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บทที่  1 

บทนํา 

1. ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคพีอารอารเอส (porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS) 
ซึ่งเกิดจากเชื้อไวรัสพีอารอารเอส (porcine reproductive and respiratory syndrome virus, 
PRRSV) จัดเปนโรคที่มีความสําคัญตออุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรเปนอยางมาก สามารถพบมีการ
ระบาดของโรคไดในฟารมเลี้ยงสุกรทั่วโลก สุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสจะมีปญหาเกี่ยวกับ
ระบบทางเดินหายใจ และระบบสืบพันธุ ทําใหสุกรไมสามารถเจริญเติบโตไดตามเปาหมาย เกิด
ความสิ้นเปลืองดานการรักษา การคัดทิ้ง หรือการตายของสุกร  

การระบาดของโรคพีอารอารเอสเกิดขึ้นครั้งแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาในชวง
กอนป พ.ศ. 2530 ตอมาในชวงประมาณ พ.ศ. 2534 ไดมีการแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดสําเร็จ
เปนครั้งแรกในประเทศเนเธอรแลนดและสหรัฐอเมริกา และไดเร่ิมมีการศึกษาถึงความสําคัญของ
ลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในดานตางๆ ตั้งแตนั้นเปนตนมา ปจจุบันมีการ
คนพบเชื้อไวรัสพีอารอารเอสที่มีลําดับนิวคลีโอไทดชวงโปรตีนเอ็นเอสพี 2 (non-structural 
protein 2) ที่มีขนาดสั้นกวาปกติ (เกิดการขาดหายไป (deletion) ของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2) 
ในบางประเทศ เชน ประเทศสหรัฐอเมริกา สาธารณรัฐประชาชนจีน และญี่ปุน เปนตน และในบาง
ประเทศ เชน สาธารณรัฐประชาชนจีน และญี่ปุน นั้นพบวาเชื้อไวรัสพีอารอารเอสที่มีเอ็นเอสพี 2 
ขนาดสั้นกวาปกตินี้สามารถพบไดอยางแพรหลายทั่วประเทศ ซึ่งเปนที่นาสนใจเปนอยางมากวา
เหตุใดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสที่มีเอ็นเอสพี 2 ขนาดสั้นกวาปกติเหลานี้จึงสามารถกลายเปนเชื้อ
ไวรัสพีอารอารเอสที่พบเปนหลักของบางประเทศได  

นอกจากนี้ยังพบวาไวรัสบางไอโซเลทที่มีเอ็นเอสพี 2 ที่มีขนาดสั้นกวาปกตินี้มี
ความรุนแรงในการกอโรคสูง เชน MN184A MN184B (สหรัฐอเมริกา) และ SY0608 (สาธารณรัฐ
ประชาชนจีน) เปนตน จึงเปนที่นาสนใจเปนอยางมากวาลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 
นั้นมีความเกี่ยวของกับความสามารถในการกอโรคของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดอยางไร อยางไรก็
ตามผลการศึกษาดานความสําคัญของเอ็นเอสพี 2 นั้นยังมีอยูคอนขางจํากัด 

จากการศึกษาดานซีร่ัมวิทยาที่ผานมาในประเทศไทย พบวาประเทศไทยอาจมี
การระบาดของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสเปนครั้งแรกตั้งแต พ.ศ. 2532 (Damrongwatanapokin et 
al., 1996a) ซึ่งตอมาสามารถแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดสําเร็จเปนครั้งแรกใน พ.ศ. 2539 
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(Damrongwatanapokin et al., 1996b) อยางไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน
ประเทศไทยที่ผานมานั้นยังมิไดใหความสําคัญเกี่ยวกับโปรตีนเอ็นเอสพี 2 มากนัก และยังไมเคยมี
การศึกษาถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน
ประเทศไทยมากอน ดังนั้นการศึกษานี้จึงเปนการศึกษาแรกที่แสดงใหเห็นถึงลักษณะทาง
พันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย ซึ่งจะทําใหทราบไดวาปจจบัุน
สามารถพบเชื้อไวรัสพีอารอารเอสที่มีเอ็นเอสพี 2 ที่มีขนาดสั้นกวาปกติไดในประเทศไทยหรือไม 
และลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยนั้นมีความ
คลายคลึงกับ MN184A MN184B หรือ SY0608 เพียงใด  

2. วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. ศึกษาขนาดของลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสใน
ประเทศไทย ชวงนิวคลีโอไทดที่ 886 – 2,205   

2. ศึกษาตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของลําดับนิวคลีโอไทด (หรือกรดอะมิโน) 
ของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย ในชวงนิวคลีโอไทดที่ 886 – 2,205  

3. ศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอส
ในประเทศไทย ชวงนิวคลีโอไทดที่ 886 – 2,205 โดยเปรียบเทียบกับเอ็นเอสพี 2 ในชวงเดียวกัน
ของ MN184A และ SY0608  

4. ศึกษาความสัมพันธดานไฟโลเจเนติก (phylogenetic) ระหวางเอ็นเอสพี 2 
ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย ชวงนิวคลีโอไทดที่ 886 – 2,205 เปรียบเทียบกับเอ็นเอสพี 2 
ในชวงเดียวกันของไวรัสพีอารอารเอสจากประเทศตางๆ  

3. ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสใน
ประเทศไทย รวมถึงลักษณะของการขาดหายไปของนิวคลีโอไทด (หรือกรดอะมิโน) ที่เกิดขึ้นบน
เอ็นเอสพี 2 ซึ่งจะเปนแนวทางในการศึกษาถึงความสําคัญของการขาดหายไปของนิวคลีโอไทด 
(หรือกรดอะมิโน) และความหลากหลายของเอ็นเอสพี 2 ตอไปในอนาคต 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

1. ความเปนมาและระบาดวิทยาของโรคพีอารอารเอส 

การระบาดครั้งแรกของโรคพีอารอารเอสเกิดขึ้นในประเทศสหรัฐอเมริกาในชวง
ประมาณ พ.ศ. 2530 ลักษณะเดนที่พบในการระบาด คือ พบสุกรที่มีปญหาดานระบบสืบพันธุและ
ระบบทางเดินหายใจเปนจํานวนมาก โดยปญหาดานระบบสืบพันธุที่พบไดแก การแทงของแมสุกร
ที่ต้ังทองในระยะทาย พบมีการเพิ่มข้ึนของจํานวนลูกกรอก จํานวนลูกสุกรตายแรกคลอด และ
จํานวนลูกสุกรออนแอ ปญหาดานระบบทางเดินหายใจที่พบไดแก อาการปอดอักเสบของลูกสุกร
และแมสุกร การระบาดที่พบสรางความเสียหายใหกับอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรเปนอยางมาก 
และในเวลาตอมาไดมีการแพรระบาดของกลุมอาการเหลานี้ไปยังทวีปยุโรป และประเทศตางๆ ทั่ว
โลกในชวง พ.ศ. 2533 และ พ.ศ. 2534 ตามลําดับ อยางไรก็ตามในชวงเวลานั้นยังไมสามารถ
ตรวจหาสาเหตุของกลุมอาการดังกลาวได (อางถึงโดย รุงโรจน, 2548)  

การแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดสําเร็จเกิดขึ้นครั้งแรกในประเทศเนเธอรแลนด 
ใน พ.ศ. 2534 โดยตั้งชื่อไวรัสทีแยกเชื้อไดวาลีลีสแตดไวรัส (Lelystad virus หรือ LV) (Wensvoort 
et al., 1991) ซึ่งตอมาไดกลายเปนไวรัสตนแบบของไวรัสพีอารอารเอสกลุมสายพันธุยุโรป ในเวลา
ตอมามีการแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดที่ประเทศสหรัฐอเมริกาเชนกัน และตั้งชื่อไวรัส              
ไอโซเลทนั้นวา VR2332 (Collins et al., 1992) ซึ่งตอมาไดกลายเปนไวรัสตนแบบของไวรัสกลุม
สายพันธุอเมริกาเหนือ  

จากการศึกษาดานซีร่ัมวิทยาที่ผานมาในประเทศไทย พบวามีความเปนไปไดวา
ประเทศไทยอาจมีการระบาดของเชื้อไวรัสพีอารอาร เอสเปนครั้งแรกตั้งแต  พ .ศ .  2532 
(Damrongwatanapokin et al., 1996a) ซึ่งตอมาโรคพีอารอารเอสไดแพรกระจายอยางกวางขวาง
ในประเทศไทย (Thanawongnuwech et al., 2004a) การแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศ
ไทยไดสําเร็จเกิดขึ้นเปนครั้งแรกใน พ.ศ. 2539 (Damrongwatanapokin et al., 1996b) โดยพบวา
ไวรัสที่แยกไดนี้มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกับสายพันธุอเมริกาเหนือมากกวา อยางไรก็ตาม
ในเวลาตอมาพบวาสามารถแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสทั้ง 2 สายพันธุไดจากสุกรในจังหวัดตางๆ 
ของประเทศไทย (Thanawongnuwech et al., 2004a) 
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จากการศึกษาดานซีร่ัมวิทยาในประเทศไทยใน พ.ศ. 2539 ของสถาบันสุขภาพ
สัตวแหงชาติพบวา สุกรที่นําเขาจากตางประเทศนั้นสวนหนึ่งมีการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสอยู
กอนแลว (Damrongwatanapokin et al., 1996a) ซึ่งอาจทําใหการแกปญหาโรคพีอารอารเอสใน
อนาคตในระดับประเทศนั้นทําไดยากมากขึ้น จึงไดมีการประสานงานกับกรมปศุสัตวและไดมีการ
ออกขอกําหนดหามมิใหนําสุกรที่มีการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสเขามาในประเทศไทย โดยเริ่ม
บังคับใชต้ังแต พ.ศ. 2539 เปนตนมา  

การติดตอของโรคพีอารอารเอสเกิดไดหลายทาง (รุงโรจน, 2548) ไดแก ทางการ
หายใจ ทางการกิน ทางระบบสืบพันธุ (เชน จากการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อที่มีการปนเปอนไวรัส) 
และเนื่องจากไวรัสมีความคงทนในสิ่งแวดลอมในระดับหนึ่งจึงทําใหการแพรกระจายของไวรัสนั้น
สามารถเกิดไดงายขึ้น ดังนั้นการแพรกระจายของโรคพีอารอารเอสอยางกวางขวางจนทําใหเกิด
การระบาดของโรค (โดยเฉพาะการระบาดในชวงแรก) จึงสามารถเกิดขึ้นไดเมื่อมีปจจัยอื่นๆ เขามา
เสริม เชน การเปลี่ยนระบบการผลิตสุกรจากการเลี้ยงแบบรายยอยมาเปนการเลี้ยงแบบ
อุตสาหกรรมซึ่งมีความหนาแนนของสุกรในฟารมเพิ่มสูงขึ้น การนําเขาน้ําเชื้อที่มีการปนเปอนไวรัส
พีอารอารเอส การนําเขาสุกรที่มีการติดเชื้ออยูกอนแลว และการใชวัคซีนเชื้อเปนที่ไวรัสจากวัคซีน
สามารถเกิดการกลายพันธุและพัฒนากลายเปนเชื้อที่มีความรุนแรงในการกอโรคได (Nielsen et 
al., 2001) เปนตน  

2. ไวรสัวิทยา 

ไวรัสพีอารอารเอสจัดอยูในลําดับนิโดไวรัลเลส (Nidovirales) วงศอารเทอรริวิริดี 
(Arteriviridae) กลุมอารเทอรริไวรัส (Arterivirus) ไวรัสที่จัดอยูในกลุมเดียวกันนี้ไดแก ไวรัสอีเอวี 
(equine arteritis virus, EAV) ไวรัสแอลดีวี (lactate dehydrogenase-elevating virus, LDV) 
และไวรัสเอสเอชเอฟวี (simian hemorrhagic fever virus, SHFV) ไวรัสพีอารอารเอสเปนไวรัสที่มี
เปลือกหุม มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 48 – 83 นาโนเมตร มีลักษณะของสายพันธุกรรม
เปนแบบอารเอ็นเอชนิดสายเดี่ยวและเปนสายบวก (positive single - stranded RNA) จีโนมมี
ขนาดประมาณ 15.4 กิโลเบส (Meng, 2000)  

ไวรัสพีอารอารเอสสามารถแบงตามลักษณะทางพันธุกรรมไดเปน 2 ชนิดหลัก คือ 
ชนิดที่ 1 หรือกลุมสายพันธุยุโรป มี LV เปนไวรัสตนแบบ และชนิดที่ 2 หรือกลุมสายพันธุอเมริกา
เหนือ มี VR2332 เปนไวรัสตนแบบ ไวรัสทั้ง 2 สายพันธุนี้แมวาจะสามารถทําใหเกิดกลุมอาการ
ของระบบหายใจและระบบสืบพันธุในสุกรเชนเดียวกัน แตรายละเอียดปลีกยอยของลักษณะการ
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กอโรค ลักษณะทางการเปนแอนติเจน และลักษณะทางพันธุกรรม ของไวรัสทั้ง 2 มีความแตกตาง
กันคอนขางสูง (Allende et al., 1999; Nelsen et al., 1999) 

จีโนมของไวรัสพีอารอารเอสทั้ง 2 สายพันธุประกอบดวย 9 โออารเอฟ (open 
reading frame, ORF) เรียงจากปลาย 5’ คือ โออารเอฟ 1 เอ, โออารเอฟ 1 บี, โออารเอฟ 2 เอ,        
โออารเอฟ 2 บี และโออารเอฟ 3 – โออารเอฟ 7 (Wootton et al., 2000; Lee and Yoo, 2006) 
(ภาพที่ 1) โออารเอฟ 1 เอ และโออารเอฟ 1 เอบีของไวรัสพีอารอารเอสมีขนาดรวมกันประมาณ 
12 กิโลเบส ซึ่งคิดเปนรอยละ 80 ของจีโนม โดยทั้ง 2 โออารเอฟนี้จะแปลรหัสไดเปนโปรตีนที่มิใช
โครงสรางของไวรัสหรือเอ็นเอสพี ซึ่งประกอบดวยโปรตีนทั้งสิ้น 13 ชนิด คือ เอ็นเอสพี 1 แอลฟา, 
เอ็นเอสพี 1 เบตาและเอ็นเอสพี 2 – เอ็นเอสพี 12 หนาที่สําคัญของโปรตีนเอ็นเอสพีเหลานี้จะ
เกี่ยวของกับเพิ่มจํานวนของไวรัสภายในเซลลเจาบาน สวนโออารเอฟ 2 เอ, โออารเอฟ 2 บีและ  
โออารเอฟ 3 – โออารเอฟ 7 จะแปลรหัสเปนโปรตีนโครงสรางของไวรัสรวมทั้งสิ้น 7 ชนิด ไดแก    
ไกลโคโปรตีน 2 หรือจีพี 2 (GP2), เอนเวลลอพโปรตีน หรือโปรตีนอี (E), จีพี 3, จีพี 4, จีพี 5,     
เมทริกซโปรตีน หรือโปรตีนเอ็ม (M) และนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน หรือโปรตีนเอ็น (N) ตามลําดับ 
(ภาพที่ 2) 

โปรตีนโครงสรางของไวรัสแบงไดเปนโปรตีนโครงสรางหลักและโปรตีนโครงสราง
รอง โปรตีนโครงสรางหลักคือโปรตีนที่มีการสรางออกมาในปริมาณที่คอนขางมาก ประกอบดวย
โปรตีนเอ็น โปรตีนเอ็ม และโปรตีนจีพี 5 หนาที่หลักของโปรตีนเอ็น คือ ทําหนาที่หอหุมอารเอ็นเอ
ของไวรัส เปนแกนกลางหลักของไวรัส และเปนโปรตีนที่มีการเคลื่อนยายเขาสูนิวเคลียสและ        
นิวคลีโอลัสของเซลลเปาหมายซึ่งมีผลดานการเพิ่มจํานวนของไวรัส (Pei et al., 2008) หนาที่หลัก
ของโปรตีนเอ็ม คือ เปนโปรตีนที่ใชในการเขาสูเซลลเปาหมาย หนาที่หลักของโปรตีนจีพี 5 คือ เปน
โปรตีนหลักเหนี่ยวนําใหสุกรเกิดการสรางนิวทรอลไลซิงแอนติบอดี (neutralizing antibody) และ
นอกจากนี้โปรตีนจีพี 5 ยังทํางานรวมกับโปรตีนเอ็มเพื่อสงสัญญาณในการเขาสูเซลลเปาหมายอีก
ดวย (Dea et al., 2000) 
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ภาพที่ 1 แผนผังจีโนมของไวรัสพีอารอารเอส เรียงจากปลาย 5’ ถึงปลาย 3’ คือ 5’ แคป, โออารเอฟ 1 เอ,            
โออารเอฟ 1 บี, โออารเอฟ 2 เอ, โออารเอฟ 2 บี, โออารเอฟ 3 - โออารเอฟ 7 และโพลีเอเทล ตามลําดับ 
(ดัดแปลงจาก Han et al., 2006) 
 
 

 
ภาพที่ 2 แบบจําลองแสดงตําแหนงโปรตีนโครงสรางของไวรัสพีอารอารเอส (Dea et al., 2000)   
 

โปรตีนโครงสรางรองของไวรัสพีอารอารเอสไดแก โปรตีนจีพี 2, โปรตีนอี, โปรตีน  
จีพี 3 และโปรตีนจีพี 4 หนาที่และความสําคัญของโปรตีนอีนั้นคาดวาทําหนาที่เปนไออนแชนแนล 
(ion-channel) ซึ่งมีความสําคัญในชวงการปลอยสารพันธุกรรมออกจากอนุภาคของไวรัสเมื่อไวรัส
เขาสูเซลล (Lee and Yoo, 2006) ในกรณีของโปรตีนจีพี 4 อาจมีความเกี่ยวของกับการเหนี่ยวนํา
ใหเกิดนิวทรอลไลซิงแอนติบอดี แตขอมูลที่มีในปจจุบันนั้นยังมีความขัดแยงกันอยู หนาที่และ
ความสําคัญของโปรตีนจีพี 2 และจีพี 3 ที่มีการรายงานในปจจุบันยังมีคอนขางจํากัด อยางไรก็
ตามมีการรายงานวาโปรตีนจีพี 3 นั้นอาจมิไดประกอบเขาเปนสวนหนึ่งของอนุภาคของไวรัสสาย
พันธุอเมริกาเหนือ  

ศึกษาเกี่ยวกับการเขาสูเซลลเปาหมายของไวรัสพีอารอารเอสโดยมากจะศึกษา
ในเซลลมาโครฟาจบริเวณถุงลม (pulmonary alveolar macrophage, PAM) ซึ่งเปนเซลล

 



 7
 

เปาหมายที่สําคัญชนิดหนึ่งของไวรัสพีอารอารเอส และในปจจุบันสามารถระบุถึงโมเลกุลตางๆ ที่มี
ความสําคัญไดในระดับหนึ่ง ไวรัสพีอารอารเอสเกาะติดกับเซลล PAM ผานทางการสงสัญญาณ
ระหวางโปรตีนเอ็มของไวรัส หรือคอมเพลกซโปรตีนของโปรตีนเอ็มรวมกับโปรตีนจีพี 5 (M-GP5 
complex) ของไวรัสกับเฮปาแรนซัลเฟต (heparan sulfate) และตัวรับไซอะโลแอดหิซิน 
(sialoadhesin receptor) ของเซลล PAM (Delputte et al., 2002; Vanderheijden et al., 2003; 
Delputte et al., 2004; Delputte et al., 2005) ไวรัสเขาสูเอนโดโซมของเซลล PAM 
(internalization) ผานทางการสงสัญญาณระหวางกรดไซอะลิคบนไวรัสกับตัวรับไซอะโล      
แอดหิซินของเซลล (Duan et al., 1998; Vanderheijden et al., 2003; Delputte and Nauwynck, 
2004; Delputte et al., 2005) ในกรณีของการปลดปลอยสารพันธุกรรม (uncoating) ของไวรัสใน
เอนโดโซมนั้นแมวาจะยังมีการศึกษาไมมากนัก แตจากการศึกษาที่ผานมาพบวากระบวนการนี้มี
ความเกี่ยวของกับโปรตีน CD163 ที่อยูบนผิวของเซลล PAM (Calvert et al., 2007) และโปรตีนอี
ของไวรัส (Lee and Yoo, 2006)  

การเพิ่มจํานวนหรือการจําลองตัวเองของอารเอ็นเอของไวรัสพีอารอารเอสนั้นจะ
เกิดขึ้นในสวนของไซโตพลาสมเทานั้น โดยอาจเกิดขึ้นในโครงสรางที่มีลักษณะเปนถุงที่มีผนัง 2 
ชั้นที่เรียกวา double membrane vesicle หรือ DMV ซึ่งพัฒนามาจากเอนโดพลาสมิคเรทิคูลัม 
ดังเชนที่พบในไวรัสอีเอวี (Pedersen et al., 1999) กระบวนการถอดรหัสเปนเมสเซนเจอร        
อารเอ็นเอ (mRNA) เพื่อใชในการแปลรหัสเปนโปรตีนตางๆ ของไวรัสตอไปนั้นเกิดขึ้นในลักษณะ
ของชวงที่ซอนทับกัน (nested set) ของเมสเซนเจอรอารเอ็นเอ ซึ่งเปนลักษณะเดนประการหนึ่ง
ของนิโดไวรัส (Pasternak et al., 2006) ไวรัสที่สมบูรณเกิดขึ้นไดเมื่อไวรัสที่มีเพียงนิวคลีโอแคปซิด
เกิดการแตกหนอเขาไปในเอนโดพลาสมิคเรทิคูลัมหรือกอลไจ ซ่ึงในชวงนี้ไวรัสจะนําผนังของ     
เอนโดพลาสมิคเรทิคูลัมหรือกอลไจนี้มาใชเปนเปลือกหุมของไวรัส (Dea et al., 2000) 

3. พยาธวิิทยาและวิทยาภมูิคุมกัน 

3.1 พยาธิวิทยาของโรคพีอารอารเอส 

ลักษณะการกอโรคของไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือและสายพันธุ
ยุโรปที่พบจากการศึกษาในหองทดลองนั้นมีความสอดคลองกัน และโดยมากจะพบรอยโรคใน
ระบบทางเดินหายใจเปนหลักเชนเดียวกัน แตโดยทั่วไปจะพบวาไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือมี
ความรุนแรงในการกอโรคสูงกวาสายพันธุยุโรปซึ่งกอใหเกิดรอยโรคนอยมาก (Halbur et al., 
1995) รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่สําคัญที่พบหลังจากการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในสุกร ไดแก 
การเกิดภาวะปอดอักเสบแบบกระจายทั่วไป (diffuse pneumonia) และการบวมของตอม
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น้ําเหลืองทั่วรางกาย (Halbur et al., 1995; Rossow et al., 1995) นอกจากนี้อาจพบรอยโรคอื่นๆ 
ไดดวย เชน การบวมน้ําบริเวณชั้นใตผิวหนัง และบริเวณเยื่อตาขาว เปนตน (Rossow et al., 
1995) รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่สําคัญ ไดแก ภาวะปอดอักเสบแบบหนาตัว (interstitial 
pneumonia) และการเพิ่มจํานวนของเซลลในบริเวณเจอรมินัลเซนเตอร (germinal center) ของ
ตอมน้ําเหลืองที่มีการบวมโต (Halbur et al., 1995; Rossow et al., 1995) รอยโรคที่ปอดนั้นอาจ
คงอยูไดยาวนานจนถึงชวงประมาณ 10 – 21 วันหลังไดรับเชื้อ หรืออาจพบไดยาวนานมากกวา 1 
เดือนทั้งนี้ข้ึนกับไวรัสที่นํามาศึกษา 

3.2 การติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสรวมกับเชื้อกอโรคอื่นๆ 

การติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสเพียงอยางเดียวนั้นโดยมากจะไมทําใหเกิดรอยโรคที่
รุนแรงมากนัก (ยกเวนในบางไอโซเลท) แตหากมีการติดเชื้อแทรกซอนก็อาจทําใหมีความรุนแรง
ของโรคเพิ่มสูงขึ้นได ดังเชนที่พบในการศึกษาการติดเชื้อรวมระหวางไวรัสพีอารอารเอสและเชื้อกอ
โรคอื่นๆ ทั้งไวรัสและแบคทีเรีย เชน เซอรโคไวรัสชนิดที่ 2 (Harms et al., 2001) Streptococcus 
suis (Thanawongnuwech et al., 2000) Salmonella choleraesuis (Wills et al., 2000) 
Mycoplasma hyopneumoniae (Thanawongnuwech et al., 2004b) 

กลไกที่ เกี่ ยวของกับความรุนแรงของโรคที่ สู งขึ้นในกรณีที่ ติดเชื้ อไว รัส                 
พีอารอารเอสรวมกับเชื้อไวรัสอ่ืนๆ นั้นยังไมสามารถระบุไดชัดเจน แตจากหลักฐานตางๆ ที่พบคาด
วาเกี่ยวของกับการที่ไวรัสสามารถเพิ่มจํานวนไดดีข้ึนเมื่อมีการติดเชื้อรวมกันและอาจเกี่ยวของกับ
การกดภูมิคุมกัน (Shi et al., 2008)  

การเพิ่มความรุนแรงในกรณีการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสรวมกับแบคทีเรียตางๆ 
นั้นแมจะยังไมมีคําอธิบายที่แนชัดวาเกิดจากสาเหตุใด แตในปจจุบันมีหลักฐานจํานวนหนึ่งที่บง
บอกวาความรุนแรงที่เกิดขึ้นนั้นอาจเกี่ยวของกับการเพิ่มการตอบสนองตอไลโปโพลีแซคคาไรด 
(lipopolysaccharide, LPS) และไลโปเทอิโคอิค (lipoteichoic, LTA) (ซึ่งเปนสวนประกอบที่
สําคัญของแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกตามลําดับ) ของสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส (van 
Gucht et al., 2004) เชน พบการเพิ่มการสรางอินเตอรลิวคิน (interleukin, IL) 1β ของเซลลมา
โครฟาจบริเวณถุงลมจากสุกรที่ติดเชื้อเมื่อไดรับ LTA (เปรียบเทียบกับการตอบสนองตอ LTA ของ
เซลลมาโครฟาจ บริเวณถุงลมจากสุกรที่ไมติดเชื้อ), พบการเพิ่มการสราง IL-6 ของ PBMC จาก
สุกรที่ติดเชื้อเมื่อไดรับ LPS และเมื่อไดรับ LTA และพบการเพิ่มข้ึนของ IL-1, IL-6 และ TNF-α ใน
น้ําลางปอดของสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสรวมกับการไดรับ LPS เปนตน ซึ่งไซโตไคนเหลานี้
ลวนแลวแตมีความสําคัญในการเหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบทั้งสิ้น ดังนั้นหากมีการสรางขึ้นใน
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ระดับที่สูงเกินไปก็อาจทําใหเกิดพยาธิสภาพขึ้นได นอกจากนี้ยังพบดวยวาสุกรที่ไดรับไวรัส          
พีอารอารเอสรวมกับ LPS นั้นจะมีอาการทางระบบทางเดินหายใจที่รุนแรงกวาสุกรที่ไดรับไวรัส
หรือ LPS เพียงอยางเดียว 

สาเหตุที่ทําใหไวรัสพีอารอารเอสสามารถเพิ่มการตอบสนองตอ LPS ไดนั้นยังไม
ทราบแนชัด แตคาดวาเกี่ยวของกับการเพิ่มข้ึนของ TLR4, CD14 และ LPS ไบนดิงโปรตีน (van 
Gucht et al., 2004) ในสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส โดยจากการศึกษาพบวามีการเพิ่มข้ึนของ 
CD14 และ LPS ไบนดิงโปรตีนในปอดเมื่อมีการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ซึ่งสวนหนึ่งนาจะมี
สาเหตุมาจากการรวมกลุมของเซลล CD14+ โมโนไซตที่บริเวณปอดภายหลังการติดเชื้อไวรัส       
พีอารอารเอส (van Gucht et al., 2004) ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวาเมื่อมีการติดเชื้อแบคทีเรีย
แทรกซอนแลวจะมีผลทําใหมีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันที่รุนแรงมากขึ้นจนอาจทําใหเกิด
พยาธิสภาพตางๆ ตามมาได 

อยางไรก็ตามการเพิ่มการตอบสนองตอ LPS และ LTA นี้จะเปนสาเหตุหลัก
สําคัญที่ทําใหการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสรวมกับแบคทีเรียอื่นๆ นั้นมีความรุนแรงของโรคที่เพิ่ม
สูงขึ้นหรือไมนั้นจําเปนตองมีการศึกษาตอไป 

สาเหตุสําคัญอื่นๆ ที่อาจสงผลใหสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสามารถเกิดการ
ติดเชื้อแทรกซอนไดงายและรุนแรงขึ้นโดยมิไดจําเพาะตอประเภทของเชื้อกอโรคนั้น อาจเกิดขึ้น
เนื่องจากการที่ เซลล PAM ที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสจะมีประสิทธิภาพในการทําลายสิ่ง
แปลกปลอมลดลง (Thanawongnuwech et al., 1997) รวมทั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัส        
พีอารอารเอสในเซลล PAM สามารถเหนี่ยวนําใหเซลล PAM เกิดการตายแบบอะปอปโตซิส 
(apoptosis) ได (Costers et al., 2008) นอกจากนี้การติดเชื้อแทรกซอนที่เกิดขึ้นอาจมีสาเหตุมา
จากการที่เชื้อไวรัสพีอารอารเอสเหนี่ยวนําใหเกิดการสราง IL-10 ซึ่งมีความสามารถในการกด
ภูมิคุมกันดวยก็เปนได (Pampusch et al., 1998; Thanawongnuwech et al., 2001; Johnsen et 
al., 2002; Suradhat and Thanawongnuwech, 2003; Suradhat et al., 2003) 

3.3 วิทยาภูมิคุมกันของโรคพีอารอารเอส 

ภาพรวมของการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันของสุกรตอไวรัสพีอารอารเอส 
(ภาพที่ 3) มีลักษณะเดน คือ เมื่อสุกรไดรับไวรัสแลวจะมีการแพรกระจายของไวรัสในกระแสเลือด
ที่คอนขางยาวนานมาก คือประมาณ 3 (Batista et al., 2004) ถึง 6 สัปดาห (Wills et al., 1997) 
ในชวงนี้แมจะสามารถตรวจพบแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสพีอารอารเอสไดแตแอนติบอดีเหลานี้
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มิไดมีคุณสมบัติเปนนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีและไมสามารถยับยั้งการแพรกระจายของไวรัสใน
กระแสเลือดที่เกิดขึ้นได ระดับของนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีนั้นจะเริ่มตรวจพบในชวงประมาณ 3 – 
4 สัปดาห (Batista et al., 2004) ซึ่งเปนชวงที่การแพรกระจายของไวรัสในกระแสเลือดเร่ิมลด
ตํ่าลง หรือส้ินสุดลงแลว (Nilubol et al., 2004) ระดับของนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีที่พบนั้นจะมี
ความสอดคลองกับระดับของเซลลที่สรางอินเตอรเฟยรอน (interferon, IFN) γ (Lopez and 
Osorio, 2004) 

 

 
 
ภาพที่ 3 การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันของสุกรตอไวรัสพีอารอารเอส (Lopez and Osorio, 2004) 

 

สุกรสวนใหญเมื่อไดรับไวรัสพีอารอารเอสสามารถสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอ
ไวรัสไดในชวงประมาณ 14 วันหลังไดรับไวรัส (Yoon et al., 1995; Batista et al., 2004; Molina 
et al., 2008) หรือสุกรบางตัวอาจตอบสนองไดเร็วกวาทําใหสามารถตรวจพบแอนติบอดีนี้ไดต้ังแต 
5 – 7 วันหลังไดรับไวรัส (Yoon et al., 1995) อยางไรก็ตามแอนติบอดีที่พบในชวงนี้โดยมากจะไม
มีความสามารถในการปองกันการติดเชื้อแตอยางใด (Yoon et al., 1994; Labarque et al., 2000) 
แอนติบอดีเหลานี้สามารถตรวจพบไดโดยวิธีอีไลซา (ELISA) เอฟเอ (FA) หรือไอพีเอ็มเอ (IPMA) 
อยางไรก็ตามซีร่ัมที่ไดจากสุกรในชวงแรกของการติดเชื้อนี้ (ประมาณ 3 สัปดาหหลังไดรับไวรัส) ไม
สามารถเกิดปฏิกิริยานิวทรอลไลเซชันได (Yoon et al., 1994) นั่นคือแอนติบอดีที่ตรวจพบใน
ชวงแรกของการติดเชื้อนั้นไมมีคุณสมบัติเปนนิวทรอลไลซิงแอนติบอดี  
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เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสตามชนิดของไอจี 
(immunoglobulin, Ig) พบวา ไอจีเอ็ม (IgM) มีการตอบสนองเร็วที่สุด โดยสามารถตรวจพบ      
ไอจีเอ็มที่จําเพาะตอไวรัสไดต้ังแต 5 – 7 วันหลังไดรับไวรัส (Joo et al., 1997) และไอจีเอ็มนี้จะ
เพิ่มข้ึนจนถึงระดับที่สูงที่สุดที่ประมาณ 14 วันหลังไดรับเชื้อ  จากนั้นจึงลดลงจนไมสามารถ
ตรวจวัดไดที่ประมาณ 21 – 42 วันหลังไดรับเชื้อ (Loemba et al., 1996; Joo et al., 1997) ใน
กรณีของ IgG นั้นสามารถตรวจพบไดชากวา IgM โดยเริ่มตรวจพบที่ 7 – 10 วันหลังไดรับเชื้อ 
(Nelson et al., 1994) แลวจึงเพิ่มจนถึงระดับสูงสุดที่ชวงประมาณ 14 – 49 วันหลังไดรับเชื้อ 
(Nelson et al., 1994; Loemba et al., 1996) หลังจากนั้นระดับของ IgG จะยังคงอยูในระดับสูง
ตอไปเปนเวลาหลายเดือน สุดทายจึงลดลงมาอยูในระดับตํ่าที่ประมาณ 300 วันหลังไดรับเชื้อ 
(Nelson et al., 1994) 

นิวทรอลไลซิงแอนติบอดีจะเริ่มตรวจพบไดในชวงประมาณ 21 -30 วันหลังไดรับ
เชื้อ หรือในสุกรบางตัวอาจพบไดเร็วกวา คือประมาณ 14 วันหลังไดรับเชื้อ หลังจากนั้นระดับของ
นิวทรอลไลซิงแอนติบอดีจะสูงขึ้นเรื่อยๆ ซึ่งในการศึกษาหนึ่งพบวานิวทรอลไลซิงแอนติบอดี
สามารถขึ้นสูงสุดที่ระดับประมาณ 1:8 – 1:128 ที่ชวงเวลาประมาณ 30 – 70 วันหลังไดรับเชื้อ 
และสุกรสามารถมีนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีคงอยูในระดับ 1:2 – 1:128 ไดนานถึง 135 วันหลัง
ไดรับเชื้อ (ส้ินสุดการทดลองที่ 135 วันหลังไดรับเชื้อ) (Batista et al., 2004; Lopez and Osorio, 
2004) 

การพบนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีที่คอนขางลาชานั้นมีความสอดคลองกับผล
การศึกษาเกี่ยวกับระดับแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนจีพี 5 แมวาโปรตีนจีพี 5 จะมีความสําคัญ
ตอการเขาสูเซลลเปาหมายของไวรัสพีอารอารเอสและโปรตีนจีพี 5 นี้ยังเปนเปาหมายสําคัญใน
การสรางนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีตอไวรัสดังที่ไดกลาวมาแลวขางตน อยางไรก็ตามสุกรมกีารสราง
แอนติบอดีตอสวนที่เปนเอคโตโดเมนของโปรตีนจีพี 5 (ซึ่งมีสวนที่คาดวามีนิวทรอลไลซิงอีพิโทป 
อยู) คอนขางนอย เมื่อเทียบกับระดับแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนอื่นของไวรัส (Mulupuri et al., 
2008)  

จากการศึกษาที่ผานมา (Mulupuri et al., 2008) พบวา IgM ที่จําเพาะกับสวน
เอคโตโดเมนของโปรตีนจีพี 5 นั้นขึ้นสูงสุดที่ชวง 28 – 35 วันหลังไดรับเชื้อ ในขณะที่ IgM ที่
จําเพาะกับโปรตีนเอ็นและเอ็นเอสพี 2 นั้นขึ้นสูงสุดที่ชวง 7 วันหลังไดรับเชื้อ นอกจากนี้ IgG ที่
จําเพาะกับสวนเอคโตโดเมนของโปรตีนจีพี 5 นั้นก็มีการเพิ่มข้ึนที่ชากวาโปรตีนอื่นๆ ของไวรัส
เชนเดียวกัน ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวาการที่สุกรสามารถกําจัดไวรัสพีอารอารเอสออกจาก
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รางกายไดยาก ดังจะเห็นไดจากการมีไวรัสในกระแสเลือดที่คอนขางยาวนาน อาจเกิดขึ้นเนื่องจาก
มีการสรางแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอสวนเอคโตโดเมนของโปรตีนจีพี 5 ที่คอนขางนอย 
อยางไรก็ตามปจจุบันยังไมมีคําตอบที่แนชัดวาอะไรคือปจจัยสําคัญที่ทําใหเกิดเหตุการณเชนนี้ 

สุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสนั้นสวนใหญจะพบมีไวรัสในกระแสเลือดไดจนถึง
ประมาณ 3 (Batista et al., 2004) ถึง 6 สัปดาห (Wills et al., 1997) หลังไดรับไวรัส แตภายหลัง
จากที่สุกรกําจัดไวรัสออกจากระแสเลือดไดแลว ไวรัสยังคงสามารถกอใหเกิดการติดเชื้อแบบแฝง
ติดทน (persistent infection) ในเนื้อเยื่อตางๆ ไดอีก โดยเฉพาะที่บริเวณเนื้อเยื่อน้ําเหลือง ทําให
สามารถตรวจพบไวรัสในเนื้อเยื่อน้ําเหลืองของสุกรไดนานกวา 4 เดือนหลังไดรับเชื้ออีกดวย (Wills 
et al., 1997; Batista et al., 2004)  

ความสัมพันธระหวางอายุของสุกรและความสามารถในการเกิดการติดเชื้อแบบ
แฝงติดทนของไวรัสพีอารอารเอสนั้นปจจุบันยังมีขอมูลที่ขัดแยงกันอยู โดยในบางการศึกษาพบวา
สุกรอายุนอยจะมีแนวโนมในการเกิดการติดเชื้อแบบติดทนไดยาวนานกวาสุกรโตเต็มวัย (Bierk et 
al., 2001; Batista et al., 2002) ซึ่งจากการศึกษาพบวาสุกรหยานมสามารถมีการติดเชื้อแบบแฝง
ติดทนไดยาวนานจนถึง 157 วันหลังไดรับไวรัส ในขณะที่สุกรโตเต็มวัยนั้นจะพบมีการติดเชื้อแบบ
แฝงติดทนจนถึงประมาณ 42 – 86 วันหลังไดรับเชื้อเทานั้น อยางไรก็ตามบางการศึกษาก็พบวา
สุกรโตเต็มวัยสามารถมีการติดเชื้อแบบแฝงติดทนไดยาวนานกวา 135 วัน (Batista et al., 2004) 
ความแตกตางของผลการศึกษาทั้ง 2 กลุมนี้สวนหนึ่งนาจะเกิดจากชนิดของเนื้อเยื่อที่นํามา
ตรวจสอบนั้นมีความแตกตางกัน โดยมีความเปนไปไดวาสุกรโตเต็มวัยนั้นสามารถมีการติดเชื้อ
แบบแฝงติดทนที่ยาวนานไดเชนกนั แตจะเกิดขึ้นที่เนื้อเยื่อน้ําเหลืองเปนหลัก 

3.4 การรบกวนระบบภูมิคุมกันของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส 

ปจจุบันมีหลักฐานจํานวนหนึ่งที่แสดงใหเห็นวาไวรัสพีอารอารเอสสามารถ
ปรับเปลี่ยนหรือหลบเล่ียงการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันบางอยางของสุกรได ซึ่งอาจเปน
สาเหตุที่ทําใหการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันตอไวรัสพีอารอารเอสเกิดขึ้นไดคอนขางชาหรือ
เกิดขึ้นไดไมดีเทาที่ควร และทําใหไวรัสสามารถอยูในรางกายสุกรไดเปนระยะเวลานาน รวมถึงมี
ผลทําใหเกิดการติดเชื้อแทรกซอนอื่นๆ ไดงายและมีความรุนแรงมากขึ้นดังที่ไดกลาวมาแลวดวย 

ในชวงแรกของการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสนั้น สุกรจะมีการสรางไซโตไคนที่
สําคัญในระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (innate immunity) ตางๆ ออกมานอยมาก โดยจาก
การศึกษาที่ผานมาพบวาในชวงแรกของการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปนั้นสามารถ
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พบ TNF-α และ IFN ชนิดที่ 1 ในน้ําลางปอดของสุกรไดนอยมาก ในขณะที่ระดับของ IL-1 นั้นมี
อยูในระดับหนึ่ง (41 – 335 U) ไซโตไคน 3 ชนิดนี้เปนไซโตไคนที่มักพบวามีการสรางขึ้นอยาง
รวดเร็วในชวงตนของการติดเชื้อไวรัสที่บริเวณปอด และมีความสําคัญตอระบบภูมิคุมกันแบบไม
จําเพาะตางๆ แตถามีในระดับที่สูงเกินไปก็อาจเหนี่ยวนําใหเกิดพยาธิสภาพไดเชนกัน ดังนั้นจึง
อาจเปนไปไดวาการมีไซโตไคน TNF-α และ IFN ชนิดที่ 1 ในระดับตํ่านั้นสงผลใหการติดเชื้อไวรัส
พีอารอารเอส (โดยเฉพาะ LV) เหนี่ยวนําใหเกิดความเสียหายของเนื้อเยื่อบริเวณปอดไดไมรุนแรง
มากนัก (กรณีที่ไมมีการติดเชื้อแทรกซอน) (van Reeth et al., 1999) อยางไรก็ตามการมีไซโตไคน
เหลานี้ในระดับตํ่านั้นก็อาจสงผลใหการกําจัดไวรัสเกิดขึ้นไดอยางไมดีเทาที่ควรเชนกัน 

แมวาในชวงแรกของการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ไวรัสจะเหนี่ยวนําใหเกิดการ
สรางไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการอักเสบตางๆ เชน TNF-α และ IFN ชนิดที่ 1 ไดไมดีนัก แตการเกิด
การหนาตัวของผนังถุงลมของปอด (interstitial pneumonia) ภายหลังการติดเชื้อนั้นอาจอธิบาย
ไดจากการที่เชื้อไวรัสพีอารอารเอสนั้นยังคงสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการสราง IL-1 ได ซึ่ง IL-1 นี้
เปนไซโตไคนสําคัญที่ใชในสรางสารที่มีคุณสมบัติในการดึงดูดโมโนไซต (van Reeth et al., 1999)  

สุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสามารถสรางเซลลหรือโมเลกุลที่มีความสําคัญใน
การกําจัดไวรัสออกจากรางกายไดคอนขางชา เชนกลุมเซลล PBMC ที่จําเพาะตอไวรัส                
พีอารอารเอส (เร่ิมพบการเพิ่มจํานวนที่ประมาณ 4 สัปดาหหลังการติดเชื้อ) เซลลลิมโฟไซตที่หลั่ง 
IFNγ (พบในระดับที่คอนขางต่ําในชวงประมาณ 10 สัปดาหแรกของการติดเชื้อ) อินเตอรเฟยรอน
ชนิดที่ 1 และนิวทรอลไลซิงแอนติบอดีตอไวรัสพีอารอารเอส (เร่ิมพบในชวง 3 – 4 สัปดาหหลังการ
ติดเชื้อ) (Lopez and Osorio, 2004)  

จากการศึกษาที่ผานมาพบวามีหลายปจจัยที่อาจเปนสาเหตุใหสุกรที่ติดเชื้อไวรัส
พีอารอารเอสสามารถสรางเซลลหรือโมเลกุลที่มีความสําคัญในการกําจัดไวรัสออกจากรางกายได
คอนขางชา เชน การเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางเรกูลาตอรีเซลลชนิด Foxp3+CD25+ Treg โดย
เดนดริติคเซลลที่ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ซึ่งอาจทําใหเกิดความลาชาในการสรางเซลลตางๆ ใน
ระบบภูมิคุมกันที่จําเพาะตอไวรัสพีอารอารเอส (Silva-Campa et al., 2009) การมีดีคอย (decoy) 
อีพิโทปบนโปรตีนจีพี 5 ซึ่งอาจทําใหเกิดการแยงการสรางแอนติบอดีกับนิวทรอลไลซิงอีพิโทป และ
ทําใหแอนติบอดีที่สรางขึ้นสวนใหญนั้นมีความจําเพาะตออีพิโทปนี้แตมีการสรางแอนติบอดีที่
จําเพาะตอนิวทรอลไลซิงอีพิโทปนอยมาก และการเกิดไกลโคซิเลชันในบริเวณที่เปนนิวทรอลไลซิง
อีพิโทปหรือในบริเวณใกลเคียง (Ostrowski et al., 2002) อยางไรก็ตามปจจุบันยังไมสามารถระบุ
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ไดวาแตละปจจัยนั้นมีความสําคัญมากนอยเพียงใด นอกจากนี้ยังมีความเปนไปไดสูงที่ไวรัสนั้น
อาจใชกลไกในการปรับเปลี่ยนหรือหลบเลี่ยงภูมิคุมกันของสุกรมากกวา 1 วิธี 

4. ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของไวรสัพีอารอารเอส 

ไวรัสพีอารอารเอสจัดเปนไวรัสที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงมาก ไมวา
จะพิจารณาจากไวรัสที่อยูคนละกลุมสายพันธุหรือพิจารณาจากไวรัสที่อยูในกลุมสายพันธุเดียวกัน 
นั่นคือ แมวาจะเปนไวรัสที่อยูในกลุมสายพันธุอเมริกาเหนือ (หรือสายพันธุยุโรป) เหมือนกันก็อาจ
มีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกตางกันเปนอยางมากได  

ไวรัสตนแบบของทั้ง 2 กลุมสายพันธุ (VR2332 และ LV) มีความเหมือนกันของ
จีโนมรอยละ 60 - 63 (Allende et al., 1999) และเมื่อพิจารณาจากไวรัสหลายๆ สายพันธุพบวา
ไวรัสทั้ง 2 ชนิดมีความเหมือนกันของจีโนมอยูในชวงรอยละ 64 - 67 ซึ่งถือวาไวรัสทั้ง 2 ชนิดนี้มี
ความแตกตางกันสูงมาก เมื่อพิจารณาไวรัสที่จัดอยูในชนิดเดียวกันก็ยังพบวาจีโนมของไวรัสมี
ความแตกตางกันคอนขางมาก โดยจีโนมของไวรัสที่อยูในกลุมสายพันธุอเมริกาเหนือดวยกันสวน
ใหญจะมีความเหมือนกันในชวงรอยละ 87 - 95 และเมื่อเปรียบเทียบแยกตามโออารเอฟพบวา   
โออารเอฟ 2 – โออารเอฟ 7 มีความเหมือนกันของกรดอะมิโนในชวงรอยละ 91 – 99 รอยละ 86 – 
98 รอยละ 89 – 99 รอยละ 83 – 99 รอยละ 98 – 100 และรอยละ 95 – 100 ตามลําดับ  (Meng 
et al., 1995b; Gao et al., 2004; Thanawongnuwech et al., 2004a) จะเห็นไดวาในสวนของ
โปรตีนโครงสรางนั้น โปรตีนจีพี 5 เปนหนึ่งในโปรตีนที่มีความหลากหลายมากที่สุด ซึ่งอาจเกิดจาก
โปรตีนจีพี 5 เปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับการสรางนิวทรอลไลซิงแอนติบอดี สวนการศึกษาใน         
โออารเอฟ 1 ยังมีไมมากนักแตก็พบวาในบรรดาโปรตีนจากโออารเอฟ 1 นั้น เอ็นเอสพี 2 เปนหนึ่ง
ในโปรตีนที่มีความหลากหลายมากที่สุดและอาจเปนโปรตีนที่มีความหลากหลายมากที่สุดใน
บรรดาโปรตีนทั้งหมดของไวรัสพีอารอารเอส (Shen et al., 2000; Gao et al., 2004; Ropp et al., 
2004; Han et al., 2006) กลาวโดยสรุปคือไวรัสพีอารอารเอสเปนไวรัสที่มีความหลากหลาย
ทางดานพันธุกรรมสูงมากโดยเฉพาะในสวนของจีพี 5 และเอ็นเอสพี 2   

ความสามารถในการกอโรคของไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุตางๆ นั้นมีความ
หลากหลายคอนขางมาก (Meng, 2000) แตปจจุบันยังไมสามารถระบุและอธิบายไดวาสาเหตุของ
ความแตกตางเหลานี้ เกิดจากยีนหรือโปรตีนใดเปนหลัก  ในหลายการศึกษาพบวาไวรัส                
พีอารอารเอสสายพันธุที่ตางกันนอกจากจะมีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกตางกันแลวยังมีการ
แสดงออกในดานตางๆ  ที่แตกตางกันดวย  เชน  ความสามารถในการกอรอยโรคที่ปอด 
ความสามารถในการกอรอยโรคที่ระบบประสาท ความสามารถในการกอโรคในระบบสืบพันธุ หรือ
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ความสามารถในการเกิดการติดเชื้อแบบแฝงติดทน (persistent infection) เปนตน ดังนั้นจึงทําให
มีการพยายามคนหาวาปจจัยทางดานพันธุกรรมของไวรัสสงผลตอการกอโรคอยางไร และยีนใดมี
ความสําคัญตอการกอโรคแบบตางๆ ของไวรัส ทั้งนี้เพื่อใชเปนเครื่องมือที่สําคัญทางดานระบาด
วิทยา การศึกษาที่ผานมาโดยมากจะใหความสําคัญกับโปรตีนโครงสรางเปนหลักโดยโปรตีน
โครงสรางที่มีการศึกษาและใหความสําคัญมากไดแก โปรตีนจีพี 5 โปรตีนเอ็นและโปรตีนอี 
(Verheije et al., 2002; Rowland et al., 2003; Rowland and Yoo, 2003; Plagemann, 2004; 
Lee et al., 2006; Lee and Yoo, 2006) ซึ่งแมจะมีการคนพบความสําคัญตางๆ เกี่ยวกับโปรตีน
เหลานี้ เชน โปรตีนจีพี 5 มีความสําคัญเกี่ยวกับนิวทรอลไลซิงแอนติบอดี โดยพบวานิวทรอลไลซิง
แอนติบอดีสวนใหญจะมีความจําเพาะกับจีพี 5 โดยเฉพาะบริเวณตําแหนงกรดอะมิโนลําดับที่ 37 
– 44 ซึ่งถือเปนนิวทรอลไลซิงอีพิโทปที่สําคัญ โปรตีนเอ็นมีความสําคัญทางดานการตรวจวินิจฉัย
ดานซีร่ัมวิทยา เนื่องจากสามารถตรวจพบแอนติบอดีตอโปรตีนเอ็นไดเร็ว และยังเปนโปรตีนที่
ความสําคัญตอการสรางอารเอ็นเอของไวรัสดวยอีก และโปรตีนอีเปนโปรตีนที่คาดวาทําหนาที่
คลายเปนไออนแชนแนลซึ่งมีความสําคัญตอการปลอยอารเอ็นเอของไวรัสออกจากอนุภาคของ
ไวรัส อยางไรก็ตามจนถึงปจจุบันยังไมมีคําตอบที่นาพึงพอใจนักวาลักษณะพันธุกรรมของโปรตีน
โครงสรางเหลานี้สงผลตอลักษณะการแสดงออกของไวรัสอยางไร    

สาเหตุหลักที่ทําใหการคนหาและอธิบายกลไกของความสัมพันธระหวางลักษณะ
ทางพันธุกรรมและลักษณะการกอโรคของไวรัสทําไดลําบากนั้นอาจเนื่องมาจากความสามารถใน
การกอโรคของไวรัสไมจําเปนตองขึ้นกับยีนเพียงยีนเดียว และระดับความแตกตางทางพันธุกรรม 
(เชน รอยละของความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนหรือนิวคลีโอไทด) จะมีความสําคัญหรือไมนั้น
อาจตองพิจารณาควบคูไปกับตําแหนงที่เกิดความแตกตางดวย ดังจะเห็นไดจากกรณีของไวรัส
แอลซีเอ็มวี (lymphocytic choriomenigitis virus, LCMV) ซึ่งเปนไวรัสในหนู โดยพบวาการกลาย
ของกรดอะมิโนเพียง 2 ตัวที่ตําแหนงที่จําเพาะบนโปรตีนของไวรัสสามารถสงผลทําใหไวรัสเปลี่ยน
จากลักษณะการติดเชื้อแบบเฉียบพลัน (acute infection) เปนการติดเชื้อแบบติดทน (Matloubian 
et al., 1993; Mueller et al., 2007)   

การศึกษาเกี่ยวกับโปรตีนที่มิใชโครงสรางของไวรัสพีอารอารเอสนั้นยังมี
การศึกษาไมมากนัก เนื่องจากหลักฐานที่สําคัญที่บงบอกถึงความสําคัญของโปรตีนที่มิใช
โครงสรางตอการกอโรคของไวรัสนั้นเริ่มมีการคนพบเมื่อไมนานมานี้ และหนึ่งในโปรตีนที่มิใช
โครงสรางที่ไดรับความสนใจมากที่สุด คือเอ็นเอสพี 2 ซึ่งเริ่มไดรับความสนใจมากขึ้นเปนลําดับ 
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5. การสรางโปรตีนเอ็นเอสพี 2 โดยไวรัสพีอารอารเอส 

โปรตีนของไวรัสพีอารอารเอส (หรือไวรัสอ่ืนๆ) แบงตามหนาที่ไดเปน 2 ชนิดหลัก 
ไดแก โปรตีนโครงสรางและโปรตีนที่มิใชโครงสราง โปรตีนโครงสรางคือโปรตีนสวนที่ทําหนาที่เปน
โครงสรางของไวรัส เชน นิวคลีโอแคปซิดโปรตีน สวนโปรตีนที่มิใชโครงสรางคือโปรตีนที่ทําหนาที่
อ่ืนๆ ที่มิไดประกอบเปนโครงสรางของไวรัส เชน โปรตีนที่ทําหนาที่เปนเอนไซมชนิดตางๆ ของไวรัส 
ความรู เกี่ยวกับข้ันตอนในการสรางหรือหนาที่ตางๆ ของโปรตีนที่มิใชโครงสรางของไวรัส              
พีอารอารเอสนั้นปจจุบันยังมีไมมากนัก โดยมากจะเปนการอางอิงมาจากขอมูลของไวรัสอีเอวีซึ่ง
ถือเปนไวรัสตนแบบของไวรัสในวงศอารเทอรริวิริดี 

โปรตีนที่มิใชโครงสรางของไวรัสบางประเภท เชน โปรตีนของไวรัสในกลุม       
อารเอ็นเอไวรัสสายบวก มีลักษณะที่สําคัญคือโปรตีนเหลานี้จะสามารถทําหนาที่ตางๆ ไดอยาง
ถูกตองก็ตอเมื่อถูกตัดยอยเปนโปรตีนขนาดเล็กลงมาจากโปรตีนเริ่มตนเดิมเสียกอน ในกรณีของ
ไวรัสพีอารอารเอส เชื่อวาโปรตีนที่มิใชโครงสรางเริ่มแรกจะสรางออกมาในลักษณะของ              
โพลีเปปไทดสายยาว 2 เพียงเสนเทานั้น ตอมาโพลีเปปไทด 2 เสนนี้จะถูกตัดยอยออกเปนโปรตีน
หนวยยอยที่มีขนาดเล็กลงมาจํานวนทั้งสิ้น 13 สวน ซึ่งไดแก เอ็นเอสพี 1 แอลฟา, เอ็นเอสพี 1 
เบตา และ เอ็นเอสพี 2 – เอ็นเอสพี 12 ซึ่งโปรตีนทั้ง 13 ตัวนี้จะไปทําหนาที่ตางๆ ที่สําคัญตอการ
ดํารงชีวิตของไวรัสตอไป  

การสรางโปรตีนที่มิใชโครงสรางของไวรัสในกลุมอารเทอรริไวรัสเร่ิมข้ึนเมื่อไวรัสมี
การแปลรหัสยีนสวนโออารเอฟ 1 เอ ทําใหไดเปนโปรตีนเริ่มตน 2 ชนิด คือโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ 
และโปรตีนโออารเอฟ 1 เอบี (โปรตีนโออารเอฟ 1 เอบี ไดมาจากกระบวนการไรโบโซมอลเฟรม
ชิฟทที่รอยตอของโออารเอฟ 1 เอ และโออารเอฟ 1 บี) (den Boon et al., 1991) (ภาพที่ 4) ตอมา
โปรตีนทั้ง 2 นี้จะถูกตัดยอยตอโดยโปรตีเอสที่อยูบนโปรตีนทั้ง 2 เอง ทําใหสุดทายไดเปนโปรตีนที่
มิใชโครงสราง (เอ็นเอสพี) ทั้ง 13 ชนิด ดังที่ไดกลาวมาแลว (Snijder et al., 1992; Snijder et al., 
1994; van Dinten et al., 1996) 
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โ  ปรตีนโออารเอฟ 1 เอ

แปลรหัสยีนโออารเอฟ 1 

3’ 
ยีนโออารเอฟ 1 บี ยีนโออารเอฟ 1 เอ 

ตําแหนงการเกิดไรโบโซมอลเฟรมชิฟท 

5’ 

โปรตีนโออารเอฟ 1 เอ 

ตัดยอยโดยโปรตีเอส 
โปรตีนโออารเอฟ 1 เอบี 

1α 1β 2 3 4 5 7 8 
6 

6 
1α 1β 3 4 5 7 9 10 11 12 2 

โปรตีนโออารเอฟ 1 เอบี 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 4 ขั้นตอนการสรางโปรตีนที่มิใชโครงสรางของไวรัสพีอารอารเอส เริ่มจากการแปลรหัสยีนโออารเอฟ 1 ได
เปนโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ ซึ่งในขณะที่มีการแปลรหัสยีนโออารเอฟ 1 เอ ในบางครั้งจะเกิดไรโบโซมอลเฟรมชิฟท
ที่บริเวณรอยตอของยีนโออารเอฟ 1 เอ และโออารเอฟ 1 บี ทําใหมีการแปลรหัสยีนสวนโออารเอฟ 1 บี เพิ่ม
ตามมาไดเปนโปรตีนโออารเอฟ 1 เอบี และตอมาโปรตีนทั้ง 2 นี้จะถูกตัดยอยโดยโปรตีเอสซึ่งอยูบนโปรตีน      
โออารเอฟ 1 เอ ทําใหไดเปนเอ็นเอสพี 1 แอลฟา, เอ็นเอสพี 1 เบตา และเอ็นเอสพี 2 – เอ็นเอสพี 12 ตําแหนง
การตัดยอยแสดงโดยลูกศร (↓) (ดัดแปลงจาก van Dinten et al., 2000) 
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ตําแหนงการตัดโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ และโออารเอฟ 1 เอบี ดวยโปรตีเอสของ
ไวรัสพีอารอารเอสเพื่อใหไดเปนโปรตีนเอ็นเอสพีตางๆ นั้นปจจุบันยังไมมีการยืนยันวาคือตําแหนง
ใดบาง ขอมูลสวนใหญมาจากการศึกษาการตัดยอยของโปรตีนของไวรัสอีเอวีรวมไปกับการ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของไวรัสทั้ง 2 (Snijder et al., 1992; Snijder et al., 1994; van 
Dinten et al., 1996)  

บริเวณที่คาดวาทําหนาที่เปนโปรตีเอสบนโปรตีนโออารเอฟ 1 ของไวรัส             
พีอารอารเอสมีทั้งสิ้น 4 แหง (ภาพที่ 5) คือ ปาเปนไลคซิสตีนโปรตีเอสแอลฟา (papain - like 
cysteine protease α, PCPα), ปาเปนไลคซิสตีนโปรตีเอสเบตา (PCPβ), ซิสตีนโปรตีเอส 
(cystein protease, CP) และเซอรรีนโปรตีเอส (serine protease, SP) ตําแหนงของปาเปนไลค   
ซิสตีนโปรตีเอสแอลฟาอยูบริเวณดานปลายอะมิโนของเอ็นเอสพี 1 มีหนาที่ในการตัดที่ตําแหนง
ระหวางเอ็นเอสพี 1 แอลฟาและเอ็นเอสพี 1 เบตา (เอ็นเอสพี 1 แอลฟา/1 เบตา) โดยคาดวาตัด
ระหวางกรดอะมิโนโพรลีน (P) ที่ตําแหนง 165 และกรดอะมิโนกลูตามีน (Q) ที่ตําแหนง 166 
(165P/Q) (เร่ิมนับจากกรดอะมิโนตัวแรกของเอ็นเอสพี 1 ของ VR2332) ตําแหนงของปาเปนไลค  
ซิสตีนโปรตีเอสเบตาอยูที่บริเวณดานปลายคารบอกซิลของโปรตีนเอ็นเอสพี 1 มีหนาที่ในการตัดที่
ตําแหนงเอ็นเอสพี 1 เบตา/2 ซึ่งจะมีผลทําใหโปรตีนเอ็นเอสพี 1 เบตาแยกออกจากโปรตีนเอ็นเอส
พี 2 การตัดของปาเปนไลคซิสตีนโปรตีเอสเบตานั้นคาดวาตัดระหวางกรดอะมิโนไทโรซีนและ
ไกลซีนที่ตําแหนง 382Y/G (Ziebuhr et al., 2000) ตําแหนงของซิสตีนโปรตีเอสอยูที่บริเวณดาน
ปลายอะมิโนของโปรตีนเอ็นเอสพี 2 มีหนาที่ในการตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 2/3 ซึ่งจะมีผลทําให
โปรตีนเอ็นเอสพี 2 แยกออกจากโปรตีนเอ็นเอสพี 3 แตปจจุบันยังไมมีการยืนยันตําแหนงการตัดที่
แทจริงวาอยูระหวางกรดอะมิโนใด (Allende et al., 1999; Ziebuhr et al., 2000) ซึ่งหมายความ
วาปจจุบันยังไมทราบขนาดที่แทจริงของโปรตีนเอ็นเอสพี 2 นั่นเอง ตําแหนงของเซอรรีนโปรตีเอส 
อยูที่บริเวณของโปรตีนเอ็นเอสพี 4 และมีหนาที่ในการตัดที่ตําแหนงตางๆ ที่เหลือบนโปรตีน        
โออารเอฟ 1a และโออารเอฟ 1ab เพื่อใหไดเปนโปรตีนเอ็นเอสพีทั้ง 13 ตัว อยางไรก็ตามปจจุบัน
ยังไมมีการศึกษาถึงตําแหนงในการตัดที่แนนอนของเซอรรีนโปรตีเอสของไวรัสพีอารอารเอสแต
อยางใด 

 

 

 



 19
 

PCP CP SP PCPβ 

1 α  1 β 2 3 4 5 6 
 

7 8
 
ภาพที่ 5 แผนผังโดยสังเขปของการตัดยอยโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ ของไวรัสพีอารอารเอสโดยโปรตีเอสของไวรัส 
กลองส่ีเหลี่ยมสีเทาดานนอกแสดงโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ กลองส่ีเหลี่ยมสีขาวดานในแสดงสวนที่คาดวาเปน    
โปรตีเอสตางๆ บนโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ ลูกศรและจุดประแสดงตําแหนงการตัดของโปรตีเอสตางๆ หมายเลข
บริเวณดานลางกลองสีเทาแสดงเอ็นเอสพีแตละตัว (ดัดแปลงจาก Han et al., 2007)  

 

ปจจุบันยังไมมีการยืนยันตําแหนงและขอบเขตที่แนนอนของซิสตีนโปรตีเอสบน
เอ็นเอสพี 2 รวมถึงกรดอะมิโนที่ใชในการตัดโปรตีนของซิสตีนโปรตีเอสของไวรัสพีอารอารเอส แต
จากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนกับไวรัสอีเอวี ทําใหคาดวาซิสตีนโปรตีเอสของไวรัส           
พีอารอารเอสมีขนาดประมาณ 100 กรดอะมิโน โดยเริ่มจากกรดอะมิโน Y47 จนถึง C147 (เร่ิมนับ
จากกรดอะมิโนตัวแรกของเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332) (Snijder et al., 1995) (ภาพที่ 6) และคาด
วามีกรดอะมิโนที่มีความสําคัญในการตัดโปรตีนที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 2/3 อยู 2 กลุม กลุมแรกคือ
กรดอะมิโนที่คาดวาเปนคะตะไลทติคดายยแอด (catalytic dyad) ของซิสตีนโปรตีเอส ไดแก C55 
และ H124 และกลุมที่ 2 คือกรดอะมิโนที่คาดวาเปนสวนหนึ่งของซิงคฟงเกอร (zinc finger) ไดแก 
C111 C142 และ C147 (Snijder et al., 1995; Ziebuhr et al., 2000; Han et al., 2006)   

ที่มาของกรดอะมิโนทั้ง 5 นี้มาจากการศึกษาในไวรัสอีเอวี ซึ่งพบวากรดอะมิโน 
C270 C319 H332 C349 และ C354 (เร่ิมนับจากกรดอะมิโนตัวแรกของเอ็นเอสพี 1 ของไวรัส     
อีเอวี) มีความสําคัญตอการตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 2/3 เปนอยางมาก หากมีการกลายของ  
กรดอะมิโนตัวหนึ่งตัวใดจะทําใหไมเกิดการตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 2/3 (Snijder et al., 1995) และ
เมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสตางๆ พบวากรดอะมิโนทั้ง 5 นี้
มีความอนุรักษ ในกลุมอารเทอรริไวรัสดวย (ภาพที่ 6) จึงเปนที่นาสนใจวากรดอะมิโนทั้ง 5 นี้จะมี
ความสําคัญในไวรัสพีอารอารเอสหรือไวรัสตัวอื่นๆ ในกลุมอารเทอรริไวรัสเชนเดียวกับในไวรัส      
อีเอวีหรือไม (Snijder et al., 1995; Ziebuhr et al., 2000; Han et al., 2006) 
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LDV :382  YSPPGDGACGLHCISAIINDIFGDALCTKLTNCSRDSSEWLSDQDMYQLVM-TARLPATL  440
LV  :421  YSPPTDGSCGWHVLAAIMNRMINGDFTSPLTQYNRPEDDWASDYDLVQAIQ-CLRLPATV  479
VR  :429  YSPPAEGNCGWHCISAIANRMVNSKFETTLPERVRPPDDWATDEDLVNAIQ-ILRLPAAL  487
EAV :262  YNPPGDGACGYRCLAFMNGATVVSAGCS--------SDLWCDDELAYRVFQLSPTFTVTI  313

* **  * +*                             *  * 

LDV :441 ---GHCPSATYKLDCVNQHWTVTKRKGDRALGGLSPECVRGVC  480
LV  :480  VRNRACPNAKYLIKLNGVHWEVEVRSG-MAPRSLSRECVVGVC  521
VR  :488  DRNGACTSAKYVLKLEGEHWTVTVTPG-MSPSLLPLECVQGCC  529
EAV :314  PGGRVCPNAKYAMICDKQHWRVKRAKG--VGLCLDESCFRGIC  354

+  * *       +* *    *      *   +  * +   

 
 
ภาพที่ 6 อไลนเมนทของซิสตีนโปรตีเอสของอารเทอรริไวรัส ไวรัสที่ใชไดแก ไวรัสแอลดีวี, ไวรัสพีอารอารเอส 
สายพันธุ LV, ไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุ VR2332 และไวรัสอีเอวี (แสดงในภาพดวยสัญลักษณ LDV, LV, VR 
และ EAV ตามลําดับ) เครื่องหมายบวก (+) แสดงตําแหนงที่มีความสําคัญในการตัดยอย และเครื่องหมาย   
ดอกจันทร (*) แสดงตําแหนงที่มีความอนุรักษ (ดัดแปลงจาก Ziebuhr et al., 2000) 

 

แมวาในปจจุบันจะยังไมสามารถยืนยันความสามารถในการตัดโปรตีนที่ตําแหนง
เอ็นเอสพี 2/3 ของสวนที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสของไวรัสพีอารอารเอสได ซึ่งหมายความวา
ตําแหนงที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสนี้ (Y47 – C147) อาจมิใชตําแหนงของซิสตีนโปรตีเอสที่
แทจริง แตก็พบวาสวนที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสนี้มีความสําคัญอยางยิ่งตอความสามารถใน
การมีชีวิตอยูของไวรัส (Han et al., 2007) โดยพบวาเมื่อทําการดัดแปลงพันธุกรรมของ VR2332 
ทําใหเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 47 – 180 ซ่ึงครอบคลุม
สวนที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสทั้งหมด จะมีผลทําใหไวรัสไมสามารถเพิ่มจํานวนในเซลล
เพาะเลี้ยงได ดังนั้นจากการทดลองนี้จึงทําใหมีความเปนไปไดมากขึ้นที่สวนที่คาดวาเปนซิสตีน 
โปรตีเอสนี้จะเปนซิสตีนโปรตีเอสที่แทจริงของไวรัสพีอารอารเอส อยางไรก็ตามยังตองมีการศึกษา
ยืนยันตอไปวาตําแหนงที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสนี้มีความสําคัญตอการตัดโปรตีนที่ตําแหนง
เอ็นเอสพี 2/3 หรือไม และตัดที่ตําแหนงกรดอะมิโนใด 

จุดตัดที่แนนอนระหวางเอ็นเอสพี 2/3 ของไวรัสพีอารอารเอสนั้นยังไมมีการยืนยัน
วาอยูที่ตําแหนงใด แตจากการศึกษาเกี่ยวกับซิสตีนโปรตีเอสที่ผานมาพบวาโดยมากซิสตีน       
โปรตีเอสจะทําการตัดระหวางกรดอะมิโน G/G (Ziebuhr et al., 2000) ซ่ึงในกรณีของไวรัส         
พีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือหลายสายพันธุรวมถึงสายพันธุยุโรปนั้นสามารถพบกรด      
อะมิโน G/G ที่มีความอนุรักษไดถึง 5 ตําแหนง ไดแก 647G/G 981G/G 1117G/G 1196G/G และ 
1197G/G (เร่ิมนับจากกรดอะมิโนตัวแรกของเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332) (Han et al., 2006) จึงมี

 



 21
 

ความเปนไปไดวาจุดตัดที่แทจริงระหวางเอ็นเอสพี 2/3 คือ 1 ใน 5 ตําแหนงนี้ ซึ่งตองมีการศึกษา
เพื่อยืนยันตอไป อยางไรก็ตามจุดตัดที่ตําแหนง 647G/G ดูจะมีความเปนไปไดนอยที่สุดเนื่องจาก
หากมีการตัดที่ตําแหนงนี้จะทําใหเอ็นเอสพี 2 ไมมีสวนที่คาดวาเปนไฮโดรโฟบิค ซึ่งปรากฏใน   
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสอีเอวีและคาดวามีความสําคัญตอการทํางานของเอ็นเอสพี 2 เปนอยางมาก 
เนื่องจากยังไมมีการยืนยันจุดตัดที่แนนอนของเอ็นเอสพี 2/3 ดังนั้นลําดับนิวคลีโอไทดของ        
เอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 อาจมีขนาด 1,941 2,943 3,351 3,588 หรือ 3,591 นิวคลีโอไทดก็
เปนได (Allende et al., 1999; Ziebuhr et al., 2000; Han et al., 2006)  

การพิจารณาการตัดโปรตีนโดยโปรตีเอสเหลานี้มีจุดที่ควรคํานึงคือตําแหนงใน
การตัดจะขึ้นกับทั้งลําดับกรดอะมิโนและตําแหนงของกรดอะมิโน ยกตัวอยางเชนในกรณีของไวรัส
อีเอวี (Snijder et al., 1992) พบวาจุดตัดระหวางเอ็นเอสพี 1/2 คือ G/G ที่ตําแหนงกรดอะมิโน 
G260/G261 แตถามีการกลายที่ตําแหนง G260 โดยเปลี่ยนจาก G เปน V (G260 → V) จะทําให
ไมเกิดการตัดที่ตําแหนง V260/G261 (ไมจําเปนตองตัดที่ตําแหนง 260/261 เสมอไป) ดังนั้นถา
เหตุการณลักษณะนี้เกิดขึ้นจริงอาจทําใหไมมีการสรางเอ็นเอสพี 2 เกิดขึ้น หรือปาเปนไลคซิสตีน
โปรตีเอสอาจเปลี่ยนไปตัดที่ตําแหนงอื่น นอกจากนี้ในการศึกษาเดิมนี้ยังพบวาหากมีการกลายที่
ตําแหนง G260 → A หรือ G261 → A โปรตีนที่ไดจะยังคงสามารถถูกตัดไดโดยปาเปนไลคซิสตีน
โปรตีเอสไดอยางมีประสิทธิภาพ กลาวคือจุดตัดระหวางเอ็นเอสพี 1/2 ของไวรัสอีเอวีที่ตําแหนง 
260/261 นี้อาจเปนไดทั้ง G/G A/G หรือ G/A เปนตน ดังนั้นการกลายที่ตําแหนง 260/261 อาจไม
จําเปนตองทําใหการตัดของปาเปนไลคซิสตีนโปรตีเอสเปลี่ยนไป กลาวโดยสรุปคือ เมื่อมีการกลาย
เกิดขึ้นที่บริเวณโออารเอฟ 1 อาจเปนการยากที่จะทํานายไดวาขอบเขตของเอ็นเอสพีตางๆ 
ตลอดจนหนาที่ตางๆ ของเอ็นเอสพีจะยังคงเปนเชนเดิมหรือไม หรือมีการเปลี่ยนแปลงไปอยางไร 
จําเปนอยางยิ่งที่จะตองอาศัยขอมูลจากการทดลองมาสนับสนุน 

โปรตีนเอ็นเอสพี 2 มีความสําคัญตอผลลัพธสุดทายของการตัดยอยโปรตีน       
โออารเอฟ 1 เอ โดยโปรตีเอสอื่นๆ ของไวรัสอีเอวีเปนอยางมาก โดยจากการศึกษาพบวาขั้นตอน
การตัดยอยโปรตีนโออารเอฟ 1 เอของไวรัสอีเอวีเกิดขึ้นใน 2 ลักษณะ คือ ในลักษณะที่เปน
กระบวนการหลักและกระบวนการรอง (Wassenaar et al., 1997) (ภาพที่ 7) ในขั้นตนนั้นทั้ง 2 
กระบวนการเริ่มตนในลักษณะเดียวกันคือ ปาเปนไลคซิสตีนโปรตีเอสที่เอ็นเอสพี 1 ทําการตัดให
เอ็นเอสพี 1 แยกเปนอิสระออกมาจากโปรตีนโออารเอฟ 1 เอที่เหลือ ตอมาโปรตีนเอ็นเอสพี 2 จะ
แยกออกมาโดยการตัดของซิสตีนโปรตีเอส (อยูบนเอ็นเอสพี 2) ที่ตําแหนงระหวางเอ็นเอสพี       
2/3 - 8 จากนั้นในสิ่งที่เกิดขึ้นในกระบวนการหลัก คือ เอ็นเอสพี 2 จะจับกับเอ็นเอสพี 3 – 8 ที่
บริเวณเอ็นเอสพี 3 ซ่ึงเชื่อวาในชวงนี้เอ็นเอสพี 2 จะทําหนาที่เปนปจจัยรวมที่จะทําใหเซอรรีน   
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โปรตีเอสที่เอ็นเอสพี 4 สามารถตัดที่ตําแหนงระหวางเอ็นเอสพี 4/5 – 8 ได ทําใหเอ็นเอสพี 2 ที่จับ
อยูกับเอ็นเอสพี 3 – 4 แยกออกจากเอ็นเอสพี 5 – 8 ตอมาเซอรรีนโปรตีเอสของเอ็นเอสพี 4 จะตัด
ที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 3/4 และเอ็นเอสพี 5 – 7/8 ทําใหผลลัพธสุดทายของการตัดยอยโปรตีนดวย
กระบวนการหลักไดเปนโปรตีน 4 แบบ คือ 1.) เอ็นเอสพี 2 ที่จับอยูกับเอ็นเอสพี 3 2.) เอ็นเอสพี 4 
อิสระ 3.) เอ็นเอสพี 5 – 7 และ 4.) เอ็นเอสพี 8 อิสระ สําหรับในกระบวนการรองสิ่งที่เกิดขึ้น คือ 
เอ็นเอสพี 2 ที่แยกออกมานั้นมิไดจับกับเอ็นเอสพี 3 – 8 และเซอรรีนโปรตีเอสที่เอ็นเอสพี 4 จะตัดที่
ตําแหนงเอ็นเอสพี 3 – 6/7 – 8 หรือเอ็นเอสพี 3 – 5/6 – 8 ตอมาเซอรรีนโปรตีเอสจะทําการตัดที่
ตําแหนงเอ็นเอสพี 3/4 ทําใหเอ็นเอสพี 3 หลุดออกเปนอิสระและจึงตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 7/8 
กลาวโดยสรุปความแตกตางของทั้ง 2 กระบวนการนี้คือ ถาเอ็นเอสพี 2 ที่หลุดออกมาในชวงแรก
จับกับเอ็นเอสพี 3 – 8 (กระบวนการหลัก) จะมีผลทําใหเซอรรีนโปรตีเอสที่เอ็นเอสพี 4 สามารถตัด
ที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 4/5 ได แตจะไมมีการตัดที่เอ็นเอสพี 6 ในทางตรงกันขามถาเอ็นเอสพี 2 ไมจับ
เขากับเอ็นเอสพี 3 - 8 (กระบวนการรอง) การตัดที่เอ็นเอสพี 4/5 จะไมเกิดขึ้นแตจะมีการตัดที่   
เอ็นเอสพี 5/6 หรือเอ็นเอสพี 6/7 เกิดขึ้นแทน อยางไรก็ตามเหตุการณในลักษณะนี้จะเกิดกับไวรัส      
พีอารอารเอสหรือไมนั้นจําเปนตองมีการศึกษาตอไป 

โดยปกติไวรัสจะตัดโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ (และดานปลายอะมิโนของโออารเอฟ 
1 เอบี) โดยใชทั้ง 2 กระบวนการ แตใชกระบวนการหลักมากกวากระบวนการรอง อยางไรก็ตาม
ผลลัพธสุดทายที่ไดจากกระบวนการหลักและกระบวนการรองลวนมีความสําคัญตอการจําลอง
ตัวเองของอารเอ็นเอของไวรัสทั้งคู ไมสามารถขาดผลลัพธสุดทายของกระบวนการใดกระบวนการ
หนึ่งได (van Aken et al., 2006) อยางไรก็ตามปจจุบันยังไมทราบวากลไกหรือปจจัยที่ทําให    
เอ็นเอสพี 2 สามารถจับกับเอ็นเอสพี 3 แลวเหนี่ยวนําใหเกิดการตัดยอยแบบกระบวนการหลัก 
ตลอดจนความสําคัญของผลลัพธที่ไดจากการตัดยอยทั้ง 2 ลักษณะคือส่ิงใด  
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ภาพที่ 7 กระบวนการการตัดยอยโปรตีนโออารเอฟ 1 เอโดย 2 กระบวนการของไวรัสอีเอวี หมายเลขของ      
เอ็นเอสพีแตละตัวแสดงในรูปภาพ จุดตัดของโปรตีเอสแตละตัวแสดงโดยลูกศรและหัวลูกศร ปาเปนไลคซิสตีน
โปรตีเอส, ซิสตีนโปรตีเอส และเซอรรีนโปรตีเอส แสดงโดยกลองส่ีเหลี่ยมภายในเอ็นเอสพี 1, 2 และ 4 ตามลําดับ 
ในกระบวนการหลักเอ็นเอสพี 2 จะจับกับเอ็นเอสพี 3 - 8 ชวยใหเกิดการตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 4/5 สวนใน
กระบวนการรองเอ็นเอสพี 2 ไมจับกับเอ็นเอสพี 3 - 8 ทําใหเกิดการตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 5/6 และเอ็นเอสพี 
6/7 แทนการตัดที่ตําแหนงเอ็นเอสพี 4/5 (ดัดแปลงจาก van Aken et al., 2006) 

 

6. การเหนี่ยวนําใหเกิดถงุดีเอ็มวี (double membrane vesicle, DMV) โดยเอ็นเอสพี 2 

อารเอ็นเอไวรัสประเภทสายบวกหลายชนิดเมื่อเกิดกระบวนการการสราง        
อารเอ็นเอ โปรตีนสวนที่ควบคุมการเพิ่มจํานวนของไวรัสจะถูกติดเขากับเยื่อหุมของเซลลเจาบาน
และทําหนาที่เปลี่ยนแปลงเยื่อหุมนี้ใหเกิดเปนบริเวณที่มีสภาวะที่เหมาะสมกับกระบวนการถาย
แบบจําลองตัวเองของอารเอ็นเอของไวรัส จากการศึกษาในไวรัสอีเอวี (van der Meer et al., 
1998; Pedersen et al., 1999) พบวาภายหลังที่ไวรัสเขาสูเซลลเปาหมายแลวจะพบโครงสรางถุง
ดีเอ็มวีซึ่งมีลักษณะเปนถุงที่มีผนัง 2 ชั้น (ภาพที่ 8) เกิดขึ้นในไซโตพลาสมที่บริเวณรอบนิวเคลียส
ของเซลลเจาบาน ซึ่งคาดวาถุงดีเอ็มวีนี้นาจะพัฒนามาจากเอนโดพลาสมิคเรทิคูลัมของเซลลเจา
บาน (ภาพที่ 8d)   

ปจจุบันความสัมพันธระหวางดีเอ็มวีและไวรัสในวงศอารเทอรริวิริดีไดรับการ
ยืนยันในระดับหนึ่งเทานั้น โดยคาดวาดีเอ็มวีนาจะมีความสําคัญเปนอยางมากตอการเพิ่มจํานวน
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ของไวรัส เนื่องจากในกรณีของไวรัสอีเอวีพบวา เมื่อเซลลมีการติดเชื้อไวรัสแลวจะสามารถตรวจ
พบกระบวนการการสรางอารเอ็นเอของไวรัสไดที่ดีเอ็มวีนี้เปนเพียงที่เดียวเทานั้น (Pedersen et 
al., 1999)  

โปรตีนเอ็นเอสพี 2 รวมกับเอ็นเอสพี 3 ของไวรัสอีเอวีมีบทบาทสําคัญในการทํา
ใหเกิดโครงสรางดีเอ็มวี โดยจากการศึกษาพบวาเมื่อทําการเหนี่ยวนําใหเซลลปกติมีการสราง
โปรตีนเอ็นเอสพี 2 รวมกับเอ็นเอสพี 3 ข้ึนแลว เซลลนั้นจะสามารถสรางดีเอ็มวีที่มีลักษณะ
เชนเดียวกับเซลลที่ติดเชื้อไวรัสได อยางไรก็ตามเอ็นเอสพี 2 หรือเอ็นเอสพี 3 เพียงอยางเดียวไม
สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลสรางดีเอ็มวีได ซึ่งจากการทดลองแสดงใหเห็นไดวาเอ็นเอสพี 2 และ 
เอ็นเอสพี 3 จําเปนตองทํางานรวมกันในการเหนี่ยวนําใหเกิดดีเอ็มวี (Snijder et al., 2001)   

ถึงแมวาเอ็นเอสพี 2 และเอ็นเอสพี 3 จะสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางดีเอ็มวี
ไดแตสิ่งหนึ่งที่ตองคํานึงถึงคือดีเอ็มวีที่สมบูรณและสามารถรองรับการสรางอารเอ็นเอของไวรัสได
นั้นอาจยังตองการปจจัยตางๆ อีก โดยหนึ่งในหลักฐานที่สําคัญคือการคนพบวาที่ผนังของดีเอ็มวีที่
เกิดจากการติดเชื้อไวรัสอีเอวีนั้นสามารถตรวจพบเอ็นเอสพีอ่ืนๆ นอกจากเอ็นเอสพี 2 และ       
เอ็นเอสพี 3 ไดอีกดวย (Pedersen et al., 1999) แตเอ็นเอสพีเหลานี้จะมีความสําคัญตอ
กระบวนการการสรางอารเอ็นเอของไวรัสหรือไมนั้นยังคงตองมีการศึกษาตอไป 

การสรางดีเอ็มวีโดยเอ็นเอสพี 2 และเอ็นเอสพี 3 เชื่อวาเริ่มตนจากการที่เอ็นเอสพี
ทั้ง 2 ติดเขากับผนังของเอนโดพลาสมิคเรทิคูลัมและจากนั้นจึงมีการเหนี่ยวนําใหเอนโดพลาสมิค
เรทิคูลัมสวนนี้พัฒนาเปนดีเอ็มวี (Pedersen et al., 1999; Snijder et al., 2001)  ในขั้นตอนการ
ติดเอ็นเอสพีทั้ง 2 เขากับผนังของเอนโดพลาสมิคเรทิคูลัมเชื่อวาเกิดขึ้นไดเนื่องจากที่เอ็นเอสพีทั้ง 
2 มีบริเวณที่เปนไฮโดรโฟบิคอยู ซึ่งสวนไฮโดรโฟบิคนี้นาจะเปนสวนที่ฝงลงในผนังของ             
เอนโดพลาสมิคเรทิคูลัม (ทําหนาที่เปนทรานซเมมเบรนโดเมน) แตหลังจากที่เอ็นเอสพีทั้ง 2 ติดเขา
กับผนังของเอนโดพลาสมิคเรทิคูลัมแลว สวนใดของโปรตีนที่จะทําหนาที่ในการเหนี่ยวนําใหเกิด
การสรางดีเอ็มวีนั้นยังไมมีการกลาวถึงแตอยางใด  

ในกรณีของไวรัสพีอารอารเอสพบวาทั้ง VR2332 (ไวรัสตนแบบสายพันธุอเมริกา
เหนือ) และ LV (ไวรัสตนแบบสายพันธุยุโรป) เมื่อเขาสูเซลลมาโครฟาจจากบริเวณถุงลมปอดแลว 
สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลสรางดีเอ็มวีไดเชนกัน (Pol et al., 1997) อยางไรก็ตามยังไมมีการระบุ
ถึงโปรตีนที่มีบทบาทสําคัญในการเกิดดีเอ็มวีในกรณีของการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส    
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แมวาปจจุบันจะยังไมมีการศึกษายืนยันถึงความสัมพันธระหวางสวนที่คาดวา
เปนทรานซเมมเบรนโดเมนของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสและการสรางดีเอ็มวี แตก็พบวา
สวนที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมนนี้มีความสําคัญอยางยิ่งตอการมีชีวิตอยูของไวรัส (Han et 
al., 2007) โดยในการศึกษาที่ผานมาพบวาลําดับกรดอะมิโนของสวนที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรน
โดเมนนี้มีความอนุรักษในไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือหลายสายพันธุ (Han et al., 
2006) จึงมีความเปนไปไดวาสวนที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมนมีความสําคัญตอไวรัส        
พีอารอารเอส และตอมาเมื่อมีการทดลองดัดแปลงพันธุกรรมของไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุ 
VR2332 ทําใหสวนเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสปราศจากสวนที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมนพบวา
ความเปลี่ยนแปลงนี้มีผลทําใหไวรัสที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมไมสามารถเพิ่มจํานวนในเซลล
เพาะเลี้ยงได (Han et al., 2007) ดังนั้นจึงเปนการยืนยันไดในระดับหนึ่งถึงความสําคัญของลําดับ
กรดอะมิโนบริเวณที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมนของเอ็นเอสพี 2 ตอไวรัสพีอารอารเอส 

 
 
 
ภาพที่ 8  ลักษณะของดีเอ็มวีที่พบในเซลลเพาะเลี้ยงบีเอชเค 21 ที่ติดเชื้อไวรัสอีเอวี (a) ภาพโดยรวมของเซลลที่
ติดเชื้อไวรัสอีเอวี กรอบส่ีเหลี่ยมแสดงบริเวณที่มีดีเอ็มวีอยูเปนจํานวนมาก (b) ภาพขยายของดีเอ็มวี ลูกศรแสดง
บริเวณที่มีการเชื่อมกันของผนังชั้นในและชั้นนอกของดีเอ็มวี ทําใหมีทางเชื่อมระหวางไซโตพลาสมของเซลลกับ
ภายในดีเอ็มวี หัวลูกศร 2 อันแสดงดีเอ็มวีที่มีผนังชั้นนอกที่มีการเชื่อมตอกับผนังของเซลล (c) ภาพขยายของ
ดีเอ็มวี แสดงลักษณะของดีเอ็มวีที่พบโดยทั่วไปโดยมีลักษณะเปนวงปด (d) ดีเอ็มวีที่เชื่อมตอกับเอนโดพลาสมิค
เรทิคูลัม หัวลูกศรแสดงบริเวณที่มีการเชื่อมตอกัน อักษรยอ: N, nucleus; M, mitochondrion; ER, 
endoplasmic reticulum; PM, plasma membrane  เสนนอนแสดงความยาว 1 µm (a) หรือ 100 nm (b, c 
และ d) (Pedersen et al., 1999) 
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7. ความสัมพันธระหวางความหลากหลายของลําดับกรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 และ
ความรุนแรงในการกอโรคของไวรัส 

จากการศึกษาที่ผานมาพบวาลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนบริเวณ 
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสเปนบริเวณที่มีความหลากหลายมาก (Han et al., 2006) และ
จัดไดวาเปนบริเวณที่ไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือและสายพันธุยุโรปมีความแตกตางกันมากที่สุด 
(Allende et al., 1999; Nelsen et al., 1999) เมื่อพิจารณาความหลากหลายของลําดับกรด       
อะมิโนของไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือที่มีการแยกเชื้อไดจากที่ตางๆ พบวาเอ็นเอสพี 2 นั้น
ประกอบไปดวยบริเวณที่มีความอนุรักษและบริเวณที่มีความหลากหลายสูง (Han et al., 2006; 
Han et al., 2007) (ภาพที่ 9) บริเวณที่มีความอนุรักษของเอ็นเอสพี 2 มีทั้งสิ้น 6 ตําแหนงหลักคือ 
1.) กรดอะมิโน 7 ตัวแรกของโปรตีนเอ็นเอสพี 2 โดยคาดวากรดอะมิโนในบริเวณนี้นาจะมี
ความสําคัญเกี่ยวของกับตําแหนงการตัดของปาเปน – ไลคซิสตีนโปรตีเอสของเอ็นเอสพี 1  2.) 
บริเวณที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสซึ่งมีขนาดประมาณ 100 กรดอะมิโน (กรดอะมิโนตําแหนง Y47 
- C147) และ 3.) บริเวณที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมนอีก 4 ตําแหนง (กรดอะมิโนตาํแหนงที ่
876 – 898 ตําแหนงที่ 911 – 930 ตําแหนงที่ 963 – 979 และตําแหนงที่ 989 - 1009) สวนบริเวณ
ที่มีความหลากหลายสูงมีทั้งสิ้น 2 ตําแหนงหลัก ไดแก 1.) บริเวณของกรดอะมิโนที่อยูกอนหนา
สวนที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอส และ 2.) บริเวณของกรดอะมิโนที่อยูระหวางสวนที่คาดวาเปน    
ซิสตีนโปรตีเอสและสวนที่คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมน 

จะเห็นไดวาบริเวณของกรดอะมิโนที่มีความอนุรักษจะเปนบริเวณที่มีความสาํคญั
ตอไวรัส ในขณะที่บริเวณที่มีความหลากหลายสูงนั้น ณ ปจจุบันยังไมทราบวามีหนาที่จําเพาะใดๆ 
โดยเฉพาะบริเวณที่มีความหลากหลายสูงที่อยูระหวางสวนที่คาดวาเปนซิสตีนโปรตีเอสและสวนที่
คาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมนนั้น พบวานอกจากจะเกิดการแทนที่ (substitution) ของกรด   
อะมิโนแลว (เทียบกับไวรัสสายพันธุตนแบบ) ยังสามารถพบการขาดหายไป (deletion) และการ
เขาแทรก (insertion) ของกรดอะมิโนไดอีกดวย 

ส่ิงที่ไดรับความสนใจเปนอยางมากในการศึกษาความหลากหลายของลําดับ
กรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 คือการแยกพบเชื้อไวรัสพีอารอารเอสที่มีการขาดหายไปและการเขา
แทรกของกรดอะมิโนในบริเวณเอ็นเอสพี 2 โดยมีสาเหตุสําคัญที่ทําใหเกิดความสนใจ 2 ประการ
คือ 1. เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสอีเอวีซึ่งเปนไวรัสในกลุมเดียวกันกับไวรัสพีอารอารเอสนั้นไมสามารถ
ทนตอการเกิดการขาดหายไปหรือการเขาแทรกของกรดอะมิโนได (Snijder et al., 1995) และ 2. 
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การขาดหายไปของกรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 อาจมีความเกี่ยวของกับความสามารถในการกอ
โรคของไวรัสพีอารอารเอส 

 

 N’ 
3 1 2 

C’ 
4 1  5 

  
 
ภาพที่ 9 แผนผังแสดงสวนที่มีความอนุรักษและสวนที่มีความหลากหลายสูงบนเอ็นเอสพี 2 กลองส่ีเหลี่ยมสีเทา
แสดงสวนที่มีความอนุรักษ กลองส่ีเหลี่ยมสีดําแสดงสวนที่มีความหลากหลายสูง สามารถแบงบริเวณตางๆ บน
เอ็นเอสพี 2 ไดเปน 5 สวน แสดงโดยหมายเลขดานบนของรูปภาพ สวนที่ 1 คือกรดอะมิโน 7 ตัวแรกของ        
เอ็นเอสพี 2 สวนที่ 2 คือชวงกรดอะมิโนตัวที่ 8 – 46 สวนที่ 3 คือชวงกรดอะมิโนตัวที่ 47 – 147 (สวนที่คาดวา
เปนซิสตีนโปรตีเอส) สวนที่ 4 คือชวงกรดอะมิโนตัวที่ 148 – 875 และสวนที่ 5 คือชวงกรดอะมิโนที่เปนไฮโดร   
โฟบิคและคาดวาเปนทรานซเมมเบรนโดเมน ไดแกกรดอะมิโนตําแหนงที่ 876 – 898 ตําแหนงที่ 911 – 930 
ตําแหนงที่ 963 – 979 และตําแหนงที่ 989 – 1009 (ดัดแปลงจาก Han et al., 2007) 

ในการศึกษาที่ผานมาพบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสอีเอวีนั้นแมจะมีความ
หลากหลายของลําดับกรดอะมิโนเชนเดียวกับเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอส แตซิสตีน       
โปรตีเอสบนเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสอีเอวีจะไมสามารถตัดแยกเอ็นเอสพี 2 และเอ็นเอสพี 3 ไดหาก
เกิดการขาดหายไปหรือการเขาแทรกของกรดอะมิโนบริเวณเอ็นเอสพี 2 แมเพียงเล็กนอย (Snijder 
et al., 1995) ในขณะที่ในกรณีของไวรัสพีอารอารเอสนั้นสามารถพบไดทั้งไวรัสที่มีการขาดหายไป
และการเขาแทรกของกรดอะมิโนที่บริเวณเอ็นเอสพี 2 ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความแตกตางระหวาง 
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสและของไวรัสอีเอวีซึ่งเปนไวรัสตนแบบอยางชัดเจน (Shen et 
al., 2000; Gao et al., 2004; Han et al., 2006; Li et al., 2007)  

ปจจุบันมีการยืนยันในระดับหนึ่งแลววาบริเวณที่มีความหลากหลายสูงของ    
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสสามารถเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนไดเปนจํานวนมาก
โดยที่ไวรัสยังคงสามารถเพิ่มจํานวนในเซลลเพาะเลี้ยงไดแตก็พบวาการขาดหายไปนี้มีขีดจํากัดอยู
เชนกัน โดยพบวาไวรัสพีอารอารเอสที่มีการดัดแปลงพันธุกรรมใหมีการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ในตําแหนงที่ 324 – 726 ของเอ็นเอสพี 2 นั้นยังคงสามารถเจริญเติบโตเพิ่มจํานวนในเซลล
เพาะเลี้ยงได เชนเดียวกับไวรัสที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนในตําแหนงที่ 727 – 813 แตไวรัส
ที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนใน 2 ตําแหนงนี้รวมกัน คือ ตําแหนงที่ 324 – 813 กลับไม
สามารถเจริญบนเซลลเพาะเลี้ยงได ซึ่งอาจเปนไปไดวาเอ็นเอสพี 2 จําเปนตองมีความยาวใน
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ระดับหนึ่งเพื่อใหสามารถเกิดการพับของโปรตีนไดอยางถูกตอง และทําใหเอ็นเอสพี 2 ยังคงทํา
หนาที่ตางๆได (Han et al., 2007) 

ไวรัสพีอารอารเอสที่มีการรายงานวามีการเขาแทรกของกรดอะมิโนบริเวณ      
เอ็นเอสพี 2 คือไวรัสสายพันธุ SP (Shen et al., 2000) ซึ่งเปนไวรัสจากวัคซีนสายพันธุอเมริกา
เหนือ เมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสตนแบบของกลุมสายพันธุอเมริกาเหนือ VR2332 และสายพันธุ 
16244B ซึ่งเปนสายพันธุที่สามารถกอโรคไดทั้งคู พบวาไวรัสสายพันธุ SP นี้มีกรดอะมิโนเขาแทรก
จํานวน 36 ตัว รวมกับการเกิดการแทนที่ของกรดอะมิโนอีก 158 ตัว (เทียบกับ VR2332) ตําแหนง
ที่มีการเขาแทรกนี้สามารถเทียบไดกับตําแหนงระหวางกรดอะมิโนที่ 813 และ 814 ของ VR2332 
(ซึ่งอยูในบริเวณที่มีความหลากหลายสูง) อยางไรก็ตามการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่        
เอ็นเอสพี 2 นี้จะเปนสาเหตุหลักที่ทําใหไวรัสสายพันธุ SP มีการออนกําลังลงหรือไมนั้นยังคงตอง
รอการพิสูจนตอไป เนื่องจากไวรัสสายพันธุ SP และ 16244B มียังมีความแตกตางของลําดับ
กรดอะมิโนที่บริเวณอื่นอีกเชนกัน (ORF2-7 มีความเหมือนกันรอยละ 89-95)  

สําหรับไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือที่มีการรายงานวามีการขาด
หายไปของกรดอะมิโนบริเวณเอ็นเอสพี 2 นั้นมีอยูหลายไอโซเลท ยกตัวอยางเชน HB-2(sh)/2002 
(Gao et al., 2004) SY0608 (Li et al., 2007) MN184A และ MN184B (Han et al., 2006) เปน
ตน เมื่อเปรียบเทียบกับ VR2332 แลวพบวา HB-2(sh)/2002 ซึ่งแยกเชื้อไดจากประเทศจีนพบการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนบริเวณเอ็นเอสพี 2 รวมทั้งสิ้น 12 ตัว เทียบไดเปนตําแหนงระหวาง
กรดอะมิโนที่ 466 ถึง 467 (ภาพที่ 10) SY0608 ซึ่งแยกเชื้อไดจากประเทศจีนเชนกัน พบการขาด
หายไปของกรดอะมิโนทั้งสิ้น 30 ตัว เทียบไดเปนตําแหนงกรดอะมิโนที่ 480 และระหวางตาํแหนงที ่
531 ถึง 559 (ภาพที่ 10) MN184A และ MN184B (แยกเชื้อไดจากประเทศสหรัฐอเมริกา) พบการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนทั้งสิ้น 131 ตัว เทียบไดเปนตําแหนงระหวางกรดอะมิโนที่ 324 ถึง 434 
ตําแหนงที่ 486 และระหวางตําแหนงที่ 505 ถึง 523 (ภาพที่ 10) ซึ่งถือเปนไวรัสพีอารอารเอส  
สายพันธุอเมริกาเหนือที่มีความยาวของสายนิวคลีโอไทดนอยที่สุดในปจจุบัน 
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ภาพที่ 10 อไลนเมนทสวนหนึ่งของเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 MN184B HB-2(sh)/2002 และ SY0608 กรด   
อะมิโนที่มีความอนุรักษแสดงโดยขีดนอน (-) กรดอะมิโนที่มีการขาดหายไปเมื่อเทียบกับ VR2332 แสดงโดย
เครื่องหมายดอกจัน (*) (Li et al., 2007) 

SY0608 นี้แยกเชื้อไดมาจากสุกรที่ปวยและตายจากการระบาดของกลุมอาการไข
สูง (swine high fever syndrome) ในประเทศจีนในชวงป พ.ศ. 2549 ซึ่งในการระบาดครั้งนั้นมี
สุกรปวยและตายเปนจํานวนมาก เมื่อนําไวรัสมาฉีดกลับเขาสุกรทดลองพบวาสุกรมีไขสูง หายใจ
ลําบาก ผิวหนังเปลี่ยนเปนสีแดง อวัยวะภายในเชน ปอด ตับ และ ไต มีจุดเลือดออกกระจายอยู
ทั่วไป มีอัตราการปวยและอัตราการตายสูง  (อัตราการตายรอยละ  50 ซึ่งตางจากไวรัส                 
พีอารอารเอสทั่วไปที่ไมทําใหเกิดการตายในสุกรทดลอง) และเมื่อพิจารณาลําดับกรดอะมิโนของ
ไวรัสสายพันธุนี้ พบวาที่เอ็นเอสพี 2 มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนทั้งสิ้น 30 ตัว (เทียบกับ 
VR2332) ซึ่งมีความเปนไปไดที่ความเปลี่ยนแปลงที่เอ็นเอสพี 2 นี้จะเปนสาเหตุหลักทําให 
SY0608 มีความรุนแรงในการกอโรคมากกวาไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอ่ืนๆ อยางไรก็ตามดวย
ความรูในปจจุบันยังไมทราบวาความเปลี่ยนแปลงที่เอ็นเอสพี 2 หรือที่โปรตีนตัวอื่นๆ ของ SY0608 
สงผลใหความรุนแรงของโรคมีมากขึ้นไดอยางไร 

จากที่กลาวมาแลววาปจจุบันนั้นยังไมสามารถอธิบายถึงกลไกที่ทําใหไวรัส        
พีอารอารเอสที่มีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกตางกันนั้นสามารถกอโรคที่มีรูปแบบหรือความ
รุนแรงที่แตกตางกันได ในอดีตความสนใจสวนใหญจะอยูที่โปรตีนโครงสรางของไวรัสเปนหลักแต
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ในปจจุบันมีการศึกษาที่สามารถใชเปนหลักฐานยืนยันไดวาโปรตีนที่มิใชโครงสรางของไวรัส (แปล
รหัสมาจากสวนโออารเอฟ 1) มีอิทธิพลตอความรุนแรงในการกอโรคของไวรัสได โดยเมื่อทําการ
ดัดแปลงพันธุกรรมของไวรัสจากวัคซีน Ingelvac® PRRS MLV ซึ่งไมมีความรุนแรงในการกอโรค 
ใหมียีนโออารเอฟ 1 เปนของ MN184 (ซึ่งเปนสายพันธุที่มีความรุนแรงในการกอโรค และมีการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนที่เอ็นเอสพี 2 ทั้งสิ้น 131 ตัว) กลาวคือ ไวรัสที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมนั้น
จะมีโออารเอฟ 1 ของ MN184 แตมีโออารเอฟ 2 - 7 ของไวรัสจากวัคซีน เมื่อทําการฉีดเชื้อไวรัสที่
ดัดแปลงพันธุกรรมนี้ใหแกสุกรทดลอง มีผลทําใหทําใหสุกรทดลองมีรอยโรคที่ปอดเกิดขึ้นได 
(Wang et al., 2008)  

จากการทดลองนี้ไดแสดงใหเห็นแลววาโปรตีนสวนโออารเอฟ 1 นั้นมีผลตอ
ความสามารถในการกอโรคของไวรัส และเปนไปไดวาเอ็นเอสพี 2 อาจเปนยีนหนึ่งที่เกี่ยวของกับ
ความสัมพันธนี้ แมวาดวยความรูในปจจุบันจะยังไมสามารถอธิบายไดวาความเปลี่ยนแปลงของ
เอ็นเอสพี 2 ที่บริเวณที่มีความหลากหลายสูงสงผลตอไวรัสอยางไรเนื่องจากไมทราบหนาที่ของ
กรดอะมิโนในบริเวณนี้ แตก็มีหลักฐานที่พบวาไวรัสที่มีการเปลี่ยนแปลงที่บริเวณนี้มีความสามารถ
ในการกอโรคที่รุนแรง 

แมวาปจจุบันหนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย จะสามารถแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือไดหลายสายพันธุ แต
ขอมูลทางดานพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 นั้นมีการรายงานเพียง 1 สายพันธุเทานั้น คือสายพันธุ 
01NP1.2 หมายเลข GenBank accession no. DQ056373 ดังนั้นการศึกษาความหลากหลาย
ของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสเหลานี้จึงนาจะชวยเปนขอมูลพื้นฐานใหกับการศึกษาดานตางๆ ของ
ไวรัสเหลานี้ตอไป  

 
 
 
 
 
 

 

 



 
 

 

บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

1. ตัวอยางทีน่ํามาใชในงานวิจยั 

ตัวอยางที่ใชในการศึกษาในครั้งนี้มีจํานวนทั้งสิ้น 10 ตัวอยาง (ตารางที่ 1) โดย
เปนตัวอยางเนื้อเยื่อ จํานวน 6 ตัวอยาง และเปนตัวอยางไวรัสที่ทําการแยกเชื้อแลว จํานวน 4 
ตัวอยาง ตัวอยางเนื้อเยื่อเหลานี้ไดจากการคัดกรองตัวอยางเนื้อเยื่อจาก 2 แหลง คือ 1. ตัวอยาง
เนื้อเยื่อที่นํามาสงตรวจ  ณ  หนวยชันสูตรโรคสัตว  คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย และ 2. ตัวอยางเนื้อเยื่อจากสุกรที่ถูกนํามาชันสูตรซาก ณ โรงพยาบาลปศสัุตว คณะ
สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย (จังหวัดนครปฐม) โดยในการคัดกรองนั้นจะทําการ
คัดเลือกเฉพาะเนื้อเยื่อที่มีไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือมาใชในงานวิจัยเทานั้น 
สําหรับตัวอยางไวรัสเปนไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก
หนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตัวอยางเนื้อเยื่อและ
ตัวอยางไวรัสที่ใชในการศึกษาในครั้งนี้เก็บมาจากสุกรในชวงป พ.ศ. 2544 - 2551 จากฟารมใน
จังหวัดตางๆ ในภาคกลาง ไดแก จังหวัดนครปฐม จังหวัดราชบุรี และจังหวัดฉะเชิงเทรา 
 
ตารางที่ 1 รายละเอียดของตัวอยางที่ใชในงานวิจัย  

ตัวอยาง จังหวัดที่ตั้งของฟารม ป พ.ศ. ที่เก็บตัวอยาง ประเภทของตัวอยาง 
07NP2 นครปฐม 2550 ตัวอยางไวรัส 
07NP4 นครปฐม 2550 ตัวอยางไวรัส 
08RB1 ราชบุรี 2551 ตัวอยางไวรัส 
01CS1/2 ฉะเชิงเทรา 2544 ตัวอยางไวรัส 
8NP154 ราชบุรี 2551 ตัวอยางเนื้อเยื่อ1

78/51 นครปฐม 2551 ตัวอยางเนื้อเยื่อ2 
8NP59 ภาคกลาง3 2551 ตัวอยางเนื้อเยื่อ1

8NP46 ราชบุรี 2551 ตัวอยางเนื้อเยื่อ1

8NP147 นครปฐม 2551 ตัวอยางเนื้อเยื่อ1

8NP148 ภาคกลาง3 2551 ตัวอยางเนื้อเยื่อ1

1ตัวอยางเนื้อเยื่อจากโรงพยาบาลปศุสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
2ตัวอยางเนื้อเยื่อจากหนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
3ตัวอยางจากฟารมในภาคกลาง แตไมสามารถระบุจังหวัดที่ตั้งได 
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2. การสกัดอารเอ็นเอ (RNA) ของไวรัส 

การสกัดอารเอ็นเอของไวรัสจากตัวอยางเนื้อเยื่อทําโดยนําตัวอยางเนื้อเยื่อมาบด
ใหรวมกับทรายละเอียดดวยครกและสากเพื่อใหอารเอ็นเอของไวรัสหลุดออกมา จากนั้นจึงนํา
เนื้อเยื่อที่บดแลวมาทําการกระจายตะกอนดวยสารละลายอาหารเลี้ยงเซลลเพาะเลี้ยง (Eagle’s 
minimum essential medium) และปนตกตะกอนเพื่อเก็บเฉพาะสวนใส (ซึ่งมีอารเอ็นเอของไวรัส
อยู) มาใชตอไป โดยเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ - 80 0C จนกวาจะมีการนํามาใชงานตอไป 

การสกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางไวรัสและตัวอยางเนื้อเยื่อ (ที่บดละเอียดแลว) ทํา
โดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป Nucleospin® RNA Virus (Macherey-Nagel, Germany) โดยปฏิบัติตาม
ข้ันตอนที่ระบุไวในคูมือ เก็บรักษาตัวอยางอารเอ็นเอที่ไดไวที่อุณหภูมิ - 80 0C จนกวาจะมีการ
นํามาใชงานตอไป 

3. การคัดกรองตัวอยางดวยวิธีอารทีพีซีอาร (reverse transcription - polymerase chain 
reaction, RT-PCR) 

การคัดกรองตัวอยางเนื้อเยื่อทําโดย สกัดอารเอ็นเอของไวรัสออกจากตัวอยาง
เนื้อเยื่อแลวนํามาตรวจสอบดวยวิธีอารทีพีซีอารโดยใชไพรเมอร (primer) ที่มีความจําเพาะตอ
ไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือ (Gilbert et al., 1997) ในแตละปฏิกิริยาของอารที      
พีซีอารนั้นประกอบไปดวย 1.) MaximeTM RT-PCR Premix (iNtRON, Korea) ความเขมขน 1 เทา 
2.) ตัวอยางอารเอ็นเอ 3.) ฟอรเวิรด (forward) และรีเวิรส (reverse) ไพรเมอร อยางละ 5 pmol 
และ 4.) น้ําที่ปราศจากเอนไซมอารเอ็นเอส (RNase) (ใชปรับปริมาตรรวมของปฏิกิริยาใหเปน 20 
ul) อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชในขั้นตอนตางๆ ของปฏิกิริยาอารทีพีซีอารเปนดังนี้คือ 1.) รีเวิรส 
ทรานสคริปทชัน ใชอุณหภูมิ 45 0C 30 นาที 2.) การยับยั้งเอนไซมรีเวิรสทรานสคริปเตส (reverse 
transcriptase) ใชอุณหภูมิ 94 0C 5 นาที 3.) ดีเนเจอรเรชัน (denaturation) ใชอุณหภูมิ 94 0C 30 
วินาที 4.) แอนนีลลิง (annealing) ใชอุณหภูมิ 51 0C 30 วินาที 5.) เอ็กซเทนชัน (extension) ใช
อุณหภูมิ 72 0C 30 วินาที (ซ้ําขั้นตอนที่ 3 – 5 อีก 34 รอบ) และ 6.) เอ็กซเทนชันครั้งสุดทาย ใช
อุณหภูมิ 72 0C 5 นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑจากอารทีพีซีอารดวยอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟเรซิส 
(agarose - gel electrophoresis)  
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4. การสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (cDNA) และปฏกิิริยาพีซีอาร 

การสังเคราะหซีดีเอ็นเอของตัวอยางอารเอ็นเอจากเนื้อเยื่อที่ผานการคัดกรองแลว
และตัวอยางอารเอ็นเอจากไวรัสใชวิธีรีเวิรสทรานสคริปทชัน โดยใน 1 ปฏิกิริยาประกอบไปดวย 1.) 
Omniscript RT บัฟเฟอร ความเขมขน 1 เทา 2.) dNTP Mix อยางละ 10 nmol 3.) Omniscript   
รีเวิรสทรานสคริปเตส 4 ยูนิท (Qiagen, Germany) 4.) แรนดอมไพรเมอร เฮกซะเมอร 20 pmol 
5.) สารยับยั้งเอนไซมอารเอ็นเอส 4 ยูนิท (New England BioLabs, US) 6.) ตัวอยางอารเอ็นเอ 
และ 7.) น้ําที่ปราศจากเอนไซมอารเอ็นเอส (ใชปรับปริมาตรรวมของปฏิกิริยาใหเปน 20 ul) 
เหนี่ยวนําใหเกิดปฏิกิริยารีเวิรสทรานสคริปทชัน ที่อุณหภูมิ 37 0C เปนเวลา 60 นาที เก็บรักษา  
ซีดีเอ็นเอที่ไดไวที่อุณหภูมิ -20 หรือ -80 0C จนกวาจะมีการนํามาใชงานตอไป 

ในแตละปฏิกิริยาของพีซีอารนั้นประกอบไปดวย 1.) Go Taq® Green Master 
Mix (Promega, US) ความเขมขน 1 เทา 2.) ฟอรเวิรดและรีเวิรสไพรเมอร อยางละ 50 pmol 3.) 
ตัวอยางซีดีเอ็นเอ และ 4.) น้ําที่ปราศจากเอนไซมอารเอ็นเอส (ใชปรับปริมาตรรวมของปฏิกิริยาให
เปน 50 ul) อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชในขั้นตอนตางๆ ของปฏิกิริยาพีซีอารเปนดังนี้คือ 1.)     
ดีเนเจอรเรชันเริ่มตน ใชอุณหภูมิ 95 0C 2 นาที 2.) ดีเนเจอรเรชัน ใชอุณหภูมิ 95 0C 30 วินาที 3.) 
แอนนีลลิง ใชอุณหภูมิ 50 - 65 0C (ปรับตามความเหมาะสม) 30 วินาที 4.) เอ็กซเทนชัน ใช
อุณหภูมิ 72 0C 30 – 90 วินาที (ปรับตามความเหมาะสม) (ทําซ้ําขั้นตอนที่ 2 – 4 อีก 34 รอบ) 
และ 5.) เอ็กซเทนชันครั้งสุดทาย ใชอุณหภูมิ 72 0C 5 นาที 

ไพรเมอรที่ใชปฏิกิริยาพีซีอารในการศึกษาครั้งนี้ (รายละเอียดของไพรเมอร
ทั้งหมดแสดงในตารางที่ 2) สวนหนึ่งถูกออกแบบใหครอบคลุมชวงนิวคลีโอไทดที่ 863 – 2,226 
ของเอ็นเอสพี 2 ซึ่งเปนชวงที่ครอบคลุมบริเวณที่มีการการขาดหายไปของนิวคลีโอไทดของ 
MN184A (Han et al., 2006) และ SY0608 (Li et al., 2007) และไพรเมอรอีกสวนหนึ่งจะ
ครอบคลมุเอ็นเอสพี 2 โดยสมบูรณ (ตารางที่ 3)  

ไพรเมอร F10 R10 F11 R11 F12 R12 และ F17 ออกแบบโดยใชขอมูลจากการ
ทําอไลนเมนท (alignment) ของไวรัสพีอารอารเอสไอโซเลทตางๆ ที่มีการรายงานอยูใน GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ไพรเมอร F9 และ R9 ออกแบบตามไพรเมอรที่เคยมีการรายงาน
ไวแลว (Gao et al., 2004) และไพรเมอรที่เหลือออกแบบโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ    
เอ็นเอสพี 2 หลังจากการทําพีซีอารดวยไพรเมอรตางๆ ที่ไดกลาวมาแลว 
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นําผลิตภัณฑจากพีซีอารที่ไดมาตรวจสอบดวย 1.5 % อะกาโรสเจล             
อิเล็คโตรโฟเรซิส โดยยอมเจลดวยเอทธิเดียมโบรไมดแลวตรวจสอบการปรากฏของผลิตภัณฑจาก
พีซีอารภายใตแสงยูวี จากนั้นจึงทําการสกัดผลิตภัณฑจากพีซีอารออกจากเจลโดยการตัดเจล 
บริเวณที่คาดวามีผลิตภัณฑจากพีซีอารมาสกัดดวยชุดสกัดสําเร็จรูป NucleoSpin® Extract II 
(Macherey-Nagel, Germany) เก็บรักษาผลิตภัณฑจากพีซีอารไวที่อุณหภูมิ -20 หรือ -80 0C 
จนกวาจะมีการนํามาใชงานตอไป 
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ตารางที่ 2 ไพรเมอรที่ใชในงานวิจัย 
ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’ → 3’) ตําแหนงนิวคลีโอไทด1 

F10 TGGCACTGCATTTCCGCCAT 169 – 188 
R10 TCGGCCAGAGCRGCTGGGAT 547 – 566 
F11 GATTGGGATGTTGTGCTYCCTGG 862 – 884 
R11 GACARRCTTYGTTYTTCGAGG 1315 – 1335 
F12 TCATCAAGCAGCTCCYTGTC 1867 – 1886 
R12 GCACYYACGGAAGGTGCAGG 2206 – 2225 
F9 AACCCTCTGAAAAACCCATC 3227 – 3246 
R9 GCCAAAGAGAAACCAACAAC (+477) – (+496)2

F14 TGAYTGGGCYACTGACGAGGA 252 – 272 
R15 TCCCACATGCGRGAAAGCCA 2044 – 2063 
F15.1 TGCACTTGCCTAGTGGCGTT 527 – 545 
R15.1 CCGAGTCAATGACGGCTTGAG 1919 – 1939 
F15.2 CTTTGACGATGCCACCATCCC 1277 – 1297 
R15.2 TCAATGATGGCTTGAGCCGAG 1914 – 1934 
F15.3 GCTGAGGTAATGCACCTGCCTA 517 – 538 
R15.3 GACCGCCCGAGTCAATGATG 1926 – 1945 
F15.4 CCTGCCTGCCTTGATCGACTA 496 – 516 
R15.4 GGCGTGTGATCTCCACACTC 1887 – 1906 
F15.5 CTGCCGAGCGGATTAAGCGA 1141 – 1160 
R15.5 ATGATGGCTTGAGCCGAGTAT 1911 – 1931 
F15.6 AGGTTGACCTAAAGGCTTGGG 1244 – 1264 
R15.6 CGAGTCGATGATGGCTTGAACG 1917 – 1938 
F15.7 TGGGCAGTTGAGCAGGTTGATTTA 1231 – 1254 
R15.7 CCGAGTATCTCGGGCGTGTA 1899 – 1918 
F17 AGTACCTACAGCGGAGGCTGC (-236) – (-216)3

R17 TCCTCGTCAGTRGCCCARTCA 252 – 272 
F16 TTTCTCCCRAAGATGATACTCG 2137 – 2158 
R16 ATAAGGCTGGGCAACCACAG 3287 – 3306 

1ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่คาดวาไพรเมอรจับ โดยคิดอางอิงจากเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332  
2ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่คาดวาไพรเมอรจับอยูนอกเอ็นเอสพี 2 มาทางดานปลาย 3’ (อยูบนเอ็นเอสพี 3) 
3ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่คาดวาไพรเมอรจับอยูนอกเอ็นเอสพี 2 มาทางดานปลาย 5’ (อยูบนเอ็นเอสพี 1) 
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ตารางที่ 3 คูไพรเมอรในแตละตัวอยางและชิ้นสวนของเอ็นเอสพี 2 ที่ได 
ตัวอยาง คูไพรเมอรที่ใช ชิ้นสวนของเอ็นเอสพี 2 ที่ได1 
07NP2   F17R17  F10R10  F14R11  F11R11  F11R15 F12R12 F16R16  F9R9 เอ็นเอสพี 2 ที่สมบูรณ 
07NP4  F17R17  F10R10  F14R11  F11R11  F11R15 F12R12 F16R16  F9R9 เอ็นเอสพี 2 ที่สมบูรณ 
08RB1   F17R17  F10R10  F14R11  F11R11  F11R15 F12R12 F16R16  F9R9 เอ็นเอสพี 2 ที่สมบูรณ 
8NP154 

   
   
   

 F17R17  F10R10 F12R12 F16R16 F9R9 F15.1R15.1  เอ็นเอสพี 2 ที่สมบูรณ 
8/51  F17R17  F10R10  F12R12 F15.3R15.3  1 – 2,205 
8NP59  F17R17 F10R10  F12R12 F15.4R15.4  1 – 2,205 
01CS1/2  F11R11  F12R12  F15.5R15.5  885 – 2,205 
8NP46  F11R11 F12R12 F15.2R15.2 885 – 2,205 
8NP147  F11R11 F12R12 F15.6R15.6 885 – 2,205 
8NP148  F11R11 F12R12 F15.7R15.7 885 – 2,205 

1ชิ้นสวนของเอ็นเอสพี 2 ที่ไดจากไพรเมอรนั้นๆ โดยแสดงเปนตําแหนงของนิวคลีโอไทดบนเอ็นเอสพี 2 (อางอิงจาก VR2332) หรือนิวคลีโอไทดที่สมบูรณ (1 – 3,591) 
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5. การโคลน (clone) และการสกัดพลาสมิด   

การโคลนผลิตภัณฑจากพีซีอารเขาสูพลาสมิดทําโดยใชชุดสําเร็จรูป pGEM®-T 
Easy Vector System (Promega, US) โดยปฏิบัติตามคูมือของชุดสําเร็จรูป ไดเปน                     
รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มีผลิตภัณฑจากพีซีอารที่ตองการหาลําดับนิวคลีโอไทดแทรกอยู จากนั้น
จึงยายรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ JM109 (Promega, 
US) ดวยวิธีการทรานซฟอรเมชันดวยแคลเซียมคลอไรด (CaCl2-induced transformation) ซึ่งทํา
ใหไดเปนไดเปนรีคอมบิแนนท E. coli 

การสกัดพลาสมิดออกจากรีคอมบิแนนท E. coli เร่ิมจากการเพิ่มปริมาณ    
พลาสมิดโดยนํารีคอมบิแนนท E. coli มาเพิ่มจํานวนโดยนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแอลบี (LB) 
ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน ที่อุณหภูมิ 37 0C เปนเวลา 8 – 16 ชั่วโมง จากนั้นทําการสกัด    
พลาสมิดออกจากแบคทีเรียดวยชุดสําเร็จรูป NucleoSpin® plasmid kit (Macherey-Nagel, 
Germany) โดยปฏิบัติตามคูมือของชุดสําเร็จรูป เก็บรักษาพลาสมิดที่ไดไวที่อุณหภูมิ -20 หรือ      
-80 0C จนกวาจะมีการนํามาใชงานตอไป 

6. การตรวจสอบลาํดับนวิคลีโอไทด ลําดับกรดอะมิโน และการวิเคราะหผล 

ในการศึกษาครั้งนี้ไวรัสแตละตัวอยางจะถูกนํามาทําพีซีอารดวยไพรเมอร 
ประมาณ 3 – 8 คู เพื่อใหไดลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ตามที่ระบุไว (ตารางที่ 3) ลําดับ   
นิวคลีโอไทดที่ไดมามีลักษณะเปนชวงที่ซอนทับกัน (ภาพที่ 11) การนําลําดับนิวคลีโอไทดแตละ
ชวงเหลานี้มาตอกันใหเปนนิวคลีโอไทด 1 เสนที่สมบูรณทําโดยใชซอฟทแวร MEGA4 (Tamura et 
al., 2007)  

การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดแตละชวงทําโดยเลือกรีคอมบิแนนท E. coli ที่มี
ดีเอ็นเอของเอ็นเอสพี 2 ชวงที่สนใจมา 3 โคลน ทําการสกัดพลาสมิดและตรวจสอบลําดับ            
นิวคลีโอไทดดวยเครื่องออโตเมทเตดดีเอ็นเอซีเควนเซอร (automated DNA sequencer) โดยใช
ไพรเมอรมาตรฐาน 2 ตัว คือ T7 ฟอรเวิรดไพรเมอรและ SP6 รีเวิรสไพรเมอรรายงานผลการ
ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดเปนคอนเซนซัสนิวคลีโอไทด (consensus nucleotide) และแปลง
เปนลําดับกรดอะมิโนดวยซอฟทแวร MEGA4 (Tamura et al., 2007)  

การวิเคราะหรูปแบบหรือตําแหนงที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ        
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยทําโดยใชวิธีมัลทิเปลอไลนเมนท (multiple alignment) ของ
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ลําดับกรดอะมิโนในชวงกรดอะมิโนที่ 296 – 735 ของเอ็นเอสพี 2 (นิวคลีโอไทดที่ 888 – 2,205) 
(อางอิงจากตําแหนงของ VR2332) ดวยโปรแกรม Clustal W ของซอฟทแวร MEGA4 (Thompson 
et al., 1994) ลําดับกรดอะมิโนของไวรัสที่นํามาใชในการทําอไลนเมนทคร้ังนี้แสดงในตารางที่ 4 
การทํา อไลนเมนทคร้ังนี้ กําหนดคา gap opening penalty = 4 คา gap extension penalty = 
0.2 โดยใช BLOSUM โปรตีนเมทริกซและปรับรูปแบบอไลนเมนทที่ไดตามความเหมาะสมอีกครั้ง 

การศึกษาระดับความแตกตางทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ระหวางไวรัสใน
ประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้และระดับความแตกตางเมื่อเปรียบเทียบกับ 01NP1.2 VR2332 
MN184 SY0608 และ Lelystad ทําโดยการทําแพรไวส (pairwise) อไลนเมนทของลําดับกรด    
อะมิโนในชวงกรดอะมิโนที่ 296 – 735 ของเอ็นเอสพี 2 ดวยโปรแกรม Clustal W ของซอฟทแวร 
MEGA4 (Tamura et al., 2007) และคํานวณคารอยละความเหมือนของกรดอะมิโน (amino acid 
identity) หรือความเหมือนของนิวคลีโอไทด (nucleotide identity) ของไวรัสแตละคู  

การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของซิสตีนโปรตีเอส (cysteine protease, CP) 
โดเมนและจุดตัด ทําโดยการทําอไลนเมนทของลําดับกรดอะมิโนในชวงซิสตีนโปรตีเอสโดเมนและ
ชวงที่เปนจุดตัดของเอนไซมของ 07NP2 07NP4 08RB1 8NP59 8NP154 78/51 VR2332 ไวรัส  
อีเอวี (DQ846750) และไวรัสแอลดีวี (LDU15146)  

การสรางแผนภูมิตนไมไฟโลเจเนติค (phylogenetic tree) ใชโปรแกรม 
MegAlign (DNASTAR, Madison, WI, USA) โดยใชอไลนเมนทชวงลําดับนิวคลีโอไทดที่ 885 – 
2,205 ของเอ็นเอสพี 2 (อางอิงจากตําแหนงของ VR2332) ซึ่งไดจากการคํานวณดวยโปรแกรม 
Clustal W ของซอฟทแวร MEGA4 (Tamura et al., 2007) (ดังที่ไดกลาวมาแลว) การสราง
แผนภูมิตนไมใชวิธีคลัสตอล (Clustal method) คํานวณคาบูทสเตรป (bootstrap) ของโหนด 
(node) โดยคํานวณซ้ํา 2,000 คร้ัง       
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ภาพที่ 11 ตําแหนงโดยสังเขปของผลิตภัณฑจากพีซีอารที่เกิดจากไพรเมอรบางคู เลขดานบนของเอ็นเอสพี 2 
แสดงตําแหนงตางๆ บนเอ็นเอสพี 2 (หนวยเปนนิวคลีโอไทด) ตั้งแตนิวคลีโอไทด ที่ 1 – 3,591 

 
 
 

ตารางที่ 4 ไวรสัพีอารอารเอสไอโซเลทตางๆ ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้1 
ไอโซเลท หมายเลข ไอโซเลท หมายเลข 
01NP1.2  (Thailand) DQ056373 CH-1R (China) EU807840 
Lelystad (Netherlands) M96262 CH2002 (China) EU880438 
VR2332 (USA) AY150564 CH2003 (China) EU880440 
MN184 (USA) EF484031 CH2004 (China) EU880439 
NVSL 97-7985 (USA) AF325691 SHB (China) EU864232 
NVSL 97-7895 (USA) AY545985 HN1 (China) AY457635 
JA142 (USA) AY424271 BJ-4 (China) AF331831 
16244B (USA) AF046869 PRRSV02 (China) FJ175688 
Ingelvac (vaccine) EF484003 PRRSV03 (China) FJ175689 
RespPRRS (vaccine) AF0066183 GD (China) EU109503 
SP (vaccine) AF184212 CH1-a (China) AY032626 
PA8 (Canada) AF176348 HB-1 (China) AY150312 
17704A (Denmark) AF303354 HB-2 (China) AY262352 
17738B (Denmark) AF303355 SY0608 (China) EU144079 
EDRD-1 (Japan) AB288356 PL97-1 (Korea) AY585241 

1ขอมูลจาก GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

1. การตรวจสอบขนาดของลําดับนวิคลีโอไทดเบื้องตน 

จากการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ในชวงนิวคลีโอไทดที่ 885 – 
2,205 ของไวรัสพีอารอารเอสกลุมสายพันธอเมริกาเหนือในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้ ใน
เบื้องตนพบวาลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 จากตัวอยาง 9 ตัวอยาง (จากที่ศึกษาทั้งสิ้น 10 
ตัวอยาง) มีขนาดสั้นกวาขนาดที่ไดจากการวิเคราะหเปรียบเทียบกับ VR2332 ซึ่งเปนไวรัสตนแบบ
ของไวรัสในกลุมสายพันธุอเมริกาเหนือ (ตารางที่ 5) มีเพียงเอ็นเอสพี 2 ของ 8NP147 เทานั้นที่มี
ขนาดตรงตามที่วิเคราะห ซึ่งหมายความวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยจากการศึกษาใน
คร้ังนี้สวนใหญมีขนาดสั้นกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332  

จากการศึกษาพบวาลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ชวงนิวคลีโอไทดที่ 885 – 
2,205 จากตัวอยาง 07NP2 07NP4 และ 78/51 มีขนาด 1,180 nt ในขณะที่เอ็นเอสพี 2 ในชวง
เดียวกันนี้ของ VR2332 มีขนาด 1,321 nt ซึ่งหมายความวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศไทย
ทั้ง 3 ตัวอยางนี้มีขนาดสั้นกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 ในชวงนิวคลีโอไทดเดียวกันจํานวน 141 
nt (47 กรดอะมิโน) ลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ในชวงเดียวกันนี้ (ชวงนิวคลีโอไทดที่ 885 – 
2,205) จากตัวอยาง 08RB1 และ 8NP154 มีขนาด 1,027 nt ซึ่งถือวาเอ็นเอสพี 2 ในชวงนี้ของ
ตัวอยาง 08RB1 และ 8NP154 มีขนาดสั้นกวาเอ็นเอสพี 2 ในชวงเดียวกันของ VR2332 จํานวน 
294 nt (98 กรดอะมิโน) ในกรณีของตัวอยาง 01CS1/2 และ 8NP148 พบวาไวรัสทั้ง 2 มีขนาด
ของลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ในชวงนี้ 1,318 nt ซึ่งหมายความวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัส
ทั้ง 2 นี้มีขนาดสั้นกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 จํานวน 3 nt (1 กรดอะมิโน) ลําดับนิวคลีโอไทด
ในชวงนี้ของเอ็นเอสพี 2 ของตัวอยาง 8NP59 และ 8NP46 มีขนาด 937 nt และ 1,024 ตามลําดับ 
ซึ่งมีขนาดสั้นกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 ในชวงเดียวกันนี้จํานวน 384 nt (128 กรดอะมิโน) 
และ 297 nt (99 กรดอะมิโน) ตามลําดับ 

จากขอมูลเบื้องตนดานขนาดของลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ชวง           
นิวคลีโอไทดที่ 885 – 2,205 นี้สรุปไดวา นอกจาก 8NP147 แลวตัวอยางทั้งหมดที่ทําการศึกษาใน
คร้ังนี้ มีขนาดของเอ็นเอสพี 2 ที่ส้ันกวาเอ็นเอสพี 2 ในชวงเดียวกันของ VR2332 โดยขนาดของ 
เอ็นเอสพี 2 ที่ส้ันลงนี้มีจํานวนตั้งแต 3 nt (1 กรดอะมิโน) จนถึง 384 nt (128 กรดอะมิโน) 

 

 



 41

 

 

 

 

ตารางที่ 5  ขนาดของเอ็นเอสพี 2 ในชวงที่ศึกษาของตัวอยางตางๆ เทียบกับขนาดของเอ็นเอสพี 2 ในชวง
เดียวกันของ VR2332  

ตัวอยาง ขนาดของเอ็นเอสพี 2 ชวงที่ศึกษา1 (nt) ผลตางเมื่อเทียบกับ VR23322 (nt) 
07NP2  1,180 -141 
07NP4 1,180 -141 
08RB1  1,027 -294 
8NP154 1,027 -294 
78/51 1,180 -141 
8NP59 937 -384 
01CS1/2 1,318 -3 
8NP46 1,024 -297 
8NP147 1,321 0 
8NP148 1,318 -3 

1ขนาดของเอ็นเอสพี 2 ชวงนิวคลีโอไทดที่ 885 – 2,205 (1,321 nt) 
2ผลตางระหวางตัวเลขในคอลัมน ขนาดของเอ็นเอสพี 2 ชวงที่ศึกษา (nt) และขนาดในชวงเดียวกันของ VR2332 
(1,321 nt) เครื่องหมายลบแสดงถึงขนาดของเอ็นเอสพี 2 ชวงที่ศึกษามีขนาดนอยกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 
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2. การวิเคราะหรูปแบบของการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 

เมื่อทําการศึกษาตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 
ของไวรัสพีอารอารเอสจากตัวอยางในประเทศไทยเพื่อเปรียบเทียบกับตําแหนงที่เกิดการขาด
หายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ของ MN184 (Han et al., 2006) และ SY0608 (Li et al., 
2007) พบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้มีตําแหนงที่เกิด
การขาดหายไปของกรดอะมิโนแตกตางกันไป โดยมีตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโน
รวมทั้งสิ้น 3 ตําแหนง ซึ่งบางตําแหนงนั้นมีความใกลเคียงกับตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของ
กรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ของ MN184 (ตารางที่ 6 และภาพที่ 12) ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวา
ปจจุบันในประเทศไทยมีไวรัสพีอารอารเอสที่มีเอ็นเอสพี 2 ที่มีตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของ
กรดอะมิโนคลายคลึงกับการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ MN184 

จากการศึกษาโดยการทําอไลนเมนทของเอ็นเอสพี 2 ชวงกรดอะมิโนที่ 296 – 
735 (นิวคลีโอไทดที่ 886 – 2,205) ของไวรัสในประเทศไทยรวมกับไวรัสพีอารอารเอสสายพันธ
อเมริกาเหนือจากประเทศตางๆ พบวาไวรัสในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้มีตําแหนงที่เกิดการขาด
หายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 รวมทั้งสิ้น 3 ตําแหนงโดยสังเขป (A B และ C ดังภาพที่ 12) 
ไดแก ตําแหนงประมาณชวงกรดอะมิโนที่ 300 – 430 (ตําแหนง A ในภาพที่ 12) ตําแหนง
ประมาณชวงกรดอะมิโนที่ 460 – 475 (ตําแหนง B ในภาพที่ 12) และตําแหนงกรดอะมิโนที่ 513 
(ตําแหนง C ในภาพที่ 12) (ตําแหนงตางๆ คิดเทียบกับตําแหนงบนเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332) 

จากการศึกษาพบวาเอ็นเอสพี 2 ของ 07NP2 07NP4 และ 78/51 มีตําแหนงที่
เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนเปนเชนเดียวกัน (ภาพที่ 12) โดยเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสทั้ง 3 นี้มี
การขาดหายไปของกรดอะมิโนทั้งสิ้น 2 ตําแหนง ไดแกการขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวง
กรดอะมิโนที่ 328 – 365 (38 กรดอะมิโน) และชวงกรดอะมิโนที่ 466 – 474 (9 กรดอะมิโน) 
(อางอิงจากตําแหนงบนเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332) ตัวอยาง 8NP154 และ 08RB1 มีตําแหนงที่
เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 เปนเชนเดียวกัน โดยมีการขาดหายไปของ
กรดอะมิโน 2 ตําแหนง คือการขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวงกรดอะมิโนที่ 333 – 429 (97 
กรดอะมิโน) และที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 471 (1 กรดอะมิโน) เอ็นเอสพี 2 ของตัวอยาง 8NP46 กม็ี
ตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนเปนเชนเดียวกับเอ็นเอสพี 2 ของตัวอยาง 8NP154 
และ 08RB1 แตจะมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 513 (1 กรดอะมิโน) 
เพิ่มข้ึนมาอีก 1 ตําแหนง ตัวอยาง 8NP59 มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 รวม
ทั้งสิ้น 2 ตําแหนงคือชวงกรดอะมิโนที่ 303 – 429 (127 กรดอะมิโน) และที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 
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471 (1 กรดอะมิโน) ตัวอยาง 01CS1/2 และ 8NP148 มีรูปแบบการการขาดหายไปของกรด      
อะมิโนในลักษณะเดียวกัน คือมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนงที่ 471 (1 กรดอะมิโน)  

เมื่อเปรียบเทียบกับตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 
ของ MN184 และ SY0608 แลวพบวาตัวอยางสวนใหญจากการศึกษาในครั้งนี้มีตําแหนงที่เกิด
การขาดหายไปของกรดอะมิโนคลายคลึงกับของ MN184 เนื่องจากพบการขาดหายไปของกรด  
อะมิโนในตําแหนงที่ซอนทับหรือเหลื่อมซอนกันกับการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ MN184 
(ภาพที่ 12) โดยเฉพาะการขาดหายไปของกรดอะมิโนดานปลายอะมิโน (N terminus) (ตําแหนง A 
ในภาพที่ 12) อยางไรก็ตามการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่พบในชวงนี้ (ตําแหนง A) ของไวรัสใน
ประเทศไทยโดยมากจะมีขนาดเล็กกวาเมื่อเปรียบเทียบกับ MN184 มีเพียง 8NP59 เทานั้นที่มีการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวงตําแหนง A ที่มีขนาดกวางกวาการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ของ MN184 (127 กรดอะมิโนของ 8NP59 เปรียบเทียบกับ 111 กรดอะมิโนของ MN184) 
นอกจากนี้ยังพบวาเอ็นเอสพี 2 ของ 8NP46 ยังมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนดานปลาย       
คารบอกซิล (C terminus) (ตําแหนง C ในภาพที่ 12) ซึ่งซอนอยูในการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ดานปลายคารบอกซิลของ MN184 อีกดวย  

จากภาพที่ 12 เมื่อพิจารณาตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ
ไวรัสในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้จะพบวาจากจํานวนตัวอยางที่ศึกษาทั้งสิ้น 10 ตัวอยาง พบมี
การขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนง A (ประมาณชวงกรดอะมิโนที่ 300 – 430) จํานวน 7 
ตัวอยาง ขนาดของการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่พบมีความหลากหลายในระดับหนึ่ง โดย
สามารถพบการขาดหายไปของกรดอะมิโนในตําแหนงนี้ได 3 ขนาด คือ ขนาด 38 กรดอะมิโน 
(07NP2 07NP4 และ 78/51) ขนาด 97 กรดอะมิโน (8NP46 8NP154 และ 08RB1) และขนาด 
127 กรดอะมิโน (8NP59) 

ไวรัสในประเทศไทยที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนง B (ประมาณ
ชวงกรดอะมิโนที่ 460 – 475) มีจํานวน 9 ตัวอยางจากที่ศึกษาทั้งสิ้น 10 ตัวอยาง จาก 9 ตัวอยาง
ที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนง B นี้ มีอยู 6 ตัวอยางที่มีการขาดหายไปของกรด     
อะมิโนที่ตําแหนงเดียวกัน คือที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 471 (1 กรดอะมิโน) ซึ่งไดแกตัวอยาง 
01CS1/2 8NP148 8NP46 8NP154 08RB1 และ 8NP59 ในสวนของ 3 ตัวอยางที่เหลือ ซึ่งไดแก 
07NP2 07NP4 และ 78/51 มีตําแหนงการขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวงนี้เปนเชนเดียวกันโดย
จะมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่กวางกวาการขาดหายไปของกรดอะมิโนของไวรัสที่กลาว
มาแลว คือ มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนจํานวน 9 กรดอะมิโน ที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 466 - 
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474 ไวรัสในประเทศไทยที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนง C (ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 
513) มีเพียง 1 ตัวอยางเทานั้น คือ 8NP46   

จากการศึกษาตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ของ
ไวรัสในประเทศไทยพบวามีไวรัสจากบางตัวอยางที่มีตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโน
คลายคลึงกับตําแหนงการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ MN184 ซึ่งไดแก 07NP2 07NP4 78/51 
8NP46 8NP154 08RB1 และ 8NP59 อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ไมพบตัวอยางที่มีลักษณะ
การการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่คลายคลึงกับ SY0608 แตอยางใด (ในสวนของ 07NP2 
07NP4 08RB1 และ 8NP154 ซึ่งมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ที่สมบูรณนั้นไมพบมี
การขาดหายไปหรือการเขาแทรกของกรดอะมิโนที่ตําแหนงใดอีกนอกจากตําแหนงที่กลาวมาแลว)  
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ตารางที่ 6 ตําแหนงที่คาดวาเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนของตัวอยางที่ศึกษา  

ตัวอยาง 
ตําแหนงที่คาดวาเกิดการขาด
หายไปของกรดอะมิโน1

(ตําแหนงของกรดอะมิโน) 

ขนาดของการขาดหายไป
ของกรดอะมิโน 
(กรดอะมิโน) 

ขนาดรวมของการขาด
หายไปของกรดอะมิโน 

(กรดอะมิโน) 
07NP2  328 - 365 38 47 
 466 – 474 9  
    

07NP4 328 - 365 38 47 
 466 – 474 9  
    

78/51 328 - 365 38 47 
 466 – 474 9  
    

8NP154 333 – 429 97 98 
 471 1  
    

08RB1  333 – 429 97 98 
 471 1  
    

8NP46 333 – 429 97 99 
 471 1  
 513 1  
    

8NP59 303 – 429 127 128 
 471 1  
    

01CS1/2 471 1 1 
    

8NP148 471 1 1 
    

8NP147 - - - 
1ตําแหนงที่เกิดการการขาดหายไปของกรดอะมิโนเมื่อเปรียบเทียบกับ VR2332 โดยเริ่มนับจากกรดอะมิโนตัว
แรกของเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 เปนกรดอะมิโนตัวที่ 1  
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เอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 (1,197 กรดอะมิโน) 
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ภาพที่ 12 แผนผังตําแหนงการเก
MN184 และ SY0608 ในชวงกร
อะมิโนเปนตําแหนงที่อางอิงจาก V
ในตําแหนงนั้นๆ (แสดงเปนจาํนวน

 

A

5 46

333 - 429

 - 429

324 - 434

333 - 429

(-97)

(-97)

127)

(-111)

ิดการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ดอะมิโนที่ 296 – 735 ตัวเลขแสด
R2332 ตัวเลขในวงเล็บแสดงปริมา
กรดอะมิโน)  
471

6 - 474

471 513

471

487 505 - 523

482 533 - 561

471

(-1) (-1)

(-1)

(-9)

(-1)

(-1) (-19)

(-1) (-29)

(-1)

บนเอ็นเอสพี 2 ของตัวอยางที่ศึกษา และ 
งตําแหนงการเกิดการขาดหายไปของกรด   
ณการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่เกิดขึ้น
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3. การศึกษาระดับความแตกตางทางพนัธุกรรม 

แมวาไวรัสพีอารอารเอสบางสวนจากการศึกษาในครั้งนี้จะมีตําแหนงที่เกิดการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ที่คลายคลึงกับการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ 
MN184 อยางไรก็ตามลําดับกรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยที่
ศึกษาเหลานี้มีความแตกตางจากทั้ง MN184 และ SY0608 คอนขางมาก โดยพบวาคาความ
เหมือนของกรดอะมิโนระหวางเอ็นเอสพี 2 ชวงกรดอะมิโนที่ 296 – 375 ของไวรัสพีอารอารเอสใน
ประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้เปรียบเทียบกับ MN184 และ SY0608 มีคาตั้งแตรอยละ 60.0 – 65.0 
และรอยละ 69.5 – 75.5 ตามลําดับ (ตารางที่ 7)  

ไวรัสในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้มีความแตกตางจาก 01NP1.2 ซึ่งเปนไวรัส 
พีอารอารเอสไอโซเลทแรกของประเทศไทยที่ทําการถอดรหัสสมบูรณทั้งจีโนม (แยกเชื้อไดใน พ.ศ. 
2544) โดยมีคาความเหมือนของกรดอะมิโนประมาณรอยละ 65.4 – 74.9 และเมื่อเทียบกับ 
VR2332 ซึ่งเปนไวรัสตนแบบของสายพันธุอเมริกาเหนือพบวามีคาใกลเคียงกัน คือ มีคาประมาณ
รอยละ 65.7 – 75.3 อยางไรก็ตามเมื่อทําการเปรียบเทียบกับ Lylestad ซึ่งเปนไวรัสตนแบบของ
สายพันธุยุโรปพบวามีคาประมาณรอยละ 37.8 – 40.5 เทานั้น (ตารางที่ 7)  

ไวรัสในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูง
ดังจะเห็นไดจากคาความเหมือนของนิวคลีโอไทดของไวรัสเหลานี้มีคาตั้งแตรอยละ 77.0 – 99.7 
และมีคาความเหมือนของกรดอะมิโนตั้งแตรอยละ 68.1 – 99.5 (ตารางที่ 8) ตัวอยางคูทีม่คีาความ
เหมือนมากที่สุดคือคูระหวาง 07NP2 และ 07NP4 ซึ่งเปนไวรัสจากฟารมเดียวกัน (จังหวัด
นครปฐม) แตทําการเก็บตัวอยางในชวงเวลาที่แตกตางกันประมาณ 3 เดือน ในขณะที่ตัวอยางคูที่
มีคาต่ําสุดคือคูระหวาง 8NP147 และ 8NP154 ซึ่งเปนตัวอยางจากฟารมในจังหวัดนครปฐมและ
ราชบุรี ตามลําดับ    
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ตารางที่ 7 คาความเหมือนของกรดอะมิโน (รอยละ) 1 

คาความเหมือนของกรดอะมิโนเมื่อเปรียบเทียบกับ 
ตัวอยาง 

VR2332 01NP1.2 MN184 SY0608 Lelystad 
07NP2  69.9 69.7 63.3 72.1 38.3 
07NP4 69.7 69.4 63.6 72.1 38.3 
08RB1  65.7 65.4 60.0 69.5 40.0 
8NP154 67.5 67.2 63.9 72.1 40.5 
78/51 68.9 68.7 65.0 71.3 38.4 
8NP59 66.9 66.6 62.7 73.7 40.8 
01CS1/2 75.3 74.9 62.9 75.5 37.8 
8NP46 67.7 67.4 62.3 73.9 40.2 
8NP147 72.5 72.0 62.7 75.1 39.5 
8NP148 74.2 73.8 60.7 72.1 38.8 

1คํานวณจากการทําอไลนเมนทชวงกรดอะมิโนที่ 296 – 735 (ตําแหนงอางอิงจาก VR2332) 

 



 49
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ตารางที่ 8 คาความเหมือนของกรดอะมิโน (รอยละ) และคาความเหมือนของนิวคลีโอไทด (รอยละ) ของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทย1 

     07NP2 07NP4 08RB1 8NP154 78/51 8NP59 01CS1/2 8NP46 8NP147 8NP148
07NP2          - 99.5 76.6 76.0 96.2 77.0 75.6 79.0 71.5 72.5
07NP4 99.7 -         

           
         

76.6 76.3 96.2 77.3 75.8 79.0 71.8 72.8
08RB1 83.0 83.1 - 80.4 75.0 76.6 77.8 84.5 71.0 74.0
8NP154 82.0 82.0 84.9 - 76.3 92.6 74.9 88.6 68.1 74.0
78/51 98.1 98.2 82.5 81.4 - 77.0 74.0 78.7 70.2 71.8
8NP59 82.0 82.0 82.7 95.0 81.5 - 74.0 85.5 67.9 72.8
01CS1/2 82.0 82.0 84.4 82.5 81.5 82.3 - 77.7 75.2 88.6
8NP46 83.3 83.3 87.8 92.3 83.0 90.2 83.4 - 71.0 74.5
8NP147 78.0 77.9 78.0 77.0 77.4 77.5 81.5 77.8 - 72.0
8NP148 79.4 79.5 81.2 79.6 79.1 79.3 92.5 79.7 79.3 -

  
           
           

           
           

           
           

1ดานบนของแนวทแยงมุมแสดงคาความเหมือนของกรดอะมิโน ดานลางของแนวทแยงมุมแสดงคาความเหมือนของนิวคลีโอ
ไทด คาที่ไดคํานวณจากการทําอไลนเมนทชวงกรดอะมิโนที่ 296 – 735 (ตําแหนงอางอิงจาก VR2332) ตัวหนาแสดงคามาก
ที่สุดของคาความเหมือนของกรดอะมิโนและคาความเหมือนของนิวคลีโอไทด ตัวเลขขีดเสนใตแสดงคานอยที่สุดของคาความ
เหมือนของกรดอะมิโนและคาความเหมือนของนิวคลีโอไทด  
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4. การศึกษาทางดานไฟโลเจเนติค 

การศึกษาความสัมพันธดานไฟโลเจเนติคของเอ็นเอสพี 2 ชวงนิวคลีโอไทดที่ 885 
– 2,205 ของไวรัสในประเทศไทยและไวรัสจากประเทศอื่นๆ ที่เคยมีการรายงานมาแลว รวมทั้งสิ้น 
39 ตัวอยาง แสดงใหเห็นวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้สวน
ใหญมีความเกี่ยวพันกันคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศอื่นๆ ซึ่ง
เห็นไดจากการที่เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยสวนใหญ (ทุกตัวอยางยกเวน 8NP147) มี
ลักษณะการจับกลุมในแผนภูมิตนไมไฟโลเจเนติคเปนโมโนไฟเลติคกรุป (monophyletic group) 
(ภาพที่ 13) แยกออกจากไวรัสจากประเทศอื่นๆ อยางไรก็ตามมีเพียงไวรัสจากตัวอยาง 8NP147 
เทานั้นที่อยูนอกสายของไวรัสในประเทศไทยและไมมีการจับกลุมกับเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสใดๆ 
ทั้งสิ้น  

จากภาพที่ 13 เมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวางเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสใน
ประเทศไทย MN184 และ SY0608 พบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยจากการศึกษาใน
คร้ังนี้ทั้งหมดมีความเกี่ยวของทางพันธุกรรมกับเอ็นเอสพี 2 ของ MN184 และ SY0608 คอนขาง
นอย แมวาไวรัสจากประเทศไทยบางสวนจะมีรูปแบบการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่คลายคลึง
กับ MN184 ก็ตาม ดังจะเห็นไดจากการที่เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสเหลานี้มีการเรียงตัวอยูบนสายที่
แตกตางกันบนแผนภูมิตนไมไฟโลเจเนติค โดยเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสที่มีการขาดหายไปของกรด  
อะมิโนในประเทศไทย (ทุกตัวอยาง ยกเวน 8NP147) มีการจับกลุมอยูภายในคลัสเตอรเดียวกัน 
คือ คลัสเตอร C ซึ่งแยกออกจากเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศอื่นๆ อยางชัดเจน ไดแก      
คลัสเตอร A ซึ่งเปนไวรัสจากประเทศจีน (SY0608 อยูภายในคลัสเตอรนี้) คลัสเตอร B ซึ่งเปนไวรัส
บางสวนจากประเทศสหรัฐอเมริกา และคลัสเตอร D ซึ่งสวนใหญเปนไวรัสที่พบในชวงแรกๆ เชน 
VR2332 (ไวรัสจากประเทศสหรัฐอเมริกา และเปนไวรัสตนแบบของสายพันธุอเมริกาเหนือ) 
(Collins et al., 1992) PL97-1 (ไวรัสไอโซเลทแรกของประเทศเกาหลี) (Kang et al., 2004) และ 
01NP1.2 (ประเทศไทย) เปนตน หรือเปนไวรัสที่มีความเกี่ยวของกับวัคซีน เชน ไวรัสที่ใชเปน   
สายพันธุตนกําเนิดของวัคซีน (VR2332) ไวรัสวัคซีน (RespPRRS Ingelvac และ SP) และไวรัสที่
กลายมาจากไวรัสวัคซีน (vaccine-derived field isolates) (17704A และ 17738B) เปนตน 

จากภาพที่ 13 จะพบวาภายในคลัสเตอร C นั้น ประกอบไปดวยไวรัสในประเทศ
ไทยที่เก็บตัวอยางใน พ.ศ. 2544 (01CS1/2) พ.ศ. 2550 (07NP2 และ 07NP4) และ พ.ศ. 2551 
(8NP154 8NP59 8NP46 08RB1 78/51 และ 8NP148) ซึ่งบงบอกวานับต้ังแต พ.ศ. 2544 เปน
ตนมาจนถึง พ.ศ. 2551 นั้น ลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยนั้น
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ยังคงมีความเกี่ยวพันกันคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับลักษณะทางพันธุกรรมระหวางไวรัสใน
ประเทศไทยและไวรัสจากประเทศอื่นๆ ขอบงชี้นี้มีความชัดเจนมากขึ้นเมื่อพบวา 01CS1/2 และ 
8NP148 ซึ่งมีระยะเวลาที่ทําการเก็บตัวอยางแตกตางกันถึง 7 ป ยังคงจับกลุมอยูในกลุมยอย
เดียวกัน คือคลัสเตอร 3c ซึ่งสอดคลองกับผลการทําอไลนเมนทที่พบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสทั้ง 2 
ตัวอยางนี้มีคาความเหมือนของนิวคลีโอไทดที่สูงถึงรอยละ 92.5 (ตารางที่ 8)  

ภายในคลัสเตอร C ซึ่งเปนไวรัสในประเทศไทยที่ศึกษาในครั้งนี้ (ยกเวน 8NP147) 
สามารถแบงไดเปน 3 คลัสเตอรยอย (ภาพที่ 13) คือ คลัสเตอร 1c (ประกอบดวยไวรัสจาก
ตัวอยาง 08RB1 8NP154 8NP46 และ 8NP59) คลัสเตอร 2c (ประกอบดวยไวรัสจากตัวอยาง 
07NP2 07NP4 และ 78/51) และ คลัสเตอร 3c (ประกอบดวยไวรัสจากตัวอยาง 01CS1/2 และ 
8NP148) จากแผนภูมิจะเห็นไดวามีความสัมพันธระหวางลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 
และการกระจายตัวทางภูมิศาสตรในระดับหนึ่งเทานั้น โดยในคลัสเตอร 1c ประกอบไปดวย
ตัวอยางจากฟารมในจังหวัดราชบุรี (ยกเวนตัวอยาง 8NP59 ที่ไมสามารถระบุจังหวัดที่ต้ังได)  
คลัสเตอร 2c ประกอบไปดวยตัวอยางจากฟารมในจังหวัดนครปฐม และคลัสเตอร 3c ประกอบไป
ดวยตัวอยางจากฟารมในจังหวัดฉะเชิงเทรา (ยกเวนตัวอยาง 8NP148 ที่ไมสามารถระบุจังหวัด
ที่ต้ังได) อยางไรก็ตามจะเห็นวาตัวอยาง 8NP147 ซ่ึงเปนตัวอยางจากจังหวัดนครปฐมเชนเดียวกัน
นั้นแยกออกมาจากคลัสเตอร C ซึ่งแสดงใหเห็นวามีความเกี่ยวพันกับเอ็นเอสพี 2 ของไวรสัอ่ืนๆ ใน
ประเทศไทยจากการศึกษาครั้งนี้คอนขางนอย (เมื่อเทียบกับไวรัสอ่ืนๆ ในประเทศไทย)  

เมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวางรูปแบบของการขาดหายไปของกรดอะมิโนบน
เอ็นเอสพี 2 และลักษณะการจับกลุมของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยบนแผนภูมิตนไม
ไฟโลเจเนติค พบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในแตละคลัสเตอรนั้นมีรูปแบบการขาดหายไปของกรด 
อะมิโนที่คลายคลึงกันมาก (ภาพที่ 12) โดยพบวา 8NP147 ซึ่งเปนเพียงตัวอยางเดียวที่ไมพบการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนนั้นอยูแยกออกมาจากคลัสเตอร C ของไวรัสในประเทศไทย ตัวอยาง 
01CS1/2 และ 8NP148 ซึ่งมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 471 จับกลุม
อยูในคลัสเตอร 3c ตัวอยาง 07NP2 07NP4 และ 78/51 ซึ่งมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่
ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 328 – 365 และ 466 - 474 จับกลุมอยูในคลัสเตอร 2c และตัวอยาง 08RB1 
8NP154 และ 8NP46 ซ่ึงมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวงกรดอะมิโนที่ 333 – 429 และ 
471 จับกลุมอยูในคลัสเตอร 1c นอกจากนี้ตัวอยาง 8NP59 ซึ่งมีการขาดหายไปของกรดอะมิโน
คลายคลึงกันกับ 08RB1 8NP154 และ 8NP46 แตมีชวงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมโินกวาง
กวานั้นก็จัดอยูในคลัสเตอร 1c นี้เชนกัน  
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ขอมูลทั้งหมดเหลานี้บงบอกวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยนั้นมีความ
เกี่ยวพันทางดานพันธุกรรมคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสจากประเทศอื่น ซึ่งขอมูลในสวนนี้
มีความสอดคลองกับระเบียบของกรมปศุสัตวที่ระบุวาสุกรที่นําเขาจากตางประเทศ (สําหรับใชทํา
พันธุ) ตองปลอดจากโรคพีอารอารเอส ซึ่งจากระเบียบนี้นาจะมีผลทําใหโอกาสในการรับไวรัสพี
อารอารเอสจากตางประเทศเขามามีนอยลง และสงผลใหลักษณะทางพันธุกรรมระหวางไวรัสใน
ประเทศนั้นมีความเกี่ยวพันกันสูงมากกวาเมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสจากตางประเทศ ดังนั้นเมื่อ
พิจารณาจากขอมูลเหลานี้จึงมีความเปนไปไดสูงที่ไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยที่มีการขาด
หายไปของกรดอะมิโนที่คลายคลึงกับ MN184 นั้นมิไดเกิดจากการรับเอาเชื้อไวรัสสายพันธุ 
MN184 เขามาในประเทศโดยตรงแตอยางใด   
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ภาพที่ 13 แผนภูมิตนไมไฟโลเจเนติคของลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสในชวง       
นิวคลีโอไทดที่ 885 – 2,205 สรางแผนภูมิดวยวิธีคลัสตอล โดยใชโปรแกรม MegAlign (DNASTAR, Madison, 
WI, USA) ตัวเลขแสดงคาบูทสเตรปของบางโหนด (node) ตัวอักษรภาษาอังกฤษดานขวาแสดงคลัสเตอรของ
ไวรัส 
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5. การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของซิสตีนโปรตีเอสโดเมนและจุดตัด 

เอ็นเอสพี 2 ของนิโดไวรัส (nidovirus) มีคุณสมบัติเปนโปรตีเอสโดยสามารถตัด
ยอยเอ็นเอสพี 2 ใหแยกออกจากเอ็นเอสพี 3 ได คุณสมบัติในการเปนโปรตีเอสนี้คาดวาเกิดจาก
การที่เอ็นเอสพี 2 มีซิสตีนโปรตีเอสโดเมนอยู โดยทั่วไปแลวซิสตีนโปรตีเอสโดเมนของไวรัส          
พีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือคาดวามีขนาดประมาณ 101 กรดอะมิโน โดยอยูในชวงกรด 
อะมิโนที่ 429 – 529 ของ ORF1a (Ziebuhr et al., 2000) หรือคิดเปนชวงกรดอะมิโนที่ 47 – 147 
ของเอ็นเอสพี 2  

จากการทําอไลนเมนทของกรดอะมิโนของซิสตีนโปรตีเอสโดเมนของไวรัสใน
ประเทศไทย (07NP2 07NP4 78/51 8NP154 และ 08RB1) และ VR2332 พบวาลําดับกรด       
อะมิโนในชวงซิสตีนโปรตีเอสโดเมนนั้น มีความอนุรักษภายในกลุมไวรัสพีอารอารเอสสายพันธ
อเมริกาเหนือสูงมาก (ภาพที่ 14) ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาที่ผานมา (Han et al., 2006)  

ผลจากการอไลนเมนทของซิสตีนโปรตีเอสโดเมนของไวรัสในประเทศไทยเหลานี้
รวมกับ VR2332 Lelystad และไวรัสอ่ืนๆ ในกลุมอารเทอรริไวรัสไดแก ไวรัสอีเอวีและไวรัสแอลดีวี 
ยังพบดวยวาไวรัสในประเทศไทยเหลานี้ยังคงมีความอนุรักษในสวนของกรดอะมิโนซิสตีน (C) 
ตําแหนงที่ 55 111 142 และ 147 และกรดอะมิโนฮิสติดีน (H) ตําแหนงที่ 56 ซึ่งเปนกรดอะมิโนที่มี
ความอนุรักษในกลุมอารเทอรริไวรัสและเปนกรดอะมิโนที่มีความสําคัญในการตัดยอยของ       
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสอีเอวีเปนอยางมาก (Snijder et al., 1995; Ziebuhr et al., 2000) 

เมื่อทําการศึกษากรดอะมิโนที่คาดวาเปนจุดตัดระหวางเอ็นเอสพี 2 และ         
เอ็นเอสพี 3 ของไวรัสในประเทศไทย 4 ตัว ไดแก 07NP2 07NP4 08RB1 และ 8NP154 พบวา
จุดตัดที่เคยมีการเสนอไว ซึ่งไดแก 647G/G 981G/G 1117G/G 1196G/G และ 1197G/G (Han 
et al., 2006) ยังคงมีความอนุรักษในไวรัสเหลานี้ทั้งสิ้น (ภาพที่ 15) ซึ่งทําใหปจจุบันยังไมมี
หลักฐานเพิ่มเติมเกี่ยวกับจุดตัดที่แนนอนระหวางเอ็นเอสพี 2 และเอ็นเอสพี 3 
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***** *********** * *  ********** ** *********** **** ************ *** 
VR2332   :47   YSPPAEGNCGWHCISAIANRMVNSKFETTLPERVRPPDDWATDEDLVNAIQIL-RLPAALDRNGACTSAK   115  
07NP2    :47   YSPPAEGNCGWHCISAIVNRMVNSKFETTLPERVRPSDDWATDEDLVNAIQIL-RLPAALDRNGACVSAK   115  
07NP4    :47   YSPPAEGNCGWHCISAIVNRMVNSKFETTLPERVRPSDDWATDEDLVNAIQIL-RLPAALDRNGACVSAK   115  
78/51    :47   YSPPAEGNCGWHCISAIANRMVNSKFETTLPERVRPSDDWATDEDLVNAIQIL-RLPAALDRNGACVSAK   115  
8NP154   :47   YSPPADGNCGWHCISAIVNRMVNSKFETTLPERVRPSDDWATDEDLVNTIQIL-RLPAALDRNGACVSAK   115  
08RB1    :47   YSPPADGNCGWHCISAIVNRMVNSKFETTLPERVRPSDDWATDEDLVNTIQIL-RLPAALDRNGACVSAK   115  
8NP59    :47   YSPPAEGNCGWHCISAIVNHMMGSKFETTLPERARPTDDWATDEDLVNTIQIL-RLPAALDRNGACASAK   115  
Lelystad :37   YSPPTDGSCGWHVLAAIMNRMINGDFTSPLTQYNRPEDDWASDYDLVQAIQCL-RLPATVVRNRACPNAK   105  
EAV      :2 YNPPGDGACGYRCLAFMNG--------ATVVSAGCSSDLWCDDELAYRVFQLSPTFTVTIPGGRVCPNAK    63  
LDV      :2 YSPPGDGACGLHCISAIINDIFGDALCTKLTNCSRDSSEWLSDQDMYQLVMTA-RLPATL---GHCPSAT    67  
 * **  * **                             *  *                      *  *          
 
                 ***** * ***  * *  * ******** **** 
VR2332   :116    YVLKLEGEHWTVTVTPG-MSPSLLPLECVQGCC   147 
07NP2    :116   YVLKLVGEHWTVSVTPG-MPPSLLPLECVQGCC   147 
07NP4    :116   YVLKLVGEHWTVSVTPG-MPPSLLPLECVQGCC   147 
78/51    :116   YVLKLVGEHWTVSVTPG-MPPSLLPLECVQGCC   147 
8NP154   :116   YVLKLEGEHWTVSVTPG-MAPSLLPLECVQGCC   147 
08RB1    :116  YVLKLEGEHWTVSVTPG-MVPSLLPLECVQGCC   147 
8NP59    :116   YVLKLEGVHWTASVSPE-MSPSLLPLECIQGCC   147 
Lelystad :106   YLIKLNGVHWEVEVRSG-MAPRSLSRECVVGVC   137 
EAV      :64 YAMICDKQHWRVKRAKG--VGLCLDESCFRGTC    94 
LDV      :68 YKLDCVNQHWTVTKRKGDRALGGLSPECVRGVC   100 
                 *       **             *   *  * *           
ภาพที่ 14 อไลนเมนทของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีเอสโดเมนบนเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอส ไวรัสอีเอวี และไวรัสแอลดีวี แรเงาสีเทาแสดงกรดอะมิโนที่มีความสําคัญใน 
การตัดยอยของซิสตีนโปรตีเอสโดเมนของไวรัสอีเอวี เครื่องหมายดอกจันทรตัวหนา (*) ดานบนของอไลนเมนทแสดงตําแหนงที่มีความอนุรักษระหวางไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุ
อเมริกาเหนือ เครื่องหมายดอกจันทร (*) ดานลางของอไลนเมนทแสดงตําแหนงที่มีความอนุรักษระหวางไวรัสพีอารอารเอส ไวรัสอีเอวี และไวรัสแอลดีวี ตัวเลขแสดงตําแหนงของ
กรดอะมิโน โดยเริ่มนับจากกรดอะมิโนตัวแรกของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสแตละชนิด 
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ภาพที่ 15 อไลนเมนทของลําดับกรดอะมิโนชวงที่คาดวาเปนจุดตัดของระหวางเอ็นเอสพี 2 และเอ็นเอสพี 3 ทั้ง 5 ตําแหนง (Han et al., 2006)     
แรเงาสีเทาแสดงจุดที่คาดวาเปนจุดตัด GG ลูกศร (↓) แสดงจุดตัดที่ตําแหนง G/G เครื่องหมายดอกจันทรแสดงกรดอะมิโนที่มีความอนุรักษ ตัวเลข
แสดงตําแหนงของกรดอะมิโนของบนเอ็นเอสพี 2 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

1. สรุปผลการวิจัย 

การศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาความหลากหลายของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัส      
พีอารอารเอสในประเทศไทย โดยมีจุดประสงคหลักคือการศึกษาวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัส             
พีอารอารเอสในประเทศไทยมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนเกิดขึ้นหรือไม และรูปแบบของการ
ขาดหายไปของกรดอะมิโนที่พบมีลักษณะคลายคลึงกับ MN184 และ SY0608 หรือไม อยางไร ซึ่ง
จากการศึกษาพบวา จากไวรัสที่ศึกษาจํานวนทั้งสิ้น 10 ตัวอยาง พบไวรัสที่มีการขาดหายไปของ
กรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 จํานวนทั้งสิ้น 9 ตัวอยาง (ทุกตัวอยางยกเวน 8NP147) (ภาพที่ 12) 
และมีอยูประมาณ 4 – 7 ตัวอยางที่มีตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 
คลายคลึงกับการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ MN184 แตไมมีตัวอยางใดที่มีการขาดหายไป
ของกรดอะมิโนที่คลายคลึงกับ SY0608 (ภาพที่ 12) 

เอ็นเอสพี 2 ของ MN184 และไวรัสจากตัวอยาง 07NP2 07NP4 78/51 08RB1 
8NP154 8NP59 และ 8NP46 มีตําแหนงการการขาดหายไปของกรดอะมิโนบางสวนที่เหลื่อมซอน
กัน โดยไวรัสในประเทศไทยเหลานี้มีตําแหนงการการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ซอนอยูภายใน
ตําแหนงการการขาดหายไปของกรดอะมิโนชวงกรดอะมิโนที่ 324 – 434 (111 กรดอะมิโน) ของ 
MN184 มีเพียงไวรัสจากตัวอยาง 8NP59 เทานั้นที่มีตําแหนงการการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ในชวงนี้กวางกวาการขาดหายไปของกรดอะมิโนของ MN184 (deletion ของ 8NP59 อยูในชวง
กรดอะมิโนที่ 303 – 429 ในขณะที่ของ MN184 อยูในชวงกรดอะมิโนที่ 324 – 434)   

อยางไรก็ตามแมวาไวรัสจากตัวอยางเหลานี้จะมีตําแหนงการขาดหายไปของ
กรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 ที่คลายคลึงกับ MN184 แตจากขอมูลดานไฟโลเจเนติคนั้นบงบอกวา
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศไทยเหลานี้และ MN184 มีความเกี่ยวพันทางดานพันธุกรรมไม
มากนัก  

การศึกษานี้ยังไมสามารถสรุปไดแนชัดวาไวรัสในประเทศไทยเหลานี้เกิดจาการ
รับเอาไวรัสจากตางๆประเทศเขามาหรือไม เนื่องจากเอ็นเอสพี 2 มีความหลากหลายสูง ซึ่งอาจ
มิใชตัวแทนที่ดีในการศึกษาตนกําเนิดของไวรัส จําเปนตองมีการศึกษาถึงพันธุกรรมสวนอื่นๆ ของ
ไวรัสที่มีความอนุรักษเพื่อที่จะสามารถบงบอกถึงตนกําเนิดของไวรัสเหลานี้ได  
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2. อภิปรายผลการวิจยั 

ผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาปจจุบันประเทศไทยมีไวรัสพีอารอารเอสที่มี
เอ็นเอสพี 2 ที่มีขนาดเล็กกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 ซึ่งเปนไวรัสตนแบบของไวรัสกลุมสายพนัธุ
อเมริกาเหนือ โดยผลจากการทําอไลนเมนทบงบอกวาตําแหนงที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ของไวรัสในประเทศไทยเหลานี้ มีบางสวนที่มีการซอนทับกับการขาดหายไปของกรดอะมิโนดาน
ปลายอะมิโนของลําดับกรดอะมิโนของเอ็นเอสพี 2 ของ MN184 (ภาพที่ 12) อยางไรก็ตาม
ลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 ระหวางไวรัสในประเทศไทยและ MN184 นั้นมีความ
เกี่ยวพันกันคอนขางนอย  

การศึกษาในครั้งนี้พบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยนั้นมีความ
หลากหลายสูง โดยพบวาคาความเหมือนของนิวคลีโอไทดของไวรัสเหลานี้มีคาอยูในชวงรอยละ 
77.0 – 99.7 ซึ่งสวนหนึ่งอาจเนื่องมาจากโดยทั่วไปแลวลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 นั้นมี
ความหลากหลายสูงอยูแลว (Allende et al., 1999; Shen et al., 2000; Wootton et al., 2000; 
Fang et al., 2004; Gao et al., 2004) และการศึกษาครั้งนี้ยังเปนการศึกษาเอ็นเอสพี 2 ในชวง   
นิวคลีโอไทดที่ 885 – 2,205 ซึ่งอยูในชวงที่มีความหลากหลายสูงของเอ็นเอสพี 2 อีกดวย (Han et 
al., 2006) อยางไรก็ตามแมวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยจะมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูง แตเมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสในประเทศอื่นๆ แลวพบวา    
เอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยนั้นมีความเกี่ยวพันกันทางดานพันธุกรรมคอนขางสูงและมี
ความแตกตางจากเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศอื่นๆ คอนขางชัดเจน ดังจะเห็นไดจาก
ลักษณะการจับกลุมบนแผนภูมิตนไมไฟโลเจเนติคในภาพที่ 13 ซึ่งพบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสใน
ประเทศไทยสวนใหญจับกลุมแยกออกมาจากไวรัสจากประเทศอื่นๆ  

สาเหตุที่ทําใหเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยนั้นมีความเกี่ยวพันกัน
ทางดานพันธุกรรมคอนขางสูงและมีความแตกตางจากเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศอืน่ๆ สวน
หนึ่งอาจเกิดขึ้นจากลักษณะการแพรกระจายของไวรัส ซึ่งอาจเปนไปไดวาการแพรกระจายของ
ไวรัสระหวางประเทศไทยและประเทศอื่นๆ มีไมสูงมากนัก กลาวคือ มีการรับเอาไวรัสพีอารอารเอส
จากตางประเทศเขามาในประเทศไทยหรือมีการแพรกระจายของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย
ออกสูประเทศอื่นๆ คอนขางนอย จึงทําใหลักษณะทางพันธุกรรมของไวรัสในประเทศไทยมี
ลักษณะที่จําเพาะที่แตกตางจากไวรัสจากประเทศอื่นๆ  

 



 59

ส่ิงหนึ่งที่สนับสนุนสมมติฐานขางตนที่กลาววาการแพรกระจายของไวรัสระหวาง
ประเทศไทยและประเทศอื่นๆ เกิดขึ้นนอย คือ กฎขอบังคับของกรมปศุสัตวซึ่งหามมิใหนําสุกรที่มี
การติดไวรัสพีอารอารเอสเขามาในประเทศไทย โดยสุกรจากตางประเทศที่จะนําเขามาในประเทศ
ไทยนั้นตองใหผลเปนลบจากการตรวจโรคพีอารอารเอสดวยวิธีทางซีร่ัมวิทยาเทานั้น กฎขอบังคบันี้
ไดเร่ิมใชมาตั้งแต พ.ศ. 2539 เปนตนมา ดังนั้นแมวาในชวงกอน พ.ศ. 2539 จะมีการนําเขาสุกรที่
ติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสจากตางประเทศเขามาในประเทศไทย (Damrongwatanapokin et al., 
1996a) แตหลังจาก พ.ศ. 2539 จนถึงปจจุบันการแพรกระจายของไวรัสระหวางประเทศไทยและ
ประเทศอื่นๆ นาจะเกิดขึ้นนอยมากและสงผลทําใหลักษณะทางพันธุกรรมของไวรัสพีอารอารเอส
ในประเทศไทยสวนใหญมีความแตกตางจากไวรัสในประเทศอื่นๆ ดังที่พบในการศึกษาครั้งนี้  

ลักษณะการจับกลุมของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยบนแผนภูมิ       
ไฟโลเจเนติค (ภาพที่ 13) จากการศึกษาในครั้งนี้มีความสอดคลองกับผลการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของโออารเอฟ 5 ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยที่ผานมา 
(Thanawongnuwech et al., 2004a) นั่นคือ ลําดับนิวคลีโอไทดของเอ็นเอสพี 2 และโออารเอฟ 5 
ของไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือในประเทศไทยนั้นมีการจับกลุมเปนคลัสเตอรที่แยก
ออกจากกลุมของไวรัสของประเทศอื่นๆ ขอมูลนี้จึงเปนอีกหลักฐานหนึ่งที่บงบอกวาลักษณะทาง
พันธุกรรมของไวรัสประเทศไทยนั้นมีความจําเพาะและแตกตางจากไวรัสจากประเทศอื่นๆ 
คอนขางชัดเจน ซึ่งอาจเปนผลมาจากลักษณะการแพรกระจายของไวรัสระหวางประเทศนั้นมีนอย
มาก ดังที่ไดกลาวมาแลว 

อยางไรก็ตามจะพบวาเอ็นเอสพี 2 ของ 8NP147 นั้นแยกออกมาจากคลัสเตอร
ของไวรัสในประเทศไทย (ภาพที่ 13) ซึ่งบงบอกวาเมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสตัวอื่นๆ ในประเทศไทย
แลว เอ็นเอสพี 2 ของ 8NP147 นั้นมีความแตกตางคอนขางสูง อยางไรก็ตามยังมิอาจสรุปไดวา 
8NP147 นั้นมีบรรพบุรุษที่แตกตางจากไวรัสในประเทศไทยตัวอื่นๆ เนื่องจากการศึกษาดาน    
ไฟโลเจเนติคในครั้งนี้ใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดชวงที่มีความหลากหลายคอนขางสูง และ       
เอ็นเอสพี 2 ชวงที่ทําการศึกษาของ 8NP147 นั้นก็มีความแตกตางจากเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสอ่ืนๆ 
ในประเทศไทยคอนขางมาก (ตารางที่ 8) ซึ่งอาจทําใหผลการทําเอ็นเอสพี 2 ของ 8NP147 เปนตัว
แทนที่ไมดีนักในการศึกษาดานไฟโลเจเนติค อาจจําเปนตองใชพันธุกรรมสวนอื่นที่มีความอนุรักษ
มากกวา เชน โออารเอฟ 7 (Meng et al., 1995a; Murtaugh et al., 1995) มาใชประกอบในการ
วิเคราะห   
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แมวาในการศึกษานี้จะพบวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยสวนใหญจะมี
ความเกี่ยวพันธุกันคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสจากประเทศอื่นๆ อยางไรก็
ตามยังไมสามารถสรุปไดแนชัดวาไวรัสในประเทศไทยที่มีเอ็นเอสพี 2 ขนาดสั้นกวา VR2332 
เหลานี้เกิดจากการรับเอาไวรัสภายนอกที่มีการขาดหายไปของนิวคลีโอไทดบริเวณเอ็นเอสพี 2 อยู
กอนแลวเขามาในประเทศไทยโดยตรง หรือเกิดจากการที่ไวรัสในประเทศไทยเองนั้นเกิดการ   
กลายพันธุจนมีเอ็นเอสพี 2 ที่มีขนาดสั้นลงกวาไวรัสตนแบบ VR2332 เนื่องมาจากสาเหตุหลาย
ประการ ไดแก การศึกษาไวรัสในอดีตของประเทศไทยมีคอนขางจํากัด จึงไมสามารถระบุไดวา
ความหลากหลายของเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในประเทศไทยในชวงแรกเปนเชนไรและมีความ
แตกตางจากเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสในปจจุบันเพียงใด และในทางเดียวกันหากการศึกษาในประเทศ
อ่ืนๆ มีนอยก็จะเปนการยากที่จะระบุไดอยางมีประสิทธิภาพวาลักษณะทางพันธุกรรมของไวรัสใน
ประเทศไทยนั้นมีความเกี่ยวของหรือใกลเคียงกับไวรัสจากประเทศใด เหตุผลอีกประการหนึ่งที่
สําคัญ คือ เปนไปไดวาเอ็นเอสพี 2 นั้นอาจมิใชตัวแทนที่ดีนักในการใชศึกษาถึงตนกําเนิดของไวรัส 
เนื่องจากเอ็นเอสพี 2 มีความหลากหลายสูงมาก ซึ่งผลที่ไดจากการศึกษาดานไฟโลเจเนติคอาจ
มิไดบงบอกถึงตนกําเนิดของไวรัสที่นํามาศึกษา มีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองใชพันธุกรรมสวน
อ่ืนที่มีความอนุรักษมากกวามาใชในการศึกษารวมดวย เชน โออารเอฟ 7 เปนตน 

จากการศึกษาในครั้งนี้พบวาชวงกรดอะมิโนที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโน
บนเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยสามารถแบงโดยสังเขปไดเปน 3 ตําแหนง 
ไดแก ตําแหนงประมาณชวงกรดอะมิโนที่ 300 – 430 ของเอ็นเอสพี 2 (ตําแหนง A ภาพที่ 12) 
ตําแหนงประมาณชวงกรดอะมิโนที่ 460 – 475 (ตําแหนง B ภาพที่ 12) และตําแหนงกรดอะมิโนที่ 
513 (ตําแหนง C ภาพที่ 12) อยางไรก็ตามการศึกษาในปจจุบันที่กลาวถึงความสําคัญของการเกิด
การขาดหายไปของกรดอะมิโนของลําดับกรดอะมิโนในทั้ง 3 ชวงนี้ หรือแมแตการเกิดการขาด
หายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนงอื่นๆ บนเอ็นเอสพี 2 ซึ่งมีผลทําใหเอ็นเอสพี 2 มีขนาดสั้นลงนัน้ยงั
มีคอนขางจํากัด  

แมวาปจจุบันความรูเกี่ยวกับการสรางไวรัสที่เปนอินเฟคเชียสโคลน (infectious 
clone) นั้นจะแพรหลายมากขึ้น และดวยวิธีการนี้นักวิจัยสามารถสรางไวรัสที่มีลักษณะทาง
พันธุกรรมตามที่ตองการและศึกษาถึงผลที่ตามมาจากลักษณะทางพันธุกรรมที่เปลี่ยนแปลงไปได 
อยางไรก็ตามการศึกษาถึงผลของการเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ตอ
ลักษณะตางๆ ของไวรัสพีอารอารเอสนั้นอาจมีอุปสรรคบางประการในการวิเคราะหผล เนื่องจาก
รายละเอียดบางอยางเกี่ยวกับการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่ผูวิจัยตองการเหนี่ยวนําใหเกิดขึ้น
นั้นอาจสงผลที่แตกตางกัน เชน ตําแหนงที่เหนี่ยวนําใหเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่
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แตกตางกัน หรือขนาดของการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่แตกตางกัน อาจใหผลการทดลองที่
แตกตางกัน (Han et al., 2007) นอกจากนี้รายละเอียดอื่นๆ เชน ไวรัส 2 ไอโซเลทที่มีการขาด
หายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ในตําแหนงเดียวกัน แตไวรัสทั้ง 2 มีลักษณะทางพันธุกรรม
ของเอ็นเอสพี 2 ที่แตกตางกันก็อาจมีความเปนไปไดที่ไวรัสทั้ง 2 นี้จะมีลักษณะที่แสดงออกที่
แตกตางกันอยางสิ้นเชิงได 

ในการศึกษาที่ผานมารวมถึงการศึกษาในประเทศไทยในครั้งนี้พบวาไวรัส          
พีอารอารเอสหลายๆ ไอโซเลทที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 นั้น โดยมากจะมี
ตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนอยูในชวงประมาณกรดอะมิโนที่ 300 – 800 ของ  
เอ็นเอสพี 2 (Nielsen et al., 2001; Gao et al., 2004; Han et al., 2006; Li et al., 2007; Yoshii 
et al., 2008; Kim et al., 2009) สาเหตุประการหนึ่งที่ทําใหสามารถพบไวรัสหลายไอโซเลทที่มีการ
เกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวงนี้ แตมักไมพบไวรัสที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ในชวงอื่นนั้น อาจเนื่องมาจากการเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนชวงนี้ไมมีผลตอการมีชีวิตอยู
ของไวรัส (แตอาจมีผลในดานอื่น เชน ความสามารถในการกอโรค เปนตน) ในขณะที่การขาด
หายไปของกรดอะมิโนที่ตําแหนงอื่นๆ อาจสงผลเสียที่รายแรงตอไวรัสและทําใหไวรัสไมสามารถมี
ชีวิตอยูได (Han et al., 2007)  

หลักฐานสําคัญที่ทําใหเกิดแนวความคิดนี้มาจากการศึกษาทางดานรีเวิรส        
เจเนติค (reverse genetic) ที่ผานมา (Han et al., 2007) ซึ่งพบวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 นั้น
สามารถเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวงกรดอะมิโนที่ 324 – 726 (403 กรดอะมิโน) ได 
โดยที่ไวรัสที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนนั้นยังสามารถเพิ่มจํานวนในเซลลเพาะเลี้ยงไดอยู 
ในขณะที่การขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 ในชวงประมาณกรดอะมิโน 323 ตัวแรก 
หรือการขาดหายไปของกรดอะมิโนที่อยูในชวงประมาณกรดอะมิโนตัวที่ 876 เปนตนไปนั้น สงผล
ทําใหไวรัส VR2332 ไมสามารถเพิ่มจํานวนในเซลลเพาะเลี้ยงตอไปได ซึ่งเปนที่นาสนใจเปนอยาง
มากวาไวรัสไอโซเลทอื่นๆ ที่มีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกตางจาก VR2332 นั้นเมื่อมีการขาด
หายไปของกรดอะมิโนเกิดขึ้นบนเอ็นเอสพี 2 ในชวงกรดอะมิโน 300 ตัวแรก หรือชวงกรดอะมิโน
ตัวที่ 876 เปนตนไป จะใหผลการทดลองที่เหมือนกับการศึกษาใน VR2332 นี้หรือไม นอกจากนี้ยัง
เปนที่นาสนใจดวยวาเมื่อทําการศึกษาในตัวสุกรแลวจะใหผลการศึกษาเปนเชนไร 

 มีความเปนไปไดสูงมากที่การขาดหายไปของกรดอะมิโนในชวง 300 กรดอะมิโน
แรกซึ่งครอบคลุมสวนที่เปนโปรตีเอสโดเมนของเอ็นเอสพี 2 ไวดวยนั้น จะทําใหกระบวนการการตดั
ยอยโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ หรือโออารเอฟ 1 เอบี นั้นผิดเพี้ยนไปจากเดิม เนื่องจากโปรตีเอสบน
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เอ็นเอสพี 2 นั้นเปนโปรตีเอสที่จําเปนตัวหนึ่งที่จะทําใหการตัดยอยโปรตีนโออารเอฟ 1 เอ และ    
โออารเอฟ 1 เอบี เกิดขึ้นไดโดยสมบูรณ ซึ่งภายหลังการตัดยอยนี้จะทําใหไดเปนโปรตีนตางๆ ที่
ไวรัสจะนํามาใชในการดํารงชีวิตภายในเซลลเจาบาน ดังนั้นถามีการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ในชวงนี้ไวรัสจึงไมนาจะสามารถเติบโตเพิ่มจํานวนได ในกรณีของการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ชวงประมาณกรดอะมิโนตัวที่ 876 เปนตนไป ซึ่งครอบคลุมสวนที่เปนทรานซเมมเบรนของ        
เอ็นเอสพี 2 ซึ่งมีความสําคัญในการชวยใหเอ็นเอสพี 2 นั้นสามารถเหนี่ยวนําใหเอนโดพลาสมิค  
เรทิคูลัมของเซลลเจาบานใหเกิดเปนโครงสรางที่มีความจําเปนในการถายแบบของอารเอ็นเอของ
ไวรัส ดังนั้นการขาดหายไปของกรดอะมิในชวงนี้จึงนาจะสงผลทําใหไวรัสไมสามารถเพิ่มจํานวนได
เชนกัน   

ความสัมพันธระหวางลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 และความรุนแรงใน
การกอโรคของไวรัสพีอารอาร เอสนั้นเริ่มได รับความสนใจมากขึ้นเมื่อมีการคนพบไวรัส                 
พีอารอารเอสกลุมสายพันธุอเมริกาเหนือที่มีความรุนแรงในการกอโรคสูง ไดแก MN184 (Han et 
al., 2006) และ SY0608 (Li et al., 2007) ซึ่งทั้ง 2 ไอโซเลทนี้มีลักษณะทางพันธุกรรมที่นาสนใจ
รวมกันประการหนึ่ง คือเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสทั้ง 2 มีขนาดเล็กกวาเอ็นเอสพี 2 ของไวรัสตนแบบ 
VR2332 หรือกลาวคือ มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนเกิดขึ้นบนเอ็นเอสพี 2 ของ MN184 และ 
SY0608 นั่นเอง ซึ่งจากการคนพบไวรัสทั้ง 2 นี้ทําใหเกิดความสนใจเกี่ยวกับความสัมพันธระหวาง
ลักษณะทางพันธุกรรมของเอ็นเอสพี 2 และความสามารถในการกอโรคของไวรัสพีอารอารเอส
ตามมา (Rowland, 2007) อยางไรก็ตามผลการศึกษาที่แสดงถึงความสัมพันธระหวางขนาดของ
เอ็นเอสพี 2 กับความรุนแรงในการกอโรคหรือความสัมพันธระหวางการแทนที่ของนิวคลีโอไทดของ
เอ็นเอสพี 2 กับความรุนแรงในการกอโรคของไวรัสพีอารอารเอสนั้นยังมีอยูคอนขางจํากัด 

แมวาในปจจุบันจะมีไวรัสพีอารอารเอสหลายไอโซเลทที่มีเอ็นเอสพี 2 ที่มีขนาด
เล็กกวาเอ็นเอสพี 2 ของ VR2332 และมีการรายงานวาเปนเชื้อที่สามารถกอโรคไดอยางรุนแรง 
(highly virulence) ยกตัวอยางเชน MN184A MN184B (Han et al., 2006) P129 (Kim et al., 
2009) และ SY0608 (Li et al., 2007) เปนตน แตจากการศึกษาดานรีเวิรสเจเนติคที่ผานมา (Kim 
et al., 2009) บงบอกวาขนาดของเอ็นเอสพี 2 ที่เล็กลงนั้นไมนาจะเปนปจจัยหลักที่สงผลใหไวรัสมี
ความรุนแรงในการกอโรคสูงขึ้น  

จากการศึกษาเปรียบเทียบรอยโรคที่ปอดของสุกรที่ไดรับอินเฟคเชียสโคลนทีส่ราง
ข้ึนจาก P129 (P129-Mlu-SgrA) ซึ่งเปนไอโซเลทที่มีความรุนแรงในการกอโรคสูง เปรียบเทียบกับ
สุกรที่ไดรับ P129-Mlu-SgrA ที่มีการปรับเปลี่ยนลักษณะทางพันธุกรรมบริเวณเอ็นเอสพี 2 ใหมี
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การขาดหายไปของกรดอะมิโนเพิ่มข้ึนโดยมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนขนาด 131 กรดอะมิโน 
ในชวงกรดอะมิโนที่ 1,074 – 1,204 ของ ORF1a (หรือคิดเปนกรดอะมิโนที่ 663 – 793 ของ      
เอ็นเอสพี 2) (P129-tag) ซึ่งจากการศึกษาพบวา P129-Mlu-SgrA นั้นสามารถกอรอยโรคที่ปอดได
เชนเดียวกับไวรัส P129 หรือไอโซเลทที่มีความรุนแรงในการกอโรคอื่นๆ คือพบลักษณะของถุงลมที่
มีเซลลแมคโครฟาจแทรกอยูภายใน และพบการเขาแทรกของเซลลลิมโฟไซทบริเวณผนังของถุงลม 
ในขณะที่ P129-tag infectious clone นั้นสามารถเพิ่มจํานวนในตัวสุกรไดนอยกวา P129-Mlu-
SgrA และกอรอยโรคที่ปอดของสุกรทดลองนอยมาก โดยพบวาความรุนแรงของรอยโรคที่เกิดขึ้น
นั้นไมมีความแตกตางกับกลุมควบคุมแตอยางใด (Kim et al., 2009) การศึกษานี้แสดงใหเห็นวา
การมีขนาดของเอ็นเอสพี 2 ที่เล็กลงเพียงอยางเดียวนั้นไมนาจะเปนปจจัยหลักที่ทําใหไวรัส         
พีอารอารเอสมีความสามารถในการกอโรคที่สูงขึ้น ดังนั้นไวรัสพีอารอารเอสที่มีการขาดหายไปของ
กรดอะมิโนที่พบในประเทศไทยนั้นแมวาจะไดมาจากสุกรปวยแตก็มีความเปนไปไดที่ไวรัส           
พีอารอารเอสเหลานี้อาจมิไดมีความรุนแรงในการกอโรคที่สูงเชนเดียวกับ MN184 หรือ SY0608 
แตอยางใด ซึ่งจําเปนอยางยิ่งที่จะตองทําการศึกษาตอไปวาไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยที่มี
การขาดหายไปของกรดอะมิโนบนเอ็นเอสพี 2 นั้น (ซึ่งมีตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของกรด     
อะมิโนตางไปจาก P129-tag) สามารถกอโรคไดอยางรุนแรงหรือไม และความรุนแรงในการกอโรค
นั้นเกิดจากอิทธิพลของเอ็นเอสพี 2 มากหรือนอยเพียงใด  

 

3. ขอเสนอแนะ 

ควรมีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของโออารเอฟ 7 ของไวรัสเหลานี้
เพื่อศึกษาถึงตนกําเนิดของไวรัส และควรมีการศึกษาถึงพยาธิวิทยาของไวรัสจากการศึกษาในครั้ง
นี้เพิ่มเติมเพื่อระบุถึงความสามารถหรือความรุนแรงในการกอโรคของไวรัสเหลานี้  
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การเตรยีมแบคทีเรีย E. coli และการทรานซฟอรเมชัน 
ขั้นตอนการปฏิบัติ 

a) นําแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ JM109 โคโลนีเดี่ยว มาเพิ่มจํานวนโดยใสลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลว ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

b) บมโดยการเขยาที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 12 – 16 ชั่วโมง (ขามคืน) 
c) นําแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลว

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวบมโดยการเขยาที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
d) ปนตกตะกอนแบคทีเรียที่ 1,500 g เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oC    
e) ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อสวนใสออกและทําการกระจายตะกอนแบคทีเรียดวยสารละลาย 

CaCl2.2H2O ความเขมขน 0.1 M ปริมาตรประมาณ 10 มิลลิลิตร 
f) ตั้งบนน้ําแข็ง 30 นาที แลวทําการปนตกตะกอน (ดังขอ d) 
g) ดูดสารละลายสวนใสออกและทําการกระจายตะกอนแบคทีเรียดวยสารละลาย 

CaCl2.2H2O ความเขมขน 0.1 M ปริมาตร 3 มิลลิลิตรและกลีเซอรรอลปริมาตร 300 
ไมโครลิตร 

h) แบงใสหลอดทดลองขนาด 1.5 ไมโครลิตร หลอดละ 200 ไมโครลิตร และทําการเก็บที่
อุณหภูมิ - 80 oC จนกวาจะมีการนํามาใชงานตอไป 

i) นําแบคทีเรีย E. coli (200 ไมโครลิตร) ที่ผานการปรับสภาพดวย CaCl2.2H2O 
เรียบรอยแลวที่อยูในหลอดทดลอง 1.5 ไมโครลิตร ออกมาจากอุณหภูมิ – 80 oC แลว
นํามาตั้งไวบนน้ําแข็งใหละลาย 

j) เติมรีคอมบิแนนทพลาสมิดของ pGEM-T-Easy ลงไปในแบคทีเรีย ผสมเบาๆ ใหเขากนั 
จากนั้นตั้งหลอดทดลองไวบนน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที 

k) นําหลอดทดลองจากขอ j) มาอุนที่อุณหภูมิ 42 oC เปนเวลา 1 นาที แลวนํามาแชใน
น้ําแข็งตอเปนเวลา 2 นาที จากนั้น เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลว ปริมาตร 700 
ไมโครลิตร และทําการบมโดยการเขยาที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

l) ปนตกตะกอนแบคทีเรียที่ 8,000 g เปนเวลา 1 นาที  
m) ดูดสวนใสทิ้งประมาณ 600 ไมโครลิตร 
n) กระจายตะกอนแบคทีเรียแลวทําการเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB/Amp/X-Gal/IPTG 

ชนิดวุนที่อยูในจานเพาะเชื้อ 
o) บมที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 12 – 16 ชั่วโมง (ขามคืน) 
p) เลือกแบคทีเรียที่มีโคโลนีเปนสีขาวมาใชงานตอไป 
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น.สพ.รุงธรรม เกษโกวิท เกิดวันที่ 30 มกราคม พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ในปการศึกษา 2548 และไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาพยาธิชีววิทยาทาง
สัตวแพทย ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป พ.ศ. 2549 
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