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บทคัด ย่อ ภาษาไทย 

ศศิธร พลากุลมณฑล : การวิเคราะห์ไมโครอาร์เอ็นเอของมนุษย์ที่สามารถยับยั้งเช้ือ
ไวรัสตับอักเสบซีในเซลล์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตับ. ( In vitro analysis of human 
microRNAs targeting hepatitis C virus) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. สัญ
ชัย พยุงภร, 70 หน้า. 

microRNA (miRNA) คืออาร์เอ็นเอสายสั้นๆขนาดประมาณ 21-23 นิวคลีโอไทด์ 
สามารถไปเข้าคู่ (hybridization) กับ mRNA เป้าหมาย และควบคุมการแสดงออกของยีนได้ จาก
งานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า microRNAs (miRNAs) สามารถควบคุมการเพิ่มจ านวนของไวรัสได้ ไวรัส
ตับอักเสบซี (Hepatitis C virus) เป็นไวรัสที่ก่อให้เกิดปญัหาทางสาธารณสุขที่ส าคัญ สามารถแบ่ง
ออกเป็น 6 จีโนไทป์หลัก โดยจีโนไทป์ที่พบอัตราการระบาดมากในประเทศไทยได้แก่ 1, 3 และ 6 
การศึกษาในครั้งนี้จึงสนใจวิเคราะห์หา miRNA ของมนุษย์ ที่สามารถไปเข้าคู่กับยีนของไวรัสตับ
อักเสบซีทั้ง 3 จีโนไทป์ (1, 3 และ 6) ได้ โดยอาศัยการท านายด้วยโปรแกรมทาง Bioinformatics 
ได้แก่ miRBase และ RNA hybrid เพื่อวิเคราะห์รูปแบบการเข้าคู่กันระหว่าง miRNA และ ยีน
ของไวรัสตับอักเสบซี และค่าพลังงานในการจับ (Minimum free energy; MFE) พบว่ามี hsa-
miR-4645-3p และ hsa-miR-4658 ที่สามารถเข้าคู่กับ บริเวณ 5'UTR ของไวรัสตับอักเสบซีได้
อย่างมีประสิทธิภาพ จากนั้นท าการทดสอบ hsa-miR-4645-3p ในการยับยั้งการแสดงออกของ
ยีน firefly luciferase ที่ต่อกับยีนของไวรัสตับอักเสบซี ในเซลล์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตับ (HepG2 
cell) โดยใช้เทคนิค Luciferase assay  พบว่า hsa-miR-4645-3p ไม่สามารถยับยั้งการ
แสดงออกยีน (gene silencing) ได้ จึงท าให้สัญญาณ Luciferase ไม่เปลี่ยนแปลง เนื่องจาก 
mRNA ของ firefly luciferase ที่ตอ่กับยีนของไวรัสตับอักเสบซีเกิดโครงสร้างทุติยภูมิที่ขัดขวาง
ไม่ให้ hsa-miR-4645-3p มาจับที่ยีนของไวรัสตับอักเสบซี ดังนั้นหากต้องการทดสอบ hsa-miR-
4645-3p ควรเปลี่ยน vector ให้มี reporter gene ชนิดอื่นที่ไม่เกิดโครงสร้างทุติยภูมิกับยีนของ
ไวรัสตับอักเสบซี 

สาขาวิชา วิทยาศาสตร์การแพทย ์
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MicroRNA is small non-coding RNA approximately 21-23 nucleotides in 
length that hybridizes with target mRNA and regulates gene expression. From 
previous studies, miRNAs are able to control viral replication. Hepatitis C virus 
(HCV) is a major health problem globally. There are 6 genotypes of HCV however 
the predominant genotypes in Thailand are genotype 1, 3 and 6. This study aimed 
to investigate human miRNAs that can hybridize to conserved regions among the 
3 genotypes (1, 3 and 6) of hepatitis C virus. Computer softwares including 
miRBase and RNA hybrid were used for analysis of hybridization pattern and 
minimum free energy (MFE) between human miRNA and hepatitis C viral gene. 
Result showed that hsa-miR-4645-3p and hsa-miR-4658 can efficiently hybridize 
with 5'UTR of hepatitis C virus.  After that hsa-miR-4645-3p was validated in term 
of silencing firefly luciferase linked with hepatitis C viral gene in HepG2 cell 
culture system. The result of luciferase assay revealed that hsa-miR-4645-3p could 
not inhibit the firefly luciferase gene expression. The possible reason that hsa-miR-
4645-3p was unable to hybridize with hepatitis C viral gene might be due to the 
secondary structure between firefly luciferase gene and hepatitis C viral gene. 
When testing for the silencing function of hsa-miR-4645-3p, vectors with other 
reporter genes should be used instead of firefly luciferase gene in order to avoid 
the formation of secondary structure with hepatitis C viral gene (5'UTR). 
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บทท่ี 1 
บทน า 

   ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย 
 

ไวรัสตับอักเสบซี (Hepatitis C virus) เป็นไวรัสที่ก่อให้เกิดการติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบทัง้
แบบเฉียบพลัน (acute hepatitis) และแบบเรื้อรัง (chronic hepatitis) ตลอดจนสามารถพัฒนา
ไปเป็นตับแข็ง (cirrhosis) และมะเรง็ตับ (hepatocellular carcinoma) ซึ่งเป็นปญัหาทาง
สาธารณสุขทีส่ าคัญของโลก ไวรสัตับอกัเสบซีเป็นไวรัสขนาดเล็กที่มีเยือ่หุ้มจัดอยู่ใน family 
Flaviviridae, genus Hepacivirus ลักษณะจีโนมของไวรัสเป็นอารเ์อ็นเอสายเดี่ยวที่เป็นสาย
บวก ความยาวประมาณ 9.6 กิโลเบส ในปัจจุบันไวรสัชนิดนี้ได้ถูกจ าแนกออกเป็น 6 จีโนไทป์
หลักๆ ได้แก่ จีโนไทป์ 1-7 และแบ่งออกเป็น subtype ได้ประมาณ 80 subtypes  ส าหรับใน
ประเทศไทยจโีนไทปท์ี่พบมากได้แก่ จีโนไทป์ 1a, 3a และ 6 โดยในปัจจบุันยังไม่มีวัคซีนป้องกัน
การติดเช้ือไวรสัตับอักเสบซี มีเพียงการรักษาด้วย Interferon หรือ ribavirin ซึ่งยังให้
ผลการรกัษาไม่ดีเท่าที่ควร เนื่องจากมผีลข้างเคียงตอ่ผูป้่วย และเช้ือไวรสัสามารถดื้อต่อยาได ้

ปัจจุบันมกีารศึกษาเกี่ยวกับ microRNA (miRNAs) ซึ่งเป็นโมเลกลุอาร์เอ็นเอสายสั้นๆ 
สร้างจาก non-coding region ภายในจีโนม ของเซลล์ มีขนาดประมาณ 21-23 นิวคลีโอไทด์ มี
หน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีน โดยอาศัยการเข้าคู่ (complementary)       ระหว่างล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ทางด้าน 5 ของ miRNAs กับ 3-UTR ของ mRNAs เป้าหมาย ท าใหเ้กิดการยับยัง้
การแสดงออกของยีน ด้วยกระบวนการยับยัง้การแปลรหสั (translational repression) หรือ
การสลาย mRNA (mRNA degradation) บทบาทของ miRNAs เกี่ยวข้องกับกระบวนการต่างๆ 
ภายในเซลล์ เช่น การเจริญเติบโต การควบคุมสมดุลตา่งๆ ของเซลล์ การตายของเซลล ์
(apoptosis) เป็นต้น นอกจากนี้ยังพบว่า miRNAs ยังมีความเกี่ยวข้องกบัการเจรญิของไวรสัใน
เซลลเ์จ้าบ้าน (host cell) ด้วย เช่น ยับยั้งเช้ือไวรัส primate foamy virus type 1 (PRV-1)  
ยับยั้งไวรัส Vesicular Stomatitis  รวมไปถึงการยับยัง้เช้ือไวรัส HIV  เป็นต้น จึงเป็นทีน่่าสนใจ
ว่าอาจมี miRNAs ที่มีอยู่ภายในเซลล์มนุษย์ทีส่ามารถยับยั้ง ไวรัสตับอกัเสบซีได้ ดังนั้น
โครงการวิจัยน้ีจงึมุง่เน้นการวิเคราะห์และทดสอบหา miRNAs จากเซลล์มนุษย์ทีม่ีความสามารถ
ในการยับยัง้เช้ือไวรัสตบัอักเสบซี โดยเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของ miRNAs ต่างๆ ที่พบ
ในเซลล์มนุษย์ กับสารพันธุกรรมของไวรัสตับอักเสบซี จีโนไทป์ 1-7 
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ค าถามของการวิจัย 
 1.     ภายในเซลล์ของมนุษยม์ี miRNAs ซึ่งมลี าดับนิวคลีโอไทด์ที่สามารถจบักับยีนของเช้ือ
ไวรัสตับอักเสบซหีลายจีโนไทป์ ได้แก่ 1-7 หรือไม ่

2. miRNAs ที่พบในเซลล์มนุษย์สามารถยับยัง้การแสดงออกของยีนของเช้ือไวรัสตับอักเสบซี
หลายจีโนไทป์ของไวรัสตบัอักเสบซี ได้แก่ 1-7 หรือไม ่ 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1. เพื่อวิเคราะหห์า miRNAs ในเซลล์ของมนุษย์ทีส่ามารถจับกบัล าดับนิวคลีโอไทด์ของ

เช้ือไวรัสตับอักเสบซีหลายจโีนไทป์ ได้แก่ 1-7 
2.  เพื่อทดสอบว่า miRNAs จากภายในเซลล์ของมนุษย์สามารถยับยั้งการแสดงอกของยีน

ของเช้ือไวรัสตบัอักเสบซหีลายจีโนไทป์ ได้แก่ 1-7 ได ้
 

สมมติฐานของการวิจัย 
1. ในเซลล์มนุษย์มี miRNAs ที่สามารถจับกับล าดับนิวคลีโอไทด์บนยีนของเช้ือไวรัสตับ

อักเสบซหีลายจีโนไทป์ ได้แก่ 1-7  
2. miRNAs ภายในเซลล์ของมนุษยท์ี่เข้าคู่กับยีนของไวรัสตบัอักเสบซสีามารถยบัยั้งการ

แสดงออกของยีนของเช้ือไวรัสตบัอักเสบซหีลายจีโนไทป์ ไดแ้ก่ 1-7 ได้  
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ขอบเขตของการวิจัย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Real-time PCR 

ค้นหาล าดับนิวคลโีอไทด์ทั้งจีโนมของไวรสัตับอักเสบซี จีโนไทป์ 1-7  

น าล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่ได้มาท าการ Alignment เพื่อหาบรเิวณที่มี                
ล าดับนิวคลีโอไทด์อนุรักษ์ระหว่างจีโนไทป ์

หา miRNAs ในเซลล์มนุษย์ทีส่ามารถเข้าคู่กับยีนของไวรัสบริเวณที่มี           
ล าดับนิวคลีโอไทด์อนุรักษ์ 

วิเคราะหห์า hybridization pattern ระหว่าง miRNAs ภายในเซลล์มนุษย์กบัยีน
ของไวรัสตับอักเสบซ ี

สร้าง Luciferase reporter plasmid 
ที่มียีนของไวรสัตับอกัเสบซ ี

 (pGL3MS2/Basic HCV insert) 

สร้าง miRNAs expression plasmid  
ที่มีการแสดงออกของ hsa-miR-4645-3p  

 (pSilencer hsa-miR-4645-3p) 

Co-transfection เข้าสู่เซลล์ 
HepG2 

Luciferase assay 

Data analysis 
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ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย 
 Relative Luciferase Activity เป็นการเปรียบเทียบการแสดงออกของ ยีน Firefly 
luciferase ใน reporter vector ต่อการแสดงออกของยีน Renilla luciferase ใน internal 
control vector เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบผลของ miRNAs ต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน 
Firefly luciferase ที่บริเวณ 3-UTR ซึ่งมียีนของไวรสัทีส่นใจแทรกอยู ่

ค าส าคัญ 
Hepatits C virus (HCV), MicroRNAs (miRNAs), Hybridization 

 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
1. สามารถหา miRNAs ภายในเซลล์มนุษย์ที่อาจมีความสามารถในการยับยัง้ไวรัสตบัอักเสบซี

ได ้

2. อาจน าความรู้ที่ได้จากงานวิจัยน้ีไปพัฒนาเพื่อใช้ในทางคลินกิต่อไปในอนาคต 



บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ไวรัสตับอักเสบซี (Hepatitis C Virus) 

ไวรัสวิทยาของไวรัสตับอักเสบซี (Molecular Virology of Hepatitis C Virus) 
ไวรัสตับอักเสบซีถูกค้นพบเมื่อปี ค.ศ. 1989 โดยเป็นสาเหตุของโรคไวรัสตบัอักเสบชนิด non-A  
non-B (1) ไวรัสตับอักเสบซีเป็นไวรัสขนาดเล็กที่มเียื่อหุม้ จัดอยู่ในตระกลู Flaviviridae จีนัส 
Hepacivirus (2) ลักษณะจีโนมของไวรสัชนิดนี้เป็นสารพันธุกรรมชนิดอาร์เอ็นเอสายบวก ซึ่งมีความ
ยาวประมาณ 9.6 กิโลเบส ถูกขนาบข้างด้วย 5 UTR และ 3UTR (3) ไวรัสชนิดนี้จะถอดรหัส
พันธุกรรมได้เป็นโพลเีปปไตด์สายเดี่ยวเพียงสายเดียวประกอบด้วยกรดอะมิโนประมาณ 3,000 ตัว 
จากนั้นจะถูกตัดด้วยเอนไซม์ proteases ทั้งจากไวรสัเองและจากเซลล์เจ้าบ้านที่ไวรสัเข้าไปอาศัย ได้
ออกมาเป็นโปรตีนขนาดสั้นๆ 10 ชนิด โดยแบ่งได้เป็นโปรตีนที่เป็นโครงสร้าง (structural protein)  
ได้แก่ core, E1, E2 และ p7  และโปรตีนที่ไม่ใช่โครงสร้าง (non-structural protein) ได้แก่ NS2, 
NS3, NS4A, NS4B, NS5A และ NS5B(4)  ส่วนบรเิวณ 5-UTR พบว่ามีความแตกต่างระหว่างไวรัส
แต่ละตัว จึงใช้บรเิวณนี้ในการแยกจีโนไทป์ของไวรัสได้ (5) ดังแสดงในรูปที่ 1 และ 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 แสดงโครงสร้างของไวรสัตับอกัเสบซี (6) 
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รูปที่ 2 แสดงลักษณะโครงสร้างจีโนมของไวรัสตบัอักเสบซี (7) 

 

ระบาดวิทยาของไวรัสตับอักเสบซี (Epidemiology of Hepatitis C Virus) 
ปัจจุบันไวรสัตับอักเสบซสีามารถจ าแนกได้เป็น 7 จีโนไปท์หลัก ได้แก่ จีโนไทป์ 1-7  และ

สามารถแบ่งออกเป็น subtype ได้ประมาณ 80 subtypes เช่น subtype 1b, 2a เป็นต้น (8) ซึ่งจะ
พบการแพรร่ะบาดของไวรัสแต่ละจีโนไทปห์รือแต่ละ subtypes แตกต่างกันไปตามพื้นที่ เช่น  

• จีโนไทป์ 1a และ 1b พบได้บ่อยที่สุดแถบอเมริกาและยุโรปตะวันตก รองลงมาเป็น จีโนไทป์ 
2 และ 3 (7)  

• จีโนไทป์ 4 พบมากทีสุ่ดในประเทศอียปิต์ (9)  

• จีโนไทป์ 5 พบมากทีสุ่ด ในประเทศแอฟริกา (7) 

• จีโนไทป์ 6 เป็นจีโนไทป์ที่พบมากในประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (7)   

 ส าหรบัในประเทศไทยจีโนไทป์ ที่พบการระบาดมากทีสุ่ดคือ 3a รองลงมาได้แก่  1a, 1b และ 6 
ตามล าดับ (10, 11)  
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การแบ่งจีโนไทป์ของไวรสัเป็นสิง่ทีส่ าคัญเนื่องจากใช้เป็นข้อมูลทีส่ าคัญในการท านายการ
ด าเนินของโรคและการตอบสนองต่อการรักษาด้วยยาต้านไวรัส ซึง่ใหผ้ลแตกต่างกันในแต่ละจีโนไทป์
แตกต่างกัน ยกตัวอย่างเช่นผูป้่วยที่มีการติดเช้ือไวรัสตบัอักเสบซจีีโนไทป์ 1 และ 4 มีแนวโน้มของการ
ด าเนินโรคทีรุ่นแรงกว่าจีโนไทป์ 2, 3 หรือ 5 โดยมีโอกาสที่จะพัฒนาไปเป็นตับอักเสบชนิดเรื้อรงั 
(chronic hepatitis), ตับแข็ง (cirrhosis) และมะเร็งตบัต่อไปได้ (hepatocellular carcinoma) (8)  
นอกจากนี้ จีโนไทป์ 1b มีการตอบสนองต่อการรักษาด้วย alpha-interferon ได้ไม่ดี  เมื่อ
เปรียบเทียบกับจีโนไทป์ 2 และ 3 ซึ่งอาจสง่ผลใหก้ารติดเช้ือชนิดนี้รุนแรงข้ึนในผูป้่วย (10) การติด
เช้ือไวรัสตับอักเสบซีถือเป็นปญัหาสาธารณสุขทีส่ าคัญทั่วโลก โดยส่วนมากผูป้่วยที่ติดเช้ือไวรัสตบั
อักเสบไมส่ามารถก าจัดเช้ือไวรสัออกจากร่างกายได้ (12) ท าให้ผูท้ี่ติดเช้ือมีอาการตับอักเสบทั้งชนิด
เฉียบพลัน (Acute hepatitis) และเรื้อรงั (Chronic hepatitis) ซึ่งจะน าไปสู่การเป็นตับแข็ง 
(Cirrhosis) และมะเร็งตับได้ (Hepatocellular carcinoma) จากการรายงานพบว่ามผีู้เสียชีวิตจาก
การติดเช้ือไวรสัตับอักเสบซเีป็นจ านวนมากในแต่ละปี และยังไม่มีวัคซีนส าหรบัป้องกันเช้ือไวรัสชนิดนี้
ได้  มีเพียงการรักษาด้วยยาต้านไวรัส Interferon/ribavirin ซึ่งผลการรักษายังไม่เป็นที่น่าพอใจ (13) 
เพราะไมส่ามารถใช้กับทุกจีโนไทป์ได้อย่างมปีระสิทธิภาพ รวมทั้งมผีลข้างเคียงจากการใช้ยา (14) 

MicroRNAs (miNAs) 
 microRNAs (miRNAs) เป็นอาร์เอ็นเอสายสั้นๆขนาดประมาณ 21-23 นิวคลีโอไทด์ สร้างมา
จากยีน miRNAs ซึ่งอยูบ่น non-coding sequences (15) โดยอาศัยเอนไซม์ RNA polymerase II 
และ RNA polymerase III (16) ภายในนิวเคลียสได้เปน็ โครงสร้างที่มลีักษณะ hairpin loop 
เรียกว่า  primary miRNAs (pri-miRNAs) จากนั้นจะถูกตัดด้วยเอนไซม์ RNaseIII domain ใน 
Drosha ได้เป็น miRNA precursors (pre-miRNAs) ความยาวประมาณ 60-70 นิวคลีโอไทด์ (17) 
โดย pre-miRNAs จะถูกส่งออกไปยังไซโตพลาสซึมด้วยโปรตีน Exportin 5 แล้วถูกตัดบริเวณส่วนที่
เป็น loop ออกด้วยเอนไซม์ Dicer ซึ่งเป็น endoribonuclease ที่จัดอยู่ในตระกลู RNase III ได้เป็น 
mature miRNAs ที่มีลกัษณะเป็นสายคู่ (duplex) ประมาณ 22 นิวคลีโอไทด์ (18) โดยจะมีบางส่วน
ที่ไม่เข้าคู่กัน ซึ่งจะไปรวมตัวกบั RNA-inducing silencing complex (RISC) แล้วเกิดการแยกเป็น
สายเดี่ยวด้วยเอนไซม์ helicase จากนั้นจึงไปควบคุมการแสดงออกของยีน โดย ถ้ามีการเข้าคู่ระหว่าง 
miRNAs และ mRNA เป้าหมายแบบสมบรูณ์ (perfect complementary) จะท าใหเ้กิดการสลาย
ของสาย mRNAs เป้าหมาย (mRNA degradation) ในทางตรงกันข้าม ถ้ามีการเข้าคู่ระหว่าง 
miRNAs และ mRNA แบบไม่สมบูรณ์ (partial complementary) จะท าให้เกิดการยับยัง้
กระบวนการแปลรหสัของสาย mRNAs (translational inhibition) (19, 20)  ดังแสดงในรูปที่ 3 
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รูปที่ 3 แสดงกระบวนการการสร้างและการท างานของ miRNAs (19) 

 

จากการศึกษาของ Brennecke และคณะ ในปี 2005 (21) พบว่าการเข้าคู่กันระหว่าง 
miRNAs และ mRNAs เป้าหมาย มบีรเิวณส าคัญทีจ่ับกัน (target binding site) ซึ่งมักอยู่ในต าแหน่ง 
นิวคลีโอไทด์ที่ 2-8 จากทางด้านปลาย 5ของ miRNAs เรยีกว่า seed region มีต าแหน่งเป้าหมาย
บริเวณ 3-untranslated region (3-UTR) ของ mRNAs เป้าหมาย โดยรปูแบบในการเข้าคู่กันของ 
miRNAs และ mRNAs เป้าหมาย อาจแบ่งได้เป็น 3 ลักษณะดังรปูที่ 4  

• 5canonical คือ การเข้าคู่กันโดยอาศัยด้านปลาย 5-miRNAs ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที ่
2-8 และมีบางส่วนของด้านปลาย 3-miRNAs จับกับ mRNAs เป้าหมายด้วย การจับกันในลักษณะนี้
ท าให้ miRNAs จับกบั mRNAs เป้าหมายอย่างมีประสทิธิภาพมากกว่ารปูแบบอื่นๆ  

• 5 seed คือ การเข้าคู่กันโดยอาศัยด้านปลาย 5-miRNAs ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 2-8 
แต่ไม่มีส่วนด้าน 3-miRNAs จับกับ mRNAs ท าให้ประสิทธิภาพในการจับกบั mRNAs น้อยกว่าแบบ 
5canonical 
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• 3compensatory คือ การเข้าคู่กันโดยอาศัยด้าน 3-miRNAs จับกบั mRNAs โดยมี
บางส่วนของด้าน 5-miRNAs จับกบั mRNAs ด้วย ซึ่งรูปแบบนี้พบได้น้อยที่สุด 

 

 

 

 

รูปที่ 4 แสดงรูปแบบการเข้าคู่ของ miRNAs และ mRNAs เป้าหมาย ; modified from (21) 

นอกจากนีม้ีการศึกษาอื่นๆพบว่า miRNAs ของเซลล์เจ้าบ้าน ที่มีการติดเช้ือไวรัส มีบทบาท
ส าคัญเกี่ยวกบัการควบคุมการ replication ของไวรัส  เช่น primate foamy virus type-1 (PFV-1) 
(22) และ vesicular stomatitis virus (VSV) (23) ในทางตรงกันข้ามไวรัสเองก็สามารถถอดรหัสให้ 
miRNAs ได้เช่นกัน  ได้แก่ Simian virus (SV40) (24), Herpes virus (HSV) (25) Human 
deficiency virus-1 (HIV-1) (26) และ Epstein-Barr virus (EBV) (27) รวมถึงยงัมีการศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่าง miRNAs ในเซลล์ของมนุษย ์และไวรสัตับอักเสบซี ที่คาดว่าน่าจะใช้เป็นตัวบ่งช้ี 
ส าหรับตรวจคัดกรองการติดเช้ือได้ เช่น miR-134, miR-198, miR-320c และ miR-483-5p ถูก
ตรวจพบว่ามปีรมิาณมากขึ้นในซรีั่มของผู้ป่วยทีม่ีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบซี จีโนไทป์ 1 และ 3 (12) 
และมีการศึกษา miRNAs ที่มีความสันพันธ์กับการเพิ่มจ านวนของไวรัสโดยพบว่า miR-122 มีความ
จ าเป็นส าหรบัการเพิ่มจ านวนของไวรัสตบัอักเสบซจีีโนไทป์ 1a (Acession no. AF009606) (28) 
ในทางกลบักันได้มีการค้นพบ miRNAs ที่น่าจะสามารถยับยั้งการเพิม่จ านวนของไวรสัตับอกัเสบซีได้ 
เช่น hsa-miR-3065-3p ซึ่งเป็นไมโครอารเ์อ็นเอที่มลี าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ seed region 
ใกล้เคียงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน GP1 (ซึ่งตรงกบัต าแหน่งในโปรตีนส่วนโครงสร้าง E2) ของ
ไวรัสตับอักเสบซี จีโนไทป์ 1 (Accession  no. NC_004102) (29) ซึ่งจะเห็นได้ว่างานวิจัยก่อนหน้านี้
มุ่งเน้นศึกกษา miRNAs ที่มีผลต่อการเพิม่จ านวนของไวรสัตับอักเสบซเีฉพาะจีโนไทปท์ี่สนใจเท่านั้น 
แต่ในความเป็นจรงิเช้ือไวรสัตับอกัเสบซี มีความหลากหลายทางพันธุกรรมอย่างมาก และถูกจ าแนก
ออกเป็นหลายจีโนไทด์ดังที่กล่าวข้างต้น ดังนั้นงานวิจัยน้ีจงึต้องการทีจ่ะศึกษา miRNAs ที่สามารถ
ยับยั้งไวรัสตบัอักเสบซหีลายๆจีโนไทป์ได ้ โดยมุ่งเน้นในการศึกษาจีโนไทป ์1a, 3a และ 6 ซึ่งเป็นจีโน
ไทปท์ี่พบการระบาดในประเทศไทย   

target 5 

3 miRNA 
5 
3 

target 
5 

3 
miRNA 5 

3 target 
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3 

miRNA 
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Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ปฏิกิริยาลกูโซโ่พลเิมอเรส หรือ PCR เป็นเทคนิคเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมหรือดีเอ็นเอทีส่นใจใน

หลอดทดลอง (in vitro) ให้มีปรมิาณเป็นล้านเท่าในเวลาอันรวดเร็ว โดยอาศัยหลักการจ าลองตัวของ
สายดีเอ็นเอ (DNA Replication) เลียนแบบกระบวนการสงัเคราะห์ดเีอ็นเอในสิง่มีชีวิตตามธรรมชาติ 
โดยการสร้างดเีอ็นเอสายใหม่จากสายดเีอ็นเอเดิม ประกอบไปด้วย 3 ข้ันตอนซ้ า เป็นจ านวน 35-40 
รอบ ดังแสดงในรปูที่ 5 ได้แก่ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 แสดงข้ันตอนปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (30)   
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1. การแยกสายดเีอ็นเอ (Denaturation) เป็นการแยกสายดเีอ็นเอทีเ่ป็นสายต้นแบบจากดีเอ็น
เอเกลียวคู่ ให้เป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว โดยใช้อุณหภูมิประมาณ 94-95 องศาเซลเซียส 

2. การเข้าคู่ของไพรเมอร์กบัดีเอ็นเอแม่แบบ (Annealing) เป็นข้ันตอนลดอุณหภูมิลงให้เหลือ
ประมาณ 45-65 องศาเซลเซียส เพื่อให้ไพรเมอร์ซึง่เป็นดีเอ็นเอสายสั้นๆ สามารถจับกับดี
เอ็นเอแม่แบบได ้

3. การสร้างดเีอ็นเอสายใหม่ (Extension) โดยสงัเคราะหต์่อจากส่วนปลายของไพรเมอร์ใน
ทิศทาง 5 ไป 3ซึ่งอาศัยการท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอเรสที่มีคุณสมบัติทนความ
ร้อนได้ดี (Thermostable DNA Polymerase) โดยใช้อุณหภูมิประมาณ 68-75 องศา
เซลเซียส  

Real-Time Polymerase Chain Reaction (Real-Time PCR) 
 Real-time PCR เป็นเทคนิคการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอทีม่ีความไวสูง โดยมีหลักการพื้นฐานที่
พัฒนามาจากเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) สามารถวัดปรมิาณการเพิ่มของดีเอ็นเอ
ได้ทันที โดยไม่จ าเป็นต้องรอใหก้ระบวนการเสรจ็สิ้นกอ่น โดยอาศัยสารเรืองแสง เช่น SYBR Green 
ซึ่งใช้ง่ายและราคาถูก โดยจะเข้าไปจบัทีบ่รเิวณ minor groove ของดีเอ็นเอสายคู่ เมื่อสารถูกกระตุ้น
จะมีการคายพลงังานออกมาในรปูของแสงที่มีความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร ซึ่งสามารถตรวจจับได้
ด้วยตัวรับสัญญาณแสงที่ติดตั้งอยู่กบัเครื่อง ดังแสดงในรปูที ่6 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 การใช้ SYBR Green ในเทคนิค Real-time PCR (31) 

 เมื่อสร้างกราฟการเพิ่มจ านวน (Amplification plot) การตรวจวัดสญัญาณการเรืองแสงที่
เพิ่มข้ึนในปฏิกริิยา Real-time PCR  จะได้กราฟทีม่ีลกัษณะเป็นรูป S (Sigmoid curve) ดังแสดงใน
รูปที่ 7 ซึ่งความหมายของค านิยามต่างๆมีดงันี ้

 Baseline คือช่วงเริ่มต้นของการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ มีการสะสมของสารเรืองแสง
แต่สัญญาณยังมีระดบัต่ ากว่าที่เครื่องจะสามารถตรวจจบัได้ 
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 Threshold เป็นระดับสัญญาณของสารเรืองแสงที่ใช้เป็นค่า cut-off  ในการ
ตรวจวัดสารเรอืงแสง 

 Threshold cycle (ct) แสดงจ านวนรอบของปฏิกิริยาในการเพิม่จ านวนทีท่ าให้
ระดับสัญญาณการเรืองแสงสงูกว่า Threshold โดยตัวอย่างที่มีค่า ct ต่ า แสดงว่ามี
ปริมาณดีเอ็นเอตัง้ต้นต่ า จงึใช้จ านวนรอบของปฏิกริิยาไม่มากก็สามารถเพิม่ปริมาณ
สารเรืองแสงใหสู้งกว่า Threshold ได้ ในทางกลับกัน ถ้าตัวอย่างไหนมีค่า ct สูง 
แสดงว่ามีปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นน้อย จึงต้องอาศัยจ านวนรอบของปฏิกิริยามาก
เพื่อใหร้ะดับสัญญาณสงูกว่า Threshold ดังแสดงในรปูที่ 8 

 Log/expotential phase คือช่วงที่ระดบัสญัญาณการเรอืงแสงสูงกว่า threshold 
แบบทวีคูณ ซึ่งมักอยู่ในช่วงปฏิกิริยารอบที่ 15-30 

 Plateua phase เป็นช่วงที่ระดบัสญัญาณการเรืองแสงคงที ่ไม่มีการเพิม่แบบทวีคูณ 
เนื่องจากสารต่างๆในปฏิกิริยา เช่น dNTPs และ primer หมด รวมทัง้ activity 
ของ DNA polymerase เริ่มเสือ่มลง โดยมักจะอยู่ในช่วงปฏิกิริยารอบที่มากกว่า 
30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 กราฟการเพิ่มจ านวน (Amplification plot) ที่ได้จากเทคนิค 

 Real-time PCR (31) 
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รูปที่ 8 กราฟการเพิ่มจ านวน (Amplification plot)  

แสดงการเปรียบเทียบค่า threshold cycle (ct); modified from (31) 

 

 การแทรกตัวของสารเรืองแสงบรเิวณ minor groove ของดีเอ็นเอเป็นไปอย่างไม่จ าเพาะ 
อาจจะไปแทรกบริเวณของไพรเมอร์ไดเมอร์ (primer dimers) หรือผลิตภัณฑ์อื่นที่ไม่ต้องการ (Non-
specific PCR product)ได้ จึงต้องอาศัยการเปรียบเทียบดว้ยค่า Melting temperature (Tm) 

Melting Temperature (Tm) คืออุณหภูมิที่ท าให้ 50 เปอร์เซ็นต์ของดีเอ็นเอแยกเป็นดีเอ็น
เอสายเดี่ยว (Single stranded DNA) โดยอาศัยเทคนิค melting curve analysis ท าได้โดยค่อยๆ
เพิ่มอุณหภูมิให้ดีเอ็นเอเกลี่ยวคู่ (Double stranded DNA) พร้อมกับตรวจวัดสญัญาณการเรืองแสงที่
ลดลงอย่างต่อเนื่อง ณ Melting Temperature ซึ่งเป็นอณุหภูมิที่ท าใหม้ีการลดลงของสารเรืองแสง
อย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเขียนความสมัพันธ์ระหว่างอัตราการลดลงของสัญญาณเรืองแสงต่ออุณหภูมิ 
(แกน Y) และอุณหภูมิ (แกน X) จะได้ melting curve เมื่อลากเส้นจาก melting peak ลงมาตัด
แกน X จะได้ค่า melting tempearature (Tm) ดังรูปที่ 9 ซึ่งเป็นค่าที่แปรผันตรงกับเปอร์เซ็นต์ GC, 
ความยาวของสายดีเอ็นเอ และ Mg2+ ดังนั้นจงึสามารถใช้ค่า Tm มาประยุกต์ใช้ในการแยก PCR 
product ได้ โดยค่า Tm ของไดเมอรห์รือผลิตภัณฑ์อื่นทีไ่ม่ต้องการ จะมีค่า Tm ต่างจากค่า Tm 
ของผลิตภัณฑ์ เนื่องจากมีความยาวของสายดีเอ็นเอและเปอร์เซ็นต์ GC ต่างจากผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ 
(PCR product) 
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รูปที่ 9 Melting cure ของปฏิกริิยา Real-time PCR 

 

การวิเคราะห์การแสดงออกของ miRNAs ด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR 
 ในปัจจบุันมกีารให้ความส าคัญในการศึกษาบทบาทของ miRNA เพิ่มมากขึ้น จึงมีการพัฒนา
เทคนิคมากมายที่ใช้วัดการแสดงออกของ miRNA ได้แก่ northern blot (32), microarray (33) 
และ real-time PCR (34) ซึ่งเทคนิค real-time PCR ได้รับความนิยมมากทีสุ่ด เนื่องจากได้ข้อมูล
เชิงปริมาณที่แม่นย า และมีค่าใช้จ่ายไม่สงูมากนัก ดงันั้นในงานวิจัยน้ีจงึเลือกใช้เทคนิค real-time 
PCR ในการวิเคราะห์การแสดงออกของ miRNA ซึ่งประกอบไปด้วยข้ันตอน 3 ข้ันตอนดังต่อไปนี ้

ข้ันตอนที่ 1 ท าการเติม UTP (polyuridylatation) ที่ปลาย 3 ของไมโครอาร์เอ็นเอด้วยเอนไซม์   
poly(U) polymerase 

ข้ันตอนที่ 2 ท าการ reverse transcription ด้วย universal poly(A) stem-loop RT primers 
(SL-poly(A)) เพื่อให้ได้โมเลกุล cDNA โดย SL-poly(A) primer ประกอบด้วย 2 ส่วนส าคัญ ได้แก่  
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1) 3-poly(A) ซึ่งจะเป็นส่วนที่ไปจับกบั poly(u) ของ miRNA โดยมี  degenerated anchor 

sequence อยู่ที่ปลาย 3 เพื่อเป็นต าแหน่งจบัของ miRNA   

2) 5-stem-loop  ซึ่งถูกออกแบบใหส้ามารถจับกับ universal primer ในข้ันตอนการท า 
real-time PCR ได ้

ข้ันตอนที่ 3 real-time PCR โดยอาศัย miRNA-specific forward primer และ universal 
reverse primer และติดตามการเรอืงแสงของ SYBR Green ดังรูปที่ 10 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10 แสดงเทคนิคที่ใช้วิเคราะห์การแสดงออกของ miRNAs ประกอบด้วย 3 ข้ันตอน  
ได้แก่ polyuridylation, reverse transcriotion reaction และ real-Time PCR;  

modified from (34) 
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Luciferase assay 
 เป็นเทคนิคที่อาศัยการท างานของ Firefly และ Renilla luciferase ภายในตัวอย่างเดียวกัน 
Firefly luciferase (Photinus pyralis) เป็นโปรตีนขนาดประมาณ 61 กิโลดาลตัน สามารถปล่อย
พลังงานออกมาในรูปของแสงที่มีความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร โดยผ่านปฏิกิริยาออกซเิดชันของ 
Beetle Luciferin ซึ่งจะอาศัยพลังงานในรูปของ ATP, Mg2+ และออกซเิจน 

 Renilla luciferase (Renilla reniformis หรือ sea pansy) เป็นโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 
36 กิโลดาลตัน และสามารถปล่อยพลังงานในรูปของแสงทีม่ีความยาวคลื่น 480 นาโนเมตร ดังรูปที่ 
11 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 11 แสดงปฏิกิริยา Bioluminescent โดยอาศัย Firefly และ Renilla luciferase [Promega] 



บทท่ี 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย 
 การวิจัยน้ีเป็นการวิจัยเชิงทดลอง (Experimental Research) และได้ผ่านการพจิารณาและ
อนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (Chulalongkorn University Ethics 
Committee) 088/56  

วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมีท่ีใช้ในการวิจัย 
1. สารเคมีส าหรับเตรียม Annealing Buffer 

- Tris (AMRESCO) 

- NaCl (Merck) 

- EDTA (Sigma Cat No.E5391) 

2. สารเคมีส าหรับการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction digestion) 

- NheI (Thermo Scientific, Cat No.ER0971) 

- XhoI (Thermo Scientific, Cat No.ER0691) 

- BamHI (Thermo Scientific, Cat No.ER0051) 

- HindIII (Thermo Scientific, Cat No.ER0501) 

- 10X Bufer TangoTM (Thermo Scientific, Cat No.BY5) 

3. สารเคมีส าหรับ Ligation 

- T4 DNA Ligase (Thermo Scientific, Cat No.EL0011) 

4. สารเคมีส าหรับ Cloning 

- DifcoTM Agar Technical (Becton Dickinson Cat No.281230) 

- BactoTM Tryptone (Becton Dickinson Cat No.211705) 

- BactoTM Yeast Extract (Becton Dickinson Cat No. 212750) 
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- Nacl (Merck) 

- Ampicillin (General Drugs House) 

- Kanamycin (General Drugs House) 

5. สารเคมีส าหรับการสกัดพลาสมิด 

- RBC Real Genomics HiYieldTM Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience Cat No. 
YPD100) 

6. อุปกรณ์ และสารเคมีส าหรับตรวจสอบยีนด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction 
(PCR) 

- Thermal cycler; Mastercycler gradient (eppendorf) 

- Distilled water (DW) 

- dNTPs 

- Taq DNA Polymerase, Recombinant (InvitrogenTM) 

- ไพรเมอร์ (1st Base) 

7. สารเคมีส าหรับ Agarose Gel Electrophoresis 

- Agarose (Invitrogen Cat No. 75510-019) 

- 1X TBE 

- Ethidium Bromide (AMRESCO Cat No.X328) 

- 1Kb และ 100 Bp Marker (RBC Bioscience Cat No.RD001) 

- Transilluminator (Biogenomed) 

- Electrophoresis set (Major Science) 

8. สารเคมีส าหรับการสกัดดีเอ็นเอจาก Agarose Gel  

- HiYield Gel/PCR Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience Cat No.YDF300) 

9. อุปกรณ์ และสารเคมีส าหรับเลี้ยงเซลล ์

- Clone HyDMEM/HIGH GLUCOSE (Thermo scientific Cat No.SH30022) 
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- Fetal Bovine Serum (biowest Cat No.S1520-500) 

- Antibiotic-Antimyotic (Gibco by Life Technologies Cat No.15240-062) 

- Hyclone Trypsin 0.25% (1X) Solution (Thermo scientific Cat No.SH30042)  

- Tissue Culture Flask (TPP) 

- Serological Pipette (TPP) 

- หลอดทดลองขนาด 15 มิลลลิิตร (Thermo Scientific) 

- หลอดทดลองขนาด 50 มิลลลิิตร (Axygen Scientific) 

- ตู้บ่ม 37 องศาเซลเซียสทีม่ีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ (ESCO class II BSC 
Model AC2) 

- เครื่องปั่นเหว่ียง (Universal 420 R, Hettich ZENTRIFUGEN) 

10. วัสดุ และสารเคมีส าหรับ Transfection 

- Lipofectamine2000 Reagent (Invitrogen Cat No.11668-027) 

- Opti-MEMI (1X) Reduced Serum Medium (Gibco Cat No.31985-070) 

- 96-well plate (TPP) 

11. สารเคมีส าหรับสกัด miRNAs 

- NORGEN microRNA Purification kit (Cat No.21300) 

12. สารเคมีท่ีใช้ในกระบวนการ Polyuridylation 

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

- Ribonucleotide Solution Set (NTP Set) (New England Bolabs) 

13. สารเคมีท่ีใช้ในการก าจัดดีเอ็นเอ 

- RQ 1 RNAse-Free DNase (Promega Cat No. M6101) 

14. สารเคมีท่ีใช้ในกระบวนการ Reverse Transcriotion 

- HelixCriptTM Thermo Reverse Transcriptase (Nanohelix Cat No.RT10k)  
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15. สารเคมีท่ีใช้ในกระบวนการ in vitro transcription 

- RiboMAXTM Large Scale RNA Production System-T7 (Promega Cat 
No.P1300) 

16. อุปกรณ์ และสารเคมีส าหรับท า Real-Time PCR 

- Applied BiosystemStepOnePlusTM Real-Time PCR Systems 

- RBC ThermOneTM Real-Time PCR Premix (Cat No.RT009) 

17. อุปกรณ์ และสารเคมีส าหรับ Dual-Luciferase Assay 

- Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega Cat No.E1910) 

- Microplate Reader  

- 96-Well Plate White Opaque (Costar ) 

18. วัสดุ และอุปกรณ์ท่ัวไปส าหรับงานวิจัย 

- Heat box (Bioer Technology) 

- Mini Centrifuge (Eppendorf) 

- ตู้บ่ม 37 องศาเซลเซียส (Biosan) 

- MicroCentrifuge Tube ขนาด 0.2 และ 1.5 มิลลลิิตร (BIOLINE) 

- Tip ขนาด 10, 200, 1,000 ไมโครลิตร (Neptune) 

- Pipette ขนาด 3, 10, 20, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (Biohit) 

19. โปรแกรมคอมพิวเตอร์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์การทดลอง 

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

- RNAhybrid (http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/rnahybrid/submission.html) 

- BioEdit Sequence Alignment Editor (Version 7.0.4.1) 
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) 

- Oligos Primer Design Software (Version 9.1)  

http://www.mirbase.org/
http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/submission.html
http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/submission.html
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วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การวิเคราะห์และคัดเลือก miRNAs ท่ีจับกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตับอักเสบซี 

1.1 ท าการดาวน์โหลดข้อมลูนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอักเสบซจีากฐานข้อมูล NCBI 
database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ได้แก่ จีโนไทป์ 1-7 โดยรายละเอียด 
Accession No. แสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 แสดง Accession numbers ของจโีนไทป์ของไวรัสตับอกัเสบซีที่ใช้ใน
การศึกษา 

Hepatitis C virus Accession number 

Genotype 1a M62321 

Genotype 1b M58335 

Genotype 2a D00944 

Genotype 2b AY232730 

Genotype 3a D17763 

Genotype 3b D49374 

Genotype 3k D63821 

Genotype 4a AB795432 

Genotype 5a KC844046 

Genotype 6a EU246938 

Genotype 6b D84262 

Genotype 6d D84263 

Genotype 6h D84265 

Genotype 6k D84264 

Genotype 7 EF108306 
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1.2 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอักเสบซจีากฐานข้อมลู NCBI ตามข้อ 1.1 มาท าการ 
alignment เพื่อหาบรเิวณอนุรักษ์ (conserved region) ของไวรัสตบัอักเสบซีทกุจีโน
ไทป ์แล้วท าการแบ่งนิวคลีโอไดท์เป็นช่วงๆละ 50 bp โดยให้มี 25 bp เหลื่อมกัน 

1.3 วิเคราะหห์า mature miRNAs ภายในเซลล์ของมนุษยท์ี่มลี าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกบั
ของไวรัสตับอักเสบซีจโีนไทป์ 1-7 โดยใส่ล าดับนิวคลีโอไทดข์องไวรัสที่ได้จากข้อ 1.2 ลง
ในฐานข้อมูล miRBase (http://www.mirbase.org/)  โดยใช้เครื่องมือ SSEARCH 
(http://www.mirbase.org/search.shtml)  

1.4 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ mature miRNAs ภายในเซลล์มนุษย์ที่ได้จากการวิเคราะห์
ด้วยฐานข้อมูล miRBase มาวิเคราะหเ์พื่อท านายลักษณะการเข้าคู่ (Hybridization 
patterns) ของ mature miRNAs ภายในเซลล์ของมนุษย์กับล าดับนิวคลีโอไทดบ์นยีน
ของไวรัสตับอักเสบซีโดยใช้เว็บไซต์ RNA hybrid (http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/rnahybrid/submission.html) ซึ่งเป็นเครื่องมือที่สามารถท านาย 
minimum free energy (mfe) และแสดงลกัษณะการเข้าคู่ระหว่าง miRNA และ RNA 
ของไวรัสตับอักเสบซ ีซึ่งจ าแนกได้เป็น 3 แบบ ดังนี้ 

 5carnonical มีการเข้าคู่กันของนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 2-8 (seed 
region) นับจากด้าน 5ของ mature miRNAs กับ mRNAs ของไวรัสทั้งสามจี
โนไทป์ และมกีารเข้าคู่กันที่ด้าน 3 ของ miRNAs ด้วย 

 5 seed มีการเข้าคู่ระหว่างนิวคลโีอไทด์ต าแหนง่ที่ 2-8 (seed region) 
บริเวณ 5ของ mature miRNAs กับ mRNAs ของไวรัส แต่ไม่พบการเข้าคู่กัน
ที่ด้าน 3ของ miRNAs 

 3compensatory นิวคลีโอไทด์ครึ่งหนึ่งของสายบรเิวณด้าน 3 ของ 
mature miRNAs มีการเข้าคู่กับ mRNAs ของไวรัส 

เลือก mature miRNAs ที่สามารถเข้าคู่กับ RNA ของไวรัสตับอักเสบซีที่ได้จากการ
วิเคราะห์ข้างต้น เพื่อน ามาศึกษาความสามารถในการยับยั้งไวรัสของ miRNAs 
ต่อไป 

2.  การเตรียม Reporter vector 
pGL3MS2/Basic ถูกน ามาใช้เป็น Reporter Vector ในงานวิจัยน้ี โดยได้รับความ
อนุเคราะห์จาก Dr.Brown Department of Biochemistry, University of Otago 
[Rackham, 2004] vector นี้มีขนาด 4287 คู่เบส ซึ่งมียีน Firefly Luciferase เป็น 
reporter gene โดยมี Ampicillin resistance gene เปน็ selectable gene ดังแสดงใน
รูปที่ 12 

  

http://www.mirbase.org/search.shtml
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รูปที่ 12 โครงสร้างของ pGL3MS2/Basic (35) 

 

2.1 Oligonucleotide annealing 
(1) ออกแบบนิวคลีโอไทดส์ายยาวของยีนทีส่นใจซึง่ในการศึกษานี้คือบริเวณอนรุักษ์

ของไวรัสตับอักเสบซี ได้แก่ 5 UTR ดังแสดงในตารางที่ 2 ซึ่งต้องเป็นบรเิวณที่ 
miRNA สามารถเข้าคู่ได้ โดยออกแบบให้มลีักษณะของ 2 สายที่มีการเข้าคู่กัน
ของล าดับนิวคลโีอไทด์ ได้แก่ Top strand และ Bottom strand และใหม้ี
ต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ XhoI และ NheI เพื่อใช้ในการ cloning เข้า 
pGL3MS2/Basic ซึ่งเป็น reporter vector ที่มีต าแหน่งจัดจ าเพาะของ
เอนไซม์ทัง้สองชนิดดังทีก่ล่าวข้างต้น  

 

ตารางที่ 2 แสดงล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีนที่สนใจ 
ต าแหน่ง HCV-5UTR 

45-65 TS  5-CTAGCCACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGC-3 

BS  3-GGTGAGGGGACACTCCTTGATGACAGAAGTGCGAGCT -5 

(ตัวอักษรที่ขดีเส้นใต้ แสดงต าแหน่งของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ, ตัวเอียง แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ที่เพิ่มจากส่วน
ที่ไมโครอาร์เอ็นเอสามารถเข้าคู่ได้, ตัวหนา แสดงล าดับนิวคลโีอไทด์ที่ไมโครอาร์เอ็นเอสามารถเขา้คู่ได)้ 
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(2) ละลายนิวคลโีอไทด์สายยาวแต่ละสายด้วย TE Buffer ให้ความเข้มข้นเป็น 100 
ไมโครโมลาร ์

(3) เจือจางนิวคลีโอไทด์สายยาวด้วย Nuclease-Free Water ให้ความเข้มข้นเป็น 
10 ไมโครโมลาร ์

(4) น านิวคลีโอไทด์สายยาวที่เจือจางแล้วไปวัดความเข้มข้นที่ A260 และปรับให้ได้
ความเข้มข้นเป็น 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 

(5) เตรียม Annealing Mixture ปรมิาณ 25 ไมโครลิตร ดังแสดงในตารางที่ 3 

ตารางที่ 3 แสดงปริมาณสารที่ใช้ในการ annealing สาย target mRNA 

 

 

 

 

 

 

2.2 การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzyme)  
(1) เตรียมสารเคมีที่ใช้ตามตารางที ่4 

ตารางที่ 4 แสดงสารเคมีที่ใช้ในการตัด reporter vector 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ (ไมโครลิตร) 

Top-stranded oligonucleotide (10 M) 1 

Bottom-stranded oligonucleotide (10 M) 1 

Hybridization buffer 23 

Total volume 25 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ (ไมโครลิตร) Final 
concentration 

น้ ากลั่นทีผ่่านการฆ่าเช้ือแล้ว 14 - 

pGL3MS2/Basic (100 ng/l) 10 1000 ng 

10X Buffer TangoTM 3 1X 

XhoI (10 U/l) 1 10 U 

NheI (10 U/l) 2 20 U 
ปริมาตรรวม 30 - 
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(2) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 

(3) หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

(4) ตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ที่ต้องการด้วยวิธี Agarose gel 
electrophoresis โดยใช้ 1% Low-melting temperature agarose gel 
และ ใช้ 1 Kb DNA Ladder เป็น Marker และน ามาสกัดดีเอ็นเอจากเจลโดย
ชุดสกัด HiYieldTM Gel Extraction Kit 

2.3 Ligation 
 

(1) เช่ือมส่วนของล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีนที่สนใจไปยังบรเิวณที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ NheI (ต าแหน่งที่ 2201) และ XhoI (ต าแหน่งที ่2216) ดังรูปที่ 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 13 โครงสร้างของ pGL3MS2/Basic ที่มี target อยู่ 

 

(2) เตรียมสารเคมีดังแสดงในตารางที่ 5  
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ตารางที่ 5 แสดงสารเคมีที่ใช้ในการเช่ือมนิวคลีโอไทดเ์ข้ากบั reporter vector  

 

3. การเตรียม miRNA expression vector 
pSilencer 3.0-H1 ถูกใช้เป็น miRNA Expression Vector  มี RNA polymerase III (pol 
III) promoters ส าหรบัให้ RNA pol III มาจับเพื่อเริ่มตน้การถอดรหัสสาย siRNA และมี
ต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzyme) BamHI และ HindIII 
เพื่อการ cloning สาย miRNA เข้าสู่ vetor โดยมี ampicillin resistance gene เป็น 
selectable gene  ดังแสดงในรูปที่ 14 
 

 

 

 

 

 
 

 

รูปที่ 14 โครงสร้างของ pSilencer 3.0-H1  

สารที่ใช้ ปริมาณ (ไมโครลิตร) Final concentration 
น้ ากลั่นทีผ่่านการฆ่าเช้ือแล้ว 2 - 
10X T4 DNA ligase Buffer 1 1X 
FermentusTM T4 DNA ligase 
(5U/l) 

1 5U 

pGL3MS2/Basic (1M) 1 1M 
Annealed HCV-5UTR (1M) 5 5M 
ปริมาตร 10  
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3.1 Oligonucleotide annealing 
(1) ออกแบบ miRNA ให้มสี่วนประกอบ ดังแสดงในรูปที่ 15 ได้แก่ loop, sense 

strand คือเส้นที่ได้ล าดับนิวคลีโอไทดม์าจาก mRNA target site, antisense 
strand คือเส้นที่มเีบสคู่สมกับเส้น sense strand, poly(T) ซึ่งเป็นต าแหน่งให้
เอนไซม์ RNA pol III มาจบัแล้วเริ่มปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ siRNA นอกจากนี้
ยังมีต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) BamHI 
และ HindIII ส าหรับการ cloning เข้าสู่ pSilencer ซึ่งใช้เป็น miRNA 
expression vector โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของ miRNA ที่ใช้ในการศึกษาครั้ง
นี้ แสดงในตารางที่ 6 

 

 

 

รูปที่ 15 แสดงตัวอย่างการออกแบบสาย miRNA [Ambion] 

 

  ตารางที่ 6 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของสาย miRNA 

ช่ือ miRNA ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

hsa-miR-4645-
3p_F 

5GATCCGAAACCAGGCAAGAAATATTGTCTCCTCAAGTTGCGACG

AGACAGTAGTTCTTGCCTGGTTTCTTTTTTGGAAA 3 

hsa-miR-4645-
3p_R 

5AGCTTTTCCAAAAAAGAAACCAGGCAAGAACTACTGTCTCGTCG

CAACTTGAGGAGACAATATTTCTTGCCTGGTTTCG 3 

*ตัวอักษรที่ขีดเส้นใต้ แสดงต าแหนง่ตัดจ าเพาะของเอนไซมต์ัดจ าเพาะ, อักษรตัวหนา แสดงล าดับ    
นิวคลีโอไทด์ของ hsa-miR-4645-3p, อักษรตัวเอียง คือบรเิวณที่เป็น loop 

(2) ละลายนิวคลโีอไทด์สายยาวแต่ละสายด้วย TE Buffer ให้ความเข้มข้นเป็น 100 
ไมโครโมลาร ์

(3) เจือจางนิวคลีโอไทด์สายยาวด้วย Nuclease-Free Water ให้ความเข้มข้นเป็น 
10 ไมโครโมลาร ์  
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(4) วัดความเข้มข้นของนิวคลีโอไทด์ที่ A260 และปรับให้ได้ความเข้มข้นเป็น 1 
ไมโครกรมัต่อไมโครลิตร ด้วย TE buffer  

(5) เตรียม Annealing Mixture ปรมิาณ 25 ไมโครลิตร ดังแสดงในตารางที่ 7 

 

ตารางที่ 7 แสดงปริมาณสารที่ใช้ในการ annealing สาย miRNA 

 

 

 

 

 

 

(6) บ่มที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส 3 นาที ตามด้วย 37 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง 

(7) เจือจางนิวคลีโอไทด์ที่เข้าคู่กันแล้ว 10 เท่าใน Nuclease-Free Water 

 

3.2 การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) 
 

(1) เตรียมสารเคมีดังแสดงในตารางที่ 8  

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ (ไมโครลิตร) 

Top-stranded oligonucleotide (10 M) 1 

Bottom-stranded oligonucleotide (10 M) 1 

Hybridization buffer 23 

Total volume 25 
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ตารางที่ 8 แสดงสารเคมีที่ใช้ในการตัด miRNA expression vector 

 

(2) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 

(3) หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

(4) ตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ที่ต้องการด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis โดยใช้ 1% low-melting temperature agarose gel และ 
ใช้ 1 Kb DNA Ladder เป็น marker และน ามาสกัดดีเอ็นเอจากเจลด้วยชุด
สกัด HiYieldTM Gel Extraction Kit  

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ (ไมโครลิตร) Final concentration 

น้ ากลั่นทีผ่่านการฆ่าเช้ือแล้ว 14 - 

pSilencer 3.0-H1 (50 ng/l) 10 1000 ng 

10X Buffer TangoTM 3 1X 

BamHI  (10 U/l) 1 10 U 

HindIII  (10 U/l) 2 20 U 

ปริมาตรรวม 30 - 
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3.3 Ligation 
(1) เช่ือมส่วนของ miRNA ที่สนใจไปยังบรเิวณที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

BamHI (ต าแหน่งที่ 496) และ HindIII (ต าแหน่งที่ 557) ดังรูปที่  16 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 16 โครงสร้างของ pSilencer 3.0-H1 ที่มี miRNA แทรกอยู ่

 

(2) เตรียมสารเคมีดังแสดงในตารางที่ 7 

ตารางที่ 9 แสดงสารเคมีที่ใช้ในการเช่ือมนิวคลีโอไทดเ์ข้ากบั miRNA expression vector 

 

(3) บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสข้ามคืน  

สารที่ใช้ ปริมาณ (ไมโครลิตร) Final concentration 
น้ ากลั่นทีผ่่านการฆ่าเช้ือแล้ว 2 - 
10X T4 DNA ligase Buffer 1 1X 
FermentusTM T4 DNA ligase 
(5U/l) 

1 5U 

pSilencer 3.0-H1 (1M) 1 1M 
Annealed hsa-miR-4645-3p (1M) 5 5M 
ปริมาตร 10  
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4. Control vector 
Control Vector ที่ใช้คือ pCMV-RLuc ดังแสดงในรปูที่ 17 โดยมีพลาสมิด pCMV เป็น 
promoter มี kanamycin resistance gene เป็น selectable gene ภายในโครงสร้างของ 
vector ประกอบด้วยยีนทีส่ร้าง Renilla luciferase ซึ่งโดยส่วนมากจะใช้สัญญาณการ
แสดงออกของ Renilla luciferase เป็นตัว normalized กับ Firefly luciferase ในการวัด
ค่า Relative luciferase 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 17 โครงสร้าง pCMV-RLuc ที่ใช้เป็น control vector 

5. การตรวจสอบดีเอ็นเอโดย agarose gel electrophoresis 
(1) เตรียม 1% low-melting temperature agarose gel โดยช่ัง low-melting 

temperature agarose gel 1 กรัม ผสมกบั 1xTBE (5xTBE buffer; Tris-
Base 54 กรัม, Boric Acid 27.5 กรัม, EDTA (pH 8.0) 4.16 กรมั ) 

(2) น าไปให้ความร้อนจนอะกาโรสเจลละลาย รอให้อุณหภูมิต่ าลงเล็กนอ้ย 

(3) เทอะกาโรสเจลที่อุ่นลงแล้วลงบนถาดเตรียมเจลที่ใส่หวีไว้แล้ว ตั้งทิ้งไว้
จนกระทั่งเจลแข็งตัว 

(4) น าถาดที่มีอะกาโรสเจลใสล่งไปใน chamber แล้วเติม 1xTBE ลงไปจนท่วมเจล 

(5) หยอดดีเอ็นเอทีผ่สมกบัสีย้อมดีเอ็นเอ (6x DNA loading dye) และ DNA 
Ladder ลงไปในแต่ละหลมุบนเจล แล้วผ่านกระแสไฟฟ้าโดยใช้ความต่าง
ศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ ประมาณ 50-60 นาที 
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(6) น า agarose gel บ่มใน Ethidium Bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร แล้วส่องด้วยเครื่อง Gel Documentation 

6. วิธีการสกัดดีเอ็นเอจากเจล (Gel Extraction) โดยชุดสกดั HiYieldTMGel/PCR 
Fragements Extraction kit 

(1) ตัดอะกาโรสเจลที่มีช้ินส่วนดีเอ็นเอตามขนาดที่ต้องการใสล่งใน 
microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลลิิตร 

(2) เติม DF buffer 500 ไมโครลิตร ลงใน microcentrifuge tube ที่มีเจลอยู่ แล้ว
น าไป vortex 

(3) น าไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-15 นาที จนกว่าอะกาโรส
เจลจะละลายหมด โดยขณะที่บ่มเจลอยู่ให้กลบั microcentrifuge tube ไปมา
ทุกๆ 2-3 นาที 

(4) น า DF column ใส่ลงใน collection tube น าสารละลายจาก ข้อ (3) ใส่ลงใน 
DF column 

(5) ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที 
(6) เทของเหลวใน collection tube ทิ้ง แล้วใส่ DF column กลับเข้าไปใหม ่
(7) เติม Wash Buffer (ที่เติม ethanol แล้ว) 600 ไมโครลิตร ลงใน DF column 
(8) ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที 
(9) เทของเหลวใน collection tube ทิ้ง แล้วใส่ DF column กลับเข้าไปใหม ่
(10) ท าซ้ าข้อที่ (7) - (9) 
(11) ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เพื่อให้ column 

แห้ง 
(12) น า DF column ย้ายมาใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลลิิตร

อันใหม ่

(13) เติม elution buffer 30 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ DF column  จากนั้นบ่ม
ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 นาที 

(14) ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที  
(15) เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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7. การถ่ายพลาสมิดเขา้สู่ E.coli โดยใช้ความร้อน (Transformation by heat shock) 
(1) น า Competent cells ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย ligation 

ปริมาณ 2 ไมโครลิตร น าไปแช่น้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที 

(2) บ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที แล้วน ากลับไปแช่ใน
น้ าแข็งทันที  2 นาท ี

(3) เติม SOC Media (2% (w/v) Peptone, 0.55% (w/v) Yeast Exract, NaCl 
10 มิลลิโมลาร,์ KCl 10 มิลลโิมลาร,์ MgCl2 10 มิลลิโมลาร,์ MgSO4 10 มิลลิ
โมลาร,์ Glucose 20 มิลลิโมลาร)์ ปรมิาณ 950 ไมโครลิตร และบ่มพร้อมเขย่า
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 200 รอบตอ่วินาที เป็นเวลา 90 
นาที 

(4) ปั่นเหว่ียงที่ 4000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 1 นาที และเทส่วนใสออกเหลือ
ประมาณ 50 ไมโครลิตร 

(5) ละลายตะกอนด้วยสารละลายทีเ่หลืออยู่ และน ามาเลี้ยงบน LB Agar ที่ผสม 
Ampicillin ส าหรับ Reporter vector และ miRNA expression vector 
ส าหรับ control vector เลี้ยงบน LB Agar ที่ผสม kanamycin 

(6) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียเป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 

(7) น าโคโลนีที่ได้จากการถ่ายพลาสมิดเข้า E.coli  มาเลี้ยงในอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 2 มิลลลิิตรที่มียาปฏิชีวนะผสมอยู่ โดยใช้ Ampicillin ส าหรับ 
pGL3MS3/Basic และ pSilencer 3.0-H1 หรอื Kanamycin ส าหรับpMCV 
RLuc  แล้วน าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ
วินาที เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 

8. การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด Real Genomic HiYieldTM Plasmid Mini Kit 
 

(1) น าเช้ือที่บ่มไว้ในอาหารเหลว LB  16-18 ช่ัวโมง ถ่ายลงใน microcentrifuge 
tube ขนาด 1.5  มิลลลิิตร 

(2) ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนใส
ทิ้ง 

(3) เติม PD1 Buffer (ทีเ่ติม RNase แล้ว) 200 ไมโครลิตร แล้วน าไป vortex 
เพื่อใหส้ารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
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(4) เติม PD2 Buffer  200 ไมโครลิตร แล้วกลับ microcentrifuge tube ไปมา 
10 ครั้ง (หลกีเลี่ยงการ vortex เพื่อป้องกันการสลายของสาย genomic 
DNA ) และบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาท ี

(5) เติม PD3 Buffer 300 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาทันที 10 ครั้ง (หลีกเลี่ยงการ 
vortex) 

(6) ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
(7) เตรียม PD column ใส่ลงใน collection tube  ขนาด 2 มิลลลิิตร ดูด

ส่วนใสจาก microcentrifuge tubeใส ่ลงใน PD column 

(8) ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที 

(9) เทส่วนใสใน collection tube ทิ้ง แล้วใส่ PD column กลบัเข้าไปใหม ่

(10)  เติม W1 Buffer 400 ไมโครลิตร ลงใน PD column 

(11)  ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาท ี

(12)  เทส่วนใสใน collection tubeทิ้งแล้วใส่ PD column กลบัเข้าไปใหม ่

(13)  เติม wash buffer (ที่เติม ethanol แล้ว) 600 ไมโครลิตร ลงใน PD column 

(14)  ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที 

(15)  เทส่วนใสใน collection tube ทิ้ง แล้วใส่ PD column กลับเข้าไปใหม ่
(16)  ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เพื่อท าให้

column แห้ง 
(17)  ย้าย PD column ใส่ใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลลิิตร หลอด

ใหม ่

9. การตรวจสอบพลาสมิดด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอรส (Polymerase Chain Reaction; 
PCR) 
เพื่อตรวจสอบว่าภายในโครงสร้างของ vector มียีนทีเ่ราสนใจแทรกอยู่หรือไมห่ลงัจากที่ท า
การ ligation  

(1) ใช้ไพรเมอร์ดังแสดงในตารางที่ 10 เพื่อเตรียมสารเคมีตามตารางที่ 11 ลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 0.2 มิลลลิิตร โดยใช้สภาวะของปฏิกริิยา (PCR 
condition) ดังแสดงในตารางที่ 12  
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ตารางที่ 10 แสดงไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจสอบพลาสมิด 

 

 

 

ตารางที่ 11 ปริมาณสารที่ใช้ในปฏิกิริยา 

สารที่ใช้ ปริมาณ (l) ความเข้มข้นสุดท้าย 
10X PCR buffer minus Mg2+ 2.5 1X 
10mM dNTPs mixture each 0.5                                          0.2 mM 
50mM MgCl2 0.75                                            1.5 mM 
Primer F (10 M) 1.25                                         0.5 M 
Primer R (10 M) 1.25                                         0.5 M 
Taq DNA polymerase (5U/l) 0.1 0.5 U 
น้ ากลั่นทีผ่่านการฆ่าเช้ือแล้ว 16.40 - 
DNA template 1 - 
Total 25 - 

  

พลาสมิด ช่ือไพรเมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ 5-3 ขนาดผลิตภัณฑ์ (bp) 

pGL3MS2/Basic Luc_3F CGTGGATTACGTCGCCAGTC  
400 

SV40_R TCTAGAGTTAACTTGTTTATTGCA 

pSilencer 3.0-H1 M13_F GTTTTCCCAGTCACGAC  
350 

pSilencer-H1_R GAGTTAGCTCACTCATTAGGC 
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ตารางที่ 12 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ (PCR condition) 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ
(องศาเซลเซียส) 

เวลา หมายเหต ุ

Pre-Denaturation 94   5  นาท ี  

Denaturation 94 30  วินาที  

Annealing 55     30 วินาที  

Extension 72     30 วินาที  

Final-Extension 72        7  นาที  

 

(2) ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้ด้วยเทคนิค agarose gel  electrophoresis 

10. วิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ (Cell culture) 
10.1 การเลี้ยงเซลล ์

(1) เมื่อมเีซลลป์รมิาณเต็ม flask เลี้ยงเซลล์ เท DMEM จากขวดเลี้ยงเซลล์ทิ้ง 

(2) เติม PBS (Phosphate Buffered Saline) ให้พอท่วมเซลล์ แล้วเอียงขวดไปมา 

(3) ใส่ Trypsin (1X) ปรมิาณ 1 มิลลิลิตรลงขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ตาราง
เซนติเมตร หรือ 3 มิลลิลิตรในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 75 ตารางเซนติเมตร 

(4) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5 
เปอร์เซ็นต์ ประมาณ 5 นาท ี

(5) ตบเซลล์ให้หลุดออกจากพื้นผิวของ flask แล้วดูภายใต้กล้องจลุทรรศน์ ถ้าเซลล์
ยังหลุดไม่หมด น าไปบม่ต่อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สภาวะที่มีปริมาณ
คาร์บอนไดอกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ แล้วตบ flask จนเซลล์หลดุออกหมด 

(6) ดูดเซลลล์งในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 
1,500 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที 

(7) เทส่วนใสทิ้ง แล้วเติม DMEM ประมาณ 10 มิลลิลิตรเพือ่ละลายตะกอนเซลล ์

(8) ดูด cell suspension ประมาณ 2-5 มิลลิลิตร (จ านวนเซลลป์ระมาณ 7 แสน
เซลลส์ าหรับ flask ขนาด T25 หรือ 2 ล้านเซลลส์ าหรับ flask ขนาด T75) ใส่

35 รอบ 
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ในขวดเลี้ยงเซลล์ แล้วเตมิ DMEM ที่มี FBS 10 เปอร์เซ็นต์ และ Antimicrotic 
antibiotic 1 เปอรเ์ซ็นต์ (v/v) ให้มีปรมิาตรเหมาะสม (ประมาณ 5-10 
มิลลิลิตร ส าหรับ flask ขนาด T25 หรือ 10-20 ส าหรบัflask ขนาด T75) 

10.2 การนับปริมาณเซลล์ (Counting cells) 
(1) หลงัจากที่ท าการ passage cells ดูดสารละลายเซลล์ปริมาณ 10 ไมโครลิตร 

ผสมกับ Bromphenol Blue 10 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ประมาณ 5 นาที 
(2) น าเซลลจ์ากขอ (1) ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ใสล่งใน Hemacytometer จากนั้น

น าไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ นับจ านวนเซลล์ทีอ่ยู่ในบรเิวณทั้ง 4 ช่อง ดัง
รูปที่ 18 แล้วน ามาค านวณตามสูตร 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 18 แสดงตารางใน Hemacytometer(36)   
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10.3 การเพาะเลี้ยงเซลล์ (Seeding Cells) 

หลงัจากนบัจ านวนเซลล์แล้วน ามาเจอืจางให้ได้เซลล์จ านวน 8  103 เซลล์ แล้วใสล่งในแต่
ละหลุมของ 96-well plate เติม DMEM ที่มี FBS 10 เปอรเ์ซ็นต์ ให้ได้ปริมาตรรวม 100 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์เป็นเวลา 
24 ช่ัวโมง 

11. Transfection 

(1) ผสม Lipofectamine2000 Reagent ปรมิาณ 0.5 ไมโครลิตรลงใน 

OptimemI Reduced Serum Medium ใน microcentrifuge tube 1.5 
มิลลิลิตร 

(2) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
(3) เจือจางความเข้มข้นพลาสมิดลงใน Opti-MEMI Reduced Serum Medium 

แล้วผสมลงไปในส่วนผสมของ Lipofectamine2000 Reagent ดังนี้  
a. pGL3MS2/Basic หรือ pGL3MS2/Basic HCV insert 100 นาโน

กรัม, 
b. pCMVRLuc 10 นาโนกรัม  
c. pSilencer 3.0-H1 หรือ pSilencerFLuc หรือ pSilencer hsa-mir-

4645-3p 50 นาโนกรัม  
(4) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15-45 นาที 
(5) หยอดลงแต่ละหลมุของ 96-well plate ที่มี DMEM กับ FBS 10 เปอรเ์ซ็นต์ 

ซึ่งไม่มีการเตมิ antibiotic 

12. การเตรียม positive control ส าหรับ Real time PCR 
12.1 การเขา้คู่กันของล าดับนิวคลีโอไทด์ 

(1) เตรียม annealing mixture ดังแสดงในตารางที่ 13  
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ตารางที่ 13 แสดงปริมาณสารที่ใช้ในการเตรียมนิวคลีโอไทดส์ าหรับเป็น positive control 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ (ไมโครลิตร) 

T7C_miR_4645_3p (10 M) 4.35 

Oligo T7 (10 M) 4.35 

Nuclease-free water 1.3 

Total 10 

 

(2) บ่มที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาท ี
(3) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 

 
12.2 in vitro transcription (RiboMAXTM Large Scale RNA Production 

System-T7) 
(1) เตรียมสารดงัแสดงในตารางที่ 14 

 

ตารางที่ 14 แสดงปริมาณสารที่ใช้ในกระบวนการ in vitro transcription 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
T7 transcription 5X buffer 4 
rNTPs (25 mM ATP, CTP, GTP, UTP) 6 
Linear DNA template (5-10 g total) 5 
Plus nuclease-free water 3 
Enzyme mix (T7) 2 
Total 20 

 

(2) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง 
(3) ก าจัดสายดเีอ็นเอ (DNase treatment) โดยเติม RQ1 RNase free DNase 1 

U/ 1 g ของสายดีเอ็นเอ แล้วน าไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาท ี

(4) เก็บที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส  
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13. การสกัดไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA extraction) ด้วยชุดสกัด microRNA Purification 
Kit) 

(1) เท DMEM ที่ใช้เลี้ยงเซลลท์ิ้ง 
(2) ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS 
(3) เติมสารละลาย Lysis Solution 100 ไมโครลิตร แล้วเคาะให้เซลลห์ลุดจากผิว 

96-well plate 
(4) ดูดใส่หลอด microcentifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
(5) เติม ethanol 96-100 เปอรเ์ซ็นต์ ปริมาณ 150 ไมโครลิตร แล้วน าไป vortex 

10 วินาที 
(6) เตรียม Large RNA Removal column ใส่ลงใน Collection tube 
(7) น า lysate ผสมกับ ethanol 96-100 เปอร์เซ็นต์ จากข้อ (5) ใส่ลง Large 

RNA Removal column น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 1 นาที 

(8) ดูดส่วนใสใสห่ลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
(9) เติม ethanol 96-100 เปอร์เซ็นต์ ปรมิาณ 350 ไมโครลิตร น าไป vortex 10 

นาที 
(10)  เตรียม microRNA Enrichment  column  ใส่ลงใน Collection tube 
(11)  น า lysate ที่ผสมกบั ethanol ปริมาตรครึ่งหนึ่งของที่มีอยู่ ใส่ลง microRNA 

Enrichment column แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 1 นาที 

(12)  เทส่วนใสทิ้ง ดูด lysate ดูด lysate ที่ผสมกบั ethanol ที่เหลือใส่ลงใน 
microRNA Removal column  

(13)  ท าซ้ าข้อ (11) และ (12) ตามล าดับ 
(14)  เติม Wash Solution 400 ไมโครลิตร ลงใน microRNA Enrichment 

Column แล้ว  น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 
นาที 

(15)  เทส่วนใสทิ้ง แล้วใส่ microRNA Enrichment Column ใส่กลบัลง 
Collection tube 

(16)  ท าซ้ าข้อ (14) และ (15) ตามล าดับ 
(17)  เติม Wash Solution 400 ไมโครลิตร น าไปปัน่เหว่ียงที่ความเร็ว 14,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
(18)  เทส่วนใสทิ้ง ใส่ microRNA Enrichment Column กลับลงใน Collection 

tube 
(19)  ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
(20)  น า microRNA Enrichment Column ใส่ลงในหลอด Elution tube ขนาด 

1.7 มิลลลิิตร 
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(21)  ใส่ Elution buffer 30 ไมโครลิตร ลงใน microRNA Enrichment Column 
(22)  ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ต่อด้วย 14,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
(23)  เก็บรกัษาอารเ์อ็นเอที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 

14. การย่อยดีเอ็นเอ (DNase Treatment) 
(1) เตรียมสารเคมี ดังแสดงในตารางที่ 15 

ตารางที่ 15 แสดงปริมาณสารที่ใช้ในการก าจัดดีเอ็นเอ 

สารที่ใช้ ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
อาร์เอ็นเอทีส่กัดได ้ 30 
RNase-free DNase 10X buffer 3.5 
RNase-free DNase 1.5 
ปริมาตรรวม 35 

 

(2) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
(3) ใส่ DNase Stop Solution ปรมิาณ 10 ไมโครลิตร 
(4) บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

15. Polyuridylation 

(1) เติม UTP ที่บริเวณปลาย 3 ของอาร์เอ็นเอ โดยอาศัยเอนไซม์ Poly (U) 
Polymerase โดยเตรียมสารดงัตารางที่ 16  
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ตารางที่ 16 แสดงปริมาณสารที่ใช้ในกระบวนการ polyuridylation 

สารที่ใช้ ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
อาร์เอ็นเอ (10 ng/l) 2.5 
10X NE Buffer 2 1.25 
UTP (50 mM) 0.15 
RNAse Inhibitor 0.5 
Poly (U) Polymerase 0.5 
น้ ากลั่นทีผ่่านการฆ่าเช้ือแล้ว 8.1 
ปริมาตรรวม 12.5 

 

(2) บ่มที่อุณหภูม 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

16. Reverse Transcription 
(1) เตรียมสารเคมีดังตารางที่ 17 

ตารางที่ 17 แสดงปริมาณสารที่ใช้ในกระบวนการ reverse transcription ส าหรบั miRNA 

สารที่ใช้ ปริมาณ (ไมโครลิตร) 

อาร์เอ็นเอ (10 ng/l) 10 

SL Poly A (ตารางที่ 18) 1 
dNTP (10 mM) 1 
ปริมาตรรวม 12 

 

(2) บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
(3) บ่มที่น้ าแข็งทันที เป็นเวลา 1 นาที 
(4) ใส่สารเคมี ดังตารางที่ 18   
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ตารางที่ 18 แสดงปริมาณสารที่ใช้ในกระบวนการ พeverse transcription ส าหรบั miRNA 

สารที่ใช้ ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
5X RT buffer 4 

0.1 M DTT 1 

RNase Inhibitor 0.5 
Reverse Transcriptase 1 

 

(5) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
(6) บ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา  30 นาที 
(7) บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ข้ามคืน 
(8) หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

17. การวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเทคนิค Real time PCR 
(1) ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน MicroRNA ดังแสดงในตารางที่ 18 
(2) หาสภาวะที่เหมาะสมของแต่ะยีนในการท า real-time PCR 
(3) ใช้ไพรเมอร์ตามตารางที่ 19 เพื่อเตรียมสารเคมีดังแสดงในตารางที่ 20 โดยอาศัย

สภาวะของปฏิกิริยา ดังตารางที่ 21 
 

ตารางที่ 19 แสดงไพรเมอร์ที่ใช้ใน real-time PCR 

ยีนเป้าหมาย ช่ือไพรเมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ 5-3 
hsa-

miR_4645_3p 
miR_4645_3p_F AGACAGTAGTTCTTGCCTG 
miRNA_qPCR_R GCAGGGTCCGAGGTATTC 

 SL Poly A GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCCGA
CTGGATACGACAAAAAAAAAAAAAAAAAAVN 
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ตารางที่ 20 แสดงปริมาณสารที่ใช้ในการท า real-time PCR 

สารที่ใช้ ปริมาตร 
(ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้นสุดท้าย 

2X RBC ThermOne™ Real-Time PCR Premix 
 

12.5 1X 

Primer F (10 M)  0.75 0.3 M 

Primer R (10 M)  0.75 0.3 M 

cDNA 4 ≤500 ng 

น้ ากลั่นทีผ่่านการฆ่าเช้ือแล้ว 7 - 

ปริมาตรรวม 25  

 

ตารางที่ 21 แสดงสภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ส าหรับ miRNA (real-time PCR condition) 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ
(องศาเซลเซียส) 

เวลา หมายเหต ุ

Pre-denaturation 95 10 นาท ี  
Denaturation 95 15 วินาที  
Annealing 51 30 วินาที  
Extension 72 30 วินาที  

Melting analysis 95 15 วินาที  

 60 1 นาท ี  

 95 15 วินาที  

  

50 รอบ 
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18. การทดสอบ luciferase assay 
(1) ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจาก 96-well plate ที่ใช้เลี้ยงเซลล์ แล้วล้างเซลล์ด้วย 

PBS จากนั้นดูด PBS ทิ้ง 
(2) เติม 1X PLB ปริมาณ 20 ไมโครลิตร 
(3) เขย่า plate เบาๆ ประมาณ 15-20 นาที 
(4) เติม LARII 100 ไมโครลิตร ลงใน 96-well plate white opaque 
(5) ตั้งค่าเครื่อง Microplate reader เพื่อท าการวัด Luminescence 
(6) เติม PLB lysate 20 ไมโครลิตร, ผสมใหเ้ข้ากัน 
(7) วัดค่า Firefly Luciferase Avtivity ที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 
(8) เติม Stop & Glow ปริมาณ 100 ไมโครลิตร 
(9) วัด Renilla Luciferase Activity ที่ความยาวคลื่น 482 นาโนเมตร 
(10)  หาค่า Relative Luciferase Activity โดยค านวณจากสูตร 

 

 

 

19. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยเลอืก unpaired t-test เนื่องจากตัวแปร 2 กลุ่มเป็นอิสระต่อกัน
จากเว็บไซต์ http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1/?Format=SD และ

ก าหนดระดบันัยส าคัญทางสถิติทีร่ะดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 (p 0.05) 

http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1/?Format=SD


บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

1. ผลการหาบริเวณอนุรักษ์ของล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตับอักเสบซี จีโนไทป์ 1-7 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 19 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทดบ์รเิวณอนุรักษ์ของไวรสัตับอักเสบซี จีโนไทป์ 1-7 
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 จาก whole genome ของไวรัสตับอักเสบซีจโีนไทป์ที่ใช้ศึกษาในครั้งนี้ ( 9.6 kb) 
เมื่อน ามาวิเคราะห์ด้วยเมนู ClustalW Multiple Alignment ในโปรแกรม BioEdit 
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) พบว่าบริเวณทีม่ีล าดับนิวคลีโอ

ไทด์อนุรักษ์อยูป่ระมาณต าแหน่งล าดับที่ 40—340 ซึ่งอยู่ในบริเวณ 5UTR  ของไวรัส (5 
UTR ของไวรัสเริ่มตัง้แต่ต าแหน่งที่ 1-338) ดังแสดงในรูปที่ 19 

 

2. ผลการคัดเลือกไมโครอาร์เอ็นเอของมนุษย์ท่ีสามารถจับกบัล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัส
ตับอักเสบซีท้ัง 7 จีโนไทป์จากฐานข้อมูล miRBase และโปรแกรม RNAHybrid 
 เมื่อท าการวิเคราะหห์าไมโครอาร์เอ็นเอของมนุษย์โดยการใส่ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ไวรัสตับอักเสบซี บริเวณอนรุักษ์ระหว่างจีโนไทป์ 1-7 โดยแบ่งความยาวเป็นท่อนๆละ 50 
bp ซึ่งมี 25 bp ที่ overlap กัน ลงในฐานข้อมลู miRBase (http://www.mirbase.org/) 
จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Mature miRNAs ที่ได้จากฐานข้อมูล miRBase ดังแสดง
ในรูปที่ 20 ไปวิเคราะห์การเข้าคู่กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตับอกัเสบซีด้วยโปรแกรม 
RNA Hybrid พบว่ามีไมโครอารเ์อ็นเอจ านวน 2 ชนิด ได้แก่ hsa-miR-4645-3p และ hsa-
miR-4658 ที่สามารถเข้าคู่กับไวรสัตับอกัเสบซีตามรปูแบบของ Brrennecke และคณะ ดัง
แสดงในตารางที่ 22 

ตารางที่ 22 แสดงการเข้าคู่กันระหว่างไมโครอารเ์อ็นเอของมนุษย์และไวรัสตบัอักเสบซี 

* หมายเหต ุต าแหนง่ของนิวคลีโอไทด์เทียบจาก Accession No. [genotype 6d] 
 

Human miRNAs Gene 
Position

* 

Hybridization MFE 
(kcal/mol) 

Pairing pattern 

hsa-miR-4645-3p 5UTR 

45-65 

 
 

 
-28.8 

 
5'canonical 

hsa-miR-4658 5UTR 

115-134 

  
-29.5 

 

3compensatory 
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 จากนั้นท าการคัดเลือกไมโครอารเ์อ็นเอทีจ่ะน ามาใช้ในการทดลองโดยในงานวิจัยน้ี

เลือก hsa-miR-4645-3p เนื่องจากมีรปูแบบการจับแบบ 5 canonical ซึ่งเป็นรูปแบบการ
จับทีม่ีประสิทธิภาพมากทีสุ่ดของไมโครอารเ์อ็นเอ  
 

3. ผลการสรา้ง vectors 
3.1 Reporter vector  

ตารางที่ 23 แสดงนิวคลีโอไทดส์ายยาวของยีนทีส่นใจ (HCV-5 UTR) 
ต าแหน่ง นิวคลีโอไทด์สายยาว 

45-65 TS  5-CTAGCCACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGC-3 

BS  3-GGTGAGGGGACACTCCTTGATGACAGAAGTGCGAGCT -5 

(ตัวอักษรที่ขีดเส้นใต้ แสดงต าแหนง่ของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ, ตัวเอียง แสดงล าดับนิวคลี
โอไทด์ที่เพิม่จากส่วนที่ไมโครอารเ์อ็นเอสามารถเข้าคู่ได้, ตัวหนา แสดงล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ที่ไมโครอาร์เอ็นเอสามารถเข้าคู่ได้) 
  

จากตารางที่ 23 ต าแหน่งที่สนใจคือต าแหน่งนิวคลีโอไทดท์ี่ 45-65 ซึ่งเป็นบริเวณ 

5 UTR ของไวรัสตบัอักเสบซีทัง้สามจีโนไทป์ โดยต าแหนง่นี้มีไมโครอารเ์อ็นเอ  hsa-
miR-4645-3p ที่สามารถไปเข้าคู่ได้ ส าหรบัการทดลองนี้ได้มีการออกแบบนิวคลีโอไทด์
สายยาวของไวรัสตบัอักเสบซีในบริเวณที่มลี าดับนิวคลโีอไทด์อนุรักษ์ของทั้ง 3 จีโนไทป์ 
และก าหนดให้มีต าแหนง่ตัดจ าเพาะด้วยเอนไซม์ XhoI และ NheI  

3.2 miRNA expression vector 
ไมโครอารเ์อ็นเอที่เลือกมาคือ hsa-miR-4645-3p เนื่องจากเป็นไมโครอารเ์อ็นเอที่
สามารถเข้าคู่กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอักเสบซจีีโนไทป์ 1a, 3a และ 6 บนยีน
ที่สนใจได้ โดยน าล าดับนิวคลีโอไทดส์ายยาวของไมโครอารเ์อ็นเอทีเ่ป็นสาย mature 
miRNA ดังรูป  มาออกแบบโดยอาศัยการออกแบบจาก Instruction Manual ของ 
pSilencerTM siRNA Expression Vectors (Ambion) ดังนั้นข้ันต่อไปจะท าการพสิูจน์
ว่าไมโครอาร์เอ็นเอสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนทีส่นใจได้หรือไม่ โดยท าการ 

cloning HCV-5 UTR เข้า pGL3MS2/Basic และ hsa-miR-4645-3p เข้า pSilencer 
3.0-H1 
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รูปที่ 20 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ mature miRNA ของ hsa-miR-4645-3p 

4. การตัดต่อเข้าพลาสมิด (Plasmid Construction) 
4.1 การตัดพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

4.1.1     การตัด pGL3MS2/Basic (Report vector) ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

หลงัจากเพิ่มจ านวนพลาสมิด pGL3MS2/Basic (35) แล้วน ามาตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ 2 เอนไซม์ (Double digestion) ได้แก่ XhoI และ NheI ดังตารางที่ 4 
ตามบทที่ 3 ในวิธีการทดลอง หลังจากนั้นน ามาตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ที่
ต้องการด้วยเทคนิค Agarose Gel Electrophoresis โดยใช้ 1% low-melting 
temperature agarose gel และใช้ 1Kb DNA Ladder เป็น Marker ได้ผลิตภัณฑ์
ที่มีขนาดประมาณ 4200 bp 

4.1.2 การตัด pSilencer 3.0-H1 (miRNA expression vector) ด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ 
หลงัจากเพิ่มจ านวนพลาสมิด pSilencer 3.0-H1 แล้วน ามาตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ BamHI (ต าแหน่งที่ 496) และ HindIII  (ต าแหน่งที่ 557) หลังจากนั้น
น ามาตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑ์ที่ต้องการด้วยเทคนิค Agarose Gel 
Electrophoresis โดยใช้ 1% low-melting temperature agarose gel และใช้ 
1Kb DNA Ladder เป็น Marker แล้วได้ผลิตภัณฑ์ขนาดประมาณ 2,700 bp 

4.1.3 การตัด pCMVRLuc (Internal control vector) ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
pCMVRLuc ที่น ามาใช้เป็น Internal control vector มาจากพลาสมิดตัง้ต้น 

pCMVRLuc NP จึงต้องน ามาตัดเพือ่น ายีน NP ออก ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
BamHI พบว่าได้ขนาดผลิตภัณฑ์ 2 ขนาด ได้แก่ขนาดประมาณ  5,000 bp คือ 
pCMVRLuc ที่ต้องการ  และขนาดประมาณ 700 bp ซึ่งเปน็ขนาดของยีน NP 

4.2 ผลการตัดต่อยีนเข้าพลาสมิด (Plasmid construction) 
4.2.1 Reporter vector 

เมื่อท าการเช่ือมล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนทีส่นใจกบัพลาสมดิ 
pGL3MS2/Basic ในบริเวณทีถูกตัดด้วยเอนไซฒ์ตัดจ าเพาะ NheI และ XhoI แล้ว
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น ามาโอนถ่ายเข้าสู่แบคทีเรีย E.coli โดยใช้ความร้อน (Heat shock) หลงัจากบ่มที่ 
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง พบว่ามีโคโลนข้ึีนบนอาหารแข็ง LB จึง
น าโคโลนีมาเลี้ยงต่อในอาหารเหลว LB ปริมาตร 2 มิลลิลติร แล้วบ่มที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 

จากนั้นน าพลาสมิดที่มียีนทีส่นใจมาสกัดพลาสมิดด้วยวิธี HiYieldTM Plasmid 
Mini Kit และตรวจสอบด้วยปฏิกริิยาลกูโซโ่พลเิมอเรส โดยใช้ Luc3_F เป็น 
forward primer และSV40_R เป็น reverse primer  เมื่อน ามาตรวจสอบด้วยวิธี 
2% agarose gel electrophoresis ได้ผลิตภัณฑ์ขนาดประมาณ 400 bp ดัง
โคโลนีที่ 1 ในรูปที่ 21 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 21 การตรวจสอบพลาสมิดด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสโดยใช้ Luc3_F และ SV40_R primer 
โดย M; Marker, P; Positive control, 1; clone 1, 2; clone 2, Negative 

 

เมื่อได้ผลิตภัณฑ์ขนาดตามที่ต้องการ แล้วน าพลาสมิดที่ตรวจสอบด้วยปฏิกิริยา
ลูกโซโ่พลเิมอเรส ไปตรวจสอบต่อด้วยเทคนิค nucleotide sequencing เพื่อเป็น

การยืนยันผล ดังรูปที่ 22 จากผลพบว่าใน pGL3MS2 มีช้ินส่วนของ HVC-5 UTR 
แทรกอยู่ และมีล าดับนิวคลีโอไทด์ถูกตอ้ง 

500 bp 

300 bp 

200 bp 

100 bp 

400 bp 

M P 1 2 N 
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รูปที่ 22 Chromatogram แสดงผลของล าดับนิวคลีโอไทดข์อง pGL3MS2/Basic HCV-5UTR 

4.2.2 miRNA expression vector 
 hsa-miR-4645-3p จะถูกน ามาเช่ือมกบั miRNA expression vector ใน
บริเวณทีม่ีการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ HindIII แล้วน ามาโอนถ่าย
เข้าสู่แบคทเีรีย E.coli โดยใช้ความร้อน (Heat shock) หลงัจากน าไปบ่มที่ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง พบว่ามีโคโลนีข้ีน น าโคโลนีไปเลี้ยงต่อใน
อาหารเหลว LB ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 
ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาน ามาสกัดพลาสมิดด้วยวิธีเดียวกัน 
 น าพลาสมิดทีส่กัดได้มาตรวจสอบด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้ 
M13_F เป็น forward primer และ pSilencer-H1_R เปน็ reverse primer ตาม 
Instruction Manual ของ pSilencerTM siRNA Expression Vectors (Ambion) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 23 แสดงการตรวจสอบพลาสมิดด้วยปฏิกิริยาลูกโซโ่พลิเมอเรสโดยใช้ M13_F และ pSilencer-
H1_R primer โดย M; Marker, P; Positive control, 1; clone 1 

500 bp 

 

400 bp 

 200 bp 

 100 bp 

 

300 bp 

 

P 1 M 
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 จากรปูที่ 23 พบว่าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากโคโลนีมีขนาดประมาณ 350 bp ซึ่งคาด
ว่าในพลาสมิดน่าจะมี hsa-miR-4645-3p อยู่ แต่ขนาดที่ได้มีความใกล้เคียงกับ 
pSilencer 3.0-H1 มาก เนื่องจากไมโครอาร์เอ็นเอทีอ่อกแบบมีความยาวเพียง 80 
bp จึงต้องอาศัยการตรวจสอบเพื่อยืนยันด้วยเทคนิค sequencing (1st BASE) ดัง
รูปที่ 24 พบว่า pSilencer มี hsa-miR-4645-3p แทรกอยู ่
 
 

 

 

รูปที่ 24 Chromatogram แสดงผลของล าดับนิวคลีโอไทดข์อง pSilencer hsa-miR-4645-3p 

5. การตรวจสอบการแสดงออกของ miRNAs โดยอาศัยเทคนิค Real-time PCR 

 ภายหลังการเพาะเลี้ยงเซลล์ HepG2 ใน 96-well plate หลมุละ 8103 
เซลล์ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วท าการ transfection พลาสมิด ด้วย 

Lipofectamine2000 โดยใช้ความเข้มข้นพลาสมิดแต่ละชนิด ดังแสดงในตารางที่ 24 
 

ตารางที่ 24 แสดงความเข้มข้นของพลาสมิดทีท่ าการ transfection 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กลุ่มที ่
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 หลงัจากเวลาผ่านไป 72 ช่ัวโมง ท าการวัดระดับการแสดงออกของ miRNA 
ภายในเซลล์ เปรียบเทียบกับเซลล์ทีท่ าการ transfection miRNA  โดยอาศัยเทคนิคของ 
Mei และคณะในปี 2012 (34) ซึ่งใช้ universal poly(A) stem loop RT primers หรือ SL 
poly(A) เป็นไพรเมอรส์ าหรรบัการท า reverse transcription และวัดการแสดงออกใน
ระดับ cDNA โดยเทคนิค real-time PCR พบว่าการแสดงออกของ miRNA ในเซลล์ที่ไม่ได้
ท าการ transfction (mock) ไม่มีการแสดงออกของ hsa-miR-4645-3p เมื่อ 

เทียบกับเซลล์ทีผ่่านการ transfection ด้วย pSilencer hsa-miR-4645-3p 50 ng/l ดัง
แสดงในรปูที ่25  
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 25 แสดงผลการตรวจสอบการแสดงออกของ miRNAs ภายในเซลล์ โดยเทคนิค RT-qPCR 

6. การทดสอบ Luciferase Assay 

 ภายหลังการเพาะเลี้ยงเซลล์ HepG2 ใน 96-well plate หลุมละ 8103 เซลล์ 

เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วท าการ transfection พลาสมิด ด้วย Lipofectamine2000 
โดยใช้ความเข้มข้นพลาสมิดแต่ละชนิดดังแสดงในตารางที่ 25 

  

Positive 

control 

pSilencer hsa-miR-4645-
3p 

Mock 
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ตารางที่ 25 แสดงความเข้าข้นของพลาสมิดที่ใช้ในการ transfection 

กลุ่มที ่

ความเข้มข้นของเวคเตอร์ (ng/l) 
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 ปริมาตร
รวม 

1 100 - 10 50 - - 160 

2 100 - 10 - 50 - 160 

3 - 100 10 50 - - 160 

4 - 100 10 - 50 - 160 

5 - 100 10 - - 50 160 
  เมื่อเวลาผ่านไปครบ 72 ช่ัวโมง จะท าการเก็บเซลลท์ี่ผ่านการ transfection แล้ว

ด้วย 1x PLB ปรมิาณ 20 ไมโครลิตร เพื่อน าไปทดสอบด้วยวิธี Luciferase assay ซึ่งวัดค่า 
firefly luciferase activity ที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร และค่า renilla luciferase 
activity ที่ความยาวคลื่น 480 นาโนเมตร หลังจากนั้นน ามาหาค่า Relative luciferase 
activity  

  จากการทดลองดังแสดงในรูปที่ 26 ก าหนดให้เซลล์ในกลุ่มที่ 1 ซึ่งผ่านการ 
Transfection ด้วย pCMVRLuc, pGL3MS2/Basic และ pSilencer 3.0 H1 มีค่า Relative 
luciferase activity เป็น 100 เปอร์เซ็นต์ พบว่า 

  เซลล์ในกลุ่มที่ 2 ซึ่งผ่านการ Transfection ด้วย pCMVRLuc, pGL3MS2/Basic, 
และ pSilencerFLuc มีการแสดงออกของยีน Luciferase ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ
(p = 0.0497) เมื่อเปรียบเทียบกบัเซลล์ในกลุ่มที่ 1  

  สัญญาณ Relative luciferase ของเซลล์กลุ่มที่ 3 ซึ่งผ่านการ transfection ด้วย 
pCMVRLuc, pGL3MS2/Basic HCV insert และ pSilencer 3.0-H1 ลดลงอย่างไม่มมีี
นัยส าคัญทางสถิติ (p = 0.6042) เมื่อเทียบกับกลุม่ที่ 1 เนื่องจาก ไม่มี endogeneous 
miRNA จึงสามารถใช้กลุ่มนีเ้ป็นค่าพื้นฐานในการเปรียบเทียบกับเซลล์กลุ่มต่างๆได้
เช่นเดียวกับกลุ่มที่ 1 
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  เช่นเดียวกับการแสดงออกของยีน Luciferase ของเซลลใ์นกลุ่มที่ 4 ที่ผ่านการ 
Transfection ด้วย pCMVRLuc, pGL3MS2/Basic HCV Insert และ pSilencer FLuc ซึ่ง
มีระดับลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p = 0.0211) เมื่อเปรียบเทียบกบัเซลล์ทีผ่่านการ 
Transfection ด้วย pCMVRLuc, pGL3MS2/Basic และ pSilencer 3.0 H1 ในกลุ่มที่ 1     
แต่ลดลงอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (p = 0.1675) เมื่อเปรียบเทียบกบัเซลล์ทีผ่่านการ 
Transfection ด้วย pCMVRLuc, pGL3MS2/Basic HCV และ pSilencer 3.0 H1 ในกลุ่ม
ที่ 3 

  ส าหรับเซลล์ในกลุ่มที่ 5 ผ่านการ transfection ด้วย pCMVRLuc, 
pGL3MS2/Basic HCV Insert และ pSilencer hsa-miR-4645-3p มีค่าเปอร์เซ็นต์ของ 
Relative luciferase ลดลงอย่างไมม่ีนัยส าคัญทางสถิติ (p = 0.1066) เมื่อเปรียบเทียบกับ
ตัวควบคุม คือ เซลล์ในกลุม่ที่ 1และมีค่าลดลดอย่างไมม่ีนัยส าคัญทางสถิติ (p=0.7066) 
เช่นเดียวกัน เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ 3   
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pGL3MS2/Basic + + - - - 
pGL3MS2/Basic HCV insert - - + + + 
pSilencer 3.0-H1 + - + - - 
pSilencer hsa-miR-4645-3p - - - - + 
pSilencer FLuc - + - + - 

    
รูปที่ 26 แสดงเปอร์เซ็นต์ Relative Luciferase Activity เมื่อเวลาผ่านไป 72 ช่ัวโมง

กลุ่มที่ 1 กลุ่มที่ 2 กลุ่มที่ 3 กลุ่มที่ 4 กลุ่มที่ 5 

% 
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*p = 
0.1066 
#p = 
0.7006 

*p = 
0.0211 
#p = 
0.1675 

*p 
= 
0.6
042 
 *p 

= 
0.0
497 
 

*  p value เทียบกับกลุ่มที่ 1 
# p value เทียบกับกลุ่มที่ 3 
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บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล ข้อเสนอแนะ 

การคัดเลือกล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีน ามาท าการศึกษา 
 การคัดเลือกล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอักเสบซทีั้ง  7  จีโนไทป์ ได้คัดเลือก accession 
No. ดังแสดงในตารางที่  1 เป็นตัวแทนของแตล่ะจีโนไทป์ในการศึกษา เนื่องจากเป็น accession No. 
ของไวรัสตับอักเสบซีที่มกีารศึกษามาก่อนหน้านี้ (37-39) โดยบรเิวณที่สนใจน ามาท าการศึกษาคือ
บริเวณทีม่ีล าดับนิวคลีโอไทด์ทีเ่ป็นบรเิวณอนุรักษ์ของไวรัสทั้ง 7 จีโนไทป์ เพือ่ใหส้อดคล้องกบั
วัตถุประสงค์ในการศึกษาไมโครอารเ์อ็นเอที่มผีลตอ่ไวรัสทัง้ 7 จีโนไทป์                         แล้วน ามา
ท าการแบง่ล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ออกเป็นทอ่น  ให้มีความยาวท่อนละ 50 bp โดยมี 25 bp ที่ overlap กัน เนื่องจาก 
mature miRNA มีความยาวประมาณ 21-23 bp ท าให้ได้บริเวณทีเ่ลอืกมาท าการศึกษาในครัง้นี้คือ
(http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/submission.html) ล าดับนิวคลีโอไทด์

ต าแหน่งที่ 45-65 จัดอยู่ใน  5 UTR ของไวรัส ซึ่งยงัไม่พบว่ามีการศึกษาในต าแหน่งนี้มาก่อน 

การท านายไมโครอาร์เอ็นเอของมนุษย์ท่ีสามารถจับกับยีนของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี 
 จากการท านายการเข้าคู่กันระหว่างไมโครอารเ์อ็นเอ (miRNA) และยีนเป้าหมาย (target 
mRNA) ที่ผ่านมาพบว่ามหีลายโปรแกรมที่ใช้ในการศึกษา เช่น miRanda, TargetScan เป็นต้น แต่
การท านายด้วยโปรแกรมเหล่าน้ีพบว่ามี false positive เกิดข้ึน (40, 41) ดังนั้นในการท านาย
รูปแบบการเข้าคู่ระหว่างไมโครอาร์แอ็นเอ (miRNA) และ ยีนเป้าหมาย (target mRNA) ในการศึกษา
ครั้งนี ้ ได้มีการใช้โปรแกรมทาง bioinformatics 2 โปรแกรม ได้แก่ miRBase ซึ่งเป็นฐานข้อมลู
ออนไลน ์ ที่มีหลักการในการค้นหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของไมโครอาร์เอ็นเอซึง่มีในฐานข้อมลูทีม่ีความ
เหมอืนกับล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีนเป้าหมายทีเ่ราสนใจ ร่วมกับการใช้ RNA hybrid ซึ่งเป็น
เครื่องมือที่ใช้ท านายลักษณะการเข้าคู่ของไมโครอารเ์อ็นเอและยีนเป้าหมายโดยอาศัย รปูแบบการ
เข้าคู่ และ minimum free energy (MFE) ซึ่งท าใหก้ารศึกษาในครั้งนี้มีความน่าเช่ือถือมากข้ึน 

 จากการท านายรปูแบบในการเข้าคู่ระหว่างไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA)  และยีนเป้าหมาย 

(target mRNA) ของไวรัสตบัอักเสบซบีรเิวณ 5 UTR ทั้ง 7 จีโนไทป์ โดยใช้ RNA hybrid พบว่า มี
ไมโครอารเ์อ็นเอสองตัวที่สามารถเข้าคู่กบัล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตับอักเสบซี ตามการศึกษาของ 

Brennecke และคณะ ซึ่งประกอบไปด้วยรปูแบบ 5canonical, 5seed และ 3 compensatory   

(21) ได้แก่ hsa-miR-4645-3p ซึ่งมรีูปแบบการเข้าคู่แบบ 5canonical มีค่า MFE -28.8 kcal/mol 

และ hsa-miR-4658 ซึ่งเข้าคู่กับล าดับนิวคลโีอไทด์บริเวณ 5UTR ของไวรัสตับอักเสบซีแบบ 3 
compensatory มีค่า MFE -29.5 kcal/mol โดยค่า cut-off ของ MFE ที่ใช้ในการคัดเลือกการเข้าคู่

http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/submission.html
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ระหว่างไมโครอาร์เอ็นเอและยีนเป้าหมายที่มีประสิทธิภาพ มีค่าเท่ากบั -17.5 kcal/mol (42) ดังนั้น
จึงได้มีการเลือก hsa-miR-4645-3p มาท าการศึกษาต่อไปเนื่องจากเป็นไมโครอารเ์อ็นเอที่มีการเข้าคู่

กับยีนเป้าหมายในรูปแบบ 5canonical ซึ่งเป็นรูปแบบทีม่ปีระสิทธิภาพมากที่สุด 

 เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาก่อนหน้านี้ ซึ่งมีการวิเคราะห์รปูแบบการเข้าคู่ระหว่างไมโคร
อาร์เอ็นเอและยีนเป้าหมายโดยใช้โปรแกรมที่แตกต่างออกไป และเป็นการวิเคราะหเ์ฉพาะจีโนไทป์ใด
จีโนไทปห์นึ่ง ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 26 

 

ตารางที่ 26 แสดงรปูแบบการเข้าคู่และค่าพลังงาน MFE จากการศึกษาก่อนหน้า 

miRAN pattern Program MFE 
(kcal/mol) 

Ref 

hsa-miR-122a 5canonical  miRanda, 
Target scan 

-14.30  
-20.10 

(42, 43) 

hsa-miR-122a 5canonical  miRanda, 
Target scan 

-15.70 
-24.10 

(42, 43) 

 

 

การทดสอบ hsa-miR-4645-3p ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน 
 การวัดการแสดงออกของยีน luciferase ที่ใช้ท าการศึกษาเป็นการวัดโดยใช้เทคนิค Dual-
luciferase assay ซึ่งเป็นการวัดการแสดงออกของยีน Firefly luciferase โดยมียีน Renilla 
luciferase เป็นตัว normalized ซึ่งข้อดีของการวัดด้วยระบบ Dual-luciferase assay [Promega] 
คือค่าที่ได้จะเป็นค่าการวัดของแต่ละตัวอย่างอย่างแทจ้ริง เนื่องจากผ่านการ normalized ด้วย 
control จึงท าใหล้ดความแปรปรวน และเพิ่มความน่าเช่ือถือของการทดลอง (44)  โดย Reporter 
vector ที่น ามาใช้ในการศึกษาครั้งนี้คือ pGL3MS2/basic ซึ่งโครงสร้างประกอบด้วย Firefly 
(Photinus pyralis) luciferase เป็น reporter gene (45) ที่ใช้ส าหรบัวัดการแสดงออกเมื่อท าการ 
transfection เข้าไปในเซลล์ HepG2 cell ได้ และใช้ pCMVRLuc เป็น control vector เพราะใน
โครงสร้างประกอบด้วยยีน Renilla lucifearase เป็น reporter gene เพื่อใช้เป็นตัว normalized 
กับการแสดงออกของ Firefly luciferase 

 การ transfection มีหลายวิธีการ ได้แก่ polycations (46), calcium phosphate (47, 
48), protoblast fusion (49), electroporation (50), microinjection (51), และ retroviruses 
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(52) แต่วิธีเหล่าน้ียังมีข้อเสีย เช่น มีความเป็นพิษต่อเซลล์, เป็นวิธีที่มีความยุง่ยากในการท า, ให้
ประสิทธิภาพต่ าและไม่คงที่ในแต่ละครั้งทีท่ าการ transfection ดังนั้นการศึกษาในครั้งนีจ้ึงเลือกใช้วิธี 
Lipofection ซึ่งเป็นวิธีการพาดีเอ็นเอเข้าเซลลโ์ดยน าดีเอ็นเอเข้าไปใน cationic lipid ได้เป็นอนุภาค 
liposome หลังจากนั้นจะไปรวมกบัเยือ่หุ้มเซลล์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแล้วส่งดีเอ็นเอเข้าไปในเซลล์ ซึ่ง
เป็นวิธีที่ท าได้ง่าย มีประสิทธิภาพสงู และนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย (53) 

 ภายในเซลล์ HepG2 ที่น ามาศึกษาไม่พบการแสดงออกของ hsa-miR-4645-3p ภายในซลล ์
(endogeneous miRNA) แต่เมื่อท าการ transfection เพื่อน า miRNA expression vector เข้าไป 
พบว่า hsa-miR-4645-3p สามารถแสดงออกได้ภายในเซลล์นี้ พิสูจน์ได้จากการท า Real-time PCR 
ดังแสดงในรูปที่ 25 จึงสามารถน ามาใช้ในงานวิจัยต่อได้ จากการศึกษา microRNA profile ของ
ผู้ป่วยที่ติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบซี จีโนไทป์ 1 และ 3 (12) และในเซลล์เพาะเลี้ยง Huh 7.5 ที่มีการ 
infection ด้วย ไวรัสตับอักเสบซจีีโนไทป์ 2a (54) พบว่า hsa-miR-4645-3p ไม่มีความเกี่ยวข้องกบั
การติดเช้ือไวรสัตับอักเสบซี เนื่องจากระดับของไมโครอาร์เอ็นเอนี้ไม่เปลี่ยนแปลงเมื่อเปรียบเทียบ
ระหว่างก่อนติดเช้ือและหลังติดเช้ือไวรัส 

 เซลล์กลุ่มที่ผ่านการ transfection ด้วย pSilencer FLuc ได้แก่กลุ่มที่ 2 และ 4 สัญญาณ 
luciferase มีค่าลดลง เนื่องจาก pSilencer FLuc สร้าง shRNA ที่จะถูกตัดด้วย Dicer ภายในเซลล ์
กลายเป็น siRNA ที่มีความจ าเพาะในการยับยั้งการแสดงออก (gene silenceing) ของยีน FLuc 
นอกจากนีผ้ลการทดลองในกลุม่ที่ 4 ยังเป็นการแสดงใหเ้ห็นว่าการเช่ือมล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรสั

ตับอักเสบซีไปยังบรเิวณ 3-UTR ของยีน luciferase ไม่มีผลต่อการท างานของ siRNA ในการยับยั้ง
การแสดงออกของยีน Firefly luciferase นอกจากนี้ผลการทดลองข้างต้นพบว่า hsa-miR-4645-3p 

ที่มีการเข้าคู่กับ mRNA เป้าหมายของไวรสัแบบ 5canonical ซึ่งเป็นการเข้าคู่แบบไม่สมบรูณ์ 
(partial complementary) ไม่สามารถยับยัง้การแสดงออกของยีน (gene silencing) ได้ตาม
สมมติฐานที่ตั้งไว้  

 เมื่อท าการวิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิของ mRNA (Firefly luciferase ที่มียีนของไวรสัตับ

อักเสบซีตอ่อยู่ทางด้าน 3) โดยใช้โปรแกรม RNA folding form ใน The mfold Web Server 
(http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form) พบว่าล าดับนิวคลโีอไทด์ของ
ไวรัสตับอักเสบซทีี่ต่อกบัยีนของ Firefly luciferase เกิดการเข้าคู่กัน ดังแสดงในรูปที ่ 27 และมีค่า

พลังงาน G = -23.10 kcal/mol ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า การเข้าคู่กันเองระหว่าง นิวคลีโอไทด์ของ
ไวรัสตับอักเสบซีและยีนของ Firefly luciferase ท าให้ hsa-miR-4645-3p ไม่สามารถเข้าไปจับกบั
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอักเสบซีได้ เป็นผลให้ไม่เกิดกระบวนการ gene silencing จึงท าให้
สัญญาณ Luciferase ไม่ลดลง   

http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form)%20พบว่า
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รูปที่ 27 แสดงผล RNA folding แสดงการเข้าคู่กันระหว่าง Firefly luciferase และ ยีนของไวรัสตับ
อักเสบซี โดยภายในกรอบคือล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรสัตบัอักเสบซี 

 

 ในการศึกษาที่ผ่านมา พบว่ามีไมโครอารเ์อ็นเอที่สามารถยับยั้งไวรัสตับอักเสบซีได้ เช่น hsa-
miR-3065-3p ซึ่งไปยับยั้งยีน GP1 (ซึ่งตรงกบัต าแหน่งในโปรตีนส่วนโครงสร้าง E2) ของไวรัสตับ
อักเสบซี จีโนไทป์ 1 (29), การยับยั้งการเพิ่มจ านวนของไวรสัตับอักเสบซี จีโนไทป์ 1b โดย miR-
130a (55) เป็นต้น แต่การศึกษาข้างต้นเป็นเพียงการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างไมโครอารเ์อ็นเอกับ
ไวรัสตับอักเสบซเีฉพาะจีโนไทปเ์ท่านั้น ซึง่แตกต่างจากวัตถุประสงค์ของผู้วิจัย ที่ต้องการศึกษาผลการ
ท างานของไมโครอารเ์อ็นเอกับไวรสัตับอักเสบซีหลายๆจีโนไทป์ 

 โดยสรปุงานวิจัยน้ีได้ท านายไมโครอาร์เอ็นเอภายในเซลล์ของมนุษย์ที่สามารถจับกบัเช้ือไวรสั
ตับอักเสบซีหลายจโีนไทป์ได้ ได้แก่ hsa-miR-4645-3p และ hsa-miR-4658 จากนั้นได้ท าการ
ทดสอบ hsa-miR-4645-3p ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน (gene silencing) พบว่า hsa-miR-
4645-3p ไม่สามารถยบัยั้งการแสดงออกของยีนได้ เนื่องจากยีน Firefly luciferase เกิดการเข้าคู่กบั
ยีนของไวรัสตับอักเสบซ ีท าให้ hsa-miR-4645-3p ไม่สามารถเข้าไปจบักบัล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ไวรัสตับอักเสบซีได้ เป็นผลให้ไมเ่กิดกระบวนการ gene silencing จึงท าใหส้ัญญาณ Luciferase ไม่
ลดลง  ดังนั้นหากต้องการศึกษาต่อในอนาคตเพื่อทดสอบ hsa-miR-4645-3p ในการยบัยั้งการ
แสดงออกของยีนของไวรสัตับอกัเสบซี ควรเปลี่ยนไปใช้  reporter gene อื่น ๆ เช่น Green 
Fluorescent Protein (GFP), Renilla luciferase RLuc ที่ไม่มีล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่จะไปเข้าคู่กับนิ
วคลีโอไทด์ของไวรัสตบัอักเสบซี นอกจากนี้อาจน า hsa-miR-4658 ซึ่งเป็นไมโครอารเ์อ็นเออีกหนึ่งตัว
ที่ผู้วิจัยท านายไดจ้ากการใช้ Bioinformatics มาท าการศึกษาเพิ่มเตมิ
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1. การเตรียม Annealing buffer 
- Yeast extract 0.5 กรัม 
- Tryptone  1.0  กรัม 
- NaCl  0.5 กรัม 
- น้ ากลั่น           100 มิลลิลิตร 

น าไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121.5 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 
15 นาทีและใส่ 2 โมลาร์ของ Mg2+, 2 โมลาร์ ของ Glucose และ 1 โมลาร์ของ KCl 

2. การเตรียมสารส าหรับ Cloning 
a. LB Agar 
- Agar  3.75 กรัม 
- Yeast Extract 1.25 กรัม 
- Tryptone  2.5 กรัม 
- NaCl  1.25 กรัม 
- น้ ากลั่น  250 มิลลิลิตร 
น าไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121.5 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 

15 นาท ี
b. LB broth 

- Yeast extract 0.5  กรัม 
- Tryptone  1.0 กรัม 
- NaCl  1.25 กรัม 
- น้ ากลั่น  100 มิลลิลิตร 

น าไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121.5 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 
15นาที 

c. SOC medium 
- Yeast extract 0.5 กรัม 
- Tryptone  1.0 กรัม 
- NaCl  0.5 กรัม 
- น้ ากลั่น  100 มิลลิลิตร 

น าไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121.5 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 
15 นาที แล้วเติม 2 โมลาร์ของ Mg2+, 2 โมลาร์ของ Glucose และ 1 โมลาร์ของ KCl 

3. การเตรียม 5X TBE (Tris-Boric-EDTA Bufer) 
- Tris   54 กรัม 
- Boric Acid  27.5 กรัม 
- EDTA  4.16 กรัม 
- น้ ากลั่น  1000 มิลลิลิตร 
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4. การเตรียมอาหารส าหรับเลี้ยงเซลล ์
- DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)  45 มิลลิลิตร 
- FBS (Heat Inactivated Fetal Bovine Serum)  5 มิลลิลิตร 
- Antibiotic-Antimyotic     500 มิลลิลิตร 

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

6. การเตรียม Competent cell 
(1) ท าการเข่ียเช้ือแบคทเีรีย Escherichia coli (E. coli) ลงบนอาหารแข็ง LB (Luria 

Bertani; 1% (w/v) Tryptone, 0.5% (w/v) yeast extract, 1% (w/v) NACl ) ที่ไม่มี
ยาปฏิชีวนะ น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 16-18 ช่ัวโมง 

(2) เลือกโคโลนเีดี่ยวของเช้ือลงในขวดรปูชมพู่ที่มอีาหารเหลว LB 50 มิลลลิิตร น าไปเขย่าที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 16-18 ช่ัวโมง 

(3) ดูดเช้ือจากข้อ (2) มา 20 มิลลิลิตร ใส่ในขวดที่มีอาหารเหลว LB 200 มิลลลิิตร แล้ว
น าไปเขย่าที่ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 3 ช่ัวโมง จนกระทั้งได้ค่าดูดกลืนแสงที่ 600 
นาโนเมตร อยู่ในช่วง 0.4-0.6 

(4) น าไปแบ่งใสห่ลอดขนาด 50 มิลลิลิตร แล้วปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 4,000 รอบ/นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

(5) เทส่วนใสทิ้งและละลายตะกอนด้วย 0.1 M CaCl 2 ที่เย็น หลอดละ 10 มิลลิลิตร เขย่า
เบาๆให้เข้ากัน แล้วน าไปแข่น้ าแข็ง 30 นาที 

(6) น าไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 3,500 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา30 
นาที 

(7) เทส่วนใสทิ้งแล้วเติม 0.1 M CaCl2 ที่มี 15% (v/v) glycerol หลอดละ 1 มิลลลิิตร 
น าไปแช่น้ าแย็ง 2-3 ช่ัวโมง 

(8) แบ่งใสห่ลอด 100 มิลลิลิตร, เก็บที่ -80 องศาเซลเซียส 
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7. การน าเซลล์ออกมาเพาะเลี้ยง (Cell Recovery) 
(1) น าเซลล์ใน  freezing media มาตั้งทีอุ่ณหภูมิหอ้งเพื่อใหล้ะลาย แล้วใส่ใน

หลอดทอดลองขนาด 15 มิลลลิิตร 
(2) เติม DMEM ปริมาณ 9 มิลลลิิตร ผสมใหเ้ข้ากัน 

(3) น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 1,500 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที 

(4) เทส่วนใสทิ้ง เตมิ DMEM ที่มี FBS 10 เปอร์เซ็นต์ และ Antimicrotic 
antibiotic  1 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ปริมาณ 5 มิลลิลิตรเพื่อละลายตะกอนเซลล์ 
จากนั้นดูดใส่ขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร 

(5) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5 
เปอร์เซ็นต์ 

8. การเกบ็รกัษาเซลล์ (Freezing cells) 
หลงัจากท าการ passage cells แล้วละลายเซลล์ด้วย Freezing media  1 มิลลลิิตร แล้วดูดใส่

หลอด Cryotube น าไปไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นย้ายไปเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
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