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บทคัดยอ 
 ไขเลือดออกเดงกี่จัดเปนปญหาสําคัญดานสาธารณสุขในประเทศไทย ซึ่งเกิดมาจากเชื้อไวรัสเดงกี่ และมียุงเปน
พาหะ โปรตีนแคพสิดของไวรัสเดงก่ี ( DENV C) มีหนาท่ีประกอบเปนโครงสรางของไวรัส สามารถพบไดทั้งใน                       
ไซโทพลาสซึม และนิวเครียสของเซลลที่ติดเชื้อ  คณะผูวิจัยไดพบวา โปรตีนแคพสิดของเดงกี่กระตุนการตายของเซลลตับ
แบบอะพอพโทสิด (apoptosis) นอกจากนี้ การเขาสูนิวเครียสของเซลลตับของโปรตีนแคพสิดชนิดดั้งเดิม( WT DENV C)  
สงผลใหเกิดการตายแบบอะพอพโทสิดดวย ในขณะที่โปรตีนแคพสิดชนิดมิวเตชั่น (mutant DENV C) ซึ่งมีการ

เปลี่ยนแปลงตําแหนงของยีนท่ีนําเขาสูนิวเครียส ทําใหโปรตีนแคพสิดสวนใหญคงอยูในไซโทพลาสซึม และสงผลใหการ
ตายแบบอะพอพโทสิดลดลง จากงานวิจัยท่ีผานมาประสบปญหาการนํายีนแคพสิดเขาสูเซลลตับไดนอย เน่ืองจากผนังเซลล
มีความหนา  ดังน้ันคณะผูวิจัยมีความมุงหมายเพื่อสรางพลาสมิดลูกผสมของยีนแคพสิด ที่จะนํามาใชในการพัฒนาเทคนิค
การถายทอดพลาสมิดเขาสูเซลลตับ โดยอาศัยความสามารถของ retrovirus ซึ่งจะเขาสูเซลลคลายกับการติดเชื้อไวรัส โดย
สรางพลาสมิดลูกผสมของยีนแคพสิดกับ retroviral vector ซึ่งอาศัยวิธีดีเอ็นเอสายผสม (recombinant technology) และทํา
การตรวจสอบลําดับเบส ผลการทดลองพบวา คณะผูวิจัยประสบความสําเร็จในการสรางพลาสมิดลูกผสมทั้ง WT DENV C 
และ mutant DENV C โดย WT DENV C มีลําดับเบสถูกตอง เม่ือเทียบกับตนแบบ สวน mutant DENV C มีการ
เปลี่ยนแปลงลําดับกรดอะมิโนที่ 47 จาก  Tyrosineไปเปน Phenylalanine ซึ่งอยูในกลุม  aromatic R group เหมือนกัน ทําให
อาจถูกจัดอยูในเกณฑที่ยอมรับได แตอยางไรก็ตาม คณะผูวิจัยตองทําการทดสอบตอไปในระดับโปรตีน และตําแหนงที่อยู
ในเซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ซึ่งจะตองสอดคลองกับยีนแคพสิดตนแบบทั้งชนิดดั้งเดิม และชนิดที่มีมิวเตชั่น 
 
คําสําคัญ: โปรตีนแคพสิดของไวรัสเดงก่ี   Retrovirus   เทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสม 
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Abstract 
 Dengue virus infection has been classified into major health problems in Thailand. It is caused by the dengue 
virus, which is a mosquito-borne virus. Dengue virus capsid protein (DENV C) forms a structural component of the virus 
and locates in both cytoplasm and nucleus of infected cells. Our research group reported that DENV C triggered 
apoptosis in hepatocytic cells. Moreover, entering to nucleus of wild-type DENV C (WT DENV C) resulted in apoptosis. 
In contrast, mutant DENV C, a substitution mutation in nuclear localizing signal, mostly exhibited the cytoplasmic 
localization and led to reduction of apoptosis. The problem from previous study was the low efficiency in DENV C gene 
delivery into hepatocytic cells because of the rigid of their cells wall. The aim of this study was to generate the DENV C 
gene containing recombinant plasmid, which would be employed to increase the efficiency of DENV C gene delivery 
into hepatocytic cells by using the ability of retrovirus as well as viral infection. Consequently, the researcher generated 
the recombinant retroviral plasmid and DENV C gene by using recombinant DNA technology following with DNA 
sequencing. The result demonstrated the achievement in recombinant plasmid construction both WT DENV C and 
mutant DENV C. Recombinant plasmid containing WT DENV C showed completely correct sequence in comparison 
with template. Conversely, mutant DENV C received the missence mutation, leading to the alteration of amino acid 
position 47 from Tyrosine to Phenylalanine, which belonged to the same aromatic R group; therefore, it could be 
accounted for acceptable criteria. However, verification at protein level and mammalian cellular localization would be 
studied further as it should be compatible with the original DENV C, both WT and mutant. 
 
Keywords: Dengue Virus Capsid Protein, Retrovirus, Recombinant DNA technology 
________________________________________________________________________________________________________

 
1. บทนํา  
 ไขเลือดออกเดงกี่จัดเปนโรคสําคัญที่เปนสาเหตุ

ของการตายในเด็ก และพบไดทั่วโลก โดยเกิดจากเชื้อ
ไวรัสเดงกี่ และมียุงลายเปนพาหะ (Gubler, 1998)
โปรตีนแคพสิดของเดงกี่ (DENV C) มีขนาดเล็ก

ประมาณ 12 KDa และมีประจุบวกจํานวนมาก เมื่อ
โปรตีนแคพสิดอาศัยอยูในไซโทพลาสซึมของเซลลที่ติด

เชื้อ  มีหนาที่ประกอบเปนโครงสรางของไวรัส  แต
อยางไรก็ตามโปรตีนแคพสิดสามารถพบไดในนิวเคลียส 

 
ของเซลลที่ติดเชื้อดวย ซึ่งโดยขณะนี้ที่ยังไมทราบหนาที่
แนชัด (Ma et al., 2004) 
  นอกจาก DENV C มีหนาที่ในการชวย

ป ร ะ ก อบ  v i r i o n  p a r t i c l e  แ ต อ ย า ง ไ ร ก็ ต า ม 
นักวิทยาศาสตรเชื่อวา การเขาสูนิวเคลียสของ DENV C 
นาจะมีความเกี่ยวของกับหนาท่ีทางชีวภาพของแคพสิด 
เน่ืองจากไมมีความจําเปนใดๆ ที่ RNA virus จะตองเขา
สูนิวเคลียส  ในป 2007 คณะผูวิจัยไดมีการศึกษาท่ีแสดง
ให เห็นถึงบทบาททางชีวภาพของ  DENV C  โดย
เกี่ยวของกับการมีปฏิสัมพันธกับโปรตีน Daxx ในขณะ
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ที่อยูในนิวเคลียสของเซลลตับ และ DENV C สามารถ
กระตุนการตายแบบอะพอพโทสิด (apoptosis) เม่ือเขาสู
นิวเครียสของเซลลตับ(Limjindaporn et al., 2007) 
ในทางตรงขามเมื่อทํามิวเตชั่นที่ Nuclear Localizing 
Signal (NLS) ในตําแหนง R85A และ K86A ของ 
DENV C (mutant DENV C, R85) สงผลใหแคพสิดอยู
ในไซโทพลาสึมของเซลลตับเทานั้น และยังสูญเสียปฎิ
สัมพันธกับโปรตีน Daxx และที่สําคัญไปกวาน้ันคือ 
สงผลใหการตายแบบ apoptosis ลดลง เม่ือเทียบกับ 
DENV C ชนิดดั้งเดิม (Netsawang et al., 2010) โดยสรุป
คือ DENV C จับกับ DAXX protein และเหน่ียวนําให
เกิดการสราง Fas-mediated apoptosis จนนําไปสูการ 
apoptosis ของเซลล ซึ่งอาจมีความสัมพันธกับการเกิด
พยาธิสภาพที่เกิดข้ึนของผูปวยที่ติดเชื้อ และมีอาการ
รุนแรงอันเน่ืองจากพยาธิสภาพที่ตับ เปนตน  
 การโคลนน่ิงโดยใชเทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสม 
(recombinant DNA technology) เปนเทคนิคที่นิยมอยาง
มากในการสราง พลาสมิดลูกผสมที่สนใจ (recombinant 
plasmid) เ น่ืองจากสามารถทําไดโดยทั่วไป  และ
คาใชจายที่ไมแพง (Copeland et al., 2001) 
 แตเนื่องดวยงานวิจัยท่ีผานมา ประสบปญหาใน
การนําพลาสมิดลูกผสมของ DENV C เขาสูเซลลตับ 
ดวยวิธี Transient transfection (Limjindaporn et al., 
2007; Netsawang et al., 2010) สืบเนื่องมาจากผนังเซลล
ที่ ห น า  ร วม ถึ ง ก า ร แ สด ง อ อ ก ข อ ง โ ป ร ตี น ท่ี มี

ประสิทธิภาพต่ํา ดังน้ันคณะผูวิจัยจึงทําการพัฒนา

เทคนิคการนําพลาสมิดเขาสูเซลลใหมีประสิทธิภาพมาก

ข้ึน โดยอาศัย retrovirus ที่มีความสามารถในการ

ถายทอด พลาสมิดเขาสูเซลลมะเร็งตับ เสมือนการทําให
เซลลเกิดการติดเชื้อของไวรัส โดยไมคํานึงถึงลักษณะ

ของเซลลน้ันๆ แตอยางไรก็ตามวิธีน้ีคอนขางเปนเทคนิค
ที่ใหม และตองอาศัยบุคคลากรที่มีความชํานาญเฉพาะ
ทางประกอบกับตองใชเวลาคอนขางนาน  
 
2. วัตถุประสงค  
 เพ่ือสรางพลาสมิดลูกผสมของยีนแคพสิด ที่จะ
นํามาใชในการพัฒนาเทคนิคการถายทอดพลาสมิดเขาสู

เซลล เป าหมายที่ มีผ นังหนา  เชน  เซลลตับ  ใหมี
ประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้นตอไป 
 
3. อุปกรณและวิธีการ  
 ยีนแคพสิดของไวรัสเดงกี่ไดรับการเพ่ิมจํานวน 
โดยเทคนิค PCR, ลําดับเบสของไพรเมอร (DENV C 
BamHI_F 5’-gta gga tcc atg aat gac caa cgg aaa aag-3’ 
และ DENV C XhoI_R 5’- gca ctc gag cta tct gcg tct cct 
at-3’) (Limjindaporn et al., 2007)และใชพลาสมิด
ตนแบบ คือ pcDNA 3.1 His C/WT DENV C และ 
pcDNA 3.1 His C/Mutant  DENV C (Limjindaporn et 
al., 2007; Netsawang et al., 2010)  ทั้งน้ี  PCR reaction 
cycle    เริ่มตนจาก Hot start ที่ 94 OC เปนเวลา 5 นาที 
และประกอบดวย Denaturing ที่ 94 OC เปนเวลา 45 
วินาที, Annealing 59 OC เปนเวลา 1 นาที และ Extension 
72 OC เปนเวลา 2 นาที จํานวน 30 cycle และสุดทายคือ  
Final Extension 72 OC เปนเวลา 10 นาที (Limjindaporn 
et al., 2007)  
 พลาสมิดของ retrovirus (pFB-Neo retroviral 
vector Stratagene, Canada) และชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เพ่ิม
จํานวนขางตน ไดรับการตัดดวย restriction enzyme คือ 
BamHI และ XhoI จากนั้น นํามาเช่ือมตอดวยเอนไซม 
T4 DNA Ligase และนําเขาสูแบคทีเรียเจาบาน คือ 
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E.Coli สายพันธุ DH5α พรอมท้ังทําการคัดเลือกโคโลนี
ที่มีพลาสมิดลูกผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี Ampicilin     
( Netsawang, 2010) 
 การตรวจคัดกรองพลาสมิดลูกผสม เริ่มตนจาก
การนําโคโลนีแบคทีเรียมาผสมกัน และทํา PCR (Pool 
Colony PCR Matrix) (Netsawang, 2010)โดยใชสภาวะ
เดียวกันกับการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ดังขางตน และทําการ
ตรวจสอบตอ โดยการสกัดพลาสมิดลูกผสมท่ีผานข้ัน
แรก มาทําการตัดดวย restriction enzyme คือ BamHI กับ 
XhoI และขั้นตอนสุดทาย คือ การตรวจเพ่ือยืนยัน โดย
ใช ก ารตรวจสอบลํ าดั บ เบสของดี เ อ็น เอ  ( D N A 
sequencing) (Netsawang, 2010) 
 
4. ผลการวิจัยและขอวิจารณ  
4. 1 การเพิ่มจํานวนยีนแคพสิดของไวรัสเดงกี่  
  ตรวจพบ band ขนาด 310 bp เม่ือเทียบกับ DNA 
marker ทั้ง WT DENV C และ Mutant DENV C (R85) 
และ band ขนาดดังกลาวสอดคลองกับขนาดของ DENV 
capsid (DENV C) แสดงดังรูปที่ 1 
 
 
 

 
 
 
     
 
รูปภาพท่ี 1 PCR product ขนาด 310 bp ของ WT DENV C และ 
Mutant DENV C  
Lane M แสดง Φx 174 DNA/Hae III DNA marker  

Lane 1 แสดง PCR product ของ WT DENV C  
Lane 2 แสดง PCR product ของ mutant DENV C 
 

4. 2 การตัดพลาสมิด retrovirus และชิ้นสวนดีเอ็นเอของ
แคพสิดเดงกี ่
 การตัดแบบ double digestion เพ่ือปองกันการ
เกิด self-ligation จําเปนตองใชเอนไซม 2 ชนิดดวยกัน
คือ XhoI และ BamHI โดยพลาสมิด pFB-Neo เม่ือถูกตดั
โดยสมบูรณ จะพบ band ขนาด 6.6 Kbp เทาน้ัน                    
(รูปภาพที่ 2, Lane 2) เม่ือเทียบกับพลาสมิดที่ยังไมไดตดั   
(รูปภาพที่ 2, Lane 1) และชิ้นสวนดีเอ็นเอท้ัง WT 
DENV C และ Mutant DENV C จะพบขนาดที่ 310 bp 
เทาเดิม (รูปภาพที่ 2, Lane 4 และ 5) ตามลําดับ 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาพที่ 2 การตัดแบบ double digestion ดวยเอนไซม XhoI และ 
BamHI ของ pFB-Neo และช้ินดเีอน็เอ (WT DENV C และ 
Mutant DENV C)  
Lane M1 และ M2 แสดง λDNA/Hind III DNA marker และ 
фX174 DNA/Hae III DNA marker ตามลาํดับ 
Lane 1 และ 2 แสดง pFB-Neo vector uncut และ pFB-Neo  
Vector/Xho I/BamHI ตามลาํดับ 
Lane 3 และ 4 แสดง WT DENV C/Xho I/BamHI และ mutant 
DENV C/Xho I/BamHI ตามลาํดับ 

310 bp 

M      1       2     

310 bp 

6.6 Kbp 

M1 1    2   M2  4  5  
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4. 3 การนําเขาสูเซลลเจาบาน และการคัดเลือก พลาสมิด
ลูกผสม 

 การคัดเลือกแบคที เรียที่ มีพลาสมิดลูกผสม 
สามารถทําไดโดยใช LB agar ที่มี ampicillin โดย plate 
ที่ 1 และ 2 จะเปน test late ซึ่งประกอบดวย plasmid 
และ insert ทั้ง mutant DENV C (รูปที่ 3, A) และ WT 
DENV C (รูปภาพที่ 3, B) มีจํานวนโคโลนีที่ขึ้นมากกวา 
plate ที่ 3 ซึ่งเปน control plate โดยจะมีเฉพาะ pFB-Neo 
ที่ถูกตัดดวย เอนไซมแล ว เท า น้ัน (รูปภาพที่  3 ,  C)  
คณะผูวิจัยคาดวานาจะสามารถตัดพลาสมิดดังกลาวดวย

เอนไซม ได ค อนข า งสม บูรณ  เ พร าะสามรถลด 
background จากการเชื่อมกลับเปนวงของพลาสมิดได 
  
 
 
 
 
 
รูปภาพท่ี 3 การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีพลาสมิดลูกผสมบน LB 
agar ที่มี ampicillin โดยแตละ plate ประกอบดวย pFB-Neo กับ 
mutant DENV C (รูป A), pFB-Neo กับ WT DENV C (รูป B) 
และpFB-Neo/Xho I/BamHI เทานัน้ (control plate) (รูป C) 

 
4.4 การตรวจคัดกรองพลาสมิดลกูผสมดวยเทคนิค Pool 
Colony-PCR matrix 
 ผลจากการทํา  PCR โดยใชไพรเมอรชุด

เดียวกับที่ใชเพ่ิมจํานวนชิ้นสวนแคพสิดของเดงกี่ ทําให
พบ band ขนาด 310 bp ในทุก lane สอดคลองกับขนาด
ของ  positive control (รูปที่ 4, Lane 1) และไมพบ band 

ใดๆ เลยใน  negative control  ทั้งสองชนิด  (รูปที่ 4, Lane 

16  และ  17 ) สวน band ที่มีขนาดหนา (รูปภาพที่ 4, Lane 
ที่ 2, 8 และ15) บงชี้ถึงโอกาสที่จะพบโคลนที่ตองการ
เปนอยางมาก เน่ืองจากโคโลนีแบคทีเรียที่ผสมรวมกัน
กลุมน้ันๆ นาจะประกอบดวยพลาสมิดลูกผสมที่มี insert 
DNA ที่เราตองการรวมอยูเปนจํานวนมาก ดังน้ัน 
คณะผูวิจัยจึงทําการเลือกกลุมที่มี band หนาเปนหลัก  
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาพท่ี 4 การตรวจคัดพลาสมิดลูกผสมโดยเทคนิค Pool 
Colony-PCR matrix  
Lane M แสดง ΦX 174 DNA/Hae III DNA marker 
Lane 1, 16 และ 17 แสดง positive control, negative control 
(พลาสมิดเปลา) หรือ SDW ที่ใชทํา PCR ตามลําดับ 
Lane 2-15 แสดง pool colony แบคทีเรียในแตละกลุม 

 
4.5 การตรวจคัดกรองพลาสมิดลูกผสมโดยการตัดดวย 
restriction endonuclease enzyme 
 พลาสมิดลูกผสมที่มี insert DNA  ของทั้ง WT 
และ Mutant DENV C เม่ือถูกตัดดวยเอ็นไซม  XhoI และ 
BamHI พรอมกัน ทําใหได DNA ออกมา 2 ชิ้น ที่มีขนาด 
คือ  6.6 Kbp และ 310 bp ซึ่งเปนพลาสมิด pFB-Neo 
และ DENV C ตามลําดับ ในทางตรงกันขาม ถาเปน 
พลาสมิดที่ไมมี insert DNA จะพบ DNA เพียงชิ้นเดียว
เทาน้ันคือท่ี 6.6 kbp  ดังแสดงในรูปภาพที่ 5 
 
 

A B C 
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รูปภาพท่ี 5 การตรวจคัดกรองโดยวิธีการตัดดวยเอนไซม XhoI 
และ BamHI  
Lane M1 และ M2 แสดง λDNA/Hind III marker และ фX174 
DNA/Hae III marker ตามลําดับ 
Lane 1 และ 2 แสดง vector control (pFB-Neo/Xho I/BamHI) และ 
positive control ตามลําดับ 
Lane 3-15 แสดงผลการตัดพลาสมิดลูกผสมโคลนตางๆ ดวย

เอนไซม XhoI และ BamHI 

 
4.6 การตรวจยืนยันลําดับเบสของพลาสมิดลูกผสม  
 ผลการตรวจสอบลําดับเบสดวยวิธี sequencing 
โดยเมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับเบสดวย EBI-Pairwise 
Sequence Alignment พบวาพลาสมิดลูกผสมของ WT 
DENV C โคลนที่ 85 มีลําดับเบสท่ีสอดคลองกับ WT 
DENV C ตนแบบทุกประการ สวน Mutant DENV C 
โคลนที่ 29 และ 68 พบวาเกิดการ mutation  แบบ point 
mutation ชนิด missense mutation ทําใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน จาก  Tyrosine ไปเปน 
Phenylalanine ซึ่งอยูในกลุม  aromatic R group ทําให
อาจถูกจัดอยูในเกณฑที่ยอมรับได  
 
5. การอภิปรายผล  
 พลาสมิดลูกผสมของ WT DENV C มีความ
สอดคลองกับตนแบบทุกประการจึงสามารถนําไปใชตอ

ได ในทางกลับกัน พลาสมิดลูกผสมของ Mutant DENV 

C เกิด missence mutation ซึ่งอาจจัดวาอยูในเกณฑที่

ยอมรับได เน่ืองจากเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิ
โนในกลุมเดียวกัน นาจะไมสงผลตอโครงสรางระดับ
โปรตีน  และหนาที่มาก  แตอาจมีขอยกเวนของการ
เปลี่ยนแปลงในกลุม aromatic R group อาจสงผลตอ
โครงสรางท่ีซับซอนของ  r ing form ภายใน  และ 
secondary stucture ได (Serrano et al., 1991) แตอยางไร
ก็ตาม คณะผูวิจัยตองทําการทดสอบตอไปในระดับ

โปรตีน และตําแหนงท่ีอยูในเซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
ซึ่งจะตองสอดคลองกับยีนแคพสิดตนแบบชนิดที่มีมิว

เ ต ชั่ น ทุ ก ป ร ะ ก า ร  จึ ง ส า ม า ร ถ นํ า ไป ใ ช ต อ ไ ด 
(Limjindaporn et al., 2007; Netsawang et al., 2010) 
  ผลงานวิจัยที่ไดน้ัน เปนเพียงขั้นตอนเริ่มตน
ของการทดสอบประสิทธิภาพของ retrovirus ในการนํา
พลาสมิดเขาสูเซลลตับ อยางไรก็ตาม ข้ันตอนตอไป คือ 
การสราง retrovirus ที่นํายีน WT DENV C และ Mutant 
DENV C เขาสูเซลลมะเร็งตับ (HepG2) รวมท้ังทดสอบ
ประสิทธิภาพการนําเขาสูเซลล HepG2 โดยดูระดับการ
แสดงออกของโปรตีนดังกลาว และตําแหนงที่อยูของ
โปรตีนแคพสิดเดงกี่  ซึ่งจะตองสอดคลองกับตนแบบ
ทุกประการ จึงสามารถนําไปทดสอบประสิทธิภาพ
ตอไปได เม่ือเทียบกับวิธีดั้งเดิม (Limjindaporn et al., 
2007; Netsawang et al., 2010) 
 
6. บทสรุป  
 เทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA 
technology) เปนเทคนิคท่ีนิยมอยางมากในการสราง 
พลาสมิดลูกผสมท่ีสนใจ  (recombinant plasmid) 
เน่ืองจากสามารถทําไดโดยท่ัวไป และคาใชจายที่ไมแพง 

M1  1        2         3       4       5         6       7         8       9        10      11       12      13       14   15   M2 
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 คณะผู วิจัยประสบความสํา เร็จในการสราง      
พลาสมิดลูกผสมโดยการใช retroviral plasmid ที่มี WT 
DENV C หรือ mutant DENV C เชื่อมอยู สําหรับการ
ทดลองในอนาคตจะเปนการตรวจสอบการแสดงออก

ของโปรตีน ตําแหนงท่ีอยูของ DENV C และ

ประสิทธิภาพการนําเขาสูเซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนม เชน 
เซลลตับ เปนตน 
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