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บทคัดย่อ
บทน�ำ:	 เช้ือไวรสัตบัอกัเสบชนดิซ	ี(Hepatitis	C	virus;	HCV)	เป็นสาเหตสุ�าคัญของโรคตบัอักเสบ	โรคตบัแข็งและมะเรง็ตบั	 

	 เช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีจ�าแนกได้	๖	สายพันธุ์หลัก	การตรวจหาไวรัสตับอักเสบชนิดซีมีความส�าคัญส�าหรับ 

	 การตรวจวนิจิฉัยการตดิเช้ือ	การรกัษา	และการตรวจกรองเลือดบรจิาค	วธิกีารตรวจหาสารพันธกุรรมของเช้ือ 

	 ไวรัสตับอักเสบชนิดซีส่วนใหญ่จะตรวจหายีนบริเวณ	5,UTR	ที่มีความหลากหลายและผันแปรต�่า	(conserved	 

	 region)	อย่างไรกต็ามยีนบรเิวณ	5,UTR	อาจเป็นยีนเป้าหมายทีไ่ม่เหมาะสมส�าหรบัการตรวจหาสารพันธกุรรม 

	 เนือ่งจากการเกดิโครงสร้างทตุยิภมูแิบบซบัซ้อน	วตัถุประสงค์ของการศึกษานีคื้อการหาสภาวะทีเ่หมาะสมทีส่ดุ 

	 ส�าหรบัการเพ่ิมปรมิาณยีน	3,UTR	ของเช้ือไวรสัตบัอกัเสบชนดิซโีดยวธิ	ีreverse	transcription-nested	polymerase	 

	 chain	reaction	(RT-nested	PCR)	

วิธีกำรศึกษำ:	 cDNA	ถกูสังเคราะห์จากอาร์เอ็นเอของเช้ือไวรสัตบัอักเสบชนดิซโีดยวธิ	ีreverse	transcription	(RT)	และท�าการปรบั 

	 สภาวะของการท�า	nested	PCR	๖	แบบ	(I-VI)	

ผลกำรศึกษำ:		 ตรวจพบการเพิ่มปริมาณยีนได้เฉพาะการปรับสภาวะที่	๕	และ	๖	เท่านั้น	

วิจารณ์ และ	 การเพ่ิมปริมาณยีนบริเวณ	3,UTR	ของเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีโดยวิธี	RT-nested	PCR	สภาวะที่	๖	 

สรุปผลกำรศึกษำ:	มีความเหมาะสมที่สุด	อย่างไรก็ตามในอนาคตควรท�าการตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณยีนบริเวณ	3,UTR	ของ 

	 เชื้อไวรัสตับอักเสบชนิดซีจากสิ่งส่งตรวจทางคลินิก	

ค�าส�าคัญ:	ไวรัสตับอักเสบชนิดซี,	Nested	PCR,	3,UTR
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บทน�า
 เช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซี	(hepatitis	C	virus)	เป็น

สาเหตสุ�าคัญทีก่่อให้เกิดโรคตบัอักเสบ	ปัจจบุนัมผีูต้ดิเช้ือไวรสั

ตบัอกัเสบชนดิซแีบบเรือ้รงัทัว่โลกประมาณ	๑๓๐	-	๑๕๐	ล้านคน 

โดยที่ประชากรกลุ่มนี้มีโอกาสเส่ียงต่อการเกิดโรคตับแข็ง

และมะเร็งตับ	เช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีมีสารพันธุกรรม 

ที่ประกอบด้วยปลาย	5,UTR,	C,	E,	p7,	NS2,	NS3,	NS4A,	

NS4B,	NS5A,	NS5B,	และปลาย	3,UTR เชื้อไวรัสตับอักเสบ

ชนิดซีมีรหัสพันธุกรรมแตกต่างกันท�าให้จ�าแนกเช้ือได้	๖	

สายพันธุ์หลัก	(genotype)	และสายพันธุ์ย่อย	(subtype)	ที ่

แตกต่างกัน๑,	๒	ส�าหรับประเทศไทยพบอัตราความชุกของ

การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีในกลุ ่มผู ้บริจาคโลหิต 

ร้อยละ	๐.๘	-	๑.๔๓	-	๕	การตรวจวนิจิฉยัการตดิเช้ือไวรสัตบัอักเสบ 

ชนิดซีคือการตรวจหาแอนติบอดีที่จ�าเพาะต่อเช้ือไวรัส	(anti-

HCV	antibody)	เช่น	วิธี	enzyme	immunoassay	(EIA)	และ

วิธี	enhanced	chemiluminescence	immunoassay	(CIA)	

เป็นต้น	การตรวจหาแอนติเจนของเช้ือไวรัสและวิธีทางอณู

ชีววิทยา	(molecular	test)	ที่ตรวจหาสารพันธุกรรมโดยวิธ	ี

reverse	transcription-polymerase	chain	reaction	(RT-PCR)	

และวิธี	real-time	PCR	เป็นต้น	ส�าหรับวิธีการตรวจหาสาร

พันธุกรรมของเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีที่มีประสิทธิภาพ

มักตรวจหายีนเป้าหมายที่มีความหลากหลายและผันแปรต�่า	

(conserved	region)	เพ่ือให้สามารถตรวจได้ครอบคลุมเช้ือไวรสั

ตับอักเสบชนิดซีทุกสายพันธุ์	การศึกษาล�าดับนิวคลีโอไทด ์

ของเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีพบว่ายีนบริเวณ	5,UTR เป็น

ต�าแหน่งยีนทีม่คีวามหลากหลายและผนัแปรต�า่๖	อย่างไรกต็าม

การเกิดโครงสร้างทุติยภูมิแบบซับซ้อน	(complex	secondary	

structures)	ของยีนบริเวณ	5,UTR	อาจมีผลต่อการจับของ 

ไพรเมอร์	(primer)	หรือ	probe	ในขั้นตอนของวิธีการตรวจหา

สารพันธกุรรมของเช้ือไวรสัตบัอกัเสบชนดิซไีด้๗	จากการศึกษา

ยังพบว่ายีนบริเวณ	3,UTR	จัดเป็นยีนบริเวณที่มีความหลาก

หลายและผันแปรต�า่๘,	๙	ดังนั้นยีนบริเวณ	3,UTR	จึงอาจเป็น

ยีนเป้าหมายอีกทางเลือกหนึ่งที่เหมาะสมส�าหรับวิธีการตรวจ

หาสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซี	Drexler	และ

คณะได้พัฒนาวิธีการตรวจการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซี

โดยวิธี	X-tail	real-time	reverse	transcriptase	(RT)-PCR	(X-tail	 

RT-PCR)๑๐	วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้คือการศึกษา 

เบือ้งต้นเพ่ือพัฒนาสภาวะทีเ่หมาะสมส�าหรบัวธิกีารตรวจหายีน	 

3,UTR	ของเช้ือไวรสัตบัอกัเสบชนดิซโีดยวธิ	ีreverse	transcrip-

tion-nested	polymerase	chain	reaction	(RT-nested	PCR)

วิธีการศึกษา
	 การศึกษาวจิยันีไ้ด้รบัการเหน็ชอบจากคณะกรรมการ

จรยิธรรมการวจิยัในมนษุย์	มหาวทิยาลยันเรศวร	ประเทศไทย	

ตัวอย่าง

	 ตวัอย่างอาร์เอ็นเอของเช้ือไวรสัตบัอกัเสบชนดิซทีีไ่ด้

จากการศึกษาวิจัยครั้งก่อนของคณะผู้วิจัย	ซึ่งได้ตรวจว่าเป็น 

กรดนิวคลีอิกของเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีโดยวิธีการเพ่ิม

จ�านวนยีนบริเวณ	Core	ด้วยวิธี	nested-PCR	แล้ว๑๑ 

คู่ไพรเมอร์จ�าเพาะส�าหรับยีนบริเวณ 3,UTR ของเช้ือไวรัสตับ

อักเสบชนิดซี

	 คู่ของไพรเมอร์ที่จ�าเพาะส�าหรับยีนบริเวณ	3,UTR 

ของเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีที่ใช้ส�าหรับการตรวจหากรด 

นิวคลีอิกด้วยวิธี	nested	PCR	คือ	F11	sense	primer	(5,-aaa-

cactccggcctcttagg	-3,;	ต�าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่	9388-9407),	

F169	sense	primer	(5,-aatggtggctccatcttagc-3,;	ต�าแหน่ง

นิวคลีโอไทด์ที่	9546-9565)	และ	R260	antisense	primer	

(5,-gcagagaggccagtatcagc-3,;	ต�าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่	9618-

9637)	การเตรยีมคู่ไพรเมอร์	(accession	number	NC_004102)	

และการตรวจสอบความเหมาะสมโดยอาศัยข้อมูลล�าดับ 

นวิคลโีอไทด์ของเช้ือไวรสัตบัอกัเสบชนดิซทีัง้สายพันธุห์ลกัและ

สายพันธุย่์อยจากฐานข้อมลู	GenBank	และ	http://hcv.lanl.gov/

content/sequence/HCV/ToolsOutline.html	

ข้ันตอนการเตรียมอาร์เอ็นเอของเช้ือไวรัสและข้ันตอนการ

สังเคราะห์ cDNA

	 เตรยีมอาร์เอน็เอของเช้ือไวรสัโดยการใช้ชุดสกดักรด

นิวคลีอิกส�าเร็จรูป	PureLink	Viral	RNA/DNA	Kits	(Invitrogen)	

จากนั้นจึงท�าการสังเคราะห์	cDNA	ด้วย	random	hexamer	

ร่วมกับเอนไซม์	RevertAid	H	Minus	M-MuLV	Reverse	Tran-

scriptase	(Fermentas)	

ขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA) ด้วยวิธี nested PCR

	 น�า	cDNA	มาเพ่ิมปริมาณโดยท�าปฏิกิริยา	nested	

PCR	ส�าหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในรอบแรก	(first	round	

PCR)	ในสารประกอบรวมทั้งหมด	25	µl	ที่ประกอบด้วย	 

5	µl	cDNA	template,	1.25	U	Taq	DNA	polymerase	(Invitro-

gen),	0.5	µM	F11	sense	primer,	0.5	µM	R260	antisense	

primer,	0.2	mM	dNTPs,	1.5	mM	MgCl
2
	ในสภาวะอณุหภมูทิี	่ 

๙๔	องศาเซลเซียส	๕	นาที	และ	๙๔	องศาเซลเซียส	 

๔๕	วินาที,	๖๐	องศาเซลเซียส	๓๐	วินาที,	๗๒	องศาเซลเซียส	

๖๐	วินาที	รวมทั้งหมด	๓๐	รอบ	และ	๗๒	องศาเซลเซียส	

นาน	๗	นาท	ีจากนัน้เพ่ิมปรมิาณดเีอน็เอในรอบทีส่อง	(second	
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“-----”

round	PCR)	ในสารประกอบรวมทั้งหมด	25	µl	ที่ประกอบ

ด้วย	0.5	µl	first	round	PCR	product,	1.25	U	Taq	DNA	 

polymerase,	0.5	µM	F169	sense	primer,	0.5	µM	

R260	antisense	primer,	0.2	mM	dNTPs,	1.5	mM	

MgCl
2
	ในสภาวะอุณหภูมิที่	๙๔	องศาเซลเซียส	๕	นาที	 

และ	๙๔	องศาเซลเซียส	๔๕	วินาที,	๖๐	องศาเซลเซียส	 

๓๐	วนิาท,ี	๗๒	องศาเซลเซยีส	๖๐	วนิาท	ีรวมทัง้หมด	๓๐	รอบ	

และ	๗๒	องศาเซลเซยีส	นาน	๗	นาท	ีซึง่ก�าหนดให้เป็นสภาวะ

แบบที่	๑	และได้ปรับสภาวะในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบ

ที่	๒	-	๖	(ตารางที่	๑)	และท�าการตรวจสอบดีเอ็นเอที่มีขนาด 

คาดหวังคือ	92	bp	ในสนามไฟฟ้าผ่านวุ ้นความเข้มข้น 

ร้อยละ	๓

ผลการศึกษา
	 เนื่องจากมีรายงานพบว่ายีนบริเวณ	3,UTR	มีความ

หลากหลายและผันแปรต�่า	จึงอาจเป็นยีนที่มีความเหมาะสม 

ส�าหรับใช้ในการตรวจเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีโดยวิธี	RT-

PCR	การศึกษาครั้งนี้กลุ ่มผู ้วิจัยได้น�าไพรเมอร์ที่มีความ

จ�าเพาะและเหมาะสมส�าหรบัการเพ่ิมปรมิาณยีนบรเิวณ	3,UTR  

ทีค่รอบคลมุสายพันธุข์องเช้ือไวรสัตบัอกัเสบชนดิซโีดยท�าการ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสภาวะของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

แบบที่	๑	(ตารางที่	๑)	โดยตรวจไม่พบแถบดีเอ็นเอ	(PCR	

product)	ที่มีขนาดคาดหวังคือ	92	bp	(ตารางที่	๒)	จึงได้

ปรับสภาวะของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยการลดอุณหภูมิ

ในข้ันตอนของ	annealing	และปรับเพ่ิมจ�านวนรอบในการ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตามสภาวะแบบที่	๒	และแบบที่	๓	ซึ่ง

ยังไม่สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอ	(ตารางที่	๒)	ดังนั้น	ได้

ปรับสภาวะของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยปรับเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอแม่แบบในข้ันตอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอรอบที่สอง	

และปรับเปล่ียนอุณหภูมิในข้ันตอน	annealing	ตามสภาวะ 

แบบที่	๔	และแบบที่	๕	(ตารางที่	๑)	โดยสามารถตรวจ

พบแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดคาดหวังได้เฉพาะสภาวะแบบที	่

๕	เท่านั้น	อย่างไรก็ตามลักษณะความเข้มของแถบดีเอ็นเอ 

ไม่ชัดเจน	(รูปที่	๑)	จึงได้ปรับสภาวะของการเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอตามสภาวะแบบที่	๖	(ตารางที่	๑)	โดยพบความเข้ม

ของแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนเมื่อเทียบกับสภาวะของการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอแบบที่	๕	(รูปที่	๑)

 รูปแบบ First round PCR condition Second round PCR condition

 การปรับสภาวะ ดีเอ็นเอแม่แบบ Annealing จ�านวนรอบ ดีเอ็นเอแม่แบบ Annealing จ�านวนรอบ 

  (µl) temperature (°C)  (µl) temperature (°C) 

	 ๑	 ๕	 ๖๐	 ๓๐	 ๐.๕	 ๖๐	 ๓๐

	 ๒	 ๕	 ๕๕	 ๓๕	 ๐.๕	 ๕๕	 ๓๕

	 ๓	 ๕	 ๕๒	 ๔๐	 ๐.๕	 ๕๒	 ๔๐

	 ๔	 ๕	 ๕๐	 ๔๐	 ๑	 ๕๐	 ๔๐

	 ๕	 ๕	 ๕๐	 ๔๐	 ๔	 ๔๕	 ๔๐

	 ๖	 ๕	 ๕๓	 ๔๐	 ๕	 ๔๕	 ๔๐

ตารางที่ ๑	รูปแบบการปรับสภาวะในการท�า	RT-nested	PCR

 รูปแบบการปรับสภาวะ ผลการตรวจ PCR product

	 ๑	 ผลลบ

	 ๒	 ผลลบ

	 ๓	 ผลลบ

	 ๔	 ผลลบ

	 ๕	 ผลบวก

	 ๖	 ผลบวก

ตารางที่ ๒	ผลการตรวจ	PCR	product	จากการท�า	nested	PCR
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วิจารณ์ และสรุปผลการศึกษา
	 ผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีแบบเรื้อรังมีโอกาส

เสี่ยงต่อการเกิดโรคตับแข็งและมะเร็งตับ	ถึงแม้ว่าจะมียา

ส�าหรับการรักษาผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซี	แต่ก็ยังคง

ประสบปัญหาของการรกัษาในผูป่้วยบางราย	การป้องกันการ

ติดเช้ือไวรัสจัดเป็นวิธีการหนึ่งที่สามารถควบคุมการเกิดโรค	 

ดงันัน้	การตรวจหาการตดิเช้ือโดยเฉพาะในกลุม่ผูบ้รจิาคโลหติ

จึงมีความจ�าเป็น	นอกจากนี้วิธีการตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือ 

ทีถ่กูต้องจะมคีวามส�าคัญและจ�าเป็นต่อการรกัษาผูป่้วย	การตรวจ

การตดิเช้ือไวรสัตบัอกัเสบชนดิซโีดยการตรวจหาสารพันธกุรรม 

ด้วยวธิ	ีRT-PCR	เป็นวธิตีรวจยืนยันการตดิเช้ือทีม่คีวามไว	และ

ความแม่นย�าสูง	เนื่องจากยีนบริเวณ	5,UTR	เป็นต�าแหน่งยีน

ที่มีความหลากหลายและผันแปรต�่าจึงเป็นยีนเป้าหมายที่

นิยมส�าหรับใช้ในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสตับ

อักเสบชนิดซี	โดยเฉพาะการผลิตเป็นชุดน�้ายาตรวจส�าเร็จรูป	

เนื่องจากคุณสมบัติบางประการที่ไม่เหมาะสมของยีนบริเวณ	

5,UTR	เช่น	การเกิดโครงสร้างทุติยภูมิแบบซับซ้อน	(complex	

secondary	structures)	ทีอ่าจมผีลต่อการจบัของไพรเมอร์	หรอื	

probe๗	จึงอาจส่งผลให้การตรวจผิดพลาดได้

	 ยีนบริเวณ	3,UTR	เป็นยีนที่อยู่บริเวณปลาย	3, 

ที่มีบทบาทเก่ียวข ้องในข้ันตอนการเพ่ิมจ�านวนของเช้ือ

ไวรัสตับอักเสบชนิดซี๑๒	ที่ประกอบด้วยส่วนที่เป็น	variable	 

region	(ขนาด	๒๖	-	๗๐	นิวคลีโอไทด์	ส่วนที่เป็น	polyU/UC	

tract	และส่วนที่เป็น	X-tail	(ขนาด	๙๘	-	๑๐๐	นิวคลีโอไทด์)	 

ซึ่งจัดเป็นต�าแหน่งยีนที่มีความหลากหลายต�่า๑๓,	๑๔	ยีนบริเวณ	 

3,UTR	เป็นยีนที่มีล�าดับเบสและโครงสร้างแบบทุติยภูมิ 

ที่มีความหลากหลายและผันแปรค่อนข้างต�่าที่พบได้ในเช้ือ

ไวรัสตับอักเสบชนิดซีสายพันธุ ์ที่แตกต่างกัน๑๕	จึงเป็นยีน

เป้าหมายที่เหมาะสมส�าหรับวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรม

ของเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซี	มีการพัฒนาวิธีการตรวจเช้ือ

ไวรัสตับอักเสบชนิดซีด้วยวิธ	ีX-tail	RT-PCR๑๐	อย่างไรก็ตาม

โดยวิธีดังกล่าวอาจจะไม่เหมาะสมเนื่องจากค่าใช้จ่ายใน 

การตรวจสูง	นอกจากนี้วิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ

ไวรสัตบัอกัเสบชนดิซด้ีวยวธิ	ีRT-PCR	หรอื	real-time	PCR	โดย

มยีีนเป้าหมายคือยีนบรเิวณ	5,UTR	อาจก่อให้เกดิผลลบลวงได้	 

ดังนั้น	การศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาเบื้องต้นส�าหรับการ

ตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีด้วย

วิธี	RT-nested	PCR	โดยน�าชุดไพรเมอร์ที่มีความเหมาะสม

และจ�าเพาะต่อยีนบริเวณ	3,UTR	โดยรวบรวมข้อมูลล�าดับ 

นวิคลโีอไทด์ของเช้ือไวรสัตบัอกัเสบชนดิซทีัง้สายพันธุห์ลกัและ

สายพันธุย่์อยจากฐานข้อมลู	GenBank	และ	http://hcv.lanl.gov/

content/sequence/HCV/ToolsOutline.html	การเพ่ิมปรมิาณยีน

บริเวณ	3,UTR	จากตัวอย่างอาร์เอ็นเอที่เตรียมจากซีรั่มของ 

ผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีด้วยวิธี	RT-nested	PCR	ใน

ครั้งแรกตามสภาวะแบบที่	๑	ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณยีนได	้ 

อาจเนือ่งจากสภาวะในการทดสอบยังไม่เหมาะสม๑๖ ทีอ่าจเกดิ

จากไพรเมอร์ไม่สามารถจับกับดีเอ็นเอแม่แบบ	หรือจ�านวน

รอบทีไ่ม่เหมาะสมส�าหรบัการเพ่ิมปรมิาณดเีอน็เอ	จงึได้ท�าการ

ปรับสภาวะการทดสอบโดยปรับ	annealing	temperature	 

ที่ลดลงส�าหรับการเพ่ิมประสิทธิภาพของการจับกันระหว่าง 

ไพรเมอร์และดีเอ็นเอแม่แบบ	รวมทั้งเพ่ิมจ�านวนรอบส�าหรับ 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ	(แบบที่	๒	และแบบที่	๓)	อย่างไร

ก็ตามก็ยังไม่สามารถเพ่ิมปริมาณยีนบริเวณ	3,UTR	ได	้ 

จึงได้ท�าการปรับสภาวะในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยการ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแม่แบบร่วมกับการปรับลด	annealing	

temperature	(แบบที	่๔)	จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ายัง

M:	DNA	Marker	
Lane	1;	PCR	products	(รูปแบบการปรับสภาวะ	๕)	
Lane	2;	PCR	products	(รูปแบบการปรับสภาวะ	๖)
Lane	4;	negative	control	(ไม่มี	ดีเอ็นเอแม่แบบ)

รูปที่ ๑	 การตรวจสอบ	PCR	products	ในสนามไฟฟ้าผ่านวุน้ 

	 ความเข้มข้นร้อยละ	๓	(PCR	products	ขนาด	 

	 92	base	pair;	(bp))
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ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้	ซึ่งอาจเป็นผลจากปริมาณ

ดีเอ็นเอแม่แบบยังคงมีปริมาณน้อยเกินไป	ดังนั้น	ได้ปรับ

สภาวะโดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแม่แบบ	(แบบที่	๕	และ

แบบที	่๖)	ผลการทดลองแสดงให้เหน็ว่าการปรบัสภาวะแบบที่	 

๕	และแบบที่	๖	สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้	และ 

การปรบัสภาวะแบบที	่๖	พบความเข้มของแถบดเีอน็เอทีชั่ดเจน	 

การศึกษานี้พบว่าการปรับสภาวะการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

แบบที่	๖	มีความเหมาะสมที่สุดส�าหรับการเพ่ิมปริมาณยีน	

3,UTR	ของเชื้อไวรัสตับอักเสบชนิดซี	

	 การพัฒนาสภาวะที่ เหมาะสมส�าหรับการเพ่ิม

ปรมิาณยีนบรเิวณ	3,UTR	ของเช้ือไวรสัตบัอักเสบชนดิซโีดยวธิ	ี 

RT-nested	PCR	พบว่าสภาวะการเพิ่มปริมาณยีนแบบที่	๖	มี

ความเหมาะสม	อย่างไรก็ตามการศึกษาการเพ่ิมปริมาณยีน

บริเวณ	3,UTR	ครั้งนี้เป็นเพียงการศึกษาเบื้องต้นซึ่งอาจม ี

ข้อจ�ากัดหลายประการที่เกิดจากปริมาณไวรัสน้อยเกินไปใน 

สิง่ส่งตรวจและเนือ่งจากเช้ือไวรสัตบัอกัเสบมคีวามหลากหลาย

ทางพันธุกรรมสูง	ที่อาจส่งผลให้เกิดผลลบปลอมได้	ซึ่งควร

ท�าการศึกษาเพ่ิมเติมโดยเพ่ิมจ�านวนตัวอย่างที่มีความหลาก

หลายมากขึ้น	ศึกษาค่าต�่าสุดที่วิเคราะห์ได้	เพิ่มตัวอย่างไวรัส

กลุ่มอื่นที่มีความใกล้เคียงกับไวรัสตับอักเสบชนิดซี	และควร

ท�าการทดลองเปรียบเทียบกับการเพ่ิมปริมาณยีนบริเวณ	

5,UTR	ในอนาคต	รวมทัง้ข้ันตอนการตรวจสอบดเีอน็เอทีค่่อน

ข้างมีขนาดเล็ก	โดยการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าผ่านวุ้น	อาจ

ต้องอาศัยความช�านาญของผู้ทดสอบ	และการศึกษาครั้งนี้ยัง

ไม่ได้ท�าการทดสอบกบัส่ิงส่งตรวจทางคลนิกิ	ดงันัน้	การศึกษา

ครั้งต่อไปควรท�าการตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณยีนบริเวณ	

3,UTR	ของเช้ือไวรสัตบัอกัเสบชนดิซจีากสิง่ส่งตรวจทางคลินกิ
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Abstract

A preliminary study on optimising reaction conditions to amplify the 3,UTR gene of the hepatitis C virus
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	 	 Phitsanulok	65000,	Thailand.	Phone:	055-964627;	E-mail	address:	sisaya@rocketmail.com 

Introduction:	 The	hepatitis	C	virus	(HCV)	is	a	major	cause	of	hepatitis,	cirrhosis	and	hepatocellular	carcinoma.	HCV	is	 

	 classified	into	6	major	genotypes	and	its	detection	is	important	for	the	diagnosis,	therapy	and	for	screening	 

	 blood	donors.	Most	nucleic	acid	detection	methods	for	HCV	use	the	conserved	region	of	the	5,UTR	gene.	 

	 However,	the	5,UTR	may	not	be	the	best	target	for	the	nucleic	acid	detection	because	of	the	complex	 

	 secondary	structures.	This	study	aimed	to	optimize	the	conditions	which	best	amplifies	the	3,UTR	gene	 

	 of	HCV	using	reverse	transcription-nested	polymerase	chain	reaction	(RT-nested	PCR).	

Method:		 cDNA	was	synthesized	from	HCV	RNA	by	reverse	transcription	(RT)	and	nested	PCR	was	performed	 

	 using	six	protocols	(I-VI).	

Result:	 We	detected	amplified	products	from	only	two	protocols,	V	and	VI.	

Discussion and The	protocols	VI	produced	the	highest	yield	of	3,UTR	gene	of	HCV.	However,	testing	should	be	done	 

Conclusion:		 by	using	HCV	infected	clinical	specimens.	

Key words:	Hepatitis	C	virus,	Nested	PCR,	3,UTR




