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คํานํา 

 หนังสือเลมนี้ถูกจัดทําขึ้น โดยมีวัตถุประสงคในการเผยแพรความรูทางวิชาการ และการ

แนะแนวทางการฝกทักษะทางดานคอมพิวเตอรในการศึกษา และการทําวิจัยท่ีเก่ียวของกับอณู

ชีววิทยาของเชื้อไวรัส โดยประกอบดวยรายละเอียดของหัวขอตางๆ ไดแก ฐานขอมูลทางดาน

ชีวภาพ ฐานขอมูลทางดานไวรัสวิทยา การวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด การวิเคราะห

ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ เทคนิคดานอณูไวรัสวิทยาท่ีเก่ียวของกับ PCR และ RNAi รวมท้ัง

การออกแบบไพรเมอรดวยคอมพิวเตอร เปนตน ดังนั้นหนังสือเลมนี้จึงเหมาะสําหรับนักศึกษาใน

ระดับปริญญาตรี โท และเอก รวมท้ังนักวิจัยในสาขาวิทยาศาสตรสุขภาพ วิทยาศาสตร

การแพทย เทคโนโลยีชีวภาพ ชีวเคมี อณูชีววิทยา จุลชีววิทยา และไวรัสวิทยา โดยหวังเปนอยาง

ยิ่งวาผูอานจะนําความรู และทักษะในการวิเคราะหขอมูลทางดานอณูชีววิทยาของเชื้อไวรัสดวย

การใชคอมพิวเตอรไปใชในการตอยอดงานวิจัยและสามารถแนะนําผูท่ีเก่ียวของได 

 ผูนิพนธขอขอบคุณ ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางดานไวรัสวิทยาคลินิก ศูนยเชี่ยวชาญ

เฉพาะทางดานโรคตับอักเสบและมะเร็งตับ และ ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางดานชีววิทยาเชิงระบบ 

คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ท่ีใหโอกาสในการศึกษาวิจัย ทําใหสามารถรวบรวม

ความรูและประสบการณตลอดระยะเวลา 15 ป ในงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับอณูชีววิทยาของเชื้อ

ไวรัสอุบัติใหมและอุบัติซํ้าในประเทศไทย เพ่ือเรียบเรียงขึ้นเปนหนังสือเลมนี้ สําหรับเนื้อหาใน

สวนท่ีเปนเว็บไซต โปรแกรม และฐานขอมูล ซ่ึงมีการอัปเดตอยางตอเนื่อง อาจทําใหเนื้อหาและ

รูปภาพแตกตางไปจากขอมูลท่ีแสดงในหนังสือ ผูนิพนธจึงขออภัยในความคลาดเคล่ือนมา ณ ท่ีนี้ 

และหากมีโอกาสจะดําเนินการปรับปรุงขอมูลในการพิมพครั้งตอไป   อยางไรก็ตามรูปภาพสวน

ใหญท่ีใชประกอบในหนังสือ นํามาจากเว็บไซต โปรแกรม และฐานขอมูลท่ีเปนขอมูลสาธารณะ 

เพ่ือประโยชนในการเรียนรูและสงเสริมทางวิชาการเทานั้น มิไดมีผลประโยชนเชิงพาณิชย โดยผู

นิพนธไมมีความประสงคในการจําหนายหนังสือเลมนี้ แตจะดําเนินการจัดพิมพจํานวนจํากัดและ

แจกจายไปยังสถาบันทางการศึกษา ตลอดจนหนวยงานวิจัยตางๆ พรอมท้ังจัดทําเปนหนังสือ

อิเล็กทรอนิกสเผยแพรแกผูอานท่ัวไป เพ่ือใหเกิดประโยชนสูงสุดทางดานวิชาการอยางแทจริง  

รองศาสตราจารย ดร.สัญชัย พยุงภร 



 
 

คํานิยม 

 ความกาวหนาทางวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีเปนไปอยางรวดเร็ว ประกอบกับขอมูล

สารสนเทศเปนจํานวนมาก จึงจําเปนอยางยิ่งท่ีนักวิทยาศาสตร นักวิจัย จําเปนท่ีจะตองรูวิธีการ

เขาถึงขอมูลจํานวนมากไดอยางถูกตอง รวดเร็ว และสามารถวิเคราะหดังกลาว เพ่ือท่ีจะใชตอ

ยอดในการสรางเปนองคความรูใหม หรือประยุกตใชใหเกิดประโยชนตอไป  

หนังสือเรื่องอณูไวรัสวิทยาเชิงคอมพิวเตอร เปนหนังสือท่ีไดรวบรวมเนื้อหาทางดานอณู

ชีววิทยาของเชื้อไวรัสไวอยางสมบูรณและครบถวน ไดแก ฐานขอมูลทางดานชีวภาพ ฐานขอมูล

ทางดานไวรัสวิทยา การวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด การวิเคราะหความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการ เทคนิคดานอณูไวรัสวิทยาท่ีเก่ียวของกับ PCR และ RNAi รวมไปถึงการออกแบบไพร

เมอรดวยคอมพิวเตอร โดยเนื้อหาในหนังสือเลมนี้ เกิดจากการสั่งสมประสบการณหลายปในการ

สอนและการศึกษาวิจัยของ รองศาสตราจารย ดร.สัญชัย พยุงภร ซ่ึงเปนผูท่ีมีความมุงม่ัน ต้ังใจ 

ในการทํางานอยางตอเนื่อง สุดทายนี้จึงหวังเปนอยางยิ่งวาหนังสือเลมนี้จะเปนประโยชนสูงสุด

ทางดานวิชาการแก นิสิต นักศึกษา นักวิทยาศาสตร และนักวิจัย ในสถาบันการศึกษาและ

สถาบันวิจัยตางๆ 
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ฐานขอมูลทางดานชีวภาพ 

Biological Databases  

 ในปจจุบันฐานขอมูลทางดานชีวภาพมีความสําคัญเปนอยางมาก เนื่องจากเปนแหลง

รวบรวมขอมูลท่ีไดจากการศึกษาวิจัย และการทดลองทางวิทยาศาสตรสะสมมาต้ังแตอ ดีตถึง

ปจจุบัน ซ่ึงการเก็บขอมูลมหาศาลเหลานี้ จะมีประโยชนในการเผยแพรใหนักวิจัย และ

นักวิทยาศาสตรท่ัวโลกไดนําไปประยุกตใชตอไป ในท่ีนี้จะกลาวถึงเฉพาะฐานขอมูลของ National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) เนื่องจากมีขอมูลท่ีมีประโยชนมากมาย และ

เปนท่ีนิยมใชมากท่ีสุด 

ฐานขอมูล NCBI [https://www.ncbi.nlm.nih.gov] 

 ฐานขอมูล NCBI กอต้ังขึ้นในป ค.ศ. 1988 จัดเปนแผนกหนึ่งใน National Library of 

Medicine (NLM) ของ National Institutes of Health (NIH) ประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึงเปนผูนํา

ทางดานชีวสารสนเทศ วิทยาการคอมพิวเตอร และเทคโนโลยีชีวภาพ เม่ือเขาสูหนาแรกของ 

ฐานขอมูล NCBI (รูปท่ี 1.1) จะประกอบไปดวยสวนตางๆ ไดแก 

 

รูปท่ี 1.1 หนาแรกของฐานขอมูล NCBI [https://www.ncbi.nlm.nih.gov] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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• Search เปนการคนหาในฐานขอมูลโดยใสคําสําคัญ (key words) ท่ีเราตองการคนหา 

• Welcome to NCBI เปนการแบงหมวดหมูของฐานขอมูลตามลักษณะการใช ไดแก 

 Submit ใชในกรณีท่ีตองการสงขอมูลเขาสู NCBI database 

 Download ใชในกรณีท่ีตองการดาวนโหลดขอมูลจาก NCBI database 

 Learn ใชเพ่ือคนหาสื่อการสอนสําหรับการใช NCBI database 

 Develop ใชเพ่ือคนหาโปรแกรมหรือ code ตางๆ สําหรับการพัฒนา software 

 Analyze ใชเพ่ือคนหาโปรแกรมหรือเครื่องมือ ในการวิเคราะหขอมูล 

 Research ใชเพ่ือคนหางานวิจัยของ NCBI และโครงการวิจัยรวมตางๆ  

• Resource เปนการแบงหมวดหมูตามกลุมของฐานขอมูล ไดแก Chemicals & 

Bioassays, Data & Software, DNA & RNA, Domains & Structures, Genes & 

Expression, Genetics & Medicine, Genomes & Maps, Homology, Literature, 

Proteins, Sequence Analysis, Taxonomy, Training & Tutorials และ Variation 

เปนตน 

• Popular Resources เปนการแสดงฐานขอมูลท่ีไดรับความนิยมอยางแพรหลาย ไดแก 

PubMed, Bookshelf, PubMed Central, PubMed Health, BLAST, Nucleotide, 

Genome, SNP, Gene, Protein และ PubChem เปนตน 

• NCBI News & Blog เปนการแจงขาวสารหรือการปรับปรุงใหมๆ จากทาง NCBI  

 เนื่องจาก NCBI database เปนฐานขอมูลท่ีมีขนาดใหญมาก และมีการรวบรวมขอมูล

ทางดานชีวภาพ และการแพทย จึงเหมาะสําหรับนักวิจัย และนักวิทยาศาสตรในแขนงตางๆ ไดแก 

เคมี ชีวเคมี พันธุศาสตร อณูชีววิทยา จุลชีววิทยา วิทยาศาสตรการแพทย เทคโนโลยีชีวภาพ และ

พันธุวิศวกรรม เปนตน สําหรับในหนังสือเลมนี้จะมุงเนนเฉพาะฐานขอมูลท่ีเก่ียวของในการศึกษา

อณูชีววิทยาของไวรัสดังนี้  
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• PubMed ฐานขอมูลการอางอิงและบทคัดยอสําหรับบทความวิจัยทางดานวิทยาศาสตร

และการแพทย ซ่ึงสามารถเชื่อมโยงไปสูบทความฉบับเต็มในเว็บไซตของวารสารทาง

วิชาการระดับนานาชาติ  

• Genomes ฐานขอมูลท่ีประกอบดวยรหัสพันธุกรรมท้ังจีโนมของสิ่งมีชี วิตมากกวา 1000 

ชนิด 

• Nucleotide ฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด ของสิ่งมีชีวิตจากหลาย

แหลงขอมูล ไดแก GenBank, RefSeq, TPA และ PDB  

• Protein ฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูลโปรตีนจากหลายแหลงขอมูล ไดแก GenPept, 

RefSeq, Swiss-Prot, PIR, PRF และ PDB 

• Structure ฐานขอมูลโครงสรางสามมิติของสารชีวโมเลกุล ท่ีรวบรวมจาก  Protein 

Data Bank (PDB) และประกอบดวยเครื่องมือสําหรับการจําลองภาพสามมิติและการ

วิเคราะหเปรียบเทียบโครงสราง 

• Taxonomy ฐานขอมูลชื่อและอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิตมากกวา 160,000 ชนิดท่ีมี

ขอมูลโมเลกุลในฐานขอมูล NCBI  

• OMIM ฐานขอมูลของยีนและความผิดปกติทางพันธุกรรมของมนุษย 

• BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) เปนเครื่องมือท่ีใชในการคนหาสวน

ของยีนหรือโปรตีนท่ีมีความคลายคลึงกัน โดยโปรแกรมจะเปรียบเทียบลําดับนิวคลิโอ

ไทดหรือกรดอะมิโนกับฐานขอมูลและคํานวณนัยสําคัญทางสถิติของความเหมือน จึง

สามารถใชเพ่ือหาความสัมพันธระหวางบทบาทหนาท่ีและวิวัฒนาการของยีนในสิ่งมีชี วิต 

 ในการใชงานแตละฐานขอมูลยอยท่ีอยูใน NCBI database จะมีความเชื่อมโยงกัน (รูปท่ี 

1.2) กลาวคือ เม่ือเราคนหาบทความวิชาการในฐานขอมูล PubMed และในบทความนั้นๆ มีการ

รายงานขอมูลเก่ียวกับลําดับนิวคลิโอไทดของเชื้อไวรัส ก็จะมี link ใหกดเม่ือเขาไปดูขอมูลลําดับ

นิวคลิโอไทดท่ีเก่ียวของได  
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 ในทางกลับกันถาเราคนหาขอมูลลําดับนิวคลิโอไทดของเชื้อไวรัส ก็จะมี link ใหกดเขาไป

ดูวาลําดับนิวคลิโอไทดดังกลาวไดมาจากบทความวิจัยเรื่องใด ดังนั้นจึงทําใหผูใชฐานขอมูลมีความ

สะดวกสบายในการคนควาขอมูลอยางรวดเร็ว และมีการอางอิงแหลงท่ีมาไดอยางเหมาะสม ใน

ลําดับตอไปจะเปนรายละเอียดการใชงานฐานขอมูลตางๆ ใน NCBI database 

 

รูปท่ี 1.2 แผนผังความเชื่อมโยงระหวางฐานขอมูลตางๆ ใน NCBI ท่ีนิยมใช 

 

ฐานขอมูล PubMed [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed] 

 PubMed เปนฐานขอมูลบทความวิจัยทางดานวิทยาศาสตรและการแพทย ซ่ึงสามารถ

เชื่อมโยงไปสูบทความฉบับเต็มในเว็บไซตของวารสารทางวิชาการระดับนานาชาติได จากหนา

แรกของ NCBI website (รูปท่ี 1.1) เม่ือคลิกท่ีคําวา PubMed (บริเวณดานขวาภายใตหัวขอ 

Popular Resources) จะเชื่อมโยงไปยังฐานขอมูล PubMed (รูปท่ี 1.3) ท้ังนี้สามารถพิมพคํา

สําคัญท่ีตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน จากนั้นคลิกท่ีคําวา Search ก็จะเปนการ

คนหาบทความท่ีเก่ียวของได ยกตัวอยางเชน หากพิมพคําวา hepatitis B virus แลวคลิกท่ีคําวา 

Search ก็จะไดผลดังรูปท่ี 1.4 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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รูปท่ี 1.3 ฐานขอมูล PubMed [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed] 

 

รูปท่ี 1.4 ตัวอยางผลการคนหาบทความใน PubMed โดยใชคําวา hepatitis B virus  
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 จากรูปท่ี 1.4 เปนผลท่ีไดจากการคนหาบทความท่ีเก่ียวของกับคําวา hepatitis B virus 

ในฐานขอมูล PubMed จะพบวามีบทความท่ีเก่ียวของจํานวนมาก (46,486 เรื่อง) หากดู

รายละเอียดเพ่ิมเติมในรูปท่ี 1.4 จะพบวาบทความเรื่องท่ี 1 และ 2 นั้นมีคําวา hepatitis B virus 

ปรากฎอยูในชื่อเรื่อง ในขณะท่ีเรื่องท่ี 3 พบคําวา viral hepatitis ไมใช hepatitis B virus 

(อาจจะเปน hepatitis virus ชนิดอ่ืน) หรือเรื่องท่ี 4 จะไมพบคําวา hepatitis B virus ในชื่อเรื่อง

เลย แสดงใหเห็นวาการใสคําสําคัญ (key word) เพียงคําเดียวเพ่ือคนหาบทความใน PubMed 

นั้นคําสําคัญดังกลาวไมจําเปนตองปรากฎอยูในชื่อเรื่องของบทความเทานั้น อาจจะปรากฎอยูใน

สวนอ่ืนๆ ของบทความก็ได เชน บทคัดยอ บทนํา เอกสารอางอิง เปนตน ซ่ึงจะทําใหไดจํานวน

บทความท่ีเก่ียวของมากเกินไป ไมจําเพาะเจาะจง ดังนั้นในทางปฏิบัติจึงควรใชคําสําคัญหลายๆ 

คําพรอมกันเพ่ือใหการคนหามีความจําเพาะและตรงประเด็นกับเรื่องท่ีเราตองการ นอกจากนี้เรา

ยังสามารถระบุไดวาคําสําคัญแตละคําท่ีใสลงไปนั้นตองการใหคนหาในสวนใดของบทความ ซ่ึงจะ

เรียกวาการคนหาขั้นสูง (advanced search) จากรูปท่ี 1.3 เม่ือคลิกท่ีคําวา Advanced (อยูใต

ชองวางท่ีใหใสคําสําคัญ) จะไดผลดังรูปท่ี 1.5 

 การคนหาบทความในฐานขอมูล PubMed ดวยวิธี Advanced search 

 การคนหาบทความในฐานขอมูล PubMed ดวยวิธี Advanced search นั้นจําเปนท่ี

จะตองระบุขอบเขตในการคนหาคําสําคัญวาจะตองการหาคํานั้นๆ ในสวนใดของบทความ เชน 

คนหาเฉพาะในสวนชื่อเรื่อง ชื่อวารสาร ชื่อผูนิพนธ ปท่ีตีพิมพ ประเภทของบทความ เปนตน ซ่ึง

ขอบเขตของการคนหาท่ีสําคัญและนิยมใชในการคนหาบทความสรุป ดังตารางท่ี 1  

 นอกจากการกําหนดขอบเขตของการคนหาแลว การคนหาบทความดวยวิธี Advanced 

search จําเปนตองใสคําสําคัญหลายๆ คําเพ่ือใชในการคนหารวมกัน จึงจําเปนตองใชตัวเชื่อมโยง 

เพ่ือสรางเง่ือนไขในการคนหา ไดแก 

• AND (และ) เปนการระบุเง่ือนไขการคนหาวาจะตองพบท้ัง 2 คําจึงจะแสดงผล เชน ใส

คําวา Payungporn AND hepatitis virus ระบบการคนหาก็จะแสดงเฉพาะบทความท่ี

มีคําท้ัง 2 คําปรากฏอยูในบทความ 
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• OR (หรือ) เปนการระบุเง่ือนไขการคนหาวาถาพบคําใดคําหนึ่ง ก็จะแสดงผล เชน ใสคํา

วา Payungporn OR hepatitis virus ระบบการคนหาก็จะแสดงบทความท่ีมีคําใด คํา

หนึ่งปรากฏอยูในบทความก็ได 

• NOT (ไม) เปนการระบุเง่ือนไขการคนหาวาใหพบคําหนึ่งเทานั้น แตตองไมพบอีกคําหนึ่ง 

จึงจะแสดงผล เชน ใสคําวา Payungporn NOT hepatitis virus ระบบการคนหาก็จะ

แสดงบทความท่ีมีเฉพาะคําวา Payungporn แตจะตองไมมีคําวา hepatitis virus 

ปรากฏอยูในบทความ 

ตารางท่ี 1 การกําหนดขอบเขตของการคนหาบทความดวยวิธี advanced search 

ขอบเขตของการคนหา ความหมาย ตัวอยางคําสําคัญท่ีใช 

Affiliation ชื่อสถาบันของทีมวิจัย Chulalongkorn university 

Author ชื่อสกุลของผูนิพนธ Payungporn 

Author-First* ชื่อสกุลของผูนิพนธลําดับแรก  Payungporn 

Author-Last* ชื่อสกุลของผูนิพนธลําดับสุดทาย Payungporn 

Date-Publication วัน/เดือน/ป ท่ีตีพิมพบทความ  2015-2018 

Journal ชื่อวารสาร J Virol 

Language ภาษาท่ีใชในบทความ English 

Publication Type ประเภทของบทความ Review 

Title ชื่อเรื่องบทความวิจัย Hepatitis  

Title/Abstract ชื่อเรื่องหรือบทคัดยอ Hepatitis 

* หมายเหตุ: Author-First ผูนิพนธลําดับแรก จัดเปนผูนิพนธหลักท่ีมีสวนรวมในการทําวิจัยมาก

ท่ีสุด สวนAuthor-Last ผูนิพนธลําดับสุดทาย มักจะเปน corresponding author ท่ีควบคุมและ

กํากับงานวิจัย   
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รูปท่ี 1.5 การคนหาบทความวิจัยในฐานขอมูล PubMed ดวยวิธี Advanced search 

[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/advanced] 

 ตัวอยางการคนหาบทความในฐานขอมูล PubMed ดวยวิธี Advanced search 

 ตัวอยางท่ี 1 ถาตองการคนหาบทความเก่ียวกับ hepatitis B virus ท่ีตีพิมพใน

วารสารวิชาการ Nature ในชวง 5 ปท่ีผานมา สามารถคนหาได (รูปท่ี 1.5) ดังนี้ 

• คําสําคัญท่ี 1 ใชคําวา hepatitis B virus โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อเรื่อง (Title) 

• คําสําคัญท่ี 2 ใชคําวา Nature โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อวารสาร (Journal) 

• คําสําคัญท่ี 3 ใชคําวา 2013 to 2018 โดยระบุใหคนหาเฉพาะปท่ีตีพิมพ (Date-

Publication) 

• โดยใชเง่ือนไข AND ในการเชื่อมคําสําคัญท้ัง 3 คํา เขาดวยกัน เพ่ือสรางเง่ือนไขในการ

คนหาใหมีความจําเพาะ จากผลจากการคนหาจะพบวามีบทความเพียง 1 เรื่องเทานั้นท่ี

ตรงประเด็นตามเง่ือนไข 

 ตัวอยางท่ี 2 ถาตองการคนหาบทความเก่ียวกับ hepatitis B virus ท่ีตีพิมพจากสถาบัน

ตางๆ ในประเทศไทย ยกเวนจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย สามารถคนหาไดดังนี้ 

• คําสําคัญท่ี 1 ใชคําวา hepatitis B virus โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อเรื่อง (Title) 

• คําสําคัญท่ี 2 ใชคําวา Thailand โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อสถาบัน (Affiliation) 
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• คําสําคัญท่ี 3 ใชคําวา Chulalongkorn university โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อสถาบัน 

(Affiliation) 

• โดยใชเง่ือนไข AND ในการเชื่อมคําสําคัญท่ี 1 และ 2 เขาดวยกัน และใชเง่ือนไข NOT 

ในการเชื่อมคําสําคัญท่ี 2 และ 3 เพ่ือสรางเง่ือนไขในการคนหาใหมีความจําเพาะ จากผล

จากการคนหาจะพบวามีบทความจํานวน 46 เรื่องท่ีตรงประเด็นตามเง่ือนไข [ผลการ

คนหาเม่ือวันท่ี 12 เม.ย. 61] 

 ตัวอยางท่ี 3 ถาตองการคนหาบทความเก่ียวกับ เชื้อไวรัสไขหวัดใหญ สายพันธุ H5N1 

หรือ H1N1 ท่ีตีพิมพเปนบทความประเภท review โดยมีผูนิพนธคือ Payungporn สามารถคนหา

ไดดังนี้ 

• คําสําคัญท่ี 1 ใชคําวา H5N1 โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อเรื่อง (Title) 

• คําสําคัญท่ี 2 ใชคําวา H1N1 โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อเรื่อง (Title) 

• คําสําคัญท่ี 3 ใชคําวา review โดยระบุใหคนหาเฉพาะประเภทของบทความ 

(Publication Type) 

• คําสําคัญท่ี 4 ใชคําวา Payungporn โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อผูนิพนธ (Author) 

• โดยใชเง่ือนไข OR ในการเชื่อมคําสําคัญท่ี 1 และ 2 เขาดวยกัน และใชเง่ือนไข AND ใน

การเชื่อมคําสําคัญท่ี 2 และ 3 จากนั้นใชเง่ือนไข AND ในการเชื่อมคําสําคัญท่ี 3 และ 4 

เพ่ือสรางเง่ือนไขในการคนหาใหมีความจําเพาะมากขึ้น จากผลจากการคนหาจะพบวามี

บทความจํานวน 2 เรื่องท่ีตรงประเด็นตามเง่ือนไข 

 

 รูปแบบผลการคนหาบทความวิจัยจากฐานขอมูล PubMed 

 การแสดงผล (format) จากการคนหาบทความท่ีไดจากฐานขอมูล PubMed มีหลาย

รูปแบบท่ีสําคัญ (รูปท่ี 1.6) ไดแก 

• Summary เปนรูปแบบสรุปท่ีประกอบดวย ชื่อเรื่อง ชื่อผูนิพนธ ชื่อวารสาร ป/เลม/เลขหนา 

และประเภทของบทความ โดยสามารถคลิก link เชื่อมโยงใหแสดงเปนรูปแบบบทคัดยอได 
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• Summary (text) เปนรูปแบบสรุปเฉพาะขอความท่ีประกอบดวย ชื่อเรื่อง ชื่อผูนิพนธ ชื่อ

วารสาร ป/เลม/เลขหนา และประเภทของบทความ แตไมสามารถคลิก link เชื่อมโยงให

แสดงเปนรูปแบบอ่ืนได 

• Abstract เปนรูปแบบท่ีประกอบดวย ชื่อเรื่อง ชื่อผูนิพนธ ชื่อสถาบัน ชื่อวารสาร ป/เลม/เลข

หนา และบทคัดยอ โดยสามารถคลิก link เชื่อมโยงไปหาบทความฉบับเต็มในเว็บไซตของ

วารสารทางวิชาการระดับนานาชาติได 

• Abstract (text) เปนรูปแบบเฉพาะขอความท่ีประกอบดวย ชื่อเรื่อง ชื่อผูนิพนธ ชื่อสถาบัน 

ชื่อวารสาร ป/เลม/เลขหนา และบทคัดยอ แตไมสามารถคลิก link เชื่อมโยงใหแสดงเปน

รูปแบบอ่ืนได 

 

 

รูปท่ี 1.6 รูปแบบ summary (A) และ abstract (B) ท่ีไดจากการคนหาบทความใน PubMed  
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 ในหนาตางการแสดงผลบทความใน PubMed ทางดานขวา (รูปท่ี 1.6) จะมี link ท่ี

เชื่อมโยงไปสูขอมูลตางๆ ท่ีเก่ียวของกับบทความท่ีเรากําลังสืบคนอยู ซ่ึงไดแก 

• Similar articles แสดงบทความอ่ืนๆ ท่ีมีเนื้อหาคลายๆ กับบทความท่ีกําลังสืบคนอยู 

• Cited by PubMed Central แสดงบทความอ่ืนๆ ท่ีมีการอางอิงถึงบทความท่ีกําลัง

สืบคนอยู 

• Related information แสดง link เชื่อมโยงไปสูขอมูลอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวของกับบทความท่ี

กําลังสืบคนอยู เชน Genome, Nucleotide, Protein, Structure, Taxonomy และ 

OMIM เปนตน  

ฐานขอมูล Genome [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome] 

 Genome เปนฐานขอมูลท่ีประกอบดวยรหัสพันธุกรรมท้ังจีโนมของสิ่งมีชีวิตมากกวา 

1,000 ชนิด ซ่ึงประกอบไปดวยขอมูลดานตางๆ ไดแก รหัสพันธุกรรม โครโมโซม แผนท่ียีน และ

คุณลักษณะของยีน เปนตน การเขาสูฐานขอมูล Genome สามารถเขาจากหนาแรกของ NCBI 

website (รูปท่ี 1.1) โดยคลิกท่ีคําวา Genome (บริเวณดานขวาภายใตหัวขอ Popular 

Resources) ก็จะเชื่อมโยงไปยังฐานขอมูล Genome ได (รูปท่ี 1.7)  

 

 
รูปท่ี 1.7 ฐานขอมูล Genome [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome


Biological Databases 

13 
 

 
รูปท่ี 1.8 ลักษณะผลท่ีไดจากการสืบคนจีโนมจากฐานขอมูล Genome 
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 การคนหาขอมูลจีโนม สามารถพิมพคําท่ีตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน 

หรือเลือกท่ีคําวา Advanced เพ่ือใชระบบ Advanced search ในการคนหาขอมูลจีโนมอยาง

จําเพาะได นอกจากนี้สามารถเขาฐานขอมูล Genome โดยเชื่อมโยงมาจาก Related 

information ของบทความท่ีคนหาไดจากฐานขอมูล PubMed ก็ได ตัวอยางเชนพิมพคําวา 

influenza A virus แลวคลิกท่ีคําวา Search ก็จะไดผลการคนหาจีโนมดังรูปท่ี 1.8 ผลท่ีไดจาก

การคนหา Genome ท่ีสําคัญ ไดแก 

• Lineage เปนการระบุเชื้อสาย และอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิต 

• Summary เปนขอมูลสรุปเก่ียวกับจีโนม เชน ขนาดจีโนม จํานวนโปรตีน และ GC% 

• Publications เปนการอางอิงบทความท่ีเก่ียวของกับจีโนมท่ีกําลังสืบคน 

• Representative เปนขอมูล reference genome (จีโนมตนแบบของสิ่งมีชีวิตแตละ

ชนิด) สําหรับใชในการเปรียบเทียบอางอิงตอไป ซ่ึงประกอบไปดวยขอมูล reference 

sequence (RefSeq) และ accession number (เลขรหัสของนิวคลีโอไทด) ซ่ึงสามารถ

เชื่อมโยงไปสูฐานขอมูล Nucleotide ได 

 

ฐานขอมูล Nucleotide [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide] 
 Nucleotide เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตจากหลาย

แหลงขอมูล ไดแก GenBank, RefSeq, TPA และ PDB การเขาสูฐานขอมูล Nucleotide สามารถ

เขาจากหนาแรกของ NCBI website (รูปท่ี 1.1) โดยคลิกท่ีคําวา Nucleotide (บริเวณดานขวา

ภายใตหัวขอ Popular Resources) ก็จะเชื่อมโยงไปยังฐานขอมูล Nucleotide ได (รูปท่ี 1.9) 

โดยสามารถพิมพคําสําคัญท่ีตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน หรือเลือกท่ีคําวา 

Advanced เพ่ือใชระบบ Advanced search ในการคนหาขอมูลนิวคลีโอไทดอยางจําเพาะได 

นอกจากนี้สามารถเขาฐานขอมูล Nucleotide โดยเชื่อมโยงมาจาก Related information ของ

บทความท่ีคนหาไดจากฐานขอมูล PubMed หรือเชื่อมโยงจาก RefSeq จากฐานขอมูล Genome 

ก็ได การแสดงผลขอมูลนิวคลีโอไทดมีหลายรูปแบบ (รูปท่ี 1.10 และ 11) ไดแก 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide
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• GenBank เปนการแสดงผลท่ีมีขอมูลรายละเอียด ดังนี้ ชื่อสิ่งมีชีวิต ชื่อยีน Accession 

no. อนุกรมวิธาน บทความอางอิง แหลงท่ีมาของตัวอยาง ความยาวของยีน สวนของยีน

ท่ีใชสรางโปรตีน ลําดับกรดอะมิโน และลําดับนิวคลีโอไทด 

• Summary เปนการสรุปชื่อสิ่งมีชีวิต ชื่อยีน ความยาวของยีน และ Accession no. 

• FASTA เปนการสรุปชื่อสิ่งมีชีวิต ชื่อยีน Accession no. และลําดับนิวคลีโอไทด 

 

รูปท่ี 1.9 ฐานขอมูล Nucleotide [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide] 

 

 นอกจากนี้ยังสามารถเลือกคําสั่ง Send to (รูปท่ี 1.11 ดานขวาบน) เพ่ือถายโอนขอมูล 

และบันทึกเขาสูคอมพิวเตอรของเราได ซ่ึงเปนวิธีท่ีเหมาะสมสําหรับการบันทึกขอมูลหลายๆ ยีน

พรอมๆ กัน โดยมีรูปแบบใหเลือก ดังนี้ 

• Complete record บันทึกขอมูลโดยละเอียดตามท่ีแสดงผลใน GenBank format 

• Coding sequences บันทึกขอมูลเปนแบบ FASTA format ของลําดับนิวคลีโอไทด 

หรือลําดับกรดอะมิโนท่ีสรางมาจากยีนนั้นๆ  

• Gene features บันทึกขอมูลเปนแบบ FASTA format 

 ในหนาตางการแสดงผลนิวคลีโอไทดแบบ summary (รูปท่ี 1.11A) จะมี link ท่ีเชื่อมโยง

ไปสูขอมูลตางๆ ท่ีเก่ียวของ ไดแก BioProject, Protein, PubMed และ Taxonomy เปนตน  
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รูปท่ี 1.10 รูปแบบ GenBank format ในการแสดงผลนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล Nucleotide  
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รูปท่ี 1.11 รูปแบบ summary (A) และ FASTA (B) ในการแสดงผลจากฐานขอมูล Nucleotide 
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ฐานขอมูล Protein [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein] 

 Protein เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมโปรตีนจากหลายแหลงขอมูล ไดแก GenPept, 

RefSeq, Swiss-Prot, PIR, PRF และ PDB การเขาสูฐานขอมูล Protein สามารถเขาจากหนาแรก

ของ NCBI website (รูปท่ี 1.1) เม่ือคลิกท่ีคําวา Protein (บริเวณดานขวาภายใตหัวขอ Popular 

Resources) ก็จะเชื่อมโยงไปยังฐานขอมูล Protein ได (รูปท่ี 1.12) โดยสามารถพิมพคําสําคัญท่ี

ตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน หรือเลือกท่ีคําวา Advanced เพ่ือใชระบบ 

Advanced search ในการคนหาขอมูลโปรตีนไดอยางจําเพาะ นอกจากนี้สามารถเขาฐานขอมูล 

Protein โดยเชื่อมโยงมาจาก Related information จากฐานขอมูล PubMed หรือ Nucleotide 

ก็ได การแสดงผลขอมูลโปรตีนมีหลายรูปแบบ (รูปท่ี 1.13 และ 14) ไดแก 

• GenPept เปนการแสดงผลท่ีมีขอมูลรายละเอียด ดังนี้ ชื่อสิ่งมีชีวิต ชื่อโปรตีน 

Accession no. อนุกรมวิธาน บทความอางอิง แหลงท่ีมาของตัวอยาง สวนตางๆของ

โปรตีน ความยาวของกรดอะมิโน และลําดับกรดอะมิโน  

• Summary เปนการสรุปชื่อสิ่งมีชีวิต ชื่อโปรตีน ความยาวของกรดอะมิโน และ 

Accession no. 

• FASTA เปนการสรุปชื่อสิ่งมีชีวิต ชื่อโปรตีน Accession no. และลําดับกรดอะมิโน 

 

รูปท่ี 1.12 หนาแรกของฐานขอมูล Protein [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein] 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
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รูปท่ี 1.13 รูปแบบ GenPept format ในการแสดงผลโปรตีนจากฐานขอมูล Protein  



ฐานขอมูลทางดานชีวภาพ 

20 
 

 

รูปท่ี 1.14 รูปแบบการแสดงผล summary (A) และ FASTA (B) จากฐานขอมูล Protein 

 นอกจากนี้ยังสามารถเลือกคําสั่ง Send to (รูปท่ี 1.14 ดานขวาบน) เพ่ือถายโอนขอมูล

โปรตีนหรือลําดับกรดอะมิโนจากฐานขอมูล และบันทึกเขาสูคอมพิวเตอรของเราได ซ่ึงเปนวิธีท่ี

เหมาะสมสําหรับการบันทึกขอมูลหลายๆ โปรตีนพรอมๆ กันไดอยางรวดเร็ว สําหรับการแสดง 

ผลโปรตีนแบบ summary (รูปท่ี 1.14A) จะมี link ท่ีเชื่อมโยงไปสูขอมูลตางๆ ท่ีเก่ียวของ ไดแก 

Structure, Nucleotide, PubMed, Taxonomy และ Related sequences เปนตน  

 

รูปท่ี 1.15 หนาแรกของฐานขอมูล Structure [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/structure] 
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ฐานขอมูล Structure [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/structure] 

 Structure เปนฐานขอมูลโครงสรางสามมิติของสารชีวโมเลกุล ท่ีรวบรวมจาก  Protein 

Data Bank (PDB) และประกอบดวยเครื่องมือสําหรับการจําลองภาพสามมิติและการวิเคราะห

เปรียบเทียบโครงสราง การเขาสูฐานขอมูล Structure (รูปท่ี 1.15) โดยสามารถพิมพคําสําคัญท่ี

ตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน หรือเลือกท่ีคําวา Advanced เพ่ือใชระบบ 

Advanced search ในการคนหาขอมูลโครงสรางสามมิติไดอยางจําเพาะ นอกจากนี้สามารถเขา

ฐานขอมูล Structure โดยเชื่อมโยงมาจาก Related information จากฐานขอมูล PubMed หรือ 

Protein ก็ได การแสดงผลขอมูลโครงสรางสามมิติ (รูปท่ี 1.16 และ 17) มีลักษณะดังนี้ 

 

รูปท่ี 1.16 รูปแบบ summary ในการแสดงผลโครงสรางสามมิติจากฐานขอมูล Structure 

 การแสดงผลการคนหาโครงสรางสามมิติแบบ summary จะแสดงขอมูลตางๆ ไดแก 

• ชื่อโครงสรางสามมิติ ซ่ึงสามารถคลิกเพ่ือเชื่อมโยงไปดูรายละเอียดของโครงสามมิติได 

• Taxonomy เปนการแสดงอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิต 

• Proteins เปนการระบุจํานวนโปรตีนท่ีเปนองคประกอบอยูในโครงสราง 3 มิติดังกลาว 

• Chemicals เปนการระบุจํานวนสารเคมีท่ีสามารถจับกับโครงสรางสามมิติดังกลาว 

• Modified เปนการระบุวัน/เดือน/ป ท่ีมีการปรับปรุงขอมูลของโครงสรางสามมิติดังกลาว 

• MMDB ID เปนการระบุรหัสประจําตัวในฐานขอมูล Molecular Modeling database 

(MMDB) 

• PDB ID เปนการระบุรหัสประจําตัวในฐานขอมูล Protein Data Bank (PDB) 

• Link เชื่อมโยงไปสูขอมูลอ่ืนๆ ไดแก 

 View in iCn3D ดูรายละเอียดโครงสรางสามมิติ โดยใชโปรแกรม Cn3D 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/structure
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 Similar Structures คนหาสารชีวโมเลกุลท่ีมีโครงสรางคลายคลึงกัน 

 PubMed เชื่อมโยงไปสูการอางอิงบทความวิจัย ในฐานขอมูล PubMed 

 Proteins เชื่อมโยงไปสูโปรตีน ในฐานขอมูล Protein 

 Conserved Domains คนหาสวน domains ของโปรตีนท่ีมีลักษณะอนุรักษ 

 PubChem Compound คนหาสารเคมีท่ีมีปฏิสัมพันธกับโครงสรางดังกลาว 

 รายละเอียดโครงสรางสามมิติท่ีไดจากฐานขอมูล Structure (รูปท่ี 1.17) ท่ีสําคัญ ไดแก 

• Citation เปนขอมูลอางอิงถึงบทความวิจัยท่ีรายงานโครงสรางสามมิติดังกลาว 

• Biological Unit เปนขอมูลทางชีวภาพของโครงสราง ประกอบดวย 

 Molecular graphic เปนการแสดงโครงสรางสามมิติ และระบุจํานวน 

subunits ของโปรตีน  

 Interactions ระบุชนิดของสารชีวโมเลกุลท่ีมีปฏิสัมพันธกับโครงสรางสามมิติ 

 Download Structure Data สามารถดาวนโหลดขอมูลโครงสรางสามมิติได 

• Molecular Components เปนขอมูลทางอณูชีววิทยาของโครงสราง ประกอบดวย 

 Proteins ระบุชนิดและจํานวนของโปรตีนท่ีเปนสวนประกอบในโครงสราง 

 Chemicals ระบุชนิดและจํานวนของสารเคมีท่ีมีปฏิสัมพันธกับโครงสรางสาม

มิติดังกลาว 

 ตัวอยางเชน จากรูปท่ี 1.17 เปนการคนหาขอมูลโครงสรางสามมิติของเอนไซม 

neuraminidase ของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญสายพันธุ H1N1 (H1N1 influenza A virus) พบวามี

ขอมูลท่ีสนใจ คือ เอนไซมดังกลาวมีลักษณะเปน tetrameric ประกอบดวยโปรตีน 4 หนวยยอย 

โดยมีปฏิสัมพันธกับสารเคมี อ่ืนๆ ไดแก  

• calcium ion 8 โมเลกุล  

• 5-N-Acetyl-3-(1-Ethylpropyl)-1-Cyclohexene-1-Carboxylic Acid 4 โมเลกุล 

• 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazine Ethanesulfonic Acid 4 โมเลกุล 

• N-Acetyl-D-Glucosamine 14 โมเลกุล 
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รูปท่ี 1.17 รายละเอียดโครงสรางสามมิติท่ีไดจากฐานขอมูล Structure 
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การวิเคราะหโครงสรางสามมิติดวยโปรแกรม Cn3D 

 จากผลโครงสรางสามมิติจากฐานขอมูล Structure (รูปท่ี 1.16) หากคลิกท่ี View in 

iCn3D จะเชื่อมโยงไปพิจารณาโครงสรางสามมิติดวยโปรแกรม Cn3D ซ่ึงสามารถปรับเปลี่ยนการ

ดูรายละเอียดของโครงสราง ไดแก (รูปท่ี 1.18 และ 19)    

• File สามารถเปดดูขอมูล  หรือบันทึกขอมูลโครงสรางสามมิติ 

• Select เลือกแสดง หรือเนนเฉพาะสวนท่ีสนใจโครงสรางสามมิติ  

• Style ปรับรูปแบบของ protein, side chains, nucleotide, ligand, ions และ water 

• Color ปรับเปลี่ยนสีของโมเลกุล หรืออะตอมตางๆ ในโครงสรางสามมิติ 

• Surface ปรับเปลี่ยนรูปแบบพ้ืนผิวของโมเลกุลในโครงสรางสามมิติ 

• Analysis วิเคราะหโครงสราง เชน ระยะหาง ปฏิสัมพันธ และพันธะทางเคมีตางๆ  

• Other ปรับมุมมอง การยอขนาด การขยายขนาด และการหมุนโครงสราง เปนตน  

 

 

 

รูปท่ี 1.18 การแสดงผลโครงสรางสามมิติดวยโปรแกรม Cn3D 
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รูปท่ี 1.19 การปรับเปลี่ยนรูปแบบตางๆ (style) ของโครงสรางสามมิติ ดวยโปรแกรม Cn3D 
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ฐานขอมูล Taxonomy [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy] 

 Taxonomy เปนฐานขอมูลท่ีแสดงชื่อและอนุกรมวิธานทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต การ

เขาสูฐานขอมูล Taxonomy สามารถเขาจาก https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy 

(รูปท่ี 1.20) โดยสามารถพิมพคําสําคัญท่ีตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน หรือเลือก

ท่ีคําวา Advanced เพ่ือใชระบบ Advanced search ในการคนหาขอมูลอนุกรมวิธานของ

สิ่งมีชีวิตไดอยางจําเพาะ นอกจากนี้สามารถเขาฐานขอมูล Taxonomy โดยเชื่อมโยงมาจาก 

Related information จากฐานขอมูล PubMed หรือ Nucleotide, Protein หรือ Structure ก็

ได การแสดงผลขอมูลอนุกรมวิธาน (รูปท่ี 1.21)  

 

รูปท่ี 1.20 หนาแรกของฐานขอมูล Taxonomy 

[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy] 

ผลการคนหาอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิต จะแสดงขอมูลตางๆ ไดแก 

• Taxonomy ID เปนการระบุรหัสประจําตัวในฐานขอมูล Taxonomy 

• Scientific name ชื่อทางวิทยาศาสตรของสิ่งมีชีวิต 

• Lineage เปนการระบุอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิต โดยแบงเปน Kingdom, Family, 

Genus, Species และ Subtypes เปนตน 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy
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รูปท่ี 1.21 ผลการคนหาอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิตจากฐานขอมูล Taxonomy 

ฐานขอมูล OMIM [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim] 

 OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) เปนฐานขอมูลของยีนและความ

ผิดปกติทางพันธุกรรมของมนุษยท่ีเก่ียวของในการเกิดโรค การเขาสูฐานขอมูล OMIM สามารถ

เขาจาก https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim (รูปท่ี 1.22) โดยสามารถพิมพคําสําคัญท่ี

ตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน หรือเลือกท่ีคําวา Advanced เพ่ือใชระบบ 

Advanced search ในการคนหาขอมูลไดอยางจําเพาะ การแสดงผลขอมูลท่ีไดจาก OMIM มี

ลักษณะ (รูปท่ี 1.23) ดังนี้ 

• Title ชื่อยีนท่ัวไป 

• Alternative titles or symbols ชื่อยีน หรือสัญลักษณชื่อยอของยีนอ่ืนๆ ท่ีใช 

• HGNC Approved Gene Symbol เปนชื่อยีนมาตรฐานท่ีใช 

• Cytogenetic location เปนการระบตํุาแหนงของยีนบนโครโมโซม 

• Genomic coordinates เปนการระบุตําแหนงของยีนใน genome sequences 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
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• Cloning and Expression เปนการอางอิงการทดลองศึกษาการแสดงออกของยีน 

• Gene Function เปนการระบุหนาท่ีของยีนโดยอางอิงจากการศึกษาวิจัย 

• References เปนการอางอิงถึงบทความวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 

รูปท่ี 1.22 หนาแรกของฐานขอมูล OMIM [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim] 

 

รูปท่ี 1.23 ผลการคนหายีนและความผิดปกติทางพันธุกรรมจากฐานขอมูล OMIM 
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เอกสารอางอิง และแนะนําอานเพ่ิมเติม 

1. How to: Find published information on a gene or sequence 

[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/howto/find-published-info-gene-sequence] 

2. How to: Find the function of a gene or gene product 

[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/howto/find-func-gene] 

3. How to: Find transcript sequences for a gene 

[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/howto/find-transcript-gene]  

4. McEntyre J, Ostell J, editors. The NCBI Handbook [Internet]. Bethesda (MD): 

National Center for Biotechnology Information (US); 2002. 

[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21101/pdf/Bookshelf_NBK21101.pdf] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/howto/find-published-info-gene-sequence
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/howto/find-func-gene
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/howto/find-transcript-gene
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21101/pdf/Bookshelf_NBK21101.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21101/pdf/Bookshelf_NBK21101.pdf
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ฐานขอมูลทางดานไวรัสวิทยา 

Virological Databases  

 นอกจากฐานขอมูลทางดานชีวภาพแลว ปจจุบันยังมีฐานขอมูลเฉพาะทางดานไวรัส

วิทยาเพ่ือใชในการเก็บรวบรวมขอมูลเชิงลึกตางๆ ท่ีเก่ียวกับเชื้อไวรัส และโรคท่ีเกิดจากการติด

เชื้อไวรัส  ในท่ีนี้จึงขอกลาวถึงฐานขอมูลทางดานไวรัสวิทยาท่ีสําคัญและนิยมใชอางอิงในงานวิจัย

ทางดานไวรัสวิทยา ดังนี้ 

ฐานขอมูล ICTV [https://talk.ictvonline.org] 

 เปนฐานขอมูลของ International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) ท่ี

นิยมใชเปนแหลงอางอิงมาตรฐานสากลในการจัดจําแนกอนุกรมวิธาน (taxonomy) ของเชื้อไวรัส 

(รูปท่ี 2.1) โดยฐานขอมูลจะมีการ update ขอมูลใหทันสมัยอยูเสมอ นอกจากนี้ผูใชสามารถ

ดาวนโหลด ICTV Master Species Lists ซ่ึงเปนไฟลท่ีรวบรวมขอมูลอนุกรมวิธานของเชื้อไวรัส

ท้ังหมดในฐานขอมูลมาใชได ปจจุบัน ICTV (ป 2017) มีการเก็บขอมูลอนุกรมวิธานของเชื้อไวรัส 

โดยแบงออกเปน 9 orders, 131 families, 46 subfamilies, 803 genera และ 4853 species  

 
รูปท่ี 2.1 ฐานขอมูล ICTV [https://talk.ictvonline.org] 

https://talk.ictvonline.org/
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ฐานขอมูล ViralZone [https://viralzone.expasy.org] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมเนื้อหาเก่ียวกับอณูชีววิทยาของเชื้อไวรัส ไดแก อนุกรมวิธาน 

(taxonomy), อนุภาคไวรัส (virions), การเพ่ิมจํานวน (replication cycles), ตัวรับบนผิวเซลล 

(cell receptors), ปฏิสัมพันธระหวางไวรัสและเซลลเจาบาน (host-virus interactions) และ

วิวัฒนาการของจีโนม (virus genome evolution) โดยแสดงผลจําแนกตามลักษณะจีโนมของ

เชื้อไวรัส (Baltimore classification system) ดังนี้ (รูปท่ี 2.2) 

• Group I: double strand DNA viruses 

• Group II: single strand DNA viruses 

• Group III: double strand RNA viruses 

• Group IV: positive single strand RNA viruses 

• Group V: negative single strand RNA viruses 

• Group VI: RNA reverse transcribing viruses (retroviruses) 

• Group VII: DNA reverse transcribing viruses 

 

 

รูปท่ี 2.2 ฐานขอมูล ViralZone [https://viralzone.expasy.org] 

https://viralzone.expasy.org/
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ฐานขอมูล ViPR [http://www.viprbrc.org] 

 เปนฐานขอมูลสําหรับการคนควาขอมูล และการวิเคราะหขอมูลทางอณูชีววิทยาของเชื้อ

ไวรัส ซ่ึงประกอบดวย 3 สวนหลัก (รูปท่ี 2.3) ไดแก 

• ViPR Search Tools ใชสําหรับการคนหาขอมูลตางๆ ท่ีเก่ียวของกับเชื้อไวรัส เชน 

genome, protein, 3D structure, strain, immune epitopes, antiviral drugs และ 

host factors เปนตน 

• Analysis Tools ใชสําหรับวิเคราะหขอมูลทางอณูชีววิทยาของเชื้อไวรัส เชน identify 

similar sequences (BLAST), identify short peptides in proteins, metadata-

driven comparative analysis, sequence format conversion, PCR primer 

design, genome annotator, align sequences, analyze sequence variations, 

visualized aligned sequences และ generate phylogenetic tree เปนตน 

• Workbench เปนสวนท่ีใชในการเก็บบันทึกขอมูลท่ีไดจากการคนหา หรือการวิเคราะห

ดังกลาวขางตน และสามารถ uploads เพ่ือเผยแพร หรือสงตอใหเพ่ือนรวมงานได 

 

ฐานขอมูล VIPERdb [http://viperdb.scripps.edu/index.php] 

 Virus Particle Explorer database (VIPERdb) เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมโครงสราง 

icosahedral capsid ของเชื้อไวรัส ซ่ึงมีขอมูลหลายรูปแบบ (รูปท่ี 2.4) ไดแก X-ray structures, 

Cryo EM, helical structure, non- icosahedral structure, modeled structures, crystal 

information, nucleic acid organization และ hetero atoms นอกจากนี้ยังมี utilities เพ่ือ

ใชในการวิเคราะห ไดแก family association energies, oligomer generator, icosahedral 

server, map a residue, virosphere, gallery maker, contact finder, lattice matrices, 

PDB to VIPER, amino acid information, secondary structure information และ 

CapsidMaps เปนตน 

http://www.viprbrc.org/
http://viperdb.scripps.edu/index.php
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รูปท่ี 2.3 ฐานขอมูล ViPR [http://www.viprbrc.org] 

 
รูปท่ี 2.4 ฐานขอมูล VIPERdb [http://viperdb.scripps.edu/index.php] 
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ฐานขอมูล IEDB [http://www.iedb.org] 

 Immune Epitope DataBase (IEDB) เปนฐานขอมูลท่ีรวมรวมเนื้อหาเก่ียวกับ 

immune epitope ท่ีกระตุนระบบภูมิคุมกัน โดยแบงออกเปน 2 สวน (รูปท่ี 2.5) ไดแก 

• Search สําหรับใชในการคนหา immune epitope โดยสามารถเลือกต้ังคาในการคนหา 

ไดแก epitope, antigen, host, assay, MHC restriction และ disease เปนตน 

• Epitope Analysis Resource ใชในการวิเคราะหและทํานายตางๆ เชน  

 T cell epitope prediction 

 B cell epitope prediction  

 Epitope analysis tools 

 

รูปท่ี 2.5 ฐานขอมูล IEDB [http://www.iedb.org] 

 

http://www.iedb.org/
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ฐานขอมูล VirHostnet [http://virhostnet.prabi.fr] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมเนื้อหาเก่ียวกับปฏิสัมพันธระหวางโปรตีนของเชื้อไวรัส และ

โปรตีนของเซลลเจาบาน โดยแบงออกเปน 3 สวน (รูปท่ี 2.6) ไดแก 

• Search ใชสําหรับการคนหาขอมูลตางๆ ไดแก protein, domain, pathway 

taxonomy และ publication เปนตน 

• Browse ใชสําหรับใหแสดงขอมูลตามรูปแบบตางๆ เชน Baltimore group, Family 

rank และ Species rank เปนตน 

• Interology web service สําหรับใสขอมูลลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจลงไป จากนั้น

โปรแกรมจะเปรียบเทียบกับฐานขอมูลเพ่ือระบุปฏิสัมพันธของโปรตีน 

 
รูปท่ี 2.6 ฐานขอมูล VirHostnet [http://virhostnet.prabi.fr] 

http://virhostnet.prabi.fr/
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ฐานขอมูล NCBI-VVR [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/viruses/variation] 

 VVR (Virus Variation Resource) เปนฐานขอมูลหนึ่งของ NCBI ท่ีรวบรวมลําดับนิวคลี

โอไทด และกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสท่ีมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ซ่ึงมักจะเปนเชื้อไวรัส

ชนิดท่ีสามารถกอโรคติดเชื้ออุบัติใหม (รูปท่ี 2.7) ไดแก  

• Influenza virus (รูปท่ี 2.8) 

• Dengue virus (รูปท่ี 2.9) 

• Zika virus (รูปท่ี 2.10) 

• West Nile virus (รูปท่ี 2.11) 

• Rotavirus (รูปท่ี 2.12) 

• MERS coronavirus (รูปท่ี 2.13) 

• Ebolavirus (รูปท่ี 2.14)  

 โดยสามารถต้ังคาในการคนหาขอมูลไดมากมาย เชน Type/Species, Host, 

Region/Country, Protein/Gene, Genome region, Subtype, Sequence length, 

Collection date และ Release date เปนตน  

 
รูปท่ี 2.7 NCBI-VVR [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/viruses/variation] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/viruses/variation
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รูปท่ี 2.8 ฐานขอมูล Influenza Virus Resource ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 

 
รูปท่ี 2.9 ฐานขอมูล Dengue virus database ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 
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รูปท่ี 2.10 ฐานขอมูล Zika virus database ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 

 
รูปท่ี 2.11 ฐานขอมูล West Nile virus database ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 
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รูปท่ี 2.12 ฐานขอมูล Rotavirus database ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 

 
รูปท่ี 2.13 ฐานขอมูล MERS coronavirus database ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 
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รูปท่ี 2.14 ฐานขอมูล Ebolavirus database ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 

 นอกจากนี้ยังมีฐานขอมูลเฉพาะของเชื้อไวรัสแตละชนิดท่ีสามารถกอโรครุนแรงในมนุษย 

ไดแก Hepatitis B virus, Hepatitis C virus, Human immunodeficiency virus (HIV), 

Influenza virus และ human papillomavirus (HPV) เปนตน  ในท่ีนี้จึงขอนําแนะฐานขอมูลท่ี

สําคัญสําหรับเชื้อไวรัสแตละชนิด ดังนี้ 

ฐานขอมูลสําหรับเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (Databases for hepatitis B virus) 

• SeqHepB [http://www.seqhepb.com] 

 เปนฐานขอมูลเก่ียวกับจีโนม และการวิเคราะหการกลายพันธุท่ีเก่ียวของกับการด้ือยา

ตานไวรัสของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (รูปท่ี 2.15) 

• HBVdb [https://hbvdb.ibcp.fr/HBVdb/] 

 เปนฐานขอมูลเก่ียวกับเชื้อไวรัสตับอักเสบบีโดยเฉพาะ ผูใชสามารถคนหาขอมูลจีโนม

และความหลากหลายทางพันธุกรรม พรอมท้ังสามารถวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด จําแนกสาย

พันธุ และวิเคราะหการกลายพันธุท่ีเก่ียวของกับการด้ือยาตานไวรัสของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (รูป

ท่ี 2.16)  

http://www.seqhepb.com/
https://hbvdb.ibcp.fr/HBVdb/
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รูปท่ี 2.15 ฐานขอมูล SeqHepB [http://www.seqhepb.com] 

 
รูปท่ี 2.16 ฐานขอมูล HBVdb [https://hbvdb.ibcp.fr/HBVdb/] 
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• HepSEQ [http://www.hepseq.org] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูลทางคลินิกของผูปวยท่ีติดเชื้อ และระบาดวิทยาของเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบบี ในปจจุบันฐานขอมูลนี้ไดรวบรวมขอมูลของผูปวยไวมากกวา 6 พันราย และมี

ลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีมากกวา 8 พันตัวอยาง นอกจากนี้ยังมีเครื่องมือใน

การวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด การจําแนกสายพันธุ และวิเคราะหการกลายพันธุ ท่ี

เก่ียวของกับการด้ือยาตานไวรัสของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (รูปท่ี 2.17) 

 
รูปท่ี 2.17 ฐานขอมูล HepSEQ [http://www.hepseq.org] 

• HBVRegDB [http://lancelot.otago.ac.nz] 

 เปนฐานขอมูลท่ีเนนการวิเคราะหหา regulatory sequences บนลําดับนิวคลีโอไทด

หรือจีโนมของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (รูปท่ี 2.18) พรอมท้ังมีเครื่องมือในการวิเคราะหเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทด การคนหาบริเวณอนุรักษ (conserved regions) และโครงสรางทติยภูมิของ

อารเอ็นเอ (RNA secondary structures) 

http://www.hepseq.org/
http://lancelot.otago.ac.nz/
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รูปท่ี 2.18 ฐานขอมูล HBVRegDB [http://lancelot.otago.ac.nz] 

 

ฐานขอมูลสําหรับเชื้อไวรัสตับอักเสบซี (Databases for hepatitis C virus) 

• LANL HCV Database [http://hcv.lanl.gov] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี (HCV sequence 

database) และขอมูลระบบภูมิคุมกันท่ีตอตานเชื้อไวรัสตับอักเสบซี (HCV immunology 

database) เชน CTL epitopes, T helper epitopes และ Antibodies พรอมท้ังมีเครื่องมือ

สําหรับการวิเคราะหตางๆ เชน search, alignment, sequence analysis, phylogenetics และ 

format converter เปนตน (รูปท่ี 2.19) 

 

• euHCVdb [http://euhcvdb.ibcp.fr] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูลเก่ียวกับลําดับนิวคลีโอไทด โปรตีน และโครงสรางสามมิติ 

ท่ีเก่ียวของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี พรอมท้ังมีเครื่องมือสําหรับการวิเคราะหลํา ดับนิวคลีโ อไทด 

โปรตีน และโครงสรางสามมิติ (รูปท่ี 2.20) 

 

http://hcv.lanl.gov/
http://euhcvdb.ibcp.fr/
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รูปท่ี 2.19 ฐานขอมูล LANL HCV Database [http://hcv.lanl.gov] 

 

 

 

รูปท่ี 2.20 ฐานขอมูล euHCVdb [http://euhcvdb.ibcp.fr] 
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ฐานขอมูลสําหรับเชื้อไวรัสเอชไอวี (Databases for human immunodeficiency virus) 

• Stanford HIV Drug Resistance DB [http://hivdb.stanford.edu] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูลการรักษาผูปวยดวยยาตานไวรัส ผลทางคลินิก คุณสมบัติ

ของเชื้อไวรัส ความหลากหลายทางพันธุกรรม และจําแนกเปนสายพันธุตางๆ ของเชื้อไวรัสเอชไอ

วี แลวสรุปเปนขอมูลความสัมพันธดานตางๆ (รูปท่ี 2.21) ไดแก 

 สายพันธุของเชื้อไวรัสและการรักษาผูปวย (genotype-treatment)  

 สายพันธุของเชื้อไวรัส และคุณสมบัติของเชื้อไวรัส (genotype-phenotype) 

 สายพันธุของเชื้อไวรัส และผลทางคลินิก (genotype-clinical outcomes) 

 

 

รูปท่ี 2.21 ฐานขอมูล Stanford HIV Drug Resistance DB [http://hivdb.stanford.edu] 

 

 

 

 

http://hivdb.stanford.edu/
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• LANL HIV database [http://hiv.lanl.gov] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสเอชไอวี (HIV sequence) ผล

การทดสอบวัคซีน (vaccine trials) ใน nonhuman primates และขอมูลทางดานระบบ

ภูมิคุมกัน (immunology) ท่ีตอตานเชื้อไวรัสเอชไอวี พรอมท้ังมีเครื่องมือสําหรับการวิเคราะห

รูปแบบตางๆ เชน search, alignments และ tools ตางๆ เปนตน (รูปท่ี 2.22) 

 

 

รูปท่ี 2.22 ฐานขอมูล LANL HIV database [http://hiv.lanl.gov] 

 

• bNAber [http://bnaber.org] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมแอนติบอดีชนิดตางๆ ท่ีจําเพาะตอเชื้อไวรัสเอชไอวี (broadly 

neutralizing HIV antibodies) และสามารถวิเคราะหเปรียบเทียบการจับกันระหวางแอนติบอดี

ชนิดตางๆ และเชื้อไวรัสเอชไอวีสายพันธุตางๆ ซ่ึงชวยในกระบวนการพัฒนาวัคซีนตานเชื้อไวรัส

เอชไอวีได (รูปท่ี 2.23) 

http://hiv.lanl.gov/
http://bnaber.org/
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รูปท่ี 2.23 ฐานขอมูล bNAber [http://bnaber.org] 

ฐานขอมูลสําหรับเชื้อไวรัสปาปลโลมา (Databases for papillomavirus) 

• PAVE [https://pave.niaid.nih.gov] 

 Papillomavirus Episteme (PAVE) เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูลจีโนม ยีน และ

โปรตีนของ papillomavirus ท่ีพบการติดเชื้อท้ังในคน และสัตวชนิดตางๆ ซ่ึงประกอบดวย 3 

สวนหลัก (รูปท่ี 2.24) ไดแก  

 Search เปนการคนหาขอมูล จีโนม ยีน โปรตีน โครงสรางสามมิติ และรูปภาพ

ท่ีเก่ียวของกับ papillomavirus สายพันธุตางๆ  

 Analyze เปนการวิเคราะหขอมูล ไดแก multiple sequence alignment, 

protein structure viewer และ L1 taxonomy tool เปนตน 

 Explore เปนการสํารวจฐานขอมูล โดยแบงออกเปน reference genomes, 

variants, transcript maps, proteins, epigenetics, taxonomy, review 

chapters, image viewer, movies และ phylogenetic tree เปนตน 

https://pave.niaid.nih.gov/
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รูปท่ี 2.24 ฐานขอมูล PAVE [https://pave.niaid.nih.gov] 

 

• HPV T cell Antigen Database [http://cvc.dfci.harvard.edu/hpv/index.php] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูล และการวิเคราะหเก่ียวกับระบบภูมิคุมกันท่ีตอบสนองตอ

เชื้อ human papillomavirus (HPV) ซ่ึงประกอบดวย 3 สวนหลัก ไดแก  

 Search การคนหาขอมูล ไดแก HPV viral sequences, HLA ligands และ T-

cell epitopes ท่ีตอบสนองตอ HPV เปนตน 

 Tools เครื่องมือในการวิเคราะห ไดแก BLAST, alignment, variability 

analysis และ view epitope เปนตน 

 Classification เปนระบบการจําแนกสายพันธุของ HPV โดยแบงออกเปน 

family, genus, species และ genotypes (รูปท่ี 2.25) 

 

http://cvc.dfci.harvard.edu/hpv/index.php
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รูปท่ี 2.25 HPV T cell Antigen Database [http://cvc.dfci.harvard.edu/hpv/index.php] 

 

ฐานขอมูลสําหรับเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ (Databases for influenza virus) 

 นอกจากฐานขอมูล Influenza Virus Resource (IVR) ท่ีอยูใน NCBI-VVR ท่ีกลาวไปแลว

ขางตน ยังมีฐานขอมูลสําคัญอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวของกับเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ ดังนี้ 

• IRD (Influenza Research Database) [http://www.fludb.org] 

 เปนฐานขอมูลท่ีมีรูปแบบสอดคลองคลายคลึงกับ ViPR แต IRD จะเนนสําหรับการ

คนควาขอมูล และการวิเคราะหขอมูลทางอณูชีววิทยาของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญโดยเฉพาะ ซ่ึง

ประกอบดวย 3 สวนหลัก (รูปท่ี 2.26) ไดแก 

http://www.fludb.org/
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 Search ใชสําหรับการคนหาขอมูลตางๆ ท่ีเก่ียวของกับเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ 

เชน sequences & strains, animal surveillance, sequence feature 

variant types, 3D structure, immune epitopes, antiviral drugs และ 

host factors เปนตน 

 Analysis Tools ใชสําหรับวิเคราะหขอมูลทางอณูชีววิทยาของเชื้อไวรัส เชน 

sequence alignment, phylogenetic tree, sequence variation (SNP), 

Metadata-driven comparative analysis, HPAI H5N1 clade 

classification, swine H1 clade classification และ BLAST เปนตน 

 Workbench เปนสวนท่ีใชในการเก็บบันทึกขอมูลท่ีไดจากการคนหา หรือการ

วิเคราะหดังกลาวขางตน และสามารถ uploads เพ่ือเผยแพร หรือสงตอให

เพ่ือนรวมงานได 

 

 
รูปท่ี 2.26 ฐานขอมูล IRD (Influenza Research Database) [http://www.fludb.org] 
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• IVDB [http://influenza.big.ac.cn] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสไขหวัด

ใหญ โดยสามารถต้ังคาในการคนหาขอมูลไดมากมาย เชน Type, Host, Country/Region, 

Segment, Year และ Sequence length เปนตน (รูปท่ี 2.27) นอกจากนี้ยังมีเครื่องมือสําหรับ

ใชในการวิเคราะหขอมูล เชน sequence distribution tool, sequence quality filter 

system, sequence BLAST, multi-alignment, phylogenetic tree builder, protein 

structure view และ sequence polymorphism เปนตน 

 
รูปท่ี 2.27 ฐานขอมูล IVDB [http://influenza.big.ac.cn] 

• OpenFluDB [http://platform.gisaid.org] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสไขหวัด

ใหญ โดยสามารถต้ังคาในการคนหาขอมูลไดมากมาย เชน virus type, HA subtype, NA 

subtype, lineage, host, continent และ country เปนตน (รูปท่ี 2.28) นอกจากนี้ยังสามารถ

แสดงขอมูลทางสถิติดานระบาดวิทยาของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ โดยแบงออกเปน  

 Graphic plot กราฟระหวางปท่ีระบาด และจํานวนผูติดเชื้อท่ัวโลก 

 Geolocation แสดงพ้ืนท่ีท่ีมีการระบาดบนแผนท่ีโลก 

 Similarity map กราฟแสดงความเหมือนระหวางสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส

ไขหวัดใหญสายพันธุตางๆ  

http://influenza.big.ac.cn/
http://platform.gisaid.org/
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รูปท่ี 2.28 ฐานขอมูล OpenFluDB [http://platform.gisaid.org] 
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การวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 

Nucleotide sequence analysis 

เทคนิคการหาลําดับสารพันธุกรรม (DNA sequencing) 

การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี Dideoxy chain termination method เปนท่ีนิยม

เนื่องจากเปนวิธีท่ีงายและมีประสิทธิภาพ โดยในปฏิกิริยาจะประกอบดวย DNA polymerase, 

deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs), single primer และ DNA template แตจะ

มีการใส dideoxyribonucleotide triphosphate (ddNTPs) ไดแก ddATP, ddTTP, ddGTP 

และ ddCTP  ซ่ึงติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสีหรือสารเรืองแสงท่ีมีสีแตกตางกัน โดยท่ีสาร 

ddNTPs นี้จะมีโครงสรางคลายคลึงกับ dNTPs ปกติ แตจะมีความแตกตางเฉพาะท่ีคารบอน

ตําแหนงท่ี 3 จะมี H แทนท่ี OH (รูปท่ี 3.1) ซ่ึงคุณสมบัตินี้จะทําใหไมสามารถเกิด พันธะ 

phosphodiester bond ตอสาย DNA ได จึงเกิดการหยุดตอสาย (Chain termination) ซ่ึงใน

ปฏิกิริยาการตอสาย DNA polymerase จะมีการนําเอาท้ัง dNTP และ ddNTP มาใชในการสราง

สาย DNA ใหม ดังนั้นปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นจึงมีท้ังการตอสาย (เม่ือใช dNTP) และการหยุดตอสาย 

(เม่ือใช ddNTP) ผสมกัน เม่ือนําผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยามา run ใน polyacrylamide gel 

electrophoresis แลวทํา autoradiography โดยใชฟลม X-rays ก็จะไดแถบท่ีใชในการอาน

ลําดับ DNA ได (รูปท่ี 3.1) 

ในปจจุบันมีการพัฒนาหลักการของวิธี Chain termination method มาใชกับเครื่อง

อานลําดับ DNA อัตโนมัติ (Automated DNA sequencer) โดยใช ddNTP ท่ีติดฉลากดวยสาร

เรืองแสงท่ีมีสีแตกตางกันใน ddNTP แตละชนิด จึงทําใหสามารถใสรวมกันใหเกิดปฏิกิริยาใน

หลอดเดียวกันได หลังจากปฏิกิริยาเสร็จสิ้น สามารถนํามา Run ใน Capillary electrophoresis 

ซ่ึงมีความสามารถในการแยกไดดี นอกจากนี้มีตัวตรวจวัด (Detector) ซ่ึงสามารถแยกสัญญาณ

การเรืองแสงท่ีมีความยาวคลื่นแตกตางกันของสารเรืองแสงแตละชนิด ทําใหสามารถแยกและ

วิเคราะหลําดับ DNA ไดอยางมีประสิทธิภาพ (รูปท่ี 3.2) 
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รูปท่ี 3.1 หลักการหาลําดับสารพันธุกรรม ดวยวิธี Chain termination method 

 
รูปท่ี 3.2 หลักการทํางานของเครื่อง automated DNA sequencer 
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 กราฟลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide chromatogram) 

 ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากเครื่อง automated DNA sequencer จะเปน

ไฟลขอมูล (.ab1 file) ท่ีเรียกวากราฟลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide chromatogram) เม่ือ

เปดไฟลในโปรแกรมท่ีใชในการวิเคราะห จะแสดงผลเปนกราฟท่ีแสดงระดับ (intensity level) 

ของสัญญาณเรืองแสง 4 สี (A สีเขียว, T สีแดง, C สีน้ําเงิน และ G สีดํา) และลําดับเบสท่ีไดจาก

การแปลผลอัตโนมัติ (รูปท่ี 3.3) 

 

รูปท่ี 3.3 ตัวอยางขอมูลท่ีไดจากเครื่อง automated DNA sequencer 

 การวิเคราะหกราฟลําดับนิวคลีโอไทด 

 โดยท่ัวไปกอนท่ีจะนําลําดับนิวคลีโอไทดไดจากเครื่อง automated DNA sequencer 

มาวิเคราะห ควรตรวจสอบเบื้องตนกอนวาขอมูลท่ีไดนั้นมีความถูกตองนาเชื่อถือหรือไม และ

จําเปนจะตองตัดลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide trimming) ในสวนท่ีเปน noise signal ซ่ึงเปน 

ขอมูลท่ีไมถูกตองหรือมีความนาเชื่อถือนอยออกไป ดังนี้ 

 กราฟลําดับนิวคลีโอไทดชวงตน มักอยูในชวงตําแหนง 50-100 bp (รูปท่ี 3.4) 

 

รูปท่ี 3.4 ตัวอยาง Noise signal ในชวงตนของกราฟลําดับนิวคลีโอไทด 

 กราฟลําดับนิวคลีโอไทดชวงทาย มักอยูในชวงตําแหนงท่ีมากกวา 900 bp (รูปท่ี 3.5) 
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รูปท่ี 3.5 ตัวอยาง Noise signal ในชวงทายของกราฟลําดับนิวคลีโอไทด 

 Unclear signals กราฟลําดับนิวคลีโอไทดไมชัดเจน (รูปท่ี 3.6) ไดแก 

 Double peaks จากรูปท่ี 3.6 จะเห็นกราฟลําดับนิวคลีโอไทดซอนทับกัน

ระหวางกราฟสีแดง และกราฟสีดํา แตกราฟสีแดงมี peak ท่ีสูงกวา จึงทําให

เครื่องอานผลเปนเบส T เทานั้น ซ่ึงกรณีท่ีพบกราฟซอนกัน อาจแปลผลไดหลาย

แบบ เชน sequencing error, heterozygous alleles หรือ minor mutation 

ดังนั้นจึงควรทํา DNA sequencing ซํ้าอีกครั้งหรือทํา bidirectional 

sequencing เพ่ือเพ่ิมความถูกตองแมนยําในการแปลผล  

 Repeat bases ในกรณีท่ีลําดับเบสซํ้าๆ กัน อาจทําใหเครื่องอานสัญญาณเรือง

แสงผิดพลาด จากรูปท่ี 3.6 จะเห็นกราฟสีแดงจํานวน 4 peaks ติดตอกัน แต

เครื่องอานผลเปนเบส T จํานวน 5 ตัว ดังนั้นจึงควรสังเกตลักษณะ peaks 

ดังกลาวเพ่ือแกไขขอมูลลําดับเบสใหถูกตอง 

 Too low signal ในบางกรณีอาจพบสัญญาณเรืองแสงท่ีมี peak ตํ่ามาก จึงควร

พิจารณาวาเปน noise signal หรือ เปน peak ของลําดับเบสจริงๆ (รูปท่ี 3.6) 

 

รูปท่ี 3.6 ตัวอยาง unclear signals ชนิดตางๆ 



การวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 

62 
 

 การหาลําดับนิวคลีโอไทดสองทิศทาง (Bidirectional sequencing) 

 เปนการหาลําดับนิวคลีโอไทด 2 ครั้ง โดยใช forward primer และ reverse primer ซ่ึง

มีทิศสวนทางกัน จะทําใหไดผลลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีนเดียวกัน จึงเปนการยืนยันผลซ่ึงกัน

และกัน (รูปท่ี 3.7) แตในบางกรณีอาจพบวาผลท่ีไดจาก bidirectional sequencing มีความ

ขัดแยงกัน จึงควรทํา DNA sequencing ซํ้าแบบ duplicates หรือ triplicates  เพ่ือใหไดผล

ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความถูกตองมากขึ้น 

 
รูปท่ี 3.7 แผนภาพแสดงกระบวนการ bidirectional sequencing 

การนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาเชื่อมตอกัน (Nucleotide sequence assembly) 

 เนื่องจากลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากเครื่อง automated DNA sequencer มีความยาว

จํากัดอยูท่ีประมาณ 800-1,000 bp แตในการศึกษารหัสพันธุกรรมของยีนตางๆ หรือจีโนมจะมี

ความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดมากกวานั้น จึงมีความจําเปนในการเพ่ิมจํานวน DNA เปนทอนๆ 

ท่ีมีสวนซอนทับกันอยางนอย 20-30 bp (overlapping fragments) จากนั้นหาลําดับนิวคลีโอ

ไทดของแตละทอน แลวนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาเชื่อมตอกัน (nucleotide sequence 

assembly) เพ่ือใหไดเปนยีนท่ีสมบูรณ (full length gene) หรือจีโนม (genome) ดังรูปท่ี 3.8 

 

รูปท่ี 3.8 แผนภาพแสดง nucleotide sequence assembly 
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การจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide sequences alignment) 

 การจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด ใชในการวิเคราะหเปรียบเทียบวาลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีนท่ีสนใจมีลําดับเบสเหมือนหรือแตกตางกันอยางไร โดยสามารถเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด

เปนคู จํานวน 2 สาย (pair sequences alignment) หรือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน

หลายสายพรอมๆ กัน (multiple sequences alignment) ซ่ึงจัดไดวาเปนการวิเคราะหท่ีมี

ความสําคัญมาก สามารถประยุกตใชในการศึกษาทางอณูชีววิทยาดานตางๆ ดังนี้ 

 การศึกษารูปแบบ RNA splicing  

 การแสดงออกของยีนเก่ียวของกับกระบวนการสําคัญท่ีเรียกวา Central Dogma ซ่ึง

ประกอบดวยกระบวนการถอดรหัส (transcription) จาก DNA ไปสู RNA และกระบวนการแปล

รหัส (translation) จาก RNA ไปเปนโปรตีน (polypeptide) ในสิ่งมีชีวิตท่ีเปน eukaryotes จะ

มีเยื่อหุมนิวเคลียสแบง compartment อยางชัดเจนทําใหกระบวนการถอดรหัสเกิดขึ้นใน

นิวเคลียส จากนั้น RNA ท่ีไดจะตองผานกระบวนการ RNA processing ซ่ึงประกอบดวย การเติม 

5’-capping, RNA splicing  และ poly A-tails ทําใหไดเปน mature RNA ท่ีมีความเสถียร แลว

เคลื่อนท่ีออกไปสูไซโตพลาสซึมของเซลลเพ่ือเกิดกระบวนการแปลรหัสใหไดเปนโปรตีน ซ่ึงใน

ขั้นตอน RNA splicing จะเปนการนําเอาสวนท่ีเปน introns ออกไป แลวนําสวนท่ีเปน exons มา

เชื่อมตอกัน โดยรูปแบบการเกิด RNA splicing มีไดหลายรูปแบบ (alternative splicing) หาก

ตองการศึกษารูปแบบดังกลาว สามารถจัดเรียงเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีสนใจ

ระหวาง genomic DNA (มีท้ัง introns และ exons) และ complementary DNA (มีแต exons) 

โดยลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเหมือนกันระหวาง genomic DNA และ complementary DNA จะ

เปนสวน exons ในขณะท่ีสวนท่ีขาดหายไปใน complementary DNA ก็คือสวนท่ีเปน introns 

ดังนั้นดวยการเปรียบเทียบแบบ pair sequences alignment จะทําใหศึกษารูปแบบการเกิด 

RNA splicing ของยีนท่ีสนใจได (รูปท่ี 3.9) 
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รูปท่ี 3.9 การศึกษา RNA splicing ดวยวิธี pair sequences alignment 

 การศึกษาความเหมือน (identity) และความแตกตาง (distance)  

 การศึกษาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด หรือลําดับกรดอะมิโน แบบ multiple 

sequences alignment สามารถใชในการคํานวณหาคาความเหมือน (identity score)  และคา

ความแตกตาง (distance score) ระหวางสิ่งมีชีวิตแตละ species หรือ ไวรัสแตละสายพันธุได ซ่ึง

สามารถประยุกตใชประโยชนไดดังนี้ 

• คาความเหมือน (identity score) นิยมใชในการบงชี้วาลําดับนิวคลีโอไทด หรือลําดับ

กรดอะมิโนท่ีเราสนใจ (query sequence) นั้นเปนยีน หรือโปรตีนชนิดใด และเปน

สิ่งมีชีวิตชนิดใด ตัวอยางเชน หากมีลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV) ท่ี

แยกไดจากผูปวย แลวตองการจําแนกวาเชื้อ HBV ดังกลาวเปนสายพันธุ (genotype) ใด 

ก็สามารถทํา multiple sequences alignment เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของ

เชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV) genotypes ตางๆ แลวคํานวณหาคาความเหมือน 

(identity) จากตารางท่ี 3.1 บงชี้วา query sequence นาจะจําแนกเปน HBV 

genotype C เนื่องจากมีความเหมือนมากท่ีสุด (97.70%) นอกจากนี้หลักการดังกลาวยัง

ประยุกตใชเปน เครื่องมือในการคนหาเปรียบเทียบความคลายคลึงกันทางชีวภาพ (Basic 

Local Alignment Search Tool) [BLAST] ซ่ึงจะกลาวรายละเอียดในบทตอไป   
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ตารางท่ี 3.1 คาความเหมือน (identity) ระหวางเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV) genotypes ตางๆ 

 

• คาความแตกตาง (distance score) เปนคาท่ีตรงกันขามกับคาความเหมือน นิยมใชใน

การวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis) ชนิด distance 

method ซ่ึงจะกลาวรายละเอียดในบทตอไป   

 การศึกษาบริเวณ conserved และ variable regions  

 การศึกษาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดแบบ multiple sequences alignment 

สามารถใชในการจําแนกบริเวณท่ีเปนลักษณะสําคัญของยีน (รูปท่ี 3.10) ไดดังนี้ 

• บริเวณอนุรักษ (conserved region) เปนบริเวณท่ีไมพบการกลายพันธุ ซ่ึงบงชี้วาลําดับ

นิวคลีโอไทดบริเวณนี้ ถูกใชในการสรางกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบสําคัญในดาน

โครงสรางและหนาท่ีของโปรตีน (เชน เปน binding site หรือ active site) ถาหากเกิด

การกลายพันธุบริเวณนี้จะทําใหโปรตีนทํางานไมได และสิ่งมีชีวิตจะไมสามารถดํารงชีพ

ได จึงจําเปนตองอนุรักษบริเวณดังกลาวใหคงอยูแบบเดิม นอกจากนี้สวน conserved 

regions บนลําดับนิวคลีโอไทด ไดรับความนิยมในการเลือกใชเพ่ือออกแบบ primers 

สําหรับใชในเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ซ่ึงจะกลาวรายละเอียดในบท

ตอไป 

• บริเวณแปรเปลี่ยน (variable region) เปนบริเวณท่ีพบการกลายพันธุคอนขางมาก ซ่ึง

บงชี้วาสิ่งมีชีวิตมีการตอบสนองตอสิ่งแวดลอม ทําใหมีการปรับเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอไทด

บริเวณนี้ เพ่ือใหสามารถดํารงชีพอยูได  

• บริเวณท่ีเพ่ิมขึ้น หรือขาดหายไป (insertion/deletion) เปนบริเวณท่ีพบการ

เปลี่ยนแปลงท่ีอาจสงผลตอโครงสรางและหนาท่ีของยีนและโปรตีนได 
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รูปท่ี 3.10 ตัวอยางการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวาง WU และ KI polyomavirus 

เพ่ือใชจําแนก conserved/variable regions และ insertion/deletion regions 

 การวิเคราะหการกลายพันธุ (Mutation analysis) 

 การกลายพันธุระดับยีน แบงออกไดเปนหลายรูปแบบ ดังนี้ 

• Substitution การเปลี่ยนแปลงลําดับเบส ซ่ึงแบงออกเปน 

 Purine transition เปลี่ยนระหวาง purine bases (A ↔ G) 

 Pyrimidine transition เปลี่ยนระหวาง pyrimidine bases (C ↔ T)  

 Transversion เปลี่ยนระหวาง pyrimidine (C/T) ↔ purine (A/G) 

• Point mutation ท่ีเกิดขึ้นบริเวณท่ีเปน coding sequence ของยีน แบงออกเปน 

 Synonymous (silent) mutation มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสของยีน 

แตลําดับของกรดอะมิโนคงเดิม 

 Nonsynonymous mutation มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสของยีน แลว

ทําใหการแปลรหัสเปลี่ยนแปลงไป (ตารางท่ี 3.2) ไดแก 

o Missense mutation มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสของยีน แลวทํา

ใหลําดับของกรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไป 

o Nonsense mutation มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสของยีน แลว

กลายเปน stop codon ซ่ึงจะทําใหหยุดกระบวนการแปลรหัส 
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• Insertion mutation มีลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ิมขึ้น  

• Deletion mutation มีลําดับนิวคลีโอไทดขาดหายไป 

• Frame shift mutation เปนผลมาจากมีลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ิมขึ้น (insertion) หรือ

ลําดับนิวคลีโอไทดขาดหายไป (deletion) ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง coding 

frame ของรหัส codon ท่ีประกอบดวยลําดับเบสจํานวน 3 ตัว จึงมีผลทําใหได

ลําดับกรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไปจากเดิมอยางมาก 

ตารางท่ี 3.2 รหัส codon บน mRNA สําหรับการแปลรหัสเปนกรดอะมิโน 

First position  Second position  Third position 

(5′  end) A G C U (3′  end) 

A Lys Arg Thr Ile A 

A Lys Arg Thr Met G 

A Asn Ser Thr Ile C 

A Asn Ser Thr Ile U 
      

G Glu Gly Ala Val A 

G Glu Gly Ala Val G 

G Asp Gly Ala Val C 

G Asp Gly Ala Val U 
      

C Gln Arg Pro Leu A 

C Gln Arg Pro Leu G 

C His Arg Pro Leu C 

C His Arg Pro Leu U 
      

U STOP STOP Ser Leu A 

U STOP Trp Ser Leu G 

U Tyr Cys Ser Phe C 

U Tyr Cys Ser Phe U 
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โปรแกรมในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโน 

 ในปจจุบันมีโปรแกรมสําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโน 

จํานวนหลายโปรแกรม ในท่ีนี้จะขอกลาวถึงเฉพาะโปรแกรม BioEdit (Biological sequence 

alignment editor for Window) เนื่องจากเปนโปรแกรมท่ีสามารถใชงานไดฟรีโดยไมเสีย

คาใชจาย (freeware) มีรูปแบบการใชงานงายไมซับซอน มีคําสั่งใหเลือกใชงานวิเคราะหได

หลากหลายประเภท เปนโปรแกรมท่ีมีมาตรฐานเปนท่ียอมรับสําหรับงานวิจัยในระดับนานาชาติ 

และผูเขียนมีประสบการณในการใชงานโปรแกรมนี้มาหลายป จึงขอสรุปขั้นตอนการใชงานของ

โปรแกรม BioEdit ดังนี้ 

1. Download โปรแกรม ไดจาก http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html 

(รูปท่ี 3.11) โดยคลิกท่ีคําวา “BioEdit.zip (full installation 12.6 Mb)” เพ่ือ

ดําเนินการ download โปรแกรม เม่ือ download เสร็จแลว ก็ดําเนินการติดต้ัง

โปรแกรมโดยเลือก file ท่ีชื่อวา “setup.exe” 

 

รูปท่ี 3.11 การ download โปรแกรม BioEdit 

[http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html] 

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
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2. เม่ือติดต้ังโปรแกรมเสร็จแลว ก็สามารถเปดโปรแกรมขึ้นมาใชงานงานไดทันที จากนั้น

สามารถเลือก file ท่ีตองการเปดใชงานในการวิเคราะห ซ่ึงโปรแกรม BioEdit สามารถ

รองรับ files ชนิดตางๆ ไดแก 

• GenBank Files (*.gbk, *.gen, *.gb, *.gnk) 

• FASTA Files (*.fas, *.fst, *.fsa, *.fasta) 

• NBRF/PIR Files (*.pir, *.nbr) 

• Phylip Files (*.phy) 

• Text Files (*.txt, *.rtf) 

• Plasmid Files (*.pmd) 

• BioEdit Project (*.bio) 

• Clustal Files (*.aln) 

• ABI Files (*.abi, *.ab1) 

• GCG Files (*.gcg) 

• XML Files (*.xml) 

3. การใชโปรแกรม BioEdit ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ประเภทตางๆ  

 การวิเคราะหกราฟลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชโปรแกรม BioEdit 

 1. เริ่มตนจากการเปด ABI File (.ab1) ท่ีไดจากเครื่อง automated DNA sequencer 

โดยคลิกท่ี File > Open แลวเลือก file ท่ีตองการเปด (รูปท่ี 3.12) โปรแกรมจะแสดงผลเปน 2 

สวน คือหนาแสดงกราฟลําดับนิวคลีโอไทด และหนาแสดงเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทด (รูปท่ี 3.13) 

 2. ในหนาท่ีแสดงกราฟลําดับนิวคลีโอไทด (รูปท่ี 3.13 สวนบน) ผูใชสามารถปรับขนาด

ของกราฟลําดับนิวคลีโอไทด ไดดังนี้ 

• Vertical scale เพ่ือปรับความสูงของกราฟ 

• Horizontal scale เพ่ือปรับความกวางของกราฟ 
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รูปท่ี 3.12 การเปด ABI file โดยใชโปรแกรม BioEdit 

 

รูปท่ี 3.13 การแสดงผลกราฟลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชโปรแกรม BioEdit 
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 3. ในกรณีท่ีทํา bidirectional sequencing คือการหาลําดับนิวคลีโอไทด 2 ครั้ง โดยใช 

forward primer และ reverse primer ซ่ึงมีทิศสวนทางกัน ในการวิเคราะหผลของกราฟลําดับ

นิวคลีโอไทดท่ีไดจาก reverse primer จําเปนจะตองทําการกลับทิศทาง และเปลี่ยนเปนเบสคูสม 

(Reverse and Complement) เพ่ือทําใหไดผลลําดับนิวคลีโอไทด เปน strand ท่ีตรงกับผลท่ีได

จาก forward primer เนื่องจากโปรแกรมการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดนิยมแสดงผลและ

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายท่ีเปน sense strand (+) เทานั้น ซ่ึงโปรแกรม BioEdit 

สามารถทํา Reverse and Complement ได ดังนี้ 

• ในหนาแสดงกราฟลําดับนิวคลีโอไทด ใหเลือกท่ีคําสั่ง View > Reverse 

Complement (รูปท่ี 3.14) 

• ในหนาท่ีแสดงเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทด ใหคลิกท่ีชื่อของลําดับนิวคลีโอไทด (เชน 

DNA sequence_Reverse) แลวเลือกท่ีคําสั่ง Sequence > Nucleic acid > 

Reverse Complement 

 
รูปท่ี 3.14 การ Reverse Complement สําหรับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจาก reverse primer 

 4. ผูใชสามารถเลื่อนดูกราฟลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนงตางๆ เพ่ือตรวจสอบเบื้องตนวา

ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีกําลังวิเคราะหนั้น มีบริเวณใดท่ีใหผลถูกตองนาเชื่อถือ และมีบริเวณใดบางท่ี 

เปน noise signals (บริเวณชวงตน และชวงปลายของลําดับนิวคลีโอไทด) หรือ unclear signals 

(double peaks, repeat bases, too low signal) ซ่ึงเปนขอมูลท่ีไมถูกตองหรือมีความ

นาเชื่อถือนอย 
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 5. เม่ือพบบริเวณท่ีเปน noise signals และตองการตัดลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide 

trimming) ในสวนท่ีเปน noise signals ออกไป โดยใหเลือก Mode ในหนาท่ีแสดงเฉพาะลําดับ

นิวคลีโอไทดเปน Edit จากนั้นเลือกลําดับนิวคลีโอไทดเฉพาะสวนท่ีเปน noise signal โดยทําเปน

แถบสีดํา (รูปท่ี 3.15 สวนลาง) แลวกดปุม Del (บนแปนพิมพ) เพ่ือทําการตัดลําดับนิวคลีโอไทด

บริเวณดังกลาวออกไป เหลือแตผลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความถูกตองนาเชื่อถือ 

 

รูปท่ี 3.15 การเลือกตัดลําดับนิวคลีโอไทด สวนท่ีเปน noise signal โดยใชโปรแกรม BioEdit 

 6. จากนั้นสามารถบันทึกผลลําดับนิวคลีโอไทดโดยคลิกท่ีคําสั่ง File > Save as จากนั้น

สามารถต้ังชื่อ file และเลือกนามสกุลของ file ได ซ่ึงนิยมเลือกเปน Fasta file อีกวิธีท่ีนิยมใชคือ 

copy โดยคลิกชื่อของลําดับนิวคลีโอไทด (เชน DNA sequence_Forward) จากนั้นคลิกท่ีคําสั่ง 

Edit > Copy Sequences to clipboard (Fasta Format) จากนั้นเปดโปรแกรม Notepad แลว

เลือก Edit > Paste แลวสามารถ save เปน text file (ท่ีเปน Fasta format) เก็บไว (รูปท่ี 3.16) 

 

รูปท่ี 3.16 ตัวอยางลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเปน Fasta format ในโปรแกรม Notepad  
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 การเชื่อมตอลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชโปรแกรม BioEdit 

 1. เริ่มจากการเตรียมลําดับนิวคลีโอไทดท่ีผานการตัด (nucleotide trimming) ในสวน

ท่ีเปน noise signals ออกไปแลว โดยรวมลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีทิศทางเดียวกันหลายๆ สายท่ี

ตองการเชื่อมตอกันไวใน text file (ท่ีเปน Fasta format) ของโปรแกรม Notepad (รูปท่ี 3.17) 

 

รูปท่ี 3.17 ตัวอยางการเตรียมลําดับนิวคลีโอไทดใน text file เพ่ือใชในการ assembly 
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 2. เปดใชงานโปรแกรม BioEdit แลวเปด text file ท่ีเตรียมไว (รูปท่ี 3.18) 

 
รูปท่ี 3.18 การแสดงผลลําดับนิวคลีโอไทดจาก text file (Fasta Format) ในโปรแกรม BioEdit 

 3. คลิกท่ีคําสั่ง Accessory Application> CAP contig assembly program (รูปท่ี 

3.19) จะมีหนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือต้ังคาท่ีจะใชในการเชื่อมตอลําดับนิวคลีโอไทด (รูปท่ี 3.20) ดังนี้  

 Minimum base overlap กําหนดจํานวนนิวคลีโอไทดท่ีซอนทับกันนอยท่ีสุด

ระหวางสายของนิวคลีโอไทดท่ีจะเชื่อตอกัน (คา default = 20) 

 Percent match (minimum) กําหนดคาเปอรเซ็นตความเหมือนท่ีนอยท่ีสุด

ระหวางลําดับนิวคลีโอไทดท่ีจะเชื่อตอกัน (คา default = 85) 

 
รูปท่ี 3.19 การใชคําสั่ง CAP contig assembly program 
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รูปท่ี 3.20 การต้ังคาสําหรับการเชื่อมตอลําดับนิวคลีโอไทดดวย CAP contig assembly  

 4. เม่ือต้ังคาเสร็จแลว (นิยมใชคา default) ใหคลิกท่ีคําวา Run Application จะปรากฏ

หนาตางเปน command อัตโนมัติ (รูปท่ี 3.21) เม่ือพบคําวา SHOW ท่ีบรรทัดลางสุด แสดงวา

การวิเคราะหเสร็จแลว ใหกดปุม Enter (บนแปนพิมพ) โปรแกรมก็จะแสดงผล (รูปท่ี 3.22) 

 

รูปท่ี 3.21 การทํางานของ CAP contig assembly program เพ่ือเชื่อมตอลําดับนิวคลีโอไทด 



การวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 

76 
 

รูปท่ี 3.22 ผลการเชื่อมตอลําดับนิวคลีโอไทดดวย CAP contig assembly program 

 5. จากรูปท่ี 3.22 โปรแกรมจะแสดงลําดับนิวคลีโอไทดท่ีซอนทับกัน (overlapping 

sequences) สําหรับใชเชื่อมตอกันระหวางสาย หากตองการขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีผานการ

เชื่อมตอกันเสร็จแลว (full length gene) ใหคลิกท่ีชื่อของลําดับนิวคลีโอไทด (Contig-0) จากนั้น

คลิกท่ีคําสั่ง Edit > Copy Sequences to clipboard (Fasta Format) จากนั้นเปดโปรแกรม 

Notepad แลวเลือก Edit > Paste แลวสามารถ save เปน text file (ท่ีเปน Fasta Format) 

เก็บไว (รูปท่ี 3.23) โดยอาจเปลี่ยนชื่อจาก Contig-0 เปนชื่อของยีนตามความเหมาะสม  

 

รูปท่ี 3.23 ตัวอยางลําดับนิวคลีโอไทดท่ีผานการเชื่อมตอเสร็จแลว ในโปรแกรม Notepad  

 6. ในกรณีท่ีลําดับนิวคลีโอไทดไมสามารถเชื่อมตอกันได เชน ไมมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ี

ซอนทับกัน (overlapping sequences) หรือสวนท่ีซอนทับกันนั้นมีจํานวนนิวคลีโอไทดนอยกวา

คา Minimum base overlap ท่ีกําหนดไว โปรแกรม CAP contig assembly จะแสดงผลการ

เชื่อมตอเปนหลาย contigs เชน Contig-0, Contig-1, Contig-2 เปนตน 
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 การจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชโปรแกรม BioEdit 

 1. เริ่มจากการเตรียมลําดับนิวคลีโอไทดหลายๆ สายท่ีตองการจัดเรียงรวมกันไวใน text 

file (Fasta format) ของโปรแกรม Notepad (รูปท่ี 3.24) 

 

รูปท่ี 3.24 ตัวอยางการเตรียมลําดับนิวคลีโอไทดใน text file เพ่ือใชในการ alignment 

 2. เปดใชงานโปรแกรม BioEdit แลวเปด text file ท่ีเตรียมไว 

 3. คลิกท่ีคําสั่ง Accessory Application > ClustalW Multiple alignment  (รูปท่ี 

3.25) จะมีหนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือใหต้ังคาท่ีจะใชในการจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด (รูปท่ี 3.26)  

 4. เม่ือต้ังคาเสร็จแลว (นิยมใชคา default) ใหคลิกท่ีคําวา Run ClustalW จากนั้นกด 

OK จะปรากฏหนาตางการทํางานของโปรแกรม แลวก็จะแสดงผลขึ้นมาอัตโนมัติ (รูปท่ี 3.27) 
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รูปท่ี 3.25 การใชคําสั่ง ClustalW Multiple alignment 

 

รูปท่ี 3.26 การต้ังคาสําหรับจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทดดวย ClustalW Multiple alignment 
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รูปท่ี 3.27 ผลการจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทดดวย ClustalW Multiple alignment 

 5. จากรูปท่ี 3.27 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดท่ีจัดเรียงเสร็จแลว (aligned sequences) 

หากตองการจําแนกสวนท่ีเหมือนกันและแตกตางกันอยางชัดเจน ใหคลิกท่ีปุม “View 

conservation by plotting identities to a standard as a dot” (รูปท่ี 3.28) โปรแกรมจะใช

ลําดับนิวคลีโอไทดสายแรก ในการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดสายอ่ืนๆ โดยแสดงผล ดังนี้ 

• บริเวณอนุรักษ (conserved region) จะแสดงเปนเครื่องหมาย (.) 

• บริเวณแปรเปลี่ยน (variable region) จะแสดงเปนเบสท่ีแตกตาง (A/T/C/G) 

• บริเวณท่ีขาดหายไป (deletion region) จะแสดงเปนเครื่องหมาย (-) 

 
รูปท่ี 3.28 การจําแนก conserved / variable / insertion / deletion regions  
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 6. หากตองการสั่งใหโปรแกรมคนหาบริเวณอนุรักษ (conserved regions) แบบ

อัตโนมัติ สามารถคลิกท่ีคําสั่ง Alignment > Find Conserved Regions (รูปท่ี 3.29) จะมี

หนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือใหต้ังคาท่ีจะใชในการคนหาบริเวณอนุรักษ (รูปท่ี 3.30) จากนั้นคลิกท่ีคํา

วา Start โปรแกรมก็จะแสดงผลการคนหาบริเวณอนุรักษ (รูปท่ี 3.31)  

 
รูปท่ี 3.29 การคนหาบริเวณอนุรักษ โดยใชคําสั่ง Find Conserved Regions 

 
รูปท่ี 3.30 การต้ังคาสําหรับการคนหาบริเวณอนุรักษ โดยใชคําสั่ง Find Conserved Regions 
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รูปท่ี 3.31 ตัวอยางผลการคนหาบริเวณอนุรักษ โดยใชคําสั่ง Find Conserved Regions 

 7. จากรูปท่ี 3.31 โปรแกรมจะสรุปจํานวน conserved regions ท่ีพบท้ังหมด พรอมท้ัง

แสดงตําแหนงและลําดับนิวคลีโอไทดท่ีพบในแตละบริเวณอนุรักษ ซ่ึงสามารถนําไปประยุกตใชใน

การออกแบบ primers และ probes ได ซ่ึงจะกลาวรายละเอียดในบทตอไป 

 8. หากตองการสั่งใหโปรแกรมคํานวณหาคาความเหมือน (identity score) เปรียบเทียบ

กันระหวางลําดับนิวคลีโอไทดหลายๆ สาย สามารถคลิกท่ีคําสั่ง Alignment > Sequence 

Identity Matrix (รูปท่ี 3.32) จะมีหนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือใหต้ังชื่อ file ท่ีตองการบันทึก จากนั้น

คลิกท่ีคําสั่ง Save โปรแกรมก็จะแสดงผลคาความเหมือน (identity score) (รูปท่ี 3.33) ซ่ึง

สามารถ copy ขอมูลดังกลาวแลวไป paste ในโปรแกรม MS Excel เพ่ือใหพิจารณาและ

วิเคราะหขอมูลไดงายขึ้น นอกจากนี้หากตองการขอมูลเปนคาเปอรเซ็นตความเหมือน (% 

identity) ก็สามารถคูณตัวเลขดังกลาวดวยคา 100 ก็จะไดเปนคา % identity (รูปท่ี 3.34) 
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รูปท่ี 3.32 การคํานวณหาคาความเหมือน โดยใชคําสั่ง Sequence Identity Matrix 

 

 
รูปท่ี 3.33 ตัวอยางการแสดงผลคาความเหมือน (identity score) ในโปรแกรม BioEdit 
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รูปท่ี 3.34 ตัวอยางการแสดงผลเปอรเซ็นตความเหมือน (% identity) ในโปรแกรม MS Excel 

 การวิเคราะหการกลายพันธุโดยใชโปรแกรม BioEdit 

 1. เริ่มจากการเตรียมลําดับนิวคลีโอไทดหลายๆ สายท่ีตองการจัดเรียงรวมกันไวใน text 

file (Fasta format) ของโปรแกรม Notepad โดยใหลําดับนิวคลีโอไทดสายแรก เปน 

Reference sequence (Ref Seq) หรือเปน wild type sequence เพ่ือใชเปนลําดับนิวคลีโอ

ไทดต้ังตนในการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดสายอ่ืนๆ (รูปท่ี 3.35) 

 
รูปท่ี 3.35 ตัวอยางการเตรียมลําดับนิวคลีโอไทดใน text file เพ่ือใชวิเคราะหการกลายพันธุ 
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 2. เปดใชงานโปรแกรม BioEdit แลวเปด text file ท่ีเตรียมไว 

 3. คลิกท่ีคําสั่ง Accessory Application > ClustalW Multiple alignment  จะมี

หนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือใหต้ังคาท่ีจะใชในการจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด เม่ือต้ังคาเสร็จแลว (นิยม

ใชคา default) ใหคลิกท่ีคําวา Run ClustalW จากนั้นกด OK จะปรากฏหนาตางการทํางานของ

โปรแกรม แลวก็จะแสดงผลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีจัดเรียงเสร็จแลว (aligned sequences) หาก

ตองการจําแนกสวนท่ีเหมือนกันและแตกตางกันอยางชัดเจน ใหคลิกท่ีปุม “View conservation 

by plotting identities to a standard as a dot” โปรแกรมจะใชลําดับนิวคลีโอไทดสายแรก 

(Ref Seq) เปนตัวต้ังตนในการเปรียบเทียบการกลายพันธุในลําดับนิวคลีโอไทดสายอ่ืนๆ  

 4. ในการวิเคราะหการกลายพันธุของยีนควรพิจารณาวาตําแหนงท่ีเกิดการกลายพันธุอยู

ในบริเวณสวนใดของยีน ไดแก 

• Coding sequence (CDS) เปนลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีจะใชในการแปลรหัสเพ่ือ

สรางเปนกรดอะมิโน ซ่ึงคนหาจาก open reading frame (ORF) เริ่มจาก start 

codon ถึง stop codon หากพบการกลายพันธุในสวนนี้ควรพิจารณาตอวาเปนการ

กลายพันธุแบบใด  

 Synonymous (silent) mutation  

 Nonsynonymous mutation 

o Missense mutation  

o Nonsense mutation  

• Untranslated regions (UTR) เปน non-coding sequence หรือลําดับนิวคลีโอ

ไทดสวนท่ีไมไดใชในการแปลรหัสเพ่ือสรางเปนกรดอะมิโน โดยแบงเปน 

 5′-UTR เปนบริเวณท่ีอยูกอนหนา start codon 

 3′-UTR เปนบริเวณท่ีอยูหลังจาก stop codon 

• หากพบ insertion หรือ deletion ควรพิจารณาตอวาเกิด frameshift หรือไม 
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 5. หากตองการใหโปรแกรมคนหาสวนท่ีเปน open reading frame (ORF) ใหคลิกท่ีชื่อ

ของนิวคลีโอไทดท่ีตองการคนหา จากนั้นใชคําสั่ง Edit > Search > Find Next ORF (รูปท่ี 3.36) 

จากนั้นโปรแกรมจะแสดงผลเปนแถบสีดําบริเวณ ORF (start  stop codons) (รูปท่ี 3.37) 

 
รูปท่ี 3.36 การคนหา open reading frame โดยใชคําสั่ง Find Next ORF 

 
รูปท่ี 3.37 ตัวอยางการแสดงผล open reading frame ในโปรแกรม BioEdit 

 6. จากรูปท่ี 3.37 จะพบวาบริเวณท่ีเปน ORF หรือ CDS จะเริ่มต้ังแตตําแหนง 103-1107 

แสดงวา 5′-UTR จะเริ่มต้ังแตตําแหนงท่ี 1-102 และ 3′-UTR จะเริ่มต้ังแตตําแหนง 1108 เปน

ตนไป นอกจากนี้พบวาตัวอยาง Unknown 1 มีการกลายพันธุท่ีบริเวณ 5′-UTR ท่ีตําแหนง 89 

โดยเปลี่ยนแบบ transversion จาก A ไปเปน C (A89C) และ 3′-UTR ท่ีตําแหนง 1160 โดย

เปลี่ยนแบบ transition จาก C ไปเปน T (C1160T) เปนตน สวนตัวอยางอ่ืนๆ (Unknown 2-5) 

ไมพบการกลายพันธุในบริเวณ UTR    
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 7. หากตองการพิจารณาเฉพาะสวนท่ีเปน CDS และตองการตัดลําดับนิวคลีโอไทด 

(nucleotide trimming) ในสวนท่ีเปน UTR ออกไป ใหเลือก Mode เปน Edit จากนั้นเลือก

ลําดับนิวคลีโอไทดเฉพาะสวนท่ีเปน UTR โดยทําเปนแถบสีดํา (รูปท่ี 3.38) แลวกดปุม Del (บน

แปนพิมพ) เพ่ือทําการตัดลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวออกไป เหลือแตลําดับนิวคลีโอไทด

สวนท่ีเปน CDS เทานั้น 

 
รูปท่ี 3.38 การเลือกและตัดลําดับนิวคลีโอไทด สวนท่ีเปน UTR โดยใชโปรแกรม BioEdit 

 8. จากรูปท่ี 3.38 เม่ือตัดสวนท่ีเปน UTR ออกไปแลว ลําดับนิวคลีโอไทดจะเริ่มตนท่ี 

start codon (ATG) ซ่ึงเปนตําแหนงเริ่มตนของกระบวนการแปลรหัส หากตองการสั่งให

โปรแกรมทําการแปลรหัสใหกลายเปนกรดอะมิโน ใหคลิกท่ีชื่อของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตองการ 

แลวกด Ctrl + G (บนแปนพิมพ) โปรแกรมจะแสดงผลการแปลรหัสเปนลําดับกรดอะมิโน (รูปท่ี 

3.39) หากตองการเปลี่ยนกลับไปเปนลําดับนิวคลีโอไทด สามารถทําไดโดยการกด Ctrl + G (บน

แปนพิมพ) อีกครั้ง 

 
รูปท่ี 3.39 การแปลรหัสจากลําดับนิวคลีโอไทด ไปเปนลําดับกรดอะมิโน ดวย BioEdit 
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 9. ในกรณีท่ีตองการตรวจสอบวาการกลายพันธุท่ีพบในลําดับนิวคลีโอไทด จะทําใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนหรือไม สามารถทําไดโดยการทําแถบดําในตําแหนงท่ีพบการกลาย

พันธุบนลําดับนิวคลีโอไทด จากนั้นกด Ctrl + G (บนแปนพิมพ) เพ่ือเปลี่ยนเปนลําดับกรดอะมิโน 

ซ่ึงแถบดําจะยังคงปรากฏอยู ซ่ึงแปลผลได ดังนี้ 

• หากกรดอะมิโนท่ีตําแหนงดังกลาว มีความเหมือนกับ Ref Seq แสดงวาเปน 

synonymous (silent) mutation (รูปท่ี 3.40) ตัวอยางเชน Unknown 2 พบการ

กลายพันธุ C108A แตเม่ือแปลรหัสเปนกรดอะมิโนก็ยังคงเปน P ท่ีตําแหนง 36 

เชนเดียวกับ Ref Seq  

• หากกรดอะมิโนท่ีตําแหนงดังกลาว มีความแตกตางจาก Ref Seq แสดงวาเปน 

nonsynonymous mutation ชนิด missense mutation (รูปท่ี 3.40) 

ตัวอยางเชน Unknown 3 พบการกลายพันธุ T166A ทําใหเปลี่ยนกรดอะมิโน จาก 

Phenylalanine ท่ีตําแหนง 56 ไปเปน Isoleucine (F56I)  

 

 
รูปท่ี 3.40 ตัวอยางการจําแนกระหวาง synonymous และ nonsynonymous mutations 
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• หากกรดอะมิโนท่ีตําแหนงดังกลาว กลายเปนสัญลักษณ * (stop codon) แสดงวา

เปน nonsynonymous mutation ชนิด nonsense mutation (รูปท่ี 3.41)

ตัวอยางเชน Unknown 4 พบการกลายพันธุ ทําใหกลายเปน stop codon ท่ี

ตําแหนง 253 ของลําดับกรดอะมิโน สงผลใหไดโปรตีนท่ีสั้นกวาปกติ (truncated 

protein) 

• หากพบสัญลักษณ ∼ แสดงวาเกิดการ deletion แบบ inframe คือขาดหายไป 

(จํานวนนิวคลีโอไทดท่ีหารดวย 3 ลงตัว) (รูปท่ี 3.41)  

• หากพบสัญลักษณ X แสดงวาเกิดการ deletion ท่ีทําใหเกิด frameshift mutation 

(จํานวนนิวคลีโอไทดท่ีหารดวย 3 ไมลงตัว)  (รูปท่ี 3.41)  

 
รูปท่ี 3.41 ตัวอยางการพบ nonsense / inframe / frameshift mutations  

 10. หากตองการแสดงการเกิด frameshift mutation ใหชัดเจนมากยิ่งขึ้น ควรทําการ

แปลรหัสจากลําดับนิวคลีโอไทดไปเปนลําดับกรดอะมิโน (กด Ctrl + G) กอน แลวจึงทําการจัด

เรียงลําดับกรดอะมิโน (amino acid sequences alignment) ดวยคําสั่ง Accessory 

Application > ClustalW Multiple alignment โปรแกรมก็จะแสดงผลการเกิด frameshift 

mutation (รูปท่ี 3.42) ตัวอยางเชน Unknown 5 พบการกลายพันธุแบบ deletion ท่ีทําใหเกิด 

frameshift mutation ต้ังแตตําแหนงท่ี 202 จะไดรูปแบบลําดับกรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไป และ

เกิดเปน stop codon ท่ีตําแหนง 223 เปนตน 
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รูปท่ี 3.42 ตัวอยางการแสดงผล frameshift mutation ดวยโปรแกรม BioEdit  
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4 
เครื่องมือในการคนหาเปรียบเทียบความคลายคลึงกันทางชีวภาพ 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
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เครื่องมือในการคนหาเปรียบเทียบความคลายคลึงกันทางชีวภาพ 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) เปนเครื่องมือท่ีใชในการคนหาสวน

ของยีนหรือโปรตีนท่ีมีความคลายคลึงกัน โดยโปรแกรมจะเปรียบเทียบลําดับนิวคลิโอไทดหรือ

กรดอะมิโนกับฐานขอมูลและคํานวณนัยสําคัญทางสถิติของความเหมือน จึงสามารถประยุกตใช

ในการระบุชนิดของยีน โปรตีน หรือจําแนกสายพันธุของสิ่งมีชีวิตได นอกจากนี้สามารถอนุมาน

ความสัมพันธระหวางบทบาทหนาท่ีและวิวัฒนาการของยีนในสิ่งมีชีวิตได การใช BLAST สามารถ

เขาไดจาก https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (รูปท่ี 4.1) โดยจําแนกได ดังนี้ 

• Nucleotide BLAST การใชลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโ อไทด

ในฐานขอมูล 

• Protein BLAST การใชลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนใน

ฐานขอมูล 

• Translated BLAST แบงออกเปน 

 BLASTx การใชลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจมาแปลรหัส (translated nucleotides) 

ใหเปนลําดับกรดอะมิโน   แลวนําไปเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูล 

 tBLASTn การใชลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดใน

ฐานขอมูลท่ีแปลรหัสใหเปนลําดับกรดอะมิโน (translated nucleotides)  

 tBLASTx การใชลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ มาแปลรหัส (translated nucleotides) 

ใหเปนลําดับกรดอะมิโน แลวนําไปเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมาก

จากนิวคลีโอไทด (translated nucleotides)  ในฐานขอมูล  

 การเลือกใช BLAST แตละชนิดจะขึ้นกับ 3 ปจจัย ดังสรุปในตารางท่ี 4.1 ไดแก 

• Query sequence ขอมูลท่ีเราตองการวิเคราะห แบงออกเปน  

 Nucleotide เปนขอมูลท่ีไดจากเทคนิค nucleotide sequencing แลว

ตองการคนหาชื่อยีนและชื่อสิ่งมีชีวิต โดยไมจําเพาะวาจะเปน coding 

sequences (CDS) หรือ untranslated region (UTR) sequences 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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 Translated nucleotide เปนขอมูลท่ีไดจากเทคนิค nucleotide 

sequencing แลวตองการคนหาชื่อยีนและชื่อสิ่งมีชีวิต โดยเนนชวงยีนเฉพาะ

สวนท่ีเปน coding sequences (CDS) เทานั้น 

 Protein เปนขอมูลท่ีไดจากเทคนิค mass spectrometry แลวตองการคนหา

ชื่อโปรตีนและชื่อสิ่งมีชีวิต  

• Databases ฐานขอมูลท่ีตองการใชในการคนหา ซ่ึงจะแบงเปนฐานขอมูลสําหรับ 

nucleotide และ protein รายละเอียดเพ่ิมเติมสรุป ดังตารางท่ี 4.2 และ 4.3 ตอไป 

• Alignments การจัดเรียงขอมูลเพ่ือใชในการเปรียบเทียบระหวาง query sequence 

และ sequences ในฐานขอมูล ซ่ึงแบงออกเปน nucleotide vs nucleotide และ 

protein vs protein  

 

 

รูปท่ี 4.1 หนาแรกของเว็บไซต BLAST [https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi] 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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ตารางท่ี 4.1 สรุปเปรียบเทียบลักษณะพ้ืนฐานของการ BLAST แตละชนิด 

BLAST types Query sequences Database Alignments 

Nucleotide BLAST Nucleotide Nucleotide Nucleotide vs Nucleotide 

Protein BLAST Protein Protein Protein vs Protein 

BLASTx Translated nucleotide Protein Protein vs Protein 

tBLASTn Protein 
Translated 

nucleotide 
Protein vs Protein 

tBLASTx Translated nucleotide 
Translated  

nucleotide 
Protein vs Protein 

 ดังนั้นการใช BLAST แตละชนิดอาจไดผลการวิเคราะหแตกตางกัน และมีผลตอความ

ถูกตองของขอมูล ดังนั้นควรเลือกใชอยางมีวิจารณญาณ รายละเอียดการใช BLAST แตละชนิด 

เปนดังนี้ 

Nucleotide BLAST 

 Nucleotide BLAST เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชในการระบุชื่อยีน และชนิดของสิ่งมีชีวิต โดย

การใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (รหัสพันธุกรรม) โดยสามารถคลิกท่ีคําวา Nucleotide BLAST 

จากรูปท่ี 4.1 ก็จะเขาสูหนาสําหรับการใสขอมูลของ Nucleotide BLAST (รูปท่ี 4.2) ซ่ึงแบง

ออกเปน 3 สวน ไดแก 

• Enter Query Sequence เปนสวนชองวางท่ีใหใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ 

(query) หรือจะ upload file ท่ีมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดก็ได  

• Choose Search Set เปนการเลือกใชฐานขอมูลท่ีจะใชในการศึกษาเปรียบเทียบ ใน

กรณีท่ีไมแนใจวาควรใชฐานขอมูลใด นิยมเลือกใช Others (Nucleotide collection) 

ในการศึกษา อยางไรก็ตามสามารถปรับเปลี่ยนฐานขอมูลได (ตารางท่ี 4.2) 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastn
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รูปท่ี 4.2 การใสขอมูล และกําหนดคาตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลดวย Nucleotide BLAST 

• Program Selection เปนการเลือกใชโปรแกรมในการศึกษาเปรียบเทียบ ดังนี้ 

 Highly similar sequences (megablast) ใชสําหรับการคนหาลําดับนิวคลีโอ

ไทดท่ีมีความเหมือนกันมากๆ มาจากสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน 

 More dissimilar sequences (discontiguous megablast) ใชสําหรับการ

คนหาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความเหมือนกันไมมาก มักมาจากสิ่งมีชีวิต

ตางชนิดกัน 

 Somewhat similar sequences (blastn) ใชสําหรับการคนหาลําดับนิวคลีโอ

ไทดท่ีมีขนาดสั้นๆ ใชคนหายีนท่ีมาจากสิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน 
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ตารางท่ี 4.2 สรุปชื่อและนิยามของฐานขอมูลนิวคลีโอไทดท่ีใชสําหรับ BLAST 

 

ฐานขอมูล รายละเอียด 
Nucleotide collection  

(default) 

All GenBank + EMBL + DDBJ + PDB sequences, excluding sequences from PAT, 

EST, STS, GSS, WGS, TSA and phase 0, 1 or 2 HTGS sequences, mostly non-

redundant. 

16S ribosomal RNA 

sequences 

16S Microbial rRNA sequences from Targeted Loci Project. 

Reference RNA 

sequences 

Curated (NM_, NR_) plus predicted (XM_, XR_) sequences from NCBI Reference 

Sequence Project. 

RefSeq Representative 

genomes 

NCBI RefSeq Reference and Representative genomes across broad taxonomy 

groups including eukaryotes, bacte-ria, archaea, viruses and viroids. These 

genomes are among the best quality genomes available with minimum 

redundancy - one genome per species for eukaryotes and diverse isolates for 

the same species for others. 

RefSeq Genome 

Databases 

Genomic sequences from NCBI Reference Sequence Project. 

Whole-genome shotgun 

contigs 

Assemblies of Whole Genome Shotgun sequences. 

Expressed sequence tags Database of GenBank + EMBL + DDBJ sequences from EST division. 

Transcriptome Shotgun 

Assembly 

Transcriptome Shotgun Assemblies, assembled from RNA-seq Sequence Read 

Archive (SRA) data. 

High throughput genomic 

sequences 

Unfinished High Throughput Genomic Sequences; Sequences: phases 0, 1 and 2. 

Patent sequences Nucleotides from the Patent division of GenBank. 

Protein Data Bank Nucleotide sequences from the 3-dimensional structure records from Protein 

Data Bank. 

Ref genomic sequences Complete genomes and complete chromosomes from the NCBI Reference 

Sequence project. 

Human genomic + 

transcript 

The genomic sequences plus curated and predicted RNAs from the current build 

of the human genome. 

Mouse genomic + 

transcript 

The genomic sequences plus curated and predicted RNAs from the current build 

of the mouse genome. 
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 เม่ือกําหนดคาตางๆ เสร็จแลว ใหคลิกท่ีคําวา BLAST โปรแกรมจะนําลําดับนิวคลีโอไทด

ท่ีเราใสไว ไปทําการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดท่ีมีอยูในฐานขอมูลตามท่ี เรา

กําหนด และคํานวณคานัยสําคัญทางสถิติของความเหมือน พรอมกับระบุชื่อยีน และชนิดของ

สิ่งมีชีวิตท่ีมีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ โดยแสดงผล ดังรูปท่ี 4.3 โดยแบง

ออกเปน 4 สวนไดแก 

• Job title เปนสวนท่ีระบุคาตางๆ ตามท่ีกําหนดไวในการวิเคราะหขอมูล ไดแก 

molecular type (ชนิดของสารชีวโมเลกุล), query length (ความยาว), database 

name (ชื่อฐานขอมูล) และ program (โปรแกรมท่ีใช) เปนตน  

• Graphic summary เปนการสรุปผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดดวยแถบสี ซ่ึงไม

คอยมีประโยชนในการวิเคราะหขอมูล  

• Description เปนการระบุรายละเอียดชื่อนิวคลีโอไทดตางๆ ในฐานขอมูลท่ีมีความ

คลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเราใสเขาไปวิเคราะห โดยแสดงผล 100 อันดับแรกซ่ึง

เรียงลําดับตามคาคะแนน และคาทางสถิติ (ลําดับท่ี 1 จะมีความเหมือนมากท่ีสุด) ซ่ึงมี

คาท่ีควรพิจารณา ดังนี้ 

 Description เปนรายละเอียดชื่อยีนและชื่อสิ่งมีชีวิต 

 Max score และ Total score คาคะแนนท่ีสูงจะมีความเหมือนมาก 

 Query coverage เปนคาท่ีบอกถึงความยาวของนิวคลีโอไทดท่ีใชใน การ

เปรียบเทียบกัน เชน หากเราใสนิวคลีโอไทดท่ีมีความยาว 630 bp ลงไป แลว

โปรแกรม BLAST ใชท้ัง 630 bp ในการเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทดใน

ฐานขอมูล ก็จะแสดงผลวาเทากับ 100 %  

 Identity เปนคาท่ีบอกเปอรเซ็นตความเหมือนระหวางนิวคลีโอไทด 

 E value เปนคาท่ีบอกความนาเชื่อถือ ถาคาเขาใกลศูนย จะมีความแมนยําสูง 

 Accession number สามารถคลิกเพ่ือเชื่อมโยงไปสูฐานขอมูล Nucleotide ได 

• Alignment เปนสวนท่ีแสดงการเปรียบเทียบเบสตอเบส ระหวางนิวคลีโอไทดท่ีเราใส

เขาไป (query) และนิวคลีโอไทดท่ีพบในฐานขอมูล (subject) หากมีเบสตําแหนงใด

แตกตางกันก็จะสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
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รูปท่ี 4.3 ตัวอยางผลท่ีไดจาก Nucleotide BLAST 
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Protein BLAST 

 Protein BLAST เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชในการระบุชื่อโปรตีนและชนิดของสิ่งมีชีวิต โดย

การใสขอมูลลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนท่ีสนใจ โดยสามารถคลิกท่ีคําวา Protein BLAST จาก

รูปท่ี 4.1 ก็จะเขาสูหนาสําหรับการใสขอมูลของ Protein BLAST (รูปท่ี 4.4) ซ่ึงแบงออกเปน 3 

สวน ไดแก 

 
รูปท่ี 4.4 การใสขอมูล และกําหนดคาตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลดวย Protein BLAST 

• Enter Query Sequence เปนสวนชองวางท่ีใหใสขอมูลลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจ 

(query) หรือจะ upload file ท่ีมีขอมูลลําดับกรดอะมิโนก็ได  

• Choose Search Set เปนการเลือกใชฐานขอมูลท่ีจะใชในการศึกษาเปรียบเทียบ ใน

กรณีท่ีไมแนใจวาควรใชฐานขอมูลใด นิยมเลือกใช Non-redundant protein 

sequences (nr) อยางไรก็ตามสามารถปรับเปลี่ยนเปนฐานขอมูลอ่ืนได (ตารางท่ี 4.3) 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastn
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• Program Selection เปนการเลือกใชโปรแกรมในการศึกษาเปรียบเทียบ ดังนี้ 

 BLASTp (protein-protein BLAST) ใชสําหรับการคนหาลําดับกรดอะมิโนท่ีมี

ความเหมือนกันมากๆ มาจากสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน 

 Quick BLASTp (Accelerated protein-protein BLAST) ใชสําหรับการคนหา

ลําดับกรดอะมิโนท่ีมีความเหมือนกันอยางรวดเร็ว 

 PSI-BLAST (Position specific Iterated BLAST) ใชสําหรับการคนหาลําดับ

กรดอะมิโนเฉพาะตําแหนง ใชสําหรับโปรตีนท่ีมีความเหมือนกันไมมาก มาจาก

สิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน  

 PHI-BLAST (Protein Hit Initiated BLAST) ใชสําหรับการคนหาโปรตีนโดย

อาศัยรูปแบบเฉพาะตัวของโปรตีนในการเปรียบเทียบ  

 DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST) 

ใชสําหรับการคนหาลําดับกรดอะมิโนท่ีมีความเหมือนกัน โดยเปรียบเทียบเปน

สวนๆ (domain) ทําใหเพ่ิมความไวในการคนหา 

ตารางท่ี 4.3 สรุปชื่อและนิยามของฐานขอมูลโปรตีนท่ีใชสําหรับ BLAST 

ฐานขอมูล รายละเอียด 

Non-redundant protein 

sequences (default) 

Non-redundant GenBank CDS translations + RefSeq + PDB + SwissProt + PIR + 

PRF, excluding those in PAT, TSA, and env_nr. 

Reference proteins Protein sequences from NCBI Reference Sequence project. 

Model Organisms The landmark database includes proteomes from representative genomes 

spanning a wide taxonomic range. 

UniProtKB/Swiss-Prot Last major release of the UniProtKB/SWISS-PROT protein sequence database (no 

incremental updates). 

Patented protein 

sequences 

Proteins from the Patent division of GenBank. 

Protein Data Bank Protein sequences from the 3-dimensional structure records from the Protein 

Data Bank. 

Metagenomic proteins Protein sequences translated from the CDS annotation of metagenomic 

nucleotide sequences. 

Transcriptome Shotgun 

Assembly proteins 

Protein sequences translated from CDSs annotated on transcriptome shotgun 

assemblies. 
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 เม่ือกําหนดคาตางๆ เสร็จแลว ใหคลิกท่ีคําวา BLAST โปรแกรมจะนําลําดับกรดอะมิโนท่ี

เราใสไว ไปทําการเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนท้ังหมดท่ีมีอยูในฐานขอมูลตามท่ีเรากําหนด 

และคํานวณคานัยสําคัญทางสถิติของความเหมือน พรอมกับระบุชื่อโปรตีน และชนิดของสิ่งมีชี วิต

ท่ีมีความคลายคลึงกับลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจ โดยแสดงผล ดังรูปท่ี 4.5 โดยแบงออกเปน 4 สวน

ไดแก 

• Job title เปนสวนท่ีระบุคาตางๆ ตามท่ีกําหนดไวในการวิเคราะหขอมูล ไดแก 

molecular type (ชนิดของสารชีวโมเลกุล), query length (ความยาว), database 

name (ชื่อฐานขอมูล) และ program (โปรแกรมท่ีใช) เปนตน 

• Graphic summary เปนการสรุปผลการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนดวยแถบสี มีการ

แบงโครงสรางของโปรตีนเปนสวน (conserved domains) ตางๆ   

• Description เปนการระบุรายละเอียดชื่อโปรตีนตางๆ ในฐานขอมูลท่ีมีความคลายคลึง

กับลําดับกรดอะมิโนท่ีเราใสเขาไปวิเคราะห โดยแสดงผล 100 อันดับแรกซ่ึงเรียงลําดับ

ตามคาคะแนน และคาทางสถิติ (ลําดับท่ี 1 จะมีความเหมือนมากท่ีสุด) ซ่ึงมีคาท่ีควร

พิจารณา ดังนี้ 

 Description เปนรายละเอียดชื่อโปรตีนและชื่อสิ่งมีชีวิต 

 Max score และ Total score คาคะแนนท่ีสูงจะมีความเหมือนมาก 

 Query coverage เปนคาท่ีบอกถึงความยาวของโปรตีนท่ีใชในการเปรียบเทียบ

กัน เชน หากเราใสโปรตีนท่ีประกอบดวยกรดอะมิโน 469 ตัวลงไป แลว

โปรแกรม BLAST ใชกรดอะมิโนท้ัง 469 ตัว ในการเปรียบเทียบกับโปรตีนใน

ฐานขอมูล ก็จะแสดงผลวาเทากับ 100 %  

 Identity เปนคาท่ีบอกเปอรเซ็นตความเหมือนระหวางโปรตีน 

 E value เปนคาท่ีบอกความนาเชื่อถือ ถาคาเขาใกลศูนย จะมีความแมนยําสูง 

 Accession number สามารถคลิก เพ่ือเชื่อมโยงไปสูฐานขอมูล Protein ได 

• Alignment เปนสวนท่ีแสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนแตละตําแหนง ระหวางโปรตีน

ท่ีเราใสเขาไป (query) และโปรตีนท่ีพบในฐานขอมูล (subject) หากมีกรดอะมิโน

ตําแหนงใดแตกตางกันก็จะสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
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รูปท่ี 4.5 ตัวอยางผลท่ีไดจาก Protein BLAST 
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Translated BLAST: BLASTx 

 BLASTx เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชในการระบุชื่อโปรตีน และชนิดของสิ่งมีชีวิต โดยการใส

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (รหัสพันธุกรรม) โดยสามารถคลิกท่ีคําวา BLASTx จากรูปท่ี 4.1 ก็จะ

เขาสูหนาสําหรับการใสขอมูลของ BLASTx (รูปท่ี 4.6) ซ่ึงแบงออกเปน 2 สวน ไดแก 

• Enter Query Sequence เปนสวนชองวางท่ีใหใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ 

(query) หรือจะ upload file ท่ีมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดก็ได นอกจากนี้สามารถเลือก 

Genetic code ในการกําหนดรหัส codons ท่ีจะใชในการแปลรหัส (translation) จาก

ลําดับนิวคลีโอไทดไปเปนกรดอะมิโน ซ่ึงโดยท่ัวไปจะเลือกเปน Standard อยางไรก็ตาม

สามารถปรับเปลี่ยนใหเหมาะสมกับชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีสนใจไดดังนี้ Vertebrate 

Mitochondrial, Yeast Mitochondrial, Mold Mitochondrial, Invertebrate 

Mitochondrial, Ciliate Nuclear, Echinoderm Mitochondrial, Euplotid Nuclear, 

Bacteria and Archaea, Alternative Yeast Nuclear, Ascidian Mitochondrial, 

Flatworm Mitochondrial และ Blepharisma Macronuclear เปนตน 

 

รูปท่ี 4.6 การใสขอมูล และกําหนดคาตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลดวย BLASTx 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastx
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• Choose Search Set เปนการเลือกใชฐานขอมูลท่ีจะใชในการศึกษาเปรียบเทียบ ใน

กรณีท่ีไมแนใจวาควรใชฐานขอมูลใด นิยมเลือกใช Non-redundant protein 

sequences (nr) ในการศึกษา อยางไรก็ตามสามารถปรับเปลี่ยนเปนฐานขอมูลอ่ืน ไดแก 

Reference proteins, Model Organisms, UniProtKB/Swiss-Prot, Patented 

protein sequences, Protein Data Bank, Metagenomic proteins และ 

Transcriptome Shotgun Assembly proteins เปนตน 

 เม่ือกําหนดคาตางๆ เสร็จแลว ใหคลิกท่ีคําวา BLAST โปรแกรมจะนําลําดับนิวคลีโอไทด

ท่ีเราใสไว ไปทําการแปลรหัสเปนกรดอะมิโน แลวจึงนําไปเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโน

ท้ังหมดท่ีมีอยูในฐานขอมูลตามท่ีเรากําหนด และคํานวณคานัยสําคัญทางสถิติของความเหมือน 

พรอมกับระบุชื่อโปรตีน และชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีมีความคลายคลึงกัน โดยแสดงผลดังรูปท่ี 4.7 ซ่ึง

แบงออกเปน 4 สวนไดแก 

• Job title เปนสวนท่ีระบุคาตางๆ ตามท่ีกําหนดไวในการวิเคราะหขอมูล ไดแก 

molecular type (ชนิดของสารชีวโมเลกุล), query length (ความยาว), database 

name (ชื่อฐานขอมูล) และ program (โปรแกรมท่ีใช) เปนตน 

• Graphic summary เปนการสรุปผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน

ดวยแถบสี มีการแบงโครงสรางของโปรตีนเปนสวน (conserved domains) ตางๆ   

• Description เปนการระบุรายละเอียดชื่อโปรตีนตางๆ ในฐานขอมูลท่ีมีความคลายคลึง

กับลําดับกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated nucleotides) ท่ี

เราใสเขาไปวิเคราะห โดยแสดงผล 100 อันดับแรกซ่ึงเรียงลําดับตามคาคะแนน และคา

ทางสถิติ  ซ่ึงมีคาท่ีควรพิจารณา ดังนี้ 

 Description เปนรายละเอียดชื่อโปรตีนและชื่อสิ่งมีชีวิต 

 Max score และ Total score คาคะแนนท่ีสูงจะมีความเหมือนมาก 

 Query coverage เปนคาท่ีบอกถึงความยาวของโปรตีนท่ีใชในการเปรียบเทียบ 

 Identity เปนคาท่ีบอกเปอรเซ็นตความเหมือนระหวางโปรตีน 

 E value เปนคาท่ีบอกความนาเชื่อถือ ถาคาเขาใกลศูนย จะมีความแมนยําสูง 

 Accession number สามารถคลิก เพ่ือเชื่อมโยงไปสูฐานขอมูล Protein ได 
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รูปท่ี 4.7 ตัวอยางผลท่ีไดจาก Translated BLAST: BLASTx 

  



เคร่ืองมือในการคนหาเปรียบเทียบความคลายคลึงกันทางชีวภาพ 

106 
 

• Alignment เปนสวนท่ีแสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนแตละตําแหนง ระหวางกรดอะ

มิโนท่ีแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated nucleotides) ท่ีเราใสเขาไป 

(query) และโปรตีนท่ีพบในฐานขอมูล (subject) หากมีกรดอะมิโนตําแหนงใดแตกตาง

กันก็จะสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 

Translated BLAST: tBLASTn 

 tBLASTn เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชในการระบุชื่อยีน และชนิดของสิ่งมีชีวิต โดยการใสขอมูล

ลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจ ไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลท่ีแปลรหัสใหเปน

ลําดับกรดอะมิโน (translated nucleotides)  โดยสามารถคลิกท่ีคําวา tBLASTn จากรูปท่ี 4.1 

ก็จะเขาสูหนาสําหรับการใสขอมูลของ tBLASTn (รูปท่ี 4.8) ซ่ึงแบงออกเปน 2 สวน ไดแก 

• Enter Query Sequence เปนสวนชองวางท่ีใหใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ 

(query) หรือจะ upload file ท่ีมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดก็ได  

• Choose Search Set เปนการเลือกใชฐานขอมูลในการศึกษาเปรียบเทียบ นิยมใช 

Nucleotide collection อยางไรก็ตามสามารถปรับเปลี่ยนฐานขอมูลได ดังนี้ 16S 

ribosomal RNA sequences, Reference RNA sequences, RefSeq Representative 

genomes, RefSeq Genome Databases, Whole-genome shotgun contigs, 

Expressed sequence tags, Sequence Read Archive, Transcriptome Shotgun 

Assembly, High throughput genomic sequences, Patent sequences, Protein Data 

Bank, Ref genomic sequences, Human RefSeqGene sequences, Genomic survey 

sequences และ Sequence tagged sites เปนตน 

 เม่ือกําหนดคาตางๆ เสร็จแลว ใหคลิกท่ีคําวา BLAST โปรแกรมจะนําลําดับกรดอะมิโนท่ี

เราใสไวไปเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนท่ีถูกแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated 

nucleotides) ท้ังหมดท่ีมีอยูในฐานขอมูลตามท่ีเรากําหนด และคํานวณคานัยสําคัญทางสถิติของ

ความเหมือน พรอมกับระบุชื่อยีน และชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีมีความคลายคลึงกันโดยแสดงผล ดังรูป

ท่ี 4.9 โดยแบงออกเปน 4 สวนไดแก 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=tblastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=tblastn
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รูปท่ี 4.8 การใสขอมูล และกําหนดคาตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลดวย tBLASTn 

• Job title เปนสวนท่ีระบุคาตางๆ ตามท่ีกําหนดไวในการวิเคราะหขอมูล ไดแก 

molecular type (ชนิดของสารชีวโมเลกุล), query length (ความยาว), database 

name (ชื่อฐานขอมูล) และ program (โปรแกรมท่ีใช) เปนตน 

• Graphic summary เปนการสรุปผลการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนดวยแถบสี  

• Description เปนการระบุรายละเอียดชื่อยีนตางๆ ในฐานขอมูลท่ีมีลําดับกรดอะมิโนท่ี

แปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated nucleotides) ความคลายคลึงกับ

ลําดับกรดอะมิโนท่ีเราใสเขาไปวิเคราะห โดยแสดงผล 100 อันดับแรกซ่ึงเรียงลําดับตาม

คาคะแนน และคาทางสถิติ  ซ่ึงมีคาท่ีควรพิจารณา ดังนี้ 

 Description เปนรายละเอียดชื่อยีนและชื่อสิ่งมีชีวิต 

 Max score และ Total score คาคะแนนท่ีสูงจะมีความเหมือนมาก 

 Query coverage เปนคาท่ีบอกถึงความยาวของโปรตีนท่ีใชในการเปรียบเทียบ 

 Identity เปนคาท่ีบอกเปอรเซ็นตความเหมือนระหวางโปรตีน 

 E value เปนคาท่ีบอกความนาเชื่อถือ ถาคาเขาใกลศูนย จะมีความแมนยําสูง 

 Accession number สามารถคลิกเพ่ือเชื่อมโยงไปสูฐานขอมูล Nucleotide ได 
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• Alignment เปนสวนท่ีแสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนแตละตําแหนง ระหวางกรดอะ

มิโนท่ี ท่ีเราใสเขาไป (query) และกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด 

(translated nucleotides) ท่ีพบในฐานขอมูล (subject) หากมีกรดอะมิโนตําแหนงใด

แตกตางกันก็จะสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 

 

รูปท่ี 4.9 ตัวอยางผลท่ีไดจาก Translated BLAST: tBLASTn 
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Translated BLAST: tBLASTx 

 tBLASTx เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชในการระบุชื่อยีน และชนิดของสิ่งมีชีวิต โดยการใสขอมูล

ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ แลวแปลรหัส (translated nucleotides) ใหเปนลําดับกรดอะมิโน 

จากนั้นจึงนําไปเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมากจากนิวคลีโอไทด (translated 

nucleotides)  ในฐานขอมูล โดยสามารถคลิกท่ีคําวา tBLASTx จากรูปท่ี 4.2, 4, 6 หรือ 8 ก็จะ

เขาสูหนาสําหรับการใสขอมูลของ tBLASTx (รูปท่ี 4.10) ซ่ึงแบงออกเปน 2 สวน ไดแก 

 

รูปท่ี 4.10 การใสขอมูล และกําหนดคาตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลดวย tBLASTx 

• Enter Query Sequence เปนสวนชองวางท่ีใหใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ 

(query) หรือจะ upload file ท่ีมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดก็ได นอกจากนี้สามารถเลือก 

Genetic code ในการกําหนดรหัส codons ท่ีจะใชในการแปลรหัส (translation) จาก

ลําดับนิวคลีโอไทดไปเปนกรดอะมิโน ซ่ึงโดยท่ัวไปจะเลือกเปน Standard อยางไรก็ตาม

สามารถปรับเปลี่ยนใหเหมาะสมกับชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีสนใจได  

• Choose Search Set เปนการเลือกใชฐานขอมูลในการศึกษาเปรียบเทียบ นิยมใช 

Nucleotide collection อยางไรก็ตามสามารถปรับเปลี่ยนฐานขอมูลได 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=tblastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=tblastx
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 เม่ือกําหนดคาตางๆ เสร็จแลว ใหคลิกท่ีคําวา BLAST โปรแกรมจะนําลําดับนิวคลีโอไทด

ท่ีเราใสไวไปแปลรหัส (translated nucleotides) ใหเปนลําดับกรดอะมิโน แลวจึงไป

เปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนท่ีไดจากการแปลรหัสจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated 

nucleotides) ท้ังหมดท่ีมีอยูในฐานขอมูล ตามท่ีเรากําหนด จากนั้นคํานวณคานัยสําคัญทางสถิติ

ของความเหมือน พรอมกับระบุชื่อยีน และชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีมีความคลายคลึงกันโดยแสดงผล 

ดังรูปท่ี 4.11 โดยแบงออกเปน 4 สวน ไดแก 

• Job title เปนสวนท่ีระบุคาตางๆ ตามท่ีกําหนดไวในการวิเคราะหขอมูล ไดแก 

molecular type (ชนิดของสารชีวโมเลกุล), query length (ความยาว), database 

name (ชื่อฐานขอมูล) และ program (โปรแกรมท่ีใช) เปนตน 

• Graphic summary เปนการสรุปผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดดวยแถบสี  

• Description เปนการระบุรายละเอียดชื่อยีนตางๆ ในฐานขอมูลท่ีมีลําดับกรดอะมิโนท่ี

แปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated nucleotides) ความคลายคลึงกับ

ลําดับกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated nucleotides) ท่ีเรา

ใสเขาไปวิเคราะห โดยแสดงผล 100 อันดับแรกซ่ึงเรียงลําดับตามคาคะแนน และคาทาง

สถิติ  ซ่ึงมีคาท่ีควรพิจารณา ดังนี้ 

 Description เปนรายละเอียดชื่อยีนและชื่อสิ่งมีชีวิต 

 Max score และ Total score คาคะแนนท่ีสูงจะมีความเหมือนมาก 

 Query coverage เปนคาท่ีบอกถึงความยาวของนิวคลีโอไทดท่ีใชใน การ

เปรียบเทียบกัน  

 Identity เปนคาท่ีบอกเปอรเซ็นตความเหมือนระหวางโปรตีน 

 E value เปนคาท่ีบอกความนาเชื่อถือ ถาคาเขาใกลศูนย จะมีความแมนยําสูง 

 Accession number สามารถคลิกเพ่ือเชื่อมโยงไปสูฐานขอมูล Nucleotide ได 

• Alignment เปนสวนท่ีแสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนแตละตําแหนง ระหวางกรดอะ

มิโนท่ี ท่ีเราใสเขาไป (query) และกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด 

(translated nucleotides) ท่ีพบในฐานขอมูล (subject) หากมีกรดอะมิโนตําแหนงใด

แตกตางกันก็จะสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
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รูปท่ี 4.11 ตัวอยางผลท่ีไดจาก Translated BLAST: tBLASTx 
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การ BLAST แบบพิเศษ (Specialized BLAST) 

 นอกจากการ BLAST แบบพ้ืนฐานท่ีใชในการคนหาชื่อยีน หรือขื่อโปรตีนของสิ่งมีชี วิต

ดังท่ีกลาวไปแลวนั้น ยังมีการ BLAST แบบพิเศษมีหนาท่ีจําเพาะในการใชงานหลากหลายดาน 

(รูปท่ี 4.12) สรุปดังตอไปนี้ 

 

รูปท่ี 4.12 ตัวเลือกสําหรับการ BLAST แบบพิเศษ 

[https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi] 

• Smart BLAST คนหาโปรตีนท่ีสนใจ โดยใชโปรแกรม BLASTp เปรียบเทียบกับโปรตีน

ในฐานขอมูล Landmark ซ่ึงประกอบดวย proteomes จาก 27 จีโนมของสิ่งมีชีวิตท่ี

ครอบคลุมท่ัวทุกอนุกรมวิธาน ผลท่ีไดคือโปรตีนท่ีไมซํ้าซอนท่ีมีความหลากหลายทาง

อนุกรมวิธาน นอกจากนี้ SmartBLAST ยังเสนอฐานขอมูล Conserved Domain ท่ี

เก่ียวของดวย  

• Primer-BLAST ใชในการออกแบบ primers ท่ีจําเพาะตอยีนท่ีเราตองการ โดยใช 

primer3 algorithm จากนั้นตรวจสอบความจําเพาะกับ DNA template โดยการ 

BLAST เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/?LINK_LOC=BlastHomeLink
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome
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• Global Align ใชโปรแกรม Needleman-Wunsch Global Align ในการจัดเรียงลําดับ

นิวคลีโอไทด หรือลําดับกรดอะมิโน ท่ีเราใสเขาไปเปนคู โดยจัดเรียงและเปรียบเทียบ

ต้ังแตตนจนจบ ซ่ึงไมคํานึงวามีความเหมือนกันระหวางลําดับหรือไม 

• CD-search การคนหาบริเวณอนุรักษ (conserved domains) จากลําดับกรดอะมิโนท่ี

ใชในการเปรียบเทียบกับฐานขอมูลโปรตีน การคนหาบริเวณอนุรักษเพ่ือการวิเคราะห

เชิงหนาท่ี (functional analysis) ของโปรตีน  

• GEO เปนการคนหานิวคลีโอไทดท่ีสนใจโดยใชโปรแกรม BLASTn เปรียบเทียบกับนิวคลี

โอไทดในฐานขอมูล GEO (Gene Expression Omnibus) ซ่ึงจะทําใหไดขอมูลรูปแบบ

การแสดงออกของยีน  

• IgBLAST เปนการคนหาโมเลกุลของ immunoglobulin (Ig) หรือ T cell receptor 

(TR) จากขอมูลลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจ โดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล Germline 

• VecScreen เปนการคัดกรองลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจวามีการปนเปอนลําดับนิวคลีโอ

ไทดท่ีมาจาก DNA vector หรือไม โดยการใชโปรแกรม BLASTn ทําการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลท่ีรวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดของ vectors ชนิดตางๆ  

• CDART การระบุบริเวณอนุรักษ (conserved domains) ท่ีมีอยูโปรตีนท่ีสนใจ แลวตาม

ดวยการคนหาโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ท่ีมีบริเวณอนุรักษ (conserved domains) ลักษณะ

เดียวกัน 

• Targeted Loci เปนการระบุชนิดของเชื้อจุลชีพท่ีพบในสิ่งแวดลอม โดยใชยีนเปาหมาย 

ไดแก 16S, 18S, 28S และ ITS (internal transcribed spacer region) ของ 

ribosomal RNA แลวใชโปรแกรม BLASTn ในการเปรียบเทียบกับฐานขอมูลตางๆ ดังนี้ 

 16S ribosomal RNA sequences สําหรับ bacteria และ archaea 

 18S ribosomal RNA sequences สําหรับ eukaryotic microbes 

 28S ribosomal RNA sequences สําหรับ fungi  

 ITS (internal transcribed spacer region) สําหรับ fungi 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEF=blastn&BLAST_PROG_DEF=blastn&BLAST_SPEC=GlobalAln&LINK_LOC=BlastHomeLink
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEFAULTS=on
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/lexington/lexington.cgi?cmd=rps
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=TargLociBlast
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• Multiple alignments การใช Constraint Based Protein Multiple Alignment 

Tool (COBALT) ในการจัดเรียงและเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนหลายๆ 

ชนิดพรอมๆ กัน  

• BioAssay เปนการใชโปรแกรม BLASTn ในการคนหาสารเคมีจาก PubChem ท่ี

สามารถจับกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจได หรือใชโปรแกรม BLASTp ในการคนหา

สารเคมีจาก PubChem ท่ีสามารถจับกับโปรตีนท่ีสนใจได 

• MOLE-BLAST การระบลุําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความเหมือนหรือใกลเคียง (neighbor 

sequences) กับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ โดยใชโปรแกรม BLASTn จากนั้นทําการ

จัดเรียงและเปรียบเทียบลักษณะความเหมือน เพ่ือใชในการจําแนกเปนสายวิวัฒนาการ 

(phylogenetic) ตามลําดับความคลายคลึงกัน  

 

 

เอกสารอางอิง และแนะนําอานเพ่ิมเติม 

• BLAST Homepage and Selected Search Pages 

[ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/factsheets/HowTo_BLASTGuide.pdf] 

• The New BLAST® Results Page 

[ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/factsheets/HowTo_NewBLAST.pdf] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi?LINK_LOC=BlastHomeLink
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?BLAST_SPEC=BioassayBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEFAULTS=on
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/moleblast/moleblast.cgi
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/factsheets/HowTo_BLASTGuide.pdf
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/factsheets/HowTo_NewBLAST.pdf
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Phylogenetic analysis  
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การวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 

Phylogenetic analysis 

 เชื้อไวรัสสวนใหญมักมีอัตราการกลายพันธุ (mutation) สูง ทําใหมีการสะสมการกลาย

พันธุระหวางการเพ่ิมจํานวน (replication) อยางรวดเร็ว อันเนื่องมาจากหลายปจจัย ไดแก 

• RNA virus อาศัยการทํางานของเอนไซม RNA-dependent RNA polymerase ในการ

เพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรม ซ่ึงเอนไซมดังกลาวมีอัตราการสรางสารพันธุกรรมผิดพลาด

คอนขางมาก (103-104 nucleotides/replication cycle) 

• เชื้อไวรัสเพ่ิมจํานวนภายในเซลลเจาบาน (host cells) ซ่ึงภายในเซลลเจาบานจะมี RNA 

editing enzymes ท่ีสามารถปรับเปลี่ยนลําดับเบสบนสาย RNA ได ซ่ึงมีรายงานวิจัย

พบวา การทํางานของเอนไซมดังกลาว มีผลสงเสริมใหเชื้อไวรัสมีการกลายพันธุมากขึ้น 

• หลังจากเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมแลว ไวรัสไมมีกลไก proof-reading เพ่ือตรวจสอบ

ความผิดพลาดของการสรางสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส  

• เชื้อไวรัสไมมีกลไกการซอมแซม (repair mechanism) เพ่ือแกไขรหัสพันธุกรรมท่ี

ผิดพลาด  

• Selective pressure เนื่องจากระบบภูมิคุมกันของรางกาย มีการตอบสนองโดยตอตาน

และกําจัดเชื้อไวรัส เปนผลทําใหเกิดภาวะกดดันใหเชื้อไวรัสมีอัตราการกลายพันธุอยาง

รวดเร็ว เพ่ือหลีกเลี่ยงการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน 

 ดังนั้นในการศึกษารหัสพันธุกรรมหรืออณูชีววิทยาของเชื้อไวรัสชนิดตางๆ จึงนิยมศึกษา

เพ่ือจําแนกสายพันธุ (genetic characterization) และวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 

(phylogenetic analysis) ของเชื้อไวรัส เพ่ือใหเขาใจลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัส ซ่ึงมี

ประโยชนในดานตางๆ ไดแก การวิเคราะหแหลงท่ีมาเชื้อไวรัสวาเริ่มตนระบาดมาจากท่ีใด การ

ทํานายความรุนแรงในการกอโรคของเชื้อไวรัส การเปรียบเทียบระหวางสายพันธุของวัคซีนและ

ไวรัสท่ีกําลังระบาด และการทํานายสายพันธุของเชื้อไวรัสท่ีกําลังจะระบาดในอนาคต เปนตน  
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การวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis) 

 ในการศึกษาวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการนั้น จะแสดงผลเปนแผนภาพตนไม

เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ท่ีสะทอนใหเห็นถึงสมมติฐาน (ไมใชขอเท็จจริงท่ีแนนอน) 

ของความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการระหวางสิ่งมีชีวิตจากบรรพบุรุษสืบเชื้อสายไปสูลูกหลาน โดย

ลักษณะก่ิงกาน (branch) ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการจะบงชี้ใหเห็นวาสิ่งมีชีวิตสาย พันธุ

ใดมีความสันพันธใกลชิดกัน หรือมีบรรพบุรุษรวมกัน (รูปท่ี 5.1) 

 

รูปท่ี 5.1 ตัวอยางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 

 จากรูปท่ี 5.1 มีคําศัพทท่ีควรทราบเก่ียวกับแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ ดังนี้ 

• Root คือรากฐานหรือจุดเริ่มตนของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

• Taxon ใชเรียกสิ่งมีชีวิตแตละตัวท่ีสนใจศึกษา ในกรณีท่ีใชเปนพหูพจนจะเรียกวา Taxa 

• Basal taxon ใชเรียกสิ่งมีชีวิตท่ีคาดวาจะเปนตนกําเนิด หรือบรรพบุรุษเริ่มตนของ 

taxa อ่ืนๆ 

• Sister taxa ใชเรียกสิ่งมีชีวิต 2 taxa ท่ีมีความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการอยางใกลชิด 
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• Polytomy ใชเรียกสิ่งมีชีวิตมากกวา 2 taxa ท่ีมีความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการอยาง

ใกลชิด แตมีขอมูลไมเพียงพอในการจัดจําแนก taxa ออกเปนก่ิงกานตามลําดับ 

(branching order) 

• Branch length ความยาวของก่ิง ในกรณีของ Cladogram (รูปท่ี 5.1) ความยาวของ

ก่ิงจะไมมีความหมาย แตถาเปน Phylogram ความยาวของก่ิงจะแสดงถึงจํานวนของ

การเปลี่ยนแปลงเชิงวิวัฒนาการ ซ่ึงจะกลาวรายละเอียดตอไป 

• Branch point จุดแตกก่ิง เปนการแยกความแตกตางของ taxa ท่ีมีบรรพบุรุษรวมกัน

ออกจากกัน โดย taxa ท่ีมี branch point รวมกัน จะมีบรรพบุรุษลาสุดรวมกัน (most 

recent common ancestor) จึงมีความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการอยางใกลชิด 

ยกตัวอยางเชน 

 Branch point ① เปนจุดท่ีมีบรรพบุรุษรวมกันลาสุดของ taxa A-G 

 Branch point ③ เปนจุดท่ีมีบรรพบุรุษรวมกันลาสุดของ taxa B, C และ D 

 Branch point ⑤ เปนจุดท่ีมีบรรพบุรุษรวมกันลาสุดของ taxa F และ G 

ประเภทของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ (Types of phylogenetic tree) 

 แผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ สามารถแบงเปน 3 ประเภท (รูปท่ี 5.2) ดังนี้ 

• Cladogram เปนแผนภาพตนไมท่ีเนนแสดงเฉพาะรูปแบบของความสัมพันธเชิ ง

วิวัฒนาการระหวางกลุม โดยจัดเรียงใหก่ิง (branch) ของทุก taxa มาบรรจบท่ีตําแหนง

เดียวกันเพ่ือความสวยงามเทานั้น ดังนั้นความยาวของก่ิง (branch length) จะไมมี

ความหมายใดๆ สําหรับแผนภาพตนไมประเภทนี้ 

• Phylogram เปนแผนภาพตนไมท่ีแสดงรูปแบบความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการระหวาง

กลุม โดยใหความยาวของก่ิง (branch length) สะทอนถึงจํานวนของการเปลี่ยนแปลง

เชิงวิวัฒนาการดวย ดังนั้นแผนภาพตนไมประเภทนี้จะมีความยาวของก่ิงแตกตางกัน ไป

ในแต taxa  
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• Chronogram เปนแผนภาพตนไมท่ีแสดงรูปแบบความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการระหวาง

กลุม โดยใหความยาวของก่ิง (branch length) สะทอนถึงเวลาท่ีเกิดขึ้นจริง เพ่ือศึกษา

ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการเทียบกับชวงเวลา   

 

 

รูปท่ี 5.2 ประเภทของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

วิธีการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

 ในอดีตการเขียนแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการจะอาศัยการเปรียบเทียบลักษณะ (traits) 

ภายนอกท่ีมองเห็น (phenotypes) เชน มีหาง/ไมมีหาง มีเขา/ไมมีเขา เปนตน เพ่ือใชในการจัด

จําแนกความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต โดยมีหลักการวาสิ่งมีชีวิตท่ีมีบรรพบุรุษรวมกัน

จะมีลักษณะคลายคลึงกัน แตในปจจุบันนิยมใชลักษณะทางอณูชีววิทยา (molecular traits) 

ไดแก ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน หรือลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน ในการจัดจําแนก

ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต โดยมีหลักการวาสิ่งมีชีวิตท่ีมีวิวัฒนาการรวมกันอยาง

ใกลชิด จะมีลักษณะทางพันธุกรรม (genotypes) ท่ีแตกตางกัน (distance) เพียงเล็กนอย 

ในขณะท่ีสิ่งมีชีวิตท่ีไมมีความใกลชิดเชิงวิวัฒนาการ จะมีลักษณะทางพันธุกรรมแตกตางกันมาก 

 การจัดจําแนกความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต โดยใชลักษณะทางอณูชีววิทยา 

ประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้ 
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1. การเลือกใชขอมูลทางอณูชีววิทยา ในการจําแนกความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ ไดแก 

• ลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเปน non-coding regions ไมไดแปลรหัสเปนกรดอะมิโน 

• ลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเปน coding regions สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนได 

• ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน สามารถใชลําดับกรออะมิโนท่ีแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลี

โอไทด (translated nucleotide) ในสวน coding regions ได 

 งานวิจัยทางดานไวรัสวิทยา นิยมเลือกใชลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเปน coding regions 

ของยีนท่ีใชในการสรางโปรตีนพ้ืนผิว (surface protein) ของอนุภาคไวรัส เนื่องจากยีนและ

โปรตีนดังกลาวจะไดรับภาวะกดดันจากปจจัยตางๆ เชน ระบบภูมิคุมกันของรางกาย ยาตานไวรัส 

และสิ่งแวดลอม ทําใหมีอัตราการกลายพันธุมากกวายีนอ่ืนๆ นอกจากนี้การจําแนกสายพันธุของ

เชื้อไวรัสบางชนิดในอดีตนิยมจําแนกดวยการแบงเปน serotypes โดยอาศัยการจับกันระหวาง

แอนติบอด้ี (antibody) และแอนติเจน (antigen) ซ่ึงมักจะเปนโปรตีนพ้ืนผิว (surface protein) 

ของอนุภาคไวรัสนั่นเอง ดังนั้นการเลือกใชลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเปน coding regions ของยีน

ท่ีใชในการสรางโปรตีนพ้ืนผิว (surface protein) ของอนุภาคไวรัส มาใชเปนขอมูลสําหรับการ

จําแนกความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ จะมีขอดีหลายประการ ไดแก  

• ศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีสอดคลองกับการจําแนกสายพันธุดวยระบบ 

serotypes 

• ศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีสอดคลองกับการปรับตัวของเชื้อไวรัส (viral 

adaptation) เพ่ือใหอยูรอด เชน การหลบเลี่ยงระบบภูมิคุมกัน (immune escape) การ

ด้ือตอยาตานไวรัส (anti-viral resistance) และ การคัดเลือกโดยธรรมชาติ (natural 

selection) เปนตน 

• ลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเปน coding regions สามารถแปลรหัสไปเปนกรดอะมิโนได 

ดังนั้นจึงสามารถใชท้ังลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนในการสรางแผนภาพตนไมเชิง

วิวัฒนาการได 
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2. การจัดเรียงลําดับขอมูลรวมกัน (Multiple sequences alignment) 

  ความยาวของลําดับนิวคลีโอไทด หรือความยาวของลําดับกรดอะมิโน จากแตละ

ตัวอยางท่ีศึกษาควรจะตองมีความยาวเทากัน ดังนั้นจึงควรปรับแตงใหตําแหนงเริ่มตนและ

ตําแหนงสิ้นสุดของลําดับนิวคลีโอไทด หรือลําดับกรดอะมิโน ในทุกๆ ตัวอยางเปนตําแหนงท่ี

ตรงกันเพ่ือใหไดขอมูลท่ีแมนยํา ในกรณีท่ีเกิดการขาดหายไป (deletion) หรือมีสวนท่ีเพ่ิมขี้น 

(insertion) ของลําดับนิวคลีโอไทดหรือกรดอะมิโนในบางตัวอยาง โปรแกรมสําหรับการทํา 

alignment จะเติม gap (-) ในสวนท่ีขาดหายไปใหอัตโนมัติ อยางไรก็ตามควรตรวจสอบวาการ

เติม gap (-) ของโปรแกรมถูกตองเหมาะสมหรือไม โดยเฉพาะกรณีท่ีตองการแปลรหัสจากลําดับ

นิวคลีโอไทดไปเปนลําดับกรดอะมิโน ตําแหนง gap (-) เหลานี้ อาจทําใหเกิด frame shift ซ่ึงจะ

ทําใหไดขอมูลลําดับกรดอะมิโนท่ีผิดพลาด เม่ือนําไปสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการก็จะ

ผิดพลาดดวย 

3. วิธีการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic method) แบงออกเปน 

• Character based method มีหลักการคือการเปรียบเทียบชนิดของนิวคลีโอไทด หรือ

ชนิดของกรดอะมิโน ในแตละตําแหนงของลําดับท่ีเกิดจาก multiple sequences 

alignment จากรูปท่ี 5.3 เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 6 ตําแหนง 

ระหวางตัวอยาง 4 กลุม (taxa) จะพบวาสามารถสราง unrooted tree ได 3 ลักษณะ 

จากนั้นเม่ือพิจารณาลําดับนิวคลีโอไทดแตละตําแหนง จะพบวา W และ X taxa ควร

จัดเปน sister taxa เนื่องจากมีความแตกตางกันนอย (แตกตางในตําแหนงท่ี 3 และ 4) 

สวน Y และ Z taxa ควรจัดเปน sister taxa เนื่องจากมีความแตกตางกันนอย (แตกตาง

ในตําแหนงท่ี 4 และ 6) ในขณะท่ี W และ Y taxa (แตกตางในตําแหนงท่ี 1, 3, 5 และ 

6) หรือ W และ Z taxa (แตกตางในตําแหนงท่ี 1, 3, 4 และ 5) ควรจัดอยูหางกันออกไป 

ดังนั้นแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการท่ีนาจะถูกตองท่ีสุด คือ แผนภาพตนไมดานซายมือ

ในรูปท่ี 5.3 ท้ังนี้หลักการ Character based method แบงออกเปน 2 วิธี ไดแก 
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รูปท่ี 5.3 การสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ ดวย character และ distance methods 

 Maximum Parsimony เปนวิธีในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการหลายๆ 

แบบ แลวเลือกแสดงผลเฉพาะแผนภาพแบบท่ีมีจํานวนการกลายพันธุ (การเปลี่ยน

ลําดับเบส หรือลําดับกรดอะมิโน) นอยท่ีสุด ซ่ึงวิธีการนี้เหมาะสําหรับชุดขอมูลท่ีมี

ความคลายคลึงกันมากๆ หากขอมูลมีความหลายหลากและซับซอนมากๆ วิธีการนี้

อาจจะสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการท่ีผิดพลาดได นอกจากนี้ขอจํากัดของวิธีนี้  

คือจะสามารถสรางแผนภูมิตนไมประเภท Cladogram ซ่ึงเปนแผนภาพตนไมท่ีเนน

แสดงเฉพาะรูปแบบของความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการเทานั้น ไมแสดงจํานวนของ

การเปลี่ยนแปลงเชิงวิวัฒนาการ 

 Maximum Likelihood เปนวิธีในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการหลายๆ 

แบบ แลวเลือกแสดงผลเฉพาะแผนภาพแบบท่ีขอมูลมีความนาจะเปนมากท่ีสุด ซ่ึง

วิธีการนี้ใชขอมูลในการประมวลผลสูงสุด ทําใหมีประสิทธิภาพและมีความนาเชื่อถือ

อยางมากในการจําแนกความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ จึงเปนท่ีนิยมใชในการ

วิเคราะหขอมูลงานวิจัยระดับนานาชาติ อยางไรก็ตามขอจํากัดของวิธีนี้ คือใชเวลา

ในการประมวลผลคอนขางมาก และจําเปนตองใชคอมพิวเตอรท่ีมีประสิทธิภาพสูง 
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• Distance method มีหลักการคือการเปรียบเทียบชนิดของนิวคลีโอไทด หรือชนิดของ

กรดอะมิโน โดยการทํา pair-wise sequences alignment จากนั้นคํานวณคาความ

แตกตาง (distance) ของแตละคู taxa แลวจึงนําคาความแตกตางท่ีไดนั้นมาสราง

แผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ โดยจะจัด taxa ท่ีมีความแตกตางกันเล็กนอย ใหอยู

ใกลชิดกัน (sister taxa) สวน taxa ท่ีมีความแตกตางกันมาก จะถูกจัดใหอยูหางกัน จาก

รูปท่ี 5.3 เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 6 ตําแหนง ระหวางตัวอยาง 4 กลุม 

(taxa) จะพบวาสามารถสราง unrooted tree ได 3 ลักษณะ จากนั้นเม่ือพิจารณาคา

ความแตกตางกันระหวาง taxa แตละคู แลวสรางเปน distance matrix แลวนําคา 

distance ไปสรางแผนภาพตนไม จะพบวา W และ X taxa ควรจัดเปน sister taxa 

เนื่องจากมีความแตกตางกันนอย (distance = 33) สวน Y และ Z taxa ควรจัดเปน 

sister taxa เนื่องจากมีความแตกตางกันนอย (distance = 33) ในขณะท่ี W และ Y taxa 

(distance = 66) หรือ W และ Z taxa (distance =66) ควรจัดอยูหางกันออกไป ดังนั้น

แผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการท่ีนาจะถูกตองท่ีสุด คือ แผนภาพตนไมดานซายมือในรูปท่ี 

5.3 โดยท่ัวไป distance method มีขอดีคือสามารถแผนภาพตนไมไดอยางรวดเร็ว จึง

นิยมใชในการสรางแผนภาพตนไมคราวๆ เพ่ือใชพิจารณาในเบื้องตนเทานั้น  ไมนิยมใช

ในการวิเคราะหขอมูลมีความหลายหลากและซับซอนมากๆ ท้ังนี้หลักการ distance 

method แบงออกเปน 3 วิธี ไดแก 

 UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) เปนวิธีใน

การสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ โดยใชขอมูล distance มาจัดกลุม taxa 

เปนคูๆ ท่ีมีความใกลชิดกัน แลวคํานวณหาคาเฉลี่ย distance ในแตละคู taxa เพ่ือ

ใชในการกําหนด branch length ในแผนภาพตนไม 

 Neighbor-joining เปนวิธีในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ โดยใชขอมูล 

distance มาจัดกลุมและสรางแผนภาพอยางรวดเร็ว  
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 Minimum evolution เปนวิธีในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ โดยใช

ขอมูล distance มากําหนดความยาวของก่ิง (branch length) จากนั้นคู taxa ท่ีมี 

branch length สั้นท่ีสุด (สัมพันธใกลเคียงกัน) จะถูกจําแนกเปน sister taxa  

 

4. การกําหนดรูปแบบการกลายพันธุ (mutational models)  

รูปแบบการกลายพันธุมีสวนเก่ียวของในการวิเคราะหความพันธเชิงวิวัฒนาการ ดังนี้ 

• Jukes-Cantor (JC): การกลายพันธุทุกๆ แบบมีโอกาสเกิดไดเทาเทียมกัน   

• Kimura 2-parameter (K2P): การกลายพันธุแบบ transitions (A ↔ G หรือ C ↔ T) 

มีโอกาสเกิดไดมากกวา transversions (purine ↔ pyrimidine) 

• Felsenstein 84 (F84): การกลายพันธุแบบ transitions (A ↔ G หรือ C ↔ T) มี

โอกาสเกิดไดมากกวา transversions (purine ↔ pyrimidine) และพิจารณา unequal 

base frequencies เพ่ิมเติม 

• Generalized Time Reversible (GTR): การกลายพันธุไปตามกาลเวลา เปนรูปแบบท่ี

นิยมใชท่ัวไป 

 

5. การวิเคราะหความเชื่อมั่นทางสถิติ (Analysis of statistical confidence)  

 เนื่องจากการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ เปนการแสดงใหเห็นถึงสมมติฐาน 

(ไมใชขอเท็จจริงท่ีแนนอน) ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดท่ีจะสรางแผนภาพไดหลายๆ รูปแบบ ดัง

แสดงในตารางท่ี 5.1 จะเห็นไดวาจํานวนแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการท่ีเปนไปไดนั้นจะเ พ่ิมขึ้น

ตามจํานวนกลุม (taxa) ท่ีใชในการศึกษา ซ่ึงถาขอมูลมีความหลากหลายมากๆ จะทําใหมีความ

ซับซอนในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 
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ตารางท่ี 5.1 จํานวนรูปแบบท่ีเปนไปไดในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

Number of 

taxa 

Possible number of trees 

Unrooted tree Rooted tree 

3 1 3 

4 3 15 

5 15 105 

6 105 945 

7 945 10,395 

8 10,395 135,135 

9 135,135 2,027,025 

10 2,027,025 34,459,425 

 

 ดังนั้นการวิเคราะหความเชื่อม่ันทางสถิติ สําหรับการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

จะอาศัยวิธีท่ีเรียกวา bootstrap analysis ซ่ึงมีหลักการในการจําลองการสรางแผนภาพตนไม

จากขอมูลชุดเดียวกัน (resample) โดยการทําซํ้าๆ (bootstrap replicates) จํานวนหลายๆ ครั้ง 

จากนั้นจึงนําแผนภาพตนไมท่ีไดจากการจําลองซํ้าๆ มาทําการเปรียบเทียบกัน หากพบลักษณะ

การจําแนกก่ิงแบบเดิมซํ้าๆ กันบอยๆ แสดงวาการจําแนกรูปแบบดังกลาวมีความเชื่อม่ันสูง 

โดยท่ัวไปการกําหนด bootstrap replicates จะกําหนดคาท่ี 1,000 replicates (จําลองการ

สรางแผนภาพตนไมซํ้าๆ กันจํานวน 1,000 ครั้ง) อยางไรก็ตามสามารถปรับเปลี่ยนคา bootstrap 

replicates ไดซ่ึงถากําหนดคามากๆ (>1,000) จะมีความถูกตองสูงขึ้น แตจะใชเวลาในการ

วิเคราะหขอมูลนาน  ในทางกลับกันถากําหนดคานอยๆ จะวิเคราะหผลไดรวดเร็ว แตความ

นาเชื่อถือจะลดลง หลังจากการประมวลผล bootstrap แลวจะแสดงคาเปนเปอรเซ็นตความ

นาจะเปนท่ีจะพบการจําแนกลักษณะก่ิง ซ่ึงจะระบุคาความเชื่อม่ัน (bootstrap support 

values) ไวบริเวณจุดแตกก่ิง (branch point หรือ node) หากระบุตัวเลขในชวง 90-100 แสดง

วามีความเชื่อม่ันทางสถิติสูงมาก (90-100%) ในการจัดจําแนกลักษณะก่ิงดังกลาว  
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 ตัวอยางเชนจากรูปท่ี 5.4 จะเห็นไดวาการจําแนกก่ิงระหวาง C และ I taxa หรือ D และ 

E หรือ F และ H จะมีคาความเชื่อม่ันเทากับ 100 แสดงวาเชื่อถือไดแนนอน ในขณะท่ีจุดแตกก่ิง

บางตําแหนงจะมีคานอยกวา 100 แสดงวามีความเชื่อม่ันทางสถิติลดลง ซ่ึงหากมีคานอยกวา 60 

จะประเมินวาการจําแนกลักษณะก่ิงดังกลาวไมนาเชื่อถือ   

 

รูปท่ี 5.4 การระบุคา bootstrap support values ในแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

6. การจัดรูปแบบของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ (Styles of phylogenetic tree) 

 แผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ สามารถจําแนกไดหลายรูปแบบ ซ่ึงสื่อถึงความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการเหมือนกัน (รูปท่ี 5.5) ดังนี้ 

• Rooted tree เปนแผนภาพตนไมท่ีมีรากฐานหรือจุดเริ่มตนของวิวัฒนาการ ไดแก 

 Rectangular ลักษณะการแตกก่ิงจะเปนบล็อกเหมือนสี่เหลี่ยมผืนผา 

 Straight ลักษณะการแตกก่ิงจะเปนเสนทแยงมุม และรูปแบบก่ิงเปนเสนตรง 

 Curved ลักษณะการแตกก่ิงและรูปแบบก่ิงจะเปนเสนโคง 
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• Unrooted tree เปนแผนภาพตนไมท่ีไมมีรากฐานหรือจุดเริ่มตนของวิวัฒนาการ ไดแก 

 Radiation ลักษณะการแตกก่ิงจะเปนเสนตรงกระจายตัวจากจุดก่ึงกลาง 

 Circle ลักษณะการแตกก่ิงจะเปนวงกลมกระจายตัวจากจุดก่ึงกลาง 

 

 

รูปท่ี 5.5 รูปแบบตางๆ ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 
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7. การปรับหมุนท่ีตําแหนง branch point ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

 เนื่องจากแผนภาพตนไมแสดงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ โดย taxa ท่ีมี branch point 

รวมกัน จะมีบรรพบุรุษลาสุดรวมกัน (most recent common ancestor) จึงมีความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการอยางใกลชิด ดังนั้นการปรับหมุนท่ีตําแหนง branch point จะไดแผนภาพตนไม ท่ีมี

รูปรางเปลี่ยนแปลงไปเล็กนอย อยางไรก็ตามแผนภาพตนไมดังกลาวยังคงสะทอนถึงความสั มพันธ

เชิงวิวัฒนาการดังเดิม ดังรูปท่ี 5.6 จะเห็นไดวาไมวาจะปรับหมุนท่ี branch point ①, ② 
หรือ ③ ก็ยังคงความหมายเหมือนเดิม คือ A เปน basal taxon สวน C และ D เปน sister 

taxa  

 

รูปท่ี 5.6 ผลของการปรับหมุนท่ีตําแหนง branch point ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

 

การใชโปรแกรมทางคอมพิวเตอรในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

 ในปจจุบันมีโปรแกรมสําหรับการวิเคราะหดาน phylogenetic tree จํานวนหลาย

โปรแกรม ในท่ีนี้จะขอกลาวถึงเฉพาะโปรแกรม MEGA (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis) version 7.0 เนื่องจากเปนโปรแกรมท่ีสามารถใชงานไดฟรีโดยไมเสียคาใชจาย 

(freeware) มีรูปแบบการใชงานงายไมซับซอน เปนโปรแกรมท่ีมีมาตรฐานเปนท่ียอมรับสําหรับ

งานวิจัยในระดับนานาชาติ และผูเขียนมีประสบการณในการใชงานโปรแกรมนี้มาหลายป จึงขอ

สรุปขั้นตอนการใชงานของโปรแกรม MEGA ดังนี้ 

 

https://www.megasoftware.net/
https://www.megasoftware.net/
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1. การ download โปรแกรม MEGA ไดจาก https://www.megasoftware.net/ (รูปท่ี 

5.7) โดยสามารถเลือกระบบปฏิบัติการท่ีตองการ ไดแก Windows, Mac OX X, 

Debian, RedHat และ Linux อ่ืนๆ นอกจากนี้ยังสามารถเลือกระบบ interface เปน

แบบ Graphical (GUI) หรือ Command Line (CC) ซ่ึงในท่ีนี้จะถายทอดวิธีการใช

โปรแกรม MEGA โดยใชระบบปฏิบัติการ Windows และใช interface เปนแบบ 

Graphical (GUI) เม่ือ download เสร็จแลว ก็ดําเนินการติดต้ังโปรแกรมตามปกติ 

 

รูปท่ี 5.7 การ download โปรแกรม MEGA [https://www.megasoftware.net/] 

2. การเตรียม file ท่ีเปน FASTA format (นามสกุล .fas) ซ่ึงประกอบไปดวยลําดับนิวคลีโอ

ไทด หรือลําดับกรดอะมิโนของตัวอยางท้ังหมดท่ีตองการวิเคราะห ดังรูปท่ี 5.8 

 

รูปท่ี 5.8 ตัวอยางลําดับนิวคลีโอไทดในรูปแบบ FASTA format 

https://www.megasoftware.net/
https://www.megasoftware.net/
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รูปท่ี 5.9 การเปด file ในโปรแกรม MEGA 

 

3. เปด FASTA format file ในโปรแกรม MEGA โดยเลือกท่ีคําสั่ง File จากนั้นเลือก Open 

A File (รูปท่ี 5.9) แลวเลือก file ท่ีเตรียมไว จากนั้นโปรแกรมจะถามขึ้นวาตองการทํา

อยางไรกับขอมูลดังกลาว โดยใหเลือกระหวาง วิเคราะห (Analyze) หรือ จัดเรียงลําดับ 

(Align) ในขั้นนี้ใหเลือกคําสั่ง Align แลวโปรแกรมจะแสดงผลขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 

ดังรูปท่ี 5.10  

 

รูปท่ี 5.10 ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (FASTA format) ท่ีแสดงผลโดยโปรแกรม MEGA 
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4. ทําการจัดเรียง (Alignment) ลําดับนิวคลีโอไทด หรือลําดับกรดอะมิโน โดยเลือกท่ีคําสั่ง 

Alignment และเลือกท่ีคําวา Align by ClustalW ดังรูปท่ี 5.11 จากนั้นจะมีหนาตาง

ขึ้นมาใหปรับเปลี่ยนคา parameter ในการวิเคราะห ซ่ึงไมจําเปนตองปรับเปลี่ยน 

สามารถใชคาเริ่มตน (default) ตางๆ ของโปรแกรมได โดยกดท่ีปุม OK เม่ือดําเนินการ 

alignment เสร็จแลว โปรแกรมจะแสดงผลขอมูลดังรูปท่ี 5.12  

 

รูปท่ี 5.11 การเลือกคําสั่ง Alignment ในโปรแกรม MEGA 

 

รูปท่ี 5.12 ผลจากการ Alignment โดยโปรแกรม MEGA 
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5. จากผลการ alignment ใหตรวจสอบเบื้องตนกอนวาลําดับนิวคลีโอไทด หรือลําดับ

กรดอะมิโน ของทุกตัวอยางท่ีจะใชในการวิเคราะห มีจุดเริ่มตนและจุดสิ้นสุดตรงกัน

หรือไม จากรูปท่ี 5.12 จะเห็นไดวาชวงปลายของลําดับนิวคลีโอไทดมีจุดสิ้นสุดตางกัน 

ดังนั้นจึงควรปรับแตงใหตําแหนงเริ่มตนและตําแหนงสิ้นสุดของลําดับนิวคลีโอไทด หรือ

ลําดับกรดอะมิโน ในทุกๆ ตัวอยางเปนตําแหนงท่ีตรงกันเพ่ือใหไดขอมูลท่ีแมนยํา โดย

เลือกแถบบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตองการตัดออก จากนั้นคลิกขวาแลวเลือกคําสั่ง 

delete  

6. เม่ือปรับแตงความยาวของลําดับท่ีไดจากการ alignment แลว ขั้นตอไปคือการ export 

ขอมูล โดยเลือกท่ีคําสั่ง Data แลวเลือกท่ี Export Alignment จากนั้นเลือกท่ี MEGA 

format ดังรูปท่ี 5.13 ซ่ึงจะเปนการแปลงขอมูลใหเปนนามสกุล (.meg)  

 

รูปท่ี 5.13 การแปลงขอมูล alignment ใหเปน MEGA format 
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7. สรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ โดยเลือกท่ีคําสั่ง Phylogeny (รูปท่ี 5.14) จะมีวิธีท่ี

จะใชในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic method) ตางๆ ไดแก  

• Construct/Test Maximum Likelihood Tree 

• Construct/Test Neighbor-Joining Tree 

• Construct/Test Minimum-Evolution Tree 

• Construct/Test UPGMA Tree 

• Construct/Test Maximum Parsimony Tree 

 

รูปท่ี 5.14 การสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic method) ดวยวิธี ตางๆ 

8. เม่ือเลือกวิธีท่ีจะใชในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการแลว (ในท่ีนี้แสดงการใชวิธี 

Maximum Likelihood) จะมีหนาตางปรากฏใหปรับเปลี่ยนคาตางๆ (รูปท่ี 5.15) ดังนี้ 

• Test of Phylogeny: เลือกวาจะใช Bootstrap method หรือไม 

• No. of Bootstrap replications: ใสคาตัวเลขท่ีตองการ (โดยท่ัวไปใชคา 1000)  

• Substitution site: เลือกระหวาง Nucleotide หรือ Amino acid ขึ้นกับขอมูลท่ีใช 

• Model/Method: การกําหนดรูปแบบการกลายพันธุ โดยท่ัวไปจะเลือกใช General 

Time Reversible model สําหรับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด และ ใช Jones-Taylor-

Thornton (JTT) model สําหรับขอมูลลําดับกรดอะมิโน เปนตน อยางไรก็ตามสามารถ

ปรับเปลี่ยนไดตามความเหมาะสม 
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รูปท่ี 5.15 การต้ังคา parameter ตางๆ ในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ  

9. จากรูปท่ี 5.15 เม่ือคลิกท่ีคําวา Compute โปรแกรมจะทําการคํานวณ ซ่ึงอาจจะตองใช

เวลานานในการประมวลผล ขึ้นอยูกับความซับซอนของขอมูล จํานวนตัวอยางท้ังหมด 

วิธีท่ีใชในการสรางแผนภาพ และประสิทธิภาพของคอมพิวเตอรท่ีใช (รูปท่ี 5.16) 
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รูปท่ี 5.16 การประมวลผลของโปรแกรม MEGA สําหรับการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ  

10. เม่ือประมวลผลเสร็จ โปรแกรมจะแสดงแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ ดังรูปท่ี 5.17 ซ่ึง

สามารถปรับเปลี่ยนได เชน 

• การปรับหมุนท่ีตําแหนง branch point โดยคลิกท่ีปุม Flip Subtree 

• การจัดรูปแบบ (style) ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ  
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 Traditional: Rectangular (rooted tree) 

 Traditional: Straight (rooted tree) 

 Traditional: Curved (rooted tree) 

 Radiation (unrooted tree) 

 Circle (unrooted tree) 

 

 

รูปท่ี 5.17 การสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการดวยวิธี Maximum Likelihood method 
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11. นอกจากนี้ยังสามารถปรับเปลี่ยนลักษณะตางๆ ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการได 

โดยเลือกท่ีคําสั่ง View แลวเลือก Options จะมีหนาตางปรากฏขึ้น (รูปท่ี 5.18) ดังนี้ 

• Tree ปรับเปลี่ยนขนาดของแผนภาพตนไม และความยาวของก่ิง 

• Branch ปรับเปลี่ยนความเขมของเสนในแผนภาพตนไม 

• Label ปรับเปลี่ยนชื่อ สี และ font ของ taxa 

 

รูปท่ี 5.18 ปรับเปลี่ยนลักษณะตางๆ ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

12. การบันทึกรูปแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ โดยคลิกท่ีคําวา Image แลวจะมีตัวเลือกใน

การบันทึกรูปภาพแบบตางๆ (รูปท่ี 5.19) ดังนี้ 

• Copy to Clipboard 

• Save as Enhanced Metafile (EMF) 

• Save as PNG file 

• Save as TIFF file 

• Save as PDF file 
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รูปท่ี 5.19 การบันทึกรูปแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ เปน files ชนิดตางๆ 

13. การอางอิงถึงการใชโปรแกรม MEGA หากทําการวิเคราะหขอมูลหรือสรางแผนภาพ

ตนไมเชิงวิวัฒนาการดวยโปรแกรม MEGA เพ่ือเปนการใหเครดิตแดผูพัฒนาโปรแกรม 

ดังกลาว ควรขอมูลในเอกสารอางอิง ดังนี้ “Kumar S., Stecher G., and Tamura K. 

(2016). MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 for 

bigger datasets. Molecular Biology and Evolution 33:1870-1874.” 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27004904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27004904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27004904
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เทคนิคท่ีเก่ียวของกับพีซีอารในดานอณูไวรัสวิทยา 

PCR-related techniques in molecular virology 

การเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 

หลักการของเทคนิค PCR เปนเทคนิคท่ีใชในการเพ่ิมจํานวน DNA ท่ีตองการศึกษาอยาง

จําเพาะในหลอดทดลอง โดยมีลักษณะเปนการเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณ ซ่ึงจําเปนตองมี

องคประกอบของปฏิกิริยา ดังนี้ 

• DNA template ท่ีสกัดไดจากเซลลหรือเนื้อเยื่อท่ีตองการศึกษา ความเขมขนของ 

DNA template ท่ีเหมาะสม สําหรับปฏิกิริยา PCR ควรอยูในชวง 100-500 ng/µL 

• Primers เปน oligonucleotide สายสั้น ๆ ขนาดประมาณ 17-25 bp ประกอบดวย 

forward primer และ reverse primer ซ่ึงจะมีทิศทางสวนทางกัน และจะจับกับ 

DNA template คนละ strand (forward primer จับกับ DNA template ท่ีเปน 

anti-sense strand สวน reverse primer จับกับ DNA template ท่ีเปน sense 

strand) นอกจากนี้ primers ควรมีสัดสวนเบส GC ประมาณ 40-60% และควรมีคา 

melting temperature (Tm) (อุณหภูมิท่ีทําให 50% ของ DNA แยกสายเปนสาย

เด่ียว) ใกลเคียงกัน ซ่ึงสามารถคํานวณได ดังนี้ Tm = [(A+T) x 2] + [(G + C) x 4] 

ความเขมขนของ primers ท่ีเหมาะสมสําหรับ PCR ควรอยูในชวง 0.1-1 µM (final 

concentration) 

• Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) เปน nucleotide หนวยยอยท่ีจะใช

ในการเติมเขาไปในสาย DNA ท่ีสรางขึ้นใหม ประกอบดวย 4 ชนิด ไดแก dATP, 

dTTP, dCTP และ dGTP ความเขมขนของ dNTPs แตละชนิดท่ีเหมาะสมสําหรับ 

PCR ควรอยูในชวง 200 µM  
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• Taq DNA Polymerase เปนเอนไซม DNA polymerase  ท่ีสามารถสรางสาย DNA 

สายใหมในทิศทาง 5'  3' โดยมีคุณสมบัติพิเศษสามารถทนความรอนไดสู งมาก 

เนื่องจากเปนเอนไซมท่ีสกัดมาจากแบคทีเรียท่ีมีชื่อวา Thermus aquaticus ซ่ึง

สามารถอาศัยอยูในบริเวณน้ําพุรอนได ดังนั้นเอนไซม Taq DNA Polymerase  จึง

เหมาะสมกับการใชเปนเอนไซม DNA polymerase ในปฏิกิริยา PCR ซ่ึงมีขั้นตอน 

denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94°C โดยความเขมขนของเอนไซมท่ีเหมาะสมสําหรับ 

PCR ควรอยูในชวง 25 units/ml (final concentration) 

• Magnesium ion เปน co-factor ท่ีสําคัญของเอนไซม DNA polymerase ความ

เขมขนของ magnesium ion ท่ีเหมาะสมสําหรับ PCR ควรอยูในชวง 1.5–2.0 mM 

(final concentration) 

• Buffer เพ่ือควบคุม pH ของปฏิกิริยาใหเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 

ในการเกิดปฏิกิริยา PCR จําเปนตองมีการควบคุมอุณหภูมิ (Thermal profile) เพ่ือทํา

ใหปฏิกิริยาเกิดขึ้นไดอยางเหมาะสม ซ่ึงสามารถแบงออกเปน 3 ขั้นตอน (รูปท่ี 6.1) ไดแก 

• Denaturation เปนขั้นตอนท่ีใชความรอนสูง (อุณหภูมิ 94°C ประมาณ 15-30 

วินาที) เพ่ือทําใหโมเลกุลของ DNA ตนแบบมีการแยกสายจากสายคู (double 

strand DNA; dsDNA) เปนสายเด่ียว (single strand DNA; ssDNA) 

• Annealing เปนขั้นตอนท่ีใชอุณหภูมิ ในชวง 50-60°C ประมาณ 15-30 วินาที เพ่ือ

ทําใหโมเลกุลของ primers สามารถจับแบบเบสคูสม (complementary) กับ DNA 

template อยางจําเพาะ โดยอุณหภูมิในขั้นตอน annealing จะขึ้นกับคา Melting 

temperature (Tm)  ของ primers ท่ีใชในปฏิกิริยา สามารถคํานวณไดจาก 

[Annealing temperature = Tm of primers – 5] 
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• Extension เปนขั้นตอนท่ีใชในการสราง DNA  สายใหมในทิศทางจาก 5'  3' ใหมี

ลําดับเบส complementary กับ DNA ตนแบบ ซ่ึงในขั้นนี้ใชอุณหภูมิในชวง 68-

74°C (ขึ้นกับ Optimal temperature ของ DNA polymerase แตละชนิดท่ีใชใน

ปฏิกิริยา ซ่ึงโดยท่ัวไป Taq DNA polymerase จะมีอุณหภูมิเหมาะสมอยูท่ี 72°C) 

ระยะเวลาในขั้นตอนนี้ประมาณ 30-180 วินาที ขึ้นกับขนาดความยาวของ PCR 

product ซ่ึงจะถูกกําหนดโดยระยะหางระหวาง Forward primer และ Reverse 

primer ท่ีใชในปฏิกิริยา โดยปกติสามารถประมาณไดวา PCR product ขนาด 

1,000 bp ใชเวลาในขั้น extension 1 นาที 

 

รูปท่ี 6.1 หลักการของเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
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 ปฏิกิริยาจะดําเนินไปในแตละรอบซ่ึงประกอบดวย denaturation, annealing และ 

extension จํานวนท้ังสิ้นประมาณ 35-40 รอบ ดังนั้นหลังจากเสร็จปฏิกิริยาจะไดปริมาณ DNA 

เพ่ิมขึ้นแบบทวีคูณ 2n (โดยท่ี n = จํานวนรอบท่ีใชในปฏิกิริยา) ปฏิกิริยาดังกลาวเปนการเพ่ิม

จํานวน DNA (amplification) โดยเกิดขึ้นเปนปฏิกิริยาลูกโซ (chain reaction) จึงเรียกวา 

polymerase chain reaction (PCR) ซ่ึง PCR แบบมาตรฐานจะเรียกวา “conventional PCR” 

การประยุกตใชเทคนิค conventional PCR มักใชรวมกับเทคนิค agarose gel electrophoresis 

(รูปท่ี 6.2) เพ่ือใชในการตรวจวินิจฉัยแบบ screening โรคติดเชื้อตางๆ และการตรวจสอบ 

insertion หรือ deletion ท่ีมีจํานวนเบสเปลี่ยนแปลงมากกวา 30 bp เปนตน จากรูปท่ี 6.2 เปน

การเพ่ิมจํานวนยีนในสวน PreS1 ของเชื้อ hepatitis B virus (HBV) genotypes A-D ซ่ึงจะพบวา 

HBV genotype D จะเกิด deletion (ประมาณ 33 bp) ซ่ึงสามารถตรวจสอบและจําแนกไดดวย

เทคนิค conventional PCR และ agarose gel electrophoresis 

 
รูปท่ี 6.2 ตัวอยางผลการตรวจสอบ PCR product ดวย agarose gel electrophoresis 

[จากผลงานวิจัยของ รศ.ดร.สัญชัย พยุงภร https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15288955] 

เทคนิคท่ีมีพ้ืนฐานมาจาก PCR (PCR-based assay) 

 เนื่องจากเทคนิค PCR มีประโยชนในการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีตองการศึกษา จึงมีบทบาท

สําคัญอยางมากในการศึกษาดานอณูชีววิทยา ในปจจุบันจึงมีเทคนิคตาง ๆ ท่ีถูกพัฒนาขึ้นโดยมี

พ้ืนฐานมาจาก PCR ดังนี้ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15288955
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15288955
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Reverse Transcription PCR (RT-PCR) 

 การทํา RT-PCR อาศัยหลักการสรางสาย cDNA จาก mRNA โดยใชเอนไซม reverse 

transcriptase และ primer ซ่ึงแบงไดเปน 3 ประเภท ไดแก random primer, oligo (dT) 

primer และ specific primer (รูปท่ี 6.3) เม่ือไดเปน cDNA แลวจึงนํามาใชเปน template ใน

การทํา PCR ขอดีของเทคนิคนี้คือเปนการเพ่ิมจํานวนยีนเฉพาะสวนท่ีเปน exons เทานั้น 

เนื่องจาก mRNA จะมีการ splicing เอาสวน introns ออกไป ซ่ึงจะแตกตางจากการเพ่ิมจํานวน

ยีนในสวน genomic DNA ท่ีมีท้ัง exons และ introns ตอกัน (รูปท่ี 6.4) นอกจากนีน้ิยมใช

เทคนิค RT-PCR ในงานวิจัยทางดานไวรัส เนื่องจากเชื้อไวรัสหลายชนิดมีสารพันธุกรรมเปน RNA  

 
รูปท่ี 6.3 Primer ประเภทตาง ๆ สําหรับการทํา reverse transcription

 
รูปท่ี 6.4 การเปรียบเทียบระหวาง genomic DNA และ complementary DNA 
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Nested PCR 

 เปนเทคนิคการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีตองการดวย PCR 2 ครั้ง ซ่ึงใช primers 2 คูท่ีจําเพาะ

ตอยีนเดียวกัน แต primer แตละตัวนั้นจับกับ DNA template ในบริเวณท่ีแตกตางกัน กลาวคือ

การทํา PCR ครั้งท่ี 1 (first round PCR) จะใช primer จํานวน 1 คูท่ีจําเพาะตอยีนท่ีตองการ

ศึกษา เม่ือได PCR products จากการทํา PCR ครั้งท่ี 1 แลวจะนํามาใชเปน DNA template 

สําหรับการทํา PCR ครั้งท่ี 2 ตอไป (second round PCR) ซ่ึงจะเปลี่ยน primers ท่ีใชใหจําเพาะ

ตอยีนเดิมแตมีการเปลี่ยนตําแหนงในการจับกับ DNA template (รูปท่ี 6.5) ซ่ึงถาเปลี่ยนท้ัง 

forward primer และ reverse primer จะเรียกวา nested PCR แตถาเปลี่ยน primer เพียงตัว

เดียว (forward primer หรือ reverse primer) จะเรียกวา semi-nested PCR หรือ hemi-

nested PCR ดังนั้นจุดเดนของเทคนิคนี้คือเปนการเพ่ิมความจําเพาะ (specificity) และความไว 

(sensitivity) ในการเพ่ิมจํานวนยีน และการตรวจสอบยีนท่ีตองการศึกษา จึงนิยมใชในการตรวจ

วินิจฉัยโรคติดเชื้อท่ีเกิดจากไวรัส เนื่องจากตัวอยางสิ่งสงตรวจจากผูปวย อาจมีสารพันธุกรรมของ

เชื้อไวรัสในปริมาณท่ีนอยมากๆ  

 

รูปท่ี 6.5 หลักการของเทคนิค nested PCR 
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Multiplex PCR 

 เปนเทคนิคท่ีมีพ้ืนฐานมาจาก PCR โดยมีการใช primers มากกวา 1 คู ในการเพ่ิม

จํานวนยีนพรอมกันหลายๆ ทอนในปฏิกิริยาหลอดเดียวกัน (รูปท่ี 6.6) โดยมีจุดเดนในการใชเพ่ือ

ตรวจวินิจฉัยโรค เนื่องจากการทําปฏิกิริยา PCR โดยใช primers หลายคูพรอมกันในหลอด

เดียวกัน จะทําใหประหยัดท้ังเวลา และคาใชจายสําหรับน้ํายาท่ีเปนสวนผสมของปฏิกิริยา PCR 

แตจะมีขอจํากัดในแงความไว (sensitivity) ในการทดสอบจะลดลง จากรูปท่ี 6.6 เปนตัวอยาง

การใชเทคนิค multiplex PCR ในการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสไขหวัดนก (avian influenza 

A virus) สายพันธุ H5N1 โดยใช primers จํานวน 3 คู ซ่ึงจําเพาะกับยีน matrix (M), 

hemagglutinin (HA) และ neuraminidase (NA) ตามลําดับ ซ่ึงสามารถแปลผลได ดังนี้ 

• หากขึ้น band ขนาด 276 bp ของ M gene เพียงอยางเดียว แสดงวาติดเชื้อไวรัส

ไขหวัดใหญ สายพันธุอ่ืนๆ ซ่ึงไมใช H5N1 

• หากขึ้น band ขนาด 276 bp ของ M gene และ 189 bp ของ H5 แสดงวาติดเชื้อ

ไวรัสไขหวัดใหญ สายพันธุ H5N? แตไมใช N1 ซ่ึงอาจเปน H5N2 เปนตน 

• หากขึ้น band ขนาด 276 bp ของ M gene และ 131 bp ของ N1 แสดงวาติดเชื้อ

ไวรัสไขหวัดใหญ สายพันธุ H?N1 แตไมใช H5 ซ่ึงอาจเปน H1N1 เปนตน 

• หากขึ้นท้ัง 3 bands แสดงวาติดเชื้อไวรัสไขหวัดนก สายพันธุ H5N1 

 
รูปท่ี 6.6 ตัวอยางผลการตรวจเชื้อไวรัสไขหวัดนก สายพันธุ H5N1 ดวยเทคนิค multiplex PCR 

[จากผลงานวิจัยของ รศ.ดร.สัญชัย พยุงภร https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15671756] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15671756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15671756
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PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) 

 เปนเทคนิคท่ีอาศัยการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีสนใจดวย PCR กอน จากนั้นจึงใชเอนไซมตัด

จําเพาะ (restriction enzyme) ซ่ึงเปน endonuclease จากแบคทีเรียท่ีสามารถตัด DNA 

บริเวณตัดจําเพาะได ซ่ึงเอนไซมตัดจําเพาะมีหลายชนิด แตละชนิดจะมีบริเวณตัดจําเพาะท่ี

แตกตางกันออกไป ขอดีของเทคนิค PCR-RFLP คือสามารถใชตรวจสอบเพ่ือจําแนก alleles หรือ  

polymorphisms หรือ mutations ได เชน จําแนกระหวาง wide type และ mutant โดย

เลือกใชเอนไซมตัดจําเพาะชนิดท่ีสามารถตัดเพ่ือแยกความแตกตางได เม่ือนํา DNA มาแยกตาม

ขนาดดวยวิธี gel electrophoresis จะทําใหสามารถจําแนกไดวาตัวอยางท่ีสนใจเปน wide 

type หรือ mutant โดยดูจากขนาดของแถบ DNA (รูปท่ี 6.7) ดังนี้  

• ไมสามารถตัด DNA ชนิด wide type จึงไดแถบ DNA ขนาด 212 bp   

• สามารถตัด DNA ชนิด mutant จึงไดแถบ DNA ขนาด 153 และ 80 bp 

• กรณีท่ีเปน heterozygous จะมีท้ัง alleles ท่ีเปน wild type และ mutant ผสม

กัน จะไดแถบ DNA ขนาด 212, 153 และ 80 bp    

 อยางไรก็ตามวิธีนี้มีขอจํากัดคือ ในบางกรณีจะไมสามารถหาเอนไซมตัดจําเพาะเพ่ือ

จําแนกตําแหนงท่ีพบการกลายพันธุได และแถบ DNA ท่ีไดจากการตัดบางครั้งไมชัดเจนทําใหการ

แปลผลคอนขางยาก 

 
รูปท่ี 6.7 ตัวอยางผลการตรวจการกลายพันธุของยีนดวยเทคนิค PCR-RFLP  

[จากผลงานวิจัยของ รศ.ดร.สัญชัย พยุงภร https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26745093] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26745093
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26745093


เทคนิคที่เก่ียวของกับพีซีอารในดานอณูไวรัสวิทยา 

150 
 

Allele specific PCR 

 เปนเทคนิคการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีตองการตรวจหา single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) หรือการกลายพันธุแบบ point mutation โดยใช allele specific primers 2 ตัว ซ่ึงจะ

แตกตางกันท่ีลําดับเบสตัวสุดทายทางดานปลาย 3′ เพ่ือใหจําเพาะกับแตละ allele (รูปท่ี 6.8)  

• Allele specific primer 1 (ASP1) จําเพาะกับ allele ท่ี 1 หรือ wild type 

• Allele specific primer 2 (ASP2) จําเพาะกับ allele ท่ี 2 หรือ mutant 

 
รูปท่ี 6.8 หลักการของ allele specific PCR 

 การทํา allele specific PCR จะแยกปฏิกิริยาออกเปน 2 หลอด โดยหลอดท่ี 1 ใสเฉพาะ 

ASP1 สวนหลอดท่ี 2 ใสเฉพาะ ASP2 เม่ือ primer สามารถจับไดอยางจําเพาะกับ DNA 

template จะทําใหมีการเพ่ิมจํานวน DNA จึงจะเกิด PCR product ขึ้น แตในกรณีท่ีเกิด 

mismatch ท่ีปลาย 3′ ของ primer จะไมสามารถเพ่ิมจํานวน DNA จึงไมเกิด PCR product 

เกิดขึ้น ดังนั้นมีแนวทางในการแปลผล (ตารางท่ี 6.1) ดังนี้  

ตารางท่ี 6.1 ตัวอยางการแปลผล genotypes ดวยเทคนิค allele specific PCR 

Sample 
PCR reactions 

Interpretation of genotypes 
ASP1 ASP2 

A + - Homozygous allele 1 (wild type) 

B - + Homozygous allele 2 (mutant) 

C + + Heterozygous alleles 
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 จากรูปท่ี 6.9 เปนตัวอยางการตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุท่ีตําแหนง H274Y บนยีน 

neuraminidase ของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ ซ่ึงจะสงผลทําใหด้ือตอยาตานไวรัส oseltamivir โดย

ใชเทคนิค allele specific PCR จากการทดสอบพบวา  

• primer H274 จะสามารถเพ่ิมจํานวนยีนท่ีเปน wild type (H274) ไดเทานั้น 

• primer Y274 จะสามารถเพ่ิมจํานวนยีนท่ีเปน mutant (Y274) ไดเทานั้น  

 
รูปท่ี 6.9 ตัวอยางผลการตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ ดวยเทคนิค allele specific PCR 

[จากผลงานวิจัยของ รศ.ดร.สัญชัย พยุงภร https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17354342] 

Universal PCR 

 เปนเทคนิคการเพ่ิมจํานวนยีนโดยใช primers ท่ีจับกับบริเวณอนุรักษ (conserved 

region) ของยีน ทําให primers เพียง 1 คูนี้มีความสามารถในการเพ่ิมจํานวน DNA templates 

หลายๆ รูปแบบท่ีมีลักษณะคลายคลึงกันได นิยมใชในงานวิจัยทางดานไวรัสวิทยา และการตรวจ

วินิจฉัยโรคติดเชื้อจากไวรัส ดังนี้ 

• การเพ่ิมจํานวนยีนของไวรัสในตระกูลเดียวกัน แตเปนไวรัสตางชนิดกัน เชน 

Dengue virus, Yellow fever virus, Japanese encephalitis virus, West Nile 

virus และ Zika virus จัดเปนไวรัสท่ีมียุงเปนพาหะ อยูในตระกูล Flaviviridae 

เหมือนกัน ซ่ึงมีลักษณะยีนและจีโนมบางสวนคลายคลึงกัน จึงนิยมใช universal 

PCR ในการตรวจกรองเบื้องตนวาผูปวยติดเชื้อไวรัสในกลุม Flavivirus หรือไม  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17354342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17354342
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• การเพ่ิมจํานวนยีนของไวรัสชนิดเดียวกัน แตมีหลายสายพันธุ (subtypes, 

genotypes, serotypes) ในกรณีท่ีไวรัสมีการกลายพันธุและถูกจําแนกออกเปน

หลากหลายสายพันธุ เชน hepatitis C virus (HCV), human immunodeficiency 

virus (HIV) จะนิยมใช universal PCR ในการตรวจวินิจฉัยวาผูปวยติดเชื้อไวรัสชนิด

ท่ีสงสัยหรือไม โดยยังไมจําแนกสายพันธุ 

• การเพ่ิมจํานวนยีนพรอมกันหลายๆ ยีนของไวรัสชนิดเดียวกัน ใชในกรณีท่ีพบ

บริเวณอนุรักษ (conserved regions) ในหลายๆ ยีนของเชื้อไวรัส เชน Influenza 

A virus จะมี conserved regions ท่ีบริเวณปลาย 5′ และ 3′ ของยีนท้ัง 8 ทอน ทํา

ใหสามารถใช universal PCR ในการเพ่ิมจํานวนท้ัง 8 ยีนไดพรอมกัน (รูปท่ี 6.10) 

 
รูปท่ี 6.10 การเพ่ิมจํานวนยีนท้ัง 8 ทอนของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ ดวยเทคนิค universal PCR 
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Real-time PCR 

 Real-time PCR เปนเทคนิคท่ีใชในการเพ่ิมจํานวน DNA ท่ีตองการศึกษาอยางจําเพาะ 

และสามารถติดตามวัดปริมาณการเพ่ิมจํานวนของ DNA เปาหมายไดในทุกๆ รอบของการเพ่ิม

จํานวน DNA ต้ังแตเริ่มตนจนกระท่ังสิ้นสุดปฏิกิริยา (real-time detection) โดยอาศัยการ

ตรวจวัดสัญญาณสารเรืองแสงท่ีเพ่ิมขึ้น ซ่ึงเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณ DNA ท่ีเพ่ิมขึ้นจาก

ปฏิกิริยาในแตละรอบ ดังนั้นเม่ือสรางกราฟการเพ่ิมจํานวน (amplification plot) ท่ีมีแกน Y 

แสดงสัญญาณการเรืองแสง และแกน X แสดงจํานวนรอบของการเพ่ิมจํานวน จะไดกราฟท่ีมี

ลักษณะเปนรูป S (sigmoid หรือ exponential curve) ซ่ึงมีคํานิยามตาง ๆ เก่ียวกับ 

amplification plot (รูปท่ี 6.11) ดังนี้ 

 
รูปท่ี 6.11 กราฟการเพ่ิมจํานวน DNA (Amplification plot) ดวยเทคนิค real-time PCR 

[จากผลงานวิจัยของ รศ.ดร.สัญชัย พยุงภร https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21820468] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21820468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21820468
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• Baseline คือ ชวงเริ่มตนของการเพ่ิมจํานวน DNA ซ่ึงมีการสะสมของสารเรืองแสง 

แตสัญญาณเรืองแสงยังตํ่ากวาระดับท่ีเครื่องจะตรวจวัดได 

• Threshold คือ ระดับสัญญาณสารเรืองแสงท่ีใชเปนคา cut-off ในการตรวจวัดสาร

เรืองแสง  

• Threshold cycle (Ct) คือ จํานวนรอบของปฏิกิริยาในการเพ่ิมจํานวนท่ีทําให

สัญญาณสารเรืองแสงสูงกวาระดับ Threshold 

• Log/exponential phase คือชวงท่ีระดับสัญญาณสารเรืองแสงสูงเหนือร ะดับ 

Threshold และมีแนวโนมการเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณ  

• Plateau phase คือชวงท่ีระดับสัญญาณสารเรืองแสงคงท่ี ไมมีการเพ่ิมขึ้น 

เนื่องจากสารตาง ๆ ท่ีจําเปนในปฏิกิริยา เชน primers และ dNTP หมดไป และ

เอนไซม DNA polymerase เริ่มหมด activity  

 

 ความแตกตางระหวางเทคนิค real-time PCR และ conventional PCR 

 ดังท่ีกลาวไปแลวขางตนวาการตรวจวัดการเพ่ิมจํานวนของ DNA โดยเทคนิค Real-time 

PCR นั้นอาศัยการวัดปริมาณสารเรืองแสงท่ีเพ่ิมขึ้นในแตละรอบของปฏิกิริยาท่ีดําเนินไปต้ังแตตน

จนจบ (real-time detection) แตการตรวจวัดการเพ่ิมจํานวนของ DNA โดยใชเทคนิค PCR นั้น

จะเรียกวาเปนแบบ end-point detection เนื่องจากตองปลอยใหเกิดปฏิกิริยาจนถึงรอบสุดทาย

กอน จึงจะสามารถนําสารละลายจากปฏิกิริยามาตรวจสอบ ซ่ึงอาจตรวจสอบไดดวยเทคนิค 

agarose Gel electrophoresis แลวยอมดวยสาร ethidium bromide จากนั้นจึงตรวจสอบการ

เรืองแสงของแถบ DNA ภายใตแสง UV ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบการเพ่ิมจํานวน DNA ระหวาง 2 

ตัวอยาง (A และ B) ท่ีมีปริมาณ DNA ต้ังตนแตกตางกันโดยใช real-time detection และ end-

point detection จะใหผลแตกตางกัน (รูปท่ี 6.11) ดังนี้   
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• End-point detection จะพบวาท้ังตัวอยาง A และ B มีความเขมของแถบ DNA 

ใกลเคียงกันมาก เนื่องจากเม่ือปฏิกิริยาดําเนินไปถึงชวง plateau phase (รอบท่ี

มากกวา 30) ลักษณะการเพ่ิมจํานวนของ DNA จะไมเปนแบบทวีคูณ ทําใหในชวง

หลังของปฏิกิริยา ในตัวอยาง A และ B มีปริมาณ DNA ใกลเคียงกัน เม่ือตรวจสอบ

ดวยวิธี end-point detection จึงไดความเขมของแถบ DNA ใกลเคียงกัน 

 

• Real-time detection อาศัยการวัดปริมาณสารเรืองแสงท่ีเพ่ิมขึ้นในแตละรอบของ

ปฏิกิริยา และใชคา Ct เปนตัวบงชี้ปริมาณ DNA ท่ีมีในสารต้ังตน กลาวคือ  

 ตัวอยางท่ีมีปริมาณ DNA ต้ังตนมาก จะมีคา Ct ตํ่า เนื่องจากมีปริมาณ 

DNA ต้ังตนมาก จึงใชจํานวนรอบของปฏิกิริยาเพียงไมก่ีรอบก็สามารถเพ่ิม

ปริมาณสารเรืองแสงใหสูงกวาระดับ threshold ได 

 ตัวอยางท่ีมีปริมาณ DNA ต้ังตนนอย จะมีคา Ct สูง เนื่องจากมีปริมาณ 

DNA ต้ังตนนอย จึงใชจํานวนรอบของปฏิกิริยามากเพ่ือใหสามารถเพ่ิม

ปริมาณสารเรืองแสงใหสูงกวาระดับ threshold ได 

 ดังนั้นจะเห็นไดวาเทคนิค PCR แบบปกติ (conventional PCR) นั้นไมเหมาะกับการ

ตรวจวัด DNA เชิงปริมาณ (quantitative analysis) เชนการวัดอัตราการแสดงออกของยีน หรือ

วัดปริมาณเชื้อไวรัสในผูปวย เปนตน เนื่องจากผลท่ีไดจาก end-point detection ไมมีความ

ถูกตองและแมนยํา แตเทคนิค real-time PCR จะมีความเหมาะสมกับการตรวจวัด DNA เชิง

ปริมาณ (quantitative analysis) เนื่องจากใหผลท่ีถูกตองและแมนยํากวา นอกจากนี้ยังสามารถ

ประยุกตใชในการวัดปริมาณเชิงเปรียบเทียบ (relative quantitation) และการวัดปริมาณ

สัมบูรณ (absolute quantitation) ไดดวย  
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 การวัดปริมาณเชิงเปรียบเทียบ (relative quantitation) ดวย delta Ct method 

 เปนการประยุกตใชเทคนิค Real-time PCR ในการคํานวณหาปริมาณเชิงเปรียบเทียบ

ของ DNA ระหวางตัวอยางท่ีสนใจกับตัวอยางควบคุม โดยผลการเปรียบเทียบจะแสดงออกมาใน

รูปจํานวนเทาท่ีแตกตางกัน โดยมีสูตรการคํานวณดังนี้ 

∆Ct (sample) = Ct (target gene of sample) – Ct (reference gene of sample) 

∆Ct (calibrator) = Ct (target gene of calibrator) – Ct (reference gene of calibrator)  

 ∆∆Ct = ∆Ct (sample) - ∆Ct (calibrator) 

Ratio of sample: calibrator = 2 (-∆∆Ct) 

ตัวอยางการคํานวณ relative quantitation by delta Ct method 

 การทดสอบผลของสารสกัดจากสมุนไพร ในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัส (viral 

replication) โดยเซลลออกแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมตัวอยางท่ีไดรับสารสกัดจากสมุนไพร 

(treated group) และกลุมควบคุมซ่ึงไมไดรับสารสกัดจากสมุนไพร (untreated group) โดยท้ัง 

2 กลุมไดรับเชื้อไวรัสเริ่มตนเทากัน หลังจากนั้นเลี้ยงเซลลท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 48 ชั่วโมง

แลวจึงทําการสกัด total RNA จากตัวอยางท้ัง 2 กลุม แลวทํา reverse transcription สรางเปน 

cDNA จากนั้นจึงทําการวัดปริมาณยีนของเชื้อไวรัส (target gene) และ GAPDH (reference 

gene) โดยใชเทคนิค real-time PCR ไดผลคา Ct ดังตารางท่ี 6.2 

ตารางท่ี 6.2 ตัวอยางคา Ct ในการคํานวณ relative quantitation by Delta Ct method 

 Group Ct of viral target gene Ct of GAPDH (ref gene) 

Treated (sample) 32 20 

Untreated (calibrator) 26 22 

จากตารางสามารถคํานวณไดดังนี้  

∆Ct (sample) = Ct (target gene of sample) – Ct (reference gene of sample) 

แทนคา  ∆Ct (treated)  = 32 – 20 = 12  
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∆Ct (calibrator) = Ct (target gene of calibrator) – Ct (reference gene of calibrator) 

แทนคา ∆Ct (untreated) = 26 – 22 = 4 

 ∆∆Ct  = ∆Ct (sample) - ∆Ct (calibrator) 

  = ∆Ct (treated) - ∆Ct (untreated) = 12 – 4 = 8 

Ratio of sample: calibrator = 2 (-∆∆Ct) 

 Ratio of treated group: untreated group = 2 (-∆∆Ct) = 2- 8 = 1 / 256 folds 

ดังนั้นจึงสามารถแปลผลไดวา กลุมท่ีไดรับสารสกัดจากสมุนไพร (treated group) มี

จํานวนของเชื้อไวรัสนอยกวากลุมท่ีไมไดรับสารสกัดจากสมุนไพร (untreated group) ประมาณ 

256 เทา ซ่ึงจะสรุปไดวาสารสกัดจากสมุนไพรดังกลาว มีผลในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเชื้อ

ไวรัส เปนตน 

 

 การวัดปริมาณสัมบูรณ (absolute quantitation) 

เปนการประยุกตใชเทคนิค Real-time PCR ในการคํานวณหาปริมาณสัมบูรณของ DNA

ในตัวอยางท่ีสนใจโดยการเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานท่ีทราบปริมาณแนนอนแลว ซ่ึงจะตอง

มีการเจือจาง DNA มาตรฐานเปนความเขมขนท่ีลดลงครั้งละ 10 เทา (10-fold serial dilutions) 

เชน จาก 107 เจือจางเปน 106 copies/µL จาก 106 เจือจางเปน 105 copies/µL และเจือจาง

ตอไปจนได 10 copies/µL ดังนั้นจะได DNA มาตรฐานท่ีมีความเขมขนลดหลั่นลงไปจาก 107 

ไปสู 10 copies/µL แลวนําเอา DNA มาตรฐานดังกลาวมาใชเปน DNA template สําหรับทํา 

real-time PCR และบันทึกคา Ct จาก amplification plot จากนั้นสามารถสรางกราฟมาตรฐาน 

(standard curve) โดยท่ีแกน Y แสดงคา Ct และแกน X แสดงคา Log concentration ซ่ึงจะได

กราฟท่ีมีลักษณะเปนเสนตรง (รูปท่ี 6.12) เม่ือตองการหาปริมาณ DNA ของยีนท่ีจําเพาะจาก

ตัวอยางท่ีสนใจ สามารถทํา real-time PCR และบันทึกคา Ct เพ่ือนําไปเปรียบเทียบกับ 

standard curve ก็จะสามารถระบุปริมาณสัมบูรณของ DNA จากตัวอยางท่ีสนใจได  
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รูปท่ี 6.12 ตัวอยาง Standard curve สําหรับ absolute quantitation 

[จากผลงานวิจัยของ รศ.ดร.สัญชัย พยุงภร https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21820468] 

 การประยุกตใชเทคนิค real-time PCR ทางดานไวรัสวิทยา นิยมนํามาใชในการตรวจวัด

ปริมาณเชื้อไวรัส (viral load) เพ่ือชวยในการตรวจวินิจฉัยและพยากรณโรค เชน การตรวจวัด 

viral load กอนและหลังการใหยาตานไวรัส เพ่ือพิจารณาผลของการรักษา และประสิทธิภาพของ

ยาตานไวรัส ตลอดจนปรับเปลี่ยนแนวทางในการรักษา เชน การเพ่ิมปริมาณยา หรือการเปลี่ยน

ชนิดของยาตานไวรัส เปนตน 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21820468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21820468
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 รูปแบบการตรวจวัด (detection format) สําหรับ real-time PCR 

โดยท่ัวไปการตรวจติดตามวัดปริมาณการเพ่ิมจํานวนของ DNA ดวยสารเรืองแสงใน

เทคนิค real-time PCR สามารถแบงไดเปน 2 รูปแบบ (ตารางท่ี 6.3) ดังนี้ 

• DNA binding fluorescent dyes ไดแก SYBR Green I, LC Green และ SYTO 

9 เปนตน โดยสารเรืองแสงท่ีนิยมใชมากท่ีสุดคือ SYBR Green I ซ่ึงสามารถจับกับ

บริเวณ minor groove ของ DNA สายคูแบบไมจําเพาะ เม่ือจับแลวจะเกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงสรางและเปลงแสงท่ีมีความยาวคลื่นประมาณ 530 nm ดังนั้นเม่ือ

เกิดปฏิกิริยาการเพ่ิมจํานวน DNA ดวย real-time PCR สัญญาณของสารเรืองแสง 

SYBR Green I ก็จะเพ่ิมขึ้นตามปริมาณ DNA ท่ีเพ่ิมขึ้น (รูปท่ี 6.13) 

• Probes based assay ไดแก TaqMan probe, FRET Hybridization probes, 

Molecular Beacons, Scorpion probe และ Sun rise probe เปนตน ซ่ึง probe 

แตละชนิดจะมีหลักกลไกการทํางานแตกตางกันไป แต probe ท่ีไดรับความนิยม

มากท่ีสุดคือ TaqMan probe ซ่ึงเปน oligonucleotide สายเด่ียว (25-30 bp) ท่ี

ติดฉลากดวยสารเรืองแสง (fluorescent dye) ท่ีปลาย 5′ และตัวบดบัง 

(quencher) ท่ีปลาย 3′ ซ่ึงในสภาวะปกติจะไมมีการเรืองแสงเนื่องจากสารเรืองแสง

อยูใกลกับตัวบดบัง แตในขณะท่ีเกิด ปฏิกิริยาการเพ่ิมจํานวน DNA โดยอาศัย

เอนไซม Taq DNA polymerase เอนไซมชนิดนี้จะมี 5′3′ exonuclease 

activity ซ่ึงสามารถยอย TaqMan probe ได ทําใหโมเลกุลของสารเรืองแสงและตัว

บดบังหลุดออกจากกัน ดังนั้นจึงเกิดการเรืองแสงขึ้น และความเขมของสารเรืองแสง

ก็จะเพ่ิมขึ้นตามปริมาณ DNA ท่ีเพ่ิมขึ้น (รูปท่ี 6.14) 

ตารางท่ี 6.3 สรุปขอดีและขอเสียของรูปแบบ SYBR Green I และ TaqMan probe  

รูปแบบ ขอดี ขอเสีย 

SYBR Green I งาย และราคาถูก ไมมีความจําเพาะ 

ทํา melting curve analysis ได ตรวจแบบ multiplex ไมได 

TaqMan probe มีความจําเพาะสูง มีคาใชจายสูง 

ตรวจแบบ multiplex ได ทํา melting curve analysis ไมได 
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รูปท่ี 6.13 หลักการทํางานของ SYBR Green I fluorescent dye 

 
รูปท่ี 6.14 ลักษณะโครงสราง และหลักการทํางานของ TaqMan probe 
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Melting curve analysis 

 หลังจากการเพ่ิมจํานวน DNA ดวยเทคนิค real-time PCR ท่ีใช SYBR Green I แลว 

สามารถวิเคราะหหาคา melting temperature (Tm) ซ่ึงเปนอุณหภูมิท่ีทําให 50% ของ DNA 

แยกสายเปน single stranded DNA โดยการใชเทคนิค melting curve analysis ซ่ึงทําไดโดย

การคอยๆ เพ่ิมอุณหภูมิใหแก double stranded DNA พรอมกับตรวจวัดปริมาณสารเรืองแสงท่ี

ลดลงอยางตอเนื่อง ซ่ึงท่ี melting temperature จะเปนอุณหภูมิซ่ึงทําใหมีการลดลงของสาร

เรืองแสงอยางมีนัยสําคัญ เนื่องจากท่ีอุณหภูมินี้จะทําให 50% ของ DNA แยกสายกลายเปน 

single stranded DNA และทําใหโมเลกุล SYBR Green I หลุดออกจาก minor groove จึงมีการ

เรืองแสงลดลง เม่ือเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางอัตราการลดลงของสัญญาณเรืองแสง

ตออุณหภูมิ (แกน Y) และอุณหภูมิ (แกน X) จะไดเปน melting curve (รูปท่ี15) และเม่ือลากเสน

จาก Melting peak ลงมาตัดแกน X ก็จะไดคา melting temperature (Tm) ซ่ึงคา Tm ขึ้นกับ

ปจจัยตาง ๆ ไดแก %GC content, amplicon length และ Mg2+ ดังนั้นเทคนิค melting curve 

analysis สามารถนํามาประยุกตใชในการแยกแยะ PCR product ท่ีมี %GC content หรือ 

amplicon length ตางกันได เชน การจําแนก primer dimers ออกจาก target gene การ

จําแนกชนิดของเชื้อไวรัสในตระกูลเดียวกัน การจําแนกสายพันธุของเชื้อไวรัส และการตรวจสอบ

การเกิด insertion / deletion ของยีน เปนตน 

 
รูปท่ี 6.15 หลักการหา melting temperature (Tm) โดยการใช melting curve analysis 
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 ตัวอยางการประยุกตใชเทคนิค real-time PCR และ melting curve analysis  

1. การตรวจวินิจฉัยเพ่ือจําแนกระหวาง WU และ KI polyomaviruses 

 เนื่องจาก WU และ KI polyomaviruses เปนเชื้อไวรัสอุบัติใหมท่ีอาจกอโรคระบบทาง

ทางเดินหายใจในมนุษยได ลักษณะทางไวรัสวิทยาของ WU และ KI polyomaviruses จัดอยูใน 

Polyomaviridae family เปน non-enveloped virus ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 40-50 

nm มีสารพันธุกรรมเปน circular dsDNA ขนาดประมาณ 5 Kb ซ่ึง genome ของ WU และ KI 

polyomaviruses มีความเหมือนกันประมาณ 70% ดังนั้นจึงสามารถใช universal primers ท่ี

จําเพาะในสวน conserved region ของยีน VP1 ในการเพ่ิมจํานวนยีนของท้ัง WU และ KI 

polyomaviruses ซ่ึงจะมี %GC และ amplicon length แตกตางกัน ทําใหสามารถใชเทคนิค 

melting curve analysis ในการจําแนกชนิดของเชื้อไวรัส (WU หรือ KI) โดยอาศัยความตางของ 

melting temperature (รูปท่ี 6.16) 

 

 

รูปท่ี 6.16 การจําแนก WU และ KI polyomaviruses โดยใช melting curve analysis 

[จากผลงานวิจัยของ รศ.ดร.สัญชัย พยุงภร https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18639584] 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18639584
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18639584
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 2. การตรวจวินิจฉัยเพ่ือจําแนกระหวาง genotype B และ C ของ hepatitis B virus  

 เชื้อไวรัสตับอักเสบบี (hepatitis B virus, HBV) มีลักษณะเปนดีเอ็นเอไวรัสท่ีมีลักษณะ

เปนวงกลมสายคูแบบไมสมบูรณ (partially double-stranded circular DNA) ขนาดประมาณ 

3,200 bp ในปจจุบันสามารถจําแนกตามความแตกตางของลักษณะทางพันธุกรรมไดเปน 10 

genotypes (A-J) โดยgenotypes ท่ีพบมากในผูปวยท่ีติดเชื้อไวรัสตับอักเสบในประเทศไทย 

ไดแก genotype B และ C ซ่ึงมีผลงานวิจัยพบวาผูปวยท่ีติดเชื้อ HBV genotype C จะสงผลทํา

ใหมีอาการของโรคท่ีรุนแรงกวา และมีความเสี่ยงสูงท่ีจะดําเนินโรคไปเปนโรคตับแข็ง และมะเร็ง

ตับ ดังนั้นในการตรวจวินิจฉัยทางคลินิกเพ่ือจําแนก genotype ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี จึงมี

ความสําคัญในการพยากรณโรค และวางแผนการรักษาผูปวย จากการศึกษาวิจัยพบวายีน PreS1 

มีความเหมาะสมในการจําแนก genotypes ของ HBV ดังนั้นจึงสามารถใช universal primers 

ท่ีจําเพาะในสวน conserved region ในการเพ่ิมจํานวนยีน PreS1 ของท้ัง genotype B และ C 

ซ่ึงจะมี %GC แตกตางกัน ทําใหสามารถใชเทคนิค melting curve analysis ในการจําแนก 

genotypes (B หรือ C) ของเชื้อไวรัส HBV ได (รูปท่ี 6.17) 

 
รูปท่ี 6.17 การจําแนก genotypes ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี โดยใช melting curve analysis 

[จากผลงานวิจัยของ รศ.ดร.สัญชัย พยุงภร https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15288955] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15288955
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15288955
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 3. การตรวจวินิจฉัยเพ่ือจําแนกระหวาง HPAI และ LPAI ของ influenza A viruses 

 จากการศึกษาเชื้อไวรัสไขหวัดนก พบวาสามารถแบงตามความรุนแรงของการกอโรคได

เปน 2 ชนิดคือ ชนิดกอโรคไมรุนแรง (low pathogenic avian influenza, LPAI) และชนิดกอ

โรครุนแรง (high pathogenic avian influenza, HPAI) ซ่ึงมีลักษณะท่ีแตกตางกันในสวนของ 

cleavage site บนโมเลกุลของ hemagglutinin (HA) โดยเชื้อไวรัสชนิดท่ีกอโรครุนแรง (HPAI) 

จะมี polybasic amino acid insertion (RRRK) ท่ีบริเวณ cleavage site ของโปรตีน HA ซ่ึง

สงผลใหโปรตีน HA นี้ถูกตัดดวยเอนไซม furin (ubiquitious proteases) ซ่ึงจะพบไดในทุก

อวัยวะของรางกาย เปนเหตุใหมีการติดเชื้อแบบรุนแรงและมีการแพรกระจายของเชื้อไวรัสไปท่ัว

ทุกอวัยวะของรางกาย (systemic infection) ดังนั้นเม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในสวน

ของยีน HA ระหวาง LPAI และ HPAI จะพบ nucleotide insertion (12 bp) บนยีน HA ของ 

HPAI ดังนั้นจึงสามารถใช universal primers ท่ีจําเพาะในสวน conserved region ของยีน HA 

ในการเพ่ิมจํานวนยีน ซ่ึงจะมี %GC และ amplicon length แตกตางกัน ทําใหสามารถใชเทคนิค 

melting curve analysis ในการจําแนกระหวาง LPAI และ HPAI ได (รูปท่ี 6.18) 

 
รูปท่ี 6.18 การจําแนกระหวาง LPAI และ HPAI โดยใช melting curve analysis 

[จากผลงานวิจัยของ รศ.ดร.สัญชัย พยุงภร https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16715581] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16715581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16715581
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Multiplex real-time PCR 

 เทคนิค real-time PCR สามารถนํามาประยุกตใชเปนระบบ multiplex สําหรับการ

ตรวจสอบหลายๆ ยีนพรอมๆ กัน โดยท่ัวไปเครื่อง real-time PCR จะมีตัวตรวจวัดสัญญาณเรือง

แสง (fluorescent detectors) ประมาณ 4-6 ชวงความยาวคลื่น ทําใหสามารถใช TaqMan 

probes ท่ีติดฉลากดวยสารเรืองแสงตางชนิดกันในการทํา multiplex real-time PCR ได ซ่ึงมี

ขอควรระวังในการพิจารณาเลือกชนิดของสารเรืองแสง (fluorescent reporter dye) ดังนี้ 

• ควรเลือกใชสารเรืองแสงชนิดท่ีเครื่อง real-time PCR ท่ัวไปสามารถตรวจวัดได 

เนื่องจากเครื่อง real-time PCR แตละยี่หอ แตละรุน จะมีความสามารถในการตรวจวัด

สัญญาณเรืองแสงจํานวนสีแตกตางกัน เครื่องบางรุนตรวจวัดไดเพียง 4 สีเทานั้น แต

เครื่องบางรุนสามารถตรวจวัดได 6 สี ดังนั้นจึงนิยมเลือกใชสารเรืองแสงชนิดท่ีเปน

พ้ืนฐาน สามารถตรวจวัดไดทุกเครื่อง เชน FAM และ VIC เปนตน 

• ควรเลือกใชชนิดของ quenchers ใหเหมาะสมกับชนิดของ reporter dyes หากเลือกใช 

quencher ท่ีไมเหมาะสมจะไมสามารถบดบังสัญญาณเรืองแสงของ reporter dye ได  

• เนื่องจากในการปเปตสารละลาย PCR master mix ใสในแตละหลอด อาจเกิดความ

ผิดพลาด (pipetting errors) ทําใหการเปรียบเทียบสัญญาณเรืองแสงท่ีเกิดขึ้นในแตละ

หลอด (samples) มีความผิดพลาดได ดังนั้นนักวิจัยจึงนิยมใช ROX fluorescent dye 

เปน passive reference dye ผสมใน PCR reagent master mix เพ่ือใชในการ 

normalize fluorescent signal ทําใหสามารถเปรียบเทียบสัญญาณเรืองแสงระหวาง

หลอด ไดแมนยํามากขึ้น ดวยเหตุนี้จึงไมควรเลือกใช ROX เปน reporter dye ของ 

TaqMan probe ในกรณีท่ีใช ROX เปน passive reference dye แลว  

• MGB (minor groove binder) จัดเปน non-fluorescent quencher ท่ีมีคุณสมบัติ

พิเศษคือ สามารถใชไดกับ reporter dyes ทุกชนิด และเพ่ิมเสถียรภาพของ probe ทํา

ใหจับกับ DNA template ไดดีขึ้นดวย ดังนั้น TaqMan-MGB probe (15-20 bp) จะมี

ความยาวสั้นกวา TaqMan probe ท่ัวไป จึงนิยมใชใน allelic discrimination assay 

ซ่ึงจะทําใหจําแนก alleles ไดชัดเจนกวา TaqMan probe ท่ัวไป 
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 ตัวอยางการประยุกตใชเทคนิค multiplex real-time PCR  

1. การตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสไขหวัดนก สายพันธุ H5N1  

 เชื้อไวรัสไขหวัดนก (H5N1 avian influenza A virus) จัดอยูใน Orthomyxoviridae 

family มีสารพันธุกรรมเปน negative single strand RNA ท่ีมีลักษณะเปนทอน ๆ จํานวนท้ังสิ้น 

8 ยีน ซ่ึงเชื้อชนิดนี้สามารถแบงออกเปน subtype ตามชนิดของแอนติเจน hemagglutinin (HA) 

และ neuraminidase (NA) ดังนั้นในการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 จึงตอง

มีการตรวจสอบหลายยีนดังนี้ 

• Matrix (M) เพ่ือใชในการตรวจสอบวาเปน influenza A virus 

• Hemagglutinin (HA) เพ่ือใชในการระบุสายพันธุ H5 

• Neuraminidase (NA) เพ่ือใชในการระบุสายพันธุ N1 

 ดังนั้นในการประยุกตใชเทคนิค real-time PCR ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสไขหวัดนก

สายพันธุ H5N1 จึงใช primers จํานวน 3 คู และ TaqMan probes จํานวน 3 ตัว ท่ีติดฉลาก

ดวยสารเรืองแสงท่ีมีสีแตกตางกันสําหรับตรวจสอบยีน M, H5 และ N1 พรอมกันใน tube เดียว 

ทําใหสามารถตรวจวินิจฉัยและแปลผลการติดเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ไดอยางรวดเร็ว 

(รูปท่ี 6.19) 

 
รูปท่ี 6.19 การตรวจเชื้อไวรัสไขหวัดนก ดวยเทคนิค multiplex real-time PCR 

[จากผลงานวิจัยของ รศ.ดร.สัญชัย พยุงภร https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16183140] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16183140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16183140


PCR-related techniques in molecular virology 

167 
 

 2. การตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ท่ีด้ือตอยาตานไวรัส lamivudine  

 Lamivudine เปนยาตานไวรัส (anti-viral drug) จําพวก nucleoside analogue ท่ี

สามารถยับยั้ง reverse-transcriptase activity ของเอนไซม polymerase (Pol) ของเชื้อไวรัส

ตับอักเสบบีได อยางไรก็ตามเม่ือใชยาดังกลาวในการรักษาผูปวยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีไปร ะยะ

หนึ่ง ตัวเชื้อไวรัสจะมีการปรับตัวในการกลายพันธุเพ่ือด้ือตอยา (drug resistant mutants) จาก

การศึกษาวิจัยพบวาสามารถใชลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน polymerase ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

ในการพิจารณาวาเชื้อไวรัสท่ีพบอยูในรางกายของผูปวยจะตอบสนอง (sensitive) หรือด้ือ 

(resistant) ตอยา lamivudine ได ดังนี้ 

• YMDD เปน motif ท่ีพบใน lamivudine sensitive HBV 

• YVDD เปน motif ท่ีพบใน lamivudine resistant mutant HBV 

• YIDD เปน motif ท่ีพบใน lamivudine resistant mutant HBV 

 ดังนั้นในการประยุกตใชเทคนิค real-time PCR ในการตรวจวินิจฉัยลักษณะการด้ือยา 

lamivudine ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี จึงอาศัย primers จํานวน 1 คู และ TaqMan probes 

จํานวน 3 ตัว ท่ีติดฉลากดวยสารเรืองแสงท่ีมีสีแตกตางกันสําหรับตรวจสอบ YMDD, YVDD และ 

YIDD พรอมกันในหลอดเดียว ทําใหสามารถตรวจวินิจฉัยและแปลผลการด้ือยา lamivudine ของ

เชื้อไวรัสตับอักเสบบีในผูปวย ไดอยางรวดเร็ว (รูปท่ี 6.20) 

 
รูปท่ี 6.20 การตรวจลักษณะการด้ือยา lamivudine ดวยเทคนิค multiplex real-time PCR 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16960347
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Allelic discrimination assay 

 เปน multiplex real-time PCR เพ่ือใชในการตรวจสอบ alleles (SNPs หรือ point 

mutation) ของยีนได โดยอาศัย TaqMan probes 2 ตัวท่ีติดฉลากดวยสารเรืองแสงตางชนิดกัน 

(รูปท่ี 6.19) ดังนี้  

• Allele 1 (wild type) specific probe ติดฉลากดวย VIC 

• Allele 2 (mutant) specific probe ติดฉลากดวย FAM 

 
รูปท่ี 6.19 หลักการจําแนก genotypes ดวย allelic discrimination plot 
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 เม่ือทําการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีสนใจดวย real-time PCR ท่ีใส TaqMan probes 2 ตัวใน

ปฏิกิริยาเสร็จแลว โปรแกรมจะทําการสรางกราฟ allelic discrimination plot โดยใหแกน X 

เปนสัญญาณเรืองแสงชนิด VIC และแกน Y เปนสัญญาณเรืองแสงชนิด FAM ตามลําดับ ซ่ึง

สามารถแปลผลได (ตารางท่ี 6.4) ดังนี้ 

ตารางท่ี 6.4 ตัวอยางการแปลผล genotypes ดวยเทคนิค allelic discrimination plot 

Sample 
Fluorescent signal 

Interpretation of genotypes 
VIC FAM 

A +++ - Homozygous allele 1 (wild type) 

B - +++ Homozygous allele 2 (mutant) 

C ++ ++ Heterozygous alleles  

 

  ในปจจุบัน real-time PCR เปนเทคนิคท่ีไดรับความนิยมเปนอยางสูง ในการประยุกตใช

สําหรับการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อ เปนเนื่องจากเปนเทคนิคท่ีมีลักษณะเดนดังนี้ 

• Rapid (less time consuming) ไดผลการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว สามารถวิเคราะหผลได

ภายใน 3-5 ชั่วโมง 

• No post-PCR processing step ไมจําเปนตองนํา PCR product มาแยกดวย agarose 

gel electrophoresis จึงเปนการลดความเส่ียงในการปนเปอน เนื่องจากเปนวิธีท่ีมี

กระบวนการขั้นตอนเดียว 

• High specificity มีควา มจํ า เพา ะสู ง  เนื่ อ งจ ากอา ศัย primers และ probes ท่ี มี

ความจําเพาะตอยีนท่ีตองการตรวจสอบ 

• High sensitivity มีความไวในการตรวจสอบสูงเนื่องจากอาศัยหลักการตรวจสอบสาร

เรืองแสง (fluorescent signal) ขณะท่ีมีการเพ่ิมจํานวนของสารพันธุกรรมดังนั้นจึง

สามารถตรวจสอบไดแมสิ่งสงตรวจจะมีปริมาณ DNA อยูเล็กนอยก็ตาม 

• High accuracy and reproducibility ใหผลการตรวจวินิจฉัยท่ีแมนยํา และสามารถ

ตรวจสอบซํ้าแลวใหผลเหมือนเดิม 



เทคนิคที่เก่ียวของกับพีซีอารในดานอณูไวรัสวิทยา 

170 
 

• Multi-color detection สามารถตรวจวัดหลายๆ ยีนพรอมกันได (multiplex) ในกรณี

ท่ีใช TaqMan probe ท่ีติดฉลากดวยสารเรืองแสงตางสีกัน  

• Melting curve analysis สามารถใชในการแยกแยะยีนท่ีมี Tm แตกตางกัน ในกรณีท่ี

ใช SYBR Green I  

• Quantitative data สามารถวัดปริมาณเชิงเปรียบเทียบ หรือวัดปริมาณสัมบูรณได 
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การออกแบบไพรเมอรดวยคอมพิวเตอร 

Computational based primers design 

 จากบทท่ีแลวจะเห็นไดวาเทคนิคท่ีเก่ียวของกับพีซีอาร (PCR-related techniques) 

ไดรับความนิยมเปนอยางมากท้ังในดานงานวิจัย และการประยุกตใชในการตรวจวินิจฉัยโรคตางๆ 

ดังนั้นในบทนี้จึงมุงเนนเก่ียวกับการออกแบบตางๆ ท่ีเก่ียวของกับเทคนิค PCR ซ่ึงจะชวยทําให

สามารถพัฒนาเทคนิค PCR ในการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีสนใจไดอยางมีประสิทธิภาพ 

การออกแบบ thermal profiles สําหรับ PCR 

 Thermal profiles คือรูปแบบของคาอุณหภูมิ และเวลา สําหรับปฏิกิริยา PCR ท่ีเรา

กําหนดในเครื่องเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรม (thermocycler) ซ่ึง conventional PCR โดยท่ัวไป

จะกําหนด thermal profiles พ้ืนฐาน ดังตารางท่ี 7.1 

ตารางท่ี 7.1 Thermal profiles พ้ืนฐานท่ีใชสําหรับ PCR 

Step Temp (°C) Time Cycle 

Initial denaturation 94 3 - 10 min 1 

Denature 94 15 - 30 sec  

35-40 Annealing See Tm of primer 15 - 30 sec 

Extension 72 See product size 

Final extension 72 3 - 10 min 1 

 จากตารางท่ี 7.1 จะเห็นไดวา thermal profiles จะมีตัวแปร 2 ปจจัย ไดแก 

• Annealing temperature อุณหภูมิท่ีใชจะขึ้นอยูกับคา melting temperature (Tm) 

ของ primer คํานวณไดจาก สูตร Tm = 2 x (no.of [A+T]) + 4 x (no.of [G+C]) โดย

ท่ี Annealing temperature = Tm - 5 

• Extension time เวลาท่ีใชจะขึ้นอยูกับความยาวของ PCR product โดยประมาณได

จาก PCR product ขนาด 1,000 bp ใชเวลาประมาณ 1 นาที (ขึ้นกับเอนไซมท่ีใช) 
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 ขนาดความยาวของ PCR product จะขึ้นอยูกับระยะหางระหวาง forward primer และ 

reverse primer ควรคํานึงถึงขนาดความยาวของ PCR product ใหเหมาะสมดวย ดังนี้ 

• ถา PCR product ขนาดใหญ (>1kb) จะมีความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบลดลง 

เพราะจะได band ของ PCR product บาง หรืออาจไมเห็น band เนื่องจากสาเหตุ ดังนี้ 

 DNA template คุณภาพไมดี มีการขาดเปนทอนสั้นๆ 

 dNTPs ไมเพียงพอในการตอสาย DNA ขนาดใหญ  

 Inhibitor ปนเปอนอยูใน DNA ทําใหปฏิกิริยาการเพ่ิมจํานวนเกิดไดไมดี 

 Activity ของเอนไซมเสื่อมสภาพ ทําใหการเพ่ิมจํานวน DNA เกิดไดไมดี 

• ถา PCR product ขนาดเล็ก (<100 bp) จะตรวจสอบดวย agarose gel 

electrophoresis ไดยาก เพราะ band ของ PCR product จะไปซอนทับกับ primer- 

dimer หรือสียอม loading dye ทําใหมองเห็น band ไมชัด  

หลักการออกแบบ primers  

 หัวใจสําคัญของเทคนิค PCR ก็คือ oligonucleotide primers ท่ีมีความจําเพาะตอยีนท่ี

ตองการเพ่ิมจํานวน ซ่ึง primers สําหรับ conventional PCR ควรมีลักษณะพ้ืนฐานตางๆ ดังนี้ 

1. ความยาวของ oligonucleotide primer ควรอยูระหวาง 18-30 bp 

2. %GC content ของ oligonucleotide primer ควรอยูในชวง 40-60% 

3. Melting temperature (Tm) ของ primer ควรอยูในชวง 55-66°C ซ่ึงคํานวณไดจาก

สูตร Tm = 2 x (no.of [A+T]) + 4 x (no.of [G+C]) 

4. Tm ของ forward และ reverse primers ควรมีคาเทากัน หรือตางกันไมเกิน 2°C 

5. ในกรณีท่ี Tm ของ forward และ reverse primers มีคาตางกัน ควรใช Tm ท่ีมีคานอย

ในการคํานวณคา annealing temperature  

6. Primer ควร perfect complementary และจําเพาะกับยีนท่ีสนใจเทานั้น ควรนําไป

วิเคราะหดวยการ BLAST เพ่ือคนหาวา primer คลายคลึงกับยีนอ่ืนๆ หรือไม 
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หากเปนไปได ควรมีลักษณะเพ่ิมเติม (optional) ดังนี้ 

1. หากมีเบส G หรือ C ท่ีปลายดาน 3′ ของ primer จะชวยเพ่ิม priming efficiency 

2. หลีกเลี่ยง GC clamp (G หรือ C มากกวา 3 ตัว) ในบริเวณ 5 เบสสุดทายท่ีปลายดาน 3′  

3. หลีกเลี่ยงลําดับเบสเดิมซํ้าๆ มากกวา 3 ตัว เชน AAA, TTTT, CCCCC เปนตน 

4. หากจําเปนตองมี mismatch ระหวาง primer และ DNA template ควรเลี่ยง 

mismatch บริเวณ 5 bp สุดทายท่ีปลายดาน 3′ ของ primer  

5. หลีกเลี่ยงการเกิด secondary structure ของ primers (รูปท่ี 7.1) 

รูปท่ี 7.1 Secondary structure ของ primers 

 นอกจากนี้มีเง่ือนไขท่ีควรพิจารณาประกอบในการออกแบบ primers ในกรณีตางๆ ดังนี้ 

• Conventional PCR ควรออกแบบ primers ในการเพ่ิมจํานวนยีนเปาหมาย ใหไดขนาด

ของ PCR product ประมาณ 200-800 bp ท่ีสามารถตรวจสอบไดชัดเจนดวย agarose 

gel electrophoresis 

• RT-PCR ควรออกแบบเปน primer spans intron/exon boundary คือออกแบบ 

primer ใหจับบริเวณรอยตอระหวาง exons เพ่ือใหสามารถเพ่ิมจํานวนยีนท่ีมาจาก 

cDNA template เทานั้น แตจะไมเพ่ิมจํานวนยีนท่ีมาจาก genomic DNA (รูปท่ี 7.2) 

เปนการปองกันการเพ่ิมจํานวน genomic DNA contamination ท่ีปะปนอยูกับ cDNA  

• Multiplex PCR ควรออกแบบ primers ใหมีลักษณะ ดังนี้ 

 Primers ทุกตัวมีคา Tm เทากัน หรือใกลเคียงกัน 

 ไมเกิด primer-dimer ระหวาง primers ทุกตัว 

 PCR product ของ primer แตละคู ควรมีขนาดตางกันอยางนอย 50 bp 

เพ่ือใหสามารถแยกและแปลผลไดชัดเจนดวย agarose gel electrophoresis 
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รูปท่ี 7.2 Primer spans intron/exon boundary สําหรับ RT-PCR 

• PCR-RFLP ควรออกแบบ primers ใหไดขนาดของ PCR product ประมาณ 300-500 

bp และแปลผลความแตกตางไดชัดเจน ระหวาง PCR product ท่ีถูกตัด และไมถูกตัด

ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

• Allele specific PCR ควรออกแบบ allele specific primer โดยใหตําแหนงท่ีจะใชใน

การเลือกจับระหวาง wild type และ mutant alleles อยูท่ีปลายดาน 3′ ของ primer 

• Real-time PCR ควรออกแบบ primers ใหได PCR product ขนาดเล็ก (100-250 bp) 

จะทําใหมีประสิทธิภาพในการเพ่ิมจํานวนสูง และจะไดกราฟ amplification plot เปน 

sigmoid curve เปนการเพ่ิมความไว (sensitivity) ของการตรวจสอบ  

• Real-time PCR ท่ีใช TaqMan probe ในการตรวจวัด มีหลักการออกแบบ probe ดังนี้ 

 จําเพาะตอยีนเปาหมาย ตรวจสอบไดโดยการ BLAST 

 Tm ของ probe ควรมากกวา Tm ของ primers ประมาณ 8-10°C 

 หลีกเลี่ยงเบส G ท่ีตําแหนงปลาย 5′ เพ่ือไมใหเกิด quenching effect  

 หลีกเลี่ยงลําดับเบสเดิมซํ้าๆ มากกวา 3 ตัว เชน AAA, TTTT, CCCCC เปนตน 

• Multiplex real-time PCR ควรเลือกใช fluorescent reporter dye และ quencher 

ท่ีเหมาะสมกัน (ตารางท่ี 7.1) และควรเลือกใช fluorescent reporter dye ชนิดท่ีเครื่อง 

real-time PCR สามารถตรวจวัดได 
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ตารางท่ี 7.1 การเลือกใช reporter dyes และ quenchers สําหรับ multiplex real-time PCR 

Reporter 

dye 

Quenchers Absorption 

(nm) 

Emission 

(nm) 
Color 

TAMRA BHQ1 BHQ2 BHQ3 MGB 

FAM   ⊗ ⊗  495 520 Green 

TET   ⊗ ⊗  521 536 Green 

JOE / VIC    ⊗  520 548 Yellow 

MAX    ⊗  525 555 Yellow 

ROX ⊗ ⊗    576 601 Orange 

CY5 ⊗ ⊗    643 667 Red 

 

• Multiplex real-time PCR สําหรับ allelic discrimination plot นิยมใชเปน TaqMan 

MGB probes ซ่ึง MGB จัดเปน non-fluorescent quencher ท่ีมีคุณสมบัติพิเศษคือ 

สามารถใชไดกับ reporter dyes ทุกชนิด และเปน minor groove binder ท่ีสามารถ

เพ่ิมเสถียรภาพของ probe ทําใหจับกับ DNA template ไดดีขึ้นดวย ดังนั้น TaqMan 

MGB probe (15-20 bp) มักจะมีความยาวสั้นกวา TaqMan probe ท่ัวไป จึงนิยมใช

ใน allelic discrimination assay ซ่ึงตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ีแตกตางกันระหวาง allele 

1 (wild type) และ allele 2 (mutant) ควรจะอยูท่ีตําแหนงก่ึงกลางของ probe เชน 

หาก TaqMan MGB probe มีความยาว 17 bp ตําแหนงท่ีจะใชแยกระหวาง allele 1 

และ 2 ควรจะอยูในตําแหนงท่ี 9 ของ probe เปนตน  
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โปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับการออกแบบ primers 

 ในปจจุบันมีโปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับการออกแบบ primers โดยผูใชสามารถใส

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีสนใจเขาสูโปรแกรม จากนั้นต้ังคาตางๆ ตามท่ีตองการ แลวสั่งให

โปรแกรมทําการคัดเลือกและออกแบบ primers ท่ีมีลักษณะเหมาะสมได ท้ังนี้แตละโปรแกรม

หรือแตละ website ก็จะมีหลักการเบื้องตนในการออกแบบคลายๆ กัน แตจะมีความแตกตางกัน

ไปในสวนของ default parameters ตางๆ ดังนั้นผูใชงานจึงควรตระหนักถึงประเด็นท่ีมีความ

แตกตางกันดวย ตัวอยางของโปรแกรมท่ีนิยมใชในการออกแบบ primers มีดังนี้ 

 โปรแกรม Primer3web [http://primer3.ut.ee] 

 เปนโปรแกรม free online web-based สําหรับการออกแบบ primers และ 

hybridization probe โดยผูใชสามารถใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีตองการใชเปน 

template ในการออกแบบ primer (รูปท่ี 7.3) จากนั้นต้ังคา parameters ตางๆ ท่ีสําคัญ ไดแก 

• การกําหนดลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณท่ีสนใจเพ่ือใชในการออกแบบ primers ไดแก  

 Targets กําหนดเปาหมายบริเวณท่ีสนใจ (เชน ตําแหนงท่ีเกิดการกลายพันธุ) 

เพ่ือใหโปรแกรมออกแบบ primers ครอมบริเวณดังกลาว 

 Overlap Junction List กําหนดชวงท่ีจะออกแบบ primer ใหจับบริเวณ

รอยตอระหวาง exons เพ่ือใชเปน primers สําหรับ cDNA template 

 Excluded Regions กําหนดชวงท่ีไมสนใจ ในการออกแบบ primer 

 Included Region กําหนดชวงท่ีสนใจ ในการออกแบบ primer 

 Force Left Primer Start กําหนดชวงเริ่มตนของการคนหา forward primer 

 Force Left Primer End กําหนดชวงสิ้นสุดของการคนหา forward primer 

 Force Right Primer Start กําหนดชวงเริ่มตนของการคนหา reverse primer 

 Force Right Primer End กําหนดชวงสิ้นสุดของการคนหา reverse primer 

 

http://primer3.ut.ee/
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• การกําหนดคุณสมบัติของ primers (General Primer Picking Conditions) 

 Primer Size กําหนดชวงความยาวของ primers ท่ีตองการ 

 Primer Tm กําหนดชวง Tm ของ primers ท่ีตองการ 

 Max Tm Difference กําหนดคาความตางสูงสุดของ Tm ระหวางคู primers 

 Primer GC% กําหนดชวง GC% ของ primers ท่ีตองการ 

 Product Size Ranges กําหนดชวงความยาวของ PCR product ท่ีตองการ 

 Number To Return กําหนดจํานวน candidate primers ท่ีตองการใหแสดง 

 โดยท่ัวไปมักนิยมใชคา default ของโปรแกรม แลวกําหนดเพียงปจจัยท่ีเราตองการเปน

พิเศษ เชน Primer Tm, Max Tm Differences และ Product Size Ranges เม่ือต้ังคาตางๆ 

เสร็จแลว คลิกท่ีคําสั่ง Pick Primers โปรแกรมก็จะประมวลผล และแสดงผลการออกแบบ 

primers (รูปท่ี 7.4) 

 

รูปท่ี 7.3 โปรแกรม Primer3web [http://primer3.ut.ee] 

http://primer3.ut.ee/
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รูปท่ี 7.4 ตัวอยางผลการออกแบบ primers ดวยโปรแกรม Primer3web 

 จากรูปท่ี 7.4 โปรแกรม Primer3web แสดงผลการออกแบบ primers และสรุปคาตางๆ 

ของ primers ไดแก  start (ตําแหนงเริ่มตน), len (ความยาว), GC%, Tm, any_th (คา 

thermodynamic ในการเกิด self-complementarity), 3′_th (คา thermodynamic ในการ

เกิด primer-dimer), hairpin (การเกิด hairpin), seq (ลําดับนิวคลีโอไทดของ primer) และ 

product size นอกจากนี้ยังมีการแสดง map ใหเห็นตําแหนงของ primers ดวย 
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 โปรแกรม Primer3Plus [https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi] 

 เปนโปรแกรม free online web-based สําหรับการออกแบบ primers และ 

hybridization probe ซ่ึงมีการพัฒนาตอยอดมาจากโปรแกรม Primer3Web เพ่ือใหผูใช

สามารถใชงานไดงายขึ้น (user friendly) ท้ังนี้โปรแกรม Primer3Plus มีการแบงคา 

parameters ออกเปนหมวดหมู ไดแก Main (รูปท่ี 7.5), General Setting (รูปท่ี 7.6), 

Advanced Setting (รูปท่ี 7.7), Internal Oligo (รูปท่ี 7.8), Penalty Weights (รูปท่ี 7.9) และ 

Advanced Sequence (รูปท่ี 7.10)  

 
รูปท่ี 7.5 โปรแกรม Primer3Plus [https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi] 

 

https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi
https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi


Computational based primers design 

183 
 

 

รูปท่ี 7.6 การต้ังคา General Settings ของโปรแกรม Primer3Plus 

 

 

รูปท่ี 7.7 การต้ังคา Advanced Settings ของโปรแกรม Primer3Plus 
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รูปท่ี 7.8 การต้ังคา Internal Oligo ของโปรแกรม Primer3Plus 

 

 

รูปท่ี 7.9 การต้ังคา Penalty Weights ของโปรแกรม Primer3Plus 
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รูปท่ี 7.10 การต้ังคา Advanced Sequence ของโปรแกรม Primer3Plus 

 โดยท่ัวไปมักนิยมต้ังคาเฉพาะในหมวด General Settings เพ่ือกําหนดปจจัยท่ีสําคัญ

ตางๆ เชน Primer Tm, Max Tm Differences และ Product Size Ranges เม่ือต้ังคาตางๆ 

เสร็จแลว คลิกท่ีคําสั่ง Pick Primers โปรแกรมก็จะประมวลผล และแสดงผลการออกแบบ 

primers (รูปท่ี 7.11) 

 

รูปท่ี 7.11 ตัวอยางผลการออกแบบ primers ดวยโปรแกรม Primer3Plus 
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 โปรแกรม Primer-BLAST [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast] 

 เปนโปรแกรม free online web-based ท่ีพัฒนาโดย NCBI โดยใชกระบวนการ

ออกแบบ primer ตามโปรแกรม Primer3 แลวเพ่ิมขั้นตอนการนําลําดับนิวคลีโอไทดของ primer 

ไปคนหาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล (BLAST) เพ่ือตรวจสอบความจําเพาะ

ของ primer วามีความคลายคลึงกับยีนอ่ืนๆ ท่ีไมใชเปนยีนเปาหมายหรือไม จึงทําใหโปรแกรมนี้

สามารถออกแบบ primers ท่ีมีความจําเพาะสูง และเปนท่ีนิยมใชอยางมาก โปรแกรม Primer-

BLAST ประกอบดวย 4 สวนสําหรับการต้ังคาตางๆ (รูปท่ี 7.12) ดังนี้ 

• PCR Template เปนสวนท่ีใหผูใชใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมาย โดยอาจ

ใสเปน accession no. หรือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเปน FASTA format หรือจะ upload 

FASTA file ก็ได จากนั้นต้ังคา Range สําหรับชวงเริ่มตน (From) และสิ้นสุด (To) ท่ีจะ

ใหโปรแกรมวิเคราะหและออกแบบ forward และ reverse primers หากไมไดกําหนด

ชวง (Range) โปรแกรมก็จะใชลําดับนิวคลีโอไทดท้ังสายในการออกแบบ primers 

• Primer Parameters เปนการกําหนดคาตางๆ ของ primers ไดแก 

 Use my own forward primer ใช forward primer ท่ีเรามีอยูแลว 

 Use my own reverse primer ใช reverse primer ท่ีเรามีอยูแลว 

 PCR Product size กําหนดชวงขนาดสั้นท่ีสุด (min) และยาวท่ีสุด (max) ของ 

PCR product 

 # of primers to return จํานวนคูของ primers ท่ีจะใหโปรแกรมแสดง 

 Primer melting temperature กําหนดคาตํ่าสุด (min), เหมาะสม (Opt) และ

สูงสุด (max) ของ Tm 

 Max Tm difference กําหนดคาความตางสูงสุดของ Tm ระหวางคู primers 

• Exon/intron selection กําหนดใหโปรแกรมออกแบบ primer ท่ีจับบริเวณรอยตอ

ระหวาง exons เพ่ือใชเปน primers สําหรับเพ่ิมจํานวน cDNA template แตไม

สามารถเพ่ิมจํานวน genomic DNA ในเทคนิค RT-PCR โดยสามารถต้ังคาตางๆ ไดดังนี้ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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 Exon junction span สามารถเลือกได 3 แบบ ไดแก No preference, Must 

span และ May not span 

 Exon junction match กําหนดจํานวนเบสขั้นตํ่าของ primer บริเวณดาน 5′ 

และ 3′ ในการจับกับ exon  

 Intron inclusion กําหนดวา forward และ reverse primers จะตองครอม

สวนท่ีเปน intron ใน genomic DNA 

 Intron length range กําหนดชวงความยาวของ intron ท่ีสั้นท่ีสุด (min) และ

ยาวท่ีสุด (max) 

• Primer Pair Specificity Checking Parameters 

 Specificity check ตรวจสอบความจําเพาะของ primer 

 Search mode เลือกได 3 แบบ ไดแก Automatic, User guided และ No 

user guidance 

 Database เลือกฐานขอมูลสําหรับการ BLAST ไดแก Refseq mRNA, Refseq 

representative genomes, Genomes for selected organisms, nr, 

Refseq RNA และ Custom เปนตน 

 Organism เลือกชนิดของสิ่งมีชีวิต 

 Primer specificity stringency กําหนดคาในการคํานวณความจําเพาะของ 

primers เชน หากนําลําดับนิวคลีโอไทดของ primer ไปเปรียบเทียบกับยีนอ่ืนๆ 

(unintended targets) จะตองมี mismatch อยางนอย 2 bp ในชวง 5 เบส

สุดทายทางดาน 3′ ของ primer เปนตน 

 Max target size คาความยาวสูงสุดของ non-specific PCR product 

 Allow splice variants หากยีนเปาหมายมีการ splicing ไดหลายแบบ จะ

กําหนดให primers ดังกลาวสามารถเพ่ิมจํานวนยีนท่ีเปน splice variants ได 
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รูปท่ี 7.12 โปรแกรม Primer-BLAST [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast] 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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 เม่ือต้ังคาตางๆ เสร็จแลว คลิกท่ีคําสั่ง Get Primers โปรแกรมก็จะประมวลผล และ

แสดงผลการออกแบบ primers เปนภาพกราฟค และ รายละเอียดของ primers ไดแก 

sequence, strand, length, start, stop, Tm, GC%, self-complementarity และ product 

length ของ primers แตละคู (รูปท่ี 7.13) 

 
รูปท่ี 7.13 ตัวอยางผลการออกแบบ primers ดวยโปรแกรม Primer-BLAST 
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 โปรแกรม PrimerQuest Tool [https://sg.idtdna.com/Primerquest/Home/Index] 

 เปนโปรแกรม free online web-based สําหรับการออกแบบ primers และ probes 

ซ่ึงพัฒนาโดยบริษัท Integrated DNA Technologies โดยแบงเปน 2 สวน (รูปท่ี 7.14) ดังนี้ 

• Sequence Entry เปนสวนท่ีใหผูใชใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมาย โดย

สามารถใสไดหลายรูปแบบ เชน paste FASTA sequence, download sequence 

from GenBank, accession no. และ upload excel file 

• Choose Your Design เปนการเลือก assay ท่ีเราตองการใหโปรแกรมออกแบบ ไดแก 

 Custom Design Parameters ปรับเปลี่ยนคาในการออกแบบ (รูปท่ี 7.15) 

 PCR ออกแบบ primers สําหรับ conventional PCR (รูปท่ี 7.16) 

 qPCR (intercalating dyes) ออกแบบ primers ท่ีให PCR product ของสั้นๆ 

เหมาะสําหรับเทคนิค real-time PCR ท่ีใช SYBR green I (รูปท่ี 7.17) 

 qPCR (probe) ออกแบบ primers และ TaqMan probe ท่ีเหมาะสําหรับ

เทคนิค TaqMan real-time PCR (รูปท่ี 7.18)   

 
รูปท่ี 7.14 PrimerQuest Tool [https://sg.idtdna.com/Primerquest/Home/Index] 

https://sg.idtdna.com/Primerquest/Home/Index
https://sg.idtdna.com/Primerquest/Home/Index
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รูปท่ี 7.15 การต้ังคา Custom Design Parameters ของโปรแกรม PrimerQuest Tool 
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รูปท่ี 7.16 ตัวอยางผลการออกแบบ primers สําหรับ conventional PCR  

 
รูปท่ี 7.17 ตัวอยางผลการออกแบบ primers สําหรับ qPCR (intercalating dyes) 

 

รูปท่ี 7.18 ตัวอยางผลการออกแบบ primers และ TaqMan probe สําหรับ qPCR (probe) 
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 จากท่ีนําเสนอไปแลวขางตน จะเห็นไดวาโปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับการออกแบบ 

primers ไมวาจะเปน Primer3web, Primer3Plus, Primer-BLAST และ PrimerQuest Tool 

จะเริ่มตนการออกแบบ primers จากลําดับนิวคลีโอไทดเพียงสายเดียว แลวคํานวณลักษณะ 

thermodynamics ของ primers ไดแก GC%, Tm, secondary structure และ PCR product 

size เพ่ือใหได primers ท่ีเหมาะสม โดยมิไดคํานึงวาลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเลือกมาเปน 

primers นั้นอยูท่ีบริเวณใดของยีน บริเวณดังกลาวมีการกลายพันธุเกิดขึ้นหรือไม ท้ังนี้การ

ออกแบบ primers สําหรับการตรวจสอบหาเชื้อไวรัส หรือการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสควรมี

การคํานึงถึงตําแหนงของ primers ดวย เนื่องจากเชื้อไวรัสมีอัตราการกลายพันธุสูงมาก ดังนั้นจึง

มีความเปนไปไดวา primers ท่ีใชจะเกิด mismatch กับสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเนื่องจากเกิด

การกลายพันธุ ซ่ึงจะสงผลให primers ดังกลาวไมสามารถเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส

ได และจะไมสามารถตรวจสอบหาการติดเชื้อไวรัสได หรืออาจเกิดผลเปน false negative ในการ

ตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัส 

 ดังนั้นในการออกแบบ primers และ probes สําหรับการตรวจสอบสารพันธุกรรมของ

เชื้อไวรัส จึงนิยมออกแบบตามวัตถุประสงค 2 รูปแบบ ดังนี้ 

• Universal primers ออกแบบจากสวนท่ีเปนบริเวณอนุรักษ (conserved regions) ท่ีได

จาก nucleotide sequences alignment สําหรับตรวจ screening (+/-) เบื้องตน 

 ตรวจหา common gene ท่ีพบในไวรัสชนิดตางๆ ท่ีจัดอยูในตระกูลเดียวกัน 

เชน Dengue virus, Yellow fever virus, Japanese encephalitis virus, 

West Nile virus และ Zika virus เปนตน 

 ตรวจหา common gene ท่ีพบในสายพันธุตางๆ (subtypes, genotypes, 

serotypes) ของเชื้อไวรัสชนิดเดียวกัน  

• Genotype / subtype specific primers & probe ออกแบบจากสวนท่ีเปนบริเวณ

แปรเปลี่ยน (variable region) ท่ีไดจาก nucleotide sequences alignment ใช

สําหรับ allele specific PCR หรือ allelic discrimination plot ใน real-time PCR  

เพ่ือการจําแนกสายพันธุ ตรวจการกลายพันธุ และตรวจการด้ือยาของไวรัส เปนตน 
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การออกแบบ primers และ probes จาก nucleotide sequences alignment 

 1. เริ่มตนจากการดาวนโหลดลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสท่ีสนใจ สายพันธุตางๆ จาก

ฐานขอมูลทางชีวภาพ (biological database) หรือฐานขอมูลทางดานไวรัสวิทยา (virological 

database) แลวจัดเตรียมขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดไวใน text file (FASTA format) ของ

โปรแกรม Notepad ดังท่ีกลาวไปแลวในบทกอนหนานี้ 

 2. เปดใชงานโปรแกรม BioEdit แลวเปด text file ท่ีเตรียมไว จากนั้นคลิกท่ีคําสั่ง 

Accessory Application > ClustalW Multiple alignment จะมีหนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือให ต้ัง

คาท่ีจะใชในการจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด เม่ือต้ังคาเสร็จแลว (นิยมใชคา default) ใหคลิกท่ีคํา

วา Run ClustalW จากนั้นกด OK จะปรากฏหนาตางการทํางานของโปรแกรม แลวก็จะแสดงผล

ขึ้นมาอัตโนมัติ ดังท่ีกลาวไปแลวในบทกอนหนานี้ 

 3. หากตองการจําแนกสวนท่ีเหมือนกันและแตกตางกันอยางชัดเจน ใหคลิกท่ีปุม “View 

conservation by plotting identities to a standard as a dot” โปรแกรมจะใชลําดับนิวคลี

โอไทดสายแรก เปนตัวต้ังตนในการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดสายอ่ืนๆ โดยแสดงผล ดังนี้ 

 บริเวณอนุรักษ (conserved region) จะแสดงเปนเครื่องหมาย (.) 

 บริเวณแปรเปลี่ยน (variable region) จะแสดงเปนเบสท่ีแตกตาง (A/T/C/G) 

 4. สามารถสั่งใหโปรแกรมคนหาบริเวณอนุรักษ (conserved regions) แบบอัตโนมัติ 

โดยคลิกท่ีคําสั่ง Alignment > Find Conserved Regions จะมีหนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือให ต้ัง 

จากนั้นคลิกท่ีคําวา Start โปรแกรมก็จะแสดงผลการคนหาบริเวณอนุรักษ  

 5. บริเวณอนุรักษท่ีมีความยาวประมาณ 20-25 bp สามารถนํามาใชในการออกแบบ 

universal primers ได อยางไรก็ตามเนื่องจากเชื้อไวรัสบางชนิดมีอัตราการกลายพันธุสูงมาก ซ่ึง

จะทําใหหาบริเวณอนุรักษ (conserved regions) ท่ีมีความยาว 20-25 bp เพ่ือใชเปน universal 

primer ไมได จึงจําเปนตองมีการปรับเปลี่ยนลําดับเบสใหเปน degenerate primer (ตารางท่ี 

7.2) เพ่ือใหรองรับไวรัสสายพันธุตางๆ ได (รูปท่ี 7.19)  
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ตารางท่ี 7.2 Degeneracy codes สําหรับ degenerate primers 

Degeneracy code Bases Complement code 

M A / C K 

R A / G Y 

W A / T W 

S G / C S 

Y C / T R 

K G / T M 

V A / G / C B 

H A / C / T D 

D A / G / T H 

B C / G / T V 

N A / G / C / T N 

 

 
รูปท่ี 7.19 ตัวอยาง degenerate primers สําหรับ coronavirus สายพันธุตางๆ ท่ีพบในมนุษย 

 6. ควรคํานึงถึงความจําเพาะของ degenerate primers โดยพิจารณาปจจัย ดังนี้ 

• ไมควรใช degeneracy bases บริเวณ 5 bp ท่ีปลายดาน 3′ ของ primer  

• ไมควรใช degeneracy bases ในตําแหนงท่ีอยูติดๆ กัน 

• ไมควรมี degeneracy bases เกิน 5 ตําแหนงใน primer แตละสาย 
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 7. Genotype / subtype specific primers สําหรับ allele specific PCR ออกแบบ

จากสวนท่ีเปนบริเวณแปรเปลี่ยน (variable region) ท่ีไดจาก nucleotide sequences 

alignment โดยใหตําแหนงท่ีจะใชในการเลือกจับระหวาง wild type และ mutant alleles อยู

ท่ีปลายดาน 3′ ของ primer (รูปท่ี 7.20) 

 
รูปท่ี 7.20 ตัวอยาง allele specific primers สําหรับตรวจการด้ือยาของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ 

 8. Genotype / subtype specific probes สําหรับ allelic discrimination plot ใน 

multiplex real-time PCR ออกแบบจากสวนท่ีเปนบริเวณแปรเปลี่ยน (variable region) ท่ีได

จาก nucleotide sequences alignment โดยใหตําแหนงท่ีจะใชในการเลือกจับระหวาง  allele 

1 (wild type) และ allele 2 (mutant) ควรจะอยูท่ีตําแหนงก่ึงกลางของ probe เชน หาก 

TaqMan MGB probe มีความยาว 17 bp ตําแหนงท่ีจะใชแยกระหวาง allele 1 และ 2 ควรจะ

อยูในตําแหนงท่ี 9 ของ probe เปนตน (รูปท่ี 7.21)   

 
รูปท่ี 7.21 ตัวอยาง allele specific probes สําหรับตรวจการด้ือยาของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ 
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 9. เนื่องจาก nucleotide sequences alignment จะแสดงลําดับนิวคลีโอไทดเพียงสาย

เดียวเทานั้น แตการเพ่ิมจํานวนดวยเทคนิค PCR จะใช forward และ reverse primers ซ่ึงมีทิศ

สวนทางกัน และเขาจับกับ DNA template คนละสาย ดังนั้นจึงควรคํานึงถึง strand ของ 

candidate primers และ probes ดังนี้ 

• Forward primer และ sense strand probe สามารถ copy & paste ลําดับนิวคลีโอ

ไทดจาก nucleotide sequences alignment มาใชเปน candidate primer/probe  

• Reverse primer และ anti-sense strand probe เม่ือ copy & paste ลําดับนิวคลีโอ

ไทดจาก nucleotide sequences alignment มาแลว จะตองทําการกลับทิศทางและ

เปลี่ยนเปนเบสคูสม (reverse and complement) กอนจึงจะใชเปน candidate 

primer/probe ได 

 10. นําลําดับนิวคลีโอไทดของ candidate primers / probes ไปวิเคราะหดวยการ 

BLAST เพ่ือคนหาวา candidate primers / probes มีความคลายคลึงกับยีนอ่ืนๆ ท่ีไมใชยีน

เปาหมายหรือไม 

 11. วิเคราะหคุณสมบัติพ้ืนฐานของ candidate primers / probes เชน length, %GC 

และ Tm จากนั้นปรับใหมีความเหมาะสมตามหลักการออกแบบ primers / probes ท่ีกลาวไป

แลวขางตน เชน Tm ของ forward และ reverse primers ควรมีคาเทากัน หรือตางกันไมเกิน 

2°C และ Tm ของ probe ควรสูงกวา primers ประมาณ 8-10°C เปนตน 

 12. วิเคราะหโอกาสในการเกิด secondary structures (hairpin, self-

complementary และ primer dimer) ของ candidate primers / probes  

 ซ่ึงการวิเคราะหคุณสมบัติพ้ืนฐานและการทํานายการเกิด secondary structures ของ 

candidate primers / probes สามารถใชโปรแกรมตางๆ ชวยในการวิเคราะหได ดังนี้ 
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 โปรแกรม Oligo Calc [http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html] 

 Oligo Calc (Oligonucleotide Properties Calculator) เปนโปรแกรมสําหรับการ

คํานวณคุณสมบัติตางๆ ของ oligonucleotides ท่ีสามารถใชในการออกแบบ primers และ 

probes ได โดยผูใชสามารถใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ candidate primers / probes ท่ี

เลือกเอาไว เขาไปในชอง Nucleotide base code จากนั้นกําหนด 5′ / 3′ modification (การ

ติดฉลากดวยหมูเคมี หรือสารเรืองแสง) ความเขมขนของ primer และ ความเขมขนของ salt แลว

คลิกท่ี Calculate เพ่ือใหโปรแกรมคํานวณคุณสมบัติตางๆ (รูปท่ี 7.22) ดังนี้ 

 

 
รูปท่ี 7.22 Oligo Calc [http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html] 

 

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
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• Reverse Complement Strand โปรแกรมจะแสดงผลการกลับทิศทาง และเปลี่ยนเปน

เบสคูสม สําหรับ reverse primer และ anti-sense strand probe 

• Physical constants ไดแก length, molecular weight, %GC content และ Tm 

• Thermodynamic constants ไดแก ∆G, ∆H, ∆S และ RInK 

• Deprecated Hairpin/self-dimerization calculations สามารถต้ังคาเพ่ือใชในการ

คํานวณหาโอกาสในการเกิด secondary structure หากคลิกท่ี Swap Strands 

โปรแกรมจะทําการสลับลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชอง Nucleotide base code และ 

Reverse Complement Strand 

• หากคลิกท่ี BLAST โปรแกรมจะนําลําดับนิวคลีโอไทดในชอง Nucleotide base code 

ไป BLAST ในฐานขอมูล NCBI 

• หากคลิกท่ี mfold โปรแกรมจะวิเคราะหการ folding ของ ลําดับนิวคลีโอไทด 

• หากคลิกท่ี Check Self-Complementarity โปรแกรมจะวิเคราะหและทํานายลักษณะ

การเกิด hairpin, 3′ complementarity และ self-annealing (รูปท่ี 7.23) 

 

รูปท่ี 7.23 ตัวอยางการทํานายลักษณะ secondary structure ดวยโปรแกรม Oligo Calc 
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 โปรแกรม PCR Primer Stats [http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html] 

 PCR Primer Stats เปน application ใน Sequence Manipulation Suite (SMS) ใช

ในการคํานวณหาคุณสมบัติตางๆ ของ candidate primers / probes วามีความเหมาะสมตอ 

PCR หรือไม โดยผูใชสามารถใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ candidate primers / probes ท่ี

เลือกเอาไว แลวคลิกท่ี Submit เพ่ือใหโปรแกรมคํานวณคุณสมบัติตางๆ (รูปท่ี 7.23)  

 

 
รูปท่ี 7.23 ตัวอยางการคํานวณคุณสมบัติตางๆ ของ primer ดวยโปรแกรม PCR Primer Stats 

http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html
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 โปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 [https://sg.idtdna.com/calc/analyzer] 

 เปนโปรแกรมสําหรับการคํานวณคุณสมบัติตางๆ ของ oligonucleotides ท่ีสามารถ

ชวยในการออกแบบ primers และ probes ได (รูปท่ี 7.24) โดยผูใชสามารถใสขอมูลลําดับนิวคลี

โอไทดของ candidate primers / probes เพ่ือใหโปรแกรมคํานวณคุณสมบัติตางๆ ได ดังนี้ 

• Analyze เปนการวิเคราะหคุณสมบัติพ้ืนฐานของ oligonucleotide เชน sequence, 

complementary strand, length, %GC, Tm, molecular weight, extinction 

coefficient, nmole/OD และ µg/OD เปนตน (รูปท่ี 7.25) 

• Hairpin เปนการวิเคราะหคา thermodynamic ตางๆ ไดแก ∆G, ∆H, ∆S และจําลอง

ลักษณะการเกิด hairpin (รูปท่ี 7.26) 

• Self-dimer วิเคราะหคา ∆G และจําลองการเกิด self-complementarity (รูปท่ี 7.27) 

• Hetero-dimer วิเคราะหคา ∆G และจําลองการเกิด primer dimer (รูปท่ี 7.28) 

• NCBI-BLAST นําลําดับนิวคลีโอไทดไป BLAST ในฐานขอมูล NCBI 

• Tm mismatch วิเคราะหคา Tm ท่ีแตกตางกันระหวาง exact match และ single 

base mismatch สําหรับใชในการออกแบบ allele specific primer และ allele 

specific probe (รูปท่ี 7.29)  

 
รูปท่ี 7.24 โปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 [https://sg.idtdna.com/calc/analyzer] 

https://sg.idtdna.com/calc/analyzer
https://sg.idtdna.com/calc/analyzer
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รูปท่ี 7.25 ตัวอยางการวิเคราะหคุณสมบัติของ primer ดวยโปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 

 

รูปท่ี 7.26 ตัวอยางการวิเคราะห hairpin ของ primer ดวยโปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 
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รูปท่ี 7.27 ตัวอยางการวิเคราะห homo-dimer ดวยโปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 

 
รูปท่ี 7.28 ตัวอยางการวิเคราะห hetero-dimer ดวยโปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 
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รูปท่ี 7.29 ตัวอยางการวิเคราะห Tm mismatch ดวยโปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 

 

ฐานขอมูลสําหรับ primers และ probes 

 นอกเหนือจากโปรแกรมในการออกแบบ primers / probes และโปรแกรมสําหรับการ

วิเคราะหคุณสมบัติตางๆ ของ primers / probes แลว ปจจุบันมีการรวบรวมขอมูลลําดับนิวคลี

โอไทดของ primers / probes เปนฐานขอมูลใหนักวิจัยสามารถคนหาได โดยฐานขอมูลจะ

รวบรวมขอมูลของ primers / probes และ thermal profiles ของ PCR ท่ีมีการใชในงานวิจัย

และมีการตีพิมพเผยแพรในวารสารวิจัยระดับนานาชาติ ขอดีของการใช primers / probes จาก

ฐานขอมูลคือจะได primers/ probes และ thermal profiles ท่ีมีการทดลองใชแลว จึงมีความ

ม่ันใจไดในระดับหนึ่งวาสามารถใชไดจริงอยางมีประสิทธิภาพ ตัวอยางฐานขอมูลสําหรับ primers 

และ probes ไดแก 
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 ฐานขอมูล PrimerBank [https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวม primers สําหรับ PCR และ real-time PCR ของยีนตางๆ ใน

มนุษยและหนูทดลอง ผูใชสามารถคนหา primers โดยใสขอมูล species, accession no., หรือ

ชื่อยีนท่ีสนใจ (รูปท่ี 7.30) จากนั้นคลิก Submit โปรแกรมก็จะแสดงผลรายละเอียดของ primers 

ไดแก amplicon size, primer sequence, length, Tm และ location (รูปท่ี 7.31) 

 

 

รูปท่ี 7.30 ฐานขอมูล PrimerBank [https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank] 

 

https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank
https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank
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รูปท่ี 7.31 ตัวอยางผลการคนหา primers จากฐานขอมูล PrimerBank  

 

 ฐานขอมูล VirOligo [http://viroligo.okstate.edu/main.php] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวม primers สําหรับการตรวจหายีนของไวรัสชนิดตางๆ ดวย

เทคนิค PCR และ real-time PCR ผูใชสามารถคนหา primers โดยเลือกชื่อไวรัสตามลําดับ

ตัวอักษร (รูปท่ี 7.32) จากนั้นคลิกท่ีชื่อของเชื้อไวรัสท่ีสนใจ โปรแกรมก็จะแสดงผลรายละเอียด 

ไดแก Virus, PMID, Type (PCR / real-time PCR), primer name, Tm และ Temp (รูปท่ี 

7.33) 

 

 

http://viroligo.okstate.edu/main.php
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รูปท่ี 7.32 ฐานขอมูล VirOligo [http://viroligo.okstate.edu/main.php] 

 

รูปท่ี 7.33 ตัวอยางผลการคนหา primers/probes จากฐานขอมูล VirOligo 

http://viroligo.okstate.edu/main.php
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เทคนิคอารเอ็นเอไอในดานอณูไวรัสวิทยา 

RNAi technique in molecular virology  

 การแสดงออกของยีนเก่ียวของกับกระบวนการสําคัญท่ีเรียกวา Central Dogma ซ่ึง

ประกอบดวยกระบวนการถอดรหัส (transcription) จาก DNA ไปสู RNA และกระบวนการแปล

รหัส (translation) จาก codon บนสาย mRNA ไปเปนโปรตีน ในสิ่งมีชีวิตท่ีเปน Eukaryotes 

จะมีกระบวนการ RNA interference (RNAi) ท่ีเกิดขึ้นโดย double stranded RNA (dsRNA) 

สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนไดอยางจําเพาะ โดยไปมีผลยับยั้งหลังจากท่ียีนเกิดกระบวน 

การถอดรหัสแลว (post-transcriptional gene silencing) ซ่ึงอาจทําให mRNA ของยีนนั้นถูก

ทําลาย (mRNA degradation) หรือยับยั้งการสรางโปรตีน (translational repression) ของยีน 

ประวัติการคนพบกระบวนการ RNA interference (RNAi) 

 กระบวนการ RNAi ถูกคนพบและพิสูจนครั้งแรก โดย Andrew Fire และ Craig Mello 

ซ่ึงพบวา double strand RNA (dsRNA) สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดกระบวนการ RNAi ยับยั้งการ

แสดงออกของยีนไดอยางจําเพาะ ในตัวหนอน C. elegans จากนั้น Andrew Fire และ Craig 

Mello ก็มีการทดลองและพิสูจนกลไก RNAi ในเชิงลึกตาง ๆ มีผลงานวิจัยตีพิมพเปนท่ีประจักษ

เปนจํานวนมาก จนกระท่ังท้ังคูไดรับรางวัลโนเบล สาขาการแพทย (The Nobel prize in 

Physiology or Medicine) ในป ค.ศ. 2006 

กลไกของกระบวนการ RNA interference (RNAi) 

 หลังจากท่ีไดมีการคนพบหลักการของกระบวนการ RNAi ก็ไดมีการศึกษาเพ่ิมเติมในเชิง

ลึกทําใหทราบขอมูลเก่ียวกับกลไก RNAi อยางชัดเจน โดยสามารถแบงออกเปน 2 ประเภทตาม

ชนิดของ RNA ท่ีมากระตุน ไดแก endogenous microRNA และ exogenous dsRNA ดังนี้ 
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1. กระบวนการ RNAi ท่ีเกิดขึ้นโดย endogenous microRNA (miRNA) 

เปนกระบวนการธรรมชาติท่ีเกิดขึ้นเพ่ือควบคุมการแสดงออกของยีนภายในเซลล ซ่ึง 

miRNA เปน RNA ขนาดเล็กท่ีถูกสรางมาจาก non-coding gene (สวนท่ีไมไดแปลรหัสในการ

สรางโปรตีน) ปจจุบันพบวาในมนุษยมียีนท่ีเก่ียวของในการสราง miRNA มากกวาหนึ่งพันยีน 

กระบวนการสราง miRNA เริ่มจากกระบวนการ transcription ภายใน nucleus โดยอาศัย RNA 

polymerase II ในการถอดรหัสจาก DNA ใหไดเปน primary microRNA (Pri-miRNA) ซ่ึงเปน 

RNA สายยาวมากกวา 100 nt ประกอบดวย 5’-cap, 3’ poly A tail และโครงสราง secondary 

structure ท่ีเปน hairpin-loop จากนั้นจะเขาสูกระบวนการ cropping โดยอาศัย 

microprocessing complex ซ่ึงประกอบดวย Drosha (RNase III endonuclease) และโปรตีน 

Digeorge Syndrome Critical Region 8 (DGCR8) โดยโปรตีน DGCR8 จะมี RNA recognizing 

domain ท่ีใชในการจับกับ hairpin-loop ของ Pri-miRNA แลวเอนไซม Drosha จะทําหนาท่ีตัด 

Pri-miRNA ใหมีขนาดสั้นลง ไดเปน precursor microRNA (Pre-miRNA) ขนาดประมาณ 60-70 

nt ท่ียังมีลักษณะเปน hairpin-loop จากนั้น Pre-miRNA จะถูกขนสง (export) ออกจาก

นิวเคลียสไปสู cytoplasm โดยอาศัยโปรตีนขนสง Exportin-5 และพลังงานจาก Ran-GTP 

จากนั้นใน cytoplasm จะมีเอนไซม Dicer (RNase III endonuclease) ตัด Pre-miRNA ท่ี

บริเวณ hairpin-loop ไดเปน mature miRNA duplex ซ่ึงมีลักษณะเปน dsRNA ขนาดประมาณ 

21-23 nt แลวเขาจับกับ RNA Induced Silencing Complex (RISC) ซ่ึงประกอบดวยโปรตีน

หลายชนิด ไดแก argonaute-2 (AGO2), GEMIN3 และ GEMIN4 จากนั้น GEMIN3 ซ่ึงมี 

helicase activity จะทําการแยกสาย miRNA duplex ใหกลายเปน miRNA สายเด่ียว (guide 

strand) เพ่ือนํา RISC ไปจับกับยีน mRNA เปาหมายท่ีมีลําดับเบสคูสมกับ guide strand miRNA 

ซ่ึงโดยสวนใหญ miRNA จะจับกับ mRNA แบบ partial complementary สงผลใหเกิดการ

ยับยั้งการสรางโปรตีน (translational repression) ดังรูปท่ี 8.1 
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รูปท่ี 8.1 กลไกของกระบวนการ RNA interference (RNAi) 

2. กระบวนการ RNAi ท่ีเกิดขึ้นโดย exogenous double stranded RNA (dsRNA) 

 เปนกระบวนการท่ีเกิดจากการเหนี่ยวนําให dsRNA จากภายนอก (exogenous dsRNA) 

เขาสู cytoplasm ของเซลล โดยอาศัยพาหะ (carriers) หาก dsRNA ท่ีใสเขาไปในเซลลมีขนาด

ใหญก็จะถูกตัดโดยเอนไซม Dicer (RNase III endonuclease) ใหกลายเปน short interfering 

RNA (siRNA) ซ่ึงมีลักษณะเปน dsRNA ขนาดประมาณ 21-23 nt แลวเขาจับกับ RISC จากนัน้ 

GEMIN3 ซ่ึงมี helicase activity จะทําการแยกสาย siRNA duplex ใหกลายเปน siRNA สาย

เด่ียว (guide strand) เพ่ือนํา RISC ไปจับกับยีน mRNA เปาหมายท่ีมีลําดับเบสคูสมกับ guide 

strand siRNA ซ่ึงโดยสวนใหญ siRNA จะจับกับ mRNA แบบ perfect complementary 

เนื่องจากเปนการออกแบบใหมีลําดับเบสเหมือนกับยีนท่ีตองการจะยับยั้งการแสดงออก จึงสงผล

ใหเกิดกระบวนการยอยสลาย mRNA  (mRNA cleavage) โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม 

AGO2 ดังรูปท่ี 8.1 
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วิวัฒนาการรวมของกระบวนการ RNAi ใน eukaryotes  

 จากการศึกษาท่ีผานมาพบวา กระบวนการ RNAi สามารถพบไดในสิ่งมีชีวิต eukaryotes 

ประเภทตาง ๆ ไดแก ยีสต (Saccharomyces pombe), พืช (Arabidopsis thaliana), แมลง 

(Drosophila melanogaster), หนอน (Caenorhabditis elegans) และมนุษย (Homo 

sapiens) เปนตน ซ่ึงมีกลไกหลักของกระบวนการ RNAi คลายคลึงกันมาก ดังนั้นนักวิทยาศาสตร

จึงมีความเชื่อม่ันวา RNAi เปนกระบวนการท่ีสําคัญของเซลล eukaryotes สําหรับการควบคุม

การแสดงออกของยีนผาน endogenous miRNA ซ่ึงในปจจุบันพบวา miRNA มีบทบาทสําคัญใน

กระบวนการตางๆ ของเซลล ไดแก cell cycle, cell proliferation, apoptosis, cell 

differentiation, metabolism และ development เปนตน นอกจากนี้ RNAi ท่ีตอบสนองตอ 

exogenous dsRNA ยังทําหนาท่ีเปน defense mechanism เพ่ือปองกันการติดเชื้อไวรัสดวย 

เนื่องจากไวรัสสวนใหญจะมีสารพันธุกรรมเปน RNA 

 

เทคโนโลยีในการสราง siRNA  

 จากการศึกษากระบวนการ RNAi ท่ีเกิดขึ้นโดย exogenous dsRNA พบวา โมเลกุลหลัก

ท่ีมีความสําคัญก็คือ short interfering RNA (siRNA) ซ่ึงเปนตัวกําหนดความจําเพาะวาจะไป

ยับยั้งการแสดงออกของยีนใด การทําใหเซลลไดรับ siRNA ดังกลาวมีหลายวิธีการ (รูปท่ี 8.2) ดังนี้ 
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รูปท่ี 8.2 เทคโนโลยีในการสราง siRNA ประเภทตางๆ 

 Long dsRNA: เปนการใส dsRNA สายยาวเขาสูเซลล ซ่ึงหลังจากเขาสูเซลลแลว dsRNA จะ

ถูกเอนไซม Dicer ใน cytoplasm ตัดใหกลายเปน siRNAs หลาย ๆ โมเลกุล เพ่ือเหนี่ยวนํา

ใหเกิดการยับยั้งการแสดงออกของยีนตอไป ขอดีของวิธีนี้คือนักวิจัยสามารถสังเคราะห long 

dsRNA ขึ้นเองไดในหองปฏิบัติการ โดยใชเทคนิค in vitro transcription ซ่ึงจะไดปริมาณ 

dsRNA ท่ีเพียงพอและประหยัดคาใชจาย แตมีขอจํากัดคือในสัตวมีกระดูกสันหลัง 

(vertebrate) หากใส dsRNA ท่ีมีขนาดความยาวมากกวา 50 bp จะเหนี่ยวนําใหเกิด 

interferon response ซ่ึงจะมีการสงสัญญาณกระตุนการทํางานของเอนไซม RNaseL ทําให

เกิดการทําลาย RNA ท้ังหมดภายในเซลล (global RNA degradation) นอกจากนี้ยังมี

สัญญาณยับยั้งการทํางานของ eIF-2α ทําใหเกิดการยับยั้งการสรางโปรตีนท้ังหมดภายใน

เซลล (global translation repression) ผลท่ีตามมาคือเซลลท่ีไดรับ long dsRNA (>50 bp) 

จะตาย ดังนั้นวิธีนี้จึงไมนิยม 
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 In vitro diced siRNA: เปนการปรับปรุงขอเสียของ long dsRNA โดยหลังจากการ

สังเคราะห long dsRNA แลว จะนํามาตัดดวยเอนไซม dicer (ท่ีซ้ือมาจากบริษัท) ในหลอด

ทดลอง (in vitro) ใหไดเปน pool siRNAs ท่ีมีขนาดประมาณ 21-23 nt แลวจึงนําไปใสเขา

สูเซลล ซ่ึงจะไมเกิดการเหนี่ยวนํา interferon response ใน vertebrate อยางไรก็ตามจาก

ผลการศึกษาพบวาเกิดกระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีนอยางไมจําเพาะ (non-

specific genes silencing หรือ off-target) เนื่องจาก long dsRNA ท่ีถูกตัดดวย dicer จะ

มีการตัดแบบสุม ทําใหได pool siRNAs หลายโมเลกุลท่ีมีลําดับเบสแตกตางกันไป เม่ือนําใส

เขาไปในเซลล siRNAs แตละตัวอาจไปจับกับ mRNA ไดหลายยีน (โดยเฉพาะกลุม gene 

family) เปนผลใหเกิดการยับยั้งการแสดงออกของยีนอยางไมจําเพาะ 

 Synthetic siRNA:  เปนการสังเคราะห siRNA โดยใชปฏิกิริยาเคมี ท่ีใชสารต้ังตนเปน 

ribonucleoside phosphoamidite เกิดปฏิกิริยา coupling, capping, oxidation และ 

deprotection วนเวียนไปจนกระท่ังได siRNA ขนาด 21-23 nt ท่ีมีลําดับเบสตามตองการ 

ขอดีของเทคนิคนี้คือสามารถสราง siRNA ท่ีมีลําดับเบสตามตองการไดอยางถูกตอง ดังนั้นจึง

ใหผลการยับยั้งการแสดงออกของยีนอยางจําเพาะ (specific silencing) และสามารถ

สังเคราะหเปน modified siRNA ได ซ่ึงมีประโยชน เชน เพ่ิมความเสถียรของ siRNA เพ่ิม

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีน และเพ่ิมความจําเพาะตอ target mRNA 

เปนตน นอกจากนี้สามารถเลือกสังเคราะห siRNAs หลาย ๆ ตําแหนงเพ่ือใชเปน pool 

siRNAs ยับยั้งยีนเดียวกันไดอยางมีประสิทธิภาพ แตมีขอเสียคือคาใชจายสูง และมีระยะเวลา

ในการยับยั้งการแสดงออกของยีนคอนขางสั้น (transient effect) 
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 Short hairpin RNA (shRNA) expression vector: เปนการใช DNA vector ท่ีมี

ลักษณะเปน DNA plasmid เม่ือใสเขาไปในเซลลแลว จะเคลื่อนท่ีเขาสูนิวเคลียส แลวเกิด

กระบวนการถอดรหัส (transcription) โดยอาศัยการทํางานของ RNA polymerase ไดเปน 

RNA ท่ีมีลักษณะเปน hairpin ขนาดสั้น ๆ (ไมเกิน 50 bp) จึงเรียกวา short hairpin RNA 

(shRNA) จากนั้นเม่ือออกมาสู cytoplasm ก็จะถูกเอนไซม dicer ตัดสวนท่ีเปน hairpin 

loop ออกไป กลายเปน siRNA เพ่ือไปยับยั้งการแสดงออกของยีนตอไป วิธีการนี้มีขอดีหลาย

ดาน เชน สามารถทําไดเองในหองปฏิบัติการ เพ่ิมปริมาณ DNA plasmid ไดมาก ประหยัด

คาใชจาย ควบคุมการแสดงออกของ shRNA ได (inducible vector) ระยะเวลาในการยับยั้ง

การแสดงออกของยีนคอนขางนาน (stable silencing) ขอเสียคือตองทําการ cloning 

vector และการออกแบบ shRNA ท่ีจําเพาะตอยีนมีความซับซอน 

การเปรียบเทียบเทคโนโลยีการสราง siRNA  

 จากการเปรียบเทียบพบวา long dsRNA และ in vitro diced siRNA ไมคอยมีความโดด

เดน และยังมีขอจํากัดคอนขางมากดังท่ีกลาวไปแลวขางตน นอกจากนี้ long dsRNA และ in 

vitro diced siRNA ไมสามารถใชสําหรับการทดลองในสิ่งมีชีวิต (in vivo) ดังนั้นจะเห็นไดวา

เทคโนโลยีการสราง siRNA ท่ีไดรับความนิยมในปจจุบัน คือ synthetic siRNA และ shRNA 

expression vector ซ่ึงท้ัง 2 เทคโนโลยีมีจุดเดนในดาน ตาง ๆ ไดแก scalable (สามารถเพ่ิม

ปริมาณได) และ in vivo studies (สามารถใชสําหรับการทดลองในสิ่งมีชีวิตได) อยางไรก็ตาม 

synthetic siRNA มีขอไดเปรียบในดาน modification สามารถปรับเปลี่ยนโมเลกุลของ siRNA 

ไดตามตองการ และ fidelity (มีความถูกตองของลําดับเบสถูกตอง 100%) ในขณะท่ี shRNA 

expression vector มีขอไดเปรียบในดาน stable silencing (ยับยั้งการแสดงออกของยีนได

ยาวนานหลายวัน) และ inducible expression (สามารถกําหนดและควบคุมการแสดงออกของ 

shRNA ได)  
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การออกแบบ siRNA 

 ตามมาตรฐาน siRNA ท่ีสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนไดอยางมีประสิทธิภาพ 

(effective gene silencing) คือใช siRNA ท่ีความเขมขน 100 nM สามารถยับยั้งการแสดงออก

ของยีน (gene knockdown) โดยทําใหระดับของ target mRNA มีปริมาณลดลงไดไมตํ่ากวา 

70% จะถือวาเปน functional siRNA จากการศึกษาวิจัยเพ่ือทดสอบหาคุณสมบัติพ้ืนฐานของ 

functional siRNA พบวาการออกแบบ siRNA ควรจะมีลักษณะ (รูปท่ี 8.3) ดังตอไปนี้ 

 

รูปท่ี 8.3 ลักษณะของ siRNA ตามหลักการของ rational siRNA design guidelines 

 ลักษณะพ้ืนฐาน (basic rules) 

• siRNA ประกอบดวย RNA 2 สาย แตละสายมีความยาว 21 bp เม่ือมาเขาคูกันจะได 

RNA duplex (double stranded RNA) ขนาด 19 bp มี 2 bp overhang ท่ีปลาย 3’ 

• %GC contents ควรอยูในชวงระหวาง 30-52% เพ่ือใหการจับมีเสถียรภาพท่ีดี 

• หลีกเลี่ยงยีนบริเวณ introns เนื่องจาก introns ไมไดอยูบน mature mRNA 

• หลีกเลี่ยงยีนบริเวณ untranslated regions (UTR) เนื่องจากบริเวณ UTR จะมีโปรตีน

มาจับอยู ทําให siRNA ไมสามารถเขาไปจับบริเวณ UTR ได 

• หลีกเลี่ยงยีนบริเวณหลังจาก start codon (ATG) อยางนอย 75 nt เนื่องจากบริเวณนี้

อาจมี ribosome มาเกาะอยู ทําให siRNA ไมสามารถเขาไปจับได 

• siRNA จะตองมีความจําเพาะตอ mRNA ของยีนท่ีตองการยับยั้งเทานั้น ไมไดรวมจับกับ

ยีนอ่ืน มิฉะนั้นจะทําใหเกิด non-specific gene silencing   
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 ลักษณะพิเศษเพ่ิมเติม (additional guidelines) 

• ไมมี internal repeat เชน TTTT, AAAA, CCCC หรือ GGGG เปนตน เพราะจะทําให

ความจําเพาะของ siRNA ลดลง 

• มีเสถียรภาพสูงทางดาน 5’ ของ sense strand (ควรมีเบส G หรือ C) 

• มีเสถียรภาพตํ่าทางดาน 3’ ของ sense strand (ควรมีเบส A หรือ U) 

• ตําแหนง 3, 10 และ 19 ของ sense strand ควรเปน “A”, “U” และ “A” ตามลําดับ 

 

ซ่ึงหลักเกณฑตางๆ ขางตนมีเหตุผลอธิบายประกอบ ดังสรุปในตารางท่ี 8.1 

ตารางท่ี 8.1 อธิบายเหตุผลชี้แจงหลักเกณฑในการออกแบบ siRNA 

Criteria Probable reason 

30-50% G+C content  Facilitates interaction with RISC and unwinding 

Low stability at the 5’ antisense strand Promotes antisense-strand selection 

High stability at the 5’ sense strand Blocks sense-strand selection 

Absence of internal repeats or palindromes Increases the concentration of functional siRNA 

“A” at position 3 and 19 of sense strand Promotes antisense-strand selection 

“U” at position 10 of sense strand   
Promotes RISC mediated cleavage of mRNA and 

dissociation of the RISC-siRNA complex 

Perform stringent homology searches Minimizes potential nonspecific gene silencing 
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การสราง shRNA expression vector 

 การสราง shRNA expression vector ประกอบดวยขั้นตอน 6 ขั้นตอน ดังนี้ 

 1. Identify target site: ใชหลักการของ rational siRNA design guideline หรือ 

online siRNA design tool ในการออกแบบลําดับของ siRNA สาย sense target sequence  

 2. Design an appropriate shRNA: จากขอท่ี 1 สิ่งท่ีไดคือสวนของ sense target 

sequence (19-21 nt) จากนั้นนํามาทํา reverse & complement จะไดสวนของ antisense 

target sequence (19-21 nt) นํา loop sequence (4-10 nt) มาเชื่อมตอระหวางสวนของ 

sense และ antisense target sequences (รูปท่ี 8.4) 

 
รูปท่ี 8.4 การออกแบบและสังเคราะห oligonucleotides สําหรับการสราง shRNA vector 

 3. Synthesize a dsDNA fragment that codes for the shRNA:  จากขอท่ี 2 สิ่งท่ี

ไดคือ oligonucleotide สายยาวท่ีเรียกวา Top strand oligo จากนั้นนํามาทําเปนสายท่ีมีลําดับ

เบสคูสม (complementary strand) จะได Bottom strand oligo แลวตอปลาย 5’ ดวยลําดับ

เบสท่ีเหมาะสมตอการ ligation เขาสู vector (รูปท่ี 8.4) เม่ือไดลําดับเบสของ top และ bottom 

strand oligos แลว สามารถสั่งใหบริษัทท่ีใหบริการทําการสังเคราะห oligonucleotides 
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 4. Clone the fragment into an RNA expression vector: จากขอ 3 เม่ือได 

oligonucleotides มาแลวนํา Top และ Bottom strands มาทําการ anneal กันใน annealing 

buffer จะไดเปน dsDNA จากนั้นนําไปเชื่อม (ligation) ตอกับ shRNA expression vector (รูป

ท่ี 8.5) โดยอาศัยเอนไซม ligase 

 5. Transform into bacterial culture: จากขอ 4 นํา recombinant vector มา 

transform เขาสู competent cells (E.coli) ดวยวิธี heat shock หรือ electroporation 

จากนั้นนําไป spread บน agar plate ท่ีผสมดวย antibiotic ท่ีเหมาะสมกับ vector ท่ีใช (เชน

ถาใน vector มียีนท่ีตานยา Kanamycin ใหใสยา Kanamycin ลงใน agar เปนตน) 

 6. Select colony and purify recombinant plasmids: คัดเลือก colony ท่ีสามารถ

ทนตอยาปฏิชีวนะได จากนั้นนํามาเลี้ยงเพ่ิมจํานวนใน LB broth แลวทําการสกัด plasmid 

จากนั้นอาจทําการยืนยันผลโดยการทํา nucleotide sequencing เพ่ือใหแนใจวา plasmid 

ดังกลาวมีลําดับของ shRNA ถูกตอง 

 

โปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับการออกแบบ siRNA และ shRNA 

 ในปจจุบันมีนัก bioinformatics ไดเขียนโปรแกรมสําหรับชวยอํานวยความสะดวกใน

การออกแบบ siRNA และ shRNA โดยผูใชสามารถใสลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีสนใจเขาสู

โปรแกรม แลวสั่งใหโปรแกรมทําการคัดเลือกและออกแบบ siRNA และ shRNA ท่ีมีลักษณะ

เหมาะสมได ท้ังนี้แตละโปรแกรมหรือแตละ website ก็จะมีหลักการเบื้องตนในการออกแบบ

คลายๆ กัน แตจะมีความแตกตางกันไปใน criteria ของ additional guidelines ดังนั้นผูใชงาน

จึงควรตระหนักถึงประเด็นท่ีมีความแตกตางกันดวย ตัวอยางของโปรแกรมท่ีนิยมใชในการ

ออกแบบ siRNA หรือ shRNA มีดังนี้ 
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 DSIR [http://biodev.extra.cea.fr/DSIR/DSIR.html] 

 DSIR (Designer of Small Interfering RNA) เปนโปรแกรม web-based สําหรับใชใน

การออกแบบ siRNA และ shRNA โดยผูใชสามารถใสลําดับนิวคลีโอไทดในรูปแบบ FASTA 

format ของยีนท่ีสนใจเขาสูโปรแกรม จากนั้นต้ังคาตางๆ ในการออกแบบ (รูปท่ี 8.5) ไดแก 

• RNA design เลือกออกแบบ siRNA (19 nt หรือ 21 nt) หรือ shRNA 

• Score threshold ต้ังคาคะแนนท่ีจะใชในการคัดกรองการออกแบบ 

• Filter 4 or more nucleotide runs: ต้ังคาเพ่ือหลีกเลี่ยงลําดับเบสท่ีซํ้ากัน (>4 nt) 

• Avoid immunostimulatory motif: ต้ังคาเพ่ือหลีกเลี่ยงสวนท่ีสามารถกระตุน

ระบบภูมิคุมกัน 

 เม่ือคลิกท่ีคําวา Run analysis โปรแกรมจะทําการออกแบบ siRNA หรือ shRNA ออกมา

ใหเลือกจํานวนหลายโมเลกุล (รูปท่ี 8.6) โดยเรียงตามลําดับคะแนนของการออกแบบจากมากไป

หานอย  ซ่ึงแสดงขอมูลตางๆ ดังนี้ 

• siRNA_id เปนการระบุ ID ของ siRNA 

• Position ระบุตําแหนงของ siRNA บน target gene 

• SS sequence ลําดับนิวคลีโอไทดของ sense strand 

• AS sequence ลําดับนิวคลีโอไทดของ antisense strand 

• Score คะแนนของการออกแบบ ถาคะแนนมาก จะมีความนาเชื่อถือมาก 

 นอกจากนี้เม่ือสนใจ siRNA ตัวใด ผูใชสามารถคลิกเลือกท่ีชองดานหนา siRNA_id เพ่ือ

สั่งใหโปรแกรมทํา similarity search เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล และ

คํานวณคา Seed Complement Frequencies เพ่ือตรวจสอบวาลําดับนิวคลีโอไทดของ siRNA 

ดังกลาวมีความคลายคลึงกับยีนอ่ืนๆ หรือไม เพ่ือใหแนใจวา siRNA ท่ีออกแบบนั้นมีความจําเพาะ

ตอยีนเปาหมายเทานั้น  

http://biodev.extra.cea.fr/DSIR/DSIR.html
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รูปท่ี 8.5 โปรแกรม DSIR [http://biodev.extra.cea.fr/DSIR/DSIR.html] 

http://biodev.extra.cea.fr/DSIR/DSIR.html
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รูปท่ี 8.6 ตัวอยางผลการออกแบบ siRNA ดวยโปรแกรม DSIR 

 BiOSETTIA: The shRNA Designer [http://biosettia.com/support/shrna-designer/] 

 เปนโปรแกรม web-based สําหรับใชในการออกแบบ shRNA โดยผูใชสามารถใส 

accession no. ของ RefSeq หรือลําดับนิวคลีโอไทดในรูปแบบ FASTA format ของยีนท่ีสนใจ

เขาสูโปรแกรม จากนั้นต้ังคา parameters ตางๆ ในการออกแบบ (รูปท่ี 8.7) แลวคลิกท่ีคําวา 

Search/Convert Targets โปรแกรมจะทําการออกแบบ shRNA ออกมาใหเลือกจํานวนหลาย

โมเลกุล (รูปท่ี 8.8)   

http://biosettia.com/support/shrna-designer/
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รูปท่ี 8.7 โปรแกรม BiOSETTIA: The shRNA Designer  

[http://biosettia.com/support/shrna-designer/]  

 

รูปท่ี 8.8 ตัวอยางผลการออกแบบ shRNA ดวยโปรแกรม BiOSETTIA: The shRNA Designer 

http://biosettia.com/support/shrna-designer/
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 InvivoGen: siRNA Wizard v3.1 [http://www.invivogen.com/sirnawizard/] 

 เปนโปรแกรม web-based สําหรับใชในการออกแบบ siRNA หรือ shRNA (รูปท่ี 8.9) 

ซ่ึงประกอบดวย 3 สวน ไดแก 

 

รูปท่ี 8.9 InvivoGen: siRNA Wizard v3.1 [http://www.invivogen.com/sirnawizard/] 

• Find siRNA/shRNA sequence ผูใชสามารถใสลําดับนิวคลีโอไทดในรูปแบบ 

FASTA format ของยีนท่ีสนใจเขาสูโปรแกรม จากนั้นต้ังคา parameters ตางๆ ใน

การออกแบบ (รูปท่ี 8.10) แลวคลิกท่ีคําวา Search โปรแกรมจะทําการออกแบบ 

shRNA ออกมาใหเลือกจํานวนหลายโมเลกุล (รูปท่ี 8.11) โดยแสดงคา ตําแหนงของ 

siRNA และ GC%  

 

http://www.invivogen.com/sirnawizard/
http://www.invivogen.com/sirnawizard/
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รูปท่ี 8.10 การใสขอมูลและต้ังคาสําหรับโปรแกรม InvivoGen: siRNA Wizard 

 

รูปท่ี 8.11 ตัวอยางผลการออกแบบ siRNA ดวยโปรแกรม InvivoGen: siRNA Wizard 
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• Design hairpin insert ผูใชสามารถแปลงลําดับนิวคลีโอไทดของ siRNA ไปเปน

ลําดับของ oligonucleotides ท่ีจะใชในการสราง shRNA expression vector โดย

สามารถกําหนดลําดับนิวคลีโอไทดของ Loop sequence และเลือกชนิดของ 

vector ท่ีตองการใชได จากรูปท่ี 8.11 ถาคลิกท่ีคําวา Design hairpin ก็จะแสดงผล

ลําดับของ oligonucleotides (รูปท่ี 8.12) 

• Scramble siRNA/shRNA เปนการออกแบบ scramble siRNA negative control 

สําหรับ siRNA/shRNA ซ่ึงจะไมสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนได จากรูปท่ี 

8.11 ถาคลิกท่ีคําวา Generate scrambled siRNA ก็จะแสดงผลลําดับของ target 

siRNA และ scrambled siRNA (รูปท่ี 8.12) 

 
รูปท่ี 8.12 ตัวอยางผลการออกแบบ hairpin insert และ scramble siRNA ดวยโปรแกรม 

InvivoGen: siRNA Wizard 

 BLOCK-iT RNAi Designer [https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/] 

 เปนโปรแกรม web-based สําหรับใชในการออกแบบ siRNA และ shRNA ของบริษัท 

Thermo Fisher Scientific โดยผูใชสามารถใส accession no. ของ reference sequence 

หรือลําดับนิวคลีโอไทดในรูปแบบ FASTA format ของยีนท่ีสนใจเขาสูโปรแกรม จากนั้นต้ังคา 

parameters ตางๆ ในการออกแบบ (รูปท่ี 8.13) แลวคลิกท่ีคําวา RNAi Design โปรแกรมจะทํา

การออกแบบลําดับของ siRNA พรอมระบุตําแหนง คา GC% และ Rank (รูปท่ี 8.14) 

https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/
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รูปท่ี 8.13 BLOCK-iT RNAi Designer [https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress] 

 

รูปท่ี 8.14 ตัวอยางผลการออกแบบ siRNA ดวยโปรแกรม BLOCK-iT RNAi Designer 

https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/
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 นอกจากนี้สามารถเลือกท่ี siRNA to shRNA เพ่ือสั่งใหโปรแกรมเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอ

ไทดของ siRNA ไปเปนลําดับของ oligonucleotides ท่ีจะใชในการสราง shRNA expression 

vector โดยสามารถกําหนดลําดับนิวคลีโอไทดของ Loop sequence และเลือกชนิดของ vector 

ท่ีตองการใชได (รูปท่ี 8.15) จากนั้นคลิกท่ีคําวา Design shRNA Oligo ก็จะแสดงผลลําดับของ 

oligonucleotides (รูปท่ี 8.16) 

 

รูปท่ี 8.15 การออกแบบ hairpin insert จาก siRNA ดวยโปรแกรม BLOCK-iT RNAi Designer 

 

 

รูปท่ี 8.16 ตัวอยางผลการออกแบบ hairpin insert ดวยโปรแกรม BLOCK-iT RNAi Designer 
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โปรแกรมการออกแบบ siRNA/shRNA สําหรับเชื้อไวรัส 

 จากท่ีนําเสนอไปแลวขางตน จะเห็นไดวาโปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับการออกแบบ 

siRNA และ shRNA ไมวาจะเปน DSIR, BiOSETTIA, InvivoGen และ BLOCK-iT RNAi Designer 

จะเริ่มตนการออกแบบ siRNA/shRNA จากลําดับนิวคลีโอไทดเพียงสายเดียว แลวคํานวณ

ลักษณะ thermodynamics ของ siRNA/shRNA ไดแก GC%, Tm และ structure เพ่ือใหได 

siRNA/shRNA ท่ีเหมาะสม โดยมิไดคํานึงวาลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเลือกมาเปน siRNA/shRNA 

นั้นอยูท่ีบริเวณใดของยีน และบริเวณดังกลาวมีการกลายพันธุเกิดขึ้นหรือไม ท้ังนี้การออกแบบ 

siRNA/shRNA สําหรับการยับยั้งการแสดงออกของยีนของเชื้อไวรัส ควรมีการคํานึงถึงตําแหนง

ของ siRNA/shRNA ดวย เนื่องจากเชื้อไวรัสบางชนิดมีอัตราการกลายพันธุสูงมาก ดังนั้นจึงมี

ความเปนไปไดวา siRNA/shRNA ท่ีใชจะเกิด mismatch กับสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเนื่องจาก

เกิดการกลายพันธุ ซ่ึงจะสงผลให siRNA/shRNA ดังกลาวไมสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน 

ของเชื้อไวรัสได ดังนั้นในการออกแบบ siRNA/shRNA สําหรับเชื้อไวรัส จึงนิยมออกแบบให

จําเพาะกับบริเวณอนุรักษ (conserved regions) ท่ีไดจาก nucleotide sequences alignment 

เพ่ือใหสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนในสายพันธุตางๆ (subtypes, genotypes, 

serotypes) ของเชื้อไวรัสชนิดเดียวกัน หรือยับยั้งการแสดงออกของยีนในเชื้อไวรัสชนิดตางๆ ท่ี

จัดอยูในตระกูลเดียวกัน เปนตน ในท่ีนี้จึงขอกลาวถึงโปรแกรมท่ีนาสนใจ ดังนี้ 

 siVirus [http://sivirus.rnai.jp/] 

 เปนโปรแกรม web-based ท่ีมุงเนนการออกแบบ siRNA สําหรับเชื้อไวรัส 4 ชนิดท่ีมี

อัตราการกลายพันธุสูง ไดแก human immunodeficiency virus (HIV), hepatitis C virus 

(HCV), SARS coronavirus (SARS-CoV) และ Influenza virus (รูปท่ี 8.17) โดยผูใชสามารถ

เลือกสายพันธุตางๆ และยีนของเชื้อไวรัสท่ีสนใจ (รูปท่ี 8.18) เพ่ือใหโปรแกรมออกแบบ siRNA 

จากสวนท่ีเปน highly conserved target site ระหวางเชื้อไวรัสสายพันธุตางๆ แลวแสดงผล 

ไดแก siRNA target, efficacy prediction, off-target hits และ conservation (รูปท่ี 8.19) 

http://sivirus.rnai.jp/
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รูปท่ี 8.17 โปรแกรม siVirus [http://sivirus.rnai.jp/] 

 
รูปท่ี 8.18 ตัวอยางการเลือกสายพันธุตางๆ ของเชื้อไวรัส HIV ในโปรแกรม siVirus 

http://sivirus.rnai.jp/


เทคนิคอารเอ็นเอไอในดานอณูไวรัสวิทยา 

232 
 

 

รูปท่ี 8.19 ตัวอยางผลการออกแบบ siRNA สําหรับเชื้อไวรัส HIV ดวยโปรแกรม siVirus 

ฐานขอมูลสําหรับ siRNA/shRNA ท่ีจําเพาะตอเชื้อไวรัส 

 นอกเหนือจากโปรแกรมในการออกแบบ siRNA/shRNA แลว ปจจุบันมีการรวบรวม

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ siRNA/shRNA ท่ีจําเพาะตอเชื้อไวรัสเปนฐานขอมูลใหนักวิจัย

สามารถคนหาได โดยฐานขอมูลจะรวบรวมขอมูลของ siRNA/shRNA ท่ีมีการใชทดสอบใน

งานวิจัยและมีการตีพิมพเผยแพรในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ ซ่ึงขอดีของการใช siRNA/ 

shRNA จากฐานขอมูลคือจะได siRNA/shRNA ท่ีมีการทดลองพิสูจนแลว จึงมีความม่ันใจในระดับ

หนึ่งวาสามารถใชไดจริงอยางมีประสิทธิภาพ ตัวอยางฐานขอมูลสําหรับ siRNA/shRNA ท่ีจําเพาะ

ตอเชื้อไวรัส ดังนี้ 

 ฐานขอมูล VIRsiRNAdb [http://crdd.osdd.net/servers/virsirnadb/search.php] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวม siRNA/shRNA ท่ีไดผานการทดสอบในการยับยั้งการแสดงออก

ของยีนในเชื้อไวรัสชนิดตางๆ ท่ีพบในมนุษย จํานวน 42 ไวรัส ผูใชสามารถคนหา siRNA/shRNA 

โดยใสชื่อไวรัส ชื่อยีน หรือ efficacy ของ siRNA/shRNA ท่ีตองการ (รูปท่ี 8.20) จากนั้นคลิกท่ี 

Search โปรแกรมก็จะแสดงผลเปนรายละเอียดขอมูลของ siRNA/shRNA ท่ีเคยมีรายงานไว  

ไดแก sense sequence, virus name, target region, cell line, validation test, efficacy, 

PMID และ off-target (รูปท่ี 8.21) 

 

http://crdd.osdd.net/servers/virsirnadb/search.php
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รูปท่ี 8.20 ฐานขอมูล VIRsiRNAdb [http://crdd.osdd.net/servers/virsirnadb/search.php] 

 

 

รูปท่ี 8.21 ตัวอยางผลการคนหา siRNA/shRNA จากฐานขอมูล VIRsiRNAdb 

http://crdd.osdd.net/servers/virsirnadb/search.php
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วิธีการขนสง siRNA เขาสูเซลล 

 เม่ือสังเคราะห siRNA หรือสราง shRNA expression vector เสร็จแลว ในขั้นตอนตอไป 

จะตองคํานึงถึงวิธีการนํา siRNA หรือ shRNA expression vector เขาสูเซลลเปาหมาย โดยมี

หลักการท่ัวไปดังนี้ 

 High transfection efficiency: สามารถนําพา siRNA เขาสูเซลลไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 Low toxicity: ไมมีความเปนพิษ หรือมีความเปนพิษตอเซลลนอย 

 Low immunogenicity: ไมกระตุนระบบภูมิคุมกัน หรือกระตุนเพียงเล็กนอย 

 Sustained silencing effect: ทําใหเกิด gene silencing ไดนาน  

 Cells type specific: มีความจําเพาะตอชนิดของเซลลท่ีสนใจ ซ่ึงเปนคุณสมบัติท่ีสําคัญใน

การใชในสิ่งมีชีวิต (in vivo) หรือการประยุกตใชทางคลินิก (clinical application) 

ประเภทของพาหะสําหรับขนสง siRNA 

 โดยท่ัวไปสามารถแบงพาหะ (Vehicles) สําหรับนําพา siRNA ไดเปน 2 ประเภท ดังนี้ 

• Viral vectors: อาศัยลักษณะโครงสรางของ virus particle ในการนําพา siRNA เขาสูเซลล 

โดยสามารถกําหนดความจําเพาะตอเซลลแตละชนิดได โดยการดัดแปลง surface หรือ 

envelop protein ของไวรัส ใหจําเพาะกับ receptor บนผิวเซลลแตละชนิด ซ่ึงสามารถแบง

ไดเปน 3 ชนิด ไดแก adenovirus, adeno-associated virus และ lentiviruses  

• Non-viral vectors: อาศัยคุณสมบัติของโมเลกุลท่ีลักษณะคลายไขมัน (lipid-based 

vehicles) ในการจับกับ siRNA และนําเขาสูเซลลได เนื่องจากเยื่อหุมเซลลมีลักษณะคลาย

ไขมัน (hydrophobic) เชนกัน ซ่ึงสามารถแบงไดแปน 4 ชนิด ไดแก lipid-raft 

compartments, liposomes, lipidoids และ lipoplexes  
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การประยุกตใชเทคนิค RNAi ในการยับย้ังการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัส 

 เนื่องจากเทคนิค RNAi สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนโดยกระตุนใหเกิดการทําลาย 

mRNA (mRNA degradation) หรือยับยั้งการสรางโปรตีน (translational repression) อยาง

จําเพาะ ดังนั้นจึงมีการประยุกตใชเทคนิค RNAi ในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัสภายใน

เซลล อยางไรก็ตามประสิทธิภาพในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัส นอกจากจะขึ้นกับการ

ออกแบบ siRNA / shRNA ท่ีมีประสิทธิภาพแลว ยังขึ้นอยูกับลักษณะทางชีววิทยาของเชื้อไวรัส

แตละชนิด ดังนี้ 

• ลักษณะสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส เนื่องจากสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส มีหลาย

รูปแบบ โดยจําแนกไดเปน 7 ประเภท ไดแก double strand DNA viruses, single 

strand DNA viruses, double strand RNA viruses, positive single strand RNA 

viruses, negative single strand RNA viruses, RNA reverse transcribing viruses 

(retroviruses) และ DNA reverse transcribing viruses ท้ังนี้กลไก RNAi จะสามารถ

ทําลาย mRNA และ viral RNA ท่ีเปนสารพันธุกรรมของ RNA virus ได ในขณะท่ี RNAi 

จะสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน (mRNA) แตไมสามารถทําลาย viral DNA ท่ี

เปนสารพันธุกรรมของ DNA virus ได ดังนั้นกลไก RNAi จึงมีประสิทธิภาพสูงในการ

ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัสท่ีมีสารพันธุกรรมเปน RNA ไดดีกวาเชื้อไวรัสท่ีมีสาร

พันธุกรรมเปน DNA 

• ตําแหนงในการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัสภายในเซลล เนื่องจากเชื้อไวรัสบางชนิดเพ่ิม

จํานวนภายในนิวเคลียส และเชื้อไวรัสบางชนิดเพ่ิมจํานวนในไซโตพลาสซึม แตกลไก 

RNAi จะทํางานในสวนไซโตพลาสซึมของเซลล ดังนั้นกลไก RNAi จึงมีประสิทธิภาพใน

การยับยั้งเชื้อไวรัสท่ีมีการเพ่ิมจํานวนในไซโตพลาสซึมไดดีกวา เชื้อไวรัสท่ีมีการเพ่ิม

จํานวนภายในนิวเคลียส 

 ตัวอยางการพัฒนา siRNA เพ่ือใชเปนยาตานไวรัสชนิดตางๆ ไดแก human 

immunodeficiency virus (HIV), respiratory syncytial virus (RSV), hepatitis C virus 

(HCV) และ hepatitis B virus (HBV) เปนตน 
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