
บทท่ี 5 
อภิปรายผลการวิจัย 

 
 ไวรัสกอโรคเริมชนิดท่ี 1 จํานวน 32 ตัวอยาง มีลักษณะ plaque ขนาดเล็ก และเม่ือนาํมาทํา
การเพิ่มจํานวนและหาปริมาณไวรัสต้ังตน พบวามีปริมาณไวรัสต้ังตนระหวาง 8.3 x 103– 9.6 x 1010 
PFU/ml  
 จากการตรวจสอบหาคาความเขมขนของยา ACV ท่ียับยัง้เช้ือไวรัสได 50% โดยวิธี Plaque 
reduction assay พบวาคา Inhibitory concentration (IC50) ท่ีใชยับยั้งเช้ือ HSV สายพันธุมาตรฐาน 
HSV-1F เทากับ 1.39  สวนผลคา IC50 ของไวรัสตัวอยางท้ังหมด 32 ตัวอยาง พบวาใหผลคา IC50 อยู
ในชวง 1-5  μg /ml เปนจํานวน 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  มีไวรัสตัวอยางจํานวน 5 ตัวอยางท่ีมีคา IC50 ท่ีอยูในชวง 
5-10 μg /ml  คือหมายเลข 1-A, 1-B, 11, 19 และ 25  พบไวรัส 3 ตัวอยางท่ีมีคา IC50 อยูในชวง 10-
15 μg /ml  คือหมายเลข 12, 22 และ 31 และมีไวรัส 1 ตัวอยางเทานั้น ท่ีมีคา IC50 อยูในชวง 15-20  
μg /ml  คือหมายเลข 5  ซ่ึงโดยท่ัวไป HSV สายพันธุท่ีมีการกลายพันธุจะมีคา IC50 คอนขางสูง โดย
สายพันธุปกติจะมีคา IC50 < 3 μg /ml (อนวัช, 2538; อรพรรณ, 2538; Field, 2001)  
 ดังนั้นในการศึกษาคร้ังนี้ จงึเลือกไวรัสตัวอยางท่ีมีคา IC50 มากกวา 5 μg /ml ท้ังหมด 9 
ตัวอยาง คือไวรัสหมายเลข 1-A, 1-B, 5, 11, 12, 19, 22, 25 และ 31 ซ่ึงมีคา IC50 เทากับ 8.41, 6.14, 
15.39, 6.74, 11.98, 7.13, 11.78, 7.04 และ 11.81 ตามลําดับ เพื่อวิเคราะหการกลายพันธุของยนี 
DNA polymerase ของเช้ือไวรัส HSV ท่ีมีผลการดื้อยา acyclovir  โดยทําการแยกสกัด DNA จาก
ไวรัส 9 ตัวอยางนี้ เร่ิมจากการติดเช้ือไวรัสบนเซลลเพาะเล้ียง GMK และสกัด DNA ของไวรัสดวย 
Triton X-100 และ NaCl พบวาสามารถสกัด DNA ของไวรัสได genomic DNA ของไวรัสสายพันธุ
มาตรฐาน HSV-1F และเช้ือไวรัสตัวอยางท้ังหมด 9 ตัวอยาง มีขนาดประมาณ 150 kbp   
 ยีน DNA polymerase ของเช้ือไวรัส HSV มีขนาด 3705 bp ประกอบดวย 1235 amino 
acids (Wong et al., 1988) ดังนั้นในการศึกษาคร้ังนี้จึงทําการออกแบบ primer ท่ีจําเพาะตอลําดับ
เบสบริเวณ DNA polymerase gene ของ HSV-1 สายพันธุมาตรฐาน คือ HSV-1 สายพันธุ F 
(accession no. AX358316)  เพื่อทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ DNA polymerase gene  
(Loregian et al., 2000; Knipe and Howley, 2007)  โดยในสวนดานเร่ิมตนของยีน ไดทําการออกแบบ 
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primer 2 ชนิด คือ primer PF5 ซ่ึงเปน forward primer จะจับกับ HSV-1F DNA polymerase gene 
ตําแหนงลําดบัเบสท่ี 902-923 สวน primer PR4 ซ่ึงเปน reverse primer จะจับลําดับเบสท่ีตําแหนง 
2409-2430 โดย PCR product ท่ีไดคือ ช้ิน DNA ขนาด 1528 bp และสวนดานทายของยนีใช 
primer2 ชนิด คือ primer P1 และ primer P2 (มนิชญา, 2549) ซ่ึง primer P1 เปน forward primer จะ
จับกับ HSV-1F DNA polymerase gene ตําแหนงลําดบัเบสท่ี 2350-2369 และ primer P2 เปน 
reverse primer จะจับตําแหนงลําดับเบสท่ี 3670-3690 ตามลําดับโดย PCR product ท่ีไดคือ ช้ิน 
DNA ขนาด 1340 bp   

ในข้ันตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี PCR นั้น ไดทําการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ
เทคนิค PCR โดยใช DNA ของไวรัสมาตรฐาน HSV-1F ท่ีสกัดได มาทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสม 
สําหรับการทํา PCR (Mitchell et al., 1997; Rozenberg and Lebon, 1991) โดยใชเอนไซม Pfu DNA 

polymerase ท่ีมีคุณสมบัติ 3′→ 5′ exonuclease activity ท่ีใชเพื่อตรวจสอบ (proofreading) ความ
ถูกตอง (fidelity) และปองกนัการเกดิ mismatched bases ทําใหผลการสังเคราะหสายดีเอ็นเอมีความ
ถูกตองมากข้ึน (Cline et al., 1996; Innis, 1990; Innis, 1995; วัชรีและมนตรี, 2536) แตเนื่องจากใน
การปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสมทําไดยาก ซ่ึงจําเปนตองปรับความเหมาะสมของสภาวะอ่ืนๆ ท่ีควร
คํานึงถึงในการทํา PCR ดวย ไดแก ความเขมขนของ Mg2+ dNTPs และ primer รวมไปถึงอุณหภูมิ
และเวลาท่ีใชในข้ันตอนตางๆของการทํา PCR จึงไดเลือกใชเอนไซม  Taq DNA polymerase ควบคู
ไปดวย ทําใหไดผลของสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา PCR ของท้ังสองเอนไซม   

เม่ือศึกษาความสัมพันธกับการดื้อยา ACV ในงานวิจยันี้ไดวิเคราะหจากลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน DNA polymerase ของเช้ือไวรัส HSV-1 ท่ีมีคา IC50 มากกวา 5 μg/ml จํานวน 9  ตัวอยางคือ 
1A, 1B, 5, 11, 12, 19, 22, 25 และ 31 พบวามีไวรัสจํานวน 5 ตัวอยางคือ หมายเลข 1A, 1B, 12, 22 
และ 31 ท่ีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความตอเนื่องจากการหาลําดับนวิคลีโอไทด ต้ังแตตําแหนงท่ี 
2065-3291 เม่ือทําการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสมาตรฐาน HSV-1F และ
ตรวจสอบตําแหนงท่ีมีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด พบวามีนวิคลีโอไทดท่ีแตกตางกัน 8 
ตําแหนง และพบตรงกันท้ัง 5 ตัวอยาง คือบริเวณตําแหนงท่ี 2127 เปล่ียนจาก T→C, 2451 (T→G), 
2468 (C→T), 2670 (C→A), 2713 (G→A), 2758 (T→C) และ 3288 (C→A) และมีการขาดหายไป 
(deletion) ของนิวคลีโอไทด 1 ตําแหนงคือ T ในตําแหนงท่ี 2375   

โดยนิวคลีโอไทด 3 ตําแหนงท่ีสําคัญ คือตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 2468 ทําใหกรดอะมิโน
ตําแหนงท่ี 823 เปล่ียนจาก Ala→Val  อยูในบริเวณ conserve region (region III)  ถึงแมวาตําแหนง
นิวคลีโอไทดท่ี 2713 ทําใหกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 905 เปล่ียนจาก Val→ Met และตําแหนงนิวคลี-
โอไทดท่ี 2758 ทําใหกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 920 เปล่ียนจาก Ser→Pro อยูนอกบริเวณ conserve 
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region แตการเปล่ียนแปลงโครงสรางของกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 905 จากกรดอะมิโน valine ซ่ึง
เปน neutral amino acid เปล่ียนเปน methionine ซ่ึงเปนกรดอะมิโนท่ีมี surfhydyl group และ
ตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 920 จาก serine ซ่ึงเปน hydroxylated amino acid เปล่ียนเปน proline ซ่ึงเปน 
aromatic heterocyclic amino acid (พนม, 2531; มนตรีและคณะ, 2542; สุรินทรและคณะ, 2521) 
อาจมีผลตอคุณสมบัติของ polypeptide ท่ีประกอบเปนโครงสรางของโปรตีน แลวมีผลทําใหเกิด
ความผิดปกติในการทําหนาท่ีในสวน UL30 ของยีน DNA polymerase ซ่ึงเปนสวน catalytic 
subunit ของเอนไซม DNA polymerase (Loregian et al., 2000; Knipe and Howley, 2007) สวนการ
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดอีก 5 ตําแหนงท่ีเหลือ คือตําแหนงท่ี 2127, 2375, 2451, 2670 และ 
3288 ไมทําใหการแปลรหัสเปล่ียนแปลง   

ไวรัสตัวอยางหมายเลข 11 ซ่ึงมีคา IC50 เทากับ 6.74 μg/ml  ใหผลในการเปรียบเทียบลําดับ
นิวคลีโอไทดกับไวรัสมาตรฐาน HSV-1F พบการเปล่ียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทด 3 ตําแหนง 
ท่ีเหมือนกับไวรัสหมายเลข 1A, 1B, 12, 22 และ 31 คือตําแหนงท่ี 2468, 2713 และ 2758 
นอกจากนั้นไดมีตําแหนงท่ีแตกตางเพิ่มข้ึน 1 ตําแหนง คือนิวคลีโอไทดตําแหนงท่ี 3272 ทําให
กรดอะมิโนตําแหนงท่ี 1091 เปล่ียนจาก Ala→Gly  อยูนอกบริเวณ conserve region ซ่ึงเปน neutral 
amino acid (พนม, 2531; มนตรี, 2542; สุรินทรและคณะ, 2521) ซ่ึงจะมีผลตอการทําหนาท่ีของ
เอนไซม DNA polymerase สวนการเปล่ียนแปลงนวิคลีโอไทด 6 ตําแหนงท่ีเหลือ คือตําแหนงท่ี 
2127, 2278, 2375, 2451, 2670 และ 3288  ไมทําใหการแปลรหัสเปล่ียนแปลง  
 จากไวรัสตัวอยางหมายเลข 19 ท่ีมีคา IC50 เทากับ 7.13 μg/ml  ใหผลการเปรียบเทียบลําดับ
นิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนกับไวรัสมาตรฐาน HSV-1F พบวามีการเปล่ียนแปลงของลําดับ
นิวคลีโอไทด 3 ตําแหนง ท่ีเหมือนกับไวรัสหมายเลข 1A, 1B, 11, 12, 22 และ 31 คือตําแหนงท่ี 
2468, 2713 และ 2758 และมีตําแหนงท่ีแตกตางเพิ่มข้ึน 2 ตําแหนง คือตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 
2863 ทําใหกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 955 เปล่ียนจาก Val→Leu อยูในบริเวณ conserve region (region 
V) การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตําแหนงนีย้ังคงเปน neutral amino acid เชนเดิม ซ่ึงมีผลตอ
การทําหนาท่ีของเอนไซม และในตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 2866 ทําใหกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 956 
เปล่ียนจาก Asp→Tyr อยูในบริเวณ conserve region (region V) เชนกนั เปล่ียนจาก aspartic acid 
ซ่ึงเปน acidic amino acid เปน tyrosine ท่ีเปน aromatic heterocyclic amino acid (พนม, 2531; 
มนตรี, 2542; สุรินทรและคณะ, 2521) ดังนั้นการกลายพันธุท่ีตําแหนงนี้จึงมีผลตอโครงสรางของ 
polypeptide และมีผลทําใหการทําหนาท่ีของเอนไซม DNA polymerase ผิดปกติไป สวนการ
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดอีก 5 ตําแหนงท่ีเหลือ คือตําแหนงท่ี 2127, 2375, 2451, 2670 และ 
3288  ไมทําใหการแปลรหสัเปล่ียนแปลง   
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ในไวรัสตัวอยางหมายเลข 25 ซ่ึงมีคา IC50 เทากับ 7.04 μg/ml ผลในการเปรียบเทียบลําดับ
นิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนกับไวรัสมาตรฐาน HSV-1F พบวามีการเปล่ียนแปลงของลําดับ
นิวคลีโอไทด 3 ตําแหนง ท่ีเหมือนกับไวรัสหมายเลข 1A, 1B, 11, 12, 19, 22 และ 31 คือตําแหนงท่ี 
2468, 2713 และ 2758 และมีตําแหนงท่ีแตกตางเพิ่มข้ึน 1 ตําแหนง คือตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 
2885 ทําใหกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 962 เปล่ียนจาก Asn→Ile อยูในบริเวณ conserve region (region 
V) ซ่ึงเปล่ียนจาก asparagine ท่ีเปน acidic amino acid เปล่ียนเปน isoleucine ท่ีเปน neutral amino 
acid (พนม, 2531; มนตรี, 2542; สุรินทรและคณะ, 2521) ดังนั้นการกลายพันธุท่ีตําแหนงนี้จึงมีผล
ตอโครงสรางของโปรตีนและการทําหนาท่ีของเอนไซม DNA polymerase สวนการเปล่ียนแปลง
ของนิวคลีโอไทด 7 ตําแหนงท่ีเหลือ คือ ตําแหนงท่ี 2127, 2375, 2451, 2670, 2865, 2904 และ 3288  
ไมทําใหการแปลรหัสเปล่ียนแปลง นอกจากนี้ไวรัสตัวอยางหมายเลข 5 ไดผลลําดับนิวคลีโอไทดท่ี
ไมตอเนื่องกนั จึงไมเหมาะสมท่ีจะนํามาวิเคราะหการแปลรหัสกรดอะมิโน  

ดังนั้นในการศึกษาผลของการกลายพันธุในยีน DNA polymerase ของไวรัส HSV-1 ท่ีมีผล
เกี่ยวของกับการดื้อยา ACV จึงสรุปไดวา ไวรัสตัวอยางท่ีมีคา IC50 มากกวา 5 μg /ml ท้ังหมด 9 
ตัวอยางนั้น มีไวรัสท่ีตรวจสอบนิวคลีโอไทดไดสมบูรณจํานวน 8 ตัวอยาง และสามารถนํามา
วิเคราะหการแปลรหัสกรดอะมิโนได ผลพบวามีกลายพันธุในยีน DNA polymerase ท่ีตรงกัน 3 
ตําแหนง คือตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 2468, 2713 และ 2758 เปนกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 823 อยูใน
บริเวณ conserve region (region III), 905 และ 920 (อยูนอกบริเวณ conserve region) ตามลําดับ ซ่ึง
สอดคลองกับรายงานการวิจยัของ Hwang และคณะ ในป ค.ศ.1998 พบวาบริเวณท่ีมักพบการกลาย
พันธุ คือบริเวณ conserve region ของ DNA polymerase gene ต้ังแตกรดอะมิโนลําดับท่ี 437-963 
ซ่ึงในสวน conserve region นี้ พบการกลายพันธุไดมากในบริเวณ region II และ region III ของ 
DNA polymerase gene คือกรดอะมิโนลําดบัท่ี 694-845  (Hwang et al., 1998) นอกจากนั้นยังพบวา
มีรายงานการกลายพันธุท่ีเกดินอกบริเวณ conserve region คือในตําแหนงของกรดอะมิโนลําดบัท่ี 
355, 605, 645, 671 และ 1904 (Frobert, 2008; Larder et al., 1987; Morfin and Thouvenot, 2003)
และกลายพันธุท่ีบริเวณนอก conserve region ตําแหนงกรดอะมิโนลําดับท่ี 171 เปล่ียนจาก 
phenylalanine เปน serine (F171S), กรดอะมิโนตําแหนงท่ี 908 เปล่ียนจาก glutamine เปน arginine 
(K908R) และกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 1203 เปล่ียนจาก alanine เปน threonine (A1203T)  (Chibo  et 
al., 2004)    

นอกจากนี้มีรายงานการกลายพันธุท่ีมักพบในบริเวณ region II และ region III  ตําแหนง
กรดอะมิโนลําดับท่ี 715, 719, 724-729, 815 และ 841  แลวมีผลทําใหไวรัสดื้อตอยา acyclovir 
(Frobert, 2008; Gilbert  et al., 2002; Larder et al., 1987)  สวนในบริเวณ region I และ region A 



  
82 

พบท่ีตําแหนงกรดอะมิโนลําดับท่ี 597, 891 และ 910 (Frobert, 2008; Larder et al., 1987 Morfin 
and Thouvenot, 2003) และงานวิจยัของ Chibo และคณะ ในปค.ศ. 2002 ไดพบวามีการกลายพันธุ
ใน DNA polymerase gene บริเวณ region II ตําแหนงกรดอะมิโนลําดับท่ี 725 เปล่ียนจาก serine 
เปน glycine (S725G) ทําใหไวรัสดื้อตอยา ACV และ foscarnet  (Chibo  et al., 2002) 

ผลของการกลายพันธุในยนี DNA polymerase ของไวรัส HSV ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลง
กรดอะมิโน จงึทําใหโครงสรางของเอนไซมเปล่ียนแปลงไป และมีผลตอการทําหนาท่ีของเอนไซม 
(Haffey et al., 1990) ดังนัน้จึงทําการศึกษาเกี่ยวกับการทําหนาท่ีของโปรตีนท่ีประกอบเปน
โครงสรางของเอนไซม DNA polymerase ในตําแหนงท่ีเกิดการกลายพันธุของไวรัสตัวอยาง คือ
ตําแหนงของกรดอะมิโนลําดบัท่ี 823, 905 และ 920 โดยการใชชีวสารสนเทศศาสตรในการศึกษา
โครงสรางโปรตีนแบบ 3 มิติ ดวยฐานขอมูลโครงสรางโปรตีน คือ Protein Data Bank (PDB) 
(Mazumder and Vasudevan, 2008) ซ่ึงผลการพยากรณโครงสรางและหนาท่ีของโปรตีน จากขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทด ปรากฎวาโครงสรางของเอนไซมในสวนท่ีเกดิการกลายพันธุเปนสวนท่ีมีหนาท่ี
ในการจับกับโมเลกุลท่ีจําเพาะ เม่ือเกิดการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ีเปนโครงสรางในบริเวณน้ี จึง
มีผลตอความจําเพาะของเอนไซมในการจับกับโมเลกุลเปาหมาย สงผลใหการทํางานของเอนไซม
เปล่ียนแปลงไป  

การกลายพันธุในยนี DNA polymerase ของไวรัส HSV จึงทําใหคาความเขมขนของยา 
ACV (μg/ml) ท่ียับยั้งเช้ือไวรัสได 50% (IC50) เพิ่มสูงข้ึน ดังท่ีพบในคนไขติดเช้ือไวรัสกอโรคเริม
ชนิดท่ี 1 ท่ีดื้อยา ACV  ตองเพ่ิมปริมาณการใชยาในการรักษาโรค (Chibo et al., 2002; Chilukuri 
and Rosen, 2003; Field, 2001; Gilbert  et al., 2002) 

ดังนั้นการกลายพันธุในยีน DNA polymerase ของเช้ือไวรัสกอโรคเริมชนิดท่ี 1 ท่ีมีผล
เกี่ยวของกับการดื้อยา ACV ทําใหคุณสมบัติของกรดอะมิโนท่ีประกอบเปนโครงสรางของเอนไซม
เปล่ียนแปลงไป เอนไซมจึงไมสามารถทํางานไดปกติดังเดิม ทําใหยา ACV ท่ีเปน deoxyguanosine 
analogue จับกับ DNA polymerase ท่ีกลายพันธุ แลวไมสามารถยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของไวรัสได
เหมือนปกติ จงึจําเปนตองใชปริมาณยาเพ่ิมมากข้ึนในการรักษาโรค 
 
 
 
 


