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• งานวิจัยนี้ไดรับความอนุเคราะหจากหลายหนวยงานและหลายผูใหการสนับสนุนในการทํา
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Abstract  
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Project Title :  Serotype specific of Dengue viruses affected to the endothelial integrity

 trigger through the Protease enzyme over production by infected 
 Dendritic cells 

Investigator  :   Natthanej  Luplertlop 
  Lecturer in Department of Tropical Hygiene 
  Faculty of Tropical Medicine, Mahidol University 
E-mail Address  :  tmnll@mahidol.ac.th 
Project Period  :  2 years 
 
 Dengue virus (DENV) is one of the most important high morbidity and mortality 
mosquito-borne diseases especially in tropical and subtropical countries., more than 2.5 
billion people are at risk of dengue infection, and approximately 100 million cases of dengue 
fever annually. Up to 500,000 develop dengue hemorrhagic fever (DHF) or dengue shock 
syndrome (DSS), the life-threatening forms of the infection which are the consequence of 
increasing vascular permeability. Unfortunately, there is neither a vaccine for all four dengue 
serotypes nor specific antiviral drugs to treat the infection. This study aims to evaluate the 
relationship between matrix metalloproteinase enzymes(MMPs) and vascular leakage, the 
major cause severity in dengue infected patient. The expression of  MMPs in all experiments 
identified by zymography and used specific inhibitor (SB-3CT) to confirm their expression. 
After that, we study the vascular integrity by immunofluorescence to the specific 
cytoskeletons. From this study demonstrated that all four dengue infected cells expressed the 
overproduction of MMP-2  trigger loss of vascular endothelial cell-cell interaction.This 
overproduction was associated with serotype specific and time dependent manner that MMP-
2 response to DV virus type 2 infection is strikingly different between other serotypes and 
that DV-induced MMP-2 overproduction are highly at 6 hours post infection for all C6/36, 
LLC-MK2 and THP-1 cells. These experiments define the surrogative markers that provide an 
opportunity for DHF/DSS pathogenesis, as well as alternative molecular determinant on the 
treatment and vaccine devlopment. 
 
Keywords :  Dengue, Matrix metalloproteinase, Vascular permeability, Dengue hemorrhagic 
 fever, Endothelial cells 
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 เชื้อไวรัสเดงกีจัดเปนไวรัสทีเ่ปนสาเหตุหลกัที่กอใหเกิดความสูญเสียชีวติลําดับตนๆ ในกลุม
โรคติดตอที่มียุงเปนพาหะโดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศแถบเขตรอน โดยพบวามีประชาชนมากกวา 
2.5 พันลานคน ที่อยูในประเทศกลุมเส่ียงตอการติดเชื้อไวรัสเดงกี และประมาณ 100 ลานคนทัว่โลกที่
จะพบการเจ็บปวยดวยโรคไขเดงกีในแตละป โดยพบวาประมาณ 500,000 คนที่จะพัฒนาเปน
ไขเลือดออกเดงกี ซึ่งจัดเปนที่ชนิดรุนแรงถึงขั้นเสยีชีวติจากการร่ัวของพลาสมาออกนอกเสนเลือด 
ซ้ํารายไปกวาน้ันโรคนี้ยังไมมีการรักษาทีจํ่าเพาะ และยังไมมีวัคซีนที่สามารถปองกันการติดเชือ้ไวรัส
เดงกีทั้งสี่ซีโรทัยปได การศึกษาวิจัยนี้มีวตัถุประสงคเพ่ือที่จะศึกษาหาความสัมพันธของเอนไซม 
matrix metalloproteinase (MMPs) ตอพยาธิกําเนิดของการร่ัวของพลาสมาออกนอกเสนเลือด ซึ่ง
เปนพยาธิกําเนิดหลักของโรคไขเลือดออกเดงกีชนิดรุนแรง โดยการศึกษาในครั้งนี้ จะศึกษาหา
เอนไซม MMPs โดยใชวิธี Zymography รวมกับการใชสารยับยั้งทีส่ามารถยับยัง้การสราง MMPs ได
คือ SB-3CT เพ่ือเปนการยืนยันการสราง MMPs นอกจากน้ันการศึกษาในครั้งนี้ยังศึกษาผลของ 
MMPs ตอการยึดเกาะของเซลลเยื่อบผุนังเสนเลือดโดยใชวธิ ี immunofluorescence เพ่ือดูการ
เปลี่ยนแปลงของโครงสรางพ้ืนฐานของการยึดเกาะระหวางเซลลเยื่อบุผนังเสนเลือด ซึ่งจากการศึกษา
คร้ังนี้พบวามีการแสดงออกของ MMP-2 ในปริมาณทีสู่งและสงผลตอการยึดเกาะของเซลลเยื่อบุผนัง
เสนเลือด และยังพบวาการแสดงออกของ MMP-2 นั้นมีความสัมพันธกับซีโรทัยปของไวรัสเดงกี และ
ระยะเวลา โดยพบวาจะมีการแสดงออกของ MMP-2 สูงสุดในเวลา 6 ชั่วโมงภายหลังการกระตุนดวย
ไวรัสลงในเซลลเปาหมายและมีการแสดงออกของ MMP-2 สูงสุดในกลุมทดลองที่ใชไวรสัเดงกีซี
โรทัยปสองในทุกเซลลเปาหมายท่ีนํามาทําการทดลองคือ เซลล C6/36, LLC-MK2 และ THP-1 
 
คําหลัก :  Dengue, Matrix metalloproteinase, Vascular permeability, Dengue hemorrhagic 
 fever, Endothelial cells 
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บทนํา 
 
 

โรคไขเลือดออก เกิดจากการติดเชื้อไวรัสเดงกี (Dengue viruses) มีทั้งหมด 4 สาย
พันธุ คือ DENV-1, DENV-2, DENV-3 และ DENV-4   เชื้อไวรัสเดงกีจัดอยูใน Family Flaviviridae, 
Genus Flavivirus สําหรับโครงสรางโดยทั่วไปของเชื้อไวรัสพบวามีลักษณะกลม ประกอบดวย
โครงสรางหลัก 3 ชนิดคือ capsid, membrane และ envelope โดยมีสายพันธุกรรมชนิด positive 
single strand RNA ยาวประมาณ 10.2-11.0 Kb อยูภายใน capsid(1-3) ไวรัสเดงกีจะสรางสาย 
Polypeptide ยาวประมาณ 3,390 อนุพันธุของอะมิโนแอสิด เอนไซมของ Host cell จะยอย 
Polypeptide ใหมีขนาดสายสั้นลงดวยเอนไซมตางๆ เชน signalase, protease, aminopeptidase 
และ dibasic enzyme ทําใหไดเปนโปรตีนชนิดตางๆ คือ 5’NCR, C, prM, M, E, NS1, NS2a, 
NS2b, NS3, NS4a NS4b, NS5 และ 3’NCR(3) 

 
โรคไขเลือดออกมีความรุนแรงแตกตางกันออกไป คือ Dengue fever (DF), Dengue 

haemorrhagic fever (DHF) และ Dengue shock syndrome (DSS) ซ่ึงมียุงลายชนิด Aedes 
aegypti เปนพาหะ ปจจุบันโรคไขเลือดออกนับเปนปญหาทางสาธารณสุขทีส่ําคัญปญหาหน่ึงใน
ประเทศไทย ตามรายงานของกองระบาดวิทยา กระทรวงสาธารณสขุพบวา อัตราการปวยและอัตรา
การตายดวยโรคนี้มีจํานวนเพิ่มขึ้นทุกป  ซ่ึงพบวาผูปวยสวนใหญเปนเด็ก ตอมาเชื้อไวรัสกอโรค
ไขเลือดออกมีการพัฒนาสายพันธุทําใหสามารถกอโรคในผูใหญและผูสูงอายุได  ตลอดจนสามารถกอ
โรคที่มีความรนุแรงเพิ่มมากขึ้น ทําใหมีอัตราการปวยและอัตราการตายเพิ่มสูงขึ้นอีกดวย(4-5)   ดังน้ัน
การตรวจวินิจฉัยเบื้องตนทีร่วดเร็วจึงมีความสําคัญมากในการชวยลดความรุนแรงของโรคและอัตรา
การตายที่เกิดจากโรคไขเลอืดออกจากเชื้อไวรัสเดงกี 

 
สําหรับวธิีการตรวจหาเชื้อไวรัสกอเดงกีทีก่อโรคไขเลือดออกที่นิยมในปจจุบันอาศัย

หลักการทางคลีนิคขั้นพ้ืนฐาน, การตรวจทางโลหิตวทิยาเพ่ือดูการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเลือด 
(Hematocrit), จํานวนเกรด็เลือด และการตรวจ Tourniquet test เพ่ือตรวจหาอาการเลือดออกใต
ผิวหนัง ซ่ึงวิธีน้ีมีความไวและความจําเพาะคอนขางต่ําเพราะวาโรคตดิเชื้อไวรัสและโรคติดเชือ้อ่ืนๆ
สามารถใหผลบวกไดคลายคลึงกับโรคไขเลือดออก และยังตองใชแพทยที่มีความชํานาญในการดูแล
และใหคําวินิจฉัยกับผูปวย สําหรับการตรวจทางหองปฏิบัติการสามารถทําไดหลายวิธี เริ่มตนจากการ
เพาะเลี้ยงเชื้อไวรัสใน Tissue Culture โดยที่นิยมนํามาใชในการศกึษาคือเซลลจากสัตวเลี้ยงลูกดวย
นม เชน LLC-MK2, BHK, Vero เปนตน หรือใชเซลลจากลูกนํ้ายุงเชน C6/36 และ AP61 หรือ
สามารถตรวจสอบในยุงที่อยู genus Toxorhynchites spp. และ Aedes spp.(2, 6) แตมีขอจํากัดเชนกัน
คือ ทั้งการตรวจสอบดวย tissue culture และในยุงน้ันตองใชเวลาอยางนอย 1-2 สัปดาหจึงจะทราบ
ผล ในปจจุบันมีการพัฒนาความรูทางดานพันธุวิทยาโมเลกุลเพ่ิมมากขึ้น จึงไดมีการนําความรู
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ทางดานพันธุวิทยาโมเลกุลมาประยุกตใชในการตรวจหาเชื้อไขเลือดออกหลายวิธดีวยกัน เชน 
Polymerase chain reaction (PCR), Nucleic acid hybridization และ Nucleic acid sequence-
based amplification (NASBA)(7-9)  วิธีการเหลาน้ีเปนวิธทีี่มีความไวและความจําเพาะสูง สามารถ
ตรวจหาเชื้อไวรัสไดอยางรวดเร็วภายในระยะเวลาอันสั้น แตมีขอเสียคือ เปนวธิีที่มีคาใชจายในการ
ตรวจวินิจฉัยคอนขางสูง และตองใชเคร่ืองมือที่มีความจําเพาะซึ่งมีราคาแพง  ปจจุบันจึงอาศัยการ
ตรวจทางภูมิคุมกันวิทยาเปนหลัก ซ่ึงมีหลายวธิีเชน Plaque reduction neutralization test (PRNT), 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), และ Rapid immuno-chromatographic test ซ่ึง
วิธีการเหลาน้ีเปนการตรวจหาไดทั้งแอนติเจน และ แอนติบอดีในตวัอยางสงตรวจของผูปวย ซ่ึงเปน
วิธีการที่มีความไวและความจําเพาะที่ดี(10-12) แตขอจํากัดของวิธีการทางภูมิคุมกันวิทยานั้นคือตองใช
เวลาและตองใชผูวิเคราะหขอมูลที่มีความชํานาญ และถาตัวอยางสงตรวจมีปริมาณไวรัสเดงกีไมมาก
พอ (นอยกวา 250 pfu/ml)  การตรวจหาดวยวธิีการน้ีอาจจะใหผลลบได(12) 

 
 ดวยเหตุผลดังกลาวขางตน ประกอบกับการศึกษาวิจัยเก่ียวกับพันธุวิทยาโมเลกุล

ของเชื้อไวรัสเดงกีน้ันมีมากขึ้น จึงมีการพัฒนาเทคนิคการตรวจวินิจฉัยทางพันธุวิทยาเพ่ิมมากขึ้นเพ่ือ
หาวิธีการตรวจสอบที่รวดเร็วและแมนยํา นอกจากน้ีเหตุผลหลักที่ไขเลือดออกยังคงเปนปญหา
สาธารณสุขอยูน้ัน เปนเพราะการพัฒนายารักษาและวัคซีนที่สามารถปองกันโรคไขเลือดออกพัฒนา
ไปไดอยางลาชาและยังไมมีประสิทธิภาพสูงสุดน้ัน เน่ืองมาจากยังไมมีรายงานทางวิทยาศาสตรที่
อธิบายถึงสาเหตุของการเกิดโรคที่แนชัด ในปจจุบันไดมีการศึกษาถึงเซลลจําเพาะที่มีผลตอการติด
เชื้อไวรัสไขเลือดออกอยูดวยกันหลายชนิด คือ Dendritic cells, Langerhans cells; Kupffer cells; 
Monocyte; Alveolar macrophage; Hepatocyte และ Endothelial cells (13-16) โดยมีกลุมนักวิจัยบาง
กลุมที่ไดทําการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงของเอนไซมที่มีการหลังจาก Target cells ของเชื้อไวรัส
ไขเลือดออก แลวสงผลตอการเกิดการเรียงตัวที่เปลี่ยนแปลงไปของเยื่อบุผนังหลอดเลือด โดย
เอนไซมดังกลาวคือ Proteasde enzymes (17) ซ่ึงกลุมนักวิจัยไดกําลังพัฒนาเพ่ือนําไปใชเปนพ้ืนฐาน
ในการพัฒนาการรักษาและการพัฒนาวัคซีนที่เหมาะสมตอไป (18-19)  แตยังไมมีนักวิจัยใดที่สามารถ
ระบุไดวา ชนิดของไวรัสไขเลือดออกน้ันมีความสัมพันธกับการหลั่ง Metalloproteinase enzyme ดวย
หรือไม อีกทั้งปริมาณของไวรัสน้ันมีความสัมพันธกับปริมาณการหล่ังของ Metalloproteinase ดวย
หรือไม ดังน้ันทางผูวิจัยจึงเล็งเห็นถึงความสําคัญของสิ่งที่ยังไมมีผูพิสูจนในเนื้อหาดังกลาวขางตน จึง
ไดคิดศึกษาคนควาวิจัย เพ่ือนําพ้ืนฐานความรูดังกลาวน้ีไปพัฒนายา พัฒนาตัวชี้วัดความรุนแรงของ
โรค รวมทั้งวัคซีน อยางมีประสิทธิภาพตอไป 
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วัตถุประสงคและขอบเขตการวิจัย 
 
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 
1. เพ่ือศึกษาถึงความจําเพาะของเชื้อไวรัสไขเลือดออกที่มีผลตอการกระตุนการหลั่ง protease 

enzyme และ Cytokine อ่ืนๆ 
 
2. เพ่ือศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผนังหลอดเลือดที่มีผลมาจากเชื้อไวรัสไขเลือดออกแต

ละชนิดเปรียบเทียบกับชนิดที่ในปจจุบันนํามาทําเปน vaccine candidate  
 
3. เพ่ือศึกษาถึงปริมาณเอนไซมที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผนังเสนเลือด 

 
วิธีการดําเนินการวิจัยและวิธีการประเมินผลการทดลอง 

 
1. เพาะเลี้ยงไวรสั lab strains ของเชื้อไวรัสเดงกี (DV1-Hawaii, DV2-16681, DV3-H87 และ 

DV4-H241) ภายในหองปฏิบัติการประยุกต ภาควชิาสุขวทิยาเขตรอน 
  
2. ตรวจสอบคุณสมบัติและปรมิาณของไวรัสเดงกี เพ่ือกําหนดปริมาณไวรัสเร่ิมตนในการ

ตรวจสอบที่เทากัน โดยวธิีการตรวจสอบคุณสมบัตขิองไวรัสเดงกีที่ใชในการทดลองนี้ประกอบ
ไปดวย 
2.1 Animal tissue culture สําหรับวธิีการนี้ทําเพ่ือดูคุณลักษณะจําเพาะของไวรัสเดงกีและ

ตรวจสอบหาปริมาณไวรัสเดงกีแตละซีโรทัยป 
2.2 Sandwich ELISA  สําหรับวิธีการน้ีทําเพ่ือตรวจสอบซโีรทัยป ของไวรัสเดงกี 
2.3 RT/Nested PCR  สําหรับวธิีการน้ีทําเพ่ือตรวจสอบซีโรทัยป ของไวรัสเดงกีและใชเปน

ตัวเปรียบเทียบสําหรับการทดลองนี้ เพราะเลือกใชไพรเมอรของ Lanciotti ที่ทั่วไปใชเปน
มาตรฐานในการตรวจสอบหาไวรัสเดงกี 

 
3. การเตรียมสาย DNA สําหรับการออกแบบไพรเมอรและการเพ่ิมจํานวนยีนเปาหมายท่ีจําเพาะ

ตอไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป โดยไมใหมีการขามระหวางซีโรทัยป (cross reaction) 
 
4. ทําการตรวจสอบความจําเพาะของ Single-tube Multiplex-RT-PCR โดยแบงการตรวจสอบ

ออกไดเปน 
4.1 ตรวจสอบเปรยีบเทียบเชื้อไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป ในตัวอยางหองปฏิบัติการ 
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4.2 ตรวจสอบเปรยีบเทียบเชื้อไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป ในตัวอยางสงตรวจของผูปวยใน
ระยะ Dengue fever และ Dengue Hemorrhagic fever 

4.3 ตรวจสอบเปรยีบเทียบเชื้อไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป ในตวัอยางหองปฏิบัติการ
เปรียบเทียบกับเชื้อชนิดอ่ืน 
4.3.1 เชื้อไวรัสชนิดที่อยูใน Family เดียวกบัไวรัสเดงกี คือ Japanese encephalitis 

และ Hepatitis C virus 
4.3.2 เชื้อไวรัสชนิดที่ไมอยูใน Family เดียวกบัไวรัสเดงกี คือ Rhinovirus 
4.3.3 เชื้อโรคชนิดอ่ืนที่ไมใชไวรัส คือ เชื้อ Plasmodium falciparum 

 
5. การศึกษาวิจัยในการตรวจสอบคุณสมบตัิความจําเพาะขอไวรัสไขเลือดออกที่มีผลกระทบตอ

การเปลี่ยนแปลงเยื่อบุผนังเสนเลือดสงผลตอความรุนแรงของโรคไขเลือดออกน้ันแบงการศึกษา
ออกไดเปน 5 ขั้นตอนใหญๆ  ดังน้ี : 
5.1 การเตรียม Dendritic cells 

 การเตรียม dendritic cells จะทําการเตรียมจาก whole blood cells เพ่ือแยก 
monocyte แลวกระตุนใหเปน dendritic cells ดวย cytokine 2 ชนิด คือ GM-CSF และ 
IL-4  แลวทําการตรวจเพ่ือยืนยัน purity ชนิดของ dendritic cells ดวย DC-SIGN; CD1a 
antibody โดยใชวธิี FACS  หรือ IFA  

5.2 การเพ่ิมจํานวนไวรัสทั้ง 4 serotypes และ Vaccine strain 
 ทําการเพ่ิมจํานวนไวรัส ทั้ง 4 ชนิด (DV1-4; Lab strains) และ Vaccine 
strain โดยpropagated ใน C6/36 cells หลังจากนั้นทําการตรวจหาปริมาณไวรัสดวยวธิี 
Double overlayer plaque assay โดยปริมาณไวรัสที่ตองการในแตละการทดลองอยาง
ต่ํา 5*106 PFU/ml  แลวทําการยืนยันชนิดของไวรัสดวยวิธี RT-PCR 

5.3 การศึกษาเปรยีบเทียบชนิดของ Cytokines  (TNFα; IL-8) และ Protease enzyme ใน
แตละกลุมการทดลอง 
 หลังจากได Dendritic cells และ Viruses แลว จะนําไวรัสไป infect dendritic 
cells ดวย moi = 1  incubate ไว หลังจากน้ันทําการเก็บ supernatant ที่เวลาตางๆกัน
เพ่ือดูปริมาณ  Protease enzyme ที่สูงสุด เพื่อใชเปน time point สําหรับทุกชนิดของ
ไวรัสเพ่ือนําไปดูการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผนังเสนเลือดตอไป 

5.4 การทดสอบยืนยันชนิดของ enzyme ที่มีการหลั่งจาก infected-Dendritic cells 
 หลังจากเก็บ supernatant ในแตละชวงเวลาแลว จะทําการศึกษาหาชนิดของ 
protease enzymes ดวยวิธี Zymography และดูปริมาณเอนไซมแตละชนิดดวยวิธี 

ELISA technique เปรียบเทียบกับ TNFα; IL-8 ที่เปลี่ยนแปลงไป 
5.5 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผนังหลอดเลือดภายหลังการ incubate ดวย 

infected-DC-supernatants  
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 เม่ือได infected-DC-supernatant ของไวรัสแตละชนิด จะนํามา  incubate กับ 
primary Human Umbilical Vein Endothelial Cells (MVEC) 12 ชั่วโมง โดยการ

ทดสอบน้ีจะมีการนํา inhibitor ตอ Protease enzyme; TNFα; IL-8  มาศึกษา
เปรียบเทียบดวย เพ่ือยืนยันถึงการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผนังหลอดเลือดที่มีและไมมี 
inhibitors วามีผลมาจาก enzymes จริง  สําหรับการศึกษาดูการเปลี่ยนแปลงของ 
endothelial integrity น้ันจะศึกษาดวยวิธี Immunofluorescences โดยใช antibody ที่
จําเพาะตอ endothelial cell junction คือ PECAM-1 และ  VE-Cadherin แลว
เปรียบเทียบกับสิ่งที่ไดจากภาพของ SEM วามีความสอดคลองกันอยางไร 
 

6. ประเมินผลการทดลองดวยโปรแกรม Microsoft Excel และ SPSS for Window version 12.0 
 
ประโยชนทีค่าดวาจะไดรับ 

 
1. เพ่ือทราบกลไกการเกิดโรคและพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นของไวรัสไขเลือดออก ใน target cells เพ่ือ

นําไปเปนพ้ืนฐานของการพัฒนาความรูดานพยาธิกําเนิดของโรคตอไป 
2. นําความรูที่ไดจากงานวิจัยไปพัฒนาวิธีการรักษาคนไขไขเลือดออก เพ่ือลดอุบัติการณของโรค 
3. นําความรูไปใชในการเฝาระวังคนไขในระยะตนๆ เพ่ือปองกันหรือ ลดภาวะวิกฤตขิองคนไขที่

เปนไขเลือดออก 
4. นําความรูที่ไดไปใชในการพัฒนาวัคซีนปองกันไขเลือดออกตอไป 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 
 

1. การเพาะเลี้ยงไวรัสเดงกีในหองปฏิบัติการ 
 เชื้อไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป คือ DV1-Hawaii, DV2-16681, DV3-H87 และ DV4-

H241 ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบนัวิจัยวิทยาศาสตรการแพทยทหาร (AFRIMS) กรุงเทพฯ  
สําหรับวธิีการเตรียมไวรัสจะทําโดยการเพิ่มจํานวนไวรัสใน culture flask  (Costar, USA) ขนาด 25 
cm2 ที่คาความสัมพันธของไวรัสตอเซลล C6/36(multiplication of infection, moi) เทากับ 1 หลังจาก
กระตุนเซลลดวยไวรสั 90 นาที จึงเติม 5 ml ของอาหารเลี้ยงเซลล (RPMI medium; Gibco, USA) ที่
มี 10% fetal bovine serum(Gibco, USA)  1%non-essential amino acid (Gibco, USA) และ 1% 

penicillin-streptomycin (Gibco, USA) ลงใน culture flask แลวจึงนําไป incubate เซลลที่ 28οC 
5%CO2 incubator หลังจากนั้น รอจนเกิด cytopathic effect ไดประมาณ 50-70% จึงทําการ freeze 

ตัวอยางที่ -70οC เพ่ือนําไปตรวจสอบหาปริมาณไวรัสตอไป 
 

2. การตรวจสอบคุณสมบัติของเชื้อไวรัสเดงกี 
2.1 ตรวจสอบดวยวิธี Animal tissue culture 

2.1.1 เตรียมเซลลทีจ่ะใชในการตรวจสอบคุณสมบัติของไวรัสเดงกี ในการทดลองนี้ใช
เซลล LLC-MK2 โดยทําการใสเซลลลงใน 6-well plate ปริมาณเทากับ 1x105 
cells/well รอจนเซลลเต็ม plate ซ่ึงจะมีปริมาณเซลลเทากับ 5x105 cells/well 
โดยใชเวลาประมาณ 3 วัน 

2.1.2 นําตัวอยางไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป ที่เก็บไวที่ -70οC มาละลายที่ 37οC ทํา 
10-fold dilution ตัวอยางในอาหารเลี้ยงเซลล (MEM medium; Gibco, USA)  

2.1.3 นําตัวอยางที่ diluted แลวมาหยดบนเซลลที่เตรียมไว 1 diluent : 1 well ทําการ
กระตุนโดยการเขยา plate ทุกๆ 15 นาท ีจนครบ 90 นาที 

2.1.4 เตรียม First overlay ซ่ึงประกอบไปดวย 2X-Medium (Hank’s balance salt 
solution, RPMI FBS) และ 2% agarose 

2.1.5 เก็บตวัอยางทีเ่ติม first overlay ใน  37οC 5%CO2 incubator ประมาณ 1 
สัปดาห หลังจากนั้นทําการเติม second overlay (2x-medium + 4% neutral 

red+ 2% agarose) เก็บตวัอยางไวในใน  37οC 5%CO2 incubator เปนเวลา 
12-24 ชั่วโมง แลวนํามานับจํานวน plaque formation และ วัดขนาดของ 
plaque ที่ตรวจพบ 

2.1.6 ตรวจสอบคุณสมบัติของไวรัสเดงกีดวยวธิ ี Immunofluorescence และ blotting 
assay ที่จําเพาะตอไวรัสเดงกี(ไมจําเพาะซีโรทัยป)  โดยเลือกใช primary 
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antibody ตอ E-protein ของไวรัสเดงกี ในอัตราสวน 1: 500 และใช secondary 
antibody คือ anti-goat ในอัตราสวน 1: 5000 และตรวจสอบผลการทดลองโดย
การดู Inverted fluorescence microscope และ chemiluminescence (BioRad, 
USA) ตามลําดับ 

 
2.2 ตรวจสอบดวยวิธี Sandwich ELISA 

2.2.1 ทําการ sensitized ดวย Goat-anti-human IgM และ IgG 
2.2.2 เตรียม control sera จากหนวยวินิจฉยัไขเลือดออก คณะเวชศาสตรเขตรอน 

มหาวิทยาลัยมหิดล 
2.2.3 เตรียม control positive dengue จากหนวยวินิจฉัยไขเลือดออก คณะ

เวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล 
2.2.4 เตรียม substrate ที่ใชตรวจสอบคือ 0.18M Citrate Phosphate Buffer และ o-

phenylenediamine 
2.2.5 ตรวจสอบผลไวรัสเดงกีแตละซีโรทัยป ที ่492 nm  

 
2.3 ตรวจสอบดวยวิธี RT/Nested PCR-Lanciotti primer set 

2.3.1 ทําการ extract ตัวอยางเพ่ือเตรียม RNA ดวย QIAamp viral RNA extraction 
kits (วิธีการตาม protocol ของ kits) 

2.3.2 ทําการตรวจสอบปริมาณ RNA และ ความบริสทุธิข์อง RNAจาก extracted 
samples ที่ 260 และ 280 nm 

2.3.3 ตรวจสอบตัวอยางไวรัสเดงกีดวยวธิี RT-PCR โดยใช Qiagen-one step RT-
PCR kits (วธิกีารตาม protocol ของ kits) และใช ไพรเมอรของ lanciotti set (16-

19) 
 

 

ภาพที่ 1  แสดงตําแหนงของ Lanciotti primer set (16-19) 
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RT-PCR primer set : 
Forward : 5’ TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 3’ 
Reverse : 5’ CAAAGCYCCTTCMGMYGACAT 3’ 
(M=A+C; Y=C+T) 
 
Thermal cycler : 

RT-condition : 42οC ระยะเวลานาน 60 นาที 
PCR-condition : จํานวน 35 รอบ 

 Denature: 94οC ระยะเวลานาน 30 วินาที 

 Annealing: 55οC ระยะเวลานาน 1 นาที 

 Extension: 72οC ระยะเวลานาน 2 นาที 

Stable condition 4-8 οC ระยะเวลานาน 60 นาที 
 

2.3.4 นําตัวอยางที่ไดจาก RT-PCR มาทําการตรวจสอบหาซีโรทัยป ของไวรัสเดงกี
ดวยวธิี Nested-PCR โดยใช Qiagen-Taq PCR kits (วิธีการตาม protocol ของ 
kits) 

 
Nested-PCR primer set : 
Forward : 5’ TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 3’ 
Reverse 1 : 5’ CGTCTCAGTGATCCGGGGRC 3’ 
Reverse 2 : 5’ CGCCACAAGGGCCATGAACAG 3’ 
Reverse 3 : 5’ TAACATCATCATGAGACAGAGC 3’ 
Reverse 4 : 5’ CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 3’ 
(R= A+G) 
Thermal cycler : 
Nested PCR-condition : จํานวน 25 รอบ 

 Denature: 94οC ระยะเวลานาน 30 วินาที 

 Annealing: 55οC ระยะเวลานาน 1 นาที 

 Extension: 72οC ระยะเวลานาน 2 นาที 

Stable condition 4-8οC ระยะเวลานาน 60 นาที 
 

2.3.5 นํามาตรวจสอบซีโรทัยปของ PCR-products ดวย 1.5% agorose 
 RT-PCR product size : 656 bp 
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 Nested Product size for Dengue-1 : 482 bp 
 Nested Product size for Dengue-2 : 119 bp 
 Nested Product size for Dengue-3 : 290 bp 
 Nested Product size for Dengue-4 : 392 bp 

 
3 ตรวจสอบการแสดงออกของเอนไซม Matrix metalloproteinases และผลกระทบที่มีตอพยาธิ

กําเนิดของโรคไขเลือดออก 
3.1 การเตรียมตวัอยางเพ่ือทําการศึกษาการแสดงออกของ Matrix metalloproteinases ดวย

วิธี zymography 
3.1.1 เตรียมเซลลทีจ่ะใชในการทดลองคือ LLC-MK2 cells (ตัวแทนสําหรับ 

Mammalian cells), C6/36 cells (ตัวแทนสําหรับเซลลยุงพาหะไขเลือดออก : 
Aedes albopictus cells) และ THP-1 cells และเตรียม Monocyte derived 
dendritic cells (ตัวแทนสําหรับเซลลในระบบภูมิคุมกันที่เปนเซลลเปาหมายของ
ไวรสัไขเลือดออก) โดยใสลงใน 6-well plate ปริมาณประมาณ 1x105 cells 

3.1.2 เตรียมไวรัสแตละซีโรทัยปที่ปริมาณ 1x105 PFU เพ่ือใหไดคา moi=1 
3.1.3 ทําการ infect ไวรัสแตละซีโรทัยปลงในแตละเซลล ใชเวลาในการ infect 

ประมาณ 90 นาที 
3.1.4 ทําการเก็บตัวอยางของ supernation ที่ระยะเวลา 6, 12, 24 ชั่วโมงภายหลังการ 

infected 
3.1.5 นํา supernatant แตละเซลล/ ซีโรทัยป/ เวลา นํามาทําการตรวจสอบหาการ

แสดงออกของ เอนไซม Matrix metalloproteinases ดวยวธิี zymography ตาม
วิธีการของ Luplertlop, et al. 2006 (17) 

 
3.2 เปรียบเทียบการแสดงออกของ เอนไซม Matrix metalloproteinases  สําหรับเซลลแตละ

ชนิด และไวรัสแตละซีโรทยัปดวยวธิี zymographyตามวิธีการของ Luplertlop, et al. 
2006 (17) 

 
3.3 ตรวจสอบผลของ เอนไซม Matrix metalloproteinases ที่มีผลตอpermeability ของ 

endothelial cells ที่มีผลจากการติดเชื้อไวรัสเดงกีซีโรทัยป 2 
3.3.1 นําตัวอยางไวรัสเดงกีซีโรทัยป 2 มาทําการ incubate กับ endothelial cells 

(MVEC) เปนระยะเวลา 30 นาทีและนําsupernatant ที่ไดมาศึกษาหาปริมาณ
ของ เอนไซม Matrix metalloproteinases (17) 
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3.3.2 ทําการ fix cells ดวย 4%para-Glutaraldehyde และเกบ็ตวัอยางไวที ่4ºC เพ่ือ
นําไปทําการศกึษาการเปลีย่นแปลงของ endothelial cells ดวยวธิี Indirect 
Immunofluorescence assay (17) 
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ผลการวิจัย 
 
 

 การตรวจสอบหาปริมาณไวรัส ขนาดของ Plaque ที่เกิดจากไวรัสเดงกีแตละซีโรทยัป ใชวิธีการ 
Plaque titration assay โดยทําผาน cell culture พบวาไวรัสทั้ง 4 ซีโรทัยป จะมีปริมาณไวรัส
มากที่สุดที่วันที่ 7 หลังการกระตุนใน LLC-MK2 cell culture (ภาพที่ 2)  

  

 
ภาพที่ 2  แสดงการเพ่ิมจํานวนของไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป ในเซลล LLC-MK2  

ภายใตอุณหภูมิที่ 37οC 
 

 เม่ือตรวจสอบวัดขนาดของของ plaque ของไวรัสแตละซีโรทัยป พบวามีความใกลเคียงกัน โดย
มีขนาดใหญ ซ่ึงแสดงใหเห็นวา ไวรสัที่นํามาใชในการทดลองคร้ังน้ียังคงคุณสมบัติในการตดิ
เชื้อและยังคงมีความรุนแรงในการกอพยาธิสภาพ โดยแตละซีโรทยัป มีความแตกตางกันดังน้ี 
(ภาพที่ 3 ) 

 Dengue 1 – Hawaii  1.8 +/- 0.11 mm 
 Dengue 2 -  16681 2.1 +/- 0.2 mm 
 Dengue 3 – H87  1.65 +/- 0.09 mm 
 Dengue 4 – H241 1.71 +/- 0.15 mm 
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ภาพที่ 3  แสดงลักษณะของ Plaque เม่ือนําไวรัสไปเพาะเลี้ยงบน LLC-MK2 cells 

 
 

 การตรวจสอบความจําเพาะของไวรัสเดงกี (ไมกําหนดซีโรทัยป) ดวยวิธ ี Immunofluo-recence 
และ Blotting assay ที่จําเพาะตอไวรัสเดงกีพบวาตวัอยางเชื้อไวรัสที่ไดนํามาใชใน
หองปฏิบัติการท้ังหมดแสดงผลบวกตอไวรัสเดงกี (ดังภาพที่ 4 และ 5 ตามลําดับ) 

 

 
 

ภาพที่ 4  แสดงผลการตรวจหาไวรัสเดงกีดวยวธิี immunofluorescence ที่ใหผลบวก 
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ภาพที่ 5  แสดงผลการตรวจหาไวรัสเดงกีดวยวธิ ีBlotting assay ที่ใหผลบวก 
 
 

 เม่ือทําการตรวจสอบปริมาณตั้งตนของไวรัสเดงกีทั้ง 4 มีปริมาณไวรัสที่จะนํามาใชในการ
ทดลองครั้งน้ี พบวาปริมาณไวรัสเดงกีเริ่มตนมีความใกลเคียงกัน (ดังตารางที่ 1) 

 
ตารางที่ 1  แสดงปริมาณไวรัสเดงกีแตละซีโรทัยป ที่ใชในการทดลอง 

 

 
 

50 KDa 

60 KDa 

DV1 DV2 DV3 DV4 
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 การตรวจสอบหาตําแหนงและขนาดของ PCR products โดยใช Lanciotti primer set  

 
 

 
 

ภาพที่ 6   แสดงตําแหนงและขนาดของ RT-product มีขนาดเทากับ 656 bp และ Nested-PCR 
products ของไวรัสเดงกีทัง้ 4 ซีโรทัยป คือ Dengue 1มีขนาดเทากับ 482 bp, Dengue 2 
มีขนาดเทากับ 119 bp, Dengue 3 มีขนาดเทากับ 290 bp, และDengue 4  มีขนาด
เทากับ 392 bp 

 
 การตรวจสอบหาปริมาณไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป ในหองปฏิบัติการดวยวิธ ี cell culture, 

ELISA และ RT/Nested PCR-Lanciotti primer set เพ่ือยืนยันซีโรทัยป ของไวรัสทั้ง 4 ซี
โรทยัป พบวา ตัวอยางที่นํามาในการตรวจสอบน้ันมีไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป โดยพบวาการ
ตรวจสอบตัวอยางจากตัวอยางทั้งหมด 30 ตัวอยาง พบวาแตละวิธมีีการใหผลบวกเปน 66.7%, 
76.7% และ 90% ตามลําดับ แตเม่ือพิจารณาถึงระยะเวลาของการตรวจวินิจฉยัพบวามีความ
แตกตางกันอยางมาก โดยมีระยะเวลาตางๆกันคือ14 วัน, 10 ชั่วโมง และ1วัน ตามลําดับ 
(ตารางที่ 2) 
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ตารางที่ 2  แสดงจํานวนตัวอยางทีต่รวจพบดวยวธิีการตรวจสอบตางๆ และจํานวนวันทีใ่ชเพ่ือการ
ไดผลการตรวจสอบ 

 

 
 
 

 การศึกษาผลของเอนไซม Matrix metalloproteinases และ IL-8 กับการสงผลกระทบตอการ
ยึดเกาะของเซลลในprimary human endothelial cells (MVEC) 

  
 ภายหลังการกระตุนไวรัสไขเลือดออกชนิดที่สอง (DV2-16681) ในเซลลเยื่อบผุนงัหลอดเลือด 
(MVEC) พบวามีการแสดงออกของ  MMP-2 (72 kDa gelatinase)  ซ่ึงมีการเพ่ิมปริมาณที่สอดคลอง
กับระยะเวลาภายหลังการกระตุนดวยไวรัสไขเลือดออก (time-dependent manner ) ผลดังรูป   
 

              

ภาพที่ 7  การแสดงออกของ MMPs ภายหลังการกระตุนดวยไวรัสไขเลือดออกใน MVEC (A) 
Primary endothelial cells were infected with DV and the culture supernatants were 
analyzed for the presence of the active gelatinases MMP-9 and MMP-2 at the 
indicated time points by zymography. (B) Induction of MMP-2 by DV-infected 

MVEC was blocked by 10 μM of SB203580, a specific p38 inhibitor. Similar 
results were obtained from 3 separate experiments. 
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 การตรวจเปรยีบเทียบปริมาณการหลั่งของสารตางๆ ที่มีบทบาทสําคัญรวมกันกับ matrix 
metalloproteinases ภายหลังการกระตุนดวยไวรัสเดงกีซีโรทัยป 2 เพ่ือใชในการยืนยันผล
ความสัมพันธของ matrix metalloproteinases กับ cytokines อ่ืนๆที่ไดมีการศึกษามากอนแลว

วามีบทบาทสําคัญกับความรุนแรงของโรคไขเลือดออก คือ IL-8  และ TNF-α(17) 
 

 

ภาพที่ 8  การตรวจสอบปริมาณของ MMP-2 และตัวควบคุมซ่ึงไดมีการตรวจสอบความสัมพันธกับ
พยาธิกําเนิดของไวรัสไขเลือดออกคือ IL-8. เม่ือทําการตรวจสอบ Supernatants จาก 
dengue-virus (DV)-infected MVEC (DV+) และ uninfected MVECs (DV-) โดยทําการ
เก็บที่ 1 ชั่วโมง ภายหลังการกระตุนดวยไวรัสไขเลือดออก และตรวจสอบดวย 
Searchlight Proteome array technology พบวา มีการแสดงออกของปริมาณสาร  IL-8 

(A), TNF-α (B), MMP-2 (C), MMP-9 (D) and MMP-13 (E) TIMP-1(F) and TIMP-2 
(G)   
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 จากผลการทดลองขางตนจะเห็นไดวามีการเพ่ิมปริมาณของ  IL-8 , TNF-α, MMP-13, 
TIMP-1 และTIMP-2 สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Luplertlop (17) ที่พบวา
สารดังกลาวจะเพ่ิมสูงขึ้นอยางชัดเจนภายหลังการกระตุนดวยไวรัสเดงกี และเม่ือมาพิจารณาถึง  
MMP-2 และ MMP-9 จะพบวาการเพ่ิมปริมาณของ MMP-2 น้ันมีปริมาณที่สูงขึ้นภายหลังการกระตุน
ดวยไวรัสเดงกีอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับ MMP-9 ซ่ึง Luplertlop, et al. พบวาจะมีปริมาณ
เพ่ิมสูงมากเม่ือมีการกระตุนดวยไวรัสเดงกีซีโรทัยป 2 ใน Dendritic cells ซ่ึงเปนเซลลในระบบ
ภูมิคุมกัน 

 การศึกษาผลของไวรัสเดงกีกับการแสดงออกของ เอนไซม Matrix metalloproteinases โดย
การใชตวัยับยัง้การแสดงออกของ เอนไซม Matrix metalloproteinases -2 (MMP-2) กอนการ 
infected ดวยไวรัสเดงกี  

 
จากการตรวจสอบระดับของ MMP-2 ที่เพ่ิมขึ้นภายหลังการกระตุนดวย DV-infected 

endothelial cells,พบวาภายหลังกากระตุนดวยไวรัสแลวประมาณ 2 h พบวาเปลีย่นแปลงไป 3-fold 
เม่ือเปรียบเทยีบกับกลุมที่ไมกระตุนดวยไวรัส และเม่ือศึกษา endothelium-permeabilizing activity ที่
มีผลจาก MMPs เปรียบเทยีบกับกลุมที่ใสสารยับยั้ง MMPsดวย SB-3CT พบวากลุมที่มีการกระตุน
ดวยไวรัสมีการเพ่ิมขึ้นของ endothelial permeability ตรงขามกับกลุมที่ใสสาร SB-3CT ดังภาพ 
 
 

 
 
ภาพที่ 9  แสดงการเพ่ิมขึ้นของ endothelial cell permeability in a MMP-2-dependent manner 

เปรียบเทียบระหวางกลุมทีมี่การกระตุนดวยไวรัสไขเลือดออก กลุมที่ไมไดกระตุนดวย
ไวรัสไขเลือดออกและกลุมที่มีการใส SB-3CT 

 
 การศึกษาผลของไวรัสเดงกีกับการแสดงออกของ เอนไซม Matrix metalloproteinases กับการ

สงผลกับการยึดเกาะของเซลลเยื่อบผุนงัเสนเลือด (MVEC) เปรียบเทียบกับการใชตวัยับยั้งการ
แสดงออกของ เอนไซม Matrix metalloproteinases -2 (MMP-2)  



 

ความจําเพาะของไวรัสไขเลือดออกมีผลกระทบตอการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผนังเสนเลือดสงผลตอความรุนแรงของโรคไขเลือดออก 

 
18 

เซลลเยื่อบุผนงัหลอดเลือด ประกอบดวย adhesion molecules หลายชนิด ซ่ึงถามีการ
เปลี่ยนแปลงของ endothelial cell junctionอันสงผลตอการเพ่ิมขึ้นของ endothelial cell permeability 
จึงจําเปนตองตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของการยึดติดระหวาง endothelial cell junction ซ่ึงในการ
ตรวจสอบครั้งน้ีจะทําการตรวจสอบ VE- cadherins ซ่ึงจัดวาเปนตัวที่มีผลหลักของ cell-cell 
endothelial cell junction activities  ซ่ึงการตรวจสอบน้ีจุดประสงคเพ่ือตรวจสอบ integrity ของ 
endothelial junctions ซ่ึงจากการตรวจสอบในครั้งน้ีพบวาปริมาณของ VE-cadherin cell-cell 
adhesion มีการลดลงภายหลังการกระตุนดวยไวรัสไขเลือดออก (ภาพที่ 11A). แตเม่ือมีการใสสาร 
SB-3CT  พบวาการแสดงออกของ VE-cadherin cell-cell adhesion  กลบัเพ่ิมขึ้นมาใกลเคยีงกับ
กลุมเซลลที่ไมไดมีการกระตุนดวยไวรัสไขเลือดออก ดังภาพที่ 11C  

 

 

ภาพที่ 10  แสดงความสัมพันธของ VE-cadherin ภายหลังการกระตุนดวยไวรัสไขเลือดออกและสาร 
SB-3CT  

 
 การศึกษาเปรยีบเทียบการแสดงออกของเอนไซม Matrix metalloproteinases ในเซลลที่

จัดเปนเซลลเปาหมายของไวรัสเดงกีคือ  
a. LLC-MK2 เปนตัวแทนสําหรับ mammalian cells 
b. C6/36 cells เปนตัวแทนสําหรับเซลลยุงพาหะของไวรสัเดงกี (Aedes albopictus) 
c. THP-1 เปนตวัแทนสําหรับเซลลระบบภมิูคุมกัน 
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ภาพที่ 11  จากผลการทดลองจะเห็นไดวาไวรัสเดงกีซีโรทัยปสอง จะมีการแสดงออกของเอนไซม 

Matrix metalloproteinases ชนิดที่ 2 ในปริมาณสูงสุดเม่ือเปรียบเทยีบกับไวรัสเดงกีทั้งสี่
ซีโรทัยปภายหลังการ infected กับ LLC-MK2 cells 

 
 

 
 
ภาพที่ 12 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาไวรัสเดงกีซีโรทัยปสอง จะมีการแสดงออกของเอนไซม 

Matrix metalloproteinases ชนิดที่ 2 ในปริมาณสูงสุดเม่ือเปรียบเทยีบกับไวรัสเดงกีทั้งสี่
ซีโรทัยป ในการ infected กับ C6/36 cells 

 

LLLLCC--MMKK22  
D1 

6 hr.12 hr.24 hr.   6 hr.12hr.24 hr.   6 hr.12hr.24 hr.   6 hr.12hr.24 hr.   

D2 D D4 

CC66//3366
D1 D2 D3 D4 

6 hr.12 hr.24 hr.   6 hr.12 hr.24 hr.  6 hr.12 hr.24 hr.  6 hr.12 hr.24 hr.  



 

ความจําเพาะของไวรัสไขเลือดออกมีผลกระทบตอการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผนังเสนเลือดสงผลตอความรุนแรงของโรคไขเลือดออก 

 
20 

 
 
ภาพที่ 13 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาไวรัสเดงกีซีโรทัยปสอง จะมีการแสดงออกของเอนไซม 

Matrix metalloproteinases ชนิดที่ 2 ในปริมาณสูงสุดเม่ือเปรียบเทยีบกับไวรัสเดงกีทั้งสี่
ซีโรทัยป ในการ infected กับ THP-1 cells ซ่ึงผลการทดลองที่ไดน้ันแตกตางกับ 
immune cells ที่ใชในการทดลองขอ Luplertlop, et al. ที่ไดทําการศึกษากบั Dendritic 
cells ซ่ึงจะมีการแสดงออกของ เอนไซม Matrix metalloproteinases ชนิดที่ 9 ปริมาณ
สูงกวาชนิดที่ 2 อยางชัดเจน(17) 

 

TTHHPP--11  
D1 

6 hr.12 hr.24 hr.   6 hr.12 hr.24 hr.  6 hr.12 hr.24 hr.  6 hr.12 hr.24 hr.  
D2 D3 D4 
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ขอวิจารณ 
 

 
 เชื้อไวรัสไขเลอืดออก ปจจุบันมีการแพรกระจายเพ่ิมมากขึ้น ทั้งในประเทศภูมิภาคเอเซีย 
และประเทศในแถบตะวันตก สงผลใหมีผูเสียชวีติจากโรคไขเลือดออกเพ่ิมจํานวนมากขึ้นเรื่อยๆ  
สาเหตุหลักทีท่ําใหปญหาดังกลาวเพ่ิมมากขึ้น และยังไมสามารถแกไขไดเน่ืองจากการรักษาที่จําเพาะ
เจาะจงตอการติดเชื้อไวรัสไขเลือดออกน้ันยังไมมี อีกทั้งยังไมมีการพัฒนาวัคซีนที่มีประสิทธภิาพใน
การปองกันการติดเชื้อไวรัสไขเลือดออกที่สามารถปองกันไดทั้ง 4 ชนิดของไวรัสไขเลือดออกน้ัน ทั้งน้ี
เน่ืองมาจากยังไมมีรายงานทางวิทยาศาสตรที่กลาวถึงกลไกการเกิดโรค หรือพยาธิกําเนิดของไวรัส
ไขเลือดออกที่แนชัดวาเกิดจากสาเหตุใด สวนมากจะเปนการกลาวถึงการเปลี่ยนแปลงของ cytokine 
หรือ chemokine ตางๆ ที่มีความสัมพันธกับความรนุแรงของโรคโดยการศึกษาดังกลาวจะเปนไปใน
ลักษณะของการนําระบาดวทิยาเขามาเปนสวนรวมในการศึกษา  
 
 ดวยเหตุดังกลาวขางตน ทางกลุมผูวิจัยจึงมีความสนใจในการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงที่
เกิดขึ้นที่เยื่อบุผนังเสนเลือดหลังจากมีการกระตุนดวยเชื้อไวรัสไขเลอืดออกผานทาง dendritic cells 
ซ่ึงเปน primary target organ ของเชื้อไวรัสไขเลือดออก โดยเนนการศึกษาไปที่เอนไซม protease  
โดยการศึกษาน้ีเปนการศึกษาตอเน่ืองจากการศึกษาของ Natthanej, et al , 2006 ซ่ึงไดพิสูจนใหเห็น
วา Protease enzyme มีความสัมพันธตอการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผนังหลอดเลือด โดยการศึกษา
ดังกลาวน้ันเปนการศึกษาไวรัสเพียง serotype เดียว คือ DV2-16681 ซ่ึงจัดวาเปนชนิดที่รุนแรงชนิด
หน่ึงของไวรัสไขเลือดออก แตการศึกษาในครั้งน้ีจะเปนการเปรียบเทียบทั้ง 4 serotypes และ 
Vaccine strain เพ่ือเปนการเปรียบเทียบใหเห็นถงึความรุนแรงที่ตางกัน และเม่ือทราบถงึความ
รุนแรงของชนิดของไวรัสไขเลือดออกแลว จะสามารถนําความรูดังกลาวไปพัฒนาไดทั้งตัวชี้วัดในการ
เฝาระวังการรกัษาคนไข (Severity Markers) และนําไปเปนพ้ืนฐานในการผลิตวัคซีนปองกัน
ไขเลือดออกชนิด Recombinant หรือ Chimeric  vaccine ตอไป  
 
 จากผลการศกึษาวิจัยในครัง้น้ี แสดงใหเห็นวาเอนไซม Matrix metalloproteinases ชนิด
ที่ 2 น้ันมีบทบาทสําคญัตอพยาธิสภาพของโรคไขเลือดออกและอาจจะนําไปเปน surrogative 
markers สําหรับการดูแลและการเฝาระวังผูปวยได เพ่ือเปนการลดอัตราการปวยตายของโรค
ไขเลือดออกลง โดยจะพบวาเม่ือมีการนําไวรัสเดงกีทัง้ 4 ซีโรทัยปมาทําการinfected กับเซลลซ่ึงใช
เปนเซลลพ้ืนฐานสําหรับการศึกษาพยาธิกําเนิดของไวรัสเดงกี จะพบวาเซลลทัง้ 4 ชนิด (C6/36, 
LLC-MK2, THP-1 และ Monocyte derived Dendritic cells) น้ันเม่ือมีการนําไวรัสเดงกี infected ลง
ไปจะมีการแสดงออกของปริมาณเอนไซม Matrix metalloproteinases ชนิดที่ 2 ที่สูงกวาเอนไซม 
Matrix metalloproteinases ชนิดที่ 9 ยกเวนใน Monocyte derived Dendritic cells จะมีการ
แสดงออกของเอนไซม Matrix metalloproteinases ชนิดที่ 9 มากกวา ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ 
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Luplertlop, et al. (17)  และเม่ือพิจารณาถึงSerotype specific จะพบวา เชื้อไวรัสเดงกีซีโรทัยปสองจะ
มีความสามารถในการกระตุนเอนไซม Matrix metalloproteinases ชนิดที่ 2 ไดมากท่ีสุดเม่ือ
เปรียบเทียบระหวางไวรัสเดงกีทั้งสี่ซีโรทัยป ซ่ึงการแสดงออกของเอนไซม Matrix 
metalloproteinases ชนิดที่ 2 น้ันสอดคลองกับชนิดของเชื้อไวรัสเดงกีที่มักจะสงผลใหผูปวยเกิด
ความเจ็บปวยชนิดรุนแรงคือ Dengue Hemorrhagic Fever และ Dengue Shock Syndrome ที่
เกิดขึ้นแบบ Secondary infection แตความสัมพันธดังกลาว การศกึษาทดลองในครั้งน้ียังไมไดทําการ
พิสูจนความสมัพันธ ซ่ึงทีมผูวิจัยจะทําการศึกษาหาความสัมพันธดังกลาวตอไป 
 
 เม่ือพิจารณาถึงบทบาทสําคัญของเอนไซม Matrix metalloproteinases ชนิดที่ 2 กับการ
ยึดเกาะของเซลลเยื่อบเุสนเลือด ก็จะพบวาถามีการแสดงออกของเอนไซม Matrix 
metalloproteinases ชนิดที ่2 โดยไมมีการใสสารยับยัง้จะสงผลใหการยึดเกาะระหวางเซลลของเซลล
เยื่อบุผนังหลอดเลือดลดนอยลง อันจะสงผลตอการเพ่ิม vascular permeability ซ่ึงตรงขามกับกลุมที่
มีการใส inhibitor ตอ เอนไซม Matrix metalloproteinases ชนิดที่ 2 คือ SB-3CT ซ่ึงการ
เปลี่ยนแปลงของการยึดเกาะของเซลลเยื่อบุผนังเสนเลือดแทบจะไมเปลี่ยนแปลงเม่ือมีการกระตุน
ดวยไวรัสเดงกี 
 
 จากผลการทดลองดังกลาวขางตน สามารถประเมินขอดีและขอเสียของงานวิจัยในครั้งน้ี
ไดดังน้ีคือ 
 
ขอดีของการวิจัยในครั้งน้ีคือ  

 สามารถนําขอมูลการทดลองคร้ังน้ีไปเปนพ้ืนฐานในการศึกษาพยาธกํิาเนิดของไขเลือดออก 
 สามารถนําไปพัฒนาหาตัวชีว้ัดและเครื่องมือที่เหมาะสมสําหรับการเฝาระวังผูปวย
ไขเลือดออก 

 สามารถนําวิธกีารตรวจหาเอนไซม Matrix metalloproteinases ดวยวิธี zymography ไป
ใชในการเฝาระวังผูปวยไขเลือดออก 

 
ขอเสียของการวิจัยในครัง้น้ี 

 ยังไมมีการนําตัวอยางเลือดของผูปวยที่ระดับความรุนแรงตางๆมาศกึษาหาปริมาณของ
เอนไซม Matrix metalloproteinases 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 
ดวยผลการทดลองดังกลาวขางตน พบวาวธิีการศึกษาหาตวัชี้วัดความรุนแรงของโรค

ไขเลือดออกน้ันเปนวธิีการหน่ึงที่เพ่ิมประสิทธิภาพในการเฝาระวังผูปวยไขเลือดออก และนําไปใชเปน
พ้ืนฐานสําหรับการศึกษาพยาธิกําเนิดของโรคไขเลือดออก เพ่ือการพัฒนาการรักษาทั้งในรูปแบบขอ
ยาและวคัซีนที่มีประสิทธิภาพตอไป 
  
ปญหาที่พบในการทําการวิจัย 

 
 การเร่ิมตนการทําวิจัยในครัง้น้ี เปนการเริ่มตนทําในหองปฏิบัติการที่ยังไมเคยมีการทําการวิจัย

เก่ียวกับไวรัสมากอน จึงมีความจําเปนตองใชเวลาในตอนเริ่มตนการวิจัยคอนขางมาก 
(มากกวาที่กําหนดไว) 

 ในชวงแรกของการทําวิจัยมีปญหา contamination เชื้อราในหองปฏิบัติการ จึงตองมีการหยุด
การทําวิจัยในหองปฏิบัติการเปนระยะเวลานาน 

 อุปกรณในคณะเวชศาสตรเขตรอนบางชนิดยังไมมี เชน Inverted Fluorescence microscope 
ที่สามารถปรบัคา wave length  ตามสีที่ใชในการตรวจสอบไดจึงตองมีการใชอุปกรณดังกลาว
ที่คณะอ่ืน ซ่ึงตองมีการเรียงลําดับการใชงาน จึงทําใหคอนขางเสียเวลาในชวงแรกของการวิจัย 
และมีคาใชจายเพ่ิมสูงขึ้นในการใชบริการตางหนวยงาน ซ่ึงไมไดมีการประเมินไวตั้งแตตอน
เสนอขอทุนสนับสนุนการวจัิย 

 เน่ืองดวยหองปฏิบัติการวิจัยในครั้งน้ี ยงัตองมีการส่ังซ้ือสารเคมี และเครื่องมือที่พรอมสําหรับ
การวิจัยเก่ียวกับไวรัส จึงตองมีการส่ังสารเคมีเบื้องตนเปนจํานวนมาก กอปรกับราคาของ
สารเคมีที่ซ้ือในขณะที่ทําการวิจัย เม่ือเปรียบเทียบกับราคาที่เสนอไปในชวงแรกของการขอทุน
สนับสนุนการวิจัยมีราคาเพ่ิมสูงขึ้นอยางมาก จึงมีความจําเปนทีต่องกําหนดขอบเขตของการ
ศึกษาวิจัยใหมอีกคร้ังโดยยึดหลักของหัวขอวิจัยที่สอดคลองกับหัวขอเดิมมากที่สุด 

 ทีมผูวิจัยมีความตั้งใจที่จะทาํการศึกษาตอในตัวอยางผูปวยทีค่วามรุนแรงแตกตางกันไป แต
เน่ืองจากบทบาทความสําคัญของคณะกรรมการจริยธรรมการศึกษาวิจัยในมนษุย จึงทําใหมี
ความลาชาและอาจจะไมทันสําหรับระยะเวลาการศึกษาวิจัย อีกทั้งการเปลี่ยนแปลงราคา
สารเคมีตางๆ อันเปนผลสืบเนื่องจากปญหาระบบเศรษฐกิจ ทําใหกรอบวงเงินสําหรับการ
ศึกษาวิจัยในครั้งน้ีจึงตองจํากัดมากขึ้น 
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แผนการศึกษาวิจัยตอเนื่องจากงานวจิัยครั้งนี้ 
 
 

จากผลการทดลองในครั้งน้ีมีหลายๆ คําถามที่เกิดขึ้นในระหวางการศึกษาวิจัยทําใหทีมผูวิจัย
มีแผนการสําหรับการศึกษาวิจัยตอเน่ือง เพ่ือใหคําถามตางๆที่เกิดขึ้นในการศกึษาวิจัยในครัง้น้ีไดรับ
คําตอบและหวังผลในการพฒันาพ้ืนฐานความรู ความเขาใจในพยาธิกําเนิดของโรคไขเลือดออกน้ัน 
ทีมผูวิจัยมีแผนการศึกษาวจัิยตอเน่ืองดังน้ี : 
  
 ศึกษาวิจัยความสัมพันธของเอนไซม Matrix metalloproteinases กับความรุนแรงของโรค

ไขเลือดออกในซรัีมของผูปวยในระดับความรุนแรงตางๆ คือ Dengue fever, Dengue 
hemorrhagic fever และ Dengue shock syndrome เปรียบเทยีบกับ Normal human serum 

 
 ศึกษาความสมัพันธของการแสดงออกของเอนไซม Matrix metalloproteinases ในการติดเชื้อ

ไวรัสเดงกีชนิด Primary infection และ Secondary infection ที่มีความแตกตางกันระหวาง
ไวรัสเดงกีในแตละซีโรทยัป เพ่ือหาความเก่ียวของของเอนไซม Matrix metalloproteinases 
กับชนิดการตดิเชื้อตางๆ 

 
 ศึกษาความสมัพันธของการแสดงออกของเอนไซม Matrix metalloproteinases ในการติดเชื้อ

ไวรัสเดงกี เปรียบเทยีบระหวาง virulence strains, non-virulence strains และ vaccine 
strains เพ่ือใชในการยืนยนัวา ชนิดและปริมาณของเอนไซม Matrix metalloproteinases น้ันมี
ความสําคัญกับความรุนแรงของโรคไขเลอืดออก 

 
 ศึกษาพัฒนาสารเคมีที่มีความใกลเคียงและสามารถยบัยั้งการแสดงออกของเอนไซม Matrix 

metalloproteinases ทั้งจากพืชสมุนไพรไทยและสารเคมีสังเคราะห โดยสารดังกลาวตองไม
สงผลกระทบตอเซลลปกต ิ เพ่ือใชในการพัฒนาการรักษาโรคไขเลอืดออกตอไป ทั้งที่เปนแบบ
แพทยแผนปจจุบันและแพทยทางเลือก 
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Overview of Dengue Viruses and  
Their Relations

Natthanej Luplertlop
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Abstract
	 engue virus (DENV) is one of the most important mosquito-borne diseases. It belongs to the  
	 genus Flavivirus of the family Flaviviridae and is a small enveloped, positive single-stranded 
RNA virus. Dengue virus comprise four distinct serotypes, DEN-1 through DEN-4, which are 
transmitted from infected to healthy humans through bites of female Aedes aegypti and A. albopictus. 
Dengue infection is a major cause of morbidity and mortality in tropical and subtropical countries. 
Over 2.5 billion people are at risk of dengue infection, and about 100 million cases of dengue fever 
occur annually. Up to 500,000 of these develop dengue hemorrhagic fever (DHF) or dengue shock 
syndrome (DSS), the life-threatening forms of infection. At present, no proven vaccine is available 
for all 4 dengue serotypes, nor specific antiviral drugs to treat infection. Studies of the viral structure, 
clinical presentation and classification, basic to advanced diagnostic tools, and primary treatments, 
are necessary for effective disease prevention and control. This review summarizes current basic 
knowledge of dengue virus infection, based on clinical and laboratory studies. This overview of dengue 
virus infection should be useful for developing disease control programs and further research.
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ความสำคัญของไข้เลือดออกเดงกี (Dengue 
Hemorrhagic Fever) และไวรัสเดงกี (Dengue 
Virus)
	 โรคไข้เลือดออกเดงกี จัดเป็นโรคที่มีผลกระทบต่อ
สุขภาพของประชาชนเพิ่มมากขึ้นทุกปีโดยเฉพาะประชากรผู้
อาศัยอยู่ในประเทศในแถบเขตร้อน-ร้อนชื้น (พื้นที่ส่วนใหญ่ที่
พบรายงานผู้ติดเชื้อไวรัสเดงกีจะอยู่ระหว่างเส้นรุ้งที่ 25 องศา
เหนือถึง 25 องศาใต้) [1]

	 การติดเชื้อไวรัสเดงกีนั้น สามารถก่อให้เกิดอาการหรือ
ความผิดปกติ ซึ่งสามารถจำแนกตามความรุนแรงออกได้เป็น 2 
กลุ่มใหญ่ๆ [2] คือ


	 1.	 Asymptomatic   กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสแต่ไม่มี
อาการ พบได้ประมาณ 90% ของผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสเดงกี

	 2.	 Symptomatic กลุ่มผู้ป่วยกลุ่มนี้จะมีอาการหรือ
อาการแสดงที่ทำให้สงสัยว่ามีการติดเชื้อของโรคไข้เลือดออก
เดงกี ซึ่งจะพบได้ไม่เกิน 5% ของผู้ติดเชื้อไวรัสเดงกี  โดยกลุ่ม

ผู้ป่วยที่แสดงอาการหรือความรุนแรงของโรคนั้นสามารถแบ่ง
ออกได้เป็น 3 กลุ่ม คือ

	 2.1	Undifferentiated fever (UF) ผู้ป่วยกลุ่มนี้จะมี

ลักษณะอาการเหมือนการติดเชื้อไวรัสทั่วๆ ไป 
ลักษณะคล้ายโรคหวัดแต่อาการคัดแน่นจมูกน้ำมูก
ไหลจะพบได้ไม่มากนัก แต่จะมีลักษณะอาการของไข้
สูง ซึ่งจะพบได้ประมาณ 2-3 วัน ปวดเมื่อยตาม
ร่างกาย ผู้ป่วยกลุ่มนี้อาการต่างๆ มักจะหายไปได้เอง 


	 2.2	Dengue fever (DF) กลุ่มผู้ป่วยกลุ่มนี้จะมีอาการไข้
สูง โดยลักษณะของไข้สูงอาจมีการลดต่ำลงแล้วกลับ
มาสูงขึ้นอีกครั้ง ร่วมกับอาการปวดศีรษะ ปวด
กระบอกตา ปวดกล้ามเนื้อต่างๆ ตามร่างกาย บาง
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ครั้งมีอาการปวดลึกถึงกระดูกและข้อ (บางครั้งจึงมี
การเรียกโรคไข้เลือดออกเดงกีว่า Break bone 
fever)   นอกจากนั้นอาจพบผื่นในลักษณะของ 
maculopapular ซึ่งผื่นผิวหนังชนิดนี้มักจะพบใน
ผู้ใหญ่มากกว่าในเด็ก บางครั้งอาจพบจุดเลือดออก
ตามผิวหนัง เมื่ อทำการทดสอบด้วยทูร์นิ เก้ 
(Tourniquet test) จะให้ผลบวก 


	 2.3	Dengue hemorrhagic fever (DHF) ผู้ป่วยกลุ่มนี้
จะมีลักษณะอาการที่ชัดเจน คือ ไข้สูงลอยร่วมกับมี
อาการเลือดออก ตับโต เมื่อตรวจทางห้องปฏิบัติการ
จะพบว่ามีปริมาณเกร็ดเลือดลดต่ำลง ถ้าเป็นรุนแรง
จะพบลักษณะอาการที่บ่งชี้ว่ามีการรั่วของพลาสมา
ออกนอกเส้นเลือด โดยส่วนมากจะไปอยู่ในช่องปอด
และช่องท้อง ถ้าตรวจทางห้องปฏิบัติการจะพบว่ามี
ระดับฮีมาโตคริตเพิ่มสูงขึ้น ซึ่งถ้าการรั่วนั้นมีความ
รุนแรงมากบางครั้งจะส่งผลให้ผู้ป่วยเกิดภาวะช็อก 
เรียกกลุ่มผู้ป่วยนี้ว่า Dengue shock syndrome 
(DSS) ถ้าผู้ป่วยได้รับการรักษาไม่ทันจะเป็นอันตราย
ถึงตายได้ [2]


	 จากการศึกษาทางระบาดวิทยาพบว่า ประชากรอย่างน้อย
ประมาณ 1 ใน 100 คนของประชากรทั้งหมดมีประวัติของการ
ติดเชื้อไวรัสไข้เลือดออก [2] มีรายงานการระบาดของเชื้อไวรัส
เดงกีพบว่าประชากรหลายสิบล้านคนต่อปีทั่วโลกที่ป่วยด้วยโรค 
Dengue fever  และยังพบว่ามีประชากรมากกว่า 500,000 คน
ที่ป่ วยรุนแรงถึงขั้นเสี่ ยงต่อการเสียชีวิตด้วย Dengue 
hemor rhag i c f eve r / dengue shock synd rome 
 
(DHF/DSS) [2]	 

	 สำหรับประวัติความเป็นมาของเชื้อไวรัสไข้เลือดออก 
พบว่ามีการรายงานครั้งแรกในปี พ.ศ. 2322 พบการระบาด
ของ DF ในประเทศภูมิภาคเอเชี ย แอฟริกา และ
อเมริกาเหนือ โดยยังไม่มีการรายงานผู้เสียชีวิตจากโรคไข้เลือด
ออกเดงกี จนกระทั่งหลังสงครามโลกครั้งที่ 2 พบการระบาด
ของ DHF เป็นครั้งแรกที่ประเทศฟิลิปปินส์ในปี พ.ศ. 2497  
สำหรับการระบาดในประเทศไทยพบครั้งแรกในปี พ.ศ. 2501 
จากนั้นจึงมีการระบาดไปยังประเทศต่างๆ ที่อยู่ในเขตร้อนของ
ทวีปเอเชียและกระจายสู่ประเทศต่างๆ ทั่วโลก โดยพบอุบัติ
การณ์ของการระบาดเพิ่มขึ้นกว่า 500 เท่าภายในระยะเวลา
ย้อนหลังไป 50 ปี ทำให้มีการตรวจพบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออก
เดงกีมากกว่า 100 ประเทศทั่วโลกภายหลังปี พ.ศ. 2532 [2]   
มีการศึกษาการระบาดของไวรัสเดงกีย้อนหลังไปทุกๆ สามปี
เป็นเวลา 15 ปีโดยใช้หลักการทางคณิตศาสตร์เป็นแม่แบบ
เพื่อทำการเปรียบเทียบการแพร่กระจายของไข้เลือดออกเดงกี
กับลักษณะและการแพร่กระจายของยุงพาหะ พบว่ามีความ
สัมพันธ์กับการระบาดของไวรัสเดงกี คือเชื้อไวรัสเดงกีจะแพร่
กระจายสู่พื้นที่ใกล้เคียงด้วยอัตราการกระจายของโรคในแต่ละ
เดือนประมาณ 148 กิโลเมตร [1,2]




คุณลักษณะทางชีวภาพของเชื้อไวรัสเดงกี
	 เชื้อไวรัสเดงกี เป็นตัวก่อโรคชนิดที่ปรากฏขึ้นใหม่และมี
การระบาดซ้ำ (Emerging and re-emerging disease) จัดอยู่
ใน Family Flaviviridae, Genus Flavivirus ซึ่งเป็นกลุ่ม
ไวรัสกลุ่มใหญ่ที่เป็นสาเหตุการตายของทั้งคนและสัตว์ ไวรัส
กลุ่ม Family Flaviviridae [3,4] นี้สามารถแบ่งย่อยออกได้
ตามชนิดของพาหะเป็น 3 ชนิดใหญ่ๆ [3-5]  คือ 

	 1.	 กลุ่มไวรัสที่มียุงเป็นพาหะนำโรค (Mosquito-borne 
viruses) เช่น Dengue virus, West Nile virus, Yellow 
fever virus, Japanese encephalitis virus เป็นต้น

	 2.	 กลุ่มไวรัสที่มีเห็บเป็นพาหะนำโรค (Tick-borne 
viruses) เช่น Powassan virus, Kyasanur Forest disease 
virus

	 3.	 กลุ่มที่ไม่สามารถระบุพาหะนำโรคได้ (Viruses with 
no known arthropod vector)  เช่น Dakar bat virus

	 เชื้อไวรัสเดงกีจัดอยู่ในกลุ่มไวรัสที่นำโดยยุง ซึ่งยุงที่เป็น
พาหะของไวรัสเดงกี คือ Aedes spp ที่พบว่าเป็นพาหะหลัก  
คือ Ae. aegypti, Ae. scutellaris และ Ae. albopictus 
 
[1-3]

	 เชื้อไวรัสเดงกีมีสายพันธุกรรมเป็น RNA ชนิดสายเดียว
แบบสายตรงชนิดบวก (Linear, positive single-stranded 
RNA) ไวรัสเดงกีมีอนุภาครูปทรงกลม มีส่วนเปลือกหุ้ม 
(Envelope-protein) มีขนาดของอนุภาคไวรัสประมาณ 50 nm   
สามารถแบ่งชนิดของเชื้อไวรัสเดงกีเป็น 4 ชนิด คือ Dengue 
–1,2,3 และ 4 โดยโครงสร้างของไวรัสเดงกีทั้ง 4 ชนิดนี้คล้าย
กัน ซึ่งจะประกอบไปด้วยสาย RNA ยาวประมาณ 10.7 Kb 
(Dengue-2 ยาวที่สุด ประมาณ 10.723 Kb และ Dengue-4 
สั้นที่สุด ประมาณ 10.644 Kb) โครงสร้างของไวรัสไข้เลือดออก
สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ส่วนหลักๆ [2-3] คือ

	 1.	 Structural proteins  ประกอบไปด้วย Capsid (C), 
Pre-membrane/Membrane(PrM/M) และ Envelope (E) 
protein

	 2.	 Non-structural proteins (NS)   ประกอบไปด้วย 
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B และ NS5

	 3.	 Untranslated region (UTR)  ประกอบไปด้วย 5′
UTR และ 3′UTR

	 ไวรัสเดงกีมี open reading frame ของยีนส์ (genes)  ที่
กำหนดและควบคุมการสร้างโปรตีนต่างๆ ที่เป็นส่วนประกอบ
สำคัญของตัวไวรัส และเนื่องจากไวรัสนี้เป็น RNA virus ชนิด
สายเดี่ยวแบบสายตรงชนิดบวกดังกล่าวข้างต้น สาย RNA นี้จึง
ทำหน้าที่เป็น  mRNA ในการสร้างโปรตีนได้โดยตรง ดังนั้นเมื่อ
ไวรัสเดงกีเข้าสู่เซลล์ RNA ของไวรัสจะกำหนดการสร้างโปรตีน
ที่สำคัญ เพื่อประกอบกันเป็นไวรัสตัวใหม่ ทำให้ไวรัสเดงกีเพิ่ม
จำนวนขึ้นในเซลล์นั้น โดยคุณสมบัติและหน้าที่ของส่วน
ประกอบในโครงสร้างของเชื้อไวรัสเดงกีทั้งในส่วนของ RNA 
และ โปรตีน สรุปได้ดังรูปที่ 1  
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เซลล์เป้าหมายและการเข้าสู่เซลล์ของไวรัสเดงกี
	 สำหรับการเพิ่มจำนวนของเชื้อไวรัสเดงกีนั้นเริ่มต้นเมื่อ
ไวรัสเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย (target cells) ซึ่งถ้าทำการศึกษาใน
ห้องปฏิบัติการ (in vitro) เพื่อเปรียบเทียบความสัมพันธ์กับ
ความเป็นจริงในผู้ป่วย ได้มีการศึกษาโดยใช้เซลล์หลายชนิดที่คิด
ว่าเป็นเซลล์เป้าหมายของไวรัสเดงกีโดยอาศัยพื้นฐานของอาการ
ของผู้ป่วยเป็นหลักนั้น จะพบว่าเซลล์เป้าหมายของเชื้อไวรัส
เดงกีนั้นมีหลายชนิด โดยแบ่งตามชนิดของเซลล์เพาะเลี้ยง คือ  

	 1.	 เซลล์เพาะเลี้ยงปฐมภูมิ (Primary cell  culture) 
ได้แก่ hepatocytes [6,7], neuron cells [7], dendritic cells 
[6,7], endothelial cells [7-10], monocyte/macrophage 
[7-10], B cell [8-11], และ T cells [8-11].

	 2.	 เซลล์ เพาะเลี้ยงต่อเนื่อง (Cell lines) ได้แก่ 
Mosquito cells (C6/36, AP61) [13], Mammalian cells 
(LLC-MK2, Vero, BHK, PDK) [13], Mononuclear 
phagocyte lineage (Raji cells, THP-1 cells) [8-11]


	 3.	 เซลล์ที่ ได้จากเนื้อเยื่อของผู้ป่วยที่เสียชีวิตโดยตรง 
(Autopsy study) [7,8]

	 วงจรชีวิตของไวรัสเดงกี เริ่มจากการที่ไวรัสเดงกีสามารถ
จับกับ receptors จำเพาะบนเซลล์เป้าหมาย แล้วกระตุ้นให้
ไวรัสเข้าสู่เซลล์ด้วยขบวนการที่เรียกว่า Receptor-mediated 
endocytosis (RME) [25,26] โดยจะเกิดการสร้ าง 
endosome ในเซลล์ซึ่งภายใน endosome มีสภาวะเป็นกรด 
ทำให้ เกิดการเปลี่ ยนแปลงโครงสร้ างของ E protein 
(trimerization) เป็นผลให้ RNA ของไวรัสหลุดออกจาก 
envelop (uncoat) จากนั้น RNA ของไวรัสจะเริ่มสร้างโปรตีน
ต่างๆ (translation) ที่บริเวณ ER-derived membrane และ
จะหยุดสร้างโปรตีนเมื่อมีการสร้างสาย RNA ของไวรัส  
(replication) โปรตีนและสาย RNA ที่สร้างขึ้นจะประกอบตัว
กัน (assembly) ที่ Endoplasmic reticulum (ER) แล้ว
เคลื่อนต่อไปที่ Golgi compartment เพื่อให้การประกอบตัว
สมบูรณ์และไวรัสมีสภาพเป็นตัวเต็มวัย (mature form) แล้ว

รูปที่ 1	 โครงสร้างและหน้าที่หลักของโปรตีนและ RNA ของไวรัสเดงกี (ได้รับอนุญาตจาก American Society 
for Microbiology) [5]


ตารางที่ 1	 ความสัมพันธ์ระหว่าง Receptors กับเซลล์เป้าหมายของเชื้อไวรัสเดงกี



Receptors	 Target cells	 Reference


Heparan sulfate	 Liver cells; VERO; BHK21; C636	 14-16

Hsp70/ 90 	 Monocyte derived Macrophage; human; 

	 Neuroblastoma cells	 17-18

GRP78/ BiP	 Liver cells	 19

37/ 67 kDa high affinity Laminin receptor  	Liver cells	 19-20

CD14	 Monocyte derived Macrophage	 21

DC-SIGN	 Dendritic cells, Langehans cells	 22-24

L-SIGN	 Liver cell; LN: Spleen	 23-25
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เซลล์เป้าหมายนี้ก็จะปล่อยไวรัสที่เกิดใหม่และมีความสมบูรณ์
ออกจากเซลล์เดิมกระจายไปสู่เซลล์ใหม่เซลล์อื่นๆ ต่อไป (รูปที่ 
2,  ที่มาของรูปจากเอกสารอ้างอิงหมายเลข 5) [25-27]



พยาธิกำเนิดโรคไข้เลือดออกเดงกี
	 โรคไข้เลือดออกเดงกี เป็นโรคที่มีอุบัติการณ์การเสียชีวิต
เพิ่มมากขึ้นทุกปี  การติดเชื้อไวรัสทั่วๆ ไปนั้น ระบบภูมิคุ้มกัน
ภายในร่างกายมนุษย์จะสามารถยับยั้งหรือลดการเพิ่มจำนวนของ
เชื้อไวรัสเมื่อมีการติดเชื้อซ้ำในครั้งที่สอง   แต่โรคไข้เลือดออก
เดงกีจะแตกต่างจากเชื้อไวรัสอื่นๆ   ตรงที่การติดเชื้อของไวรัส
เดงกีในครั้งแรกผู้ป่วยอาจไม่แสดงอาการใดๆ หรืออาจมีอาการ
เหมือนการติดเชื้อไวรัสทั่วๆ ไป ในขณะที่จะพบไข้เลือดออก
เดงกีชนิดรุนแรง (DHF/DSS) เมื่อมีการติดเชื้อซ้ำ โดยจะพบ
ได้ประมาณ 15-80 เท่า อันเป็นผลมาจากการที่ระบบภูมิคุ้มกัน
ต่อเชื้อไวรัสนั้นไม่สามารถยับยั้ง (neutralize) เชื้อไวรัสได้ แต่
กลับไปส่งเสริมให้มีการเข้าสู่เซลล์และเพิ่มจำนวนของเชื้อไวรัส
เดงกีภายในเซลล์ เป้ าหมาย เรียกลักษณะดังกล่ าวนี้ ว่ า 
Antibody dependent enhancement (ADE) [28-31] 
คุณสมบัติ ADE นั้นจัดว่าเป็นส่วนสำคัญหนึ่งในการศึกษาถึง
พยาธิกำเนิดของโรคไข้เลือดออกเดงกี 

	 สำหรับการติดเชื้อไวรัสเดงกีนั้นไม่ได้ก่อให้เกิดโรคไข้เลือด
ออกเดงกีชนิดรุนแรงทุกครั้ง ทั้งนี้เนื่องมาจากปัจจัยที่มีผลต่อ
การก่อให้เกิดความรุนแรงของโรคไข้เลือดออกเดงกีนั้น สามารถ
แบ่งออกได้เป็น 2 ปัจจัยหลักคือ


	 1.	 ปัจจัยพลจากเชื้อไวรัส

	 สำหรับสาเหตุอันเนื่องมาจากเชื้อไวรัสเดงกีต่อความ
รุนแรงของโรคไข้เลือดออกเดงกีนั้นเกิดจาก

	 1.1	จำนวนของไวรัส (Viral load effect)  พบว่าปริมาณ

ของไวรัสนั้นมีผลกระทบต่อเซลล์เป้าหมายโดยตรง 
สืบเนื่องมาจากปริมาณของไวรัสที่มาก ทำให้สามารถ
ติดเชื้อต่อเซลล์เป้าหมายได้มาก จึงส่งผลให้มีการ
แสดงความผิดปกติออกมาได้ชัดเจนขึ้น [31-34]


	 1.2	สายพันธุ์ของไวรัส (Viral strain) มีข้อมูลทางระบาด
วิทยาพบว่า สายพันธุ์ของไวรัสที่ก่อโรคในภูมิภาค
เอเชีย โดยเฉพาะภูมิภาคเอเชียอาคเนย์นั้นสามารถ
ก่อให้เกิดความรุนแรงของโรคได้มากกว่าสายพันธุ์
อเมริกา [35-38]


	 2.	 ปัจจัยพลจากผู้รับเชื้อ

	 สำหรับสาเหตุอันเนื่องมาจากผู้รับเชื้อต่อความรุนแรงของ
โรคไข้เลือดออกเดงกีนั้นเกิดจาก

	 2.1	ปัจจัยส่วนบุคคล [39] ซึ่งได้แก่

	 	 2.1.1	อายุ พบว่าความรุนแรงของโรคในเด็กนั้นจะ

รุนแรงกว่าในผู้ใหญ่

	 	 2.1.2	เพศ พบว่าความรุนแรงมักจะเกิดในเพศหญิง

มากกว่าเพศชาย

	 	 3.1.3	ภาวะโภชนาการ พบว่าผู้ที่มีภาวะโภชนาการที่ดี

มั ก เกิ ดความรุนแรงมากกว่ าผู้ ป่ วยทุพ-
โภชนาการ
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รูปที่ 2	 วงจรชีวิตของการเพิ่มจำนวนของเชื้อไวรัสเดงกี (ได้รับอนุญาตจาก American Society for Microbiology) [5]
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	 	 2.1.4	เชื้อชาติ จะพบว่าผู้ป่วยที่เป็นผิวเหลืองจะมี
ความรุนแรงมากกว่าผิวดำ


	 	 2.1.5	พนัธกุรรม จะพบวา่ผูท้ีม่ยีนีสข์อง HLA class I 
จะมีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของโรคไข้
เลือดออกเดงกี


	 2.2	บทบาทของภูมิคุ้มกัน [24,40-43]   จากการศึกษา
ความสัมพันธ์ของความรุนแรงของโรคไข้เลือดออกเดงกีกับ
ระบบภูมิคุ้มกันนั้นสามารถแบ่งย่อยออกได้เป็น

	 	 2.2.1	Antibody/ Humoral immunity ซึ่งสามารถ

แบ่งเป็น 2 ชนิดย่อยๆ คือ

	 	 	 1)	 ชนิดที่สามารถลดหรือทำลายฤทธิ์ของ

ไวรัสได้ (Neutralizing antibody) โดย
เริ่มต้นจากการที่ไวรัสติดเซลล์เป้าหมาย
แล้วมีการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันชนิด 
innate immune response ส่งผลให้มี
การกระตุ้นการสร้างสาร cytokines และ 
chemokines ต่างๆ ไปยับยั้งการเพิ่ม
จำนวนของไวรัส ในขณะเดียวกันสารดัง
กล่าวยังสามารถกระตุ้น T-cells ให้มีการ
หลั่ง cytokines จำเพาะและกระตุ้น
ระบบ complements ทำให้เกิดการ
ทำลายฤทธิ์ของไวรัส   ซึ่งส่วนมากมักจะ
พบในการติดเชื้อครั้งแรก [44-46]


	 	 	 2)	 ชนิดที่ช่วยในการติดเชื้อและเพิ่มจำนวน
ในเซลล์ เป้ าหมาย (Enhancing 

antibody) ชนิดนี้เป็นชนิดที่พบและ
อธิบายถึงพยาธิกำเนิดของโรคไข้เลือด
ออกเดงกีชนิดติดเชื้อซ้ำและก่อให้เกิด
ความรุนแรงของโรค โดยเชื้อไวรัสเดงกี
จะอาศัย Fc-receptor ในการชักนำเข้า
เซลล์และเพิ่มจำนวนในเซลล์เป้าหมาย
ต่อไป [29-31]


	 	 2.2.2	Cellular immunity

	 สำหรับระบบภูมิคุ้มกันชนิดนี้จะเน้นในส่วนของความ
สัมพันธ์ระหว่าง T-cell, B-cell และ Cytokines โดยมีการ
ศึกษาความสัมพันธ์กับพยาธิกำเนิดของไข้เลือดออกเดงกีพบว่า 
ความสามารถของ T-cells ต่อการยับยั้งการติดเชื้อของไวรัส
เดงกีในครั้งที่สองที่ต่างชนิดไปจากครั้งแรกนั้นเกิดขึ้นได้ไม่
สมบูรณ์ ส่งผลให้การกำจัดไวรัสออกจากร่างกายด้วยระบบ
ภูมิคุ้มกันนั้นทำได้ลดลงอีก แต่กลับส่งผลให้เกิดการหลั่ง 
cytokines เพิ่มมากขึ้น เซลล์เป้าหมายแรกของเชื้อไวรัสเดงกี
คือ Monocyte/Macrophage และ Dendritic cells  พบว่าถ้า
มีการติดเชื้อในครั้งที่สองนั้นจะมีการกระตุ้นให้มีการหลั่ง 
cytokine ชนิด TNF-α ร่วมกับอนุมูลอิสระ (Nitric oxide) 
 
ซึ่งมีผลกระทบโดยตรงกับเยื่อบุผนังเส้นเลือด โดยมีการศึกษา
เปรียบเทียบระหว่างในห้องปฏิบัติการและในเลือดผู้ป่วยไข้เลือด
ออกเดงกีชนิด DF เปรียบเทียบกับ DHF พบว่านอกเหนือจาก 
TNF-α แล้วยังมี cytokines อื่นๆ ที่มีผลทำให้เกิดความ
 
รุนแรงของโรคไข้เลือดออกเดงกีได้อีก คือ IL-6, IL-8 และ 
IL-10  พบว่า cytokines ต่างๆ ที่ส่งผลให้เกิดความรุนแรงนั้น
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รูปที่ 3	 พยาธิสรีรวิทยาของไข้เลือดออกเดงกี (ได้รับอนุญาตจาก American Society for Microbiology) [5]
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จะจัดอยู่ ในกลุ่มของ Th-2 cytokines มากกว่า Th-1 
cytokines (รูปที่ 3,   ที่มาของรูปจากเอกสารอ้างอิงหมายเลข 
5) [5,47-50] ซึ่ง cytokines ต่างๆ เหล่านี้จะส่งผลกระทบต่อ
เยื่อบุผนังเส้นเลือด โดยส่งผลต่อ extracellular matrix ต่างๆ 
เช่น Glycosaminoglycans และ proteoglycans เป็นต้น 
รวมถึง cell adhesion molecules ต่างๆ เช่น Laminin, 
ICAM-1, PECAM, β-actin เป็นต้น [24,49,51,52] ทำให
้เกิดการรั่วของพลาสมาเพิ่มมากขึ้น   สำหรับการศึกษาพยาธิสรี
วิทยาของโรคไข้เลือดออกเดงกี ยังคงต้องมีการศึกษาเพิ่มเติม
และพัฒนาความรู้อย่างต่อเนื่อง เพื่อหาความสัมพันธ์ของเชื้อ
ไวรัสเดงกีและพยาธิกำเนิดที่จำเพาะเจาะจงและชัดเจนมากขึ้น 
ทั้งนี้เพื่อใช้เป็นแนวทางในการพัฒนายารักษาและวัคซีนป้องกัน
ไวรัสเดงกีที่มีประสิทธิภาพสูงสุดต่อไป

	 นอกจาก cytokines ดังกล่าวข้างต้น มีรายงานที่แสดงถึง
ความสัมพันธ์ของโรคไข้เลือดออกเดงกีชนิดรุนแรง (ในผู้ป่วย 
DHF/DSS) กับองค์ประกอบอื่นๆ อีก เช่น

	 1)	 พบว่ ามีอัตราส่วนของ CD4:CD8 ลดลง 
(CD4:CD8 < 1) [53]

	 2)	 มีการกระตุ้น Human cytotoxic factor เพิ่มมากขึ้น 
[49,50]

	 3)	 มีการตรวจพบระดับของ MMP-9 เพิ่มมากขึ้น (จาก
การตรวจสอบทางห้องปฏิบัติการ) [51,52]

	 4)	 พบระดับของ cytokines บางชนิดลดลง เช่น IL-12 
[49,50]

	 5)	 พบระดับของ cytokines บางชนิดเพิ่มขึ้น เช่น IL-
18, IL-4, IL-13, IFN-γ, TGF-β เป็นต้น [49-52]



การตรวจวินิจฉัยในห้องปฏิบัติการ
	 จะเห็นว่าโรคไข้เลือดออกเดงกีนั้นมีความรุนแรงและมีการ
ระบาดเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ แต่ยังไม่มียาที่ ใช้ ในการรักษาที่
จำเพาะเจาะจง ดังนั้นการจะลดอุบัติการณ์ของการเสียชีวิตจาก
เชื้อไวรัสเดงกี จึงต้องอาศัยแพทย์ผู้มีประสบการณ์ในการ
วินิจฉัยจากอาการและอาการแสดงของผู้ป่วย ร่วมกับการตรวจ
วินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการที่แม่นยำและรวดเร็ว ซึ่งจะทำให้
แพทย์ผู้ทำการรักษาทราบสาเหตุของโรคได้อย่างถูกต้อง ส่งผล
ต่อการรักษาที่รวดเร็ว ร่วมกับมีการเฝ้าระวังอาการ (treatment 
mornitoring) รวมถึงการเฝ้าระวังโรค (surveillance) ที่มี
ประสิทธิภาพต่อไป

	 การตรวจวินิจฉัยไข้เลือดออกเดงกีในห้องปฏิบัติการนั้น 
สามารถแบ่งออกได้เป็น  2 ชนิดหลักๆ  คือ

	 1. 	การตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกี (Viral identification)  
แบ่งออกเป็น 2 ชนิด ดังนี้

	 1.1	การตรวจเพาะเลี้ยงแยกเชื้อไวรัส (Viral isolation) 
วิธีนี้ใช้ระยะเวลานานมากกว่า 1-2 สัปดาห์จึงจะทราบผล (แล้ว
แต่วิธีการตรวจสอบที่เลือกใช้)  ซึ่งวิธีที่นิยมใช้ในปัจจุบัน คือ 

	 	 1.1.1	Intracerebral inoculation โดยการนำ

ตัวอย่างตรวจที่ ได้ฉีดเข้าสมองหนูแรกเกิด 
แล้วแยกไวรัสเพื่อตรวจสอบหรือดูพยาธิสภาพ
ของหนูภายหลังการฉีดตัวอย่าง ว่ามีการ
เปลี่ยนแปลงของพัฒนาการของหนูแรกเกิด 
การเกิดภาวะอัมพาต (paralysis) หรือการตาย
ของหนูแรกเกิดช้าเร็วต่างกันอย่างไรเมื่อเทียบ
กับกลุ่มตัวอย่ างควบคุม   ( ใช้ระยะเวลา
ประมาณ 1-3 สัปดาห์) [55]


	 	 1.1.2	Mammalian and mosquito cell culture 
เป็นการนำตัวอย่างตรวจที่ได้ไปเพาะเลี้ยงใน
เซลล์เพาะเลี้ยงชนิด mammalian cell lines 
(เช่น LLC-MK2, Vero, BHK, PDK, 
HepG2 cells เป็นต้น) [13,55,56] หรือ 
mosquito cell line (C6/36, AP61 cells) 
[13] โดยจะศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงของ 
cytoplasm ของเซลล์เมื่อเกิดพยาธิสภาพ ที่
เรียกว่า Cytopathic effect (CPE)   พบว่า
ลักษณะของ CPE ในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด 
mammalian cells มักจะเป็นในลักษณะ 
lysis หรือ cell swelling แต่สำหรับในเซลล์
เพาะเลี้ยงชนิด mosquito cell line มักจะไม่
ค่อยพบ CPE แต่ถ้าพบในบางตัวอย่างมักจะ
เป็นลักษณะ syncytium   นอกจากการตรวจ
หา CPE แล้ววิธีการนี้ยังหวังผลในการเพิ่ม
ปริมาณไวรัสจากตัวอย่างตรวจ เพื่อนำไปศึกษา
เรื่องอื่นๆ ต่อไป  (ใช้ระยะเวลาประมาณ 1-3 
สัปดาห์)


	 	 1.1.3	Mosquito inoculation วิธีนี้ เป็นการนำ
ตัวอย่างตรวจเข้าสู่ยุง โดยมีวัตถุประสงค์หลัก 
คือเพิ่มปริมาณของไวรัสที่ได้จากตัวอย่างตรวจ 
เพื่อนำไปทำการศึกษาเรื่องอื่นๆ ต่อไป อีกทั้ง
สามารถตรวจสอบพยาธิสภาพที่เกิดภายในตัว
ยุงหลังจากนำตัวอย่างตรวจเข้าสู่ตัวยุง โดยยุง
ที่นิยมนำมาใช้คือ ยุงลาย (Aedes spp) หรือ
ยุงยักษ์ (Toxorhynchites spp) (ใช้ระยะ
เวลาประมาณ 1-2  สัปดาห์) [56]


	 1.2	การตรวจสอบหา RNA ของไวรัส 

	 เป็นวิธีที่นิยมมากขึ้นในปัจจุบัน ทั้งนี้เพราะสามารถตรวจ
สอบได้อย่างรวดเร็วและมีความแม่นยำสูง   สำหรับการเลือก
ตำแหน่งจำเพาะในไวรัสเดงกีเพื่อตรวจสอบด้วยวิธีการหา RNA 
ของไวรัสสามารถทำได้ทุกตำแหน่งในโครงสร้างของไวรัส แต่ที่
นิ ยมและมีการศึกษากันอย่ า งกว้ า งขวาง ในปัจจุบันคื อ 
untranslated region (5′, 3′ UTR) [57], Capsid protein (
C) [58], envelope protein (E) [59], nonstructural 
protein-1 (NS1) [60],  nonstructural protein-5 (NS5) 
[61] โดยวิธีที่นิยมใช้มากในปัจจุบันคือ
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	 	 1.2.1	Nucleic acid hybridization โดยการนำ
ตัวอย่ างที่ ได้ ไป hybridized ด้วย 
biotinylated probe หรือ 32P-labeled 
probe แล้วทำการตรวจสอบหาไวรัสจาก
ตัวอย่าง นิยมใช้ตรวจสอบตัวอย่างที่ เป็น
เนื้อเยื่อมากกว่าตัวอย่างที่เป็นสารน้ำ [62]


	 	 1.2.2	Polymerase chain reaction ที่นิยมใช้กับ
ก า รตรวจวิ นิ จฉั ย ไข้ เ ลื อดออก เดงกี คื อ 
Reverse transcriptase PCR (RT-PCR) 
เพื่อตรวจสอบว่าตัวอย่างตรวจมีการติดเชื้อ
ไวรัสเดงกีหรือไม่(Viral identification) และ
มีการใช้ร่วมกับ Nested-PCR เพื่อระบุชนิด
ของเชื้อไวรัสเดงกี (Viral serotyping) วิธี
การนี้จะต้องออกแบบ primers ซึ่งจำเพาะ
เจาะจงกับยีนส์ (gene) ที่สนใจศึกษา (กรณีที่
ต้องการตรวจสอบจำเพาะเจาะจงแต่ละโปรตีน
ในโครงสร้างของไวรัสเดงกี) [63,64] หรืออาจ
ใช้ universal primer สำหรับตรวจสอบชนิด
ของเชื้อไวรัสเดงกี [64] โดยพบว่าวิธีนี้
สามารถได้ผลการตรวจสอบไม่เกิน 2-6 ชั่วโมง 
ข้อจำกัดของวิธี PCR คือ สารที่ใช้ตรวจสอบ
และเครื่องมือยังมีราคาสูง นอกจากนี้ยังมีการ
พัฒนาวิ ธี ตรวจสอบที่ มี ความจำ เพาะสู ง 
สามารถตรวจสอบได้ ในตัวอย่างที่มีปริมาณ
ไวรัสน้อยมากๆ ได้ ภายใต้หลักการของ PCR  
คือ Single tube multiplex RT-PCR ทั้งนี้
เพื่อเพิ่มความแม่นยำ ลดปริมาณค่าใช้จ่ายและ
ระยะเวลาของการตรวจสอบ วิธีดังกล่าวอยู่ใน
ช่วงพัฒนาและนิยมใช้ในการศึกษาวิจัยมากกว่า
การวินิจฉัยโรคไข้เลือดออกเดงกี [65]


	 	 1.2.3	Real-time PCR วิธีนี้มีการพัฒนาเพื่อใช้ใน
การตรวจวินิจฉัยเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ ทั้งนี้เนื่อง
มาจากความรวดเร็วและความจำเพาะต่อไวรัส
สูง และสามารถได้ผลการตรวจสอบที่รวดเร็ว
ภายในระยะเวลาไม่เกิน 1 ชั่วโมง แต่วิธีนี้
เหมาะสำหรับงานวิจัยมากกว่างานวินิจฉัย 
ทั้งนี้เนื่องมาจากราคาของการตรวจสอบวิธีนี้ยัง
คงสูงอยู่ [66-68]


	 2.	 การตรวจหา Antibody ของผู้ป่วย

	 สามารถทราบผลได้แตกต่างกันไปแล้วแต่ชนิดของวิธีการ
ตรวจสอบ คือ ตั้งแต่ภายใน 24 ชั่วโมงจนถึงหลายสัปดาห์ วิธีที่
นิยมใช้อยู่ในปัจจุบัน คือ

	 2.1	Rapid test เป็นการตรวจหา IgM และ IgG ต่อ
ไวรัสเดงกีในตัวอย่างตรวจ โดยหลักการของวิธีนี้จะเป็นการ
เคลือบ antigen  ต่อโปรตีนในไวรัสเดงกีบนแผ่นตรวจสอบเมื่อ
ต้องการตรวจสอบตัวอย่างตรวจ ทำได้โดยการนำตัวอย่างตรวจ

มาหยดลงบนแผ่นตรวจสอบ รอตามระยะเวลาที่กำหนด จะ
ปรากฎแถบสีให้เห็น ซึ่งใช้เวลาเฉลี่ยไม่เกิน 15 นาที ซึ่งโปรตีน
ที่ใช้ในปัจจุบันคือ nonstructural protein-1 (NS1)   สำหรับ
วิธีนี้สามารถตรวจสอบได้รวดเร็ว แต่มีความผิดพลาดค่อนข้างสูง
เนื่องจากมีการเกิด cross reaction ระหว่างกลุ่มตัวอย่างตรวจ
ได ้ ในปจัจบุนัมกีารพฒันาทำใหก้ารตรวจสอบวธินีีม้คีวามจำเพาะ
เพิม่สงูขึน้เรือ่ยๆ  (ใชร้ะยะเวลาประมาณ 15-30 นาท)ี [69]

	 2.2	Plaque assay and plaque neutralization assay  
เป็นวิธีที่ ใช้ตรวจสอบหาชนิดของไวรัสเดงกีที่ ได้จากตัวอย่าง 
โดยอาศัยหลักการของ mammalian cell culture ร่วมกับ 
Antigen-antibody complex (ใช้ระยะเวลาประมาณ 2-3 
สัปดาห์) [70,71]

	 2.3	Hemagglutination inhibition assay เป็นการ
ตรวจสอบโดยใช้หลักของการเกาะกลุ่มกันระหว่างเชื้อไวรัสเดงกี
กับเซลล์เม็ดเลือดแดงของสัตว์บางชนิด เช่น ห่าน (Anser 
cinereus) การตรวจสอบวิธีนี้จะพิจารณาจากการเปลี่ยนแปลง
ของ antibody titer ซึ่งจะต้องมีการตรวจสอบ 2 ครั้งคือ acute 
phase และ convalescent phase ห่างกันประมาณ 7 วัน โดย
พิจารณาจากค่า convalescent antibody titer ให้ผลบวกเมื่อมี
ค่าสูงขึ้นมากกว่า 4 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับ acute phase  และ
เมื่อพิจารณาค่าจำเพาะในระยะ convalescent antibody titer 
ถ้าน้อยกว่า 1:1,280 มักจะเป็นการติดเชื้อครั้งแรก (Primary 
infection) แต่ถ้ามีค่ามากกว่า 1:2,560 มักจะเป็นการติดเชื้อ
ซ้ำ (Secondary infection)  [72,73] 

	 2.4	Plaque reduction neutralization assay (PRNT) 
เป็นการดัดแปลง cell culture ร่วมกับ Challenge virus 
resistant assay โดยการเจือจางตัวอย่างมาผสมกับไวรัสและดู
การแสดงผลตอ่การยบัยัง้การเพิม่จำนวนของไวรสัจาก antibody 
จำเพาะภายหลังการติดเชื้อไวรัสเดงกี [70,71]

	 2.5	Enzyme immunosorbant assay (EIA, ELISA) 
ถือเป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสไข้เลือดออก
โดยใชห้ลกัการของการตรวจสอบสดัสว่นของ immunoglobulin 
isotype (IgM หรือ IgG) ที่ทำปฏิกิริยาต่อ Dengue หรือ 
Japanease encephalitis (JE) antigen [74,75] โดยหลักการ
ของการอ่านผลการตรวจสอบจะพิจารณาจาก

	 	 2.5.1	Ratio ของ anti-dengue IgM ต่อ anti-JE 

IgM เพื่อตรวจสอบว่ า เป็นการติดเชื้ อ 
Dengue virus หรือ JE virus [74,75]


	 	 	 -	 ถ้าค่าที่ได้มากกว่า 1 ถือว่าเป็นการติดเชื้อ 
Dengue virus


	 	 	 -	 ถ้าค่าที่ได้น้อยกว่า 1 ถือว่าเป็นการติดเชื้อ 
JE virus


	 	 2.5.2	แยกการติดเชื้อครั้งแรก (Primary infection) 
หรอืเปน็การตดิเชือ้ซำ้ (Secondary infection) 
จะพิจารณาจาก ratio ระหว่าง IgM กับ IgG 
[74,75]
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	 	 	 -	 ratio IgM : IgG มากกวา่ 1.8 ถอืวา่เปน็
 
การตดิเชือ้ครัง้แรก (Primary infection)


	 	 	 -	 ratio IgM : IgG นอ้ยกวา่ 1.8 ถอืวา่เปน็
 
การตดิเชือ้ซำ้ (Secondary infection)


	 การตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสเดงกีนั้นยังมีการพัฒนา
อย่างต่อเนื่อง เพื่อหาวิธีการตรวจสอบที่รวดเร็ว สะดวก และมี
ความแม่นยำสูง ทั้งนี้เพราะวิธีการตรวจสอบของแต่ละวิธีย่อมมี
ข้อจำกัดแตกต่างกันออกไป [76]  ดังในตารางที่ 2   



แนวทางการรักษาผู้ป่วยไข้เลือดออกเดงกี 
	 ปัจจุบันยังไม่มียาต้านไวรัสเดงกี ดังนั้นการรักษาส่วนใหญ่
จะเป็นการรักษาแบบตามอาการและประคับประคอง โดยเน้นที่
การชดเชยการรั่วของพลาสมา ร่วมกับการรักษาอาการแทรก
ซ้อนอื่นๆ ของผู้ป่วยแต่ละราย ทั้งนี้ปัจจัยสำคัญของการรักษาผู้
ป่วยไข้เลือดออกเดงกี คือการเฝ้าระวังคนไข้อย่างใกล้ชิดตลอด
ระยะเวลาวิกฤต ซึ่งมีระยะเวลาประมาณ 24-48 ชั่วโมงภายหลัง
ไข้ลดหรือมีการรั่วของพลาสมา โดยมีหลักการสำคัญๆ ของการ
ดูแลรักษาผู้ป่วยไข้เลือดออกเดงกี [77,78]  คือ  

	 -	 วินิจฉัยอย่างรวดเร็วและถูกต้องให้ได้ว่าผู้ป่วยเป็นไข้
เลือดออกเดงกีก่อนเข้าระยะวิกฤต

	 -	 ให้สารน้ำชดเชยเท่าที่จำเป็นเมื่อมีการรั่วของพลาสมา

	 -	 เฝา้ระวงัภาวะเลอืดออกภายในหรอืการใหส้ารนำ้มากเกนิ

	 -	 หลีกเลี่ยงการใช้ยาที่ไม่จำเป็นทุกชนิด

	 -	 หลีกเลี่ยงการรักษาที่เป็น invasive procedure



สาเหตุสำคัญของการเสียชีวิตของผู ้ป่วยไข้ 
เลือดออกเดงกี [77]
	 -	 ภาวะน้ำเกิน (Fluid overload)

	 -	 อาการช็อกนาน (Prolonged shock)

	 -	 มีเลือดออกมาก (Massive bleeding)

	 -	 อาการแทรกซ้อนด้วยการติดเชื้อชนิดอื่นร่วมกับการ
ติดเชื้อไวรัสเดงกี



วัคซีนป้องกันไวรัสไข้เลือดออกเดงกี  
	 การพัฒนาวัคซีนป้องกันไวรัสเดงกีนั้นเริ่มมีการพัฒนาตั้ง
แต่ปี  พ.ศ. 2487 โดย Sabin และ Schlesinger [79] เริ่มต้น

จากไวรัสเดงกีชนิดที่ 1 “Hawaiian strain” โดยวิธีการเตรียม
ในสมองหนู เมื่อนำวัคซีนที่ได้มาทำการทดสอบในคนจำนวน
น้อย พบว่าได้ผลดี มีอาการข้างเคียงเพียงเล็กน้อยแต่สามารถ
ปลูกสร้างภูมิคุ้มกันต่อต้านเชื้อไวรัสที่ฉีดเข้าไปได้  ต่อมาได้หยุด
ดำเนินการเนื่องจากตรวจพบมีอาการอัมพาตของลิงภายหลังได้
รับวัคซีน [79,80]

	 ต่อมาในปี พ.ศ. 2515 ทีมนักวิจัยมหาวิทยาลัยมหิดลได้
พัฒนา วัคซีนโดยใช้ purified virus ที่ clone ใน animal 
tissue culture พบว่าไวรัสเดงกีซี โรทัยป์ที่ 1, 2 และ 4 
สามารถเจริญเติบโตได้ดีใน primary dog kidney (PDK) 
cells แต่สำหรับไวรัสเดงกีซีโรทัยป์ 3 ต้องใช้ primary green 
monkey kidney (PGMK) cells หลังจากนั้นได้ทำให้ไวรัส
เดงกีอ่อนกำลังในการก่อพยาธิสภาพลง พบว่าไวรัสเดงกีมีความ
จำเพาะแตกต่างกันในการทำให้อ่อนกำลังลงในแต่ละซีโรทัยป์คือ 
DEN-1, 2, 3 และ 4 จะสามารถทำให้อ่อนกำลังลงได้ใน 
passage ที่ 43, 53, 50, และ 60 ตามลำดับ เรียกวัคซีนดัง
กล่าวว่า Live attenuate vaccine ในช่วงแรกนั้นวัคซีนชนิดนี้
จะยังไม่สามารถควบคุมไวรัสเดงกีได้ครบทั้ง 4 ซีโรทัยป์ในการ
ฉีดเพียงครั้งเดียว ซึ่งทีมนักวิจัยจากมหาวิทยาลัยมหิดลได้
พัฒนาวัคซีนเรื่อยมาจนได้วัคซีนรวมที่สามารถครอบคลุมไวรัสได้
ครบทั้ง 4 ชนิด (Live attenuate tetravalent vaccine) ในปี 
2535 [81,82]

	 หลังจากนั้นได้มีกลุ่มนักวิจัยและพัฒนาวัคซีนป้องกันไวรัส
เดงกีพยายามที่จะพัฒนาวัคซีนป้องกันไวรัสเดงกีเพิ่มมากขึ้น
เรื่อยๆ มีการนำเทคนิคทางอณูพันธุวิทยาเข้ามามีส่วนร่วมในการ
พัฒนาวัคซีนเพิ่มมากขึ้นได้แก่ : 

	 1.	 Recombinant vaccine

	 วัคซีนชนิดนี้จะมีการใช้อณูพันธุวิศวกรรม (Molecular 
cloning) และชีวสารสนเทศ (Bioinformatics) เข้ามาร่วมใน
การสร้างอนุภาคไวรัสที่มีคุณลักษณะของการเป็นวัคซีนที่ดีในการ
กระตุ้นภูมิคุ้มกัน ซึ่งสามารถใช้ไวรัสเพียงชนิดเดียว หรือชนิด
เดียวกันแต่ต่างซี โรทัยป์ หรือไวรัสคนละชนิดอยู่ ในยี โนม
เดียวกันเรียกว่า Chimeric vaccine 

	 วัคซีนชนิดนี้ที่อยู่ในช่วงการพัฒนาในปัจจุบันจะเป็นการ
นำ Live attenuated vaccine หรือ Live attenuated virus 
มาเป็นแกนกลางแล้วเติมส่วนของไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป์ที่

Overview of Dengue Viruses and Their Relations

ตารางที่ 2	 วิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสเดงกี ความไวและเวลาที่ใช้ในการตรวจสอบ



Test	 Minimum virion	 Time	 Reference


Viral culture/ isolation	 >104 PFU	 >10 days	 6-13

RT/Nested-PCR	 10-250 PFU	 9-15 hours	 63-65

Real time PCR	 <10  PFU	 1-2 hours	 66-68

Antibody detection	 >103 PFU	 >1 weeks	 56, 72, 74, -75
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ทำให้หมดฤทธิ์ ในการก่อโรคเข้าไปโดยใช้เทคโนโลยีทางพันธุ
วิศวกรรม หวังผลว่าวัคซีนนี้จะสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันต่อไวรัส
เดงกีได้ทั้ง 4 ซีโรทัยป์ สำหรับวัคซีนชนิดนี้เริ่มต้นศึกษาในไวรัส
เดงกีซีโรทัยป์ 4 โดยการ deletion นิวคลิอิกออกไป 30 ตัว ที่
ตำแหน่ง untranslated region เพื่อนำมาเป็นแกนหลักของ
โครงสร้างวัคซีนแล้วนำส่วน capsid, envelope และ pre-
membrane จากไวรัสเดงกีซีโรทัยป์ 1-3 เข้ามาประกอบเป็น
โครงสร้างวัคซีน  เรียกวัคซีนชนิดนี้ว่า Chimera vaccine [83]  
นอกจากนั้นยังมีอีกกลุ่มนักวิจัยที่ทำการพัฒนาโดยใช้วัคซีน
ป้องกันไวรัสไข้เหลือง (Yellow fever) ชื่อ 17D yellow fever 
เป็นแกนหลักแล้วนำส่วน envelope proteins ของไวรัสเดงกี
ทั้งสี่ซีโรทัยป์เข้ามาประกอบเป็นโครงสร้างวัคซีน เรียกวัคซีน
ชนิดนี้ว่า ChimeriVax-Den1-4 tetravalent vaccine [84]

	 2.	 Subunit vaccine

	 วัคซีนชนิดนี้จะทำการสร้างโปรตีนของไวรัสเดงกีด้วย
เทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม โดยเลือกส่วนของโปรตีนบางส่วน
จากโครงสร้างของไวรัสที่สนใจและสามารถกระตุ้นระบบ
ภูมิคุ้มกันได้ ที่นิยมในปัจจุบันคือ ส่วน E-protein และ NS1 
[80,81,85] วคัซนีรปูแบบนีย้งัอยู่ในชว่งพฒันาในหอ้งปฏบิตักิาร

	 3.	 DNA vaccine

	 วัคซีนชนิดนี้จะมีการสร้าง plasmid ที่มียีนของไวรัสเดงกี
ที่คาดว่ามีผลต่อการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้ดี ซึ่งชนิดนี้จะมี
ความคงตัวดีกว่า Subunit vaccine   สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
ทั้งแบบเซลล์ (Cellular immune response) และแบบสารน้ำ 
(Humoral immune response) ได้ดีกว่า Subunit vaccine 
[85] วัคซีนรูปแบบนี้ยังอยู่ในช่วงพัฒนาในห้องปฏิบัติการ



บทสรุป
	 เชื้อไวรัสเดงกี จัดเป็นเชื้อไวรัสเกิดใหม่ ที่มีความสำคัญ
ทางสาธารณสุขอย่างมาก ทั้งนี้เนื่องจากการระบาดของไวรัส
เดงกีมีการแพร่กระจายไปทั่วโลก มีจำนวนผู้ป่วยเพิ่มขึ้นและ
เสียชีวิตจากไวรัสเดงกีมากขึ้นเรื่อยๆ แต่ยังไม่มีการรักษาที่
จำเพาะเจาะจง เนื่องจากพยาธิกำเนิดที่จำเพาะของโรคไข้เลือด
ออกเดงกียังไม่มีข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ที่แน่ชัด พบว่าปัจจัยที่ส่ง
ผลต่อความรุนแรงของโรคไข้เลือดออกเดงกีเกิดได้ทั้งจากตัว
ไวรัสเดงกีและระบบภูมิคุ้มกันของผู้ป่วย ดังนั้นการตรวจวินิจฉัย
การติดเชื้อไวรัสเดงกีที่รวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูงจึงเป็น
ปัจจัยหนึ่งที่สามารถช่วยลดอัตราการเสียชีวิตของผู้ป่วยได้ ซึ่งวิธี
การตรวจวินิจฉัยอาจทำโดยการตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกี หรือ 
antibody ต่อเชื้อไวรัส   ซึ่งการตรวจวินิจฉัยที่ถูกต้อง แม่นยำ 
รวดเร็ว จะนำไปสู่การรักษาที่เหมาะสม รวดเร็ว ส่งผลให้อัตรา
การเสียชีวิตของผู้ป่วยด้วยโรคไข้เลือดออกเดงกีลดลงได้   
สำหรับวัคซีนป้องกันไวรัสเดงกีนั้นยังอยู่ระหว่างการพัฒนาและ
ทดสอบความสามารถในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน การยับยั้ง
การเจริญเติบโตของไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป์ รวมถึงความ
ปลอดภัยและผลข้างเคียงต่อผู้รับวัคซีน   ในปัจจุบันยังไม่มี

วัคซีนที่ได้ประกาศใช้อย่างเป็นทางการที่สามารถป้องกันไวรัส
เดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป์
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