hepatitis B e 

ntigen (HBeAg)   

Core protein ที่สรางขึ้นประกอบไปดวยกรดอะมิโน 183 ตัว เมื่อสรางขึ้นจะไปทาํการ

วมตัวกับ DNA ของไวรัส ทาํใหเกิด nucleocapsid เปนลกัษณะ icosahedral symmetric 

าํลายดวย

นไซม exogenous nuclease ที่จะยอยสลาย DNA นอกจากนีย้ังเปนแอนติเจนที่กระตุน

ูมิคุมกันไดดี และมีบทบาทในการเกิดการอักเสบของตับเมื่อมีการติดเชื้อ 

HBeAg เกิดจากการยอยสวนของ HBcAg ที่ปลายดาน carboxyl และ amino ซึ่งโปรตีน

ี่ไดจะถูกหลั่งออกมานอกเซลลที่ติดเชื้อและสามารถตรวจพบไดในเลือด (18) โดยไมเปนที่ทราบ

นชัดวามีบทบาทอยางไรในกลไกการเกดิพยาธิสภาพของตับ แตมีประโยชนในทางคลนีิกโดย

ามารถใชในการบงถึงการติดเชื้อระยะทีเ่ชื้อไวรัสยังสามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนอยู (active viral 

arker) 

งเอนไซม polymerase เปน gene ที่มีขนาดใหญที่สุดใน genome มีสวนที่

ายใหมจาก RNA pre-

 

 

 

p

a

 

ร

structure โดยสวนของโปรตีนนี้จะทําหนาที่ในการปองกันสารพนัธุกรรมจากการถูกท

เอ

ภ

 

ท

แ

ส

replication m

 
3. P gene 
 ใชในการสรา

ซอนทับกับ open reading frame อ่ืนๆ แตอยูคนละ reading frame กันจึงสรางกรดอะมิโน

แตกตางกนั 

 เอนไซม polymerase ที่สรางไดประกอบไปดวยกรดอะมิโนประมาณ 832 ตัว เปนเอนไซม

ที่มีหลายหนาที่ (multifunctional) โดยอาศัย functional domain ตางๆ ปลายดาน amino 

terminus มี domain ที่ทําหนาทีเ่ปน protein primer ในการสราง DNA ส

genome intermediate ในขั้นตอน reverse transcription (19) และมี domain ที่ทาํหนาที่เปน

เอนไซม DNA polymerase และ reverse transcriptase ซึ่งมีบทบาทสาํคัญในการแบงตัวของเชื้อ

ไวรัส  ตั้งแตข้ันตอนการสราง DNA สายบวกใหครบเปน complete strand และในขั้นตอน 

reverse transcription เพื่อสราง genome ข้ึนใหมจาก RNA pre-genome intermediate 
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4 ne 
 ทําหนาที่ในการสรางโปรตนีซึ่งประกอบไปดวยกรดอะมิโน 154 ตัว ทาํหนาทีเ่ปน 

transcription

. X ge

al trans-activator เรียกวา X protein (HBx) ซึ่งมีความสําคัญในการแบงตัวของเชื้อ

วรัสภา

ptor ที่

ชในการจับ เชน transfer receptor, asialoglycoprotein receptor และ liver endonexin แต

ลไลการทาํงานจับกันของ HBsAg กับ specific receptor ในการเขาสู cell นั้นยงัไมเปนที่แนชัด 

ื่อเชื้อเกาะกบั receptor ของเซลลตับแลว nucleocapsid จะเขาสู cytoplasm และ viral 

enome จะเขาไปใน nucleus ของเซลล (22)  

หลังจาก viral genome เขาสู nucleus จะเกิดการสราง genome สายบวกใหครบเต็ม

อยูในรูปของ supercoiled DNA เรียกวา covalently closely circular DNA หรือ 

ocapsid และ precore antigen (C, pre-C), polymerase (P), envelope L ((large), M 

tein จะทาํการแทรกเขาสู lipid membrane ของ endoplasmic 

cticulum (ER) ของเซลล ในลักษณะเปน integral membrane protein  

ูก encapsidate เขากับ เอนไซม DNA polymerase/reverse 

seH ที่อยูใน domain ของเอนไซม polymerase 

องไวรัส

ไ ยในเซลล (20) นอกจากนี้ยังมีบทบาทในขั้นตอน transcription ของ gene ตางๆ ของเชือ้

ไวรัส 

 นอกจากนีเ้ชื่อวามีบทบาทสาํคัญในการทาํใหเกิดโรคมะเร็งตับภายหลงัจากที่ติดเชื้อไวรัส

ตับอักเสบ บี แบบเรื้อรัง 

 
วงชวีิตของไวรัสตับอักเสบ บี 
 เชื้อไวรัสตับอักเสบ บี เขาจบักับ receptor ของเซลลตับ (21) ปจจุบันไดพบ rece

ใ

ก

เม

g

 

สาย และจะ

cccDNA หลงัจากนัน้ genome สายลบจะถูก transcribe โดยเอนไซม RNA polymerase II ของ

เซลลตับใหเปน RNA สายยาว มีขนาดประมาณ 3.4-3.5 kb เรียกวา pregenomic RNA 

(pgRNA) และสวนหนึ่งจะถูก transcript เพื่อเปน template ในการ translate เปน viral 

nucle

(medium), S (small)) และ transcriptional transactivating proteins (X) (21,22)  

 envelope pro

re

 pregenomic RNA จะถ

transcriptase ที่สรางขึ้นจาก P ORF และกับ nucleocapsid (core) protein จากนั้นจะมีการ

สรางสายลบทีเ่ปน DNA ซึ่งเปนขั้นตอน reverse transcription ที่อาศัยเอนไซม DNA 

polymerase/reverse transcriptase (RNA-dependent DNA polymerase) โดยใช 

pregenomic RNA เปน template (21) เมื่อทําการสราง genome สายลบแลว pregenomic RNA 

ที่เปน template จะถูกทําลายโดยเอนไซม RNa

ข  ทาํใหได genomic DNA สายลบ และจะมีการสราง genomic DNA สายบวก หลงัจาก
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ได viral nucleocapsid แลว viral nucleocapsid จะสามารถเขาสู assembly pathway หรือ 

กลับเขาสู nucleus ของเซลลใหมเพื่อทําการแบงตัวเพิ่มข้ึน 

 ในขั้นตอนของ assembly pathway นั้น viral nucleocapsid จะเขาสู ER เพื่อทําการรวม

กับ envelope protein กอนที่จะออกนอกเซลลเปนเชื้อไวรัสตัวใหม สวนของ surface protein จะ

ผานกระบวนการ glycosylation ที ่golgi apparatus กอนที่จะออกนอกเซลล (21) 

 precore polypeptide จะ transport เขาสู ER lumen หลังจากนั้นจะเกิดการตัดสายของ 

polypeptide ไดเปน precore antigen (HBeAg) ทําการปลอยออกนอกเซลล  

รูปที่ 5 แสดงวงชีวิตของไวรสัตับอักเสบ บ ี

 
พยาธิกําเนิดของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี
 ไวรัสตับอักเสบ บ ี สามารถทําใหเกิด cytopathic effect ตอเซลลตับได และการทําลาย

เซลลตับสามารถเกิดไดจากการทาํหนาที่ของระบบภูมิคุมกันทําใหเกิดการทาํลายเซลลตับที่ติดเชื้อ 

จึงเกิดการอักเสบของตับและเกิดโรคตับอักเสบ 

 เซลลในระบบภูมิคุมกันที่ทาํลายเซลลตับคือ cytotoxic T cell โดยมีแอนติเจนที่เปน

เปาหมายหลกัในการทาํลายคือ ชิ้นสวนของ HBcAg ที่ถูกนาํมาเสนอรวมกับ MHC class I บนผิว
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ของเซลลที่ติดเชื้อ (23) โดยผานกระบวนการ antigen processing และ antigen presentation 

เมื่อ cytotoxic T cell ทําปฏิกริยากับแอนติเจนโดยอาศัย T cell receptor จะเกิดการทาํลายเซ

ที่ติดเชื้อ โดยกลไก direct cell killing และกลไก apoptosis หรือ programmed cell death ซ

อาศัยสารตางๆเชน perforin, Fas ligand และ cytokine (24) นอกจากนี้ยงัเกิดการทาํลายโด

กลไกของ helper T cell โดยผาน MHC class II ไดดวย เชน กลไกการทําลายโดย macrophag

หรือ การหลั่งสาร cytokine เพื่อกระตุนระบบภูมิคุมกันอื่นๆ และสรางแอนติบอดีตอเชื้อไวรัส 

 
Genotype ของเชื้อไวรสัตับอักเสบ บ ี
 เชื้อไวรัสตับอักเสบ บี สามารถแบงออกไดเปน 8 genotype คือ ซึ่งเรียงตามลาํดบัอักษร

คือ A ถึง H (25, 26, 27, 28) การจําแนกนีอ้าศัยการใชรหัสพนัธุกรรมของ S gene โดยเฉพาะส

ของ pre-S1 โดยวิธทีี่แมนยาํมักตองอาศยัการอานรหัสพันธกุรรม (sequencing) แลวจึงวเิคราะห

ดวยวิธ ีphylogenetic analysis 

 หลักการในการจําแนกนั้นอาศัยความแตกตางของลาํดับนิวคลีโอไทด จําแนกโดยความ

ลล

ึ่ง

ย

e 

 

วน



ตกตางมากกวาหรือเทากบั 8% ของลําดับนิวคลีโอไทดทัง้ genome ของเชื้อไวรัส หรือ ความ

แตกตางมากกวาหรือเทากบั ัง้ suface antigen gene 

องเชื้อไวรัส (25,26) 

 พบวาแตละ genotype นั้นมีการกระจายตัวแตละ

ลุมที่แต

เฉพาะภูมิภาคเอเซียตะวนัออกเฉียงใต 

แ

 4.1% ของลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของท

ข

 จากการศึกษาทางดานระบาดวิทยา

ก กตางกนัในแตละภูมิภาคของโลก ดังนี้ (27,29) 

 Genotype A พบมากทางตะวันตกเฉียงเหนือของทวปียุโรป อินเดีย และ ทวีปแอฟริกา 

 Genotype B พบมากในทวปีเอเซีย โดย

 Genotype C พบมากในทวีปเอเซีย โดยเฉพาะภูมิภาคเอเซียตะวนัออกเฉียงใต รวมทัง้

ประเทศไทย 

 Genotype D พบไดทั่วโลก แตมักพบในบริเวณรอบทะเลเมดิเตอรเรเนียน 

 Genotype E พบไดในทวีปแอฟริกา 

 Genotype F พบไดในอเมรกิากลาง และอเมริกาใต 

 Genotype G พบรายงานในทวีปยุโรป และ อเมริกา 

 Genotype H พบในอเมรกิากลาง 
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GG
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H
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A

A
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D

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 แสดงการกระจายตัวของ genotype ของแตละกลุมตามแตละภูมิภาคของโลก 

อลักษณะทางคลนีคิ การดําเนนิของโรค และการ

การรุนแรง และใหผลการตอบสนอง

ที่ต่ํากวาผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี genotype B 

 

 แตละ genotype นั้นอาจสงผลต

ตอบสนองตอยาตานไวรัส จากรายงานพบตัวอยางเชน  

- ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ีgenotype C จะมีอา

ตอการรักษาดวย interferon 
(30,31)  

- ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี genotype C โดยมีลักษณะเปนพาหะ มักตรวจพบ 

HBeAg สูงกวา ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี genotype B (32) 

- ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี genotype C จะมีอัตราการ positive ตอ HBeAg และ

แสดงความเปลี่ยนแปลงในระยะแรกของ cirrhosis และ hepatocellular carcinoma 

มากกวาผูที่ตดิเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี genotype B (33) 

- ในอินเดีย ผูทีต่ิดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี genotype D จะมีอาการรุนแรงกวา มีอาการ

เปลี่ยนเปนมะเร็งตับไดเร็วกวา และ ผูตดิเชื้อสวนใหญมีอายทุี่นอยกวา ผูที่ติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบ บี genotype A (34)  



 16 
- ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ีgenotype C และ genotype D มีอัตราการตอบสนอง

ตอการรักษาดวย interferon-α นอยกวา ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี genotype A 

ะ genotype B (30, 35)  

- ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี genotype B มีการตอบสนองตอการรักษาดวยยาตาน

ไวรัส lamivudine ที่ดีกวา ผูที่ติดเชื้อไวรัสต ักเสบ บี genotype C (36) 

 
Subtype ของไวรสัตับอักเสบ บ ี
 การตรวจทาง immunology โดยใชแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอแตละ subtype ตั้งแต

แรกในการศึกษาเกีย่วกับ HBsAg สามารถแบง ัสตับอักเสบ บี ออกไดเปนกลุมโดยขึ้นกบั 

antigenic determinant ใน HBsAg ซึ่งจะอยูบน major surface protein  

 Antigenic determinant ที่สําคัญ และเปน group-specific determinant พบในเชื้อไวรัส

ตับอักเสบ บ ี ทกุสายพนัธุแยกตาม serotype เรียกวา “a” determinant เปนโปรตีนสรางจาก 

codon ลําดับที่ 124-147 ของ major surface protein เปนสวนทีก่ระตุนภูมิคุมกนัไดดีมาก และ

บการตอบสนองหลังจากการติดเชื้อตามธรรมชาติหลงัจากไดรับวัคซนี (16, 37) 

การจําแนกแยกออกไปเปนไปตาม subtype determinant ทาง serology สามารถแบง

อกไดเปน d หรือ y determinant และ w หรือ r determinant ซึ่งเมื่อนํามาประกอบกันแลวจะ

ามารถแยกออกไดเปน subtype หลักๆ ได คือ adr, adw, ayr และ ayw และอาจสามารถ

บงแยกยอยของ subtype ตางๆได เชน ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4q–, 

drq+, และ adrq– (38) 

การกําหนดวาเชื้อไวรัสแตละสายพันธุมี determinant เปนชนิด d หรือ y ข้ึนอยูกบัชนิด

องกรดอะมิโนที่ตาํแหนง 122 วาเปนชนดิ lysine (ลําดับนิวคลีโอไทด AAA หรือ AAG) จะเปน d 

รือ arginine (ลําดับนิวคลโีอไทด AGA หรือ AGG) จะเปน y สวน determinant w หรือ r นั้น

ึ้นอยูกับชนิดของกรดอะมิโนที่ตาํแหนง 160 วาเปนชนดิ lysine จะเปน w หรือ arginine จะเปน r 

ารางที่ 1 แสดงลักษณะและตําแหนงที่ใชในการจาํแนก subtype ของไวรัสตับอักเสบ บ ี
ตําแหนง กรดอะมิโน Subtype determinant 

แล

ับอ

เชื้อไวร

พ

 

อ

ส

แ

a

 

ข

ห

ข

 

ต

122 Lysine (K) d 

 Arginine (R) y 

160 Lysine (K) w 

 Arginine (R) r 

 



 17 
 

สามารถมีได ภา

ของโลก 

 

ตารางที่ 2 แ ับอักเสบ บี และการ

กระจาย  (
Genotype

ความสัมพันธระหวาง subtype และ genotype ของไวรัสตับอักเสบ บี แตละ subtype 

มากกวาหนึง่ genotype และมีลักษณะการกระจายตวัที่แตกตางกนัในแตละ ภูมิ ค

สดงความสมัพันธระหวาง subtype และ genotype ของไวรัสต

ตวั 39) 
 Subtype การกระจายตัวในแตละภูมิภาค 

A ฟริกากลาง, อินเดีย adw2, ayw1 ยุโรป, อเมริกา, แอ

B adw2 อินโดนีเซีย, จีน 

 

C 

ayw1 เวียดนาม 

adw2 เอเชียตะวันออก 

 เกาหลี, จีน, เวียดนาม, ไตหวัน 

D 

adrq+ 

 Adrq-, ayr, adr Polynesia, เกาหลี, จีน, ญี่ปุน, ออสเตรเลีย, อเมริกา, เวียดนาม  

ayw2, ayw3 บริเวณเมดิเตอเรเนียน 

 ayw4 อินเดีย, รัสเซีย, อเมริกา 

E ayw4 แอฟริกาตะวันตก 

F adw4q- Polynesia 

 adw2, ุโรป 

ยุโรป, อเมริกา 

ayw4 อเมริกาใต และ อเมริกากลาง, ย

G adw2 

H adw4 อเมริกาใต และ อเมริกากลาง 

 
วัคซีนปองกนัไวรสัตับอักเสบ บ ี
 ในสมัยกอนไดมีการพัฒนาวัคซีน โดยเตรียมจากเลือดของผูติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี โดย

ccine โดยการ

ํายนีที่ค

การนาํมาแยกเอา HBsAg แลวนํามาทําใหบริสุทธิ ์ หลงัจากนัน้ผานขบวนการฆาเชื้อดวยสารเคมี 

เพื่อทาํลายคุณสมบัติในการติดเชื้อของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี และเชื้อไวรัสอ่ืนที่อาจปนเปอนมากบั

เลือด เรียกวา plasma derived vaccine (40) 

 ปจจุบันวัคซนีปองกนัไวรัสตับอักเสบ บี เปนชนิด recombinant DNA va

น วบคมุการสราง HBsAg ใสเขาไปในพาหะชนดิ expression vector แลวใสเขาไปในเซลล

เจาบาน (host) เพื่อทําใหเซลลเจาบานนั้นสราง HBsAg  เซลลเจาบานที่ใชอาจเปนยีสตหรือ 

mammalian cell เชน Chinese hamster ovarian (CHO cell) ก็ได แตปจจุบันนยิมใชยีสต 

(Saccharomyces cerevisiae) มากกวา เมื่อ HBsAg ถูกสรางออกมาทาํใหบริสุทธิเ์พื่อนาํไปผลิต

เปนวัคซนีตอไป (41, 42) 
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 หลักในการใหวัคซีนนั้น จะใหเบื้องตน 2-3 เข็มโดยหางกนัครั้งละ 1-2 เดือน และฉีด

กระตุนอีกใน 6-12 เดือนตอมา ข้ึนกับภาวะของผูรับวัคซนีกอนหรือหลงัสัมผัสโรค ในกรณีใหวัคซีน

กอนสัมผัสเชือ้ (pre-exposure) ใหฉีดเขากลามเนื้อเดอืนที ่0, 1 หรือ 2 และ 6 เดือน และในกรณี

ใหวัคซีนหลงัสมัผัสเชื้อ (post-exposure) ซึ่งตองการใหเกดิภูมิคุมกันขึน้เร็ว จะใหเบือ้งตน 3 เข็ม

หางกนัทกุ 1 เดือน (ในเดือนที่ 0, 1, 2) และฉีดกระตุนในเดือนที ่12 

วนมาก

โดยเฉพาะ ื้อไวรัส บี จึงใหฉีดวัคซีน  ซึ่ง

ไดผลที่ดีเปน มาก (43) ประเทศไทยได ด็กแรกเกิดตั้งแตป พ.ศ. 2535 โดยบรรจุ

ใน Expande rogram on Immunizat งทาํใหอัตราการตรวจพบ HBsAg ในเดก็

ลดลงมาก ใน ี่เกิดหลัง EPI มีอัตรากา ยกวารอยละ 1 ถึงแมวาว ีนที่ใหจะเปน

นิด ay ซึ่งผลิตตาม subtype ของตางประเทศ แตกส็ามารถปองกนัการติดเชื้อชนิด ad ที่พบใน

หลังจากที่ไดมีการใชวัคซนีกนัอยางแพรหลาย ไดมีการศึกษาผลของการใชวัคซนีพบวา มี

ิคุมก Ag เปน protective ารติดเชื้อได 

การเกิดการ mutatio ี้อาจทําใหเชื้อสา ภูมิคุมกัน 

และอาจจะทําใหเกิดการ ในผูที่เคยไดรับวัคซีนและ เรียก utant (44) 

 ึกษาใน รับวัคซีน แตพบการติดเชื้อไวรัสต บ ี เมื่อทําการอานรหัส

พันธกุรรม (sequencin วนของ HBsAg ของเชื้อดังก mutation เกิดขึ้นใน

ตําแหน  codon ที่ 145 ารเปลีย่นแปลงกรดอะม  arginine (R) 

เรียกวา 145R แล eter

epitop ื้อ (45 ี้ยังพบการเปลี่ยนแปลงก ที่ไดรับวัคซีน อีก

หลายต หนงในสวนขอ eterminant นี้  
 

 

 

 

 เนื่องจากประสิทธิภาพที่ด ี และวัคซีนมีความปลอดภัยสูง ประเทศตางๆจาํน

ในเขตที่มีการระบาดของเช ตับอักเสบ ในเดก็แรกเกิดทุกราย

อยาง ใหวัคซีนในเ

d P

เดกท

 ion (EPI) ซึ่

็ รเปนพาหะนอ ัคซ

ช

ประเทศไทยไดไมแตกตางกนั 

 
Escape mutant 
 

ผูที่ไดรับวัคซีนแตพบการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี เมื่อไดมีการศึกษาตอจึงพบวามกีารกลายพนัธุ 

หรือ mutation ที่บริเวณ S gene เนื่องจาก HBsAg เปนแอนติเจนที่สําคัญมากของเชื้อไวรัสตับ

อัก ะภูมเสบ บี แล ันตอ HBs  antibody ซึ่งสามารถปองกนัก

n ในบริเวณน มารถหลกีเลี่ยงการทาํลายจากระบบ

ติดเชื้อ วา escape m

จากการศ ผูที่ได ับอักเสบ 

g) ในส ลาว พบวามี 

ง  โดยมีก ิโนจาก glycine (G) ไปเปน

 G ะมีผลตอ “a” d minant ซึ่งเปน common epitope และเปน protective 

e ของเช ) นอกจากน รดอะมิโนในประชากร

าํแ ง “a” d
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ตารางที่ 3 แสดงการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนของไวรัสที่กลายพันธุ ที่บริเวณ HBsAg ทําใหเกิดการกลาย

ันธุแบบพ  escape mutant 

ตําแหนงของกรดอะมิโน สายพันธุเดิม กลายพันธุ 

126 Thr (T) Asn (N) 

141 Lys (K) Glu (E) 

144 Asp (D) Ala (A) 

145 Gly (G) Arg (R) 

 

 อยางไรก็ตาม การศึกษาตอมาพบวา escape mutant ใน S gene ยังพบไดไมบอยมาก

นัก และยังไมเกิดปญหาทางการแพทยและสาธารณสุข รวมทัง้ยงัไมเกดิการแพรกระจายไปทัว่โลก

อยางทีห่วาดกลัวกัน แตยังตองมีการเฝาระวังกนัตอไป (46) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
รูปแบบการวจิัย 
 การวิจยัครั้งนีเ้ปนการวิจัยเชงิพรรณนา (Cross-sectional, Descriptive research) โดย

การวิจยัในครัง้นี้ไดผานการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 

(Chulalongkorn University Ethics Committee)  

 
ประชากรศกึษา 
 ทําการเก็บตัวอยางจากประชากรชาวไทยในภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนอื ภาค

กลาง และภาคใต ซึ่งทาํการคัดเลือกจังหวัดในแตละภาคมาภาคละ 1 จังหวัด โดยใชวิธีเลือกแบบ

จําเพาะเจาะจง ไดแก จังหวดัเชียงราย อุดรธานี ชลบุรี และนครศรีธรรมราช แตละจังหวัดทาํการ

คัดเลือกโรงพยาบาลจํานวน 3 โรงพยาบาล ประกอบไปดวย โรงพยาบาลจงัหวัด (หรือโรงพยาบาล

ศูนย) 1 แหง และโรงพยาบาลชุมชน 2 แหง โดยการคัดเลือกไมกระจุกอยูในสวนใดสวนหนึง่ของ

จังหวัดนัน้ ประชากรที่นาํมาศึกษามีคุณสมบัติดังนี ้

- เปนประชาชนชาวไทย 

- มีภูมิลําเนาในจังหวัดที่เลือก 

- มีอายุระหวาง 6 เดือนถงึ 60 ป 

- ไมไดรับการวินิจฉัยวาเปนโรคที่มีผลตอระบบภูมิคุมกัน เชน โรคเอดสในระยะทีม่ี

อาการของโรคชัดเจน ที่มีการทราบมากอนแลว หรือมีอาการชัดเจน โรคมะเร็งในเลือด โรคมะเร็ง

ในตอมน้าํเหลอืง SLE 

- ไมไดรับยากดภูมิคุมกันเกนิกวา 1 เดือน ภายใน 1 ปทีผ่านมา (นับจากปจจุบนั) เชน 

steroids, immunosuppressive drugs, chemotherapy เปนตน 

- ไมมีประวัติการเจ็บปวยเรื้อรัง ไมไดรับการรักษาในโรงพยาบาลเกนิกวา 1 เดือน 

ภายใน 1 ปที่ผานมา (นับจากปจจุบนั) 

- ไมเปนผูทีม่ีโรคประจําตัวหรอืโรคเรื้อรัง รวมทัง้โรคที่เปนอันตรายจากการเจาะเลอืด 

ทั้งทางรางกายและจิตใจ เชน Hemophilia โรคหัวใจ โรคจิต เปนตน 

จํานวนตวัอยางทั้งหมด 

- จังหวัดเชียงราย รวมจาํนวน 1,581 ตัวอยาง 

- จังหวัดนครศรีธรรมราช รวมจํานวน 1,494 ตัวอยาง 
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- จังหวัดอุดรธานี รวมจํานวน 1,727 ตัวอยาง 

- จังหวัดชลบุรี รวมจํานวน 1,437 ตัวอยาง 

รวมทัง้สิ้น 6,239 ตัวอยาง 

หลังจากทําการเก็บตัวอยาง ไดมีการรวบรวมขอมูลการวิจัย โดย การทําแบบสัมภาษณ 

ซึ่งประกอบไปดวยขอคําถามเกี่ยวกับประวัติการไดรับวคัซีนในอดีต ประวัติการเจบ็ปวยของผูปวย

และบุคคลในครอบครัว และขอมูลพื้นฐาน อันประกอบดวย ชื่อ-สกุล วัน เดือน ป เกิด เพศ จาํนวน

พี่นอง ที่อยู อาชีพตนเอง บดิา มารดา จากนัน้ทาํการตรวจทางหองปฏิบัติการ ใชซรัีมตัวอยางของ

อาสาสมัครตรวจ ณ หองปฏิบัติการ ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางไวรัสตับอักเสบ ภาควิชากุมารเวช

ศาสตร คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั โดยทําการตรวจดวยวธิี ELISA เพื่อทําการ

หา แอนติบอดีไวรัสตับอักเสบ เอ บ ีและ ซ ีและแอนติเจนของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี

ทําการคัดเลือกตัวอยางที่ใหผลบวกตอ แอนติเจนของเชือ้ไวรัสตับอักเสบ บี จาํนวนทั้งสิน้ 

- จังหวัดเชียงราย จํานวน 107 ตัวอยาง 

- จังหวัดนครศรีธรรมราช จํานวน 34  ตัวอยาง 

- จังหวัดอุดรธานี จาํนวน 70 ตัวอยาง 

- จังหวัดชลบุรี จํานวน 35 ตัวอยาง 

รวมจํานวน 246 ตัวอยาง 

นําตัวอยางที่ใหผลบวกตอ แอนติเจนของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี มาทาํการศึกษา โดย

ตัวอยาง ซีรัม ที่เหลือจะทาํการเก็บตัวอยางไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซยีส 

 
เครื่องมือและวัสดุทีใ่ชในการวิจัย 
1. เครื่องมือ 

1.1   Pipette tip : 10 μl, 200 μl และ 1,000 μl (Elkay, Ireland) 

1.2   Microcentrifuge tube :0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (AxyGEN, USA) 

1.3   Polypropylene conical tube : 15 ml และ 50 ml (Elkay, Ireland) 

1.4   Beaker : 50 ml, 1000 ml, 200 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA.) 

1.5   Flask : 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA.) 

1.6   Reagent bottle : 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Duran, USA) 

1.7   Pipette rack (Eppendorf, Germany) 

1.8   Thermometer (Precision, Germany) 

1.9   Parafilm (American National Can, USA) 
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1.10   Plastic wrap 

1.11   Stirring-magnetic bar 

1.12   Sequence ABI 310 kit (Perkin-Elmer, USA.) 

1.13   Combs (Bio-RAD, Hercules, California, USA.) 

1.14   Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 

2. อุปกรณ 
2.1   Automatic adjustable micropipette : P2 (0.1-2 μl), P10 (0.5-10 μl), P20 (5-

20 μl), P100 (20-100 μl), P1000 (100-1,000 μl) (Eppendorf, Germany) 

2.2 Vortex mixer (Scientific industry, USA) 

2.3 Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne, USA) 

2.4 Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 

2.5 Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich, USA) 

2.6 Microcentrifuge 0.2 ml (Axygen, USA) 

2.7 Microcentrifuge 1.5 ml (Elkay, USA) 

2.8 Eppendorf Mastercycler personal (Hamburg, Germany) 

2.9 Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 

2.10  Multi-block heater (Lab-Line Instrument Inc., USA) 

2.11  Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 

2.12  Mitsubishi Video copy processor (Bio-RAD, USA) 

2.13  Thermal paper (Bio-RAD, USA) 

2.14  Refrigerator 4°C (Misubishi, Japan) 

2.15  Freezer -20°C (Sanyo, Japan) 

2.16  Freezer –70°C (Forma Scientific, USA) 

2.17  Water Purification equipment (Water pro Ps, USA) 

2.18  ABIPRISMTM 310 Genetic (Perkin-Elmer, USA) 

2.19  Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey, USA) 

2.20  Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland) 

 

 

 



 23 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั 
1. สารเคมีทัว่ไป 

1.1 Agarose molecular grade (Promega, USA) 

1.2 Diethy pyrocarbonate (Sigma, Singapore) 

1.3 Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 

1.4 Sucrose (USB, Hong Kong) 

1.5 100 base pair DNA ladder (Biolab, USA) 

2. สารเคมีสําหรับการสกัด DNA (DNA extraction) 

2.1 Isoamyl alcohol (Sigma, Singapore) 

2.2 Absolute ethanol (Sigma, Singapore) 

2.3 Disodium ethylenediamine tetracetic acid : EDTA (USB, Hong Kong) 

2.4 Tris base (USB, Hong Kong) 

2.5 Boric acid (USB, Hong Kong) 

2.6 Sodium acetate (Sigma, Singapore) 

2.7 Proteinase K (USB, Hong Kong) 

2.8 Phenol (Pierce, USA) 

2.9 Chloroform (Sigma, Singapore) 

3. สารเคมีสําหรับการทาํ PCR 

3.1 Eppendorf MasterMix (2.5x)(Hamburg, Germany) 

4. สารเคมีสําหรับการทาํผลผลิต PCR ใหบริสุทธิ ์

4.1 Perfect Gel Cleanup (Eppendorf, Hamburg, Germany) 

4.2 Isopropanol (Sigma, Singapore) 

5. สารเคมีสําหรับการทาํ DNA sequencing 

5.1 BigDye terminator v.3.1 cycle sequencing RR-100 (Applied Biosystems 

(ABI), USA) 

5.2 BigDye terminator v.3.1 cycle 5x buffer (ABI, USA) 

5.3 Template suspension reagent : TSR (ABI, USA) 
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วิธีการดําเนนิการวิจัย 
1. Control 

1.1 Positive control 

ไดตัวอยางจาก ผูบริจาคโลหิตที่สภากาชาดไทย และตรวจพบสารพนัธุกรรมของไวรัส

ตับอักเสบ บี ดวยวิธ ีPCR 

1.2 Negative control 

เนื่องจาก HBV เปน DNA ไวรัส เพราะฉะนั้น Negative control ในการศึกษาครั้งนี้ 

คือ น้าํ ที่ปราศจากเอนไซมยอย DNA (DNase) คือ Distilled water ที่มีปริมาตรเทากับ DNA ที่ใช

ในการทดลอง 

 
2. การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

ใช ซีรัม ปริมาณ 100 μl ในการสกัด DNA ดวยวิธี phenol/chloroform ดังแสดงในรปูที่ 7 
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นํา ซีรัม ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองจนละลายหมด  

 

 ซีรัม 100 μl + 400 μl lysis buffer + 10 μl proteinase K 
 

 
Incubate ที่ 50°C เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง  

 

เติม Phenol 250 μl และ CHCl3 : IAA (49:1) 250 μl  

 

 
ปนเหว่ียงที ่14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  

 

นําสวนใสใสหลอดใหมแลวเติม NaOac (2M) 40 μl +  glycogen 4 μl + Abs EtOH 800 μl  

 

 
Incubate ที่ -70°C เปนเวลา 30 นาที  

 

ปนเหว่ียงที่ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  

 

 

ปนเหว่ียงที่ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

ดูด EtOH ทิ้งและลาง DNA ดวย 70% EtOH 1 ml  

 

 

 

 
ทําใหแหงดวยระบบสุญญากาศ เปนเวลา 10 นาที  

 

ละลาย DNA ในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 30 μl  

 

 
เก็บที่ -4°C 

 

รูปที่ 7 แสดงขั้นตอนการสกดั DNA 
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3. เพิ่มจาํนวนดีเอ็นเอ (DNA amplification) ของ HBV ในสวนของ Pre-S1 จนถึงบริเวณ 
“a” determinant 
 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ของ HBV ในสวนของ Pre-S1 จนถึงบริเวณ “a” determinant โดยวธิี 

PCR ใช primer ที่ ครอบคลุมบริเวณของ Pre-S1 และ “a” determinant (ตารางที ่4) 

ตารางที่ 4 แสดงรายละเอยีดของ primer ที่ใช 
Primers ลําดับเบส ตําแหนง Tm (°C) 

Pre-S1 F (forward primer) 

R4 (reverse primer) 

5’ TCACCATATTCTTGGGAACAAGA 3’ 

5’ ATGGCACTAGTAAACTGAGCC 3’ 

2,817-2,839* 

689-668* 

64 

62 

*เปรียบเทียบกับตําแหนงบนลําดับนิวคลโีอไทด ของ HBV accession number AB115417 

 

 ทําการเตรียมสวนผสมของสารเรียงตามลําดับลงใน microtube ดังตารางที่ 5 

 

ตารางที่ 5 แสดงสวนผสมของปฏิกริยา PCR เพื่อเพิ่มจาํนวน DNA ของ HBV ในสวนของ Pre-S1 

จนถงึบริเวณ “a” determinant 
สารละลาย ปริมาตร (volume/tube) 

Distilled water 

Eppendorf MasterMix (Hamburg, Germany) 

Pre-S1 F primer (10 pmol) 

R4 primer (10 pmol) 

DNA Template 

12 μl 

10 μl 

0.5 μl 

0.5 μl 

2 μl 

Total volume 25 μl 

   

จากนั้นนํา microtube ที่ใสสารละลายดงัตารางที่ 5 ทั้งหมดใสในเครื่อง Eppendorf 

Mastercycler personal (Hamburg, Germany) โดยมีอุณหภูมิและเวลาดังตารางที่ 6 
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ตารางที่ 6 แสดงอุณหภูมิและเวลาของการทํา PCR เพื่อเพิ่มจํานวน DNA ของ HBV ในสวนของ 

Pre-S1 จนถงึบริเวณ “a” determinant 
PCR Cycle อุณหภูมิ (°C) เวลา 

Pre-denaturation 94 

55 

72 

1 นาที 

1 นาที 

1 นาที 

Denaturation 94 

55 

72 

ทําซ้ํา 35 รอบ 

30 วินาที 

30 วินาที 

1 นาที 30 วินาที 

ทําซ้ํา 35 รอบ 

Post extension 72 7 นาที 

 

ตรวจสอบผลผลิตจากการทาํ PCR โดยการนําผลผลิตที่ไดทั้งหมดผสมกับ loading dye 

แลวใสลงในหลุมของ 2% agarose gel electrophoresis ที่ไดทําการเตรียม gel แบบแผนนอน

ราบเรียบรอยแลว จากนัน้ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 1 ชั่วโมง และใช marker 100 bp 

เปนตัวมาตรฐานเปรียบเทยีบ นาํ gel ที่ไดมาแชในสารละลาย ethidium bromide ประมาณ 10-

15 นาที และนํามาเขาเครื่องฉายรงัสีอัลตราไวโอเลต (Gel Doc) ขนาดของผลผลิตคือ 1,088 bp 

 
4. การตรวจสอบลาํดับนวิคลีโอไทด (DNA sequencing) 
 ทําผลผลิตที่ไดจากการทํา PCR ใหบริสุทธิ์ โดยการตดั gel ในสวนแถบ DNA ทีต่องการ 

จาก gel electrophoresis และทําใหบริสุทธิ์โดยใช Perfect Gel Cleanup kit แลวตรวจสอบ

ผลผลิตที่ไดจากการทําใหบริสุทธิ์ โดยนําผลผลิตที่ได 5 μl ทําการตรวจดวย gel electrophoresis 

อีกครั้งหนึ่งวาไดชิ้นสวน DNA ที่ตองการหรือไมและเพื่อตรวจสอบวาไมม ี DNA อ่ืนเจือปน 

หลังจากนั้นจงึนําผลผลิตที่ผานการตรวจสอบแลวมาทํา cycle sequencing การตรวจสอบลําดับ

นิวคลีโอไทดนัน้จะใช primer Pre-S1 F เพือ่ทาํการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ Pre-S1 

และใช primer R4 เพื่อทาํการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ “a” determinant โดยผสม

สารที่ใชทาํ cycle sequencing ดังตารางที ่7 
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ตารางที่ 7 แสดงสวนผสมของสารที่ใชในการทาํ cycle sequencing 
สารละลาย ปริมาณ (μl) 

Distilled water 5.33 

5X buffer 2 

BigDye RR-100 4 

Primer (Pre-S1 F หรือ R4) 0.67 

ผลผลิตที่ทําใหบริสุทธิ์แลว 8 

Total volume 20 

 

 หลังจากผานการทาํ cycle sequencing แลว นาํผลผลติที่ไดไปผานขั้นตอนการ

ตกตะกอนเพือ่นําไปอานลําดับนิวคลีโอไทดดวย ABIPRISMTM ดังนี ้
 

ผลผลิตที่ไดจาก cycle sequencing 
 

 

 
เติม 4 μl glycogen + 80 μl 75% Isopropanol  

 

 
ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที 

 

 

 
ปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอวินาที เปนเวลา 20 นาที 

 

 

 
เทสวนใสทิ้ง 

 

 

 
เติม Template suspension reagent 25 μl 

 

 

 นําเขาเครื่อง ABIPRISMTM 310 เพื่ออานผล 
 

รูปที่ 8 แสดงขั้นตอนการตกตะกอนที่ไดจากการเขา cycle sequencing 
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 ทําการอานผลที่ไดโดยใชโปรแกรม Chromas Lite 2.0 เพื่อวิเคราะห Chromatogram 

ของลําดับ       นวิคลีโอไทด และทําการวิเคราะหผลตอไป 
5. การวิเคราะหขอมูล (Data Analysis) 
 เปรียบเทียบผลการทาํ PCR กับ ผลการทาํ ELISA โดยแสดงผลเปนรอยละ 

ลําดับนิวคลีโอไทด ของ ไวรัสตับอักเสบ บี ในสวนของ Pre-S1 และ “a” determinant เมื่อ

ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจากการอานลําดับนิวคลีโอไทดของ forward primer หรือ 

reverse primer เรียบรอยแลว ทําการวิเคราะหโดย 

 ลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ Pre-S1 : 

- ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับนิวคลโีอไทดของสิ่งมีชีวิตอ่ืน ทีม่ีอยูใน

ธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST จาก www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast 

- ทําการจําแนก genotype โดยการเปรยีบเทียบนวิคลีโอไทดที่ไดกบันิวคลีโอไทดของ

ไวรัสตับอักเสบ บี แตละ genotype ที่มีอยูในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม 

BLAST และ โปรแกรม Genotyping tool 

- ทําการเปรียบเทียบความเหมือน หรือ ความตางของ ลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิ

โน  ดวยวิธ ี cluster analysisโดยใชโปรแกรม Clustal X Ver3ion 1.83 และ Bioedit version 

7.0.4.1 เพื่อเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษา กับ ลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสตับ

อักเสบ บ ีที่มอียูในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) 

- สรางรูปของโครงสรางความสัมพนัธ (dendrogram หรือ phylogenetic tree) จาก

ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดโดยใชโปรแกรมClustal X version 1.83 และ MEGA3.1 เพื่อหา

ความสัมพันธระหวาง ลําดบันิวคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษา กับนวิคลีโอไทดของไวรัสตับอักเสบ บี 

แตละ genotype ที่มีรายงานอยูในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) 

- วิเคราะหคํานวนหาคาเปอรเซ็นความแตกตางของนิวคลโีอไทด และกรดอะมิโน 

(genetic distance) ระหวาง ลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนที่ไดจากการศึกษา เปรียบเทยีบ

กับ ลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโน ของตางประเทศที่มีรายงานอยูในธนาคารรหัสพันธุกรรม 

เพื่อหาความสมัพันธ โดยใช โปรแกรม MEGA3.1  

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
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ลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ “a” determinant : 

- ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับนิวคลโีอไทดของสิ่งมีชีวิตอ่ืน ที่มีอยูใน

ธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST จาก www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast 

- ทําการจําแนก subtype โดยการ แปลงรหสัพันธกุรรมในสวนของ “a” determinant ให

เปน กรดอะมิโน จากนั้นดูลําดับกรดอะมิโนในตําแหนง 122 และ ตําแหนง 160 วาเปน subtype 

ใด ดังตารางที ่1 

- เปรียบเทียบผลจากการทาํ genotype และ subtype 

- เปรียบเทียบกบัขอมูลการใหวัคซีน วามีผูทีไ่ดรับวัคซีน แตยังพบการตดิเชื้อหรือไม และ 

ตรวจสอบดูในสวนของ “a” determinant วามกีารกลายพันธุ escape mutant หรือไมในตําแหนง

ดังตารางที่ 3 

 
6. เผยแพรขอมลูลาํดับนิวคลีโอไทด 

ทําการเผยแพรลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดที่ไดจากการศึกษา โดยใช program Sequin 

version 6.0 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sequin) ไปยังฐานขอมูล ธนาคารรหัสพันธุกรรม 

(GenBank) ที ่http://www.ncbi.nlm.nih.gov  

 
7. การแยกเชื้อทั้ง 2 ชนิดออกจากกันโดยการ cloning 

จากการอานขอมูลลําดับนวิคลีโอไทด หากพบลักษณะการซอนทบักันของรูป 

chromatogram ซึ่งอาจเกิดจากการการมเีชื้อ 2 ชนิดอยูในตัวอยางเดียวกนั จึงทําการทดสอบโดย

การ Clone เพื่อทาํการแยกเชื้อ 2 ชนิดออกจากกัน โดยผลผลิตที่ไดจากการทํา PCR ใหบริสุทธิ ์

โดยการตัด gel ในสวนแถบ DNA ที่ตองการ ที่ไดจากการทาํ gel electrophoresis และทําให

บริสุทธิ์โดยใช Perfect Gel Cleanup แลวตรวจสอบผลผลิตที่ไดจากการทาํใหบริสุทธิ์ โดยนํา

ผลผลิตที่ได 5 μl ทําการตรวจดวย Gel electrophoresis อีกครั้งหนึ่งวาไดชิ้นสวน DNA ที่

ตองการหรือไมและเพื่อตรวจสอบวาไมม ี DNA อ่ืนเจอืปน นาํผลผลิตที่ไดจากการทํา PCR ให

บริสุทธิ์ มาทําการเชื่อมตอกบั vector โดยใช pGEM®-T Easy Vector System I (Promega) โดย

ผสมสารดังตารางที ่8  

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sequin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ตารางที่ 8 แสดงสวนผสมของสารที่ใชในการเชื่อมตอกับ vector โดยใช pGEM®-T Easy 

Vector System I 
สารละลาย ปริมาณ (μl) 

pGEM®-T Easy Vector 1 

T4 DNA Ligase 1 

2x Rapid Ligation  Buffer, T4 DNA Ligase 5 

ผลผลิตที่ทําใหบริสุทธิ์แลว 3 

รวม 10 

 

 นําสวนผสมทีไ่ดเก็บไวที่อุณหภูมิหอง หรือ ที่ 4°C เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นนาํมาทํา

การ transform เขาสู competent cell ( E.coli strain DH5-α) และทําการคัดเลือก clone ดังนี ้

 
 

นํา competent cell 50 μl ผสมกับ vector ที่ทําการ ligase แลว 5 μl 
 

 

 Incubate ใน น้ําแข็ง 20 นาที จากนั้นนํามา incubate ที่ อุณหภูมิ 42 °C เปนเวลา 

45-50 วินาที แลวจึงนํามา incubate ในน้ําแข็งอีก 2 นาที  

 

 

เติม soc medium 950 μl แลวนําไป incubate ที่ 37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที  

 

 
นํามา Spread ลงใน LB/ampicilin/IPTG/X-Gal plate โดยใชปริมาณ 100 μl  

 

 
Incubate ที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 18 ชั่วโมง 

 

รูปที่ 9 แสดงการ transform เขาสู competent cell โดยใช pGEM®-T Easy Vector System I 

 หลังจาก incubate ที่อุณหภมูิ 37 °C เปนเวลา 18 ชั่วโมง จะพบ colony สีขาว และ สีฟา 

เขี่ยเลือก colony สีขาวขึ้นมา ใสใน LB broth/ampicilin จากนั้น incubate ที่อุณหภมูิ 37 °C เปน

เวลา 18 ชั่วโมง สกัด plasmid ที่ไดใน LB broth/ampicilin โดยใช FastPlasmid Mini จากนัน้

นําไปเพิ่มจํานวน DNA ดวยวธิี PCR แลวจึงนาํไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด (DNA 

sequencing) 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

 จากการเก็บตัวอยางซีรัมจากประชากรชาวไทย อายุระหวาง 1-60 ป ที่มารับบริการจาก

โรงพยาบาลของรัฐ ในจังหวัด เชยีงราย อุดรธาน ี ชลบุรี และนครศรีธรรมราช ไดจํานวนทั้งหมด 

6,239 คน จากนั้นไดทําการคัดเลือกตัวอยางซีรัมจากผูที่ใหผลบวกตอแอนติเจนของไวรัสตับ

อักเสบ บี ดวยวิธี ELISA จํานวนทั้งหมด 246 คน แตเนื่องจากผลการตรวจดวย ELISA จาก

หองปฏิบัติการพบวา จําเปนตองมกีารตรวจซ้ํา จึงเปนเหตุใหปริมาณซีรัมตัวอยาง บางตัวอยางไม

มีซีรัมในการตรวจเพียงพอ จึงทาํการคัดเลือก ซีรัมตัวอยางที่สามารถนํามาทําการศึกษา ทัง้หมด 

201 คน ดงัตารางที9่ 

 

ตารางที่ 9 แสดงจํานวนตัวอยางที่ใชในการศึกษา 
จังหวัด จํานวนตัวอยางทั้งหมด จํานวนที่ใหผลบวกตอELISA จํานวนที่ใชในการศึกษา 

เชียงราย 1,581 107 93 

นครศรีธรรมราช 1,494 34 25 

อุดรธานี 1,727 70 59 

ชลบุรี 1,437 35 24 

รวม 6,239 246 201 

 

 จากตาราง จาํนวนตัวอยางที่ใชในการศึกษาครั้งนี้มีจํานวน 201 ตัวอยาง แตละตัวอยาง

ไดทําการใส Code ดวย รหัสจังหวัด ตามดวย รหัสตัวอยาง ซึ่งไดแสดงรายละเอยีดไวใน

ภาคผนวก 
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ผลการเพิ่มจาํนวนดีเอ็นเอ (DNA amplification) ของ HBV ในสวนของ Pre-S1 จนถึง
บริเวณ “a” determinant 
 จากการทาํ PCR จาก HBV DNA ในสวน ของ Pre-S1 จนถึงบริเวณ “a” determinant 

ดวย primer PreS1F และ R4 จะไดผลผลิตจาการทํา PCR ขนาด 1,088 bp ตามรูปที ่10 

 

 

  
1,088 bp  

 

 

 

 

รูปที่ 10 แสดงผลผลิตจากการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอ (DNA amplification) ของ HBV ในสวนของ 

Pre-S1 จนถงึบริเวณ “a” determinant ดวย primer PreS1F และ R4 ไดผลผลิตขนาด 

1,088 bp โดย M คือ 100 bp marker, S1 คือ ตัวอยางที่ , S2 คือ ตัวอยางที่ 2 , P คือ 

positive control และ N คือ negative control 

 จาการตรวจสอบดวยวิธ ีPCR จาก ซีรัม ตัวอยางทัง้หมด ไดผลบวกทั้งหมด 147 ตัวอยาง 

คิดเปนรอยละ 73.13% 

 

ตารางที่ 10 แสดงผลการตรวจสอบซีรัมตัวอยางดวยวิธ ีPCR 
จังหวัด จํานวนที่ใชในการศึกษา จํานวนที่ใหผลบวกตอ PCR คิดเปนรอยละ (%) 

เชียงราย 93 62 66.67 

นครศรีธรรมราช 25 20 80.00 

อุดรธานี 59 46 77.97 

ชลบุรี 24 19 79.17 

รวม 201 147 73.13
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ผลการตรวจสอบลาํดับนวิคลีโอไทดในสวนของ Pre-S1 
 ผลการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ Pre-S1 โดยไดจากการอานลําดับนิวคลี

โอไทดดวย primer Pre-S1 F เมื่อนําไป ทาํการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดกบันิวคลีโอไทด

ของสิ่งมีชวีิตอื่น ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) พบวามีความเหมือนกับ ลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสตับ

อักเสบ บ ีทุกตัวอยาง 

 ผลการตรวจสอบ genotype โดยการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดที่ไดกับนวิคลีโอไทด

ของสิ่งมีชวีิตอื่น ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม Genotyping tool 

(http://www.ncbi.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi) พบวาสามารถแยก genotype 

ของเชื้อตัวอยางไดเปน Genotype C, B และ A  

 

ปที่ 11 ตัวอยางผลจากการ เปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดกับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชวีิตอื่น 

 

รู

ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธกุรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST จากรูปจะพบวาลําดับ

นิวคลีโอไทด ที่ไดจากการศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกบัลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดกับส่ิงมีชีวิตอืน่ 

พบวามีความเหมือนกับลําดบันิวคลีโอไทดของ Hepatitis B virus ในสวนของ  surface 

antigen gene 
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รูปที่ 12 ตัวอยางการ เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดที่ไดกับนวิคลีโอไทด ทีม่ีอยูในธนาคารรหัส

พันธกุรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST จากรูปจะพบวาลําดบันิวคลีโอไทด ที่ไดจาก

การศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกบัลําดับนวิคลีโอไทดที่ได พบวามีความเหมือนกับลําดบันิวคลีโอ

ไทดของ Hepatitis B virus ในสวนของ  surface antigen gene โดยมีความแตกตางเพียง

เล็กนอย 
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รูปที่ 13 ตัวอยางผลการตรวจสอบ genotype โดยการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดกบั      

นิวคลีโอไทดของสิ่งมีชวีิตอื่น ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธกุรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม 

Genotyping tool จากรูปพบวาตัวอยางของลาํดับนิวคลีโอไทดทีน่ํามาศึกษานัน้เมื่อ

เปรียบเทียบกบัลําดับนวิคลีโอไทดที่มีรายงานอยูในธนาคารรหัสพนัธกุรรม (GenBank) มี

ความเหมือนกบั genotype C มากที่สุด จงึสามารถจําแนกไดเปน genotype C  
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Phylogenetic Analysis 
 เมื่อนําลาํดับนิวคลีโอไทดทีไ่ดจากการศึกษามาทาํการวเิคราะหดวยวธิี phylogenetic 

analysis แลวเราจะสามารถจัดกลุมไดวา ลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษานัน้อยูใน 

genotype ใด โดยทาํการเปรียบเทียบกับ ลําดับนิวคลีโอไทดที่ทราบ genotype ซึ่งมีรายงานอยูใน

ธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) โดย ลําดับนิวคลีโอไทดที่ทราบ genotype ซึ่งมีรายงานอยูใน

ธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) ทีน่ํามาเปรียบเทียบไดแก  

 Genotype A: X70185, V00866, Z35717 

 Genotype B: D23677, D23678, D23679 

 Genotype C: X75665, M38636, V00867 

 Genotype D: X72702, X65257, AF043593 

 Genotype E: X75657, X75664 

 Genotype F: X75658, X75663, X69798 

 Genotype G: AB064311, AB056513, AB056515 

 นําลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษา เปรียบเทียบกบัลําดบันิวคลีโอไทดที่ทราบ 

genotype ซึ่งมีรายงานอยูในธนาคารรหัสพันธกุรรม (GenBank) ดวยวิธ ี Cluster analysis โดย

โปรแกรม ClustalX version 1.83 วิธี Multiple Alingment จากนัน้นาํผลที่ไดมาทํา phylogenetic 

analysis ดวยโปรแกรม MEGA 3.1 โดยวิธ ี Neighbor-Joining Method และใชแบบจําลองเปน 

Kimura 2-parameter 

 จากการศึกษาไดทํา phylogenetic analysis ทั้ง 4 จังหวัด และรวมทัง้หมดดงัรูปที่ 14-18 
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รูปที่ 14 แสดงการวิเคราะห phylogenetic ของจังหวัด เชียงราย จากรปู ลําดับนิวคลีโอไทดที่ได

จากการศึกษา จะสามารถจดัไดอยูใน genotype A, B, C  
up = CR-081, CR-082, CR-174, CR-194, CR-219, CR-239

CR-307, CR-353, CR-354, CR-380, CR-393, CR-408, CR-441, CR-470, CR-476, CR-485, 

CR-538, CR-550, CR-551, CR-559, CR-589, CR-753, CR-777, CR-837, CR-857, CR-870, 

CR-871, CRM-003, CRM-014, CRM-068, CRM-097, CRM-105, CRM-123, CRM-129, CRM-

148, CRM-172, CRM-205, CRM-236, CRP-010, CRP-019, CRP-020, CRP-042, CRP-063, 
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ปที่ 15 แสดงการวิเคราะห phylogenetic ของจังหวัด นครศรีธรรมราช จากรูป ลําดบันิวคลีโอ

ไทดที่ไดจากการศึกษา จะสามารถจัดไดอยูใน genotype A, C 
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ปที่ 16 แสดงการวิเคราะห phylogenetic ของจังหวัด อุดรธานี จากรปู ลําดับนิวคลีโอไทดที่ได

จากการศึกษา จะสามารถจดัไดอยูใน genotype B, C 
Group = UD-008, UD-021, UD-049, UD-054, UD-068, UD-100, UD-156, UD-157, UD-176, UD-182, 

UD-210, UD-213, UD-265, UD-296, UD-299, UD-402, UD-482, UD-572, UD-585, UD-589, 

UD-636, UD-672, UD-767, UDH-226, UDH-241, UDH-268, UDH-276, UDH-359, UDH-398, 

UDV-035, UDV-039, UDV-044, UDV-050, UDV-058, UDV-116, UDV-120, UDV-133, UDV-

153, UDV-387, UDV-395, UDV-396, UDV-399, UDV-400, UDV-408, UDV-410 
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CH-207
CH-854
CHA-163
CH-341

CHP-038
CHB-215

CH-601
CHB-212

CHB-226
CHP-181
CH-391

CH-095
CHP-151

V00867
X75665

M38636
Z35717

X70185
V00866
D23679

D23678
D23677

CH-514
CH-619

CH-425
CH-703
CHP-107
CHP-126

AB056513
AB056515
AB064311

X75657
X75664
AF043593

X72702
X65257

X75658
X75663

X69798
100

81

100

72

51

77

92
84

70

69

0.05
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B

G

E

D

F
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V00867
X75665

M38636
Z35717

X70185
V00866
D23679

D23678
D23677

CH-514
CH-619

CH-425
CH-703
CHP-107
CHP-126

AB056513
AB056515
AB064311

X75657
X75664
AF043593

X72702
X65257

X75658
X75663

X69798
100

81

100

72

51

77

92
84

70

69

0.05
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CH-601
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CHP-181
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CH-095
CHP-151
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Z35717
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V00866
D23679

D23678
D23677

CH-514
CH-619

CH-425
CH-703
CHP-107
CHP-126
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AF043593
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X65257

X75658
X75663

X69798
100

81

100

72

51

77

92
84

70

69

0.05
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D
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ปที่ 17 แสดงการวิเคราะห phylogenetic ของจังหวัด ชลบุรี จากรูป ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจาก

การศึกษา จะสามารถจัดไดอยูใน genotype B, C 
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 42  U D - 0 4 9
 C H - 3 4 1
 C H - 2 0 7
 U D V - 0 3 9
 U D V - 4 0 0
 C R M - 1 2 9
 N K - 6 5 2
 U D - 0 5 4
 C H A - 1 6 3
 C R P - 0 4 2
 U D - 2 1 0
 C R M - 1 2 3
 U D - 0 6 8
 U D V - 3 8 7
 C R - 8 7 1
 C H - 8 5 4
 C R M - 0 9 7
 C R M - 2 0 5
 U D V - 4 1 0
 C R M - 2 3 6
 C R - 5 5 1
 U D - 4 0 2

 U D V - 0 3 5
 C R - 3 8 0
 C R - 2 3 9
 U D V - 1 3 3
 U D - 1 7 6
 N K - 3 4 7
 C R - 5 8 9
 C R - 7 5 3
 C H - 6 0 1
 C R - 8 7 0
 C R - 2 8 5
 C R - 2 1 9
 C R - 4 4 1

 U D H - 2 2 6
 U D V - 0 5 8
 U D - 2 1 3
 U D H - 2 4 1
 U D H - 2 6 8
 C R - 2 6 4
 C R P - 0 6 3
 U D V - 3 9 9
 U D H - 2 7 6
 C R - 5 5 0
 U D - 6 3 6
 U D - 5 8 9
 U D V - 3 9 6

 U D V - 3 9 5
 C R - 2 4 4
 U D - 0 2 1
 C R M - 1 7 2
 U D - 2 9 9
 C R P - 0 1 0

 C R M - 1 4 8
 N K T - 3 5 7
 C R M - 0 0 3

 C H B - 2 1 2
 U D V - 0 5 0
 C R - 2 6 0
 C R - 4 7 6
 U D - 7 6 7
 U D - 1 5 7
 U D - 6 7 2
 C R P - 1 9 4

 C R - 0 8 1
 N K - 3 1 0

 C R - 3 5 4
 U D - 2 6 5
 U D - 5 7 2
 C R - 0 8 2
 U D - 0 0 8
 C R - 4 7 0
 C R P - 1 1 0
 U D V - 1 1 6
 U D V - 4 0 8
 C R - 1 9 4
 C R - 3 9 3

 C R - 1 7 4
 N K - 5 8 6
 C H P - 0 3 8
 N K - 3 1 6
 U D - 4 8 2
 C R M - 1 0 5
 C R M - 0 1 4

 C R - 8 3 7
 C R - 8 5 7

 C R P - 3 1 6
 C R - 3 5 3
 C R P - 0 1 9

 C R - 3 0 7
 C R - 7 7 7

 U D H - 3 5 9
 U D H - 3 9 8
 C R - 4 0 8

 C H B - 2 1 5
 C R - 5 3 8
 U D - 1 8 2
 U D - 1 5 6
 U D V - 1 2 0

 N K T - 0 5 2
 C H - 0 9 5

 C H P - 1 5 1
 C H P - 1 8 1

 N K T - 0 0 9
 U D - 5 8 5
 N K - 6 9 8

 U D V - 1 5 3
 C H - 3 9 1

 C R - 4 8 5
 U D - 2 9 6

 U D V - 0 4 4
 C H B - 2 2 6

 C R M - 0 6 8
 N K - 5 1 8
 N K - 1 5 3

 N K - 3 9 4
 N K T - 2 6 5
 N K - 4 3 1
 N K T - 0 9 5
 N K T - 1 1 0

 N K S - 1 2 4
 U D - 1 0 0

 C R - 5 5 9
 C R P - 2 0 0

 C R P - 0 2 0
 V 0 0 8 6 7

 X 7 5 6 6 5
 M 3 8 6 3 6

 N K - 4 1 7
 C R M - 1 9 4
 N K - 2 1 2
 Z 3 5 T 1 7
 X 7 0 1 8 5

 V 0 0 8 6 6
 X 7 5 6 6 3
 X 6 9 7 9 8
 X 7 5 6 5 8

 X 7 2 7 0 2
 X 6 5 2 5 7

 A F 0 4 3 5 9 3
 X 7 5 6 5 7

 X 7 5 6 6 4
 A B 0 5 6 5 1 3
 A B 0 6 4 3 1 1
 A B 0 5 6 5 1 5

 C R - 4 2 9
 C R P - 2 2 8

 C R - 1 9 7
 C R - 9 0 8

 U D - 0 4 5
 C R - 8 1 6
 C R - 8 1 9

 C R M - 1 3 3
 D 2 3 6 7 9
 D 2 3 6 7 7

 D 2 3 6 7 8
 C R P - 1 5 9
 C H - 6 1 9
 C H P - 1 0 7
 C R P - 1 7 7

 C H - 4 2 5
 C R M - 2 1 1
 C H - 5 1 4

 C H - 7 0 3
 C H P - 1 2 6

9 9
10 0

7 5

9 9

9 8

7 1

6 4

2 2
5 9

4 9

7

7

2

5 6

2

3

2 5

4 5

2

3 1

5 2

4 8

9 1

9 9

6 9

4 2

5 8
9 9

3 3

2 0
13

2 0

9 0

7 2
8 2

6 7

8 0

6 4

3 9

2 6

5 8

8

5

13

2 9

4 4

3

1

5

17
2 1

2 1

4 8

2 4

18
7

7

2 1

4

3 4

3 6

12

5

3

5 3

17

6 3

2 1

2

8

3 3

2

16

0

3

2 8

2 1

3

0

0

1

1

0

0

7 0

 

 

ปที่ 18 แสดงการวิเคราะห 

hylogenetic ของตัวอยางลําดับ

ิวคลีโอไทดทัง้หมดที่ไดจาก

ารศึกษา 
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 ผลการจําแนก genotype จากผลการตรวจสอบ genotype โดยการเปรียบเทียบลาํดับ

ิวคลีโอไทดทีไ่ดกับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชวีิตอื่น ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) 

ยใชโปรแกรม Genotyping tool และการวิเคราะหดวย phylogenetic analysis ทั้งหมด 4 

ังหวัด สามารถสรุปไดดังตารางที่ 11 

 แสดงผลการจาํแนก genotype ของตัวอยางทัง้หมด 4 จังหวัด 

น

โด

จ

 

ตารางที่ 11
Genotype (%) 

จังหวัด 
A B C 

รวม 

เชียงราย 1 (1.61) 10 (16.13) 51 (82.26) 62 

นครศรีธรรมราช 1 (5.00) - 19 (95.00) 20 

อุดรธานี - 1 (2.17) 45 (97.83) 46 

ชลบุรี - 6 (31.58) 13 (68.42) 19 

147 รวม 2 (1.36) 17 (11.56) 128 (87.08) 

 
การเผยแพรขอมูลลําดับน ลีโอไทด 
 ึกษาครั้ แพร โ ูลลําดั ด ไปยังฐานขอมูล

ธน ุกรรม (GenBank) ซึ่งจะเป ืน้ฐานในก รัสตับอักเสบ ตอไป 

ซึ่งฐาน ดังกลาวสามารถเขาไปคนควาไ //www.n .gov

ิวค
ผลการศ

า นัธ

งนี้ไดเผย ดยการสงขอม บนิวคลีโอไท

คารรหัสพ นขอมูลพ ารศึกษาไว  บี 

ขอมูล ดที ่ http: cbi.nlm.nih  โดยม ายเลข

ประจํา ิวคลีโอไทด Bank ac numbe ายเลข DQ361314-

Q361535 

ีหม

ลําดับน  (Gen cession r) ตั้งแตหม

D
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ผลการคํานวนคาเปอรเซ็นตความแตกตางของนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโน 

จากการคํานวนคาเปอรเซน็ตความแตกตางของลาํดับนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโนดวย

รแกรม MEGA3.1 โดยใช แบบจําลองของ Kimura 2-parameter   

ารางที่ 12 แสดงคาเปอรเซน็ตความแตกตางของลาํดับนิวคลีโอไทด ของแตละ genotype  
%ความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด (%) 

 

โป

ต

 
เชียงราย นครศรีธรรมราช อุดรธานี ชลบุรี 

Genotype C     

เช  3.08±0.76 - - - 

นครศรีธรรมราช 4.46±0.83 4.29±1.33 - - 

อุดรธานี 2.61±0.45 4.20±0.83 2.06±

ียงราย

0.53 - 

5 
Genotype B
ชลบุรี 3.21±0.69 4.59±0.96 2.85±0.65 2.80±1.0

    

เชียงราย 4

5.30±1.29 

4.80±1.57 1.92±1.09 

.76±1.45 - - - 

อุดรธานี - - - 

ชลบุรี 4.98±1.09 - 
Genotype A     

เชียงราย - - - - 

นครศรธีรรมราช 1.03±0.48 - - - 

 

ตารางที่ 13 แสดงคาเป มแตกตางของกรดอะมิโน ของแต ะ genotype  
%ความแตกตางกรดอะม

อรเซน็ตควา ล
ิโน (%) 

 
นครศรี  เชียงราย ธรรมราช อุดรธานี ชลบุรี 

Genotype C     

เชียงราย 2.56±1.07 

5.51±1.45 

- - - 

นครศรีธรรมราช 4.28±1.98 

ุดรธานี 3.14±0.76 5.60±1.54 2.96±0.86 - 

.06±0.73 
Genotype B

- - 

อ

ชลบุรี 3.01±0.90 5.44±1.67 3.52±0.99 1

    

เชียงราย 2

2.12±0.90 

1.91±1.15 3.74±2.72 

.78±1.77 - - - 

อุดรธานี - - - 

ชลบุรี 3.97±1.52 - 
Genotype A     

เชียงราย - - - - 

นครศรธีรรมราช 0.41±0.19 - - - 
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 เมื่อทําการคํานวนค เซ็นตความแตกตางของลาํดบันิวคลีโอไทดและกรดอะ โน

างทีท่ําการศึก เทียบกบั ลํา ิวคลีโอไทดของ  โดยลํา วิคลี

ีรายงานอยูใน ัสพนัธกุรรม (GenBank) ที่นาํมาเปรียบเทียบไดแก 

Genotype C 

ประเทศอินโดนีเซีย  ไดแก AB033557 

ประเท   ไดแก AF223955, AB112063, AB112065, AB111946 

72 

00331 

47, 

3840, AB073831, AB073839, 

แก AY217359, AF479684, X97851, AF279464, AF282917 

3677, AB073855 

   ประเทศ 862867 

 หมายเหต ุ : Gen พบขอมูลของ ประเทศอินโดนีเซีย, เวียดนาม, ไตหวัน อยูใน

 

าเปอร มิ

ของตัวอย ษา เปรียบ ดับน ตางประเทศ ดับน

โอไทดซึ่งม ธนาคารรห

 

  

  ศเวยีดนาม

  ประเทศไตหวนั ไดแก  AY167099, AY167096, AY167092, AY167091 

  ประเทศจีน ไดแก  DQ246215, AB205123 

  ประเทศญี่ปุน ไดแก AB014399, AB014398, AB006449, AB0143

 Genotype B 

  ประเทศอินโดนีเซีย ไดแก AB033554, D

 ประเทศเวยีดนาม ไดแก AB100695, AB073835, AF121251, AF1212

AF121248 

 ประเทศไตหวนั ไดแก AB073836, AB07

AB073832 

  ประเทศจีน ได

  ประเทศญี่ปุน ไดแก AB073856, AB073850, D2

 Genotype A 

จีน ไดแก AY

ประเทศญี่ปุน ไดแก AB116081, AB116080, AB116079 

otype A ไม

ธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) 
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ตารางที่ 14 แสดงคาเปอรเซ็นตความแตกตางของนวิคลีโอไทด กับลําดับนวิคลีโอไทดของ

างประเทศ 
%ความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด (%) 

ต

 
อินโดนีเซีย เวียดนาม ไตหวัน จีน ญี่ปุน 

Genotype C      

เชียงราย 7.10±2.11 4.62±1.34 6.85±1.57 7.70±1.91 8.85±2.23 

8.3

7.4

6.71±1.95 4.52±1.27 6.75±1.53 7.70±1.87 8.84±2.22 
Genotype B

นครศรีธรรมราช 6.75±1.79 5.57±1.34 7.15±1.51 0±1.88 9.14±2.15 

อุดรธานี 6.73±2.04 4.41±1.34 6.58±1.54 7±1.90 8.45±2.22 

ชลบุรี 

  

เชียงราย 4  4.0 83 4. 0 

9.22 .42 4.20 .44 3.94

   

9.95±1.67 4.43±0.91 .18±0.86 6±0. 58±1.0

อุดรธานี ±2 ±1 ±1.46 3.42±1.38 3.81±1.43 

ชลบุรี 8.89±2.42 3.11±0.89 1.88±0.64 2.01±0.71 3.49±1.15 
Genotype A      

เชียงราย - - - 0.64±0.44 0.00±0.00 

นครศรธีรรมราช - - - 0.75±0.45 0.03±0.01 

 

ตารางที่ 15 แส เซ็นต างขอ  กับ ของต  
มแตก ิโน

ดงคาเปอร ความแตกต งกรดอะมิโน กรดอะมิโน างประเทศ
%ควา ตางของกรดอะม  (%) 

 
อินโดนีเซีย เวียดนาม ไตหวัน จ  ีน ญี่ปุน 

Genotype C      

เชียงราย 

ครศรีธรรมราช 

5.99 .37 3.52 .31 8.34 .48 

6.35±2.83 5.95±1.81 9.13±

ุดรธานี 6.34±3.25 4.09±1.29 8.80±2.32 8.37±2.57 12.01±4.49 

Genotype B

±3 ±1 ±2

2.38 8.94±2.68 11.30±.04 

7.93±2.69 11.37±4.42 

น

อ

ชลบุรี 6.22±3.39 3.70±1.28 8.55±2.52 8.05±2.64 12.01±4.49 

 

เชียงราย 3  2.7 98 4. 1 

3.85 .76 2.30 .24 1.52

    

4.64±2.51 3.47±1.34 .47±1.20 0±0. 36±2.2

อุดรธานี ±2 ±1 ±0.93 0.76±0.53 2.39±2.06 

ชลบุรี 7.36±3.34 5.66±2.28 3.57±1.77 3.97±2.07 5.85±2.90 
Genotype A      

เชียงราย - - - 0.95±0.94 0.84±0.50 

นครศรธีรรมราช - - - 1.01±0.92 0.92±0.89 
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ผลการตรวจสอบ ลีโอไ ของ inan

ผลการตรว ิวค สวนข eter ยได

โอไทดดวย primer R4 เมื่อน  ทําการเปร บเทียบลาํดับน ลีโอไทดที่ไดกั ิวคลี

งสิ่งมีชีวิตอื่น ีม่อียูในธนาคา ัสพันธุกรรม GenBank รแก  

bi.nlm. .gov/BLAST ามีความเหมือนกับ ลํา อไทด

ักเสบ บ ีทุกตัวอยาง 

 

รูปที่ 19 ตัวอยางผลจากการ เปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดกับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชวีิตอื่น 

ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธกุรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST จากรูปจะพบวา

ลําดับนิวคลีโอไทด ที่ไดจากการศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับ

ส่ิงมีชีวิตอืน่ พบวามีความเหมือนกับลําดบันิวคลีโอไทดของ Hepatitis B virus ในสวนของ  

surface antigen gene 

 

 

ลาํดับนวิค ทดในสวน  “a” determ t 
จสอบลําดับน ลีโอไทดใน อง “a” d minant โด จากการอาน

ลําดับนิวคลี ําไป ีย ิวค บน

โอไทดขอ ท รรห ( ) โดยใชโป รม BLAST

(http://www.nc nih ) พบว ดับนิวคลีโ ของไวรัสตับ

อ
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รูปที่ 20 ตัวอยางผลจากการ เปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดกับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชวีิตอื่น 

ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธกุรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST จากรูปจะพบวา

ลําดับนิวคลีโอไทด ที่ไดจากการศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับ

ส่ิงมีชีวิตอืน่ พบวามีความเหมือนกับลําดบันิวคลีโอไทดของ Hepatitis B virus ในสวนของ

surface antigen gene บริเวณ “a” determinant โดยมคีวามแตกตางเพียงเล็กนอย 
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ผลการแปลงรหัสพนัธกุรรมในสวนของ “a” determinant 

ทําการแปลงลาํดับนิวคลีโอไทดในสวนของ “a” determinant ใหเปนลําดับกรดอะมิโน 

รแกรม Bioedit version 7.0.4.1 พบวามีลําดับกรดอะมิโนในสวนของ “a” determinant 

 41 กรดอะมิโน 

 

ดวยโป

จํานวน

 

ปที่ 21 แสดงตัวอยางผลการแปลงลําดับนิวคลีโอไทด ใหเปนกรดอะมิโน ดวยโปรแกรม Bioedit 

version 7.0.4.1 จะพบวาในบริเวณนี้จะมกีรดอะมิโนทั้งหมด 41 กรดอะมิโน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รู
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ผลการจําแนก subtype 

แลว จ ยก subtype 

อกไดเปน adr, adw และ ayw ดังตารางที่ 16 

ารางที่ 16 แสดงผลการจาํแนก genotype ของตัวอยางทัง้หมด 4 จังหวัด 
Subtype (%) 

 จากการแปลงลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ “a” determinant ใหกลายเปนกรดอะมิโน

ําแนก subtype โดยดูจากกรดอะมิโนตําแหนง 122 และ 160 จะสามารถแ

อ

 

ต

 
adr adw ayw 

รวม 

เชียงราย 49 (79.03) 12 (19.35) 1 (1.61) 62 

นครศรีธรรมราช 19 

อุดร

(95.00) 1 (5.00) - 20 

ชล

ธานี 45 (97.83) - 1 (2.17) 46 

บุรี 11 (57.89) 8 (42.11) - 19 

รวม 124 (84.35) 21 (14.23) 2 (1.36) 147 

 

 โดยทั่วไป ไวรัสตับอักเสบ บ ีที่พบในประเทศไทย และ เอเชียตะวนัออกเฉียงใต genotype 

 genotype A มักพบ 

subtype เปน adw (47) จากการจาํแนก s บวา subtype เมื่อทําการเปรีย บั

ขอมู ําแนก genotype แลว พบว pe C สว  ี subtype น adr 

g subty w และ genotype A มี subtype น adw แตพ ีบาง

ตัวอ genotype  subtype จ นวน 6 ตัวอยา วาเปน genotype C มี 

subty  adw และ   มี subty yw ดังตารางท 7 

 

ารางที่ 17 ตวัอยางทีม่ี genotype ไมตรงกับ subtype โดยทัว่ไป aa 122 และ aa 160 หมายถึง 

รดอะม

C จะม ี subtype เปน adr genotype B จะม ี subtype เปน adw  และ

 ubtype นั้นพ บเทียบก

ลจากการจ า oty gen น จะม

เป

ใหญ เป

enotype B มี pe เปน ad บวาม

ยางที่ มี  ไม ตรงกับ ํา ง ซึง่พบ

pe เปน  genotype pe เปน a ี ่1

ต

ก ิโน ตําแหนงที่ 122 และ 160 ในบริเวณ “a” determinant ซึ่งเปนบริเวณที่ใชในการจาํแนก 

subtype 
CODE Cnum genotype subtype aa 122 aa 160 

CR 559 C adw K K 

CR 908 B ayw R K 

CRP 200 C adw K K 

UD 045 B ayw R K 

CHB 226 C adw R K 

CHP 038 C adw R K 
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การตรวจสอบ Vaccine escape mutant 
 การกลายพนัธุของกรดอะมโินในสวนของ “a” determinant ในตําแหนง 126, 141, 144, 

145 พบวาทําใหเกิด การกลายพนัธุ escape mutant ดังตารางที ่3 

 การตรว ลของ ล ีโอไทด อง “a” determinant พบการกลาย

พ ิโนใน ของ “a” determinant ในตํ ง 126 จาก Threonine (T) เ  

Asparagine (N) จําน  คน เมื่อทําการเปรียบเทียบ ูลที่ไดจากแบบสอบถามการไดรับ

ว พบขอมูลดังที่ไ งในตารางท  

 

ตารางที่ 18 แสดงขอม รตรวจสอบกรดอะมิโนตาํแห บริเวณ ” determina เกิด

aragine (N) และขอมูลการไดรับวัคซีน 
C

จาก จสอบผ าํดับนิวคล ในสวนข

ันธุของกรดอะม สวน าแหน ปน

วน 4 กับขอม

ัคซีน ดแสด ี ่18

ูลกา นงที่ 126  “a nt 

การกลายพนัธุ จาก Threonine (T) เปน Asp
ODE CNum ไดรับ Vaccine กรดอะมิโนตําแหนง 126 

NK 652 X Asn (N) 

NKT 052 √ Asn (N) 

NKT 110 X Asn (N) 

UD 767 √ Asn (N) 

 

 เมื่อนําลาํดับกรดอะมิโนในตาํแหนงอืน่มาทําการตรวจสอบ พบวาไมพบการกลายพันธุ ณ 

ําแหนงอื่น เมื่อทําการเปรยีบเทียบผลของลําดับกรดอะมิโน ในสวนของ “a” determinant กับ

ับ

 

 

 

 

ต

ขอมูลที่ไดจากแบบสอบถาม การไดรับวัคซีน พบวามผูีที่ไดรับวัคซีนแตยังพบการติดเชื้อไวรัสต

อักเสบ บ ีจํานวน 43 คน ดังตารางที่ 19 
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ตารางที่ 19 แสดงขอมูลผูที่ไดรับวัคซีน แตพบการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี จํานวน 43 คน ขอมูลแสดงกรดอะ

ิโนบริเวณ “a” determinant ในตําแหนง 126, 141, 144, 145 ซึ่งเปนตําแหนงที่สามารถกลายพันธุ ใหเกิด 

scape mutant ได โดย หากเกิดการกลายพันธุจะมีลักษะ T126N, K141E, D144A, G145R 
CODE Age Num Genotype Subtype aa 126 aa 141 aa 144 aa 145 

ม

e

CR 17 197 b adw T K D G 

CR 28 239 c adr I K D G 

CR 54 264 c adr I K D G 

CR 2 380 c adr I K D G 

CR 17 429 b adw T K D G 

CR 48 485 c adr I K D G 

G 

CR 31 538 c adr I K D G 

CR 42 551 c adr I K D G 

CR 45 559 c adw T K D G 

CR 7 816 b adw T K D 

CR 9 871 c adr I K D G 

CR 7 908 b ayw T K D G 

CRM 23 097 c adr I K D G 

CRM 36 105 c adr I K D G 

CRM 22 123 c adr I K D G 

CRM 30 129 c adr I K D G 

CRM 24 133 b adw T K D G 

CRM 10 236 c adr I K D G 

CRP 22 042 c adr I K D G 

NK 45 153 c adr I K D G 

NK 35 394 c adr T K D G 

NK 21 518 c adr I K D G 

NKT 13 110 c adr N K D G 

NKT 33 265 c adr I K D G 

UD 11 049 c adr I K D G 

UD 18 068 c adr I K D G 

UD 18 636 c adr I K D G 

UD 8 767 c adr N K D G 

UDH 22 226 c adr I K D G 

UDH 27 241 c adr I K D G 

UDV 25 039 c adr I K D G 

UDV 31 050 c adr T K D G 

UDV 34 058 c adr I K D G 

UDV 48 153 c adr I K D G 

UDV 26 400 c adr T K D G 

CH  4 095 c adr T K D G 

CH 8 207 c adr I K D G 

CH 15 341 c adr I K D G 

CH 21 703 b adw T K D G 

CH 7 854 c adr I K D G 

CHA 19 163 c adr I K D G 

CHB 39 212 c adr I K D G 

CHP 28 038 c adw T K D G 
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กา ราะห รกลาย ธุในสวนของ Pre- ene 
 จากการวิเคราะห ําลาํดบันิวคลีโอไท ี่ไดจากการศึกษา นาํมา ราะหด วธิี 

Cluster analysis โดยโปรแกรม ClustalX version 1.83 วิธ ultiple lingmen พบวาลํา ิ

วคล ทดที่ได กการศ  บางตวัอยางมกีารกกลายพันธ สวนขอ re-S gene ดังตารางที ่

20 

ตารางที่ 20 แสดงการลักษณะกลายพ ุในสวนข  Pre-S gene ของล ับนิวคล ไทดที่ได ก

การ า 
รกลายพันธุ 

รวิเค  กา พนั S g
เมื่อน ดท วิเค วย

ี M  A t ดับน

ีโอไ จา ึกษา ุใน ง P

ันธ อง ําด ีโอ จา

ศึกษ
Code Cnum ลักษณะกา

CR 081 deletion ที่ Pre-S2 

CR 485 mutation ที่ start codon ของ Pre-S2  

CR 559 mutation ที่ start codon ของ Pre-S2  

CRM 097 deletion ที่ Pre-S2 

CRP 228 deletion ที่ Pre-S2 

NK 586 deletion ที่ Pre-S2 

mutati re-S2  

deletion ที่ Pre-S2 odon ของ Pre-S2  

deletion  Pre-S2  

UDH 241 

deletion ที่ Pre-S2 odon ของ Pre-S2  

NK 394 deletion ที่ Pre-S2 

NKT 052 on ที่ start codon ของ P

UD 402 , mutation ที่ start c

UDV 039 ที่ Pre-S2, mutation ที่ start codon ของ

mutation ที่ start codon ของ Pre-S2  

UDH 359 , mutation ที่ start c

CHB 226 deletion ที่ Pre-S2 

CHP 181 deletion ที่ Pre-S1 

 

 ล ของ ลายพนัธุสามา

1. deletion ที่ 

2. กลายพันธุท
3. deletion ที่ 

4. deletion ที่ Pre-S1 

ห พบก ายพนัธุ ทาํการตรวจ ไทดซ้ําในสวนที่สงสยั เพื่อ

รวจสอบความถูกตอง 

 

ักษณะ การก รถแยกไดเปน 4 ลักษณะ ไดแก 

Pre-S2 

ี ่start codon ของ Pre-S2 

Pre-S2 และ กลายพนัธุที่ start codon ของ Pre-S2 

ลังจาก ารกล สอบลําดับนวิคลีโอ

ต
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Pre-S2 Deletion 21 bpPre-S2 Deletion 21 bp

Pre-S2

Pre-S2 Deletion 21 bpPre-S2 Deletion 21 bp

Pre-S2 DeletionPre-S2 Deletion

การวิเคราะหลํา ันธุโดย Deletion ที่ Pre-S2 
 จากการ ัน้ ซึ่งไดแก

ตัวอยาง CR-081, CRM-097, CRP-228, NK-586, CHB-226 

 

รูปที่ 22 แสดง Clustal Analysis การ deletion ที่ตําแหนงของ Pre-S2 เทานั้น 

 

 

 

 

 

รูปที่ 23 แสดงขอมูลการกลายพันธุแบบ deletion ที่ Pre-S2 ของตัวอยาง CR-081จากรูปจะเหน็

วาเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของ S gene ที่ปกติ จะพบ deletion จํานวน 21 

bp ซึ่งจากขอมูล Chromatogram พบวามีการ deletion หายไป 

 

 

 

ดับนวิคลีโอไทด ตัวอยางที่มีการกลายพ
วิเคราะหดวย Clustal Analysis พบม ี deletion ที่ Pre-S2 เทาน
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Pre-S2
Deletion

Deletion

 เมื่อทําการแปลเปนกรดอะมโินพบวาลกัษณะของกรดอะมิโนมีการ deletion ไป ซึ่งการ

ขาดหายไป ไมทําใหเกิดการกลายพนัธุแบบ frame shift หรือ เกิดการกลายพนัธุเปน stop codon 

แตอยางใด 

 

รูปที่ 24 แสดงการ deletion ของกรดอะมิโนจาํนวน 7 ตําแหนง เนือ่งจากเกิดการ deletion ของ

ลําดับนิวคลีโอไทด จากรูปไมพบการกลายพันธุแบบ frame shift หรือ เกิดการกลายพนัธุ

เปน stop codon แตอยางใด 

เนื่องจากสวนของลําดับนวิคลีโอไทดที่ของ polymerase gene นั้นมสีวนที ่ overlap กับ 

re-S2 ดวย และมีการ overlap กับสวนที่ทาํการศึกษา เมื่อทาํการตรวจสอบกรดอะมิโนของ 

olymerase พบวาเกิดการกลายพันธุโดยมี ขาดหายไปของกรดอะมโิน แตไมพบการกลายพนัธุ

บบ frame shift หรือเกิดการกลายพนัธุเปน stop codon แตอยางใด 

ปที่ 25 แสดงการ deletion กรดอะมิโนจาํนวนของ polymerase gene  

 

 

 

P

p

แ

 

รู
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Normal

Deletion

Normal

NK-394

Deletion

 

 การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยาง NK-394 พบวาขอมูล Chromatogram มี

ลักษณะที่ผิดปกติ โดย รูป Chromatogram มีลักษณะที่ซอนทับกัน จากการตรวจสอบสามารถ

แยก ขอมูลออกไดเปน 2 แบบ แบบแรกเปนลักษณะทีป่กติ แบบที่สอง เปนลกัษณะที่มีการกลาย

พันธุแบบ deletion ที่ Pre-S2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 26 แสดงขอมูล Chromatogram ของตัวอยาง NK-394 โดยมีลักษณะทีซ่อนทับกัน เมื่อทํา

ือแบบที่เปนปกต ิ ไมมกีาร

กลายพันธุ กับแบที่มีการกลายพนัธุแบบ deletion ที่ Pre-S2 

จากขอมูลที่ซอนทับกันทําใหคาดวานาจะเกิดจาก มเีชือ้ไวรัส 2 ชนดิดวยกัน โดย ชนิด 

รกมีลักษณะปกติ สวนชนดิที่ 2 มีลักษณะกลายพันธุแบบ deletion ที่ Pre-S2 จึงทําการแยกเชือ้

ั้ง 2 ชนิดออกจากกันโดยการ Cloning จําแนกเชื้อออกมา ทําการสุมเลือก Colony ทั้งหมด 10 

olony  และทําการหาลําดบันิวคลีโอไทดทั้งหมด พบวา จากลาํดับนวิคลีโอไทด ทัง้ 10 ลําดับ มี

ียง 1 clone เทานั้นที่มีลักษณะปกต ิไดแก clone หมายเลข 2 มี 8 clone ที่มีลักษณะกลายพนัธุ

 

 

 

 

 

การแยกขอมูลออกมาทําใหสามารถแยกออกไดเปน 2 แบบ ค

 

 

แ

ท

C

เพ
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โดย dele

Pre-S2 DeletionPre-S2Pre-S2 DeletionPre-S2 Deletion

tion ที่ Pre-S2 จํานวน 48 bp ตําแหนงที่ 8 ถึง ตําแหนงที่ 55 ไดแก clone หมายเลข 

รูปที่ 27 แสดงขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจากการสุมเลือก Clone ของ เชื้อตัวอยาง NK-394 

พบวา ม ี8 clone ที่มีลักษณะกลายพนัธุโดย deletion ที่ Pre-S2 จํานวน 48 bp  มี 1 clone ที่มี

ลักษณะกลายพันธุโดย deletion ที่ Pre-S2 จํานวน 36 bp และอีก 1 clone ที่มีลักษณะ ปกต ิ

 

เมื่อทําการแปลเปนกรดอะมโินพบวา clone ที ่ 1,3,4,5,6,8,9,10 มีลักษณะของกรดอะมิ

โนมีการ deletion ไป 16 ตําแหนง และ clone ที่ 7 มีลักษณะของกรดอะมิโนมีการ deletion ไป 12 

าํแหนง ซึ่งทั้งหมด ไมเกดิการกลายพนัธุแบบ frame shift หรือ เกิดการกลายพันธุเปน stop 

odon แตอยางใด 

1,3,4,5,6,8,9,10 และมี 1 ลําดับที่มีลักษณะกลายพันธุโดย deletion ที่ Pre-S2 จาํนวน 36 bp 

ตําแหนงที ่ 1 ถึง ตําแหนงที ่ 36 เมื่อเปรียบเทียบตาํแหนงลาํดับนวิคลีโอไทดกับ HBV accession 

number AB115417 ไดแก clone หมายเลข 7 

   

ต

c
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Pre-S2 DeletionPre-S2 Deletion 

 

 

 

 

 

Deletion

 

 

ปที่ 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 29 แสดงการ deletion กรดอะมิโนจาํนวน 16 และ 12 ตําแหนง ของ polymerase gene  

 

 

 

รู แสดงการ deletion ของกรดอะมิโนจํานวน 16 ตําแหนง และ จํานวน 12 ตําแหนง 

เนื่องจากเกิดการ deletion ของลําดับนวิคลีโอไทด จากรูปไมพบการกลายพันธุแบบ frame 

shift หรือ เกิดการกลายพนัธุเปน stop codon แตอยางใด 

 

เมื่อทําการตรวจสอบกรดอะมิโนของ polymerase พบวาเกิดการกลายพนัธุโดย clone ที ่

1, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 มีการ deletion ของกรดอะมโินไป 16 ตําแหนง และ clone ที่ 7 มีการ 

deletion ของกรดอะมิโนไป 12 ตําแหนง แตไมพบการกลายพันธุแบบ frame shift หรือเกิดการ

กลายพันธุเปน stop codon แตอยางใด 
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Start codon Pre-S2Start codon Pre-S2

Start codon Pre-S2

 เมื่อทําการแปลเปนกรดอะมโินพบวามีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจาก M เปน I แ

A โดยไมเกิดเปน stop codon แตอยางใดดังแสดงในรูปที่ 31 

 

การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดที่กลายพันธุที่ start codon ของ Pre-S2 
 จากการวิเคราะหดวย Clustal Analysis พบมีการกลายพันธุที ่ start codon ของ Pre-S2 

เทานั้น ซึง่ไดแกตัวอยาง CR-485, CR-559, NKT-052 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 30 แสดงการวิเคราะหดวย Clustal Analysis พบการกลายพนัธุที่ start Codon ของ Pre-S2 

ละ 

 

 

ปที่ 31 แสดงการแปลเปนกรดอะมิโนที่ตาํแหนง start codon ของ Pre-S2  

 

 

 

 

 

 

รู
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Start codon Pre-S2Start codon Pre-S2

เนื่องจากสวนของลําดับนวิคลีโอไทดที่ของ polymerase gene นั้นมสีวนที ่overlap กับ 

tart codon ของ Pre-S2 เมื่อทาํการตรวจสอบกรดอะมิโนของ polymerase พบวาเกิดการ

ลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนเทานั้น ไมเกิดการกลายพนัธุโดยกลายเปน stop codon  

ะมิโน

เทาน

 

UDH-241

 

s

เป

 

 

 

 

รูปที่ 32 แสดงการแปลเปนกรดอะมิโนของ polymerase gene โดยมีการเปลี่ยนแปลงกรดอ

ั้น 

 

 

ปที่ 33 แสดงขอมูล Chromatogram ของตัวอยาง UDH-241 จากรูปพบวามีการซอนทับกันของ

ําดับนิวคลีโอไทด 

การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยาง UDH-241 พบวาขอมูล Chromatogram มี

ลักษณะทีม่ีการซอนทับกนัโดยในที่ตาํแหนง start codon ของ Pre-S2 จากการตรวจสอบสามารถ

แยก ขอมูลออกไดเปน 2 แบบ คือ ลําดับนวิคลีโอไทดเปน ATG และ ACG 

 

 

 

 

 

 

 

 

รู

ล

 

 

 

 

 

 



 61 
จากขอมูลที่ซอนทับกันทําใหคาดวานาจะเกิดจาก มเีชื้อไวรัส 2 ชนิดดวยกนั โดย ชนิด 

รกมีลักษณะ มีลําดับนวิคลีโอไทดที ่start codon ของ Pre-S2 เปน ATG สวนชนดิที่ 2 เปน ACG 

ึงทาํการแยกเชื้อทั้ง 2 ชนิดออกจากกนัโดยการ Cloning จําแนกเชื้อออกมา ทําการสุมเลอืก 

olony ทั้งหมด 7 Colony  และทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด พบวา จากลําดับนวิคลโีอ

ทด ทัง้ 7 ลําดับ มี 1 clone ที่มีลําดับนวิคลีโอไทดที่ start codon ของ Pre-S2 เปน ACG ไดแก 

านั้นที่มีลักษณะปกติ อีก 7 colony มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ start codon ของ Pre-S2 เปน ATG  

             

แ

จ

C

ไ

เท

Start codon Pre-S2Start codon Pre-S2

   

Start codon Pre-S2

 
ปที่ 34 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดที่ start codon ของ Pre-S2 มี 1 colony ที่มีลักษณะเปน ACG 

 

เมื่อทําการแปลเปนกรดอะมโินพบวามีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน โดยไมเกดิเปน 

top codon แตอยางใด 

ปที่ 35 แสดงการแปลเปนกรดอะมิโนที่ตาํแหนง start codon ของ Pre-S2  

เมื่อทําการตรวจสอบกรดอะมิโนของ polymerase พบวาไมเกดิการเปลี่ยนแปลงของ

รดอะมิโน แตอยางใด 

 

 

รู

s

 

 

 

 

 

รู

 

ก
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ก ราะหลําดับนวิคลีโอไทด ตัวอยางที่มกีารกลายพันธุโดย Deletion ที่ Pre-S2 
และ กลายพนัธุที่ start codon ของ Pre-S2 

จากการวิเคราะหดวย Clustal Analysis พบมี deletion ที่ Pre-S2 และ กลาย

Deletion 48 bp
Start codon Pre-S2

Start codon Pre-S2 Deletion

ารวิเค

พันธุที ่start 

odon ของ Pre-S2 ซึง่ไดแกตัวอยาง UD-402, UDH359 และ UDV039 

 

ปที่ 36 

ปที่ 37 แสดงขอมูลการกลายพนัธุแบบ deletion ที่ Pre-S2  และการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอ

ไทดตําแหนง start codon ของ Pre-S2 ของตัวอยาง UD-402 จากรูปจะเหน็วาเมื่อ

เปรียบเทียบกบัลําดับนวิคลีโอไทดของ S gene ที่ปกต ิจะพบ deletion จํานวน 48 bp ซึ่ง

จากขอมูล Chromatogram พบวามีการ deletion หายไป และที่ตําแหนง start codon ของ 

Pre-S2 มีการเปลี่ยนแปลงลาํดับนิวคลีโอไทด 

 

c

 

รู แสดงการวิเคราะหขอมูลดวย Clustal Analysis ของขอมูลตัวอยางที่มกีารกลายพนัธุโดย 

deletion ที่ Pre-S2 และ กลายพนัธุที่ start codon ของ Pre-S2 

 

 

รู
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Start codon Pre-S2

เมื่อทําการแปลเปนกรดอะมโินพบวาลกัษณะของกรดอะมิโนมีการขาดหายไป และมี

การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน ที่ตําแหนง start codon ของ Pre-S2 ซึ่งไมเกิดการกลายพันธุแบบ 

frame shift หรือ เกิดการกลายพนัธุเปน stop codon แตอยางใด 

 

 

Deletion

Amino acid changed

Deletion

 

รูปที่ 38 แสดงการ deletion ของกรดอะมิโนจํานวน เนื่องจากเกิดการ deletion ของลําดับนิวคลีโอ

ไทด และการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่ตาํแหนง start codon ของ Pre-S2 จากรปูไมพบ

การกลายพนัธุแบบ frame shift หรือ เกิดการกลายพนัธุเปน stop codon แตอยางใด 

 

ื่องจากสวนของลําดับนวิคลีโอไทดที่ของ polymerase gene นั้นมสีวนที ่ overlap กับ 

ง 

polymerase พบวาเกิดการกลายพันธุโดยมี deletion ไป 16 ตําแหนง และมีการเปลี่ยนแปลง

กรดอะม เป

รูปที่ 3

e ที่เกิดจากการการเปลี่ยนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดของ Pre-S2 

 เน

Pre-S2 ดวย และมีการ overlap กับสวนที่ทาํการศึกษา เมื่อทาํการตรวจสอบกรดอะมิโนขอ

ิโนเทานัน้ ไมพบการกลายพนัธุแบบ frame shift หรือเกิดการกลายพนัธุ น stop codon 

แตอยางใด 

 

 

 

9 แสดงการ deletion กรดอะมิโนจาํนวน และการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโน ของ 

polymerase gen
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การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทด ตัวอยางที่มีการกลายพันธุโดย Deletion ที่ Pre-S1  

จากการวิเคราะหดวย Clustal Analysis

Deletion 36 bp

Deletion 12 amino acid

 พบมี deletion ที่ Pre-S1 ซึ่งไดแกตัวอยาง CHP-

181 พบ

 

 

 

 

 

รูปที่ าง CHP-181 จากรูปจะ

เห็นวาเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของ S gene ที่ปกติ จะพบ deletion จํานวน 

36 bp ซึ่งจากขอมูล Chromatogram พบวามกีาร deletion หายไป 

 

เมื่อทําการแปลเปนกรดอะมโินพบวาลกัษณะของกรดอะมิโนมีการ deletion ไป 12 

ตําแหนง ซึง่ไมเกิดการกลายพันธุแบบ frame shift หรือ เกิดการกลายพนัธุเปน stop codon แต

อยางใด 

 

 

 

 

 

ปที่ 41 แสดงการ deletion ของกรดอะมิโนจาํนวน 12 ตําแหนง เนือ่งจากเกิดการ deletion ของ

ลําดับนิวคลีโอไทด จากรูปไมพบการกลายพันธุแบบ frame shift หรือ เกิดการกลายพนัธุ

 

วามกีาร deletion จํานวน 36 bp 

 

 

 

 40 แสดงขอมูลการกลายพนัธุแบบ deletion ที ่ Pre-S1  ของตวัอย

รู

เปน stop codon แตอยางใด 
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Deletion 12 amino acid

 

 

Pre-S

polym ตําแหนง ไมพบการกลายพันธุแบบ 

frame shift หรือเกิดการกลายพนัธุเปน stop codon แตอยางใด 

 

 

 

 

 

 

เนื่องจากสวนของลําดับนวิคลีโอไทดที่ของ polymerase gene นั้นมสีวนที ่overlap กับ 

1 ดวย และมีการ overlap กับสวนที่ทาํการศึกษา เมื่อทาํการตรวจสอบกรดอะมิโนของ 

erase พบวาเกิดการกลายพันธุโดยมี deletion ไป 12 

รูปที่ 42 แสดงการ deletion กรดอะมิโนจาํนวน 12 ตําแหนงของ polymerase gene  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 ประเทศไทยเปนประเทศทีม่ีความชกุชุมของไวรัสตับอักเสบ บี สูง กระทรวงสาธารณสุขจึง

ไดกําหนดนโยบายในการควบคุมและปองกันไวรัสตับอักเสบ บี ดวยการใหวัคซีน โดยวางแผนไว

ในแผนที ่ 7 ของกระทรวงฯในป พ.ศ. 2535 และไดบรรจุใน Expanded Program on 

Immunization (EPI) โดยใหวัคซนีแกเด็กทารกเมื่อแรกเกิด 2 และ 6 เดือน พรอมกับ วัคซีนรวม

ปองกนัคอตีบ บาดทะยัก และไอกรน (DTP) ผลของแผนการใหวัคซีนพบวามีแนวโนมของผูปวย

ไวรัสตับอักเสบ บ ีลดลง จากอัตราการตรวจพบพาหะในผูบริจาคโลหติรายใหมที่มาบริจาคโลหิตที่

ศูนยบริการโลหิตสภากาชาดไทย ในป พ.ศ. 2530 ถึงปพ.ศ. 2534 ที่มีแนวโนมลดลงจาก 8.2% 

เหลือ 6.6% (48) การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาตอเนื่องจากการประเมินผลกระทบของการให

วัคซีนปองกนัโรคตับอักเสบ บี ในประชากรไทย เพื่อทําการศึกษาในแนวลึกทางดาน molecular 

epidemiology โดยการทํา molecular characterization ของ     ไวรัสตับอักเสบ บ ี ทีพ่บใน

ประเทศไทย ผลของการศึกษานีท้าํใหพบสายพนัธุใหม หรือลักษณะที่ผิดแปลกจากปกติของไวรสั

ตับอักเสบ บี เชน deletion และ point mutation ในสวนของ HBsAg 

 การศึกษาจากตัวอยางประชากรจํานวน 6,239 ตัวอยาง ที่ไดทาํการเก็บตัวอยางจาก

ประชากรชาวไทย อายุระหวาง 1-60 ป ที่มารับบริการจากโรงพยาบาลของรัฐ ในภาคเหนือ ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง และ ภาคใต แหงละ 1 จังหวัด รวม 4 จังหวัด โดยใชวิธีการเลือก

แบบจําเพาะเจาะจงไดแกจังหวัด เชยีงราย อุดรธาน ี ชลบุรี และนครศรีธรรมราช ทําการเกบ็

ตัวอยางในป พ.ศ. 2547 พบวามีอัตราผูติดเชื้อที่ใหผลบวกตอ HBsAg ดวยวิธ ีELISAจํานวน 246 

ตัวอยาง ซึง่คดิเปนรอยละ 3.94  

 เนื่องจากผลการตรวจดวย ELISA จากหองปฏิบัติการพบวา จาํเปนตองมีการตรวจซ้ํา จึง

เปนเหตุใหปริมาณซีรัมของตัวอยางบางตวัอยางไมเพยีงพอสาํหรับใชในการศึกษาครั้งนี ้ โดยจาก

ตัวอยางที่ใหผลบวกตอ HBsAg ดวยวธิี ELISA ทั้งหมด 246 ตัวอยาง ไดทําการเลือกตัวอยาง

ทั้งหมดทีพ่อจะสามารถตรวจสอบไดเหลือ 201 ตัวอยาง เมื่อนาํตัวอยางมาทําการตรวจสอบ เพิม่

ปริมาณ DNA ของเชื้อไวรัสดวยวิธ ี PCR โดยใช primer ในสวนของ Pre-S1 จนถงึบริเวณ “a” 

determinant ปรากฏวาใหผลบวกจาํนวน 147 ตัวอยาง คิดเปน รอยละ 73.13 ผลการตรวจ DNA 

ดวยวิธ ีPCR ที่ไดผลลบนั้นเมื่อหาความสมัพันธกับ อายุ, เพศ, ปริมาณของ HBsAg และ antiHBc 

จากผลของการทํา ELISA  นัน้พบวาไมมีความสมัพนัธกันอยางมีนยัสําคัญ จากการศึกษาของ 

Kaneko และคณะ (49) ไดทําการศึกษาผูปวยไวรัสตับอักเสบ บี ชนดิเรื้อรัง จํานวน 31 ราย พบวา
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มีผูใหผลบวกดวยวิธ ีPCR จํานวน 26 ราย และผูปวยทีม่ีผลบวกของ HBeAg จะใหผลบวกตอ

วิธี PCR ดวย ผลของ PCR นัน้ มีความสัมพันธเกีย่วของกับชวงระยะการแบงตัวของเชื้อไวรัส 

(active HBV replication) ซึ่งสามารถตรวจดวยการหา HBeAg เนื่องจาก HBeAg มักพบในระยะ

การแบงตัวของเชื้อ และเปนระยะที่สามารถแพรเชื้อไดสูง เนื่องจากเชือ้มีการแบงตัวและมีเชื้อไวรัส

อยูในซีรัม ดังนั้นจงึอาจสามารถตรวจซีรัมแลวใหผลบวกตอ HBsAg ดวยวธิี ELISA เนื่องจากเชื้อ

ไวรัสจะมีการสรางโปรตีน HBsAg ออกมาอยูในซีรัม แตอาจใหผลลบตอวิธี PCR เนื่องจากเชื้อไม

อยูในระยะการแบงตัวและไมมีเชื้อไวรัสอยูในซีรัม จากการศึกษาครั้งนี้ตัวอยางที่ใหผลลบดวยวธิี 

PCR นั้นสันนษิฐานวาอาจเกิดจากเชื้อไวรัสไมไดอยูในระยะการแบงตัว ทําใหไมสามารถ

ตรวจสอบดวยวิธ ีPCR ได  

 เมื่อตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ Pre-S1 โดยจากการอานลาํดับนิวคลโีอไทด

ดวย primer Pre-S1F เพื่อหา genotype ของตัวอยางดวยโปรแกรม genotyping tool และ วิธี 

Phylogenetic analysis พบวาจากตัวอยางที่ใหผลบวกตอวิธี PCR 147 ตัวอยาง สามารถจาํแนก

อยูใน genotype C มากที่สุดจํานวน 128 ตัวอยาง (87.08%) genotype B จํานวน 17 ตัวอยาง 

(11.56%) และ genotype A จํานวน 2 ตัวอยาง (1.36%) ซึ่งสอดคลองกบัการศึกษาของ 

Theamboonlers และคณะ (50) ในป พ.ศ. 2541 ซึ่งไดทาํการศึกษาในผูปวยไวรัสตับอักเสบ บ ีใน

ประเทศไทยทีไ่ดเขารับการรักษาในโรงพยาบาลจฬุาฯ จาํนวน 68 ตัวอยาง พบวาสามารถจาํแนก 

genotype C (54.4%) genotype B (23.5%) และ genotype A (22.1%) และจากการศึกษาของ 

Tangkijvanich และคณะ (33) ในป พ.ศ. 2548 ไดทําการศึกษาการจําแนก genotype ในผูปวย

ไวรัสตับอักเสบ บี ในประเทศไทยจาํนวน 470 ตัวอยาง สามารถจําแนก genotype C (73%) 

genotype B (21%) ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ในประเทศไทยเปน genotype C 

มากที่สุด และตามดวย genotype B และ A ตามลาํดับ 

 จากการวิเคราะหและการจัดกลุมดวย Phylogenetic analysis พบวาเมื่อนําลาํดับนวิคลี

โอไทดทั้งหมดมาทาํการวิเคราะหสรางโครงสรางความสมัพันธ (phylogenetic tree) การจัดกลุม 

(cluster) ของ genotype ของแตละจังหวดันั้นไมมกีารจดักลุมแยกตามจังหวัดอยางชัดเจน นัน้คือ 

แตละ genotype ของทุกจังหวัดไมมีการแยกออกเปนกลุมยอยตามจังหวัด และเมื่อวิเคราะหคา

เปอรเซ็นความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของแตละจังหวัดเปรยีบเทยีบกนั 

พบวามีคาเปอรเซ็นความแตกตางของลาํดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนที่ใกลเคียงกนั แสดงให

เห็นวาลกัษณะทางพันธกุรรมในสวน Pre-S1 ของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ที่ใชในการศึกษาครั้งนี ้

ตามแตละภูมิภาคของประเทศไทยมีความใกลเคียงกัน เมื่อทําการวิเคราะหคาเปอรเซ็นความ

แตกตางของลาํดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของการศึกษาครั้งนี้ เปรียบเทียบกบัลําดับนวิคลีโอ
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ไทดในสวนเดยีวกนัของประเทศใกลเคียงที่มีรายงานอยูในธนาคารรหสัพันธกุรรม (GenBank) 

พบวามีความใกลเคียงกบัลําดับนิวคลีโอไทดของประเทศเวียดนาม สอดคลองกับรายงานของ Huy 

และ Abe (51) ที่ไดรายงานลักษณะ molecular epidemiology ของไวรัสตับอักเสบ บ ีและ ซี ใน 

ประเทศแถบเอเซีย โดยกลุมของ genotype ทีพ่บโดยทัว่ไปในประเทศเวียดนาม มคีวามคลายคลึง

กับของประเทศไทย 

 การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ “a” determinant เพื่อทําการจําแนก 

subtype โดยการแปลงใหเปนลําดับกรดอะมิโนและจาํแนกโดยดูกรดอะมิโนตาํแหนงที่ 122 กบั 

160 สามารถจําแนก subtype ออกไดเปน adr, adw และ ayw โดยทั่วไป ไวรัสตับอักเสบ บ ีทีพ่บ

ในประเทศไทย และ เอเชยีตะวนัออกเฉยีงใต genotype C จะม ี subtype เปน adr สวน 

genotype B จะม ี subtype เปน adw  และ genotype A มักพบ subtype เปน adw (47) จาก

การศึกษา ขอมูล subtype ที่ไดเมื่อทําการเปรียบเทยีบกับขอมูลจากการจาํแนก genotype แลว 

พบวา genotype C สวนใหญจะม ี subtype เปน adr สวน genotype B มี subtype เปน adw 

และ genotype A มี subtype เปน adw แตพบวามีบางตัวอยางที ่ ม ี genotype ไม ตรงกับ 

subtype ที่พบโดยทัว่ไปในประเทศไทย ผลการศึกษาพบ genotype C ซึ่งมี subtype adw 

จํานวน 4 ตัวอยาง และ genotype B ซึง่มี subtype ayw จํานวน 2 ตัวอยาง จากรายงานของ 

Norder (47) และคณะ ไดทําการศึกษา genetic diversity ของไวรัสตับอักเสบ บี ทีพ่บทั่วโลก 

รายงานวา genotype C ที่พบสวนใหญจะมี subtype เปนชนิด adr หรือ adrq- แตมีรายงานใน

ประเทศ ญี่ปุน, จีน, อินโดนเีซีย, และ เวยีดนาม โดยพบบางตัวอยางเทานั้นที่มี subtype เปน adw 

สวน genotype B ที่พบสวนใหญนัน้จะม ีsubtype เปน adw2 หรือ adw3 สวน genotype B ที่มี 

subtype เปน ayw นั้นมีรายงานในกลุมของประเทศเวียดนาม ถงึอยางไรก็ตามการจําแนก 

subtype ข้ึนอยูกบัชนิดของกรดอะมิโนบน HBsAg เพียงบางตําแหนงเทานั้น บางครั้ง subtype 

อาจสามารถเปลี่ยนไดโดยการเปลี่ยนของลําดับนิวคลีโอไทดเพียงตัวเดียวบน S gene (39) โดยไม

สงผลตอลักษณะทางคลีนิคแตอยางใด 

 จากผลการวิเคราะหทางสถติิพบวาตวัอยางที่จําแนกอยูในกลุม genotype C พบวามี

ปริมาณของ HBsAg (299.82±100.28) สูงกวาตัวอยางที่จาํแนกอยูในกลุม genotype B 

(396.09±136.05) อยางมนียัสําคัญ (p = 0.001) โดยวดัปริมาณของ HBsAg จากผลของการทาํ 

ELISA ในหนวยของ S/N (Sample Rate/Index Calibrator Mean Rate) ผูปวยโรคไวรัสตับ

อักเสบ บี แบบเรื้อรังในกลุมของ genotype C มักพบผลการตรวจอัตราการผลบวกตอ HBeAg 

มากกวาในกลุมของ genotype B (32) จากผลการศึกษาของ Tangkijvanich และคณะ (33) ที่ได

ทําการศึกษาในผูปวยคนไทยพบวาผูปวยในกลุมของ genotype C จะมีอัตรากการใหผลบวกตอ 
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HBeAg มากกวาผูปวยในกลุมของ genotype B ซึ่ง HBeAg เปน marker ที่ใชบงบอกถึง viral 

replication (52) ดังนัน้ไวรัสจึงอาจมีการสราง HBsAg ออกมามาก ทําใหผูปวยในกลุมของ 

genotype C ซึ่งมีอัตราการใหผลบวกตอ HBeAg มากกวาจึงอาจทาํใหตรวจพบ HBsAg ไดใน

ปริมาณที่มากกวา  

 จากการตรวจสอบ vaccine escape mutant โดยการตรวจสอบลําดบัของกรดอะมโินบน 

HBsAg ในสวนของ “a” determinant เปรียบเทียบกับขอมูลที่ไดจากแบบสอบถาม การไดรับ

วัคซีน พบวามีผูที่ไดรับวัคซนีแตยังพบการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ีจํานวน 43 คน คิดเปนรอยละ 

21.39 จากจาํนวนตัวอยางที่ใหผลบวกตอ HBsAg ทั้งหมด จากการตรวจสอบกรดอะมิโน พบการ

กลายพันธุ ณ กรดอะมิโนตาํแหนงที่ 126 จาก Threonine (T) เปน Asparagine (N) จํานวน 4 

ตัวอยาง เมื่อทําการเปรียบเทียบขอมูลการไดรับวัคซีนพบวามี 2 ตัวอยางไดรับวัคซีน และมี 2 

ตัวอยางที่ไมไดรับวัคซีน ดังนั้นจากขอมูลจึงไมสามารถสรุปไดวามีเกดิการ escape mutant และ

เมื่อตรวจสอบในตําแหนงอืน่พบวาไมพบการกลายพนัธุ ทั้งกรดอะมิโนตําแหนงที่ 145 (G145R) 

และที่ตําแหนงอื่นแตอยางใด  เมื่อเปรียบเทียบขอมูลผลของ ELISA พบวาทกุตัวอยางใหผลลบตอ 

antiHBs แสดงใหเห็นวาไมเกิดการสรางภูมิคุมกนัขึ้นมา ผลจากการที่ผูปวยไดรับวัคซีนแตยงัพบ

การติดเชื้อนัน้ สันนิษฐานวาอาจเปนผลมาจากการลมเหลวในการใหวัคซีน ซึ่งอาจเปนผลมาจาก

หลายสาเหตุ ยกตัวอยางเชน การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ตั้งแตอยูในครรภมารดา เปนตน 

 การกลายพนัธุในสวนของ Pre-S gene จากการศึกษาในครั้งนีพ้บวาสามารถจาํแนกการ

กลายพันธุออกเปน 4 ลักษณะ ไดแก Deletion ที่ Pre-S2, กลายพันธุที่ start codon ของ Pre-S2, 

Deletion ที่ Pre-S2 และ กลายพนัธุที ่start codon ของ Pre-S2 และ Deletion ที ่Pre-S1 และไม

กอใหเกิด frame shift mutation แตอยางใด จํานวนทัง้สิ้น 14 ตัวอยาง ซึ่งสอดคลองกับการศึกษา

ของ Huy และคณะ (53) ซึ่งไดทําการศึกษาในตัวอยางจากประเทศตางๆ รวม 12 ประเทศ รวมถึง

ประเทศไทยดวย ทัง้หมด 387 ตัวอยาง พบวา สามารถจําแนกการกลายพนัธุออกเปน 4 ลักษณะ 

เชนเดียวกนักบัการศึกษาในครั้งนี ้ เมือ่ทําการเปรียบเทียบขอมูลของตัวอยางทีม่ีการกลายพนัธุ

พบวา ตัวอยางที่มีการกลายพนัธุจะมีปริมาณของ HBsAg เฉล่ีย 378.77±64.42 S/N ซึ่งเมื่อ

เปรียบเทยีบกบัตัวอยางที่ปกติมีปริมาณของ HBsAg เฉล่ีย 305.66±111.00 พบวาปริมาณสูงกวา

ตัวอยางที่ปกติอยางมนีัยสาํคัญ (p=0.017) และตัวอยางที่มกีารกลายพันธุพบวามีอายุเฉล่ีย 

41.21±11.39 ป ซึง่เปรียบเทียบกับตัวอยางที่ไมมีการกลายพันธุมอีายุเฉล่ีย 32.34±14.98 ป 

พบวาตัวอยางที่มีการกลายพันธุมีอายุสูงกวาตวัอยางทีไ่มมีการกลายพันธุอยางมนียัสําคัญ 

(p=0.033) ซึ่งการกลายพนัธุในสวนของ Pre-S gene อาจมีบทบาทสําคัญในการเกิดตับอักเสบ

แบบเรื้อรัง และกระบวนการการเกิดมะเร็งตับ (53)  
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 Pre-S1 และ Pre-S2 gene ทําหนาทีสํ่าคัญในการสราง HBsAg ซึ่งม ี receptor ที่

สําคัญที่ทาํหนาที่จับกับผิวของเซลลตับ ลักษณะการกลายพนัธุในสวนของ Pre-S1 จากการศึกษา

ในครั้งนีพ้บวาตําแหนงทีเ่กิด deletion อยูในบริเวณ binding site ของ transcription factor ของ 

S promoter (รูปที่ 43) ตําแหนงนวิคลีโอไทดที่ 3045-3180 (53) ซึ่งอาจสงผลทําใหการสราง 

HBsAg ลดลง (54) แตเมื่อทําการเปรียบเทียบขอมูลของตัวอยาง CHP181 ซึ่งเกิดการกลายพันธุ

แบบ deletion ที่ตําแหนง Pre-S1 พบวาปริมาณของ HBsAg จากผลของการทาํ ELISA มีปริมาณ 

349.95 S/N เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยางที่ไมเกิด deletion บริเวณ Pre-S1 พบวาไมมีความ

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญ ซึ่งการกลายพนัธุในการศึกษาในครั้งนี้อาจสงผลอยางอื่น หรืออาจมี

ปจจัยอื่นทําใหปริมาณของ HBsAg ในตัวอยางนี้ไมแตกตางกับตัวอยางอื่น 

Pre-S1 HepatocyteHepatocyte binding sitebinding site

S promoterS promoter deletion

 

ปที่ 43 แสดงตําแหนงของ Pre-S1 ที่มกีารขาดหายไป ของตัวอยาง CHP-181 ซึ่งอยูในบริเวณ 

 

จากการศึกษาของ Kondo และคณะ (55) ไดทาํการศึกษาในผูปวยโรคไวรัสตับอักเสบ 

นิดเรื้อ

   

รู

binding site ของ transcription factor ของ S promoter 

 

ช รัง เมือ่ทําการตรวจสอบพบวาเกดิการกลายพนัธุในสวนของ start codon ของ Pre-S2 

gene และเกดิ deletion ในสวนของ Pre-S2 gene ซึ่งเปนบริเวณเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้  

(รูปที่ 44) เมื่อทําการศึกษาหาความสัมพันธกับการทาํงานของ polymerized albumin receptor 

(PAR) ทีพ่บทีผิ่วของเซลลตบั ซึ่งเปน receptor ที่ไวรัสใชในการเขาสูเซลลตับ พบวาการเกิดการ

กลายพันธุของ Pre-S2 gene ทั้งในสวนของ start codon และ การเกิด deletion นั้นสงผลใหตอ

การทาํงานของ PAR ทําใหไมสามารถทํางานได ซึ่งการทํางานของ PAR นั้นสัมพนัธกับระดับของ 

HBV DNA polymerase ทําใหมีระดับลดลง สงผลตอ viral replication  
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PrePre--SS22 Deletion

PAR

Deletion

PrePre--SS22 Deletion

PAR

Deletion  

 

รูปที่ 44  แสดงตําแหนงของ Pre-S2 ที่มกีารกลายพนัธุ ทั้ง deletion และ point mutation ซึ่งการ

 

ปจจุบันยงัพบวามกีารระบาดของไวรัสตับอักเสบ บี อยูในประเทศไทย จากการศึกษาใน

รั้งนี้ทาํ

 

เกิด deletion จะอยูในบริเวณของ PAR 

 

ค ใหทราบถึงระบาดวทิยาโมเลกุลของไวรัสตับอักเสบ บี ทีพ่บในประเทศไทย ซึง่ไวรัสตับ

อักเสบ บ ีที่พบในประเทศไทยสวนใหญเปน genotype C และ subtype adr มากทีสุ่ด ปญหาของ

การใหวัคซีน ยังไมพบปญหาจากการกลายพนัธุทีท่าํใหเกิด escape mutant แตอาจเกิดปญหา

จากความลมเหลวในการใหวัคซีน (vaccine failure) ทําใหไมสามารถสรางภูมิคุมกันได และพบ

การกลายพนัธุในสวนของ Pre-S gene ในตัวอยางที่ใชในการศึกษา ซึ่งควรมกีารศึกษาในเชิงลกึ

ตอไปเพื่อทําใหทราบและเขาใจกลไกของไวรัสตับอักเสบ บี มากขึน้ ผลของการศึกษาในครั้งนีท้ํา

ใหสามารถนาํเปนขอมูลประกอบในการพฒันาแผนการใหวัคซีนปองกนัไวรัสตับอักเสบ บี ตอไปได
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ภาคผนวก ก 

 

การเตรียมสารเคมี 
 

1. 5X Tris borate buffer (5X TBE) 

 Tris-base  54  กรัม 

 Boric acid  27.5 กรัม 

 EDTA (pH8.0)  20 มิลลิลิตร 

 เติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิตร ละลาย และ ผสมใหเขากนั เกบ็ไวที่อุณหภูมหิอง 

2. 1X Tris borate buffer (1X TBE) 

 5X TBE   200 มิลลิลิตร 

 น้ํากลัน่   800 มิลลิลิตร 

3. 2% (w/v) agarose gel 

 Agarose gel  4 กรัม 

 1XTBE   200 มิลลิลิตร 

 เขยาแลวนําเขาไมโครเวฟจนกวา agarose gel จะละลายหมด  

4. 10% Ethidium bromide 

 Ethidium bromide 30 ไมโครลิตร 

 น้ํากลัน่   300 มิลลิลิตร 

5. loading dye 

 0.25% Bromphenol blue 

 40% (w/v) sucrose in water 

 จากนั้นเติมน้าํกลั่นจนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวเก็บที ่4 °C 

6. Proteinase K (20 mg/ml) 

 Proteinase K  100 มิลลิกรัม 

 Distilled water  5 มิลลิลิตร 
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7. Lysis buffer 

 Tris – HCl  0.105 กรัม 

 EDTA   0.1245 กรัม 

 SDS   0.335 กรัม 

 น้ํากลัน่   50 มิลลิลิตร 

8. LB/ampicilin/IPTG/X-Gal plate 

 Agar   3.75 กรัม 

 Peptone   2.5 กรัม 

 Yeast   1.25 กรัม 

 NaCl   1.25 กรัม 

 น้ํากลัน่   250 มิลลิลิตร 

 นําไป autoclave ที่ความดนั 15 lb/inch2 ที่อุณหภูม ิ121 °C เปนเวลา 15 นาท ี  ตั้งทิง้ไว

จนอุน จากนัน้เติม ampicilin 100 mg/ml 250 μl จากนั้นเทลงบน plate ทิ้งไวใหเย็นจนแข็ง เตมิ 

IPTG 250 mg/ml 4 μl และ X-Gal 50 mg/ml 15 μl spread ใหทัว่ plate จนแหง  

9. LB broth/ampicilin 

 Peptone   0.5 กรัม 

 Yeast   0.25 กรัม 

 NaCl   0.25 กรัม 

 น้ํากลัน่   50 มิลลิลิตร 

 นําไป autoclave ที่ความดนั 15 lb/inch2 ที่อุณหภูม ิ121 °C เปนเวลา 15 นาท ี  ตั้งทิง้ไว

จนอุน จากนัน้เติม ampicilin 100 mg/ml 50 μl 

10. Soc medium 

 Tryptone  2.0 กรัม 

 Yeast   0.5 กรัม 

 1M NaCl   1 มิลลิลิตร 

 1 M KCl   0.55 มิลลิลิตร 

 น้ํากลัน่   100 มิลลิลิตร 

 นําไป autoclave ที่ความดนั 15 lb/inch2 ที่อุณหภูม ิ121 °C เปนเวลา 15 นาท ี  ตั้งทิง้ไว

จนเยน็ เตมิ   2M Mg2+ 1 มิลลิลิตร และ 2M glucose 1 มิลลิลิตร 

 



 80 
ภาคผนวก ข 

 

ขอมูลรายละเอียดของตัวอยางที่ใชในการศึกษา 
 

CODE Age Sex PCR Genotype Subtype Vaccine HBsAg(S/N) antiHBs antiHBc(S/CO) antiHAv antiHCv 

CR021 48 M -     - 218.80 - 0.171 + - 

CR039 17 F -     - 2.40 - 0.098 - - 

CR074 23 M -     + 278.84 - 0.094 - - 

CR075 62 F -     - 2.91 - 0.114 + - 

CR081 55 M + c adr - 250.97 - 0.101 + - 

CR082 40 M + c adr - 287.97 - 0.087 + - 

CR104 36 F -     - 306.65 - 0.103 - - 

CR119 20 F -     + 329.88 - 0.101 - - 

CR122 39 M -     - 159.72 - 0.091 + - 

CR174 26 F + c adr - 298.84 - 0.168 + - 

CR194 13 F + c adr - 185.36 - 0.175 + - 

CR197 17 M + b adw + 379.32 - 0.147 + - 

CR198 17 M -     + 269.97 - 0.224 + - 

CR219 47 F + c adr - 260.19 - 0.171 + - 

CR239 28 F + c adr + 324.54 - 0.122 - - 

CR244 42 F + c adr - 236.32 - 0.272 + - 

CR260 28 M + c adr - 205.16 - 0.172 + - 

CR264 54 M + c adr + 184.65 - 0.220 + - 

CR277 25 M -     - 11.66 - 0.195 + - 

CR285 36 M + c adr - 179.20 - 0.174 + - 

CR307 13 M + c adr - 172.74 - 0.105 + - 

CR328 43 F -     - 259.98 - 0.120 + - 

CR350 27 M -     - 256.24 - 0.098 - - 

CR353 40 M + c adr - 210.37 - 0.088 + - 

CR354 43 M + c adr - 173.29 - 0.052 + - 

CR380 2 M + c adr - 132.40 - 0.142 - - 

CR393 25 M + c adr - 200.21 - 0.141 - + 

CR408 48 F + c adr - 247.54 - 0.167 + - 

CR429 17 M + b adw + 170.56 - 0.084 + - 

CR441 30 M + c adr - 239.39 - 0.113 + - 

CR450 29 M -     - 238.87 - 0.165 + - 

CR451 29 F -     - 247.40 - 0.178 - - 

CR455 31 F -     - 237.58 - 0.127 + - 

CR470 36 M + c adr - 259.18 - 0.144 + - 

CR472 38 F -     - 308.72 - 0.109 - - 

CR476 42 M + c adr - 195.43 - 0.090 + - 

CR485 48 M + c adr + 302.92 - 0.079 + - 

CR519 39 F -     - 265.80 - 0.124 + - 

CR520 38 M -     + 247.21 - 0.117 + - 

CR538 31 F +     + 349.53 - 0.167 - - 

CR542 35 M -     + 281.20 - 0.186 + - 

CR548 41 M -     - 414.33 - 0.123 - - 
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CODE Age Sex PCR Genotype Subtype Vaccine HBsAg(S/N) antiHBs antiHBc(S/CO) antiHAv antiHCv 

CR550 42 F + c adr - 287.77 - 0.111 - - 

CR551 42 M + c adr + 234.94 - 0.113 - - 

CR559 45 M + c adw + 396.16 - 0.131 - - 

CR589 37 F + c adr - 413.99 - 0.109 - - 

CR654 46 F -     - 285.88 - 0.218 - - 

CR655 48 F -     - 406.72 - 0.182 - - 

CR724 20 M -     + 299.20 - 0.181 - - 

CR725 39 M -     - 312.94 - 0.171 - - 

CR753 16 F + c adr - 340.69 - 0.175 - - 

CR777 13 M + c adr + 389.18 - 0.180 - - 

CR816 7 M + b adw + 400.40 - 0.077 + - 

CR819 17 M + b adw - 384.12 - 0.229 - - 

CR837 26 F + c adr - 438.21 - 0.216 + - 

CR857 20 F + c adr - 411.66 - 0.138 + - 

CR870 14 M + c adr - 41.47 - 0.073 - - 

CR871 9 F + c adr - 368.69 - 0.072 + - 

CR908 7 M + b ayw - 415.78 - 0.066 + - 

CRM003 32 1 + c adr - 399.94 - 0.249 - - 

CRM014 47 2 + c adr - 186.33 - 0.097 - - 

CRM040 39 2 -     - 467.54 - 0.117 - - 

CRM047 20 1 -     - 509.77 - 0.122 - - 

CRM062 35 2 -     - 422.20 - 0.129 - - 

CRM068 56 1 + c adr - 362.64 - 0.238 - - 

CRM097 23 2 + c adr + 431.60 - 0.158 - - 

CRM105 36 2 + c adr + 262.91 - 0.194 - - 

CRM123 22 2 + c adr + 359.18 - 0.258 - - 

CRM129 30 2 +     + 404.46 - 0.223 - - 

CRM133 24 1 + b adw + 477.71 - 0.228 - - 

CRM148 48 1 + c adr - 370.97 - 0.271 - - 

CRM165 55 1 -     - 370.14 - 0.124 - - 

CRM172 35 1 + c adr - 481.68 - 0.218 - - 

CRM175 31 2 -     - 416.59 - 0.219 - - 

CRM182 38 2 -     - 128.30 - 0.168 - - 

CRM194 26 2 + a adw - 348.33 - 0.226 - - 

CRM205 41 2 + c adr - 444.99 - 0.176 - - 

CRM211 35 2 + b adw - 527.81 - 0.192 - - 

CRM236 10 1 + c adr + 290.88 - 0.178 - - 

CRP010 19 2 + c adr - 188.33 - 0.112 - - 

CRP019 53 1 + c adr - 262.24 - 0.135 - - 

CRP020 67 1 + c adr - 258.50 - 0.165 - - 

CRP042 22 1 + c adr + 132.19 - 0.148 - - 

CRP063 23 2 + c adr - 189.78 - 0.403 - - 

CRP110 47 2 + c adr - 228.10 - 0.060 + - 

CRP159 54 2 + b adw - 517.08 - 0.148 - - 

CRP177 50 1 + b adw - 538.91 - 0.079 - - 

CRP194 36 2 + c adr - 511.04 - 0.236 - - 

CRP200 31 2 + c adw - 438.15 - 0.222 - - 
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CODE Age Sex PCR Genotype Subtype Vaccine HBsAg(S/N) antiHBs antiHBc(S/CO) antiHAv antiHCv 

CRP228 55 1 + b adw - 440.64 - 0.191 - - 

CRP236 47 2 -     - 391.56 - 0.215 - - 

CRP296 32 2 -     - 438.92 - 0.188 - - 

CRP316 46 2 + c adr - 367.58 - 0.066 - - 

NK153 45 2 + c adr + 253.93 - 0.098 + - 

NK212 20 2 + a adw  - 478.50 - 0.191 - - 

NK310 33 2 + c adr  - 406.24 - 0.189 - - 

NK313 26 2 -      - 486.40 - 0.109 - - 

NK316 56 2 + c adr  - 383.36 - 0.303 - - 

NK347 52 1 + c adr  - 420.42 - 0.162 + - 

NK377 32 2 -      - 463.33 - 0.211 + - 

NK394 35 2 + c adr + 487.88 - 0.114 - - 

NK417 42 1 + c adr  - 346.04 - 0.253 + - 

NK431 56 2 + c adr  - 429.71 - 0.164 - - 

NK435 25 2 -      - 494.29 - 0.148 - - 

NK518 21 2 + c adr + 352.99 - 0.107 + - 

NK586 41 2 + c adr - 428.23 - 0.248 - - 

NK652 33 1 + c adr - 453.17 - 0.146 - - 

NK698 27 2 + c adr - 315.89 - 0.092 - - 

NKS015 26 2       - 408.57 - 0.077 + - 

NKS124 59 2 + c adr - 336.65 - 0.157 + - 

NKT009 20 2 + c adr - 266.75 - 0.123 - - 

NKT052 58 2 + c adr - 374.06 - 0.183 - - 

NKT095 37 2 + c adr - 441.26 - 0.136 - - 

NKT110 13 2 + c adr + 229.79 - 0.072 - - 

NKT265 33 1 + c adr + 366.19 - 0.141 + - 

NKT357 17 1 + c adr - 370.09 - 0.072 - - 

NKT359 40 2 + c adr - 409.28 - 0.053 - - 

NKT363 6 1 -     - 243.30 - 0.114 - - 

UD008 33 1 + c adr - 304.92 - 0.095 - - 

UD021 51 1 + c adr - 323.38 - 0.105 + - 

UD045 32 2 + b ayw - 442.64 - 0.136 + - 

UD049 11 1 + c adr + 338.19 - 0.127 - - 

UD054 17 1 + c adr -  246.10 - 0.160 + - 

UD068 18 1 + c adr + 145.94 - 0.227 - - 

UD100 44 1 + c adr  - 248.46 - 0.177 + - 

UD136 26 1 -      - 153.63 - 0.180 - - 

UD156 51 2 + c adr  - 206.62 - 0.151 + - 

UD157 45 2 + c adr  - 280.53 - 0.160 + - 

UD176 30 1 + c adr  - 75.08 - 0.109 + - 

UD182 47 2 +   adr  - 231.77 - 0.164 + - 

UD210 34 2 + c adr  - 126.33 - 0.152 + - 

UD213 29 1 + c adr  - 117.87 - 0.129 + - 

UD265 30 2 + c adr  - 342.96 - 0.118 - - 

UD296 34 2 + c adr  - 417.97 - 0.121 - - 

UD299 59 1 + c adr  - 271.78 - 0.118 - - 

UD402 41 1 + c adr -  375.98 - 0.124 - - 
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CODE Age Sex PCR Genotype Subtype Vaccine HBsAg(S/N) antiHBs antiHBc(S/CO) antiHAv antiHCv 

UD482 56 1 + c adr -  302.62 - 0.144 + - 

UD515 21 1 -     + 6.86 - 0.148 - - 

UD572 51 2 + c adr -  180.21 - 0.137 - - 

UD585 16 2 + c adr -  293.88 - 0.302 - - 

UD589 59 2 + c adr -  374.83 + 0.202 - - 

UD636 18 1 + c adr + 217.76 - 0.127 - - 

UD672 19 1 + c adr -  280.02 - 0.131 - - 

UD767 8 1 + c adr + 268.64 - 0.138 - - 

UDH199 17 1 -     -  373.04 - 0.168 - - 

UDH226 22 1 + c adr + 216.26 - 0.136 - - 

UDH241 27 1 + c adr + 363.89 - 0.176 - - 

UDH268 22 2 + c adr -  369.73 - 0.155 - - 

UDH276 32 1 + c adr -  292.95 - 0.116 + - 

UDH308 34 2 -     + 258.49 - 0.139 - - 

UDH359 42 1 + c adr -  416.75 - 0.071 - - 

UDH398 60 2 + c adr -  326.29 - 0.076 - - 

UDH419 53 1 -     -  359.48 - 0.073 - - 

UDV028 56 2       -  3.03 - 0.156 + - 

UDV035 51 1 + c adr -  309.69 - 0.077 - - 

UDV039 25 2 + c adr + 290.18 - 0.080 - - 

UDV044 22 2 + c adr -  272.09 - 0.184 - - 

UDV045 26 2       -  324.75 - 0.139 - - 

UDV050 31 2 + c adr + 283.18 - 0.097 + - 

UDV058 34 2 + c adr + 248.41 - 0.089 - - 

UDV071 22 1       -  179.32 - 0.103 - - 

UDV116 22 2 + c adr -  263.37 - 0.204 - - 

UDV120 48 1 + c adr -  368.00 - 0.142 - - 

UDV133 50 2 + c adr -  303.01 - 0.172 - - 

UDV150 24 1       + 539.59 - 0.164 - - 

UDV153 48 2 + c adr + 257.86 - 0.221 - + 

UDV229 29 2       -  222.29 - 0.188 - - 

UDV329 15 1       -  397.98 - 0.087 - - 

UDV353 16 2       + 382.22 - 0.089 - - 

UDV387 18 1 + c adr -  316.66 - 0.139 - - 

UDV395 20 1 + c adr -  379.36 - 0.073 - - 

UDV396 20 1 + c adr -  46.61 - 0.937 - - 

UDV399 22 1 + c adr -  267.24 - 0.108 - - 

UDV400 26 2 + c adr + 402.54 - 0.080 - - 

UDV408 20 1 + c adr -  354.66 - 0.078 - - 

UDV410 24 1 + c adr -  386.85 - 0.078 - - 

UDV441 37 1       -  4.22 - 0.076 - - 

CH095 4   + c adr + 345.47 - 0.069 - - 

CH207 8 2 + c adr + 2.70 - 1.529 - - 

CH341 15 1 + c adr + 380.14 - 0.061 + - 

CH391 38 1 + c adr -  258.27 - 0.157 + - 

CH425 54 1 + b adw -  10.04 - 0.065 + - 

CH496 39 1 -     -  413.02 - 0.141 - - 
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CODE Age Sex PCR Genotype Subtype Vaccine HBsAg(S/N) antiHBs antiHBc(S/CO) antiHAv antiHCv 

CH514 49   + b adw -  257.48 - 0.156 - - 

CH601 38 2 + c adr -  111.71 - 0.122 - - 

CH619 48 2 + b adw -  495.87 - 0.077 + - 

CH703 21   + b adw + 430.80 - 0.070 - - 

CH854 7   + c adr -    -   - - 

CHA163 19 1 + c adr + 335.33 - 0.07 - - 

CHA243 39 1       - 2.22 - 0.069 + + 

CHA254 40 2       - 3.41 + 0.081 + - 

CHA255 46 1       - 444.01 - 0.068 + - 

CHB165 29 1       - 434.00 - 0.071 - - 

CHB212 39 1 + c adr + 213.89 - 0.073 + - 

CHB215 47 2 + c adr - 452.04 - 0.072 + - 

CHB226 49 1 + c adw - 393.63 - 0.140 - - 

CHP038 28 2 + c adw + 392.39 - 0.060 - - 

CHP107 36 2 + b adw - 406.54 - 0.086 - - 

CHP126 20 2 + b adw - 437.84 - 0.044 - - 

CHP151 56 2 + c adr - 308.97 - 0.081 - - 

CHP181 33 2 + c adr - 349.95 - 0.055 - - 
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