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ขอขอบคณุเจ้าหน้าท่ีบณัฑิตศกึษา คณะแพทยศาสตร์ทกุท่าน ท่ีกรุณาช่วยเหลือให้
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สดุท้ายนีผู้้วิจยัข อกราบขอบพระคณุ คณุพอ่ คณุแม่ ท่ีเหน็ดเหน่ือยเพื่อให้โอกาส

ทางการศกึษาท่ีมีคณุคา่ รวมทัง้สนบัสนนุ ให้ความรัก และก าลงัใจจนส าเร็จการศกึษาครัง้นี ้
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บทที่  1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

การตดิเชือ้ เฉียบพลนัในระบบทางเดินหายใจ   (acute respiratory tract infection) 

นบัเป็นสาเหตุส าคญัของการเจ็บป่วยรวมถึงการเสียชีวิต ในเดก็เลก็ โดยเฉพาะในกลุม่เด็กอายตุ ่า

กวา่  5  ปี ผลของการติดเชือ้อาจท าให้ผู้ ป่วย แสดงอาการทัง้อยา่งเฉียบพลนั  และอาจพฒันาเป็น

โรคเรือ้รังได้ ท าให้ต้องสญูเสียคา่ใช้จ่าย ในการรักษาพยาบาลผู้ ป่วยเหลา่นีเ้ป็นจ านวนมาก  และ

สง่ผลกระทบตอ่การพฒันาทัง้ทางด้านสงัคม สาธารณสขุ รวมทัง้ด้านอ่ืนๆ ด้วย 

โรคตดิเชือ้ในระบบทางเดินหายใจ มีสาเหตจุากจลุชีพหลายชนิด แตท่ี่ พบได้บอ่ยมกัมี

สาเหตุ มาจาก การตดิ เชือ้ไวรัสและแบคทีเรีย   เชือ้ไวรัสท่ี ก่อโรค ในระบบทางเดินหายใจ 

(respiratory virus) มีอยูป่ระมาณ 200 ชนิด สว่นมากมกัเป็นเชือ้ท่ีมีสารพนัธุกรรมเป็น  RNA ท า

ให้เชือ้เหลา่นีมี้อตัราการกลายพนัธุ์สงู (high mutation rate) ได้แก่ respiratory syncytial virus 

(RSV)[1], human parainfluenza virus (HPIV)[2], influenza virus type A (IFVA)[2] , influenza 

virus type B (IFVB)[2] , human metapneumovirus (hMPV)[3], human adenovirus (HAdV)[4], 

coronavirus[5] และ human enterovirus (HEV)[6]  เป็นต้น และพบวา่กวา่ร้อยละ 50 ของการติด

เชือ้ในระบบทางเดินหายใจ  มีสาเหตจุากการติดจากเชือ้ human rhinovirus (HRV)[6] แตอ่ยา่งไรก็

ตามเชือ้ไวรัสแตล่ะชนิดนัน้ ท าให้เกิดอาการได้หลาย รูปแบบแตกตา่งกนั หรือลกัษณะอาการแบบ

หนึง่อาจเกิดได้จากการติดเชือ้ไวรัสหลายชนิดร่วมกนั  

Human Rhinovirus (HRV) เป็นเชือ้ไวรัสก่อโรคในระบบทางเดนิหาย ใจ โดยมีบริเวณท่ี

เหมาะสมตอ่การเจริญ ทัง้ในระบบทางเดนิหายใจสว่นบนและสว่นลา่ง  ท าให้ผู้ ป่วยท่ีติดเชือ้ไวรัส

ชนิดนีมี้อาการของโรคไม่รุนแรง  ไปจนถึงมีการพฒันาเป็นโรค ระบบทางเดนิหายใจเรือ้รังได้  ทัง้นี ้

ขึน้กบับริเวณท่ีติดเชือ้และปัจจยัอ่ืนๆ ร่วมด้วย  การตดิเชือ้ HRV เป็นสาเหตขุองการเจ็บป่วยได้ใน

ผู้ ป่วยทกุช่วงอาย ุแตพ่บ อบุตัิการณ์คอ่นข้างสงู ในเดก็ปฐมวยั และมักพบร่วมกบัการตดิเชือ้ไวรัส

ทางเดนิหายใจชนิดอ่ืน สง่ผลให้เกิดอาการท่ีรุนแรงขึน้  อีกทัง้มีลกัษณะท่ีแตกตา่งกนัไป ดงันัน้การ

พิจารณาลกัษณะอาการของผู้ ป่วยเพียงอยา่งเดียว จงึ ไม่สามารถระบอุาการท่ีเกิดจากการตดิเชือ้ 

HRV หรือเชือ้ชนิดอ่ืนๆ อยา่งแท้จริงได้ 
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การรักษาการติดเชือ้ไวรัสชนิดนี ้ ในปัจจบุนัใช้ยาต้านไวรัสซึง่ออกแบบให้จ าเพาะตอ่ไวรัส

ในตระกลู Picornaviridae ยาท่ีนิยมใช้กนัอยา่งกว้างขวาง ได้แก่ ยา  pleconaril ซึง่สามารถ

ควบคมุการเพิ่มจ านวนของไวรัสได้อยา่งมีประสิทธิภาพ[7-8] แตเ่ดิมเชือ้ HRV ถกูจดัจ าแนกเป็น 2 

สายพนัธุ์ คือ สายพนัธุ์ A (HRV-A) และสายพนัธุ์ (HRV-B) โดยพบวา่ HRV-A มกัจะไมต้่านทาน

ตอ่ยา pleconaril ในขณะท่ี HRV-B บาง serotype กลบัต้านทานตอ่ยาชนิดนี ้[9] ได้แก่ serotype 

4, 5, 42, 84, 93, 97 และ 99  ตอ่มาในปี 2006 ได้มีการรายงานการค้นพบเชือ้ HRV สายพนัธุ์ใหม ่

คือ HRV-C[5,10-12] ซึง่มีลกัษณะทางพนัธุกรรมร่วมกนัระหวา่ง HRV-A และ HRV-B นอกจากนีผ้ล

การวิเคราะห์ข้อมลูในระดบัอณชีูวโมเลกลุของจีโนมของไวรัสพบวา่ เชือ้ HRV-C น่าจะมีแนวโน้ม

ต้านทานตอ่ยา pleconaril ด้วย แสดงให้เห็นวา่สายพนัธุ์ (species) หรือชนิด (strain) ของไวรัสมี

ผลตอ่การตอบสนองตอ่ยา และการวางแผนการรักษาผู้ ป่วยตดิเชือ้ไวรัสชนิดนี ้

ดงันัน้โครงการวิจยันีจ้งึมุง่เน้นท่ี จะศกึษาระบาดวิทยาของเชือ้ ไวรัส HRV ในกลุม่ตวัอยา่ง

ของประชากรเด็กไทย ด้วยวิธี semi-nested PCR และน าตวัอยา่งที่ให้ผลบวกตอ่เชือ้ HRV มา

ถอดรหสัสารพนัธุกรรม เพื่อจะน าข้อมลูล าดบันิ วคลีโอไทด์ ท่ีได้มาวิเคราะห์หาสายพนัธุ์ของเชือ้

ไวรัสชนิดนี ใ้นกลุม่ประชากรตวัอยา่ง  อีกทัง้ศกึษาข้อมลูทางพนัธุกรรมของ เชือ้ HRV แตล่ะสาย

พนัธุ์เปรียบเทียบกนั เพื่อใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานในการศกึษาระบาดวิทยาระดบัโมเลกลุ รวมถึง

สามารถน าข้อมลูท่ีได้รับมาท านายแนวโน้มการตอบสนองตอ่ยาต้านไวรัสท่ีใช้อยูใ่นปัจจบุนั ได้ ซึง่

จะก่อให้เกิดประโยชน์ในการวางแผนป้องกนัและรักษาโรคท่ีเกิดจากการตดิเชือ้ไวรัสชนิดนีต้อ่ไป 

ค าถามงานวิจัย 

1. ระบาดวิทยาของเชือ้ HRV มีคา่เท่าใด มีความสมัพนัธ์กบัฤดกูาลหรือไม่  

2. สายพนัธุ์ของเชือ้ HRV ท่ีระบาดในประเทศไทยเป็นสายพนัธุ์ใด มีความใกล้เคียงกบัท่ี

ระบาดในตา่งประเทศหรือไม่ และลกัษณะทางพันธุกรรมของเชือ้ HRV แตล่ะสายพนัธุ์

มีความแตกตา่งกนัอยา่งไร 

3. อาการของผู้ ป่วยท่ีตรวจพบการติดเชือ้ HRV นัน้ มีลกัษณะอาการอย่างไร 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. ศกึษาระบาดวิทยาของเชือ้ไวรัส HRV ในกลุม่ผู้ ป่วยเดก็ไทยท่ีมีอาการติดเชือ้ในระบบ

ทางเดนิหายใจสว่นลา่ง และเข้ารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ 

2. จ าแนกสายพนัธุ์ระดบัโมเลกลุของเชือ้ ไวรัส HRV ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยในประเทศไทย 

วิเคราะห์ความเหมือนและความแตกตา่งระดบัโมเลกลุระหวา่งสายพนัธุ์ของ HRV ท่ีได้ 

และน ามาเปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์จากประเทศตา่งๆ ที่มีรายงานในฐานข้อมลู NCBI  

3. วิเคราะห์ลกัษณะอาการของผู้ ป่วยท่ีตรวจพบการติดเชือ้ไวรัส HRV เพื่อใช้เป็นข้อมลู

ในการวางแผนรักษาโรคติดเชือ้ในระบบทางเดินหายใจตอ่ไป 

สมมตฐิานของการวิจัย 

1. ถ้าพบการติดเชือ้ไวรัส HRV ในกลุม่ตวัอยา่งแล้ว จะสามารถศกึษาระบาดวิทยา อตัรา

การก่อโรคท่ีเกิดขึน้ได้ 

2. ถ้าสามารถหาล าดบันิวคลีโอไทด์ในสว่นของยีน VP4/ VP2 ได้แล้ว จะสามารถน า

ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้ไปเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู NCBI เพื่อจ าแนกสายพนัธุ์

ของเชือ้ HRV และถ้าสามารถหาข้อมลูทางพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัสแตล่ะสายพนัธุ์ได้

แล้ว จะสามารถท านายแนวโน้มในการต้านทานต่อยาท่ีใช้รักษาการติดเชือ้ชนิดนีไ้ด้  

3. ถ้าหากพบการติดเชือ้ไวรัส HRV ในผู้ ป่วยโดยไมมี่การตดิเชือ้ชนิดอ่ืนร่วมด้วยแล้ว จะ

สามารถท านายลกัษณะอาการท่ีเกิดขึน้จากการตดิเชือ้โดยตรงได้ เพื่อใช้เป็นข้อมลู

ส าหรับการวางแผนการรักษาตอ่ไป 

ข้อตกลงเบือ้งต้น : ไม่มี 

ค าจ ากัดความที่ใช้ในการวิจัย 

Species คือ สายพนัธุ์ของเชือ้ HRV ซึง่จ าแนกโดยการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี serology 

test (antigen-antibody specific test) ไวรัสแตล่ะชนิดท่ีถกูจ าแนกวา่มีความแตกตา่งกนัจะถกู

แบง่ออกเป็น serotype ส าหรับเชือ้ HRV ประกอบด้วยไวรัส 100 serotype แตใ่นปัจจบุนันิยมใช้

การถอดรหสัพนัธุกรรมของยีนสร้างโปรตีน capsid เช่น VP4, VP4/VP2 หรือ VP1 แล้วน าข้อมบูท่ี
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ได้มาเปรียบเทียบกบัข้อมลูในฐานข้อมลู NCBI เพื่อใช้ในการจ าแนกสายพนัธุ์ ซึง่เป็นวิธีท่ียอมรับ

ให้ผลท่ีน่าเช่ือถือ และสะดวกกวา่วิธี serology test 

Strain   คือ HRV ซึง่จดัอยูใ่น species เดียวกนั แตมี่ความแตกตา่งกนัในระดบันิวคลีโอ

ไทด์หรือมีล าดบักรดอะมิโนในบางต าแหน่งบนจีโนมตา่งกนั สง่ผลให้การท า phylogenetic 

analysis แสดงรูปแบบการจดักลุม่ยอ่ยท่ีแตกตา่งกนั โดยทัว่ไปเกณฑ์ในการจดัจ าแนกสิง่มีชีวิต

ตา่ง strain แตเ่ป็น species เดียวกนันัน้ ก าหนดให้มีคา่ %nucleotide identity ตัง้แต ่80% ขึน้ไป 

Phylogenetic analysis คือ การจดัจ าแนกสิง่มีชีวิต ตามล าดบัความสมัพนัธ์เชิง

วิวฒันาการ โดยอาศยั ข้อมลูทางพนัธุกรรมของสิง่มีชีวิต ชนิดนัน้ๆ มาสร้างแผนภมูิความสมัพนัธ์

เชิงวิวฒันาการขึน้ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ phylogenetic relation ข้อมลูท่ีใช้ เพื่อการวิเคราะห์  

สามารถเลือกใช้ได้หลายระดบั ขึน้กบัวตัถปุระส งค์ของการศกึษา เช่น ใช้ข้อมลูท่ีมีความแตกตา่ง

กนัมาก เมื่อต้องการจ าแนกสิง่มีชีวิตแตกตา่งตระกลู (family) กนั, ใช้ข้อมลูท่ีมีความหลากหลาย

ปานกลาง ในการจ าแนกข้อมลูของสิ่งมีชีวิตระหวา่งสายพนัธุ์ (genus, species) หรือใช้ข้อมลูท่ีมี

ความหลายหลายน้อยเพื่อศกึษาการเปลี่ยนแปลงทางวิวฒันาการระหวา่งสิง่มีชีวิตในสายพนัธุ์

เดียวกนั เป็นต้น ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัข้อมลูอ้างอิงของการวิเคราะห์ ซึง่ผู้ใช้โปรแกรมสามารถก าหนดได้ 

 Semi-nested PCR คือ เทคนิคการท า PCR ท่ีดดัแปลงมาจากเทคนิค nested PCR โดย

ใช้จ านวนคูไ่พรเมอร์น้อยกวา่ แตย่งัคงให้ผลการตรวจวิเคราะห์ท่ีเช่ือถือได้ และให้คา่ความจ าเพาะ 

(specificity) และความไว (sensitivity)ของวิธีการตรวจวิเคราะห์ ท่ีสงูกวา่การใช้เทคนิค PCR 

ธรรมดา 
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ขอบเขตของการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

แผนภาพท่ี 1 ขอบเขตของการวิจยั 

 

 

ตวัอยา่งที่ให้ผลบวก ตวัอยา่งที่ให้ผลลบ 

จ าแนกสายพนัธุ์ระดบัโมเลกลุของ HRV โดย
การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VP4  

วิเคราะห์ข้อมลู 

สุม่คดัเลือกตวัอยา่งผลบวกของแตล่ะสายพนัธุ์ 
เพื่อท าการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทค์ของจีโนม 

ด้วยการท า semi-nested PCR 

ตรวจหาตวัอยา่งท่ีให้ผลบวกด้วยวิธี semi-nested PCR 

ตรวจสอบผลการสกดั RNA ด้วยวิธี PCR 
(โดยตรวจสอบการแสดงออกของ GAPDH ซึง่เป็น housekeeping gene) 

 

Reverse transcription โดยใช้ random hexamer 

เก็บตวัอยา่ง Nasopharyngeal (NP) suction (n = 289) ใสใ่น Viral transport media  

สกดั RNA จาก NP suction 

-  เตรียม positive control  
-  ทดสอบ specificity และ sensitivity  
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ข้อจ ากัดของการวิจัย 

1. เน่ืองจากสารตวัอยา่งมีปริมาตรจ ากดัจึงไม่สามารถท าการทดลองซ า้ หรือไม่สามารถ

ท าการทดลองเพิ่มเตมิในบางสว่นท่ีต้องการศกึษาได้ 

2. เน่ืองจากการศกึษาวิจยันีใ้ช้ในตวัอยา่งที่เหลือจากการตรวจวินิจฉยัการตดิเชือ้ใน

ระบบทางเดินหายใจ จงึไม่มีการเก็บตวัอยา่งจากกลุม่ควบคมุซึง่เป็นกลุม่คนปกต ิหรือ

กลุม่คนท่ีติดเชือ้ไวรัส HRV และแสดงอาการของโรคไมรุ่นแรง (normal healthy 

control) เพื่อน ามาใช้ในการเปรียบเทียบผลความรุนแรงของการตดิเชือ้ไวรัสชนิดนี ้

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ได้ทราบระบาดวิทยาและอตัราการก่อโรคของเชือ้ HRV ในประเทศไทย 

2. ได้ทราบถึงข้อมลูทางพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัส HRV ทัง้ 3 สายพนัธุ์ โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง 

HRV-C ซึง่เป็นสายพนัธุ์อบุตัิใหมแ่ละมีข้อมลูท่ีรายงานในฐานข้อมลูอยา่งจ ากดั 

3. ท าให้สามารถท านายแนวโน้มการดือ้ตอ่ยาต้านไวรัสท่ีใช้อยูใ่นปัจจบุนั ซึง่จะเป็น

ประโยชน์ตอ่การวางแผนป้องกนัและรักษาโรคท่ีเกิดจากการตดิเชือ้ไวรัสชนิดนีต้อ่ไปได้ 

4. สามารถน าองค์ความรู้ท่ีได้มาประยกุต์ใช้กบัการศกึษาโรคไวรัสอบุตัิใหมท่ี่อาจจะ

เกิดขึน้ตอ่ไปในอนาคต 

5. สามารถน าเสนอผลงานในระดบันานาชาติ หรือตีพิมพ์ผลงานในวารสารท่ีเก่ียวกบัด้าน

ไวรัสวิทยา หรือโรคอบุตัิใหม ่ เช่น Virus Research, Journal of Infection หรือ 

Emerging Infectious Diseases 

6. ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากงานวิจยันี ้จะถกูเผยแพร่ในฐานข้อมลู GenBank 

เพื่อใช้เป็นแหลง่อ้างอิงตอ่ไป 

วิธีด าเนินการวิจัย 

1. ท าการเก็บตวัอยา่ง Nasopharyngeal (NP) suction จากผู้ ป่วยใสล่งใน viral 

transport media และเก็บรักษาท่ีตู้แช่แข็งอณุหภมูิ -70oC 

2. สกดั RNA จากตวัอยา่ง NP suction ด้วยวิธี guanidium-isothiocyanate 

3. การศกึษาระบาดวิทยาของเชือ้ไวรัส HRV ในประเทศไทย 
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3.1    ท าการเพิ่มจ านวนสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัส  HRV ในสว่นยีนควบคมุการสร้าง  

viral capsid VP4 ด้วยวิธี semi-nested PCR 

3.2    ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของวิธีการตรวจวิเคราะห์  และเตรียม 

positive control ด้วยวิธี cloning 

3.3    ค านวณคา่ความไว (sensitivity) ของการตรวจวิเคราะห์ 

3.4    หาล าดบันิวคลีโอไทด์ในสว่นของยีน VP4 ด้วยวิธี direct DNA sequencing 

3.5    จดัจ าแนกสายพนัธุ์โดยการท า phylogenetic tree และวิเคราะห์ข้อมลูท่ีได้ 

4. การศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์ของจีโนมของเชือ้ HRV ท่ีตรวจพบในกลุม่ตวัอยา่ง 

4.1 ออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะตอ่ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไวรัส HRV ทัง้ 3 สายพนัธุ์ 

4.2 ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการท า semi-nested PCR เพื่อการหา

ล าดบันิวคลีโอไทด์ของจีโนม 

ล าดบัขัน้ตอนในการเสนอผลการวิจัย  

1. ค านวณระบาดวิทยาของเชือ้ไวรัส HRV จากตวัอยา่ง NP suction ในกลุม่ประชากร

ศกึษาตัง้แตปี่ 2006-2007 เพื่อศกึษาอตัราการก่อโรค วิเคราะห์ลกัษณะอาการและ

ความสมัพนัธ์ของสายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสกบัการเกิดก่อโรคในระบบทางเดนิหายใจ 

2.    วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการในสว่นยีน VP4 ของเชือ้ HRV สายพนัธุ์ท่ีพบใน

ประเทศไทยทัง้ล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโน  เพื่อวิเคราะห์ความใกล้เคียง

กนัระหวา่งสายพนัธุ์ท่ีพบในประเทศกบัในตา่งประเทศ เพื่อ ใช้เป็นข้อมลูในการท านาย

แนวโน้มการระบาดของเชือ้ไวรัส HRV ได้ 

3.    วิเคราะห์ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ จีโนมของเชือ้ไวรัส HRV ท่ีแยก

ได้จากผู้ ป่วยโดยตรง เปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์ ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู  

4.  วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนในสว่น VP1 เพื่อท านายชนิดของ receptor   

ท่ี HRV ใช้ในการจบักบัเซลล์เจ้าบ้าน โดยมุง่เน้นท่ี เชือ้ไวรัส HRV-C ซึง่เป็นสายพนัธุ์

อบุตัิใหม ่พร้อมทัง้ท านายแนวโน้มของ การตอบสนองตอ่ยาต้านไวรัส (antiviral drug 

susceptibility) ท่ีศกึษาอยูใ่นปัจจบุนั  
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บทที่  2 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

แนวคดิและทฤษฎ ี

Human Rhinovirus (HRV) เป็นเชือ้ไวรัสส าคญัท่ีก่อโรคตดิเชือ้ในระบบทางเดินหายใจ 

จากรายงานการศกึษาระบาดวิทยาในภมูิภาคตา่งๆ ทัว่โลก  พบวา่อบุตัิการณ์ของโรคตดิเชือ้ไวรัส

ชนิดนีใ้นผู้ ป่วยเด็กเลก็มีคา่เฉลี่ยร้อยละ 40-50 ของโรคตดิเชือ้ในระบบหายใจทัง้หมด และมี

แนวโน้มของอบุตัิการณ์เพิ่มสงูขึน้ทกุปี เชือ้ไวรัสเข้าสูร่่างกายผา่นทางการหายใจเอาละอองใน

อากาศท่ีมีเชือ้ปนเปือ้นอยู ่ หรือจากการสมัผสัสารคดัหลัง่ของผู้ติดเชือ้โดยตรง จากการศกึษา

บริเวณท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญของเชือ้ HRV พบวา่ ciliated columnar epithelial cell ในเยื่อบุ

ทางเดนิหายใจ ได้แก่ โพรงจมกูและโพรงไซนสั เป็นบริเวณท่ีเป้าหมายของเชือ้ไวรัส เน่ืองจากมี  

receptor จ าเพาะตอ่เชือ้ HRV อยูบ่นผิวเซลล์ เชือ้ HRV สามารถก่อโรคได้ทัง้ในระบบทางเดิน

หายใจสว่นบน (upper respiratory tract) นบัตัง้แตโ่พรงจมกู (nasal cavity), คอหอย (pharynx) 

ไปจนถึงกลอ่งเสียง (larynx) และทางเดนิหายใจสว่นลา่ง (lower respiratory tract) ตัง้แต่

หลอดลม (trachea), หลอดลมใหญ่ (bronchus), หลอดลมฝอย (bronchiole), ปอด (lung) และ

ถงุลม (alveoli) เม่ือเซลล์เยื่อบตุิดเชือ้ไวรัส จะสง่ผลให้เซลล์ตายและหลดุลอกออกมา ท าให้ผู้ ป่วย

เกิดอาการเจ็บคอ และมีอาการอกัเสบร่วมด้วย ผู้ ป่วยท่ีติดเชือ้ไวรัส HRV แสดงลกัษณะอาการได้

หลากหลาย และมีความรุนแรงของโรคแตกตา่งกนัไปขึน้กบับริเวณท่ีติดเชือ้ โรคท่ีตรวจพบมีตัง้แต่

โรคท่ีมีความรุนแรงไมม่าก ร่างกายสามารถก าจดัเชือ้เองได้ เช่น ไข้หวดัธรรมดา (common 

cold)[13] ตลอดจนโรคท่ีมีความรุนแรงปานกลางจนถึงเรือ้รัง เช่น  ไซนสัอกัเสบ (sinusitis)[14], หชูัน้

กลางอกัเสบ (acute otitis media)[15], ปอดบวม (pneumonia)[16], หลอดลมอกัเสบ 

(bronchiolitis)[13], หายใจขดัและมีเสียงวี๊ด (wheezing)[17-18] และหอบหืด (asthma)[19-21] เป็นต้น 

แตอ่ยา่งไรก็ตาม เม่ือผู้ ป่วยมีการตดิเชือ้ไวรัสชนิดใดชนิดหนึง่ในระบบทางเดินหายใจ มกั มีโอกาส

ตรวจพบการติดเชือ้ไวรัสชนิดอ่ืนๆ ร่วมด้วย โดยเชือ้ไวรัสท่ี มีการตดิเชือ้ร่วมกบัเชือ้ HRV  ได้แก่  

RSV, IFAV, IFBV หรือ HPIV เป็นต้น ซึง่อาจจะสง่ผลให้อาการของโรคมีความรุนแรงมากขึน้ จงึมี

ความจ าเป็นท่ีจะต้องตรวจวิเคราะห์หาสาเหตขุองการติดเชือ้ เพื่อใช้เป็นแนวทางในการรักษาโรค

ติดเชือ้ชนิดนัน้ๆ อีกทัง้เพื่อเป็นประโยชน์ในการศกึษาอบุตัิการณ์ของโรคทางเดนิหายใจท่ีมีสาเหตุ
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จากการติดเชือ้ไวรัส และเพื่อ ศกึษาระบาดวิทยาของเชือ้ไวรัสแตล่ะชนิดท่ีมีการระบาดในแตล่ะ

ภมูิภาคตา่งๆ ทัว่โลก  

การตรวจวินิจฉยัและการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ HRV ในตวัอยา่งที่เก็บได้จากผู้ ป่วย

โรคระบบทางเดินหายใจ นัน้สามารถท าได้หลายวิธี  แตเ่ดิม การจดัจ าแนกสายพนัธุ์ ใช้วิธี ทาง  

serology โดยน าตวัอยา่ง nasopharyngeal suction หรือ nasal swab มาสกดัไวรัสและท าการ 

inoculate ลงในเซลล์เยื่อบทุางเดนิหายใจ (bronchial epithelial cell line) ตรวจหาการติดเชือ้

ของ HRV เบือ้งต้น โดยพิจารณาลกัษณะท่ีเปลี่ยนแปลงไปของเซลล์ (cytophatic effect : CPE) 

จากนัน้จงึท าการจ าแนกชนิดของ HRV ด้วยการท า neutralization reaction ซึง่เป็นวิธีท่ีอาศยั

ความจ าเพาะของ antibody ท่ีได้มาจาก homologous antiserum ตอ่ antigen บนอนภุาคไวรัส 

ผลจากการจ าแนกด้วยวิธีการนีท้ าให้สามารถแบง่ HRV ได้เป็น 100 serotype เรียงตามล าดบัจาก 

serotype 1-100  

ในปัจจบุนัวิธี ท่ีห้องปฏิบตัิการ ทัว่ไปนิยมใช้ คือ การตรวจหาสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัส

โดยตรงด้วยเทคนิค  polymerase chain reaction หรือ PCR โดยมีวตัถปุระสงค์เพื่อให้ได้ยีนท่ี

ต้องการ  และเพิ่มขยายปริมาณยีนดงักลา่วในสิง่สง่ตรวจ  ด้วยการเลียนแบบกระบวนการ  DNA 

replication ของเซลล์ ท าให้สามารถเพิ่มปริมาณ DNA ต้นแบบได้เป็นจ านวนมากกวา่เดมิหลาย

ล้านเท่า โดยใช้ระยะเวลาเพียง 2-3 ชัว่โมง ก็สามารถตรวจสอบสาร DNA ท่ีสนใจได้ ท าให้ทราบ

ผลการตรวจวิเคราะห์ได้รวดเร็วกวา่วิธีการเพาะเลีย้งเซลล์แบบดัง้เดมิ (cell culture) อีกทัง้เทคนิค 

PCR ยงัเป็นเทคนิคท่ีมีความแมน่ย า  สามารถเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมได้อยา่งจ าเพาะ และมี

ความไวสงู ผลท่ีได้จากการตรว จสอบด้วยวิธีนีจ้งึมีความน่าเช่ือถือมาก เทคนิค  PCR จงึถกู

น ามาใช้ประโยชน์อยา่งแพร่หลาย ทัง้ในด้านการตรวจวินิจฉยัโรค , การตรวจหาเชือ้ก่อโรค ใน

ห้องปฏิบตัิการทางอณชีูววิทยา และการศกึษาวิจยัในสาขาอื่นๆ อีกมากมาย  

เทคนิค PCR ถกูพฒันาขึน้ตัง้แตปี่ 1983 โดยนกัวิทยาศาสตร์ช่ือ Kary Mullis และคณะ 

ภายใต้การควบคมุของ บริษัท Cetus Corporation แตเ่ดิมการท า In vitro enzymatic gene 

amplification นัน้ถกูจ ากดัด้วยประสทิธิภาพการท างานของเอนไซม์ DNA polymerase แตเ่ม่ือ 

Kary Mullis สามารถสกดัแยกเอนไซม์ Taq DNA polymerase จาก Thermus Aquaticuse ซึง่

เป็นแบคทีเรียท่ีพบบริเวณบอ่น า้พรุ้อน ได้ นบัแตน่ัน้มาเทคนิค PCR จงึได้รับการพฒันาอยา่ง

รวดเร็วและได้รับความนิยมอยา่งกว้างขวาง โดยเอนไซม์ชนิดนีมี้คณุสมบตัิเดน่ คือ ทนความร้อน
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สงูได้ดี (thermostable DNA polymerase) และไม่สญูเสียคณุสมบตัิของเอนไซม์ในขัน้ตอนการ

แยกสาย DNA ต้นแบบ (denaturation)  

จดุเดน่ของเทคนิค PCR คือ การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมได้อยา่งจ าเพาะเจาะจง โดย

ความจ าเพาะนี ้ผู้ปฎิบตัิการ สามารถควบคมุได้ด้วยการออกแบบ นิวคลีโอไทด์ตัง้ต้น (primer) ท่ี

จ าเพาะตอ่สารพนัธุกรรมท่ีต้องการตรวจวิเคราะห์ 

ทฤษฎีและหลักการทั่วไปของเทคนิค PCR 

 ดงัท่ีกลา่วมาแล้ววา่เทคนิค PCR เป็นเทคนิคท่ีจ าลองหลกัการท างานให้คล้าย

กระบวนการ replication ของเซลล์ โดยอาศยั DNA ต้นแบบ (DNA template) และการท างานของ

เอนไซม์ DNA polymerase เพื่อช่วยตอ่ขยาย DNA สายท่ีสงัเคราะห์ขึน้ใหมใ่ห้ยา วออกไป โดย

เลือกจบัเอานิวคลีโอไทด์ตวัใดตวัหนึง่ใน 4 ชนิด คือ dATP, dTTP, dGTP และ dCTP เข้ามาตอ่

เป็นเบสคูส่ม (complementary) กบัสาย DNA ต้นแบบ สว่นประกอบตา่งๆ ในการเพิ่มปริมาณ 

DNA ประกอบด้วย DNA template, deoxynucleotide triphosphate (dNTP) ทัง้ 4 ชนิด, 

thermostable DNA polymerase, oligonucleotide primer อยา่งน้อยหนึง่คู ่และบพัเฟอร์ท่ี

เหมาะสม ปริมาณสารพนัธุกรรมจะเพิ่มขึน้ได้ต้องอาศยัการท าปฏิกิริยาท่ีตอ่เน่ืองกนัหลายๆ รอบ 

ซึง่ในแตล่ะรอบของการท า PCR ประกอบไปด้วยขัน้ตอนหลกั 3 ขัน้ตอน ดงัตอ่ไปนี ้

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 ขัน้ตอนของการท า PCR 
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ขัน้ตอนที่ 1 : Denaturation  เป็นขัน้ตอนของการแยกสาย DNA ต้นแบบซึง่เป็นสายคู่

ออกเป็นสายเดี่ยว โดยอาศยัความร้อนท่ีอณุหภมูิประมาณ 90-95oC ถ้าหากในขัน้ตอนนีเ้อนไซม์ท่ี

ใช้สามารถทนความร้อนสงูได้ การท าปฏิกิริยา PCR ก็จะสามารถด าเนินไปอย่างตอ่เน่ือง 

ขัน้ตอนที่ 2 : Primer annealing เป็นขัน้ตอนท่ีไพรเมอร์เข้าจบักบั DNA ต้นแบบสาย

เดี่ยวในบริเวณเบสคูส่ม ซึง่จะต้องปรับลดอณุหภมูิลงให้เหลือประมาณ 45-60oC โดยอณุหภมูิท่ี

เลือกใช้ นัน้ ต้องพิจารณาจาก ลกัษณะของไพรเมอร์ ท่ีออกแบบร่วมด้วย อณุหภมูิ ท่ีต ่าเกินไปจะ

สง่ผลให้ความจ าเพาะของไพรเมอร์ท่ีเข้าจบับนสาย DNA ลดลง แตถ้่าหากอณุหภมูิสงูเกินไปอาจ

ท าให้ไพรเมอร์จบับนสาย DNA ได้ยากขึน้ 

ขัน้ตอนที่ 3 :  Primer extension เป็นขัน้ตอนของการขยายสาย DNA สายท่ีสร้างขึน้

ใหม ่โดยการตอ่นิวคลีโอไทด์เข้าท่ีปลาย 3′ ของไพรเมอร์ แล้วจงึมีการขยายสาย DNA สายใหมใ่น

ทิศทางจากปลาย 5′ ไป 3′ โดยอาศยัการท างานของเอนไซม์ thermostable DNA polymerase ซึง่

ปกติในขัน้ตอนนีจ้ะใช้อณุหภมูิประมาณ 70-75oC 

เทคนิค PCR สามารถเพิ่มปริมาณสาร DNA ได้มากในระยะเวลาเพียงเลก็น้อย เน่ืองจาก

เม่ือสิน้สดุปฏิกิริยาในแตล่ะรอบจะมี DNA สายคูเ่พิ่มขึน้จากเดมิสองเท่า หรือคิดเป็น อตัราทวีคณู

เท่ากบั 2n เม่ือ n คือ จ านวนรอบ (cycle) ของการท า PCR ดงันัน้ถ้าหากท าปฏิกิริยา 20 รอบ 

ปริมาณสาร DNA จะเพิ่มขึน้เท่ากบั 220 เท่าหรือมีประมาณล้านเท่าเม่ือเทียบกบัปริมาณตัง้ต้น 

การออกแบบไพรเมอร์เพื่อใช้เป็นนิวคลีโอไทด์ตัง้ต้นส าหรับการสังเคราะห์ DNA  

oligonucleotide primer คือ นิวคลีโอไทด์สงัเคราะห์สายสัน้ โดยทัว่ไปมีขนาดประมาณ 

18-22 bp และเป็นสิง่ท่ีก าหนดความจ าเพาะของการท า PCR ในการออกแบบ primer นัน้มกัจะ

อ้างอิงข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของสิง่ท่ีต้องการตรวจวิเคราะห์ เช่น เมื่อต้องการตรวจเชือ้ไวรัสใน

สิง่สง่ตรวจ การออกแบบ  primer จะอ้างอิงล าดบันิวคลีโอไทด์ของเชือ้ไวรัสชนิดท่ีสนใจ ซึง่อาจมี

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

ท่ีสดุ เพื่อให้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบมีความจ าเพาะสงู โดยทัว่ไปมกัออกแบบ  primer จากบริเวณใน

จีโนมของไวรัสท่ีมีความคล้ายคลงึกนัภายในไวรัสชนิดนัน้ๆ ซึง่ อาจมีความจ าเพาะสงูกบั ไวรัส

ภายใน species, genetype หรือภายในตระกลูเดียวกนัแตกตา่งกนัไป เพื่อท่ีจะแยกไวรัสท่ีสนใจ

ออกจากเชือ้ชนิดอ่ืนๆ ท่ีปะปนอยูใ่นสิง่สง่ตรวจ  แต่อยา่งไรก็ตามการเลือกบริเวณ ตา่งๆ ใน จีโนม
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เพื่อออกแบบไพรเมอร์นัน้ อาจแตกตา่งกนัไปขึน้กบัวตัถปุระสงค์ของงาน  หลกัการทัว่ไปของการ

ออกแบบไพรเมอร์มีดงัตอ่ไปนี ้

1. ความยาวของไพรเมอร์ควรมีขนาดประมาณ18-22 bp ขึน้อยูก่บังานท่ีใช้  

2. ไพรเมอร์ควรมีความจ าเพาะกบัล าดบันิวคลีโอไทด์เป้าหมาย (target sequence) บน

สาย DNA ต้นแบบ โดยเฉพาะด้านปลาย 3′ ของ primer ควรมีลกัษณะเป็นคูส่มกบั DNA ต้นแบบ 

และล าดบันิวคลีโอไทด์ควรมีความจ าเพาะ เพียงแหลง่เดียวบน DNA ต้นแบบด้วย เพื่อหลี กเลี่ยง

การเพิ่มปริมาณของ DNA สว่นท่ีไม่ต้องการ (non-specific product) 

3. ควรเลือกไพรเมอร์ท่ีมีการกลายของเบสอยา่งสม ่าเสมอ  และหลีกเลี่ยงล าดบันิวคลีโอ

ไทด์บนไพรเมอร์ท่ีเป็นคูส่มกนัเอง (primer dimer) 

4. คา่ GC content ท่ีเหมาะสมควรมีคา่ประมาณ 50-60% และไม่ควรเลือกไพรเมอร์ท่ีมี

คา่ GC content สงูเกินไป 

5. คา่ Tm (melting temperature (oC)) ของแตล่ะคูไ่พรเมอร์ควรมีคา่ใกล้เคียงกนั 

โดยทัว่ไปควรมีคา่อยูร่ะหวา่ง 55-75oC ปัจจยัท่ีมีผลตอ่คา่ Tm คือ สว่นประกอบของเบสแตล่ะ

ชนิดและความยาวของไพรเมอร์ ส าหรับไพรเมอร์ ท่ีมีความยาวน้อยกวา่  14 นิวคลีโอไทด์ สามารถ

ค านวณคา่ Tm ได้จากสตูรท่ี 1 ส าหรับไพรเมอร์มีความยาวมากกวา่ การค านวณคา่ Tm ควร

เลือกใช้สตูรท่ี 2  

 สตูรท่ี 1 :       Tm  = 2 oC x (A+T) + 4 oC x (G+C) 

สตูรท่ี 2 :       Tm  = 64.9oC+ 41oC x ((G+C)-16.4)/N    

เม่ือก าหนดให้   A, T, C, G แทนจ านวนนิวคลีโอไทด์แตล่ะชนิดในไพรเมอร์ 

                       N แทนจ านวนนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ 

ปัจจัยอื่นที่มีผลต่อประสิทธิภาพการท า PCR 

Thermastable DNA polymerase 

 คณุสมบตัิท่ีดีของเอนไซม์ thermostable DNA polymerase ต้องสามารถทนความร้อน

สงูท่ีใช้ในขัน้ตอน denaturation ได้ โดยไม่สญูเสียคณุสมบตัิของเอนไซม์ โดยทัว่ไปควรเร่ง

ปฏิกิริยาสร้างสาย DNA ได้ท่ีอณุหภมูิสงูประมาณ 70-85oC และควรมี enzymatic activity น้อย

เม่ืออยูใ่นสภาพท่ีอณุหภมูิต ่า เอนไซม์ท่ีนิยมใช้ทัว่ไปในการท า PCR ได้แก่ 
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 Taq DNA polymerase เป็นโปรตนีท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุประมาณ 94 กิโลดาลตนั เป็น

เอนไซม์ท่ีขาดคณุสมบตัิ 3′-5′ exonuclease activity หรือ proofreading activity โดยมี error 

rate ประมาณ 1x10-4 – 2x10-5 error/ bp มีอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การเร่งปฏิกิริยา คือ 72oC และ

พบวา่ท่ีอณุหภมูิ 37oC ประสิทธิภาพของเอนไซม์จะลดเหลือเพียง 10% ของคา่ enzymatic 

activity ทัง้หมด ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของเอนไซม์ในการท า PCR อยูท่ี่ 1.0-2.5 unit ผลิตภณัฑ์

ท่ีได้จะมีลกัษณะเป็นปลายทู่ (blunt-end product)  

 Pfu DNA polymerase แยกได้จากแบคทีเรีย Pyrococcus furiosus จดัเป็นเอนไซม์ท่ีมี 

proofreading activity และให้สาย DNA สงัเคราะห์ท่ีมี error rate ประมาณ 1.5x10-6 error/ bp 

ต ่าท่ีสดุในกลุม่ของเอนไซม์ thermophilic DNA polymerase 

Vent หรือ Tli DNA polymerase แยกได้จากแบคทีเรีย Thermococcus litoralis 

คณุสมบตัิเดน่ของเอนไซม์ชนิดนี ้คือ ทนความร้อนสงูได้ดี โดยพบวา่ท่ีอณุหภมูิ 95oC มีคา่คร่ึงชีวิต 

(half-life) ประมาณ 7 ชัว่โมงและมี proofreading activity 

การเลือกใช้เอนไซม์แตล่ะชนิดขึน้กบัวตัถปุระสงค์ของผู้ปฏิบตัิการ และคา่ ความเข้มข้น

ของเอนไซม์ท่ีใช้นัน้ ควรพิจารณาจากปริมาณและลกัษณะของ DNA ต้นแบบ, ไพรเมอร์รวมถึง

สารประกอบอ่ืนๆ ร่วมด้วย การใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีน้อยเกินไปก็อาจท าให้ได้ผลิตภณัฑ์

น้อย แต่ ถ้าหากใช้มากเกินไป ก็อาจท าให้เกิดเป็นผลติภณัฑ์อ่ืนๆ ท่ีไม่ต้องการปะปนมา (non-

specific product) ได้ ด้วยประโยชน์ของการตรวจวิเคราะห์สาร  ซึง่ได้ผลอยา่งรวดเร็วและแม่นย า 

ท าให้เทคนิค PCR ถกูพฒันาอยา่ง ขึน้ตอ่เน่ือง  และมีการน าหลกัการ พืน้ฐานของ PCR มา

ประยกุต์ใช้ เพื่อให้การตรวจวิเคราะห์ในห้องปฏิบตัิการมีความสะดวกและรวดเร็วยิ่งขึน้ เช่น  

Reverse transcription (RT)-PCR  

เป็นเทคนิคประยกุต์ระหวา่งการท า PCR พืน้ฐานและกระบวนการ reverse transcription 

ท าให้สามารถตรวจวิเคราะห์สารพนัธุกรรม RNA โดยตรงได้ในการท า RT-PCR เพียงขัน้ตอนเดียว 

โดยไม่จ าเป็นต้องท า reverse transcription เพื่อสร้างสาย cDNA ก่อน เทคนิคนีจ้งึท าให้

ประหยดัเวลาในการตรวจวิเคราะห์ผล โดยเฉพาะการตรวจกา รติดเชือ้ไวรัสท่ีมีสารพนัธุกรรมเป็น 

RNA ซึง่เทคนิคนีย้งั คงความแมน่ย าของการตรวจวิเคราะห์ไว้เช่นเดมิ  จงึเป็นวิธีท่ีนิยมมากใน

ห้องปฏิบตัิการทัว่ไป 
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Multiplex PCR 

เทคนิค PCR นีถ้กูพฒันาขึน้เพื่อการตรวจวิเคราะห์สารหลายชนิดในการท า PCR เพียง

ขัน้ตอนเดียว และแยกวิเคราะห์สารโดยดจูากขนาดของผลติภณัฑ์ท่ีแตกตา่งกนั จดุเดน่ของเทคนิค 

multiplex PCR คือ การอาศยัความจ าเพาะของ ไพรเมอร์ตอ่ล าดบันิวคลีโอไทด์ของสิ่งท่ีต้องการ

ตรวจวิเคราะห์ ตวัอยา่งเช่น ในการตรวจแยกไวรัสก่อโรคท่ีทางเดนิหายใจ ผู้ปฏิบตัิการสามารถ

ออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อไวรัสแตล่ะชนิด และผสมเข้าด้วยกนัเพื่อให้สามารถตรวจวิเคราะห์

พร้อมๆ กนัได้ในการท า PCR เพียงครัง้เดียว โดยข้อควรระวงั คือ ไพรเมอร์แตล่ะชนิดท่ีออกแบบ 

จะต้องไมจ่บักนัเกิดเป็น primer dimer ประโยชน์ของวิธีนีจ้งึช่วยให้ประหยดัเวลาการตรวจ

วิเคราะห์ได้มากกวา่การท าปฏิกิริยา PCR ท่ีจ าเพาะเจาะจงตอ่ไวรัสแตล่ะชนิดแยกกนั 

Nested PCR 

 Nested PCR คือ เทคนิคการท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 2 คู ่เพื่อเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม

ในบริเวณท่ีต้องการ คู่ไพรเมอร์ส าหรับการท า PCR แบง่ออกเป็น 2 คูไ่พรเมอร์ โดยคูแ่รก (F1, R1) 

เพื่อคดัเลือกยีนบริเวณท่ีสนใจ จากนัน้จงึน าผลติภณัฑ์  PCR ท่ีได้ มาใช้เป็น  DNA template 

ส าหรับการท า PCR รอบท่ีสอง และใช้ ไพรเมอร์คูท่ี่สอง (F2, R2) ซึง่สามารถคดัเลือกยีนบริเวณ

เดิมโดยมีวตัถปุระสงค์เพื่อเพิ่มคา่ specificity และsensitivity ของการตรวจวิเคราะห์ให้สงูกวา่

เทคนิค PCR ทัว่ไป เทคนิคนี ้มีคา่ sensitivity เฉลี่ย  1 - 1x10-2 copies/ µl 

 Semi-nested PCR 

 Semi-nested PCR คือ เทคนิคการท า PCR ท่ีประยกุต์จาก nested PCR โดยใช้จ านวน 

ไพรเมอร์น้อยกวา่การท า nested PCR โดยใช้การท า PCR เพื่อคดัเลือกยีนท่ีต้องการก่อนในการ

ท า PCR ครัง้แรก จากนัน้จงึน าผลติภณัฑ์ท่ีได้มาท า PCR รอบท่ีสอง โดยใช้ ไพรเมอร์ใหมร่่วมกบั 

ไพรเมอร์เดิม การเลือกใช้ ไพรเมอร์สามารถเลือกใช้ได้ทัง้สองทิศทาง โดยอาจออกแบบ ไพรเมอร์

ใหมใ่นทิศทาง 5′-3′ (forward primer) หรือ 3′-5′ (reverse primer) ก็ได้ ขึ น้กบัความเหมาะสม

ของบริเวณท่ีใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ หรือตามวตัถปุระสงค์ของผู้วิจยั โดยเทคนิค semi-

nested PCR ยงัคงให้คา่ specificity และ sensitivity ท่ีคล้ายกบัผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 

nested-PCR 
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ภาพท่ี 2 หลกัการในการท า Nested PCR และ Semi-nested PCR 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

อนุกรมวิธานของเชือ้ Human Rhinovirus 

เชือ้ Human Rhinovirus (HRV) จดัอยูใ่นตระกลู Picornaviridae ซึง่เป็นตระกลู ท่ี

ประกอบด้วยไวรัสมากมาย ก่อโรคส าคญั หลายชนิดทัง้ ในคนและสตัว์ ไวรัสในตระกลู 

Picornaviridae จ าแนกออกเป็น  8 genus ได้แก่  Enterovirus, Hepatovirus, Kobuvirus, 

Parechovirus, Cardiovirus, Aphthovirus, Erbovirus และ Teschovirus โดย HRV เป็นกลุม่

ไวรัสขนาดใหญ่ประมาณ 100 serotype จดัเป็นสมาชิกหนึง่ใน  genus Enterovirus แตเ่ดิมเชือ้ 

HRV ถกูเรียกวา่ coryzavirus, ECHO 28-rhinovirus-coryzavirus (ERCs), murivirus หรือ 

enterovirus like virus เน่ืองจากมีลกัษณะทัว่ไปคล้ายเชือ้ enterovirus โดยเชือ้ HRV ถกู

เพาะเลีย้งได้ครัง้แรกในปี 1953 จากการศกึษาของ Andrewes และคณะ โดยการน าตวัอยา่งน า้

ล้างจมกูของผู้ ป่วยโรคไข้หวดัมาเพาะเชือ้ไวรัส ในเซลล์ primary human embryonic lung เชือ้

ไวรัสท่ีแยกสกดัได้นีถ้กูตัง้ช่ือวา่ Rhinovirus strain D.C. ตอ่มาผลการจดัจ าแนกสายพันธุ์ของเชือ้ 

HRV พบวา่ strain D.C คือ serotype 9 

ลักษณะทั่วไปของเชือ้ Human Rhinovirus 

ลกัษณะทัว่ไปของไวรัสในตระกลู Picornaviridae คือ อนภุาคไวรัสมีขนาดเลก็ประมาณ 

25-30 nm  มีสารพนัธุกรรมเป็น RNA เส้นตรงสายเดี่ยว ท่ีมีขัว้ เป็นบวก  (positive single 

stranded RNA) จีโนมมีขนาดโดยเฉลี่ย 7.2 kb บรรจอุยูภ่ายในโปรตีน capsid ซึง่มีสมมาตรแบบ 

Nested PCR Semi-nested PCR 
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icosahedral asymmetry ลกัษณะจีโนมของ picornavirus พบวา่ยีนมีการจดัเรียงตวั อยา่ง

ตอ่เน่ืองเป็นเพียง  1 open reading frame (ORF) ซึง่จะถกูแปลรหสัเป็นโปรตีนสายยาว 

(polyprotein) 1 สาย ขนาดโมเลกลุเฉลี่ย 220 kDa ก่อนท่ีจะถกูตดัออกเป็นโปรตีนหน่วยยอ่ย  11 

ชนิดตอ่ไป จีโนมของไวรัสแบง่ออกเป็น 5 สว่นหลกัดงัภาพ 

 
 

 

 

ภาพท่ี 3 จีโนมของ HRV ซึง่มี 1 ORF ขนาบด้วย 5′UTR และ 3′UTR22 

ส่วนที่ 1 : 5′-Untranslated region (5′-UTR)  

เป็นสว่นต้นของจีโนมมีขนาด 600 nt ในบริเวณนีพ้บการจดัโครงรูปของ RNA เป็น

โครงสร้างทตุติยภมูิ (secondary structure) 2 โครงสร้างหลกั  

(1) 5′ Terminal clover leaf like motif หรือ oriL  

oriL มีหน้าท่ีเก่ียวข้องกบัการควบคมุกระบวนการ replication โดยไปยบัยัง้กระบวนการ 

translation เพื่อน า viral RNA มาใช้เป็นแมแ่บบส าหรับการจ าลอง antisense RNA โดยพบวา่

โครงสร้างนี เ้ป็นสว่นส าคญัท่ีถกูจดจ าได้ด้วย poly(C) binding protein-2 (PCBP2) ซึง่จดัเป็น 

cellular factor ท่ีส าคญัของกระบวนการ replication 

 (2) Internal Ribosome Entry Site (IRES)  

เป็นโครงสร้าง RNA ทตุิยภมูิท่ี ribosome หรือ initiation complex ของเซลล์เจ้าบ้านเข้า

มาจบัและเร่ิมต้นหา start codon บนจีโนมของไวรัส เพื่อควบคมุกระบวนการ translation ของ

จีโนมไวรัสตอ่ไป โครงสร้าง IRES ของ picornavirus แบง่ออกเป็น 2 ชนิดตามรูปแบบของ

โครงสร้าง ซึง่ไวรัสแตล่ะชนิดก็จะใช้ IRES ท่ีตา่งชนิดกนัไป[23] ได้แก่  

Type I-IRES  : picornavirus ท่ีมี IRES โครงสร้างแบบ type I คือ Enterovirus และ Rhinovirus 

Type II-IRES : picornavirus ท่ีมี IRES โครงสร้างแบบ type II คือ Cardiovirus ล า Aphthovirus 
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ภาพท่ี 4 โครงสร้างทตุิยภมูิของ IRES ทัง้สองชนิดของ picornavirus 

ตามปกตจีิโนมของเซลล์เจ้าบ้านจะม ี mRNA ท่ีผา่นกระบวนการเติม 5′-cap (5′-
capping) และ 3′-poly(A) (polyadenylation) ท่ีสว่นปลายทัง้สองข้างของ mRNA ซึง่เซลล์เจ้า
บ้านจะควบคมุกระบวนการ translation ผา่นทางการจดจ าระหวา่ง initiation complex และ 5′-
cap ซึง่อยูบ่ริเวณสว่นปลาย 5′ ของ mRNA หรือเรียกวา่กระบวน 5′-cap dependent pathway 
เม่ือเซลล์อยูใ่นสภาวะการตายแบบ apoptosis หรือสภาวะท่ีไมเ่หมาะสมตอ่การเจริญ เช่น เซลล์
ติดเชือ้ไวรัส ในกรณีของการติดเชือ้ picornavirus ซึง่มีสารพนัธุกรรมเป็น RNA สายบวกคล้ายกบั 
mRNA ของเซลล์เจ้าบ้าน ไวรัสสามารถควบคมุกระบวนการ translation โดยใช้ประโยชน์จากสาร
ตา่งๆ ที่มีอยูแ่ล้วในเซลล์เพื่อการเพิ่มปริมาณของไวรัสได้ โดยอาศยัความแตกตา่งระหวา่งลกัษณะ
ของสาย RNA ของไวรัสและ mRNA ของเซลล์เจ้าบ้าน เน่ืองจาก RNA ของไวรัสไม่มี 5′-cap ท่ี
สว่นปลายของจีโนม จงึอาศยัความแตกตา่งนีค้วบคมุกระบวนการ translation ของเซลล์ให้ท างาน
แตกตา่งไปจากสภาพปกต ิ โดยจะมีการเหน่ียวน า initiation complex ให้เข้ามาจบับนโครงสร้าง 
IRES ซึง่อยูใ่นบริเวณ  5′UTR ของจีโนมไวรัส แทนการจดจ า 5′-cap บนสาย mRNA กระบวนการ 
translation ของเซลล์เจ้าบ้านจงึถกูขดัขวางและองค์ประกอบตา่งๆ อาทิเช่น ribosome หรือ 
eukaryotic initiation factor (eIF) จะถกูน ามาใช้เพื่อการถอดรหสัสารพนัธุกรรมของไวรัสแทน 
กระบวนการ translation ของเซลล์เจ้าบ้านท่ีเปลี่ยนแปลงไปหลงัติดเชือ้ไวรัสนี ้ เรียกวา่ 
กระบวนการ 5′-cap independent pathway หรือ IRES dependent  pathway จงึอาจกลา่วได้วา่
กระบวนการ translation รูปแบบนีเ้ป็นกระบวนการท่ีมีอยูแ่ล้วในเซลล์แตจ่ะถกูน ามาใช้ ตอ่เม่ือ
เซลล์อยูใ่นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมตอ่การเจริญ[24-25] 

 

 

Type I IRES 

Type II IRES 
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ส่วนที่ 2 : Structural region (P1)  

จีโนมสว่นนีมี้ขนาดเฉลี่ย 2,500 nt ประกอบด้วยยีนท่ีควบคมุการสร้างโปรตีน capsid ทัง้ 

4 ชนิด คือ VP4 (200 nt), VP2 (800 nt), VP3 (700 nt) และ VP1 (800 nt) ตามล าดบั ซึง่ระบุ

ตวัเลขตามขนาดของยีนและโปรตีน capsid ท่ีได้ สว่นผิวด้านนอกของโปรตีน capsid เกิดขึน้จาก

การประกอบกนัของโปรตีน VP1-VP3 ประกอบกนัเป็นหน่วยยอ่ย (protomer) มีลกัษณะคล้าย

สามเหลี่ยมด้านเท่า โดยมี VP4 เป็นโปรตีนขนาดเลก็ท่ีสดุอยูภ่ายในโปรตีน capsid จากนัน้โปรตีน

หน่วยยอ่ยทัง้ 20 protomer จงึประกอบเข้าด้วยกนัเป็นโครงสร้าง icosahedral capsid  

โปรตีน capsid สว่นท่ีมีความส าคญั คือ สว่นโปรตีน VP1 ซึง่เป็นโปรตีนหลกัมีบทบาทตอ่

การก าหนด  antigenicity ของไวรัส เน่ืองจากไวรัส HRV จะอาศยัล าดบักรดอะมิโนของ VP1 

ร่วมกบั VP3 ในการสร้างโครงสร้างที่มีลกัษณะคล้ายร่อง (canyon) บน icosahedral capsid โดย

บริเวณ canyon นีจ้ะถกูจดจ าได้ด้วย neutralizing antibody (Ab) ของเจ้าบ้าน  ซึง่มีความ

ความจ าเพาะตอ่อนภุาคของไวรัส เน่ืองจากถกู ก าหนดโดยขนาดของ canyon ท่ีสามารถจบัได้

อยา่งพอดีกบัสว่น Fab ของ Ab ทัว่มีขนาดเฉลี่ยประมาณ 3.5 nm สง่ผลให้โครงสร้าง canyon 

เป็นโครงสร้างที่มีความเสถียรคอ่นข้างมาก (highly conserve)[22] 

นอกจากนี ้ ภายใน canyon ยงัมีโครงสร้างส าคญั ตอ่ไวรัสอีกโครงสร้างหนึง่ คือ drug 

binding pocket มีลกัษณะคล้ายกระเปราะ อยูล่กึลงมาจากสว่น  canyon ประมาณ 2.5 nm  

โครงสร้างนีเ้ป็นสว่นท่ีไวรัส HRV กลุม่หลกั (n=88) ใช้ในการจับกบั major receptor (ICAM-1) 

ของเซลล์เจ้าบ้าน และยงัเป็นบริเวณท่ีนิยมใช้ออกแบบยาเพื่อยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเชือ้ไวรัส 

HRV ด้วย โดยทัว่ไป การออกแบบยาต้านไวรัสมกัมีวตัถปุระสง ค์เพื่อยบัยัง้กระบวนการ 

replication ของไวรัสได้รวดเร็ว และควบคมุการเพิ่มขึน้ของอนภุาคไวรัสอยา่งได้ผล ในกลุม่ของยา

ส าหรับต้านการตดิเชือ้ picornavirus นัน้ นิยมออกแบบยาให้สามารถขดัขวางกระบวนการ 

decapsidation หรือ cell attachment ซึง่เป็นขัน้ตอนเร่ิมต้นของกระบ วนการ replication 

เน่ืองจากจะสามารถควบคมุการเพิ่มจ านวนของไวรัสได้อยา่งมี ประสทิธิภาพมากกวา่การยบัยัง้ใน

ขัน้ตอนอ่ืนๆ และสว่นส าคญับนอนภุาคไวรัสท่ีได้รับความสนใจน ามาเป็นต้นแบบส าหรับการ

ออกแบบยาต้านไวรัส ได้แก่ โปรตีน capsid VP1 
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ภาพท่ี 5 ลกัษณะโปรตีน capsid ของ HRV-QPM (EF186077) [22] 

(1)   asymmetry unit ของโปรตีน capsid โดยสว่นผิวหน้าของ  canyon แทนด้วยเส้นหนา , 

ผิวหน้าของ binding pocket แทนด้วยเส้นปะรูปวงรี และแกนสมมาตร คือ 2, 3, 5-fold 

axis แทนด้วยรูปวงรี สามเหลี่ยมและห้าเหลี่ยมทบึตามล าดบั 

(2)     โครงสร้างของโปรตีน icosahedral capsid มีขนาดประมาณ 30 nm   

(3)     ภาพตดัขวางของคู ่protomer แสดงบริเวณร่องบนผิวของอนภุาคไวรัส (canyon) และสว่น 

drug binding pocket (*) 

(4)  ภาพด้านบนของโครงสร้างแบบ ribbon ของ viral pentamer ซึง่แสดงการจดัเรียงตวัของ 

capsid protomer ทัง้ 5 หน่วยยอ่ย โดยใช้ asymmetric unit และสว่น VP2 เป็นตวัอ้างอิง

ส าหรับการแบง่สว่นยอ่ยบนโปรตีน capsid 

(5)    ภาพด้านข้างของโปรตีน VP1 โดยแสดงบริเวณ loop ส าคญับนผิวของโปรตีน ได้แก่  BC, 

DE, FG, HI loop และบริเวณท่ีล้อมรอบด้วยกรอบสี่เหลี่ยม คือ antigenic site ของไวรัส 

  

(1) (2) (3) 

(4) 

(5) 
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โครงสร้างของโปรตีน capsid VP1รวมทัง้โปรตีน capsid VP2 และ VP3 ซึง่ถือได้วา่เป็น

โปรตีนผิวนอกของ icosahedral capsid มีลกัษณะส าคญัร่วมกนั คือ เป็นโครงสร้าง 8 stranded- 

anti-parallel β-barrel[26]  หรือประกอบขึน้จากโปรตีนท่ีมีโครงสร้างเป็น loop จ านวน 7 loop 

ได้แก่BC, CD, DE, EF, FG, GH และ HI loop ซึง่เช่ือมระหวา่งกนัด้วยโปรตีน β-stand ได้แก่ βB, 

βC, βD, βE, βF, βG, βH และ βI stand  เรียงสลบักนั และสว่นปลาย N และ C ทัง้สองข้างของ

โปรตีน มีลกัษณะเป็นโปรตีนท่ีตอ่ขยายเพิ่มขึน้จาก  β-stand หรือเรียกวา่ β-barrel domain การ

จดัเรียงตวัของโปรตีนตา่งๆ มีลกัษณะดงัตอ่ไปนี ้

β-barrel/ βB - BC - βC - CD - βD - DE - βE - EF - βF - FG - βG - GH - βH - HI - βI/ β-barrel 

สว่น BC loop, DE loop และ HI loop นัน้เป็น loop ท่ีจดัเรียงตวัในสว่นผิวหน้าของโปรตีน 

capsid (surface loop) และเช่ือวา่น่าจะมีสว่นเก่ียวข้องกบัการก าหนด antigenic epitope บน

อนภุาคไวรัส รวมถึงการก าหนด receptor specificity ของไวรัสด้วย ใน HRV กลุม่ท่ีใช้ ICAM-1 

เป็น receptor จะแสดงลกัษณะของกรดอะมิโนของโปรตีน VP1 ท่ีแตกตา่งจากไวรัสกลุม่ท่ีใช้ 

LDL-R เป็น receptor ท าให้นกัวิจยัสามารถใช้ผลการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโน (amino acid 

alignment) ของโปรตีน VP1 เพื่อท านายชนิดของ receptor ท่ีไวรัสใช้ได้ ตวัอยา่งเช่น ล าดบั

กรดอะมิโนบางต าแหน่งใน HI loop ของไวรัสกลุม่ท่ีใช้ LDL-R เช่น lysine มีลกัษณะจ าเพาะและ

พบได้ในไวรัส HRV ทกุสายพนัธุ์ท่ีใช้ LDL-R ร่วมกนั และมีรายงานวา่น่าจะมีความส าคญัตอ่การ

จบักบัโปรตีน LDL-R family[27] 

 

 

 
 

 
 

ภาพท่ี 6 การจดัเรียงตวัของโปรตีน capsid VP1-3 บนผิวหน้าของอนภุาคไวรัส HRV 

นอกจากนีโ้ปรตีน capsid VP1 ยงัเป็นบริเวณส าคญัท่ีใช้ส าหรับการออกแบบยาต้านไวรัส  

ในปัจจบุนันีย้าต้านไวรัสกลุม่ picornavirus นัน้ ถกูออกแบบให้มีความจ าเพาะตอ่อนภุาคไวรัส

1-3 = viral capsid protein (VP) 1-3 
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แตกตา่งกนัไป ทัง้ขดัขวางในขัน้ตอนของ การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของไวรัสหรือในขัน้การ

สงัเคราะห์โปรตีน แตท่ัว่ไปนิยมออกแบบยาต้านไวรัสเพื่อขดัขวางการรุกรานของไวรัสตอ่เซลล์เจ้า

บ้าน โดยออกแบบยาให้มีฤทธ์ิตอ่โปรตีน capsid (capsid function inhibitor) เช่น ยบัยัง้

กระบวนการ virus adsorption, cell entry หรือ decapsidation ท าให้ควบคมุการเพิ่มจ านวนของ

ไวรัสได้อยา่งมีประสิทธิภาพ ตวัอยา่งเช่น ยา pirodavir[28] และ pleconaril เป็นยาท่ีใช้ส าหรับการ

รักษาการตดิเชือ้ HEV และ HRV  

 
 

 

 
 
 

ภาพท่ี 7 ตวัอยา่งยาต้านไวรัสท่ีมีฤทธ์ิตอ่โปรตีน capsid  
โดยโมเลกลุของยาเข้าแทนท่ีใน drug binging pocket ในบริเวณ canyon ของโปรตีน VP1[29] 

ส่วนที่ 3 และ 4 : Nonstructural region (P2 และ P3)   

non-structural gene ถกูแบง่ออก 2 สว่นหลกั ได้แก่ สว่น P2  มีขนาด 1,700 nt 

ประกอบด้วยยีน 2A (400 nt), 2B (300 nt) และ 2C (1,000 nt) ตามล าดบั และสว่น  P3  มีขนาด 

2,200 nt ประกอบด้วยยีน 3A (200 nt), 3B (100 nt), 3C (500 nt) และ 3D (1,400 nt) ตามล าดบั 

โปรตีนท่ีได้จากการถอดรหสัของทัง้สองสว่นนี ้เป็นโปรตีนท่ีเก่ียวข้องในกระบวนการ replication, 

co-translational cleavage และ protein maturation จงึกลา่วได้วา่จีโนมในสว่นนีมี้บทบาท

ส าคญัตอ่การเพิ่มจ านวนของไวรัสเป็นอยา่งมาก  

โปรตีนส าคญัซึง่ได้จากการถอดรหสัของ non-structural gene มีหลายชนิด ได้แก่  

เอนไซม์ 2A (2A protease, 2Apro) 

มีคณุสมบตัิเป็นเอนไซม์ proteases ท าหน้าท่ีตดัโปรตีนสายยาวให้กลายเป็นโปรตีน

หน่วยยอ่ยท่ีอยูใ่นรูปพร้อมใช้งาน และท าหน้าท่ียอ่ย eukaryotic initiation factor eIF4G เพื่อ

ขดัขวางกระบวนการ translation ของเซลล์เจ้าบ้าน  

 



 22 

โปรตนี 3B (VPg) 

ท าหน้าท่ีเช่ือมระหวา่งโปรตีน capsid กบัสว่นปลาย 5′UTR ของ genome และท าหน้าท่ี

เป็นโปรตีนไพรเมอร์ให้กบัเอนไซม์ 3Dpol ซึง่ใช้ส าหรับกระบวนการ RNA polymerization อีกด้วย  

เอนไซม์ 3C (3C proteases, 3Cpro) 

เป็นเอนไซม์ส าคญัในกระบวนการ  co-translational cleavage เกือบทัง้หมดของไวรัส  

เอนไซม์ RNA polymerase (RdRp หรือ 3Dpol) 

มีคณุสมบตัิเป็นเอนไซม์ RNA-dependent RNA polymerase ซึง่ไมพ่บในเซลล์เข้าบ้าน

ไวรัสจงึจ าเป็นต้องสร้างขึน้เอง มีบทบาทส าคญัส าหรับกระบวนการ replication ของไวรัส 

โปรตีนหลายๆ ช นิดท่ีมีคณุสมบตัิเป็นเอนไซม์นัน้ เป็นตวัเลือกท่ีได้รับความสนใจน ามา

ศกึษาเพื่อการพฒันายาต้านไวรัสชนิดนีต้อ่ไป[30] 

ส่วนที่ 5 : 3′-Untranslated region (3′-UTR)  

ในสว่นนีเ้ร่ิมตัง้แตล่ าดบันิวคลีโอไทด์หลงั stop codon จนถึง poly(A) tail มีขนาด

แตกตา่งกนัไปใน picornavirus แตล่ะชนิด ส าหรับจีโนมของ HRV สว่น 3′ UTR มีขนาดตัง้แต ่40-

60 nt โดยพบวา่ในบริเวณนีมี้การจดัโครงรูปของ RNA เป็นโครงสร้างทตุติยภมูิขนาดเลก็ (3′ 

terminal stem loop) ประมาณ 20 nt แตอ่ยา่งไรก็ตาม หน้าท่ีของ stem loop นีย้งัไมท่ราบแน่ชดั 

เช่ือวา่น่าจะท าหน้าท่ีเป็น recognition motif เพื่อใช้ในการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโครงสร้าง stem 

loop กบับริเวณอ่ืนๆ บนจีโนมของไวรัส  

ลกัษณะท่ีส าคญัอีกประการหนึง่ของสว่น 3′ UTR คือ การมี poly(A) tail คล้ายกบัใน 

mRNA โดย poly(A) tail ในจีโนมของไวรัสนัน้ ถกูก าหนดด้วยล าดบันิวคลีโอไทด์บนจีโนม จงึพบ

ได้ทัว่ไปในจีโนมของไวรัส และเม่ือมีการถอดรหสัจาก sense RNA เป็น antisense RNA ล าดบั 

3′-poly(A) tract จะถกูเปลี่ยนเป็น 5′-poly(U) tract และในระหวา่งเกิด replication นี ้จะมีการจดั

โครงสร้างเป็น homopolymer ระหวา่ง poly(A) ของสาย sense RNA และ poly(U) ของสาย 

antisense RNA หรือกลา่วได้วา่ poly(A) ท าหน้าท่ีเป็น reciprocal template ให้กบัการสร้าง 

RNA สายใหม ่ในขณะท่ี poly(A) tail ท่ีปลายสาย mRNA ไม่ได้ถกูก าหนดด้วยล าดบันิวคลีโอไทด์

บนยีนของเซลล์ยคูาริโอต (non-template poly(A) tract) แตไ่ด้รับมาจากกระบวนการ mRNA 

processing เพื่อป้องกนัไมใ่ห้ปลายสาย mRNA โดนท าลายจากเอนไซม์ endonuclease และช่วย

รักษาข้อมลูทางพนัธุกรรมของเซลล์ต้นแบบ (stability) นอกจากนี ้poly(A) tail ยงัท าหน้าท่ีเสมือน 
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cellular signal ช่วยล าเลียงสาย mRNA ออกมาสูไ่ซโทพลาสซมึ (translocation) และมีความ

เก่ียวข้องกบักระบวนการ translation ด้วย บทบาทหน้าท่ีของ poly(A) tail ในไวรัสยงัไมท่ราบแน่

ชดั แตเ่ช่ือวา่น่าจะมีความคล้ายคลงึกบัหน้าท่ีของ poly(A) tail ใน mRNA ของเซลล์ยคูาริโอตและ

มีความส าคญัตอ่กระบวนการ replication ของไวรัส[25, 31] 

วงชีวิตของเชือ้ Human Rhinovirus 

กระบวนการ replication ของไวรัสเกิดขึน้ภา ยในไซโทพลาสซมึของเซลล์ เจ้าบ้าน  

หลงัจากอนภุาค  HRV  จบักบัเซลล์ ผา่นทาง  receptor บนผิวเซลล์แล้ว  ไวรัสจะเหน่ียวน าให้เกิด

การเปลี่ยนแปลงโครงรูปของโปรตีน capsid ผา่นกระบวนการ decapsidation หรือ uncoating 

จากนัน้จงึ สง่จีโนมของไวรัสเข้าสูเ่ซลล์  เพื่อเร่ิมต้นกระบวนการจ าลองจีโนมและถอดรหสัตอ่ไป  

หรืออนภุาคไวรัสอาจถกูพาเข้าเซลล์  ด้วยกระบวนการ endocytosis จากนัน้จงึเกิดการสลาย

โปรตีน capsid โดยอาศยัสภาวะท่ีเซลล์บริเวณนัน้มีคา่ pH ต ่า ซึง่เป็นผลมาจากการเกิ ด 

acidification ภายใน endosome เม่ือโปรตีน capsid สลายไปแล้วจงึเกิดการปลอ่ยจีโนมสูไ่ซ

โทพลาสซมึ แตอ่ยา่งไรก็ดีกลไกเหลา่นีย้งัไมเ่ป็นท่ีทราบแน่ชดั[32]  

 
      

 

 
 

 
 

เม่ือจีโนมสายบวกถกูปลอ่ยเข้าสูไ่ซโทพลาสซมึแล้ว จะถกูแปลรหสัเพื่อสร้างโปรตีน ตา่งๆ 

ท่ีส าคญัส าหรับการเพิ่มจ านวนของไวรัส โดย เร่ิมสร้างเป็นโปรตีนสายยาว (polyprotein) แล้วจงึ

ตดัเป็นโปรตีนหน่วยยอ่ยโดยอาศยัการท างานของเอนไซม์ protease ท่ีไวรัสสร้างขึน้เอง บริเวณตดั

จ าเพาะบน polyprotein มี 2 บริเวณ ได้แก่ ระหวา่งสว่น  P1-P2 หรือระหวา่งโปรตีน VP1 และ 2A 

ซึง่จะถกูตดัด้วยเอนไซม์ 2Apro  เพื่อแยก P1 precursor ออกจากสว่นอ่ืน   และระหวา่ง สว่น  P2-

P3 หรือระหวา่งโปรตีน 2C และ 3A ถกูตดัด้วยเอนไซม์ 3Cpro   จากนัน้จงึจะเกิดการตกแตง่โปรตีน

แตล่ะสว่นให้มีลกัษณะตามท่ีต้องการ กระบวนการตดัสาย polyprotein จะเกิดขึน้ควบคูไ่ปกบั

ภาพท่ี 8 การเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้านของเชือ้ HRV 

VP4 

receptor 

endosome 

plasma membrane 

decapsidation endocytosis 
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กระบวนการ translation (co-translational cleavage) ท าให้ไม่พบ polyprotein สายสมบรูณ์ใน

ไซโทพลาสซมึของเซลล์ (ภาพท่ี 9) เม่ือได้โปรตีน capsid และเอนไซม์ตา่งๆ ที่สมบรูณ์แล้ว จงึจะ

เร่ิมสร้างสาย antisense RNA ((-)RNA) ขึน้เพื่อใช้เป็นแมแ่บบส าหรับการจ าลองตวัของจีโนม โดย

อาศยัการท างานของเอนไซม์ 3Dpol   

 

 

 

 

 

 

 

 
การประกอบโครงรูปของ icosahedral capsid นัน้ เร่ิมจาก 5 หน่วยยอ่ยของ โปรตีน 

VP1, VP2 และ VP0 ประกอบกนัเป็นโปรตีนหน่วยยอ่ย pentamer จากนัน้โปรตีน12 pentamer 

จงึรวมกนัเป็นโครงสร้าง procapsid เม่ือได้โครงสร้าง procapsid ท่ีสมบรูณ์แล้ว จีโนมของไวรัสจะ

ถกูบรรจเุข้าในโปรตีน procapsid โดยอาศยัการท างานของ VPg ท าหน้าท่ียดึสว่นปลาย 5′ ของ

จีโนมกบัผิวด้านในของ procapsid จากนัน้โปรตีน VP0 ทัง้หมด 60 หน่วยยอ่ยจะถกูตดัออกเป็น 

VP4 และ VP2 เม่ือสิน้สดุกระบวนการจะได้อนภุาคของไวรัสใหม ่ซึง่อยูใ่นสภาพท่ีพร้อมจะรุกราน

เซลล์ข้างเคียงตอ่ไปได้ โดยอนภุาคของไวรัสจะถกูปลดปลอ่ยออกจากเซลล์โดยการยอ่ย cell 

membrane ของเซลล์เจ้าบ้าน (cell lysis) 

ในระหวา่งเกิดกระบวนการ replication นัน้ ถ้าหากเซลล์หนึง่ถกูรุกรานด้วย HRV ตา่ง

สายพนัธุ์กนัพร้อมกนั อาจท าให้เกิดการแลกเปลี่ยนบางสว่นของ RNA ระหวา่งกนัได้ หรือเรียกวา่

กระบวนการ recombination เม่ือองค์ประกอบตา่งๆ ประกอบกนัเป็นอนภุาคไวรัสใหม ่จงึเกิดเป็น

ลกูผสมระหวา่งสายพนัธุ์ขึน้ นอกจากนีก้ารเกิดการกลายพนัธุ์ของไวรัส อาจมีสาเหตมุาจาก การ

ภาพท่ี 9 กระบวนการ translation และ co-translational   cleavage ของ HRV 
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ผิดพลาดระหวา่งการจ าลองจีโนมไวรัส เน่ืองเอนไซม์ 3Dpol นัน้ ไม่มี proofreading activity สง่ผล

ให้การจ าลองจีโนมอาจมีข้อมลูบางสว่นท่ีเปลี่ยนแปลงไปจากต้นแบบ และไม่สามารถตรวจหา

ความผิดพลาดได้ จงึสนันิษฐานวา่กลไกเหลา่นี ้ เป็นผลให้เชือ้ HRV มีความหลากหลายทางสาย

พนัธุ์กวา่ 100 serotype  

 
 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 10 กระบวนการ replication ของเชือ้ HRV ในเซลล์เจ้าบ้าน[32] 

บริเวณส าคญัของการเกิด replication คือ ภายในช่องปากและล าคอ โดยเฉพาะ 

epithelial cell ใน nasal mucosa และยงัพบการติดเชือ้ในระบบทางเดินหายใจสว่นลา่งด้วย 

เน่ืองจากมีการตรวจพบ HRV ในตวัอยา่งที่ได้จาก bronchoalveolar lavage การตดิเชือ้ HRV 

สง่ผลให้เซลล์มีลกัษณะท่ีเปลี่ยนแปลงไปหลายประการ (cytopathic effect : CPE) ตวัอยา่งเช่น 

ขอบของเซลล์ท่ีติดเชือ้เกิดการหดของขอบเซลล์ท าให้เซลล์มีลกัษณะกลม (cell rounding) และ

เกิดเป็นเซลล์เดี่ยวกระจายทัว่ในน า้เลีย้งเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์สญูเสยีการควบคมุการผา่นเข้าออก

ของสาร ท าให้องค์ประกอบตา่งๆ ภายในเซลล์ร่ัวไหลออก สูภ่ายนอกเซลล์ได้ ลกัษณะ CPE ของ

เซลล์ติดเชือ้ HRV คล้ายกบัเซลล์ติดเชือ้ HEV สามารถแยกจากกนัได้โดยการทดสอบความเป็น

กรด  (acid lability test) ซึง่เชือ้ HRV จะไมท่นตอกรด แตเ่ชือ้ HEV จะทนตอ่กรดได้ดีกวา่ 

 

 

1. Attachment  
2. Entry                
3. Translation  
4. Transcription 
5. Genome replication      
6.  Assembly 
7. Exit 
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ความแตกต่างของเชือ้ Human Rhinovirus และ Human Enterovirus 

เชือ้ HRV มีลกัษณะทัว่ไปคล้ายกบัเชือ้ HEV หลายประการ ได้แก่ สณัฐานวิทยาของ

อนภุาคไวรัส (virion morphology), การจดัเรียงตวัของยีนในจีโนม, กระบวนการ replication ของ

ไวรัส เป็นต้น โดยพบวา่จีโนมของไวรัสทัง้สองชนิดมีคา่ nucleotide identity มากกวา่ 50% แต่

อยา่งไรก็ตามเชือ้ HRV ยงัมีคณุสมบตัิทางกายภายบางประการท่ีแตกตา่งจากเชือ้ HEV เช่น  

(1) สภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญ: เชือ้ HRV เจริญได้ดีท่ีอณุหภมูิเฉลี่ย 33oC และไม่ทน

กรด pH ต ่ากวา่ 6 (acid lability) แตกตา่งกบั HEV ซึง่มีอณุหภมูิเหมาะสมตอ่การเจริญเฉลี่ยท่ี 

37oC และพบวา่ท่ี pH ต ่ากวา่ 3 นัน้ HEV ก็ยงัคงคณุสมบตัิ viral infectivity ไว้ได้ (acid stability)  

(2) บริเวณท่ีพบการติดเชือ้ไวรัส: เชือ้ HRV มีบริเวณท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญอยูใ่นระบบ

ทางเดนิหายใจ โดยเฉพาะทางเดินหายใจสว่นบน และไม่สามารถผ่านกระเพาะอาหารได้ จงึไมพ่บ

การเจริญในระบบอ่ืนๆ ในขณะท่ีเชือ้ HEV มีบริเวณท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญหลายบริเวณ ทัง้ใน

ระบบทางเดินอาหารและทางเดินหายใจ ทัง้นีข้ึน้กบัชนิดของไวรัส HEV 
 

ตารางท่ี 1 ลกัษณะทัว่ไปของเชือ้ Rhinovirus เปรียบเทียบกบั Enterovirus 

 pH sensitivity optimum growth 
temperature 

serotype transmission site of 
infection 

HRV ไมท่นตอ่สภาพเป็นกรด ~ 33oC 99 การหายใจ ทางเดินหายใจ 

HEV ทนตอ่สภาพเป็นกรด ~ 37oC 72 การกิน, สมัผสั ทางเดินอาหาร 
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ภาพท่ี 11 ผลการท า immunohistochemistry  

เพ่ือศกึษา cytophatic effect ในเซลล์ แตล่ะชนิดซึง่ติดเชือ้ HRV[33] 

เปรียบเทียบกบัเซลล์ปกติ ภาพ A คือ เซลล์ bronchial epithelial หลงัติดเชือ้ HRV เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 

ภาพ C คือ เซลล์ adenoidal epithelial หลงัติดเชือ้ HRV เป็นเวลา 30 ชัว่โมง ภาพ B, D คือ กลุม่ควบคมุของ

เซลล์ bronchial epithelial และ adenoidal epithelial ตามล าดบั ภาพ E-F คือ เซลล์ HeLa หลงัติดเชือ้ HRV 

เป็นเวลา 6.5 ชัว่โมง โดย เซลล์ A-E ถกูย้อมด้วย monoclonal antibody ท่ีจ าเพาะตอ่ HRV และเซลล์ F ย้อม

ด้วย mouse isotype-control antibody และก าหนดให้เส้นตรงสีด าแทนความยาว 50 µm 
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การจัดจ าแนกสายพันธ์ุของเชือ้ Human Rhinovirus 

การจดัจ าแนกกลุม่ของ HRV ใช้เกณฑ์การพิจารณาหลายรูปแบบ แตเ่ดิมใช้ การท า 

capsid serotyping โดยพิจารณาจากความจ าเพาะของ neutralizing antibody ตอ่ antigenic 

site บนอนภุาคไวรัส จะสามารถจดัจ าแนกไวรัส HRV ได้ทัง้หมด 99 serotype หรือใช้เกณฑ์การ

พิจารณาจากความจ าเพาะของ cellular receptor ท่ีไวรัสเข้าจบั เม่ือต้องการรุกรานเข้าสูเ่ซลล์เจ้า

บ้าน ท าให้สามารถแบง่ไวรัสทัง้หมดออกเป็น 2 กลุม่ ได้แก่ 

กลุม่หลกั คือ เชือ้ HRV ท่ีเลือกใช้ intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) เป็น 

receptor ในการเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน ในกลุม่นีป้ระกอบสมาชิก 89 serotype ซึง่นบัเป็นสว่นใหญ่

ของเชือ้ HRV จงึถือได้วา่ ICAM-1 จดัเป็น receptor หลกัของเชือ้ HRV (major receptor)  

ICAM-1 จดัอยูใ่นกลุม่ของ immunoglobulin protein superfamily ท าหน้าท่ีเป็นโปรตีน

ยดึระหวา่งเซลล์เข้าด้วยกนั (cell-cell adhesion) และเป็นสว่นหนึง่ของการสร้างแขนเทียม 

lamellipodium เพื่อใช้ในการเคลื่อนท่ีของเซลล์ endothelial โปรตีน ICAM-1 ประกอบด้วย

โครงสร้าง 2 สว่น ได้แก่ ปลาย N และสว่น domain ทัง้ 5 (D1-D5) ซึง่ยื่นออกจาก  plasma 

membrane ของเซลล์และสว่น transmembrane protein แสดงดงัภาพท่ี 12  

จากผลการศกึษาด้าน cryoelectron microscopy (cryo-EM) และ X-ray 

crystallography พบวา่สว่น D1 domain คือสว่นท่ีท าหน้าท่ีเป็น binding site ของ ICAM-1 

receptor ตอ่อนภุาคไวรัส HRV  โดยจะเกิดการจบับน icosahedral capsid ของอนภุาคไวรัสใน

บริเวณ canyon floor ซึง่เป็นโครงสร้างที่ประกอบด้วยโปรตีน capsid VP1 และ VP3 และบางสว่น

ของโปรตีน capsid VP2 ผลจากการเกิดอนัตรกริยาระหวา่ง receptor และสว่น canyon floor นี ้

จะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูปของโปรตีน capsid (decapsidation) เพื่อให้เกิดการปลอ่ย

จีโนมของไวรัสเข้าสูไ่ซโทพลาสซมึของเซลล์เจ้าบ้านตอ่ไปได้34 

 

 

 
 

ภาพท่ี 12 ภาพจ าลองโครงสร้างของ ICAM-1receptor 
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ภาพที่ 13 จ าลองกระบวนการ decapsidation ของเชือ้ไวรัส HRV กลุม่หลกั [35] 

(1) อ้างอิงจากผลการศกึษา cryo-EM พบวา่สว่น D1 domain ของ ICAM-1 receptor จบักบั 

canyon floor และ south wall บนโปรตีน capsid (2) เม่ือเกิดการจบัของ receptor จะเหน่ียวน าให้

เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูปของโปรตีน capsid โดยเฉพาะสว่น north wall และ south wall ของ 

canyon floor ซึง่ครอบคลมุสว่นโปรตีน capsid VP1 เป็นสว่นหลกั และสนันิษฐานวา่ท าให้เกิดการ

เปิดช่อง 5-fold axis ออกจงึท าให้จีโนมของไวรัสถกูสง่เข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้านได้ 

กลุม่รอง คือ เชือ้ HRV กลุม่ท่ีเลือกใช้ very low-density lipoprotein (VLDL) receptor 

เป็น receptor ในการเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน ประกอบด้วยสมาชิก 10 serotype ท าให้จดัวา่ LDL-R 

เป็น receptor รองของเชือ้ HRV (minor receptor) 

VLDL เป็นสมาชิกหนึง่ใน LDL superfamily ท าหน้าท่ีขนสง่สารโมเลกลุใหญ่เข้าสูเ่ซลล์

ด้วยกระบวนการ endocytosis และพบวา่ท าหน้าท่ีเป็น receptor ให้กบัไวรัส HRV บาง serotype 

โครงสร้างของโปรตีน VLDL ประกอบด้วย extracellular domain ได้แก่ ligand-binding domain 

8 domain อยูท่างสว่นปลาย N ของโปรตีน, สว่น epidermal growth factor (EGF)-precusor 

domain และ transmembrane segment ซึง่เช่ือมระหวา่งกนัด้วยสว่น O-linked glycosylation 

domain ในสว่นของ cytoplasmic domain นัน้พบวา่มีโปรตีนโมเลกลุเล็กเกาะอยูท่ี่ผิวด้านใน 

(coated pit) เพื่อท าหน้าท่ีเป็นสญัญาณภายในเซลล์เพื่อควบคมุกระบวนการ endocytosis  

 

 
 

ภาพท่ี 14 ภาพจ าลองโครงสร้างของ VLDL receptor [36] 

1 2 
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ถ้าหากพิจารณาการตอบสนองตอ่ยาต้านไวรัส (antiviral drug sensitivity) เช่น การ

ตอบสนองตอ่ยา pleconaril ซึง่เป็นยาท่ีนิยมใช้ในการรักษาการติดเชือ้ไวรัสตระกลูนี ้ยาชนิดนี ้

สามารถลดการเพิ่มจ านวนของเชือ้ไวรัสได้  เน่ืองจากมีผลยบัยัง้กระบวนการ  uncoating หรือ

ขดัขวางการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหวา่ง receptor กบับริเวณ canyon ใน VP1 ท าให้ไม่มีการสง่สาร

พนัธุกรรมของไวรัสเข้าสูไ่ซโทพลาสซมึของเซลล์เจ้าบ้าน โดยการแบง่กลุม่นัน้พิจารณาจากล าดบั

กรดอะมิโนในบริเวณ binding pocket ซึง่เป็นบริเวณท่ีเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน capsid กบั

ยา plecornaril จะสามารถแบง่ HRV ได้ 2 กลุม่ คือ กลุม่ท่ีไม่ต้านทานยา ประกอบด้วย 92 

serotype และกลุม่ท่ีต้านทานตอ่ยา ทัง้หมด 7 serotype ซึง่ประกอบด้วย serotype 4, 5, 42, 84, 

93, 97 และ 99 เป็นต้น 

ในปัจจบุนันีก้ารจดั จ าแนกเชือ้  HRV อาศยัความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการเป็นหลกั โดย

พิจารณาจากความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์หรือกรดอะมิโนในสว่นตา่งๆ ของจีโนมเป็น

เกณฑ์ ได้แก่    5′UTR, capsid protein VP4 หรือ VP1 จะสามารถจดัจ าแนก  HRV ทัง้ 99 

serotype ออกเป็น 2 กลุม่ คือ HRV-A ประกอบด้วยสมาชิก 74 serotype และ HRV-B

ประกอบด้วยสมาชิก 25 serotype และเม่ือพิจารณาความสมัพนัธ์กบัการจดักลุม่ทางวิวฒันาการ

ร่วมกบัการเลือกใช้ receptor ของไวรัส พบวา่ไวรัสกลุม่ท่ีใช้ ICAM-1 ทัง้หมด 89 serotype นัน้

ประกอบด้วยสมาชิกจาก HRV-A 64 serotype และ HRV-B 25 serotype ตามล าดบั ในขณะท่ี 

สมาชิกของ HRV-B อีก 10 serotype นัน้ จะเลือกใช้ LDL-R เป็น receptor  

จากผลการวิเคราะห์ด้วย phylogenetic analysis ของข้อมลูทางพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัส 

HRV พบวา่ serotype 87 มีการจดักลุม่แยกออกมาจากสมาชกิ HRV โดยพบวา่มีลกัษณะ

คล้ายคลงึกบั HEV-68 มากกวา่ HRV แตอ่ยา่งไรก็ตาม พบวา่ HRV-87 ยงัคงคณุสมบตัิท่ีส าคญั

ของเชือ้ HRV ไว้  คือ ไมท่นตอ่สภาวะท่ีเป็นกรด แตกตา่งกบัเชือ้ HEV แสดงให้เห็นวา่ HRV-87 มี

ลกัษณะร่วมระหวา่งเชือ้ HRV และ HEV และเชือ้ไวรัสทัง้สองชนิดนี ้น่าจะมีวิวฒันาการร่วมกนัมา 

การจ าแนกสายพนัธุ์ด้วยวิธีการนีไ้ด้รับความนิยมมากกวา่วิธีการอ่ืนๆ เน่ืองจากให้ผลท่ี

ถกูต้องและรวดเร็วมากกวา่การท า capsid serotyping โดยก าหนดให้ HRV ชนิดใดๆ ท่ีมีคา่ความ

เหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์ (nucleotide identity) เม่ือเปรียบเทียบกบัข้อมลูของ prototype ต ่า

กวา่ 80% จดัได้วา่เป็น HRV ตา่ง strain แตด้่วยวิธีการนีก็้ยงัคงจดัแบง่ HRV ได้เป็น 2 สายพนัธุ์

หลกั จนกระทัง่ ในปี 2006  ได้มีรายงานการค้นพบ HRV สายพนัธุ์ใหม ่ (HRV-C) ซึง่แยกได้จาก
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การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของสว่นโปรตีน capsid VP4/VP2 และ VP1 และเป็นสายพนัธุ์ท่ีมี

อตัราการระบาดใกล้เคียงกบั HRV-A และพบมากในผู้ ป่วยเดก็ท่ีมีการตดิเชือ้ในทางเดนิหายใจ

สว่นลา่งท่ีแสดงอาการหายใจมีเสียงวี๊ด (wheezing) หรือเป็นหอบหืด ท าให้นกัวิจยัให้ความสนใจ

กบั HRV-C สายพนัธุ์ใหมนี่ ้ในฐานะท่ีเป็นไวรัส ท่ีอาจจะก่อให้เกิดการพฒันาของโรคทางเดนิ

หายใจเรือ้รังและโรคหอบหืดได้ และนอกจากนีย้งัพบวา่  HRV-C มีแนวโน้มต้านทานตอ่ยา  

pleconaril ด้วย แตอ่ยา่งไรก็ตามนบัตัง้แตมี่การค้นพบ HRV-C จนกระทัง่ถึงปัจจบุนันัน้ ใน

ฐานข้อมลู NCBI ได้มีรายงานข้อมลูของจีโนมเพียง 9 strain เท่านัน้ ประกอบกบัเชือ้ไวรัสสายพนัธุ์

นีย้งัไมส่ามารถเพาะเลีย้งในเซลล์ทดลองได้ จงึ ท าให้ข้อมลูส าหรับการศกึษาระบาดวิทยา 

ความสมัพนัธ์ระหวา่งสายพนัธุ์กบัการก่อโรค และข้อมลูทางพนัธุกรรมของเชือ้นัน้มีอยูอ่ยา่งจ ากดั 

พยาธิก าเนิดและภมูิคุ้มกัน[37] 

กลไกในการก่อโรคและลกัษณะอาการท่ีเกิดจากการตดิเชือ้  HRV ยงัไมเ่ป็นท่ีทราบแน่ชดั 

เน่ืองจากผู้ ป่วยมกัมีการตดิเชือ้ไวรัสชนิดอ่ืนๆ ร่วมด้วย โดยเช่ือวา่กลไกการตอบสนองของร่างกาย

เม่ือเชือ้ไวรัสรุกรานเข้าสูเ่ซลล์เยื่อบตุา, เยื่อบโุพรงจมกู หรือเย่ือบใุนระบบทางเดินหายใจ ชนิดอ่ืนๆ 

ท่ีมี receptor จ าเพาะตอ่ไวรัส HRV แล้ว จะสง่ผลให้เซลล์เยื่อบชุนิด columnar บริเวณนัน้ตาย

และหลดุลอกออก และกระตุ้นให้เซลล์รอบข้างเกิดอาการอกัเสบด้วย ท าให้อาการทัว่ไปท่ีพบในผู้

ติดเชือ้ HRV คือ เจ็บคอ และมีไข้ออ่น เมื่ อมีเซลล์ติดเชือ้ไวรัส ระบบภมูิคุ้มกนัของร่างก ายจะถกู

กระตุ้นเพื่อให้สามารถก าจดั เชือ้ไวรัสออกจากร่างกายได้ ทัว่ไปการตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกนั 

เร่ิมจากการท างานของระบบภมูิคุ้มกนัแบบไม่จ าเพาะเจาะจง (innate immunity) เพื่อควบคมุการ

เพิ่มจ านวนของไวรัสในขัน้แรก จากนัน้จงึกระตุ้นการท างานของภมูิคุ้มกนัแบบจ าเพาะ  (adaptive 

immunity) ตอ่ไป  

เชือ้ไวรัส HRV กวา่ 90% มกัอาศยั ICAM-1 เป็น receptor ท าให้สามารถท านายกลไก

การตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกนั ได้ โดยอาศยั จากคณุสมบตัิของ ICAM-1 โดยทัว่ไป ICAM-1 

คือ ไกลโคโปรตีนชนิดหนึง่ท่ีพบได้ทัว่ไปบนผิวเซลล์เยื่อบ ุมีหน้าท่ีควบคมุการ สะสมของ เซลล์ 

lymphocyte (lymphocyte trafficking) ในบริเวณท่ีมีการตดิเชือ้และอกัเสบ ผา่นการท างานของ  

antigen 2 ชนิดบนผิวเซลล์ ได้แก่ lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1) และ 

macrophage-1 antigen (Mac-1) เซลล์เยื่อบผุิวทางเดนิหายใจ นอกจากท าหน้าท่ี เป็นเซลล์
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เป้าหมายของเชือ้ HRV แล้ว ยงัมีบทบาทเก่ียวข้องกบัการกระตุ้นให้เกิดการอกัเสบของ เซลล์รอบๆ 

เซลล์ท่ีติดเชือ้ และเนือ้เย่ือบริเวณนัน้ เพื่อตอบสนองการตดิเชือ้ HRV ด้วย โดยกลไกการกระตุ้น

การท างาน เช่ือวา่มาจากการท่ีไวรัสมีจีโนมเป็น RNA สายเดี่ยว แตจ่ะเกิดการสร้าง RNA สายคู ่

(double-stranded RNA–mediated pathway) เม่ือมีการจ าลองสายจีโนม ซึง่โครงสร้าง RNA 

สายคูนี่จ้ดัเป็น intermediate RNA structure ท่ีเกิดขึน้เพียงชัว่คราวเมื่อ RNA สายบวกและสาย

ลบยงัไมแ่ยกออกจากกนั และสภาพท่ีมี RNA สายคูนี่ ้นบัเป็นสิง่แปลกปลอมซึง่ไมพ่บในเซลล์ปกติ 

ร่างกายจะสามารถแยกสิง่แปลกปลอมนีไ้ด้  และกระตุ้นการตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกนัตอ่สิ่ง

แปลกปลอมนัน้ โดย เหน่ียวน าให้เกิดการหลัง่สาร inflammatory chemokine และ cytokine 

หลายชนิด เพื่อท าให้เกิดการอกัเสบในบริเวณนัน้ตอ่ไป สารส าคญัเหลา่นี ้ได้แก่ 

(1) Interleukin (IL)-1, 16 และ 18 

เป็น IL ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการอกัเสบของเซลล์  มีหน้าท่ีหลกัควบคมุการท างานของ

เซลล์ neutrophil ตามปกตนิัน้ IL-1 ถกูสร้างขึน้โดยเซลล์ neutrophil, เซลล์ epithelial และเซลล์ 

endothelial จากการกระตุ้นโดยสารพิษตา่งๆ ที่เซลล์ สร้างขึน้ หรือจากจลุชีพ  ทัง้แบคทีเรียและ

ไวรัส การเพิ่มขึน้ของ IL-1 นัน้ สง่ผลให้ยีนสร้าง ICAM-1 และ TNF-α มีการแสดงออกเพิ่มขึน้ ซึง่

ท าให้เพิ่ม receptor ท่ีจ าเพาะตอ่ไวรัส HRV ด้วย โอกาสในการท่ีอนภุาคของไวรัสจะเกิดการจบั

กบั receptor จงึเพิ่มขึน้ นอกจากนี ้ IL-1 ยงัท าหน้าท่ีการควบคมุการสร้างสารย้อนกลบั (positive 

feedback) ท าให้มาเพิ่มการสร้างสาร IL-1 ได้อีกด้วย รวมทัง้กระตุ้นการสร้างสาร IL-6, IL-8, และ 

GM-CSF ซึง่เป็นสารท่ีส าคญัตอ่การอยูร่อดของเซลล์ neutrophil และ eosinophil   

สาร IL-6 มีหน้าท่ีกระตุ้นสารท่ีใช้ ในการตอบสนองตอ่ภาวะเฉียบพลนัในเซลล์ (acute-

phase reactant) และเก่ียวข้องกบัการเกิด class-switch ของ Ig มาเป็น IgG1 ในขณะท่ีสาร IL-8 

นัน้ เก่ียวข้องกบัการเคลื่อนท่ีของเซลล์ neutrophil เพื่อมาสะสมยงัเนือ้เย่ือเป้าหมาย  อยา่งไรก็

ตามการสร้างสาร IL-6 ถกูยบัยัง้ได้ด้วยการท างานของ glucocorticoid, IL-4 และ IL-13 และ IL-8 

ถกูยบัยัง้ได้ด้วย IL-4 ซึง่สร้างจากการเหน่ียวน าของ IgE 

(2) GM-CSF และ eotaxin 

สารในกลุม่นีจ้ดัเป็นสารส าคญัตอ่การอยูร่อ ดของเซลล์, กระบวนการแบง่เซลล์ และการ

ตอบสนองตอ่สื่อเคมี (chemotaxis) ของเซลล์ eosinophils และ mast cell 
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eotaxin จะท างานร่วมกบั IL-5 ในการกระตุ้นการท างานเซลล์ eosinophil และใน

กระบวนการ degranulation โดย eotaxin-1 และ 2 เป็นสารท่ีส าคญัตอ่การเหน่ียวน าให้เซลล์ 

eosinophil มาสะสมท่ีเนือ้เย่ือปอด ในขณะท่ี eotaxin-3 เก่ียวข้องกบัการสะสมของเซลล์  

esophageal eosinophil ในบริเวณท่ีมีการตดิเชือ้ 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

ภาพท่ี 15 การตอบสนองของเซลล์เยื่อบตุอ่การติดเชือ้ HRV 

การตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ (Innate immune cell response) 

ในการก าจดัเชือ้ไวรัส HRV โดยการตอบสนองของระบ บภมูิคุ้มกนัรูปแบบนี  ้ สว่นใหญ่

เกิดขึน้เมื่อร่างกายได้รับสิ่งแปลกปลอมนัน้เป็นครัง้แรก โดยมีรูปแบบ การตอบสนองด้วยวิธีท่ีไม่

ซบัซ้อนมาก อาศยัการท างานร่วมกนัของเซลล์ท่ีส าคญัหลายชนิด ได้แก่ 

(1) เซลล์ Natural Killer (NK cell) 

จดัเป็นเซลล์ส าคญัของ ระบบภมูิคุ้มกนัแบบไม่จ าเพาะ เพื่อการก าจดัเซลล์ ติดเชือ้ไวรัสใน

เบือ้งต้น หรือเพื่อก าจดัเซลล์ให้เกิดการตายแบบ apoptosis พร้อมทัง้มีสว่นช่วยกระตุ้นการท างาน

ของระบบภมูิคุ้มกนัแบบจ าเพาะด้วย กลไกการท างานของ NK cell นัน้ใช้การควบคมุด้วยสมดลุ

ของ killer receptor ของเซลล์ 2 ชนิด คือ inhibitory receptor และ activating receptor  

โครงสร้างของ inhibitory receptor นัน้คล้ายกบั Ig receptor มีหน้าท่ีจดจ ากบัโมเลกลุ

ของ human leukocyte antigen (HLA)-A, HLA-B และ HLA-C และ lectin-like CD94/NKG2A 
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receptor ซึง่จะมีการเช่ือมตอ่กบัโมเลกลุ HLA-E และสง่ผลให้ NK cell สามารถจดจ าเซลล์ปกติ

ของร่างกายได้ผา่นการจดจ าโมเลกลุ MHC-class I เม่ือเซลล์เกิดการติดเชือ้ไวรัส จะมีผลท าให้

ระดบัสมดลุของ killer receptor และความสามารถในการจดจ าโมเลกลุ MHC-class I เสียไป และ 

NK cell จะอาศยักลไกเหลา่นีใ้นการแยกเซลล์ติดเชือ้ออกจากเซลล์ปกติได้  ในการก าจดัเซลล์ท่ีติด

เชือ้ไวรัสโดยอาศยัการท างานของ NK cell นัน้ พบวา่ NK cell จะหลัง่สาร cytokine ท่ีส าคญั

หลายชนิดเพื่อกระตุ้นการท างานของเซลล์อ่ืนๆ ในระบบภมูิคุ้มกนั  อาทิเช่น หลัง่สาร IFN- เพื่อ

กระตุ้นการท างานของเซลล์ macrophage หรือ antigen-specific cytotoxic T cell เพื่อให้เกิด

การก าจดัเซลล์ติดเชือ้ตอ่ไป 

 (2) เซลล์ Neutrophil  

 เม่ือน าสารคดัหลัง่ของผู้ ป่วยอาการหอบหืดท่ีมีสาเหตมุาจากการตดิเชือ้ HRV มาตรวจ

วิเคราะห์ พบวา่มีเซลล์ท่ีส าคญัในระบบภมูิคุ้มกนัหลายชนิด เซลล์ท่ีตรวจพบได้มากท่ีสดุ คือ เซลล์ 

neutrophil การเพิ่มขึน้ของเซลล์ชนิดนี ้รวมทัง้กระบวนการสลายแกรนลูภายในเซลล์ (neutrophil 

degranulation) สง่ผลท าให้ทางเดนิหายใจสว่นลา่งตีบตนัและเกิดการพฒันาเป็นโรคหอบหืดได้ 

(3) เซลล์ Macrophage 

เซลล์ macrophage เป็นเซลล์ท่ีพบได้มากท่ีสดุในทางเดินหายใจ พบวา่เชือ้ HRV 

สามารถรุกรานเซลล์ชนิดนีไ้ด้ แตจ่ะถกูจ ากดัการเพิ่มจ านวนของเชือ้ไวรัส เน่ืองจากการเกิดอนัตกริ

ยาระหวา่งอนภุาคไวรัสกบัเซลล์ macrophage กระตุ้นให้เซลล์หลัง่สาร proinflammatory 

cytokine หลายชนิด เช่น  IL-1, IL-8, TNF-α, IFN-   และ macrophage inflammatory protein 

(MIP)-1α  การเพิ่มขึน้ของระดบั TNF-α นัน้สง่ผลกระตุ้นการแสดงออกของ ICAM-1 เพื่อใช้ใน

กระบวนการ leukocyte trafficking และยงัท าหน้าท่ีเป็น receptor หลกัของเชือ้ HRV ในเซลล์เยื่อ

บดุ้วย จงึเพิ่มโอกาสการเข้าเซลล์ของไวรัสเพิ่มขึน้ได้ทางอ้อม นอกจากนีเ้ชือ้ HRV ยงัสามารถ

เหน่ียวน าการสร้างของ IFN-type1 ได้ สาร IFN-α ถกูสร้างจากเซลล์ macrophage ในทางเดนิ

หายใจ ซึง่จะช่วยยบัยัง้การแพร่กระจายของเชือ้ไวรัสในระยะ antiviral state ของเซลล์เยื่อบ ุ

 (4) เซลล์ Eosinophil 

การตดิเชือ้ HRV ภายในเซลล์นัน้ สง่เสริมให้เกิดกระบวนการ eosinophil infiltration และ

การกระตุ้นการท างานของเซลล์ eosinophil จากผลการศกึษาในผู้ ป่วยท่ีมีการตดิเชือ้ HRV และ

แสดงอาการไข้หวดัธรรมดา เปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีมีอาการหอบหืด พบวา่ผู้ ป่วยทัง้ 2 กลุม่มี
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ปริมาณเซลล์ชนิดนีเ้พิ่มสงูขึน้ และในผู้ ป่วยกลุม่ท่ีแสดงอาการหอบหืดเท่านัน้  ท่ีมีระดบัของเซลล์ 

eosinophil สงูนาน 6-8 สปัดาห์ นบัตัง้แตเ่กิดการติดเชือ้ HRV และสนันิษฐานวา่ปริมาณเซลล์ 

eosinophil ท่ีเพิ่มขึน้จากการตดิเชือ้ไวรัสนี ้ มีความเก่ียวข้องกบัการเหน่ียวน าการตอบสนองของ

ทางเดนิหายใจให้มีความไวตอ่สิ่งกระตุ้นมากกวา่ปกต ิซึง่เป็นสาเห ตขุองการพฒันาเป็นโรคหอบ

หืดตอ่ไป (airway hyperresponsiveness) 

เซลล์ eosinophil สามารถต้านการตดิเชือ้ไวรัสได้ โดยการสร้างและหลัง่เอนไซม์ 

ribonuclease ออกมาท าลาย RNA ซึง่เป็นสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัส HRV และยงัมีสว่นช่วยลด

โอกาสในการเกิดระบบหายใจท างาน ผิดปกติด้ วย นอกจากนีเ้ซลล์ eosinophil ยงัท าหน้าท่ีเป็น

เซลล์ท่ีน าเสนอ antigen ให้กบัเซลล์อ่ืนในระบบภมูิคุ้มกนั  (antigen-presenting cell) เพื่อให้เกิด

การท าลายเซลล์ท่ีติดเชือ้ไวรัสได้ โดยการสร้างโมเลกลุบนผิวเซลล์ท่ีสามารถกระตุ้นการท างานของ

เซลล์ naive CD4+ T lymphocyte (MHC class II protein) และสง่ผลตอ่กระบวนการ T cell 

proliferation และการหลัง่สาร IFN- ได้ ถ้าหากเปรียบเทียบผลการท างานของเซลล์ eosinophil 

และ macrophage นัน้ พบวา่เซลล์ eosinophil สามารถท างานได้อยา่งประสทิธิภาพมากกวา่ แต่

อยา่งไรก็ตามประสิทธิภาพการท างานของเ ซลล์ eosinophil อาจถกูยบัยัง้ได้ถ้าหากในเซลล์นัน้

เกิดการติดเชือ้แบคทีเรียร่วมด้วย หรือเป็นสภาวะท่ีมี bacterial superinfection 

การตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกันแบบจ าเพาะ (Adaptive immune cell response) 

การตอบสนองโดยการท างานของ T lymphocyte  

จากผลการศกึษา bronchial biopsy ในผู้ ป่วยโรคหอบหืดซึง่ติดเชือ้ HRV เปรียบเทียบกบั

กลุม่ปกต ิพบวา่เซลล์เยื่อบแุละเซลล์เยื่อเมือกในทางเดินหายใจ มีการสะสมเซลล์ T lymphocyte 

ท่ีมาจากกระบวนการ airway lymphocyte infiltration และ peripheral blood lymphopenia ซึง่

สง่ผลให้หลอดลมของผู้ ป่วยตอบสนองตอ่สิ่งกระตุ้นหรือสิ่งแปลกปลอมมากกวา่ปกต ิ โดยกระตุ้น

ให้เกิดการหลัง่สาร TH1 cytokine, IFN- และ IL-2 สารเหลา่นีมี้ผลตอ่การท างานของ  IFN-–

inducible protein (IP)-10 ซึง่ส าคญัตอ่กระบวนการ T-cell chemotaxis อีกทัง้ยงัช่วยสนบัสนนุ

การตายของเซลล์แบบ apoptosis ด้วย (TH1-cell–specific apoptosis) แตอ่ยา่งไรก็ตาม กลไก

เหลา่นี ย้งัไม่ เป็นท่ีทราบแน่ชดั ปัจจบุนัเช่ือวา่ผลจากการท างานของเซลล์ประเภทนี ้  ท าให้เกิด

อาการในระบบทางเดนิหายใจสว่นลา่งและเก่ียวข้องกบัการพฒันาของโรคหอบหืดด้วย 
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การตอบสนองโดยการท างานของ B lymphocyte  

จากผลการศกึษาใน in vivo พบวา่หลงัจากเซลล์ทดลองได้รับเชือ้ HRV จะมีระดบัการ

สร้างสาร mucosal IgA เพิ่มสงูขึน้ประมาณวนัท่ี 3 หลงัการติดเชือ้ และจะเร่ิมสร้าง IgM และ IgG 

ภายในวนัท่ี 7-8 ซึง่การเพิ่มปริมาณของ antibody เหลา่นี  ้มีความสมัพนัธ์ตอ่อาการไข้หวดัและ

ปริมาณเชือ้ไวรัสในผู้ ป่วยด้วย และพบวา่การเหน่ียวน าให้เกิดกระบวนการ neutralization ของ 

IgG นี ้มีสว่นช่วยป้องกนัไมใ่ห้มีการตดิเชือ้ HRV ชนิดเดมิซ า้ซ้อนได้ 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ลักษณะอาการทางคลินิกและการรักษา 

ในผู้ ป่วยท่ีพบการติดเชือ้ HRV แสดงอาการหลากหลายและมีระดบัคว ามรุนแรงของโรค

ปานกลางจนถึงมาก นบัตัง้แตก่ารเกิดโรคไข้หวดัธรรมดา ไปจนถึงอาการปอดอกัเสบ หลอดลม

อกัเสบและโรคหอบหืดเรือ้รัง ขึน้กบับริเวณท่ีมีการตดิเชือ้ โดยเม่ือร่างกายได้รับเชือ้  HRV เข้าไป 

เชือ้จะใช้ระยะฟักตวัประมาณ 1-4 วนัจงึเร่ิม แสดงอาการ และจะเกิดอาการท่ี รุนแรงท่ีสดุในช่วง

วนัท่ี 3-7 หลงัตดิเชือ้ ระบบภมูิคุ้มกนัจะเร่ิมตอบสนองตอ่การติดเชือ้ ไวรัส  โดยอาศยัการ ท างาน

ของระบบภมูิคุ้มกนัแบบไม่จ าเพาะเมื่อเกิดการติดเชือ้ในครัง้แรก (primary infection) และถ้าหาก

ร่างกายเคยตดิเชือ้ชนิดนัน้มาแล้ว (secondary infection) จะอาศยัการท างาน  neutralizing 

antibody ร่วมด้วย นอกจากสารตา่งๆ ท่ีกลา่วมาแล้ว ร่างกายยงัตอบสนองตอ่การติดเชือ้ HRV 

โดยกระตุ้น การหลัง่สารชนิดอื่นๆ ท่ีสง่ผลตอ่การท างานของทางเดนิหายใจอีกมากมาย เช่น 

ภาพท่ี 16 การตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกนัตอ่การติดเชือ้ HRV 
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bradykinin เป็นสารท่ีท าให้หลอดเลือดรอบๆ เยื่อบทุางเดนิหายใจมีความสา มารถในการควบคมุ

การผา่นเข้าออกของสาร (permeability) เพิ่มขึน้ ท าให้เกิดการบวมของเยื่อบ ุและสง่ผลให้เกิด

อาการคดัจมกู แน่นจมกู อีกทัง้มีการกระตุ้นการหลัง่สารสื่อประสาท cholinergenic ซึง่จะท าให้

เกิดการหลัง่สารเมือกเพิ่มมากขึน้ จงึเกิดน า้มกูใสร่วมด้วย[38] 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภาพท่ี 2 แสดงการตอบสนองของร่างกายตอ่การติดเชือ้ HRV 
  

ลกัษณะอาการท่ีพบประจ า ได้แก่ ไอ  (cough), หวดัลงคอ (sore throat) และเย่ือบโุพรง

จมกูอกัเสบ (coryza) นอกจากนีอ้าจพบอาการปวดหวัและเป็นไข้ร่วมด้วย ทัง้นีร้ะยะเวลาในการ

แสดงอาการจะแตกตา่งไปใน แตล่ะบคุคลและระยะเวลาในการรักษาโด ยเฉลี่ย เท่ากบั 2 สปัดาห์ 

โดยทัว่ไปในผู้ ป่วยเดก็มกัจะเกิดภาวะช่องหอูกัเสบอยา่งรุนแรง เน่ืองจากเกิดการติดเชือ้ท่ีช่องหู

สว่นกลางการตดิเชือ้ HRV พบในบริเวณ respiratory–salivary route ท าให้การถ่ายทอดเชือ้สูผู่้ อ่ืน

เกิดจากการสมัผสัหรือเป็นการถ่ายทอดมาทางอากาศได้ โดยพบวา่การติดเชือ้ HRV นัน้พบในเดก็

เลก็มากกวา่ในผู้ใหญ่ โดย เฉพาะในเดก็อายปุระมาณ 2 เดือน - 2  ปี ซึง่ผลจากการศกึษาทาง 

น า้มกูไหล ไอ 
หลอดลมหดตวั 

 

หลอดลมอกัเสบและ
ไวต่อสิ่งกระตุ้นต่างๆ 

โรคหอบหืด 

เซลล์ที่ติดเชือ้ตายและ
หลดุลอกออก 

เจ็บคอ อาการ : 

การติดเชือ้ Human Rhinovirus ที่เซลล์เยื่อบทุางเดินหายใจ 

เชือ้ไวรัสเพิ่มจ านวนใน  
ciliated columnar epithelial cell 

การกระตุ้นระบบประสาท cholinergic 
(neuroinflammation) 

กระตุ้นให้ mucus membrane 
ผลิตเมือกเพิ่มขึน้ 

inflammatory cell ปลอ่ยสาร 
mediator ชนิดตา่งๆ 

หลอดเลือดมี 
permeability เพิ่มขึน้ 

เยื่อบบุวม 

คดัจมกู เกิดน า้มกู 
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serology ในผู้ ป่วยแรกเกิดจนกระทัง่อาย ุ35 ปี พบวา่มีปริมาณของ neutralizing antibody เพิ่ม

สงูขึน้ตามช่วงวยั จงึท าให้ในวยัผู้ใหญ่พบการติดเชือ้ HRV น้อยกวา่ในเดก็เลก็ และการระบาดของ 

HRV นัน้พบวา่มีความสมัพนัธ์กบัสภาพอากาศด้วย โดยเฉลี่ยแล้วโอกาสท่ีจะตรวจพบ HRV นัน้มี

อยูต่ลอดทัง้ปี แตจ่ะมีการติดเชือ้มากในช่วงฤดฝูนและฤดหูนาว     

การรักษาอาการท่ีเกิดจากการตดิเชื ้ อ HRV นัน้ มียาต้านไวรัสหลายชนิด (ตารางท่ี 2) 

ตวัอยา่งของยาท่ี ใช้อยา่งแพร่หลาย  ได้แก่ ยา pleconaril   ในระยะเร่ิมแรกยา pleconaril ถกู

ออกแบบมาในรูปของยากิน เพื่อใช้รักษาอาการไข้หวดั (common cold) แตไ่ม่ได้รับการอนมุตัิ

จากองค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (Food and Drug Aministration (FDA)) เน่ืองจาก

พบผลข้างเคียงจากการใช้ยาชนิดนี ้โดยพบวา่เกิดการกระตุ้นการท างานของ cytochrome P450 

3A enzyme[39] อีกทัง้ยงัไมมี่การระบผุลข้างเคียงท่ีชดัเจน ตอ่มาจงึมีการพฒันายา pleconaril  ให้

เป็นรูปแบบยาพน่ทางจมกูเพื่อรักษาอาการไข้ หวดัและโรคหอบหืดจากการตดิเชือ้ HRV ซึง่ได้ผา่น

การพฒันายาใน phase II แล้ว ในปัจจบุนัยาชนิดนีอ้ยูใ่นระหวา่งการทดลองใช้ เพื่อศกึษา

ผลข้างเคียงท่ีอาจจะเกิดขึน้ตอ่ไป[40] 

ความจ าเพาะของยา pleconaril ตอ่ drug susceptibility ของเชือ้ HRV นัน้ ก าหนดด้วย

กรดอะมิโนบางต า แหน่งใน hydrophobic pocket ของโปรตีน capsid VP1 โดยพบวา่เชือ้  

picornavirus บางสายพนัธุ์สามารถต้านทานตอ่ฤทธ์ิยา pleconaril ได้ (natural resistant virus) 

และเชือ้ HEV บางสายพนัธุ์อาจเปลี่ยนแปลงเป็นเชือ้ท่ีดือ้ตอ่ยาต้านไวรัสได้ (resistant mutant 

virus) และส่ งผลให้ก่อโรคท่ีมีอาการรุนแรงมากขึน้ ตวัอยา่งเช่น ในการศกึษา pleconaril 

resistant strain ของ Coxsackie virus B3 (CVB3) ในหนทูดลอง พบวา่เชือ้ไวรัสก่อโรคท่ีรุนแรง

มากขึน้ (high virulent) และพบการติดเชือ้ CVB3 ในหวัใจของหนทูดลอง ซึง่เป็นสาเหตขุองการ

เกิดโรค chronic myocarditis ได้[48-50] แต่ส าหรับเชือ้ HRV นัน้ มีเพียง 7 serotype จากทัง้หมด 

99 serotype  ท่ีต้านทานตอ่ยาชนิดนี ้ [9] ท าให้ยา pleconaril ยงัคงเป็นท่ีสนใจศกึษาถึง

ประสิทธิภาพและผลข้างเคียงของยา ประกอบกั บยงัไมมี่รายงานวา่การติดเชือ้ HRV สายพนัธุ์

เหลา่นี ้จะก่อให้เกิดอาการท่ีรุนแรงมากกวา่สายพนัธุ์อ่ืนหรือไม่ ท าให้การตรวจวิเคราะห์สายพนัธุ์

ของเชือ้ HRV ในผู้ ป่วยจงึมีความส าคญัตอ่การวางแผนรักษาผู้ ป่วยและการพฒันายาต้านไวรัส 

HRV ตอ่ไป 
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ตารางท่ี 2 สรุปชนิดของยาต้านเชือ้ไวรัส HRV  

ชนิดของยา ผลตอ่อนภุาคไวรัส ฤทธ์ิของยา ผลข้างเคียง 

IFN-α[41-43] กระตุ้นการท างาน 

ของเซลล์ 

ลดการเพิ่มจ านวนของไวรัสได้ แต่

ต้องได้รับยาภายใน 24 ชม.  

เป็นพิษตอ่เซลล์ 

Pirodavir (R77957)[28,41] จบับนโปรตีน capsid ออกแบบมาในรูปของยาพ่น สามารถ

ยบัยัง้ได้ทัง้ HRV-A และ HRV-B ต้อง

ใช้ยา 3-6 ครัง้ต่อวนั 

ท าให้ระคายเคืองและ

กระตุ้นการสร้างสารเมือก 

WIN 54954[41,44] จบับนโปรตีน capsid ให้ผลยบัยัง้เชือ้ได้ดีในหนทูดลอง ประสิทธิภาพของยาลดลง

เมื่อทดลองใช้ในคน 

Pleconaril[7,41] จบับนโปรตีน capsid บรรเทาอาการได้ภายใน 1-2 วนั มี

ฤทธ์ิดีกวา่ Pirodavir แตพ่บว่าเชือ้ 

HRV บางชนิดต้านทานยาได้ 

Pleconaril ในรูปยาพ่น 

อาจท าให้เกิดผลข้างเคียง

จากการใช้ยาได้ 

BTA798[45] จบับนโปรตีน capsid ให้ผลยบัยัง้เชือ้ดีและปลอดภยัใน

สตัว์ทดลอง 

มีคา่ bioavailability ดี 

และปัจจบุนัยาได้ผ่านการ

ทดลองใน phrase I แล้ว  

Rupintrivir (AG-7088)[41,46] ยบัยัง้การท างานของ

เอนไซม์ 3C protease 

ผลการทดลองไม่เป็นที่น่าพอใจ - 

Enviroxime[43] โปรตีน 3A ยบัยัง้ in vitro replicative activity พบผลข้างเคียงใน in vivo 

Tremacamra[47] soluble ICAM-1 ช่วยอาการไข้หวดัได้ในกลุม่ทดลอง พบผลข้างเคียงใน in vivo 
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บทที่  3 

วธีิด าเนินการวจิัย 

รูปแบบการวิจัย 

การวิจยันีเ้ป็นการวิจยัเชิงพรรณนา (cross-sectional, descriptive research) ได้ผา่น

การพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรม คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (Faculty 

of Medicine, Chulalongkorn University Ethics Committee) แล้ว 

ประชากรศึกษา 

ตวัอยา่งที่ใช้ในการศกึษาวิจยันี ้เป็นตวัอยา่ง NP suction แช่แข็งท่ีเหลือจากการตรวจหา

ไวรัสทางเดินหายใจชนิดอ่ืนๆ ซึง่เก็บสิ่งสง่ตรวจโดยผู้ เช่ียวชาญ เพื่อการตรวจวินิจฉยัและรักษา

โรคตดิเชือ้ ในระบบทางเดนิหายใจสว่นลา่งอยา่งเฉียบพลนั (acute lower respiratory tract 

infection (LRTI)) โดยกลุม่ตวัอยา่งส าหรับการศกึษา คือ ผู้ ป่วยเดก็ซึง่มีการติดเชือ้ในระบบ

ทางเดนิหายใจสว่นลา่ง และเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ตัง้แตว่นัท่ี 14 กมุภาพนัธ์ 

2006 ถึง 28 กมุภาพนัธ์ 2007 รวมเป็นระยะเวลา 1 ปี ข้อบง่ชีใ้นการคดัเลือกผู้ ป่วยเพื่อใช้เป็นกลุม่

ตวัอยา่ง  (inclusion criteria)  คือ ผู้ ป่วยท่ีได้รับการวินิจฉยัวา่เป็นโรคหลอดลมฝอยอกัเสบ

เฉียบพลนั (acute bronchiolitis) หรือเป็นโรคปอดอกัเสบในชมุชน (community acquired viral 

pneumonia (CAP))  ซึง่จะต้องได้รับการยินยอมจากผู้ปกครองของผู้ ป่วยก่อนแล้ว มีดงันี ้ 

เกณฑ์ในการวินิจฉยัผู้ ป่วยวา่เป็นโรคหลอดลมฝอยอกัเสบเฉียบพลนั คือ ผู้ ป่วยแสดง

อาการตดิเชือ้ในระบบทางเดินหายใจ ซึง่อาจจะมีหรือไม่มีไข้ร่วมด้วย มีลกัษณะ  abnormal lung 

auscultation (rhonchi หรือ wheeze) ร่วมกบัผลการเอ็กซ์เรย์ปอดแสดง hyperinflation    

ผู้ ป่วยท่ีจะได้รับการวินิจฉยัวา่เป็นโรคปอดอกัเสบในชมุชน (CAP) คือ มีอาการตดิเชือ้ใน

ระบบทางเดินหายใจ และมีภาวะหายใจเร็วกวา่ปกต ิ (tachypnea) โดยมีอตัราการหายใจ 

(respiratory rate (RR)) แบง่ตามช่วงอายขุองผู้ ป่วยได้ดงันี ้  

อายตุ ่ากวา่    2 เดือน  ;   RR > 60/min อายตุัง้แต ่2-12 เดือน       ;    RR > 50/min 
อายตุัง้แต ่    1-5 ปี     ;   RR > 40/min อายมุากกวา่   5 ปีขึน้ไป    ;   RR > 30/min  

ร่วมกบัมีไข้ (37.8oC) และมี abnormal lung auscultation (rhonchi, crackle หรือ wheeze) ผล
การเอ็กซ์เรย์ปอดแสดงลกัษณะบง่ชีข้อง pneumonia เช่น consolidation หรือ perihilar infiltrate  
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ข้อบง่ชีใ้นการคดัเลือกผู้ ป่วยออกจากศกึษา (exclusion criteria) ประกอบด้วย ผู้ ป่ วยท่ีมี

ประวตัิการคลอดก่อนก าหนด, เป็นผู้ ท่ีได้รับยากดภมูิคุ้มกนั, เป็นผู้ ท่ีมีการตดิเชือ้ในระบบทางเดิน

หายใจเรือ้รัง หรือไม่ได้รับการยินยอมจากผู้ปกครองของผู้ ป่วย โดยโครงการนีเ้ป็นสว่นหนึง่ของ

โครงการศกึษาระบาดวิทยาของเชือ้ไวรัสก่อโรคในระบบทางเดินหายใจ ซึง่ได้ผา่นการอนมุตัิจาก

คณะกรรมการจริยธรรม กระทรวงสาธารณสขุ และได้ท าการขออนญุาตใช้ตวัอยา่งที่เหลือเพือ่การ

ตรวจหาเชือ้ก่อโรคอ่ืนๆ จากอธิบดีกรมควบคมุโรคตดิตอ่แล้ว 

การค านวณขนาดประชากรศึกษา 

ในการค านวณขนาดตวัอยา่งเพื่อศกึษาระบาดวิทยาของเชือ้ HRV ในประเทศไทย ได้

อาศยัข้อมลูการระบาดของเชือ้ HRV ในภมูิภาคอ่ืนท่ีรายงานในฐานข้อมลูเป็นข้อมลูเปรียบเทียบ 

พบวา่การระบาดในภมูิภาคเอเชียและภมูิภาคอ่ืนๆ ทัว่โลกนัน้ มีคา่เฉลี่ยเท่ากบั 45% [5, 10-11, 51-52]  

สตูรการค านวณ ;    n   =     Z2PQ 

 

ก าหนดให้ คา่ Z ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ (confident interval (CI)) ท่ี 95% = 1.96       

คา่ d คือ ความคลาดเคลื่อน ก าหนดให้เท่ากบั 20% ของอตัราการระบาดของเชือ้  

HRV ในกลุม่ประชากรตวัอยา่ง 

             P = คา่เฉลี่ยของอตัราการตรวจ HRV ในภมูิภาคตา่งๆ = 45%   

Q = 1-P = 55% 

แทนคา่ลงในสตูรค านวณ ;                 n   =        (1.96)2*(0.45)*(1-0.45)    =   117.38 

  

ดงันัน้ต้องท าการศกึษาจากตวัอยา่งในประเทศไทยอยา่งน้อย    118   ตวัอยา่ง 

ในการศกึษาวิจยันีมี้ตวัอยา่ง NP suction ท่ีเก็บได้จากกลุม่ประชากรศกึษาทัง้หมด 289 

ตวัอยา่ง จากผู้ ป่วย LRTI จ านวน 286 ราย ท่ีเข้ารั บการรักษาในโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ในช่วง

ระยะเวลาที่ศกึษา จงึสรุปได้วา่จากจ านวนตวัอยา่งที่มีนัน้ สามารถใช้เป็นตวัแทนของการศกึษา

ระบาดวิทยาของเชือ้ HRV ในประเทศไทยได้ ซึง่จะให้ผลการศกึษาเป็นท่ีน่าเช่ือถือได้ 

     d2
 

((20/100)*0.45)2 
((20/100)*0.45)2 
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เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 

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

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

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

(4) Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500ml, 1000 ml (Pyrex ,USA) 

(5) Flask: 250 ml, 500 ml, 1000ml (Pyrex,USA) 

(6) Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Duran,USA) 

(7)  Cylinder: 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 

(8)   Pipette rack (Eppendorf, Germany) 

(9)   Parafilm (American Nation Can,USA)  

(10)  Plastic wrap 

(11) Stirring-magnetic bar 

(12) Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 

(13) 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) 

(14) Vortex mixer (Scientific industry, USA) 

(15) Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne, USA) 

(16) Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 

(17) Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich, USA) 

(18) Microcentrifuge 0.2 ml (Axygen, USA) 

(19) Microcentrifuge 1.5 ml (Elkay, USA) 

(20) Eppendorf Mastercycler personal (Hamburg, Germany) 

(21) Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 

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

(23) Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 

(24) Refrigerator 4°C (Misubishi, Japan) 

(25) Freezer -20°C (Sanyo, Japan) 
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(26) Freezer -70°C (Forma Scientific, USA) 

(27) Water Purification equipment (Water pro Ps, USA) 

(28) Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey, USA) 

สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. Viral transport media ส าหรับการเก็บตัวอย่าง NP suction 

 (1.1)  Phosphate buffer saline ปริมาตร 2 ml 

 (1.2) Antibiotic (2 million units/l Penicillin G และ 200 mg/l Streptomycin) 

2. สารเคมีส าหรับการสกัด RNA (RNA Extraction) ด้วยวิธี Guanidium-isothiocyanate-(2, 

10)-β-mercaptoethanol 

 (2.1) Isoamyl alcohol (Sigma, Singapore) 

 (2.2) Guanidium thiocyanate (Sigma, Singapore) 

 (2.3) Absolute ethanol (Sigma, Singapore) 

 (2.4) Glycogen (USB, Ohio) 

 (2.5) Isopropanal (Sigma, Singapore) 

(2.6) Sodium acetate (Sigma, Singapore) 

(2.7) Phenol (Pierce, USA) 

(2.8) Chloroform (Sigma, Singapore) 

(2.9) Diethyl pyrocarbonate (Sigma, Singapore) 

3.สารเคมีส าหรับการท า Reverse transcription เพื่อเตรียม cDNA template 

 (3.1) Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Promega, USA) 

 (3.2) deoxynulceotide triphosphate (dNTP) (Promega, USA) 

 (3.3) Random hexamer (Promega, USA) 

 (3.4) RNase inhibit (Promega, USA) 

 (3.5)     5x MMLV Buffer (Promega, USA) 
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4. สารเคมีส าหรับการท า PCR 

 (4.1) Master mix solution (Eppendorf, Germany)  

 (4.2) Distill water (DW) 

 (4.3) PCR primer: forward primer (F) และ reverse primer (R) 

 (4.4) cDNA template หรือ DNA template 

 (4.5) MgCl2 

5. สารเคมีส าหรับการท า Agarose gel electrophoresis 

 (5.1) Agarose molecular grade (Promega, USA) 

 (5.2) 1x Tris borate buffer (1x TBE) 

 (5.3) Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 

6. สารเคมีส าหรับการท าผลิตภณัฑ์ PCR ให้บริสุทธ์ิ 

(6.1) HiYieldTM
 Gel/ PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience, 

Taipei, Taiwan) 
(6.2) Isopropanol (Sigma, Singapore) 

7. สารเคมีส าหรับการท าโคลนน่ิง (Cloning) 

(7.1) Amplicillin (Phamacia, Hong Kong) 

(7.2) Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside (Bio Basic,Germany) 

(7.3) Magnesium sulfate (Sigma, Singapore) 

(7.4) Sodium chloride (Sigma, Singapore) 

(7.5) Tryptone (Giboco BRL, USA) 

(7.6) Yeast extract (Giboco BRL, USA) 

(7.7) 5-bromo-4-chloro-3-inodlyl-β-D-galactopyranoside (Bio Basic, Germany) 

(7.8) pGEM-T Easy Vector System I (Promega, USA) 

(7.9) Glucose (Giboco BRL, USA) 

8. สารเคมีส าหรับการสกัดพลาสมิด 

HiYieldTM Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience, Taipei, Taiwan) 



 45 

วิธีด าเนินการวิจัย   

การเก็บตัวอย่าง Nasopharyngeal (NP) Suction 

1.    เก็บตวัอยา่ง NP suction จากผู้ ป่วยภายใน 48 ชัว่โมงหลงัเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาล  

โดยเก็บลงใน Viral transport media ซึง่ประกอบด้วย Phosphate buffer saline ปริมาตร 

2 ml ผสมกบั antibiotic (2 million units/l Penicillin G และ 200 mg/l Streptomycin)  

2.    ผสมให้เข้ากนัด้วยการ vortex นาน 15 วนิาที จากนัน้น าไปป่ันท่ีความเร็ว 3,000 rpm เป็น

เวลา 10 นาที แล้วดดูเก็บสารละลายใสใ่นหลอด 1.5 ml แบง่ให้ได้ประมาณ 3 หลอด เก็บ

ในตู้แช่แข็งอณุหภมูิ -70oC 

การสกัด RNA ด้วยวิธี Guanidium-isothiocyanate 

1. เตรียมหลอดขนาด 1.5 ml  ใสส่ารละลาย GTC Mix ซึง่เป็นสารผสมของ GTC และ 

methanol ในอตัราสว่น 1:2 [GTC 9000 l เติม β-mercaptoethanol 70 l] ปริมาตร 

500 l จากนัน้เตมิตวัอยา่ง 100 l แล้วน าไป vortex นาน 15 วินาที 

2. เติมสารละลาย 2M NaOAC ปริมาตร 50 l และ phenol ปริมาตร 500 l และ CH3Cl3 : 

IAA (49:1) ปริมาตร 100 l ลงในหลอด 

3. ผสมสารให้เข้ากนัโดยการกลบัหลอดไปมา แล้วน าไปแชเ่ย็นท่ี –20oC  เป็นเวลา 15 นาที 

4. น ามาป่ันท่ีความเร็ว 13,500 rpm ท่ี 4oC  เป็นเวลา 20 นาที 

5. เตรียมหลอดใหม ่ เติม glycogen (20mg/ml) 4 l และเติม Isopropanol 600 l 

6. ผสมสารในหลอดให้เข้ากนั โดยการกลบัหลอดไปมาเป็นเวลา 15 วินาที จากนัน้น าไปแชท่ี่

ตู้แช่แข็งอณุหภมูิ  -70oC ข้ามคืน 

7. น าหลอดท่ีแช่ -70oC ออกมา วางไว้ท่ีอณุหภมูิห้องจนสารภายในหลอดละลายหมด 

8. น าไปป่ันท่ีความเร็ว 13,500 rpm ท่ี 4oC เป็นเวลา 30 นาที เทสว่นสารละลายด้านบนทิง้ 

เก็บตะกอนท่ีก้นหลอดไว้ 

9. เติมสารละลาย 70% EtOH ปริมาตร 500 l ลงในหลอด กลัว้ไปมาเพื่อล้างตะ กอนให้

สะอาด แล้วน าไปป่ันท่ีความเร็วสงูสดุเป็นเวลา 5 นาที เทสว่นสารละลายทิง้ และป่ันท่ี

ด้วยความเร็วสงูสดุอีก 5 นาที  
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10. ดดูสารละลาย 70% EtOH ออก จากนัน้ท าการอบตะกอนเพื่อระเหย EtOH ออกให้หมด

และท าให้ตะกอนแห้งภายใน Vacuum นาน 5 นาที 

11. ละลายตะกอน RNA ด้วย dietyl-pyrocarbonate treated water (DepC) 12 l ได้เป็น

สารละลาย RNA 

การเปล่ียน RNA เป็น cDNA ด้วยวิธี Reverse transcription  

เตรียมสารละลายส าหรับการท า reverse transcription ดงัตอ่ไปนี ้

-  5x MMLV Buffer                            5.0    

-  10 uM  dNTP                              5.0    

l 

l 

-  Random hexamer                              1.0      

-  RNase inhibitor                                  1.0 

l 

l 

-  MMLV reverse transcriptase   1.0      l 

จากนัน้เตมิ  RNA 12.0 l แล้วบม่ท่ีอณุหภมู ิ37oC เป็นเวลา    3   ชัว่โมง 

การตรวจสอบผลการสกัด RNA และผลการท า reverse transcription 

ตรวจสอบคณุภาพของ cDNA ท่ีเตรียมได้ด้วยวิธี PCR โดยตรวจสอบการแสดงออกของ

ยีน glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) ซึง่จดัเป็น universal 

housekeeping gene โดยปริมาตรของสารลาย, ชนิดของไพรเมอร์  และสภาวะท่ีใช้ส าหรับการท า 

PCR แสดงดงัตารางท่ี 3-4 ตามล าดบั วิเคราะห์ผลการท า PCR ด้วยวิธี agarose gel 

electrophoresis โดยใช้เจลความเข้มข้น 2% agarose gel ในการแยกหาขนาดของผลิตภณัฑ์ 

PCR ตามท่ีต้องการ  ซึง่ 2% agarose gel เป็นคา่ความเข้มข้นของเจลท่ีให้ขนาดรูพรุนของเจล

เหมาะส าหรับแยกวิเคราะห์สาร DNA ขนาด 0.2 - 1 kb เปรียบเทียบขนาดกบั  100 bp Ladder 

(DNA marker) น าเจลท่ีได้จากการท า electrophoresis มาแช่ในสารละลาย ethidium bromide 

เพื่อย้อมดแูถบของผลิตภณัฑ์ท่ีต้องการตรวจสอบภายใต้ UV โดยขนาดของผลิตภณัฑ์จากการท า 

PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน GAPDH มีขนาดเท่ากบั 491 nt 
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การเพิ่มจ านวนยีนที่จ าเพาะด้วยวิธี PCR amplification  

ส่วนที่ 1 เพื่อศึกษาระบาดวิทยาของเชือ้ HRV ในประเทศไทย  

1. ออกแบบไพรเมอร์เพื่อคัดเลือกยีน VP4 และน า cDNA ที่ได้มาท า semi-nested PCR 

 ออกแบบไพรเมอร์เพื่อคดัเลือกยีนสร้างโปรตีน capsid VP4 ซึง่เป็นบริเวณท่ีมีความจ าเพาะ

ระหวา่งสายพนัธุ์ HRV เพื่อใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรัสในสารตวัอยา่ง และเพ่ือการจดัจ าแนกสาย

พนัธุ์ในระดบัโมเลกลุของเชือ้ HRV โดยใช้ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของ HRV ในสว่น 5’UTR ถึงสว่น

ต้นของยีน VP2 ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู GenBank เป็นล าดบัอ้างอิงส าหรับการออกแบบไพรเมอร์ 

ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการท า PCR ในรอบท่ี 1 ซึง่ได้มาจากการท า PCR ด้วยคูไ่พรเมอร์ HRV_F484/ 

HRV_R1126 มีขนาดเท่ากบั 642 nt และผลิตภณัฑ์จากรอบท่ี 2 โดยใช้คูไ่พรเมอร์ HRV_F587/ 

HRV_R1126 มีขนาดเท่ากบั 539 nt โดยใช้ปริมาตรของสาร, ชนิดของไพรเมอร์ และสภาวะท่ีใช้

ส าหรับการท า semi-nested PCR แสดงดงัตารางท่ี 3-5 ตามล าดบั 

ตารางท่ี 3 ปริมาตรของสารตา่งๆ ที่ใช้ส าหรับการท า PCR 

สาร ปริมาตร (µl) 

H2O 6.0 
2.5X Master mix 5.0 

10 µM Forward primer 0.25 

10 µM Reverse primer 0.25 

cDNA Template 1.0 
 

ตารางท่ี 4 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ส าหรับการท า PCR เพื่อตรวจหาการแสดงออกของยีน 

GAPDH [53] และสารพนัธุกรรมของเชือ้ HRV (5′UTR/ VP2) 

Primer’s name Sequence (5′       3′) Position target region size (bp) 

GAPDH_F112 GTGAAGGTCGGAGTCAACGG 112-131 GAPDH 491 

GAPDH_R603 GTTGTCATGGATGACCTTGGC 603-583 GAPDH 

HRV_F484 CGGCCCCTGAATGYGGCTAA 484-504 5’UTR 642 

HRV_F578 CTACTTTGGGTGTCCGTGTTTC 578-599 5’UTR 539 

HRV_R1126 ATCHGGHARYTTCCAMCACCA 1104-1126 VP2  
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ภาพท่ี 17 ต าแหน่งของไพรเมอร์ส าหรับการท า semi-nested PCR 

เพื่อเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของเชือ้ HRV ในสว่น 5′ UTR และสว่นต้นของยีน VP2 

ตารางท่ี 5 สภาวะท่ีใช้ส าหรับการท า PCR ของยีน GAPDH และ semi-nested PCR  

 

2. ตรวจสอบผลการท า semi-nested PCR ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis และหา

ล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี direct nucleotide sequencing 

วิเคราะห์ผลการท า PCR ด้วยการท า agarose gel electrophoresis โดยใช้ 2% agarose 

gel ในการแยกหาขนาดของ ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการท า  PCR จากนัน้ตดัเจลในบริเวณท่ีมีแถบ

ผลิตภณัฑ์ PCR ขนาดท่ีต้องการ และสกดัสาร DNA ออกจากเจลด้วย HiYieldTM Gel/PCR DNA 

Fragment Extraction Kit (Bioscience) จากนัน้วิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ของเชือ้ HRV ด้วย

วิธี direct nucleotide sequencing โดยใช้บริการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบตัิการของบริษัท 1st base 

laboratories SDN BHD 

 

 

 

PCR reaction 

 

อณุหภมูิ 

เวลา  

จ านวนรอบ GAPDH HRV (5′UTR/  VP2) 

1st PCR 2nd PCR 

Initial denaturation  94oC 3  นาที 3  นาที 3  นาที 1 

Denaturation  94oC 30  วินาที 30  วินาที 30  วินาที  

40 Annealing    55oC 30 วินาที 30 วินาที 30  วินาที 

Extension    72oC 1  นาที 1  นาที 1  นาที 

Final Extension 72oC 7 นาที 7 นาที 7  นาที 1 

Hold 25 oC 5  นาที 5  นาที 5  นาที 1 
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3. การตรวจสอบความจ าเพาะ (Specificity) ของไพรเมอร์ 

ในการตรวจวิเคราะห์หาเชือ้ HRV ในตวัอยา่งสิง่สง่ตรวจนัน้ จ าเป็นต้อง ตรวจสอบ

ความจ าเพาะของไพรเมอร์ตอ่ไวรัสท่ีต้องการตรวจหา เพื่อให้ผลการวิเคราะห์ท่ีได้มีความน่าเช่ือถือ

มากยิ่งขึน้ ซึง่ไพรเมอร์ท่ีดีไม่ควรท่ีจะเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัสก่อโรคทางเดนิหายใจ

ชนิดอ่ืนๆ (cross reactivity) หรือสารพนัธุกรรมของคนซึง่ปนเปือ้นอยูไ่ด้ ในงานวิจยันีไ้ด้ใช้ไพร

เมอร์ในการท า semi-nested PCR ซึง่ประกอบด้วย HRV_F484, HRV_F578 และ HRV_R1126 

โดยจะน าคูไ่พรเมอร์มา ท าการทดสอบกบั ตวัอยา่ง ท่ีทราบวา่ให้ผลบวก ตอ่ไวรัสก่ อโรคในระบบ

ทางเดนิหายใจชนิดใดแล้ว ด้วยวิธี  semi-nested PCR โดยแบง่การทดสอบออกเป็น 2 กลุม่ คือ 

ไวรัสท่ีมีสารพนัธุกรรมเป็น RNA ได้แก่ IFVA, IFVB, HPIV, RSV, hMPV และ HEV 

ไวรัสท่ีมีสารพนัธุกรรมเป็น DNA ได้แก่ HBoV, HAdV, WU และ KI polyomavirus 

4. การเตรียม Positive control ด้วยวิธี Cloning 

เม่ือได้สารพนัธุกรรมของยีนในสว่นท่ีต้องการแล้ว จะน ามาโคลนเพือ่เตรียมเป็น positive 

control ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี semi-nested PCR และเพ่ือใช้ในการหาคา่ความไว 

(sensitivity) ของวิธีการตรวจวิเคราะห์ตอ่ไป โดยมีขัน้ตอนส าหรับการ cloning ดงันี ้

4.1 เตรียม competent cell ด้วยวิธี CaCl2 

(1) เลีย้งเชือ้แบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ์ JM109 ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว LB ปริมาตร 3 ml    

เขยา่ท่ี 37oC เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนัน้น าเชือ้ แบคทีเรียท่ีได้มาเลีย้งเพิ่มจ านวนในอาหาร

เลีย้งเชือ้เหลว LB ปริมาตร 300 ml เขยา่ท่ีอณุหภมูิ 37oC เป็นเวลา 2-3 ชัว่โมง หรือค านวณหา

ปริมาณเชือ้จากการวดัคา่ความขุน่ของอาหารเลีย้งเชือ้ท่ี 550 nm  

(2) น าเชือ้ท่ีได้มาป่ันท่ี 3,000 rpm ท่ี 4oC เป็นเวลา 10 นาที เพื่อเก็บเซลล์แบคทีเรีย 

(3) ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย 50 mM CaCl2 ท่ีเย็น ปริมาตร 2 ml แล้วน ามาป่ันท่ีความเร็ว 

3,000 rpm ท่ีอณุหภมูิ 4oC เป็นเวลา 10 นาที เพื่อล้างเอาอาหารเลีย้งเชือ้ออกให้หมด 

(4) เติมสารละลาย 50 mM CaCl2 ท่ีเย็น ปริมาตร 2 ml อีกครัง้ บม่ในน า้แข็งเป็นเวลา 30 

นาที จากนัน้น ามาป่ันท่ี 3,000 rpm ท่ีอณุหภมูิ 4oC เป็นเวลา 10 นาที  

(5) เทสารละลายด้านบนทิง้แล้วจงึเตมิสารละลาย 50 mM CaCl2 จากนัน้บม่ในน า้แข็ง

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วเก็บรักษาท่ีตู้แช่แข็งอณุหภมูิ -70oC 
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 4.2 Ligation เพื่อเตรียมรีคอมบแินนท์พลาสมิด 

เตรียมสารละลายส าหรับการท า ligation ของผลิตภฑ์ั PCR กบั pGEM-T Easy vector 
 

 

 

จากนัน้บม่ท่ีอณุหภมูิ 37oC เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 

4.3 Transformation ด้วยวิธี heat shock 

(1) เตรียมเซลล์ competent ปริมาตร 50 l ในหลอด 1.5 ml จากนัน้เตมิสารละลาย 

ligation ปริมาตร 2 l แล้วน าหลอดไปแช่น า้แข็งเป็นเวลา 20 นาทีเพือ่ให้เซลล์ละลายอยา่งช้าๆ 

(2) เพิ่มอณุหภมูิขึน้อยา่งรวดเร็ว โดยการแช่หลอดใน water bath เพื่อท าการ heat shock 

ท่ีอณุหภมูิ 42°C เป็นเวลา 50 วินาที จากนัน้ลดอณุหภมูอิยา่งรวดเร็วด้วยการบม่น า้แข็ง 2 นาที  

(3)  เติม SOC medium ปริมาตร 950 l ลงในหลอด 

(4)  น าไปเขยา่ท่ีความเร็ว 200 rpm ท่ีอณุหภมูิ 37oC เป็นเวลา 1.5 ชัว่โมง 

(5) น าไปป่ันท่ีความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายทิง้ เหลือตะกอนของ

เซลล์ท่ีก้นหลอดประมาณ 45 l 

(6) เติม X-gal 15 l และ IPTG 5 l ลงในหลอดเซลล์และผสมให้เข้ากนั จากนัน้น ามา

กระจายบน LB agar plate โดยใช้ spreader 

(7) น า plate ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37oC ข้ามคืน เพื่อคดัเลือกเซลล์ แบคทีเรียท่ีได้รับรีคอม

บแินนท์พลาสมิด 

4.4 คัดเลือกโคโลนีที่ได้รับรีคอมบแินนท์พลาสมิด (White/Blue Colony selection) 

และตรวจสอบโคลนด้วยการท า Colony PCR 

(1) คดัเลือกโคโลนีสีขาวบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง LB agar โดยเข่ียเชือ้บางสว่นมาท า 

colony PCR เพื่อตรวจสอบวา่รีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีเซลล์แบคทีเรียได้รับนัน้ มีชิน้สว่นของยีนท่ี

สนใจอยูห่รือไม่ โดยใช้ไพรเมอร์ M13 ซึง่เป็นไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบับริเวณใน pGEM-T 

vector หรือไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะตอ่เชือ้ HRV ในการท า colony PCR ตรวจสอบผลด้วยการท า 

2x ligation buffer 5.0 l  pGEM-T Easy vector 1.0  l 

T4 DNA ligase 1.0 l  PCR product 3.0  l 
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agarose gel electrophoresis โดยรีคอทบแินนท์พลาสมิดท่ีต้องการจะให้ขนาดของ PCR 

product เท่ากบัขนาดของ insert product+250 bp หรือเท่ากบั 892 bp 

(2) คดัเลือกโคโลนีสีขาว ท่ีทราบวา่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ี ต้องการมาใสล่งในอาหาร

เลีย้งเชือ้เหลว LB ปริมาตร 2 ml 

(2) น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 200 rpm อณุหภมู ิ37oC เป็นเวลา 16 ชัว่โมง เพื่อเพิ่มปริมาณ

เซลล์แบคทีเรียท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีต้องการ 

4.5 สกัดรีคอมบแินนท์พลาสมิดออกจากเซลล์แบคทีเรีย (Plasmid extraction) 

(1) น าอาหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย ปริมาตร 1.5 ml มาใสล่งในหลอดขนาด 2 ml 

(2) น าไปป่ันท่ีความเร็ว 13,000 rpm นาน 1 นาที เทสารละลายสว่นใสทิง้  

(3) น าเซลล์ท่ีได้มาละลายในสารละลาย lysis ปริมาตร 400 l บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง 3 นาที 

(4) น าสารละลายเซลล์ใสล่งใน spin column และป่ันท่ีความเร็วสงูสดุเป็นเวลา 1 นาที 

(5) เติมสารละลาย wash buffer ปริมาตร 400 l และน าไปป่ันท่ีความเร็วสงูสดุ 1 นาที 

(6)  เทสารละลายที่ผา่น spin column ทิง้ และน าไปป่ันท่ีความเร็วสงูสดุ 1 นาที เพื่อชะ

เอาสารละลายท่ีหลงเหลือใน column ออกให้หมด 

(7) น า spin column ใสล่งใน collection tube ใหมแ่ละเติม elution buffer 50 l   

(8) น าไปป่ันท่ีความเร็วสงูสดุ 1 นาที ได้สารละลายพลาสมิดท่ีบริสทุธ์ิแล้ว ปริมาตร 50 l   

(9) วดัคา่การดดูกลืนแสงของสารละลายพลาสมิดท่ีสกดัได้ท่ีความยาวคลื่น 260 nm เพื่อ

ค านวณหาความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิด โดยหาคา่ความบริสทุธ์ิของสารละลายพลาสมิด 

จากความสมัพนัธ์ของอตัราสว่นระหวา่ง A260/ A280 ควรมีคา่อยูร่ะหวา่ง 1.7-2.0 

DNA Purity  =          A260 
 

ก าหนดให้   A260 = คา่การดดูกลืนแสงสงูท่ีสดุของ DNA ท่ีความยาวคลื่น 260 nm  
A280 = คา่การดดูกลืนแสงสงูท่ีสดุของโปรตีนท่ีความยาวคลื่น 280 nm 

ค านวณหาความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิดในหน่วย  µg/ml 

[DNA] =   A260 x dilution factor x 50 

ก าหนดให้           1  หน่วยของ A260 = 50 µg/ml ของสารละลาย dsDNA บริสทุธ์ิ 

A280  
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ค านวณความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิดในหน่วย Copy/ µl 

 [DNA]   =                     [DNA] (g/ µl) x 6.02 x 1023 

 

โดย Recombinant plasmid มีขนาดเท่ากบั ขนาดของ pGEM-T Easy vector 3,015 nt 

+ ขนาดของ insert product 

5. การค านวณค่าความไวของเทคนิค PCR ด้วยการท า 10 fold serial dilution 

เม่ือทราบคา่ความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิดส าหรับใช้เป็น positive control แล้ว จงึ

น ามาท า serial dilution โดยก าหนดให้มีคา่ dilution factor เท่ากบั 10 และมีคา่ความเข้มข้นของ 

พลาสมิดอยูร่ะหวา่ง 109 -  100 Copies/ µl ของ PCR reaction  คา่ความไว (sensitivity) ของ

วิธีการตรวจวิเคราะห์ คือ คา่ความเข้มข้นต ่าท่ีสดุท่ียงัคงให้ผลิตภณัฑ์ PCR ตามต้องการได้ ซึง่คา่

ความเข้มข้นท่ียอมรับได้ส าหรับการท า PCR มีคา่ประมาณ 104- 102 Copies/ µl [54] และส าหรับ

การท า semi-nested PCR ควรจะมีคา่ sensitivity ท่ีต ่ากวา่ 

ส่วนที่ 2 เพื่อศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์ของจีโนมของเชือ้ HRV ที่ตรวจพบในกลุ่มตัวอย่าง 

 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ท่ีใช้ในการท า sequencing ของ HRV ทัง้ 3 สายพนัธุ์

แสดงข้อมลูดงัตารางท่ี 6-8 และสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการท า semi-nested PCR เพื่อการหา

ล าดบันิวคลีโอไทด์ของจีโนม แสดงผลสรุปดงัตารางท่ี 9 ตรวจสอบผลด้วยวิธี agarose gel 

electrophoresis  และหาล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยการท า direct nucleotide sequencing โดยสง่

ตรวจกบับริษัท 1st base laboratories SDN BHD 

 

 

 

 

 

 

Length of Recombinant plasmid (nt) x 660 
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ตารางท่ี 6 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการท า DNA sequencing ของ HRV-A 

อ้างอิงต าแหน่งจาก NC_001617  

pair Primer’s name Sequence (5′       3′) Position region 
 
1 

HRV_A_F1486 TATGTCAATGCWGTNCCHATGGA 1486-1509 VP2 
HRV_A_R2159 TGGACTGCAANCCHAYATCCCA 2159-2138  

VP3 HRV_A_R2273 GAAGTATAAGAGYDGTYTGRTACCA 2273-2249 
 
2 

HRV_A_F2014 GCGCTTTAGYTTYATGTTYTGTGG 2014-2037 
HRV_A_R2782 ACTATTGTTATYTCWGARTCAAAYCT 2782-2757  

VP1 HRV_A_R2865 GTGCTCCTGGDGGNACASACAT 2865-2841 
 
3 

HRV_A_F2697 GAAGGTTAGTCTTMARGARATGGC 2697-2719 
HRV_A_R3426 CTTCAGTGTTTGTKCGRTADATGA 3426-3403  

2A HRV_A_R3546 ATTCTGATTCYTGDATYTCAWACCA 3546-3522 
 
4 

HRV_A_F3390 TCCAGTGATCTARTCATHTAYCGMACA 3390-3416 
HRV_A_R3982 AGAGTTTCTCTTTNARRAAYCTCCA 3982-3957 2B 
HRV_A_R4038 CTGCATTACACATYTCWGTRAAYTT 4060-4038 2C 

 
5 

HRV_A_F4550 ACAGAGTGTNGTNATHATGGATGA 4550-4526 
HRV_A_R5153 GTACACTCTGCTGGDAHNAYCCA 5153-5131 3A 
HRV_A_R5466 GCCTGGNTCAGMATGDGTDGG 5466-5446  

3C  
6 

HRV_A_F5555 TTGTGAAATTAANTAGNAATGARAARTT 5555-5582 
HRV_A_F5680 GTTGGTGATGYNGTNTCNTATGG 5680-5702 
HRV_A_R6248 GAAACATADGGAWANCCTGCACT 6248-6226  

 
3D 

 
7 

HRV_A_F6210 TTTGGATTTDAAYACHAGTGCWGG 6210-6233 
HRV_A_R6659 AAGAAAADATNACATCATCHCCATA 6683-6659 
HRV_A_R7114 CATACATGADGGNTTYTTNGTCCA 7114-7091 

 
8 

HRV_A_F6577 GCTTTTGATTAYWCAAAYTATGAYGG 6577-6602 
HRV_A_R7114 CATACATGAAGGDTTYTTNGTCCA 7137-7112 3’UTR 
HRV_A_R7137 CAAAGATAGNACRTGHTCNTGCAT 7114-7091 

ตารางท่ี 7 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการท า DNA sequencing ของ HRV-C 

อ้างอิงต าแหน่งจาก EF582385 (HRV-C024) 

pair Primer’s name Sequence (5′       3′) Position region 
 
1 

HRV_C_F857 CCGATAGGCTNAARCAAATYACTAT 844-869  
 

VP2 
HRV_C_ F979 GATAAACCYACNCAYCCNGAAAC 962-989 

HRV_C_ R1481 GTTGTGCCNNARCATRYTRTCCAT 1447-1470 
 
2 

HRV_C_ F1164 TAATGCCACMAAATTYMAYAGTGG 1152-1175 
HRV_C_ F1389 CACCAGCTNATMAAYTTGMGGAC 1377-1400 
HRV_C_ R2010 CAGTACTRAARCTRTCACANACACA 1951-1975  

VP3  
3 

HRV_C_ F2022 GATAGCMTACACMCCNCCAGG 1986-2006 
HRV_C_ F2291 ATGNTRCGNGACACACCNATGAT 2257-2279 
HRV_C_ R3212 GTTCTGTRTGNACAWANAKRTCACT 3133-3158 VP1 

 
4 

HRV_C_ F3630 ACACAAYTAGGNARYGCNTTTGG 3574-3596 2B 
HRV_C_ R4433 GGGTTYTGRCCNANATCATCCAT 4360-4382 2C 
HRV_C_ R4485 CAGTGNTNGANACCATYTGACA 4408-4429 

 
5 

HRV_C_ F4401 CARGANGTGGTRATNATGGATGAT 4345-4368 3A 
HRV_C_ R5300 GCATGTGTKGGTANNACWGCACA 6240-6217 3B 
HRV_C_ R5441 CTTCTTATRTCYCTRAACTTYTCATT 5381-5356 3C 

 
6 

HRV_C_ F5027 CARTATGCTNTNAATTGYNTNGGTAG 4969-4994 3A 
HRV_C_ R5834 CAGGAAACAYATCRTRGAANACACT 5749-5774  

 
 

3D 

HRV_C_ R6019 CCATGGWNATNGGNTCWGGGTT 5938-5959 
 
7 

HRV_C_ F5596 CCACNMAACCAGGNCANTGTGG 5539-5561 
HRV_C_ R6402 CAACGWAGCATNNATNYGTGACCA 6319-6342 
HRV_C_ R6446 CTNCCATCATARTTKGTNTANTCAAA 6361-6387 

 
8 

HRV_C_ F6312 ACTGSYTTYCATGCMAAYCCAGG 6252-6275 
HRV_C_ R7009 TCTYTRGTCCAYCTGATYGATTCA 6925-6947 
HRV_C_ R7116 CCATTYANATGAANTNNTCNATCCA 7030-7053 3’UTR 

53 
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ตารางท่ี 8 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการท า DNA sequencing ของ HRV-B 

อ้างอิงต าแหน่งจาก NC_001490 

pair Primer’s name Sequence (5′       3′) Position region 
 
1 

HRV_B_F749 GTTATTAAYTAYTAYAAGGATGCAGC 749-774 VP4 
HRV_B_F773 GCTGGTCAATCACTGTCAATGGA 766-789 

HRV_B_R1512 TGTCATWGAATCMATDGGBACTGA 1512-1490 VP2 
 
2 

HRV_B_F1435 GTTTATTAATCTNAGRACMAAYAATAC 1435-1461 
HRV_B_R2264 GCAAAATAAGDGAWGTYTGATACCA 2264-2240  

VP3 
HRV_B_R2330 TCAACTTRAAATCTGRACARGCACT 2330-2304 

 
3 

HRV_B_ F2109 CTAGGTACTCATGTDRTNTGGGAT 2084-2109 
HRV_B_ F2127 CATAGTAATGAMHATHCCNTGGAC 2127-2150 
HRV_B_ R2700 GGACAGGTTGATYTTCCAATCATT 2700-2676  

 
VP1 

 
4 

HRV_B_ F2379 AGTCATCGTTGABAAARYGAAACAG 2379-2503 
HRV_B_ R3063 TATTCTGAATGCHATRCTDCCCAT 3063-3040 
HRV_B_ R3005 GCATCATCATGTGARTANCCATC 3005-2983 

 
5 

HRV_B_ F2882 CAAAGTGCYTCWAAYCCHAGTGT 2882-2905 
HRV_B_ R3544 TGCCGGNCCHACHCCTTTCAT 3544-3523 2A 
HRV_B_ R3663 TCGTATGTCHGCRAARCANACATA 3663-3639 2B 

 
6 

HRV_B_ F3484 CCCACCAACATNTGGATHGAAGG 3484-3507 2A 
HRV_B_ R4254 CTTTTGCGACATYTGYTCYAACCA 4254-4231  

 
2C 

HRV_B_ R4367 TAATACACANACTGGHTCNGTTCT 4367-4343 
 
7 

HRV_B_ F3991 GATGGATGGTTYARRAARTTYAATGA 3991-4017 
HRV_B_ F4026 TGCTGCAAARGGHYTRGARTGGAT 4026-4050 
HRV_B_ R4866 TACCAAGCTAABDGCTTTDCCACA 4866-4842 

 
8 

HRV_B_ F4543 GATATAAGYATDTTYTGYCARATGGT 4543-4568 
HRV_B_ R5237 TATGGWCCYTGDGTYTGDGCAAA 5237-5215 3B 
HRV_B_ R5318 GCAAAYTCAGTRTTDGGNCCTTG 5318-5295 3C 

 

 
pair Primer’s name Sequence (5′       3′) Position region 
9 HRV_B_ F5770 GGTATTCATGTBGGHGGHAATGG 5770-5792  

HRV_B_ R6412 TTCATTCTCATRTTNACWGARTCATT 6412-6388  

3D 
HRV_B_ R6563 GAGGCATCAAAATTTGARTARTCAAA 6576-6553 

 
10 

HRV_B_ F6302 CCTCTAGTTACHTAYATHAARGATGA 6302-6327 
HRV_B_ R7032 TATATCTTDCATTGGCATNACTGG 7032-7008 
HRV_B_ R7116 TCTCCTGARTGCCADGCYAACAT 7116-7093 3’UTR 

 
ตารางท่ี 9 อณุหภมูิและเวลาท่ีใช้ในการท า semi-nested PCR 

 

PCR reaction 

semi-nested PCR  
จ านวนรอบ 1st PCR 2nd PCR 

อณุหภมูิ เวลา อณุหภมูิ เวลา 
Initial denaturation  94oC 3  นาที 94oC 3  นาที 1 
Denaturation  94oC 40  วินาที 94oC 40  วินาที  

44 Annealing*  50-52 oC 40 วินาที 52-55oC 40  วินาที 
Extension   72oC 2  นาที 72oC 2  นาที 
Final Extension 72oC 7  นาที 72oC 7  นาที 1 
Hold 25 oC 5  นาที 25 oC 5  นาที 1 

* หมายเหต:ุ อณุหภมิูท่ีใช้ขึน้กบัชนิดของคูไ่พรเมอร์ 
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การเก็บรวบรวมข้อมูล 

 รวบรวมและเก็บบนัทกึข้อมลูบน data sheet เพื่อน ามาวิเคราะห์ตอ่ไป 

การตรวจสอบข้อมูลและการวิเคราะห์ค่าทางสถิต ิ

 ในการออกแบบไพร์เมอร์ส าหรับการท า semi-nested PCR และ genome sequencing 

ทัง้หมดนัน้ใช้โปรแกรมในการออกแบบและตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ดงัตอ่ไปนี ้

  Bioedit   เป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับการคดัเลือกล าดบันิวคลีโอไทด์เพื่อการออกแบบ

ไพรเมอร์ โดยการพิจ ารณาล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีเหมาะสมจากการเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอ

ไทด์ต้นแบบ โดยโปรแกรมท่ีใช้เป็นรุ่น 7.0.4.1 (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) 

 Oligos และ FastPCR เป็นโปรแกรมท่ีใช้ในการกลบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพร เมอร์ 

(reverse complement) เพื่อเตรียม reverse primer และค านวณคา่ Tm ของไพรเมอร์ท่ีออกแบบ 

พร้อมทัง้ใช้ตรวจสอบโอกาสในการเกิด primer dimer ในเบือ้งต้น 

ล าดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมดท่ีได้จากการท า DNA sequencing จะถกูตรวจสอบความ

ถกูต้องและแก้ไขโดยใช้โปรแกรมดงัตอ่ไปนี ้

 Basic local alignment search tool (BLAST) ท าการเปรียบเทียบข้อมลูของล าดบั    

นิวคลีโทด์ท่ีได้กบัข้อมลูนิวคลีโอไทด์ของสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ ในฐานข้อมลู GenBank โดย

ด าเนินการผา่นทางเว็บไซด์ของ NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)fj 

 Chromas เป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับการวิเคราะห์ความถกูต้องและความน่าเช่ือถือของ

ข้อมลูนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากการท า DNA sequencing โดยพิจารณาจากผลกราฟ chromatogram 

 Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 4.0 หรือ MEGA4 เป็น

โปรแกรมท่ีใช้ส าหรับการสร้าง phylogenetic tree เพื่อการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ HRV หรือเพื่อ

ศกึษาความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของชดุข้อมลูท่ีท าการตรวจวิเคราะห์ โดยในการศกึษานี ้

ก าหนดให้ใช้คา่พารามิเตอร์ดงัตอ่ไปนี ้Neighbor-joining method, Kimura’s 2-parameter และ

คา่ bootstrapping เท่ากบั 1,000  

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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 ClustalW เป็นโปรแกรมท่ีใช้ในการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ ของชดุข้อมลู ท่ี

คดัเลือก (multiple alignment) และเพ่ือการสร้าง phylogenetic tree สามารถท าการวิเคราะห์

ผา่นเว็บไซด์ DDBJ (http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-e.html) หรือโปรแกรม ClustalW2 ใน

เว็บไซด์ EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/)  

โปรแกรมท่ีใช้ในการวิเคราะห์ข้อมลูนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากการท า genome sequencing  

 DNASTAR's Seqman Genome Assembly เป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับการตอ่ข้อมลู

ล าดบันิลคลีโอไทด์มากกวา่ 2 ข้อมลูเข้าด้วยกนั (nucleotide contig assembly) โดยการพิจาณา

ล าดบัเบสและ ผล chromatogram ท่ีได้ประกอบเพ่ือวิเคร าะห์ความน่าเช่ือถือของข้อมลูร่วมด้วย 

นอกจากนีส้ามารถใช้โปรแกรม CAP3 ผา่นเว็บไซด์ http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php ได้เช่นกนั 

 โปรแกรมส าหรับการค านวณคา่ %GC content ของข้อมลู coding sequence 

เลือกใช้จากโปรแกรมใน Bioedit หรือผ่านเว็บไซด์ http://www.sciencebuddies.org/science-

fair-projects/project_ideas/Genom_GC_Calculator.shtml คา่ท่ีได้จากทัง้สองโปรแกรมนี ้เป็น

คา่ผลรวมของ %GC content และแสดงจ านวนนิวคลโีอไทด์องค์ประกอบทัง้ 4 ชนิดของข้อมลูท่ี

วิเคราะห์ด้วย ในการพิจารณาความสมัพนัธ์ของคา่ %GC content ในบริเวณตา่งๆ บน coding 

sequence ของเชือ้ไวรัส HRV ท่ีท าการศกึษานัน้ ก าหนดให้ใช้คา่ window size เท่ากบั 600 และ 

window step เท่ากบั 10 

 Recombination Detection Program 3Beta41 หรือ RDP3-v.3.41 เป็นชดุโปรแกรม

เพื่อวิเคราะห์แนวโน้ม ในการเกิด recombination ของข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีสนใจ ในชดุ

โปรแกรม RDP3 ประกอบด้วยโปรแกรมยอ่ย 5 โปรแกรม ได้แก่ RDP, Bootscan, Maximum X2, 

Chimaera, SiScan และ 3Seq ซึง่ใช้เพื่อการวิเครา ะห์ recombination ได้เช่นเดียวกนั แต่มี

ข้อก าหนดในการใช้โปรแกรมแตกตา่งกนัไป ตวัอยา่ง เช่น  ในการวิเคราะห์ แนวโน้ม การเกิด 

recombination ด้วยโปรแกรม Bootscan เม่ือใช้ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของเชือ้ HRV 

prototype ทกุสายพนัธุ์ (n>100) เป็นข้อมลูอ้างอิง ก าหนดให้พาร ามิเตอร์ของโปรแกรม 

Bootscan มีคา่ดงันี  ้window size เท่ากบั 200, step size 10, replication number เท่ากบั 500 

และใช้ Kimura’s 2 model เม่ือได้ข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีน่าจะเกิด recombination กนั

แล้ว จงึท าการคดัเลือกข้อมลูเหลา่นัน้ มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกร ม Bootscan อีกครัง้ โดย

http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-e.html)%20หรือ
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/
http://www.sciencebuddies.org/science-fair-projects/project_ideas/Genom_GC_Calculator.shtml
http://www.sciencebuddies.org/science-fair-projects/project_ideas/Genom_GC_Calculator.shtml
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เปลี่ยนแปลงคา่พารามิเตอร์  ดงัตอ่ไปนี ้window size เท่ากบั 400, step size 20, replication 

number เท่ากบั 1,000, Kimura’s 2 model, อตัราสว่นของ transition ตอ่ transversion เท่ากบั 2 

เพื่อเพิ่มคา่ความน่าเช่ือถือของข้อมลูท่ีวิเคราะห์ให้มีความถกูต้องมากยิ่งขึน้ 

 SimPlot เป็นโปรแกรมท่ีใช้เพื่อการวิเคราะห์ความคล้ายคลงึของล าดบันิวคลีโอไทด์ ผล

ของการวิเคราะห์ท่ีได้แสดงในรูปของกราฟ  %similarity ของคูน่ิวคลีโอไทด์ท่ีท าการเปรียบเทียบ

สมัพนัธ์กบัต าแหน่งของล าดบันิวคลีโอไทด์ นัน้ ตวัอยา่งเช่น  ในการวิเคร าะห์ข้อมลูของ coding 

sequence ของเชือ้ HRV ตวัเลขของต าแหน่งท่ีได้จะมีความสมัพนัธ์กบัต าแหน่งของยีน ตา่งๆ บน  

จีโนม เป็นต้น และโปรแกรมนีย้งัสามารถใช้ท านายโอกาสในการเกิด recombination ด้วยการท า 

Bootscan ได้เช่นเดียวกบัโปรแกรม RDP3 

การวิเคราะห์ค่าทางสถิต ิ

 ในการศกึษาระบาดวิทยาของเชือ้ HRV ในกลุม่ประชากรไทยนัน้ ความสมัพนัธ์ของการ

ระบาดในแตล่ะฤดกูาล อาการท่ีพบในผู้ ป่วย ถกูค านวณหาคา่ความสมัพนัธ์ทางสถิติตา่งๆ ด้วย

โปรแกรม SPSS คา่ท่ีใช้เพื่อการทดสอบคา่เฉลี่ยระหวา่งชดุข้อมลู ได้แก่ T-test, Pearson 2 ซึง่

ค านวณด้วยโปรแกรม ANOVA คา่ท่ียอมรับได้ก าหนดให้มีคา่ P-value (p) ต ่ากวา่ 0.05 

การวิเคราะห์ข้อมูล 

(1) วิเคราะห์ระบาดวิทยาของเชือ้ HRV จาก NP suction ในกลุม่ตวัอยา่ง ตัง้แตปี่ 2006 -2007 

เพื่อศกึษาอตัราการก่อโรค ลกัษณะอาการ และความสมัพนัธ์ของสายพนัธุ์กบัการเกิดก่อ

โรคในระบบทางเดนิหายใจ 

 (2) วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ (phylogenetic analysis) ในสว่นยีน VP4 ของเชือ้ 

HRV สายพนัธุ์ท่ีพบในประเทศไทย ทัง้ล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโน  เพื่อ

วิเคราะห์ความคล้ายคลงึระหวา่งสายพนัธุ์ท่ีพบในประเทศกบั สายพนัธุ์ท่ีพบในตา่งประเทศ 

เพื่อท านายแนวโน้มการระบาดของเชือ้ HRV 

(3) วิเคราะห์จีโนมของเชือ้ HRV ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยโดยตรง เปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์ ท่ีมี

รายงานในฐานข้อมลู โดยวิเคราะห์  cleavage site ใน coding region เพื่อเปรียบเทียบ

ความแตกตา่งของแตล่ะสายพนัธุ์  
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(4) การวิเคราะห์ล าดบันิวคลี โอไทด์และกรดอะมิโนในสว่น VP1 เพื่อท านายชนิดของ receptor 

ท่ี HRV ใช้ในการเกาะกบัเซลล์เจ้าบ้าน โดยมุง่เน้นท่ี HRV-C ซึง่เป็นสายพนัธุ์อบุตัิใหม ่

พร้อมทัง้ท านายแนวโน้มของ antiviral drug susceptibility ตอ่ยาท่ีใช้อยูใ่นปัจจบุนั  

การเผยแพร่ข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์ 

ท าการเผยแพร่ ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมดท่ีได้จากการศกึษา วิจยันี ้ทัง้สว่นของยีน

สร้างโปรตีน capsid VP4 และข้อมลูของ coding sequence ทัง้ 6 strain โดยใช้โปรแกรม Sequin 

7.25 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sequin) ไปยงัฐานข้อมลู GenBank  
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บทที่  4 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

ส่วนที่ 1 ผลศึกษาระบาด วิทยาและการจัดจ าแนกสายพันธ์ุระดับชีวโมเลกุล ของเชือ้ 

Human Rhinovirus ในประเทศไทย 

ในการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ HRV หรือเชือ้ชนิดอ่ืนๆ ในตระกลู Picornaviridae ตาม

ข้อก าหนดของคณะกรรมการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ของไวรัส หรือ International Committee on 

Taxonomy of Virus (ICTV) วา่ด้วยการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของเชือ้ไวรัสนัน้ 

ระบใุห้ใช้ข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์ในสว่น coding sequence เป็นเกณฑ์ในการจดัจ าแนก ซึง่

บริเวณท่ีนิยมใช้ในการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ HRV ได้แก่ สว่นยีน  VP4, VP4/ 2 และ VP1 ผลท่ี

ได้จากการวิเคราะห์ในแตล่ะสว่นจะให้ผลการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ท่ีสอดคล้องกนั และเน่ืองจาก

สว่น 5′UTR เป็นสว่น noncoding sequence ท่ีมีความอนรัุกษ์มากและมีลกัษณะคล้ายกนั

ระหวา่งเชือ้ HRV และ HEV จงึอาจท าให้การจ าแนกสายพนัธุ์ของไวรัสด้วยข้อมลูล าดบันิวคลีโอ

ไทด์ในสว่นนีไ้ม่น่าเช่ือถือ11,55-56 และมกัจะนิยมใช้ในการตรวจวินิจฉยัการตดิเชือ้ Enterovirus 

แบบไมร่ะบสุายพนัธุ์ (Pan-Enterovirus screening) ในงานวิจยันีจ้งึได้ออกแบบไพรเมอร์เพื่อ

คดัเลือกยีนควบคมุการสร้างโปรตีน capsid VP4 ท่ีสมบรูณ์ เพื่อใช้ในการตรวจวิเคราะห์การตดิ

เชือ้ HRV ในตวัอยา่งสิง่สง่ตรวจได้อยา่งถกูต้อง และเพ่ือให้สามารถใช้จ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ 

HRV ให้ได้ผลเป็นท่ีน่าเช่ือถือ 

1.1 เทคนิคการตรวจวินิจฉัยเชือ้ HRV ด้วยวิธี Semi-nested PCR 

ในการตรวจวิเคราะห์เชือ้ HRV ในตวัอยา่ง NP suction ซึง่เก็บตวัอยา่งจากผู้ ป่วยเดก็ท่ีมี

อาการตดิเชือ้ในระบบทางเดินหายใจสว่นลา่ง และเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ ใน

ปี 2006-2007 ด้วยวิธี semi-nested PCR นัน้ ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการท า semi-nested PCR ทัง้ 2 

รอบ ครอบคลมุสว่นส าคญับนจีโนมตัง้แตส่ว่นปลายของบริเวณ 5′UTR จนถึงสว่นต้นของยีน VP2 

โดยมีขนาดของผลิตภณัฑ์ PCR รอบท่ี 1 และรอบท่ี 2 เท่ากบั 642 bp และ 539 bp ตามล าดบั 

โดยความจ าเพาะ (specificity) ของวิธีตรวจวิเคราะห์ ถกูตรวจสอบด้วยการทดลองท า semi-

nested PCR กบัตวัอยา่งที่ทราบวา่ให้ผลบวกตอ่เชือ้ไวรัสทางเดินหายใจชนิดอ่ืนๆ ทัง้เชือ้ไวรัสท่ีมี

สารพนัธุกรรมเป็น RNA ได้แก่ IFAV, IFBV, HPIV, RSV, hMPV, HEV และไวรัสท่ีมีสารพนัธุกรรม
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เป็น DNA ได้แก่ HBoV, HAdV, WU polyomavirus และ KI polyomavirus พบวา่วิธีตรวจ

วิเคราะห์นี ้มีความจ าเพาะตอ่เชือ้ HRV และไม่สามารถเพิ่มปริมาณยีนของไวรัสชนิดอ่ืนได้   

คา่ความไว (sensitivity) ของวิธีการตรวจวิเคราะห์ สามารถหาได้จากการท า 10 fold-

serial dilution ของ positive control ซึง่เตรียมจากการน าผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการท า  semi-

nested PCR ด้วยคูไ่พรเมอร์ HRV_F484 และ HRV_R1126 มาเช่ือมตอ่เข้าใน pGEM-T Easy 

vector จากนัน้จงึท าการสง่ถ่าย รีคอมบิแนนท์พลาสมิด เข้าสูเ่ซลล์แบคทีเรีย  E.coli สายพนัธุ์ 

JM109 ด้วยวิธี heat shock และคดัเลือกโคโลนีท่ีได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยวิธี blue/ white 

colony selection และตรวจสอบผลด้วยการท า colony PCR  จากนัน้จงึสกดัพลาสมิดออกจาก

เซลล์แบคทีเรีย  และท าให้บริสทุธ์ิเพ่ือใช้เป็น positive control ตอ่ไป วดัคา่การดดูกลืนแสงของ

สารละลายพลาสมิดท่ีได้และค านวณหาความเข้มข้นของสารละลาย พบวา่มีคา่  A260 เท่ากบั 0.18 

และ A280 เท่ากบั 0.0092  

DNA purity  =  A260 =  0.18    =    1.96 
   A280  0.092 
คา่ความบริสทุธ์ิของสารละลายพลาสมิดท่ี เหมาะสม ควรมีคา่อยูใ่นช่วง 1.7-2.0 ซึง่คา่

คา่ท่ีค านวณได้จากการทดลองมีคา่เท่ากบั 1.96 ถือเป็นคา่ท่ียอมรับได้ 

ค านวณหาคา่ความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิดในหน่วย µg/ml      

[DNA]  =   A260 x dilution factor x 50 

 =  0.18 x 10 x 50 
=  90  µg/ml     หรือ  9x10-8 g/ µl 

ค านวณหาคา่ความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิดในหน่วย Copy/ µl 

[DNA]  =          [DNA] (g/ µl) x 6.02 x 1023 

 

 =     [9x10-8] x 6.02 x 1023          =    2.303x1010 copies/ µl 

 

จากนัน้เจือจางสารละลายพลาสมิดซึง่ใช้เป็น positive control ให้มีความเข้มข้น 1x109 

ถึง 1x10-1 copies/ µl และใช้เป็น DNA ตัง้ต้นส าหรับการท า  semi-nested PCR โดยใช้คูไ่พรเมอร์ 

HRV_F484 และ HRV_R1126 ส าหรับ PCR รอบท่ี 1 และ HRV_F587 และ HRV_R1126 ส าหรับ 

PCR รอบท่ี 2 พบวา่คา่ความไวของวิธีการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีนีมี้คา่เท่ากบั 10 copies/ µl  

Recombinant plasmid (nt) x 660 

(3015 + (1126-373)) x 660 
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ภาพท่ี 18 ผลการวิเคราะห์หาความไวของวิธี semi-nested PCR 

โดยใช้สารลาย plasmid ท่ีได้จากการท า 10 fold serial dilution ของ positive control เป็น DNA ตัง้ต้น 

ผลการตรวจวิเคราะห์เชือ้ HRV ในตวัอยา่ง NP suction จ านวน 289 ตวัอยา่ง จากผู้ ป่วย

เด็กท่ีมีอาการป่วยในระบบทางเดินหายใจ  286 ราย ด้วยวิธี semi-nested PCR พบตวัอยา่งที่

ให้ผลบวกทัง้สิน้ 87 ตวัอยา่ง จากผู้ ป่วยทัง้หมด 84 ราย สามารถค านวณหาอตัราการระบาดของ

เชือ้ HRV ในประชากรไทยได้เท่ากบั 30% แบง่ออกเป็นผู้ ป่วยชายและหญิงเท่ากบั 52 ราย และ 

32 ราย ตามล าดบั หรือมีอตัราสว่นเพศชายตอ่เพศหญิงประมาณ 1.6:1 โดยพบวา่มีผู้ ป่วย 2 ราย

ท่ีมีการตดิเชือ้ HRV ซ า้ซ้อน นอกจากนีร้ายงานผลการตรวจวิเคราะห์หาเชือ้ไวรัสก่อโรคทางเดนิ

หายใจชนิด อ่ืนๆ ในกลุม่ตวัอยา่งประชากร เดียวกนั นี ้พบวา่ มีคา่ความชกุของเชือ้ไวรัส ชนิดอ่ืนๆ 

เรียงล าดบัจากมากไปน้อย  ดงันี  ้RSV 15%, IFAV 11%, HMPV 8%, HBoV 7%, WU 

polyomavirus 7%, HAdV 6%, PIV 5% และ KI polyomavirus 2% ตามล าดบั จงึสรุปได้วา่เชือ้

ไวรัส HRV เป็นเชือ้ไวรัสท่ีมีการระบาดมากท่ีสดุในประชากรไทยในปี 2006-2007 

 

 

 
 

 
ภาพท่ี 19 ตวัอยา่งผลการท า agarose gel electrophoresis เพ่ือตรวจหาเชือ้ HRV 

ด้วยวิธี semi-nested PCR (ตวัอยา่ง NP suction ท่ี 231-240) 

M       231     232     233      234     235     236      237     238     239      240      (+)       (-)      

control NP suction sample code 

539 bp 

  M      109    108     107    106    105    104     103     102    101   100    10-1     (-) 

10 fold serial dilution 
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1.2 การวิเคราะห์ข้อมูลเชิงพันธุกรรมของยีน VP4 ด้วยวิธี Phylogenetic analysis 

 เม่ือน าข้อมลูนิวคลีโอไทด์ของยีน VP4 ท่ีสมบรูณ์ขนาดเฉลี่ย 200 nt ซึง่ได้จากตวัอยา่งที่

ให้ผลบวกตอ่เชือ้ HRV ทัง้ 87 ตวัอยา่ง (GenBank accession number : FJ435235-FJ43533) 

มาท าการจดัจ าแนกสายพนัธุ์โดยวิเคราะห์เทียบกบัข้อมลูท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู GenBank และ

ท า phylogenetic analysis พบวา่มีตวัอยา่งที่ถกูจ าแนกเป็น HRV-C เท่ากบั 50 ตวัอยา่ง คิดเป็น 

58% จากตวัอยา่งที่ให้ผลบวกตอ่เชือ้ HRV, HRV-A เท่ากบั 29 ตวัอยา่ง คิดเป็น 33% และ HRV-

B เท่ากบั 8 ตวัอยา่ง หรือ 9% จงึสามารถสรุปได้วา่ในกลุม่ประชากรไทยในปี 2006-2007 นัน้ เชือ้ 

HRV-C มีอตัราการระบาดสงูท่ีสดุ ในขณะท่ี  HRV-B มีอตัราการระบาดต ่าท่ีสดุ ซึง่ผลท่ีได้มีความ

แตกตา่งจากในภมูิภาคอ่ืนๆ เช่น ประเทศ United State[10, 20], Australia[12] หรือ Hong Kong[11] 

เป็นต้น ซึง่มกัจะพบการระบาดของเชือ้ HRV-A สงูกวา่ หรือมีอตัราสว่นของ HRV-A และ HRV-C 

ท่ีใกล้เคียงกนั 

จากลกัษณะความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของเชือ้ HRV ท่ีตรวจวิเคราะห์ได้จากงานวิจยันี ้

เปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์อ่ืนๆ ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู พบวา่มีลกัษณะสอดคล้องกนั แสดงให้เห็น

วา่การระบาดของเชือ้ HRV มีลกัษณะกระจายทัว่โลก ไม่พบความจ าเพาะของสายพนัธุ์กบัภมูิภาค 

ผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VP4 ของ HRV จากการศกึษาวิจยันี ้

เปรียบเทียบกบั prototype strain ของเชือ้ HRV ทัง้ 3 สายพนัธุ์ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู 

GenBank พบวา่ข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์ของ HRV-C มีคา่เฉลี่ย %sequence identity ต ่า

เม่ือท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบระหวา่งสายพนัธุ์ โดยมีคา่  %sequence identity ระหวา่ง 51-

62% และ 50-61% เม่ือเปรียบกบั ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ  HRV-A และ HRV-B หรือมีคา่              

% sequence identity ระหวา่ง 49-64% และ 46-54% เม่ือเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของ 

HRV-A และ HRV-B ตามล าดบั ส าหรับความสมัพนัธ์ของคา่ identity เฉลี่ยภายในสายพนัธุ์ HRV-

C นัน้มีคา่ของ %sequence identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์ ระหวา่ง 63-99% และล าดบักรด    

อะมิโนระหวา่ง 78-94% โดยพบวา่มี HRV-C จากงานวิจยันีท้ัง้หมด 3 strain ได้แก่ FJ435242-

CU017-Mar06, FJ435292-CU235-Nov06 และ FJ435296-CU244-Nov06 แสดงต าแหน่งบน 

phylogenetic tree เป็นเอกลกัษณ์แยกจาก strain อ่ืนๆ ท าให้คา่ identity เม่ือเปรียบเทียบภายใน 

HRV-C มีคา่แตกตา่งกนัมาก ซึง่ HRV-C ทัง้ 3 strain นีมี้ค่าเฉลี่ย identity เม่ือเปรียบเทียบกบั 

prototype ของ HRV-C ดงันี ้C024 (EF582385) มีคา่ nucleotide identity เท่ากบั 73% และคา่ 
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amino acid identity เท่ากบั 80%, QPM (EF186077) มีคา่ nucleotide identity เท่ากบั 72% 

และ amino acid identity เท่ากบั 80% และเม่ือเปรียบเทียบกบั  NY (DQ875929) พบวา่มีคา่ 

nucleotide identity และ amino acid identity เท่ากบั 69% และ 77% ตามล าดบั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 20 Phylogenetic tree แสดงผลการจ าแนกสายพนัธุ์ของ HRV 

โดยใช้ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนควบคมุการสร้างโปรตีน capsid VP4 จากตวัอยา่งทัง้ 87 ตวัอยา่งท่ีให้ผล

บวก ในการวิเคราะห์ phylogenetic analysis ด้วยโปรแกรม  Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

version 4.0 (MEGA4) (www.megasoftware.net) นัน้ เลือกใช้คา่พารามิเตอร์ Kimura’s two-parameter และ

คา่ bootstrap replicate เทา่กบั 1,000 ก าหนดให้เส้นตรงใต้ภาพแทนจ านวน nucleotide substitution ตอ่

ต าแหน่ง และ prototype strain ของแตล่ะสายพนัธุ์ซึง่ใช้ในการวิเคราะห์คา่ % nucleotide identity และ 

deduced amino acid identity แทนด้วยสญัลกัษณ์ดงัตอ่ไปนี ้(*) คือ ตวัแทนของ HRV-A, (   ) คือ ตวัแทนของ 

HRV-B และ (   ) คือ ตวัแทนของ HRV-C ตามล าดบั 
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1.3 การระบาดของเชือ้ Human Rhinovirus และความสัมพันธ์กับฤดกูาล 

ในการศกึษาความสมัพนัธ์ของการระบาดของเชือ้ HRV กบัฤดกูาล ได้แบง่ช่วงระยะเวลา

ท่ีศกึษา ออกเป็น 3 ฤดกูาล ตามลกัษณะการแบง่ฤดกูาลของประเทศไทย ได้ แก่ ฤดรู้อน มี

ระยะเวลาตัง้แตเ่ดือนกมุภาพนัธ์ -เมษายน, ฤดฝูน คือเดือนพฤษภาคม -ตลุาคม และฤดหูนาว คือ 

ตัง้แตเ่ดือนพฤศจิกายน -มกราคม พบวา่การระบาดของเชือ้ HRV แตล่ะสายพนัธุ์แสดงรูปแบบท่ี

แตกตา่งกนัไป เชือ้ HRV-C ซึง่เป็นสายพนัธุ์ท่ีพบการระบาดมากในประเทศไทยนัน้ มี ลกัษณะการ

ระบาดกระจายทัว่ทัง้ปี ยกเว้นในเดือนมิถนุายน และพบมากในช่วงฤดฝูน โดยมีคา่ความชกุในแต่

ละฤดกูาลดงันี ้ฤดฝูน มีตวัอยา่ง 26 ตวัอยา่งจากทัง้หมด 50 ตวัอยา่ง หรือคิดเป็น  52%, ฤดหูนาว 

เท่ากบั 28% (14/50) และฤดรู้อน เท่ากบั 20% (10/50) ส าหรับเชือ้ HRV-A ซึง่มีอตัราการระบาด

รองมาจาก HRV-C พบการระบาดมากในฤดฝูนและฤดหูนาว มีคา่เท่ากบั 45% (13/29) และ 

36.7% (11/29) ตามล าดบั และในฤดรู้อนพบการระบาดของ เชือ้ HRV ต ่าท่ีสดุ โดยมีคา่เท่ากบั  

17% เม่ือเทียบกบัตวัอยา่งที่ให้ผลบวกตอ่เชือ้ HRV-A ทัง้หมด ในขณะท่ีเชือ้ HRV-B พบการ

ระบาดเพียง 5 เดือนเท่านัน้จากช่วงระยะเวลาที่ท าการเก็บตวัอยา่ง NP suction ได้แก่ เดือน

กมุภาพนัธ์ , พฤษภาคม , ตลุาคม , พฤศจิกายน และมกราคม จงึสามารถสรุปได้วา่ ลกัษณะการ

ระบาดของเชือ้ HRV-C และ HRV-A มีความสมัพนัธ์กบัฤดกูาล  โดยพบการระบาดมากในช่วงฤดู

ฝนและต้นฤดหูนาวอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภมูิท่ี 1 แสดงความสมัพนัธ์ของการระบาดของเชือ้ HRV ตอ่ฤดกูาลในช่วงระยะเวลาท่ีท าการศกึษา  

จ านวนตวัยา่ง NP suction ท่ีเก็บได้ในแตล่ะเดือนก ากบัด้วยตวัเลขด้านบนแผนภมูิ 
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1.4 อาการทางคลินิกของผู้ป่วยที่ตดิเชือ้ Human Rhinovirus ในทางเดนิหายใจ 

จากตวัอยา่ง NP suction ท่ีให้ผลบวกตอ่เชือ้ HRV ทัง้ 87 ตวัอยา่งนัน้ เม่ือน าผลท่ีได้มา

วิเคราะห์ร่วมกบัข้อมลูการตรวจหาเชือ้ไวรัสก่อโรคทางเดนิหายใจชนิดอื่นๆ  ได้แก่ RSV, HPIV, 

IFVA, IFVB, hMPV, HAdV, HBoV, WU/KI polyomavirus, HEV ซึง่ได้มีรายงานมาก่อนหน้านี ้

พบวา่มีตวัอยา่งทัง้สิน้ 33 ตวัอยา่ง หรือคิดเป็น 38% จากตวัอยา่งทัง้หมดท่ีมีการตดิเชือ้ HRV ร่วม     

(co-infection) กบัไวรัสก่อโรคในระบบทางเดนิหายใจชนิดอื่น จากผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นวา่

เชือ้ WU/KI polyomaviruses, HAdV และ IFAV มีอตัราการติดเชือ้ร่วมกบัเชือ้ HRV เท่ากนั คือ 

18%, เชือ้ HBoV และ hMPV พบการติดเชือ้ร่วมกบั HRV คิดเป็น 15% และ 9% สว่นเชือ้ PIV เป็น

เชือ้ไวรัสท่ีมีการตดิเชือ้ร่วมกบัเชือ้ HRV น้อยท่ีสดุ คิดเป็น 6% และพบวา่เชือ้ RSV เป็นเชือ้ไวรัสท่ี

มีการตดิเชือ้ร่วมกบัเชื ้อ HRV มากท่ีสดุ เท่ากบั  36% ของตวัอยา่งที่พบวา่มีการติดเชือ้ร่วม แต่

อยา่งไรก็ตามอตัราสว่นของการติดเชือ้ร่วมระหวา่งเชือ้ HRV และ RSV นัน้ไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ 

(p > 0.05)  และผลท่ีได้จากการ ศกึษาในครัง้นี ไ้ม่พบการตดิเชือ้ร่วมระหวา่ง HRV และ IFBV       

ในการวิเคราะห์ตวัอยา่งที่ตรวจพบเชือ้ HRV เพียงชนิดเดียวนัน้ มีจ านวนทัง้สิน้ 54 ตวัอยา่ง หรือ

เท่ากบั 62% โดยแบง่เป็นสายพนัธุ์ HRV-C เท่ากบั 30 (34%), HRV-A เท่ากบั 19 ตวัอยา่ง (22%) 

และ HRV-B เท่ากบั 5 ตวัอยา่ง (6%) ตามล าดบั  

ในการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของการติดเ ชือ้ HRV ตอ่ช่วงอายขุองผู้ ป่วย เพื่อท านาย

แนวโน้มปัจจยัเสี่ยงของการติดเชือ้ในระบบทางเดินหายใจของผู้ ป่วยเด็กในแตล่ะช่วงวยันัน้ พบวา่

ผู้ ป่วยท่ีติดเชือ้ HRV มีอายตุัง้แต ่11 วนั ถึง 10 ปี 5 เดือน จงึได้ท าการแบง่กลุม่ประชากรศกึษา

ออกตามช่วงอายุเป็น 4 กลุม่ดงันี  ้กลุม่ท่ี 1 คือ ผู้ ป่วยแรกเกิดจนกระทัง่ถึงอาย ุ5 เดือน, กลุม่ท่ี 2 

คือ ผู้ ป่วยท่ีมีอายตุัง้แต ่6 เดือนถึง 23 เดือน, กลุม่ท่ี 3 คือ ผู้ ป่วยอายตุัง้แต ่24 เดือนถึง 59 เดือน 

และกลุม่ท่ี 4 คือผู้ ป่วยท่ีมีตัง้แต ่60 เดือนขึน้ไป จากการวิเคราะห์ผลพบวา่คา่เฉลี่ยของอายท่ีุพบ

การตดิเชือ้ HRV มาก ได้แก่ในช่วงอายตุัง้แต ่6 เดือนถึง 23 เดือน ในขณะท่ีเด็กแรกเกิดถึง 5 เดือน

ซึง่เป็นกลุม่ท่ีน่าจะมีปัจจยัเสี่ยงตอ่การติดเชือ้ไวรัส และท าให้เกิดอกัเสบอยา่งเฉียบพลนัของระบบ

ทางเดนิหายใจสว่นลา่ง มากกวา่  เน่ืองจากระบบภมูิคุ้มกนัของร่าง กายยงัท างานไมส่มบรูณ์ พบ

อตัราการติดเชือ้ HRV ต ่ากวา่ในกลุม่ท่ี 2 (p > 0.05) ถ้าหากพิจารณาความสมัพนัธ์ของสายพนัธุ์

ของเชือ้ HRV ตอ่การก่อโรคเฉียบพลนัในระบบทางเดินหายใจสว่นลา่งนัน้ พบวา่  HRV-C พบมาก

ในผู้ ป่วยเดก็อายตุัง้แต ่6 เดือนถึง 59 เดือนมากกวา่สายพนัธุ์อ่ืนๆ โดยพบวา่ในกลุม่ท่ี 2 ซึง่อายุ
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ตัง้แต ่ 6 เดือนถึง 23 เดือน ตรวจพบเชือ้ HRV-C เท่ากบั 31 ตวัอยา่งจากทัง้หมด 55 ตวัอยา่ง และ

ผู้ ป่วยกลุม่ท่ี 3 อายตุัง้แต ่24 เดือน ถึง 59 เดือนพบเชือ้ HRV-C เท่ากบั 12 ตวัอยา่งจากทัง้หมด 

16 ตวัอยา่ง ในขณะท่ี HRV-A และ HRV-B ท่ีตรวจพบในผู้ ป่วยกลุม่ท่ี 2 เท่ากบั 21 ตวัอยา่งและ 1 

ตวัอยา่งตามล าดบั และในกลุม่ท่ี 3 เท่ากบั 3 ตวัอยา่งและ 1 ตวัอยา่งตามล าดบั  

ตารางท่ี 10 สรุปผลการตรวจวิเคราะห์เชือ้ Human Rhinovirus ในกลุม่ประชากรศกึษา 

จ านวนตวัอยา่งท่ีให้ผลบวก
ตอ่เชือ้ HRV 

 HRV-A HRV-B HRV-C ผลรวม 
 29 8 50 87 

อายขุองผู้ ป่วย      
0-5      เดือน  3 2 5 10 
6-23    เดือน  21 3 31 55 
24-59  เดือน  3 1 12 16 
มากกวา่ 60 เดือนขึน้ไป  1 2 3 6 

ติดเชือ้ HRV เพียงชนิดเดียว  19 5 30 54 

ติดเชือ้ร่วมกบัไวรัสชนิดอ่ืน      
Human Bocavirus  0 0 5 5 
Adenovirus  1 0 5 6 
WU polyomavirus  1 0 2 3 
KI polyomavirus  2 0 1 3 
Influenza A virus  1 0 5 6 
Influenza B virus  0 0 0 0 
Parainfluenza virus  0 0 2 2 
Respiratoty syncytial virus  4 3 5 12 
Human Metapneumovirus  2 0 1 3 

 

จากผลการศกึษาการระบาดของเชือ้ HRV พบวา่มีรายงานความสมัพนัธ์ของการติดเชือ้ 

HRV ตอ่การพฒันาของโรคติดเชือ้ในระบบทางเดินหายใจเฉียบพลนัถึงเรือ้รังในผู้ ป่วยเดก็เลก็ ผล

การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของอาการทางคลนิิก ของผู้ ป่วย กบัการติดเชือ้ HRV ในงานวิจยันี ้

สามารถสรุปได้วา่  อาการทัว่ไปท่ี พบมากกวา่ 50% ในผู้ ป่วยเดก็เลก็ ซึง่ติดเชือ้ HRV เพียงชนิด

เดียว และตรวจไม่พบเชือ้ก่อโรคชนิดอ่ืนๆ ได้แก่  หลอดลมอกัเสบเฉียบพลนั (acute bronchiolitis) 

และปอดบวม (pneumonia) แตอ่ยา่งไรก็ตามความรุนแรงของอาการท่ีพบนัน้ ไม่แตกตา่งจากโรค

ติดเชือ้เฉียบพลนัในทางเดินหายใจท่ีมีสาเหตมุาจากไวรัสชนิดอ่ืน 
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 ในการท านายความสมัพนัธ์ของเชือ้ HRV ซึง่เป็นไวรัสสายพนัธุ์ใหม ่ตอ่แนวโน้มในการก่อ

โรคทางเดนิหายใจ สว่นลา่ง นัน้ ผู้วิจยัได้ท าการสรุปลกัษณะอาการท่ีพบ ดงัแสดงในตารางท่ี 11 

พบวา่ผู้ ป่วยท่ีติดเชือ้ HRV-C จ านวน 11 รายจากทัง้หมด 50 ราย (22%) มีภาวะหลอดลมตีบและ

หายใจมีเสียงวี๊ด  (wheezing) และได้รับการวินิจฉยัวา่เป็น อาการ wheezing จากโรคหลอดลม

อกัเสบเฉียบพลนั โดยกลุม่ผู้ ป่วยท่ีตรวจพบอาการดงักลา่วนัน้มีอายตุัง้แต ่ 4 เดือนถึง 23 เดือน 

และพบวา่ผู้ ป่วยท่ีติดเชือ้ HRV-C จ านวน 9 ราย (18%) แสดงอาการ wheezing ซ า้ได้ (recurrent 

wheezing) ซึง่ผู้ ป่วยเหลา่นีไ้ด้รับการรักษาด้วยการให้ยาขยายหลอดลม (bronchodilator) เพียง

อยา่งเดียวหรือให้ยาร่วมกบั corticosteroid อณุหภมูิร่างกายของผู้ ป่วยตดิเชือ้ HRV-C มีคา่เฉลี่ย 

37.3 + 0.70 oC ซึง่ใกล้เคียงกนักบัผู้ ป่วยท่ีติดเชือ้ HRV สายพนัธุ์อ่ืนๆ คือ ในผู้ติดเชือ้ HRV-A และ 

HRV-B มีอณุหภมูิร่างกายเฉลี่ย  37.5 + 0.83 oC และ 37.8 + 0.57 oC ตามล าดบั (p=0.2) ในผู้ ป่วยท่ี

มีโรคหอบหืดหรือ RAD เป็นประจ าตวั พบวา่มีแนวโน้มตรวจพบเชือ้ HRV-C ได้มากกวา่เชือ้ HRV-

A และ HRV-B (p = 0.09)   

ตารางท่ี 11 ลกัษณะอาการทางคลินิกท่ีตรวจพบในผู้ ป่วยตดิเชือ้ HRV 

อาการทางคลินิก HRV-A HRV-B HRV-C 

อณุหภมูิร่างกาย (oC) 37.5 + 0.83 37.8 + 0.57 37.3 + 0.70 

Underlying disease    

Asthma / RAD 8 (27%) 2 (25%) 25 (50%) 

ผลการวินิจฉยัโรค    

Acute Bronchiolitis 8 (27.5%) 1 (12.5%) 11 (22%) 

Pneumonia 17 (58%) 7 (87.5%) 30 (60%) 

Wheezing 17 (58%) 3 (37.5%) 36 (72%) 

     RAD = reactive airway disease 

เม่ือพิจารณาระยะเวลาท่ีผู้ ป่วย ติดเชือ้ HRV เข้ารับการรัก ษาในโรงพยาบาลพบวา่มี

คา่เฉลี่ยเท่ากบั 4 วนั และไม่พบความแตกตา่งระหวา่งผู้ ป่วยท่ีติดเชือ้ HRV แตกตา่งสายพนัธุ์กนั 

(p=0.4) จงึสรุปได้วา่อาการท่ีพบในผู้ติดเชือ้  HRV-C นัน้ ไม่มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัใดๆ  

เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ผู้ ป่วยท่ีตรวจพบการติดเชือ้ HRV-A และHRV-B  
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ผลการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ HRV จากตวัอยา่งทัง้ 87 ตวัอยา่ง ด้วยการวิเคราะห์

ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VP4 พบวา่มีตวัอยา่ง 5 ตวัอยา่ง ซึง่มาจากผู้ ป่วย เด็กท่ีมีอาการ

ติดเชือ้ในทางเดนิหายใจสว่นลา่งจ านวน 2 ราย ผลการตรวจวิเคราะห์แสดงให้เห็นวา่มีการติดเชือ้ 

HRV ซ า้ซ้อน (Re-infection) ร่วมกับเชือ้ไวรัสชนิดอ่ืน แสดงผลสรุปการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ 

HRV ท่ีพบในตวัอยา่งทัง้ 5 ตวัอยา่งแสดงดงัภาพท่ี 21 และผลการตรวจวินิจฉยัโรคดงัตารางท่ี 12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 21 Phylogenetic tree ของตวัอยา่งที่ตรวจพบเชือ้ HRV ซ า้ซ้อนทัง้ 5 ตวัอยา่ง  

(ระบดุ้วยตวัอกัษรหนาของ GenBank accession number) จากผู้ ป่วย 2 ราย โดยข้อมลูล าดบันิ

วคลีโอไทด์ของยีน  VP4 ซึง่ได้จากผู้ ป่วยทัง้สองคือ C1 และ C2 ตามล าดบั และก าหนดให้ HEV 

คือตวัอยา่งของไวรัสสายพนัธุ์อ่ืน (outgroup) เพื่อใช้เป็นเกณฑ์ในการเปรียบเทียบ 
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ตารางท่ี 12 ผลการวินิจฉยัโรคของผู้ ป่วย 2 รายท่ีพบวา่ตดิเชือ้ HRV ซ า้ซ้อน 

 เพศ โรคประจ าตวั ครัง้ท่ี อาย ุ(เดือน) ผลการวินิจฉยัโรค เชือ้ไวรัสท่ีพบ 

1 หญิง - 1  5 bronchiolitis RSV 

   2  6 pneumonia, wheezing - 

   3   14 bronchiolitis, wheezing HRV-C, RSV 

   4 21 wheezing,  

respiratory distress 

HRV-C, IFAV 

2 ชาย congenital heart disease, 

cow’s milk protein allegy 

1 7 bronchiolitis HRV-A, RSV 

  2 9 pneumonia, RAD HRV-A 

   3 9 respiratory distress HRV-C 

 

ผู้ ป่วยรายแรก (C1) เป็นทารกเพศหญิง มีประวตัิการเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลด้ วย

อาการตดิเชือ้ในระบบทางเดินหายทัง้หมด 4 ครัง้ นบัตัง้แตแ่รกเกิดจนกระทัง่ถึงระยะเวลาที่

ท าการศกึษาวิจยั ในการเข้ารับการรักษาครัง้แรก เม่ืออาย ุ5 เดือน ได้รับการวินิจฉยัวา่เป็นโรค

หลอดลมอกัเสบ ซึง่มีสาเหตจุากการติดเชือ้ RSV เข้ารับการรักษานาน 3 วนั การเข้ารับการรักษา

ครัง้ท่ี 2 เกิดขึน้เมื่อผู้ ป่วยอาย ุ 6 เดือน โดยมีภาวะหลอดลมตีบ ร่วมกบัอาการ ปอดบวม ในครัง้

ตอ่มาเมื่อผู้ ป่วยอาย ุ 14 เดือน พบวา่มีอาการเป็นไข้ต ่า ไอ หายใจล าบากเน่ืองจากหลอดลมตีบ 

ผลการตรวจตวัอยา่ง NP suction ด้วยวิธี semi-nested PCR พบการตดิเชือ้ HRV-C (CU014-

Mar06: FJ435240) ร่วมกบัเชือ้  RSV ซึง่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี RT-PCR และใน

ระยะเวลา 7 เดือนตอ่มา ผู้ ป่วยเข้ารับการรักษาเนื่องจากมีอาการหลอดลมตีบ และหายใจมีเสียง

วี๊ด (recurrent wheezing) โดยผลการตรวจวิเคราะห์ไว ทางห้องปฏิบตัิการ พบเชือ้ HRV-C 

(CU120-Aug06: FJ435256) ร่วมกบัเชือ้ IFAV โดยข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ซึง่ได้จากการ

ถอดรหสัยีน VP4 ของเชือ้ HRV ทัง้ 2 strain แสดงต าแหน่งท่ีแตกตา่งกนับน phylogenetic tree 

และมีคา่ nucleotide identity เท่ากบั 70.1% 

ผู้ ป่วยรายท่ีสอง (C2) เป็นทารกเพศชาย มีโรคหวัใจแล ะแพ้โปรตีนจากน า้นมววัเป็นโรค

ประจ าตวั เข้ารับการรักษาด้วยโรคติดเชือ้ในทางเดนิหายใจสว่นลา่งรวม 3 ครัง้ ในครัง้แรกเม่ืออาย ุ

7 เดือน ตวัอยา่ง NP suction ตรวจพบการติด เชือ้ร่วมระหวา่งเชือ้ HRV-A (CU164-Sep06: 

FJ435274) และ RSV ในครัง้ตอ่มาเข้ารับการรักษาเมื่ออายุ  9 เดือน เน่ืองจากปอดบวมซึง่มี
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สาเหตุ จากการติดเชือ้ไวรัสและ มีอาการหอบ และในครัง้นีต้รวจพบการติดเชือ้ HRV-A            

(CU-210Oct06: FJ435284) เพียงชนิดเดียว หลงัจากนัน้อีก 3 สปัดาห์ผู้ ป่วยเข้ารับการรักษา

เน่ืองจากมีอาการตดิเชือ้ในระบบทางเดินหายใจสว่นบน มีไข้ ต ่า ไอ หายใจล าบาก และหอบ ผล

การตรวจวิเคราะห์ NP suction พบเชือ้ HRV-C เพียงชนิดเดียว (CU247-Nov06: FJ435299) โดย

ไม่พบไวรัสก่อโรคทางเดนิหายใจชนิดอื่นๆ  ผลการเปรียบเทียบคา่ %nucleotide identity ของ 

HRV-A ทัง้ 2 strain มีคา่เท่ากบั 82.5% เม่ือเปรียบเทียบกบั HRV-C พบวา่มีคา่เท่ากบั 51.2% 

และ 61.1% ตามล าดบั 

จากผลการท า phylogenetic analysis และคา่ nucleotide identity ท่ีได้นี ้สามารถสรุป

ได้วา่เชือ้ไวรัส HRV ท่ีถอดรหสัได้จากผู้ ป่วยทัง้ 2 รายนัน้ เป็นเชือ้ไวรัสท่ีมีสาเหตมุาจากการตดิเชือ้

ซ า้ซ้อนใน strain หรือสายพนัธุ์ ท่ีแตกตา่งกนั ไม่ได้มีสาเหตจุากการท่ีระบบภมูิคุ้มกนัของผู้ ป่วยไม่

สามารถก าจดัเชือ้ไวรัสออกจากร่างกายได้อยา่งสมบรูณ์  แตอ่ยา่งไรก็ดี จากการท่ีผู้ ป่วยทัง้สองนัน้

มีอายนุ้อยและมีโรคประจ าตวั จงึสง่ผลให้การตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกนัตอ่การติดเชือ้ไวรัสไม่

มีประสิทธิภาพเท่าท่ีควร ซึง่ อาจท าให้ผู้ ป่วยเกิดการติดเชือ้ชนิดเดิมๆ ซ า้ซ้อน และการท่ีผู้ ป่วยมี

การตดิเชือ้หลายชนิดร่วมกนันัน้ อาจเป็นสาเหตใุห้อาการท่ีเกิดขึน้มีความรุนแรงมากยิ่งขึน้ด้วย 

เม่ือพิจารณาลกัษณะอาการ ของผู้ ป่วยท่ีตรวจไม่พบเชือ้ HRV พบวา่มีอาการทัว่ไป  คือ มี

ไข้ มีน า้มกูและไอ ซึง่อาการในเบือ้งต้นนัน้ไมแ่ตกตา่งจากผู้ ท่ีติดเชือ้ HRV จงึสรุปได้วา่เชือ้ HRV 

น่าจะก่อโรคในระบบทางเดนิหายใจสว่นลา่งได้ไม่แตกตา่งกบัไวรัสชนิดอ่ืนๆ ซึง่ระดบั ความรุนแรง

ของโรคท่ีเกิดขึน้นัน้จะต้องพิจารณาจากปัจจยัหลายชนิดร่วมด้วย ทัง้อายุ , โครงสร้างทางเดิน

หายใจ และระบบภมูิคุ้มกนัของผู้ ป่วย ดงันัน้ ข้อมลูท่ีได้จากงานวิจยันีจ้งึ เป็นข้อมลูเบือ้งต้นส าหรับ

การศกึษาระบาดวิทยาของเชือ้ HRV และความสมัพนัธ์ในการก่อโรคทางเดินหายใจ  เพื่อท่ีจะใช้

เป็นข้อมลูประกอบการศกึษาในงานวิจยัอ่ืนๆ ตอ่ไป 
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ส่วนที่ 2 ผลการศึกษาข้อมูล coding sequence ของเชือ้ Human Rhinovirus  

ในการศกึษาข้อมลูทางชีวโมเลกลุของเชือ้ HRV โดยการวิเคราะห์ลกัษณะทัว่ไป ความ

คล้ายคลงึของไวรัสในสายพนัธุ์เดียวกนั หรือลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีจ าเพาะของไวรัสแตล่ะสาย

พนัธุ์เปรียบเทียบกนันัน้ ผู้วิจยัได้ท าการ ถอดรหสัล าดบันิวคลีโอไทด์ของเชือ้ HRV ทัง้ 3 สายพนัธุ์ 

เป็นจ านวนทัง้หมด 6 strain ด้วยเทคนิค long-range semi-nested PCR ซึง่ท าการคดัเลือก

ตวัอยา่ง NP suction เพื่อเป็นตวัแทนในการศกึษา โดยอ้างอิงจากผลการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ด้วย

การท า phylogenetic analysis ของข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VP4 และคา่ %identity เป็น

เกณฑ์ ส าหรับข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของ HRV-A และ HRV-B ท่ีได้นัน้ พบวา่แตล่ะตวัอยา่งที่

ท าการศกึษานัน้ มีคา่ %pairwise nucleotide identity เม่ือเปรียบเทียบกบั prototype strain ท่ีมี

รายงานอยูใ่นฐานข้อมลู GenBank มีคา่ใกล้เคียงกนั จงึท าการสุม่คดัเลือกตวัอยา่ง NP suction ท่ี

ให้ผลบวกตอ่เชือ้ HRV-A และ HRV-B อยา่งละ 2 ตวัอยา่ง ซึง่เป็นตวัอยา่งทีเ่ก็บจากช่วง

ระยะเวลาที่แตกตา่งกนัและมีปริมาณไวรัสมาก เพื่อใช้เป็นตวัแทนในการศกึษาข้อมลู coding 

sequence ของเชือ้ HRV ท่ีถอดรหสัพนัธุกรรมของเชือ้ท่ีตรวจพบในผู้ ป่วยโดยตรง โดยตวัแทนของ 

HRV-A ได้แก่ CU107 และ CU150 และตวัแทนของสายพนัธุ์ HRV-B ได้แก่ CU003 และ CU211 

ส าหรับเชือ้ HRV-C นัน้ได้คดัเลือกตวัอยา่ง CU072 และ CU184 เป็นตวัแทนในการศกึษา ข้อมลู

ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้และลกัษณะทัว่ไปของ coding sequence สามารถสรุปได้ดงันี ้

2.1 การจัดจ าแนกสายพันธ์ุด้วยวิธีทางชีวโม เลกุลและวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทา ง

วิวัฒนาการของเชือ้ Human Rhinovirus ด้วยวิธี Phylogenetic analysis 

ผลการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ด้วยวิธีทาง อณชีูวโมเลกลุของเชือ้ HRV ทัง้ 6 strain พบวา่เมื่อ

ท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ ของ coding sequence ท่ีถอดรหสัได้ หรือ

ล าดบักรดอะมิโนในสว่น polyprotein ท่ีแปลรหสัได้ในการศกึษานี ้กบัข้อมลูท่ีมีรายงานใน

ฐานข้อมลู GenBank นัน้ ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ข้อมลูให้ผลท่ีสอดคล้องกบัการ จดัจ าแนกสาย

พนัธุ์ด้วยการพิจารณาล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนสร้างโปรตีน capsid VP4 ดงัตอ่ไปนี ้ 

 สายพนัธุ์ HRV-A ได้แก่ CU107 และ CU150  

โดยพบวา่ CU107 เป็นตวัอยา่งที่ได้ผู้ ป่วยตดิเชือ้ท่ีเข้ารับการรักษาในเดือนกรกฎาคม ปี 

2006 จดัเป็น serotype 12 มีคา่ %pairwise identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิ
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โนเท่ากบั 94% และ 98% ตามล าดบั, CU150 คือ serotype 81 ได้มาจากผู้ ป่วยตดิเชือ้ท่ีเข้ารับ

การรักษาในเดือนกนัยายน ปี 2006 โดยมีคา่ %pairwise identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์และ

กรดอะมิโนเท่ากบั 90% และ 99% ตามล าดบั 

 สายพนัธุ์ HRV-B ได้แก่ CU003 และ CU211  

ข้อมลูนิวคลีโอไทด์ของเชือ้ HRV ได้มาจากการถอดรหสัสารพนัธุกรรมของตวัอยา่ง  

CU003 และ CU211 ซึง่ได้จากตวัอยา่ง NP suction ของผู้ ป่วยตดิท่ีเข้ารับการรักษาพยาบาลใน

เดือนกมุภาพนัธ์และตลุาคม ปี 2006 ตามล าดบั โดย CU003 คือ serotype 69 เน่ืองจากมีคา่ 

%pairwise identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน เม่ือเปรียบเทียบกบั serotype 69 

เท่ากบั 93% และ 97% ตามล าดบั ส าหรับ CU211 มีความคล้ายคลงึกบัทัง้ serotype 35 และ 69 

โดยองค์ประกอบของ coding sequence ได้รับมาจาก serotype 35 เป็นหลกั จงึแสดงคา่ 

%identity สงูเม่ือเทียบกบั serotype 35 โดยมีคา่ความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิ

โนเท่ากบั 84% และ 92% ตามล าดบั และมีคา่เท่ากบั 75% และ 83% ตามล าดบัเม่ือเปรียบเทียบ

กบัล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ serotype 69 จงึท าให้ CU211 มีความสมัพนัธ์ทาง

วิวฒันาการใกล้เคียงกบั serotype 35 มากกวา่และถกูจดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนับน phylogenetic 

tree ในขณะท่ี serotype 69 จดัอยูใ่น clade ท่ีมีวิวฒันาการใกล้กนั 

 สายพนัธุ์ HRV-C ได้แก่ CU072 และ CU184  

CU184 ได้มาจากการถอดรหสัสารพนัธุกรรมของตวัอยา่งท่ีเก็บในเดือนกนัยายน ปี 2006 

พบวา่มีความคล้ายคลงึกบั NAT001 คอ่นข้างมาก โดยมีคา่ %pairwise identity ของล าดบันิวคลี

โอไทด์และกรดอะมิโนเท่ากบั 97% และ 99% ตามล าดบั ในขณะท่ี CU072 ซึง่ได้จากตวัอยา่งที่

เก็บในเดือนกรกฎาคม ปี 2006 มีความคล้ายคลงึกบั N4 มากท่ีสดุ โดยมีคา่ %pairwise identity 

ของล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนเท่ากบั 73% และ 78% ตามล าดบั และเม่ือเปรียบเทียบกบั 

strain อ่ืนๆ ในสายพนัธุ์ HRV-C พบวา่มีคา่เฉลี่ย %identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์เท่ากบั 65% 

และ 67% เม่ือเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโน  

ในการพิจารณาความสมัพนัธ์ทางวิวัฒนาการของเชือ้ HRV ทัง้ 3 สายพนัธุ์เปรียบเทียบ

กนัด้วยวิธี phylogenetic analysis พบวา่เชือ้ HRV-A และ HRV-C น่าจะมีบรรพบรุุษร่วมกนั 

ในขณะท่ี HRV-B มีวิวฒันาการแยกออกไป  จากผลการวิเคราะห์ ลกัษณะ การจดักลุม่บน 
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phylogenetic tree ของ HRV-A นัน้ พบวา่มี HRV-A ทัง้หมด 3 serotype ได้แก่ serotype 8, 45 

และ 95 ท่ีแสดงการจดักลุม่แยกออกจาก serotype อ่ืนๆ อยา่งเห็นได้ชดั และแสดงแนวโน้มของ

การจดัจ าแนก HRV เป็นสายพนัธุ์ใหม ่คือ HRV-D  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 22 ผลการท า phylogenetic analysis เพื่อจดัจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ HRV โดยใช้ข้อมลู

ล าดบักรดอะมิโนในสว่นของ polyprotein ซึง่ได้มาจากการถอดรหสัพนัธุกรรมของเชือ้ HRV ใน

ตวัอยา่ง NP suction ทัง้ 6 ตวัอยา่ง (ชีด้้วยลกูศรสีด าและระบดุ้วยช่วงระยะเวลาท่ีท าการเก็บ

ตวัอยา่งนัน้ ) ในการวิเคราะห์ phylogenetic analysis ด้วยโปรแกรม  MEGA4 เลือกใช้

คา่พารามิเตอร์ Neighbor-joining method, Kimura’s 2-parameter และคา่ bootstrap replicate 

เท่ากบั 1,000  
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2.2 ลักษณะทั่วไปของ complete coding sequence ของเชือ้ Human Rhinovirus  

ORF ของ HRV มีขนาดครอบคลมุขนาดกวา่ 90% ของความยาวจีโนม และยีนตา่งๆ มี

การจดัเรียงตวัเหมือนกบัไวรัสสายพนัธุ์อ่ืนๆ ในตระกลู Picornaviridae โดยมีขนาดและลกัษณะ

ของยีนใกล้เคียงกบัท่ีพบใน HEV มากท่ีสดุ ผลการวิเคราะห์ ลกัษณะ ORF ของ HRV พบวา่มี

ขนาดแตกตา่งกนัไปตามแตล่ะสายพนัธุ์ โดย ORF ของ HRV-B มีขนาดเฉลี่ยยาวกวา่ HRV สาย

พนัธุ์อ่ืนๆ โดยพบว่ ามีขนาดตัง้แต ่ 6,537-6,561 nt หรือมีขนาดของ polyprotein ตัง้แต ่ 2,178-

2,186 aa ส าหรับ ORF ของ HRV-A มีขนาดตัง้แต ่6,453-6,498 nt หรือ 2,150-2,165 aa และ 

HRV-C มีขนาดเฉลี่ยเลก็ท่ีสดุและเลก็กวา่ HEV ทกุสายพนัธุ์ เน่ืองจากพบ deletion ในบางบริเวณ 

โดยมีขนาดตัง้แต ่ 6,423-6,459 nt หรือ 2,140-2,152 aa องค์ประกอบของนิวคลีโอไทด์ตา่งๆ ใน 

coding sequence ของ HRV พบวา่ประกอบด้วยเบส adenine (A) เป็นสว่นประกอบหลกั คดิ

เป็น 31-34% รองลงมาคือ uridine (U) 25-30%, guanine (G) 19-22% และ cytosine (C)       

18-22% ตามล าดบั คา่เฉลี่ยของเบสทัง้ 4 ชนิดใน HRV แตล่ะสายพนัธุ์มีคา่ไมแ่ตกตา่งกนั 

ผลการพิจารณา identity matrix ของ polyprotein ของ HRV แตล่ะสายพนัธุ์ พบวา่เมื่อ

เปรียบเทียบภายในสายพนัธุ์ HRV-C มีคา่เฉลี่ยเท่ากบั 78% (68-95%) ในขณะท่ี HRV-A และ 

HRV-B มีคา่เฉลี่ยเท่ากบั 80% (64-99%) และ 83% (75-97%) ตามล าดบั แสดงให้เห็นวา่เชือ้ 

HRV-C มีความหลากหลายภายในสายพนัธุ์มากกวา่ HRV-A และ HRV-B  

ลกัษณะ ORF terminator ของ HRV ประกอบด้วย stop codon ทัง้ 3 รูปแบบ ได้แก่ UAA, UAG 

และ UGA  ผลการพิจารณาข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของ HRV-A พบวา่สว่นมากใช้ UAA เป็น 

stop codon หลกั ในขณะท่ี  15 serotype และ CU150 ใช้ UAG และอีก 4 serotype รวมทัง้ 

CU107 ซึง่จดัเป็น serotype 12 ท่ีถอดรหสัข้อมลูพนัธุกรรมได้จากผู้ ป่วยโดยตรงนัน้ มี UGA เป็น 

stop codon ในสายพนัธุ์ HRV-B ทัง้ 25 serotype รวมทัง้ CU003 และ CU211 มี stop codon 

หลกัเป็น UAA ในขณะท่ีมี 3 serotype ได้แก่ serotype 27, 70 และ 84 ใช้ UGA และมีเพียง 

serotype 14 เท่านัน้ท่ีมีล าดบัของ stop codon เป็น UAG ส าหรับ HRV-C พบวา่มีการเลือกใช้ 

stop codon ทัง้ 3 รูปแบบ ในอตัราสว่นท่ีใกล้เคียงกนั ซึง่ในปัจจบุนัข้อมลูล าดบั        นิวคลีโอไทด์

ของ coding sequence ของ HRV-C ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลูมีอยูอ่ยา่งจ ากดั ท าให้ไม่สามารถ

สรุปแนวโน้มการเลือกใช้ stop codon ได้เหมือนกบั HRV-A และ HRV-B จากผลการวิเคราะห์

สามารถสรุปได้วา่การเลือกใช้ stop codon ของเชือ้ HRV นัน้ ไม่แสดงลกัษณะจ าเพาะภายในแต่
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ละสายพนัธุ์และพบวา่ HRV ท่ีเป็น serotype เดียวกนั แตมี่ความแตกตา่งกนัในระดบันิวคลีโอไทด์ 

(variant) ก็พบวา่มีการเลือกใช้ stop codon แตกตา่งกนัได้ 

ตารางท่ี 13 ลกัษณะทัว่ไปของ coding sequence และขนาด viral protein ของเชือ้ HRV  

 Strain 
ORF viral protein (aa) 

     P1 P2         P3 
length  G+C 

content 
VP4 VP2 VP3 VP1 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D 

(nt) (aa) 

A CU107 6,468 2,155 39% 69 263 238 287 143 95 322 77 21 183 458 
A CU150 6,462 2,153 38% 69 260 238 285 142 95 323 77 21 183 460 
B CU003 6,546 2,181 41% 69 262 236 293 146 97 330 85 23 182 458 
B CU211 6,537 2,178 39% 69 262 236 288 146 97 330 85 23 182 460 
C CU072 6,450 2149 43% 67 265 236 273 142 99 326 75 22 183 460 
C CU184 6,429 2,142 43% 67 264 234 272 142 97 325 76 22 183 460 

 

 

ภาพท่ี 23 ผลการเปรียบเทียบคา่ %sequence identity ของล าดบักรดอะมิโนท่ีได้จากการแปลรหสัพนัธุกรรม

ของเชือ้ HRV ในการศกึษาวิจยันีเ้ปรียบเทียบกบั prototype ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู GenBank โดยก าหนดให้

ล าดบักรดอะมิโนของ HRV-12 และ HRV-81 เป็นตวัแทนของ HRV-A, HRV-35 และ HRV-69 เป็นตวัแทนของ 

HRV-B และ NAT00, N4 เป็นตวัแทนของ HRV-C ส าหรับการเปรียบเทียบ 

CU003 -            

CU072 44% -           

CU184 46% 66% -          

CU211 81% 45% 46% -         

CU107 48% 50% 52% 49% -        

CU150 48% 50% 52% 49% 72% -       

N4 45% 77% 68% 46% 50% 50% -      

NAT001 46% 67% 99% 46% 52% 52% 68% -     

HRV69 97% 46% 47% 83% 50% 49% 46% 46% -    

HRV81 48% 50% 52% 49% 73% 99% 50% 52% 49% -   

HRV35 80% 45% 47% 92% 49% 49% 46% 47% 81% 50% -  

HRV12 49% 51% 52% 49% 98% 73% 50% 50% 50% 73% 50% - 

 CU003 CU072 CU184 CU211 CU107 CU150 N4 NAT001 HRV69 HRV81 HRV35 HRV12 



 76 

ในการวิเคราะห์ลกัษณะของโปรตีนท่ีไวรัสสร้างขึน้นัน้ อ้างอิงจากกระบวนการ translation 

ของเชือ้ HRV ซึง่จะแปลรหสัสารพนัธุกรรมเป็น polyprotein สายยาวท่ีประกอบด้วยโปรตีนหน่วย

ยอ่ยเรียงตอ่เน่ืองกนัตามล าดบัของยีนบนจีโนม และโปรตีนเหลา่นีจ้ะถกูตดัออกด้วยเอนไซม์ viral 

protease (viral protease-dependent cascade) เป็นโปรตีนหน่วยยอ่ย 11 ชนิด เพื่อใช้ในการ

ประกอบเป็นไวรัสอนภุาคใหมต่อ่ไป ผลจากการวิเคราะห์ขนาดของโปรตีนแตล่ะสว่นของ HRV แต่

ละสายพนัธุ์เปรียบเทียบกนั พบวา่โปรตีน capsid VP4, VP2 และ VP3 ของเชือ้ HRV ทกุสายพนัธุ์ 

มีขนาดเฉลี่ยใกล้เคียงกนั ซึง่ การรักษาขนาดของโปรตีนโครงสร้างนี ้มีความส าคญัตอ่การประกอบ

เข้าเป็น icosahedral capsid และการก าหนดขนาดของอนภุาคไวรัส แตอ่ยา่งไรก็ตามพบวา่

โปรตีน capsid VP1 ซึง่ท าหน้าเสมือน epitope ของไวรัส HRV-C มีขนาดเลก็กวา่ HRV-A และ 

HRV-B ประมาณ 10-20 aa  

ลกัษณะส าคญัของกระบวนการ  viral protease-dependent cascade โปรตีนสายยาว

จะถกูตดัออกเป็นโปรตีนหน่วยยอ่ยได้อยา่งถกูต้องได้นัน้ จะถกูก าหนดด้วยบริเวณตดัจ าเพาะ  

(protease cleavage site) ระหวา่งรอยตอ่ของโปรตีนแตล่ะชนิด  ผลการวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิ

โนท่ีส าคญัซึง่อยูร่ะหวา่งรอยตอ่ของโปรตีนหน่วยยอ่ยของ HRV แตล่ะสายพนัธุ์แสดงผลดงัตาราง

ท่ี 14 และสามารถสรุปได้วา่ บริเวณตดัจ าเพาะบางบริเวณแสดงลกัษณะอนรัุกษ์เฉพาะภายใน

สายพนัธุ์ เดียวกนั เช่น cleavage site ระหวา่งโปรตีน capsid VP4/ VP2 พบวา่ใน HRV-C ทกุ 

strain มีล าดบักรดอะมิโนเป็น methionine/ serine (M/S) ในขณะท่ี HRV-A สว่นมากมีล าดบั

กรดอะมิโนเป็น glutamine/ serine (Q/S) และ HRV-B มีล าดบัเป็น asparagine/ serine (N/S) 

และ cleavage site ในบางบริเวณก็แสดงลกัษณะร่วมระหวา่งสายพนัธุ์ เช่น บริเวณระหวา่ง

รอยตอ่ของโปรตีน 2C/ 3A, 3A/ 3B, 3B/ 3C และ 3C/ 3D มีล าดบักรดอะมิโนในบริเวณเหลา่นี ้

เป็น glutamine/ asparagines (Q/N) เหมือนกนัในทกุสายพนัธุ์ ผลการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ด้วยวิธี 

phylogenetic analysis พบวา่ CU072 ซึง่เป็น HRV-C ท่ีมีความคล้ายคลงึกบั N4 มากท่ีสดุ โดยมี

คา่ %amino acid identity เท่ากบั 78% นัน้ เม่ือวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนในบริเวณตดัจ าเพาะ

เปรียบเทียบกบั N4 และ strain อ่ืนในสายพนัธุ์ HRV-C พบวา่มีลกัษณะทัว่ไปคล้ายกนั ยกเว้นใน

บริเวณตดัจ าเพาะระหวา่งโปรตีน VP1/ 2A ของทัง้ CU072 และ N4 แสดงล าดบักรดอะมิโนท่ี

จ าเพาะแตกตา่งไป โดยมีล าดบัเป็น Valine/ Glycine (V/G) คล้ายกบัใน HRV-A ในขณะท่ี strain 

อ่ืนๆ มีล าดบัเป็น alanine หรือ leucine/glycine (A,L/G) 
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ตารางท่ี 14 ล าดบักรดอะมิโนในบริเวณตดัจ าเพาะระหวา่งโปรตีนแตล่ะชนิด 

protein junction CU072 HRV-C HRV-A HRV-B 

VP4/ VP2 M/S M/S Q/S N/S 

VP2/ VP3 Q/G Q/G Q,E/G Q/G 

VP3/ VP1 N/D Q/N Q/N E/G 

VP1/ 2A V/G A,L/G A,F,V,Y/G Y/G 

2A/2B Q/G Q/G Q/G Q/G 

2B/2C Q/S Q/G,S E,Q/S Q/A,S 

2C/3A Q/G Q/G Q/G Q/G 

3A/3B Q/G Q/G Q/G Q/G 

3B/3C Q/G Q/G Q/G Q/G 

3C/3D Q/G Q/G Q/G Q/G 
 

ก าหนดให้ HRV-C ได้จากการวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนของ C024, C25, C026, NAT001, NAT045, 

QPM และ QCE, HRV-A วิเคราะห์การท า multiple alignment และคดัเลือกตวัแทนที่แสดงล าดบักรดอะมิโน

แตกตา่งกนั 26 serotype ได้แก่ HRV1, 2, 7, 10, 15-16, 23, 28, 30, 34, 36, 38-39, 41, 44, 46, 49, 53, 55, 

59, 73-76, 88-89 และ HRV-B 7 serotype ได้แก่ HRV3, 4, 6, 14, 35, 48, 70 

 ผลการเปรียบเทียบ %identity ของโปรตีนทัง้ 11 โปรตีนของ HRV-C กบั HRV-A และ 

HRV-B พบวา่โปรตีน capsid VP2 คือโปรตีนท่ีมีคา่ %identity สงูท่ีสดุ โดยมีคา่เฉลี่ยเมื่อ

เปรียบเทียบกบั HRV-A เท่ากบั 63% และ HRV-B เท่ากบั 62% ในขณะท่ีโปรตีน 3A เป็นโปรตีนท่ี

มีคา่ %identity ต ่าท่ีสดุ โดยมีคา่เฉลี่ย 42% และ 30% เม่ือเปรียบเทียบกบั HRV-A และ HRV-B 

ตามล าดบั แตอ่ยา่งไรก็ตามโปรตีนของ HRV-C ท่ีนบัวา่มีการเปลี่ยนแปลงไปจากโปรตีนของ 

HRV-A และ HRV-B มากท่ีสดุ คือ โปรตีน capsid VP1 โดยพบทัง้การเกิด insertion หรือ 

deletion ภายในโปรตีนนีแ้ละสง่ผลให้ขนาดของโปรตีน capsid VP1 ของ HRV-C มีขนาด

แตกตา่งจาก HRV-A และ HRV-B มาก และนอกจากนีเ้ม่ือท าการเปรียบเทียบคา่ %identity ของ

โปรตีน capsid VP1 ภายในสายพนัธุ์ HRV-C พบวา่มีคา่ต ่าโดยอยูใ่นช่วงระหวา่งต ่ากวา่ 70% ถึง

สงูท่ีสดุคือ 74% เม่ือเปรียบเทียบกบั N4 ซึง่เป็น strain ท่ีมีความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการใกล้เคียง

กนัมากท่ีสดุ แสดงให้เห็นวา่เชือ้ HRV-C เป็นเชือ้ท่ีมีความหลากหลายภายในสายพนัธุ์มาก  
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ตารางท่ี 15 ผลการวิเคราะห์คา่ %amino acid sequence identity ของ CU072 โดยใช้ล าดบั

กรดอะมิโนท่ีได้จาก CU072 ซึง่จดัอยูใ่นสายพนัธุ์ HRV-C เปรียบเทียบกบัข้อมลูกรดอะมิโนของ 

HRV สายพนัธุ์อ่ืนๆ ท่ีได้จากการศกึษาวิจยันี ้

HRV 
species 

 %amino acid sequence identity 
     P1 P2         P3 

VP4 VP2 VP3 VP1 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D 

HRV-A  63% 51% 39% 42% 60% 48% 47% 37% 53% 48% 60% 

HRV-B  55% 51% 39% 35% 36% 46% 43% 27% 48% 45% 57% 

HRV-C  78% 67% 61% 64% 70% 65% 61% 70% 64% 72% 69% 

HRV-A: CU107, CU150, HRV-B: CU003, CU211, HRV-C: CU184 

2.3 ผลการวิเคราะห์ค่า %GC content 

ในการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของเชือ้ HRV แตล่ะสายพนัธุ์ โดยใช้

ลกัษณะของจีโนมท่ีเปลี่ยนแปลงไปเป็นข้อมลูนัน้ สามารถพิจารณาจากคา่ %GC content ของแต่

ละสายพนัธุ์เปรียบเทียบกนั โดยอ้างอิง จากผลการศกึษาในเชือ้ HEV ซึง่เป็นไวรัสท่ีมีวิวฒันาการ

ใกล้เคียงกบัเชือ้ HRV มากกวา่เชือ้อ่ืนๆ ในตระกลู Picornaviridae พบวา่คา่ %GC content ท่ี

เปลี่ยนแปลงไปในเชือ้ HEV นัน้ จดัเป็น genomic factor ท่ีส าคญัอย่างหนึ่งตอ่วิวฒันาการของ

ไวรัส ซึง่ มีความสมัพนัธ์กบัความสามารถในการปรับตวัของเชือ้ HEV ให้อยูร่อด ได้ใน

สภาพแวดล้อมท่ีแตกตา่งกนั เช่น คา่ %GC content ท่ีแตกตา่งกนัของเชือ้ HEV แตล่ะสายพนัธุ์ มี

ความสมัพนัธ์กบั อณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญของเชือ้ ไวรัส ซึง่ท าให้เชือ้  HEV แตกตา่งสาย

พนัธุ์กนัสามารถก่อโรคในบริเวณท่ีแตกตา่งกนั ได้ และเช่ือวา่เชือ้ HEV สายพนัธุ์ทีมี คา่ %GC 

content สงูจะสามารถเจริญได้ในบริเวณท่ีมีอณุหภมูิสงูกวา่เชือ้ HEV ท่ีมีคา่ %GC content ต ่า 

ผลการวิเคราะห์คา่ %GC content ในสว่น coding sequence ของเชือ้ HRV แตล่ะสาย

พนัธุ์เปรียบเทียบกนันัน้ พบวา่มีคา่เฉลี่ยใน HRV-A เท่ากบั 38%, HRV-B เท่ากบั 39% และ HRV-

C เท่ากบั 43% ตามล าดบั เมื่อวิเคราะห์ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของเชือ้ HEV ทัง้ 4 สายพนัธุ์และ 

Poliovirus พบวา่มีคา่แตล่ะสายพนัธุ์มีคา่เฉลี่ย GC content ดงัต่อไปนี ้ HEV-A (EV71) และ 

HEV-B (EV73) มีคา่ใกล้เคียงกนั คือ 48%, HEV-C เท่ากบั 45%, HEV-D (EV70) เท่ากบั 42% 

และ Poliovirus เท่ากบั 46% สามารถสรุปได้วา่คา่ %GC content โดยเฉลี่ยของ HRV-A มีคา่ต ่า
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ท่ีสดุ ในขณะท่ี HRV-C มีคา่สงูท่ีสดุใกล้เคียงกบัเชือ้ HEV-C และ HEV-D  จงึท านายได้วา่ทัง้เชือ้ 

HRV และ HEV นัน้ มีแนวโน้มในการเกิดการเปลี่ยนแปลงทางวิวฒันาการสอดคล้องไปในทาง

เดียวกนั โดยเชือ้ HRV-A และ HRV-B สามารถเจริญได้ในสภาพแวดล้อมท่ีคล้ายกนั คือในระบบ

ทางเดนิหายใจสว่นบน มีอณุหภมูิเฉลี่ย 33oC และแตกตา่งจากเชือ้ HEV คอ่นข้างมาก เน่ืองจาก

เชือ้ HEV พบการเจริญได้ในหลายระบบ มีอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญท่ี 37oC และสามารถ

ทนสภาพกรดได้ดี ในขณะท่ี HRV-C อาจจะมีคณุลกัษณะบางประการแตกตา่งไปและอาจคล้าย

กบัเชือ้ HEV บางสายพนัธุ์มากกวา่ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 24 ผลการวิเคราะห์คา่เฉลี่ย %GC content ของ HRV ทัง้ 3 สายพนัธุ์และ HEV (แสดงด้วย

เส้นหนา) ซึง่ค านวณได้จากการท า multiple sequences alignment ก าหนดให้คา่ sliding 

window เท่ากบั 600 nt, step size เท่ากบั 10 nt และคา่ SD เหนือคา่เฉลี่ยและต ่ากวา่คา่เฉลี่ย

ของแตล่ะข้อมลูแสดงด้วยพืน้ท่ีแรเงาโดยรอบ 
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2.4 ผลการวิเคราะห์ conserved motif และ functional domain ใน polyprotein ของเชือ้ 

Human Rhinovirus 

ผลการวิเคราะห์ motif ตา่งๆ บนสาย polyprotein ซึง่ได้จากการถอดรหสัสารพนัธุกรรม

จากไวรัส HRV แตล่ะสายพนัธุ์เปรียบเทียบกนั พบวา่โปรตีนของสายพนัธุ์ HRV-C มีลกัษณะทัว่ไป

คล้ายกบัโปรตีนจาก HRV สายพนัธุ์อ่ืน โดยเฉพาะในบริเวณ motif ส าคญั ซึง่มีสว่นเก่ียวข้องกบั

การควบคมุกระบวนการ replication ของไวรัส ตวัอยา่งเช่น 

(1) GxxxS motif ในโปรตนี VP0 

GxxxS หรือ myristoylation motif ในโปรตีน VP0 ซึง่เป็นโปรตีนตัง้ต้นของโปรตีน capsid 

VP4 และVP2 มีต าแหน่งตรงกบักรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 2 ของโปรตีน VP0 โดย motif นีมี้

ความส าคญัในการเตมิหมู ่myristoyl ให้กบัโปรตีน VP0 เพื่อท่ีจะท าให้เกิดการตดัแบง่สายโปรตีน

ออกเป็นโปรตีน VP4 และ VP2 และเช่ือวา่มีบทบาทในการช่วยรักษาความเสถียรของโปรตี น 

capsid ด้วย โดยพบวา่ HRV เกือบทัง้หมดมีล าดบักรดอะมิโนในบริเวณนีเ้ป็น GAQVS ยกเว้น 

HRV21 มีล าดบักรดอะมิโนเป็น GTQVS และ HRV93 มีล าดบักรดอะมิโนเป็น GAQIS 

(2) G(P/A)Y(S/T)GxP ในโปรตนี 3B (VPg) 

motif นีเ้ร่ิมต้นท่ีต าแหน่งท่ี 1 ของโปรตีน 3B โดยพบวา่กรดอะมิโน  Y ในต าแหน่งท่ี 3 ของ 

motif นี ้แสดงลกัษณะอนรัุกษ์ร่วมกนัในเชือ้ HRV ทกุสายพนัธุ์ และพบวา่มีลกัษณะเป็น homolog 

กบัโปรตีน 3B ใน Poliovirus ซึง่กรดอะมิโน Y3 นีมี้บทบาทส าคญัตอ่การสร้างพนัธะ 

phosphodiester ระหวา่งโปรตีน 3B กบัสว่นปลาย 5′ UTR ของจีโนมไวรัสเพื่อยดึสายจีโนมเข้า

กบัด้านในของโปรตีน capsid นอกจากนีพ้บวา่ล าดบักรดอะมิโนในต าแหน่งท่ี 2 ใน HRV-C เกือบ

ทัง้หมด มีล าดบัเป็น P2 เหมือนกบัใน HRV-A และ HRV-B ยกเว้น C025, N4 และ NAT045 

strain มีล าดบัเป็น A2 ส าหรับกรดอะมิโนต าแหน่งท่ี  4 พบวา่ใน HRV-C แสดงลกัษณะเฉพาะของ

กรดอะมิโนในต าแหน่งนีแ้บง่ได้ 2 กลุม่ คือ กลุม่ท่ีมีล าดบัเป็น T4 ซึง่พบเฉพาะใน HRV-C เท่านัน้ 

ได้แก่ C024,C026, QPM, QCE, NAT001 และ NAT045 กลุม่ท่ี 2 มีล าดบักรดอะมิโนเป็น S4 

คล้ายกบั HRV สายพนัธุ์อ่ืน ได้แก่ CU072, C025, N4 และ N10 
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ภาพท่ี 25 ผลการท า multiple alignment ของล าดบักรดอะมิโนจากโปรตีน 3B 

โดยเปรียบเทียบผลของ HRV-C ทกุ strain ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู กบั HRV-A และ HRV-B 

3. motif ในโปรตนี 3D 

โปรตีน 3D ของ picornavirus ซึง่มีคณุสมบตัิเป็นเอนไซม์ RNA-dependent RNA 

polymerase ประกอบด้วย motif ท่ีส าคญัทัง้หมด 8 motif ตวัอยา่งเช่น YGDD motif ท าหน้าท่ี

เป็นบริเวณจดจ าระหวา่งเอนไซม์และกรดนิวคลีอิค (nucleic acid recognition site), YGL, FLKR 

และ SIRWT motif ซึง่อยูท่างด้านปลาย C ของโปรตีน 3D โดยพบวา่ล าดบักรดอะมิโนภายใน 

motif เหลา่นีแ้สดงลกัษณะอนรัุกษ์ภ ายในสายพนัธุ์ HRV และยงัพบลกัษณะร่วมกบั motif ใน

โปรตีนของ HEV ด้วย 

2.5 ผลการท านาย conserved motif และ functional domain บนโปรตนี VP1 

2.5.1 ลักษณะทั่วไปของโปรตนี VP1 

Viral capsid protein 1 หรือ VP1 คือ โปรตีน capsid ท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสดุ เป็น

องค์ประกอบหลกัของ  icosahdral capsid ของอนภุาคไวรัส โปรตีนชนิดนีมี้บทบาทส าคญัในการ

ก าหนด antigenicity ของไวรัส เน่ืองจากเป็นสว่นหนึง่ของ epitope ของไวรัสซึง่จะถกูจบัได้ด้วย 

neutralizing antibody และเป็นบริเวณท่ี ใช้ท านายการตอบสนองตอ่ยาต้าน ไวรัสท่ี ใช้อยูใ่น

ปัจจบุนั นอกจากนีใ้นบริเวณโปรตีน VP1 ยงัท าหน้าท่ีเป็น receptor attachment site ของไวรัส 

จงึสามารถใช้ข้อมลูทางพนัธุกรรมของไวรัส  เพื่อการท านายชนิดของ cellular receptor ท่ีไวรัสใช้

ในการเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้านได้  

จากผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ  coding sequence ของเชือ้ 

HRV ทัง้ 6 strain พบวา่ขนาดของยีน VP1 ใน HRV สายพนัธุ์ A และ B มีขนาดใกล้เคียงกนั  โดยมี

                 10        20    

        ....|....|....|....|... 

CU072   GPYSGLP-NPPSKRPELRKATLQ  

CU184   GPYTGLP-QPKPRKPELRKAVVQ  

C024    GPYTGMP-TTPKKKPELRRATLQ  

C025    GAYSGNA-NPIPRKPELRKAVKQ  

C026    GPYTGLP-QPKPRKPELRKAVIQ  

QPM     GPYTGLP-QPKVRKPELRKAVIQ  

NAT001  GPYTGLP-QPKPRKPELRKAVVQ  

NAT045  GAYTGHV-EPTLKRSELRKAVTQ  

N4      GAYSGVP-NPTPKKPELRKATLQ  

N10     GPYSGAP-QPIPKKPELRRAPLQ  

QCE     GPYTGLP-QPKPRKPELRRAVIQ  

CU107   GPYSGQP-KPKTRQPE-RRVVIQ  

CU150   GPYSGEP-KPKTKVPE-RRVVAQ  

CU003   GPYSGNPSHTKLKPPTLRQVVVQ  

CU211   GPYSGNPTHNKLKPPTLRPVVAQ  

 

 

Y3 

HRV-A 

HRV-C 

HRV-B 
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ขนาดเฉลี่ย 864 nt หรือโปรตีนมีขนาดเฉลี่ย 288 aa เม่ือท าการวิเคราะห์ผลของการเปรียบเทียบ

ล าดบักรดอะมิโน (amino acid alignment) ของโปรตีน VP1 เปรียบเทียบกบัตวัแทนของแต่ละ

สายพนัธุ์ ซึง่ได้ท าการคดัเลือก  serotype ท่ีมีรายงานผลการศกึษา X-ray crystallography ของ 

rhinovirion ในฐานข้อมลู หรือเป็นสายพนัธุ์ท่ี มกัถกูคดัเลือกเป็นไวรัสต้นแบบ (prototype) เพื่อ

การศกึษาเปรียบเทียบ ดงัตอ่ไปนี ้ 

ตวัแทนของ HRV-A ได้แก่ HRV-1, 16 และ 45 ซึง่ HRV-45 จดัเป็นสมาชิกของ clade D 

และมีความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการใกล้เคียงกบั HRV-A  

ตวัแทนของ HRV-B ได้แก่ HRV-5, 14, 42 และ 70 โดยเลือกใช้ serotype 5 และ 42 เพื่อ

เป็นตวัแทนของ HRV ท่ีต้านทานตอ่ยา pleconaril (pleconaril resistant)  

ตวัแทนของ HRV-C ได้แก่ HRV-C024, 025, 026, QPM, NAT001, NAT045, QCE, N4 

และ N10 ซึง่เป็น HRV-C ท่ีมีข้อมลู coding sequence ท่ีสมบรูณ์แล้ว 

จากผลการศกึษาเปรียบเทียบพบวา่ HRV-A มีความหลากหลายของกรดอะมิโนภายใน

สายพนัธุ์มากกวา่ HRV-B โดยมีคา่ %amino acid identity เฉลี่ยมากกวา่ 58% ในขณะท่ี HRV-B 

มีคา่เฉลี่ยมากกวา่ 68% เม่ือพิจารณาทัง้ HRV-A และ HRV-B พบวา่บริเวณท่ีมีการเปลี่ยนแปลง

มาก ได้แก่ บริเวณ BC loop, DE loop และสว่นปลาย carboxy ของโปรตีน capsid VP1 โดยพบ

การเปลี่ยนแปลงทัง้ล าดบักรดอะมิโนและความยาวของ domain สว่นบริเวณท่ีมีลกัษณะอนรัุกษ์

ร่วมระหวา่งสายพนัธุ์มากท่ีสดุ คือ CD loop นอกจากนีย้งัพบการเพิ่มขึน้ของกรดอะมิโน (amino 

acid insertion) ในบางต าแหน่งของโปรตีน ซึง่มีลกัษณะจ าเพาะตอ่สายพนัธุ์ ดงันี ้

1 amino acid insertion พบใน HRV-A ในบริเวณสว่นต้นของ βG stand 

2 amino acid insertion พบใน HRV-B ในบริเวณสว่นต้นของ DE loop 

ถ้าหากพิจารณาไวรัสสายพนัธุ์เดียวกนัท่ีมีการใช้ receptor แตกตา่งกนั เช่น HRV-16 ซึง่

จดัเป็นไวรัส HRV-A ท่ีใช้ ICAM-1 เป็น receptor (HRV-A/ major) เปรียบเทียบกบั HRV-1 ซึง่ใช้ 

LDL-R เป็น receptor (HRV-A/ minor) พบวา่โปรตีน VP1 ของไวรัสในกลุม่ major มีล าดบักรดอะ

มิโนสว่นมากเป็น hydrophilic และมีประจลุบ ในขณะท่ีไวรัสกลุม่ minor  พบกรดอะมิโนท่ีมีความ

หลากหลายมากกวา่ และพบ deletion ในบริเวณ BC loop, DE loop และ GH loop นอกจากนีถ้้า

ก าหนดให้ motif บนโปรตีน capsid VP1 ท่ีมีลกัษณะอนรัุกษ์ภายในสายพนัธุ์เดียวกนั หรือระหวา่ง

สายพนัธุ์ของไวรัส HRV เป็นบริเวณท่ี มีล าดบักรดอะมิโนเหมือนกนัตัง้แต ่ 3 residue ขึน้ไป 
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C-CU072-Jul06      DPVSNFIDTTLKEVLVVPDTKPSGPQHTTKPTALGAMEIGASSDATPEATIETRYVYNDNTNAEADVEMFLGRSAIWANITLNQ---------------------GFYKWDINFQEHAHI  

C-HRV_N4 (M)       DPVDGFVHEVLNEVVVVPDTKPSGPQHTTRPSALGAMEIGASSSVIPESLIETRYVVNDNTNEEAEIEMFLGRSALWANIDMRD---------------------KFAKWDISFQEQANI  

C-HRV_N10(M)       NPVEDFIDETLKEVLVVPNTQPSGQVHTTKPSALNAMEVGVTPDVRPENLIETRYVINNHANNEALIENFLGRSSLWAEFDLTE---------------------GFKKWEISFQEQSHI  

C-HRV_NAT045(M)    NPVDNFVDEVLKEVLVVPDTKPSGPTHTVKPTVLNAMEIGVTPDATPESVIETRYVINNHTNNEALMENFLGRSSLWAELQMSD---------------------GFKKWDINFQEQAHI  

C-HRV_C024 (M)     NPVEDYIDKVVDTVLQVPNTQPSGPQHSIQPSALGAMEIGASSTTIPGDLIETRYVINSNTNSEALIENFMGRSALWAKIQVAN---------------------GFAKWDINFQEHAQV  

C-HRV_C025 (M)     NPVEQFVDNVLEEVLVVPNTQPSGPIHTTKPTALSAMEIGASSDVKPEDMIETRYVVNSRTNGEATIENFLGRSALWANIDMAN---------------------GYATWSITYQGNAQI  

C-HRV_C026 (M)     NPVEEFVEHTLKEVLVVPDTQASGPVHTTKPQALGAVEIGATADVGPETLIETRYVMNDNTNAEATVENFLGRSALWANLKLNQ---------------------GFKEWKINFQEHAQV  

C-HRV_QPM (M)      NPVEEFVEHTLKEVLVVPDTQASGPVHTTKPQALGAVEIGATADVGPETLIETRYVMNDNTNAEAAVENFLGRSALWANLRLDQ---------------------GFRKWEINFQEHAQV  

C-HRV_QCE (M)      NPVEEFVEHTLKEVLVVPDTQASGPTHTTKPQALGALEIGATADLKPEAMIETRYVMNDSTNAEATVENFLGRSALWANLKLKQ---------------------GFKSWKINFQEHAHV  

C-HRV_NAT001 (M)   NPVEEFVDHTLQKVMAVPDTQASGPTHTNKPQTLGALEIGATAEIGPETLIETRYVMNDNTNAEATVENFLGRSALWANFTLDR---------------------SFKSWKINFQEHAQI  

C-CU184-Sep06      NPVEEFVDHTLQKVMAVPDTQASGPTHTNKPQTLGALEIGATAEIGPETLIETRYVMNDNTNAEATVENFLGRSALWANFTLDR---------------------SFKSWKINFQEHAQI  

A-HRV_1_(m)        NPVENYIDEVLNEVLVVPNIKESHHTTSNSAPLLDAAETGHTSNVQPEDAIETRYVITSQTRDEMSIESFLGRSGCVHISRIKVD-----------YTDYNGQDINFTKWKITLQEMAQI  

A-CU150-Sep06      NPVERYVDEVLNEVLVVPNINESHPTTSNAAPVLDAAETGHTSNIQPEDTIETRYVQSSQTLDEMSVESFLGRAGCIHESILDI------------KEDYNTQ--SFTKLKVSFQEMAQI  

A-HRV_16_(M)       NPVERYVDEVLNEVLVVPNINQSHPTTSNAAPVLDAAETGHTNKIQPEDTIETRYVQSSQTLDEMSVESFLGRSGCIHESVLDI------------VDNYNDQ--SFTKWNINLQEMAQI  

A-CU107-Jul06      NPVERYVDEVLNEVLVVPNINKSNGQLSNAAPALDAAETGHTSQTQPEDVIETRYVITDQTRDEMSIESFLGRSGCISIIELDLD-----------HEGYSAEGKNFKTWKVKLQEMAQI  

A-HRV_45 (M)       NPVEQFAEAVLDQVLVVPNTRPSDGLIANSAPALDAAETGHTSSVQPEDLIETRYVIADQTRHETSIESFLGRAGCVATISLDIN-----------HDDY---QKNYKNWAISLQEMSQI  

B-HRV_14_(M)       GLGDELEEVIVEKTKQTVASISSGPKHTQKVPILTANETGATMPVLPSDSIETRTTYMHFNGSETDVECFLGRAACVHVTEIQNKDATG-------IDN-HREAKLFNDWKINLSSLVQL  

B-CU211-Oct06      GLGSELEEVIVEKTKQTMASIASGPKHTQSVPTLTANETGASMPVQPSDNVETRTTYMHFNGSETDIESFLGRAACVHMTEIVNKNPAT-------SNN-QKADKLYNDWRINLSSLVQL  

B-CU003-Feb06      GLGEELEEVVIDKMKQVTASVQSGSKHTQKVPALSASETGATLPTNPSDSVETRTTYMHFTGSETTIENFLGRSACVHITEIQNKKPIESLEEG---KNTHKEQMLFNDWKISLSSLVQL  

B-HRV_5 (M)        GLEDDLVEVIVDKAQQTLASIKSDSKHTQKVPSLTANETGATLPTTPSDSVETRTTLMHYTGSETTLENFLGRAACVHVVEIVNKRPTD-------TEE~HRMQLLFNNWKINLSSLVQL  

B-HRV_42 (M)       GLEDELMEVIVDKTQQTLASVKSGSKHTQKVPSLTANETGATLPTTPSDSVETRTTMMHYTGSETTLENFLGRAACVHVVEIRNKRPTD-------GEE~HKTQLLFNDWKINLSSLVQL  

B-HRV_70 (M)       GFEGELEEVVIDKMKQVTASSQSGPKYTQKVPALSANETGATLPTNPSDNVETRTTYMHFTGSETSLENFLGRSACVHITEIKNKLPTEPVMKGNNMENTHKEQGLFNDWKINLSSLVQF  

Clustal Consensus  .      .  :.    .     *    :     * * * * :    *   :*** .       *  :* *:**:.      :                        :    :. .   :.  
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C-CU072-Jul06      RKKFELFTYVRFDMEVTIVTNNKG----------LMQIMFVPPGLEPPNGKDSRLWQTASNPSVFYQPKSGFPRFTIPFTGGSISYYIFYDGYATTAKTGDNTYGISPTNDMGTLCFRAL  

C-HRV_N4 (M)       RKKFELFTYLRFDMEVTIVTNNKG----------LMQIMFVPPGLEPPNGKDSRLWDSASNPSVFFQPKSGFPRFTIPFTGLASAYYIFYDGYTTRLDPSDNKYGISPTNDMGTLCFRAL  

C-HRV_N10(M)       RKKIELFTYIRFDMEVTIVTNNTG----------LMQIMYVPPGVDSPARSNDKRWDGASNPSVFYQPKSGFPRFTIPFTGLGSAYYVFYDGYDE-VREDAISYGISSTNGMGVLCFRAL  

C-HRV_NAT045(M)    RKKIEMFTYIRFDMEVTIVTNNQG----------LMQIMYVPPGIEAPESLNDKRWNGASNPSVFYQPKSGFPRFTIPFTGLGSAYYVFYDGYDE-NKVGSTTYGISATNDMGTLCFRAL  

C-HRV_C024 (M)     RKKFEMFTYARFDMEVTVVTNNTG----------LVQIMFVPPGIDAPDSIDSRLWDSASNPSVFYQPKSGFPRFTIPFTGLGSAYYMFYDGYDVPRNKSNAVYGITSTNDMGTLCFRAM  

C-HRV_C025 (M)     RKKLELFTYVRFDLEITIITSNSS----------LMQIMYVPPGAKPPNNNSSMEWNTASNPSIFFQPGNGFPRFTIPFTGLGSAYYMFYDGYDK-VSHDEGTYGTSVTNDMGRLCFRTP  

C-HRV_C026 (M)     RKKFEMFTYVRFDLEVTIVTNNTG----------LMQIMFIPPGIPAPNGKNSREWDTASNPSVFFQPNSGFPRFTIPFTGLGSAYYMFYDGYDG-TDAANTNYGISLTNDMGTLCFRAL  

C-HRV_QPM (M)      RKKFEMFTYVRFDLEITIVTNNKG----------LMQIMFVPPGITPPGGKDGREWDTASNPSVFFQPNSGFPRFTIPFTGLGSAYYMFYDGYDG-TDDANINYGISLTNDMGTLCFRAL  

C-HRV_QCE (M)      RKKFEMFTYVRFDLEITIVTNNAG----------LMQIMFVPPGIRAPTEKGSREWDTASNPSVFFQPHSGFPRFTIPFTGLGSAYYMFYDGYDG-TKASNTNYGISLTNDMGTLCFRAL  

C-HRV_NAT001 (M)   RKKFELFTYVRFDLEITIVTNNRG----------LMQVMFVPPGIDVPKQKEGKEWNAASNPSVFFQPHSGFPRFTIPFTGLGSAYYMFYDGYDG-INADNTNYGISETNDMGTLCFRAL  

C-CU184-Sep06      RKKFELFTYVRFDLEITIVTNNRG----------LMQVMFVPPGIDAPKQKEGKEWNAASNPSVFFQPHSGFPRFTIPFTGLGSAYYMFYDGYDG-INADNTNYGISETNDMGTLCFRAL  

A-HRV_1_(m)        RRKFELFTYVRFDSEITLVPCIAGRG--DDIGHIVMQYMYVPPGAPIPSKRNDFSWQSGTNMSIFWQHGQPFPRFSLPFLSIASAYYMFYDGYDG--DNTSSKYGSVVTNDMGTICSRIV  

A-CU150-Sep06      RRKFEMFTYTRFDSEITLVPSIANKE--GHIGHIVMQYMYVPPGAPIPTTREDYAWQSGTNASIFWQHGQPFPRFSLPFLSVASAYYMFYDGYDG--DTYQSRYGTVVTNDMGTLCSRIV  

A-HRV_16_(M)       RRKFEMFTYARFDSEITLVPSVAAKD--GHIGHIVMQYMYVPPGAPIPTTRDDYAWQSGTNASVFWQHGQPFPRFSLPFLSIASAYYMFYDGYDG--DTYKSRYGTVVTNDMGTLCSRIV  

A-CU107-Jul06      RRKNELFTYLRFDSEITIVPSNAAIE--GSNGHVVIQYMYVPPGAPLPKKRDDYTWQSGTNASVFWQEGQPYPRFTIPFISIASAYYMFYDGYAD--DNPSAPYGTVVTNDMGSLCVRIV  

A-HRV_45 (M)       RRKFEMFTYVRFDSEITIVPCVAATE--GNLGHIVVQYMFVPPGAPLPVSRTDNTWQSSTNASVFWQVGQTYPRFSIPFSSIASAYYMFYDGYDT--DGTDAVYGVSVTNDMGTICVRIV  

B-HRV_14_(M)       RKKLELFTYVRFDSEYTILATASQPDSANYSSNLVVQAMYVPPGAPNPKEWDDYTWQSASNPSVFFKVG-DTSRFSVPYVGLASAYNCFYDGYSH--DDAETQYGITVLNHMGSMAFRIV  

B-CU211-Oct06      RKKLELFTYVRFDSEYTILATASQPNDSNYSSDLTVQAMYVPPGAPSPTKWNDYTWQSASNPSVFFKVG-STARFSVPFIGLASAYNCFYDGYSH--DDEDTPDGITVLNHMGRMAFRII  

B-CU003-Feb06      RKKLELFTYVRFDSEYTILATASQPNASEYASNLTVQAMYVPPGAPNPVKWNDYTWQSASNPSVFFEVG-KTARFSVPFTGIASAYNCFYDGYSH--DNEDTQYGINVLNHMGSIAFRVV  

B-HRV_5 (M)        RRKLEMFTYVRFDSEYTIIATSSQPNEAKFSSNLTIQAMFIPPGAPNPKKWDDYTWQSATNPSVFFNVG-KSARFSVPYLGIASAYNCFYDGYSH--DNSTTPYGINVLNHMGSMAFRVV  

B-HRV_42 (M)       RRKLEMFTYVRFDSEYTIIATSSQPNDAKFSSNLTVQAMFIPPGAPNPSKWDDYTWQSATNPSVFFNVG-KSARFSVPYLGIASAYNCFYDGYSH--DNLTTPYGINVLNHMGSMAFRVV  

B-HRV_70 (M)       RKKLELFTYVRFDSEYTILATASQPDTAQYASNLTVQAMYVPPGAPNPIKWDDYTWQSASNPSVFFEVG-KMARFSVPFVGIASAYNCFYDGYSH--DNEDTPYGISVLNHMGSIAFRIV  

Clustal Consensus  *:* *:*** **: * *::.               :* *::***   *       *: .:* *:*::     .**::*: . . :*  *****           *    * ** :. *    

 
 ภาพท่ี 26 ผลการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนซึง่ได้จากการแปลรหสัยีน VP1 
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C-CU072-Jul06      DD----TVKNDVKVFVKPKHISAWVPRPPRATEYTHKYSTNYHY--KPDGEGHALTDRHFIQKRNNIKNV~--  

C-HRV_N4 (M)       DD----STNNHIKVYIKPKHITAWIPRPPRATEYTHAYSTNYHY-KAPDATPQQLESRHFMKFREQIKNV~--  

C-HRV_N10(M)       ED----KTNNDVKVFIKPKHIRAWCPRPPRATSYTHKNSTNYHT-PTGASDG-TLKEKHYLKHRDDIKNL~--  

C-HRV_NAT045(M)    ED----TAKQDVKVFVKPKHITAWCPRPPRAVDYTHRYSPNYHT--KRVAPQ-KLEEKHYINTRTTIKTA~--  

C-HRV_C024 (M)     ED----TNEHSIRVFVKPKHTIAWIPRPPRATQYTHKFSTNYHV-KKPDDTTGLLIQKHFINHRTDIKTA~--  

C-HRV_C025 (M)     NNN---SGTDIIRIFGKPKHTRAWIPRPPRATEYTHKDSTNYNRRVNPNSEDSTLTRDHYIKTRATVTTA~--  

C-HRV_C026 (M)     DG----TEVSDIKVFAKPKHTAAWIPRPPRATQYLHKFSTNYNK-PKTKGSN-ELEPKHFLKYRDDITSITTL  

C-HRV_QPM (M)      DG----TGASDIKVFGKPKHITAWIPRPPRATQYLHKFSTNYNK-PKTSGST-ELEPKHFFKYRQDITSITNL  

C-HRV_QCE (M)      DG----ATTSDIKVFAKPKHTTAWIPRPPRATQYLHKFSTNYNK-PETEGSN-ILIQKHFLEHRADITTL---  

C-HRV_NAT001 (M)   DG----AENSEIKIFAKPKHTTAWIPRPPRATQYLHKFSTNYNK-QKPDSGG-KLSPKHFLNTRNDIKNL---  

C-CU184-Sep06      DG----AENSEIKIFAKPKHTTAWIPRPPRATQYLHKFSTNYNK-QKPDSGG-KLSPKHFLNTRNDIKKL---  

A-HRV_1_(m)        TEKQKHSVVITTHIYHKAKHTKAWCPRPPRAVPYTHSHVTNYMPE-TGDVTT-------AIVRRNTITTA~--  

A-CU150-Sep06      TSEQVHKVKVVTRIYHKAKHTKAWCPRPPRAVQYTHTHVTNYKLETDVHTSV-------AIRPRTSLTNV~--  

A-HRV_16_(M)       TSEQLHKVKVVTRIYHKAKHTKAWCPRPPRAVQYSHTHTTNYKLSSEVHNDV-------AIRPRTNLTTV~--  

A-CU107-Jul06      TDQQKHKVKITSRIYHKAKHISAWGPRPPRAVPYRHIHNPNYKTSSGVPDNR--------VKLRDTLTTV~--  

A-HRV_45 (M)       TDQQQHRVKIDSMVYLKAKHIKAWCPRPPRAVTYNHTYNPNYVRADE~TATK--------VQTRANVTTV~--  

B-HRV_14_(M)       NEHDEHKTLVKIRVYHRAKHVEAWIPRAPRALPYTSIGRTNYPKNTEPVIKK----------RKGDIKSY~--  

B-CU211-Oct06      NDHDVHTTEVKIRVYHRAKHVRAWIPRPPKALPYIKIGRTNYSKPGAPVIKK----------RNA-ITQY~--  

B-CU003-Feb06      NDHDEHTTIVKIRVFHRAKHIRAWIPRPPRALPYTSIGRTNFPNTHGKVIAR----------RNK-ITTY~--  

B-HRV_5 (M)        NEHDNHTTHVKVRVYHRAKHIRAWVPRAPRALEYLHIGRTNYKQSPQNPIKT----------RKT-ISTY~--  

B-HRV_42 (M)       NEHDIHTTHVKIRVYHRAKHIRAWIPRAPRVLEYLHIGRTNYKQNPKNPIKT----------RDS-ISTY~--  

B-HRV_70 (M)       NDHDVHTTLVKIRVFHRAKHIRAWVPRPPRALPYTSIGKTNFPNTHSKVIAT----------RDS-ITTY~--  

Clustal Consensus               :: :.**  ** **.*:.  *     .*:                  . *   :.        

 

 

ภาพท่ี 26 (ตอ่) ผลการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนซึง่ได้จากการแปลรหสัยีน VP1 

โดยแบง่โปรตีนโครงสร้างทตุิยภมูิออกเป็นสว่น loop และ β-stand ตามการจดัเรียงตวัของโครงสร้าง ระบดุ้วยช่ือเหนือล าดบัก รดอะมิโน ก าหนดให้ กลอ่งสีเทา แสดงสว่น

ส าคญัของโปรตีน capsid VP1 แบง่ออกเป็น 10 motif ตามผลการท า x-ray crystallography ซึง่พบวา่เป็น motif ท่ีมีลกัษณะร่วมของทัง้ HRV-A และ B 

           ตวัอกัษรสีขาว แทนบริเวณที่พบ substitution ใน motif ของโปรตีน VP1 ของ HRV-C ซึง่แตกตา่งจาก A และ B 

           สญัลกัษณ์  (*) แทนกรดอะมิโนท่ีพบเหมือนกนัในทกุสายพนัธุ์ HRV (amino acid identity, fully conserve), (:) แทนกรดอะมิโนท่ีมีคณุสมบตัิเหมือนกนั (amino 

acid similarity, stringly conserve), (.) แทนกรดอะมิโนท่ีคณุสมบตัิเหมือนกนัเพียงเลก็น้อย (weakly conserve), M แทน major group HRV (ICAM-1), m แทน minor 

group HRV (LDL-R) และ ‘  ’ แทนต าแหน่งท่ีใช้ส าหรับการวิเคราะห์ pleconaril susceptibility  

         ตวัอกัษรเอียงและขีดเส้นใต้แทนกรดอะมิโนสว่นส าคญัตอ่การเกิดอนัตรกริยากบั minor receptor (LDL-R) 

HRV-C 

HRV-A 

HRV-B 

HI βI 
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ตามผลการศกึษาของ Thompson และคณะ57 จะพบวา่ HRV-B ประกอบด้วย conserve motif 

ทัง้สิน้ 24 motif ในขณะท่ี HRV-A พบ 18 motif โดยวา่มี 10 motif ท่ีแสดงลกัษณะอนรัุกษ์ร่วม

ระหวา่งทัง้ 2 สายพนัธุ์ (แทนด้วยกลอ่งสีเทาในภาพท่ี 26 ) โดยเกินกวา่คร่ึงของ conserve motif 

พบอยูใ่นโครงสร้าง  β stand มากกวา่โครงสร้าง loop ลกัษณะทัว่ไปของ conserve motif ของ

สายพนัธุ์ B นัน้ จะมีความยาว ของ motif มากกวา่ในสายพนัธุ์ A เลก็น้อย สามารถสรุป

ลกัษณะร่วมของ conserve motif ของไวรัส HRV ทัง้ 100 serotype ได้ดงัตารางท่ี 14 

จากผลการศกึษาทางด้าน x-ray crystallography ของ HRV-14 และ 16 ในงานวิจยัก่อน

หน้านี ้58-59 ได้สรุปความสมัพนัธ์ของ conserve motif ทัง้ 10 motif และโครงสร้างโปรตีน capsid 

ของอนภุาคไวรัส พบวา่ motif ท่ี 1 และ 2 ซึง่อยูใ่นสว่นปลาย N ของโปรตีน VP1 คือ สว่นของ

โปรตีนจัดเรียงตวัอยูภ่ายใต้โครงสร้างของโปรตีน capsid VP3 และเช่ือวา่เป็นบริเวณส าคญัท่ี

เช่ือมตอ่กบัสาย RNA ของไวรัส ในขณะท่ี motif ท่ี 3 ซึง่พบในสว่นปลาย N นัน้ อยูใ่กล้กบั

โครงสร้าง βB stand มากกวา่สว่นอ่ืน motif เม่ือพิจาณาผลเปรียบเทียบกบัลกัษณะการจดัเรียงตวั

ของโครงสร้าง capsid แล้ว พบวา่เป็นสว่นโปรตีนท่ีถกูประกอบเข้าเป็น pentamer subunit โดยมี 

motif 5, 6 และ 10 จดัเรียงตวัอยูบ่ริเวณผิวหน้าของอนภุาคไวรัส ในขณะท่ี motif 9 ซึง่มีลกัษณะ

อนุรักษ์ในทกุสายพนัธุ์นัน้ พบ การจดัเรียงตวัอยูท่ี่ผิวหน้าของอนภุาคไวรัส HRV-14 แตก่ลบัมี

ลกัษณะการเรียงตวัท่ีแตกตา่งไปใน HRV-16 

โปรตีน VP1 ของ HRV สายพนัธุ์ C มีขนาดเฉลี่ย 273 aa ซึง่เลก็กวา่โปรตีน VP1 ของสาย

พนัธุ์ อ่ืน  และยงัพบลั กษณะท่ีเป็นเอกลกัษณ์แตกตา่งจากสายพนัธุ์ อ่ืนด้วย  เน่ือง มาจากเกิด 

deletion ท่ีโปรตีน VP1 บางสว่น โดยเฉพาะสว่น BC loop และ DE loop เป็นสว่นท่ีพบ deletion 

มากกวา่บริเวณอ่ืน เม่ือพิจารณาล าดบักรดอะมิโนในบริเวณ conserve motif ทัง้ 10 ต าแหน่ง ซึง่

มีลกัษณะอนรัุกษ์ร่วมของทัง้สายพนัธุ์ A และ B พบวา่ใน HRV-C มีลกัษณะของกรดอะมิโนบาง

ต าแหน่งแสดงลกัษณะ อนรัุกษ์ ร่วมกบัสายพนัธุ์ อ่ืน เช่น ใน motif 9 มีล าดบักรดอะมิโน คือ  

FYDGY เหมือนกนัทกุสายพนัธุ์ ในขณะท่ีบาง motif ของ HRV-C มี amino acid substitution ท่ี

จ าเพาะ แตกตา่งจากอีก 2 สายพนัธุ์ รวมทัง้สิน้ 6 motif ตวัอยา่งเช่น  

 motif 1 : E(IV)G   พบวา่ HRV-C เกือบทกุ strain พบการเปลี่ยนแปลงจาก T เป็น I ยกเว้น 

N10 เปลี่ยนแปลงจาก I เป็น  V  ในขณะท่ี HRV-A และ B ทกุ serotype แสดงลกัษณะของกรดอะ

มิโนร่วมกนั คือ ETG 
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motif 4 : RFD(ML) พบลกัษณะของ amino acid substitution ใน HRV-C แบง่เป็น 2 กลุม่ 

ได้แก่ strain N4, N10, NAT045, C024 และ CU072 พบการเปลี่ยนแปลงจาก S เป็น M ในขณะ

ท่ี strain QCE, C025, C026, NAT001 และ CU184 พบ substitution ด้วย L แทน S 

motif 7 : RFTIPF ทกุ strain ของสายพนัธุ์ C พบการเปลี่ยนแปลงจาก S เป็น T และมี

ลกัษณะอนรัุกษ์ในทกุ strain แตกตา่งจากในสายพนัธุ์ A และ B : (KR)(FI)(ST)(ILV)P(FY)  ซึง่

เป็นบริเวณท่ีมีความหลากหลายของกรดอะมิโนมาก  

motif 8 : (GL)(GSA)(SI)(SA)Y พบวา่มากกวา่ 8 strain จากทัง้หมด 10 strain มีลกัษณะ

กรดอะมิโนร่วมกนั คือ  LGSAY ในขณะท่ี CU072 มีกรดอะมิโนลกัษณะท่ีแตกตา่งไปจาก strain 

อ่ืนๆ คือ GSISY และพบวา่ strain N4 มีล าดบักรดอะมิโนในบริเวณนีค้ล้ายกบัท่ีพบในสายพนัธุ์ A 

และ B มากกวา่  

นอกจากนีพ้บวา่ในบาง motif บนโปรตีน capsid VP1 ของ HRV-C แสดงลกัษณะ amino 

acid substitution ท่ีมีความหลากหลายภายในสายพนัธุ์ด้วยกนัเอง เช่นตวัอยา่งที่พบใน motif 6 

แตอ่ยา่งไรก็ดี เน่ืองจากผลการศกึษาอนภุาคไวรัส HRV-C ยงัมีอยูอ่ยา่งจ ากดั จงึท าให้ไม่สามารถ

ท านายบทบาทท่ีแน่ชดัของแตล่ะ motif ตอ่การก าหนดหน้าท่ีของโปรตีน capsid VP1 ของไวรัสได้ 

ตารางท่ี 16 ลกัษณะทัว่ไปของ conserve motif ของ HRV-A และ B เทียบกบั HRV-C 

motif  location in VP1 position a conserve amino acid sequence b 
HRV-A, B HRV-C 

1 amino terminal 38-40 ETG E(IV)G 
2 amino terminal 51-54 (ILMV)ETR IETR 
3 amino terminal 69-74 FLGR(AS) FLGRS 
4 βD stand 123-126 RF(DN)SE RFD(ML) 
5 βE stand, EF loop 153-156 (IV)PPG (IV)PPG 
6 EF loop 168-170 W(EQ)(ST) W(NDQ)(TAGS) 
7 βG stand 186-191 (KR)(FI)(ST)(ILV)P(FY) RFTIPF 
8 βG stand 194-198 (ILV)(AT)SAY (GL)(GSA)(SI)(SA)Y 
9 GH loop 201-205 FYDGY FYDGY 
10 βH stand, HI loop 228-230 R(ILMV)(IV) R(AT)LP 

 

a ต าแหน่งของกรดอะมิโนอ้างอิงจากผลการท า amino acid sequence alignment โดยใช้ล าดบักรดอะมิโนของ HRV-16 

และ HRV-14 ในการเปรียบเทียบต าแหน่ง 
b ความหลากหลายของกรดอะมิโนที่พบระหวา่ง serotype ในต าแหน่งที่ท าการวิเคราะห์ แสดงในวงเลบ็ 
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2.5.2 ชนิดของ Receptor ที่ไวรัสใช้ในการเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน  

ในการท านายชนิดของ receptor ท่ีอนภุาคไวรัสใช้จบัเพื่อรุกรานเซลล์เจ้าบ้านนัน้ 

พิจารณาได้จากล าดบักรดอะมิโนซึง่แสดงลกัษณะจ าเพาะของบนโปรตีน capsid ของไวรัส 

โดยทัว่ไป เชือ้ไวรัส HRV ใช้ receptor 2 ชนิดหลกัในการเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน ได้แก่ receptor หลกั 

คือ ICAM-1 (HRV-A = 64, HRV-B = 25)   และ receptor รอง คือ LDL-R (HRV-A = 10) จาก

ลกัษณะส าคญัของการเกิดอนัตรกริยาระหวา่ง receptor และโครงสร้างโปรตีน capsid ของ

อนภุาคไวรัส พบวา่ในไวรัสกลุม่หลกั จะอาศยัการจบักนัระหวา่งสว่นปลาย N หรือ D1 domain 

ของ ICAM-1 receptor กบับริเวณ canyon floor บน icosahedral capsid ของอนภุาคไวรัส จาก

ผลการศกึษาใน HRV-14 และ HRV-16 พบวา่ทัง้สอง serotype ใช้ล าดบักรดอะมิโนในบริเวณ 

canyon floor ซึง่อยูใ่นสว่นปลายของโปรตีน capsid VP3 และโปรตีน capsid VP1 เพื่อจบักบั 

ICAM-1 receptor ซึง่ล าดบักรดอะมิโนของทัง้ 2 สายพนัธุ์ มีลกัษณะแตกตา่งกนั และแสดง

ลกัษณะจ าเพาะภายในสายพนัธุ์  และด้วยลกัษณะท่ีแตกตา่งกนันี ้จงึมีการน า ข้อมลูล าดบักรดอะ

มิโนมาใช้ประโยชน์เพื่อการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ของไวรัส HRV ได้ 

ส าหรับ HRV-A ซึง่สว่นมากใช้ ICAM-1receptor เป็นหลกั (HRV-A/ major) พบวา่มี
กรดอะมิโนท่ีส าคญัตอ่การจบักบั receptor ทัง้หมด 10 ต าแหน่ง ได้แก่ T3179, P3180, D3181, 
T3182, S3185, G1148, I1151, R1205, V1209 และ P1213 ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบล าดบั
กรดอะมิโนภายใน HRV-A ซึง่ใช้ receptor ท่ีแตกตา่งชนิดกนั พบวา่ HRV-A กลุม่ท่ีใช้ ICAM-1
เป็น receptor จะแสดงลกัษณะอนรัุกษ์ร่วมกนั 4 ต าแหน่ง ได้แก่ T3179, P3180, D3181 และ 
G1148 ในขณะท่ีกรดอะมิโนในบริเวณนีข้อง HRV-A ท่ีใช้ LDL-R เป็น receptor จะแสดงลกัษณะ
อนรัุกษ์ร่วมกนัภายในกลุม่รอง (HRV-A/ minor) และพบวา่แสดงลกัษณะร่วมกบักลุม่ HRV-A/ 
major เพียงต าแหน่งเดียว คือ G1148 นอกจากนีใ้นต าแหน่ง 1185 ของ HRV-A/ minor พบ 
deletion ใน serotype 2, 23, 30 และ 49 และพบวา่กรดอะมิโนในต าแหน่ง 1205 และ 1209 มี
ความหลากหลายมากกวา่ต าแหน่งอื่นๆ ในสว่นท่ีท าการวิเคราะห์นี ้

ส าหรับสายพนัธุ์ B ประกอบด้วยกรดอะมิโนท่ีส าคญั 9 ต าแหน่ง (อ้างอิงจาก HRV-14) 

ได้แก่ D3177, P3178, D3179, T3180, Q3226, P1155, N1159, H1206 และ V1217 โดย    

HRV-B จะแสดงลกัษณะอนรัุกษ์ภายในสายพนัธุ์เดียวกนัมากกวา่ภายในสายพนัธุ์ A จากผล

การศกึษาของ Laine และคณะในปี 2006 ได้ท าการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของกรดอะมิโนของ 

HRV-B ทกุ serotype ในต าแหน่งท่ีส าคญัตอ่การจบักบั ICAM-1 receptor เหลา่นี ้พบวา่ HRV-B 
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17 serotype จากทัง้หมด 25 serotype แสดงลกัษณะอนรัุกษ์ร่วมกนัในทกุต าแหน่ง ในขณะท่ีอีก 

8 serotype พบ amino acid substitution เพียง 1 ต าแหน่งท่ีแตกตา่งไป  กลา่วคือ กลุม่ท่ี 1 

ประกอบด้วย serotype 35, 79, 83 และ 92 มีกรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง  3178 เป็น K ในขณะท่ีสว่น

ใหญ่เป็น P และกลุม่ท่ี 2 ประกอบด้วย serotype 27, 84, 93 และ 97 มีกรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 

3226 เป็น S แตกตา่งจาก HRV-B สว่นใหญ่ท่ีเป็น Q แตอ่ยา่งไรก็ตามใน serotype ท่ีพบความ

แตกตา่งที่นีย้งัคงใช้ ICAM-1 เป็น receptor เช่นเดียวกนั HRV-B อ่ืนๆ 
 

ตารางท่ี  17 ล าดบักรดอะมิโน ท่ีส าคญับนโปรตีน capsid VP1 และสว่นปลาย C ของโปรตีน 

capsid VP3 ของ HRV แตล่ะสายพนัธุ์ ซึง่ใช้ในการจบักบั ICAM-I receptor  

species/ 

receptor 

conserved amino acid sequences 

3179 3180 3181 3182 1148 1151 1213 

A/ major T P D A/I/KM/N/S/T G A/F/K/I/L/T/V A/D/H 

A/ minor A/S D/K/N/P/R/S D/G/N E/K/P/T G I/V    D/N/R 

C K/R A/K/S/G D/S N/D/E/K G A/P/S/V    D/G 

 3177 3178 3179 3180 3226 1155 1159 1206 1217 

B/ major D K/P D T Q/P P N H V 

C K/R A/K/S/G D/S N/E/K/D P/H P    

ตารางท่ี 17 ดดัแปลงจากผลการศกึษาของ Lau และคณะ[11] 

การระบตุ าแหน่งของกรดอะมิโน อ้างอิงจากผลการศกึษา ICAM-1 footprint ของ HRV-16 และ 14 ตามรายงาน

ของ Kolatkar และคณะ[60] 
 

จากผลการวิเคราะห์กรดอะมิโนของ HRV-B ทัง้ 2 strain ซึง่แยกได้จากการศกึษาวิจยันี ้

พบวา่ CU003 ยงัคงแสดงลกัษณะอนรัุกษ์ของกรดอะมิโนในต าแหน่งเหลา่นีส้อดคล้องกบั HRV-B 

สว่นใหญ่ จงึน่าจะใช้ ICAM-1 เป็น receptor ในการเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน ในขณะท่ี CU211 พบ 

amino acid substitution แตกตา่งไปจาก prototype ในบางต าแหน่งซึง่โดยทัว่ไปจะพบล าดบั

กรดอะมิโนท่ีเป็นลกัษณะจ าเพาะภายใน HRV-B ได้แก่ ต าแหน่ง 3177 พบการเปลี่ยนแปลงจาก 

D3177 เป็น E3177 และต าแหน่ง 1159 เปลี่ยนจาก N1159 เป็น S1159 

เม่ือท าการวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนของ  HRV สายพนัธุ์ C ในต าแหน่งท่ีส าคญัตอ่การ

เกิดอนัตรกริยากบั ICAM-1 receptor พบวา่มีต าแหน่งท่ีแสดงลกัษณะอนรัุกษ์ร่วมกบั HRV-A/ 
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major ทัง้หมด 5 ต าแหน่งจาก 9 ต าแหน่ง โดยพบวา่ใน HRV-C ทกุ strain ยงัคงแสดงลกัษณะ

อนรัุกษ์ของกรดอะมิโน G1148 ซึง่เป็นลกัษณะท่ีส าคญัในสายพนัธุ์ A ทกุ serotype และพบ

ลกัษณะร่วม 4 ต าแหน่งจากทัง้หมด 7 ต าแหน่ง เมื่อเปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์ B (HRV-B/ major)  

จากรายงานผลการศกึษาของ Vlasak และคณะในปี 2003[61] พบวา่กรดอะมิโนต าแหน่งท่ี

ส าคญัตอ่การเกิดอนัตรกริยาระหวา่งอนภุาคของไวรัสและ minor receptor LDL-R นัน้ คือ Lysine 

ใน TEK motif ซึง่ตรงกบัต าแหน่ง 224 (K224) ใน HI loop บนโปรตีน capsid VP1 อยา่งไรก็ดี ใน

การวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนของ HRV-C ทกุ strain รวมทัง้ CU072 และ CU184 ไม่พบกรดอะ

มิโน K224 หรือ TEK motif บนโปรตีน capsid VP1 จงึสามารถสรุปได้วา่ HRV-C ไม่ได้ใช้ LDL-R 

เป็น receptor ในการรุกรานเข้าสู่ เซลล์เจ้าบ้าน หรืออาจใช้ ICAM-1 เช่นเดียวกบั HRV-A และ B 

สว่นมาก แตอ่าจจะมีกรดอะมิโนต าแหน่งท่ีส าคญัตอ่การ จบักบั receptor เปลี่ยนแปลงไป  หรือ 

HRV-C อาจจะใช้  receptor ชนิดอ่ืนแตกตา่งไปจากอีกสองสายพนัธุ์ ซึง่จะต้องท าการศกึษา

เพิ่มเตมิตอ่ไป 

 
 

 
ภาพท่ี 27 ล าดบักรดอะมิโนในบริเวณสว่นปลาย N ของโปรตีน capsid VP3 และ capsid VP1  

ท่ีส าคญัตอ่การเกิดอนัตรกริยาระหวา่งอนภุาคไวรัส HRV กบั ICAM-1  

 

 

 

 

HRV_16(M)    TPDTSGIRVD  

CU107-Jul06  TPDTKGLPVD  

CU150-Sep06  TPDTSGIRVD  

HRV_25(m)    SRDEAGLRTR  

HRV_1 (m)    ANDKMGIKID  

HRV_2 (m)    SPGT-GVNAN  

HRV_23(m)    SPDT-GIHVN  

QPM (M)      RKDNEGPNSD  

C024(M)      KADNQGAVTD  

C025(M)      KADNEGPTSD  

C026(M)      RKDNEGANSD  

N4 (M)       KSDEHGPKSD  

N10 (M)      KADKSGSSSG  

NAT001 (M)   KKDDEGVNSD  

NAT045 (M)   KGSNSGATSD  

CU072-Jul06  KADNEGPTSD  

CU184-Sep06  KKDDEGANSD  

 
HRV_14 (M)   DPDTQPNHV  

HRV_93 (M)   DPDTSPNHV  

HRV_83 (M)   DKDTQPNHV  

CU003-Feb06  DPDTQPNHV  

CU211-Sep06  EKDTQPSHV  

QPM (M)      RKDNPPPGL  

C024 (M)     KADNPPAVS  

C025 (M)     KADNPPPKV  

C026 (M)     RKDNPPAGL  

N4 (M)       KSDEPPPTP  

N10(M)       KADKPPSES  

NAT001 (M)   KKDDPPVGE  

NAT045 (M)   KGSNPPAEA  

CU072-Jul06  KADNHPPTP  

CU184-Sep06  KKDDPPAGE  

 

HRV-A 

HRV-C 

G1148 

HRV-C 

HRV-B 
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2.5.3 ผลการท านายการตอบสนองต่อยาต้านไวรัส 

การท านายแนวโน้มการตอบสนองตอ่ยาต้านไวรัส pleconaril นัน้ ใช้เกณฑ์การพิจารณา

ล าดบักรดอะมิโนซึง่อยูใ่นบริเวณ drug binding pocket ของไวรัส HRV โดยอ้างอิงจากผล

การศกึษาของ Ledford และคณะ [9, 62] ซึง่ท าการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ ของ HRV ทัง้ 100 

serotype ตอ่ความสามารถในการตอบสนองตอ่ยา pleconaril พบวา่ HRV-A ทัง้หมด 75 

serotype ไม่ต้านทานตอ่ยาชนิดนี ้ส าหรับ HRV-B มี 18 serotype จากทัง้หมด 25 serotype ท่ีไม่

ต้านตอ่ยา pleconaril (susceptible strain) เม่ือใช้ความเข้มข้นของยาต ่า ในระดบัท่ีไม่เป็นพิษตอ่

เซลล์ และมีคา่ความเข้มข้นของยาท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ไวรัสได้  50% หรือคา่  50% 

effective concentration (EC50) อยู่ระหวา่ง 0.02-6.68 µM ในขณะท่ีอีก 7 serotype ท่ีต้านทาน

ตอ่ยา pleconaril ซึง่ก าหนดโดยธรรมชาติของไวรัสเอง (natural resistant serotype) ได้แก่ 

serotype 4, 5, 42, 84, 93, 97 และ 99 โดยมีคา่ EC50 มากกวา่ 12.5 µM และพบวา่เมื่อพิจาณา

ล าดบักรด     อะมิโนของ  natural resistant serotype เหลา่นี ้มีลกัษณะบางประการท่ีแสดง

เอกลกัษณ์เฉพาะ แตกตา่งไปจากกลุม่ท่ีไม่ต้านตอ่ยา pleconaril 

ในการศกึษานีไ้ด้ท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบ ล าดบักรดอะมิโนของเชือ้ไวรัส HRV ทัง้ 3 

สายพนัธุ์ เพื่อท านายแนวโน้มการตอบสนองตอ่ยา pleconaril โดยเลือกใช้ serotype 1 และ 16 

เป็นตวัแทนของ HRV-A และ serotype 14 เป็นตวัแทนของ HRV-B เน่ืองจาก serotype เหลา่นี ้

ได้มีรายงานผลการศกึษาโครงสร้าง  capsic ของอนภุาคไวรัสด้วยวิธี X-ray crystallography แล้ว

และจดัเป็น prototype ของเชือ้ HRV โดยพบวา่บริเวณ drug binding pocket ของไวรัสนัน้ มี

กรดอะมิโนท่ีมีบทบาทส าคญัตอ่การจบักบัยาต้านไวรัสหรือโมเลกลุขนาดเลก็ชนิดอ่ืนๆ ทัง้สิน้ 25 

residue ซึง่ต าแหน่งของกรดอะมิโนใน  HRV-A และ HRV-B สรุปได้ดงัตารางท่ี 18 จากการ

วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของล าดับกรดอะมิโนในบริเวณ drug binding pocket นี ้แสดงให้เห็นวา่

ล าดบักรดอะมิโนของ  HRV-A มีความหลากหลายคอ่นข้างมาก  โดยมีเพียง  8 ต าแหน่ง จาก

ทัง้หมด 25 ต าแหน่ง ท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัในทกุ serotype ได้แก่ ต าแหน่ง 118, 120, 143, 167, 

190, 192, 212 และ 214 พบกรดอะมิโน 10 ต าแหน่ง ท่ีมีความแตกตา่งของกรดอะมิโนระหวา่ง 

serotype แคเ่พียงสองชนิดเท่านัน้ 9 ในขณะท่ีเชือ้ HRV-B พบวา่โดยทั่วไปล าดบักรดอะมิโนใน

บริเวณ drug binding pocket มีความหลากหลายน้อยกวา่ HRV-A โดยพบวา่มีกรดอะมิโน 17 

ต าแหน่งจากทัง้หมด 25 ต าแหน่ง ท่ีแสดงลกัษณะอนรัุกษ์ในสายพนัธุ์ B  
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เม่ือท าการวิเคราะห์ ภายในสายพนัธุ์  HRV-B เปรียบเทียบระหวา่ง pleconaril 

susceptible serotype และ natural pleconaril resistant serotype ตวัอยา่งเช่น serotype 5 

และ 42 พบวา่มีกรดอะมิโนสว่นมากท่ีแสดงคณุสมบตัิเหมือนกรดอะมิโนของ serotype อ่ืนๆ ใน

สายพนัธุ์ B ทกุประการ ในขณะท่ีบางต าแหน่งจะแสดงลกัษณะเฉพาะของ pleconaril resistant 

serotype และแตกตา่งจาก susceptible serotype อยา่งมีนยัส าคญั กลา่วคือ ในต าแหน่งท่ี 152 

และ 191 นัน้ ใน HRV สายพนัธุ์ ท่ีไม่ต้านทานตอ่ยา pleconaril จะมีล าดบักรดอะมิโนหลกั เป็น 

Y152 และ V191 ในขณะท่ี resistant serotype มีกรดอะมิโนเป็น F152 (Y152F) และ L191 (V191L) 

โดยเฉพาะอยา่งยิ่งเม่ือพิจารณา serotype 5 และ 42 เปรียบเทียบกบั resistant serotype อ่ืนๆ 

และ HRV-14 ซึง่ใช้เป็นไวรัสต้นแบบของสายพนัธุ์ B พบความแตกตา่งของกรดอะมิโนในบริเวณ  

drug binding pocket แคเ่พียง 2 ต าแหน่งเท่านัน้ ในขณะท่ีล าดบักรดอะมิโนของ  serotype 26 

พบวา่มีกรดอะมิโน ท่ีต าแหน่ง 191 แตกตา่งไปเพียงต าแหน่งเดียว (V191L) เม่ือพิจารณา ใน 

susceptible serotype อ่ืนๆ พบวา่มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในทัง้สองต าแหน่งนีไ้ด้เช่นกนัแต่

จะไมมี่ล าดบัเป็น F152 และ L191 นอกจากนีมี้รายงานวา่วา่ถ้าหากเกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน

ในต าแหน่ง 152 แคเ่พียงต าแหน่งเดียวนัน้ จะไม่สง่ผลตอ่การตอบสนองตอ่ยาของไวรัส  

นอกจากนีไ้ด้มีผลการศกึษา มากมาย ท่ีแสดงเห็นถึงบทบาทส าคญัของการเปลี่ยนแปลง

กรดอะมิโนในต าแหน่ง 152 และ 191 ซึง่สง่ผลส าคญัตอ่ drug susceptibility ของไวรัส อาทิเช่น 

ผลการศกึษาของ Ledford และคณะ[62] ซึง่ได้ท าการศกึษา pleconaril susceptibility ของไวรัส 

HRV-14 ด้วยการท า mutagenesis ทัง้สองต าแหน่งนี ้และพบวา่ให้ผลสอดคล้องกบัการวิเคราะห์

ก่อนหน้า คือ HRV-14 mutant ซึง่มีกรดอะมิโนใน drug binding pocket เป็น F152 และ L191 นัน้มี

คา่ EC50 มากกวา่ 10 µM  และผลท่ีได้แตกตา่งจาก HRV-14 wild type หรือ HRV-14 mutant ท่ี

ท าการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนแคเ่พียงต าแหน่งเดียว เป็นอยา่งมาก  และพบวา่การเกิด amino 

acid substitution ท่ีต าแหน่ง 191 มีความส าคญัมากกวา่ต าแหน่ง 152 ตวัอยา่งเช่น ถ้าหากพบ

การเปลี่ยนแปลงในต าแหน่ง นีเ้ป็น T191 จะสง่ผลให้ไวรัสมีคา่ EC50 สงูขึน้ หรือกลา่วได้วา่การ

เปลี่ยนแปลงท่ีเกิดขึน้ท าให้ต้องใช้ความเข้มข้นของยามากขึน้จงึจะยบัยัง้การเจริญของเชือ้ได้ 50% 

ซึง่คา่ความเข้มข้นท่ีมากเกินไป อาจสง่ผลกระทบตอ่เซลล์เจ้าบ้านได้ จงึสรุปได้วา่ต าแหน่ง 191 ถือ

เป็นต าแหน่ง ส าคญั และใช้ ท านายแนวโน้มการตอบสนองตอ่ยาต้านไวรัส ได้ และถ้าหากพบการ

เปลี่ยนทัง้ 2 ต าแหน่ง ไวรัสสายพนัธุ์นัน้อาจเกิดการต้านทานตอ่ยา pleconaril ได้อยา่งสมบรูณ์  
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ตารางท่ี 18 ผลการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนใน drug binding pocket ทัง้ 25 residue ของเชือ้ HRV-A และ B 

 

 

ก าหนดให้   majority sequence คือ กรดอะมิโนใน drug binding pocket  ประกอบด้วย 25 residue ส าคญั โดยใช้ HRV serotype 16 และ 14 เป็นตวัแทนของ HRV-A และ B ตามล าดบั 

 การระบตุ าแหน่ง ใช้การระบตุวัเลขตามผลการท า amino acid sequence alignment โดยใช้ล าดบักรดอะมิโนของ serotype ตวัแทนเป็นเกณฑ์ 

 สญัลกัษณ์ ‘-’ แทนกรดอะมิโนท่ีเป็นมีลกัษณะเหมือนกบั majority sequence ทกุประการ, ตวัอกัษรท่ีขีดเส้นใต้ แทนกรดอะมิโนที่พบเหมือนกนัในทกุ serotype

HRV-A 

amino acid position 98 99 100 101 118 120 122 124 142 143 144 166 167 168 179 181 184 190 192 208 212 214 217 238 260 

majority sequence (HRV-16) I N L Q F S I L Y M Y A S V F L L Y M T N M L H H 

1 - T - - - - - - - - - M - I - - - - - S - - I - - 

45 (clade D) - S - - - - - I - - F - - - - I S - - V - - I L Y 

CU107- V K - - - - - I - - - - - - - I I - - - - - - - - 

CU150- V S F - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - - - 
                          

HRV-B 

amino acid position 104 105 106 107 124 126 128 130 150 151 152 174 175 176 186 188 191 197 199 215 219 221 224 245 267 

majority sequence (HRV-14) I N L S F S Y I A M Y P S V F V V Y C I N M M H G 

26 - - - - - - - - - - - - - - - - L - - - - - - - - 

5 - - - - - - - - - - F - - - - - L - - - - - - - - 

42 - - - - - - - - - - F - - - - - L - - - - - - - - 

70 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - 

CU003-Feb06 - S - - - - - - - - - - - - - - T - - - - - I - - 

CU211-Oct06 - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - 

92 
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ส าหรับ HRV-C เป็นไวรัส HRV สายพนัธุ์ใหมท่ี่ยงัไมมี่ผลการวิเคราะห์โครงสร้างโปรตีน

capsid ของไวรัสด้วยวิธี X-ray crystallography จงึใช้การท านายแนวโน้มการตอบสนองตอ่ยา  

pleconaril โดยการพิจารณา amino acid substitution ในต าแหน่งท่ีส าคญัทัง้ 2 ต าแหน่งนี ้

พบวา่ท่ีกรดอะมิโนในต าแหน่ง 152 ของ HRV-C สว่นมาก มีกรดอะมิโนเป็น F152 คล้ายกบั natural 

resistant serotype ยกเว้น HRV-C  N10, NAT045 และ C025 ท่ีพบกรดอะมิโนเป็น Y152 และใน

ต าแหน่ง 191 นัน้ พบวา่ HRV-C ทกุ strain มีล าดบักรดอะมิโนเป็น T191 จงึท านายได้วา่ HRV-C 

ทกุ strain ท่ีมีรายงานข้อมลู coding sequence รวมทัง้ CU072 และ CU184 ซึง่เป็น strain ท่ีได้

จากการศกึษาวิจยันี ้มีแนวโน้มต้านทานตอ่ยา pleconaril 

2.6 ผลการวิเคราะห์โอกาสในการเกิด Recombination ของ Human Rhinovirus 

 จากผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ใน coding sequence ของ HRV ทัง้ 6 strain ท่ีได้

จากการศกึษาวิจยันีด้้วยวิธี bootscan, similarity plot และวิเคราะห์แนวโน้มการเกิด 

recombination ด้วยโปรแกรม RDP3 เปรียบเทียบ strain ท่ีสนใจกบัข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 

prototype ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลูทัง้หมด พบวา่ CU211 ซึง่จดัเป็น HRV-B ท่ีพบลกัษณะ 

recombination ระหวา่งเชือ้ HRV-B 2 serotype จากการพิจารณาข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 

CU211 มีลกัษณะโดยรวมคล้ายกบั HRV-35 โดยครอบคลมุความยาวกวา่ 80% ของ ORF และมี

คา่ %pairwise identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนเท่ากบั 84% และ 92% ตามล าดบั 

ในขณะท่ีต าแหน่งท่ี 766-1,590 nt ซึง่ตรงกบัสว่นปลาย 3′ ของยีนควบคมุการสร้างโปรตีน capsid 

VP2 และ VP3 แสดงผลการวิเคราะห์ให้คา่ bootstrap ท่ีสงูกวา่เมื่อเทียบกบั HRV-69  

2.7 ผลการวิเคราะห์วิวัฒนาการของเชือ้ CU072 เปรียบเทยีบกับ N4 โดยพจิารณาผลการ

เปล่ียนแปลงในโปรตนีส่วนต่างๆ  

จากการวิเคราะห์ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของ CU072 ด้วยการท า bootscan analysis 

(ภาพท่ี 28) พบวา่ลกัษณะทัว่ไปของ ORF ของ CU072 มีความคล้ายคลงึกบั N4 โดยมีคา่          

% identity เม่ือเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนเท่ากบั 73% และ 78% ตามล าดบั 

และพบวา่ CU072 แสดงคา่ %pairwise identity ต ่า เมื่อเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน

ควบคมุการสร้างเอนไซม์ 3D กบั strain อ่ืนๆ ในสายพนัธุ์ HRV-C โดยมีคา่เฉลี่ย %identity ของ

ล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนเมื่อเปรียบเทียบภายในสายพนัธุ์เท่ากบั 66% และ 69% 
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ตามล าดบั สอดคล้องกบัผลท่ีได้จากการท า phylogenetic analysis ในบริเวณ 3D (ภาพท่ี 29) ซึง่ 

CU072 แสดงผลการจดัต าแหน่งบน phylogenetic tree เป็นเอกลกัษณ์แยกจาก strain อ่ืนๆ  

ผลการวิเคราะห์ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ CU072 เปรียบเทียบกบั N4 

ซึง่เป็น strain ท่ีมีคา่ %pairwise sequence identity สงูท่ีสดุและมีความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ  

ใกล้เคียงกนัมากกวา่ strain อ่ืนๆ พบวา่ความหลากหลายในยีนแตล่ะสว่นของทัง้ 2 strain นีมี้คา่

แตกตา่งกนัไปขึน้กบัสว่นของยีนท่ีท าการวิเคราะห์ ในการวิเคราะห์ความแตกตา่งเชิงโมเลกลุของ 

CU072 และ N4 ในบริเวณ coding sequence เพื่อท านายลกัษณะความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ

เปรียบเทียบกนันัน้ ได้แบง่รูปแบบของการเปลี่ยนแปลงท่ีเกิดขึน้ออกเป็น 2 รูปแบบส าคญั[63] ได้แก่  

(1) การเปลี่ยนแปลงแบบ synonymous (S) คือ ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์เปลี่ยนแปลงไป 

แตก่ารเปลี่ยนแปลงนัน้ไม่สง่ผลตอ่การล าดบักรดอะมิโนในต าแหน่งนัน้  

(2) การเปลี่ยนแปลงแบบ  nonsynonymous (NS) คือ การเปลี่ยนแปลงล าดบันิวคลีโอ

ไทด์ท่ีเปลี่ยนไป แล้ว สง่ผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลง ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนนัน้ๆ และถ้าหาก

การเปลี่ยนแปลงเกิดขึน้ในต าแหน่งท่ีส าคญั ยอ่มสง่ผลกระทบตอ่การท างานหรือหน้าท่ีของโปรตีน

ได้ ในการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงล าดบักร ดอะมิโนแบบ NS ท่ีเกิดขึน้นัน้ ได้แบง่รูปแบบการ

เปลี่ยนแปลงออกเป็น 2 กลุม่ คือ กลุม่ท่ีพบ NS แบบ non-conservative (NS-NC) คือ กรดอะมิโน

ท่ีเปลี่ยน แปลงไปนัน้มีสภาพขัว้ (polarity) แตกตา่งไปจากเดิม  และกลุม่ท่ีพบ NS แบบ 

conservative (NS-C) คือ พบการเปลี่ยนแปลงของล าดบักรดอะมิโน แตก่รดอะมิโนยงัคงมีสภาพ

ขัว้เหมือนเดมิ  แสดงผลสรุปการวิเคราะห์ข้อมลูดงัตารางท่ี 19 

ตารางท่ี 19 เปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของ CU072-Jul06 และ N4 ในสว่น viral protein  

Viral protein VP4 VP2 VP3 VP1 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D 

variation (nt) 55 209 176 213 81 63 316 59 20 139 397 

variation (nt%) 27 26 25 26 19 21 32 26 30 25 29 

variation (aa%) 14 31 25 23 16 19 26 12 23 16 24 

NS  variation (aa) 9 80 56 63 23 19 34 9 5 29 70 

NS  variation (%) 19 58 42 44 41 43 19 20 36 25 30 

NS-NC  variation (%NC) 33 40 38 29 48 21 44 33 40 14 30 

NS = nonsynonymous, NC = nonconservative amino acid 
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ผลการวิเคราะห์ข้อมลูพบวา่ยีน 2C คือ สว่นท่ีมีความแตกตา่งของล าดบันิวคลีโอไทด์มาก

ท่ีสดุ มีคา่เท่ากบั 32% หรือ 26% เม่ือท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโน และในสว่น

ยีน 2A ขนาด 426 nt พบความแตกตา่งระหวา่งทัง้สอง strain น้อยท่ีสดุ มีคา่เท่ากบั 19% หรือ 

16% เม่ือวิเคราะห์ข้อมลูนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนตามล าดบั  ในขณะท่ีโปรตีน capsid VP2 ซึง่

มีความแตกตา่ง ของล าดบั นิวคลีโอไทด์ ปานกลาง  (26%) กลบัพบความหลากหลาย ของกรด        

อะมิโนเท่ากบั 31% สงูกวา่โปรตีนสว่นอ่ืน และคิดเป็นการเปลี่ยนแปลงแบบ NS เท่ากบั 58% โดย

มีการเปลี่ยนแปลงท่ีเป็น  NS-NC เท่ากบั 40% โปรตีนสว่นท่ีมีคา่ %NS รองลงมา ได้แก่ โปรตีน 

capsid VP1, 2B, VP3 และ 2A ตามล าดบั ส าหรับโปรตีน 2C ซึง่เป็นโปรตีนท่ีพบวา่มีความ

แตกตา่งจาก N4 คอ่นข้างมากนัน้ (26%) กลบัพบวา่การเปลี่ยนแปลงท่ีเกิดขึน้มีลกัษณะเป็น NS 

น้อยท่ีสดุ โดยมีคา่เท่ากบั 19% และมีอตัราสว่นของ NS-NC และ NS-C ใกล้เคียงกนั  

เม่ือพิจาณา ลกัษณะการเปลี่ยนแปลงท่ีเกิดขึน้พบวา่โปรตีน 2A เป็นสว่นท่ีพบการ

เปลี่ยนแปลงแบบ NS-NC มากกวา่สว่นอ่ืนๆ ในขณะท่ีโปรตีน 3C ซึง่พบการเปลี่ยนแปลงแบบ NS 

ในระดบัปานกลาง (25%) มีลกัษณะแปลงแบบ NS-NC น้อยท่ีสดุ ในสว่นโปรตีน 3D พบวา่ 

CU072 ยงัคงรักษาลกัษณะโดยรวมของโปรตีนคล้ายกบั  N4 โดยมีการเปลี่ยนแปลงล าดบักรด     

อะมิโนแบบ NS เท่ากบั 30% และพบวา่มีเพียง 30% ของการเปลี่ยนแปลงแบบ NS ท่ีเป็นรูปแบบ 

NS-NC ในสว่นของโปรตีน capsid VP4 ซึง่มีความแตกตา่งของล าดบันิวคลีโอไทด์ปานกลางเมื่อ

เปรียบเทียบกบั N4 แตเ่ม่ือพิจาณาล าดบักรดอะมิโนพบความหลากหลายน้อย สอดคล้องกบัผล

การวิเคราะห์ท่ีพบรูปแบบการเปลี่ยนแปลงแบบ NS น้อยท่ีสดุ (19%) สามารถสรุปได้วา่โอกาสท่ี

จะพบการเปลี่ยนแปลงในสว่นใดสว่นหนึง่นัน้ไมข่ึน้อยูก่บัขนาดของยีน  นอกจากนีใ้นโปรตีน 

capsid VP2 ยงัพบ insertion ของกรดอะมิโน 3 residue ต าแหน่งท่ี 158-160 โดยมีล าดบัของ

กรดอะมิโนคือ G,P และ N ตามล าดบั และโปรตีน capsid VP3 และVP1 พบ deletion ของกรด  

อะมิโน 1 residue ท าให้ polyprotein ของ CU072 มีขนาดแตกตา่งจาก N4 เลก็น้อย  

จากการพิจารณาต าแหน่งท่ีมีการเปลี่ยนแปลงแบบ NS นัน้ มกัไมพ่บในต าแหน่งท่ีส าคญั

ตอ่การก าหนดหน้าท่ีของโปรตีน เช่น motif ตา่งๆ หรือ receptor binding site แสดงให้เห็นวา่

ถึงแม้ไวรัสจะอาศยัการเปลี่ยนแปลงล าดบันิวคลีโอไทด์บางต าแหน่งหรือใช้กลไก recombination 

ระหวา่งยีน เพื่อการพฒันาวิวฒันาการของไวรัส แตจ่ะยงัคงรักษาลกัษณะอนรัุกษ์บางประการท่ี

ส าคญัตอ่กระบวนการตา่งๆ ของไวรัสเอาไว้ 
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ภาพท่ี 28 ผลการท า Bootstrap plot เพ่ือเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์ของ CU072-Jull06 และ CU211-Sep06 กบั serotype อ่ืน ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู 

GenBank โดยพบวา่ (1) CU211-Sep06 แสดงลกัษณะร่วมของ HRV-35 และ HRV-69 และ (2) CU072-Jul06 แสดงลกัษณะร่วมระหวา่งสายพนัธุ์ N4, NAT001 และ NAT045 

(1) 

(2) 
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ภาพท่ี 29 Phylogenetic tree แสดงความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของ viral protein ของเชือ้ HRV ในตวัอยา่งทีท่ าการศกึษา ก าหนดให้ลกูศรสีด าแสดงตวัอยา่งที่พบ 

recombination ในสว่น coding sequence สว่นตา่งๆ โดย CU211-Sep06 พบ recombination ในสว่น VP2 และ VP3 

VP4 VP2 VP3 
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ภาพท่ี 29 (ตอ่) Phylogenetic tree แสดงความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของ viral protein ของเชือ้ 
HRV ในตวัอยา่งที่ท าการศกึษา ก าหนดให้ลกูศรสีด าแสดงตวัอยา่งที่พบ recombination ในสว่น 
coding sequence สว่นตา่งๆ โดย CU211-Sep06 พบ recombination ในสว่น VP2 และ VP3 
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บทที่ 5 

สรุปและอภปิรายผลการวจิัย 
 

นบัตัง้แตมี่การแยกวิเคราะห์เชือ้ HRV ได้ครัง้แรกในปี 1953 จากตวัอยา่งน า้ล้างจมกูของ

ผู้ ป่วยโรคไข้หวดันัน้ เชือ้ HRV ได้ถกูค้นพบอยา่งตอ่เน่ืองและมีแนวโน้มการระบาดของเชือ้ไวรัส

เพิ่มสงูขึน้ในทกุปี เชือ้ HRV มีความหลากหลายภายในสายพนัธุ์คอ่นข้ างมาก สามารถจดัจ าแนก

ไวรัสท่ีค้นพบด้วยวิธีทาง serology ได้กวา่ 100 serotype โดยจดัจ าแนกเป็น 2 สายพนัธุ์ คือ 

HRV-A และ HRV-B จนกระทัง่ในปี 2007 ได้มีรายงานการค้นพบเชือ้ HRV-C ซึง่เป็นไวรัสสาย

พนัธุ์ใหม่  พบในผู้ ป่วยท่ีมีอาการคล้ายไข้หวดัใหญ่ ซึง่ตรวจวิเคราะห์เชื ้อก่อโรคด้วยวิธี MassTag 

PCR [10] และในทารกซึง่ป่วยด้วยโรคหลอดลมอกัเสบ [12] โดยข้อมลูสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัสสาย

พนัธุ์ใหมนี่  ้แสดงความแตกตา่งจากสายพนัธุ์เดิมอยา่ง เห็นได้ชดั ทัง้ข้อมลูของสารพนัธุกรรมและ

ผลจากการวิเคราะห์ทาง phylogenetic analysis แตอ่ยา่งไรตามนบัตัง้แตค้่นพบเชือ้ HRV-C 

จนถึงปัจจบุนั  นกัวิจยัยงัไมส่ามารถเพาะเลีย้ง เชือ้ไวรัสในเซลล์หรือเนือ้เย่ือใดๆ ได้ท าให้ข้อมลู

ตา่งๆ รวมทัง้บทบาทของไวรัสตอ่การก่อโรคยงัมีอยูอ่ยา่งจ ากดั  

ผลจากการศกึษาระบาดวิทยาของเชือ้ HRV ในประชากรไทยในปี 2006-2007 ด้วยวิธี 

semi-nested PCR พบวา่มีคา่ความชกุของเชือ้ HRV เท่ากบั 30% สงูกวา่คา่ความชกุของเชือ้ไวรัส

ก่อโรคในระบบทางเดนิหายใจชนิดอื่นๆ และมีคา่สงูกวา่ของเชือ้ RSV (16%) ซึง่เป็นเชือ้ไวรัสอีก

ชนิดหนึง่ ท่ีตรวจพบได้ทัว่ไป และท าให้เกิดการติดเชือ้ในระบบทางเดินหายใจสว่นลา่งที่มี อาการ

รุนแรง ผลจากการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ในระดบัชีวโมเลกลุของเชือ้ HRV ด้วยการพิจารณาข้อมลู

ล าดบันิวคลีโอไทด์ยีนควบคมุการสร้างโปรตีน capsid VP4 และกรดอะมิโนซึง่แปลรหสัได้จากยีน

สว่นนี ้พบวา่ HRV-C เป็นสายพนัธุ์ท่ีมีคา่ความชกุของเชือ้สงูท่ีสดุ โดยมีคา่เท่ากบั 58% ในขณะท่ี 

HRV-A และ HRV-B มีคา่เท่ากบั 33% และ 9% ตามล าดบั และพบวา่ข้อมลูนิวคลีโอไทด์ของเชือ้

ไวรัสซึง่ได้จากการถอดรหสั สารพนัธุกรรมในงาน ศกึษาวิจยันี ้มีความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ

คล้ายกบั HRV strain อ่ืนๆ ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู GenBank ผลการวิเคราะห์คา่ %identity 

ของล าดบันิวคลีโอไทด์เม่ือเปรียบเทียบกบั strain อ่ืนๆ ในสายพนัธุ์HRV-C นัน้ มีคา่ตัง้แต ่63%-

99% แสดงให้เห็นวา่ถึงความหลากหลายภายในสายพนัธุ์ของไวรัส อตัราระบาดวิทยาท่ีพบในกลุม่

ประชากรไทยนี ้มี คา่แตกตา่งไปจากผลการศกึษาของประเทศอื่นๆ ในภมูิภาคเอเชีย ซึ่ งโดยทัว่ไป
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มกัพบวา่มี HRV-A เป็นสายพนัธุ์หลกัท่ีระบาดในกลุม่ประชากร หรือมีอตัราสว่นของ  HRV-A และ 

HRV-C ใกล้เคียงกนั ลกัษณะการระบาดของเชือ้ HRV-C และ HRV-A พบได้เกือบทัง้ปี แตมี่ความ

ชกุมากในฤดฝูน  (เดือนพฤษภาคม -ตลุาคม ) และช่วงต้นฤดหูนาว  (เดือนพฤศจิกายน -มกราคม ) 

จากผลการวิเคราะห์ข้อมลูสามารถสรุปได้วา่ HRV-C เป็นสายพนัธุ์ท่ีพบการระบาดมากในประเทศ

ไทยในช่วงปี 2006-2007 และมีความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการใกล้เคียงกบั strain อ่ืน ซึง่พบการ

ระบาดในภมูิภาคตา่งๆ ทัว่โลก ลกัษณะการระบาดของเชือ้ HRV มีความสมัพนัธ์กับฤดกูาลคล้าย

กบัเชือ้ Influenza virus แตมี่รูปแบบแตกตา่งกนัไป โดยในไวรัส HRV นัน้ ไม่พบการระบาดท่ีมีเป็น

ลกัษณะของลกูคลื่น (wave) หรือการระบาดในวงกว้าง (outbreak) ของสายพนัธุ์ใดสายพนัธุ์หนึง่ 

หรือ serotype ใดอย่างมีนยัส าคญั แตกตา่งจากเชือ้ Influenza virus 

ถึงแม้วา่ HRV-C จะมีรายงานการค้นพบครัง้แรกในปี 2007 แตเ่ม่ือพิจารณาจากช่วงเวลา

ในการเก็บตวัอยา่งเพื่อท่ีน ามาใช้ในการศกึษาของงานวิจยัอ่ืนๆ ประกอบกบัผลการท า 

phylogenetic analysis พบวา่จากการศกึษา HRV-C น่าจะพบการระบาดมาตัง้แตก่่อนปี 2007 

โดยผลจากการศกึษาของ Arden และคณะ [64] ได้ท าการวิเคราะห์ในตวัอยา่งที่เก็บไว้ตัง้แตปี่ 

1998-1999 ในประเทศเบลเยี่ยมและปี 2001-2002 ในประเทศออสเตรเลีย ซึง่ข้อมลูนิวคลีโอไทด์

ในสว่นของยีน VP4/ VP2 ท่ีค้นพบนัน้ ได้ถกูจ าแนกเป็น HRV-A กลุม่ยอ่ยหรือ HRV-A2 เน่ืองจาก

มีความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการใกล้เคียงกั บ HRV-A มากกวา่ HRV-B แสดงให้เห็นวา่ HRV-C นัน้

ไม่ใช่เชือ้ไวรัสอบุตัิใหม่  (de novo) และมีการระบาดมาเป็นระยะเวลาหนึง่ แตเ่น่ืองจากข้อก าจดั

ของเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ท่ีใช้ รวมทัง้บริเวณท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์เพื่อท า phylogenetic 

analysis นัน้มีผลตอ่การจดัจ าแนกสายพนัธุ์ได้ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งถ้าหาก ใช้ข้อมลูล าดบันิวคลีโอ

ไทด์ในสว่น 5′UTR ในการจดัจ าแนก จะไมส่ามารถแยก HRV-C บาง strain ออกจาก HRV-A ได้

อยา่งชดัเจน [55] เน่ืองจากในบริเวณนีมี้ลกัษณะอนรัุกษ์ร่วมระหวา่งสายพนัธุ์ของเชือ้ HRV ซึง่ 

HRV-C มีความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการใกล้เคียงกนักบั HRV-A คอ่นข้างมาก 

ในการศกึษาระบาดวิทยาและความสมัพนัธ์ของเชือ้ HRV ตอ่การก่อโรคในระบบทางเดิน

หายใจสว่นลา่ง ผลท่ีได้จากการศกึษาวิจยันีแ้สดงให้เห็นวา่มี แนวโน้ม การตรวจพบการติดเชือ้ 

HRV-C ได้มากในผู้ ป่วยเด็กเลก็ โดยเฉพาะกลุม่ท่ีมีอายรุะหวา่ง 6-59 เดือน มากกวา่กลุม่อ่ืนอยา่ง

มีนยัส าคญั อาการท่ีพบโดยทัว่ไปคือ ภาวะหลอดลมตีบและหอบหืด สอดคล้องกบัผลการศกึษา

ของ Miller และคณะ[52] ซึง่เลือกศกึษาในกลุม่ตวัอยา่งผู้ ป่วยเดก็อายตุ ่ากวา่ 5 ปีท่ีมีการตดิเชือ้ใน
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ระบบทางเดินหายใจสว่นลา่งเช่นกนั จงึสามารถสรุปได้ วา่โอกาสในการตดิเชือ้ HRV-C ในผู้ ป่วย

ซึง่อาจสง่ผลให้เกิดโรคทางเดนิหายใจท่ีมีอาการรุนแรงมากขึน้หรือการพฒันาเป็นโรคเรือ้งรังนัน้ มี

แนวโน้มสมัพนัธ์กบัช่วงอายขุองผู้ ป่วย มากกวา่ HRV สายพนัธุ์อ่ืน แตอ่ยา่งไรก็ตามถึงแม้

อตัราสว่นของผู้ ป่วยในแตล่ะช่วงวยัและสายพนัธุ์ ของเชือ้ HRV ท่ีตรวจพบนัน้จะมีความแตกตา่ง

กนัอยา่งเห็นได้ชดั  แตก็่ไม่แสดง คา่ความส าคญัทางนยัสถิติ  ดงันัน้เพื่อ ให้การท านายแนวโน้ม

ความสมัพนัธ์ของเชือ้ HRV แตล่ะสายพนัธุ์ตอ่การก่อโรคทางเดนิหายเรือ้รังมีความน่าเช่ือถือมาก

ยิ่งขึน้ อาจจ าเป็นต้องท าการศกึษาเพิ่มเติ มโดยใช้กลุม่ตวัอยา่งจ านวนมากขึน้ และอาจเพิ่มกลุม่

ประชากรศกึษา ซึง่เป็นผู้ ป่วยท่ีตรวจพบการติดเชือ้ HRV แตแ่สดงอาการไม่รุนแรง เช่น เป็นโรค

ไข้หวดัธรรมดา หรือกลุม่คนสขุภาพปกติ เพื่อใช้เป็นกลุม่ควบคมุในการเปรียบเทียบความรุนแรง

ของโรคตดิเชือ้ในระบบทางเดินหายใจท่ีมีสาเหตมุาจากการตดิเชือ้ HRV  

ในการศกึษาข้อมลูทางชีวโมกลุของเชือ้ HRV นัน้ Palmenberg และคณะ[65] ได้ท าการ

วิเคราะห์ข้อมลูสารพนัธุกรรมของเชือ้ HRV ทัง้ 100 serotype และ HRV-C พบวา่ HRV ทกุสาย

พนัธุ์มีคา่เฉลี่ยของนิวคลีโอไทด์สว่นประกอบในจีโนมไมแ่ตกตา่งกนั ลกัษ ณะจีโนมซึง่เป็น RNA 

สายเดียวขัว้บวกนัน้ ประกอบด้วยเบส adenine (A) เป็นหลกั คดิเป็น 31-34% ขององค์ประกอบ

ทัง้หมด และมี uridine (U) เฉลี่ย 25-30% ในขณะท่ีเบส guanine (G) และ cytosine (C) มี

คา่เฉลี่ยต ่ากวา่ โดยมีคา่ระหวา่ง 19-22% และ 18-22% ตามล าดบั และพบวา่นิว คลีโอไทด์

ต าแหน่งท่ี 3 ใน codon เป็นต าแหน่งท่ีพบการเปลี่ยนแปลงมากท่ีสดุ ผลจากการจดัจ าแนกสาย

พนัธุ์ของเชือ้ HRV ทัง้ 6 strain ท่ีได้จากการศกึษาวิจยันี ้สามารถสรุปได้วา่ CU107 และ CU150 

ถกูจดัเป็นสมาชิกของสายพนัธุ์  A, CU003 และ CU211 ถกูจดัอยูใ่นกลุม่ของสายพนัธุ์ B และ 

CU072 และ CU184 จดัเป็นสมาชิกของสายพนัธุ์ C โดยผลท่ีได้จากการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ด้วย

การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนควบคมุการสร้าง capsid VP4 นัน้ให้ผลท่ีสอดคล้องกบัการ

จดัจ าแนกสายพนัธุ์ด้วยข้อมลูของ coding sequence จงึสามารถสรุปได้วา่การใช้ข้อมู ลของ

โปรตีน capsid ในการตรวจหาการตดิเชือ้และการจ าแนกสายพนัธุ์ของ HRV นัน้ ให้ข้อมลูท่ี

ถกูต้องและเป็นท่ีเช่ือถือได้  นอกจากนีผ้ลการวิเคราะห์ด้วย phylogenetic analysis ของสว่น 

coding sequence ยงัแสดงให้เห็นการจดักลุม่ยอ่ยภายในสายพนัธุ์ HRV-A ซึง่แสดงต าแหน่งบน

phylogenetic tree แยกออกจาก serotype อ่ืนๆ อยา่งชดัเจน โดยทัง้ 3 serotype นี ้(8, 45 และ 

95) ถกูเสนอให้เป็นกลุม่ใหม ่คือ HRV clade D 
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การศกึษาความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของเชือ้ HEV และ HRV โดยอาศยัข้อมลูล าดบั     

นิวคลีโอไทด์ของจีโนมไวรัส Tapparel และคณะ[66] ได้สรุปวา่เชือ้ HRV-B มีบรรพบรุุษร่วมกบัเชือ้ 

HEV เน่ืองจากพบโครงสร้าง cre ในสว่นยีน 2C คล้ายกบัใน HEV ซึง่ไมพ่บโครงสร้างนีใ้น HRV-A 

โดยโครงสร้าง cre นัน้มีลกัษณะเป็น hairpin loop ประกอบด้วย motif R1NNNAAR2NNNNNNR3 

(R= เบส purine, A= adenine, N = nucleotide triphosphate) โดยเบส A ทัง้ 2 ต าแหน่งท่ีพบใน 

motif เป็นบริเวณส าคญัท่ีท าหน้าท่ีเสมือนเป็น template ส าหรับกระบวนการ VPg uridylylation 

โดยอาศยัการท างานของเอนไซม์ polymerase และโปรตีน VPg ท่ีได้จะท าหน้าท่ีเป็นโปรตีน    

ไพรเมอร์ส าหรับกระบวนการจ าลองสาย RNA สายบวกตอ่ไป ผลท่ีได้จากการศกึษาวิจยัแสดงให้

เห็นวา่ HRV-B มีความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการใกล้เคียงกบั HEV มากกวา่ HRV-A และเชือ้ HRV 

จงึไมจ่ดัเป็นเชือ้ท่ีมีลกัษณะเป็น monophyletic  นอกจากนีส้ว่นของยีนควบคมุการสร้างโปรตีน 

capsid ของเชือ้ HRV-B นัน้ มีวิวฒันาการมาจา กการเปลี่ยนแปลงล าดบันิวคลีโอไทด์โดยเฉพาะ

ในสว่นยีน capsid VP1 จากเชือ้ HRV-A ท าให้ลกัษณะโดยทัว่ไปของเชือ้ HRV-B เช่น บริเวณ

เนือ้เย่ือจ าเพาะตอ่การเจริญของเชือ้ไวรัส (tissue tropism) และความสามารถในการก่อโรคใน

ระบบทางเดินหายใจ มีความคล้ายคลงึกบั HRV-A มากกวา่ HEV และถ้าหากจดัจ าแนกสายพนัธุ์

ของไวรัสโดยใช้การท า phylogenetic analysis, การทดสอบทาง serology หรือแม้แตก่าร

วิเคราะห์การตอบสนองตอ่ยาต้านไวรัสนัน้นัน้ ล้วนแตอ่าศยัข้อมลูสว่น capsid ของไวรัสเป็น

เกณฑ์ จงึท าให้ HRV-B ถกูจ าแนกอยูใ่นกลุม่เดียวกบั HRV-A แทน HEV ซึง่ทัง้หมดเป็นสมาชิกใน 

genus Enterovirus ร่วมกนั 

ผลจากการวิเคราะห์คา่ %GC content ของ HRV แตล่ะสายพนัธุ์เปรียบเทียบกนั พบวา่

เชือ้ HRV-B มีคา่เฉลี่ยต ่าท่ีสดุ แตย่งัคงใกล้เคียงกบัคา่เฉลี่ยของ HRV-A ในขณะท่ี HRV-C มี

คา่เฉลี่ย %GC content แตกตา่งไปจากสายพนัธุ์อ่ืนมาก คา่เฉลี่ย %GC content ท่ีใกล้เคียงกนั

ของ HRV-A และ HRV-B นัน้ สง่ผลให้ลกัษณะทางกายภาพของเชือ้ HRV ทัง้ 2 สายพนัธุ์มีความ

ใกล้เคียงกนัมากกวา่เชือ้ HRV-C จากรายงานการศกึษาของ Tapparel และคณะ[66] ระบวุา่

คา่เฉลี่ย %GC content มีความสมัพนัธ์กบับริเวณและสภาพท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญของเชือ้ไวรัส 

การท่ีเชือ้ HRV-A และ HRV-B ท่ีมีคา่เฉลี่ย %GC content ต ่า ท าให้เชือ้ สามารถเจริญได้ดีใน

ทางเดนิหายใจสว่นบน ซึง่มีอณุหภมูิคอ่นข้างต ่ากวา่ในทางเดินหายในสว่นลา่ง (~33oC) แตกตา่ง

กบัเชือ้ HEV ซึง่มีคา่ %GC content สงูกวา่มาก ท าให้เชือ้ HEV สามารถปรับตวัเพื่อเจริญใน



 103 

สภาวะอ่ืนๆ ในร่างกายได้ดีกวา่  จงึพบวา่เชือ้ HEV สามารถทนตอ่สภาพเป็นกรดสงูได้และ

แพร่กระจายไปยงัระบบตา่งๆ ของร่างกายได้มากกวา่ เชือ้ HRV ทัง้ในระบบทางเดนิหายใจ, 

ทางเดนิอาหารและระบบประสาท ส าหรับเชือ้ HRV-C นัน้ ในปัจจบุั นยงัไมส่ามารถเพาะเลีย้งใน

เซลล์ได้จงึท าให้ข้อมลูทางกายภาพของเชือ้สายพนัธุ์นีมี้อยูอ่ยา่งจ ากดั และแสดงให้เห็นวา่เชือ้ 

HRV-C อาจมีลกัษณะจ าเพาะบางประการท่ีแตกตา่งไปจาก HRV-A และ HRV-B อีกทัง้ผลจาก

การพิจารณาคา่ %GC content ของเชือ้ HRV-C พบวา่มีความคล้ายคลงึกบั HEV มากกวา่

สอดคล้องกบัแนวโน้มท่ีพบวา่เชือ้ HRV-C พบการระบาดมากในระบบทางเดินหายใจสว่นลา่ง 

(~37oC) และอาจมีสว่นเก่ียวข้องกบัการพฒันาของโรคหอบหืดมากกวา่ HRV สายพนัธุ์อ่ืน  

จากผลการวิเคราะห์โปรตีน capsid VP1 ของ HRV ทัง้ 3 สายพนัธุ์เปรียบเทียบกนั พบวา่

ไวรัสต่างสายพนัธุ์ท่ีใช้ ICAM-1 เป็น receptor นัน้มีความหลากหลายในระดบักรดอะมิโนต ่ากวา่

พวกท่ีใช้ LDL-R โดยทัว่ไปจะมีกรดอะมิโนเป็นลกัษณะ hydrophilic negative charge และ

นอกจากนี ้ไวรัสท่ีใช้ LDL-R เป็น receptor นัน้พบ deletion ของโปรตีน VP1 ในหลายบริเวณ

ส าคญัแตกตา่ง จากไวรัสกลุม่หลกั จงึสนันิษฐานวา่บริเวณเหลา่ นีน้่าจะมีสว่นตอ่การก าหนด 

receptor specificity ของไวรัส HRV ได้ และความจ าเพาะของสายพนัธุ์ไวรัสตอ่ชนิดของ 

receptor ท่ีเลือกใช้นัน้ พบเฉพาะใน HRV-A minor เท่านัน้  โปรตีน VP1 ของสายพนัธุ์ HRV-C มี

ลกัษณะท่ีแตกตา่งจากอีก 2 สายพนัธุ์อยา่งเห็นได้ชดั คือ เกิด deletion ในบริเวณ BC loop และ 

DE loop บทบาทส าคญัของ loop ทัง้ 2 สว่นจากผลการศกึษา X-ray crystallography พบวา่เป็น

สว่นหนึง่ของ antigenic epitope ของไวรัส การพบ deletion ในบริเวณ antigenic epitope บน

อนภุาคไวรัสนัน้ ส่ งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลง antigenicity หรือคณุสมบตัิในการเกิด 

neutralization กบั Ab และสนันิษฐานวา่เป็นการเปลี่ยนแปลงนี ้น่าจะเป็นสาเหตขุองการเกิดเป็น 

HRV-C สายพนัธุ์ใหม่ภายใต้การควบคมุท่ีเรียกวา่ serological selection[11] 

ในการท านายการตอบสนองตอ่ยาต้านไวรัส ของเชือ้ HRV สายพนัธุ์ใหม่ โดยอ้างอิงจาก

การพิจารณาล าดบัของกรดอะมิโนบนโปรตีน capsid VP1 ในต าแหน่ง 152 และ 191ซึง่ส าคญัตอ่

การเกิดอนัตรกริยากบัโมเลกลุของยา  pleconaril พบวา่ใน HRV-C เกิด amino acid substitution 

ในต าแหน่งท่ี 152 เป็น F เหมือนกบั resistant strain ในขณะท่ีต าแหน่ง 191 มีกรดอะมิโนเป็น T 

ซึง่มีรายงานวา่การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีต าแหน่งนีส้ง่ผลตอ่การตอบสนองตอ่ยาต้านไวรัส

ได้ จงึท านายได้วา่ HRV-C น่าจะต้านทานตอ่ยา pleconaril คล้ายกบั HRV-B บาง serotype 
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จากรายงานการศกึษาแนวโน้มการเกิด recombination ตอ่ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ

ของไวรัสโดย  Lukashev และคณะ[67] ระบวุา่เชือ้ HEV อาศยักลไกนีเ้ป็นหลกัเพื่อการเปลี่ยนแปลง

สายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัส นอกจากนีผ้ลการศกึษาใน HEV และ HRV ของ Tapparel และคณะ[6] ระบุ

วา่โอกาสในการเกิด recombination มกัพบในสว่น nonstructural gene หรือบริเวณรอยตอ่

ระหวา่ง 5′ UTR  กบัสว่น structural gene มากกวา่ท่ีจะพบใน structural gene จงึสรุปวา่บริเวณ

ส าคญัตอ่การเกิด recombination ถกูจ ากดัเฉพาะในบางบริเวณของจีโนม  และยงัไมมี่ราย งาน

การค้นพบ recombination ในสว่น structural gene แตอ่ยา่งไรก็ตามผลท่ีได้จากการศกึษาในครัง้

นีแ้สดงให้เห็นวา่โอกาสในการเกิด recombination ของเชือ้ HRV ไม่ได้ถกูจ ากดัเฉพาะในบริเวณ

ดงักลา่วเท่านัน้ เน่ืองจาก CU211 ซึง่จดัอยูใ่นสายพนัธุ์  HRV-B พบวา่มี recombination ระหวา่ง 

major parental strain คือ HRV-35 และ minor parental strain คือ HRV-69 โดยมี breakpoint 

อยูใ่นสว่นปลาย C ของโปรตีน capsid VP2 และ VP3 ผลท่ีได้จากการศกึษานีจ้งึสามารถสรุปได้

วา่การเกิด recombination นีเ้ป็นกลไกส าคญัตอ่วิวฒันาการของเชือ้ HRV เช่นเดียวกบั HEV ซึง่

โอกาสในการเกิด recombination สามารถพบได้ในทกุบริเวณของจีโนม  

จากผลการวิเคราะห์พิจารณาความคล้ายคลงึของข้อมลูทางพนัธุกรรมของ CU072 strain 

เปรียบเทียบกบั strain อ่ืนๆ ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลูและพบวา่มีคา่ %identity ต ่ากวา่ 70% โดย

มีความสมัพนัธ์ใกล้เคียงกบั N4 มากท่ีสดุนัน้ ผู้วิจยัจงึได้ท านายวา่  CU072 คือ strain ใหมข่อง

สายพนัธุ์ HRV-C และผลจากการวิเคราะห์โปรตีนสว่นตา่งๆ ของ CU072 เทียบกบั N4 เพื่อศกึษา

ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของทัง้ 2 strain เปรียบเทียบกนันัน้ พบวา่บริเวณท่ีมีการ

เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนแบบ nonsynonymous มากท่ีสดุอยูใ่นสว่นของโปรตีน capsid VP2 

ในขณะท่ีโปรตีน capsid VP3 และ VP4 ก็มีคา่ของ %NS อยูใ่นระดบัปานกลาง สง่ผลให้คา่เฉลี่ย

ของความหลากหลายแบบ NS ของสว่น structural gene มีคา่สงูกวา่ non-structural gene และ

จากการพิจารณาต าแหน่งท่ีมีการเปลี่ยนแปลงแบบ NS นัน้ มกัไมพ่บในต าแหน่งท่ีส าคญัตอ่การ

ก าหนดหน้าท่ีของโปรตีน เช่น motif ตา่งๆ หรือ receptor binding site แสดงให้เห็นวา่ถึงแม้ไวรัส

จะอาศยัการเปลี่ยนแปลงล าดบันิวคลีโอไทด์บางต าแหน่งเพื่อวิวฒันาการของไวรัส แตจ่ะยงัคง

รักษาลกัษณะอนรัุกษ์บางประการท่ีส าคญัตอ่กระบวนการตา่งๆ ของไวรัสเอาไว้  

 ผลท่ีได้จากการศกึษาวิจยัในครัง้นีท้ าให้ทราบระบาดวิทยาของเชือ้ HRV โดยเฉพาะเชือ้ 

HRV-C ซึง่เป็นไวรัสสายพนัธุ์ใหมท่ี่มีแนวโน้มการระบาดเพิ่มสงูขึน้ทกุปี  พบการระบาดมากในช่วง
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ฤดฝูนและต้นฤดหูนาว การตดิเชือ้ไวรัส HRV ในเดก็เลก็อาจสง่ผลให้เกิดอาการท่ีรุนแรงมากขึน้ 

และอาจมีความเก่ียวข้องกบัก ารพฒันาของโรค หอบหืด ซึง่เป็นโรคท่ีแสดงอาการเรือ้รัง ในระบบ

ทางเดนิหายใจ อีกทัง้เชือ้ HRV-C มีแนวโน้มท่ีจะต้านทานตอ่ยาต้านไวรัส pleconaril ซึง่เป็นยาท่ี

ใช้เพื่อการรักษาอาการตดิเชือ้ระบบทางเดนิหายใจได้ นอกจากนีย้งัพบวา่เชือ้ไวรัส HRV อาศยั

กลไกการเกิด recombination เพื่อการเปลี่ยนแปลงวิวฒันาการของเชือ้ไวรัสไม่แตกตา่งจากเชือ้ 

HEV หรือเชือ้ชนิดอ่ืนๆ ในตระกลู Picornaviridae ข้อมลูท่ีได้นีจ้ะท าให้เกิดประโยชน์ในการ

วางแผนป้องกนัการระบาดของเชือ้ไวรัส HRV รวมทัง้การวางแผนการรักษาผู้ ป่วยได้อยา่งมี

ประสิทธิภาพ และข้อมลูท่ี ได้จากการวิเคราะห์เชิงโมเลกลุของเชือ้ HRV แตล่ะสายพนัธุ์เทียบกนั

นัน้ จะถกูใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานเพื่อการศกึษาทางด้านไวรัสวิทยาและใช้เพื่อการออกแบบยาต้าน

ไวรัสชนิดนีต้อ่ไป 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมี 

1. 5xTris borate buffer (5 x TBE) 

Tris–base     54  g 

Boric acid     27.5  g 

EDTA (pH 8.0)     20  ml 

     จากนัน้เติมน า้กลัน่จนมีปริมาตร 1,000 ml แล้วเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

2. 2% (w/v) agarose gel 

Agarose gel     4  g 

1 x TBE     200 ml 

    เขยา่แล้วน าเข้าไมโครเวฟจนกวา่ agarose gel จะละลายหมด 

3. 10% Ethidium bromide 

Ethidium bromide    30  µl 

น า้กลัน่      300  ml 

4. Loading dye 

0.25% Bromphenol blue 

40% (w/v) sucrose in water 

     จากนัน้เตมิน า้กลัน่จนมีปริมาตร 50 มิลลลิติร แล้วเก็บท่ี 4.0 °C 

5. DEPC water 

DEPC      0.1  ml 

น า้กลัน่      100  ml 

    เขยา่แล้วน าไป incubate ท่ี 37 °C นาน 12 ชัว่โมง แล้ว น าไป autoclave 
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6. LB/ampicillin/IPTG/X-Gal plate 

Agar      1.5  g 

Tryptone     1.0  g 

Yeast Extract     0.5  g 

NaCl      0.5  g 

น า้กลัน่      100      ml 

น าไป autoclave ท่ีความดนั 15 lb/inch2, 121๐C เป็นเวลา 15 นาที ตัง้ทิง้ไว้ให้อณุหภมูิ

ลดลง จากนัน้เตมิ ampicillin 100 mg/ml 100 µl เทใส ่plate ละ 30 มิลลลิติร ทิง้ไว้จน media 

แข็ง เติม IPTG 250 mg/ml 4 µl และ X-Gal 50 mg/ml 15 µl กระจายให้ทัว่ plate จนแห้ง 

7. LB broth/ampicillin 

Tryptone     1.0  g 

Yeast Extract     0.5  g 

NaCl      0.5  g 

น า้กลัน่      100  ml 

น าไป autoclave ท่ีความดนั 15 lb/inch2, 121๐C เป็นเวลา 15 นาที ตัง้ทิง้ไว้จนอุน่ 

จากนัน้เตมิ ampicillin 100 mg/ml 100 µl 

8. Soc medium 

Tryptone     2.0  g 

Yeast Extract     0.5  g  

1 M NaCl     1.0  g  

1 M KCl     0.25  g 

น า้กลัน่      100  ml 

น าไป autoclave ท่ีความดนั 15 lb/inch2, 121๐C เป็นเวลา 15 นาที ตัง้ทิง้ไว้จนเย็น 

จากนัน้เตมิสารละลาย 2M Mg2+ 1 ml และ 2M glucose 1 ml 
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ภาคผนวก ข 

รหสัของข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์ (GenBank Accession Number) 

species serotype strain name accession no. receptor pleconaril 

susceptibility 

protein 

length 

HRV-A HRV-1 20601-Ohio AF343633 LDL-R 2 2157 

HRV-A HRV-2 HGP X02316 LDL-R 2 2150 

HRV-A HRV-7 68-CV11 DQ473503 ICAM-1 2 2162 

HRV-A HRV-8 ATCC FJ445113 ICAM-1 2 2154 

HRV-A HRV-9 211-CV13 AF343605 ICAM-1 2 2157 

HRV-A HRV-10 204-CV14 DQ473498 ICAM-1 2 2160 

HRV-A HRV-11 1-CV15 EF173414 ICAM-1 2 2153 

HRV-A HRV-12 181-CV16 EF173415 ICAM-1 2 2155 

HRV-A HRV-13 ATCC FJ445117 ICAM-1 1 2160 

HRV-A HRV-15 1734- South 

Carolina/60 

DQ473493 ICAM-1 2 2159 

HRV-A HRV-16 11757- 

Washington DC/60 

L24917 ICAM-1 2 2153 

HRV-A HRV-18 ATCC FJ445118 ICAM-1 2 2153 

HRV-A HRV-19 ATCC FJ445119 ICAM-1 2 2158 

HRV-A HRV-20 ATCC FJ445120 ICAM-1 2 2166 

HRV-A HRV-21 ATCC FJ445121 ICAM-1 2 2157 

HRV-A HRV-22 ATCC FJ445122 ICAM-1 2 2156 

HRV-A HRV-23 5124-CV24 DQ473497 ICAM-1 2 2149 

HRV-A HRV-24 5146-CV25 EF173416 ICAM-1 2 2154 

HRV-A HRV-25 ATCC FJ445123 ICAM-1 2 2155 

HRV-A HRV-28 6101-CV29 DQ473508 ICAM-1 2 2161 

HRV-A HRV-29 ATCC FJ445125 LDL-R 2 2154 

HRV-A HRV-30 106F DQ473512 LDL-R 2 2149 

116 



    xx 
 

HRV-A HRV-31 ATCC FJ445126 LDL-R 2 2157 

HRV-A HRV-32 ATCC FJ445127 ICAM-1 1 2158 

HRV-A HRV-33 ATCC FJ445128 ICAM 2 2155 

HRV-A HRV-34 ATCC FJ445189 ICAM 2 2153 

HRV-A HRV-36 342H DQ473505 ICAM 2 2161 

HRV-A HRV-38 ATCC FJ445180 ICAM 2 2159 

HRV-A HRV-39 209-Maryland/62 AY751783 ICAM 2 2157 

HRV-A HRV-40 ATCC FJ445129 ICAM-1 2 2159 

HRV-A HRV-41 56110- North Carolina/61 DQ473491 ICAM-1 2 2161 

HRV-A HRV-43 ATCC FJ445131 ICAM-1 1 2158 

HRV-A HRV-44 71560- North Carolina/61 DQ473499 LDL-R 2 2154 

HRV-A HRV-45 ATCC FJ445132 ICAM-1 2 2152 

HRV-A HRV-46 Crell – Baylor2-Texas/64 DQ473506 ICAM-1 2 2164 

HRV-A HRV-47 ATCC FJ445133 LDL-R 2 2157 

HRV-A HRV-49 8213 DQ473496 LDL-R 2 2150 

HRV-A HRV-50 ATCC FJ445135 ICAM-1 2 2153 

HRV-A HRV-51 ATCC FJ445136 ICAM-1 2 2165 

HRV-A HRV-53 F01-3928 DQ473507 ICAM-1 2 2162 

HRV-A HRV-54 ATCC FJ445138 ICAM-1 1 2158 

HRV-A HRV-55 Wis315EWisconsin-64 DQ473511 ICAM-1 2 2155 

HRV-A HRV-56 ATCC FJ445140 ICAM-1 2 2158 

HRV-A HRV-57 fs ship#1 FJ445141 ICAM-1 2 2157 

HRV-A HRV-58 ATCC FJ445142 ICAM-1 2 2160 

HRV-A HRV-59 611-CV35 DQ473500 ICAM-1 2 2158 

HRV-A HRV-60 ATCC FJ445143 LDL-R 2 2159 

HRV-A HRV-61 ATCC FJ445144 ICAM-1 2 2160 

HRV-A HRV-62 ATCC FJ445145 LDL-R 2 2156 

HRV-A HRV-63 ATCC FJ445146 ICAM-1 2 2158 

HRV-A HRV-64 6258-CV44 EF173417 ICAM-1 2 2156 
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HRV-A HRV-65 ATCC FJ445147 ICAM-1 2 2165 

HRV-A HRV-66 ATCC FJ445148 ICAM-1 2 2158 

HRV-A HRV-67 ATCC FJ445149 ICAM-1 2 2158 

HRV-A HRV-68 ATCC FJ445150 ICAM-1 2 2166 

HRV-A HRV-71 ATCC FJ445152 ICAM-1 2 2164 

HRV-A HRV-73 107E DQ473492 ICAM-1 2 2160 

HRV-A HRV-74 328A DQ473494 ICAM-1 2 2156 

HRV-A HRV-75 328F DQ473510 ICAM-1 2 2158 

HRV-A HRV-76 H00062 DQ473502 ICAM-1 2 2155 

HRV-A HRV-77 ATCC FJ445182 ICAM-1 2 2158 

HRV-A HRV-78 2030-65 EF173418 ICAM-1 2 2159 

HRV-A HRV-80 ATCC FJ445156 ICAM-1 2 2160 

HRV-A HRV-81 ATCC FJ445157 ICAM-1 1 2153 

HRV-A HRV-82 ATCC FJ445160 ICAM-1 2 2155 

HRV-A HRV-85 50-525-CV54 AF343642 ICAM-1 2 2159 

HRV-A HRV-88 CVD 01-0165- 
Dambrauskas 

DQ473504 ICAM-1 2 2160 

HRV-A HRV-89 ATCC FJ445184 ICAM-1 2 2164 

HRV-A HRV-90 ATCC FJ445167 ICAM-1 2 2153 

HRV-A HRV-94 SF-1803 EF173419 ICAM-1 2 2156 

HRV-A HRV-95 ATCC FJ445170 ICAM-1 2 2154 

HRV-A HRV-96 ATCC FJ445171 ICAM-1 2 2157 

HRV-A HRV-98 ATCC FJ445173 ICAM-1 2 2158 

HRV-A HRV-100 ATCC FJ445175 ICAM-1 2 2160 

HRV-C - QPM EF186077 ICAM - 2143 

HRV-C - NAT001 EF077279 ICAM - 2142 

HRV-C - C024 EF582385 ICAM - 2144 

HRV-C - C025 EF582386 ICAM - 2152 

HRV-C - C026 EF582387 ICAM - 2142 
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HRV-C - NAT045 EF077280 ICAM - 2144 

HRV-B HRV-3 FEB DQ473485 ICAM 1 2178 

HRV-B HRV-4 16/60 DQ473490 ICAM 1 2177 

HRV-B  HRV-5 ATCC FJ445112 ICAM 1 2177 

HRV-B HRV-6 Thompson DQ473486 ICAM 1 2179 

HRV-B HRV-14 1059- South Carolina/59 L05355 ICAM 1 2179 

HRV-B HRV-17 33342- North Carolina/59 EF173420 ICAM 1 2186 

HRV-B HRV-26 ATCC FJ445124 ICAM 1 2176 

HRV-B HRV-27 ATCC FJ445186 ICAM 1 2178 

HRV-B HRV-35 164A DQ473487 ICAM 1 2182 

HRV-B HRV-37 151-1 EF173423 ICAM 1 2178 

HRV-B HRV-42 ATCC FJ445130 ICAM 1 2177 

HRV-B HRV-48 1505 DQ473488 ICAM 1 2184 

HRV-B HRV-52 ATCC FJ445188 ICAM 1 2183 

HRV-B HRV-69 ATCC FJ445151 ICAM 1 2183 

HRV-B HRV-70 F02-2547-Treganza DQ473489 ICAM 1 2186 

HRV-B HRV-72 ATCC FJ445153 ICAM 1 2179 

HRV-B HRV-79 ATCC FJ445155 ICAM 1 2182 

HRV-B HRV-83 ATCC FJ445161 ICAM 1 2183 

HRV-B HRV-84 ATCC FJ445162 ICAM 1 2177 

HRV-B HRV-86 ATCC FJ445164 ICAM 1 2178 

HRV-B HRV-91 ATCC FJ445168 ICAM 1 2186 

HRV-B HRV-92 ATCC FJ445169 ICAM 1 2183 

HRV-B HRV-93 SF-1492 EF173425 ICAM 1 2178 

HRV-B HRV-97 ATCC FJ445172 ICAM 1 2177 

HRV-B HRV-99 ATCC FJ445174 ICAM 1 2177 
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