
บทท่ี 5 
อภิปรายผลการวิจัย 

 
 ไวรัสกอโรคเริมชนิดท่ี 1 จํานวน 32 ตัวอยาง มีลักษณะ plaque ขนาดเล็ก และเม่ือนาํมาทํา
การเพิ่มจํานวนและหาปริมาณไวรัสต้ังตน พบวามีปริมาณไวรัสต้ังตนระหวาง 8.3 x 103– 9.6 x 1010 
PFU/ml  
 จากการตรวจสอบหาคาความเขมขนของยา ACV ท่ียับยัง้เช้ือไวรัสได 50% โดยวิธี Plaque 
reduction assay พบวาคา Inhibitory concentration (IC50) ท่ีใชยับยั้งเช้ือ HSV สายพันธุมาตรฐาน 
HSV-1F เทากับ 1.39  สวนผลคา IC50 ของไวรัสตัวอยางท้ังหมด 32 ตัวอยาง พบวาใหผลคา IC50 อยู
ในชวง 1-5  μg /ml เปนจํานวน 23 ตัวอยาง 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  มีไวรัสตัวอยางจํานวน 5 ตัวอยางท่ีมีคา IC50 ท่ีอยูในชวง 
5-10 μg /ml  คือหมายเลข 1-A, 1-B, 11, 19 และ 25  พบไวรัส 3 ตัวอยางท่ีมีคา IC50 อยูในชวง 10-
15 μg /ml  คือหมายเลข 12, 22 และ 31 และมีไวรัส 1 ตัวอยางเทานั้น ท่ีมีคา IC50 อยูในชวง 15-20  
μg /ml  คือหมายเลข 5  ซ่ึงโดยท่ัวไป HSV สายพันธุท่ีมีการกลายพันธุจะมีคา IC50 คอนขางสูง โดย
สายพันธุปกติจะมีคา IC50 < 3 μg /ml (อนวัช, 2538; อรพรรณ, 2538; Field, 2001)  
 ดังนั้นในการศึกษาคร้ังนี้ จงึเลือกไวรัสตัวอยางท่ีมีคา IC50 มากกวา 5 μg /ml ท้ังหมด 9 
ตัวอยาง คือไวรัสหมายเลข 1-A, 1-B, 5, 11, 12, 19, 22, 25 และ 31 ซ่ึงมีคา IC50 เทากับ 8.41, 6.14, 
15.39, 6.74, 11.98, 7.13, 11.78, 7.04 และ 11.81 ตามลําดับ เพื่อวิเคราะหการกลายพันธุของยนี 
DNA polymerase ของเช้ือไวรัส HSV ท่ีมีผลการดื้อยา acyclovir  โดยทําการแยกสกัด DNA จาก
ไวรัส 9 ตัวอยางนี้ เร่ิมจากการติดเช้ือไวรัสบนเซลลเพาะเล้ียง GMK และสกัด DNA ของไวรัสดวย 
Triton X-100 และ NaCl พบวาสามารถสกัด DNA ของไวรัสได genomic DNA ของไวรัสสายพันธุ
มาตรฐาน HSV-1F และเช้ือไวรัสตัวอยางท้ังหมด 9 ตัวอยาง มีขนาดประมาณ 150 kbp   
 ยีน DNA polymerase ของเช้ือไวรัส HSV มีขนาด 3705 bp ประกอบดวย 1235 amino 
acids (Wong et al., 1988) ดังนั้นในการศึกษาคร้ังนี้จึงทําการออกแบบ primer ท่ีจําเพาะตอลําดับ
เบสบริเวณ DNA polymerase gene ของ HSV-1 สายพันธุมาตรฐาน คือ HSV-1 สายพันธุ F 
(accession no. AX358316)  เพื่อทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ DNA polymerase gene  
(Loregian et al., 2000; Knipe and Howley, 2007)  โดยในสวนดานเร่ิมตนของยีน ไดทําการออกแบบ 
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primer 2 ชนิด คือ primer PF5 ซ่ึงเปน forward primer จะจับกับ HSV-1F DNA polymerase gene 
ตําแหนงลําดบัเบสท่ี 902-923 สวน primer PR4 ซ่ึงเปน reverse primer จะจับลําดับเบสท่ีตําแหนง 
2409-2430 โดย PCR product ท่ีไดคือ ช้ิน DNA ขนาด 1528 bp และสวนดานทายของยนีใช 
primer2 ชนิด คือ primer P1 และ primer P2 (มนิชญา, 2549) ซ่ึง primer P1 เปน forward primer จะ
จับกับ HSV-1F DNA polymerase gene ตําแหนงลําดบัเบสท่ี 2350-2369 และ primer P2 เปน 
reverse primer จะจับตําแหนงลําดับเบสท่ี 3670-3690 ตามลําดับโดย PCR product ท่ีไดคือ ช้ิน 
DNA ขนาด 1340 bp   

ในข้ันตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี PCR นั้น ไดทําการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ
เทคนิค PCR โดยใช DNA ของไวรัสมาตรฐาน HSV-1F ท่ีสกัดได มาทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสม 
สําหรับการทํา PCR (Mitchell et al., 1997; Rozenberg and Lebon, 1991) โดยใชเอนไซม Pfu DNA 

polymerase ท่ีมีคุณสมบัติ 3′→ 5′ exonuclease activity ท่ีใชเพื่อตรวจสอบ (proofreading) ความ
ถูกตอง (fidelity) และปองกนัการเกดิ mismatched bases ทําใหผลการสังเคราะหสายดีเอ็นเอมีความ
ถูกตองมากข้ึน (Cline et al., 1996; Innis, 1990; Innis, 1995; วัชรีและมนตรี, 2536) แตเนื่องจากใน
การปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสมทําไดยาก ซ่ึงจําเปนตองปรับความเหมาะสมของสภาวะอ่ืนๆ ท่ีควร
คํานึงถึงในการทํา PCR ดวย ไดแก ความเขมขนของ Mg2+ dNTPs และ primer รวมไปถึงอุณหภูมิ
และเวลาท่ีใชในข้ันตอนตางๆของการทํา PCR จึงไดเลือกใชเอนไซม  Taq DNA polymerase ควบคู
ไปดวย ทําใหไดผลของสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา PCR ของท้ังสองเอนไซม   

เม่ือศึกษาความสัมพันธกับการดื้อยา ACV ในงานวิจยันี้ไดวิเคราะหจากลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน DNA polymerase ของเช้ือไวรัส HSV-1 ท่ีมีคา IC50 มากกวา 5 μg/ml จํานวน 9  ตัวอยางคือ 
1A, 1B, 5, 11, 12, 19, 22, 25 และ 31 พบวามีไวรัสจํานวน 5 ตัวอยางคือ หมายเลข 1A, 1B, 12, 22 
และ 31 ท่ีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความตอเนื่องจากการหาลําดับนวิคลีโอไทด ต้ังแตตําแหนงท่ี 
2065-3291 เม่ือทําการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสมาตรฐาน HSV-1F และ
ตรวจสอบตําแหนงท่ีมีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด พบวามีนวิคลีโอไทดท่ีแตกตางกัน 8 
ตําแหนง และพบตรงกันท้ัง 5 ตัวอยาง คือบริเวณตําแหนงท่ี 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 ตําแหนงคือ T ในตําแหนงท่ี 2375   

โดยนิวคลีโอไทด 3 ตําแหนงท่ีสําคัญ คือตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 2468 ทําใหกรดอะมิโน
ตําแหนงท่ี 823 เปล่ียนจาก Ala→Val  อยูในบริเวณ conserve region (region III)  ถึงแมวาตําแหนง
นิวคลีโอไทดท่ี 2713 ทําใหกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 905 เปล่ียนจาก Val→ Met และตําแหนงนิวคลี-
โอไทดท่ี 2758 ทําใหกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 920 เปล่ียนจาก Ser→Pro อยูนอกบริเวณ conserve 
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region แตการเปล่ียนแปลงโครงสรางของกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 905 จากกรดอะมิโน valine ซ่ึง
เปน neutral amino acid เปล่ียนเปน methionine ซ่ึงเปนกรดอะมิโนท่ีมี surfhydyl group และ
ตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 920 จาก serine ซ่ึงเปน hydroxylated amino acid เปล่ียนเปน proline ซ่ึงเปน 
aromatic heterocyclic amino acid (พนม, 2531; มนตรีและคณะ, 2542; สุรินทรและคณะ, 2521) 
อาจมีผลตอคุณสมบัติของ polypeptide ท่ีประกอบเปนโครงสรางของโปรตีน แลวมีผลทําใหเกิด
ความผิดปกติในการทําหนาท่ีในสวน UL30 ของยีน DNA polymerase ซ่ึงเปนสวน catalytic 
subunit ของเอนไซม DNA polymerase (Loregian et al., 2000; Knipe and Howley, 2007) สวนการ
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดอีก 5 ตําแหนงท่ีเหลือ คือตําแหนงท่ี 2127, 2375, 2451, 2670 และ 
3288 ไมทําใหการแปลรหัสเปล่ียนแปลง   

ไวรัสตัวอยางหมายเลข 11 ซ่ึงมีคา IC50 เทากับ 6.74 μg/ml  ใหผลในการเปรียบเทียบลําดับ
นิวคลีโอไทดกับไวรัสมาตรฐาน HSV-1F พบการเปล่ียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทด 3 ตําแหนง 
ท่ีเหมือนกับไวรัสหมายเลข 1A, 1B, 12, 22 และ 31 คือตําแหนงท่ี 2468, 2713 และ 2758 
นอกจากนั้นไดมีตําแหนงท่ีแตกตางเพิ่มข้ึน 1 ตําแหนง คือนิวคลีโอไทดตําแหนงท่ี 3272 ทําให
กรดอะมิโนตําแหนงท่ี 1091 เปล่ียนจาก Ala→Gly  อยูนอกบริเวณ conserve region ซ่ึงเปน neutral 
amino acid (พนม, 2531; มนตรี, 2542; สุรินทรและคณะ, 2521) ซ่ึงจะมีผลตอการทําหนาท่ีของ
เอนไซม DNA polymerase สวนการเปล่ียนแปลงนวิคลีโอไทด 6 ตําแหนงท่ีเหลือ คือตําแหนงท่ี 
2127, 2278, 2375, 2451, 2670 และ 3288  ไมทําใหการแปลรหัสเปล่ียนแปลง  
 จากไวรัสตัวอยางหมายเลข 19 ท่ีมีคา IC50 เทากับ 7.13 μg/ml  ใหผลการเปรียบเทียบลําดับ
นิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนกับไวรัสมาตรฐาน HSV-1F พบวามีการเปล่ียนแปลงของลําดับ
นิวคลีโอไทด 3 ตําแหนง ท่ีเหมือนกับไวรัสหมายเลข 1A, 1B, 11, 12, 22 และ 31 คือตําแหนงท่ี 
2468, 2713 และ 2758 และมีตําแหนงท่ีแตกตางเพิ่มข้ึน 2 ตําแหนง คือตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 
2863 ทําใหกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 955 เปล่ียนจาก Val→Leu อยูในบริเวณ conserve region (region 
V) การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตําแหนงนีย้ังคงเปน neutral amino acid เชนเดิม ซ่ึงมีผลตอ
การทําหนาท่ีของเอนไซม และในตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 2866 ทําใหกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 956 
เปล่ียนจาก Asp→Tyr อยูในบริเวณ conserve region (region V) เชนกนั เปล่ียนจาก aspartic acid 
ซ่ึงเปน acidic amino acid เปน tyrosine ท่ีเปน aromatic heterocyclic amino acid (พนม, 2531; 
มนตรี, 2542; สุรินทรและคณะ, 2521) ดังนั้นการกลายพันธุท่ีตําแหนงนี้จึงมีผลตอโครงสรางของ 
polypeptide และมีผลทําใหการทําหนาท่ีของเอนไซม DNA polymerase ผิดปกติไป สวนการ
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดอีก 5 ตําแหนงท่ีเหลือ คือตําแหนงท่ี 2127, 2375, 2451, 2670 และ 
3288  ไมทําใหการแปลรหสัเปล่ียนแปลง   
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ในไวรัสตัวอยางหมายเลข 25 ซ่ึงมีคา IC50 เทากับ 7.04 μg/ml ผลในการเปรียบเทียบลําดับ
นิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนกับไวรัสมาตรฐาน HSV-1F พบวามีการเปล่ียนแปลงของลําดับ
นิวคลีโอไทด 3 ตําแหนง ท่ีเหมือนกับไวรัสหมายเลข 1A, 1B, 11, 12, 19, 22 และ 31 คือตําแหนงท่ี 
2468, 2713 และ 2758 และมีตําแหนงท่ีแตกตางเพิ่มข้ึน 1 ตําแหนง คือตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 
2885 ทําใหกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 962 เปล่ียนจาก Asn→Ile อยูในบริเวณ conserve region (region 
V) ซ่ึงเปล่ียนจาก asparagine ท่ีเปน acidic amino acid เปล่ียนเปน isoleucine ท่ีเปน neutral amino 
acid (พนม, 2531; มนตรี, 2542; สุรินทรและคณะ, 2521) ดังนั้นการกลายพันธุท่ีตําแหนงนี้จึงมีผล
ตอโครงสรางของโปรตีนและการทําหนาท่ีของเอนไซม DNA polymerase สวนการเปล่ียนแปลง
ของนิวคลีโอไทด 7 ตําแหนงท่ีเหลือ คือ ตําแหนงท่ี 2127, 2375, 2451, 2670, 2865, 2904 และ 3288  
ไมทําใหการแปลรหัสเปล่ียนแปลง นอกจากนี้ไวรัสตัวอยางหมายเลข 5 ไดผลลําดับนิวคลีโอไทดท่ี
ไมตอเนื่องกนั จึงไมเหมาะสมท่ีจะนํามาวิเคราะหการแปลรหัสกรดอะมิโน  

ดังนั้นในการศึกษาผลของการกลายพันธุในยีน DNA polymerase ของไวรัส HSV-1 ท่ีมีผล
เกี่ยวของกับการดื้อยา ACV จึงสรุปไดวา ไวรัสตัวอยางท่ีมีคา IC50 มากกวา 5 μg /ml ท้ังหมด 9 
ตัวอยางนั้น มีไวรัสท่ีตรวจสอบนิวคลีโอไทดไดสมบูรณจํานวน 8 ตัวอยาง และสามารถนํามา
วิเคราะหการแปลรหัสกรดอะมิโนได ผลพบวามีกลายพันธุในยีน DNA polymerase ท่ีตรงกัน 3 
ตําแหนง คือตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 2468, 2713 และ 2758 เปนกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 823 อยูใน
บริเวณ conserve region (region III), 905 และ 920 (อยูนอกบริเวณ conserve region) ตามลําดับ ซ่ึง
สอดคลองกับรายงานการวิจยัของ Hwang และคณะ ในป ค.ศ.1998 พบวาบริเวณท่ีมักพบการกลาย
พันธุ คือบริเวณ conserve region ของ DNA polymerase gene ต้ังแตกรดอะมิโนลําดับท่ี 437-963 
ซ่ึงในสวน conserve region นี้ พบการกลายพันธุไดมากในบริเวณ region II และ region III ของ 
DNA polymerase gene คือกรดอะมิโนลําดบัท่ี 694-845  (Hwang et al., 1998) นอกจากนั้นยังพบวา
มีรายงานการกลายพันธุท่ีเกดินอกบริเวณ conserve region คือในตําแหนงของกรดอะมิโนลําดบัท่ี 
355, 605, 645, 671 และ 1904 (Frobert, 2008; Larder et al., 1987; Morfin and Thouvenot, 2003)
และกลายพันธุท่ีบริเวณนอก conserve region ตําแหนงกรดอะมิโนลําดับท่ี 171 เปล่ียนจาก 
phenylalanine เปน serine (F171S), กรดอะมิโนตําแหนงท่ี 908 เปล่ียนจาก glutamine เปน arginine 
(K908R) และกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 1203 เปล่ียนจาก alanine เปน threonine (A1203T)  (Chibo  et 
al., 2004)    

นอกจากนี้มีรายงานการกลายพันธุท่ีมักพบในบริเวณ region II และ region III  ตําแหนง
กรดอะมิโนลําดับท่ี 715, 719, 724-729, 815 และ 841  แลวมีผลทําใหไวรัสดื้อตอยา acyclovir 
(Frobert, 2008; Gilbert  et al., 2002; Larder et al., 1987)  สวนในบริเวณ region I และ region A 
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พบท่ีตําแหนงกรดอะมิโนลําดับท่ี 597, 891 และ 910 (Frobert, 2008; Larder et al., 1987 Morfin 
and Thouvenot, 2003) และงานวิจยัของ Chibo และคณะ ในปค.ศ. 2002 ไดพบวามีการกลายพันธุ
ใน DNA polymerase gene บริเวณ region II ตําแหนงกรดอะมิโนลําดับท่ี 725 เปล่ียนจาก serine 
เปน glycine (S725G) ทําใหไวรัสดื้อตอยา ACV และ foscarnet  (Chibo  et al., 2002) 

ผลของการกลายพันธุในยนี DNA polymerase ของไวรัส HSV ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลง
กรดอะมิโน จงึทําใหโครงสรางของเอนไซมเปล่ียนแปลงไป และมีผลตอการทําหนาท่ีของเอนไซม 
(Haffey et al., 1990) ดังนัน้จึงทําการศึกษาเกี่ยวกับการทําหนาท่ีของโปรตีนท่ีประกอบเปน
โครงสรางของเอนไซม DNA polymerase ในตําแหนงท่ีเกิดการกลายพันธุของไวรัสตัวอยาง คือ
ตําแหนงของกรดอะมิโนลําดบัท่ี 823, 905 และ 920 โดยการใชชีวสารสนเทศศาสตรในการศึกษา
โครงสรางโปรตีนแบบ 3 มิติ ดวยฐานขอมูลโครงสรางโปรตีน คือ Protein Data Bank (PDB) 
(Mazumder and Vasudevan, 2008) ซ่ึงผลการพยากรณโครงสรางและหนาท่ีของโปรตีน จากขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทด ปรากฎวาโครงสรางของเอนไซมในสวนท่ีเกดิการกลายพันธุเปนสวนท่ีมีหนาท่ี
ในการจับกับโมเลกุลท่ีจําเพาะ เม่ือเกิดการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ีเปนโครงสรางในบริเวณน้ี จึง
มีผลตอความจําเพาะของเอนไซมในการจับกับโมเลกุลเปาหมาย สงผลใหการทํางานของเอนไซม
เปล่ียนแปลงไป  

การกลายพันธุในยนี DNA polymerase ของไวรัส HSV จึงทําใหคาความเขมขนของยา 
ACV (μg/ml) ท่ียับยั้งเช้ือไวรัสได 50% (IC50) เพิ่มสูงข้ึน ดังท่ีพบในคนไขติดเช้ือไวรัสกอโรคเริม
ชนิดท่ี 1 ท่ีดื้อยา ACV  ตองเพ่ิมปริมาณการใชยาในการรักษาโรค (Chibo et al., 2002; Chilukuri 
and Rosen, 2003; Field, 2001; Gilbert  et al., 2002) 

ดังนั้นการกลายพันธุในยีน DNA polymerase ของเช้ือไวรัสกอโรคเริมชนิดท่ี 1 ท่ีมีผล
เกี่ยวของกับการดื้อยา ACV ทําใหคุณสมบัติของกรดอะมิโนท่ีประกอบเปนโครงสรางของเอนไซม
เปล่ียนแปลงไป เอนไซมจึงไมสามารถทํางานไดปกติดังเดิม ทําใหยา ACV ท่ีเปน deoxyguanosine 
analogue จับกับ DNA polymerase ท่ีกลายพันธุ แลวไมสามารถยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของไวรัสได
เหมือนปกติ จงึจําเปนตองใชปริมาณยาเพ่ิมมากข้ึนในการรักษาโรค 
 
 
 
 


