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บทที่  1 
บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
ไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus) เปนเชื้อไวรัสที่เปนสาเหตุสําคัญของโรคตับอักเสบ

ชนิดเรื้อรัง (chronic hepatitis) ซ่ึงอาจมีการดําเนินของโรคตอไปเปนตับแข็ง (cirrhosis) และมะเร็ง
ตับ (hepatocellular carcinoma) ตอไป ปจจุบันมีประชากรทั่วโลกมากกวา 350 ลานคนที่ติดเชื้อไว
รัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง หรือเทากับประมาณรอยละ 5 ของประชากรโลกทั้งหมด  และในแตละป
มีผูเสียชีวิตเนื่องจากโรคตับแข็ง และมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตัอักเสบบีประมาณปละ
1,000,000 คน (1) ประเทศไทยเปนประเทศที่มีความชุกชุมของไวรัสตับอักเสบบีสูงเชนเดียวกับ 
ประเทศในภูมิภาคแถบเอเชี่ยน (2) 

ผูติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแตละรายมีการดําเนินโรค (natural history) แตกตางกันทั้งนี้ขึ้น
อยูกับการตอบสนองทางภูมิคุมกัน (immune response) ที่ไมเหมือนกัน ผูติดเชื้อสวนใหญจะ
สามารถทําลายเชื้อไดหมดและหายจากโรค ในขณะที่ผูติดเชื้อสวนหนึ่งที่มีการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันไมดีพอจะเกิดการติดเชื้อแบบเรื้อรัง ซ่ึงบางรายอาจมีการติดเชื้อแบบเรื้อรังโดยไมมีอาการ
ผิดปกติแตยังคงเปนพาหะของโรค (carrier) ในขณะที่ผูติดเชื้ออีกจํานวนหนึ่งมีการดําเนินของโรค
รุนแรงกวาโดยเปนโรคตับอักเสบเรื้อรัง โรคตับแข็ง หรือมะเร็งตับตอไปตามลําดับ (3) 

ปจจัยที่อาจมีผลตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันและความรุนแรงของโรค ไดแก ปจจัยของ
ผูปวยเอง (host factors) เชน การติดเชื้อตั้งแตอายุนอย ผูปวยเพศชาย ผูปวยที่มีการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันผิดปกติ เชน ผูปวยที่มีเชื้อ HIV หรือผูปวยที่มีการติดเชื้อไวรัสอ่ืนรวมดวย เชน ผูปวยที่มี
เชื้อ  HCV รวมดวยเปนตน นอกจากนี้ปจจัยที่เกี่ยวของกับเชื้อไวรัส (viral factors) เชนการกลาย
พันธุ (mutations) ของ gene ในบางตําแหนงอาจมีความสําคัญตอการดําเนินโรคเชนเดียวกัน เชน มี
รายงานที่แสดงวาการกลายพันธุบริเวณ precore และ core gene ของเชื้อไวรัสอาจทําใหโรคตับ
อักเสบมีความรุนแรงมากขึ้น และการกลายพันธุในบริเวณ X gene อาจเกี่ยวของกับกลไกการเกิด
โรคมะเร็งตับ (1) เปนตน ความแตกตางของการกลายพันธุเชื้อไวรัสที่มีผลตอการดําเนินของโรค
และความรุนแรงของโรคนี้กําลังเปนที่สนใจกันมาก อยางไรก็ตามยังคงไมมีขอสรุปที่แนชัดใน
ปจจุบัน เนื่องจากรายงานการศึกษาจากตางประเทศยังมีความขัดแยงกันอยูพอสมควร ทั้งนี้อาจเปน
ผลจากความแตกตางทางลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีในแตละภูมิภาคของโลก 

เนื่องจากเหตุผลดังกลาวขางตนประกอบกับขอมูลการศึกษาในประเทศไทยในดานน้ียังมีขอ
จํากัดอยูมาก ดังนั้นการศึกษาใหทราบถึงความสําคัญในทางคลินิกของการกลายพันธุของไวรัสตับ
อักเสบบีในประชากรไทยอยางเปนระบบและตอเนื่อง จึงนาที่จะเปนประโยชนอยางยิ่งทั้งในการกอ
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ใหเกิดความรูความเขาใจในดานกลไกการเกิดโรค ความรุนแรงของโรค การตอบสนองตอการรักษา
ดวยยา และลักษณะทางคลินิกอื่นๆ ของผูปวยจากเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
 
วัตถุประสงคของโครงการ (Objective) 

ศึกษาความชุกของการกลายพันธุบริเวณ X gene  และบางสวนของ Precore gene ของไว
รัสตับอักเสบบีในผูปวยมะเร็งตับ เปรียบเทียบกับผูปวยที่ติดเชื้อเรื้อรังกลุมอื่นที่ไมเปนมะเร็งตับ
ของประ ชากรไทย 

แนวคิดและทฤษฎี 
ไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus) เปนเชื้อไวรัสที่เปนสาเหตุสําคัญของโรคตับอักเสบ

ชนิดเรื้อรัง (chronic hepatitis) ซ่ึงอาจมีการดําเนินของโรคตอไปเปนตับแข็ง (cirrhosis) และมะเร็ง
ตับ (hepatocellular carcinoma) ผูติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแตละรายมีการดําเนินโรค (natural 
history) แตกตางกันจากหลายสาเหตุเชน การตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันของผูปวย อายุขณะติด
เชื้อ หรือการกลายพันธของไวรัสตับอักเสบบี (1) 

การศึกษาหาความสําคัญในทางคลินิก ของการกลายพันธุของไวรัสตับอักเสบบี จึงเปน
ประโยชน ในดานการดูแลรักษาผูปวยโดยกอใหเกิดความรูความเขาใจมากยิ่งขึ้นทั้งในดานกลไก
การเกิดโรค ความรุนแรงและการดําเนินของโรค การตอบสนองตอการรักษาดวยยาและลักษณะทาง
คลินิกอื่นๆ ของผูปวยตับมะเร็งตับ 

ขอบเขตของการวิจัย 
 ผูปวยที่ผานการวินิจฉัยโรควาเปนมะเร็งตับดวยการตรวจเลือด,การเอ็กซเรยและการตรวจ
ช้ินเนื้อตับคือกลุมศึกษา (Case) ผูปวยที่ผานการวินิจฉัยโรควาเปนตับอักเสบเรื้อรังกลุมอื่นที่ไมเปน
มะเร็งตับดวยการตรวจเลือด, การเอ็กซเรย, และการตรวจชิ้นเนื้อตับคือกลุมควบคุม (Control) ผูปวย
ทั้ง 2 กลุมไดรับการตรวจวินิจฉัยที่แผนกผูปวยนอกโรคทางเดินอาหาร รพ. จุฬาลงกรณ 

ขอตกลงเบื้องตน 
1. เครื่องมือที่ใชในการทดสอบเปนเครื่องมือที่ผานการทดสอบความเที่ยงตรงและความ  

แมนยําตามมาตรฐานของการทดสอบของเครื่องมือนั้นๆ 
2. ตัวอยางทั้งหมดไดมีการเก็บกอนหนานี้แลว และไมมีการเจาะเลือดผูปวยรายใดใหม

ทั้งสิ้น 
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คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 

HCC  Hepatocellular carcinoma  

HBV  Hepatitis B Virus 

ORF  Open Reading Frame 

S ORF  Surface Open Reading Frame 

HBsAg    Hepatitis B surface antigen 

 C ORF  Core Open Reading Frame 

HBcAg  Hepatitis B core antigen 

 HBeAg   Hepatitis B e antigen 

 Anti-HBc Hepatitis B core antibody 

 Bp  Base pair 

 DNA  Deoxyribonucleic acid 

 RNA  Ribonucleic acid 

 BLAST  Basic Local Aligment Search Tool 
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ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
เนื่องจากเปนงานวิจัยที่มุงหาความชุกการกลายพันธุในบริเวณตางๆ ของไวรัสตับอักเสบบี

ในประชากรไทย ผลการวิจัยจะเปนประโยชนอยางยิ่งในดานระบาดวิทยาเพื่อเปรียบเทียบกับกลุม
ประชากรตางๆทั่วโลก การศึกษาหาความสําคัญในทางคลินิกของการกลายพันธุของไวรัสตับอักเสบ
บีเปนประโยชนในดานการดูแลรักษาผูปวย โดยกอใหเกิดความรูความเขาใจมากยิ่งขึ้นทั้งในดานกล
ไกการเกิดโรค ความรุนแรงและการดําเนินของโรค การตอบสนองตอการรักษาดวยยาและลักษณะ
ทางคลินิกอื่นๆ ของผูปวยตับมะเร็งตับ 

วิธีดําเนินการวิจัย 
1. สกัดดีเอ็นเอ  (DNA extraction) โดยวิธี Phenol-chloroform extraction 
2. เพิ่มจํานวนสายดีเอ็นเอ (DNA) บริเวณเอ็กซยีน (X gene) และ พรีคอรยีน (Precore gene) 
โดยวิธี PCR 
3. ตรวจสอบ PCR โดยการทํา gel electrophoresis 
4. ตรวจสอบการกลายพันธุ (mutation) ของดีเอ็นเอ (DNA) ที่เพิ่มจํานวนไดดวยการทํา DNA 

sequencing 
5. อานผลดวย ABIPRISMTM 3100 Genetic Analyzer (Perkin  Elmer Cetus Branchburg, 

New Jersey) 
6. นําผล DNA sequence ที่ไดเปรียบเทียบกับ DNA sequence ที่มีการรายงานไวใน 

www.ncbi.nlm.nih.gov โดยใช program Clustal X 
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ลําดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Case Control 
Matching 
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PCR 

Direct sequencing 

Sequence analysis 

Data analysis 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
ประวัติการคนพบเชื้อไวรัสตับอักเสบี  

เชื้อไวรัสตับอักเสบี ถูกคนพบในป ค.ศ. 1966 โดย Professor Baruch Blumberg โดย
บังเอิญขณะปฎิบัติงานที่ National Institutes of Health ประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึงทําใหทานไดรับ
รางวัลโนเบลสาขาการแพทยในป ค.ศ. 1976   

Professor Baruch Blumberg ไดทําการศึกษาทางวิทยาภูมิคุมกันเพื่อหาโปรตีนในเลือด
มนุษยที่อาจมีความเกี่ยวของกับพันธุกรรม และพบวาผูปวยโรคฮีโมฟเลียที่ตองไดรับเลือดบอยๆ 
สามารถทําปฎิกิริยากับเลือดของชนเผาพื้นเมืองออสเตรเลีย (Aborigin) จึงตั้งสมมุติฐานวาในเลือด
ของผูปวยโรคฮีโมฟเลียมีแอนติบอดีซ่ึงทําปฎิกิริยาอยางจําเพาะกับแอนติเจนในเลือดของชนเผาพื้น
เมืองออสเตรเลีย (Aborigin)  และเรียกแอนติเจนนั้นวา Australia antigen หรือ Au antigen เมื่อได
ติดตามผูปวยโรคฮีโมฟเลียตอเนื่องเปนเวลานานพบวามีผูปวยรายหนึ่งที่เดิมไมเคยมีแอนติบอดีตอ 
Au antigen กลับตรวจพบแอนติบอดีได ซ่ึงการตรวจพบแอนติบอดีเปนเวลาเดียวกับที่ผูปวยรายนั้น
เปนโรคตับอักเสบ ขอมูลนี้สามารถตั้งสมมุติฐานไดวา Au antigen นาจะเปนสาเหตุของโรคตับ
อักเสบ (4) 

ตอมาในป ค.ศ. 1970 Dr. Dane และ คณะ ไดทําการศึกษาโดยกลองจุลทรรศน ทําใหพบ
อนุภาคสมบูรณของเชื้อไวรัสตับอักเสบีดังนั้นจึงเรียกวา Dane particle นอกจากนี้ยังพบอนุภาคของ
เชื้อไวรัสตับอักเสบีอ่ืนๆทั้งรูปทรงกลม (small sphere) และรูปแทง (rod) (5) 
 
ลักษณะโครงสรางของเชื้อไวรัสตับอักเสบี  

เมื่อศึกษาเชื้อไวรัสตับอักเสบีโดยกลองจุลทรรศน จะพบอนุภาคสมบูรณของเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบี (complete viral particle)    เรียกวา Dane particle ซ่ึงมีขนาดเล็กประมาณ 42 นาโนเมตร 
(รูปที่ 1)  โครงสรางของเชื้อไวรัสประกอบดวย envelope ซ่ึงเปนโครงสรางไขมันสองชั้น (lipid 
bilayer) มี hepatitis B surface antigen (HbsAg) แทรกอยูในโครงสราง lipid bilayer ภายในมี 
internal nucleocapsid  หรือ  hepatitis B core antigen (HbcAg) รวมตัวกันเปน core particle ภายใน 
core particle จะพบรหัสพันธุกรรมของเชื้อไวรัส (viral genome) และโปรตีนที่ทําหนาที่เปนเอ็น
ไซม DNA polymerase และ reverse transcriptase (RNA-dependent-DNA polynerase) (6) (รูปที่ 2)  
นอกจากนี้เชื้อไวรัสตับอักเสบียังมีลักษณะพิเศษ  คือนอกจากจะพบ Dane particle แลวยังพบ
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อนุภาคของเชื้อไวรัส (viral particle) อ่ืนไดอีก ทั้งแบบรูปกลม (sphere)  ที่มีเสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 22 นาโนเมตร และรูปแทง (filament)    มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 22 นาโนเมตร และมี
ความยาวประมาณ 50-500 นาโนเมตร ซ่ึงอนุภาคของเชื้อไวรัส เหลานี้จะไมสมบูรณ  (incomplete 
viral particle) ที่มีเฉพาะ envelope และ HbsAg แตไมมีรหัสพันธุกรรมของเชื้อไวรัส (viral 
genome) (รูปที่ 1) 
 

 
 
รูปที่ 1 ภาพจากกลองจุลทรรศน แสดงลักษณะของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ไดแก Dane 

particle และ Incomplete viral particle ชนิด sphere และ filament(ดัดแปลงจาก
เอกสารอางอิง 1) 

 

 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

8

 

 
 

รูปที่2 ภาพวาดแสดงลักษณะของ Dane particle ของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ซ่ึงประกอบดวย 
envelope,  HbsAg และ nucleocapsid ที่มี HbcAg และ viral genome (HBV DNA) และ
เอนไซม DNA polymerase/reverse transcriptase (7)  

 
ลักษณะทางพันธุกรรมและโปรตีนของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี   

Genome ของเชื้อไวรัส เปนสายคูแบบไมสมบรูณ (incomplete double strand) โดยสายลบ
หรือ negative strand มีความยาวตลอดสายประมาณ 3200 นิวคลีโอไทต แตสายบวกหรือ positive 
strand มีความยาวไมครบ ซ่ึงอาจแตกตางกันไดขึ้นอยูกับไวรัสแตละตัว  ประกอบดวย 4  open 
reading frame (ORF) ซอนทับกันอยู ทําหนาที่เปนรหัสพันธุกรรมในการสรางโปรตีน 4 ชนิด คือ S 
ORF ใชในการสราง surface protein หรือHBsAg, C ORF ใชในการสราง  nucleocapsid protein 
หรือ hepatitis B core antigen (HbcAg) และ HBe protein, P ORF ใชในการสรางเอนไซม DNA 
polymerase) และ reverse transcriptase (RNA-dependent-DNA polynerase) และ X ORF ใชในการ
สรางไวรัสตับอักเสบบี HBx protein (รูปที่ 3) (8) 

S ORF 
S ORF ทําหนาที่เปนรหัสในการสราง HbsAg ซ่ึงเดิมเรียกวา Au antigen ยีนนี้มีบริเวณที่ใช

สรางโปรตีนได 3 บริเวณ ดั้งนั้นจึงสามารถสรางโปรตีนได 3 ชนิดคือโปรตีนหลัก (major protein)  



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

9

 

 
 

รูปที่ 3  ภาพวาดแสดงลักษณะของโครงสรางทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (9) 
 
(HBs), โปรตีนขนาดกลาง (middle protein) และโปรตีนขนาดใหญ (large protein) (รูปที่4) โดย
ปรกติแลวเชื้อไวรัสตับอักเสบบีจะสรางโปรตีนทั้ง 3 ชนิดเพื่อเปน surface protein โดยอยูที่ lipid   
bilayer envelope แตปริมาณและสัดสวนของแตละโปรตีนจะแตกตางกันไปตามแตชนิดของอนุภาค
ไวรัส โดย Dane particle มักมีสัดสวนของ major protein (HBs) : middle protein : large protein  
ประมาณ 4:1:1 สวนอนุภาคของเชื้อไวรัสที่ไมสมบูรณ (incomplete viral particle) ชนิด sphere 
เกือบทั้งหมดจะเปน major protein สวนชนิด filament ก็มักมีแต major protein โดยอาจมีสวน 
middle protein ไดบาง (10) 

C ORF 
C ORF ทําหนาที่เปนรหัสในการสราง hepatitis B core antigen (HBcAg)  และ HBeAg 

โดยสรางจาก preC/C gene, Core protein หรือ HBcAg ที่ถูกสรางขึ้นประกอบดวยกรดอะมิโน 183 
ตัวและมีน้ําหนักโมเลกุลประมาน 21 กิโลดัลตันมี 2 domain หลัก (รูปที่5) โดยทางดานปลาย 
amino terminus มีบทบาทในการเกิดการรวมตัวของ Core protein เพื่อสรางเปน core particle  สวน
ทางดานปลาย carboxyl terminus  เปนบริเวณที่มี arginine amino acid มาก มีบทบาทในการจับ 
genomeของเชื้อไวรัส (11) 
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รูปที่ 4  ภาพวาดแสดงยีนและโปรตีนทั้งสามชนิดที่สรางจากS ORF (12) 
 

      
 

รูปที่ 5  ภาพวาดแสดงยีนและโปรตีนทั้งสองชนิดที่สรางจาก C ORF (13) 
 

HBeAg เปน processed product ของ precore protein โดยเกิดจากการยอยสวนของ precore protein 
ที่ปลายดานcarboxy และ amino  HBeAg สามารถตรวจพบไดในเลือด มีประโยชนในทางคลีนิค 
สามารถใชเปนตัวบงถึงการติดเชื้อในระยะที่เชื้อไวรัสยังคงแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวนอยู เชื่อวานี้ 
HBeAg อาจทําใหระบบภูมิคุมกันไมสามารถทําลายเซลลที่ติดเชื้อดวยแอนติบอดีตอ HBcAg (Anti-
HBc) ได เนื่องจากมีความคลายคลึงกับ HBcAg ที่เปนเปาหมายทําลายดวยระบบภูมิคุมกัน (14) 
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P ORF 
P ORF ทําหนาที่เปนรหัสในการสรางเอนไซม polymerase  โดยเปน  open reading frame 

ที่มีขนาดใหญที่สุดในยีโยมยาวถึง 2496 นิวคลีโอไทค หรือประมาณ 3 ใน 4 ของ genomeทั้งหมด 
ซอนทับอยูกับ ORF อ่ืน ทั้ง 3 ORF แตอยูกันคนละ reading frame จึงเปนรหัสที่ใชสรางกรดอะมิโน
ที่แตกตางกัน เอนไซมที่สรางจาก  P ORF มีขนาดใหญมาก ประกอบดวยกรดอะมิโน 832 ตัวและมี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 93.2 กิโลดัลตัน เปนเอ็มไซมที่มีหลายหนาที่ (multifunctional)โดยอาศัย
functional domain ตางๆ เชน ปลายทางดาน amino terminus ทําหนาที่เปน protein primer ในการ
สรางดีเอ็นเอสายใหมจาก RNA pregenome intermediate  ถัดมาเปน domain ที่ทําหนาที่เปนเอม
ไซม DNA polymerase  และ reverse transcriptase ซ่ึงมีบทบาทสําคัญในการแบงตัวของเชื้อไวรัส 
สวนdomain ดานปลาย carboxyl terminal) เปน Rnase H (รูปที่6) (15) 

 
 

 
 

รูปที่ 6  ภาพวาดแสดงยีนและโปรตีนที่สรางจาก P ORF (16) 
 
X ORF 
X ORF ทําหนาที่เปนรหัสในการสรางโปรตีนซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน 154 ตัว (รูปที่7

)ทําหนาที่เปนตัวกระตุนการสรางสายดีเอ็นเอ (transcriptional trans-activator) เรียกวา X protein 
(HBx) มีความสําคัญตอการแบงตัวของเชื้อไวรัสภายในเซลล นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ตอข้ันตอนการ
สรางสาย DNA หรือ transcription ของ gene ตางๆของเชื้อไวรัสและ gene ของมนุษยเชน SV40, c-
Fos, C-jun หรือ RNA polymerase II gene Hbx อาจมีบทบาทสําคัญของการทําใหเกิดโรคมะเร็งตับ
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หลังจากติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง (17)  ซ่ึงจะกลาวถึงตอไปในหัวขอโรคมะเร็งตับกับ 
HBx 

 

 
 
รูปที่ 7  ภาพวาดแสดงยีนและโปรตีนที่สรางจาก X ORF  (18) 
  
การดําเนินโรคของผูติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

ผูไดรับเชื้อไวรัสตับอักเสบบีประมาณรอยละ 50 จะติดเชื้อแบบไมมีอาการ ประมาณรอย
ละ 45 จะมีอาการของโรคตับอักเสบที่ตรวจพบไดหรืออาการทางคลีนิก ผูปวยรอยละ 0.5-1 จะเกิด
อาการติดเชื้อแบบรุนแรงจนเสียชีวิต ผูปวยรอยละ 5-10 จะไมสามารถกําจัดเชื้อไดและเกิดการติด
เชื้อแบบเรื้อรังโดยอาจจะเปนพาหะของโรคโดยไมมีอาการ หรีอเปนโรคตับอักเสบเรื้อรัง  ผลที่ตาม
มาของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี คือการเกิดโรคตับแข็ง (cirrhosis) และโรคมะเร็งตับ โดยมักเกิด
โรคตับแข็ง ภายใน 10-20 ปหลังจากติดเชื้อ การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี เปนปจจัยเส่ียงที่มีความ
สําคัญที่สุดในการเกิดโรคมะเร็งตับ โดยมักเกิดหลังจากการติดเชื้อเปนเวลานานมากกวา 25-30 ป 
และยังไมทราบสาเหตุแนชัดวาเกิดจากกลไกใด (1) 

 
โรคมะเร็งตับกับไวรัสตับอักเสบบี 

โรคมะเร็งตับเปนโรคมะเร็งที่พบไดบอยเปนอันดับ 5 ของโรคมะเร็งที่พบไดบอย ในแตละ
ปจะปรากฏผูปวยใหมประมาณ 437,000 รายหรือ 5.4% ของผูปวยใหมที่เปนมะเร็งทั้งหมด มีความ
รุนแรงอยูในอันดับ 4 รองจาก มะเร็งปอด มะเร็งกระเพราะอาหาร และมะเร็งลําไสใหญ เปนสาเหตุ
หลักของการตายดวยโรคมะเร็งของผูใหญในเอเชีย และ Sub-Saharan Africa (19) 
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การระบาดของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและการเกิดโรคมะเร็งตับ มีความสัมพันธกันอยาง
ใกลชิด พบวาประเทศในเอเชียตะวันออก และเอเชียตะวันออกเฉียงใต เกาะทางดานตะวันตกของ
แปซิฟค และทะเลทรายซาฮารา แอฟริกา ที่มีอัตราของพาหะของโรคไวรัสตับอักเสบบี (HBV)  สูง 
(7-15%) ก็จะพบอัตราของโรคมะเร็งตับ (HCC) สูงดวย ( 113 คน ตอ 100,000 คน ของประชากร)  
ในประเทศที่จัดเปนประเทศอุตสาหกรรม ที่ซ่ึงอัตราพาหะของโรค HBV  นอยกวา 2% อัตราของ 
โรคมะเร็งตับ (HCC) ก็จะพบไมบอย (3-5 คน ตอ100 ,000 คน ของประชากร )  ประเทศทีมีอัตรา
ของพาหะของโรคไวรัสตับอักเสบบี (HBV)  กับปานกลาง (2-7%)   เชน ประเทศตะวันออกไกล
และประเทศกรีซก็จะพบอัตราของโรคมะเร็งตับ ( HCC)  ปานกลาง (20) 

ความเกี่ยวของกันของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและการเกิดโรคมะเร็งตับ ถูกรายงานครั้งแรก
โดย Sherlock และคณะ เมื่อพบ Hepatitis B surface antigen (HBsAg) ในผูปวยโรคมะเร็งตับ 5 คน 
(21) จนถึงทุกวันนี้มีการพิสูจนแนชัดแลววาการเกิดโรคมะเร็งตับและเชื้อไวรัสตับอักเสบบีมีความ
สัมพันธกันอยางชัดเจน โดยพบวาในกลุมประชากรที่มีอัตราการเกิดโรคมะเร็งตับสูง (endermic) 
หรือสูงมาก (hyperendermic) สามารถตรวจพบHBsAg ใน serum ผูปวยโรคมะเร็งตับถึง 85% แต
จะพบในกลุมควบคุมนอยกวา 15% อยางไรก็ตามอัตราการพบ HBsAg ในซีรัม ผูปวยโรคมะเร็งตับ
จะตำหรือนอยกวา 25% ในกลุมประชากรที่มีอัตราการเกิดโรคมะเร็งต่ําโดยปจจัยเส่ียงของโรค
มะเร็งตับในกลุมนี่มักมาจากเชื้อไวรัส HCV หรือ แอลกอฮอล (22) นอกจากนี้ยังพบวากลุมประชา
กรที่มีอัตราการเกิดโรคมะเร็งตับสูงมักพบการติดเชื้อตั้งแตวัยเด็ก ติดเชื้อตั้งแตอยูในครรภ ติดเชื้อ
ในวัยทารก หรือ วัยเด็ก จะมีความเสี่ยงถึง 90% ที่จะเปนพาหะแบบเรื้อรัง (23) ซ่ึงจะมีความเสี่ยงใน
การเกิดโรคมะเร็งตับมากกวาปกติถึง100 เทา และ 40% ของผูปวยพาหะแบบเรื้อรังนี้เสียชีวิตจาก
โรคมะเร็งตับ ตับแข็ง หรือทั้งสองอยาง  นอกจากนี้ Lohiya และคณะพบวาผูปวยเด็กที่ตรวจพบ 
HBsAg และไดรับการเลี้ยงดูในสิ่งแวดลอมที่ปราศจาก aflatoxin B1 หรือสารกอมะเร็งอื่นๆ ก็
สามารถเกิดโรคมะเร็งตับไดและเกิดขึ้นโดยปราศจากอาการตับแข็ง (24) และส่ิงสุดทายที่ยืนยันถึง
การกอมะเร็ง (oncogenic) ของไวรัสตับอักเสบบี ไดแกการลดลงของโรคมะเร็งตับ ตั้งแตมีการให
วัคซีนตอไวรัสตับอักเสบบีทั่วโลก พบวาในไต หวันตั้งแตมีการใหวัคซีนเมื่อป 1986 อัตราการเกิด
พาหะในเด็กลดลง 10 เทา  และลดการเกิดโรคมะเร็งตับในเด็กลง 50% (25) 
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รูปที่ 8  แผนที่ทั่วโลกที่แสดงถึงความสัมพันธระหวาง geographical ของการติดไวรัสตับอักเสบบี
แบบเรื้อรังและการเกิดโรคมะเร็งตับ(hepatocellular carcinoma) (20) 
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เชนเดียวกับรูปแบบของสารกอมะเร็งทั่วไป ไวรัสตับอักเสบบีชักนําใหเกิดโรคมะเร็งตับ
ผานกระบวนการหลากหลายขั้นตอน แบงไดเปนโดยตรงและโดยออม กลไกโดยออมเชื่อวา เกิด
จาก chronic necroinflammatory disease จาก chronic active hepatitis เนื่องจากการติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบ จะทําใหเซลลตับอักเสบและการสรางและหลั่ง cytocine ทําใหเกิดการตายของเซลลตับ 
(necrosis) และ fibrosis เมื่อเปนอยางเรื้อรัง   ทําใหเกิดการสรางใหม (regeneration) ของเซลลตับ
เพิ่มขึ้นอยางผิดปกติ เนื่องจาก cytocine ที่สรางขึ้นระหวางการอักเสบบางตัวสามารถกระตุนการ
สรางเซลลตับ (liver cell proliferation)  ได และการเกิด fibrosisนั้นไดทําลาย Lobular architecture  
ของตับและสราง cell to cell และcell extra cellular matrix interactionขึ้นมาใหม ทําใหเซลลบริเวณ
ใกลเคียงไดรับผลกระทบดวย แตเนื่องจากเซลลตับนั้นจะอยูในภาวะ quiesant state ของ cell cycle 
การเกิด liver cell proliferation ใหมอีกครั้ง ทําใหเซลลตับเขาสู cell cycle อีกครั้ง สงผลใหกระบวน
การ DNA repair ของเซลลผิดปกติ   ทําใหเกิดการกลายพันธุ หรือ การเปลี่ยนแปลงโครโมโซม 
(chromosal rearreament) ชักนําใหเกิด genetic event อีกหลายขั้นตอนเชน angiogenesis จนชักนํา
ไปสูการเกิดมะเร็งในที่สุด (26) 

สําหรับกลไกโดยตรงเชื่อวาเกิดจากการแทรกตัวของ ไวรัสตับอักเสบบี DNA (HBV DNA 
integration) การ integration ของ HBV DNA ตางจากการ integration ของ retrovirus  เนื่องจากไม
จําเปนตอการ replication ของ HBV แตอยางไร แตทําใหมี genome  ของไวรัสอยูในเซลลตับอยาง
ถาวร และทําใหเกิดการกลายพันธุของ chromosome เซลลตับ เชน deletion และ chromosomal 
translocation  สงผลให cell proliferation  ผิดปกติ เกิด  necrosis หรือ apoptosis ตอไป  HBV DNA 
integration นี้พบกวา 90% ของ tumour cell ของผูปวยตับอักเสบบี เนื่องจากในระยะทายๆ ของโรค
ตับอักเสบ HBV จะไมสามารถ replicat ได แตการ integration ของ HBV DNA ทําให HBV  ยัง
สามารถสรางโปรตีนบางชนิด เชน HBx และ Truncated preS2/S ได (20) 
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รูปที่ 9 รูปภาพแสดงกระบวนการเกิดมะเร็งโดยไวรัสตับอักเสบบีโปรตีนทีสรางจากไวรัสตับ 

อักเสบบีกระตุนการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันและทําใหเซลลตับอักเสบ การแทรกตัว
ของดีเอ็นเอไวรัสเขาไปในเซลลตับกระตุนใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล. (แปลงจาก
เอกสารอาวอิง 26) 

 
นอกจากนี้ยังมีปจจัยอ่ืนๆอีก เชน การกระตุนการทํางานของ host gene เชน growth 

regulatory genes)ม  การกระตุนการตายของเซลล (apoptosis) หรือรบกวนการทํางานของโปรตีน
นาซลล โดยโปรตีนทีสรางจากไวรัสตับอักเสบบี (HBV-encoded proteins) เชน HBx protein,  หรือ
การกลายพันธของไวรัสตับอักเสบบี(20) 
 
โรคมะเร็งตับกับไวรัสตับอักเสบบีเ อ็กซ โปรตีน 

ไวรัสตับอักเสบบี (HBV) X protein (HBx)) ไดรับความสนใจอยางมากเนื่องจากเชื่อวามี
ความเกี่ยวของอยางมากกับการเกิดโรคมะเร็งตับ    

ความสําคัญของไวรัสตับอักเสบบี HBx  ตอวงจรชีวิตของไวรัสตับอักเสบบียังไมเปนที่เขา
ใจมากนัก แตสันนิจฐานวานาจะเกี่ยวกับการกระตุนการสรางดีเอ็นเอ (transcription) เนื่อง จาก X 
ORF อยูที่ปลาย3’ ของ pregenomic RNA ในตําแหนงเดียวกับตําแหนงที่ใชถอดรหัสเปนโปรตีนที่
ใชในการควบคุมการสรางดีเอ็นเอ (transcriptional regulating protein) ของ retroviruses เชน Tat 
โปรตีนของ HIV (20) และจากการศึกษาพบวา HBx จําเปนตอการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
สามารถกระตุนการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล ทําใหสันนิฐานวา HBx 
อาจเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของเซลลตับ ยิ่งไปกวานั้น X ORF จะมีความคลายคลึงกัน 
(conserve) ในกลุม mammalian hepadnavirus ที่มีรายงานถึงการเกิดมะเร็งตับ แตในกลุม avian 
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hepadnavirus ที่ไมพบ X ORF ก็ไมพบการรายงานถึงมะเร็งตับดวย (27) นอกจากนี้ ยังมีรายงานถึง
การเกิดมะเร็งตับใน HBx Trangenic mice อีกดวย (28) 

 

 
 
รูปที่ 10   รูปภาพแสดงผลกระทบของ HBx ตอเซลลตับ (26) 

 
HBx สามารถกระตุนการแสดงออกของยีนโดยการเพิ่มอัตราของการสรางสาย DNA แต

HBx ไมสามารถกระตุนการแสดงออกของยีนโดยการจับกับ DNA โดยตรงได HBx จึงกระตุนการ
แสดงออกของยีนผาน transcription factor เชน RNA polymerase (Pol II), TATA-binding protein 
หรือ ATF/CREB  หรือโปรตีนที่ใชในการสื่อสาร (cytosolic signal transduction pathway) เชน  
Janus family tyrosine kinase (Jak1) Signal transducer and activator of transcript (STAT) และ 
Mitogen activate protein kinase (MAPK) (13,14,15)  ดั้งนั้น HBx จึงมีความสามารถในการจับกับ 
(interact) โปรตีนหลากหลายชนิดทั้ง โปรตีน ในซัยโตพลาสซึม ใน นิวเคลียส  และโปรตีนที่เดิน
ทางระหวางซัยโตพลาสซึมกับนิวเคลียส  (29) 
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รูปที่ 11 รูปภาพแสดงโปรตีนที่สามารถจับกับไวรัสตับอักเสบบี เอ็กซ โปรตีน (HBx)ทั้งโปรตีนที่
อยู ในซัยโตพลาสซึม ในนิวเคลียส และในไมโตคอนเดรีย (29) 

 
HBx ยังไดถูกรายงานถึงความสามารถทั้งการกระตุนการตายของเซลล (apotosis) ผานกระบวนการ
หลากหลายเชน พบวา HBx สามารถทําให Mitochondria ไมสามารถทํางานได เชน ไมสามารถทํา 
electron transport จนทําใหเซลลตายในที่สุด  (30) 

สุดทายนี้ยังพบความสัมพันธกันระหวาง HBx  กับโปรตีน p53 ซ่ึงเปน Tumor suppressor 
gene ซ่ึงมีหนาที่หลากหลายในเซลล การจับกันระหวางHBx กับ p53 ทําให p53 ไมสามารถทํางาน
ได เชน ไมสามารถการควบคุมการตายของเซลล (p53-mediated apoptosis) หรือ ไมสามารถซอม
แซม nucleotide ได (nucleotide excision repair ) (31,32) 
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รูปที่ 12  รูปภาพแสดงการกระตุนการทํางานของ MAP kinase และ  JAK/STAT cellular signalling 
pathways โดย HBx(ดัดแปลงจากเอกสารอางอิง 20) 

 
สายพันธุของไวรัสตับอักเสบบีและความสําคัญทางคลินิก 

 เชื้อไวรัสตับอักเสบบีสามารถจําแนกเปนกลุมยอยๆ หรือ subtypeได 4 subtype 
โดยใชHBsAg คือ adr, adw, ayr, และ ayw  การศึกษารหัสพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแต
ละสายพันธุ ทําใหสามารถจําแนกเชื้อออกตามลักษณะทางพันธุกรรมไดเปน genotype จํานวน 7  
genotype คือ A-G  ซ่ึงระบาดอยางจําเพราะตามภูมิภาคโลกไดแก genotype B และ C พบการระบาด
แถบเอเชียในขณะที่ genotype A และ D จะพบบอยในตะวันตก และอินเดีย genotype E พบในแอฟ
ริกา genotype F พบในอเมริกากลางและใต สวน genotype G เพิ่งพบเมื่อไมนานมานี้ที่ฝร่ังเศสและ
อเมริกาเหนือ โดยแตละ genotype จะมีความแตกตางกันไมถึง 8 % (33,34) จากการศึกษาที่ผานมา
พบวา genotype มีความเกี่ยวของกับความรุนแรงของโรคตับอักเสบ เชน   HBV genotype C มีความ
รุนแรงของการเกิดโรคมากกวา HBV genotype B เนื่องจาก HBV genotype C  สามารถตรวจพบ 
HBeAg นานกวาและมี immune clearance phase ที่นานกวา genotype B สามารถตรวจพบระดับ
ของ HBV DNA มากกวา มีความรุนแรงของการบาดเจ็บของตับมากกวา และมีการตอบสนองการ
รักษาดวย Interferon นัอยกวา genotype B (35,36)   แตอยางไรก็ตามความสัมพันธระหวาง 
genotype ของไวรัสกับการเกิดมะเร็งตับยังไมทราบแนชัด  จากการศึกษาในไตหวันพบวา มักพบ 
genotype C ในผูปวยตับแข็งและมะเร็งตับที่มีอายุมากกวา 50 ป เปนสวนมาก สวน genotype B มัก
พบในผูปวยมะเร็งตับที่มีอายุต่ํากวา 50 ป และกวา 90% ในผูปวยมะเร็งตับที่มีอายุนอยกวา 35 ป สัน
นิฐานวาไวรัสตับอักเสบบีgenotype (genotype) บี (B) นาจะเกี่ยวของกับการเกิดมะเร็งตับในผูปวย
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อายุนอย (37) ในทางตรงกันขามการศึกษาที่ญี่ปุนและจีนแสดงวาไวรัสตับอักเสบบี genotype C  มี
ความเกี่ยวของกับการเกิดโรคมะเร็งตับแตไวรัสตับอักเสบบี genotype B นั้นมีความเกี่ยวของกับการ
เกิดโรคมะเร็งตับนอยกวา (38,39) สําหรับประเทศไทยพบวาการพบ ไวรัสตับอักเสบบี genotype B 
จะเพิ่มขึ้นตามอายุและไมพบในผูปวยมะเร็งตับที่มีอายุนอยกวา 40 ปเลย ในทางตรงกันขามไวรัส
ตับอักเสบบี genotype C มักพบในผูปวยอายุนอย และพบนอยลงตามอายุที่เพิ่มขึ้น (40) 

 

 
 

ตารางที่1  แสดงการกระจายตัวของgenotypeของไวรัสตับอักเสบบีตามภูมิภาคของโลก (41) 
 

 
 
ตารางที่2 แสดงความแตกตางของความรุนแรงของโรคระหวางไวรัสตับอักเสบบี genotype B และ 

C (41) 

นอกจากนี้ genotype ของไวรัสยังมีผลตอการกลายพันธของไวรัสอีกดวย โดยการกลาย
พันธุแบบ missence mutation ที่ nunleotide 1896 จาก G เปน A  หรือ Precore stop codon mutation 
ที่สงผลใหไมสามารถ translation ของ precore protein ได ทําใหไมสามารถตรวจพบ  HBeAg ได 
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การกลายพันธุนี้พบไดบอยใน genotype B, C, และ D ที่พบการระบาดในแถบเมดิเตอรเรเนียน และ 
เอเชีย สวน  genotype A และ F ที่พบการระบาดในแถบยุโรปเหนือและอเมริกาเหนือ พบการกลาย
พันธุนี้นอยมาก ทั้งนี้มาจากชนิดของ nunleotide ที่ 1858 ของแตละ genotype เพราะ nunleotide 2 
ตําแหนงนี้จะจับกันเปน wobble pairing สรางเปน stem loop ในกระบวนการ encapsidation ของ 
pregenomic RNA สําหรับ genotype A และ F  ที่ nunleotide 1858 เปน C การกลายพันธุ G1896A 
จะทําลาย stem loop และความเสถียร ของ pregenomic RNA ทําใหการกลายพันธุไมคอยพบ แต
สําหรับ genotype B, C, และ D ที่ nunleotide 1858 เปน T การกลายพันธุ G1896A นี้ จะเพิ่มความ
เสถียรใหกับ pregenomic RNA การกลายพันธุนี้จึงพบไดบอยในแถบเอเชีย นอกจากนี้ระหวาง 
genotype B และ C ก็ยังพบการรายงานวา genotype B มีการกลายพันธุนี้มากกวา genotype C 
(41,42) 

นอกจากการกลายพันธุ G1896A แลว การกลายพันธุที่ basic core promoter 
A1762T/G1764A ที่สงผลตอการ transcription ของ Precore protein สงผลใหการสราง HBeAg ลด
ลง แตไมมีผลกระทบตอการ replication หรือการสราง HBcAg ของไวรัส การกลายพันธุนี้มีรายงาน
วามีความเกี่ยวของกับภูมิภาคของโลกและ genotype เชนเดียวกับการกลายพันธุ G1896A จะพบ
มากในแถบเอเชีย เชน ญี่ปุนและฮองกง แตพบนอยในอเมริกา  มากไปกวานี้ยังพบวา genotype C มี
การกลายพันธุ A1762T/G1764A มากกวา genotype B แตปจจุบันนี้ยังไมพบเหตุผลที่แนชัดวาทําไม
การกลายพันธุนี้มีความเกี่ยวของกับ genotype B (43) 
 
การกลายพันธุของไวรัสตับอักเสบบีและความสําคัญทางคลินิก 

ไวรัสตับอักเสบบีเปน DNA ไวรัสที่มีอัตราการกลายพันธุสูงกวา DNA ไวรัสชนิดอื่นๆ 
เนื่องจากการเพิ่มจํานวนของไวรัส (viral replication) ตองมีการเปลี่ยน genome จาก DNA เปน 
RNA intermediate กอน แลวจึงมีการสราง DNA ขึ้นใหมจาก RNA intermediate ซ่ึงตองอาศัยกลไก 
reverse transcription โดยใชเอนไซม DNA polymerase (RNA-dependent DNA polymerase) ขั้น
ตอนนี้จะมีโอกาสกลายพันธุสูงเพราะไมมี proof-reading mechanisms ในระหวางการสังเคราะห 
DNA ขึ้นใหม เชื่อวาไวรัสตับอักเสบบีมีอัตราการกลายพันธุสูงกวา DNA ไวรัสอื่นๆ โดยพบวามี
อัตราการกลายพันธุประมาณ 1 nucleotide/10,000 bases/infection year (44)  เนื่องจากโรคไวรัสตับ
อักเสบบี เปนโรคเรื้อรัง ดังนั้นจึงมีรายงานการพบเชื้อไวรัสที่กลายพันธุไดบอย เชื้อไวรัสที่กลาย
พันธุนี้อาจกลายเปนสายพันธุเดน (dominant strains) ไดในที่สุดถาการกลายพันธุดังกลาวเปน
ประโยชนตอเชื้อไวรัสเอง เชน ทําใหเชื้อที่กลายพันธุสามารถหลีกเลี่ยงการทําลายของระบบ
ภูมิคุมกันไดดีกวา หรือเพิ่มจํานวนไดรวดเร็วกวาและมีความทนทานตอยาตานไวรัสไดดีกวา  
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การกลายพันธุทีไดรับความสนใจเปนมากวามีสวนเกี่ยงของกับการเกิดมะเร็งตับไดแก การ 
กลายพันธุบริเวณ Basic core promoter A1762T และ G1764A Kao JH และคณะ ทําการศึกษาการ 
กลายพันธุนี้ในผูปวย genotype B และ genotype C 250 คน พบวาคบไขที่เปนพาหะของ HBV จะมี
ความเสี่ยงในการเปนมะเร็งตับมากขึ้นหากมีการกลายพันธุบริเวณ A1762T และ G1764A (45) 
Fang ZL และคณะทําการศึกษาการกลายพันธุในผูปวยมะเร็งตับ 14 คน เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
พบวาการกลายพันธุที่ตําแหนงนี้พบไดบอยในกลุมผูปวยมะเร็งตับแตพบไดนอยที่กลุมควบคุม (46) 
Takahane K  และคณะทําการศึกษา genome  ของ HBV ของผูปวยมะเร็งตับพบการกลายพันธุนี้ถึง 
85% (47) Baptista M และคณะ พบการกลายพันธุที่ A1762T/G1764A ในผูปวยแอฟริกันที่เปน
มะเร็งตับมากกวากลุมAsyptomatic carrires อยางมีนัยสําคัญ (48) Cho SW และคณะ พบการกลาย
พันธุบริเวณ core promoter นี้สูงในเนื้อเยื่อตับของผูปวยมะเร็งตับสันณิฐานวาอาจเปนสวนหนึ่งที่
ทําใหผูปวย HBV เปนมะเร็งตับ (49) และ Yuen MF ทําการศึกษาแบบ case-control study พบวา
การกลายพันธุที่ตําแหนงนี้มีความเกี่ยวของกับมะเร็งตับ (50)  การกลายพันธุในบริเวณ Basic core 
promotor (BCP)   ซ่ึงอยูในตําแหนง nucleotide ที่ 1742-1849 ทําหนาที่ควบคุมการถอดรหัสของ 
core และ precore RNA โดยที่ core RNA มีความสําคัญตอการเพิ่มจํานวนของไวรัสเนื่องจากเกี่ยว
ของกับการสราง nucleocapsid protein และเอนไซม polymerase    การกลายพันธุในสวนของ BCP 
บริเวณ A1762T และ G1764A ทําใหการทํางานของ precore gene เปล่ียนแปลงไปจากเดิม เชนมี
การสราง   HBeAg   ลดลงกวาปกติ และยังทําใหการ replication ของไวรัสเพิ่มจํานวน (51,52)  

แตอยางไรก็ตามก็ยังมีรายงานที่ขัดแยงกัน  Blackberg J และ Ljunggren พบวาอัตราการ 
กลายพันธุที่ A1762T และ G1764A นี้ไมมีความแตกตางกันระหวางกลุมผูปวยมะเร็งตับกับกลุม
พาหะแตอยางใด (53) 

การกลายพันธุในบริเวณการกลายพันธุในบริเวณ Precore gene ที่พบไดบอยคือการเกิด 
point mutation ที่ตําแหนง nucleotide ที่ 1896 ของ codon ที่ 28 โดยมีการเปลี่ยนจาก G เปน A 
(TGG เปล่ียนเปน TAG) ซ่ึงเปน stop codon ทําใหไมสามารถสราง precore protein ได เปนผลทํา
ใหตรวจไมพบ HBeAg ในเลือด การกลายพันธุชนิดนี้ก็มักพบไดบอยในผูปวยมะเร็งตับ (20)  จาก
การศึกษาในจีนและฮองกงพบการพันธุโดย Zhong S และคณะพบการกลายพันธุนี้ในผูปวยมะเร็ง
ตับ 22.8% แตพบในกลุม chronic carrier เพียง 5.6 % (54) Song  CH และคณะพบการกลายพันธุ
ชนิดนี้ในผูปวยมะเร็งตับทั้ง 3 คนที่ทําการศึกษาแตไมพบในกลุม asymptomatic carrier ทั้ง 3 คน
เลย (55) Cho SW และคณะ นอกจากจะพบการกลายพันธุบริเวณ core promoter นี้สูงในเนื้อเยื่อตับ
ของผูปวยมะเร็งตับแลวยังพบการกลายพันธุ G1896A สูงในเนื้อเยื่อตับของผูปวยมะเร็งตับอีกดวย 
(49) 
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แตอยางไรก็ตามเชื่อวาการกลายพันธุนี้ไมไดกอมะเร็งดวยตัวมันเองแตเปน natural 
selection ที่เกิดขึ้นระหวางที่โรคตับอักเสบเรื้อรังพัฒนาไปเปนมะเร็งตับ (20) 

การกลายพันธุที่พบไดบอยอีกตําแหนงหนึ่งคือ nucleotide ที่ 1899 ของ codon ที่ 29 โดยมี
การเปลี่ยนจาก G เปน A (glycineเปล่ียนเปน aspartic) และสามารถพบการกลายพันธุในบริเวณ 
Precore gene ไดบอยในผูปวยมะเร็งตับเชนกัน (55,56) 

การกลายพันธุในบริเวณ X gene ซ่ึงสราง HBxAg ซ่ึงเชื่อวาทําหนาที่เปน transcriptional 
trans-activator เชื่อวามีความสําคัญในการแบงตัวของเชื้อไวรัส และอาจเกี่ยวของกับการกลไกเกิด
โรคมะเร็งตับ อยางไรก็ตามการเกิดมะเร็งตับโดย HBxAg ยังไมมีขอพิสูจนที่ชัดเจนโดยตรงและไม
ทราบกลไกการออกฤทธิ์ที่แนนอนของโปรตีนนี้ (29) การกลายพันธุในบริเวณนี้พบไดไมบอยนัก 
อยางไรก็ตามมีรายงานการศึกษาที่แสดงวาการกลายพันธุในบางตําแหนงของ X gene ในผูปวยโรค
มะเร็งตับ เชน การเกิด point mutations ที่ codon 130(K130M) และ 131(V131I) หรือตําแหนงเดียว
กับการกลายพันธบริเวณ Basic core promotor (BCP)  ที่ตําแหนง nucleotide ที่ 1762 และ 1764 โดย
เปล่ียนจาก A เปน T และ จาก G เปน A (45-50)  การกลายพันธุที่พบไดบอยในผูปวยมะเร็งตับอีก
ตําแหนงไดแก การกลายพันธุในตําแหนงของ codon31 (S31A) (57) การกลายพันธุหลายตําเหนงใน
บริเวณ B cell epitope region (codon 29-48) และ T cell epitope region (codon 116-127) (58)  การ 
กลายพันธที่บริเวณ NRE (negative regulatory element) ที่นิวคลีโอไทดที่ 1613 จาก G เปน A การ 
กลายพันธที่บริเวณ box α  ที่นิวคลีโอไทดที่ 1643 จาก C เปน T  หรือ การกลายพันธที่บริเวณ BCP  
อีกตําแหนงหนึ่งไดแก นิวคลีโอไทดที่ 1753 จาก T เปน C หรือ A (47) 
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บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

ประชากร 
ผูปวยที่ผานการวินิจฉัยโรควาเปนมะเร็งตับดวยการตรวจเลือด การเอ็กซเรยและการตรวจ

ชิ้นเนื้อตับ คือกลุมศึกษา (Case) ผูปวยที่ผานการวินิจฉัยโรควาเปนตับอักเสบเรื้อรังกลุมอื่นที่ไมเปน
มะเร็งตับดวยการตรวจเลือด การเอ็กซเรยและการตรวจชิ้นเนื้อตับ คือกลุมควบคุม (Control) ผูปวย
ทั้ง 2 กลุมไดรับการตรวจวินิจฉัยที่แผนกผูปวยนอกโรคทางเดินอาหาร รพ. จุฬาลงกรณ 
 เก็บตัวอยาง clotted blood จํานวน 10-15 มล.จากผูปวย ปนแยกซีร่ัมออกแลวแชแข็งเก็บไว
ที่ ลบ700c ที่ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางหนวยปฏิบัติการวิจัยไวรัสตับอักเสบ คณะแพทยศาสตร จุฬา
ลงกรณมหาวิทยาลัย 
 จับคูผูปวยมะเร็งตับกับผูปวยโรคตับอักเสบเรื้อรังกลุมอื่นๆ โดยใหมีอายุใกลเคียงกัน และ
เพศเดียวกันประมาณ 50 คู 

เคร่ืองมือ วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
1. วัสดุและอุปกรณ  
1.1 Micro tube ขนาด 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml  
1.2 PCR tube ขนาด 100 ul  
1.3 Automatic adjustable micropipette 0.2-2 ul, 0.5-10 ul, 5-20 ul, 20-100 ul 0.1-1 

ml (Eppendrof, geramany)   
1.4 Micropipette Tip ขนาด 2 ul, 20 ul 200 ul 1 ml  
1.5 เครื่องแกวขนาดตางๆ 
1.6 Vortex 
1.7 Centrifuge  
1.8 Micro-centrifuge  
1.9 Refrigerator-centrifuge 
1.10 Refrigerator and Freezer 
1.11 Muti-block heater (Lab-Line Instrument Inc., USA) 
1.12 Thermal cycle (GeneAmp PCR System 2400.Perkin-Elmer, Boston) 
1.13 Combs and Electrophoresis chamber set (Bio-Rad, USA) 
1.14 Electrophoresis 
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1.15 Gel Doc 1000 (Bio-Rad, USA) 
1.16 ABIPRISMTM  3100 Genetic Analyser (Perkin Elmer Cetus  Branchburg, New  

Jersey) 
2. สารเคมีในการสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
2.1 Lysis buffer ((Tris-HCL(USB, Hong Kong)), (EDTA (USB, Hong Kong)),( SDS 

( USB, Hong Kong)) 
2.2 Phenol, Chloroform (CH3Cl), (Sigma, Singapore) 
2.3  Isoamyl alcohol (IAA), (Sigma, Singapore) 
2.4 Absolute ethanol (AbEtOH), (Sigma, Singapore) 
2.5 2 M Sodium acetate (NaOAc) (USB Hong Kong) 
2.6  Glycogen 
3. สารเคมีในการทํา PCR 
3.1 Eppendrof MasterMix (2.5X) 
3.2 Primer 
3.3 Molecular grad water 
4. สารเคมีในการทํา gel electrophoresis และการถายภาพ  gel 
4.1 TBE(Tris-base, Boric acid, EDTA)  
4.2 Agarose gel 
4.3  Bromophenol blue  
4.4 100 bp DNA ladder 
4.5 Ethidium bromide 
5.    สารเคมีในการทํา DNA sequencing 
5.1   Perfectprep(R)  Gel Cleanup Eppendorf  
5.2   BigDye terminator Version 3.0 (PE Biosystems,CA 
5.3  TSR 
5.4  Isopropanol 
5.5  Glycogen  
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วิธีการดําเนินการวิจัย 
1.  สกัด DNA (DNA extraction) โดยวิธี Phenol-chloroform extraction 
ผสม 100 µl Serum , 400 µl lysis buffer และ  Proteinase K  10 µl เขาดวยกันแลว 

incubate ที่ 50 c. เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมงจากนั้นเติม phenol 250µlและ CH3Cl:IAA(อัตราสวน 49:1 ) 
250 µl แลวนําไป vortex จนเขากันดีแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 10 นาทีนําสวนใส
ดานบนใสหลอดใหมแลวเติม CH3Cl:IAA (อัตราสวน 49:1 )  500 µl แลวนําไป vortexจนเขากันดี
นําไปปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 10 นาทีอีกครั้งนําสวนใสดานบนใสหลอดใหมแลวเติม 
AbEtOH 800 µl, NaOAc 40 µl และ glycogen 4 µl ผสมใหเขากันแลวนําไป incubate ที่   –70 c. 

นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,500 รอบตอนาที 30 นาทีดูด Ab EtOH แลวลาง pallet ของ DNAและglycogen 
ดวย  70%  Etoh นําไปปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 1-2 นาที จากนั้นดูด 70% EtOH ออก แลว
ทําใหแหง ละลายดวยน้ํากลั่น 30 µl เมื่อตองการใช 

2.  เพิ่มจํานวนสาย DNA โดยวิธี Polymerase Chain reaction (PCR)  
Polymerase Chain reaction (PCR) คือการเพิ่ม DNA ดวย Specific primerในหลอดศึกษา

โดยอาศัยความรอนและเอ็มไซม polymerrase ที่ทนความรอน หลักการในการทํา PCR คือการสราง 
DNA จากตนแบบโดยอาศัยการตอสาย oligonucletide primers 2 เสน ซ่ึงแตละเสนจะ hybridize กับ 
DNA DNA ตนแบบเสนตรงขามที่ถูกแยกออกจากกันดวยความรอน เอ็มไซม polymerrase ที่ทน
ความรอนจะสราง DNA ขึ้นโดยการตอจากปลาย primers ทั้ง 2 เสนตาม DNA ตนแบบจนกระทั้ง
สุดปลาย DNA ตนแบบโดยการสราง DNA จะทําไดทิศทางเดี่ยวคือจาก 5’ ไป 3’ผลที่ไดคือ DNA 
ใหมที่สราง complementary กับ DNA ตนแบบ กระบวนการนี้จะถูกทําเปนรอบๆ ซำๆ กันในที่สุดก็
จะได DNA เพิ่มแบบเปนทวีคูณ (59) 

ในปจจุบันรอบการทํา PCR ที่มักใชกันคือ ขั้นที่ 1. ใชความรอนเพื่อทําใหเกิด DNA สาย
เดี่ยว ใน ปฎิกิริยาจะมี primer, dNTP, PCR buffer และ Taq polymerase โดยทั่วไปใชอุณหภูมิ 93-
95 ๐C ขั้นที่ 2 oligonucleotde จะเขาไป anneal กับ DNA ตนแบบโดยการลดอุณหภูมิลงมาที่ 40-65 
๐C แลวแต primerที่ใช ขั้นที่ 3 คือการตอprimer และสรางสาย DNA ดวย Taq polymerase  
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รูปที่13  แสดงหลักการเพิ่ม DNA สายคูอยางจําเพราะโดยวิธี Polymerase Chain reaction  (60) 
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รูปที่14  แสดงหลักการของอุณหภูมิในแตละขั้นตอนของการทํางาน(ดัดแปลงจากเอกสารอางอิง 
61)  

 
ในการศึกษาครั้งนี้ PCR buffer ที่ใชไดแก Eppendorf(R)  MasterMIX (2.5X) ซ่ึงมีสวน

ประกอบของ Taq DNA polymerase (62.5 U/ml), 125mM KCL, Tris-HCl pH 8.3, 3.75 mM 
Mg(Oac)2 0.25% Igepal(R) –CA630, และ 500 µl ของแตละ dNTP 
 
Primer 

Primer  name ลําดับเบส ตําแหนง ความยาว  Tm  ( ๐C )  
Xi 1 5’AGCTTGTTTTGCTCGCAGC 3’ (1287-1305) 18 58 
Ci1 5’ TTCCGGAGACTCTAAGGCC 3’ (2020-2038) 19 60 

 
ตารางที่3  แสดงชื่อ ตําแหนง ลําดับเบส ความยาวและ Tm๐ ของ Primer 

 
 

93-95 ๐C 

40-65 ๐C 

93-95 ๐C 72 ๐C 
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PCR reaction 
 

สารละลาย ปริมาณ หนวย 
Eppendrof MasterMix 10 µl 
Distilled water 12 µl 
Primer Xi1 0.5 µl 
Primer Ci1 0.5 µl 
DNA Template 2 µl 
Total 25 µl 

 
ตารางที่ 4   แสดงปริมาณสารที่ใชในการทําปฎิริยา PCR เพื่อเพิ่มจํานวน DNA ของไวรัสตับอักเสบ  

บี X gene 
 
PCR cycle 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
ตารางที่ 5 แสดงเวลาและอุณหภูมิของการทําปฎิริยา PCR เพื่อเพิ่มจํานวน DNA ของไวรัสตับ

อักเสบบี X gene และ Precore gene 
 
 

PCR cycle Temp (.C) Time (min) 
Denaturation 94 1.5 
Annealing 54 1.5 
Extension 72 1.5 

1 Cycle  
Denaturation 94 1 
Annealing 54 0.30 
Extension 72. 1 
 35 Cycles  
Post-extension 72. 10 
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3.  ตรวจสอบ PCR โดยการทํา gel electrophoresis 
ดวยการนํา PCR product 10 µl ผสมกับสี bromophenol blue และ 2 % sucroseไปทํา 

submarine gel electrophoresis ใน 1.5%  agarose gel และตองใส DNA ladder marker ชนิด 100 bp 
จากนั้นนํา gel ที่ทํา electrophoresis เสร็จแลวไปแชในสารละลาย ethidium bromide ประมาณ 15 
นาที แลวนํามาเขาเครื่องฉายรังสี UV (Gel DocTM) เพื่อตรวจสอบผลที่ไดตอไป 

4. แยก PCR product จากการทํา gel electrophoresis โดยใช Perfectprep(R)  Gel Cleanup 
Eppendorf ทํา purify DNA ดังขั้นตอนที่อธิบายไวในคูมือการใชงานดังรูปที่ 15.  

 

 
          
รูปที่ 15 แสดงขั้นตอนในการแยกสายดีเอ็นเอออกจาก Agarose gel (62) 
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5  ตรวจสอบการกลายพันธุ (mutation) ของดีเอ็นเอ (DNA) ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  ที่
เพิ่มจํานวนไดดวยการทํา DNA sequencing  

หลักการในการทํา DNA sequencing คลายคลึงกับการทํา PCR แต DNA sequencing จะมี 
ddNTP (dideoxynucleotide) ที่ติดฉลากดวยสี fluorescent 4 สี ตามชนิดของ ddNTP 
(dideoxynucleotide)  ผสมไปกับ dNTP (deoxynucleotide) ที่ใช เนื่องจากการสาย DNA ตองอาศัย
การสรางพันธะ phosphodiester ระหวาง phosphate group ดาน 5’ และ hydroxy group ทางดาน 3’ 
ถาดาน 3’ ขาด hydroxy group การสรางสาย DNA จะไมสามารถดําเนินตอไปได ดั้งนั้นเมื่อเอ็มไซม 
polymerase นํา ddNTP (dideoxynucleotide) มาใชจะทําใหสาย DNA เสนไมสามารถสรางตอไปได
เกิดเปนเสน DNA ขนาดแตกตางกันที่มี fluorescent 4 สี ตางกัน เมื่อนําสาย DNA มาเรียงกันตาม
ความยาวก็จะสามารถอานชนิดของ nucleotide ตามลําดับได (63) 

 

 
 

รูปที่ 16 รูปภาพแสดงความแตกตางระหวาง deoxynucleotide (dNTP) และ dideoxynucleotide 
(ddNTP)  (64) 

 

 
 

รูปที่17 รูปภาพแสดงหลักการการอาน DNA squencing ตามความยาวของสาย DNA (65) 
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DNA sequencing ในการศึกษานี้ใช BigDye Terminator  v.3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Perkin-Elmer, USA) fluorescent ที่ติดอยูกับชิ้นสวน DNA จะถูกอานดวยเครื่อง ABIPRISMTM 
3100 Genetic Analyser (Perkin  Elmer Cetus Branchburg, New Jersey) สัญญาณที่ไดจะถูกสงเขา
คอมพิวเตอรและรวบรวมขอมูลโดย ABI's Data Collection Software จากนั้นแปรขอมูลโดย ABI's 
Analysis software.  

การเก็บรวบรวมขอมูล 
รวบรวมขอมูลทั่วไปที่เกี่ยวของ  เชน  อายุ เพศ  ประวัติเกี่ยวของกับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ  

การวิเคราะหขอมูล 
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ได DNA sequencing ที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่มี

การรายงานไวใน GenBank จาก www.ncbi.nlm.nih.gov โดยใชโปรแกรม BLAST และแกไขนิวคลี
โอไทดบางตําแหนงที่มีอาจปญหาดวยโปรแกรม Chromas 

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับลําดับนิวคลีโอไทดไวใน GenBank อีกครั้งเพื่อ
ตรวจหาการกลายพันธุของ X gene และสราง Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม Clustal X Version 
1.8 จากนั้นจัดรูปแบบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดดวยโปรแกรม Bio edit version 5.0.9 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติทั้งหมดใชโปรแกรม Statistical Program for Social Science 
หรือ SPSS (spss11for window) โดย ตัวแปร Continuous variable ใช Mann-Whiney U test  ตัว
แปร ที่มีการกระจายตัวแบบไมไดสัดสวนใช Chi-sqare X2 test ดวย Yates’ correction และ 
Fishwer’s exact test การคํานวนหาความเกี่ยวของระหวาง factors ตางๆกับการเกิดโรคมะเร็งตับใช  
Odd ratio คาความนาเชื่อถือ  (P value) ใชที่มีคานอยกวาหรือเทากับ 0.5  
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บทที่  4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

ผลการวิเคราะห 

ในการศึกษาครั้งนี้ใชประชากรทั้งหมด 100 คน แบงเปนกลุมผูปวยมะเร็งตับ 50 คน และ
กลุมควบคุม 50 คน กลุมควบคุมนั้นไดมาจากผูปวยที่ติดเชื้อตับอักเสบบีกลุมอื่นๆ ที่ไมเปนมะเร็ง
ตับ และมีเพศเดียวกับกลุมผูปวยมะเร็งตับ และมีอายุใกลเคียงกัน ทั้งนี้เพื่อตัดปจจัย เชน เพศ หรือ 
ระยะเวลาในการติดเชื้อ ทีอาจรบกวนการวิเคราะหขอมูลได พบวากลุมผูปวยมะเร็งตับ และกลุม
ควบคุม กลุมละ  50 คน แบงเปนเพศชาย 44 คน เพศหญิง 6 คน คา Mean ของอายุของผูปวยมะเร็ง
ตับเทากับ 54.20 ป คา Medain เทากับ  54.50 ป (มีชวงอายุตั้งแต 34  ถึง 81)  คา Mean ของอายุของ
กลุมควบคุมเทากับ 50.92  ป คา Medain เทากับ 50.50 ป (มีชวงอายุตั้งแต 37 ถึง 82) เพศและอายุ
ของกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุมมีคาใกลเคียงกัน 

การตรวจพบ HBeAg ก็ใกลเคียงกันในทั้ง 2 กลุม โดยพบวากลุมผูปวยมะเร็งตับมี HBeAg 
positive 16 คน และ มี HBeAg negative 34 คน กลุมควบคุมมี HBeAg positive 18 คน และ มี 
HBeAg negative 32 คน เมื่อเปรียบเทียบ HBeAg ในแตละชวงอายุพบวา การพบ HBeAg negative 
นั้นจะพบเพิ่มขึ้นตามอายุ พบวาในกลุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป กลุมผูปวยมะเร็งตับพบ 
HBeAg negative 14 คน (60.9%)  จาก 23 คน กลุมควบคุมพบ HBeAg negative 11 คน (44.0%)  
จาก 25 คน ในกลุมที่มีอายุ มากกวา 50  ป กลุมผูปวยมะเร็งตับพบ HBeAg negative 20 คน (74.1%)  
จาก 27 คน กลุมควบคุมพบ HBeAg negative 21 คน (84.4%)  จาก 25 คน                 

ผลของการเพิ่มจํานวนสาย DNA โดยวิธี PCR ดวย Primer Xi1 (1287-1305) และ Ci1 
(2020-2038) ที่ครอบคลุมตั้งแต ATG ของ X ORF จนถึงบริเวณ precore geneทําใหได PCR 
Product ประมาณ 751 bps ดังรูปที่ 18  
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นํา PCR Product ที่ผานการแยกออกจาก agarose gel ไปทํา DNA sequcing โดยใช BigDye 

Terminator Cycle Sequencing Kit  เพื่อตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดทําใหไดผล chromatogram 
ดังรูปที่ 19. 
 

รูปที่ 18   ภาพแสดงผลการการทํา  
gel electrophoresis 
Lane ที่ 1 100 ladder marker Lane  
Lane ที่ 2 Positive control Lane  
Lane ที่ 3 Negative control Lane  
Lane ที่ 4-5 Sample 
 

1 2 3 4 5 

1000 bps 

  400 bps 

  600 bps 
  800 bps 

  500 bps 
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รูปที่ 19 แสดงภาพตัวอยางผล chromatogram ของการทํา DNA sequenccce 
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เมื่อไดลําดับนิวคลีโอไทดมาแลว นํามาทํา  Phylogenetic tree  ดวยโปรแกรม Clustal X 
พบวา genotype ที่พบในการศึกษาครั้งนี้เปน genotype B และ C  โดยมีผูปวยมะเร็งตับที่ติดเชื้อ    
ไวรัสตับอักเสบบี genotype B จํานวน 14 คน (28%)  สวนอีกคน 36  (72%)  ติดเชื้อไวรัสตับอัก 
เสบบี genotype C  (รูปที่20) สวนกลุมควบคุมมีผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี    genotype B 12 
คน (24%) และ 38 คน (76%) ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C  (รูปที่21)   กลุมผูปวยมะเร็งตับ
และกลุมควบคุมมีภาวะการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแตละ genotype ไมแตกตางกัน 

เมื่อเปรียบเทียบ genotype ในแตละชวงอายุพบวา การพบ genotype B นั้นจะเพิ่มขึ้นตาม
อายุของผูปวย  พบวาในกลุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 40 ป กลุมผูปวยมะเร็งตับพบ genotype B 
1 คน (14.3%)    กลุมควบคุมพบ genotype B 1 คน (14.3%)  ในกลุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50  
ป กลุมผูปวยมะเร็งตับพบ genotype B 6 คน (26.1%)  กลุมควบคุม genotype B 7 คน (28%) ใน
กลุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 60  ป กลุมผูปวยมะเร็งตับพบ genotype B 8 คน (24.2%) กลุมควบ
คุมพบ genotype B 9 คน (21.4%)   และในกลุมประชากรทั้งหมด กลุมผูปวยมะเร็งตับพบ genotype 
B 14 คน (28%)  genotype C 36 คน (72%) จาก 17 คน กลุมควบคุมพบ genotype B 12 คน (24%) 
(รูปที่22)   

 
 
 

 
รูปที่ 20 แสดงอัตราสวนของ genotype B และ C ในแตละชวงอายุ เปรียบเทียบกันระหวางกลุมผู

ปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม 
 
 
 

<40 <50 <60 All Age 
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รูปที่ 21 แสดงผลการทํา Phylogenetic tree ของกลุมผูปวยมะเร็งตับ 
 

 
 
 

รูปที่ 22  แสดงผลการทํา Phylogenetic tree ของกลุมผูปวยกลุมควบคุม 
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 Case Control P Value 
Number of   50 50  
Sex M:F 44 : 6 44 : 6  
Age mean 54.20 50.98 0.152 
Age medain 54.50 50.50 0.196 
Genotype 
Genotype B 
Genotype C 

 
14 (28%)  
36 (72%) 

 
12 (24%)  
38 (76%) 

 
 
0.820 

HBeAg Status  
Negative 
Positive 

 
34 (68%)  
16 (32%) 

 
32 (64%)  
 18 (36%) 

 
 
0.833 

 
ตารางที่ 6 แสดงจํานวน เพศ อายุ HBeAg และ genotype ของกลุมผูปวยมะเร็งตับ และกลุมควบคุม 
 

และเมื่อเปรียบเทียบ HBeAg ของแตละ genotype พบวา กลุมผูปวยมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัส
ตับอักเสบบี genotype B มี HBeAg positive 4 คน และ  HBeAg negative 10 คน สวนกลุม ผูปวย
มะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C มี HBeAg positive 12 คน และ HBeAg negative 
24 คน  สวนกลุมควบคุม พบวาผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B มี HBeAg positive 3 
คน และ HBeAg negative 9 คน และกลุมผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C มี HBeAg 
positive 15 คน และ มี HBeAg negative  23 คน   
 
การกลายพันธบริเวณ precore gene 

การกลายพันธุที่ hot spot precore stop codon 28 G1896A  ในการศึกษาครั้งนี้พบการกลาย
พันธุนี้ในผูปวยมะเร็งตับมากกวากลุมควบคุม แตไมมีนัยสําคัญทาวสถิติ พบการกลายพันธุที่นิวคลี
โอไทด G1896A ในผูปวยมะเร็งตับ 24 คน (48%) ในกลุมควบคุม 18 คน (36%) (P=0.311)  และไม
วาจะเปรียบเทียบระหวางอายุ หรือ genotype ก็ไมพบการกลายพันธุนี้อยางมีนัยสําคัญทางสถิติแต
อยางใด เชนในกลุมที่มีอายุนอยกวา หรือ เทากับ 50 ป พบวาผูปวยมะเร็งตับมีการกลายพันธุที่ hot 
spot precore stop codon 28 จํานวน 8 คนจาก 23 คน (34.8%) สวนกลุมควบ คุมพบการกลายพันธุนี้ 
6 คนจาก 25 คน (24%) (P=0.615) และเมื่อเปรียบเทียบระหวาง genotype พบผูปวยมะเร็งตับและ
กลุมควบคุมที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B มีการกลายพันธุที่ นิวคลีโอไทด G1896A นี้  9 
คนจาก 14 คน (64.%) และ 10 จาก 12 คน (83.8%) (P=0.391) ตามลําดับ สวน genotype C  มีการ 
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กลายพันธุ นี้ในผูปวบมะเร็งตับ 15 คนจาก 34 คน (  41.7 %) คนและ 9 คน จาก 38 คนของกลุม
ควบคุม (21.1%)   ( P=0.096)  ตามลําดับ  

โดยปกติแลวการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A จะพบไดก็เมื่อนิวคลีโอไทด 1858 
เปน T                (genotype B, C และ D)  เนื่องจากนิวคลีโอไทด 2 ตําแหนงจะตองจับกันเพื่อสราง 
stem loop ของ pregenomic RNA การกลายพันธุจาก G ไปเปนจะทําใหความเสถียรของ 
pregenomic RNA เพิ่มขึ้น แตถานิวคลีโอไทด 1858 เปน C ( genotype A ) แลว การกลายพันธุที่ตํา
แหนงนี้จะทําลาย stem loop ของ pregenomic RNA ดังนั้น การกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A 
จึงไมคอยพบใน genotype A ในการศึกษาครั้งนี้นิวคลีโอไทด 1858 เปน T เปนสวนใหญ โดยกลุม
ควบคุมเปน T ทั้งหมด แตกลุมผูปวยมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B มี 3 คนที่นิว
คลีโอไทด 1858 เปน C 2 คนในนี้ไมมีการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A  แตมี 1 คนที่ นิวคลี
โอไทด G1897 เปล่ียนเปน A  เกิดเปน stop codon TGA ที่ codon 28  

การกลายพันธุที่พบอยางมีนัยสําคัญอีกตําแหนงที่พบในการศึกษาครั้งนี้ ไดแกการกลาย
พันธุที่นิวคลีโอไทด ตําแหนง 1899 เปล่ียนจาก G ไปเปน A ซ่ึงมีผลใหเปล่ียน Gly ที่ codon 29  
ของ precore pretein เปน Asp  พบการกลายพันธุที่ตําแหนงนี้ ในผูปวยมะเร็งตับ 20 คน (40.0%) ใน
กลุมควบคุม 7 คน (14%)  ( P=0.007 OR4.095 95%CI 1.539-10.900)  

 
Mutation Case Control P Value OR.(95% CI) 
G1896A   
(n=50) 

24 (48%) 18 (36%) 0.311 1.641 (0.737-6.355) 

G1896A  Age < = 50 yrs 
(Case n=23, Control n=25) 

18 (34.8%)  6 (24%) 0.615 1.689(0.481-5.933) 

G1896A Genotype B 
(Case n=14, Control n=12) 

9 (64.3%) 10 (83.3%) 0.391 0.360(0.055-2.338) 

G1896A Genotype C 
(Case n=36, Control n=38) 

15 (41.7%) 8 (21.1%) 0.096 2.679(0.963-7.453) 

T1858 
C1858 

47 (94%) 
 3 (6%) 

50 (100%) - - 

G1899A 
(n=50) 

20 (40%) 7 (14%) 0.0007 4.095(1.539-10.900) 

 
ตารางที่ 7 แสดงอัตราสวนการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทดG1896A ของกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุม   

ควบคุม 
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รูปที่ 23 แผนภูมิแสดงอัตราสวนการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A ของกลุมผูปวยมะเร็งตับ
และกลุมควบคุม 

 

 
 
รูปที่ 24 แผนภูมิแสดงอัตราสวนระหวางการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1899A ของกลุมผูปวย

มะเร็งตับและกลุมควบคุม 
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รูปที่ 25  แสดง nucleotide sequence alingment ของ Basal core promoter (นิวคลีโอไทด 1751-

1769) และ บางสวนของ precore  ไดแกบริเวณ ATG   นิวคลีโอไทด 1848, 1858,1896, 
และ 1899 ของ genotype B  
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รูปที่ 26  แสดง nucleotide sequence alingment ของ Basal core promoter (นิวคลีโอไทด 1751-

1769) และ บางสวนของ precore  ไดแกบริเวณ ATG  นิวคลีโอไทด 1848, 1858,1896, 
และ 1899 ของ genotype C ของกลุมผูปวยมะเร็งตับ  
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รูปที่ 27  แสดง nucleotide sequence alingment ของ Basal core promoter (นิวคลีโอไทด 1751-

1769) และ บางสวนของ precore  ไดแกบริเวณ ATG  - นิวคลีโอไทด 1848, 1858,1896, 
และ 1899 ของ genotype C ของกลุมควบคุม  
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การกลายพันธบริเวณ precore gene 
ในการศึกษาครั้งนี้ พบการกลายพันธุที่บริเวณ hot spot core promoter A1762T และ 

G1764A ในผูปวยมะเร็งตับมากกวากลุมควบคุม แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบการกลายพันธุที่ 
basic core promoter นี้ในกลุมผูปวยมะเร็งตับ 40 คน (80%) และในกลุมควบคุม 32 คน (64%)      
(P =0.119)  

แตเมื่อเปรียบเทียบการกลายพันธุที่ทําให HBx protein codon 130 เปล่ียนจาก lysine เปน 
Methionine และ codon 131เปล่ียนจาก Valine เปน Isoluesine นี้ ในผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบ
คุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป พบวาผูปวยมะเร็งตับมีการกลายพันธุมากกวากลุมควบคุมอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบการกลายพันธุนี้ในกลุมผูปวยมะเร็งตับ 19 คนจาก 23  คน      (82.6%) 
สวนกลุมควบคุมมีการกลายพันธุ 12 คนจาก 25 คน  (48%)  ( P=0.028 OR = 5.146 95% CI 1.357-
19.524)  

และเมื่อเปรียบเทียบระหวาง genotype พบการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T และ 
G1764A อยางมีนัยสําคัญทางสถิติใน genotype B โดยพบการกลายพันธุของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
ในกลุมผูปวยมะเร็งตับ 8 คนจาก 14  คน (51 .1%) และ 2 คน จาก 12 คน ( 16.7 %) ในกลุมควบคุม
ตามลําดับ (P=0.050 OR6.667 95%CI 1.047-42.431) สวนเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C ก็พบ
กลายการพันธุนี้ในผูปวยมะเร็งตับมากกวากลุมควบคุม แตไมมีนัยสําคัญทาง  สถิติแตอยางใด โดย
พบการกลายพันธุของเชื้อไวรัสที่ hot spot core promoter 32 คนจาก 36 คน (88.9%) และ 31 คน
จาก 38 คน (81.6%)  (P=0.579) ตามลําดับ  

เมื่อพิจารณา 2 ขอมูลเขาดวยกัน พบวาผูปวยมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype 
B และที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป พบการกลายพันธุของเชื้อไวรัสที่ hot spot core promoter
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดยพบการกลายพันธุของเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบี ในกลุมผูปวยมะเร็งตับ 4  คนจาก 6  คน (66.7%) และ ไมพบในกลุมควบคุมเลย (P=0.021 
OR4.500 95%CI 1.326-15.277) 

การกลายพันธุอีกตําแหนงหนึ่งใน core promoter ที่พบไดบอยในผูปวยมะเร็งตับและผูปวย
ที่เปนตับอักเสบรุนแรง เชน filminant hapatitis และมะเร็งตับ ไดแกการกลายพันธุที่ nucleotide 
1753 จาก T เปล่ียนเปน C หรือ A เปนอีกการกลายพันธุที่พบในการศึกษานี้ แตก็ไมมีนัยสําคัญทาง
สถิติแตอยางไร 
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Mutations Case Control P Value OR.(95% CI) 
A1762T/G1764A  
(n=50) 

40 (80%) 32 (64%) 0.119 2.250 (0.913-5.545) 

A1762T/G1764A  
 Age < or 50 yrs 
(Case n=23, Control n-25) 

19 (82.6%) 12 (48%) 0.028 5.146 (1.357-19.524) 

A1762T/G1764A  
Genotype B 
(Case n-14, Control n=12) 

8 (57.1%)  2 (16.7) 0.050 6.667 (1.047-42.431) 

A1762T/G1764A  
Genotype C 
(Case n=26, Control n=38) 

32 (88.9%) 30 (81.6%) 0.399 2.133 (0.582-7.824) 

A1762T/G1764A  
Genotype B & 
Age < or 50 yrs 
(Case n=6, Control n=7) 

4 (66.7%) 0 (0%) 0.021 4.500 (1.326-15.277) 

T1753C/A 
(n=50) 

19 (38%) 16 (32%) 1.000 1.092 (0.480-2.484) 

 
ตารางที่ 8 แสดงอัตราสวนการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T และ G1764A ของกลุม  ผูปวย 

มะเร็งตับและกลุมควบคุม 
 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

46

 

 
 
รูปที่ 28 แผนภูมิแสดงอัตราสวนระหวางการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T G1764A ระหวาง

กลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม 
 

 
จากการที่การกลายพันธุนิวคลีโอไทด G1896A  และ basic core promoter นี้ มีผลตอ 

HBeAg status ดังนั้นจึงทําการเปรียบการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A และ A1762T และ 
G1764A นี้กับ HBeAg และพบวาการกลายพันธุ ที่นิวคลีโอไทด G1896A ที่ทําใหเกิด stop codon ที่ 
codon 28 ซ่ึงทําใหไมสามารถสราง precore protein ไดสงผลใหไมสามารถสราง HBeAg ได มี
จํานวนการกลายพันธุที่ต่ํากวาจํานวนผูปวยทีมี HBeAg negative แตอยางไรก็ตาม ผูปวยทีมี 
HBeAg negative ที่ไมพบการกลายพันธุที่ นิวคลีโอไทด G1896A จะพบกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด 
T1762A และ G1764A (ตารางที่ 9)  นอกจากนี้ยังพบการกลายพันธุที่ start codon ATG เปล่ียนไป
เปน ACT และ TTG อีกดวย  

และเนื่องจากการศึกษาครั้งนี้พบการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด  A1762T และ G1764A 
อยางมีนัยสําคัญในกลุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป และกลุมที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
genotype B ดังนั้นจึงทําการเปรียบการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T/G1764A กับ HBeAg พบ
วาในกลุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป มี HBeAg negative 11 (60.9%) คน พบการกลายพันธุที่
นิวคลีโอไทด A1762T และ G1764A 19 (82.6%)  คน ในผูปวยมะเร็งตับ สวนในกลุมควบคุมนั้นมี 
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HBeAg negative 11 (44%) คน มีการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A 6 (24 %)  คน และพบ
การกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T/G1764A 12 (48%)  คน 
 

 Total HBeAg Positive HBeAg Negative 1896 
Wild Type 

G1896A 
Mutation 

BCP 
Wild Type 

BCP 
Mutations 

Case 50 16 (32%) 34 (68%) 26 (52%) 24(48%) 10 (20%) 40 (80%) 
Control 50 18 (36%) 32 (64%) 32 (64%) 18 (36%) 18 (36%) 32(64%) 

 
ตารางที่ 9 แสดงอัตราสวนการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A และ HBeAg ของกลุมผูปวย

มะเร็งตับและกลุมควบคุม 
 
การกลายพันธุอ่ืนๆ ของ X gene ที่เคยถูกรายงานไวพบไดนอยในการศึกษาครั้งนี้ ยกตัว

อยางเชน การ กลายพันธุที่ NRE ที่นิวคลีโอไทด T1753C/A พบ 19 คนจาก 51 คน (37%)  หรือ
การกลายพันธุที่  C1653T พบ 13 จาก 51 คน  (25%)  การกลายพันธุที่  G1653A พบเพียง 16 คน 
(32%) และไมมีความแตกตางกับกลุมควบคุมแตอยางไร การกลายพันธุตําแหนงอื่นๆ พบไดบาง แต
ไมมีนัยสําคัญทางสถิติแตอยางไร 
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X gene mutation (n=50) Case Control P value 
C13T  4 (8%)  3 (6%) 1.000 
C31T  2 (4%) 0  0.485 
T/G/C88A  8 (16%) 16 (32%) 0.101 
C/T118G   2 (4%) 0 0.485 
T/G/Cnt124A WT : Mu 4 (8%) 0 0.117 
Cnt131T WT : Mu 2(4%) 0 0.485 
Tnt193C WT : Mu 4 (8%) 0 0.117 
Gnt240A  
(G1613A)  

16(32%) 18 (36%) 0.726 

C256T  8(16%) 5(10%) 0.552 
C/A/G259T  4 (8%) 4 (8%) 1.000 
C280T  
(C1653T) 

12 (24%) 9 (18%) 0.623 

T426C 8 (16%) 3 (6%) 0.201 
 
ตารางที่ 10 แสดงอัตราสวนการกลายพันธุบริเวณอื่นๆของ X gene ของกลุมผูปวยมะเร็งตับและ

กลุมควบคุม 
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รูปที่ 29  แสดงการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด 1613 บริเวณ NRE และ นิวคลีโอไทด 1653 บริเวณ 

Box-α ของ เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B ของกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม 
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รูปที่ 30 แสดงการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด 1613 บริเวณ NRE ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  

genotype C ของกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม 
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รูปที่ 31  แสดงการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด บริเวณ Box-α ของ เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C 

ของกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม 
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นอกจากนี้ยังสามารถพบการกลายพันธุแบบอื่นๆ เชน insertion mutation (Case02 
5’TGCATAAGAGGACTCTTGGACTTT3’ ที่นิวคลีโอไทด 1674 ซ่ึงทําใหเกิด franshift mutation 
เพิ่มขึ้นของ amino acid 8 ตัว (LHKRTLGL เร่ิมที่ amino acid ที่ 100 )  ทําใหสราง HBx ขนาด 162  
amino acid หรือ deletion mutation  (Case01 2 bps deletion ที่นิวคลีโอไทด 1721-1722) ทําใหสราง 
HBx ขนาดสั้นลงเหลือเพียง 151 amino acid 

 

 
 

รูปที่ 32 แสดงการกลายพันธุที่ X gene  เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B ของกลุมผูปวยมะเร็งตับ
และกลุมควบคุมที่พบในการศึกษาครั้งนี้ 

 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

53

 

 
 
รูปที่ 33 แสดงการกลายพันธุที่ X gene (ตอ) เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B ของกลุมผูปวย

มะเร็งตับและกลุมควบคุมที่พบในการศึกษาครั้งนี้ 
 

THCu50c 
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รูปที่ 34 แสดงการกลายพันธุที่ X gene  เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C ของกลุมผูปวยมะเร็งตับ
ที่พบในการศึกษาครั้งนี้ 
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รูปที่ 35 แสดงการกลายพันธุที่ X gene  (ตอ) เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C ของกลุมผูปวย
มะเร็งตับที่พบในการศึกษาครั้งนี้ 
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รูปที่ 36 แสดงการกลายพันธุที่ X gene  เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C ของกลุมควบคุมที่พบใน
การศึกษาครั้งนี้ 
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รูปที่ 37 แสดงการกลายพันธุที่ X gene (ตอ) เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C ของกลุมควบคุมที่
พบในการศึกษาครั้งนี้ 
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บทที่  5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 
การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาเพื่อหาความชุกของการกลายพันธุบริเวณ X gene และ 

precore gene ของผูปวยไทยเปนมะเร็งตับเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมเปนมะเร็งตับที่ไดรับการ
จับคูเพศและอายุกับผูปวยแลว ดวยวีธี PCR โดย primer ที่จําเพาะตั้งแตนิวคลีโอไทด 1287-2038 
และ DNA sequencing  พบวา genotype B และ C เปน genotype หลักที่พบในการศึกษาครั้งนี้โดย
พบจํานวนใกลเคียงระหวางกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม การกลายพันธุที่ basic core 
promoter/ X gene enhancerII ที่นิวคลีโอไทดตําแหนง A1762T และ G1764A และ precore stop 
codon 28 mutation G1896A ในกลุมผูปวยมะเร็งตับมีมากกวากลุมควบคุมแตไมมีนัยสําคัญทาง
สถิติ แตเมื่อพิจารณาในกลุมผูปวยที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป พบการกลายพันธุที่นิวคลีโอ
ไทดตําแหนง A1762T และ G1764A อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และยังพบการกลายพันธุที่ตําแหนง
นี้ใน genotype B อยางมีนัยสําคัญอีกดวย และพบการกลายพันธุที่ตําแหนงนี้อยางมีนัยสําคัญในผู
ปวยที่ติดเชื้อตับอักเสบบี genotype B ที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป อีกดวย นอกจากการกลาย
พันธุที่ 2 ตําแหนงนี้แลว ยังพบการ กลายพันธุที่นิวคลีโอไทดตําแหนง G1899A อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติอีกดวย การกลายพันธุที่ ตําแหนงอื่นของ X gene พบนอย แตก็ยังพบการกลายพันธุแบบ 
insertion และ deletion ในการศึกษาครั้งนี้ 

อภิปรายผลการวิจัย 
ไวรัสตับอักเสบบี เปนเชื้อไวรัสที่เปนสาเหตุสําคัญของโรคตับอักเสบชนิดเรื้อรัง ซ่ึงอาจมี

การดําเนินของโรคตอไปเปนตับแข็ง และมะเร็งตับตอไป ปจจุบันมีประชากรทั่วโลกมากกวา 300 
ลานคนที่ติดเชื้อ    ไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง  และในแตละปมีผูเสียชีวิตเนื่องจากโรคตับแข็งและ
มะเร็งตับจาก    การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีไมนอยกวา1 ลานคน (1) 

การกลายพันธุของไวรัสตับอักเสบบีที่ตําแหนงนิวคลีโอไทด A1762T และ G1764A ( 
Basic core promoter) เปนสิ่งที่พบไดบอยในไวรัสตับอักเสบบี  และมักพบการรายงานถึงการกลาย
พันธุนี้ในผูปวยมะเร็งตับ จากผลการศึกษาครั้งนี้พบการกลายพันธุที่ตําแหนงนี้ อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติในผูปวยมะเร็งตับที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป ( P=0.028 OR 5.146 95%CI 1.357-19.524  
) และพบการกลายพันธุที่ตําแหนงนี้อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในผูปวยมะเร็งตับทีติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบี genotype B  ( P=0.05 OR 6.667 95%CI 1.047-42.431) แตไมพบใน genotype C  ( 
P=0.683 ) คลายคลึงกับการศึกษาของ  Yuen MF และคณะ  ที่พบวาการกลายพันธุที่ basic core 
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promoter นี้ เปนเพียงปจจัยเดียวที่มีความเกี่ยวของกับการเกิดมะเร็งตับ จาก 3 ปจจัยที่ทําการตรวจ
สอบไดแก  genotype  การกลายพันธุที่ basic core promoter และการกลายพันธุที่ precore stop 
codon และพบการกลายพันธุนี้อยางมีนัยสําคัญใน genotype B แตไมพบใน genotype C (50)   

รายงานกอนหนานี้เสนอวาผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี gentype Cมีความเสี่ยงในการ
เกิดโรคมะเร็งตับมากกวาผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B และผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบีที่มีการกลายพันธุที่ตําแหนง A1762T และ G1764A มี        ความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็ง
ตับมากกวา ผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีที่ไมมีการกลายพันธุที่ ตําแหนงนี้ แตจากการที่มีราย
งานวา genotype ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี มีความเกี่ยวของกับอัตราการเกิดการกลายพันธุ และไว
รัสตับอักเสบบี genotype C ก็มีอัตราการเกิดการกลายพันธุที่ core promoter มากกวา genotype B 
(41)  เปนไปไดวาปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกิดมะเร็งตับนั้น คือ การกลายพันธุที่ตําแหนงนิวคลีโอ
ไทด A1762T และ G1764A ( basic core promoter) ไมใช genotype C 

นอกจากนี้ Kao J.H และ คณะ (45) ยังพบวาความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งตับในผูปวยที่ติด
เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B และ genotype C จะสูงขึ้น ถามีการกลายพันธุของไวรัสตับ
อักเสบบีที่ตําแหนงนิวคลีโอไทด A1762T และ G1764A นอกจากนี้ Kuang SY และคณะ ได ทําการ
ศึกษาติดตามรหัสพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีของผูปวยเปนเวลานานติดตอกัน พบวาการก
ลายพันธุที่ตําแหนง A1762T  และ G1764A ที่พบไดในผูปวยที่ยังไมพบอาการของมะเร็งตับ 
สามารถใชเปน bio maker ในการทํานายการเกิดโรคมะเร็งตับได และมีความจําเพาะตอการเกิด
มะเร็งตับมากกวา bio maker ที่พบหรือใชปจจุบันเชน alpha-feto protein, p16, p15 หรือ GSTP1 
promoter เปนตน (66) 
 จากการศึกษาในประเทศไทยพบวา ไวรัสตับอักเสบบี genotype C มีความรุนแรงมากกวา 
genotype B และมักพบในผูปวยมะเร็งตับตั้งแตอายุยังนอย สวนการพบ genotype B ในผูปวยมะเร็ง
ตับนั้นจะพบเพิ่มขึ้นตามอายุและมักไมพบในผูปวยที่มีอายุนอย (40) ดังนั้นการกลายพันธุที่
ตําแหนง A1762T  และ G1764A อาจเปนปจจัยที่เพิ่มความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งตับใหแกผูปวยที่
ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B และมีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป 

ถึงแมวาการชักนําการเกิดมะเร็งตับ โดยการกลายพันธุที่ basic core promoter ยังไมแนชัด 
แตก็มีรายงานวาการกลายพันธุที่ basic core promoter สามารถเพิ่มจํานวนการ replication ของไวรัส
ได โดยมีอยางนอย 2 แนวคิดที่อธิบายความสามารถนี้ แนวคิดที่ 1. คือการกลายพันธุที่ A1762T  
และ G1764A ชักนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางระดับ secondary structure ของ      
pregenomic RNA ของไวรัส มีผลให stem loop บริเวณ DRI ของ pregenomic RNA เปล่ียนแปลง
ไป สงผลใหลําดับนิวคลีโอไทดที่มีไวให  primer ของ minus stand RNA มาจับในขั้นตอนสราง 
DNA เปนอิสระมากขึ้น ลดการใชพลังงานในการเคลื่อนไหวของโมเลกุล เพิ่มจํานวนนิวคลีโอไทด
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สําหรับ primer ของ minus stand RNA มาจับใหมากขึ้น จาก (5’-UUC-3’) เปน (5’-UUCA-3’)     
สงผลใหสามารถเพิ่มจํานวน viral replication ได (67) 

 
 

 
 

 
 
 
รูปที่ 38 แสดงโครงสรางที่เปล่ียนไปบริเวณ DRI ของ secondary structure ของ  pregenomic RNA 

ของไวรัสตับอักเสบบีที่มีการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T และ G1764A  (a.)  Wild- 
type (b.)  A1762T G1764A motation (67) 
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แนวคิด 2. คือการกลายพันธุที่ A1762T  และ G1764A ชักนําใหเกิดการสราง pregenomic 
RNA ของไวรัสมากขึ้น เพราะการกลายพันธุที่ basic core promoter   ทําใหลําดับนิวคลีโอไทดทีมี
ลักษณะเปน nuclear receptor binding site หายไป และเกิด hepatocyte nuclear factor I binding   
site ขึ้นมาแทนที่  Hepatocyte nuclear factor I (HNF-I) เปน transcription factor ที่ควบคุมการแสดง
ออกของ gene หลายชนิดในตับและทางเดินอาหาร การเกิด hepatocyte nuclear factor I binding site 
ที่ basic core promoter ทําใหมีการสราง core RNA มากขึ้น และเนื่องจาก core RNA นี้นอกจากจะมี
หนาที่สราง core protein หรือ nucleocapsid protein แลวยังสราง DNA polymerase และทําหนาที่
เปน pre-genomic RNA  อีกดวย ดังนั้น core RNA ที่มากขึ้น ทําใหมีการสราง  core protein, DNA 
polymerase, และ pre-genomic RNA มากขึ้น สงผลใหสามารถเพิ่มการ replication ของไวรัสได 
โดยการเพิ่ม RNA packaging แตการกลายพันธุที่ A1762T  และ G1764A จะการลดการสราง pre-
core RNA  และลด HBeAg  ของไวรัสดวย สัณนิฐานวาเนื่องจากการ transcription ของ core RNA 
และ precore RNA ควบคุมโดย promoter  ตางชนิดกัน 2 promoter แตซอนทับกันอยูในบริเวณใกล
เคียงกัน  (68) 
 

 
 

ที่ 39 แสดงการเกิด hepatocyte nuclear factor binding site จากการกลายพันธุที่ core promoter 
และผลตอการ replication (ดัดแปลงจากเอกสารอาวอิง 68) 

 
 
 
 

              BCP Mutation 
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รูปที่ 40 การเกิด hepatocyte nuclear factor binding site จากการกลายพันธุที่ core promoter จะสง

ผลใหมีการ replication ขึ้น (ดัดแปลงจากเอกสารอาวอิง 68) 
 

การกลายพันธุที่ basic core promoter ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ HBx ที่
ตําแหนง K130M และ V131I  การเปลี่ยงแปลงของ HBx นี้ยังสงผลตอ HNF I อีกดวย โดยปกติแลว 
HBx wildtype ก็สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของ HNF I โดยการเพิ่มความสามารถในการ
จับกับ DNA  ของ HNF I แตเมื่อมีการกลายพันธุของ HBx ที่ K130M และ V131I  แลวความ
สามารถในการเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของ HNF I จะเพิ่มขึ้น โดยพบวาใช mutant HBx ใน
ปริมาณที่นอยกวา HBx wildtype กลับทําให HNF I มีประเพิ่มขึ้นมากกวา HBx wildtype (69) 

สําหรับการกลายพันธุที่ตําแหนง  G1896A นั้น ในการศึกษาครั้งนี้ไมพบความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม  อยางไรก็ตามการ ยังพบการกลาย
พันธุนี้ใน genotype B (63.8% ในผูปวย และ 83.8% ในกลุมควบคุม) มากกวา genotype C (38.2% 
ในผูปวย และ 20.5 %ในกลุมควบคุม) ตามที่มีรายงานกอนหนานี้ และมีแนวโนมในการพบการ
กลายนี้ในกลุมผูปวยมะเร็งตับมากกวากลุมควบคุม (47.1% ในผูปวย  ตอ 35.3%ในกลุมควบคุม) แต
การที่กลุมควบคุมของการศึกษานี้มีทั้งกลุมตับแข็งและกลุมติดเชื้อเรื้อรัง ที่มีการรายงานถึงการพบ
การกลายพันธุที่ตําแหนง  G1896A อยูบอยๆ อาจเปนสาเหตุที่ทําใหไมมีความแตกตางอยางมีนัย
สําคัญของการกลายพันธุที่ตําแหนง G1896A นี้ระหวางกลุมผูปวยมะเร็งตับ และกลุมควบคุม 
(70,71) นอกจากนี้ยังมีรายงานการวิจัยวาการกลายพันธที่นิวคลีโอไทด  G1896A นั้นเปนเพียง 
natural selection ระหวางการเกิดมะเร็งตับอีกดวย (20)  อยางไรก็ตามความสําคัญทางคลีนิคกับ
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การกลายพันธุที่ตําแหนง  G1896A  ยังเปนที่ถกเถียงกันอยู เชื่อวาการเกิดการกลายพันธุนี้ทําให
ความเสถียรระหวางนิวคลีโอไทด (nucleotide) 1896 กับ 1858 เสียไป สงผลกระทบตอการสรางไว
รัส (viral replication) และความรุนแรงของโรคตับอักเสบ (72) นอกจากนี้มีรายงานการเกิด precore 
mutations ในผูปวยที่มีตับอักเสบที่รุนแรง เชนภาวะตับวายอยางเฉียบพลัน (acute fuminant 
hepatitis) และตับอักเสบเรื้อรังที่รุนแรง (chronic active hepatitis) (72,73)  หรือผูปวยมะเร็งตับ โดย
มีแนวคิดวาการที่ไมมี HBeAg ซ่ึงเชื่อวาเปน immune tolerogen ในเลือด อาจทําใหโรคตับมีความ
รุนแรงมากขึ้น อยางไรก็ตามการกลายพันธุดังกลาวนี้ยังพบไดในกลุมที่มีการดําเนินของโรคไมรุน
แรง เชนพบในผูปวยที่เปนพาหะหรือผูปวยที่มีตับอักเสบไมรุนแรง (mild hepatitis) (74,75,76) 
นอกจากนี้ยังมีขอมูลบงชี้วาโรคตับอักเสบเรื้อรังที่รุนแรงมักเกี่ยวของกับการกลายพันธุในหลายๆ
ตําแหนงรวมกันเชน precore mutations รวมกับ core mutations (77) ดังนั้นความสัมพันธระหวาง 
precore mutations และความรุนแรงของโรคตับจึงยังไมชัดเจน อยางไรก็ตามการศึกษาสวนใหญพบ
วาผูปวยตับอักเสบเรื้อรังที่มี precore mutations มักไมคอยตอบสนองตอการรักษาดวย interferon 
และมีโอกาสเกิดการกําเริบ (relapse) ของโรคสูงภายหลังจากหยุดการรักษาแลว (78,79) 

การกลายพันธุที่มักพบควบคูไปกับการกลายพันธุ G1896A คือการกลายพันธุที่นิวคลีโอ
ไทดตําแหนง 1899 เปล่ียนจาก G ไปเปน A ซ่ึงมีผลใหเปล่ียน Gly ที่ตําแหนงโปรตีน (codon)  ที่  
29 ของ precore pretein เปน Asp เปนอีกหนึ่งการกลายพันธุที่พบในผูปวยที่เปนมะเร็งตับ ใน     
การศึกษาครั้งนี้ จากรายงานการวิจัยที่ผานมา พบวาการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทดตําแหนง G1899A 
มีผลให  pre-genomic RNA มีความเสถียรมากขึ้น แตไมมีผลตอการเพิ่มการ replication ของไวรัส
แตอยางได (80,81) ความสามารถอื่นๆของการกลายพันธุนี้ก็ยังไมปรากฏผลแนชัด 

สําหรับการกลายพันธุของ X gene ที่พบนอยมากในการศึกษานี้อาจมาจาก 2 สาเหตุที่แตก
ตางกันไปคือ สาเหตุที่ 1. คือ การศึกษาครั้งนี้เปนการทําจาก serum ซ่ึง Tu H และ คณะ (82) ไดทํา
การเพิ่มจํานวนไวรัสตับอักเสบบี X gene ใน serum ในชิ้นเนื้อตับที่ไมเปนมะเร็ง ( nontumor tissue) 
และ ในชิ้นเนื้อตับที่เปนมะเร็ง (tumor tissue) พบวา DNA sequence ที่ไดจาก ช้ินเนื้อตับที่ไมเปน
มะเร็ง กับใน serum  แถบไมมีความแตกตางหรือไมแตกตางกันเลย นอกจากนี้ยังไมพบการ กลาย
พันธุแบบที่ตองการจาก DNA sequence ที่ไดจากชิ้นเนื้อตับที่ไมเปนมะเร็ง กับใน serum      อีกดวย 
เปนไปไดวาการกลายพันธุของ X gene นั้นนาจะพบในชิ้นเนื้อตับที่เปนมะเร็ง  มากกวา   ใน  serum 
หรือ สาเหตุที่ 2.ไวรัสตับอักเสบบี X gene มีอัตราการกลายพันธุที่ตําแหนงอื่นนอย เพราะถึงจะมี
รายงานการวิจัยที่รายงานถึงการกลายพันธุที่ตําแหนงตางๆของ X gene แตก็มีรายงานการวิจัย
จํานวนไมนอยที่พบแตการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T และ G1764A ใน X gene (83)หรือ
ไมพบการกลายพันธุใน X gene (84)  
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เนื่องจาก core promoter นี้ซอนทับกับ Enhancer II ของ X gene   ซ่ึงจําเปนตอการ 
replication ของไวรัส การกลายพันธุทีนิวคลีโอไทด A1762T และ G1794A จึงทําให amino acid 
ของ HBx ที่ codon K130M และ V131I เปล่ียนไป ทําให secondary structure ของ HBx เปล่ียนไป
ดวย เนื่องจาก Lysine เปน charged amino acid แต methionine นั้นเปน hydrophobic amino acid 
(48) การเปลี่ยนไปนี้นาจะสงผลตอคุณสมบัติ  transactvation อาจเปนอีกหนึ่งสาเหตุที่ทําใหเพิ่ม
ความเสี่ยงในเกิดมะเร็งตับ (hepatocarcinogenesis) ของไวรัสตับอักเสบบี นอกจากนี้ region ทีเชื่อ
วาสําคัญตอกระบวนการ transcription activation ของ HBx ก็อยูที่ amino acid ที่ 50-70 และ amino 
acid ที่ 110-140  (85,86) ดังนั้นการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่บริเวณนี้จึงนาจะสงผลตอคุณสมบัติ  
transcription activation ของ HBx ดวย  

โรคมะเร็งตับ (HCC) เปนโรคที่ใชเวลากอโรคยาวนานมีขั้นตอนหลากหลายและยังมีปจจัย
เสี่ยง ( environmental risk factor) อ่ืนๆที่ทั้งเปนปจจัยหลักและปจจัยเสริมของเชื้อไวรัสตับอักเสบ
ตอการเกิดโรคมะเร็งตับเชน Afla toxin B1 (AFB1) การสูบบุหร่ี การดื่มจัด หรือ โรคทางพันธุกรรม
เชน Hemochromatasis, Willson disease, Porphyria1(19)  การกลายพันธุของไวรัสตับอักเสบจึงนา
จะเปนอีกหนึ่งปจจัยที่นาจะชวยเรงการเกิดมะเร็งตับใหเกิดเร็วขึ้น  
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ขอเสนอแนะ 
 การศึกษานี้ยังคงตองการขอมูลที่มีมากขึ้นในดาน Biologocal impact  ของ HBx ระหวาง 
genotype เนื่องจากอาจเปนสาเหตุของ clinical outcome ตางกันระหวาง genotype จากศึกษา พบวา 
HBx  ระหวาง genotype B และ C มีแตกตางกันถึง 16 amino acid และสงผลใหคุณสมบัติในการ 
transactvation และ anti-proliferation ตางกันไปดวย (87) ดังนั้นการหา function domain ตางๆ และ
ความแตกตางของ function domain ระหวาง genotype B และ C จึงเปนสิ่งที่นาทําการศึกษาตอไป
 นอกจากนี้จากการที่การกลายพันธุทีนิวคลีโอไทด A1762T และ G1794A ทําให amino 
acid ของ HBx ที่ codon K130M และ V131I เปล่ียนไป การเปลี่ยนไปนี้นาจะสงผลตอคุณสมบัติ  
transactvation (88) เนื่องจากเชื่อวา region ที่สําคัญตอกระบวนการ transcription activation ของ 
HBx อยูที่ amino acid ที่ 50-70 และ amino acid ที่ 110-140 ดังนั้นการศึกษาถึงการเปลี่ยนไปของ 
function domain จาก HBx  K130M และ V131I mutant type และผลที่ตามมา จึงเปนสิ่งที่นาทําการ
ศึกษาตอไป 
 การศึกษาเหลานี้ตองการศึกษาทางดานอณูชีววิทยาวิทยาที่ลึกซึ้ง กลาวเปนขั้นตอนคือ 1. 
คัดเลือกลักษณะนิวคลีโอไทดที่สนใจ ในที่นี้คือการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T และ 
G1794A แลวเพิ่มจํานวนดวย PCR  โดย primer ที่จําเพาะ 2. Insert ช้ิน DNA ที่ตองการนี้ลงใน 
expression plasmid 3.นําไปเพิ่มจํานวนและสรางโปรตีนใน mamalian cell line เชน HepG2 cell     
4.แยกโปรตีนทีไดมาทําการศึกษาตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

แสดงลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษษฃาครั้งนี้ และทั้งหมดจะนํา submit เขา 
GenBank (www.ncbi.nim.nlm.gov) ตอไป 
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>THCu01 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACddT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTAGGGGAGGAGGTTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu02 
     
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTTGCATAAGAGGACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACC
TTGAGGCATACTTCAAAGACTGTGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGG
TCAGGTTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCCG
CACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAG
CCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTAGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAAT
TTGGAG 
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>THCu03 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTACGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGAAATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu04 
  
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACAGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCCTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu05 
     
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGACTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu07 
        
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGACGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCTAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGATTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu08 
     
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTAAT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTGGGGCATGGACATCGACCCGGATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACT
CTCTTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCGATTCGAGATCTCCTCGACACCGCCTCTG
CTATG 
 
>THCu09 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGCTTGGGACTCTACCGT
CCGCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGGCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGACGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
TGCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGCCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAAG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCGTACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
 
 
 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

80

 

>THCu10 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTACGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAAGTATTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCGTACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu11 
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTTCCGACCGACCACGGGGCGTACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTACCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu12 
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGAACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu13 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAGGACTGGGAGGAGTTGGGGGATGAGACTAGGTTAATGATTTATGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGTACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu14 
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGTCTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGAGTGG
CTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGC 
 
>THCu15 
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGCTTGGGACTTTACCGT
CCTCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAGGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGTTCAGGTTAATGACCTTTGTATTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGACATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu16 
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGACTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGAACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu17    
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTCTGGGGCTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAATGATTTTTGTACTAG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu18 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTACATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu19 
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCAGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATTTTTGTATTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCCACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu20 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCAGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGAGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu21 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCAGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCAGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAACAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu22 
 
ATGGCTGCTCGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCCGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCGCGGGGACGTTTGGGTCTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTACCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACACCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu23 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu24 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGCTTGGGACTCTACCGT
CCGCTTCTCCGTCTGCTGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGACCACTGGGACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
AACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATGGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTC
TGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGT
GGCTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu25 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGACGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu26 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu27 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGGCTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGAATCGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGACATGGACATTGACCCATATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu28 
 
ATGGCTGCTCGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCACCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
GCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGAACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu29 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGCCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCAACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAAGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTACGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CAGAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu30 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTACGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGTACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TCTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTAG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCGGTACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGC 
 
>THCu31 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGGCTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu32 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu33 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGAGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu34 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCACGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu35 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCCCTGGAGCCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGA
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTAACGAGTGGGAGGAATTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCTTGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGC 
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>THCu36 
 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCCAACTGGATTCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCCCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCACCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTATTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTACT
AGGAGGCTGCAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTC
TGCCTAATCATCTCCTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGT
GGCTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu37 
 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCACCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCGTGGAAACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTATTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCCTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu38 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGTCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTAGGGGAGGAGGTTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACT
CTCTTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCC 
 
>THCu39 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTACGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGTACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TCTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTAG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCGGTACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu40 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu41 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAGGACTGGGAGGAGTTGGGGGATGAGACTAGGTTAATGATTTATGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAATACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu42 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGACTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAG 
 
>THCu43 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGACTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGAGAACGCCTGACAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAATAAGA
ATCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

97

 

>THCu44 
 
ATGGCTGCTCGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGTACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu45 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTACGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCTGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu46 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGCTTAGATTAATGATCTATGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCCACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCACTATAAA 
GAATTTGGAG 
 
>THCu47 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTACAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGCTTAGATTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCTCACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGAGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu48 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTACCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTT
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAAGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
  
>THCu49 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCT 
ACGTCCCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCT
ACCGTCCCCTTCTTCGACTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGC
GGTCTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGC
ACGTCGCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAA
GAGGACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGA
CTGTGTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGT
ACTGGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACC
TCTGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGG
GTGGCTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu50  
 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCCAACTGGATTCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCACCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAAAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTATTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTACT
AGGAGGCTGCAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTC
TGCCTAATCATCTCCTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGT
GGCTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu51 
 
ATTCTGTCGTGCTCTCCCGCAAGTATACATCATTTCCATGGCTGCTAG 
GTTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTCCCGTCGGCGCT
GAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGCCCGCTTCTCCG
CCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTG
CCTTCTCACCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAAAC
CACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAGAGGACTCTTGGACT
TTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTGTGTTTACTGA
GTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTACTAGGAGGCTGTAG
GCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCT
CCTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTAGAGACA
TGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTAATCTCTTTTTTGCC
TTCTGACTTTTTTCCTTCTATTCGAGATCTCCTCGACACCGCCACTGCTTTGTATCGGG
AGGCCTTAGAG 
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>THCu01c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGCCTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCGTACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu02c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGTCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu03c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTGCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCTAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu04c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGCTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGACCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
AACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATGGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTC
TGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGT
GGCTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu05c 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTAAT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu06c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGCTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu07c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTATGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu08c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTT
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu09c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGGCCGACCACGGGGCGTACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTACCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu10c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGCCTCTATCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACTCT
CTTTTTTGCCTTCTGAATTCTTTCCGTCTATTCGGGATCTCCTCGACACCGCCTCTGCT
CTGTATCGGGAGGCCTTGGAAGCTCC 
 
 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

106

 

 
 
>THCu11c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGATGAGACTAGATTAATGATTTATGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACTCT
CTTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCTATTCGTGATCTCCTCGACACCGCCTCTGCTC
TGTATCGGGAGGCCTTAGAGTCTCCGGAACATT 
 
>THCu12c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGAGGCCGTTTGGGAATCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCTGCCAAGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGATGATACTCGGTTAATGATTTATGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

107

 

 
 
>THCu13c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTT
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACCAGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu14c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGGCTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAG 
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>THCu15c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGAGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGGCTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGTACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACCAGGCCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCGTACTTCAAAGACTGT
GTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu16c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAGGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACACCTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu17c 
 
ATGGATGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGACGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGTCTGCCGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTACATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTATT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu18c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu19c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGCTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCGCCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu20c 
 
ATGGCTGCTAGGGTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGCCTCTACCGT
CCACTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAACAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu21c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGGTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACCGTAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu22c 
 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCACTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAACAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTAAAAACTGGGAGGAGTTGTGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
AGAGACTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACACCTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu23c 
 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCCAACTGGATCCTACGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGTCTGCCGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGAATGGAGACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTACATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTATT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu24c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTCCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAAAGGTCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu25c 
 
ATGGCTGCTAGGGTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTCGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu26c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGGCCGACCACGGGGCGTACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTACCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu27c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu28c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTCGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAGGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu29c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGACGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACTCT
CTTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCGTCTATTCGGGATCTCCTCGACACCGCCTCAGCT
CTGTATCGAGAGGCCTTAGAGTCTCCGGAACATTGT 
 
>THCu30c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGTCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTCGGTTAATGATTTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGA
CTTTGGGGAATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu31c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGATGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTACCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTGAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu32c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGGCCGACCACGGGGCGTACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTACCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu33c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAAGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTCGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAGGACTGGGAGGAGTCGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGAACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAC 
 
>THCu34c 
 
ATGGCTGCTCGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGATTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu35c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTGTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CACATGGAGACCACCGTGAACGCCCTCGAGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGTTGAGGTTAAAGGTCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGTAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCCTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu36c 
 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGCCTCTACCGT
CCACTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTCGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu37c 
 
ATGGCTGCTCGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCGCGGGGCCGTTTGGGTCTCTACCGT
CCCCTTCTTCATCTGCCGTTCAGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACACCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu38c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTACAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu39c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGTCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu40C 
 
ATGGTGCGTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu41c 
 
ATGGCTGCTCGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu42c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGGAGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGAC
TCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTGAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
 
 
 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

122

 

 
 
>THCu43c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTACGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu44c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGGGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGACCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTACAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAATCATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGACATGGACATTGACACCTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu45c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGGTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTCCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGATGAGACTAGGTTAATGATTTATGTACTAG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTGATCATCTCATGTTCATGTCTTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGACATGGACATTGACCCATATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu46c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu47c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGCGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTGATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
 
>THCu48c 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGATTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGGTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACT
CTCTTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCTGTTCGAGATCTCCTCGACACCGCCTCTGC
TCTGTATCGGGAGGGCTTAGAGTCTCCGGAACATTGTTCACCTCA 
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>THCu49c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCGATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAvGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu50c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGT
CCCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGTTTGGGGCTCTAC
CGCCCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGC
GGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTG
CACGTCGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCAT
AAGAGGACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAG
ACTGTGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGT
ACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACC
TCTGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGG
TGGCTTTAGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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ภาคผนวก ข 
แสดง Accession Number. ของลําดับนิวคลีโอไทด ใน GenBank ที่ใชทํา Phylogenic tree 
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No. Genotype. Accession Number. 
1 Genotype A 

 
>AY934774 
>AY934773 
>AY934772 
>AY934771 
>AY934770 

2. Genotype B >AB205120 
>AB205119 
>AY217368 
>AY217365 
>AY217361 

3. Genotype C >AB112472 
>AB112348 
>AB112065 
>DQ089804 
>DQ089802 

4. GenotypeD >AY902772 
>AY902770 
>AY902769 
>AY902768 
>AY902773 
 

5. Genotype F >DQ060830 
>DQ060829 
>DQ060828 
>DQ060827 
>DQ060826 
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No. Genotype Accession Number. 
6. Genotype F >AB214516 

>AB166850 
>AB036914 
>AB036919 
>AB036920 
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ภาคผนวก ค 
      การเตรียมสารเคมี 
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1. Lysis Buffer 
Tris-HCL    0.105  g. 
EDTA    0.1245  g. 
SDS    0.335  g. 
จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 50 ml แลวเก็บไวที่อุณหภมิหอง 

 
2. 20 mg/ml Protinase K 

Protinase K   2  ml 
น้ํากลั่น    1  ml 
ผสมจนเขากัน แลวเก็บไวที่อุณหภมิ –20 C๐ 
 

3. 25:4:1 (V/V) Phenol:Chlorofrom:Isoamyl alcohol 
Phenol    25  Volume 
Chlorofrom   24  Volume 
Isoamyl alcohol   1  Volume 
ผสมจนเขากัน แลวเก็บไวที่อุณหภมิ 4 C๐ 
 

4. 20 µg/ml Glycogen 
Glycogen    4  g. 
น้ํากลั่น    1  ml 
ผสมจนเขากัน แลวเก็บไวที่อุณหภมิ –20 C๐ 
 

5. 2 M Sodium acetate 
Sodium acetate   8.203  g 
น้ํากลั่น    50  ml 
ผสมจนเขากัน แลวเก็บไวที่อุณหภมิ 4 C๐ 
 

6. 70% Ethanol 
Absolute ethanal   70  ml 
น้ํากลั่น    30  ml 
ผสมจนเขากัน แลวเก็บไวที่อุณหภมิ 4 C๐ 
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7. 5 X Tris Brorate Bufer (5 X TBE) 
Tris-Base   54   g. 
Boric acid   27.5  g. 
EDTA (pH 8)   20  ml 
จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 1000 ml แลวเก็บไวที่อุณหภมิหอง 

 
8. 1 X Tris Brorate Bufer (1 X TBE) 

5 X TBE   200  ml 
น้ํากลั่น    800  ml 
ผสมจนเขากัน แลวเก็บไวที่อุณหภมิหอง 

 
9. 2% (W/V) Agrose gel 

Agrose gel   4  g 
1 X TBE   200  ml 
เขยาจนเขากันแลวนําเขาไมโครเวฟจนกวา Agrose gel จะละลายหมด 

 
10. 10% Ethidium bromide 

Ethidium bromide  30  µl 
น้ํากลั่น    300  ml 
ผสมจนขากัน ใชที่อุณหภมิหอง 

 
11. Loading dye 

0.25% Brophenol blue 
40% (W/V) surose in water 
จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 50 ml แลวเก็บไวที่อุณหภมิ 4 ๐ 
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12. Sequencing Mixture 
Distilled water   5.33  µl 
5 X bufer   2  µl 
Big dyeRR-100   4  µl 
Primer Xi1   0.67  µl 
PCR Product   8  µl 

 นําไปใชทันที 
13. 75% Isopropanal 

Isopropanal   7.5  ml 
น้ํากลั่น    2.5  ml 
ทําใหมทุกครั้งที่ใช 
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ภาคผนวก ง 
      บันทึกขอความ ผานการพิจารณาจริยธรรม 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
ช่ือผูวิจัยหลัก  
  (ภาษาไทย) นางสาววีราภา จันทรสุพิศ 
  ตําแหนงทางวิชาการ ไมมี 
  (ภาษาอังกฤษ) Ms. Weerapa Juntarasupit 
ตําแหนง  นิสิตวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตหลักสูตร สาขาชีวเคมีทางการแพทย ภาควิชาชีวเคมี  

คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
โทรศัพท 0-1558-0035, 0-2252-4986 (ที่ทํางาน) 

ท่ีอยูปจจุบัน 51/32 หมูบานมิตรประชา ตําบลเสาธงหิน อําเภอบางใหญ จังหวัดนนทบุรี 10400 
 
ประวัติการศึกษา 
 

มหาวิทยาลัย ปริญญา สาขา ป พ.ศ.ที่สําเร็จการศึกษา 
จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 

วิทยาศาสตรบัณฑิต 
(วท.บ.) 

เทคนิคการแพทย 2544 

 
ผลงานวิจัยในอดีต (ในระยะเวลา 3 ป) 
  Nopponpunth V, Changrad S, Rakyuu A, Nertsawange J, Chansupit W, Poovorawan Y. Design of 
degenerate primers for multiplex nested-PCR detection of human lymphotropic herpesviruses. Southeast Asian 
J Trop Med Public Health. 2003 Mar;34(1):120-5. 
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