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  เอกสารแนบหมายเลข Ś 

 

Abstract  

 

Project code: TRG5880167 

 

Project Title : Construction of dengue virus serotype 4 by reverse genetics technique for 

studying genotypic and antigenic variations  

 

Investigator : Dr. Promsin Masrinoul 

E-mail Address : promsin.mas@mahidol.ac.th 

Project period: 1 July 2015 to 30 June 2017 (extended project period to 30 June 2018)  

 

Dengue disease is a major public health problem in many countries. It is caused by dengue 

virus (DENV) which is antigenically distinguished into four serotypes, DENV1-4. Based on phylogenetic 

analysis, DENV serotype could be further classified into distinct genotypes. However, there is little 

information about an importance of genotypic difference within serotype in protective immunity from 

subsequent infection. The preliminary study of the screening of DENV4 based on neutralization 

capacity by human dengue immune sera revealed the variability of neutralization titer. Therefore, we 

hypothesize that genetic variation within DENV serotype may affect to the neutralization sensitivity. By 

the use of reverse genetics, we successfully generated DENV4 genotype 1 from virus which was 

isolated from Thai dengue patient and recombinant DENV4 expressing structural protein of different 

genotype of DENV4 (genotype II). These viruses were tested for their neutralization sensitivity against 

human DENV4 immune sera. Interestingly, the level of neutralizing antibody titer of recombinant 

DENV4 genotype 2 was 2-2.5 fold higher than that of DENV4 genotype I.  The result indicates that 

antigenic variation within serotype of dengue virus affect to neutralization capability. Therefore, the 

recombinant DENV4 generated by reverse genetics in this project are valuable for studying the 

antigenic variation in dengue virus research and also development of effective vaccine. 

 

Keywords (3-5 words): dengue virus, reverse genetics, antigenic variation 
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2561) 

 

 โรคตดิเชืÊอไวรสัเดง็กีÉเป็นปัญหาสาํคญัในหลายประเทศรวมทั Êงในประเทศไทย มสีาเหตมุาจากการตดิ

เชืÊอไวรสัเดง็กีÉซึÉงมอียู่ 4 ซโีรทยัป์ (DENV1-4) การวเิคราะหท์างพนัธุกรรมของไวรสัพบว่าภายในแตล่ะซี

โรทยัป์มคีวามแตกตา่งกนัสามารถแบ่งแยกย่อยไดห้ลายจโีนทยัป์ อยา่งไรกต็ามยงัไม่มขีอ้มลูมากนักวา่ความ

แตกต่างของไวรสัในดา้นภมูคิุม้กนัทีÉเกดิขึÊนจะสง่ผลต่อการป้องกนัการตดิเชืÊอไวรสัทีÉตามมามากเท่าไหร่ 

การศกึษาเบืÊองตน้ถงึความสามารถในการลบลา้งฤทธิ Íไวรสัของซรี ั Éมต่อ DENV4 หลากหลายสายพนัธุพ์บวา่

ซรี ั ÉมของคนทีÉมภีมูคิุม้กนัต่อ DENV4 สามารถลบลา้งฤทธิ Íไวรสัได ้แตอ่ยู่ในระดบัทีÉแตกตา่งกนั ดว้ยเหตนุีÊจงึมี

ความเป็นไปไดท้ีÉความแตกตา่งภายในซโีรทยัป์จะสง่ผลต่อความยากงา่ยในการลบลา้งฤทธิ Íจากซรี ั ÉมของคนทีÉ

มภีมูคิุม้กนัต่อ DENV4 ดงันั ÊนโครงการวจิยันีÊจงึไดส้รา้งไวรสัเดง็กีÉข ึÊนโดยใชเ้ทคนิคทาง reverse genetics จาก 

DENV4 genotype 1 สายพนัธุท์ ีÉแยกจากผูป่้วยในประเทศไทย นอกจากนีÊไดส้รา้งไวรสัรคีอมบแินนทท์ีÉ

เปลีÉยนแปลงสว่นโปรตนีโครงสรา้งใหม้คีวามแตกตา่งทางจโีนทยัป์ (genotype 2) ของ DENV4 เพืÉอใชใ้น

การศกึษาความหลากหลายทางแอนตเิจนของ DENV4 ซึÉงเมืÉอนําไวรสัทีÉสรา้งขึÊนไปทดสอบความสามารถใน

การลบลา้งฤทธิ Íกบัซรีั ÉมของคนทีÉมภีมูคิุม้กนั พบว่าไวรสัทีÉตา่งจโีนทยัป์มรีะดบัของแอนตบิอดทีีÉลบลา้งฤทธิ Íใน

ระดบัทีÉแตกตา่งกนัถงึ 2-2.5 เท่า แสดงใหเ้หน็วา่ความแตกตา่งภายในซโีรทยัป์มผีลต่อระดบัความสามารถใน

การลบลา้งฤทธิ Í ดงันั Êนการสรา้งไวรสัดว้ยเทคนิค reverse genetics ทีÉไดจ้ากโครงการนีÊจะเป็นประโยชน์ใน

การศกึษาความหลากหลายทางแอนตเิจนของ DENV รวมทั Êงการศกึษาความครอบคลุมทางภมูคิุม้กนัเพืÉอใช้

ในการพฒันาวคัซนีป้องกนัการตดิเชืÊอไวรสัเดง็กีÉต่อไป 

 

 

 

คาํหลกั ไวรสัเดง็กีÉ reverse genetics ความหลากหลายภายในซโีรทยัป์  
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บทนํา 

  

โรคตดิเชืÊอเดง็กีÉเป็นโรคทีÉมคีวามสาํคญัในหลายประเทศ โดยเฉพาะประเทศในเขตรอ้นชืÊน รวมทั Êง

ประเทศไทย มสีาเหตุมาจากการตดิเชืÊอไวรสัเดง็กีÉ (DENV) ซึÉงจดัอยูใ่นกลุ่ม Flaviviridae ไวรสักลุ่มนีÊเป็นกลุ่ม

ทีÉมคีวามหลากหลายแบ่งออกไดเ้ป็น 4 ซโีรทยัป์ (serotype) ไดแ้ก่ DENV1, DENV2, DENV3, และ DENV4. 

(Guzman MG. et al, 2010). การตดิเชืÊอต่อไวรสัชนิดใดชนิดหนึÉงเชืÉอวา่จะกระตุน้การสรา้งภมูคิุม้กนัระยะยาว

ตอ่ไวรสัชนิดนั Êนไปตลอดชวีติแต่จะมภีูมคิุม้กนัต่อไวรสัชนิดอืÉนในระยะสั Êน อยา่งไรกต็ามผลการวเิคราะห์

ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมดว้ย phylogenetic tree แสดงใหเ้หน็วา่ภายใน DENV แตล่ะ serotype มคีวาม

แตกต่างทางพนัธุกรรมค่อนขา้งมาก โดยแบง่ยอ่ยออกไดเ้ป็นหลายจโีนทยัป์ (genotype) โดย DENV1 แบ่ง

ออกไดเ้ป็น 5 genotypes โดย genotype 1 พบไดใ้นเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้ ประเทศจนี และแอฟรกินั

ตะวนัออก genotype 2 พบในประเทศไทยในช่วงปี 1950 และ 1960 genotype 3 เป็นสายพนัธุ์ sylvatic จาก

ประเทศมาเลเซยี genotype 4 พบในหมูเ่กาะแปซฟิิกตะวนัตก และออสเตรเลยี และ genotype 5 พบใน

อเมรกิา แอฟรกินัตะวนัตก และเอเซยี  DENV2 แบ่งออกไดเ้ป็น 5 genotypes หลกั ไดแ้ก่ 1) Asian genotype 

1 พบในมาเลเซยีและไทย และ Asian genotype 2 พบในประเทศเวยีดนาม จนี ไตหวนั ศรลีงักาและฟิลปิปินส ์ 

2) Cosmopolitan genotype พบในหลายภมูภิาค เชน่ ออสเตรเลยี แอฟรกินัตะวนัออกและตะวนัตก หมู่เกาะ

แปซฟิิกและหมูเ่กาะอนิเดยี 3) American genotype พบไดใ้นลาตนิอเมรกินั และหมูเ่กาะแครบิเบยีน หมู่เกาะ

อนิเดยี และหมูเ่กาะแปซฟิิก 4) Southeast Asian/American genotype พบในประเทศไทยและเวยีดนาม 5) 

Sylvatic genotype เป็นสายพนัธุท์ีÉแยกไดจ้ากยงุในป่า และในลงิในแอฟรกินัตะวนัตกและเอเซยีตะวนัออก

เฉียงใต ้ 

 DENV3 แบ่งยอ่ยออกเป็น 4 genotype ไดแ้ก่ genotype 1 พบไดใ้นประเทศอนิโดนีเซยี มาเลเซยี 

ฟิลปิปินส ์และหมู่เกาะแปซฟิิกตอนใต ้genotype 2 พบในประเทศไทย เวยีดนามและบงักลาเทศ genotype 3 

พบในประเทศศรลีงักา อนิเดยี แอฟรกินั และ genotype IV พบไดใ้นประเทศโปเตอรโิก ลาตนิอเมรกิา และ

อเมรกิากลาง  

สาํหรบั DENV4 นั Êนเป็นไวรสัแรกทีÉแยกออกจากกลุ่มไวรสัเดง็กีÉ แบง่ออกไดเ้ป็น 4 genotypes ใหญ่ๆ 

โดย genotype 1 พบในประเทศแถบเอเชยีตะวนัออกเฉียงไต ้เชน่ ประเทศไทย ฟิลปิปินส ์และประเทศเอเชยี

ใต ้ไดแ้ก่ อนิเดยี ปากสีถาน และ ศรลีงักา genotype 2 พบในประเทศอนิโดนีเซยี ไทย มาเลเซยี ประเทศใน

แถบมหาสมุทรแครบิเบยีนและอเมรกิาใต ้genotype 3 มลีาํดบัเบสแตกตา่งจาก genotype อืÉน พบในประเทศ

ไทย (Klungthong et al., 2004) และ genotype 4 เป็นสายพนัธุ์ sylvatic จากประเทศมาเลเซยี (Weaver  SC 

et al., 2009) ซึÉงพบว่าภายใน genotype มคีวามแตกตา่งของลาํดบักรดอะมโินของโปรตนี envelope อยู่

ประมาณ 4% สาํหรบัประเทศไทยนั Êนพบ DENV4 ไดท้ั Êง 3 genotypes โดยปัจจบุนัพบวา่ไวรสัสว่นใหญ่อยูใ่น 

genotype 1 (Zhao R. et al, 2010). อยา่งไรกต็ามยงัไม่มขีอ้มลูทีÉชดัเจนวา่ความแตกต่างภายในซโีรทยัป์นั Êน

สง่ผลมากน้อยเพยีงใดต่อการตดิเชืÊอไวรสัในครั Êงต่อไป  

งานวจิยัก่อนหน้านีÊโดยใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดตี่อไวรสั DENV3 พบวา่แอนตบิอดทีีÉจําเพาะต่อ

โปรตนี envelope บางตวัไม่สามารถลบลา้งฤทธิ Íครอบคลุมไวรสัทกุ genotype ภายในซโีรทยัป์เดยีวกนัได ้

นอกจากนีÊยงัพบวา่ระดบัของแอนตบิอดใีนแต่ละ genotype ยงัมคีวามแตกตา่งกนั (Wahala, 2010) ขอ้มลู

เหล่านีÊแสดงใหเ้หน็วา่ความหลากหลายภายใน DENV serotype มผีลกระทบต่อความสามารถในการลบลา้ง

ฤทธิ Íของไวรสั  

 ก่อนหน้านีÊทมีวจิยัไดท้ดสอบความสามารถในการลบลา้งฤทธิ Íของซรี ั ÉมคนทีÉมภีมูคิุม้กนัต่อ DENV4 

หลายสายพนัธุ ์ ไดแ้ก ่ DENV4-1036 laboratory strain และ DENV4 หลายสายพนัธ์ุทีÉแยกไดจ้ากผูป่้วยใน
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ประเทศไทย ผลการศกึษาเบืÊองตน้พบวา่ซรีั ÉมของคนทีÉมภีมูคิุม้กนัต่อ DENV4 สามารถลบลา้งฤทธิ Íไดแ้ต่อยูใ่น

ระดบัทีÉแตกตา่งกนั โดยระดบัของความสามารถในการลบลา้งฤทธิ ÍของไวรสัทีÉแยกไดใ้นประเทศไทย ซึÉงเป็น 

DENV4 genotype 1 นั Êนมคีวามแตกต่างจากไวรสั  DENV4-1036 laboratory strain ทีÉแยกไดจ้ากผูป่้วยใน

ประเทศอนิโดนีเซยีจดัอยู่ใน genotype 2 จงึเป็นทีÉน่าสนใจว่าความแตกต่างทีÉเกดิขึÊนเกดิจากความแตกต่าง

ทาง genotype หรอืไม ่ 

อยา่งไรกต็ามไวรสัทีÉแยกไดจ้ากผูป่้วยในประเทศไทยนั Êนเป็นไวรสั genotype 1 และไมม่ไีวรสั 

genotype อืÉน ดงันั ÊนเพืÉอใหไ้ดไ้วรสัสายพนัธุท์ ีÉหลากหลายมาใชใ้นการศกึษา นอกเหนือจากการเพิÉมจาํนวน

การแยกเชืÊอไวรสัจากผูป่้วยในหลายๆ พืÊนทีÉแลว้ ซึÉงอาจเสีÉยงต่อการไมไ่ดไ้วรสัทีÉต่าง genotype วธิอีืÉนทีÉ

สามารถดาํเนินการไดค้อืการใชเ้ทคนิคทางดา้น reverse genetics ในการสรา้งไวรสั ซึÉงเป็นวธิที ีÉนิยมใชแ้ละ

ประสบความสาํเรจ็ในการสรา้งไวรสัหลายชนิดทั Êงในกลุ่ม Flavivirus, Picornavirus, และ Alphavirus เป็นตน้ 

(Stobart CC, 2014) นอกจากนั Êนการสรา้งไวรสัดว้ยวธินีีÊสามารถปรบัเปลีÉยนตาํแหน่งและลาํดบัเบสในไวรสั

จโีนมเพืÉอใชใ้นการศกึษาผลของการเปลีÉยนแปลงทีÉเกดิขึÊน ดงันั ÊนโครงการนีÊจงึมวีตัถปุระสงคใ์นการสรา้ง 

DENV4 โดยใชเ้ทคนิค reverse genetics ดว้ยวธิ ีGibson assembly จากไวรสัทีÉแยกไดจ้ากผูป่้วยในประเทศ

ไทย และเพืÉอศกึษาความหลากหลายทางแอนตเิจนของไวรสัภายใน DENV4 ผูว้จิยัไดส้รา้งรคีอมบิแนนทไ์วรสั

ทีÉปรบัเปลีÉยนโปรตนีโครงสรา้งของ DENV4 genotype อืÉน และนําไวรสัทีÉไดไ้ปทดสอบความสามารถในการลบ

ลา้งฤทธิ Íกบัซรีั ÉมของคนทีÉมภีูมคิุม้กนัต่อ DENV4 เพืÉอศกึษาผลการเปลีÉยนแปลงทีÉเกดิขึÊน ไวรสัทีÉสรา้งขึÊนดว้ย

วธินีีÊเป็นประโยชน์ในการศกึษาความหลากหลายทางแอนตเิจนของ DENV และเป็นประโยชน์ในงานวจิยั

ทางดา้นวคัซนีเพืÉอศกึษาความครอบคลุมของภมูคิุม้กนัของวคัซนีแอนตเิจนในอนาคต 
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วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

 

1. เพืÉอสรา้ง DENV4 ดว้ยวธิ ีreverse genetics จากสายพนัธุท์ ีÉพบในประเทศไทย และใชว้ธินีีÊใน

การสรา้งไวรสัรคีอมบแินนทท์ีÉเปลีÉยนแปลงสว่นโปรตนีโครงสรา้ง สาํหรบัใชใ้นการทดสอบความหลากหลาย

ทางแอนตเิจนของ DENV4 

2. เพืÉอศกึษาคณุสมบตัขิองไวรสัทีÉได ้เช่น ความสามารถในการลบลา้งฤทธิ Íต่อซรี ั Éม เป็นตน้ 
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วิธีการทดลอง 

 

1.  ไวรสัและเซลล ์

 เซลลไ์ตลงิ (African green monkey kidney cell; Vero เลีÊยงในอาหารเลีÊยงเซลล ์Modified Eagle's 

medium (MEM) ทีÉผสมดว้ย fetal bovine serum (FBS)   และเซลลเ์พาะเลีÊยงไตมนุษย ์(human embryonic 

kidneys; HEK-293T) ถกูเลีÊยงในอาหารเลีÊยงเซลล ์Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) ทีÉผสม 

FBS และ penicillin/streptomycin ทีÉอณุหภมู ิśş°C และ ŝ%CO2 เซลลย์งุ Aedes albopictus,  C6/36 เลีÊยงใน

อาหารเลีÊยงเซลล์ชนิด Leibovitz's (L-15) ทีÉผสมดว้ย Tryptose phosphate broth และ FBS ทีÉอุณหภมู ิ28°C  

 ไวรสัเดง็กีÉสายพนัธุ์ 194 ทีÉนํามาใชใ้นการสรา้งไวรสันั Êน เป็นสายพนัธุท์ ีÉแยกไดจ้ากผูป่้วยดว้ยโรคไข้

เดง็กีÉในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2554 โดย ศ.ดร.นพ.สธุ ี ยกสา้น ศนูยว์จิยัและพฒันาวคัซนี สถาบนัชวีวทิยา

ศาสตรโ์มเลกลุ มหาวทิยาลยัมหดิล ไวรสัถกูเพิÉมจาํนวนในเซลล ์C6/36 และเซลล ์Vero ทาํการเกบ็ไวรสัดว้ย

การปั ÉนแยกตามวธิมีาตรฐานเมืÉอพบพยาธสิภาพของเซลลภ์ายหลงัการตดิเชืÊอประมาณ 80-90% ไวรสัทีÉได้

เกบ็ทีÉอุณหภมู ิ-80°C และวดัปรมิาณไวรสัดว้ยวธิ ีFocus formation assay (FFA) 

 

2. การวดัปริมาณไวรสัด้วยวิธี FFA 

ในการวดัปรมิาณของไวรสัดว้ยวธิ ีFFA นั Êน ไวรสัถูกเจอืจางเป็น Ś เท่า (2-fold dilution) และตดิเชืÊอ

ลงในเซลล์ Vero monolayer ใน 24-well plate เป็นระยะเวลา šŘ นาท ีเซลลท์ีÉตดิเชืÊอถกู overlay ดว้ย MEM 

medium ทีÉประกอบดว้ย 2% Carboxymethyl cellulose (CMC) และ 5% FBS ทาํการบ่มเซลล์ทีÉอุณหภมู ิśş 

องศาเซลเซยีส เป็นเวลา Ŝ วนั หลงัจากนั Êน fix เซลล์ดว้ย ŠŘ% acetone solution ในนํÊากลั Éน เป็นระยะเวลา śŘ 

นาท ี 

เมืÉอทาํการลา้ง plate ดว้ย PBS-Tween 20 (PBST) แลว้เซลล์จะถูก permeabilize ดว้ย 0.5% triton 

X-100/PBS-T เป็นเวลา ŝ นาท ีก่อนเตมิ anti-dengue serotype- specific purified IgG, 4G2 monoclonal 

antibody ทีÉ 37°C เป็นระยะเวลา 1 ชั Éวโมง หลงัจากนั Êนลา้ง plate ดว้ย PBST อกีครั ÊงหนึÉงและเตมิ polyclonal 

goat anti-mouse IgG conjugated with alkaline phosphatase (Jackson ImmunoResearch) เป็นเวลา ř 

ชั Éวโมง ก่อนทาํการเตมิ diaminobenzidine  DAB หรอื (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue 

tetrazolium (BCIP/NBT) substrate เซลลท์ีÉมกีารตดิเชืÊอจะปรากฏเป็นลกัษณะ foci สนํีÊาตาลดาํ ทาํการนับ

จาํนวน foci ทีÉปรากฎเพืÉอคาํนวณหาปรมิาณของไวรสัตั Êงตน้ต่อไป  

 

3.  การศึกษาลาํดบัเบสของจีโนมของ DENV4  

  สกดั RNA ของ DENV4-194 ดว้ยวธิ ีphenol-chloroform extraction (Trizol) และวดัปรมิาณ RNA ทีÉ

ไดด้ว้ย nanodrop ก่อนเกบ็รกัษา RNA ทีÉอณุหภมู ิ -80°C หรอืดาํเนินการสรา้ง cDNA โดย Superscript III 

(Invitrogen) ซึÉงมขี ั Êนตอนครา่วๆ ดงันีÊ ผสม RNA ของไวรสักบั random hexamer ทีÉ 65°C เป็นเวลา ŝ นาท ี

ก่อนแชบ่นนํÊาแขง็เป็นเวลา ř นาท ีหลงัจากนั Êนสงัเคราะห ์cDNA โดยเตมิ First-Strand Buffer, DTT, RNase 

OUTTM RNase Inhibitor, และ Superscript reverse transcriptase enzyme ทีÉอณุหภมู ิ25°C เป็นเวลา ŝ นาท,ี 

อณุหภมู ิ50°C เป็นเวลา ŞŘ นาท,ี และ şŘ°C เป็นเวลา řŝ นาท ีตามลาํดบั หลงัจากนั ÊนทาํการเพิÉมชิÊนสว่นของ

ไวรสัดว้ยวธิ ีPCR ดว้ย primer ทีÉจาํเพาะ (ตารางทีÉ 1) โดยแบ่งออกเป็น 7 ชิÊนสว่นตลอดความยาวของ viral 

genome  ในสว่นของ 5’UTR ของ DENV4- 194 ศกึษาลาํดบัเบสโดยใช ้5’/3’ RACE kit (Roche) ชิÊนสว่นของ 

PCR ทีÉไดถ้กูทําใหบ้รสิทุธิ Íดว้ย PCR gel purification kit และศกึษาลําดบัเบสโดยการ sequencing   
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ตารางทีÉ ř แสดง primer ทีÉใชใ้นการศกึษา full-length genome ของ DENV4 

Fragment Primers Primers sequence (5’-3’)* Nucleotide 

position 

D4-S1 

0.8 kb 

D4-1F-1 AGT TGT TAG TCT GTG TGG ACC 1-836 

D4-R646 TTG CAC CAG CAA TCA ATG TCT TCG GGT T 

D4-1R-836 TCC TGG GTT TCT GAG TAT CCA 

D4-S2 

2.9 kb 

D4-2F-717 GTA GCT WTA ACA CCA CAT TC 717-3624 

D4-F1613 GAA TCA CAA AGA GAG AAT GGT 

D4-NS1-R640 TCT CTA TCT GCC AGG TCT GGT 

D4-2R-3642 GTA GTA AGT CCA TCC ATG TG 

D4-S3 

2.4 kb 

D4-NS1 F526-545 TCA GAA GTG TGT GAC CAC AG 2949-5383 

D4-F3480 GGA CAG GGT ACA TCA GAG AC 

D4-F3992 GTT TGT GGT CAC ACT CAT T 

D4-3R-5383 TGY GCT TCA TCC ATC ACT AT 

D4-S4 

1.8 kb 

D4-4F-5313 ACC TTY ACA ACA AGA CTT TT 5313-7127 

D4-F5862 ATT CCA GTG ACT CCA GCA A 

D4-F6343 TGA AGG ATT TCA AGG AGT 

D4-4R-7127 GTT CAC TTG RGA ATA GCA TC 

D4-S5 

1.8 kb 

D4-5F-6975 AGR CAC ACC ATA GAA AAC AC 6975-8768 

D4-F7414 GAC CAA TCT TGA CCT TGT 

D4-F7815 GGA GGA TGG TCG TAC TAT ATG G 

D4-5R-8768 TTT TGA GAT GAA YTC TTC C 

D4-S6 

1.4 kb 

D4-6F-8350 GAA GTG TCT CCA CYG AAA C 8350-9764 

D4-F9070 CAT GGA GTG GAG TGG AAG 

D4-6R-9764 TTC ATC CTG GTT TCT ACA T 

D4-S7 

1.2 kb 

D4-7F-9485 AGA AAG AGT TGA GAA ATG G 9485-10649 

D4-F9984 GAAGATATGCTCAAAGTG 

D4-7R-10649 AGA ACC TGT TGG ATC AAC 

* degenerate nucleotide; W= T or A, Y=C or T, R=G or A 

 
4.  การสร้างไวรสั DENV4 ด้วยวิธี reverse genetics 

 ในการสรา้งไวรสัดว้ยวธิ ีreverse genetics โดยเทคนิค Gibson assembly นั Êน เริÉมตน้โดยออกแบบ 

primer เพืÉอใชใ้นการเพิÉมจาํนวนชิÊนสว่นและแบ่งไวรสัจโีนมของ DENV4-194 ออกเป็น 5 ชิÊนสว่นครอบคลมุ

ไวรสัตลอดสาย โดยแต่ละชิÊนสว่นประกอบดว้ยสว่นทีÉซ้อนทบักนั (overlap) ประมาณ řŠ-ŚŘ เบส และมคีวาม

ยาวดงันีÊ ชิÊนส่วนทีÉ ř (D4-gFř) มคีวามยาว Ś,ŜŝŠ base pairs (bp) ชิÊนสว่นทีÉ Ś (D4-gF2) ความยาว Ś,Şśŝ 

bp ชิÊนสว่นทีÉ ś (D4-gFś) ความยาว Ś,şŘś bp ชิÊนสว่นทีÉ Ŝ (D4-gFŜ) ความยาว Ś,śŠŝ bp และชิÊนสว่นทีÉ ŝ 

(D4-gFŝ) ความยาว ŞŞŚ bp ชิÊนสว่นแต่ละชิÊนส่วนถกูเพิÉมจาํนวนโดยใช ้primer ทีÉออกแบบขึÊนตามตารางทีÉ 2 

และตรวจวดัความเขม้ขน้ของชิÊนส่วนทีÉได ้หลงัจากนั ÊนรวมชิÊนสว่นทั Êง 5 ชิÊนสว่น เขา้กบั expression vector ทีÉ

ประกอบดว้ย cytomegalovirus (CMV) promotor ดว้ย Gibson enzyme mix  ทีÉอุณหภมู ิ50°C เป็นเวลา 1 

ชั Éวโมง ตามตารางทีÉ 3  

 

ตารางทีÉ 2 primer ทีÉใชใ้นการสรา้งไวรสั  
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Fragment Primer Sequence (5’-3’) Product size (bp) 

D4-gF1 gFP1 

R_NS1 

CTG GCT AGC AGT TGT TAG TCT GTG TG 

CTC CAT GAC ACC ACA CAA CCC 

2458 

D4-gF2 F_NS1 

R_NS3 

GGG TTG TGT GGT GTC ATG GAG 

CCT CAT CCA CTT CAT AGT CTG GC 

2635 

D4-gF3 F_NS3 

gRP3 

GCC AGA CTA TGA AGT GGA TGA GG  

CTT GCT GGT ACC TCT GGA CAC TGC GTA C 

2703 

D4-gF4 gFP3 

gRP4 

CC AGA GGT ACC AGC AAG ATT AGA TGG ATT G 

CAATCAA GGA TCC ACA CCA CAA ATC CTC TC 

2385 

D4-gF5 gFP4 

R-HDR/SV40PA 

CCA GAG GTA CCA GCA AGA TTA GAT GGA TTG 

CCA TTA TAA GCT GCA ATA AAC AAC GAG TCC CAT TCG 

CCA TTA CCG AGG GGA CGG TCC CCT CGG AAT GTT 

GCC CAG CCG GCG CCA GCG AGG AGG CTG GGA CCA 

TGC CGG CCA GAA CCT G 

662 

Dengue specific 

primer* 

D1 

D2 

TCA ATA TGC TGA AAC GCG CGA GAA ACC G 

TTG CAC CAA CAG TCA ATG TCT TCA GGT TC 
511 

* primer ทีÉจาํเพาะต่อไวรสั dengue (Lanciotti RS et al, 1992) 

 

ตารางทีÉ 3 แสดงสว่นผสมของชิÊนสว่นไวรสัในการทาํ Gibson assembly  

FRAGMENT SIZE (BASE PAIR) AMOUNT 

D4-gF1 2,458 

0.048-0.134 pMol 
D4-gF2  2,635 

D4-gF3 2,703 

D4-gF4 2,385 

D4-gF5 662 0.072-0.201 pMol 

Vector 3,203 0.027-0.067 pMol 

Total  0.288-0.804 pMol 

 

 

 สว่นผสม (Gibson reaction mixture) ทีÉไดถ้กูนําไป transfect ใน co-cultured Vero/HEK293T 

cells ทีÉมคีวามหนาแน่นประมาณ 70% โดยใช ้lipofectamine 2000 เป็นเวลา 7-12 วนั หลงัจากนั Êนเกบ็นํÊา

เลีÊยงเซลลแ์ละเพิÉมจาํนวนของไวรสัในเซลล ์Vero จาํนวน 3-4 รอบ และตรวจสอบการสรา้งไวรสัดว้ย FFA 

หรอื plaque assay 
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5. การทดสอบความสามารถในการลบล้างฤทธิ Í (focus reduction neutralization assay; 

FRNT) 

นําไวรสัทีÉสรา้งขึÊนมาทดสอบระดบัความสามารถในการถกูลบลา้งฤทธิ Í (neutralization activity) ตอ่

ซรี ั ÉมของคนทีÉมภีมูคิุม้กนัต่อไวรสัเดง็กีÉ ซึÉงซรี ั ÉมทีÉใชใ้นโครงการนีÊประกอบดว้ย ซรี ั Éมจากผูท้ีÉสขุภาพสมบรูณ์ทีÉมี

ภมูคิุม้กนัต่อไวรสัเดง็กีÉ (dengue immune sera) และผูท้ีÉไดร้บัวคัซนีเดง็กีÉ (dengue vaccine sera) ชนิด 

monotypic คอืมภีูมคิุม้กนัต่อ DENV4 เพยีงชนิดเดยีวเมืÉอทดสอบความสามารถในการลบลา้งฤทธิ Íกบั DENV 

laboratory strains (DENV1 strain 16007, DENV2 strain 16681, DENV3 strain 16562 และ DENV4 strain 

1036) โดยซรี ั ÉมทีÉนํามาใชถ้กู inactivate ทีÉอณุหภูม ิŝŞºC เป็นเวลา śŘ นาทแีละเจอืจางใน MEM ลงทลีะสอง

เท่า ก่อนนําไปผสมกบัไวรสัในอตัราสว่นทีÉเท่ากนัปรมิาณไวรสั 50 pfu/well บ่มสว่นผสมของไวรสัและซรีั ÉมทีÉ 

37°C เป็นเวลา ŞŘ นาทกี่อนเตมิลงในเซลล ์Vero monolayer ใน ŚŜ-well plate เป็นระยะเวลา šŘ นาท ีและ

เตมิ overlay medium (MEM medium, 2% CMC, และ 5% FBS) และบม่ทีÉอุณหภมู ิ37°C เป็นเวลา Ŝ วนั 

หลงัจากนั Êน fix ไวรสัดว้ย ŠŘ% acetone solution และทดสอบการตดิเชืÊอดว้ยวธิ ีFFA ความสามารถในการลบ

ลา้งฤทธิ Íของไวรสัคาํนวณจาก dilution ของซรีั ÉมทีÉทาํใหป้รมิาณไวรสัลดลง ŝŘ% หรอื focus reduction 

neutralization test 50 (FRNT50) ดว้ยวธิ ีprobit analysis โดยแสดงระดบัความสามารถในการลบลา้งฤทธิ Íเป็น

คา่ geometric mean titer (GMT) 
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ผลการทดลอง 

 

 โครงการวจิยันีÊมวีตัถุประสงค์ในการสร้าง DENV4 ดว้ยวธิ ีreverse genetics เพืÉอใช้ในการศึกษา

ความแตกต่างทางแอนตเิจนภายในซีโรทยัป์ โดยไวรสั DENV4 สายพนัธุ์ 194 (DENV4-194) ทีÉใช้ในการ

ทดลองเป็นสายพนัธุท์ีÉแยกไดจ้ากผูป่้วยโรคไขเ้ดง็กีÉในปี 2554 ในประเทศไทย โดยความอนุเคราะหจ์าก ศ.ดร.

นพ. สธุ ียกสา้น ศนูยว์จิยัและพฒันาวคัซนี สถาบนัชวีวทิยาศาสตรโ์มเลกุล มหาวทิยาลยัมหดิล ไวรสัทีÉไดถู้ก

เพิÉมจํานวนในเซลล ์C6/36 และเซลลไ์ตลงิ Vero ทําการเกบ็ไวรสัเมืÉอพบพยาธสิภาพของเซลลภ์ายหลงัการ

ตดิเชืÊอประมาณ 80-90% และตรวจวดัปรมิาณไวรสัดว้ยวธิ ีFFA ผลการทดลองพบวา่ DENV4-194 สามารถ

เพิÉมจาํนวนไวรสัไดด้ ีโดยมคีา่ไวรสัไตเตอรป์ระมาณ 2x107 ffu/ml ภายหลงัจากการตดิเชืÊอ 3 วนั (รปูทีÉ 1)  

 
รปูทีÉ 1. คณุลกัษณะของไวรสั DENV4-194 (A) ลกัษณะของ focus formation เมืÉอทําการยอ้มดว้ยแอนตบิอดี

จําเพาะตอ่ flavivirus 4G2 (HB-112) (B) ปรมิาณของไวรสัภายหลงัการตดิเชืÊอทีÉระยะเวลาต่างๆ 

 

  ในการสรา้ง DENV4 ดว้ยวธิ ีreverse genetics นั Êน ผูว้จิยัเริÉมตน้ศกึษาลาํดบัเบสของไวรสั full-

length DENV4-194 genome โดยทาํ PCR โดยใช้ primer ทีÉจาํเพาะ (ตารางทีÉ 1) และศกึษาลําดบัเบสโดยการ 

sequencing โดย DENV4-194 นั Êนมคีวามยาวประมาณ 10.6 kDa หลงัจากนั Êนจงึนําผลของลาํดบัเบสมาใชใ้น

การออกแบบ primer และแบ่งไวรสั DENV4-194 ออกเป็น 5 ชิÊนสว่นครอบคลุมตลอดความยาวของไวรสั 

genome ซึÉงแต่ละชิÊนส่วนมสีว่นทีÉซอ้นทบักนัประมาณ 18-20 นิวคลโีอไทด ์ ประกอบดว้ย ชิÊนส่วนทีÉ ř (D4-

gFř) ครอบคลุมสว่น 5’ UTR จนถงึ DENV4-NSř มคีวามยาว Ś,ŜŝŠ bp ชิÊนส่วนทีÉ Ś (D4-gF2) ครอบคลุมชว่ง 

NS1-NSś ความยาว Ś,Şśŝ bp ชิÊนส่วนทีÉ ś (D4-gFś) ครอบคลุม NS3-NSŝ ความยาว Ś,şŘś bp ชิÊนสว่นทีÉ Ŝ 

(D4-gFŜ) ครอบคลุม NSŝ ความยาว Ś,śŠŝ bp และชิÊนส่วนทีÉ ŝ (D4-gFŝ) ประกอบไปดว้ยส่วน 3’UTR-

Hepatitis delta virus ribozyme (HDR) และ simian virus 40 polyadenylation signal (SV40pA)  ความยาว 

662 bp  (รปูทีÉ 2) 

   ชิÊนสว่นแต่ละชิÊนส่วนถกูนํามาเพิÉมจํานวนดว้ย PCR โดย primer จําเพาะในตารางทีÉ 2 และ

ตรวจสอบขนาดของแต่ละชิÊนสว่นดว้ย agarose gel electrophoresis (รปูทีÉ 3) 
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  D4-gF1  D4-gF2  D4-gF3         D4-gF4    D4-gF5 

 

รปูทีÉ 2 แสดงตาํแหน่งของแตล่ะชิÊนสว่น (fragment) ของไวรสัทีÉใชใ้นการประกอบเพืÉอสรา้ง DENV4 ดว้ยวธิ ี

Gibson assembly 

 

    (A)  gF1  gF2  gF3      (B)         gF4      (C)      gF5 

 
 

รปูทีÉ 3  PCR products แสดงแตล่ะชิÊนสว่นจโีนมของไวรสัเดงกีÉ DENV-4 194 รปู (A) แสดงชิÊนสว่น D4-

gF1, D4-gF2, D4-gF3 ทีÉความยาว 2,458 bp,  2,635 bp และ 2,703 bp ตามลาํดบั รปู (B) แสดง PCR 

product ของสว่น D4-gF4 ความยาว 2,385 bp รปู (C) แสดง PCR product ของส่วน D4-gF5 ความยาว 

662 bp 

 

การสร้าง molecular clone ของชิÊนส่วนไวรสั  

เมืÉอไดช้ิÊนส่วน PCR แลว้ DENV4 แตล่ะชิÊนส่วนจะถูกทาํใหบ้รสิทุธิ Í และนําไปใชใ้นการสรา้งไวรสั

ดว้ยวธิ ีGibson assembly ในขณะเดยีวกนั PCR fragment ตา่งๆ จะถูก clone เขา้ vector เพืÉอใชเ้ป็นตน้แบบ 

(template) ในการสรา้งไวรสั โดยนํา PCR product แต่ละชิÊนส่วนของไวรสั clone เขา้ pGEM-T หรอื TOPO 

Zero Blunt vectors และ transform ลงใน E.coli (TOP10) หลงัจากนั Êนคดัเลอืก clone ทีÉมชีิÊนสว่นแต่ละชิÊนส่วน 

โดยใช ้ restriction enzyme ทีÉจําเพาะ และตรวจสอบความถกูตอ้งของลาํดบัเบสของแต่ละชิÊนสว่นดว้ยวธิ ี

sequencing ซึÉงในโครงการวจิยันีÊประสบความสาํเรจ็ในการสรา้ง molecular clone ทั Êง 5 ชิÊนส่วนเพืÉอใชเ้ป็น 

template ในการทาํ PCR สาํหรบัสรา้งไวรสัดว้ย Gibson assembly (ตารางทีÉ 4) โดยไดแ้สดงตวัอยา่งการ
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คดัเลอืก clone DENV4 Fragment 1 และ 3 และทดสอบความถกูตอ้งของ clone ทีÉได ้ ดว้ย restriction 

enzyme NdeI และ EcoRI ตามลาํดบั ซึÉงภายหลงัการตดัดว้ย enzyme ดงักล่าวแลว้ผลทีÉไดพ้บวา่มขีนาดของ

แถบ DNA ทีÉถูกตอ้ง (รปูทีÉ 4) 

 

 

 
 

รปูทีÉ 4 ตวัอยา่ง molecular clone ของ D4-gF1 และ D4-gF3 ซึÉงทดสอบความถกูตอ้งของ clone ดว้ย 

restriction enzyme analysis (a) ผลของ D4-gF1 clone เมืÉอตดัดว้ยเอนไซม ์NdeI จะเกดิ band จาํเพาะทีÉ

ขนาด 4,746 และ 718 bp (b) ผลของ D4-gF3 clone เมืÉอถูกตดัดว้ย EcoRI เกดิ band จําเพาะทีÉขนาด 

2,997, 1,385, 556, 371, และ 107 bp 

 

ตารางทีÉ 4  molecular clone ของชิÊนสว่นไวรสัทีÉสรา้งขึÊนในโครงการ  

Molecular plasmid Insert size (bp) Region Vector 

pF1 2,458 5'UTR-NS1 pGEM-T 

pF2 2,635 NS1-NS3 TOPO blunt 

pF3 2,703 NS3-NS5 pGEM-T 

pF4 2,385 NS5 pGEM-T 

pF5 662 NS5-3'UTR pCMV-HDR-SV40PA 

 

 

การผลิตไวรสัจาก molecular clone 

 การทดสอบการเชืÉอมต่อกนัของชิÊนส่วนไวรสั 

ชิÊนสว่น PCR ของจโีนมไวรสั DENV4-194 (D4-gF1-gF5) ถกูเพิÉมจํานวนจาก clone ทีÉสรา้งขึÊนโดย

ใช ้ primer จําเพาะ หลงัจากนั Êนทาํ PCR purification และรวมชิÊนสว่นเขา้กบั vector ซึÉงในการทดลองนีÊใช ้

pcDNA3.1 HisC ทีÉตดัดว้ย restriction enzyme NheI และ PsiI  และนําไปเชืÉอมต่อกนัดว้ยวธิ ีGibson enzyme 

assembly  
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โดยไดเ้ริÉมตน้ทดลองนําชิÊนส่วนแต่ละชิÊนส่วน (gF1-gF5) และ vector ทีÉตดัดว้ย enzyme ดงักล่าว

ผสมเขา้พรอ้มกนั และนําไปตรวจสอบการเชืÉอมต่อกนัดว้ย agarose gel electrophoresis ซึÉงหากชิÊนส่วนทั Êง 5 

ชิÊนสว่นและ vector มกีารเชืÉอมต่อกนัจะทาํใหไ้ดแ้ถบ DNA ทีÉขนาดใหญ่ขึÊน โดยมขีนาดประมาณ 13 kb 

อย่างไรกต็ามผลการทดสอบพบว่าเมืÉอรวมแต่ละชิÊนสว่นเขา้พรอ้มกนันั Êน ไม่พบแถบ DNA ทีÉมขีนาดใหญ่ทีÉ

เป็นผลจากการเชืÉอมต่อกนั แสดงวา่โอกาสทีÉจะเกดิไวรสัดว้ยวธินีีÊเป็นไปไดน้้อยและเมืÉอลองนําชิÊนสว่นทีÉผสม

แลว้ไปเพิÉมจาํนวนในเซลลไ์ม่พบว่ามกีารสรา้งไวรสัขึÊน  

 

 
 

รปูทีÉ 5 แสดงการทดสอบการ assembly โดยการรวมกนัของชิÊนสว่นไวรสัพรอ้มกนั  

 

 ดว้ยเหตุนีÊทางผูว้จิยัจงึไดท้าํการปรบัเปลีÉยนวธิกีารในการเชืÉอมต่อกนั โดยทาํการรวมชิÊนส่วนไวรสั

ยอ่ยๆ เขา้ดว้ยกนัก่อนนํามารวมกนัจนเกดิเป็นไวรสัเตม็สาย โดยไดแ้บ่งการรวมกนัออกเป็นกลุม่ย่อย กลุ่มละ 

2-4 fragments ไดแ้ก่ Gibson 1 (Vector+ gF1+gF2+gF3) และ Gibson 2 (gF4+gF5) และนํามาผนวกเขา้

ดว้ยกนัดว้ย Gibson enzyme อกีครั Êง (Gibson 1+2) ผลการทดลองพบว่าเมืÉอตรวจสอบการเชืÉอมต่อกนัดว้ย

วธิ ีgel electrophoresis แลว้พบวา่มจีาํนวนชิÊนสว่นทีÉมขีนาดใหญ่มากขึÊน (รปูทีÉ 6) อยา่งไรกต็ามแมว่้าจะไม่

พบวา่เหน็แถบ DNA ทีÉมขีนาดใกลเ้คยีงกบัไวรสัเตม็สายทีÉชดัเจน แต่จากวธินีีÊแสดงใหเ้หน็วา่ชิÊนสว่นมโีอกาส

ในการเชืÉอมต่อกนัไดด้กีวา่การใสทุ่กชิÊนสว่นพรอ้มกนั ดว้ยเหตุนีÊผูว้จิยัไดใ้ชว้ธิดีงักล่าวในการเชืÉอมต่อชิÊนสว่น

ไวรสัเพืÉอสรา้งไวรสัต่อไป  
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รปูทีÉ 6 ผลของ Gibson assembly โดยการทาํ assembly ยอ่ย ในสว่น Gibson 1 (Vector+ Fr1+2+3) และ 

Gibson 2 (Fr4+5) (รปูซา้ย) ก่อนนํามา assembly อกีครั Êง (รปูขวา) 

 

 การสร้างไวรสัโดยวิธี transfection  

 นําชิÊนส่วนไวรสัทีÉผสมดว้ย Gibson assembly ตามวธิขีา้งตน้มา transfect ในเซลล ์co-cultured 

HEK293T/Vero ก่อนนําไปเพิÉมจาํนวนในเซลล ์Vero ประมาณ 3-4 รอบ ไวรสัทีÉไดจ้ะถูกนําไปทดสอบการ

สรา้งไวรสัดว้ยวธิ ีRT-PCR โดยใช ้specific primer ต่อไวรสั DENV และ FFA  (รปูทีÉ 7) 

 

 
 

รปูทีÉ 7  การตรวจสอบการสรา้งไวรสั revDENV-4 194 ภายหลงัจาก transfection ดว้ยวธิ ีGibson 

assembly รปู (A) ข ั Êนตอนการสรา้ง DENV4-194 ดว้ยวธิ ีreverse genetics (B) พยาธสิภาพของเซลล์ 

(CPE) ภายหลงัการตดิเชืÊอใน revDENV4-194 passage 1 (p1) รปู (C) ตวัอยา่งผลทดสอบการสรา้งไวรสั 

Uninfected Vero cell    revDENV4-194 p1-Vero 
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revDENV4-194 ดว้ย PCR โดยใช ้DENV4 specific primers (lane1: DENV4-194 positive control, lane2: 

supernatant ของ revDENV4-194 p1 และ lane 3: cell pellet ของ D4-194 p1) 

  

ผูว้จิยัไดท้าํการทดสอบการทาํ assembly หลายครั Êง และไดป้รบัเปลีÉยนสภาวะทีÉใชใ้นการสรา้งไวรสั 

เช่น reagent ทีÉใชใ้นการ transfection ปรมิาณของชิÊนสว่นไวรสัเริÉมตน้ เป็นตน้ ซึÉงผลการทดสอบพบว่าเมืÉอทํา

การเพิÉมปรมิาณชิÊนสว่นไวรสั โดยใชป้รมิาณของชิÊนสว่นไวรสัรวม 0.8 pmol และ transfect โดยใช ้

lipofectamine 2000 ในเซลล ์ co-cultured HEK293T/Vero เป็นระยะเวลา 15 วนั และเพิÉมจาํนวนไวรสับน

เซลล ์  Vero พบวา่สามารถผลติไวรสัได ้โดยใหผ้ลบวกเมืÉอตรวจสอบการสรา้งไวรสัดว้ยวธิ ีFFA (รปูทีÉ 8)  

 

 
        Mock                           Lipofectamine control          revDENV4-194 

 

รปูทีÉ 8 ผลการทดสอบการสรา้งไวรสั revDENV4-194 ดว้ย FFA 
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หลงัจากนั ÊนนําไวรสัทีÉเพิÉมจาํนวนได ้ revDENV4-194 (passage 4) ทีÉเพิÉมจํานวนได ้ ไปตรวจสอบ

ลาํดบัเบส พบวา่มลีาํดบัเบสทีÉเปลีÉยนแปลงไป 6 ตาํแหน่ง ซึÉงเป็น synonymous mutation 3 ตาํแหน่ง ทีÉ

ตาํแหน่ง 1562, 1607, และ 9575 โดยตาํแหน่งดงักล่าวอยู่บน DENV envelope และ nonsynonymous 

mutation 2 ตาํแหน่ง ทีÉตาํแหน่ง 7129 และ 7895 ซึÉงอยูบ่น NS4B และ   NS5 นอกจากนีÊยงัพบการ

เปลีÉยนแปลงทีÉ 3’UTR ทีÉตาํแหน่ง 10639 และ 10640 ดงัตารางทีÉ 5  

 

ตารางทีÉ 5 แสดงลาํดบัเบสและลาํดบักรดอะมโินทีÉเปลีÉยนแปลงไป ของไวรสั revDENV4-194 ทีÉสรา้งขึÊน 
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การสร้าง recombinant virus เพืÉอใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางแอนติเจนของ DENV4  

 โดยทั Éวไปแลว้ DENV4 แบ่งออกไดเ้ป็น 4 genotype หลกัๆ ซึÉงเมืÉอนําลําดบัเบสของไวรสั DENV4 

ไปวเิคราะหค์วามหลากหลายทาง phylogenetic analysis โดยใชล้าํดบัเบสของ envelope ผลการวเิคราะห์

พบวา่ไวรสั DENV4-194 นีÊอยูใ่น genotype 1 ซึÉงเป็น genotype หลกัทีÉพบระบาดในประเทศไทย (รปูทีÉ 9)  

อย่างไรกต็ามนอกเหนือจาก genotype 1 แลว้ ประเทศไทยยงัมกีารระบาดของ genotype 2 และ 3 อกีดว้ย 

ดว้ยเหตุนีÊเพืÉอใหไ้ด ้DENV ทีÉมคีวามหลากหลายของไวรสัหรอืแตกต่างทาง genotype นั Êน นอกเหนือจากการ

แยกเชืÊอจากผูป่้วยทีÉตดิเชืÊอไวรสัเดง็กีÉ ซึÉงโอกาสในการได ้ genotype ทีÉแตกต่างนั ÊนจะเกดิขึÊนไดย้าก ดงันั Êน

ผูว้จิยัจงึไดนํ้าเทคนิค reverse genetics มาใชส้รา้ง recombinant DENV4 โดยไวรสัทีÉสรา้งขึÊนนีÊจะประกอบไป

ดว้ยสว่นโปรตนีโครงสรา้งของ DENV4 genotype อืÉน ซึÉงผูว้จิยัไดเ้ลอืกไวรสั DENV4 ThD4_0734_00 

(genotype 2) ซึÉงเป็นไวรสัทีÉแยกไดจ้ากผูป่้วยในประเทศไทยในปี 2000 และ ThD4_0476_97 (genotype 3) 

ซึÉงเป็นไวรสัทีÉแยกไดจ้ากผูป่้วยในประเทศไทยในปี 1997 มาเป็นตวัแทนในการสรา้งไวรสัในโครงการนีÊ  

 

 
รปูทีÉ 9 Phylogenetic tree ของลาํดบันิวคลโีอไทดข์อง DENV4 Envelope จาก Genbank database และ 

DENV4-194 (กล่อง) วเิคราะหห์าความสมัพนัธ์เชงิววิฒันาการดว้ยวธิ ี Neighbor-joining และทดสอบความ

เชืÉอมั Éนดว้ย bootstrap จํานวน 1000 ซํÊา โดยโปรแกรม MEGA5.1 (Tamura K. et al., 2011) ขอ้มลูของไวรสั

แสดงโดย DENV4/ประเทศ/สายพนัธุ/์ปีทีÉแยกได ้
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ในการทาํ reverse genetics ของ DENV4 genotype 2 และ 3 นีÊ ผูว้จิยัไดส้ ั Éงสงัเคราะห ์plasmid ทีÉ

ประกอบดว้ย gF1-genotype 2 และ gF1-genotype 3 ทีÉประกอบดว้ยส่วนโปรตนีโครงสรา้ง (capsid-prM-

envelope) ของ DENV4 ThD4_0734_00 (genotype 2) และ ThD4_0476_97 (genotype 3) ตามลําดบั 

หลงัจากนั ÊนเพิÉมจาํนวนโดยใช ้primer (gFP1 และ R_NS1) ทีÉจาํเพาะต่อ D4-gF1 ผลของ PCR ของชิÊนสว่น

ไวรสัแตล่ะชิÊนส่วนแสดงในรปูทีÉ 10  

 

A) 

 

 

 

 

B) 

 

รปูทีÉ 10 การสรา้ง recombinant DENV4 ในโครงการ A) รปูแบบของ recombinant DENV4 ของ genotype 

1, 2 และ 3  B) ผล PCR ของแต่ละชิÊนสว่นของไวรสัและขนาดของแต่ละชิÊนสว่น 

  

 หลงัจากนั ÊนทาํการเชืÉอมต่อของไวรสัชิÊนสว่นต่างๆ (D4-gF1-gF5) เขา้ดว้ยกนัดว้ยวธิ ี

Gibson assembly ตามทีÉไดก้ล่าวขา้งตน้ และ transfect ลงในเซลล ์ cocultured HEK293T/vero และเพิÉม

จํานวนไวรสัในเซลล์ vero ประมาณ 3-4 รอบ ซึÉงในการศกึษานีÊ ผูว้จิยัประสบผลสาํเรจ็ในการสรา้งไวรสั 

revDENV4-194/genotype 2 ดว้ยวธิ ีreverse genetics โดยใหผ้ลบวกเมืÉอทดสอบการสรา้งไวรสัดว้ยวธิ ีFFA 

อย่างไรกต็ามผูว้จิยัไม่สามารถสรา้ง revDENV4-194/genotype 3 ได ้ แมว้่าจะมกีารปรบัสภาวะในการสรา้ง

ไวรสัหลายวธิแีลว้กต็าม (รปูทีÉ 11) หลงัจากนั Êนนําไวรสั revDENV4-194/genotype 2 (passage 4) ทีÉเพิÉม

จํานวนไดไ้ปตรวจสอบลาํดบัเบสในช่วงโปรตนีโครงสรา้ง และเมืÉอนําไปวเิคราะหผ์ลของลาํดบัเบสทีÉไดด้ว้ยวธิ ี

BLAST พบวา่ใหผ้ลทีÉถูกตอ้งโดยมลีาํดบัเบสตรงกบั DENV4 สายพนัธุ ์ThD4_0734_00  (genotype 2) 



24 

 

 

 
 Mock                 revDENV4-194/genotype2              revDENV4-194/genotype3 

รปูทีÉ 11 ผลการตรวจสอบการสรา้งไวรสั DENV4-194/genotype 2 และ 3 ดว้ยวธิ ีFFA  

 

ความสามารถในการลบล้างฤทธิÍของซีรั ÉมคนทีÉมีภมิูคุ้มกนัต่อไวรสัไข้เลือดออกต่อ DENV4  

 ไวรสัทีÉสรา้งขึÊนในการทดลองนีÊ ถกูเพิÉมจาํนวนในเซลล์ Vero และทดสอบปรมิาณของไวรสัดว้ยวธิ ี

FFA ผลการทดสอบพบวา่ไวรสัทีÉไดส้ามารถเพิÉมจํานวนไดด้โีดยมปีรมิาณไวรสัไตเตอรข์อง revDENV4-194 

และ revDENV4-194/genotype2 เท่ากบั 5.8x105 ffu/ml และ 4.8x106 ffu/ml ตามลาํดบั (รปูทีÉ 12) 

 

       A)          B) 

          

 

 

 

 

 

 

 

รปูทีÉ 12 การตรวจสอบปรมิาณไวรสัทีÉสรา้งขึÊนดว้ยเทคนิค reverse genetics A) revDENV4-194 และ B) 

revDENV4-194/genotype 2 

 

ในการทดสอบระดบัความสามารถในการถกูลบลา้งฤทธิ ÍของไวรสัทีÉสรา้งขึÊนนั Êน ผูว้จิยัไดท้าํการ

ทดสอบความสามารถในการลบลา้งฤทธิ Íของซรี ั ÉมคนทีÉมภีมูคิุม้กนัต่อ DENV4 จาํนวน 7 ตวัอยา่งโดยแบ่ง

ออกเป็น 2 กลุม่ ไดแ้ก่กลุ่มของคนทีÉไดร้บัวคัซนี DENV4 (dengue vaccine sera) และกลุ่มคนทีÉมภีูมคิุม้กนัต่อ 

DENV4 (dengue immune sera) ตอ่ DENV4 จํานวน 4 สายพนัธุ ์ ไดแ้ก ่DENV4-1036/1976 laboratory 

strain (genotype 2) DENV4-194/2011 (genotype 1), และไวรสัทีÉสรา้งขึÊนในโครงการดว้ยเทคนิค reverse 

genetics ไดแ้ก่ revDENV4-194 และ revDENV4-194/genotype2 ผลการทดลองพบวา่ซรีั Éมจากกลุ่มตวัอยา่ง

ทั Êงสองกลุ่มมคีวามสามารถในการลบลา้งฤทธิ Í  DENV4 แต่ละสายพนัธุไ์ดไ้ม่แตกต่างกนั อยา่งไรกต็ามเมืÉอดู

คา่เฉลีÉยรวมของระดบั neutralizing antibody titer (NT) พบวา่ซรี ั Éมสามารถลบลา้งฤทธิ Íต่อ DENV4-1036 ได้

ดกีวา่ DENV4-194/2011 เลก็น้อยโดยมคีา่เฉลีÉยรวมสงูกวา่ 1.5 เท่า  

เมืÉอพจิารณาไวรสัทีÉสรา้งขึÊนในโครงการ revD4-194 เทยีบกบัไวรสัทีÉแยกไดจ้ากผูป่้วย DENV4-194 

พบวา่ใหผ้ล NT ใกลเ้คยีงกบัไวรสัทีÉแยกไดจ้ากผูป่้วย DENV4-194/2011 โดยมคีา่เฉลีÉย Geometric mean 
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titer (GMT) 573.3 และ 763.2 ตามลาํดบั แสดงใหเ้หน็วา่ไวรสัทีÉสรา้งไดม้คีวามสามารถในการลบลา้งฤทธิ Íไม่

แตกต่างจากเดมิ  

อยา่งไรกต็ามเมืÉอสรา้ง recombinant DENV4 ทีÉเปลีÉยนแปลงตาํแหน่งของโปรตนีโครงสรา้งใน 

genotype 2 (revDENV4-194/genotype2) ผลการทดลองพบวา่ระดบัของ GMT ของ revDENV4-

194/genotype2 มคีา่เฉลีÉยเท่ากบั 1535.7 ซึÉงเพิÉมขึÊนจาก revDENV4-194 และ DENV4-194 ประมาณ 2-2.5 

เท่า ซึÉงการเพิÉมสงูขึÊนของ neutralizing antibody titer พบทั Êงในกลุ่ม dengue vaccine และ dengue immune 

sera แสดงใหเ้หน็วา่ลกัษณะของแอนตเิจนทีÉเปลีÉยนแปลงในสว่นของโปรตนีโครงสรา้งไวรสั โดยเฉพาะเมืÉอมี

การเปลีÉยน genotype ภายในไวรสั DENV4 นั Êนมผีลกระทบต่อระดบัความสามารถในการถกูลบลา้งฤทธิ Íโดย

ซรีั ÉมของคนทีÉมภีมูคิุม้กนัต่อ DENV4 (ตารางทีÉ 6 และรปูทีÉ 13) 

 

ตารางทีÉ 6 แสดงผลระดบัความสามารถในการลบลา้งฤทธิ Íของไวรสั 

Virus 
Genot

ype 

dengue vaccine sera dengue immune sera Mean of all 

groups 07/330 07/331 08/94 08/106 Mean 06/105 06/302 07/333 Mean 

D4-1036/1976 2 2316 1861 5270 436 1774.0 175 615 407 352.5 887.5 

D4-194/2011 1 692 1697 5922 316 1217.5 87 253 421 210.0 573.3 

revDENV4-194 1 816 1460 7137 545 1467.2 198 315 522 319.3 763.2 

revDENV4-194/ 

genotype2 
2 2535 2456 10233 918 2765.4 391 618 1427 701.2 1535.7 

 

 

 

 
 

รปูทีÉ 13 กราฟคา่เฉลีÉยของ neutralizing antibody titer ในกลุ่มซรี ั ÉมของคนทีÉไดร้บัวคัซนีเดง็กีÉ กลุ่มคนทีÉมี

ภมูคิุม้กนัของ DENV4 และคา่เฉลีÉยรวมทั Êงสองกลุ่ม 

 

 

 

 

D4-1036/1976 D4-194/2011 revD4-194
revD4-

194/genotype2

dengue vaccine sera 1774.0 1217.5 1467.2 2765.4

dengue immune sera 352.5 210.0 319.3 701.2

all groups 887.5 573.3 763.2 1535.7
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สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

DENV เป็นไวรสัทีÉมคีวามหลากหลายโดยเมืÉอวเิคราะหล์ําดบัเบสและกรดอะมโินของจโีนมพบว่า

สามารถแบ่งแยกยอ่ยออกไดห้ลาย genotype ซึÉงกอ่นหน้านีÊมรีายงานการศกึษาโดยใชโ้มโนโคลนอล

แอนตบิอดทีีÉจาํเพาะต่อไวรสั DENV3 พบว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอดสีามารถจบัไวรสัสายพนัธุต่์างๆ ของ 

DENV3 ไดแ้ตกต่างกนั (Wahala WMPB, 2010) นอกจากนีÊยงัมกีารศกึษาโดยการสรา้ง recombinant DENV3 

infectious clone ทีÉมคีวามแตกตา่งของส่วนโปรตนี envelope ใน genotype ต่างๆ พบวา่ไวรสัทีÉสรา้งขึÊนนั Êน

ใหผ้ลของระดบัความสามารถในการลบลา้งฤทธิ ÍทีÉแตกตา่งกนัมาก (Messer WB, 2012) จากขอ้มลูขา้งตน้

แสดงใหเ้หน็วา่ความแตกตา่งทางแอนตเิจนภายใน serotype ของไวรสันั Êนมผีลต่อระดบัความสามารถในการ

ลบลา้งฤทธิ Íของซรี ั Éม อยา่งไรกต็ามยงัไมม่กีารศกึษาความหลากหลายทางแอนตเิจนทีÉแน่ชดัใน DENV4 ดว้ย

เหตุนีÊ โครงการนีÊมวีตัถุประสงคใ์นการสรา้งไวรสั DENV4 เพืÉอใชใ้นการศกึษาความหลากหลายทางแอนตเิจน

ของ DENV4 ดว้ยวธิ ีreverse genetics ซึÉงวธินีีÊถกูใชใ้นการสรา้งไวรสัหลายชนิด โดยมรีายงานการสรา้ง full-

length cDNA infectious clone ของ DENV4 ตั Êงแต่ปี ค.ศ.1991 (Lai CJ, 1991) อยา่งไรกต็ามโดยทั Éวไปแลว้

การสรา้ง infectious full-length cDNA clone ของ DENV นั Êนมกัพบปัญหาความเป็นพษิและความไม่เสถยีร

ของไวรสัจโีนมในแบคทเีรยี Escherichia coli  ทีÉใชเ้ป็นเซลลเ์จา้บา้น (Ruggli, N, 1999) ซึÉงในเวลาต่อมาได้

พฒันาวธิใีนการสรา้ง full-length cDNA clone เพืÉอแกปั้ญหาความเป็นพษิและความไมเ่สถยีรทางพนัธุกรรม 

เช่น ระบบ two-fragment plasmids โดยแยกส่วนของไวรสัจโีนมทีÉมคีวามเป็นพษิออกจากกนั ใน DENV2 

(Kapoor M, 1995, Santos JJ da S, 2015) DENV3 (Santos JJ da S, 2014), JEV (Sumiyoshi H, 1992), 

Zika virus (Weger-Lucarelli J, 2017), West nile virus (Vandergaast R, 2014) หรอืการใช้ medium หรอื 

low-copy-number plasmids ในการสรา้ง full-length cDNAs clones ใน E.coli (Kinney RM, 1997) อยา่งไร

กต็ามเพืÉอป้องกนัปัญหาในเรืÉองความไมเ่สถยีรทางพนัธุกรรมและความเป็นพษิทีÉอาจพบไดใ้นการสรา้งไวรสั

ใน E.coli ดว้ยเหตุนีÊผูว้จิยัจงึไดส้รา้งไวรสัโดยไม่สรา้ง full-length clone ในเซลลแ์บคทเีรยี แต่สรา้งไวรสัใน

เซลลเ์พาะเลีÊยงโดยตรงภายใต ้CMV promotor ซึÉงเทคนิคนีÊประสบผลสาํเรจ็ในการสรา้งไวรสัหลายชนิด เช่น 

DENV (Siridechadilok B, 2013), Zika virus (Konstantin A., 2016,), Enterovirus 71 (Tan CW , 2016), porcine 

reproductive and respiratory syndrome virus (Suhardiman M, 2014)  

ซึÉงในการสรา้งไวรสัดว้ยวธิดีงักลา่วชิÊนสว่น DNA ของไวรสั 5 ชิÊนสว่นทีÉครอบคลุมไวรสัตลอดสายทีÉมี

สว่นทีÉซอ้นเหลืÉอมกนั ถกูรวมเขา้กบั expression vector ดว้ย Gibson assembly enzyme และเพิÉมจาํนวน

ไวรสัในเซลล ์ ผลการทดลองพบวา่ผูว้จิยัประสบความสาํเรจ็ในการสรา้งไวรสั DENV4 ซึÉงไวรสัทีÉสรา้งขึÊน

สามารถเพิÉมจาํนวนไดด้แีละมคีา่ไวรสัไตเตอรป์ระมาณ 105 และ 106 ffu/ml โดยขั ÊนตอนทีÉสาํคญัในการสรา้ง

ไวรสัดว้ยวธิขีา้งต้นคอืสภาวะในการเชืÉอมต่อกนั ในโครงการนีÊผูว้จิยัไดท้ดสอบหาสภาวะทีÉเหมาะสมในการ 

assembly เขา้ดว้ยกนั ผลการทดลองพบว่าเมืÉอรวมชิÊนสว่นไวรสัเป็น 2 กลุ่มยอ่ยก่อนนํามารวมเขา้ดว้ยกนัจน

ไดไ้วรสัสายเต็ม ชิÊนส่วนไวรสัเชืÉอมมโีอกาสเชืÉอมต่อกนัไดด้ขีึÊน โดยพบแนวโน้มการเกดิแถบ DNA ขนาดใหญ่

สงูขึÊนกว่าการรวมชิÊนสว่นทั Êงหมดพรอ้มกนั 

สายพนัธุท์ ีÉนํามาใชเ้ป็นตน้แบบในการสรา้งไวรสัคอื DENV4-1šŜ จดัเป็นสายพนัธุอ์ยูใ่น genotype 1 

ซึÉงเป็น genotype หลกัทีÉพบการระบาดในประเทศไทย สาํหรบั genotype 2 นั Êนสว่นใหญ่พบว่ามกีารระบาดใน

ประเทศในกลุ่มประเทศเอเชยี เช่น ประเทศอนิโดนีเซยี สงิคโปร์ จนี ญีÉปุ่ น และหลายประเทศในอเมรกิาใต ้เช่น 

ประเทศเวเนซุเอลา บราซลิ เป็นตน้ ซึÉงในประเทศไทยนั Êนพบไดน้้อยมาก โดยมรีายงาน genotype 2 ในชว่งปี 

ค.ศ. 1994-2006 และ genotype 3 ทีÉพบในประเทศไทยในช่วงปี ค.ศ. 1997-2001 (Klungthong C, 2004) 

ดงันั ÊนการแยกเชืÊอไวรสัจากผูท้ีÉตดิเชืÊอ DENV4 เพืÉอใชใ้นการศกึษานั Êนเป็นไปไดย้าก ดว้ยเหตุนีÊการสรา้งไวรสั
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ดว้ยวธิ ี reverse genetics จะเป็นประโยชน์อยา่งมากในการศกึษาความหลากหลายภายในซโีรทยัป์ของ 

DENV4  

เมืÉอนําไวรสัทีÉสรา้งขึÊนมาทดสอบความหลากหลายทางแอนตเิจนโดยวธิ ี neutralization test ผลการ

ทดลองแสดงใหเ้หน็วา่ไวรสัทีÉสรา้งขึÊนดว้ยวธิ ีreverse genetics (revDENV4-194) เทยีบกบัไวรสัทีÉแยกไดจ้าก

ผูป่้วย DENV4-194 ใหผ้ล neutralization antibody titer ใกลเ้คยีงกนั แสดงใหเ้หน็วา่ไวรสัทีÉสรา้งขึÊนไมม่คีวาม

แตกต่างทางดา้นความสามารถในการลบลา้งฤทธิ Í อยา่งไรกต็ามเป็นทีÉน่าสนใจวา่เมืÉอแทนทีÉสว่นโปรตนี

โครงสรา้งดว้ย DENV4 genotype 2 ใน DENV1-194 พบวา่ระดบัของ neutralization antibody titer เพิÉมขึÊน

ถงึ 2-2.5 เท่า แสดงใหเ้หน็วา่ความแตกตา่งของโปรตนีทีÉเป็นสว่นโครงสรา้งของไวรสัมผีลต่อระดบั

ความสามารถในการลบลา้งฤทธิ Íโดยซรีั Éม  

โดยทั Éวไปแลว้ envelope เป็นโปรตนีทีÉอยูด่า้นนอกสุดของไวรสัและมคีวามสมัพนัธก์บัการ

เกดิปฏกิริยิาการลบลา้งฤทธิ Í (Gregory D. 2008, Chih-Yun Lai, 2008) ซึÉงเมืÉอวเิคราะหล์ําดบักรดอะมโินใน

สว่นโปรตนี envelope เปรยีบเทยีบระหวา่ง DENV4-194 (genotype1) และ DENV4-194/genotype 2 พบวา่

มคีวามแตกต่างประมาณ 3.23% อยา่งไรกต็ามยงัไม่ทราบแน่ชดัวา่ตาํแหน่งใดทีÉมคีวามสาํคญัต่อการเพิÉมขึÊน

ของระดบั neutralizing antibody titer หรอืความแตกต่างของระดบัภมูคิุม้กนัทีÉเกดิขึÊนนั Êนมผีลต่อการตดิเชืÊอใน

ภายหลงัหรอืไม่ จาํเป็นตอ้งมกีารศกึษาต่อไป   

จากผลการทดลองขา้งตน้ผูว้จิยัประสบความสาํเรจ็ในการสรา้งไวรสั DENV4 ดว้ยวธิ ี reverse 

genetics ซึÉงไวรสัทีÉสรา้งขึÊนดว้ยวธินีีÊเป็นประโยชน์ในการศกึษาความหลากหลายทางแอนตเิจนของ DENV 

เนืÉองจาก DENV จดัอยู่ในกลุม่ไวรสั RNA ซึÉงเชืÉอวา่เกดิการเปลีÉยนแปลงทางพนัธุกรรมไดง้า่ยกว่าไวรสัในกลุ่ม

อืÉน การนําเทคนิคนีÊมาใชใ้นการสรา้งไวรสัจงึเป็นประโยชน์ในการศกึษาความหลากหลายของไวรสัในอนาคต 

และเป็นประโยชน์ในงานวจิยัดา้นวคัซนีเพืÉอศกึษาความครอบคลมุทางภมูคิุม้กนัของวคัซนีตวัเลอืกในการ

พฒันาวคัซนีเดง็กีÉในอนาคต 
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ข้อเสนอแนะสาํหรบัวิจยัในอนาคต 

 

 แมว้า่ในโครงการนีÊไดท้ดสอบความสามารถในการลบลา้งฤทธิ Íของซรี ั ÉมคนทีÉมภีมูคุิม้กนั DENV4 ตอ่

ไวรสั DENV4 ทีÉสรา้งขึÊนจาํนวนหนึÉง แต่อาจจะไม่เพยีงพอในดา้นการศกึษาความหลากหลายทางแอนตเิจน 

ซึÉงจาํเป็นตอ้งเพิÉมจาํนวนไวรสัทีÉมคีวามหลากหลายทางจโีนทยัป์ในการศกึษาถงึผลกระทบของการ

เปลีÉยนแปลงกบัความสามารถในการถูกลบลา้งฤทธิ Íโดยซรี ั Éมในอนาคตต่อไป  
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