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บทคัดย่อ 

 

การดําเนินงานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือผลิตต้นแบบดีเอ็นเอวัคซีนเพ่ือป้องกันโรคติดเช้ือไวรัสพีอาร์

อาร์เอส  โดยดีเอ็นเอต้นแบบที่ผลิตขึ้นมีส่วนประกอบของยีน ORF5 ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสที่มีการแทรกยีน 

PADRE ระหว่าง decoy epitope และ  neutralizing epitope และศึกษาประสิทธิภาพของดีเอ็นเอวัคซีน

ต้นแบบน้ันในการกระตุ้นสร้าง neutralizing antibody แบ่งการวิจัยออกเป็น 3 ส่วนประกอบด้วย การผลิตดี

เอ็นเอวัคซีน การทดสอบขนาดที่ใช้และการทดสอบประสิทธิภาพการกระตุ้นภูมิคุ้มทั้งโดยวัดจาก serum 

neutralization และ lymphocyte proliferative assays ในภาคสนาม ผลการทดลองพบว่าดีเอ็นเอวัคซีนที่

พัฒนาขึ้นสามารถกระตุ้นสร้างแอนติบอดีและกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองของเซลล์ลิมโฟไซต์เมื่อวัดโดยวิธี 

serum neutralization และ lymphocyte proliferative assays แต่ผลการตอบสนองช้าและไม่สูง ดังน้ันจึง

อาจต้องดําเนินการวิจัยต่อเพ่ือพัฒนาดีเอ็นเอวัคซีนให้มีประสิทธิภาพที่ดีย่ิงข้ึน  
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ABSTRACT 

 

The objectives of the study were to develop a DNA vaccine against porcine 

reproductive and respiratory syndrome. The DNA vaccine was developed using ORF5 gene. 

PADRE was inserted into positions between decoy and neutralizing epitopes. The study was 

divided into 3 parts including the development and production of the plasmid DNA, dosage 

determination and a field trial. The results of the study demonstrated that the plasmid DNA 

was successfully developed and produced. However, the immune responses induced as 

measured by serum neutralization and lymphocyte proliferation assay were low and delayed. 

In conclusion, although the DNA vaccine was successfully developed, the further 

development including the aspects of increased robust and higher magnitude of immune 

response is needed.       

 

 

  



 
 

v 

 

สารบัญเรื่อง (Table of Contents) 
 

เรื่อง หน้า 
บทนํา 
     ความสําคญัและที่มาของปัญหา 
     วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุป 
     ฟาร์มทดลอง 
     การเก็บตัวอย่างซีรั่ม 
     การตรวจสอบไวรัสและการถอดรหัสพันธุกรรมยีนโออาร์เอฟห้า และ Nsp2 
     วิเคราะห์ขอ้มูล 
     วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
     ขอบเขตของโครงการวิจัย 
วรรณกรรมทีเ่ก่ียวข้อง 
วิธีดําเนนิงานวิจัย 
     การดําเนินงานวิจัย 
     ฟาร์มดําเนินการวิจัย 
     การเก็บตัวอย่างซีรั่ม 
     การตรวจสอบไวรัส 
     ปฏิกิริยาลกูโซ่โพลิเมอร์เลสReverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) 
     การถอดรหัสพันธุกรรมยีน ORF5 และ Nsp2 
     การวิเคราะห์ข้อมูล 
ผลการทดลอง 
     การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมส่วนยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสภายในฟาร์ม 
     จํานวนตัวอย่าง 
     วิเคราะห์ยีนส่วนโออาร์เอฟห้า โดยแผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการ 
     การจัดกลุม่ของไวรัสและการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม 
     การเปลี่ยนแปลงไวรัสภายในฝูง (Dynamic of PRRSV in a herd) 
     การผสมสารพันธุกรรมระหว่างไวรัส(Recombination) 
     วิเคราะห์ยีนส่วน Nsp2 บางส่วน 

1 
1 
7 
7 
7 
8 
9 
9 
9 
10 
18 
18 
18 
20 
21 
21 
23 
24 
25 
25 
25 
27 
34 
35 
37 
39 

 
 
 
 



 
 

vi 
 

เรื่อง หน้า 
เอกสารอ้างอิง 
วิจารณ์และสรุปผล 
ผลผลิตที่ได้จากงานวิจัย 
ภาคผนวก 
   1. ลําดับกรดอะมิโนของยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป 
   2. ลําดับกรดอะมิโนของยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ 
   3. ลําดับกรดอะมิโนของยีน Nsp2 บางส่วนของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ 
 

41 
44 
49 
50 
50 
51 
54 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



 
 

vii 
 

สารบัญตาราง (List of Contents) 
 

ตารางที ่ หน้า 
1. แสดงจํานวนไวรัสที่แยกในแต่ละครั้งในแต่ละคลัสเตอร์ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป 
2. แสดงจํานวนไวรัสที่แยกในแต่ละครั้งในแต่ละคลัสเตอร์ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุ

อเมริกาเหนือ 
3. แสดงความเหมือนส่วนนิวคลีโอไทด์ (ตัวอักษรธรรมดา) และกรดอะมิโน (ตัวอักษรเอียงเข้ม) 

ของยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป 
4. แสดงความเหมือนส่วนนิวคลีโอไทด์ (ตัวอักษรธรรมดา) และกรดอะมิโน (ตัวอักษรเอียงเข้ม) 

ของยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ 
5. แสดงตําแหน่งการเกิด N-linked glycosylation ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปและ

อเมริกาเหนือในคลัสเตอร์ต่างๆ 

26 
 

26 
 

32 
 

33 
 

35 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



 
 

viii 
 

สารบัญภาพ (List of Illustration) 
 

รูปท่ี หน้า 
1. แผนภูมิต้นไม้แสดงลักษณะทางพันธุกรรมของยีนส่วน ORF5 ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสาย

พันธ์ุ ยุโรปที่แยกได้ในประเทศไทยเปรียบเทียบกับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ
ทั่วโลก และคลัสเตอร์จําเพาะของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสท่ีแยกได้ในประเทศไทยแบ่งออกได้
เป็นคลัสเตอร์ I (สีแดง) และคลัสเตอร์ II (สีนํ้าเงิน) 

2. แผนภูมิต้นไม้แสดงลักษณะทางพันธุกรรมของยีนส่วน ORF5 ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสาย
พันธ์ุอเมริกาเหนือที่แยกได้ในประเทศไทยเปรียบเทียบกับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุ
อเมริกาเหนือทั่วโลก และคลัสเตอร์จําเพาะของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสที่แยกได้ในประเทศไทย
แบ่งออกได้เป็นคลัสเตอร์ I-IV และคลัสเตอร์ II เป็นกลุ่มของเช้ือไวรัสที่มีความใกล้เคียงกับเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุรุนแรง 

3. แสดงแผนผังฟาร์มที่ดําเนินการวิจัย 
4. แสดงแผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือ

ไวรัสพีอาร์ อาร์เอสสายพันธ์ุสายพันธ์ุยุโรป ที่แบ่งไวรัสออกเป็น 2 คลัสเตอร์ประกอบด้วยคลัส
เตอร์ 1 และ 2 

5. แสดงแผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ที่แบ่งไวรัสออกเป็น 4 คลัสเตอร์ประกอบ
ด้วยคลัสเตอร์ 1 2 3 และ4 

6. การเกิดขนาดของแต่ละกลุ่มไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป (EU, genotype 1) และอเมริกา
เหนือ (US, genotype 2) ในแต่ละเดือน 

7. การผสมข้ามสายของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือในคลัสเตอร์ที่ 2 ที่เป็นไวรัสพี
อาร์ อาร์เอสสายพันธ์ุรุนแรงและไวรัสในคลัสเตอร์ที่ 1 

8. แสดงการผสมข้ามสายของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือในคลัสเตอร์ที่ 1 และ 4 
9. แสดงแผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของยีนNsp2 ของเช้ือไวรัสพีอาร์

อาร์เอสสายพันธ์ุ 

 
 
 
5 
 
 
 
 
6 
19 
 

 
29 
 
 

31 
 

36 
 

38 
38 
 

40 

 



1 
 

บทที่ 1 

บทนํา (Introduction) 

 

ความสาํคัญและที่มาของปัญหา 

โรคพีอาร์อาร์เอส เกิดจากการติดเชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอส (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 
1992) เป็นโรคสําคญัท่ีสร้างความเสียหายทางเศรษฐกิจแก่ อตุสาหกรรมการเลีย้งสกุรทัว่โลก รวมถึงประเทศ
ไทย โดยก่อให้เกิดอาการผิดปรกติของระบบสบืพนัธุ์ในฝงูสกุรแมพ่นัธ์ุ เชน่ แท้ง กลบัสดั ในสกุรอุ้มท้อง จํานวน
ลูกสุกรตายแรกคลอดและอัตราตายก่อนหย่านมสูง และโรคระบบทางเดินหายใจแทรกซ้อน (Porcine 
respiratory disease complex) ในฝงูสกุรอนบุาลและขนุ  

เชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอสเป็นอาร์เอน็เอไวรัสในตระกลู Arteriviridae มีจีโนมประกอบด้วย Open reading 
frames (ORFs) จํานวน 10 ORFs โดยมียีนสําคัญท่ีเก่ียวข้องกับการกระตุ้นสร้างภูมิคุ้มกันคือยีน ORF5 ท่ี
สร้าง glycoprotein 5 มีส่วน neutralizing epitope อยู่ (Wissink et al., 2003) จึงเป็นยีนสําคญัท่ีนํามาผลิต
เป็นวคัซีน (Ansari et al., 2006) และนอกจากนัน้ ยีน ORF5 ส่วนนีย้งัเป็นยีนส่วนท่ีพบการกลายพนัธุ์สงู จึง
เป็นยีนหลกัท่ีใช้ในการศกึษาความหลากหลายทางพนัธกุรรมของเชือ้ไวรัสทัว่โลก (Stadejek et al., 2006) 

เชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอส แบ่งออกได้เป็น 2 สายพันธุ์หลัก (genotype) ประกอบด้วยสายพันธุ์ยุโรป 
(European genotype หรือ  genotype I) และสายพันธุ์ อ เมริกาเหนือ  (North American genotype หรือ 
genotype II) ตามทวีปท่ีมีการค้นพบครัง้แรก โดยพบการระบาดของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์ยุโรปใน
ประเทศทวีปยุโรปเป็นหลกั และในประเทศแถบทวีปอเมริกาเหนือเช่น สหรัฐอเมริกา และ แคนาดา พบการ
ระบาดของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพนัธุ์อเมริกาเหนือเป็นหลกั สําหรับประเทศไทยพบการติดเชือ้ไวรัสพอีาร์อาร์
เอส ตัง้แต่ปีพ.ศ. 2532 (Damrongwatanapokin et al., 1996) และพบฟาร์มติดเชือ้ทัง้สายพนัธุ์อเมริกาเหนือ 
และสายพนัธุ์ยโุรป โดยรายงานเม่ือประมาณปี พ.ศ. 2548 พบวา่มีสายพนัธุ์ยโุรป ประมาณ 66.42% ซึง่มีความ
ชกุมากกวา่สายพนัธุ์อเมริกาเหนือท่ีพบประมาณ 33.58% (Thanawongnuwech et al., 2004) แตจ่ากรายงาน
ในปี พ.ศ. 2554 (Nilubol et al., 2012; Nilubol et al., 2013) พบว่าฟาร์มสกุรสว่นใหญ่ของประเทศไทยมีการ
ติดเชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอสทัง้สองสายพนัธ์ุอยู่ในฟาร์มเดียวกนั แตกต่างจากการติดเชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอสของ
ประเทศอ่ืนท่ีพบการติดเชือ้สายพนัธุ์เดียวเป็นหลกั 
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ในประเทศสหรัฐอเมริกานัน้พบว่าโรคพีอาร์อาร์เอส สร้างความเสียหายถึงปีละ 560.32 ล้านดอลลา่ร์ 
(Neumann et al., 2005)  แม้ในประเทศไทยยงัไมมี่รายงานความเสยีหายทางเศรษฐกิจอยา่งเป็นรูปธรรม แตก่็
พบวา่ฟาร์มสกุรในประเทศไทยมากกวา่ 80 เปอร์เซนต์เป็นฟาร์มท่ีติดเชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอส ด้วยความเสียหาย
ทางเศรษฐกิจท่ีเกิดขึน้ ทําให้เกษตรกรตระหนกัถึงวิธีการท่ีสามารถควบคมุ และปอ้งกนัโรคพีอาร์อาร์เอสอย่าง
มีประสิทธิภาพ เกษตรกรจึงได้มีการนําวคัซีนเช่น วัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเชือ้เป็น (Ingelvac PRRS MLV®, 
Boehringer Ingelheim, USA) มาใช้ในการควบคุมโรค แต่เกษตรกรกลับพบว่า วัคซีนพีอาร์อาร์เอสท่ีมี
จําหน่ายอยู่ในปัจจบุนัไม่ให้ผลคุ้มโรคเท่าท่ีควร เน่ืองจากพบลกัษณะอาการคล้ายโรคพีอาร์อาร์เอส เช่น การ
แท้ง ลกูตายแรกคลอด มัมม่ี และพบความเสียหายเช่นลกูสกุรแรกคลอดอ่อนแอ การเพิ่มขึน้ของปัญหาโรค
ทางเดินหายใจอาการทางระบบประสาทเช่นชกั และข้อบวมในสกุรก่อนหย่านมและอนบุาล อย่างต่อเน่ือง ใน
ฟาร์มที่มีการใช้วคัซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเชือ้เป็น เป็นประจํา  

สาเหตท่ีุวคัซีนปอ้งกนัโรคพีอาร์อาร์เอสไมส่ามารถใช้ปอ้งกนัโรคอย่างมีประสทิธิภาพ อาจเน่ืองมาจาก
ความแตกตา่งทางพนัธุกรรมระหว่างวคัซีนท่ีจําหน่ายและเชือ้ท่ีเกิดการระบาดในฟาร์ม และคณุสมบติัการเป็น 
quasi-species ของเชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอส (Goldberg et al., 2003) ท่ีไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) มี
ลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีแตกต่างจากไวรัสตัง้ต้น โดยเฉพาะการเปลี่ยนแปลงส่วนยีน ORF 5 (Chang et al., 
2002; Meng et al., 1995a; Meng et al., 1995b; Murtaugh et al., 1998) ท่ีทําหน้าท่ีสร้าง Glycoprotein 5 
และมีสว่น Neutralizing epitope อยู ่ (Ostrowski et al., 2002; Plagemann, 2004; Plagemann et al., 2002)  

จากสาเหตุที่เชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอสมีการกลายพันธุ์สูง ทีมผู้ วิจัยจึงได้สํารวจความแตกต่างทาง
พนัธุกรรม (genetic variation) และติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมของของยีน ORF5 ของเชือ้ไวรัสพี
อาร์อาร์เอสในฟาร์มสกุรของประเทศไทยมามากกว่า 6 ปี (พ.ศ. 2549 – 2555) โดยแยกเชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอ
สจํานวนมากกว่า 500 ไอโซเลตจากฟาร์มจํานวนมากกว่า 200 ฟาร์มในประเทศไทย (Nilubol et al., 2012; 
Nilubol et al., 2013) พบวา่เชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอสในประเทศไทย มีการกลายพนัธุ์ท่ีสงูมากเมื่อเปรียบเทียบกบั
เชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอสท่ีรายงานในปีพ.ศ. 2547 โดยเฉพาะไวรัสสายพนัธุ์อเมริกาเหนือ ท่ีปัจจบุนั สามารถแบง่
ออกได้เป็น 5 คลสัเตอร์ จากเดิมท่ีในปีพ.ศ. 2547 พบเพียง 1 คลสัเตอร์ (Nilubol et al., 2012; Nilubol et al., 
2013) 

จากการสาํรวจพบวา่นอกจากสายพนัธุ์หลกัสองสายพนัธุ์แล้ว เชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอสในประเทศไทยแต่
ละสายพนัธ์ุยังสามารถแบ่งออกเป็นคลสัเตอร์ย่อยๆได้อีก โดยสามารถแบ่งเชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพนัธุ์
ยโุรปออกได้เป็น 2 คลสัเตอร์ยอ่ย (ภาพท่ี 1) และสามารถแบง่เชือ้ไวรัสสายพนัธ์ุอเมริกาเหนือออกได้ถงึ 4 คลสั
เตอร์ย่อย (ภาพที่ 1) โดยภายในแตล่ะคลสัเตอร์จะมีความตา่งกนัอยู่ท่ีประมาณ 10 เปอร์เซนต์ของลําดบันิวคลี
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โอไทด์ และจากการวิเคราะห์พบว่าไวรัสทัง้สองสายพนัธุ์มีอตัราการกลายพนัธุ์ ท่ีใกล้เคียงกัน แต่มีกลไกการ
กลายพนัธุ์ท่ีแตกต่างกนั ไวรัสสายพนัธุ์ยโุรปมีการกลายพนัธุ์ท่ีตําแหน่ง neutralizaing epitope น้อยกว่าไวรัส
สายพนัธุ์อเมริกาเหนือ ทําให้ตลอดระยะเวลา 3 ปีที่สํารวจจึงยงัพบไวรัสสายพนัธุ์นีแ้ค่ 2 คลสัเตอร์ ในทางตรง
ข้ามไวรัสสายพันธุ์อเมริกาเหนือมีกลไกการกลายพนัธุ์ ท่ีสําคญั 2 ประการคือการเปลี่ยนตําแหน่ง N-linked 
glycosylation ท่ีลําดับกรดอะมิโนตําแหน่ง 31-35 ของส่วน Glycoprotein 5 ทําให้ neutralizing epitope มี
การเปลีย่นแปลงรูปร่างสง่ผลโดยตรงตอ่ภมิูคุ้มข้ามสายพนัธุ์ (cross protection)  

แต่อย่างไรก็ตามพบว่าการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของไวรัสทัง้ 4 คลสัเตอร์ พบท่ีส่วน decoy 
epitope และ  N-liked glycosylation site เท่านัน้  ไม่พบการเปลี่ยนแปลงในส่วน  primary neutralizing 
epitope ส่วนไวรัสในคลสัเตอร์ท่ีมีความแตกต่างทางพนัธุกรรมจากไวรัสตัง้ต้นมาก จะมีความแตกต่างทาง
พนัธุกรรมในสว่น decoy epitope และ N-liked glycosylation site มาก การมี decoy epitope และการกลาย
พนัธุ์ในสว่นนี ้อาจเป็นสาเหตใุห้การกระตุ้นภมูิคุ้มกนั มีการสร้างแอนติบอดีแ้บบ non-neutralizing antibody 
แทน neutralizing antibody ทําให้ไม่สามารถป้องกันการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอสได้ ถ้ามีการตัดส่วน 
decoy epitope ออกหรือมีการแทรกด้วยสายพันธุกรรมบางอย่างทําให้  decoy epitope อยู่ห่างจาก 
neutralizing epitope อาจทําให้ร่างกายมีการกระตุ้น neutralizing antibody ได้ดีขึน้ 

จากเหตผุลและข้อมลูการสํารวจดงักลา่ว จึงเป็นมลูเหตจุงูใจให้ทีมผู้วิจยัสนใจท่ีจะผลิตวคัซีนปอ้งกนั
โรคพีอาร์อาร์เอส รูปแบบใหม ่ท่ีเป็นพลาสมิคดีเอ็นเอท่ีมีสว่นประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PAN DR 
helper T-cell epitope (PADRE) ท่ีสว่นระหวา่ง decoy epitope, N-liked glycosylation site และ neutralizing 
epitope เพ่ือเป็นต้นแบบดีเอ็นเอวคัซีนสําหรับใช้ทดลองในสกุร อนึ่งทางทีมผู้วิจยัได้รับงบประมาณสนบัสนนุ
การวิจยัจากเงินงบประมาณแผน่ดินปีพ.ศ. 2555 เพ่ือทําการผลติต้นแบบดีเอน็เอวคัซีนท่ีมีสว่นประกอบของยีน 
ORF5 และ PADRE และปัจจบุนัทางทีมผู้ วิจยัได้ต้นแบบดีเอ็นเอวคัซีนท่ีพร้อมนําไปใช้ในการทดลองในสกุร
เป็นท่ีเรียบร้อยแล้ว ทางทีมผู้ วิจยัจงึมีความสนใจท่ีจะนําต้นแบบดีเอ็นเอวคัซีนท่ีมีไปเพิ่มจํานวนและทดลองใช้
ในฟาร์มสกุรเพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพในการควบคมุโรคพีอาร์อาร์เอสต่อไป ผู้วิจยัคาดว่าผลการศกึษานีจ้ะ
ได้มาซึง่วคัซีนรุ่นใหมเ่พ่ือปอ้งกนัหรือและการควบคมุโรค PRRS รูปแบบใหมท่ี่มีประสิทธิภาพมากขึน้ 
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ภาพที่ 1 แผนภมิูต้นไม้วงศ์วานวิวฒันาการแสดงความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอสใน
ประเทศไทย A) สายพนัธุ์ยโุรป B) สายพนัธุ์อเมริกาเหนือ 
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วธีิดาํเนินการวจิัยโดยสรุป 

แบ่งการทดลองออกเป็น 3 ช่วง โดยช่วงท่ี 1 เป็นการผลิตและเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอวคัซีน ช่วงท่ี 2 เป็น
การทดลองหาปริมาณ และชว่งท่ี 3 เป็นการทดลองเพ่ือทดสอบประสทิธิภาพ 

 

ช่วงที่ 1 การผลติและเพิ่มจาํนวนดเีอน็เอวัคซนี  

พลาสมิดดเีอ็นเอและการเตรียม 

นําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีได้จากงานวิจยัก่อนหน้านีม้าเพ่ิมจํานวน โดยมีการเตรียมโดยย่อนี ้นําเชือ้ไวรัส
แยกได้มาเพ่ิมจํานวนในเซลล์เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ (MARC145, ATCC) สกดัอาร์เอน็เอจากเชือ้ไวรัสท่ีแยกได้ โดย
ใช้ชดุสกดัอาร์เอ็นเอสําเร็จรูป นําอาร์เอ็นเอท่ีสกดัได้มาตรวจหา RNA ของเชือ้ไวรัสด้วยวิธี ปฏิกริยาลกูโซ่โพลี
เมอร์เรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยเปลี่ยนสว่นอาร์เอ็นเอท่ีสกดัได้เป็น cDNA ด้วยวิธี RT-PCR 
โดยใช้ Random primer และนํา cDNA ท่ีได้ มาทําปฎิกริยาลกูโซ่โพลิเมอเรสด้วย primer ท่ีมีความจําเพาะตอ่
ยีนORF 5 ของเชือ้ไวรัสโดยใช้ high fidelity polymerase enzyme นําผลติภณัฑ์ปฏิกริยาลกูโซโ่พลเีมอร์ (PCR 
product) มาทําให้บริสทุธ์ิเพ่ือให้ได้สว่นพนัธุกรรมของยีน ORF5 และตรวจสอบลําดบัสารพนัธกุรรมด้วยเคร่ือง 
automated sequencer 

นําส่วนพนัธุกรรมของยีน ORF 5 ท่ีแยกได้ มาเตรียมเป็น plasmid DNA โดยนําส่วนยีน ORF5 มา 
ligate เข้า cloning vector เพื่อเพิ่มจํานวนโดยการ transform เข้า E.coli สายพนัธุ์ JM109 และเพาะเลีย้งเชือ้ 
E.coli ดงักล่าวบนอาหารเลีย้งเชือ้ LB broth ตดัยีนส่วนท่ีต้องการโดยใช้เอ็มไซม์ (restricted enzymes) และ
นํายีนสว่นตดัมา insert เข้า mammalian expression vector และเพ่ิมจํานวนด้วยการ transform เข้า Top10® 
E.coli แล้วสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดสําเร็จรูปและตรวจสอบลําดับสารพันธุกรรมด้วยเคร่ือง 
automated sequencer แล้ววัดปริมาณพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีได้ เพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอวัคซีนท่ีแทรก PADRE 
(Alexander et al., 2000; del Guercio et al., 1997) 

 

ช่วงที่ 2 การทดลองในสุกรเพื่อหาปริมาณการฉีด 

ทําการทดลองในฟาร์ม โดยแบง่สกุรหยา่นมอาย ุ28 วนั ออกเป็น 4 กลุม่ กลุม่ละ 3 ตวั กลุม่ท่ี 1 ทําการ
ให้ฉีดพลาสมิดดีเอ็นเอซึ่งเป็น transfer vector เปล่าเข้าใต้ผิวหนงัในขนาด 100 ไมโครกรัม ส่วนกลุ่มท่ี 2 – 4 
ทําการให้พลาสมิดดีเอ็นเอ จํานวน 2 ครัง้ห่างกัน 14 วัน โดยเข้าใต้ผิวหนังในขนาด 100 250 และ 500 
ไมโครกรัม ตามลําดบั โดยทําการเก็บตวัอย่างเลือดท่ีวนัท่ี 0, 14, 28 และ 42 วนัหลงัทําการฉีดพลาสมิดดีเอ็น
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เอ นําตวัอย่างเลอืดไปแยกซีร่ัมเพ่ือใช้ทดสอบด้วยวิธีนิวทรัลไลเซชัน่ เพ่ือตรวจสอบวา่ปริมาณพลาสมิดดีเอ็นเอ
ท่ีฉีดต้องเป็นเทา่ไรจงึให้การกระตุ้นสงูท่ีสดุ  

 

ช่วงที่ 3 การทดลองประสทิธิภาพในสุกร 

ทําการทดลองในฟาร์ม โดยแบ่งสกุรอายุ 28 วนั ออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มละ 10 ตวั กลุ่มท่ี 1 เป็นกลุ่ม
ควบคมุลบ (negative control) สกุรในกลุม่นีไ้ด้รับการฉีดสารละลาย PBS กลุม่ท่ี 2 ทําการให้วคัซีนพีอาร์อาร์
เอสเชือ้เป็น เข้ากล้ามเนือ้ และทําการฉีดซํา้อีกครัง้ในอีก 14 วนัถดัมา และกลุม่ท่ี 3 ทําการฉีดดีเอ็นเอวคัซีนเข้า
ใต้ผิวหนงั และทําการฉีดซํา้ทกุกลุ่มอีกครัง้ใน 14 และ 28 วนัถดัมา ทําการเก็บตวัอย่างเลือด และ Periperal 
blood mononuclear cells (PBMCs) ท่ีวนัท่ี 0, 14, 28 และ 42 วนัหลงัทําการให้พลาสมิดดีเอ็นเอ เพ่ือนําไป
สกดัซีร่ัมเพ่ือใช้ทดสอบด้วยวิธีนิวทรัลไลเซชัน่ และนํา PBMCs มาตรวจสอบ cell mediated immunity โดยวิธี 
Lymphocyte proliferation assay 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการวจิัย 

- ผลติต้นแบบดีเอน็เอวคัซีน ที่มีสว่นประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PADRE ระหวา่ง decoy 
epitope, N-liked glycosylation site และ  neutralizing epitope 

- ศกึษาประสทิธิภาพของดีเอ็นเอวคัซีนในการกระตุ้นสร้าง neutralizing antibody 

- ศึกษาประสิทธิภาพของดีเอ็นเอวคัซีนในการควบคมุการติดเชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอสในสกุรอนบุาล
ฟาร์ม 

 

 

 

  



7 
 

ขอบเขตของโครงการวจิยั 

- ผลติต้นแบบดีเอน็เอวคัซีน ที่มีสว่นประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PADRE ระหวา่ง decoy 
epitope, N-liked glycosylation site และ  neutralizing epitope  

- ทดลองศกึษาประสิทธิภาพของดีเอ็นเอวคัซีนในด้านการกระตุ้นสร้าง neutralizing antibody และ
การควบคมุการติดเชือ้ไวรัสพอีาร์อาร์เอสในสกุรอนบุาลในฟาร์ม 
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บทที่ 2 

วรรณกรรมทีเ่กี่ยวข้อง (Literature Review) 

 

โรคพีอาร์อาร์เอส เกิดจากการติดเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอส (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 
1992) เป็นโรคสําคัญที่สร้างความเสียหายทางเศรษฐกิจแก่ อุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรทั่วโลก รวมถึงประเทศไทย 
ก่อให้เกิดอาการผิดปรกติของระบบสืบพันธ์ุในฝูงสุกรแม่พันธุ์ เช่น แท้ง กลับสัด ในสุกรอุ้มท้อง จํานวนลูกสุกรตาย
แรกคลอดและอัตราตายก่อนหย่านมสูง และโรคระบบทางเดินหายใจแทรกซ้อน (Porcine respiratory disease 
complex) ในฝูงสุกรอนุบาลและขุน โดยในประเทศสหรัฐอเมริกาน้ันพบว่าโรคพีอาร์อาร์เอส สร้างความเสียหาย
ถึงปีละ 560.32 ล้านดอลล่าร์สหรัฐ (Neumann et al., 2005)   

โรคพีอาร์อาร์เอสเกิดจากการติดเชื้อ ไวรัสพีอาร์อาร์เอส (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 
1992) ซึ่งเป็นอาร์เอ็นเอไวรัสชนิดสายเดียวและมีเปลือกหุ้มที่จัดอยู่ใน genus Arterivirus ตระกูล Arteriviridae  
(Cavanagh, 1997) จีโนมของไวรัสพีอาร์อาร์เอสมีมวลโมเลกุล 15 kDa ประกอบไปด้วย 10 Open reading 
frames (ORFs) คือ ORFs 1-7 ORFs 1a และ 1b เป็นส่วนของ non-structural protein (Nsp) ทําหน้าที่เป็น 
replicase-related protein ควบคุมการเพ่ิมจํานวนของไวรัส ส่วน ORFs 2-7 เป็นส่วนของ structural protein 
โดยมีรายละเอียดดังน้ี ORF 2 มีขนาด 29-50 kDa มีการแสดงออกของยีนเป็น glycoprotein (GP) 2 ORF 3 มี
ขนาด 45-50 kDa มีการแสดงออกของยีนเป็น GP3 ORF 4 มีขนาด 31-35 kDa มีการแสดงออกของยีนเป็น GP4 
ORF 5 มีขนาด 25 kDa มีการแสดงออกของยีนเป็น GP5 ซึ่งเป็นส่วนสําคัญที่มีความแตกต่างกันมากท่ีสุดของไวรัส
แต่ละสายพันธ์ุ เป็นส่วนที่มีบทบาทสําคัญท่ีไวรัสใช้ในการติดเชื้อเข้าสู่เซลล์ นอกจากนั้นโปรตีน GP5 ส่วนนี้จึงมี
บทบาทสําคัญในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบนิวทรัลไลซ์ซิ่งแอนตีบอดี (Pirzadeh and Dea, 1998) ORF 6 มีขนาด 
18 kDa มีการแสดงออกของยีนเป็น matrix (M) protein ซึ่งจะมีบทบาทสําคัญในการประกอบตัวของไวรัส (virus 
assembly) ORF 7 มีขนาด 15 kDa มีการแสดงออกของยีนเป็น nucleocapsid (N) protein (Meulenberg, 
2000; Meulenberg et al., 1997) 

เชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสแบ่งออกเป็น 2 สายพันธุ์หลัก คือสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (North American 
genotype) และสายพันธุ์ยุโรป (European genotype) ตามทวีปที่มีการค้นพบครั้งแรก ในประเทศแถบทวีป
อเมริกาเหนือเช่น สหรัฐอเมริกา และ แคนาดา พบการระบาดของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือเป็น
หลัก มีรายงานการแยกเชื้อสายพันธ์ุยุโรปบ้างเม่ือประมาณปี พ.ศ. 2542 แต่ก็ไม่ได้สร้างความเสียหายมากนัก และ
หลังจากน้ันก็ไม่เคยมีการค้นพบอีกเลย และจนถึงปัจจุบันก็ยังไม่สามารถอธิบายได้ว่าเกิดจากสาเหตุใด ในประเทศ
แถบทวีปยุโรปพบการระบาดของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์ยุโรปเป็นหลัก ยกเว้นในบางประเทศเช่น เดนมาร์ก ที่
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พบไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือได้ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2539 ซึ่งมีสาเหตุมาจากการนําวัคซีนโรคพีอาร์อาร์
เอสสายพันธุ์อเมริกาเหนือชนิดเชื้อเป็นไปใช้ในฝูงพ่อพันธ์ุและเชื้อไวรัสวัคซีนได้แพร่กระจายไปตามฟาร์มต่างผ่าน
ทางน้ําเชื้อ (Botner et al., 1994; Botner et al., 1997)  

ประเทศไทยพบการติดเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอส ตั้งแต่ปีพ.ศ. 2532 (Damrongwatanapokin et al., 
1996) และสามารถแยกเชื้อไวรัส ได้ทั้งสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ และสายพันธ์ุยุโรป โดยรายงานเมื่อประมาณปี พ.ศ. 
2548 พบว่ามีสายพันธ์ุยุโรป อยู่ประมาณ 66.42% และมีสายพันธ์ุอเมริกาเหนืออยู่ประมาณ 33.58% 
(Thanawongnuwech et al., 2004) แต่ในปัจจุบันความชุกของเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงไปเพราะพบไวรัสสายพันธุ์
อเมริกาเหนือเพ่ิมมากขึ้นและมีความแตกต่างทางพันธุกรรมสูง (Nilubol et al., 2013) ส่วนสาเหตุของการ
เปลี่ยนแปลงที่พบไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือเพ่ิมมากขึ้นยังไม่ทราบแน่ชัด และการติดเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสใน
ฟาร์มสุกรไทย พบว่าฟาร์มส่วนใหญ่ติดเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสมากกว่า 1 สายพันธ์ุ และมากกว่าครึ่งเป็นการติดเชื้อ
ร่วมกันของสายพันธุ์อเมริกาเหนือและสายพันธ์ุยุโรป ลักษณะการติดเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสของประเทศไทย ที่พบ
ทั้งสองสายพันธ์ุอยู่ในฟาร์มเดียวกัน แตกต่างจากการติดเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสของประเทศอื่น 

จากสาเหตุที่เชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสมีการกลายพันธ์ุสูง ทีมผู้วิจัยจึงได้สํารวจความแตกต่างทางพันธุกรรม 
(genetic variation) และติดตามการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของของยีน ORF5 ของเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสใน
ฟาร์มสุกรของประเทศไทยมามากกว่า 6 ปี (พ.ศ. 2549 – 2555) โดยแยกเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสจํานวนมากกว่า 
500 ไอโซเลตจากฟาร์มจํานวนมากกว่า 200 ฟาร์มในประเทศไทย (ภาพที่ 2) (Nilubol et al., 2012; Nilubol et 
al., 2013) พบว่าเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสในประเทศไทย มีการกลายพันธ์ุที่สูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสพีอาร์
อาร์เอสที่รายงานในปีพ.ศ. 2547 โดยเฉพาะไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ที่ปัจจุบัน สามารถแบ่งออกได้เป็น 5 คลัส
เตอร์ จากเดิมที่ในปีพ.ศ. 2547 พบเพียง 1 คลัสเตอร์ (Nilubol et al., 2012; Nilubol et al., 2013) 

จากการสํารวจพบว่านอกจากสายพันธ์ุหลักสองสายพันธ์ุแล้ว เชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสในประเทศไทยแต่ละ
สายพันธ์ุยังสามารถแบ่งออกเป็นคลัสเตอร์ย่อยๆได้อีก โดยสามารถแบ่งเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปออก
ได้เป็น 2 คลัสเตอร์ย่อย (ภาพที่ 2) และสามารถแบ่งเชื้อไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือออกได้ถึง 4 คลัสเตอร์ย่อย 
(ภาพที่ 2) โดยภายในแต่ละคลัสเตอร์จะมีความต่างกันอยู่ท่ีประมาณ 10 เปอร์เซนต์ของลําดับนิวคลีโอไทด์ และ
จากการวิเคราะห์พบว่าไวรัสทั้งสองสายพันธุ์มีอัตราการกลายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกัน แต่มีกลไกการกลายพันธุ์ที่
แตกต่างกัน ไวรัสสายพันธ์ุยุโรปมีการกลายพันธุ์ที่ตําแหน่ง neutralizaing epitope น้อยกว่าไวรัสสายพันธ์ุ
อเมริกาเหนือ ทําให้ตลอดระยะเวลา 3 ปีที่สํารวจจึงยังพบไวรัสสายพันธ์ุนี้แค่ 2 คลัสเตอร์ ในทางตรงข้ามไวรัสสาย
พันธ์ุอเมริกาเหนือมีกลไกการกลายพันธ์ุที่สําคัญ 2 ประการคือการเปลี่ยนตําแหน่ง N-linked glycosylation ที่
ลําดับกรดอะมิโนตําแหน่ง 31-35 ของส่วน Glycoprotein 5 ทําให้ neutralizing epitope มีการเปลี่ยนแปลง
รูปร่างส่งผลโดยตรงต่อภูมิคุ้มข้ามสายพันธุ์ (cross protection)  
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ไวรัสพีอาร์อาร์เอสเป็นอาร์เอ็นเอไวรัส ซึ่งอาร์เอ็นเอไวรัสนี้เมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอไวรัสแล้ว จะไม่มี
ขบวนการ Proof-reading ท่ีใช้ในการตรวจสอบการแปลรหัสนิวคลีโอไทด์ในการถ่ายทอดทางพันธุกรรม ทําให้การ
แปลรหัสนิวคลีโอไทด์มีโอกาสท่ีจะเกิดความผิดผลาดสูง ส่งผลให้เกิดการกลายพันธุ์ (Mutation) ได้ง่ายและไวรัสมี
ความแตกต่างทางพันธุกรรมสูง ความสามารถในการกลายพันธ์ุที่สูงน้ีสามารถพบได้ทั้งไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์
อเมริกาเหนือและยุโรป ส่วนทางพันธุกรรมของไวรัสที่พบการเปล่ียนแปลงมากที่สุดคือส่วนของ ORF 5 ที่แปรเป็น
ส่วนประกอบของโปรตีนบนผนังเซลล์ (Glycoprotein 5, GP5) (Chang et al., 2002; Meng et al., 1995a; 
Meng et al., 1995b; Murtaugh et al., 1998) ส่วน GP5 นี้เองที่พบว่ามี neutralizing epitope และเป็นส่วน
ที่กระตุ้นในเกิดแอนติบอดี้ท่ีมีคุณสมบัติในการป้องกันการเข้าสู่เซลล์ (Neutralizing antibodies) (Ostrowski et 
al., 2002; Plagemann, 2004; Plagemann et al., 2002) ส่งผลในการป้องกันการติดเชื้อ 

ไวรัสพีอาร์อาร์เอสจัดเป็นไวรัสที่มีความหลากหลายพันธุกรรมเน่ืองจากตัวไวรัสเองมี RNA polymerase 
enzyme ที่มีประสิทธิภาพต่ํา ส่วนที่มีความหลากหลายมากที่สุดของไวรัสพีอาร์อาร์เอสคือ GP5  โดยใน GP5 
พบว่าส่วนของ ectodomain จะเป็นส่วนที่มีความแตกต่างมากที่สุด (Meulenberg et al., 1997) โครงสร้าง GP5 
ประกอบไปด้วยส่วนที่อยู่ด้านนอกของไวรัส (ectodomain) และทางด้าน N-terminal ประกอบไปด้วย signal 
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ภาพท่ี 2 แผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการแสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอสใน

ประเทศไทย A) สายพันธ์ุยุโรป B) สายพันธุ์อเมริกาเหนือ 

 

           ไวรัสพีอาร์อาร์เอสจัดเป็นไวรัสที่มีความหลากหลายพันธุกรรมเนื่องจากตัวไวรัสเองมี RNA polymerase 

enzyme ที่มีประสิทธิภาพต่ํา ส่วนที่มีความหลากหลายมากที่สุดของไวรัสพีอาร์อาร์เอสคือ GP5  โดยใน GP5 

พบว่าส่วนของ ectodomain จะเป็นส่วนที่มีความแตกต่างมากที่สุด (Meulenberg et al., 1997) โครงสร้าง GP5 

ประกอบไปด้วยส่วนที่อยู่ด้านนอกของไวรัส (ectodomain) และทางด้าน N-terminal ประกอบไปด้วย signal 

peptide sequence   ถัดมาจะมีส่วนของ   การเกิด glycosylation ท่ีเรียกว่า N-linked glycosylation site 
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โดยที่จะมีไกลโคเจนมาเช่ือมต่อกับกรดอะมิโน asparagine มีประมาณ 2-4 ตําแหน่ง (ภาพท่ี 3) รวมทั้งมีส่วนของ 

epitope ส่วนที่เป็น non-neutralizing epitope (decoy epitope A) และส่วนของ neutralizing epitope B 

โดยที่ส่วน decoy epitope A จะอยู่ส่วนหน้าของ neutralizing epitope B (ภาพท่ี 3) (Ostrowski et al., 2002) 

พบว่า decoy epitope A อยู่บริเวณตําแหน่ง 27-30 และ neutralizing epitope B อยู่ที่ตําแหน่ง 37-45  

 

 

 

ภาพท่ี 3  ส่วนประกอบของ GP5 ectodomain ; N-liked glycosylation site ( N30 , N33 , N44 และ N51 ) 

; decoy epitope A , neutralizing epitope B (อ้างอิงจาก Meulenberg., j. 1997) 

 

ไวรัสพีอาร์อาร์เอส มีคุณสมบัติเป็น Quasi-species (Goldberg et al., 2003) คือ ทุกคร้ังที่ไวรัสเพ่ิม
จํานวน ส่วนของ Progeny viruses ที่เกิดขึ้น จะมีพันธุกรรมที่แตกต่างจากไวรัสตัวตั้งต้น มากหรือน้อยแตกต่าง
กันไป (Domingo, 1992) แต่อย่างไรก็ตามยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดว่า Progeny viruses ที่เกิดข้ึนเหล่านี้ จะมีการ
เปลี่ยนแปลงอย่างไรและมีการดํารงอยู่ในรูปแบบใด เช่น Progeny viruses ทุกตัวสามารถดํารงอยู่ด้วยกันได้ หรือ
จะมี progeny viruses เพียงบางตัวเท่าน้ันที่อยู่รอดและพัฒนาเป็นสายพันธุ์ใหม่ ที่กลายไปเป็นไวรัสสายพันธ์ุไหม่
ที่แตกต่างไปจากสายพันธ์ุเดิมอย่างสิ้นเชิง ทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางการเป็นแอนติเจนและส่งผลทําให้
ภูมิคุ้มกันที่เกิดข้ึนต่อเชื้อไวรัสตัวเดิมไม่สามารถจดจําได้เชื้อตัวใหม่ที่เกิดข้ึนได้ ทําให้สามารถเกิดการติดเชื้อได้ใหม่
อีกครั้ง ซึ่งอาจจะเป็นเหตุผลที่ทําให้ฟาร์มที่เคยระบาดจากโรคพีอาร์อาร์เอสก็ยังสามารถเกิดการระบาดใหม่ได้จาก
เชื้อตัวเดิมหรือต่างชนิดทําให้โรคพีอาร์อาร์เอสเป็นโรคที่ยากต่อการควบคุมและป้องกัน 

ความแตกต่างทางพันธุกรรมของไวรัสพีอาร์อาร์เอสที่กล่าวมาข้างต้น มีสาเหตุหลักจากขบวนการ proof 
reading ที่มีประสิทธิภาพต่ํา ทําให้เกิดการกลายพันธ์ุ (mutation) ได้ง่าย แต่ในเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสยังมีอีก
ขบวนการ recombination ที่สามารถทําให้เกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมได้ ในกรณีที่มีการติดเชื้อร่วมของ
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ไวรัสสายพันธ์ุเดียวกันแต่มากกว่า 2 ไอโซเลต เช่น ไอโซเลตจากสายพันธุ์อเมริกาเหนือทั้งคู่ พบว่า Progeny 
viruses ของทั้งสองสายพันธุ์ที่เกิดขึ้นหลังจากที่ไวรัสเพ่ิมจํานวน สามารถดํารงอยู่ด้วยกันได้ โดยแต่ละสายพันธ์ุจะ
มีการกลายพันธุ์แยกกันและจะมีบางส่วนท่ีสามารถเกิดการเเลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมของสองสายพันธุ์  (Genetic 
recombination) (Yuan et al., 1999)  

ผู้วิจัยได้ทําการศึกษาโดยการให้เชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสแก่สุกรในห้องทดลอง โดยแบ่งสุกรออกเป็น 4 กลุ่ม

ประกอบด้วย NEG US EU และ MIX กลุ่ม NEG เป็นกลุ่มควบคุมลบ กลุ่ม US และ EU เป็นกลุ่มติดเชื้อไวรัสพีอาร์

อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (US) และสายพันธุ์ยุโรป (EU) ตามลําดับ กลุ่ม MIX เป็นกลุ่มติดเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์

เอสร่วมทั้งสายพันธ์ุยุโรปและสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ แยก progeny viruses และถอดรหัสพันธุกรรม ผลการศึกษา

ผลว่าสุกรกลุ่ม MIX เกิดอาการโรคที่รุนแรงมากกว่าสุกรกลุ่มที่ติดเชื้อเดี่ยว และการตรวจ ลําดับเบสยีนส่วน Open 

reading frame 5  ได้แสดงให้เห็นว่า ภายหลังการให้เชื้อสุกรหน่ึงตัวสามารถตรวจพบไวรัสพีอาร์อาร์เอสได้หลาย

สายพันธ์ุ (multiple isolates) และพบความแตกต่างทางพันธุกรรมของไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) จาก

ไวรัสตั้งต้น และยังพบว่าผลการถอดรหัสพันธุกรรมพบว่าเชื้อไวรัสลูกหลานที่แยกได้จากกลุ่มสุกรที่ติดเชื้อร่วม 

(MIX) มีความแตกต่างทางพันธุกรรมมากกว่าเชื้อไวรัสลูกหลานที่แยกได้จากกลุ่มติดเชื้อเดี่ยว (สายพันธ์ุยุโรปหรือ

อเมริกาเหนือเพียงอย่างเดียว) และความแตกต่างทางพันธุกรรมเช้ือไวรัสลูกหลานท่ีแยกได้จากกลุ่มติดเชื้อร่วมช่วง

วันที่ 30 เมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสต้นแบบ น้อยกว่า ความแตกต่างทางพันธุกรรมของ เชื้อไวรัสลูกหลานที่แยกได้

ช่วงวันที่ 10 และพบไวรัสลูกหลานที่เกิดการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมของสองสายพันธ์ุทุกช่วงเวลา (genetic 

recombination) ทําให้สรุปผลได้ว่าการติดเชื้อร่วมสองสายพันธ์ุสามาถเร่งการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อ

ไวรัสลูกหลาน แต่ละสายพันธุ์เปลี่ยนแปลงโดยตัวเองแต่จะมีไวรัสที่เกิดจากการแลกเปลี่ยนพันธุกรรมของสองสาย

พันธุ์ตลอดเวลา และไวรัสลูกหลานที่แยกได้หลังจากการให้เชื้อพบว่ามีความแตกต่างทางพันธุกรรมจากไวรัส

ต้นแบบมาก  และ  progeny viruses บาง  clade จะโดดเด่นออกมา  (dominant mutants) (นิลอุบล , 

โครงการวิจัยงบประมาณแผ่นดิน ปีงบประมาณ พ.ศ. 2551) ซึ่งการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของ progeny 

viruses ท่ีความแตกต่างทางพันธุกรรมจากไวรัสต้นแบบมาก ทําให้ผู้วิจัยสนใจที่จะทําการศึกษาเก่ียวกับการ
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เปลี่ยนแปลงของ neutralizing epitope ของ progeny viruses ที่แยกได้และ cross neutralizing activity ของ

ซีรั่มที่เก็บหลังจากการระบาดต่อ progeny viruses เหล่าน้ี 

ทางทีมผู้วิจัยสนใจรายงานการผลิตวัคซีน ที่ใช้ PAN DR helper T-cell epitope (PADRE) ซึ่งเป็น short 

linear peptides มา construct กับ plasmodium-derived B-cells epitope (Alexander et al., 2000) ซึ่ ง

สามารถกระตุ้นระดับ neutraling antibody และ cell mediated immune immunity ได้ดี 
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บทที่ 3 

วิธีดําเนนิงานวิจัย 

 

การดําเนินงานวิจัย 

การเตรียมยีน ORF5 ของเชื้อไวรัส PRRS 

นําลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน OFR5 ของเชื้อไวรัส PRRS จากฐานข้อมูลใน GenBank  มาหาตําแหน่งของ 
decoy epitope (A) และ neutralizing epitope (B) จากน้ันแทรกชิ้นส่วนนิวคลีโอไทด์ของ PAN DR helper T-
cell epitope (PADRE) ระหว่าง decoy epitope และ neutralizing epitope จะได้เป็น modified-ORF5-
gene ที่ใส่ลําดับนิวคลีโอไทด์ของเอนไซม์ตัดจําเพาะ (restriction enzymes) อยู่ที่ปลายด้าน 5’ เป็น Kpn I และ
ปลายด้าน 3’ เป็น Xba I หลังจากน้ันส่งสังเคราะห์ชิ้นส่วนยีนน้ีจากบริษัทต่อไป 

 

การเตรียม plasmid DNA จากยีน ORF5 

นําส่วนพันธุกรรมของ Modified-ORF5-gene ที่สังเคราะห์ได้ มาเตรียมเป็น plasmid DNA โดยโคลน
เข้า vector ท่ีชื่อว่า pcDNA 3.1 /CT-GFP-TOPO® อันดับแรก modified-ORF5-gene และ vector จะถูกตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ Kpn I และ Xba I ที่อุณหภูมิ 37 °C  เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้น นําชิ้นส่วนของ 
modified-ORF5-gene ที่ถูกตัดแล้ว insert เข้าไปบริเวณ multiple cloning site ของ vector  แล้วทําการ 
ligate เชื่อมระหว่างชิ้นส่วน modified-ORF5 gene กับ vector ได้เป็น plasmid DNA ต่อจากนั้น ทําการเพ่ิม
จํานวน plasmid DNA ด้วยกระบวนการ bacterial expression system เร่ิมจาก นํา vector ท่ีได้ transform 
เข้าไปในแบคทีเรีย E. coli (JM 109) ด้วยวิธี heat-shock protocol แล้วนําแบคทีเรียไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
LB broth ปริมาตร 6 ลิตร ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นระยะเวลา 18 ชั่วโมง จากน้ันทําการเก็บแบคทีเรีย ด้วยเทคนิค
การปั่นเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ 5,500 rpm แล้วนําแบคทีเรียที่เก็บได้ไปสกัดเอา plasmid DNA และทําให้บริสุทธิ์
ด้วยชุด Kit สําเร็จรูป (EndoFee® Plasmid Giga Kit, Qiagen) และพัฒนาเป็นดีเอ็นเอวัคซีนที่แทรกชิ้นส่วน 
PADRE (Alexander et al., 2000; del Guercio et al., 1997) สําหรับนําไปใช้ในการทดลองข้ันต่อไป 
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การทดลองในสุกรเพื่อหาปริมาณการฉีด 

แบ่งสุกรหย่านมปลอดโรค PRRSV ที่อายุ 28 วัน ออกเป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 3 ตัว กลุ่มที่ 1 ทําการให้ฉีดพ
ลาสมิดดีเอ็นเอซึ่งเป็น transfer vector เปล่าเข้าใต้ผิวหนังในขนาด 100 ไมโครกรัม ส่วนกลุ่มที่ 2 – 4 ทําการให้พ
ลาสมิดดีเอ็นเอ จํานวน 2 คร้ังห่างกัน 14 วัน โดยเข้าใต้ผิวหนังในขนาด 100 250 และ 500 ไมโครกรัม ตามลําดับ 
โดยทําการเก็บตัวอย่างเลือดท่ีวนัที่ 0, 14, 28 และ 42 วันหลังทําการฉีดพลาสมิดดีเอ็นเอ นําตัวอย่างเลือดไปแยก
ซีรั่มเพ่ือใช้ทดสอบด้วยวิธีนิวทรัลไลเซชั่น เพื่อตรวจสอบว่าปริมาณพลาสมิดดีเอ็นเอที่ฉีดต้องเป็นเท่าไรจึงให้การ
กระตุ้นสูงที่สุด  

 

การทดลองประสิทธิภาพในสุกร 

แบ่งสุกรหย่านมปลอดโรค PRRSV ท่ีอายุ 28 วัน ออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มละ 10 ตัว กลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่ม
ควบคุมลบ (negative control) สุกรในกลุ่มน้ีได้รับการฉีดสารละลาย PBS กลุ่มที่ 2 ทําการให้วัคซีนพีอาร์อาร์เอส
เชื้อเป็น เข้ากล้ามเนื้อ และทําการฉีดซ้ําอีกครั้งในอีก 14 วันถัดมา และกลุ่มที่ 3 ทําการฉีดดีเอ็นเอวัคซีนเข้าใต้
ผวิหนัง และทําการฉีดซ้ําทุกกลุ่มอีกคร้ังใน 14 และ 28 วันถัดมา ทําการเก็บตัวอย่างเลือด และ Periperal blood 
mononuclear cells (PBMCs) ที่วันที่ 0, 14, 28 และ 42 วันหลังทําการให้พลาสมิดดีเอ็นเอ เพื่อนําไปสกัดซีรั่ม
เพ่ือใช้ทดสอบด้วยวิธีนิวทรัลไลเซชั่น และนํา PBMCs มาตรวจสอบ cell mediated immunity โดยวิธี 
Lymphocyte proliferation assay 

 

การวัดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันประเภทสารน้ํา (Humoral immune response)  

วัดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันประเภทสารน้ําของสุกรจากซีร่ัมที่ได้จากการเจาะเลอืดโดยวิธี ELISA และ 

serum neutralization assay 

การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันประเภทสารน้าํโดยวิธ ี ELISA ใชช้ดุตรวจสอบสําเร็จรูป (Herdchek®, Idexx, 

USA) โดยนําซรีั่มท่ีไดจ้ากการเจาะเลือด ปล่อยให้เลือดเกดิกระบวนการแข็งตัวแยกเป็นซีร่ัมออกมา แล้วนําตัวอย่าง

มาเจือจางโดยใชซ้ีร่ัม 5 ไมโครลิตร ตอ่ น้าํยาละลาย 195 ไมโครลิตร นํามาใส่ลงใน plate หลังจากน้ันทําการดดู

ซีรั่มมาใส่ใน strip coated plate หลุมละ 100 ไมโครลติร ซึ่งในการทาํแต่ละคร้ังจะตอ้งมีตัวควบคุมบวก และตัว
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ควบคุมลบ อย่างละ 2 หลุมใน strip หลุมละ 100 ไมโครลติรต่อหน่ึง plate ทําการ incubate ไว้เป็นเวลา 30 นาที 

หลังจากน้ันจะทําการล้าง strip ด้วย washing solution 3 คร้ัง คร้ังละ 300 ไมโครลิตร แล้วเติม substrate (TMB 

substrate) หลุมละ 100 ไมโครลิตร incubate ไว้ 15 นาทีจึงใส่ stop solution หลมุละ 100 ไมโครลิตร หลังจาก

นั้นทําการวัดค่าการดูดกลืนแสง (OD) ด้วยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่นแสง 650 นาโนเมตรและทําการ

แปลผล 

 

ซีร่ัมนิวทรัลไลเซชั่น (Serum neutralization assay) 

นําซีรั่มมาทําซีรั่มนิวทรัลไลเซชั่นต่อเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือตามวิธีของ Nilubol et 
al., 2004 (Nilubol et al., 2004) โดยย่อนําซีรั่มปริมาณ 200 ไมโครลิตรมาเจือจางด้วยวิธี 2-fold dilution ด้วย
สารเลี้ยงเซลล์ MEM เขย่าให้เข้ากัน และดูดสารละลายปริมาณ 100 ไมโครลิตรมาใส่ใน microculture 96-well 

plate ที่มีไวรัสปริมาณ 102 TCID50/mL บ่มที่อุณหภูมิ 37 ซ. ใน CO2 5% เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากน้ันจึง
ถ่ายสารละลายลงบน microculture 96-well plate ได้เลี้ยงเซลล์ MARC-145 เตรียมไว้ก่อนหน้าน้ีเป็นเวลา 2 
วันหรือจนกระท่ังมีปริมาณเซลล์สมบูรณ์เต็มพ้ืนที่ และทําการบ่ม microculture 96-well plate ทั้ง 2 เพลทไว้ ที่

อุณหภูมิ 37 ซ. ใน CO2 5% เป็นเวลา 2 วัน นําเพลทมาทําการตรึงเซลล์ (fixation) ด้วยฟอร์มาลีนและย้อม
เซลล์ด้วยวิ ธี direct fluorescent assay (FA) โดยใช้ monoclonal antibody SDOW17 อ่านผลด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซน และคิดค่า geometric mean titer เพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่าง 

 

 

การแยกเซลลเ์ม็ดเลือดขาว 

 นําตัวอย่างเลือดสุกรที่ม ี Heparin เป็นสารป้องกันเลอืดแข็ง มาแยกเซลล์เม็ดเลือดขาว (Peripheral 
Blood Mononuclear Cells, PBMCs) ด้วยวิธี Density gradient centrifugation มีวิธีทําดังน้ี 

ผสมเลือดท่ีเก็บมากับ Phosphate Buffer Saline (PBS) ความเข้มข้น 1x อย่างละ 10 มิลลิลติร ผสมให้เข้า
กัน แล้วคอ่ยๆปล่อยเลอืดท่ีผสมกับ Phosphate Buffer Saline (PBS) ลงใน Isoprep® (Sigma, USA) ที่เตรียมไว้
ใน 10 มิลลิลติร พอใส่ครบทกุหลอดจึงนําไปปั่นแยกด้วยเครื่องป่ันเหว่ียงที่ความเร็ว 1500×g เป็นเวลา 30 นาที ที่
อุณหภูม ิ 20 องศาเซลเซียส จากนั้นนําออกมาแล้วใช ้ Pasteur pipette ดูดเซลล์ PBMCs ทีแยกชั้นอยู่ตรงกลาง



18 
 

ออกมาใส่ในหลอดรูปทรงกรวย (conical tube) ขนาด 15 มิลลลิิตร โดยแยกแต่ละตวัอย่างไว้ในหลอด 1 หลอด
หลังแยกเสร็จทุกตัวอย่างนําเซลล ์PBMCs ที่แยกมาไปปั่นล้างด้วย PBS โดยใช้เคร่ืองป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,300×g 
เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส แล้วนํามาเทส่วนใสทิ้ง แล้วเคาะเซลลใ์ห้แยกเป็นเซลล์เดี่ยวๆ 
จากนั้นกําจัดเม็ดเลอืดแดงทีป่นมาโดยการเติมนํ้าเปล่าบรสิุทธ์ิ 2 มิลลิลิตร และ PBS ความเข้มข้น 2x เขย่าให้เข้า
กันแล้วเตมิ PBS ความเข้มขน้ 1x จนเต็มหลอด ทําการป่ันแยก PBMCs อีกรอบที่ความเร็ว 1300×g เป็นเวลา 10 
นาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส นําออกมาเทส่วนใสทิ้ง เคาะเซลลใ์ห้แยกเป็นเซลล์เดี่ยวๆ แล้วจึงเติมอาหารเลี้ยง
เซลล์ RMPI complete medium ลงไป 1 มิลลิลติร ซึ่งประกอบด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ RPMI, ซีรั่มลูกโค 
(Invitrogen, USA) 10%, โซเดียมไพรูเวต (Invitrogen, USA) 1mM, 2-เมอแคปโตเอทานอล(2-
Mercaptoethanol) (Sigma, USA) 5 มิลลโิมล, เพนิซิลลิน (Invitrogen, USA) 50000, สเตร็ปโตมัยซิน 
(Invitrogen, USA) 50 มิลลิกรัม โดยกระบวนการเหลา่น้ีทําในตู้ปลอดเช้ือ แล้วจึงนําไปนับจํานวนเซลล์เม็ดเลือด
ขาวที่ได้จากแต่ละตัวอย่างโดยการย้อมส ีTyphen Blue ความเข้มข้น 0.4% เพ่ือประเมินปริมาณเมด็เลอืดที่ได้หลงั
จากนั้นจึงนําเซลลท์ี่ได้นําไปใชใ้นการวัด การตอบสนองของเซลล์เมด็เลือดขาว (proliferative responses) ต่อไป 

 

การวัดการตอบสนองของเซลลล์ิมโฟไซต์ (Lymphocyte proliferative assay)  

นําเซลล ์ PBMCs ที่แยกได้จํานวน 107 เซลล์ มาทําการย้อมด้วยสี Carboxyfluorescein Diacetate 
Succinimidyl Ester (CFSE) โดยล้างอาหารเลี้ยงเซลล ์ (complete media) ออกด้วย PBS ความเข้มข้น 1x 
ร่วมกับการป่ันด้วยเครื่องป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,200 × g เป็นเวลา 10 นาที ทีอุ่ณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ทําการ
ล้าง 2  ครั้ง จากนั้นนําเซลล์ที่ได้มาเติม PBS 1 มิลลิลติร แล้วย้อมด้วยสี Carboxyfluorescein Diacetate 
Succinimidyl Ester (CFSE) ที่เจือจางด้วย FACs (Fluorescene activated cell sorting) ในอตัราส่วน 1 ตอ่ 
2,000  ปริมาณ 1 มิลลิลติร เขย่าให้เข้ากันแล้วนําไปเก็บไว้ในที่มืดทีอ่ณุหภูมิห้องเปน็เวลา 10 นาที ระหว่างน้ันทํา
การเขย่าทุก 1 นาที แล้วจึงหยุดปฏิกิริยาโดยการใส่ซรีั่มลกูโค 0.5 มิลลลิติร จากนั้นล้างสี CFSE ออกดว้ย PBS และ
อาหารเลี้ยงเชือ้ ตามลําดับ เจือจางเซลล์ที่ได้ด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือปรมิาณ 5 มิลลลิิตร และแบ่งเซลล ์plate หลุมละ 
1 มิลลลิติร จํานวน 3 หลุม ต่อ 1 ตัวอย่าง ซึ่งแตล่ะหลมุจะม ีPBMCs ประมาณ 2.5 x 106เซลล ์และมีการกระตุ้น
ด้วยแอนติเจนที่ต่างกัน โดยหลุมที่ 1 กระตุ้นด้วย Mock หลุมที่ 2 กระตุ้นด้วย PHA-P หลุมที่ 3 กระตุ้นด้วยไวรัส
สายพันธ์ุอเมรกิาเหนือ จากนั้นทําการเล้ียงเซลล ์ PBMCs ในตูค้วบคุมอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีระดบั
คาร์บอนไดออกไซด ์5% นาน 6 วัน  เพ่ือวัดการตอบสนองโดยการเพ่ิมจํานวนเซลล์ (proliferative responses) 
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การหาค่าดัชนกีารเพ่ิมจํานวน (proliferative indices) 

 นําค่าการตอบสนองโดยการเพ่ิมจํานวนของเซลล์ (proliferative responses) จากสกุรแตล่ะตัว ซึง่ถูก

กระตุ้นด้วยไวรัสพีอารอ์าร์เอสแต่ละไอโซเลตมาคํานวณเทียบกับค่าการตอบสนองโดยการเพ่ิมจํานวนของเซลล์

สุกรตัวเดียวกันที่ไม่ได้รับการกระตุ้น เพ่ือหาค่าดัชนีการเพิ่มจํานวน (proliferative indices) ดังสมการ 

 

     ดัชนีการเพ่ิมจํานวน (proliferative indices) = ค่าการเพ่ิมจํานวนที่กระตุ้นด้วยไวรัสแตล่ะไอโซเลต 

                ค่าการเพ่ิมจํานวนที่ไม่ได้กระตุ้นจากสุกรตัวเดียวกัน 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 

การเตรียมยีน ORF5 ของเชื้อไวรัส PRRS   

ลําดับเบสของยีน ORF5 ของเชื้อไวรัส PRRS แสดงตําแหน่งของ decoy epitope (A) และ neutralizing 

epitope (B) ดังต่อไปน้ี 

 

ATG TTG GAG AAA TGC TTG ACC GCG GGC TGT TGC TCG CGA TTGCTT TCT TTG TGG TGT ATC 
GTG CCG TTC TGT TTT GCT GTG CTC GCC AAC GCC AGC AAC GAC AGC AGC TCC CAT CTA CAG 
CTG ATT  TAC AAC TTG ACG CTA TGT GAG CTG AAT GGC ACA GAT TGG CTAGCT AAC AAA TTT 
GAT TGG GCA GTG GAG AGT TTT GTC ATC TTT CCC GTT TTG ACT CAC ATT GTC TCC TAT GGT 
GCC CTC ACT ACC AGC CAT TTC CTT GAC ACA GTC GCT TTA GTC ACT GTG TCT ACCGCC GGG 
TTT GTT CAC GGG CGG TAT GTC CTA AGT AGC ATC TAC GCG GTC TGT GCC CTG GCT GCG TTG 
ACT TGC TTC GTC ATT AGGTTT GCA AAG AAT TGC ATG TCC TGG CGC TAC GCG TGT ACC AGA 
TAT ACC AAC TTT CTT CTG GAC ACT AAG GGC AGA CTC TAT CGTTGG CGG TCG CCT GTC ATC 
ATA GAG AAA AGG GGC AAA GTT GAG GTC GAA GGT CAT CTG ATC GAC CTC AAA AGA GTT GTG 
CTT GATGGT TCC GTG GCA ACC CCT ATA ACC AGA GTT TCA GCG GAA CAATGG GGT CGT CCT 
TAG 

 โดยตําแหน่งของ decoy epitope (A) อยู่ลําดับเบสที่ 79 – 90 (ขีดเส้นใต้คู)่ และตําแหน่งของ 

neutralizing epitope (B) อยู่ลําดับเบสที ่109 – 135 (ขีดเส้นใต้) 

 

ลําดับเบสของ PAN DR helper T-cell epitope (PADRE) ที่จะถูกแทรกเข้าไประหว่าง decoy epitope 

(A) และ neutralizing epitope (B) แสดงดังต่อไปน้ี 
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  GCC AAG TTC GTG GCT GCC TGG ACC CTG AAG GCT GCC GCT 

 

ภาพรวมของ Modified-ORF5-gene  

 ท่ีปลายด้าน 5’ และ 3’ จะถูกเติมด้วยลําดับเบสของเอนไซม์ตัดจําเพาะ Kpn I และ Xba I ดังภาพ โดย

ชิ้นส่วนของ PADRE จะแทรกอยู่ระหว่าง amino acid (aa) ในตําแหน่งที่ 33 และ 34 แสดงดังภาพท่ี 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4 แสดงลําดับเบสของ Modified-ORF5-gene 
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การเตรียม plasmid DNA จาก ORF5 

 การตรวจสอบการแทรก modified-ORF5 gene หลังจากการ ligate เข้ากับ vector (ภาพท่ี 6) ด้วยวิธี 

PCR โดยใช้ไพรเมอร์ ต่อยีน ORF5 ของเชื้อไวรัส PRRS ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าขนาดของ PCR product ของ 

modified-ORF5 gene แทรกอยู่มีขนาดใหญ่กว่า เมื่อเปรียบเทียบกับ ORF5 ปกติดังแสดงในภาพที่ 5 

 

 

ภาพท่ี 5 การตรวจสอบขนาด PCR product ของ modified-ORF5 gene ที่ได้จากการเตรียม recombinant 

plasmid ด้วย 2% gel electrophoresis 

ช่อง M คือ ladder 

ช่อง1 คือ ORF5 gene  

ช่อง2 คือ plasmid ที่มียีน modified-ORF5 gene  

ช่อง 3 คือ ตัวอย่างควบคุมลบ (Negative control) 

  

     M             1                2              3 

500 bp 
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ภาพท่ี 6  แสดง transfer vector ที่ใชใ้นการผลิต plasmid DNA 

 

ผลการทดลองในสุกรเพื่อหาปริมาณการฉีด 

แบ่งสุกรหย่านมอายุ 28 วัน ออกเป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 3 ตวั กลุ่มที ่1 ทําการให้ฉดีพลาสมิดดีเอ็นเอซึง่เป็น 

transfer vector เปล่าเข้าใตผ้ิวหนังในขนาด 100 ไมโครกรัม ส่วนกลุ่มที่ 2 – 4 ทําการให้พลาสมดิดเีอ็นเอ จํานวน 

2 ครั้งห่างกัน 14 วัน โดยเข้าใตผ้ิวหนังในขนาด 100 250 และ 500 ไมโครกรัม ตามลาํดับ โดยทําการเก็บตัวอย่าง
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เลือดที่วันที ่0, 14, 28 และ 42 วันหลังทําการฉีดพลาสมิดดีเอ็นเอ นําตวัอย่างเลือดไปแยกซีรัม่เพื่อใช้ทดสอบด้วย

วิธีนิวทรัลไลเซชั่น เพ่ือตรวจสอบว่าปริมาณพลาสมดิดีเอ็นเอที่ฉดีตอ้งเป็นเท่าไรจึงให้การกระตุ้นสูงที่สุด  

จากการทดลองพบว่าการฉีดดีเอ็นเอวัคซีนทั้งสามขนาดไม่ให้ผลในการกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน

ประเภทสารนํ้าเมื่อวัดโดยวิธี ELISA แต่อย่างไรก็ตามเมื่อวัดโดยวิธี นิวทรัลไลเซชั่น ต่อเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

Homologous isolate พบว่าการฉีดดีเอ็นเอวัคซีนให้ผลในการกระตุ้นแอนติบอดี และนิวทรัลไลซิ่งไตเตอร์ ข้ึนอยู่

กับปริมาณดีเอ็นเอวัคซีนท่ีให้ โดยกลุ่มที่ได้รับดีเอ็นเอวัคซีนขนาด 500 ไมโครกรัมให้ผลบวกที่ 35 วันหลังจากให้

วัคซนี (SN titer > 4) แต่ดีเอ็นเอวัคซีนขนาด 250 ไมโครกรัมให้ผลบวกที่ 42 วันหลังจากให้วัคซีน และมีนิวทรัลไล

ซิ่งไตเตอร์ที่ SN titer > 4 ส่วนการให้ดีเอ็นเอวัคซีนขนาด 100 ไมโครกรัม ไม่ให้ผลบวกที่ 42 วันหลังจากให้วัคซีน 

 

การทดลองประสิทธิภาพในสุกร 

แบ่งสุกรอายุ 28 วัน ออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มละ 10 ตัว กลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่มควบคุมลบ (negative control) 

สุกรในกลุ่มน้ีได้รับการฉีดสารละลาย PBS กลุ่มที่ 2 ทําการฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์เอสเชื้อเป็น (Ingelvac PRRS MLV, 

Boehringer Ingelheim, USA) เข้ากล้ามเน้ือ และทําการฉีดซ้ําอีกคร้ังในอีก 14 วันถัดมา และกลุ่มที่ 3 ทําการฉีด

ดีเอ็นเอวัคซีนเข้าใต้ผิวหนัง และทําการฉีดซ้ําทุกกลุ่มอีกครั้งใน 14 และ 28 วันถัดมา ทําการเก็บตัวอย่างเลือด 

และ Periperal blood mononuclear cells (PBMCs) ที่วันที่ 0, 14, 28 และ 42 วันหลังทําการให้พลาสมิดดี

เอ็นเอ เพ่ือนําไปสกัดซีรั่มเพ่ือใช้ทดสอบด้วยวิธีนิวทรัลไลเซช่ัน และนํา PBMCs มาตรวจสอบ cell mediated 

immunity โดยวิธี Lymphocyte proliferation assay 

จากการทดลองพบว่าการฉีดดีเอ็นเอวัคซีนไม่ให้ผลในการกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันประเภทสาร

น้ําเมื่อวัดโดยวิธี ELISA แตกต่างจากกลุ่มทีฉ่ีดวัคซีนเชือ้เป็นที่ให้ผลการตอบสนองเม่ือวัดโดยวิธีนี้ตั้งแต ่ 7 วันหลัง

ฉีดวัคซีน  
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แตอ่ย่างไรก็ตาม เมื่อวัดโดยวิธีนิวทรัลไลเซชั่นจากตารางที่ 1 พบว่ากลุ่มควบคุมลบมีค่าผลเลอืดเป็นลบ

ตลอดการทดลอง กลุม่ท่ีได้รับวัคซีนเชือ้ไวรัสพีอารอ์าร์เอสชนดิเชือ้เป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ มีการเพ่ิมขึ้นของคา่ 

SN titer ที่วัดโดยวิธี serum neutralization assay  ตั้งแต่วันที่ 21 หลังได้รับวัคซีน และมีการตอบสนองท่ีสูงกว่า 

ในขณะเดียวกัน กลุ่มที่ได้รับดีเอ็นเอวัคซีน   มีการเพิ่มข้ึนของค่า SN titer ที่วัดโดยวิธี serum neutralization 

assay  ตั้งแต่วันที่ 42 หลังไดรั้บวัคซีน และมีการตอบสนองที่ต่ํากว่า (วันท่ี 35 มี SN titer ท่ีต่ํามาก)   

  

ตารางที่  1  

แสดงผลการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันประเภทสารนํ้าของสกุรโดยวิธี Serum neutralization assay แสดงผลเป็น 

ค่าเฉล่ีย (GMT) + ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

กลุ่มทดลอง* จํานวนวันหลังการติดเชือ้ (วัน) 

0 7 14 21 28 35 42 

        

NEG 0 0 0 0 0 0 0 

DNA 0 0 0 0 0 1.00+0.00 2.20+1.10 

MLV 0 0 0 0.40+0.49 1.25+0.50 1.86+0.70 3.66+0.58 

        

 

* กลุ่ม NEG คือกลุม่ควบคุมลบ ไม่ได้รับการฉีดวัคซีนใด กลุ่ม DNA เป็นกลุ่มที่ได้รับดเีอ็นเอวัคซีน และกลุ่ม MLV 

เป็นกลุ่มฉดีวัคซีนไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพนัธ์ุอเมริกาเหนือ  
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ผลการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันชนิดพ่ึงเซลลท์ี่วัดโดยวิธี Lymphocyte Proliferative assay โดยใช ้CFSE 

พบว่ากลุ่มควบคุมลบมีค่าผลเลือดเป็นลบตลอดการทดลอง กลุม่ที่ได้รบัวัคซีนเชือ้ไวรัสพีอารอ์าร์เอสชนิดเชือ้เป็นสาย

พันธ์ุอเมริกาเหนือ มีการเพิ่มข้ึน ตั้งแต่วันท่ี 14 หลังได้รบัวัคซีน และมีการตอบสนองท่ีสูง ในขณะเดียวกัน กลุ่มที่

ได้รับดีเอ็นเอวัคซีน   ไม่พบการตอบสนอง ส่วนการตอบสนองที่พบในวันที่ 42 หลังได้รบัวัคซีน มีปริมาณท่ีคอ่ยข้างต่าํ    

 

 

ตารางที่  2 

แสดงผลการคา่ดัชนีการเพ่ิมจํานวนของเซลล์ PBMCs ในสุกรที่ได้รับวัคซีนเชื้อเป็นและดีเอ็นเอวัคซีนโดย

เปรียบเทียบท่ีระยะเวลาต่างๆหลังการให้เชือ้ 

 

กลุ่ม

ทดลอง 

จํานวนวันหลังการติดเชือ้ (วัน)  

0 7 14 21 28 35 42 

        

NEG  1.15 ± 0.28   1.59 ± 0.23  1.97 ± 0.89  1.16 ± 0.54 1.72 ± 0.24 1.84 ± 0.44 1.84 ± 0.44 

DNA 1.67 ± 0.42 1.63 ±1.50 1.63 ± 2.98 1.70 ± 5.16 1.67 ± 3.66 1.45 ± 2.16 2.1 ± 2.16 

MLV 1.12 ± 0.24 1.40 ±0.59 5.98 ± 3.55 5.66 ± 4.45 8.11 ± 2.97 7.46 ± 3.47 7.46 ± 3.47 

        

 

* กลุ่ม NEG คือกลุม่ควบคุมลบ ไม่ได้รับการฉีดวัคซีนใด กลุ่ม DNA เป็นกลุ่มที่ได้รับดเีอ็นเอวัคซีน และกลุ่ม MLV 

เป็นกลุ่มฉดีวัคซีนไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพนัธ์ุอเมริกาเหนือ  
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บทที ่5 
วิจารณ์และสรุปผล  

           

จากสาเหตุที่เชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสมีการกลายพันธุ์สูง และผลการวิจัยท่ีทางทีมผู้วิจัยได้สํารวจ และ
ติดตามการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของของยีน ORF5 ของเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสในฟาร์มสุกรของประเทศไทย
มานาน (Nilubol et al., 2012; Nilubol et al., 2013) พบว่าเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสในประเทศไทย มีการกลาย
พันธ์ุที่สูงมาก นอกจากนั้นเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสในประเทศไทยแต่ละสายพันธ์ุยังสามารถแบ่งออกเป็นคลัสเตอร์
ย่อยๆได้อีก แต่จากการวิเคราะห์พบว่าไวรัสทั้งสองสายพันธ์ุมีอัตราการกลายพันธ์ุที่ใกล้เคียงกัน แต่มีกลไกการ
กลายพันธุ์ที่แตกต่างกัน ไวรัสสายพันธ์ุยุโรปมีการกลายพันธ์ุที่ตําแหน่ง neutralizaing epitope น้อยกว่าไวรัส
สายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ทําให้ตลอดระยะเวลา 3 ปีที่สํารวจจึงยังพบไวรัสสายพันธ์ุนี้แค่ 2 คลัสเตอร์ ในทางตรงข้าม
ไวรัสสายพันธุ์อเมริกาเหนือมีกลไกการกลายพันธ์ุที่สําคัญ 2 ประการคือการเปลี่ยนตําแหน่ง N-linked 
glycosylation ที่ลําดับกรดอะมิโนตําแหน่ง 31-35 ของส่วน Glycoprotein 5  แต่อย่างไรก็ตามพบว่าการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของไวรัสทั้ง 4 คลัสเตอร์ พบที่ส่วน decoy epitope และ N-liked glycosylation 
site เท่าน้ัน ไม่พบการเปลี่ยนแปลงในส่วน primary neutralizing epitope ส่วนไวรัสในคลัสเตอร์ที่มีความ
แตกต่างทางพันธุกรรมจากไวรัสตั้งต้นมาก จะมีความแตกต่างทางพันธุกรรมในส่วน decoy epitope และ N-
liked glycosylation site มาก การมี decoy epitope และการกลายพันธ์ุในสว่นน้ี อาจเป็นสาเหตุให้การกระตุ้น
ภูมิคุ้มกัน มีการสร้างแอนติบอดี้แบบ non-neutralizing antibody แทน neutralizing antibody ทําให้ไม่
สามารถป้องกันการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอสได้ ถ้ามีการตัดส่วน decoy epitope ออกหรือมีการแทรกด้วย
สายพันธุกรรมบางอย่างทําให้ decoy epitope อยู่ห่างจาก neutralizing epitope อาจทําให้ร่างกายมีการ
กระตุ้น neutralizing antibody ได้ดีข้ึน จึงเป็นมูลเหตุจูงใจให้ทีมผู้วิจัยสนใจท่ีจะผลิตวัคซีนป้องกันโรคพีอาร์อาร์
เอส รูปแบบใหม่ ที่เป็นพลาสมิคดีเอ็นเอที่มีส่วนประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PAN DR helper T-cell 
epitope (PADRE) ท่ีส่วนระหว่าง decoy epitope, N-liked glycosylation site และ neutralizing epitope 
เพ่ือเป็นต้นแบบดีเอ็นเอวัคซีนสําหรับใช้ทดลองในสุกร 

จากผลการทดลองที่ได้จากงานวิจัยฉบับน้ีทําให้สามารถสรุปได้ว่าการฉดีดีเอ็นเอวัคซีน PADRE ยังให้ผลได้
ไม่ดีในกรณีที่ฉีดเข้าใดผิวหนัง เน่ืองจากไม่พบการกระตุ้นภูมิที่สูงเมื่อวัดโดยวิธี serum neutralization assay 
และ lymphocyte proliferation assay การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันเกิดช้าเมื่อเปรียบเทียบกับการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันด้วยวัคซีนเชื้อเป็น การไม่ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันประเภทสารน้ําของดีเอ็นเอ PADRE เมื่อวัดโดยวิธี 
ELISA ถือเป็นเร่ืองปรกติ เน่ืองแอนติบอดีที่ใช้ในการผลิตชุดตรวจสอบ ELISA นั้นผลิตมาจากนิวคลีโอแคปซิด
โปรตีน แต่ดีเอ็นเอวัคซีน PADRE ผลิตต่อโปรตีนในส่วน GP5 ทําให้ ไม่เกิดการตอบสนอง การตอบสนองเมื่อวัด
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โดยวิธี serum neutralization assay เป็นตัวบ่งชี้ว่าดีเอ็นเอวัคซีน PADRE สามารถกระตุ้นสร้างแอนติบอดีได้ แต่
อาจต้องหาวิธีการตรวจสอบที่เหมาะสม นอกจากนั้นการฉีดดีเอ็นเอวัคซีน PADRE ยังให้ผลการตอบสนองทาง
ภูมิคุ้มกันแม้จะช้าและไม่สูง อาจจะต้องการดําเนินการวิจัยต่อเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพ 

 งานวิจัยที่ต้องดําเนินการต่อเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของดีเอ็นเอวัคซีน PADRE ประกอบด้วย การเพิ่ม 
neutralizing epitope หรือ T-cell epitope ลงไปบน Plasmid DNA เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการกระตุ้นทั้ง 
serum neutralizing titer หรือภูมิคุ้มกันแบบพ่ึงเซลล์ นอกจากน้ันการเพ่ิมสารเสริมฤทธิ์หรือ Adjuvant ก็เป็น
อีกปัจจัยที่สามารถส่งผลในการเพ่ิมกระตุ้มภูมิคุ้มกัน  

 

สรุป 

จากผลการทดลองที่ได้จากงานวิจัยฉบับน้ีทําให้สามารถสรุปได้ว่าการฉีดดีเอ็นเอวัคซนี PADRE ยังให้ผลได้
ไม่ดีในกรณีทีฉ่ีดเข้าใดผิวหนัง เน่ืองจากไม่พบการกระตุ้นภูมิท่ีสูงเมือ่วัดโดย serum neutralization assay และ 
lymphocyte proliferation assay การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันเกิดชา้เมื่อเปรียบเทียบกับการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
ด้วยวัคซีนเชือ้เป็น   อย่างไรก็ตามการฉดีดเีอ็นเอวัคซีน PADRE ยังให้ผลการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันแม้จะช้าและ
ไม่สูง อาจจะตอ้งการดําเนินการวิจัยต่อเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพ 
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ผลผลิตที่ได้จากงานวิจัย 

1. ต้นแบบดีเอ็นเอวัคซีน ท่ีมีส่วนประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PADRE ระหว่าง N-liked 

glycosylation site และ  neutralizing epitope B 
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