
บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการวิจัย 

 
อุปกรณ 

1. ขวดเล้ียงเซลลขนาด 25 และ 75 cm2  
2. จานเพาะเล้ียงเซลลขนาด 24 หลุม 
3. ขวด Duran ขนาด 250 500 และ 1000 ml 
4. ขวด Medical flat ขนาด 100 ml 
5. Erlenmeyer  flask ขนาด 100 ml 
6. เคร่ืองกรองอาหารเล้ียงเซลล 
7. แผนกรองขนาด 0.22 μm 
8. ขวดฝาเงินขนาด 28 ml 
9. บีกเกอรขนาด 250 และ 500 ml 
10. กระบอกตวงขนาด 100 500 และ 1000 ml 
11. ปเปตแกวขนาด 1 และ 10 ml 
12. แทงแกวคนสาร 
13. หลอดปนขนาด 50 ml 
14. microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 
15. ขวดหยด (bottle dropper) 
16. Freezer  box 
17. Rack 
18. กรวยแกว  (funnel) 
19. ชอนตักสาร 
20. Pipette tips 
21. ถุงมือยาง 
22. อะลูมิเนียมฟอยล 
23. สําลี 
24. ปากคีบ (forcep) 
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25. parafilm  (laboratory film) 
 
เคร่ืองมือ 

1. กลองจุลทรรศนแบบหวักลับ (inverted microscope) (Olympus, CKX41) 
2. กลองจุลทรรศนแบบ compound  microscope (Olympus, CX31) 
3. ตูถายเช้ือ (biosafety carbinet class I) (SCIENCE TECT CO.,LTD) 
4. ตูเล้ียงเซลล (CO2 incubator) (Shellab, 2323-2) 
5. ตูแชแข็ง -20˚C (Sanyo, SF-C991 NG) และ -80˚C (Sanyo, MPF-392) 
6. ตูดูดควนั  (fume  hood) (I-Lab ,IIM) 
7. ตูอบลมรอน (hot air oven) (Binder, ED 115) 
8. ตูเย็น (LFS, Thailand) 
9. หมอนึ่งความดัน (autoclave) (Tomy, SS-325) 
10. เคร่ืองปนแบบควบคุมอุณหภมิู (Sanyo, Harrier 18/80 และ Hettich, EBA 12R) 
11. เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (Metrohm, 713) 
12. เคร่ืองช่ังอยางละเอียด (Ohaus Adventurer, ARC 120) 
13. Agarose gel  electrophoresis chamber (PRIMO, EC 320)  
14. Automatic  pipette 0.5-1000 ml  (Biohit) 
15. Electrophoresis power supply (Amersham Pharmacia Bioteth, EPS 301) 
16. Hemacytometer  (Improve Neubauer hemacytometer) 
17. Hot plate (Clitton, CERASTIR) 
18. Pipetboy (TECNOMARA) 
19. Rocking platform (ELMI, S 4)  
20. Thermal cycler (Applied Biosystem, Gene Amp PCR System 9700) 
21. UV transilluminator (Vilber Lourmat, V03 6685) 
22. Vacuum pump (Rocker 400) 
23. Vortex mixer (Gemmy Industrial Copp., VM-300) 
24. Water bath (Memmert, WB-10)  
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เชื้อจุลินทรีย 
1. เช้ือ Herpes Simplex Virus type 1 สายพันธุ F (HSV-1F)  จากสถาบันวิทยาศาสตร-

การแพทยทหาร โรงพยาบาลพระมงกุฎเกลา (AFRIM)  
2. เช้ือ Herpes Simplex Virus ตัวอยางท่ีแยกไดจากผูปวยจํานวน 32 ตัวอยาง  จากสถาบัน

วิทยาศาสตรการแพทยทหาร โรงพยาบาลพระมงกุฎเกลา (AFRIM) และแขนงวชิาจุล-
ชีววิทยาคลินกิ ภาควิชาเทคนิคการแพทย คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 
เซลลเพาะเลี้ยง 
 Green Monkey Kidney cell (GMK)   
 
ยาท่ีใชทดสอบการตานเชื้อไวรัส 
 Acyclovir [acycloguanosine, 9-2-(hydroxyethoxy methyl) guanine]  บริษัท SIGMA-
Aldrich CHEMIE Gmbh Co.Po., Germany 
 
อาหารและสารเคมีท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเซลล (ภาคผนวก ก)  

1. Crystal violet ใน 1% ethanol, 0.1% 
2. EDTA, 10 mg/ml 
3. Growth medium (GMEM) 
4. Inactivated serum 
5. Maintenance medium  
6. Minimum Essential Medium (MEM) 
7. NaHCO3 , 100 mg/ml  
8. Overlay medium 
9. Phosphate Buffered Saline (PBS)  (10X) และ (1X) 
10. Sodium Carboxy Methylcellulose, 15 mg/ml  
11. Trypsin, 10 mg/ml 
12. Trypsin-EDTA, 0.1% 

 
สารเคมีท่ีใชในการสกัด DNA (ภาคผนวก ข) 

1. Absolute ethanol 
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2. Chloroform: isoamyl alcohol (50: 1) 
3. DNase free and RNase free water 
4. EDTA pH 8.0, 0.5M 
5. Ethanol, 70% 
6. Lysing solution 
7. Phenol: chloroform: isoamyl alcohol (50: 50:1) 
8. Proteinase K, 10 mg/ml 
9. RNase A, 10 mg/ml 
10. Sodium acetate, 3M 
11. Sodium chloride, 5M 
12. Sodium Dodecyl Sulphate (SDS), 100 mg/ml 
13. Tris-HCl pH 8.0, 1M 

 
สารเคมีท่ีใชใน Agarose gel electrophoresis (ภาคผนวก ค) 

1. Agarose gel, 0.8% และ 1.0% 
2. DNA ขนาดมาตรฐาน 10 kb (Lamda DNA /Eco 130I (StyI) Marker,16) 
3. Ethidium bromide  
4. Loading buffer 
5. 1X Tris-acetate (TAE) buffer 

 
ชุดสารเคมีสําเร็จรูปสําหรับสกัดดีเอ็นเอใหบริสุทธ 
 Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, UK)  
 
Primer 

1. P1  5′-ATGCGAAAGCAGATCCGCTCGC-3′ 
2. P2  5′-GGCTCTATGCAACATTCGACG-3′ 
3. PF5  5′-CCCGGTTCATCCTGGACAACCC -3′ 
4. PR4  5′-GATGGCGGCCTGCTGCTTGTCC -3′ 
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วิธีการวิจัย 
1. การเพาะเลี้ยง Green Monkey Kidney cell (GMK) 

1.1 นําเซลลเพาะเลี้ยงท่ีเจริญเต็มผิว (monolayer) flask ขนาด 25 cm2 มาทําการ subculture 
เซลล โดยเทอาหารออกจากขวดเล้ียงเซลล และลางผิวเซลลดวย PBS (1X) 2 คร้ัง 

1.2 เติม 0.1% Trypsin-EDTA 0.3-0.5 ml ท้ิงไวจนเซลลแยกตวัออกจากกัน แลวจึงเท 0.1% 
Trypsin-EDTA ท้ิง 

1.3 เติม growth medium และใชปเปตทําการดูดปลอย medium เพื่อใหเซลลหลุดออกจาก
พื้นผิวของขวดเล้ียงเซลลจนหมด เพื่อใหเซลลแยกตัวออกเปนเซลลเดีย่วๆ  

1.4 แบงเซลลใสขวดเล้ียงเซลลใหม โดยใชอัตราสวนในการแบงเซลลเทากับ 1:3 หรือ 1:4 
และเติม growth medium จนครบ 5 ml ในแตละขวด 

1.5 เอียงขวดเล้ียงเซลลไปมา เพื่อใหเซลลเดี่ยวๆ กระจายจนท่ัว แลวนําไปบมท่ี 37˚C ใน 5% 
CO2 incubator เปนเวลาประมาณ 2-3 วัน โดยสังเกตการเจริญเติบโตเปน monolayer ดวย 
inverted microscope จากนัน้นําไป subculture ตอไป ตามวิธีขางตนดวยวิธีปลอดเช้ือ  

2. การเพาะเลี้ยงเซลล GMK  ในจานเพาะเล้ียงขนาด 24 หลุม 
2.1 เทอาหารเล้ียงเซลลออกจากขวดเล้ียงเซลลท่ีมีเซลลเจริญเต็มผิว (monolayer) และลางผิว

เซลลดวย PBS (1X) 2 คร้ัง 
2.2 เติม 0.1% Trypsin-EDTA 0.3-0.5 ml ท้ิงไวจนเซลลแยกตวัออกจากกัน แลวจึงเท 0.1% 

Trypsin-EDTA ท้ิง 
2.3 เติม growth medium และใชปเปตทําการดูดปลอย medium  แลวปรับเซลลใหไดปริมาณ 

1×105  cells/ml  โดยเติมอาหารเล้ียงเซลลจนครบ 12  ml  เขยาเบาๆ ใหเขากัน 
2.4 ดูดเซลลจากขวดเล้ียงเซลล  ใสลงในจานเพาะเล้ียงเซลลขนาด 24  หลุมๆละ 500  μl  แลว

เขยาเบาๆ เพื่อใหเซลลกระจายท่ัวหลุม 
2.5 นําไปบมท่ี 37˚C ใน 5% CO2 incubator เปนเวลาประมาณ 2-3 วัน โดยตรวจดกูารเจริญ

ของเซลล จนเต็มพื้นท่ีผิวของแตละหลุมดวย inverted microscope  
3. การเพิ่มปริมาณไวรัส 

3.1 ดูดอาหารออกจากขวดเล้ียงเซลลท่ีมีเซลลเจริญอยูเต็มพืน้ท่ีผิว โดยใหมีอาหารเหลืออยูใน
ขวดเล้ียงเซลล 1 ml 

3.2 เติมไวรัสจาก stock 100 μl บมท่ีอุณหภมิูหอง ดวยเคร่ือง rocking platform เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ครบเวลาเทไวรัสท้ิง 

3.3 เติม maintenance medium 3 ml  บมท่ี 37˚C ใน 5% CO2 incubator ประมาณ 2-3 วัน 
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3.4 สังเกตการเปล่ียนแปลงของเซลลท่ีเกิด cytopathic effect (CPE) ดวย inverted microscope 
จนเซลลติดเช้ือไวรัสท้ังหมด แตไมหลุดออกจากพ้ืนผิวของขวดเล้ียงเซลล (CPE 4+) 

3.5 นําขวดเล้ียงเซลลไปแชแข็งท่ี -80˚C 
3.6 นํามาทําการละลาย แลวแชแข็งเซลลติดเช้ือใหม ทํา 2 คร้ัง เพื่อทําใหเซลลแตก และเก็บ

ไวรัสท่ี-80˚C 
 
4. การหาปริมาณไวรัสโดยวิธี Plaque Titration Assay 

4.1 เพาะเล้ียง Green Monkey Kidney cell (GMK)  ในจานเพาะเล้ียงขนาด 24 หลุม  
4.2 นําเซลลท่ีเจริญเต็มพื้นท่ีผิวในจานเพาะเล้ียงขนาด 24 หลุม มาดูดอาหารเล้ียงเซลลท้ิงไป 

หลุมละ 300 μl ยกเวนหลุมเซลลควบคุมไมตองดูดอาหารท้ิง 
4.3 เจือจางไวรัสจาก stock แบบ 10 เทาลําดับสวน (serial ten-fold dilution) ต้ังแต 1:10-1:106 

โดยขณะทดลองใหแชในกลองน้ําแข็งตลอดเวลา 
4.4 เติมไวรัสแตละความเจือจางใสลงจานเพาะเล้ียงเซลลขนาด 24 หลุมๆละ 100 μl โดยเติม

ความเจือจางละ 2 หลุม สวนหลุมเซลลควบคุมไมตองเติมไวรัส  
4.5 บมท่ีอุณหภูมิหอง ดวยเคร่ือง rocking platform 1 ช่ัวโมง  
4.6 ครบเวลา เติม overlay medium ทุกหลุมๆละ 500 μl จากนั้นบมท่ี 37˚C ใน 5% CO2 

incubator เปนเวลาประมาณ 3-4 วัน  
4.7 ดูดอาหารเล้ียงเซลลแตละหลุมท้ิงไป และลางดวย PBS (1X) 1 คร้ัง ประมาณ 100 μl ทุก

หลุม แลวยอมสีเซลลติดเช้ือดวย 0.1% crystal violet ใน 1% ethanol  โดยหยดลงในแตละ
หลุมประมาณ 3-4  หยด พอใหทวมเซลล  ท้ิงไวประมาณ 15  นาที แลวดูดสียอมท้ิง 

4.8 ตรวจดกูารติดสียอม นับปริมาณ plaque ท่ีเกิดข้ึนและคํานวณหาปริมาณไวรัสโดยมีหนวย
เปน Plaque Forming Unit/ml (PFU/ml) 

 
5. การทดสอบยาตานไวรัส Acyclovir (ACV)  ในการยับยั้งเชื้อไวรัสมาตรฐาน HSV-1 และ เชื้อ

ไวรัสตัวอยาง โดยวิธี Plaque Reduction Assay 
5.1 เพาะเล้ียง Green Monkey Kidney cell (GMK)  ในจานเพาะเล้ียงขนาด 24 หลุม 
5.2 นําเซลลท่ีเจริญเต็มหลุมในจานเพาะเล้ียงขนาด 24 หลุม ดูดอาหารเล้ียงเซลลท้ิงไป 400 μl 

ทุกหลุม  
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5.3 เติมไวรัสท่ีเจือจางแลวหลุมละ 100 μl โดยใชคาความเจือจางของไวรัสท่ีไดปริมาณ 
plaque ไมเกนิ 300 plaque บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดยใชเคร่ือง rocking 
platform 

5.4 เจือจางยา ACV ดวยวิธี serial two-fold dilution โดยใหมีความเขมขนของยาเร่ิมตนเปน 
100 μg/ml ทําการเจือจางจํานวน 11 ความเจือจาง แลวเติมACV ในแตละความเจือจางลง
ในหลุมไวรัสหลุมละ 200 μl จํานวน 2 หลุม จนครบ 11 ความเจือจาง ยกเวนหลุมควบคุม
ท่ีไมไดเติมยา  

5.5 ปดทับผิวหนาดวย overlay medium หลุมละ 400 μl และนําไปบมท่ี 37˚C ใน CO2 
incubator เปนเวลา 4 วัน 

5.6 ดูดอาหารเล้ียงเซลลออกทุกหลุม เติม PBS (1X) หลุมละ 100 μl ทุกหลุม เพื่อลางเซลล
แลวดูดออก เติม 0.1% Crystal violet ใน 1% ethanol จํานวน 3-4 หยดลงในแตละหลุม
เพื่อใหทวมเซลล ท้ิงไวประมาณ 15 นาที ดูดสียอมออก  

5.7 บันทึกผลจํานวน plaque ท่ีเกิดข้ึน เปรียบเทียบหาคาความเขมขนของ ACV ในการยับยั้ง
เช้ือไวรัส 

 
6. การสกัด DNA ของไวรัส 

6.1 เพาะเล้ียงเซลล GMK ในขวดเพาะเล้ียงขนาดพื้นท่ีผิว 75 cm2 จนเซลลเจริญเต็มพื้นท่ีผิว  
6.2 ดูดอาหารเล้ียงเซลลท้ิง โดยเหลืออาหารในขวดเล้ียงเซลลประมาณ 5 ml เติมไวรัส

มาตรฐาน HSV-1F และเช้ือไวรัสตัวอยาง 100 μl ลงในแตละขวดเล้ียงเซลล 
6.3 บมท่ีอุณหภูมิหอง 1 ช่ัวโมง ดวยเคร่ือง rocking platform  ครบเวลา เทไวรัสท้ิง 
6.4 เติม maintenance medium  20 ml  บมท่ี 37˚C ใน 5% CO2 incubator  
6.5 สังเกตการเปล่ียนแปลงของเซลล (CPE) ดวย inverted microscope จนเซลลติดเช้ือไวรัส

ท้ังหมด แตไมหลุดออกจากพื้นผิวของขวดเล้ียงเซลล (CPE 4+) จึงนาํมาสกัด DNA 
6.6 เทอาหารทิ้ง เติม PBS (แชเย็นจดั) 20 ml ดูดปลอย PBS จนเซลลหลุดออกจากพ้ืนผิวขวด

เล้ียงเซลลจนหมด แลวจึงดดูใสหลอดปนขนาด 50 ml ขณะทดลองใหแชในกลองน้ําแข็ง
ตลอดเวลา 

6.7 นําเซลลท่ีติดเช้ือไปปนท่ี 1,200 rpm  4˚C 5 นาที  เท PBS ท้ิง   
6.8 ละลายตะกอนดวย PBS 1 ml ดูดใสหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml  ปนท่ี 1,200 rpm 

4˚C 5 นาที  ดดู PBS ท้ิง 
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6.9 เติม lysing solution (แชเยน็) 1 ml ผสมสารละลายโดยใช vortex mixer และบมท่ี 4˚C  5 
นาที 

6.10 เติม 5M sodium chloride 40 μl ปนท่ี 10,000 rpm 4˚C 10 นาที  
6.11 ถายสารละลายใส ใส microcentrifuge tube หลอดใหม เติม 10% SDS 55 μl 10 mg/ml 

proteinase K 10.5 μl และ RNase A 5 μl ผสมใหเขากนัโดยกลับหลอดไปมา และบมท่ี 
37˚C 1 ช่ัวโมง ใน water bath 

6.12 เติม  phenol: chloroform: isoamyl alcohol (50: 50:1) ปริมาณเทากับสารละลายในหลอด 
จากนั้นผสมสารละลายโดยใช vortex mixer และนําไปปนท่ี 10,000 rpm 4˚C 5 นาที 

6.13 นําสารละลายใสดานบนใสใน microcentrifuge tube หลอดใหม เติม chloroform: isoamyl 
alcohol (50: 1) ปริมาณเทากับสารละลายในหลอด ผสมสารละลายโดยใช vortex mixer 
และนําไปปนท่ี 10,000 rpm  4˚C 5 นาที 

6.14 ดูดสารละลายใสดานบนใสใน microcentrifuge tube หลอดใหม เติม 3M sodium acetate 
ปริมาณ 0.1 เทาของสารละลายใส และเติม absolute ethanol (แชเย็นจัด) ปริมาณ 2 เทา
ของสารละลายใส จากนั้นผสมใหเขากัน โดยกลับหลอดไปมา 

6.15 นําสวนผสมท่ีไดบมท่ี -20˚C อยางนอย 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงนํามาปนท่ี 10,000 rpm 4˚C 
15 นาที 

6.16 เทสารละลายใสท้ิง แลวลางตะกอน DNA ดวยการเติม 70% ethanol 250 μl จึงปนท่ี 
10,000 rpm 4˚C  5 นาที 

6.17 เท 70% ethanol ท้ิง ปลอยใหตะกอน DNA แหง แลวจงึละลายดวยน้าํกล่ันไรเช้ือ 20 μl 
เก็บ DNA ท่ี -20˚C 

6.18 ตรวจสอบ DNA ท่ีสกัดได ดวย 0.8% agarose gel electrophoresis 
 

7. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณ DNA polymerase 
gene ของเชื้อไวรัสมาตรฐาน HSV-1F และเชื้อไวรัสตัวอยาง 
7.1 ออกแบบ primer P1, P2, PF5 และ PR4  เพื่อเพิม่ปริมาณ DNA ท่ีบริเวณ DNA 

polymerase gene จากลําดับเบสของเช้ือไวรัสมาตรฐาน HSV-1F ท่ีไดจาก Entrez 
(National Center for Biotechnology Information, NCBI)  

7.2 นํา DNA ของไวรัสมาตรฐาน HSV-1F ท่ีสกัดได มาทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับ
การทํา PCR ซ่ึงไดแก ความเขมขนของ MgCl2 dNTPs และ primer รวมไปถึงอุณหภมิูและ
เวลาท่ีใชในข้ันตอนตางๆของการทํา PCR  ดังนี้ 
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7.2.1 MgCl2 ความเขมขน 0.5-2.5 mM (มนิชญา, 2549) 
7.2.2 dNTPs ความเขมขน 0.1-0.5 mM (มนิชญา, 2549) 
7.2.3 primer ความเขมขน 0.5-1.5 μM (มนิชญา, 2549) 
7.2.4 ข้ัน initial denaturation 94 -95˚C เปนเวลา 1-3 นาที  
7.2.5 ข้ัน denaturation 94 -95˚C เปนเวลา 45 วินาที-1 นาที  
7.2.6 ข้ัน annealing 55 -65˚C เปนเวลา 45 วินาที-1 นาที   
7.2.7 ข้ัน extension 72˚C เปนเวลา 1-4 นาที 

โดยท่ีปริมาตรท้ังหมดเทากับ 50 μl 
7.3 ตรวจสอบช้ินสวน DNA ท่ีไดจากการทํา PCR ดวย 1% agarose gel electrophoresis 

 
8. การสกัดชิ้นสวน DNA (PCR product)  ใหบริสุทธ์ิ 

8.1 ตรวจดแูถบ DNA (PCR product) บน1% agarose gel  ภายหลังจากการทํา electrophoresis 
โดยสองดวยแสงอัลตราไวโอเลต 
หมายเหตุ : เพื่อปองกันอันตรายจากแสงอัลตราไวโอเลตท่ีจะเกิดกับตา ควรสวมแวนตาท่ี
ปองกันรังสีอัลตราไวโอเลตได ขณะดูผลการทดลอง 

8.2 จากนั้นใชใบมีดตัด agarose gel  บริเวณแถบของ DNA (PCR product)  ทําภายใตแสง 
อัลตราไวโอเลต   

8.3 นําเจลท่ีตัดไดปริมาณ 300 mg  ใสใน microcentrifuge tube  ทําการสกัด DNA (PCR 
product) ใหบริสุทธ์ิโดยใช  Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, UK) 
(รายละเอียดของวิธีสกัด PCR product ใหบริสุทธ์ิไดแสดงไวในภาคผนวก ง) 

8.4 เม่ือไดช้ินสวน DNA (PCR product)  ท่ีบริสุทธ์ิ ปราศจาก non-specific fragments  แลวจึง
นําไปตรวจวิเคราะหหาลําดบันิวคลีโอไทดของยีน DNA polymerase ของเช้ือไวรัส
ตัวอยาง 

 
9. การตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน DNA polymerase ของเชื้อไวรัส HSV-1 ท่ีมี

ความสัมพันธเก่ียวของกับการดื้อยา acyclovir 
9.1 หลังจากเพิ่มปริมาณ DNA ของยีน DNA polymerase ของเช้ือไวรัสตัวอยางท่ีใหคา IC50 

สูง สัมพันธกับการดื้อยา acyclovir  ดวยวธีิ PCR โดยใช primers  ท่ีมีความจําเพาะสําหรับ
ยีน DNA polymerase  ของเช้ือไวรัส HSV-1 และได purified PCR product แลว จึงนาํไป
หาลําดับนวิคลีโอไทดตอไป ซ่ึงดําเนินการโดยบริษัท Macrogen, Inc. ประเทศเกาหลีใต 
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9.2 ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดท่ีได ดวยการประกอบลําดับเบสของเช้ือไวรัสแตละ
ตัวอยางดวยเคร่ืองคอมพิวเตอร และเปรียบเทียบลําดับเบส โดยวิธี alignment ในสวนของ
ยีน DNA polymerase ของเช้ือไวรัสมาตรฐาน HSV-1F กับเช้ือไวรัสตัวอยาง 

9.3 ตรวจสอบผลของการเปล่ียนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน DNA polymerase ของเช้ือ
ไวรัสตัวอยางท่ีมีความสัมพนัธกับการดื้อยา acyclovir  แลวจึงนําผลลําดับนิวคลีโอไทด
นั้นไปวเิคราะหการแปลรหสัเปนกรดอะมิโน โดยใชโปรแกรมจากฐานขอมูล GenBank ท่ี 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.cgi  (Miller and Lipman, 2008) 

 


