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 ไวรัสตับอักเสบชนิดซีที่ก่อให้เกิดการติดเชื้ออักเสบเรื้อรังที่ตับ และพัฒนาเป็นโรคมะเร็งตับยังคงเป็น
ปัญหาทางสาธารณสุข เพราะยังขาดวัคซีนและการรักษาที่มีประสิทธิภาพ จุดมุ่งหมายของการศึกษานี้คือสร้าง 
recombinant plasmids ที่สามารถแสดงออกได้ในเซลล์เพาะเลี้ยงที่มีต้นก าเนิดมาจากมนุษย์ โดยเปรียบเทียบ
การแสดงออกของ NS3-NS4A gene จากสายพันธุ์ที่มีล าดับนิวคลิโอไทด์ที่ก าหนดเป็น wild-type codon กับ  โค
ดอนที่ผ่านการเปลี่ยนแปลงให้แสดงออกได้ดีในเซลล์เพาะเลี้ยง ของ NS3-NS4A gene จาก genotype g3a หรือ 
g6f เมื่อวิเคราะห์ HepG2 ที่ถูกน าเข้าด้วย recombinant plasmids ด้วยวิธี real-time PCR  พบว่า wild-type 
codon ของ NS3-NS4A gene จาก genotype g3a หรือ g6f สามารถแสดงออกได้ดีกว่าโคดอนที่ผ่านการ
เปลี่ยนแปลงประมาณ 24-27 ล้านเท่า และ 3 ล้านเท่าตามล าดับเมื่อเปรียบเทียบตัวควบคุม ภายใน HepG2 cell 
line ส่วนผลการวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE polyacrylamide gel  จากปฏิกิริยา in vitro transcription ควบกับ 
translation ไม่สามารถตรวจสอบแถบโปรตีนเป้าหมายได้เนื่องจากมีโปรตีนที่ไม่จ าเพาะอ่ืนเป็นจ านวนมาก      ใน
ท านองเดียงกันวิธี western blot ที่ใช้ตรวจสอบโปรตีนเป้าหมายที่สร้างภายนอกหรือภายในเซลล์กลับพบแถบ
โปรตีนที่ไม่จ าเพาะ อาจเนื่องมาจาก primary antibody ที่ใช้เป็นชนิด polyclonal antibody ที่วางจ าหน่ายถูก
กระตุ้นมาจากสายพันธุ์ที่พบระบาดทั่วไปจึงไม่จับจ าเพาะต่อ genotype g3a หรือ g6f จากผลที่ได้แสดงไม่เป็นไป
ตามสมมุติฐานที่ว่าการเปลี่ยนแปลงโคดอนในเซลล์เพาะเลี้ยงในเซลล์เพาะเลี้ยงให้ผลการแสดงออกของยีนได้ดีกว่า 
wild-type อย่างไรก็ตาม recombinant DNA ที่สร้างได้จากสายพันธุ์ที่มีล าดับนิวคลิโอไทด์จาก wild type ของ 
genotype g3a หรือ g6f น่าจะพัฒนาเป็น DNA vaccine ที่ต่อต้านการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีได้ 
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 Hepatitis C virus that causes chronic liver infection and leads to liver cancer still remains 

one of major public health problems because of the lack of efficient vaccines and treatments.  

The aim of this study is to construct recombinant plasmids the can efficiently express in human 

cell lines and compare the expression of nucleotides encoding wild-type to optimized codons of 

HCVg3a or g6f NS3-NS4A gene.  According to real-time PCR analysis of HepG2 transfected with 

recombinant plasmids, wild-type codons of genotype g3a or g6f can substantially express mRNA 

than optimized codons about 24-27 and 3 millions, respectively relative to the control, in HepG2 

cell line. SDS-PAGE polyacrylamide gel analysis from in vitro transcription coupled with translation 

reaction cannot detect the target protein due to enormous non-specific protein background. 

Similarly, western blot analysis for the detection of in vitro and in vivo specific protein target 

unexpectedly detect non-specific proteins probably due to commercial polyclonal antibody 

raised from common genotypes thereby not binding to genotype g3a or g6f.  These results were 

not agreed with the hypothesis of optimized codon always more efficiently express than wild-

type codon. However, the constructed recombinant DNA from wild-type codons of genotype g3a 

or g6f could be developed for DNA vaccines against HCV infection. 

 

Keywords: 
 Hepatitis C virus, DNA vaccine, codon optimization, gene expression 
 

mailto:uraiwani@buu.ac.th


 
 

สารบัญเรื่อง (Table of Contents)        หน้า  

บทน า            1   
 เนื้อหาของเรื่องที่เคยมีผู้ท าการวิจัยมาก่อน       1 
 ความส าคัญและที่มาของปัญหา        2 
 วัตถุประสงค์           6 
 ขอบเขตการวิจัย           6 
 วิธีด าเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎี และ/หรือ แนวทางความคิดท่ีน ามาใช้ในการวิจัย   6 
 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ         6 
เนื้อเรื่อง   
 วิธีด าเนินการวิจัย         7 
  การสร้าง recombinant plasmid       7 
  Ligation และ การคัดเลือก recombinant plasmid     9 
  การออกแบบ codon optimization      10 
  วิธี In vitro transcription และ translation      10 
  Transfection เข้า HepG2 cell lines       11 
  การวิเคราะห์การแสดงออกของ NS3 gene  ด้วยวิธี dot blot และ Western blot 11 
  การวิเคราะห์การแสดงออกของ NS3 gene ด้วยวิธี qRT-PCR   12 
 ผลการวิจัย          14 
  การสร้าง DNA vaccine        14 
  การแสดงออกเป็นโปรตีน         22 
  การแสดงออกเป็น RNA         27 
อภิปราย/วิจารณ์ (Discussion)          37 
สรุปและเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัยในขั้นตอนต่อไป       39 
ผลผลิต  (Output)           40 
เอกสารอ้างอิง (Reference)           41 
ประวัตินักวิจัยและคณะ พร้อมหน่วยงานสังกัด       47 
 
 
  



 
 

สารบัญตาราง  (List of tables)         หน้า 
 

ตารางที่ 1 ล าดับนิวคลิโอไทด์ของ primer ที่ใช้ในงานวิจัย      9 
ตารางที่ 2 สรุป Relative gene expression ของยีนเป้าหมายเมื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคุม   36 

  



 
 

 
สารบัญภาพ  (List of illustrations)        หน้า 
 
รูปที่ 1 แผนภาพของ pcDNA3.1- vector         7 
รูปที่ 2 แผนผังการจับของ primer ที่บริเวณต่างๆ ใน NS3/4A  region ของ HCV    8 
รูปที่ 3 : การสร้างชิ้นส่วน DNA ที่ประกอบด้วย NS3-NS4A ชิ้นที่ 1 และ 2 ของ HCVg3a   15 

หรือ g6f ด้วยปฏิกิริยา PCR 
รูปที่ 4 การสร้างชิ้นส่วน DNA ที่ประกอบด้วย NS3-NS4A ทั้งสายของ HCVg3a หรือ g6f      16        
          ด้วยปฏิกิริยา assembly PCR 
รูปที่ 5 plasmid ที่สกัดจาก transformants ของ HCVg6f      17 
รูปที่ 6 Restriction enzyme analysis ของ HCVg6f transformants  ด้วย BamHI-XbaI  18 
รูปที่ 7  PCR analysis ของ HCVg6f transformants        19 
รูปที่ 8 plasmid ที่สกัดจาก transformants ของ HCV g3a      20 
รูปที่ 9 Restriction enzyme analysis ของ HCVg3a transformants  ด้วย BamHI-XbaI   21 
รูปที่ 10  PCR analysis ของ HCVg3a transformants        22 
รูปที่ 11 SDS-PAGE จาก in Vitro transcription และ translation     24 
รูปที่ 12 Western blot  จาก in Vitro transcription และ translation    25 
รูปที่ 13 dot blot analysis จาก HepG2 transfected cell     26 
รูปที่ 14 Western blot analysis จาก HepG2 transfected cell     27 
รูปที่ 15 การสร้าง cDNA ของ HepG2 cell line transfect ด้วย pcDNA3.1-/g3a หรือ g6f  29 
รูปที่ 16 การเพ่ิมจ านวน NS3-NS4A ด้วย real-time PCR ของ HepG2 ที่ transfection ด้วย   30 
 pcDNA3.1-/HCVg3a 
รูปที่ 17 การเพ่ิมจ านวน NS3-NS4A ด้วย real-time PCR ของ HepG2 ที่ transfection ด้วย   31 
 pcDNA3.1-/HCVg6f 
รูปที่ 18 real-time PCR ของ HepG2 ที่ transfection ด้วย non-transfected cells (Mo)  32 
รูปที่ 19 real-time PCR ของ HepG2 ที่ transfection ด้วย pcDNA3.1- vector control  33 
รูปที่ 20 การเพ่ิมจ านวน GADPH endogenous control ด้วย real-time PCR ใน cell-transfected  34 
 ด้วย HCVg3a หรือ g6f 
รูปที่ 21  การเพ่ิมจ านวน GAPDH endogenous control ด้วย real-time PCR ใน cell-transfected  35 
 ด้วย pcDNA3.1- 



 
 

ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อที่ใช้ในการวิจัย (List of Abbreviations) 
 
Bacillus calmeteGurein  BCG 
Genotype     g 
Glycoprotein     gp 
Hepatitis virus A    HAV 
Hepatitis virus B    HBV 
Hepatitis virus C    HCV 
Hepatocellular carcinoma   HCC 
Nonstructural proteins   NS 
Open reading frame    ORF 
Pegylated interferon    PEG-IFN 
Sustained virological response   SVR 
Untranslated region    UTR 



1 
 

บทน า  (Introduction) 
เนื้อหาของเรื่องท่ีเคยมีผู้ท าการวิจัยมาก่อน 
 RNA Genome ของ hepatitis virus C (HCV) มีความยาวประมาณ 9,600 นิวคลิโอไทด์ ประกอบด้วย

หนึ่ง open reading frame (ORF) โดยมี untranslated region (UTR) อยู่ทางปลาย 3และ 5เมื่อ ORF ถูก
ถอดรหัสเริ่มต้นจะได้ polypeptide สายยาวทีม่ีความยาวประมาณ 3,000 amino acids ต่อมาจะถูกตัดด้วย 
protease ไดโ้ปรตีนชนิดต่างๆ ได้แก่ 3 structural proteins (core, E1 และ E2) และ 7 nonstructural proteins 
(NS)  (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A และ NS5B) (Tang and Grise, 2009) การแบ่ง HCV ออกเป็น

genotype (g) ต่างๆ ตามเกณฑ์มาตรฐานสากลได้ก าหนดให้ใช้ล าดับนิวคลิโอไทด์ที่บริเวณ 5 UTR ซึ่งเป็นบริเวณ 
conserved region เป็นเกณฑ์ในการแบ่ง ถ้าบริเวณดังกล่าวมีล าดับนิวคลิโอไทด์ที่แตกต่างกันประมาณ 31-33% 
HCV จะถูกแบ่งออกเป็น genotypes ต่างกัน ด้วยหลักเกณฑ์ดังกล่าวท าให้สามารถแบ่ง HCV ออกได้เป็น 6 
genotypes  และในแต่ละ genotype ยังสามารถแบ่งย่อยออกเป็น subtype ต่างๆได้อีก โดยใช้ล าดับนิวคลิโอไทด์

ของ core gene ที่มีล าดับนิวคลิโอไทด์ที่มีการอนุลักษณ์เช่นกัน (แต่มีความหลากหลายมากกว่า 5 UTR) ถ้ามี
ล าดับนิวคลิโอไทด์ต่างกันประมาณ 20-25% (Simmonds et al., 1994, 2005) การทราบข้อมูล genotype ของ 
HCV ต่างๆ มีความส าคัญมากเพราะท าให้ทราบถึงรูปแบบการกระจายของไวรัสไปยังภูมิภาคต่างๆ (geographic 
distribution) วิธีการแพร่ระบาด (mode of transmission) และผลการตอบสนองต่อการรักษาด้วย pegylated 
interferon (PEG-IFN) และ ribavirin เป็นต้น 

HCV g1, 2 และ 3 มีการกระจายอยู่ทั่วโลกและเป็นสาเหตุส่วนใหญ่ที่ท าให้เกิดการติดเชื้อในผู้ป่วย โดย
พบว่า subtype 1a และ 1b มีการระบาดมากท่ีสุดในทวีปยุโรป อเมริกา และประเทศญี่ปุ่น ส่วน subtype 2a และ 
2b พบมีการระบาดเป็นส่วนใหญ่ในประเทศญี่ปุ่น ทวีปอเมริกาเหนือและยุโรป นอกจากนี้ genotype 2 ยังพบได้
ในประเทศอินเดีย สิงคโปร์ เวียดนาม และฟิลิปปินส์ด้วย ส่วน subtype 3a พบมากในประเทศแถบอินเดียและ
ประเทศไทย ในทางตรงข้าม genotype 4,5 และ 6 มีการพบระบาดได้น้อยกว่าและจ ากัดเฉพาะในบางพ้ืนที่โดย 
genotype 5 พบในทวีปแอฟริกาใต้ genotype 4 พบมากในประเทศแถบตะวันออกกลางและ genotype 6 พบ
ในประเทศจีนตอนใต้และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (Ndjomou et.al., 2003; Simmonds, 2004; Nguyen and 
Keeffe, 2005) 

การติดเชื้อด้วย HCV เกิดข้ึนผ่านทางเลือด ในประเทศในกลุ่มท่ีพัฒนาแล้วมักมีการติดเชื้อผ่านทางการ
ฉีดสารเสพติด แต่ประเทศก าลังพัฒนาที่มีการติดต่อจากการฉีดสารเสพติดเช่นกันโดยเฉพาะประเทศไทยที่มีการ
ติดต่อจากการฉีดสารเสพติดประมาณ 95% (Luksamijarulkul& Plucktaweesak, 1996) นอกจากนี้ยังมีการ
ได้รับเชื้อผ่านการได้รับเลือด การฉีดวัคซีน การสักหรือการเจาะผิวหนัง การท า hemodialysis รวมทั้งผ่านทาง
เพศสัมพันธ์ด้วย (Alter, 1994; Alter et.al., 1990) โดยวิธกีารแพร่ระบาดมีความเกี่ยวข้องกับการการกระจายของ 
genotype จากการศึกษาพบว่า HCV subtype 1a อาจมีการแพร่กระจายผ่านการให้เลือดและการปฏิบัติทาง
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การแพทย์ที่ไม่ปลอดภัย  subtype 1a และ 3a มีการระบาดมากในคนที่มีอายุน้อยโดยเฉพาะอย่างยิ่งผู้เสพติดยาที่
ใช้เข็มฉีดยา (injecting drug users หรือ IDUs) ในประเทศอเมริกา สหรัฐอาณาจักร อูเบกิส-ฐาน รัสเซีย และ
ประเทศไทย (Simmonds, 2004) และ genotype 4 และ 6 มีการติดต่อผ่านทางการเจาะหรือสักผิวหนัง ใน
ประเทศที่ก าลังพัฒนา (Kao, and Chen, 2000) 

จากงานวิจัยที่ผ่านมาได้มีรายงานว่าในประเทศไทยมีการระบาดของ HCV genotype 3a มากที่สุด
ประมาณ 39-51% ในทุกพ้ืนที่ในประชากรทั่วไปและยังพบระบาดมากในผู้เสพยาเสพติดประมาณ 75-83% ของ
การติดเชื้อ HCV ส่วนอันดับรองลงมาคือ genotype 1 เช่น 1a, 1b และ 2a และ 6 (Theamboonlers, et. al., 
2002; Kanistanon et. al., 1997) แต่ genotype 2 พบได้น้อยมาก และเป็น genotype ที่พบน้อยในทวีปเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ ข้อมูลการระบาดของ genotype 2 ส่วนใหญ่จึงมาจากประเทศญี่ปุ่น เกาหลีใต้ จีนทางตอนเหนือ
และยุโรป อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าพบการระบาดของ genotype 2 ที่จังหวัดเชียงรายซึ่งตั้งอยู่ใกล้ชายแดนไทย-
เมียนม่าจึงอาจเป็นไปได้ว่า genotype 2 มีการแพร่ระบาดจากคนเมียนม่าท่ีเดินทางข้ามชายแดนมายังฝั่งไทย ซึ่ง
สอดคล้องกับรายงานของ Lewin และคณะ (Lewin et. al., 2007) ที่พบ genotype 2 ในประเทศเมียนม่า ส าหรับ
ประเทศเพ่ือนบ้านของเรา อาทิ เมียนม่า ลาวและเขมร พบมีการระบาดของ genotype 6 subtype ต่างๆ มากกว่า 
subtype 3a  

HCV genotype 6 พบมากในประเทศทางแถบเอเชีย ได้แก่ ประเทศไทย ฮ่องกง อินโดนีเซีย เมียนมา 
และเกาหลี (Mellor et. al., 1996; Lao et al., 2001; Sugiyama et al., 1995;Tokita et.al.,1996; Lu et al., 
2005; Nguyen et. al., 2004; Kanistanon et. al., 1997; Lewin et. al, 2007; Oh et. al., 2008) ส าหรับ HCV 
genotype 6 มีทั้งหมด 21 subtypes  ที่มีการตั้งชื่อตั้งแต่อักษร a ถึง u  (Naamani et al., 2012) โดย subtype 
6a พบระบาดในทิศตะวันตกเฉียงเหนือของทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ที่รวมถึงประเทศไทย (Sunanchaikarn, 
et. al. 2007; Shinji, et. al., 2004) และประเทศจีนทางตอนใต้เขตติดชายแดนเวียดนาม  (Lu, et. al., 2005; 
Degertekin and Lok, 2007) และพบมากในประเทศเวียดนาม ด้วยวิธีการแพร่ระบาดของ genotype 6 ที่
เกี่ยวข้องกับการใช้ฉีดสารเสพติดด้วยเข็มฉีดยาและผ่านการมีเพศสัมพันธ์ (Antaki et. al., 2010) ส าหรับการ
ระบาดของ subtype อ่ืนๆ ของ genotype 6 จะพบได้น้อยมาก มีลักษณะการระบาดเฉพาะในบางพ้ืนที่ 
(endemic transmission) อาทิ 6e และ 6l ที่พบในเวียดนาม 8.6% และ 1.4% ตามล าดับ (Pham, et. al., 2009) 
ส่วน 6c พบในประเทศเกาหลี 0.2% (Seong, et al., 2013) ซึ่งมีความชุกคล้ายกับที่พบในประเทศไทยข้อมูลการ
ระบาดของ genotype 6 มีการรายงานไว้น้อยมาก ทั้งนี้อาจเป็นผลเนื่องจากการเก็บตัวอย่างอาจไม่สมบูรณ์หรือ 
low prevalence ของประชาชนในท้องถิ่นนั้นที่มีการสัมผัสเชื้อมายาวนานท าให้มีภูมิคุ้มกันต่อเชื้อ HCV ในระดับ

ที่สูงมากจึงตรวจไม่พบเชื้อไวรัส นอกจากนี้หลายงานวิจัยได้ใช้ล าดับนิวคลิโอไทด์ที่บริเวณ 5UTR แต่เพียงอย่าง
เดียวในการจ าแนกสายพันธุ์อาจท าให้พลาดในการตรวจพบ genotype 6 ได้ เพราะอาจมีการรายงานการตรวจพบ
เป็นgenotype 1 เนื่องจากมีล าดับนิวคลิโอไทด์คล้ายกันที่บริเวณนี้  ปัจจุบันข้อมูลเกี่ยวกับ genotype 6 จึงมีน้อย
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มากทั้งเรื่องปัจจัยเสี่ยงและอาการทางคลินิก แต่มีการศึกษาหนึ่งได้รายงานว่าไม่มีความแตกต่างกันทางด้าน liver 
biochemistry, titers, cirrhosis และ ความเสี่ยงในการเกิด HCC ระหว่าง genotype 1 และ 6 (Seto et. al., 
2008) นอกจากนี้ยังได้มีการรายงานว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อ genotype 6 มีอาการที่ปรากฏออกมาน้อยและมีการ
ตอบสนองดีต่อการรักษาด้วย interferon โดยมีค่า sustained virological response  (SVR) (ค่าของ viral RNA 
ที่หายไปจากซีรั่มซึ่งเป็นค่าที่แสดงถึงประสิทธิภาพของการรักษา)  ประมาณ 60-80% (Nguyen et. al., 2008; 
Fung et.al., 2008; Seong et. al., 2013) อย่างไรก็ตามยังไม่สามารถชี้ชัดได้ว่า genotype 6 มีความสามารถใน
การก่อให้เกิดพยาธิสภาพได้น้อย แต่อาจเป็นเพราะgenotype 6 ก่อให้เกิด atypical hepatitis ที่ยากต่อการตรวจ
พบก็เป็นได้ 

DNA vaccines เพ่ือต่อต้านเชื้อ HCV ได้ถูกพัฒนาออกมาในหลายรูปแบบ Lin et al. (Lin et. al., 2008) 
โดยมีการสร้าง alphaviral particle ที่สามารถ express glycoprotein (gp) E1, gpE2, NS3, NS4 และ NS5 ที่
สามารถกระตุ้น cross reacting antibodies และสามารถต่อต้าน HCV ได้ใน BALB/c mice แต่มีปัญหาที่ไม่
สามารถต่อต้าน HCV ได้ใน human host cells และต้องมีการฉีดซ้ าหลายๆครั้ง ต่อมาได้มีการพัฒนา DNA  
vaccine ให้มีประสิทธิภาพในการต่อต้าน HCV ไดด้ีขึ้นและจ าเพาะมากขึ้น โดยการออกแบบวัคซีนชนิด polytopic 
vaccines เป็นแบบ minigene ที่มีการแทรกชิ้นส่วนยีน H-2Dd (E2 protein) และ HLA-A-0201 (E1 และ core) 
เข้าไป plasmid vector ที่มีส่วนประกอบต่างๆ อาทิ immune enhancer elements, universal T helper 
epitope (PADRE), Endoplasmic reticulum signal sequence และ HBsAg genes เพ่ือเพ่ิมการ expression 
และ presentation ของ epitope ต่อ Th1 เพ่ือกระตุ้น CD8+ T cells (Arashkia, et al., 2009) ให้ผลกระตุ้น T 
cell response ได้สูงขึ้นและต่อต้าน HCV ได้ในหนูทดลอง  นอกจากนี้ได้มีรายงานการน า Bacillus 
calmeteGurein (BCG) มาใช้เป็น vector ร่วมกับ pDE22-CtEm และ pDE22-CS1 ด้วยการแทรกชิ้นส่วนของ 
Core, E2 และ CTL epitopes เข้าไป เพ่ือพัฒนาเป็น DNA vaccine ต่อ HCV ทีส่ามารถกระตุ้น cellular 
immunity ได้อย่างจ าเพาะในหนู แต่สามารถกระตุ้น humoral immue response ได้ดีต่อ rBCG-CtEm เท่านั้น 
(Wei et al., 2008) ในท านองคล้ายกัน ได้ผู้น ามาใช้พัฒนา DNA vaccine โดยใช้ non-structural gene (NS) เช่น 
NS5a ทีส่ามารถเพ่ิมการกระตุ้น T cell response ได้เมื่อใช้ผสมกับ adjuvant (Masalovaa et al., 2009)  ส่วน 
NS3 สามารถกระตุ้น T cell response ต่อ HCV ในผู้ติดเชื้อแบบฉับพลันและแบบเรื้อรังได้ (Cooper, et al., 
1999) และสามารถเหนี่ยวน าการตอบสนองได้ทั้ง Class I และ classII restricted T cell response (Shoukry et 
al., 2004) ดังนั้นจึงได้รับการสนใจว่า NS3 อาจน ามาพัฒนาเป็นวัคซีนได้ เนื่องจากมีความผันแปรทางพันธุกรรม 
(genetic variability) ต่ า ท าหน้าที่เป็น enzyme และเป็นโปรตีนที่มีขนาดค่อนข้างใหญ่ (Bartenschlager et al. 
1993; Bartenschlager et al. 1995; Failla et al., 1994; Pang et al., 2002) และเมือ่ใช้ NS3-4A protease 
สามารถกระตุ้น humoral immune response ได้มีประสิทธิภาพมาก (Lazdina et al., 2001) เพราะการปรากฏ
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ของ NS4A cofactor สามารถเพ่ิม intracellular stability ของ NS3 และยังเพ่ิมการแสดงออกของ NS3 ซึ่งมีผล
ในการเพิ่ม immunogenicity ของ NS3 ด้วย (Tanji et al., 1995) 

วิธีหนึ่งในการเพ่ิม immunogenicity ของ NS3 สามารถท าได้ด้วยการเปลี่ยนแปลงรหัสที่ก าหนดการ
สร้าง amino acid (codon) ให้สามารถแสดงออกของยีนภายใน mammalian cells ได้ดีขึ้น (codon 
optimization) ได้มีรายงานว่า optimized codon ของ NS5A แม้เพียงต าแหน่งเดียวสามารถเหนี่ยวน าให้เกิด 
polyfuncyional NS5A-specific CD8+ T cell responses ซึ่งมีผลในการยับยั้งการเจริญของ NS5A-expressing 
tumor cells เมื่อทดสอบ in vivo ได้ (Holmstrom et al., 2013) และ codon optimization ของ human 
papillomavirus E7 oncogene สามารถเหนี่ยวน า CD8+ T cell response ได้ทั้งนี้เป็นเพราะเกิด artificial 
immunogenicity ของ transgene ผ่าน dominant cryptic epitope (Lorenz et al., 2015) และสามารถ
ปกป้องการติดเชื้อได้ (Demi, et al., 2001; Wang, et al., 2011; Fooladi et al., 2014) 

 
ความส าคัญและที่มาของปัญหา 
 การติดเชื้อ HCV เป็นปัญหาสุขภาพที่เกิดขึ้นกับประชากรประมาณ 170 ล้านคนทั่วโลก (Lauer and 
Walker, 2001) ส าหรับในประเทศไทยพบอุบัติการณ์ของ HCV ประมาณ 2.15% ของประชากรทั้งหมด 
(Sunanchaikarn, et al., 2007) โดยพบ1-5 % ในกลุ่มผู้บริจาคเลือด (Kanistanon, et al., 1997, Jutavijittum, 
et al., 2009) ส่วนใหญ่ผู้ติดเชื้อหรือประมาณ 80% จะไม่แสดงอาการปรากฏออกมาเป็นระยะเวลาหลายๆปี อาจ
ถึง 20-30 ปี (WHO, 2000) แต่เชื้อไวรัสยังคงแฝงอยู่ภายในร่างกายและมีการพัฒนาของโรคไปอย่างช้าๆจนกลาย 
เป็นโรคตับเรื้อรัง และรุนแรงขึ้นจนเกิดอาการตับแข็ง (cirrhosis) และ มะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma 
หรือ HCC) ในที่สุด โดยการติดเชื้อ HCV จะแตกต่างกับการติดเชื้อด้วย hepatitis virus A (HAV) และ B (HBV) ที่
เป็นการติดเชื้อแบบฉับพลันและมีโอกาสเกิดโรคตับแข็งและมะเร็งตับได้น้อยกว่า  
 HCV อยู่ในตระกูล flaviviridae และ genus hepacivirus มี genome เป็น RNA สายเดี่ยวเส้นบวก มี
ความยาวประมาณ 9,600 นิวคลิโอไทด์ เนื่องจากเป็น RNA virus จึงมีการกลายพันธุ์ บนgenome ได้ง่าย จากการ
วิเคราะห์ทางสายสกุล (phylogenetic analysis) สามารถแบ่ง HCV ออกได้เป็น 6 สายพันธุ์ (genotype) ได้แก่ 
genotype 1 ถึง 6 และสามารถแบ่งย่อยได้มากกว่า 83 subtypes ที่พบกระจายอยู่ทั่วโลก (Chao et. al., 2011) 
และในผู้ป่วยที่ติดเชื้อแต่ละรายอาจมีประชากรของHCV ที่มีล าดับนิวคลิโอไทด์ที่มีความหลากหลายมาก 
(quasispecies) อยู่ภายในร่างกาย (Simmonds, 2004) นอกจากนี้ HCV ยังสามารถแฝงอยู่ภายในร่างกายจน
ก่อให้เกิดโรคเรื้อรัง (Alter and Seeff, 2000) รวมทั้งสามารถหลบเลี่ยงการต่อต้านจากระบบภูมิคุ้มกันได้ด้วย จาก
คุณสมบัติของ HCV ที่กล่าวมาท้ังหมดนี้จึงเป็นปัจจัยท าให้ไม่สามารถผลิตวัคซีนหรือยาที่มีประสิทธิภาพในป้องกัน
หรือรักษา HCV ได้ในปัจจุบัน 
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 ปัจจุบันการรักษาผู้ติดเชื้อ HCV ใช้วิธีการให้ PEG-IFN ร่วมกับ ribavirin ที่เป็น nucleotide analog แต่
การรักษาที่ต้องใช้ระยะเวลานานประมาณ 24-48 สัปดาห์ อาจท าให้เกิดพิษกับผู้ป่วย จากรายงานที่ผ่านมาพบว่า
การใช้ PEG-IFN ร่วมกับ ribavirin มีประสิทธิภาพในการรักษาต่อ genotype ทั้งหมดของ HCV ได้เพียง 50% 
เท่านั้น และเม่ือใช้ PEG-IFN และribavirin ในการรักษา genotype 2/3 จะวัดค่า SVR ได้ประมาณ 80-90% แต่
เมื่อใช้กับgenotype 1 ซึ่งเป็น genotype ที่พบมากถึง 70% กลับมีผลเพียงแค่ 40-50% เท่านั้น (Manns et. al., 
2001; Fried et al., 2002) 
 การสร้างวัคซีนเพ่ือใช้ป้องกัน HCV นับว่าเป็นงานท้าทายมาก ปัจจุบันการสร้างวัคซีนแบบทั่วไป 
(conventional vaccines) ซึ่งต้องใช้ไวรัสที่ active อยู่เป็นตัวตั้งต้นยังให้ผลของการตอบสนองน้อยมาก (Ulla et 
al., 2012) การป้องกันและควบคุม HCV ด้วยวิธีการสรา้ง DNA วัคซีนน่าจะได้ผลดีกว่าวัคซีนชนิดอ่ืนๆ เพราะ
สามารถกระตุ้นการสร้างได้ทั้ง Humoral Immune response และ Cell Mediated Immune response และมี
ข้อดีที่สามารถออกแบบได้ตามต้องการ โดยสามารถออกแบบให้ต่อต้านไวรัสที่มีหลาย genotypes และ หลาย
สายพันธุ์ได้ด้วยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมและยังสามารถเพ่ิมปริมาณได้มากด้วย นอกจากนี้ยังมีความปลอดภัยมาก
เมื่อเปรียบเทียบกับวัคซีนชนิด attenuated หรือ inactivated vaccines อย่างไรก็ตาม DNA vaccines มี
ความสามารถในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้ต่ า (low immunogenicity) โดยทั่วไปให้ผลการทดสอบใน
สัตว์ทดลองแตกต่างกับการทดสอบในคน (Spearman et al., 2009; Kutzler et al., 2004) ดังนั้นนักวิจัยจึงมี
ความพยายามในการเพ่ิม immunogenicity ของ DNA vaccines ด้วยวิธีต่างๆ ได้แก่ การคิดค้นวิธี น าเข้าสู่ภายใน
เซลล์, การใช้ molecular adjuvants ชนิดต่างๆ และ codon optimization เป็นต้น 
 โครงการวิจัยนี้มีจุดมุ่งหมายในการน า recombinant plasmid ทีม่ีส่วน DNA insert sequence ที่
ประกอบด้วย NS3 และ NS4A จาก HCV genotype 3 หรือ 6 ที่พบว่ามีความชุกของการแพร่ระบาดมาจาก
โครงการวิจัยก่อนหน้านี้ ท าการศึกษาการแสดงออกของยีนภายใน human cell line และเปรียบเทียบการ
แสดงออกของยีนที่มีล าดับนิวคลิโอไทด์แบบ wild type กับ optimized codon หาก recombinant plasmid มี
การแสดงออกของยีนได้ดีแล้วน่าจะสามารถใช้เป็น DNA vaccine ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันต่อ HCV ได้ 
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วัตถุประสงค์ 

 1. สร้าง recombinant plasmid โดยใช้ pcDNA3.1- vector ที่ประกอบด้วย NS3-4A gene ของ  
  HCV g3a หรือ 6f 
 2.  เปรียบเทียบการแสดงออกของ NS3-4A gene ระหว่าง wild type NS3-4A gene และ  
  optimized codon ทั้ง in vitro และ in vivo  

  
ขอบเขตการวิจัย  
 ชิ้นส่วน DNA ที่ประกอบด้วย non-structural 3-4A (NS3-4A) gene ของ HCV g3a หรือ 6f ที่มีความ
ยาวประมาณ 2.1 k ภายใน pVAX1 ที่สร้างจากโครงการวิจัยก่อนหน้านี้ไดถู้กเพ่ิมขยายจ านวนด้วยวิธี assembly 
PCR แล้วน ามา insert เข้าไปภายใน pcDNA3.1- vector  ล าดับนิวคลิโอไทด์ที่ทราบจากการวิเคราะห์ด้วย DNA 
sequencing ของ wild-type virus ไดน้ ามาเปลี่ยนแปลงให้เป็น codon ทีส่ามารถแสดงออกได้ดีใน mammalian 
cells จากนั้นน า recombinant plasmid ที่มีชิ้นส่วน NS3-4A gene ที่มีล าดับนิวคลิโอไทด์แบบ wild type  หรือ 
optimized codon ไปศึกษาเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนภายนอกเซลล์ด้วยวิธี in vitro transcription และ 
translation  หลังจาก transfection เข้าสู่ภายใน Hep2G cell line ซ่ึงมีต้นก าเนิดมาจาก liver human cell 
แล้วน ามาทดสอบภายในเซลล์ด้วยวิธี qRT-PCR , dot blot และ western blot  
 
 วิธีด าเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎี และ/หรือ แนวทางความคิดที่น ามาใช้ในการวิจัย 
 HCV เป็น RNA virus ที่มีอัตราการกลายพันธุ์สูง มีล าดับนิวคลิโอไทด์ที่มีความผันแปรจึงท าให้ถูกแบ่งย่อย
ออกเป็น genotype และ subtype ต่างๆ การพัฒนา DNA vaccine ให้มีประสิทธิภาพในการต่อต้านการติดเชื้อ
ได้จ าเป็นต้องมีการแสดงออกของยีนได้ดี และสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันที่มีความจ าเพาะต่อ genotype และ 
subtype โดยเฉพาะกลุ่มที่มีความชุกของการระบาดสูงในพ้ืนที่ การเปลี่ยนแปลงชนิดของ codon ให้เหมาะสมกับ
ประเภทของโฮสท์เซลล์น่าจะเป็นส่งเสริมให้ยีนมีการแสดงออกได้ดีขึ้นและน่าจะเป็นการเพ่ิม immunogenicity 
เมื่อใช้เป็น DNA vaccine ได ้
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
 ผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ทางด้านวิชาการโดยข้อมูลที่ได้จะท าให้ทราบถึงผลของการเปลี่ยนแปลง 
codon ของ wild type DNA insert ที่มีต่อการแสดงออกของยีนภายใน mammalian cells และน ามาใช้
ประโยชน์ในการสร้าง DNA vaccine ที่สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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 ผลงานวิจัยยังสามารถน าไปตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารระดับชาติและนานาชาติ อาทิ Journal of Medical 
Virology, Journal of Clinical Microbiology, Journal of General Virology, Gene therapyและ Clinical 
and Molecular Hepatology เป็นต้นและ DNA vaccine ที่สร้างขึ้นสามารถน าจดอนุสิทธิบัตรได้ 
 หน่วยงานที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์คือกระทรวงสาธารณสุข 
 

รายละเอียดเกี่ยวกับวิธีด าเนินการวิจัย  

 การสร้าง recombinant plasmid 

 ชิ้นส่วน NS3-4A region ไดถู้กเพ่ิมขยายจ านวน ด้วย one-step RT-PCR โดย primer ได้ถูกออกแบบให้

มีส่วนปลาย 5 และ 3 ทีป่ระกอบด้วย restriction site ของ BamHI และ XbaI ตามล าดับ เพ่ือประโยชน์ในการ 

cloning เข้าไปภายใน pcDNA3.1- vector (รูปที่ 1)  นอกจากนี้ forward primer ยังมีส่วนของ Kozak sequence 

และ ATG ทีใ่ช้ในการแสดงออกของยีน และส่วน reverse primer ประกอบด้วย stop codon      (รูปที่ 2)  

 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 แผนภาพของ pcDNA3.1- vector 

 
เนื่องจาก NS3-NS4A ของ HCV มีขนาดความยาวประมาณ 2.1 kb การสร้าง recombinant plasmid ใช้

ปฏิกิริยา one-step RT-PCR ที่สามารถเพ่ิมขยายจ านวนได้ชิ้นส่วนของ cDNA ทีละชิ้น โดยส่วนปลาย 3 ของชิ้น
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ที่ 1 มีล าดับนิวคลิโอไทด์ที่มีส่วน complementary กับส่วน 5 ของ cDNA ชิ้นที่สอง จากนั้นน าชิ้นส่วนที่ได้ทั้งคู่

กันมา assembly กันแล้วท าปฏิกิริยา PCR ในรอบสุดท้ายด้วยคู่ primer ที่จับที่ปลายสุดทาง 5 และ3 ของ NS3-
NS4A gene หลังจากเพ่ิมขยายจ านวนแล้วจะได้ชิ้นส่วนของ NS3-NS4A DNA ที่ยาวครบทั้งสาย ส าหรับการเพิ่ม

ขยาย NS3-NS4A gene ของ HCV g3a นั้น cDNA ชิ้นที่ 1 ใช้ forward primer ที่มีส่วนทีจ่ับจ าเพาะที่ปลาย 5 
ของ NS3 gene แต่มีส่วนที่เพ่ิมมาเป็น Kozak sequence ที่ช่วยในการแสดงออกของ gene และ ล าดับนิวคลิโอ
ไทด์ของ pcDNA3.1- ที่ใช้ใน in fusion ligation (In-Fusion cloning kit ; Clontech) และ HCV R 4655 ซึ่งเป็น 
reverse primer หลังจากการเพิ่มขยายชิ้นส่วนของยีนแล้วจะได้ผลผลิต cDNA ขนาดประมาณ 1,297 bp ส่วน 
cDNA ชิ้นที่สองมีขนาดประมาณ 867 bp ได้จากการเพ่ิมขยายยีนโดยใช้คู่ของ primer F4633 และ reverse 
primer ที่ประกอบด้วย stop sequence ตามด้วยล าดับนิวคลิโอไทด์ของ pcDNA3.1- ที่ใช้ใน in fusion ligation 
และในท านองเดียวกันการขยายเพิ่มจ านวนของ HCV g6f ใช้คู่ของ primer คูแ่รก คือ pcDNA3.1- HCVg6f Kozak 
F และ HCV R4689 ส่วนคู่ที่สองคือ HCV F4669 และ pCDNA3.1- HCVg6f Stop R      (ตารางที่ 1) 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2 แผนผังการจับของ primer ที่บริเวณต่างๆ ใน NS3/4A  region ของ HCV 
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ตารางท่ี 1 ล าดับนิวคลิโอไทด์ของ primer ที่ใช้ในงานวิจัย 
 

name sequences Tm Binding 
sites 
(nt) 

Expected 
band 

Total 
Expected 
band 

pcDNA3.1 
HCVg3a Kozak F 

5-CGTTTAAACGGGCCCTCTAGAATGAGGCCGTGAGGTGT -3 83.3 3376 1279 bp 2124 bp 
(NS3-NS4A) 
G3a HCV  R4655  5-ACGACGTCTCCTGTTGTTGGTAT-3 65.6 4655 

HCV F4633  5-ATACCAACAACAGGAGACGTCGT-3 65.6 4633 867 bp 

pCDNA3.1 
HCVg3a Stop R 

5-CTTGGTACCGAGCTCGGATCCCAGCTTGTGAGCACT -3 83.6 5500 

pcDNA3.1 
HCVg6f Kozak F 

5-CGTTTAAACGGGCCCTCTAGAATGAAGAGCAAGGGCTG -3 81.7 3393 1269 bp 2104 bp 
(NS3-NS4A) 
G6f HCV R4689  5-GTAGCCGGTCATAAGGGCGTC-3 68.6 4689 

HCV F4669  5-GACGCCCTTATGACCGGCTAC-3 68.6 4669 828 bp 

pCDNA3.1 
HCVg6f Stop R 

5-CTTGGTACCGAGCTCGGATCCGCTTAGAGCACTCCT-3 82 5497 

G3aRT_F 5-TATTGCCTGCCTCAAAGG-3 53.9 3828 131 bp คูก่ับ R3959 

G6fRT_F 5-ACTTAGAGGTCATCACCAGCACC-3 64.7 5307 190 bp คู่กับ 
pCDNA3.1 
HCVg6f Stop 
R 

 
 
Ligation และ การคัดเลือก recombinant plasmid 
DNA insert ที่ประกอบด้วย NS3-NS4A ของ HCVg3a หรือ HCV g6f ที่มขีนาดประมาณ 2.1 kb ได้ถูก

น าไป insert เข้าไปภายใน BamHI และ XbaI linearlized pcDNA3.1-  ด้วย homologous recombination 
ระหว่างปฏิกิริยา PCR โดยใช้ชุดทดสอบ In-Fusion cloning kit (Clontech) ซ่ึงได้ก าหนดให้ต้องออกแบบ primer 
ที่นอกจากจับจ าเพาะที่ปลายทั้งสองข้างของ NS3/4A region แล้วยังมีส่วนเกินที่จับปลายทั้งสองข้างของ BamHI 
และ XbaI linearlized pcDNA3.1- ประมาณ 15 bp ด้วยเพื่อใช้ใน homologous recombination โดยใช้
อัตราส่วน (mass) ของ insert DNA ต่อ vector เท่ากับ 2:1 หรือประมาณ100 ng: 50 ng ตามวิธีที่แนะน ามากับ
ชุดทดสอบ จากนั้นน าผลผลิตที่ได้ไป transform เข้า JM109 competent cells ด้วยวิธี heat shock แล้วคัดเลือก 
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recombinant colonies ที่สามารถเจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด LA ที่มี 50 g/ml kanamycin สกัด 
plasmid จาก transformants มาพิสูจน์ความถูกต้องของชิ้น DNA insert โดยการตรวจคัดกรองขั้นแรกใช้วิธีการ
วิเคราะห์บน 0.8% agarose gel electrophoresis หากเป็น  recombinant plasmid จะสังเกตการเคลื่อนที่ของ 
แถบ DNA ช้ากว่า pCDNA3.1- vector หลังจากนั้นน ามาพิสูจน์ต่อด้วยการตัดด้วย BamHI และ XbaI digestion 
และ PCR นอกจากนี้ยังยืนยันความถูกต้องของล าดับนิวคลิโอไทด์ด้วย DNA sequencing ที่เป็นวิธีมาตรฐานด้วย 

 
 การออกแบบ codon optimization 

 ล าดับนิวคลิโอไทด์ของ wild type NS3/4A ของ HCV genotype 3a หรือ 6f ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่พบการ

ระบาดมีอัตราชุกสูงจากงานวิจัยที่ผ่านมาได้ถูกน ามาเปลี่ยนแปลงให้เป็นชนิดของ codon ที่ใช้มากที่สุดใน human 

cells (Gene Universal, Inc) แล้วน าผลจากการวิเคราะห์มาสร้างสาย synthetic nucleotide และปลายสาย 5 

และ 3 มี restriction site เป็น BamHI และ XbaI เพ่ือใช้ใน cloning ภายใน pcDNA3.1- vector (Invitrogen, 

USA) หลังจากตัดด้วย enzyme ดังกล่าว แล้วน า DNA constructs ไป ligation แล้ว น าส่วนผสมไป transform 

เข้าไปใน E. coli สายพันธุ์ JM109  เพ่ือเจริญเพิ่มจ านวนแล้วน าไปวิเคราะห์หาล าดับ นิวคลิโอไทด์เพ่ือยืนยันความ

ถูกต้องของล าดับนิวคลิโอไทด์ ต่อไป   

 วิธี In vitro transcription และ translation 

 Recombinant plasmids ที่ประกอบด้วย HCV genotype 3a หรือ 6f ที่มีล าดับนิวคลิโอโทด์ แบบ 

wide-type genotype ละ 2 ตัวอย่างและที่ผ่านการท า codon optimization มา genotype ละ 1 ตัวอย่าง และ 

pcDNA3.1-  vector รวมทั้งสิ้น 7 ตัวอย่างจะถูกน ามาทดสอบการแสดงออกของยีน โดยท าปฏิกิริยาควบรวม

ระหว่าง transcription และ translation ได้ผลผลิตโปรตนีภายในหลอดทดลอง โดยปฏิกิริยาประกอบด้วย  1 g 

Recombinant plasmids และ TNT®T7 master mix,  methionine ตามท่ีระบุในชุดทดสอบ          ในปริมาตร

ทั้งหมด 50 l หลังจากนั้นน าส่วนผสมไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30C เป็นเวลา 60-90 นาที แล้วน าไปวิเคราะห์ผลผลิต

โปรตีนที่ได้ด้วย SDS-PAGE ย้อมสีด้วย Commassie brilliant blue และวิเคราะห์ด้วย western blot โดยใช้ 

rabbit anti-HCV NS3 polyclonal antibody (ab250686, Abbiotect) ดังวิธีการทีจ่ะกล่าวโดยละเอียดต่อไป 
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 Transfection เข้า HepG2 cell lines 

HEPG2 cell line จ านวน 1.3x105 cells /1 ml ใน 1XDMEM low glucose serum-free medium   ที่

มี 1X penicillin- streptomycin, 0.55 g/ml fungizone  และ 0.01 M Hepes, pH 6.8 ได้ถูกเพาะเลี้ยงลงใน 

24 well-culture plate น าเซลล์ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37C , 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง วันถัดมาเตรียมปฏิกิริยา 

transfection โดยใช้ 1 g plasmid ใน 100 l serum-free medium โดย plasmid ประกอบด้วย HCV 
genotype 3a หรือ 6f ที่มีล าดับนิวคลิโอโทด์ แบบ wide-type genotype ละ 2 ตัวอย่างและท่ีผ่านการท า codon 
optimization มา genotype ละ 1 ตัวอย่างโดยมี pcDNA3.1- หรือ mock cell ที่มีเพียงอาหารเลี้ยงเชื้อ เป็น 

negative control เติม 2 l Turbofect transfection reagent (Thermo scientific) ลงไปผสมเบาๆ ให้เข้ากับ 
plasmid ด้วย vortexing แล้วน าส่วนผสมไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15-20 นาที เมื่อครบเวลาให้ถ่ายโอน 
DNA lipid complex ที่ได้จากปฏิกิริยา ลงไปในแต่ละหลุมของ culture plate ที่ label ว่าวันที่ 1,2 หรือ 3 
ตามล าดับ โดยทันทีที่เติมส่วนผสมลงไปรีบ mix กระจายให้ทั่วแล้วน าไปบ่มในตู้ 5% CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 

37C หลัง transfection เป็นเวลา 24, 48 หรือ 72 ชั่วโมง ท าการล้างเซลล์ในหลุมด้วย 200 l 1X PBS และเติม 

200 l trypsin บ่มที่อุณหภูมิเป็นเวลา 2-3 นาที เพ่ือเซลล์ให้หลุดจากก้นหลุม แล้วหยุดปฏิกิริยาด้วย 200 l 

serum-free medium จากนั้นดูดเซลล์เพื่อน าไปปั่นเพ่ือเก็บ cell pellet น าไปสกัดโปรตีนด้วย 50 l RIPA 

buffer (Thermo Scientific) ที่เติม Halt protease inhibitor cocktail (Thermo Scientific) 10 l/ml ให้มี
ความเข้มข้นเป็น 1 เท่า และน าไปวัดความเข้มข้นของโปรตีนที่สกัดได้ด้วยชุดสกัดด้วย PieceTM BCA protein 
assay kit (Thermo Scientific)  ก่อนน าไปวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในขั้นตอนต่อไป 
 
 การวิเคราะห์การแสดงออกของ NS3 gene  ด้วยวิธี dot blot และ Western blot 
  โปรตีนที่แสดงออกภายใน HepG2 cell lines ไดถู้กน ามาวิเคราะห์การแสดงออกของยีนตามวันที่ก าหนด
ด้วยวิธี dot blot และวิเคราะห์หาความจ าเพาะด้วย western blot ส าหรับการวิเคราะห์ด้วย dot blot ให้หยด
โปรตีน 20 ng ลงบนแผ่น nitrocellulose membrane จากนั้นน าแผ่น membrane ไปอบใน oven ที่อุณหภูมิ 

80C ตลอดคืน แล้วน ามาบ่มด้วย rabbit anti-HCV NS3 polyclonal antibody (ab250686, Abbiotect)    ที่
อุณหภูมิห้องโดยเขย่าตลอดเวลา เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติม Optimized HRP reagent working dilution 
(Piece Fast Western Blot Kit, Super Signal West Pico Substrate, Rabbit (Thermo Scientific) บ่มที่
อุณหภูมิห้องพร้อมเขย่าตลอดเวลาเบาๆ เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นล้างแผ่น membrane ด้วย 1x wash buffer 
ด้วยการเขย่าตลอดเวลา เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 3 ครั้ง เติม KPL 1-Component TMB Membrane Peroxidase 
Substrate (seracare) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาทีแล้วสังเกตจุดสีที่เกิดข้ึนแล้วหยุดปฏิกิริยาด้วยการจุ่ม
ในน้ าสะอาดประมาณ 20-30 วินาที ส าหรับการทดสอบด้วยวิธี western blot  ท าการแยกโปรตีนปริมาณ 50 ng 
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ด้วย SDS-PAGE ที่ประกอบด้วย 5%  stacking gel 10% separating gel กระแสไฟ    25 mA 60 volt 30 นาท ี
และ 60 mA 120 Volt 2 ชั่วโมง จากนั้นขนถ่ายโปรตีนไปยัง nitrocellulose membrane ด้วย กระแสไฟ 36 mA 
300 volt เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  30 นาที จากนั้นอบแผ่น membrane ตามด้วยสภาวะที่ใช้ทดสอบด้วยวิธี dot blot 
แล้วตรวจสอบแถบสีโปรตีนเมื่อใช้ KPL 1-Component TMB Membrane Peroxidase Substrate (seracare) 
หรือ chemiluminescence จากการปะฟิมพ์หลังจากเติม SuperSignal® West Pico Substrate (Pierce® Fast 
Western Blot Kit, Thermo Scientific) 
 
 การวิเคราะห์การแสดงออกของ NS3 gene ด้วยวิธี qRT-PCR 

 HepG2 ที่ผ่านการ transfection 3 วัน ได้ถูกน ามาสกัด total RNA ด้วย Trizol reagent ในอัตราส่วน 1 

ml ต่อ 50-100 mg น้ าหนักของเซลล์ และ protease inhibitor cocktail 10 l แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

5 นาทีจากนั้นเติม 0.2 ml Chloroform ต่อ 1 ml Trizol reagent ผสมให้เข้ากันด้วยการใช้มือเขย่าเป็นเวลา 15 

วินาที แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2-3 นาที จากนั้นปั่นที่ 12000xg เป็นเวลา 15 นาทีที่ 4C แล้วถ่ายโอนส่วนใส

ชั้นบนที่ประกอบด้วยส่วนของ RNA ไปยังหลอดใหม่จากนั้นตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เติม 0.5 ml 

isopropanol ลงไปในอัตราส่วนต่อ 1 ml Trizol reagent ที่ใช้ในการ lysis ตอนต้น ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องแล้ว

บ่มเป็นเวลา 10 นาทีจากนั้นปั่นที่12000xg เป็นเวลา 10 นาททีี่ 4C เก็บส่วนตะกอนลักษณะคล้ายเจลที่ก้นหลอด

และท้ิง supernatant ไป น าตะกอนที่ได้ไป resuspend ใน 1 ml 75% ethanol อัตราส่วนต่อ 1 ml Trizol 

reagent ที่ใช้ในการ lysis ตอนต้น แล้ว vortex เบาๆ จากนั้นน าไปปั่น 7500xg เป็นเวลา     10 นาที ที่ 4C แล้ว

ปล่อยให้แห้งประมาณ 5-10 นาที resuspend pellet ใน 30 l DEPC water (RNAase-free water) แล้วบ่ม 

55-60C เป็นเวลา 15 นาทีแล้วน าไปทดลองในขั้นต่อไปหรือเก็บที่ -70C 

 การวิเคราะห์ผลการแสดงออกของ NS3 gene เริ่มต้นด้วยการสังเคราะห์สาย cDNA จาก RNA ด้วย 

SuperScript® III first-strand synthesis system for RT-PCR (Invitrogen) โดยผสม 5 M Oligo (dT) 

primer, 1 mM dNTPs mix และ 1pg-5 ug total RNA ที่สกัดจาก HepG2 cell line ในปริมาตรรวม 10 l 

แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65C เป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือ denature RNA และคงสภาพไว้ด้วยการวางทิ้งไว้ในน้ าแข็ง

ประมาณ 2 นาที แล้วท าปฏิกิริยา annealing ต่อในปฏิกิริยารวมทั้งหมด 20 l ที่ประกอบด้วย 1XRT buffer,  5 

mM MgCl2, 2 U RNaseOut และ 10U SuperScript® III ผสมให้เข้ากัน ตามด้วยขั้นตอน cDNA synthesis ด้วย 
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reverse transcriptase ที่อุณหภูมิ 50C เป็นเวลา 50 นาที ได้ first strand DNA ที่เป็นผลผลิตที่ผสมอยู่กับ RNA 

template จากนั้นหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 85C เป็นเวลา 5 นาทีปั่นเบาๆ ให้ส่วนผสมจากข้างหลอดไหลมา

รวมกันแล้ววางไว้ในน้ าแข็ง 2 นาที ตามด้วยการก าจัด RNA template ด้วย 0.1 U RNaseH ที่อุณหภูมิ 37C เป็น

เวลา 20 นาท ี

 First-strand DNA ที่ได้น าเข้าสู่ปฏิกิริยา PCR เพ่ือสร้าง cDNA ที่มีส่วนประกอบด้วย 1xGC buffer,   0.2 

mM dNTPmix, 0.5 mM forward และ reverse primer ที่จับจ าเพาะต่อ HCVg3a, HCVg6f หรือ GAPDH 

house-keeping gene ที่ใช้เป็น internal control โดยขยายเพิ่มจ านวนด้วย 0.01U Phusion DNA polymerase 

ในปริมาตร 50 lได้ผลผลิตเป็น cDNA ดังปฏิกิริยาที่แนะน ามากับ Phusion High-Fidelity DNA polymerase 

(Thermo Scientific) โดยใช้ HCVg3a (G3aRT_F และ HCVG3a stop  R primer) , HCVg6f (G6fRT_F และ 

HCVG6f stop  R primer) และ GAPDH (GAPDH F315 และ GAPDH R628 primer) ด้วย annealing temp ที่

อุณหภูมิ 48.3, 60.5, 60C ตามล าดับ น าผลผลิตที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis ได้

ชิ้นส่วนของ cDNA ขนาดประมาณ 131, 190 และ 313 bp ตามล าดับและน า cDNA ผลผลิตที่ได้เข้าสู่ปฏิกิริยา 

qPCR (Luna® universal qPCR master mix, New England Biolab) ดังปฏิกิริยาที่แนะน ามากับชุดทดสอบ ที่

ประกอบด้วย 1X qPCR master mix, 0.25 M forward และ reverse primer และ DNA template ปริมาณ

ตามความเหมาะสมในปริมาตรรวม 20 l ด้วย initial denaturationที่ 95C,    1 นาท ี , denaturation, 

annealing, extension; 95C 15 วินาที; 60C 1 นาที และ 80C, 30 วินาที ตามล าดับจ านวน 45 cycles  และ 

melt curve 95C 1 นาที 
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ผลการวิจัย 
 
การสร้าง DNA vaccine 
 เนื่องจาก NS3-NS4A gene มีความยาวประมาณ 2100 kb ที่จัดว่าค่อนข้างมีขนาดความยาวและเกิน

ประสิทธิภาพที่ DNA polymerase ที่ใช้กันปกติจะสามารถท าปฏิกิริยาเพ่ิมจ านวนได้ครั้งเดียว ดังนั้นการ

สังเคราะห์ชิ้นส่วนของยีนเป้าหมายจึงต้องท าปฏิกิริยา assembly PCR ด้วยการเพ่ิมจ านวน DNA ทีละชิ้นแล้ว

น ามาต่อกัน โดยมีการออกแบบ primer ให้ทางปลาย 5 มี Kozak sequence และ ATG start codon และที่

ปลาย 3 มี stop codon เพ่ือช่วยให้ยีนมีการแสดงออก จากการการเพ่ิมจ านวน DNA ชิ้นที่ 1 และ 2 ของ HCV 

g3a หรือ g6f มีความยาวประมาณ 1300 bp และ 900 bp ตามล าดับ (รูปที่ 3) และภายหลังจาก assembly แล้ว

ได้ชิ้นที่ยาวครบสมบูรณ์ประมาณ 2100 bp (รูปที่ 4) อย่างไรก็ตามปฏิกิริยา assembly PCR พบชิ้นส่วนของ DNA 

ที่ไม่จ าเพาะเกิดขึ้นด้วยจึงท าการสกัดแยกชิ้นส่วนของ DNA เป้าหมายออกมาท าให้บริสุทธิ์และน าไป cloning เข้า

ไปในpcDA3.1- ด้วย homologous recombination โดยใช้ชุดทดสอบ In-Fusion cloning kit ผลจากการสกัด 

plasmid จาก transformant ที่เจริญบน LA ที่มี 100 g/m ampicillin ของ HCVg6f จาก 10 transformants  

พบแถบ DNA band shift เมื่อเปรียบเทียบกับขนาดของ vector เมื่อวิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose gel 

electrophoresis (รูปที่ 5) และเม่ือวิเคราะห์ผลด้วย restriction enzyme analysis ตัดด้วย enzyme BamHI 

และ XbaI พบว่ามี DNA insert ในทุก transformant (รูปที่ 6) และเช่นเดียวกับการวิเคราะห์ผลด้วย PCR พบแถบ 

DNA เป้าหมายขนาด 828 bp ได้เหมือนกับ positive control (รูปที่ 7) และในท านองคล้ายกันจากการสกัด 

plasmid จาก HCVg3a transformants ที่พบแถบ DNA band shift เมื่อเปรียบเทียบกับขนาดของ vector เมื่อ

วิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis (รูปที่ 8) จากการวิเคราะห์ผลด้วย restriction enzyme 

analysis  พบทุกตัวอย่างยกเว้น 1.4K มีชิ้นส่วนของ DNA เมื่อตัดด้วย enzyme BamHI และ XbaI (รูปที่ 9) และ

เมื่อน าไปวิเคราะห์ต่อด้วย PCR พบว่ามีเพียง no 1.1K, 1.8K, 1.9K และ 1.10K ยกเว้น transformants no 1.6K  

ที่มีการเพ่ิมขยายชิ้นของ DNA เป้าหมายขนาดพอๆ positive control (รูปที่ 10) อย่างไรก็ตามทุกตัวอย่างให้ผล 

nonspecific band ด้วย จากผลการวิเคราะห์ทั้งหมดได้ท าการคัดเลือก NS3-NS4A ของ HCVg3a หรือ g6f ไปหา

ล าดับนิวคลิโอไทด์และน า HCVg3a no 1.9K และ 1.10K หรือ HCVg6f no .9K และ 1.10K ที่ผ่านการยืนยันแล้ว

ว่ามีล าดับนิวคลิโทไทด์ถูกต้องไปท าการทดลองในการทดสอบการแสดงออกของยีนต่อไป 

 

 



15 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3 : การสร้างชิน้ส่วน DNA ที่ประกอบด้วย NS3-NS4A ชิน้ท่ี 1 และ 2 ของ HCVg3a หรือ g6f 
ด้วยปฏิกิริยา PCR 

Lane 1: Marker 

Lane 2: g6f  ชิน้ท่ี 1 ยาว 1296 bp annealing 52.6C 

Lane 3: g6f ชิน้ท่ี 1 1296 bp 63.6C annealing 63.6C 

Lane 4: g6f ชิน้ท่ี 2 828 bp 828 annealing 63.6C 

Lane 5: g3a ชิน้ท่ี 1 ยาว 1296 bp annealing 60C 

Lane 6: g3a ชิน้ท่ี 2 ยาว 867 bp annealing 60C 
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รูปท่ี 4 การสร้างชิน้ส่วน DNA ที่ประกอบด้วย NS3-NS4A ทัง้สายของ HCVg3a หรือ g6f ด้วยปฏิกิริยา 
assembly PCR 

Lane 1: Marker 

Lane 2-3 : 2104 bp ของ g6f 

Lane 4-6: 2124 bp ของ g3a 
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รูปท่ี 5 plasmid ที่สกัดจาก transformants ของ HCVg6f  

Lane 1: Marker 

Lane 2: pcDNA3.1- 

Lane 3-12: plasmid จาก transformants no 1-10 
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รูปท่ี 6 Restriction enzyme analysis ของ HCVg6f transformants  ด้วย BamHI-XbaI  

Lane 1: Marker 

Lane 2: pcDNA3.1- 

Lane 3-12 : transformants no 1-10 
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 รูปท่ี 7  PCR analysis ของ HCVg6f transformants   

Lane 1: Marker 

Lane 2: 828 bp DNA fragment, positive control 

Lane 3-5 : 828 bp DNA fragment ของ HCVG6f transformants  

  

  

 1         2      3   4 5 
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รูปท่ี 8 plasmid ที่สกัดจาก transformants ของ HCV g3a 

Lane 1: Marker 

Lane 2: pcDNA3.1- 

Lane 3-12: plasmid จาก transformants no 1-10 
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รูปท่ี 9 Restriction enzyme analysis ของ HCVg3a transformants  ด้วย BamHI-XbaI 

Lane 1: Marker 

Lane2: pcDNA3.1- (negative control) 

Lane 3: pcDNA/g3a เก่า (positive control) 

Lane4-9 :transformants no 1.1, 1.4, 1.6, 1.8, 1.9 และ 1.10K ตามล าดบั 
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รูปท่ี 10  PCR analysis ของ HCVg3a transformants   

Lane 1: Marker 

Lane 2: pcDNA3.1-/g3a (positive control) 

Lane 3-7 : transformants g3a no 1.1K, 1.6K, 1.8K, 1.9K และ 1.10K 

 

การแสดงออกเป็นโปรตีน 

 Recombinant plasmid ที่ประกอบด้วย NS3-NS4A ของ HCVg3a หรือ g6f ได้ถูกน าไปเปลี่ยนแปลง 

codon ให้เหมาะกับการแสดงของยีนภายใน mammalian cell line HEPG2 ที่มีต้นก าเนิดมาจาก human liver 

cells และน ามาทดสอบเปรียบเทียบกับ Recombinant plasmid ที่มีล าดับ nucleotide แบบ wild-type จาก

การทดสอบด้วย in Vitro transcription และ translation และวิเคราะห์ผลด้วยการน าโปรตีนใน crude extract 

มาแยกออกจากด้วย SDS-PAGE gel electrophoresis และย้อมสีด้วย Commassie brilliant blue พบว่าทุก

ตัวอย่างมีรูปแบบของโปรตีนไม่มีความแตกต่างจาก HEPG2 cell ที่ transfect ด้วย pcDNA3.1 vector ที่ใช้เป็น

negative control ((รูปที่ 11, lane 2) และเมื่อน าไปทดสอบด้วยวิธี western blot โดยใช้ rabbit anti-HCV NS3 
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polyclonal antibody (ab250686, Abbiotect) พบแถบโปรตีนเป้าหมายที่มีขนาดประมาณ 74 kDa   (รูปที่ 12) 

ที่มคีวามเข้มจางๆ HCV g3a ที่มีล าดับ nucleotide แบบ wild-typeทั้ง 2 ตัวอย่าง 

 เมื่อน า recombinant plasmid ทั้งหมดน าเข้าไปภายใน HEPG2 cell line หลังจาก transfection ใน

วันที่ 2 และ 3 ไดส้กัดโปรตีนน ามาทดสอบการแสดงออกของ NS3 gene ด้วยวิธี dot bot ด้วย rabbit anti-HCV 

NS3 polyclonal antibody (ab250686, Abbiotect) เพ่ือทดสอบหาวันที่มีการแสดงออกของโปรตีนมากที่สุด 

จากผลการทดลองพบว่า หลังจาก transfection วันที่ 3 น่าจะมีการแสดงออกของยีนดีกว่าวันที่ 2 ที่มีจุดโปรตีนสี

จางๆ และไม่จ าเพาะ  โดย g3a 1.10K, g6f 2K และ 3K มีจุดโปรตีนที่มีสีเข้มกว่าตัวอย่างอ่ืนและไม่พบจุดสีของ 

negative control Mock cell ที่ไม่มีการ transfection (M0) และ cell ที่ transfection ด้วย vector 

(pcDNA3.1-) (รูปที่ 13) อย่างไรก็ตามเมื่อน าโปรตีนที่สกัดได้มาแยกด้วย SDS-PAGE และวิเคราะห์ผลด้วย 

western blot ด้วย rabbit anti-HCV NS3 polyclonal antibody (ab250686, Abbiotect) ไม่พบแถบโปรตีน

เป้าหมายที่มีขนาดประมาณ 74 kDa (รูปที่ 14) 
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รูปท่ี 11 SDS-PAGE จาก in Vitro transcription และ translation  

Lane 1: Chromatein prestained protein ladder (Vivantis) 

Lane 2: pcDNA3.1- (negative control) 

Lane 3: g3a optimized codon 

Lane 4: g3a (1.9K)  

Lane 5: g3a (1.10K) 

Lane 6: g6f optimized codon 

Lane 7: g6f (2K) 

Lane 8: g6f (3K) 
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รูปท่ี 12 Western blot  จาก in Vitro transcription และ translation  

Lane 1: pcDNA3.1- 

Lane 2: g3a optimized codon 

Lane 3: g3a (1.9K)  

Lane 4: g3a (1.10K) 

Lane 5: g6f optimized codon 

Lane 6: g6f (2K) 

Lane7: g6f (3K) 
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รูปท่ี 13 dot blot analysis จาก HepG2 transfected cell 
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รูปท่ี 14 Western blot analysis จาก HepG2 transfected cell 

 

การแสดงออกเป็น RNA 

 จากการวิเคราะห์ผลการแสดงออกของยีนด้วยวิธี real-time PCR เพ่ือหาค่า relative gene expression 

ของ recombinant plasmid เปรียบเทียบกับเซลล์ที่ transfection ด้วย vector (pcDNA3.1-) ที่ใช้เป็น negative 

control โดยเริ่มต้นได้ท าปฏิกิริยา RT ตามด้วย PCR โดยใช้ primer ที่จ าเพาะต่อยีนเป้าหมาย จากผลผลิตที่ได้

พบว่าตัวอย่างจาก g3a หรือ g6f มีการเพ่ิมขยายชิ้นส่วนของ DNA เป้าหมายได้ขนาดของผลผลิตตามที่คาดไว้

ประมาณ 131 และ 190 bp ตามล าดับ และไม่พบผลผลิต DNA จาก M0 และ pcDNA3.1- negative control (รูป

ที่ 15) ส่วน GAPDH ที่เป็น endogenous gene ที่ใช้ใน normalization ได้ขนาดของผลผลิตตามที่คาดไว้ประมาณ 

313 bp (ไม่ได้แสดงรูป) หลังจากน าชิ้นส่วน DNA ไปทดสอบต่อด้วยปฏิกิริยา real-time PCR ได้ค่า ct ที่แตกต่าง

กัน และมี melting curve ที่ต าแหน่งเดียวกัน (รูปที่ 16-21) และสรุปค่า ct ที่ได้ไว้ในตารางที่ 2 จากผลการ
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วิเคราะห์ relative gene expression ของ NS3 gene พบว่า 1.9K และ 1.10K มีการแสดงออกของยีนสูงถึง 24-

27 ล้านเท่า ส่วน g3a optimized codon มีการแสดงออกของยีนประมาณ 4 ล้านเท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ 

PcDNA3.1- ที่ใช้เป็น negative control ส่วน g6f 2K เท่านั้นที่มีการแสดงออกได้ดีประมาณ 4 ล้านเท่า ซ่ึงดีกว่า 

g6f 3K ที่มีการแสดงออกเพียงประมาณกว่า 1 แสนเท่า ส่วน g6f optimized codon มีการแสดงออกของยีนน้อย

มาก ประมาณ 1000 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกับ vector control  
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รูปท่ี 15 การสร้าง cDNA ของ HepG2 cell line transfect ด้วย pcDNA3.1-/g3a หรือ g6f  

Lane 1 และ 14: Marker 

Lane 2 และ 8:  non-transfected cells (Mo) 

Lane 3 และ 9: pcDNA3.1- 

Lane 4: optimized codon g3a 

Lane 5: wild-type codon g3a 1.9K 

Lane 6: wild-type codon g3a 1.10K 

Lane 7 และ 13: negative 

Lane 10: optimized codon g6f 

Lane 11: wild-type codon g6f 2K 

Lane 12: wild-type codon g6f 3K 
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รูปท่ี 16 การเพิ่มจ านวน NS3-NS4A ด้วย real-time PCR ของ HepG2 ที่ transfection ด้วย pcDNA3.1-

/HCVg3a  
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รูปท่ี 17 การเพิ่มจ านวน NS3-NS4A ด้วย real-time PCR ของ HepG2 ที่ transfection ด้วย pcDNA3.1-

/HCVg6f 
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รูปท่ี 18 real-time PCR ของ HepG2 ที่ transfection ด้วย non-transfected cells (Mo) 
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รูปท่ี 19 real-time PCR ของ HepG2 ที่ transfection ด้วย pcDNA3.1- vector control 
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รูปท่ี 20 การเพิ่มจ านวน GADPH endogenous control ด้วย real-time PCR ใน cell-transfected ด้วย 
HCVg3a หรือ g6f  
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รูปท่ี 21  การเพิ่มจ านวน GAPDH endogenous control ด้วย real-time PCR ใน cell-transfected   ด้วย 
pcDNA3.1-  
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ตารางท่ี 2 สรุป Relative gene expression ของยีนเป้าหมายเมื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคุม 

 
Sample Ct of NS3A 

(target 
gene) 

Ct of GAPDH 
(reference 
gene) 

ct 
(ct target- 
reference 
gene 

ct 

(ct target-

ct calibrator 

fold 
expression 

= 2 (-Ct) 
 

Pc (calibrator) 31.93 9.74 22.19 0 1 
g3a optimized 9.99 9.74 0.25 -21.94 4,023,445 
g3a 1.9K 7.22 9.74 -2.52 -24.71 27,444,239 
g3a 1.10K 7.39 9.74 -2.35 -24.54 24,393,611 
g6f optimized 21.85 9.74 12.11 -10.08 1,082.386 
g6f 2K 10.06 9.74 0.32 -21.87 3,832,887 

 
g6f 3K 14.96 9.74 5.22 -16.97 128,374.6 
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อภิปราย/วิจารณ์ (Discussion) 
 
 ไวรัสตับอักเสบชนิดซี (HCV) เป็นไวรัสที่มีการกลายพันธุ์สูงมาก สามารถแบ่งออกได้เป็นหลายสายพันธุ์
และยังแบ่งย่อยออกได้หลาย subtypes จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ของตัวอย่างทั้งหมด 67 ตัวอย่างของ
ผู้ติดเชื้อ HCV จากงานวิจัยที่ผ่านมาด้วย ยืนยันได้ว่าเป็นล าดับนิวคลิโอไทด์ของ HCV จริง และสามารถจ าแนก
ออกเป็น 4 genotypes โดยมีการเรียงล าดับตามความชุกจากมากไปหาน้อยได้แก่ genotype 1, 6, 3 และ 4 ที่มี
ความชุกคิดเป็นร้อยละ 49.25, 26.87, 22.39 และ 1.49 ตามล าดับ เนื่องจาก HCV มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมมากจึงสามารถจ าแนก genotype ออกเป็น subtypes ย่อยต่างๆ ได้ โดย genotype 1 ที่พบมีการ
ระบาดท่ัวโลก และพบมากท่ีสุดจากผลการวิจัยที่ผ่านมาด้วย ส่วน genotype 6 ที่พบมากในประเทศไทยและทวีป
เอเชียตะวันออกใต้ มีความชุกคิดเป็นร้อยละ 26.87 สามารถจ าแนกออกเป็น 6 subtypes ได้แก่ 6a, 6e, 6f, 6h, 
6n, และ 6o โดยที่ 6f มีความชุกมากที่สุดในการศึกษาที่ผ่านมาด้วย คิดเป็นร้อยละ 11.94  ส่วน genotype 3 ที่
พบระบาดมากในทวีปเอเชียและเคยเป็น genotype ที่เคยพบมากท่ีสุดพบมีความชุกเป็นอันดับ 3 จากงานวิจัยนี้ 
คิดเป็นร้อยละ 22.39 โดยสามารถจ าแนกออกเป็น 2 subtypes ได้แก่ 3a และ 3b ที่มีความชุกเรียงตามล าดับจาก
มากไปหาน้อยคิดเป็นร้อยละ  17.91 และ 4.48 ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบ genotype 4 เพียง 1 ตัวอย่าง ซึ่งปกติ
พบน้อยอยู่แล้วมีค่าความชุกคิดเป็นร้อยละ 1.49 จากข้อมูลดังกล่าวสอดคล้องกับงานวิจัยที่มีรายงานก่อนหน้านี้ว่า 
genotype  6 และ 3 เป็น genotype ที่มีการแพร่ระบาดมากในทวีปเอเชียรวมทั้งประเทศไทยด้วยและยังไม่มีการ
ผลิต DNA vaccine ที่ต่อต้านสายพันธุ์ทั้งสอง ดังนั้นจึงเลือก genotype 3a และ 6f มาท า DNA vaccine ด้วยการ
สร้าง recombinant plasmid ที่มีชิ้นส่วนของ DNA ทีป่ระกอบด้วย NS3-NS4A gene แทรกเข้าไปภายใน 
pcDNA3.1- vector  โดย NS3 เป็นโปรตีนที่มีมวลโมเลกุลประมาณ 67 kDa จัดเป็น multifunctional activity 
ประกอบไปด้วย NS3 serine proteinase domain อยู่ในส่วนของ N-terminal ที่ประกอบด้วย 189 aa ซึ่งท า
หน้าที่เกี่ยวข้องในการตัดแยกโปรตีนระหว่าง NS3-4A, 4A-4B, 4B-5A และ 5A-5B ส่วน NTPase/helicase อยู่ใน
ส่วนของ C-terminal ที่ประกอบด้วย 442 aa มีบทบาทต่อ RNA-stimulated NTPase activity, RNA binding 
และการคลายเกลียวของ RNA ท าให้เกิด RNA replication เกิดขึ้นได้อย่างสมบูรณ์ ส่วน NS4A protein เป็น
โปรตีนที่มีมวลโมเลกุลประมาณ 8 kDa มีทั้งหมด 54 aa จัดเป็น cofactor ของ NS3 serine protease activity 
ดังนั้นการสร้าง DNA vaccine ต่อ NS3-4A complex จึงมีบทบาทส าคัญในการขัดขวาง replication ของไวรัส 
 เนื่องจาก NS3-NS4A gene มีความยาวประมาณ 2.1 kb ที่จัดว่าค่อนข้างยาวเกินประสิทธิภาพที่ DNA 
polymerase ที่ใช้กันปกติจะสามารถท าปฏิกิริยาเพ่ิมจ านวนได้ในครั้งเดียว ดังนั้นการสังเคราะห์ชิ้นส่วนของยีนจึง
ต้องท าปฏิกิริยา assembly PCR โดยเพิ่มจ านวนทีละชิ้น แล้วน ามาต่อกัน จากการผลการทดลองการเพ่ิมขยายยีน
เป้าหมาย โดย DNA ชิ้นที่ 1 ของ HCVg6f ที่มีความยาวประมาณ 1300 bp สามารถเพ่ิมขยายจ านวน DNA ได ้

annealing temperature ที่อุณหภูมิ 52.6C หรือ 63.6C และ ชิ้นที่ 2 ยาว 900 bp มี annealing 
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temperature ที่อุณหภูมิ 52.6C หรือ 63.6C และในท านองเดียวกัน HCV g3a มีการเพิ่มขยายชิ้นส่วนของชิ้น

ที่ 1 และ 2 ที่มีขนาดความยาว 1300 และ 900 bp แต่มี annealing temperature ที่อุณหภูมิ 60.0C เท่ากัน 
การที่ annealing temperature มีความแตกต่างกันนั้นขึ้นกับความยาวและชนิดของเบสที่เป็นส่วนประกอบของ 
primer ที่มีผลต่อ ค่า Tm หลังจากได้ชิ้นส่วนของ DNA ชิน้ที่ 1 และ 2 แล้ว น ามา assembly เข้าด้วยกันด้วย

ปฏิกิริยา PCR อีกครั้ง โดยใช้คู่ primer ที่จับที่ปลายสุดทาง 5 และ3 ของ NS3-NS4A gene และก าหนดให้
ชิ้นส่วน DNA แต่ละชิ้นมีปริมาณมากกว่า 30 ng  จะได้ชิ้น DNA ที่ยาวครบสมบูรณ์ประมาณ 2100 bp อย่างไรก็
ตามจากผลที่ปฏิกิริยา PCR ที่ได้ยังพบ nonspecific band ที่เป็นเช่นนี้อาจเนื่องจาก primer สามารถจับบริเวณ
อ่ืนแบบไม่จ าเพาะและ annealing temperature อาจยังไม่เหมาะสม จึงจ าเป็นต้องท าการตัดแถบ DNA เป้าหมาย
แยกออกแถบ DNA ที่ไม่จ าเพาะอ่ืนๆ ออกมาจาก agarose gel เพ่ือน าไป insert เข้าไปภายใน vector ต่อไป  
 NS3-NS4A gene ของ HCVg3a หรือ HCV g6f ที่มขีนาดประมาณ 2.1 kb ได้ถูกน าไป insert เข้าไป
ภายใน pcDNA3.1- vector ด้วย homologous recombination ด้วยชุดทดสอบ In-Fusion cloning kit 
(Clontech) หลังจาก transform เข้าสู่ JM109 competent cells ด้วยวิธี heat shock แล้วมีการคัดเลือก 

recombinant colonies ที่สามารถเจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด LA ที่มี 50 g/ml kanamycin น ามาสกัด 
plasmid เพ่ือพิสูจน์ความถูกต้องของชิ้น DNA insert โดยการตรวจคัดกรองขั้นแรกใช้วิธีการวิเคราะห์บน 0.8% 
agarose gel electrophoresis จากการสังเกตเห็น  recombinant plasmid มีการเคลื่อนที่ของแถบ DNA ช้า 
(band shift) กว่า vector สันนิษฐานว่า recombinant plasmid น่าจะมีชิ้น DNA insert หลังจากนั้นน ามาพิสูจน์
ต่อด้วยการตัดด้วย BamHI และ XbaI digestion พบชิ้น DNA insert ขนาดประมาณ 2.1 Kb ผลที่ได้สอดคล้อง
กับวิธีการทดสอบด้วยวิธี PCR ที่ใช้ primer ในการเพ่ิมขยายชิ้นส่วนของ 828 bp ภายในส่วน DNA insert หลังจาก
ยืนยันความถูกต้องด้วย DNA sequencing ที่เป็นวิธีมาตรฐานพบว่ามีNS3-NS4A มีล าดับนิวคลิโอไทด์เป็นของ 
HCVg3a หรือ g6f จริง 
 recombinant plasmid ที่มีล าดับนิวคลิโอไทด์แบบ wild-type หรือที่มีการเปลี่ยนแปลง codon ให้เป็น
ชนิดที่เหมาะสมกับการแสดงออกภายใน mammalian cell lines แล้วได้ถูกน ามาท าการแสดงออกของยีน
เบื้องต้นด้วยวิธี in vitro transcription และ translation โดยเปรียบเทียบกับ pcDNA3.1- vector  negative 
control จากการน า total protein ที่สร้างได้จากปฏิกิริยามาแยกด้วย SDS-PAGE polyacrylamide 
electrophoresis พบว่าทุกตัวอย่างมีแถบโปรตีนจ านวนมากและรูปแบบไม่มีความแตกต่างจาก pcDNA3.1- 
vector  negative control จึงอาจเป็นไปได้ว่า non-specific protein อาจมีเป็นจ านวนมากท าให้ background 
สูงและอาจมากลบโปรตีนเป้าหมายที่มีจ านวนน้อยได้ จึงน าไปทดสอบต่อด้วย western blot ด้วย rabbit anti-
HCV NS3 polyclonal antibody (ab250686, Abbiotect) พบแถบโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 74 kDa ที่มคีวาม
เข้มจางๆ จากปฏิกิริยาของ g3a ทั้ง 2 ตัวอย่าง (HCV g3a 1.9K และ 1.10K) ที่คาดว่าน่าจะเป็นแถบโปรตีน
เป้าหมาย แต่เมื่อน า recombinant protein ทั้งหมดไป transfect เข้าไปใน HEPG2 ที่มีต้นก าเนิดมาจากเซลล์ตับ 
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จากการทดสอบด้วยวิธี dot blot ด้วย rabbit anti-HCV NS3 polyclonal antibody (ab250686, Abbiotect) 
พบจุดโปรตีนที่มีสีเข้มในวันที่ 3 จากบางตัวอย่างและวันที่ 2 พบจุดโปรตีนที่ไม่จ าเพาะจาก pcDNA3.1- vector 
control และเม่ือยืนยันความจ าเพาะด้วย western blot กลับไม่พบแถบโปรตีนเป้าหมายที่มีขนาดประมาณ 74 
kDa จากผลที่ได้น่าจะเป็นเพราะ primary antibody ที่ใช้และวางจ าหน่ายเป็น polyclonal antibody ทีจ่ับ
จ าเพาะต่อ common genotype ของ HCV  เช่น g1a, g2a หรือ g2b ส่วน uncommon genotype จากงานวิจัย
นี้ทั้ง g3a หรือ g6f ซ่ึงมีล าดับ amino acid ที่แตกต่างจาก common genotype ถึง 75% แอนติบอดีจึงไม่สามารถ
จดจ าและจับได้ ดังนั้นการทดสอบการแสดงออกของยีนด้วยวิธี dot blot และ western blot ด้วย polyclonal 
antibody ที่จับจ าเพาะต่อ common genotype ที่วางจ าหน่ายอยู่จึงน่าจะเป็นวิธีที่เหมาะสม จ าเป็นต้องทดสอบ
การแสดงออกของยีนด้วยวิธีอ่ืน เช่น real-time PCR 
 จากผลการทดสอบด้วยวิธี real-time PCR พบว่า g3a ทั้ง 2 ตัวอย่างมีการแสดงออกของยีนได้  
สูงถึง 24-27 ล้านเท่า ส่วน g3a optimized codon มีการแสดงออกของยีนประมาณ 4 ล้านเท่า ส่วน g6f มีการ
แสดงออกได้น้อยกว่า g3a มาก เพียง g6f 2K เท่านั้นที่มีการแสดงออกได้ดีประมาณ 4 ล้านเท่า ส่วน g6f 
optimized codon มีการแสดงออกของยีนน้อยมาก ประมาณ 1000 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกับ vector control จะ
เห็นได้ว่า wild-type nucleotide อาจสามารถแสดงออกของยีนในระดับสูงได้ และoptimization codon อาจไม่
จ าเป็นให้ผลในการเพ่ิมการแสดงออกของยีนเสมอไป ที่เป็นเช่นนี้อาจขึ้นกับประสิทธิภาพของโปรแกรมในการ 
optimization codon และ optimized codon อาจไม่ได้สัมพันธ์โดยตรงการเพิ่ม immunogenicity ของ
แอนติเจนด้วย  
 
สรุปและเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัยในขั้นตอนต่อไป  
 NS3-NS4A gene ของ HCV g3a มีการแสดงออกของ NS3-NS4A ได้ดีกว่า HCV g6f โดยที่มีล าดับนิวคลิ
โอไทด์แบบ wild-type codon มีการแสดงออกของยีนได้ กว่า optimized codon ทั้ง HCVg3a และ g6f  
 ข้อเสนอแนะส าหรับการทดสอบขั้นต่อไปควรผลิต polyclonal antibody ที่จ าเพาะต่อ HCVg3a หรือ g6f 
เองด้วยน าแอนติเจนไปการกระตุ้นหนูหรือกระต่ายและน าแอนติบอดีที่ได้มาทดสอบด้วยวิธี western blot หรือใช้
วิธีทดสอบด้วย in vitro transcription และ translation แล้วก าจัด nonspecific protein เพ่ือลด background 
ก่อนแล้วทดสอบผลผลิตโปรตีนที่ได้ด้วยปฏิกิริยา non-radioactive translation systems แทนการใช้แอนติบอดี
ทดสอบเหมือนวิธี western blot เมื่อยืนผลการทดสอบได้แล้วควรน า recombinant DNA     ที่สามารถแสดงออก
ของยีนเป้าหมายได้ดีภายใน cell line ไปทดสอบ immunogenicity ต่อไป 
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ผลผลิต  (Output)  
 Recombinant DNA ที่ประกอบด้วย NS3-NS4A gene ของ HCV g3a หรือ HCV g6f ที่มีการแสดงออก
ได้ดีใน HepG2 cell line และน่าจะพัฒนาเป็น DNA vaccine ถ้าสามารถพิสูจน์ได้ว่าสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
ต่อต้านการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีและน าตีพิมพ์ผลงานในวารสารต่างประเทศและน าไปยื่นจดสิทธิบัตรได้ 
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