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Influenza A virus causes a significant disease in both humans and animals, 

peses considerable impact on economy and public health. The purpose of this study 

was te determine the genetic variation of the nucleoprotein (NP) gene of influenza A 

viruses. In total 49 samples were isolated from human (n=18), swine (n=16) and 

avian (n=15) species in Thailand. All samples were amplified by using RT-PCR 

technique and nucleotide sequencing. Data analysis includes phylogenetic and 

aminca acid analysis. The results showed that the NP gene, were clustered into 

distinct lineages in a host-specific manner. Furthermore, analysis of amino acid 

sequence showed that amino acids in human lineages changed the most while avian 

lineages changed the least. Moreover, 18 amino acid positions were found capable 

te distinguish between human and avian lineages. In Thailand, NP genes of human 

influenza viruses consist of human-like amino acids whereas swine and avian 

influenza viruses consist of avian-like amino acids. This study showed that NP gene 

of influenza A virus in Thailand were highly conserved with a host-specific 

characteristic and can be used for tracing interspecies (human-animal) 

transmission. Results from this study can be used for preparation and disease 

central management to prevent influenza pandemic in the humans and animals 

pepulation in Thailand. 
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บทท่ี  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคไขหวัดใหญ (Influenza) มีสาเหตุมาจากไวรัสไขหวัดใหญ ทําใหเกิดโรค 
ติดตอทางระบบทางเดินหายใจที่แพรกระจายไดอยางรวดเร็ว กอใหเกิดโรคในคนและสัตว           
ที่แตกตางกัน ไวรัสไขหวัดใหญสามารถแบงยอยออกเปน 3 types ไดแก type A, B และ C โดย
เชื้อไขหวัดใหญชนิด B และ C มักกอโรคเฉพาะในคน เรียกวา “โรคไขหวัด” (common cold) หรือ
หากมีอาการรุนแรงเรียก “โรคไขหวัดใหญ” ในขณะที่ไขหวัดใหญชนิด A เปนกลุมที่สามารถกอโรค
ไดในสัตวปก คน และสัตวเล้ียงลูกดวยนมหลายชนิดไดแก สุกร มา สัตวปก นกน้ํา นกชายฝง วาฬ 
และแมวน้ํา (Hinshaw and Webster, 1982) 

ไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ จัดอยูในตระกูล Orthomyxoviridae มีลักษณะ
พันธุกรรมเปนชนิด RNA สายลบเดี่ยว เปนทอน (segmented negative sense single - 
stranded RNA) จํานวน 8 ทอน มี Nucleoprotein (NP) ลอมรอบสารพันธุกรรมรวมเรียกวา 
ribonucleoprotein (RNP) ซึ่งมีการจัดเรียงตัวเปนแทงเกลียว (helical nucleocapsid) มีเยื่อไขมัน
เปน envelop หอหุม ที่ เยื่อผิวชั้นนอกมี glycoproteins จําเพาะของไวรัสสอดแทรกอยู  
glycoprotein ที่สําคัญของเชื้อไวรัสคือ hemagglutinin (HA) และ neuraminidase (NA)        
(De Jong et al., 2000) ซึ่งเปนแอนติเจนที่ใชในการแบงเชื้อไวรัสเปน subtype โดยสามารถแบง
ไดเปน HA 16 subtypes และ NA 9 subtypes (Fouchier et al., 2005)  และไวรัสไขหวัดใหญ
ชนิดเอ subtypes หลัก ๆ ที่เคยทําใหเกิดการติดเชื้อในคนมี 4 subtypes หลักๆ คือ H1N1, H2N2, 
H3N2 และ H1N2 ในปจจุบันไมพบ H2N2 แลว สวนในสุกรพบหลัก ๆ อยู 3  subtypes คือ 
H1N1, H3N2 และ H1N2 นอกจากนี้ในปจจุบันยังมีรายงานพบ subtypes อ่ืนๆ เชน H3N1, 
H3N3 และ H2N3 อีกดวย สวนในสัตวปกโดยเฉพาะในนกน้ําพบไดทุก subtype คือ ตั้งแต H1-
H16 และ N1-N9  และเชื่อวาเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในสัตวปกเปนตนกําเนิดของไวรัสไขหวัดใหญ 
subtype ตาง ๆ ที่พบในคน และสัตวเล้ียงลูกดวยนมชนิดตาง ๆ อีกดวย(1) (Claas et al., 1998) 

เนื่องดวยไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ มี genome เปนทอน 8 ทอน ไดแก HA 
(Hemagglutinin), NA (Neuraminidase), PB1 (Polymerase basic protein 1), PB2 
(Polymerase basic protein 2), PA (Polymerase acidic protein), NP (Nucleoprotein), M 
(Matrix), NS (Non-structural protein) และพบวาในกลุมของโปรตีนของไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ 
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ทั้งหมดนั้นยีน NP เปนโปรตีนโครงสรางที่ สําคัญของอนุภาคไวรัส และมีปริมาณมากที่สุด 
นอกจากนี้ NP ยังเปนโปรตีนที่ใชในการแบงกลุมไวรัสไขหวัดใหญออกเปน type คือ type A, B 
และ C รวมทั้งยังเปนแอนติเจนที่สําคัญในการกระตุนภูมิคุมกันชนิดเซลล (cytotoxic T 
lymphocyte) (Yewdell et al., 1985)  และยังมีบทบาทเปนตัวกําหนด host range และ host 
specificity ดังพบรายงานในป ค.ศ. 1990 Gorman และคณะ ศึกษาวิวัฒนาการของยีน NP ของ
ไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ ดวยเทคนิค RNA hybridization และพบวาสามารถจําแนกยีน NP แบง
ออกตามกลุม host specificity ได 5 กลุม ซึ่งประกอบดวย 1) กลุมของ Equine/ Prague /56, 2) 
กลุมของ recent equine strains, 3) กลุมของ classic swine และ Human strains, 4) กลุมของ 
gull H13 viruses และ 5) กลุมของ avian strain จากการศึกษานี้แสดงใหเห็นวาโปรตีน NP        
มีความจําเพาะตอ host และคาดวายีน NP ในไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ มีบทบาทในการกําหนด
โฮสตที่เหมาะสมใหไวรัสปรับตัวและเพิ่มจํานวน (Scholtissek et al., 1985) 

ในป ค.ศ. 2004 Reid และคณะศึกษาเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอที่กอโรคในป 1918 
พบวาในยีน NP มีกรดอะมิโน 6 ตําแหนงที่สามารถแยกยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน        
ออกจากไวรัสไขหวัดใหญสัตวปก คือกรดอะมิโนตําแหนงที่ 16, 33, 100, 136, 283 และ 313 โดย
พบวากรดอะมิโนตําแหนงที่ 33, 100 และ 136 ของไวรัสในคนและสุกรในป 1918 เปนตําแหนงที่มี
ความคงตัวสูงทําใหสามารถแยกไวรัสไขหวัดใหญในคนจากไวรัสไขหวัดใหญในสัตวปกและมาได
ชัดเจน 

ขอมูลในอดีตยังบงชี้วายีน NP เปนยีนที่มีความคงตัวสูงในกลุมของไวรัสไขหวัด
ใหญชนิดเอ ซึ่งถาหากยีนมีการเปล่ียนแปลงไปจากเดิมอาจมีผลกระทบตอการเพิ่มจํานวนของเชื้อ
และการกอโรคของไขหวัดใหญชนิดเอในคนและสัตวได สําหรับในประเทศไทยขอมูลตาง ๆ 
ดังกลาวยังไมมีรายงานโดยเฉพาะการศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายของยีน NP ของเชื้อ  
ไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก ซึ่งในประเทศไทยการเล้ียงสัตวปกและสุกรรวมกันเปนวิถีปกติ
ของครัวเรือนในสังคมเกษตรกรรมของประชากรในทวีปเอเชีย ซึ่งตางจากในทวีปอเมริกาและยุโรป 
ดังนั้นการศึกษายีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ จะทําใหไดขอมูลพื้นฐานดานระบาดวิทยา 
และความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน NP  ในเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก
ในประเทศไทย และสามารถใชเปนขอมูลที่บงชี้ถึงการติดเชื้อขามชนิดของสัตวได ขอมูลดังกลาว  
มีประโยชนในการนําไปใชเตรียมความพรอมสําหรับการวางแผนการจัดการ ควบคุมและปองกัน 
การระบาดของโรคไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร สัตวปก ในประเทศไทยไดตอไป 



3 
 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพื่อศึกษาความหลากหลายของลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน NP ของเชื้อ
ไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก ในประเทศไทย 

คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 

ความหลากหลาย (Variation) นิวคลีโอโปรตีน (Nucleoprotein) ไขหวัดใหญ 
ชนิดเอ (Influenza A) คน (Human) สุกร (Swine) สัตวปก (Avian) 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ดานองคความรูใหม 

- ทราบขอมูลพื้นฐานดานรหัสพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ   
ในคน สุกร และสัตวปก ที่แยกไดในประเทศไทย 

- ขอมูลรหัสพันธุกรรมสามารถนําไปเผยแพรไวในฐานขอมูล 

- ทราบวิวัฒนาการของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก ในลักษณะ 
ความหลากหลายและการเปล่ียนแปลงจําเพาะภายในยีน NP วานาจะมาจาก
แหลงใด 

2. ดานการนําไปใชประโยชน 

- ใชเปนขอมูลพื้นฐานที่จะนําไปใชเปนขอมูลรวมกับขอมูลทางดานพันธุกรรมอ่ืน 
ของเชื้อเพื่อบงชี้การระบาดของไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก 
สามารถนําขอมูลที่ไดไปใชในการเตรียมความพรอมเกี่ยวกับการระบาด และ
เปนขอมูลในการกําหนดแนวทางการวางแผน ควบคุม และปองกันโรค 

สมมติฐานของการวิจัย 

ลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน NP มีความแตกตางกันตามชนิดสัตว 
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คําถามสําหรับการวิจัย 

1. ลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร 
และสัตวปก ที่แยกไดในประเทศไทยมีความแตกตางกันตามชนิดสัตวที่ติดเชื้อ
หรือไม   

2. ความแตกตางของลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอ ในคน 
สุกร และสัตวปก ที่แยกไดในประเทศไทยเปนอยางไร และสามารถบงช้ีถึงการติดเช้ือขาม
ชนิดสัตวไดหรือไม  

วิธีดําเนินการวิจัย 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงคที่จะวิเคราะหความหลากหลายของยีนนิวคลีโอโปรตีน 
(NP) ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก ที่แยกไดในประเทศไทย โดยมีสมมติฐาน
วาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน NP มีความแตกตางกันตามชนิดสัตว และเพื่อใหบรรลุ
วัตถุประสงคดังกลาว การศึกษาคร้ังนี้จะดําเนินการเปน 3 ระยะ ดังแสดงในแผนภาพที่ 1   
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ภาพที่ 1 แผนภูมิแสดงวิธีการวิจัย 

- รวบรวมเช้ือไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปกท่ีแยกไดในประเทศไทย (n~30) 
- เช้ือไขหวัดใหญในคน (n~10) จากคณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
- เช้ือไขหวัดใหญในสุกร (n~10) จากสถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ กรมปศุสัตว                          

และคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
- เช้ือไขหวัดใหญในสัตวปก (n~10) จาก คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

ระยะท่ี 2 ถอดรหัสทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก 

 - เพ่ิมจํานวนยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก ดวยวิธี RT-PCR 
 - สังเคราะห cDNA 
 - เพ่ิมจํานวนโดยวิธี PCR โดยใช primer ท่ีจําเพาะตอยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญในคน สุกร       
                   และสัตวปก 

- ถอดรหัสพันธุกรรม 
 - ไดรหัสพันธุกรรมท้ังหมดของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก 

ระยะท่ี 3 วิเคราะหความหลากหลายของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก 
 

    - เปรียบเทียบรหัสพันธุกรรม (genetic comparison) ของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก 
ในประเทศไทยกับขอมูลรหัสพันธุกรรมใน GenBank ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร 

    - วิเคราะหกลุมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก (host specific NP group)       
       โดยวิธ ีphylogenetic analysis ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร 
    - วิเคราะหกรดอะมิโน จากรหัสพันธุกรรม (DNA translation) ของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญในคน สุกร       
      และสัตวปก ในประเทศไทย 
   

 สรุปผลการวิเคราะหกลุมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก ในประเทศไทย 

 ระยะท่ี 1 รวบรวมตัวอยางเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก ท่ีแยกไดในประเทศไทย 
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

1. ลักษณะของไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ (Influenza A virus) 

ไวรัสไขหวัดใหญ หรือไขหวัดใหญชนิดเอ จัดอยูใน genus Influenza A virus 
และใน family Orthomyxoviridae มีลักษณะพันธุกรรมเปนแบบ RNA สายลบเดี่ยว เปนทอน 
(segmented single - strand negative-sense RNA) มีขนาดประมาณ 120 นาโนเมตร มีเปลือก
หุม (enveloped) ซึ่งประกอบดวยโปรตีน hemagglutinin (HA)และ neuraminidase (NA) และ
โปรตีนทั้ง 2 นี้มีคุณสมบัติเปนแอนติเจนหลักของเชื้อ นอกจากนี้  ยังมีโปรตีนโครงสราง matrix 
และโปรตีนสวน RNA polymerase อยูภายใน genome ของไวรัสไขหวัดใหญ ชนิดเอ genome 
ของเชื้อไวรัสไขหวัดประกอบดวยยีนทั้งหมด 8 ทอน และสรางโปรตีนอยางนอย 10 ชนิด           
เพื่อทําหนาที่แตกตางกัน (ตารางที่ 1 และภาพที่ 2) (Murphy and Webster, 1996 ) 
                                                                                                                                                                                                                         

        

 
 
แผนภาพที ่2 แสดงลักษณะและโครงสรางของเช้ือไวรัสไขหวัดนกที่มี envelope หอหุม  

และที่ผิวดานนอกประกอบดวย hemagglutinin (HA) และ neuraminidase (NA)   
glycoprotein และ matrix 2 (M2) protein สวนภายใน envelope จะบรรจุ single–strand RNA   
จํานวน 8 ทอน โดยจะมีความยาวของสาย Nucleotide ประมาณ 890-2341 bp   
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ตารางท่ี 1 แสดง genome ของไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ ทั้ง 8 ทอน 

 

RNA segment Nucleotides 
(bp) 

Protein Amino acid 
(aa) 

Molecules/virion 

1 2341 Polymerase PB2 759 30-60 
2 2341 Polymerase PB1 757 30-60 
3 2233 Polymerase PA 716 30-60 
4 1778 Haemagglutinin HA 556 500 
5 1565 Nucleoprotein NP 498 1000 
6 1413 Neuraminidase NA 454 100 
7 1027 Matrix protein M1 252 3000 
  Matrix protein M2 97 20-60 

8 890 Non-structural protein NS1 230  
  Non-structural protein NS2 121 130-200 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Heinen (2003) 

2. ชนิดและหนาท่ีของโปรตีนของไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ 

1. โปรตีน PB2 ทําหนาที่เปน cap binding protein และ endonuclease 
2. โปรตีน PB1 ทําหนาที่เปน RNA polymerases  
3. โปรตีน PA ทําหนาที่เปน RNA polymerase subunit และ proteolysis 
4. โปรตีน HA มีสวนสําคัญในการทําหนาที่เกาะติดกับตัวรับบนผิวเซลล   
    (Receptor) และการ fusion ของเปลือกหุมของไวรัสกับผิวของเซลลโฮสต 
5. โปรตีน NP ทําหนาที่เปนสวนหนึ่งของ Ribonucleoprotein (RNP) โดย RNP 
ประกอบดวย Nucleoprotein และเอนไซม Polymerases 
6. โปรตีน NA ทําหนาที่เกี่ยวของกับขบวนการ sialidase activity ชวยในการ 
    ปลดปลอยไวรัส 
7. โปรตีน M1 เปน major component ของอนุภาคไวรัส และโปรตีน M2            
    ทําหนาที่เปน Ion channel  
8. โปรตีน NS1, NS2 เปน nonstructural protein โดย NS1 ทําหนาที่ยับยั้งการ  
    ทํางานของ Interferon ใน host cells, ควบคุมการ splice ของ viral mRNA   
    และการ Transport mRNA ออกจาก nucleus เขาสู cytoplasm สวนโปรตีน   
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    NS2 หรือ nuclear export protein ทําหนาที่ในการ transport RNP ออกจาก 
    นิวเคลียสสู Cytoplasm 

3. การเพิ่มจํานวนของไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ 

ข้ันตอนการเขาเซลลและการเพิม่จํานวนของไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ ประกอบไป
ดวยข้ันตอนตาง ๆ ดังนี้ (ภาพแผนภาพที่ 3)  

1. ไวรัสจับกับตัวรับบนผิวเซลล  
2. การเขาเซลล (receptor mediated endocytosis)  
3. การเชื่อมกันของไวรัสกับ endosomal membrane  
4. Genome ของไวรัสเคล่ือนเขาสูนิวเคลียสของเซลล  
5. การเพิ่มจํานวน genome และการสังเคราะหโปรตีน  
6. การประกอบลูกหลานไวรัสและการออกจากเซลล 

ไวรัสไขหวัดใหญจะเขาสู เซลลไดจะตองจับกับสวนรับที่จําเพาะบนผิวเซลล 
(sialic acid containing receptors) โดยเอนไซมยอยโปรตีน (proteolytic enzyme) จะทําหนาที่
ยอยและแยกโปรตีน hemagglutinin ออกเปน 2 สวน คือโปรตีน HA1 และ HA2 สวนของโปรตีน 
HA1 จะมีตําแหนงที่ใชจับกับสวนรับที่จําเพาะบนผิวเซลลโฮสต ความจําเพาะของโปรตีน HA1 กับ
สวนรับบนผิวเซลล มีบทบาทในการกําหนดชนิดของโฮสต (host specificity) (Cross et al., 2001) 
โดยพบวาไวรัสไขหวัดใหญสัตวปกจับกับสวนรับบนผิวเซลลที่ตําแหนง N-acetylneuraminic 
acid-2,3 galactose ซึ่งพบมากที่ทางเดินหายใจและทางเดินอาหารของสัตวปก สวนไวรัสไขหวัด
ใหญมนุษยจับสวนรับบนผิวเซลลที่ตําแหนง N-acetylneuraminic acid-2,6-galactose ซึ่งพบ
มากที่ทางเดินหายใจ ในขณะที่บนผิวเซลลทางเดินหายใจของสุกรมีสวนรับทั้ง 2 ชนิด  ดังกลาว
ในทางเดินหายใจ (Heinen, 2003) เม่ือไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอจับกับตัวรับบนผิวเซลลแลว จะถูก
ดึงเขาเซลลดวยขบวนการ receptor mediated endocytosis ผานทาง clathrin coated pits และ 
vesicle (Cross et al., 2001) ตอจากนั้นจะเกิดการเชื่อมกัน (fusion) ของเปลือกหุมไวรัสกับ    
เยื่อหุม endosome โดยพบวาโปรตีน M2 มีบทบาทในการควบคุมการเขา-ออกของโปรตอน ซึ่ง
สงผลใหความเปนกรด-ดางต่ําลง จึงกระตุนการทํางานของโปรตีน HA2 ทําใหเกิดการเชื่อมกันของ
เยื่อหุมทั้งสอง ตอจากนั้นโปรตีน M1 จะแยกตัวออกทําให RNP complexes เคล่ือนออกมาสู     
ไซโตพลาสซึมและเคล่ือนเขาสูนิวเคลียสตอไป เพื่อเพิ่มจํานวนกรดไรโบนิวคลีอิค โดยการทําหนาที่
รวมกันของโปรตีน PB1 PB2 PA และ NP ในการกระตุนขบวนการคัดลอกสาย  ไรโบนิวคลีโอไทด 
ซึ่งมี genome ของไวรัสเปนตนแบบ รวมทั้งการเติม cap และหมูนิวคลีโอไทดที่ปลาย 5’ และ 3’ 
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เพื่อเปล่ียนให mRNA ที่สรางข้ึนในนิวเคลียสกลายเปน genomic RNA ของไวรัส ในแตละรอบ
ของการเพิม่จํานวนไวรัส โปรตีน NS มีบทบาทในการขนสง RNA ของไวรัสออกจากนิวเคลียส เพื่อ
ไปประกอบกับโครงสราง อ่ืนๆ เปนไวรัสที่สมบูรณและออกจากเซลลตอไป พบวาโปรตีน NA มี
บทบาทในการปลดปลอยลูกหลานของไวรัสออกจากเซลล โดยทําหนาที่ยอยทําลายเยื่อหุมเซลล 
สวนโปรตีน HA2 มีบทบาทในการเชื่อมกันของเปลือกหุมไวรัสกอนออกนอกเซลล (Mittelholzer, 
2006) 

 
 

แผนภาพที่ 3 แสดงการเพิ่มจํานวนของไวรัสไขหวัดใหญ 
 

4. การแปลี่ยนแปลงของแอนติเจน 

จากการศึกษาวิวัฒนาการของเชื้อไวรัสพบวาเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอมีการกลาย
พันธุเกิดข้ึนตลอดเวลา อยางไรก็ตามมีไวรัสเพียงบางอนุภาคเทานั้นที่กลายพันธุแลวยังมี
ความสามารถทําใหเกิดการติดเชื้อและเพิ่มจํานวนตอไปได ในขณะที่บางอนุภาคก็ไมสงผล
ดังกลาว ดังนั้นการเฝาระวังเชื้อไวรัสสายพันธุใหมบางสายพันธุทีเ่กิดข้ึนอาจถูกมองขามไป แตถา
มีการเปล่ียนแปลงไปจากเดิมอยางชัดเจนของสายพันธุ และมีผลกระทบตอคนและสัตวก็จะถูก
ตรวจพบได เชื้อไวรัสไขหวัดใหญทั้ง 3 ชนิด มีการกลายพันธุตลอดเวลา แตที่มีการกลายพันธุ
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สูงสุดในบรรดา 3 ชนิด คือไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ การกลายพันธุนั้นเกิดข้ึนจากการเปล่ียนแปลง
ของยีน การเปล่ียนแปลงของยีนทําใหแอนติเจน ซึ่งเปนผลผลิตของยีนเปล่ียนแปลงไปดวย คือมี 
antigenic variation ซึ่งแบงออกเปน 2 แบบ คือ Antigenic drift และAntigenic shift 

Antigenic drift คือ การเปล่ียนแปลงที่แอนติเจนใหมในสวนของสารพันธุกรรม   
ซึ่งจะมีผลตอการเปล่ียนแปลงของแอนติเจนไมมากนัก พบไดในไวรัสไขหวัดใหญทุกชนิดแต
พันธุกรรมของไวรัสชนิด C คอนขางคงตัว การเกิด antigenic drift อาจทําใหเกิดการระบาด 
(epidemic) ไดในวงไมกวางนักดังแสดงในแผนภาพที่ 4 

    

 
 
   แผนภาพที่ 4 แสดงการเกิด antigenic drift ของเช้ือไขหวัดใหญบนยีน HA สงผลใหเกิดการ 
                      เปล่ียนแปลงตอการสรางโปรตีน HA 

    
Antigenic shift คือ การเปล่ียนแปลงของแอนติเจนใหมเนื่องจากการเกิด

ขบวนการ gene reassortment โดยการที่ไวรัสไขหวัดใหญ 2 ชนิด ติดเชื้อในเซลลเดียวกัน ใน
ข้ันตอน self assembly เพื่อประกอบเปนอนุภาค อาจมีการแลกเปล่ียนสารพันธุกรรมทั้งทอน  
ของไวรัสชนิดหนึ่งใสเขาไปในอนุภาคของไวรัสอีกชนิดหนึ่งจึงทําใหไดอนุภาคของไวรัสชนิดใหม ซึ่ง
มีแอนติเจนเปล่ียนแปลงไปจากเดิม ถายีนที่รับมาเปน H หรือ N ก็จะทําใหเกิดการเปล่ียน 
subtype ใหเห็นได ซึ่งพิสูจนไดดวยวิธีทาง serological และ molecular techniques เทานั้น แต
ถาสวนของยีนที่รับมาเปน internal gene จะไมสามารถตรวจพบไดดวยวิธีทาง serological ตอง
ตรวจดวยวิธีทาง molecular techniques เทานั้น ในการระบาดใหญที่เกิดข้ึนหลายคร้ังที่ผานมา 
เกิดข้ึนเนื่องจากเชื้อมี antigenic shift ที่ H และ N ทําใหเกิดไวรัสลูกผสม ซึ่งเรียกวา reassortant  
ทําใหเกิดไวรัสสายพันธุใหมและเกิดการระบาดของโรคไขหวัดใหญเปนบริเวณกวาง นอกจากนี้ยัง
อาจทําใหเกิดจากการติดเชื้อขามชนิดโฮสต (interspecies transmission)  และอาจติดตอไปยัง
สัตวไดหลายชนิด ถาไวรัสไขหวัดใหญ 2 สายพันธุที่มี genome แตกตางกันทั้ง 8 ทอน เกิดการ
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แลกเปล่ียนสารพันธุกรรมกัน จะมีโอกาสเกิดไวรัส genotype ใหม ได  256 genotypes 
(Mittelholzer, 2006) การระบาดของไวรัส ไขหวัดใหญสายพันธุ H2N2 หรือ Asian flu ที่ระบาดใน
มนุษยเม่ือป ค.ศ. 1957 เกิดจากการแลกเปล่ียนสารพันธุกรรม ของไวรัสไขหวัดใหญมนุษยและ
สัตวปก (Heinen, 2003) สวนไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ที่ระบาดในแถบเอเชียและทําใหมี
ผูคนเสียชีวิตจํานวนมากนั้นเกิดจากการติดเชื้อขามชนิดโฮสต (Olsen, 2002) ดังแผนภาพที่ 5  
 

                 
 
แผนภาพที ่5 แสดงการเกิด Antigenic shift ของเช้ือไขหวัดใหญ ซ่ึงเกิดจาก การ reassortment ของ

ยีน HA และ NA โดยอาศัยโฮสตก่ึงกลาง ซ่ึงสามารถติดเช้ือไขหวัดไดทั้งในคน และสัตว
ปก สงผลใหเกิดไวรัสสายพันธุใหมไดทั้งในคนและสัตวปก 

กลไกในการเกิด antigenic drift เชื่อวาเกิดจากขบวนการ point mutation ไดแก 
substitution, deletion และ insertion ภายในสายพันธุกรรมของยีนของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญซึ่ง   
มีเอนไซม RNA polymerase ซึ่งไมมี proof reading activity และความผิดพลาดในการเพิ่ม
จํานวนสายพันธุกรรมซึ่งพบไดในอัตรา 1/104 base ในแตละ replication cycle ทําใหมีโอกาส 
เกิดลูกหลานของไวรัสที่ไมเหมือนเดิมไดจํานวนมาก มีเพียงบางอนุภาคเทานั้นที่สามารถเพิ่ม
จํานวนตอไปได พบวาอัตราการกลายพันธุในลักษณะนี้ของไวรัสไขหวัดใหญสุกรจะเกิดชากวา
ไวรัสไขหวัดใหญในคน (Slemons, 2002; Mittelholzer, 2006) อัตราการเกิดการกลายพันธุในสวน
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โปรตีน HA1 ของไวรัสไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ classic H1N1 และไวรัสไขหวัดใหญในมนุษย
สายพันธุ H1N1 ประมาณรอยละ 0.4 และ 0.8 ของจํานวนกรดอะมิโนตอป ตามลําดับ (Olsen, 
2002) 

5. ความสามารถในการติดเช้ือและเพิ่มจํานวนในสิ่งมีชีวิตของไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ 
และความสําคัญของ Nucleoprotein (NP) 

  ไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอสามารถกอโรคในส่ิงมีชีวิตไดหลายชนิด (Suzuki et al., 
2005) คือในสัตวปก เชน ไกบาน ไกปา นกปาชนิดตาง ๆ ไกงวง หาน เปด เปนตน ในสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม เชน สุกร มา วาฬ คน แมวน้ํา ตัวม้ิงค และลิงเปนตน แตพบวาสัตวปกโดยเฉพาะพวกนก
น้ําเปนส่ิงมีชีวิตที่แยกเชื้อไวรัสไดหลากหลายและพบมี subtype ของเชื้อมากที่สุด (Hinshaw et 
al., 1980) และมีการศึกษาที่ทําใหบงชี้วา ไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอที่พบแพรกระจายในคนนั้น มี
จุดเร่ิมตนมาจากสัตวปก โดยอาจรับมาโดยตรง และเกิดการกลายพันธุระหวางที่มีการเจริญ
ภายในรางกายคน จนทําใหมีความเหมาะสมที่จะแพรกระจายระหวางคนได หรืออาจเกิดจากการ
ที่ไวรัสในสัตวปกติดเชื้อผานเขาทางสุกร ทําใหไวรัสมีการเปล่ียนแปลงจนมีความเหมาะสมที่จะ
เจริญเติบโตในคนไดดีข้ึน ทําใหเกิดสมมติฐานวา สุกรนาจะเปนตัวกลางทําหนาที่เปน mixing 
vessel ระหวางไวรัสไขหวัดใหญสายพันธุตาง ๆ ของสัตวปกใหมีการกลายพันธุทั้งแบบ point 
mutation และ genetic reassortment (Scholtissek et al., 1998) การที่ไวรัสสามารถเขาไปเพิ่ม
จํานวนในส่ิงมีชีวิตไดตองมีความจําเพาะกับเซลลส่ิงมีชวิตนั้น ๆ สวนที่เปนตัวกําหนดชนิดเซลล 
(cell tropism) คือ ตัวรับที่เปน sialic acid ชนิด α 2,6 หรือ α 2,3 linkage ที่อยูบนผิวเซลลที่
สามารถจับกับ HA บนผิว envelope ของไวรัสไดอยางจําเพาะ (Rogers et al., 1983; Weis et 
al.,1988)  ความจําเพาะนี้จึงเปนตัวกําหนดการเขาสูเซลลของไวรัส (Suzuki et al., 2000) 
นอกจากยีน HA แลว การเพิ่มจํานวนในเซลลที่ติดเชื้อนั้นยังตองอาศัยการทํางานของโปรตีนที่อยู
ภายในของไวรัสรวมกัน โดยโปรตีนที่มีความสําคัญชนิดหนึ่งคือ โปรตีน NP (Scholtissek et al, 
1985) 

โปรตีน NP เปนโปรตีนโครงสรางที่สําคัญของอนุภาคไวรัส มีปริมาณมากที่สุด 
และเปนโปรตีนสําคัญที่ใชในการแยกชนิดของไขหวัดใหญออกเปน type A, B และ C และทํา
หนาที่จับกับอนุภาคของ RNA ในกระบวนการ transcription และ replication โดย NP ซึ่งเปน
สวนประกอบของ RNP ของไวรัสซึ่งมี nuclear localization signal จะนํา RNA genome เคล่ือน
เขาสูนิวเคลียสทาง nuclear pore และ RNA genome จะทําหนาที่เปน template ใหเอนไซม 
polymerase (transcriptase)  ของไวรัสใชในการสราง mRNA ตอไป (Portela and Digard, 
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2002) นอกจากนี้ NP ยังเปนแอนติเจนที่สําคัญในการกระตุน cytotoxic T lymphocyte ซึ่งเปน
ภูมิคุมกันชนิดเซลล ทําใหมีผลคุมโรคขามระหวาง subtype ที่แตกตางกันได (Yewdell et al., 
1985) 

  นอกจากนี้มีหลายรายงานที่พบวายีน NP มีบทบาทที่เกี่ยวของกับการกําหนด 
host -specific เชน รายงานของ Scholtissek และคณะ ในป 1978 สามารถแยกความแตกตาง
ของ    ยีน NP ของคนในสัตวปกและมาได โดยใชเทคนิค RNA hybridization และรายงานของ 
Gammelin และคณะ (1989) พบวายีน NP สามารถใชยืนยัน host specificity ของเชื้อไวรัสได 
เชนเดียวกับ Gorman และคณะ (1990)  สามารถแยกยีน NP ได 5  กลุม host specific คือ 
Equine1, Equine2, Human & Swine, H13 Gull และ avian และในป ค.ศ. 1991 Gorman และ
คณะ ไดวิเคราะหลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน NP ของไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอในคน และสุกร 
พบวาวิวัฒนาการและแหลงกําเนิดของไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ มีความสัมพันธกับแหลงกําเนิด
ของยีน NP  

ในป ค.ศ. 2004 Reid และคณะศึกษาเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ และพบวากรด    
อะมิโน 6 ตําแหนงสามารถแยกยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน ออกจากไวรัสไขหวัดใหญสัตว
ปก คือกรดอะมิโนตําแหนงที่ 16, 33, 100, 136, 283 และ 313 โดยพบวากรดอะมิโนตําแหนงที่ 
33, 100 และ 136 ของไวรัสในคนและสุกรในป 1918 เปนตําแหนงที่มีความคงตัวสูง ทําให
สามารถแยกไวรัสไขหวัดใหญในคนจากไวรัสไขหวัดใหญในสัตวปกและมาไดชัดเจน  และพบวา
กรดอะมิโนของไวรัสไขหวัดใหญในสัตวปก มา และสุกร ในป 1918 ตําแหนงที่  283 ถูกแทนที่ 
leucine โดย Proline ของไวรัสไขหวัดในคน อาจทําใหเชื้อมีความรุนแรงได 

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาเกี่ยวกับ T cell epitope ของไวรัสไขหวัดใหญ และการ
เปล่ียนแปลง   ของ epitopes นอยมากและเนื่องจาก T cell  epitope มักอยูในโปรตีนภายในของ
ไวรัสที่มีความผันแปรต่ํา เชน nucleoprotein (NP) จึงเชื่อกันวาอาจมีการเปล่ียนแปลงในลักษณะ 
escape mutation เกิดข้ึนไดนอย อยางไรก็ตามมีรายงานการพบไวรัสที่มีการเปล่ียนแปลงของ 
nucleoprotein ในลักษณะที่ทําใหไวรัสหลบหลีก CTL ได (Rimmelzwaan et al., 2004)             
ที่นาสนใจคือ escape  mutant นี้มีความสามารถในการเพิ่มจํานวนลดลง (Berkhoff et al., 2006) 
ซึ่งแสดงใหเห็นวา nucleoprotein เปนยีนที่ยอมใหเกิดการเปล่ียนแปลงไดนอย มิฉะนั้นโปรตีนจะ
ไมสามารถทํางานไดตามปกติ และทําใหความสามารถ ในการเพิ่มจํานวนของไวรัสต่ําลง (fitness) 
และนาจะเปนดวยเหตุนี้ที่ทําใหไมเกิด escape mutation ตอ CTL ข้ึนบอยอยางที่เกิดกับ B cell 
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แตก็มีบาง CTL epitopes ที่ยอมใหมีการเปล่ียนแปลงมากกวาต่ําแหนงอ่ืน ๆ ซึ่งอาจเปนเพราะ 
CTL จับ epitopes นั้นไดดีมากทําใหมี selection pressure ที่รุนแรง และ epitope นั้นไมอยูในต่ํา
แหนงที่สําคัญมากในแงการทําหนาที่ของโปรตีนของไวรัสหรือสามารถมี mutation เพิ่มเติมที่แกไข
ปญหาในการทํางานของโปรตีนของไวรัสที่เกิดจาก mutation แรก (Rimmelzwaan  et al., 
2004,2005) 

ในป ค.ศ. 2006 Altstein A.D. และคณะไดศึกษาการสรางภูมิคุมกันไวรัสไขหวัด
ใหญในการแสดงออกของโปรตีน NP พบไวรัสไขหวัดใหญอาจมีการกลายพันธุหลบหลีก T cell ได
เชนเดียวกับที่เกิดกับแอนติบอดีในการศึกษาของ Rimmelzwaan และคณะ (2004) ซึ่งวิเคราะห
การตอบสนองของ T cell ตอ   NP383-391 epitope (ELRSRYWAI) พบวาไวรัสไขหวัดใหญที่เกิด
ระหวางป ค.ศ.1993-1994 มีการกลายพันธุเปน SQYWAIRTR และ ELRSGYWAI ตามลําดับ ทํา
ใหมีการหลบหลีกจาก T cell ที่จําเพาะตอ epitope (Rimmelzwaan และคณะ, 2004) อยางไรก็
ตามการกลายพันธุจาก arginine เปน glycine ที่ตําแหนง 384 (R384G) เพื่อหลบหลีกจาก
ภูมิคุมกันนั้น ไวรัสไขหวัดใหญตองแลกกับการสูญเสียความสามารถในการเพิ่มจํานวน (fitness) 
(Rimmelzwaan และคณะ, 2004) 

6. โรคไขหวัดใหญในคน 

โรคไขหวัดใหญในคนเกิดจากเชื้อไวรัสไขหวัดใหญไดทั้ง 3 types คือ type A, B 
และ C และกอใหเกิดการติดเชื้อไวรัสที่ระบบทางเดินหายใจ โดยผูปวยจะแสดงอาการของโรค
ระบบทางเดินหายใจแบบเฉียบพลัน คือ มีไขสูงแบบทันทีทันใด ปวดศีรษะ ปวดเม่ือยกลามเนื้อ 
ออนเพลีย (CDC, 2007) ไขหวัดใหญเปนโรคที่สําคัญที่สุดโรคหนึ่งในกลุมโรคติดเชื้ออุบัติใหมและ
โรคติดเชื้ออุบัติซ้ํา เนื่องจากเกิดการระบาดใหญทั่วโลกมาแลวหลายคร้ัง แตละคร้ังเกิดข้ึนอยาง
กวางขวางเกือบทุกทวีป ทําใหมีผูปวยและเสียชีวิตนับลานคน (Webster, 2004) 

ไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ เปนชนิดที่ทําใหเกิดการระบาดอยางกวางขวางทั่วโลก 
ในขณะที่ไวรัส ชนิด B ทําใหเกิดการระบาดในพื้นที่ระดับภูมิภาค (OIE, 2000) สวนชนิด C มักเปน
การติดเชื้อที่แสดงอาการอยางออนหรือไมแสดงอาการ และไมทําใหเกิดการระบาด เชื้อไวรัส   
ชนิดเอแบงเปน subtype ตามความแตกตางของโปรตีนของไวรัสคือ HA และ NA โปรตีน ใน
ปจจุบัน   พบการติดเชื้อและการกอโรคระบาดของเชื้อไขหวัดใหญในคนไดหลาย subtypes ไดแก 
H1N1, H1N2 และ H3N2 นอกจากนี้ยังพบรายงานการติดเชื้อ H5N1 และ H9N2 เปนระยะๆ 
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ระหวางป ค.ศ. 1918-1957 พบรายงานการเกิดโรคไขหวัดใหญในคนที่เรียกวา
“Spanish Flu”  ซึ่งเปนการแพรระบาดคร้ังใหญที่กระจายไปทั่วโลกอยางรวดเร็วและรุนแรง พบ
ผูปวยในทุกทวีปและทําใหมีผูเสียชีวิตทั่วโลกมากกวา 21 ลานคน ซึ่งจากการศึกษายอนหลังใน
หลายสิบปตอมาจึงพบวาเปนเชื้อไวรัสชนิด H1N1 ตอมาในชวงป ค.ศ. 1957-1968 พบการระบาด
ของโรคไขหวัดใหญที่เรียกวา “Asian flu” เกิดจากเชื้อ H2N2 ซึ่งเปนไวรัสไขหวัดใหญ   ชนิดเอที่
เปล่ียนแปลงไปจาก Spanish flu เดิม และหลังจากนั้นในป ค.ศ. 1968 พบรายงานการระบาดของ
ไขหวัดใหญที่เรียกวา “Hong Kong flu” เกิดจากเชื้อ H3N2 และจากนั้นตั้งแตป ค.ศ.1977  พบ
รายงานการระบาดของโรคไขหวัดใหญที่เรียกวา “Russian flu” เกิดจากเชื้อ H1N1 จนถึงปจจุบัน 
(Webster, 2004) และป ค.ศ. 1997 มีรายงานการระบาดของโรคไขหวัดใหญ H5N1 ในสัตวปก   
ที่เรียกวา “โรคไขหวัดนกหรือ Bird flu (H5N1 subtype)” ที่ฮองกงและพบผูปวยเสียชีวิตจากการ
ติดเชื้อนี้เปนคร้ังแรกในโลก และการแพรระบาดของโรคในสัตวปกไดกระจายไปอยางกวางขวางใน
ทวีปเอเชียทําใหมีผูปวยเสียชีวิตในหลายประเทศ ผูปวยที่ไดรับเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ H5N1 นี้มี
อัตราการเสียชีวิตสูง (Beigel, 2005) ตอมาในป 2009 มีการแพรระบาดของเชื้อไขหวัดใหญ    
สายพันธุใหม H1N1 ซึ่งเปนไขหวัดใหญสายพันธุใหมของคนแพรกระจายทั่วโลกรวมทั้งประเทศ
ไทยดวย และถือวาเปนการระบาดใหญของไขหวัดใหญในคน และเปนไขหวัดใหญที่ไมเคยพบมา
กอน เนื่องจากเปนการผสมกันของสารพันธุกรรมไขหวัดใหญในมนุษย, ไขหวัดนกที่พบในทวีป
อเมริกาเหนือ และไขหวัดหมูที่พบในทวีปเอเชีย และยุโรป ทําใหองคการอนามัยโลกตองเฝาระวัง
การแพรระบาดของโรคไขหวัดใหญ สายพันธุใหม 2009 เนื่องจากหว่ันวิตกวา เชื้อ H1N1 อาจจะ
กลายพันธุเปนสายพันธุที่อันตรายยิ่งข้ึน และมีแนวโนมวาอาจกอใหเกิดโรคที่ระบาดรุนแรงในคน
มากข้ึนเร่ือย ๆ ในอนาคต 

ในประเทศไทยมีรายงานการศึกษาไขหวัดใหญในคน โดย  Chutinimitkul และ
คณะ (2008a) ศึกษาชีวโมเลกุลเชิงลึกของโปรตีน HA และ NA ของ subtypes H1N1 และ H3N2 
ที่แยกไดจากคน พบวาเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคนทั้งสอง subtypes (H1N1 และ H3N2) มี
ลักษณะทางพันธุกรรมที่ใกลเคียงกับเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอที่อยูในกลุมของวัคซีนสายพันธุใน 
Northern Hemisphere ที่มีในปจจุบัน อยางไรก็ตามไมมีรายงานการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม
ของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคนในการศึกษาคร้ังนี้ 
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7. โรคไขหวัดใหญสุกร (Swine influenza) 

โรคไขหวัดใหญสุกรเกิดจากการติดเชื้อไขหวัดใหญสุกร (Swine Influenza Virus) 
เปนสาเหตุทําใหเกิดโรคระบบทางเดินหายใจเฉียบพลัน (acute respiratory disease) ในสุกรทุก
ชวงอาย ุในปจจุบันเชื้อไขหวัดใหญสุกรที่มีรายงานการระบาดในสุกรทั่วโลกมี 3 subtypes ไดแก 
H1N1, H3N2 และ H1N2 (Slemons, 2002; Dee, 2005)  รายงานการระบาดของโรคไขหวัดใหญ
สุกรเกิดคร้ังแรกในปลายฤดูรอน ค.ศ. 1918 ในรัฐอิลลินอยสและไอโอวาของสหรัฐอเมริกา โดยพบ
สุกรจํานวนมากแสดงอาการคลายโรคไขหวัดใหญในคน ซึ่งในชวงเวลานั้นมีการระบาดของไขหวัด
ใหญในคนอยางรุนแรง ซึ่งตอมาสามารถวินิจฉัยแยกเชื้อไขหวัดใหญสุกร H1N1 (classical swine 
H1N1)  ไดในป ค.ศ. 1930 จากการศึกษายอนหลังทางดานซีร่ัมวิทยาในคน พบวาเชื้อไขหวัดใหญ
ในป ค.ศ. 1918-1919 มีความคลายคลึงกับเชื้อไขหวัดใหญสุกรที่แยกไดในป 1930  ในปจจุบัน
พบวารายงานการระบาดของเชื้อไขหวัดใหญสุกรเปนคร้ังคราวกระจายอยูในประเทศตางๆ ทั่วโลก 
ทั้งเชื้อไวรัส subtype H1N1 และ H3N2  จนกระทั่งเม่ือป ค.ศ. 1975 จนถึงปจจุบัน และการ
ระบาดของโรคไขหวัดใหญสุกรมีความถี่มากข้ึนและระบาดเปนบริเวณกวางมากข้ึนตามจุดตางๆ 
ทั่วโลก รวมทั้งในแถบทวีปเอเชียดวย 

  เชื้อไขหวัดใหญสุกรมีความหลากหลายทางพันธุกรรม เนื่องจากพบวาเชื้อไวรัส
เกิดการกลายพันธุและการแลกเปล่ียนสารพันธุกรรมระหวางเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ ทั้ง subtype 
ที่มาจากคน  สัตวปก และสุกรได (Slemons, 2002) โดยพบวาสุกรมีตัวรับ (receptor site)       
บนผิวเซลลที่ตําแหนง N-acetylneuraminic acid 2,3-galactose ของสัตวปก และตําแหนง               
N-acetylneuraminic acid 2,6-galactose ของคน ทําใหไวรัสไขหวัดใหญในคนและสัตวปก
สามารถติดเชื้อเขาสูเซลลของสุกรพรอม ๆ  กันได จึงมีโอกาสเกิดการแลกเปล่ียนสารพันธุกรรม
ของเชื้อไขหวัดทั้ง 2 ชนิดในเซลลสุกรไดสูง สุกรจึงเปรียบเปนถังผสม “mixing vessel” เม่ือมี    
การติดเชื้อไวรัส 2 ชนิดในเซลลเดียวกัน และอาจทําใหเกิด “reassortment” ไดเชื้อไวรัสตัวใหม
เกิดข้ึน (reassortant virus) 

ในอดีตการระบาดของโรคไขหวัดใหญสุกรมีสาเหตุจากไวรัสไขหวัดใหญสุกร   
สายพันธุ H1N1 และ H3N2  สวนไวรัสไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N2 พบเร่ิมมีความสําคัญมาก
ข้ึน เนื่องจากมีรายงานการระบาดของไวรัสไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N2 กระจายตามสวนตาง 
ๆ ทั่วโลกมากข้ึน และมีแนวโนมวาจะมีการระบาดแทนที่ไวรัสไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N1 
และ H3N2 (Marozin et al., 2002) พบไวรัสไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N2 ที่แยกไดจากสุกรใน
แถบทวีปอเมริกา เกิดจากการแลกเปล่ียนสารพันธุกรรมระหวางไวรัสสายพันธุ classical H1N1 
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และไวรัสสายพันธุ H3N2 ที่เคยระบาดในสหรัฐอเมริกาเม่ือป ค.ศ. 1998 (ไวรัสสายพันธุ H3N2  
มาจากการแลกเปล่ียนสารพันธุกรรมของไวรัสสายพันธุ H3N2 จากมนุษย ไวรัสสายพันธุ H1N1    
จากสุกร และไวรัสสายพันธุ H1N1 จากสัตวปก) (Karasin et al., 2002; Richt et al., 2003)            
ซึ่งแตกตางจากไวรัสไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N2 ที่แยกไดในแถบทวีปยุโรปและทวีปเอเชีย 
โดยพบวามาจากการแลกเปล่ียนสารพันธุกรรมของไวรัสสายพันธุ human H1N1 และไวรัส     
สายพันธุ human-like H3N2  (Spickler, 2004) การอุบัติใหมของไวรัสไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ 
H1N2 ทั้งในแถบทวีปอเมริกา ทวีปยุโรป และทวีปเอเชีย ทําใหเกิดการระบาดของโรคไขหวัดใหญ
สุกรกระจายในประเทศตาง ๆ ทั่วโลก โดยสุกรปวยจะแสดงอาการของโรคระบบทางเดินหายใจ
เฉียบพลันและแมสุกรแทงลูก 

จากการศึกษาของ Van Reeth และคณะ (2003) พบวาไวรัสไขหวัดใหญสุกร  
สายพันธุ H1N2 ที่แยกไดในประเทศอังกฤษ ทําใหสุกรทดลองแสดงอาการหลังติดเชื้อ 24 ชั่วโมง 
โดยมีไข (อุณหภูมิเม่ือวัดทางทวารหนัก 40.6°C) ซึม เบื่ออาหาร หายใจดวยชองทอง อัตราการ
หายใจเพิ่มข้ึน สวนที่สหรัฐอเมริกา Karasin และคณะ (2000) รายงานการเพาะแยกไวรัส สาย
พันธุ H1N2 ไดจากฟารมที่มีการระบาดของโรคทางเดินหายใจในสุกรปวยชวงอายุ 6 สัปดาหข้ึนไป 
และจากฟารมสุกรแหงหนึ่งที่มี แมสุกรแทงลูกจํานวน 600 ตัว เม่ือเดือนพฤศจิกายน ป ค.ศ. 1999 
ที่รัฐอินเดียนา (Indiana) และพบวาไวรัสไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N2 ที่แยกไดใน Indiana, 
Illinois, Minnesota, Ohio, Iowa และ North- Carolina ระหวางป ค.ศ. 2000-2001 มีลักษณะ
พันธุกรรมเหมือนกับไวรัสสายพันธุ H1N2 ที่ระบาดใน รัฐอินเดียนาเม่ือปลายป ค.ศ. 1999 
(Karasin et al., 2002) 

สวนในแถบทวีปเอเชีย Li และคณะ (2004) รายงานผลการสํารวจที่ประเทศจีน 
ในป    ค.ศ. 2001 พบวาสามารถเพาะแยกไวรัสไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N2 ไดจากชองจมูก
สุกรจํานวน 2 ตัวอยาง จากสุกรที่ใหผลบวกในการทดสอบทางซีรัมวิทยาตอ H1 จํานวน 27 
ตัวอยาง จากสุกรทั้งหมด 951 ตัว และที่ประเทศเกาหลี Jung และคณะ (2005) รายงานการ 
ศึกษาพยาธิกําเนิดของไวรัสไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N2  ที่แยกไดในประเทศเกาหลีเม่ือป 
ค.ศ. 2003 จากสุกรแมพันธุจํานวน 200 ตัวที่แสดงอาการคลายโรคไขหวัดใหญชนิดรุนแรง พบวา
สามารถทําใหสุกรทดลองแสดงอาการและมีรอยโรคของโรคระบบทางเดินหายใจเฉียบพลันได 
นอกจากนี้โรคไขหวัดใหญสุกรเปนโรคสัตวติดคน (zoonotic disease) ซึ่งพบไดทั้งการติดเชื้อไวรัส
ไขหวัดใหญจากคนไปสุกรหรือในทางกลับกันสามารถติดเชื้อจากสุกรไปยังคนไดเชนเดียวกัน 
(Stuart-Harris, 2003) 
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ดังนั้นการเฝาระวังการเปล่ียนแปลงและตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรม รวมถึง
การศึกษาพยาธิกําเนิดของไวรัสไขหวัดใหญสุกรในทองถิ่นตาง ๆ จึงมีความสําคัญมาก เพื่อการ
ควบคุมและปองกันการระบาดของโรคไขหวัดใหญสุกรทั้งในทองถิ่นและพื้นที่อ่ืน ๆ ทั่วโลก 

ในประเทศไทยมีรายงานพบไวรัสไขหวัดใหญสุกรดังนี้ Kupradinun และคณะ 
(1991) รายงานการเพาะแยกไวรัสไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N1 ไดเปนคร้ังแรกจากสุกรปวยที่
แสดงอาการคลายโรคไขหวัดใหญในเดือนมกราคม ป ค.ศ. 1988 และจากการรายงานผลการ
สํารวจทางซีร่ัมวิทยาตอไวรัสไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N1 จากสุกรใน 15 จังหวัดของประเทศ
ไทย โดย Damrongwatanapokin และคณะ (2003) พบอุบัติการณของไวรัสไขหวัดใหญสุกร   
สายพันธุ H1N1 รอยละ 39  จากตัวอยางซีร่ัมสุกรทั้งหมด 1,610 ตัวอยาง สวน Parchariyanon 
และคณะ (2006) รายงานการสํารวจทางซีร่ัมวิทยาของไวรัสไขหวัดใหญสุกรจากสุกรใน 5 จังหวัด 
ไดแก ฉะเชิงเทรา กาญจนบุรี ขอนแกน สุโขทัย และสุพรรณบุรี ในป พ.ศ. 2547 พบตัวอยางซีร่ัม
สุกรใหผลบวกตอไวรัสสายพันธุ H1N1 รอยละ 7.9 และใหผลบวกตอไวรัสสายพันธุ H3N2 รอยละ 
20.6 จากตัวอยางซีร่ัมสุกรทั้งหมด 533 ตัวอยาง และ Damrongwatanapokin และคณะ (2006)  
รายงานการสํารวจทางซีรัมวิทยาและไวรัสวิทยาของไวรัสไขหวัดใหญสุกรตั้งแตเดือนตุลาคม   
พ.ศ. 2547 ถึงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2548 ใน 35 จังหวัดของประเทศไทย  พบตัวอยางซีร่ัมสุกรขุนให
ผลบวกตอไวรัสสายพันธุ H1N1 รอยละ 55 และใหผลบวกตอไวรัสสายพันธุ H3N2 รอยละ 31 
จากตัวอยางซีร่ัมสุกรขุน 751 ตัวอยาง และพบตัวอยางซีร่ัมแมสุกรใหผลบวกตอไวรัสสายพันธุ 
H1N1 รอยละ 91 และให ผลบวกตอไวรัสสายพันธุ H3N2 รอยละ 52 จากตัวอยางซีร่ัมแมสุกร 
2,494 ตัวอยาง สวนผลการแยกเชื้อและการจําแนกสายพันธุไวรัสจากตัวอยางปายเชด็จมูกสุกรใน
ป พ.ศ. 2548 พบไวรัสสายพันธุ H1N1, H3N2 และ H1N2 จํานวน 9, 4 และ 1 ตัวอยางตามลําดับ 
จากตัวอยางปายเช็ดจมูกสุกรทั้งหมด 31 ตัวอยาง เปนที่นาสังเกตวาไวรัสไขหวัดใหญสุกรสาย
พันธุ H1N2 นั้นสามารถแยกไดในประเทศไทยเปนคร้ังแรกเม่ือตนป พ.ศ. 2548 ซึ่งยังไมมีรายงาน
การศึกษาไวรัสสายพันธุนี ้

อยางไรก็ตามในป พ.ศ. 2551 มีรายงานการศึกษารหัสพันธุกรรมของเชื้อไขหวัด
ใหญในสุกรโดย Chutinimitkul และคณะ (2008b) ไดศึกษาคุณลักษณะของเชื้อไขหวัดใหญสุกร 
subtype H1N1, H1N2 และ H3N2 ในภาคกลาง ไดแกจังหวัดสระบุรี นครปฐม ราชบุรี และภาค
ตะวันออกไดแกจังหวัดฉะเชิงเทรา และชลบุรี จํานวน 12 ตัวอยาง แตเปนเพียงการศึกษาเฉพาะใน
สวนของยีน HA และ NA แตการศึกษาเกี่ยวกับลักษณะทางพันธุกรรมของยีน NP  ยังมีอยูไมมาก
นัก ในป 2008 Takemae และคณะ (2008) ไดศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม ของไวรัส
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ไขหวัดใหญในสุกรในประเทศไทย ประกอบดวย subtype H1N1, H3N2 และ H1N2  และพบวา
ยีน NP ถูกจัดอยูในกลุม classical swine และ avian-like-swine 57 ถึงแมวาจะมีการศึกษา
ลักษณะทางพันธุกรรมของยีน NP บางแตก็เปนเพียงการศึกษาในสุกรเทานั้นไมไดมีการศึกษาใน
คนและสัตวชนิดอ่ืนๆ 

8. โรคไขหวัดใหญสัตวปก (Avian influenza) 

โรคไขหวัดใหญในสัตวปกหรือโรคไขหวัดนก มีสาเหตุมาจากไวรัสไขหวัดใหญ
ชนิดเอ (Influenza A virus) (OIE, 2000) เปนโรคของสัตวปก พบคร้ังแรกที่ประเทศอิตาลีเม่ือ  
รอยกวาปมาแลว ตอมาพบเกิดข้ึนในทุกภูมิภาคทั่วโลก แบงเปนชนิดรุนแรง (Highly Pathogenic 
Avian Influenza virus, HPAIV) และชนิดไมรุนแรง (Low Pathogenic Avian Influenza Virus, 
LPAIV) โดยเชื้อไขหวัดนกชนิดรุนแรง พบวาเกิดจากไวรัสไขหวัดใหญ subtype H7 และ H5 ซึ่งทํา
ใหเกิดโรคที่รุนแรงในสัตวปกและในบางสถานการณอาจติดตอมาสูคน (OIE, 2004) ในปจจุบันมี
รายงานการตรวจพบเชื้อไขหวัดใหญในสัตวปก 16 subtypes ไดแก H1-H16 และ N1-N9 AIV 
สวนใหญเปนเชื้อชนิดไมรุนแรง (Low pathogenic avian influenza virus, LPAIV) เชื้อชนิดรุนแรง 
(highly pathogenic avian influenza virus, HPAIV) มักเปน H5 และ H7 subtypes 

ในป ค.ศ.1997 พบการระบาดของไขหวัดใหญในสัตวปกบนเกาะฮองกง ซึ่งเกิด
จากเชื้อไวรัส H5N1 ขอมูลบงชี้วาเชื้อแพรกระจายจากนกที่อยูตามชายฝง (shorebird) ไปสูเปด
โดยการปนเปอนของอุจจาระ จากนั้นแพรไปสูไกและปกหลักอยูในตลาดขังสัตวปกมีชีวิต (live 
bird market) นกที่อยูตามชายฝงและเปดไมเปนโรคเพราะเปนแหลงเก็บเชื้อโดยธรรมชาติ สวนไก
เปนโรคติดเชื้อรุนแรงและมีอัตราการตายสูงมาก สวนคนติดเชื้อมาจากไกทางอุจจาระที่ปนเปอน 
(fecal - oral route) (Claas et al., 1998) 

โดยทั่วไปโรคไขหวัดนกเปนโรคติดตอของสัตวปก ตามปกติโรคนี้ติดตอมายังคน
ไดไมงายนักแตคนที่สัมผัสใกลชิดกับสัตวที่เปนโรคอาจติดเชื้อได มีรายงานการเกิดโรคในคนเปน
คร้ังแรกในป 1997 เม่ือเกิดโรคระบาดของสัตวปกในฮองกง คนติดโรคไดโดยการสัมผัสกับสัตวปก
ที่ปวยหรือตาย เชื้อที่อยูในน้ํามูก น้ําลาย และมูลของสัตวปวย อาจติดมากับมือ และเขาสูรางกาย
ทางเยื่อบุของจมูกและตา ทําใหเกิดโรคคลายไขหวัดใหญ ผูปวยจะมีอาการไขสูง หนาวส่ัน      
ปวดศีรษะ ปวดเม่ือยกลามเนื้อ ออนเพลีย เจ็บคอ ไอ ผูปวยเด็กเล็ก ผูสูงอายุ หรือผูที่มีโรค
ประจําตัวอาจมีภูมิคุมกันไมดี และมีอาการรุนแรงได โดยจะมีอาการหอบ หายใจลําบาก เนื่องจาก
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ปอดอักเสบรุนแรง (CDC, 2007) ผูที่มีความเส่ียงตอโรคไขหวัดนก ไดแก ผูที่ทํางานในฟารม    
สัตวปก ผูที่ฆาหรือชําแหละสัตวปก ในพื้นที่ที่เกิดโรคไขหวัดนกระบาด 

ในประเทศไทยมีการระบาดของโรคไขหวัดใหญสัตวปกในชวงป 2004 ซึ่งถือวา
เปนโรคอุบัติใหม มีผลทําใหสัตวปก คน และยังทําใหสัตวเล้ียงลูกดวยนมบางชนิดเกิดโรคและตาย
ไดอีกดวย เชนเสือ (Amonsin et al., 2006; Keawcharoen et al., 2004; Thanawongnuwech et 
al., 2005) แมว (Songsermn et al., 2006) และสุนัขเปนตน 

9. การติดตอขาม Species จากสัตวสูคน 

จากการที่เชื้อไวรัสไขหวัดใหญทําใหเกิดโรคไดทั้งในคนและสัตว ทั้งยังเปน      
โรคสัตวอีกชนิดหนึ่งที่สามารถติดตอถึงคน ไดในบางสถานการณ (OIE, 2004) มีลักษณะของการ
กอโรคทั้งชนิดไมรุนแรง (low or mild clinical manifestation) หรือสัตวที่ไดรับเชื้อไมแสดงอาการ
ปวยแตแพรเชื้อได (asymtomatic but carrier status) และเปนโรครายแรงที่ทําใหสัตวและคน
เสียชีวิต (highly pathogenic) ได แมอัตราการติดเชื้อในคนจะต่ําแตมีอัตราการเสียชีวิตสูง 
หลักฐานการแพรโรคจากคนสูคนโดยตรงยังไมมีความชัดเจน แตเม่ือประกอบกับที่เชื้อไวรัสนี้มี
ลักษณะทางพันธุกรรมที่ปลีกยอยหลากหลาย ทั้งในชนิดหลักของเชื้อ (Types A, B และ C) หรือ
ในสวนของชนิดยอย (surface antigens คือ16 HA และ 9 NA genes) และยังมีสวนที่อยูภายใน 
viral particles อีก 8 segmented RNA genomes ซึ่งในแตละ genome นั้นประกอบไปดวย
กรดอะมิโน (amino acid) หรือ polypeptides ที่มีความสามารถในการเปล่ียนแปลงภายในตาม
ธรรมชาต ิ(metamorphosis) ไดอีกมากมาย เชน ขณะทีมี่การเพิ่มจํานวนไวรัส (viral replication) 
ภายในโฮสตเซลลหลังการติดเชื้อ หรือในบางกรณีที่อาจมีการเปล่ียนแปลงแคเพียงกรดอะมิโน
ตําแหนงเดียวก็สามารถสงผลกระทบไมใหแอนติบอดีเกาะเกี่ยวโฮสตเซลลได  (Zhang, 2004)    
อีกทั้งความสามารถในการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ และการ
วิวัฒนาการปรับตัวคงที่อยางสมํ่าเสมอตามธรรมชาติ (evolutionary stasis) ประกอบกับมีการ
แพรของโรคขามสายพันธุเชน การติดเชื้อไขหวัดใหญจากสัตวปกสูคนของเชื้อไขหวัดสายพันธุ 
H7N7 ที่ประเทศเนเธอรแลนดและ H5N1 ในทวีปเอเซีย ที่เกิดในสาธารณรัฐประชาชนจีน ฮองกง 
เวียดนาม ไทย กัมพูชา หรือ จากสัตวปกไปสูแมวและเสือ หรือจากเสือไปสูเสือ ดังเหตุการณที่
เกิดข้ึนในประเทศไทย แมวาจะยังไมมีหลักฐานที่ชัดเจนนักในการแพรระบาดจากคนสูคน และ/
หรือความยากงายของการติดเชื้อระหวางคน (WHO, 2006) 
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บทท่ี  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงคที่จะวิเคราะหความหลากหลายของยีนนิวคลีโอโปรตีน 
(NP) ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก ที่แยกไดในประเทศไทย โดยมีสมมติฐาน
คือ ลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน NP มีความแตกตางกันตามชนิดสัตว และเพื่อใหบรรลุ
วัตถุประสงคดังกลาว การศึกษาคร้ังนี้จะดําเนินการเปน 3 ระยะคือ 

ระยะที่ 1 รวบรวมตัวอยางเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปกที่แยกได
ในประเทศไทย 

ระยะที่ 2 ถอดรหัสทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน 
สุกร และสัตวปก 

ระยะที่ 3 วิเคราะหความหลากหลายของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน 
สุกร และสัตวปก 

ระยะท่ี 1 รวบรวมตัวอยางเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก ท่ีแยกไดใน
ประเทศไทย 

1.1 การรวบรวม และท่ีมาของตัวอยาง 

การศึกษาคร้ังนี้ใชตัวอยางไวรัสทั้งหมดจํานวน 49 ตัวอยาง โดยแยกเชื้อไขหวัด
ใหญชนิดเอ ที่แยกไดจากคน สุกร และสัตวปก จํานวน 18, 16 และ 15 ตัวอยางเชื้อตามลําดับ 
และจํานวนตัวอยางทั้งหมดประมาณการจากความรวมมือในการรับสงตัวอยางจากสถาบันตาง ๆ 
และคาใชจายในการดําเนินการ โดยเชื้อไขหวัดใหญทั้งหมดที่นํามาศึกษาไดรับความอนุเคราะห
ตัวอยางเชื้อมาจาก  

- เชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคนไดรับความอนุเคราะหตัวอยางเชื้อจากศูนย
เชี่ยวชาญเฉพาะทางดานไวรัส วิทยาคลินิค คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  
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- เชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในสุกรไดรับความอนุเคราะหตัวอยางเชื้อจากกลุมงาน
ไวรัสวิทยาสถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ กรมปศุสัตว และหนวยชันสูตรโรคสัตว 
คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

- เชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในสัตวปกไดรับความอนุเคราะหตัวอยางเชื้อจากหนวย
ชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

1.2 สายพันธุตัวอยางท่ีใชในการศึกษา 

ตัวอยางเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ ทีใ่ชในการศึกษาคร้ังนี้ไดแก 

- เชื้อไขหวัดใหญในคน จํานวน 18 ตัวอยาง ไดแก subtypes H1N1 จํานวน 5 
ตัวอยางและ H3N2 จํานวน 13 ตัวอยาง รายละเอียดของตัวอยางเชื้อไขใหญใน
คน ประกอบดวย รหัสตัวอยาง ปที่เก็บและชนิดสายพันธุของเชื้อ ดังแสดงไวใน
ตารางที่ 3 

- เชื้อไขหวัดใหญสุกร จํานวน 16 ตัวอยาง ไดแก subtypes H1N1 จํานวน 6 
ตัวอยาง, H1N2 จํานวน 2 ตัวอยาง และ H3N2 จํานวน 8 ตัวอยาง รายละเอียด
ของตัวอยางเชื้อไขใหญสุกร ประกอบดวย รหัสตัวอยาง ปที่เก็บและชนิดสายพันธุ
ของเชื้อ ดังแสดงไวในตารางที ่4 

- เชื้อไขหวัดใหญสัตวปก จํานวน 15 ตัวอยาง ไดแก subtypes H5N1 จํานวน 8 
ตัวอยาง, H7N4 จํานวน 5 ตัวอยาง และยังไมทราบ subtypes จํานวน 2 ตัวอยาง 
รายละเอียดของตัวอยางเชื้อไขใหญสัตวปก ประกอบดวย รหัสตัวอยาง ปที่เก็บ
และชนิดสายพันธุของเชื้อ ดังแสดงไวในตารางที ่5 

ตัวอยางที่ไดมาอยูในรูปของ RNA และเก็บไวที่อุณหภูมิ -80 OC เพื่อนํามาใชใน   
ระยะที่ 2 ตอไป   
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ระยะท่ี 2 ถอดรหัสพันธุกรรมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร        
และสัตวปก 

2.1 การเตรียม cDNA จากตัวอยาง RNA 

เปล่ียน RNA เปน cDNA ดวยปฏิกิริยา reverse transcription (RT) โดยใช 
random hexamer primers ในปริมาตรทั้งหมด 20 µl เพื่อใชเปน DNA ตนแบบสําหรับการตรวจ
พิสูจนเชื้อไวรัสดวยวิธี Multiplex RT-PCR  

การสังเคราะห cDNA ทําไดโดยเตรียมสวนผสม RNA และ random hexamer 
primers ดังตอไปนี้ 

ปริมาตร                  ความเขมขนสุดทาย     
Total RNA     4 µl                                  >1 µg             
0.5 µg primers    1 µl                                            0.1 µg
ปริมาตรรวม    5 µl 

จากนั้นนําสารละลายไปใสในเคร่ือง Thermal cycler ที่ 70 OC เปนเวลา 5 นาที 
และ    4OC เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหเกิดการจับกันระหวาง RNA เปาหมาย และ random 
hexamer primers หลังจากนั้นเตรียมสวนผสมสําหรับการสังเคราะห cDNA โดยอาศัยเอนไซม 
reverse- transcriptase ในการสราง cDNA จาก RNA ดังนี้  

ปริมาตร            ความเขมขนสุดทาย 

Improm-II TM 5x Reaction buffer           4 µl                 1x 

25 mM MgCl2             2 µl                     2.5 mM      

5 mM dNTPs              2 µl                          0.5 mM                   

Recombinant RNAsin ® Ribonuclease Inhibitor          0.3 µl                           40U/µl  

Improm-II TMReverse transcriptase       1 µl 

Nuclease free water                5.7 µl                                                          
ปริมาตรรวม                 15 µl 
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นําสวนผสมระหวาง RNA กับ primers ที่เตรียมไวขางตนผสมรวมกับสวนผสม
สําหรับการสังเคราะห cDNA และนําไปใสเคร่ือง Thermal cycler ที่ 25 OC เปนเวลา 5 นาที    
และ 42 OC เปนเวลา 60 นาที และ 70 OC เปนเวลา 15 นาที นํา cDNA ที่เตรียมไดเก็บไวที่
อุณหภูมิ -20 OC 

2.2 การเพิ่มจํานวน (Amplification) ยีน NP ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส 

การเพิ่มจํานวน (Amplification) ยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร 
และสัตวปก ดวยปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) โดยเตรียมสวนผสมสําหรับ
ปฏิกิริยา PCR โดยใช primer ที่จําเพาะตอยีน NP (ตารางที่ 2) และในการทดลองแตละคร้ังจะใช
น้ํากล่ันเปน negative control แบงเปนข้ันตอนดังนี้  

- นํา cDNA ที่ไดจากขอ 2.1 มาเพิ่มจํานวนยีน NP โดยทําการเตรียมสวนผสม 
สําหรับปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส ในปริมาตรทั้งหมด 50 µl ประกอบดวย 

ปริมาตร                  ความเขมขนสุดทาย   
cDNA       2 µl 

10 µM Forward primer   1 µl   0.2 µM   

10 µM Reverse primer   1 µl                             0.2 µM  

25 mM MgCl2      2 µl       1 mM 

2x PCR Master Mix    25 µl      1x 

Water, nuclease free   19 µl 

ปริมาตรรวม    50 µl 

- นําสวนผสมไปเพิ่มจํานวนโดยเคร่ือง Thermal cycler ภายใต PCR-condition 
ดังแสดงขางลางโดยการทดลองแตละคร้ังใชน้ํากล่ันเปนตัวควบคุมลบ 
(negative control)  
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PCR-condition สําหรับการเพิ่มจํานวนยีน NP 

  1.  Initial denaturation  94 OC    3    นาที 

  2. Denaturation   94 OC    30 วินาท ี

      Annealing   45 OC    30 วินาท*ี* 

     Extension   72 OC    1.3 นาท ี

 ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 40 รอบ 

 3. Final extension   72 OC    7    นาที 

              Holding tempurature  25 OC  

** ข้ันตอน annealing นั้นอุณหภูมิและเวลาที่ใชข้ึนอยูกับ primers แตละคู อาจมี
การดัดแปลงเพื่อใหอยูในสภาวะที่เหมาะสมเนื่องดวยในการศึกษาคร้ังนี้มีการใช primer ที่จําเพาะ
ตอยีน NP จํานวนหลายคูซึ่งมีขนาดและความยาวที่แตกตางกันดังนั้นในสวนของ อุณหภูมิและ
เวลาจงึมีการปรับสภาวะใหเหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาการเพิ่มจํานวนของ primers แตละคู 

2.3 ตรวจสอบขนาดของ PCR product ดวยวิธีเจลแยกสารพันธุกรรมดวย
กระแสไฟฟา (Agarose gel electrophoresis) 

นํา PCR product (ขนาดและความยาวของ PCR products ข้ึนอยูกับ     
primers ที่ใชดังในตารางที่ 2) ที่ไดไปตรวจวิเคราะหโดยวิธีเจลแยกสารพันธุกรรมดวยกระแสไฟฟา 
(Agarose gel electrophoresis) โดยเตรียม agarose gel ความเขมขน 2 % ใน 1x Tris borate-
EDTA จากนั้นนํา PCR products ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกับ 0.2% Orange G loading dye 
ใน 50 % glycerol (Carlo Ebra Reagent ®) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และหยอดลงในแผนเจล   
หลุม ๆ ละ 25 ไมโครลิตร จํานวน 2 หลุมตอ 1 ตัวอยาง แยก DNA บนแผนเจลดวยโดยการใช
กระแสไฟฟา100 โวลต นาน 30-45  นาที จากนั้นยอม DNA บนแผนเจลดวย ethidium bromide 
ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และนําไปตรวจสอบขนาด PCR product ภายใต          
แสงอุลตราไวโอเล็ตที่ความยาวคล่ืน 365 นาโนเมตร  บันทึกผลการทดลองในลักษณะของ
ภาพถายดวยชุด Gel Documentation 
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2.4 การสกัดสารพันธุกรรมใหบริสุทธิ ์

การสกัดสารพันธุกรรมใหบริสุทธิ์โดยแยกสายดีเอ็นเอที่ตองการออกจากส่ิง
ปลอมปนอ่ืนโดยเทคนิค Agarose gel electrophoresis แลวเลือกตัดแถบ specific PCR 
product ออกมา จากนั้นละลาย Agarose gel ดวยชุด purification สําเร็จรูป Perfectprep Gel 
Cleanup kit® (Eppendorf, Hamburg, Germany) ซึ่งอาศัยแผน glass fiber membrane ในการ
แยก DNA  ออกจากสารอินทรียตาง ๆ ที่ปนอยูใน DNA เพื่อใหได DNA บริสุทธิ์สําหรับที่จะ
นําไปใชในการถอดรหัสพันธุกรรม และจากนั้นเตรียมตัวอยาง DNA ที่ไดจากการทําใหบริสุทธิ์มา
เจือจางใหไดความเขมขน 50 ng/µl ปริมาตร 20 µl พรอมกับสง primers ที่มีความเขมขนสุดทาย 
1 µM อยางละ 10 µl สงไปหาลําดับเบสของยีน NP ดวยวิธี Dideoxy Chain Termination  

2.5 ถอดรหัสพันธุกรรมของยีน NP 

นํา DNA ที่ไดไปถอดรหัสพันธุกรรมของยีน NP ตลอดทั้งยีนดวยวิธี Dideoxy 
Chain Termination (โดยถอดรหัสพันธุกรรมทั้งหมดของยีน NP) ที่ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางดาน
ไวรัส วิทยาคลินิค คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และ/หรือบริษัท Macrogen เมือง
โซล ประเทศเกาหลีใต และ/หรือ บริษัท Techdragon ประเทศฮองกง 

2.6 ตรวจสอบความถูกตองและประกอบสายพันธุกรรม 

- วิเคราะหขอมูลที่ไดจากการหารหัสพันธุกรรมดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรโดย
ขอมูลจะอยูในรูปของกราฟ Chromatogram (ABI file) และรหัสพันธุกรรม (Text file) และนํามา
ตรวจสอบความถูกตอง ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร Chromas version 1.45 

- อานและยืนยันขอมูลรหัสพันธุกรรม ซึ่งโดยปกติรหัสพันธุกรรมที่ไดจากเคร่ือง 
ABI automated DNA sequencer (Applied Biosystems) จะไดมาในรูป ABI file formet ซึ่งใน
การอานขอมูลรหัสพันธุกรรมจาก ABI file จําเปนตองใชโปรแกรมในการอานซึ่งในการศึกษาไดใช
โปรแกรม Chromas V1.45 (Griffith University, Queensland, Australia) ในการอานขอมูลรหัส
พันธุกรรมและยืนยันผลการอาน (validate) รหัสพันธุกรรมใหถูกตอง 
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2.7 การประกอบรหัสพันธุกรรมของเช้ือไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ (gene 
assembly) 

การประกอบรหัสพันธุกรรม (assembly) โดยใชคอมพิวเตอร และโปรแกรมที่ใช
ในการอานและประกอบรหัสพันธุกรรม คือโปรแกรม DNASTAR (DNASTAR, Madison, WI) ซึ่งมี
ข้ันตอนการประกอบรหัสพันธุกรรมดังนี้ 

- แปลงรหัสพันธุกรรมใหอยูใน file ที่เหมาะสมกับ assemble program โดย     
ในการศึกษาคร้ังนี้ใชโปรแกรม EditSeq (DNASTAR) ในการแปลง file  

- ประกอบรหัสพันธุกรรม (assembly program) ใหไดสายรหัสพันธุกรรมที่ยาว
และครอบคลุมทั้งยีน (complete gene) ซึ่งในการศึกษาไดใชโปรแกรม SeqMan (DNASTAR) ใน
การประกอบรหัสพันธุกรรม (assembly program) 

- เม่ือไดรหัสพันธุกรรมทั้งหมดของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร        
และสัตวปก แลวนําไปวิเคราะหขอมูลรหัสพันธกุรรมที่ไดดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร  

ระยะท่ี 3 วิเคราะหความหลากหลายของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอ ในคน สุกร       
และสัตวปก ท่ีแยกไดในประเทศไทย  

3.1 รวบรวมขอมูลเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอ ในคน สุกร และสัตวปก 
สําหรับใชวิเคราะหความสัมพันธของยีน NP 

- เม่ือตรวจสอบความถูกตองและประกอบรหัสพันธุกรรมแลว จะไดรหัสพันธุกรรม
ของยีน NP (~1500 bp) จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาทําการวิเคราะหเปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมของ
ยีน NP ของตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ ที่ใชในงานวิจัยจํานวน 49 ตัวอยาง ประกอบดวย
เชื้อไขหวัดใหญในคน 18 ตัวอยาง เชื้อไขหวัดใหญสุกร 16 ตัวอยาง และเชื้อไขหวัดใหญสัตวปก 
15 ตัวอยาง โดยทําการวิเคราะหรวมกับรหัสพันธุกรรมของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญที่เคยมีรายงาน 
การระบาดในประเทศไทยและตางประเทศ ซึ่งขอมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ  
ในคน สุกร และสัตวปกไดมาจากฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  

- หาความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของไขหวัดใหญชนิดเอ ในคน สุกร 
และสัตวปก โดยหาความสัมพันธในรูปของ Phylogenetic tree ดวยวิธี Neighbor-Joining และ 
bootstrap (1,000 replications) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร MEGA 4   
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3.2 วิเคราะหกลุมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และ
สัตวปก (host specific group) 

- วิเคราะหกลุมของยีน NP โดยอานผลในรูปความสัมพันธทางพันธุกรรม        
ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ ในคน สุกร และสัตวปก เพื่อดูความแตกตางและลักษณะการแบงกลุม
ของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก ในประเทศไทย 

3.3 วิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอ   
ในคน สุกร และสัตวปก 

- โดยนําขอมูลรหัสพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร 
และสัตวปก ที่ไดมาแปลงเปนสายโปรตีน (DNA translation) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรและ
วิเคราะหความแตกตางของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ  

- เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนระหวางตัวอยางเชื้อไวรัสจํานวนตัวอยางทั้งหมด
รวมกับเชื้อไวรัสไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก ที่เคยมีรายงานการระบาดในประเทศไทย  
เพื่อวิเคราะหการเปล่ียนแปลงของยีน NP ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร MEGA  

อุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชในงานวิจัย 

1. สารเคมีท่ีใชในการสังเคราะห cDNA  

1.1 2,3-dideoxynucleoside triphosphate (dNTPS), 5mM (Fermentas®, 
USA) 

1.2 Improm-IITM 5x Reaction buffer (Promega, Madison, WI, USA) 
1.3 Improm-IITM Reverse transcriptase (Promega, Madison, WI, USA) 
1.4 MgCl2, 25 mM (Promega, Madison, WI, USA) 
1.5 Random primers, 0.5 µg (Promega, Madison, WI, USA) 
1.6 Recombinant RNAsin ® Ribonuclease Inhibitor, 40 u / µl (Promega, 

Madison, WI, USA)   
1.7 Rneasy mini kit® (Qiagen, Hilden, Germany) 
1.8 Recombinant RNAsin ® Ribonuclease Inhibitor, 40 u / µl (Promega, 

Madison, WI, USA)   
1.9 Ultrapure TM Distrilled water DNAse, RNAse free (GIBCO ®, USA)    
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2. สารเคมีท่ีใชในการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรสและหาลําดับเบสของยีน 

2.1 Agarose gel powder 
2.2 Ethidium Bromide 10 mg/ml (Sigma Aldrich Inc., USA)  
2.3 GeneRuler™ 100 bp DNA ladder (Fermentas®, USA) 
2.4 2.5x Master Mix  (Eppendorf®, Hamburg, Germany)  
2.5 Mg 2+ solution, 25 mM (Eppendorf®, Hamburg, Germany) 
2.6 0.2% Orange G loading dye ใน 50 % glyceral (Carlo Ebra Reagent ®) 
2.7 Perfectprep Gel Cleanup kit ® (Eppendorf, Hamburg, Germany) 
2.8 40x Tris-boric acid – EDTA (TBE) powder (Bio Basic Inc.®, USA)     
2.9 Ultra PureTM Distrilled water DNAse, RNAse (GIBCO ®, USA) 

3. อุปกรณท่ีใชในการวิจัย 

3.1 PCR tube 0.2 ml. (Axygen Scientific®, CA, USA) 
3.2 Microcentrifuge tube (eppenorf tubes) 1.5 ml  
3.3 Micropipett 0.5-2, 2-20, 20-200 และ 100-1000 µl (Gilson®, France) 
3.4 Micropipett tip 2, 200 และ 1000 µl   
3.5 อุปกรณเคร่ืองแกววิทยาศาสตร 

4. เคร่ืองมือท่ีในการวิจัย 

4.1 เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Thermocycler) (Thermoelectron corporation®, 
USA) 

4.2 เคร่ืองแยก DNA ดวยกระแสไฟฟา (Gel electrophoresis system) (OWI 
Scientific Inc®, USA) 

4.3 เคร่ือง UV transilluminator (Vilber Lourmat®)  
4.4 เคร่ืองปนเหว่ียง (Denville Scientific Inc. ®, USA) 
4.5 ตูแชแข็ง –20O C และ -80 O C 
4.6 เคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง   
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5. นิวคลีโอไทดสังเคราะห (primers) ท่ีใชในงานวิจัย 

นิวคลีโอไทดสังเคราะหสําหรับงานวิจัยคร้ังนี้ ไดแก 

5.1 Random Hexamers ซึ่งเปน Random primers ความยาว 6 bp เพื่อใชใน
การเกาะจับกับ RNA สําหรับสังเคราะห cDNA  

5.2 Primers สําหรับการเพิ่มจํานวนยีน NP เพื่อใชในการหาลําดับเบส (DNA 
sequencing) ใช primers ที่มีความจําเพาะตอยีน NP ประกอบดวย 
primers จํานวน หลายคู ซึ่งจะได PCR product ขนาดแตกตางกัน เพื่อให
เหมาะสมตอการหาลําดับเบส รายละเอียดของลําดับเบส primer ของยีน 
NP และขนาดของ primers แตละคู แสดงในตารางที่ 2 
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ตารางท่ี 2 Primers ที่ใชในการเพิ่มจํานวนยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก 
 

Primer Nucleotides PCR product  (bp) 
NP-F5’ 5’-AGC AAA AGC AGG GTA GAT AAT C-3’ 613 
NP-R1 5’-CCA TCG TCC CGA CTC CCT TTA-3’  
NP-F2 5’-TGA TGC CAC ATA CCA GAG AAC-3’ 1087 
NP-R3’ 5’-AGT AGA AAC AAG GGT ATT TTT CT-3’  
NP- cF1 5’-CTC AAG GCA CCA AAC GAT CT-3’ 468 
NP-cR1 5’-GTT GCG TCC TCT CCA TTG TT-3’  
NP-cF2 5’-TGG GTG AGA GAG CTA ATT CTG-3’ 560 
NP-cR2 5’-CTT TGT GCT GCT GTT TGG AA-3’  
NP-cF3 5’-TTT CTG GAG AGG CGA AAA TG-3’ 472 
NP-cR3 5’-TCC TCT TGG GAC CAC TCT TG-3’  
NP-cF4 5’-GAG AAT CCA GCA CAT AAG AGT CAA-3’ 540 
NP-cR4 5’-GCA TTG TCT CCG AAG AAA TAA GA-3’  
NP-AF1 5’-CCA GGG CAC CAA ACG TAG-3’ 577 
NP-AR1 5’-ACG AAT CAG TTC CAT CAC CA-3’  
NP-AF2 5’-GCG TAT GTA CAG CCT GAT G-3’ 646 
NP-AR2 5’-GCT ATC CAT CGC TTC CAT GT-3’  
NP-AF3 5’-AGC GGC TAT GAT TTT GAA CG-3’ 602 
NP-AR3 5’-TAG CTG CCT TCG TTG TTC AT-3’  
*NP-1F 5’-TAT TCG TCT CAG GGA GCA AAA GCA GGG TA-3’ 1565 
*NP-1565R 5’-ATA TCG TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAG GGT ATT 

TTT-3’ 
 

*ดัดแปลงมาจาก Hoffmann, 2001 
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ตารางท่ี 3 ตัวอยางเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน จํานวน 18 ตัวอยางที่ใชในการศึกษาคร้ังนี ้
 

Strain Subtype Year(2006-2008) 
A/Thailand/CU32/2006(H1N1) H1N1 2006 
A/Thailand/CU44/2006(H1N1) H1N1 2006 
A/Thailand/CU51/2006(H1N1) H1N1 2006 
A/Thailand/CU68/2006(H1N1) H1N1 2006 
A/Thailand/CU88/2006(H1N1) H1N1 2006 
A/Thailand/CU23/2006(H3N2) H3N2 2006 
A/Thailand/CU46/2006(H3N2) H3N2 2006 
A/Thailand/CU228/2006(H3N2) H3N2 2006 
A/Thailand/CU231/2006(H3N2) H3N2 2006 
A/Thailand/CU260/2006(H3N2) H3N2 2006 
A/Thailand/CU280/2007(H3N2) H3N2 2007 
A/Thailand/CU282/2007(H3N2) H3N2 2007 
A/Thailand/CU1101/2008(H3N2) H3N2 2008 
A/Thailand/CU1102/2008(H3N2) H3N2 2008 
A/Thailand/CU1103/2008(H3N2) H3N2 2008 
A/Thailand/CU356/2008(H3N2) H3N2 2008 
A/Thailand/CU370/2008(H3N2) H3N2 2008 
A/Thailand/CU379/2008(H3N2) H3N2 2008 
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ตารางท่ี 4 ตัวอยางเชื้อไขหวัดใหญสุกร จํานวน 16 ตัวอยางที่ใชในการศึกษาคร้ังนี ้
 

Strain Subtype Year (2003-2009) 
A/Swine/Chonburi/NIAH9469/04(H1N1) H1N1 2004 
A/Swine/Thailand-HF6/05(H1N1) H1N1 2005 
A/Swine/Thailand/06CB2/06(H1N1) H1N1 2006 
A/Swine//Thailand/CU-CB1/06(H1N1) H1N1 2006 
A/Swine/Thailand/CU-CHK1/08(H1N1) H1N1 2008 
A/Swine/Thailand/CU-CBP18/09(H1N1) H1N1 2009 
A/Swine/Saraburi/NIAH13021/05(H1N2) H1N2 2005 
A/Swine/Thailand/CU-CHL2/09(H1N2) H1N2 2009 
A/Swine/Nakhon pathom/NIAH586/05(H3N2) H3N2 2005 
A/Swine/Chachoengsao/NIAH/03(H3N2) H3N2 2003 
A/Swine/Nakhon pathom/NIAH586-2/05(H3N2) H3N2 2005 
A/Swine/Chachoengsao/NIAH586-3/05(H3N2) H3N2 2005 
A/Swine/Unknow/NIAH586-4/05(H3N2) H3N2 2005 
A/Swine/Ratchaburi/NIAH874/05(H3N2) H3N2 2005 
A/Swine/Thailand/S1/05(H3N2)   H3N2 2005 
A/Swine/ Thailand/CU-CB8.4/07(H3N2) H3N2 2007 
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ตารางท่ี 5 ตัวอยางเชื้อไขหวัดใหญสัตวปก จํานวน 15 ตัวอยางที่ใชในการศึกษาคร้ังนี ้
 

Strain Subtype year 
A/ Chicken /Bangkok/CU-269/06(H5N1)  H5N1 2006 
A/Chicken/Chonburi/CU-279/06(H5N1)   H5N1 2006 
A/Quail/Nakhonratchasima/CU-284/06(H5N1)   H5N1 2006 
A/Chicken/Chonburi/CU-285/06(H5N1)   H5N1 2006 
A/Chicken/Prachinburi/CU-304/06(H5N1)   H5N1 2006 
A/Chicken/Unknown/CU-307/06(H5N1)   H5N1 2006 
A/Chicken/Uthaithani/CU-P76/08(H5N1)   H5N1 2008 
A/Chicken/Uthaithani/CU-P87/08(H5N1)   H5N1 2008 
A/Quail/Ayuthaya/CU-J1243/09   Unknown 2009 
A/Quail/Suphanburi/CU-J1475/09   Unknown 2009 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P622/09(H7N4)  H7N4 2009 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P624/09(H7N4)   H7N4 2009 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P630/09(H7N4)   H7N4 2009 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P632/09(H7N4)   H7N4 2009 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P634/09(H7N4)   H7N4 2009 
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บทท่ี  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

การศึกษาความหลากหลายของยีนนิวคลีโอโปรตีน (NP) ของเชื้อไขหวัดใหญ
ชนิดเอ ซึ่งเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก ที่แยกไดในประเทศไทย ซึ่งผลการศึกษา
คร้ังนี้ประกอบดวย 

1. ผลการถอดรหัสพันธุกรรมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอ ในคน สุกร และ
สัตวปก 

การศึกษาคร้ังนี้ไดขอมูลรหัสพันธุกรรมของยีน NP ทั้งหมด 49 เสน ประกอบดวย
เชื้อไขหวัดใหญในคนจํานวน 18 เสน ซึ่งขอมูลรหัสพันธุกรรม ไดนําไปเผยแพรในฐานขอมูล 
Genbank ผานทาง http://www.ncbi.nlm.nih.gov เชื้อไขหวัดใหญสุกรจํานวน 16 เสน เผยแพร
ในฐานขอมูล GenBank แลวจํานวน 4 เสน และเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกจํานวน 15 ตัวอยาง ซึ่ง
ขอมูลรหัสพันธุกรรม จะนําไปเผยแพรในฐานขอมูลตอไป รายละเอียดรหัสพันธุกรรมดังแสดงใน
ตาราง 6, 7 และ 8 
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ตารางท่ี 6 แสดงรายละเอียดของรหัสพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ ในคน 
จํานวน 18 ตัวอยาง 

 

Strain Subtype year GenBank #Accession No. 
เชื้อไขหวัดใหญในคน    
A/Thailand/CU32/2006(H1N1) H1N1 2006 FJ912910 
A/Thailand/CU44/2006(H1N1) H1N1 2006 FJ912916 
A/Thailand/CU51/2006(H1N1) H1N1 2006 FJ912928                     
A/Thailand/CU68/2006(H1N1) H1N1 2006 FJ912934 
A/Thailand/CU88/2006(H1N1) H1N1 2006 FJ912940 
A/Thailand/CU23/2006(H3N2) H3N2 2006 FJ912904 
A/Thailand/CU46/2006(H3N2) H3N2 2006 FJ912922 
A/Thailand/CU228/2006(H3N2) H3N2 2006 FJ912946 
A/Thailand/CU231/2006(H3N2) H3N2 2006 FJ912952                       
A/Thailand/CU260/2006(H3N2) H3N2 2006 FJ912958 
A/Thailand/CU280/2007(H3N2) H3N2 2007 FJ912964 
A/Thailand/CU282/2007(H3N2) H3N2 2007 FJ912970 
A/Thailand/CU1101/2008(H3N2) H3N2 2008 FJ912300 
A/Thailand/CU1102/2008(H3N2) H3N2 2008 FJ913006 
A/Thailand/CU1103/2008(H3N2) H3N2 2008 FJ913012 
A/Thailand/CU356/2008(H3N2) H3N2 2008 FJ912978 
A/Thailand/CU370/2008(H3N2) H3N2 2008 FJ912986 
A/Thailand/CU379/2008(H3N2) H3N2 2008 FJ912994 
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ตารางท่ี 7 แสดงรายละเอียดของรหัสพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกร จํานวน      
16 ตัวอยาง 

 

Strain Subty year GenBank #Accession No. 

เช้ือไขหวัดใหญสุกร    
A/Swine/Chonburi/NIAH9469/04(H1N1) H1N1 2004 AB434305 
A/Swine/Thailand-HF6/05(H1N1) H1N1 2005 N/A* 
A/Swine/Chonburi/06CB2/06(H1N1) H1N1 2006 N/A* 
A/Swine/Thailand/CU-CB1/06(H1N1) H1N1 2006 N/A* 
A/Swine/Thailand/CU-CHK1/08(H1N1) H1N1 2008 N/A* 
A/Swine/Thailand/CU-CBP18/09(H1N1) H1N1 2009 N/A* 
A/Swine/Saraburi/NIAH13021/05(H1N2) H1N2 2005      AB434337 
A/Swine/Thailand/CU-CHL2/09(H1N2) H1N2 2009 N/A* 
A/Swine/Chachoengsao/NIAH/03(H3N2) H3N2 2003 AB434345 
A/Swine/Nakhon pathom/NIAH586/05(H3N2) H3N2 2005 N/A* 
A/Swine/Nakhon pathom/NIAH586-2/05(H3N2) H3N2 2005 N/A* 
A/Swine/Chachoengsao/NIAH586-3/05(H3N2) H3N2 2005 N/A* 
A/Swine/Unknown/NIAH586-4/05(H3N2) H3N2 2005 N/A* 
A/Swine/Ratchaburi/NIAH874/05(H3N2) H3N2 2005 AB434377 
A/Swine/Thailand/S1/05(H3N2)   H3N2 2005 N/A* 
A/Swine/ Thailand/CU-CB8.4/07(H3N2) H3N2 2007 N/A* 

*N/A หมายถึง Not Available เนื่องจากยังไมไดทําการเผยแพรขอมูลในฐานขอมูล GenBank 
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ตารางท่ี 8 แสดงรายละเอียดของรหัสพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปก        
                จํานวน 15 ตัวอยาง 
 
 

Strain Subtype year GenBank #Accession 
เช้ือไขหวดัใหญสัตวปก    
A/ Chicken /Bangkok/CU-269/06(H5N1)  H5N1 2006 N/A* 
A/Chicken/Chonburi/CU-279/06(H5N1)   H5N1 2006 N/A* 
A/Quail/Nakhonratchasima/CU-284/06(H5N1)   H5N1 2006 N/A* 
A/Chicken/Chonburi/CU-285/06(H5N1)   H5N1 2006 N/A* 
A/Chicken/Prachinburi/CU-304/06(H5N1)   H5N1 2006 N/A* 
A/Chicken/Unknown/CU-307/06(H5N1)   H5N1 2006 N/A* 
A/Chicken/Uthaithani/CU-P76/08(H5N1)   H5N1 2008 N/A* 
A/Chicken/Uthaithani/CU-P87/08(H5N1)   H5N1 2008 N/A* 
A/Quail/Ayuthaya/CU-J1243/09  Unknown 2009 N/A* 
A/Quail/Suphanburi/CU-J1475/09  Unknown 2009 N/A* 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P622/09(H7N4)  H7N4 2009 N/A* 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P624/09(H7N4)   H7N4 2009 N/A* 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P630/09(H7N4)   H7N4 2009 N/A* 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P632/09(H7N4)   H7N4 2009 N/A* 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P634/09(H7N4)   H7N4 2009 N/A* 

 

*N/A หมายถึง Not Available เนื่องจากยังไมไดทําการเผยแพรขอมูลในฐานขอมูล GenBank 
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2. ผลการวิเคราะหความหลากหลายของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร 
และสัตวปก ท่ีแยกไดในประเทศไทย 

ไดวิเคราะหความสัมพันธของยีน NP โดยวิธี cluster analysis และแสดงผลการ
วิเคราะหความสัมพันธในรูปแบบของ phylogenetic tree ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ ในคน สุกร 
และสัตวปกที่แยกไดในประเทศไทยระหวางเชื้อที่ใชในการศึกษากับเชื้อที่แยกไดในประเทศไทย   
ที่เผยแพรในฐานขอมูล GenBank 

2.1 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญในคน
เปรียบเทียบกับเช้ือไขหวัดใหญในคนในประเทศไทย 

ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญ    
ในคนที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้จํานวน 18 ตัวอยาง ประกอบดวย H1N1 จํานวน 5 ตัวอยาง และ 
H3N2 จํานวน 13 ตัวอยาง เปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดใหญในคนที่เคยแยกไดในไทย พบวา      
เชื้อไขหวัดใหญในคนแบงออกเปน 2 กลุม โดยกลุมที่ 1 เปนกลุมของเชื้อไขหวัดใหญที่เกิด       
ตามฤดูกาล ประกอบดวย เชื้อที่ใชในการศึกษาทั้ง 18 ตัวอยาง และสายพันธุ H3N2 ที่มีรายงาน
ในป 2009 และรวมทั้งสายพันธุที่เกิดข้ึนในป 1979 คือ A/Bangkok/01/1979 (H3N2) นอกจากนี้
ยังพบวายีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญที่เกิดตามฤดูกาลมีแบงกลุมอยางชัดเจนระหวางสายพันธุ คือ 
กลุมของเชื้อไขหวัดใหญสายพันธุ H3N2 และสายพันธุ H1N1 และกลุมที่ 2 เปนกลุมของ         
เชื้อไขหวัดใหญที่เกิดในชวงที่มีการระบาด ประกอบดวยสายพันธุ H1N1(2009) ที่กําลังระบาด  
ในปจจุบันซึ่งแยกตางหากจากเชื้อไขหวัดที่เกิดตามฤดูกาล และสายพันธุ H5N1 ที่เกิดในชวงที่มี
การระบาดของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในระหวางป 2004-2005 นอกจากนี้ยังพบวามี 1 คือ 
สายพันธุ   A/Thailand/271/2005 (H1N1) ไมจัดอยูทั้งในกลุมของสายพันธุ  H1N1 ที่เกิด         
ตามฤดูกาลและกลุมที่เกิดจากการระบาดในปจจุบันเนื่องดวยลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ
ใกลเคียงกันกับเชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุยุโรป (Kingsford, 2009) และผลของการวิเคราะห
ความสัมพันธของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคนในประเทศไทย ไดแสดงไวในรูปของโครงสราง
ความสัมพันธดังแสดงในภาพ 6 
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 A/Thailand/CU-B106/2009(H3N2)
 A/Thailand/CU-B110/2009(H3N2)
 A/Thailand/CU-B590/2009(H3N2)
 A/Thailand/CU-B657/2009(H3N2)
 A/Thailand/CU-B4/2009(H3N2)

 A-Thailand-CU1102-08 (H3N2)
 A-Thailand-CU356-08 (H3N2)
 A-Thailand-CU370-08 (H3N2)
 A-Thailand-CU379-08 (H3N2)
 A-Thailand-CU1101-08 (H3N2)
 A-Thailand-CU1103-08 (H3N2)
 A-Thailand-CU231-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU228-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU280-07 (H3N2)
 A-Thailand-CU260-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU282-07 (H3N2)
 A-Thailand-CU23-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU46-06 (H3N2)

 A/Bangkok/01/1979(H3N2)
 A-Thailand-CU32-06 (H1N1)
 A-Thailand-CU44-06 (H1N1)
 A-Thailand-CU68-06 (H1N1)
 A-Thailand-CU51-06 (H1N1)
 A-Thailand-CU88-06 (H1N1)

 A/Nonthaburi/102/2009(H1N1)
 A/Thailand/104/2009(H1N1)
 A/Thailand/271/2005(H1N1)
 A/Thailand/676/2005(H5N1)
 A/Thailand/NK165/2005(H5N1)
 A/Thailand/5(KK-494)/2004(H5N1)
 A/Thailand/1(KAN-1)/2004(H5N1)
 A/Thailand/2(SP-33)/2004(H5N1)
 A/Thailand/SP83/2004(H5N1)
 A/Thailand/16/2004(H5N1)

100

100

55

69

70

100

100

99

93

96

100

100

100

100

100

76

100

100

73

95

60

55

71

80

58

19

96

0.000.020.040.06  
แผนภาพที ่6 แสดงโครงสรางความสัมพันธ (Phylogenetic tree) จากการวิเคราะหความสัมพันธทาง

พันธุกรรมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญในคนที่แยกไดในประเทศไทย  
*  ตัวอยางเช้ือไขหวัดใหญในคนที่ใชในการศึกษาจํานวน 18 ตัวอยาง 

3.2 การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเช้ือไขหวัด
ใหญสุกรเปรียบเทียบกับเช้ือไขหวัดใหญสุกรในประเทศไทย 

ผลของการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญ
ในสุกรจํานวน 16 ตัวอยางประกอบดวย เชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N1 จํานวน 6 ตัวอยาง 
เชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N2 จํานวน 2 ตัวอยาง และเชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H3N2 
จํานวน 8 ตัวอยาง รวมกับเชื้อไขหวัดใหญสุกรที่เคยพบรายงายในประเทศไทย พบวาเชื้อไขหวัด
ใหญสุกรในประเทศไทยแยกออกเปน 2 กลุม โดยกลุมที่ 1 เปนเชื้อไขหวัดใหญสายพันธุอเมริกา-
เหนือ ซึ่งในประเทศไทยเชื้อไขหวัดใหญสุกรที่เคยมีรายงานและเชื้อที่ใชในการศึกษาพบวาเปน
สายพันธุH3N2 ทั้งหมด สวนในกลุมที่ 2 เปนเชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุยุโรป ประกอบดวย  

เชื้อไขหวัดใหญในคน 
สายพันธุ H5N1  

เชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ 
H1N1 ท่ีเกิดจากการระบาด 2009 

เชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ 
H1N1 ท่ีเกิดตามฤดูกาล 

เชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ
H3N2 ท่ีเกิดตามฤดูกาล 
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สายพันธุ  H1N1, H1N2 และ H3N2 ดังนั้นจากผลการศึกษาและที่เคยมีรายงานในปจจุบันสรุปได
วายีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกรในประเทศไทยพบทั้งสายพันธุยุโรป และสายพันธุอเมริกาเหนือ 
(North American swine) ดังแสดงในแผนภาพที่ 7 

 Sw-Thailand-CU-CB1-06(H1N1)
 Sw-Thailand-HF6-05(H1N1)
 Sw-Chonburi-06CB2-06(H1N1)

 sw/Chonburi/NIAH977/04(H1N1)

 Sw-Chonburi-NIAH9469-04(H1N1)
 sw/Ratchaburi/NIAH59/04(H3N2)

 Sw-Thailand-CU-CB8.4-07 (H3N2)
 Sw-Thailand-CU-CHL2-09 (H1N2)

 sw/Ratchaburi/NIAH1481/00(H1N1)

 Sw-Thailand-S1-05(H3N2)
 sw/Ratchaburi/NIAH550/03(H1N1)

 sw/Udon Thani/NIAH464/04(H3N2)

 Sw-Thailand-CU-CHK1-08(H1N1)
 Sw-Thailand-CU-CBP18-09(H1N1)
 Sw-Saraburi-NIAH13021-05(H1N2)

 sw/Chachoengsao/NIAH587/05(H1N1)

 sw/Chonburi/NIAH589/05(H1N1)

 Sw-Chachoengsao-NIAH586-3-05(H3N2)
 Sw-Nakhonpathom-NIAH586-2-05(H3N2)
 Sw-Unknow-NIAH586-4-05(H3N2)
 Sw-Nakhonpathom-NIAH586-05(H3N2)

 sw/Nakhonpathom/NIAH586-1/05(H3N2)

 Sw-Chachoengsao-03(H3N2)
 sw/Thailand/KU5.1/04(H3N2)

 Sw-Ratchaburi-NIAH874-05(H3N2)86
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0.000.020.040.060.08  
แผนภาพท ี 7 แสดงโครงสรางความสัมพันธ (Phylogenetic tree) จากการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม
ของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญในสุกรที่แยกไดในประเทศไทย  
 

*  เช้ือไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H3N2 ที่ใชในการศึกษามีทั้งหมดจํานวน 7 ตัวอยาง 
*  เช้ือไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N1 ที่ใชในการศึกษามีทั้งหมดจํานวน 7 ตัวอยาง 
*  เช้ือไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N2 ที่ใชในการศึกษามีทั้งหมดจํานวน 2 ตัวอยาง 

3.3 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญสัตวปก
เปรียบเทียบกับเช้ือไขหวัดใหญสัตวปกในประเทศไทย 

ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญ  
สัตวปกที่แยกไดในประเทศไทย จํานวน 15 ตัวอยาง ซึ่งประกอบดวย subtype H5N1 จํานวน 8 
ตัวอยาง subtype H7N4 จํานวน 5 ตัวอยาง และยังไมทราบ subtypeจํานวน 2 ตัวอยาง กับเชื้อ 
ที่เคยแยกไดในประเทศไทย (พบมีรายงานเฉพาะสายพันธุ H5N1) ตั้งแตป 2004-2009 พบวา  
เชื้อไขหวัดใหญ สัตวปก แยกออกเปนสองกลุมอยางชัด เจน ซึ่งประกอบดวยกลุมของ                

เชือ้ไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ
อเมริกาเหนือ 

(North American swine lineage) 

เชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุยุโรป
(European swine lineage) 
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เชื้อไขหวัดใหญสัตวปก subtype H5N1 ของเชื้อที่ใชในการศึกษาและที่เคยมีรายงานระบาดใน
ประเทศไทยที่ผานมา และอีกกลุมหนึ่งเปนกลุมของเชื้อไขหวัดใหญ subtype H7N4 ซึ่งในไทย   
ยังไมพบมีรายงานในฐานขอมูล GenBank ผานทาง http://www.ncbi.nlm.nih.gov ดังนั้นจากผล
ที่ไดจากการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกที่แยกได
ในประเทศไทยจากขอมูลที่พบรายงานในปจจุบันสรุปไดวายีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกนั้น 
แบงกลุมตามชนิดสายพันธุ คือ กลุมไขหวัดใหญสายพันธุ H7N4 และกลุมไขหวัดใหญสัตวปก 
สายพันธุ H5N1 โดยยังพบวาเชื้อไขหวัดใหญจํานวน 2 ตัวอยาง ที่ยังไมทราบ subtype ก็จัดอยูใน
กลุมไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุ H5N1 ทั้งของเชื้อที่ใชในการศึกษาและที่เคยแยกไดในประเทศ
ไทย เปนไปไดวาเชื้อทั้งสองตัวอยางมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับสายพันธุ H5N1หรือ
อาจจะเปน subtype H5N1ก็ไดดังแสดงในภาพที่ 8 

 A-ck-N.ratchasima-CU-284-06(H5N1)
 A-ck-Unknown-CU-307-06(H5N1)

 A/ck/Thailand/73/04(H5N1)

 A-Quail-Ayuthaya-CU-J1243-09
 A-Quail-Suphanburi-CU-J1475-09
 A-ck-Chonburi-CU-279-06(H5N1)

 A/ck/Thailand/NP-172/06(H5N1)

 A-ck-Chonburi-CU-285-06(H5N1)
 A/ck/Sukhothai/NIAH114843/08(H5N1)

 A/ck/Kalasin/NIAH316/04(H5N1)

 A/chicken/Phichit/NIAH606988/06(H5N1)

 A/ck/Thailand/PC-168/06(H5N1)

 A/ck/Nakorn-Patom/CU-K2/04(H5N1)

 A/ck/NaraThiwat/NIAH1703/04(H5N1)

 A/dk/Nong-Khai/Thailand/KU-56/07(H5N1)

 A/ck/Kohn Kaen/NIAH330/04(H5N1)

 A-ck-Bangkok-CU-269-06(H5N1)
 A/little grebe/Phichit-01/04(H5N1)

 A/ck/Thailand/PC-170/06(H5N1)

 A-ck-Uthaithani-CU-P76-09(H5N1)
 A-ck-Uthaithani-CU-P87-09(H5N1)
 A-ck-Prachinburi-CU-304-06(H5N1)

 A/ck/Suphanburi/NIAH7540/04(H5N1)

 A-dk-Phitsanulok-CU-624-08(H7N4)
 A-dk-Phaisanulok-CU-630-08(H7N4)
 A-dk-Phitsanulok-CU-634-08(H7N4)
 A-dk-Phitsanulok-CU-622-08(H7N4)
 A-dk-Phitsanulok-CU-633-08(H7N4)89

90

100

97

58

64

56

0.0000.0010.0020.0030.004  
แผนภาพที ่8 แสดงโครงสรางความสัมพันธ (Phylogenetic tree) จากการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม

ของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญสัตวปกที่แยกไดในประเทศไทย 
*  เช้ือไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุ H5N1 ท่ีใชในการศึกษาท้ังหมดจํานวน 10 ตัวอยาง 
*  เช้ือไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุ H7N4 ท่ีใชในการศึกษาท้ังหมดจํานวน 5 ตัวอยาง 
*       เช้ือไขหวัดใหญสัตวปกท่ียังไมทราบ subtype ท่ีใชในการศึกษาท้ังหมดจํานวน 2 ตัวอยาง 

เชื้อไขหวัดใหญสัตวปก
สายพันธุ H7N4 

เชื้อไขหวัดใหญสัตวปก
สายพันธุ H5N1 



43 
 

3. ผลการวิเคราะหความหลากหลายของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร 
และสัตวปก ท่ีแยกไดในประเทศไทยเปรียบเทียบกับเช้ือท่ีเคยมีรายงานจาก
ตางประเทศ 

การศึกษาคร้ังนี้ไดวิเคราะหความสัมพันธของยีน NP โดยวิธี cluster analysis และ
แสดงผลการวิเคราะหความสัมพันธในรูปแบบของ phylogenetic tree ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ 
ในคน สุกร และสัตวปกที่แยกไดในประเทศไทยเปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดใหญจากตางประเทศ 

3.1 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญในคนท่ี
แยกไดในประเทศไทยเปรียบเทียบกับเช้ือไขหวัดใหญในคนจาก
ตางประเทศ 

ผลของการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญ
ในคนที่แยกไดในประเทศไทยจํานวน 18 ตัวอยางเปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดใหญในคนจาก
ตางประเทศ พบเชื้อไขหวัดใหญ ในคนสายพันธุ H1N1 จํานวน 5 ตัวอยางที่แยกไดในป 2006    
จัดอยูในกลุมเชื้อไขหวัดใหญสายพันธุ H1N1 ในอเมริกาชวงป 2006 และเชื้อไขหวัดใหญในคน
สายพันธุ H3N2 จํานวน 11 ตัวอยางเชื้อจัดอยูในกลุมเดียวกันกับเชื้อไขหวัดในคนสายพันธุ H3N2 
ที่เกิดในอเมริกาที่แยกไดในป 2008 นอกจากนี้ยังพบเชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ H3N2 จํานวน 
2 ตัวอยาง คือ A/Thailand/CU23/2006 (H3N2) และ A/Thailand/CU46/2006 (H3N2) จัดอยู 
ในกลุมเดียวกับเชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ H3N2 ที่เกิดข้ึนในเอเชีย ดังแสดงในแผนภาพที่ 9 
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แผนภาพที ่9 แสดงโครงสรางความสัมพันธ (Phylogenetic tree) จากการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม

ของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญในคนที่แยกไดในประเทศไทยเปรียบเทียบกับเช้ือไขหวัดใหญใน
คนจากตางประเทศ 

*   ตัวอยางเช้ือไขหวัดใหญในคนที่ใชในการศึกษาทั้ง 18 ตัวอยาง 
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3.2 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญสุกรท่ี
แยกไดในประเทศไทยเปรียบเทียบกับเช้ือไขหวัดใหญสุกรจาก
ตางประเทศ 

ผลของการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญ
ในสุกรจํานวน 16 ตัวอยางประกอบดวย เชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N1 จํานวน 6 ตัวอยาง 
เชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N2 จํานวน 2 ตัวอยาง เชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H3N2 
จํานวน 8 ตัวอยาง เปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดใหญสุกรจากตางประเทศ พบวาสวนใหญของ     
เชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N1 และ เชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N2 จัดอยูในกลุม
ไขหวัดใหญสุกรสายพันธุในยุโรป และสวนใหญของเชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H3N2 จัดอยูใน
กลุมของเชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุในอเมริกาเหนือ (North American swine lineage ) แตมี
เชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ  H3N2 ของเชื้อที่ใชในการศึกษาจํานวน 2 ตัวอยาง คือ 
A/Swine/Thailand/CU-CB8.4/07 (H3N2) และ A/Swine/Thailand/S1/05 (H3N2) จัดอยูในกลุม
เชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุในยุโรป รายละเอียดดังแสดงในแผนภาพที่ 10 
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 Swine-Chonburi-06CB2-06(H1N1)
 Swine-Thailand-CU-CB1-06(H1N1)
 Swine-Thailand-HF6-05(H1N1)

 swine/Chonburi/NIAH977/04(H1N1)
 Swine-Chonburi-NIAH9469-04(H1N1)

 swine/Ratchaburi/NIAH59/04(H3N2)
 Swine-Thailand-CU-CB8.4-07 (H3N2)
 Swine-Thailand-CU-CHL2-09 (H1N2)

 swine/Ratchaburi/NIAH550/03(H1N1)
 swine/Udonthani/NIAH464/04(H3N2)

 Swine-Thailand-CU-CHK1-08(H1N1)
 Swine-Thailand-CU-CBP18-09(H1N1)

 swine/Ratchaburi/NIAH1481/00(H1N1)
 Swine-Thailand-S1-05(H3N2)

 swine/Chachoengsao/NIAH587/05(H1N1)
 swine/Chonburi/NIAH589/05(H1N1)
 swine/Germany/Vi3161/95(H3N2)
 swine/Bakum/1832/00(H1N2)
 swine/Italy/2064/99(H1N2)

 Swine-Saraburi-NIAH13021-05(H1N2)
 A/swine/Shandong/w4/2003(H9N2)
 A/swine/Fujian/2001(H5N1)
 A/swine/Shandong/2/03(H5N1)
 A/swine/Korea/C12/2008(H5N2)
 A/swine/Guangdong/wxl/2004(H9N2)
 A/swine/Jiangxi/1/2004(H9N2)
 A/Swine/Ontario/01911-1/99 (H4N6)
 A/swine/Ontario/42729A/01(H3N3)
 A/swine/Anhui/01/2006(H3N8)
 A/swine/England/191973/92(H1N7)

 Swine-Chachoengsao-NIAH586-3-05(H3N2)
 Swine-Nakhonpathom-NIAH586-2-05(H3N2)

 swine/Nakhonpathom/NIAH586-1/05(H3N2)
 Swine-Nakhonpathom-NIAH586-05(H3N2)
 Swine-Unknow-NIAH586-4-05(H3N2)

 swine/Ontario/48235/04(H1N2)
 swine/Iowa/1/1987(H1N1)
 swine/Wisconsin/1915/1988(H1N1)

 Swine-Chachoengsao-03(H3N2)
 swine/Thailand/KU5.1/04(H3N2)

 Swine-Ratchaburi-NIAH874-05(H3N2)
 swine/Ehime/1/1980(H1N2)
 swine/Hong Kong/NS857/2001(H1N2)
 swine/Alberta/OTH-33-8/2009(H1N1)
 Swine/Iowa/569/99 (H3N2)
 Swine/Minnesota/593/99 (H3N2)
 A/swine/Korea/CN22/2006(H3N1)
 A/swine/IN/PU542/04 (H3N1)
 A/swine/Missouri/2124514/2006(H2N3)
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0.000.020.040.060.08  
 

แผนภาพที่ 10 แสดงโครงสรางความสัมพันธ (Phylogenetic tree) จากการวิเคราะหความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญในสุกรที่แยกไดในประเทศไทยกับเช้ือตางประเทศ 

 

*   เช้ือไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H3N2 ที่ใชในการศึกษามีทั้งหมดจํานวน 7 ตัวอยาง 
*   เช้ือไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N1 ที่ใชในการศึกษามีทั้งหมดจํานวน 7 ตัวอยาง 
*   เช้ือไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N2 ที่ใชในการศึกษามีทั้งหมดจํานวน 2 ตัวอยาง 

เชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ 
อเมริกาเหนือ  

(North American swine lineages) 

เชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุตาง ๆ        
ท่ีเกิดในชวงท่ีมีการระบาดของ           

เชื้อไขหวัดใหญสัตวปก 

เชื้อไขหวัดใหญสุกรสาย 
พันธุยุโรป 

(European swine lineages) 
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3.3 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญสัตวปก
ของเช้ือท่ีนํามาศึกษาท่ีแยกไดในประเทศไทยเปรียบเทียบกับเช้ือ
ไขหวัดใหญสัตวปกจากตางประเทศ 

ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมจาก Phylogenetic tree ของยีน NP 
ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกของเชื้อที่แยกไดในประเทศไทยเปรียบเทียบกับเชื้อจากตางประเทศ  
ซึ่งประกอบดวยเชื้อจาก เอเชีย ยุโรป และอเมริกา พบวาเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกของเชื้อที่ใช       
ในการศึกษา 10 ตัวอยาง คือ subtype H5N1 จํานวน 8 ตัวอยางและ ยังไมทราบ subtype 
จํานวน 2 ตัวอยาง จัดอยูในกลุมของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุ H5N1 ของเชื้อที่ไขหวัดใหญ
สัตวปกในไทยและเวียดนามที่มีการระบาดในระหวางป 2004-2008 สวนเชื้อไขหวัดใหญสัตวปก
สายพันธุ H7N4 พบวาแยกออกเปนกลุมเดี่ยวเฉพาะเชื้อที่ใชในการศึกษา แมวาเชื้อไขหวัดใหญ
สัตวปกสายพันธุ H7N4 จะแยกออกเฉพาะกลุม แตพบวามีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับ
เชื้อไขหวัดใหญสัตวปกที่เกิดการระบาดในเอเชียในป 1996 -1997 ซึ่งมีลักษณะทางพันธุกรรม
ใกลเคียงกันและอาจมีวิวัฒนาการมาจากเชื้อไขหวัดนก Goose/Guangdong/1/96 ที่คาดวาเปน
ตนแบบของเชื้อที่ทําใหเกิดการระบาดในป 1997 และ 2001 ในจีนและฮองกง (Guan et al., 
2002) ผลการวิเคราะหความสัมพันธของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกที่ใชในการศึกษาที่แยกไดในไทย
กับเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกที่แยกไดจากประเทศตาง ๆ ทั้งในเอเชีย ยุโรป และอเมริกา แสดงไวใน
รูปของโครงสรางความสัมพันธในภาพที่ 11 
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 A dk-Phitsanulok-CU-622-09(H7N4)
 A dk-Phitsanulok-CU-633-09(H7N4)
 A dk-Phitsanulok-CU-630-09(H7N4)
 A dk-Phitsanulok-CU-624-09(H7N4)
 A dk-Phitsanulok-CU-634-09(H7N4)

 A/spot-billed duck/Korea/528/2008(H6N8)
 A/gadwall/Altai/1328/2007(H3N8)
 A/goose/Czech Republic/1848/2009(H7N9)
 A/duck/Italy/69238/2007(H1N1)
 A/Aquatic bird/Hong Kong/M603/98(H11N1)
 A/Duck/Hong Kong/P54/97(H11N9)
 A/chicken/Italy/22A/1998(H5N9)
 A/mallard/Netherlands/33/2006(H7N8)
 A/mallard/Sweden/30/2005(H6N1)
 A/mallard/Sweden/65/2005(H4N3)
 A/chicken/Italy/682/2003(H7N3)
 A/mallard/Sweden/45/2005(H2N3)
 A/guillemot/Sweden/3/00(H6N2)
 A/mallard/Netherlands/1/2007(H3N2)
 A/mallard/Netherlands/11/2007(H6N5)
 A/mallard/Netherlands/14/2007(H2N2)
 A/mallard/Netherlands/29/2006(H7N2)
 A/duck/Mongolia/867/2002(H7N1)
 A/ruddy shelduck/Mongolia/37/2005(H12N3)
 A/quail/Shantou/222/2001(H9N2)
 A/mallard/Sweden/4/2005(H10N4)
 A/Goose/Guangdong/1/96(H5N1)
 A/avian/Israel/314/2008(H9N2)
 A/chicken/Taiwan/ch1006/04(H6N1)
 A/chicken/New South Wales/2/97(H7N4)
 A/spotbill duck/Xuyi/6/2005(H11N2)
 A/ck/Thailand/NP-172/06(H5N1)

 A ck-Prachinburi-CU-304-06(H5N1)
 A/ck/Vietnam/15/04(H5N1)

 A ck-Uthaithani-CU-P76-08(H5N1)
 A ck-Uthaithani-CU-P87-08(H5N1)

 A/ck/Nakornpatom/CU-K2/04(H5N1)
 A/ck/Thailand/NS-342/08(H5N1)

 A ck-Unknown-CU-307-06(H5N1)
 A ck-Chonburi-CU-279 -06(H5N1)

 A/Thailand/2(SP-33)/04(H5N1)
 A/little grebe/Phichit-01/04(H5N1)

 A ck-Chonburi-CU-285 -06(H5N1)
 A ck-Bangkok-CU-269-06(H5N1)

 A/ck/Thailand/ICRC-213/07(H5N1)
 A ck-N.ratchasima-CU-284-06(H5N1)
 A Quail-Suphanburi-CU-J1475-09
 A Quail-Ayuthaya-CU-J1243-09

 A/duck/France/06436/2006(H5N3)
 A/mallard/Denmark/64650/03(H5N7)
 A/mallard duck/AST/244/1982(H14N6)
 A/mallard/Gurjev/263/1982(H14N5)
 A/Duck/Nanchang/2-0486/2000(H2N9)
 A/mallard/Netherlands/02/2000(H10N7)
 A/pochard/Buryatiya/1941/2000(H4N6)
 A/turkey/Italy/1258/2005(H5N2)
 A/mallard/Netherlands/1/2006(H8N4)
 A/Chicken/Germany/R28/03(H7N7)
 A/duck/Italy/4609/2003(H7N2)
 A/mallard/Netherlands/2/2005(H4N2)
 A/pelican/Zambia/01/2006(H3N6)
 A/turkey/Germany/3/91(H1N1)
 A/duck/Potsdam/2216-4/1984(H5N6)
 A/turkey/Ireland/1378/1983(H5N8)
 A/duck/Hong Kong/562/1979(H10N9)
 A/aquatic bird/Korea/CN-3/2005(H3N1)
 A/aquatic bird/Korea/CN-4/2006(H3N3)
 A/duck/England/1956(H11N6)
 A/quail/Italy/39403/1965(H10N8)
 A/dk/Minnesota/1525/81(H5N1)
 A/black-headed gull/Sweden/2/99(H16N3)
 A/gull/Astrakhan/227/1984(H13N6)99

99

46

26

99

99

94

99

99

97

62

86

21

77

74

99

70

67

94

37

42

49

99

91

99

95

97

90

68

99

56

35

88

55

87

81

85

11

73

29

38

0.000.020.040.060.08  
แผนภาพที่ 11 แสดงโครงสรางความสัมพันธ (Phylogenetic tree) จากการวิเคราะหความสัมพันธทาง

พันธุกรรมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญสัตวปกที่แยกไดในประเทศไทยกับเช้ือตางประเทศ 
*  เช้ือไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุ H5N1 ที่ใชในการศึกษาทั้งหมดจํานวน 10 ตัวอยาง 
*  เช้ือไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุ H7N4 ที่ใชในการศึกษาทั้งหมดจํานวน 5 ตัวอยาง 
*       เช้ือไขหวัดใหญสัตวปกที่ยังไมทราบ subtype ที่ใชในการศึกษาทั้งหมดจํานวน 2 ตัวอยาง 

เชื้อไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุ H7N4 
ของเชื้อท่ีใชในการศึกษา 

เชื้อไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุตาง ๆ 
ท่ีเคยมีรายงานในเอเชีย อเมริกาและยุโรป 

เชื้อไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุ H5N1 
ของเชื้อท่ีใชในการศึกษาและเชื้อท่ีเคย        

มีรายงานในไทยและเวียดนาม 

เชื้อไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุตาง ๆ 
ท่ีเคยมีรายงานในเอเชีย อเมริกาและยุโรป 

เชื้อไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุกลุม Gull 
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3.4 ผลการวิเคราะหความสัมพันธ ของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอ
ในคน สุกร และสัตวปก ท่ีแยกไดในประเทศไทย 

ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมจาก Phylogenetic tree ของยีน NP 
ของ  เชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก ของเชื้อที่ใชในการศึกษาทั้งหมด จํานวน 49 ตัวอยาง
กับเชื้อที่เคยมีรายงานในประเทศไทย โดยเชื้อไขหวัดใหญในคนของไทย มีรายงาน 3 subtypes 
คือ H1N1 H3N2 และ H5N1 เชื้อไขหวัดใหญสุกรมี 3 subtypes คือ H1N1 H1N2 และ H3N2 
สวนไขหวัดใหญสัตวปกมีรายงานเฉพาะ subtype H5N1 เทานั้น และจากผลการวิเคราะหพบวา
เชื้อไขหวัดใหญของไทยแบงออกเปนสองกลุมใหญ ๆ คือ กลุมแรกเปนกลุมของเชื้อไขหวัดใหญใน
คน กลุมที่สองประกอบดวยกลุมของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกและเชื้อไขหวัดใหญสุกร และในแตละ
กลุมยังแบงเปนกลุมยอยตามชนิดสายพันธุของเชื้อไขหวัดใหญ  

เชื้อไขหวัดใหญในคน แบงออกเปนสองกลุมยอยเชนกัน คือกลุมของสายพันธุ 
H1N1 ที่ใชในการศึกษาจํานวน 5 ตัวอยาง และกลุมสายพันธุ H3N2 ของเชื้อที่ใชในการศึกษาและ
เ ชื้ อที่ เ คย มี รา ย ง า น ใ น ช ว งป  2006-2009 ร วม ทั้ ง เ ชื้ อที่ เ ค ย มี ร า ย ง าน ใ น ป  1979 
(A/Bangkok/01/1979 (H3N2)ดวย  

เชื้อไขหวัดใหญสุกร แบงออกเปนสองกลุมยอยเชนกัน คือกลุมสายพันธุยุโรป 
และสายพันธุอเมริกาเหนือ โดยในกลุมสายพันธุยุโรปพบเชื้อไขหวัดใหญในคนจํานวน 1 ตัวอยาง 
คือ A/Thailand/271/2005 (H1N1) จัดอยูในกลุมนี้ดวย และเปนที่นาสนใจวาเชื้อตัวนี้ไมไดเกิด
ในชวงที่มีการระบาดของเชื้อไขหวัดใหญสุกร แตเปนไขหวัดใหญที่ เกิดตามฤดูกาลทั่วไป 
นอกจากนี้ในกลุมสายพันธุอเมริกันพบเชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ H1N1 (2009) ซึ่งเปนเชื้อ   
ที่เกิดในชวงที่มีการระบาดของไขหวัดใหญสายพันธุใหมในคนในป 2009 จัดอยูในกลุมนี้ดวย     
ซึ่งสอดคลองกับรายงานการวิจัยที่วาเชื้อไขหวัดใหญสายพันธุใหม 2009 มีที่มาของเชื้อคลายคลึง
กับไขหวัดใหญสุกรสายพันธุอเมริกาเหนือ (North American swine) (Kingsford, 2009) 

ในเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกพบแบงออกเปนสองกลุมยอย คือกลุมสายพันธุ H7N4 
จํานวน  5 ตัวอยาง (ในไทยยังไมพบมีรายงาน) และกลุมสายพันธุ H5N1 และเชื้อที่เคยมีรายงาน
ตั้งแตป 2004-2008 นอกจากนี้ยังพบเชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ H5N1 ที่มีรายงานในป 
2004-2005 ซึ่งเปนชวงที่เกิดการระบาดของเชื้อไขหวัดนกในไทย จัดอยูในกลุมของเชื้อไขหวัดใหญ
สัตวปกดวย ซึ่งบงชี้วาคนมีการติดเชื้อมาจากสัตวปก  
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นอกจากนี้เม่ือทําการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมจาก Phylogenetic 
tree ของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก ระหวางเชื้อที่ใชในการศึกษากับ    
เชื้อไขหวัดใหญจากตางประเทศในคน สุกร และสัตวปก พบใหผลเปนไปในแบบเดียวกันกับ     
การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปกในประเทศ
ไทย ซึ่งรายละเอียดผลการศึกษาดังแสดงในแผนภาพที่ 12 และแผนภาพที ่13 

                     

 Quail-Suphanburi-CU-J1475-09
 Quail-Ayuthaya-CU-J1243-09
 ck-N.ratchasima-CU-284-06(H5N1)

 A/Thailand/2(SP-33)/2004(H5N1)
 ck-Bangkok-CU-269-06(H5N1)

 A/Thailand/16/2004(H5N1)
 ck/Thailand/ICRC-213/2007(H5N1)

 ck-Chonburi-CU-285-06(H5N1)
 A/Thailand/1(KAN-1)/2004(H5N1)

 ck-Chonburi-CU-279-06(H5N1)
 ck-Uthaithani-CU-P76-08(H5N1)
 ck-Uthaithani-CU-P87-08(H5N1)

 dk/Thailand/ICRC-V629/2008(H5N1)
 quail/Thailand/CU-330/06(H5N1)

 ck-Unknown-CU-307-06(H5N1)
 ck/Thailand/Nontaburi/CK-162/2005(H5N1)
 dk/Thailand/CU-329/07(H5N1)

 ck-Prachinburi-CU-304-06(H5N1)
 A/Thailand/676/2005(H5N1)
 ck/Thailand/NP-172/2006(H5N1)

 dk-Phitsanulok-CU-634-09(H7N4)
 dk-Phitsanulok-CU-624-09(H7N4)
 dk-Phitsanulok-CU-630-09(H7N4)
 dk-Phitsanulok-CU-622-09(H7N4)
 dk-Phitsanulok-CU-633-09(H7N4)
 Swine-Saraburi-NIAH13021-05(H1N2)
 Swine-Thailand-CU-CB8.4-07 (H3N2)
 Swine-Thailand-CU-CHL2-09 (H1N2)

 swine/Ratchaburi/NIAH59/04(H3N2)
 swine/Chachoengsao/NIAH587/05(H1N1)
 swine/Chonburi/NIAH589/05(H1N1)

 Swine-Thailand-S1-05(H3N2)
 swine/Ratchaburi/NIAH1481/00(H1N1)

 Swine-Thailand-CU-CHK1-08(H1N1)
 Swine-Thailand-CU-CBP18-09(H1N1)

 swine/Udon Thani/NIAH464/04(H3N2)
 swine/Ratchaburi/NIAH550/03(H1N1)
 A/Thailand/271/2005(H1N1)
 swine/Chonburi/NIAH977/04(H1N1)

 Swine-Chonburi-NIAH9469-04(H1N1)
 Swine-Chonburi-06CB2-06(H1N1)
 Swine-Thailand-CU-CB1-06(H1N1)
 Swine-Thailand-HF6-05(H1N1)
 Swine-Chachoengsao-NIAH586-3-05(H3N2)
 Swine-Nakhonpathom-NIAH586-2-05(H3N2)
 Swine-Unknow-NIAH586-4-05(H3N2)

 A/Nonthaburi/102/2009(H1N1)
 A/Thailand/104/2009(H1N1)
 swine/Nakhonpathom/NIAH586-1/05(H3N2)

 Swine-Chonburi-NIAH586-05(H3N2)
 Swine-Chachoengsao-03(H3N2)

 swine/Thailand/KU5.1/04(H3N2)
 Swine-Ratchaburi-NIAH874-05(H3N2)
 A-Thailand-CU44-06 (H1N1)
 A-Thailand-CU68-06 (H1N1)
 A-Thailand-CU51-06 (H1N1)
 A-Thailand-CU88-06 (H1N1)
 A-Thailand-CU32-06 (H1N1)

 A/Bangkok/01/1979(H3N2)
 A-Thailand-CU23-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU46-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU228-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU280-07 (H3N2)
 A-Thailand-CU260-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU282-07 (H3N2)
 A-Thailand-CU231-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU370-08 (H3N2)

 A/Thailand/CU-B106/2009(H3N2)
 A/Thailand/CU-B110/2009(H3N2)

 A-Thailand-CU379-08 (H3N2)
 A-Thailand-CU1103-08 (H3N2)

 A/Thailand/CU-B657/2009(H3N2)
 A/Thailand/CU-B4/2009(H3N2)

 A-Thailand-CU1101-08 (H3N2)
 A-Thailand-CU356-08 (H3N2)
 A-Thailand-CU1102-08 (H3N2)
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0.000.010.020.030.040.05   
 
แผนภาพที่ 12 Phylogenetic tree ของยีน NP แสดงสายวิวัฒนาการของไวรัสที่จําเพาะกับ specie ของโฮสต
ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปกที่แยกไดในประเทศไทย (  = เช้ือไขหวัดใหญในคนที่ใชใน
การศึกษา,  = เช้ือไขหวัดใหญสุกรที่ใชในการศึกษา และ = เช้ือไขหวัดใหญสัตวปกที่ใชในการศึกษา) 

เชื้อไขหวัดใหญสายพันธุสัตวปก 

เชื้อไขหวัดใหญสุกร
สายพันธุยุโรป 

เชื้อไขหวัดใหญสุกร       
สายพันธุอเมริกาเหนือ 

เชื้อไขหวัดใหญสายพันธุในคน 
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 Quail-Suphanburi-CU-J1475-09
 Quail-Ayuthaya-CU-J1243-09
 ck-Chonburi-CU-285 -2006(H5N1)
 ck-N.ratchasima-CU-284-2006(H5N1)

 A/Thailand/2(SP-33)/2004(H5N1)
 A/chicken/Thailand/ICRC-213/2007(H5N1)

 ck-Bangkok-CU-269-2006(H5N1)
 A/quail/Phathumthani/NIAH2711/2004(H5N1)

 ck-Chonburi-CU-279 -2006(H5N1)
 A/chicken/Thailand/NS-342/2008(H5N1)

 ck-Unknown-CU-307-06(H5N1)
 A/duck/Vietnam/7A/2004(H5N1)

 ck-Uthaithani-CU-P76-08(H5N1)
 ck-Uthaithani-CU-P87-08(H5N1)
 ck-Prachinburi-CU-304-2006(H5N1)

 A/Goose/Guangdong/1/96(H5N1)
 A/swine/Shandong/2/03(H5N1)
 A/quail/Shantou/222/2001(H9N2)
 A/Hong Kong/1074/99(H9N2)
 A/mallard/Netherlands/1/2007(H3N2)
 A/duck/Italy/69238/2007(H1N1)

 dk-Phitsanulok-CU-634-09(H7N4)
 dk-Phitsanulok-CU-624-09(H7N4)
 dk-Phitsanulok-CU-630-09(H7N4)
 dk-Phitsanulok-CU-622-09(H7N4)
 dk-Phitsanulok-CU-633-09(H7N4)

 A/Chicken/Germany/R28/03(H7N7)
 A/Netherlands/219/2003(H7N7)
 A/chicken/New South Wales/2/1997(H7N4)

 Swine-Saraburi-NIAH13021-05(H1N2)
 A/turkey/Germany/3/91(H1N1)

 Swine-Thailand-CU-CB8.4-07(H3N2)
 Swine-Thailand-CU-CHL2-09 (H1N2)

 A/swine/Ratchaburi/NIAH59/04(H3N2)
 Swine-Thailand-CU-CHK1-08(H1N1)
 Swine-Thailand-CU-CBP18-09(H1N1)

 A/swine/Ratchaburi/NIAH550/2003(H1N1)
 A/swine/Ratchaburi/NIAH1481/2000(H1N1)

 Swine-Thailand-S1-05(H3N2)
 A/Thailand/271/2005(H1N1)
 A/swine/Chonburi/NIAH977/2004(H1N1)

 Swine-Chonburi-NIAH9469-04(H1N1)
 Swine-Chonburi-06CB2-06(H1N1)
 Swine-Thailand-CU-CB1-06(H1N1)
 Swine-Thailand-HF6-05(H1N1)

 A/black-headed gull/Sweden/2/99(H16N3)
 A/gull/Astrakhan/227/1984(H13N6)

 Swine-Chachoengsao-NIAH586-3-05(H3N2)
 Swine-Nakhonpathom-NIAH586-2-05(H3N2)
 Swine-Unknow-NIAH586-4-05(H3N2)

 A/Mexico/4595/2009(H1N1)
 A/Thailand/104/2009(H1N1)
 A/Canada-MB/RV2013/2009(H1N1)
 A/swine/Korea/CN22/2006(H3N1)
 A/swine/Ontario/55383/04(H1N2)
 A/swine/Nakhonpathom/NIAH586-1/05(H3N2)

 Swine-Nakhonpathom-NIAH586-05(H3N2)
 A/swine/Thailand/KU5.1/04(H3N2)

 Swine-Ratchaburi-NIAH874-05(H3N2)
 A/swine/Kansas/3228/1987(H1N1)

 Swine-Chachoengsao-03(H3N2)
 A/Brevig Mission/1/1918(H1N1)

 A-Thailand-CU44-06 (H1N1)
 A-Thailand-CU68-06 (H1N1)
 A-Thailand-CU51-06 (H1N1)
 A-Thailand-CU88-06 (H1N1)

 A/Kentucky/UR06-0010/2006(H1N1)
 A-Thailand-CU32-06 (H1N1)

 A/New York/399/2003(H1N1)
 A/Berlin/3/1964(H2N2)
 A/Taiwan/1964(H2N2)
 A/Bangkok/01/1979(H3N2)
 A/Udorn/72(H3N2)
 A/Denmark/86/2003(H1N2)
 A/New York/209/2003(H1N2)

 A-Thailand-CU23-06 (H3N2)
 A/Guangdong/03/2005(H3N2)

 A-Thailand-CU46-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU231-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU228-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU280-07 (H3N2)
 A-Thailand-CU260-06 (H3N2)
 A-Thailand-CU282-07 (H3N2)

 A/New York/55/2004(H3N2)
 A-Thailand-CU370-08 (H3N2)
 A-Thailand-CU379-08 (H3N2)
 A-Thailand-CU1103-08 (H3N2)
 A-Thailand-CU1102-08 (H3N2)

 A/New York/UR07-0160/2008(H3N2)
 A-Thailand-CU356-08 (H3N2)

 A/California/UR07-0063/2008(H3N2)
 A-Thailand-CU1101-08 (H3N2)

 A/Managua/3012.01/2007(H3N2)
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0.000.010.020.030.040.050.060.07  
 

แผนภาพที่ 13 Phylogenetic tree ของยีน NP แสดงสายวิวัฒนาการของไวรัสที่จําเพาะกับ specie ของโฮสต
ของเช้ือไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปกที่แยกไดในประเทศไทยกับเช้ือตางประเทศ (  = เช้ือไขหวัด
ใหญในคนที่ใชในการศึกษา,  = เช้ือไขหวัดใหญสุกรที่ใชในการศึกษาและ = เช้ือไขหวัดใหญสัตวปกที่ใชใน
การศึกษา) 

เชื้อไขหวัดใหญสัตวปก             
สายพันธุเอเชีย อเมริกา และยุโรป 

เชื้อไขหวัดใหญสัตวปก        
สายพันธุ Gull 

เชื้อไขหวัดใหญสุกร            
สายพันธุยุโรป 

เชื้อไขหวัดใหญสุกร             
สายพันธุ อเมริกาเหนือ 

เชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ 
เอเชีย อเมริกา และยุโรป 
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4. ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนยีน NP ของเช้ือ
ไขหวัดใหญชนิด เอ ในคน สุกร และสัตวปก 

4.1 การเปรียบเทียบกรดอะมิโนของเช้ือไขหวัดใหญในคนในท่ีแยกไดใน
ประเทศไทย 

ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคนจํานวน 18 
ตัวอยางที่ใชในการศึกษา เปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดใหญในคนที่เคยแยกไดในไทย พบวามี 
กรดอะมิโน 74 ตําแหนงที่แตกตางกัน และพบความแตกตางของเชื้อไขหวัดใหญในคนระหวาง 
เชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ H1N1 และ H3N2 ของเชื้อที่ใชในการศึกษาจํานวน 18 ตัวอยาง 
วากรดอะมิ-โนมีความแตกตางกัน 34 ตําแหนง ดังแสดงไวในตารางที่  10 นอกจากนี้ การ
เปรียบเทียบเชื้อไขหวัดใหญในคนที่ใชในการศึกษากับเชื้อไขหวัดใหญในคนที่เคยมีรายงาน        
ในประเทศไทย ยังพบวาเชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ H3N2 มีกรดอะมิโน 7 ตําแหนงที่มี
ความจําเพาะกับเชื้อไขหวัดใหญในคนทุกตัวอยางของเชื้อที่ใชในการศึกษาและเชื้อที่เคยมีรายงาน
ในไทยสายพันธุ H3N2 ซึ่งไดแก กรดอะมิโนตําแหนงที่ 31(K), 217(S), 286(S), 343(L), 344(L), 
353(S) และ 459 (R) สวนในเชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ  H1N1 ไมพบตําแหนงที่มี
ความจําเพาะเดนชัดเหมือน H3N2  
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ตารางท่ี 9 แสดงความแตกตางของกรดอะมิโน 34 ตําแหนงเชื้อไขหวัดใหญในคน ระหวาง       
สายพันธุ H1N1 และ H3N2 ของเชื้อไขหวัดใหญในคนที่ใชในการศึกษา 18 ตัวอยาง 

 

ตําแหนงกรดอะมิโน สายพันธุ H1N1 สายพันธุ H3N2 
18 E D 
31 R K 
34 G D 
50 N S 
65 R K 
98 K R 
105 V M 
127 D E 
146 T A 
186 V I 
191 L M 
217 I S 
236 K R 
239 M V 
257 T I 
286 A S 
301 V I 
309 T N 
334 N H 
343 V L 
344 S L 
353 L S 
373 A N 
374 I M 
375 V G 
384 R G 
406 I T 
408 T V 
421 D E 
423 T S 
446 K R 
452 R K 
459 Q R 
470 R K 
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4.2 การเปรียบเทียบกรดอะมิโนของเช้ือไขหวัดใหญสกุรในไทย 

ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคนจํานวน 16 
ตัวอยางที่ใชในการศึกษา เปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดใหญในสุกรที่เคยมีรายงานในไทยพบวา       
มีกรดอะมิโน 62 ตําแหนงที่แตกตางกัน รายละเอียดของขอมูลดังแสดงในตารางที่ 10 

ตารางท่ี 10 แสดงความแตกตางของกรดอะมิโน 62 ตําแหนงเชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N1, 
H1N2 และ H3N2 ของเชื้อไขหวัดใหญในคนที่ใชในการศึกษา 16 ตัวอยาง 

 

ตําเหนงกรดอะมิโน สายพันธุ H1N1 สายพันธุ H1N2 สายพันธุ H3N2 
21 N N N/D 
33 V V V/I 
34 G G/E G 
48 Q Q Q/K 
61 I I/M I/M 
63 I I I/L/V 
77 K/R K K 
98 K K K/R 
99 K K K/R 
100 R R R/V 
105 M M M/I 
109 I/V I I 
114 D D D/E 
115 E E/D E 
119 I I I/V 
127 E E E/D 
136 L L L/I 
152 R R R/K 
174 R R R/I 
183 V V/I V 
190 V V V/A/T 
199 R R/K R/K 
217 I I I/V 
230 F F/L F 
260 A A A/T 
265 I I I/V 
284 V V V/A 
289 Y Y Y/H 
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ตารางท่ี 10 แสดงความแตกตางของกรดอะมิโน 62 ตําแหนงเชื้อไขหวัดใหญสุกรสายพันธุ H1N1, 
H1N2 และ H3N2 ของเชื้อไขหวัดใหญในคนที่ใชในการศึกษา 16 ตัวอยาง (ตอ) 

 

ตําเหนงกรดอะมิโน สายพันธุ H1N1 สายพันธุ H1N2 สายพันธุ H3N2 
305 R R R/K 
313 F/L F F/L 
321 N N N/D 
323 V V V/A 
329 I/A/M I/A I/A/M 
338 F/Y F F 
344 S/L S S 
348 T T T/K 
353 V/I V V/I 
357 Q Q/K Q/K 
358 L L/M L 
363 V/I V V/I 
371 M M M/V 
373 T T T/A 
375 D D D/N 
377 V/I V/M V/N 
382 K K K/R 
391 R R R/K 
400 R R/K R/K 
404 G G G/S 
406 I I I/V 
408 V/I V V 
413 S S S/L 
423 S S S/T 
425 I I I/V 
426 M M M/L 
433 T T/N T/N 
444 I I I/V 
450 F/N F F/N 
452 R R/K R/K 
454 V V V/L 
466 L L/I L 
473 N/T N N 
482 S S S/N 
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4.3 การเปรียบเทียบกรดอะมิโนของเช้ือไขหวัดใหญสัตวปกในไทย 

ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกจํานวน 
15 ตัวอยางที่ใชในการศึกษา เปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดใหญสัตวปก ในประเทศไทยที่ เคยมี
รายงานพบวามีกรดอะมิโน 10 ตําแหนงที่แตกตางกัน และผลสรุปไดแสดง ไวในตาราง 11 

ตารางท่ี 11 แสดง 10 ตําแหนงของกรดอะมิโนของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกที่แตกตางกันเม่ือ
เปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกที่เคยแยกไดในประเทศไทย 

 

สายพันธเช้ือไขหวัดใหญสัตวปก 
ตําแหนงกรดอะมิโนที่แตกตาง 

34 77 96 257 353 373 374 377 408 482 
A/ Chicken /Bangkok/CU-269/06 (H5N1) S R I I V A M N V N 
A/Chicken/Chonburi/CU-279/06 (H5N1) S R I I V A M N V N 
A/Quail/Nakhonratchasima/CU-284/06(H5N1)  S R I I V A M N V N 
A/Chicken/Chonburi/CU-285/06 (H5N1) S R I I V A M N V N 
A/Chicken/Unknown/CU-307/06 (H5N1) S R I I V A M N V N 
A/Chicken/Uthaithani/CU-P76/08 (H5N1) S R I I V A M N I N 
A/Chicken/Uthaithani/CU-P87/08 (H5N1) S R I I V A M N I N 
A/Quail/Ayuthaya/CU-J1243/09(Unknown)  S R I I V A I N V N 
A/Quail/Suphanburi/CU-J1475/09 (Unknown) S R I I V A I N V N 
A/Chicken/Prachinburi/CU-304/06 (H5N1) G R I I V A M N V N 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P624/09 (H7N4) G K I I A T M S V S 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P630/09(H7N4)  G K I I A T M S V S 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P634/09 (H7N4) G K I T A T M S V S 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P622/09 (H7N4) G K V T A T M S V S 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P633/09 (H7N4) G K V T A T M S V S 
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4.4 การเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนบนยีน NP 

การเปรียบเทียบกรดอะมิโนของโปรตีน NP ตําแหนงที่ 16 จะเกี่ยวของกับ
คุณสมบัติของเชื้อไวรัสวามีลักษณะของเชื้อไวรัสในคน (human-like amino acid) เม่ือมี       
กรดอะมิโนเปน D (Aspartate) หรือมีลักษณะของเชื้อไวรัสในสัตวปก (avian-like amino acid) 
เม่ือมีกรดอะมิโนเปน G (Glycine) (Lipatov et al, 2008) ซึ่งในตําแหนงที่ 16 ของเชื้อไขหวัดใหญ
ในคนที่แยกไดในประเทศไทยทั้งหมดทุกตัวอยางมีกรดอะมิโนที่มีลักษณะจําเพาะของเชื้อไวรัส  
กอโรคในคน (D16) สวนกรดอะมิโนตําแหนงที่ 16 ของเชื้อไขหวัดใหญในสุกรและเชื้อไขหวัดใหญ
สัตวปกที่แยกไดในประเทศไทย พบวามีลักษณะจําเพาะของเชื้อไวรัสกอโรคในสัตวปก (G16)    
ดังแสดงในตารางที่ 12, 13 และ 14 
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ตารางท่ี 12 แสดงผลการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน 
ที่แยกไดในประเทศไทยในสวนของกรดอะมิโนที่เกี่ยวของคุณสมบัติของเชื้อไวรัสที่
ตําแหนง 16  

 

Virus NP gene 
 Human/Avian like characteristics 
 16a 

A/Thailand/CU23/2006 (H3N2) D 
A/Thailand/CU32/2006 (H1N1) D 
A/Thailand/CU44/2006 (H1N1) D 
A/Thailand/CU46/2006 (H3N2) D 

A/Thailand/CU51/2006 (H1N1) D 

A/Thailand/CU68/2006 (H1N1) D 

A/Thailand/CU88/2006 (H1N1) D 

A/Thailand/CU228/2006 (H3N2) D 

A/Thailand/CU231/2006 (H3N2) D 

A/Thailand/CU260/2006 (H3N2) D 

A/Thailand/CU280/2007 (H3N2) D 

A/Thailand/CU282/2007 (H3N2) D 

A/Thailand/CU1101/2008 (H3N2) D 

A/Thailand/CU1102/2008 (H3N2) D 

A/Thailand/CU1103/2008 (H3N2) D 

A/Thailand/CU356/2008 (H3N2) D 

A/Thailand/CU370/2008 (H3N2) D 

A/Thailand/CU379/2008 (H3N2) D 
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ตารางท่ี 13 แสดงผลการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกร   
ที่แยกไดในประเทศไทยในสวนของกรดอะมิโนที่เกี่ยวของคุณสมบัติของเชื้อไวรัสที่
ตําแหนง 16  

 

Virus NP gene 
 Human/Avian like characteristics 
 16a 

A/Swine/Chonburi/NIAH9469/04(H1N1) G 
A/Swine/Thailand-HF6/05(H1N1) G 
A/Swine/Chonburi/06CB2/06(H1N1) G 
A/Swine/Thailand/CU-CB1/06(H1N1) G 
A/Swine/Thailand/CU-CHK1/08(H1N1) G 
A/Swine/Thailand/CU-CBP18/09(H1N1) G 
A/Swine/Saraburi/NIAH13021/05(H1N2) G 
A/Swine/Thailand/CU-CHL2/09(H1N2) G 
A/Swine/Chachoengsao/NIAH/03(H3N2) G 
A/Swine/Nakhon pathom/NIAH586/05(H3N2) G 
A/Swine/Nakhon pathom/NIAH586-2/05(H3N2) G 
A/Swine/Chachoengsao/NIAH586-3/05(H3N2) G 
A/Swine/Unknown/NIAH586-4/05(H3N2) G 
A/Swine/Ratchaburi/NIAH874/05(H3N2) G 
A/Swine/Thailand/S1/05(H3N2)   G 
A/Swine/ Thailand/CU-CB8.4/07(H3N2) G 
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ตารางท่ี 14 แสดงผลการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน NP ของเชื้อไขหวัดสัตวปก     
ที่แยกไดในประเทศไทยในสวนของกรดอะมิโนที่เกี่ยวของคุณสมบัติของเชื้อไวรัส          
ที่ตําแหนง 16  

 

Virus NP gene 
 Human/Avian like characteristics 
 16a 

A/ Chicken /Bangkok/CU-269/06 (H5N1) G 
A/Chicken/Chonburi/CU-279/06 (H5N1) G 
A/Quail/Nakhonratchasima/CU-284/06(H5N1)  G 
A/Chicken/Chonburi/CU-285/06 (H5N1) G 
A/Chicken/Unknown/CU-307/06 (H5N1) G 
A/Chicken/Uthaithani/CU-P76/08 (H5N1) G 
A/Chicken/Uthaithani/CU-P87/08 (H5N1) G 
A/Quail/Ayuthaya/CU-J1243/09 (Unknown) G 
A/Quail/Suphanburi/CU-J1475/09 (Unknown) G 
A/Chicken/Prachinburi/CU-304/06 (H5N1) G 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P624/09 (H7N4) G 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P630/09(H7N4)  G 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P634/09 (H7N4) G 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P622/09 (H7N4) G 
A/Duck/Phitsanulok/CU-P633/09 (H7N4) G 
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4.5 การเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญในคน 
สุกร และสัตวปก ท่ีมีความจําเพาะตอโฮสต  

จากการเปรียบเทียบกรดอะมิโน บนยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร 
และสัตวปก ซึ่งสรุปไดดังนี ้

จากตารางที่ 15 สรุปไดวาเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก ที่ใชใน
การศึกษาจํานวน 49 ตัวอยาง พบมีกรดอะมิโนแตกตางกัน 18 ตําแหนง ดังแสดงรายละเอียด    
ในตารางที่ 15 

จากตารางที่ 16 สรุปไดวาเม่ือเปรียบเทียบกรดอะมิโนของเชื้อไขหวัดใหญ      
สายพันธุ H3N2 ในคน และในสุกรของไทย พบวามีความแตกตางของกรดอะมิโน 26 ตําแหนง   
ดังรายละเอียดแสดงในตารางที่ 16 

จากตารางที่ 17 เม่ือเปรียบเทียบกรดอะมิโนของเชื้อไขหวัดใหญสายพันธุ H1N1 
ในคน และในสุกรของไทย พบวามีความแตกตางของกรดอะมิโน 41 ตําแหนง ดังแสดง
รายละเอียด ในตารางที่ 17 
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ตารางท่ี 15 แสดงตําแหนงกรดอะมิโน 18 ตําแหนง ที่แตกตางกันระหวาง เชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ 
ในคน สุกร และจากสัตวปกของเชื้อที่ใชในการศึกษา 49 ตัวอยาง ที่แยกไดในไทย 

 

ตําแหนงกรดอะมิโน Human Avian Swine 

16 D G G 
33 I V I/V 
61 L I I/M 

100 V R V/R 
109 V I I/V 
136 I L L/I 
214 K R R/K 
283 P L L 
293 K R R 
305 K R R/K 
313 Y F L/F 
353 S/L A/V V/I 
357 K Q Q/K 
372 D E E 
375 G/V D D/N 
422 K R R 
423 S/T A S/T/A 
442 A T T 
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ตารางท่ี 16 แสดงความแตกตางของกรดอะมิโน 26 ตําแหนง ระหวางเชื้อไขหวัดใหญ ในคนและ
ในสุกร สายพันธุ H3N2 

 

ตําแหนงกรดอะมิโนที่แตกตางกัน เช้ือไขหวัดใหญสุกร เช้ือไขหวัดใหญในคน 
16 G D 
18 E D 
31 R K 
34 G D 
61 I/M L 
65 R K 

109 I V 
186 V I 
217 I/V S 
237 M V 
286 A S 
293 R K 
313 F/L Y 
343 V L 
344 S L 
353 V S 
372 E D 
373 A/T N 
375 D G 
377 N/V S/G 
384 R/K G 
406 V/I T 
422 R K 
442 T A 
455 D E 
459 Q R 
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ตารางท่ี 17 แสดงความแตกตางของกรดอะมิโน 41 ตําแหนง ระหวางเชื้อไขหวัดใหญในคนและ
สุกรสายพันธุ H1N1 

 

ตําแหนงกรดอะมิโนที่แตกตางกัน เช้ือไขหวัดใหญสุกร เช้ือไขหวัดใหญในคน 
16 G D 
33 V I 
48 Q K 
50 S N 
61 I L 
99 K R 

100 R V 
105 M V 
114 D E 
127 E D 
136 L I 
146 A T 
191 M L 
214 R K 
236 R K 
257 I T 
283 L P 
284 V A 
293 R K 
301 I V 
305 R K 
309 N T 
313 F Y 
323 V A 
334 H N 
351 K R 
353 I L 
357 Q K 
372 E D 
373 T A 
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ตารางท่ี 17 แสดงความแตกตางของกรดอะมิโน 41 ตําแหนง ระหวางเชื้อไขหวัดใหญ ในคนและ
ในสุกร สายพันธุ H1N1 (ตอ) 

 

ตําแหนงกรดอะมิโนที่แตกตางกัน เช้ือไขหวัดใหญสุกร เช้ือไขหวัดใหญในคน 
374 M I 
376 D V 
377 V S 
384 K R 
408 V T 
421 E D 
422 R K 
423 S T 
442 T A 
446 R K 
470 K R 
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บทท่ี  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

อภิปรายผลการวิจัย 

โรคไขหวัดใหญเกิดจากเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ (influenza) ทําใหเกิดโรคทางเดิน
หายใจทั้งคน และสัตว ในประเทศไทยมีการระบาดของโรคไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุ H5N1
ในชวงป 2004 เปนตนมา ซึ่งถือวาเปนโรคอุบัติใหมมีผลทําใหสัตวปก คน และยังทําใหสัตว    
เล้ียงลูกดวยนมบางชนิดเกิดโรคและตายไดอีกดวย (Amonsin et al., 2006; Keawcharoen et 
al., 2004; Thanawongnuwech et al., 2005) ตอมาในป 2009 มีการแพรระบาดของเชื้อไวรัส
ไขหวัดใหญสายพันธุใหม (H1N1) เกิดข้ึนในคนทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทยดวย ซึ่งถือวาเปน     
การระบาดใหญ (pandemic) ของเชื้อไขหวัดใหญในคน และกอใหเกิดปญหาดานสาธารณสุข 
เปนอยางมาก 

การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค เพื่อศึกษาความหลากหลายของลักษณะทาง  
พันธุศาสตรของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก ในประเทศไทย เนื่องดวยไวรัส
ไขหวัดใหญชนิดเอ มี genome เปนทอน 8 ทอน และพบวาในกลุมโปรตีนของเชื้อไขหวัดใหญชนิด
เอทั้งหมด ยีน NP เปนโปรตีนโครงสรางที่สําคัญของอนุภาคไวรัส และเปนโปรตีนที่ใชแบงกลุม
ไวรัสไขหวัดใหญออกเปน type A B และ C รวมทั้งเปนแอนติเจนที่สําคัญในการกระตุนภูมิคุมกัน    
ชนิดเซลล นอกจากนี้ยังมีบทบาทเปนตัวกําหนด host range และ และ host specificity ดังนั้น
การศึกษาความหลากหลายของลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ 
ในประเทศไทยจึงเปนส่ิงสําคัญอยางหนึ่ง เพื่อจะไดขอมูลความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP 
ระหวางเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก นําไปใชเปนขอมูลพื้นฐานดานระบาดวิทยา และ
สามารถใชเปนขอมูลที่บงชี้ถึงการติดเชื้อขามชนิดของสัตวได ขอมูลดังกลาวมีประโยชนในการ
นําไปใชเพื่อเปนการเตรียมความพรอม สําหรับการวางแผน จัดการควบคุม ปองกัน การระบาด
ของโรคไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก ในประเทศไทยตอไปในอนาคต การศึกษาคร้ังนี้
สามารถสรุปการทดลองออกเปน 

- ความสัมพันธทางพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ
ในคน สุกร และสัตวปก 
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- การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงตาง ๆ ของยีน NP ของเชื้อไขหวัด
ใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก 

5.1 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก 

การศึกษาความสัมพันธของลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอ  
ในคน สุกร และสัตวปกที่แยกไดในประเทศไทยจํานวน 49 ตัวอยาง ประกอบดวยเชื้อไขหวัดใหญ
ในคนจํานวน 18 ตัวอยาง เชื้อไขหวัดใหญสุกรจํานวน 16 ตัวอยาง และเชื้อไขหวัดใหญสัตวปก
จํานวน 15 ตัวอยาง ดังสรุป 

  5.1.1 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน 

  การศึกษาความสัมพันธของลักษณะทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัด-
ใหญในคน โดยใชตัวอยางในการศึกษาคร้ังนี้จํานวน 18 ตัวอยาง ประกอบดวยสายพันธุ H1N1 
จํานวน 5 ตัวอยาง และสายพันธุ H3N2 จํานวน 13 ตัวอยาง ซึ่งเปนเชื้อไขหวัดที่เกิดตามฤดูกาล  
ที่แยกไดในระหวางป 2006-2008 เปรียบเทียบกับเชื้อที่เคยแยกในประเทศไทย พบวาเชื้อไขหวัด
ใหญในคนทั้ง 18 ตัวอยาง จัดอยูในกลุมเดียวกันกับเชื้อไขหวัดที่เกิดตามฤดูกาล โดยแบงออกเปน 
2 กลุมยอย ตามชนิดของสายพันธุ คือ สายพันธุ H1N1 ทั้ง 5 ตัวอยางมีลักษณะทางพันธุกรรม
ใกลเคียงกัน โดยจัดอยูในกลุมเดียวกัน ซึ่งแยกตางหากกับกลุมสายพันธุ H1N1 ที่มีรายงานในป 
2009 ที่มีการระบาดทั่วโลก เนื่องจากสายพันธุ H1N1 (2009) เปนกลุมของเชื้อไขหวัดใหญ     
สายพันธุใหมซึ่งลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อมีความใกลเคียงกันกับเชื้อไขหวัดใหญสุกร       
สายพันธุอเมริกาเหนือ จึงมีความแตกตางจากเชื้อที่ใชในการศึกษาสายพันธุ H1N1 ที่เกิด       
ตามฤดูกาล และพบวามีเชื้อไขหวัดใหญที่เกิดตามฤดูกาลที่เคยแยกเชื้อไดในประเทศไทย            
1 ตัวอยาง คือ A/Thailand/271/2005 (H1N1) ก็ไมไดจัดอยูในกลุมเดียวกันกับสายพันธุ H1N1 
ทั้งกลุมสายพันธุ H1N1 ที่กําลังระบาดในปจจุบันและกลุมของเชื้อที่เกิดตามฤดูกาลทั้งที่ใชใน
การศึกษาทั้งที่เปนเชื้อที่เกิดตามฤดูกาลเชนเดียวกัน แตกลับมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกัน
กับกลุมของเชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ H5N1 ที่เกิดในชวงที่มีการระบาดของเชื้อไขหวัดนกใน
ป  2004-2005 ในประเทศไทย ซึ่งผลดังกลาวสอดคลองกับการศึกษาที่ผานมาวาเชื้ อ 
A/Thailand/271/2005 (H1N1) ของไทยมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับเชื้อไขหวัดใหญ
สุกรสายพันธุยุโรปของไทย (Kingsford, 2009) โดยเปนที่ทราบอยูแลววาเชื้อไขหวัดใหญสุกร   
สายพันธุยุโรปนั้นมีบรรพบุรุษมาจากสายพันธุสัตวปกดังนั้นเชื้อไขหวัดใหญของไทยสายพันธุ 
A/Thailand/271/2005 (H1N1) จึงมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับเชื้อไขหวัดใหญในคน
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สายพันธุ H5N1 ที่เกิดในชวงที่มีการระบาดของเชื้อไขหวัดนกในประเทศไทย และในสวนสายพันธุ 
H3N2 ของเชื้อที่ใชในการศึกษาทั้ง 13 ตัวอยาง มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกัน โดย         
จัดอยู ในกลุมเดียวกันกับ  สายพันธุ  H3N2 ของเชื้ อไขหวัดใหญที่ มี รายงานในป  1979 
(A/Bangkok/01/1979 (H3N2) รวมทั้งสายพันธุ H3N2 ที่มีรายงานในประเทศไทยในป 2009  

จากนั้นเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อที่เคยมีรายงานจากตางประเทศ พบวาเชื้อไขหวัด-
ใหญในคนสายพันธุ H1N1 จํานวน 5 ตัวอยางที่แยกไดในป 2006 มีลักษณะทางพันธุกรรม
ใกลเคียงของเชื้อกับสายพันธุ H1N1 ในอเมริกาที่มีรายงานในชวงป 2006 และเชื้อไขหวัดใหญ   
ในคนสายพันธุ H3N2 ของเชื้อที่นํามาศึกษาจํานวน 11 ตัวอยาง มีลักษณะทางพันธุกรรมของ   
เชื้อใกลเคียงกันกับเชื้อสายพันธุ H3N2 ที่เกิดในอเมริกาที่แยกไดในป 2008 นอกจากนี้ยังพบวามี
เชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ  H3N2 ของเชื้อที่ ใชในการศึกษาจํานวน 2 ตัวอยาง คือ 
A/Thailand/CU23/2006 (H3N2) และ A/Thailand/CU46/2006 (H3N2) มีลักษณะทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกันกับเชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ H3N2 ที่เกิดข้ึนในเอเชีย ซึ่งแตกตางกัน
กับสวนของยีน HA และ NA ที่มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกับเชื้อที่นํามาทําวัคซีนที่ใชกัน
ทั่วไปจากรายงานการศึกษาของ Chutinimitkul และคณะ (2008a)  

5.1.2 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกร 

 การศึกษาความสัมพันธของลักษณะทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัด-
ใหญสุกร โดยใชตัวอยางในการศึกษาคร้ังนี้จํานวน 16 ตัวอยาง ประกอบดวยสายพันธุ H1N1 
จํานวน 6 ตัวอยาง สายพันธุ H1N2 จํานวน 2 ตัวอยาง และสายพันธุ H3N2 จํานวน 8 ตัวอยาง ซึ่ง
เปนเชื้อที่แยกไดระหวางป 2003-2009 เปรียบเทียบกับเชื้อเคยมีรายงายในประเทศไทย พบวาเชื้อ
ที่ใชในการศึกษาแบงออกเปน 2 กลุม คือสายพันธุอเมริกาเหนือ (North American swine 
lineage) และสายพันธุยุโรป (European swine lineage) โดยเชื้อที่ใชในการศึกษาสายพันธุ 
H3N2 จํานวน 6 ตัวอยาง ไดแกสายพันธุ swine/Nakhonpathom/NIAH586-2/2005(H3N2), 
swine/Chachoengsao/NIAH586-3/2005(H3N2), swine/Unknow/NIAH586-4 (H3N2), 
swine/Nakhon pathom/NIAH586-05(H3N2), swine/Chachoengsao/2003(H3N2) และ 
swine/Ratchaburi/ NIAH874/2005(H3N2) มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกลับสายพันธุ
อเมริกาเหนือ  สวนเชื้อที่ใชในการศึกษาจํานวน 10 ตัวอยาง มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกับ
สายพันธุยุโรป ประกอบดวยสายพันธุ  H1N1, H1N2 และ H3N2 ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ 
Takemei และคณะ (2008) ที่พบวาเชื้อไขใหญสุกรสายพันธุ , sw/Chachoengsao/2003(H3N2) 
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และ sw/Ratchaburi/NIAH874/2005(H3N2) มีลักษณะทางพันธุกรรมของยีน NP เปนสายพันธุ
อเมริกาเหนือ สวนสายพันธุ  sw/chonburi/NIAH9469/2004 (H1N1) และ sw/Saraburi/ 
NIAH13021/2005(H1N2) มีลักษณะทางพันธุกรรมของยีน NP เปนสายพันธุยุโรป 

   จากนั้นเม่ือเปรียบเทียบเชื้อไขหวัดใหญสุกรที่ใชในการศึกษากับเชื้อที่เคยมี
รายงานจากตางประเทศ พบวาเชื้อที่ใชในการศึกษามีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับ   
สายพันธุอเมริกันและสายพันธุยุโรปเชนเดียวกัน โดยเชื้อที่ใชศึกษาที่จัดอยูในกลุมสายพันธุ
อเมริกันจํานวน 5 ตัวอยาง มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับเชื้อที่เคยรายงานในไทย และ 
มี 1 ตัวอยางคือ sw/Chachoengsao/2003(H3N2) มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับเชื้อที่
เกิดในอเมริกา ในสวนของกลุมสายพันธุในยุโรป พบวาเชื้อที่ใชในการศึกษาจํานวน 9 ตัวอยางที่มี
ลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับเชื้อที่เคยมีรายงานในประเทศไทย และมี 1 ตัวอยางคือ 
sw/Saraburi/NIAH13021/2005(H1N2) มีลักษณะทางพันธุกรรมแยกออกตางหากไมคลายคลึง
กับทั้งสายพันธุที่มาจากเอเชีย อเมริกาและยุโรป  

5.1.3 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปก 

การศึกษาความสัมพันธของลักษณะทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัด-
ใหญสัตวปก โดยใชตัวอยางในการศึกษาคร้ังนี้จํานวน 15 ตัวอยาง ประกอบดวยสายพันธุ H5N1 
จํานวน 8 ตัวอยาง สายพันธุ H7N4 จํานวน 5 ตัวอยาง และยังไมทราบ subtype จํานวน 2 
ตัวอยาง ซึ่งเปนเชื้อที่แยกไดระหวางป 2006-2009 เปรียบเทียบกับเชื้อเคยมีรายงายในประเทศ
ไทย พบวาเชื้อที่ใชในการศึกษาแบงออกเปน 2 กลุม คือกลุมสายพันธุ H5N1 และกลุมสายพันธุ 
H7N4  โดยกลุมสายพันธุ H5N1 มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับเชื้อที่เคยมีรายงานตั้งแต
ป 2004 สวนกลุมของเชื้อที่ใชในการศึกษารวมทั้งเชื้อที่ยังไมทราบ subtype ทั้งสองตัวอยางก็จัด
อยูในกลุมนี้ดวยเปนไปไดวาเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกทั้ง 2 ตัวอยางที่ยังไมทราบ subtype อาจเปน
เชื้อไขหวัดใหญสายพันธุ H5N1 เพราะมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันแตทั้งนี้ก็ตองรอดูผล
การแยกเชือ้อีกท ีสวนสายพันธุ H7N4 มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันทั้ง 5 ตัวอยาง และจัด
อยูในกลุมเดียวกันซึ่งแยกเปนกลุมเดี่ยว ๆ เพราะในประเทศไทยยังไมพบมีรายงานในฐานขอมูล 
GenBank ผานทาง http://www.ncbi.nlm.nih.gov  

จากนั้นเม่ือเปรียบเทียบเชื้อไขหวัดใหญสุกรที่ใชในการศึกษากับเชื้อที่มีรายงาน
จากตางประเทศ พบวาเชื้อที่ใชในการศึกษาสายพันธุ H5N1 ทั้ง 10 ตัวอยางมีลักษณะทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกันกับสายพันธุ H5N1 ของไทยและเวียดนามที่มีเกิดการระบาดในระหวางป 
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2004-2008 ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Viseshakul และคณะ (2004) ที่แยกเชื้อไขหวัดนกที่
ระบาดในประเทศไทยเม่ือป 2004 และพบวามีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับเชื้อที่แยกได
จากเวียดนามและจัดอยูในกลุมเดียวกัน สวนสายพันธุ H7N4 ของเชื้อที่ใชในการศึกษาทั้ง 5 
ตัวอยางมีลักษณะทางพันธุกรรมแตกตางจากสายพันธุ H7N4 ที่เคยมีรายงานในอเมริการวมทั้ง
แตกตางกับสายพันธุอ่ืนในสัตวปกดวย 

5.1.4 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ระหวางเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร 
และ สัตวปก 

การศึกษาความสัมพันธของลักษณะทางพันธุกรรมของยีน NP ระหวาง          
เชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และสัตวปกที่แยกไดในประเทศไทยจํานวน 49 ตัวอยาง 
ประกอบดวยเชื้อไขหวัดใหญในคนจํานวน 18 ตัวอยาง เชื้อไขหวัดใหญสุกรจํานวน 16 ตัวอยาง 
และเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกจํานวน 15 ตัวอยาง เปรียบเทียบกับเชื้อที่เคยมีรายงานในประเทศไทย 
พบวาลักษณะทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญของเชื้อที่ใชในการศึกษาแบงออก
ตามชนิดของสายพันธุอยางชัดเจนคือ กลุมของสายพันธุในคน กลุมสายพันธุสุกร และกลุม     
สายพันธุสัตวปก ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาที่ผานมาของ Scholtissek และคณะ ในป 1978 
สามารถแยกความแตกตางของยีน NP ของคนในสัตวปกและมาได โดยใชเทคนิค RNA 
hybridization และรายงานของ Gammelin และคณะ (1989) พบวายีน NP สามารถใชยืนยัน 
host specificity ของเชื้อไวรัสได นอกจากนี้พบเชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ H5N1 ที่มีรายงาน
ในป 2004-2005 ซึ่งเปนชวงที่เกิดการระบาดของเชื้อไขหวัดนกในประเทศไทย มีลักษณะทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกันกับกลุมของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกดวย ซึ่งเปนไปไดวาคนมีการติดเชื้อมา
จากสัตวปก สอดคลองกับรายงานการติดเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุ H5N1 ในคนที่ผานมา 
(Tran et al., 2004, Ungchusak et al., 2005) และยังพบเชื้อไขหวัดใหญในคนจํานวน 1 ตัวอยาง 
คือ A/Thailand/271/2005 (H1N1) มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับกลุมไขหวัดใหญสุกร
สายพันธุยุโรป และจัดอยูในกลุมนี้ดวย ซึ่งเปนที่นาสนใจวาเชื้อตัวนี้ไมไดเกิดในชวงที่มีการระบาด
ของเชื้อไขหวัดใหญสุกร แตเปนไขหวัดใหญที่เกิดตามฤดูกาลทั่วไป นอกจากนี้ในกลุมสายพันธุ
อเมริกันพบเชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ H1N1 (2009) ซึ่งเปนเชื้อที่มีการระบาดของไขหวัด-
ใหญสายพันธุใหมในคนในป 2009 จัดอยูในกลุมนี้ดวย ซึ่งสอดคลองกับรายงานการวิจัยที่วาใน
สวนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสายพันธุใหม 2009 นั้นมีลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ
คลายคลึงกับไขหวัดใหญสุกรสายพันธุอเมริกัน (classical swine) (Kingsford, 2009) 
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ผลการศึกษาที่พบ สอดคลองกับการศึกษาที่ผานมาวาหากมีการติดเชื้อไวรัส
ไขหวัดใหญสองสายพันธุในเซลลเดียวกัน และมีการรวมชิ้นสวน genome ของสองสายพันธุลงใน
อนุภาคไวรัสเดียวกัน หรือที่เรียกวาเกิดกระบวนการ reassortment จะทําใหเกิดไวรัสลูกผสมที่
เรียกวา reassortant ซึ่งเชื่อวาเปนกลไกสําคัญที่ทําใหมีการถายทอดสารพันธุกรรมและลักษณะ
ทางแอนติเจนใหม ๆ จากไวรัสของนก หรือสุกร เขาสูไวรัสของคนได ซึ่งอาจทําใหเกิดไวรัส       
สายพันธุใหมที่ทําใหเกิด pandemic ได (Kawaoka et al., 1989) 

จากนั้นเม่ือเปรียบเทียบเชื้อไขหวัดใหญที่ใชในการศึกษากับเชื้อที่เคยมีรายงาน
จากตางประเทศ พบลักษณะทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญของเชื้อที่ใชใน
การศึกษาแบงออกตามชนิดของสายพันธุเชนเดียวกัน และพบวากลุมเชื้อไขหวัดใหญสัตวปก   
สายพันธุ gull แยกออกเปนคนละกลุมกับสายพันธุสัตวปกอ่ืน ๆ ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ 
Gorman และคณะ (1990)  ซึ่งสามารถแยกยีน NP ได 5 กลุมตาม host specific คือ Equine1, 
Equine2, Human & Swine, H13 Gull และ avian และในป ค.ศ. 1991 Gorman และคณะ ที่ได
วิเคราะหลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน NP ที่พบในไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอในคน และสุกร 
พบวาวิวัฒนาการและแหลงกําเนิดของไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ มีความสัมพันธกับแหลงกําเนิด
ของยีน NP เชนเดียวกันกับผลการศึกษาที่พบวาเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปกของไทยที่
มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันของที่มาของเชื้อแตละสายพันธุ คืออยางในเชื้อไขหวัดใหญ
ในคนสายพันธุ H5N1 ที่เกิดในชวงที่มีการระบาดของไขหวัดนกมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียง
กันกับเชื้อไขหวัดสัตวปกสายพันธุ H5N1 และจัดอยูในกลุมเดียวกันกับเชื้อไขหวัดใหญสายพันธุ
สัตวปกดวยเปนไปไดวาคนติดเชื้อไขหวัดใหญจากสัตวปกที่ระบาดในชวงนั้น และจากผล
การศึกษาที่ไดวาเชื้อไขหวัดในคนสายพันธุ A/Thailand/271/2005 (H1N1) ของไทยที่มีลักษณะ
ทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับเชื้อไขหวัดใหญสุกรมากกวาในคน และจัดอยูในกลุมของเชื้อไขหวัด
ใหญสุกรดวยเปนไปไดวาคนอาจไดรับเชื้อไขหวัดใหญมาจากสุกรแตที่นาแปลกใจตรงที่วาคน
ไดรับเชื้อมาไดอยางไร ทั้งที่ในชวงที่แยกเชื้อไดนั้นไมพบมีรายงานการระบาดของเชื้อไขหวัดใหญ
สุกรในประเทศไทย และจากผลที่พบนี้จึงเปนส่ิงที่ตองเฝาติดตามการเปล่ียนแปลงของเชื้อไขหวัด-
ใหญทั้งในคนและสัตว แตในสวนของเชื้อที่นํามาศึกษาทั้ง 49 ตัวอยางทั้งในคน สุกร และสัตวปก
นั้นยังคงไมพบมีการเปล่ียนแปลงคือ เชื้อไขหวัดใหญในคนยังคงมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียง
กันกับเชื้อไขหวัดใหญในคนที่ เกิดตามฤดูกาล และเชื้อไขหวัดใหญสุกรยังคงมีลักษณะ             
ทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับที่เคยแยกไดในประเทศไทยทั้งสายพันธุยุโรปและสายพันธุอเมริกา
เหนือ สวนในเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกไมพบมีการเปล่ียนแปลงเชนเดียวกัน  
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5.2 การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงตาง ๆ ของยีน NP ของเช้ือไขหวัดใหญ
ชนิดเอในคน สุกร และสัตวปก 

การศึกษาการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนตําแหนงตาง ๆ บน
ยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกรและสัตวปกนั้นมีความสําคัญตอความจําเพาะของ
กลุมไวรัสไขหวัดใหญแตละสายพันธุ 

5.2.1 การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงตาง ๆ ของยีน NP ของเชื้อไขหวัด
ใหญในคน 

การศึกษาการการศึกษาการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโน
ตําแหนงตาง ๆ บนยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคนจากเชื้อที่ใชในการศึกษาจํานวน 18 ตัวอยาง
กับเชื้อที่เคยรายงานในประเทศไทย พบวามีกรดอะมิโนแตกตางกัน 74 ตําแหนง ซึ่งสอดคลองกับ
รายงานที่วาในบรรดาเชื้อไขหวัดใหญวายีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคนจะมีการแปล่ียนแปลง
มากที่สุด และยังพบวาเชื้อในแตละสายพันธุของเชื้อที่ใชในการศึกษาคือสายพันธุ H1N1 จํานวน 
5 ตัวอยางและสายพันธุ H3N2 จํานวน 13 ตัวอยาง มีความแตกตางกันของกรดอะมิโน 34 
ตําแหนง  

5.2.2 การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงตาง ๆ ของยีน NP ของเชื้อไขหวัด
ใหญสุกร 

การศึกษาการการศึกษาการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโน
ตําแหนงตาง ๆ บนยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกรของเชื้อที่ใชในการศึกษาจํานวน 16 ตัวอยาง
กับเชื้อที่เคยรายงานในประเทศไทยพบวามีความแตกตางกันของกรดอะมิโน 62 ตําแหนง 

5.2.3 การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงตาง ๆ ของยีน NP ของเชื้อไขหวัด
ใหญสัตวปก 

การศึกษาการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนตําแหนงตาง ๆ บน
ยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกของเชื้อที่ใชในการศึกษาจํานวน 15 ตัวอยางกับเชื้อที่เคย
รายงานในประเทศไทยพบวามีความแตกตางกันของกรดอะมิโน 10 ตําแหนง ซึ่งสอดคลองกับ
รายงานการศึกษาที่ผานมาวาในบรรดาเชื้อไขหวัดทั้งหมด ยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกมี
การเปล่ียนแปลงนอยที่สุดไมเกิน 10 ตําแหนง   
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5.2.4 การเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนตําแหนงตาง ๆ บนยีน 
NP ระหวางเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก 

การศึกษาการการศึกษาการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโน
ตําแหนงตาง ๆ บนยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก ของเชื้อที่ใชในการศึกษา
จํานวน 49 ตัวอยาง พบวามีกรดอะมิโนแตกตางกัน 18 ตําแหนง ซึ่งใชแยกระหวางสายพันธุของใน
คนและสัตวปก และสวนในสายพันธุสุกรพบมีความหลากหลายคือเหมือนทั้งในกลุมของสายพันธุ
ในคนและสายพันธุสัตวปก ซึ่งสอดคลองกับคํากลาวที่วาสุกรนั้นเปรียบเสมือนเปนถังผสม (mixing 
vessel)   

การวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของเชื้อไขหวัดใหญ จะมีตําแหนงและ
กรดอะมิโนที่สวนใหญที่สามารถบงชี้วาเปนเชื้อไขหวัดใหญสายพันธุในคน (human-like amino 
acid) หรือสายพันธุในสัตวปก(avian-like amino acid) โดยดูตําแหนงที่ 16 ของโปรตีน NP จะ
เกี่ยวของกับคุณสมบัติของเชื้อไวรัสวามีลักษณะของเชื้อไวรัสในคน (human-like amino acid) 
เม่ือมีกรดอะมิโนเปน D (Aspartate) หรือมีลักษณะของเชื้อไวรัสในสัตวปก (avian-like amino 
acid) เม่ือมีกรดอะมิโนเปน G (Glycine) (Lipatov et al, 2008) ซึ่งในการศึกษาคร้ังนี้พบวา
ตําแหนงที่ 16 ของเชื้อไขหวัดใหญในคนที่แยกไดในประเทศไทยทั้งหมดทุกตัวอยางมีกรดอะมิโนที่
มีลักษณะจําเพาะของเชื้อไวรัสกอโรคในคน (D16) ซึ่งเปน human-like amino acid สวนกรด    
อะมิโนตําแหนงที่ 16 ของเชื้อไขหวัดใหญในสุกรและเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกที่แยกไดในประเทศ
ไทย พบวามีลักษณะจําเพาะของเชื้อไวรัสกอโรคในสัตวปก (G16) ซึ่งเปน avian-like amino acid 

กอนหนานี้มีรายงานวาหากเปรียบเทียบ genome ของไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ 
จากสัตวปกและคนจํานวนมาก ๆ ที่มีความหลากหลาย จะพบวามีกรดอะมิโนจํานวน 32 ตําแหนง
ในยีนตาง ๆ ที่มีความจําเพาะตอกลุมของไวรัสของสัตวปก และกลุมไวรัสของคน จึงเชื่อวา
ตําแหนงกรดอะมิโนเหลานี้มีบทบาทที่ทําใหไวรัสเหมาะสมกับการติดเชื้อในสัตวปกหรือในคน และ
เม่ือกรดอะมิโนเปล่ียนแปลงไปอาจทําใหไวรัสนั้นมีความรุนแรงในการกอโรคสูง (Klenk and 
Garten, 1994) 

ในป ค.ศ. 2004 Reid และคณะทําการศึกษาเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอพบวา 
กรดอะมิโน 6 ตําแหนงสามารถแยกยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคนออกจากไวรัสไขหวัดใหญ
สัตวปก คือกรดอะมิโนตําแหนงที่ 16, 33, 100, 136, 283 และ 313 โดยพบวากรดอะมิโนตําแหนง
ที่ 33, 100 และ 136 ของไวรัสในคนและสุกรในป 1918 เปนตําแหนงที่มีความคงตัวสูง ทําให
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สามารถแยกไวรัสไขหวัดใหญในคนจากไวรัสไขหวัดใหญในสัตวปกและมาไดชัดเจน  และพบวา
กรดอะมิโนของไวรัสไขหวัดใหญในสัตวปก มา และสุกร ในป 1918 ตําแหนงที่  283 ถูกแทนที่ 
leucine โดย Proline ของไวรัสไขหวัดในคน อาจทําใหเชื้อมีความรุนแรงได 

สรุปผลการทดลอง 

การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาความหลากหลายของลักษณะทาง   
พันธุศาสตรของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปกในประเทศไทย จํานวน 49 
ตัวอยาง โดยวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม และการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนของยีน 
NP ซึ่งอาจนําขอมูลความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ระหวางเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร 
และสัตวปก ไปใชเปนขอมูลพื้นฐานดานระบาดวิทยา และสามารถใชเปนขอมูลที่บงชี้ถึงการ     
ติดเชื้อขามชนิดของสัตวได ขอมูลดังกลาวมีประโยชนในการนําไปใชเพื่อเปนการเตรียมความ
พรอม สําหรับการวางแผน จัดการควบคุม ปองกัน การระบาดของโรคไขหวัดใหญชนิดเอในคน 
สุกร และสัตวปก ในประเทศไทยตอไปในอนาคต ผลการศึกษาคร้ังนี้พบวา 

1. เชื้อไขหวัดใหญที่ใชในการศึกษาทั้งหมดจํานวน 49 ตัวอยาง ประกอบดวยเชื้อ 

- ไขหวัดใหญในคนจํานวน 18 ตัวอยาง เปนสายพันธุ H1N1 จํานวน 5 ตัวอยาง 
และสายพันธุ H3N2 จํานวน 13 ตัวอยาง เปนเชื้อที่แยกไดในชวงป 2006-2008 
ไดขอมูลรหัสพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน จํานวน 18 เสน 
แ ล ะ นํ า ข อ มู ล ร หั ส พั น ธุ ก ร ร ม  ไ ป เ ผ ย แ พ ร ใ น ฐ า น ข อ มู ล  GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) แลวทั้งหมด 

- เชื้อไขหวัดใหญสุกรจํานวน 16 ตัวอยาง เปนสายพันธุ H1N1 จํานวน 6 
ตัวอยาง สายพันธุ H1N2 จํานวน 2 ตัวอยาง และสายพันธุ H3N2 จํานวน 8 
ตัวอยาง เปนเชื้อที่แยกไดในระหวางป 2003-2009 ไดขอมูลรหัสพันธุกรรมของ
ยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกร จํานวน 16 เสน และนําขอมูลรหัสพันธุกรรม ไป
เผยแพรในฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) แลวจํานวน 4 
เสน และบางสวนที่เหลือจะนําไปเผยแพรในฐานขอมูลตอไป 

- เชื้อไขหวัดใหญสัตวปกจํานวน 15 ตัวอยาง เปนสายพันธุ H5N1 จํานวน 8 
ตัวอยาง สายพันธุ H7N4 จํานวน 5 ตัวอยาง และยังไมทราบ subtype จํานวน 
2 ตัวอยาง และไดขอมูลรหัสพันธุกรรมของยีน NP ของยีน NP ของเชื้อไขหวัด
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ใหญสัตวปก จํานวน 15 เสน และจะนําขอมูลรหัสพันธุกรรม ไปเผยแพรใน
ฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ตอไป 

2. ความสัมพันธทางรหัสพันธุกรรมของเชื้อไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร และ
สัตวปก ที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้โดยพบวา 

- เชื้อไขหวัดใหญในคนสายพันธุ H1N1 จํานวน 5 ตัวอยาง มีลักษณะทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกัน และจัดอยูในกลุมเดียวกัน แตจัดอยูคนละกลุมกับเชื้อที่
เคยมีรายงานในประเทศไทย และในสวนของสายพันธุ H3N2 จํานวน 13 
ตัวอยาง มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันและจัดอยูในกลุมเดียวกัน รวมทั้ง
อยูในกลุมเดียวกันกับเชื้อไขหวัดใหญในคนที่เคยมีรายงานในประเทศไทย 
เอเชีย และอเมริกา 

- เชื้อไขหวัดใหญสุกรพบแบงเปนสองกลุม คือมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียง
กันกับกลุมสายพันธุอเมริกาเหนือ (Nort American swine) จํานวน 6 ตัวอยาง 
และมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับสายพันธุยุโรป (European swine) 
จํานวน 10 ตัวอยาง และจัดอยูในกลุมเดียวกันในแตละสายพันธุ รวมทั้งอยูใน
กลุมเดียวกันกับเชื้อที่เคยมีรายงานในประเทศไทยทั้งกลุมสายพันธุอเมริกา
เหนือ และกลุมสายพันธุยุโรป 

- เชื้อไขหวัดใหญสัตวปกสายพันธุ H5N1 จํานวน 8 ตัวอยาง และเชื้อไขหวัดใหญ
ที่ยังไมทราบ subtype จํานวน 2 ตัวอยาง ในการศึกษาคร้ังนี้มีลักษณะทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกันทั้ง 10 ตัวอยาง และจัดอยูในกลุมเดียวกันกับเชื้อไขหวัด
ใหญสัตวปกสายพันธุ H5N1 ที่เคยมีรายงานในประเทศไทยและเวียดนาม สวน
สายพันธุ H7N4 มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันทั้ง 5 ตัวอยาง และจัดอยู
ในกลุมเดียวกัน แตแยกออกคนละกลุมกับเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกที่เคยรายงาน
ทั้งในประเทศไทยและเชื้อไขหวัดใหญจากตางประเทศ 

- ความสัมพันธุทางพันธุกรรมของยีน NP ระหวางเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร  
และสัตวปก ของเชื้อที่ใชในการศึกษาทั้งหมด 49 ตัวอยาง พบมีลักษณะทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกันในแตละสายพันธุแยกกันอยางชัดเจน คือเชื้อในคนมี
ลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันกับสายพันธุในคน เชื้อในสุกรมีลักษณะทาง



76 
 

พันธุกรรมใกลเคียงกันกับสายพันธุในสุกร และเชื้อในสัตวปกก็มีลักษณะทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกันกับสายพันธุในสัตวปก ซึ่งจากผลการศึกษายังไมพบมี
การเปล่ียนแปลงของลักษณะทางพันธุกรรมของขามสายพันธุ 

3. วิเคราะหการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนที่ตําแหนงตาง ๆ บนยีน NP ของเชื้อที่ใช
ในการศึกษาในคน สุกร และสัตวปก โดยในบรรดาเชื้อไขหวัดใหญทั้งสามทําใหทราบวาเชื้อในคน
มีการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนมากที่สุด และในสัตวปกมีการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนนอย
ที่สุด และพบวากรดอะมิโน 18 ตําแหนง ที่แยกความแตกตางระหวางเชื้อไขหวัดใหญในคนและ
สัตวปก และในการศึกษาคร้ังนี้พบวาตําแหนงที่ 16 ของเชื้อไขหวัดใหญในคนที่แยกไดในประเทศ
ไทยทั้งหมดทุกตัวอยางมีกรดอะมิโนที่มีลักษณะจําเพาะของเชื้อไวรัสกอโรคในคน (D16) ซึ่งเปน 
human-like amino acid สวนกรดอะมิโนตําแหนงที่ 16 ของเชื้อไขหวัดใหญในสุกรและเชื้อไขหวัด
ใหญสัตวปกที่แยกไดในประเทศไทย พบวามีลักษณะจําเพาะของเชื้อไวรัสกอโรคในสัตวปก (G16) 
ซึ่งเปน avian-like amino acid  

การศึกษาคร้ังนี้มีประโยชนในดานการหาขอมูลของรหัสพันธุกรรมของยีน NP 
ของเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก และสามารถนํารหัสพันธุกรรมไปเผยแพรไวใน
ฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ซึ่งเปนแหลงขอมูลสําหรับผูสนใจที่จะ
ศึกษาเกี่ยวกับโมเลกุลเชิงลึก และสามารถใชเปนขอมูลอางอิงได นอกจากนี้ยังทําใหไดขอมูล
พื้นฐานดานระบาดวิทยา และความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญ
ชนิดเอในคน สุกร และสัตวปกในประเทศไทย และสามารถใชเปนขอมูลที่บงชี้ถึงการติดเชื้อขาม
ชนิดของสัตวได ขอมูลดังกลาวมีประโยชนในการนําไปใชเพื่อเปนการเตรียมความพรอมสําหรับ
การวางแผนการจัดการควบคุม ปองกัน การระบาดของโรคไขหวัดใหญชนิดเอในคน สุกร สัตวปก 
ในประเทศไทยตอไปได   

ขอเสนอแนะ 

การศึกษาคร้ังนี้ไดวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน NP ระหวาง    
เชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก ซึ่งเปนสวนหนึ่งซึ่งจะทําใหเขาใจถึงที่มาของเชื้อไขหวัด
ใหญรวมทั้งไดวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับเบสและกรดอะมิโนในจุดที่มีความสําคัญของยีน NP ซึ่ง
เปนการเฝาติดตามดูการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุระหวางโฮสต ของเชื้อไขหวัดใหญในคน 
สุกร และสัตวปกในประเทศไทย ดังนั้นการศึกษาตอไปอาจจะทําการหาความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของยีนทั้งหมดของเชื้อไขหวัดใหญในคน สุกร และสัตวปก ใหครบทั้ง 8 ทอน เพื่อเปน
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การติดตามการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญทั้งในคน สุกร และสัตว
ปกที่อาจเกิดข้ึนได เนื่องจากอาจเกิดความรุนแรงข้ึนไดจากเชื้อไขหวัดใหญเปนเชื้อที่มีการ
เปล่ียนแปลงตลอดเวลา สงผลใหเชื้อสามารถเกิดสายพนัธุใหม และอาจเกิดความรุนแรงทั้งในคน
และสัตว และเกิดการระบาดที่รุนแรงกวางขวางข้ึนได ทําใหมีความจําเปนในการเฝาระวังและ
ติดตามอยางใกลชิด และขอมูลที่ไดจะทําใหทราบคุณสมบัติหรือลักษณะของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ 
ซึ่งอาจใชเปนขอมูลประกอบการตัดสินใจในการวางนโยบายการควบคุมและปองกันโรคไขหวัด-
ใหญในประเทศไทยไดในอนาคต 
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วิธีการสกัดแยก RNA ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป Rneasy mini kit® (Qiagen, Hilden,Germany) 
 

สารเคม ี
 AVL buffer    31 มล.   
 AW1 buffer (concentration)  19  มล. 

AW2 buffer (concentration)  13  มล. 
 AVE buffer    3X2  มล. 

Carrier RNA (poly A)   310 ไมโครกรัม 
 
การเตรียมสารเคม ี

 
การเตรียม AVL buffer 
ละลาย Carrier RNA (poly A) ดวย Buffer AVL 1 มล. ไดเปนสารละลาย  Carrier RNA 

จากนั้นดูดสารละลาย Carrier RNA ทั้งหมดใสลงใน Buffer AVL ละลายใหเขากัน  
 
การเตรียม AW1 และ AW 2 buffer 
เติม 96 -100 % เอทานอลปริมาณ 25 และ 30 มล. ลงใน AW1 และ AW2 buffer 

ตามลําดับ 
 

วิธีการสกัดแยก RNA    
 1. เตรียมตัวอยางน้ําไขฟกปริมาณ 200 µl จากนั้นเติม AVL buffer ปริมาณ 560 µl ผสม
ใหเขากัน แลวตั้งไวที่อุณหภูมิหอง (15-25 OC) เปนเวลา 10 นาที ไดสารละลายตัวอยางปริมาณ 
760 µl 

2. เติม 100% เอทานอล ปริมาณ 560 µl ลงในสารละลายตวัอยาง แลวผสมใหเขากัน 
3. ดูดสารลารละลายตัวอยางปริมาณ 630 µl ลงใน  QIA spin column (อยูในหลอด

ขนาด 2 มล.) แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 6000xg (8000 rpm) 1 นาที เทของเหลวที่อยูใน
หลอด 2 มล.ทิ้ง และเก็บสวนของ QIA spin column ไว  

4. ดูดสารละลายตัวอยางที่เหลือ แลวทําซ้ําขอ 3 
5. เติม AW1 buffer ปริมาณ 500 µl ลงใน QIA spin column นําไปปนเหว่ียงที่ ความเร็ว 

6000xg (8000 rpm) 1 นาที เทของเหลวดานลางทิ้ง     
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6. เติม AW 2 buffer 500 µl ลงใน QIA spin column นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 

20,000xg (14,000 rpm) 3 นาที จากนั้นเทของเหลวทิ้งและนําไปปนเหว่ียงซ้ําเปนเวลา 1 นาที 
เพื่อกําจัด AW2 buffer ใหหมด  

7. นํา QIA spin column ใสลงในหลอดใหมขนาด 1.5 มล. แลวเติม AVE buffer ปริมาณ 
60 µl ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1นาที แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 6000 x g (8000 
rpm) 1 นาที 

8. จากขอ 7 จะได viral RNA ปริมาณ 60 µl แลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 OC หรือ – 
70 OC  
 
วิธีการสกัด DNA ออกจากแผนเจลโดยใชชุด Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendorf, 
Hamburg, Germany) 
 

สารเคม ี
 Binding buffer    130 มล. 
 Wash buffer concentration   50 มล. 
 Elution buffer       4 มล. 
 
การเตรียมสารเคม ี
 
 การเตรียม Wash buffer concentration   
 เติม 95-100 % เอทานอล ปริมาณ 200 มล. ลงใน Wash buffer concentration ผสมให
เขากัน จะได Wash buffer ที่เจือจางลงและสามารถนําไปใชในการสกัด DNA ออกจากแผน       
อะกาโรสเจล 
 

วิธีการสกัด DNA ออกจากแผนอะกาโรสเจล 
1. ตัด agarose gel ในสวนที่มี PCR product ใสในหลอดพลาสติกขนาด 2 มล. จากนั้น

เติม  Binding buffer ปริมาณเปน 3 เทาของน้ําหนักเจลที่ตัดมา (เจล 1 มก.เทากับ 1 µl) 
2. นําตัวอยางไปไวใน heat block ที่อุณหภูมิ 50 OC เปนเวลาประมาณ 10 นาที หรือ

จนกวาเจลละลายจนหมด และควร vortex ทุกๆ 2-3 นาที 
3. เม่ือเจลละลายจนสมบูรณแลว เติมไอโซโพรพานอล (isopropanol) ปริมาณเทากับ

น้ําหนักเจล ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดข้ึนลง (inversion) 
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4. นํา spin column ซึ่งมีแผนเมมเบรนอยูตรงกลาง มาใสในหลอดขนาด 2 มล.  
5. ทําการดูดตัวอยางลงใน spin column นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 6,000-10,000 x g 

เปนเวลา 1 นาที เทของเหลวทิ้ง 
6. เติม Wash buffer ปริมาณ 750 µl ลงใน spin column นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 

6,000-10,000 x g 1 นาที จากนั้นเทของเหลวทิ้ง แลวนํา spin column ไปปนเหว่ียงอีกคร้ังเพื่อ
กําจัด Wash buffer ใหหมด 

7. นํา spin column ใสในหลอดใหมขนาด 2 มล.  จากนั้นเติม elution buffer  ปริมาณ 
30  µl นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว  6,000-10,000 x g  1 นาที 

8. จากขอ 7 จะได DNA บริสุทธิ์ปริมาตร 30 µl สําหรับใชในการหาลําดับเบส  
 
สารเคมีท่ีใชในการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส 

1. Eppendorf MasterMix (2.5x) (Eppendorf®, Hamburg, Germany) ประกอบดวย 
 - Taq DNA polymerase   62.5 U/ml 
 - KCl     125 mM 
 - Tris-HCl pH 8.3   75 mM 
 - Mg(OAc)2    3.75 mM  
 - Igepal® -CA630   0.25 % 
 - each dNTP    500 µM 

 
2. GeneRuler ™ 100 bp DNA ladder (Fermentas®, USA) ประกอบดวย 

 - DNA มาตรฐาน ที่ขนาด 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 800, 900 และ 1000 bp 
ละลายใน TE buffer 
 - TE buffer ประกอบดวย 10mM Tris-HCl (pH 7.6), 1mM EDTA 

 
3. Orange G loading dye 0.2% ใน  glyceral 50 % (Carlo Ebra Reagent ®) 

ประกอบดวย 
- Orange G powder   0.2  กรัม 
- Pure glycerine   50 มล. 
- Distrilled water   50 มล. 
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วิธีเตรียม 
1. ละลายสวนผสมในน้ํากล่ันฆาเชื้อจนละลายเขากัน 
2. แบงใสหลอด 1.5 มล. แลวเก็บไวที่ 4 OC 
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ดัชนีกรดอะมิโน 

 
ชนิดกรดอะมิโน อักษรยอ 
       Arginine Arg, R 
       Alanine Ala, A 
       Asparagine Asp, N 
       Aspartic acid Asp, D 
      Glutamine Gln, Q 
      Glutamic acid Glu, E 
      Glycine Gly, G 
      Histidine His, H 
      Leucine Leu, L 
      Proline Pro, P 
     Serine Ser, S 
     Threonine Thr, T 
     Tyrosine Tyr, Y 
     Valine Val, V 
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ตารางแสดงผลการ BLAST ของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน จํานวน 18 ตัวอยาง 
Strain Subtype year Accession number Virus with highest homology  Nucleotides analyzed %a 

A/Thailand/CU32/2006 (H1N1) H1N1 2006 FJ912910 A/New York/399/2003(H1N1) 1-1564 99% 

A/Thailand/CU44/2006 (H1N1) H1N1 2006 FJ912916 A/Canterbury/106/2004(H1N1) 9-1538 99% 

A/Thailand/CU51/2006 (H1N1) H1N1 2006          FJ912928                     A/New York/443/2001(H1N1) 1-1561 99% 

A/Thailand/CU68/2006 (H1N1) H1N1 2006 FJ912934 A/Canterbury/106/2004(H1N1) 1-1519 99% 

A/Thailand/CU88/2006  (H1N1) H1N1 2006 FJ912940 A/Canterbury/106/2004(H1N1) 1-1514 99% 

A/Thailand/CU23/2006 (H3N2) H3N2 2006 FJ912904 A/Hiroshima/52/2005(H3N2) 2-1543 99% 

A/Thailand/CU46/2006 (H3N2) H3N2 2006 FJ912922 A/Hiroshima/52/2005(H3N2) 1-1542 99% 

A/Thailand/CU228/2006 (H3N2) H3N2 2006 FJ912946 (A/California/UR06-589/2007(H3N2) 17-1542 99% 

A/Thailand/CU231/2006 (H3N2) H3N2 2006          FJ912952                      A/Sendai-H/441/2007(H3N2) 19-1554 99% 

A/Thailand/CU260/2006 (H3N2) H3N2 2006 FJ912958 A/California/UR06-0589/2007(H3N2) 18-1543 100% 

A/Thailand/CU280/2007(H3N2) H3N2 2007 FJ912964 A/California/UR06-0589/2007(H3N2) 19-1544 99% 

A/Thailand/CU282/2007(H3N2) H3N2 2007 FJ912970 A/California/UR06-0589/2007(H3N2) 19-1544 99% 

A/Thailand/CU1101/2008 H3N2 2008 FJ912300 A/Texas/UR06-0358/2007(H3N2) 1-1519 99% 

A/Thailand/CU1102/2008 H3N2 2008 FJ913006 Kentucky/UR07-0149/2008(H3N2) 20-1543 99% 

A/Thailand/CU1103/2008 H3N2 2008 FJ913012 A/Texas/UR06-0358/2007(H3N2) 1-1519 99% 

A/Thailand/CU356/2008 (H3N2) H3N2 2008 FJ912978 A/Kentucky/UR07-0149/2008(H3N2) 20-1543 99% 

A/Thailand/CU370/2008 (H3N2) H3N2 2008 FJ912986 A/Kentucky/UR07-0083/2008(H3N2) 1-1501 99% 

A/Thailand/CU379/2008 (H3N2) H3N2 2008 FJ912994 A/Kentucky/UR07-0149/2008(H3N2) 20-1543 99% 
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ตารางแสดงผลการ BLAST ของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกร จํานวน 16 ตัวอยาง 
 

Strain Subtype year Accession number Virus with highest homology Nucleotides analyzed %a 

A/Swine/Chachoengsao/NIAH586-3/05 (H3N2) H3N2 2005 N/A* A/swine/Nakhon pathom/NIAH586-1/2005(H3N2) 47-1532 94% 
A/Swine/Nakhonpathom/NIAH586-2/05 (H3N2) H3N2 2005 N/A* A/swine/Nakhon pathom/NIAH586-1/2005(H3N2) 47-1528 94% 
A/Swine/Unknow/NIAH586-4/05 (H3N2) H3N2 2005 N/A* A/swine/Nakhon pathom/NIAH586-1/2005(H3N2) 27-1514 93% 
A/Swine/Chonburi/NIAH9469/04 (H1N1) H1N1 2004 AB434305 A/Thailand/271/2005(H1N1) 1-1506 99% 
A/Swine/Saraburi/NIAH13021/05 (H1N2) H1N2 2005 AB434337 A/swine/Italy/839/1989 (H1N1) 1-1524 95% 
A/Swine/Chachoengsao/03 (H3N2) H3N2 2003 AB434345 A/swine/Kansas/3024/1987(H1N1) 15-1512 96% 
A/Swine/ Thailand/CU-CB8.4/07(H3N2) H3N2 2007 N/A* A/swine/Ratchaburi/NIAH59/04(H3N2) 60-1497 98% 
A/Swine/Chonburi/NIAH586/05 (H1N1) H1N1 2005 N/A* A/swine/Nakhon pathom/NIAH586-1/2005(H3N2) 47-1516 97% 
A/Swine/Ratchaburi/NIAH874/05 (H3N2) H3N2 2005 AB434377 A/swine/Thailand/KU5.1/2004(H3N2) 1-1462 96% 
A/Swine/Chonburi/Thailand-S1/05 (H3N2) H3N2 2005 N/A* A/swine/Italy/839/1989(H1N1) 2-1508 95% 
A/Swine/Chonburi/Thailand-HF6/05  (H1N1) H1N1 2005 N/A* A/Thailand/271/2005(H1N1) 2-1508 98% 
A/Swine/Chonburi/06CB2/06 (H1N1) H1N1 2006 N/A* A/Thailand/271/2005(H1N1) 1-1505 98% 
A/Swine/Chachoengsao/K1/08 (H1N1) H1N1 2008 N/A* A/swine/Italy/839/1989(H1N1) 1-1528 95% 
A/Swine/Chonburi/Thailand/CU-CB1/06 (H1N1) H1N1 2006 N/A* A/Thailand/271/2005(H1N1) 1-1527 98% 
A/Swine/Chonburi/Thailand/CU-CBP18/09 (H1N1) H1N1 2009 N/A* A/swine/Italy/839/1989(H1N1) 1-1530 95% 
A/Swine/Thailand/CU-CHL2/09 (H1N2) H1N2 2009 N/A* A/swine/Ratchaburi/NIAH59/2004(H3N2) 46-1526 97% 
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  ตารางแสดงผลการ BLAST ของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปก จํานวน 15 ตัวอยาง 
 

Strain Subty year Accession Virus with highest homology  Nucleotides %a 

A/ Chicken /Bangkok/CU-269/06(H5N1) H5N1 2006 N/A* A/quail/Phathumthani/NIAH2711/2004(H5N1) 1-1484 99% 

A/Chicken/Chonburi/CU-279/06(H5N1) H5N1 2006 N/A* A/quail/Phathumthani/NIAH2711/2004(H5N1) 1-1484 99% 

A/Quail/Nakhonratchasima/CU-284/06(H5N1) H5N1 2006 N/A*  A/little grebe/Thailand/Phichit-01/2004(H5N1) 1-1504 99% 

A/Chicken/Chonburi/CU-285/06(H5N1) H5N1 2006 N/A* A/open-billed stork/Nakhonsawan/BBD0404F/2004(H5N1) 1-1475 100% 

A/Chicken/Prachinburi/CU-304/06(H5N1) H5N1 2006 N/A* A/golden pheasant/Thailand/VSMU-21-SPB/2005(H5N1) 1-1502 99% 

A/Chicken/Unknown/CU-307/06(H5N1) H5N1 2006 N/A* A/chicken/Thailand/NS-342/2008(H5N1) 1-1475 99% 

A/Chicken/Uthaithani/CU-P622/08(H7N4) H7N4 2008 N/A* A/garganey/SanJiang/160/2006(H5N2) 1-1492 96% 

A/Chicken/Uthaithani/CU-P624/08(H7N4) H7N4 2008 N/A* A/garganey/SanJiang/160/2006(H5N2) 1-1497 96% 

A/Chicken/Uthaithani/CU-P630/08(H7N4) H7N4 2008 N/A* A/garganey/SanJiang/160/2006(H5N2 1-1486 96% 

A/Chicken/Uthaithani/CU-P632/08(H7N4) H7N4 2008 N/A* A/garganey/SanJiang/160/2006(H5N2) 1-1474 96% 

A/Chicken/Uthaithani/CU-P634/08(H7N4) H7N4 2008 N/A* A/garganey/SanJiang/160/2006(H5N2) 1-1475 96% 

A/Duck/Phitsanulok/CU-P76/09(H5N1) H5N1 2009 N/A* A/tiger/Thailand/CU-T3/2004(H5N1) 2-1521 99% 

A/Duck/Phitsanulok/CU-P87/09(H5N1) H5N1 2009 N/A* A/open-billed stork/Nakhonsawan/BBD1621J/05(H5N1) 1-1517 99% 

A/Quail/Ayuthaya/CU-J1243/09(H5N1) H5N1 2009 N/A* A/little grebe/Thailand/Phichit-01/2004(H5N1) 2-1543 99% 

A/Quail/Suphanburi/CU-J1475/09(H5N1) H5N1 2009 N/A* A/Thailand/2(SP-33)/2004(H5N1) 2-1568 99% 
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ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทดของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน จํานวน 18 ตัวอยาง 
 

Virus CU-23 CU-32 CU-44 CU-46 CU-51 CU-68 CU-88 CU-228 CU-231 CU-260 CU-280 CU-282 CU-356 CU-370 CU-379 
CU-
1101 

CU-
1102 

CU-
1103 

CU-23 ID 88.4 88.6 99.7 88.6 88.6 88.4 97.2 97.4 97.1 97.2 96.9 97.3 97.1 97.1 97.2 97.4 97.4 
CU-32  ID 98.6 88.6 98.4 98.6 98.3 88.4 88.8 88.3 88.4 88.3 88.2 88.3 88.1 88.3 88.1 88.3 
CU-44   ID 88.8 99.2 100 99.1 88.6 88.8 88.6 88.6 88.6 88.2 88.3 88.1 88.3 88.1 88.3 
CU-46    ID 88.8 88.8 88.6 97.4 97.4 97.3 97.4 97.2 97.4 97.2 97.2 97.3 97.4 97.4 
CU-51     ID 99.2 99.5 88.6 88.9 88.5 88.6 88.5 88.3 88.4 88.2 88.2 88.2 88.4 
CU-68      ID 99.1 88.6 88.8 88.6 88.6 88.6 88.2 88.3 88.1 88.3 88.1 88.3 
CU-88       ID 88.3 88.6 88.2 88.3 88.2 88 88.1 87.9 87.9 87.9 88.1 
CU-228        ID 98.7 99.7 99.8 99.6 98.4 98.1 98.4 98.5 98.5 98.6 
CU-231         ID 98.6 98.7 98.4 98.9 98.6 98.9 98.9 99 99.1 
CU-260          ID 99.9 99.8 98.4 98 98.3 98.4 98.4 98.5 
CU-280           ID 99.7 98.4 98.1 98.4 98.5 98.5 98.6 
CU-282            ID 98.2 97.9 98.2 98.3 98.3 98.4 
CU-356             ID 99.5 99.3 99.3 99.7 99.5 
CU-370              ID 99 99 99.4 99.1 
CU-379               ID 99.1 99.4 99.3 
CU-1101                ID 99.4 99.4 
CU-1102                 ID 99.5 
CU-1103                                   ID 



 

99 
 

99 
 
 

ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคน จํานวน 18 ตัวอยาง 
 

virus CU-23 CU-32 CU-44 CU-46 CU-51 CU-68 CU-88 CU-228 CU-231 CU-260 CU-280 CU-282 CU-356 CU-370 CU-379 
CU-
1101 

CU-
1102 

CU-
1103 

CU-23 ID 92.2 92.2 99.7 92 92.2 91.8 98.5 98.5 98.5 98.5 98.5 98.5 98.3 98.3 98.5 98.5 98.5 
CU-32  ID 100 92.4 99.7 100 99.5 91.5 92 91.5 91.5 91.5 91.5 91.8 91.8 91.5 91.5 91.5 
CU-44   ID 92.4 99.7 100 99.5 91.5 92 91.5 91.5 91.5 91.5 91.8 91.8 91.5 91.5 91.5 
CU-46    ID 92.2 92.4 92 98.7 98.7 98.7 98.7 98.7 98.7 98.5 98.5 98.7 98.7 98.7 
CU-51     ID 99.7 99.7 91.3 91.8 91.3 91.3 91.3 91.3 91.5 91.5 91.3 91.3 91.3 
CU-68      ID 99.5 91.5 92 91.5 91.5 91.5 91.5 91.8 91.8 91.5 91.5 91.5 
CU-88       ID 91.1 91.5 91.1 91.1 91.1 91.1 91.3 91.3 91.1 91.1 91.1 
CU-228        ID 99.5 100 100 100 99.5 99.3 99.3 99.5 99.5 99.5 
CU-231         ID 99.5 99.5 99.5 99.5 99.3 99.7 99.5 99.5 99.5 
CU-260          ID 100 100 99.5 99.3 99.3 99.5 99.5 99.5 
CU-280           ID 100 99.5 99.3 99.3 99.5 99.5 99.5 
CU-282            ID 99.5 99.3 99.3 99.5 99.5 99.5 
CU-356             ID 99.7 99.7 100 100 100 
CU-370              ID 99.5 99.7 99.7 99.7 
CU-379               ID 99.7 99.7 99.7 
CU-1101                ID 100 100 
CU-1102                 ID 100 
CU-1103                                   ID 



 

100 
 

100 
 
 
 

ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity)ของนิวคลีโอไทดของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกร จํานวน 16 ตัวอยาง 
 

Virus 586-4 K1 586-3 Sw-03 06CB2 586-05 9469 CB1 CBP18 586-2 874 13021 CB8.4 CHL2 HF6 S1 
586-4 ID 85.6 88.1 88.1 85.6 95.6 85.6 85.7 85.4 88.1 90.6 86.3 86.1 86.3 85.6 85.6 
K1  ID 85.8 81 93.4 84 93.4 93.5 99.1 85.8 81.5 92.7 93.7 93.6 93.4 93.6 
586-3   ID 88.8 87.1 92 87.1 87.3 85.6 100 91.3 86.9 87 87.3 87.2 87 
Sw-03    ID 81.8 91 81.6 81.7 80.6 88.8 93.5 82.1 81.9 81.8 81.7 81.8 
06CB2     ID 85.2 99.4 99.6 93.2 87.1 81.9 93.2 94.1 94.1 99.5 94.5 
586-05      ID 85.1 85.3 83.8 92 93.5 85 85 85.3 85.2 84.4 
9469       ID 99.6 93.3 87.1 81.7 93.3 94.2 94.3 99.7 95 
CB1        ID 93.4 87.3 81.9 93.2 94.3 94.3 99.9 94.9 
CBP18         ID 85.6 81.3 92.6 93.3 93.2 93.3 93.5 
586-2          ID 91.3 86.9 87 87.3 87.2 87 
874           ID 82.1 82.5 82.1 81.9 81.5 
13021            ID 92.9 92.6 93.3 93.6 
CB8.4             ID 98.2 94.2 94.5 
CHL2              ID 94.3 94.3 
HF6-05               ID 95 
S1                               ID 
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ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของกรดอะมิโนบนยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกร จํานวน 16 ตัวอยาง 

 

 

 
virus 586-4 K1 586-3 Sw-03 06CB2 586-05 9469 CB1 CBP18 586-2 874 13021 CB8.4 CHL2 HF6-05 S1 
586-4 ID 91.5 94.8 94.8 91.7 97.9 91.9 91.9 91.1 94.8 95.2 92.1 91.5 92.1 91.1 91.9 
K1  ID 94.2 92.3 98.3 93 98.3 98.3 99.3 94.2 91.7 96 97.5 98.3 98.3 98.1 
586-3   ID 95.6 94.6 96.9 94.4 94.4 93.8 100 96,2 95 94 94.6 94.4 94.4 
Sw-03    ID 92.5 96.5 92.3 92.3 91.9 95.6 96.7 93 92.1 92.7 92.3 92.5 
06CB2     ID 93.2 99.7 99.7 98.3 94.6 92.5 96.7 97.9 98.3 99.7 98.5 
586-05      ID 93.4 93.4 92.5 96.9 96.9 93.6 93 93.6 93.4 93.4 
9469       ID 100 98.3 94.4 92.3 96.5 98.1 98.5 100 98.7 
CB1        ID 98.3 94.4 92.3 96.5 98.1 98.5 100 98.7 
CBP18         ID 93.8 91.7 96.2 97.7 98.1 98.3 98.3 
586-2          ID 96.2 95 94 94.6 94.4 94.4 
874           ID 93.2 91.9 92.1 92.3 92.3 
13021            ID 96.5) 96.7 96.5 96.9 
CB8.4             ID 98.7 98.1 98.5 
CHL2              ID 98.5 98.9 
HF6-05               ID 98.7 
S1                               ID 
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102 
 
 
 
 

ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปก จํานวน 15 ตัวอยาง 
 

virus CU-J1475 CU-629 CU-279 CU-285 CU-284 CU-304 CU-307 CU-622 CU-624 CU-630 CU-633 CU-643 CU-P76 CU-P87 CU-J1243 
CU-J1475   99.8(99.5) 99.7(99.7) 99.9(99.7) 99.1(99.1) 99.1(99.3) 99.6(99.7) 91.9(98.1) 91.9(98.5) 92(98.5) 91.9(98.1) 92(98.3) 99.6(99.5) 99.6(99.5) 100(100) 
CU-629    99.7(99.7) 99.9(99.7) 99.7(99.1) 99.1(99.3) 99.6(99.7) 91.9(98.1) 92(98.5) 92.1(98.5) 92(98.1) 92.1(98.3) 99.7(99.5) 99.7(99.5) 99.8(99.5) 
CU-279     99.8(100) 99.6(99.3) 99.1(99.5) 99.6(100) 91.8(98.3) 91.9(98.7) 91.9(98.7) 91.9(98.3) 91.9(98.5) 99.5(99.7) 99.5(99.7) 99.7(99.7) 
CU-285      99.7(99.3) 99.1(99.5) 99.7(100) 91.9(98.3) 92(98.7) 92.1(98.7) 92(98.3) 92.1(98.5) 99.7(99.7) 99.7(99.7) 99.9(99.7) 
CU-284       98.9(98.9) 99.5(99.3) 91.7(97.7) 91.8(98.1) 91.9(98.1) 91.8(97.7) 91.9(97.9) 99.5(99.1) 99.5(99.1) 99.7(99.1) 
CU-304         98.9(99.5) 91.9(98.3) 91.9(98.7) 92(98.7) 91.8(98.3) 91.9(98.5) 99(99.3) 99(99.3) 99.1(99.3) 
CU-307         91.8(98.3) 91.9(98.7) 91.9(98.7) 91.9(98.3) 91.9(98.5) 99.4(99.7) 99.4(99.7) 99.6(99.7) 
CU-622          99.6(99.5) 99.7(99.5) 99.7(100) 99.5(99.7) 92.1(98.1) 92.1(98.1) 91.9(98.1) 
CU-624           99.6(100) 99.4(99.5) 99.5(99.7) 92.1(98.5) 92.1(98.5) 91.9(98.5) 
CU-630            99.7(99.5) 99.4(99.7) 92.2(98.5) 92.2(98.5) 92(98.5) 
CU-633             99.3(99.7) 92.1(98.1) 92.1(98.1) 91.9(98.1) 
CU-643              92.2(98.3) 92.2(98.3) 92(98.3) 
CU-P76               100(100) 99.6(99.5) 
CU-P87                99.6(99.5) 
CU-J1243                               
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคนตําแหนงที่ 1-100 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคนตําแหนงที่ 101-200 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคนตําแหนงที่ 201-300 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคนตําแหนงที่ 301-400 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญในคนตําแหนงที่ 401-498 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกรตําแหนงที่ 1-100 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกรตําแหนงที่ 101-100 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทยีบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกรตําแหนงที่ 201-300 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกรตําแหนงที่ 301-400 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสุกรตําแหนงที่ 401-486 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกในประเทศไทยตําแหนงที่ 1-100 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกในประเทศไทยตําแหนงที่ 101-200 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยนี NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกในประเทศไทยตําแหนงที่ 201-300 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกในประเทศไทยตําแหนงที่ 301-400 
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แผนภาพแสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของยีน NP ของเชื้อไขหวัดใหญสัตวปกในประเทศไทยตําแหนงที่ 401-488 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาว ณัฐกานต ทิพมอม เกิดเม่ือวันที่ 23 เมษายน พ.ศ. 2521 สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตร
บัณฑิต จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยราชภัฎสกลนคร เม่ือป พ.ศ.2544 ในป พ.ศ. 2545 -
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คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2549 
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