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คํานํา 

 หนังสือเลมนี้ถูกจัดทําขึ้น โดยมีวัตถุประสงคในการเผยแพรความรูทางวิชาการ และการ

แนะแนวทางการฝกทักษะทางดานคอมพิวเตอรในการศึกษา และการทําวิจัยท่ีเก่ียวของกับอณู

ชีววิทยาของเชื้อไวรัส โดยประกอบดวยรายละเอียดของหัวขอตางๆ ไดแก ฐานขอมูลทางดาน

ชีวภาพ ฐานขอมูลทางดานไวรัสวิทยา การวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด การวิเคราะห

ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ เทคนิคดานอณูไวรัสวิทยาท่ีเก่ียวของกับ PCR และ RNAi รวมท้ัง

การออกแบบไพรเมอรดวยคอมพิวเตอร เปนตน ดังนั้นหนังสือเลมนี้จึงเหมาะสําหรับนักศึกษาใน

ระดับปริญญาตรี โท และเอก รวมท้ังนักวิจัยในสาขาวิทยาศาสตรสุขภาพ วิทยาศาสตร

การแพทย เทคโนโลยีชีวภาพ ชีวเคมี อณูชีววิทยา จุลชีววิทยา และไวรัสวิทยา โดยหวังเปนอยาง

ยิ่งวาผูอานจะนําความรู และทักษะในการวิเคราะหขอมูลทางดานอณูชีววิทยาของเชื้อไวรัสดวย

การใชคอมพิวเตอรไปใชในการตอยอดงานวิจัยและสามารถแนะนําผูท่ีเก่ียวของได 

 ผูนิพนธขอขอบคุณ ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางดานไวรัสวิทยาคลินิก ศูนยเชี่ยวชาญ

เฉพาะทางดานโรคตับอักเสบและมะเร็งตับ และ ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางดานชีววิทยาเชิงระบบ 

คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ท่ีใหโอกาสในการศึกษาวิจัย ทําใหสามารถรวบรวม

ความรูและประสบการณตลอดระยะเวลา 15 ป ในงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับอณูชีววิทยาของเชื้อ

ไวรัสอุบัติใหมและอุบัติซํ้าในประเทศไทย เพ่ือเรียบเรียงขึ้นเปนหนังสือเลมนี้ สําหรับเนื้อหาใน

สวนท่ีเปนเว็บไซต โปรแกรม และฐานขอมูล ซ่ึงมีการอัปเดตอยางตอเนื่อง อาจทําใหเนื้อหาและ

รูปภาพแตกตางไปจากขอมูลท่ีแสดงในหนังสือ ผูนิพนธจึงขออภัยในความคลาดเคล่ือนมา ณ ท่ีนี้ 

และหากมีโอกาสจะดําเนินการปรับปรุงขอมูลในการพิมพครั้งตอไป   อยางไรก็ตามรูปภาพสวน

ใหญท่ีใชประกอบในหนังสือ นํามาจากเว็บไซต โปรแกรม และฐานขอมูลท่ีเปนขอมูลสาธารณะ 

เพ่ือประโยชนในการเรียนรูและสงเสริมทางวิชาการเทานั้น มิไดมีผลประโยชนเชิงพาณิชย โดยผู

นิพนธไมมีความประสงคในการจําหนายหนังสือเลมนี้ แตจะดําเนินการจัดพิมพจํานวนจํากัดและ

แจกจายไปยังสถาบันทางการศึกษา ตลอดจนหนวยงานวิจัยตางๆ พรอมท้ังจัดทําเปนหนังสือ

อิเล็กทรอนิกสเผยแพรแกผูอานท่ัวไป เพ่ือใหเกิดประโยชนสูงสุดทางดานวิชาการอยางแทจริง  

รองศาสตราจารย ดร.สัญชัย พยุงภร 



 
 

คํานิยม 

 ความกาวหนาทางวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีเปนไปอยางรวดเร็ว ประกอบกับขอมูล

สารสนเทศเปนจํานวนมาก จึงจําเปนอยางยิ่งท่ีนักวิทยาศาสตร นักวิจัย จําเปนท่ีจะตองรูวิธีการ

เขาถึงขอมูลจํานวนมากไดอยางถูกตอง รวดเร็ว และสามารถวิเคราะหดังกลาว เพ่ือท่ีจะใชตอ

ยอดในการสรางเปนองคความรูใหม หรือประยุกตใชใหเกิดประโยชนตอไป  

หนังสือเรื่องอณูไวรัสวิทยาเชิงคอมพิวเตอร เปนหนังสือท่ีไดรวบรวมเนื้อหาทางดานอณู

ชีววิทยาของเชื้อไวรัสไวอยางสมบูรณและครบถวน ไดแก ฐานขอมูลทางดานชีวภาพ ฐานขอมูล

ทางดานไวรัสวิทยา การวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด การวิเคราะหความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการ เทคนิคดานอณูไวรัสวิทยาท่ีเก่ียวของกับ PCR และ RNAi รวมไปถึงการออกแบบไพร

เมอรดวยคอมพิวเตอร โดยเนื้อหาในหนังสือเลมนี้ เกิดจากการสั่งสมประสบการณหลายปในการ

สอนและการศึกษาวิจัยของ รองศาสตราจารย ดร.สัญชัย พยุงภร ซ่ึงเปนผูท่ีมีความมุงม่ัน ต้ังใจ 

ในการทํางานอยางตอเนื่อง สุดทายนี้จึงหวังเปนอยางยิ่งวาหนังสือเลมนี้จะเปนประโยชนสูงสุด

ทางดานวิชาการแก นิสิต นักศึกษา นักวิทยาศาสตร และนักวิจัย ในสถาบันการศึกษาและ

สถาบันวิจัยตางๆ 
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ฐานขอมูลทางดานชีวภาพ 

Biological Databases  

 ในปจจุบันฐานขอมูลทางดานชีวภาพมีความสําคัญเปนอยางมาก เนื่องจากเปนแหลง

รวบรวมขอมูลท่ีไดจากการศึกษาวิจัย และการทดลองทางวิทยาศาสตรสะสมมาต้ังแตอ ดีตถึง

ปจจุบัน ซ่ึงการเก็บขอมูลมหาศาลเหลานี้ จะมีประโยชนในการเผยแพรใหนักวิจัย และ

นักวิทยาศาสตรท่ัวโลกไดนําไปประยุกตใชตอไป ในท่ีนี้จะกลาวถึงเฉพาะฐานขอมูลของ National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) เนื่องจากมีขอมูลท่ีมีประโยชนมากมาย และ

เปนท่ีนิยมใชมากท่ีสุด 

ฐานขอมูล NCBI [https://www.ncbi.nlm.nih.gov] 

 ฐานขอมูล NCBI กอต้ังขึ้นในป ค.ศ. 1988 จัดเปนแผนกหนึ่งใน National Library of 

Medicine (NLM) ของ National Institutes of Health (NIH) ประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึงเปนผูนํา

ทางดานชีวสารสนเทศ วิทยาการคอมพิวเตอร และเทคโนโลยีชีวภาพ เม่ือเขาสูหนาแรกของ 

ฐานขอมูล NCBI (รูปท่ี 1.1) จะประกอบไปดวยสวนตางๆ ไดแก 

 

รูปท่ี 1.1 หนาแรกของฐานขอมูล NCBI [https://www.ncbi.nlm.nih.gov] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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• Search เปนการคนหาในฐานขอมูลโดยใสคําสําคัญ (key words) ท่ีเราตองการคนหา 

• Welcome to NCBI เปนการแบงหมวดหมูของฐานขอมูลตามลักษณะการใช ไดแก 

 Submit ใชในกรณีท่ีตองการสงขอมูลเขาสู NCBI database 

 Download ใชในกรณีท่ีตองการดาวนโหลดขอมูลจาก NCBI database 

 Learn ใชเพ่ือคนหาสื่อการสอนสําหรับการใช NCBI database 

 Develop ใชเพ่ือคนหาโปรแกรมหรือ code ตางๆ สําหรับการพัฒนา software 

 Analyze ใชเพ่ือคนหาโปรแกรมหรือเครื่องมือ ในการวิเคราะหขอมูล 

 Research ใชเพ่ือคนหางานวิจัยของ NCBI และโครงการวิจัยรวมตางๆ  

• Resource เปนการแบงหมวดหมูตามกลุมของฐานขอมูล ไดแก Chemicals & 

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

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

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

เปนตน 

• Popular Resources เปนการแสดงฐานขอมูลท่ีไดรับความนิยมอยางแพรหลาย ไดแก 

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

Genome, SNP, Gene, Protein และ PubChem เปนตน 

• NCBI News & Blog เปนการแจงขาวสารหรือการปรับปรุงใหมๆ จากทาง NCBI  

 เนื่องจาก NCBI database เปนฐานขอมูลท่ีมีขนาดใหญมาก และมีการรวบรวมขอมูล

ทางดานชีวภาพ และการแพทย จึงเหมาะสําหรับนักวิจัย และนักวิทยาศาสตรในแขนงตางๆ ไดแก 

เคมี ชีวเคมี พันธุศาสตร อณูชีววิทยา จุลชีววิทยา วิทยาศาสตรการแพทย เทคโนโลยีชีวภาพ และ

พันธุวิศวกรรม เปนตน สําหรับในหนังสือเลมนี้จะมุงเนนเฉพาะฐานขอมูลท่ีเก่ียวของในการศึกษา

อณูชีววิทยาของไวรัสดังนี้  
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• PubMed ฐานขอมูลการอางอิงและบทคัดยอสําหรับบทความวิจัยทางดานวิทยาศาสตร

และการแพทย ซ่ึงสามารถเชื่อมโยงไปสูบทความฉบับเต็มในเว็บไซตของวารสารทาง

วิชาการระดับนานาชาติ  

• Genomes ฐานขอมูลท่ีประกอบดวยรหัสพันธุกรรมท้ังจีโนมของสิ่งมีชี วิตมากกวา 1000 

ชนิด 

• Nucleotide ฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด ของสิ่งมีชีวิตจากหลาย

แหลงขอมูล ไดแก GenBank, RefSeq, TPA และ PDB  

• Protein ฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูลโปรตีนจากหลายแหลงขอมูล ไดแก GenPept, 

RefSeq, Swiss-Prot, PIR, PRF และ PDB 

• Structure ฐานขอมูลโครงสรางสามมิติของสารชีวโมเลกุล ท่ีรวบรวมจาก  Protein 

Data Bank (PDB) และประกอบดวยเครื่องมือสําหรับการจําลองภาพสามมิติและการ

วิเคราะหเปรียบเทียบโครงสราง 

• Taxonomy ฐานขอมูลชื่อและอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิตมากกวา 160,000 ชนิดท่ีมี

ขอมูลโมเลกุลในฐานขอมูล NCBI  

• OMIM ฐานขอมูลของยีนและความผิดปกติทางพันธุกรรมของมนุษย 

• BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) เปนเครื่องมือท่ีใชในการคนหาสวน

ของยีนหรือโปรตีนท่ีมีความคลายคลึงกัน โดยโปรแกรมจะเปรียบเทียบลําดับนิวคลิโอ

ไทดหรือกรดอะมิโนกับฐานขอมูลและคํานวณนัยสําคัญทางสถิติของความเหมือน จึง

สามารถใชเพ่ือหาความสัมพันธระหวางบทบาทหนาท่ีและวิวัฒนาการของยีนในสิ่งมีชี วิต 

 ในการใชงานแตละฐานขอมูลยอยท่ีอยูใน NCBI database จะมีความเชื่อมโยงกัน (รูปท่ี 

1.2) กลาวคือ เม่ือเราคนหาบทความวิชาการในฐานขอมูล PubMed และในบทความนั้นๆ มีการ

รายงานขอมูลเก่ียวกับลําดับนิวคลิโอไทดของเชื้อไวรัส ก็จะมี link ใหกดเม่ือเขาไปดูขอมูลลําดับ

นิวคลิโอไทดท่ีเก่ียวของได  
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 ในทางกลับกันถาเราคนหาขอมูลลําดับนิวคลิโอไทดของเชื้อไวรัส ก็จะมี link ใหกดเขาไป

ดูวาลําดับนิวคลิโอไทดดังกลาวไดมาจากบทความวิจัยเรื่องใด ดังนั้นจึงทําใหผูใชฐานขอมูลมีความ

สะดวกสบายในการคนควาขอมูลอยางรวดเร็ว และมีการอางอิงแหลงท่ีมาไดอยางเหมาะสม ใน

ลําดับตอไปจะเปนรายละเอียดการใชงานฐานขอมูลตางๆ ใน NCBI database 

 

รูปท่ี 1.2 แผนผังความเชื่อมโยงระหวางฐานขอมูลตางๆ ใน NCBI ท่ีนิยมใช 

 

ฐานขอมูล PubMed [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed] 

 PubMed เปนฐานขอมูลบทความวิจัยทางดานวิทยาศาสตรและการแพทย ซ่ึงสามารถ

เชื่อมโยงไปสูบทความฉบับเต็มในเว็บไซตของวารสารทางวิชาการระดับนานาชาติได จากหนา

แรกของ NCBI website (รูปท่ี 1.1) เม่ือคลิกท่ีคําวา PubMed (บริเวณดานขวาภายใตหัวขอ 

Popular Resources) จะเชื่อมโยงไปยังฐานขอมูล PubMed (รูปท่ี 1.3) ท้ังนี้สามารถพิมพคํา

สําคัญท่ีตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน จากนั้นคลิกท่ีคําวา Search ก็จะเปนการ

คนหาบทความท่ีเก่ียวของได ยกตัวอยางเชน หากพิมพคําวา hepatitis B virus แลวคลิกท่ีคําวา 

Search ก็จะไดผลดังรูปท่ี 1.4 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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รูปท่ี 1.3 ฐานขอมูล PubMed [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed] 

 

รูปท่ี 1.4 ตัวอยางผลการคนหาบทความใน PubMed โดยใชคําวา hepatitis B virus  
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 จากรูปท่ี 1.4 เปนผลท่ีไดจากการคนหาบทความท่ีเก่ียวของกับคําวา hepatitis B virus 

ในฐานขอมูล PubMed จะพบวามีบทความท่ีเก่ียวของจํานวนมาก (46,486 เรื่อง) หากดู

รายละเอียดเพ่ิมเติมในรูปท่ี 1.4 จะพบวาบทความเรื่องท่ี 1 และ 2 นั้นมีคําวา hepatitis B virus 

ปรากฎอยูในชื่อเรื่อง ในขณะท่ีเรื่องท่ี 3 พบคําวา viral hepatitis ไมใช hepatitis B virus 

(อาจจะเปน hepatitis virus ชนิดอ่ืน) หรือเรื่องท่ี 4 จะไมพบคําวา hepatitis B virus ในชื่อเรื่อง

เลย แสดงใหเห็นวาการใสคําสําคัญ (key word) เพียงคําเดียวเพ่ือคนหาบทความใน PubMed 

นั้นคําสําคัญดังกลาวไมจําเปนตองปรากฎอยูในชื่อเรื่องของบทความเทานั้น อาจจะปรากฎอยูใน

สวนอ่ืนๆ ของบทความก็ได เชน บทคัดยอ บทนํา เอกสารอางอิง เปนตน ซ่ึงจะทําใหไดจํานวน

บทความท่ีเก่ียวของมากเกินไป ไมจําเพาะเจาะจง ดังนั้นในทางปฏิบัติจึงควรใชคําสําคัญหลายๆ 

คําพรอมกันเพ่ือใหการคนหามีความจําเพาะและตรงประเด็นกับเรื่องท่ีเราตองการ นอกจากนี้เรา

ยังสามารถระบุไดวาคําสําคัญแตละคําท่ีใสลงไปนั้นตองการใหคนหาในสวนใดของบทความ ซ่ึงจะ

เรียกวาการคนหาขั้นสูง (advanced search) จากรูปท่ี 1.3 เม่ือคลิกท่ีคําวา Advanced (อยูใต

ชองวางท่ีใหใสคําสําคัญ) จะไดผลดังรูปท่ี 1.5 

 การคนหาบทความในฐานขอมูล PubMed ดวยวิธี Advanced search 

 การคนหาบทความในฐานขอมูล PubMed ดวยวิธี Advanced search นั้นจําเปนท่ี

จะตองระบุขอบเขตในการคนหาคําสําคัญวาจะตองการหาคํานั้นๆ ในสวนใดของบทความ เชน 

คนหาเฉพาะในสวนชื่อเรื่อง ชื่อวารสาร ชื่อผูนิพนธ ปท่ีตีพิมพ ประเภทของบทความ เปนตน ซ่ึง

ขอบเขตของการคนหาท่ีสําคัญและนิยมใชในการคนหาบทความสรุป ดังตารางท่ี 1  

 นอกจากการกําหนดขอบเขตของการคนหาแลว การคนหาบทความดวยวิธี Advanced 

search จําเปนตองใสคําสําคัญหลายๆ คําเพ่ือใชในการคนหารวมกัน จึงจําเปนตองใชตัวเชื่อมโยง 

เพ่ือสรางเง่ือนไขในการคนหา ไดแก 

• AND (และ) เปนการระบุเง่ือนไขการคนหาวาจะตองพบท้ัง 2 คําจึงจะแสดงผล เชน ใส

คําวา Payungporn AND hepatitis virus ระบบการคนหาก็จะแสดงเฉพาะบทความท่ี

มีคําท้ัง 2 คําปรากฏอยูในบทความ 
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• OR (หรือ) เปนการระบุเง่ือนไขการคนหาวาถาพบคําใดคําหนึ่ง ก็จะแสดงผล เชน ใสคํา

วา Payungporn OR hepatitis virus ระบบการคนหาก็จะแสดงบทความท่ีมีคําใด คํา

หนึ่งปรากฏอยูในบทความก็ได 

• NOT (ไม) เปนการระบุเง่ือนไขการคนหาวาใหพบคําหนึ่งเทานั้น แตตองไมพบอีกคําหนึ่ง 

จึงจะแสดงผล เชน ใสคําวา Payungporn NOT hepatitis virus ระบบการคนหาก็จะ

แสดงบทความท่ีมีเฉพาะคําวา Payungporn แตจะตองไมมีคําวา hepatitis virus 

ปรากฏอยูในบทความ 

ตารางท่ี 1 การกําหนดขอบเขตของการคนหาบทความดวยวิธี advanced search 

ขอบเขตของการคนหา ความหมาย ตัวอยางคําสําคัญท่ีใช 

Affiliation ชื่อสถาบันของทีมวิจัย Chulalongkorn university 

Author ชื่อสกุลของผูนิพนธ Payungporn 

Author-First* ชื่อสกุลของผูนิพนธลําดับแรก  Payungporn 

Author-Last* ชื่อสกุลของผูนิพนธลําดับสุดทาย Payungporn 

Date-Publication วัน/เดือน/ป ท่ีตีพิมพบทความ  2015-2018 

Journal ชื่อวารสาร J Virol 

Language ภาษาท่ีใชในบทความ English 

Publication Type ประเภทของบทความ Review 

Title ชื่อเรื่องบทความวิจัย Hepatitis  

Title/Abstract ชื่อเรื่องหรือบทคัดยอ Hepatitis 

* หมายเหตุ: Author-First ผูนิพนธลําดับแรก จัดเปนผูนิพนธหลักท่ีมีสวนรวมในการทําวิจัยมาก

ท่ีสุด สวนAuthor-Last ผูนิพนธลําดับสุดทาย มักจะเปน corresponding author ท่ีควบคุมและ

กํากับงานวิจัย   

 

 



Biological Databases 

9 
 

 

รูปท่ี 1.5 การคนหาบทความวิจัยในฐานขอมูล PubMed ดวยวิธี Advanced search 

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

 ตัวอยางการคนหาบทความในฐานขอมูล PubMed ดวยวิธี Advanced search 

 ตัวอยางท่ี 1 ถาตองการคนหาบทความเก่ียวกับ hepatitis B virus ท่ีตีพิมพใน

วารสารวิชาการ Nature ในชวง 5 ปท่ีผานมา สามารถคนหาได (รูปท่ี 1.5) ดังนี้ 

• คําสําคัญท่ี 1 ใชคําวา hepatitis B virus โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อเรื่อง (Title) 

• คําสําคัญท่ี 2 ใชคําวา Nature โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อวารสาร (Journal) 

• คําสําคัญท่ี 3 ใชคําวา 2013 to 2018 โดยระบุใหคนหาเฉพาะปท่ีตีพิมพ (Date-

Publication) 

• โดยใชเง่ือนไข AND ในการเชื่อมคําสําคัญท้ัง 3 คํา เขาดวยกัน เพ่ือสรางเง่ือนไขในการ

คนหาใหมีความจําเพาะ จากผลจากการคนหาจะพบวามีบทความเพียง 1 เรื่องเทานั้นท่ี

ตรงประเด็นตามเง่ือนไข 

 ตัวอยางท่ี 2 ถาตองการคนหาบทความเก่ียวกับ hepatitis B virus ท่ีตีพิมพจากสถาบัน

ตางๆ ในประเทศไทย ยกเวนจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย สามารถคนหาไดดังนี้ 

• คําสําคัญท่ี 1 ใชคําวา hepatitis B virus โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อเรื่อง (Title) 

• คําสําคัญท่ี 2 ใชคําวา Thailand โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อสถาบัน (Affiliation) 
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• คําสําคัญท่ี 3 ใชคําวา Chulalongkorn university โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อสถาบัน 

(Affiliation) 

• โดยใชเง่ือนไข AND ในการเชื่อมคําสําคัญท่ี 1 และ 2 เขาดวยกัน และใชเง่ือนไข NOT 

ในการเชื่อมคําสําคัญท่ี 2 และ 3 เพ่ือสรางเง่ือนไขในการคนหาใหมีความจําเพาะ จากผล

จากการคนหาจะพบวามีบทความจํานวน 46 เรื่องท่ีตรงประเด็นตามเง่ือนไข [ผลการ

คนหาเม่ือวันท่ี 12 เม.ย. 61] 

 ตัวอยางท่ี 3 ถาตองการคนหาบทความเก่ียวกับ เชื้อไวรัสไขหวัดใหญ สายพันธุ H5N1 

หรือ H1N1 ท่ีตีพิมพเปนบทความประเภท review โดยมีผูนิพนธคือ Payungporn สามารถคนหา

ไดดังนี้ 

• คําสําคัญท่ี 1 ใชคําวา H5N1 โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อเรื่อง (Title) 

• คําสําคัญท่ี 2 ใชคําวา H1N1 โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อเรื่อง (Title) 

• คําสําคัญท่ี 3 ใชคําวา review โดยระบุใหคนหาเฉพาะประเภทของบทความ 

(Publication Type) 

• คําสําคัญท่ี 4 ใชคําวา Payungporn โดยระบุใหคนหาเฉพาะชื่อผูนิพนธ (Author) 

• โดยใชเง่ือนไข OR ในการเชื่อมคําสําคัญท่ี 1 และ 2 เขาดวยกัน และใชเง่ือนไข AND ใน

การเชื่อมคําสําคัญท่ี 2 และ 3 จากนั้นใชเง่ือนไข AND ในการเชื่อมคําสําคัญท่ี 3 และ 4 

เพ่ือสรางเง่ือนไขในการคนหาใหมีความจําเพาะมากขึ้น จากผลจากการคนหาจะพบวามี

บทความจํานวน 2 เรื่องท่ีตรงประเด็นตามเง่ือนไข 

 

 รูปแบบผลการคนหาบทความวิจัยจากฐานขอมูล PubMed 

 การแสดงผล (format) จากการคนหาบทความท่ีไดจากฐานขอมูล PubMed มีหลาย

รูปแบบท่ีสําคัญ (รูปท่ี 1.6) ไดแก 

• Summary เปนรูปแบบสรุปท่ีประกอบดวย ชื่อเรื่อง ชื่อผูนิพนธ ชื่อวารสาร ป/เลม/เลขหนา 

และประเภทของบทความ โดยสามารถคลิก link เชื่อมโยงใหแสดงเปนรูปแบบบทคัดยอได 
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• Summary (text) เปนรูปแบบสรุปเฉพาะขอความท่ีประกอบดวย ชื่อเรื่อง ชื่อผูนิพนธ ชื่อ

วารสาร ป/เลม/เลขหนา และประเภทของบทความ แตไมสามารถคลิก link เชื่อมโยงให

แสดงเปนรูปแบบอ่ืนได 

• Abstract เปนรูปแบบท่ีประกอบดวย ชื่อเรื่อง ชื่อผูนิพนธ ชื่อสถาบัน ชื่อวารสาร ป/เลม/เลข

หนา และบทคัดยอ โดยสามารถคลิก link เชื่อมโยงไปหาบทความฉบับเต็มในเว็บไซตของ

วารสารทางวิชาการระดับนานาชาติได 

• Abstract (text) เปนรูปแบบเฉพาะขอความท่ีประกอบดวย ชื่อเรื่อง ชื่อผูนิพนธ ชื่อสถาบัน 

ชื่อวารสาร ป/เลม/เลขหนา และบทคัดยอ แตไมสามารถคลิก link เชื่อมโยงใหแสดงเปน

รูปแบบอ่ืนได 

 

 

รูปท่ี 1.6 รูปแบบ summary (A) และ abstract (B) ท่ีไดจากการคนหาบทความใน PubMed  

 



ฐานขอมูลทางดานชีวภาพ 

12 
 

 ในหนาตางการแสดงผลบทความใน PubMed ทางดานขวา (รูปท่ี 1.6) จะมี link ท่ี

เชื่อมโยงไปสูขอมูลตางๆ ท่ีเก่ียวของกับบทความท่ีเรากําลังสืบคนอยู ซ่ึงไดแก 

• Similar articles แสดงบทความอ่ืนๆ ท่ีมีเนื้อหาคลายๆ กับบทความท่ีกําลังสืบคนอยู 

• Cited by PubMed Central แสดงบทความอ่ืนๆ ท่ีมีการอางอิงถึงบทความท่ีกําลัง

สืบคนอยู 

• Related information แสดง link เชื่อมโยงไปสูขอมูลอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวของกับบทความท่ี

กําลังสืบคนอยู เชน Genome, Nucleotide, Protein, Structure, Taxonomy และ 

OMIM เปนตน  

ฐานขอมูล Genome [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome] 

 Genome เปนฐานขอมูลท่ีประกอบดวยรหัสพันธุกรรมท้ังจีโนมของสิ่งมีชีวิตมากกวา 

1,000 ชนิด ซ่ึงประกอบไปดวยขอมูลดานตางๆ ไดแก รหัสพันธุกรรม โครโมโซม แผนท่ียีน และ

คุณลักษณะของยีน เปนตน การเขาสูฐานขอมูล Genome สามารถเขาจากหนาแรกของ NCBI 

website (รูปท่ี 1.1) โดยคลิกท่ีคําวา Genome (บริเวณดานขวาภายใตหัวขอ Popular 

Resources) ก็จะเชื่อมโยงไปยังฐานขอมูล Genome ได (รูปท่ี 1.7)  

 

 
รูปท่ี 1.7 ฐานขอมูล Genome [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome
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รูปท่ี 1.8 ลักษณะผลท่ีไดจากการสืบคนจีโนมจากฐานขอมูล Genome 
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 การคนหาขอมูลจีโนม สามารถพิมพคําท่ีตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน 

หรือเลือกท่ีคําวา Advanced เพ่ือใชระบบ Advanced search ในการคนหาขอมูลจีโนมอยาง

จําเพาะได นอกจากนี้สามารถเขาฐานขอมูล Genome โดยเชื่อมโยงมาจาก Related 

information ของบทความท่ีคนหาไดจากฐานขอมูล PubMed ก็ได ตัวอยางเชนพิมพคําวา 

influenza A virus แลวคลิกท่ีคําวา Search ก็จะไดผลการคนหาจีโนมดังรูปท่ี 1.8 ผลท่ีไดจาก

การคนหา Genome ท่ีสําคัญ ไดแก 

• Lineage เปนการระบุเชื้อสาย และอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิต 

• Summary เปนขอมูลสรุปเก่ียวกับจีโนม เชน ขนาดจีโนม จํานวนโปรตีน และ GC% 

• Publications เปนการอางอิงบทความท่ีเก่ียวของกับจีโนมท่ีกําลังสืบคน 

• Representative เปนขอมูล reference genome (จีโนมตนแบบของสิ่งมีชีวิตแตละ

ชนิด) สําหรับใชในการเปรียบเทียบอางอิงตอไป ซ่ึงประกอบไปดวยขอมูล reference 

sequence (RefSeq) และ accession number (เลขรหัสของนิวคลีโอไทด) ซ่ึงสามารถ

เชื่อมโยงไปสูฐานขอมูล Nucleotide ได 

 

ฐานขอมูล Nucleotide [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide] 
 Nucleotide เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตจากหลาย

แหลงขอมูล ไดแก GenBank, RefSeq, TPA และ PDB การเขาสูฐานขอมูล Nucleotide สามารถ

เขาจากหนาแรกของ NCBI website (รูปท่ี 1.1) โดยคลิกท่ีคําวา Nucleotide (บริเวณดานขวา

ภายใตหัวขอ Popular Resources) ก็จะเชื่อมโยงไปยังฐานขอมูล Nucleotide ได (รูปท่ี 1.9) 

โดยสามารถพิมพคําสําคัญท่ีตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน หรือเลือกท่ีคําวา 

Advanced เพ่ือใชระบบ Advanced search ในการคนหาขอมูลนิวคลีโอไทดอยางจําเพาะได 

นอกจากนี้สามารถเขาฐานขอมูล Nucleotide โดยเชื่อมโยงมาจาก Related information ของ

บทความท่ีคนหาไดจากฐานขอมูล PubMed หรือเชื่อมโยงจาก RefSeq จากฐานขอมูล Genome 

ก็ได การแสดงผลขอมูลนิวคลีโอไทดมีหลายรูปแบบ (รูปท่ี 1.10 และ 11) ไดแก 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide
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• GenBank เปนการแสดงผลท่ีมีขอมูลรายละเอียด ดังนี้ ชื่อสิ่งมีชีวิต ชื่อยีน Accession 

no. อนุกรมวิธาน บทความอางอิง แหลงท่ีมาของตัวอยาง ความยาวของยีน สวนของยีน

ท่ีใชสรางโปรตีน ลําดับกรดอะมิโน และลําดับนิวคลีโอไทด 

• Summary เปนการสรุปชื่อสิ่งมีชีวิต ชื่อยีน ความยาวของยีน และ Accession no. 

• FASTA เปนการสรุปชื่อสิ่งมีชีวิต ชื่อยีน Accession no. และลําดับนิวคลีโอไทด 

 

รูปท่ี 1.9 ฐานขอมูล Nucleotide [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide] 

 

 นอกจากนี้ยังสามารถเลือกคําสั่ง Send to (รูปท่ี 1.11 ดานขวาบน) เพ่ือถายโอนขอมูล 

และบันทึกเขาสูคอมพิวเตอรของเราได ซ่ึงเปนวิธีท่ีเหมาะสมสําหรับการบันทึกขอมูลหลายๆ ยีน

พรอมๆ กัน โดยมีรูปแบบใหเลือก ดังนี้ 

• Complete record บันทึกขอมูลโดยละเอียดตามท่ีแสดงผลใน GenBank format 

• Coding sequences บันทึกขอมูลเปนแบบ FASTA format ของลําดับนิวคลีโอไทด 

หรือลําดับกรดอะมิโนท่ีสรางมาจากยีนนั้นๆ  

• Gene features บันทึกขอมูลเปนแบบ FASTA format 

 ในหนาตางการแสดงผลนิวคลีโอไทดแบบ summary (รูปท่ี 1.11A) จะมี link ท่ีเชื่อมโยง

ไปสูขอมูลตางๆ ท่ีเก่ียวของ ไดแก BioProject, Protein, PubMed และ Taxonomy เปนตน  
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รูปท่ี 1.10 รูปแบบ GenBank format ในการแสดงผลนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล Nucleotide  
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รูปท่ี 1.11 รูปแบบ summary (A) และ FASTA (B) ในการแสดงผลจากฐานขอมูล Nucleotide 
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ฐานขอมูล Protein [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein] 

 Protein เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมโปรตีนจากหลายแหลงขอมูล ไดแก GenPept, 

RefSeq, Swiss-Prot, PIR, PRF และ PDB การเขาสูฐานขอมูล Protein สามารถเขาจากหนาแรก

ของ NCBI website (รูปท่ี 1.1) เม่ือคลิกท่ีคําวา Protein (บริเวณดานขวาภายใตหัวขอ Popular 

Resources) ก็จะเชื่อมโยงไปยังฐานขอมูล Protein ได (รูปท่ี 1.12) โดยสามารถพิมพคําสําคัญท่ี

ตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน หรือเลือกท่ีคําวา Advanced เพ่ือใชระบบ 

Advanced search ในการคนหาขอมูลโปรตีนไดอยางจําเพาะ นอกจากนี้สามารถเขาฐานขอมูล 

Protein โดยเชื่อมโยงมาจาก Related information จากฐานขอมูล PubMed หรือ Nucleotide 

ก็ได การแสดงผลขอมูลโปรตีนมีหลายรูปแบบ (รูปท่ี 1.13 และ 14) ไดแก 

• GenPept เปนการแสดงผลท่ีมีขอมูลรายละเอียด ดังนี้ ชื่อสิ่งมีชีวิต ชื่อโปรตีน 

Accession no. อนุกรมวิธาน บทความอางอิง แหลงท่ีมาของตัวอยาง สวนตางๆของ

โปรตีน ความยาวของกรดอะมิโน และลําดับกรดอะมิโน  

• Summary เปนการสรุปชื่อสิ่งมีชีวิต ชื่อโปรตีน ความยาวของกรดอะมิโน และ 

Accession no. 

• FASTA เปนการสรุปชื่อสิ่งมีชีวิต ชื่อโปรตีน Accession no. และลําดับกรดอะมิโน 

 

รูปท่ี 1.12 หนาแรกของฐานขอมูล 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 ในการแสดงผลโปรตีนจากฐานขอมูล Protein  
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รูปท่ี 1.14 รูปแบบการแสดงผล summary (A) และ FASTA (B) จากฐานขอมูล Protein 

 นอกจากนี้ยังสามารถเลือกคําสั่ง Send to (รูปท่ี 1.14 ดานขวาบน) เพ่ือถายโอนขอมูล

โปรตีนหรือลําดับกรดอะมิโนจากฐานขอมูล และบันทึกเขาสูคอมพิวเตอรของเราได ซ่ึงเปนวิธีท่ี

เหมาะสมสําหรับการบันทึกขอมูลหลายๆ โปรตีนพรอมๆ กันไดอยางรวดเร็ว สําหรับการแสดง 

ผลโปรตีนแบบ summary (รูปท่ี 1.14A) จะมี link ท่ีเชื่อมโยงไปสูขอมูลตางๆ ท่ีเก่ียวของ ไดแก 

Structure, Nucleotide, PubMed, Taxonomy และ Related sequences เปนตน  

 

รูปท่ี 1.15 หนาแรกของฐานขอมูล Structure [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/structure] 
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ฐานขอมูล Structure [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/structure] 

 Structure เปนฐานขอมูลโครงสรางสามมิติของสารชีวโมเลกุล ท่ีรวบรวมจาก  Protein 

Data Bank (PDB) และประกอบดวยเครื่องมือสําหรับการจําลองภาพสามมิติและการวิเคราะห

เปรียบเทียบโครงสราง การเขาสูฐานขอมูล Structure (รูปท่ี 1.15) โดยสามารถพิมพคําสําคัญท่ี

ตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน หรือเลือกท่ีคําวา Advanced เพ่ือใชระบบ 

Advanced search ในการคนหาขอมูลโครงสรางสามมิติไดอยางจําเพาะ นอกจากนี้สามารถเขา

ฐานขอมูล Structure โดยเชื่อมโยงมาจาก Related information จากฐานขอมูล PubMed หรือ 

Protein ก็ได การแสดงผลขอมูลโครงสรางสามมิติ (รูปท่ี 1.16 และ 17) มีลักษณะดังนี้ 

 

รูปท่ี 1.16 รูปแบบ summary ในการแสดงผลโครงสรางสามมิติจากฐานขอมูล Structure 

 การแสดงผลการคนหาโครงสรางสามมิติแบบ summary จะแสดงขอมูลตางๆ ไดแก 

• ชื่อโครงสรางสามมิติ ซ่ึงสามารถคลิกเพ่ือเชื่อมโยงไปดูรายละเอียดของโครงสามมิติได 

• Taxonomy เปนการแสดงอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิต 

• Proteins เปนการระบุจํานวนโปรตีนท่ีเปนองคประกอบอยูในโครงสราง 3 มิติดังกลาว 

• Chemicals เปนการระบุจํานวนสารเคมีท่ีสามารถจับกับโครงสรางสามมิติดังกลาว 

• Modified เปนการระบุวัน/เดือน/ป ท่ีมีการปรับปรุงขอมูลของโครงสรางสามมิติดังกลาว 

• MMDB ID เปนการระบุรหัสประจําตัวในฐานขอมูล Molecular Modeling database 

(MMDB) 

• PDB ID เปนการระบุรหัสประจําตัวในฐานขอมูล Protein Data Bank (PDB) 

• Link เชื่อมโยงไปสูขอมูลอ่ืนๆ ไดแก 

 View in iCn3D ดูรายละเอียดโครงสรางสามมิติ โดยใชโปรแกรม Cn3D 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/structure
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 Similar Structures คนหาสารชีวโมเลกุลท่ีมีโครงสรางคลายคลึงกัน 

 PubMed เชื่อมโยงไปสูการอางอิงบทความวิจัย ในฐานขอมูล PubMed 

 Proteins เชื่อมโยงไปสูโปรตีน ในฐานขอมูล Protein 

 Conserved Domains คนหาสวน domains ของโปรตีนท่ีมีลักษณะอนุรักษ 

 PubChem Compound คนหาสารเคมีท่ีมีปฏิสัมพันธกับโครงสรางดังกลาว 

 รายละเอียดโครงสรางสามมิติท่ีไดจากฐานขอมูล Structure (รูปท่ี 1.17) ท่ีสําคัญ ไดแก 

• Citation เปนขอมูลอางอิงถึงบทความวิจัยท่ีรายงานโครงสรางสามมิติดังกลาว 

• Biological Unit เปนขอมูลทางชีวภาพของโครงสราง ประกอบดวย 

 Molecular graphic เปนการแสดงโครงสรางสามมิติ และระบุจํานวน 

subunits ของโปรตีน  

 Interactions ระบุชนิดของสารชีวโมเลกุลท่ีมีปฏิสัมพันธกับโครงสรางสามมิติ 

 Download Structure Data สามารถดาวนโหลดขอมูลโครงสรางสามมิติได 

• Molecular Components เปนขอมูลทางอณูชีววิทยาของโครงสราง ประกอบดวย 

 Proteins ระบุชนิดและจํานวนของโปรตีนท่ีเปนสวนประกอบในโครงสราง 

 Chemicals ระบุชนิดและจํานวนของสารเคมีท่ีมีปฏิสัมพันธกับโครงสรางสาม

มิติดังกลาว 

 ตัวอยางเชน จากรูปท่ี 1.17 เปนการคนหาขอมูลโครงสรางสามมิติของเอนไซม 

neuraminidase ของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญสายพันธุ H1N1 (H1N1 influenza A virus) พบวามี

ขอมูลท่ีสนใจ คือ เอนไซมดังกลาวมีลักษณะเปน tetrameric ประกอบดวยโปรตีน 4 หนวยยอย 

โดยมีปฏิสัมพันธกับสารเคมี อ่ืนๆ ไดแก  

• 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 

 



Biological Databases 

23 
 

 

รูปท่ี 1.17 รายละเอียดโครงสรางสามมิติท่ีไดจากฐานขอมูล Structure 
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การวิเคราะหโครงสรางสามมิติดวยโปรแกรม Cn3D 

 จากผลโครงสรางสามมิติจากฐานขอมูล Structure (รูปท่ี 1.16) หากคลิกท่ี View in 

iCn3D จะเชื่อมโยงไปพิจารณาโครงสรางสามมิติดวยโปรแกรม Cn3D ซ่ึงสามารถปรับเปลี่ยนการ

ดูรายละเอียดของโครงสราง ไดแก (รูปท่ี 1.18 และ 19)    

• File สามารถเปดดูขอมูล  หรือบันทึกขอมูลโครงสรางสามมิติ 

• Select เลือกแสดง หรือเนนเฉพาะสวนท่ีสนใจโครงสรางสามมิติ  

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

• Color ปรับเปลี่ยนสีของโมเลกุล หรืออะตอมตางๆ ในโครงสรางสามมิติ 

• Surface ปรับเปลี่ยนรูปแบบพ้ืนผิวของโมเลกุลในโครงสรางสามมิติ 

• Analysis วิเคราะหโครงสราง เชน ระยะหาง ปฏิสัมพันธ และพันธะทางเคมีตางๆ  

• Other ปรับมุมมอง การยอขนาด การขยายขนาด และการหมุนโครงสราง เปนตน  

 

 

 

รูปท่ี 1.18 การแสดงผลโครงสรางสามมิติดวยโปรแกรม Cn3D 
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รูปท่ี 1.19 การปรับเปลี่ยนรูปแบบตางๆ (style) ของโครงสรางสามมิติ ดวยโปรแกรม Cn3D 
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ฐานขอมูล Taxonomy [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy] 

 Taxonomy เปนฐานขอมูลท่ีแสดงชื่อและอนุกรมวิธานทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต การ

เขาสูฐานขอมูล Taxonomy สามารถเขาจาก https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy 

(รูปท่ี 1.20) โดยสามารถพิมพคําสําคัญท่ีตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน หรือเลือก

ท่ีคําวา Advanced เพ่ือใชระบบ Advanced search ในการคนหาขอมูลอนุกรมวิธานของ

สิ่งมีชีวิตไดอยางจําเพาะ นอกจากนี้สามารถเขาฐานขอมูล Taxonomy โดยเชื่อมโยงมาจาก 

Related information จากฐานขอมูล PubMed หรือ Nucleotide, Protein หรือ Structure ก็

ได การแสดงผลขอมูลอนุกรมวิธาน (รูปท่ี 1.21)  

 

รูปท่ี 1.20 หนาแรกของฐานขอมูล Taxonomy 

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

ผลการคนหาอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิต จะแสดงขอมูลตางๆ ไดแก 

• Taxonomy ID เปนการระบุรหัสประจําตัวในฐานขอมูล Taxonomy 

• Scientific name ชื่อทางวิทยาศาสตรของสิ่งมีชีวิต 

• Lineage เปนการระบุอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิต โดยแบงเปน Kingdom, Family, 

Genus, Species และ Subtypes เปนตน 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy
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รูปท่ี 1.21 ผลการคนหาอนุกรมวิธานของสิ่งมีชีวิตจากฐานขอมูล Taxonomy 

ฐานขอมูล OMIM [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim] 

 OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) เปนฐานขอมูลของยีนและความ

ผิดปกติทางพันธุกรรมของมนุษยท่ีเก่ียวของในการเกิดโรค การเขาสูฐานขอมูล OMIM สามารถ

เขาจาก https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim (รูปท่ี 1.22) โดยสามารถพิมพคําสําคัญท่ี

ตองการคนหาใสลงไปในสวนชองวางดานบน หรือเลือกท่ีคําวา Advanced เพ่ือใชระบบ 

Advanced search ในการคนหาขอมูลไดอยางจําเพาะ การแสดงผลขอมูลท่ีไดจาก OMIM มี

ลักษณะ (รูปท่ี 1.23) ดังนี้ 

• Title ชื่อยีนท่ัวไป 

• Alternative titles or symbols ชื่อยีน หรือสัญลักษณชื่อยอของยีนอ่ืนๆ ท่ีใช 

• HGNC Approved Gene Symbol เปนชื่อยีนมาตรฐานท่ีใช 

• Cytogenetic location เปนการระบตํุาแหนงของยีนบนโครโมโซม 

• Genomic coordinates เปนการระบุตําแหนงของยีนใน genome sequences 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
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• Cloning and Expression เปนการอางอิงการทดลองศึกษาการแสดงออกของยีน 

• Gene Function เปนการระบุหนาท่ีของยีนโดยอางอิงจากการศึกษาวิจัย 

• References เปนการอางอิงถึงบทความวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 

รูปท่ี 1.22 หนาแรกของฐานขอมูล OMIM [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim] 

 

รูปท่ี 1.23 ผลการคนหายีนและความผิดปกติทางพันธุกรรมจากฐานขอมูล OMIM 



Biological Databases 

29 
 

เอกสารอางอิง และแนะนําอานเพ่ิมเติม 

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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ฐานขอมูลทางดานไวรัสวิทยา 

Virological Databases  

 นอกจากฐานขอมูลทางดานชีวภาพแลว ปจจุบันยังมีฐานขอมูลเฉพาะทางดานไวรัส

วิทยาเพ่ือใชในการเก็บรวบรวมขอมูลเชิงลึกตางๆ ท่ีเก่ียวกับเชื้อไวรัส และโรคท่ีเกิดจากการติด

เชื้อไวรัส  ในท่ีนี้จึงขอกลาวถึงฐานขอมูลทางดานไวรัสวิทยาท่ีสําคัญและนิยมใชอางอิงในงานวิจัย

ทางดานไวรัสวิทยา ดังนี้ 

ฐานขอมูล ICTV [https://talk.ictvonline.org] 

 เปนฐานขอมูลของ International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) ท่ี

นิยมใชเปนแหลงอางอิงมาตรฐานสากลในการจัดจําแนกอนุกรมวิธาน (taxonomy) ของเชื้อไวรัส 

(รูปท่ี 2.1) โดยฐานขอมูลจะมีการ update ขอมูลใหทันสมัยอยูเสมอ นอกจากนี้ผูใชสามารถ

ดาวนโหลด ICTV Master Species Lists ซ่ึงเปนไฟลท่ีรวบรวมขอมูลอนุกรมวิธานของเชื้อไวรัส

ท้ังหมดในฐานขอมูลมาใชได ปจจุบัน ICTV (ป 2017) มีการเก็บขอมูลอนุกรมวิธานของเชื้อไวรัส 

โดยแบงออกเปน 9 orders, 131 families, 46 subfamilies, 803 genera และ 4853 species  

 
รูปท่ี 2.1 ฐานขอมูล ICTV [https://talk.ictvonline.org] 

https://talk.ictvonline.org/
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ฐานขอมูล ViralZone [https://viralzone.expasy.org] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมเนื้อหาเก่ียวกับอณูชีววิทยาของเชื้อไวรัส ไดแก อนุกรมวิธาน 

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

(cell receptors), ปฏิสัมพันธระหวางไวรัสและเซลลเจาบาน (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 ฐานขอมูล ViralZone [https://viralzone.expasy.org] 

https://viralzone.expasy.org/
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ฐานขอมูล ViPR [http://www.viprbrc.org] 

 เปนฐานขอมูลสําหรับการคนควาขอมูล และการวิเคราะหขอมูลทางอณูชีววิทยาของเชื้อ

ไวรัส ซ่ึงประกอบดวย 3 สวนหลัก (รูปท่ี 2.3) ไดแก 

• ViPR Search Tools ใชสําหรับการคนหาขอมูลตางๆ ท่ีเก่ียวของกับเชื้อไวรัส เชน 

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

host factors เปนตน 

• Analysis Tools ใชสําหรับวิเคราะหขอมูลทางอณูชีววิทยาของเชื้อไวรัส เชน 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 เปนตน 

• Workbench เปนสวนท่ีใชในการเก็บบันทึกขอมูลท่ีไดจากการคนหา หรือการวิเคราะห

ดังกลาวขางตน และสามารถ uploads เพ่ือเผยแพร หรือสงตอใหเพ่ือนรวมงานได 

 

ฐานขอมูล VIPERdb [http://viperdb.scripps.edu/index.php] 

 Virus Particle Explorer database (VIPERdb) เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมโครงสราง 

icosahedral capsid ของเชื้อไวรัส ซ่ึงมีขอมูลหลายรูปแบบ (รูปท่ี 2.4) ไดแก X-ray structures, 

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

information, nucleic acid organization และ hetero atoms นอกจากนี้ยังมี utilities เพ่ือ

ใชในการวิเคราะห ไดแก 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 เปนตน 

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

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

 Immune Epitope DataBase (IEDB) เปนฐานขอมูลท่ีรวมรวมเนื้อหาเก่ียวกับ 

immune epitope ท่ีกระตุนระบบภูมิคุมกัน โดยแบงออกเปน 2 สวน (รูปท่ี 2.5) ไดแก 

• Search สําหรับใชในการคนหา immune epitope โดยสามารถเลือกต้ังคาในการคนหา 

ไดแก epitope, antigen, host, assay, MHC restriction และ disease เปนตน 

• Epitope Analysis Resource ใชในการวิเคราะหและทํานายตางๆ เชน  

 T cell epitope prediction 

 B cell epitope prediction  

 Epitope analysis tools 

 

รูปท่ี 2.5 ฐานขอมูล IEDB [http://www.iedb.org] 

 

http://www.iedb.org/
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ฐานขอมูล VirHostnet [http://virhostnet.prabi.fr] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมเนื้อหาเก่ียวกับปฏิสัมพันธระหวางโปรตีนของเชื้อไวรัส และ

โปรตีนของเซลลเจาบาน โดยแบงออกเปน 3 สวน (รูปท่ี 2.6) ไดแก 

• Search ใชสําหรับการคนหาขอมูลตางๆ ไดแก protein, domain, pathway 

taxonomy และ publication เปนตน 

• Browse ใชสําหรับใหแสดงขอมูลตามรูปแบบตางๆ เชน Baltimore group, Family 

rank และ Species rank เปนตน 

• Interology web service สําหรับใสขอมูลลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจลงไป จากนั้น

โปรแกรมจะเปรียบเทียบกับฐานขอมูลเพ่ือระบุปฏิสัมพันธของโปรตีน 

 
รูปท่ี 2.6 ฐานขอมูล VirHostnet [http://virhostnet.prabi.fr] 

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

 VVR (Virus Variation Resource) เปนฐานขอมูลหนึ่งของ NCBI ท่ีรวบรวมลําดับนิวคลี

โอไทด และกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสท่ีมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ซ่ึงมักจะเปนเชื้อไวรัส

ชนิดท่ีสามารถกอโรคติดเชื้ออุบัติใหม (รูปท่ี 2.7) ไดแก  

• 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)  

 โดยสามารถต้ังคาในการคนหาขอมูลไดมากมาย เชน Type/Species, Host, 

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

Collection date และ Release date เปนตน  

 
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 ฐานขอมูล Influenza Virus Resource ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 

 
รูปท่ี 2.9 ฐานขอมูล Dengue virus database ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 
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รูปท่ี 2.10 ฐานขอมูล Zika virus database ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 

 
รูปท่ี 2.11 ฐานขอมูล West Nile virus database ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 
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รูปท่ี 2.12 ฐานขอมูล Rotavirus database ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 

 
รูปท่ี 2.13 ฐานขอมูล MERS coronavirus database ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 
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รูปท่ี 2.14 ฐานขอมูล Ebolavirus database ท่ีเชื่อมโยงมาจาก NCBI-VVR 

 นอกจากนี้ยังมีฐานขอมูลเฉพาะของเชื้อไวรัสแตละชนิดท่ีสามารถกอโรครุนแรงในมนุษย 

ไดแก Hepatitis B virus, Hepatitis C virus, Human immunodeficiency virus (HIV), 

Influenza virus และ human papillomavirus (HPV) เปนตน  ในท่ีนี้จึงขอนําแนะฐานขอมูลท่ี

สําคัญสําหรับเชื้อไวรัสแตละชนิด ดังนี้ 

ฐานขอมูลสําหรับเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (Databases for hepatitis B virus) 

• SeqHepB [http://www.seqhepb.com] 

 เปนฐานขอมูลเก่ียวกับจีโนม และการวิเคราะหการกลายพันธุท่ีเก่ียวของกับการด้ือยา

ตานไวรัสของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (รูปท่ี 2.15) 

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

 เปนฐานขอมูลเก่ียวกับเชื้อไวรัสตับอักเสบบีโดยเฉพาะ ผูใชสามารถคนหาขอมูลจีโนม

และความหลากหลายทางพันธุกรรม พรอมท้ังสามารถวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด จําแนกสาย

พันธุ และวิเคราะหการกลายพันธุท่ีเก่ียวของกับการด้ือยาตานไวรัสของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (รูป

ท่ี 2.16)  

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

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

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูลทางคลินิกของผูปวยท่ีติดเชื้อ และระบาดวิทยาของเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบบี ในปจจุบันฐานขอมูลนี้ไดรวบรวมขอมูลของผูปวยไวมากกวา 6 พันราย และมี

ลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีมากกวา 8 พันตัวอยาง นอกจากนี้ยังมีเครื่องมือใน

การวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด การจําแนกสายพันธุ และวิเคราะหการกลายพันธุ ท่ี

เก่ียวของกับการด้ือยาตานไวรัสของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (รูปท่ี 2.17) 

 
รูปท่ี 2.17 ฐานขอมูล HepSEQ [http://www.hepseq.org] 

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

 เปนฐานขอมูลท่ีเนนการวิเคราะหหา regulatory sequences บนลําดับนิวคลีโอไทด

หรือจีโนมของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (รูปท่ี 2.18) พรอมท้ังมีเครื่องมือในการวิเคราะหเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทด การคนหาบริเวณอนุรักษ (conserved regions) และโครงสรางทติยภูมิของ

อารเอ็นเอ (RNA secondary structures) 

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

 

ฐานขอมูลสําหรับเชื้อไวรัสตับอักเสบซี (Databases for hepatitis C virus) 

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

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี (HCV sequence 

database) และขอมูลระบบภูมิคุมกันท่ีตอตานเชื้อไวรัสตับอักเสบซี (HCV immunology 

database) เชน CTL epitopes, T helper epitopes และ Antibodies พรอมท้ังมีเครื่องมือ

สําหรับการวิเคราะหตางๆ เชน search, alignment, sequence analysis, phylogenetics และ 

format converter เปนตน (รูปท่ี 2.19) 

 

• euHCVdb [http://euhcvdb.ibcp.fr] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูลเก่ียวกับลําดับนิวคลีโอไทด โปรตีน และโครงสรางสามมิติ 

ท่ีเก่ียวของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี พรอมท้ังมีเครื่องมือสําหรับการวิเคราะหลํา ดับนิวคลีโ อไทด 

โปรตีน และโครงสรางสามมิติ (รูปท่ี 2.20) 

 

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

 

 

 

รูปท่ี 2.20 ฐานขอมูล euHCVdb [http://euhcvdb.ibcp.fr] 
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ฐานขอมูลสําหรับเชื้อไวรัสเอชไอวี (Databases for human immunodeficiency virus) 

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

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูลการรักษาผูปวยดวยยาตานไวรัส ผลทางคลินิก คุณสมบัติ

ของเชื้อไวรัส ความหลากหลายทางพันธุกรรม และจําแนกเปนสายพันธุตางๆ ของเชื้อไวรัสเอชไอ

วี แลวสรุปเปนขอมูลความสัมพันธดานตางๆ (รูปท่ี 2.21) ไดแก 

 สายพันธุของเชื้อไวรัสและการรักษาผูปวย (genotype-treatment)  

 สายพันธุของเชื้อไวรัส และคุณสมบัติของเชื้อไวรัส (genotype-phenotype) 

 สายพันธุของเชื้อไวรัส และผลทางคลินิก (genotype-clinical outcomes) 

 

 

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

 

 

 

 

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

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสเอชไอวี (HIV sequence) ผล

การทดสอบวัคซีน (vaccine trials) ใน nonhuman primates และขอมูลทางดานระบบ

ภูมิคุมกัน (immunology) ท่ีตอตานเชื้อไวรัสเอชไอวี พรอมท้ังมีเครื่องมือสําหรับการวิเคราะห

รูปแบบตางๆ เชน search, alignments และ tools ตางๆ เปนตน (รูปท่ี 2.22) 

 

 

รูปท่ี 2.22 ฐานขอมูล LANL HIV database [http://hiv.lanl.gov] 

 

• bNAber [http://bnaber.org] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมแอนติบอดีชนิดตางๆ ท่ีจําเพาะตอเชื้อไวรัสเอชไอวี (broadly 

neutralizing HIV antibodies) และสามารถวิเคราะหเปรียบเทียบการจับกันระหวางแอนติบอดี

ชนิดตางๆ และเชื้อไวรัสเอชไอวีสายพันธุตางๆ ซ่ึงชวยในกระบวนการพัฒนาวัคซีนตานเชื้อไวรัส

เอชไอวีได (รูปท่ี 2.23) 

http://hiv.lanl.gov/
http://bnaber.org/
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รูปท่ี 2.23 ฐานขอมูล bNAber [http://bnaber.org] 

ฐานขอมูลสําหรับเชื้อไวรัสปาปลโลมา (Databases for papillomavirus) 

• PAVE [https://pave.niaid.nih.gov] 

 Papillomavirus Episteme (PAVE) เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูลจีโนม ยีน และ

โปรตีนของ papillomavirus ท่ีพบการติดเชื้อท้ังในคน และสัตวชนิดตางๆ ซ่ึงประกอบดวย 3 

สวนหลัก (รูปท่ี 2.24) ไดแก  

 Search เปนการคนหาขอมูล จีโนม ยีน โปรตีน โครงสรางสามมิติ และรูปภาพ

ท่ีเก่ียวของกับ papillomavirus สายพันธุตางๆ  

 Analyze เปนการวิเคราะหขอมูล ไดแก multiple sequence alignment, 

protein structure viewer และ L1 taxonomy tool เปนตน 

 Explore เปนการสํารวจฐานขอมูล โดยแบงออกเปน reference genomes, 

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

chapters, image viewer, movies และ phylogenetic tree เปนตน 

https://pave.niaid.nih.gov/
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รูปท่ี 2.24 ฐานขอมูล PAVE [https://pave.niaid.nih.gov] 

 

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

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมขอมูล และการวิเคราะหเก่ียวกับระบบภูมิคุมกันท่ีตอบสนองตอ

เชื้อ human papillomavirus (HPV) ซ่ึงประกอบดวย 3 สวนหลัก ไดแก  

 Search การคนหาขอมูล ไดแก HPV viral sequences, HLA ligands และ T-

cell epitopes ท่ีตอบสนองตอ HPV เปนตน 

 Tools เครื่องมือในการวิเคราะห ไดแก BLAST, alignment, variability 

analysis และ view epitope เปนตน 

 Classification เปนระบบการจําแนกสายพันธุของ HPV โดยแบงออกเปน 

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] 

 

ฐานขอมูลสําหรับเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ (Databases for influenza virus) 

 นอกจากฐานขอมูล Influenza Virus Resource (IVR) ท่ีอยูใน NCBI-VVR ท่ีกลาวไปแลว

ขางตน ยังมีฐานขอมูลสําคัญอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวของกับเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ ดังนี้ 

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

 เปนฐานขอมูลท่ีมีรูปแบบสอดคลองคลายคลึงกับ ViPR แต IRD จะเนนสําหรับการ

คนควาขอมูล และการวิเคราะหขอมูลทางอณูชีววิทยาของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญโดยเฉพาะ ซ่ึง

ประกอบดวย 3 สวนหลัก (รูปท่ี 2.26) ไดแก 

http://www.fludb.org/
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 Search ใชสําหรับการคนหาขอมูลตางๆ ท่ีเก่ียวของกับเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ 

เชน sequences & strains, animal surveillance, sequence feature 

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

host factors เปนตน 

 Analysis Tools ใชสําหรับวิเคราะหขอมูลทางอณูชีววิทยาของเชื้อไวรัส เชน 

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

Metadata-driven comparative analysis, HPAI H5N1 clade 

classification, swine H1 clade classification และ BLAST เปนตน 

 Workbench เปนสวนท่ีใชในการเก็บบันทึกขอมูลท่ีไดจากการคนหา หรือการ

วิเคราะหดังกลาวขางตน และสามารถ uploads เพ่ือเผยแพร หรือสงตอให

เพ่ือนรวมงานได 

 

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

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสไขหวัด

ใหญ โดยสามารถต้ังคาในการคนหาขอมูลไดมากมาย เชน Type, Host, Country/Region, 

Segment, Year และ Sequence length เปนตน (รูปท่ี 2.27) นอกจากนี้ยังมีเครื่องมือสําหรับ

ใชในการวิเคราะหขอมูล เชน sequence distribution tool, sequence quality filter 

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

structure view และ sequence polymorphism เปนตน 

 
รูปท่ี 2.27 ฐานขอมูล IVDB [http://influenza.big.ac.cn] 

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

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวมลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสไขหวัด

ใหญ โดยสามารถต้ังคาในการคนหาขอมูลไดมากมาย เชน virus type, HA subtype, NA 

subtype, lineage, host, continent และ country เปนตน (รูปท่ี 2.28) นอกจากนี้ยังสามารถ

แสดงขอมูลทางสถิติดานระบาดวิทยาของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ โดยแบงออกเปน  

 Graphic plot กราฟระหวางปท่ีระบาด และจํานวนผูติดเชื้อท่ัวโลก 

 Geolocation แสดงพ้ืนท่ีท่ีมีการระบาดบนแผนท่ีโลก 

 Similarity map กราฟแสดงความเหมือนระหวางสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส

ไขหวัดใหญสายพันธุตางๆ  

http://influenza.big.ac.cn/
http://platform.gisaid.org/


ฐานขอมูลทางดานไวรัสวิทยา 

54 
 

 
รูปท่ี 2.28 ฐานขอมูล OpenFluDB [http://platform.gisaid.org] 
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การวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 

Nucleotide sequence analysis 

เทคนิคการหาลําดับสารพันธุกรรม (DNA sequencing) 

การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี Dideoxy chain termination method เปนท่ีนิยม

เนื่องจากเปนวิธีท่ีงายและมีประสิทธิภาพ โดยในปฏิกิริยาจะประกอบดวย DNA polymerase, 

deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs), single primer และ DNA template แตจะ

มีการใส dideoxyribonucleotide triphosphate (ddNTPs) ไดแก ddATP, ddTTP, ddGTP 

และ ddCTP  ซ่ึงติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสีหรือสารเรืองแสงท่ีมีสีแตกตางกัน โดยท่ีสาร 

ddNTPs นี้จะมีโครงสรางคลายคลึงกับ dNTPs ปกติ แตจะมีความแตกตางเฉพาะท่ีคารบอน

ตําแหนงท่ี 3 จะมี H แทนท่ี OH (รูปท่ี 3.1) ซ่ึงคุณสมบัตินี้จะทําใหไมสามารถเกิด พันธะ 

phosphodiester bond ตอสาย DNA ได จึงเกิดการหยุดตอสาย (Chain termination) ซ่ึงใน

ปฏิกิริยาการตอสาย DNA polymerase จะมีการนําเอาท้ัง dNTP และ ddNTP มาใชในการสราง

สาย DNA ใหม ดังนั้นปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นจึงมีท้ังการตอสาย (เม่ือใช dNTP) และการหยุดตอสาย 

(เม่ือใช ddNTP) ผสมกัน เม่ือนําผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยามา run ใน polyacrylamide gel 

electrophoresis แลวทํา autoradiography โดยใชฟลม X-rays ก็จะไดแถบท่ีใชในการอาน

ลําดับ DNA ได (รูปท่ี 3.1) 

ในปจจุบันมีการพัฒนาหลักการของวิธี Chain termination method มาใชกับเครื่อง

อานลําดับ DNA อัตโนมัติ (Automated DNA sequencer) โดยใช ddNTP ท่ีติดฉลากดวยสาร

เรืองแสงท่ีมีสีแตกตางกันใน ddNTP แตละชนิด จึงทําใหสามารถใสรวมกันใหเกิดปฏิกิริยาใน

หลอดเดียวกันได หลังจากปฏิกิริยาเสร็จสิ้น สามารถนํามา Run ใน Capillary electrophoresis 

ซ่ึงมีความสามารถในการแยกไดดี นอกจากนี้มีตัวตรวจวัด (Detector) ซ่ึงสามารถแยกสัญญาณ

การเรืองแสงท่ีมีความยาวคลื่นแตกตางกันของสารเรืองแสงแตละชนิด ทําใหสามารถแยกและ

วิเคราะหลําดับ DNA ไดอยางมีประสิทธิภาพ (รูปท่ี 3.2) 
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รูปท่ี 3.1 หลักการหาลําดับสารพันธุกรรม ดวยวิธี Chain termination method 

 
รูปท่ี 3.2 หลักการทํางานของเครื่อง automated DNA sequencer 
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 กราฟลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide chromatogram) 

 ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากเครื่อง automated DNA sequencer จะเปน

ไฟลขอมูล (.ab1 file) ท่ีเรียกวากราฟลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide chromatogram) เม่ือ

เปดไฟลในโปรแกรมท่ีใชในการวิเคราะห จะแสดงผลเปนกราฟท่ีแสดงระดับ (intensity level) 

ของสัญญาณเรืองแสง 4 สี (A สีเขียว, T สีแดง, C สีน้ําเงิน และ G สีดํา) และลําดับเบสท่ีไดจาก

การแปลผลอัตโนมัติ (รูปท่ี 3.3) 

 

รูปท่ี 3.3 ตัวอยางขอมูลท่ีไดจากเครื่อง automated DNA sequencer 

 การวิเคราะหกราฟลําดับนิวคลีโอไทด 

 โดยท่ัวไปกอนท่ีจะนําลําดับนิวคลีโอไทดไดจากเครื่อง automated DNA sequencer 

มาวิเคราะห ควรตรวจสอบเบื้องตนกอนวาขอมูลท่ีไดนั้นมีความถูกตองนาเชื่อถือหรือไม และ

จําเปนจะตองตัดลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide trimming) ในสวนท่ีเปน noise signal ซ่ึงเปน 

ขอมูลท่ีไมถูกตองหรือมีความนาเชื่อถือนอยออกไป ดังนี้ 

 กราฟลําดับนิวคลีโอไทดชวงตน มักอยูในชวงตําแหนง 50-100 bp (รูปท่ี 3.4) 

 

รูปท่ี 3.4 ตัวอยาง Noise signal ในชวงตนของกราฟลําดับนิวคลีโอไทด 

 กราฟลําดับนิวคลีโอไทดชวงทาย มักอยูในชวงตําแหนงท่ีมากกวา 900 bp (รูปท่ี 3.5) 
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รูปท่ี 3.5 ตัวอยาง Noise signal ในชวงทายของกราฟลําดับนิวคลีโอไทด 

 Unclear signals กราฟลําดับนิวคลีโอไทดไมชัดเจน (รูปท่ี 3.6) ไดแก 

 Double peaks จากรูปท่ี 3.6 จะเห็นกราฟลําดับนิวคลีโอไทดซอนทับกัน

ระหวางกราฟสีแดง และกราฟสีดํา แตกราฟสีแดงมี peak ท่ีสูงกวา จึงทําให

เครื่องอานผลเปนเบส T เทานั้น ซ่ึงกรณีท่ีพบกราฟซอนกัน อาจแปลผลไดหลาย

แบบ เชน sequencing error, heterozygous alleles หรือ minor mutation 

ดังนั้นจึงควรทํา DNA sequencing ซํ้าอีกครั้งหรือทํา bidirectional 

sequencing เพ่ือเพ่ิมความถูกตองแมนยําในการแปลผล  

 Repeat bases ในกรณีท่ีลําดับเบสซํ้าๆ กัน อาจทําใหเครื่องอานสัญญาณเรือง

แสงผิดพลาด จากรูปท่ี 3.6 จะเห็นกราฟสีแดงจํานวน 4 peaks ติดตอกัน แต

เครื่องอานผลเปนเบส T จํานวน 5 ตัว ดังนั้นจึงควรสังเกตลักษณะ peaks 

ดังกลาวเพ่ือแกไขขอมูลลําดับเบสใหถูกตอง 

 Too low signal ในบางกรณีอาจพบสัญญาณเรืองแสงท่ีมี peak ตํ่ามาก จึงควร

พิจารณาวาเปน noise signal หรือ เปน peak ของลําดับเบสจริงๆ (รูปท่ี 3.6) 

 

รูปท่ี 3.6 ตัวอยาง unclear signals ชนิดตางๆ 
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 การหาลําดับนิวคลีโอไทดสองทิศทาง (Bidirectional sequencing) 

 เปนการหาลําดับนิวคลีโอไทด 2 ครั้ง โดยใช forward primer และ reverse primer ซ่ึง

มีทิศสวนทางกัน จะทําใหไดผลลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีนเดียวกัน จึงเปนการยืนยันผลซ่ึงกัน

และกัน (รูปท่ี 3.7) แตในบางกรณีอาจพบวาผลท่ีไดจาก bidirectional sequencing มีความ

ขัดแยงกัน จึงควรทํา DNA sequencing ซํ้าแบบ duplicates หรือ triplicates  เพ่ือใหไดผล

ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความถูกตองมากขึ้น 

 
รูปท่ี 3.7 แผนภาพแสดงกระบวนการ bidirectional sequencing 

การนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาเชื่อมตอกัน (Nucleotide sequence assembly) 

 เนื่องจากลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากเครื่อง automated DNA sequencer มีความยาว

จํากัดอยูท่ีประมาณ 800-1,000 bp แตในการศึกษารหัสพันธุกรรมของยีนตางๆ หรือจีโนมจะมี

ความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดมากกวานั้น จึงมีความจําเปนในการเพ่ิมจํานวน DNA เปนทอนๆ 

ท่ีมีสวนซอนทับกันอยางนอย 20-30 bp (overlapping fragments) จากนั้นหาลําดับนิวคลีโอ

ไทดของแตละทอน แลวนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาเชื่อมตอกัน (nucleotide sequence 

assembly) เพ่ือใหไดเปนยีนท่ีสมบูรณ (full length gene) หรือจีโนม (genome) ดังรูปท่ี 3.8 

 

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

 การจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด ใชในการวิเคราะหเปรียบเทียบวาลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีนท่ีสนใจมีลําดับเบสเหมือนหรือแตกตางกันอยางไร โดยสามารถเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด

เปนคู จํานวน 2 สาย (pair sequences alignment) หรือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน

หลายสายพรอมๆ กัน (multiple sequences alignment) ซ่ึงจัดไดวาเปนการวิเคราะหท่ีมี

ความสําคัญมาก สามารถประยุกตใชในการศึกษาทางอณูชีววิทยาดานตางๆ ดังนี้ 

 การศึกษารูปแบบ RNA splicing  

 การแสดงออกของยีนเก่ียวของกับกระบวนการสําคัญท่ีเรียกวา Central Dogma ซ่ึง

ประกอบดวยกระบวนการถอดรหัส (transcription) จาก DNA ไปสู RNA และกระบวนการแปล

รหัส (translation) จาก RNA ไปเปนโปรตีน (polypeptide) ในสิ่งมีชีวิตท่ีเปน eukaryotes จะ

มีเยื่อหุมนิวเคลียสแบง compartment อยางชัดเจนทําใหกระบวนการถอดรหัสเกิดขึ้นใน

นิวเคลียส จากนั้น RNA ท่ีไดจะตองผานกระบวนการ RNA processing ซ่ึงประกอบดวย การเติม 

5’-capping, RNA splicing  และ poly A-tails ทําใหไดเปน mature RNA ท่ีมีความเสถียร แลว

เคลื่อนท่ีออกไปสูไซโตพลาสซึมของเซลลเพ่ือเกิดกระบวนการแปลรหัสใหไดเปนโปรตีน ซ่ึงใน

ขั้นตอน RNA splicing จะเปนการนําเอาสวนท่ีเปน introns ออกไป แลวนําสวนท่ีเปน exons มา

เชื่อมตอกัน โดยรูปแบบการเกิด RNA splicing มีไดหลายรูปแบบ (alternative splicing) หาก

ตองการศึกษารูปแบบดังกลาว สามารถจัดเรียงเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีสนใจ

ระหวาง genomic DNA (มีท้ัง introns และ exons) และ complementary DNA (มีแต exons) 

โดยลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเหมือนกันระหวาง genomic DNA และ complementary DNA จะ

เปนสวน exons ในขณะท่ีสวนท่ีขาดหายไปใน complementary DNA ก็คือสวนท่ีเปน introns 

ดังนั้นดวยการเปรียบเทียบแบบ pair sequences alignment จะทําใหศึกษารูปแบบการเกิด 

RNA splicing ของยีนท่ีสนใจได (รูปท่ี 3.9) 
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รูปท่ี 3.9 การศึกษา RNA splicing ดวยวิธี pair sequences alignment 

 การศึกษาความเหมือน (identity) และความแตกตาง (distance)  

 การศึกษาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด หรือลําดับกรดอะมิโน แบบ multiple 

sequences alignment สามารถใชในการคํานวณหาคาความเหมือน (identity score)  และคา

ความแตกตาง (distance score) ระหวางสิ่งมีชีวิตแตละ species หรือ ไวรัสแตละสายพันธุได ซ่ึง

สามารถประยุกตใชประโยชนไดดังนี้ 

• คาความเหมือน (identity score) นิยมใชในการบงชี้วาลําดับนิวคลีโอไทด หรือลําดับ

กรดอะมิโนท่ีเราสนใจ (query sequence) นั้นเปนยีน หรือโปรตีนชนิดใด และเปน

สิ่งมีชีวิตชนิดใด ตัวอยางเชน หากมีลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV) ท่ี

แยกไดจากผูปวย แลวตองการจําแนกวาเชื้อ HBV ดังกลาวเปนสายพันธุ (genotype) ใด 

ก็สามารถทํา multiple sequences alignment เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของ

เชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV) genotypes ตางๆ แลวคํานวณหาคาความเหมือน 

(identity) จากตารางท่ี 3.1 บงชี้วา query sequence นาจะจําแนกเปน HBV 

genotype C เนื่องจากมีความเหมือนมากท่ีสุด (97.70%) นอกจากนี้หลักการดังกลาวยัง

ประยุกตใชเปน เครื่องมือในการคนหาเปรียบเทียบความคลายคลึงกันทางชีวภาพ (Basic 

Local Alignment Search Tool) [BLAST] ซ่ึงจะกลาวรายละเอียดในบทตอไป   
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ตารางท่ี 3.1 คาความเหมือน (identity) ระหวางเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV) genotypes ตางๆ 

 

• คาความแตกตาง (distance score) เปนคาท่ีตรงกันขามกับคาความเหมือน นิยมใชใน

การวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis) ชนิด distance 

method ซ่ึงจะกลาวรายละเอียดในบทตอไป   

 การศึกษาบริเวณ conserved และ variable regions  

 การศึกษาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดแบบ multiple sequences alignment 

สามารถใชในการจําแนกบริเวณท่ีเปนลักษณะสําคัญของยีน (รูปท่ี 3.10) ไดดังนี้ 

• บริเวณอนุรักษ (conserved region) เปนบริเวณท่ีไมพบการกลายพันธุ ซ่ึงบงชี้วาลําดับ

นิวคลีโอไทดบริเวณนี้ ถูกใชในการสรางกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบสําคัญในดาน

โครงสรางและหนาท่ีของโปรตีน (เชน เปน binding site หรือ active site) ถาหากเกิด

การกลายพันธุบริเวณนี้จะทําใหโปรตีนทํางานไมได และสิ่งมีชีวิตจะไมสามารถดํารงชีพ

ได จึงจําเปนตองอนุรักษบริเวณดังกลาวใหคงอยูแบบเดิม นอกจากนี้สวน conserved 

regions บนลําดับนิวคลีโอไทด ไดรับความนิยมในการเลือกใชเพ่ือออกแบบ primers 

สําหรับใชในเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ซ่ึงจะกลาวรายละเอียดในบท

ตอไป 

• บริเวณแปรเปลี่ยน (variable region) เปนบริเวณท่ีพบการกลายพันธุคอนขางมาก ซ่ึง

บงชี้วาสิ่งมีชีวิตมีการตอบสนองตอสิ่งแวดลอม ทําใหมีการปรับเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอไทด

บริเวณนี้ เพ่ือใหสามารถดํารงชีพอยูได  

• บริเวณท่ีเพ่ิมขึ้น หรือขาดหายไป (insertion/deletion) เปนบริเวณท่ีพบการ

เปลี่ยนแปลงท่ีอาจสงผลตอโครงสรางและหนาท่ีของยีนและโปรตีนได 



การวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 

66 
 

 

รูปท่ี 3.10 ตัวอยางการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวาง WU และ KI polyomavirus 

เพ่ือใชจําแนก conserved/variable regions และ insertion/deletion regions 

 การวิเคราะหการกลายพันธุ (Mutation analysis) 

 การกลายพันธุระดับยีน แบงออกไดเปนหลายรูปแบบ ดังนี้ 

• Substitution การเปลี่ยนแปลงลําดับเบส ซ่ึงแบงออกเปน 

 Purine transition เปลี่ยนระหวาง purine bases (A ↔ G) 

 Pyrimidine transition เปลี่ยนระหวาง pyrimidine bases (C ↔ T)  

 Transversion เปลี่ยนระหวาง pyrimidine (C/T) ↔ purine (A/G) 

• Point mutation ท่ีเกิดขึ้นบริเวณท่ีเปน coding sequence ของยีน แบงออกเปน 

 Synonymous (silent) mutation มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสของยีน 

แตลําดับของกรดอะมิโนคงเดิม 

 Nonsynonymous mutation มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสของยีน แลว

ทําใหการแปลรหัสเปลี่ยนแปลงไป (ตารางท่ี 3.2) ไดแก 

o Missense mutation มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสของยีน แลวทํา

ใหลําดับของกรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไป 

o Nonsense mutation มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสของยีน แลว

กลายเปน stop codon ซ่ึงจะทําใหหยุดกระบวนการแปลรหัส 
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• Insertion mutation มีลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ิมขึ้น  

• Deletion mutation มีลําดับนิวคลีโอไทดขาดหายไป 

• Frame shift mutation เปนผลมาจากมีลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ิมขึ้น (insertion) หรือ

ลําดับนิวคลีโอไทดขาดหายไป (deletion) ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง coding 

frame ของรหัส codon ท่ีประกอบดวยลําดับเบสจํานวน 3 ตัว จึงมีผลทําใหได

ลําดับกรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไปจากเดิมอยางมาก 

ตารางท่ี 3.2 รหัส codon บน mRNA สําหรับการแปลรหัสเปนกรดอะมิโน 

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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โปรแกรมในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโน 

 ในปจจุบันมีโปรแกรมสําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโน 

จํานวนหลายโปรแกรม ในท่ีนี้จะขอกลาวถึงเฉพาะโปรแกรม BioEdit (Biological sequence 

alignment editor for Window) เนื่องจากเปนโปรแกรมท่ีสามารถใชงานไดฟรีโดยไมเสีย

คาใชจาย (freeware) มีรูปแบบการใชงานงายไมซับซอน มีคําสั่งใหเลือกใชงานวิเคราะหได

หลากหลายประเภท เปนโปรแกรมท่ีมีมาตรฐานเปนท่ียอมรับสําหรับงานวิจัยในระดับนานาชาติ 

และผูเขียนมีประสบการณในการใชงานโปรแกรมนี้มาหลายป จึงขอสรุปขั้นตอนการใชงานของ

โปรแกรม BioEdit ดังนี้ 

1. Download โปรแกรม ไดจาก http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html 

(รูปท่ี 3.11) โดยคลิกท่ีคําวา “BioEdit.zip (full installation 12.6 Mb)” เพ่ือ

ดําเนินการ download โปรแกรม เม่ือ download เสร็จแลว ก็ดําเนินการติดต้ัง

โปรแกรมโดยเลือก file ท่ีชื่อวา “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. เม่ือติดต้ังโปรแกรมเสร็จแลว ก็สามารถเปดโปรแกรมขึ้นมาใชงานงานไดทันที จากนั้น

สามารถเลือก file ท่ีตองการเปดใชงานในการวิเคราะห ซ่ึงโปรแกรม BioEdit สามารถ

รองรับ files ชนิดตางๆ ไดแก 

• 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. การใชโปรแกรม BioEdit ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ประเภทตางๆ  

 การวิเคราะหกราฟลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชโปรแกรม BioEdit 

 1. เริ่มตนจากการเปด ABI File (.ab1) ท่ีไดจากเครื่อง automated DNA sequencer 

โดยคลิกท่ี File > Open แลวเลือก file ท่ีตองการเปด (รูปท่ี 3.12) โปรแกรมจะแสดงผลเปน 2 

สวน คือหนาแสดงกราฟลําดับนิวคลีโอไทด และหนาแสดงเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทด (รูปท่ี 3.13) 

 2. ในหนาท่ีแสดงกราฟลําดับนิวคลีโอไทด (รูปท่ี 3.13 สวนบน) ผูใชสามารถปรับขนาด

ของกราฟลําดับนิวคลีโอไทด ไดดังนี้ 

• Vertical scale เพ่ือปรับความสูงของกราฟ 

• Horizontal scale เพ่ือปรับความกวางของกราฟ 
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รูปท่ี 3.12 การเปด ABI file โดยใชโปรแกรม BioEdit 

 

รูปท่ี 3.13 การแสดงผลกราฟลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชโปรแกรม BioEdit 
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 3. ในกรณีท่ีทํา bidirectional sequencing คือการหาลําดับนิวคลีโอไทด 2 ครั้ง โดยใช 

forward primer และ reverse primer ซ่ึงมีทิศสวนทางกัน ในการวิเคราะหผลของกราฟลําดับ

นิวคลีโอไทดท่ีไดจาก reverse primer จําเปนจะตองทําการกลับทิศทาง และเปลี่ยนเปนเบสคูสม 

(Reverse and Complement) เพ่ือทําใหไดผลลําดับนิวคลีโอไทด เปน strand ท่ีตรงกับผลท่ีได

จาก forward primer เนื่องจากโปรแกรมการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดนิยมแสดงผลและ

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายท่ีเปน sense strand (+) เทานั้น ซ่ึงโปรแกรม BioEdit 

สามารถทํา Reverse and Complement ได ดังนี้ 

• ในหนาแสดงกราฟลําดับนิวคลีโอไทด ใหเลือกท่ีคําสั่ง View > Reverse 

Complement (รูปท่ี 3.14) 

• ในหนาท่ีแสดงเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทด ใหคลิกท่ีชื่อของลําดับนิวคลีโอไทด (เชน 

DNA sequence_Reverse) แลวเลือกท่ีคําสั่ง Sequence > Nucleic acid > 

Reverse Complement 

 
รูปท่ี 3.14 การ Reverse Complement สําหรับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจาก reverse primer 

 4. ผูใชสามารถเลื่อนดูกราฟลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนงตางๆ เพ่ือตรวจสอบเบื้องตนวา

ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีกําลังวิเคราะหนั้น มีบริเวณใดท่ีใหผลถูกตองนาเชื่อถือ และมีบริเวณใดบางท่ี 

เปน noise signals (บริเวณชวงตน และชวงปลายของลําดับนิวคลีโอไทด) หรือ unclear signals 

(double peaks, repeat bases, too low signal) ซ่ึงเปนขอมูลท่ีไมถูกตองหรือมีความ

นาเชื่อถือนอย 
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 5. เม่ือพบบริเวณท่ีเปน noise signals และตองการตัดลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide 

trimming) ในสวนท่ีเปน noise signals ออกไป โดยใหเลือก Mode ในหนาท่ีแสดงเฉพาะลําดับ

นิวคลีโอไทดเปน Edit จากนั้นเลือกลําดับนิวคลีโอไทดเฉพาะสวนท่ีเปน noise signal โดยทําเปน

แถบสีดํา (รูปท่ี 3.15 สวนลาง) แลวกดปุม Del (บนแปนพิมพ) เพ่ือทําการตัดลําดับนิวคลีโอไทด

บริเวณดังกลาวออกไป เหลือแตผลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความถูกตองนาเชื่อถือ 

 

รูปท่ี 3.15 การเลือกตัดลําดับนิวคลีโอไทด สวนท่ีเปน noise signal โดยใชโปรแกรม BioEdit 

 6. จากนั้นสามารถบันทึกผลลําดับนิวคลีโอไทดโดยคลิกท่ีคําสั่ง File > Save as จากนั้น

สามารถต้ังชื่อ file และเลือกนามสกุลของ file ได ซ่ึงนิยมเลือกเปน Fasta file อีกวิธีท่ีนิยมใชคือ 

copy โดยคลิกชื่อของลําดับนิวคลีโอไทด (เชน DNA sequence_Forward) จากนั้นคลิกท่ีคําสั่ง 

Edit > Copy Sequences to clipboard (Fasta Format) จากนั้นเปดโปรแกรม Notepad แลว

เลือก Edit > Paste แลวสามารถ save เปน text file (ท่ีเปน Fasta format) เก็บไว (รูปท่ี 3.16) 

 

รูปท่ี 3.16 ตัวอยางลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเปน Fasta format ในโปรแกรม Notepad  
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 การเชื่อมตอลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชโปรแกรม BioEdit 

 1. เริ่มจากการเตรียมลําดับนิวคลีโอไทดท่ีผานการตัด (nucleotide trimming) ในสวน

ท่ีเปน noise signals ออกไปแลว โดยรวมลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีทิศทางเดียวกันหลายๆ สายท่ี

ตองการเชื่อมตอกันไวใน text file (ท่ีเปน Fasta format) ของโปรแกรม Notepad (รูปท่ี 3.17) 

 

รูปท่ี 3.17 ตัวอยางการเตรียมลําดับนิวคลีโอไทดใน text file เพ่ือใชในการ assembly 
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 2. เปดใชงานโปรแกรม BioEdit แลวเปด text file ท่ีเตรียมไว (รูปท่ี 3.18) 

 
รูปท่ี 3.18 การแสดงผลลําดับนิวคลีโอไทดจาก text file (Fasta Format) ในโปรแกรม BioEdit 

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

3.19) จะมีหนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือต้ังคาท่ีจะใชในการเชื่อมตอลําดับนิวคลีโอไทด (รูปท่ี 3.20) ดังนี้  

 Minimum base overlap กําหนดจํานวนนิวคลีโอไทดท่ีซอนทับกันนอยท่ีสุด

ระหวางสายของนิวคลีโอไทดท่ีจะเชื่อตอกัน (คา default = 20) 

 Percent match (minimum) กําหนดคาเปอรเซ็นตความเหมือนท่ีนอยท่ีสุด

ระหวางลําดับนิวคลีโอไทดท่ีจะเชื่อตอกัน (คา default = 85) 

 
รูปท่ี 3.19 การใชคําสั่ง CAP contig assembly program 
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รูปท่ี 3.20 การต้ังคาสําหรับการเชื่อมตอลําดับนิวคลีโอไทดดวย CAP contig assembly  

 4. เม่ือต้ังคาเสร็จแลว (นิยมใชคา default) ใหคลิกท่ีคําวา Run Application จะปรากฏ

หนาตางเปน command อัตโนมัติ (รูปท่ี 3.21) เม่ือพบคําวา SHOW ท่ีบรรทัดลางสุด แสดงวา

การวิเคราะหเสร็จแลว ใหกดปุม Enter (บนแปนพิมพ) โปรแกรมก็จะแสดงผล (รูปท่ี 3.22) 

 

รูปท่ี 3.21 การทํางานของ CAP contig assembly program เพ่ือเชื่อมตอลําดับนิวคลีโอไทด 
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รูปท่ี 3.22 ผลการเชื่อมตอลําดับนิวคลีโอไทดดวย CAP contig assembly program 

 5. จากรูปท่ี 3.22 โปรแกรมจะแสดงลําดับนิวคลีโอไทดท่ีซอนทับกัน (overlapping 

sequences) สําหรับใชเชื่อมตอกันระหวางสาย หากตองการขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีผานการ

เชื่อมตอกันเสร็จแลว (full length gene) ใหคลิกท่ีชื่อของลําดับนิวคลีโอไทด (Contig-0) จากนั้น

คลิกท่ีคําสั่ง Edit > Copy Sequences to clipboard (Fasta Format) จากนั้นเปดโปรแกรม 

Notepad แลวเลือก Edit > Paste แลวสามารถ save เปน text file (ท่ีเปน Fasta Format) 

เก็บไว (รูปท่ี 3.23) โดยอาจเปลี่ยนชื่อจาก Contig-0 เปนชื่อของยีนตามความเหมาะสม  

 

รูปท่ี 3.23 ตัวอยางลําดับนิวคลีโอไทดท่ีผานการเชื่อมตอเสร็จแลว ในโปรแกรม Notepad  

 6. ในกรณีท่ีลําดับนิวคลีโอไทดไมสามารถเชื่อมตอกันได เชน ไมมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ี

ซอนทับกัน (overlapping sequences) หรือสวนท่ีซอนทับกันนั้นมีจํานวนนิวคลีโอไทดนอยกวา

คา Minimum base overlap ท่ีกําหนดไว โปรแกรม CAP contig assembly จะแสดงผลการ

เชื่อมตอเปนหลาย contigs เชน Contig-0, Contig-1, Contig-2 เปนตน 
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 การจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชโปรแกรม BioEdit 

 1. เริ่มจากการเตรียมลําดับนิวคลีโอไทดหลายๆ สายท่ีตองการจัดเรียงรวมกันไวใน text 

file (Fasta format) ของโปรแกรม Notepad (รูปท่ี 3.24) 

 

รูปท่ี 3.24 ตัวอยางการเตรียมลําดับนิวคลีโอไทดใน text file เพ่ือใชในการ alignment 

 2. เปดใชงานโปรแกรม BioEdit แลวเปด text file ท่ีเตรียมไว 

 3. คลิกท่ีคําสั่ง Accessory Application > ClustalW Multiple alignment  (รูปท่ี 

3.25) จะมีหนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือใหต้ังคาท่ีจะใชในการจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด (รูปท่ี 3.26)  

 4. เม่ือต้ังคาเสร็จแลว (นิยมใชคา default) ใหคลิกท่ีคําวา Run ClustalW จากนั้นกด 

OK จะปรากฏหนาตางการทํางานของโปรแกรม แลวก็จะแสดงผลขึ้นมาอัตโนมัติ (รูปท่ี 3.27) 
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รูปท่ี 3.25 การใชคําสั่ง ClustalW Multiple alignment 

 

รูปท่ี 3.26 การต้ังคาสําหรับจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทดดวย ClustalW Multiple alignment 
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รูปท่ี 3.27 ผลการจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทดดวย ClustalW Multiple alignment 

 5. จากรูปท่ี 3.27 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดท่ีจัดเรียงเสร็จแลว (aligned sequences) 

หากตองการจําแนกสวนท่ีเหมือนกันและแตกตางกันอยางชัดเจน ใหคลิกท่ีปุม “View 

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

ลําดับนิวคลีโอไทดสายแรก ในการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดสายอ่ืนๆ โดยแสดงผล ดังนี้ 

• บริเวณอนุรักษ (conserved region) จะแสดงเปนเครื่องหมาย (.) 

• บริเวณแปรเปลี่ยน (variable region) จะแสดงเปนเบสท่ีแตกตาง (A/T/C/G) 

• บริเวณท่ีขาดหายไป (deletion region) จะแสดงเปนเครื่องหมาย (-) 

 
รูปท่ี 3.28 การจําแนก conserved / variable / insertion / deletion regions  
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 6. หากตองการสั่งใหโปรแกรมคนหาบริเวณอนุรักษ (conserved regions) แบบ

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

หนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือใหต้ังคาท่ีจะใชในการคนหาบริเวณอนุรักษ (รูปท่ี 3.30) จากนั้นคลิกท่ีคํา

วา Start โปรแกรมก็จะแสดงผลการคนหาบริเวณอนุรักษ (รูปท่ี 3.31)  

 
รูปท่ี 3.29 การคนหาบริเวณอนุรักษ โดยใชคําสั่ง Find Conserved Regions 

 
รูปท่ี 3.30 การต้ังคาสําหรับการคนหาบริเวณอนุรักษ โดยใชคําสั่ง Find Conserved Regions 
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รูปท่ี 3.31 ตัวอยางผลการคนหาบริเวณอนุรักษ โดยใชคําสั่ง Find Conserved Regions 

 7. จากรูปท่ี 3.31 โปรแกรมจะสรุปจํานวน conserved regions ท่ีพบท้ังหมด พรอมท้ัง

แสดงตําแหนงและลําดับนิวคลีโอไทดท่ีพบในแตละบริเวณอนุรักษ ซ่ึงสามารถนําไปประยุกตใชใน

การออกแบบ primers และ probes ได ซ่ึงจะกลาวรายละเอียดในบทตอไป 

 8. หากตองการสั่งใหโปรแกรมคํานวณหาคาความเหมือน (identity score) เปรียบเทียบ

กันระหวางลําดับนิวคลีโอไทดหลายๆ สาย สามารถคลิกท่ีคําสั่ง Alignment > Sequence 

Identity Matrix (รูปท่ี 3.32) จะมีหนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือใหต้ังชื่อ file ท่ีตองการบันทึก จากนั้น

คลิกท่ีคําสั่ง Save โปรแกรมก็จะแสดงผลคาความเหมือน (identity score) (รูปท่ี 3.33) ซ่ึง

สามารถ copy ขอมูลดังกลาวแลวไป paste ในโปรแกรม MS Excel เพ่ือใหพิจารณาและ

วิเคราะหขอมูลไดงายขึ้น นอกจากนี้หากตองการขอมูลเปนคาเปอรเซ็นตความเหมือน (% 

identity) ก็สามารถคูณตัวเลขดังกลาวดวยคา 100 ก็จะไดเปนคา % identity (รูปท่ี 3.34) 
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รูปท่ี 3.32 การคํานวณหาคาความเหมือน โดยใชคําสั่ง Sequence Identity Matrix 

 

 
รูปท่ี 3.33 ตัวอยางการแสดงผลคาความเหมือน (identity score) ในโปรแกรม BioEdit 
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รูปท่ี 3.34 ตัวอยางการแสดงผลเปอรเซ็นตความเหมือน (% identity) ในโปรแกรม MS Excel 

 การวิเคราะหการกลายพันธุโดยใชโปรแกรม BioEdit 

 1. เริ่มจากการเตรียมลําดับนิวคลีโอไทดหลายๆ สายท่ีตองการจัดเรียงรวมกันไวใน text 

file (Fasta format) ของโปรแกรม Notepad โดยใหลําดับนิวคลีโอไทดสายแรก เปน 

Reference sequence (Ref Seq) หรือเปน wild type sequence เพ่ือใชเปนลําดับนิวคลีโอ

ไทดต้ังตนในการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดสายอ่ืนๆ (รูปท่ี 3.35) 

 
รูปท่ี 3.35 ตัวอยางการเตรียมลําดับนิวคลีโอไทดใน text file เพ่ือใชวิเคราะหการกลายพันธุ 



การวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 

84 
 

 2. เปดใชงานโปรแกรม BioEdit แลวเปด text file ท่ีเตรียมไว 

 3. คลิกท่ีคําสั่ง Accessory Application > ClustalW Multiple alignment  จะมี

หนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือใหต้ังคาท่ีจะใชในการจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด เม่ือต้ังคาเสร็จแลว (นิยม

ใชคา default) ใหคลิกท่ีคําวา Run ClustalW จากนั้นกด OK จะปรากฏหนาตางการทํางานของ

โปรแกรม แลวก็จะแสดงผลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีจัดเรียงเสร็จแลว (aligned sequences) หาก

ตองการจําแนกสวนท่ีเหมือนกันและแตกตางกันอยางชัดเจน ใหคลิกท่ีปุม “View conservation 

by plotting identities to a standard as a dot” โปรแกรมจะใชลําดับนิวคลีโอไทดสายแรก 

(Ref Seq) เปนตัวต้ังตนในการเปรียบเทียบการกลายพันธุในลําดับนิวคลีโอไทดสายอ่ืนๆ  

 4. ในการวิเคราะหการกลายพันธุของยีนควรพิจารณาวาตําแหนงท่ีเกิดการกลายพันธุอยู

ในบริเวณสวนใดของยีน ไดแก 

• Coding sequence (CDS) เปนลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีจะใชในการแปลรหัสเพ่ือ

สรางเปนกรดอะมิโน ซ่ึงคนหาจาก open reading frame (ORF) เริ่มจาก start 

codon ถึง stop codon หากพบการกลายพันธุในสวนนี้ควรพิจารณาตอวาเปนการ

กลายพันธุแบบใด  

 Synonymous (silent) mutation  

 Nonsynonymous mutation 

o Missense mutation  

o Nonsense mutation  

• Untranslated regions (UTR) เปน non-coding sequence หรือลําดับนิวคลีโอ

ไทดสวนท่ีไมไดใชในการแปลรหัสเพ่ือสรางเปนกรดอะมิโน โดยแบงเปน 

 5′-UTR เปนบริเวณท่ีอยูกอนหนา start codon 

 3′-UTR เปนบริเวณท่ีอยูหลังจาก stop codon 

• หากพบ insertion หรือ deletion ควรพิจารณาตอวาเกิด frameshift หรือไม 
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 5. หากตองการใหโปรแกรมคนหาสวนท่ีเปน open reading frame (ORF) ใหคลิกท่ีชื่อ

ของนิวคลีโอไทดท่ีตองการคนหา จากนั้นใชคําสั่ง Edit > Search > Find Next ORF (รูปท่ี 3.36) 

จากนั้นโปรแกรมจะแสดงผลเปนแถบสีดําบริเวณ ORF (start  stop codons) (รูปท่ี 3.37) 

 
รูปท่ี 3.36 การคนหา open reading frame โดยใชคําสั่ง Find Next ORF 

 
รูปท่ี 3.37 ตัวอยางการแสดงผล open reading frame ในโปรแกรม BioEdit 

 6. จากรูปท่ี 3.37 จะพบวาบริเวณท่ีเปน ORF หรือ CDS จะเริ่มต้ังแตตําแหนง 103-1107 

แสดงวา 5′-UTR จะเริ่มต้ังแตตําแหนงท่ี 1-102 และ 3′-UTR จะเริ่มต้ังแตตําแหนง 1108 เปน

ตนไป นอกจากนี้พบวาตัวอยาง Unknown 1 มีการกลายพันธุท่ีบริเวณ 5′-UTR ท่ีตําแหนง 89 

โดยเปลี่ยนแบบ transversion จาก A ไปเปน C (A89C) และ 3′-UTR ท่ีตําแหนง 1160 โดย

เปลี่ยนแบบ transition จาก C ไปเปน T (C1160T) เปนตน สวนตัวอยางอ่ืนๆ (Unknown 2-5) 

ไมพบการกลายพันธุในบริเวณ UTR    
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 7. หากตองการพิจารณาเฉพาะสวนท่ีเปน CDS และตองการตัดลําดับนิวคลีโอไทด 

(nucleotide trimming) ในสวนท่ีเปน UTR ออกไป ใหเลือก Mode เปน Edit จากนั้นเลือก

ลําดับนิวคลีโอไทดเฉพาะสวนท่ีเปน UTR โดยทําเปนแถบสีดํา (รูปท่ี 3.38) แลวกดปุม Del (บน

แปนพิมพ) เพ่ือทําการตัดลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวออกไป เหลือแตลําดับนิวคลีโอไทด

สวนท่ีเปน CDS เทานั้น 

 
รูปท่ี 3.38 การเลือกและตัดลําดับนิวคลีโอไทด สวนท่ีเปน UTR โดยใชโปรแกรม BioEdit 

 8. จากรูปท่ี 3.38 เม่ือตัดสวนท่ีเปน UTR ออกไปแลว ลําดับนิวคลีโอไทดจะเริ่มตนท่ี 

start codon (ATG) ซ่ึงเปนตําแหนงเริ่มตนของกระบวนการแปลรหัส หากตองการสั่งให

โปรแกรมทําการแปลรหัสใหกลายเปนกรดอะมิโน ใหคลิกท่ีชื่อของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตองการ 

แลวกด Ctrl + G (บนแปนพิมพ) โปรแกรมจะแสดงผลการแปลรหัสเปนลําดับกรดอะมิโน (รูปท่ี 

3.39) หากตองการเปลี่ยนกลับไปเปนลําดับนิวคลีโอไทด สามารถทําไดโดยการกด Ctrl + G (บน

แปนพิมพ) อีกครั้ง 

 
รูปท่ี 3.39 การแปลรหัสจากลําดับนิวคลีโอไทด ไปเปนลําดับกรดอะมิโน ดวย BioEdit 
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 9. ในกรณีท่ีตองการตรวจสอบวาการกลายพันธุท่ีพบในลําดับนิวคลีโอไทด จะทําใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนหรือไม สามารถทําไดโดยการทําแถบดําในตําแหนงท่ีพบการกลาย

พันธุบนลําดับนิวคลีโอไทด จากนั้นกด Ctrl + G (บนแปนพิมพ) เพ่ือเปลี่ยนเปนลําดับกรดอะมิโน 

ซ่ึงแถบดําจะยังคงปรากฏอยู ซ่ึงแปลผลได ดังนี้ 

• หากกรดอะมิโนท่ีตําแหนงดังกลาว มีความเหมือนกับ Ref Seq แสดงวาเปน 

synonymous (silent) mutation (รูปท่ี 3.40) ตัวอยางเชน Unknown 2 พบการ

กลายพันธุ C108A แตเม่ือแปลรหัสเปนกรดอะมิโนก็ยังคงเปน P ท่ีตําแหนง 36 

เชนเดียวกับ Ref Seq  

• หากกรดอะมิโนท่ีตําแหนงดังกลาว มีความแตกตางจาก Ref Seq แสดงวาเปน 

nonsynonymous mutation ชนิด missense mutation (รูปท่ี 3.40) 

ตัวอยางเชน Unknown 3 พบการกลายพันธุ T166A ทําใหเปลี่ยนกรดอะมิโน จาก 

Phenylalanine ท่ีตําแหนง 56 ไปเปน Isoleucine (F56I)  

 

 
รูปท่ี 3.40 ตัวอยางการจําแนกระหวาง synonymous และ nonsynonymous mutations 
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• หากกรดอะมิโนท่ีตําแหนงดังกลาว กลายเปนสัญลักษณ * (stop codon) แสดงวา

เปน nonsynonymous mutation ชนิด nonsense mutation (รูปท่ี 3.41)

ตัวอยางเชน Unknown 4 พบการกลายพันธุ ทําใหกลายเปน stop codon ท่ี

ตําแหนง 253 ของลําดับกรดอะมิโน สงผลใหไดโปรตีนท่ีสั้นกวาปกติ (truncated 

protein) 

• หากพบสัญลักษณ ∼ แสดงวาเกิดการ deletion แบบ inframe คือขาดหายไป 

(จํานวนนิวคลีโอไทดท่ีหารดวย 3 ลงตัว) (รูปท่ี 3.41)  

• หากพบสัญลักษณ X แสดงวาเกิดการ deletion ท่ีทําใหเกิด frameshift mutation 

(จํานวนนิวคลีโอไทดท่ีหารดวย 3 ไมลงตัว)  (รูปท่ี 3.41)  

 
รูปท่ี 3.41 ตัวอยางการพบ nonsense / inframe / frameshift mutations  

 10. หากตองการแสดงการเกิด frameshift mutation ใหชัดเจนมากยิ่งขึ้น ควรทําการ

แปลรหัสจากลําดับนิวคลีโอไทดไปเปนลําดับกรดอะมิโน (กด Ctrl + G) กอน แลวจึงทําการจัด

เรียงลําดับกรดอะมิโน (amino acid sequences alignment) ดวยคําสั่ง Accessory 

Application > ClustalW Multiple alignment โปรแกรมก็จะแสดงผลการเกิด frameshift 

mutation (รูปท่ี 3.42) ตัวอยางเชน Unknown 5 พบการกลายพันธุแบบ deletion ท่ีทําใหเกิด 

frameshift mutation ต้ังแตตําแหนงท่ี 202 จะไดรูปแบบลําดับกรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไป และ

เกิดเปน stop codon ท่ีตําแหนง 223 เปนตน 
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รูปท่ี 3.42 ตัวอยางการแสดงผล frameshift mutation ดวยโปรแกรม BioEdit  
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เครื่องมือในการคนหาเปรียบเทียบความคลายคลึงกันทางชีวภาพ 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) เปนเครื่องมือท่ีใชในการคนหาสวน

ของยีนหรือโปรตีนท่ีมีความคลายคลึงกัน โดยโปรแกรมจะเปรียบเทียบลําดับนิวคลิโอไทดหรือ

กรดอะมิโนกับฐานขอมูลและคํานวณนัยสําคัญทางสถิติของความเหมือน จึงสามารถประยุกตใช

ในการระบุชนิดของยีน โปรตีน หรือจําแนกสายพันธุของสิ่งมีชีวิตได นอกจากนี้สามารถอนุมาน

ความสัมพันธระหวางบทบาทหนาท่ีและวิวัฒนาการของยีนในสิ่งมีชีวิตได การใช BLAST สามารถ

เขาไดจาก https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (รูปท่ี 4.1) โดยจําแนกได ดังนี้ 

• Nucleotide BLAST การใชลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโ อไทด

ในฐานขอมูล 

• Protein BLAST การใชลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนใน

ฐานขอมูล 

• Translated BLAST แบงออกเปน 

 BLASTx การใชลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจมาแปลรหัส (translated nucleotides) 

ใหเปนลําดับกรดอะมิโน   แลวนําไปเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูล 

 tBLASTn การใชลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดใน

ฐานขอมูลท่ีแปลรหัสใหเปนลําดับกรดอะมิโน (translated nucleotides)  

 tBLASTx การใชลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ มาแปลรหัส (translated nucleotides) 

ใหเปนลําดับกรดอะมิโน แลวนําไปเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมาก

จากนิวคลีโอไทด (translated nucleotides)  ในฐานขอมูล  

 การเลือกใช BLAST แตละชนิดจะขึ้นกับ 3 ปจจัย ดังสรุปในตารางท่ี 4.1 ไดแก 

• Query sequence ขอมูลท่ีเราตองการวิเคราะห แบงออกเปน  

 Nucleotide เปนขอมูลท่ีไดจากเทคนิค nucleotide sequencing แลว

ตองการคนหาชื่อยีนและชื่อสิ่งมีชีวิต โดยไมจําเพาะวาจะเปน 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 เปนขอมูลท่ีไดจากเทคนิค nucleotide 

sequencing แลวตองการคนหาชื่อยีนและชื่อสิ่งมีชีวิต โดยเนนชวงยีนเฉพาะ

สวนท่ีเปน coding sequences (CDS) เทานั้น 

 Protein เปนขอมูลท่ีไดจากเทคนิค mass spectrometry แลวตองการคนหา

ชื่อโปรตีนและชื่อสิ่งมีชีวิต  

• Databases ฐานขอมูลท่ีตองการใชในการคนหา ซ่ึงจะแบงเปนฐานขอมูลสําหรับ 

nucleotide และ protein รายละเอียดเพ่ิมเติมสรุป ดังตารางท่ี 4.2 และ 4.3 ตอไป 

• Alignments การจัดเรียงขอมูลเพ่ือใชในการเปรียบเทียบระหวาง query sequence 

และ sequences ในฐานขอมูล ซ่ึงแบงออกเปน nucleotide vs nucleotide และ 

protein vs protein  

 

 

รูปท่ี 4.1 หนาแรกของเว็บไซต 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 แตละชนิด 

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 แตละชนิดอาจไดผลการวิเคราะหแตกตางกัน และมีผลตอความ

ถูกตองของขอมูล ดังนั้นควรเลือกใชอยางมีวิจารณญาณ รายละเอียดการใช BLAST แตละชนิด 

เปนดังนี้ 

Nucleotide BLAST 

 Nucleotide BLAST เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชในการระบุชื่อยีน และชนิดของสิ่งมีชีวิต โดย

การใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (รหัสพันธุกรรม) โดยสามารถคลิกท่ีคําวา Nucleotide BLAST 

จากรูปท่ี 4.1 ก็จะเขาสูหนาสําหรับการใสขอมูลของ Nucleotide BLAST (รูปท่ี 4.2) ซ่ึงแบง

ออกเปน 3 สวน ไดแก 

• Enter Query Sequence เปนสวนชองวางท่ีใหใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ 

(query) หรือจะ upload file ท่ีมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดก็ได  

• Choose Search Set เปนการเลือกใชฐานขอมูลท่ีจะใชในการศึกษาเปรียบเทียบ ใน

กรณีท่ีไมแนใจวาควรใชฐานขอมูลใด นิยมเลือกใช Others (Nucleotide collection) 

ในการศึกษา อยางไรก็ตามสามารถปรับเปลี่ยนฐานขอมูลได (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 การใสขอมูล และกําหนดคาตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลดวย Nucleotide BLAST 

• Program Selection เปนการเลือกใชโปรแกรมในการศึกษาเปรียบเทียบ ดังนี้ 

 Highly similar sequences (megablast) ใชสําหรับการคนหาลําดับนิวคลีโอ

ไทดท่ีมีความเหมือนกันมากๆ มาจากสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน 

 More dissimilar sequences (discontiguous megablast) ใชสําหรับการ

คนหาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความเหมือนกันไมมาก มักมาจากสิ่งมีชีวิต

ตางชนิดกัน 

 Somewhat similar sequences (blastn) ใชสําหรับการคนหาลําดับนิวคลีโอ

ไทดท่ีมีขนาดสั้นๆ ใชคนหายีนท่ีมาจากสิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน 
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ตารางท่ี 4.2 สรุปชื่อและนิยามของฐานขอมูลนิวคลีโอไทดท่ีใชสําหรับ BLAST 

 

ฐานขอมูล 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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 เม่ือกําหนดคาตางๆ เสร็จแลว ใหคลิกท่ีคําวา BLAST โปรแกรมจะนําลําดับนิวคลีโอไทด

ท่ีเราใสไว ไปทําการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดท่ีมีอยูในฐานขอมูลตามท่ี เรา

กําหนด และคํานวณคานัยสําคัญทางสถิติของความเหมือน พรอมกับระบุชื่อยีน และชนิดของ

สิ่งมีชีวิตท่ีมีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ โดยแสดงผล ดังรูปท่ี 4.3 โดยแบง

ออกเปน 4 สวนไดแก 

• Job title เปนสวนท่ีระบุคาตางๆ ตามท่ีกําหนดไวในการวิเคราะหขอมูล ไดแก 

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

name (ชื่อฐานขอมูล) และ program (โปรแกรมท่ีใช) เปนตน  

• Graphic summary เปนการสรุปผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดดวยแถบสี ซ่ึงไม

คอยมีประโยชนในการวิเคราะหขอมูล  

• Description เปนการระบุรายละเอียดชื่อนิวคลีโอไทดตางๆ ในฐานขอมูลท่ีมีความ

คลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเราใสเขาไปวิเคราะห โดยแสดงผล 100 อันดับแรกซ่ึง

เรียงลําดับตามคาคะแนน และคาทางสถิติ (ลําดับท่ี 1 จะมีความเหมือนมากท่ีสุด) ซ่ึงมี

คาท่ีควรพิจารณา ดังนี้ 

 Description เปนรายละเอียดชื่อยีนและชื่อสิ่งมีชีวิต 

 Max score และ Total score คาคะแนนท่ีสูงจะมีความเหมือนมาก 

 Query coverage เปนคาท่ีบอกถึงความยาวของนิวคลีโอไทดท่ีใชใน การ

เปรียบเทียบกัน เชน หากเราใสนิวคลีโอไทดท่ีมีความยาว 630 bp ลงไป แลว

โปรแกรม BLAST ใชท้ัง 630 bp ในการเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทดใน

ฐานขอมูล ก็จะแสดงผลวาเทากับ 100 %  

 Identity เปนคาท่ีบอกเปอรเซ็นตความเหมือนระหวางนิวคลีโอไทด 

 E value เปนคาท่ีบอกความนาเชื่อถือ ถาคาเขาใกลศูนย จะมีความแมนยําสูง 

 Accession number สามารถคลิกเพ่ือเชื่อมโยงไปสูฐานขอมูล Nucleotide ได 

• Alignment เปนสวนท่ีแสดงการเปรียบเทียบเบสตอเบส ระหวางนิวคลีโอไทดท่ีเราใส

เขาไป (query) และนิวคลีโอไทดท่ีพบในฐานขอมูล (subject) หากมีเบสตําแหนงใด

แตกตางกันก็จะสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
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รูปท่ี 4.3 ตัวอยางผลท่ีไดจาก Nucleotide BLAST 
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Protein BLAST 

 Protein BLAST เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชในการระบุชื่อโปรตีนและชนิดของสิ่งมีชีวิต โดย

การใสขอมูลลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนท่ีสนใจ โดยสามารถคลิกท่ีคําวา Protein BLAST จาก

รูปท่ี 4.1 ก็จะเขาสูหนาสําหรับการใสขอมูลของ Protein BLAST (รูปท่ี 4.4) ซ่ึงแบงออกเปน 3 

สวน ไดแก 

 
รูปท่ี 4.4 การใสขอมูล และกําหนดคาตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลดวย Protein BLAST 

• Enter Query Sequence เปนสวนชองวางท่ีใหใสขอมูลลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจ 

(query) หรือจะ upload file ท่ีมีขอมูลลําดับกรดอะมิโนก็ได  

• Choose Search Set เปนการเลือกใชฐานขอมูลท่ีจะใชในการศึกษาเปรียบเทียบ ใน

กรณีท่ีไมแนใจวาควรใชฐานขอมูลใด นิยมเลือกใช Non-redundant protein 

sequences (nr) อยางไรก็ตามสามารถปรับเปลี่ยนเปนฐานขอมูลอ่ืนได (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 เปนการเลือกใชโปรแกรมในการศึกษาเปรียบเทียบ ดังนี้ 

 BLASTp (protein-protein BLAST) ใชสําหรับการคนหาลําดับกรดอะมิโนท่ีมี

ความเหมือนกันมากๆ มาจากสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน 

 Quick BLASTp (Accelerated protein-protein BLAST) ใชสําหรับการคนหา

ลําดับกรดอะมิโนท่ีมีความเหมือนกันอยางรวดเร็ว 

 PSI-BLAST (Position specific Iterated BLAST) ใชสําหรับการคนหาลําดับ

กรดอะมิโนเฉพาะตําแหนง ใชสําหรับโปรตีนท่ีมีความเหมือนกันไมมาก มาจาก

สิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน  

 PHI-BLAST (Protein Hit Initiated BLAST) ใชสําหรับการคนหาโปรตีนโดย

อาศัยรูปแบบเฉพาะตัวของโปรตีนในการเปรียบเทียบ  

 DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST) 

ใชสําหรับการคนหาลําดับกรดอะมิโนท่ีมีความเหมือนกัน โดยเปรียบเทียบเปน

สวนๆ (domain) ทําใหเพ่ิมความไวในการคนหา 

ตารางท่ี 4.3 สรุปชื่อและนิยามของฐานขอมูลโปรตีนท่ีใชสําหรับ BLAST 

ฐานขอมูล 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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 เม่ือกําหนดคาตางๆ เสร็จแลว ใหคลิกท่ีคําวา BLAST โปรแกรมจะนําลําดับกรดอะมิโนท่ี

เราใสไว ไปทําการเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนท้ังหมดท่ีมีอยูในฐานขอมูลตามท่ีเรากําหนด 

และคํานวณคานัยสําคัญทางสถิติของความเหมือน พรอมกับระบุชื่อโปรตีน และชนิดของสิ่งมีชี วิต

ท่ีมีความคลายคลึงกับลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจ โดยแสดงผล ดังรูปท่ี 4.5 โดยแบงออกเปน 4 สวน

ไดแก 

• Job title เปนสวนท่ีระบุคาตางๆ ตามท่ีกําหนดไวในการวิเคราะหขอมูล ไดแก 

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

name (ชื่อฐานขอมูล) และ program (โปรแกรมท่ีใช) เปนตน 

• Graphic summary เปนการสรุปผลการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนดวยแถบสี มีการ

แบงโครงสรางของโปรตีนเปนสวน (conserved domains) ตางๆ   

• Description เปนการระบุรายละเอียดชื่อโปรตีนตางๆ ในฐานขอมูลท่ีมีความคลายคลึง

กับลําดับกรดอะมิโนท่ีเราใสเขาไปวิเคราะห โดยแสดงผล 100 อันดับแรกซ่ึงเรียงลําดับ

ตามคาคะแนน และคาทางสถิติ (ลําดับท่ี 1 จะมีความเหมือนมากท่ีสุด) ซ่ึงมีคาท่ีควร

พิจารณา ดังนี้ 

 Description เปนรายละเอียดชื่อโปรตีนและชื่อสิ่งมีชีวิต 

 Max score และ Total score คาคะแนนท่ีสูงจะมีความเหมือนมาก 

 Query coverage เปนคาท่ีบอกถึงความยาวของโปรตีนท่ีใชในการเปรียบเทียบ

กัน เชน หากเราใสโปรตีนท่ีประกอบดวยกรดอะมิโน 469 ตัวลงไป แลว

โปรแกรม BLAST ใชกรดอะมิโนท้ัง 469 ตัว ในการเปรียบเทียบกับโปรตีนใน

ฐานขอมูล ก็จะแสดงผลวาเทากับ 100 %  

 Identity เปนคาท่ีบอกเปอรเซ็นตความเหมือนระหวางโปรตีน 

 E value เปนคาท่ีบอกความนาเชื่อถือ ถาคาเขาใกลศูนย จะมีความแมนยําสูง 

 Accession number สามารถคลิก เพ่ือเชื่อมโยงไปสูฐานขอมูล Protein ได 

• Alignment เปนสวนท่ีแสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนแตละตําแหนง ระหวางโปรตีน

ท่ีเราใสเขาไป (query) และโปรตีนท่ีพบในฐานขอมูล (subject) หากมีกรดอะมิโน

ตําแหนงใดแตกตางกันก็จะสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
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รูปท่ี 4.5 ตัวอยางผลท่ีไดจาก Protein BLAST 
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Translated BLAST: BLASTx 

 BLASTx เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชในการระบุชื่อโปรตีน และชนิดของสิ่งมีชีวิต โดยการใส

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (รหัสพันธุกรรม) โดยสามารถคลิกท่ีคําวา BLASTx จากรูปท่ี 4.1 ก็จะ

เขาสูหนาสําหรับการใสขอมูลของ BLASTx (รูปท่ี 4.6) ซ่ึงแบงออกเปน 2 สวน ไดแก 

• Enter Query Sequence เปนสวนชองวางท่ีใหใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ 

(query) หรือจะ upload file ท่ีมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดก็ได นอกจากนี้สามารถเลือก 

Genetic code ในการกําหนดรหัส codons ท่ีจะใชในการแปลรหัส (translation) จาก

ลําดับนิวคลีโอไทดไปเปนกรดอะมิโน ซ่ึงโดยท่ัวไปจะเลือกเปน Standard อยางไรก็ตาม

สามารถปรับเปลี่ยนใหเหมาะสมกับชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีสนใจไดดังนี้ 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 เปนตน 

 

รูปท่ี 4.6 การใสขอมูล และกําหนดคาตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลดวย 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 เปนการเลือกใชฐานขอมูลท่ีจะใชในการศึกษาเปรียบเทียบ ใน

กรณีท่ีไมแนใจวาควรใชฐานขอมูลใด นิยมเลือกใช Non-redundant protein 

sequences (nr) ในการศึกษา อยางไรก็ตามสามารถปรับเปลี่ยนเปนฐานขอมูลอ่ืน ไดแก 

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

protein sequences, Protein Data Bank, Metagenomic proteins และ 

Transcriptome Shotgun Assembly proteins เปนตน 

 เม่ือกําหนดคาตางๆ เสร็จแลว ใหคลิกท่ีคําวา BLAST โปรแกรมจะนําลําดับนิวคลีโอไทด

ท่ีเราใสไว ไปทําการแปลรหัสเปนกรดอะมิโน แลวจึงนําไปเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโน

ท้ังหมดท่ีมีอยูในฐานขอมูลตามท่ีเรากําหนด และคํานวณคานัยสําคัญทางสถิติของความเหมือน 

พรอมกับระบุชื่อโปรตีน และชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีมีความคลายคลึงกัน โดยแสดงผลดังรูปท่ี 4.7 ซ่ึง

แบงออกเปน 4 สวนไดแก 

• Job title เปนสวนท่ีระบุคาตางๆ ตามท่ีกําหนดไวในการวิเคราะหขอมูล ไดแก 

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

name (ชื่อฐานขอมูล) และ program (โปรแกรมท่ีใช) เปนตน 

• Graphic summary เปนการสรุปผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน

ดวยแถบสี มีการแบงโครงสรางของโปรตีนเปนสวน (conserved domains) ตางๆ   

• Description เปนการระบุรายละเอียดชื่อโปรตีนตางๆ ในฐานขอมูลท่ีมีความคลายคลึง

กับลําดับกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated nucleotides) ท่ี

เราใสเขาไปวิเคราะห โดยแสดงผล 100 อันดับแรกซ่ึงเรียงลําดับตามคาคะแนน และคา

ทางสถิติ  ซ่ึงมีคาท่ีควรพิจารณา ดังนี้ 

 Description เปนรายละเอียดชื่อโปรตีนและชื่อสิ่งมีชีวิต 

 Max score และ Total score คาคะแนนท่ีสูงจะมีความเหมือนมาก 

 Query coverage เปนคาท่ีบอกถึงความยาวของโปรตีนท่ีใชในการเปรียบเทียบ 

 Identity เปนคาท่ีบอกเปอรเซ็นตความเหมือนระหวางโปรตีน 

 E value เปนคาท่ีบอกความนาเชื่อถือ ถาคาเขาใกลศูนย จะมีความแมนยําสูง 

 Accession number สามารถคลิก เพ่ือเชื่อมโยงไปสูฐานขอมูล Protein ได 
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รูปท่ี 4.7 ตัวอยางผลท่ีไดจาก Translated BLAST: BLASTx 
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• Alignment เปนสวนท่ีแสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนแตละตําแหนง ระหวางกรดอะ

มิโนท่ีแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated nucleotides) ท่ีเราใสเขาไป 

(query) และโปรตีนท่ีพบในฐานขอมูล (subject) หากมีกรดอะมิโนตําแหนงใดแตกตาง

กันก็จะสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 

Translated BLAST: tBLASTn 

 tBLASTn เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชในการระบุชื่อยีน และชนิดของสิ่งมีชีวิต โดยการใสขอมูล

ลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจ ไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลท่ีแปลรหัสใหเปน

ลําดับกรดอะมิโน (translated nucleotides)  โดยสามารถคลิกท่ีคําวา tBLASTn จากรูปท่ี 4.1 

ก็จะเขาสูหนาสําหรับการใสขอมูลของ tBLASTn (รูปท่ี 4.8) ซ่ึงแบงออกเปน 2 สวน ไดแก 

• Enter Query Sequence เปนสวนชองวางท่ีใหใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ 

(query) หรือจะ upload file ท่ีมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดก็ได  

• Choose Search Set เปนการเลือกใชฐานขอมูลในการศึกษาเปรียบเทียบ นิยมใช 

Nucleotide collection อยางไรก็ตามสามารถปรับเปลี่ยนฐานขอมูลได 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 เปนตน 

 เม่ือกําหนดคาตางๆ เสร็จแลว ใหคลิกท่ีคําวา BLAST โปรแกรมจะนําลําดับกรดอะมิโนท่ี

เราใสไวไปเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนท่ีถูกแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated 

nucleotides) ท้ังหมดท่ีมีอยูในฐานขอมูลตามท่ีเรากําหนด และคํานวณคานัยสําคัญทางสถิติของ

ความเหมือน พรอมกับระบุชื่อยีน และชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีมีความคลายคลึงกันโดยแสดงผล ดังรูป

ท่ี 4.9 โดยแบงออกเปน 4 สวนไดแก 

 

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 การใสขอมูล และกําหนดคาตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลดวย tBLASTn 

• Job title เปนสวนท่ีระบุคาตางๆ ตามท่ีกําหนดไวในการวิเคราะหขอมูล ไดแก 

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

name (ชื่อฐานขอมูล) และ program (โปรแกรมท่ีใช) เปนตน 

• Graphic summary เปนการสรุปผลการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนดวยแถบสี  

• Description เปนการระบุรายละเอียดชื่อยีนตางๆ ในฐานขอมูลท่ีมีลําดับกรดอะมิโนท่ี

แปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated nucleotides) ความคลายคลึงกับ

ลําดับกรดอะมิโนท่ีเราใสเขาไปวิเคราะห โดยแสดงผล 100 อันดับแรกซ่ึงเรียงลําดับตาม

คาคะแนน และคาทางสถิติ  ซ่ึงมีคาท่ีควรพิจารณา ดังนี้ 

 Description เปนรายละเอียดชื่อยีนและชื่อสิ่งมีชีวิต 

 Max score และ Total score คาคะแนนท่ีสูงจะมีความเหมือนมาก 

 Query coverage เปนคาท่ีบอกถึงความยาวของโปรตีนท่ีใชในการเปรียบเทียบ 

 Identity เปนคาท่ีบอกเปอรเซ็นตความเหมือนระหวางโปรตีน 

 E value เปนคาท่ีบอกความนาเชื่อถือ ถาคาเขาใกลศูนย จะมีความแมนยําสูง 

 Accession number สามารถคลิกเพ่ือเชื่อมโยงไปสูฐานขอมูล Nucleotide ได 
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• Alignment เปนสวนท่ีแสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนแตละตําแหนง ระหวางกรดอะ

มิโนท่ี ท่ีเราใสเขาไป (query) และกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด 

(translated nucleotides) ท่ีพบในฐานขอมูล (subject) หากมีกรดอะมิโนตําแหนงใด

แตกตางกันก็จะสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 

 

รูปท่ี 4.9 ตัวอยางผลท่ีไดจาก Translated BLAST: tBLASTn 
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Translated BLAST: tBLASTx 

 tBLASTx เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชในการระบุชื่อยีน และชนิดของสิ่งมีชีวิต โดยการใสขอมูล

ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ แลวแปลรหัส (translated nucleotides) ใหเปนลําดับกรดอะมิโน 

จากนั้นจึงนําไปเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมากจากนิวคลีโอไทด (translated 

nucleotides)  ในฐานขอมูล โดยสามารถคลิกท่ีคําวา tBLASTx จากรูปท่ี 4.2, 4, 6 หรือ 8 ก็จะ

เขาสูหนาสําหรับการใสขอมูลของ tBLASTx (รูปท่ี 4.10) ซ่ึงแบงออกเปน 2 สวน ไดแก 

 

รูปท่ี 4.10 การใสขอมูล และกําหนดคาตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลดวย tBLASTx 

• Enter Query Sequence เปนสวนชองวางท่ีใหใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ 

(query) หรือจะ upload file ท่ีมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดก็ได นอกจากนี้สามารถเลือก 

Genetic code ในการกําหนดรหัส codons ท่ีจะใชในการแปลรหัส (translation) จาก

ลําดับนิวคลีโอไทดไปเปนกรดอะมิโน ซ่ึงโดยท่ัวไปจะเลือกเปน Standard อยางไรก็ตาม

สามารถปรับเปลี่ยนใหเหมาะสมกับชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีสนใจได  

• Choose Search Set เปนการเลือกใชฐานขอมูลในการศึกษาเปรียบเทียบ นิยมใช 

Nucleotide collection อยางไรก็ตามสามารถปรับเปลี่ยนฐานขอมูลได 

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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 เม่ือกําหนดคาตางๆ เสร็จแลว ใหคลิกท่ีคําวา BLAST โปรแกรมจะนําลําดับนิวคลีโอไทด

ท่ีเราใสไวไปแปลรหัส (translated nucleotides) ใหเปนลําดับกรดอะมิโน แลวจึงไป

เปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนท่ีไดจากการแปลรหัสจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated 

nucleotides) ท้ังหมดท่ีมีอยูในฐานขอมูล ตามท่ีเรากําหนด จากนั้นคํานวณคานัยสําคัญทางสถิติ

ของความเหมือน พรอมกับระบุชื่อยีน และชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีมีความคลายคลึงกันโดยแสดงผล 

ดังรูปท่ี 4.11 โดยแบงออกเปน 4 สวน ไดแก 

• Job title เปนสวนท่ีระบุคาตางๆ ตามท่ีกําหนดไวในการวิเคราะหขอมูล ไดแก 

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

name (ชื่อฐานขอมูล) และ program (โปรแกรมท่ีใช) เปนตน 

• Graphic summary เปนการสรุปผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดดวยแถบสี  

• Description เปนการระบุรายละเอียดชื่อยีนตางๆ ในฐานขอมูลท่ีมีลําดับกรดอะมิโนท่ี

แปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated nucleotides) ความคลายคลึงกับ

ลําดับกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (translated nucleotides) ท่ีเรา

ใสเขาไปวิเคราะห โดยแสดงผล 100 อันดับแรกซ่ึงเรียงลําดับตามคาคะแนน และคาทาง

สถิติ  ซ่ึงมีคาท่ีควรพิจารณา ดังนี้ 

 Description เปนรายละเอียดชื่อยีนและชื่อสิ่งมีชีวิต 

 Max score และ Total score คาคะแนนท่ีสูงจะมีความเหมือนมาก 

 Query coverage เปนคาท่ีบอกถึงความยาวของนิวคลีโอไทดท่ีใชใน การ

เปรียบเทียบกัน  

 Identity เปนคาท่ีบอกเปอรเซ็นตความเหมือนระหวางโปรตีน 

 E value เปนคาท่ีบอกความนาเชื่อถือ ถาคาเขาใกลศูนย จะมีความแมนยําสูง 

 Accession number สามารถคลิกเพ่ือเชื่อมโยงไปสูฐานขอมูล Nucleotide ได 

• Alignment เปนสวนท่ีแสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนแตละตําแหนง ระหวางกรดอะ

มิโนท่ี ท่ีเราใสเขาไป (query) และกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทด 

(translated nucleotides) ท่ีพบในฐานขอมูล (subject) หากมีกรดอะมิโนตําแหนงใด

แตกตางกันก็จะสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
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รูปท่ี 4.11 ตัวอยางผลท่ีไดจาก Translated BLAST: tBLASTx 
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การ BLAST แบบพิเศษ (Specialized BLAST) 

 นอกจากการ BLAST แบบพ้ืนฐานท่ีใชในการคนหาชื่อยีน หรือขื่อโปรตีนของสิ่งมีชี วิต

ดังท่ีกลาวไปแลวนั้น ยังมีการ BLAST แบบพิเศษมีหนาท่ีจําเพาะในการใชงานหลากหลายดาน 

(รูปท่ี 4.12) สรุปดังตอไปนี้ 

 

รูปท่ี 4.12 ตัวเลือกสําหรับการ BLAST แบบพิเศษ 

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

• Smart BLAST คนหาโปรตีนท่ีสนใจ โดยใชโปรแกรม BLASTp เปรียบเทียบกับโปรตีน

ในฐานขอมูล Landmark ซ่ึงประกอบดวย proteomes จาก 27 จีโนมของสิ่งมีชีวิตท่ี

ครอบคลุมท่ัวทุกอนุกรมวิธาน ผลท่ีไดคือโปรตีนท่ีไมซํ้าซอนท่ีมีความหลากหลายทาง

อนุกรมวิธาน นอกจากนี้ SmartBLAST ยังเสนอฐานขอมูล Conserved Domain ท่ี

เก่ียวของดวย  

• Primer-BLAST ใชในการออกแบบ primers ท่ีจําเพาะตอยีนท่ีเราตองการ โดยใช 

primer3 algorithm จากนั้นตรวจสอบความจําเพาะกับ DNA template โดยการ 

BLAST เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

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 ใชโปรแกรม Needleman-Wunsch Global Align ในการจัดเรียงลําดับ

นิวคลีโอไทด หรือลําดับกรดอะมิโน ท่ีเราใสเขาไปเปนคู โดยจัดเรียงและเปรียบเทียบ

ต้ังแตตนจนจบ ซ่ึงไมคํานึงวามีความเหมือนกันระหวางลําดับหรือไม 

• CD-search การคนหาบริเวณอนุรักษ (conserved domains) จากลําดับกรดอะมิโนท่ี

ใชในการเปรียบเทียบกับฐานขอมูลโปรตีน การคนหาบริเวณอนุรักษเพ่ือการวิเคราะห

เชิงหนาท่ี (functional analysis) ของโปรตีน  

• GEO เปนการคนหานิวคลีโอไทดท่ีสนใจโดยใชโปรแกรม BLASTn เปรียบเทียบกับนิวคลี

โอไทดในฐานขอมูล GEO (Gene Expression Omnibus) ซ่ึงจะทําใหไดขอมูลรูปแบบ

การแสดงออกของยีน  

• IgBLAST เปนการคนหาโมเลกุลของ immunoglobulin (Ig) หรือ T cell receptor 

(TR) จากขอมูลลําดับกรดอะมิโนท่ีสนใจ โดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล Germline 

• VecScreen เปนการคัดกรองลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจวามีการปนเปอนลําดับนิวคลีโอ

ไทดท่ีมาจาก DNA vector หรือไม โดยการใชโปรแกรม BLASTn ทําการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลท่ีรวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดของ vectors ชนิดตางๆ  

• CDART การระบุบริเวณอนุรักษ (conserved domains) ท่ีมีอยูโปรตีนท่ีสนใจ แลวตาม

ดวยการคนหาโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ท่ีมีบริเวณอนุรักษ (conserved domains) ลักษณะ

เดียวกัน 

• Targeted Loci เปนการระบุชนิดของเชื้อจุลชีพท่ีพบในสิ่งแวดลอม โดยใชยีนเปาหมาย 

ไดแก 16S, 18S, 28S และ ITS (internal transcribed spacer region) ของ 

ribosomal RNA แลวใชโปรแกรม BLASTn ในการเปรียบเทียบกับฐานขอมูลตางๆ 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 

ชนิดพรอมๆ กัน  

• BioAssay เปนการใชโปรแกรม BLASTn ในการคนหาสารเคมีจาก PubChem ท่ี

สามารถจับกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจได หรือใชโปรแกรม BLASTp ในการคนหา

สารเคมีจาก PubChem ท่ีสามารถจับกับโปรตีนท่ีสนใจได 

• MOLE-BLAST การระบลุําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความเหมือนหรือใกลเคียง (neighbor 

sequences) กับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสนใจ โดยใชโปรแกรม BLASTn จากนั้นทําการ

จัดเรียงและเปรียบเทียบลักษณะความเหมือน เพ่ือใชในการจําแนกเปนสายวิวัฒนาการ 

(phylogenetic) ตามลําดับความคลายคลึงกัน  

 

 

เอกสารอางอิง และแนะนําอานเพ่ิมเติม 

• 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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การวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 

Phylogenetic analysis 

 เชื้อไวรัสสวนใหญมักมีอัตราการกลายพันธุ (mutation) สูง ทําใหมีการสะสมการกลาย

พันธุระหวางการเพ่ิมจํานวน (replication) อยางรวดเร็ว อันเนื่องมาจากหลายปจจัย ไดแก 

• RNA virus อาศัยการทํางานของเอนไซม RNA-dependent RNA polymerase ในการ

เพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรม ซ่ึงเอนไซมดังกลาวมีอัตราการสรางสารพันธุกรรมผิดพลาด

คอนขางมาก (103-104 nucleotides/replication cycle) 

• เชื้อไวรัสเพ่ิมจํานวนภายในเซลลเจาบาน (host cells) ซ่ึงภายในเซลลเจาบานจะมี RNA 

editing enzymes ท่ีสามารถปรับเปลี่ยนลําดับเบสบนสาย RNA ได ซ่ึงมีรายงานวิจัย

พบวา การทํางานของเอนไซมดังกลาว มีผลสงเสริมใหเชื้อไวรัสมีการกลายพันธุมากขึ้น 

• หลังจากเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมแลว ไวรัสไมมีกลไก proof-reading เพ่ือตรวจสอบ

ความผิดพลาดของการสรางสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส  

• เชื้อไวรัสไมมีกลไกการซอมแซม (repair mechanism) เพ่ือแกไขรหัสพันธุกรรมท่ี

ผิดพลาด  

• Selective pressure เนื่องจากระบบภูมิคุมกันของรางกาย มีการตอบสนองโดยตอตาน

และกําจัดเชื้อไวรัส เปนผลทําใหเกิดภาวะกดดันใหเชื้อไวรัสมีอัตราการกลายพันธุอยาง

รวดเร็ว เพ่ือหลีกเลี่ยงการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน 

 ดังนั้นในการศึกษารหัสพันธุกรรมหรืออณูชีววิทยาของเชื้อไวรัสชนิดตางๆ จึงนิยมศึกษา

เพ่ือจําแนกสายพันธุ (genetic characterization) และวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 

(phylogenetic analysis) ของเชื้อไวรัส เพ่ือใหเขาใจลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัส ซ่ึงมี

ประโยชนในดานตางๆ ไดแก การวิเคราะหแหลงท่ีมาเชื้อไวรัสวาเริ่มตนระบาดมาจากท่ีใด การ

ทํานายความรุนแรงในการกอโรคของเชื้อไวรัส การเปรียบเทียบระหวางสายพันธุของวัคซีนและ

ไวรัสท่ีกําลังระบาด และการทํานายสายพันธุของเชื้อไวรัสท่ีกําลังจะระบาดในอนาคต เปนตน  
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การวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis) 

 ในการศึกษาวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการนั้น จะแสดงผลเปนแผนภาพตนไม

เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ท่ีสะทอนใหเห็นถึงสมมติฐาน (ไมใชขอเท็จจริงท่ีแนนอน) 

ของความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการระหวางสิ่งมีชีวิตจากบรรพบุรุษสืบเชื้อสายไปสูลูกหลาน โดย

ลักษณะก่ิงกาน (branch) ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการจะบงชี้ใหเห็นวาสิ่งมีชีวิตสาย พันธุ

ใดมีความสันพันธใกลชิดกัน หรือมีบรรพบุรุษรวมกัน (รูปท่ี 5.1) 

 

รูปท่ี 5.1 ตัวอยางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 

 จากรูปท่ี 5.1 มีคําศัพทท่ีควรทราบเก่ียวกับแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ ดังนี้ 

• Root คือรากฐานหรือจุดเริ่มตนของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

• Taxon ใชเรียกสิ่งมีชีวิตแตละตัวท่ีสนใจศึกษา ในกรณีท่ีใชเปนพหูพจนจะเรียกวา Taxa 

• Basal taxon ใชเรียกสิ่งมีชีวิตท่ีคาดวาจะเปนตนกําเนิด หรือบรรพบุรุษเริ่มตนของ 

taxa อ่ืนๆ 

• Sister taxa ใชเรียกสิ่งมีชีวิต 2 taxa ท่ีมีความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการอยางใกลชิด 
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• Polytomy ใชเรียกสิ่งมีชีวิตมากกวา 2 taxa ท่ีมีความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการอยาง

ใกลชิด แตมีขอมูลไมเพียงพอในการจัดจําแนก taxa ออกเปนก่ิงกานตามลําดับ 

(branching order) 

• Branch length ความยาวของก่ิง ในกรณีของ Cladogram (รูปท่ี 5.1) ความยาวของ

ก่ิงจะไมมีความหมาย แตถาเปน Phylogram ความยาวของก่ิงจะแสดงถึงจํานวนของ

การเปลี่ยนแปลงเชิงวิวัฒนาการ ซ่ึงจะกลาวรายละเอียดตอไป 

• Branch point จุดแตกก่ิง เปนการแยกความแตกตางของ taxa ท่ีมีบรรพบุรุษรวมกัน

ออกจากกัน โดย taxa ท่ีมี branch point รวมกัน จะมีบรรพบุรุษลาสุดรวมกัน (most 

recent common ancestor) จึงมีความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการอยางใกลชิด 

ยกตัวอยางเชน 

 Branch point ① เปนจุดท่ีมีบรรพบุรุษรวมกันลาสุดของ taxa A-G 

 Branch point ③ เปนจุดท่ีมีบรรพบุรุษรวมกันลาสุดของ taxa B, C และ D 

 Branch point ⑤ เปนจุดท่ีมีบรรพบุรุษรวมกันลาสุดของ taxa F และ G 

ประเภทของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ (Types of phylogenetic tree) 

 แผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ สามารถแบงเปน 3 ประเภท (รูปท่ี 5.2) ดังนี้ 

• Cladogram เปนแผนภาพตนไมท่ีเนนแสดงเฉพาะรูปแบบของความสัมพันธเชิ ง

วิวัฒนาการระหวางกลุม โดยจัดเรียงใหก่ิง (branch) ของทุก taxa มาบรรจบท่ีตําแหนง

เดียวกันเพ่ือความสวยงามเทานั้น ดังนั้นความยาวของก่ิง (branch length) จะไมมี

ความหมายใดๆ สําหรับแผนภาพตนไมประเภทนี้ 

• Phylogram เปนแผนภาพตนไมท่ีแสดงรูปแบบความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการระหวาง

กลุม โดยใหความยาวของก่ิง (branch length) สะทอนถึงจํานวนของการเปลี่ยนแปลง

เชิงวิวัฒนาการดวย ดังนั้นแผนภาพตนไมประเภทนี้จะมีความยาวของก่ิงแตกตางกัน ไป

ในแต taxa  
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• Chronogram เปนแผนภาพตนไมท่ีแสดงรูปแบบความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการระหวาง

กลุม โดยใหความยาวของก่ิง (branch length) สะทอนถึงเวลาท่ีเกิดขึ้นจริง เพ่ือศึกษา

ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการเทียบกับชวงเวลา   

 

 

รูปท่ี 5.2 ประเภทของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

วิธีการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

 ในอดีตการเขียนแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการจะอาศัยการเปรียบเทียบลักษณะ (traits) 

ภายนอกท่ีมองเห็น (phenotypes) เชน มีหาง/ไมมีหาง มีเขา/ไมมีเขา เปนตน เพ่ือใชในการจัด

จําแนกความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต โดยมีหลักการวาสิ่งมีชีวิตท่ีมีบรรพบุรุษรวมกัน

จะมีลักษณะคลายคลึงกัน แตในปจจุบันนิยมใชลักษณะทางอณูชีววิทยา (molecular traits) 

ไดแก ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน หรือลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน ในการจัดจําแนก

ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต โดยมีหลักการวาสิ่งมีชีวิตท่ีมีวิวัฒนาการรวมกันอยาง

ใกลชิด จะมีลักษณะทางพันธุกรรม (genotypes) ท่ีแตกตางกัน (distance) เพียงเล็กนอย 

ในขณะท่ีสิ่งมีชีวิตท่ีไมมีความใกลชิดเชิงวิวัฒนาการ จะมีลักษณะทางพันธุกรรมแตกตางกันมาก 

 การจัดจําแนกความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต โดยใชลักษณะทางอณูชีววิทยา 

ประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้ 
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1. การเลือกใชขอมูลทางอณูชีววิทยา ในการจําแนกความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ ไดแก 

• ลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเปน non-coding regions ไมไดแปลรหัสเปนกรดอะมิโน 

• ลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเปน coding regions สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนได 

• ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน สามารถใชลําดับกรออะมิโนท่ีแปลรหัสมาจากลําดับนิวคลี

โอไทด (translated nucleotide) ในสวน coding regions ได 

 งานวิจัยทางดานไวรัสวิทยา นิยมเลือกใชลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเปน coding regions 

ของยีนท่ีใชในการสรางโปรตีนพ้ืนผิว (surface protein) ของอนุภาคไวรัส เนื่องจากยีนและ

โปรตีนดังกลาวจะไดรับภาวะกดดันจากปจจัยตางๆ เชน ระบบภูมิคุมกันของรางกาย ยาตานไวรัส 

และสิ่งแวดลอม ทําใหมีอัตราการกลายพันธุมากกวายีนอ่ืนๆ นอกจากนี้การจําแนกสายพันธุของ

เชื้อไวรัสบางชนิดในอดีตนิยมจําแนกดวยการแบงเปน serotypes โดยอาศัยการจับกันระหวาง

แอนติบอด้ี (antibody) และแอนติเจน (antigen) ซ่ึงมักจะเปนโปรตีนพ้ืนผิว (surface protein) 

ของอนุภาคไวรัสนั่นเอง ดังนั้นการเลือกใชลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเปน coding regions ของยีน

ท่ีใชในการสรางโปรตีนพ้ืนผิว (surface protein) ของอนุภาคไวรัส มาใชเปนขอมูลสําหรับการ

จําแนกความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ จะมีขอดีหลายประการ ไดแก  

• ศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีสอดคลองกับการจําแนกสายพันธุดวยระบบ 

serotypes 

• ศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีสอดคลองกับการปรับตัวของเชื้อไวรัส (viral 

adaptation) เพ่ือใหอยูรอด เชน การหลบเลี่ยงระบบภูมิคุมกัน (immune escape) การ

ด้ือตอยาตานไวรัส (anti-viral resistance) และ การคัดเลือกโดยธรรมชาติ (natural 

selection) เปนตน 

• ลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเปน coding regions สามารถแปลรหัสไปเปนกรดอะมิโนได 

ดังนั้นจึงสามารถใชท้ังลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนในการสรางแผนภาพตนไมเชิง

วิวัฒนาการได 
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2. การจัดเรียงลําดับขอมูลรวมกัน (Multiple sequences alignment) 

  ความยาวของลําดับนิวคลีโอไทด หรือความยาวของลําดับกรดอะมิโน จากแตละ

ตัวอยางท่ีศึกษาควรจะตองมีความยาวเทากัน ดังนั้นจึงควรปรับแตงใหตําแหนงเริ่มตนและ

ตําแหนงสิ้นสุดของลําดับนิวคลีโอไทด หรือลําดับกรดอะมิโน ในทุกๆ ตัวอยางเปนตําแหนงท่ี

ตรงกันเพ่ือใหไดขอมูลท่ีแมนยํา ในกรณีท่ีเกิดการขาดหายไป (deletion) หรือมีสวนท่ีเพ่ิมขี้น 

(insertion) ของลําดับนิวคลีโอไทดหรือกรดอะมิโนในบางตัวอยาง โปรแกรมสําหรับการทํา 

alignment จะเติม gap (-) ในสวนท่ีขาดหายไปใหอัตโนมัติ อยางไรก็ตามควรตรวจสอบวาการ

เติม gap (-) ของโปรแกรมถูกตองเหมาะสมหรือไม โดยเฉพาะกรณีท่ีตองการแปลรหัสจากลําดับ

นิวคลีโอไทดไปเปนลําดับกรดอะมิโน ตําแหนง gap (-) เหลานี้ อาจทําใหเกิด frame shift ซ่ึงจะ

ทําใหไดขอมูลลําดับกรดอะมิโนท่ีผิดพลาด เม่ือนําไปสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการก็จะ

ผิดพลาดดวย 

3. วิธีการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic method) แบงออกเปน 

• Character based method มีหลักการคือการเปรียบเทียบชนิดของนิวคลีโอไทด หรือ

ชนิดของกรดอะมิโน ในแตละตําแหนงของลําดับท่ีเกิดจาก multiple sequences 

alignment จากรูปท่ี 5.3 เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 6 ตําแหนง 

ระหวางตัวอยาง 4 กลุม (taxa) จะพบวาสามารถสราง unrooted tree ได 3 ลักษณะ 

จากนั้นเม่ือพิจารณาลําดับนิวคลีโอไทดแตละตําแหนง จะพบวา W และ X taxa ควร

จัดเปน sister taxa เนื่องจากมีความแตกตางกันนอย (แตกตางในตําแหนงท่ี 3 และ 4) 

สวน Y และ Z taxa ควรจัดเปน sister taxa เนื่องจากมีความแตกตางกันนอย (แตกตาง

ในตําแหนงท่ี 4 และ 6) ในขณะท่ี W และ Y taxa (แตกตางในตําแหนงท่ี 1, 3, 5 และ 

6) หรือ W และ Z taxa (แตกตางในตําแหนงท่ี 1, 3, 4 และ 5) ควรจัดอยูหางกันออกไป 

ดังนั้นแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการท่ีนาจะถูกตองท่ีสุด คือ แผนภาพตนไมดานซายมือ

ในรูปท่ี 5.3 ท้ังนี้หลักการ Character based method แบงออกเปน 2 วิธี ไดแก 
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รูปท่ี 5.3 การสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ ดวย character และ distance methods 

 Maximum Parsimony เปนวิธีในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการหลายๆ 

แบบ แลวเลือกแสดงผลเฉพาะแผนภาพแบบท่ีมีจํานวนการกลายพันธุ (การเปลี่ยน

ลําดับเบส หรือลําดับกรดอะมิโน) นอยท่ีสุด ซ่ึงวิธีการนี้เหมาะสําหรับชุดขอมูลท่ีมี

ความคลายคลึงกันมากๆ หากขอมูลมีความหลายหลากและซับซอนมากๆ วิธีการนี้

อาจจะสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการท่ีผิดพลาดได นอกจากนี้ขอจํากัดของวิธีนี้  

คือจะสามารถสรางแผนภูมิตนไมประเภท Cladogram ซ่ึงเปนแผนภาพตนไมท่ีเนน

แสดงเฉพาะรูปแบบของความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการเทานั้น ไมแสดงจํานวนของ

การเปลี่ยนแปลงเชิงวิวัฒนาการ 

 Maximum Likelihood เปนวิธีในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการหลายๆ 

แบบ แลวเลือกแสดงผลเฉพาะแผนภาพแบบท่ีขอมูลมีความนาจะเปนมากท่ีสุด ซ่ึง

วิธีการนี้ใชขอมูลในการประมวลผลสูงสุด ทําใหมีประสิทธิภาพและมีความนาเชื่อถือ

อยางมากในการจําแนกความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ จึงเปนท่ีนิยมใชในการ

วิเคราะหขอมูลงานวิจัยระดับนานาชาติ อยางไรก็ตามขอจํากัดของวิธีนี้ คือใชเวลา

ในการประมวลผลคอนขางมาก และจําเปนตองใชคอมพิวเตอรท่ีมีประสิทธิภาพสูง 
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• Distance method มีหลักการคือการเปรียบเทียบชนิดของนิวคลีโอไทด หรือชนิดของ

กรดอะมิโน โดยการทํา pair-wise sequences alignment จากนั้นคํานวณคาความ

แตกตาง (distance) ของแตละคู taxa แลวจึงนําคาความแตกตางท่ีไดนั้นมาสราง

แผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ โดยจะจัด taxa ท่ีมีความแตกตางกันเล็กนอย ใหอยู

ใกลชิดกัน (sister taxa) สวน taxa ท่ีมีความแตกตางกันมาก จะถูกจัดใหอยูหางกัน จาก

รูปท่ี 5.3 เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 6 ตําแหนง ระหวางตัวอยาง 4 กลุม 

(taxa) จะพบวาสามารถสราง unrooted tree ได 3 ลักษณะ จากนั้นเม่ือพิจารณาคา

ความแตกตางกันระหวาง taxa แตละคู แลวสรางเปน distance matrix แลวนําคา 

distance ไปสรางแผนภาพตนไม จะพบวา W และ X taxa ควรจัดเปน sister taxa 

เนื่องจากมีความแตกตางกันนอย (distance = 33) สวน Y และ Z taxa ควรจัดเปน 

sister taxa เนื่องจากมีความแตกตางกันนอย (distance = 33) ในขณะท่ี W และ Y taxa 

(distance = 66) หรือ W และ Z taxa (distance =66) ควรจัดอยูหางกันออกไป ดังนั้น

แผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการท่ีนาจะถูกตองท่ีสุด คือ แผนภาพตนไมดานซายมือในรูปท่ี 

5.3 โดยท่ัวไป distance method มีขอดีคือสามารถแผนภาพตนไมไดอยางรวดเร็ว จึง

นิยมใชในการสรางแผนภาพตนไมคราวๆ เพ่ือใชพิจารณาในเบื้องตนเทานั้น  ไมนิยมใช

ในการวิเคราะหขอมูลมีความหลายหลากและซับซอนมากๆ ท้ังนี้หลักการ distance 

method แบงออกเปน 3 วิธี ไดแก 

 UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) เปนวิธีใน

การสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ โดยใชขอมูล distance มาจัดกลุม taxa 

เปนคูๆ ท่ีมีความใกลชิดกัน แลวคํานวณหาคาเฉลี่ย distance ในแตละคู taxa เพ่ือ

ใชในการกําหนด branch length ในแผนภาพตนไม 

 Neighbor-joining เปนวิธีในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ โดยใชขอมูล 

distance มาจัดกลุมและสรางแผนภาพอยางรวดเร็ว  
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 Minimum evolution เปนวิธีในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ โดยใช

ขอมูล distance มากําหนดความยาวของก่ิง (branch length) จากนั้นคู taxa ท่ีมี 

branch length สั้นท่ีสุด (สัมพันธใกลเคียงกัน) จะถูกจําแนกเปน sister taxa  

 

4. การกําหนดรูปแบบการกลายพันธุ (mutational models)  

รูปแบบการกลายพันธุมีสวนเก่ียวของในการวิเคราะหความพันธเชิงวิวัฒนาการ ดังนี้ 

• Jukes-Cantor (JC): การกลายพันธุทุกๆ แบบมีโอกาสเกิดไดเทาเทียมกัน   

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

มีโอกาสเกิดไดมากกวา transversions (purine ↔ pyrimidine) 

• Felsenstein 84 (F84): การกลายพันธุแบบ transitions (A ↔ G หรือ C ↔ T) มี

โอกาสเกิดไดมากกวา transversions (purine ↔ pyrimidine) และพิจารณา unequal 

base frequencies เพ่ิมเติม 

• Generalized Time Reversible (GTR): การกลายพันธุไปตามกาลเวลา เปนรูปแบบท่ี

นิยมใชท่ัวไป 

 

5. การวิเคราะหความเชื่อมั่นทางสถิติ (Analysis of statistical confidence)  

 เนื่องจากการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ เปนการแสดงใหเห็นถึงสมมติฐาน 

(ไมใชขอเท็จจริงท่ีแนนอน) ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดท่ีจะสรางแผนภาพไดหลายๆ รูปแบบ ดัง

แสดงในตารางท่ี 5.1 จะเห็นไดวาจํานวนแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการท่ีเปนไปไดนั้นจะเ พ่ิมขึ้น

ตามจํานวนกลุม (taxa) ท่ีใชในการศึกษา ซ่ึงถาขอมูลมีความหลากหลายมากๆ จะทําใหมีความ

ซับซอนในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 
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ตารางท่ี 5.1 จํานวนรูปแบบท่ีเปนไปไดในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

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 

 

 ดังนั้นการวิเคราะหความเชื่อม่ันทางสถิติ สําหรับการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

จะอาศัยวิธีท่ีเรียกวา bootstrap analysis ซ่ึงมีหลักการในการจําลองการสรางแผนภาพตนไม

จากขอมูลชุดเดียวกัน (resample) โดยการทําซํ้าๆ (bootstrap replicates) จํานวนหลายๆ ครั้ง 

จากนั้นจึงนําแผนภาพตนไมท่ีไดจากการจําลองซํ้าๆ มาทําการเปรียบเทียบกัน หากพบลักษณะ

การจําแนกก่ิงแบบเดิมซํ้าๆ กันบอยๆ แสดงวาการจําแนกรูปแบบดังกลาวมีความเชื่อม่ันสูง 

โดยท่ัวไปการกําหนด bootstrap replicates จะกําหนดคาท่ี 1,000 replicates (จําลองการ

สรางแผนภาพตนไมซํ้าๆ กันจํานวน 1,000 ครั้ง) อยางไรก็ตามสามารถปรับเปลี่ยนคา bootstrap 

replicates ไดซ่ึงถากําหนดคามากๆ (>1,000) จะมีความถูกตองสูงขึ้น แตจะใชเวลาในการ

วิเคราะหขอมูลนาน  ในทางกลับกันถากําหนดคานอยๆ จะวิเคราะหผลไดรวดเร็ว แตความ

นาเชื่อถือจะลดลง หลังจากการประมวลผล bootstrap แลวจะแสดงคาเปนเปอรเซ็นตความ

นาจะเปนท่ีจะพบการจําแนกลักษณะก่ิง ซ่ึงจะระบุคาความเชื่อม่ัน (bootstrap support 

values) ไวบริเวณจุดแตกก่ิง (branch point หรือ node) หากระบุตัวเลขในชวง 90-100 แสดง

วามีความเชื่อม่ันทางสถิติสูงมาก (90-100%) ในการจัดจําแนกลักษณะก่ิงดังกลาว  
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 ตัวอยางเชนจากรูปท่ี 5.4 จะเห็นไดวาการจําแนกก่ิงระหวาง C และ I taxa หรือ D และ 

E หรือ F และ H จะมีคาความเชื่อม่ันเทากับ 100 แสดงวาเชื่อถือไดแนนอน ในขณะท่ีจุดแตกก่ิง

บางตําแหนงจะมีคานอยกวา 100 แสดงวามีความเชื่อม่ันทางสถิติลดลง ซ่ึงหากมีคานอยกวา 60 

จะประเมินวาการจําแนกลักษณะก่ิงดังกลาวไมนาเชื่อถือ   

 

รูปท่ี 5.4 การระบุคา bootstrap support values ในแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

6. การจัดรูปแบบของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ (Styles of phylogenetic tree) 

 แผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ สามารถจําแนกไดหลายรูปแบบ ซ่ึงสื่อถึงความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการเหมือนกัน (รูปท่ี 5.5) ดังนี้ 

• Rooted tree เปนแผนภาพตนไมท่ีมีรากฐานหรือจุดเริ่มตนของวิวัฒนาการ ไดแก 

 Rectangular ลักษณะการแตกก่ิงจะเปนบล็อกเหมือนสี่เหลี่ยมผืนผา 

 Straight ลักษณะการแตกก่ิงจะเปนเสนทแยงมุม และรูปแบบก่ิงเปนเสนตรง 

 Curved ลักษณะการแตกก่ิงและรูปแบบก่ิงจะเปนเสนโคง 
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• Unrooted tree เปนแผนภาพตนไมท่ีไมมีรากฐานหรือจุดเริ่มตนของวิวัฒนาการ ไดแก 

 Radiation ลักษณะการแตกก่ิงจะเปนเสนตรงกระจายตัวจากจุดก่ึงกลาง 

 Circle ลักษณะการแตกก่ิงจะเปนวงกลมกระจายตัวจากจุดก่ึงกลาง 

 

 

รูปท่ี 5.5 รูปแบบตางๆ ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 
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7. การปรับหมุนท่ีตําแหนง branch point ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

 เนื่องจากแผนภาพตนไมแสดงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ โดย taxa ท่ีมี branch point 

รวมกัน จะมีบรรพบุรุษลาสุดรวมกัน (most recent common ancestor) จึงมีความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการอยางใกลชิด ดังนั้นการปรับหมุนท่ีตําแหนง branch point จะไดแผนภาพตนไม ท่ีมี

รูปรางเปลี่ยนแปลงไปเล็กนอย อยางไรก็ตามแผนภาพตนไมดังกลาวยังคงสะทอนถึงความสั มพันธ

เชิงวิวัฒนาการดังเดิม ดังรูปท่ี 5.6 จะเห็นไดวาไมวาจะปรับหมุนท่ี branch point ①, ② 
หรือ ③ ก็ยังคงความหมายเหมือนเดิม คือ A เปน basal taxon สวน C และ D เปน sister 

taxa  

 

รูปท่ี 5.6 ผลของการปรับหมุนท่ีตําแหนง branch point ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

 

การใชโปรแกรมทางคอมพิวเตอรในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

 ในปจจุบันมีโปรแกรมสําหรับการวิเคราะหดาน phylogenetic tree จํานวนหลาย

โปรแกรม ในท่ีนี้จะขอกลาวถึงเฉพาะโปรแกรม MEGA (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis) version 7.0 เนื่องจากเปนโปรแกรมท่ีสามารถใชงานไดฟรีโดยไมเสียคาใชจาย 

(freeware) มีรูปแบบการใชงานงายไมซับซอน เปนโปรแกรมท่ีมีมาตรฐานเปนท่ียอมรับสําหรับ

งานวิจัยในระดับนานาชาติ และผูเขียนมีประสบการณในการใชงานโปรแกรมนี้มาหลายป จึงขอ

สรุปขั้นตอนการใชงานของโปรแกรม MEGA ดังนี้ 

 

https://www.megasoftware.net/
https://www.megasoftware.net/
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1. การ download โปรแกรม MEGA ไดจาก https://www.megasoftware.net/ (รูปท่ี 

5.7) โดยสามารถเลือกระบบปฏิบัติการท่ีตองการ ไดแก Windows, Mac OX X, 

Debian, RedHat และ Linux อ่ืนๆ นอกจากนี้ยังสามารถเลือกระบบ interface เปน

แบบ Graphical (GUI) หรือ Command Line (CC) ซ่ึงในท่ีนี้จะถายทอดวิธีการใช

โปรแกรม MEGA โดยใชระบบปฏิบัติการ Windows และใช interface เปนแบบ 

Graphical (GUI) เม่ือ download เสร็จแลว ก็ดําเนินการติดต้ังโปรแกรมตามปกติ 

 

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

2. การเตรียม file ท่ีเปน FASTA format (นามสกุล .fas) ซ่ึงประกอบไปดวยลําดับนิวคลีโอ

ไทด หรือลําดับกรดอะมิโนของตัวอยางท้ังหมดท่ีตองการวิเคราะห ดังรูปท่ี 5.8 

 

รูปท่ี 5.8 ตัวอยางลําดับนิวคลีโอไทดในรูปแบบ FASTA format 

https://www.megasoftware.net/
https://www.megasoftware.net/
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รูปท่ี 5.9 การเปด file ในโปรแกรม MEGA 

 

3. เปด FASTA format file ในโปรแกรม MEGA โดยเลือกท่ีคําสั่ง File จากนั้นเลือก Open 

A File (รูปท่ี 5.9) แลวเลือก file ท่ีเตรียมไว จากนั้นโปรแกรมจะถามขึ้นวาตองการทํา

อยางไรกับขอมูลดังกลาว โดยใหเลือกระหวาง วิเคราะห (Analyze) หรือ จัดเรียงลําดับ 

(Align) ในขั้นนี้ใหเลือกคําสั่ง Align แลวโปรแกรมจะแสดงผลขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 

ดังรูปท่ี 5.10  

 

รูปท่ี 5.10 ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (FASTA format) ท่ีแสดงผลโดยโปรแกรม MEGA 
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4. ทําการจัดเรียง (Alignment) ลําดับนิวคลีโอไทด หรือลําดับกรดอะมิโน โดยเลือกท่ีคําสั่ง 

Alignment และเลือกท่ีคําวา Align by ClustalW ดังรูปท่ี 5.11 จากนั้นจะมีหนาตาง

ขึ้นมาใหปรับเปลี่ยนคา parameter ในการวิเคราะห ซ่ึงไมจําเปนตองปรับเปลี่ยน 

สามารถใชคาเริ่มตน (default) ตางๆ ของโปรแกรมได โดยกดท่ีปุม OK เม่ือดําเนินการ 

alignment เสร็จแลว โปรแกรมจะแสดงผลขอมูลดังรูปท่ี 5.12  

 

รูปท่ี 5.11 การเลือกคําสั่ง Alignment ในโปรแกรม MEGA 

 

รูปท่ี 5.12 ผลจากการ Alignment โดยโปรแกรม MEGA 
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5. จากผลการ alignment ใหตรวจสอบเบื้องตนกอนวาลําดับนิวคลีโอไทด หรือลําดับ

กรดอะมิโน ของทุกตัวอยางท่ีจะใชในการวิเคราะห มีจุดเริ่มตนและจุดสิ้นสุดตรงกัน

หรือไม จากรูปท่ี 5.12 จะเห็นไดวาชวงปลายของลําดับนิวคลีโอไทดมีจุดสิ้นสุดตางกัน 

ดังนั้นจึงควรปรับแตงใหตําแหนงเริ่มตนและตําแหนงสิ้นสุดของลําดับนิวคลีโอไทด หรือ

ลําดับกรดอะมิโน ในทุกๆ ตัวอยางเปนตําแหนงท่ีตรงกันเพ่ือใหไดขอมูลท่ีแมนยํา โดย

เลือกแถบบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตองการตัดออก จากนั้นคลิกขวาแลวเลือกคําสั่ง 

delete  

6. เม่ือปรับแตงความยาวของลําดับท่ีไดจากการ alignment แลว ขั้นตอไปคือการ export 

ขอมูล โดยเลือกท่ีคําสั่ง Data แลวเลือกท่ี Export Alignment จากนั้นเลือกท่ี MEGA 

format ดังรูปท่ี 5.13 ซ่ึงจะเปนการแปลงขอมูลใหเปนนามสกุล (.meg)  

 

รูปท่ี 5.13 การแปลงขอมูล alignment ใหเปน MEGA format 
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7. สรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ โดยเลือกท่ีคําสั่ง Phylogeny (รูปท่ี 5.14) จะมีวิธีท่ี

จะใชในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic method) ตางๆ ไดแก  

• 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 การสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic method) ดวยวิธี ตางๆ 

8. เม่ือเลือกวิธีท่ีจะใชในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการแลว (ในท่ีนี้แสดงการใชวิธี 

Maximum Likelihood) จะมีหนาตางปรากฏใหปรับเปลี่ยนคาตางๆ (รูปท่ี 5.15) ดังนี้ 

• Test of Phylogeny: เลือกวาจะใช Bootstrap method หรือไม 

• No. of Bootstrap replications: ใสคาตัวเลขท่ีตองการ (โดยท่ัวไปใชคา 1000)  

• Substitution site: เลือกระหวาง Nucleotide หรือ Amino acid ขึ้นกับขอมูลท่ีใช 

• Model/Method: การกําหนดรูปแบบการกลายพันธุ โดยท่ัวไปจะเลือกใช General 

Time Reversible model สําหรับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด และ ใช Jones-Taylor-

Thornton (JTT) model สําหรับขอมูลลําดับกรดอะมิโน เปนตน อยางไรก็ตามสามารถ

ปรับเปลี่ยนไดตามความเหมาะสม 
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รูปท่ี 5.15 การต้ังคา parameter ตางๆ ในการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ  

9. จากรูปท่ี 5.15 เม่ือคลิกท่ีคําวา Compute โปรแกรมจะทําการคํานวณ ซ่ึงอาจจะตองใช

เวลานานในการประมวลผล ขึ้นอยูกับความซับซอนของขอมูล จํานวนตัวอยางท้ังหมด 

วิธีท่ีใชในการสรางแผนภาพ และประสิทธิภาพของคอมพิวเตอรท่ีใช (รูปท่ี 5.16) 
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รูปท่ี 5.16 การประมวลผลของโปรแกรม MEGA สําหรับการสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ  

10. เม่ือประมวลผลเสร็จ โปรแกรมจะแสดงแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ ดังรูปท่ี 5.17 ซ่ึง

สามารถปรับเปลี่ยนได เชน 

• การปรับหมุนท่ีตําแหนง branch point โดยคลิกท่ีปุม Flip Subtree 

• การจัดรูปแบบ (style) ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ  
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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 การสรางแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการดวยวิธี Maximum Likelihood method 
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11. นอกจากนี้ยังสามารถปรับเปลี่ยนลักษณะตางๆ ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการได 

โดยเลือกท่ีคําสั่ง View แลวเลือก Options จะมีหนาตางปรากฏขึ้น (รูปท่ี 5.18) ดังนี้ 

• Tree ปรับเปลี่ยนขนาดของแผนภาพตนไม และความยาวของก่ิง 

• Branch ปรับเปลี่ยนความเขมของเสนในแผนภาพตนไม 

• Label ปรับเปลี่ยนชื่อ สี และ font ของ taxa 

 

รูปท่ี 5.18 ปรับเปลี่ยนลักษณะตางๆ ของแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ 

12. การบันทึกรูปแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ โดยคลิกท่ีคําวา Image แลวจะมีตัวเลือกใน

การบันทึกรูปภาพแบบตางๆ (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 การบันทึกรูปแผนภาพตนไมเชิงวิวัฒนาการ เปน files ชนิดตางๆ 

13. การอางอิงถึงการใชโปรแกรม MEGA หากทําการวิเคราะหขอมูลหรือสรางแผนภาพ

ตนไมเชิงวิวัฒนาการดวยโปรแกรม MEGA เพ่ือเปนการใหเครดิตแดผูพัฒนาโปรแกรม 

ดังกลาว ควรขอมูลในเอกสารอางอิง 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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PCR-related techniques in molecular virology 
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เทคนิคท่ีเก่ียวของกับพีซีอารในดานอณูไวรัสวิทยา 

PCR-related techniques in molecular virology 

การเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 

หลักการของเทคนิค PCR เปนเทคนิคท่ีใชในการเพ่ิมจํานวน DNA ท่ีตองการศึกษาอยาง

จําเพาะในหลอดทดลอง โดยมีลักษณะเปนการเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณ ซ่ึงจําเปนตองมี

องคประกอบของปฏิกิริยา ดังนี้ 

• DNA template ท่ีสกัดไดจากเซลลหรือเนื้อเยื่อท่ีตองการศึกษา ความเขมขนของ 

DNA template ท่ีเหมาะสม สําหรับปฏิกิริยา PCR ควรอยูในชวง 100-500 ng/µL 

• Primers เปน oligonucleotide สายสั้น ๆ ขนาดประมาณ 17-25 bp ประกอบดวย 

forward primer และ reverse primer ซ่ึงจะมีทิศทางสวนทางกัน และจะจับกับ 

DNA template คนละ strand (forward primer จับกับ DNA template ท่ีเปน 

anti-sense strand สวน reverse primer จับกับ DNA template ท่ีเปน sense 

strand) นอกจากนี้ primers ควรมีสัดสวนเบส GC ประมาณ 40-60% และควรมีคา 

melting temperature (Tm) (อุณหภูมิท่ีทําให 50% ของ DNA แยกสายเปนสาย

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

ความเขมขนของ primers ท่ีเหมาะสมสําหรับ PCR ควรอยูในชวง 0.1-1 µM (final 

concentration) 

• Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) เปน nucleotide หนวยยอยท่ีจะใช

ในการเติมเขาไปในสาย DNA ท่ีสรางขึ้นใหม ประกอบดวย 4 ชนิด ไดแก dATP, 

dTTP, dCTP และ dGTP ความเขมขนของ dNTPs แตละชนิดท่ีเหมาะสมสําหรับ 

PCR ควรอยูในชวง 200 µM  
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• Taq DNA Polymerase เปนเอนไซม DNA polymerase  ท่ีสามารถสรางสาย DNA 

สายใหมในทิศทาง 5'  3' โดยมีคุณสมบัติพิเศษสามารถทนความรอนไดสู งมาก 

เนื่องจากเปนเอนไซมท่ีสกัดมาจากแบคทีเรียท่ีมีชื่อวา Thermus aquaticus ซ่ึง

สามารถอาศัยอยูในบริเวณน้ําพุรอนได ดังนั้นเอนไซม Taq DNA Polymerase  จึง

เหมาะสมกับการใชเปนเอนไซม DNA polymerase ในปฏิกิริยา PCR ซ่ึงมีขั้นตอน 

denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94°C โดยความเขมขนของเอนไซมท่ีเหมาะสมสําหรับ 

PCR ควรอยูในชวง 25 units/ml (final concentration) 

• Magnesium ion เปน co-factor ท่ีสําคัญของเอนไซม DNA polymerase ความ

เขมขนของ magnesium ion ท่ีเหมาะสมสําหรับ PCR ควรอยูในชวง 1.5–2.0 mM 

(final concentration) 

• Buffer เพ่ือควบคุม pH ของปฏิกิริยาใหเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 

ในการเกิดปฏิกิริยา PCR จําเปนตองมีการควบคุมอุณหภูมิ (Thermal profile) เพ่ือทํา

ใหปฏิกิริยาเกิดขึ้นไดอยางเหมาะสม ซ่ึงสามารถแบงออกเปน 3 ขั้นตอน (รูปท่ี 6.1) ไดแก 

• Denaturation เปนขั้นตอนท่ีใชความรอนสูง (อุณหภูมิ 94°C ประมาณ 15-30 

วินาที) เพ่ือทําใหโมเลกุลของ DNA ตนแบบมีการแยกสายจากสายคู (double 

strand DNA; dsDNA) เปนสายเด่ียว (single strand DNA; ssDNA) 

• Annealing เปนขั้นตอนท่ีใชอุณหภูมิ ในชวง 50-60°C ประมาณ 15-30 วินาที เพ่ือ

ทําใหโมเลกุลของ primers สามารถจับแบบเบสคูสม (complementary) กับ DNA 

template อยางจําเพาะ โดยอุณหภูมิในขั้นตอน annealing จะขึ้นกับคา Melting 

temperature (Tm)  ของ primers ท่ีใชในปฏิกิริยา สามารถคํานวณไดจาก 

[Annealing temperature = Tm of primers – 5] 
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• Extension เปนขั้นตอนท่ีใชในการสราง DNA  สายใหมในทิศทางจาก 5'  3' ใหมี

ลําดับเบส complementary กับ DNA ตนแบบ ซ่ึงในขั้นนี้ใชอุณหภูมิในชวง 68-

74°C (ขึ้นกับ Optimal temperature ของ DNA polymerase แตละชนิดท่ีใชใน

ปฏิกิริยา ซ่ึงโดยท่ัวไป Taq DNA polymerase จะมีอุณหภูมิเหมาะสมอยูท่ี 72°C) 

ระยะเวลาในขั้นตอนนี้ประมาณ 30-180 วินาที ขึ้นกับขนาดความยาวของ PCR 

product ซ่ึงจะถูกกําหนดโดยระยะหางระหวาง Forward primer และ Reverse 

primer ท่ีใชในปฏิกิริยา โดยปกติสามารถประมาณไดวา PCR product ขนาด 

1,000 bp ใชเวลาในขั้น extension 1 นาที 

 

รูปท่ี 6.1 หลักการของเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
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 ปฏิกิริยาจะดําเนินไปในแตละรอบซ่ึงประกอบดวย denaturation, annealing และ 

extension จํานวนท้ังสิ้นประมาณ 35-40 รอบ ดังนั้นหลังจากเสร็จปฏิกิริยาจะไดปริมาณ DNA 

เพ่ิมขึ้นแบบทวีคูณ 2n (โดยท่ี n = จํานวนรอบท่ีใชในปฏิกิริยา) ปฏิกิริยาดังกลาวเปนการเพ่ิม

จํานวน DNA (amplification) โดยเกิดขึ้นเปนปฏิกิริยาลูกโซ (chain reaction) จึงเรียกวา 

polymerase chain reaction (PCR) ซ่ึง PCR แบบมาตรฐานจะเรียกวา “conventional PCR” 

การประยุกตใชเทคนิค conventional PCR มักใชรวมกับเทคนิค agarose gel electrophoresis 

(รูปท่ี 6.2) เพ่ือใชในการตรวจวินิจฉัยแบบ screening โรคติดเชื้อตางๆ และการตรวจสอบ 

insertion หรือ deletion ท่ีมีจํานวนเบสเปลี่ยนแปลงมากกวา 30 bp เปนตน จากรูปท่ี 6.2 เปน

การเพ่ิมจํานวนยีนในสวน PreS1 ของเชื้อ hepatitis B virus (HBV) genotypes A-D ซ่ึงจะพบวา 

HBV genotype D จะเกิด deletion (ประมาณ 33 bp) ซ่ึงสามารถตรวจสอบและจําแนกไดดวย

เทคนิค conventional PCR และ agarose gel electrophoresis 

 
รูปท่ี 6.2 ตัวอยางผลการตรวจสอบ PCR product ดวย agarose gel electrophoresis 

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

เทคนิคท่ีมีพ้ืนฐานมาจาก PCR (PCR-based assay) 

 เนื่องจากเทคนิค PCR มีประโยชนในการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีตองการศึกษา จึงมีบทบาท

สําคัญอยางมากในการศึกษาดานอณูชีววิทยา ในปจจุบันจึงมีเทคนิคตาง 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 อาศัยหลักการสรางสาย cDNA จาก mRNA โดยใชเอนไซม reverse 

transcriptase และ primer ซ่ึงแบงไดเปน 3 ประเภท ไดแก random primer, oligo (dT) 

primer และ specific primer (รูปท่ี 6.3) เม่ือไดเปน cDNA แลวจึงนํามาใชเปน template ใน

การทํา PCR ขอดีของเทคนิคนี้คือเปนการเพ่ิมจํานวนยีนเฉพาะสวนท่ีเปน exons เทานั้น 

เนื่องจาก mRNA จะมีการ splicing เอาสวน introns ออกไป ซ่ึงจะแตกตางจากการเพ่ิมจํานวน

ยีนในสวน genomic DNA ท่ีมีท้ัง exons และ introns ตอกัน (รูปท่ี 6.4) นอกจากนีน้ิยมใช

เทคนิค RT-PCR ในงานวิจัยทางดานไวรัส เนื่องจากเชื้อไวรัสหลายชนิดมีสารพันธุกรรมเปน RNA  

 
รูปท่ี 6.3 Primer ประเภทตาง ๆ สําหรับการทํา reverse transcription

 
รูปท่ี 6.4 การเปรียบเทียบระหวาง genomic DNA และ complementary DNA 
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Nested PCR 

 เปนเทคนิคการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีตองการดวย PCR 2 ครั้ง ซ่ึงใช primers 2 คูท่ีจําเพาะ

ตอยีนเดียวกัน แต primer แตละตัวนั้นจับกับ DNA template ในบริเวณท่ีแตกตางกัน กลาวคือ

การทํา PCR ครั้งท่ี 1 (first round PCR) จะใช primer จํานวน 1 คูท่ีจําเพาะตอยีนท่ีตองการ

ศึกษา เม่ือได PCR products จากการทํา PCR ครั้งท่ี 1 แลวจะนํามาใชเปน DNA template 

สําหรับการทํา PCR ครั้งท่ี 2 ตอไป (second round PCR) ซ่ึงจะเปลี่ยน primers ท่ีใชใหจําเพาะ

ตอยีนเดิมแตมีการเปลี่ยนตําแหนงในการจับกับ DNA template (รูปท่ี 6.5) ซ่ึงถาเปลี่ยนท้ัง 

forward primer และ reverse primer จะเรียกวา nested PCR แตถาเปลี่ยน primer เพียงตัว

เดียว (forward primer หรือ reverse primer) จะเรียกวา semi-nested PCR หรือ hemi-

nested PCR ดังนั้นจุดเดนของเทคนิคนี้คือเปนการเพ่ิมความจําเพาะ (specificity) และความไว 

(sensitivity) ในการเพ่ิมจํานวนยีน และการตรวจสอบยีนท่ีตองการศึกษา จึงนิยมใชในการตรวจ

วินิจฉัยโรคติดเชื้อท่ีเกิดจากไวรัส เนื่องจากตัวอยางสิ่งสงตรวจจากผูปวย อาจมีสารพันธุกรรมของ

เชื้อไวรัสในปริมาณท่ีนอยมากๆ  

 

รูปท่ี 6.5 หลักการของเทคนิค nested PCR 
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Multiplex PCR 

 เปนเทคนิคท่ีมีพ้ืนฐานมาจาก PCR โดยมีการใช primers มากกวา 1 คู ในการเพ่ิม

จํานวนยีนพรอมกันหลายๆ ทอนในปฏิกิริยาหลอดเดียวกัน (รูปท่ี 6.6) โดยมีจุดเดนในการใชเพ่ือ

ตรวจวินิจฉัยโรค เนื่องจากการทําปฏิกิริยา PCR โดยใช primers หลายคูพรอมกันในหลอด

เดียวกัน จะทําใหประหยัดท้ังเวลา และคาใชจายสําหรับน้ํายาท่ีเปนสวนผสมของปฏิกิริยา PCR 

แตจะมีขอจํากัดในแงความไว (sensitivity) ในการทดสอบจะลดลง จากรูปท่ี 6.6 เปนตัวอยาง

การใชเทคนิค multiplex PCR ในการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสไขหวัดนก (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 เพียงอยางเดียว แสดงวาติดเชื้อไวรัส

ไขหวัดใหญ สายพันธุอ่ืนๆ ซ่ึงไมใช H5N1 

• หากขึ้น band ขนาด 276 bp ของ M gene และ 189 bp ของ H5 แสดงวาติดเชื้อ

ไวรัสไขหวัดใหญ สายพันธุ H5N? แตไมใช N1 ซ่ึงอาจเปน H5N2 เปนตน 

• หากขึ้น band ขนาด 276 bp ของ M gene และ 131 bp ของ N1 แสดงวาติดเชื้อ

ไวรัสไขหวัดใหญ สายพันธุ H?N1 แตไมใช H5 ซ่ึงอาจเปน H1N1 เปนตน 

• หากขึ้นท้ัง 3 bands แสดงวาติดเชื้อไวรัสไขหวัดนก สายพันธุ H5N1 

 
รูปท่ี 6.6 ตัวอยางผลการตรวจเชื้อไวรัสไขหวัดนก สายพันธุ H5N1 ดวยเทคนิค 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) 

 เปนเทคนิคท่ีอาศัยการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีสนใจดวย PCR กอน จากนั้นจึงใชเอนไซมตัด

จําเพาะ (restriction enzyme) ซ่ึงเปน endonuclease จากแบคทีเรียท่ีสามารถตัด DNA 

บริเวณตัดจําเพาะได ซ่ึงเอนไซมตัดจําเพาะมีหลายชนิด แตละชนิดจะมีบริเวณตัดจําเพาะท่ี

แตกตางกันออกไป ขอดีของเทคนิค PCR-RFLP คือสามารถใชตรวจสอบเพ่ือจําแนก alleles หรือ  

polymorphisms หรือ mutations ได เชน จําแนกระหวาง wide type และ mutant โดย

เลือกใชเอนไซมตัดจําเพาะชนิดท่ีสามารถตัดเพ่ือแยกความแตกตางได เม่ือนํา DNA มาแยกตาม

ขนาดดวยวิธี gel electrophoresis จะทําใหสามารถจําแนกไดวาตัวอยางท่ีสนใจเปน wide 

type หรือ mutant โดยดูจากขนาดของแถบ DNA (รูปท่ี 6.7) ดังนี้  

• ไมสามารถตัด DNA ชนิด wide type จึงไดแถบ DNA ขนาด 212 bp   

• สามารถตัด DNA ชนิด mutant จึงไดแถบ DNA ขนาด 153 และ 80 bp 

• กรณีท่ีเปน heterozygous จะมีท้ัง alleles ท่ีเปน wild type และ mutant ผสม

กัน จะไดแถบ DNA ขนาด 212, 153 และ 80 bp    

 อยางไรก็ตามวิธีนี้มีขอจํากัดคือ ในบางกรณีจะไมสามารถหาเอนไซมตัดจําเพาะเพ่ือ

จําแนกตําแหนงท่ีพบการกลายพันธุได และแถบ DNA ท่ีไดจากการตัดบางครั้งไมชัดเจนทําใหการ

แปลผลคอนขางยาก 

 
รูปท่ี 6.7 ตัวอยางผลการตรวจการกลายพันธุของยีนดวยเทคนิค 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
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Allele specific PCR 

 เปนเทคนิคการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีตองการตรวจหา single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) หรือการกลายพันธุแบบ point mutation โดยใช allele specific primers 2 ตัว ซ่ึงจะ

แตกตางกันท่ีลําดับเบสตัวสุดทายทางดานปลาย 3′ เพ่ือใหจําเพาะกับแตละ 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 จะแยกปฏิกิริยาออกเปน 2 หลอด โดยหลอดท่ี 1 ใสเฉพาะ 

ASP1 สวนหลอดท่ี 2 ใสเฉพาะ ASP2 เม่ือ primer สามารถจับไดอยางจําเพาะกับ DNA 

template จะทําใหมีการเพ่ิมจํานวน DNA จึงจะเกิด PCR product ขึ้น แตในกรณีท่ีเกิด 

mismatch ท่ีปลาย 3′ ของ primer จะไมสามารถเพ่ิมจํานวน DNA จึงไมเกิด PCR product 

เกิดขึ้น ดังนั้นมีแนวทางในการแปลผล (ตารางท่ี 6.1) ดังนี้  

ตารางท่ี 6.1 ตัวอยางการแปลผล genotypes ดวยเทคนิค 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 เปนตัวอยางการตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุท่ีตําแหนง H274Y บนยีน 

neuraminidase ของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ ซ่ึงจะสงผลทําใหด้ือตอยาตานไวรัส oseltamivir โดย

ใชเทคนิค allele specific PCR จากการทดสอบพบวา  

• primer H274 จะสามารถเพ่ิมจํานวนยีนท่ีเปน wild type (H274) ไดเทานั้น 

• primer Y274 จะสามารถเพ่ิมจํานวนยีนท่ีเปน mutant (Y274) ไดเทานั้น  

 
รูปท่ี 6.9 ตัวอยางผลการตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ ดวยเทคนิค allele specific PCR 

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

Universal PCR 

 เปนเทคนิคการเพ่ิมจํานวนยีนโดยใช primers ท่ีจับกับบริเวณอนุรักษ (conserved 

region) ของยีน ทําให primers เพียง 1 คูนี้มีความสามารถในการเพ่ิมจํานวน DNA templates 

หลายๆ รูปแบบท่ีมีลักษณะคลายคลึงกันได นิยมใชในงานวิจัยทางดานไวรัสวิทยา และการตรวจ

วินิจฉัยโรคติดเชื้อจากไวรัส ดังนี้ 

• การเพ่ิมจํานวนยีนของไวรัสในตระกูลเดียวกัน แตเปนไวรัสตางชนิดกัน เชน 

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

virus และ Zika virus จัดเปนไวรัสท่ีมียุงเปนพาหะ อยูในตระกูล Flaviviridae 

เหมือนกัน ซ่ึงมีลักษณะยีนและจีโนมบางสวนคลายคลึงกัน จึงนิยมใช universal 

PCR ในการตรวจกรองเบื้องตนวาผูปวยติดเชื้อไวรัสในกลุม Flavivirus หรือไม  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17354342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17354342
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• การเพ่ิมจํานวนยีนของไวรัสชนิดเดียวกัน แตมีหลายสายพันธุ (subtypes, 

genotypes, serotypes) ในกรณีท่ีไวรัสมีการกลายพันธุและถูกจําแนกออกเปน

หลากหลายสายพันธุ เชน hepatitis C virus (HCV), human immunodeficiency 

virus (HIV) จะนิยมใช universal PCR ในการตรวจวินิจฉัยวาผูปวยติดเชื้อไวรัสชนิด

ท่ีสงสัยหรือไม โดยยังไมจําแนกสายพันธุ 

• การเพ่ิมจํานวนยีนพรอมกันหลายๆ ยีนของไวรัสชนิดเดียวกัน ใชในกรณีท่ีพบ

บริเวณอนุรักษ (conserved regions) ในหลายๆ ยีนของเชื้อไวรัส เชน Influenza 

A virus จะมี conserved regions ท่ีบริเวณปลาย 5′ และ 3′ ของยีนท้ัง 8 ทอน ทํา

ใหสามารถใช universal PCR ในการเพ่ิมจํานวนท้ัง 8 ยีนไดพรอมกัน (รูปท่ี 6.10) 

 
รูปท่ี 6.10 การเพ่ิมจํานวนยีนท้ัง 8 ทอนของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ ดวยเทคนิค universal PCR 
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Real-time PCR 

 Real-time PCR เปนเทคนิคท่ีใชในการเพ่ิมจํานวน DNA ท่ีตองการศึกษาอยางจําเพาะ 

และสามารถติดตามวัดปริมาณการเพ่ิมจํานวนของ DNA เปาหมายไดในทุกๆ รอบของการเพ่ิม

จํานวน DNA ต้ังแตเริ่มตนจนกระท่ังสิ้นสุดปฏิกิริยา (real-time detection) โดยอาศัยการ

ตรวจวัดสัญญาณสารเรืองแสงท่ีเพ่ิมขึ้น ซ่ึงเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณ DNA ท่ีเพ่ิมขึ้นจาก

ปฏิกิริยาในแตละรอบ ดังนั้นเม่ือสรางกราฟการเพ่ิมจํานวน (amplification plot) ท่ีมีแกน Y 

แสดงสัญญาณการเรืองแสง และแกน X แสดงจํานวนรอบของการเพ่ิมจํานวน จะไดกราฟท่ีมี

ลักษณะเปนรูป S (sigmoid หรือ exponential curve) ซ่ึงมีคํานิยามตาง ๆ เก่ียวกับ 

amplification plot (รูปท่ี 6.11) ดังนี้ 

 
รูปท่ี 6.11 กราฟการเพ่ิมจํานวน DNA (Amplification plot) ดวยเทคนิค 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 ชวงเริ่มตนของการเพ่ิมจํานวน DNA ซ่ึงมีการสะสมของสารเรืองแสง 

แตสัญญาณเรืองแสงยังตํ่ากวาระดับท่ีเครื่องจะตรวจวัดได 

• Threshold คือ ระดับสัญญาณสารเรืองแสงท่ีใชเปนคา cut-off ในการตรวจวัดสาร

เรืองแสง  

• Threshold cycle (Ct) คือ จํานวนรอบของปฏิกิริยาในการเพ่ิมจํานวนท่ีทําให

สัญญาณสารเรืองแสงสูงกวาระดับ Threshold 

• Log/exponential phase คือชวงท่ีระดับสัญญาณสารเรืองแสงสูงเหนือร ะดับ 

Threshold และมีแนวโนมการเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณ  

• Plateau phase คือชวงท่ีระดับสัญญาณสารเรืองแสงคงท่ี ไมมีการเพ่ิมขึ้น 

เนื่องจากสารตาง ๆ ท่ีจําเปนในปฏิกิริยา เชน primers และ dNTP หมดไป และ

เอนไซม DNA polymerase เริ่มหมด activity  

 

 ความแตกตางระหวางเทคนิค real-time PCR และ conventional PCR 

 ดังท่ีกลาวไปแลวขางตนวาการตรวจวัดการเพ่ิมจํานวนของ DNA โดยเทคนิค Real-time 

PCR นั้นอาศัยการวัดปริมาณสารเรืองแสงท่ีเพ่ิมขึ้นในแตละรอบของปฏิกิริยาท่ีดําเนินไปต้ังแตตน

จนจบ (real-time detection) แตการตรวจวัดการเพ่ิมจํานวนของ DNA โดยใชเทคนิค PCR นั้น

จะเรียกวาเปนแบบ end-point detection เนื่องจากตองปลอยใหเกิดปฏิกิริยาจนถึงรอบสุดทาย

กอน จึงจะสามารถนําสารละลายจากปฏิกิริยามาตรวจสอบ ซ่ึงอาจตรวจสอบไดดวยเทคนิค 

agarose Gel electrophoresis แลวยอมดวยสาร ethidium bromide จากนั้นจึงตรวจสอบการ

เรืองแสงของแถบ DNA ภายใตแสง UV ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบการเพ่ิมจํานวน DNA ระหวาง 2 

ตัวอยาง (A และ B) ท่ีมีปริมาณ DNA ต้ังตนแตกตางกันโดยใช real-time detection และ end-

point detection จะใหผลแตกตางกัน (รูปท่ี 6.11) ดังนี้   
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• End-point detection จะพบวาท้ังตัวอยาง A และ B มีความเขมของแถบ DNA 

ใกลเคียงกันมาก เนื่องจากเม่ือปฏิกิริยาดําเนินไปถึงชวง plateau phase (รอบท่ี

มากกวา 30) ลักษณะการเพ่ิมจํานวนของ DNA จะไมเปนแบบทวีคูณ ทําใหในชวง

หลังของปฏิกิริยา ในตัวอยาง A และ B มีปริมาณ DNA ใกลเคียงกัน เม่ือตรวจสอบ

ดวยวิธี end-point detection จึงไดความเขมของแถบ DNA ใกลเคียงกัน 

 

• Real-time detection อาศัยการวัดปริมาณสารเรืองแสงท่ีเพ่ิมขึ้นในแตละรอบของ

ปฏิกิริยา และใชคา Ct เปนตัวบงชี้ปริมาณ DNA ท่ีมีในสารต้ังตน กลาวคือ  

 ตัวอยางท่ีมีปริมาณ DNA ต้ังตนมาก จะมีคา Ct ตํ่า เนื่องจากมีปริมาณ 

DNA ต้ังตนมาก จึงใชจํานวนรอบของปฏิกิริยาเพียงไมก่ีรอบก็สามารถเพ่ิม

ปริมาณสารเรืองแสงใหสูงกวาระดับ threshold ได 

 ตัวอยางท่ีมีปริมาณ DNA ต้ังตนนอย จะมีคา Ct สูง เนื่องจากมีปริมาณ 

DNA ต้ังตนนอย จึงใชจํานวนรอบของปฏิกิริยามากเพ่ือใหสามารถเพ่ิม

ปริมาณสารเรืองแสงใหสูงกวาระดับ threshold ได 

 ดังนั้นจะเห็นไดวาเทคนิค PCR แบบปกติ (conventional PCR) นั้นไมเหมาะกับการ

ตรวจวัด DNA เชิงปริมาณ (quantitative analysis) เชนการวัดอัตราการแสดงออกของยีน หรือ

วัดปริมาณเชื้อไวรัสในผูปวย เปนตน เนื่องจากผลท่ีไดจาก end-point detection ไมมีความ

ถูกตองและแมนยํา แตเทคนิค real-time PCR จะมีความเหมาะสมกับการตรวจวัด DNA เชิง

ปริมาณ (quantitative analysis) เนื่องจากใหผลท่ีถูกตองและแมนยํากวา นอกจากนี้ยังสามารถ

ประยุกตใชในการวัดปริมาณเชิงเปรียบเทียบ (relative quantitation) และการวัดปริมาณ

สัมบูรณ (absolute quantitation) ไดดวย  
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 การวัดปริมาณเชิงเปรียบเทียบ (relative quantitation) ดวย delta Ct method 

 เปนการประยุกตใชเทคนิค Real-time PCR ในการคํานวณหาปริมาณเชิงเปรียบเทียบ

ของ DNA ระหวางตัวอยางท่ีสนใจกับตัวอยางควบคุม โดยผลการเปรียบเทียบจะแสดงออกมาใน

รูปจํานวนเทาท่ีแตกตางกัน 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) 

ตัวอยางการคํานวณ relative quantitation by delta Ct method 

 การทดสอบผลของสารสกัดจากสมุนไพร ในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัส (viral 

replication) โดยเซลลออกแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมตัวอยางท่ีไดรับสารสกัดจากสมุนไพร 

(treated group) และกลุมควบคุมซ่ึงไมไดรับสารสกัดจากสมุนไพร (untreated group) โดยท้ัง 

2 กลุมไดรับเชื้อไวรัสเริ่มตนเทากัน หลังจากนั้นเลี้ยงเซลลท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 48 ชั่วโมง

แลวจึงทําการสกัด total RNA จากตัวอยางท้ัง 2 กลุม แลวทํา reverse transcription สรางเปน 

cDNA จากนั้นจึงทําการวัดปริมาณยีนของเชื้อไวรัส (target gene) และ GAPDH (reference 

gene) โดยใชเทคนิค real-time PCR ไดผลคา Ct ดังตารางท่ี 6.2 

ตารางท่ี 6.2 ตัวอยางคา 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 

จากตารางสามารถคํานวณไดดังนี้  

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

แทนคา  ∆Ct (treated)  = 32 – 20 = 12  
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∆Ct (calibrator) = Ct (target gene of calibrator) – Ct (reference gene of calibrator) 

แทนคา ∆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 

ดังนั้นจึงสามารถแปลผลไดวา กลุมท่ีไดรับสารสกัดจากสมุนไพร (treated group) มี

จํานวนของเชื้อไวรัสนอยกวากลุมท่ีไมไดรับสารสกัดจากสมุนไพร (untreated group) ประมาณ 

256 เทา ซ่ึงจะสรุปไดวาสารสกัดจากสมุนไพรดังกลาว มีผลในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเชื้อ

ไวรัส เปนตน 

 

 การวัดปริมาณสัมบูรณ (absolute quantitation) 

เปนการประยุกตใชเทคนิค Real-time PCR ในการคํานวณหาปริมาณสัมบูรณของ DNA

ในตัวอยางท่ีสนใจโดยการเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานท่ีทราบปริมาณแนนอนแลว ซ่ึงจะตอง

มีการเจือจาง DNA มาตรฐานเปนความเขมขนท่ีลดลงครั้งละ 10 เทา (10-fold serial dilutions) 

เชน จาก 107 เจือจางเปน 106 copies/µL จาก 106 เจือจางเปน 105 copies/µL และเจือจาง

ตอไปจนได 10 copies/µL ดังนั้นจะได DNA มาตรฐานท่ีมีความเขมขนลดหลั่นลงไปจาก 107 

ไปสู 10 copies/µL แลวนําเอา DNA มาตรฐานดังกลาวมาใชเปน DNA template สําหรับทํา 

real-time PCR และบันทึกคา Ct จาก amplification plot จากนั้นสามารถสรางกราฟมาตรฐาน 

(standard curve) โดยท่ีแกน Y แสดงคา Ct และแกน X แสดงคา Log concentration ซ่ึงจะได

กราฟท่ีมีลักษณะเปนเสนตรง (รูปท่ี 6.12) เม่ือตองการหาปริมาณ DNA ของยีนท่ีจําเพาะจาก

ตัวอยางท่ีสนใจ สามารถทํา real-time PCR และบันทึกคา Ct เพ่ือนําไปเปรียบเทียบกับ 

standard curve ก็จะสามารถระบุปริมาณสัมบูรณของ DNA จากตัวอยางท่ีสนใจได  
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รูปท่ี 6.12 ตัวอยาง Standard curve สําหรับ absolute quantitation 

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

 การประยุกตใชเทคนิค real-time PCR ทางดานไวรัสวิทยา นิยมนํามาใชในการตรวจวัด

ปริมาณเชื้อไวรัส (viral load) เพ่ือชวยในการตรวจวินิจฉัยและพยากรณโรค เชน การตรวจวัด 

viral load กอนและหลังการใหยาตานไวรัส เพ่ือพิจารณาผลของการรักษา และประสิทธิภาพของ

ยาตานไวรัส ตลอดจนปรับเปลี่ยนแนวทางในการรักษา เชน การเพ่ิมปริมาณยา หรือการเปลี่ยน

ชนิดของยาตานไวรัส เปนตน 

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 ดวยสารเรืองแสงใน

เทคนิค real-time PCR สามารถแบงไดเปน 2 รูปแบบ (ตารางท่ี 6.3) ดังนี้ 

• DNA binding fluorescent dyes ไดแก SYBR Green I, LC Green และ SYTO 

9 เปนตน โดยสารเรืองแสงท่ีนิยมใชมากท่ีสุดคือ SYBR Green I ซ่ึงสามารถจับกับ

บริเวณ minor groove ของ DNA สายคูแบบไมจําเพาะ เม่ือจับแลวจะเกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงสรางและเปลงแสงท่ีมีความยาวคลื่นประมาณ 530 nm ดังนั้นเม่ือ

เกิดปฏิกิริยาการเพ่ิมจํานวน DNA ดวย real-time PCR สัญญาณของสารเรืองแสง 

SYBR Green I ก็จะเพ่ิมขึ้นตามปริมาณ DNA ท่ีเพ่ิมขึ้น (รูปท่ี 6.13) 

• Probes based assay ไดแก TaqMan probe, FRET Hybridization probes, 

Molecular Beacons, Scorpion probe และ Sun rise probe เปนตน ซ่ึง probe 

แตละชนิดจะมีหลักกลไกการทํางานแตกตางกันไป แต probe ท่ีไดรับความนิยม

มากท่ีสุดคือ TaqMan probe ซ่ึงเปน oligonucleotide สายเด่ียว (25-30 bp) ท่ี

ติดฉลากดวยสารเรืองแสง (fluorescent dye) ท่ีปลาย 5′ และตัวบดบัง 

(quencher) ท่ีปลาย 3′ ซ่ึงในสภาวะปกติจะไมมีการเรืองแสงเนื่องจากสารเรืองแสง

อยูใกลกับตัวบดบัง แตในขณะท่ีเกิด ปฏิกิริยาการเพ่ิมจํานวน DNA โดยอาศัย

เอนไซม Taq DNA polymerase เอนไซมชนิดนี้จะมี 5′3′ exonuclease 

activity ซ่ึงสามารถยอย TaqMan probe ได ทําใหโมเลกุลของสารเรืองแสงและตัว

บดบังหลุดออกจากกัน ดังนั้นจึงเกิดการเรืองแสงขึ้น และความเขมของสารเรืองแสง

ก็จะเพ่ิมขึ้นตามปริมาณ DNA ท่ีเพ่ิมขึ้น (รูปท่ี 6.14) 

ตารางท่ี 6.3 สรุปขอดีและขอเสียของรูปแบบ SYBR Green I และ TaqMan probe  

รูปแบบ ขอดี ขอเสีย 

SYBR Green I งาย และราคาถูก ไมมีความจําเพาะ 

ทํา melting curve analysis ได ตรวจแบบ multiplex ไมได 

TaqMan probe มีความจําเพาะสูง มีคาใชจายสูง 

ตรวจแบบ multiplex ได ทํา melting curve analysis ไมได 
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รูปท่ี 6.13 หลักการทํางานของ SYBR Green I fluorescent dye 

 
รูปท่ี 6.14 ลักษณะโครงสราง และหลักการทํางานของ TaqMan probe 
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Melting curve analysis 

 หลังจากการเพ่ิมจํานวน DNA ดวยเทคนิค real-time PCR ท่ีใช SYBR Green I แลว 

สามารถวิเคราะหหาคา melting temperature (Tm) ซ่ึงเปนอุณหภูมิท่ีทําให 50% ของ DNA 

แยกสายเปน single stranded DNA โดยการใชเทคนิค melting curve analysis ซ่ึงทําไดโดย

การคอยๆ เพ่ิมอุณหภูมิใหแก double stranded DNA พรอมกับตรวจวัดปริมาณสารเรืองแสงท่ี

ลดลงอยางตอเนื่อง ซ่ึงท่ี melting temperature จะเปนอุณหภูมิซ่ึงทําใหมีการลดลงของสาร

เรืองแสงอยางมีนัยสําคัญ เนื่องจากท่ีอุณหภูมินี้จะทําให 50% ของ DNA แยกสายกลายเปน 

single stranded DNA และทําใหโมเลกุล SYBR Green I หลุดออกจาก minor groove จึงมีการ

เรืองแสงลดลง เม่ือเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางอัตราการลดลงของสัญญาณเรืองแสง

ตออุณหภูมิ (แกน Y) และอุณหภูมิ (แกน X) จะไดเปน melting curve (รูปท่ี15) และเม่ือลากเสน

จาก Melting peak ลงมาตัดแกน X ก็จะไดคา melting temperature (Tm) ซ่ึงคา Tm ขึ้นกับ

ปจจัยตาง ๆ ไดแก %GC content, amplicon length และ Mg2+ ดังนั้นเทคนิค melting curve 

analysis สามารถนํามาประยุกตใชในการแยกแยะ PCR product ท่ีมี %GC content หรือ 

amplicon length ตางกันได เชน การจําแนก primer dimers ออกจาก target gene การ

จําแนกชนิดของเชื้อไวรัสในตระกูลเดียวกัน การจําแนกสายพันธุของเชื้อไวรัส และการตรวจสอบ

การเกิด insertion / deletion ของยีน เปนตน 

 
รูปท่ี 6.15 หลักการหา melting temperature (Tm) โดยการใช melting curve analysis 
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 ตัวอยางการประยุกตใชเทคนิค real-time PCR และ melting curve analysis  

1. การตรวจวินิจฉัยเพ่ือจําแนกระหวาง WU และ KI polyomaviruses 

 เนื่องจาก WU และ KI polyomaviruses เปนเชื้อไวรัสอุบัติใหมท่ีอาจกอโรคระบบทาง

ทางเดินหายใจในมนุษยได ลักษณะทางไวรัสวิทยาของ WU และ KI polyomaviruses จัดอยูใน 

Polyomaviridae family เปน non-enveloped virus ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 40-50 

nm มีสารพันธุกรรมเปน circular dsDNA ขนาดประมาณ 5 Kb ซ่ึง genome ของ WU และ KI 

polyomaviruses มีความเหมือนกันประมาณ 70% ดังนั้นจึงสามารถใช universal primers ท่ี

จําเพาะในสวน conserved region ของยีน VP1 ในการเพ่ิมจํานวนยีนของท้ัง WU และ KI 

polyomaviruses ซ่ึงจะมี %GC และ amplicon length แตกตางกัน ทําใหสามารถใชเทคนิค 

melting curve analysis ในการจําแนกชนิดของเชื้อไวรัส (WU หรือ KI) โดยอาศัยความตางของ 

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. การตรวจวินิจฉัยเพ่ือจําแนกระหวาง genotype B และ C ของ hepatitis B virus  

 เชื้อไวรัสตับอักเสบบี (hepatitis B virus, HBV) มีลักษณะเปนดีเอ็นเอไวรัสท่ีมีลักษณะ

เปนวงกลมสายคูแบบไมสมบูรณ (partially double-stranded circular DNA) ขนาดประมาณ 

3,200 bp ในปจจุบันสามารถจําแนกตามความแตกตางของลักษณะทางพันธุกรรมไดเปน 10 

genotypes (A-J) โดยgenotypes ท่ีพบมากในผูปวยท่ีติดเชื้อไวรัสตับอักเสบในประเทศไทย 

ไดแก genotype B และ C ซ่ึงมีผลงานวิจัยพบวาผูปวยท่ีติดเชื้อ HBV genotype C จะสงผลทํา

ใหมีอาการของโรคท่ีรุนแรงกวา และมีความเสี่ยงสูงท่ีจะดําเนินโรคไปเปนโรคตับแข็ง และมะเร็ง

ตับ ดังนั้นในการตรวจวินิจฉัยทางคลินิกเพ่ือจําแนก genotype ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี จึงมี

ความสําคัญในการพยากรณโรค และวางแผนการรักษาผูปวย จากการศึกษาวิจัยพบวายีน PreS1 

มีความเหมาะสมในการจําแนก genotypes ของ HBV ดังนั้นจึงสามารถใช universal primers 

ท่ีจําเพาะในสวน conserved region ในการเพ่ิมจํานวนยีน PreS1 ของท้ัง genotype B และ C 

ซ่ึงจะมี %GC แตกตางกัน ทําใหสามารถใชเทคนิค 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. การตรวจวินิจฉัยเพ่ือจําแนกระหวาง HPAI และ LPAI ของ influenza A viruses 

 จากการศึกษาเชื้อไวรัสไขหวัดนก พบวาสามารถแบงตามความรุนแรงของการกอโรคได

เปน 2 ชนิดคือ ชนิดกอโรคไมรุนแรง (low pathogenic avian influenza, LPAI) และชนิดกอ

โรครุนแรง (high pathogenic avian influenza, HPAI) ซ่ึงมีลักษณะท่ีแตกตางกันในสวนของ 

cleavage site บนโมเลกุลของ hemagglutinin (HA) โดยเชื้อไวรัสชนิดท่ีกอโรครุนแรง (HPAI) 

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

สงผลใหโปรตีน HA นี้ถูกตัดดวยเอนไซม furin (ubiquitious proteases) ซ่ึงจะพบไดในทุก

อวัยวะของรางกาย เปนเหตุใหมีการติดเชื้อแบบรุนแรงและมีการแพรกระจายของเชื้อไวรัสไปท่ัว

ทุกอวัยวะของรางกาย (systemic infection) ดังนั้นเม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในสวน

ของยีน HA ระหวาง LPAI และ HPAI จะพบ nucleotide insertion (12 bp) บนยีน HA ของ 

HPAI ดังนั้นจึงสามารถใช universal primers ท่ีจําเพาะในสวน conserved region ของยีน HA 

ในการเพ่ิมจํานวนยีน ซ่ึงจะมี %GC และ amplicon length แตกตางกัน ทําใหสามารถใชเทคนิค 

melting curve analysis ในการจําแนกระหวาง LPAI และ HPAI ได (รูปท่ี 6.18) 

 
รูปท่ี 6.18 การจําแนกระหวาง 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 สามารถนํามาประยุกตใชเปนระบบ multiplex สําหรับการ

ตรวจสอบหลายๆ ยีนพรอมๆ กัน โดยท่ัวไปเครื่อง real-time PCR จะมีตัวตรวจวัดสัญญาณเรือง

แสง (fluorescent detectors) ประมาณ 4-6 ชวงความยาวคลื่น ทําใหสามารถใช TaqMan 

probes ท่ีติดฉลากดวยสารเรืองแสงตางชนิดกันในการทํา multiplex real-time PCR ได ซ่ึงมี

ขอควรระวังในการพิจารณาเลือกชนิดของสารเรืองแสง (fluorescent reporter dye) ดังนี้ 

• ควรเลือกใชสารเรืองแสงชนิดท่ีเครื่อง real-time PCR ท่ัวไปสามารถตรวจวัดได 

เนื่องจากเครื่อง real-time PCR แตละยี่หอ แตละรุน จะมีความสามารถในการตรวจวัด

สัญญาณเรืองแสงจํานวนสีแตกตางกัน เครื่องบางรุนตรวจวัดไดเพียง 4 สีเทานั้น แต

เครื่องบางรุนสามารถตรวจวัดได 6 สี ดังนั้นจึงนิยมเลือกใชสารเรืองแสงชนิดท่ีเปน

พ้ืนฐาน สามารถตรวจวัดไดทุกเครื่อง เชน FAM และ VIC เปนตน 

• ควรเลือกใชชนิดของ quenchers ใหเหมาะสมกับชนิดของ reporter dyes หากเลือกใช 

quencher ท่ีไมเหมาะสมจะไมสามารถบดบังสัญญาณเรืองแสงของ reporter dye ได  

• เนื่องจากในการปเปตสารละลาย PCR master mix ใสในแตละหลอด อาจเกิดความ

ผิดพลาด (pipetting errors) ทําใหการเปรียบเทียบสัญญาณเรืองแสงท่ีเกิดขึ้นในแตละ

หลอด (samples) มีความผิดพลาดได ดังนั้นนักวิจัยจึงนิยมใช ROX fluorescent dye 

เปน passive reference dye ผสมใน PCR reagent master mix เพ่ือใชในการ 

normalize fluorescent signal ทําใหสามารถเปรียบเทียบสัญญาณเรืองแสงระหวาง

หลอด ไดแมนยํามากขึ้น ดวยเหตุนี้จึงไมควรเลือกใช ROX เปน reporter dye ของ 

TaqMan probe ในกรณีท่ีใช ROX เปน passive reference dye แลว  

• MGB (minor groove binder) จัดเปน non-fluorescent quencher ท่ีมีคุณสมบัติ

พิเศษคือ สามารถใชไดกับ reporter dyes ทุกชนิด และเพ่ิมเสถียรภาพของ probe ทํา

ใหจับกับ DNA template ไดดีขึ้นดวย ดังนั้น TaqMan-MGB probe (15-20 bp) จะมี

ความยาวสั้นกวา TaqMan probe ท่ัวไป จึงนิยมใชใน allelic discrimination assay 

ซ่ึงจะทําใหจําแนก alleles ไดชัดเจนกวา TaqMan probe ท่ัวไป 
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 ตัวอยางการประยุกตใชเทคนิค multiplex real-time PCR  

1. การตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสไขหวัดนก สายพันธุ H5N1  

 เชื้อไวรัสไขหวัดนก (H5N1 avian influenza A virus) จัดอยูใน Orthomyxoviridae 

family มีสารพันธุกรรมเปน negative single strand RNA ท่ีมีลักษณะเปนทอน ๆ จํานวนท้ังสิ้น 

8 ยีน ซ่ึงเชื้อชนิดนี้สามารถแบงออกเปน subtype ตามชนิดของแอนติเจน hemagglutinin (HA) 

และ neuraminidase (NA) ดังนั้นในการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 จึงตอง

มีการตรวจสอบหลายยีนดังนี้ 

• Matrix (M) เพ่ือใชในการตรวจสอบวาเปน influenza A virus 

• Hemagglutinin (HA) เพ่ือใชในการระบุสายพันธุ H5 

• Neuraminidase (NA) เพ่ือใชในการระบุสายพันธุ N1 

 ดังนั้นในการประยุกตใชเทคนิค real-time PCR ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสไขหวัดนก

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

ดวยสารเรืองแสงท่ีมีสีแตกตางกันสําหรับตรวจสอบยีน M, H5 และ N1 พรอมกันใน tube เดียว 

ทําใหสามารถตรวจวินิจฉัยและแปลผลการติดเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ไดอยางรวดเร็ว 

(รูปท่ี 6.19) 

 
รูปท่ี 6.19 การตรวจเชื้อไวรัสไขหวัดนก ดวยเทคนิค 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
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 2. การตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ท่ีด้ือตอยาตานไวรัส lamivudine  

 Lamivudine เปนยาตานไวรัส (anti-viral drug) จําพวก nucleoside analogue ท่ี

สามารถยับยั้ง reverse-transcriptase activity ของเอนไซม polymerase (Pol) ของเชื้อไวรัส

ตับอักเสบบีได อยางไรก็ตามเม่ือใชยาดังกลาวในการรักษาผูปวยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีไปร ะยะ

หนึ่ง ตัวเชื้อไวรัสจะมีการปรับตัวในการกลายพันธุเพ่ือด้ือตอยา (drug resistant mutants) จาก

การศึกษาวิจัยพบวาสามารถใชลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน polymerase ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

ในการพิจารณาวาเชื้อไวรัสท่ีพบอยูในรางกายของผูปวยจะตอบสนอง (sensitive) หรือด้ือ 

(resistant) ตอยา lamivudine ได ดังนี้ 

• YMDD เปน motif ท่ีพบใน lamivudine sensitive HBV 

• YVDD เปน motif ท่ีพบใน lamivudine resistant mutant HBV 

• YIDD เปน motif ท่ีพบใน lamivudine resistant mutant HBV 

 ดังนั้นในการประยุกตใชเทคนิค real-time PCR ในการตรวจวินิจฉัยลักษณะการด้ือยา 

lamivudine ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี จึงอาศัย primers จํานวน 1 คู และ TaqMan probes 

จํานวน 3 ตัว ท่ีติดฉลากดวยสารเรืองแสงท่ีมีสีแตกตางกันสําหรับตรวจสอบ YMDD, YVDD และ 

YIDD พรอมกันในหลอดเดียว ทําใหสามารถตรวจวินิจฉัยและแปลผลการด้ือยา lamivudine ของ

เชื้อไวรัสตับอักเสบบีในผูปวย ไดอยางรวดเร็ว (รูปท่ี 6.20) 

 
รูปท่ี 6.20 การตรวจลักษณะการด้ือยา lamivudine ดวยเทคนิค multiplex real-time PCR 

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

 เปน multiplex real-time PCR เพ่ือใชในการตรวจสอบ alleles (SNPs หรือ point 

mutation) ของยีนได โดยอาศัย TaqMan probes 2 ตัวท่ีติดฉลากดวยสารเรืองแสงตางชนิดกัน 

(รูปท่ี 6.19) ดังนี้  

• Allele 1 (wild type) specific probe ติดฉลากดวย VIC 

• Allele 2 (mutant) specific probe ติดฉลากดวย FAM 

 
รูปท่ี 6.19 หลักการจําแนก genotypes ดวย allelic discrimination plot 
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 เม่ือทําการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีสนใจดวย real-time PCR ท่ีใส TaqMan probes 2 ตัวใน

ปฏิกิริยาเสร็จแลว โปรแกรมจะทําการสรางกราฟ allelic discrimination plot โดยใหแกน X 

เปนสัญญาณเรืองแสงชนิด VIC และแกน Y เปนสัญญาณเรืองแสงชนิด FAM ตามลําดับ ซ่ึง

สามารถแปลผลได (ตารางท่ี 6.4) ดังนี้ 

ตารางท่ี 6.4 ตัวอยางการแปลผล genotypes ดวยเทคนิค 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  

 

  ในปจจุบัน real-time PCR เปนเทคนิคท่ีไดรับความนิยมเปนอยางสูง ในการประยุกตใช

สําหรับการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อ เปนเนื่องจากเปนเทคนิคท่ีมีลักษณะเดนดังนี้ 

• Rapid (less time consuming) ไดผลการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว สามารถวิเคราะหผลได

ภายใน 3-5 ชั่วโมง 

• No post-PCR processing step ไมจําเปนตองนํา PCR product มาแยกดวย agarose 

gel electrophoresis จึงเปนการลดความเส่ียงในการปนเปอน เนื่องจากเปนวิธีท่ีมี

กระบวนการขั้นตอนเดียว 

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

ความจําเพาะตอยีนท่ีตองการตรวจสอบ 

• High sensitivity มีความไวในการตรวจสอบสูงเนื่องจากอาศัยหลักการตรวจสอบสาร

เรืองแสง (fluorescent signal) ขณะท่ีมีการเพ่ิมจํานวนของสารพันธุกรรมดังนั้นจึง

สามารถตรวจสอบไดแมสิ่งสงตรวจจะมีปริมาณ DNA อยูเล็กนอยก็ตาม 

• High accuracy and reproducibility ใหผลการตรวจวินิจฉัยท่ีแมนยํา และสามารถ

ตรวจสอบซํ้าแลวใหผลเหมือนเดิม 
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• Multi-color detection สามารถตรวจวัดหลายๆ ยีนพรอมกันได (multiplex) ในกรณี

ท่ีใช TaqMan probe ท่ีติดฉลากดวยสารเรืองแสงตางสีกัน  

• Melting curve analysis สามารถใชในการแยกแยะยีนท่ีมี Tm แตกตางกัน ในกรณีท่ี

ใช SYBR Green I  

• Quantitative data สามารถวัดปริมาณเชิงเปรียบเทียบ หรือวัดปริมาณสัมบูรณได 
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การออกแบบไพรเมอรดวยคอมพิวเตอร 

Computational based primers design 

 จากบทท่ีแลวจะเห็นไดวาเทคนิคท่ีเก่ียวของกับพีซีอาร (PCR-related techniques) 

ไดรับความนิยมเปนอยางมากท้ังในดานงานวิจัย และการประยุกตใชในการตรวจวินิจฉัยโรคตางๆ 

ดังนั้นในบทนี้จึงมุงเนนเก่ียวกับการออกแบบตางๆ ท่ีเก่ียวของกับเทคนิค PCR ซ่ึงจะชวยทําให

สามารถพัฒนาเทคนิค PCR ในการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีสนใจไดอยางมีประสิทธิภาพ 

การออกแบบ thermal profiles สําหรับ PCR 

 Thermal profiles คือรูปแบบของคาอุณหภูมิ และเวลา สําหรับปฏิกิริยา PCR ท่ีเรา

กําหนดในเครื่องเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรม (thermocycler) ซ่ึง conventional PCR โดยท่ัวไป

จะกําหนด thermal profiles พ้ืนฐาน ดังตารางท่ี 7.1 

ตารางท่ี 7.1 Thermal profiles พ้ืนฐานท่ีใชสําหรับ 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 จะเห็นไดวา thermal profiles จะมีตัวแปร 2 ปจจัย ไดแก 

• Annealing temperature อุณหภูมิท่ีใชจะขึ้นอยูกับคา melting temperature (Tm) 

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

ท่ี Annealing temperature = Tm - 5 

• Extension time เวลาท่ีใชจะขึ้นอยูกับความยาวของ PCR product โดยประมาณได

จาก PCR product ขนาด 1,000 bp ใชเวลาประมาณ 1 นาที (ขึ้นกับเอนไซมท่ีใช) 
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 ขนาดความยาวของ PCR product จะขึ้นอยูกับระยะหางระหวาง forward primer และ 

reverse primer ควรคํานึงถึงขนาดความยาวของ PCR product ใหเหมาะสมดวย ดังนี้ 

• ถา PCR product ขนาดใหญ (>1kb) จะมีความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบลดลง 

เพราะจะได band ของ PCR product บาง หรืออาจไมเห็น band เนื่องจากสาเหตุ ดังนี้ 

 DNA template คุณภาพไมดี มีการขาดเปนทอนสั้นๆ 

 dNTPs ไมเพียงพอในการตอสาย DNA ขนาดใหญ  

 Inhibitor ปนเปอนอยูใน DNA ทําใหปฏิกิริยาการเพ่ิมจํานวนเกิดไดไมดี 

 Activity ของเอนไซมเสื่อมสภาพ ทําใหการเพ่ิมจํานวน DNA เกิดไดไมดี 

• ถา PCR product ขนาดเล็ก (<100 bp) จะตรวจสอบดวย agarose gel 

electrophoresis ไดยาก เพราะ band ของ PCR product จะไปซอนทับกับ primer- 

dimer หรือสียอม loading dye ทําใหมองเห็น band ไมชัด  

หลักการออกแบบ primers  

 หัวใจสําคัญของเทคนิค PCR ก็คือ oligonucleotide primers ท่ีมีความจําเพาะตอยีนท่ี

ตองการเพ่ิมจํานวน ซ่ึง primers สําหรับ conventional PCR ควรมีลักษณะพ้ืนฐานตางๆ ดังนี้ 

1. ความยาวของ oligonucleotide primer ควรอยูระหวาง 18-30 bp 

2. %GC content ของ oligonucleotide primer ควรอยูในชวง 40-60% 

3. Melting temperature (Tm) ของ primer ควรอยูในชวง 55-66°C ซ่ึงคํานวณไดจาก

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

4. Tm ของ forward และ reverse primers ควรมีคาเทากัน หรือตางกันไมเกิน 2°C 

5. ในกรณีท่ี Tm ของ forward และ reverse primers มีคาตางกัน ควรใช Tm ท่ีมีคานอย

ในการคํานวณคา annealing temperature  

6. Primer ควร perfect complementary และจําเพาะกับยีนท่ีสนใจเทานั้น ควรนําไป

วิเคราะหดวยการ BLAST เพ่ือคนหาวา primer คลายคลึงกับยีนอ่ืนๆ หรือไม 
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หากเปนไปได ควรมีลักษณะเพ่ิมเติม (optional) ดังนี้ 

1. หากมีเบส G หรือ C ท่ีปลายดาน 3′ ของ primer จะชวยเพ่ิม priming efficiency 

2. หลีกเลี่ยง GC clamp (G หรือ C มากกวา 3 ตัว) ในบริเวณ 5 เบสสุดทายท่ีปลายดาน 3′  

3. หลีกเลี่ยงลําดับเบสเดิมซํ้าๆ มากกวา 3 ตัว เชน AAA, TTTT, CCCCC เปนตน 

4. หากจําเปนตองมี mismatch ระหวาง primer และ DNA template ควรเลี่ยง 

mismatch บริเวณ 5 bp สุดทายท่ีปลายดาน 3′ ของ primer  

5. หลีกเลี่ยงการเกิด secondary structure ของ primers (รูปท่ี 7.1) 

รูปท่ี 7.1 Secondary structure ของ primers 

 นอกจากนี้มีเง่ือนไขท่ีควรพิจารณาประกอบในการออกแบบ primers ในกรณีตางๆ ดังนี้ 

• Conventional PCR ควรออกแบบ primers ในการเพ่ิมจํานวนยีนเปาหมาย ใหไดขนาด

ของ PCR product ประมาณ 200-800 bp ท่ีสามารถตรวจสอบไดชัดเจนดวย agarose 

gel electrophoresis 

• RT-PCR ควรออกแบบเปน primer spans intron/exon boundary คือออกแบบ 

primer ใหจับบริเวณรอยตอระหวาง exons เพ่ือใหสามารถเพ่ิมจํานวนยีนท่ีมาจาก 

cDNA template เทานั้น แตจะไมเพ่ิมจํานวนยีนท่ีมาจาก genomic DNA (รูปท่ี 7.2) 

เปนการปองกันการเพ่ิมจํานวน genomic DNA contamination ท่ีปะปนอยูกับ cDNA  

• Multiplex PCR ควรออกแบบ primers ใหมีลักษณะ ดังนี้ 

 Primers ทุกตัวมีคา Tm เทากัน หรือใกลเคียงกัน 

 ไมเกิด primer-dimer ระหวาง primers ทุกตัว 

 PCR product ของ primer แตละคู ควรมีขนาดตางกันอยางนอย 50 bp 

เพ่ือใหสามารถแยกและแปลผลไดชัดเจนดวย agarose gel electrophoresis 
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รูปท่ี 7.2 Primer spans intron/exon boundary สําหรับ RT-PCR 

• PCR-RFLP ควรออกแบบ primers ใหไดขนาดของ PCR product ประมาณ 300-500 

bp และแปลผลความแตกตางไดชัดเจน ระหวาง PCR product ท่ีถูกตัด และไมถูกตัด

ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

• Allele specific PCR ควรออกแบบ allele specific primer โดยใหตําแหนงท่ีจะใชใน

การเลือกจับระหวาง wild type และ mutant alleles อยูท่ีปลายดาน 3′ ของ primer 

• Real-time PCR ควรออกแบบ primers ใหได PCR product ขนาดเล็ก (100-250 bp) 

จะทําใหมีประสิทธิภาพในการเพ่ิมจํานวนสูง และจะไดกราฟ amplification plot เปน 

sigmoid curve เปนการเพ่ิมความไว (sensitivity) ของการตรวจสอบ  

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

 จําเพาะตอยีนเปาหมาย ตรวจสอบไดโดยการ BLAST 

 Tm ของ probe ควรมากกวา Tm ของ primers ประมาณ 8-10°C 

 หลีกเลี่ยงเบส G ท่ีตําแหนงปลาย 5′ เพ่ือไมใหเกิด quenching effect  

 หลีกเลี่ยงลําดับเบสเดิมซํ้าๆ มากกวา 3 ตัว เชน AAA, TTTT, CCCCC เปนตน 

• 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 นิยมใชเปน TaqMan 

MGB probes ซ่ึง MGB จัดเปน non-fluorescent quencher ท่ีมีคุณสมบัติพิเศษคือ 

สามารถใชไดกับ reporter dyes ทุกชนิด และเปน minor groove binder ท่ีสามารถ

เพ่ิมเสถียรภาพของ probe ทําใหจับกับ DNA template ไดดีขึ้นดวย ดังนั้น TaqMan 

MGB probe (15-20 bp) มักจะมีความยาวสั้นกวา TaqMan probe ท่ัวไป จึงนิยมใช

ใน allelic discrimination assay ซ่ึงตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ีแตกตางกันระหวาง allele 

1 (wild type) และ allele 2 (mutant) ควรจะอยูท่ีตําแหนงก่ึงกลางของ probe เชน 

หาก TaqMan MGB probe มีความยาว 17 bp ตําแหนงท่ีจะใชแยกระหวาง allele 1 

และ 2 ควรจะอยูในตําแหนงท่ี 9 ของ probe เปนตน  
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โปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับการออกแบบ primers 

 ในปจจุบันมีโปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับการออกแบบ primers โดยผูใชสามารถใส

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีสนใจเขาสูโปรแกรม จากนั้นต้ังคาตางๆ ตามท่ีตองการ แลวสั่งให

โปรแกรมทําการคัดเลือกและออกแบบ primers ท่ีมีลักษณะเหมาะสมได ท้ังนี้แตละโปรแกรม

หรือแตละ website ก็จะมีหลักการเบื้องตนในการออกแบบคลายๆ กัน แตจะมีความแตกตางกัน

ไปในสวนของ default parameters ตางๆ ดังนั้นผูใชงานจึงควรตระหนักถึงประเด็นท่ีมีความ

แตกตางกันดวย ตัวอยางของโปรแกรมท่ีนิยมใชในการออกแบบ primers มีดังนี้ 

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

 เปนโปรแกรม free online web-based สําหรับการออกแบบ primers และ 

hybridization probe โดยผูใชสามารถใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีตองการใชเปน 

template ในการออกแบบ primer (รูปท่ี 7.3) จากนั้นต้ังคา parameters ตางๆ ท่ีสําคัญ ไดแก 

• การกําหนดลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณท่ีสนใจเพ่ือใชในการออกแบบ primers ไดแก  

 Targets กําหนดเปาหมายบริเวณท่ีสนใจ (เชน ตําแหนงท่ีเกิดการกลายพันธุ) 

เพ่ือใหโปรแกรมออกแบบ primers ครอมบริเวณดังกลาว 

 Overlap Junction List กําหนดชวงท่ีจะออกแบบ primer ใหจับบริเวณ

รอยตอระหวาง exons เพ่ือใชเปน primers สําหรับ cDNA template 

 Excluded Regions กําหนดชวงท่ีไมสนใจ ในการออกแบบ primer 

 Included Region กําหนดชวงท่ีสนใจ ในการออกแบบ primer 

 Force Left Primer Start กําหนดชวงเริ่มตนของการคนหา forward primer 

 Force Left Primer End กําหนดชวงสิ้นสุดของการคนหา forward primer 

 Force Right Primer Start กําหนดชวงเริ่มตนของการคนหา reverse primer 

 Force Right Primer End กําหนดชวงสิ้นสุดของการคนหา reverse primer 

 

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

 Primer Size กําหนดชวงความยาวของ primers ท่ีตองการ 

 Primer Tm กําหนดชวง Tm ของ primers ท่ีตองการ 

 Max Tm Difference กําหนดคาความตางสูงสุดของ Tm ระหวางคู primers 

 Primer GC% กําหนดชวง GC% ของ primers ท่ีตองการ 

 Product Size Ranges กําหนดชวงความยาวของ PCR product ท่ีตองการ 

 Number To Return กําหนดจํานวน candidate primers ท่ีตองการใหแสดง 

 โดยท่ัวไปมักนิยมใชคา default ของโปรแกรม แลวกําหนดเพียงปจจัยท่ีเราตองการเปน

พิเศษ เชน Primer Tm, Max Tm Differences และ Product Size Ranges เม่ือต้ังคาตางๆ 

เสร็จแลว 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 ตัวอยางผลการออกแบบ primers ดวยโปรแกรม Primer3web 

 จากรูปท่ี 7.4 โปรแกรม Primer3web แสดงผลการออกแบบ primers และสรุปคาตางๆ 

ของ primers ไดแก  start (ตําแหนงเริ่มตน), len (ความยาว), GC%, Tm, any_th (คา 

thermodynamic ในการเกิด self-complementarity), 3′_th (คา thermodynamic ในการ

เกิด primer-dimer), hairpin (การเกิด hairpin), seq (ลําดับนิวคลีโอไทดของ primer) และ 

product size นอกจากนี้ยังมีการแสดง map ใหเห็นตําแหนงของ primers ดวย 
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 โปรแกรม Primer3Plus [https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi] 

 เปนโปรแกรม free online web-based สําหรับการออกแบบ primers และ 

hybridization probe ซ่ึงมีการพัฒนาตอยอดมาจากโปรแกรม Primer3Web เพ่ือใหผูใช

สามารถใชงานไดงายขึ้น (user friendly) ท้ังนี้โปรแกรม Primer3Plus มีการแบงคา 

parameters ออกเปนหมวดหมู ไดแก 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
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รูปท่ี 7.6 การต้ังคา General Settings ของโปรแกรม Primer3Plus 

 

 

รูปท่ี 7.7 การต้ังคา Advanced Settings ของโปรแกรม Primer3Plus 
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รูปท่ี 7.8 การต้ังคา Internal Oligo ของโปรแกรม Primer3Plus 

 

 

รูปท่ี 7.9 การต้ังคา Penalty Weights ของโปรแกรม Primer3Plus 
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รูปท่ี 7.10 การต้ังคา Advanced Sequence ของโปรแกรม Primer3Plus 

 โดยท่ัวไปมักนิยมต้ังคาเฉพาะในหมวด General Settings เพ่ือกําหนดปจจัยท่ีสําคัญ

ตางๆ เชน Primer Tm, Max Tm Differences และ Product Size Ranges เม่ือต้ังคาตางๆ 

เสร็จแลว คลิกท่ีคําสั่ง Pick Primers โปรแกรมก็จะประมวลผล และแสดงผลการออกแบบ 

primers (รูปท่ี 7.11) 

 

รูปท่ี 7.11 ตัวอยางผลการออกแบบ primers ดวยโปรแกรม Primer3Plus 
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 โปรแกรม Primer-BLAST [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast] 

 เปนโปรแกรม free online web-based ท่ีพัฒนาโดย NCBI โดยใชกระบวนการ

ออกแบบ primer ตามโปรแกรม Primer3 แลวเพ่ิมขั้นตอนการนําลําดับนิวคลีโอไทดของ primer 

ไปคนหาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล (BLAST) เพ่ือตรวจสอบความจําเพาะ

ของ primer วามีความคลายคลึงกับยีนอ่ืนๆ ท่ีไมใชเปนยีนเปาหมายหรือไม จึงทําใหโปรแกรมนี้

สามารถออกแบบ primers ท่ีมีความจําเพาะสูง และเปนท่ีนิยมใชอยางมาก โปรแกรม Primer-

BLAST ประกอบดวย 4 สวนสําหรับการต้ังคาตางๆ (รูปท่ี 7.12) ดังนี้ 

• PCR Template เปนสวนท่ีใหผูใชใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมาย โดยอาจ

ใสเปน accession no. หรือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเปน FASTA format หรือจะ upload 

FASTA file ก็ได จากนั้นต้ังคา Range สําหรับชวงเริ่มตน (From) และสิ้นสุด (To) ท่ีจะ

ใหโปรแกรมวิเคราะหและออกแบบ forward และ reverse primers หากไมไดกําหนด

ชวง (Range) โปรแกรมก็จะใชลําดับนิวคลีโอไทดท้ังสายในการออกแบบ primers 

• Primer Parameters เปนการกําหนดคาตางๆ ของ primers ไดแก 

 Use my own forward primer ใช forward primer ท่ีเรามีอยูแลว 

 Use my own reverse primer ใช reverse primer ท่ีเรามีอยูแลว 

 PCR Product size กําหนดชวงขนาดสั้นท่ีสุด (min) และยาวท่ีสุด (max) ของ 

PCR product 

 # of primers to return จํานวนคูของ primers ท่ีจะใหโปรแกรมแสดง 

 Primer melting temperature กําหนดคาตํ่าสุด (min), เหมาะสม (Opt) และ

สูงสุด (max) ของ Tm 

 Max Tm difference กําหนดคาความตางสูงสุดของ Tm ระหวางคู primers 

• Exon/intron selection กําหนดใหโปรแกรมออกแบบ primer ท่ีจับบริเวณรอยตอ

ระหวาง exons เพ่ือใชเปน primers สําหรับเพ่ิมจํานวน cDNA template แตไม

สามารถเพ่ิมจํานวน genomic DNA ในเทคนิค RT-PCR โดยสามารถต้ังคาตางๆ ไดดังนี้ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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 Exon junction span สามารถเลือกได 3 แบบ ไดแก No preference, Must 

span และ May not span 

 Exon junction match กําหนดจํานวนเบสขั้นตํ่าของ primer บริเวณดาน 5′ 

และ 3′ ในการจับกับ exon  

 Intron inclusion กําหนดวา forward และ reverse primers จะตองครอม

สวนท่ีเปน intron ใน genomic DNA 

 Intron length range กําหนดชวงความยาวของ intron ท่ีสั้นท่ีสุด (min) และ

ยาวท่ีสุด (max) 

• Primer Pair Specificity Checking Parameters 

 Specificity check ตรวจสอบความจําเพาะของ primer 

 Search mode เลือกได 3 แบบ ไดแก Automatic, User guided และ No 

user guidance 

 Database เลือกฐานขอมูลสําหรับการ BLAST ไดแก Refseq mRNA, Refseq 

representative genomes, Genomes for selected organisms, nr, 

Refseq RNA และ Custom เปนตน 

 Organism เลือกชนิดของสิ่งมีชีวิต 

 Primer specificity stringency กําหนดคาในการคํานวณความจําเพาะของ 

primers เชน หากนําลําดับนิวคลีโอไทดของ primer ไปเปรียบเทียบกับยีนอ่ืนๆ 

(unintended targets) จะตองมี mismatch อยางนอย 2 bp ในชวง 5 เบส

สุดทายทางดาน 3′ ของ primer เปนตน 

 Max target size คาความยาวสูงสุดของ non-specific PCR product 

 Allow splice variants หากยีนเปาหมายมีการ splicing ไดหลายแบบ จะ

กําหนดให primers ดังกลาวสามารถเพ่ิมจํานวนยีนท่ีเปน 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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 เม่ือต้ังคาตางๆ เสร็จแลว คลิกท่ีคําสั่ง Get Primers โปรแกรมก็จะประมวลผล และ

แสดงผลการออกแบบ primers เปนภาพกราฟค และ รายละเอียดของ primers ไดแก 

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

length ของ primers แตละคู (รูปท่ี 7.13) 

 
รูปท่ี 7.13 ตัวอยางผลการออกแบบ primers ดวยโปรแกรม Primer-BLAST 
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 โปรแกรม PrimerQuest Tool [https://sg.idtdna.com/Primerquest/Home/Index] 

 เปนโปรแกรม free online web-based สําหรับการออกแบบ primers และ probes 

ซ่ึงพัฒนาโดยบริษัท Integrated DNA Technologies โดยแบงเปน 2 สวน (รูปท่ี 7.14) ดังนี้ 

• Sequence Entry เปนสวนท่ีใหผูใชใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมาย โดย

สามารถใสไดหลายรูปแบบ เชน paste FASTA sequence, download sequence 

from GenBank, accession no. และ upload excel file 

• Choose Your Design เปนการเลือก assay ท่ีเราตองการใหโปรแกรมออกแบบ ไดแก 

 Custom Design Parameters ปรับเปลี่ยนคาในการออกแบบ (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 การต้ังคา Custom Design Parameters ของโปรแกรม PrimerQuest Tool 
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รูปท่ี 7.16 ตัวอยางผลการออกแบบ primers สําหรับ conventional PCR  

 
รูปท่ี 7.17 ตัวอยางผลการออกแบบ primers สําหรับ qPCR (intercalating dyes) 

 

รูปท่ี 7.18 ตัวอยางผลการออกแบบ primers และ TaqMan probe สําหรับ qPCR (probe) 
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 จากท่ีนําเสนอไปแลวขางตน จะเห็นไดวาโปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับการออกแบบ 

primers ไมวาจะเปน Primer3web, Primer3Plus, Primer-BLAST และ PrimerQuest Tool 

จะเริ่มตนการออกแบบ primers จากลําดับนิวคลีโอไทดเพียงสายเดียว แลวคํานวณลักษณะ 

thermodynamics ของ primers ไดแก GC%, Tm, secondary structure และ PCR product 

size เพ่ือใหได primers ท่ีเหมาะสม โดยมิไดคํานึงวาลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเลือกมาเปน 

primers นั้นอยูท่ีบริเวณใดของยีน บริเวณดังกลาวมีการกลายพันธุเกิดขึ้นหรือไม ท้ังนี้การ

ออกแบบ primers สําหรับการตรวจสอบหาเชื้อไวรัส หรือการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสควรมี

การคํานึงถึงตําแหนงของ primers ดวย เนื่องจากเชื้อไวรัสมีอัตราการกลายพันธุสูงมาก ดังนั้นจึง

มีความเปนไปไดวา primers ท่ีใชจะเกิด mismatch กับสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเนื่องจากเกิด

การกลายพันธุ ซ่ึงจะสงผลให primers ดังกลาวไมสามารถเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส

ได และจะไมสามารถตรวจสอบหาการติดเชื้อไวรัสได หรืออาจเกิดผลเปน false negative ในการ

ตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัส 

 ดังนั้นในการออกแบบ primers และ probes สําหรับการตรวจสอบสารพันธุกรรมของ

เชื้อไวรัส จึงนิยมออกแบบตามวัตถุประสงค 2 รูปแบบ ดังนี้ 

• Universal primers ออกแบบจากสวนท่ีเปนบริเวณอนุรักษ (conserved regions) ท่ีได

จาก nucleotide sequences alignment สําหรับตรวจ screening (+/-) เบื้องตน 

 ตรวจหา common gene ท่ีพบในไวรัสชนิดตางๆ ท่ีจัดอยูในตระกูลเดียวกัน 

เชน Dengue virus, Yellow fever virus, Japanese encephalitis virus, 

West Nile virus และ Zika virus เปนตน 

 ตรวจหา common gene ท่ีพบในสายพันธุตางๆ (subtypes, genotypes, 

serotypes) ของเชื้อไวรัสชนิดเดียวกัน  

• Genotype / subtype specific primers & probe ออกแบบจากสวนท่ีเปนบริเวณ

แปรเปลี่ยน (variable region) ท่ีไดจาก nucleotide sequences alignment ใช

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

เพ่ือการจําแนกสายพันธุ ตรวจการกลายพันธุ และตรวจการด้ือยาของไวรัส เปนตน 
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การออกแบบ primers และ probes จาก nucleotide sequences alignment 

 1. เริ่มตนจากการดาวนโหลดลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสท่ีสนใจ สายพันธุตางๆ จาก

ฐานขอมูลทางชีวภาพ (biological database) หรือฐานขอมูลทางดานไวรัสวิทยา (virological 

database) แลวจัดเตรียมขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดไวใน text file (FASTA format) ของ

โปรแกรม Notepad ดังท่ีกลาวไปแลวในบทกอนหนานี้ 

 2. เปดใชงานโปรแกรม BioEdit แลวเปด text file ท่ีเตรียมไว จากนั้นคลิกท่ีคําสั่ง 

Accessory Application > ClustalW Multiple alignment จะมีหนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือให ต้ัง

คาท่ีจะใชในการจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด เม่ือต้ังคาเสร็จแลว (นิยมใชคา default) ใหคลิกท่ีคํา

วา Run ClustalW จากนั้นกด OK จะปรากฏหนาตางการทํางานของโปรแกรม แลวก็จะแสดงผล

ขึ้นมาอัตโนมัติ ดังท่ีกลาวไปแลวในบทกอนหนานี้ 

 3. หากตองการจําแนกสวนท่ีเหมือนกันและแตกตางกันอยางชัดเจน ใหคลิกท่ีปุม “View 

conservation by plotting identities to a standard as a dot” โปรแกรมจะใชลําดับนิวคลี

โอไทดสายแรก เปนตัวต้ังตนในการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดสายอ่ืนๆ โดยแสดงผล ดังนี้ 

 บริเวณอนุรักษ (conserved region) จะแสดงเปนเครื่องหมาย (.) 

 บริเวณแปรเปลี่ยน (variable region) จะแสดงเปนเบสท่ีแตกตาง (A/T/C/G) 

 4. สามารถสั่งใหโปรแกรมคนหาบริเวณอนุรักษ (conserved regions) แบบอัตโนมัติ 

โดยคลิกท่ีคําสั่ง Alignment > Find Conserved Regions จะมีหนาตางปรากฏขึ้นเพ่ือให ต้ัง 

จากนั้นคลิกท่ีคําวา Start โปรแกรมก็จะแสดงผลการคนหาบริเวณอนุรักษ  

 5. บริเวณอนุรักษท่ีมีความยาวประมาณ 20-25 bp สามารถนํามาใชในการออกแบบ 

universal primers ได อยางไรก็ตามเนื่องจากเชื้อไวรัสบางชนิดมีอัตราการกลายพันธุสูงมาก ซ่ึง

จะทําใหหาบริเวณอนุรักษ (conserved regions) ท่ีมีความยาว 20-25 bp เพ่ือใชเปน universal 

primer ไมได จึงจําเปนตองมีการปรับเปลี่ยนลําดับเบสใหเปน degenerate primer (ตารางท่ี 

7.2) เพ่ือใหรองรับไวรัสสายพันธุตางๆ 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 ตัวอยาง degenerate primers สําหรับ coronavirus สายพันธุตางๆ ท่ีพบในมนุษย 

 6. ควรคํานึงถึงความจําเพาะของ degenerate primers โดยพิจารณาปจจัย ดังนี้ 

• ไมควรใช degeneracy bases บริเวณ 5 bp ท่ีปลายดาน 3′ ของ primer  

• ไมควรใช degeneracy bases ในตําแหนงท่ีอยูติดๆ กัน 

• ไมควรมี degeneracy bases เกิน 5 ตําแหนงใน primer แตละสาย 
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 7. Genotype / subtype specific primers สําหรับ allele specific PCR ออกแบบ

จากสวนท่ีเปนบริเวณแปรเปลี่ยน (variable region) ท่ีไดจาก nucleotide sequences 

alignment โดยใหตําแหนงท่ีจะใชในการเลือกจับระหวาง wild type และ mutant alleles อยู

ท่ีปลายดาน 3′ ของ primer (รูปท่ี 7.20) 

 
รูปท่ี 7.20 ตัวอยาง allele specific primers สําหรับตรวจการด้ือยาของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ 

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

multiplex real-time PCR ออกแบบจากสวนท่ีเปนบริเวณแปรเปลี่ยน (variable region) ท่ีได

จาก nucleotide sequences alignment โดยใหตําแหนงท่ีจะใชในการเลือกจับระหวาง  allele 

1 (wild type) และ allele 2 (mutant) ควรจะอยูท่ีตําแหนงก่ึงกลางของ probe เชน หาก 

TaqMan MGB probe มีความยาว 17 bp ตําแหนงท่ีจะใชแยกระหวาง allele 1 และ 2 ควรจะ

อยูในตําแหนงท่ี 9 ของ probe เปนตน (รูปท่ี 7.21)   

 
รูปท่ี 7.21 ตัวอยาง allele specific probes สําหรับตรวจการด้ือยาของเชื้อไวรัสไขหวัดใหญ 
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 9. เนื่องจาก nucleotide sequences alignment จะแสดงลําดับนิวคลีโอไทดเพียงสาย

เดียวเทานั้น แตการเพ่ิมจํานวนดวยเทคนิค PCR จะใช forward และ reverse primers ซ่ึงมีทิศ

สวนทางกัน และเขาจับกับ DNA template คนละสาย ดังนั้นจึงควรคํานึงถึง strand ของ 

candidate primers และ probes ดังนี้ 

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

ไทดจาก nucleotide sequences alignment มาใชเปน candidate primer/probe  

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

ไทดจาก nucleotide sequences alignment มาแลว จะตองทําการกลับทิศทางและ

เปลี่ยนเปนเบสคูสม (reverse and complement) กอนจึงจะใชเปน candidate 

primer/probe ได 

 10. นําลําดับนิวคลีโอไทดของ candidate primers / probes ไปวิเคราะหดวยการ 

BLAST เพ่ือคนหาวา candidate primers / probes มีความคลายคลึงกับยีนอ่ืนๆ ท่ีไมใชยีน

เปาหมายหรือไม 

 11. วิเคราะหคุณสมบัติพ้ืนฐานของ candidate primers / probes เชน length, %GC 

และ Tm จากนั้นปรับใหมีความเหมาะสมตามหลักการออกแบบ primers / probes ท่ีกลาวไป

แลวขางตน เชน Tm ของ forward และ reverse primers ควรมีคาเทากัน หรือตางกันไมเกิน 

2°C และ Tm ของ probe ควรสูงกวา primers ประมาณ 8-10°C เปนตน 

 12. วิเคราะหโอกาสในการเกิด secondary structures (hairpin, self-

complementary และ primer dimer) ของ candidate primers / probes  

 ซ่ึงการวิเคราะหคุณสมบัติพ้ืนฐานและการทํานายการเกิด secondary structures ของ 

candidate primers / probes สามารถใชโปรแกรมตางๆ ชวยในการวิเคราะหได ดังนี้ 
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 โปรแกรม Oligo Calc [http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html] 

 Oligo Calc (Oligonucleotide Properties Calculator) เปนโปรแกรมสําหรับการ

คํานวณคุณสมบัติตางๆ ของ oligonucleotides ท่ีสามารถใชในการออกแบบ primers และ 

probes ได โดยผูใชสามารถใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ candidate primers / probes ท่ี

เลือกเอาไว เขาไปในชอง Nucleotide base code จากนั้นกําหนด 5′ / 3′ modification (การ

ติดฉลากดวยหมูเคมี หรือสารเรืองแสง) ความเขมขนของ primer และ ความเขมขนของ salt แลว

คลิกท่ี Calculate เพ่ือใหโปรแกรมคํานวณคุณสมบัติตางๆ (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 และเปลี่ยนเปน

เบสคูสม สําหรับ reverse primer และ anti-sense strand probe 

• Physical constants ไดแก length, molecular weight, %GC content และ Tm 

• Thermodynamic constants ไดแก ∆G, ∆H, ∆S และ RInK 

• Deprecated Hairpin/self-dimerization calculations สามารถต้ังคาเพ่ือใชในการ

คํานวณหาโอกาสในการเกิด secondary structure หากคลิกท่ี Swap Strands 

โปรแกรมจะทําการสลับลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชอง Nucleotide base code และ 

Reverse Complement Strand 

• หากคลิกท่ี BLAST โปรแกรมจะนําลําดับนิวคลีโอไทดในชอง Nucleotide base code 

ไป BLAST ในฐานขอมูล NCBI 

• หากคลิกท่ี mfold โปรแกรมจะวิเคราะหการ folding ของ ลําดับนิวคลีโอไทด 

• หากคลิกท่ี Check Self-Complementarity โปรแกรมจะวิเคราะหและทํานายลักษณะ

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

 

รูปท่ี 7.23 ตัวอยางการทํานายลักษณะ secondary structure ดวยโปรแกรม Oligo Calc 
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 โปรแกรม PCR Primer Stats [http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html] 

 PCR Primer Stats เปน application ใน Sequence Manipulation Suite (SMS) ใช

ในการคํานวณหาคุณสมบัติตางๆ ของ candidate primers / probes วามีความเหมาะสมตอ 

PCR หรือไม โดยผูใชสามารถใสขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ candidate primers / probes ท่ี

เลือกเอาไว แลวคลิกท่ี Submit เพ่ือใหโปรแกรมคํานวณคุณสมบัติตางๆ (รูปท่ี 7.23)  

 

 
รูปท่ี 7.23 ตัวอยางการคํานวณคุณสมบัติตางๆ ของ primer ดวยโปรแกรม 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] 

 เปนโปรแกรมสําหรับการคํานวณคุณสมบัติตางๆ ของ oligonucleotides ท่ีสามารถ

ชวยในการออกแบบ primers และ probes ได (รูปท่ี 7.24) โดยผูใชสามารถใสขอมูลลําดับนิวคลี

โอไทดของ candidate primers / probes เพ่ือใหโปรแกรมคํานวณคุณสมบัติตางๆ ได ดังนี้ 

• Analyze เปนการวิเคราะหคุณสมบัติพ้ืนฐานของ oligonucleotide เชน sequence, 

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

coefficient, nmole/OD และ µg/OD เปนตน (รูปท่ี 7.25) 

• Hairpin เปนการวิเคราะหคา thermodynamic ตางๆ ไดแก ∆G, ∆H, ∆S และจําลอง

ลักษณะการเกิด hairpin (รูปท่ี 7.26) 

• Self-dimer วิเคราะหคา ∆G และจําลองการเกิด self-complementarity (รูปท่ี 7.27) 

• Hetero-dimer วิเคราะหคา ∆G และจําลองการเกิด primer dimer (รูปท่ี 7.28) 

• NCBI-BLAST นําลําดับนิวคลีโอไทดไป BLAST ในฐานขอมูล NCBI 

• Tm mismatch วิเคราะหคา Tm ท่ีแตกตางกันระหวาง exact match และ single 

base mismatch สําหรับใชในการออกแบบ 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 ตัวอยางการวิเคราะหคุณสมบัติของ primer ดวยโปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 

 

รูปท่ี 7.26 ตัวอยางการวิเคราะห hairpin ของ primer ดวยโปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 
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รูปท่ี 7.27 ตัวอยางการวิเคราะห homo-dimer ดวยโปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 

 
รูปท่ี 7.28 ตัวอยางการวิเคราะห hetero-dimer ดวยโปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 
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รูปท่ี 7.29 ตัวอยางการวิเคราะห Tm mismatch ดวยโปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 

 

ฐานขอมูลสําหรับ primers และ probes 

 นอกเหนือจากโปรแกรมในการออกแบบ primers / probes และโปรแกรมสําหรับการ

วิเคราะหคุณสมบัติตางๆ ของ primers / probes แลว ปจจุบันมีการรวบรวมขอมูลลําดับนิวคลี

โอไทดของ primers / probes เปนฐานขอมูลใหนักวิจัยสามารถคนหาได โดยฐานขอมูลจะ

รวบรวมขอมูลของ primers / probes และ thermal profiles ของ PCR ท่ีมีการใชในงานวิจัย

และมีการตีพิมพเผยแพรในวารสารวิจัยระดับนานาชาติ ขอดีของการใช primers / probes จาก

ฐานขอมูลคือจะได primers/ probes และ thermal profiles ท่ีมีการทดลองใชแลว จึงมีความ

ม่ันใจไดในระดับหนึ่งวาสามารถใชไดจริงอยางมีประสิทธิภาพ ตัวอยางฐานขอมูลสําหรับ primers 

และ probes ไดแก 
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 ฐานขอมูล PrimerBank [https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวม primers สําหรับ PCR และ real-time PCR ของยีนตางๆ ใน

มนุษยและหนูทดลอง ผูใชสามารถคนหา primers โดยใสขอมูล species, accession no., หรือ

ชื่อยีนท่ีสนใจ (รูปท่ี 7.30) จากนั้นคลิก Submit โปรแกรมก็จะแสดงผลรายละเอียดของ primers 

ไดแก amplicon size, primer sequence, length, Tm และ location (รูปท่ี 7.31) 

 

 

รูปท่ี 7.30 ฐานขอมูล 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 ตัวอยางผลการคนหา primers จากฐานขอมูล PrimerBank  

 

 ฐานขอมูล VirOligo [http://viroligo.okstate.edu/main.php] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวม primers สําหรับการตรวจหายีนของไวรัสชนิดตางๆ ดวย

เทคนิค PCR และ real-time PCR ผูใชสามารถคนหา primers โดยเลือกชื่อไวรัสตามลําดับ

ตัวอักษร (รูปท่ี 7.32) จากนั้นคลิกท่ีชื่อของเชื้อไวรัสท่ีสนใจ โปรแกรมก็จะแสดงผลรายละเอียด 

ไดแก 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 ฐานขอมูล VirOligo [http://viroligo.okstate.edu/main.php] 

 

รูปท่ี 7.33 ตัวอยางผลการคนหา primers/probes จากฐานขอมูล VirOligo 

http://viroligo.okstate.edu/main.php
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เทคนิคอารเอ็นเอไอในดานอณูไวรัสวิทยา 

RNAi technique in molecular virology  

 การแสดงออกของยีนเก่ียวของกับกระบวนการสําคัญท่ีเรียกวา Central Dogma ซ่ึง

ประกอบดวยกระบวนการถอดรหัส (transcription) จาก DNA ไปสู RNA และกระบวนการแปล

รหัส (translation) จาก codon บนสาย mRNA ไปเปนโปรตีน ในสิ่งมีชีวิตท่ีเปน Eukaryotes 

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

สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนไดอยางจําเพาะ โดยไปมีผลยับยั้งหลังจากท่ียีนเกิดกระบวน 

การถอดรหัสแลว (post-transcriptional gene silencing) ซ่ึงอาจทําให mRNA ของยีนนั้นถูก

ทําลาย (mRNA degradation) หรือยับยั้งการสรางโปรตีน (translational repression) ของยีน 

ประวัติการคนพบกระบวนการ RNA interference (RNAi) 

 กระบวนการ RNAi ถูกคนพบและพิสูจนครั้งแรก โดย Andrew Fire และ Craig Mello 

ซ่ึงพบวา double strand RNA (dsRNA) สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดกระบวนการ RNAi ยับยั้งการ

แสดงออกของยีนไดอยางจําเพาะ ในตัวหนอน C. elegans จากนั้น Andrew Fire และ Craig 

Mello ก็มีการทดลองและพิสูจนกลไก RNAi ในเชิงลึกตาง ๆ มีผลงานวิจัยตีพิมพเปนท่ีประจักษ

เปนจํานวนมาก จนกระท่ังท้ังคูไดรับรางวัลโนเบล สาขาการแพทย (The Nobel prize in 

Physiology or Medicine) ในป ค.ศ. 2006 

กลไกของกระบวนการ RNA interference (RNAi) 

 หลังจากท่ีไดมีการคนพบหลักการของกระบวนการ RNAi ก็ไดมีการศึกษาเพ่ิมเติมในเชิง

ลึกทําใหทราบขอมูลเก่ียวกับกลไก RNAi อยางชัดเจน โดยสามารถแบงออกเปน 2 ประเภทตาม

ชนิดของ RNA ท่ีมากระตุน ไดแก endogenous microRNA และ exogenous dsRNA ดังนี้ 
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1. กระบวนการ RNAi ท่ีเกิดขึ้นโดย endogenous microRNA (miRNA) 

เปนกระบวนการธรรมชาติท่ีเกิดขึ้นเพ่ือควบคุมการแสดงออกของยีนภายในเซลล ซ่ึง 

miRNA เปน RNA ขนาดเล็กท่ีถูกสรางมาจาก non-coding gene (สวนท่ีไมไดแปลรหัสในการ

สรางโปรตีน) ปจจุบันพบวาในมนุษยมียีนท่ีเก่ียวของในการสราง miRNA มากกวาหนึ่งพันยีน 

กระบวนการสราง miRNA เริ่มจากกระบวนการ transcription ภายใน nucleus โดยอาศัย RNA 

polymerase II ในการถอดรหัสจาก DNA ใหไดเปน primary microRNA (Pri-miRNA) ซ่ึงเปน 

RNA สายยาวมากกวา 100 nt ประกอบดวย 5’-cap, 3’ poly A tail และโครงสราง secondary 

structure ท่ีเปน hairpin-loop จากนั้นจะเขาสูกระบวนการ cropping โดยอาศัย 

microprocessing complex ซ่ึงประกอบดวย Drosha (RNase III endonuclease) และโปรตีน 

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

domain ท่ีใชในการจับกับ hairpin-loop ของ Pri-miRNA แลวเอนไซม Drosha จะทําหนาท่ีตัด 

Pri-miRNA ใหมีขนาดสั้นลง ไดเปน precursor microRNA (Pre-miRNA) ขนาดประมาณ 60-70 

nt ท่ียังมีลักษณะเปน hairpin-loop จากนั้น Pre-miRNA จะถูกขนสง (export) ออกจาก

นิวเคลียสไปสู cytoplasm โดยอาศัยโปรตีนขนสง Exportin-5 และพลังงานจาก Ran-GTP 

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

บริเวณ hairpin-loop ไดเปน mature miRNA duplex ซ่ึงมีลักษณะเปน dsRNA ขนาดประมาณ 

21-23 nt แลวเขาจับกับ RNA Induced Silencing Complex (RISC) ซ่ึงประกอบดวยโปรตีน

หลายชนิด ไดแก argonaute-2 (AGO2), GEMIN3 และ GEMIN4 จากนั้น GEMIN3 ซ่ึงมี 

helicase activity จะทําการแยกสาย miRNA duplex ใหกลายเปน miRNA สายเด่ียว (guide 

strand) เพ่ือนํา RISC ไปจับกับยีน mRNA เปาหมายท่ีมีลําดับเบสคูสมกับ guide strand miRNA 

ซ่ึงโดยสวนใหญ miRNA จะจับกับ mRNA แบบ partial complementary สงผลใหเกิดการ

ยับยั้งการสรางโปรตีน (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) 

 เปนกระบวนการท่ีเกิดจากการเหนี่ยวนําให dsRNA จากภายนอก (exogenous dsRNA) 

เขาสู cytoplasm ของเซลล โดยอาศัยพาหะ (carriers) หาก dsRNA ท่ีใสเขาไปในเซลลมีขนาด

ใหญก็จะถูกตัดโดยเอนไซม Dicer (RNase III endonuclease) ใหกลายเปน short interfering 

RNA (siRNA) ซ่ึงมีลักษณะเปน dsRNA ขนาดประมาณ 21-23 nt แลวเขาจับกับ RISC จากนัน้ 

GEMIN3 ซ่ึงมี helicase activity จะทําการแยกสาย siRNA duplex ใหกลายเปน siRNA สาย

เด่ียว (guide strand) เพ่ือนํา RISC ไปจับกับยีน mRNA เปาหมายท่ีมีลําดับเบสคูสมกับ guide 

strand siRNA ซ่ึงโดยสวนใหญ siRNA จะจับกับ mRNA แบบ perfect complementary 

เนื่องจากเปนการออกแบบใหมีลําดับเบสเหมือนกับยีนท่ีตองการจะยับยั้งการแสดงออก จึงสงผล

ใหเกิดกระบวนการยอยสลาย mRNA  (mRNA cleavage) โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม 

AGO2 ดังรูปท่ี 8.1 
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วิวัฒนาการรวมของกระบวนการ RNAi ใน eukaryotes  

 จากการศึกษาท่ีผานมาพบวา กระบวนการ RNAi สามารถพบไดในสิ่งมีชีวิต eukaryotes 

ประเภทตาง ๆ ไดแก ยีสต (Saccharomyces pombe), พืช (Arabidopsis thaliana), แมลง 

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

sapiens) เปนตน ซ่ึงมีกลไกหลักของกระบวนการ RNAi คลายคลึงกันมาก ดังนั้นนักวิทยาศาสตร

จึงมีความเชื่อม่ันวา RNAi เปนกระบวนการท่ีสําคัญของเซลล eukaryotes สําหรับการควบคุม

การแสดงออกของยีนผาน endogenous miRNA ซ่ึงในปจจุบันพบวา miRNA มีบทบาทสําคัญใน

กระบวนการตางๆ ของเซลล ไดแก cell cycle, cell proliferation, apoptosis, cell 

differentiation, metabolism และ development เปนตน นอกจากนี้ RNAi ท่ีตอบสนองตอ 

exogenous dsRNA ยังทําหนาท่ีเปน defense mechanism เพ่ือปองกันการติดเชื้อไวรัสดวย 

เนื่องจากไวรัสสวนใหญจะมีสารพันธุกรรมเปน RNA 

 

เทคโนโลยีในการสราง siRNA  

 จากการศึกษากระบวนการ RNAi ท่ีเกิดขึ้นโดย exogenous dsRNA พบวา โมเลกุลหลัก

ท่ีมีความสําคัญก็คือ short interfering RNA (siRNA) ซ่ึงเปนตัวกําหนดความจําเพาะวาจะไป

ยับยั้งการแสดงออกของยีนใด การทําใหเซลลไดรับ siRNA ดังกลาวมีหลายวิธีการ (รูปท่ี 8.2) ดังนี้ 
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รูปท่ี 8.2 เทคโนโลยีในการสราง siRNA ประเภทตางๆ 

 Long dsRNA: เปนการใส dsRNA สายยาวเขาสูเซลล ซ่ึงหลังจากเขาสูเซลลแลว dsRNA จะ

ถูกเอนไซม Dicer ใน cytoplasm ตัดใหกลายเปน siRNAs หลาย ๆ โมเลกุล เพ่ือเหนี่ยวนํา

ใหเกิดการยับยั้งการแสดงออกของยีนตอไป ขอดีของวิธีนี้คือนักวิจัยสามารถสังเคราะห long 

dsRNA ขึ้นเองไดในหองปฏิบัติการ โดยใชเทคนิค in vitro transcription ซ่ึงจะไดปริมาณ 

dsRNA ท่ีเพียงพอและประหยัดคาใชจาย แตมีขอจํากัดคือในสัตวมีกระดูกสันหลัง 

(vertebrate) หากใส dsRNA ท่ีมีขนาดความยาวมากกวา 50 bp จะเหนี่ยวนําใหเกิด 

interferon response ซ่ึงจะมีการสงสัญญาณกระตุนการทํางานของเอนไซม RNaseL ทําให

เกิดการทําลาย RNA ท้ังหมดภายในเซลล (global RNA degradation) นอกจากนี้ยังมี

สัญญาณยับยั้งการทํางานของ eIF-2α ทําใหเกิดการยับยั้งการสรางโปรตีนท้ังหมดภายใน

เซลล (global translation repression) ผลท่ีตามมาคือเซลลท่ีไดรับ long dsRNA (>50 bp) 

จะตาย ดังนั้นวิธีนี้จึงไมนิยม 
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 In vitro diced siRNA: เปนการปรับปรุงขอเสียของ long dsRNA โดยหลังจากการ

สังเคราะห long dsRNA แลว จะนํามาตัดดวยเอนไซม dicer (ท่ีซ้ือมาจากบริษัท) ในหลอด

ทดลอง (in vitro) ใหไดเปน pool siRNAs ท่ีมีขนาดประมาณ 21-23 nt แลวจึงนําไปใสเขา

สูเซลล ซ่ึงจะไมเกิดการเหนี่ยวนํา interferon response ใน vertebrate อยางไรก็ตามจาก

ผลการศึกษาพบวาเกิดกระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีนอยางไมจําเพาะ (non-

specific genes silencing หรือ off-target) เนื่องจาก long dsRNA ท่ีถูกตัดดวย dicer จะ

มีการตัดแบบสุม ทําใหได pool siRNAs หลายโมเลกุลท่ีมีลําดับเบสแตกตางกันไป เม่ือนําใส

เขาไปในเซลล siRNAs แตละตัวอาจไปจับกับ mRNA ไดหลายยีน (โดยเฉพาะกลุม gene 

family) เปนผลใหเกิดการยับยั้งการแสดงออกของยีนอยางไมจําเพาะ 

 Synthetic siRNA:  เปนการสังเคราะห siRNA โดยใชปฏิกิริยาเคมี ท่ีใชสารต้ังตนเปน 

ribonucleoside phosphoamidite เกิดปฏิกิริยา coupling, capping, oxidation และ 

deprotection วนเวียนไปจนกระท่ังได siRNA ขนาด 21-23 nt ท่ีมีลําดับเบสตามตองการ 

ขอดีของเทคนิคนี้คือสามารถสราง siRNA ท่ีมีลําดับเบสตามตองการไดอยางถูกตอง ดังนั้นจึง

ใหผลการยับยั้งการแสดงออกของยีนอยางจําเพาะ (specific silencing) และสามารถ

สังเคราะหเปน modified siRNA ได ซ่ึงมีประโยชน เชน เพ่ิมความเสถียรของ siRNA เพ่ิม

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีน และเพ่ิมความจําเพาะตอ target mRNA 

เปนตน นอกจากนี้สามารถเลือกสังเคราะห siRNAs หลาย ๆ ตําแหนงเพ่ือใชเปน pool 

siRNAs ยับยั้งยีนเดียวกันไดอยางมีประสิทธิภาพ แตมีขอเสียคือคาใชจายสูง และมีระยะเวลา

ในการยับยั้งการแสดงออกของยีนคอนขางสั้น (transient effect) 
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 Short hairpin RNA (shRNA) expression vector: เปนการใช DNA vector ท่ีมี

ลักษณะเปน DNA plasmid เม่ือใสเขาไปในเซลลแลว จะเคลื่อนท่ีเขาสูนิวเคลียส แลวเกิด

กระบวนการถอดรหัส (transcription) โดยอาศัยการทํางานของ RNA polymerase ไดเปน 

RNA ท่ีมีลักษณะเปน hairpin ขนาดสั้น ๆ (ไมเกิน 50 bp) จึงเรียกวา short hairpin RNA 

(shRNA) จากนั้นเม่ือออกมาสู cytoplasm ก็จะถูกเอนไซม dicer ตัดสวนท่ีเปน hairpin 

loop ออกไป กลายเปน siRNA เพ่ือไปยับยั้งการแสดงออกของยีนตอไป วิธีการนี้มีขอดีหลาย

ดาน เชน สามารถทําไดเองในหองปฏิบัติการ เพ่ิมปริมาณ DNA plasmid ไดมาก ประหยัด

คาใชจาย ควบคุมการแสดงออกของ shRNA ได (inducible vector) ระยะเวลาในการยับยั้ง

การแสดงออกของยีนคอนขางนาน (stable silencing) ขอเสียคือตองทําการ cloning 

vector และการออกแบบ shRNA ท่ีจําเพาะตอยีนมีความซับซอน 

การเปรียบเทียบเทคโนโลยีการสราง siRNA  

 จากการเปรียบเทียบพบวา long dsRNA และ in vitro diced siRNA ไมคอยมีความโดด

เดน และยังมีขอจํากัดคอนขางมากดังท่ีกลาวไปแลวขางตน นอกจากนี้ long dsRNA และ in 

vitro diced siRNA ไมสามารถใชสําหรับการทดลองในสิ่งมีชีวิต (in vivo) ดังนั้นจะเห็นไดวา

เทคโนโลยีการสราง siRNA ท่ีไดรับความนิยมในปจจุบัน คือ synthetic siRNA และ shRNA 

expression vector ซ่ึงท้ัง 2 เทคโนโลยีมีจุดเดนในดาน ตาง ๆ ไดแก scalable (สามารถเพ่ิม

ปริมาณได) และ in vivo studies (สามารถใชสําหรับการทดลองในสิ่งมีชีวิตได) อยางไรก็ตาม 

synthetic siRNA มีขอไดเปรียบในดาน modification สามารถปรับเปลี่ยนโมเลกุลของ siRNA 

ไดตามตองการ และ fidelity (มีความถูกตองของลําดับเบสถูกตอง 100%) ในขณะท่ี shRNA 

expression vector มีขอไดเปรียบในดาน stable silencing (ยับยั้งการแสดงออกของยีนได

ยาวนานหลายวัน) และ inducible expression (สามารถกําหนดและควบคุมการแสดงออกของ 

shRNA ได)  
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การออกแบบ siRNA 

 ตามมาตรฐาน siRNA ท่ีสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนไดอยางมีประสิทธิภาพ 

(effective gene silencing) คือใช siRNA ท่ีความเขมขน 100 nM สามารถยับยั้งการแสดงออก

ของยีน (gene knockdown) โดยทําใหระดับของ target mRNA มีปริมาณลดลงไดไมตํ่ากวา 

70% จะถือวาเปน functional siRNA จากการศึกษาวิจัยเพ่ือทดสอบหาคุณสมบัติพ้ืนฐานของ 

functional siRNA พบวาการออกแบบ siRNA ควรจะมีลักษณะ (รูปท่ี 8.3) ดังตอไปนี้ 

 

รูปท่ี 8.3 ลักษณะของ siRNA ตามหลักการของ rational siRNA design guidelines 

 ลักษณะพ้ืนฐาน (basic rules) 

• siRNA ประกอบดวย RNA 2 สาย แตละสายมีความยาว 21 bp เม่ือมาเขาคูกันจะได 

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

• %GC contents ควรอยูในชวงระหวาง 30-52% เพ่ือใหการจับมีเสถียรภาพท่ีดี 

• หลีกเลี่ยงยีนบริเวณ introns เนื่องจาก introns ไมไดอยูบน mature mRNA 

• หลีกเลี่ยงยีนบริเวณ untranslated regions (UTR) เนื่องจากบริเวณ UTR จะมีโปรตีน

มาจับอยู ทําให siRNA ไมสามารถเขาไปจับบริเวณ UTR ได 

• หลีกเลี่ยงยีนบริเวณหลังจาก start codon (ATG) อยางนอย 75 nt เนื่องจากบริเวณนี้

อาจมี ribosome มาเกาะอยู ทําให siRNA ไมสามารถเขาไปจับได 

• siRNA จะตองมีความจําเพาะตอ mRNA ของยีนท่ีตองการยับยั้งเทานั้น ไมไดรวมจับกับ

ยีนอ่ืน มิฉะนั้นจะทําใหเกิด non-specific gene silencing   
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 ลักษณะพิเศษเพ่ิมเติม (additional guidelines) 

• ไมมี internal repeat เชน TTTT, AAAA, CCCC หรือ GGGG เปนตน เพราะจะทําให

ความจําเพาะของ siRNA ลดลง 

• มีเสถียรภาพสูงทางดาน 5’ ของ sense strand (ควรมีเบส G หรือ C) 

• มีเสถียรภาพตํ่าทางดาน 3’ ของ sense strand (ควรมีเบส A หรือ U) 

• ตําแหนง 3, 10 และ 19 ของ sense strand ควรเปน “A”, “U” และ “A” ตามลําดับ 

 

ซ่ึงหลักเกณฑตางๆ ขางตนมีเหตุผลอธิบายประกอบ ดังสรุปในตารางท่ี 8.1 

ตารางท่ี 8.1 อธิบายเหตุผลชี้แจงหลักเกณฑในการออกแบบ 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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การสราง shRNA expression vector 

 การสราง shRNA expression vector ประกอบดวยขั้นตอน 6 ขั้นตอน ดังนี้ 

 1. Identify target site: ใชหลักการของ rational siRNA design guideline หรือ 

online siRNA design tool ในการออกแบบลําดับของ siRNA สาย sense target sequence  

 2. Design an appropriate shRNA: จากขอท่ี 1 สิ่งท่ีไดคือสวนของ sense target 

sequence (19-21 nt) จากนั้นนํามาทํา reverse & complement จะไดสวนของ antisense 

target sequence (19-21 nt) นํา loop sequence (4-10 nt) มาเชื่อมตอระหวางสวนของ 

sense และ antisense target sequences (รูปท่ี 8.4) 

 
รูปท่ี 8.4 การออกแบบและสังเคราะห oligonucleotides สําหรับการสราง shRNA vector 

 3. Synthesize a dsDNA fragment that codes for the shRNA:  จากขอท่ี 2 สิ่งท่ี

ไดคือ oligonucleotide สายยาวท่ีเรียกวา Top strand oligo จากนั้นนํามาทําเปนสายท่ีมีลําดับ

เบสคูสม (complementary strand) จะได Bottom strand oligo แลวตอปลาย 5’ ดวยลําดับ

เบสท่ีเหมาะสมตอการ ligation เขาสู vector (รูปท่ี 8.4) เม่ือไดลําดับเบสของ top และ bottom 

strand oligos แลว สามารถสั่งใหบริษัทท่ีใหบริการทําการสังเคราะห oligonucleotides 
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 4. Clone the fragment into an RNA expression vector: จากขอ 3 เม่ือได 

oligonucleotides มาแลวนํา Top และ Bottom strands มาทําการ anneal กันใน annealing 

buffer จะไดเปน dsDNA จากนั้นนําไปเชื่อม (ligation) ตอกับ shRNA expression vector (รูป

ท่ี 8.5) โดยอาศัยเอนไซม ligase 

 5. Transform into bacterial culture: จากขอ 4 นํา recombinant vector มา 

transform เขาสู competent cells (E.coli) ดวยวิธี heat shock หรือ electroporation 

จากนั้นนําไป spread บน agar plate ท่ีผสมดวย antibiotic ท่ีเหมาะสมกับ vector ท่ีใช (เชน

ถาใน vector มียีนท่ีตานยา Kanamycin ใหใสยา Kanamycin ลงใน agar เปนตน) 

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

ทนตอยาปฏิชีวนะได จากนั้นนํามาเลี้ยงเพ่ิมจํานวนใน LB broth แลวทําการสกัด plasmid 

จากนั้นอาจทําการยืนยันผลโดยการทํา nucleotide sequencing เพ่ือใหแนใจวา plasmid 

ดังกลาวมีลําดับของ shRNA ถูกตอง 

 

โปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับการออกแบบ siRNA และ shRNA 

 ในปจจุบันมีนัก bioinformatics ไดเขียนโปรแกรมสําหรับชวยอํานวยความสะดวกใน

การออกแบบ siRNA และ shRNA โดยผูใชสามารถใสลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีสนใจเขาสู

โปรแกรม แลวสั่งใหโปรแกรมทําการคัดเลือกและออกแบบ siRNA และ shRNA ท่ีมีลักษณะ

เหมาะสมได ท้ังนี้แตละโปรแกรมหรือแตละ website ก็จะมีหลักการเบื้องตนในการออกแบบ

คลายๆ กัน แตจะมีความแตกตางกันไปใน criteria ของ additional guidelines ดังนั้นผูใชงาน

จึงควรตระหนักถึงประเด็นท่ีมีความแตกตางกันดวย ตัวอยางของโปรแกรมท่ีนิยมใชในการ

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

 DSIR (Designer of Small Interfering RNA) เปนโปรแกรม web-based สําหรับใชใน

การออกแบบ siRNA และ shRNA โดยผูใชสามารถใสลําดับนิวคลีโอไทดในรูปแบบ FASTA 

format ของยีนท่ีสนใจเขาสูโปรแกรม จากนั้นต้ังคาตางๆ ในการออกแบบ (รูปท่ี 8.5) ไดแก 

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

• Score threshold ต้ังคาคะแนนท่ีจะใชในการคัดกรองการออกแบบ 

• Filter 4 or more nucleotide runs: ต้ังคาเพ่ือหลีกเลี่ยงลําดับเบสท่ีซํ้ากัน (>4 nt) 

• Avoid immunostimulatory motif: ต้ังคาเพ่ือหลีกเลี่ยงสวนท่ีสามารถกระตุน

ระบบภูมิคุมกัน 

 เม่ือคลิกท่ีคําวา Run analysis โปรแกรมจะทําการออกแบบ siRNA หรือ shRNA ออกมา

ใหเลือกจํานวนหลายโมเลกุล (รูปท่ี 8.6) โดยเรียงตามลําดับคะแนนของการออกแบบจากมากไป

หานอย  ซ่ึงแสดงขอมูลตางๆ ดังนี้ 

• siRNA_id เปนการระบุ ID ของ siRNA 

• Position ระบุตําแหนงของ siRNA บน target gene 

• SS sequence ลําดับนิวคลีโอไทดของ sense strand 

• AS sequence ลําดับนิวคลีโอไทดของ antisense strand 

• Score คะแนนของการออกแบบ ถาคะแนนมาก จะมีความนาเชื่อถือมาก 

 นอกจากนี้เม่ือสนใจ siRNA ตัวใด ผูใชสามารถคลิกเลือกท่ีชองดานหนา siRNA_id เพ่ือ

สั่งใหโปรแกรมทํา similarity search เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล และ

คํานวณคา Seed Complement Frequencies เพ่ือตรวจสอบวาลําดับนิวคลีโอไทดของ siRNA 

ดังกลาวมีความคลายคลึงกับยีนอ่ืนๆ หรือไม เพ่ือใหแนใจวา siRNA ท่ีออกแบบนั้นมีความจําเพาะ

ตอยีนเปาหมายเทานั้น  

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 ตัวอยางผลการออกแบบ siRNA ดวยโปรแกรม DSIR 

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

 เปนโปรแกรม web-based สําหรับใชในการออกแบบ shRNA โดยผูใชสามารถใส 

accession no. ของ RefSeq หรือลําดับนิวคลีโอไทดในรูปแบบ FASTA format ของยีนท่ีสนใจ

เขาสูโปรแกรม จากนั้นต้ังคา parameters ตางๆ ในการออกแบบ (รูปท่ี 8.7) แลวคลิกท่ีคําวา 

Search/Convert Targets โปรแกรมจะทําการออกแบบ shRNA ออกมาใหเลือกจํานวนหลาย

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 ตัวอยางผลการออกแบบ shRNA ดวยโปรแกรม BiOSETTIA: The shRNA Designer 

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

 เปนโปรแกรม web-based สําหรับใชในการออกแบบ siRNA หรือ shRNA (รูปท่ี 8.9) 

ซ่ึงประกอบดวย 3 สวน ไดแก 

 

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

• Find siRNA/shRNA sequence ผูใชสามารถใสลําดับนิวคลีโอไทดในรูปแบบ 

FASTA format ของยีนท่ีสนใจเขาสูโปรแกรม จากนั้นต้ังคา parameters ตางๆ ใน

การออกแบบ (รูปท่ี 8.10) แลวคลิกท่ีคําวา Search โปรแกรมจะทําการออกแบบ 

shRNA ออกมาใหเลือกจํานวนหลายโมเลกุล (รูปท่ี 8.11) โดยแสดงคา ตําแหนงของ 

siRNA และ GC%  

 

http://www.invivogen.com/sirnawizard/
http://www.invivogen.com/sirnawizard/
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รูปท่ี 8.10 การใสขอมูลและต้ังคาสําหรับโปรแกรม InvivoGen: siRNA Wizard 

 

รูปท่ี 8.11 ตัวอยางผลการออกแบบ siRNA ดวยโปรแกรม InvivoGen: siRNA Wizard 
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• Design hairpin insert ผูใชสามารถแปลงลําดับนิวคลีโอไทดของ siRNA ไปเปน

ลําดับของ oligonucleotides ท่ีจะใชในการสราง shRNA expression vector โดย

สามารถกําหนดลําดับนิวคลีโอไทดของ Loop sequence และเลือกชนิดของ 

vector ท่ีตองการใชได จากรูปท่ี 8.11 ถาคลิกท่ีคําวา Design hairpin ก็จะแสดงผล

ลําดับของ oligonucleotides (รูปท่ี 8.12) 

• Scramble siRNA/shRNA เปนการออกแบบ scramble siRNA negative control 

สําหรับ siRNA/shRNA ซ่ึงจะไมสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนได จากรูปท่ี 

8.11 ถาคลิกท่ีคําวา Generate scrambled siRNA ก็จะแสดงผลลําดับของ target 

siRNA และ scrambled siRNA (รูปท่ี 8.12) 

 
รูปท่ี 8.12 ตัวอยางผลการออกแบบ hairpin insert และ scramble siRNA ดวยโปรแกรม 

InvivoGen: siRNA Wizard 

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

 เปนโปรแกรม web-based สําหรับใชในการออกแบบ siRNA และ shRNA ของบริษัท 

Thermo Fisher Scientific โดยผูใชสามารถใส accession no. ของ reference sequence 

หรือลําดับนิวคลีโอไทดในรูปแบบ FASTA format ของยีนท่ีสนใจเขาสูโปรแกรม จากนั้นต้ังคา 

parameters ตางๆ ในการออกแบบ (รูปท่ี 8.13) แลวคลิกท่ีคําวา RNAi Design โปรแกรมจะทํา

การออกแบบลําดับของ siRNA พรอมระบุตําแหนง คา GC% และ Rank (รูปท่ี 8.14) 

https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/


เทคนิคอารเอ็นเอไอในดานอณูไวรัสวิทยา 

228 
 

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

 

รูปท่ี 8.14 ตัวอยางผลการออกแบบ siRNA ดวยโปรแกรม BLOCK-iT RNAi Designer 

https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/
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 นอกจากนี้สามารถเลือกท่ี siRNA to shRNA เพ่ือสั่งใหโปรแกรมเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอ

ไทดของ siRNA ไปเปนลําดับของ oligonucleotides ท่ีจะใชในการสราง shRNA expression 

vector โดยสามารถกําหนดลําดับนิวคลีโอไทดของ Loop sequence และเลือกชนิดของ vector 

ท่ีตองการใชได (รูปท่ี 8.15) จากนั้นคลิกท่ีคําวา Design shRNA Oligo ก็จะแสดงผลลําดับของ 

oligonucleotides (รูปท่ี 8.16) 

 

รูปท่ี 8.15 การออกแบบ hairpin insert จาก siRNA ดวยโปรแกรม BLOCK-iT RNAi Designer 

 

 

รูปท่ี 8.16 ตัวอยางผลการออกแบบ hairpin insert ดวยโปรแกรม BLOCK-iT RNAi Designer 

 



เทคนิคอารเอ็นเอไอในดานอณูไวรัสวิทยา 

230 
 

โปรแกรมการออกแบบ siRNA/shRNA สําหรับเชื้อไวรัส 

 จากท่ีนําเสนอไปแลวขางตน จะเห็นไดวาโปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับการออกแบบ 

siRNA และ shRNA ไมวาจะเปน DSIR, BiOSETTIA, InvivoGen และ BLOCK-iT RNAi Designer 

จะเริ่มตนการออกแบบ siRNA/shRNA จากลําดับนิวคลีโอไทดเพียงสายเดียว แลวคํานวณ

ลักษณะ thermodynamics ของ siRNA/shRNA ไดแก GC%, Tm และ structure เพ่ือใหได 

siRNA/shRNA ท่ีเหมาะสม โดยมิไดคํานึงวาลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีเลือกมาเปน siRNA/shRNA 

นั้นอยูท่ีบริเวณใดของยีน และบริเวณดังกลาวมีการกลายพันธุเกิดขึ้นหรือไม ท้ังนี้การออกแบบ 

siRNA/shRNA สําหรับการยับยั้งการแสดงออกของยีนของเชื้อไวรัส ควรมีการคํานึงถึงตําแหนง

ของ siRNA/shRNA ดวย เนื่องจากเชื้อไวรัสบางชนิดมีอัตราการกลายพันธุสูงมาก ดังนั้นจึงมี

ความเปนไปไดวา siRNA/shRNA ท่ีใชจะเกิด mismatch กับสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเนื่องจาก

เกิดการกลายพันธุ ซ่ึงจะสงผลให siRNA/shRNA ดังกลาวไมสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน 

ของเชื้อไวรัสได ดังนั้นในการออกแบบ siRNA/shRNA สําหรับเชื้อไวรัส จึงนิยมออกแบบให

จําเพาะกับบริเวณอนุรักษ (conserved regions) ท่ีไดจาก nucleotide sequences alignment 

เพ่ือใหสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนในสายพันธุตางๆ (subtypes, genotypes, 

serotypes) ของเชื้อไวรัสชนิดเดียวกัน หรือยับยั้งการแสดงออกของยีนในเชื้อไวรัสชนิดตางๆ ท่ี

จัดอยูในตระกูลเดียวกัน เปนตน ในท่ีนี้จึงขอกลาวถึงโปรแกรมท่ีนาสนใจ ดังนี้ 

 siVirus [http://sivirus.rnai.jp/] 

 เปนโปรแกรม web-based ท่ีมุงเนนการออกแบบ siRNA สําหรับเชื้อไวรัส 4 ชนิดท่ีมี

อัตราการกลายพันธุสูง ไดแก human immunodeficiency virus (HIV), hepatitis C virus 

(HCV), SARS coronavirus (SARS-CoV) และ Influenza virus (รูปท่ี 8.17) โดยผูใชสามารถ

เลือกสายพันธุตางๆ และยีนของเชื้อไวรัสท่ีสนใจ (รูปท่ี 8.18) เพ่ือใหโปรแกรมออกแบบ siRNA 

จากสวนท่ีเปน highly conserved target site ระหวางเชื้อไวรัสสายพันธุตางๆ แลวแสดงผล 

ไดแก 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 ตัวอยางการเลือกสายพันธุตางๆ ของเชื้อไวรัส HIV ในโปรแกรม siVirus 

http://sivirus.rnai.jp/
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รูปท่ี 8.19 ตัวอยางผลการออกแบบ siRNA สําหรับเชื้อไวรัส HIV ดวยโปรแกรม siVirus 

ฐานขอมูลสําหรับ siRNA/shRNA ท่ีจําเพาะตอเชื้อไวรัส 

 นอกเหนือจากโปรแกรมในการออกแบบ siRNA/shRNA แลว ปจจุบันมีการรวบรวม

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ siRNA/shRNA ท่ีจําเพาะตอเชื้อไวรัสเปนฐานขอมูลใหนักวิจัย

สามารถคนหาได โดยฐานขอมูลจะรวบรวมขอมูลของ siRNA/shRNA ท่ีมีการใชทดสอบใน

งานวิจัยและมีการตีพิมพเผยแพรในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ ซ่ึงขอดีของการใช siRNA/ 

shRNA จากฐานขอมูลคือจะได siRNA/shRNA ท่ีมีการทดลองพิสูจนแลว จึงมีความม่ันใจในระดับ

หนึ่งวาสามารถใชไดจริงอยางมีประสิทธิภาพ ตัวอยางฐานขอมูลสําหรับ siRNA/shRNA ท่ีจําเพาะ

ตอเชื้อไวรัส ดังนี้ 

 ฐานขอมูล VIRsiRNAdb [http://crdd.osdd.net/servers/virsirnadb/search.php] 

 เปนฐานขอมูลท่ีรวบรวม siRNA/shRNA ท่ีไดผานการทดสอบในการยับยั้งการแสดงออก

ของยีนในเชื้อไวรัสชนิดตางๆ ท่ีพบในมนุษย จํานวน 42 ไวรัส ผูใชสามารถคนหา siRNA/shRNA 

โดยใสชื่อไวรัส ชื่อยีน หรือ efficacy ของ siRNA/shRNA ท่ีตองการ (รูปท่ี 8.20) จากนั้นคลิกท่ี 

Search โปรแกรมก็จะแสดงผลเปนรายละเอียดขอมูลของ siRNA/shRNA ท่ีเคยมีรายงานไว  

ไดแก 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 ฐานขอมูล VIRsiRNAdb [http://crdd.osdd.net/servers/virsirnadb/search.php] 

 

 

รูปท่ี 8.21 ตัวอยางผลการคนหา siRNA/shRNA จากฐานขอมูล VIRsiRNAdb 

http://crdd.osdd.net/servers/virsirnadb/search.php
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วิธีการขนสง siRNA เขาสูเซลล 

 เม่ือสังเคราะห siRNA หรือสราง shRNA expression vector เสร็จแลว ในขั้นตอนตอไป 

จะตองคํานึงถึงวิธีการนํา siRNA หรือ shRNA expression vector เขาสูเซลลเปาหมาย โดยมี

หลักการท่ัวไปดังนี้ 

 High transfection efficiency: สามารถนําพา siRNA เขาสูเซลลไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 Low toxicity: ไมมีความเปนพิษ หรือมีความเปนพิษตอเซลลนอย 

 Low immunogenicity: ไมกระตุนระบบภูมิคุมกัน หรือกระตุนเพียงเล็กนอย 

 Sustained silencing effect: ทําใหเกิด gene silencing ไดนาน  

 Cells type specific: มีความจําเพาะตอชนิดของเซลลท่ีสนใจ ซ่ึงเปนคุณสมบัติท่ีสําคัญใน

การใชในสิ่งมีชีวิต (in vivo) หรือการประยุกตใชทางคลินิก (clinical application) 

ประเภทของพาหะสําหรับขนสง siRNA 

 โดยท่ัวไปสามารถแบงพาหะ (Vehicles) สําหรับนําพา siRNA ไดเปน 2 ประเภท ดังนี้ 

• Viral vectors: อาศัยลักษณะโครงสรางของ virus particle ในการนําพา siRNA เขาสูเซลล 

โดยสามารถกําหนดความจําเพาะตอเซลลแตละชนิดได โดยการดัดแปลง surface หรือ 

envelop protein ของไวรัส ใหจําเพาะกับ receptor บนผิวเซลลแตละชนิด ซ่ึงสามารถแบง

ไดเปน 3 ชนิด ไดแก adenovirus, adeno-associated virus และ lentiviruses  

• Non-viral vectors: อาศัยคุณสมบัติของโมเลกุลท่ีลักษณะคลายไขมัน (lipid-based 

vehicles) ในการจับกับ siRNA และนําเขาสูเซลลได เนื่องจากเยื่อหุมเซลลมีลักษณะคลาย

ไขมัน (hydrophobic) เชนกัน ซ่ึงสามารถแบงไดแปน 4 ชนิด ไดแก lipid-raft 

compartments, liposomes, lipidoids และ lipoplexes  
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การประยุกตใชเทคนิค RNAi ในการยับย้ังการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัส 

 เนื่องจากเทคนิค RNAi สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนโดยกระตุนใหเกิดการทําลาย 

mRNA (mRNA degradation) หรือยับยั้งการสรางโปรตีน (translational repression) อยาง

จําเพาะ ดังนั้นจึงมีการประยุกตใชเทคนิค RNAi ในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัสภายใน

เซลล อยางไรก็ตามประสิทธิภาพในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัส นอกจากจะขึ้นกับการ

ออกแบบ siRNA / shRNA ท่ีมีประสิทธิภาพแลว ยังขึ้นอยูกับลักษณะทางชีววิทยาของเชื้อไวรัส

แตละชนิด ดังนี้ 

• ลักษณะสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส เนื่องจากสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส มีหลาย

รูปแบบ โดยจําแนกไดเปน 7 ประเภท ไดแก 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 ท่ีเปนสารพันธุกรรมของ RNA virus ได ในขณะท่ี RNAi 

จะสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน (mRNA) แตไมสามารถทําลาย viral DNA ท่ี

เปนสารพันธุกรรมของ DNA virus ได ดังนั้นกลไก RNAi จึงมีประสิทธิภาพสูงในการ

ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัสท่ีมีสารพันธุกรรมเปน RNA ไดดีกวาเชื้อไวรัสท่ีมีสาร

พันธุกรรมเปน DNA 

• ตําแหนงในการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัสภายในเซลล เนื่องจากเชื้อไวรัสบางชนิดเพ่ิม

จํานวนภายในนิวเคลียส และเชื้อไวรัสบางชนิดเพ่ิมจํานวนในไซโตพลาสซึม แตกลไก 

RNAi จะทํางานในสวนไซโตพลาสซึมของเซลล ดังนั้นกลไก RNAi จึงมีประสิทธิภาพใน

การยับยั้งเชื้อไวรัสท่ีมีการเพ่ิมจํานวนในไซโตพลาสซึมไดดีกวา เชื้อไวรัสท่ีมีการเพ่ิม

จํานวนภายในนิวเคลียส 

 ตัวอยางการพัฒนา siRNA เพ่ือใชเปนยาตานไวรัสชนิดตางๆ ไดแก human 

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

(HCV) และ hepatitis B virus (HBV) เปนตน 
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