
 

สารเสาวภา 
Queen Saovabha Memorial Institute Bulletin 
(QSMI Bulletin) 
ISSN 1685 – 6341 

ปทีี ่24 ฉบบัที ่2 / 2568                                                 VOLUME 24, NO. 2 / 2025 

สถานเสาวภา สภากาชาดไทย      
Queen Saovabha Memorial Institute     



 

สารเสาวภา 
Queen Saovabha Memorial Institute Bulletin 
(QSMI Bulletin) 
คณะด าเนินการ   สถานเสาวภา สภากาชาดไทย  
 
ที่ปรึกษา    วิศิษฏ์ สิตปรีชา   ณรงค์ศักดิ์ ชัยบุตร 
 
บรรณาธิการ    สุนุชชา สุนทรารชุน 
 
รองบรรณาธิการ   อรวรรณ แซ่โค้ว    
 
กองบรรณาธิการ   ภูมิ จันทรตรี   สุรศักดิ์ เอกโสวรรณ 
     สุดา พันธ์ุรินทร์   ทักษะ เวสารัชชพงศ์ 
     ธรรมนูญ ด้วงโสน  สุจิตรตรา ขุนทรัพย์ 
     ณัฐวดี มนต์อ่อน   ปณิธิ ละอองบัว 
     ชานนท์ ฝาเงิน   ศรัณยา หวังเจริญตระกูล  
 
จัดพิมพ์และเผยแพร่โดย  สถานเสาวภา สภากาชาดไทย  
     1871 ถนนพระราม 4 เขตปทุมวัน 
     กรุงเทพฯ 10330 
     โทรศัพท์ 0 2252 0161-4 
     www.saovabha.org 
 
ออกแบบปกโดย   ศรัณยา หวังเจริญตระกูล 
 
ISSN 1685 – 6341 
 
 
 

* เน้ือหาบทความทางวิชาการในวารสารน้ีเป็นความคิดเห็นและความรับผิดชอบของผู้เขียน 



 

   
 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทบรรณาธิการ  
  

 สารเสาวภา ฉบับน้ีเป็นฉบับท่ี 2 ประจำปีที่ 24 พ.ศ. 2568 โดยเนื้อหาของสารเสาว-
ภายังคงมุ่งเน้นในการเผยแพร่ผลงานทางวิชาการตามพันธกิจของสถานเสาวภา มีการเรียบ
เรียงบทความเป็นภาษาไทยทำให้ง่ายต่อการอ่าน เพื่อการแลกเปล่ียนความรู้ ความชำนาญ 
ซึ่งจะนำไปสู่ความคิดสร้างสรรค์ที่จะเป็นประโยชน์ต่อนักวิชาการและประชาชนท่ัวไป 

 สารเสาวภาฉบับน้ี มีเนื้อหาทั้งบทความวิชาการและการศึกษาวิจัยที่มีความหลาก- 
หลาย น่าสนใจประกอบด้วยบทความวิชาการอีก 1 เร่ืองเก่ียวข้องกับการประยุกต์ใช้เทค-
โนโลยี RNA Interference (RNAi) และการศึกษาวิจัยที่เก่ียวข้องกับโรคพิษสุนัขบ้า งูพิษและ
พิษงูจำนวน 4 เร่ืองคือการเปรียบเทียบชนิดของเซลล์เม็ดเลือดขาวและระดับไซโตไคน์ในม้า
ผลิตเซรุ่มป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าหลังฉีดกระตุ้นด้วยวัคซีนโรคพิษสุนัขบ้า การศึกษาบทบาท
ของยีน cGAS ต่อการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันในหนูที่ติดเช้ือพิษสุนัขบ้า การพัฒนาการ
ตรวจหาเชื้อไวรัสระบบทางเดินหายใจในงูโดยใช้เทคนิค RPA/CRISPR-Cas12a และการ-
ศึกษาขนาดของเอ็กโซโซมในพิษงูเห่าไทยและการเปรียบเทียบบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการสกัดโปร-
ตีน 

 กองบรรณาธิการสารเสาวภา ขอขอบคุณผู้นิพนธ์ทุกท่านท่ีได้สละเวลาในการเผยแพร่ความรู้อันมี
คุณค่าทางวิชาการ และหวังเป็นอย่างย่ิงว่าสารเสาวภาฉบับน้ีจะเป็นประโยชน์สำหรับผู้อ่านทุกท่าน พบกัน
ใหม่ในฉบับหน้า 

 

         สุนุชชา สุนทรารชุน 

                          บรรณาธิการ 
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บทคดัยอ่: การเปรียบเทียบปริมาณเซลล์เม็ดเลือดขาวในระบบภูมิคุ้มกันชนิด Granulocyte, Monocyte และ Lymphoid cell รวมท้ังการหาระดับไซโต-
ไคน์ (Cytokine) ได้แก่ IFN-α, IL-4, IFN-γ, IL-10 และ IL-17 เพ่ือใช้บ่งช้ีการสร้างภูมิคุ้มกันผ่านทาง Cell-mediated immunity (โดยเซลล์ Th1) หรือ 
Humoral immune response (โดยเซลล์ Th2) ในม้า 3 กลุ่มท่ีมีระดับภูมิคุ้มกันสูง กลาง และต่ำ หลังฉีดกระตุ้นด้วยวัคซีนโรคพิษสุนัขบ้า เพ่ือใช้ผลิตเซรุ่ม
ป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าชนิดอิมมูโนโกลบูลินจี  ผลการศึกษาพบว่าชนิดและปริมาณของเซลล์เม็ดเลือดขาว และระดับไซโตไคน์ชนิดต่างๆ  ในม้าท้ัง 3 กลุ่ม ไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ จากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าจำนวนของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด Monocyte ไม่สามารถใช้ในการประเมินการตอบสนอง
ของเซลล์เดนไดรต์ (Dendritic cell) ซ่ึงมีบทบาทสำคัญในการสร้างเร็กกูเลเตอร์ทีเซลล์ (Regulatory T cells) ในกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันในม้าได้ 
เน่ืองจากข้อมูลท่ีได้มีความแปรปรวนทางสถิติในระดับสูง ซ่ึงส่งผลต่อความน่าเช่ือถือของผลการวิเคราะห์ 
 
ค าส าคญั: ม้า อิมมูโนโกลบูลินจี  เซลล์เดนไดรต์   

ABSTRACT: Three groups of horses with high, intermediate, and low immune response levels were stimulated with the rabies vaccine 
to produce immunoglobulin G and prevent rabies. The comparison of white blood cells in the immune system, specifically granulo-
cyte, monocyte, and lymphoid cells, as well as the measurement of cytokine levels (including IFN-α, IL-4, IFN-γ, IL-10, and IL-17), was 
done to indicate the immune response through Th1 cells or cell-mediated immunity, or Th2 cells or humoral immune response. 
According to the study's findings, there were no significant differences in the types and numbers of white blood cell populations or the 
levels of various cytokines among the three horse groups. Furthermore, due to the wide range of statistical values, the number of 
monocyte-type white blood cells could not be used to predict the trend of dendritic cell responses, which influence the production 
of regulatory T cells during the immune response process in horses.  
 
Keywords: Horse, ERIG, Dendritic cell  



 

บทน า 
 อิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin) คือโปรตีนท่ี
ทำหน้าท่ีเป็นแอนติบอดี (Antibody) ในระบบภูมิคุ้มกันของ
ร่างกาย โดยมีอิมมูโนโกลบูลิน จี (Immunoglobulin G 
หรือ IgG) เป็นแอนติบอดีท่ีพบมากท่ีสุด มีความสำคัญในการ
ป้องกันและต่อสู้กับเช้ือโรคต่าง  ๆและอิมมูโนโกลบูลินต่อโรค
พิษสุนัขบ้า (Rabies immunoglobulin: RIG) เป็น
แอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสเรบีส์ (Rabies virus) ท่ีป้องกันโรคพิษ
สุนัขบ้าหลังจากการสัมผัสเช้ือ (Post-exposure)  
 ในกระบวนการผลิตอิมมูโนโกลบูลินจีต่อโรคพิษสุ-
นัขบ้าจากม้า (Equine rabies immunoglobulin G: ERIG) 
ของสถานเสาวภา ใช้วิธีการฉีดกระตุ้นม้าด้วยวัคซีนป้องกัน
โรคพิษสุนัขบ้าชนิดเช้ือตาย เพ่ือให้ม้ามีการตอบสนองทาง
ภูมิคุ้มกันท่ีจำเพาะต่อไวรัสเรบีส์ในระดับสูงเพียงพอต่อการ
ป้องกันโรค และสามารถนำไปผลิตเป็นเซรุ่มเพ่ือป้องกันโรค
พิษสุนัขบ้า (ERIG) หลังการสัมผัสเช้ือได้ แอนติบอดีหรืออิมมู
โนโกลบูลินท่ีสร้างข้ึนในม้าเป็นการตอบสนองของภูมิคุ้มกัน
ประเภท Humoral หรือ Adaptive immune response  
โดยระดับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันมาจากหลายปัจจัย 
ได้แก่ ปริมาณของเช้ือไวรัสเรบีส์ วิธีการฉีดเช้ือไวรัสเรบีส์เข้า
ร่างกายม้า (Injection route) เช่น ฉีดเข้าใต้ผิวหนัง ฉีดเข้า
กล้ามเน้ือหรือฉีดเข้าหลอดเลือดดำ การทำหน้าท่ีของเซลล์
เก็บกินส่ิงแปลกปลอม (Antigen presenting cell: APC) 
โดยเฉพาะเซลล์เดนไดรต์ (Dendritic cell: DC)  รวมถึงตัวรับ
บนพ้ืนผิวเซลล์ท่ีสำคัญคือ Major Histocompatibility 
Complex (MHC molecule) การสร้างสารส่ือการอักเสบ
หรือไซโตไคน์ (Cytokine) มีส่วนกำหนดทิศทางการตอบ 
สนองของระบบภูมิคุ้มกันให้เกิดข้ึนอย่างมาก นอกจากน้ี 
สุขภาพของม้าท่ีถูกฉีดกระตุ้นยังเป็นอีกปัจจัยท่ีมีส่วนสำคัญ
ต่อการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันด้วยเช่นกัน (Moore 
and Hanlon, 2010) การฉีดวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าซ่ึง
เป็นไวรัสเรบีส์ชนิดเช้ือตาย จะไปกระตุ้นการตอบสนองภูมิ-
คุ้มกันของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด CD4+ T lymphocyte 
โดยเฉพาะ T helper type 2 (Th2) ร่วมกับการสร้างไซโต
ไคน์ ท่ีสำคัญได้แก่ IL-4, IL-5  และ IL-10 ส่งผลต่อการสร้าง
แอนติบอดีและอิมมูโนโกลบูลินข้ึนมาต่อต้านส่ิงแปลกปลอม

ชนิด Extracellular antigen แต่ในกรณีท่ีตัวกระตุ้นเป็น
ชนิด Intracellular antigen จะไปกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันให้
เกิดการตอบสนองชนิด Cellular immune response โดย
การตอบสนองของ T helper type 1 (Th1) และมีการสร้าง 
IFN-γ ให้มาทำงานร่วมกัน (Venkataswamy et al., 2015)  
 ในการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน DC ทำหน้าท่ีเป็น 
APC ท่ีสำคัญในการเข้าทำปฏิกิริยาต่อส่ิงแปลกปลอม ซ่ึง 
DC กำเนิดมาจาก Hematopoietic stem cell ซ่ึง
เปล่ียนแปลงได้จากท้ัง Lymphoid และ Myeloid cell แต่
ส่วนใหญ่แล้วกำเนิดมาจาก Myeloid cell มีการจำแนก
ลักษณะของ DC ออกเป็น 4 กลุ่ม ตามหน้าท่ีและตัวรับบน
พ้ืนผิวเซลล์ได้แก่ Classical DCs, Plasmacytoid DC, 
Langerhans cell และ Monocyte-derived DC ซ่ึงชนิด
หลังอยู่ในรูป Monocyte ไหลเวียนอยู่ในกระแสเลือด เม่ือมี
การอักเสบหรือมีส่ิงแปลกปลอมเข้ามาจะเปล่ียนเป็น Mac-
rophage แล้วเข้าสู่เน้ือเย่ือต่างๆ  การทำหน้าท่ีของ DC ข้ึน 
อยู่กับความเจริญสมบูรณ์ (Maturity) ของเซลล์เองด้วย โดย
มีการนำเสนอถึงบทบาทของ DC ในการก่อให้เกิดภาวะไม่
ตอบสนอง (Tolerance) ท่ีข้ึนอยู่กับการเจริญสมบูรณ์ของ
เซลล์ พบว่าในภาวะท่ียังเติบโตไม่เต็มท่ี (Imma-ture) แม้จะ
มีคุณสมบัติสามารถเก็บกินและย่อยส่ิงแปลก-ปลอมได้อย่าง
มีประสิทธิภาพ แต่การนำเสนอส่ิงแปลกปลอมยังทำได้ไม่
สมบูรณ์ เน่ืองจากการแสดงตัวรับ (Receptor expression) 
บนผิวเซลล์มีน้อย รวมท้ังการสร้างไซโตไคน์ท่ีมีคุณสมบัติกด
ภูมิคุ้มกัน (Immunosuppressive) หรือ Anti-inflame-
matory agent ท่ีถูกเหน่ียวนำให้เกิดข้ึนในส่ิงแวดล้อมขณะ
ทำหน้าท่ีน้ันสามารถเหน่ียวนำให้เกิดภาวะไม่ตอบสนองตาม 
มา  
 การทำปฏิกิริยาระหว่าง DC กับ Lymphocyte 
ชนิด T cell มีส่วนสำคัญท่ีก่อให้เกิดภาวะไม่ตอบสนองของ
ภูมิคุ้มกัน โดยมี Lymphocyte ชนิด T cell ชนิดหน่ึงท่ี
เรียกว่า Lymphocyte กลุ่มควบคุม หรือ Regulatory T 
cell: Treg  ซ่ึงมีหน้าท่ีในการรักษาสมดุลของระบบภูมิคุ้มกัน
ภายในร่างกาย สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ CD4+ Treg 
cell และ CD8+ Treg cell ซ่ึงจำนวนของ Treg cell ท้ัง 2 
กลุ่มสามารถบอกภาวะความเส่ียงต่อการเป็นโรคท่ีเก่ียวข้อง  

สารเสาวภา 24 ฉบับที่ 2 : 1 - 10 (2568)                                             2 



 

กับระบบภูมิคุ้มกันและโรคมะเร็งได้ โดยเม่ือมี Treg cell 
มากเกินไป หรือทำหน้าท่ีมากเกินไป จะไปยับย้ัง Effector T 
cell ในการทำลายส่ิงแปลกปลอม ทำให้มีความเส่ียงต่อการ
เกิดมะเร็งได้ แต่ถ้า Treg cell ทำหน้าท่ีน้อยเกินไปจะทำให้
เกิดภาวะภูมิไวเกิน โดยชนิดหรือสถานะของ DC มีผลเหน่ียว 
นำหรือกระตุ้นหรือยับย้ังการสร้างแอนติบอดีได้เช่นกัน เป็น
ผลจากการเกาะจับหรือเข้าทำปฏิกิริยาระหว่างชนิดของ DC 
กับชนิดของ T cell ท่ีถูกกระตุ้นหรือสร้างข้ึนมาด้วย (Ha-
segawa and Matsumoto, 2018)  การจำแนกชนิดของ 
DC ต้องใช้เทคนิคการพิสูจน์โมเลกุลบนพ้ืนผิวเซลล์ซ่ึงมีค่าใช้ 
จ่ายสูง และยังไม่มีแอนติบอดีสำหรับใช้ในม้า ดังน้ัน การ
ตรวจวัดปริมาณเซลล์ Monocyte ท่ีมีการเปล่ียนแปลง 
(Differentiation) ไปเป็นเซลล์ DC จึงอาจ เป็นอีกหน่ึงวิธีการ
ท่ีสามารถใช้เป็นตัวช้ีวัดทางอ้อมในการประเมินประสิทธิ-
ภาพ การทำหน้าท่ีของ DC และบทบาทสำคัญของเซลล์
เหล่าน้ีในการกระตุ้นและควบคุมการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุ้มกันของร่างกาย 
 การตรวจส่วนประกอบของเลือด เป็นส่วนหน่ึงของ
การตรวจสุขภาพเพ่ือบ่งบอกถึงภาวะต่าง  ๆ ท้ังท่ีปกติและผิด 
ปกติของม้า โดยการตรวจนับเม็ดเลือด (Hemogram) เช่น 
เม็ดเลือดแดง ฮีโมโกลบิน โปรตีน อย่างไรก็ตาม ต้องนำ
ข้อจำกัดมาใช้ในการแปลผลค่าท่ีได้ด้วย เน่ืองจากม้ามีเม็ด
เลือดสำรองเก็บไว้ในม้ามเยอะมากและได้รับผลกระทบจาก
ปัจจัยต่าง  ๆ ด้วย เช่น ความต่ืนเต้นจากการเจาะเลือด 
(Satue et al., 2012) ส่วนการประเมินผลค่าพารามิเตอร์ 
ต่าง  ๆท่ีได้จากการตรวจนับเม็ดเลือดขาว (Leukogram) เช่น 
การนับเม็ดเลือดขาวรวมและแยกแต่ละชนิด สามารถบ่ง
บอกถึงสถานะทางภูมิคุ้มกันของม้าแต่ละตัวได้ (Satue et 
al., 2014) เช่น กรณีมี Neutrophils สูง อาจบ่งบอก
ภาวะการติดเช้ือในช่วงแรก กรณีมี Lymphocyte สูง 
เก่ียวข้องกับการสร้างภูมิคุ้มกันเพ่ือทำลายเช้ือโรคหรือได้รับ
การฉีดวัคซีน การท่ี Monocyte สูงเก่ียวข้องกับการสร้าง 
APC เช่น DC หรือ Macrophage และการมี Basophil สูง
อาจเก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบหรือแพ้ต่าง  ๆเป็นต้น  
 วัตถุประสงค์ของการศึกษาในคร้ังน้ี เพ่ือตรวจหา
ชนิดและปริมาณของเซลล์เม็ดเลือดขาวและระดับไซโตไคน์

ในระบบภูมิคุ้มกันท้ังทางตรงและทางอ้อม เพ่ือประเมินการ
ตอบสนองของระดับภูมิคุ้มกันของม้าในการสร้างแอนติบอดี
หลังได้รับการฉีดกระตุ้นด้วยวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้า
ชนิดเช้ือตาย 
 
ขัน้ตอนและวิธกีาร 
1. การเจาะเกบ็เลอืดมา้ 
 ม้าท่ีใช้ในการศึกษาเป็นม้าสุขภาพดีท่ีใช้ในการผลิต
เซรุ่มป้องกันโรคพิษสุนัขบ้า (ERIG)  จำนวน 15 ตัว จาก
สถานีเพาะเล้ียงม้าและสัตว์ทดลองฯ สถานเสาวภา สภากา-
ชาดไทย อายุระหว่าง 5-6 ปี คละเพศ กินอาหารแบบข้น
และหยาบจำนวน 2 ม้ือต่อวัน โดยม้าสามารถเข้าถึงแหล่งน้ำ
และหญ้าได้ตลอดเวลา วิธีดำเนินการทดลองได้รับการรับรอง
การใช้สัตว์ทดลองเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์จากคณะกรรม-
การเพ่ือการใช้สัตว์ทดลองทางวิทยาศาสตร์ สถานเสาวภา 
เลขท่ี QSMI-ACUC-005-2015 ฉีดกระตุ้นม้าด้วยวัคซีน
ป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าชนิดเช้ือตาย (Rabisin®; 40 IU/ml)  
ขนาด 160 IU ผสมกับ Imject® Alum ในอัตราส่วน 2:1 
โดยการฉีดเข้าใต้ผิวหนัง บริเวณแผงคอ จำนวน 4 จุด จุดละ 
1.5 มิลลิลิตร  
 การเจาะเก็บเลือดม้า เก็บก่อนการเร่ิมฉีดวัคซีน(Day 
0) และหลังฉีดวัคซีนท่ี Day  3, 7, 11 และ 14 วัน ตำแหน่ง
หลอดเลือดดำบริเวณคอ ปริมาตร 150 มิลลิลิตรต่อตัว โดย
แบ่งเลือดออกเป็น 2 หลอด หลอดท่ี 1 (50 มิลลิลิตร) เติม
น้ำยาป้องกันการแข็งตัวของเลือด EDTA-coated tubes 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพ่ือส่งตรวจ Whole blood leuko-
cyte และ Hemogram หลอดท่ี 2 (100 มิลลิลิตร) เติม 
Heparinized (Sodium heparin) 10 IU/ml เพ่ือใช้แยกเม็ด
เลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียร์ (Peripheral Blood Mono-
nuclear cells: PBMCs)  
2. การตรวจเลอืดทางหอ้งปฏบิตักิาร 
2.1 การตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือด (Complete 
Blood Count, CBC) ท่ีห้องปฏิบัติการทางสัตวแพทย์ของ
เอกชน 
2.2 การเตรียมตัวอย่างเลือดเพ่ือการตรวจวิเคราะห์หาชนิด
และปริมาณของ Blood  leukocyte population นำเลือด  
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2.3  การแยกเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียร์  (Peripheral 
Blood Mononuclear cells: PBMC) โดยใช้น้ำยา   Ficoll-
Hypaque และตรวจวัดปริมาณของไซโตไคน์ 5 ชนิด ได้แก่ 
IL-4, IL-10, IL-17, INF-g และ INF-α เลือดม้าท่ีเติม Hepa-
rin เพ่ือป้องกันเลือดแข็งตัว เม่ือต้ังไว้ท่ีอุณหภูมิห้องจนเม็ด
เลือดแดงตกตะกอน ดูดส่วนใสของพลาสมา 20  มิลลิลิตร 
เติมลงบน Ficoll-Hypaque 10 มิลลิลิตร จากน้ันนำไปป่ันท่ี
อุณหภูมิ ห้อง ความเร็ว รอบ  3500 rpm เป็นเวลา 20 นาที 
ดูดเก็บส่วน Buffy  coat ซ่ึงเป็นช้ันของเซลล์ PBMCs ป่ัน
ล้าง 2 คร้ัง ด้วย  Phosphate buffered saline (PBS) ปรับ
ปริมาณเซลล์ให้ได้ความเข้มข้น 2x106 เซลล์/มิลลิลิตร ด้วย
อาหารเล้ียงเซลล์ Complete media (RPMI 1640/ 10% 
Fetal bovine serum) นำไปเล้ียงในเพลท (Plate) แบบ 6 
หลุม โดย PBMCs ของ ม้าแต่ละตัวอย่าง แบ่งเล้ียงเป็น 2 
หลุม หลุมแรกใส่เซลล์ PBMCs เพียงอย่างเดียว หลุมท่ีสอง
ใส่ เซลล์ PBMCs   ท่ีเติมสาร Cell  stimulation cocktail   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร นำเพลทไปบ่มในตู้บ่มที่มี 
CO2 5% อุณหภูมิ 37๐C  เป็นเวลา 24  ชั่วโมง  
เก็บน้ำเล้ียงเซลล์หลุมละ 1 มิลลิลิตร ไว้ที่ -80 °C ส่ง
ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณของไซโตไคน์ด้วยวิธี Bead
-based multiplex equine specific monoclo-
nal antibodies on a Luminex Instrument  ที่
ห้องปฏิบัติการ Animal Health Diagnostic Cen-
ter  มหาวิทยาลัยคอร์เนล ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3. การตรวจหาระดบัภูมิกันตอ่โรคพิษสุนัขบ้าด้วย
วิธี Rapid Immunofluorescent Focus Inhi-
bition Test (RFFIT)  
 ทำการเจือจางพลาสมาม้า และนำมาผสมกับ
ไวรัสโรคพิษสุนัขบ้า (CVS-11) บ่มที่ 37๐C นาน 1 
ช่ัวโมง จากน้ันเติมเซลล์ชนิด BHK-21 และบ่มต่อใน
ตู้บ่มที่มี CO2 5% อุณหภูมิ 37๐C  นาน 21  ช่ัวโมง  
เพื่อให้มีการติดเชื้อในเซลล์ ทำการฟิกซ์เซลล์ด้วย   
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ม้าปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร เติมน้ำยา Lysing solution ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากน้ันทำการฟิกซ์เซลล์โดย
เติม 2% Paraformaldehyde 0.3 มิลลิลิตร นำไปตรวจวิเคราะห์หาชนิดและจำนวนของเซลล์เม็ดเลือดขาว 
ได้แก่ Lymphoid  cells, Monocytes และ Granulocytes ด้วยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ (รูปที่ 1) (ส่งตรวจ
วิเคราะห์ที่ห้องปฏิบัติการภาควิชาอายุรศาสตร์  คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย)   

รูปที่ 1 แผนภาพจุด (Dot plot) แสดงลักษณะการกระจายแสง (Light scatter) ของกลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาว 3 ชนิด  
Granulocytes (44.3%),  Monocytes (3.22%) และ Lymphoid cells (27.3%) ด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ 



 

90% Acetone และย้อมด้วยแอนติบอดีท่ีจำเพาะต่อเช้ือไว-
รัสเรบีส์และติดด้วยสารฟลูออเรสซีน (FITC) ตรวจหาปริ-
มาณไวรัสท่ีเติบโตในเซลล์ ภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์ คำ-
นวณค่าท่ีอ่านได้ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์  ระดับภูมิคุ้มกัน
ต่อโรคพิษสุนัขบ้ามีหน่วยเป็น IU/มิลลิลิตร 
4. การตรวจหาคา่โปรตนีรวมในพลาสมา 
 ตรวจหาค่าโปรตีนรวมในพลาสมาด้วยน้ำยา 
PierceTM BCA Protein Assay Kit (ย่ีห้อ Thermo Scien-
tific, USA) โดยเทียบกับสารละลายมาตรฐาน (Bovine se-
rum albumin; BSA) วัดความเข้มของสีด้วยเคร่ืองสเปกโตร
โฟโตมิเตอร์ ท่ีค่าการดูดกลืนแสง (OD) 562 nm นำค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานมาสร้างเป็นกราฟ คำนวณค่า
โปรตีนของพลาสมาโดยใช้โปรแกรม Excel 
5. การวิเคราะหท์างดา้นสถติ ิ 
 ใช้โปรแกรม Student pair t test two sample for 
means ภายในกลุ่มทดลอง และใช้ ANOVA test ระหว่าง
กลุ่มทดลอง (p < 0.05) 
 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลการทดลอง 
ระดบัภมูคิุม้กนัตอ่โรคพษิสนุขับา้ 
 หลังฉีดกระตุ้นม้าด้วยวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้า 
พบว่าม้ามีการตอบสนองในการสร้างภูมิคุ้มกันท่ีแตกต่างกัน 
สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม (ตารางท่ี 1) คือ กลุ่มท่ีมีระดับ
ภูมิคุ้มกันสูง (High) กลุ่มท่ีมีระดับภูมิคุ้มกันปานกลาง (In-
termediate; Intm) และกลุ่มท่ีมีระดับภูมิคุ้มกันต่ำ (Low) 
กลุ่มท่ีมีระดับภูมิคุ้มกันสูงแสดงค่าสูงสุด (308.9± 319.8) ใน
วันท่ี 11 หลังการฉีดวัคซีน แต่ระดับภูมิคุ้มกันจะลดลงใน
วันท่ี 14 (รูปท่ี 2) อย่างไรก็ตาม เน่ืองจากม้าแต่ละตัวมีการ
ตอบสนองท่ีแตกต่างกัน ทำให้ข้อมูลมีความแปรปรวนสูง ส่ง 
ผลให้ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติระหว่าง
กลุ่ม  
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ตารางที่ 1 แสดงค่าระดับภูมิคุ้มกันก่อนและหลังฉีดวัคซีนวันที่ 3, 7, 11 และ 14 ตรวจด้วยวิธี RFFIT  
ค่าที่แสดงในตารางเป็นค่า mean±SD หน่วย IU/มิลลิลิตร 

กลุ่ม Day 
0 3 7 11 14 

Low (IU) 6.7±4.8 14.0±8.9 49.1±48.2 65.3±44.2 69.6±40.4 
High (IU) 8.8±3.2 19.5±9.5 112.7±39.6 308.9±319.8 171.3±61.1 
Intermediate (IU) 13.2±11.9 20.3±22.9 67.8±35.5 102.8±17.8 129.5±12.0 

รูปที่ 2 กราฟแสดงค่าระดับภูมิคุ้มกันต่อโรคพิษสุนัขบ้า ในม้า 3  กลุ่ม  
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 ผลการวิเคราะห์ปริมาณและชนิดของเซลล์เม็ดเลือดขาว Granulocyte, Monocyte และ Lym-
phoid cell ในเลือดม้า 3 กลุ่ม ก่อนและหลังฉีดกระตุ้นด้วยวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้า (รูปท่ี 3) พบว่า
ค่าเฉลี่ยของเซลล์เม็ดเลือดขาวทั้งสามชนิดในม้าทั้งสามกลุ่มไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ กลุ่มม้าท่ีมี
ระดับภูมิคุ้มกันสูง พบค่า Monocyte มีแนวโน้มลดลง หลังการฉีดกระตุ้น (รูป3B) และท่ี Day3 หลังฉีด
กระตุ้นจำนวน Lymphoid cell มีค่าลดลงอย่างชัดเจน และกลับสู่ระดับใกล้เคียงกับกลุ่มอื่นได้ในช่วงต่อมา 
(รูป3C) ผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นถึงการเปลี่ยนแปลงชั่วคราวของเซลล์เม็ดเลือดขาวบางชนิดหลังการฉีด
กระตุ้น แม้ว่าในภาพรวมจะไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญระหว่างกลุ่ม      

รูปที่ 3  ร้อยละของ Granulocyte (A) , Monocyte (B) และ Lymphoid cell (C) ในม้า 3 กลุ่ม ด้วยวิธี Flow cytometry  

ผลการตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือด (Complete Blood Count, CBC) 
 การตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือดเป็นการวิเคราะห์ปริมาณและลักษณะของเม็ดเลือด ได้แก่ เม็ด
เลือดแดง (Red  blood cell, RBC) เม็ดเลือดขาว (White blood cell, WBC) และ เกล็ดเลือด (Platelet) 
การตรวจ CBC น้ีมีประโยชน์ในการวินิจฉัยโรคหรือสภาวะผิดปกติต่างๆ ในม้าได้ ผลการศึกษาแสดงในรูป  
ที่ 4 ซึ่งประกอบด้วยกราฟแสดงค่า Hemogram 6 ชุด ได้แก่กราฟ A, B, C, D, E และ F ซึ่งกราฟเหล่าน้ี
แสดงให้เห็นถึงการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของเลือดม้าแต่ละกลุ่มหลังจากได้รับการกระตุ้นด้วยวัคซีน ซ่ึง
เป็นข้อมูลสำคัญในการประเมินการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของม้าต่อวัคซีนโรคพิษสุนัขบ้า 

A. B. 

C. 



 

  

 ค่า Hemogram ในม้าท้ังสามกลุ่ม มีปริมาณ 
WBC, Neutrophil, Eosinophil, Lymphocyte 
และ Monocyte (รูปท่ี 4) อยู่ในช่วงปกติ ไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ แต่ปริมาณ WBC ในม้า
กลุ่มที่มีระดับภูมิคุ้มกันสูงมีค่าสูงที่สุด สอดคล้องกับ
ม้ากลุ่มที่มีระดับภูมิคุ้มกันต่ำมีปริมาณ WBC ต่ำท่ีสุด 
และม้ากลุ่มที่มีระดับภูมิคุ้มกันปานกลางมีค่าระหว่าง
กลาง แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ ส่วนปริมาณ  

 

 

 

RBC พบว่ามีแนวโน้มลดลงท้ังสามกลุ่ม สอดคล้อง
กับค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นท่ีมีทิศทางไปในแนวเดียว 
กัน แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญระหว่าง
และภายในกลุ่มเช่นเดียวกัน 
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       A ปริมาณ RBC     B ปริมาณ WBC 

  C ปริมาณ Neutrophil  

 

 E ปริมาณ Lymphocyte  F ปริมาณ Monocyte 

รูปที่ 4  กราฟแสดงค่า Hemogram ของปริมาณ RBC, WBC, Neutrophil, Eosinophil, Lymphocyte  
และ Monocyte ก่อนและหลังฉีดวัคซีนในม้า 3 กลุ่ม 

 D ปริมาณ Eosinophil 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 ค่าเฉล่ียไซโตไคน์ (ตารางท่ี 2) พบว่าหลังกระตุ้นมีค่า
เพ่ิมสูงข้ึนอย่างมีนัยสำคัญเม่ือเปรียบเทียบกับค่าท่ีหล่ังตาม
ธรรมชาติในน้ำเล้ียงเซลล์ (ไม่ได้แสดงค่า) โดยพบว่าค่า IL-4, 
IFN-γ, IL-10 และ IL-17 มีความแปรผันสูงอย่างมาก และ
เม่ือเปรียบเทียบค่าในม้าท้ังสามกลุ่มไม่พบความแตกต่าง
อย่างมีนัยสำคัญ ท้ังก่อนและหลังฉีดกระตุ้นม้าภายในกลุ่ม
เดียวกันและระหว่างกลุ่ม  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

วิจารณผ์ลการทดลอง 
 ม้าทุกตัวท่ีนำมาใช้ในการศึกษามีสุขภาพสมบูรณ์
แข็งแรง จากการตรวจสอบท้ังค่า Hemogram พบองค์- 
ประกอบของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันอยู่ในช่วงปกติ แต่เม่ือ
ตรวจหาค่า RBC และ Hematocrit พบว่าม้าในกลุ่มท่ีระดับ
ภูมิคุ้มกันสูงและกลุ่มท่ีมีระดับภูมิคุ้มกันต่ำมีค่า RBC และ 
Hematocrit สูงกว่ากลุ่มภูมิคุ้มกันระดับปานกลางอย่างชัด-
เจน มีรายงานเก่ียวกับภาวะการต่ืนเต้นของม้าส่งผลกระทบ
ต่อการกระตุ้นการทำงานของระบบ Sympathetic โดย  
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ตารางที่ 2 แสดงค่าความเข้มข้นของไซโตไคน์ชนิดต่างๆ จากน้ำเล้ียงเซลล์เม็ดเลือดขาว (PBMCs)   
ที่ Day 0, 3, 7 และ 14 หลังฉีดวัคซีน  

Cytokine Group Day 

0 3 7 14 

IFN-α  

(pg/ml) 

mean±SD 

Low 26.2±12.9 13.2±12.8 17.2±19.4 14.0±17.0 

High 11.0±16.2 0.6±1.3 22.6±15.1 15.6±20.1 

Intm 6.6±10.5 5.6±7.5 24.2±29.0 12.8±24.9 

IL-4  

(ng/ml) 

Low 132.8±137.5 68.4±23.9 101.4±42.6 105.1±90.1 

High 80.3±79.2 53.4±18.0 120.6±62.2 71.8±79.5 

Intm 55.8±31.8 100.0±29.7 143.3±27.2 67.7±56.7 

IFN-γ  

(ng/ml) 

mean±SD 

Low 2.0±0.5 1.3±0.8 2.0±0.5 1.3±1.2 

High 1.1±1.1 0.8±0.5 2.2±0.3 1.1±1.1 

Intm 1.1±0.7 1.1±0.5 2.0±0.7 1.1±1.0 

IL-10  

(ng/ml) 

Low 65.1±37.3 37.1±17.2 62.5±23.8 72.2±68.1 

High 44.4±53.7 22.9±9.2 80.8±59.1 38.3±40.3 

Intm 25.8±19.2 38.3±23.0 57.2±36.6 22.4±27.5 

IL-17 

(Ux102/ml) 

Low 116.3±49.3 64.6 ±52.6 90.3±66.6 68.1±77.0 

High 50.8 ±64.9 12.4±11.2 110.4±66.7 66.5±73.8 

Intm 41.3 ±53.0 39.3±27.7 74.4 ±73.2 47.7±70.8 



 

ทำให้ม้ามมีการบีบตัวและปล่อยเม็ดเลือดแดงที่เก็บ
สำรองไว้จำนวนมากออกสู่ระบบไหลเวียนเลือด ทำ
ให้ค่าเม็ดเลือดแดงสูงขึ้นกว่าปกติ (Satue et al., 
2012) อย่างไรก็ตาม ภาวะดังกล่าวไม่ส่งผลต่อเม็ด
เลือดขาว (Satue et al., 2014) การเจาะเก็บเลือด
ม้าท่ีนำมาใช้ศึกษาได้ทำการเจาะในช่วงเช้ามืดภาย 
หลังจากท่ีมีการต้อนม้าให้เข้าซองบังคับ ด้วยความ
จำกัดของเวลาทำให้ม้ามีเวลาพักไม่นานพอ (อย่าง
น้อย 45 นาที) ท่ีจะทำให้ม้าคลายความเครียดและ
ตื่นเต้นจากการถูกไล่ต้อน สังเกตได้จากพฤติกรรม
ของม้าที่มีอาการตระหนกและระแวง ซึ่งอาจส่งผล
ต่อค่าเม็ดเลือดแดงที่ศึกษา ดังนั้นในการศึกษาท่ี
เก่ียวข้องกับปริมาณเม็ดเลือดแดงควรจะต้องคำนึง 
ถึงประเด็นดังกล่าวให้รอบคอบขึ้น  
 การศึกษาคุณสมบัติของเซลล์เม็ดเลือดขาว
ชนิดโมโนนิวเคลียร์ 3 กลุ่ม ได้แก่ Lymphocyte, 
Monocyte และ Granulocyte เพื่อดูการตอบ- 
สนองทางระดับภูมิคุ้มกันในม้า มีรายงานเกี่ยวกับปัจ 
จัยที่ส่งผลต่อปริมาณ และการสร้างไซโตไคน์ของ
เซลล์เม็ดเลือดขาว ได้แก่ ช่วงเวลาท่ีเก็บตัวอย่างใน
แต่ละวันท่ีแตกต่างกัน มีผลต่อการตรวจพบจำนวน
เซลล์แตกต่างกัน เช่น จำนวน Lymphocyte พบ
สูงสุดในช่วงเวลา 15.00 น.  Monocyte พบต่ำสุด
ในช่วงเวลา 09.00 น. อย่างไรก็ตามช่วงเวลาไม่มีผล
ต่อจำนวนของ Granulocyte (Satue et al., 2014) 
อายุของม้าเป็นอีกปัจจัยที่มีผลต่อการทำงานของ
เซลล์เม็ดเลือดขาว โดยม้าอายุมากจะมีค่า Lym-
phocyte และ Granulocyte สูง ซ่ึงส่งผลให้มีการ
สร้างไซโตไคน์  เช่น IL-4, IL-10 ที่สูงขึ้นด้วย 
(Schnabel et al., 2015) ในการศึกษาน้ีใช้ม้าอายุ 
5-6 ปี (อายุใกล้เคียงกันและอายุน้อย) จึงไม่มี
ผลกระทบ จากการศึกษาไม่พบความแตกต่างอย่างมี
นัยสำคัญของจำนวน Lymphocyte, Monocyte 
และ Granulocyte หลังฉีดกระตุ้นในม้าท้ังสามกลุ่ม 
แม้ว่าม้าทุกกลุ่มจะมีการสร้างแอนติบอดีในระดับท่ี
แตกต่างกัน   

 ในการศึกษาคร้ังนี้ไม่สามารถใช้ปริมาณ Mo-
nocyte เพื่อประเมินการตอบสนองของเซลล์จำพวก 
Monocyte-derived dendritic cell ว่ามีการ
เคลื่อนย้ายออกจากกระแสเลือด หรือมีความสอด-
คล้องกับระดับการตอบสนองของม้าหรือไม่ เนื่อง- 
จากการตรวจหา DC ชนิดจำเพาะ จำเป็นต้องใช้
แอนติบอดีที่จำเพาะต่อตัวรับบนผิวเซลล์ของ DC 
เพื่อใช้นับจำนวนและชนิดของ DC ที่มีการตอบ 
สนองหลังได้รับการกระตุ้น (Yamazaki and Stein-
man, 2009) และด้วยปัจจัยด้านงบประมาณท่ีไม่
มากพอและความก้าวหน้าในการตรวจวินิจฉัยในม้า
ยังไม่พัฒนาเทียบเท่าในคน ทำให้การศึกษาในครั้งนี้
ไม่สามารถบรรลุวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้ในการประเมิน
ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ Monocyte ในกระแส
เลือดกับการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันในม้า 
 ไซโตไคน์เป็นตัวกำหนดทั้งรูปแบบและความ
แรงของการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน ที่ถูกสร้างโดย
เซลล์ท่ีเกี่ยวข้องเริ่มตั้งแต่ Antigen presenting 
cell เช่น DC และ Helper T cell โดยใน
สิ่งแวดล้อมที่เกิดปฏิกิริยาระหว่างส่ิงแปลกปลอมกับ
เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันจะต้องเกิดขึ้นอย่างสมดุล 
เพื่อกระตุ้นให้เกิดการสร้างแอนติบอดีขึ้นมาได้ ใน
การกำจัดส่ิงแปลกปลอม ชนิดของไซโตไคน์ที่ถูก
สร้างข้ึนสอดคล้องกับการตอบสนองของระบบภูมิ-
คุ้มกัน และชนิดของสิ่งแปลกปลอม ได้แก่ T helper 
type 2 (Th2) สร้างไซโตไคน์  ท่ีสำคัญได้แก่ IL-4, 
IL-5  และ IL-10 ส่งผลต่อการสร้างแอนติบอดีและ 
อิมโมโนโกลบูลิน ข้ึนมาต่อต้านส่ิงแปลกปลอมชนิด 
Extracellular antigen ในกรณีที่เป็น Intracellu-
lar antigen จะไปกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันให้เกิดการ
ตอบสนองชนิด Cellular immune response โดย
การตอบสนองของ T helper type 1 (Th1) และมี
การสร้าง IFN-γ (Wagner et al.,2010) การฉีดม้า
ด้วยวัคซีนป้องกันพิษสุนัขบ้าชนิดเชื้อตายถือเป็นการ
ให้สิ่งแปลกปลอมชนิด Extracellular antigen ซ่ึง
ไวรัสเช้ือตายจะไปกระตุ้นการตอบสนองผ่านทาง  
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Th2 เพ่ือเกิด Humoral immune response การตรวจ
ระดับไซโตไคน์ในการศึกษาคร้ังน้ี แม้จะมีความแปรผันของ
ข้อมูล แต่สอดคล้องกับการศึกษาอ่ืน  ๆท่ีพบความแปรผันสูง
เช่นเดียวกัน แสดงให้เห็นว่าเซลล์เม็ดเลือดขาวท่ีได้รับการ
กระตุ้นจากส่ิงแปลกปลอม มีการสร้างไซโตไคน์ออกมาอย่าง
มาก ซ่ึงบ่งช้ีถึงภาวะการทำงานท่ีเป็นปกติของเซลล์ดังกล่าว 
อย่างไรก็ตามการศึกษาน้ีไม่ได้นำเซลล์หลังฉีดกระตุ้นในช่ัว-
โมงแรก  ๆมาทำการศึกษา แต่เป็นการเจาะเลือดหลังฉีดกระ-
ตุ้นท่ี 3, 7, 14 วัน ดังน้ันเซลล์ในวันท่ี 7 หรือ 14 อาจไม่ได้
บ่งช้ีผลกระทบท่ีเกิดข้ึนเน่ืองจากการฉีดกระตุ้น การศึกษาน้ี
พบว่าม้าในกลุ่มท่ีมีระดับภูมิคุ้มกันต่ำมีการตอบสนองต่อ
การฉีดวัคซีนแต่การตอบสนองอยู่ในระดับต่ำกว่ากลุ่มอ่ืน 
อย่างไรก็ตาม การตอบสนองน้ียังสูงกว่าก่อนการฉีดวัคซีน 
(Day 0) ทำให้ไม่สามารถบ่งช้ีว่าม้าในกลุ่มน้ีมีภาวะ Toler-
ant ต่อวัคซีน  เม่ือพิจารณาระดับภูมิคุ้มกัน พบว่า ระดับ
ภูมิคุ้มกันในม้าทุกกลุ่มเพ่ิมสูงข้ึนใน Day 7 ถึง 11 แต่เม่ือถึง 
Day 14 ม้าในกลุ่มภูมิคุ้มกันสูงกลับมีระดับภูมิคุ้มกันลดลง 
ในขณะท่ีไม่พบการลดลงในม้ากลุ่มภูมิคุ้มกันต่ำและปาน
กลาง ในการศึกษาต่อไปอาจทำการฉีดวัคซีนกระตุ้นซ้ำใน-
ช่วง Day 7 ถึง 10 เพ่ือดูการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันว่า
เป็นไปในทิศทางใด โดยอาจมีส่วนช่วยเหน่ียวนำให้เกิด Im-
munological tolerance หรืออาจทำให้ระดับภูมิคุ้มกัน
เพ่ิมสูงข้ึนไปได้อีก นอกจากน้ียังควรพิจารณาองค์ประกอบ
อ่ืน  ๆ ในการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันด้วย การศึกษา
เพ่ือแก้ปัญหา Low responder ควรทำการศึกษาตำแหน่งท่ี
ฉีดกระตุ้น เพ่ือดูจำนวน ปริมาณ และชนิดของเซลล์ หรือ ไซ
โตไคน์  ในส่ิงแวดล้อมท่ีเก่ียวข้องกับการตอบสนองทางภูมิ-
คุ้มกันด้วย 
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บทคดัยอ่: การติดเช้ือไวรัสพิษสุนัขบ้า (Rabies virus) ในสมองส่วนกลาง จะมีความแตกต่างของอาการและความรุนแรงของโรค ซ่ึงสัมพันธ์อย่างมากกับ
ระดับและระยะเวลาของการหล่ังไซโตไคน์และคีโมไคน์ ในกลไกการตอบสนองของภูมิคุ้มกันโดยกำเนิด (Innate immune response) และอาจเก่ียวข้องกับ
การแสดงออกของยีน cGAS (Cyclic GMP-AMP synthase) ซ่ึงมีบทบาทในการตรวจจับสารพันธุกรรมของท้ังไวรัสและส่ิงแปลกปลอมในไซโทพลาสซึมของ
เซลล์ที่ติดเชื้อ การศึกษาบทบาทของ cGAS ต่อการติดเช้ือไวรัสพิษสุนัขบ้าซ่ึงมีสารพันธุกรรมเป็นอาร์เอ็นเอสายเด่ียวจะช่วยให้เข้าใจกลไกการตอบสนอง
ทางภูมิคุ้มกันต่อเชื้อว่าเกี่ยวข้องกับยีน cGAS หรือไม่ จากการทดลองฉีดเช้ือไวรัสพิษสุนัขบ้าในหนูปกติ (Wild type; WT) และหนูพร่องยีน cGAS (cGAS-  
/-) พบว่าหนู cGAS-/- แสดงอาการป่วยช้ากว่าหนูปกติ แต่การติดเช้ือกลับมีความรุนแรงมากกว่า ช้ีให้เห็นว่า cGAS ทำให้ร่างกายตอบสนองต่อเช้ือไวรัส   
ได้เร็ว และช่วยควบคุมความรุนแรงของการติดเชื้อด้วย เมื่อศึกษาการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องต่อกระบวนการอักเสบด้วยวิธี RT-qPCR โดยใช้การ
แสดงออกของยีน  β-actin เป็นมาตรฐาน พบว่าหนู cGAS-/- มีการแสดงออกของยีน iNOS ลดลง ซ่ึงแตกต่างจากหนูปกติ แสดงว่า cGAS มีความสำคัญ
ต่อการแสดงออกของ iNOS นอกจากน้ี หนูปกติมีการแสดงออกของยีน IL-6 สูงกว่า cGAS-/- ในขณะที่หนูกลุ่มควบคุมซึ่งไม่ติดเช้ือ ไม่มีการแสดงออกหรือมี
การแสดงออกของยีน IL-6 ในระดับต่ำ ชี้ให้เห็นว่ายีน IL-6 อาจไม่ได้มีการตอบสนองผ่าน cGAS ส่วนกรณีของยีน IL-1β และ TNF-α มีการแสดงออกใน
หนู cGAS-/- สูงกว่าหนูปกติ จึงกล่าวได้ว่า cGAS อาจมีบทบาทในการกดการแสดงออกของยีนทั้งสอง สำหรับยีน IL-10 พบการแสดงออกในหนูปกติและ
หนู cGAS-/- ท่ีติดเช้ือ สูงกว่าหนูกลุ่มควบคุมในปริมาณใกล้เคียงกัน จึงอธิบายได้ว่าแม้หนูจะขาดยีน cGAS แต่ยังสามารถพบการแสดงออกของ IL-10 ได้
เช่นเดียวกับหนูปกติ การหล่ังของยีน IL-10 ในกระบวนการติดเช้ือจึงอาจเกิดจากยีน cGAS หรืออาจเกิดร่วมกับกลไกอ่ืนๆ 
 

ค าส าคญั: ไวรัสพิษสุนัขบ้า ภูมิคุ้มกัน ยีน cGAS  

ABSTRACT: Central nervous system infection by the rabies virus exhibits variability in clinical manifestations and disease severity, 
which is strongly associated with the level and duration of cytokine and chemokine secretion as part of the innate immune re-
sponse. This process may also involve the expression of the cyclic GMP-AMP synthase (cGAS) gene, which plays a critical role in 
detecting viral and foreign DNA within the cytoplasm of infected cells. Investigating the role of cGAS in rabies virus infection, de-
spite the virus possessing a negative-sense single-stranded RNA genome, may provide insights into whether cGAS contributes to the 
immune response against rabies virus. In an experimental model using wild-type (WT) mice and cGAS-deficient (cGAS−/−) mice, it 
was observed that cGAS−/− mice exhibited a delayed onset of clinical symptoms compared to WT mice; however, the infection 
was more severe in the cGAS−/− group. These findings suggest that cGAS facilitates a more rapid immune response to the virus 
while also modulating the severity of infection. Gene expression analysis related to inflammatory processes was performed using 
RT-qPCR, with β-actin serving as the internal control. The results demonstrated reduced expression of the inducible nitric oxide 
synthase (iNOS) gene in cGAS−/− mice. In contrast, WT mice showed increased iNOS expression, indicating that cGAS is essential for 
iNOS induction. Furthermore, WT mice exhibited higher expression levels of interleukin-6 (IL-6) compared to cGAS−/− mice, while 
uninfected control mice showed either no expression or minimal expression of IL-6. This suggests that IL-6 induction may occur 
independently of cGAS. In contrast, expression levels of interleukin-1β (IL-1β) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) were 
elevated in cGAS−/− mice relative to WT mice, implying that cGAS may play a suppressive role in regulating these pro-
inflammatory cytokines. Regarding interleukin-10 (IL-10), both infected WT and cGAS−/− mice exhibited similarly elevated expres-
sion levels compared to uninfected controls. This indicates that IL-10 expression can occur in the absence of cGAS, suggesting that 
its induction may be mediated by cGAS or through alternative pathways. 
 

Keywords:  Rabies virus, Immune response, cGAS  



 

บทน า 
 ในปัจจุบันโรคพิษสุนัขบ้ายังคงเป็นปัญหาสาธารณ-
สุขท่ีสำคัญของโลก ซ่ึงคร่าชีวิตผู้คนท่ีติดเช้ือโดยเฉพาะประ-
เทศในแถบเอเชีย แอฟริกา รวมถึงประเทศไทย โรคพิษสุนัข
บ้ามีการติดต่อผ่านการกัดโดยสัตว์เล้ียงลูกด้วยน้ำนม โดย-
เฉพาะอย่างย่ิงสุนัข สุนัขจรจัดถือเป็นพาหะท่ีสำคัญเน่ือง-
จากมีความใกล้ชิดกับมนุษย์ อย่างไรก็ตามพบสัตว์พาหะ
ชนิดอ่ืนได้บ้าง เช่น ค้างคาว สุนัขจ้ิงจอก สุนัขป่า และ Non-
human primate เป็นต้น โรคพิษสุนัขบ้ามีสาเหตุจากเช้ือ
ไวรัสเรบีส์ (Rabies virus; RABV) ปัจจุบันการให้วัคซีน
ป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าน้ันยังคงไม่ท่ัวถึง เม่ือมีผู้ถูกสุนัขท่ีไม่
ทราบประวัติกัด จำเป็นต้องมีการจับสุนัขมากักเพ่ือสังเกต
อาการเป็นเวลาอย่างน้อย 10 วัน หากสุนัขตายภายใน
ช่วงเวลาน้ี จำเป็นต้องมีการตรวจยืนยันการติดเช้ือด้วยวิธี-
การผ่าเน้ือเย่ือสมองมาตรวจหาเช้ือไวรัส ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐาน
ในการตรวจสุนัขท่ีติดเช้ือพิษสุนัขบ้า โดยสามารถทราบผล
ภายใน 3 วัน นับต้ังแต่สุนัขตาย ในระหว่างการกักสุนัขเพ่ือดู
อาการ หากเป็นสุนัขป่วยจะมีการแสดงออกของอาการผ่าน
พฤติกรรมซ่ึงสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มอาการหลัก คือ กลุ่ม
อาการดุร้าย (Furious form) และกลุ่มอาการเซ่ืองซึม 
(Dumb หรือ Paralytic form) จากข้อมูลงานวิจัยพบว่าสุนัข
กลุ่มอาการเซ่ืองซึมจะมีการอักเสบบริเวณก้านสมอง (Brain-
stem) อย่างเด่นชัด ในขณะท่ีสมองส่วนซีรีบรัม (Cere- 
brum) มีปริมาณไวรัสต่ำกว่าเม่ือเทียบกับกลุ่มอาการดุร้าย 
กระบวนการอักเสบบริเวณก้านสมองจึงอาจเป็นกลไกในการ
จำกัดการแพร่กระจายของไวรัสไปยังสมองส่วนอ่ืน  ๆ
(Shuangshoti et al., 2013) จึงสะท้อนถึงความแตกต่างใน
การตอบสนองของภูมิคุ้นกันในระบบประสาทส่วนกลาง โดย 
เฉพาะการแสดงออกของไซโตไคน์ (Cytokine) ท่ีมีบทบาท
ต่อกระบวนการอักเสบ เช่น IFN-γ, TNF-α และ IL-6 เป็น
ต้น เม่ือมีการติดเช้ือ ไวรัสจะพยายามหลบหลีกการตอบ-
สนองโดยภูมิคุ้มกันของผู้ป่วย ซ่ึงสัมพันธ์กับความสามารถใน
การก่อโรคและกระบวนการอักเสบหลายระดับ โดยพบการ
สูญเสียของเซลล์ประสาทเพียงเล็กน้อย เม่ือเช้ือเดินทางเข้าสู่
ระบบประสาทส่วนกลาง (Central Nervous System; 
CNS) จะมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันผ่านตัวรับหลายชนิด 

เช่น Toll-like receptor 3 (TLR-3) ตัวรับในเอนโดโซม ซ่ึง
จำเพาะต่ออาร์เอ็นเอสายคู่ (Double strand RNA; dsRNA) 
หรือไวรัสพิษสุนัขบ้าในระหว่างการจำลองตัว (Repli-cation) 
TLR-7 ตัวรับสำหรับอาร์เอ็นเอสายเด่ียว (Single strand 
RNA; ssRNA) และ Retinoic acid-inducible gene 1-like 
receptor (RIG-I) เป็นตัวรับสำหรับ dsRNA ส่วนใหญ่และ 
ssRNA บางชนิด (Conzelmann, 2015) จากน้ันเกิดการ
หล่ัง IFN-β ในปริมาณสูงเพ่ือตอบสนองต่อไวรัส ซ่ึงเป็นหน่ึง
ในกระบวนการตอบสนองแบบ Innate immune respons-
es นอกจากน้ี IFN-β ยังส่งผลให้เซลล์ประสาทมีการสร้าง 
IFN-γ, IL-6, CCL21 และ CX3CL1 ไปกระตุ้นเซลล์ Macro-
phage และ Glial cells ให้มีการผลิตไซโตไคน์ และคีโมไคน์
อ่ืน  ๆเช่น IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α, CCL4, CCL5, CC7 
และ CXCL10 (Taniguchi and Takaoka, 2002; Faber et 
al., 2004; Li et al., 2008; Masatani et al., 2010; Chopy 
et al., 2011) ความแตกต่างในการก่อโรคของ RABV แต่ละ
สายพันธ์ุไม่เพียงแต่สัมพันธ์กับการเพ่ิมจำนวนของไวรัสและ
อัตราการติดเช้ือในเซลล์เท่าน้ัน แต่ยังสัมพันธ์กับระดับและ
ระยะเวลาของการหล่ังไซโตไคน์ด้วย จากการศึกษาท่ีผ่านมา
พบว่า RABV ท่ีอ่อนกำลังสามารถชักนำให้เกิดการหล่ังไซโต
ไคน์ใน Blood-brain barrier ได้ ซ่ึงสัมพันธ์กับการตรวจพบ 
IFN-γ และการแทรกผ่านของ Inflammatory cells เข้าสู่ 
CNS นำไปสู่กระบวนการ Viral clearance (Roy et al., 
2007; Kuang et al., 2009; Spindler and Hsu, 2012) 
 การหล่ังเอนไซม์ cGAS (cyclic GMP-AMP syn-
thase) เป็นกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันอีกอย่าง
หน่ึงต่อเช้ือไวรัส โดยท่ัวไปเอนไซม์ cGAS  มีบทบาทสำคัญ
ในการตรวจจับสารพันธุกรรมของไวรัสท่ีหลุดเข้ามาในไซโต-
พลาสซึมของเซลล์ท่ีติดเช้ือ โดยในสภาวะปกติสารพันธุกรรม
ของไวรัสจะถูกจำกัดอยู่เฉพาะในนิวเคลียสและไมโทคอน- 
เดรียเท่าน้ัน หากมีการตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสในไซ
โตพลาสซึม น่ันหมายถึงมีการติดเช้ือไวรัส เม่ือ cGAS จับกับ
ดีเอ็นเอของไวรัสจะเกิดการกระตุ้นการผลิต Second mes-
senger เรียกว่า cyclic GMP-AMP (cGAMP) จากน้ัน 
cGAMP จะทำหน้าท่ีจับกับโปรตีน STING (Stimulator of 
Interferon Genes) ซ่ึงอยู่บนผิวของเอนโดพลาสมิกเรติคิว- 
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ลัม การจับกันของสองโมเลกุลเป็นการกระตุ้น 
STING ให้เข้าสู่ STING pathways โดยจะกระตุ้น
การผลิต Type I interferons คือ IFN-α และ IFN-
β และ Pro-inflammatory cytokine อ่ืนๆ ซ่ึง
โมเลกุลเหล่านี้เป็นกุญแจสำคัญในการกระตุ้น 
Neighboring cells และ Immune cells เช่น 
Macrophages และ Dendritic cells ทำหน้าท่ี
จำกัดการเพิ่มจำนวนของไวรัสท้ังในเซลล์ที่ติดเชื้อ
และเซลล์ไม่ติดเชื้อข้างเคียง โดยเพิ่มความสามารถ
ในการทำลายอาร์เอ็นเอไวรัสและโปรตีนต่างๆ นอก 
จากนี้แล้ว cGAS ยังมีบทบาทสำคัญในการเกิด Au-
tophagy และ Apoptosis (Programmed cell 
death) ซ่ึงช่วยส่งเสริมการจำกัดและยับยั้งการแพร่- 
กระจายของไวรัส (Ablasser and Chen, 2019; 
Hopfner and Hornung, 2020) ดังนั้น cGAS จึงมี
ความสำคัญในการป้องกันโรคติดเชื้อจากไวรัสบาง
ชนิด โดยเฉพาะชนิดท่ีมีการสร้างดีเอ็นเอ เช่น HIV 
ในกรณีของไวรัสพิษสุนัขบ้า แม้ว่าจะเป็นไวรัสชนิด 
ssRNA แต่ cGAS ก็อาจมีความเก่ียวข้องกับความ
รุนแรงของโรค โดยบางส่วนเกิดจากการปลดปล่อยดี
เอ็นเอของตนเอง เช่น ดีเอ็นเอจากไมโทคอนเดรีย 
(Mitochondrial DNA; mtDNA) และดีเอ็นเอของ
เจ้าบ้าน (Host DNA) (Hiengrach et al., 2022; 
Zhang et al., 2022) รวมถึงเกิดจากไซโตไคน์ที่
ก่อให้เกิดการอักเสบบางชนิด (Wu et al., 2023) 
เนื่องจากไวรัสพิษสุนัขบ้าไม่เพียงติดเช้ือในเซลล์
ประสาทเท่าน้ัน แต่ยังบุกรุกเซลล์ไมโครเกลีย (Mi-
croglia) (Ray et al., 1997) จึงอาจก่อความ
เสียหายต่อไมโทคอนเดรียทำให้มีการปลดปล่อย Mi-
tochondrial DNA (mtDNA) เข้าสู่ไซโตโซล (Cy-
tosol) และกระตุ้น cGAS ในเซลล์มาโครฟาจ (Ma-
crophage) แม้ว่าการอักเสบจากการกระตุ้นไมโคร-
เกลียทำให้เกิดการลดปริมาณของเชื้อไวรัส แต่การ
กระตุ้นภูมิคุ้มกันนี้เอง อาจส่งผลให้เกิดการทำลาย
เซลล์ประสาทด้วย (Waltl and Kalinke, 2022) 
นอกจากน้ีภายในเซลล์ประสาท โปรตีน RNA-de-

pendent RNA polymerase (P) ของ RABV จะมี
ปฏิสัมพันธ์กับ Mitochondrial complex I ซึ่งเป็น
องค์ประกอบสำคัญของห่วงโซ่การขนส่งอิเล็กตรอน 
ส่งผลให้เกิดความไม่สมดุลของการไหลของอิเล็ก-
ตรอนและเพิ่มการเกิด Oxidative stress (Kiflu, 
2024) ขณะที่โปรตีน Matrix (M) มีความเก่ียวข้อง
ในการกระตุ้นการตายของเซลล์แบบ Apoptosis 
(Yuan et al., 2024) การศึกษาบทบาทของ cGAS 
ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันสำหรับโรคติดเชื้อพิษสุนัขบ้า 
จะช่วยให้เข้าใจกลไกการทำงานของ Innate im-
mune response ที่เกิดขึ้นหลังจากสัตว์ได้รับเชื้อ
เข้าสู่ร่างกายผ่านกลไกการตอบสนองโดย cGAS  
 งานวิจัยนี้จะกล่าวถึงรูปแบบการตอบสนอง
ทางภูมิคุ้มกันในหนูท่ีติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าว่ามีการ
ตอบสนองผ่านการจดจำต่อ Single strand DNA 
(cGAS pathway) หรือไม่ โดยศึกษาการแสดงออก
ของยีนไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องในหนูพร่องยีน cGAS  
เปรียบเทียบกับหนูปกติ  
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
 หนูที่ใช้ทดลองเป็นหนูสายพันธ์ุ C57BL/6 
แบ่งหนูทดลองเป็น 4 กลุ่ม คือ หนูปกติ (Wild 
type; WT) ที่ทำให้ติดเชื้อ (n=4) หนูพร่องยีน 
cGAS  (cGAS-/-) ท่ีทำให้ติดเชื้อ (n=6) หนูปกติ 
(WT) ท่ีไม่ติดเช้ือ (n=2) และ หนูพร่องยีน cGAS  
(cGAS-/-) ท่ีไม่ติดเชื้อ (n=2) ทำการฉีดเชื้อไวรัสเร-
บีส์ในหนูกลุ่มท่ีทำให้ติดเชื้อ โดยฉีดเข้ากล้ามเน้ือขา
หลังด้วยไวรัสประมาณ 8.22  x  109 copies ต่อหนู
หนึ่งตัว สังเกตอาการทุกวันหลังจากฉีดเช้ือ บันทึก
จำนวนวันท่ีหนูเร่ิมมีอาการอย่างสังเกตได้ชัด คือ 
ความกระตือรือร้นลดลง มีการสั่นหรือกระตุกของขา
หลัง เดินเซ จนกระท่ังพบว่าหนูมีอาการอัมพาต
ชัดเจน นอนน่ิง เดินไม่ได้ จึงทำการเก็บตัวอย่าง
เลือดและสมองหนูตัวนั้น เก็บตัวอย่างจนครบทุกตัว 
ส่วนหนูทั้ง 2 กลุ่มที่ไม่ติดเชื้อ ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุม 
(Mock-infected) จะถูกฉีดด้วยสารละลายสำหรับ
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เก็บรักษาไวรัส (Virus diluent) ท่ีไม่มีเช้ือไวรัส สังเกตอาการ
ทุกวัน โดยเก็บตัวอย่างพร้อมกับหนูตัวสุดท้ายท่ีติดเช้ือท้ัง 2 
กลุ่ม ทำการสกัด RNA จากเน้ือเย่ือสมอง ตรวจยืนยันการติด
เช้ือด้วยวิธี PCR โดยใช้ยีน L ซ่ึงเป็นส่วน Large structural 
protein ของไวรัสเรบีส์เป็นยีนเป้าหมาย จากน้ันตรวจดูการ
แสดงออกของยีน IL-6, TNF-α, IL-10,  IL-1β และ iNOS 
ด้วยวิธี RT-q PCR วิเคราะห์ผลของยีนแต่ละชนิดโดยใช้ค่า 
Ct (Cycle threshold) ท่ีเป็นค่าเฉล่ียของหนูในกลุ่ม 
เปรียบเทียบกับค่าเฉล่ีย Ct ของ β-actin (reference 
gene) ในหนูกลุ่มเดียวกัน เพ่ือดูปริมาณการแสดงออกของ
แต่ละยีน  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลการทดลอง 
 จากการสังเกตอาการและบันทึกระยะเวลาท่ีหนู
ทุกกลุ่มเร่ิมแสดงอาการจนถึงระยะอัมพาต พบว่าหนู 
WT ท่ีติดเช้ือทุกตัวเร่ิมแสดงอาการ (เกร็งขา การเดินผิด 
ปกติ การเคล่ือนไหวช้าลง) หลังจากรับเช้ือเป็นเวลา 7 
วัน ในขณะท่ีหนูกลุ่ม cGAS-/- ท่ีติดเช้ือเร่ิมแสดงอาการ
ต้ังแต่วันท่ี 6-9 หลังรับเช้ือ อย่างไรก็ตาม หนูกลุ่มน้ีมี
พัฒนาการของโรคสู่ภาวะอัมพาตท้ังตัว นอนน่ิง หายใจ
แผ่ว อย่างรวดเร็ว ภายในเวลา 1 วันหลังแสดงอาการ 
ในขณะท่ีหนู WT ท่ีติดเช้ือใช้เวลา 1-4 วัน (ตารางท่ี 1)  
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สารเสาวภา 24 ฉบับที่ 2 : 11 - 17 (2568)                                                 14 

 การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับการตอบสนองของภูมิคุ้มกันโดยกำเนิด ในหนูทดลองท่ี
ติดเชื้อไวรัสเรบีส์กลุ่ม WT และ cGAS-/- (รูปท่ี 1) ด้วยวิธี RT-qPCR เพื่อวิเคราะห์การแสดงออกของยีน
เก่ียวกับการอักเสบในเซลล์สมองหนู โดยใช้การแสดงออกของยีน  β-actin เป็นมาตรฐาน พบว่าหนูทั้งกลุ่ม 
WT และ cGAS-/-  ท่ีได้รับเช้ือมีค่าเฉลี่ยการแสดงออกของยีน IL-6 เพิ่มสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม แต่
กลุ่ม cGAS-/- เพ่ิมในปริมาณท่ีน้อยกว่ากลุ่ม WT ส่วนยีน TNF-α และ IL-1β มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนในหนู
ทั้งสองกลุ่ม แต่การแสดงออกในหนูกลุ่ม cGAS-/- มากกว่าหนู WT เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ยีน IL-10 มี
การแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้นในหนูติดเชื้อทั้งสองกลุ่มในปริมาณเท่าๆ กัน ส่วนยีน iNOS ในหนู cGAS-/- พบ
การแสดงออกลดลงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ในขณะที่หนูกลุ่ม WT มีการแสดงออกของยีนสูงขึ้น
มาก 

อาการของหนูติดเชื้อที่ใช้เป็นเกณฑ์ในการจำแนก อธิบายไว้ในเนื้อหาข้างต้น 
หนูกลุ่มควบคุมทุกตัวไม่แสดงอาการป่วยจึงไม่แสดงผลในตาราง 

หนูกลุ่มติดเชื้อ  
  No. 

จำนวนวันหลังรับเชื้อ (Day) PCR 

เริ่มแสดงอาการ ระยะอัมพาต 

หนู WT 

1 7 8 + 

2 7 9 + 

3 7 11 + 

4 7 11 + 

หนู cGAS-/- 

1 6 7 + 

2 8 9 + 

3 7 8 + 

4 8 9 + 

5 8 9 + 

6 9 10 + 

ตารางที่ 1 แสดงระยะเวลาท่ีหนูทดลองกลุ่มติดเชื้อเริ่มแสดงอาการจนถึงระยะอัมพาต  



 

สรปุและอภปิรายผล 
 การแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนหรือลดลงของยีนท่ีศึกษา มี
ความสำคัญในการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อการติดเช้ือพิษ
สุนัขบ้า ซ่ึงส่งผลต่อการแสดงอาการทางคลินิกและความรุน-
แรงของโรค จากผลการทดลองพบว่าหนูกลุ่ม WT ท่ีติดเช้ือ
จะแสดงอาการไม่รุนแรงเท่าหนูกลุ่ม cGAS-/- ท่ีติดเช้ือ
เน่ืองจากเม่ือหนูกลุ่ม WT ท่ีติดเช้ือเร่ิมแสดงอาการจะใช้
เวลาต้ังแต่ 1-4 วันจึงพัฒนาอาการถึงระยะอัมพาตจนถึงใกล้
ตาย ในขณะท่ีหนูกลุ่ม cGAS-/- ท่ีติดเช้ือใช้เวลาไม่เกิน 1 วัน 
จึงมีความเป็นไปได้ว่าการมีอยู่ของยีน cGAS มีส่วนช่วยควบ-
คุมความรุนแรงของการติดเช้ือ ยีน cGAS ยังอาจมีหน้าท่ีใน
การควบคุมการอักเสบ โดยกดระดับ IL-1β และ TNF-α ซ่ึง
เป็นไซโตไคน์กระตุ้นการอักเสบ (Proinflammatory cyto-
kine) ท่ีสำคัญให้มีการแสดงออกน้อยลงเม่ือเทียบกับหนูท่ี
ติดเช้ือกลุ่ม cGAS-/- สอดคล้องกับอาการของหนูท่ีติดเช้ือ
กลุ่ม WT ท่ีมีความรุนแรงของโรคน้อยกว่าอาจเน่ืองมาจากมี
การอักเสบของสมองลดลง แต่การพร่องยีน cGAS กลับ
ให้ผลตรงข้ามในกรณีของ IL-6 เน่ืองจากมีการแสดงออก
ลดลงในหนู cGAS-/- เม่ือเทียบกับหนู WT อย่างไรก็ตาม IL-

6 จัดเป็นไซโตไคน์  ท่่ีช่วยกระตุ้นการสร้าง Acute phase 
proteins ซ่ึงส่งผลในการจำกัดความเสียหายของเซลล์และ
ฟ้ืนฟูเน้ือเย่ือ รวมถึงกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีโดย B cell 
จากผลการทดลอง หนูติดเช้ือกลุ่ม WT ซ่ึงมีการแสดงออก
ของ IL-6 สูงกว่า จึงมีอาการรุนแรงน้อยกว่า สำหรับ IL-10 มี
หน้าท่ียับย้ังการสร้าง Proinflammatory cytokine ยับย้ัง
การอักเสบ และ ควบคุมภูมิคุ้มกันไม่ให้มากเกินความจำเป็น 
จากผลการทด-ลองพบว่ามีการ แสดงออกของยีนท่ีเท่ากันใน
หนูท้ังสองกลุ่ม การทำงานของยีนจึงอาจไม่ได้เก่ียวข้องหรือ
เป็นผลโดยตรงจากยีน cGAS สำหรับการแสดงออกของยีน 
iNOS พบว่าหนูติดเช้ือกลุ่ม cGAS-/- มีแนวโน้มการ
แสดงออกลดลงเม่ือเทียบกับหนูกลุ่มควบคุม ในขณะท่ีหนู 
ติดเช้ือกลุ่ม WT มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึน เน่ืองจาก iNOS 
จัดเป็นโปรตีนบ่งช้ีในการมีอยู่ของ M1 macrophage จึง
เป็นไปได้ว่าเม่ือขาดยีน cGAS อาจส่งผลให้มี M1 macro-
phage ลดลง ทำให้ความสามารถในการทำลายเซลล์ท่ีติด
เช้ือไวรัส และจำกัดการเพ่ิมจำนวนของไวรัสของร่างกาย
ลดลงด้วย จึงเป็นปัจจัยเสริมให้หนูพร่องยีน cGAS มีอาการ
ป่วยรุนแรงกว่าหนู WT   
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รูปที่ 1 กราฟแสดงระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบจากสมองของหนูทดลองโดยใช้เทคนิค  
RT-qPCR แกน Y แสดงจำนวนเท่าของยีนที่มีแนวโน้มการแสดงออกเพ่ิมมากข้ึน (Upregulation) หรือลดลง (Downregulation) 

เทียบกับการแสดงออกของยีน β-actin กราฟแต่ละแท่งคำนวณจากค่า Ct เฉลี่ยของหนูทดลองทุกตัวในกลุ่มการทดลอง,  
DI หมายถึงหนูกลุ่มที่ฉีดด้วยสารละลายสำหรับเก็บรักษาไวรัส (Virus diluent), RABV หมายถึงหนูกลุ่มที่ฉีดไวรัสพิษสุนัขบ้า 



 

 จากผลการทดลองนี้ช้ีให้เห็นว่ายีน cGAS ใน
หนูทดลอง มีผลต่อกระบวนการตอบสนองทางภูม-ิ
คุ้มกันโดยกระตุ้นการอักเสบ ผ่านการเพิ่ม หรือลด 
การแสดงออกของยีนไซโตไคน์ต่างๆ ท่ีเก่ียวข้องและ
สัมพันธ์กับความรุนแรงของอาการของโรค แม้ว่าโรค
พิษสุนัขบ้าจะเกิดจากไวรัสชนิดอาร์เอ็นเอ แต่การทำ 
งานของ cGAS ซึ่งเป็นกระบวนการท่ีจำเพาะต่อดี
เอ็นเอแปลกปลอมในเซลล์ สามารถอธิบายกลไกการ
ทำงานของ cGAS ได้จากงานวิจัยก่อนหน้า ซึ่งศึกษา
ความผิดปกติของไมโทคอนเดรียจากการติดเชื้อไวรัส
พิษสุนัขบ้า (Venugopal et al., 2013) พบว่า การ
ติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้ามีผลให้ไมโทคอนเดรียเกิด
ความเสียหาย เกิดการรั่วไหลของ Mitochondrial 
DNA จนอาจเป็นสาเหตุหลักที่กระตุ้นการทำงาน
ของยีน cGAS อย่างไรก็ตาม การทดลองยังคงต้องมี
การศึกษาเพิ่มเติมเพื่อความถูกต้อง เชื่อถือได้ เช่น 
การเพิ่มจำนวนตัวอย่างในกลุ่มการทดลอง การวัด
ปริมาณไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องด้วยการกระตุ้นเซลล์ภูมิ 
คุ้มกันด้วยเชื้อไวรัสภายในหลอดทดลอง เป็นต้น กล 
ไกการทำงานของระบบภูมิคุ้มกันต่อเชื้อพิษสุนัขบ้า
ยังคงมีความซับซ้อนและยากท่ีจะเข้าใจได้อย่างชัด-
เจน การศึกษาต่อเนื่องเกี่ยวกับไซโตไคน์ในระบบภูมิ
คุ้ม กันต่อเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้ายังคงเป็นประเด็นท่ีน่า 
สนใจและท้าทาย 
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RNA interference (RNAi) technology and applications  
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บทคดัยอ่: กระบวนการ RNA interference (RNAi) เป็นการควบคุมการแสดงออกของยีนหลังการถอดรหัส (Post-transcription) 
สามารถพบได้ทั่วไปในสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอต (Eukaryote)  กระบวนการ RNAi เร่ิมจากเซลล์ได้รับ Long double-stranded RNA 
(Long dsRNA) ด้วยกระบวนการ Endocytosis จากน้ันจะเกิดการตัดสาย Long dsRNA ให้กลายเป็นสายสั้น (Short interference 
RNA, siRNA) และรวมกลุ่มกับเอนไซม์ที่ทำหน้าที่ในการตัดหรือทำลายสาย mRNA ที่เป็นคู่สมกับสาย siRNA ดังกล่าว ส่งผลให้การ
แสดงออกของยีนลดลงหรือยับย้ังการแสดงออกของยีน บทความน้ีได้อธิบายหลักการของกระบวนการ RNAi และการนำกระบวนการ 
RNAi ไปใช้ในด้านการเกษตรและการแพทย์ เพื่อเป็นพ้ืนฐานสำหรับการพัฒนาต่อยอดในอนาคต 
 
ค าส าคัญ: กระบวนการ RNA interference ยูคาริโอต การแสดงออกของยีน การประยุกต์ใช้ RNAi    

ABSTRACT: RNA interference (RNAi), which can be found in eukaryotes, is a post-transcriptional process to control 
gene expression. Firstly, the cells receive long double-stranded RNA (long dsRNA) by endocytosis. Then, long dsR-
NA is cleaved to form a short interference RNA (siRNA) and incorporated with the enzyme complex to damage the 
complementary mRNA, resulting in decreased or inhibited gene expression. This review article describes RNAi pro-
cesses and the applications of RNAi, including agricultural and medicinal applications.  
 
Keywords:  RNA interference processes, Eukaryote, Gene expression, RNAi applications  



 

บทน า 
 RNA interference (RNAi) เป็นกระบวนการ
ทางชีวภาพเพ่ือควบคุมการแสดงออกของยีน สามา-
รถพบได้ทั้งในพืช สัตว์และมนุษย์ โดยอาศัยการ
ทำงานของอาร์เอ็นเอสายคู่ สายสั้น (siRNA) ซึ่ง
สามารถเข้าจับแบบจำเพาะกับยีนเป้าหมาย (Kim 
and Rossi, 2008) กระบวนการ RNAi พบคร้ังแรก
ในหนอนโปร่งใสขนาดเล็ก Caenorhabditis ele-
gans โดยเริ่มจากการฉีด Antisense RNA และ
พบว่าสาย RNA ดังกล่าวเป็นสาเหตุทำให้การแสดง 
ออกของยีนใน C. elegans ท่ีควบคุมการแสดงออก
ของเซลล์ต้นกำเนิดของเซลล์สืบพันธ์ุ (Ger mline) 
ลดลง (Guo and Kemphues, 1995) จากนั้นได้มี
การศึกษาเก่ียวกับกระบวนการ RNAi เร่ือยมา
จนกระท่ังในปี ค.ศ. 1998 Fire และคณะ ได้
ทำการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับ Antisense RNA และ
กลไกท่ีเก่ียวข้องกับการแสดงออกของยีนใน C. ele-
gans โดยพบว่าเมื่อฉีดสาย Sense mRNA ควบคู่
กับสาย Antisense RNA ที่จำเพาะกับการสร้าง
โปรตีนกล้ามเน้ือให้กับ C. elegans พบว่า C. ele-
gans มีการเคลื่อนท่ีแบบกระตุก (Twitching move 
ments) ในขณะท่ี C. elegans ปกติจะไม่มีการ
เคลื่อนที่รูปแบบดังกล่าวและได้ตั้งสมมติฐานว่าสาย 
mRNA และ Antisense RNA ที่ฉีดเข้าไปอาจเกิด
การจับเข้าคู่กันเกิดเป็น dsRNA และสายดังกล่าวท่ี
เกิดขึ้นสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนกล้ามเน้ือ 
(Fire et al., 1998) และทำให้ผู้วิจัยได้รับรางวัล
โนเบล สาขาสรีรวิทยาในปี ค.ศ. 2006 
 เนื่องด้วยกระบวนการ RNAi สามารถยับย้ัง
การแสดงออกของยีนอย่างจำเพาะเจาะจง ด้วยเหตุ
นี้จึงมีการประยุกต์ใช้กระบวนการดังกล่าวในการ
ป้องกันโรคหรือการควบคุมการแสดงออกของยีนที่
ผิดปกติ เช่น การป้องกันโรคไวรัสในกุ้ง การป้องกัน
โรคไวรัสในพืช หรือการควบคุมการเจริญของเซลล์ 
มะเร็ง เป็นต้น ดังนั้นบทความนี้ได้อธิบายกระบวน-
การ RNAi และรวบรวมการนำกระบวนการดังกล่าว

มาประยุกต์ใช้ 
 
กระบวนการ RNA interference (ดัดแปลงจาก 
Isenmann et al., 2023)  
 กระบวนการ RNA interference เป็น
กระบวนการท่ีควบคุมการแสดงออกของยีน โดยลด
การแสดงออกของยีนเป้าหมายด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ 
สายส้ัน (siRNA) และเป็นกระบวนการท่ีเกิดขึ้นหลัง
กระบวนการถอดรหัส (Transcription) ด้วยการ
ทำลายสาย mRNA (mRNA cleavage) หรือการ
ยับย้ังการแปลรหัส (Translation repression) ของ
ยีนเป้าหมาย     
 กระบวนการดังกล่าวเร่ิมจากเอนไซม์ RNA-
dependent-RNA polymerase (RdRp) ทำการ
สังเคราะห์สาย dsRNA สายยาว (Long dsRNAs) 
โดยใช้สายอาร์เอ็นเอสายเดี่ยว (Single-stranded 
RNA, ssRNA) เป็นสายต้นแบบ จากน้ันสาย Long 
dsRNA จะเคลื่อนที่เข้าสู่ของเหลวภายในเซลล์ (Cy-
tosol) และเกิดการตัดสาย Long dsRNA ให้มีขนาด
สั้นลงด้วยเอนไซม์ Endoribonuclease Dicer หรือ 
Tar-RNA-binding protein (TRBP) กลายเป็น siR-
NA ซึ่งมีขนาดประมาณ 20-27 นิวคลีโอไทด์ ต่อมา
สาย siRNA จะเข้าจับกับ RNA-induced silencing 
complex (RISC) โดยมีส่วนท่ีสำคัญคือ โปรตีน Ar-
gonaute ซ่ึงมีหน้าท่ีในการเข้าจับกับสาย siRNA 
และมีบริเวณที่เข้าจับแบบจำเพาะ โดยบริเวณ N-
domain ของโปรตีน Argonaute จะทำหน้าท่ีใน
การคลี่สายของ dsRNA ให้กลายเป็น ssRNA ส่วน
บริเวณ PAZ-domain จะเข้าจับด้านปลาย 3′ 
ในขณะท่ี MID-domain เข้าจับกับทางด้านปลาย 5′ 
ของสาย ssRNA และบริเวณ PIWI-domain จะทำ
หน้าท่ีในตัดสาย mRNA ท่ีเป็นสายคู่สมกับ siRNA 
ดังกล่าว จากน้ัน RISC complex ท่ีจับกับ siRNA 
จะเข้าจับกับสาย RNA หรือ DNA ท่ีเป็นคู่สมกับ 
siRNA เมื่อทำการเข้าจับเรียบร้อยแล้ว ในกรณีที่เป็น
สาย DNA จะเกิดกระบวนการ DNA methylation  
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การประยกุตใ์ชก้ระบวนการ RNAi  
1. ทางดา้นการแพทย ์
 เน่ืองจากกระบวนการ RNAi เป็นกระบวนการท่ี
จำเพาะกับยีนเป้าหมาย จึงสามารถนำมาประยุกต์ใช้ในการ
ป้องกันการติดเช้ือไวรัส โดยสามารถใช้ siRNA ได้ 2 รูปแบบ 
รูปแบบท่ี 1 siRNAs จะมีความจำเพาะกับยีนโปรตีนของ
ไวรัสท่ีมีความจำเป็นต่อการเพ่ิมจำนวนของไวรัส สำหรับรูป-
แบบท่ี 2 siRNAs จะมีความจำเพาะกับยีนของเซลล์เจ้าบ้าน
ท่ีมีความเก่ียวข้องกับกระบวนการนำเข้าของไวรัส (Kang et 
al., 2023) ตัวอย่างเช่น การศึกษา RNAi สำหรับรักษาโรค
ไวรัสตับอักเสบบี ชนิดเร้ือรัง (Chronic HBV) โดยทำการ 
ศึกษาในมนุษย์ Phase I จากผลการทดลองพบว่า RNAi 
สำหรับโรคไวรัสตับอักเสบบี ชนิดเร้ือรังมีความปลอดภัยและ
สามารถนำมาใช้ในมนุษย์ (Gish et al., 2011) นอกจากน้ีมี  

 
การศึกษา ARC-520 ซ่ึงเป็นยาในกลุ่ม RNA interference 
สำหรับโรค Chronic HBV เช่นเดียวกัน ซ่ึงพบว่าสามารถ
ป้องกันโรค Chronic HBV ได้ (Kadelka et al., 2021) ในปี 
ค.ศ. 2018 ได้มีการศึกษา Phase III ในมนุษย์ โดยใช้ยา 
Patisiran สำหรับโรค Hereditary Transthyretin Amyloi-
dosis ซ่ึงพบว่ายาดังกล่าวสามารถลดอาการและความรุน-
แรงของโรคได้ (Adams et al., 2018) การศึกษายา 
Teprasiran ซ่ึงเป็นยาในกลุ่ม siRNA ท่ีสามารถป้องกันภาวะ
ไตวายเฉียบพลันในมนุษย์ พบว่า siRNA ดังกล่าวสามารถ
ป้องกันโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Thielmann et al., 
2021)  
2. ทางด้านการเกษตร  
 สำหร ั บทา งด ้ านกา ร เกษตรม ี ก า รนำ
กระบวนการ RNAi มาประยุกต์ใช้ในการป้องกันโรค  
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รูปที่ 1 กระบวนการ RNAi (ดัดแปลงจาก Isenmann et al., 2023)  

หรือ Chromatin modification ส่งผลให้เกิดการยับยั้งกระบวนการ Transcription ของสาย DNA ดัง-
กล่าว สำหรับสาย RNA จะเกิดกระบวนการทำลายสาย mRNA หรือการยับยั้งกระบวนการแปลรหัส (Trans 
lation inhibition) ด้วยเหตุนี้สาย mRNA ดังกล่าวจึงไม่เกิดการแปลรหัสเป็นโปรตีน ส่งผลให้การแสดงออก
ของโปรตีนลดลงหรืออาจไม่เกิดการแสดงออกของโปรตีน ซึ่งกระบวนการ RNAi แสดงดังรูปท่ี 1    



 

ที่เกิดจากไวรัสในกุ้ง เช่น ในปี ค.ศ. 2011 ได้มี
การศึกษาการฉีด dsRNA ที่มีความจำเพาะต่อยีน 
ns1 และ vp ของไวรัส Penaeus monodon den-
sovirus (PmDNV) ในกุ้งกุลาดำ พบว่าสามารถ
ยับย้ังการเพิ่มจำนวนของไวรัสในกุ้งได้ (Attasart et 
al., 2011) ต่อมาได้ศึกษาการให้อาหารกุ้งที่ผสม 
dsRNA ที่จำเพาะกับยีน ns1 และ vp ของไวรัส 
PmDNV ในกุ้งกุลาดำ พบว่าสามารถป้องกันการติด
ไวรัสในกุ้งกุลาดำได้ (Chimwai et al., 2016) 
ดังนั้นการให้อาหารที่ผสม dsRNA จึงเป็นทางเลือก
หนึ่งในการป้องกันการติดไวรัสกุ้งในระดับฟาร์ม
เพาะเล้ียงได้ นอกจากไวรัส PmDNV แล้ว ได้มี
การศึกษาเก่ียวกับการยับย้ังไวรัสชนิดอื่นในกุ้งด้วย
กระบวนการ RNAi เช่นกัน ยกตัวอย่างเช่น Yellow 
head virus (Sanitt et al., 2016; Chaimongkon 
et al., 2020; Worawittayatada et al., 2022) 
Laem-Singh virus (Saksmerprome et al., 
2013) White spot syndrome virus (Chai-
mongkon et al., 2020; Jonjaroen et al., 2024)  
 นอกจากน้ีได้มีการนำกระบวนการ RNAi มา
ประยุกต์ใช้ในการป้องกันโรคในพืช เช่น โรคราสนิม 
(Rust) (Degnan et al., 2022; Degnan et al., 
2023) โรคราสีเทาที่มีสาเหตุจากรา Botrytis ciner-
ea (Niño-Sánchez., 2022) แมลงศัตรูพืช (Jain et 
al., 2022) ไวรัสในพืช (Nilon et al., 2021) และได้
มีการศึกษาการนำไปใช้ในระดับแปลง ซ่ึงพบว่าสา-
มารถป้องกันโรคในพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพ  
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การพัฒนาการตรวจหาเชื้อไวรัสระบบทางเดินหายใจในงูโดยใช้เทคนิค RPA/CRISPR-Cas12a 
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บทคดัยอ่: ปัจจุบันสัตว์เล้ียงแปลก (Exotic pet) ได้รับความนิยมในประเทศไทย งูสวยงามเป็นสัตว์เล้ียงแปลกที่ได้รับความนิยมสูงสุด 
โดยเฉพาะกลุ่มงูหลามบอลเนื่องจากนิสัยที่ไม่ก้าวร้าว มีสีสันและลวดลายสวยงามจึงมีผู้นิยมเลี้ยงจำนวนมาก มีการนำเข้าและมีฟาร์ม
เพาะพันธุ์งูหลามบอลเพื่อให้ได้สีสันและลวดลายใหม่ๆ มากข้ึน งูสวยงามจึงเป็นสัตว์เลี้ยงแปลกอีกกลุ่มหนึ่งที่มีความสำคัญและสามารถ
สร้างมูลค่าทางเศรษฐกิจในวงการสัตว์เลี้ยง โรคติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจของงูมักพบในงู ส่งผลให้เกิดอัตราการเจ็บป่วยและอัตรา
การตายสูง โดยสาเหตุหลักคือการติดเชื้อไวรัส ผู้วิจัยจึงได้พัฒนาเทคนิค Recombinase Polymerase Amplification (RPA) ร่วมกับ 
CRISPR/Cas12 เพ่ือเพิ่มความไว ความจำเพาะ และลดเวลาในการตรวจวินิจฉัย อ่านผลได้ง่ายและไม่ต้องใช้เครื่องมือที่ยุ่งยาก โดยอาศัย
การเพ่ิมจำนวนสารพันธุกรรมด้วยอุณหภูมิเดียว และการตัดตัวอ่านผลสัญญาณด้วยเทคนิค CRISPR/Cas12 แพลตฟอร์มการตรวจจับที่
รวดเร็ว ผลการตรวจหาเช้ือไวรัสระบบทางเดินหายใจในงูโดยใช้เทคนิค RPA/CRISPR-Cas12a พบว่าการทำปฏิกิริยา RPA 15 นาที และ
ปฏิกิริยา CRISPR/Cas12 15 นาที สามารถวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสได้ด้วยตาเปล่าภายใต้หลอดไฟ LED ที่ความเข้มข้นของเชื้อน้อยสุดที่
สามารถตรวจได้คือ 2.6 x 10-8 ng/µL  
 
ค าส าคญั:  คริสเปอร์-แคส สัตว์เล้ียงแปลก โรคระบบทางเดินหายใจ อาร์พีเอ  

ABSTRACT: The pet snake business has gained popularity in Thailand, with ball pythons (Python regius) being the 
most popular exotic pet due to their diverse morphology, including unique body colors, and their friendly behav-
ior. Respiratory diseases are commonly observed in both captive and wild snakes, often caused by snake viruses. 
This study focuses on viruses that are frequently found in Python’s respiratory tracts. The development of an RT-
RPA/Cas12 rapid diagnostic test for respiratory viruses in snakes could benefit clinical diagnosis, research, and snake 
breeding farms. This technique combines Recombinase Polymerase Amplification (RPA) and CRISPR-Cas, offering a 
fast, easy-to-use, cost-effective method that enables the screening of infected snakes from healthy snakes. It was 
found that the RPA reaction can be completed in just 15 minutes, and the CRISPR/Cas12 reaction can also be 
completed in 15 minutes, allowing for pathogen diagnosis with the naked eye under LED light. The lowest detecta-
ble pathogen concentration is 2.6 × 10-8 ng/µL  
 
Keywords: CRISPR-Cas12, Respiratory disease, RPA, Pet snake  



 

บทน า 
 ปัจจุบันงูสวยงามได้กลายมาเป็นส่ิงมีชีวิตที่
ได้รับความนิยมในวงการสัตว์เลี้ยงแปลก (Exotic 
pets) ซึ่งสามารถเพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจให้กับประ-
เทศได้เป็นอย่างมาก เน่ืองจากงูไม่มีพิษบางชนิดมี
ลวดลายสีสันท่ีสวยงาม มีความหลากหลายของลัก-
ษณะท่ีปรากฏ สายพันธุ์งูที่นิยมเลี้ยงในประเทศไทย 
ได้แก่ Corn snake (งูข้าวโพด)  Ball python (งู
บอลไพธ่อน/งูหลามบอล) Mexican black king-
snake (งูแบล็คคิง/งูดำ) Milk snake (งูมิลค์)  Hog-
nose snake (งูฮ็อกโนส/งูจมูกหมู)  Rainbow wa-
ter snake (งูสายรุ้ง) ปัญหาที่มักพบในงูทั้งระบบ
เลี้ยงและระบบธรรมชาติ คือการติดเชื้อแบคทีเรีย 
และไวรัส ซึ่งส่งผลต่อระบบต่างๆ ภายในร่างกาย
ของงู ทำให้เกิดความผิดปกติและแสดงอาการเจ็บ-
ป่วยออกมา โดยเฉพาะการติดเชื้อไวรัสเน่ืองจากทำ
ให้เกิดการแพร่ระบาดของโรคได้อย่างรวดเร็ว ติดต่อ
ได้ง่ายผ่านการสัมผัส และการเลี้ยงรวมกับงูที่ติดเช้ือ 
จากข้อมูลการจัดการด้านสุขภาพ การตรวจวินิจฉัย
และการรักษางูที่คลินิคสัตว์เลื้อยคลาน สถานเสาว-
ภา พบว่าปัญหาส่วนใหญ่เกิดความผิดปกติของระ-
บบทางเดินหายใจ และมีอาการปากอักเสบ 
 จากงานวิจัยพบว่าโรคติดเช้ือในระบบทาง 
เดินหายใจของงูมักพบในงูเลี้ยง ส่งผลให้เกิดอัตรา
การเจ็บป่วยและอัตราการตายที่สูง โดยพบว่าไวรัส
เป็นสาเหตุของการเกิดโรค ไวรัสที่พบบ่อยในงูได้แก่ 
ไวรัสวงศ์พารามิกโซ (Paramyxoviridae) ไวรัสวงศ์
นี้เป็นวงศ์ของเชื้อไวรัสก่อโรคสำคัญท่ีมักพบได้ใน
กลุ่มสัตว์เลื้อยคลาน ไวรัสกลุ่มนี้มีขนาดเส้นผ่าศูนย์ 
กลางประมาณ 200 - 300 นาโนเมตร (nm) ประ-
กอบไปด้วยโปรตีนเปลือกนอก (Capsid) ทำหน้าท่ี
ห่อหุ้มสารพันธุกรรมอาร์เอ็นเอ (Ribonucleic acid; 
RNA) แบบสายเดี่ยว (Single stranded RNA) ที่อยู่
ภายใน ไวรัสวงศ์นี้ประกอบด้วยสกุลซันไชน์ (Sun-
shinevirus) เฟอร์ลา (Ferlavirus) และสกุลอื่นๆ 
นอกจากน้ี ไวรัสนิโด (Nidovirus) เป็นเช้ือไวรัสก่อ

โรคที่สำคัญในสัตว์เลื้อยคลาน ซึ่งไวรัสชนิดน้ีจัดอยู่
ในวงศ์โคโรน่า (Coronaviridae) ซ่ึงเคยอยู่ในวงศ์
ย่อยของโคโรน่า (Coronavirinae) มีจีโนมเป็น Pos-
itive standed RNA มีการแพร่เชื้อในสัตว์มีกระดูก
สันหลังและสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง ซึ่งหลายชนิดทำ
ให้เกิดโรคร้ายแรงทั้งในคนและสัตว์  การติดเชื้อใน
คนอาจส่งผลได้หลากหลายต้ังแต่การติดเชื้อที่ไม่
แสดงอาการไปจนถึงการเจ็บป่วยและตาย เช่น กลุ่ม
อาการทางเดินหายใจเฉียบพลันรุนแรง (SARS-CoV) 
และกลุ่มอาการทางเดินหายใจตะวันออกกลาง 
(MERS-CoV) กลุ่มนี้ยังรวมถึงไวรัสที่ก่อให้เกิดการ
แพร่ระบาดท่ัวโลกของโควิด-19 เป็นต้น ต้ังแต่ปี 
2014 มีการค้นพบไวรัสซอร์เพนโตในงูท่ัวโลก ส่วน
ใหญ่เป็นงูเลี้ยงสายพันธุ์ Pythonidae เช่นเดียวกับงู
หลามบอล โรคปอดบวมและปากอักเสบเป็นโรคที่
รุนแรงและมักทำให้ถึงแก่ชีวิตในงูเลี้ยงที่เกิดจากการ
ติดเชื้อไวรัสนิโด มีตัวอย่างการวินิจฉัยไวรัสในงู เช่น 
การศึกษาของ Rampacci และคณะในปี 2019 ได้มี
การพัฒนาวิธีการตรวจเชื้อไวรัสก่อโรคในงูหลาม
บอล ที่เกิดจากเชื้อไวรัสในวงศ์นิโดด้วย้วิธีการ Toch 
down Reverse Transcription Polymerase Re-
action (RT-PCR) โดยการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของ
ยีน ORF1a และยีน L การตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อ
ในสัตว์เลื้อยคลานเป็นส่ิงสำคัญและจำเป็นต้องมีการ
พัฒนาองค์ความรู้และวิธีการอย่างต่อเนื่อง ปัจจุบันมี
การค้นพบเช้ือก่อโรคในสัตว์เลื้อยคลานและพบการ
แพร่กระจายอย่างกว้างขวางมากยิ่งข้ึน ซึ่งโรคติดเช้ือ
ไวรัสในงูสามารถพบได้ท้ังในงูท่ีอยู่ในระบบเล้ียงและ
งูที่อยู่ตามธรรมชาติ ปัญหาท่ีพบของลักษณะอาการ
ของงูในบางคร้ังจะไม่มีการแสดงลักษณะของอาการ
ที่มีความจำเพาะ ซ่ึงอาจประสบปัญหาในการวินิจฉัย
อาการของงูจากลักษณะภายนอก ทำให้เป็นอุป- 
สรรคต่อการดำเนินการรักษา หนึ่งในโรคติดเชื้อที่
กำลังระบาดคือการติดเชื้อไวรัสเซอร์เพนโต ซึ่งพบได้
ในกลุ่มงูหลาม และงูหลามบอล งูจะมีอาการของ
ระบบหายใจ มีการแพร่และการกระจายเช้ืออย่าง 
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รวดเร็วผ่านการสัมผัส และวัสดุปูรอง ยังไม่มีรายงานแน่ชัด
ว่าเช้ือไวรัสนิโดสามารถแพร่ผ่านทางอากาศได้หรือไม่ การ
ตรวจหาเช้ือไวรัสนิโดในปัจจุบันสามารถทำได้ด้วยวิธีการทาง
ห้องปฏิบัติการโดยการตรวจหาเช้ือไวรัสด้วยวิธี RT-PCR ซ่ึง
ต้องใช้เวลา 1-2 วัน และต้องดำเนินการโดยผู้เช่ียวชาญ มี
การใช้เคร่ืองมือวิทยาศาตร์ท่ีจำเพาะและมีราคาสูง จึงทำให้
การตรวจไวรัสยังไม่เป็นท่ีนิยมในคลินิกสัตว์เล้ียงแปลกและ
สัตว์เล้ือยคลานโดยท่ัวไป ผู้วิจัยจึงพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัย
เช้ือไวรัสนิโดอย่างง่ายและรวดเร็ว สามารถอ่านผลได้ด้วยตา
เปล่า โดยอาศัยหลักการทำงานของเทคนิค Recombinase 
Polymerase Amplification (RPA) ร่วมกับ CRISPR-Cas  
ซ่ึงสามารถอ่านผลได้ภายใน 1 ช่ัวโมง และไม่จำเป็นต้องใช้
เคร่ืองมือท่ีซับซ้อนราคาแพง ทำให้สามารถใช้ตรวจคัดกรอง
และจัดการแยกงูติดเช้ือออกจากงูตัวอ่ืนได้ เพ่ือลดการแพร่
ระบาดและการสูญเสียได้ 
 เทคนิค RPA ถูกพัฒนาข้ึนในปี พ.ศ. 2549 โดย 
Piepenburg และคณะ ภายใต้บริษัท ASM Scientific 
(ปัจจุบันคือบริษัท TwistDxTM Limited เมืองเคมบริดจ์ 
ประเทศอังกฤษ) หลักการของเทคนิค RPA อาศัยคุณสมบัติ
ของเอนไซม์ Recombinase ท่ีสามารถจับเป็นโมเลกุล
เชิงซ้อนกับไพรเมอร์ (Recombinase-primer complex) 
ในการแยกดีเอ็นเอสายคู่ให้กลายเป็นสายเด่ียว เพ่ือให้บริ-
เวณคู่สมของไพรเมอร์บนสายแม่แบบเปิดออก แทนท่ีจะใช้
การเพ่ิมอุณหภูมิอย่างในเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส 
(Polymerase chain reaction, PCR) จากน้ันโปรตีน Single 
strand DNA binding protein (SSB) จะเข้าไปจับท่ีดีเอ็นเอ
สายเด่ียวเพ่ือป้องกันไม่ให้ดีเอ็นเอท้ังสองสายเข้าจับคู่กันใหม่ 
หลังจากน้ันโมเลกุลเชิงซ้อน(Recombinase-primer com-
plex) ดังกล่าวจะหลุดออกจากกันและถูกแทนท่ีด้วยเอนไซม์ 
DNA polymerase บนดีเอ็นเอสายเด่ียวทำให้เกิดปฏิกิริยา
การเพ่ิมจำนวนของสารพันธุกรรม และเน่ืองจากปฏิกิริยาท่ี
เกิดข้ึนน้ันคล้ายคลึงกับในเซลล์มนุษย์อุณหภูมิท่ีใช้ในเทคนิค
RPA จึงเป็นอุณหภูมิเดียวท่ีอยู่ในช่วง 37 - 42 องศาเซล-
เซียส โดยท่ัวไปผลลัพธ์จะเสร็จภายใน 3 - 10 นาที ทำให้ไม่
จำเป็นต้องใช้เคร่ืองมือควบคุมอุณหภูมิ (Thermocycler 
หรือ PCR machine) นอกจากน้ี มีรายงานว่าเทคนิคน้ีมี

ความจำเพาะและความไวสูงถึงแม้จะมีดีเอ็นเอเป้าหมายน้อย
กว่า 10 สำเนาก็สามารถตรวจพบได้ (Piepenburg et. al, 
2006) เทคนิค RPA จึงเป็นอีกหน่ึงเทคนิคท่ีน่าสนใจในการ
ประยุกต์ และพัฒนาสำหรับชุดตรวจวินิจฉัยเช้ือก่อโรคต่างๆ  
เช่น ไวรัสโควิด-19 เน่ืองจากราคาไม่แพง รวดเร็ว ไม่ต้อง
อาศัยผู้เช่ียวชาญ สามารถประยุกต์ใช้ได้กับท้ัง DNA และ 
RNA มีรายงานการพัฒนาชุดทดสอบ Ultra-high sensitivi-
ty, One-pot RNA detection assays โดยการใช้ Reverse 
transcriptase ร่วมกับปฏิกิริยา RPA มีการทำปฏิกิริยา
พร้อมกันหลาย  ๆ ไพรเมอร์ (Multiplexing ) โดยการผสม 
Multiple primers ในหลอดทดลองเดียว สามารถเพ่ิม
จำนวนและวัดผลเป้าหมายแตกต่างกันได้พร้อมกัน ระบบ 
CRISPR-Cas เป็นกลไกระบบภูมิคุ้มกันแบบหน่ึงของแบคที-
เรีย การทำงานคล้ายการทำงานของ RNA interference 
(RNAi) โดยยีน CRISPR และยีน Cas จะทำงานร่วมกัน ทำให้
โปรตีน Cas เข้าไปจับและทำลายยีนเป้าหมาย นักวิทยา-
ศาสตร์จึงนำระบบ CRISPR-Cas มาประยุกต์แก้ไขพันธุกรรม
ของส่ิงมีชีวิต มีการนำมาตรวจหายีนเป้าหมายโดยเฉพาะเอน 
ไซม์ Cas12 และ Cas13 ซ่ึงมีคุณสมบัติตัดสาย DNA หรือ 
RNA เป้าหมายทำให้สามารถนำไปใช้ในการตรวจวินิจฉัยหา
เช้ือก่อโรคต่างๆ  ได้ โดยสามารถอ่านผลฟลูออเรสเซนต์ได้
ด้วยตาเปล่า จึงได้มีการพัฒนาเทคนิค CRISPR/Cas12 
ร่วมกับ RPA (รูปท่ี 1) เพ่ือเพ่ิมความไว ความจำเพาะ และลด
เวลาในการตรวจวินิจฉัย ทำให้ไม่ต้องใช้เคร่ืองมือท่ียุ่งยาก 
และอ่านผลได้ง่าย 
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ขั้นตอนและวิธีการ 
1. การเตรียมตัวอย่าง 
 สืบค้นข้อมูลจีโนมของไวรัสนิโดจากฐานข้อ-
มูล National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI) เพื่อนำมาสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์
ส่วนท่ีจำเพาะกับไวรัสท่ีสนใจ (บริษัท Macrogen) 
จากน้ันนำมาเพ่ิมปริมาณด้วยไพรเมอร์ที่จำเพาะโดย
วิธี PCR โดยใช้ชุดเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 1X GoTaq® 
Colorless MasterMix (Promega, USA) ดีเอ็นเอที่
เพิ่มปริมาณแล้ว ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิส 
บน 1.5% เจลอะกาโรส และนำมาทําให้บริสุทธิ์ด้วย 
GEL/PCR Purification Mini Kit (Favor- PrepTM) 
และนำไปวัดความเข้มข้นด้วยเคร่ืองนาโนดรอป 
2. การออกแบบไพรเมอร์สำหรับปฏิกิริยา RPA และ
โพรบสำหรับปฏิกิริยา CRISPR/Cas 
 สืบค้นข้อมูลจีโนมของไวรัสนิโดจากฐานข้อ-
มูล National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI) มาใช้ในการออกแบบไพรเมอร์สำ-  
 
 

หรับปฏิกิริยา RPA โดยมีความยาวไพรเมอร์ 30-35 
เบส เพ่ือนำมาใช้ทดสอบในปฏิกิริยาอาร์พีเอ (รูปท่ี 
1) และโพรบท่ีจำเพาะสำหรับการอ่านผลโดยอาศัย
ตัวรายงานท่ีเป็นฟลูออเรสเซนต์ คือ 5’-6-FAM-
TTAT TATT-BHQ1-3′  
3. การออกแบบ Guide RNA (crRNA) 
 ใช้โปรแกรม TrueGuide Synthetic CRIS 
PR gRNA ซึ่งเป็นเป็น Ready-to-transfect CRIS 
PR guide RNAs ซึ่งถูกออกแบบด้วย Algorithm ที่
เป็นลิขสิทธิ์เฉพาะสำหรับ High-efficiency editing 
และทำ Chemical modifications โดยในการออก 
แบบ gRNA น้ันจะต้องคำนึงถึง Spacer หรือลำดับ
เบสท่ีตรงกับ DNA จะไปตัดบน Cas protein และ 
PAM คือ ลำดับเบส 4 ตัว (TTTV) ที่จำเพาะของ 
Cas (รูปท่ี 1) 
4. ปฏิกิริยา Recombinase polymerase amplifi-
cation (RPA) และ CRISPR/Cas12a 
 ละลายตะกอน RPA ด้วย Rehydration 
buffer 29.5 ไมโครลิตร (TwistAmp basic RPA 
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รูปที่ 1 ภาพจำลองการออกแบบไพรเมอร์ ตำแหน่ง PAM และตำแหน่งเป้าหมาย เพ่ือพัฒนาชุดตรวจวินิฉัยท่ีอาศัย 
การทำงานร่วมกันของ CRISPR/Cas12 ร่วมกับ RPA (ก) แสดงการทำงานภาพรวมของเทคนิค RPA ร่วมกับ CRISPR/Cas12  

(ข) แสดงลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนเป้าหมาย ไพรเมอร์ ตำแหน่ง PAM และตำแหน่งตัดของ CRISPR/Cas12  



 

kit) เติมไพรเมอร์ (10 µM) ข้างละ 2.4 ไมโครลิตร  น้ำ 
Nuclease-free 10.45 ไมโครลิตร ตัวอย่างทดสอบท่ีความ
เข้มข้นต่าง  ๆ 4 ไมโครลิตร และ MgAc (280 mM), 1.25 
ไมโครลิตร จากน้ันบ่มท่ี 37 °C เป็นเวลา 5-60 นาที  
5. การอ่านผลโดยอาศัยตัวรายงานท่ีเป็นฟลูออเรสเซนต์ 
 ผสมสารในปฏิกิริยา CRISPR/Cas12a ประกอบด้วย 
NEBuffer 3.1 (10×) 2 ไมโครลิตร LbCas12a (100 ng/µL) 
2 ไมโครลิตร crRNA (100 nM) 1 ไมโครลิตร และโพรบ 1 
ไมโครลิตร ผลผลิตจากปฏิกิริยา RPA 1 ไมโครลิตร  และ 
Nuclease-free water 13 ไมโครลิตร รวม 20 ไมโครลิตร 
จากน้ันบ่มท่ี 37°C เป็นเวลา 10 นาที เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยา
นำมาถ่ายภาพภายใต้หลอดไฟ LED 
 
ผลและการอภปิราย 
1. การทดสอบเวลาท่ีเหมาะสมในการบ่มปฏิกิริยา Recom- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

binase Polymerase Amplification (RPA) RPA มีหลักการ 
ทำงานเพ่ือเพ่ิมจำนวนยีนเป้าหมายของไวรัสโดยมีจุดเด่นคือ  
สามารถทำงานได้ท่ีสภาวะอุณหภูมิคงท่ี (Isothermal am-
plification) จึงไม่ต้องใช้เคร่ืองมือท่ียุ่งยากราคาแพง และใช้
เวลาในการทำปฏิกิริยาไม่นาน จากผลการทดลองบ่ม RPA ท่ี
เวลา 5 15 30 และ 60 นาที ด้วยความเข้มข้นของสาร
พันธุกรรม (DNA) จากเช้ือไวรัสความเข้มข้นสูง (2.6 X 101) 
กลาง (2.6 X10-3) และความเข้มข้นต่ำ (2.6X10-8) ng/µL 
พบว่าการบ่ม RPA 5 นาที สามารถตรวจเช้ือท่ีมีความเข้มข้น
สูงได้ แต่ไม่สามารถตรวจปริมาณไวรัสกลางและต่ำได้ ใน 
ขณะท่ีเวลา 15 30 และ 60 นาที สามารถวินิจฉัยผลบวกได้
ทุกความเข้มข้นของเช้ือ (รูปท่ี 2) จึงสรุปได้ว่าเวลาในการบ่ม
ปฏิกิริยา RPA ในการตรวจหาเช้ือไวรัสในงูท่ีพัฒนาข้ึนคร้ังน้ี
ท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ 15 นาที เน่ืองจากเพียงพอในการทำ
ปฏิกิริยาท่ีเช้ือมีความเข้มข้นน้อยได้ 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

QSMI Bulletin 24 (2): 25 - 30 (2025) ISSN 1685 – 6341                                  29  

รูปที่ 2  แสดงผลของเวลาในการทำปฏิกิริยา Recombinase Polymerase Amplification (RPA) ที่เวลา 5 15 30 และ 60 นาที  
(ก) แสดงการอ่านผลโดยอาศัยตัวรายงานที่เป็นฟลูออเรสเซนต์ จากปฏิกิริยา CRISPR/Cas12  
(ข) แสดงผลผลิตจากปฏิกิริยา RPA ท่ีตรวจสอบด้วยอิเลคโตรโฟรีซิส บน 1.5% เจลอะกาโรส  

2. ปริมาณของเชื้อน้อยที่สุดที่สามารถทดสอบได้ 
 เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเชื้อไวรัสด้วยวิธี PCR และทําให้บริสุทธิ์ จากน้ันนำไปวัดความเข้มข้นด้วย
เครื่องนาโนดรอปได้ความเข้มข้น 260 ng/µL เมื่อนำมาเจือจาง 10 เท่า เพื่อให้ได้ความเข้นข้น 2.6X101 - 
2.6X10-13 ng/µL และนำไปทดสอบด้วย RPA ร่วมกับ CRISPR/Cas12 พบว่าสามารถตรวจให้ผลบวกต้ังแต่
ความเข้มข้น 2.6X101 - 2.6X10-8  ng/µL (รูปที่ 3) จึงสรุปได้ว่าวิธีการที่พัฒนาน้ีสามารถตรวจไวรัสใน
ทางเดินหายใจงูที่มีความเข้นข้นตั้งแต่ 2.6X10-8  ng/µL ขึ้นไป 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ผลการทดลองเบ้ืองต้นประสบความสำเร็จใน
การพัฒนาเทคนิคการตรวจหาเช้ือไวรัสระบบทาง 
เดินหายใจในงูโดยใช้เทคโนโลยี RPA/CRISPR-Cas 
12a และก่อนนำไปใช้ตรวจจริงจำเป็นต้องมีการทด-
สอบความจำเพาะกับไวรัสชนิดอื่น เพื่อไม่ให้เกิดผล 
บวกปลอม และยังต้องศึกษาเพิ่มเติมโดยเปรียบ-
เทียบกับวิธีดั้งเดิมที่ใช้ในการตรวจหาเช้ือไวรัสในงู 
เช่น วิธี PCR หรือ Real-time PCR  
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รูปที่ 3  แสดงผลปริมาณเชื้อไวรัสน้อยที่สุดที่สามารถตรวจสอบได้ด้วยการทำปฏิกิริยา RPA 15 นาทีร่วมกับ CRISPR/Cas 15 นาที  
(ก) แสดงผลโดยอาศัยตัวรายงานท่ีเป็นฟลูออเรสเซนต์ จากปฏิกิริยา CRISPR/Cas12  

(ข) แสดงผลผลิตจากปฏิกิริยา RPA ด้วยการนำไปตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิส บน 1.5% เจลอะกาโรส  



 

การศึกษาขนาดของเอ็กโซโซมในพิษงูเห่าไทยและการเปรียบเทียบบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการสกัดโปรตีน  
 

Effective exosome isolation from Siamese cobra venom: insights into exosome size and lysis 
buffer selection for protein extraction 
 

กมลวรรณ เขียนไชยขันธ์  
Kamolwan Khianchaikhan 
 
ฝ่ายวิจัยและพัฒนา สถานเสาวภา สภากาชาดไทย 
Department of Research and Development, Queen Saovabha Memorial Institute, Thai Red Cross Society 

บทคดัยอ่: เอ็กโซโซม (Exosomes) ในพิษงูส่งผลกระทบอย่างรุนแรงต่อเซลล์ท่ีได้รับพิษงูและทำให้มีการเปล่ียนแปลงในระดับเซลล์และการส่ือสารระหว่าง
เซลล์ อย่างไรก็ตามยังไม่มีการรายงานเก่ียวกับเอ็กโซโซมในพิษงูเห่าไทย (Naja kaouthia) ดังน้ันการศึกษาน้ีได้ทำการแยกเอ็กโซโซมจากพิษงูเห่าไทยด้วย
วิธีการป่ันเหว่ียงตกตะกอนแบบย่ิงยวด และตรวจสอบขนาดของเอ็กโซโซมด้วยเคร่ืองวิเคราะห์หาขนาดอนุภาคในระดับนาโนเมตร พบว่าตัวอย่าง P20K มี
ขนาดเอ็กโซโซมอยู่ระหว่าง 70 ถึง 200 nm ซ่ึงมีขนาดใหญ่กว่าในตัวอย่าง P120K ท่ีมีขนาดอยู่ระหว่าง 50 ถึง 150 nm นอกจากน้ีเม่ือวัดปริมาณโปรตีนท่ี
สกัดจากเอ็กโซโซมท้ังในตัวอย่าง P20K และ P120K พบว่า RIPA Lysis buffer สามารถสกัดโปรตีนได้ปริมาณท่ีมากกว่า CHAPS Lysis buffer ดังน้ัน
การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าวิธีป่ันเหว่ียงตกตะกอนแบบย่ิงยวดร่วมกับการใช้ RIPA Lysis buffer เป็นวิธีท่ีเหมาะสมในการเตรียมตัวอย่างเอ็กโซโซม เพ่ือ
การศึกษาโปรตีนและโมเลกุลสำคัญอ่ืน  ๆของเอ็กโซโซมในพิษงูเห่าไทย  
 
 

ค าส าคญั: เอ็กโซโซม พิษงู งูเห่าไทย การป่ันเหว่ียงตกตะกอนแบบย่ิงยวด  

ABSTRACT: Exosomes derived from snake venom demonstrate significant effects on venom-exposed cells, leading to alterations at 
both the cellular and intercellular communication levels. However, research on exosomes in Siamese cobra venom (Naja kaouthia) 
remains limited. This study aimed to isolate exosomes from Siamese cobra venom using ultracentrifugation and to analyze their sizes 
using a nanoparticle size analyzer. The results indicated that the P20K sample exhibited exosome sizes ranging from 70 to 200 nm, 
which were larger than those observed in the P120K sample, which ranged from 50 to 150 nm. Furthermore, when assessing the pro-
tein yield from exosomes in both the P20K and P120K samples, it was determined that RIPA Lysis buffer enabled a more efficient 
extraction of proteins than CHAPS Lysis buffer. These findings indicate that the use of ultracentrifugation for exosome isolation, com-
bined with RIPA Lysis buffer for protein extraction, represents an appropriate approach for subsequent investigations into the proteins 
and other key biomolecules present in exosomes derived from Siamese cobra venom.  
 
 

Keywords:  Exosome, Snake venom, Siamese cobra, Ultracentrifugation 



 

บทน า 
 เอ็กโซโซม (Exosomes) เป็นถุงท่ีสร้างขึ้น
ภายในเซลล์และจะถูกปล่อยออกมานอกเซลล์ โดย 
รวมกับส่วนของเยื่อหุ้มเซลล์ มีขนาดระหว่าง 30 ถึง 
200 นาโนเมตร ภายในบรรจุสารชีวโมเลกุลต่างๆ 
เช่น กรดนิวคลีอิก (DNA, RNA หรือ miRNA) 
โปรตีน ลิพิด และเมตาบอไลต์ มีบทบาทสำคัญใน
การเป็นตัวกลางสำหรับการส่ือสารระหว่างเซลล์ผ่าน
การถ่ายโอนสารชีวโมเลกุลต่างๆ และปกป้องโมเล-
กุลดังกล่าวให้ไปถึงเซลล์ผู้รับ เพื่อควบคุมกระบวน- 
การทางสรีรวิทยาและพยาธิวิทยา เอ็กโซโซมจัดเป็น 
Extracellular vesicles ที่ได้รับการศึกษามากท่ีสุด 
เนื่องจากเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพที่สำคัญและเป็น
เป้าหมายในการรักษาโรคต่างๆ ได้ (Raposo and 
Stoorvogel, 2013; Mathiesen et al., 2021; 
van Niel et al., 2022; Kumar et al., 2024) 
 การศึกษาก่อนหน้าเก่ียวกับเอ็กโซโซมในพิษงู
ที่เป็นพิษต่อระบบเลือด ได้แก่ งูในสกุล Crotalus, 
Agkistrodon contortrix และ Bothrops ja-
raraca พบว่าโปรตีนจากเอ็กโซโซมของพิษงูสามา-
รถกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ผู้รับ เช่น 
ขัดขวางกลไกการห้ามเลือด (Hemostatic system) 
ทำลายการทำงานของไฟบริโนเจน (Fibrinogen) 
กระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์ (Apoptosis) ทำให้
เกิดการอักเสบ (Inflammation) และปัญหาทาง
ระบบภูมิคุ้มกัน และเม่ือเปรียบเทียบโปรตีนที่บรรจุ
ในเอ็กโซโซมที่หลั่งออกมาจากเซลล์ที่ได้รับพิษงูกับ
เซลล์ท่ีไม่ได้รับพิษงู พบว่าองค์ประกอบของโปรตีน
ภายในเอ็กโซโซมมีความแตกต่างไปจากเดิม แสดงให้
เห็นถึงผลของพิษงูต่อการเปลี่ยนแปลงในระดับเซลล์
และการส่ือสารระหว่างเซลล์ ดังนั้นบทบาทของเอ็ก-
โซโซมในพิษงูจึงถูกคาดการณ์ว่าอาจส่งผลกระทบ
อย่างรุนแรงในระยะยาวต่อผู้ท่ีได้รับพิษงู (Long-
term effect) (Souza-Imber et al., 2017; 
Carregari et al., 2018; Willard et al., 2021; 
Gonçalves-Machado et al., 2022; Nagendra 

et al., 2024) นอกจากนี้มีการศึกษา miRNA ใน 
เอ็กโซโซมของพิษงู Naja atra ท่ีเป็นพิษต่อระบบ
ประสาท พบ miRNA หลายชนิดในเอ็กโซโซม ซึ่งมี
บทบาทเก่ียวกับการอยู่รอดของเซลล์ และมีบทบาท
สร้างความเสียหายต่อกล้ามเนื้อ ตับ ไต ในหนูทด-
ลอง ดังนั้นเอ็กโซโซมในพิษงูจึงมีบทบาทสำคัญใน
การเปลี่ยนแปลงระดับเซลล์และส่งผลกระทบอย่าง
รุนแรงทั้งในระยะส้ันและระยะยาวต่อเซลล์ที่ได้รับ
พิษงู ข้อมูลที่ได้ในระดับเซลล์น้ีจะสามารถนำไปประ 
ยุกต์ต่อแนวทางการรักษาใหม่ๆ ต่อไป (Liao et al., 
2023; Kumar et al., 2024) 
 อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีการรายงานเก่ียวกับ 
เอ็กโซโซมในพิษงูเห่าไทย (Naja kaouthia) ดังนั้น
การศึกษาน้ีจึงมีวัตถุประสงค์ในการศึกษาเอ็กโซโซม
ในพิษงูเห่าไทย (Naja kaouthia) เพ่ือศึกษาขนาด
ของเอ็กโซโซมจากพิษงูเห่าไทย รวมทั้งเปรียบเทียบ 
Lysis buffer ที่ใช้ในการสกัดโปรตีนจากเอ็กโซโซม
การศึกษานี้จะทำให้ได้วิธีการที่เหมาะสมในการศึก-
ษาโปรตีนหรือโมเลกุลอื่นๆ ท่ีสำคัญในเอ็กโซโซมใน
พิษงูเห่าไทยต่อไป 
 
วิธีการศึกษา 
การสกัดเอ็กโซโซมจากพิษงูสด 
  เจือจางพิษงูเห่าไทยสดปริมาตร 6 มิลลิลิตร 
ด้วย 1X PBS pH 7.4 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
จากน้ันนำมาป่ันเหวี่ยงตกตะกอนท่ีความเร็ว 8,000 
xg เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C เก็บเฉพาะ
ของเหลวเหนือตะกอนไปผ่านการกรองด้วยเมมเบรน 
ขนาด 0.22 µm จากน้ันนำไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอน
แบบย่ิงยวดท่ีความเร็ว 20,000 xg เป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เก็บตะกอนด้านล่างเป็น
ตัวอย่างครั้งแรก (P20K) และเก็บของเหลวเหนือ
ตะกอนไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอนแบบย่ิงยวดท่ีความ- 
เร็ว 120,000 xg เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 °C 
เก็บตะกอนเป็นตัวอย่างครั้งท่ีสอง (P120K) ตะกอน
ที่ได้จากการป่ันแยกทั้งสองครั้ง (P20K และ P120K)  
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จะถูกนำมาล้างด้วย PBS แล้วป่ันตามความเร็วของแต่ละ
ตัวอย่าง จากน้ันทำให้เป็นสารแขวนลอยอีกคร้ังโดยการเติม 
1X PBS pH 7.4 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  
 
การวดัขนาดอนภุาคเอก็โซโซมทีแ่ยกไดจ้ากพษิง ู 
 นำ 80 ไมโครลิตร ของเอ็กโซโซมท่ีอยู่ใน PBS จาก
ตัวอย่างท่ีป่ันแยกท้ังสองคร้ัง (P20K และ P120K) มาทำให้
เจือจาง 10 เท่า (เติม PBS ปริมาตร 720 ไมโครลิตร) จากน้ัน
นำไปวัดขนาดอนุภาคด้วยเคร่ืองวิเคราะห์หาขนาดอนุภาค
ในระดับนาโนเมตร (Nano-particle size analyzer) 
 
การสกดัโปรตนีจากเอก็โซโซมโดยใชบ้ฟัเฟอร ์ CHAPS 
และบฟัเฟอร ์RIPA 
 สกัดโปรตีนในตัวอย่างเอ็กโซโซมจากการป่ันแยก
คร้ังท่ี 1 (P20K) และคร้ังท่ี 2 (P120K) ด้วย Lysis buffer 2 
ชนิดท่ีแตกต่างกัน เพ่ือเปรียบเทียบ Lysis buffer ท่ี
เหมาะสมสำหรับนำมาสกัดโปรตีนท่ีอยู่ในเอ็กโซโซม เร่ิมจาก
นำ 200 ไมโครลิตร ของเอ็กโซโซมท่ีอยู่ใน PBS จาก ตัวอย่าง 
P20K และ P120K ตัวอย่างละ 2 หลอดทดลอง มาป่ันตาม
ความเร็วของแต่ละตัวอย่างแล้วเก็บตะกอนด้านล่าง หลอดท่ี 
1 เติม CHAPS Lysis buffer (2 M thiourea, 7 M urea, 
4% CHAPS, 30 mM Tris-HCl pH8.5 และ 1% Protease 
inhibitor cocktail) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หลอดท่ี 2 เติม 
RIPA Lysis buffer (25mM Tris HCl pH 7.6, 150mM 
NaCl, 1% NP-40, 1% Sodium deoxycholate, 0.1% 
SDS และ 1% Protease inhibitor cocktail) ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร จากน้ันนำท้ัง 2 หลอดทดลองบ่มในน้ำแข็ง นาน 
30 นาที แล้วนำไปป่ันท่ีความเร็ว 12,000 xg เป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เก็บของเหลวเหนือตะกอนไปวัด
ความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี Bradford 
 
ผลและอภปิรายผลการศกึษา 
 เอ็กโซโซมท้ัง 2 ตัวอย่างท่ีแยกได้จากการป่ันเหว่ียง
ตกตะกอนแบบย่ิงยวดท่ีความเร็ว 20,000 xg (P20K) และ 
120,000 xg (P120K) ถูกนำมาวัดขนาดอนุภาค เพ่ือยืนยัน
ว่ามีขนาดท่ีเป็นอนุภาคเอ็กโซโซม และทดสอบการสกัดโปร-

ตีนจากเอ็กโซโซมท่ีได้ด้วย Lysis buffer 2 ชนิด เพ่ือหา
วิธีการท่ีเหมาะสมในการศึกษาโปรตีนหรือโมเลกุลอ่ืน  ๆท่ีสำ-
คัญในเอ็กโซโซมในพิษงูเห่าไทย 
 การศึกษาขนาดของอนุภาคเอ็กโซโซมท่ีอยู่ใน PBS 
เม่ือทดสอบด้วยเคร่ืองวิเคราะห์หาขนาดอนุภาคในระดับนา-
โนเมตร พบว่าตัวอย่าง P20K มีขนาดอนุภาคอยู่ระหว่าง 70 
ถึง 200 nm และตัวอย่าง P120K มีขนาดอนุภาคอยู่
ระหว่าง 50 ถึง 150 nm (ตารางท่ี 1) ซ่ึงเอ็กโซโซมท่ีพบใน
ตัวอย่าง P20K มีขนาดใหญ่กว่าขนาดของเอ็กโซโซมท่ีพบใน
ตัวอย่าง P120K อย่างไรก็ตามเอ็กโซโซมท่ีพบในตัวอย่าง 
P20K และ P120K มีขนาดของอนุภาคท่ีอยู่ในช่วงเดียวกับ
อนุภาคเอ็กโซโซมท่ีเคยมีการรายงานอยู่ท่ีขนาดระหว่าง 30 
ถึง 200 nm (Raposo and Stoorvogel, 2013) นอกจากน้ี
เม่ือเปรียบเทียบกับผลของขนาดเอ็กโซโซมในพิษงู Both-
rops jararaca ซ่ึงเป็นงูพิษต่อระบบเลือด พบว่าขนาด
อนุภาคในตัวอย่าง P20K จากพิษงู B. jararaca อยู่ท่ีขนาด
ระหว่าง 30 ถึง 1,000 nm มีขนาดของอนุภาคท่ีอยู่ในช่วง
เดียวกับอนุภาคเอ็กโซโซม และ Microvesicles ท่ีมีขนาด
ใหญ่ได้ถึง 1,000 nm แต่ในการศึกษาเอ็กโซโซมในพิษงูเห่า
ไทยน้ี ได้นำของเหลวเหนือตะกอนไปผ่านการกรองด้วยเมม- 
เบรน ขนาด 0.22 µm ก่อนท่ีจะนำไปป่ันเหว่ียงตกตะกอน
แบบ ย่ิงยวดท่ีความเร็ว 20,000 xg ทำให้ขนาดอนุภาคท่ีได้ 
มีขนาดสูงสุดอยู่ท่ีประมาณ 200 nm ในขณะท่ีตัวอย่าง 
P20K จากพิษงู B. jararaca ไม่ได้ผ่านการกรอง จึงทำให้
สามารถพบอนุภาคท่ีใหญ่กว่าในการศึกษาน้ีได้ ในขณะท่ี
ตัวอย่าง P120K ท่ีมีขนาดอนุภาคอยู่ระหว่าง 50 ถึง 150 
nm ให้ผลสอดคล้องกับขนาดอนุภาคในตัวอย่าง P100K 
จากพิษงู B. jararaca ท่ีมีขนาดอยู่ระหว่าง 30 ถึง 130 nm 
(Gon-çalves-Machado et al., 2022) นอกจากน้ีมี
การศึกษาก่อนหน้าทำการแยก Extracellular vesicle (EVs) 
จากพิษงู 4 ชนิด คือ Agkistrodon contortrix contortrix, 
Crotalus Cerberus oreganus, Crotalus atrox และ 
Crotalus viridis ด้วย Size exclusion column ร่วมกับ 
ÄKTA chromatography system จากน้ันป่ันเหว่ียง
ตกตะกอนแบบย่ิงยวดท่ีความเร็ว 100,000 xg  เป็นเวลา 2 
ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 °C  และศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิท- 
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ยาของ EVs โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) พบว่า EVs มีขนาดอยู่ระหว่าง 50 - 
500 นาโนเมตร (Carregari et al., 2018) ดังนั้น Extracellular vesicle (EVs) รวมท้ังเอ็กโซโซมที่แยกได้
จากพิษงู มีขนาดท่ีหลากหลาย ขึ้นอยู่กับชนิดของพิษงูและวิธีการแยกหรือการสกัดเอ็กโซโซม 

ตารางที่ 1 แสดงขนาดของอนุภาคจากตัวอย่างเอ็กโซโซมของพิษงูเห่าไทยที่แยกได้จากการป่ันเหวี่ยงตกตะกอนแบบย่ิงยวด 
ครั้งที่ 1 (P20K) และการป่ันครั้งที่ 2 (P120K)  

ตัวอย่าง ขนาดอนุภาค (nm) 
P20K 70 – 200 
P120K 50 – 150 

 การศึกษาเปรียบเทียบ Lysis buffer 2 ชนิดคือ CHAPS Lysis buffer และ RIPA Lysis buffer ใน
การสกัดโปรตีนจากเอ็กโซโซมของพิษงูเห่าไทย แล้วนำโปรตีนท่ีได้ไปวัดปริมาณด้วยวิธี Bradford พบว่า 
โปรตีนจากเอ็กโซโซม ในตัวอย่าง P20K และ P120K ที่สกัดโดยใช้ RIPA Lysis buffer มีปริมาณโปรตีน
เท่ากับ 1,498.22 µg/mL และ 1,613.68 µg/mL ตามลำดับ ซ่ึงมีค่ามากกว่าโปรตีนจากเอ็กโซโซมท่ีสกัด
โดยใช้ CHAPS Lysis buffer โดยตัวอย่าง P20K และ P120K มีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 434 µg/mL และ 
674 µg/mL ตามลำดับ (ตารางที่ 2) มีการศึกษาก่อนหน้าทำการเปรียบเทียบ Lysis buffer เพื่อใช้ในการ
สกัดโปรตีนจากเอ็กโซโซมท่ีหลั่งออกมาจากเซลล์มะเร็ง แล้วทำการวิเคราะห์โปรตีนที่ได้จากตัวอย่างเอ็กโซ-
โซม ด้วยวิธี Mass spectrometry พบว่า RIPA Lysis buffer สามารถใช้สกัดโปรตีนได้ดีท่ีสุด โดยระบุ
โปรตีนได้มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับ Tris-SDS, Tris-Triton, GuHCl, Urea-Thiourea และ Commer-
cial cell-lysis buffer (Subedi et al., 2019) นอกจากนี้ยังพบว่าโปรตีนท่ีสกัดได้ในตัวอย่าง P120K มี
ปริมาณมากกว่าโปรตีนในตัวอย่าง P20K เนื่องจากเอ็กโซโซมมีขนาดเล็ก ทำให้ตัวอย่าง P20K ที่มีการป่ัน
เหวี่ยงตกตะกอนแบบย่ิงยวดด้วยความเร็วที่ต่ำกว่า จะแยกเอ็กโซโซมออกมาได้น้อยกว่าในตัวอย่าง P120K 
มีการปั่นเหวี่ยงตกตะกอนแบบยิ่งยวดด้วยความเร็วที่สูงกว่า ดังน้ันจึงควรศึกษาองค์ประกอบของโปรตีนใน
ตัวอย่าง P20K และ P120K เพิ่มเติม เพื่อค้นหาโปรตีนท่ีสำคัญที่อาจส่งผลกระทบอย่างรุนแรงต่อเซลล์ที่
ได้รับพิษงูต่อไป  

ตารางที่ 2 แสดงปริมาณโปรตีนที่สกัดจากตัวอย่างเอ็กโซโซมของพิษงูเห่าไทยที่แยกได้จากการป่ันเหว่ียงตกตะกอนแบบย่ิงยวด
ครั้งที่ 1 (P20K) และการป่ันแยกครั้งที่ 2 (P120K) โดยใช้ CHAPS Lysis buffer และ RIPA Lysis buffer 

ตัวอย่าง 
ปริมาณโปรตีน (µg/mL) 

CHAPS Lysis buffer RIPA Lysis buffer 

P20K 434 1,498.22 

P120K 674 1613.68 



 

สรปุผลการศกึษา  
 ในการศึกษาเอ็กโซโซมในพิษงูเห่าไทย (Naja kaou 
thia) น้ี ได้ทำการแยกเอ็กโซโซมจากพิษงูเห่าไทยด้วยวิธีการ
ป่ันเหว่ียงตกตะกอนแบบย่ิงยวดท่ีความเร็ว 20,000 xg 
(ตัวอย่าง P20K) และ 120,000 xg (ตัวอย่าง P120K) แล้ว
ตรวจสอบขนาดของเอ็กโซโซมด้วยเคร่ืองวิเคราะห์หาขนาด
อนุภาคในระดับนาโนเมตร พบว่าตัวอย่าง P20K และ 
P120K มีขนาดเอ็กโซโซมอยู่ท่ีช่วงประมาณ 70 ถึง 200 nm 
และ 50 ถึง 150 nm ตามลำดับ นอกจากน้ีเม่ือวัดปริมาณ
โปรตีนท่ีสกัดจากเอ็กโซโซมท้ัง 2 ตัวอย่าง (P20K และ 
P120K) พบว่า RIPA Lysis buffer สามารถสกัดโปรตีนได้
ปริมาณท่ีมากกว่า CHAPS Lysis buffer ผลการศึกษาน้ี
ยืนยันว่า การป่ันเหว่ียงตกตะกอนแบบย่ิงยวดร่วมกับการใช้ 
RIPA Lysis buffer เป็นวิธีท่ีเหมาะสมและมีประสิทธิภาพ
สำหรับการเตรียมตัวอย่างเอ็กโซโซม เพ่ือการศึกษาโปรตีน
และโมเลกุลสำคัญอ่ืน  ๆในเอ็กโซโซมจากพิษงูเห่าไทย 
 

เอกสารอา้งองิ 
Carregari, V. C., Rosa-Fernandes, L., Baldasso, P., Byd-
 lowski, S. P., Marangoni, S., Larsen, M. R., 
 Palmisano, G. 2018. Snake venom extracel-
 lular vesicles (SVEVs) reveal wide molecular 
 and functional proteome diversity. Sci Rep. 8
 (1), 12067. Doi: 10.1038/s41598-018-30578-4 
Gonçalves-Machado, L., Verçoza, B. R. F., Nogueira, F. 
 C. S., Melani, R. D., Domont, G. B., Rodrigues, 
 S. P., Rodrigues, J. C. F., Zingali, R. B. 2022.  Extracel-
 lular vesicles from Bothrops jararaca venom are 
 diverse in structure and protein composition and  
 Interact with mammalian cells. Toxins 14(11), 806. 
 Doi: 10.3390/toxins 1411  0806 
Kumar, M. A., Baba, S. K., Sadida, H. Q., Marzooqi, S. 
 A., Jerobin, J., Altemani, F. H., Algehainy, N., 
 Alanazi, M. A., Abou-Samra, A., Kumar, R., Al-
 Shabeeb Akil, A. S., Macha, M. A., Mir, R., Bhat, 
 A. A. 2024. Extracellular vesicles as tools and 
 targets in therapy for diseases. Sig Transduct 
 Target Ther. 9, 27. Doi: 10.1038/s41392-024-
 01735-1 
Liao, T., Gan, M., Qiu, Y., Lei, Y., Chen, Q., Wang, X.,  Yang, Y., 

 Chen, Y., Zhao, Y., Niu, L., Wang, Y., Zhang, S., Zhu, 
 L., Shen, L. 2023. miRNAs derived from cobra ve- 
 nom exosomes contribute to the cobra enve- 
 nomation. J. Nanobiotechnology 21, 356. Doi: 
 10.1186/s12951- 023-02131-7 
Mathiesen, A., Hamilton, T., Carter, N., Brown, M.,  McPheat, 
 W., Dobrian, A. 2021. Endothelial extracellular 
 vesicles: From keepers of health to messengers 
 of disease. Int J Mol Sci. 22(9), 4640. Doi: 10.3390/
 ijms22094640 
Nagendra, K., Bakkannavar, S. M., Bhat, V. R., Sirur, F. 
 M. 2024. A review on snake venom extracel-
 lular vesicles: Past to present. Toxicon 244, 
 107772. Doi: 10.1016/j.toxicon.2024.107772 
Raposo, G., Stoorvogel, W. 2013. Extracellular vesicles: 
 Exosomes, microvesicles, and friends. J. Cell Biol. 
 200, 373–383. Doi: 10.1083/jcb. 201211138 
Souza-Imberg, A., Carneiro, S. M., Giannotti, K. C.,  Sant'An-
 na, S. S., Yamanouye, N. 2017. Origin and charac-
 terization of small membranous vesicles present 
 in the venom of Crotalus durissus terrificus. Toxi-
 con 136, 27–33. Doi:10.1016/j.toxicon.2017.06.013 
Subedi, P., Schneider, M., Philipp, J., Azimzadeh, O., Metz
 ger, F., Moertl, S., Atkinson, M. J., Tapio, S. 2019. 
 Comparison of methods to isolate proteins from 
 extracellular vesicles for mass spectrometry-
 based proteomic analyses. Anal Biochem. 584, 
 113390. Doi: 10.1016/j.ab.2019.113390. 
van Niel, G., Carter, D. R. F., Clayton, A., Lambert, D. W., 
 Raposo, G., Vader, P. 2022. Challenges and direc-
 tions in studying cell-cell communication by ex-
 tracellular vesicles. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 23, 
 369–382. Doi: 10.1038/s41580-022-00460-3 
Willard, N. K., Salazar, E., Oyervides, F. A., Wiebe, C. S., 
 Ocheltree, J. S., Cortez, M., Perez, R. P., Markowitz, 
 H., Iliuk, A., Sanchez, E. E., Suntravat, M., Galan, J. 
 A. 2021. Proteomic identification and quantifica-
 tion of snake venom biomarkers in venom and 
 plasma extracellular vesicles. Toxins 13(9), 654. 
 Doi: 10.3390/toxins13090654 
 
 

QSMI Bulletin 24 (2): 31 - 35 (2025) ISSN 1685 – 6341                                            35  



 

สารเสาวภา 
 (QUEEN SAOVABHA MEMORIAL INSTITUTE BULLETIN; QSMI Bulletin) 

ค าชีแ้จงการสง่บทความ 

สารเสาวภา 24 ฉบับที่ 2 :  (2568)                                                                     36 

1. ประเภทของบทความ มีรายละเอียดดังนี้ 

บทความวิชาการ 
(Academic Article) 

เป็นบทความทางวิชาการเชิงวิทยาศาสตร์ ที่มีเนื้อหาที่เป็นประโยชน์และสร้างสรรค์ ความยาวไม่น้อยกว่า 5 
หน้าและไม่เกิน 10 หน้า 

2. การเตรียมต้นฉบับ มีรายละเอียดดังนี้ 

ภาษา เป็นภาษาไทย พิมพ์ด้วย Word for windows XP โดยเว้นระยะห่างระหว่างบรรทัด 1.5 เท่า รูปแบบ
ตัวอักษร TH SarabunPSK ขนาด 16 มีเลขหน้ากำกับทางมุมขวาบนและใส่หมายเลขบรรทัดกำกับไว้ด้วย 
คำย่อให้ใช้เฉพาะที่เป็นสากลเท่าน้ันและต้องบอกคำเต็มไว้ครั้งแรกก่อน ในส่วนของบทคัดย่อจะต้องมีท้ัง
ภาษาไทยและภาษาอังกฤษ 

ตาราง แผนภูมิ 
ภาพประกอบ 

ต้นฉบับที่มีตาราง แผนภูมิ และภาพประกอบ ให้ใส่หลังจากมีการกล่าวถึงในเนื้อหา โดยวางไว้กึ่งกลาง
หน้ากระดาษ มีความละเอียด 300 dpi และบันทึกภาพโดยใช้นามสกุล .jpg หรือ .tif เพื่อความชัดเจนในการ
จัดพิมพ์ สำหรับคำอธิบายตาราง แผนภูมิ และภาพประกอบ ให้พิมพ์ใต้ภาพหรือเหนือตาราง 

3. ส่วนประกอบของ
บทความ 

ประกอบด้วย 

ชื่อเรื่อง ควรต้ังให้สั้น กระชับ แต่ได้ใจความ ครอบคลุมหรือเกี่ยวข้องกับบทความ ท้ังภาษาไทยและภาษาอังกฤษ 

ชื่อผู้เขียน เขียนตัวเต็มท้ังชื่อตัวและนามสกุลท้ังภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ไม่ต้องระบุปริญญาหรือตำแหน่งทาง
วิชาการ ในกรณท่ีมีผู้แต่งหลายคน ให้ระบุชื่อผู้รับผิดชอบบทความและที่อยู่ที่ติดต่อได้ 

ชื่อหน่วยงาน ระบุชื่อหน่วยงานและสถาบันของผู้ร่วมงานทุกคนท่ีสามารถติดต่อได้ ทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ 

บทคัดย่อ ย่อเฉพาะเนื้อหาสำคัญเท่านั้น ความยาวไม่ควรเกิน 120 คำหรือ 12 บรรทัด ให้มีบทคัดย่อเป็นภาษาไทยและ
ภาษาอังกฤษ 

ค าส าคัญ ไม่ควรเกิน 5 คำ ทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ 

เนื้อหา อาจแบ่งเป็นหัวข้อเพื่อให้ง่ายต่อการอ่าน เช่น บทนำ เนื้อเรื่อง อาจมีขั้นตอนการทำหรือวิธีการคร่าวๆ 
บทสรุป วิเคราะห์และวิจารณ์ เอกสารอ้างอิง 

4. การอ้างอิง การอ้างอิงในเน้ือหา  
1. ใช้การอ้างอิงแบบ นาม-ปี ไว้ในวงเล็บท้ายประโยคที่ต้องการอ้างอิง โดยภาษาไทยระบุ ชื่อ-นามสกุลผู้แต่ง
ตามด้วยปีที่พิมพ์ ภาษาอังกฤษระบุเฉพาะชื่อสกุลของผู้แต่ง ตามด้วยปีที่พิมพ์ แต่ถ้าชื่อผู้แต่งที่อ้างถึงเป็น
ส่วนหนึ่งของเนื้อหาที่จะเขียนต่อไป ให้วงเล็บเฉพาะปีที่พิมพ์ 
2. การอ้างอิงบทความที่มีผู้แต่งมากกว่า 1 คน ภาษาไทยให้อ้างชื่อ-นามสกุล ภาษาอังกฤษให้อ้างเฉพาะชื่อ
สกุล 
2.1 ผู้แต่ง 2 คน ให้ใช้ชื่อ-นามสกุล/ชื่อสกุลของผู้แต่งทั้ง 2 คน ภาษาไทยใช้ชื่อ-นามสกุลจริงเชื่อมด้วย 
“และ” ภาษาอังกฤษใช้ชื่อสกุลเชื่อมด้วย “and” 
2.2 ผู้แต่ง 2 คนขึ้นไป ให้ใช้ชื่อ-นามสกุล ภาษาอังกฤษระบุเฉพาะชื่อสกุลของผู้แต่งคนแรก ตามด้วย “และ
คณะ” (ภาษาอังกฤษตามด้วยคำว่า “et al.”) แล้วตามด้วยปีที่พิมพ์ ในทุกครั้งของการอ้างอิง 
2.3 กรณีอ้างอิงผลงานมากกว่า 1 ช้ิน ให้ใช้เคร่ืองหมาย “;” คั่นระหว่างบทความแต่ละเรื่อง และเรียงลำดับ
อ้างอิงตามปี โดยเรียงจากปีเก่ามาปีที่ใหม่สุด ตามลำดับ 
การอ้างอิงท้ายบทความ 
1. การเรียงลำดับเอกสารอ้างอิง ให้เรียงเอกสารภาษาไทยขึ้นก่อน ตามด้วยเอกสารภาษาอังกฤษ โดย
เรียงลำดับตามอักษรพยัญชนะ 
2. ถ้ามาจากเอกสารภาษาไทย ให้ใช้ชื่อ-นามสกุลเป็นภาษาไทย ถ้ามาจากเอกสารภาษาอังกฤษ ให้ใช้ชื่อ
ผู้เขียนเป็นภาษาอังกฤษ ให้เขียนชื่อสกุลตัวเต็มนำหน้า ตามด้วยอักษรย่อชื่อต้นและชื่อกลาง 
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5. เอกสารอ้างอิง วารสาร 
ชื่อผู้เขียน.  ปีที่พิมพ์. ชื่อบทความ. ชื่อย่อวารสาร ฉบับที่ (เลขที่), หน้าแรก-หน้าสุดท้าย. 
หนังสือ/ต ารา 
ชื่อผู้เขียน. ปีที่พิมพ์. ชื่อหนังสือ. พิมพ์ครั้งที่ (ถ้ามี). สำนักพิมพ์, ชื่อเมือง. หน้าแรก-หน้าสุดท้าย. 
บทหนึ่งในหนังสือ/ต ารา    
ชื่อผู้เขียน. ปีที่พิมพ์. ชื่อเรื่อง. ใน: ชื่อบรรณาธิการ. ชื่อหนังสือ. พิมพ์ครั้งที่ (ถ้ามี). สำนักพิมพ์, ชื่อ
เมือง. หน้าแรก-หน้าสุดท้าย. 
  
สื่ออิเล็กทรอนิกส ์
ชื่อผู้เขียน. ปีที่เผยแพร่สารนิเทศบนอินเทอร์เน็ต (ถ้ามี). ชื่อเรื่อง/ชื่อบทความ. สืบค้น วัน เดือน ปี, 
จาก http://www ………… 
เอกสารประกอบการสัมมนา/ประชุมวิชาการ 
ชื่อผู้เขียน. ปีที่พิมพ์. ชื่อเรื่อง/ชื่อบทความ. ใน: ชื่อการสัมมนา/ประชุมวิชาการ ครั้งที่(ถ้ามี) 
ประจำปี. หน่วยงานที่รับผิดชอบ. วันที่จัดการสัมมนา/ประชุม. หน้าแรก-หน้าสุดท้าย. 
เอกสารแบบไม่มีชื่อผู้เขียน 
ชื่อเรื่อง/ชื่อบทความ/ชื่อหนังสือ. ปีที่พิมพ์. ฉบับที่ (เลขที่), หน้าแรก-หน้าสุดท้าย. 

6. การรับเร่ืองพิมพ์ ส่งต้นฉบับในรูปของไฟล์ มาที ่
E-mail: sunutcha.s@redcross.or.th หรือ sunutcha@yahoo.com 

7. สถานที่ติดต่อ สุนุชชา สุนทรารชุน 
บรรณาธิการ สารเสาวภา 
ฝ่ายวิจัยและพัฒนา  สถานเสาวภา  สภากาชาดไทย 
1871 ถ. พระราม 4 ปทุมวัน 
กรุงเทพฯ 10330 
โทร. (02) 252-0161-4 ต่อ 82534 
E-mail: sunutcha.s@redcross.or.th หรือ sunutcha@yahoo.com 
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