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บทคัดย่อภาษาไทย 
 ชวิศ พลพงษ์ : การตรวจสอบการกลายพันธ์ุบริเวณ basal core promoter ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัส

ตับอักเสบบี ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบดรอปเลทดิจิตอล. ( THE DETECTION OF 
BASAL CORE PROMOTER MUTATION IN PATIENTS WITH HEPATITIS B VIRUS INFECTION 
USING DROPLET DIGITAL PCR (DDPCR)) อ.ที่ปรึกษาหลัก : อ. ดร.ณัฐธยาน์ ช่วยเพ็ญ, อ.ที่
ปรึกษาร่วม : ศ. นพ.พิสิฐ ต้ังกิจวานิชย์ 

  
การกลายพันธ์ุบริเวณ  Basal core promoter (BCP) ตำแหน่ง A1762T/G1764A ของไวรัสตับ

อักเสบบี มีความสัมพันธ์กับการดำเนินโรคไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง (chronic hepatitis B; CHB) อย่างไรก็
ตามส่วนใหญ่เป็นการศึกษาด้วย Sanger sequencing ที่ให้ผลเชิงคุณภาพ แต่การศึกษาด้วยเทคนิคอื่นเช่น
เทค นิค  droplet digital PCR(ddPCR) ที่ ส าม ารถบ่ งบอกป ริม าณ ร้อยละการกลายพัน ธ์ุ  (mutation 
percentage) ได้ยังคงมีจำกัด การศึกษาน้ีจึงมีจุดประสงค์เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจสอบการกลายพันธ์ุบริเวณ BCP 
โดยใช้ ddPCR เปรียบเทียบกับ  Sanger sequencing และ Real- Time PCR และหาความสัมพันธ์ของ 
mutation percentage กับปัจจัยทางไวรัสและคลินิก ในผู้ป่วย CHB จำนวน 185 คน ผลการศึกษาพบว่าจาก
จำนวนผู้ป่วยทั้งหมดมีผู้ป่วย 78 รายที่นำมาศึกษาเปรียบเทียบกันได้ทั้ง 3 วิธี โดยพบว่า ddPCR สามารถตรวจ
พบการกลายพันธ์ุได้มากกว่าSanger sequence(84.6%vs.43.6%,P<0.001) และReal-time PCR(84.6%vs. 
60.3%,P<0.001) และพบการกลายพันธ์ุได้ (limit of detection(LOD)ต้ั งแต่ร้อยละ0.25  การศึกษาด้วย 
ddPCR พ บ ว่ า ผู้ ป่ ว ย  HBeAg-positive มี ร้ อ ย ล ะ ก า ร ก ล า ย พั น ธ์ุ ต่ ำ ก ว่ า ผู้ ป่ ว ย  HBeAg-negative 
(31.36±33.56vs.46.86±27.88 ,P<0.001) นอกจากน้ียังพบความสัมพันธ์เชิงลบกับระดับ HBcrAg ในเลือดของ
ผู้ป่วย HBeAg-positive(r=-0.286,P=0.070) และพบว่าผู้ป่วยกลุ่ม wild type มีระดับของ HBcrAg สูงสุด และ
พบระดับ HBcrAg ลดลงเมื่อมีการกลายพันธ์ุเพ่ิมข้ึน ส่วนในผู้ป่วย HBeAg-negative พบว่าการกลายพันธ์ุมี
ความสัมพัน ธ์เชิ งบวกกับ  HBcrAg(r=0.273,P=0.008) ผลการศึกษาสรุป ได้ ว่า  ddPCR เป็น เทคนิคที่ มี
ประสิทธิภาพและมีความไวในการตรวจสอบการกลายพันธ์ุบริเวณ BCP ได้ดีที่สุด นอกจากน้ียังพบความสัมพันธ์
กับระดับของ HBcrAg ในเลือดซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ใหม่ที่ใช้ในทางคลินิก ดังน้ันเทคนิค ddPCR จึงอาจจะสามารถเป็น
วิธีทางเลือกหน่ึงในการตรวจสอบการกลายพันธ์ุของไวรัสตับอักเสบบีได้ 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
# # 6370010630 : MAJOR MEDICAL BIOCHEMISTRY 
KEYWORD: Droplet Digital PCR (ddPCR) Chronic hepatitis B hepatitis B virus mutation A1762T/G1764A 
 Chavis Pholpong : THE DETECTION OF BASAL CORE PROMOTER MUTATION IN PATIENTS WITH 

HEPATITIS B VIRUS INFECTION USING DROPLET DIGITAL PCR (DDPCR). Advisor: NATTHAYA CHUAYPEN, 
Ph.D. Co-advisor: Prof. Pisit Tangkijvanich, M.D. 

  
Double mutation in basal core promoter (BCP) region (A1762T/G1764A) of hepatitis B virus is 

associated with the progression of chronic hepatitis B (CHB) virus infection. Several studies showed BCP 
mutations based on conventional qualitative method such as Sanger Sequencing. However, BCP mutation 
identified by quantitative techniques such as droplet digital PCR (ddPCR) are limited. First, this study was aimed 
at evaluating the efficiency of ddPCR in detecting BCP double mutations compared with Sanger sequencing 
and Real time PCR. Second, to investigate the correlation between the percentage of mutation and clinical 
parameters. We identified the BCP mutation in 185 patients with CHB. Our results demonstrated that only 78 
patients were included to investigate head-to-head comparisons between Sanger, Real-time PCR and ddPCR 
techniques. ddPCR showed a significantly higher detection rate of BCP mutation than Sanger sequencing 
(84.6%vs.43.6%,P<0.001) and Real-time PCR (84.6%vs.60.3%,P<0.001). In addition, the reliable limit of detection 
(LOD) of ddPCR showed at 0.25%. Based on ddPCR, the percentage of BCP mutations in patients with HBeAg-
positive was significantly lower than patients with HBeAg-negative (31.36 ± 33.56 vs. 46.86 ± 27.88, P<0.001). 
Moreover, BCP mutations was correlated with HBcrAg level in patient with HBeAg-positive, but it did not reach 
statistical significance (r=-0.286, P=0.070). In subgroup analysis, patients who had wildtype showed higher level 
of HBcrAg when compared with patients who had BCP mutation. In HBeAg-negative group, the positive 
correlation between BCP mutation and HBcrAg lever was observed (r=0.273, P=0.008). In conclusion, ddPCR 
had high sensitivity and was superior to Sanger sequencing and Real time PCR in detecting BCP double 
mutations. These mutations were correlated with HBcrAg level in serum of patients. Thus, ddPCR might be 
used as an alternative method for detection of BCP mutation in patients with CHB and it might be useful for 
monitoring and prognosis in patients with chronic hepatitis B virus infection. 
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กิจวานิชย์ อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม ที่กรุณาให้ความช่วยเหลือด้านองค์ความรู้ ทั้งยังสนับสนุนและให้โอกาสใน
การทำวิทยานิพนธ์อย่างเต็มที่ อีกท้ังยังช่วยแก้ไขข้อบกพร่อง และให้คำแนะนำ ตลอดจนสนับสนุนเงินทุนวิจัยในการทำ
วิทยานิพนธ์ในครั้งน้ี ผู้วิจัยขอขอบพระคุณความทุ่มเทของอาจารย์ทั้งสองท่านมา ณ ที่น้ี 

ขอขอบพระคุณคณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ซึ่งได้แก่ ศาสตราจารย์ ดร.นายแพทย์ สิทธิศักด์ิ หรรษาเวก 
ประธานคณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ อาจารย์ ดร.ชัยบุตร อริยะเชษฐ กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิภายในมหาวิทยาลัย  
และรองศาสตราจารย์ นายแพทย์ วัชรศักด์ิ โชติยะปุตตะ กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิภายนอกมหาวิทยาลัย ที่ให้เกียรติมา
เป็นคณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ ตลอดจนให้คำแนะนำในการทำวิทยานิพนธ์ครั้งน้ีให้ออกมาเป็นอย่างดีที่สุด ผู้วิจัย
ขอขอบพระคุณความกรุณาของอาจารย์ทั้งสามท่านมา ณ ที่น้ี 

ขอขอบพระคุณกลุ่มประชากรที่ให้ตัวอย่างเลือดมาใช้ศึกษาในการทำวิทยานิพนธ์ครั้งน้ีทุกท่าน เพ่ือพัฒนา
องค์ความรู้ใหม่ๆ แก่สังคมโลกต่อไป ขอขอบพระคุณศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านโรคตับอักเสบและมะเร็งตับ 
(Center of Excellence in Hepatitis and Liver Cancer) คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยที่อนุเคราะห์
สถานที่สำหรับการทำวิทยานิพนธ์ในครั้งน้ี และให้ทุนการศึกษา รวมถึงสมาชิกห้องปฏิบัติการ 724 และ 725 ทุกท่านที่
กรุณาสอนเทคนิคและการใช้เครื่องมืออุปกรณ์ทางวิทยาศาสตร์ ตลอดจนให้ความช่วยเหลือในการทำวิทยานิพนธ์ในทุก
ด้าน รวมถึงให้คำปรึกษา และเป็นกำลังใจในการทำวิทยานิพนธ์ครั้งน้ีให้สำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี ผู้วิจัยขอขอบพระคุณ
มา ณ ที่น้ี 

ขอขอบพระคุณคณาจารย์ในภาควิชาชีวเคมีทางการแพทย์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยที่
ให้ทักษะความรู้ มาประยุกต์ใช้ในการทำวิทยานิพนธ์ในครั้งน้ี ขอขอบพระคุณฝ่ายบัณฑิตศึกษา คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่กรุณาให้ทุนสนับสนุนค่าเรียน ในการศึกษาระดับปริญญามหาบัณฑิตในครั้งน้ี ผู้วิจัย
ขอขอบพระคุณความกรุณา มา ณ ที่น้ี 

ขอขอบพระคุณ คุณพ่อ คุณแม่ น้องสาว ที่คอยเป็นกำลังใจ และให้การสนับสนุนทางด้านการศึกษาตลอด
มาเป็นอย่างดี และขอบคุณเพ่ือนทุกคน โดยเฉพาะนางสาววรัญญา วิรัชกุล, นายนันธวรรธน์ เสฏฐวิวรรธน์, นางสาว
ธมนวรรณ มีสกุล ที่เป็นกำลังใจ คอยปรับทุกข์และสุข และให้ความช่วยเหลือในการทำวิจัยต่างๆ ในการทำวิทยานิพนธ์
ในครั้งน้ี 

สุดท้ายน้ี อยากจะขอบคุณตัวเองที่พยายาม อดทน และเชื่อมั่นในตัวเองว่าจะผ่านมันไปได้ ถือเป็นความ
ภูมิใจครั้งหน่ึงเคยได้ทำวิทยานิพนธ์น้ี และหวังเป็นอย่างย่ิงว่า งานชิ้นน้ีจะมีประโยชน์ต่อสังคมภายภาคหน้าไม่มากก็
น้อย ขอบคุณครับ 
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บทที่ 1  

บทนำ 

ความสำคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี (HBV) เป็นปัญหาสำคัญทางสาธารณสุขท่ัวโลก โดยมีผู้
ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีมากกว่า 250 ล้านคน (1) โดยประมาณร้อยละ 75 ของผู้ท่ีติดเช้ือ
ไวรัสตับอักเสบบีท่ัวโลกมาจากทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (Southeast Asia) และทวีป
ตะวันตก (Western Pacific) ซึ่งพบความชุกของการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีมากในประเทศ
ไต้หวัน, จีน, มองโกเลีย, เกาหลีใต้, เวียดนาม, ฟิลิปปินส์ รวมถึงประเทศไทย (2) (3) มีการ
รายงานการติดเช้ือเมื่อปี 2016 พบว่า ประเทศไทยมีผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี ร้อยละ 3.48 
หรือประมาณ 2.2 ล้านคนท่ัวประเทศ (4) การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง (chronic 
hepatitis B; CHB) เป็นหนึ่งในสาเหตุหลักของการเกิดตับแข็ง (cirrhosis) และมะเร็งตับ 
(hepatocellular carcinoma; HCC) นอกจากนี้ยังพบว่ามะเร็งตับเป็นสาเหตุของการ
เสียชีวิตด้วยโรคมะเร็งเป็นอันดับ 1 ในประเทศไทย (5)  
 ไวรัสตับอักเสบบีเป็นดีเอนเอ (DNA) ไวรัสแบบสายคู่วงกลมท่ีไม่สมบูรณ์ (partially 
double-stranded DNA) ท่ีมีความยาวทั้งจีโนมขนาดประมาณ 3,200 นิวคลีโอไทด์ (6)และ
มีการเพิ่มจำนวนผ่านกระบวนการ reverse transcription ผ่าน RNA intermediate ด้วย 
RNA polymerase II จึงไม่มีกระบวนการ proofreading ในการตรวจสอบลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ ทำให้ไวรัสตับอักเสบบีมีอัตราการกลายพันธุ์สูง (7) โดยมักพบการกลายพันธุ์ในส่วนของ
บริเวณ basal core promoter (BCP) และ precore (PC) ซึ่งส่งผลต่อการผลิตโปรตีน 
Hepatitis B e antigen (HBeAg) ลดลง (8) HBeAg เป็นโปรตีนของไวรัสตับอักเสบบีท่ียังไม่
ทราบหน้าท่ีแน่ชัด อย่างไรก็ตามรายงานก่อนหน้านี้พบว่า HBeAg ทำหน้าท่ีควบคุมการ
ตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกัน (immunomodulator) โดยทำให้การตอบสนองของระบบ
ภูมิ คุ้มกัน ท่ีมีต่อการติดเช้ือไวรัสลดลง เนื่องจากมีโครงสร้างคล้ายกับ  HBcAg (core 
protein) ท่ีเป็นเป้าหมายของระบบภูมิคุ้มกัน (9) ดังนั้นการลดลงหรือการท่ีไม่สามารถสร้าง
โปรตีน HBeAg อาจส่งผลให้ไวรัสหลบหลีกภูมิ คุ้มกันของร่างกาย และทำให้ไวรัสมี
ความสามารถในการติดเช้ือและการคงอยู่มากข้ึน  
 การศึกษาท่ี ผ่านมาแสดงให้ เห็นว่าการกลายพันธุ์บริ เวณ  BCP และ PC มี
ความสัมพันธ์กับการเพิ่มจำนวนของไวรัส ความรุนแรงและการดำเนินของโรคไวรัสตับอักเสบ
บีแบบเรื้อรัง (10) โดยเฉพาะอย่างยิ่งการกลายพันธุ์สองตำแหน่ง (double mutation) บน
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ยีน BCP ท่ีตำแหน่ง A1762T และ G1764A ท่ีส่งผลให้การตอบสนองต่อการรักษาด้วยยา

ต้านไวรัส nucleos(t)ide analogues (NAs) และ pegylated interferon-α (PEG IFN-α) 
ลดน้อยลงท้ังในผู้ป่วยท่ีมี HBeAg-positive และ HBeAg-negative (11) (12) (13) และการ
กลายพันธุ์บริเวณนี้ยังเพิ่มความเส่ียงของการเกิดตับแข็งและมะเร็งตับในอนาคตอีกด้วย (14) 
อย่ างไรก็ตามการศึกษาหาความสัมพันธ์ของการกลายพันธุ์ บริ เวณ  BCP double 
mutationsและตัวบ่ ง ช้ีทางชีวภาพใหม่ (Biomarker) อาทิ  hepatitis B core-related 
antigen (HBcrAg) เพื่อช่วยในการวินิจฉัย ทำนายการรักษา และติดตามการรักษายังมีจำกัด  
(15) นอกจากนี้การตรวจการกลายพันธุ์ของยีนโดยท่ัวไปด้วยวิธีมาตรฐานมักเป็นวิธีการ
ตรวจห าเชิ ง คุณ ภ าพ  (qualitative) ด้ วย เทคนิ ค  direct sequencing ห รือ  Sanger 
sequencing ซึ่งไม่สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ที่มีระดับต่ำกว่าร้อยละ 20 ได้ (16) ส่งผล
ให้เทคนิคนี้อาจจะไม่สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ท่ีมีระดับต่ำ และอาจทำให้เกิดผลลบ
ลวง (false-negative) ได้ ในปัจจุบันจึงมีการพัฒนาวิธีการตรวจวัดการกลายพันธุ์ที่มีความไว
มากขึ้นและเป็นวิธีการตรวจหาเชิงปริมาณ (quantitative)  เช่นเทคนิค Next-generation 
sequencing (NGS), Real time PCR แ ล ะ  droplet digital polymerase chain 
reaction (ddPCR) เป็นต้น 

Droplet digital polymerase chain reaction (ddPCR) เป็ น เท ค นิ ค ท่ี ถู ก
พัฒนาขึ้นเพื่อแก้ปัญหาในการตรวจวัดปริมาณดีเอ็นด้วยวิธี Real time PCR (17) (18) อัน
เนื่องมาจาก Real time PCR มีข้อจำกัดในการหาปริมาณดีเอ็นเอได้โดยตรง ต้องใช้ดีเอ็นเอ
ท่ีทราบจำนวนมาเป็นตัวอ้างอิง หรือเรียกว่าการทำ Standard reference curve ต่างจาก 
ddPCR ซึ่งเป็นเทคนิค absolute quantification ท่ีสามารถหาปริมาณดีเอ็นเอได้โดยตรง 
นอกจากนี้ยังพบว่าเทคนิค ddPCR มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบการกลายพันธุ์ได้ดี
เทียบเท่ากับการใช้เทคนิค NGS อย่างไรก็ตามเทคนิค NGS ต้องอาศัยความชำนาญและการ
วิเคราะห์ทาง bioinformatics ท่ีค่อนข้างซับซ้อน และมีราคาแพง (16) (19)  

ในปัจจุบันเทคนิค ddPCR จึงนิยมนำมาใช้ในการตรวจสอบปริมาณและการกลาย
พันธุ์อย่างแพร่หลาย โดยเทคนิคนี้ใช้หลักการ water-in-oil emulsion แทนหลุมปฏิกิริยา 
หรืออาจเรียกว่า droplet-based digital PCR (ddPCR) เพื่อทำให้เกิดการกระจายตัวของ
สารพันธุกรรมในแต่ละ partition อย่างเหมาะสม โดยอัตราส่วนการเจือจางท่ีเหมาะสมนี้จะ
ส่งผลให้มีดีเอ็นเอเป้าหมายเพียง 1 copy ต่อ 1 partition เท่านั้น หลังจากนั้น เมื่อส้ินสุด
การเพิ่มปริมาณรอบสุดท้ายในเครื่อง PCR (end point PCR) เครื่องจะตรวจวัดสัญญาณการ
เรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ในแต่ละ partition ท่ีเป็นบวกหรือลบ ซึ่งจะสามารถหาปริมาณดี
เอ็นเป้าหมายสุทธิได้โดยตรง (20) มีการศึกษาก่อนหน้าพบว่า เทคนิค ddPCR สามารถ
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ตรวจสอบการกลายพันธุ์ในยีน KRAS โดยสามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์ท่ีระดับต่ำได้ถึง
ร้อยละ 0.1 ของระดับการกลายพันธุ์ และสามารถบอกจำนวน copies ของสารพันธุกรรมท่ี
สนใจได้โดยตรง (21) และการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าการตรวจสอบการกลายพันธุ์ด้วย Real 
time PCR ให้ผลการตรวจสอบการกลายพันธุ์ในผู้ป่วยท่ีมีระดับการกลายพันธุ์ของไวรัสต้ังแต่
ร้อยละ 0.1 แต่ไม่สามารถหาจำนวน copies ของสายพันธุกรรมท่ีสนใจได้โดยตรง 
จำเป็ น ต้องเทียบกับ  Standard reference curve เพื่ อหาจำนวน  copies ของสาย
พันธุกรรมท่ีสนใจ (22) ดังนั้นเทคนิค ddPCR จึงเป็นเทคโนโลยีทางเลือกท่ีมีความทันสมัย 
ละเอียดและแม่นยำสูงท่ีใช้ในการตรวจสอบการกลายพันธุ์ และยังสามารถหาจำนวน copies 
ของสายพันธุกรรมท่ีสนใจได้โดยตรง ซึ่งมีวิธีการไม่ซับซ้อน สะดวก รวดเร็ว และแปลผลง่าย 

ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้ ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาการตรวจสอบการกลายพันธุ์บริเวณ 
basal core promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A (BCP double mutation) ของเช้ือ
ไวรัสตับอักเสบบี ด้วยเทคนิค ddPCR ในผู้ป่วยโรคไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง  และ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของเทคนิค ddPCR กับวิธีมาตรฐาน Sanger sequencing และ 
Real time PCR ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีใช้การตรวจการกลายพันธุ์ของยีนในปัจจุบัน และหา
ความสัมพันธ์ของร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutation กับปัจจัยทางไวรัส
และทางคลินิกในผู้ป่วยโรคตับอักเสบบีเรื้อรัง เพื่ออาจจะเป็นข้อมูลท่ีมีประโยชน์ในการช่วย
วินิจฉัย และติดตามการดดำเนินโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย (Objectives) 

1. เพื่อพัฒนาและประเมินประสิทธิภาพของ droplet digital PCR (ddPCR) ในการตรวจหา
ก า ร ก ล า ย พั น ธุ์ แ บ บ  double mutation บ ริ เ ว ณ  Basal core promoter 
(A1762T/G1764A) ในผู้ป่วยโรคตับอักเสบบีเรื้อรัง 

2. เพื่อวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของการกลายพันธุ์แบบ double mutation บริเวณ Basal 
core promoter (A1762T/G1764A) กับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกในผู้ป่วยโรคตับ
อักเสบบีเรื้อรัง 
 

สมมติฐาน (Hypothesis) 

1. Droplet digital PCR (ddPCR) สามารถเป็นวิธีการทางเลือกในการตรวจหาการกลายพันธุ์  
double mutation บริเวณ Basal core promoter ในผู้ป่วยโรคตับอักเสบบีเรื้อรัง 
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2. การกลายพันธุ์  double mutation บริเวณ Basal core promoter มีความสัมพันธ์กับ
ปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกในผู้ป่วยโรคตับอักเสบบีเรื้อรัง 

 
 

กรอบแนวคิดในการวิจัย (Research workflow) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดผู้ป่วยท่ีติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง

โดยใช้ Phenol-Chloroform Isoamyl alcohol Extraction 

  

การตรวจกลายพนัธุ์บริเวณ  

BCP double mutation  

Sanger sequencing ddPCR Real time PCR 

หา Correlation ของ BCP double mutation  

กับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิก 

เก็บตัวอย่างเลือดผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง 

ใน 2 กลุ่มตัวอย่าง ประกอบด้วย  

(ii) HBeAg-positive chronic hepatitis (n = 75) 

(iv) HBeAg-negative chronic hepatitis ( n = 110) 
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คำสำคัญ (Key words) 

Hepatitis B virus (HBV) 
Chronic HBV infection 
Basal core promoter mutation 
A1762T/G1764A 
Droplet digital polymerase chain reaction (ddPCR) 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย (Expected Benefits and applications) 

 เทคนิค Droplet Digital PCR (ddPCR) สามารถเป็นเทคนิคทางเลือกหนึ่งท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการใช้ตรวจสอบการกลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A ของ
ไวรัสตับอักเสบบีได้ เพื่อจะช่วยวินิจฉัยผู้ป่วยให้ได้รับผลการตรวจรวดเร็ว และได้ผลการตรวจท่ี
ถูกต้องแม่นยำมากยิ่งขึ้น และอาจบอกได้ถึงความสัมพันธ์ร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ basal core 
promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A กับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกในผู้ป่วยโรคตับอักเสบบี
เรื้อรังว่าปัจจัยใดบ้างท่ีมีความสัมพันธ์กับร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ  basal core promoter 
ตำแหน่ง A1762T/G1764A ของไวรัสตับอักเสบบี 
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บทที่ 2  

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

ไวรัสตับอักเสบบ ี

ไวรัสตับอักเสบบี  (HBV) เป็นไวรัสชนิดดีเอ็นเอแบบสายคู่ไม่สมบูรณ์  (partially double-
stranded  DNA) ท่ี มี ความยาวตลอดจีโนมประมาณ  3200 นิ วค ลีโอ ไท ด์  ท่ีอยู่ ใน  Family 
Hepadnaviridae และ genus orthohepadanarirus ในปัจจุบันมีการจัดกลุ่มเป็นอย่างน้อย 10 
สายพั นธุ์  (genotypes A ถึ ง J) รูป ท่ี  1 (9)โดย  genotype A, E พบมาก ท่ีทวีปแอฟริกาใต้  
genotype B, C, I และ J พบมากในทวีปเอเชีย ได้แก่ ประเทศไทย, ลาว, เวียดนาม, จีน และญี่ปุ่น 
เป็นต้น genotype D พบมากท่ีประเทศทางเมดิเตอร์เรเนียน ยุโรปตะวันออกและอินเดีย genotype 
G พบมากท่ีทวีปยุโรปและอเมริกา ส่วน genotype H พบได้ทุกทวีป พบบ่อยในประเทศอเมริกา 
ญี่ปุ่น เมกซิโก และสเปน เป็นต้น ซึ่งไวรัสตับอักเสบบีจะมีการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ 2 แบบ คือสร้าง
ดีเอ็นเอแบบสายลบ (minus strand) ท่ีมีความยาวตลอดจีโนมและสร้างดีเอ็นเอแบบสายบวก (plus 
strand) ท่ีมีขนาดความยาวไม่แน่นอนโดยมีความยาวขนาดร้อยละ 20-80 ของดีเอ็นเอสายลบ โดย
สายท้ังสองเช่ือมติดกันทางปลาย 5’un-translated region (5’UTR) ของสายดีเอ็นเอในตำแหน่ง 
direct repeat (DR) ท่ีเรียกว่า DR1 และ DR2 ซึ่งอยู่ห่างกันประมาณ 225 นิวคลีโอไทด์ แต่ละตัวมี
ขนาดประมาณ 11-12 นิวคลีโอไทด์ (6) 

 

รูปท่ี 1 Genotype ต่างๆของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีสายพันธุ์ A ถึง J 
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สายลบของเช้ือไวรัสตับอีกเสบบี จะประกอบไปด้วย 4 open reading frames (ORFs) ซึ่ง
ทำหน้าท่ีเป็นบริเวณของรหัสพันธุกรรมในการสร้างโปรตีนต่างๆของไวรัส ได้แก่ S ORFs, P ORF, 
C ORF และ X OLF (ดังรูปท่ี 2) (23) เนื่องจากจีโนมของไวรัสมีขนาดค่อนข้างเล็ก ท้ัง 4 ส่วนจึง
มีลักษณะท่ีซ้อนทับกัน (overlapping ORFs) โดย S ORFs จะสร้างโปรตีนท่ีผิวของไวรัส หรือ 
HBsAg โดยกระตุ้นการทำงานของ PreS1 และ PreS2 promoter ให้สร้าง PreS1 , PreS2 และ 
S gene ซึ่งจะสร้างเป็นโปรตีนได้ 3 ชนิด คือ small protein, middle protein, และ large 
protein โปรตีนท้ังสามชนิดนี้ เรียกรวมกันว่า Surface protein หรือ HBsAg ทำหน้าท่ีเป็น
โปรตีนเซลล์ผิวของไวรัสตับอักเสบบี ช่วยให้เช้ือไวรัสใช้โปรตีนนี้ในการผ่านเข้าสู้เซลล์ตับซึ่งเป็น
ขั้นตอนการเริ่มการติดเช้ือไวรัสในเซลล์ตับ ในส่วน P และ C ORF จะถูกกระตุ้นการสร้างรหัส
พันธุกรรมท่ี Basal core promoter ซึ่งจะสร้างเป็นโปรตีนได้ 3 ชนิด คือ Polymerase, Core 
protein และ HBeAg โดย Polymerase จะทำหน้าท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการเพิ่มจำนวนของ
ไวรัส (viral replication) ส่วน Core protein ทำหน้าท่ีป้องกันสารพันธุกรรมของไวรัสจากการ
ถูกทำลายด้วยเอนไซม์ exogenous nuclease และ HBeAg เป็นโปรตีนส่วนท่ีไม่ใช่โครงสร้าง 
(non-structural protein) เป็นโปรตีนท่ีมีความสำคัญต่อการพยาธิกำเนิดของโรคตับท่ีติดเช้ือ
ไวรัสตับอีกเสบบี นอกจากนี้ HBeAg เป็นตัวบ่งช้ีระยะของผู้ป่วยว่ากำลังมีปริมาณเช้ือไวรัส
จำนวนมากในเลือด (high levels of viral replication) และ X ORF จะถูกกระตุ้นการสร้าง
รหัสพันธุกรรมท่ี X promoter ซึ่งจะได้เป็น X protein มีความสำคัญเกี่ยวข้องกับการควบคุม
การเพิ่มจำนวนของไวรัสในเซลล์ตับ และควบคุมการเหนี่ยวนำสัญญาณเซลล์ของไวรัส (signal 
transduction) ควบคุมการถอดรหัสของยีน (transcription activation) และยังมีบทบาท
เกี่ยวกับกลไกการเกิดมะเร็ง (oncogenesis) เนื่องจากสามารถยับยั้งการทำงานของยีนต้าน
มะเร็ง (tumor suppressor gene) (24) 
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รูปท่ี 2 open reading frames (ORFs) ของไวรสัตับอักเสบบี 
 

การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  

การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีเป็นปัญหาทางสาธารสุขท่ัวโลก รวมถึงประเทศไทย เนื่องจาก
ไวรัสตับอักเสบบีเป็นสาเหตุสำคัญท่ีสุดของการเกิดโรคตับอักเสบเรื้อรัง ตับแข็งและมะเร็งตับ 
(25) โดยในปี 2019 องค์กร WHO รายงานว่า มีผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีมากกว่า 290 ล้านคน 
และมีอัตราการติดเช้ือไวรัสรายใหม่เพิ่มขึ้นเฉล่ีย 1.5 ล้านคนต่อปี นอกจากนี้การติดเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบีส่งผลต่อการเสียชีวิตจากโรคตับอักเสบและมะเร็งตับในปี 2019 มากกว่า 800,000 คน 
(26) และมีการศึกษาในปี 2016 พบว่ามีผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในประเทศไทยสูงถึงร้อยละ 
5.1 หรือมากกว่า 3 ล้านคน (27) และยังเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งตับเป็นอันดับ 
1 ในประเทศไทย (28) การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีมีสาเหตุมาจากการติดต่อทางเลือดและสาร
คัดหล่ังเป็นหลัก (blood borne) โดยช่องทางการแพร่เช้ือท่ีสำคัญ (29) ได้แก่ 1.การติดเช้ือจาก
แม่สู่ลูก (perinatal หรือ vertical transmission) โดยเฉพาะในช่วงท่ีเกิดการคลอดจากการท่ี
ทารกสัมผัสเลือดมารดาระหว่างคลอด 2.การติดเช้ือจากการได้รับเลือดและส่วนประกอบของ
เลือด (transfusion of blood and blood component) 3.การติดเช้ือผ่านทางผิวหนังมักจะ
เป็นบริเวณท่ีเป็นบาดแผล เมื่อมีการสัมผัสกับเลือดหรือสารคัดหล่ังของผู้ป่วย (percutaneous 
transmission) เช่นจากการใช้เข็มฉีดสารเสพติดร่วมกัน หรือใช้เข็มสำหรับการสัก การเจาะ
ร่างกายร่วมกับผู้ท่ีติดเช้ือ รวมถึง needlestick injury ในบุคลากรทางการแพทย์ 4. การมี
เพศสัมพันธ์กับผู้ท่ีติดเช้ือ (sexual transmission) ซึ่งการติดเช้ือแบบท่ี 2, 3 และ4 อาจรวม
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เรียกว่าเป็นการติดเช้ือแบบ “horizontal transmission” (30) ซึ่งไวรัสตับอักเสบบีไม่ติดต่อ
ทางการรับประทานอาหารหรือน้ำท่ีปนเปื้อนเช้ือไวรัส และปริมาณของไวรัสตับอักเสบบีในสาร
คัดหล่ังของร่างกายมีน้อยกว่าในเลือดมาก เช่น ไวรัสในน้ำอสุจิ (Semen) และน้ำลายมีน้อยกว่า
ในเลือด 1,000 - 10,000 เท่า และโดยท่ัวไปจะตรวจหาไวรัสตับอักเสบบีไม่พบในน้ำปัสสาวะและ
อุจจาระ (31) การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบ่งเป็น 2 แบบ (32) คือ 1.การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบ
บีแบบเฉียบพลัน ไวรัสตับอักเสบบีมีระยะฟักตัวโดยท่ัวไปประมาณ 45-90 วัน ผู้ป่วยจะมีอาการ
เช่นเดียวกับตับอักเสบเฉียบพลันโดยท่ัวไป เช่น อ่อนเพลีย ปวดเมื่อยตามตัว บางรายอาจมีไข้ร่วม
ด้วย บางรายอาจมีอาการตัวเหลือง ตาเหลือง ตับและม้ามโต เป็นต้น อาการดังกล่าวจะหายไป
ภายในระยะเวลา 1-3 เดือน และเมื่อผู้ป่วยกลุ่มนี้ตรวจค่า HBsAg จะกลายเป็นลบภายหลังมี
อาการแล้วประมาณ 12 สัปดาห์ และหากหลังจากผู้ป่วยแสดงอาการแล้วเกิน 6 เดือน ยังตรวจ
พบค่า HBsAg ค่าเป็นบวกอยู่ หมายถึง ผู้ป่วยได้กลายเป็นไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง   ผู้ป่วย
ส่วนน้อยมากท่ีมีอาการรุนแรงถึงภาวะตับวายและอาจเสียชีวิตได้ (5) 2. การติดเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบีแบบเรื้อรัง ผู้ป่วยกลุ่มนี้สามารถท่ีจะมีหรือไม่มีอาการของโรคได้  หรืออาจตรวจพบ
เฉพาะความผิดปกติจากการตรวจเลือดเท่านั้น ผู้ป่วยจำนวนหนึ่งท่ีมีการอักเสบของตับรุนแรง 
อาจมีภาวะดีซ่าน ผู้ป่วยบางรายมีตับอับเสบเรื้อรังเป็นเวลานานจนกลายเป็นตับแข็ง หรือผู้ป่วย
จำนวนหนึ่งมาพบแพทย์ด้วยอาการปวดท้อง น้ำหนักลด หรือมีภาวะเลือดออกในช่องท้อง 
(hemoperitoneum) นั้นแปลว่า ผู้ป่วยแสดงอาการจากตับแข็งกลายเป็นภาวะมะเร็งตับ อันเป็น
ภาวะแทรกซ้อนท่ีอันตรายของการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี (33) 

 

พยาธิกำเนิดและการดำเนินโรค 

การดำเนินโรคของไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังแบ่งได้เป็น 5 ระยะตาม EASL 2017 Clinical 
Practice Guidelines on the management of hepatitis B virus infection (ดังรูปท่ี3) (34)  
คือ 1. Immune tolerance phase ระยะนี้จะมีปริมาณเช้ือไวรัสท้ังในเลือดและในตับเป็น
ปริมาณมากตรวจพบ HBeAg ค่าเป็นบวก ซึ่งบ่งช้ีว่าไวรัสกำลังมีการเพิ่มจำนวนของเช้ือไวรัสอยู่
เป็นจำนวนมาก (high levels of viral replication) แต่ผลตรวจค่าเอนไซม์การทำงานของตับจะ
ปกติ และหากมีการตรวจช้ินเนื้อตับก็มักไม่พบการอักเสบและพังผืดตับ เนื่องจากเพราะภูมิคุ้มกัน
ของผู้ป่วยยังไม่ถูกกระตุ้นให้เกิดการทำลายเช้ือไวรัสตับอักเสบบี (35) 2. Immune clearance 
phase (Immune active phase) ระยะนี้ภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยเริ่มถูกกระตุ้นให้พยายามกำจัด
หรือควบคุมไวรัสตับอักเสบบี ส่งผลให้เกิดตับอักเสบ และระยะนี้ปริมาณเช้ือไวรัสในเลือดของ
ผู้ป่วยจะยังอยู่ในระดับสูง (แต่ต่ำกว่าระยะ immune tolerance phase) ผลตรวจค่าเอนไซม์
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การทำงานของตับจะสูงขึ้น ลักษณะของเนื้อตับจะพบมีการอักเสบภายใน ในระยะ immune 
clearance ผู้ป่วยบางรายอาจใช้ระยะเวลาไม่กี่เดือน ก็สามารถควบคุมไวรัสได้ เกิด HBeAg 
seroconversion ได้เองคือ การตรวจพบ HBeAg เปล่ียนค่าเป็นลบ และค่า anti-HBe เป็นบวก
แทน และโรคเข้าสู่ระยะสงบ (low replicative phase) ต่อไป แต่ในผู้ป่วยบางรายการอักเสบ
อาจเกิดต่อเนื่องเป็นระยะเวลานานหลายเดือนหรือหลายปี ทำให้เกิดการอักเสบของตับอย่าง
ต่อเนื่องจนเกิดพังผืดในตับ ซึ่งอาจทำให้เกิดภาวะตับแข็งเวลาต่อมาได้ (36) 3. Inactive phase 
(low replicative phase) ระยะนี้เมื่อผู้ป่วยตรวจค่า HBeAg ผลเป็นลบและ anti-HBe เป็นบวก 
ปริมาณไวรัสในเลือดจะลดลงเป็นอย่างมาก หรือในผู้ป่วยบางรายอาจตรวจไม่พบไวรัสในเลือด
เลย ผลตรวจค่าเอนไซม์การทำงานของตับอยู่ในเกณฑ์ปกติ แต่ผลตรวจช้ินเนื้อตับอาจพบว่ามี
พังผืดหรือ ตับแข็งเกิดขึ้นได้แล้วเช่นเดียวกัน (37) 4. Reactivation phase หรือระยะ HBeAg 
negative chronic hepatitis ระยะนี้ผลตรวจ HBeAg จะเป็นลบ และ anti-HBe ให้ผลบวก
หรือลบก็ได้ แต่ไวรัสจะเพิ่มปริมาณมากขึ้นจากท่ีเคยสงบ และพบการอักเสบรวมท้ังพังผืดของตับ
เพิ่มข้ึนจากการตรวจช้ินเนื้อ ผลตรวจค่าเอนไซม์ของตับมักสูงเป็นช่วงๆ สลับกับปกติหรืออาจสูง
ตลอดก็ได้ (38) มักเกิดในผู้ป่วยวัยกลางคนขึ้นไป ผู้ป่วยไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังไม่จำเป็นต้องเข้าสู่
ระยะนี้ ทุกรายโดยมาก มีเพียงร้อยละ 15-30 ของผู้ป่วยในระยะ low replicative phase 
เท่านั้นท่ีเกิดการกำเริบขึ้นเข้าสู่ในระยะ Reactivation phase ซึ่งผู้ป่วยในระยะนี้ก็มีความเส่ียง
ต่อการเกิดตับแข็งและมะเร็งตับเช่นเดียวกัน ระยะนี้จึงอาจเรียกว่าเป็น “ระยะกำเริบ”ก็ได้ ผู้ป่วย
ท่ีติดเช้ือแบบเรื้อรังมีความเส่ียงต่อการเกิดตับแข็งและภาวะแทรกซ้อนของตับแข็ง รวมท้ังมะเร็ง
ตับ นำไปสู่การเสียชีวิตก่อนวัยอันควรได้ จากการศึกษาพบว่า เมื่อติดตามผู้ป่วยตับอักเสบบี
เรื้อรังไป 5 ปี ผู้ป่วยประมาณร้อยละ 13-38 จะเกิดภาวะตับแข็ง และร้อยละ 17 จะเกิดมะเร็ง
ตับภายในระยะเวลา 5 ปี (33) 5. Natural immunity หรือ HBsAg negative phase ระยะนี้
ผู้ป่วยจะตรวจ HBsAg ผลเป็นลบและ Anti-HBs อาจะเป็นบวกหรือลบก็ได้ ตรวจไม่พบ HBV 
DNA แต่อาจจะตรวจพบ cccDNA ในตับ ระดับเอนไซม์ของตับปกติ ตับอาจจะปกติหรือเกิดตับ
แข็งจากการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีมาเป็นเวลานาน (39) 
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รูปท่ี 3 ระยะการดำเนินโรคในผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง 

 

การกลายพันธุ์ของไวรัสตับอักเสบบีมีผลต่อการดำเนินโรค 

ไวรัสตับอีกเสบบีเป็นเช้ือไวรัสท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์ตามธรรมชาติ (rate of spontaneous 
mutations) ท่ีสูงโดยไวรัสตับอีกเสบบีมีอัตราการกลายพันธุ์ประมาณ 1 นิวคลีโอไทด์ต่อ 10,000 
เบสต่อจำนวนปีท่ีติดเช้ือ (7) การกลายพันธุ์ที่พบบ่อยตามธรรมชาติในระยะต่างๆ ของการดำเนิน
โรคตับอักเสบบีแบบเรื้อรังและมีความสำคัญทางคลินิก ได้แก่การกลายพันธุ์บริเวณ  Basal core 
Promoter ท่ีตำแหน่งนิวคลีโอไทด์ 1762 เปล่ียนจาก A เป็น T (A1762T) และท่ีตำแหน่งนิวคลี
โอไทด์ 1764 เปล่ียนจาก G เป็น A (G1764A) และการกลายพันธุ์บริเวณ Precore ท่ีตำแหน่งนิ
วคลีโอไทด์ 1896 เปล่ียนจาก A เป็น G (A1896G) (ดังรูปท่ี 4) (40) ในจีโนมของไวรัสตับอักเสบ
บีท่ัวไป Basal core promoter และ Precore จะอยู่บริเวณนิวคลีโอไทด์ท่ี 1685 – 1733 และ 
1814 – 1901 ตามลำดับ ทำหน้าท่ีเกี่ยวกับการกระตุ้นขบวนการถอดรหัส(transcription)และ
แปลรหัส(translation) ในการสังเคราะห์โปรตีนของ HBeAg ทำให้ HBeAg มีการแสดงออก (ดัง
รูปท่ี 5) (41) แต่เมื่อมีกลายพันธุ์บริเวณดังกล่าว การกลายพันธุ์ท่ีเกิดขึ้นบริเวณ Basal core 
promoter ซึ่งเป็นตำแหน่งควบคุมการ Transcription โดยการกลายพันธุ์ตำแหน่ง A1762T ทำ
ให้กรดอะมิโนจาก Lysine เปล่ียนเป็น Methionine และการกลายพันธุ์ตำแหน่ง G1764A ทำให้
กรดอะมิโนจาก Valine เปล่ียนเป็น Isoleucine จะทำให้การสร้าง HBeAg ลดลงกว่าปกติ ส่วน
การกลายพันธุ์บริเวณ Precore ซึ่งเป็นตำแหน่งควบคุมการ Translation ของโปรตีน โดยการ
กลายพันธุ์ ท่ีตำแหน่งนิวคลีโอไทด์ A1896G ทำให้กรดอะมิโนจาก Tryptophan เป็น Stop 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 12 

codon จะส่งผลทำให้ HBeAg ไม่มีการแสดงออกเลย (abolishes HBeAg production) (42) 
(43) (10) 

 

 

          รูปท่ี 4 การกลายพันธุ์บริเวณ Precore และ Basal core promoter ของไวรัสตับอักเสบบี  
 

 

รูปท่ี 5 ตำแหน่ง Basal core promoter และ Precore ในจีโนมไวรัสตับอักเสบบี 
 
การศึกษาดูกลายพันธุ์ของไวรัสในผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรังท่ียังไม่ได้รับวัคซีนต้าน

ไวรัสตับอักเสบบีในประเทศอิหร่าน 120 คนพบว่ามีการกลายพันธุ์บริเวณ Precore และ Basal 
core promoter อยู่ 99.66% และเมื่อตรวจค่า HBeAg ผลเป็นลบถึง 100 คน คิดเป็น 83.3% 
การศึกษานี้จึงสรุปได้ว่า มีอัตราการกลายพันธุ์ของไวรัสตับอักเสบบีบริเวณ Precore และ Basal 
core promoter ท่ี ค่อนข้างสูงในผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง (44) นอกจากนี้มี
การศึกษา การกลายพันธุ์บริเวณ Basal core promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A เป็น
ปัจจัยท่ีเพิ่มความเส่ียงในการเกิดโรคมะเร็งตับในผู้ป่วยที่ติดไวรัสตับอักเสบบีได้ โดยทำการศึกษา
เปรียบเทียบคนท่ีไม่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีจำนวน 60 คน กับผู้ป่วยที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี (มี
ท้ัง genotype B และ C) คนท่ีเป็นโรคตับแข็ง และคนท่ีเป็นมะเร็งตับจำนวน 190 คน พบการ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 13 

กลายพันธุ์บริเวณ Basal core promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A  ในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัส
ตับอักเสบบี genotype C สูงกว่าในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี genotype B (odds ratio, 
5.18; 95% CI, 2.59-10.37; P < 0.001) และการกลายพันธุ์บริเวณ Basal core promoter 
ตำแหน่ง A1762T/G1764A  สามารถเพิ่มความเส่ียงของการเป็นมะเร็ง ตับจากร้อยละ 3 ใน
ผู้ป่วยโรคตับอักเสบบีเป็นร้อยละ 64 ในผู้ป่วยมะเร็งตับ (odds ratio, 20.04; 95% CI, 7.25-
55.41; P < 0.001) จากการศึกษาจึงสรุปได้ว่า ผู้ป่วยท่ีมีการกลายพันธุ์ Basal core promoter 
ตำแหน่ง A1762T/G1764A  มีความสัมพันธ์กับการพัฒนาของโรคมะเร็งตับอย่างมีนัยสำคัญ (ดัง
รูปท่ี6) (45) 

 

 

รูปท่ี 6 การศึกษาความสัมพันธ์ของกลายพันธุ์บริเวณ Basal core promoter ตำแหน่ง 
A1762T/G1764A กับการเกิดโรคตับอักเสบ ตับแข็ง และมะเร็งตับจากการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี  

 
นอกจากนี้ยังมีการกลายพันธุ์บริเวณ Pre-S ท่ีมีการศึกษาพบว่าเป็นปัจจัยเส่ียงท่ีสำคัญอย่าง

หนึ่งในการเกิดมะเร็งตับ โดยมีการศึกษาแบบมีกลุ่มควบคุมในผู้ป่วยตับอักเสบบีแบบเรื้อรังท่ีไม่มี
อาการ 202 คนกับผู้ป่วยมะเร็งตับ 64 คน พบว่า Pre-S deletion เป็นปัจจัยท่ีเพิ่มความเส่ียงใน
การเกิดโรคมะเร็งตับ อย่างมีนัยสำคัญ (odds ratio=3.77, 95% CI= 1.44-9.65) (46)  ซึ่งการ
ขาดหายไปของนิวคลีโอไทด์บริเวณ Pre-S จะส่งผลทำให้ surface protein มีการสะสมบริเวณ
เอนโดพลาสมิกเรติคูลัมเพิ่มมากขึ้น ทำให้ภายในตับต้องมีการสร้างสารอนุมูลอิสระมากขึ้น จน
ทำลายเซลล์ตับอย่างต่อเนื่องจนนำไปสู่การเป็นมะเร็งตับในท่ีสุด (47) 
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การตรวจการกลายพันธุ์ที่เก่ียวข้องกับ Basal core promoter  

การตรวจวินิจฉัยไวรับตับอักเสบบีด้วยเทคนิคทางด้านอณูพันธุศาสตร์  (Molecular 
Diagnostics) มีบทบาทสำคัญในการดูแลรักษาผู้ท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง เนื่องจากมี
ประโยชน์อย่างมากในการวินิจฉัยผู้ป่วย ถึงการดำเนินของโรคในผู้ป่วย การพยากรณ์โรค การให้
วิธีการรักษาอย่างเหมาะสม และการติดตามผลการรักษาเพื่อช่วยให้ผู้ป่วยมีคุณภาพชีวิตท่ีดี 
บรรเทาอาการเจ็บปวดและทำให้ผู้ป่วยมีชีวิตท่ียืนยาว(48)  ดังนั้นวิธีการตรวจท่ีถูกต้องแม่นยำสูง 
(high accuracy & high precision) มีความสามารถตรวจจับจำเพาะและว่องไวสูง (high 
sensitivity & high specificity) และตรวจได้รวดเร็ว (fast turnaround-time)  จึงเป็นเทคนิค
ท่ีห้องปฏิบัติการควรเลือกท่ีจะนำมาใช้ในการช่วยวินิจฉัยผู้ป่วย  
การตรวจการกลายพันธุ์ของ Basal core promoter ในปัจจุบันหลายวิธีท่ีนักวิจัยพัฒนาขึ้นมา
ได้แก่ 1. Direct sequencing เป็นเทคนิคการตรวจทางด้านอณูพันธุศาสตร์ท่ีเป็นมาตรฐานสากล
ท่ี ท่ัวโลกยอมรับ  ( gold standard Molecular Diagnostics) โดยใช้ เทคนิค Polymerase 
chain reaction (PCR) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ  Basal core promoter และใช้ Sanger 
sequencing ในการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ Basal core promoter ได้โดยตรง 
(ดังรูปท่ี7) (49) ข้อดีของเทคนิคนี้คือ สามารถรู้ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณท่ีสนใจได้เลย ข้อเสีย
ของเทคนิคนี้คือ มีความว่องไวต่ำ (low specificity) เนื่องจากไม่สามารถตรวจสอบการกลาย
พันธุ์ในผู้ป่วยท่ีมีระดับการกลายพันธุ์ของไวรัสต่ำกว่าร้อยละ 20 ได้ (16) 

 

 

รูปท่ี 7 การตรวจการกลายพันธุ์ Basal core promoter โดยวิธี Direct sequencing 
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2. PCR-RFLP เป็นเทคนิคการตรวจโดยใช้เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ Basal core promoter และใช้การตัดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัด
จำเพาะ เพื่อแยกขนาดของช้ินดีเอ็นเอ จากนั้นทำการดูขนาดของช้ินดีเอ็นเอด้วยวิธี  Gel 
electrophoresis ข้อดีของเทคนิคนี้คือ เป็นการตรวจสอบการกลายพันธุ์ท่ีง่าย สะดวก ไม่ต้องมี
เครื่อง Sequencing ก็สามารถทำการตรวจสอบได้ (50) ข้อเสียคือ เป็นเทคนิคท่ีปนเปื้อนง่าย 
ความไวต่ำ (low specificity) ไม่สามารถวัดปริมาณไวรัสในตัวอย่างได้ 

3. nested PCR-RFLP เป็นเทคนิคท่ีเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอท่ีสนใจอย่างจำเพาะ (specificity) 
เทคนิคนี้เหมาะกับตรวจในกรณีท่ีดีเอ็นเอต้นแบบเพิ่มจำนวนยากหรือเพิ่มได้ปริมาณน้อย โดยใช้
หลักการแบ่งการทำ PCR 2 รอบด้วยไพรเมอร์สองคู่ท่ีจำเพาะกับยีนเดียวกัน แต่ไพรเมอร์แต่ละ
ตัวจะจับกับดีเอ็นเอต้นแบบในบริเวณท่ีแตกต่างกัน การทำ PCR รอบแรก (first round PCR) ใช้
ไพรเมอร์คู่ท่ีจับบริเวณรอบนอกของดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่กว่าดีเอ็นเอเป้าหมาย แต่มีดีเอ็ น
เป้าหมายอยู่ภายในของผลผลิตของดีเอ็นเอ เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบก่อน หลังจากนั้นนำ
ผลผลิตของ PCR รอบแรกไปทำ PCR รอบท่ีสอง (second round PCR) โดยใช้ไพรเมอร์คู่ท่ีสอง
ซึ่งออกแบบให้เพิ่มได้เฉพาะดีเอ็นเอเป้าหมาย หลังจากใช้การตัดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 
เพื่ อ แยกขนาดของ ช้ิน ดี เอ็ น เอ  จากนั้ น ทำการ ดูขน าดของ ช้ิน ดี เอ็ น เอ ด้ วยวิ ธี  Gel 
electrophoresis ดังรูปท่ี8 (51) ข้อดีของเทคนิคนี้คือ เป็นการตรวจสอบการกลายพันธุ์ท่ีง่าย 
สะดวก มีต้นทุนการตรวจวิเคราะห์ราคาถูก ข้อเสียคือ เป็นเทคนิคท่ีต้องใช้เวลานานในการตรวจ
วิเคราะห์เนื่องจากต้องทำ PCR ถึงสองรอบ จึงไม่เหมาะสมสำหรับการตรวจวินิจฉัยทางคลินิก 

 

รูปท่ี 8 การตรวจการกลายพันธุ์ Basal core promoter โดยวิธี nested PCR-RFLP 
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4. INNO-LiPA HBV PreCore assay® เ ป็ น เท ค นิ ค ท่ี อ า ศั ย ห ลั ก ก า ร  reverse 
hybridization ท่ีสามารถตรวจการกลายพันธุ์ได้ท้ังการกลายพันธุ์ในตำแหน่งบริเวณ basal core 
promoter และ precore โดยท่ีปริมาณการกลายพันธุ์ท่ีตรวจพบมีความสัมพันธ์กับการสร้าง 
HBeAg ของเช้ือไวรัส ข้อดีของเทคนิคนี้คือ เป็นวิธีการตรวจสอบการกลายพันธุ์ที่งสะดวกรวดเร็ว 
ข้อเสียคือ ผู้ป่วยเข้าไม่ถึงการรักษาเนื่องจากมีค่าใช้จ่ายสูง และไม่สามารถบอกปริมาณการกลาย
พันธุ์ท่ีตรวจพบได้ จึงเกิดการพัฒนามาใช้เทคนิคการตรวจท่ีบอกการกลายพันธุ์เชิงปริมาณได้ 
(quantitative method) 

5. Real-time PCR หรือ quantitative PCR (qPCR) เป็นเทคนิคท่ีเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอท่ี
สนใจอย่างจำเพาะและสามารถติดตามการเพิ่มจำนวนของดีเอ็นเอเป้าหมายได้ในทุก ๆ รอบของ
การเพิ่มจำนวน ต้ังแต่เริ่มต้นปฏิกิริยาจนกระท่ังส้ินสุดปฏิกิริยา (real-time detection) เทคนิค
นี้อาศัยการตรวจวัดสัญญาณสารเรืองแสงท่ีถูกปล่อยออกมาโดยจะติดเข้าไปใน Probe เรียกว่า 
“fluorescent hybridization probes” ท่ีออกแบบให้จำเพาะต่อบริเวณท่ีต้องการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอ ปริมาณแสงท่ีวัดได้จะเป็นสัดส่วน (Proportion) โดยตรงกับปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึนจาก
การเกิดปฏิกิริยาในแต่ละรอบ โดยท่ัวไปดีเอ็นเอท่ีเพิ่มจากการทำปฏิกิริยา PCRเป็นลักษณะกราฟ 
exponential โดยแกน Y แสดงสัญญาณการเรืองแสง และแกน X แสดงจำนวนรอบของการเพิ่ม
จำนวนดีเอ็นเอ การตรวจสอบการกลายพันธุ์โดยใช้เทคนิค real-time PCR จะทำให้ได้ข้อมูลท่ี
ถูกต้องแม่นยำ และบอกการกลายพันธุ์ในเชิงปริมาณได้ว่า ผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีมีการ
กลายพันธุ์ของไวรัสบริเวณนี้ไปร้อยละเท่าไร การตรวจวัดผลผลิต PCR ในเวลาท่ีเกิดขึ้นในช่วง
ระยะ exponential ซึ่งเป็นช่วงท่ีระดับสัญญาณสารเรืองแสงสูงเหนือระดับ threshold และเป็น
ช่วงท่ียังมีแนวโน้มการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอเป้าหมายแบบทวีคูณ (52) (53) ข้อดีของเทคนิคนี้คือ 
เป็นวิธีการตรวจสอบการกลายพันธุ์เชิงปริมาณ (quantitative method)  มีความไวสูง (high 
specificity) ข้อเสียคือ ไม่สามารถตรวจพบเช้ือไวรัสท่ีมีการกลายพันธุ์เมื่อมีจำนวนเช้ือไวรัสน้อย
กว่าร้อยละ 10-15 และสามารถตรวจได้แค่การกลายพันธุ์ที่รู้ตำแหน่งแล้วเท่านั้น (54) 

6. SYBR Green I qPCR with Melting Curve Analysis เป็นเทคนิคท่ีพัฒนาโดยนักวิจัย
ชาวไทย โดยใช้หลักการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอท่ีสนใจด้วย Real-time PCR และนำไปทำ Melting 
Curve ผลการทดลองพบว่า ค่าเฉล่ีย ± ความแปรปรวน melting temperature ของการกลาย
พันธุ์ A1762T/G1764A และ wild type เท่ากับ 77.19 ± 0.32 องศาเซลเซียสและ 80.70 ± 
0.37 องศาเซลเซียสตามลำดับ และสามารถตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอของไวรัสได้ท่ีความเข้มข้น
ต้ังแต่ 6,460 copies/ml ข้อดีของเทคนิคนี้คือ เป็นการตรวจสอบการกลายพันธุ์เชิงปริมาณ 
(quantitative method) ให้ค่า coefficient of correlation (R2) มากกว่า 0.99 แปลว่าเป็น
เทคนิคท่ีมีความแม่นยำและมีประสิทธิภาพสูง มีความสะดวกรวดเร็วในการตรวจโดยใช้เวลาเพียง 
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3 ช่ัวโมงในการทดสอบจนถึงการอ่านผล (55) ข้อเสียคือ เป็นข้อจำกัดของเทคนิค Real-time 
PCR นั้นคือ ไม่สามารถตรวจพบเช้ือไวรัสท่ีมีการกลายพันธุ์เมื่อมีจำนวนเช้ือไวรัสน้อยกว่าร้อยละ 
10-15 นอกจากนี้ยังต้องใช้หลายเทคนิคกว่าจะได้ผลลัพธ์ จึงไม่เหมาะกับห้องปฏิบัติการท่ีมีความ
รีบเร่งและต้องการความสะดวกในการตรวจ (54) 

7. Next generation sequencing โดยใช้ Miseq Illumina platform เป็นการวิเคราะห์
ลำดับนิวคลิโอไทด์แบบ whole HBV genome sequencing สามารถหาการกลายพันธุ์ของ
ไวรัสตับอักเสบบีได้ท้ังจีโนมในเวลาเพียง 24 ช่ัวโมง และสามารถบอกการกลายพันธุ์เชิงปริมาณ
ได้ (quantitative assay) นอกจากนี้ยังสามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์ในผู้ป่วยท่ีมีระดับการ
กลายพันธุ์ของไวรัสต้ังแต่ร้อยละ 1 ได้ (16) ข้อเสียคือ มีค่าใช้จ่ายท่ีแพงเกินไป สำหรับการตรวจ
การกลายพันธุ์แบบดูแค่ point mutation อย่างเช่นถ้าจะดูแค่การกลายพันธุ์บริเวณ basal core 
promoter เพียงตำแหน่งเดียว อาจจะไม่เหมาะกับการใช้งาน NGS  

นอกจากเทคนิคท่ีกล่าวมาข้างต้น ในปัจจุบันยังมีเทคนิคท่ีน่าสนใจ ท่ีจะสามารถนำมาใช้ใน
การตรวจการกลายพันธุ์ของไวรัสตับอักเสบบีได้ ได้แก่ Droplet digital polymerase chain 
reaction (ddPCR) ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีทันสมัย สามารถบอกผลการตรวจการกลายพันธุ์เชิง
ปริมาณ(quantitative method) ได้ว่าผู้ป่วยมีการกลายพันธุ์บริเวณ Basal core promoter ไป
ร้อยละเท่าไร ddPCR ยังเป็นเทคนิคท่ีถูกพัฒนาให้เหมาะสมสำหรับการตรวจการกลายพันธุ์
โดยเฉพาะ (56) เนื่องจากมีความถูกต้องแม่นยำสูง (high accuracy & high precision) (ดังรูปท่ี 
9) (57) มีการศึกษาก่อนหน้านี้ทำการเปรียบเทียบการใช้เทคนิคระหว่าง ddPCR  กับเทคนิค 
standard method อย่าง Sanger sequencing พบว่า ddPCR ใช้เวลาตรวจเพียง 6 ช่ัวโมง
สามารถบอกผลการตรวจได้ ในขณะท่ี Sanger sequencing ต้องใช้เวลาตรวจถึง 24 ช่ัวโมงถึง
จะสามารถออกผลการตรวจได้ นอกจากนี้เทคนิค ddPCR ยังสามารถบอกปริมาณไวรัสเป็น
จำนวนนับได้จริง (copies/ul) เป็นเทคนิคท่ีใช้งานง่าย และสามารถตรวจในตัวอย่างผู้ป่วยท่ีมี
การกลายพันธุ์ในระดับต่ำได้ (ดังรูปท่ี 10) (58) 
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รูปท่ี 9 การทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค ddPCR (57) 
 

 

รูปท่ี 10 การเปรียบเทียบการใช้เทคนิคระหว่าง ddPCR  กับเทคนิค Sanger sequencing  
ในการตรวจสอบการกลายพันธุ์ 
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ddPCR เป็นเทคนิคท่ีถูกพัฒนาขึ้นในทศวรรษท่ี 1990 (Sykes, Neoh et al. 1992) โดยใช้
หลักการเจือจางสารพันธุกรรมแล้วหุ้มสารพันธุกรรมด้วย oil ด้วยเทคนิค water-in-oil emulsion 
เพื่อทำให้เกิดการกระจายตัวของสารพันธุกรรมในแต่ละปฏิกิริยา PCR (partition) โดยอัตราส่วนการ
เจือจางท่ีเหมาะสมจะมีดีเอ็นเอเป้าหมายเพียง 1 copy ต่อ 1 partition ซึ่งจะแบ่งออกเป็นจำนวน
หลายพันปฏิกิริยาในปริมาตรขนาดเล็กระดับนาโนลิตร (ดังรูปท่ี 11 ) หลังจากส้ินสุดการเพิ่มปริมาณ
รอบสุดท้ายในเครื่อง PCR แล้วจึงตรวจวัดสัญญาณการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ในแต่ละ partition ท่ี
เป็นบวกหรือลบ (end point PCR) ซึ่งจะสามารถหาปริมาณดีเอ็นเป้าหมายสุทธิได้โดยตรง (ดังรูปท่ี 
12) (17) 

 

 

รูปท่ี 11 ddPCR Partition (ลิขสิทธ์ Biorad) 

 

รูปท่ี 12 ขั้นตอนการทำ ddPCR 
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มีการศึกษาใช้เทคนิค Droplet digital polymerase chain reaction ตรวจสอบการกลายพันธุ์
ในยีน KRAS โดยสามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์ท่ีระดับต่ำได้ถึงร้อยละ 0.1 ของระดับการกลาย
พันธุ์ (Dong, Wang et al. 2018) และมีการศึกษาเปรียบเทียบการใช้เทคนิคระหว่าง ddPCR  กับ
เทคนิค standard method อย่าง Sanger sequencing ในการใช้ตรวจสอบการกลายพันธุ์ในยีน 
BRAFV600E ซึ่ งการกลายพันธุ์ของยีนนี้ มีความสำคัญ ต่อการพยากรณ์ โรค  papillary thyroid 
carcinoma โดยผลการศึกษาพบว่า ในกลุ่มตัวอย่าง 150 คน เทคนิค ddPCR สามารถตรวจสอบการ
กลายพั นธุ์ ของยีน  BRAFV600E   ไ ด้  92 ตัวอย่ างคิดเป็นร้อยละ 61.33 ส่วน เทคนิค Sanger 
sequencing สามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์ของยีน BRAFV600E   ได้ 67 ตัวอย่างคิดเป็นร้อยละ 
44.67 และค่า sensitivity และค่า specificity ของเทคนิค ddPCR ในการตรวจการกลายพันธุ์ของ
ยีน BRAFV600E  อยู่ท่ี 100% และ 69.88% ตามลำดับ โดยเทคนิค ddPCR สามารถตรวจสอบการ
กลายพันธุ์ของยีน BRAFV600E ท่ีการกลายพันธุ์ระดับต่ำได้ถึงร้อยละ 5 (25 samples, 27.17%)ได้ แต่
เทคนิค Sanger sequencing ไม่สามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์ของยีน  BRAFV600E ท่ีการกลาย
พันธุ์ระดับต่ำกว่าร้อยละ 5 ได้ (59) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาใช้เทคนิค ddPCR สำหรับการตรวจหา
เช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ซึ่งเป็นเช้ือก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร โดยผลการศึกษาพบว่า 
สามารถตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. ในผู้ป่วยท่ีมีปริมาณเช้ือแบคทีเรียต้ังแต่ 0.5 copies/ul ขึ้น
ไป และความแม่นยำต้ังแต่ 5 ถึง 10% โดยวัดเป็นค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานโดยการทำซ้ำ (60)   

ดังนั้นเทคนิค Droplet digital polymerase chain reaction จึงเป็นเทคนิคท่ีมีความละเอียด
และแม่นยำสูงท่ีจะสามารถใช้ในการตรวจสอบการกลายพันธุ์ของไวรัสตับอักเสบบีได้และช่วยวินิจฉัย
ผู้ป่วย ทำให้ผู้ป่วยได้ผลการตรวจท่ีถูกต้องแม่นยำ และเข้าถึงการรักษาได้อย่างมีประสิทธิภาพและ
ทันท่วงที  
 

ความสัมพันธ์การกลายพันธุ์ Basal core promoter กับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกต่างๆ 

มีการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า ร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง 

A1762T/G1764A มีความสัมพันธ์เชิงลบกับ HBV DNA และค่า HBeAg titer (S/CO) กล่าวคือ เมื่อมี

ระดับการกลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A ท่ีเพิ่มมากขึ้น 

ระดับ HBV DNA, HBeAg titer(S/CO) จะน้อยลงอย่างมีนัยสำคัญ spearman’s rho = -0.395, -

0.314, -0.299 และ P<0.001, P<0.001, P<0.01 ตามลำดับ (ดังรูปท่ี 13 และ 14) (61) และมี

การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์  บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง 

A1762T/G1764A กับ อายุ พบ ว่ า  ร้อยละการกลายพั น ธุ์ บ ริ เวณ  Basal core promoter มี

ความสัมพันธ์เชิงบวกกับอายุ กล่าวคือ ในช่วงอายุมากกว่า 40 ปีขึ้นไปจะมีการสะสมระดับการกลาย
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พันธุ์ ท่ีเพิ่มมากขึ้น อย่างมีนัยสำคัญ spearman’s rho = 0.31 และ P < 0.001 นอกจากนี้ยังมี

การศึกษาความแตกต่างของค่าเฉล่ียร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง 

A1762T/G1764A ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง พบความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ 

เมื่อเทียบร้อยละการกลายพันธุ์ basal core promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A ในแต่ละกลุ่ม

ของการดำเนินโรค โดยมี ค่า P = 0.013, P < 0.001, P < 0.001 ตามลำดับ โดยกลุ่ม HBeAg 

negative มี ค่ า เฉ ล่ี ย ร้ อ ย ล ะ ก า ร ก ล า ย พั น ธุ์ บ ริ เว ณ  basal core promoter ต ำแ ห น่ ง 

A1762T/G1764A สูงสุด (ดังรูปท่ี 15) และพบความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ เมื่อเทียบร้อยละการ

กลายพันธุ์ basal core promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A ระหว่างกลุ่ม HBeAg-Positive กับ 

HBeAg-Negative ท่ีค่า P < 0.001 โดยกลุ่ม HBeAg Negative มีค่าเฉล่ียร้อยละการกลายพันธุ์

บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A มากกว่ากลุ่ม HBeAg-Positive (ดังรูป

ท่ี 16)  และพบความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ  เมื่อเทียบร้อยละการกลายพันธุ์  basal core 

promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A ระหว่างกลุ่ม อายุน้อยกว่า 40 ปี กับ อายุมากกว่า 40 ปี ท่ี

ค่า P=0.005 โดยกลุ่ม อายุมากกว่า 40 ปี มีค่าเฉล่ียร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ basal core 

promoter ตำแหน่ ง  A1762T/G1764A มากกว่าก ลุ่มอายุน้ อยกว่า  40 ปี  (ดั งรูป ท่ี  17) (53) 

นอกจากนี้ ยังมีการศึกษาพบว่า ระดับ HBcrAg มีค่าเฉล่ียลดลงในกลุ่มผู้ป่วย HBeAg positive ท่ีมี

การกลายพันธุ์ basal core promoter (n=33) เปรียบเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยท่ีไม่มีการกลายพันธุ์ (n=

15) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ท่ี P = 0.020 และพบว่า ระดับ HBcrAg มีค่าเฉล่ียลดลงอย่างชัดเจน

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติในกลุ่มผู้ป่วย HBeAg positive ท่ีมีการกลายพันธุ์บริเวณ basal core 

promoter และ Precore ร่วมด้วย (n=9) เปรียบเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยท่ีไม่มีการกลายพันธุ์ (n=15) ท่ี 

P = 0.001 และการศึกษานี้พบว่า ระดับ HBcrAg ในกลุ่ม Anti-HBe positive ค่าเฉล่ียของ HBcrAg 

ในกลุ่มท่ีไม่มีการกลายพันธุ์ BCP double mutation (n=11) เทียบกับกลุ่มท่ีมีการกลายพันธุ์ BCP 

double mutation (n=22) มีค่าเฉล่ียไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังรูปท่ี 18 (62) 
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รูปท่ี 13 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพนัธุ์บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง 
A1762T/G1764A กับค่า HBeAg titer 

 

 

รูปท่ี 14 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพนัธุ์บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง 
A1762T/G1764A กับค่า HBV DNA 
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รูปท่ี 15 การศึกษาความแตกต่างของค่าเฉล่ียร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter 
ตำแหน่ง A1762T/G1764A ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในแต่ละกลุ่มตัวอย่างแบ่งตามการดำเนินโรค  

 
 

 

รูปท่ี 16 การศึกษาความแตกต่างของค่าเฉล่ียร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter 
ตำแหน่ง A1762T/G1764A ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในกลุ่มตัวอย่างแบ่งตาม HBeAg 

 

รูปท่ี 17 การศึกษาความแตกต่างของค่าเฉล่ียร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter 
ตำแหน่ง A1762T/G1764A ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในแต่ละกลุ่มตัวอย่างแบ่งตามอายุ 
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รูปท่ี 18 การศึกษาความแตกต่างของค่าเฉล่ียระดับ HBcrAg ระหว่างผู้ป่วยท่ีไม่มีการกลายกับผู้ป่วยมี
การกลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter 

 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ (method validation) 

การตรวจสอบความใชไดของวิธีทดสอบ(method validation) คือกระบวนการยืนยันความ
ถูกต้อง ความเหมาะสมของวิธีการวิเคราะห์ท่ีใช้ศึกษา เพื่อนำมาใช้วิเคราะห์ตัวอย่างในห้องปฏิบัติการ 
ช่วยให้ทราบถึงคุณสมบัติ และข้อจำกัดของวิธีการวิเคราะห์นั้นๆ  (63) (64) (83) โดยมีคุณสมบัติของ
การตรวจสอบวิธีวิเคราะห์หลายวิธี ยกตัวอย่างท่ีใช้สำหรับงานทางด้านการตรวจการกลายพันธุ์ด้วย 3 
วิธีทดสอบ คือ 
1.การทำซ้ำอย่างแม่นยำ (precision) ของเทคนิค 
 Precision หมายถึง ความแม่นยำของการวิเคราะห์ซ้ำๆหลายๆครั้ง ความแตกต่างของผล
วิเคราะห์ ท่ี ได้จากการวิเคราะห์ มักจะแสดงเป็นค่า SD หรือ สัมประสิทธิ์ความแปรปรวน 
(Coefficient of Variation. CV) (80) ซึ่ง precision ของวิธีการวิเคราะหม์ี 2 ลักษณะคือ 

1.1) Intra–assay repeatability หมายถึง ความแม่นยำท่ีเกิดจากการวิเคราะห์ซ้ำๆ ใน
สภาวะเดียวกัน โดยใช้วิธีเดียวกัน ในห้องปฏิบัติการเดียวกัน เครื่องมือชุดเดียวกัน ผู้วิเคราะห์คน
เดียวกัน ใช้เวลาทดลองภายใน 1-3 วันเป็นต้น 

1.2) Inter–assay repeatability หมายถึง ความแม่นยำท่ีเกิดจากการวิเคราะห์ซ้ำๆ โดยใช้
วิธีเดียวกัน ในห้องปฏิบัติการต่างกัน เครื่องมือชุดต่างกัน ผู้วิเคราะห์ต่างกัน มักจะวิเคราะห์โดยใช้
เวลาพอสมควร 3-5 วันเป็นต้น (65) 
2 .  ก า ร ห า ค า  LOB, LOD แ ล ะ  LOQ (limit of blank, limit of detection and limit of 
quantitation) ของเทคนิค 
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-LOB (limit of blank) หมายถึง คาความเขมขนต่ําสุดท่ีวิเคราะหไดในตัวอยางท่ีสามารถแยกความ
แตกต่างจาก blank ได้  
-LOD (limit of detection) หมายถึง คาความเขมขนต่ําสุดท่ีวิเคราะหไดในตัวอยางท่ีสามารถ
ตรวจวัดได  
-LOQ (limit of quantitation) หมายถึง คาความเขมขนต่ําสุดท่ีวิเคราะหไดในตัวอยาง ท่ีสามารถหา
ปริมาณ หรือรายงานผลโดยมี accuracy และprecision ท่ียอมรับได้ (65) 

LOD และ LOQ หาไดโดยการวัด blank ของตัวอยาง (sample blank) อยางนอย 7 ซํ้า 
และนํามาคํานวณหาคาเฉล่ีย และคา SD  จากสูตร  (66) 

 
LOB = ค่าเฉล่ียของ (copy number blank) + 1.645 x SD (copy number blank) 

LOD = คาเฉล่ียของ sample blank + 3 SD 
LOQ = คาเฉล่ียของ sample blank + 10 SD 

 
3. Linearity  

Linearity หมายถึง ความสามารถของวิธีการวิเคราะหนั้นๆ ท่ีจะทําใหวิเคราะหแลวไดผลกา
รวิเคราะหท่ีเปน สัดสวนกับความเขมขนของสารท่ีวิเคราะหในชวงความเขมขนท่ีกําหนด (67) 

linearity ทําโดยการวิเคราะห sample blank ท่ี เติมสารมาตรฐานใหมีความเขมขน 
อยางนอย 5 ระดับความเขมขนต้ังแตนอยไปจนมากท่ีสุด และคํานวณหาคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 
(correlation coefficient, r) เกณฑการยอมรับไดโดยท่ัวไปคา r จะตองมีคาอยูระหวาง 0.995 – 
1.000 (65) (83) 
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บทที่ 3   

วิธีการดำเนินการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย (Research design) 

รูปแบบการวิจัยนี้เป็นการศึกษาเปรียบเทียบข้อมูลเชิงวิเคราะห์ย้อนหลัง (Retrospective 
analytic study) ซึ่งได้รับการพิจารณาและผ่านการอนุมัติจริยธรรมจากคณะอนุกรรมการพิจารณา
จริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Institutional Review 
Board, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University) โครงการวิ จัยหมายเลข IRB no. 
73/65  

กลุ่มประชากรเป้าหมาย (Target Population) 

ผูป่้วยติดเชือ้ไวรสัตับอักเสบบีเรือ้รงั ท่ีมาเขา้รบัการตรวจรกัษาท่ีโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ์ 
โดยการศึกษานีส้นใจผูป่้วยติดเชือ้ไวรสัตับอักเสบบีเรือ้รงัใน 2 กลุ่มคือ กลุ่มผูป่้วยท่ีติดเชือ้ไวรสั
ตับอักเสบบีแบบเรือ้รังท่ีมี  HBeAg Positive หรือกลุ่ม (ii) HBeAg-positive chronic hepatitis 
และกลุ่มผูป่้วยท่ีติดเชือ้ไวรสัตับอักเสบบีแบบเรือ้รงัท่ีมี HBeAg Negative หรือกลุ่ม (iv) HBeAg-
negitive chronic hepatitis เน่ืองจากเป็นกลุ่มท่ีตอ้งไดร้บัการรกัษาเป็นอนัดับแรก เน่ืองมาจากมี
ความรุนแรงของโรคมาก  
- เกณฑ์การคัดเลือกผู้เข้าร่วมการศึกษา (Inclusion criteria) ดังนี้ 

- ผู้ป่วยมีเช้ือชาติไทยได้รับการตรวจว่ามีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี (HBsAg positive) 
- ผู้ป่วยท่ีได้รับการตรวจวินิจฉัยระยะของการดำเนินโรคจัดอยู่ในกลุ่ม HBeAg positive หรือ

กลุ่ม HBeAg negative 
- ผู้ป่วยท่ีไม่ได้รับการรักษามาก่อน (treatment-naive CHB patients) 
- มีการประเมินผลปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิก เช่น ค่าเอนไซม์ของตับ ALT, HBV DNA, 

Fibroscan  
- เกณฑ์การคัดเลือกผู้เข้าร่วมการศึกษาออกจากโครงการวิจัย (Exclusion criteria) ดังนี้ 

- ผู้ป่วยท่ีมีประวัติการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus) แล้วได้รับการรักษา หรือ
ให้ยาแล้ว 

- ผู้ป่วยท่ีมีการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบซี (HCV) หรือการติดเช้ือไวรัสภูมิคุ้มกันบกพร่อง (HIV) 
ร่วมด้วย 

- ผู้ป่วยท่ีมีสาเหตุอื่นๆ ของโรคท่ีเกี่ยวข้องกับตับ (เช่น autoimmune liver disease หรือ 
alcoholic liver disease) 

- ผู้ป่วยท่ีมีประวัติการเป็นโรคมะเร็งตับ หรือมะเร็งชนิดอื่น 
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การคำนวณขนาดตัวอย่าง 

การทดลองครั้งนี้ แบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม คำนวณขนาดตัวอย่างโดยใช้โปรแกรม
สำเร็จรูป G*Power version 3.1.9.2 กำหนด Test family = t-tests, Statistical test = Means: 
Difference between two independent means (two groups) A priori: Compute required 
sample size  
Input: Tail(s) = Two 
Effect size d = 0.5 (Medium size) 

α err prob = 0.05  

Power (1-β err prob) = 0.80 
Allocation ration N2/N1 = 1  
กลุ่มตัวอย่างควรมีอย่างน้อย กลุ่มละ 64 รายข้ึนไป  

 

รูปท่ี 19 การคำนวณขนาดตัวอย่างโดยโปรแกรม G*Power 
ดงันัน้กลุ่มตวัอย่างท่ีตอ้งการศึกษาตอ้งมีจ านวนอย่างนอ้ยกลุ่มละ 64 ราย ทัง้นีเ้พื่อใหข้อ้มลู

ของงานวิจยัมีความถกูตอ้งและน่าเชื่อถอื ดงันัน้จึงท าการเลือกตวัอย่างใหไ้ดม้ากท่ีสดุ โดยจะใช้
ตวัอย่างทัง้หมด 185 รายในการศึกษาครัง้นี ้โดยแบ่งเป็นกลุ่มผูป่้วยท่ีติดเชือ้ไวรสัตบัอกัเสบบีแบบ
เรือ้รงัท่ีมี HBeAg Positive หรือกลุ่ม (ii) HBeAg-positive chronic hepatitis จ านวน 75 รายและ
ในกลุ่มผูป่้วยท่ีติดเชือ้ไวรสัตบัอกัเสบบีแบบเรือ้รงัท่ีมี HBeAg Negative หรือกลุ่ม (iv) HBeAg-
negitive chronic hepatitis จ านวน 110 ราย 
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วัสดุอุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย  
อุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 

1. Centrifuge (Eppendorf, Germany) 
2. Automatic adjustable micropipette (Eppendorf, Germany) 
3. Flow cabinet (Gelman sciences, Singapore) 
4. DeNovix DS11 FX+ spectrophotometer (DeNovix Inc., USA) 
5. Vortex (Scientific Industries, USA) 
6. Microcentrifuge tube 0.5 ul, 1.5ul, 2ul (Axygen, USA) 
7. Freezer 4 C (misubishi, Japan) 
8. Freezer -20 C (sanyo, Japan) 
9. Electrophoresis chambers (Biorad, USA) 
10. Parafilm (American naton, USA) 
11. PCR Mastercycler (Eppendorf, Germany) 
12. Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 
13. Incubator shaker (Zhicheng, China) 
14. Autoclave (Hirayama, Japan) 
15. Gel Doc (Biorad, USA) 
16. QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) 
17. QX200 AutoDG Droplet Digital PCR (Biorad, USA) 
18. Reagent Bottle (Duran, USA) 

สารเคมีที่ใช้ในการดำเนินการ  

1. สารเคมีท่ีใช้สกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction)  
1. Proteinase K (5PRIME, Germany) 
2. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Merck, Japan) 
3. Proteinase K (USB, USA)  
4. Disodium ethylenediamine tetraacetic acid: EDTA (UB, Hong Kong) 
5. Chloroform (Sigma, Mo, USA) 
6. Phenol (Amresco, OH, USA) 
7. Isoamyl alcohol (BDH, UK) 
8. Glycogen (US, Ohio, USA) 
9. Sodium acetate (Sigma, Singapore) 
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10. Absolute ethanol (Merck, Germany) 
11. Nuclease free water  

2. สารเคมีท่ีใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย PCR 
1.  10X PCR buffer (KOD-Plus-Neo, Japan) 
2.  25mM Magnesium chloride (KOD-Plus-Neo, Japan) 
3.   0.2mM Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) (KOD-Plus-Neo, Japan)  
4.  Oligonucleotide primers (Macrogen, Korea) 
5.  Taq DNA polymerase (KOD-Plus-Neo, Japan) 

3.  สารเคมีท่ีใช้ในการทำ gel electrophoresis 
1. Agarose molecular grade (Research Organics, OH, USA) 
2. Boric acid (USB, Homgkong) 
3. EDTA Tetrasodium Dihydrate (USB, Hongkong) 
4. Tris base biotechnology grade (USB, Hongkong) 
5. Ethidium bromide (Sigma, singapore) 
6. 100 bp ladder (Fermentas, MD, USA) 
7. 6X DNA loading dye (Fermentas, MD, USA) 

4.  สารเคมีท่ีใช้ในการสกัดดีเอ็นเอออกมาจากเจล (Gel extraction) 
 -Hiyield TM Gel/PCR DNA fragment extraction kit  
 (RBC Bioscience, Taiwan) 
5. สารเคมีท่ีใช้ในการเช่ือมผลิตภัณฑ์จากการทำ PCR เข้าสู่ cloning vector 
 1. 10X Ligation buffer (Thermo scientific, USA) 
 2. pGEM T Easy vector (Promega, USA) 
 3. T4 DNA ligase (Thermo scientific, USA) 
6.  สารเคมีท่ีใช้ในการทำกระบวนการ Transformation 
 1. Agar (Becton, Dickinson and company (BD), USA) 

 2. E. coli (DH5α) (Thermo scientific, USA) 
 3. Potassium chloride (VWR international, USA) 
 4. Sodium chloride (Merck, Germany) 
 5. Glucose (Ajax Finechem, New Zeeland) 

 6. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside  
 (X-gal) (Promega, USA) 
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 7. Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (Eppendorf, Germany) 
 8. Tryptone (Becton, Dickinson and company (BD), USA) 
 9. Yeast extract (Becton, Dickinson and company (BD), USA) 
6.  สารเคมีท่ีใช้ในการสกัดพลาสมิดควบคุมบวก 
 -Hiyield TM Plasmid mini kit (RBC Bioscience, Taiwan) 
7.  สารเคมีท่ีใช้ในการตรวจสอบการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค ddPCR 

1. 2x supermix for probe (No dUTP) (Biorad, USA) 
2. Oligonucleotide primers (Macrogen, Korea) 
3. 5uM fluorescent probes (Integrated DNA Technologies, USA) 

8.  สารเคมีท่ีใช้ในการตรวจสอบการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค Sanger sequencing 
1. Oligonucleotide primers (Macrogen, Korea) 
2. 5X Platinum II PCR buffer (Thermo Scientific, USA) 
3. 10mM dNTPs mix (Thermo Scientific, USA) 
4. Platinum GC Enhancer (Thermo Scientific, USA) 
5. Hot star Taq polymerase (Thermo Scientific, USA) 

9.  สารเคมีท่ีใช้ในการตรวจสอบการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค Real Time PCR 
1. TaqMan® Genotyping Master Mix (2X) (Thermo Scientific, USA) 
2. Oligonucleotide primers (Macrogen, Korea) 
3. 5uM fluorescent probes (Integrated DNA Technologies, USA) 

10. โปรแกรมสำหรับการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 1. GraphPad Prism version 9.1.0(https://www.graphpad.com/quickcalcs/) 
 2. IBM SPSS statistics version 22 (SPSS, Chicago, IL) 

วิธีการดำเนินการวิจัย 

1.) การสกัด DNA จากซีรัมหรือพลาสมาของผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเร้ือรังด้วย 
Phenol-Chloroform Isoamyl alcohol Extraction  

1.1 ใส่ 400 ul Lysis buffer และ 10 ul Proteinase K ลงไปใน  Serum หรือ Plasma 
100 ul  
1.2 นำ 2.1 ไป Vortex และ บ่ม 50 °C 1 ช่ัวโมง 
1.3 เติม 250 ul สารละลาย Phenol (ดูดสารละลายช้ันล่าง) ท่ีผสม 250 ul CHCI3:IAA 
โดยมีอัตราส่วน 49 : 1 ตามลำดับ 
1.4 นำ 2.3 ไป Vortex และ ปั่นเหวี่ยง ด้วยความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 30 นาที 4°C 
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1.5 ดูดสารละลายส่วนบนใส่ tube อันใหม่ และใส่ 4 ul 20mg/ml glycogen, 800 ul 
100% EtOH และ 40 ul 2M NaOAC 
1.6 แช่ -70 °C 30 นาที 
1.7 นำไป ปั่นเหวี่ยง ด้วยความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 30 นาที 4°C และเทส่วนใสท้ิง 
1.8 นำตะกอนใส่ 1,มิลลิลิตร 70% EtOH และผสมเข้าด้วยกันอย่างเบามือ 
1.9 ปั่นเหวี่ยง ด้วยความเร็ว 13,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที  
2.0 เทส่วนใสท้ิง วางท้ิงไว้ให้แห้ง เป็นเวลา 5 นาที 
2.1 ใส่ 30 ul dH2O  
 

2.) การวัดคุณภาพของ DNA ด้วยเคร่ือง Nanodrop spectrophotometer 
ตรวจสอบคุณภาพของ DNA ท่ีสกัดได้ ทำการหยด DNA ตัวอย่าง ปริมาตร 1 µl ลงบนของ

แท่นวาง DNA จากนั้นกดให้เครื่องวัดคุณภาพของ DNA โดยใช้การดูดกลืนแสงของ DNA ตาม
สูตรดังนี้ 

  - ความเข้มข้น DNA (ng/ul) = OD260 x 50 x dilution factor  
  - คุณภาพ DNA = (OD260)/ (OD280) 
โดยตัวอย่างท่ีเหมาะสมจะมีคุณภาพ DNA ท่ีความเข้มข้นต้ังแต่ 0.05 ng/µL ขึ้นไปและมีความ
บริสุทธิ์ (OD260/280) อยู่ระหว่าง 1.8-2.2  
 
3.) การโคลนยีนของไวรัส BCP wildtypeเพือ่ทำเป็น positive wildtype control 
 3.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของไวรัส HBV บริเวณ BCP ด้วยปฏิกิริยา PCR 

 นำดีเอ็นเอจากเลือดท่ีได้รับการตรวจว่าเป็น BCP wildtype มาทำปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพร
เมอร์ของยีน HBV บริเวณท่ีครอบคลุม basal core promoter ซึ่งมีลำดับดังนี้ 

 Forward primer: 5’-ACTTCGCTTCACCTCTGCACG-3’ (HBV_1583F) และ  
Reverse primer: 5’-CDGGWGGAGTGCGRATCCACA-3’ (HBV_C2291R) 

โดยการเตรียม Master mix (KOD-Plus-Neo, Japan) ใน 1 ปฏิกิริยามีรายละเอียด ดังตารางท่ี 1 
ตารางท่ี 1 ส่วนผสมการทำ PCR master mix 

รายละเอียดของ Master mix (1 reaction) 
10 mM Forward primer 0.75 ul 
10 mM Reverse primer 0.75 ul 
10X PCR buffer 2.5 ul 
0.2mM dNTP 2.5 ul 
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25 mM MgCl2 1.5 ul 
Taq polymerase (KOD-Plus-Neo) 0.5 ul 
dH2O 15.5 ul 
Total  24 ul 

ดูด master mix ท่ีเตรียมไว้ใส่ในหลอดพีซีอาร์ หลอดละ 24 ul จากนั้นดูดดีเอ็นเอต้นแบบลงไป
หลอดละ 1 ul แล้วนำไปเข้าเครื่อง Thermo cycler โดยต้ังอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยาดังแสดงใน
ตารางท่ี 2 ดังนี้ 
ตารางท่ี 2 อุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR  

อุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR 
1 Pre-denature ท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 2 นาที 
2 Denature ท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 30 วินาที 
3 Annealing ท่ีอุณหภูมิ 58 °C เป็นเวลา 1 นาที 
4 Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 1 นาที 
 ทำ 2 - 4 เป็นจำนวน 30 รอบ  
5 Final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 10 นาที 
 hold ท่ีอุณหภูมิ 4 °C  

  
3.2 Agarose gel electrophoresis 

 เตรียม 2% agarose gel โดยช่ัง agarose 2 g ละลายใน 1X TBE buffer 100 ml หลอม 
agarose gel จนละลายแล้วใส่ RedSafe 5 µl เทลงในถาดขณะท่ี agarose gel อุ่น เตรียมดี
เอ็นเอท่ีจะนำมาตรวจสอบ โดยใช้ 6X loading dye 5 µl : DNA 25 µl จากนั้นหยอดดีเอ็นเอ
ลงใน agarose gel ทำ Electrophoresis ใน 1X TBE buffer ด้วยกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ 
เป็นเวลา 40 นาที จากนั้นนำ agarose gel ไปส่องภายใต้แสง Bluelight จากนั้นบันทึกภาพ
เพื่อนำมาวิเคราะห์ผล 

3.3 การทำ Hiyield TM Gel/PCR DNA fragment extraction kit (RBC Bioscience, Taiwan) 
 ตัดเจลท่ีมี PCR product ของ HBV BCP wildtype DNA มาใส่ tube แล้วใส่ 500 ul DF 
buffer จากนั้นนำไป Vortex และ บ่ม 55 °C เป็นเวลา 10-15 นาทีและกลับ tube ไปมาทุกๆ 3 
นาที จนได้เป็นสารละลายแล้วดูดสารออกมา 800 ul  ใส่ใน DF column ท่ีอยู่ใน collection 
tube จากนั้นนำไปป่ันเหวี่ยง ด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นท้ิงส่วนใส
ใน collection tube แล้วใส่ 600 ul wash buffer จากนั้นนำไป ปั่นเหวี่ยง ด้วยความเร็ว 
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13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที ท้ิงส่วนใสใน collection tube แล้วนำมาปั่นเหวี่ยงอีกรอบ
ด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที แล้วใส่ DF column ใน tube อันใหม ่จากนั้นใส่ 
20-50 ul Elution buffer และวางท้ิงไว้ 2 นาที จากนั้นนำไปป่ันเหวี่ยง 13,000 rpm 2 นาที  

3.4 การเช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอ็นเอกับ pGEM T Easy vector 
 นำ HBV BCP wildtype DNA มาเช่ือมต่อกับ  pGEM T Easy vector (Promega, USA) 
โดยใส่ HBV BCP wildtype DNA 5 ul กับ pGEM T Easy vector 1 ul จากนั้นใส่ 2X buffer 
5 ul และใส่ T4 DNA ligase 2 ul ผสมให้เข้ากัน บ่มท่ี 25 °C นาน 3 ช่ังโมง 

3.5 การนำพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียโดยกระบวนการ Transformation 
 นำ ligation reaction ของช้ินดีเอ็นเอ กับ vector 10 ul ใส่กับ 50 ul ของเช้ือ E. coli 

(DH5α) ผสมให้เข้ากัน แช่น้ำแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไป Heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42°C 
1 นาที แล้วนำกลับมาแช่ในน้ำแข็งทันที 2 นาที เติม  980 ul SOC medium กับ 10 ul 
glucose และ Mg2+ แล้วนำไปเขย่าท่ี อุณหภูมิ 37°C 1 ช่ัวโมง จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยง 4,000 
rpm 5 นาที เทส่วนใสท้ิงบางส่วน และเขย่าให้เข้ากัน จากนั้นนำเช้ือแบคทีเรียใน tube ปริมาตร 
100 ul มา spread บนอาหารแข็ง LB ท่ีเติม 100 ug/ul สารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน กับ 15 ul 5-

bromo-4-chloro-3-indolyl-β-Dgalactopyranoside (X-gal) และ 5 ul Isopropyl β- d-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) จากนั้นนำไป บ่ม 37 °C 16 ช่ัวโมง 

3.6 การคัดเลือกและตรวจสอบโคโลนีของเซลล์แบคทีเรียท่ีคาดว่าได้รับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม
ด้วย Colony PCR 

 คัดเลือกโคโลนีของเซลล์แบคทีเรียท่ีคาดว่าได้รับพลาสมิดสายผสม โดยคัดเลือกโคโลนีสีขาว
ท่ีสามารถเจริญบนอาหาร LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน X–gal และ IPTG (Blue/White 
Screening) ซึ่งใช้เป็น selective medium ใช้ทิปท่ีผ่านการอบฆ่าเช้ือเรียบร้อยแล้วนำมาแตะ
โคโลนีสีขาว จากนั้นนำโคโลนีสีขาวบางส่วนไปทำ PCR  และอีกส่วนนำมาเล้ียงในอาหารเหลว 
LB ปริมาตร 3 ml ท่ีเติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเข้มข้น 100 ug/ul จำนวน 3 ul นำไปบ่ม 
37 °C 16 ช่ัวโมง นำโคโลนีสีขาวมาทำปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ M13 ซึ่งมีลำดับดังนี้ 

 Forward primer: 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ (M13F) และ 
Reverse primer: 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ (M13R) 

โดยการเตรียม Master mix ใน 1 ปฏิกิริยามีรายละเอียด ดังตารางท่ี3 
ตารางท่ี 3 ส่วนผสมการทำ colony PCR master mix 

รายละเอียดของ Master mix (1 reaction) 
10 mM Forward primer 0.75 ul 
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10 mM Reverse primer 0.75 ul 
10X PCR buffer 2.5 ul 
0.2mM dNTP 2.5 ul 
25 mM MgCl2 1.5 ul 
Taq polymerase (KOD-Plus-Neo) 0.5 ul 
dH2O 16.5 ul 
Total  25 ul 

ดูด master mix ท่ีเตรียมไว้ใส่ในหลอดพีซีอาร์ หลอดละ 25 ul จากนั้นโคโลนีสีขาวลงไป
หลอด แล้วนำไปเขา้เครื่อง Thermo cycler โดยต้ังอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยาดังแสดงในตารางท่ี 4  
ตารางท่ี 4 อุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยา colony PCR  

อุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR 
1 Pre-denature ท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 2 นาที 
2 Denature ท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 30 วินาที 
3 Annealing ท่ีอุณหภูมิ 58 °C เป็นเวลา 1 นาที 
4 Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 1 นาที 
 ทำ 2 - 4 เป็นจำนวน 30 รอบ  
5 Final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 10 นาที 
6 hold ท่ีอุณหภูมิ 4 °C  

3.7 Agarose gel electrophoresis 
 นำ colony PCR มารันเจลตามข้อ 3.2  
3.8 การสกัดพลาสมิดด้วยชุด Hiyield TM Plasmid mini kit (RBC Bioscience, Taiwan) 

 นำเช้ือแบคทีเรียจากโคโลนีเด่ียว ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 3 ml ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
แอมพิซิลิน 3 ul แล้วนำไป บ่ม 37 °C 16 ช่ัวโมง มา ปั่นเหวี่ยง 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 
ละลายตะกอนแบคทีเรียด้วยบัฟเฟอร์ PD1 200 ul ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ PD2 
200 ul กลับหลอดไปมาเบาๆ 4 – 6 ครั้ง วางท้ิงไว้ 5 นาที แล้วเติมบัฟเฟอร์ PD3 300 ul กลับ
หลอดไปมาเบาๆ 4 – 6 ครั้งนำไป ปั่นเหวี่ยง 13,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที นำสารละลาย
ส่วนใสใส่ลงใน PD column ปั่นเหวี่ยง 13,000 รอบต่อนาที นาน 30 วินาที ล้างโปรตีนท่ี
เหลืออยู่ด้วย W1 buffer 400 ul ปั่นเหวี่ยง ด้วยความเร็วเท่าเดิม เทสารละลายใสท้ิง เติม
บัฟเฟอร์ Wash buffer 600 ul ปั่นเหวี่ยง ด้วยความเร็วเท่าเดิม เทส่วนใสท้ิง ปั่นเหวี่ยง อีกครั้ง
ด้วยความเร็วเท่าเดิม เพื่อเอาบัฟเฟอร์ออกให้หมด ย้ายคอลัมน์ไปใส่ในหลอดใหม่ ล้างดีเอ็นเอ
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ออกจากคอลัมน์ โดยเติม Elution buffer 30 ul ปั่นเหวี่ยง ความเร็วเท่าเดิม วัดความเข้มข้น น า
ดีเอ็นเอมาเจือจางใหไ้ดป้ริมาณ 100 ng/ul แลว้ส่ง sequencing เพื่อตรวจสอบการมียีนของ
ไวรสั HBV ในตวัอย่างท่ีทรานฟอรม์และเก็บไว้ที่ -20 °C สำหรับนำไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 
 

4.) การออกแบบ gblock เพือ่มาเป็น positive control  
 ส่ังสังเคราะห์  HBV DNA BCP mutation (gblock) สำหรับมาเป็น  Positive HBV mutant 
control จากบริษัท Bio-Rad Laboratories 
 
5.การตรวจวัดการกลายพันธุ์ BCP double mutation จากเทคนิค Sanger sequencing 
5.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ HBV BCP ด้วยปฏิกิริยา PCR 

 นำดีเอ็นเอจากเลือดผู้ป่วยท่ี มาทำปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ของยีน HBV บริเวณท่ี
ครอบคลุม basal core promoter ซึ่งมีลำดับดังนี้ 

 Forward primer: 5’-ACTTCGCTTCACCTCTGCACG-3’ (HBV_1583F) และ  
Reverse primer: 5’-CDGGWGGAGTGCGRATCCACA-3’ (HBV_C2291R) 

โดยการเตรียม Master mix ใน 1 ปฏิกิริยามีรายละเอียด ดังตารางท่ี 5 
ตารางท่ี 5 ส่วนผสมการทำ PCR master mix 

รายละเอียดของ Master mix (1 reaction) 
10 uM Forward primer 0.5 ul 
10 uM Reverse primer  0.5  ul 
5X Platinum II PCR buffer (Thermo Scientific, USA) 5 ul 
10 mM dNTP mix 0.5 ul 
Platinum GC Enhancer (Thermo Scientific, USA) 5 ul 
Taq polymerase (Thermo Scientific, USA) 0.2 ul 
dH2O 11.8 ul 
Total  24 ul 

ดูด master mix ท่ีเตรียมไว้ใส่ในหลอดพีซีอาร์ หลอดละ 24 ul จากนั้นดูดดีเอ็นเอต้นแบบ
ลงไปหลอดละ 1 ul แล้วนำไปเข้าเครื่อง Thermo cycler โดยต้ังอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยาดังแสดง
ในตารางท่ี 6 ดังนี้ 
ตารางท่ี 6 อุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR  

อุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR 
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1 Pre-denature ท่ีอุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 2 นาที 
2 Denature ท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 1 นาที 
3 Annealing ท่ีอุณหภูมิ 58 °C เป็นเวลา 1 นาที 
4 Extension ท่ีอุณหภูมิ 68 °C เป็นเวลา 1 นาที 
 ทำ 2 - 4 เป็นจำนวน 40 รอบ  
 hold ท่ีอุณหภูมิ 4 °C  

5.2 Agarose gel electrophoresis 
 นำ PCR มารันเจลตามข้อ 3.2 แล้วแบ่งส่ง sequencing ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศ
เกาหลีใต้ (Macrogen, South Korea) เพื่อตรวจสอบการกลายพันธุ์ BCP double mutationsและ
ยืนยันผลการกลายพันธุ์ว่าสอดคล้องกับตรวจการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค Real time PCR และ 
ddPCR  
 
6.การตรวจวัดการกลายพันธุ์ BCP double mutation จากเทคนิค Real time PCR 
6.1 การออกแบบโพรบและไพรเมอร์เพื่อทำ Real time PCR 

ใช้โพรบและไพรเมอร์ตามข้อ 7.1 
6.2 การทำ gradient ของ positive control ในการลง Real time PCR แต่ละรอบ 

นำ positive control ตามข้อ 7.2 โดยเลือกค่าความเข้มข้นท่ีเหมาะสม มาหาอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมท่ีใช้ในการทำ Real time PCR ในแต่ละรอบ โดยลงท่ีอุณหภูมิท่ี 48°C, 50°C และ 52°C 
6.3 การศึกษาการประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค Real time PCR ในการตรวจสอบการกลายพันธุ์
บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A   
 ทำการศึกษาการความแมนยํา (precision) โดยนำพลาสมิดควบคุมท่ีทราบความเข้มข้น มา
เจือจางครั้งละ 10 เท่าด้วยวิธี 10-fold dilutions ตามข้อ 7.2.1 เพื่อทำปฏิกิริยาทดสอบเทคนิค 
Real Time PCR โดยทำการศึกษา Intra–assay repeatability คือการทำซ้ำในรอบเดียวกัน วัน
เดียวกัน การศึกษานี้จะทดสอบ 3 ซ้ำโดยใช้ความเข้มข้นต่างๆ ของพลาสมิดควบคุม และการศึกษา 
Inter–assay repeatability คือการทำซ้ำในแต่ละวัน โดยการศึกษานี้จะทดสอบเทคนิค ddPCR เป็น
จำนวน 5 วัน เพื่อบอกความแม่นยำของเทคนิค Real time PCR  
6.4 การศึกษาการตรวจวัดการกลายพันธุ์ BCP double mutation จากเทคนิค Real Time PCR 
 การตรวจสอบการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค Real time PCR ใช้ primers และ fluorescent 
probe และส่วนผสมน้ำยา TaqMan® Genotyping Master Mix (Thermo scientific, USA) ให้
จำเพาะต่อการทำปฏิกิริยา PCR ซึ่งไพรเมอร์และโพรบท่ีสังเคราะห์ตามข้อ 7.1 โดยการเตรียม 
Master mix ใน 1 ปฏิกิริยามีรายละเอียด ดังตารางท่ี 7 
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ตารางท่ี 7 ส่วนผสมการทำ Real time PCR  
รายละเอียดของ Master mix (1 reaction) 

10mM Forward primer 2 ul 
10mM Reverse primer  2 ul 
Wildtype/Mutant Probe 2 ul 
TaqMan® Genotyping Master Mix (2X) 10 ul 
Nuclease free water 2 ul 
Total  18 ul 

ดูด master mix ท่ีเตรียมไว้ใส่ใน 96 well plates หลุมละ 18 ul จากนั้นดูดดีเอ็นเอต้นแบบลงไป
หลุมละ 2 ul แล้วนำไปเข้าเครื่อง Thermo cycler โดยต้ังอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยาดังแสดงใน
ตารางท่ี 8 ดังนี้ 
ตารางท่ี 8 อุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR  
อุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR 
1 Pre-denature ท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 10 นาที 
2 Denature ท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 15 วินาที 
3 Annealing ท่ีอุณหภูมิ 48 °C เป็นเวลา 30 วินาที 
4 Extension ท่ีอุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 30 วินาที 
 ทำ 2 - 4 เป็นจำนวน 40 รอบ  
6.5 วิเคราะห์ผลการกลายพันธุ์ 
 การอ่านผล genotyping ในรูปแบบของจุดบนกราฟ (cluster plot) โดยอาศัย cluster 
analysis viewing software ของเครื่อง real time PCR ท่ีใช้ในการอ่านค่าเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ 
โดยให ้

- mutant DNA รายงานผลโดยสารเรืองแสง FAM 
- wildtype DNA รายงานผลโดยสารเรืองแสง HEX 

จากนั้นนำผลการทดลองการหาการกลายพันธุ์  BCP double mutation มาวิเคราะห์เปรียบเทียบ
เทคนิคกับวิธีมาตรฐานอย่าง Sanger sequencing และ ddPCR 
 
7.) การตรวจวัดการกลายพันธุ์ BCP double mutation จากเทคนิค ddPCR 
7.1 การออกแบบโพรบและไพรเมอร์เพื่ อทำ  Droplet Digital Polymerase Chain Reaction 
(ddPCR) 
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 ออกแบบโพรบและไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีน HBV บริเวณท่ีครอบคลุม basal core promoter 
โดยนำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนมาจากฐานข้อมูล NCBI (NC_003977.1) : Hepatitis B virus, 
complete genome โดยโพรบสำหรับตรวจการกลายพันธุ์ ม ี2 คู่ ได้แก่ คู่แรก ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ี 
1762 เป็น A และ ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ี 1764 เป็น G และติดสีเรื่องแสง HEK ส่วนคู่ท่ีสอง เปล่ียน
ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ี 1762 จาก A  เป็น T และ ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ี 1764 จาก G เป็น A และติดสี
เรืองแสงสี FAM  โดยออกแบบให้มีขนาด PCR product ประมาณ 500-1000 คู่เบส คู่ไพรเมอร์ควร
มี ขน าดป ระม าณ  18-25 คู่ เบ ส  มี  % GC content ป ระม าณ  40-60% แ ละ มี  annealing 
temperature ท่ีห่างกันไม่ เกิน  4°C โดยใช้โปรแกรม Oligo Calculator version 3.27 ในการ
คำนวณ จากนั้นสังเคราะห์โพรบและไพรเมอร์ท่ีออกแบบอย่างจำเพาะกับบริษัท  integrated DNA 
technologies 
7.2 การตรวจสอบความใชไดของวิธีทดสอบ (method validation) 
 7.2.1 การเจือจางการเจือจางความเข้มข้นของพลาสมิดควบคุม ด้วยวิธี 10-fold dilutions 

 นำ positive control DNA ท้ัง HBV wildtype และ HBV mutant มาวิเคราะห์หาค่าความ
เข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีสามารถตรวจหาการกลายพันธุ์เจอได้ โดยใช้สูตรดังนี้ 

 
หาความเข้มข้น DNA (copies/ul) ต้ังต้น จากสูตร  
  
 หมายเหตุ   m คือ มวล (g) 
    N = จำนวน copies ของพลาสมิด 
    M.W. = (ความยาวของพลาสมิด 3015bp + PCR product ของยีน 
      HBV 708 bp)  x660 (M.W.เฉล่ียของเบส) 

เมื่อได้ความเข้มข้น DNA ตัวอย่าง DNA ต้ังต้นมาแล้ว นำมาเจือจางด้วยวิธี 10-fold dilutions 
จนถึงระดับความเข้มข้นที่ 100 copies/ul (limit of detection: 100 – 109)  

โดยใช้สูตร C1V1 = C2V2 

 โดย C1 คือ ความเข้มข้นของพลาสมิดท่ียังไม่ได้เจือจาง 
  V1 คือ ปริมาตรของพลาสมิดท่ียังไม่ได้เจือจาง 
  C2 คือ ความเข้มข้นของพลาสมิดภายหลังการเจือจาง 
  V2 คือ ปริมาตรของพลาสมิดภายหลังการเจือจาง 
 เพื่อเลือกระดับท่ีเหมาะสมในการใช้เป็น positive control ในแต่ละรอบของการทำ ddPCR  
  7.2.2 การทำ gradient ของ positive control  

M.W. 
m 

6.02x1023 

N 
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 นำ positive control ค่าความเข้มข้นท่ีเหมาะสม มาหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการทำ 
ddPCR ในแต่ละรอบ โดยลงท่ีอุณหภูมิท่ี 45 ถึง 60°C 
7.3 การประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค ddPCR  
 นำพลาสมิดควบคุมท่ีทราบความเข้มข้น  มาเจือจางครั้งละ 10 เท่าด้วยวิธี  10-fold 
dilutions ตามข้อ 7.2.1 เพื่อทำปฏิกิริยาทดสอบเทคนิค ddPCR แล้วนำมาหาค่า coefficient 
of correlation (R2) โดยใช้ linearity assay เพื่อดูความสามารถของ ddPCR ท่ีจะทําใหการวิ
เคราะหแลว ไดผลการวิเคราะหท่ีเปนสัดสวนกับความเขมขนของสารท่ีวิเคราะหในชวงความเข
มขนท่ีกําหนด จากนั้นทำการศึกษาการความแมนยํา (precision) โดยนำพลาสมิดควบคุมท่ีทราบ
ความเข้มข้น มาเจือจางครั้งละ 10 เท่าด้วยวิธี 10-fold dilutions ตามข้อ 7.2.1 เพื่อทำ
ปฏิกิริยาทดสอบเทคนิค ddPCR โดยแบ่งเป็นการศึกษา Intra–assay repeatability คือการ
ทำซ้ำในรอบเดียวกัน วันเดียวกัน การศึกษานี้จะทดสอบ 3 ซ้ำโดยใช้ความเข้มข้นต่างๆ ของพ
ลาสมิดควบคุม และการศึกษา Inter–assay repeatability คือการทำซ้ำในแต่ละวัน โดย
การศึกษานี้จะทดสอบเทคนิค ddPCR เป็นจำนวน 5 วัน และทำกราฟ Levey–Jennings เพื่อ
บอกความแม่นยำของเทคนิค ddPCR และความแตกตางของผลการวิเคราะหท่ีไดจากการ
วิเคราะห์ซ้ำๆ นี้จะแสดงเปนคา SD หรือร้อยละสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (Coefficient of 
Variation, %CV) 
7.4 การหาคา LOB, LOD และ  LOQ (limit of blank, limit of detection and limit of 
quantitation) 
 นำพลาสมิดควบคุม wildtype ท่ีทราบความเข้มข้น มาเจือจางครั้งละ 10 เท่าด้วยวิธี 10-
fold dilutions ตามข้อ 7.2.1 เพื่อทำปฏิกิริยาทดสอบเทคนิค ddPCR แล้วนำมาหา LOB, LOD 
และ LOQ หาไดโดยการวัด blank ของตัวอยาง(sample blank) อยางนอย 7 ซ้ำและนํามา
คํานวณหาคาเฉล่ีย และคา SD โดยใช้สูตรดังนี้  

LOB = ค่าเฉล่ียของ (copy number blank) + 1.645 x SD (copy number blank) 
LOD = คาเฉล่ียของ sample blank + 3 SD 
LOQ = คาเฉล่ียของ sample blank +10 SD 

เพื่อบอกคาร้อยละการกลายพันธุ์ท่ีต่ำท่ีสุดท่ีวิเคราะหไดในตัวอยางท่ีสามารถตรวจวัดได้อย่าง
น่าเช่ือถือและเป็นท่ียอมรับด้วยเทคนิค ddPCR  
7.5 การศึกษาการตรวจสอบการกลายพันธุ์ BCP double mutation ด้วยเทคนิค ddPCR 

ใช้ primers, fluorescent probes (TaqMan probes คือ FAM และ HEX ) (Integrated 
DNA Technologies, USA)และส่วนผสมน้ำยาของ บริษัท Bio-Rad ให้จำเพาะต่อการทำ
ปฏิกิริยา PCR ซึ่งไพรเมอร์และโพรบท่ีออกแบบดังนี ้
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โดยใช้  Wildtype_probe 5'-HEX/AGGTTAAAG/ZEN/GTCTTTGTACTAG/31ABkFQ/3' 

Mutant_probe 5'-/56FAM/AGGTTAATG/ZEN/ATCTTTGTACTAGG/31ABkFQ/-3'  
Forward_primer 5'-GGAGGAGTTGGGGGA-3'      
Reverse_primer 5'-AGACCAATTTATGCCTACAG-3' 

โดยการเตรียม Master mix ใน 1 ปฏิกิริยามีรายละเอียด ดังตารางท่ี 9 
ตารางท่ี 9 ส่วนผสมการทำ ddPCR master mix 

รายละเอียดของ Master mix 
2x supermix for probe (No dUTP) 10 ul 
10uM target forward primer 1.8 ul 
10uM target reverse primer 1.8 ul 
5uM Wildtype_probe 1 ul 
5uM Mutant_probe 1 ul 
RNase-/DNase-free water 3.4 ul 
DNA 1 ul 
Total volume = 20 ul 
 ดูด master mix ท่ีเตรียมไว้ใส่ในหลอดพีซีอาร์ หลอดละ 19 ul จากนั้นรวมตัวอย่าง DNA 
ของผู้ป่วยติดเช้ือ HBV 1 ul ลงไปในหลอด โดยเจือจางดีเอ็นเอตัวอย่างกับน้ำกล่ันบริสุทธิ์ อัตราส่วน 
1:100 จากนั้นทำการเติมตัวอย่างท่ีเตรียมไว้ปริมาตร 20 ul เข้าไปในแต่ละ wells ของ droplet 
generator cartridge ท่ีมี 8 ช่อง และใช้น้ำมันท่ีมากับชุดอุปกรณ์ ปริมาตร 70 ul ปิดตัวอย่างด้วย
ยาง (Gasket) จากนั้นนำตัวอย่างเข้าไปในเครื่องสร้างหยดอิมัลชันท่ีเรียกว่า QX200 Droplet 
Generator จากนั้นใช้ปิเปตดูดหยดอิมัลชันท่ีถูกสร้างขึ้นออกมาจาก cartridge ใส่ลงไปใน 96-well 
plate ปิดปาก well ด้วย PX1TM PCR plate sealer ดำเนินการทำ PCR โดยการใช้เครื่อง Thermal 
cycler โดยต้ังอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยาดังแสดงในตารางท่ี 10 ดังนี้ 
ตารางท่ี 10 อุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยา ddPCR  

อุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR 
Cycling steps Temperature °C Time (min) Number of cycles 

Hold (QX ONE ddPCR 
system only) 

25 3 1 

Enzyme activation 95 10 1 

Denaturation 94 0.5 40 
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Annealing/extension 47.8 1 40 

Enzyme deactivation 98 10 1 

QX200 ddPCR system 
(optional) 

4 Infinite 1 

จากนั้นนำตัวอย่างไปอ่านค่าหยดปฏิกิริยาด้วยเครื่อง QX200 Droplet Reader ร่วมกับการ
วิเคราะห์ด้วยซอฟแวร์ QuantaSoft™ ซึ่งจะนับจำนวนหยดปฏิกิริยาท่ีให้ผลบวกและหยดปฏิกิริยาท่ี
ให้ผลลบถือเป็นการเสร็จส้ินขั้นตอนการหากลายพันธุ์ basal core promoter ด้วยเทคนิค ddPCR  

 

รูปท่ี 20 ขั้นตอนการทำ ddPCR 
 
 
 

7.6 วิเคราะห์ผลการกลายพันธุ์ 
นำผลการทดลองการหาการกลายพันธุ์ BCP double mutationsด้วยเทคนิค ddPCR มา

วิเคราะห์เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานอย่าง Sanger sequencing และ Real Time PCR 
 

8. การรวบรวมข้อมูล (Data collection) 
ข้อมูลท้ังหมดท่ีได้จากการทำวิจัยในครั้งนี้ จะเก็บรวบรวมโดยการจดลงสมุดบันทึกผลการ

ทดลองและบันทึกในคอมพิวเตอร์ โดยจะบันทึกข้อมูลท้ังหมด รวมถึงถ่ายภาพการทดลองเพื่อนำมา
วิเคราะห์ต่อไป 
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9. การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 
9.1 การวิเคราะห์การหาร้อยละกลายพันธุ์ BCP double mutation 
 

คิดร้อยละการกลายพันธุ์ โดยดูจากสูตร  =              

 
โดยให้  
- Mutant คือ ดีเอ็นเอของไวรัสตับอักเสบบีท่ีมีการกลายพันธุ์ BCP double mutations 
- Wildtype คือ ดีเอ็นเอของไวรัสตับอักเสบบีท่ีไม่มีการกลายพันธุ์ BCP double 

mutation  
(ในการศึกษาครั้งนี้ เช่ือถือร้อยละการกลายพันธุ์ที่ LOB ขึ้นไปเท่านั้น) 

9.2 ใช้โปรแกรม IBM SPSS statistics version 22 เป็นตัววิเคราะห์สถิติดังนี้ 
 - วิเคราะห์ระหว่างเพศในแต่ละกลุ่มมีความเป็นอิสระต่อกันหรือไม่ และวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ระหว่างผลตรวจการกลายพันธุ์ BCP double mutation ของไวรัสตับอักเสบบีโดยวิธี 
Real time PCR กับวิธี  ddPCR โดยใช้การทดสอบทางสถิ ติ chi-squared test และวิเคราะห์
ระหว่างอายุกับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกต่างๆของผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรังใน
แต่ละกลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ศึกษาว่ามีความแตกต่างกันหรือไม่ โดยใช้สถิติ independent t test ถ้าข้อมูล
เป็น  parametric  หรือ ใช้  Mann-Whitney U test (Wilcoxon rank-sum test) ถ้ าข้อมู ลเป็น 
nonparametric ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05)  
 -วิเคราะห์ผลตรวจการกลายพันธุ์ ท่ีได้จากเทคนิค Sanger sequencing เปรียบเทียบกับ 
Real time PCR, ผลตรวจการกลายพันธุ์จากเทคนิค Sanger sequencing เปรียบเทียบกับ ddPCR 
และผลตรวจการกลายพันธุ์จากเทคนิค Real time PCR เปรียบเทียบกับ ddPCR ว่าแตกต่างกัน
หรือไม่ โดยใช้สถิติ chi-squared test ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) 

- วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutation ของ
เช้ือไวรัสตับอักเสบบีในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง ว่ามีความแตกต่างกันหรือไม่ โดยใช้สถิติ independent t 
test ถ้าข้อมูลเป็น parametric หรือใช้ Mann-Whitney U test (Wilcoxon rank-sum test) ถ้า
ข้อมูลเป็น nonparametric ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) 

- วิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutation ของเช้ือ
ไวรัสตับอักเสบบีกับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกในผู้ป่วยโรคตับอักเสบบีเรื้อรังท่ีใช้ศึกษาว่ามีความ
แตกต่างกันหรือไม่  Pearson's correlation ถ้าข้อมูลเป็น  parametric หรือใช้  spearmen’s 
correlation ถ้าข้อมูลเป็น nonparametric ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) 

Mutant (copies/ul) x 100 

(Wildtype + Mutant) (copies/ul) 
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- วิเคราะห์หาค่าเฉล่ีย HBcrAg ในกลุ่ม HBeAg Positive โดยแบ่งเป็น กลุ่มไม่มีการกลาย
พันธุ์ กลุ่มมีการกลายพันธุ์น้อยกว่าร้อยละ 50 และกลุ่มมีการกลายพันธุ์มากกว่าร้อยละ 50 ท่ีใช้ศึกษา
ว่ามีความแตกต่างกันหรือไม่ one-way ANOVAs ถ้าข้อมูลเป็น parametric หรือใช้ Kruskal-Wallis
ถ้าข้อมูลเป็น nonparametric ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) 

-วิเคราะห์ค่าเฉล่ีย HBcrAg ในกลุ่ม HBeAg Negative โดยแบ่งเป็นกลุ่มมีการกลายพันธุ์น้อย
กว่าร้อยละ 50 และกลุ่มมีการกลายพันธุ์มากกว่าร้อยละ 50 ว่ามีความแตกต่างกันหรือไม่ โดยใช้สถิติ 
independent t test ถ้ าข้ อมู ล เป็ น  parametric หรื อ ใช้  Mann-Whitney U test (Wilcoxon 
rank-sum test) ถ้าข้อมูลเป็น nonparametric ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) 

9.4 ใช้โปรแกรม GraphPad Prism version 9.1.0 ทำกราฟแสดงผลการวิเคราะห์ความ
แตกต่างของค่าเฉล่ียร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutation ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในแต่
ละกลุ่มตัวอย่าง 

9.5 ใช้โปรแกรม Microsoft Excel ทำกราฟแสดงผลหาความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการ
กลายพันธุ์ BCP double mutation ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีกับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกใน
ผู้ป่วยโรคตับอักเสบบีเรื้อรัง 
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บทที่ 4  

ผลการทดลอง 

ในการศึกษาครั้งนี้ใช้ตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีท้ังหมด 185 คน และ

แบ่งตามระยะของการดำเนินโรคซึง่จะแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบ

เรื้อรังท่ีมี HBeAg Positive หรือกลุ่ม (ii) HBeAg-positive chronic hepatitis จำนวน 75 คน และ

กลุ่มผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรังท่ีมี HBeAg Negative หรือกลุ่ม (iv) HBeAg-negitive 

chronic hepatitis จำนวน 110 คน ท้ังนี้เพื่อตัดปัจจัย เช่น เพศ หรือ อายุ ท่ีอาจจะรบกวนการ

วิเคราะห์ได้ จึงเลือกกลุ่มตัวอย่างท่ีมีท้ังเพศชายและหญิง และมีอายุใกล้เคียงกัน พบว่า กลุ่มผู้ป่วยติด

เช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรังแบบ HBeAg positive  จำนวน 75 คน แบ่งเป็นเพศชาย 45 คนและ

เพศหญิง 30 คน ค่าอายุเฉล่ียของกลุ่ม เท่ากับ 34.72±9.84 ปี (มีช่วงอายุต้ังแต่ 19 – 69 ปี) ส่วน

กลุ่มผู้ป่วยติดเช้ือไวรัส ตับอักเสบบีแบบเรื้อรังแบบ HBeAg negative จำนวน 110 คน แบ่งเป็นเพศ

ชาย 73 คนและเพศหญิง 37 คน ค่าอายุเฉล่ียของกลุ่ม เท่ากับ 44.25±10.31 ปี (มีช่วงอายุต้ังแต่ 25 

– 69 ปี) โดยใช้สถิติ Pearson's chi-squared เป็นตัววิเคราะห์ระหว่างเพศในแต่ละกลุ่มมีความความ

เป็นอิสระต่อกันหรือไม่ พบว่า เพศในแต่ละกลุ่มไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P=0.377) และใช้สถิติ 

independent t test เป็นตัวการวิเคราะห์ระหว่างอายุ(ปี) ปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกในผู้ป่วยโรค

ตับอักเสบบีเรื้อรัง ท้ังค่าเอนไซม์ ALT (Alanine transaminase), ค่า HBV DNA (log IU/ml), ค่า 

HBsAg (Log IU/ml) และตัวบ่งช้ีคุณภาพใหม่ ค่า HBcrAg (Log U/ml) ในแต่ละกลุ่มท่ีใช้ศึกษามี

ความแตกต่างกันหรือไม่ พบว่า อายุ, ค่าเอนไซม ์ALT, HBV DNA, HBsAg และ HBcrAg ในแต่ละ

กลุ่มท่ีใช้ศึกษามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ท่ี P< 0.001 ดังตารางท่ี 11 

ตารางท่ี 11 ข้อมูลประชากรของผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีจำแนกตามกลุ่มศึกษา 
Clinical parameters HBeAg Positive 

(n=75) 
HBeAg Negative 

(n=110) 
P-value 

GENDER, N, M/F 45/30 73/37 0.377 

Age(year), mean±SD (range) 34.72±9.84  
(19-69) 

44.25±10.31   
(25-69) 

<0.001* 

ALT, mean±SD 94.59 ± 64.9 52.51 ± 37.90 <0.001* 

HBV DNA, mean±SD (Log IU/ML)  7.33 ± 1.39 5.42 ± 1.18 <0.001* 
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HBcrAg, mean±SD  
(Log U/ml)  

7.55 ± 1.06 4.01 ± 1.23 <0.001* 

HBsAg, mean±SD  
(Log IU/ml)  

4.01 ± 0.68 3.34 ± 0.55 <0.001* 

 
1.ผลการโคลนยีนของไวรัสบริเวณ BCP แบบ wildtype DNA เพื่อทำเป็นพลาสมิดตัวควบคุม
บวกแบบ BCP wildtype 
1.1 ผลการทำ PCR โดยใช้ BCP wildtype DNA 
 ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการทำ  PCR ของยีน HBV ตำแหน่ง basal core promoter เมื่อ
ตรวจสอบด้วย 2% agarose gel โดยวิธี electrophoresis เป็นเวลา 40 นาที ปรากฏแถบ DNA 
ขนาด 708 bp ดังรูปท่ี 21 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 21 ผลการทำ PCR ของยีน HBV ตำแหน่ง basal core promoter 
หมายเหตุ แถว L คือ 100 bp DNA Ladder 
  แถว 1 คือ Negative control 

L 1 2 

100bp 

500bp 

708bp 
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  แถว 2 คือ ขนาด PCR product ของยีน HBV ตำแหน่ง basal core promoter 
จากนั้นจึงทำการตัดแถบแบน PCR ของยีน HBV บริเวณดังกล่าว ไปสกัด DNA ออกจากเจล เช่ือม
เข้าสู่ pGEM T Easy vector และ transformation ใน E.coli จากนั้นทำ colony PCR เพื่อ
ตรวจสอบการแทรกของยีน HBV ตำแหน่ง basal core promoter ใน pGEM T Easy vector 
 
1.2 ผลการทำ colony PCR โดยใช้ Primer คือ M13F และ M13R 
 ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการทำ colony PCR ของยีน HBV ตำแหน่ง basal core promoter เมื่อ
ตรวจสอบด้วย 2% agarose gel โดยวิธี electrophoresis เป็นเวลา 40 นาที ปรากฏแถบ DNA  
ขนาด 971 bp ดังรูปท่ี 22 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
           รูปท่ี 22 ผลการทำ colony PCR ของยีน HBV ตำแหน่ง basal core promoter 
หมายเหตุ แถว L คือ 100 bp DNA Ladder 

แถว 1-5 คือ ขนาด colony PCR product ของยีน HBV ตำแหน่ง basal core 
promoter ท่ีการแทรกใน pGEM T Easy Vector 

  แถว 6 คือ Negative control 
 
จากนั้นนำ BCP wildtype DNA ท่ี เช่ือมกับ pGEM T Easy vector มาสกัดพลาสมิดแล้วนำส่ง  
sequencing เพื่ อตรวจสอบการมี ยี น  HBV ตำแหน่ ง basal core promoter ใน ตัวอย่ าง ท่ี  

L 3 4 5 6 1 2 

100bp

p 

 100bp 

1000bp

p 
 100bp 971bp 
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transformation โดย sequence ใน basal core promoter ตำแหน่ง nucleotide ท่ี 1762 และ 
1764 จะต้องเป็นเบส A และ G ตามลำดับ 
 
1.3 ผลการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดที่มียีน HBV ตำแหน่ง basal core promoter 
 ผลการวิเคราะห์ลำดับ  nucleotide ด้วยวิธี  sequencing เมื่อทำการ alignment ด้วย
โปรแกรม BioEdit พบว่าพลาสมิดสายผสมมีลำดับ nucleotide เป็น HBV wildtype เนื่องจากมี
ลำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนจีโนมของไวรัส HBV โดยใช้ข้อมูลลำดับ  nucleotide ของยีนมาจาก
ฐานข้อมูล  NCBI (NC_003977.1)  Hepatitis B virus, complete genome เป็น  reference 
sequence และตรวจสอบลำดับ nucleotide ในตำแหน่งบริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง 
nucleotide ท่ี 1762 และ 1764 พบว่ามีลำดับ nucleotide เป็นเบส A และ G ตามลำดับ ดังรูปท่ี 
23 

 

รูปท่ี 23 ผลการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดท่ีมียีน HBV ตำแหน่งลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ี 1762 
และ 1764 

ในการทดลองนี้ จึงสรุปได้ว่า สามารถสร้างพลาสมิดตัวควบคุมบวกแบบ BCP wildtype ของ
การศึกษาการตรวจสอบการกลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A  
ได้ จากนั้นจึงนำพลาสมิดสายผสมนี้มาเจือจางความเข้มข้นด้วยวิธี 10-fold dilutions เพื่อเตรียม
พลาสมิดสำหรับทดสอบประสิทธิภาพในเทคนิคการตรวจการกลายพันธุ์และลงเป็นตัวควบคุมบวก
การตรวจการกลายพันธุ์ในแต่ละรอบต่อไป 
 
2.การสร้าง HBV BCP mutation DNA (gBlock) เพือ่ทำเป็นพลาสมิดตัวควบคุมบวก mutant 
2.1 ผลการสั่งสังเคราะห์ HBV DNA mutation จากบริษัท Bio-Rad Laboratories 
 การส่ังเคราะห์ HBV DNA แบบ mutant (gblock) ได้ลำดับ nucleotide ท้ังหมด 917 bp 
เมื่อทำการ alignment ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่า gblock มีลำดับ  nucleotide เป็น HBV 
mutant ของบริเวณ basal core promoter โดยตำแหน่ง nucleotide ท่ี 1762 และ 1764 พบว่า
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มีลำดับ  nucleotide เปล่ียนจากเบส A เป็น T และ G เป็น A ตามลำดับ โดยใช้ข้อมูลลำดับนิ  
nucleotide ของยีนมาจากฐานข้อมูล NCBI (NC_003977.1)  Hepatitis B virus, complete 
genome เป็น reference sequence ดังรูปท่ี 24 และ 25  

 

รูปท่ี 24 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ gblock ส่ังสังเคราะห์มาจากบริษัท 
 

 

รูปท่ี 25 ผลการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดท่ีมียีน HBV ตำแหน่งลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ี 1762 
และ 1764 

 
ในการทดลองนี้จึงสรุปได้ว่า สามารถสร้างพลาสมิดตัวควบคุมบวกแบบ BCP mutant ของการศึกษา
การตรวจสอบการกลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A  ได้ 
จากนั้นจึงนำพลาสมิดสายผสมนี้มาเจือจางความเข้มข้นด้วยวิธี 10-fold dilutions เพื่อเตรียมพลาส
มิดสำหรับทดสอบประสิทธิภาพในเทคนิคการตรวจการกลายพันธุ์และลงเป็นตัวควบคุมบวกการตรวจ
การกลายพันธุ์ในแต่ละรอบต่อไป 
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3.ผลการศึกษาการตรวจวัดการกลายพันธุ์ บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง 
A1762T/G1764A (BCP double mutations) จากเทคนิค Sanger sequencing 

เมื่อนำตัวอย่างดีเอ็น เอจากผู้ป่วยมาตรวจสอบการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double 
mutations โดย Sanger sequencing พบว่า ในจำนวนตัวอย่างดีเอ็นเอ 185 คน สามารถ amplify 
PCR เพื่อส่ง Sanger sequencing ได้ 78 ตัวอย่าง คิดเป็น 42.2% ใน 78 ตัวอย่างสามารถระบุการ
กลายพันธุ์ (mutant) ได้ 34 ตัวอย่าง และระบุไม่มีการกลายพันธุ์ (wildtype) ได้ 44 ตัวอย่าง คิด
เป็น 43.6% และ 56.4 ตามลำดับ ดังรูปท่ี 26 

 

รูปท่ี 26 กราฟแสดงผลการตรวจวัดการกลายพันธุ์ BCP double mutations  จากเทคนิค Sanger 
sequencing 

 
4. ผลการศึกษาการตรวจวัดการกลายพันธุ์ BCP double mutations จากเทคนิค RealTime 

PCR 

4.1 ผลการทำ gradient Real Time PCR ด้วยพลาสมิดตัวควบคุมบวก 
นำพลาสมิดตัวควบคุมบวกท้ัง _BCP wildtype และ BCP mutant ท่ีมีความเข้มข้น 104 

copies/ul  มาทำ Real Time PCR ท่ีโดยเลือกอุณหภูมิขั้น annealing ให้ใช้อุท่ี 48, 50 และ 52 °C 
ผลการทดลองพบว่าการตรวจวัดการกลายพันธุ์ BCP double mutations จากเทคนิค Real Time 
PCR สามารถใช้  annealing ได้ท้ัง 3 อุณหภูมิในการลง Real Time PCR เนื่องจากพลาสมิดตัว
ควบคุมบวกท้ัง wildtype และ mutant สามารถให้ผลการตรวจสอบได้อย่างชัดเจน โดยพลาสมิดตัว
ควบคุมบวก mutant ได้ผลการตรวจสอบเป็นพบการกลายพันธุ์ และพลาสมิดตัวควบคุมบวก 
wildtype ได้ผลการตรวจสอบเป็นไม่พบการกลายพันธุ์ ดังรูปท่ี 27-28 จึงเลือกใช้อุณหภูมิท่ี 48 ใน
การตรวจวัดการกลายพันธุ์ BCP double mutations จากเทคนิค Real Time PCR  
 

43% (34/78)

57% (44/78)

BCP double mutations
by Sanger sequencing (n=78) 

mutant wildtpe
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รูปท่ี 27 กราฟ amplification plot ของ ผลการทำ gradient ของเทคนิค Real time PCR 
 

 

รูปท่ี 28 กราฟ Allelic discrimination plot ของ ผลการทำ gradient ของเทคนิค Real time PCR 
4.2 ผลการศึกษาการประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค Real Time PCR 

การท ดสอ บ ป ระ สิท ธิภ าพ เท คนิ ค  Real Time PCR โด ย ใช้ เท คนิ ค  Intra–assay 
repeatability คือการวิเคราะห์ 3 ซ้ำในรอบเดียวกัน พบว่า เทคนิค Real Time PCR มีความแม่นยํา
ท่ีเกิดจากการวิเคราะหผลซ้ำๆ แล้วให้ผลตรวจเหมือนกัน ดังตารางท่ี 12 ส่วนผลการทดสอบโดย
เทคนิค Inter–assay repeatability คือการวิเคราะห์ซ้ำๆในแต่ละวัน ทำการตรวจการกลายพันธุ์เป็น
จำนวน 5 วัน พบว่า เทคนิค Real Time PCR  มีความแม่นยําท่ีเกิดจากการวิเคราะห์ซ้ำๆ ในแต่ละ
วัน โดยแต่ละวันให้ผลการตรวจในแบบเดียวกันในทุกวัน ตารางท่ี 13 
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ตารางท่ี 12 ผลการทดสอบ Intra–assay repeatability ของเทคนิค Real Time PCR 
Intra-repeatability 1 2 3 interpreted 

Wildtype Control plasmid Wildtype Wildtype Wildtype Wildtype 
Mutant Control Plasmid Mutant Mutant Mutant Mutant 
Negative (water) Negative Negative Negative Negative 
 
ตารางท่ี 13 ผลการทดสอบ Inter–assay repeatability ของเทคนิค Real Time PCR 
Inter–assay repeatability BCP mutant control BCP wildtype control 

DAY1 Mutant Wildtype 
DAY2 Mutant Wildtype 
DAY3 Mutant Wildtype 
DAY4 Mutant Wildtype 
DAY5 Mutant Wildtype 

 

4.3 ผลการตรวจสอบการกลายพันธุ์ BCP double mutations ด้วยเทคนิค Real Time PCR 
นำตัวอย่างดี เอ็น เอ ผู้ป่วยจากการตรวจสอบการกลายพันธุ์ ได้ ด้วยเทคนิค Sanger 

Sequencing ซึ่งมีจำนวนตัวอย่างดีเอ็นเอ 78 ตัวอย่าง มาทดสอบเปรียบเทียบการตรวจการกลาย
พันธุ์ด้วยเทคนิค Real Time PCR พบว่ามี 68 ตัวอย่างท่ีสามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์ได้ คิดเป็น 
87.2% โดยมี 21 ตัวอย่างท่ีตรวจสอบแล้วพบว่าไม่มีการกลายพันธุ์ และมี 47 ตัวอย่างท่ีตรวจสอบ
แล้วพบการกลายพันธุ์ คิดเป็น 26.9% และ 60.3% ตามลำดับ แต่มีจำนวน 10 ตัวอย่าง ท่ีไม่สามารถ
ตรวจวัดการกลายพันธุ์บริเวณนี้ได้คิดเป็น 12.8%  ดังรูปท่ี29 ตารางท่ี 15 
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รูปท่ี 29 กราฟผลการตรวจสอบการกลายพันธุ์ BCP double mutation ด้วยเทคนิค Real Time 
PCR 

 

5.ผลการศึกษาการตรวจสอบการการหากลายพันธุ์ BCP double mutation จากเทคนิค 
ddPCR 
5.1 ผลการทำ gradient ddPCR ของ positive control โดย ddPCR 
 ก่อนจะนำพลาสมิดตัวควบคุมบวกไปใช้เป็นตัวควบคุมในงานวิจัย ต้องทำการหาความเข้มข้น
ท่ีเหมาะสมในการทำ ddPCR ในแต่ละรอบ โดยวิธี 10-fold dilutions พบว่า พลาสมิดตัวควบคุม
บวกท้ังสองมีความเข้มข้นเหมาะสมสามารถใช้ได้ท่ี 104 copies/ul  โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการ
ทำ ddPCR คือ 47.8 °C เนื่องจาก positive HBV wildtype/mutant control สามารถแยกได้เป็น
กลุ่มอย่างชัดเจน และ พลาสมิดตัวควบคุมบวก wildtype มีการเกิด noise signal น้อยท่ีสุด โดยใน 
พลาสมิดตัวควบคุมบวก mutant จะสามารถจับกับโพรบท่ีติดสารเรืองแสง FAM ใน channel 1 
อย่างเดียว แต่ไม่จำเพาะกับโพรบท่ีติดสารเรืองแสง HEK ใน channel 2 และในพลาสมิดตัวควบคุม
บวก wildtype จะสามารถจับกับโพรบท่ีติดสารเรืองแสง HEK ใน channel 2 อย่างเดียว แต่ไม่
จำเพาะกับโพรบท่ีติดสารเรืองแสง FAM ใน channel 1  ดังรูปท่ี 30-33 

60.3% (47/78)

26.9% % (21/78)

10.8% (10/78)

BCP double mutations 
by Real Time PCR (n=78) 

mutant wildtpe undetermied
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รูปท่ี 30 ผลการทำ gradient ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก mutantท่ีอุณหภูมิ 45-60°C 
หมายเหตุ  A07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก mutantท่ีอุณหภูมิ 60°C 
  B07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก mutantท่ีอุณหภูมิ 58.8°C 
  C07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก mutantท่ีอุณหภูมิ 56.9°C 
  D07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก mutantท่ีอุณหภูมิ 54.2°C 
  E07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก mutantท่ีอุณหภูมิ 50.7°C 
  F07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก mutantท่ีอุณหภูมิ 47.8°C 
  G07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก mutantท่ีอุณหภูมิ 46°C 
  H07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก mutantท่ีอุณหภูมิ 45°C 

 

รูปท่ี 31 Cut off ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก mutantท่ีอุณหภูมิ 47.8°C 
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รูปท่ี 32 ผลการทำ gradient ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก wildtypeท่ีอุณหภูมิ 45-60°C 
หมายเหตุ  A07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก wildtypeท่ีอุณหภูมิ 60°C 
  B07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก wildtypeท่ีอุณหภูมิ 58.8°C 
  C07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก wildtypeท่ีอุณหภูมิ 56.9°C 
  D07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก wildtypeท่ีอุณหภูมิ 54.2°C 
  E07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก wildtypeท่ีอุณหภูมิ 50.7°C 
  F07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก wildtypeท่ีอุณหภูมิ 47.8°C 
  G07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก wildtypeท่ีอุณหภูมิ 46°C 
  H07 = ddPCR ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก wildtypeท่ีอุณหภูมิ 45°C 

 

รูปท่ี 33 Cut off ของ พลาสมิดตัวควบคุมบวก wildtypeท่ีอุณหภูมิ 47.8°C 
 

5.2 ผลการศึกษาการประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค ddPCR 

นำพลาสมิดควบคุม wildtype ท่ีความเข้มข้น 106,105,104,103 ,102,101 และ 100 

copies/ul จำนวน 7 ตัวอย่าง มาทำปฏิกิริยาด้วยเทคนิค ddPCR แล้วนำค่าปริมาณดีเอ็นเอ 
wildtype และปริมาณดีเอ็นเอ mutant มา plot เป็นกราฟกับความเข้มข้น เพื่อหาค่า coefficient 
of correlation (R2) พบว่า เทคนิค ddPCR เป็นเทคนิคท่ีมีความสัมพันธ์เชิงเส้นท่ีแม่นยำ เท่ียงตรง 
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ปริมาณดีเอ็นเอของ BCP wildtype และ BCP mutant เพิ่มขึ้นอย่างเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณ
ความเข้มข้นพลาสมิดท่ีมากขึ้น โดยพลาสมิดควบคุมแบบ BCP wildtype มีค่า R2 = 0.9989 (A) 
ส่วนพลาสมิดควบคุมแบบ BCP Mutant มีค่า R2 = 1 (B) ตามลำดับ ดังรูปท่ี 34  
 

 

รูปท่ี 34 ค่า coefficient of correlation (R2) ของพลาสมิดควบคุมบวก 
 

และนำพลาสมิดควบคุมบวกท้ัง wildtype และ mutant ท่ีความเข้มข้น 104,103,102,101 และ 100 

copies/ul จำนวน 5 ตัวอย่าง มาทำการทดสอบด้วยเทคนิค Intra–assay repeatability พบว่า 
เทคนิค ddPCR มีความแม่นยําท่ีเกิดจากการวิเคราะหซ้ำๆ ในรอบเดียวกัน แล้วให้ปริมาณดีเอ็นเอ
เป้าหมายใกล้เคียงกัน โดยมีค่าร้อยละของสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน , %CV น้อยกว่า 25 แสดงว่า
ยอมรับได้  ดังตารางท่ี 14 ส่วนผลการทดสอบความแม่นยำ โดยเทคนิค Inter–assay repeatability 
พบว่า เทคนิค ddPCR มีความแม่นยําท่ีเกิดจากการวิเคราะห์ซ้ำๆ ในแต่ละวันดัง ตารางท่ี 15  โดย
เมื่อนำค่าปริมาณดีเอ็นเอท่ีตรวจวัดได้มา plot ในกราฟ Levey–Jennings พบว่า ปริมาณดีเอ็นเอท้ัง 
wildtype และ mutant ท่ีตรวจสอบได้อยู่ในช่วงระหว่าง upper Control Limit (mean+2SD) 
และ lower Control Limit (mean-2SD) ซึ่งแปลผลได้ว่า เทคนิค ddPCR สามารถทำซ้ำได้อย่าง
แม่นยำในแต่ละวัน ดังรูปท่ี 35 ดังนั้นการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิค dddPCR ในการตรวจสอบ
การกลายพันธุ์ BCP double mutations สรุปได้ว่าเทคนิค ddPCR มีความถูกต้อง เท่ียงตรง และ
แม่นยำ  
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ตารางท่ี 14 การทดสอบ Intra–assay repeatability ของเทคนิค ddPCR  
Wildtype 
control 

(copie/ul) 

BCP Wildtype 
DNA detected 

by ddPCR 
(copie/ul) 

Mean±SD %CV Mutant 
control 

(copie/ul) 

BCP mutant 
DNA detected 

by ddPCR 
(copie/ul) 

Mean±SD %CV 

100 

0.39 

=0.42±0.04 =10.38% 100 

0.07 

=0.08±0.01 =14.40% 0.47 0.07 
0.40 0.09 

101 

0.60 
=0.56± 
0.04 

=6.23% 101 

0.76 

=0.72± 0.06 =8.17% 0.53 0.65 
0.56 0.74 

102 

1.40 

=1.45±0.05 =3.44% 102 

14.5 

=12.6±1.68 =13.35% 1.50 12 
1.45 11.3 

103 

2.60 

=2.9 ±0.26 =9.12% 103 

125.9 

=139.3±11.65 =8.36% 3.00 145 
3.10 147 

104 
50.3 

=50.37± 
4.10 

=8.14% 104 
1158 

=1084.67± 
119.31 

=10.99% 46.3 1149 
54.5 947 

 
ตารางท่ี 15 การทดสอบ Inter–assay repeatability ของเทคนิค ddPCR 
Inter–assay repeatability BCP wildtype (copies/ul) BCP mutant (copies/ul) 

DAY1 77.9 192 
DAY2 102 198 
DAY3 74.7 199 
DAY4 74.3 149 
DAY5 91 159 

Mean±SD 83.98±12.15 179±23.61 
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รูปท่ี 35 กราฟ Levey–Jennings ของเทคนิค ddPCR  
A คือ กราฟของพลาสมิดตัวควบคุมบวก wildtype 

B คือ กราฟของพลาสมิดตัวควบคุมบวก mutant 

5.3 ผลการศึกษาการหาคา LOB, LOD และ LOQ (limit of blank, limit of detection and 
limit of quantitation) 

การหาค่า LOB หรือ ร้อยละการกลายท่ีต่ำท่ีสุดท่ีสามารถแยกความแตกต่างจาก noise ได้ 
เริ่มจากนำพลาสมิดควบคุม  wildtype ท่ีความเข้มข้น  100,10 1,102,103,104,105 และ 10 6  

copies/ul จำนวน 7 ตัวอย่าง มาทดสอบด้วยเทคนิค ddPCR พบว่าพลาสมิดควบคุม wildtype ท่ี
ความเข้มข้น 100,101,102,103,105 และ 106 copies/ul มีปริมาณดีเอ็นเอ wildtype ท่ี 0.07, 0.17, 
0.50, 3.60, 433 และ 6450 ตามลำดับ และไม่พบปริมาณดีเอ็นเอของ mutant แสดงว่าไม่มี
สัญญาณรบกวน (noise) ของสารเรืองแสง แต่พลาสมิดควบคุม wildtype ความเข้มข้น 104 
copies/ul พบสัญญาณรบกวนของสารเรืองแสง FAM จึงตรวจพบปริมาณ BCP mutant อยู่ท่ี 0.07 
copies/ul เนื่องจากการทดสอบนี้ใช้พลาสมิดควบคุม wildtype จึงไม่ควรมีการแสดงออกของ
จำนวน copies ของยีนกลายพันธุ์ ผลการทดสอบนี้ แสดงให้เห็นว่า มีความเป็นไปได้ท่ีจะมีสัญญา
รบกวนของสารเรืองแสง FAM ซึ่งคือ จำนวน copies ท่ีแสดงออกถึงการกลายพันธุ์ของยีน BCP อยู่ 
0.07 copie/ul ดังตารางท่ี 16 จากนั้นนำแต่ละความเข้มข้นมาคิดเป็นร้อยละการกลายพันธุ์ และหา
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ค่าเฉล่ีย และค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของพลาสมิดควบคุม wildtype จำนวน 7 ตัวอย่าง จะได้ค่าเฉล่ีย
เท่ากับ 0.03 และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานเท่ากับ 0.072 ดังตารางท่ี 17 นำค่าเหล่านั้นไปหา LOB 
ต่อไป 
ตารางท่ี 16 การหาคา limit of blank 

ความเข้มข้นของพลาสมิดควบคุม wildtype 
(copies/ul) 

Detection by ddPCR (copies/ul) 
BCP wildtype BCP mutant 

100 0.07 0 
101 0.17 0 
102 0.5 0 
103 3.6 0 
104 36.6 0.07 
105 433 0 
106 6450 0 

 
ตารางท่ี 17 การร้อยละการกลายพันธุ์ ค่าเฉล่ีย และค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของพลาสมิดควบคุม 
wildtype จำนวน 7 ตัวอย่าง 

ความเข้มข้นของพลาสมิดควบคุม wildtype 
(copies/ul) 

%Mutations 

100 (0/0+0.07)*100 = 0 
101 (0/0+0.17)*100 = 0 
102 (0/0+0.50)*100 = 0 
103 (0/0+3.60)*100 = 0 
104 (0.07/0.07+36.6)*100 = 0.19% 
105 (0/0+433)*100 = 0 
106 (0/0+6450)*100 = 0 

Mean±SD 0.03 ± 0.072 
 

คำนวณหาค่า LOB จากสูตร : ค่าเฉล่ียของ (copy number blank) + 1.645 x SD (copy 
number blank) แทนค่า 0.03 + 1.645*0.072 = 0.15%  ดังนั้น LOB เท่ากับ 0.15% แสดงว่าการ
ตรวจสอบการกลายพันธุ์ BCP double mutations ด้วยเทคนิค ddPCR มีร้อยละการกลายท่ีต่ำท่ีสุด
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ท่ีสามารถแยกความแตกต่างจาก blank ได้อยู่ท่ีร้อยละ 0.15 และนำค่าเฉล่ียของ copy number 
blank และ SD ของ copy number blank มาคำนวณหาค่า LOD และ LOQ จากสูตร (66) : LOD 
= คาเฉล่ียของ sample blank + 3 SD (0.03+(3*0.072)), LOQ = คาเฉล่ียของ sample blank 
+10 SD(0.03+(10*0.072))  ตามลำดับ จะได้ค่า LOD เท่ากับ 0.25% และ LOQ เท่ากับ 0.75% 
การทดสอบนี้สรุปได้ว่าคาร้อยละการกลายพันธุ์ที่ต่ำท่ีสุดท่ีวิเคราะหไดในตัวอยางท่ีสามารถตรวจวัดได้ 
(LOD) ด้วยเทคนิค ddPCR คือร้อยละ 0.25 และว่าคาร้อยละการกลายพันธุ์ที่ต่ำท่ีสุดท่ีวิเคราะหไดใน
ตัวอยางท่ีสามารถตรวจวัดได้อย่างน่าเช่ือถือและเป็นที่ยอมรับ (LOQ) ด้วยเทคนิค ddPCR คือร้อยละ 
0.75 

 
5.4 ผลการตรวจสอบการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutations ด้วยเทคนิค ddPCR 
 นำตัวอย่างดีเอ็นเอจากผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีจำนวน 185 รายมาตรวจสอบการ
กลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutation ด้วยเทคนิค ddPCR พบว่าสามารถตรวจสอบการกลาย
พันธุ์ได้ท้ังหมด 166 ตัวอย่างท่ี คิดเป็น 89.7% โดยมี 161 ตัวอย่างพบการกลายพันธุ์ของไวรัสตับ
อักเสบบี (mutant, มีร้อยละการกลายพันธุ์มากกว่าค่า LOD = 0.25%) คิดเป็น 87.0% นอกจากนี้
พบ 5 ตัวอย่างท่ีไม่มีการกลายพันธุ์ของไวรัสตับอักเสบบี (wildtype, มีร้อยละการกลายพันธุ์มากกว่า
ค่า LOB = 0.15% แต่น้อยกว่าค่า LOD = 0.25%) คิดเป็น 2.7% ดังรูปท่ี 36 และพบ 19 ตัวอย่างท่ี
ไม่สามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์บริเวณนี้ได้ด้วยเทคนิค ddPCR (เนื่องมาจากมีร้อยละการกลาย
พันธุ์น้อยกว่าค่า LOB = 0.15%)  
 

 

รูปท่ี 36 กราฟแสดงผลร้อยละการกลายพันธุ์ของไวรัสตับอักเสบบี BCP double mutationsโดย
เทคนิค Droplet Digital Polymerase Chain Reaction (ddPCR) 

87.0% 161/185

2.7% (5/185)

10.3% (19/185)

BCP double mutation 
by ddPCR (n=185)

mutant wildtype exclued
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เมื่ อได้ผลการตรวจสอบการกลายพันธุ์ ท้ั งสามเทคนิคแล้ว จะทำการ เปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในแต่ละเทคนิคแบบ head-to-head comparisons 
 
6.ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจการกลายพันธุ์ BCP double mutation ในผู้ป่วยที่

ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบใีนแต่ละเทคนิคแบบ head-to-head comparisons 

จากผลการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิค Real Time PCR เมื่อเปรียบเทียบกับ Sanger 
sequencing ซึ่งเป็น Conventional method ของการตรวจการกลายพันธุ์  พบว่า เทคนิค Real 
Time PCR สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ได้มากกว่า Sanger sequencing อย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ P<0.001 (60.3% : 43.6%) โดยใช้สถิติ chi-squared test โดยพบการกลายพันธุ์(mutant) 
47 ตัวอย่าง ส่วน Sanger sequencing สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์(mutant) เพียง 34 ตัวอย่าง 
อย่างไรก็ตามเทคนิค Real Time PCR ไม่สามารถจัดจำแนกเป็นกลุ่มมีการกลายพันธุ์ (mutant) 
หรือไม่มีการกลายพันธุ์(wildtype) ได้ 10 ตัวอย่าง คิดเป็น 12.8% ดังตารางท่ี 18 
ตารางท่ี 18 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจการกลายพันธุ์ BCP double mutation 
ระหว่าง Sanger sequencing กับ Real Time PCR  
BCP mutations Sanger sequencing Real Time PCR P value 
Mutant 34 (43.6%) 47 (60.3%)  

P<0.001 Wildtype 44 (56.4%) 21 (26.9%) 
Undetermined 0 10 (12.8%) 
Total 78 78  
และผลการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิค Sanger sequencing กับ ddPCR ในการตรวจการกลาย
ในจำนวนตัวอย่างเดียวกัน เทคนิค ddPCR สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ได้มากกว่า Sanger 
sequencing อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ P<0.001 (84.6% : 43.6%) โดยใช้สถิติ chi-squared test 
โดย ddPCR พบการกลายพันธุ์(mutant) 66 ตัวอย่าง ส่วน Sanger sequencing สามารถตรวจพบ
การกลายพันธุ์(mutant) เพียง 34 ตัวอย่าง ดังตารางท่ี 19 อย่างไรก็ตามเทคนิค ddPCR ท่ีไม่
สามารถจัดจำแนกเป็นกลุ่มมีการกลายพันธุ์ (mutant)หรือไม่มีการกลายพันธุ์ (wildtype)ได้ อัน
เนื่องมาจากมีค่าร้อยละการกลายพันธุ์ต่ำกว่า LOB คือ ต่ำกว่าร้อยละ 0.15 เป็นจำนวน 7 ตัวอย่าง 
คิดเป็น 9.0%  
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ตารางท่ี 19 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจการกลายพันธุ์ BCP double mutation 
ระหว่าง Sanger sequencing กับ ddPCR  
BCP mutations Sanger sequencing ddPCR P value 
Mutant 34 (43.6%) 66 (84.6%)  

P<0.001 Wildtype 44 (56.4%) 5 (6.4%) 
Undetermined 0 7 (9.0%) 
Total 78 78  
และผลการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิค Real time PCR กับ ddPCR ในการตรวจการกลายใน
จำนวนตัวอย่างเดียวกัน เทคนิค ddPCR สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์(mutant) ได้อย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ P<0.001 (84.6% : 43.6%) โดยใช้สถิติ chi-squared test โดยพบการกลายพันธุ์
(mutant) 66 ตัวอย่าง ส่วน Real time PCR สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์(mutant)เพียง 47 
ตัวอย่าง ดังตารางท่ี 20 
ตารางท่ี 20 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจการกลายพันธุ์  BCP double mutation 
ระหว่าง Real time PCR กับ ddPCR 
BCP mutations Real Time PCR ddPCR P value 
Mutant 47 (60.3%) 66 (84.6%)  

P<0.001 Wildtype 21 (26.9%) 5 (6.4%) 
Undetermined 10 (12.8%) 7 (9.0%) 
Total 78 78  
และเมื่อเปรียบเทียบท้ังสามเทคนิค พบว่าเทคนิค ddPCR มีประสิทธิภาพในตรวจพบการกลาย

พันธุ์(mutant) ดีท่ีสุด สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ ได้ถึง 66 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 84.6  

รองลงมา คือ Real Time PCR 47 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 60.3 และ Sanger sequencing 34 

ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 43 .6 ตามลำดับ ดังตารางท่ี 21 จึงสรุปได้ว่า ddPCR เป็นเทคนิคท่ีมี

ประสิทธิภาพและมีความไวในการตรวจสอบการกลายพันธุ์บริเวณ BCP ได้ดีท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับ 

Sanger sequencing และ Real time PCR จึงนำร้อยละการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค ddPCR ไปหา

ความสัมพันธ์กับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง 
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ตารางท่ี 21 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจการกลายพันธุ์  BCP double mutation 

ระหว่างสามเทคนิค 

head-to-head comparisons 
Techniques 

Sanger 
sequencing 

Real Time 
PCR 

ddPCR 

 mutant count 34 47 66 
  % 43.6 60.3 84.6 
 wildtype count 44 21 5 
  % 56.4 26.9 6.4 
 undetermined count 0 10 7 
  % 0.0 12.8 9.0 

Total  count 78 78 78 
  % 100 100 100 

 
7. ผลการวิเคราะห์ค่าเฉลี่ยของร้อยละการกลายพันธุบ์ริเวณ BCP double mutations เม่ือ
เปรียบเทียบในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง 
 เมื่อนำร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutations มาแบ่งกลุ่มตามระยะของ
การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี พบว่ากลุ่ม HBeAg positive จะมีการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double 
mutationsอยู่ 67 ตัวอย่าง และพบกลุ่ม HBeAg negative จะมีการกลายพันธุ์บริเวณ บริเวณ BCP 
double mutation อยู่ 99 ตัวอย่าง จากนั้นนำมาวิเคราะห์ค่าร้อยละการกลายพันธุ์ระหว่างกลุ่ม
พบว่า ค่าเฉล่ียของร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutations ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบี 
ในแต่ละกลุ่มมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ท่ี P<0.001 โดยค่าเฉล่ียของร้อยละการ
กลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutations ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในกลุ่ม HBeAg positive อยู่ท่ี 
31.36±33.56 และค่าเฉล่ียของร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutationsของเช้ือไวรัส
ตับอักเสบบีในกลุ่ม HBeAg negative อยู่ท่ี 46.86±27.88 โดยใช้สถิติ Mann-Whitney U test ดัง
รูปท่ี 37 
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รูปท่ี 37 ค่าเฉล่ียของร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutationsของเช้ือไวรัสตับอักเสบ
บีของแต่ละกลุ่มตัวอย่าง 

 

8. ผลการศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutations 
ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีกับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกต่างๆในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ
บีกลุ่ม HBeAg positive  
 เมื่อนำร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutations ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีใน
กลุ่ม HBeAg positive จำนวน 67 ตัวอย่างมาวิเคราะห์ทางสถิติเพื่อหาความสัมพันธ์กับปัจจัยทาง
ไวรัสและทางคลินิกต่างๆของผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี ท้ังอายุ ปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิก
ต่างๆ โดยใช้ spearmen’s correlation พบว่า ร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutations มี
ความสัมพันธ์เชิงบวกกับอายุท่ีเพิ่มมากขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยมีค่า Spearman's Rho = 
0.351, P=0.004 และพบมีความสัมพันธ์เชิงลบระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double 
mutation ท่ีเพิ่มมากขึ้นกับจำนวนไวรัส HBV DNAและ ค่า HBsAg ท่ีลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
โดยมีค่า Spearman's Rho = -0.420 และ -0.559 ตามลำดับ ท่ี P<0.001 และไม่พบความสัมพันธ์
ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutation กับค่าเอนไซม์ ALT อย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ ท่ีค่า Spearman's Rho = -0.054, P=0.666 ดังตารางท่ี 22 
ตารางท่ี 22 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutationsของเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบีกับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกต่างๆของผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในกลุ่ม HBeAg 
positive 

HBeAg+ (n=67) r P value 
Age 0.351* 0.004 
HBV DNA -0.420** <0.001 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 64 

HBsAg -0.559** <0.001 
ALT -0.054 0.666 

 
9. ผลการศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างตัวบ่งชี้คุณภาพใหม่ HBcrAg กับจำนวนไวรัส HBV 
DNA และร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutation ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบีกลุ่ม HBeAg positive  
 เมื่อนำค่า HBV DNA และร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutations ของเช้ือ
ไวรัสตับอักเสบบีในกลุ่ม HBeAg positive จำนวน 67 ตัวอย่างมาวิเคราะห์ทางสถิติเพื่อหา
ความสัมพันธ์กับตัวบ่งช้ีคุณภาพใหม่อย่าง HBcrAg ซึ่งมีข้อมูลคนไขเ้พียง 42 ตัวอย่างท่ีสามารถบอก
ค่าจริงของ HBcrAg และอีก 25 ตัวอย่างพบว่าไมส่ามารถบอกค่าจริง HBcrAg ได้ การศึกษานี้จึงต้อง
ตัดค่าเหล่านั้นออกจากการหาความสัมพันธ์ในครั้งนี้ ซึ่งผลการศึกษาใช้สถิติ spearmen’s 
correlation พบว่า มีความสัมพันธ์เชิงบวกระหว่าง HBcrAg กับจำนวนไวรัส HBV DNA ในกลุ่ม 
HBeAg positive อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยมีค่า Spearman's Rho = 0.735, P<0.001 ดังรูปท่ี 
38 และพบความสัมพันธ์เชิงลบระหว่างค่า HBcrAg กับร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double 
mutation ในกลุ่ม HBeAg positive โดยค่า HBcrAg มีแนวโน้มลดลง เมื่อมีร้อยละการกลายพันท่ี
มากขึ้น แต่อย่างไรก็ตาม ยังไม่พบความสัมพันธ์ความสัมพันธ์อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยมีค่า 
Spearman's Rho = -0.286, P=0.070 ดังรูปท่ี 39 

 
รูปท่ี 38 ความสัมพันธ์ระหว่างจำนวนไวรัส HBV DNA และตัวบ่งช้ีคุณภาพใหม่ HBcrAg ในกลุ่ม 

HBeAg positive 
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รูปท่ี 39 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพนัธุ์บริเวณ BCP double mutation ของเช้ือไวรัส

ตับอักเสบบีกับ HBcrAg ในกลุ่ม HBeAg positive 
 

10. ผลการศึกษาการวิเคราะห์แบบแบ่งกลุ่ม (subgroup analysis) ของร้อยละการกลายพันธุ ์
BCP double mutation ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีกับตัวบ่งชี้คุณภาพใหม่ HBcrAg ในผู้ป่วยที่
ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีกลุ่ม HBeAg positive  
 นำร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutation มาแบ่งกลุ่มออกเป็น 3 กลุ่มคือ 1. กลุ่มท่ี
ไม่มีการตรวจพบการกลายพันธุ์ (wildtype), 2. กลุ่มท่ีมีร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double 
mutation น้อยกว่าร้อยละ 50 และ 3. กลุ่มท่ีมีร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutation 
มากกว่าร้อยละ 50 และนำมาคิดแบ่งกลุ่ม (subgroup analysis) เพื่อดคู่าเฉล่ียของ HBcrAg 
ระหว่างกลุ่ม โดยใช้ Independent-samples kruskal wallis test พบว่า ค่าเฉล่ียของ HBcrAg มี
แนวโน้มท่ีจะลดลงเมื่อมีการกลายพันธุ์ที่มากขึ้น แต่ไม่มีความแตกต่างกันในแต่ละกลุ่มอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ ท่ี P=0.462 และเมื่อเปรียบเทียบกลุ่มต่อกลุ่ม พบว่าค่าเฉล่ีย HBcrAg ในกลุ่มท่ีไม่
มีการตรวจพบการกลายพันธุ์เทียบกันกับกลุ่มท่ีมีร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutation 
น้อยกว่าร้อยละ 50 ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ P=0.61 (8.60 vs 7.99 Log10 
U/ml), ค่าเฉล่ีย HBcrAg ในกลุ่มท่ีไม่มีการตรวจพบการกลายพันธุ์เทียบกันกับกลุ่มท่ีมีร้อยละการ
กลายพันธุ์ BCP double mutation มากกว่าร้อยละ 50 ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ P=0.75 (8.60 vs 7.70 Log10 U/ml) และค่าเฉล่ีย HBcrAg ในกลุ่มท่ีมีร้อยละการกลายพันธุ์ 
BCP double mutation น้อยกว่าร้อยละ 50 เทียบกันกับกลุ่มท่ีมีร้อยละการกลายพันธุ์ BCP 
double mutation มากกว่าร้อยละ 50 ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ P=0.353 
(7.99 vs 7.70 Log10 U/ml) ดังรูปท่ี 40 
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รูปท่ี 40 การวิเคราะห์แบบแบ่งกลุ่มของค่าเฉล่ียของ HBcrAg ในแต่ละกลุ่มในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบีกลุ่ม HBeAg positive 

โดยให้  wildtype คือ ผู้ป่วยท่ีไม่มีการกลายพันธุ์ wildtype  
 BCP<50% คือ ผู้ป่วยท่ีมีการกลายพันธุ์ basal core promoter น้อยกว่าร้อยละ 50 
 BCP≥50%คือ ผู้ป่วยท่ีมีการกลายพันธุ์ basal core promoter มากกว่าร้อยละ 50 
 

11. ผลการศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutation 
ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีกับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกต่างๆในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ
บีกลุ่ม HBeAg negative 
 เมื่อนำร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutationsของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีใน
กลุ่ม HBeAg negative จำนวน 99 ตัวอย่างมาวิเคราะห์ทางสถิติเพื่อหาความสัมพันธ์กับปัจจัยทาง
ไวรัสและทางคลินิกต่างๆของผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี ท้ังอายุ ปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิก
ต่างๆ โดยใช้สถิติ spearmen’s correlation พบร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutation มี
ความสัมพันธ์เชิงบวกกับ HBV DNA ท่ีเพิ่มมากขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยมีค่า Spearman's 
Rho = 0.215, P=0.033 และไม่พบมีความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double 
mutation กับอายุ, ค่า HBsAg, ค่า ALT อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ท่ี P=0.077, 0.056 และ 0.694 
ตามลำดับ โดยมีค่า Spearman's Rho = -0.178, 0.192 และ 0.040 ตามลำดับ ดังตารางท่ี 23 
ตารางท่ี 23 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutationsของเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบีกับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกต่างๆของผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในกลุ่ม HBeAg 
negative 

HBeAg+ (n=99) r P value 
Age -0.178 0.077 
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HBV DNA 0.215* 0.033 
HBsAg 0.192 0.056 
ALT 0.040 0.694 
 

12. ผลการศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างตัวบ่งชี้คุณภาพใหม่ HBcrAg กับจำนวนไวรัส HBV 
DNA และร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutation ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบีกลุ่ม HBeAg negative  
 เมื่อนำจำนวนไวรัส HBV DNA และร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutation
ในกลุ่ม HBeAg negative จำนวน 99 ตัวอย่าง มาวิเคราะห์ทางสถิติเพื่อหาความสัมพันธ์กับตัวบ่งช้ี
คุณภาพใหม่ HBcrAg และตัด Outlier ของค่า HBcrAg ท่ีมากกว่า 7.1 (log U/mL) จำนวน 6 
ตัวอย่างออกจากการหาความสัมพันธ์ในครั้งนี้ โดยใช้สถิติ spearmen’s correlation ซึ่งผลการศึกษา
พบว่ามีความสัมพันธ์ระหว่างค่า HBcrAg กับ HBV DNA และพบความสัมพันธ์ระหว่างค่า HBcrAg 
กับร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutation ในกลุ่ม HBeAg negative พบว่าค่า HBV 
DNA มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับค่า HBcrAg อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยมีค่า Spearman's Rho = 
0.458, P<0.001 ดังรูปท่ี 41 และพบร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutations มี
ความสัมพันธ์เชิงบวกกับค่า HBcrAg อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยมีค่า Spearman's Rho = 0.273, 
P=0.008 ดังรูปท่ี 42 

 

 

รูปท่ี 41 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า HBV DNA กับค่า HBcrAg ในกลุ่ม HBeAg negative 
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รูปท่ี 42 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพนัธุ์บริเวณ BCP double mutation  
กับค่า HBcrAg ในกลุ่ม HBeAg negative 

 

13. ผลการศึกษาการวิเคราะห์แบบแบ่งกลุ่ม (subgroup analysis) ร้อยละการกลายพนัธุ์ BCP 
double mutation ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีกับตัวบ่งชี้คุณภาพใหม่ HBcrAg ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อ
ไวรัสตับอักเสบบีกลุ่ม HBeAg negative 
 นำร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutation มาแบ่งกลุ่มออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 1. กลุ่ม

ท่ีมีร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutation น้อยกว่าร้อยละ 50 และ 2. กลุ่มท่ีมีร้อยละการ

กลายพันธุ์  BCP double mutation มากกว่าร้อยละ 50  และนำมาคิดแบ่งก ลุ่ม (subgroup 

analysis) ของค่าเฉล่ียของ HBcrAg ระหว่างกลุ่ม โดยใช้ Mann-Whitney U test พบว่า ค่าเฉล่ีย

ของ HBcrAg ไม่มีความแตกต่างกันในแต่ละกลุ่มอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ท่ี P=0.09 (3.78 vs 4.13 

Log10 U/ml) ดังรูปท่ี 43 

 

รูปท่ี 43 การวิเคราะห์แบบแบ่งกลุ่มของค่าเฉล่ียของ HBcrAg ในแต่ละกลุ่มในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบีกลุ่ม HBeAg negative 

โดยให้  BCP<50% คือ ผู้ป่วยท่ีมีการกลายพันธุ์ basal core promoter น้อยกว่าร้อยละ 50 
 BCP≥50%คือ ผู้ป่วยท่ีมีการกลายพันธุ์ basal core promoter มากกว่าร้อยละ 50 
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บทที่ 5  

สรุปและอภิปรายผล 

การศึกษาประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค Real Time PCR  เปรียบเทียบกับการใช้เทคนิค 

Sanger sequencing ในการตรวจสอบการกลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter ตำแหน่ง 

A1762T/G1764A  ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบี พบว่าเทคนิค Real Time PCR  เป็นเทคนิคท่ีมีถูกต้อง 

เท่ียงตรง และสามารถให้ผลการตรวจประเมินการกลายพันธุ์ของยีน  basal core promoter 

ตำแหน่ง A1762T/G1764A ได้อย่างแม่นยำ โดยผลการทดลองเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้เทคนิค 

Sanger sequencing ท่ีเป็นเทคนิคมาตรฐาน (conventional method) ในการตรวจสอบการกลาย

พันธุ์ของยีน  BCP พบว่า Real Time PCR ตรวจพบการกลายพันธุ์ใน ผู้ป่วยได้มากกว่าเทคนิค 

Sanger sequencing แสดงว่า เทคนิค Real Time PCR มีความไว (sensitive) กว่าเทคนิค Sanger 

sequencingอย่างไรก็ตามยังมีจำนวนตัวอย่าง 10 ตัวอย่างท่ีไม่สามารถระบุได้ว่าเป็นการกลายพันธุ์ 

(mutant) หรือไม่พบการกลายพันธุ์ (wildtype) ได้ด้วยเทคนิค Real Time PCR ท้ังนี้เป็นไปได้ว่า 

เทคนิค Real Time PCR ใช้การตรวจสอบด้วย Probe assay  ซึ่งมีการเกิด error ระหว่างการจับกัน

ของตัวโพรบกับดีเอ็นเอตัวอย่าง หรือคุณภาพดีเอ็นเอมี inhibitor มากเกินไป จึงอาจส่งผลให้การ 

amplification ไม่ดีพอ ทำให้ไม่สามารถวิเคราะห์การตรวจการกลายพันธุ์นี้ได้ (68)  

จากการทดลองเพื่อประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค Droplet Digital PCR (ddPCR) 

เปรียบเทียบกับการใช้เทคนิค Sanger sequencing และ Real Time PCR ในการเป็นเทคนิค

ท า ง เลื อ ก ใน ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ก า รก ล า ย พั น ธุ์ บ ริ เว ณ  basal core promoter ต ำแ ห น่ ง 

A1762T/G1764A  ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบี พบว่าเทคนิค ddPCR เป็นเทคนิคท่ีสามารถท่ีบ่งบอก

การกลายพันธุ์ ได้ในเชิงปริมาณ (quantitative) มีความถูกต้อง แม่นยำ และมีความไว (high 

sensitivity) สูง (71) นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของยีนในระดับต่ำได้ (low-

frequency mutation rate) (69) จึงสามารถตรวจสอบร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ basal core 

promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A ของเช้ือไวรัสตับอักเสบบีอย่างต่ำได้ถึงร้อยละ 0.25 ซึ่ง

สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ท่ีพบว่าเทคนิค ddPCR มีความไวสูง และสามารถตรวจการกลาย

พันธุ์ของยีน BRAF ได้ในระดับการกลายพันธุ์ต่ำต้ังแต่ร้อยละการกลายพันธุ์ ท่ีน้อยกว่า 0.1 (70) 

เทคนิค ddPCR จึงสามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ในผู้ป่วยได้มีประสิทธิภาพกว่าเทคนิคการตรวจหา

การกลายพันธุ์ด้วยวิธีอื่น ตัวอย่างเช่นการใช้เทคนิค Sanger sequencing ท่ีจะตรวจพบร้อยละการ

กลายพันธุ์ได้อย่างต่ำท่ี 7-20% ขึ้นไป (71) ซึ่งนับว่าเทคนิค ddPCR นี้ เป็นประโยชน์ต่อผู้ป่วย 
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เนื่องจากเทคนิคนี้จะทำให้ผู้ป่วยได้ผลการตรวจท่ีถูกต้อง แม่นยำ และรวดเร็วมากขึ้น นอกจากนี้

เทคนิค Droplet Digital PCR (ddPCR)  ทำให้ผู้ป่วยและแพทย์ทราบว่า มีการกลายพันธุ์ของไวรัส

ตับอักเสบบีในผู้ป่วยไปมากหรือน้อยเพียงใด สามารถติดตามการกลายพันธุ์ในผู้ป่วยได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ เมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจการกลายพันธุ์กับการใช้เทคนิคอื่นพบว่า ddPCR สามารถ

ตรวจพบการกลายพันธุ์ในผู้ป่วยได้มากกว่าเทคนิค Sanger sequencing และ Real Time PCR 

แสดงว่า เทคนิค ddPCR  มีความไว กว่าเทคนิค Sanger sequencing และ Real Time PCR 

 อย่างไรก็เทคนิค ddPCR ไม่สามารถจัดจำแนกตัวอย่าง 7 ตัวอย่างว่าเป็นกลุ่ม mutant หรือ 

wildtype ท้ังนี้เกิดจากตัวอย่างดังกล่าว ตรวจพบการกลายพันธุ์ได้ต่ำกว่า (limit of blank หรือ 

LOB) ซึ่งในการศึกษานี้พบสัญญาณรบกวน (noise) จากน้ำยาในกลุ่ม negative control (blank) 

หรือท่ีเรียกว่า LOB อยู่ท่ีร้อยละ 0.15 นั่นหมายความว่า cut-off ของการกำหนดการกลายพันธุ์ต้อง

พบมากกว่าร้อยละ 0.15 เท่านั้น ท้ังนี้ขึ้นอยู่กับการศึกษาแต่ละ cohort ว่าจะพบ LOB เท่าใด ซึ่ง

อาจจะเป็นข้อจำกัดของเทคนิค ddPCR ในการกำหนด cut-off ในแต่ละยีนท่ีแตกต่างกัน   

ดังนั้นสรุปได้ว่า การใช้เทคนิค Droplet Digital PCR (ddPCR) ในการตรวจสอบการกลาย

พันธุ์นั้นมีความไวสูงกว่า conventional method อย่างเทคนิค Sanger sequencing และ Real 

time PCR ในแง่ของการตรวจพบสอบการการพันธุ์ของยีนในระดับต่ำ การให้ผลแบบ absolute 

quantitative ของตัวอย่างซึ่งบอกผลการตรวจในเชิงปริมาณของการกลายพันธุ์ได้  นอกจากนี้  

ddPCR และ Real Time PCR ยังเป็นเทคนิคท่ีดีกว่า Sanger sequencing ในแง่ของเวลาในการ

จัดการ ความสามารถในการทำซ้ำ เช่นเดียวกันกับ Real time PCR ซึ่งให้ความไวในการตรวจสอบ

การกลายพันธุ์สูงกว่า Sanger sequencing อย่างไรก็ตามยังไม่สามารถบอกการกลายพันธุ์เป็น

ปริมาณได้ ท้ังนี้ ddCPR และ real time PCR ยังมีราคาการตรวจท่ีค่อนข้างสูงในปัจจุบัน 

เมื่อดูค่าเฉล่ียร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutations ของผู้ป่วยในกลุ่ม HBeAg 

positive เปรียบเทียบกับในผู้ป่วยในกลุ่ม HBeAg negative ว่ามีความแตกต่างกันหรือไม่ พบว่า มี

ค่าเฉล่ียร้อยละการกลายพันธุ์ของของไวรัสตับอักเสบบีบริเวณ basal core promoter ของผู้ป่วยแต่

ละกลุ่มแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ โดยกลุ่ม HBeAg negative จะพบร้อยละการกลายพันธุ์ ท่ี

มากกว่ากลุ่ม HBeAg positive ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้า  (53) พบว่าค่าเฉล่ียร้อยละการ

กลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter จะเพิ่มขึ้น ในกลุ่ม HBeAg negative มากกว่ากลุ่ม 

HBeAg positive อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  
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การศึกษาเพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์  BCP double mutation ใน
ผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีกับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกต่างๆในกลุ่ม HBeAg positive  
พบว่าร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutations กลุ่ม HBeAg positive  มีความสัมพันธ์เชิง
บวกกับอายุท่ีเพิ่มมากขึ้นของผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg positive  ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้
พบว่า ร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutations จะเพิ่มขึ้นเมื่อมีอายุท่ีมากขึ้นอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ โดยมีค่าของตำแหน่งการกลายพันธุ์ A1762T และ G1764A คือ Spearman's 
Rho =0.261 และ Spearman's Rho = 0.316 ตามลำดับ (61)  

ร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutationsกลุ่ม HBeAg positive  ท่ีเพิ่มมากขึ้นมี
ความสัมพันธ์เชิงลบกับค่า HBV DNA ท่ีลดลงในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ (61) ท่ีพบว่า เมื่อมีระดับการกลายพันธุ์บริเวณ basal 
core promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A ท่ีเพิ่มมากขึ้น ระดับ HBV DNA จะน้อยลงอย่างมี
นัยสำคัญ โดยมีค่าของตำแหน่งการกลายพันธุ์  A1762T และ G1764A คือ Spearman's Rho 
=0.314 และ Spearman's Rho = 0.299 ตามลำดับ  

ร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutation กลุ่ม HBeAg positive  ท่ีเพิ่มมากขึ้นมี
ความสัมพันธ์เชิงลบกับ HBsAg ท่ีลดลงในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้า (72) พบว่า กลุ่มผู้ป่วยท่ีมีการกลายพันธุ์บริเวณ basal core 
promoter ตำแหน่ง A1762T/G1764A  ระดับ HBsAg จะน้อยลงเมื่อเทียบกับกลุ่มไม่มีการกลาย
พันธุ์อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (49)  

การศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างจำนวนไวรัส HBV DNA และตัวบ่งช้ีคุณภาพใหม่ HBcrAg 
และความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutation ของเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบีกับ HBcrAg ในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในกลุ่ม HBeAg positive พบว่าค่า HBV 
DNA มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับค่า HBcrAg อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ สอดคล้องกับการศึกษาก่อน
หน้า (73) (74) (75) ซึ่งพบว่า ค่า HBcrAg จะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อมีจำนวนไวรัส HBV DNA มากขึ้นโดย 
Spearman's Rho = 0.602  

การศึกษาก่อนหน้า (62) พบว่า ระดับ HBcrAg มี ค่าเฉล่ียลดลงในกลุ่มผู้ป่วย  HBeAg 
positive ท่ีมีการกลายพันธุ์ basal core promoter (n=33) เปรียบเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยท่ีไม่มีการ
กลายพันธุ์ (n=15) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ และพบว่า ระดับ HBcrAg มีค่าเฉล่ียลดลงอย่างชัดเจน
ในกลุ่มผู้ป่วย HBeAg positive ท่ีมีการกลายพันธุ์บริเวณ basal core promoter และ Precore 
ร่วมด้วย (n=9) เปรียบเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยท่ีไม่มีการกลายพันธุ์ (n=15) ซึ่งสรุปได้ว่าร้อยละการกลาย
พันธุ์  BCP double mutation ในผู้ป่วย HBeAg Positive จะส่งผลต่อการแสดงออกของระดับ 
HBcrAg ลดลง อย่างไรก็ตามความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double 
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mutation กับ HBcrAg ในการศึกษานี้พบว่า ระดับ HBcrAg มีแนวโน้มลดลงเมื่อผู้ป่วยกลุ่ม HBeAg 
positive มีร้อยละการการกลายพันธุ์ท่ีเพิ่มมากขึ้น แต่ไม่พบความสัมพันธ์อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าจำนวนตัวอย่างท่ีใช้หาความสัมพันธ์ร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double 
mutations กับ HBcrAg มีเพียง 41 ตัวอย่างท่ีใช้ในการหาความสัมพันธ์ในครั้งนี้ การศึกษาหน้าควร
เพิ่มกลุ่มตัวอย่างท่ีมีค่า HBcrAg เพื่อให้เห็นความสัมพันธ์ร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double 
mutation กับ HBcrAg ได้ดีมากยิ่งขึ้น 

การศึกษาเพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์ BCP double mutations กับ
ปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกต่างๆในกลุ่ม HBeAg negative พบว่าร้อยละการกลายพันธุ์  BCP 
double mutationsในกลุ่ม HBeAg negative  มีความสัมพันธ์กับ HBV DNA อย่างมีนัยสำคัญ ซึ่ง
การศึกษาก่อนหน้านี้ยังไม่สามารถสรุปได้ชัดเจน โดยในบางการศึกษาพบว่า การกลายพันธุ์บริเวณ 
BCP double mutations ในกลุ่ม HBeAg negative ท่ีจะมีความสัมพันธ์กับค่าเฉล่ีย HBV DNA ท่ี
ลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  (76) บางการศึกษาพบว่า การกลายพันธุ์บริเวณ BCP double 
mutations ในกลุ่ม HBeAg negative ไม่มีความสัมพันธ์กับ จำนวน HBV DNA (77) ดังนั้นการหา
ความสัมพันธ์นี้อาจจะต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมในอนาคต  

การศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างจำนวนไวรัส HBV DNA และตัวบ่งช้ีคุณภาพใหม่ HBcrAg 
ในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีกลุ่ม HBeAg negative โดยพบว่าจำนวน HBV DNA ในกลุ่ม 
HBeAg negative กับ HBcrAg มีความสัมพันธ์เชิงบวกอย่างมีนัยสำคัญ ท่ีค่า r= 0.458 สอดคล้องกับ
การศึกษาก่อนหน้า พบว่าค่า HBV DNA ในกลุ่ม HBeAg negative ท่ีเพิ่มสูงขึ้นจะมีความสัมพันธ์กับ 
HBcrAg ท่ีเพิ่มมากขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ r=0.583 (78) 

และการหาความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์บริเวณ BCP double mutations 
กับ HBcrAg ในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีกลุ่ม HBeAg negative พบว่า ร้อยละการกลายพันธุ์
บริเวณ BCP double mutation ท่ีเพิ่มขึ้นจะมีความสัมพันธ์กับค่า HBcrAg ท่ีมากขึ้นตามไปด้วย
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ี r=0.273 แต่เมื่อทำการ subgroup analysis พบว่าค่าเฉล่ียของ HBcrAg 
ของกลุ่มท่ีมีการกลายพันธุ์ต่ำกว่าร้อยละ 50 กับกลุ่มท่ีมีการกลายพันธุ์มากกว่าร้อยละ 50 ไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติ P=0.09 ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าในการศึกษาระดับ HBcrAg ในกลุ่ม 
Anti-HBe positive พบว่ า ค่าเฉ ล่ียของ HBcrAg ในก ลุ่ม ท่ี ไม่ มี การกลายพั นธุ์  BCP double 
mutation (n=11) เทียบกับกลุ่มท่ีมีการกลายพันธุ์  BCP double mutation (n=22) มี ค่าเฉล่ีย 
HBcrAg ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ   

ในการศึกษาครั้งนี้มีข้อจำกัด คือ การศึกษาครั้งนี้ได้ทำการตรวจสอบการกลายพันธุ์บริเวณ 
BCP double mutations เท่านั้น ซึ่งไม่ได้ทำการศึกษาการกลายพันธุ์ในตำแหน่ง BCP อื่นๆ เช่น 
T1753V, T1754G, C1766T หรือ T1768A หรือ Precore (G1896A) ท้ังควรตรวจสอบการกลาย



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 73 

พันธุ์ที่ส่งผลต่อการแสดงออกของ HBeAg ร่วมกัน เนื่องมาจากการกลายพันธุ์ท่ีเกิดขึ้นบริเวณ Basal 
core promoter ซึ่งเป็นตำแหน่งควบคุมการ Transcription โดยการกลายพันธุ์ตำแหน่ง Basal 
core promoter จะทำให้การสร้างโปรตีน HBeAg ลดลงกว่าปกติ ส่วนการกลายพันธุ์บริเวณ 
Precore ซึ่งเป็นตำแหน่งควบคุมการ Translation ของโปรตีน โดยการกลายพันธุ์ท่ีตำแหน่งนี้ จะ
ส่งผลทำให้ HBeAg ไม่มีการแสดงออกเลย (abolishes HBeAg production) (48) (49) (9) ดังนั้น
การเพิ่มการตรวจสอบการกลายพันธุ์บริเวณ BCP หรือ Precore อื่นๆ อาจจะช่วยทำให้อธิบาย
ความสัมพันธ์ของการกลายพันธุ์กับปัจจัยทางไวรัสและทางคลินิกของผู้ป่วยได้ดีมากยิ่งขึ้น นอกจากนี้
การศึกษานี้ยังมีกลุ่มตัวอย่างท่ีน้อยในการหาความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการกลายพันธุ์ที่มากขึ้นกับ
ค่า HBcrAg ท่ีลดลงในกลุ่มผู้ป่วย HBeAgpositive จึงยังไม่สามารถอธิบายความสัมพันธ์ระหว่างร้อย
ละการกลายพันธุ์กับค่า HBcrAg ในกลุ่มผู้ป่วย HBeAg-positive ได้อย่างชัดเจน ควรเพิ่มกลุ่ม
ตัวอย่างนี้ท่ีมีค่าการตรวจ HBcrAg ให้มากขึ้น และคุณภาพของตัวอย่างไม่ดีพอ ในบางการตรวจการ
กลายพันธุ์ควรจะต้องคัดเลือกคุณภาพของตัวอย่างให้ดียิ่งขึ้น 

กล่าวโดยสรุป การศึกษาครั้งนี้ ddPCR เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพและมีความไวในการ
ตรวจสอบการกลายพันธุ์บริเวณ BCP ได้ดีท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับ Sanger sequencing และ Real 
time PCR นอกจากนี้ยังพบความสัมพันธ์ของร้อยละการกลายพันธุ์และระดับของ HBcrAg ในเลือด
ซึ่งเป็นตัวบ่งช้ีใหม่ท่ีใช้ในทางคลินิก ดังนั้นเทคนิค ddPCR จึงอาจจะสามารถเป็นวิธีทางเลือกหนึ่งใน
การตรวจสอบการกลายพันธุ์และปริมาณการกลายพันธุ์ของไวรัสตับอักเสบบี และสามารถประยุกต์ใช้
ร่วมกับการติดตามและการทำนายการดำเนินโรคไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรังได้ในอนาคต 
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