
การคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างเนือนามาดืกษา

กลุ่มตัวอย่างท๊ใข้ในการสืกษาแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม ดือ

1. กลุ่มคนปกติท่ีให้ผลการตรวจ HBs Ag เป็นลบโดยวิธี ELISA จำนวน 50 ราย 
โดยลุ่มมาจากนิสิตแนฑย่ ฟ้นนิท่ี 3 คโแะแนทยศาสดร์ จุฟ้าลงกรทฒหาวิทยาลัย

2. กลุ่มบุคคลท่ีโห้ผลการตรวจ HBs Ag เป็นบวก (HBs Ag+) จำนวน 50 ราย
๒ยเกับจากนิร่ัมท่ีงเจาะสิงส่งตรวจทภาควิฟ้าจุลธีววิทยา คเนะแนทยศาสตร์ โรง,พยาบาลจุฟ้าลงกร[น 
สภากาฟ้าดไทย

3. กลุ่มบุคคลท่ีมารับการตรวจรักษาท่ีแผนกคลืนิคใวรัสตับอักเสบ นิ สถานเสาวภา
สภากาฟ้าดไทย แบ่งได้เป็น 2 กลุ่มดือ

3.1 กลุ่ม HBs A g-negative ex -ch ron ic  c a r r ie r  เป็นกลุ่มทีให้ผลการ 
ตรวจ HBs Ag เป็นบวก, a n t i  -  HBe เป็นบวก และ a n t i  -  HBs เป็นลบติดต่อกันมาก 
กว่าหนงนิ ต่อมาเมอนบวา ผลการตรวจ HBs Ag เป็นลบ และ anti-HBs ยังคงเป็นลบ 
จํงไต้รับการฉีดวัคชืนไวรัส ตับอักเสบ นิ ( HEVAC-B, P asteu r ประเทศฝรั่งเศส ) สามคร้ัง 
ห่างกันคร้ังละ 1 เดือน โดยคร้ังแรกฉีดเข้าใต้ผิวหนัง คร้ังท่ีสอง และ ครั้งท่ีสามฉีดเข้าใต้
กล้ามเนือแขน แต่ยังคงนบว่าร่างกายไม่สามารถสร้างภูมิคุ้มกันต่อไวรัสตับอักเสบ นิ โดยยัง 
ให้ผลการตรวจ a n t i  -  HBs เป็นลบ จำนวน 12 ราย
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3.2 กลุ่มบคคลปกติ ท่ีให้ผลการตรวจ HBs Ag, anti-HBc และ anti-HBs 
เป็นลบ และเม่ือได้รับการฉีดวัคขิเนไวรัสดับอักเสบ บี (Plasma deriv ed  v a c c in e ,ประเทศ 
เกาหล) สามคร้ัง ท่ี 0, 1, 6 เดือน โดยฉีดเช้าใต้ผิวหนัง แล้ว,พบว่าร่างกายยังไม่สามารถ 
สร้างภูมิคุ้มกันไต้ โดยให้ผลการตรวจ a n ti  -  HBs เป็นลบจำนวน 9 ราย

วิธีการเก็บดัวอยาง

เจาะเก็บตัวอย่างเลือดประมาโน 5 มล. ใส่ในหลอดแก้วท่ีปราศจากเข1อ นำเลือด 
ไปป่นแยกฉีร่ัมท่ีความเร็ว 2000 รอบ/นาที 10 นาที นำธีร่ัมท่ีแยกได้เก็บใส่หลอดท่ีปราศจาก
เธีอ นำไปแซ่'แข็งท่ีอุณหภูมิ -70° ช. เม่ือรอการสกัดแยก DNA

วิธีการตรวจทางนาเหลือง ( S ero lo g ica l tesT, )

การตรวจหา HBs Ag, a n t i  -  HBc และ a n ti  -  HBs ในการติกษาคร้ังน้ั
1ช้วิธ Enzyme lin k ed  immunosorbent assay (ELISA) ของบริษัท Roche ( B asel, 
S w itzerlan d  )

การสกัด DNA

การสกัด DNA จากธีรัมใช้วิธี p ro te in ase  K phenol chloroform  e x tra c tio n  
ช่ังดัดแปลงจากวิธีของ sh ih  และคโนะ(68) โดยสกัดจากช่ัร่ัม 100 น1 ด้วย l.ysis b u ffe r  
(0 .5  % sodium dodecyl s u l f a te  , 100 ug/ml p ro te in ase  K , 5 mM EDTA,
10 mM T ris  HCl , pH 8 .0) นำไปแช่ท่ีอุณภูมิ 65 ๐ช. เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จากน้ันนำ 
มาสกัดแยกด้วย phenol : chloroform  ะ isoamyl a lcohol (25:24:1) 2 ครัง และ 
สกัดด้วย chloroform  : isoam ylalcohol (24 : 1) อีก 1 ครัง ตกตะกอน DNA
ด้วย ab so lu te  e tb y la lco h o l ท่ี -70° ช. .ป็นเวลา 30 นาที ป่นแยกตะกอน DNA 
ที่ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที 10 นาที ล้างดะกอน DNA ท่ีได้ด้วย 70% alcohol



O ligonucleo tide  prim ers

O ligonucleo tide  prim ers ทีใช้ในการคกษาครังนิพัจารณาจากส่วน core
gene ของไวรัสตับอักเสบ บี นิงเปนส่วนฑมีลำดับ n u c leo tid e  เหมือนกันในทุกสาย,พันธ คอ 
ad r, adw และ ayw (69) รู่งส่ง เคราะใr ๒ยบริษัท S y n th e tic  g e n e tic , บ .s . A. 
นอกจากนิยัง•พบว่า core gene ของไวรัสชนิดน้ัเป็นส่วนท่ีถูกอนุรักษั (conserved
region)

1 ครัง จากนั้นนำตะกอน DNA ที่'ใดไปทาใ''หแหง'ในตู้ฝีผถู!ากาศ ละลายตะกอน DNA ด้วย
50 น1 TE b u f f e r  (1 0  mM T r i s  HCl ; pH 8 . 0 ,  0 .1  mM EDTA) น ำไป เก ็บ ไว ้ท ี่ - 2 0 ๐ช.
หรือในปฏิกิร ิยา PCR ทันที

1. O ligonucleo tide  prim er คุ่นอก

O ligonucleo tide  prim er คู่น£ก ประกอบด้วย prim er 1766 และ prim er 
2287 ( R ) Primer 1766 มืตำแหน่งลำดับ n u c leo tid e  ท่ี 1766 สง 1788 ของ HBV 
DNA ประกอบด้วย 23 n u c leo tid es มี GC con ten t ร้อยละ 52

Primer 1766 ร '-  CTT TGT ACT AGG AGG CTG TAG GC -  3

Primer 2287 ( R ) มีตำแหน่งลำดับ n u c le o tid e  ท่ี 2267 สง 2287
ของ rev erse  ( R ) s tra n d  DNA ประกอบด้วย 21 n u c le o tid e s  มี GC con ten t
ร้อยละ 57

Prim ers 2287 ( R ) 5 ' -GGA GGA GTG CGA ATC CAC ACT - 3
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2. O ligonu cleo tide  primer คู่ไ,,L ( Nested -  Primer )

O ligonu cleo tide  primer ค่ ['น-ป,ระกอบด้วย prim er 1891 และ prim er 
2156 < R ) Primer 1891 มีลำดับ nu c leo tid e  เรีมจากตำแหน่งท่ี 1891 ถง 1912 
ของ HBV DNA ประกอบด้วย 22 n u c leo tid es มี GC con ten t ร้อยละ 55

Primer 1891 ร '-  GCT TTG GGG CAT GGA CAT TGA c -  3

Primer 2156 ( R ) มีลำดับ n u c leo tid e  เร้มจากตำแหน่งท่ี 2135 ถง 
2156 ธอง rev e rse  (R) s tra n d  DNA ประกอบด้วย 22 n u c le o tid e s  มี GC con ten t
ร้อยละ 50

Primer 2156 ( R ) ร -  CTA CTA ATT ccc ATG CTG G -  3 

A m plifica tion  of HBV DNA

1. Two -  s te p  nested  PCR

1.1 F i r s t  s te p  PCR

เป้นการเท่ีมปรีมาโแ DNA ท่ีได้จากการสกัดจากร็เงส่งตรวจโดยเติม DNA 
ท่ีผ่านการสกัดเรียบร้อย 10 น1 ลงใน re a c tio n  m ixture ท่ีงประกอบด้วย Taq DNA 
polymerase 1.25 u n i ts  , 100 uM dNTPs , 10 mM T ris  HCl โ pH 8 .3  ] 50 
mM KCl , 0.01 % ( w t/vol ) g e la t in  และ 1.5 mM Mgcl2 , โดยโ§ prim er 
1766 และ primer 2287 ( R ) อย่างละ 25 pmole โดยให้มีปรีมาตรสดท้าย 50 น1 
เขย่าสารให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่า และเติม m ineral o i l  ปรีมาโน 50 น1 เท่ีอป้องกัน
การระเหยของสาร จากน้ันน่าไปเท่ีมจำนวน DNA ควยเครีอง DNA therm al c y c le r  โดย



ทำให้ร้อนก่อนท่ี 94° ช.เป็นเวลา 3 นาที นลวจํงทำการเนมปริมาณ DNA อีก 30 รอบ
ชงแต่ละรอบของการเนมจำนวน DNA ประกอบด้วอ d é n a tu ra tio n  ท่ี 94° ช .30 วินาที, 
annealing  ที 55° ช. 30 วินาที และ ex tension  ที 72° ช .1 นาที เมือสินสุดรอบท่ี 
30 จะทำการ ex tension  ท่ี 72° ช. อีกเป็นเวลา 5 นาที โดยโนการทำ PCR แต่ละคร้ัง 
จะทำ p o s itiv e  c o n tro l และ negative  e o r tro l  ควบคู่ไปด้วยทุกครัง DNA product 
ท่ีได้จากการเมืมจำนวนโดยใช้ prim er 1766 และ 2287 ( R ) มืขนาด 521 base 
p a irs
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1.2 Second s te p  PCR หรือ Nested PCR

เป็นการเมืมปริมาณ DNA ท่ีได้จาก f i r s t  s te p  PCR โดยใส่ DNA
product ท่ีได้จากการเท่ีมจำนวนในข้ันตอนแรกปริมาณ 1 น1 ลงใน re a c tio n  m ixture 
ช้งมส่วนผสมเหมือนกันกับ re a c tio n  m ixture 1น f i r s t  s te p  PCR โดยใช้ primer 
1891 และ 2156 ( R ) อย่างละ 25 pmole โดยให้มืปริมาตรสุดท้าย 50 น1 จากน้ัน
นำไปเมืมปริมาณ DNA therm al c y c le r  เหมือนกันกับข้ันตอนใน f i r s t  s te p  PCR
DNA product ท่ีได้จากการเมืมจำนวนโดยใช้ prim er คู่น้ัมืขนาดเท่ากับ 265 base p a irs

2. One -  s te p  nested  PCR

ใส่ DNA ท่ีได้จากการสกัด 10 น1 ลงใ น re a c tio n  m ixture ท่ีงประกอบ 
ด้วย primer 1766 และ 2287 ( R ) อย่างละ 2 pmole , Taq DNA polymerase
1.25 u n its  , 100 uM dNTPs, 10 mM T ris  HCl โ pH 8 .3  3, 50 mM KCl 0.01 %
( w t/vol ) g e la t in  และ 1.5 mW MgCl2 โดยให้มืปริมาตรรวมเป็น 50 น1 เขย่าสาร
ให้เช้ากัน เติม 50 u l m ineral o i l  เน่ือป้องกันการระเหยของสาร เตรียม nested  
re a c tio n  m ixture ช้งประกอบด้วย prim er 1891 และ 2156 (R) อย่างละ 25 pinole, 
10 mM T ris  HCl CpH 8 .33 , 50 mM KCl, 0.01 % (w t/vo l) g e la t in  และ
1.5 mM MgCl2 เขย่าให้เช้ากัน จากนันดูด 10 น1 ชอง nested  re a c tio n  m ixture
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» พาลงกาณบทาว ทยาลย

โส่ลงบนฝาด้าน'ในของหลอด,ทใส่ f i r s t  s te p  re a c tio n  m ixture ไว้เรือบร้อย จากนัน
น้าไปเนมจำนวน DNA ด้วยเครือง DNA therm al c y c le r  โดยทำให้ร้อนก่อนฑิ 94° ช.
3 นาทํ แล้วจํงน้าไปเหมปริมาท! DNA อึก 30 รอบ ดู่งแด่ละรอบของการเหมจำนวน
DNA เหมือนกันกับการทำ Two -  s te p  nested  PCR เม่ือครบ 30 รอบ จํงน้าหลอดทดลอง 
มาป่นท่ีความเร็ว 14,000 รอบ/นาที 30 วินาที จากน้ันน้าไปเหมจำนวน DNA อีกคร้ังด้วย 
เครือง DNA therm al cy c le r  30 รอบ ท่ีงแต่ละรอบของการเหมจำนวนเหมือนกันกับการ
เหมจำนวนโนคร้ังแรก ( รูปท่ี 3.1 )

n e ro j* กทรง n ทาบนวทยบJ n u

Agarose ge l e le c tro p h o re s is

ผสม PCR product 10 น1 กับ 10 X gel loading b u ffe r  type I I  
2 u l จากน้ันหยอดลงในช่องของ 1.2 % agarose gel แล้วน้าไปแยกด้วยกระแสไปฟ้าภาย 
ใต้แรงเคล่ือนไปฟ้าคงท่ี ท่ี 90 โวลต้ ใน IX TAE b u ffe r  ท่ีมื e thidium  bromide 
50 ug/ml ผสมอยู จากน้ันน้าไปส่องดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ขนาดของ DNA product 
นันทราบได้โดยเทียบกับ s tan d ard  m olecular weight marker 174 /  Hae I I I
และ DNA /Hind I I I
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10 ul of PCR reaction mixture Carefully close the lid
with 25 pmol inner primers of the reaction tube

t

Reamplification with the same Centrifuge briefly to force
thermal profile for 30 cycles down the inner primers.
One-Step Nested Polymerase Chain Reactit

รูปทํ 3.1 แสดงวิธีการทำ One -  s te p  n ested  PCR
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