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บทค ัดย ่อ ภาษาไทย 

ธนัญญา จินาโต : การเปลี่ยนแปลงไมโครอาร์เอ็นเอของมนุษย์ในเซลล์ที่ติดเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบีและได้รับยาเพ็คกเิลตอินเตอรเ์ฟอรอน แอลฟา ทู เอ (ALTERATION OF HUMAN 
MICRORNA IN CELL INFECTED WITH HEPATITIS B VIRUS AND  TREATED WITH 
PEGYLATED INTERFERON ALPHA 2A) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร.สัญชัย 
พยุงภร, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ศ. นพ.พิสิฐ ตั้งกิจวานิชย์{, 75 หน้า. 

อินเตอร์เฟอรอน (Interferons: IFNs) ถูกสร้างจากเซลล์ที่มีการติดเช้ือไวรัส เป็นส่วนหนึ่ง
ของระบบภูมิคุ้มกันประเภท innate immune system ในปัจจุบันพบว่า IFNs นั่นเป็นยามาตราฐาน
ที่ถูกน ามาใช้ทางการแพทย์เพื่อรักษาโรคติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี โดย IFNs จัดเป็นไซโตไคน์ที่มีการ
กระตุ้นการท างานผ่านทางตัวรับที่มีความจ าเพาะต่อตัวรับ IFNs (IFN-receptors: IFN-R ) ซึ่งจะไป
กระตุ้นการส่งสัญญาณของ IFNs pathways และกระตุ้นยีนที่ตอบสนองต่อ IFNs (IFN-inducible 
genes) และโปรตีนที่มีความเกี่ยวข้อง รวมถึงไมโครอาร์เอ็นเอ (microRNAs: miRNAs) ในงานวิจัยนี้
จึงต้องการที่จะศึกษาการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ miRNAs ในเซลล์มะเร็งตับที่ได้รับพลาสมิด
ไวรัสตับอักเสบบีและได้รับยาเพ็คกิเลตอินเตอร์เฟอรอน แอลฟา ทู เอ ในงานวิจัยน้ีได้ศึกษาในเซลล์ 
Huh7 ที่ได้รับและไม่ได้รับพลาสมิดไวรัสตับอักเสบบีเป็นเวลา 6 ช่ัวโมง จากนั้นบ่มเซลล์ด้วยยาเพ็คกิ
เลตอินเตอร์ เฟอรอน แอลฟา ทู เอ หรือในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มียาเพ็คกิเลตอินเตอร์  เฟอรอน 
แอลฟา ทู เอ หลังจาก 24 ช่ัวโมงจะน ามาสกัดอาร์เอ็นเอสายสั้นๆและเตรียมตัวอย่างเพือ่น าไปวัดการ
แสดงออกของ  miRNA ด้ วย เทคนิค  next-generation sequencing (NGS): MiSeq platform 
(Illumina) โดยระดับการแสดงออกของ miRNAs ที่สนใจศึกษาจะถูกวัดด้วยเทคนิค real-time 
PCR  และวิเคราะห์ก่อนจะน าไปท านายยีนเป้าหมายของ  miRNAs ที่สนใจด้วยโปรแกรม 
miRTarbase และวิเคราะห์ระดับการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ miRNAs โดยใช้วิธี delta 

delta Ct (2-ΔΔCt) ท านาย จากผลการทดลองพบว่าในเซลล์ที่ได้รับพลาสมิดไวรัสตับอักเสบบีและ
ได้รับยาเพ็คกิเลตอินเตอร์เฟอรอน แอลฟา ทู เอ มีระดับการแสดงออกของ miRNAs ที่เปลี่ยนแปลง
ไปทั้งหมด 11 miRNAs โดยมี 6 miRNAs ที่มีการแสดงออกลดลงสอดคล้องกันทัง้ผลจากการท า NGS 
และ real-time PCR ได้แก่ miR-128 miR-151 miR-185 miR-186 miR-425 และ miR-483 จากนั้น
ท านายบทบาททางชีวภาพและภูมิคุ้มกันของยีนเป้าหมายที่อาจมีความเกี่ยวข้องกับการรักษาผู้ป่วย
ตับอักเสบบีเรื้อรัง งานวิจัยนี้จะท าให้เกิดความเข้าใจการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของ 
miRNAs ในสภาวะที่มีความเกี่ยวข้องกับเช้ือไวรัสตับอักเสบบี และ IFNs ได้มากข้ึน 
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THANANYA JINATO: ALTERATION OF HUMAN MICRORNA IN CELL INFECTED 
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2A. ADVISOR: ASST. PROF. SUNCHAI PAYUNGPORN, Ph.D., CO-ADVISOR: PROF. 
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Interferons (IFNs) play important roles in defense mechanisms against viral 
infections, thus IFNs therapy is a standard treatment in chronic hepatitis B (CHB) 
patients. IFNs signaling pathways promote IFN-inducible genes including microRNAs 
(miRNAs).   In this research, we aimed to determine microRNAs expression profiles in 
hepatocellular carcinoma cells line (Huh7) transfected with hepatitis B virus (HBV) 
plasmid and treated with pegylated interferon (Peg-IFNs) alpha 2a. Huh7 cells were 
transfected with or without a plasmid containing HBV genome for 6 hours followed by 
treatment with or without Peg-IFNs alpha-2a for 24 hours.  Cellular small RNAs were 
extracted and then followed by library preparation. To determine miRNAs expression 
profiles, the next-generation sequencing (NGS) was carried out on MiSeq platform 
(Illumina). Expression level of candidate miRNAs were confirmed by real-time PCR and 

the relative quantitation was calculated by delta delta Ct (2-ΔΔCt) method. The results 
demonstrated that Huh7 cells transfected with HBV plasmid and treated with Peg-IFNs 
alpha-2a significantly down-regulated miRNAs including miR-128, miR-151, miR-185, 
miR-186, miR-425, and miR-483. The target genes of the candidate miRNAs were 
predicted in terms of roles in cellular pathways and immune response, which might 
be related to treatment in CHB patients. The data obtained from this study might be 
useful for understanding the response mechanism, after treatment with Peg-IFNs alpha-
2a in HBV infected hepatocytes. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

ความส าคัญและท่ีมาของปัญหางานวิจัย 

 การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี (hepatitis B virus infection) พบว่าเป็นสาเหตุหลักที่ท าให้
เกิดโรคตับอักเสบเรือ้รังเรือ้รงั (chronic liver disease ) (1) ร้อยละ 70-90 ของผู้ป่วยจะมีการพัฒนา
ของโรคไปเป็นตับแข็ง (cirrhosis) และมะเร็งตับ (Hepatocellular carcinoma: HCC) ในที่สุด (1, 
2) นอกจากนี้พบว่าผู้ป่วยที่เป็นโรคมะเร็งตับอย่างน้อยร้อยละ 50 จะมีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี 
(1) โดยปัจจุบันพบว่ามีประชากรประมาณ 360 ล้านคนที่เป็นโรคตับอักเสบเรื้อรังเนื่องมาจากการติด
เช้ือไวรัสตับอักเสบบี และพบว่าการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีนั้นยังน าไปสู่สาเหตุการเสียชีวิตของ
ประชากรทั่วโลก 520,000 ถึง 1.2 ล้านคนต่อปี ซึ่งความชุกของการเกิดโรคจะข้ึนอยู่กับอัตราการ
แพร่กระจายของไวรัสตับอักเสบบีจะมีความแตกต่างกันตามภูมิภาคและเช้ือชาติของประชากร (3) 
การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังจะส่งผลให้เซลล์ตับเกิดการอักเสบและเสียหาย เซลล์ตับมีการเพิ่ม
จ านวนเพื่อทดแทนเซลล์ที่เสียหายไปจนท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรมภายใน ส่งผลให้
กระตุ้นการท างานของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็ง คือ oncogenes และ tumor suppressor 
genes ให้มีการท างานผิดปกติเซลล์ส่งผลให้เกิดการกลายเป็นเซลล์มะเร็งในที่สุด  
 ในปัจจุบันยาต้านไวรัสถูกน ามาใช้ในการรักษาโรคไวรัสตับอักเสบบี  แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม
ใหญ่ๆ กลุ่มแรก คือ ยากลุ่มที่กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันภายในร่างกาย (IFN alpha และ Peg-IFN 
alpha) และยากลุ่มที่สอง จะไปยับยั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัสโดยตรง (Nucleos(t)ide analogs) 
โดยยาในกลุ่ม Interferon (IFN) alpha จัดเป็นยากลุ่มแรกที่มีการอนุญาตให้ใช้ในการรักษาผู้ป่วยที่
ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรงั ซึ่งมีคุณสมบัติในการต้านการเพิ่มจ านวนของไวรัส (4) แต่อย่างไรก็ตาม
การใช้ยาในกลุ่ม IFN alpha จะมีผลข้างเคียงหลายประการ และยังพบว่ามีเพียงร้อยละ 32-36 ของ
ผู้ป่วยที่มีการตอบสนองต่อการรักษาด้วย Peg-IFN alpha (5, 6) นอกจากนี้การรักษาด้วย IFN alpha 
ยังมีค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง การที่สามารถท านายการตอบสนองต่อยา Peg-IFN alpha ในผู้ป่วยไวรัสตับ
อักเสบบีได้น้ันจะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในการน ามาเป็นแนวทางในการรักษาผู้ป่วย 
 
 microRNAs (miRNAs) ถูกน ามาใช้เป็น biomarker เพื่อใช้ในการวินิจฉัยการด าเนินของโรค 
เนื่องจากพบว่าในมะเร็งหลายชนิดน้ันจะมีการแสดงออกของระดับ miRNAs แตกต่างไปจากในเซลล์
ปกติ นอกจากนี้ miRNAs ยังมีความเสถียรสามารถวัดได้ทั้งจากในซีรั่มและพลาสมา ท าให้ผู้ป่วย
เจ็บปวดน้อยที่สุดในการเก็บตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ผล (7) ดังนั้นการศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปแบบ
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การแสดงออกของ miRNAs ในเซลล์ Huh7 ที่อยู่ในสภาวะติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี และได้รับ Peg-
IFN alpha-2a จะเป็นการจ าลองสภาวะของเซลล์ตับที่มีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีและได้รับการ
รักษาด้วย Peg-IFN alpha-2a ท าให้เกิดความเข้าใจมากขึ้นเกี่ยวกับกลไกการรักษาผู้ป่วยติดเช้ือไวรัส
ตับอักเสบบีด้วย Peg-IFN alpha-2a 

ค าถามงานวิจัย  

ในเซลล์เพาะเลี้ยง Huh7 ที่มีสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสตับอักเสบบี และได้รับ Peg-IFN 
alpha-2a จะมีรูปแบบการแสดงออกของ miRNA เปลี่ยนไปหรือไม่และแตกต่างกันอย่างไร 

วัตถุประสงค์  

 เพื่อศึกษารูปแบบการแสดงออกของ miRNAs ในเซลล์เพาะเลี้ยง Huh7 ที่มีสารพันธุกรรม
ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบี และได้รับ Peg-IFN alpha-2a 

สมมติฐาน  

  รูปแบบการแสดงออกของ miRNAs ในเซลล์เพาะเลี้ยง Huh7 จะเปลี่ยนแปลงไป เมื่อมีสาร
พันธุกรรมของเช้ือไวรัสตับอักเสบบี และได้รับ Peg-IFN alpha-2a 
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ขอบเขตของการวิจัย 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ค าจ ากัดความท่ีใช้ในงานวิจัย 

Hepatocellular carcinoma หมายถึง มะเร็งตับปฐมภูมิ ซึ่งเป็นมะเร็งของเซลล์ตับชนิด 

Hepatocellular carcinoma 

 
ค าส าคัญ  

 Chronic Hepatitis B virus (CHB), Hepatitis B virus (HBV), MicroRNA (miRNA),            
Next-generation sequencing (NGS), Pegylated interferon alpha-2a (PEG-IFN ALPHA-2A) 

Conditions Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 
HBV plasmid - - + + 

Peg-IFN alpha-2a - + - + 

Cell culture (Huh7) 

Small RNA extraction 

Small RNA Library Preparation 

Next-generation sequencing (NGS) 

miRNAs expression profile analysis 
 

Prediction of miRNA targets  
 

Validation of miRNAs 
expression by qPCR 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รบัจากงานวิจัย  

 ท าให้ทราบรูปแบบการแสดงออกของ miRNAs ที่เปลี่ยนแปลงไปในเซลล์ Huh7 ที่มีการ

ตอบสนองในสภาวะที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี และทดสอบด้วยยา Peg-IFN alpha-2a ท าให้เกิด

ความเข้าใจกลไกการตอบสนองของเซลล์ Huh7 ต่อ Peg-IFN alpha-2a ได้มากข้ึน 



 

 

บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง  

การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี (hepatitis B virus infection) พบว่าเป็นปัจจัยหลักในการเกิด
โรคมะเร็งตับ โดยประมาณร้อยละ 5 ของประชากรโลก (300-400 ล้านคน) มีการติดเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบี ทั้งนี้พบความชุกในการติดเช้ือแถบเอเซียมากถึงร้อยละ 75 (8) และพบว่าผู้ที่ติดเช้ือไวรัสตับ
อักเสบนั้นจะมีความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งตับสูงกว่าผู้ที่ไม่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบ เป็นสาเหตุให้
บริเวณที่พบการแพร่กระจายของไวรัสตับอักเสบนั้นมีอัตราการเกิดโรคมะเร็งตับสูง (1, 9)  โดย 
Beasley และคณะพบว่าผู้ที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี จะมีความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งตับสูงถึง 1,000 
เท่า เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ไม่มีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบ (10)   
ไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B Virus) 

ไวรัสตับอักเสบบี เป็น enveloped DNA virus จัดอยู่ ในตระกูล Hepadnaviridae มี
ความจ าเพาะเจาะจงในการก่อพยาธิสภาพในเซลลต์ับ โดยไวรัสจะแบ่งตัวเพิ่มจ านวนในไซโทพลาสซมึ
ของเซลล์ตับ เป็น non-cytopathic virus คือ เมื่อเซลล์ตับเกิดการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีจะไม่มี
การเปลี่ยนแปลงรูปร่างไปจากเดิม ซึ่งการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี ถือเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญ
ของโลก โดยมีประชากรมากกว่า 350 ล้านคนที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีซึ่งเป็นปัจจัยหลักที่ท าให้เกิด
โรคตับแข็งและสามารถพัฒนาจนกลายเป็นมะเร็งตับได้ในที่สุด (11)   

ลักษณะจีโนมของไวรัสตับอักเสบบีจะเป็น DNA วงกลมสายคู่ที่ไม่สมบูรณ์ (Partially 
double-stranded circular DNA) ประกอบไปด้วย DNA สายลบมีความยาวประมาณ 3,200 คู่เบส
และ DNA สายบวกมีความยาวไม่แน่นอน เช่ือมต่อกันทางปลาย 5 UTR ของสาย DNA ในต าแหน่ง 
direct repeat (DR) พบว่ามี 2 บริเวณ คือ DR1 และ DR2 และควบคุมการสร้าง HBV mRNA โดย
enhancer มี 2 บริเวณ คือ EN1 และ EN2 ซึ่งลักษณะของจีโนมแบ่งออกเปน็ 4 overlapping open 
reading frames (ORFs) ที่ท าหน้าที่ในการสร้างโปรตีนโครงสรา้ง (structural protein) และ โปรตีน
ที่ไม่ใช่โครงสร้าง (non-structural protein) ของไวรัส ดังที่ได้แสดงในรูปที่ 1 ได้แก่ 

(1) S ORF ประกอบด้วยยีนที่ใช้ในการสร้างโปรตีนพื้นผิว (Surface protein) หรือ HBsAg 3 
ชนิ ด  ไ ด้ แ ก่  small surface protein (S), medium surface protein (S+Pre-S2 )  แล ะ  large 
surface protein (S+Pre-S1+Pre-S2) ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญใน envelop ของไวรัส 

(2) C ORF ประกอบด้วยยีน core ที่สร้าง core protein และ HBeAg 
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(3) P ORF ประกอบด้วยยีน polymerase (Pol) ท าหน้าที่สร้างเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในการ
เพิ่มจ านวนของไวรัส (viral replication) 

(4) X ORF ท าหน้าที่สร้างโปรตีน X หรือ hepatitis B X antigen (HBxAg) ซึ่งมีความส าคัญ
ในการยับยั้งการท างานของ p53 ที่สามารถต้านการเกิดมะเร็งได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 1 แสดงโครงสร้างจีโนมของไวรัสตบัอักเสบบี (12) 

Chronic hepatitis B (CHB) 

การเกิดโรคตับอักเสบเรื้อรังเนื่องมากจากการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีนั้น มีสาเหตุมาจากมี
การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีมานานและตรวจพบ HBsAg มานานกว่า 6 เดือน เป็นสาเหตุให้เซลล์ตับ
ถูกท าลาย เกิดความเสียหายและมีการอักเสบของตับโดยมีค่า alanine aminotransferase (ALT) ใน
เลือดสูงมากกว่าระดับปกติถึง 5 เท่า 
การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง สามารถแบ่งระยะการด าเนินของโรคได้ 4 ระยะ (13)  

1. Immune tolerance phase ในระยะนี้สามารถตรวจพบ HBeAg มีระดับของ ALT อยู่ใน

เกณฑ์ปกติ แต่พบว่ามีปริมาณของ HBV DNA ในเลือดสูงมากกว่า 2 × 106 ถึง 2 × 107 

IU/mL ระยะนี้จะพบได้เป็นเวลานานหากผู้ป่วยมีการติดเช้ือในช่วงอายุน้อยกว่า 20-30 ปี 

แต่หากมีการติดเช้ือเมื่อผู้ป่วยมีอายุมากจะพบระยะนี้ค่อนข้างสั้น 

2. Immune clearance phase ในระยะนี้สามารถตรวจพบ HBeAg และมีระดับของ ALT สูง

กว่าปกติ แต่พบว่ามีปริมาณของ HBV DNA ในเลือดสูงมากกว่า 2 × 104 IU/mL พยาธิ

สภาพของตับสามารถตรวจพบการอักเสบแบบท าลายเนื้อตับ (necroinflammation) และ 
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การเกิดพังผืด (fibrosis) โดยทั่วไปผู้ป่วยในระยะนี้จะเกิด HBeAg seroconversion คือจะ

ตรวจไม่พบ HBeAg  แต่จะพบ HBeAb 

3. Immune control ในระยะนี้จะไม่พบ HBeAg แต่จะพบ HBeAb และมีระดับของ ALT 

ลดลงสู่ปกติ มีปริมาณของ HBV DNA ในเลือดต่ ากว่า 2 × 103 IU/mL พยาธิสภาพของตับ

ไม่มีการอักเสบหรือมีการอักเสบเล็กน้อย ในผู้ป่วยบางรายอาจพบ HBsAg น้อยกว่า 1000 

IU/mL 

4. Immune escape ในระยะนี้จะไม่พบ HBeAg แต่จะพบ HBeAb และมีระดับของ ALT 

เปลี่ยนแปลงไม่แน่นอน มีปริมาณของ HBV DNA ในเลือดสูงตั้งแต่ 2 × 103 IU/mL พยาธิ

สภาพของตับมีการอักเสบปานกลางถึงรุนแรงอาจมีการเกิดพังผืดหรือตับแข็งร่วมด้วย ใน

ผู้ป่วยบางรายอาจพบการกลายพันธ์ุของยีนในต าแหน่ง  precore หรือ basal core 

promoter 

การรักษาโรคไวรัสตบัอักเสบบีเรื้อรัง 

 การรักษาโรคไวรัสตับอักเสบบีในปัจจุบนัจะรกัษาโดยการใช้ยาต้านไวรัสแบ่งออกเป็น 2 กลุม่ 
คือ nucleos(t)ide analogues (NA) ท างานโดยการไปยับยั้งเอนไซม์ polymerase ท าให้ยับยั้งการ
เพิ่มจ านวนของไวรัส ตัวอย่างของยาในกลุ่มนี้ ได้แก่  lamivudine, adefovir, tenofovir และ 
entecavir เป็นต้น กลุ่มที่ 2  คือ Interferon (IFN) alpha ท างานโดยการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน
ภายในร่างกาย และมีผลในการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัส ในการศึกษานี้ ต้องการมุ่งเน้นที่จะ
ศึกษาในกลุ่ม Interferon (IFN) alpha เนื่องจากยาในกลุ่มนี้มีระยะเวลาในการรักษาแน่นอน ไม่เกิด
การดื้อยา มีผลต่อเนื่องหลังการรักษา และมีโอกาสกลับมาเป็นซ้ าน้อยกว่ายาในกลุ่ม NA อย่างไรก็
ตามพบว่า มีเพียงร้อยละ 32-36 ของผู้ป่วยที่มีการตอบสนองต่อการรักษาด้วย Peg-IFN alpha (5, 6) 
นอกจากนี้มีผลข้างเคียงจากการรักษาค่อนข้างมาก และเพื่อให้เกิดความเข้าใจต่อกลไกในการท างาน
ของยาในกลุ่มนี้ จึงต้องการศึกษากลไกการเปลี่ยนแปลงของ miRNAs ต่อยา Peg-IFN alpha-2a ใน
สภาวะที่มีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี 
Interferon (IFNs) 

IFNs เป็นส่วนหนึ่งของ non-specific immune system ในระบบภูมิคุ้มกันก่อเอง (innate 
immune system) มีการแสดงออกเมื่อเซลลม์ีการติดเช้ือไวรัส และต้านการติดเช้ือไวรัสโดยการสรา้ง
โปรตีนที่มีความเกี่ยวข้องกับการต้านไวรัส (anti-viral defenses) และกระตุ้นการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุ้มกัน (14) โดย IFNs จะไม่ถูกสร้างและสะสมในเซลล์ในรูป inactive form (15) แต่ IFNs 
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จะถูกสร้างโดยเซลล์ทีม่ีการตอบสนองต่อสารพันธุกรรมของไวรัส (viral nucleic acids) และชักน าให้
เกิด anti-viral phase ในระยะแรกของการติดเช้ือ 

IFNs สามารถแบ่งได้เป็น 3 class ตามความจ าเพาะของ IFNs receptors (16) ดังนี้   
1) IFNs ชนิดที่ 1 (Type I IFNs) จะถูกสร้างโดยเซลล์ที่มีการติดเช้ือไวรัสและเซลล์เม็ดเลือด

ขาว (leukocytes) ได้แก่ IFN-  (มีมากกว่า 14 subtypes), , , , , และ  แต่ที่ไม่พบการ
แสดงออกในมนุษย์คือ IFNs- โดยพบว่า IFNs ชนิดที่ 1 ท างานโดยจับกับ Type I IFN receptor 
complex (IFNAR) (17, 18) และกระตุ้นการท างานของ IFN signaling pathways ผ่านทาง signal 
transducers and activators of transcription (STATs) และ Janus kinases (JAKs) ส่งผลต่อยีน
ที่ตอบสนองต่อ IFNs หรือ IFN-stimulated genes (ISGs) ซึ่งจะท าหน้าที่ในการท าลายไวรัสต่อไป 
(19) 

2) IFNs ชนิดที่ 2 (Type II IFNs) จะถูกสร้างโดย activated T lymphocytes และ natural 
killer cells (NK cells) โดยทั้งสองเซลล์นี้จะถูกเรียกอีกช่ือหนึงว่า “immune interferon”  IFN ใน
กลุ่มนี้คือ IFN- ท างานโดยจับกับ IFNR กระตุ้น JAK-STATs pathway (20)  

3) IFNs ชนิดที่  3 (Type III IFNs) คือ IFN-ท างานโดยจับกับ IFN -specific receptor 
(IFNR) การท างานของ IFNs ชนิดนี้จะมีลักษณะเดียวกันกับ IFNs ชนิดที่ 1 (14)  

IFNs ที่ ถูกน ามาใช้ในการรักษาโรคไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง คือ IFN alpha แบ่งเป็น 
standard IFN และ pegylated interferon ที่ดัดแปลงโดยการติด polyethylene glycol (PEG) 
เข้ากับ IFNs เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการละลาย ลดโอกาสการถูกย่อยจาก proteolysis ลดปฏิกิริยา
ต่อต้านทางภูมิต้านทาน (antigenicity) และท าให้ยาสามารถหมุนเวียนภายในร่างกายได้นานข้ึน  
แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ pegylated interferon-2a (PEG-IFN-2a) มีโครงสร้างแบบกิ่ง น้ าหนัก
โมเลกุล 40 kDa และ pegylated interferon-2b (PEG-IFN-2b ) มีโครงสร้างแบบเส้นตรง 
น้ าหนักโมเลกุล 12 kDa  (21, 22)  
 งานวิจัยก่อนหน้านี้ได้ศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยงของมะเร็งตับ (HepG2) โดยน ายาในกลุ่ม 
PEG-IFN-2a มาใช้ในการกระตุ้นการท างานของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อ IFN โดยใช้ยา
ปริมาตร 100 ng/ml และดูการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีนที่ถูกควบคุมด้วย IFN จะพบว่า
ปริมาตรของยา 100 ng/ml เพียงพอที่จะไปกระตุ้นการแสดงออกของยีน IFN ได้ (23) รวมถึงได้มี
การศึกษาระดับการแสดงออกของ IFN- mRNA เปรียบเทียบกันระหว่างเซลล์เพาะเลี้ยงของมะเร็ง
ตับ 2 เซลล์ คือ HepG2 และ Huh7 จะพบว่า เซลล์ Huh7 มีระดับการแสดงออกของ IFN- mRNA 
สูงกว่าในเซลล์ HepG2 (24) ดังนั้นเซลล์ Huh7 จึงมีความเหมาะสมในการน ามาศึกษาในงานวิจัยน้ี 

 



 

 

9 

ไมโครอาร์เอ็นเอ (microRNA) 

 miRNAs จัดเป็น non-coding RNAs ซึ่งเป็นโมเลกุลของ RNAs สายสั้นๆ มีขนาดประมาน 
22 นิวคลีโอไทด์ มีบทบาทส าคัญทั้งในพืช สัตว์ และไวรัส ในการควบคุมการแสดงออกของยีน โดยจะ
ไปจับบริเวณ    3 -untranslated region (3 -UTR) ของ mRNA เป้าหมายท าให้เกิดการยับยั้ง
กระบวนการแปลรหัส (translational repression) หรือท าลายสาย mRNA เป้าหมาย (mRNA 
degradation) (25, 26)  

miRNAs มี บทบาทต่อกระบวนการทาง ชีวภาพต่ า งๆเ ช่น  การพัฒนาของเซลล์  
(development) การเปลี่ยนแปลงรูปร่างเพื่อไปท าหน้าที่จ าเพาะ (differentiation) โปรแกรมการ
ตายของเซลล์ (apoptosis) การเพิ่มจ านวนของเซลล์ (proliferation) และการเคลื่อนที่ของเซลล์ 
(migration/invasion) (27, 28) โดยทั่วไป 1 สายของ miRNA จะสามารถจับกับ mRNA เป้าหมาย
ได้โดยประมาณ 200 เป้าหมาย (26) ดังนั้นหาก miRNAs มีรูปแบบของระดับการแสดงออกแตกต่าง
ไปจึงมักจะส่งผลเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคมะเร็งหลายชนิด (29) 

กลไกในการสร้าง microRNAs (miRNAs) 

 miRNAs ถูกสร้างขึ้นในนิวเคลียส โดยสังเคราะห์จาก microRNA gene โดยเอนไซม์ RNA 
polymerase II/III ได้เป็น primary microRNA (pri-microRNA) มีลักษณะเป็น hairpin loop  ส่วน
ปลายด้าน 5  มีการเติม 5 cap และ poly A ที่ปลายด้าน 3  จากนั้นจะถูกตัดด้วยเอนไซม์ Drosha 
ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุ่ม RNase III ท างานร่วมกับโปรตีน DiGeorge syndrome critical region gene 
8 (DGCR8)  ได้เป็น precursor microRNA (pre-microRNA) ที่มีความยาวประมาณ 70 นิวคลีโอไทด์ 
และถูกขนสง่ออกนอกนิวเคลียสโดย exportin-5 เมื่อออกมายังไซโตพลาสซมึจะถูกตัดอีกครัง้ 

ด้วยเอนไซม ์Dicer ซึ่งท างานร่วมกับโปรตีน TAR-RNA binding protein (TRBP) ได้เป็น miRNA สาย
คู่ (microRNA duplex) จากนั้น miRNA สายคู่นี้จะแยกจากกันเป็นสายเดี่ยวได้เป็น mature miRNA 
และไปรวมกับโปรตีน Argonaute (Ago) อยู่ในรูป RNA-induce silencing complex (RISC) จากนั้น
จะเคลื่อนที่ไปยงั mRNA เป้าหมายเพื่อควบคุมการแสดงออกของยีน ดังที่แสดงในรปูที่ 2 (29, 30)  
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รูปท่ี 2 กลไกในการสร้างและการท างานของ microRNAs (from this study) 
 

ลักษณะการเข้าคู่กัน (Hybridization pattern) ระหว่าง miRNA และ mRNAs เป้าหมายนั้น
พบว่าหากมีการจับกันได้อย่างสมบูรณ์ (perfect complementary) จะท าให้เกิดการท าลายสาย 
mRNAs และในกรณีที่มีการเข้าคู่กันอย่างไม่สมบูรณ์ (partial complementary) จะเกิดการยับยั้ง
กระบวนการแปลรหัสของสาย mRNAs แบ่งได้เป็น 3 รูปแบบ ดังรูปที่ 3 (31) คือ 

1) 5  seed คือ การเข้าคู่กันที่บริเวณต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที ่2-8 เฉพาะด้านปลายด้าน 5  ของ
สาย miRNA  

2) 5  canonical คือ การเข้าคู่กันบริเวณบางส่วนของด้านปลาย 3  ของ miRNA และบริเวณ  
นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 2-8 จากทางดา้นปลาย 5  ของสาย miRNA  

3) 3 compensatory คือ การเข้าคู่กันบริเวณปลายด้าน 3  ของ miRNA กับ mRNAs มากกว่า
ครึ่งนึงของสาย miRNA และมีบางส่วนของด้าน 5  ของ miRNA จับกับ mRNA   
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โดยพบว่าความจ าเพาะในการจับกับยีนเป้าหมายของ miRNA นั่นจะข้ึนกับบริเวณที่จับกับสาย 
mRNA ของยีนเป้าหมาย (target binding site) ซึ่งพบว่ามีความจ าเพาะสูงในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 
2-8 จากทางด้านปลาย 5  ของ miRNA และมักมีการจับกับบริเวณปลายด้าน 3  ของ mRNA 
เป้าหมาย  

รูปท่ี 3 รูปแบบของการเข้าคู่กันระหว่าง miRNA และ mRNA เป้าหมาย (32) 
A) ลักษณะการเข้าคู่กันระหว่าง miRNA และ mRNAs เป้าหมายแบบ 5  seed 

B) ลักษณะการเข้าคู่กันระหว่าง miRNA และ mRNAs เป้าหมายแบบ 5  canonical 
C) ลักษณะการเข้าคู่กันระหว่าง miRNA และ mRNAs เป้าหมายแบบ 3 compensatory 

miRNAs กับ HBV infection 

ดังที่กล่าวไว้ข้างต้นจะเห็นได้ว่า miRNAs มีบทบาทอย่างมากในการควบคุมการแสดงออก
ของยีน และในผู้ที่มีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเฉียบพลันและเป็นโรคไวรัสตับอักเสบบีแบบ
เรื้อรังจะพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงรูปแบบในการแสดงออกของ miRNAs แตกต่างออกไปเมื่อเทียบกับ
ในคนปกติ โดยพบว่าไวรัสตับอักเสบบีมีความสามารถในการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ miRNAs 
เพื่อให้มีสภาวะที่เหมาะสมกับการเพิ่มจ านวนของไวรัส  การหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันของเซลล์
เป้าหมาย ส่งผลต่อกลไกภายในเซลล์ เช่น การติดเช้ือไวรัส การเหนี่ยวน าให้เกิดตับแข็งและมะเร็งตับ 
(33, 34) ดังที่แสดงในตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1 แสดง miRNAs ที่มีผลตอ่การติดเช้ือไวรัสตบัอักเสบบีและโรคที่มีความเกี่ยวข้องกบัการติด
เช้ือไวรัสตับอักเสบบ ี(33)  

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

หมายเหตุ: HBV (↑): ส่งเสริมการเพิ่มจ านวนของไวรัสตับอักเสบบี; HBV (↓): ยับยั้งการเพิ่มจ านวน

ของไวรัสตับอักสบบี; HCC (↑): พัฒนาการเกิดมะเร็งตับ; Fibrosis (↑): ส่งเสริมการเกิดพังผืดในตับ  

 
การศึกษาของ Li และคณะในปี 2010 ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปแบบการแสดงออกของ 

miRNAs ในซีรั่มของผู้ที่ติดเช้ือไวรัสตับอีกเสบบใีนประชากรเมอืงนานจงิ ประเทศจีน โดยเปรียบเทยีบ
ระหว่างกลุ่มผู้ที่มีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีและกลุม่ที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีรว่มกับการเป็นมะเรง็
ตับพบว่ามี  13 miRNAs (miR-375, miR-92a, miR-10a, miR-223, miR-423, miR-23b/a, miR-
342-3p, miR-99a, miR-122a, miR-125b, miR-150 แล ะ  let-7c) ที่ มี ก า ร เ ปลี่ ย นแปล งก า ร
แสดงออกโดยจะแสดงออกสูงข้ึนในกลุ่มผู้ที่มีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีเมื่อเทียบกับกลุ่มผู้ที่มี
สุขภาพดี (control) (35) และจากการศึกษาของ Wojcicka และคณะ (36) ในปี 2014 ได้ศึกษา
รูปแบบการแสดงออกของ miRNAs โดยใช้วิธีการ next-generation sequencing พบว่ามีการ
เปลี่ยนแปลงรูปแบบการแสดงออกของ miRNAs ในเซลล์ตับทั้งหมด 374 miRNAs และพบว่ามีการ
เปลี่ยนแปลงรูปแบบการแสดงออกของ miRNAs ในเนื้อเยื่อมะเร็งตับเมื่อเทียบกับเนื้อเยื่อที่ไม่เกิด
มะเร็งทั้งหมด 127 miRNAs ดังที่แสดงตัวอย่างในตารางที่ 2 
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ตารางท่ี 2 แสดงตัวอย่าง miRNAs ที่มีการแสดงออกในเซลล์มะเรง็ตับ (HCC) เมื่อเปรียบเทียบกับ
เซลลป์กต ิ(HCC-T vs. HCC-N, expression difference ≥ 2-fold, FDR < 0.05) (36, 37) 

microRNA 
Mean expression 
(RPM) in HCC-T 

Mean expression 
(RPM) in HCC-N 

Fold 
change 
HCC-T/N 

p-Value FDR 
Change 
direction 

hsa-miR-10b-5p 5072 1312 3.87 0.0002 0.004 Up 

hsa-miR-10a-5p 4945 14,090 0.35 0.0022 0.012 Down 

hsa-miR-30a-5p 2623 5314 0.49 0.0006 0.006 Down 
hsa-miR-199a/b-3p 1722 9049 0.19 0.0004 0.005 Down 

hsa-miR-224-5p 1483 460 3.22 0.0012 0.008 Up 
hsa-miR-199a-5p 859 4932 0.17 0.0002 0.004 Down 

hsa-miR-182-5p    665 194 3.43 0.0005 0.005 Up 

hsa-miR-142-5p    525 1099 0.48 0.0053 0.022 Down 
hsa-miR-452-5p   521 165 3.16 0.0016 0.010 Up 

hsa-miR-200b-3p    435 1538 0.28 0.0012 0.008 Down 

hsa-miR-200a-3p     312 1220 0.26 0.0006 0.006 Down 
hsa-miR-183-5p    260 56 4.63 0.0003 0.004 Up 

hsa-miR-450a-5p    165 391 0.42 0.0006 0.006 Down 

hsa-miR-145-3p     158 349 0.45 0.0055 0.022 Down 
hsa-miR-30a-3p   120 257 0.47 0.0003 0.004 Down 

hsa-miR-139-5p    114 359 0.32 0.0000 0.001 Down 
hsa-miR-542-3p     100 210 0.48 0.0029 0.014 Down 

hsa-miR-130b-5p    81 32 2.55 0.0002 0.004 Up 

hsa-miR-381-3p    66 149 0.44 0.0016 0.010 Down 
hsa-miR-223-3p    64 143 0.45 0.0002 0.004 Down 

หมายเหตุ: RPM – reads per millions reads, FDR – false discovery rate 

การเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของ miRNAs เมื่อมีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีนั้น 
สามารถท าหน้าที่เป็น biomarker เพื่อน ามาวินิจฉัยโรคที่มีความเกี่ยวข้องกับการติดเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบีได้ งานวิจัยก่อนหน้านี้หลายงานพบว่า miRNAs มีความเสถียรในซีรั่มและพลาสม่า และมี
ระดับการแสดงออกที่คงที่ในสิ่งมีชีวิต species เดียวกัน (38-40) ดังแสดงในรูปที่ 4  
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รูปท่ี 4 การเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของ miRNAs เมื่อมกีารติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบบ ี
การเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของ miRNAs เมื่อมีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี

สามารถแบ่ง miRNAs ออกได้เป็น 3 กลุ่ม คือกลุ่มที่ไม่มีการเปลีย่นแปลง (unchanged), กลุ่มที่มีการ
แสดงออกสูงข้ึน (up-regulated) เช่น miR-143, miR-122, miR-22 เป็นต้น และกลุ่มที่มีการ
แสดงออกลดลง (down-regulated) เช่น miR-101, miR145, miR-199b เป็นต้น กลุ่มที่มีการ
เปลี่ยนแปลงสามารถ ท าหน้าที่เป็น biomarker ในการวินิจฉัยโรคที่มีความเกี่ยวข้องกับการติดเช้ือ
ไวรัสตับอักเสบบีได้ (34)  

ความสัมพันธร์ะหว่าง miRNAs และ IFNs 
IFNs มีบทบาทส าคัญในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายโดยพบว่า IFNs มีผลต่อการแสดงออก

ของ miRNAs และมีความเกี่ยวข้องกับกลไกการต้านไวรัสหลงัจากที่เซลล์มกีารติดเช้ือไวรัส ในปัจจุบัน
พบว่ามีเทคโนโลยีที่ใช้ในการหาล าดับพันธุกรรมได้เป็นจ านวนมากจึงท าให้สามารถระบุ miRNAs ที่มี
การแสดงออกในสภาวะต่าง ๆ ได้มากข้ึนโดยการเปรียบเทียบระหว่าง miRNAs ที่มีการแสดงออกใน
เซลล์ปกติ กับกลุ่มที่มีสภาวะต่าง ๆ เช่น สภาวะที่มีการติดเช้ือไวรัส หรือได้รับ IFNs เป็นต้น การ
แสดงออกของ miRNAs จะแตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่า IFNs มีความสามารถในการควบคุมกลไกการ
แสดงออกของ miRNAs (14) ในทางตรงกันข้ามพบว่า miRNAs ก็มีบทบาทในการกระตุ้นระดับการ
แสดงออกของ IFNs เช่นกัน โดยมีงานวิจัยก่อนหน้านี้ ได้แสดงให้เห็นว่าเมื่อเซลล์มีการติดเช้ือไวรัส 
เซลล์จะมีระดับการแสดงออกของ miRNAs ที่เปลี่ยนแปลงไป รวมถึงสารพันธุกรรมของไวรัสบางชนดิ
ก็สามารถสร้าง viral miRNAs ได้ ซึ่งการเปลี่ยนแปลงเหล่าน้ีอาจมีบทบาทในการเพิ่มจ านวนของไวรสั 
(41) และส่งผลต่อการแสดงออก IFNs ในการตอบสนองต่อไวรัสได้เช่นกัน (42) ดังที่แสดงในรูปที่ 5  
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รูปท่ี 5 ความสัมพันธ์ระหว่าง miRNAs ที่ควบคุมการแสดงออกของ IFNs receptor ทั้ง 3 กลุม่ และ

โปรตีนทีเ่กี่ยวข้องใน IFNs pathways รวมถึง miRNAs ที่มกีารเปลี่ยนแปลงเนื่องจาก IFNs (42) 

Real-time PCR/Quantitative PCR (qPCR) 

Real-time PCR เป็นเทคนิคที่ถูกพัฒนาจาก conventional PCR โดยได้พัฒนาให้มีการ
ตรวจวัด PCR product ได้โดยการใช้สารเรืองแสงซึ่งสามารถตรวจวัดการเพิ่มปริมาณของ  PCR 
product ที่เกิดข้ึน ณ เวลานั้น ๆ ปริมาณของสารเรืองแสงที่วัดได้จะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณ
ของ DNA ที่เพิ่มข้ึน จัดเป็นเทคนิคที่ใช้เพิ่มจ านวน DNA ได้อย่างจ าเพาะ มีความไวสูง สามารถตรวจ
ยืนยัน PCR product ที่ได้โดยการวิเคราะห์ melting point (Tm) 

สารเรืองแสงที่ใช้ในปฎิกิริยา real-time PCR มีอยู่หลายประเภท เช่น SYBR-Green I Dye 
เป็นสารเรืองแสงที่จะไปแทรกตัวที่ minor groove ของ DNA สายคู่อย่างไม่จ าเพาะ เมื่อถูกกระตุ้น
จะมีการคายพลังงานออกมาท าให้สามารถวัดค่าได้ แต่การแทรกตัวอย่างไม่จ าเพาะนี้อาจท าให้ได้ค่า
ของ product อื่นที่ไม่ต้องการ ดังนั้นจึงต้องเทียบค่า melting point เพื่อยืนยัน อีกชนิดนึงคือ 
TaqMan hybridization probes เป็น Oligonucletide เส้นเดี่ยวมีความจ าเพาะกับ DNA เป้าหมาย 
ประกอบด้วย reporter dye ที่จับอยู่ปลาย 5  ของ probe ส่วน quencher dye จะจับที่ปลาย 3  
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อาศัยการท างานของ Taq DNA polymerase ที่มี 5  exonuclease activity ตัด reporter dye 
ออกจาก probe ท าให้ reporter dye หลุดห่างออกจาก quencher dye และสามารถคายพลังงาน
ออกมาในรูปของแสงฟลูออเรสเซนต์ท าให้สามารถตรวจวัดค่าของ product ที่สนใจได้อย่างจ าเพาะ 
การตรวจวัดระดับ miRNAs โดยการใช้เทคนิค real-time PCR with SYBR Green 

เป็นเทคนิคในการเพิ่มปริมาณ miRNA ในการตรวจวัด โดยมี 3 ข้ันตอนหลัก (รูปที่ 6) ดังนี้ 
1. Polyuridylation เป็ นการ เติ ม เบส  U เ ข้ า ไปที่ ปล าย  3  ของ  RNA โดย  Poly (U) 

Polymerase 

2. Reverse Transcription เป็นการสร้าง cDNA โดยอาศัย universal poly (A) stem-loop 

RT primers ห รื อ  SL-poly (A) แล ะมี ที่ จั บ ขอ ง  universal reverse primer บ ริ เ วณ           

5 -stem-loop  

3. Real-Time PCR โดยอาศัย miRNA-specific forward primer และ universal reverse 

primer 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
    

รูปท่ี 6 แสดงข้ันตอนการตรวจวัดระดบั miRNAs โดยการใช้เทคนิค RT-qPCR (43) 
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Next generation sequencing (NGS) 

 NGS เป็นเทคโนโลยีในการหาล าดับเบสแบบคู่ขนาน ท าให้หาล าดับเบสได้จ านวนมากในเวลา
อันรวดเร็ว ซึ่งสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในด้านต่าง ๆ เช่น whole genome sequencing, targeted 
deep sequencing, RNA sequencing (transcriptomics หรอื microRNA profiling), 
methylomics และ metagenomic (microbiome) ทั้งนีง้านวิจัยน้ีจะเน้นในส่วนของการท า 
microRNA profiling โดยใช้ NGS ซึ่งเริ่มจากการสกัด miRNAs  จากนั้นน าไปเช่ือมกับ adaptor แล้ว
สร้างเป็น cDNA โดยวิธีการ reverse transcription แล้วเพิ่มจ านวน DNA โดยอาศัย primer ที่จับ
กับ adaptor ด้วย PCR แบบ clonally amplified templates ท าใหส้ามารถเพิ่มจ านวน DNA สาย
สั้น ๆ  ได้พร้อม ๆ  กัน (parallel) ทั้งนี้ในงานวิจัยใช้เครื่อง MiSeq (Illumina) ซึ่งมีหลักการเพิ่มปรมิาณ
ของสาย DNA แบบ solid-phase bridge amplification โดยการใส่ DNA libraries ลงไปใน flow 
cell channels แบบสุ่ม ซึ่งบรเิวณด้านบนของ flow cell จะมลี าดับเบสคู่สมกับ adaptor ท าหน้าที่
เป็น primer โดย DNA สายเดี่ยวจะจบักับ primer เป็นลกัษณะสะพานโค้งและเพิ่มจ านวนด้วยเทคนิค 
PCR จากนั้น DNA จะถูกแยกเป็นสายเดี่ยวเพื่อเป็นต้นแบบในการเพิ่มจ านวนต่อไป ท าให้ได้กลุม่ของ
สายดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน การหาล าดับเบสจะใช้หลักการ sequencing ซึ่งอ่านล าดับเบสโดยอาศัย
การติดฉลากเบสด้วยสารเรืองแสง (fluorescent reversible terminators) ทั้งสี่เบสแตกต่างกัน        
นิวคลีโอไทค์ที่ไม่เข้าคู่กบัสายตั้งต้นจะถูกล้างออกไป จากนั้น fluorescent จะถูกกระตุ้นใหม้ีการ
เปล่งแสงด้วยเลเซอร์ จากนั้นภาพการเรืองแสงจะถูกบันทึกไว้ในแต่ละรอบ (cycle) ซึ่งจะน ามาใช้ใน
การแปลผลล าดับเบสที่อ่านได้ (44-46) ดังที่แสดงในรปูที่ 7 

ในงานวิจัยน้ีสนใจศึกษารูปแบบการแสดงออกของ miRNAs ในเซลล์เพาะเลี้ยง (Huh7) กลุ่ม
ที่ได้รับและไม่ได้รับ IFNs ในสภาวะที่มีสารพันธุกรรมของไวรัสตับอักเสบบี ซึ่งความรู้ที่ได้จากงานวิจัย
นี้อาจท าให้เกิดความเข้าใจในกลไกการตอบสนองของ IFNs มากขึ้นและอาจน าไปสู่การพัฒนาไปเป็น 
biomarker เพื่อพยากรณ์แนวโน้มในการตอบสนองต่อยา IFNs ส าหรับผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี
เรื้อรังในประเทศไทย รวมทั้งอาจเป็นประโยชน์ในการวินิจฉัยแนวทางในการรักษาผู้ติดเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบีเรื้อรังในกลุ่มประชากรไทยได้ในอนาคต 
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รูปท่ี 7 แสดงการหาล าดับสารพันธุกรรมโดยเครื่อง Illumina 
a) แสดงการเพิม่จ านวน DNA ด้วยวิธี bridge amplification 

b) แสดงการอ่านล าดับเบสโดยใช้หลกัการ sequencing by synthesis (44)



 

 

บทท่ี 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย 

รูปแบบการวิจัยเป็นการศึกษาแบบงานวิจัยเชิงทดลอง (Experimental research) และได้
ผ่านการพิจารณาและอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Chulalongkorn 
University Ethics Committee) IRB No. 161/58 
วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมีท่ีใช้ในการวิจัย 

1. สารเคมีท่ีใช้ในการเพ่ิมจ านวนพลาสมิดโดยอาศัยเทคนิค Transformation 

- Agar (Becton, Dickinson and company (BD), USA; Cat No. RC013) 

- BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and company (BD), USA; Cat No. 
223000) 

- BactoTM Yeast Extract (Becton, Dickinson and company (BD), USA; Cat No. 
210934) 

- Sodium Chloride (Nacl) (Merck, Germany; Cat No. 567440) 

- Ampicillin (M&H manufacturing, Thailand; Cat No. 1A 26/36) 

- Glucose (Ajax Finechem, New Zeland; Cat No. 783) 

- X-gal (AMESCO, USA; Cat No. 0428) 

- Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (AMESCO, USA; Cat No. 0487) 

- Potassium chloride (KCl) (VWR International, USA; Cat No. 71003-522) 

- Distill water (DW) 
2. สารเคมีส าหรับการสกัดพลาสมิด 

- RBC Real Genomics HiYieldTM Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience, Taiwan; Cat 
No. YPD300) 

3. สารเคมีส าหรับตรวจสอบยีนด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

- Distilled water (DW) 

- dNTPs ได้แก่  dATP, dTTP, dCTP และ dGTP (Thermo Scientific, USA; Cat No. 
R0181) 
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- DreamTaq DNA polymerase, Recombinant (Thermo Scientific, USA; Cat No. 
EP0703) 

- Specific primers (Integrated DNA Technologies, Singapore) 

- DNA template 

4. สารเคมีส าหรับเลี้ยงเซลล์  

- Hyclone DMEM/HIGH GLUCOSE (Thermo Scientific, USA; Cat No. 30022) 

- Fetal Bovine Serum (Thermo Scientific, USA; Cat No. SV30160) 

- Antibiotic-Antimyotic (Gibco®, USA; Cat No. 15240-062) 

- Hyclone Trypsin 0.25% (1X) Solution (Thermo Scientific, USA; Cat No. 

SH30042) 

- Phosphate buffer saline (BIO BASIC CANADA INC., Canada; Cat No. PD0100) 

5. สารเคมีส าหรับ Transfection 

- Lipofectamine® 2000 Regent (Invitrogen, USA; Cat No. 11668-027) 

- Opti-MEM® (1X) Reduced Serum Medium (Gibco®, USA; Cat No. 31985-070) 

6. สารเคมีส าหรับบ่มด้วย Peg-IFN alpha-2a 

- Pegasys® peginterferon alfa-2a (Hoffmann-La Roche Ltd, Switzerland) 

- Phosphate buffer saline (BIO BASIC CANADA INC. Canada; Cat No. PD0100) 

- Hyclone DMEM/HIGH GLUCOSE (Thermo Scientific, USA; Cat No. 30022) 

7. อุปกรณ์ส าหรับการท าเซลล์ 

- Tissue Culture Flask (TPP, Switzerland) 

- Serological Pipette (TPP, Switzerland) 

- Pipette tip ขนาด 10 µl, 100 µl และ 1000 µl (ExtraGene, USA) 

- หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร (Thermo Scientific, USA) 

- หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร (Axygen Scientific, USA) 

- ตู้บ่ม 37 องศาเซลเซียสที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซนต์ (ESCO class II BSC 

Model AC2) 
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- เครื่องปั่นเหว่ียง (Universal 420 R, Hettich ZENTRIFUGEN) 

- 60 mm  Petri dish (TPP, Switzerland) 

8. สารเคมีส าหรับสกัด miRNAs 

- microRNA Purification kit (NORGEN BIOTEK CORP, Canada; Cat No. 21300) 

- Absolute ethanol (Merck, Germany; Cat No. 1009832500) 
9. สารเคมีท่ีใช้ในกระบวนการ Polyuridylation 

- Poly (U) Polymerase (New England Biolabs, USA; Cat No. M0337S) 

- RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scientific, USA; Cat No. E00381) 

- UTP, Tris buffered (Thermo Scientific, USA; Cat No. R1479) 
10. สารเคมีท่ีใช้ในกระบวนการ Reverse Transcription 

- RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific, USA; Cat No. EP0441) 

- RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scientific, USA; Cat No. E00381) 

- Stemloop Poly A (SL poly A) primer (Integrated DNA Technologies, 

Singapore) 

- RNA template 

- dNTPs ได้แก่  dATP, dTTP, dCTP และ dGTP (Thermo Scientific, USA; Cat No. 

R0181) 

11. อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใช้ในการวัดความเข้มข้น cDNA 

- Qubit® BR RNA Assay kit (Invitrogen, USA; Cat No. Q10210) 

- Qubit® 2.0 fluorometer (Invitrogen, USA) 

12. สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม Small RNA library 

- NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina® (Set1) (New 
England Biolabs®, UK; Cat No. E7300S) 

- QIAQuick PCR purification kit (Qiagen, USA; Cat No. 28104) 

 
 
 



 

 

22 

13. สารเคมีส าหรับ Agarose Gel Electrophoresis 

- Agarose (Invitrogen, USA; Cat No. 75510-019) 

- 1X TBE 

- Ethidium Bromide (AMRESCO, USA; Cat No. X328) 

- 100 bp DNA Ladder H3 RTU (RBC Bioscience, Taiwan; Cat No. DM003-R500) 

- Transilluminator (Biogenomed) 

- Electrophoresis set (Major Science) 

14. สารเคมีส าหรับการสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล (Gel extraction)  

- RBC HiYieldTM Gel/PCR Fragment Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan; Cat 
No. YDF300) 

15. สารเคมีท่ีใช้ในการวัดความเข้มข้นของ DNA library 

- KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix (2X) (Kapa Biosystems, UK; Cat No. 

KK4600) 

16. อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับท า Next generation sequencing (NGS) 

- MiSeq® v2 Reagent kit (illumina®, Singapore; Cat No. 15033624) 

- MiSeq Next-Generation Sequencing System (illumina®, Singapore) 

17. สารเคมีส าหรับท า Real-Time PCR 

- Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, USA; Cat 
No. K0222) 

- Specific Primers (Integrated DNA Technologies, Singapore) 

- DNA template 
18. วัสดุท่ีใช้ในงานวิจัย 

- Cylinder ขนาด 250 ml และ 1000 ml (K-EXAX, USA) 

- Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml (ExtraGene, USA) 

- Para film (Plastic Packaging, USA) 

- PCR tube (BIOLINE, UK) 

- Pipette rack (Biohit Oyi, Finland) 
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- Pipette tip ขนาด 100 µl, 200 µl และ 1000 µl (ExtraGene, USA) 

- Polypropylene conical tube ขนาด 15 ml (Gene follower, China) 

- Polypropylene conical tube ขนาด 50 ml (ExtraGene, USA) 

- Reagent bottle ขนาด 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1000 ml (Schott Duran, 
Germany) 

- Real-time PCR tube (Kisker Biotech, Netherlands) 

- Stirring-magnetic bar 
19. อุปกรณ์ท่ีใช่ในงานวิจัย 

- Heater block (Bioer Technology, China) 

- Microwave oven (Sharp, Japan) 

- Mini Centrifuge (Eppendorf, Germany) 

- Automatic adjustable micropipette ขนาด P2 (0.1-2 µl), P10 (0.5-10 µl), P20 
(2-20 µl), P200 (20-200 µl) และ P1000 (100-1000 µl) (Eppendorf, Germany) 

- Balance (Precisa, UK) 

- Environmental shaker-Incubator ES-20 (Biosan, UK) 

- Freezer -20 ˚C (Sanyo, Japan) 

- Freezer -80 ˚C (Panasonic, Japan) 

- Gel Doc 1000 (Vilber Lourmat, Hong Kong) 

- Electrophoresis chamber set (Major Science, USA)  

- Nanodrop spectrophotometer (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific, USA) 

- PCR cabinet 

- PCR Mastercycler Gradient (Eppendorf, Germany) 

- Power supply model 250 (major Science, USA) 

- Refrigerator 4˚C (Panasonic, Japan) 

- StepOnePlus Real-time PCR System (Applied Biosystems, CA) 

- UV transilluminator (Vilber Lourmat, Hong Kong) 

- Vortex mixer (Scientific Industries, USA) 

- Force Mini (Lio Lab International, Korea) 
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20. โปรแกรมคอมพิวเตอร์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์การทดลอง 

- CLC genomic workbench 7 

- miRBase (http://www.mirbase.org/) 

- miRTarBase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/) 

- Panther (http://pantherdb.org/) 

- RNA hybrid (https://bibiserv2.cebitec.uni bielefeld.de/rnahybrid) 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 

การเพ่ิมจ านวนพลาสมิด pUC19-HBV (genotype C) ท่ีได้รับความอนุเคราะห์จาก Prof. 
Yasuhito Tanaka, Nagoya City University Graduate School of Medical Sciences, 
Japan โดยอาศยัเทคนิค Transformation 

1. เตรียม competent cells ปริมาตร 50 µl และ พลาสมิค pUC19-HBV (genotype C)  

ปริมาตร 1 µl 

2. แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที 

3. บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 42๐C เป็นเวลา 90 วินาที 

4. แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 2 นาที 

5. เติม SOC medium ที่มี 2M Mg2+และ 2M Glucose ปริมาตร 950 µl 

(ผสม 2M Mg2+ 10 µl และ 2M Glucose 10 µl ลงใน SOC medium 1 ml) 
6. น ามาเขย่าที่อุณหภูมิ 37๐C ด้วยความเร็ว 200 rpm ประมาณ 1 ช่ัวโมง 30 นาที 

7. ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 

8. เทส่วนใสทิ้งให้เหลือปริมาตรประมาณ 50 µl 

9. ใช้ pipette ดูดข้ึนลงให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน Spread ลงใน LB agar plate ที่มี 

Ampicillin, IPTG และ X-gal เคลือบอยู่ 

10. บ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 

11. น าโคโลนี E. coli มาเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB broth ปริมาตร 2 ml ที่มี Ampicillin 

ต่อ LB broth ในอัตราส่วน 1 µl ต่อ 1 ml จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 16-18 

ช่ัวโมง 
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การสกัดพลาสมิด (Plasmid Extraction) โดยใช ้RBC Real Genomics HiYieldTM Plasmid 
Mini Kit 

1. น าโคโลนี E. coli ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB broth ปริมาตร 2 ml ที่ที่มี Ampicillin ต่อ 

LB broth ในอัตราส่วน 1 µl ต่อ 1 ml บ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง  

2. น า LB broth ที่ได้มาแบ่งใส่ microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml จากนั้น ปั่นเหว่ียงด้วย

ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที แล้วทิ้งสารละลายส่วนใส 

3. น า LB broth ส่วนที่เหลือจากข้อ 1 ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที

อีกรอบ แล้วทิ้งสารละลายส่วนใส 

4. เติม PD1 buffer ปริมาตร 200 µl และน ามาเขย่าด้วยเครื่อง vortex 

5. เติม PD2 buffer ปริมาตร 200 µl และกลับ microcentrifuge tube ไปมา 10 ครั้ง 

6. เติม PD3 buffer ปริมาตร 300 µl และกลับ microcentrifuge tube ไปมา 10 ครั้ง 

7. ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที 

8. เตรียม PD column ลงใน collection tube ขนาด 2 ml และถ่ายส่วนใสลงใน PD column 

9. ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

10. ทิ้งสารละลายที่อยู่ใน  collection tube แล้วใส่ PD column ใน collection tube อีกครั้ง 

11. เติม W1 buffer ปริมาตร 400 µl ลงใน PD column 

12. ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

13. ทิ้งสารละลายที่อยู่ใน collection tube แล้วใส่ PD column ใน collection tube อีกครั้ง 

14. เติม wash buffer ปริมาตร 600 µl ลงใน PD column 

15. ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

16. ทิ้งสารละลายที่อยู่ใน collection tube แล้วใส่ PD column ใน collection tube อีกครั้ง 

17. ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที 

18. จากนั้นใส่ PD column ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 

19. เติม elution buffer ปริมาตร 30 µl ลงไปตรงกลาง membrane 

20. ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที  

21. เก็บพลาสมิดที่อุณหภูมิ -20๐C 
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การตรวจสอบพลาสมิดท่ีได้ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Colony PCR) 

น าปลายทิปแตะลงบนโคโลนีแบคทีเรีย (bacterial colony) ที่อยู่บน LB agar plate 

จากนั้นใส่ลงในสารละลาย ดังตารางที่ 4 และใช้สภาวะในการท า PCR ดังตารางที่ 5 เพื่อตรวจสอบ

ว่าพลาสมิคที่ได้เป็นของ pUC19-HBV genotype C โดยใช้ไพรเมอร์ ดังที่แสดงในตารางที่ 3 

ตารางท่ี 3 แสดงไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า colony PCR ของ pUC19-HBV genotype C  

plasmid primer nucleotide (5 3) Size (bp) Reference 

pUC19-HBV 
genotype C 

Forward CCGTGTGCACTTCGCTTCA   
289 (47) 

Reverse GCACAGCTTGGAGGCTTGA   
  

ตารางท่ี 4 สารที่ใช้ในการท า colony PCR ของ pUC19-HBV genotype C 

สารท่ีใช ้ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

Distilled water 10.94 - 
10X PCR buffer  1.25 1X 
10 mM dNTPs mixture 0.25 0.2 mM 
10 µM Forward primer 0.25 0.2 µM 
10 µM Reverse primer 0.25 0.2 µM 
Taq DNA polymerase (5 units/µL) 0.06 1.25 U 
Bacterial Colony - - 

Total volume 12.5  

 
ตารางท่ี 5 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า colony PCR (47) 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (oC) เวลา 

Initial denaturation 95 3 นาท ี
Denaturation 95 15 วินาที 
Annealing 60 1 นาท ี
Extension 72 10 วินาที 
Final extension 72 5 นาท ี

หลังจากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR มาตรวจสอบด้วย 2% agarose gel electrophoresis 
เป็นเวลา 40 นาที  

50 รอบ 
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วิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ (Cell Culture)  

 การทดลองนี้ได้เลือกใช้ Hepatocellular carcinoma cell lines (Huh7) เนื่องจากเซลล ์Huh7 
มีการตอบสนองต่อ IFN alpha สูงกว่าในเซลล์ HepG2 ตามการศึกษาของ Li และคณะในปี 2013 
(24) 

1. การน าเซลล์ออกมาเพาะเลี้ยง (Cell Recovery) 
- น าเซลล์ Huh7 ที่ละลายอยู่ใน freezing media ปริมาตร 1 ml ใส่ในหลอดทดลอง 15 ml 
- เติม DMEM ปริมาตร 9 ml ผสมให้เข้ากัน 
- น าไปปั่นเหว่ียงที่ 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
- ทิ้งส่วนใส จากนั้นเติม DMEM ปริมาตร 5 ml ที่มี 20% FBS และ 1% (v/v) antimycotic-

antibiotic เพื่อละลายตะกอนเซลล์ หลังจากนั้นดูดใส่ขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ตาราง
เซนติเมตร 

- บ่มที่อุณหภูมิ 37๐C และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 
 2. การเลี้ยงเซลล์ (Passage Cells)  

- จะท าเมื่อเซลล์มีความหนาแน่นประมาน 90-100% ของขวดเลี้ยงเซลล์  
- เท DMEM ออกจากขวดเลี้ยงเซลล์ 
- ใส่ PBS (Phosphate Buffered Saline) พอท่วมผิวหน้าเซลล์และเอียงขวดไปมา และเท PBS 

ออก ท าข้ันตอนน้ี 2 รอบเพื่อล้าง media ออกให้หมด 
- ใส่ 0.05 % Trypsin ปริมาตร 1 ml ลงในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร หรือ 3 

ml ลงในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 75 ตารางเซนติเมตร 
- บ่มในตู้บ่มอุณหภูมิ 37๐C และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ประมาณ 5 นาที 
- ดูดเซลล์ลงในหลอด 15 ml และน าไปปั่นเหว่ียงที่ 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
- ทิ้งส่วนใส และเติม DMEM ประมาณ 3 ml เพื่อละลายตะกอนเซลล์ 
- ดูดสารละลายเซลล์ 1 ml ใส่ลงใน flask เลี้ยงเซลล์แล้วเติม DMEM ปริมาตร 9 ml ที่

ประกอบด้วย 10% FBS และ 1% (v/v) antimycotic-antibiotic  
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3.   การเก็บรักษาเซลล์ (Cells freezing)  
หลังจาก passage Cells แล้วให้ละลายเซลล์ด้วย freezing media 1 ml แล้วดูดใส่หลอด 

cryotube เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20๐C ประมาณ 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจึงย้ายไปยัง -80๐C 

วิธีการ transfection ด้วย pUC19-HBV และการบ่มด้วย Peg-IFN alpha 
1. การนับปริมาณเซลล์ (Cells counting) 

- หลังจากที่มีการ passage cells ปิเปตต์สารละลายเซลล์ปริมาตร 10 µl ผสมกับ 

bromphenol blue ปริมาตร 10 µl ทิ้งไว้ประมาณ 5 นาที 

- น าเซลล์ที่ผสมไว้มา 10 µl ใส่ลงใน hemocytometer จากนั้นน าไปส่องด้วยกล้อง

จุลทรรศน์ นับเซลล์ที่ไม่ติดสีอยู่ในบริเวณทั้ง 4 ช่อง ดังรูปที่ 8 และน ามาค านวณจาก

สูตร 

จ านวนเซลล์ = A+B+C+D

4
× 2 × 104 cell/ml 

 
   
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 8 แสดงตารางใน Hemocytometer 

 
2. การเพาะเซลล์เพื่อใช้ในการทดลอง (Cells seeding) 

 หลังจากที่นับจ านวนเซลล์แล้วมาเจือจางให้ได้เซลล์จ านวน 7×105 เซลล์/dish แล้วใส่ลงใน 
60 mm dish เติม DMEM ที่มี 10% FBS ให้ได้ปริมาตรรวม 5 ml บ่มที่อุณหภูมิ 37๐C และมี
ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
 
 

A B 

C D 
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3. Transfection 

-  ผสม Lipofectamine®2000 Reagent ปริมาตร 7.5 µl ลงใน Opti-MEM®I reduced 
serum medium ปริมาตร 305 µl ใน 1.5 ml centrifuge tube และบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 5 นาที 

-   เจือจาง DNA ให้ได้ปริมาตร 3 µg ของ pUC19-HBV ลงใน Opti-MEM®I reduced 
serum medium ปริมาตรรวม 312.5 µl และบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 

-   ผสม DNA เจือจางลงไปในส่วนผสมของสารละลาย Lipofectamine®2000  
-   บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที 
-   หยอดสารละลายผสมลงใน 60 mm dish ที่มี DMEM 5 ml 
-   บ่มที่อุณหภูมิ 37๐C และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง (48) 
4. ดูด media เก่าออกให้หมด 

5. ทดสอบด้วย Peg-IFN alpha-2a 100 ng ใน DMEM 5 ml  (23)  

6. บ่มที่อุณหภูมิ 37๐C และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง (48, 

49)  

การสกัด miRNA จากเซลล ์Huh7 โดยใช้ชุดสกัด miRNA purification kit (Norgen) 

1. เก็บ RNA จาก Huh7 cells  

1.1 ดูด media ออกให้หมด และใส่ PBS ลงไปล้างให้ทั่ว 

1.2 ดูด PBS ออกให้หมด และใส่ lysis buffer ลงไป 600 µl 

1.3 บ่มที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที จากนั้นดูดสารละลายทั้งหมดใส่ใน 1.5 ml microcentrifuge 

tube 

1.4 ใส่ absolute ethanol ลงไป 300 µl 

1.5 ผสมให้เข้ากันโดยการ vortex 
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2. Small RNA Capture  
2.1 ใส่ 450 µL ของ 96 -100% ethanol ลงในของเหลวจากข้อ 2.3 แล้วผสมโดย vortex เป็น

เวลา 10 วินาที 
2.2 เตรียม microRNA enrichment column ลงบน collection tubes 
2.3 น า lysate ที่ผสมกับ ethanol ใส่ลงบน column แล้ว centrifuge 14,000 rpm เป็นเวลา 

1 นาที 
2.4 เทของเหลวทิ้ง แล้วดูด lysate ที่ผสมกับ ethanol ที่ เหลือใส่ spin column ที่อยู่บน 

collection tube 
2.5 ปั่นเหว่ียง 14,000 rpm เป็นเวลา 1 นาทีเพื่อให้ small RNA จับกับ column 

3. Column Wash  
3.1 เติม 400 µl wash solution ลงไปใน microRNA enrichment column และ 

ปั่นเหว่ียง 14,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที   
 3.2 เทของเหลวทิ้ง และใส่ column ลงบน collection tube เช่นเดิม  

3.3 ท าซ้ า 3.1 และ 3.2 อีกครั้ง  
3.4 wash ครั้งที่ 3 โดยเติม 400 µl ของ wash solution และปั่นเหว่ียง 14,000 rpm เป็นเวลา 

1 นาที 
3.5 เทของเหลวทิ้ง และใส่ column ลงบน collection tube ปั่นเหว่ียง 14,000 rpm เป็นเวลา 

2 นาที  
4. Small RNA Elution  

4.1 ใส่ microRNA enrichment column ไปในหลอด 1.7 mL elution tube หลอดใหม่ 
4.2 ใส่ 50 µl ของ elution solution ลงไปใน column 
4.3 ปั่นเหว่ียง เป็นเวลา 2 นาที ที่ 2000 rpm ตามด้วย 1 นาที ที่ความเร็ว 14,000 rpm หาก

สารยังเคลื่อนลงมาในหลอดไม่หมด ให้ท าการปั่นเหว่ียงอีกครั้งที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 1 
นาที  

 4.4 Small RNA ที่ถูกท าให้บริสุทธ์ิแล้วน าไปเก็บที่ –70°C 
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วัดปริมาณความเข้มข้นของ RNA ท่ีได้โดยใช ้Qubit™ RNA Assay Kits  

1. เตรียม working solution buffer โดยการผสม Qubit™ RNA buffer 199 µl กับ Qubit™ 
RNA reagent 1 µl ต่อ 1 reaction 

2. เตรียม strandard ซึ่งประกอบด้วย low concentration และ high concertration โดย
ผสม Qubit™ standard (low หรือ high concentration) 10 µl กับ working solution 
buffer จากข้อ 1 ปริมาตร 190 µl  

3. ผสมตัวอย่างที่ต้องการวัดความเข้มข้น ปริมาตร 1 µl กับ working solution buffer จากข้อ 
1 ปริมาตร 199 µl  

4. ก่อนน าไปวัดความเข้มข้น ต้องผสมสารแต่ละหลอดให้เข้ากันโดยการ vortex และบ่มที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาที 

5. จากนั้นน าไปวัดด้วยเครื่อง Qubit® 2.0 fluorometer โดยเริ่มจาก Qubit™ standard เพื่อ
สร้าง strandard curve จากนั้นจะวัดตัวอย่าง โดยค่าที่ได้จะถูกน ามาเทียบกับ strandard 
curve เพื่อค านวณความเข้มข้นต่อไป 

การเตรียมตัวอยา่ง Small RNA (Small RNA Library Preparation) 

Ligate the 3´ SR Adaptor 
1. เจือจาง 3´ SR Adaptor ต่อ nuclease free water ในอัตราส่วน 1:2 ส าหรับ total RNA 

100 ng 
2. ใส่สารดังแสดงในตารางที่ 6 และผสมให้เข้ากัน 

ตารางท่ี 6 แสดงสารเคมีที่ใช้เพือ่เตรียมเช่ือม 3´ SR Adaptor กับ RNA 

สารเคม ี ปริมาตร (µl) 

Small RNA (100 ng) 6 

3´ SR Adaptor for Illumina 1 

Total volume 7 

3. บ่มที่อุณหภูมิ 70 ๐C เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นน าไปบ่มในน้ าแข็ง 
4. ใส่สารเพิ่มเข้าไปดังตารางที่ 7 
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ตารางท่ี 7 แสดงสารเคมีที่ใช้ในการเช่ือม 3´ SR Adaptor กับ RNA 

สารเคม ี ปริมาตร (µl) 

สารละลายจาก ตารางที่ 6 7 

3´ Ligation Reaction Buffer (2X) 10 

3´ Ligation Enzyme Mix 3 

Total volume 20 

5. บ่มที่อุณหภูมิ 25 ๐C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 

* สามารถบ่มได้โดยใช้เวลานานข้ึนโดยลดอุณหภูมิ (บ่ม 16๐C เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง) เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการ ligation ของ methylated RNAs 

Hybridize reverse transcription primer 
6. เจือจาง SR RT Primer ต่อ nuclease free water ในอัตราส่วน 1:2 ส าหรับ total RNA 

100 ng 

7. ใส่สารดังแสดงในตารางที่ 8 และผสมให้เข้ากัน 

ตารางท่ี 8 แสดงสารเคมีที่ใช้ในการ hybridize reverse transcription primer 
สารเคม ี ปริมาตร (µl) 

สารละลายจากตารางที่ 7 20 

Nuclease-Free Water 4.5 

SR RT Primer for Illumina 1 

Total volume 25.5 

8. บ่มที่อุณหภูมิ 75๐C เป็นเวลา 5 นาที ต่อด้วย บ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 15 นาที และ 
บ่มที่อุณหภูมิ 25๐C เป็นเวลา 15 นาที 

Ligate the 5´ SR Adaptor 
9. เมื่อเหลือเวลาอีก 5 นาที ให้ผสม ใน 5´ SR adaptor ใน 120 µl ของ nuclease free 

water โดยเจือจาง 5´ SR adaptor ต่อ nuclease free water ในอัตราส่วน 1:2 ส าหรับ 

total RNA 100 ng 

10. แบ่ง 1.1 µl ต่อ 1 ตัวอย่างที่ใช้ ของ 5´ SR adaptor ใน 200 µl nuclease free water  

11. บ่มที่อุณหภูมิ 70 ๐C เป็นเวลา 2 นาที และน าไปบ่มทันทีในน้ าแข็ง ใช้งานภายใน 30 นาที 

12. ใส่ส่วนผสมดังตารางที่ 9 และผสมให้เข้ากันกับส่วนผสมใน ข้ันที่ 9  
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ตารางท่ี 9 แสดงสารเคมีที่ใช้ในการเช่ือม 5´ SR Adaptor กับ RNA 

สารเคม ี ปริมาตร (µl) 

สารละลายจากตารางที่ 8 25.5 

5´ SR Adaptor for Illumina (denatured) 1 

5´ Ligation Reaction Buffer (10X) 1 

5´ Ligation Enzyme Mix 2.5 

Total volume 30 

13. บ่มที่อุณหภูมิ 25๐C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง   

Reverse transcription 
14. ผสมส่วนผสมดังตารางที่ 10 

ตารางท่ี 10 แสดงสารเคมีที่ใช้ในการ reverse transcription 

สารเคม ี ปริมาตร (µl) 

สารละลายจากตารางที่ 9 30 

First Strand Synthesis Reaction Buffer (5X) 8 

Murine RNase Inhibitor (40 U/µl)  1 

ProtoScript II Reverse Transcriptase (200,000 U/ml) 1 

Total volume 40 

15.  บ่มที่อุณหภูมิ 50๐C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  

16. น าไปเพิ่มจ านวนโดย PCR ทันที 

*สามารถหยุดปฎิกิริยาที่อุณหภูมิ 70๐C เป็นเวลา 15 นาทีและเก็บได้ที่ -20๐C 

PCR Amplification 
17. เตรียมสารละลายดังตารางที่ 11 แล้วผสมให้เข้ากันกับสารในข้ันที่ 16 และใช้สภาวะดัง

ตารางที่ 12 
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ตารางท่ี 11 แสดงสารเคมีที่ใช้ในการเพิ่มจ านวน cDNA 

สารเคม ี ปริมาตร(µl) 

สารละลายจากตารางที่ 10 40 

LongAmp Taq 2X Master Mix 50 

SR Primer for Illumina 2.5 

Index (X) Primer* 2.5 

Nuclease free water 5 

Total volume 100 

* ในชุด NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set ส าหรับ Illumina ชุดที่ 1 จะ
ประกอบไปด้วย 1–12 PCR primers ซึ่งแต่ละตัวจะมี index แตกต่างกัน โดยในแต่ละปฎิกิริยาจะ
เลือก primer เพียง 1 ใน 12 PCR primers ที่ใช้ในข้ันตอน PCR amplification 
ตารางท่ี 12 แสดงสภาวะที่ใช้ในการเพิ่มจ านวน cDNA 

 
 
 

 
 
 
 

 

18. น าไปตรวจสอบขนาดของ PCR product ด้วยวิธี electrophoresis ใน 3% agarose gel ที่

ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 V เป็นเวลา 60 นาที 

สกัดเจลโดยใช้  QIAquick gel extraction kit 
1. ตัดเจลบริเวณที่มีขนาด 147-178 bp 
2. ใส่ buffer QG 3 เท่าต่อ 1 gel  และบ่มที่อุณหภูมิ 50๐C เป็นเวลา 10 นาที 
3. ใส่ isopropanal 100 µl ต่อ 1 mg ของ gel 

4. เตรียม QIAquick spin column ลงใน collection tube 

5. ใส่ 800 µl ของตัวอย่างลงใน QIAquick spin column และปั่นเหว่ียงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 

1 นาที 

PCR cycle อุณหภูมิ เวลา 
Pre-denaturation 94°C 30 วินาที 
Denaturation 94°C 15 วินาที 
Annealing  62°C 30 วินาที 
Extension 70°C 15 วินาที 
Post-extension 70°C 5 นาที 

ท้ำซ ้ำ 15 รอบ 
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6. เทส่วนใสทิ้ง และใส่ QIAquick spin column กลับลงไปใน collection tube 

7. ใส่ 750 µl ของ buffer PE ทิ้งไว้ 2-5 นาที และปั่นเหว่ียงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 

8. เทส่วนใสทิ้ง และปั่นเหว่ียงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 

9. น า QIAquick spin column มาใส่ลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube 

10. ใส่ 50 µl ของ buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 1 

นาที  

11. เก็บตัวอย่างไว้ที่ -80๐C 

ตรวจวัดปริมาณของ DNA library ท่ีได้จากการเตรียมตัวอย่างโดยใช้  KAPA Library 
Quantification Kits 

1. เจือจางความเข้มข้นของตัวอย่างให้ได้ 1:20,000 ด้วยน้ ากลั่นบริสุทธ์ิ 
2. ท า real-time PCR โดยใช้สารละลายและใช้สภาวะดังที่แสดงในตารางที่ 13-15 
ตารางท่ี 13 แสดงไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพิ่มจ านวนของ PCR purification product 

plasmid primer nucleotide (5 3) 
product 
size (bp) 

KAPA primer 
Forward AATGATACGGCGACCACCGA 

147-197 
Reverse CAAGCAGAAGACGGCATACGA 

ตารางท่ี 14 แสดงสารเคมีที่ใช้ในการท า KAPA library quantification 
สารเคม ี ปริมาตร(µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

KAPA SYBR® FAST qPCR kit master mix (2X)  10 1X 

10 µM Forward primer 0.4 0.2 µM 

10 µM Reverse primer 0.4 0.2 µM 

Distilled water 5.2 - 

DNA template (dilute 1: 20,000) 4 - 

Total volume 20  

 โดยแต่ละตัวอย่างจะท าซ้ า 3 ครั้ง  และมี standard DNA ทั้งหมด 6 ความเข้มข้น ได้แก่ 20, 
2, 0.2, 0.02, 0.002 และ 0.0002 pM 
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ตารางท่ี 15 แสดงสภาวะที่ใช้ในการท า qPCR ส าหรบั KAPA Library Quantification 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (oC) เวลา 

Initial denaturation 95 5 นาที 
Denaturation 95 30 วินาที 
Annealing/ Extension 60 45 วินาที 

การค านวณความเข้มข้นของ DNA library 
 ค่า threshold cycles (Ct) ที่วัดได้จากตัวอย่างจะถูกน ามาเทียบกับค่าที่วัดได้จาก standard 
DNA เพื่อค านวณความเข้มข้นดังที่แสดงในตารางที่ 16 
ตารางท่ี 16 แสดงสูตรการค านวณความเข้มข้นของตัวอย่าง 

Library 
name 

Concentration in pM 
calculated by qPCR 

instrument 
(triplicate data points) 

Average 
concentration 

(pM) 

Size adjusted 
concentration 

(pM) 

Concentration 
of undiluted 
library stock 

(pM) 

Library 
1:20,000 

A1 
A2 
A3 

A W = A ×
452

Length of fragment
  W x 20,000 

หมายเหต:ุ A คือ ค่า quantity (pM), W คือ Size adjusted concentration (pM) 

การเตรียมตัวอยา่งก่อนลงเครื่อง Miseq (illumina®) 
1. เตรียม  2 nM DNA library โดยการเจือจางความเข้มข้นของตัวอย่างให้ได้ 2 nM ทุกตัวอย่าง 

และน ามาผสมในปริมาตรเท่ากันให้ได้ปริมาตรรวมเท่ากับ 5 µl 

2. Denature 2 nM DNA library โดยผสมสารดังแสดงในตารางที่ 17 

ตารางท่ี 17 แสดงสารที่ใช้ในการ Denature 2 nM library 
สารเคม ี ปริมาตร(µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

DNA library  5 2 nM 
NaOH 5 0.2 N 

Total volume 10  

3. ผสมให้เข้ากันโดยการ vortex และปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 280xg เป็นเวลา 1 นาที 

4. บ่มที่อุณหภูมิห้อง 5 นาทีเพื่อให้ DNA แยกเป็นสายเดี่ยว 

35 รอบ 
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5. เจือจางสารตัวอย่างให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 10 pM โดยผสมสารดังแสดงในตารางที่ 18 

ตารางท่ี 18 แสดงสารที่ใช้ในการเจอืจางตัวอย่างให้ได้ 10 pM 

สารเคม ี ปริมาตร(µl) 

Denatured DNA 10 

HT1 (Hybridization Buffer) 990 

Total volume 1000 

6. ผสมสารให้เข้ากันและน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 280xg เป็นเวลา 1 นาที 

7. ดูดสารปริมาตร 600 µl ลงใน reagent cartridge 

การวิเคราะห์ผลท่ีได้จาก NGS 

1. ข้อมูลที่ได้จากการท า NGS นั้น จะออกมาในรูปแบบของ FASTQ files และคัดกรองเฉพาะล าดับ

นิวคลีโอไทด์ที่มีค่า Q score มากกว่าหรือเท่ากับ 30 คือ มีค่าระดับความน่าเช่ือถือของข้อมูล

อย่างน้อยรอ้ยละ 99.9 จากนั้นจะใช้โปรแกรม CLC genomic workbench 7  ในการตัดล าดับ

นิวคลีโอไทค์ที่เป็นส่วนของ adaptor ออกจากกลุ่มข้อมลูทีต่้องการ ตัวอย่างดังแสดงในตารางที ่

19 จากนั้นน าไปเทียบกับฐานข้อมูลจีโนมของมนุษย์ mature RNA และ miRBase 

(www.mirbase.org/) เพื่อระบุ miRNAs ที่พบในตัวอย่าง รวมถึงตัด RNA ชนิดอื่นๆ เช่น 

ribosomal RNA (rRNA) จากนั้นระบุชนิดและนบัจ านวนของ miRNAs แต่ละชนิดที่พบ เพื่อ

น าไปค านวนระดับการแสดงออกทีเ่ปลี่ยนแปลงไปของ miRNAs ในแต่ละกลุม่ ดังแสดงในรปูที่ 9 
 

ตารางท่ี 19 ตัวอย่างแสดงล าดับนิวคลีโอไทค์ของ adaptor 

Adaptor 
Nucleotide sequence (5 3) 

GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC 
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รูปท่ี 9 แสดงล าดับการจัดการข้อมูลที่ได้จากกระบวนการ NGS (illumina®) 
A) คัดกรองข้อมูลที่มีค่า Q score ≥ 30 และน าล าดับนิวคลโีอไทด์ที่ได้มาตัด adaptor ออก 

B) น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาเทียบกับฐานข้อมูลจีโนมมนษุย์และ miRbase 

C) นับความถ่ีของ miRNAs แต่ละตัวที่พบ 

D) น าค่าที่ได้ไปค านวณหาระดับการแสดงออกที่เปลี่ยนแปลงไปของ miRNAs 

 

2. ค านวณระดับการเปลี่ยนแปลงของ miRNAs ในกลุ่มต่าง ๆ ดังสมการ 

Normalized expression in control =
miRNA of interest in control   

     Total count of miRNAs in control 
 

 

Normalized expression in case =
miRNA of interest in case   

   Total count of miRNAs in case  
 

  

Fold changes = log2

Normalized expression in case 

    Normalized expression in control       
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3. ในการหายีนเป้าหมายของ miRNAs จะใช้ฐานข้อมูล miRTarbase 

(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/index.php) ซึ่ ง เ ป็ นฐาน ข้อมู ลที่ มี ก าร รวบรวม 

miRNA-target interactions (MTIs) และมีหลักฐานที่น่าเช่ือถือจากงานวิจัยสนับสนุน (strong 

evidence support) ได้แก่ การท า western blot, real-time PCR และ reporter assay    
 

4. ระบุหน้าที่ของยีนเป้าหมายและ pathway ที่มีความเกี่ยวข้องโดยใช้ฐานข้อมูล PANTHER 

(protein annotation through evolutionary relationship) (http://pantherdb.org/) ซึ่ ง

เป็นฐานข้อมูลที่มีการรวบรวมข้อมูลที่เกี่ยวกับ gene function, ontology และ pathways 

ต่าง ๆ ไว้ด้วยกัน  

5. หารูปแบบการจับกันระหว่าง miRNAs และยีนเป้าหมายที่สนใจ (hybridization pattern) โดย

การใช้โปรแกรม RNAhybrid (https://bibiserv2.cebitec.uni bielefeld.de/rnahybrid) เป็น

โปรแกรมที่ใช้ในการหาค่าพลังงานที่น้อยที่สุดที่ใ ช้ในการจับกันระหว่าง RNA สองสาย 

(minimum free energy: MFE) 

การตรวจสอบ miRNAs ท่ีพบจากผล NGS โดยใช้ real-time PCR 
1. คัดเลือก miRNAs ที่สนใจ 

2. ตรวจสอบระดับการแสดงออกว่ามีแนวโน้มใกล้เคียงกับผลที่ได้จาก NGS หรือไม่ 

2.1 Polyuridylation   

เป็นกระบวนการเติมเบส U ที่ปลาย 3  ของไมโครอาร์เอ็นเอ โดยอาศัยการท างานของ
เอนไซม์ Poly (U) polymerase รายละเอียด ดังแสดงในตารางที่ 20 
ตารางท่ี 20 แสดงปริมาณของสารเคมีที่ใช้ในการท า Polyuridylation 

สารเคม ี ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

10X NE buffer 2 2.5 1X 
UTP (50 mM) 0.25 0.5 mM 
Small RNA (>100 mol) 5.0 - 
RNase inhibitor (40 units/ µl) 1.0 40 Units 
Poly (U) polymerase (2 units/ µl) 1.0 2 Units 
Distilled water 16.2 - 

Total volume 25  

บ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 10 นาที 
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2.2 Reverse transcription โดยใช้ RevertAid reverse transcriptase   
1. ใส่  stem loop (SL) poly A primer (10 µM) ปริมาตร 0.2 µl ลงใน  microcentrifuge tube 

2. ใส่ Small RNA ที่เติม poly U แล้ว (จากข้ันตอน polyuridylation) ปริมาตร 12.3 µl ผสมกบั 

SL poly A primer 

3. บ่มที่อุณหภูมิ 65°C เป็นเวลา 5 นาที แล้ววางบนน้ าแข็งเป็นเวลา 2 นาที 

4. Spin down แล้ววางบนน้ าแข็ง 2 นาที จากนั้นใส่สารเคมีดังตารางที่ 21 

ตารางท่ี 21 แสดงปริมาณของสารเคมีที่ใช้ในการท า Reverse transcription 

สารเคม ี ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

5X reaction buffer 4.0 1X 
RNase inhibitor (40 units/ µl) 0.5 20 Units 
dNTPs mix (10 mM) 2.0 1 mM 
RevertAid Reverse Transcriptase (200U) 1.0 200 Units 

Total volume 20 - 

5. บ่มที่อุณหภูมิ 42°C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง และหยุดปฏิกิริยาที่ 70°C เป็นเวลา 10 นาที แล้วจึงเก็บ
ที่ -20°C 
 

2.3 ตรวจสอบระดับการแสดงออกของ miRNAs โดยใช้ real-time PCR 
เป็นการตรวจวัดระดับการแสดงออกของ miRNAs ที่สนใจ โดยความเข้มของสัญญาณฟลูออเรส-

เซนส์จะเพิ่มสูงข้ึนตามปรมิาณของผลผลติ PCR ที่เพิ่มข้ึน สอดคล้องกับปริมาณของ DNA Template 

เริ่มต้นที่แตกต่างกันจะท าให้จ านวนรอบที่เริ่มต้นตรวจจับสัญญาณมีความแตกต่างกัน 

งานวิจัยนี้ได้เลือกใช้ U6 เป็น endogenous control เนื่องจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ได้ท า
การทดลองในเซลล์มะเร็งตับชนิดต่าง ๆ  เช่น HepG2 และ Huh7 ซึ่งนิยมใช้ในการศึกษาผลของการ
ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีร่วมกับผลของ IFN alpha และได้ใช้ U6 เป็น endogenous control (24, 
50, 51) แสดงให้เห็นว่าระดับการแสดงออกของ U6 นั้นคงที่และไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อได้รับเช้ือ
ไวรัสตับอักเสบบีหรือได้รับ IFN alpha-2a 
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ตารางท่ี 22 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า real-time PCR ของ miRNA ที่มี
การแสดงออกมากกว่า 1.5 เท่า ในเซลล์ที่ได้รับ HBV plasmid และยา Peg-IFN alpha-2a 

Primer Strand Nucleotide sequence (5 3)  

miR-23b-3p_F Forward ATCACATTGCCAGGGATTAC  
miR-128-3p_F Forward CACAGTGAACCGGTCTCTT 
miR-151a-5p_F Forward GAGGAGCTCACAGTCTAGT 
miR-181b-5p_F Forward TTCATTGCTGTCGGTGGGT 
miR-185-5p_F Forward TGGAGAGAAAGGCAGTTCC 
miR-186-5p_F Forward AAAGAATTCTCCTTTTGGGCT 
miR-216a-3p_F Forward ACAGTGGTCTCTGGGATTAT 
miR-217_F Forward TGCATCAGGAACTGATTGGA 
miR-425-5p _F Forward AATGACACGATCACTCCCG 
miR-450b-5p_F Forward TTTTGCAATATGTTCCTGAATA 
miR-483-5p_F Forward AAGACGGGAGGAAAGAAGG 
U6 Forward CTCGCTTCGGCAGCACA     
miRNA_qPCR_R Reverse GCAGGGTCCGAGGTATTC     

 
ตารางท่ี 23 แสดงส่วนผสมสารเคมทีี่ใช้ในการเพิ่มจ านวน DNA ด้วยวิธี real-time PCR 

สารเคม ี ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

Distilled water 4.4 - 
2X Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 6.3 1X 
10 µM Forward primer  0.4 0.32 µM 
10 µM Reverse primer  0.4 0.32 µM 
Template DNA  1.0 - 

Total volume 12.5  

น า PCR tube ที่ใส่ส่วนผสมของสารเคมีทั้งหมดใส่ในเครื่อง Thermal cycler (Eppendorf 
master cycler personal) ในสภาวะอุณหภูมิ ดังแสดงในตารางที่ 24-29 
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ตารางท่ี 24  แสดงอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการท า real-time PCR ของ miR-186 

PCR cycle อุณหภูมิ เวลา 

Pre-denaturation 95°C 3 นาท ี
Denaturation 94°C 15 วินาที 
Annealing/Extension 60°C 30 วินาที 

 

ตารางท่ี 25  แสดงอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการท า real-time PCR ของ miR-217 

PCR cycle อุณหภูมิ เวลา 

Pre-denaturation 95°C 3 นาท ี
Denaturation 94°C 15 วินาที 
Annealing/Extension 61°C 30 วินาที 

 
ตารางท่ี 26  แสดงอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการท า real-time PCR ของ miR-23b, miR-181b, 
miR-128-3p, miR-151a, miR-185 และ miR-483 

PCR cycle อุณหภูมิ เวลา 

Pre-denaturation 95°C 3 นาท ี
Denaturation 94°C 15 วินาที 
Annealing/Extension 62°C 30 วินาที 

 

ตารางท่ี 27  แสดงอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการท า real-time PCR ของ miR-425 

PCR cycle อุณหภูมิ เวลา 

Pre-denaturation 95°C 3 นาท ี
Denaturation 94°C 15 วินาที 
Annealing 62°C 30 วินาที 
Extension 72°C 30 วินาที 

 
 
 
 
 

ท าซ้ า 50 รอบ 

ท้ำซ ้ำ 50 รอบ 

ท้ำซ ้ำ 50 รอบ 

ท้ำซ ้ำ 50 รอบ 
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ตารางท่ี 28  แสดงอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการท า real-time PCR ของ miR-216a 

PCR cycle อุณหภูมิ เวลา 

Pre-denaturation 95°C 3 นาท ี
Denaturation 94°C 15 วินาที 
Annealing 59°C 30 วินาที 
Extension 60°C 30 วินาที 

 
ตารางท่ี 29  แสดงอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการท า real-time PCR ของ U6 

PCR cycle อุณหภูมิ เวลา 

Pre-denaturation 94°C 3 นาท ี
Denaturation 95°C 15 วินาที 
Annealing 55°C 30 วินาที 
Extension 60°C 30 วินาที 

 
บันทึกค่า Threshold cycle (Ct) แล้วค านวณหา relative quantitation ดังสมการ 
 ปริมาณเชิงเปรียบเทียบ = 2-∆∆Ct 
    ∆∆Ct = ∆Ct (sample) - ∆Ct (calibrator) 
    ∆Ct (sample) = Ct (miRNA of sample) - Ct (U6 of sample) 
    ∆Ct (calibrator) = Ct (miRNA of calibrator) – Ct (U6 of calibrator) 
 จากนั้นวิเคราะห์และน าไปค านวณเพื่อหาค่าทางสถิติ 

 

 

 

 

 

ท้ำซ ้ำ 50 รอบ 

ท้ำซ ้ำ 50 รอบ 
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การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  

1. ระดับการแสดงออกของ miRNAs จะถูกน าสร้างเป็น scatter plot เพื่อเปรียบเทียบกลุ่มที่มีการ
แสดงออกเพิ่มข้ึนและลดลง โดยใช้โปรแกรม Graphpad version 6 

2. ระดับการแสดงออกของ miRNAs ที่เปลี่ยนแปลงไปนั้น พบว่าโดยมากค่าที่ใช้เป็น cut-off จะใช้ค่า 
fold change ที่มากกว่าหรือเท่ากับ 1.5 เท่า เพื่อแสดงว่า miRNAs มีการเปลี่ยนแปลงการ
แสดงออกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (52) ในงานวิจัยน้ีจึงจะใช้เกณฑ์ดังนี้ 

- ค่า fold change มากกว่า 1.5 จะถือว่า miRNAs นั้นมีการแสดงออกเพิ่มมากข้ึนในกลุ่ม
ทดลองเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
- ค่า fold change อยู่ในช่วง 1.5 ถึง -1.5 จะถือว่า miRNAs ไม่มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
- ค่า fold change น้อยกว่า -1.5 จะถือว่า miRNAs นั้นมีการแสดงออกลดลงในกลุ่มทดลอง
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

3. Relative quantitation โดยวิธี Delta Ct (2-∆∆Ct) ใช้ค านวณหาปริมาณเชิงเปรียบเทียบของ DNA
ระหว่างตัวอย่างที่สนใจกับตัวอย่างควบคุม โดยผลการเปรียบเทียบจะแสดงออกมาในรูปจ านวน
เท่าที่แตกต่างกัน 

4. การวิเคราะห์ทางสถิติจะใช้วิธี Student’s t-test ในโปรแกรม SPSS software version 22.0 ที่
ระดับความเช่ือมั่น 99% (P<0.01)



 

 

บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

การเพ่ิมจ านวนพลาสมิด pUC19-HBV (genotype C) โดยอาศัยเทคนิค transformation 

การตรวจสอบพลาสมิด pUC19-HBV (genotype C) ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส 

หลังจากเพิ่มจ านวนพลาสมิค pUC19-HBV (genotype C)  ด้วยวิธีการ cloning จะน า
โคโลนีสีมาตรวจสอบพลาสมิดด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้ primer ที่มีความจ าเพาะต่อ 
genome ของ HBV จีโนไทป์ C 

 
รูปท่ี 10 ผลการตรวจสอบพลาสมิด pUC19-HBV (genotype C) ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส 

 ในการตรวจสอบใช้ pUC19-HBV genotype C _F และ pUC19-HBV genotype C _R 
primer ใน 3% agarose gel 
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ผลการเตรียมกลุม่ตัวอย่าง small RNA (Small RNA Library Preparation) 

 หลังจากบ่มเซลล์ Huh7 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงจะสกัด small RNA จากเซลล์ Huh7 ทั้ง 4 
กลุ่ม น ามาวัดความเข้มข้นของ RNA ที่ได้ด้วย Qubit™ RNA assay kits จากนั้นจะน ามาเตรียม
ตัวอย่าง small RNA โดยใช้ NEBNext multiplex small RNA library preperation ก่อนจะน าลง
เครื่อง Miseq (illumina®) 

รูปท่ี 11 ผลการเตรียมตัวอย่าง Small RNA 
 จากตัวอย่างแสดงการเตรียม small RNA ใน 3% agarose gel พบว่า small RNA หลังจาก
มีการติด index และ adaptor มีขนาดประมาณ 147-178 bp 
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ผลข้อมูลท่ีได้จากการท า NGS 

 หลังจากที่ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ (reads) จากเครื่อง NGS พบว่าร้อยละ 97.8 ของข้อมูลที่มี
ค่า Q score มากกว่าหรือเท่ากับ 30 แปลผลได้ว่าร้อยละ 97.8 ของข้อมูลที่มีระดับความความ
น่าเช่ือถืออยู่ที่ร้อยละ 99.9 และมีข้อมูลที่ถูกคัดออกเพียงร้อยละ 2.2 ดังที่แสดงในรูปที่ 12  และเมื่อ
พิจารณา miRNAs ที่พบในแต่ละกลุ่ม ดังที่แสดงในรูปที่ 13 พบว่า 
- กลุ่มควบคุม (-HBV/-IFN) พบ miRNAs ทั้งหมด 149 miRNA มีจ านวนล าดับนิวคลีโอไทด์ (reads) 

ทั้งหมด 615,152 คิดเป็นร้อยละ 16.41  

- กลุ่มที่ได้รับยา Peg-IFN alpha-2a (-HBV/+IFN) พบ miRNAs ทั้งหมด 171 miRNA มีจ านวน 

reads ทั้งหมด 471,945 คิดเป็นร้อยละ 12.59  

- กลุ่มที่ได้รับ HBV plasmid (+HBV/-IFN) พบ miRNAs ทั้งหมด 181 miRNA มีจ านวน reads 

ทั้งหมด 1,041,008 คิดเป็นร้อยละ 27.78 

- กลุ่มที่ได้รับ HBV plasmid และ Peg-IFN alpha-2a (+HBV/+IFN) พบ miRNAs ทั้งหมด 201 

miRNA มีจ านวน reads ทั้งหมด 1,620,550 คิดเป็นร้อยละ 43.23 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 12 แสดง Q score distribution 
โดยแกน X เป็นค่า Q score และแกน Y  เป็นจ านวนของล าดับเบสสายสั้น ๆ (reads) ที่พบ   จะ

เห็นได้ว่าข้อมูลโดยรวมนั้นมีค่า Q score มากกว่า 30 คิดเปน็ร้อยละ 97.8 
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รูปท่ี 13 แสดงจ านวน read ที่พบในแต่ละตัวอย่างในรูปของร้อยละ 
โดยแกน X แสดงกลุม่ของตัวอย่างและแกน Y แสดงร้อยละของจ านวนล าดับเบสสายสั้น ๆ (reads) ที่

พบในแต่ละกลุ่ม 
ผลการวิเคราะห์ miRNAs ท่ีได้จากการท า NGS 

 น าผลที่ได้จากการท า NGS มาวิเคราะห์เทียบกับฐานข้อมูลเพื่อหา miRNAs ที่มีการ
แสดงออกในเซลล์ Huh7 กลุ่มต่าง ๆ จากนั้นน ามาค านวนเพื่อหาระดับการแสดงออกของ miRNAs ที่
พบ น ามาเทียบกับกลุ่มควบคุมเพื่อดูระดับการแสดงออกของ miRNAs ที่เปลี่ยนแปลงไป จากนั้นท า 
scatter plot เพื่อดูภาพรวมของ miRNAs ที่มีการเปลี่ยนแปลงไปในเซลล์ Huh7 กลุ่มต่าง ๆ เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 14 

รูปท่ี 14 Scatter plot แสดงค่า differential expression ของ miRNAs 
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 จาก scatter plot แสดงค่า differential expression ของ miRNAs ระหว่างกลุ่มตัวอย่าง 
และกลุ่มควบคุม (-HBV/-IFN)  
A) miRNAs ที่มีการแสดงออกในกลุ่มที่ได้รับยา Peg-IFN alpha-2a (-HBV/+IFN) 
B) miRNAs ที่มีการแสดงออกในกลุ่มที่ได้รับ HBV plasmid (+HBV/-IFN) 
C) miRNAs ที่มีการแสดงออกในกลุม่ที่ได้รบั HBV plasmid และ Peg-IFN alpha-2a (+HBV/+IFN) 
     หมายเหตุ: วงกลมเป็นตัวแทนของ miRNAs ที่มีระดับการแสดงออกเพิ่มสูงข้ึนเมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม (fold changes >1.5) สี่ เหลี่ยมจตุรัสแสดง miRNAs ที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงระดับการ
แสดงออก และ สามเหลี่ยม แสดง miRNAs ที่มีระดับการแสดงออกลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(fold changed < -1.5) 

ผลการวิเคราะห์ miRNAs ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกมากกว่า 1.5 เท่า ด้วย NGS 
 miRNAs ที่มีระดับการแสดงออกเปลี่ยนแปลงไปในเซลล์ Huh7 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม
มากกว่า 1.5 เท่า จะถูกแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ตามแผนภาพเวนน์ (Venn diagram) รูปที่ 15 เพื่อ
แสดงให้เห็นถึง miRNAs ที่พบร่วมกันระหว่างเซลล์ Huh7 กลุ่มต่าง ๆ และ miRNAs ที่มีความโดด
เด่นเฉพาะกลุ่มที่ต้องการศึกษาเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
 จากรูปที่ 15 ในกลุ่มที่ได้รับ HBV plasmid พบว่ามีระดับการแสดงออกของ miRNAs ที่เพิ่ม
สูงข้ึนทั้งหมด 22 miRNAs ได้แก่ miR-15b-5p, miR-140-3p, miR-146a-5p, miR-210-3p, miR-
328-3p, miR-342-3p, miR-502-3p, miR-3607-3p, miR-19b-3p, miR-20a-5p, miR-27b-5p, 
miR-1180-3p, miR-1266-5p, miR-3129-3p, let-7g-5p, let-7a-5p, miR-374b-5p, miR-574-
5p, miR-32-5p, miR-130b-5p, miR-378a-3p และ miR-4791 (รูปที่ 15 A) และมี 2 miRNAs ที่มี
การแสดงออกลดลง ได้แก่ miR-194-3p และ miR-92b-3p (รูปที่ 15 B)  
 ส่วนในกลุ่มที่ได้รับยา Peg-IFN alpha-2a นั้น พบว่ามีระดับการแสดงออกของ miRNAs ที่
เพิ่มสูง ข้ึนทั้ งหมด 20 miRNAs ได้แก่  let-7e-5p, miR-140-5p, miR-378d-3p, miR-450b-5p, 
miR-455-5p, miR-885-5p, miR-1304-3p, miR-1908-5p, miR-7706, miR-19b-3p, miR-20a-
5p, miR-27b-5p, miR-1180-3p, miR-1266-5p, miR-3129-3p, let-7g-5p, let-7a-5p, miR-
374b-5p, miR-574-5p และ miR-19a-3p (รูปที่ 15 A) และมี 8 miRNAs ที่มีการแสดงออกลดลง 
ได้แก่  miR-21-3p, miR-99b-3p, miR-143-3p, miR-331-3p, miR-660-5p, miR-1303, miR-16-
2-3p, miR-615-3p (รูปที่ 15 B)  
 กลุ่มที่ได้รับ HBV plasmid ร่วมกับยา Peg-IFN alpha-2a นั้น พบว่ามีระดับการแสดงออก
ของ miRNAs ที่เพิ่มสูงข้ึนทั้งหมด 13 miRNAs ได้แก่ miR-23b-3p, miR-181b-5p, miR-216a-3p, 
miR-217, let-7g-5p, let-7a-5p, miR-374b-5p, miR-574-5p, miR-32-5p, miR-130b-5p, miR-
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378a-3p, miR-4791  และ miR-19a-3p และมี 9 miRNAs ที่มีการแสดงออกลดลง ได้แก่ miR-128-
3p, miR-151a-5p, miR-185-5p, miR-186-5p, miR-425-5p, miR-450b-5p, miR-483-5p, miR-
16-2-3p และ miR-615-3p  
 นอกจากนี้ยังมี miRNAs บางส่วนที่มีการแสดงออกสอดคล้องกันระหว่าง 3 กลุ่มตัวอย่าง คือ 
กลุ่มที่ได้รับ HBV plasmid, กลุ่มที่ได้รับยา Peg-IFN alpha-2a และ กลุ่มที่ได้รับ HBV plasmid 
และยา Peg-IFN alpha-2a ได้แก่ let-7g-5p, let-7a-5p, miR-374b-5p และ miR-574-5p มีระดับ
การแสดงออกเพิ่มสูงข้ึน และกลุ่มของ miRNAs มีการแสดงออกสูงข้ึนสอดคล้องกันระหว่างกลุ่มที่
ได้รับ HBV plasmid เพียงอย่างเดียวและยา Peg-IFN alpha-2a เพียงอย่างเดียว ได้แก่ miR-19b-
3p, miR-20a-5p, miR-27b-5p, miR-1180-3p, miR-1266-5p และ miR-3129-3p รวมถึงกลุ่มที่มี
การแสดงออกสูงข้ึนสอดคล้องกันระหว่างกลุ่มที่ได้รับ HBV plasmid เพียงอย่างเดียวและได้รับ HBV 
plasmid ร่วมกับยา Peg-IFN alpha-2a ได้แก่  miR-32-5p, miR-130b-5p, miR-378a-3p และ 
miR-4791 ซึ่งการแสดงออกของ miRNAs ในกลุ่มต่างๆที่ได้กล่าวไว้ข้างต้นนั้นมีความเป็นได้ว่าเมื่อ
เซลล์มีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีจะไปกระตุ้นให้มีการแสดงออกของ IFNs respone ภายในเซลล์ 
(endogenous IFNs) และมีการแสดงออกของ endogenous IFNs ในระดับต่ าๆ เพียงพอที่จะท าให้
มีการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของ miRNAs ในกลุ่มดังกล่าว 
 ในขณะที่การแสดงออกของ miRNAs ที่สอดคล้องกันระหว่างกลุ่มที่ได้รับยา Peg-IFN 
alpha-2a เพียงอย่างเดียว และได้รับ HBV plasmid ร่วมกับยา Peg-IFN alpha-2a พบว่ามี
เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ miR-19a-3p, miR-16-2-3p และ miR-615-3p นั้นน่าจะมีการ
เปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของ miRNAs เมื่อเซลล์ได้รับ IFNs จากภายนอก (exogenous IFN) 
มากเพียงพอที่จะกระตุ้น miRNAs ในกลุ่มนี้ 
 ในงานวิจัยน้ีต้องการที่จะศึกษารูปแบบการแสดงออกของ miRNAs ในเซลลเ์พาะเลีย้ง Huh7 
ที่มีสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสตับอักเสบบี และได้รับ Peg-IFN alpha-2a จึงได้คัดเลือก miRNA ที่
สนใจ คือ มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกมากกว่า 1.5 เท่าในเฉพาะกลุ่มที่มีการ transfect ด้วย 
HBV plasmid ร่วมกับการบ่มด้วยยา Peg-IFN alpha-2a และไม่ซ้อนทับกับกลุ่มตัวอย่างอื่น ๆ   มา
ทั้งหมด 11 miRNAs ได้แก่ miR-23b, miR-181b, miR-216a และ miR-217 ในกลุ่มที่มีระดับการ
แสดงออกของ miRNAs เพิ่มสูงข้ึน (รูปที่ 15 A)  และ miR-128, miR-151a, miR-185, miR-186, 
miR-425, miR-450b และ miR-483 ในกลุ่มที่มีระดับการแสดงออกของ miRNAs ลดลง (รูปที่ 15 
B) และหลังจากนี้ไปจะศึกษาเฉพาะ miRNAs ที่สนใจในกลุ่มนี้เท่านั้น แต่เนื่องจาก primer ของ miR-
450b ไม่สามารถใช้ในการวัดระดับการแสดงออกของ miR-450b  ได้จริง เนื่องจากเกิด primer 
dimer จึงไม่ได้มีการแสดงค่าระดับการแสดงออกของ miR-450b ด้วยเทคนิค real-time PCR 
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รูปท่ี 15 แผนภาพเวนน์ (Venn diagram) แสดง miRNAs ในเซลล์ Huh7 ที่มีการเปลี่ยนแปลงระดับ
การแสดงออกในแตล่ะกลุ่มตัวอย่าง (-HBV/+IFN, +HBV/-IFN และ +HBV/+IFN ) มากกว่า 1.5 เท่า 

(fold changes > 1.5) เมื่อเทียบกบักลุ่มควบคุม (-HBV/-IFN) 
A) แสดง miRNAs ที่มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนในกลุ่มตัวอย่างเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
B) แสดง miRNAs ที่มีการแสดงออกลดลงในกลุ่มตัวอย่างเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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ผลการวิเคราะห์ miRNAs ท่ีสนใจด้วยเทคนิค real-time PCR  

 จ ากผ ล ก า ร ทดล อ งพบ ว่ ามี  6  miRNAs (miR-128, miR-151a, miR-185, miR-186,       
miR-425 และ miR-483) ที่มีการแสดงออกลดลงในเซลล์ Huh7 ที่มีการ transfect ด้วย HBV 
plasmid และได้รับยา Peg-IFN alpha-2a สอดคล้องกันทั้งผลจาก NGS และ real-time PCR ดังที่
แสดงในรูปที่ 16 

รูปท่ี 16 ผลการวิเคราะหร์ะดบัการแสดงออกทีเ่ปลี่ยนแปลงไปของ miRNAs ที่สนใจในเซลล์ Huh7 
โดยเทคนิค NGS และ real-time PCR 

A)  การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ miRNAs ด้วยวิธี NGS ที่มีค่า fold-change มากกว่า 1.5 เท่า 
ในเซลล์ Huh7 ที่มีการ transfect ด้วย HBV plasmid ร่วมกับบ่มด้วย Peg-IFN alpha-2a เมื่อเทียบ
กับกลุ่มควบคุม 
B) การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ miRNAs ด้วยวิธี real-time PCR โดยใช้การค านวณแบบ 
relative quantitation ในเซลล์ Huh7 ที่มีการ transfect ด้วย HBV plasmid ร่วมกับบ่มด้วย Peg-
IFN alpha-2a เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
หมายเหตุ: *  คือ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (P < 0.01) 
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ผลการท านายยีนเป้าหมายของ miRNAs ท่ีสนใจ 

 ยีนเป้าหมายของ miRNAs ที่สนใจได้มาจากการท านายด้วยโปรแกรม miRTarbase และ 
Panther โดยเป็นยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับกลไลทางชีวภาพ (biological process) และ ระบบ
ภูมิคุ้มกัน (immune system) ร่วมกับการทบทวนวรรณกรรมเพิ่มเติม ได้ผลดังที่แสดงในตารางที่ 30 
ตารางท่ี 30 แสดง miRNAs และยีนเป้าหมายพรอ้มทัง้บทบาททางชีวภาพ 

miRNAs Target gene of miRNAs  Biological process Reference 
miR-128 WEE1 G2 checkpoint kinase (Wee1) Cell proliferation (53) 
miR-151a Thrombopoietin receptor (TpoR) Cell proliferation 

Megakaryopoiesis 
(54) 

miR-185 Marginal zone B and B1 cell-specific 
protein (Mzb1) 
Burton tyrosine kinase (BTK) 

T cells and B cells 
development 

(55) 
(56) 

 
miR-186 A kinase anchor protein 12  

(AKAP12/ AKAP250/Gravin) 
Cell proliferation (57) 

miR-425 phosphatase and tensin homolog 
(PTEN) 

Cell proliferation 
Apoptosis 

(58) 

miR-483 Notch Homolog 3 (Notch3) 
Mitogen-Activated Protein Kinase 3 
(MAPK3) or Extracellular Signal-
Regulated Kinase 1 (ERK1) 

T cells and B cells 
development 

(59) 
(60) 
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ผลการท านายรูปแบบการจบักันระหว่างยีนเป้าหมายของ miRNAs และ miRNA ท่ีสนใจ 

 ท านายรูปแบบการจับกันระหว่าง miRNAs ที่สนใจกับบริเวณปลายด้าน 3  (3 UTR) ของยีน
เป้าหมาย (hybridization pattern) และค่าพลังงานในการจับ (mimimum free energy: MFE) 
โดยใช้โปรแกรม RNAhybrid ดังแสดงในตารางที่ 31 
ตารางท่ี 31 แสดง hybridization pattern ระหว่าง miRNAs และ ยีนเป้าหมาย 

miRNAs Target genes Hybridization pattern 
MFE 

(kcal/mol) 

mir-128-3p Wee1 kinase 
 
 

-21.3 

miR-151a-5p TpoR 
 
 

-40.5 

miR-185-5p 
Mzb1 

 
 

-23.5 

BTK 
 
 

-27.8 

miR-186-5p 
AKAP12/ 
Gravin 

 
 

-19.1 

miR-425-5p PTEN 
 
 

-21.1 

miR-483-5p 
Notch3 

 
 

-28.3 

MAPK3/ERK1 
 
 

-26.3 

 
หมาย เหตุ : WEE1 G2 checkpoint kinase (Wee1), Thrombopoietin receptor (TpoR), Marginal zone B 
and B1 cell-specific protein (Mzb1), Burton tyrosine kinase (BTK), A kinase anchor protein 12 
(AKAP12/ AKAP250/Gravin), phosphatase and tensin homolog (PTEN), Notch Homolog 3 (Notch3), 
Mitogen-Activated Protein Kinase 3 (MAPK3) or Extracellular Signal-Regulated Kinase 1 (ERK1), 
minimum free energy (MFE) 

 

5´ dominant 

5´ dominant 

5´ seed 

5´ seed 

5´ seed 

5´ seed 

3´ compensatory 

Perfect 
complementary 
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การท านายยีนเป้าหมายและบทบาททางชีวภาพของ miRNAs ในกลุ่ม ท่ีได้รับ 
HBVplasmid และ Peg-IFN alpha-2a  

miR-128 และยีน Wee1 kinase 
จากงานวิจัยของ Butz และคณะ ในปี 2010 (61) พบว่า เมื่อมีการแสดงออกของ miR-128 

เพิ่มสูงข้ึนจะสามารถไปลดการแสดงออกของ Wee1 kinase ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  โดยไปจับ
บริเวณปลายด้าน 3 ของยีน ซึ่ง Wee1 kinase นั้นมีบทบาทส าคัญในการควบคุมวัฎจักรเซลล์ ท า
หน้าที่เป็น mitotic inhibitor ยับยั้งการแบ่งเซลล์ผ่านการยับยั้งการท างานของ Cdk1 ท าให้เซลล์ไม่
สามารถเข้าสู่ระยะ G2/M checkpoint ได้ (53) ดังแสดงในรูปที่ 17 สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Legrand และคณะ ในปี 2004 ที่พบว่า IFN-alpha สามารถยับยั้งวัฎจักรเซลล์ในเซลล์ Huh7 ได้ 
โดยพบว่ามีการแสดงออกลดลงของเซลลใ์นระยะ G2/M (62) จากข้อมูลข้างต้นจึงอาจสรุปได้ว่า miR-
128 สามารถควบคุมการแสดงออกของ Wee1 kinase ได้ ซึ่งอาจเป็นหนึ่งในกลไกที่ควบคุมการ
ท างานของวัฎจักรเซลล์ 

รูปท่ี 17 แผนภาพแสดงบทบาทของ Wee1 kinase ในการควบคุมวัฎจักรเซลล ์(61) 
ในขณะเดียวกันงานวิจัยก่อนหน้านี้ได้พบว่า IFN นั้นสามารถลดการแสดงออกของ Wee1 

kinase  ใน daudi burkitt lymphoma cells แต่กลับส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของ
เซลล์ จึงมีความเป็นไปได้ว่าการควบคุมการแสดงออกของวัฎจักรเซลล์เมื่อมีการกระตุ้นด้วย IFN ใน 
daudi burkitt lymphoma cells นั้น ไม่ได้ถูกควบคุมโดยตรงผ่าน Wee1 kinase แต่ถูกควบคุม
ผ่านทาง cyclin A และ cdk2 (63) ดังนั้นการศึกษาถึงบทบาทของ Wee1 kinase ในการตอบสนอง
ต่อ IFN ในเซลล์ตับนั้นยังคงต้องมีการศึกษาเพื่อยืนยันต่อไปรวมถึงยังไม่พบการรายงานถึง
ความสัมพันธ์ระหว่าง miR-128 และการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี 
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miR-151a และยีน TpoR/MPL 
จากงานวิจัยของ Girardot และคณะในปี 2010 (54) พบว่ายีนเป้าหมายของ miR-151a คือ 

thrombopoietin receptor (TpoR, MPL) ซึ่ งท าหน้าที่หลักในการควบคุม dimeric cytokine 
receptors ที่เกี่ยวข้องกับ Janus kinase (JAK2) มีบทบาทในการควบคุมกระบวนการเพิ่มจ านวน
ของเซลล์ โปรแกรมการตายของเซลล์ และ กระบวนการสร้างเกล็ดเลือด (megakaryopoiesis) การ
ลดลงของ miR-151a นั้นจึงคาดว่าจะไปเพิ่มการแสดงออกของ TpoR และส่งผลให้มีกระบวนการ
สร้างเกล็ดเลือดเพิ่มสูงข้ึน แต่ในงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า IFN-alpha ไปลดการแสดงออกของ 
thrombopoietin (TPO) ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการเหนี่ยวน าให้สร้าง megakaryocyte (MK) ส่งผล
ให้ไปยับยั้งกระบวนการสร้างเกล็ดเลือด (64) ดังที่แสดงในรูปที่ 18 ดังนั้นการศึกษาความสัมพันธ์
ระหว่างระดับการแสดงออกของ miR-151a กับระดับการแสดงออกของ TpoR ต่อกลไกการสร้าง
เกล็ดเลือดน้ัน จ าเป็นจะต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 

รูปท่ี 18 แสดงกลไกการตอบสนองของ TpoR ต่อ TPO 
TPO กระตุ้นให้มีการท างานของ TpoR ส่งผลให้มีการกระตุ้นการท างานของ signal 

transduction ต่างๆ กระตุ้นการเพิ่มจ านวนของเซลล์และกระบวนการสร้างเกล็ดเลือด (65) 

miR-185 และยีน Mzb1 และ Btk 
งานวิจัยของ Belkaya และคณะในปี 2013 (55) พบว่าการแสดงออกของ miR-185 มีระดับ

คงที่ในหลายเนื้อเยื่อ เช่น ไทมัส สมอง หัวใจ ไต ตับ ปอด ผิวหนัง และม้าม และยังพบว่า miR-185 
ควบคุม T cell development โดยผ่านทางยีนเป้าหมาย คือ marginal zone B and B1 cell-
specific protein (Mzb1) ที่มีระดับการแสดงออกของค่อนข้างสงูใน DN3 thymocytes และ Jurkat 
T cells ซึ่งการที่ระดับการแสดงออกของ miR-185 เพิ่มสูงข้ึนน้ันจะไปลดการแสดงออกของ Mzb1 
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ส่งผลต่อประสิทธิภาพของ T cell receptor (TCR) ในการควบคุมการไหลของ calcium responses 
ภายในเซลล์ส่งผลให้หยุดการพัฒนาของ T cell และพบว่าโปรตีน Mzb1 ยังท าหน้าเป็น 
endoplasmic reticulum (ER) ควบคุม calcium responses ของ B-cell antigen receptor (BCR) 
และการเปลี่ยนแปลงจาก B cell ไปเป็น plasma cell รวมถึงควบคุมการหลั่ง mature IgM อีกด้วย 
(56) นอกจากนี้งานวิจัยของ Belver และคณะ ในปี 2010 (66) พบว่า miR-185 สามารถควบคุมการ
แสดงออกของยีน burton tyrosine kinase (BTK) ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวส่งสัญญาณของ BCR โดยการ
ไป phosphorylate Erk pathway โดยหากมีการแสดงออกของ miR-185 ในปริมาณมาก จะไปลด
การพัฒนาของ BCR และระดับการส่งสัญญาณของ BCR ซึ่งมีความจ าเป็นต่อการพัฒนาไปเป็น 
follicular B cell ต่อไป (66, 67) ดังแสดงในรูปที่ 19 จึงอาจสรุปได้ว่า miR-185 นั้น มีบทบาทใน
การควบคุม T cells และ B cells ของมนุษย์  

รูปท่ี 19 แสดงบทบาทของ miRNAs-185 ในการพัฒนา B cells (67) 
ในวงเล็บ: miRNA targets, FO: Follicular B cells, MZ: Marginal zone B cells 

miR-186 และยีน AKAP12/AKAP250/Gravin 
 งานวิจัยของ Goeppert และคณะ ในปี 2010 (57) พบว่า miR-186 สามารถควบคุมการ
แสดงออกของยีน A kinase anchor protein 12 (AKAP12/AKAP250/Gravin) ท าหน้าที่เป็น tumor 
suppressor โดยไปลดระดบัการแสดงออกของ cyclin D1 ยับยั้งการท างาน ERK2 และ actin 
cytoskeleton เป็นศูนย์กลางในการควบคุมการสง่สญัญาณของ protein kinase A (PKA) และ 
protein kinase C (PKC) ซึ่ง Gravin จะมีการท างานเมื่อมีการกระตุ้นผ่านทาง β2-adrenergic 
receptor (β2-AR) เกิดเป็น β2-adrenergic-receptor–gravin complex โดยเริ่มแรก PKA จะเป็น
ตัวกลางในการเติมฟอสเฟตให้กบั Gravin ท าให้เกิดปฎิสมัพันธ์ระหว่างโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ β2-AR 
จากนั้น PKC จะเป็นตัวกลางในการเติมฟอสเฟตให้กบั Gravin ส่งผลให้ protein complex หลุดออก
จาก β2-AR และเพื่อยืดระยะเวลาในการกระตุ้นการท างาน จะมีโปรตีน β-arrestin เช่ือมกับ mouse 
double minute-2 (MDM2) ท าหน้าทีจ่ับกับ E3 ubiquitin และเติม ubiquitin จากนั้น receptor 
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ที่ถูกเติมด้วย ubiquitin จะเคลื่อนที่เข้าสู่เซลล์และเกิดกระบวนการย่อยสลายโปรตีนตอ่ไป ดังที่แสดง
ในรูปที่ 20 (68) ซึ่งพบว่าการลดระดบัการแสดงออกของ Gravin มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตบั 
โดยจะมีการแสดงออกลดลงตามระดับความรุนแรงของโรค ดังนี้ normal liver, non-cirrhotic, 
peritumorous, cirrhotic, dysplastic nodule และ HCC ตามล าดับ (57) รวมถึงมีการแสดงออก
ลดลงในมะเร็งหลายชนิด (69, 70) อีกทัง้ในผูป้่วยมะเร็งตบัที่ได้รับการผ่าตัดแล้ว และมีการกลับมา
เป็นซ้ าของโรคมะเร็งตบัในระยะ late recurrent จะมรีะดบัการแสดงออกของ miR-186 สูงข้ึน (71)  

รูปท่ี 20 หลักการควบคุมการแสดงออกของ β2-adrenergic-receptor–gravin complex (68) 

 miR-425 และยีน PTEN  
 จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า miR-425 มีการแสดงออกสูงข้ึนในสภาวะที่เป็นตับแข็งและ
มะเร็งตับ (72) สามารถยับยั้งการแสดงออกของ phosphatase and tensin homolog (PTEN) 
ส่งผลให้มีการเพิ่มจ านวนของเซลล์ เนื่องจาก PTEN นั้นท าหน้าที่ไปยับยั้งการท างานของ PI3K/Akt 
signaling ที่มีบทบาทไปกระตุ้นการเพิ่มจ านวนของเซลล์รวมถึงยับยั้งโปรแกรมการตายของเซลล์ 
(58) ดังที่แสดงในรูปที่ 21 ดังนั้นการแสดงออกที่ลดลงของ miR-425  

รูปท่ี 21 แสดงกลไกการท างานของ PI3K-PTEN-Akt (73) 
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 miR-483-3p และยีน Notch3 และ MAPK3/ERK1 
 การศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า miR-483-5p นั้นมีระดับการแสดงออกที่สูงในซีรั่มของผู้ป่วยที่
เป็นมะเร็งตับ (74) แต่พบว่ามีระดับการแสดงออกลดลงในเนื้อเยื่อของผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งตับเนื่องจาก
การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี (75) miR-483-5p ท าหน้าที่เสมือนเป็น oncogene มียีนเป้าหมาย คือ 
Notch3 และ MAPK3/ERK1 (76) โดยพบว่า Notch3 นั้นมีบทบาทส าคัญในการพัฒนาของ T cell 
โดยเมื่อมีการท างานของ Notch จะไปกระตุ้นการท างานของ NF-B ซึ่งไปส่งผลให้มีการแสดงออก
ของ T helper 1 (TH1)-cell และยีนอื่นๆที่เกี่ยวข้อง ในขณะเดียวกันการแสดงออกของ Notch3 มี 
ก า ร แ ส ด ง ออ กผ่ า น ก ร ะบ ว น ก า ร  CSL (CBF1 - suppressor of hairless–Lag1 ) –MAML1 
(Mastermind-like 1) ส่งผลต่อกระบวนการสร้าง interleukin-4 (IL-4) และ T helper 2 (TH2)-cell 
รวมถึงส่งผลต่อการพัฒนาของ CD4+CD25+ regulatory T (TReg) cells และ CD8+ regulatory T 
cells (59, 77)  มีบทบาทควบคุมการหลั่งของไซโตไคน์ในระบบภูมิคุ้มกัน ดังที่แสดงในรูปที่ 22 และ
พบว่า MAPK3/ERK1 มีบทบาทในการควบคุมการเปลีย่นแปลงของ B- cell ซึ่งการกระตุ้นการท างาน
ของ ERK1 และ ERK2 ผ่าน pre-BCR มีความจ าเป็นในการเปลีย่นแปลงจาก pro-B cell ไปเป็น pre-
B II cell รวมถึงกระตุ้นการเพิ่มจ านวนของ pre-B II cell โดยไป phosphorylated ELK และ CREB 
ซึ่งท าหน้าที่เป็น transcription factor ของยีน c-Myc, Ilf2, Mef2C และ Mef2D มีบทบาทในการ
เพิ่มจ านวนของ pre-B II cell และยังพบว่า ERK มีส่วนใน survival signals ที่จุด checkpoint I ให้
มีกาแสดงออกเพิ่มข้ึนของ Bcl-2 กระตุ้นการท าลายโปรตีน Bim ซึ่งมีบทบาทเป็น proapoptotic 
protein ดังที่แสดงในรูปที่ 23 (60, 78) ในงานวิจัยนี้พบว่า miR-483-5p มี การแสดงออกลดลง จึง
คาดว่าจะส่งผลกระตุ้นให้มีการพัฒนาของ T cells และ B cells รวมถึงการเพิ่มจ านวนของ B cells  
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รูปท่ี 22 บทบาทของ Notch proteins ใน peripheral T cells (59) 

รูปท่ี 23 บทบาทของ ERK proteins ใน การควบคุม transcription factor ที่มีเกี่ยวข้องกับการ
เปลี่ยนแปลงจาก Pro-B ไปเป็น Pre-B II Cell (60) 



 

 

บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล ข้อเสนอแนะ 

การออกแบบการทดลอง 

 ในปัจจุบันเซลล์เพาะเลี้ยงที่นิยมใช้เป็นตัวแทนในการศึกษามะเร็งตับ ได้แก่ เซลล์ HepG2, 
HepG2.2.15 และ Huh7 โดยเซลล์ HepG2 นั้นได้มาจากเซลล์มะเร็งตับของผู้ป่วยชาว Caucasian 
เพศชาย อายุ 15 ปี เซลล์ Huh7 นั้นได้จากเซลล์มะเร็งตับของผู้ป่วยชาวญี่ปุ่น  เพศชาย อายุ 57 ปี  
และเซลล์ HepG2.2.15 นั้นเป็นเซลล์ที่มากจากจุดก าเนิดเดียวกันกับเซลล์ HepG2 แต่มีการ
แสดงออกของเช้ือไวรัสตับอักเสบบี จากงานวิจัยของ Li และคณะในปี 2013 (24) พบว่าเซลล์ Huh7 
นั้นมีระดับการแสดงออกของ IFN-α mRNA สูงกว่าในเซลล์ HepG2 แสดงให้เห็นว่าเซลล์ Huh7 นั้น
สามารถตอบสนองต่อ IFN ได้ดีกว่าเซลล์ HepG2 และยังพบว่าเซลล์ HepG2 นั้นไม่มีการแสดงออก
ของยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับการตอบสนองด่านแรกต่อ IFN (primary response genes) (79) และ
ในงานน้ีต้องการศึกษาผลของ Peg-IFN alpha-2a และการได้รับสารพันธุกรรมของไวรัสตับอักเสบบี 
การเลือกใช้เซลล์ Huh7 ในการศึกษาน้ีจึงมีความเหมาะสม 
 ในการศึกษาน้ีใช้ HBV plasmid เนื่องจากในปัจจุบันยังไม่สามารถเลี้ยงและเพิ่มจ านวนไวรัส
ตับอักเสบบีได้ภายในห้องปฎิบัติการ อีกทั้งเซลล์ Huh7 นั้นไม่มีการแสดงออกของเช้ือไวรัสตับอักเสบ
บี ดังนั้นจึงเป็นข้อจ ากัดของงานวิจัยน้ี ในงานวิจัยน้ีจึงได้ transfect HBV plasmid เข้าสู่เซลล์ Huh7 
เพื่อจ าลองการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี แต่ในการทดลองนี้ได้ transfect HBV plasmid เป็นเวลา 6 
ช่ัวโมง ไม่สามารถเป็นตัวแทนในการจ าลองการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง (CHB) ได้ แต่สามารถ
ใช้จ าลองการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเฉียบพลันได้ 

ตามที่ได้กล่าวไว้ข้างต้นจะพบว่า Peg-IFN alpha นั้น มี 2 รูปแบบ คือ Peg-IFN alpha-2a 
และ Peg-IFN alpha-2b ซึ่งมีความแตกต่างกันที่โครงสร้างของยาและพบว่า Peg-IFN alpha-2a มี
ความเสถียรและมีค่าครึ่งชีวิตมากกว่า (80) แต่อย่างไรก็ตามในงานวิจัยน้ีมีการวัดระดับการแสดงออก
ของ miRNAs หลังจากได้รับยาไป 24 ช่ัวโมง ซึ่งไม่ท าให้เกิดความแตกต่างระหว่าง Peg-IFN alpha-
2a และ Peg-IFN alpha-2b อีกทั้งในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ได้ใช้ยา Peg-IFN alpha-2a ในการ
รักษาผู้ป่วยที่ติดไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง ในงานวิจัยน้ีจึงเลือกใช้ Peg-IFN alpha-2a 
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เทคนิคท่ีใช้ในการศึกษา miRNAs profiling 
เทคนิคที่ใช้ในการศึกษา miRNAs profiling ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาข้ึนอย่างหลากหลาย 

แต่วิธีที่นิยมและเป็นที่รู้จักนั้น ได้แก่ miRNA microarray, qPCR array และ NGS โดยแต่ละวิธีนั้น
จะมีหลักการที่แตกต่างกัน 
  miRNA microarray นั้นใช้หลักการ hybridization อาศัยหลักการจับกันอย่างจ าเพาะของ 
นิวคลีโอไทด์ หรือ โอลิโกนิวคลีโอไทด์สายสั้น ที่มีการติดฉลากด้วยสารเรืองแสง ส่วน qPCR array 
นั้นใช้หลักการของ PCR อาศัยการใช้ primers ที่มีความจ าเพาะกับ miRNAs ในการเพิ่มจ านวนและ
ระบุความจ าเพาะของ miRNAs ในขณะที่ NGS นั้นใช้หลักการ sequencing ในการระบุ miRNAs ซึ่ง
มีข้อไดเ้ปรียบกว่า miRNA microarray และ qPCR array เนื่องจากเป็นระบบเปิด ไม่จ าเป็นต้องระบุ
ชนิดของ miRNAs ที่ต้องการศึกษาก่อนที่จะเริ่มการทดลอง จึงท าให้สามารถค้นพบ miRNAs ชนิด
ใหม่ (novel miRNAs) ได้  ในขณะที่  2 วิธีการข้างต้นนั้นเป็นระบบปิด ต้องมีการระบุชนิดของ 
miRNAs ที่ต้องการศึกษา ท าให้เป็นข้อจ ากัดของงานวิจัย ไม่สามารถพบ novel miRNAs ได้ 
นอกจากนี้การใช้วิธี NGS นั้นยังสามารถระบุ miRNAs family ซึ่งเป็น miRNAs ที่มีล าดับนิวคลีโอ
ไทด์คล้ายคลึงกัน มีความแตกต่างกันเพียง 1-2 นิวคลีโอไทด์ ได้ดีกว่า hybridization หรือ PCR 
เนื่องจากการใช้หลักการ hybridization หรือ PCR นั้น อาจจะแยกความแตกต่างเพียง 1-2 นิวคลีโอ
ไทด์ได้ไม่ชัดเจนท าให้เกิดผลบวกเท็จ ในขณะที่ NGS นั้นใช้หลักการ sequencing ท าให้สามารถระบุ
ความแตกต่างของ miRNAs ได้ชัดเจน (81) 
 ในแง่ของค่าใช้จ่ายนั้นหากคิดเป็นราคาต่อหนึ่งตัวอย่างจะพบว่า NGS จะมีค่าใช้จ่ายสูงที่สุด 
ตามด้วย qPCR array และ miRNA microarray (81) แต่เมื่อคิดราคาต่อหนึ่งปฎิกิริยา พบว่า ทั้ง 3 
วิธีการ ไม่ได้มีความแตกต่างกันมาก ข้ึนอยู่กับจ านวนตัวอย่างที่ต้องการศึกษา  
ข้อมูลท่ีได้จากการท า NGS 

 พบว่ามีข้อมูลร้อยละ 97.8 ที่มีความน่าเช่ือถือสูง (Q score ≥ 30) ซึ่งเป็นค่ามาตรฐานที่ใช้ใน
การคัดเลือกล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความถูกต้อง (82)  ดังนั้นข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้นั้นมีความ
น่าเช่ือถือเพียงพอที่จะน าไปวิเคราะห์ข้อมูลต่อไปได้ และในงานวิจัยน้ีพบ miRNAs 149-201 ชนิด ใน
กลุ่มต่างๆ ในขณะที่ในปัจจุบันพบว่ามี mature miRNAs ของมนุษย์นั้นมีอยู่ทั้งหมด 2588 miRNAs 
แสดงให้เห็นว่าในสภาวะที่ได้รับ HBV plasmid และ Peg-IFN alpha 2a นั้นจะมี miRNAs เพียง
บางส่วนที่มีการแสดงออก 



 

 

63 

เปรียบเทียบผลท่ีได้จากการท า NGS เทียบกับ real-time PCR 

 จากการทดลองพบว่ามี 4 miRNAs ที่ไม่สอดคล้องกันระหว่างผลจากเทคนิค NGS และ real-
time PCR ได้แก่ miR-23b-3p, miR-181b-5p, miR-216a-3p และ miR-217 พบว่ามีการแสดงออก
เพิ่มข้ึนเมื่อใช้เทคนิค NGS แต่มีการแสดงออกลดลงเมื่อใช้เทคนิค real-time PCR ซึ่งระดับการ
แสดงออกที่แตกต่างกันของ miRNAs ใน 2 เทคนิคนั้น อาจเนื่องมากจาก วิธีการ normalize ที่
แตกต่างกัน จุดประสงค์ของการ normalize นั้น เพื่อก าจัดตัวแปรอื่น ๆ ที่ไม่มีความเกี่ยวข้องกับ
ปัจจัยที่ต้องการศึกษาระหว่างกลุ่มตัวอย่าง ส าหรับเทคนิค real-time PCR จะใช้ endogenous 
control RNA ในการ normalize กลุ่มตัวอย่าง เพื่อลดความแตกต่างของ RNAs ที่ได้ในแต่ละกลุ่ม
ตัวอย่าง ซึ่งอาจส่งผลต่อประสิทธิภาพในการท า PCR ส่วนเทคนิค NGS นั้น จะ normalize โดยใช้
ระดับการแสดงออกของ miRNAs ทั้งหมดในกลุ่มตัวอย่างที่ต้องการศึกษา ซึ่งค่าที่ได้นั้นจะส่งผลต่อ
การน ามาค านวณหาระดับการแสดงออกที่แตกต่างกันระหว่างกลุ่ม ดังนั้น miRNAs ที่มีความ
สอดคล้องกันในทั้ง 2 เทคนิคนั้น จึงมีความน่าเช่ือถือและแม่นย ามากกว่าการวัดการแสดงออกของ 
miRNAs เพียงเทคนิคเดียว 

การเปลีย่นแปลงระดับการแสดงออกของ miRNA 

จากผลการทดลองพบว่าเซลลม์ะเร็งตับ Huh7 มีการตอบสนองต่อ HBV plasmid และ Peg-
IFN alpha-2a แตกต่างกัน ส่งผลให้มีการแสดงออกของ miRNAs ที่เปลี่ยนแปลงไป และพบว่า 
miRNAs ที่มีการแสดงออกแตกต่างกันในแต่ละกลุ่มนั้นจะสง่ผลต่อการควบคุมการแสดงออกของยนีที่
เกี่ยวข้อง โดยจะไปควบคุมการแสดงออกของ mRNAs ส่งผลต่อกระบวนการทางชีวภาพต่าง ๆ 
ภายในเซลล์  

การเปลีย่นแปลงระดับการแสดงออกของ miRNAs ในกลุ่มท่ีได้รับ HBV plasmid 

กลุ่มที่จ าลองการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีนั้น ในงานวิจัยนี้ขอยกตัวอย่าง miR-146a พบว่า 
miR- 146a มีการแสดงออกเพิ่มสงูข้ึนในกลุม่ของเซลล ์Huh7 ที่มีการ transfect ด้วย HBV plasmid 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Li และคณะในปี 2015 (83) พบว่า HBV X protein (HBx) สามารถไป
กระตุ้นการแสดงออกของ miR-146a ในเซลล์มะเร็งตับ ผ่านการท างานของ nuclear factor-B 
(NF-B)  และไปจับบริเวณปลายด้าน 3  ของยีน CFH (complement factor H) ส่งผลให้กระตุ้น
การอักเสบของเซลล์ตับและเป็นสาเหตุน าไปสู่การเกิดโรคตับอักเสบบเีรื้อรงั นอกจากนี้ยังพบว่าระดับ
การแสดงออกของ miR-146a มีความสอดคล้องกับการเพิ่มจ านวนของไวรัสตับอักเสบบี โดยสามารถ
ควบคุมการตอบสนองของระบบ innate immunity และ adaptive immunity (84) ผ่านทาง 
tumor necrosis factor (TNF) receptor รวมถึง toll-like receptor (TLR) signaling pathways 
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(85) และงานวิจัยของ Hou และคณะ ในปี 2014 (86) พบว่า miR-146a นั้นมีการแสดงออกเพิ่มมาก
ข้ึนเมื่อมีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี โดยมียีนเป้าหมายคือ STAT1 ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการไป
กระตุ้นการท างานของ IFN-stimulated response element (ISRE) ส่งผลให้เกิดการดื้อต่อ IFN  
นอกจากนี้การแสดงออกที่เพิ่มสูงข้ึนของ miR-342 ในกลุ่มของเซลล์ Huh7 ที่มีการ transfect ด้วย 
HBV plasmid สอดคล้องกับงานวิจัยกอ่นหน้าทีไ่ด้ แสดงให้เห็นว่ามีการแสดงออกของ miR-342 เพิ่ม
สูงข้ึนในซีรั่มของผู้ป่วยที่มีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี (35) รวมถึงการแสดงออกที่เพิ่มข้ึนของ miR-
210 นั้นสอดคล้องกับงานวิจัยที่ศึกษาในเซลล์ HepG2.2.15 ที่มีกำรสร้ำง HBV virion เทียบกับใน
เซลล์ HepG2 และยังพบว่า miR-210 มีบทบาทในการยับยั้งการเพิม่จ านวนของไวรัสตับอกัเสบบผีา่น
ทาง HBV S protein (HBsAg) (87) รวมถึงมีการแสดงออกเพิ่มสูงข้ึนในซีรั่มของผู้ทีต่ิดเช้ือไวรัสตับอกี
เสบบีตามระดับความรุนแรงของการอักเสบในตับ (88) 

ในทางตรงกันข้ามการแสดงออกของ miR-15b ลดลงในเซลล์มะเร็งตับที่ได้รับพลาสมิดไวรัส
ตับอักเสบบี โดยพบว่า HBV X protein (HBx) มีบทบาทไปลดการแสดงออกของ miR-15b (89) 
ในขณะที่งานวิจัยน้ีพบว่ามีการแสดงออกที่เพิ่มสูงข้ึนของ miR-15b นอกจากนี้เมื่อพิจารณาระดับการ
แสดงออกของ miR-194 พบว่ามีการแสดงออกที่ลดลงของ miR-194 ในขณะที่งานวิจัยก่อนหน้า
พบว่า miR-194 มีระดับการแสดงออกที่เพิ่มขึ้นมากกว่า 10 เท่าในเซลล ์HepG2.2.15 เมื่อเทียบกับ
ในเซลล์ HepG2 (90) และมีการแสดงออกเพิ่มข้ึนในผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี เมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม (91)  

การเปลีย่นแปลงระดับการแสดงออกของ miRNAs ในกลุ่มท่ีได้รับ Peg-IFN alpha-2a  

กลุ่มที่จ าลองเซลล์ตับที่ได้รับยา IFN นั้น พบว่าในงานวิจัยของ Cheng และคณะในปี 2013 
(92) ได้ศึกษาผลของ IFN-α2b ในการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของ miRNAs ในเซลล์ Huh7 
โดยบ่มด้วย IFN-α2b 1 ng/ml เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นวัดระดับการแสดงออกของ miRNAs ที่
เปลี่ยนแปลงไปด้วย TaqMan MicroRNA profiling โดยใช้เกณฑ์ในการเปลี่ยนแปลงระดับการ
แสดงออกมากกว่า 2 ข้ึนไป (fold change >2) พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ miRNAs 
บางส่วนสอดคล้องกับในการศึกษาน้ี ดังที่แสดงในตารางที่ 33 
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ตารางท่ี 32 แสดงตัวอย่าง miRNAs ที่มีการแสดงออกในสภาวะที่มีไวรัสตับอกัเสบบีในงานวิจัยต่างๆ 

miRNA Experimental model 
Results 

Reference 
In this study Previous study 

miR-146a Huh7 ↑ ↑ (83) 

miR-342 
Huh7 
Serum HBV infection 
patients 

↑ ↑ (35) 

miR-210 
HepG2.2.15/ HepG2 
Serum HBV infection 
patients 

↑ ↑ (87, 88) 

miR-15b 
HepG2.2.15/ HepG2/ 
Huh7 
Mouse model 

↑ ↓ (89) 

miR-194 
HepG2.2.15/ HepG2 
HBV infection patients  ↓ ↑ (90, 91) 

หมายเหตุ: (↑): up-regulation;  (↓): down-regulation  
ตารางท่ี 33 แสดง miRNAs ที่พบร่วมกันระหว่างงานวิจัยกอ่นหน้าและงานวิจัยน้ีในเซลล์ Huh7 

miRNAs 

Result 

Reference In this study 

(Peg-IFN-α2a) 

Previous study 

(IFN-α2b) 

let-7e 
miR-140-5p 
miR-450b-5p 
miR-455-5p 
miR-1304 

↑ ↑ 

(92) 
miR-143 
miR-21 
miR-99b 
miR-331 
miR-660 

↓ ↑ 

miR-1303 ↓ ↓ 

miR-885-5p ↑ ↓ 

หมายเหตุ: (↑): up-regulation;  (↓): down-regulation  
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การเปลีย่นแปลงระดับการแสดงออกของ miRNAs ในกลุ่มท่ีได้รับ HBVplasmid และ 
Peg-IFN alpha-2a  

งานวิจัยน้ีสนใจระดับการเปลี่ยนแปลงของ miRNAs ในเซลล์ Huh7 ที่ transfect ด้วย HBV 
plasmid และบ่มด้วย Peg-IFN alpha-2a ซึ่งจากผลการทดลองข้างต้นพบ 6 miRNAs ที่มีการ
แสดงออกลดลงสอดคล้องกับผลจาก NGS และ real-time PCR ได้แก่ miR-128, miR-151a, miR-
185, miR-186 miR-425 และ miR-483 และผลจากการท านายยีนเป้าหมายของ miRNAs ทั้ง 6 
miRNAs ท าให้สันนิษฐานได้ว่า miRNAs ที่มีการแสดงออกเปลี่ยนแปลงไปมีความเกี่ยวข้องและ
บทบาทส าคัญทางชีวภาพและระบบภูมิ คุ้มกัน อย่างไรก็ตามยังคงต้องมีการศึกษาระดับการ
เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ miRNAs เหล่าน้ี ในผู้ป่วยที่มีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีร่วมกับการ
รักษาด้วยยา Peg-IFN alpha-2a รวมถึงควรมีการศึกษายีนเป้าหมายของ miRNAs ในสภาวะดังกล่าว
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ภาคผนวก 

การเตรียมสารเคม ี
1. การเตรียมสารสาหรับ Cloning  

1.1 LB Agar  
- Agar   3.75 กรมั  
- Yeast Extract  1.25 กรมั  
- Tryptone  2.5 กรัม  
- NaCl   1.25 กรมั  
- น้ ากลั่น   250 มิลลิลิตร  
น าไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูม ิ121.5 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 
15 นาท ี 

1.2 LB Broth  
-Yeast Extract  0.5 กรัม  
-Tryptone   1.0 กรัม  
-NaCl   0.5 กรัม  
-น้ ากลั่น   100 มิลลิลิตร  
น าไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูม ิ121.5 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 

15 นาท ี
1.3 SOC Medium  

-Yeast Extract  0.5 กรัม  
-Tryptone   1.0 กรัม  
-NaCl   0.5 กรัม  
-น้ ากลั่น   100 มิลลิลิตร  
น าไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูม ิ121.5 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 

15 นาทีและใส ่2 โมลาร์ของ Mg2+, 2 โมลาร ์Glucose และ 1 โมลาร ์KCl  
2. การเตรียม 5X TBE (Tris-Borate-EDTA Buffer)  

- Tris   54     กรัม  
- Boric Acid  27.5  กรัม  
- EDTA   4.16  กรัม  
-น้ ากลั่น   1000 มิลลิลิตร  
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3. การเตรียมอาหารสาหรบัเลี้ยงเซลล์  

- DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)  45  มิลลลิิตร  
- FBS (Heat Inactivated Fetal Bovine Serum)  5    มิลลิลิตร  
- Antibiotic-Antimycotic     0.5 มิลลลิิตร  

4. การเตรียม Freezing Media  
- DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)  8.5 มิลลลิิตร  
- FBS (Heat Inactivated Fetal Bovine Serum)  5    มิลลิลิตร  
- DMSO (Dimethyl Sulfoxide)    1.5 มิลลลิิตร 
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