
บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 
 

1. การหาปริมาณไวรัสโดยวิธี Plaque Titration Assay 
 ในการตรวจหาปริมาณไวรัสเร่ิมตนดวยการนับจํานวน plaque ของไวรัสมาตรฐาน HSV-
1F และไวรัสตัวอยางจํานวน 32 ตัวอยาง หลังจากท่ีไดมีการเพิ่มจํานวนใน GMK cells แลว พบวามี
ปริมาณไวรัสเร่ิมตนอยูระหวาง 8.3 x 103 – 9.6 x 1010 PFU/ml  (ตาราง 2) 

ลักษณะ plaque ของ HSV-1F และไวรัสตัวอยาง เปนจดุขนาดเล็ก โดยมีขนาดแตกตางกัน
เล็กนอย  (ภาพ 14) 
 
ตาราง 2 ปริมาณไวรัสเร่ิมตนของไวรัสมาตรฐาน HSV-1F และไวรัสตัวอยางจํานวน 32 ตัวอยาง 

ตัวอยาง ปริมาณไวรัส (PFU/ml) 
HSV-1F 9.6 x 1010 

1A 1.6 x 107 

1B 2.0 x 108 

2 6.3 x 106 

3 7.1 x 105 

4 2.5 x 108 

5 8.2 x 103 
6 2.6 x 106 

7 5.1 x 107 

10 1.9 x 107 

11 7.2 x 108 

12 1.6 x 107 

15 1.3 x 106 
17   6.3 x 1010 
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ตาราง 2 (ตอ) ปริมาณไวรัสเร่ิมตนของไวรัสมาตรฐาน HSV-1F และ ไวรัสตัวอยางจํานวน 32 
ตัวอยาง 

ตัวอยาง ปริมาณไวรัส (PFU/ml) 
18 2.6 x 109 
19 3.3 x 108 

20 1.1 x 109 

22 5.4 x 109 
23 1.5 x 1010 
24 1.6 x 1010 

25 4.1 x 109 
26 4.1 x 109 
27 1.4 x 107 

28 4.3 x 107 
29 1.3 x 107 
30 1.3 x 107 

31 5.1 x 109 
32 5.5 x 107 
33 2.4 x 107 

34 1.3 x 109  
35 7.0 x 109 
39 6.0 x 106 
41 5.7 x 105 
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(a)                          (b)    (c)   
  
                                                      
 
                     
 

          
(d)                                           (e)                                                    (f)    

                                
                               
 
 
 
 
                         (g)            (h)                (i) 
 
 
 
 
 
           ( j) 
 
ภาพ 14 Plaque ของไวรัสมาตรฐาน HSV-1F (a) และ ไวรัสตัวอยางหมายเลข 1A (b), 1B (c), 5 (d), 
11 (e), 12 (f), 19 (g), 22 (h), 25 (i) และ 31 ( j)  
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 2. การทดสอบยาตานไวรัส Acyclovir ในการยับยัง้เชื้อไวรัสมาตรฐาน HSV-1 และเชื้อไวรัส
ตัวอยาง โดยวิธี Plaque Reduction Assay 
 เม่ือทําการเพ่ิมปริมาณไวรัสมาตรฐาน HSV-1F และไวรัสตัวอยางจาํนวน 32 ตัวอยาง 
จากนั้นจึงทําการทดสอบยาตานไวรัส Acyclovir (ACV) ความเขมขน 0-50 μg/ml ในการยับยั้งเช้ือ
ไวรัสมาตรฐาน HSV-1F และเช้ือไวรัสตัวอยาง จํานวน 32 ตัวอยาง โดยวิธี Plaque Reduction 
Assay และคํานวณหาความเขมขนของยา ACV ท่ียับยั้งเช้ือไวรัสได 50% (Inhibitory concentration, 
IC50)  พบวามีไวรัสตัวอยาง จํานวน 23 ตัวอยาง คือหมายเลข 2, 3, 4, 6, 7, 10, 15, 17, 18, 20, 23, 
24, 26, 27, 28, 29, 30, 32, 33, 34, 35, 39 และ 41  มีคา IC50 อยูในชวง 1-5  μg /ml  และไวรัส
ตัวอยางจํานวน 5 ตัวอยาง คือหมายเลข 1-A, 1-B, 11, 19 และ 25 มีคา IC50 อยูในชวง 5-10 μg /ml  
สวนไวรัสตัวอยาง 3 ตัวอยาง คือหมายเลข 12, 22 และ 31 มีคา IC50 อยูในชวง 10-15 μg /ml  และมี
ไวรัสเพียง 1 ตัวอยาง คือหมายเลข 5  ท่ีมีคา IC50 อยูในชวง 15-20  μg /ml  (ตาราง 3) 
 
ตาราง 3 ความเขมขนยาตานไวรัส (ACV) ในการยับยั้งเช้ือไวรัสมาตรฐาน HSV-1F และไวรัส
ตัวอยางจํานวน 32 ตัวอยาง ท่ีสามารถยับยั้งเช้ือไวรัสได 50% (Inhibitory concentration, IC50)  

ลําดับท่ี ชนิดของไวรัส IC50  (μg /ml) 

1 สายพันธุมาตรฐาน 1.39 
2 สายพันธุท่ี  1-A 8.41 
3 สายพันธุท่ี  1-B 6.14 
4 สายพันธุท่ี  2 3.33 
5 สายพันธุท่ี  3 2.90 
6 สายพันธุท่ี  4 3.07 
7 สายพันธุท่ี  5 15.39 
8 สายพันธุท่ี  6 4.09 
9 สายพันธุท่ี  7 2.96 
10 สายพันธุท่ี  10 4.19 
11 สายพันธุท่ี  11 6.74 
12 สายพันธุท่ี  12 11.98 
13 สายพันธุท่ี  15 3.33 
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ตาราง 3 (ตอ) ความเขมขนยาตานไวรัส (ACV) ในการยบัยั้งเช้ือไวรัสมาตรฐาน HSV-1F และไวรัส
ตัวอยางจํานวน 32 ตัวอยาง ท่ีสามารถยับยั้งเช้ือไวรัสได 50% (Inhibitory concentration, IC50) 

ลําดับท่ี ชนิดของไวรัส IC50  (μg /ml) 

14 สายพันธุท่ี  17 3.19 
15 สายพันธุท่ี  18 1.85 
16 สายพันธุท่ี  19 7.13 
17 สายพันธุท่ี  20 3.46 
18 สายพันธุท่ี  22 11.78 
19 สายพันธุท่ี  23 4.51 
20 สายพันธุท่ี  24 1.60 
21 สายพันธุท่ี  25 7.04 
22 สายพันธุท่ี  26 4.19 
23 สายพันธุท่ี  27 2.13 
24 สายพันธุท่ี  28 1.96 
25 สายพันธุท่ี  29 2.83 
26 สายพันธุท่ี  30 3.08 
27 สายพันธุท่ี  31 11.81 
28 สายพันธุท่ี  32 1.96 
29 สายพันธุท่ี  33 4.39 
30 สายพันธุท่ี  34 3.19 
31 สายพันธุท่ี  35 3.25 
32 สายพันธุท่ี  39 2.90 
33 สายพันธุท่ี  41 3.07 

 
3.  ผลการสกัด DNA ของไวรัส HSV  จาก infected cell 
 เม่ือไดผลคา IC50 ของ ACV ตอเช้ือไวรัสมาตรฐานและไวรัสตัวอยางท้ังหมด 32 ตัวอยาง 
จึงนําไวรัสตัวอยางท่ีมีคา IC50 มากกวา 5 μg /ml จํานวน 9 ตัวอยาง คือ ตัวอยางท่ี 1A, 1B, 5, 11, 12, 
19, 22, 25 และ 31 มีคา IC50 เทากับ 8.41, 6.14, 15.39, 6.74, 11.98, 7.13, 11.78, 7.04 และ 11.81 
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19329  bp  

ตามลําดับ มาทําการสกัด DNA ของไวรัส HSV ท่ีติดเช้ือใน GMK cells และวิเคราะหช้ิน DNA ท่ี
สกัดไดดวย 0.8% agarose gel electrophoresis พบวา DNA ของ HSV-1F และไวรัสตัวอยางมีขนาด
ใหญ (ประมาณ 150 kbp) เม่ือเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 10 kbp (ภาพ 15) 
 
                          M           1           2           3            4 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 15 Genomic DNA  ของไวรัส HSV-1F (1), 1B (2), 12 (3) และ 22 (4)  เปรียบเทียบกับ DNA 
ขนาดมาตรฐาน 10 kbp (M)    
 
4.  การออกแบบ primer เพื่อเพิ่มปริมาณ DNA ท่ีบริเวณ DNA polymerase gene ของเชื้อ HSV 

หลังจากทําการสกัด DNA ของไวรัสมาตรฐาน HSV-1F และ ไวรัสตัวอยางท่ีมีคา IC50 สูง
เม่ือเทียบกับไวรัสมาตรฐานแลว จึงนํามาทําการเพ่ิมปริมาณ DNA ดวยเทคนิค PCR โดยได
ออกแบบ primer เพื่อเพิ่มปริมาณ DNA ท่ีบริเวณ DNA polymerase gene โดยทําการคนหาลําดบั
เบสของ DNA polymerase gene ของ HSV-1 สายพันธุ F (accession no. AX 358316) ซ่ึงมีขนาด 
3708 bp จาก Entrez (National Center for Biotechnology Information, NCBI) และออกแบบ primer 
ท่ีจําเพาะตอลําดับเบส  ซ่ึงจะได forward primer คือ primer P1, PF5 และ reverse primer คือ primer 
P2, PR4 (ตาราง 4)   

 
 

7743 bp  
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ตาราง 4  primer ท่ีใชในการเพิ่มปริมาณยนี DNA polymerase gene ของ HSV-1 ดวยเทคนิค PCR 
Primer ลําดับเบส  (5′-3′) Tm  (°C) ขนาด (bp) 

primer P1 ATGCGAAAGCAGATCCGCTCGC 66.0 22 
primer P2 GGCTCTATGCAACATTCGACG 62.0 21 

primer PF5 CCCGGTTCATCCTGGACAACCC 65.6 22 
primer PR4 GATGGCGGCCTGCTGCTTGTCC 67.5 22 

 
โดย primer P1 และ P2 จะจับบริเวณตําแหนงท่ี 2350-2371 และ ตําแหนงท่ี 3670-3690 

ของ HSV-1F DNA polymerase gene (ภาพ 16) ซ่ึงจะไดขนาดของช้ิน DNA จากปฏิกิริยา PCR 
ขนาด 1340 bp  สวน primer PF5 และ PR4 จะจับท่ีตําแหนง 902-923 และตําแหนง 2409-2430 ของ 
HSV-1F DNA polymerase gene (ภาพ 17) ซ่ึงจะไดขนาดของช้ิน DNA จากปฏิกิริยา PCR ขนาด 
1528 bp และไดทําการหาสภาวะท่ีเหมาะสม เพื่อใหไดขนาดของ PCR product ท่ีถูกตองและมี
ปริมาณมากเพียงพอ สําหรับการวิเคราะหลําดับเบสตอไป โดยมีการหาสภาวะดังนี ้ 
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                            Primer P1 (2350-2371) 
      2350 a tgcgaaagca gatccgctcg cggattcccc agagcagccc cgaggaggcc 
      2401 gtgctcctgg acaagcagca ggccgccatc aaggtcgtgt gtaactcggt ttacgggttc 
      2461 acgggagcgc agcacggact cctgccgtgc ctgcacgttg ccgcgacggt gacgaccatc 
      2521 ggccgcgaga tgctgctcgc gacccgcgag tacgtccacg cgcgctgggc ggccttcgaa 
      2581 cagctcctgg ccgatttccc ggaggcggcc gacatgcgcg cccccgggcc ctattccatg 
      2641 cgcatcatct acggggacac ggactccatc tttgtgctgt gccgcggcct cacggccgcc 
      2701 gggctgacgg ccgtgggcga caagatggcg agccacatct cgcgcgcgct gtttctgtcc 
      2761 cccatcaaac tcgagtgcga aaagacgttc accaagctgc tgctgatcgc caagaaaaag 
      2821 tacatcggcg tcatctacgg gggtaagatg ctcatcaagg gcgtggatct ggtgcgcaaa 
      2881 aacaactgcg cgtttatcaa ccgcacctcc agggccctgg tcgacctgct gttttacgac 
      2941 gataccgtat ccggagcggc cgccgcgtta gccgagcgcc ccgcagagga gtggctggcg 
      3001 cgacccctgc ccgagggact gcaggcgttc ggggccgtcc tcgtagacgc ccatcggcgc 
      3061 atcaccgacc cggagaggga catccaggac tttgtcctca ccgccgaact gagcagacac 
      3121 ccgcgcgcgt acaccaacaa gcgcctggcc cacctgacgg tgtattacaa gctcatggcc 
      3181 cgccgcgcgc aggtcccgtc catcaaggac cggatcccgt acgtgatcgt ggcccagacc 
      3241 cgcgaggtag aggagacggt cgcgcggctg gccgccctcc gcgagctcga cgccgccgcc 
      3301 ccaggggacg agcccgcccc ccccgcggcc ctgccctccc cggccaagcg cccccgggag 
      3361 acgccgttgc atgccgaccc cccgggaggc gcgtccaagc cccgcaagct gctggtgtcc 
      3421 gagctggccg aggatcccgc atacgccatt gcccacggcg tcgccctgaa cacggactat 
      3481 tacttctccc acctgttggg ggcggcgtgc gtgacattca aggccctgtt tgggaataac 
      3541 gccaagatca ccgagagtct gttaaaaagg tttattcccg aagtgtggca ccccccggac 
      3601 gacgtggccg cgcggctccg ggccgcaggg ttcggggcgg tgggtgccgg cgctacggcg 
      3661 gaggaaactc gtcgaatgtt gcatagagcc tttgatactc  
          Primer P2 (3670-3690) 
 
ภาพ 16 ตําแหนงการจับของ primer P1 และ P2 บน HSV-1F DNA polymerase gene ท่ีมีลําดับเบส
ต้ังแต 2350-3690 
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                            Primer PF5 (902-923) 
        901 acccggttca tcctggacaa ccccgggttc gtcaccttcg gctggtaccg tctcaaaccg 
         961 ggccggaaca acacgctagc ccagccgcgg gccccgatgg ccttcgggac atccagcgac 
      1021 gtcgagttta actgtacggc ggacaacctg gccatcgagg ggggcatgag cgacctaccg 
 1081 gcatacaagc tcatgtgctt cgatatcgaa tgcaaggcgg ggggggagga cgagctggcc 
                  1141 tttccggtgg ccgggcaccc ggaggacctg gtcatccaga tatcctgtct gctctacgac 
                  1201 ctgtccacca ccgccctgga gcacgtcctc ctgttttcgc tcggttcctg cgacctcccc 
      1261 gaatcccacc tgaacgagct ggcggccagg ggcctgccca cgcccgtggt tctggaattc 
 1321 gacagcgaat tcgagatgct gttggccttc atgacccttg tgaaacagta cggccccgag 
      1381 ttcgtgaccg ggtacaacat catcaacttc gactggccct tcttgctggc caagctgacg 
      1441 gacatttaca aggtccccct ggacgggtac ggccgcatga acggccgggg cgtgtttcgc 
     1501 gtgtgggaca taggccagag ccacttccag aagcgcagca agataaaggt gaacggcatg 
      1561 gtgaacatcg acatgtacgg gattataacc gacaagatca agctctcgag ctacaagctc 
      1621 aacgccgtgg ccgaagccgt cctgaaggac aagaagaagg acctgagcta tcgcgacatc 
      1681 cccgcctact acgccgccgg gcccgcgcaa cgcggggtga tcggcgagta ctgcatacag 
      1741 gattccctgc tggtgggcca gctgtttttt aagtttttgc cccatctgga gctctcggcc 
      1801 gtcgcgcgct tggcgggtat taacatcacc cgcaccatct acgacggcca gcagatccgc 
      1861 gtctttacgt gcctgctgcg cctggccgac cagaagggct ttattctgcc ggacacccag 
      1921 gggcgattta ggggcggcgg gggggaggcg cccaagcgtc cggccgcagc ccgggaggac 
      1981 gaggagcggc cagaggagga gggggaggac gaggacgaac gcgaggaggg cgggggcgag 
      2041 cgggagccgg agggcgcgcg ggagaccgcc ggccggcacg tggggtacca gggggccagg 
      2101 gtccttgacc ccacttccgg gtttcatgtg aaccccgtgg tggtgttcga ctttgccagc 
      2161 ctgtacccca gcatcatcca ggcccacaac ctgtgcttca gcacgctctc cctgagggcc 
      2221 gacgcagtgg cgcacctgga ggcgggcaag gactacctgg agatcgaggt gggggggcga 
      2281 cggctgttct tcgtcaaggc tcacgtgcga gagagcctcc tcagcatcct cctgcgggac 
      2341 tggctcgcca tgcgaaagca gatccgctcg cggattcccc agagcagccc cgaggaggcc 
      2401 gtgctcctgg acaagcagca ggccgccatc aaggtcgtgt gtaactcggt ttacgggttc 
        Primer PR4 (2409-2430) 
 
ภาพ 17 ตําแหนงของ primer PF5 และ PR4 บน HSV-1F DNA polymerase gene ต้ังแต 902-2430 
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5. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณ DNA polymerase 
gene ของเชื้อไวรัสมาตรฐาน HSV-1F และ เชื้อไวรัสตัวอยาง 
 
5.1 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา PCR  โดยใช primer P1 และ primer P2 

สภาวะที่ 1  สําหรับ Taq DNA polymerase  (มนิชญา, 2549)  
Initial denaturation 95˚C เปนเวลา 3 นาที 
Denaturation  95˚C เปนเวลา 45 วินาที 
Annealing  60°C เปนเวลา 45 วินาที 45 รอบ 
Extension  72°C เปนเวลา 3 นาที 
Final extension  72°C เปนเวลา 7 นาที 
 
ปฏิกิริยาประกอบดวย 

                Component           Final concentration              Volume/reaction 
  10X buffer    1X   5.0 μl 
                dNTPs  0.2    mM 1.0 μl  
                MgCl2                     1.25   mM    2.5 μl 
                Primer P1                                          0.5     μM    0.5 μl 
                Primer P2                                          0.5     μM     0.5 μl 
                Taq polymerase 0.05   U/reaction 1.0 μl 
                น้ํากล่ันฆาเช้ือ  - 37.5 μl 
                DNA template   -   2.0 μl 
                Total volume        -                                50.0 μl 
 

 
 ในสภาวะท่ี 1 พบวา PCR product  มีขนาด 1340 bp (ภาพ 18) ซ่ึงเปนสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การเพิ่ม DNA ท่ี DNA polymerase gene ของ HSV-1F  ท่ีลําดับเบสต้ังแต 2350-3690 
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              M     1     2      3     4      5 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพ 18 PCR product ของHSV-1F (1), 1B (2), 12 (3), 22 (4) และ negative control (5) เปรียบเทียบ
กับ DNA มาตรฐานขนาด 10 kbp (M)  
 
สภาวะที่ 2  สําหรับ Pfu DNA polymerase 
 สภาวะท่ี 2.1 

Initial denaturation 95˚C เปนเวลา 3 นาที 
Denaturation  95˚C เปนเวลา 45 วินาที 
Annealing  60°C เปนเวลา 45 วินาที 45 รอบ 
Extension  72°C เปนเวลา 3 นาที 
Final extension  72°C เปนเวลา 7 นาที 

 
ปฏิกิริยาประกอบดวย 

                Component           Final concentration              Volume/reaction 
10X Pfu buffer      1X   5.0 μl 

               dNTPs  0.2    mM 1.0 μl  
               MgSO4  2.0   mM 4.0 μl                  
               Primer P1                                          0.5     μM    0.5 μl 
               Primer P2                                         0.5     μM     0.5 μl 
              Pfu DNA polymerase 0.025   U/reaction 0.5 μl 
              น้ํากล่ันฆาเช้ือ  - 36.5 μl 
               DNA template   -   2.0 μl 
              Total volume        -                                50.0 μl 

1350 bp 1489 bp 
925 bp 
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 ในสภาวะท่ี 2  เม่ือใชเอนไซม Pfu DNA polymerase ท่ีมีคุณสมบัติชวยรักษาความถูกตอง 

(fidelity) เนื่องจากเอนไซมนี้มี 3′→ 5′ exonuclease activity ท่ีใชเพื่อการตรวจสอบ (proofreading) 
แกไขความผิดพลาด และการเกิด mismatched bases เปนผลใหการสังเคราะหสายดีเอ็นเอมีความ
ถูกตองมากข้ึน ดังนัน้ ในสภาวะท่ี 2.1 อุณหภูมิท่ีใชในข้ันตอน annealing คือ 60°C เชนเดยีวกบั
เม่ือใชเอนไซม Taq DNA polymerase สวนปฏิกิริยา PCR ใช 2.0 mM MgSO4 ซ่ึงมากกวาเม่ือใชกบั 
Taq DNA polymerase คือ 1.25 mM MgCl2 และใช  Pfu DNA polymerase 0.025 U เม่ือวิเคราะหผล
ท่ีไดดวย 1% agarose gel electrophoresis พบวาไมสามารถตรวจพบ PCR product  ดังนั้น สภาวะที ่
2.1 จึงยังไมเหมาะสมสําหรับการเพ่ิมจํานวนท่ี DNA polymerase gene ของ HSV-1F  จึงไดทําการ
ออกแบบสภาวะท่ี 2.2-2.4 (ตาราง 5)  สวนปฏิกิริยา PCR ใชเชนเดยีวกับสภาวะท่ี 2.1  
 
ตาราง 5  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของอุณหภูมิและเวลาท่ีใชในการทํา PCR  เพื่อเพิ่มจํานวน DNA 
polymerase gene ของ HSV-1 โดยใช Pfu DNA polymerase ในสภาวะที่ 2.2, 2.3 และ 2.4 

สภาวะท่ี 2.2 สภาวะท่ี 2.3 สภาวะท่ี 2.4 
ข้ันตอน อุณหภูมิ 

(˚C ) เวลา 
จํานวน
รอบ 

อุณหภูมิ 
(˚C ) 

เวลา 
จํานวน
รอบ 

อุณหภูมิ 
(˚C ) 

เวลา 
จํานวน
รอบ 

Initial 
denaturation 

95 3 นาที 1 95 3 นาที 1 95 3 นาที 1 

Denaturation 95 
45 

วินาที 
95 

45 
วินาที 95 

45 
วินาที 

Annealing 58 
45 

วินาที 59 
45 

วินาที 59.5 
45 

วินาที 
Extension 72 3 นาท ี

 
   

  45 

72 3 นาท ี

 
  

     45 

72 3 นาท ี

 
  

    45 

Final 
extension 

72 7 นาท ี 1 72 7 นาท ี 1 72 7 นาท ี 1 

 
 
 
 
 
 



 
 
 

 
50 

 ในสภาวะท่ี 2.2-2.4 เม่ือใชเอนไซม Pfu DNA polymerase และทําการปรับอุณหภูมิท่ีใชใน
ข้ันตอน annealing คือ 58°C, 59°C และ 59.5°C ใชจาํนวนรอบ 45 รอบ สวนปฏิกิริยา PCR ใช
เชนเดยีวกับสภาวะท่ี 2.1 เม่ือวิเคราะหผลท่ีไดดวย 1% agarose gel electrophoresis พบวาไม
สามารถตรวจพบ PCR product  ดังนั้น สภาวะดังกลาวนี ้จึงยังไมเหมาะสมสําหรับการเพ่ิมจํานวนท่ี 
DNA polymerase gene ของ HSV-1F จึงไดทําการออกแบบสภาวะท่ี 2.5-2.6 (ตาราง 6) สวน
ปฏิกิริยา PCR ใชเชนเดียวกบัสภาวะท่ี 2.1 
   
ตาราง 6  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของอุณหภูมิและเวลาท่ีใชในการทํา PCR  เพื่อเพิ่มจํานวน DNA 
polymerase gene ของ HSV-1 โดยใช Pfu DNA polymerase ในสภาวะที่ 2.5 และ 2.6 

สภาวะท่ี 2.5 สภาวะท่ี 2.6 
ข้ันตอน อุณหภูมิ  

(˚C ) 
เวลา จํานวนรอบ 

อุณหภูมิ  

(˚C ) 
เวลา จํานวนรอบ 

Initial denaturation 95 3  นาที 1 95 3  นาที 1 
Denaturation 95 45  วินาที 95 45  วินาที 

Annealing 60.5 45  วินาที 61 45  วินาที 
Extension 72 3  นาที 

 
  45 

72 3  นาที 

 
 45 

Final extension 72 7  นาที 1 72 7  นาที 1 
 
 ในสภาวะท่ี 2.5-2.6 เม่ือใชเอนไซม Pfu DNA polymerase และทําการปรับอุณหภูมิท่ีใชใน
ข้ันตอน annealing คือ 60.5°C และ 61°C ใชจํานวนรอบ 45 รอบ สวนปฏิกริิยา PCR ใช
เชนเดยีวกับสภาวะท่ี 2.1 เม่ือวิเคราะหผลท่ีไดดวย 1% agarose gel electrophoresis พบวา เม่ือใช
อุณหภูมิในข้ันตอน annealing  60.5°C (สภาวะท่ี 2.5) ปรากฏ band ของ PCR product ท่ีมีขนาด 
1350 bp แตมีปริมาณนอย (ภาพ 19) จึงไดทําการออกแบบสภาวะท่ี 2.7-2.9 (ตาราง 7) สวนปฏิกิริยา 
PCR ใชเชนเดยีวกับสภาวะท่ี 2.1 
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                M        1        2       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 19 PCR product ของHSV-1F เม่ือใชสภาวะท่ี 2.5 (1)  และPCR product ของHSV-1F เม่ือใช
สภาวะท่ี 2.6 (2)  เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 10 kbp (M)  
 
ตาราง 7  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของอุณหภูมิและเวลาท่ีใชในการทํา PCR  เพื่อเพิ่มจํานวน DNA 
polymerase gene ของ HSV-1 โดยใช Pfu DNA polymerase ในสภาวะที่ 2.7, 2.8 และ 2.9 

สภาวะท่ี 2.7 สภาวะท่ี 2.8 สภาวะท่ี 2.9 
ข้ันตอน อุณหภูมิ 

(˚C ) 
เวลา 

จํานวน
รอบ 

อุณหภูมิ 
(˚C ) 

เวลา 
จํานวน
รอบ 

อุณหภูมิ 
(˚C ) 

เวลา 
จํานวน
รอบ 

Initial 
denaturation 

95 3 นาที 1 95 3 นาที 1 95 3 นาที 1 

Denaturation 95 
45 

วินาที 
95 

45 
วินาที 

95 
45 

วินาที 

Annealing 60.3 
45 

วินาที 
60.5 

45 
วินาที 

60.7 
45 

วินาที 

Extension 72 3 นาที 

 
   

   45 

72 3 นาที 

 
  

    45 

72 3 นาที 

 
  

    45 

Final 
extension 

72 12 นาที 1 72 12 นาที 1 72 12 นาที 1 

  

1489 bp 1350 bp 
925 bp 
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ในสภาวะท่ี 2.7-2.9 เม่ือใชเอนไซม Pfu DNA polymerase และทําการปรับอุณหภูมิท่ีใชใน
ข้ันตอน annealing คือ 60.3°C, 60.5°C และ 60.7°C ข้ันตอน final extension คือ 72°C ปรับเวลา
เปน 12 นาที สวนปฏิกิริยา PCR ใชเชนเดยีวกับสภาวะท่ี 2.1 เม่ือวิเคราะหผลท่ีไดดวย 1% agarose 
gel electrophoresis พบวา PCR product มีขนาด 1340 bp โดยเฉพาะในสภาวะท่ี 2.7 ปรากฏ band 
ของ PCR product ชัดเจนท่ีสุด แตพบวามี non-specific band ขนาดเล็ก ซ่ึงตองทําใหแถบดเีอ็นเอ
บริสุทธ์ิกอนจะหาลําดับเบส (ภาพ 20) ดังนั้น อุณหภูมิ เวลา และจํานวนรอบของสภาวะท่ี 2.7 จึง
เหมาะสมในการเพ่ิม DNA ท่ี DNA polymerase ของ HSV-1F ท่ีลําดับเบสต้ังแต 2350-3690 โดยใช
เอนไซม Pfu DNA polymerase    
 
 
                                                          M       1       2       3       
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ 20 PCR product ของ HSV-1F เม่ือใชสภาวะท่ี 2.8 (1), สภาวะท่ี 2.9 (2) และสภาวะท่ี (2.7) (3)  
เปรียบเทียบกบั DNA มาตรฐานขนาด 10 kbp (M)  
 
 
 
 
 
 
 

1350 bp 1489 bp 

925 bp 
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  5.2  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา PCR  โดยใช primer PF5 และ primer PR4 
สภาวะที่ 3  สําหรับ Taq DNA polymerase 
 สภาวะท่ี 3.1 

Initial denaturation 95˚C เปนเวลา 3 นาที 
Denaturation  95˚C เปนเวลา 45 วินาที 
Annealing  62°C เปนเวลา 45 วินาที 45 รอบ 
Extension  72°C เปนเวลา 3 นาที 
Final extension  72°C เปนเวลา 7 นาที 
 
ปฏิกิริยาประกอบดวย 

                Component           Final concentration              Volume/reaction 
  10X buffer    1X   5.0 μl 
                dNTPs  0.2    mM 1.0 μl  
                MgCl2                     1.25   mM    2.5 μl 
                Primer PF5                                          0.5     μM    0.5 μl 
                Primer PR4                                        0.5     μM     0.5 μl 
                Taq polymerase 0.05   U/reaction 1.0 μl 
                น้ํากล่ันฆาเช้ือ  - 37.5 μl 
                DNA template   -   2.0 μl 
                Total volume        -                                50.0 μl 

 
ในสภาวะท่ี 3.1  เม่ือใชเอนไซม Taq DNA polymerase อุณหภูมิท่ีใชในข้ันตอน annealing 

คือ 62°C เปนเวลา 45 วินาที ใชจํานวนรอบ 45 รอบ สวนปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 10X  PCR 
buffer 5 μl, 1.25 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, template 2 μl, 0.5 μM primer PF5, 0.5 μM primer 
PR4 และ 0.05 U Taq DNA polymerase 1 μl เม่ือวิเคราะหผลท่ีไดดวย 1% agarose gel 
electrophoresis พบวา PCR product มีขนาด 1528 bp แตมีปริมาณนอย และยังมี non-specific band 
(ภาพ 21) ดังนั้น จึงไดทําการออกแบบสภาวะท่ี 3.2-3.4 (ตาราง 8) สวนปฏิกริิยา PCR ใช
เชนเดยีวกับสภาวะท่ี 3.1   
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                                                                1        2         M 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 21  PCR product ของHSV-1F เม่ือใชสภาวะท่ี 3.1 (2) และ negative control (1) เปรียบเทียบ
กับ DNA มาตรฐานขนาด 10 kbp (M)  
 

ตาราง 8  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของอุณหภูมิและเวลาท่ีใชในการทํา PCR  เพื่อเพิ่มจํานวน DNA 
polymerase gene ของ HSV-1 โดยใช  Taq  DNA polymerase ในสภาวะท่ี 3.2, 3.3 และ 3.4 

สภาวะท่ี 3.2 สภาวะท่ี 3.3 สภาวะท่ี 3.4 
ข้ันตอน อุณหภูมิ 

(˚C ) 
เวลา 

จํานวน
รอบ 

อุณหภูมิ 
(˚C ) 

เวลา 
จํานวน
รอบ 

อุณหภูมิ 
(˚C ) 

เวลา 
จํานวน
รอบ 

Initial 
denaturation 

95 3 นาที 1 95 3 นาที 1 95 3 นาที 1 

Denaturation 95 
45 

วินาที 
95 

45 
วินาที 

95 
45 

วินาที 

Annealing 63 
45 

วินาที 
63.5 

45 
วินาที 

64 
45 

วินาที 

Extension 72 3 นาที 

 
 

   45 

72 3 นาที 

 
 

   45 

72 3 นาที 

 
  

   45 

Final 
extension 

72 7 นาที 1 72 7 นาที 1 72 7  าที 1 

 
เม่ือทําการปรับอุณหภูมิท่ีใชในข้ันตอน annealing คือ 63°C, 63.5°C และ 64°C ในสภาวะ

ท่ี 3.2-3.4 และใชจํานวนรอบ 45 รอบ สวนปฏิกิริยา PCR ใชเชนเดียวกับสภาวะท่ี 3.1 เม่ือวิเคราะห

1882 bp 1528 bp 1489 bp 
925 bp 
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ผลท่ีไดดวย 1% agarose gel electrophoresis พบวา PCR product มีขนาด 1528 bp โดยในสภาวะท่ี 
3.2 ปรากฏ band ของ PCR product ชัดเจนท่ีสุด (ภาพ 22) สวนสภาวะท่ี 3.3 และ 3.4 นั้น พบ band 
ขนาด 1528 bp แตมี non-specific band อยูดวย(ภาพ 23) ดังนั้น อุณหภูมิ เวลา และจํานวนรอบของ
สภาวะท่ี 3.2 จึงเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณ DNA polymerase ของ HSV-1F ลําดับ
เบสตั้งแต 902-2430 
                   M        1         2 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 22 PCR product ของ HSV-1F เม่ือใชสภาวะท่ี 3.2 (1) และ negative control (2) เปรียบเทียบ
กับ DNA มาตรฐานขนาด 10 kbp (M)  
 
               M     1      2      3      4 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ 23 PCR product ของ HSV-1F เม่ือใชสภาวะท่ี 3.3 (1), negative control (2), สภาวะท่ี 3.4 (3), 
negative control (4) เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 10 kbp (M)  
 

1528 bp 
1882 bp 

1882 bp 
1528 bp 

1489 bp 
925 bp 

1489 bp 
925 bp 
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สภาวะที่ 4  สําหรับ Pfu DNA polymerase 
 สภาวะท่ี 4.1 

Initial denaturation 95˚C เปนเวลา 3 นาที 
Denaturation  95˚C เปนเวลา 45 วินาที 
Annealing  63°C เปนเวลา 45 วินาที 45 รอบ 
Extension  72°C เปนเวลา 3 นาที 
Final extension  72°C เปนเวลา 7 นาที 
 
ปฏิกิริยาประกอบดวย 

                Component           Final concentration              Volume/reaction 
  10X Pfu buffer      1X   5.0 μl 

               dNTPs  0.2    mM 1.0 μl  
               MgSO4  2.0   mM 4.0 μl                  
    Primer PF5                                         0.5     μM    0.5 μl 
               Primer PR4                                         0.5     μM     0.5 μl 
               Pfu DNA polymerase 0.05   U/reaction 1.0 μl 
               น้ํากล่ันฆาเช้ือ  - 36.0 μl 
               DNA template   -   2.0 μl 
               Total volume        -                                50.0 μl 

 

 ในสภาวะท่ี 4  เม่ือใชเอนไซม Pfu DNA polymerase ท่ีมีคุณสมบัติ 3′→ 5′ exonuclease 
activity เพื่อใหการสังเคราะหสายดีเอ็นเอมีความถูกตองมากข้ึน ดังนัน้ ในสภาวะท่ี 4.1 อุณหภูมิท่ี
ใชในข้ันตอน annealing คือ 63°C ใชจํานวนรอบ 45 รอบ สวนปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 10X  
Pfu buffer 5 μl, 2.0 mM MgSO4, 0.2 mM dNTPs, template 2 μl, 0.5 μM primer PF5, 0.5 μM 
primer PR4 และ 0.05 U Pfu DNA polymerase 1 μl  เม่ือวิเคราะหผลท่ีไดดวย 1% agarose gel 
electrophoresis พบวาไมสามารถตรวจพบ PCR product ดังนั้น สภาวะท่ี 4.1 จึงยงัไมเหมาะสม
สําหรับการเพ่ิมจํานวนท่ี DNA polymerase gene ของ HSV-1F  จึงไดทําการออกแบบสภาวะท่ี 4.2 
และ 4.3 (ตาราง 9)  สวนปฏิกิริยา PCR ใชเชนเดียวกับสภาวะท่ี 4.1 
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ตาราง 9  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของอุณหภูมิและเวลาท่ีใชในการทํา PCR  เพื่อเพิ่มจํานวน DNA 
polymerase gene ของ HSV-1 โดยใช Pfu DNA polymerase ในสภาวะที่ 4.2 และ 4.3  

สภาวะท่ี 4.2 สภาวะท่ี 4.3 
ข้ันตอน อุณหภูมิ  

(˚C ) 
เวลา จํานวนรอบ 

อุณหภูมิ  

(˚C ) 
เวลา จํานวนรอบ 

Initial denaturation 95 3 นาที 1 95 3 นาที 1 
Denaturation 95 45 วินาที 95 45 วินาที 

Annealing 62 45 วินาที 62.5 45 วินาที 
Extension 72 3 นาที 

 
  45 

72 3 นาที 

 
 45 

Final extension 72 7 นาที 1 72 7 นาที 1 
 
 

ในสภาวะท่ี 4.2 และ 4.3 เม่ือใชเอนไซม Pfu DNA polymerase ปรับอุณหภูมิท่ีใชใน
ข้ันตอน annealing คือ 62°C และ 62.5°C ใชจํานวนรอบ 45 รอบ สวนปฏิกริิยา PCR ใช
เชนเดยีวกับสภาวะท่ี 4.1 เม่ือวิเคราะหผลท่ีไดดวย 1% agarose gel electrophoresis พบวาปรากฏ 
band ขนาด 1528 bp อยางชัดเจน แตมี band ของ non-specific อยูดวย (ภาพ 24) จึงไดทําการ
ออกแบบสภาวะท่ี 4.4  ดังนี ้      
 
 สภาวะท่ี 4.4 

Initial denaturation 95˚C เปนเวลา 3 นาที 
Denaturation  95˚C เปนเวลา 45 วินาที 
Annealing  62.5°C เปนเวลา 45 วินาที 45 รอบ 
Extension  72°C เปนเวลา 3 นาที 
Final extension  72°C เปนเวลา 7 นาที 
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ปฏิกิริยาประกอบดวย 
                Component           Final concentration              Volume/reaction 

10X Pfu buffer      1X   5.0 μl 
               dNTPs  0.2    mM 1.0 μl  
               MgSO4  2.0   mM 4.0 μl                  
 Primer PF5                                         0.5     μM    0.5 μl 
 Primer PR4                                         0.5     μM    0.5 μl 
               Pfu DNA polymerase 0.025   U/reaction 0.5 μl 
               น้ํากล่ันฆาเช้ือ  - 36.5 μl 
               DNA template   -   2.0 μl 
               Total volume        -                                50.0 μl 

 
ในสภาวะท่ี 4.4 ทําเชนเดียวกับสภาวะท่ี 4.3 และลดปริมาณเอนไซม Pfu DNA polymerase 

(0.025 U) 0.5 μl เม่ือวิเคราะหผลท่ีไดดวย 1% agarose gel electrophoresis พบวาปรากฏ band 
ขนาด 1528 bp อยางชัดเจน และมี band ของ non-specific อยูเล็กนอย (ภาพ 24) ดังนั้น ปฏิกิริยา 
PCR อุณหภมิู เวลา และจํานวนรอบของสภาวะท่ี 4.4 จึงเหมาะสมในการเพ่ิม DNA ท่ี DNA 
polymerase ของ HSV-1F  ท่ีลําดับเบสต้ังแต 902-2430 โดยใชเอนไซม Pfu DNA polymerase   
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                                                        M       1        2        3        4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 24 PCR product ของ HSV-1F เม่ือใชสภาวะท่ี 4.1 (1), สภาวะท่ี 4.2 (2), สภาวะท่ี 4.3 (3) และ 
สภาวะท่ี 4.4 (4) เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 10 kbp (M)  
 
6.  ผลการสกัดชิ้นสวน  PCR product  ใหบริสุทธ์ิ 
 หลังจากไดทําการหาสภาวะที่เหมาะสมตางๆ และทําการเพ่ิมปริมาณ DNA ท่ี DNA 
polymerase gene ของไวรัสมาตรฐาน HSV-1F และไวรัสตัวอยางท่ีมีคา IC50 มากกวา 5 μg/ml 
จํานวน 9  ตัวอยาง คือ 1A, 1B, 5, 11, 12, 19, 22, 25 และ 31 พบวาในการทํา PCR โดยใชเอนไซม 
Pfu DNA polymerase ซ่ึงใหผล PCR product ท่ีมีความถูกตองสูง แตการปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ยังคงมี band ของ non-specific product อยูดวย ดังนั้นจึงไดทําการสกัดช้ินสวน DNA (PCR 
product) ใหบริสุทธ์ิ โดยใช Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, UK) (รายละเอียด
ของวิธีสกัด PCR product ใหบริสุทธ์ิไดแสดงไวในภาคผนวก ง)  (ภาพ 25, 26) 
 
 
 
 
 
 
 

1882 bp 
1528 bp 1489 bp 

925 bp 
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                           M      1      2     3      4      5      6     7      8    9     10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 25 PCR product ขนาด 1350 bp (ลําดับเบสต้ังแต 2350-3690) ของไวรัสมาตรฐาน HSV-1F 
(1), ไวรัสตัวอยางหมายเลข 1A (2), 1B (3), 5 (4), 11 (5), 12 (6), 19 (7), 22 (8), 25 (9) และ 31 (10)  
หลังจากสกัดใหบริสุทธ์ิ เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 10 kbp (M)  
 
                                        M     1      2      3    4       5      6     7      8     9    10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 26 PCR product ขนาด 1528 bp (ลําดบัเบสต้ังแต 902-2430) ของไวรัสมาตรฐาน HSV-1F (1), 
ไวรัสตัวอยางหมายเลข 1A (2), 1B (3), 5 (4), 11 (5), 12 (6), 19 (7), 22 (8), 25 (9) และ 31 (10)  
หลังจากสกัดใหบริสุทธ์ิ เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 10 kbp (M)  
 

1528 bp 
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19329 bp 
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7.  การตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน DNA polymerase ของเชื้อไวรัส HSV-1 ท่ีมีคา 
IC50 สูง เพื่อหาความสัมพันธกับการดื้อยา acyclovir 
 เม่ือทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือไวรัสตัวอยางท่ีมีคา IC50 มากกวา 5 μg/ml จํานวน 
9  ตัวอยางคือ 1A, 1B, 5, 11, 12, 19, 22, 25 และ 31 โดยไวรัสตัวอยางแตละหมายเลขจะไดผล PCR 
product 2 ช้ิน คือ ขนาด 1528 bp เม่ือใช primer PF5 และ primer PR4 มีลําดับนิวคลีโอไทดต้ังแต 
902-2430 ซ่ึงเปนสวนเร่ิมตนของยีน DNA polymerase ของไวรัส HSV-1  สวนท่ี 2 คือ ขนาด 1340 
bp โดยใช primer P1 และ primer P2 มีลําดับนิวคลีโอไทดต้ังแต 2350-3690 ซ่ึงเปนสวนทายของยนี 
DNA polymerase นําผลที่ไดนั้นมาทําการวิเคราะหเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอทของไวรัส
มาตรฐาน HSV-1F (accession no. AX358316) (Tatusova and Madden, 1999) เพื่อตรวจสอบ
ตําแหนงท่ีมีการเปล่ียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดซ่ึงเปนผลใหเกดิการกลายพันธุของยีน และ
สัมพันธกับการดื้อยา acyclovir 
 

7.1 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด ตําแหนงท่ี 2065-3291 ท่ีไดจาก primer PR4, P1 และ
P2 (overlap)  กับไวรัสมาตรฐาน HSV-1F 

7.1.1 ไวรัสตัวอยางหมายเลข 1A, 1B, 12, 22 และ 31  พบการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดท่ี  
DNA polymerase gene ท่ีตรงกันท้ัง 5 ตัวอยาง  คือ บริเวณตําแหนงท่ี 2127 (T→C), 2451 (T→G), 
2468 (C→T), 2670 (C→A), 2713 (G→A), 2758 (T→C) และ 3288 (C→A)  และมีผลการขาด
หายไป (deletion) ของนิวคลีโอไทด 1 ตําแหนงคือ T ในตําแหนงท่ี 2375 (ภาพ 27) 

7.1.2 ไวรัสตัวอยางหมายเลข 19  พบวามีการเปล่ียนแปลงนวิคลีโอไทด คือ บริเวณตําแหนงท่ี  
2127 (T→C), 2451 (T→G), 2468 (C→T), 2670 (C→A), 2713 (G→A), 2758 (T→C), 2863 
(G→T), 2866 (G→T)   และ 3288 (C→A) และมีการขาดหายไป (deletion) ของนิวคลีโอไทด 1 
ตําแหนงคือ T ในตําแหนงท่ี 2375 (ภาพ 28) 

7.1.3 ไวรัสตัวอยางหมายเลข 25  พบวามีการเปล่ียนแปลงนวิคลีโอไทด คือ บริเวณตําแหนงท่ี  
2127 (T→C), 2451 (T→G), 2468 (C→T), 2670 (C→A), 2713 (G→A), 2758 (T→C), 2865 
(G→T), 2885 (A→T), 2904 (C→T) และ 3288 (C→A) และมีการขาดหายไป (deletion) ของลําดับ
นิวคลีโอไทด 1 ตําแหนงคือ T ในตําแหนงท่ี 2375 (ภาพ 29) 
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ลําดับเบสจาก primer PR4, P1 และ P2 (overlap) 
 
  2065 accgcc ggccggcacg tggggtacca gggggccagg 
    2101 gtccttgacc ccacttccgg gtttcacgtg aaccccgtgg tggtgttcga ctttgccagc  
         2161 ctgtacccca gcatcatcca ggcccacaac ctgtgcttca gcacgctctc cctgagggcc 
         2221 gacgcagtgg cgcacctgga ggcgggcaag gactacctgg agatcgaggt gggggggcga 
       2281 cggctgttct tcgtcaaggc tcacgtgcga gagagcctcc tcagcatcct cctgcgggac 
  2341 tggctcgcca tgcgaaagca gatccgctcg cgga_tcccc agagcagccc cgaggaggcc 
        2401 gtgctcctgg acaagcagca ggccgccatc aaggtcgtgt gtaactcggt gtacgggttc 
         2461 acgggagtgc agcacggact cctgccgtgc ctgcacgttg ccgcgacggt gacgaccatc 
         2521 ggccgcgaga tgctgctcgc gacccgcgag tacgtccacg cgcgctgggc ggccttcgaa 
         2581 cagctcctgg ccgatttccc ggaggcggcc gacatgcgcg cccccgggcc ctattccatg 
         2641 cgcatcatct acggggacac ggactccata tttgtgctgt gccgcggcct cacggccgcc 
         2701 gggctgacgg ccatgggcga caagatggcg agccacatct cgcgcgcgct gtttctgccc 
         2761 cccatcaaac tcgagtgcga aaagacgttc accaagctgc tgctgatcgc caagaaaaag 
        2821 tacatcggcg tcatctacgg gggtaagatg ctcatcaagg gcgtggatct ggtgcgcaaa 
         2881 aacaactgcg cgtttatcaa ccgcacctcc agggccctgg tcgacctgct gttttacgac 
         2941 gataccgtat ccggagcggc cgccgcgtta gccgagcgcc ccgcagagga gtggctggcg 
            3001 cgacccctgc ccgagggact gcaggcgttc ggggccgtcc tcgtagacgc ccatcggcgc 
         3061 atcaccgacc cggagaggga catccaggac tttgtcctca ccgccgaact gagcagacac 
         3121 ccgcgcgcgt acaccaacaa gcgcctggcc cacctgacgg tgtattacaa gctcatggcc 
         3181 cgccgcgcgc aggtcccgtc catcaaggac cggatcccgt acgtgatcgt ggcccagacc 
         3241 cgcgaggtag aggagacggt cgcgcggctg gccgccctcc gcgagctaga c 
 
 
 ภาพ 27 ลําดับเบสบริเวณ DNA polymerase gene ของตัวอยางไวรัสหมายเลข 1A, 1B, 12, 22 และ 
31 อักษรตัวหนาท่ีขีดเสนใต 1 เสน แสดงถึงตําแหนงท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงลําดบัเบส ไดแก 
ตําแหนงท่ี 2127, 2451, 2468, 2670, 2713, 2758 และ 3288  และชองวางท่ีขีดเสนใต แสดงถึง
ตําแหนงท่ีมีการขาดหายไปของลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 2375 
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ลําดับเบสจาก primer PR4, P1 และ P2 (overlap) 
 
  2065 accgcc ggccggcacg tggggtacca gggggccagg 
    2101 gtccttgacc ccacttccgg gtttcacgtg aaccccgtgg tggtgttcga ctttgccagc  
         2161 ctgtacccca gcatcatcca ggcccacaac ctgtgcttca gcacgctctc cctgagggcc 
         2221 gacgcagtgg cgcacctgga ggcgggcaag gactacctgg agatcgaggt gggggggcga 
       2281 cggctgttct tcgtcaaggc tcacgtgcga gagagcctcc tcagcatcct cctgcgggac 
  2341 tggctcgcca tgcgaaagca gatccgctcg cgga_tcccc agagcagccc cgaggaggcc 
        2401 gtgctcctgg acaagcagca ggccgccatc aaggtcgtgt gtaactcggt gtacgggttc 
         2461 acgggagtgc agcacggact cctgccgtgc ctgcacgttg ccgcgacggt gacgaccatc 
         2521 ggccgcgaga tgctgctcgc gacccgcgag tacgtccacg cgcgctgggc ggccttcgaa 
         2581 cagctcctgg ccgatttccc ggaggcggcc gacatgcgcg cccccgggcc ctattccatg 
         2641 cgcatcatct acggggacac ggactccata tttgtgctgt gccgcggcct cacggccgcc 
         2701 gggctgacgg ccatgggcga caagatggcg agccacatct cgcgcgcgct gtttctgccc 
         2761 cccatcaaac tcgagtgcga aaagacgttc accaagctgc tgctgatcgc caagaaaaag 
        2821 tacatcggcg tcatctacgg gggtaagatg ctcatcaagg gcttgtatct ggtgcgcaaa 
         2881 aacaactgcg cgtttatcaa ccgcacctcc agggccctgg tcgacctgct gttttacgac 
         2941 gataccgtat ccggagcggc cgccgcgtta gccgagcgcc ccgcagagga gtggctggcg 
            3001 cgacccctgc ccgagggact gcaggcgttc ggggccgtcc tcgtagacgc ccatcggcgc 
         3061 atcaccgacc cggagaggga catccaggac tttgtcctca ccgccgaact gagcagacac 
         3121 ccgcgcgcgt acaccaacaa gcgcctggcc cacctgacgg tgtattacaa gctcatggcc 
         3181 cgccgcgcgc aggtcccgtc catcaaggac cggatcccgt acgtgatcgt ggcccagacc 
         3241 cgcgaggtag aggagacggt cgcgcggctg gccgccctcc gcgagctaga c 
     
 
ภาพ 28 ลําดับเบสบริเวณ DNA polymerase gene ของตัวอยางไวรัสหมายเลข 19 อักษรตัวหนาท่ีขีด
เสนใต 1 เสน แสดงถึงตําแหนงท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 2127, 2451, 
2468, 2670, 2713, 2758, 2863, 2866 และ 3288 และชองวางท่ีขีดเสนใต แสดงถึงตําแหนงท่ีมีการ
ขาดหายไปของลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 2375 
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ลําดับเบสจาก primer PR4, P1 และ P2 (overlap) 
 
  2065 accgcc ggccggcacg tggggtacca gggggccagg 
    2101 gtccttgacc ccacttccgg gtttcacgtg aaccccgtgg tggtgttcga ctttgccagc  
         2161 ctgtacccca gcatcatcca ggcccacaac ctgtgcttca gcacgctctc cctgagggcc 
         2221 gacgcagtgg cgcacctgga ggcgggcaag gactacctgg agatcgaggt gggggggcga 
       2281 cggctgttct tcgtcaaggc tcacgtgcga gagagcctcc tcagcatcct cctgcgggac 
  2341 tggctcgcca tgcgaaagca gatccgctcg cgga_tcccc agagcagccc cgaggaggcc 
        2401 gtgctcctgg acaagcagca ggccgccatc aaggtcgtgt gtaactcggt gtacgggttc 
         2461 acgggagtgc agcacggact cctgccgtgc ctgcacgttg ccgcgacggt gacgaccatc 
         2521 ggccgcgaga tgctgctcgc gacccgcgag tacgtccacg cgcgctgggc ggccttcgaa 
         2581 cagctcctgg ccgatttccc ggaggcggcc gacatgcgcg cccccgggcc ctattccatg 
         2641 cgcatcatct acggggacac ggactccata tttgtgctgt gccgcggcct cacggccgcc 
         2701 gggctgacgg ccatgggcga caagatggcg agccacatct cgcgcgcgct gtttctgccc 
         2761 cccatcaaac tcgagtgcga aaagacgttc accaagctgc tgctgatcgc caagaaaaag 
        2821 tacatcggcg tcatctacgg gggtaagatg ctcatcaagg gcgttgatct ggtgcgcaaa 
         2881 aacatctgcg cgtttatcaa ccgtacctcc agggccctgg tcgacctgct gttttacgac 
         2941 gataccgtat ccggagcggc cgccgcgtta gccgagcgcc ccgcagagga gtggctggcg 
            3001 cgacccctgc ccgagggact gcaggcgttc ggggccgtcc tcgtagacgc ccatcggcgc 
         3061 atcaccgacc cggagaggga catccaggac tttgtcctca ccgccgaact gagcagacac 
         3121 ccgcgcgcgt acaccaacaa gcgcctggcc cacctgacgg tgtattacaa gctcatggcc 
         3181 cgccgcgcgc aggtcccgtc catcaaggac cggatcccgt acgtgatcgt ggcccagacc 
         3241 cgcgaggtag aggagacggt cgcgcggctg gccgccctcc gcgagctaga c 
  
     
ภาพ 29 ลําดับเบสบริเวณ DNA polymerase gene ของตัวอยางไวรัสหมายเลข 25 อักษรตัวหนาท่ีขีด
เสนใต 1 เสน แสดงถึงตําแหนงท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 2127, 2451, 
2468, 2670, 2713, 2758, 2865, 2885, 2904 และ 3288 และชองวางท่ีขีดเสนใต แสดงถึงตําแหนงท่ี
มีการขาดหายไปของลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 2375 
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7.2 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด ตําแหนงท่ี 2398-3291 ท่ีไดจาก primer P1, P2 
(overlap) กับไวรัสมาตรฐาน HSV-1F  

 
ไวรัสตัวอยางหมายเลข 11 พบการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดท่ี DNA polymerase  gene 

คือบริเวณตําแหนงท่ี 2451 (T→G), 2468 (C→T), 2670 (C→A), 2713 (G→A), 2758 (T→C), 
3272 (C→G) และ 3288 (C→A)  สวนผลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจาก primer PR4 คือตําแหนงท่ี 
2065-2390 ใหผลการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด 3 ตําแหนงคือ บริเวณตําแหนงท่ี 2127 (T→C), 
2278 (C→G) และพบการขาดหายไป (deletion) ของนิวคลีโอไทด 1 ตําแหนงคือ T ในตําแหนงท่ี 
2375 (ภาพ 30) 
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ลําดับเบสจาก primer PR4  
  2065 accgcc ggccggcacg tggggtacca gggggccagg 
    2101 gtccttgacc ccacttccgg gtttcacgtg aaccccgtgg tggtgttcga ctttgccagc  
         2161 ctgtacccca gcatcatcca ggcccacaac ctgtgcttca gcacgctctc cctgagggcc 
         2221 gacgcagtgg cgcacctgga ggcgggcaag gactacctgg agatcgaggt ggggggggga 
       2281 cggctgttct tcgtcaaggc tcacgtgcga gagagcctcc tcagcatcct cctgcgggac 
  2341 tggctcgcca tgcgaaagca gatccgctcg cgga_tcccc agagcagccc  
 
ลําดับเบสจาก primer P1, P2 (overlap) 
  2398 gcc gtgctcctgg acaagcagca ggccgccatc aaggtcgtgt gtaactcggt gtacgggttc 
         2461 acgggagtgc agcacggact cctgccgtgc ctgcacgttg ccgcgacggt gacgaccatc 
         2521 ggccgcgaga tgctgctcgc gacccgcgag tacgtccacg cgcgctgggc ggccttcgaa 
         2581 cagctcctgg ccgatttccc ggaggcggcc gacatgcgcg cccccgggcc ctattccatg 
         2641 cgcatcatct acggggacac ggactccata tttgtgctgt gccgcggcct cacggccgcc 
         2701 gggctgacgg ccatgggcga caagatggcg agccacatct cgcgcgcgct gtttctgccc 
         2761 cccatcaaac tcgagtgcga aaagacgttc accaagctgc tgctgatcgc caagaaaaag 
        2821 tacatcggcg tcatctacgg gggtaagatg ctcatcaagg gcgtggatct ggtgcgcaaa 
         2881 aacaactgcg cgtttatcaa ccgcacctcc agggccctgg tcgacctgct gttttacgac 
         2941 gataccgtat ccggagcggc cgccgcgtta gccgagcgcc ccgcagagga gtggctggcg 
            3001 cgacccctgc ccgagggact gcaggcgttc ggggccgtcc tcgtagacgc ccatcggcgc 
         3061 atcaccgacc cggagaggga catccaggac tttgtcctca ccgccgaact gagcagacac 
         3121 ccgcgcgcgt acaccaacaa gcgcctggcc cacctgacgg tgtattacaa gctcatggcc 
         3181 cgccgcgcgc aggtcccgtc catcaaggac cggatcccgt acgtgatcgt ggcccagacc 
         3241 cgcgaggtag aggagacggt cgcgcggctg ggcgccctcc gcgagctaga c 
 
     
ภาพ 30 ลําดับเบสบริเวณ DNA polymerase gene ของตัวอยางไวรัสหมายเลข 11 อักษรตัวหนาท่ีขีด
เสนใต 1 เสน แสดงถึงตําแหนงท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 2127, 2278, 
2451, 2468, 2670, 2713, 2758, 3272 และ 3288 และชองวางท่ีขีดเสนใต แสดงถึงตําแหนงท่ีมีการ
ขาดหายไปของลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 2375  
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7.3 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด ชวงตําแหนงท่ี 938-1609 ท่ีไดจาก primer PF5 ของ
ไวรัสตัวอยางจํานวน  7 ตัวอยาง กับไวรัสมาตรฐาน HSV-1F 

7.3.1 ไวรัสตัวอยางหมายเลข 1A, 1B, 22, 25 และ 31  มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดท่ี 
DNA polymerase gene ท่ีตรงกันท้ัง 5 ตัวอยาง คือ บริเวณตําแหนงท่ี 957 มีการขาดหายไป 
(deletion) ของนิวคลีโอไทด 1 ตําแหนงคือ A และมีการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด 3 ตําแหนงคือ 
ตําแหนงท่ี 1173 (C→T), 1176 (C→T) และ 1584 (T→C)  (ภาพ 31)   

7.3.2 ไวรัสตัวอยางหมายเลข  11  พบวามีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด 4 ตําแหนง คือ  
ตําแหนงท่ี 1173 (C→T), 1176 (C→T) และ 1584 (T→C) และบริเวณตําแหนงท่ี 1525 มีการเพิ่ม
ของนิวคลีโอไทด 1 ตําแหนงคือ T  (ภาพ 32)   

7.3.3  ไวรัสตัวอยางหมายเลข 19  พบวามีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด 3 ตําแหนง คือ ใน  
ตําแหนงท่ี 1173 (C→T), 1176 (C→T) และ 1584 (T→C)  (ภาพ 33)  
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ลําดับเบสจาก primer PF5   
 
        938 tcg gctggtaccg tctcaa_ccg 
   961 ggccggaaca acacgctagc ccagccgcgg gccccgatgg ccttcgggac atccagcgac 
                  1021 gtcgagttta actgtacggc ggacaacctg gccatcgagg ggggcatgag cgacctaccg  
 1081 gcatacaagc tcatgtgctt cgatatcgaa tgcaaggcgg ggggggagga cgagctggcc 
      1141 tttccggtgg ccgggcaccc ggaggacctg gttattcaga tatcctgtct gctctacgac 
      1201 ctgtccacca ccgccctgga gcacgtcctc ctgttttcgc tcggttcctg cgacctcccc 
      1261 gaatcccacc tgaacgagct ggcggccagg ggcctgccca cgcccgtggt tctggaattc 
       1321 gacagcgaat tcgagatgct gttggccttc atgacccttg tgaaacagta cggccccgag 
      1381 ttcgtgaccg ggtacaacat catcaacttc gactggccct tcttgctggc caagctgacg 
      1441 gacatttaca aggtccccct ggacgggtac ggccgcatga acggccgggg cgtgtttcgc 
      1501 gtgtgggaca taggccagag ccacttccag aagcgcagca agataaaggt gaacggcatg 
      1561 gtgaacatcg acatgtacgg gatcataacc gacaagatca agct 
       
 
ภาพ 31 ลําดับเบสบริเวณ DNA polymerase gene ของตัวอยางไวรัสหมายเลข 1A, 1B, 22, 25 และ 
31 อักษรตัวหนาท่ีขีดเสนใต 1 เสน แสดงถึงตําแหนงท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงลําดบัเบส ไดแก 
ตําแหนงท่ี 1173, 1176 และ 1584 และชองวางท่ีขีดเสนใต แสดงถึงตําแหนงท่ีมีการขาดหายไปของ
ลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 957 
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ลําดับเบสจาก primer PF5  
        938 tcg gctggtaccg tctcaaaccg 
   961 ggccggaaca acacgctagc ccagccgcgg gccccgatgg ccttcgggac atccagcgac 
                  1021 gtcgagttta actgtacggc ggacaacctg gccatcgagg ggggcatgag cgacctaccg  
 1081 gcatacaagc tcatgtgctt cgatatcgaa tgcaaggcgg ggggggagga cgagctggcc 
      1141 tttccggtgg ccgggcaccc ggaggacctg gttattcaga tatcctgtct gctctacgac 
      1201 ctgtccacca ccgccctgga gcacgtcctc ctgttttcgc tcggttcctg cgacctcccc 
      1261 gaatcccacc tgaacgagct ggcggccagg ggcctgccca cgcccgtggt tctggaattc 
       1321 gacagcgaat tcgagatgct gttggccttc atgacccttg tgaaacagta cggccccgag 
      1381 ttcgtgaccg ggtacaacat catcaacttc gactggccct tcttgctggc caagctgacg 
      1441 gacatttaca aggtccccct ggacgggtac ggccgcatga acggccgggg cgtgtttcgc 
      1501 gtgtgggaca taggccagag ccactttccag aagcgcagca agataaaggt gaacggcatg 
      1561 gtgaacatcg acatgtacgg gatcataacc gacaagatca agct 
 
 
ภาพ 32 ลําดับเบสบริเวณ DNA polymerase gene ของตัวอยางไวรัสหมายเลข 11 อักษรตัวหนาท่ีขีด
เสนใต 1 เสน แสดงถึงตําแหนงท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 1173, 1176, 
1584 และอักษรตัวหนาท่ีขีดเสนใต 2 เสน แสดงถึงตําแหนงท่ีเกิดการเพ่ิมนวิคลีโอไทด ไดแก 
ตําแหนงท่ี 1525  
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ลําดับเบสจาก primer PF5   
 
        936 cttcg gctggtaccg tctcaaaccg 
   961 ggccggaaca acacgctagc ccagccgcgg gccccgatgg ccttcgggac atccagcgac 
                  1021 gtcgagttta actgtacggc ggacaacctg gccatcgagg ggggcatgag cgacctaccg  
 1081 gcatacaagc tcatgtgctt cgatatcgaa tgcaaggcgg ggggggagga cgagctggcc 
      1141 tttccggtgg ccgggcaccc ggaggacctg gttattcaga tatcctgtct gctctacgac 
      1201 ctgtccacca ccgccctgga gcacgtcctc ctgttttcgc tcggttcctg cgacctcccc 
      1261 gaatcccacc tgaacgagct ggcggccagg ggcctgccca cgcccgtggt tctggaattc 
       1321 gacagcgaat tcgagatgct gttggccttc atgacccttg tgaaacagta cggccccgag 
      1381 ttcgtgaccg ggtacaacat catcaacttc gactggccct tcttgctggc caagctgacg 
      1441 gacatttaca aggtccccct ggacgggtac ggccgcatga acggccgggg cgtgtttcgc 
      1501 gtgtgggaca taggccagag ccacttccag aagcgcagca agataaaggt gaacggcatg 
      1561 gtgaacatcg acatgtacgg gatcataacc gacaagatca agct 
       
 
ภาพ 33 ลําดับเบสบริเวณ DNA polymerase gene ของตัวอยางไวรัสหมายเลข 19 อักษรตัวหนาท่ีขีด
เสนใต 1 เสน แสดงถึงตําแหนงท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงลําดบัเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 1173, 1176 และ 
1584  
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7.4 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด ชวงตําแหนงท่ี 938-1561 ท่ีไดจาก primer PF5 กับ
ไวรัสมาตรฐาน HSV-1F 
ในไวรัสตัวอยางหมายเลข 12 พบวามีการเปล่ียนแปลงนวิคลีโอไทด 4 ตําแหนง คือบริเวณ

ตําแหนงท่ี 949 และ 957 มีการขาดหายไป (deletion) ของนิวคลีโอไทด 1 ตําแหนงคือ C และ A 
ตามลําดับ และในตําแหนงท่ี 1173 (C→T) และ 1176 (C→T)  (ภาพ 34)     
 
 
ลําดับเบสจาก primer PF5   
 

      938 tcg gctggtac_g tctcaa_ccg 
              961 ggccggaaca acacgctagc ccagccgcgg gccccgatgg ccttcgggac atccagcgac 
                 1021 gtcgagttta actgtacggc ggacaacctg gccatcgagg ggggcatgag cgacctaccg 
      1081 gcatacaagc tcatgtgctt cgatatcgaa tgcaaggcgg ggggggagga cgagctggcc 
      1141 tttccggtgg ccgggcaccc ggaggacctg gttattcaga tatcctgtct gctctacgac 
      1201 ctgtccacca ccgccctgga gcacgtcctc ctgttttcgc tcggttcctg cgacctcccc 
      1261 gaatcccacc tgaacgagct ggcggccagg ggcctgccca cgcccgtggt tctggaattc 
      1321 gacagcgaat tcgagatgct gttggccttc atgacccttg tgaaacagta cggccccgag 
      1381 ttcgtgaccg ggtacaacat catcaacttc gactggccct tcttgctggc caagctgacg 
      1441 gacatttaca aggtccccct ggacgggtac ggccgcatga acggccgggg cgtgtttcgc 
      1501 gtgtgggaca taggccagag ccacttccag aagcgcagca agataaaggt gaacggcatg 

    1561 g 
 
 
ภาพ 34 ลําดับเบสบริเวณ DNA polymerase gene ของตัวอยางไวรัสหมายเลข 12 อักษรตัวหนาท่ีขีด
เสนใต 1 เสน แสดงถึงตําแหนงท่ีเกดิการเปล่ียนแปลงลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 1173 และ 1176 
และชองวางท่ีขีดเสนใต แสดงถึงตําแหนงท่ีมีการขาดหายไปของลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 949 
และ 957  
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7.5 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสตัวอยางหมายเลข 5 กับไวรัสมาตรฐาน 
HSV-1F   

7.5.1 ไวรัสตัวอยางหมายเลข 5  มีผลของลําดับนิวคลีโอไทดในตําแหนงท่ี 938-1813 ท่ีไดจาก 
primer PF5 พบวามีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด 5 ตําแหนง คือบริเวณตําแหนงท่ี 949 และ 
957 มีการขาดหายไป (deletion) ของนิวคลีโอไทด 1 ตําแหนงคือ C และ A และในตําแหนงท่ี 1173 
(C→T), 1176 (C→T) และ 1584 (T→C)   (ภาพ 35)  

7.5.2 ผลลําดับนิวคลีโอไทดในชวงตําแหนงท่ี  2065-2394  ท่ีไดจาก  primer PR4  พบวามีการ- 
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด 2 ตําแหนงคือ ในตําแหนงท่ี 2127 เปล่ียน (T→C) และมีผลการขาด
หายไป (deletion) ของนิวคลีโอไทด 1 ตําแหนงคือ T ในตําแหนงท่ี 2375 (ภาพ 35)    

7.5.3 ผลลําดับนิวคลีโอไทดในชวงตําแหนงท่ี  2398-2930 ท่ีไดจาก  primer P1  พบวามีการ- 
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด 5 ตําแหนงคือ บริเวณตําแหนงท่ี 2451 (T→G), 2468 (C→T), 2670 
(C→A), 2713 (G→A), 2758 (T→C)  (ภาพ 36)    

7.5.4 ผลลําดับนิวคลีโอไทดชวงตําแหนงท่ี  2985-3291  ท่ีไดจาก  primer P2  พบวามีการ- 
เปล่ียนแปลงนวิคลีโอไทดคือ บริเวณตําแหนงท่ี  3288 (C→A) และบริเวณตําแหนงท่ี 3008 มีการ-
เพิ่มของนิวคลีโอไทด 1 ตําแหนงคือ C  (ภาพ 36)    
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ลําดับเบสจาก primer PF5   
        938 tcg gctggtac_g tctcaa_ccg 
   961 ggccggaaca acacgctagc ccagccgcgg gccccgatgg ccttcgggac atccagcgac 
                  1021 gtcgagttta actgtacggc ggacaacctg gccatcgagg ggggcatgag cgacctaccg  
 1081 gcatacaagc tcatgtgctt cgatatcgaa tgcaaggcgg ggggggagga cgagctggcc 
      1141 tttccggtgg ccgggcaccc ggaggacctg gttattcaga tatcctgtct gctctacgac 
      1201 ctgtccacca ccgccctgga gcacgtcctc ctgttttcgc tcggttcctg cgacctcccc 
      1261 gaatcccacc tgaacgagct ggcggccagg ggcctgccca cgcccgtggt tctggaattc 
       1321 gacagcgaat tcgagatgct gttggccttc atgacccttg tgaaacagta cggccccgag 
      1381 ttcgtgaccg ggtacaacat catcaacttc gactggccct tcttgctggc caagctgacg 
      1441 gacatttaca aggtccccct ggacgggtac ggccgcatga acggccgggg cgtgtttcgc 
      1501 gtgtgggaca taggccagag ccacttccag aagcgcagca agataaaggt gaacggcatg 
      1561 gtgaacatcg acatgtacgg gatcataacc gacaagatca agctctcgag ctacaagctc 
      1621 aacgccgtgg ccgaagccgt cctgaaggac aagaagaagg acctgagcta tcgcgacatc 
      1681 cccgcctact acgccgccgg gcccgcgcaa cgcggggtga tcggcgagta ctgcatacag 
 1741 gattccctgc tggtgggcca gctgtttttt aagtttttgc cccatctgga gctctcggcc 
           1801 gtcgcgcgct tgg 
 
ลําดับเบสจาก primer PR4  
      2065 accgcc ggccggcacg tggggtacca gggggccagg 
  2101 gtccttgacc ccacttccgg gtttcacgtg aaccccgtgg tggtgttcga ctttgccagc  
                 2161 ctgtacccca gcatcatcca ggcccacaac ctgtgcttca gcacgctctc cctgagggcc 
      2221 gacgcagtgg cgcacctgga ggcgggcaag gactacctgg agatcgaggt gggggggcga 
           2281 cggctgttct tcgtcaaggc tcacgtgcga gagagcctcc tcagcatcct cctgcgggac 
      2341 tggctcgcca tgcgaaagca gatccgctcg cgga_tcccc agagcagccc cgag 
 
ภาพ 35 ลําดับเบสบริเวณ DNA polymerase gene ของตัวอยางไวรัสหมายเลข 5 โดยใช Primer PF5 
และ PR4 อักษรตัวหนาท่ีขีดเสนใต 1 เสน แสดงถึงตําแหนงท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงลําดับเบส ไดแก 
ตําแหนงท่ี 1173, 1176, 1584 และ 2127 และชองวางท่ีขีดเสนใต แสดงถึงตําแหนงท่ีมีการขาด
หายไปของลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 949, 957 และ 2375 
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ลําดับเบสจาก primer P1  
  2398 gcc gtgctcctgg acaagcagca ggccgccatc aaggtcgtgt gtaactcggt gtacgggttc 
         2461 acgggagtgc agcacggact cctgccgtgc ctgcacgttg ccgcgacggt gacgaccatc 
         2521 ggccgcgaga tgctgctcgc gacccgcgag tacgtccacg cgcgctgggc ggccttcgaa 
         2581 cagctcctgg ccgatttccc ggaggcggcc gacatgcgcg cccccgggcc ctattccatg 
         2641 cgcatcatct acggggacac ggactccata tttgtgctgt gccgcggcct cacggccgcc 
         2701 gggctgacgg ccatgggcga caagatggcg agccacatct cgcgcgcgct gtttctgccc 
         2761 cccatcaaac tcgagtgcga aaagacgttc accaagctgc tgctgatcgc caagaaaaag 
        2821 tacatcggcg tcatctacgg gggtaagatg ctcatcaagg gcgtggatct ggtgcgcaaa 
         2881 aacaactgcg cgtttatcaa ccgcacctcc agggccctgg tcgacctgct  
ลําดับเบสจาก primer P2 
    2985 gagga gtggctggcg 
            3001 cgaccccctgc ccgagggact gcaggcgttc ggggccgtcc tcgtagacgc ccatcggcgc 
         3061 atcaccgacc cggagaggga catccaggac tttgtcctca ccgccgaact gagcagacac 
         3121 ccgcgcgcgt acaccaacaa gcgcctggcc cacctgacgg tgtattacaa gctcatggcc 
         3181 cgccgcgcgc aggtcccgtc catcaaggac cggatcccgt acgtgatcgt ggcccagacc 
         3241 cgcgaggtag aggagacggt cgcgcggctg gccgccctcc gcgagctaga c 
     
 
ภาพ 36 ลําดับเบสบริเวณ DNA polymerase gene ของตัวอยางไวรัสหมายเลข 5 โดยใช Primer P1 
และ P2 อักษรตัวหนาท่ีขีดเสนใต 1 เสน แสดงถึงตําแหนงท่ีเกดิการเปล่ียนแปลงลําดับเบส ไดแก 
ตําแหนงท่ี 2451, 2468, 2670, 2713, 2758 และ 3288 และ อักษรตัวหนาท่ีขีดเสนใต 2 เสนแสดงถึง
ตําแหนงท่ีมีการเพิ่มของลําดับเบส ไดแก ตําแหนงท่ี 3008 
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7.  การเปรียบเทียบกรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลง 
 เม่ือไดวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ DNA polymerase gene ของไวรัสตัวอยางท้ัง 9 
ตัวอยางแลว พบวาลําดับนวิคลีโอไทดของตัวอยางหมายเลข 1A, 1B, 12, 19, 22, 25 และ 31 มีความ
ตอเนื่องกัน ต้ังแตตําแหนงท่ี 2065-3291  สวนตัวอยางหมายเลข 11 พบวาไดลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมี
ความตอเนื่องกันต้ังแตตําแหนงท่ี 2398-3291 ดังนั้นการวิเคราะหลําดบักรดอะมิโนโดย primer ท่ีใช
ในการศึกษาคร้ังนี้ สามารถเพ่ิมปริมาณ DNA polymerase gene ท่ีตําแหนง 902-3690 และแปลรหัส
กรดอะมิโนได 929 ตัว ต้ังแตตําแหนงท่ี 302 ถึง 1230 
 เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนระหวางไวรัสมาตรฐาน HSV-1F 
และไวรัสตัวอยางหมายเลข 1A, 1B, 12, 22 และ 31 พบวามีนวิคลีโอไทดท่ีแตกตางกัน 8 ตําแหนง 
ซ่ึงเหมือนกันท้ัง 5 ตัวอยาง และเม่ือแปลรหัสออกมาเปนกรดอะมิโน พบวาการเปล่ียนแปลงของ
ลําดับนิวคลีโอไทด 3 ตําแหนง คือ 2468, 2713 และ 2758 ท่ีทําใหการแปลรหัสกรดอะมิโน
เปล่ียนแปลงจาก Ala→Val, Val→ Met และ Ser→Pro ตามลําดับ สวนการเปล่ียนแปลงของนิวคลี-
โอไทด 5 ตําแหนงท่ีเหลือ คือตําแหนงท่ี 2127, 2375, 2451, 2670 และ 3288 ไมทําใหการแปลรหสั
เปล่ียนแปลง (ตาราง 10) 
 ไวรัสตัวอยางหมายเลข 11 เม่ือเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนกับ
ไวรัสมาตรฐาน HSV-1F พบวามีนวิคลีโอไทดท่ีแตกตางกัน 7 ตําแหนง  พบวาการเปล่ียนแปลงของ
ลําดับนิวคลีโอไทด 4 ตําแหนง คือ 2468, 2713, 2758 และ 3272 ท่ีทําใหการแปลรหัสกรดอะมิ-โน
เปล่ียนแปลงจาก Ala→Val, Val→Met, Ser→Pro และ Ala→Gly  ตามลําดับ สวนการเปล่ียนแปลง
นิวคลีโอไทด 3 ตําแหนงท่ีเหลือ คือตําแหนงท่ี 2451, 2670 และ 3288  ไมทําใหการแปลรหัส
เปล่ียนแปลง (ตาราง 11) 
 ในตัวอยางหมายเลข 19 เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนกบัไวรัส
มาตรฐาน HSV-1F พบวามีนิวคลีโอไทดท่ีแตกตางกัน 10 ตําแหนง  ซ่ึงพบวาการเปล่ียนแปลงของ
ลําดับนิวคลีโอไทด 5 ตําแหนง คือ 2468, 2713, 2758, 2863 และ 2866 ท่ีทําใหการแปลรหัสกรดอะ
มิโนเปล่ียนแปลงจาก Ala→Val, Val→Met, Ser→Pro, Val→Leu และ Asp→Tyr ตามลําดับ สวน
การเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทดอีก 5 ตําแหนงท่ีเหลือ คือตําแหนงท่ี 2127, 2375, 2451, 2670 และ 
3288  ไมทําใหการแปลรหสัเปล่ียนแปลง (ตาราง 12) 
 สวนตัวอยางไวรัสหมายเลข 25 เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโน
กับไวรัสมาตรฐาน HSV-1F พบวามีนวิคลีโอไทดท่ีแตกตางกัน 11 ตําแหนง พบวาการเปล่ียนแปลง
ของนิวคลีโอไทด 4 ตําแหนง คือ 2468, 2713, 2758 และ 2885 ท่ีทําใหการแปลรหสักรดอะมิโน
เปล่ียนแปลงจาก Ala→Val,  Val→Met, Ser→Pro และ Asn→Ile ตามลําดับ สวนการเปล่ียนแปลง
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นิวคลีโอไทด 7 ตําแหนงท่ีเหลือ คือ ตําแหนงท่ี 2127, 2375, 2451, 2670, 2865, 2904 และ 3288  ไม
ทําใหการแปลรหัสเปล่ียนแปลง (ตาราง 13) 
 

ตาราง 10  นิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลงของไวรัสตัวอยางหมายเลข 1A, 1B, 12, 22 
และ 31 เปรียบเทียบกับ HSV-1F 

กรดอะมิโน 
ตําแหนง 

นิวคลีโอไทด 
นิวคลีโอไทดท่ี
เปล่ียนแปลง 

ตําแหนง 
กรดอะมิโน HSV-1F 

1A, 1B, 12, 
 22, 31 

2127 T → C 709 His His 
2451 T → G 817 Val Val 
2468 C → T 823 Ala Val 
2670 C → A 890 Ile Ile 
2713 G → A 905 Val Met 
2758 T → C 920 Ser Pro 
3288 C → A 1096 Leu Leu 

 
 

ตาราง 11 นิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลงของไวรัสตัวอยางหมายเลข 11 เปรียบเทียบ
กับ HSV-1F 

กรดอะมิโน ตําแหนง 
นิวคลีโอไทด 

นิวคลีโอไทดท่ี
เปล่ียนแปลง 

ตําแหนง 
กรดอะมิโน HSV-1F 11 

2451 T → G 817 Val Val 
2468 C → T 823 Ala Val 
2670 C → A 890 Ile Ile 
2713 G → A 905 Val Met 
2758 T → C 920 Ser Pro 
3272 C → G 1091 Ala Gly 
3288 C → A 1096 Leu Leu 
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ตาราง 12 นิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลงของไวรัสตัวอยางหมายเลข 19 เปรียบเทียบ
กับ HSV-1F 

กรดอะมิโน ตําแหนง 
นิวคลีโอไทด 

นิวคลีโอไทดท่ี
เปล่ียนแปลง 

ตําแหนง 
กรดอะมิโน HSV-1F 19 

2127 T → C 709 His His 
2451 T → G 817 Val Val 
2468 C → T 823 Ala Val 
2670 C → A 890 Ile Ile 
2713 G → A 905 Val Met 
2758 T → C 920 Ser Pro 
2863 G → T 955 Val Leu 
2866 G → T 956 Asp Tyr 
3288 C → A 1096 Leu Leu 

 
ตาราง 13 นิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลงของไวรัสตัวอยางหมายเลข 25 เปรียบเทียบ
กับ HSV-1F 

กรดอะมิโน ตําแหนง 
นิวคลีโอไทด 

นิวคลีโอไทดท่ี
เปล่ียนแปลง 

ตําแหนง 
กรดอะมิโน HSV-1F 25 

2127 T → C 709 His His 
2451 T → G 817 Val Val 
2468 C → T 823 Ala Val 
2670 C → A 890 Ile Ile 
2713 G → A 905 Val Met 
2758 T → C 920 Ser Pro 
2865 G → T 955 Val Val 
2885 A → T 962 Asn Ile 
2904 C → T 968 Arg Arg 
3288 C → A 1096 Leu Leu 

 


