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บทที่  1 
บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
ไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus) เปนเชื้อไวรัสที่เปนสาเหตุสําคัญของโรคตับอักเสบ

ชนิดเรื้อรัง (chronic hepatitis) ซ่ึงอาจมีการดําเนินของโรคตอไปเปนตับแข็ง (cirrhosis) และมะเร็ง
ตับ (hepatocellular carcinoma) ตอไป ปจจุบันมีประชากรทั่วโลกมากกวา 350 ลานคนที่ติดเชื้อไว
รัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง หรือเทากับประมาณรอยละ 5 ของประชากรโลกทั้งหมด  และในแตละป
มีผูเสียชีวิตเนื่องจากโรคตับแข็ง และมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตัอักเสบบีประมาณปละ
1,000,000 คน (1) ประเทศไทยเปนประเทศที่มีความชุกชุมของไวรัสตับอักเสบบีสูงเชนเดียวกับ 
ประเทศในภูมิภาคแถบเอเชี่ยน (2) 

ผูติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแตละรายมีการดําเนินโรค (natural history) แตกตางกันทั้งนี้ขึ้น
อยูกับการตอบสนองทางภูมิคุมกัน (immune response) ที่ไมเหมือนกัน ผูติดเชื้อสวนใหญจะ
สามารถทําลายเชื้อไดหมดและหายจากโรค ในขณะที่ผูติดเชื้อสวนหนึ่งที่มีการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันไมดีพอจะเกิดการติดเชื้อแบบเรื้อรัง ซ่ึงบางรายอาจมีการติดเชื้อแบบเรื้อรังโดยไมมีอาการ
ผิดปกติแตยังคงเปนพาหะของโรค (carrier) ในขณะที่ผูติดเชื้ออีกจํานวนหนึ่งมีการดําเนินของโรค
รุนแรงกวาโดยเปนโรคตับอักเสบเรื้อรัง โรคตับแข็ง หรือมะเร็งตับตอไปตามลําดับ (3) 

ปจจัยที่อาจมีผลตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันและความรุนแรงของโรค ไดแก ปจจัยของ
ผูปวยเอง (host factors) เชน การติดเชื้อตั้งแตอายุนอย ผูปวยเพศชาย ผูปวยที่มีการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันผิดปกติ เชน ผูปวยที่มีเชื้อ HIV หรือผูปวยที่มีการติดเชื้อไวรัสอ่ืนรวมดวย เชน ผูปวยที่มี
เชื้อ  HCV รวมดวยเปนตน นอกจากนี้ปจจัยที่เกี่ยวของกับเชื้อไวรัส (viral factors) เชนการกลาย
พันธุ (mutations) ของ gene ในบางตําแหนงอาจมีความสําคัญตอการดําเนินโรคเชนเดียวกัน เชน มี
รายงานที่แสดงวาการกลายพันธุบริเวณ precore และ core gene ของเชื้อไวรัสอาจทําใหโรคตับ
อักเสบมีความรุนแรงมากขึ้น และการกลายพันธุในบริเวณ X gene อาจเกี่ยวของกับกลไกการเกิด
โรคมะเร็งตับ (1) เปนตน ความแตกตางของการกลายพันธุเชื้อไวรัสที่มีผลตอการดําเนินของโรค
และความรุนแรงของโรคนี้กําลังเปนที่สนใจกันมาก อยางไรก็ตามยังคงไมมีขอสรุปที่แนชัดใน
ปจจุบัน เนื่องจากรายงานการศึกษาจากตางประเทศยังมีความขัดแยงกันอยูพอสมควร ทั้งนี้อาจเปน
ผลจากความแตกตางทางลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีในแตละภูมิภาคของโลก 

เนื่องจากเหตุผลดังกลาวขางตนประกอบกับขอมูลการศึกษาในประเทศไทยในดานน้ียังมีขอ
จํากัดอยูมาก ดังนั้นการศึกษาใหทราบถึงความสําคัญในทางคลินิกของการกลายพันธุของไวรัสตับ
อักเสบบีในประชากรไทยอยางเปนระบบและตอเนื่อง จึงนาที่จะเปนประโยชนอยางยิ่งทั้งในการกอ
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ใหเกิดความรูความเขาใจในดานกลไกการเกิดโรค ความรุนแรงของโรค การตอบสนองตอการรักษา
ดวยยา และลักษณะทางคลินิกอื่นๆ ของผูปวยจากเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
 
วัตถุประสงคของโครงการ (Objective) 

ศึกษาความชุกของการกลายพันธุบริเวณ X gene  และบางสวนของ Precore gene ของไว
รัสตับอักเสบบีในผูปวยมะเร็งตับ เปรียบเทียบกับผูปวยที่ติดเชื้อเรื้อรังกลุมอื่นที่ไมเปนมะเร็งตับ
ของประ ชากรไทย 

แนวคิดและทฤษฎี 
ไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus) เปนเชื้อไวรัสที่เปนสาเหตุสําคัญของโรคตับอักเสบ

ชนิดเรื้อรัง (chronic hepatitis) ซ่ึงอาจมีการดําเนินของโรคตอไปเปนตับแข็ง (cirrhosis) และมะเร็ง
ตับ (hepatocellular carcinoma) ผูติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแตละรายมีการดําเนินโรค (natural 
history) แตกตางกันจากหลายสาเหตุเชน การตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันของผูปวย อายุขณะติด
เชื้อ หรือการกลายพันธของไวรัสตับอักเสบบี (1) 

การศึกษาหาความสําคัญในทางคลินิก ของการกลายพันธุของไวรัสตับอักเสบบี จึงเปน
ประโยชน ในดานการดูแลรักษาผูปวยโดยกอใหเกิดความรูความเขาใจมากยิ่งขึ้นทั้งในดานกลไก
การเกิดโรค ความรุนแรงและการดําเนินของโรค การตอบสนองตอการรักษาดวยยาและลักษณะทาง
คลินิกอื่นๆ ของผูปวยตับมะเร็งตับ 

ขอบเขตของการวิจัย 
 ผูปวยที่ผานการวินิจฉัยโรควาเปนมะเร็งตับดวยการตรวจเลือด,การเอ็กซเรยและการตรวจ
ช้ินเนื้อตับคือกลุมศึกษา (Case) ผูปวยที่ผานการวินิจฉัยโรควาเปนตับอักเสบเรื้อรังกลุมอื่นที่ไมเปน
มะเร็งตับดวยการตรวจเลือด, การเอ็กซเรย, และการตรวจชิ้นเนื้อตับคือกลุมควบคุม (Control) ผูปวย
ทั้ง 2 กลุมไดรับการตรวจวินิจฉัยที่แผนกผูปวยนอกโรคทางเดินอาหาร รพ. จุฬาลงกรณ 

ขอตกลงเบื้องตน 
1. เครื่องมือที่ใชในการทดสอบเปนเครื่องมือที่ผานการทดสอบความเที่ยงตรงและความ  

แมนยําตามมาตรฐานของการทดสอบของเครื่องมือนั้นๆ 
2. ตัวอยางทั้งหมดไดมีการเก็บกอนหนานี้แลว และไมมีการเจาะเลือดผูปวยรายใดใหม

ทั้งสิ้น 
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คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 

HCC  Hepatocellular carcinoma  

HBV  Hepatitis B Virus 

ORF  Open Reading Frame 

S ORF  Surface Open Reading Frame 

HBsAg    Hepatitis B surface antigen 

 C ORF  Core Open Reading Frame 

HBcAg  Hepatitis B core antigen 

 HBeAg   Hepatitis B e antigen 

 Anti-HBc Hepatitis B core antibody 

 Bp  Base pair 

 DNA  Deoxyribonucleic acid 

 RNA  Ribonucleic acid 

 BLAST  Basic Local Aligment Search Tool 
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ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
เนื่องจากเปนงานวิจัยที่มุงหาความชุกการกลายพันธุในบริเวณตางๆ ของไวรัสตับอักเสบบี

ในประชากรไทย ผลการวิจัยจะเปนประโยชนอยางยิ่งในดานระบาดวิทยาเพื่อเปรียบเทียบกับกลุม
ประชากรตางๆทั่วโลก การศึกษาหาความสําคัญในทางคลินิกของการกลายพันธุของไวรัสตับอักเสบ
บีเปนประโยชนในดานการดูแลรักษาผูปวย โดยกอใหเกิดความรูความเขาใจมากยิ่งขึ้นทั้งในดานกล
ไกการเกิดโรค ความรุนแรงและการดําเนินของโรค การตอบสนองตอการรักษาดวยยาและลักษณะ
ทางคลินิกอื่นๆ ของผูปวยตับมะเร็งตับ 

วิธีดําเนินการวิจัย 
1. สกัดดีเอ็นเอ  (DNA extraction) โดยวิธี Phenol-chloroform extraction 
2. เพิ่มจํานวนสายดีเอ็นเอ (DNA) บริเวณเอ็กซยีน (X gene) และ พรีคอรยีน (Precore gene) 
โดยวิธี PCR 
3. ตรวจสอบ PCR โดยการทํา gel electrophoresis 
4. ตรวจสอบการกลายพันธุ (mutation) ของดีเอ็นเอ (DNA) ที่เพิ่มจํานวนไดดวยการทํา DNA 

sequencing 
5. อานผลดวย ABIPRISMTM 3100 Genetic Analyzer (Perkin  Elmer Cetus Branchburg, 

New Jersey) 
6. นําผล DNA sequence ที่ไดเปรียบเทียบกับ DNA sequence ที่มีการรายงานไวใน 

www.ncbi.nlm.nih.gov โดยใช program Clustal X 
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ลําดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Case Control 
Matching 

DNA Extraction 

PCR 

Direct sequencing 

Sequence analysis 

Data analysis 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
ประวัติการคนพบเชื้อไวรัสตับอักเสบี  

เชื้อไวรัสตับอักเสบี ถูกคนพบในป ค.ศ. 1966 โดย Professor Baruch Blumberg โดย
บังเอิญขณะปฎิบัติงานที่ National Institutes of Health ประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึงทําใหทานไดรับ
รางวัลโนเบลสาขาการแพทยในป ค.ศ. 1976   

Professor Baruch Blumberg ไดทําการศึกษาทางวิทยาภูมิคุมกันเพื่อหาโปรตีนในเลือด
มนุษยที่อาจมีความเกี่ยวของกับพันธุกรรม และพบวาผูปวยโรคฮีโมฟเลียที่ตองไดรับเลือดบอยๆ 
สามารถทําปฎิกิริยากับเลือดของชนเผาพื้นเมืองออสเตรเลีย (Aborigin) จึงตั้งสมมุติฐานวาในเลือด
ของผูปวยโรคฮีโมฟเลียมีแอนติบอดีซ่ึงทําปฎิกิริยาอยางจําเพาะกับแอนติเจนในเลือดของชนเผาพื้น
เมืองออสเตรเลีย (Aborigin)  และเรียกแอนติเจนนั้นวา Australia antigen หรือ Au antigen เมื่อได
ติดตามผูปวยโรคฮีโมฟเลียตอเนื่องเปนเวลานานพบวามีผูปวยรายหนึ่งที่เดิมไมเคยมีแอนติบอดีตอ 
Au antigen กลับตรวจพบแอนติบอดีได ซ่ึงการตรวจพบแอนติบอดีเปนเวลาเดียวกับที่ผูปวยรายนั้น
เปนโรคตับอักเสบ ขอมูลนี้สามารถตั้งสมมุติฐานไดวา Au antigen นาจะเปนสาเหตุของโรคตับ
อักเสบ (4) 

ตอมาในป ค.ศ. 1970 Dr. Dane และ คณะ ไดทําการศึกษาโดยกลองจุลทรรศน ทําใหพบ
อนุภาคสมบูรณของเชื้อไวรัสตับอักเสบีดังนั้นจึงเรียกวา Dane particle นอกจากนี้ยังพบอนุภาคของ
เชื้อไวรัสตับอักเสบีอ่ืนๆทั้งรูปทรงกลม (small sphere) และรูปแทง (rod) (5) 
 
ลักษณะโครงสรางของเชื้อไวรัสตับอักเสบี  

เมื่อศึกษาเชื้อไวรัสตับอักเสบีโดยกลองจุลทรรศน จะพบอนุภาคสมบูรณของเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบี (complete viral particle)    เรียกวา Dane particle ซ่ึงมีขนาดเล็กประมาณ 42 นาโนเมตร 
(รูปที่ 1)  โครงสรางของเชื้อไวรัสประกอบดวย envelope ซ่ึงเปนโครงสรางไขมันสองชั้น (lipid 
bilayer) มี hepatitis B surface antigen (HbsAg) แทรกอยูในโครงสราง lipid bilayer ภายในมี 
internal nucleocapsid  หรือ  hepatitis B core antigen (HbcAg) รวมตัวกันเปน core particle ภายใน 
core particle จะพบรหัสพันธุกรรมของเชื้อไวรัส (viral genome) และโปรตีนที่ทําหนาที่เปนเอ็น
ไซม DNA polymerase และ reverse transcriptase (RNA-dependent-DNA polynerase) (6) (รูปที่ 2)  
นอกจากนี้เชื้อไวรัสตับอักเสบียังมีลักษณะพิเศษ  คือนอกจากจะพบ Dane particle แลวยังพบ
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อนุภาคของเชื้อไวรัส (viral particle) อ่ืนไดอีก ทั้งแบบรูปกลม (sphere)  ที่มีเสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 22 นาโนเมตร และรูปแทง (filament)    มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 22 นาโนเมตร และมี
ความยาวประมาณ 50-500 นาโนเมตร ซ่ึงอนุภาคของเชื้อไวรัส เหลานี้จะไมสมบูรณ  (incomplete 
viral particle) ที่มีเฉพาะ envelope และ HbsAg แตไมมีรหัสพันธุกรรมของเชื้อไวรัส (viral 
genome) (รูปที่ 1) 
 

 
 
รูปที่ 1 ภาพจากกลองจุลทรรศน แสดงลักษณะของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ไดแก Dane 

particle และ Incomplete viral particle ชนิด sphere และ filament(ดัดแปลงจาก
เอกสารอางอิง 1) 
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รูปที่2 ภาพวาดแสดงลักษณะของ Dane particle ของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ซ่ึงประกอบดวย 
envelope,  HbsAg และ nucleocapsid ที่มี HbcAg และ viral genome (HBV DNA) และ
เอนไซม DNA polymerase/reverse transcriptase (7)  

 
ลักษณะทางพันธุกรรมและโปรตีนของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี   

Genome ของเชื้อไวรัส เปนสายคูแบบไมสมบรูณ (incomplete double strand) โดยสายลบ
หรือ negative strand มีความยาวตลอดสายประมาณ 3200 นิวคลีโอไทต แตสายบวกหรือ positive 
strand มีความยาวไมครบ ซ่ึงอาจแตกตางกันไดขึ้นอยูกับไวรัสแตละตัว  ประกอบดวย 4  open 
reading frame (ORF) ซอนทับกันอยู ทําหนาที่เปนรหัสพันธุกรรมในการสรางโปรตีน 4 ชนิด คือ S 
ORF ใชในการสราง surface protein หรือHBsAg, C ORF ใชในการสราง  nucleocapsid protein 
หรือ hepatitis B core antigen (HbcAg) และ HBe protein, P ORF ใชในการสรางเอนไซม DNA 
polymerase) และ reverse transcriptase (RNA-dependent-DNA polynerase) และ X ORF ใชในการ
สรางไวรัสตับอักเสบบี HBx protein (รูปที่ 3) (8) 

S ORF 
S ORF ทําหนาที่เปนรหัสในการสราง HbsAg ซ่ึงเดิมเรียกวา Au antigen ยีนนี้มีบริเวณที่ใช

สรางโปรตีนได 3 บริเวณ ดั้งนั้นจึงสามารถสรางโปรตีนได 3 ชนิดคือโปรตีนหลัก (major protein)  
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รูปที่ 3  ภาพวาดแสดงลักษณะของโครงสรางทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (9) 
 
(HBs), โปรตีนขนาดกลาง (middle protein) และโปรตีนขนาดใหญ (large protein) (รูปที่4) โดย
ปรกติแลวเชื้อไวรัสตับอักเสบบีจะสรางโปรตีนทั้ง 3 ชนิดเพื่อเปน surface protein โดยอยูที่ lipid   
bilayer envelope แตปริมาณและสัดสวนของแตละโปรตีนจะแตกตางกันไปตามแตชนิดของอนุภาค
ไวรัส โดย Dane particle มักมีสัดสวนของ major protein (HBs) : middle protein : large protein  
ประมาณ 4:1:1 สวนอนุภาคของเชื้อไวรัสที่ไมสมบูรณ (incomplete viral particle) ชนิด sphere 
เกือบทั้งหมดจะเปน major protein สวนชนิด filament ก็มักมีแต major protein โดยอาจมีสวน 
middle protein ไดบาง (10) 

C ORF 
C ORF ทําหนาที่เปนรหัสในการสราง hepatitis B core antigen (HBcAg)  และ HBeAg 

โดยสรางจาก preC/C gene, Core protein หรือ HBcAg ที่ถูกสรางขึ้นประกอบดวยกรดอะมิโน 183 
ตัวและมีน้ําหนักโมเลกุลประมาน 21 กิโลดัลตันมี 2 domain หลัก (รูปที่5) โดยทางดานปลาย 
amino terminus มีบทบาทในการเกิดการรวมตัวของ Core protein เพื่อสรางเปน core particle  สวน
ทางดานปลาย carboxyl terminus  เปนบริเวณที่มี arginine amino acid มาก มีบทบาทในการจับ 
genomeของเชื้อไวรัส (11) 
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รูปที่ 4  ภาพวาดแสดงยีนและโปรตีนทั้งสามชนิดที่สรางจากS ORF (12) 
 

      
 

รูปที่ 5  ภาพวาดแสดงยีนและโปรตีนทั้งสองชนิดที่สรางจาก C ORF (13) 
 

HBeAg เปน processed product ของ precore protein โดยเกิดจากการยอยสวนของ precore protein 
ที่ปลายดานcarboxy และ amino  HBeAg สามารถตรวจพบไดในเลือด มีประโยชนในทางคลีนิค 
สามารถใชเปนตัวบงถึงการติดเชื้อในระยะที่เชื้อไวรัสยังคงแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวนอยู เชื่อวานี้ 
HBeAg อาจทําใหระบบภูมิคุมกันไมสามารถทําลายเซลลที่ติดเชื้อดวยแอนติบอดีตอ HBcAg (Anti-
HBc) ได เนื่องจากมีความคลายคลึงกับ HBcAg ที่เปนเปาหมายทําลายดวยระบบภูมิคุมกัน (14) 
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P ORF 
P ORF ทําหนาที่เปนรหัสในการสรางเอนไซม polymerase  โดยเปน  open reading frame 

ที่มีขนาดใหญที่สุดในยีโยมยาวถึง 2496 นิวคลีโอไทค หรือประมาณ 3 ใน 4 ของ genomeทั้งหมด 
ซอนทับอยูกับ ORF อ่ืน ทั้ง 3 ORF แตอยูกันคนละ reading frame จึงเปนรหัสที่ใชสรางกรดอะมิโน
ที่แตกตางกัน เอนไซมที่สรางจาก  P ORF มีขนาดใหญมาก ประกอบดวยกรดอะมิโน 832 ตัวและมี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 93.2 กิโลดัลตัน เปนเอ็มไซมที่มีหลายหนาที่ (multifunctional)โดยอาศัย
functional domain ตางๆ เชน ปลายทางดาน amino terminus ทําหนาที่เปน protein primer ในการ
สรางดีเอ็นเอสายใหมจาก RNA pregenome intermediate  ถัดมาเปน domain ที่ทําหนาที่เปนเอม
ไซม DNA polymerase  และ reverse transcriptase ซ่ึงมีบทบาทสําคัญในการแบงตัวของเชื้อไวรัส 
สวนdomain ดานปลาย carboxyl terminal) เปน Rnase H (รูปที่6) (15) 

 
 

 
 

รูปที่ 6  ภาพวาดแสดงยีนและโปรตีนที่สรางจาก P ORF (16) 
 
X ORF 
X ORF ทําหนาที่เปนรหัสในการสรางโปรตีนซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน 154 ตัว (รูปที่7

)ทําหนาที่เปนตัวกระตุนการสรางสายดีเอ็นเอ (transcriptional trans-activator) เรียกวา X protein 
(HBx) มีความสําคัญตอการแบงตัวของเชื้อไวรัสภายในเซลล นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ตอข้ันตอนการ
สรางสาย DNA หรือ transcription ของ gene ตางๆของเชื้อไวรัสและ gene ของมนุษยเชน SV40, c-
Fos, C-jun หรือ RNA polymerase II gene Hbx อาจมีบทบาทสําคัญของการทําใหเกิดโรคมะเร็งตับ
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หลังจากติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง (17)  ซ่ึงจะกลาวถึงตอไปในหัวขอโรคมะเร็งตับกับ 
HBx 

 

 
 
รูปที่ 7  ภาพวาดแสดงยีนและโปรตีนที่สรางจาก X ORF  (18) 
  
การดําเนินโรคของผูติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

ผูไดรับเชื้อไวรัสตับอักเสบบีประมาณรอยละ 50 จะติดเชื้อแบบไมมีอาการ ประมาณรอย
ละ 45 จะมีอาการของโรคตับอักเสบที่ตรวจพบไดหรืออาการทางคลีนิก ผูปวยรอยละ 0.5-1 จะเกิด
อาการติดเชื้อแบบรุนแรงจนเสียชีวิต ผูปวยรอยละ 5-10 จะไมสามารถกําจัดเชื้อไดและเกิดการติด
เชื้อแบบเรื้อรังโดยอาจจะเปนพาหะของโรคโดยไมมีอาการ หรีอเปนโรคตับอักเสบเรื้อรัง  ผลที่ตาม
มาของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี คือการเกิดโรคตับแข็ง (cirrhosis) และโรคมะเร็งตับ โดยมักเกิด
โรคตับแข็ง ภายใน 10-20 ปหลังจากติดเชื้อ การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี เปนปจจัยเส่ียงที่มีความ
สําคัญที่สุดในการเกิดโรคมะเร็งตับ โดยมักเกิดหลังจากการติดเชื้อเปนเวลานานมากกวา 25-30 ป 
และยังไมทราบสาเหตุแนชัดวาเกิดจากกลไกใด (1) 

 
โรคมะเร็งตับกับไวรัสตับอักเสบบี 

โรคมะเร็งตับเปนโรคมะเร็งที่พบไดบอยเปนอันดับ 5 ของโรคมะเร็งที่พบไดบอย ในแตละ
ปจะปรากฏผูปวยใหมประมาณ 437,000 รายหรือ 5.4% ของผูปวยใหมที่เปนมะเร็งทั้งหมด มีความ
รุนแรงอยูในอันดับ 4 รองจาก มะเร็งปอด มะเร็งกระเพราะอาหาร และมะเร็งลําไสใหญ เปนสาเหตุ
หลักของการตายดวยโรคมะเร็งของผูใหญในเอเชีย และ Sub-Saharan Africa (19) 
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การระบาดของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและการเกิดโรคมะเร็งตับ มีความสัมพันธกันอยาง
ใกลชิด พบวาประเทศในเอเชียตะวันออก และเอเชียตะวันออกเฉียงใต เกาะทางดานตะวันตกของ
แปซิฟค และทะเลทรายซาฮารา แอฟริกา ที่มีอัตราของพาหะของโรคไวรัสตับอักเสบบี (HBV)  สูง 
(7-15%) ก็จะพบอัตราของโรคมะเร็งตับ (HCC) สูงดวย ( 113 คน ตอ 100,000 คน ของประชากร)  
ในประเทศที่จัดเปนประเทศอุตสาหกรรม ที่ซ่ึงอัตราพาหะของโรค HBV  นอยกวา 2% อัตราของ 
โรคมะเร็งตับ (HCC) ก็จะพบไมบอย (3-5 คน ตอ100 ,000 คน ของประชากร )  ประเทศทีมีอัตรา
ของพาหะของโรคไวรัสตับอักเสบบี (HBV)  กับปานกลาง (2-7%)   เชน ประเทศตะวันออกไกล
และประเทศกรีซก็จะพบอัตราของโรคมะเร็งตับ ( HCC)  ปานกลาง (20) 

ความเกี่ยวของกันของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและการเกิดโรคมะเร็งตับ ถูกรายงานครั้งแรก
โดย Sherlock และคณะ เมื่อพบ Hepatitis B surface antigen (HBsAg) ในผูปวยโรคมะเร็งตับ 5 คน 
(21) จนถึงทุกวันนี้มีการพิสูจนแนชัดแลววาการเกิดโรคมะเร็งตับและเชื้อไวรัสตับอักเสบบีมีความ
สัมพันธกันอยางชัดเจน โดยพบวาในกลุมประชากรที่มีอัตราการเกิดโรคมะเร็งตับสูง (endermic) 
หรือสูงมาก (hyperendermic) สามารถตรวจพบHBsAg ใน serum ผูปวยโรคมะเร็งตับถึง 85% แต
จะพบในกลุมควบคุมนอยกวา 15% อยางไรก็ตามอัตราการพบ HBsAg ในซีรัม ผูปวยโรคมะเร็งตับ
จะตำหรือนอยกวา 25% ในกลุมประชากรที่มีอัตราการเกิดโรคมะเร็งต่ําโดยปจจัยเส่ียงของโรค
มะเร็งตับในกลุมนี่มักมาจากเชื้อไวรัส HCV หรือ แอลกอฮอล (22) นอกจากนี้ยังพบวากลุมประชา
กรที่มีอัตราการเกิดโรคมะเร็งตับสูงมักพบการติดเชื้อตั้งแตวัยเด็ก ติดเชื้อตั้งแตอยูในครรภ ติดเชื้อ
ในวัยทารก หรือ วัยเด็ก จะมีความเสี่ยงถึง 90% ที่จะเปนพาหะแบบเรื้อรัง (23) ซ่ึงจะมีความเสี่ยงใน
การเกิดโรคมะเร็งตับมากกวาปกติถึง100 เทา และ 40% ของผูปวยพาหะแบบเรื้อรังนี้เสียชีวิตจาก
โรคมะเร็งตับ ตับแข็ง หรือทั้งสองอยาง  นอกจากนี้ Lohiya และคณะพบวาผูปวยเด็กที่ตรวจพบ 
HBsAg และไดรับการเลี้ยงดูในสิ่งแวดลอมที่ปราศจาก aflatoxin B1 หรือสารกอมะเร็งอื่นๆ ก็
สามารถเกิดโรคมะเร็งตับไดและเกิดขึ้นโดยปราศจากอาการตับแข็ง (24) และส่ิงสุดทายที่ยืนยันถึง
การกอมะเร็ง (oncogenic) ของไวรัสตับอักเสบบี ไดแกการลดลงของโรคมะเร็งตับ ตั้งแตมีการให
วัคซีนตอไวรัสตับอักเสบบีทั่วโลก พบวาในไต หวันตั้งแตมีการใหวัคซีนเมื่อป 1986 อัตราการเกิด
พาหะในเด็กลดลง 10 เทา  และลดการเกิดโรคมะเร็งตับในเด็กลง 50% (25) 
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รูปที่ 8  แผนที่ทั่วโลกที่แสดงถึงความสัมพันธระหวาง geographical ของการติดไวรัสตับอักเสบบี
แบบเรื้อรังและการเกิดโรคมะเร็งตับ(hepatocellular carcinoma) (20) 
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เชนเดียวกับรูปแบบของสารกอมะเร็งทั่วไป ไวรัสตับอักเสบบีชักนําใหเกิดโรคมะเร็งตับ
ผานกระบวนการหลากหลายขั้นตอน แบงไดเปนโดยตรงและโดยออม กลไกโดยออมเชื่อวา เกิด
จาก chronic necroinflammatory disease จาก chronic active hepatitis เนื่องจากการติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบ จะทําใหเซลลตับอักเสบและการสรางและหลั่ง cytocine ทําใหเกิดการตายของเซลลตับ 
(necrosis) และ fibrosis เมื่อเปนอยางเรื้อรัง   ทําใหเกิดการสรางใหม (regeneration) ของเซลลตับ
เพิ่มขึ้นอยางผิดปกติ เนื่องจาก cytocine ที่สรางขึ้นระหวางการอักเสบบางตัวสามารถกระตุนการ
สรางเซลลตับ (liver cell proliferation)  ได และการเกิด fibrosisนั้นไดทําลาย Lobular architecture  
ของตับและสราง cell to cell และcell extra cellular matrix interactionขึ้นมาใหม ทําใหเซลลบริเวณ
ใกลเคียงไดรับผลกระทบดวย แตเนื่องจากเซลลตับนั้นจะอยูในภาวะ quiesant state ของ cell cycle 
การเกิด liver cell proliferation ใหมอีกครั้ง ทําใหเซลลตับเขาสู cell cycle อีกครั้ง สงผลใหกระบวน
การ DNA repair ของเซลลผิดปกติ   ทําใหเกิดการกลายพันธุ หรือ การเปลี่ยนแปลงโครโมโซม 
(chromosal rearreament) ชักนําใหเกิด genetic event อีกหลายขั้นตอนเชน angiogenesis จนชักนํา
ไปสูการเกิดมะเร็งในที่สุด (26) 

สําหรับกลไกโดยตรงเชื่อวาเกิดจากการแทรกตัวของ ไวรัสตับอักเสบบี DNA (HBV DNA 
integration) การ integration ของ HBV DNA ตางจากการ integration ของ retrovirus  เนื่องจากไม
จําเปนตอการ replication ของ HBV แตอยางไร แตทําใหมี genome  ของไวรัสอยูในเซลลตับอยาง
ถาวร และทําใหเกิดการกลายพันธุของ chromosome เซลลตับ เชน deletion และ chromosomal 
translocation  สงผลให cell proliferation  ผิดปกติ เกิด  necrosis หรือ apoptosis ตอไป  HBV DNA 
integration นี้พบกวา 90% ของ tumour cell ของผูปวยตับอักเสบบี เนื่องจากในระยะทายๆ ของโรค
ตับอักเสบ HBV จะไมสามารถ replicat ได แตการ integration ของ HBV DNA ทําให HBV  ยัง
สามารถสรางโปรตีนบางชนิด เชน HBx และ Truncated preS2/S ได (20) 
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รูปที่ 9 รูปภาพแสดงกระบวนการเกิดมะเร็งโดยไวรัสตับอักเสบบีโปรตีนทีสรางจากไวรัสตับ 

อักเสบบีกระตุนการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันและทําใหเซลลตับอักเสบ การแทรกตัว
ของดีเอ็นเอไวรัสเขาไปในเซลลตับกระตุนใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล. (แปลงจาก
เอกสารอาวอิง 26) 

 
นอกจากนี้ยังมีปจจัยอ่ืนๆอีก เชน การกระตุนการทํางานของ host gene เชน growth 

regulatory genes)ม  การกระตุนการตายของเซลล (apoptosis) หรือรบกวนการทํางานของโปรตีน
นาซลล โดยโปรตีนทีสรางจากไวรัสตับอักเสบบี (HBV-encoded proteins) เชน HBx protein,  หรือ
การกลายพันธของไวรัสตับอักเสบบี(20) 
 
โรคมะเร็งตับกับไวรัสตับอักเสบบีเ อ็กซ โปรตีน 

ไวรัสตับอักเสบบี (HBV) X protein (HBx)) ไดรับความสนใจอยางมากเนื่องจากเชื่อวามี
ความเกี่ยวของอยางมากกับการเกิดโรคมะเร็งตับ    

ความสําคัญของไวรัสตับอักเสบบี HBx  ตอวงจรชีวิตของไวรัสตับอักเสบบียังไมเปนที่เขา
ใจมากนัก แตสันนิจฐานวานาจะเกี่ยวกับการกระตุนการสรางดีเอ็นเอ (transcription) เนื่อง จาก X 
ORF อยูที่ปลาย3’ ของ pregenomic RNA ในตําแหนงเดียวกับตําแหนงที่ใชถอดรหัสเปนโปรตีนที่
ใชในการควบคุมการสรางดีเอ็นเอ (transcriptional regulating protein) ของ retroviruses เชน Tat 
โปรตีนของ HIV (20) และจากการศึกษาพบวา HBx จําเปนตอการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
สามารถกระตุนการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล ทําใหสันนิฐานวา HBx 
อาจเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของเซลลตับ ยิ่งไปกวานั้น X ORF จะมีความคลายคลึงกัน 
(conserve) ในกลุม mammalian hepadnavirus ที่มีรายงานถึงการเกิดมะเร็งตับ แตในกลุม avian 
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hepadnavirus ที่ไมพบ X ORF ก็ไมพบการรายงานถึงมะเร็งตับดวย (27) นอกจากนี้ ยังมีรายงานถึง
การเกิดมะเร็งตับใน HBx Trangenic mice อีกดวย (28) 

 

 
 
รูปที่ 10   รูปภาพแสดงผลกระทบของ HBx ตอเซลลตับ (26) 

 
HBx สามารถกระตุนการแสดงออกของยีนโดยการเพิ่มอัตราของการสรางสาย DNA แต

HBx ไมสามารถกระตุนการแสดงออกของยีนโดยการจับกับ DNA โดยตรงได HBx จึงกระตุนการ
แสดงออกของยีนผาน transcription factor เชน RNA polymerase (Pol II), TATA-binding protein 
หรือ ATF/CREB  หรือโปรตีนที่ใชในการสื่อสาร (cytosolic signal transduction pathway) เชน  
Janus family tyrosine kinase (Jak1) Signal transducer and activator of transcript (STAT) และ 
Mitogen activate protein kinase (MAPK) (13,14,15)  ดั้งนั้น HBx จึงมีความสามารถในการจับกับ 
(interact) โปรตีนหลากหลายชนิดทั้ง โปรตีน ในซัยโตพลาสซึม ใน นิวเคลียส  และโปรตีนที่เดิน
ทางระหวางซัยโตพลาสซึมกับนิวเคลียส  (29) 
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รูปที่ 11 รูปภาพแสดงโปรตีนที่สามารถจับกับไวรัสตับอักเสบบี เอ็กซ โปรตีน (HBx)ทั้งโปรตีนที่
อยู ในซัยโตพลาสซึม ในนิวเคลียส และในไมโตคอนเดรีย (29) 

 
HBx ยังไดถูกรายงานถึงความสามารถทั้งการกระตุนการตายของเซลล (apotosis) ผานกระบวนการ
หลากหลายเชน พบวา HBx สามารถทําให Mitochondria ไมสามารถทํางานได เชน ไมสามารถทํา 
electron transport จนทําใหเซลลตายในที่สุด  (30) 

สุดทายนี้ยังพบความสัมพันธกันระหวาง HBx  กับโปรตีน p53 ซ่ึงเปน Tumor suppressor 
gene ซ่ึงมีหนาที่หลากหลายในเซลล การจับกันระหวางHBx กับ p53 ทําให p53 ไมสามารถทํางาน
ได เชน ไมสามารถการควบคุมการตายของเซลล (p53-mediated apoptosis) หรือ ไมสามารถซอม
แซม nucleotide ได (nucleotide excision repair ) (31,32) 
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รูปที่ 12  รูปภาพแสดงการกระตุนการทํางานของ MAP kinase และ  JAK/STAT cellular signalling 
pathways โดย HBx(ดัดแปลงจากเอกสารอางอิง 20) 

 
สายพันธุของไวรัสตับอักเสบบีและความสําคัญทางคลินิก 

 เชื้อไวรัสตับอักเสบบีสามารถจําแนกเปนกลุมยอยๆ หรือ subtypeได 4 subtype 
โดยใชHBsAg คือ adr, adw, ayr, และ ayw  การศึกษารหัสพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแต
ละสายพันธุ ทําใหสามารถจําแนกเชื้อออกตามลักษณะทางพันธุกรรมไดเปน genotype จํานวน 7  
genotype คือ A-G  ซ่ึงระบาดอยางจําเพราะตามภูมิภาคโลกไดแก genotype B และ C พบการระบาด
แถบเอเชียในขณะที่ genotype A และ D จะพบบอยในตะวันตก และอินเดีย genotype E พบในแอฟ
ริกา genotype F พบในอเมริกากลางและใต สวน genotype G เพิ่งพบเมื่อไมนานมานี้ที่ฝร่ังเศสและ
อเมริกาเหนือ โดยแตละ genotype จะมีความแตกตางกันไมถึง 8 % (33,34) จากการศึกษาที่ผานมา
พบวา genotype มีความเกี่ยวของกับความรุนแรงของโรคตับอักเสบ เชน   HBV genotype C มีความ
รุนแรงของการเกิดโรคมากกวา HBV genotype B เนื่องจาก HBV genotype C  สามารถตรวจพบ 
HBeAg นานกวาและมี immune clearance phase ที่นานกวา genotype B สามารถตรวจพบระดับ
ของ HBV DNA มากกวา มีความรุนแรงของการบาดเจ็บของตับมากกวา และมีการตอบสนองการ
รักษาดวย Interferon นัอยกวา genotype B (35,36)   แตอยางไรก็ตามความสัมพันธระหวาง 
genotype ของไวรัสกับการเกิดมะเร็งตับยังไมทราบแนชัด  จากการศึกษาในไตหวันพบวา มักพบ 
genotype C ในผูปวยตับแข็งและมะเร็งตับที่มีอายุมากกวา 50 ป เปนสวนมาก สวน genotype B มัก
พบในผูปวยมะเร็งตับที่มีอายุต่ํากวา 50 ป และกวา 90% ในผูปวยมะเร็งตับที่มีอายุนอยกวา 35 ป สัน
นิฐานวาไวรัสตับอักเสบบีgenotype (genotype) บี (B) นาจะเกี่ยวของกับการเกิดมะเร็งตับในผูปวย
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อายุนอย (37) ในทางตรงกันขามการศึกษาที่ญี่ปุนและจีนแสดงวาไวรัสตับอักเสบบี genotype C  มี
ความเกี่ยวของกับการเกิดโรคมะเร็งตับแตไวรัสตับอักเสบบี genotype B นั้นมีความเกี่ยวของกับการ
เกิดโรคมะเร็งตับนอยกวา (38,39) สําหรับประเทศไทยพบวาการพบ ไวรัสตับอักเสบบี genotype B 
จะเพิ่มขึ้นตามอายุและไมพบในผูปวยมะเร็งตับที่มีอายุนอยกวา 40 ปเลย ในทางตรงกันขามไวรัส
ตับอักเสบบี genotype C มักพบในผูปวยอายุนอย และพบนอยลงตามอายุที่เพิ่มขึ้น (40) 

 

 
 

ตารางที่1  แสดงการกระจายตัวของgenotypeของไวรัสตับอักเสบบีตามภูมิภาคของโลก (41) 
 

 
 
ตารางที่2 แสดงความแตกตางของความรุนแรงของโรคระหวางไวรัสตับอักเสบบี genotype B และ 

C (41) 

นอกจากนี้ genotype ของไวรัสยังมีผลตอการกลายพันธของไวรัสอีกดวย โดยการกลาย
พันธุแบบ missence mutation ที่ nunleotide 1896 จาก G เปน A  หรือ Precore stop codon mutation 
ที่สงผลใหไมสามารถ translation ของ precore protein ได ทําใหไมสามารถตรวจพบ  HBeAg ได 
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การกลายพันธุนี้พบไดบอยใน genotype B, C, และ D ที่พบการระบาดในแถบเมดิเตอรเรเนียน และ 
เอเชีย สวน  genotype A และ F ที่พบการระบาดในแถบยุโรปเหนือและอเมริกาเหนือ พบการกลาย
พันธุนี้นอยมาก ทั้งนี้มาจากชนิดของ nunleotide ที่ 1858 ของแตละ genotype เพราะ nunleotide 2 
ตําแหนงนี้จะจับกันเปน wobble pairing สรางเปน stem loop ในกระบวนการ encapsidation ของ 
pregenomic RNA สําหรับ genotype A และ F  ที่ nunleotide 1858 เปน C การกลายพันธุ G1896A 
จะทําลาย stem loop และความเสถียร ของ pregenomic RNA ทําใหการกลายพันธุไมคอยพบ แต
สําหรับ genotype B, C, และ D ที่ nunleotide 1858 เปน T การกลายพันธุ G1896A นี้ จะเพิ่มความ
เสถียรใหกับ pregenomic RNA การกลายพันธุนี้จึงพบไดบอยในแถบเอเชีย นอกจากนี้ระหวาง 
genotype B และ C ก็ยังพบการรายงานวา genotype B มีการกลายพันธุนี้มากกวา genotype C 
(41,42) 

นอกจากการกลายพันธุ G1896A แลว การกลายพันธุที่ basic core promoter 
A1762T/G1764A ที่สงผลตอการ transcription ของ Precore protein สงผลใหการสราง HBeAg ลด
ลง แตไมมีผลกระทบตอการ replication หรือการสราง HBcAg ของไวรัส การกลายพันธุนี้มีรายงาน
วามีความเกี่ยวของกับภูมิภาคของโลกและ genotype เชนเดียวกับการกลายพันธุ G1896A จะพบ
มากในแถบเอเชีย เชน ญี่ปุนและฮองกง แตพบนอยในอเมริกา  มากไปกวานี้ยังพบวา genotype C มี
การกลายพันธุ A1762T/G1764A มากกวา genotype B แตปจจุบันนี้ยังไมพบเหตุผลที่แนชัดวาทําไม
การกลายพันธุนี้มีความเกี่ยวของกับ genotype B (43) 
 
การกลายพันธุของไวรัสตับอักเสบบีและความสําคัญทางคลินิก 

ไวรัสตับอักเสบบีเปน DNA ไวรัสที่มีอัตราการกลายพันธุสูงกวา DNA ไวรัสชนิดอื่นๆ 
เนื่องจากการเพิ่มจํานวนของไวรัส (viral replication) ตองมีการเปลี่ยน genome จาก DNA เปน 
RNA intermediate กอน แลวจึงมีการสราง DNA ขึ้นใหมจาก RNA intermediate ซ่ึงตองอาศัยกลไก 
reverse transcription โดยใชเอนไซม DNA polymerase (RNA-dependent DNA polymerase) ขั้น
ตอนนี้จะมีโอกาสกลายพันธุสูงเพราะไมมี proof-reading mechanisms ในระหวางการสังเคราะห 
DNA ขึ้นใหม เชื่อวาไวรัสตับอักเสบบีมีอัตราการกลายพันธุสูงกวา DNA ไวรัสอื่นๆ โดยพบวามี
อัตราการกลายพันธุประมาณ 1 nucleotide/10,000 bases/infection year (44)  เนื่องจากโรคไวรัสตับ
อักเสบบี เปนโรคเรื้อรัง ดังนั้นจึงมีรายงานการพบเชื้อไวรัสที่กลายพันธุไดบอย เชื้อไวรัสที่กลาย
พันธุนี้อาจกลายเปนสายพันธุเดน (dominant strains) ไดในที่สุดถาการกลายพันธุดังกลาวเปน
ประโยชนตอเชื้อไวรัสเอง เชน ทําใหเชื้อที่กลายพันธุสามารถหลีกเลี่ยงการทําลายของระบบ
ภูมิคุมกันไดดีกวา หรือเพิ่มจํานวนไดรวดเร็วกวาและมีความทนทานตอยาตานไวรัสไดดีกวา  
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การกลายพันธุทีไดรับความสนใจเปนมากวามีสวนเกี่ยงของกับการเกิดมะเร็งตับไดแก การ 
กลายพันธุบริเวณ Basic core promoter A1762T และ G1764A Kao JH และคณะ ทําการศึกษาการ 
กลายพันธุนี้ในผูปวย genotype B และ genotype C 250 คน พบวาคบไขที่เปนพาหะของ HBV จะมี
ความเสี่ยงในการเปนมะเร็งตับมากขึ้นหากมีการกลายพันธุบริเวณ A1762T และ G1764A (45) 
Fang ZL และคณะทําการศึกษาการกลายพันธุในผูปวยมะเร็งตับ 14 คน เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
พบวาการกลายพันธุที่ตําแหนงนี้พบไดบอยในกลุมผูปวยมะเร็งตับแตพบไดนอยที่กลุมควบคุม (46) 
Takahane K  และคณะทําการศึกษา genome  ของ HBV ของผูปวยมะเร็งตับพบการกลายพันธุนี้ถึง 
85% (47) Baptista M และคณะ พบการกลายพันธุที่ A1762T/G1764A ในผูปวยแอฟริกันที่เปน
มะเร็งตับมากกวากลุมAsyptomatic carrires อยางมีนัยสําคัญ (48) Cho SW และคณะ พบการกลาย
พันธุบริเวณ core promoter นี้สูงในเนื้อเยื่อตับของผูปวยมะเร็งตับสันณิฐานวาอาจเปนสวนหนึ่งที่
ทําใหผูปวย HBV เปนมะเร็งตับ (49) และ Yuen MF ทําการศึกษาแบบ case-control study พบวา
การกลายพันธุที่ตําแหนงนี้มีความเกี่ยวของกับมะเร็งตับ (50)  การกลายพันธุในบริเวณ Basic core 
promotor (BCP)   ซ่ึงอยูในตําแหนง nucleotide ที่ 1742-1849 ทําหนาที่ควบคุมการถอดรหัสของ 
core และ precore RNA โดยที่ core RNA มีความสําคัญตอการเพิ่มจํานวนของไวรัสเนื่องจากเกี่ยว
ของกับการสราง nucleocapsid protein และเอนไซม polymerase    การกลายพันธุในสวนของ BCP 
บริเวณ A1762T และ G1764A ทําใหการทํางานของ precore gene เปล่ียนแปลงไปจากเดิม เชนมี
การสราง   HBeAg   ลดลงกวาปกติ และยังทําใหการ replication ของไวรัสเพิ่มจํานวน (51,52)  

แตอยางไรก็ตามก็ยังมีรายงานที่ขัดแยงกัน  Blackberg J และ Ljunggren พบวาอัตราการ 
กลายพันธุที่ A1762T และ G1764A นี้ไมมีความแตกตางกันระหวางกลุมผูปวยมะเร็งตับกับกลุม
พาหะแตอยางใด (53) 

การกลายพันธุในบริเวณการกลายพันธุในบริเวณ Precore gene ที่พบไดบอยคือการเกิด 
point mutation ที่ตําแหนง nucleotide ที่ 1896 ของ codon ที่ 28 โดยมีการเปลี่ยนจาก G เปน A 
(TGG เปล่ียนเปน TAG) ซ่ึงเปน stop codon ทําใหไมสามารถสราง precore protein ได เปนผลทํา
ใหตรวจไมพบ HBeAg ในเลือด การกลายพันธุชนิดนี้ก็มักพบไดบอยในผูปวยมะเร็งตับ (20)  จาก
การศึกษาในจีนและฮองกงพบการพันธุโดย Zhong S และคณะพบการกลายพันธุนี้ในผูปวยมะเร็ง
ตับ 22.8% แตพบในกลุม chronic carrier เพียง 5.6 % (54) Song  CH และคณะพบการกลายพันธุ
ชนิดนี้ในผูปวยมะเร็งตับทั้ง 3 คนที่ทําการศึกษาแตไมพบในกลุม asymptomatic carrier ทั้ง 3 คน
เลย (55) Cho SW และคณะ นอกจากจะพบการกลายพันธุบริเวณ core promoter นี้สูงในเนื้อเยื่อตับ
ของผูปวยมะเร็งตับแลวยังพบการกลายพันธุ G1896A สูงในเนื้อเยื่อตับของผูปวยมะเร็งตับอีกดวย 
(49) 
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แตอยางไรก็ตามเชื่อวาการกลายพันธุนี้ไมไดกอมะเร็งดวยตัวมันเองแตเปน natural 
selection ที่เกิดขึ้นระหวางที่โรคตับอักเสบเรื้อรังพัฒนาไปเปนมะเร็งตับ (20) 

การกลายพันธุที่พบไดบอยอีกตําแหนงหนึ่งคือ nucleotide ที่ 1899 ของ codon ที่ 29 โดยมี
การเปลี่ยนจาก G เปน A (glycineเปล่ียนเปน aspartic) และสามารถพบการกลายพันธุในบริเวณ 
Precore gene ไดบอยในผูปวยมะเร็งตับเชนกัน (55,56) 

การกลายพันธุในบริเวณ X gene ซ่ึงสราง HBxAg ซ่ึงเชื่อวาทําหนาที่เปน transcriptional 
trans-activator เชื่อวามีความสําคัญในการแบงตัวของเชื้อไวรัส และอาจเกี่ยวของกับการกลไกเกิด
โรคมะเร็งตับ อยางไรก็ตามการเกิดมะเร็งตับโดย HBxAg ยังไมมีขอพิสูจนที่ชัดเจนโดยตรงและไม
ทราบกลไกการออกฤทธิ์ที่แนนอนของโปรตีนนี้ (29) การกลายพันธุในบริเวณนี้พบไดไมบอยนัก 
อยางไรก็ตามมีรายงานการศึกษาที่แสดงวาการกลายพันธุในบางตําแหนงของ X gene ในผูปวยโรค
มะเร็งตับ เชน การเกิด point mutations ที่ codon 130(K130M) และ 131(V131I) หรือตําแหนงเดียว
กับการกลายพันธบริเวณ Basic core promotor (BCP)  ที่ตําแหนง nucleotide ที่ 1762 และ 1764 โดย
เปล่ียนจาก A เปน T และ จาก G เปน A (45-50)  การกลายพันธุที่พบไดบอยในผูปวยมะเร็งตับอีก
ตําแหนงไดแก การกลายพันธุในตําแหนงของ codon31 (S31A) (57) การกลายพันธุหลายตําเหนงใน
บริเวณ B cell epitope region (codon 29-48) และ T cell epitope region (codon 116-127) (58)  การ 
กลายพันธที่บริเวณ NRE (negative regulatory element) ที่นิวคลีโอไทดที่ 1613 จาก G เปน A การ 
กลายพันธที่บริเวณ box α  ที่นิวคลีโอไทดที่ 1643 จาก C เปน T  หรือ การกลายพันธที่บริเวณ BCP  
อีกตําแหนงหนึ่งไดแก นิวคลีโอไทดที่ 1753 จาก T เปน C หรือ A (47) 
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บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

ประชากร 
ผูปวยที่ผานการวินิจฉัยโรควาเปนมะเร็งตับดวยการตรวจเลือด การเอ็กซเรยและการตรวจ

ชิ้นเนื้อตับ คือกลุมศึกษา (Case) ผูปวยที่ผานการวินิจฉัยโรควาเปนตับอักเสบเรื้อรังกลุมอื่นที่ไมเปน
มะเร็งตับดวยการตรวจเลือด การเอ็กซเรยและการตรวจชิ้นเนื้อตับ คือกลุมควบคุม (Control) ผูปวย
ทั้ง 2 กลุมไดรับการตรวจวินิจฉัยที่แผนกผูปวยนอกโรคทางเดินอาหาร รพ. จุฬาลงกรณ 
 เก็บตัวอยาง clotted blood จํานวน 10-15 มล.จากผูปวย ปนแยกซีร่ัมออกแลวแชแข็งเก็บไว
ที่ ลบ700c ที่ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางหนวยปฏิบัติการวิจัยไวรัสตับอักเสบ คณะแพทยศาสตร จุฬา
ลงกรณมหาวิทยาลัย 
 จับคูผูปวยมะเร็งตับกับผูปวยโรคตับอักเสบเรื้อรังกลุมอื่นๆ โดยใหมีอายุใกลเคียงกัน และ
เพศเดียวกันประมาณ 50 คู 

เคร่ืองมือ วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
1. วัสดุและอุปกรณ  
1.1 Micro tube ขนาด 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml  
1.2 PCR tube ขนาด 100 ul  
1.3 Automatic adjustable micropipette 0.2-2 ul, 0.5-10 ul, 5-20 ul, 20-100 ul 0.1-1 

ml (Eppendrof, geramany)   
1.4 Micropipette Tip ขนาด 2 ul, 20 ul 200 ul 1 ml  
1.5 เครื่องแกวขนาดตางๆ 
1.6 Vortex 
1.7 Centrifuge  
1.8 Micro-centrifuge  
1.9 Refrigerator-centrifuge 
1.10 Refrigerator and Freezer 
1.11 Muti-block heater (Lab-Line Instrument Inc., USA) 
1.12 Thermal cycle (GeneAmp PCR System 2400.Perkin-Elmer, Boston) 
1.13 Combs and Electrophoresis chamber set (Bio-Rad, USA) 
1.14 Electrophoresis 
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1.15 Gel Doc 1000 (Bio-Rad, USA) 
1.16 ABIPRISMTM  3100 Genetic Analyser (Perkin Elmer Cetus  Branchburg, New  

Jersey) 
2. สารเคมีในการสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
2.1 Lysis buffer ((Tris-HCL(USB, Hong Kong)), (EDTA (USB, Hong Kong)),( SDS 

( USB, Hong Kong)) 
2.2 Phenol, Chloroform (CH3Cl), (Sigma, Singapore) 
2.3  Isoamyl alcohol (IAA), (Sigma, Singapore) 
2.4 Absolute ethanol (AbEtOH), (Sigma, Singapore) 
2.5 2 M Sodium acetate (NaOAc) (USB Hong Kong) 
2.6  Glycogen 
3. สารเคมีในการทํา PCR 
3.1 Eppendrof MasterMix (2.5X) 
3.2 Primer 
3.3 Molecular grad water 
4. สารเคมีในการทํา gel electrophoresis และการถายภาพ  gel 
4.1 TBE(Tris-base, Boric acid, EDTA)  
4.2 Agarose gel 
4.3  Bromophenol blue  
4.4 100 bp DNA ladder 
4.5 Ethidium bromide 
5.    สารเคมีในการทํา DNA sequencing 
5.1   Perfectprep(R)  Gel Cleanup Eppendorf  
5.2   BigDye terminator Version 3.0 (PE Biosystems,CA 
5.3  TSR 
5.4  Isopropanol 
5.5  Glycogen  

 
 
 
 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

26

 

วิธีการดําเนินการวิจัย 
1.  สกัด DNA (DNA extraction) โดยวิธี Phenol-chloroform extraction 
ผสม 100 µl Serum , 400 µl lysis buffer และ  Proteinase K  10 µl เขาดวยกันแลว 

incubate ที่ 50 c. เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมงจากนั้นเติม phenol 250µlและ CH3Cl:IAA(อัตราสวน 49:1 ) 
250 µl แลวนําไป vortex จนเขากันดีแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 10 นาทีนําสวนใส
ดานบนใสหลอดใหมแลวเติม CH3Cl:IAA (อัตราสวน 49:1 )  500 µl แลวนําไป vortexจนเขากันดี
นําไปปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 10 นาทีอีกครั้งนําสวนใสดานบนใสหลอดใหมแลวเติม 
AbEtOH 800 µl, NaOAc 40 µl และ glycogen 4 µl ผสมใหเขากันแลวนําไป incubate ที่   –70 c. 

นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,500 รอบตอนาที 30 นาทีดูด Ab EtOH แลวลาง pallet ของ DNAและglycogen 
ดวย  70%  Etoh นําไปปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 1-2 นาที จากนั้นดูด 70% EtOH ออก แลว
ทําใหแหง ละลายดวยน้ํากลั่น 30 µl เมื่อตองการใช 

2.  เพิ่มจํานวนสาย DNA โดยวิธี Polymerase Chain reaction (PCR)  
Polymerase Chain reaction (PCR) คือการเพิ่ม DNA ดวย Specific primerในหลอดศึกษา

โดยอาศัยความรอนและเอ็มไซม polymerrase ที่ทนความรอน หลักการในการทํา PCR คือการสราง 
DNA จากตนแบบโดยอาศัยการตอสาย oligonucletide primers 2 เสน ซ่ึงแตละเสนจะ hybridize กับ 
DNA DNA ตนแบบเสนตรงขามที่ถูกแยกออกจากกันดวยความรอน เอ็มไซม polymerrase ที่ทน
ความรอนจะสราง DNA ขึ้นโดยการตอจากปลาย primers ทั้ง 2 เสนตาม DNA ตนแบบจนกระทั้ง
สุดปลาย DNA ตนแบบโดยการสราง DNA จะทําไดทิศทางเดี่ยวคือจาก 5’ ไป 3’ผลที่ไดคือ DNA 
ใหมที่สราง complementary กับ DNA ตนแบบ กระบวนการนี้จะถูกทําเปนรอบๆ ซำๆ กันในที่สุดก็
จะได DNA เพิ่มแบบเปนทวีคูณ (59) 

ในปจจุบันรอบการทํา PCR ที่มักใชกันคือ ขั้นที่ 1. ใชความรอนเพื่อทําใหเกิด DNA สาย
เดี่ยว ใน ปฎิกิริยาจะมี primer, dNTP, PCR buffer และ Taq polymerase โดยทั่วไปใชอุณหภูมิ 93-
95 ๐C ขั้นที่ 2 oligonucleotde จะเขาไป anneal กับ DNA ตนแบบโดยการลดอุณหภูมิลงมาที่ 40-65 
๐C แลวแต primerที่ใช ขั้นที่ 3 คือการตอprimer และสรางสาย DNA ดวย Taq polymerase  
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รูปที่13  แสดงหลักการเพิ่ม DNA สายคูอยางจําเพราะโดยวิธี Polymerase Chain reaction  (60) 
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รูปที่14  แสดงหลักการของอุณหภูมิในแตละขั้นตอนของการทํางาน(ดัดแปลงจากเอกสารอางอิง 
61)  

 
ในการศึกษาครั้งนี้ PCR buffer ที่ใชไดแก Eppendorf(R)  MasterMIX (2.5X) ซ่ึงมีสวน

ประกอบของ Taq DNA polymerase (62.5 U/ml), 125mM KCL, Tris-HCl pH 8.3, 3.75 mM 
Mg(Oac)2 0.25% Igepal(R) –CA630, และ 500 µl ของแตละ dNTP 
 
Primer 

Primer  name ลําดับเบส ตําแหนง ความยาว  Tm  ( ๐C )  
Xi 1 5’AGCTTGTTTTGCTCGCAGC 3’ (1287-1305) 18 58 
Ci1 5’ TTCCGGAGACTCTAAGGCC 3’ (2020-2038) 19 60 

 
ตารางที่3  แสดงชื่อ ตําแหนง ลําดับเบส ความยาวและ Tm๐ ของ Primer 

 
 

93-95 ๐C 

40-65 ๐C 

93-95 ๐C 72 ๐C 
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PCR reaction 
 

สารละลาย ปริมาณ หนวย 
Eppendrof MasterMix 10 µl 
Distilled water 12 µl 
Primer Xi1 0.5 µl 
Primer Ci1 0.5 µl 
DNA Template 2 µl 
Total 25 µl 

 
ตารางที่ 4   แสดงปริมาณสารที่ใชในการทําปฎิริยา PCR เพื่อเพิ่มจํานวน DNA ของไวรัสตับอักเสบ  

บี X gene 
 
PCR cycle 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
ตารางที่ 5 แสดงเวลาและอุณหภูมิของการทําปฎิริยา PCR เพื่อเพิ่มจํานวน DNA ของไวรัสตับ

อักเสบบี X gene และ Precore gene 
 
 

PCR cycle Temp (.C) Time (min) 
Denaturation 94 1.5 
Annealing 54 1.5 
Extension 72 1.5 

1 Cycle  
Denaturation 94 1 
Annealing 54 0.30 
Extension 72. 1 
 35 Cycles  
Post-extension 72. 10 
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3.  ตรวจสอบ PCR โดยการทํา gel electrophoresis 
ดวยการนํา PCR product 10 µl ผสมกับสี bromophenol blue และ 2 % sucroseไปทํา 

submarine gel electrophoresis ใน 1.5%  agarose gel และตองใส DNA ladder marker ชนิด 100 bp 
จากนั้นนํา gel ที่ทํา electrophoresis เสร็จแลวไปแชในสารละลาย ethidium bromide ประมาณ 15 
นาที แลวนํามาเขาเครื่องฉายรังสี UV (Gel DocTM) เพื่อตรวจสอบผลที่ไดตอไป 

4. แยก PCR product จากการทํา gel electrophoresis โดยใช Perfectprep(R)  Gel Cleanup 
Eppendorf ทํา purify DNA ดังขั้นตอนที่อธิบายไวในคูมือการใชงานดังรูปที่ 15.  

 

 
          
รูปที่ 15 แสดงขั้นตอนในการแยกสายดีเอ็นเอออกจาก Agarose gel (62) 
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5  ตรวจสอบการกลายพันธุ (mutation) ของดีเอ็นเอ (DNA) ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  ที่
เพิ่มจํานวนไดดวยการทํา DNA sequencing  

หลักการในการทํา DNA sequencing คลายคลึงกับการทํา PCR แต DNA sequencing จะมี 
ddNTP (dideoxynucleotide) ที่ติดฉลากดวยสี fluorescent 4 สี ตามชนิดของ ddNTP 
(dideoxynucleotide)  ผสมไปกับ dNTP (deoxynucleotide) ที่ใช เนื่องจากการสาย DNA ตองอาศัย
การสรางพันธะ phosphodiester ระหวาง phosphate group ดาน 5’ และ hydroxy group ทางดาน 3’ 
ถาดาน 3’ ขาด hydroxy group การสรางสาย DNA จะไมสามารถดําเนินตอไปได ดั้งนั้นเมื่อเอ็มไซม 
polymerase นํา ddNTP (dideoxynucleotide) มาใชจะทําใหสาย DNA เสนไมสามารถสรางตอไปได
เกิดเปนเสน DNA ขนาดแตกตางกันที่มี fluorescent 4 สี ตางกัน เมื่อนําสาย DNA มาเรียงกันตาม
ความยาวก็จะสามารถอานชนิดของ nucleotide ตามลําดับได (63) 

 

 
 

รูปที่ 16 รูปภาพแสดงความแตกตางระหวาง deoxynucleotide (dNTP) และ dideoxynucleotide 
(ddNTP)  (64) 

 

 
 

รูปที่17 รูปภาพแสดงหลักการการอาน DNA squencing ตามความยาวของสาย DNA (65) 
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DNA sequencing ในการศึกษานี้ใช BigDye Terminator  v.3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Perkin-Elmer, USA) fluorescent ที่ติดอยูกับชิ้นสวน DNA จะถูกอานดวยเครื่อง ABIPRISMTM 
3100 Genetic Analyser (Perkin  Elmer Cetus Branchburg, New Jersey) สัญญาณที่ไดจะถูกสงเขา
คอมพิวเตอรและรวบรวมขอมูลโดย ABI's Data Collection Software จากนั้นแปรขอมูลโดย ABI's 
Analysis software.  

การเก็บรวบรวมขอมูล 
รวบรวมขอมูลทั่วไปที่เกี่ยวของ  เชน  อายุ เพศ  ประวัติเกี่ยวของกับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ  

การวิเคราะหขอมูล 
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ได DNA sequencing ที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่มี

การรายงานไวใน GenBank จาก www.ncbi.nlm.nih.gov โดยใชโปรแกรม BLAST และแกไขนิวคลี
โอไทดบางตําแหนงที่มีอาจปญหาดวยโปรแกรม Chromas 

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับลําดับนิวคลีโอไทดไวใน GenBank อีกครั้งเพื่อ
ตรวจหาการกลายพันธุของ X gene และสราง Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม Clustal X Version 
1.8 จากนั้นจัดรูปแบบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดดวยโปรแกรม Bio edit version 5.0.9 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติทั้งหมดใชโปรแกรม Statistical Program for Social Science 
หรือ SPSS (spss11for window) โดย ตัวแปร Continuous variable ใช Mann-Whiney U test  ตัว
แปร ที่มีการกระจายตัวแบบไมไดสัดสวนใช Chi-sqare X2 test ดวย Yates’ correction และ 
Fishwer’s exact test การคํานวนหาความเกี่ยวของระหวาง factors ตางๆกับการเกิดโรคมะเร็งตับใช  
Odd ratio คาความนาเชื่อถือ  (P value) ใชที่มีคานอยกวาหรือเทากับ 0.5  
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บทที่  4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

ผลการวิเคราะห 

ในการศึกษาครั้งนี้ใชประชากรทั้งหมด 100 คน แบงเปนกลุมผูปวยมะเร็งตับ 50 คน และ
กลุมควบคุม 50 คน กลุมควบคุมนั้นไดมาจากผูปวยที่ติดเชื้อตับอักเสบบีกลุมอื่นๆ ที่ไมเปนมะเร็ง
ตับ และมีเพศเดียวกับกลุมผูปวยมะเร็งตับ และมีอายุใกลเคียงกัน ทั้งนี้เพื่อตัดปจจัย เชน เพศ หรือ 
ระยะเวลาในการติดเชื้อ ทีอาจรบกวนการวิเคราะหขอมูลได พบวากลุมผูปวยมะเร็งตับ และกลุม
ควบคุม กลุมละ  50 คน แบงเปนเพศชาย 44 คน เพศหญิง 6 คน คา Mean ของอายุของผูปวยมะเร็ง
ตับเทากับ 54.20 ป คา Medain เทากับ  54.50 ป (มีชวงอายุตั้งแต 34  ถึง 81)  คา Mean ของอายุของ
กลุมควบคุมเทากับ 50.92  ป คา Medain เทากับ 50.50 ป (มีชวงอายุตั้งแต 37 ถึง 82) เพศและอายุ
ของกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุมมีคาใกลเคียงกัน 

การตรวจพบ HBeAg ก็ใกลเคียงกันในทั้ง 2 กลุม โดยพบวากลุมผูปวยมะเร็งตับมี HBeAg 
positive 16 คน และ มี HBeAg negative 34 คน กลุมควบคุมมี HBeAg positive 18 คน และ มี 
HBeAg negative 32 คน เมื่อเปรียบเทียบ HBeAg ในแตละชวงอายุพบวา การพบ HBeAg negative 
นั้นจะพบเพิ่มขึ้นตามอายุ พบวาในกลุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป กลุมผูปวยมะเร็งตับพบ 
HBeAg negative 14 คน (60.9%)  จาก 23 คน กลุมควบคุมพบ HBeAg negative 11 คน (44.0%)  
จาก 25 คน ในกลุมที่มีอายุ มากกวา 50  ป กลุมผูปวยมะเร็งตับพบ HBeAg negative 20 คน (74.1%)  
จาก 27 คน กลุมควบคุมพบ HBeAg negative 21 คน (84.4%)  จาก 25 คน                 

ผลของการเพิ่มจํานวนสาย DNA โดยวิธี PCR ดวย Primer Xi1 (1287-1305) และ Ci1 
(2020-2038) ที่ครอบคลุมตั้งแต ATG ของ X ORF จนถึงบริเวณ precore geneทําใหได PCR 
Product ประมาณ 751 bps ดังรูปที่ 18  
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นํา PCR Product ที่ผานการแยกออกจาก agarose gel ไปทํา DNA sequcing โดยใช BigDye 

Terminator Cycle Sequencing Kit  เพื่อตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดทําใหไดผล chromatogram 
ดังรูปที่ 19. 
 

รูปที่ 18   ภาพแสดงผลการการทํา  
gel electrophoresis 
Lane ที่ 1 100 ladder marker Lane  
Lane ที่ 2 Positive control Lane  
Lane ที่ 3 Negative control Lane  
Lane ที่ 4-5 Sample 
 

1 2 3 4 5 

1000 bps 

  400 bps 

  600 bps 
  800 bps 

  500 bps 
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รูปที่ 19 แสดงภาพตัวอยางผล chromatogram ของการทํา DNA sequenccce 
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เมื่อไดลําดับนิวคลีโอไทดมาแลว นํามาทํา  Phylogenetic tree  ดวยโปรแกรม Clustal X 
พบวา genotype ที่พบในการศึกษาครั้งนี้เปน genotype B และ C  โดยมีผูปวยมะเร็งตับที่ติดเชื้อ    
ไวรัสตับอักเสบบี genotype B จํานวน 14 คน (28%)  สวนอีกคน 36  (72%)  ติดเชื้อไวรัสตับอัก 
เสบบี genotype C  (รูปที่20) สวนกลุมควบคุมมีผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี    genotype B 12 
คน (24%) และ 38 คน (76%) ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C  (รูปที่21)   กลุมผูปวยมะเร็งตับ
และกลุมควบคุมมีภาวะการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแตละ genotype ไมแตกตางกัน 

เมื่อเปรียบเทียบ genotype ในแตละชวงอายุพบวา การพบ genotype B นั้นจะเพิ่มขึ้นตาม
อายุของผูปวย  พบวาในกลุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 40 ป กลุมผูปวยมะเร็งตับพบ genotype B 
1 คน (14.3%)    กลุมควบคุมพบ genotype B 1 คน (14.3%)  ในกลุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50  
ป กลุมผูปวยมะเร็งตับพบ genotype B 6 คน (26.1%)  กลุมควบคุม genotype B 7 คน (28%) ใน
กลุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 60  ป กลุมผูปวยมะเร็งตับพบ genotype B 8 คน (24.2%) กลุมควบ
คุมพบ genotype B 9 คน (21.4%)   และในกลุมประชากรทั้งหมด กลุมผูปวยมะเร็งตับพบ genotype 
B 14 คน (28%)  genotype C 36 คน (72%) จาก 17 คน กลุมควบคุมพบ genotype B 12 คน (24%) 
(รูปที่22)   

 
 
 

 
รูปที่ 20 แสดงอัตราสวนของ genotype B และ C ในแตละชวงอายุ เปรียบเทียบกันระหวางกลุมผู

ปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม 
 
 
 

<40 <50 <60 All Age 
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รูปที่ 21 แสดงผลการทํา Phylogenetic tree ของกลุมผูปวยมะเร็งตับ 
 

 
 
 

รูปที่ 22  แสดงผลการทํา Phylogenetic tree ของกลุมผูปวยกลุมควบคุม 
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 Case Control P Value 
Number of   50 50  
Sex M:F 44 : 6 44 : 6  
Age mean 54.20 50.98 0.152 
Age medain 54.50 50.50 0.196 
Genotype 
Genotype B 
Genotype C 

 
14 (28%)  
36 (72%) 

 
12 (24%)  
38 (76%) 

 
 
0.820 

HBeAg Status  
Negative 
Positive 

 
34 (68%)  
16 (32%) 

 
32 (64%)  
 18 (36%) 

 
 
0.833 

 
ตารางที่ 6 แสดงจํานวน เพศ อายุ HBeAg และ genotype ของกลุมผูปวยมะเร็งตับ และกลุมควบคุม 
 

และเมื่อเปรียบเทียบ HBeAg ของแตละ genotype พบวา กลุมผูปวยมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัส
ตับอักเสบบี genotype B มี HBeAg positive 4 คน และ  HBeAg negative 10 คน สวนกลุม ผูปวย
มะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C มี HBeAg positive 12 คน และ HBeAg negative 
24 คน  สวนกลุมควบคุม พบวาผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B มี HBeAg positive 3 
คน และ HBeAg negative 9 คน และกลุมผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C มี HBeAg 
positive 15 คน และ มี HBeAg negative  23 คน   
 
การกลายพันธบริเวณ precore gene 

การกลายพันธุที่ hot spot precore stop codon 28 G1896A  ในการศึกษาครั้งนี้พบการกลาย
พันธุนี้ในผูปวยมะเร็งตับมากกวากลุมควบคุม แตไมมีนัยสําคัญทาวสถิติ พบการกลายพันธุที่นิวคลี
โอไทด G1896A ในผูปวยมะเร็งตับ 24 คน (48%) ในกลุมควบคุม 18 คน (36%) (P=0.311)  และไม
วาจะเปรียบเทียบระหวางอายุ หรือ genotype ก็ไมพบการกลายพันธุนี้อยางมีนัยสําคัญทางสถิติแต
อยางใด เชนในกลุมที่มีอายุนอยกวา หรือ เทากับ 50 ป พบวาผูปวยมะเร็งตับมีการกลายพันธุที่ hot 
spot precore stop codon 28 จํานวน 8 คนจาก 23 คน (34.8%) สวนกลุมควบ คุมพบการกลายพันธุนี้ 
6 คนจาก 25 คน (24%) (P=0.615) และเมื่อเปรียบเทียบระหวาง genotype พบผูปวยมะเร็งตับและ
กลุมควบคุมที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B มีการกลายพันธุที่ นิวคลีโอไทด G1896A นี้  9 
คนจาก 14 คน (64.%) และ 10 จาก 12 คน (83.8%) (P=0.391) ตามลําดับ สวน genotype C  มีการ 
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กลายพันธุ นี้ในผูปวบมะเร็งตับ 15 คนจาก 34 คน (  41.7 %) คนและ 9 คน จาก 38 คนของกลุม
ควบคุม (21.1%)   ( P=0.096)  ตามลําดับ  

โดยปกติแลวการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A จะพบไดก็เมื่อนิวคลีโอไทด 1858 
เปน T                (genotype B, C และ D)  เนื่องจากนิวคลีโอไทด 2 ตําแหนงจะตองจับกันเพื่อสราง 
stem loop ของ pregenomic RNA การกลายพันธุจาก G ไปเปนจะทําใหความเสถียรของ 
pregenomic RNA เพิ่มขึ้น แตถานิวคลีโอไทด 1858 เปน C ( genotype A ) แลว การกลายพันธุที่ตํา
แหนงนี้จะทําลาย stem loop ของ pregenomic RNA ดังนั้น การกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A 
จึงไมคอยพบใน genotype A ในการศึกษาครั้งนี้นิวคลีโอไทด 1858 เปน T เปนสวนใหญ โดยกลุม
ควบคุมเปน T ทั้งหมด แตกลุมผูปวยมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B มี 3 คนที่นิว
คลีโอไทด 1858 เปน C 2 คนในนี้ไมมีการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A  แตมี 1 คนที่ นิวคลี
โอไทด G1897 เปล่ียนเปน A  เกิดเปน stop codon TGA ที่ codon 28  

การกลายพันธุที่พบอยางมีนัยสําคัญอีกตําแหนงที่พบในการศึกษาครั้งนี้ ไดแกการกลาย
พันธุที่นิวคลีโอไทด ตําแหนง 1899 เปล่ียนจาก G ไปเปน A ซ่ึงมีผลใหเปล่ียน Gly ที่ codon 29  
ของ precore pretein เปน Asp  พบการกลายพันธุที่ตําแหนงนี้ ในผูปวยมะเร็งตับ 20 คน (40.0%) ใน
กลุมควบคุม 7 คน (14%)  ( P=0.007 OR4.095 95%CI 1.539-10.900)  

 
Mutation Case Control P Value OR.(95% CI) 
G1896A   
(n=50) 

24 (48%) 18 (36%) 0.311 1.641 (0.737-6.355) 

G1896A  Age < = 50 yrs 
(Case n=23, Control n=25) 

18 (34.8%)  6 (24%) 0.615 1.689(0.481-5.933) 

G1896A Genotype B 
(Case n=14, Control n=12) 

9 (64.3%) 10 (83.3%) 0.391 0.360(0.055-2.338) 

G1896A Genotype C 
(Case n=36, Control n=38) 

15 (41.7%) 8 (21.1%) 0.096 2.679(0.963-7.453) 

T1858 
C1858 

47 (94%) 
 3 (6%) 

50 (100%) - - 

G1899A 
(n=50) 

20 (40%) 7 (14%) 0.0007 4.095(1.539-10.900) 

 
ตารางที่ 7 แสดงอัตราสวนการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทดG1896A ของกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุม   

ควบคุม 
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รูปที่ 23 แผนภูมิแสดงอัตราสวนการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A ของกลุมผูปวยมะเร็งตับ
และกลุมควบคุม 

 

 
 
รูปที่ 24 แผนภูมิแสดงอัตราสวนระหวางการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1899A ของกลุมผูปวย

มะเร็งตับและกลุมควบคุม 
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รูปที่ 25  แสดง nucleotide sequence alingment ของ Basal core promoter (นิวคลีโอไทด 1751-

1769) และ บางสวนของ precore  ไดแกบริเวณ ATG   นิวคลีโอไทด 1848, 1858,1896, 
และ 1899 ของ genotype B  
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รูปที่ 26  แสดง nucleotide sequence alingment ของ Basal core promoter (นิวคลีโอไทด 1751-

1769) และ บางสวนของ precore  ไดแกบริเวณ ATG  นิวคลีโอไทด 1848, 1858,1896, 
และ 1899 ของ genotype C ของกลุมผูปวยมะเร็งตับ  
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รูปที่ 27  แสดง nucleotide sequence alingment ของ Basal core promoter (นิวคลีโอไทด 1751-

1769) และ บางสวนของ precore  ไดแกบริเวณ ATG  - นิวคลีโอไทด 1848, 1858,1896, 
และ 1899 ของ genotype C ของกลุมควบคุม  
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การกลายพันธบริเวณ precore gene 
ในการศึกษาครั้งนี้ พบการกลายพันธุที่บริเวณ hot spot core promoter A1762T และ 

G1764A ในผูปวยมะเร็งตับมากกวากลุมควบคุม แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบการกลายพันธุที่ 
basic core promoter นี้ในกลุมผูปวยมะเร็งตับ 40 คน (80%) และในกลุมควบคุม 32 คน (64%)      
(P =0.119)  

แตเมื่อเปรียบเทียบการกลายพันธุที่ทําให HBx protein codon 130 เปล่ียนจาก lysine เปน 
Methionine และ codon 131เปล่ียนจาก Valine เปน Isoluesine นี้ ในผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบ
คุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป พบวาผูปวยมะเร็งตับมีการกลายพันธุมากกวากลุมควบคุมอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบการกลายพันธุนี้ในกลุมผูปวยมะเร็งตับ 19 คนจาก 23  คน      (82.6%) 
สวนกลุมควบคุมมีการกลายพันธุ 12 คนจาก 25 คน  (48%)  ( P=0.028 OR = 5.146 95% CI 1.357-
19.524)  

และเมื่อเปรียบเทียบระหวาง genotype พบการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T และ 
G1764A อยางมีนัยสําคัญทางสถิติใน genotype B โดยพบการกลายพันธุของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
ในกลุมผูปวยมะเร็งตับ 8 คนจาก 14  คน (51 .1%) และ 2 คน จาก 12 คน ( 16.7 %) ในกลุมควบคุม
ตามลําดับ (P=0.050 OR6.667 95%CI 1.047-42.431) สวนเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C ก็พบ
กลายการพันธุนี้ในผูปวยมะเร็งตับมากกวากลุมควบคุม แตไมมีนัยสําคัญทาง  สถิติแตอยางใด โดย
พบการกลายพันธุของเชื้อไวรัสที่ hot spot core promoter 32 คนจาก 36 คน (88.9%) และ 31 คน
จาก 38 คน (81.6%)  (P=0.579) ตามลําดับ  

เมื่อพิจารณา 2 ขอมูลเขาดวยกัน พบวาผูปวยมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype 
B และที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป พบการกลายพันธุของเชื้อไวรัสที่ hot spot core promoter
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดยพบการกลายพันธุของเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบี ในกลุมผูปวยมะเร็งตับ 4  คนจาก 6  คน (66.7%) และ ไมพบในกลุมควบคุมเลย (P=0.021 
OR4.500 95%CI 1.326-15.277) 

การกลายพันธุอีกตําแหนงหนึ่งใน core promoter ที่พบไดบอยในผูปวยมะเร็งตับและผูปวย
ที่เปนตับอักเสบรุนแรง เชน filminant hapatitis และมะเร็งตับ ไดแกการกลายพันธุที่ nucleotide 
1753 จาก T เปล่ียนเปน C หรือ A เปนอีกการกลายพันธุที่พบในการศึกษานี้ แตก็ไมมีนัยสําคัญทาง
สถิติแตอยางไร 
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Mutations Case Control P Value OR.(95% CI) 
A1762T/G1764A  
(n=50) 

40 (80%) 32 (64%) 0.119 2.250 (0.913-5.545) 

A1762T/G1764A  
 Age < or 50 yrs 
(Case n=23, Control n-25) 

19 (82.6%) 12 (48%) 0.028 5.146 (1.357-19.524) 

A1762T/G1764A  
Genotype B 
(Case n-14, Control n=12) 

8 (57.1%)  2 (16.7) 0.050 6.667 (1.047-42.431) 

A1762T/G1764A  
Genotype C 
(Case n=26, Control n=38) 

32 (88.9%) 30 (81.6%) 0.399 2.133 (0.582-7.824) 

A1762T/G1764A  
Genotype B & 
Age < or 50 yrs 
(Case n=6, Control n=7) 

4 (66.7%) 0 (0%) 0.021 4.500 (1.326-15.277) 

T1753C/A 
(n=50) 

19 (38%) 16 (32%) 1.000 1.092 (0.480-2.484) 

 
ตารางที่ 8 แสดงอัตราสวนการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T และ G1764A ของกลุม  ผูปวย 

มะเร็งตับและกลุมควบคุม 
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รูปที่ 28 แผนภูมิแสดงอัตราสวนระหวางการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T G1764A ระหวาง

กลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม 
 

 
จากการที่การกลายพันธุนิวคลีโอไทด G1896A  และ basic core promoter นี้ มีผลตอ 

HBeAg status ดังนั้นจึงทําการเปรียบการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A และ A1762T และ 
G1764A นี้กับ HBeAg และพบวาการกลายพันธุ ที่นิวคลีโอไทด G1896A ที่ทําใหเกิด stop codon ที่ 
codon 28 ซ่ึงทําใหไมสามารถสราง precore protein ไดสงผลใหไมสามารถสราง HBeAg ได มี
จํานวนการกลายพันธุที่ต่ํากวาจํานวนผูปวยทีมี HBeAg negative แตอยางไรก็ตาม ผูปวยทีมี 
HBeAg negative ที่ไมพบการกลายพันธุที่ นิวคลีโอไทด G1896A จะพบกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด 
T1762A และ G1764A (ตารางที่ 9)  นอกจากนี้ยังพบการกลายพันธุที่ start codon ATG เปล่ียนไป
เปน ACT และ TTG อีกดวย  

และเนื่องจากการศึกษาครั้งนี้พบการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด  A1762T และ G1764A 
อยางมีนัยสําคัญในกลุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป และกลุมที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
genotype B ดังนั้นจึงทําการเปรียบการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T/G1764A กับ HBeAg พบ
วาในกลุมที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป มี HBeAg negative 11 (60.9%) คน พบการกลายพันธุที่
นิวคลีโอไทด A1762T และ G1764A 19 (82.6%)  คน ในผูปวยมะเร็งตับ สวนในกลุมควบคุมนั้นมี 
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HBeAg negative 11 (44%) คน มีการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A 6 (24 %)  คน และพบ
การกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T/G1764A 12 (48%)  คน 
 

 Total HBeAg Positive HBeAg Negative 1896 
Wild Type 

G1896A 
Mutation 

BCP 
Wild Type 

BCP 
Mutations 

Case 50 16 (32%) 34 (68%) 26 (52%) 24(48%) 10 (20%) 40 (80%) 
Control 50 18 (36%) 32 (64%) 32 (64%) 18 (36%) 18 (36%) 32(64%) 

 
ตารางที่ 9 แสดงอัตราสวนการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด G1896A และ HBeAg ของกลุมผูปวย

มะเร็งตับและกลุมควบคุม 
 
การกลายพันธุอ่ืนๆ ของ X gene ที่เคยถูกรายงานไวพบไดนอยในการศึกษาครั้งนี้ ยกตัว

อยางเชน การ กลายพันธุที่ NRE ที่นิวคลีโอไทด T1753C/A พบ 19 คนจาก 51 คน (37%)  หรือ
การกลายพันธุที่  C1653T พบ 13 จาก 51 คน  (25%)  การกลายพันธุที่  G1653A พบเพียง 16 คน 
(32%) และไมมีความแตกตางกับกลุมควบคุมแตอยางไร การกลายพันธุตําแหนงอื่นๆ พบไดบาง แต
ไมมีนัยสําคัญทางสถิติแตอยางไร 
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X gene mutation (n=50) Case Control P value 
C13T  4 (8%)  3 (6%) 1.000 
C31T  2 (4%) 0  0.485 
T/G/C88A  8 (16%) 16 (32%) 0.101 
C/T118G   2 (4%) 0 0.485 
T/G/Cnt124A WT : Mu 4 (8%) 0 0.117 
Cnt131T WT : Mu 2(4%) 0 0.485 
Tnt193C WT : Mu 4 (8%) 0 0.117 
Gnt240A  
(G1613A)  

16(32%) 18 (36%) 0.726 

C256T  8(16%) 5(10%) 0.552 
C/A/G259T  4 (8%) 4 (8%) 1.000 
C280T  
(C1653T) 

12 (24%) 9 (18%) 0.623 

T426C 8 (16%) 3 (6%) 0.201 
 
ตารางที่ 10 แสดงอัตราสวนการกลายพันธุบริเวณอื่นๆของ X gene ของกลุมผูปวยมะเร็งตับและ

กลุมควบคุม 
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รูปที่ 29  แสดงการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด 1613 บริเวณ NRE และ นิวคลีโอไทด 1653 บริเวณ 

Box-α ของ เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B ของกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม 
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รูปที่ 30 แสดงการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด 1613 บริเวณ NRE ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  

genotype C ของกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม 
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รูปที่ 31  แสดงการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด บริเวณ Box-α ของ เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C 

ของกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม 
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นอกจากนี้ยังสามารถพบการกลายพันธุแบบอื่นๆ เชน insertion mutation (Case02 
5’TGCATAAGAGGACTCTTGGACTTT3’ ที่นิวคลีโอไทด 1674 ซ่ึงทําใหเกิด franshift mutation 
เพิ่มขึ้นของ amino acid 8 ตัว (LHKRTLGL เร่ิมที่ amino acid ที่ 100 )  ทําใหสราง HBx ขนาด 162  
amino acid หรือ deletion mutation  (Case01 2 bps deletion ที่นิวคลีโอไทด 1721-1722) ทําใหสราง 
HBx ขนาดสั้นลงเหลือเพียง 151 amino acid 

 

 
 

รูปที่ 32 แสดงการกลายพันธุที่ X gene  เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B ของกลุมผูปวยมะเร็งตับ
และกลุมควบคุมที่พบในการศึกษาครั้งนี้ 
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รูปที่ 33 แสดงการกลายพันธุที่ X gene (ตอ) เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B ของกลุมผูปวย

มะเร็งตับและกลุมควบคุมที่พบในการศึกษาครั้งนี้ 
 

THCu50c 
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รูปที่ 34 แสดงการกลายพันธุที่ X gene  เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C ของกลุมผูปวยมะเร็งตับ
ที่พบในการศึกษาครั้งนี้ 

 
 
 
 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

55

 

 
 

รูปที่ 35 แสดงการกลายพันธุที่ X gene  (ตอ) เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C ของกลุมผูปวย
มะเร็งตับที่พบในการศึกษาครั้งนี้ 
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รูปที่ 36 แสดงการกลายพันธุที่ X gene  เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C ของกลุมควบคุมที่พบใน
การศึกษาครั้งนี้ 
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รูปที่ 37 แสดงการกลายพันธุที่ X gene (ตอ) เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype C ของกลุมควบคุมที่
พบในการศึกษาครั้งนี้ 
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บทที่  5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 
การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาเพื่อหาความชุกของการกลายพันธุบริเวณ X gene และ 

precore gene ของผูปวยไทยเปนมะเร็งตับเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมเปนมะเร็งตับที่ไดรับการ
จับคูเพศและอายุกับผูปวยแลว ดวยวีธี PCR โดย primer ที่จําเพาะตั้งแตนิวคลีโอไทด 1287-2038 
และ DNA sequencing  พบวา genotype B และ C เปน genotype หลักที่พบในการศึกษาครั้งนี้โดย
พบจํานวนใกลเคียงระหวางกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม การกลายพันธุที่ basic core 
promoter/ X gene enhancerII ที่นิวคลีโอไทดตําแหนง A1762T และ G1764A และ precore stop 
codon 28 mutation G1896A ในกลุมผูปวยมะเร็งตับมีมากกวากลุมควบคุมแตไมมีนัยสําคัญทาง
สถิติ แตเมื่อพิจารณาในกลุมผูปวยที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป พบการกลายพันธุที่นิวคลีโอ
ไทดตําแหนง A1762T และ G1764A อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และยังพบการกลายพันธุที่ตําแหนง
นี้ใน genotype B อยางมีนัยสําคัญอีกดวย และพบการกลายพันธุที่ตําแหนงนี้อยางมีนัยสําคัญในผู
ปวยที่ติดเชื้อตับอักเสบบี genotype B ที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป อีกดวย นอกจากการกลาย
พันธุที่ 2 ตําแหนงนี้แลว ยังพบการ กลายพันธุที่นิวคลีโอไทดตําแหนง G1899A อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติอีกดวย การกลายพันธุที่ ตําแหนงอื่นของ X gene พบนอย แตก็ยังพบการกลายพันธุแบบ 
insertion และ deletion ในการศึกษาครั้งนี้ 

อภิปรายผลการวิจัย 
ไวรัสตับอักเสบบี เปนเชื้อไวรัสที่เปนสาเหตุสําคัญของโรคตับอักเสบชนิดเรื้อรัง ซ่ึงอาจมี

การดําเนินของโรคตอไปเปนตับแข็ง และมะเร็งตับตอไป ปจจุบันมีประชากรทั่วโลกมากกวา 300 
ลานคนที่ติดเชื้อ    ไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง  และในแตละปมีผูเสียชีวิตเนื่องจากโรคตับแข็งและ
มะเร็งตับจาก    การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีไมนอยกวา1 ลานคน (1) 

การกลายพันธุของไวรัสตับอักเสบบีที่ตําแหนงนิวคลีโอไทด A1762T และ G1764A ( 
Basic core promoter) เปนสิ่งที่พบไดบอยในไวรัสตับอักเสบบี  และมักพบการรายงานถึงการกลาย
พันธุนี้ในผูปวยมะเร็งตับ จากผลการศึกษาครั้งนี้พบการกลายพันธุที่ตําแหนงนี้ อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติในผูปวยมะเร็งตับที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป ( P=0.028 OR 5.146 95%CI 1.357-19.524  
) และพบการกลายพันธุที่ตําแหนงนี้อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในผูปวยมะเร็งตับทีติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบี genotype B  ( P=0.05 OR 6.667 95%CI 1.047-42.431) แตไมพบใน genotype C  ( 
P=0.683 ) คลายคลึงกับการศึกษาของ  Yuen MF และคณะ  ที่พบวาการกลายพันธุที่ basic core 
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promoter นี้ เปนเพียงปจจัยเดียวที่มีความเกี่ยวของกับการเกิดมะเร็งตับ จาก 3 ปจจัยที่ทําการตรวจ
สอบไดแก  genotype  การกลายพันธุที่ basic core promoter และการกลายพันธุที่ precore stop 
codon และพบการกลายพันธุนี้อยางมีนัยสําคัญใน genotype B แตไมพบใน genotype C (50)   

รายงานกอนหนานี้เสนอวาผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี gentype Cมีความเสี่ยงในการ
เกิดโรคมะเร็งตับมากกวาผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B และผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบีที่มีการกลายพันธุที่ตําแหนง A1762T และ G1764A มี        ความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็ง
ตับมากกวา ผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีที่ไมมีการกลายพันธุที่ ตําแหนงนี้ แตจากการที่มีราย
งานวา genotype ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี มีความเกี่ยวของกับอัตราการเกิดการกลายพันธุ และไว
รัสตับอักเสบบี genotype C ก็มีอัตราการเกิดการกลายพันธุที่ core promoter มากกวา genotype B 
(41)  เปนไปไดวาปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกิดมะเร็งตับนั้น คือ การกลายพันธุที่ตําแหนงนิวคลีโอ
ไทด A1762T และ G1764A ( basic core promoter) ไมใช genotype C 

นอกจากนี้ Kao J.H และ คณะ (45) ยังพบวาความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งตับในผูปวยที่ติด
เชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B และ genotype C จะสูงขึ้น ถามีการกลายพันธุของไวรัสตับ
อักเสบบีที่ตําแหนงนิวคลีโอไทด A1762T และ G1764A นอกจากนี้ Kuang SY และคณะ ได ทําการ
ศึกษาติดตามรหัสพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีของผูปวยเปนเวลานานติดตอกัน พบวาการก
ลายพันธุที่ตําแหนง A1762T  และ G1764A ที่พบไดในผูปวยที่ยังไมพบอาการของมะเร็งตับ 
สามารถใชเปน bio maker ในการทํานายการเกิดโรคมะเร็งตับได และมีความจําเพาะตอการเกิด
มะเร็งตับมากกวา bio maker ที่พบหรือใชปจจุบันเชน alpha-feto protein, p16, p15 หรือ GSTP1 
promoter เปนตน (66) 
 จากการศึกษาในประเทศไทยพบวา ไวรัสตับอักเสบบี genotype C มีความรุนแรงมากกวา 
genotype B และมักพบในผูปวยมะเร็งตับตั้งแตอายุยังนอย สวนการพบ genotype B ในผูปวยมะเร็ง
ตับนั้นจะพบเพิ่มขึ้นตามอายุและมักไมพบในผูปวยที่มีอายุนอย (40) ดังนั้นการกลายพันธุที่
ตําแหนง A1762T  และ G1764A อาจเปนปจจัยที่เพิ่มความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งตับใหแกผูปวยที่
ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี genotype B และมีอายุนอยกวาหรือเทากับ 50 ป 

ถึงแมวาการชักนําการเกิดมะเร็งตับ โดยการกลายพันธุที่ basic core promoter ยังไมแนชัด 
แตก็มีรายงานวาการกลายพันธุที่ basic core promoter สามารถเพิ่มจํานวนการ replication ของไวรัส
ได โดยมีอยางนอย 2 แนวคิดที่อธิบายความสามารถนี้ แนวคิดที่ 1. คือการกลายพันธุที่ A1762T  
และ G1764A ชักนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางระดับ secondary structure ของ      
pregenomic RNA ของไวรัส มีผลให stem loop บริเวณ DRI ของ pregenomic RNA เปล่ียนแปลง
ไป สงผลใหลําดับนิวคลีโอไทดที่มีไวให  primer ของ minus stand RNA มาจับในขั้นตอนสราง 
DNA เปนอิสระมากขึ้น ลดการใชพลังงานในการเคลื่อนไหวของโมเลกุล เพิ่มจํานวนนิวคลีโอไทด
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สําหรับ primer ของ minus stand RNA มาจับใหมากขึ้น จาก (5’-UUC-3’) เปน (5’-UUCA-3’)     
สงผลใหสามารถเพิ่มจํานวน viral replication ได (67) 

 
 

 
 

 
 
 
รูปที่ 38 แสดงโครงสรางที่เปล่ียนไปบริเวณ DRI ของ secondary structure ของ  pregenomic RNA 

ของไวรัสตับอักเสบบีที่มีการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T และ G1764A  (a.)  Wild- 
type (b.)  A1762T G1764A motation (67) 
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แนวคิด 2. คือการกลายพันธุที่ A1762T  และ G1764A ชักนําใหเกิดการสราง pregenomic 
RNA ของไวรัสมากขึ้น เพราะการกลายพันธุที่ basic core promoter   ทําใหลําดับนิวคลีโอไทดทีมี
ลักษณะเปน nuclear receptor binding site หายไป และเกิด hepatocyte nuclear factor I binding   
site ขึ้นมาแทนที่  Hepatocyte nuclear factor I (HNF-I) เปน transcription factor ที่ควบคุมการแสดง
ออกของ gene หลายชนิดในตับและทางเดินอาหาร การเกิด hepatocyte nuclear factor I binding site 
ที่ basic core promoter ทําใหมีการสราง core RNA มากขึ้น และเนื่องจาก core RNA นี้นอกจากจะมี
หนาที่สราง core protein หรือ nucleocapsid protein แลวยังสราง DNA polymerase และทําหนาที่
เปน pre-genomic RNA  อีกดวย ดังนั้น core RNA ที่มากขึ้น ทําใหมีการสราง  core protein, DNA 
polymerase, และ pre-genomic RNA มากขึ้น สงผลใหสามารถเพิ่มการ replication ของไวรัสได 
โดยการเพิ่ม RNA packaging แตการกลายพันธุที่ A1762T  และ G1764A จะการลดการสราง pre-
core RNA  และลด HBeAg  ของไวรัสดวย สัณนิฐานวาเนื่องจากการ transcription ของ core RNA 
และ precore RNA ควบคุมโดย promoter  ตางชนิดกัน 2 promoter แตซอนทับกันอยูในบริเวณใกล
เคียงกัน  (68) 
 

 
 

ที่ 39 แสดงการเกิด hepatocyte nuclear factor binding site จากการกลายพันธุที่ core promoter 
และผลตอการ replication (ดัดแปลงจากเอกสารอาวอิง 68) 

 
 
 
 

              BCP Mutation 
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รูปที่ 40 การเกิด hepatocyte nuclear factor binding site จากการกลายพันธุที่ core promoter จะสง

ผลใหมีการ replication ขึ้น (ดัดแปลงจากเอกสารอาวอิง 68) 
 

การกลายพันธุที่ basic core promoter ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ HBx ที่
ตําแหนง K130M และ V131I  การเปลี่ยงแปลงของ HBx นี้ยังสงผลตอ HNF I อีกดวย โดยปกติแลว 
HBx wildtype ก็สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของ HNF I โดยการเพิ่มความสามารถในการ
จับกับ DNA  ของ HNF I แตเมื่อมีการกลายพันธุของ HBx ที่ K130M และ V131I  แลวความ
สามารถในการเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของ HNF I จะเพิ่มขึ้น โดยพบวาใช mutant HBx ใน
ปริมาณที่นอยกวา HBx wildtype กลับทําให HNF I มีประเพิ่มขึ้นมากกวา HBx wildtype (69) 

สําหรับการกลายพันธุที่ตําแหนง  G1896A นั้น ในการศึกษาครั้งนี้ไมพบความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมผูปวยมะเร็งตับและกลุมควบคุม  อยางไรก็ตามการ ยังพบการกลาย
พันธุนี้ใน genotype B (63.8% ในผูปวย และ 83.8% ในกลุมควบคุม) มากกวา genotype C (38.2% 
ในผูปวย และ 20.5 %ในกลุมควบคุม) ตามที่มีรายงานกอนหนานี้ และมีแนวโนมในการพบการ
กลายนี้ในกลุมผูปวยมะเร็งตับมากกวากลุมควบคุม (47.1% ในผูปวย  ตอ 35.3%ในกลุมควบคุม) แต
การที่กลุมควบคุมของการศึกษานี้มีทั้งกลุมตับแข็งและกลุมติดเชื้อเรื้อรัง ที่มีการรายงานถึงการพบ
การกลายพันธุที่ตําแหนง  G1896A อยูบอยๆ อาจเปนสาเหตุที่ทําใหไมมีความแตกตางอยางมีนัย
สําคัญของการกลายพันธุที่ตําแหนง G1896A นี้ระหวางกลุมผูปวยมะเร็งตับ และกลุมควบคุม 
(70,71) นอกจากนี้ยังมีรายงานการวิจัยวาการกลายพันธที่นิวคลีโอไทด  G1896A นั้นเปนเพียง 
natural selection ระหวางการเกิดมะเร็งตับอีกดวย (20)  อยางไรก็ตามความสําคัญทางคลีนิคกับ

 

X BCP
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การกลายพันธุที่ตําแหนง  G1896A  ยังเปนที่ถกเถียงกันอยู เชื่อวาการเกิดการกลายพันธุนี้ทําให
ความเสถียรระหวางนิวคลีโอไทด (nucleotide) 1896 กับ 1858 เสียไป สงผลกระทบตอการสรางไว
รัส (viral replication) และความรุนแรงของโรคตับอักเสบ (72) นอกจากนี้มีรายงานการเกิด precore 
mutations ในผูปวยที่มีตับอักเสบที่รุนแรง เชนภาวะตับวายอยางเฉียบพลัน (acute fuminant 
hepatitis) และตับอักเสบเรื้อรังที่รุนแรง (chronic active hepatitis) (72,73)  หรือผูปวยมะเร็งตับ โดย
มีแนวคิดวาการที่ไมมี HBeAg ซ่ึงเชื่อวาเปน immune tolerogen ในเลือด อาจทําใหโรคตับมีความ
รุนแรงมากขึ้น อยางไรก็ตามการกลายพันธุดังกลาวนี้ยังพบไดในกลุมที่มีการดําเนินของโรคไมรุน
แรง เชนพบในผูปวยที่เปนพาหะหรือผูปวยที่มีตับอักเสบไมรุนแรง (mild hepatitis) (74,75,76) 
นอกจากนี้ยังมีขอมูลบงชี้วาโรคตับอักเสบเรื้อรังที่รุนแรงมักเกี่ยวของกับการกลายพันธุในหลายๆ
ตําแหนงรวมกันเชน precore mutations รวมกับ core mutations (77) ดังนั้นความสัมพันธระหวาง 
precore mutations และความรุนแรงของโรคตับจึงยังไมชัดเจน อยางไรก็ตามการศึกษาสวนใหญพบ
วาผูปวยตับอักเสบเรื้อรังที่มี precore mutations มักไมคอยตอบสนองตอการรักษาดวย interferon 
และมีโอกาสเกิดการกําเริบ (relapse) ของโรคสูงภายหลังจากหยุดการรักษาแลว (78,79) 

การกลายพันธุที่มักพบควบคูไปกับการกลายพันธุ G1896A คือการกลายพันธุที่นิวคลีโอ
ไทดตําแหนง 1899 เปล่ียนจาก G ไปเปน A ซ่ึงมีผลใหเปล่ียน Gly ที่ตําแหนงโปรตีน (codon)  ที่  
29 ของ precore pretein เปน Asp เปนอีกหนึ่งการกลายพันธุที่พบในผูปวยที่เปนมะเร็งตับ ใน     
การศึกษาครั้งนี้ จากรายงานการวิจัยที่ผานมา พบวาการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทดตําแหนง G1899A 
มีผลให  pre-genomic RNA มีความเสถียรมากขึ้น แตไมมีผลตอการเพิ่มการ replication ของไวรัส
แตอยางได (80,81) ความสามารถอื่นๆของการกลายพันธุนี้ก็ยังไมปรากฏผลแนชัด 

สําหรับการกลายพันธุของ X gene ที่พบนอยมากในการศึกษานี้อาจมาจาก 2 สาเหตุที่แตก
ตางกันไปคือ สาเหตุที่ 1. คือ การศึกษาครั้งนี้เปนการทําจาก serum ซ่ึง Tu H และ คณะ (82) ไดทํา
การเพิ่มจํานวนไวรัสตับอักเสบบี X gene ใน serum ในชิ้นเนื้อตับที่ไมเปนมะเร็ง ( nontumor tissue) 
และ ในชิ้นเนื้อตับที่เปนมะเร็ง (tumor tissue) พบวา DNA sequence ที่ไดจาก ช้ินเนื้อตับที่ไมเปน
มะเร็ง กับใน serum  แถบไมมีความแตกตางหรือไมแตกตางกันเลย นอกจากนี้ยังไมพบการ กลาย
พันธุแบบที่ตองการจาก DNA sequence ที่ไดจากชิ้นเนื้อตับที่ไมเปนมะเร็ง กับใน serum      อีกดวย 
เปนไปไดวาการกลายพันธุของ X gene นั้นนาจะพบในชิ้นเนื้อตับที่เปนมะเร็ง  มากกวา   ใน  serum 
หรือ สาเหตุที่ 2.ไวรัสตับอักเสบบี X gene มีอัตราการกลายพันธุที่ตําแหนงอื่นนอย เพราะถึงจะมี
รายงานการวิจัยที่รายงานถึงการกลายพันธุที่ตําแหนงตางๆของ X gene แตก็มีรายงานการวิจัย
จํานวนไมนอยที่พบแตการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T และ G1764A ใน X gene (83)หรือ
ไมพบการกลายพันธุใน X gene (84)  
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เนื่องจาก core promoter นี้ซอนทับกับ Enhancer II ของ X gene   ซ่ึงจําเปนตอการ 
replication ของไวรัส การกลายพันธุทีนิวคลีโอไทด A1762T และ G1794A จึงทําให amino acid 
ของ HBx ที่ codon K130M และ V131I เปล่ียนไป ทําให secondary structure ของ HBx เปล่ียนไป
ดวย เนื่องจาก Lysine เปน charged amino acid แต methionine นั้นเปน hydrophobic amino acid 
(48) การเปลี่ยนไปนี้นาจะสงผลตอคุณสมบัติ  transactvation อาจเปนอีกหนึ่งสาเหตุที่ทําใหเพิ่ม
ความเสี่ยงในเกิดมะเร็งตับ (hepatocarcinogenesis) ของไวรัสตับอักเสบบี นอกจากนี้ region ทีเชื่อ
วาสําคัญตอกระบวนการ transcription activation ของ HBx ก็อยูที่ amino acid ที่ 50-70 และ amino 
acid ที่ 110-140  (85,86) ดังนั้นการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่บริเวณนี้จึงนาจะสงผลตอคุณสมบัติ  
transcription activation ของ HBx ดวย  

โรคมะเร็งตับ (HCC) เปนโรคที่ใชเวลากอโรคยาวนานมีขั้นตอนหลากหลายและยังมีปจจัย
เสี่ยง ( environmental risk factor) อ่ืนๆที่ทั้งเปนปจจัยหลักและปจจัยเสริมของเชื้อไวรัสตับอักเสบ
ตอการเกิดโรคมะเร็งตับเชน Afla toxin B1 (AFB1) การสูบบุหร่ี การดื่มจัด หรือ โรคทางพันธุกรรม
เชน Hemochromatasis, Willson disease, Porphyria1(19)  การกลายพันธุของไวรัสตับอักเสบจึงนา
จะเปนอีกหนึ่งปจจัยที่นาจะชวยเรงการเกิดมะเร็งตับใหเกิดเร็วขึ้น  
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ขอเสนอแนะ 
 การศึกษานี้ยังคงตองการขอมูลที่มีมากขึ้นในดาน Biologocal impact  ของ HBx ระหวาง 
genotype เนื่องจากอาจเปนสาเหตุของ clinical outcome ตางกันระหวาง genotype จากศึกษา พบวา 
HBx  ระหวาง genotype B และ C มีแตกตางกันถึง 16 amino acid และสงผลใหคุณสมบัติในการ 
transactvation และ anti-proliferation ตางกันไปดวย (87) ดังนั้นการหา function domain ตางๆ และ
ความแตกตางของ function domain ระหวาง genotype B และ C จึงเปนสิ่งที่นาทําการศึกษาตอไป
 นอกจากนี้จากการที่การกลายพันธุทีนิวคลีโอไทด A1762T และ G1794A ทําให amino 
acid ของ HBx ที่ codon K130M และ V131I เปล่ียนไป การเปลี่ยนไปนี้นาจะสงผลตอคุณสมบัติ  
transactvation (88) เนื่องจากเชื่อวา region ที่สําคัญตอกระบวนการ transcription activation ของ 
HBx อยูที่ amino acid ที่ 50-70 และ amino acid ที่ 110-140 ดังนั้นการศึกษาถึงการเปลี่ยนไปของ 
function domain จาก HBx  K130M และ V131I mutant type และผลที่ตามมา จึงเปนสิ่งที่นาทําการ
ศึกษาตอไป 
 การศึกษาเหลานี้ตองการศึกษาทางดานอณูชีววิทยาวิทยาที่ลึกซึ้ง กลาวเปนขั้นตอนคือ 1. 
คัดเลือกลักษณะนิวคลีโอไทดที่สนใจ ในที่นี้คือการกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด A1762T และ 
G1794A แลวเพิ่มจํานวนดวย PCR  โดย primer ที่จําเพาะ 2. Insert ช้ิน DNA ที่ตองการนี้ลงใน 
expression plasmid 3.นําไปเพิ่มจํานวนและสรางโปรตีนใน mamalian cell line เชน HepG2 cell     
4.แยกโปรตีนทีไดมาทําการศึกษาตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

แสดงลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการศึกษษฃาครั้งนี้ และทั้งหมดจะนํา submit เขา 
GenBank (www.ncbi.nim.nlm.gov) ตอไป 
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>THCu01 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACddT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTAGGGGAGGAGGTTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu02 
     
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTTGCATAAGAGGACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACC
TTGAGGCATACTTCAAAGACTGTGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGG
TCAGGTTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCCG
CACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAG
CCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTAGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAAT
TTGGAG 
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>THCu03 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTACGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGAAATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu04 
  
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACAGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCCTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu05 
     
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGACTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu07 
        
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGACGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCTAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGATTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu08 
     
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTAAT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTGGGGCATGGACATCGACCCGGATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACT
CTCTTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCGATTCGAGATCTCCTCGACACCGCCTCTG
CTATG 
 
>THCu09 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGCTTGGGACTCTACCGT
CCGCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGGCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGACGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
TGCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGCCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAAG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCGTACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu10 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTACGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAAGTATTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCGTACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu11 
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTTCCGACCGACCACGGGGCGTACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTACCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu12 
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGAACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu13 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAGGACTGGGAGGAGTTGGGGGATGAGACTAGGTTAATGATTTATGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGTACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu14 
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGTCTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGAGTGG
CTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGC 
 
>THCu15 
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGCTTGGGACTTTACCGT
CCTCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAGGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGTTCAGGTTAATGACCTTTGTATTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGACATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu16 
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGACTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGAACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu17    
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTCTGGGGCTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAATGATTTTTGTACTAG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu18 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTACATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu19 
   
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCAGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATTTTTGTATTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCCACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu20 
    
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCAGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGAGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu21 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCAGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCAGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAACAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu22 
 
ATGGCTGCTCGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCCGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCGCGGGGACGTTTGGGTCTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTACCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACACCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu23 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu24 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGCTTGGGACTCTACCGT
CCGCTTCTCCGTCTGCTGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGACCACTGGGACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
AACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATGGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTC
TGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGT
GGCTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu25 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGACGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu26 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu27 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGGCTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGAATCGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGACATGGACATTGACCCATATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu28 
 
ATGGCTGCTCGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCACCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
GCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGAACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu29 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGCCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCAACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAAGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTACGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CAGAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu30 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTACGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGTACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TCTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTAG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCGGTACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGC 
 
>THCu31 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGGCTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu32 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu33 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGAGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu34 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCACGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu35 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCCCTGGAGCCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGA
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTAACGAGTGGGAGGAATTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCTTGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGC 
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>THCu36 
 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCCAACTGGATTCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCCCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCACCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTATTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTACT
AGGAGGCTGCAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTC
TGCCTAATCATCTCCTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGT
GGCTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu37 
 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCACCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCGTGGAAACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTATTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCCTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu38 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGTCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTAGGGGAGGAGGTTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACT
CTCTTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCC 
 
>THCu39 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTACGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGTACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TCTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTAG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCGGTACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu40 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu41 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAGGACTGGGAGGAGTTGGGGGATGAGACTAGGTTAATGATTTATGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAATACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu42 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGACTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAG 
 
>THCu43 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGACTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGAGAACGCCTGACAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAATAAGA
ATCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu44 
 
ATGGCTGCTCGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGTACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu45 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTACGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCTGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu46 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGCTTAGATTAATGATCTATGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCCACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCACTATAAA 
GAATTTGGAG 
 
>THCu47 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTACAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGCTTAGATTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCTCACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGAGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
 
 
 
 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

99

 

 
>THCu48 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTACCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTT
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAAGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
  
>THCu49 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCT 
ACGTCCCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCT
ACCGTCCCCTTCTTCGACTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGC
GGTCTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGC
ACGTCGCATGGAGACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAA
GAGGACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGA
CTGTGTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGT
ACTGGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACC
TCTGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGG
GTGGCTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu50  
 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCCAACTGGATTCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCACCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAAAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTATTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTACT
AGGAGGCTGCAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTC
TGCCTAATCATCTCCTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGT
GGCTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu51 
 
ATTCTGTCGTGCTCTCCCGCAAGTATACATCATTTCCATGGCTGCTAG 
GTTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTCCCGTCGGCGCT
GAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGCCCGCTTCTCCG
CCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTG
CCTTCTCACCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAAAC
CACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAGAGGACTCTTGGACT
TTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTGTGTTTACTGA
GTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTACTAGGAGGCTGTAG
GCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCT
CCTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTAGAGACA
TGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTAATCTCTTTTTTGCC
TTCTGACTTTTTTCCTTCTATTCGAGATCTCCTCGACACCGCCACTGCTTTGTATCGGG
AGGCCTTAGAG 
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>THCu01c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGCCTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCGTACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu02c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGTCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu03c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTGCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCTAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu04c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGCTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGACCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
AACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATGGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTC
TGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGT
GGCTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu05c 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACGGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGGTTAGGTTAATGATCTTTGTAAT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu06c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGCTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu07c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTATGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu08c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTT
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu09c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGGCCGACCACGGGGCGTACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTACCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu10c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGCCTCTATCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACTCT
CTTTTTTGCCTTCTGAATTCTTTCCGTCTATTCGGGATCTCCTCGACACCGCCTCTGCT
CTGTATCGGGAGGCCTTGGAAGCTCC 
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>THCu11c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGATGAGACTAGATTAATGATTTATGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACTCT
CTTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCTATTCGTGATCTCCTCGACACCGCCTCTGCTC
TGTATCGGGAGGCCTTAGAGTCTCCGGAACATT 
 
>THCu12c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGAGGCCGTTTGGGAATCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCTGCCAAGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGATGATACTCGGTTAATGATTTATGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu13c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTT
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACCAGGTTAATGATCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu14c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGGCTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAG 
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>THCu15c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGAGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGGCTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGTACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACCAGGCCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCGTACTTCAAAGACTGT
GTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu16c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAGGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACACCTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu17c 
 
ATGGATGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGACGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGTCTGCCGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTACATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTATT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu18c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu19c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGCTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCGCCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu20c 
 
ATGGCTGCTAGGGTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGCCTCTACCGT
CCACTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAACAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu21c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGGTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACCGTAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu22c 
 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCACTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAACAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTAAAAACTGGGAGGAGTTGTGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
AGAGACTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACACCTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu23c 
 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCCAACTGGATCCTACGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGTCTGCCGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGAATGGAGACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTACATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTATT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu24c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTCCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAAAGGTCTTTGTACTGG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu25c 
 
ATGGCTGCTAGGGTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTCGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu26c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGGCCGACCACGGGGCGTACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTACCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu27c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu28c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTCGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAGGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu29c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGACGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACTCT
CTTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCGTCTATTCGGGATCTCCTCGACACCGCCTCAGCT
CTGTATCGAGAGGCCTTAGAGTCTCCGGAACATTGT 
 
>THCu30c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGTCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTCGGTTAATGATTTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGA
CTTTGGGGAATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu31c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGATGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTACCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTGAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu32c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGGCCGACCACGGGGCGTACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTACCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACTGGAACCTGCCCAAGGTCTTGTATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
 
 
 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

117

 

 
 
>THCu33c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAAGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTCGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAGGACTGGGAGGAGTCGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGAACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAC 
 
>THCu34c 
 
ATGGCTGCTCGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGATTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu35c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTGTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CACATGGAGACCACCGTGAACGCCCTCGAGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGG
ACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGTTGAGGTTAAAGGTCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTTCACCAGCACCATGTAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCCTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu36c 
 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGCCTCTACCGT
CCACTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTCGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu37c 
 
ATGGCTGCTCGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCGCGGGGCCGTTTGGGTCTCTACCGT
CCCCTTCTTCATCTGCCGTTCAGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACACCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu38c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTACAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu39c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGTCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTCGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu40C 
 
ATGGTGCGTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCTGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu41c 
 
ATGGCTGCTCGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGCCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu42c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGCTTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGGAGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGAC
TCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTGAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGACATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu43c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTACGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTGCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu44c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGGGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGACCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTACAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATCAGGTTAATCATCTTTGTACTA
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAGGACATGGACATTGACACCTATAAAGAATTTGGAG 
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>THCu45c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGGTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTCCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTC
GCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGA
CTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTG
TATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGATGAGACTAGGTTAATGATTTATGTACTAG
GAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC
CTGATCATCTCATGTTCATGTCTTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGC
TTTAGGACATGGACATTGACCCATATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu46c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAAACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
 
 
 



                                                                                                                  
                                                                                                               

 

 

124

 

 
 
>THCu47c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGCGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTGATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
 
>THCu48c 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGATTGGGGCTCTACCGC
CCGCTTCTCCGCCTGGTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAG
GACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTG
TGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACT
AGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCT
GCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTG
GCTTTAGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACT
CTCTTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCTGTTCGAGATCTCCTCGACACCGCCTCTGC
TCTGTATCGGGAGGGCTTAGAGTCTCCGGAACATTGTTCACCTCA 
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>THCu49c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTC
CCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCATCTCGGGGCCGTTTGGGACTCTACCGT
CCCCTTCTTCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGT
CGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCGCCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGG
ACTCTTGGACTCTCAGCGATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGT
GTATTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTG
GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG
CCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGG
CTTTAvGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
 
>THCu50c 
 
ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGT
CCCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCCCGGGGCCGTTTGGGGCTCTAC
CGCCCGCTTCTCCGCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGC
GGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTG
CACGTCGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCAT
AAGAGGACTCTTGGACTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAG
ACTGTGTGTTTACTGAGTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGT
ACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACC
TCTGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGG
TGGCTTTAGGGCATGGACATCGACCCGTATAAAGAATTTGGAG 
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ภาคผนวก ข 
แสดง Accession Number. ของลําดับนิวคลีโอไทด ใน GenBank ที่ใชทํา Phylogenic tree 
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No. Genotype. Accession Number. 
1 Genotype A 

 
>AY934774 
>AY934773 
>AY934772 
>AY934771 
>AY934770 

2. Genotype B >AB205120 
>AB205119 
>AY217368 
>AY217365 
>AY217361 

3. Genotype C >AB112472 
>AB112348 
>AB112065 
>DQ089804 
>DQ089802 

4. GenotypeD >AY902772 
>AY902770 
>AY902769 
>AY902768 
>AY902773 
 

5. Genotype F >DQ060830 
>DQ060829 
>DQ060828 
>DQ060827 
>DQ060826 
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No. Genotype Accession Number. 
6. Genotype F >AB214516 

>AB166850 
>AB036914 
>AB036919 
>AB036920 
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ภาคผนวก ค 
      การเตรียมสารเคมี 
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1. Lysis Buffer 
Tris-HCL    0.105  g. 
EDTA    0.1245  g. 
SDS    0.335  g. 
จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 50 ml แลวเก็บไวที่อุณหภมิหอง 

 
2. 20 mg/ml Protinase K 

Protinase K   2  ml 
น้ํากลั่น    1  ml 
ผสมจนเขากัน แลวเก็บไวที่อุณหภมิ –20 C๐ 
 

3. 25:4:1 (V/V) Phenol:Chlorofrom:Isoamyl alcohol 
Phenol    25  Volume 
Chlorofrom   24  Volume 
Isoamyl alcohol   1  Volume 
ผสมจนเขากัน แลวเก็บไวที่อุณหภมิ 4 C๐ 
 

4. 20 µg/ml Glycogen 
Glycogen    4  g. 
น้ํากลั่น    1  ml 
ผสมจนเขากัน แลวเก็บไวที่อุณหภมิ –20 C๐ 
 

5. 2 M Sodium acetate 
Sodium acetate   8.203  g 
น้ํากลั่น    50  ml 
ผสมจนเขากัน แลวเก็บไวที่อุณหภมิ 4 C๐ 
 

6. 70% Ethanol 
Absolute ethanal   70  ml 
น้ํากลั่น    30  ml 
ผสมจนเขากัน แลวเก็บไวที่อุณหภมิ 4 C๐ 
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7. 5 X Tris Brorate Bufer (5 X TBE) 
Tris-Base   54   g. 
Boric acid   27.5  g. 
EDTA (pH 8)   20  ml 
จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 1000 ml แลวเก็บไวที่อุณหภมิหอง 

 
8. 1 X Tris Brorate Bufer (1 X TBE) 

5 X TBE   200  ml 
น้ํากลั่น    800  ml 
ผสมจนเขากัน แลวเก็บไวที่อุณหภมิหอง 

 
9. 2% (W/V) Agrose gel 

Agrose gel   4  g 
1 X TBE   200  ml 
เขยาจนเขากันแลวนําเขาไมโครเวฟจนกวา Agrose gel จะละลายหมด 

 
10. 10% Ethidium bromide 

Ethidium bromide  30  µl 
น้ํากลั่น    300  ml 
ผสมจนขากัน ใชที่อุณหภมิหอง 

 
11. Loading dye 

0.25% Brophenol blue 
40% (W/V) surose in water 
จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 50 ml แลวเก็บไวที่อุณหภมิ 4 ๐ 
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12. Sequencing Mixture 
Distilled water   5.33  µl 
5 X bufer   2  µl 
Big dyeRR-100   4  µl 
Primer Xi1   0.67  µl 
PCR Product   8  µl 

 นําไปใชทันที 
13. 75% Isopropanal 

Isopropanal   7.5  ml 
น้ํากลั่น    2.5  ml 
ทําใหมทุกครั้งที่ใช 
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ภาคผนวก ง 
      บันทึกขอความ ผานการพิจารณาจริยธรรม 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
ช่ือผูวิจัยหลัก  
  (ภาษาไทย) นางสาววีราภา จันทรสุพิศ 
  ตําแหนงทางวิชาการ ไมมี 
  (ภาษาอังกฤษ) Ms. Weerapa Juntarasupit 
ตําแหนง  นิสิตวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตหลักสูตร สาขาชีวเคมีทางการแพทย ภาควิชาชีวเคมี  

คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
โทรศัพท 0-1558-0035, 0-2252-4986 (ที่ทํางาน) 

ท่ีอยูปจจุบัน 51/32 หมูบานมิตรประชา ตําบลเสาธงหิน อําเภอบางใหญ จังหวัดนนทบุรี 10400 
 
ประวัติการศึกษา 
 

มหาวิทยาลัย ปริญญา สาขา ป พ.ศ.ที่สําเร็จการศึกษา 
จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 

วิทยาศาสตรบัณฑิต 
(วท.บ.) 

เทคนิคการแพทย 2544 

 
ผลงานวิจัยในอดีต (ในระยะเวลา 3 ป) 
  Nopponpunth V, Changrad S, Rakyuu A, Nertsawange J, Chansupit W, Poovorawan Y. Design of 
degenerate primers for multiplex nested-PCR detection of human lymphotropic herpesviruses. Southeast Asian 
J Trop Med Public Health. 2003 Mar;34(1):120-5. 
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