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การศึกษา 

สุดทายนี้ผูวิจยัขอกราบขอบพระคุณครอบครัว เปนอยางยิง่ที่ใหโอกาสในการศึกษาตอใน
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polymerase gene ที่เกิดจากการการเปลี่ยนแปลงของของ Pre-S2  63 

40 แสดงขอมูลการกลายพนัธุแบบ deletion ที่ Pre-S1  ของตัวอยาง CHP-181  64 

41 แสดงการ deletion ของกรดอะมิโน เนื่องจากเกิดการ deletion ที่ Pre-S1  64 

42 แสดงการ deletion กรดอะมิโนของ Polymerase gene เนื่องจาก                                 

เกิดการ deletion ที่ Pre-S1       65 



 ฐ 
 

ภาพที ่           หนา 

43 แสดงตําแหนงของ Pre-S1 ที่มีการขาดหายไป ของตัวอยาง CHP-181   70 

44 แสดงตําแหนงของ Pre-S2 ที่มีการกลายพันธุ ทั้ง deletion และ point mutation 71 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
ความสาํคัญและที่มาของปญหา (Background and Rationale) 
 เชื้อไวรัสตับอักเสบ บี (hepatitis B virus : HBV) เปนเชื้อไวรัสทีสํ่าคัญในการทําใหเกิด

โรคตับอักเสบและเปนสาเหตุสําคัญในการทําใหเกิดโรคตับแข็งและโรคมะเร็งตับ มีผูติดเชื้อแบบ

เร้ือรังทั่วโลกมากกวา 350 ลานคน (1, 2) อาการของผูตดิเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ีสวนใหญ จะเปน

การติดเชื้อแบบไมมีอาการ มีเพยีงสวนนอยที่จะพบอาการของโรคตับอักเสบซึ่งตรวจพบไดจาก

อาการแสดงทางคลินกิ หรือตรวจไดจากการเพิ่มข้ึนของระดับเอนไซม alanine aminotransferase 

(ALT) ผูปวยรอยละ 0.5-1 ที่มีการติดเชื้อแบบรุนแรงจนเสียชวีิต ผูติดเชื้อรอยละ 5-10 จะไม

สามารถกําจัดเชื้อออกไปไดและเกิดเปนการติดเชื้อแบบเรื้อรัง โดยอาจจะเปนพาหะของโรคโดยไม

มีอาการ (carrier) หรือเปนโรคตับอักเสบเรื้อรัง (chronic hepatitis B) ผลที่ตามมาของการติดเชือ้

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

มะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma) โดยมักจะเกดิโรคตับแข็งภายในเวลา 10-20 ป การ

ดําเนนิโรคตอไปเปนโรคตับแข็งและโรคมะเร็งตับ ข้ึนอยูกับหลายปจจัย เชน ระยะเวลาที่ติดเชื้อ 

อายุของผูปวย สภาวะภูมิคุมกัน เปนตน และยังขึน้อยูกบัปจจัยทางพนัธุกรรมและถิน่ที่อยูของผูตดิ

เชื้อดวย (3, 4, 5, 6, 7) ผูติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี จะมีความเสี่ยงที่จะเปนมะเร็งตับมากกวาผูที่

ไมติดเชื้อประมาณ 30-200 เทา ขึ้นกับปจจัยอื่นดวย เชน เชื้อชาติ (8) 

ปจจุบันประเทศไทย มีผูปวยเสียชีวิตจากโรคตับในประเทศไทย เปนจํานวนมาก หากไม

รวมมะเร็งตับ สวนใหญนัน้เสียชีวิตจากตบัแข็ง โรคตับเร้ือรังและภาวะตับวาย การสูญเสียในการ

ดูแลรักษาเปนมูลคามากมาย นอกจากนี้ยงัมีผูปวยเสียชวีิตจากมะเร็งตับ ปละไมนอยกวา 10,000 

ราย (ประมาณ 11,000-12,000 ราย/ป) พบวารอยละ 60 มีความสัมพันธเกี่ยวกับไวรัสตับอักเสบ 

บี แตเดิมในอดีตประเทศไทยเปนประเทศที่มีความชุกชมุของไวรัสตับอักเสบ บ ี สูง มีอัตราการเปน

พาหะในประชากรไทยประมาณรอยละ 6-8 ในสตรตีั้งครรภจะเปนพาหะไวรัสตับอักเสบ บี 

ประมาณรอยละ 6 ในจํานวนที่เปนพาหะนีจ้ะตรวจพบ hepatitis B e antigen (HBeAg) 

ประมาณรอยละ 40 กระทรวงสาธารณสขุจึงไดมีนโยบายในการควบคุมปองกนัไวรัสตับอักเสบ บี 

โดยเริ่มโครงการปองกนัไวรัสตับอักเสบ บี ดวยวคัซีน โดยวางแผนใหวัคซนีกับทารกทุกคนที่เกดิ

ตั้งแตป พ.ศ. 2535 เปนตนไป 
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 การศึกษานี้เปนการศึกษาเพือ่ดูระบาดวิทยาทางดานพนัธุกรรมของไวรัสตับอักเสบ บี 

และ genotype และ subtype ใด เปนการศึกษาตอเนื่องจากการประเมินผลกระทบของการให

วัคซีน โดยทําการสุมประชากรตัวอยางจาก ประชากรชาวไทย อายุระหวาง 1-60 ป ที่มารับบริการ

จากโรงพยาบาลของรัฐ ใน 4 จังหวัด ไดแก จังหวัดเชียงราย จังหวัดอุดรธานี จงัหวัดชลบุรี และ

จังหวัดนครศรีธรรมราช จงัหวัดละประมาณ 1,500 ตัวอยาง รวมประมาณ 6,000 ตัวอยาง และทํา

การคัดเลือกตัวอยางที ่ELISA ใหผล positive ตอ HBsAg เพื่อมาทาํการศึกษาในแนวลึกทางดาน 

molecular epidemiology โดยการทํา molecular characterization ของ     ไวรัสตับอักเสบ บี ที่

พบในประเทศไทย การศึกษานี้อาจทําใหพบสายพันธุใหม หรือลักษณะที่ผิดแปลกจากปกติของ

ไวรัสตับอักเสบ บี เชน deletion หรือ insertion ในสวนของ HBsAg   
 
วัตถุประสงคของการวิจยั (Objectives) 

1. จําแนก genotype และ subtype ของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี ที่ตรวจพบในประเทศไทย

ดวยวิธกีาร sequencing จากกลุมตัวอยางที่ตรวจพบ HBsAg 

2. ตรวจหา mutation ของไวรัส ในบริเวณสวนของ “a” determinant 

3. ตรวจสอบ HBs gene บริเวณ “a” determinant ของผูที่ไดรับวัคซีนแตพบการติดเชื้อเพื่อ

หา escape mutant 
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กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual Framework) 

คัดเลือกตัวอยาง serum ที่ใหผล positive ของ ELISA ตอ HBsAg  

จากตัวอยางทีท่ําการเก็บ 4 จังหวัด ทั้งหมด 6,239 คน 

 

สกัด DNA จาก serum ที่คดัเลือกแลว 

 

นํา DNA ที่สกดัไดมาเพิ่มจาํนวน DNA ดวยวิธ ีPCR  

ในสวนของ Pre-S1 และสวนของ “a” determinant บน HBs gene 

 

นําตัวอยางที่ไดผล PCR มาทําการหาลําดบัเบส (sequencing) 

 

วิเคราะหลําดบัเบสที่ได หา genotype โดยวิธ ีBLAST search และวิเคราะห Phylogenetic ใน

สวนของ Pre-S1และหา subtype โดยการแปลงลําดับเบสเปนกรดอะมิโน ในสวนของ “a” 

determinant 

 

นําขอมูล genotype และ subtype มาทาํการเปรียบเทยีบกับขอมูลการใหวัคซีน 

 

ประโยชน  : ทราบลักษณะทางระบาดวิทยาของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ในประเทศไทย 

      : ตรวจสอบไดวามีไวรัสมี escape mutant หรือไมและถาม ีมีลักษณะอยางไร 
 
 
ขอจํากัดในการวิจยั (Limitation) 
 - ปริมาณ serum ที่เหลืออยูมีปริมาณไมเพียงพอ ทาํใหไมสามารถทาํการทดลองซ้าํเพื่อ

ยืนยนัผลการทดลองไดในบาง specimens 

 - แบบสอบถาม อาจมีการกรอกขอมูลไมสมบูรณทําใหยากแกการวิเคราะหขอมูล 
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การใหคํานิยามเชิงปฏิบัติที่จะใชในการวิจัย (Operational Definition) 
 -Genotype คือ การแบงกลุมของไวรัสตับอักเสบ บี โดยวิธกีารตรวจสอบจากรหัส

พันธกุรรม 

 -Subtype คือ การแบงกลุมของไวรัสตับอักเสบ บี โดยตรวจสอบจากลําดับของกรดอะมิ

โนในสวนของ “a” determinant 
 
คําสําคัญ ( Key Words ) 
 Hepatitis B virus 

 Genotype 

 Subtype 

 “a” determinant 

 Escape mutant 

 
ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากงานวจิัย (Expected Benefit and Application) 

1. ทําใหทราบระบาดวิทยาโมเลกุลของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ในประเทศไทย 

2. สามารถนําขอมูลไปเพื่อประกอบการวางแผนเพื่อติดตาม เฝาระวงัและประเมนิผลโรค

ไวรัสตับเร้ือรังที่มีผลมาจากไวรัสตับอักเสบ บี ได 

3. สามารถนําขอมูลไปใชในการพิจารณา เฝาติดตามดานระบาดวิทยา โดยเฉพาะสายพันธุ

ที่ดื้อตอวัคซีน และวางแผนในการใชวัคซีน เพื่อปองกนัการระบาดของโรค 

 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 
เชื้อไวรสัตับอักเสบ 
 การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ (hepatitis virus) เปนสาเหตุที่สําคัญทีสุ่ดของโรคตับอักเสบ

โดยมากกวารอยละ 70-80 ของโรคตับอักเสบทัง้หมดเกิดจากเชือ้ไวรัสตับอักเสบ เชื้อไวรัสตับ

อักเสบแตละชนิดมีความแตกตางกันในแงลักษณะทางพยาธวิิทยา ชนิดของเชื้อ และ

ความสามารถในการกอโรค ลักษณะทัว่ไปที่พบในเชื้อกลุมนี ้ คือ เซลลตับเปนอวัยวะหลกัของ

รางกายที่ติดเชื้อได (hepatotropic) ซึ่งไวรัสในกลุมนี้ไดแก 

- เชื้อไวรัสตับอักเสบ เอ (hepatitis A virus, HAV) 

- เชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี(hepatitis B virus, HBV) 

- เชื้อไวรัสตับอักเสบ ซ ี(hepatitis C virus, HCV) 

- เชื้อไวรัสตับอักเสบ ดี (hepatitis D virus, HDV) 

- เชื้อไวรัสตับอักเสบ อี (hepatitis E virus, HEV) 

- เชื้อไวรัสตับอักเสบ จ ี(hepatitis G virus, HGV) 

- เชื้อไวรัสทีท ี(TT virus, TTV) 

- เชื้อไวรัสเซน (SEN virus) 

อาจสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุมใหญตามลักษณะการติดตอ คือ 

1. กลุมที่ติดตอทางการรับประทานเปนหลกั (enterically-transmitted virus) 

ไดแก เชื้อไวรัสตับอักเสบ เอ และ อี 

2. กลุมที่ติดตอทางเลือดเปนหลัก (parenterally-transmitted virus) 

ไดแก เชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ีซี ดี จ ีททีี และ เซน 

 เชื้อบางชนิดอาจจะสามารถติดตอไดหลายทาง เชน เชื้อไวรัส ทที ี อาจจะติดตอไดทั้ง

ทางการรับประทาน และทางเลือด เปนตน 
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ไวรสัตับอักเสบ บ ี
 ไวรัสตับอักเสบ บ ี เปนสาเหตุสําคัญทาํใหเกิด โรคตับอักเสบ ปจจุบนัมีประชากรมากกวา 

2,000 ลานคนติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี และประมาณ 350 ลานคนมีการติดเชื้อแบบเรื้อรัง 

(chronically) และกลายเปน carriers (9) ซึ่ง 3 ใน 4 ของประชากรโลก อาศัยอยูในเขตที่มีความ

ชุกของการติดเชื้อสูง และมผูีเสียชีวิตประมาณ 1 ลานคนตอป  

 ไวรัสตับอักเสบ บี ถูกคนพบในป พ.ศ. 2509 (ค.ศ. 1966) โดย Professor Baruch 

Blumberg เปนการคนพบโดยบังเอิญ โดยการศึกษาการทาํปฏิกริยาระหวางเลือดของประชากร

กลุมตางๆ โดยวิธ ีimmunodiffusion พบ Australia antigen หรือ Au antigen สมมุติฐานวานาจะ

เปนสาเหตุของโรคตับอักเสบ ตอมาจึงไดทาํการศึกษาดวยการศึกษาการตดิเชื้อรวมกับการ

ตรวจหาแอนติบอดีตอ Au antigen ในผูปวยโรคตับอักเสบ และการศึกษาทางกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนรวมกับการยอมดวยแอนติบอดี ทําใหสามารถสรุปไดวามีเชื้อไวรัสเปนตนเหตุสําคัญที่

ติดตอทางเลือด จึงเรียกเชื้อชนิดนีว้า เชื้อไวรัสตับอักเสบ บี (hepatitis B virus หรือ HBV) (10) 

 
ลักษณะทางไวรสัวิทยา 
 
การจาํแนกกลุม 
 ไวรัสตับอักเสบ บี สามารถจําแนกไดอยูในตระกูล (family) Hepadnaviridae โดยอยูใน 

genus Orthohepadnavirus เนื่องจากเปนเชื้อที่อยูในเซลลตับ (hepatocyte) และมีสารพนัธุกรรม

เปนชนิด DNA (hepa+DNA = hepadna) 

 เชื้อในตระกูล Hepadnaviridae เปนเชื้อที่กอใหเกิดโรคตับอักเสบในสัตวหลาย species 

สามารถแบงออกไดเปน 2 genus คือ Orthohepadnavirus ประกอบดวย Human hepatitis B 

virus, Woodchuck hepatitis virus (WHV) และ ground squirrel hepatitis virus (GSHV) สวน

อีก genus คือ Avihepadnavirus ประกอบดวย Heron hepatitis virus และ duck HBV 

นอกจากนี ้ ไวรัสในตระกูลนีย้ังพบใน host ที่มี species ที่ใกลเคียงกัน เชน ใน chimpanzee, 

orangutan, gibbons, African green monkeys, rhesus monkeys และ woolly monkeys 
(9,11,12) 
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ลักษณะโครงสรางของเชือ้ไวรัส 
 เมื่อศึกษาจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน จะพบลักษณะ complete viral particle 

เรียกวา Dane particle มีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 42 nm โครงสรางของเชื้อไวรัส

ประกอบดวย envelope protein หอหุมอยู เรียกวา hepatitis B surface antigen (HBsAg) กับ 

lipid layer มีขนาดหนาประมาณ 4 nm ภายในตัวไวรัสมี internal nucleocapsid structure หรือ 

core มีลักษณะแบบ icosahedral nucleocapsid ขนาดประมาณ 27 nm  ซึ่งประกอบดวย viral 

genome (DNA) รวมกับ core protein หรือ hepatitis B core antigen (HBcAg) และยังมโีปรตีน

ที่ทาํหนาที่เปนเอนไซมชนิด DNA polymerase และ reverse transcriptase (RNA-dependent 

DNA polymerase) (13) 

 

DNA PolymeraseDNA PolymeraseDNA PolymeraseDNA Polymerase

HBcAgHBcAgHBcAgHBcAg

HBsAgHBsAgHBsAgHBsAg

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

42 nm42 nm

 

 

 

 

 

 

 

ปที่ 1 แสดงภาพวาดแสดงลัษณะโครงสรางและ ภาพจากกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอน ของเชือ้

วรัสตับอักเสบ บี  

นอกจากนี้ไวรัสตับอักเสบ บ ียงัมีลักษณะพิเศษ คือ นอกจากพบ complete viral particle 

รือ Dane particle แลว ยังสามารถพบ viral particle มีลักษณะ ทั้งรูปแบบทรงกลม (small 

phere) และรูปแทง (rod) ขนาดประมาณ 22 nm และมีความยาวไดมากตั้งแต 50 nm ถึง 500 

m ซึ่ง particle เหลานี้เปน incomplete viral particle หรือ empty noninfectious particles ที่มี

 

 

รู

ไ

 

 

ห

s

n

เฉพาะ envelope, HBsAg แตไมมี viral genome  
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รูปที่ 2 แสดงภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน แสดงลักษณะของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ซึง่ไดแก 

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

โดยปรกติแลวมักจะม ี incomplete viral particle เหลานี้มากกวา complete viral 

article 

กุรรมเปนชนิด DNA สายคู มีขนาด genome ประมาณ 

.2 kb ประกอบดวย open reading frame ซึ่งมีลักษณะซอนทบักนัอยู (overlapping ORF) 4 

enome ของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี เปนสายคูแบบไมสมบูรณ (incomplete double 

trand) โดยสาย ลบ หรือ negative strand มีความยาวเต็มตลอด genome แตสาย บวก หรือ 

ครบ ซึ่งอาจแตกตางกนัไดข้ึนอยูกับเชื้อไวรัสแตละตัว (12) 

ื่องจา

ตีน แตทางดานสายบวกจะ

c
(W

 

 

p

 
ลักษณะทางพันธกุรรมของเชื้อ 
 เชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ีมีสารพันธ

3

open reading frame ทําหนาที่เปนรหัสพันธกุรรมในการสรางโปรตนี 

 G

s

positive strand มีความยาวไม

เน กสายบวกถกูสรางขึน้หลงัสายลบ และกระบวนการสรางสายบวกจะหยุดหลังจากที่ส้ินสุด

ข้ันตอน packaging ดังนั้นความยาวจะไมแนนอน ปลายดาน 5’ ของ genome สายลบและสาย

บวกมีความแตกตางกนั โดยทางดาน 5’ ของสายลบจะจับอยูกับโปร

จับอยูกับ oligonucleotide ซึ่งมีบทบาทในการแบงตวัเพิ่มจํานวนของเชื้อ (14) เมื่อเชื้อไวรัส 

package กลายเปน virion แลว ปลายดาน 5’ ของทัง้สายบวกและสายลบของ genome ของเชื้อ 

จะมีสวนที่ complementary กัน ประกอบดวย direct repeat 2 ตําแหนง ขนาดประมาณ 11-12 

bp เรียกวา DR1 และ DR2 โดยทั้งสองหางกันประมาณ 225 bp  และเปนสวนปลาย 5’ ของ 

genome ทั้ง 2 สาย โดยปลายดาน 5’ ของสายลบอยูใน DR1 และปลายดาน 5’ ของสายบวกอยู
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ใน DR2 บริเวณ direct repeat นี้มีบทบาทในขั้นตอนการแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวนไวรัส โดยเปน

จุดเริ่มตนของการสราง genome สายใหม (15) รหัสพนัธุกรรมของ DR1 และ DR2 แตกตางกนัใน

เชื้อไวรัสแตละสายพันธุ 

 Genome สายลบที่มีขนาดเต็มจํานวนของ genome ไมไดตอเปนสายคูครบวง แตจะมี

รอยแยกหรือ nick ระหวางปลายดาน 5’ และ 3’ ที่บริเวณ DR2 ซึ่ง genome สามารถคงรูปเปนวง

ไดโดยอาศัยการจับคู complementary กับ genome สายบวก ซึง่บริเวณนี้จะซอนทบัอยูประมาณ 

225 bp ในชวงระหวาง DR1 และ DR2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 แสดงลักษณะโครงสรางทางพนัธกุรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี และ open reading 

ame ซึ่งมีลักษณะซอนทับกัน (overlapping open reading frame) 

ene ของไวรัสตับอักเสบ บี 
gene ที่ทาํหนาที่ในการสรางโปรตีนทั้งหมด ไดแก  

. S gene 

titis B surface antigen 

BsAg) โดยสามารถใชในการเริ่มตนสรางโปรตีนได 3 บริเวณ ดังนัน้จึงสามารถสรางโปรตีนได 3 

le protein และ large protein 

fr

 
G
 
 1
 นอกจาก S gene แลวยังม ีopen reading frame ที่อยูบริเวณ 5’ ของ S gene ไดแก pre-

S1 และ  pre-S2 ยีนที่บริเวณนีท้ําหนาที่เปนรหัสในการสราง hepa

(H

ชนิด ไดแก major protein, midd
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 Major protein สรางจาก S open reading frame ประกอบไปดวยกรดอะมิโน 226 ตัว 

โดยจะมี antigenic determinant ที่สําคัญ และเปน group-specific determinant มีอยูในเชือ้

ไวรัสตับอักเสบ บี เกือบทกุสายพนัธุและทุก serotype เรียกวา “a” determinant เปนสวนทีก่ระตุน

ระบบภูมิคุมกนัไดดีมาก (16) จึงเปนสวนสาํคัญที่ใชในการผลิตวั

pre-S1 pre-S2 S gene

Major protein 
(226 aa.)

Middle protein 
(281 aa.)

Large protein 
(390 aa.)

คซีนในปจจุบนั 

protein สรางจากยีนสวน pre-S2 และ S ประกอบไปดวยกรดอะมิโน 281 ตัว 

ไกในการติดเชื้อ

otein โดยเกาะอยูที่

 

 

 

 

รูปที่ 4 แสดงภาพวาดแสดงโปรตีนทั้ง 3 ชนิดที่สรางจาก pre-S1, pre-S2 และ S gene 

 

 

 

 

 Middle 

หรือเพิ่มจาก major protein 55 ตัว เปนสวนประกอบของ envelope antigen 

 Large protein สรางจากยนีสวน pre-S1, pre-S2 และ S ประกอบไปดวยกรดอะมิโน

ประมาณ 380-400 ตัว มากกวา middle protein และ major protein บริเวณสวนของ pre-S1 ที่

เพิ่มเขามานี้คาดวาใชในการจับผิวของเซลลเพื่อใชในการเขาสูเซลลตบั ซึ่งเปนกล

ในเซลลดังกลาว (17)  

 โดยปรกติแลว เชื้อไวรัสจะสรางโปรตีนทั้ง 3 ชนิดเพื่อเปน surface pr

ผิวของไวรัส 
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2. C gene 

นอกจาก C gene แลวยังม ี open reading frame ที่อยูบริเวณ 5’ ของ C gene ไดแก 

re-C ยีนที ่ ทําหนาที่ในการสราง hepatitis B core antigen (HBcAg) และ hepatitis B e 

ntigen (HBeAg)   

Core protein ที่สรางขึ้นประกอบไปดวยกรดอะมิโน 183 ตัว เมื่อสรางขึ้นจะไปทาํการ

วมตัวกับ DNA ของไวรัส ทาํใหเกิด nucleocapsid เปนลกัษณะ icosahedral symmetric 

าํลายดวย

นไซม exogenous nuclease ที่จะยอยสลาย DNA นอกจากนีย้ังเปนแอนติเจนที่กระตุน

ูมิคุมกันไดดี และมีบทบาทในการเกิดการอักเสบของตับเมื่อมีการติดเชื้อ 

HBeAg เกิดจากการยอยสวนของ HBcAg ที่ปลายดาน carboxyl และ amino ซึ่งโปรตีน

ี่ไดจะถูกหลั่งออกมานอกเซลลที่ติดเชื้อและสามารถตรวจพบไดในเลือด (18) โดยไมเปนที่ทราบ

นชัดวามีบทบาทอยางไรในกลไกการเกดิพยาธิสภาพของตับ แตมีประโยชนในทางคลนีิกโดย

ามารถใชในการบงถึงการติดเชื้อระยะทีเ่ชื้อไวรัสยังสามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนอยู (active viral 

arker) 

งเอนไซม polymerase เปน gene ที่มีขนาดใหญที่สุดใน genome มีสวนที่

ายใหมจาก RNA pre-

 

 

 

p

a

 

ร

structure โดยสวนของโปรตีนนี้จะทําหนาที่ในการปองกันสารพนัธุกรรมจากการถูกท

เอ

ภ

 

ท

แ

ส

replication m

 
3. P gene 
 ใชในการสรา

ซอนทับกับ open reading frame อ่ืนๆ แตอยูคนละ reading frame กันจึงสรางกรดอะมิโน

แตกตางกนั 

 เอนไซม polymerase ที่สรางไดประกอบไปดวยกรดอะมิโนประมาณ 832 ตัว เปนเอนไซม

ที่มีหลายหนาที่ (multifunctional) โดยอาศัย functional domain ตางๆ ปลายดาน amino 

terminus มี domain ที่ทําหนาทีเ่ปน protein primer ในการสราง DNA ส

genome intermediate ในขั้นตอน reverse transcription (19) และมี domain ที่ทาํหนาที่เปน

เอนไซม DNA polymerase และ reverse transcriptase ซึ่งมีบทบาทสาํคัญในการแบงตัวของเชื้อ

ไวรัส  ตั้งแตข้ันตอนการสราง DNA สายบวกใหครบเปน complete strand และในขั้นตอน 

reverse transcription เพื่อสราง genome ข้ึนใหมจาก RNA pre-genome intermediate 
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4 ne 
 ทําหนาที่ในการสรางโปรตนีซึ่งประกอบไปดวยกรดอะมิโน 154 ตัว ทาํหนาทีเ่ปน 

transcription

. X ge

al trans-activator เรียกวา X protein (HBx) ซึ่งมีความสําคัญในการแบงตัวของเชื้อ

วรัสภา

ptor ที่

ชในการจับ เชน transfer receptor, asialoglycoprotein receptor และ liver endonexin แต

ลไลการทาํงานจับกันของ HBsAg กับ specific receptor ในการเขาสู cell นั้นยงัไมเปนที่แนชัด 

ื่อเชื้อเกาะกบั receptor ของเซลลตับแลว nucleocapsid จะเขาสู cytoplasm และ viral 

enome จะเขาไปใน nucleus ของเซลล (22)  

หลังจาก viral genome เขาสู nucleus จะเกิดการสราง genome สายบวกใหครบเต็ม

อยูในรูปของ supercoiled DNA เรียกวา covalently closely circular DNA หรือ 

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

tein จะทาํการแทรกเขาสู lipid membrane ของ endoplasmic 

cticulum (ER) ของเซลล ในลักษณะเปน integral membrane protein  

ูก encapsidate เขากับ เอนไซม DNA polymerase/reverse 

seH ที่อยูใน domain ของเอนไซม polymerase 

องไวรัส

ไ ยในเซลล (20) นอกจากนี้ยังมีบทบาทในขั้นตอน transcription ของ gene ตางๆ ของเชือ้

ไวรัส 

 นอกจากนีเ้ชื่อวามีบทบาทสาํคัญในการทาํใหเกิดโรคมะเร็งตับภายหลงัจากที่ติดเชื้อไวรัส

ตับอักเสบ บี แบบเรื้อรัง 

 
วงชวีิตของไวรัสตับอักเสบ บี 
 เชื้อไวรัสตับอักเสบ บี เขาจบักับ receptor ของเซลลตับ (21) ปจจุบันไดพบ rece

ใ

ก

เม

g

 

สาย และจะ

cccDNA หลงัจากนัน้ genome สายลบจะถูก transcribe โดยเอนไซม RNA polymerase II ของ

เซลลตับใหเปน RNA สายยาว มีขนาดประมาณ 3.4-3.5 kb เรียกวา pregenomic RNA 

(pgRNA) และสวนหนึ่งจะถูก transcript เพื่อเปน template ในการ translate เปน viral 

nucle

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

 envelope pro

re

 pregenomic RNA จะถ

transcriptase ที่สรางขึ้นจาก P ORF และกับ nucleocapsid (core) protein จากนั้นจะมีการ

สรางสายลบทีเ่ปน DNA ซึ่งเปนขั้นตอน reverse transcription ที่อาศัยเอนไซม DNA 

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

pregenomic RNA เปน template (21) เมื่อทําการสราง genome สายลบแลว pregenomic RNA 

ที่เปน template จะถูกทําลายโดยเอนไซม RNa

ข  ทาํใหได genomic DNA สายลบ และจะมีการสราง genomic DNA สายบวก หลงัจาก
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ได viral nucleocapsid แลว viral nucleocapsid จะสามารถเขาสู assembly pathway หรือ 

กลับเขาสู nucleus ของเซลลใหมเพื่อทําการแบงตัวเพิ่มข้ึน 

 ในขั้นตอนของ assembly pathway นั้น viral nucleocapsid จะเขาสู ER เพื่อทําการรวม

กับ envelope protein กอนที่จะออกนอกเซลลเปนเชื้อไวรัสตัวใหม สวนของ surface protein จะ

ผานกระบวนการ glycosylation ที ่golgi apparatus กอนที่จะออกนอกเซลล (21) 

 precore polypeptide จะ transport เขาสู ER lumen หลังจากนั้นจะเกิดการตัดสายของ 

polypeptide ไดเปน precore antigen (HBeAg) ทําการปลอยออกนอกเซลล  

รูปที่ 5 แสดงวงชีวิตของไวรสัตับอักเสบ บ ี

 
พยาธิกําเนิดของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี
 ไวรัสตับอักเสบ บ ี สามารถทําใหเกิด cytopathic effect ตอเซลลตับได และการทําลาย

เซลลตับสามารถเกิดไดจากการทาํหนาที่ของระบบภูมิคุมกันทําใหเกิดการทาํลายเซลลตับที่ติดเชื้อ 

จึงเกิดการอักเสบของตับและเกิดโรคตับอักเสบ 

 เซลลในระบบภูมิคุมกันที่ทาํลายเซลลตับคือ cytotoxic T cell โดยมีแอนติเจนที่เปน

เปาหมายหลกัในการทาํลายคือ ชิ้นสวนของ HBcAg ที่ถูกนาํมาเสนอรวมกับ MHC class I บนผิว
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ของเซลลที่ติดเชื้อ (23) โดยผานกระบวนการ antigen processing และ antigen presentation 

เมื่อ cytotoxic T cell ทําปฏิกริยากับแอนติเจนโดยอาศัย T cell receptor จะเกิดการทาํลายเซ

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

อาศัยสารตางๆเชน perforin, Fas ligand และ cytokine (24) นอกจากนี้ยงัเกิดการทาํลายโด

กลไกของ helper T cell โดยผาน MHC class II ไดดวย เชน กลไกการทําลายโดย macrophag

หรือ การหลั่งสาร cytokine เพื่อกระตุนระบบภูมิคุมกันอื่นๆ และสรางแอนติบอดีตอเชื้อไวรัส 

 
Genotype ของเชื้อไวรสัตับอักเสบ บ ี
 เชื้อไวรัสตับอักเสบ บี สามารถแบงออกไดเปน 8 genotype คือ ซึ่งเรียงตามลาํดบัอักษร

คือ A ถึง H (25, 26, 27, 28) การจําแนกนีอ้าศัยการใชรหัสพนัธุกรรมของ S gene โดยเฉพาะส

ของ pre-S1 โดยวิธทีี่แมนยาํมักตองอาศยัการอานรหัสพันธกุรรม (sequencing) แลวจึงวเิคราะห

ดวยวิธ ีphylogenetic analysis 

 หลักการในการจําแนกนั้นอาศัยความแตกตางของลาํดับนิวคลีโอไทด จําแนกโดยความ

ลล

ึ่ง

ย

e 

 

วน



ตกตางมากกวาหรือเทากบั 8% ของลําดับนิวคลีโอไทดทัง้ genome ของเชื้อไวรัส หรือ ความ

แตกตางมากกวาหรือเทากบั ัง้ suface antigen gene 

องเชื้อไวรัส (25,26) 

 พบวาแตละ genotype นั้นมีการกระจายตัวแตละ

ลุมที่แต

เฉพาะภูมิภาคเอเซียตะวนัออกเฉียงใต 

แ

 4.1% ของลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของท

ข

 จากการศึกษาทางดานระบาดวิทยา

ก กตางกนัในแตละภูมิภาคของโลก ดังนี้ (27,29) 

 Genotype A พบมากทางตะวันตกเฉียงเหนือของทวปียุโรป อินเดีย และ ทวีปแอฟริกา 

 Genotype B พบมากในทวปีเอเซีย โดย

 Genotype C พบมากในทวีปเอเซีย โดยเฉพาะภูมิภาคเอเซียตะวนัออกเฉียงใต รวมทัง้

ประเทศไทย 

 Genotype D พบไดทั่วโลก แตมักพบในบริเวณรอบทะเลเมดิเตอรเรเนียน 

 Genotype E พบไดในทวีปแอฟริกา 

 Genotype F พบไดในอเมรกิากลาง และอเมริกาใต 

 Genotype G พบรายงานในทวีปยุโรป และ อเมริกา 

 Genotype H พบในอเมรกิากลาง 



 15 

GG
AA

GG

B

C
E

H

F A

A

A

A
D

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 แสดงการกระจายตัวของ genotype ของแตละกลุมตามแตละภูมิภาคของโลก 

อลักษณะทางคลนีคิ การดําเนนิของโรค และการ

การรุนแรง และใหผลการตอบสนอง

ที่ต่ํากวาผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี genotype B 

 

 แตละ genotype นั้นอาจสงผลต

ตอบสนองตอยาตานไวรัส จากรายงานพบตัวอยางเชน  

- ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ีgenotype C จะมีอา

ตอการรักษาดวย interferon 
(30,31)  

- ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี genotype C โดยมีลักษณะเปนพาหะ มักตรวจพบ 

HBeAg สูงกวา ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี genotype B (32) 

- ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี genotype C จะมีอัตราการ positive ตอ HBeAg และ

แสดงความเปลี่ยนแปลงในระยะแรกของ cirrhosis และ hepatocellular carcinoma 

มากกวาผูที่ตดิเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี genotype B (33) 

- ในอินเดีย ผูทีต่ิดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี genotype D จะมีอาการรุนแรงกวา มีอาการ

เปลี่ยนเปนมะเร็งตับไดเร็วกวา และ ผูตดิเชื้อสวนใหญมีอายทุี่นอยกวา ผูที่ติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบ บี genotype A (34)  
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- ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ีgenotype C และ genotype D มีอัตราการตอบสนอง

ตอการรักษาดวย interferon-α นอยกวา ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี genotype A 

ะ genotype B (30, 35)  

- ผูที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี genotype B มีการตอบสนองตอการรักษาดวยยาตาน

ไวรัส lamivudine ที่ดีกวา ผูที่ติดเชื้อไวรัสต ักเสบ บี genotype C (36) 

 
Subtype ของไวรสัตับอักเสบ บ ี
 การตรวจทาง immunology โดยใชแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอแตละ subtype ตั้งแต

แรกในการศึกษาเกีย่วกับ HBsAg สามารถแบง ัสตับอักเสบ บี ออกไดเปนกลุมโดยขึ้นกบั 

antigenic determinant ใน HBsAg ซึ่งจะอยูบน major surface protein  

 Antigenic determinant ที่สําคัญ และเปน group-specific determinant พบในเชื้อไวรัส

ตับอักเสบ บ ี ทกุสายพนัธุแยกตาม serotype เรียกวา “a” determinant เปนโปรตีนสรางจาก 

codon ลําดับที่ 124-147 ของ major surface protein เปนสวนทีก่ระตุนภูมิคุมกนัไดดีมาก และ

บการตอบสนองหลังจากการติดเชื้อตามธรรมชาติหลงัจากไดรับวัคซนี (16, 37) 

การจําแนกแยกออกไปเปนไปตาม subtype determinant ทาง serology สามารถแบง

อกไดเปน d หรือ y determinant และ w หรือ r determinant ซึ่งเมื่อนํามาประกอบกันแลวจะ

ามารถแยกออกไดเปน subtype หลักๆ ได คือ adr, adw, ayr และ ayw และอาจสามารถ

บงแยกยอยของ subtype ตางๆได เชน ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4q–, 

drq+, และ adrq– (38) 

การกําหนดวาเชื้อไวรัสแตละสายพันธุมี determinant เปนชนิด d หรือ y ข้ึนอยูกบัชนิด

องกรดอะมิโนที่ตาํแหนง 122 วาเปนชนดิ lysine (ลําดับนิวคลีโอไทด AAA หรือ AAG) จะเปน d 

รือ arginine (ลําดับนิวคลโีอไทด AGA หรือ AGG) จะเปน y สวน determinant w หรือ r นั้น

ึ้นอยูกับชนิดของกรดอะมิโนที่ตาํแหนง 160 วาเปนชนดิ lysine จะเปน w หรือ arginine จะเปน r 

ารางที่ 1 แสดงลักษณะและตําแหนงที่ใชในการจาํแนก subtype ของไวรัสตับอักเสบ บ ี
ตําแหนง กรดอะมิโน Subtype determinant 

แล

ับอ

เชื้อไวร

พ

 

อ

ส

แ

a

 

ข

ห

ข

 

ต

122 Lysine (K) d 

 Arginine (R) y 

160 Lysine (K) w 

 Arginine (R) r 
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สามารถมีได ภา

ของโลก 

 

ตารางที่ 2 แ ับอักเสบ บี และการ

กระจาย  (
Genotype

ความสัมพันธระหวาง subtype และ genotype ของไวรัสตับอักเสบ บี แตละ subtype 

มากกวาหนึง่ genotype และมีลักษณะการกระจายตวัที่แตกตางกนัในแตละ ภูมิ ค

สดงความสมัพันธระหวาง subtype และ genotype ของไวรัสต

ตวั 39) 
 Subtype การกระจายตัวในแตละภูมิภาค 

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

B adw2 อินโดนีเซีย, จีน 

 

C 

ayw1 เวียดนาม 

adw2 เอเชียตะวันออก 

 เกาหลี, จีน, เวียดนาม, ไตหวัน 

D 

adrq+ 

 Adrq-, ayr, adr Polynesia, เกาหลี, จีน, ญี่ปุน, ออสเตรเลีย, อเมริกา, เวียดนาม  

ayw2, ayw3 บริเวณเมดิเตอเรเนียน 

 ayw4 อินเดีย, รัสเซีย, อเมริกา 

E ayw4 แอฟริกาตะวันตก 

F adw4q- Polynesia 

 adw2, ุโรป 

ยุโรป, อเมริกา 

ayw4 อเมริกาใต และ อเมริกากลาง, ย

G adw2 

H adw4 อเมริกาใต และ อเมริกากลาง 

 
วัคซีนปองกนัไวรสัตับอักเสบ บ ี
 ในสมัยกอนไดมีการพัฒนาวัคซีน โดยเตรียมจากเลือดของผูติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี โดย

ccine โดยการ

ํายนีที่ค

การนาํมาแยกเอา HBsAg แลวนํามาทําใหบริสุทธิ ์ หลงัจากนัน้ผานขบวนการฆาเชื้อดวยสารเคมี 

เพื่อทาํลายคุณสมบัติในการติดเชื้อของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี และเชื้อไวรัสอ่ืนที่อาจปนเปอนมากบั

เลือด เรียกวา plasma derived vaccine (40) 

 ปจจุบันวัคซนีปองกนัไวรัสตับอักเสบ บี เปนชนิด recombinant DNA va

น วบคมุการสราง HBsAg ใสเขาไปในพาหะชนดิ expression vector แลวใสเขาไปในเซลล

เจาบาน (host) เพื่อทําใหเซลลเจาบานนั้นสราง HBsAg  เซลลเจาบานที่ใชอาจเปนยีสตหรือ 

mammalian cell เชน Chinese hamster ovarian (CHO cell) ก็ได แตปจจุบันนยิมใชยีสต 

(Saccharomyces cerevisiae) มากกวา เมื่อ HBsAg ถูกสรางออกมาทาํใหบริสุทธิเ์พื่อนาํไปผลิต

เปนวัคซนีตอไป (41, 42) 
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 หลักในการใหวัคซีนนั้น จะใหเบื้องตน 2-3 เข็มโดยหางกนัครั้งละ 1-2 เดือน และฉีด

กระตุนอีกใน 6-12 เดือนตอมา ข้ึนกับภาวะของผูรับวัคซนีกอนหรือหลงัสัมผัสโรค ในกรณีใหวัคซีน

กอนสัมผัสเชือ้ (pre-exposure) ใหฉีดเขากลามเนื้อเดอืนที ่0, 1 หรือ 2 และ 6 เดือน และในกรณี

ใหวัคซีนหลงัสมัผัสเชื้อ (post-exposure) ซึ่งตองการใหเกดิภูมิคุมกันขึน้เร็ว จะใหเบือ้งตน 3 เข็ม

หางกนัทกุ 1 เดือน (ในเดือนที่ 0, 1, 2) และฉีดกระตุนในเดือนที ่12 

วนมาก

โดยเฉพาะ ื้อไวรัส บี จึงใหฉีดวัคซีน  ซึ่ง

ไดผลที่ดีเปน มาก (43) ประเทศไทยได ด็กแรกเกิดตั้งแตป พ.ศ. 2535 โดยบรรจุ

ใน Expande rogram on Immunizat งทาํใหอัตราการตรวจพบ HBsAg ในเดก็

ลดลงมาก ใน ี่เกิดหลัง EPI มีอัตรากา ยกวารอยละ 1 ถึงแมวาว ีนที่ใหจะเปน

นิด ay ซึ่งผลิตตาม subtype ของตางประเทศ แตกส็ามารถปองกนัการติดเชื้อชนิด ad ที่พบใน

หลังจากที่ไดมีการใชวัคซนีกนัอยางแพรหลาย ไดมีการศึกษาผลของการใชวัคซนีพบวา มี

ิคุมก Ag เปน protective ารติดเชื้อได 

การเกิดการ mutatio ี้อาจทําใหเชื้อสา ภูมิคุมกัน 

และอาจจะทําใหเกิดการ ในผูที่เคยไดรับวัคซีนและ เรียก utant (44) 

 ึกษาใน รับวัคซีน แตพบการติดเชื้อไวรัสต บ ี เมื่อทําการอานรหัส

พันธกุรรม (sequencin วนของ HBsAg ของเชื้อดังก mutation เกิดขึ้นใน

ตําแหน  codon ที่ 145 ารเปลีย่นแปลงกรดอะม  arginine (R) 

เรียกวา 145R แล eter

epitop ื้อ (45 ี้ยังพบการเปลี่ยนแปลงก ที่ไดรับวัคซีน อีก

หลายต หนงในสวนขอ eterminant นี้  
 

 

 

 

 เนื่องจากประสิทธิภาพที่ด ี และวัคซีนมีความปลอดภัยสูง ประเทศตางๆจาํน

ในเขตที่มีการระบาดของเช ตับอักเสบ ในเดก็แรกเกิดทุกราย

อยาง ใหวัคซีนในเ

d P

เดกท

 ion (EPI) ซึ่

็ รเปนพาหะนอ ัคซ

ช

ประเทศไทยไดไมแตกตางกนั 

 
Escape mutant 
 

ผูที่ไดรับวัคซีนแตพบการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี เมื่อไดมีการศึกษาตอจึงพบวามกีารกลายพนัธุ 

หรือ mutation ที่บริเวณ S gene เนื่องจาก HBsAg เปนแอนติเจนที่สําคัญมากของเชื้อไวรัสตับ

อัก ะภูมเสบ บี แล ันตอ HBs  antibody ซึ่งสามารถปองกนัก

n ในบริเวณน มารถหลกีเลี่ยงการทาํลายจากระบบ

ติดเชื้อ วา escape m

จากการศ ผูที่ได ับอักเสบ 

g) ในส ลาว พบวามี 

ง  โดยมีก ิโนจาก glycine (G) ไปเปน

 G ะมีผลตอ “a” d minant ซึ่งเปน common epitope และเปน protective 

e ของเช ) นอกจากน รดอะมิโนในประชากร

าํแ ง “a” d
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ตารางที่ 3 แสดงการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนของไวรัสที่กลายพันธุ ที่บริเวณ HBsAg ทําใหเกิดการกลาย

ันธุแบบพ  escape mutant 

ตําแหนงของกรดอะมิโน สายพันธุเดิม กลายพันธุ 

126 Thr (T) Asn (N) 

141 Lys (K) Glu (E) 

144 Asp (D) Ala (A) 

145 Gly (G) Arg (R) 

 

 อยางไรก็ตาม การศึกษาตอมาพบวา escape mutant ใน S gene ยังพบไดไมบอยมาก

นัก และยังไมเกิดปญหาทางการแพทยและสาธารณสุข รวมทัง้ยงัไมเกดิการแพรกระจายไปทัว่โลก

อยางทีห่วาดกลัวกัน แตยังตองมีการเฝาระวังกนัตอไป (46) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
รูปแบบการวจิัย 
 การวิจยัครั้งนีเ้ปนการวิจัยเชงิพรรณนา (Cross-sectional, Descriptive research) โดย

การวิจยัในครัง้นี้ไดผานการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 

(Chulalongkorn University Ethics Committee)  

 
ประชากรศกึษา 
 ทําการเก็บตัวอยางจากประชากรชาวไทยในภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนอื ภาค

กลาง และภาคใต ซึ่งทาํการคัดเลือกจังหวัดในแตละภาคมาภาคละ 1 จังหวัด โดยใชวิธีเลือกแบบ

จําเพาะเจาะจง ไดแก จังหวดัเชียงราย อุดรธานี ชลบุรี และนครศรีธรรมราช แตละจังหวัดทาํการ

คัดเลือกโรงพยาบาลจํานวน 3 โรงพยาบาล ประกอบไปดวย โรงพยาบาลจงัหวัด (หรือโรงพยาบาล

ศูนย) 1 แหง และโรงพยาบาลชุมชน 2 แหง โดยการคัดเลือกไมกระจุกอยูในสวนใดสวนหนึง่ของ

จังหวัดนัน้ ประชากรที่นาํมาศึกษามีคุณสมบัติดังนี ้

- เปนประชาชนชาวไทย 

- มีภูมิลําเนาในจังหวัดที่เลือก 

- มีอายุระหวาง 6 เดือนถงึ 60 ป 

- ไมไดรับการวินิจฉัยวาเปนโรคที่มีผลตอระบบภูมิคุมกัน เชน โรคเอดสในระยะทีม่ี

อาการของโรคชัดเจน ที่มีการทราบมากอนแลว หรือมีอาการชัดเจน โรคมะเร็งในเลือด โรคมะเร็ง

ในตอมน้าํเหลอืง SLE 

- ไมไดรับยากดภูมิคุมกันเกนิกวา 1 เดือน ภายใน 1 ปทีผ่านมา (นับจากปจจุบนั) เชน 

steroids, immunosuppressive drugs, chemotherapy เปนตน 

- ไมมีประวัติการเจ็บปวยเรื้อรัง ไมไดรับการรักษาในโรงพยาบาลเกนิกวา 1 เดือน 

ภายใน 1 ปที่ผานมา (นับจากปจจุบนั) 

- ไมเปนผูทีม่ีโรคประจําตัวหรอืโรคเรื้อรัง รวมทัง้โรคที่เปนอันตรายจากการเจาะเลอืด 

ทั้งทางรางกายและจิตใจ เชน Hemophilia โรคหัวใจ โรคจิต เปนตน 

จํานวนตวัอยางทั้งหมด 

- จังหวัดเชียงราย รวมจาํนวน 1,581 ตัวอยาง 

- จังหวัดนครศรีธรรมราช รวมจํานวน 1,494 ตัวอยาง 



 21 

- จังหวัดอุดรธานี รวมจํานวน 1,727 ตัวอยาง 

- จังหวัดชลบุรี รวมจํานวน 1,437 ตัวอยาง 

รวมทัง้สิ้น 6,239 ตัวอยาง 

หลังจากทําการเก็บตัวอยาง ไดมีการรวบรวมขอมูลการวิจัย โดย การทําแบบสัมภาษณ 

ซึ่งประกอบไปดวยขอคําถามเกี่ยวกับประวัติการไดรับวคัซีนในอดีต ประวัติการเจบ็ปวยของผูปวย

และบุคคลในครอบครัว และขอมูลพื้นฐาน อันประกอบดวย ชื่อ-สกุล วัน เดือน ป เกิด เพศ จาํนวน

พี่นอง ที่อยู อาชีพตนเอง บดิา มารดา จากนัน้ทาํการตรวจทางหองปฏิบัติการ ใชซรัีมตัวอยางของ

อาสาสมัครตรวจ ณ หองปฏิบัติการ ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางไวรัสตับอักเสบ ภาควิชากุมารเวช

ศาสตร คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั โดยทําการตรวจดวยวธิี ELISA เพื่อทําการ

หา แอนติบอดีไวรัสตับอักเสบ เอ บ ีและ ซ ีและแอนติเจนของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ี

ทําการคัดเลือกตัวอยางที่ใหผลบวกตอ แอนติเจนของเชือ้ไวรัสตับอักเสบ บี จาํนวนทั้งสิน้ 

- จังหวัดเชียงราย จํานวน 107 ตัวอยาง 

- จังหวัดนครศรีธรรมราช จํานวน 34  ตัวอยาง 

- จังหวัดอุดรธานี จาํนวน 70 ตัวอยาง 

- จังหวัดชลบุรี จํานวน 35 ตัวอยาง 

รวมจํานวน 246 ตัวอยาง 

นําตัวอยางที่ใหผลบวกตอ แอนติเจนของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี มาทาํการศึกษา โดย

ตัวอยาง ซีรัม ที่เหลือจะทาํการเก็บตัวอยางไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซยีส 

 
เครื่องมือและวัสดุทีใ่ชในการวิจัย 
1. เครื่องมือ 

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

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

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

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

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

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

1.7   Pipette rack (Eppendorf, Germany) 

1.8   Thermometer (Precision, Germany) 

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

1.11   Stirring-magnetic bar 

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

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

1.14   Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 

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

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

2.2 Vortex mixer (Scientific industry, USA) 

2.3 Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne, USA) 

2.4 Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 

2.5 Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich, USA) 

2.6 Microcentrifuge 0.2 ml (Axygen, USA) 

2.7 Microcentrifuge 1.5 ml (Elkay, USA) 

2.8 Eppendorf Mastercycler personal (Hamburg, Germany) 

2.9 Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 

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

2.11  Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 

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

2.13  Thermal paper (Bio-RAD, USA) 

2.14  Refrigerator 4°C (Misubishi, Japan) 

2.15  Freezer -20°C (Sanyo, Japan) 

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

2.17  Water Purification equipment (Water pro Ps, USA) 

2.18  ABIPRISMTM 310 Genetic (Perkin-Elmer, USA) 

2.19  Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey, USA) 

2.20  Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland) 
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สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั 
1. สารเคมีทัว่ไป 

1.1 Agarose molecular grade (Promega, USA) 

1.2 Diethy pyrocarbonate (Sigma, Singapore) 

1.3 Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 

1.4 Sucrose (USB, Hong Kong) 

1.5 100 base pair DNA ladder (Biolab, USA) 

2. สารเคมีสําหรับการสกัด DNA (DNA extraction) 

2.1 Isoamyl alcohol (Sigma, Singapore) 

2.2 Absolute ethanol (Sigma, Singapore) 

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

2.4 Tris base (USB, Hong Kong) 

2.5 Boric acid (USB, Hong Kong) 

2.6 Sodium acetate (Sigma, Singapore) 

2.7 Proteinase K (USB, Hong Kong) 

2.8 Phenol (Pierce, USA) 

2.9 Chloroform (Sigma, Singapore) 

3. สารเคมีสําหรับการทาํ PCR 

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

4. สารเคมีสําหรับการทาํผลผลิต PCR ใหบริสุทธิ ์

4.1 Perfect Gel Cleanup (Eppendorf, Hamburg, Germany) 

4.2 Isopropanol (Sigma, Singapore) 

5. สารเคมีสําหรับการทาํ DNA sequencing 

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

(ABI), USA) 

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

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

1.1 Positive control 

ไดตัวอยางจาก ผูบริจาคโลหิตที่สภากาชาดไทย และตรวจพบสารพนัธุกรรมของไวรัส

ตับอักเสบ บี ดวยวิธ ีPCR 

1.2 Negative control 

เนื่องจาก HBV เปน DNA ไวรัส เพราะฉะนั้น Negative control ในการศึกษาครั้งนี้ 

คือ น้าํ ที่ปราศจากเอนไซมยอย DNA (DNase) คือ Distilled water ที่มีปริมาตรเทากับ DNA ที่ใช

ในการทดลอง 

 
2. การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

ใช ซีรัม ปริมาณ 100 μl ในการสกัด DNA ดวยวิธี phenol/chloroform ดังแสดงในรปูที่ 7 
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นํา ซีรัม ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองจนละลายหมด  

 

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

 
Incubate ที่ 50°C เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง  

 

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

 

 
ปนเหว่ียงที ่14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  

 

นําสวนใสใสหลอดใหมแลวเติม NaOac (2M) 40 μl +  glycogen 4 μl + Abs EtOH 800 μl  

 

 
Incubate ที่ -70°C เปนเวลา 30 นาที  

 

ปนเหว่ียงที่ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  

 

 

ปนเหว่ียงที่ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

ดูด EtOH ทิ้งและลาง DNA ดวย 70% EtOH 1 ml  

 

 

 

 
ทําใหแหงดวยระบบสุญญากาศ เปนเวลา 10 นาที  

 

ละลาย DNA ในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 30 μl  

 

 
เก็บที่ -4°C 

 

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

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

ตารางที่ 4 แสดงรายละเอยีดของ primer ที่ใช 
Primers ลําดับเบส ตําแหนง Tm (°C) 

Pre-S1 F (forward primer) 

R4 (reverse primer) 

5’ TCACCATATTCTTGGGAACAAGA 3’ 

5’ ATGGCACTAGTAAACTGAGCC 3’ 

2,817-2,839* 

689-668* 

64 

62 

*เปรียบเทียบกับตําแหนงบนลําดับนิวคลโีอไทด ของ HBV accession number AB115417 

 

 ทําการเตรียมสวนผสมของสารเรียงตามลําดับลงใน microtube ดังตารางที่ 5 

 

ตารางที่ 5 แสดงสวนผสมของปฏิกริยา PCR เพื่อเพิ่มจาํนวน DNA ของ HBV ในสวนของ Pre-S1 

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

Distilled water 

Eppendorf MasterMix (Hamburg, Germany) 

Pre-S1 F primer (10 pmol) 

R4 primer (10 pmol) 

DNA Template 

12 μl 

10 μl 

0.5 μl 

0.5 μl 

2 μl 

Total volume 25 μl 

   

จากนั้นนํา microtube ที่ใสสารละลายดงัตารางที่ 5 ทั้งหมดใสในเครื่อง Eppendorf 

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

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

Pre-denaturation 94 

55 

72 

1 นาที 

1 นาที 

1 นาที 

Denaturation 94 

55 

72 

ทําซ้ํา 35 รอบ 

30 วินาที 

30 วินาที 

1 นาที 30 วินาที 

ทําซ้ํา 35 รอบ 

Post extension 72 7 นาที 

 

ตรวจสอบผลผลิตจากการทาํ PCR โดยการนําผลผลิตที่ไดทั้งหมดผสมกับ loading dye 

แลวใสลงในหลุมของ 2% agarose gel electrophoresis ที่ไดทําการเตรียม gel แบบแผนนอน

ราบเรียบรอยแลว จากนัน้ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 1 ชั่วโมง และใช marker 100 bp 

เปนตัวมาตรฐานเปรียบเทยีบ นาํ gel ที่ไดมาแชในสารละลาย ethidium bromide ประมาณ 10-

15 นาที และนํามาเขาเครื่องฉายรงัสีอัลตราไวโอเลต (Gel Doc) ขนาดของผลผลิตคือ 1,088 bp 

 
4. การตรวจสอบลาํดับนวิคลีโอไทด (DNA sequencing) 
 ทําผลผลิตที่ไดจากการทํา PCR ใหบริสุทธิ์ โดยการตดั gel ในสวนแถบ DNA ทีต่องการ 

จาก gel electrophoresis และทําใหบริสุทธิ์โดยใช Perfect Gel Cleanup kit แลวตรวจสอบ

ผลผลิตที่ไดจากการทําใหบริสุทธิ์ โดยนําผลผลิตที่ได 5 μl ทําการตรวจดวย gel electrophoresis 

อีกครั้งหนึ่งวาไดชิ้นสวน DNA ที่ตองการหรือไมและเพื่อตรวจสอบวาไมม ี DNA อ่ืนเจือปน 

หลังจากนั้นจงึนําผลผลิตที่ผานการตรวจสอบแลวมาทํา cycle sequencing การตรวจสอบลําดับ

นิวคลีโอไทดนัน้จะใช primer Pre-S1 F เพือ่ทาํการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ Pre-S1 

และใช primer R4 เพื่อทาํการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ “a” determinant โดยผสม

สารที่ใชทาํ cycle sequencing ดังตารางที ่7 
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ตารางที่ 7 แสดงสวนผสมของสารที่ใชในการทาํ cycle sequencing 
สารละลาย ปริมาณ (μl) 

Distilled water 5.33 

5X buffer 2 

BigDye RR-100 4 

Primer (Pre-S1 F หรือ R4) 0.67 

ผลผลิตที่ทําใหบริสุทธิ์แลว 8 

Total volume 20 

 

 หลังจากผานการทาํ cycle sequencing แลว นาํผลผลติที่ไดไปผานขั้นตอนการ

ตกตะกอนเพือ่นําไปอานลําดับนิวคลีโอไทดดวย ABIPRISMTM ดังนี ้
 

ผลผลิตที่ไดจาก cycle sequencing 
 

 

 
เติม 4 μl glycogen + 80 μl 75% Isopropanol  

 

 
ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที 

 

 

 
ปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอวินาที เปนเวลา 20 นาที 

 

 

 
เทสวนใสทิ้ง 

 

 

 
เติม Template suspension reagent 25 μl 

 

 

 นําเขาเครื่อง ABIPRISMTM 310 เพื่ออานผล 
 

รูปที่ 8 แสดงขั้นตอนการตกตะกอนที่ไดจากการเขา cycle sequencing 
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 ทําการอานผลที่ไดโดยใชโปรแกรม Chromas Lite 2.0 เพื่อวิเคราะห Chromatogram 

ของลําดับ       นวิคลีโอไทด และทําการวิเคราะหผลตอไป 
5. การวิเคราะหขอมูล (Data Analysis) 
 เปรียบเทียบผลการทาํ PCR กับ ผลการทาํ ELISA โดยแสดงผลเปนรอยละ 

ลําดับนิวคลีโอไทด ของ ไวรัสตับอักเสบ บี ในสวนของ Pre-S1 และ “a” determinant เมื่อ

ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจากการอานลําดับนิวคลีโอไทดของ forward primer หรือ 

reverse primer เรียบรอยแลว ทําการวิเคราะหโดย 

 ลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ Pre-S1 : 

- ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับนิวคลโีอไทดของสิ่งมีชีวิตอ่ืน ทีม่ีอยูใน

ธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST จาก www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast 

- ทําการจําแนก genotype โดยการเปรยีบเทียบนวิคลีโอไทดที่ไดกบันิวคลีโอไทดของ

ไวรัสตับอักเสบ บี แตละ genotype ที่มีอยูในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม 

BLAST และ โปรแกรม Genotyping tool 

- ทําการเปรียบเทียบความเหมือน หรือ ความตางของ ลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิ

โน  ดวยวิธ ี cluster analysisโดยใชโปรแกรม Clustal X Ver3ion 1.83 และ Bioedit version 

7.0.4.1 เพื่อเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษา กับ ลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสตับ

อักเสบ บ ีที่มอียูในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) 

- สรางรูปของโครงสรางความสัมพนัธ (dendrogram หรือ phylogenetic tree) จาก

ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดโดยใชโปรแกรมClustal X version 1.83 และ MEGA3.1 เพื่อหา

ความสัมพันธระหวาง ลําดบันิวคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษา กับนวิคลีโอไทดของไวรัสตับอักเสบ บี 

แตละ genotype ที่มีรายงานอยูในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) 

- วิเคราะหคํานวนหาคาเปอรเซ็นความแตกตางของนิวคลโีอไทด และกรดอะมิโน 

(genetic distance) ระหวาง ลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนที่ไดจากการศึกษา เปรียบเทยีบ

กับ ลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโน ของตางประเทศที่มีรายงานอยูในธนาคารรหัสพันธุกรรม 

เพื่อหาความสมัพันธ โดยใช โปรแกรม MEGA3.1  

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
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ลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ “a” determinant : 

- ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับนิวคลโีอไทดของสิ่งมีชีวิตอ่ืน ที่มีอยูใน

ธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST จาก www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast 

- ทําการจําแนก subtype โดยการ แปลงรหสัพันธกุรรมในสวนของ “a” determinant ให

เปน กรดอะมิโน จากนั้นดูลําดับกรดอะมิโนในตําแหนง 122 และ ตําแหนง 160 วาเปน subtype 

ใด ดังตารางที ่1 

- เปรียบเทียบผลจากการทาํ genotype และ subtype 

- เปรียบเทียบกบัขอมูลการใหวัคซีน วามีผูทีไ่ดรับวัคซีน แตยังพบการตดิเชื้อหรือไม และ 

ตรวจสอบดูในสวนของ “a” determinant วามกีารกลายพันธุ escape mutant หรือไมในตําแหนง

ดังตารางที่ 3 

 
6. เผยแพรขอมลูลาํดับนิวคลีโอไทด 

ทําการเผยแพรลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดที่ไดจากการศึกษา โดยใช program Sequin 

version 6.0 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sequin) ไปยังฐานขอมูล ธนาคารรหัสพันธุกรรม 

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

 
7. การแยกเชื้อทั้ง 2 ชนิดออกจากกันโดยการ cloning 

จากการอานขอมูลลําดับนวิคลีโอไทด หากพบลักษณะการซอนทบักันของรูป 

chromatogram ซึ่งอาจเกิดจากการการมเีชื้อ 2 ชนิดอยูในตัวอยางเดียวกนั จึงทําการทดสอบโดย

การ Clone เพื่อทาํการแยกเชื้อ 2 ชนิดออกจากกัน โดยผลผลิตที่ไดจากการทํา PCR ใหบริสุทธิ ์

โดยการตัด gel ในสวนแถบ DNA ที่ตองการ ที่ไดจากการทาํ gel electrophoresis และทําให

บริสุทธิ์โดยใช Perfect Gel Cleanup แลวตรวจสอบผลผลิตที่ไดจากการทาํใหบริสุทธิ์ โดยนํา

ผลผลิตที่ได 5 μl ทําการตรวจดวย Gel electrophoresis อีกครั้งหนึ่งวาไดชิ้นสวน DNA ที่

ตองการหรือไมและเพื่อตรวจสอบวาไมม ี DNA อ่ืนเจอืปน นาํผลผลิตที่ไดจากการทํา PCR ให

บริสุทธิ์ มาทําการเชื่อมตอกบั vector โดยใช pGEM®-T Easy Vector System I (Promega) โดย

ผสมสารดังตารางที ่8  

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sequin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ตารางที่ 8 แสดงสวนผสมของสารที่ใชในการเชื่อมตอกับ vector โดยใช pGEM®-T Easy 

Vector System I 
สารละลาย ปริมาณ (μl) 

pGEM®-T Easy Vector 1 

T4 DNA Ligase 1 

2x Rapid Ligation  Buffer, T4 DNA Ligase 5 

ผลผลิตที่ทําใหบริสุทธิ์แลว 3 

รวม 10 

 

 นําสวนผสมทีไ่ดเก็บไวที่อุณหภูมิหอง หรือ ที่ 4°C เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นนาํมาทํา

การ transform เขาสู competent cell ( E.coli strain DH5-α) และทําการคัดเลือก clone ดังนี ้

 
 

นํา competent cell 50 μl ผสมกับ vector ที่ทําการ ligase แลว 5 μl 
 

 

 Incubate ใน น้ําแข็ง 20 นาที จากนั้นนํามา incubate ที่ อุณหภูมิ 42 °C เปนเวลา 

45-50 วินาที แลวจึงนํามา incubate ในน้ําแข็งอีก 2 นาที  

 

 

เติม soc medium 950 μl แลวนําไป incubate ที่ 37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที  

 

 
นํามา Spread ลงใน LB/ampicilin/IPTG/X-Gal plate โดยใชปริมาณ 100 μl  

 

 
Incubate ที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 18 ชั่วโมง 

 

รูปที่ 9 แสดงการ transform เขาสู competent cell โดยใช pGEM®-T Easy Vector System I 

 หลังจาก incubate ที่อุณหภมูิ 37 °C เปนเวลา 18 ชั่วโมง จะพบ colony สีขาว และ สีฟา 

เขี่ยเลือก colony สีขาวขึ้นมา ใสใน LB broth/ampicilin จากนั้น incubate ที่อุณหภมูิ 37 °C เปน

เวลา 18 ชั่วโมง สกัด plasmid ที่ไดใน LB broth/ampicilin โดยใช FastPlasmid Mini จากนัน้

นําไปเพิ่มจํานวน DNA ดวยวธิี PCR แลวจึงนาํไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด (DNA 

sequencing) 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

 จากการเก็บตัวอยางซีรัมจากประชากรชาวไทย อายุระหวาง 1-60 ป ที่มารับบริการจาก

โรงพยาบาลของรัฐ ในจังหวัด เชยีงราย อุดรธาน ี ชลบุรี และนครศรีธรรมราช ไดจํานวนทั้งหมด 

6,239 คน จากนั้นไดทําการคัดเลือกตัวอยางซีรัมจากผูที่ใหผลบวกตอแอนติเจนของไวรัสตับ

อักเสบ บี ดวยวิธี ELISA จํานวนทั้งหมด 246 คน แตเนื่องจากผลการตรวจดวย ELISA จาก

หองปฏิบัติการพบวา จําเปนตองมกีารตรวจซ้ํา จึงเปนเหตุใหปริมาณซีรัมตัวอยาง บางตัวอยางไม

มีซีรัมในการตรวจเพียงพอ จึงทาํการคัดเลือก ซีรัมตัวอยางที่สามารถนํามาทําการศึกษา ทัง้หมด 

201 คน ดงัตารางที9่ 

 

ตารางที่ 9 แสดงจํานวนตัวอยางที่ใชในการศึกษา 
จังหวัด จํานวนตัวอยางทั้งหมด จํานวนที่ใหผลบวกตอELISA จํานวนที่ใชในการศึกษา 

เชียงราย 1,581 107 93 

นครศรีธรรมราช 1,494 34 25 

อุดรธานี 1,727 70 59 

ชลบุรี 1,437 35 24 

รวม 6,239 246 201 

 

 จากตาราง จาํนวนตัวอยางที่ใชในการศึกษาครั้งนี้มีจํานวน 201 ตัวอยาง แตละตัวอยาง

ไดทําการใส Code ดวย รหัสจังหวัด ตามดวย รหัสตัวอยาง ซึ่งไดแสดงรายละเอยีดไวใน

ภาคผนวก 
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ผลการเพิ่มจาํนวนดีเอ็นเอ (DNA amplification) ของ HBV ในสวนของ Pre-S1 จนถึง
บริเวณ “a” determinant 
 จากการทาํ PCR จาก HBV DNA ในสวน ของ Pre-S1 จนถึงบริเวณ “a” determinant 

ดวย primer PreS1F และ R4 จะไดผลผลิตจาการทํา PCR ขนาด 1,088 bp ตามรูปที ่10 

 

 

  
1,088 bp  

 

 

 

 

รูปที่ 10 แสดงผลผลิตจากการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอ (DNA amplification) ของ HBV ในสวนของ 

Pre-S1 จนถงึบริเวณ “a” determinant ดวย primer PreS1F และ R4 ไดผลผลิตขนาด 

1,088 bp โดย M คือ 100 bp marker, S1 คือ ตัวอยางที่ , S2 คือ ตัวอยางที่ 2 , P คือ 

positive control และ N คือ negative control 

 จาการตรวจสอบดวยวิธ ีPCR จาก ซีรัม ตัวอยางทัง้หมด ไดผลบวกทั้งหมด 147 ตัวอยาง 

คิดเปนรอยละ 73.13% 

 

ตารางที่ 10 แสดงผลการตรวจสอบซีรัมตัวอยางดวยวิธ ีPCR 
จังหวัด จํานวนที่ใชในการศึกษา จํานวนที่ใหผลบวกตอ PCR คิดเปนรอยละ (%) 

เชียงราย 93 62 66.67 

นครศรีธรรมราช 25 20 80.00 

อุดรธานี 59 46 77.97 

ชลบุรี 24 19 79.17 

รวม 201 147 73.13
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ผลการตรวจสอบลาํดับนวิคลีโอไทดในสวนของ Pre-S1 
 ผลการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ Pre-S1 โดยไดจากการอานลําดับนิวคลี

โอไทดดวย primer Pre-S1 F เมื่อนําไป ทาํการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดกบันิวคลีโอไทด

ของสิ่งมีชวีิตอื่น ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) พบวามีความเหมือนกับ ลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสตับ

อักเสบ บ ีทุกตัวอยาง 

 ผลการตรวจสอบ genotype โดยการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดที่ไดกับนวิคลีโอไทด

ของสิ่งมีชวีิตอื่น ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม Genotyping tool 

(http://www.ncbi.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi) พบวาสามารถแยก genotype 

ของเชื้อตัวอยางไดเปน Genotype C, B และ A  

 

ปที่ 11 ตัวอยางผลจากการ เปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดกับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชวีิตอื่น 

 

รู

ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธกุรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST จากรูปจะพบวาลําดับ

นิวคลีโอไทด ที่ไดจากการศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกบัลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดกับส่ิงมีชีวิตอืน่ 

พบวามีความเหมือนกับลําดบันิวคลีโอไทดของ Hepatitis B virus ในสวนของ  surface 

antigen gene 
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รูปที่ 12 ตัวอยางการ เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดที่ไดกับนวิคลีโอไทด ทีม่ีอยูในธนาคารรหัส

พันธกุรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST จากรูปจะพบวาลําดบันิวคลีโอไทด ที่ไดจาก

การศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกบัลําดับนวิคลีโอไทดที่ได พบวามีความเหมือนกับลําดบันิวคลีโอ

ไทดของ Hepatitis B virus ในสวนของ  surface antigen gene โดยมีความแตกตางเพียง

เล็กนอย 
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รูปที่ 13 ตัวอยางผลการตรวจสอบ genotype โดยการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดกบั      

นิวคลีโอไทดของสิ่งมีชวีิตอื่น ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธกุรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม 

Genotyping tool จากรูปพบวาตัวอยางของลาํดับนิวคลีโอไทดทีน่ํามาศึกษานัน้เมื่อ

เปรียบเทียบกบัลําดับนวิคลีโอไทดที่มีรายงานอยูในธนาคารรหัสพนัธกุรรม (GenBank) มี

ความเหมือนกบั genotype C มากที่สุด จงึสามารถจําแนกไดเปน genotype C  
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Phylogenetic Analysis 
 เมื่อนําลาํดับนิวคลีโอไทดทีไ่ดจากการศึกษามาทาํการวเิคราะหดวยวธิี phylogenetic 

analysis แลวเราจะสามารถจัดกลุมไดวา ลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษานัน้อยูใน 

genotype ใด โดยทาํการเปรียบเทียบกับ ลําดับนิวคลีโอไทดที่ทราบ genotype ซึ่งมีรายงานอยูใน

ธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) โดย ลําดับนิวคลีโอไทดที่ทราบ genotype ซึ่งมีรายงานอยูใน

ธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) ทีน่ํามาเปรียบเทียบไดแก  

 Genotype A: X70185, V00866, Z35717 

 Genotype B: D23677, D23678, D23679 

 Genotype C: X75665, M38636, V00867 

 Genotype D: X72702, X65257, AF043593 

 Genotype E: X75657, X75664 

 Genotype F: X75658, X75663, X69798 

 Genotype G: AB064311, AB056513, AB056515 

 นําลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษา เปรียบเทียบกบัลําดบันิวคลีโอไทดที่ทราบ 

genotype ซึ่งมีรายงานอยูในธนาคารรหัสพันธกุรรม (GenBank) ดวยวิธ ี Cluster analysis โดย

โปรแกรม ClustalX version 1.83 วิธี Multiple Alingment จากนัน้นาํผลที่ไดมาทํา phylogenetic 

analysis ดวยโปรแกรม MEGA 3.1 โดยวิธ ี Neighbor-Joining Method และใชแบบจําลองเปน 

Kimura 2-parameter 

 จากการศึกษาไดทํา phylogenetic analysis ทั้ง 4 จังหวัด และรวมทัง้หมดดงัรูปที่ 14-18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 38 
CR-816
CR-819

CRM-133
CRM-211

CRP-159
CRP-177

D23679
D23677
D23678

CR-908
CR-197

CR-429
CRP-228

M38636
V00867

X75665
Group**

V00866
CRM-194

X70185
Z35717

X75657
X75664

X72702
X65257

AF043593
AB056515
AB064311
AB056513
X75658
X75663

X69798

46

85

81

70

48

94

94

84

0.05

B

C

A

E

D

G

F

CR-816
CR-819
CR-816 

CRM-133
CR-819

 
CRM-211

CRM-133

CRP-159
CRP-177

CRM-211 

D23679
D23677
D23678

CR-908
CR-197

CR-429
CRP-228

M38636
V00867

X75665
Group**

V00866
CRM-194

X70185
Z35717

X75657
X75664

X72702
X65257

AF043593
AB056515
AB064311
AB056513
X75658
X75663

X69798

46

85

81

70

48

94

94

84

0.05

CRP-159
 CRP-177

D23679
D23677
D23678

CR-908
CR-197

CR-429
CRP-228

M38636
V00867

X75665
Group**

V00866
CRM-194

X70185
Z35717

X75657
X75664

X72702
X65257

AF043593
AB056515
AB064311
AB056513
X75658
X75663

X69798

46

85

81

70

48

94

94

84

BB 

 

 

 

 

0.05

C
 

C 

 

 
AA

 

 
EE

 

 DD
 

G G
 

FF

**Gro , CR-244, CR-260, CR264, CR-285, 

CRP-110, CRP-194, CRP-200, CRP-316 

 

 

 

รูปที่ 14 แสดงการวิเคราะห phylogenetic ของจังหวัด เชียงราย จากรปู ลําดับนิวคลีโอไทดที่ได

จากการศึกษา จะสามารถจดัไดอยูใน genotype A, B, C  
up = CR-081, CR-082, CR-174, CR-194, CR-219, CR-239

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

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

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

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

ไทดที่ไดจากการศึกษา จะสามารถจัดไดอยูใน genotype A, C 
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ปที่ 16 แสดงการวิเคราะห phylogenetic ของจังหวัด อุดรธานี จากรปู ลําดับนิวคลีโอไทดที่ได

จากการศึกษา จะสามารถจดัไดอยูใน genotype B, C 
Group = UD-008, UD-021, UD-049, UD-054, UD-068, UD-100, UD-156, UD-157, UD-176, UD-182, 

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

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

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

153, UDV-387, UDV-395, UDV-396, UDV-399, UDV-400, UDV-408, UDV-410 
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ปที่ 17 แสดงการวิเคราะห phylogenetic ของจังหวัด ชลบุรี จากรูป ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจาก

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 D 2 3 6 7 8
 C R P - 1 5 9
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 C H P - 1 0 7
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 C H - 7 0 3
 C H P - 1 2 6
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ปที่ 18 แสดงการวิเคราะห 

hylogenetic ของตัวอยางลําดับ

ิวคลีโอไทดทัง้หมดที่ไดจาก

ารศึกษา 
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 ผลการจําแนก genotype จากผลการตรวจสอบ genotype โดยการเปรียบเทียบลาํดับ

ิวคลีโอไทดทีไ่ดกับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชวีิตอื่น ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) 

ยใชโปรแกรม Genotyping tool และการวิเคราะหดวย phylogenetic analysis ทั้งหมด 4 

ังหวัด สามารถสรุปไดดังตารางที่ 11 

 แสดงผลการจาํแนก genotype ของตัวอยางทัง้หมด 4 จังหวัด 

น

โด

จ

 

ตารางที่ 11
Genotype (%) 

จังหวัด 
A B C 

รวม 

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

นครศรีธรรมราช 1 (5.00) - 19 (95.00) 20 

อุดรธานี - 1 (2.17) 45 (97.83) 46 

ชลบุรี - 6 (31.58) 13 (68.42) 19 

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

 
การเผยแพรขอมูลลําดับน ลีโอไทด 
 ึกษาครั้ แพร โ ูลลําดั ด ไปยังฐานขอมูล

ธน ุกรรม (GenBank) ซึ่งจะเป ืน้ฐานในก รัสตับอักเสบ ตอไป 

ซึ่งฐาน ดังกลาวสามารถเขาไปคนควาไ //www.n .gov

ิวค
ผลการศ

า นัธ

งนี้ไดเผย ดยการสงขอม บนิวคลีโอไท

คารรหัสพ นขอมูลพ ารศึกษาไว  บี 

ขอมูล ดที ่ http: cbi.nlm.nih  โดยม ายเลข

ประจํา ิวคลีโอไทด Bank ac numbe ายเลข DQ361314-

Q361535 

ีหม

ลําดับน  (Gen cession r) ตั้งแตหม

D
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ผลการคํานวนคาเปอรเซ็นตความแตกตางของนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโน 

จากการคํานวนคาเปอรเซน็ตความแตกตางของลาํดับนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโนดวย

รแกรม MEGA3.1 โดยใช แบบจําลองของ Kimura 2-parameter   

ารางที่ 12 แสดงคาเปอรเซน็ตความแตกตางของลาํดับนิวคลีโอไทด ของแตละ genotype  
%ความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด (%) 

 

โป

ต

 
เชียงราย นครศรีธรรมราช อุดรธานี ชลบุรี 

Genotype C     

เช  3.08±0.76 - - - 

นครศรีธรรมราช 4.46±0.83 4.29±1.33 - - 

อุดรธานี 2.61±0.45 4.20±0.83 2.06±

ียงราย

0.53 - 

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

    

เชียงราย 4

5.30±1.29 

4.80±1.57 1.92±1.09 

.76±1.45 - - - 

อุดรธานี - - - 

ชลบุรี 4.98±1.09 - 
Genotype A     

เชียงราย - - - - 

นครศรธีรรมราช 1.03±0.48 - - - 

 

ตารางที่ 13 แสดงคาเป มแตกตางของกรดอะมิโน ของแต ะ genotype  
%ความแตกตางกรดอะม

อรเซน็ตควา ล
ิโน (%) 

 
นครศรี  เชียงราย ธรรมราช อุดรธานี ชลบุรี 

Genotype C     

เชียงราย 2.56±1.07 

5.51±1.45 

- - - 

นครศรีธรรมราช 4.28±1.98 

ุดรธานี 3.14±0.76 5.60±1.54 2.96±0.86 - 

.06±0.73 
Genotype B

- - 

อ

ชลบุรี 3.01±0.90 5.44±1.67 3.52±0.99 1

    

เชียงราย 2

2.12±0.90 

1.91±1.15 3.74±2.72 

.78±1.77 - - - 

อุดรธานี - - - 

ชลบุรี 3.97±1.52 - 
Genotype A     

เชียงราย - - - - 

นครศรธีรรมราช 0.41±0.19 - - - 
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 เมื่อทําการคํานวนค เซ็นตความแตกตางของลาํดบันิวคลีโอไทดและกรดอะ โน

างทีท่ําการศึก เทียบกบั ลํา ิวคลีโอไทดของ  โดยลํา วิคลี

ีรายงานอยูใน ัสพนัธกุรรม (GenBank) ที่นาํมาเปรียบเทียบไดแก 

Genotype C 

ประเทศอินโดนีเซีย  ไดแก AB033557 

ประเท   ไดแก AF223955, AB112063, AB112065, AB111946 

72 

00331 

47, 

3840, AB073831, AB073839, 

แก AY217359, AF479684, X97851, AF279464, AF282917 

3677, AB073855 

   ประเทศ 862867 

 หมายเหต ุ : Gen พบขอมูลของ ประเทศอินโดนีเซีย, เวียดนาม, ไตหวัน อยูใน

 

าเปอร มิ

ของตัวอย ษา เปรียบ ดับน ตางประเทศ ดับน

โอไทดซึ่งม ธนาคารรห

 

  

  ศเวยีดนาม

  ประเทศไตหวนั ไดแก  AY167099, AY167096, AY167092, AY167091 

  ประเทศจีน ไดแก  DQ246215, AB205123 

  ประเทศญี่ปุน ไดแก AB014399, AB014398, AB006449, AB0143

 Genotype B 

  ประเทศอินโดนีเซีย ไดแก AB033554, D

 ประเทศเวยีดนาม ไดแก AB100695, AB073835, AF121251, AF1212

AF121248 

 ประเทศไตหวนั ไดแก AB073836, AB07

AB073832 

  ประเทศจีน ได

  ประเทศญี่ปุน ไดแก AB073856, AB073850, D2

 Genotype A 

จีน ไดแก AY

ประเทศญี่ปุน ไดแก AB116081, AB116080, AB116079 

otype A ไม

ธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) 
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ตารางที่ 14 แสดงคาเปอรเซ็นตความแตกตางของนวิคลีโอไทด กับลําดับนวิคลีโอไทดของ

างประเทศ 
%ความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด (%) 

ต

 
อินโดนีเซีย เวียดนาม ไตหวัน จีน ญี่ปุน 

Genotype C      

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

8.3

7.4

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

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

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

ชลบุรี 

  

เชียงราย 4  4.0 83 4. 0 

9.22 .42 4.20 .44 3.94

   

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

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

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

เชียงราย - - - 0.64±0.44 0.00±0.00 

นครศรธีรรมราช - - - 0.75±0.45 0.03±0.01 

 

ตารางที่ 15 แส เซ็นต างขอ  กับ ของต  
มแตก ิโน

ดงคาเปอร ความแตกต งกรดอะมิโน กรดอะมิโน างประเทศ
%ควา ตางของกรดอะม  (%) 

 
อินโดนีเซีย เวียดนาม ไตหวัน จ  ีน ญี่ปุน 

Genotype C      

เชียงราย 

ครศรีธรรมราช 

5.99 .37 3.52 .31 8.34 .48 

6.35±2.83 5.95±1.81 9.13±

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

Genotype B

±3 ±1 ±2

2.38 8.94±2.68 11.30±.04 

7.93±2.69 11.37±4.42 

น

อ

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

 

เชียงราย 3  2.7 98 4. 1 

3.85 .76 2.30 .24 1.52

    

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

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

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

เชียงราย - - - 0.95±0.94 0.84±0.50 

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

ผลการตรว ิวค สวนข eter ยได

โอไทดดวย primer R4 เมื่อน  ทําการเปร บเทียบลาํดับน ลีโอไทดที่ไดกั ิวคลี

งสิ่งมีชีวิตอื่น ีม่อียูในธนาคา ัสพันธุกรรม GenBank รแก  

bi.nlm. .gov/BLAST ามีความเหมือนกับ ลํา อไทด

ักเสบ บ ีทุกตัวอยาง 

 

รูปที่ 19 ตัวอยางผลจากการ เปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดกับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชวีิตอื่น 

ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธกุรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST จากรูปจะพบวา

ลําดับนิวคลีโอไทด ที่ไดจากการศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับ

ส่ิงมีชีวิตอืน่ พบวามีความเหมือนกับลําดบันิวคลีโอไทดของ Hepatitis B virus ในสวนของ  

surface antigen gene 

 

 

ลาํดับนวิค ทดในสวน  “a” determ t 
จสอบลําดับน ลีโอไทดใน อง “a” d minant โด จากการอาน

ลําดับนิวคลี ําไป ีย ิวค บน

โอไทดขอ ท รรห ( ) โดยใชโป รม BLAST

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

อ
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รูปที่ 20 ตัวอยางผลจากการ เปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดกับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชวีิตอื่น 

ที่มีอยูในธนาคารรหัสพนัธกุรรม (GenBank) โดยใชโปรแกรม BLAST จากรูปจะพบวา

ลําดับนิวคลีโอไทด ที่ไดจากการศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับ

ส่ิงมีชีวิตอืน่ พบวามีความเหมือนกับลําดบันิวคลีโอไทดของ Hepatitis B virus ในสวนของ

surface antigen gene บริเวณ “a” determinant โดยมคีวามแตกตางเพียงเล็กนอย 
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ผลการแปลงรหัสพนัธกุรรมในสวนของ “a” determinant 

ทําการแปลงลาํดับนิวคลีโอไทดในสวนของ “a” determinant ใหเปนลําดับกรดอะมิโน 

รแกรม Bioedit version 7.0.4.1 พบวามีลําดับกรดอะมิโนในสวนของ “a” determinant 

 41 กรดอะมิโน 

 

ดวยโป

จํานวน

 

ปที่ 21 แสดงตัวอยางผลการแปลงลําดับนิวคลีโอไทด ใหเปนกรดอะมิโน ดวยโปรแกรม Bioedit 

version 7.0.4.1 จะพบวาในบริเวณนี้จะมกีรดอะมิโนทั้งหมด 41 กรดอะมิโน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รู
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ผลการจําแนก subtype 

แลว จ ยก subtype 

อกไดเปน adr, adw และ ayw ดังตารางที่ 16 

ารางที่ 16 แสดงผลการจาํแนก genotype ของตัวอยางทัง้หมด 4 จังหวัด 
Subtype (%) 

 จากการแปลงลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ “a” determinant ใหกลายเปนกรดอะมิโน

ําแนก subtype โดยดูจากกรดอะมิโนตําแหนง 122 และ 160 จะสามารถแ

อ

 

ต

 
adr adw ayw 

รวม 

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

นครศรีธรรมราช 19 

อุดร

(95.00) 1 (5.00) - 20 

ชล

ธานี 45 (97.83) - 1 (2.17) 46 

บุรี 11 (57.89) 8 (42.11) - 19 

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

 

 โดยทั่วไป ไวรัสตับอักเสบ บ ีที่พบในประเทศไทย และ เอเชียตะวนัออกเฉียงใต genotype 

 genotype A มักพบ 

subtype เปน adw (47) จากการจาํแนก s บวา subtype เมื่อทําการเปรีย บั

ขอมู ําแนก genotype แลว พบว pe C สว  ี subtype น adr 

g subty w และ genotype A มี subtype น adw แตพ ีบาง

ตัวอ genotype  subtype จ นวน 6 ตัวอยา วาเปน genotype C มี 

subty  adw และ   มี subty yw ดังตารางท 7 

 

ารางที่ 17 ตวัอยางทีม่ี genotype ไมตรงกับ subtype โดยทัว่ไป aa 122 และ aa 160 หมายถึง 

รดอะม

C จะม ี subtype เปน adr genotype B จะม ี subtype เปน adw  และ

 ubtype นั้นพ บเทียบก

ลจากการจ า oty gen น จะม

เป

ใหญ เป

enotype B มี pe เปน ad บวาม

ยางที่ มี  ไม ตรงกับ ํา ง ซึง่พบ

pe เปน  genotype pe เปน a ี ่1

ต

ก ิโน ตําแหนงที่ 122 และ 160 ในบริเวณ “a” determinant ซึ่งเปนบริเวณที่ใชในการจาํแนก 

subtype 
CODE Cnum genotype subtype aa 122 aa 160 

CR 559 C adw K K 

CR 908 B ayw R K 

CRP 200 C adw K K 

UD 045 B ayw R K 

CHB 226 C adw R K 

CHP 038 C adw R K 
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การตรวจสอบ Vaccine escape mutant 
 การกลายพนัธุของกรดอะมโินในสวนของ “a” determinant ในตําแหนง 126, 141, 144, 

145 พบวาทําใหเกิด การกลายพนัธุ escape mutant ดังตารางที ่3 

 การตรว ลของ ล ีโอไทด อง “a” determinant พบการกลาย

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

Asparagine (N) จําน  คน เมื่อทําการเปรียบเทียบ ูลที่ไดจากแบบสอบถามการไดรับ

ว พบขอมูลดังที่ไ งในตารางท  

 

ตารางที่ 18 แสดงขอม รตรวจสอบกรดอะมิโนตาํแห บริเวณ ” determina เกิด

aragine (N) และขอมูลการไดรับวัคซีน 
C

จาก จสอบผ าํดับนิวคล ในสวนข

ันธุของกรดอะม สวน าแหน ปน

วน 4 กับขอม

ัคซีน ดแสด ี ่18

ูลกา นงที่ 126  “a nt 

การกลายพนัธุ จาก Threonine (T) เปน Asp
ODE CNum ไดรับ Vaccine กรดอะมิโนตําแหนง 126 

NK 652 X Asn (N) 

NKT 052 √ Asn (N) 

NKT 110 X Asn (N) 

UD 767 √ Asn (N) 

 

 เมื่อนําลาํดับกรดอะมิโนในตาํแหนงอืน่มาทําการตรวจสอบ พบวาไมพบการกลายพันธุ ณ 

ําแหนงอื่น เมื่อทําการเปรยีบเทียบผลของลําดับกรดอะมิโน ในสวนของ “a” determinant กับ

ับ

 

 

 

 

ต

ขอมูลที่ไดจากแบบสอบถาม การไดรับวัคซีน พบวามผูีที่ไดรับวัคซีนแตยังพบการติดเชื้อไวรัสต

อักเสบ บ ีจํานวน 43 คน ดังตารางที่ 19 
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ตารางที่ 19 แสดงขอมูลผูที่ไดรับวัคซีน แตพบการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี จํานวน 43 คน ขอมูลแสดงกรดอะ

ิโนบริเวณ “a” determinant ในตําแหนง 126, 141, 144, 145 ซึ่งเปนตําแหนงที่สามารถกลายพันธุ ใหเกิด 

scape mutant ได โดย หากเกิดการกลายพันธุจะมีลักษะ T126N, K141E, D144A, G145R 
CODE Age Num Genotype Subtype aa 126 aa 141 aa 144 aa 145 

ม

e

CR 17 197 b adw T K D G 

CR 28 239 c adr I K D G 

CR 54 264 c adr I K D G 

CR 2 380 c adr I K D G 

CR 17 429 b adw T K D G 

CR 48 485 c adr I K D G 

G 

CR 31 538 c adr I K D G 

CR 42 551 c adr I K D G 

CR 45 559 c adw T K D G 

CR 7 816 b adw T K D 

CR 9 871 c adr I K D G 

CR 7 908 b ayw T K D G 

CRM 23 097 c adr I K D G 

CRM 36 105 c adr I K D G 

CRM 22 123 c adr I K D G 

CRM 30 129 c adr I K D G 

CRM 24 133 b adw T K D G 

CRM 10 236 c adr I K D G 

CRP 22 042 c adr I K D G 

NK 45 153 c adr I K D G 

NK 35 394 c adr T K D G 

NK 21 518 c adr I K D G 

NKT 13 110 c adr N K D G 

NKT 33 265 c adr I K D G 

UD 11 049 c adr I K D G 

UD 18 068 c adr I K D G 

UD 18 636 c adr I K D G 

UD 8 767 c adr N K D G 

UDH 22 226 c adr I K D G 

UDH 27 241 c adr I K D G 

UDV 25 039 c adr I K D G 

UDV 31 050 c adr T K D G 

UDV 34 058 c adr I K D G 

UDV 48 153 c adr I K D G 

UDV 26 400 c adr T K D G 

CH  4 095 c adr T K D G 

CH 8 207 c adr I K D G 

CH 15 341 c adr I K D G 

CH 21 703 b adw T K D G 

CH 7 854 c adr I K D G 

CHA 19 163 c adr I K D G 

CHB 39 212 c adr I K D G 

CHP 28 038 c adw T K D G 
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กา ราะห รกลาย ธุในสวนของ Pre- ene 
 จากการวิเคราะห ําลาํดบันิวคลีโอไท ี่ไดจากการศึกษา นาํมา ราะหด วธิี 

Cluster analysis โดยโปรแกรม ClustalX version 1.83 วิธ ultiple lingmen พบวาลํา ิ

วคล ทดที่ได กการศ  บางตวัอยางมกีารกกลายพันธ สวนขอ re-S gene ดังตารางที ่

20 

ตารางที่ 20 แสดงการลักษณะกลายพ ุในสวนข  Pre-S gene ของล ับนิวคล ไทดที่ได ก

การ า 
รกลายพันธุ 

รวิเค  กา พนั S g
เมื่อน ดท วิเค วย

ี M  A t ดับน

ีโอไ จา ึกษา ุใน ง P

ันธ อง ําด ีโอ จา

ศึกษ
Code Cnum ลักษณะกา

CR 081 deletion ที่ Pre-S2 

CR 485 mutation ที่ start codon ของ Pre-S2  

CR 559 mutation ที่ start codon ของ Pre-S2  

CRM 097 deletion ที่ Pre-S2 

CRP 228 deletion ที่ Pre-S2 

NK 586 deletion ที่ Pre-S2 

mutati re-S2  

deletion ที่ Pre-S2 odon ของ Pre-S2  

deletion  Pre-S2  

UDH 241 

deletion ที่ Pre-S2 odon ของ Pre-S2  

NK 394 deletion ที่ Pre-S2 

NKT 052 on ที่ start codon ของ P

UD 402 , mutation ที่ start c

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

mutation ที่ start codon ของ Pre-S2  

UDH 359 , mutation ที่ start c

CHB 226 deletion ที่ Pre-S2 

CHP 181 deletion ที่ Pre-S1 

 

 ล ของ ลายพนัธุสามา

1. deletion ที่ 

2. กลายพันธุท
3. deletion ที่ 

4. deletion ที่ Pre-S1 

ห พบก ายพนัธุ ทาํการตรวจ ไทดซ้ําในสวนที่สงสยั เพื่อ

รวจสอบความถูกตอง 

 

ักษณะ การก รถแยกไดเปน 4 ลักษณะ ไดแก 

Pre-S2 

ี ่start codon ของ Pre-S2 

Pre-S2 และ กลายพนัธุที่ start codon ของ Pre-S2 

ลังจาก ารกล สอบลําดับนวิคลีโอ

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

Pre-S2

Pre-S2 Deletion 21 bpPre-S2 Deletion 21 bp

Pre-S2 DeletionPre-S2 Deletion

การวิเคราะหลํา ันธุโดย Deletion ที่ Pre-S2 
 จากการ ัน้ ซึ่งไดแก

ตัวอยาง CR-081, CRM-097, CRP-228, NK-586, CHB-226 

 

รูปที่ 22 แสดง Clustal Analysis การ deletion ที่ตําแหนงของ Pre-S2 เทานั้น 

 

 

 

 

 

รูปที่ 23 แสดงขอมูลการกลายพันธุแบบ deletion ที่ Pre-S2 ของตัวอยาง CR-081จากรูปจะเหน็

วาเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของ S gene ที่ปกติ จะพบ deletion จํานวน 21 

bp ซึ่งจากขอมูล Chromatogram พบวามีการ deletion หายไป 

 

 

 

ดับนวิคลีโอไทด ตัวอยางที่มีการกลายพ
วิเคราะหดวย Clustal Analysis พบม ี deletion ที่ Pre-S2 เทาน
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Pre-S2
Deletion

Deletion

 เมื่อทําการแปลเปนกรดอะมโินพบวาลกัษณะของกรดอะมิโนมีการ deletion ไป ซึ่งการ

ขาดหายไป ไมทําใหเกิดการกลายพนัธุแบบ frame shift หรือ เกิดการกลายพนัธุเปน stop codon 

แตอยางใด 

 

รูปที่ 24 แสดงการ deletion ของกรดอะมิโนจาํนวน 7 ตําแหนง เนือ่งจากเกิดการ deletion ของ

ลําดับนิวคลีโอไทด จากรูปไมพบการกลายพันธุแบบ frame shift หรือ เกิดการกลายพนัธุ

เปน stop codon แตอยางใด 

เนื่องจากสวนของลําดับนวิคลีโอไทดที่ของ polymerase gene นั้นมสีวนที ่ overlap กับ 

re-S2 ดวย และมีการ overlap กับสวนที่ทาํการศึกษา เมื่อทาํการตรวจสอบกรดอะมิโนของ 

olymerase พบวาเกิดการกลายพันธุโดยมี ขาดหายไปของกรดอะมโิน แตไมพบการกลายพนัธุ

บบ frame shift หรือเกิดการกลายพนัธุเปน stop codon แตอยางใด 

ปที่ 25 แสดงการ deletion กรดอะมิโนจาํนวนของ polymerase gene  

 

 

 

P

p

แ

 

รู
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Normal

Deletion

Normal

NK-394

Deletion

 

 การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยาง NK-394 พบวาขอมูล Chromatogram มี

ลักษณะที่ผิดปกติ โดย รูป Chromatogram มีลักษณะที่ซอนทับกัน จากการตรวจสอบสามารถ

แยก ขอมูลออกไดเปน 2 แบบ แบบแรกเปนลักษณะทีป่กติ แบบที่สอง เปนลกัษณะที่มีการกลาย

พันธุแบบ deletion ที่ Pre-S2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 26 แสดงขอมูล Chromatogram ของตัวอยาง NK-394 โดยมีลักษณะทีซ่อนทับกัน เมื่อทํา

ือแบบที่เปนปกต ิ ไมมกีาร

กลายพันธุ กับแบที่มีการกลายพนัธุแบบ deletion ที่ Pre-S2 

จากขอมูลที่ซอนทับกันทําใหคาดวานาจะเกิดจาก มเีชือ้ไวรัส 2 ชนดิดวยกัน โดย ชนิด 

รกมีลักษณะปกติ สวนชนดิที่ 2 มีลักษณะกลายพันธุแบบ deletion ที่ Pre-S2 จึงทําการแยกเชือ้

ั้ง 2 ชนิดออกจากกันโดยการ Cloning จําแนกเชื้อออกมา ทําการสุมเลือก Colony ทั้งหมด 10 

olony  และทําการหาลําดบันิวคลีโอไทดทั้งหมด พบวา จากลาํดับนวิคลีโอไทด ทัง้ 10 ลําดับ มี

ียง 1 clone เทานั้นที่มีลักษณะปกต ิไดแก clone หมายเลข 2 มี 8 clone ที่มีลักษณะกลายพนัธุ

 

 

 

 

 

การแยกขอมูลออกมาทําใหสามารถแยกออกไดเปน 2 แบบ ค

 

 

แ

ท

C

เพ
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โดย dele

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

tion ที่ Pre-S2 จํานวน 48 bp ตําแหนงที่ 8 ถึง ตําแหนงที่ 55 ไดแก clone หมายเลข 

รูปที่ 27 แสดงขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจากการสุมเลือก Clone ของ เชื้อตัวอยาง NK-394 

พบวา ม ี8 clone ที่มีลักษณะกลายพนัธุโดย deletion ที่ Pre-S2 จํานวน 48 bp  มี 1 clone ที่มี

ลักษณะกลายพันธุโดย deletion ที่ Pre-S2 จํานวน 36 bp และอีก 1 clone ที่มีลักษณะ ปกต ิ

 

เมื่อทําการแปลเปนกรดอะมโินพบวา clone ที ่ 1,3,4,5,6,8,9,10 มีลักษณะของกรดอะมิ

โนมีการ deletion ไป 16 ตําแหนง และ clone ที่ 7 มีลักษณะของกรดอะมิโนมีการ deletion ไป 12 

าํแหนง ซึ่งทั้งหมด ไมเกดิการกลายพนัธุแบบ frame shift หรือ เกิดการกลายพันธุเปน stop 

odon แตอยางใด 

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

ตําแหนงที ่ 1 ถึง ตําแหนงที ่ 36 เมื่อเปรียบเทียบตาํแหนงลาํดับนวิคลีโอไทดกับ HBV accession 

number AB115417 ไดแก clone หมายเลข 7 

   

ต

c
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Pre-S2 DeletionPre-S2 Deletion 

 

 

 

 

 

Deletion

 

 

ปที่ 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 29 แสดงการ deletion กรดอะมิโนจาํนวน 16 และ 12 ตําแหนง ของ polymerase gene  

 

 

 

รู แสดงการ deletion ของกรดอะมิโนจํานวน 16 ตําแหนง และ จํานวน 12 ตําแหนง 

เนื่องจากเกิดการ deletion ของลําดับนวิคลีโอไทด จากรูปไมพบการกลายพันธุแบบ frame 

shift หรือ เกิดการกลายพนัธุเปน stop codon แตอยางใด 

 

เมื่อทําการตรวจสอบกรดอะมิโนของ polymerase พบวาเกิดการกลายพนัธุโดย clone ที ่

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

deletion ของกรดอะมิโนไป 12 ตําแหนง แตไมพบการกลายพันธุแบบ frame shift หรือเกิดการ

กลายพันธุเปน stop codon แตอยางใด 
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Start codon Pre-S2Start codon Pre-S2

Start codon Pre-S2

 เมื่อทําการแปลเปนกรดอะมโินพบวามีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจาก M เปน I แ

A โดยไมเกิดเปน stop codon แตอยางใดดังแสดงในรูปที่ 31 

 

การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดที่กลายพันธุที่ start codon ของ Pre-S2 
 จากการวิเคราะหดวย Clustal Analysis พบมีการกลายพันธุที ่ start codon ของ Pre-S2 

เทานั้น ซึง่ไดแกตัวอยาง CR-485, CR-559, NKT-052 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 30 แสดงการวิเคราะหดวย Clustal Analysis พบการกลายพนัธุที่ start Codon ของ Pre-S2 

ละ 

 

 

ปที่ 31 แสดงการแปลเปนกรดอะมิโนที่ตาํแหนง start codon ของ Pre-S2  

 

 

 

 

 

 

รู
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Start codon Pre-S2Start codon Pre-S2

เนื่องจากสวนของลําดับนวิคลีโอไทดที่ของ polymerase gene นั้นมสีวนที ่overlap กับ 

tart codon ของ Pre-S2 เมื่อทาํการตรวจสอบกรดอะมิโนของ polymerase พบวาเกิดการ

ลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนเทานั้น ไมเกิดการกลายพนัธุโดยกลายเปน stop codon  

ะมิโน

เทาน

 

UDH-241

 

s

เป

 

 

 

 

รูปที่ 32 แสดงการแปลเปนกรดอะมิโนของ polymerase gene โดยมีการเปลี่ยนแปลงกรดอ

ั้น 

 

 

ปที่ 33 แสดงขอมูล Chromatogram ของตัวอยาง UDH-241 จากรูปพบวามีการซอนทับกันของ

ําดับนิวคลีโอไทด 

การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยาง UDH-241 พบวาขอมูล Chromatogram มี

ลักษณะทีม่ีการซอนทับกนัโดยในที่ตาํแหนง start codon ของ Pre-S2 จากการตรวจสอบสามารถ

แยก ขอมูลออกไดเปน 2 แบบ คือ ลําดับนวิคลีโอไทดเปน ATG และ ACG 

 

 

 

 

 

 

 

 

รู

ล
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จากขอมูลที่ซอนทับกันทําใหคาดวานาจะเกิดจาก มเีชื้อไวรัส 2 ชนิดดวยกนั โดย ชนิด 

รกมีลักษณะ มีลําดับนวิคลีโอไทดที ่start codon ของ Pre-S2 เปน ATG สวนชนดิที่ 2 เปน ACG 

ึงทาํการแยกเชื้อทั้ง 2 ชนิดออกจากกนัโดยการ Cloning จําแนกเชื้อออกมา ทําการสุมเลอืก 

olony ทั้งหมด 7 Colony  และทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด พบวา จากลําดับนวิคลโีอ

ทด ทัง้ 7 ลําดับ มี 1 clone ที่มีลําดับนวิคลีโอไทดที่ start codon ของ Pre-S2 เปน ACG ไดแก 

านั้นที่มีลักษณะปกติ อีก 7 colony มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ start codon ของ Pre-S2 เปน ATG  

             

แ

จ

C

ไ

เท

Start codon Pre-S2Start codon Pre-S2

   

Start codon Pre-S2

 
ปที่ 34 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดที่ start codon ของ Pre-S2 มี 1 colony ที่มีลักษณะเปน ACG 

 

เมื่อทําการแปลเปนกรดอะมโินพบวามีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน โดยไมเกดิเปน 

top codon แตอยางใด 

ปที่ 35 แสดงการแปลเปนกรดอะมิโนที่ตาํแหนง start codon ของ Pre-S2  

เมื่อทําการตรวจสอบกรดอะมิโนของ polymerase พบวาไมเกดิการเปลี่ยนแปลงของ

รดอะมิโน แตอยางใด 

 

 

รู

s

 

 

 

 

 

รู

 

ก
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ก ราะหลําดับนวิคลีโอไทด ตัวอยางที่มกีารกลายพันธุโดย Deletion ที่ Pre-S2 
และ กลายพนัธุที่ start codon ของ Pre-S2 

จากการวิเคราะหดวย Clustal Analysis พบมี deletion ที่ Pre-S2 และ กลาย

Deletion 48 bp
Start codon Pre-S2

Start codon Pre-S2 Deletion

ารวิเค

พันธุที ่start 

odon ของ Pre-S2 ซึง่ไดแกตัวอยาง UD-402, UDH359 และ UDV039 

 

ปที่ 36 

ปที่ 37 แสดงขอมูลการกลายพนัธุแบบ deletion ที่ Pre-S2  และการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอ

ไทดตําแหนง start codon ของ Pre-S2 ของตัวอยาง UD-402 จากรูปจะเหน็วาเมื่อ

เปรียบเทียบกบัลําดับนวิคลีโอไทดของ S gene ที่ปกต ิจะพบ deletion จํานวน 48 bp ซึ่ง

จากขอมูล Chromatogram พบวามีการ deletion หายไป และที่ตําแหนง start codon ของ 

Pre-S2 มีการเปลี่ยนแปลงลาํดับนิวคลีโอไทด 

 

c

 

รู แสดงการวิเคราะหขอมูลดวย Clustal Analysis ของขอมูลตัวอยางที่มกีารกลายพนัธุโดย 

deletion ที่ Pre-S2 และ กลายพนัธุที่ start codon ของ Pre-S2 

 

 

รู
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Start codon Pre-S2

เมื่อทําการแปลเปนกรดอะมโินพบวาลกัษณะของกรดอะมิโนมีการขาดหายไป และมี

การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน ที่ตําแหนง start codon ของ Pre-S2 ซึ่งไมเกิดการกลายพันธุแบบ 

frame shift หรือ เกิดการกลายพนัธุเปน stop codon แตอยางใด 

 

 

Deletion

Amino acid changed

Deletion

 

รูปที่ 38 แสดงการ deletion ของกรดอะมิโนจํานวน เนื่องจากเกิดการ deletion ของลําดับนิวคลีโอ

ไทด และการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่ตาํแหนง start codon ของ Pre-S2 จากรปูไมพบ

การกลายพนัธุแบบ frame shift หรือ เกิดการกลายพนัธุเปน stop codon แตอยางใด 

 

ื่องจากสวนของลําดับนวิคลีโอไทดที่ของ polymerase gene นั้นมสีวนที ่ overlap กับ 

ง 

polymerase พบวาเกิดการกลายพันธุโดยมี deletion ไป 16 ตําแหนง และมีการเปลี่ยนแปลง

กรดอะม เป

รูปที่ 3

e ที่เกิดจากการการเปลี่ยนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดของ Pre-S2 

 เน

Pre-S2 ดวย และมีการ overlap กับสวนที่ทาํการศึกษา เมื่อทาํการตรวจสอบกรดอะมิโนขอ

ิโนเทานัน้ ไมพบการกลายพนัธุแบบ frame shift หรือเกิดการกลายพนัธุ น stop codon 

แตอยางใด 

 

 

 

9 แสดงการ deletion กรดอะมิโนจาํนวน และการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโน ของ 

polymerase gen
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การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทด ตัวอยางที่มีการกลายพันธุโดย Deletion ที่ Pre-S1  

จากการวิเคราะหดวย Clustal Analysis

Deletion 36 bp

Deletion 12 amino acid

 พบมี deletion ที่ Pre-S1 ซึ่งไดแกตัวอยาง CHP-

181 พบ

 

 

 

 

 

รูปที่ าง CHP-181 จากรูปจะ

เห็นวาเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของ S gene ที่ปกติ จะพบ deletion จํานวน 

36 bp ซึ่งจากขอมูล Chromatogram พบวามกีาร deletion หายไป 

 

เมื่อทําการแปลเปนกรดอะมโินพบวาลกัษณะของกรดอะมิโนมีการ deletion ไป 12 

ตําแหนง ซึง่ไมเกิดการกลายพันธุแบบ frame shift หรือ เกิดการกลายพนัธุเปน stop codon แต

อยางใด 

 

 

 

 

 

ปที่ 41 แสดงการ deletion ของกรดอะมิโนจาํนวน 12 ตําแหนง เนือ่งจากเกิดการ deletion ของ

ลําดับนิวคลีโอไทด จากรูปไมพบการกลายพันธุแบบ frame shift หรือ เกิดการกลายพนัธุ

 

วามกีาร deletion จํานวน 36 bp 

 

 

 

 40 แสดงขอมูลการกลายพนัธุแบบ deletion ที ่ Pre-S1  ของตวัอย

รู

เปน stop codon แตอยางใด 
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Deletion 12 amino acid

 

 

Pre-S

polym ตําแหนง ไมพบการกลายพันธุแบบ 

frame shift หรือเกิดการกลายพนัธุเปน stop codon แตอยางใด 

 

 

 

 

 

 

เนื่องจากสวนของลําดับนวิคลีโอไทดที่ของ polymerase gene นั้นมสีวนที ่overlap กับ 

1 ดวย และมีการ overlap กับสวนที่ทาํการศึกษา เมื่อทาํการตรวจสอบกรดอะมิโนของ 

erase พบวาเกิดการกลายพันธุโดยมี deletion ไป 12 

รูปที่ 42 แสดงการ deletion กรดอะมิโนจาํนวน 12 ตําแหนงของ polymerase gene  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 ประเทศไทยเปนประเทศทีม่ีความชกุชุมของไวรัสตับอักเสบ บี สูง กระทรวงสาธารณสุขจึง

ไดกําหนดนโยบายในการควบคุมและปองกันไวรัสตับอักเสบ บี ดวยการใหวัคซีน โดยวางแผนไว

ในแผนที ่ 7 ของกระทรวงฯในป พ.ศ. 2535 และไดบรรจุใน Expanded Program on 

Immunization (EPI) โดยใหวัคซนีแกเด็กทารกเมื่อแรกเกิด 2 และ 6 เดือน พรอมกับ วัคซีนรวม

ปองกนัคอตีบ บาดทะยัก และไอกรน (DTP) ผลของแผนการใหวัคซีนพบวามีแนวโนมของผูปวย

ไวรัสตับอักเสบ บ ีลดลง จากอัตราการตรวจพบพาหะในผูบริจาคโลหติรายใหมที่มาบริจาคโลหิตที่

ศูนยบริการโลหิตสภากาชาดไทย ในป พ.ศ. 2530 ถึงปพ.ศ. 2534 ที่มีแนวโนมลดลงจาก 8.2% 

เหลือ 6.6% (48) การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาตอเนื่องจากการประเมินผลกระทบของการให

วัคซีนปองกนัโรคตับอักเสบ บี ในประชากรไทย เพื่อทําการศึกษาในแนวลึกทางดาน molecular 

epidemiology โดยการทํา molecular characterization ของ     ไวรัสตับอักเสบ บ ี ทีพ่บใน

ประเทศไทย ผลของการศึกษานีท้าํใหพบสายพนัธุใหม หรือลักษณะที่ผิดแปลกจากปกติของไวรสั

ตับอักเสบ บี เชน deletion และ point mutation ในสวนของ HBsAg 

 การศึกษาจากตัวอยางประชากรจํานวน 6,239 ตัวอยาง ที่ไดทาํการเก็บตัวอยางจาก

ประชากรชาวไทย อายุระหวาง 1-60 ป ที่มารับบริการจากโรงพยาบาลของรัฐ ในภาคเหนือ ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง และ ภาคใต แหงละ 1 จังหวัด รวม 4 จังหวัด โดยใชวิธีการเลือก

แบบจําเพาะเจาะจงไดแกจังหวัด เชยีงราย อุดรธาน ี ชลบุรี และนครศรีธรรมราช ทําการเกบ็

ตัวอยางในป พ.ศ. 2547 พบวามีอัตราผูติดเชื้อที่ใหผลบวกตอ HBsAg ดวยวิธ ีELISAจํานวน 246 

ตัวอยาง ซึง่คดิเปนรอยละ 3.94  

 เนื่องจากผลการตรวจดวย ELISA จากหองปฏิบัติการพบวา จาํเปนตองมีการตรวจซ้ํา จึง

เปนเหตุใหปริมาณซีรัมของตัวอยางบางตวัอยางไมเพยีงพอสาํหรับใชในการศึกษาครั้งนี ้ โดยจาก

ตัวอยางที่ใหผลบวกตอ HBsAg ดวยวธิี ELISA ทั้งหมด 246 ตัวอยาง ไดทําการเลือกตัวอยาง

ทั้งหมดทีพ่อจะสามารถตรวจสอบไดเหลือ 201 ตัวอยาง เมื่อนาํตัวอยางมาทําการตรวจสอบ เพิม่

ปริมาณ DNA ของเชื้อไวรัสดวยวิธ ี PCR โดยใช primer ในสวนของ Pre-S1 จนถงึบริเวณ “a” 

determinant ปรากฏวาใหผลบวกจาํนวน 147 ตัวอยาง คิดเปน รอยละ 73.13 ผลการตรวจ DNA 

ดวยวิธ ีPCR ที่ไดผลลบนั้นเมื่อหาความสมัพันธกับ อายุ, เพศ, ปริมาณของ HBsAg และ antiHBc 

จากผลของการทํา ELISA  นัน้พบวาไมมีความสมัพนัธกันอยางมีนยัสําคัญ จากการศึกษาของ 

Kaneko และคณะ (49) ไดทําการศึกษาผูปวยไวรัสตับอักเสบ บี ชนดิเรื้อรัง จํานวน 31 ราย พบวา
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มีผูใหผลบวกดวยวิธ ีPCR จํานวน 26 ราย และผูปวยทีม่ีผลบวกของ HBeAg จะใหผลบวกตอ

วิธี PCR ดวย ผลของ PCR นัน้ มีความสัมพันธเกีย่วของกับชวงระยะการแบงตัวของเชื้อไวรัส 

(active HBV replication) ซึ่งสามารถตรวจดวยการหา HBeAg เนื่องจาก HBeAg มักพบในระยะ

การแบงตัวของเชื้อ และเปนระยะที่สามารถแพรเชื้อไดสูง เนื่องจากเชือ้มีการแบงตัวและมีเชื้อไวรัส

อยูในซีรัม ดังนั้นจงึอาจสามารถตรวจซีรัมแลวใหผลบวกตอ HBsAg ดวยวธิี ELISA เนื่องจากเชื้อ

ไวรัสจะมีการสรางโปรตีน HBsAg ออกมาอยูในซีรัม แตอาจใหผลลบตอวิธี PCR เนื่องจากเชื้อไม

อยูในระยะการแบงตัวและไมมีเชื้อไวรัสอยูในซีรัม จากการศึกษาครั้งนี้ตัวอยางที่ใหผลลบดวยวธิี 

PCR นั้นสันนษิฐานวาอาจเกิดจากเชื้อไวรัสไมไดอยูในระยะการแบงตัว ทําใหไมสามารถ

ตรวจสอบดวยวิธ ีPCR ได  

 เมื่อตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ Pre-S1 โดยจากการอานลาํดับนิวคลโีอไทด

ดวย primer Pre-S1F เพื่อหา genotype ของตัวอยางดวยโปรแกรม genotyping tool และ วิธี 

Phylogenetic analysis พบวาจากตัวอยางที่ใหผลบวกตอวิธี PCR 147 ตัวอยาง สามารถจาํแนก

อยูใน genotype C มากที่สุดจํานวน 128 ตัวอยาง (87.08%) genotype B จํานวน 17 ตัวอยาง 

(11.56%) และ genotype A จํานวน 2 ตัวอยาง (1.36%) ซึ่งสอดคลองกบัการศึกษาของ 

Theamboonlers และคณะ (50) ในป พ.ศ. 2541 ซึ่งไดทาํการศึกษาในผูปวยไวรัสตับอักเสบ บ ีใน

ประเทศไทยทีไ่ดเขารับการรักษาในโรงพยาบาลจฬุาฯ จาํนวน 68 ตัวอยาง พบวาสามารถจาํแนก 

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

Tangkijvanich และคณะ (33) ในป พ.ศ. 2548 ไดทําการศึกษาการจําแนก genotype ในผูปวย

ไวรัสตับอักเสบ บี ในประเทศไทยจาํนวน 470 ตัวอยาง สามารถจําแนก genotype C (73%) 

genotype B (21%) ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ในประเทศไทยเปน genotype C 

มากที่สุด และตามดวย genotype B และ A ตามลาํดับ 

 จากการวิเคราะหและการจัดกลุมดวย Phylogenetic analysis พบวาเมื่อนําลาํดับนวิคลี

โอไทดทั้งหมดมาทาํการวิเคราะหสรางโครงสรางความสมัพันธ (phylogenetic tree) การจัดกลุม 

(cluster) ของ genotype ของแตละจังหวดันั้นไมมกีารจดักลุมแยกตามจังหวัดอยางชัดเจน นัน้คือ 

แตละ genotype ของทุกจังหวัดไมมีการแยกออกเปนกลุมยอยตามจังหวัด และเมื่อวิเคราะหคา

เปอรเซ็นความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของแตละจังหวัดเปรยีบเทยีบกนั 

พบวามีคาเปอรเซ็นความแตกตางของลาํดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนที่ใกลเคียงกนั แสดงให

เห็นวาลกัษณะทางพันธกุรรมในสวน Pre-S1 ของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ที่ใชในการศึกษาครั้งนี ้

ตามแตละภูมิภาคของประเทศไทยมีความใกลเคียงกัน เมื่อทําการวิเคราะหคาเปอรเซ็นความ

แตกตางของลาํดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของการศึกษาครั้งนี้ เปรียบเทียบกบัลําดับนวิคลีโอ
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ไทดในสวนเดยีวกนัของประเทศใกลเคียงที่มีรายงานอยูในธนาคารรหสัพันธกุรรม (GenBank) 

พบวามีความใกลเคียงกบัลําดับนิวคลีโอไทดของประเทศเวียดนาม สอดคลองกับรายงานของ Huy 

และ Abe (51) ที่ไดรายงานลักษณะ molecular epidemiology ของไวรัสตับอักเสบ บ ีและ ซี ใน 

ประเทศแถบเอเซีย โดยกลุมของ genotype ทีพ่บโดยทัว่ไปในประเทศเวียดนาม มคีวามคลายคลึง

กับของประเทศไทย 

 การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ “a” determinant เพื่อทําการจําแนก 

subtype โดยการแปลงใหเปนลําดับกรดอะมิโนและจาํแนกโดยดูกรดอะมิโนตาํแหนงที่ 122 กบั 

160 สามารถจําแนก subtype ออกไดเปน adr, adw และ ayw โดยทั่วไป ไวรัสตับอักเสบ บ ีทีพ่บ

ในประเทศไทย และ เอเชยีตะวนัออกเฉยีงใต genotype C จะม ี subtype เปน adr สวน 

genotype B จะม ี subtype เปน adw  และ genotype A มักพบ subtype เปน adw (47) จาก

การศึกษา ขอมูล subtype ที่ไดเมื่อทําการเปรียบเทยีบกับขอมูลจากการจาํแนก genotype แลว 

พบวา genotype C สวนใหญจะม ี subtype เปน adr สวน genotype B มี subtype เปน adw 

และ genotype A มี subtype เปน adw แตพบวามีบางตัวอยางที ่ ม ี genotype ไม ตรงกับ 

subtype ที่พบโดยทัว่ไปในประเทศไทย ผลการศึกษาพบ genotype C ซึ่งมี subtype adw 

จํานวน 4 ตัวอยาง และ genotype B ซึง่มี subtype ayw จํานวน 2 ตัวอยาง จากรายงานของ 

Norder (47) และคณะ ไดทําการศึกษา genetic diversity ของไวรัสตับอักเสบ บี ทีพ่บทั่วโลก 

รายงานวา genotype C ที่พบสวนใหญจะมี subtype เปนชนิด adr หรือ adrq- แตมีรายงานใน

ประเทศ ญี่ปุน, จีน, อินโดนเีซีย, และ เวยีดนาม โดยพบบางตัวอยางเทานั้นที่มี subtype เปน adw 

สวน genotype B ที่พบสวนใหญนัน้จะม ีsubtype เปน adw2 หรือ adw3 สวน genotype B ที่มี 

subtype เปน ayw นั้นมีรายงานในกลุมของประเทศเวียดนาม ถงึอยางไรก็ตามการจําแนก 

subtype ข้ึนอยูกบัชนิดของกรดอะมิโนบน HBsAg เพียงบางตําแหนงเทานั้น บางครั้ง subtype 

อาจสามารถเปลี่ยนไดโดยการเปลี่ยนของลําดับนิวคลีโอไทดเพียงตัวเดียวบน S gene (39) โดยไม

สงผลตอลักษณะทางคลีนิคแตอยางใด 

 จากผลการวิเคราะหทางสถติิพบวาตวัอยางที่จําแนกอยูในกลุม genotype C พบวามี

ปริมาณของ HBsAg (299.82±100.28) สูงกวาตัวอยางที่จาํแนกอยูในกลุม genotype B 

(396.09±136.05) อยางมนียัสําคัญ (p = 0.001) โดยวดัปริมาณของ HBsAg จากผลของการทาํ 

ELISA ในหนวยของ S/N (Sample Rate/Index Calibrator Mean Rate) ผูปวยโรคไวรัสตับ

อักเสบ บี แบบเรื้อรังในกลุมของ genotype C มักพบผลการตรวจอัตราการผลบวกตอ HBeAg 

มากกวาในกลุมของ genotype B (32) จากผลการศึกษาของ Tangkijvanich และคณะ (33) ที่ได

ทําการศึกษาในผูปวยคนไทยพบวาผูปวยในกลุมของ genotype C จะมีอัตรากการใหผลบวกตอ 
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HBeAg มากกวาผูปวยในกลุมของ genotype B ซึ่ง HBeAg เปน marker ที่ใชบงบอกถึง viral 

replication (52) ดังนัน้ไวรัสจึงอาจมีการสราง HBsAg ออกมามาก ทําใหผูปวยในกลุมของ 

genotype C ซึ่งมีอัตราการใหผลบวกตอ HBeAg มากกวาจึงอาจทาํใหตรวจพบ HBsAg ไดใน

ปริมาณที่มากกวา  

 จากการตรวจสอบ vaccine escape mutant โดยการตรวจสอบลําดบัของกรดอะมโินบน 

HBsAg ในสวนของ “a” determinant เปรียบเทียบกับขอมูลที่ไดจากแบบสอบถาม การไดรับ

วัคซีน พบวามีผูที่ไดรับวัคซนีแตยังพบการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บ ีจํานวน 43 คน คิดเปนรอยละ 

21.39 จากจาํนวนตัวอยางที่ใหผลบวกตอ HBsAg ทั้งหมด จากการตรวจสอบกรดอะมิโน พบการ

กลายพันธุ ณ กรดอะมิโนตาํแหนงที่ 126 จาก Threonine (T) เปน Asparagine (N) จํานวน 4 

ตัวอยาง เมื่อทําการเปรียบเทียบขอมูลการไดรับวัคซีนพบวามี 2 ตัวอยางไดรับวัคซีน และมี 2 

ตัวอยางที่ไมไดรับวัคซีน ดังนั้นจากขอมูลจึงไมสามารถสรุปไดวามีเกดิการ escape mutant และ

เมื่อตรวจสอบในตําแหนงอืน่พบวาไมพบการกลายพนัธุ ทั้งกรดอะมิโนตําแหนงที่ 145 (G145R) 

และที่ตําแหนงอื่นแตอยางใด  เมื่อเปรียบเทียบขอมูลผลของ ELISA พบวาทกุตัวอยางใหผลลบตอ 

antiHBs แสดงใหเห็นวาไมเกิดการสรางภูมิคุมกนัขึ้นมา ผลจากการที่ผูปวยไดรับวัคซีนแตยงัพบ

การติดเชื้อนัน้ สันนิษฐานวาอาจเปนผลมาจากการลมเหลวในการใหวัคซีน ซึ่งอาจเปนผลมาจาก

หลายสาเหตุ ยกตัวอยางเชน การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ตั้งแตอยูในครรภมารดา เปนตน 

 การกลายพนัธุในสวนของ Pre-S gene จากการศึกษาในครั้งนีพ้บวาสามารถจาํแนกการ

กลายพันธุออกเปน 4 ลักษณะ ไดแก Deletion ที่ Pre-S2, กลายพันธุที่ start codon ของ Pre-S2, 

Deletion ที่ Pre-S2 และ กลายพนัธุที ่start codon ของ Pre-S2 และ Deletion ที ่Pre-S1 และไม

กอใหเกิด frame shift mutation แตอยางใด จํานวนทัง้สิ้น 14 ตัวอยาง ซึ่งสอดคลองกับการศึกษา

ของ Huy และคณะ (53) ซึ่งไดทําการศึกษาในตัวอยางจากประเทศตางๆ รวม 12 ประเทศ รวมถึง

ประเทศไทยดวย ทัง้หมด 387 ตัวอยาง พบวา สามารถจําแนกการกลายพนัธุออกเปน 4 ลักษณะ 

เชนเดียวกนักบัการศึกษาในครั้งนี ้ เมือ่ทําการเปรียบเทียบขอมูลของตัวอยางทีม่ีการกลายพนัธุ

พบวา ตัวอยางที่มีการกลายพนัธุจะมีปริมาณของ HBsAg เฉล่ีย 378.77±64.42 S/N ซึ่งเมื่อ

เปรียบเทยีบกบัตัวอยางที่ปกติมีปริมาณของ HBsAg เฉล่ีย 305.66±111.00 พบวาปริมาณสูงกวา

ตัวอยางที่ปกติอยางมนีัยสาํคัญ (p=0.017) และตัวอยางที่มกีารกลายพันธุพบวามีอายุเฉล่ีย 

41.21±11.39 ป ซึง่เปรียบเทียบกับตัวอยางที่ไมมีการกลายพันธุมอีายุเฉล่ีย 32.34±14.98 ป 

พบวาตัวอยางที่มีการกลายพันธุมีอายุสูงกวาตวัอยางทีไ่มมีการกลายพันธุอยางมนียัสําคัญ 

(p=0.033) ซึ่งการกลายพนัธุในสวนของ Pre-S gene อาจมีบทบาทสําคัญในการเกิดตับอักเสบ

แบบเรื้อรัง และกระบวนการการเกิดมะเร็งตับ (53)  
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 Pre-S1 และ Pre-S2 gene ทําหนาทีสํ่าคัญในการสราง HBsAg ซึ่งม ี receptor ที่

สําคัญที่ทาํหนาที่จับกับผิวของเซลลตับ ลักษณะการกลายพนัธุในสวนของ Pre-S1 จากการศึกษา

ในครั้งนีพ้บวาตําแหนงทีเ่กิด deletion อยูในบริเวณ binding site ของ transcription factor ของ 

S promoter (รูปที่ 43) ตําแหนงนวิคลีโอไทดที่ 3045-3180 (53) ซึ่งอาจสงผลทําใหการสราง 

HBsAg ลดลง (54) แตเมื่อทําการเปรียบเทียบขอมูลของตัวอยาง CHP181 ซึ่งเกิดการกลายพันธุ

แบบ deletion ที่ตําแหนง Pre-S1 พบวาปริมาณของ HBsAg จากผลของการทาํ ELISA มีปริมาณ 

349.95 S/N เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยางที่ไมเกิด deletion บริเวณ Pre-S1 พบวาไมมีความ

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญ ซึ่งการกลายพนัธุในการศึกษาในครั้งนี้อาจสงผลอยางอื่น หรืออาจมี

ปจจัยอื่นทําใหปริมาณของ HBsAg ในตัวอยางนี้ไมแตกตางกับตัวอยางอื่น 

Pre-S1 HepatocyteHepatocyte binding sitebinding site

S promoterS promoter deletion

 

ปที่ 43 แสดงตําแหนงของ Pre-S1 ที่มกีารขาดหายไป ของตัวอยาง CHP-181 ซึ่งอยูในบริเวณ 

 

จากการศึกษาของ Kondo และคณะ (55) ไดทาํการศึกษาในผูปวยโรคไวรัสตับอักเสบ 

นิดเรื้อ

   

รู

binding site ของ transcription factor ของ S promoter 

 

ช รัง เมือ่ทําการตรวจสอบพบวาเกดิการกลายพนัธุในสวนของ start codon ของ Pre-S2 

gene และเกดิ deletion ในสวนของ Pre-S2 gene ซึ่งเปนบริเวณเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้  

(รูปที่ 44) เมื่อทําการศึกษาหาความสัมพันธกับการทาํงานของ polymerized albumin receptor 

(PAR) ทีพ่บทีผิ่วของเซลลตบั ซึ่งเปน receptor ที่ไวรัสใชในการเขาสูเซลลตับ พบวาการเกิดการ

กลายพันธุของ Pre-S2 gene ทั้งในสวนของ start codon และ การเกิด deletion นั้นสงผลใหตอ

การทาํงานของ PAR ทําใหไมสามารถทํางานได ซึ่งการทํางานของ PAR นั้นสัมพนัธกับระดับของ 

HBV DNA polymerase ทําใหมีระดับลดลง สงผลตอ viral replication  
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PrePre--SS22 Deletion

PAR

Deletion

PrePre--SS22 Deletion

PAR

Deletion  

 

รูปที่ 44  แสดงตําแหนงของ Pre-S2 ที่มกีารกลายพนัธุ ทั้ง deletion และ point mutation ซึ่งการ

 

ปจจุบันยงัพบวามกีารระบาดของไวรัสตับอักเสบ บี อยูในประเทศไทย จากการศึกษาใน

รั้งนี้ทาํ

 

เกิด deletion จะอยูในบริเวณของ PAR 

 

ค ใหทราบถึงระบาดวทิยาโมเลกุลของไวรัสตับอักเสบ บี ทีพ่บในประเทศไทย ซึง่ไวรัสตับ

อักเสบ บ ีที่พบในประเทศไทยสวนใหญเปน genotype C และ subtype adr มากทีสุ่ด ปญหาของ

การใหวัคซีน ยังไมพบปญหาจากการกลายพนัธุทีท่าํใหเกิด escape mutant แตอาจเกิดปญหา

จากความลมเหลวในการใหวัคซีน (vaccine failure) ทําใหไมสามารถสรางภูมิคุมกันได และพบ

การกลายพนัธุในสวนของ Pre-S gene ในตัวอยางที่ใชในการศึกษา ซึ่งควรมกีารศึกษาในเชิงลกึ

ตอไปเพื่อทําใหทราบและเขาใจกลไกของไวรัสตับอักเสบ บี มากขึน้ ผลของการศึกษาในครั้งนีท้ํา

ใหสามารถนาํเปนขอมูลประกอบในการพฒันาแผนการใหวัคซีนปองกนัไวรัสตับอักเสบ บี ตอไปได
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ภาคผนวก ก 

 

การเตรียมสารเคมี 
 

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

 Tris-base  54  กรัม 

 Boric acid  27.5 กรัม 

 EDTA (pH8.0)  20 มิลลิลิตร 

 เติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิตร ละลาย และ ผสมใหเขากนั เกบ็ไวที่อุณหภูมหิอง 

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

 5X TBE   200 มิลลิลิตร 

 น้ํากลัน่   800 มิลลิลิตร 

3. 2% (w/v) agarose gel 

 Agarose gel  4 กรัม 

 1XTBE   200 มิลลิลิตร 

 เขยาแลวนําเขาไมโครเวฟจนกวา agarose gel จะละลายหมด  

4. 10% Ethidium bromide 

 Ethidium bromide 30 ไมโครลิตร 

 น้ํากลัน่   300 มิลลิลิตร 

5. loading dye 

 0.25% Bromphenol blue 

 40% (w/v) sucrose in water 

 จากนั้นเติมน้าํกลั่นจนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวเก็บที ่4 °C 

6. Proteinase K (20 mg/ml) 

 Proteinase K  100 มิลลิกรัม 

 Distilled water  5 มิลลิลิตร 
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7. Lysis buffer 

 Tris – HCl  0.105 กรัม 

 EDTA   0.1245 กรัม 

 SDS   0.335 กรัม 

 น้ํากลัน่   50 มิลลิลิตร 

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

 Agar   3.75 กรัม 

 Peptone   2.5 กรัม 

 Yeast   1.25 กรัม 

 NaCl   1.25 กรัม 

 น้ํากลัน่   250 มิลลิลิตร 

 นําไป autoclave ที่ความดนั 15 lb/inch2 ที่อุณหภูม ิ121 °C เปนเวลา 15 นาท ี  ตั้งทิง้ไว

จนอุน จากนัน้เติม ampicilin 100 mg/ml 250 μl จากนั้นเทลงบน plate ทิ้งไวใหเย็นจนแข็ง เตมิ 

IPTG 250 mg/ml 4 μl และ X-Gal 50 mg/ml 15 μl spread ใหทัว่ plate จนแหง  

9. LB broth/ampicilin 

 Peptone   0.5 กรัม 

 Yeast   0.25 กรัม 

 NaCl   0.25 กรัม 

 น้ํากลัน่   50 มิลลิลิตร 

 นําไป autoclave ที่ความดนั 15 lb/inch2 ที่อุณหภูม ิ121 °C เปนเวลา 15 นาท ี  ตั้งทิง้ไว

จนอุน จากนัน้เติม ampicilin 100 mg/ml 50 μl 

10. Soc medium 

 Tryptone  2.0 กรัม 

 Yeast   0.5 กรัม 

 1M NaCl   1 มิลลิลิตร 

 1 M KCl   0.55 มิลลิลิตร 

 น้ํากลัน่   100 มิลลิลิตร 

 นําไป autoclave ที่ความดนั 15 lb/inch2 ที่อุณหภูม ิ121 °C เปนเวลา 15 นาท ี  ตั้งทิง้ไว

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

 

ขอมูลรายละเอียดของตัวอยางที่ใชในการศึกษา 
 

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

CR021 48 M -     - 218.80 - 0.171 + - 

CR039 17 F -     - 2.40 - 0.098 - - 

CR074 23 M -     + 278.84 - 0.094 - - 

CR075 62 F -     - 2.91 - 0.114 + - 

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

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

CR104 36 F -     - 306.65 - 0.103 - - 

CR119 20 F -     + 329.88 - 0.101 - - 

CR122 39 M -     - 159.72 - 0.091 + - 

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

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

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

CR198 17 M -     + 269.97 - 0.224 + - 

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

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

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

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

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

CR277 25 M -     - 11.66 - 0.195 + - 

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

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

CR328 43 F -     - 259.98 - 0.120 + - 

CR350 27 M -     - 256.24 - 0.098 - - 

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

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

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

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

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

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

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

CR450 29 M -     - 238.87 - 0.165 + - 

CR451 29 F -     - 247.40 - 0.178 - - 

CR455 31 F -     - 237.58 - 0.127 + - 

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

CR472 38 F -     - 308.72 - 0.109 - - 

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

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

CR519 39 F -     - 265.80 - 0.124 + - 

CR520 38 M -     + 247.21 - 0.117 + - 

CR538 31 F +     + 349.53 - 0.167 - - 

CR542 35 M -     + 281.20 - 0.186 + - 

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

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

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

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

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

CR654 46 F -     - 285.88 - 0.218 - - 

CR655 48 F -     - 406.72 - 0.182 - - 

CR724 20 M -     + 299.20 - 0.181 - - 

CR725 39 M -     - 312.94 - 0.171 - - 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

CRM040 39 2 -     - 467.54 - 0.117 - - 

CRM047 20 1 -     - 509.77 - 0.122 - - 

CRM062 35 2 -     - 422.20 - 0.129 - - 

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

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

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

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

CRM129 30 2 +     + 404.46 - 0.223 - - 

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

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

CRM165 55 1 -     - 370.14 - 0.124 - - 

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

CRM175 31 2 -     - 416.59 - 0.219 - - 

CRM182 38 2 -     - 128.30 - 0.168 - - 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

CRP236 47 2 -     - 391.56 - 0.215 - - 

CRP296 32 2 -     - 438.92 - 0.188 - - 

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

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

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

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

NK313 26 2 -      - 486.40 - 0.109 - - 

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

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

NK377 32 2 -      - 463.33 - 0.211 + - 

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

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

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

NK435 25 2 -      - 494.29 - 0.148 - - 

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

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

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

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

NKS015 26 2       - 408.57 - 0.077 + - 

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

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

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

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

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

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

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

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

NKT363 6 1 -     - 243.30 - 0.114 - - 

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

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

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

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

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

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

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

UD136 26 1 -      - 153.63 - 0.180 - - 

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

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

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

UD182 47 2 +   adr  - 231.77 - 0.164 + - 

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

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

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

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

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

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

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

UD515 21 1 -     + 6.86 - 0.148 - - 

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

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

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

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

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

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

UDH199 17 1 -     -  373.04 - 0.168 - - 

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

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

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

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

UDH308 34 2 -     + 258.49 - 0.139 - - 

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

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

UDH419 53 1 -     -  359.48 - 0.073 - - 

UDV028 56 2       -  3.03 - 0.156 + - 

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

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

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

UDV045 26 2       -  324.75 - 0.139 - - 

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

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

UDV071 22 1       -  179.32 - 0.103 - - 

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

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

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

UDV150 24 1       + 539.59 - 0.164 - - 

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

UDV229 29 2       -  222.29 - 0.188 - - 

UDV329 15 1       -  397.98 - 0.087 - - 

UDV353 16 2       + 382.22 - 0.089 - - 

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

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

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

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

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

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

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

UDV441 37 1       -  4.22 - 0.076 - - 

CH095 4   + c adr + 345.47 - 0.069 - - 

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

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

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

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

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

CH514 49   + b adw -  257.48 - 0.156 - - 

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

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

CH703 21   + b adw + 430.80 - 0.070 - - 

CH854 7   + c adr -    -   - - 

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

CHA243 39 1       - 2.22 - 0.069 + + 

CHA254 40 2       - 3.41 + 0.081 + - 

CHA255 46 1       - 444.01 - 0.068 + - 

CHB165 29 1       - 434.00 - 0.071 - - 

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

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

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

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

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

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

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

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