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1 

บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ที่มาและความสําคัญของปญหา 

  ไวรัสเด็งกี่เปนตนเหตุของโรคไขเลือดออก โดยมียุงลาย ( Aedes aegypti) เปนพาหะ โรค

ไขเลือดออกไดกลายเปนปญหาสาธารณสุขระดับโลก เนื่องจากโรคไดแพรกระจายอยางกวางขวาง

และมีจํานวนผูปวยเพิ่มขึ้นอยางมากในชวง  30 ปที่ผานมา จนกลายเปนโรคประจําถิ่นในประเทศ

ตางๆ มากกวา  100 ประเทศ  โดยเฉพาะประเทศในเขตรอนและเขตอบอุน องคการอนามัยโลก  

(WHO) ประมาณการวาประชากรโลกมากกวารอยละ  40 (2,500 ลานคน) เสี่ยงตอการติดเชื้อ

ไวรัสเด็งกี่  [1] 

 โรคไขเลือดออกจําแนกตามกลุมอาการได  3 กลุม คือ ไขเด็งกี่ ( Dengue fever: DF), 

ไขเลอืดออก (Dengue haemorrhagic fever: DHF) และไขเลอืดออกชอ็ก  (Dengue shock syndrome: 

DSS) ลกัษณะสาํคญัของโรคไขเลอืดออก ( DHF) คือ มีไขสูงเฉียบพลัน ไขสูงลอยอยู 2  - 7 วัน มี

อาการเลือดออกสวนใหญจะพบที่ผิวหนัง ตับโต ในรายที่มีอาการรุนแรง อาจมีภาวะช็อก ( DSS) 

เปนเหตุใหเสียชีวิตได  แตกตางจากไขเด็งกี่ (DF)  ซึ่งมีอาการไมรุนแรง โดยทั่วไปไมทําใหเสียชีวิต

[2] ปจจุบันการวินิจฉัยโรคไมสามารถจําแนกไดวาเปนไขเด็งกี่หรือไขเลือดออกไดภายในระยะแรก

ของการติดโรค การทดสอบมักจะเชื่อถือไดในผูปวยที่มีไขแลวหลายวันซึ่งสวนใหญจะมีอาการของ

โรคชดัเจนแลว [3]  ดังนั้น การวินิจฉัยโรคจากความแตกตางทางพันธุกรรมจึงเปนทางเลือกที่อาจ

ชวยใหสามารถวินิจฉัยโรคไดเร็วและแมนยํายิ่งขึ้น  ซึ่งจะชวยลดความเสี่ยงที่จะเสียชีวิต และ

ประหยัดทรัพยากรในการรักษาพยาบาล 

 สนิปส หรือ SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) เปนความแตกตางทางพันธุกรรมที่

เกิดจากเบสบนสาย ลําดับนิวคลีโอไทด ณ ตําแหนงหน่ึงๆ แตกตางกัน เปนรูปแบบความแตกตาง

ทางพันธุกรรมพื้นฐานที่พบบอยที่สุด [4] ใชเปนเคร่ืองหมายทางพันธุกรรม ( genetic marker) เพื่อ

การวินิจฉัยโรค ทํานายความเสี่ยงตอการเกิดโรค ใชในการพัฒนายาและวิธีการรักษาโรคที่

เหมาะสมสําหรับแตละบุคคล[5] โดยจะมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้นเมื่อศึกษาสายลําดับของสนิปส

ตําแหนงตางๆ บนดีเอ็นเอ ซึ่งเรียกวา แฮปโพลไทป (haplotype) แทนทีจ่ะดูจากสนิปสที่ตําแหนงใด

ตําแหนงหน่ึงเพยีงตําแหนงเดียว [6] 

 จากความสําคัญของสนิปสและแฮปโพลไทปดังกลาว จึงมีงานวิจัยจํานวนมากที่เสนอ

ขั้นตอนวิธีสําหรับประกอบแฮปโพลไทป  เชนในงาน [5, 6, 7, 8, 9, 10, 11] งานวิจัยเหลาน้ีศึกษา

เฉพาะแฮปโพลไทปของมนุษยและสิ่งมีชีวิตที่มีโครโมโซม 2 ชุด (diploid organism) เทาน้ัน  



2 

สําหรับสิ่งมีชีวิตที่มีโครโมโซมชุดเดียว (haploid organism) เชน ไวรัสเด็งกี่ ขอมูลประชากรของ

ไวรัส คือ ชุดของสายแฮปโพลไทป และความถี่แฮปโพลไทป ( haplotype frequency) แตละเสน มี

ผลตอการเกิดโรค ดังนั้นเราจึงตองการประกอบสายแฮปโพลไทป และประมาณคาความถี่           

แฮปโพลไทป เพื่อใชเปนเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมและเพื่อศึกษากลไกการเกิดโรค 

อยางไรก็ตาม ไวรัสเด็งกี่เปนอารเอ็นเอไวรัส (RNA virus) มีการถายแบบ (replication) ดวย

อารเอ็นเอพอลเิมอเรส (RNA polymerase) ซึ่งมีขอผิดพลาดสูง ทําใหมีการกลายพันธุสูง มีความ

หลากหลายสูง เชื้อไวรัสเด็งกี่น้ีสามารถแยกออกเปน 4 ซโีรไทป  (serotype) ไดแก ซีโรไทป 1 – 4 

แตละซีโรไทป ก็แยกยอยออกไปไดอีก สาเหตุหลักที่ทําใหเชื้อไวรัสเด็งกี่มีความหลากหลายสูงเกิด

จากการเปลี่ยนชนิดของเบส โดยไวรัสเด็งกี่ที่อยูในซีโรไทปเดียวกันจะมี สายลําดับนิวคลีโอไทดที่

คลายคลึงกันมากกวาไวรัสเด็งกี่ที่อยูตางซีโรไทปกันแตก็ไมเหมือนกันทั้งหมด กลาวไดวา ไวรัส  

เด็งกี่มีลักษณะกึ่งสปชีส (quasispecies) [12] ดังน้ันในผูปวยแตละคนจึงมีประชากรของอารเอ็นเอ

ไวรัสที่มียีนแตกตางกันแตคลายกันมาก ซึ่งการศึกษาความหลากหลายของสายลําดับนิวคลีโอไทด

ของสิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะกึ่งสปชีส  ไมสามารถทําไดดวยเทคโนโลยีอานลําดับเบส  (sequencing 

technology) ที่มีในอดีต แตสามารถทําไดดวยเทคโนโลยี พิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง  

(picotiter plate pyrosequencing) ซึ่งอานสายลําดับ นิวคลโีอไทด จํานวนมากพรอมๆ กันแบบขนาน 

[13] จึงสามารถอานสายลําดับนิวคลโีอไทดไดจํานวนมากภายในเวลาอันสัน้ 

 เทคโนโลยีอานลําดับ เบสแบบขนานจํานวนมาก (massively parallel sequencing) น้ี มี

หลกัการพืน้ฐานเชนเดียวกบัเทคโนโลยี อานสายลําดับเบสแบบชอตกัน  (shotgun sequencing) ซึ่ง

เปนวิธีที่เปนที่นิยมที่สุดในปจจุบัน แตมีขอแตกตางบางประการที่สําคัญ คือ สายลําดับ นิวคลโีอ

ไทดที่อานไดมีความยาวสั้น กวาเดิมมาก แตสามารถอานสายลําดับ นิวคลโีอไทด ไดจํานวนมากตอ

การอานหน่ึงคร้ัง สําหรับเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX อานสายลําดับนิวคลโีอไทดไดมาก

ถึง 400,000 เสนตอการอานหน่ึงคร้ัง  โดยมีความยาวเฉลี่ย 200 -300 คูเบส (bp) ซึ่งสั้นกวาเดิมที่มี

ความยาว 500-1000 คูเบส [14] 

 จากการที่ไวรัสเด็งกี่มีรูปแบบกึ่งสปชีส  ไมไดเปนสิ่งมีชีวิตที่มีโครโมโซมสองคู  (diploid 

organism) และเทคโนโลยอีานลาํดับ เบสที่ใชซึ่งแตกตางจากเทคโนโลยีเดิมที่นิยมใชกันทั่วไป ทํา

ใหตองพัฒนาวิธีการประกอบชุดของแฮปโพลไทปขึ้นใหม เพื่อ ใหเหมาะสมกับลักษณะของ

ไวรัสเด็งกี่และรูปแบบขอมูลที่ไดจากเทคโนโลยีใหมน้ี 

1.2 วัตถุประสงค 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อนําเสนอวิธีการประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่

แฮปโพลไทปของประชากรไวรัสเด็งกี่ จากขอมูลสายลําดับ นิวคลโีอไทด ที่ไดจากเทคโนโลยีอาน
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ลําดับเบสแบบขนานจํานวนมาก โดยมุงเนนที่ขอมูลจากเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX เปน

หลกั 

1.3 ขอบเขตการวิจัย 

1. ขอมูลขาเขา  (input data) สําหรับวิธีการที่นําเสนออยูในรูปแบบเดียวกับขอมูลที่ไดจาก

เคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX คอื มีความยาวเฉลี่ย 250 คูเบส และเปนเสนเด่ียว (ไม

มีขอมูลของเสนคอมพลีเมนต) 

2. ขอมูลขาเขา (input data)  คือขอมูลสายลําดับนิวคลีโอไทดที่อานไดจากเทคโนโลยีอาน

ลําดับเบสแบบขนานจํานวนมาก ที่ผานการจัดการความผิดพลาด (Error) แลว 

3. สายลําดับที่อานไดน้ี มีจีโนมอางอิง และสามารถจัดเรียง (align) สายลําดับเหลาน้ีบนจีโนม

อางอิงไดถูกตําแหนง 

4. วิธีการที่นําเสนอมุงเนนสําหรับไวรัสเด็งกี่ ซึ่งมีรูปแบบ กึ่งสปชีส  ความยาวของจีโนมทั้ง

เสนไมมากนัก ประมาณ 11,000 คูเบส (11 Kbp) และไมมีสวนที่ซ้ํากัน  (repeat) อันเปน

ปญหาหลักในการประกอบจีโนมของมนุษย 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

สามารถนําชุดของสาย แฮปโพลไทป ที่ไดไปหาเคร่ืองหมายทางพันธุกรรม (genomic 

marker) เพื่อใชในการวินิจฉัยโรคไขเลือดออกได  หรือชวยใหสามารถอธิบายการเกิดโรคและการ

ระบาดของโรคไดดียิ่งขึ้น และสามารถประยุกตขั้นตอนวิธีการประกอบชุดของสาย แฮปโพลไทป น้ี

กับจีโนมของสิ่งมีชีวิตอ่ืนที่มีรูปแบบกึ่งสปชีสได 

1.5 ข้ันตอนดําเนินงานวิจัย 

1. ศึกษาขอมูลพื้นฐานทางชีววิทยาที่เกี่ยวของ เชน ดีเอ็นเอ, อารเอ็นเอ , สนิปส, ความ

หลากหลายทางพันธุกรรม, แฮปโพลไทป , เทคโนโลยีการอานสายลําดับนิวคลีโอไทด , ไวรัสเด็งกี่  

เปนตน 

 2.  ศึกษารายละเอียดของเทคโนโลยี พิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง  (picotiter plate 

pyrosequencing) โดยเฉพาะรูปแบบของขอมูลที่ได ซึ่งจะเปนขอมูลเขา (input) สําหรับงานวิจัยน้ี 

 3. ทดสอบความเปนไปได ในการใช เทคโนโลยี พิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง ศึกษา

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสเด็งกี่ 

4. ศึกษาวิธีการประกอบแฮปโพลไทปที่ใชในปจจุบัน 
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 5. ออกแบบขั้นตอนวิธีในการประกอบชุดของแฮปโพลไทปสําหรับไวรัสเด็งกี่ 

 6. ทดสอบวิธีการที่นําเสนอโดยใชฐานขอมูลจีโนมเชื้อไวรัสเด็งกี่ ในการจําลองขอมูลใหมี

ลักษณะเชนเดียวกับขอมูลที่จะไดจากเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX 

 7. เปรียบเทียบวิธีที่นําเสนอกับวิธีที่เสนอในงานวิจัยเร่ืองการประมาณประชากรไวรัสโดย

ใชไพโรซีเควนซิง (Viral population estimation using pyrosequencing) 

 8. วิเคราะหผลการทดลอง 

 9. สรุปผลและเรียบเรียงวิทยานิพนธ 

1.6 ผลงานที่ตีพิมพจากวิทยานิพนธ 

 สวนหนึ่งของวิทยานิพนธน้ีไดรับการตอบรับใหตีพิมพเปนบทความทางวิชาการในหัวขอ

เร่ือง “การจําลองแบบการประกอบสายลําดับหลักของสนิปสใน ไวรัสเด็งกี่ดวยเทคโนโลยีการอาน

ลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมาก : Major SNPs Sequence Assembling Simulation of 

Dengue Virus Genome from Massively Parallel Sequencing Technique” โดย พุธิตา สุมานนท, 

ศ.ดร. ประภาส  จงสถิตยวัฒนา  และ ดร.ประพัฒน  สุริยผล  ในงานประชุมวิชาการ  “วิทยาการ

คอมพิวเตอรและวิศวกรรมคอมพิวเตอรแหงชาติ  คร้ังที่ 12” (The 12th National Computer Science 

and Engineering Conference: NCSEC2008) ณ โรงแรมลองบีชการเดนโฮเทลแอนดสปา  จังหวัด

พัทยา ระหวางวันที่ 20-21 พฤศจิกายน 2551 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 ทฤษฎีที่เก่ียวของ 

2.1.1 เทคโนโลยีการอานสายลําดับ (Sequencing technique) 

 ระเบียบวิธีที่มีประสิทธิภาพในการอานสายลําดับนิวคลีโอไทดถูกเสนอคร้ังเรกในป ค.ศ. 

1977 โดยม ี2 วิธีที่ถูกตีพิมพในเวลาใกลเคียงกัน คือ  

1. ระเบียบวิธีสิ้นสุดสาย (chain termination method) เสนอโดย Sanger และคณะ ในวิธีน้ี

สายลําดับ นิวคลโีอไทด ของดีเอ็นเอเสนเด่ียวจะถกูอานโดยการสงัเคราะหสาย             

นิวคลีโอไทดที่เขาคูกัน  (complementary polynucleotide chain)  ซึ่งการสังเคราะหสาย

ลําดับเหลาน้ีจะสิ้นสุด ณ ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่เฉพาะเจาะจง 

2. ระเบียบวิธีลดความซับซอนทางเคมี (chemical degradation method) เสนอโดย 

Maxam และ Gilbert  ในวิธีน้ี สายลําดับ นิวคลโีอไทดของดีเอ็นเอเสนคูจะถูกอานดวย

ปฏิบัติการทางเคมีซึ่งตัดโมเลกุลดีเอ็นเอ ณ ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่เฉพาะเจาะจง 

 ทั้ง 2 วิธีน้ีเปนที่นิยมใกลเคียงกันในระยะแรก แตในปจจุบันนิยมใชระเบียบวิธีสิ้นสุดสาย

มากกวา เน่ืองจากระเบียบวิธีลดความซับซอนทางเคมีตองใชสารที่เปนพิษและอันตรายตอผูวิจัย 

และเหตุผล ที่สําคัญคือสามารถปรับปรุงระเบียบวิธีสิ้นสุดสายใหเปนระบบอัตโนมัติไดงายกวา

ดังน้ันในที่น้ีจะกลาวถึงเฉพาะวิธีการอานสายลําดับดีเอ็นเอดวยวิธีสิ้นสุดสายเทาน้ัน 

 2.1.1.1 การอานสายลําดับดีเอ็นเอดวยวิธีสิ้นสุดสาย (chain termination DNA 

sequencing)  [15] 

 การอานสายลําดับดีเอ็นเอดวยวิธีสิ้นสุดสายอาศัยหลักการพื้นฐานคือ สายดีเอ็นเอที่มีความ

ยาวแตกตางกันจะถูกแยกออกจากกันได ดวยการเคลื่อนที่ในเจลพอลิอะไครลาไมด 

(polyacrylamide) ภายใตอิทธิพลของสนามไฟฟา ซึ่งจะทําใหสามารถอานสายลําดับนิวคลีโอไทด

ซึ่งมีความยาวระหวาง 10 – 1000 คูเบส ไดจากชุดของแถบในเจล ดังรูปที่ 2.1 

 ขั้นตอนแรกคือการเตรียมไพรเมอร (primer) หรือ สายลําดับเสนเด่ียวทอนสั้นๆ ที่เปนคู

เบส (complementary) ของสายดีเอ็นเอทีต่องการอาน  นําไพรเมอรน้ีไปประกบคูกับสายที่ตองการ

อาน ดังรูปที่ 2.2(A) จากน้ันเติมเอนไซมดเีอ็นเอพอลเิมอเรส (DNA polymerase) ซึ่งเปนเอนไซมที่

ทําใหเกิดการตอสายลําดับดวยนิวคลีโอไทดที่เปนคูเบสกับสายตนแบบ เติมดีออกซีไรโบนิวคลีโอ

ไทดไตรฟอสเฟตทั้ง 4 ชนิด คือ dATP, dCTP, dGTP และ dTTP และไดดีออกซไีรโบนิวคลโีอไทด 
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ไตรฟอสเฟต 1 ชนิด เชน ddATP จํานวนเล็กนอย ซึ่งไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต 

(ddNTPs) น้ี มีโครงสรางแตกตางจากดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (dNTPs) โดยหมู  

ไฮดรอกซลิ (hydroxyl) ที่ปลายดาน 3′ ถูกแทนที่ ดังรูปที่ 2.2(B) ซึ่งหมูไฮดรอกซิลน้ีจําเปนสําหรับ

การตอสายกับนิวคลีโอไทดถัดไป ดังน้ันสายที่ถูกตอดวยไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตร

ฟอสเฟต (ddNTPs) การสังเคราะหนิวคลีโอไทดจะสิ้นสุดลง ดังรูปที่ 2.2(C) เน่ืองจากในแตละ

หลอดทดลองมีสายตนแบบที่ตองการอานจํานวนมาก ดังนั้นแตละสายจะถูกหยุดที่ตําแหนงตางๆ 

กัน ทําเชนน้ีกับไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟตทุกชนิดที่เหลือทีละชนิดจนครบ จากน้ัน

นําแตละหลอดทดลองไปใสในเจลโดยแยกชองทาง (lane) กันรวมทั้งสิ้น 4 ชองทาง หลังจากให

สนามไฟฟาซึ่งทําใหเกิดการเคลื่อนที่ของสายลําดับแลว จะสามารถอานสายลําดับดีเอ็นเอได

โดยตรงจากแถบที่ปรากฏบนเจลดังรูปที่ 2.2(D) 

 วิธีมาตรฐานของการอานลําดับดวยวิธีสิ้นสุดสายน้ีใชกัมมันตภาพรังสีในการทําปาย  

(label) และมองเห็นแถบบนเจลไดดวยเคร่ืองอานกัมมันตภาพรังสี (autoradiography) ซึ่งเรา

สามารถแทนที่ปายกัมมันตภาพนี้ไดดวยปายเรืองแสง (fluorolabel) ซึ่งชวยการตรวจจับเอ้ืออํานวย

ตอการทําใหเปนอัตโนมัติมากกวา ปายเรืองแสงน้ีจะติดกับไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตร

ฟอสเฟต (ddNTPs) โดยใชปายเรืองแสงที่แตกตางกันสําหรับนิวคลีโอไทดแตละชนิด ดังรูปที่ 

2.3(A) การทําเชนนี้จะทําใหสามารถสังเคราะหสายลําดับไดในหลอดทดลองเดียวกันและอานได

ดวยเจลเพยีง 1 ชองทาง (lane) เนื่องจากเคร่ืองตรวจจับเห็นความแตกตางระหวางปายของแตละ      

นิวคลีโอไทด สามารถบอกไดวาแตละแถบแสดงถึงนิวคลีโอไทดใด เราสามารถอานผลจากเคร่ือง

โดยตรง พิมพออกมาในรูปของกราฟ ดังรูปที่ 2.3(B) หรือใหเก็บผลไวในคอมพิวเตอรโดยตรงก็ได   

เมื่อนําวิธีน้ีไปรวมกับอุปกรณหุนยนตซึ่งทําหนาที่เตรียมสารต้ังตนและบรรจุเจลแลว ระบบการ

อานดวยปายเรืองแสงน้ีใหจํานวนผลลัพธเพิ่มขึ้น และลดความผิดพลาดซึ่งอาจเกิดขึ้นจากการอาน

ดวยตาแลวเกบ็คาลงในคอมพวิเตอรดวยการปอนขอมูลผานทางแปนพิมพ  ระบบอัตโนมัติน้ีชวยให

การอานสายลําดับของทั้งจีโนมสามารถทําไดในเวลาที่เหมาะสม 

รูปที่ 2.1 แถบที่เกิดจากการเคลื่อนที่ของสายดีเอ็นเอที่มีความยาวแตกตางกันใน

เจลพอลอิะไครลาไมด (polyacrylamide) ภายใตอิทธิพลของสนามไฟฟา [15] 
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รูปที่ 2.2  ขั้นตอนการอานสายลําดับดีเอ็นเอดวยวิธีสิ้นสุดสาย A) เตรียมไพรเมอร (primer) และ

จับคูกับสายตนแบบ B) ในไดดีออกซลิ (ddNTPs) หมูไฮดรอกซิล (-OH) ที่ตําแหนง 3′ ใน 

dNTPs ถูกแทนที่ ทําใหไมสามารถสรางสายลําดับตอได C) การสังเคราะหสายลําดับจะหยุด ณ 

ตําแหนงที่ตอกับ ddATP ทําใหสายลําดับที่สังเคราะหไดมีความยาวที่แตกตางกันออกไป D) นํา

สายลําดับไปใสในเจลภายใตสนามไฟฟา ทําใหเกิดแถบที่ความยาวตางๆ กัน ซึ่งทําใหสามารถ

อานสายลาํดับดีเอ็นเอไดจากแถบเหลาน้ีโดยตรง [15] 
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 ถึงแมวาการอานสายลําดับดวยวิธีสิ้นสุดสายจะถูกพัฒนาเปนระบบอัตโนมัติ แตยังมี

ขอจํากัดที่สามารถอานไดจํานวนไมมาก ไมถึง 1000 คูเบส ตอการทดลอง 1 คร้ัง ซึ่งถาใชใน

โครงการจีโนมมนุษย (Human Genome Project) การอาน 1 คร้ังจะอานไดเพียงหน่ึงในหาลานของ

ความยาวจีโนมทั้งหมด จึงมีความพยายามพัฒนาเทคโนโลยีใหเร็วขึ้น เชน วิธีของ Mulikan และ 

McMurray ใชหลอดคาปลลารี (capillary) แทนเจล มีทั้งหมด 96 ชองทาง ทําใหสามารถอานลําดับ

พรอมๆ กันไดถึง 96 สาย โดยใชเวลานอยกวา 2 ชั่วโมง และสามารถอานสายลําดับไดถึง 1000 สาย

ตอวัน หรือวิธีที่พัฒนาโดย Rogers พัฒนาใหสามารถอานไดพรอมๆ กัน 384 -1024 สายลําดับตอ

คร้ัง 

รูปที่ 2.3 การอานสายลําดับดีเอ็นเอแบบอัตโนมัติโดยใชปายเรืองแสง A) ปฏิกิริยาสิ้นสุดสายเกิดขึ้น

ในหลอดทดลองเดียวดวยปายเรืองแสงทีแ่ตกตางกนัออกไปสาํหรับแตละไดดีออกซนีวิคลโีอไทด 

ในเคร่ืองอานลําดับแบบอัตโนมัติ  แถบในเจลจะเคลื่อนที่ผานเคร่ืองตรวจจับแสงซึ่งจะระบุ             

ไดดีออกซนีวิคลโีอไทดทีแ่สดงในแตละแถบ B) ผลที่พิมพจากเคร่ืองอานสายลําดับ แสดงดวยชุด

ของจุดยอด แตละจุดยอดแทนนิวคลโีอไทดแตละตําแหนงบนสายลําดับ [15] 
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 2.1.1.2 เทคโนโลยีการอานสายลําดับแบบขนาน (parallel sequencing) 

 จากความพยายามในการพัฒนาใหสามารถอานลําดับนิวคลีโอไทดไดรวดเร็วยิ่งขึ้น จึงมี

งานวิจัยจํานวนมากทีเ่สนอวิธกีาร อานสายลําดับแบบใหม ดังเชนวิธี ไพโรซเีควนซงิ  

(pyrosequencing) ซึ่งสายตนแบบจะถูกคัดลอกโดยไมตองใชไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตร

ฟอสเฟต (ddNTPs) ในกระบวนการ เมื่อสายใหมถูกสรางขึ้น ลําดับของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด

ไตรฟอสเฟต (dNTPs) ที่ถูกใชในการสังเคราะหสายใหมน้ีจะถูกตรวจจับ โดยดีออกซีไรโบนิวคลี

โอไทดไตรฟอสเฟตที่รวมกับสายตนแบบจะปลอยโมเลกุลไพโรฟอสเฟต (pyrophosphate) ซึ่ง

สามารถเปลงแสงไดโดยใชเอนไซมซัลเฟอริเลส (sulferylase) แตละดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดไตร

ฟอสเฟตจะถูกใสเขามาในหลอดทดลองทีละชนิด ถาเกิดแสงแสดงวาชนิดน้ันตอได แตถาตอไมได

ก็จะไมเกิดแสง ดังรูปที่ 2.4 [15] 

 

 

 

 วิธีไพโรซเีควนซงิ (pyrosequencing) นี้งายตอการทําใหเปนแบบอัตโนมัติ และสามารถทํา

ไดพรอมๆ กนัจํานวนมาก จึงนํามาใชในเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS20 หรือ Roche GS FLX 

ซึ่งพัฒนาโดยกลุมวิจัย 454 Life Sciences ซึ่งสามารถอานไดถึง 25 ลานเบสตอคร้ังสําหรับเคร่ือง

อานลําดับเบส GS20 [13] และเพิ่มขึ้นเปน 80 ลานเบสตอคร้ัง ในเคร่ืองอานลําดับเบส GS FLX [14] 

รูปที่ 2.4 การอานสายลําดับดีเอ็นเอแบบขนาน ดีออกซีนิวคลีโอไทด (dNTP) จะถูกเติมเขา

ไปทีละชนิด ชนิดใดถูกนําไปใชในการตอสายจะเปลงแสงออกมา ทําใหสามารถอานสาย

ลําดับนิวคลีโอไทดไดตามลําดับชนิดของนิวคลีโอไทดที่เติมเขาไป [15] 
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 ระบบของ 454 Life Sciences น้ีเร่ิมต้ังแตการเพิ่มจํานวนสายดีเอ็นเอโดยสายตนแบบจะถูก

ตัดเปนชิ้นเล็กๆ แตละชิ้นจะถูกเชื่อมกับเม็ดกลมๆ เล็กๆ 1 ชิ้นสวนดีเอ็นเอตอเม็ด และเขาสู

กระบวนการเพิม่จํานวน ( amplification) แยกแตละเม็ด หลังจากน้ันนําไปใสใน พโิกไทเตอรเพลต 

(picotiter plate) ซึ่งเปนแผนที่ประกอบดวยหลุมเล็กๆ จํานวนมาก ขนาดหลุมพอดีสําหรับ 1 เมด็

เทาน้ัน จากน้ันอาน สายลําดับนิวคลีโอไทดตามหลักการของการอานสายลําดับแบบขนานสําหรับ

แตละหลมุ ดังน้ันในการทดลอง 1 คร้ังจะมีการอานลําดับเบสพรอมกันจํานวนมากแบบขนาน 

(400,000 เสนสําหรับเคร่ืองอานลําดับเบส GS FLX) [16] ดังรูปที่ 2.5  
     
 

         

 
 

รูปที่ 2.5 กระบวนการอานสายลําดับดวยวิธีของ 454 Life Sciences สายดีเอ็นเอถูกตัดเปนชิ้น

เล็กๆ เขาสูกระบวนการเพิ่มจํานวนโดย 1 ชิ้นจะติดกับเม็ดกลม 1 เม็ด นําผลที่ไดจากการเพิ่ม

จํานวนไปใสในพโิกไทเตอรเพลต หลุมละไมเกิน 1 เมด็ จากน้ันอานลําดับเบสในแตละหลุม  

[16] 
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2.2 งานวิจัยที่เก่ียวของ 

 งานวิจัยที่เกี่ยวของโดยตรงกับงานวิจัยน้ี คือ งานวิจัยเร่ือง การประมาณประชากรไวรัสโดย

ใชไพโรซีเควนซิง  (Viral population estimation using pyrosequencing) [17] เสนอโดย Eriksson 

และคณะ ในป 2008 มุงศึกษาโครงสรางของประชากรของไวรัสจากขอมูลสายลําดับที่ไดจาก เคร่ือง

อานสายลําดับ Roche GS20 ซึ่งใชเทคโนโลยีอานสายลําดับแบบขนานจํานวนมาก และโครงการ คิว

แอสเซมเบลอร  (Q Assembler) [18] ที่มีวัตถุประสงคหลักเพื่อพัฒนาซอฟ ตแวรสาํหรับประกอบ

กลุมจีโนมของไวรัสจากขอมูลสายลําดับที่อานไดจากเทคโนโลยีอานสายลําดับ เบสแบบขนาน

จํานวนมาก นอกจากน้ียังมีงานวิจัยที่เกี่ยวของ คือ งานวิจัยเกี่ยวกับการประกอบแฮปโพลไทป และ

งานวิจัยที่เกี่ยวของกับเทคโนโลยีอานสายลําดับเบสแบบขนานจํานวนมาก 

2.2.1 งานวิจัยเร่ืองการประมาณประชากรไวรัสโดยใชไพโรซเีควนซงิ (Viral population estimation 

using pyrosequencing) 

 Eriksson และคณะ [17] ไดเสนอขั้นตอนการประมาณโครงสรางประชากรของไวรัสจากการ

อานสายลําดับเบสแบบขนาน  โดยผลลัพธหลักที่ตองการคือ เซตที่เล็กที่สุดของแฮปโพลไทปที่

สามารถอธิบายประชากรของไวรัสทั้งหมดในกลุมตัวอยาง และความถี่ของแฮปโพลไทปเหลานั้น 

โดยใชขอมูลสายลําดับที่อานไดจากเทคโนโลยี อานสายลําดับเบสแบบขนาน  ขั้นตอนที่นําเสนอน้ี

ใชได เมื่อ สามารถจัดเรียงสายลําดับที่อานไดเทียบกับจีโนมอางอิงได การอานสายลําดับมีความ

ครอบคลุม (coverage) เพียงพอ และระยะหางทางพันธุกรรม (genetic distance) ระหวางแฮปโพลไทป

มากเพียงพอ 

งานวิจัยนี้ไดแบงขั้นตอนการประมาณโครงสรางประชากรของไวรัสนี้ ออกเปน 4 ขั้นตอน

หลัก ดังรูปที่ 2.6 คือ จัดเรียงสายลําดับที่อานไดเทียบกับเสนตนแบบ (alignment) แกไขขอผิดพลาด 

(error correction) ประกอบแฮปโพลไทป (haplotype reconstruction) และประมาณความถี่             

แฮปโพลไทป (haplotype frequency estimation) โดยไดนําเสนอขั้นตอนวิธีสําหรับ 3 ขั้นตอนหลัง คือ 

ขั้นตอนการแกไขขอผิดพลาด การประกอบแฮปโพลไทปและการประมาณความถี่แฮปโพลไทป สวน

การจัดเรียงใชวิธีการเทียบเคียงเขาคู (pairwise alignment) ที่มีนําเสนออยูแลว  

2.2.1.1 ข้ันตอนแกไขขอผิดพลาด (error correction) 

 เน่ืองจาก การอานลําดับเบสแบบขนาน มีอัตราความผิดพลาดสูง สวนใหญเปนการเติมหรือ

การลบออก (indel) ในบริเวณโฮโมโพลเิมอรรกิ  (homopolymeric) ซึง่ประกอบดวยเบสชนิดเดียวกนั

เรียงตอกัน แตละเบสที่อานไดจะถูกกํากับดวยคะแนนคณุภาพ (quality score) แสดงความนาเชื่อถือ 
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รูปที่ 2.6  ขั้นตอนหลักของการประมาณ ประชากร ไวรัส โดยใชไพโรซเีควนซงิ  

(pyrosequencing) สายลําดับที่อานไดจะถูกจัดเรียงเทียบกับสายอางอิง แกไขขอผิดพลาด 

ประกอบแฮปโพลไทป และประมาณคาความถี่ของแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น ใชชุด

ของแฮปโพลไทปและความถี่ที่ประมาณไดน้ีอนุมานประชากรของไวรัส [17] 
 

ของเบสนั้นๆ อัตราความผิดพลาดของเคร่ืองอานลําดับเบส  Roche GS20 มีคาประมาณ 5-10 ตําแหนง

ตอพนัเบส (errors/kb) เมื่อกําจัดสายลําดับที่ความยาวผิดปกติหรือมีเบสกํากวมโดยพิจารณาจาก

คะแนนคณุภาพจะเหลอื 1-3 ตําแหนงตอพนัเบส  สวนที่เหลือน้ีประกอบดวยการเติม (insertion) รอย

ละ 50 ทีเ่หลอืเปนการลบออก (deletion) รอยละ 25 และการแทนที่  (substitution) อีกรอยละ 25 จาก

สมมติฐานของงานวิจัยนี้ท่ีไมมกีารเติมหรือการลบออก จึงแกไขโดยจัดเรียงแลวแกสวนที่เปน การเติม

หรือการลบออกเทียบกับเสนอางอิง ซึ่งจะทําใหเหลือขอผิดพลาดประมาณ 1 ตําแหนงตอพนัเบส 

จากน้ันเสนอวิธีแกไขขอผิดพลาดสําหรับขอผิดพลาดที่เหลือ โดยพิจารณาทีละหนาตาง 

(window) ทดสอบแตละ ตําแหนงในหนาตางดวยการทดสอบทวินาม ( binomial test) เพือ่หาเบสที่     

กลายพันธุ (mutation) ซึ่งปรากฏมากอยางมีนัยสําคัญ  จากน้ัน ใชการทดสอบความแมนตรงของ      

ฟชเชอร (Fisher’s exact test) ทดสอบทลีะสองตําแหนง เพื่อหาคูของเบสที่กลายพันธุ ซึ่งไปดวยกนั 

นับจํานวนการกลายพันธุและคูของการกลายพันธุที่ปรากฏอยางมีนัยสําคัญและไมซ้ํากัน แบงสาย

ลําดับที่อานไดในหนาตางออกเปนกลุมตามจํานวนการกลายพันธุและคูของการกลายพันธุที่นับได

ดวยวิธีเคมีนสคลัสเตอรริง (k-means clustering) หาสายลําดับที่เปนตัวแทนของแตละกลุม (consensus 

sequence)  และแกไขสายลําดับในแตละกลุมตามตัวแทนสายลาํดับน้ัน ดังรูปที่ 2.7 

ทดสอบวิธีแกไขขอผิดพลาด น้ีโดยใชโปรแกรม ReadSim จําลองขอผิดพลาดจาก

กระบวนการ อานสายลําดับนิวคลีโอไทดดวยเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS20 พบวา เมื่อนําสาย

ลําดับที่จําลองไดมาแกไขดวยวิธีขางตน ขอผดิพลาดลดลง 30 เทา จากอัตราความผิดพลาดหลังจัดการ

กับการเติมหรือการลบออก (indel) เปน 1-3 ตําแหนงตอพนัเบส เมื่อผานขั้นตอนน้ีแลวลดลงเหลือ 0.1

ตําแหนงตอพนัเบส 
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รูปที่ 2.7 การแกไขขอผิดพลาด (error correction) จากรูปแสดงสายลําดับที่ตางกันสอง

แบบคือเสนสีเขมและสีออน แตละแบบมาจากแฮปโพลไทปสองเสนที่ตางกัน ความ

แตกตางทางพันธุกรรมแสดงดวยจุดวงกลมและสี่เหลี่ยม พิจารณาทีละหนาตาง (แสดง

ดวยกลองเสนประ) แบงกลุมสายลําดับในหนาตางตามขั้นตอนวิธีที่นําเสนอไดเปนสอง

กลุม จากน้ันแกไขขอผิดพลาดซึ่งแสดงดวยกากบาท [17] 

2.2.1.2 ข้ันตอนประกอบแฮปโพลไทป 

ในงานวิจัยน้ีตองกา รชดุของแฮปโพลไทปที่ ประกอบดวยแฮปโพลไทปจํานวนนอย ที่สุดที่

สามารถอธิบายสายลําดับทั้งหมดได โดยสรางกราฟของสายลําดับที่อานได (read graph) ซึ่งเปนกราฟ

ระบุทิศทางไมมีวง (acyclic directed graph) ประกอบดวยจุดยอด 3 แบบ คือ จุดเร่ิมตน จุดสิ้นสุด และ

จุดยอดสําหรับสายลําดับที่อานไดทุกสายที่ไมซ้ํากัน ลากเสนเชือ่มระหวางจุดยอด โดยลากจากจุดยอด 

r1 ไป r2 เมื่อ จุดยอด r1 มีตําแหนงเร่ิมตนบนจีโนมกอน r2 ทั้งจุดยอด r1 และ r2 มีสวนซอนทับ (overlap) 

ที่สอดคลองกัน และยังไมมีเสนทางจาก r1 ไป r2 ยกเวนเสนเชื่อมน้ี สุดทายลากเสนเชื่อมจากจุดเร่ิมตน

ไปยังจุดยอดซึ่งอยูตําแหนงแรกสุด และลากเสนเชื่อมจากจุดยอดที่อยูทายสุดไปยังจุดสิ้นสุด  ดัง

ตัวอยางในรูปที่ 2.8 

เมือ่ไดกราฟของสายลําดับที่อานไดแลว หาเซตของเสนทางจากจุดเร่ิมตนไป ยังจุดสิ้นสุด ซึ่ง

มีจํานวนเสนทางนอยที่สุดที่ยังครอบคลุมทุกจุดยอดในกราฟ ดวย ขั้นตอนวิธีการจับคูสูงสุด  

(maximum matching algorithm) ซึ่งเสนทางที่ไดจะไมเหมือนกันในแตละคร้ัง แตจํานวนสมาชิกของ

เซตที่เล็กที่สุดน้ีจะเทากันทุกคร้ัง แตละเสนทางในเซตคือแฮปโพลไทปที่ประกอบได 

2.2.1.3 ข้ันตอนประมาณคาความถี่แฮปโพลไทป 

 สรางแบบจําลองทางสถิติสําหรับกระบวนการอานสายลําดับ โดยสมมติวาแตละสายลําดับที่

อานไดถูกสุมอานดังน้ี แฮปโพลไทป ℎ ถูกสุมขึ้นมาดวยการแจกแจงความนาจะเปน (probability  
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รูปที่ 2.8  ตัวอยางกราฟของสายลําดับที่อานได ของจีโนมที่มีความยาว 8 คูเบส แสดงสาย

ลําดับดวยเลขฐานสอง คือ 0, 1 สายลําดับที่อานไดจํานวน 20 เสนแตละเสนยาว 3 คูเบส 

A) สายลําดับที่อานไดถูกจัดเรียงเทียบกับสายลําดับอางอิง B) นําสายลําดับที่จัดเรียงแลว

ไปสรางกราฟ ซึ่งมี 22 จุดยอด (20 จุดยอดสําหรับสายลําดับที่อานได 20 เสน, จุดเร่ิมตน s 

และจุดสิ้นสุด t) และ 28 เสนเชือ่ม [17] 

distribution) ที่ไมทราบรูปแบบ 𝑝𝑝ℎ  จากน้ันสายลําดับจะถูกสุมอานจากแฮปโพลไทปน้ีดวยความ

นาจะเปนแบบสม่ําเสมอ (uniform probability) จากแบบจําลองนี้จะไดความนาจะเปนที่จะสุมอานได 

สายลําดับ 𝑟𝑟 ดังสมการ (1) 
 

𝑃𝑃(𝑅𝑅 = 𝑟𝑟) =  ∑ 𝑝𝑝ℎ𝑃𝑃(𝑅𝑅 = 𝑟𝑟|𝐻𝐻 = ℎ)ℎ∈𝐻𝐻 …………(1) 
 

 ประมาณคาความถี่แฮปโพลไทป  𝑝𝑝ℎ  โดยใชฟงกชันความควรจะเปนลอการิทึม (log-

likelihood function) ในสมการ (2) ดวยขั้นตอนวิธีอีเอ็ม (EM algorithm) เมือ่ 𝑢𝑢𝑟𝑟  คือจํานวนคร้ังที่พบ

สายลําดับ 𝑟𝑟 
 

𝑙𝑙�𝑝𝑝1, … , 𝑝𝑝|𝐻𝐻|� =  ∑ 𝑢𝑢𝑟𝑟𝑟𝑟∈𝑅𝑅 log 𝑃𝑃(𝑅𝑅 = 𝑟𝑟)………….(2) 
 

 งานวิจัยน้ีทดสอบวิธีที่นําเสนอโดยใชสายลําดับที่ไดจากการจําลองการอาน จากน้ันทดสอบ

ดวยการประมาณคาประชากรไวรัส เอชไอวี (HIV) 4 กลุมที่อิสระตอกัน จากสายลําดับที่อานไดจาก
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เทคนิค ไพโรซเีควนซงิ  (pyrosequencing) เทียบกับผลที่ไดจากการอานสายลําดับเบสดวยวิธีของ 

Sanger จากกลุมตัวอยางเดียวกัน จากการทดสอบปรากฏวาสามารถใชวิธีที่นําเสนอประมาณ

โครงสรางประชากรของไวรัสได 

 งานวิจัยน้ี ใชเฉพาะสวนที่ซอนทับกัน  (overlap) ในการประกอบแฮปโพลไทป ไมใชขอมูล

ความถี่อัลลีลในการประกอบแฮปโพลไทป ตางจากงานวิจัยที่จะนําเสนอซึ่งใชขอมูลความถี่อัลลีล

และสวนที่ซอนทับกันเปนขอมูลหลักในการประกอบแฮปโพลไทป 

2.2.2 โครงการคิวแอสเซมเบลอร (Q Assembler)  

 โครงกา รควิแอสเซมเบลอร  [18] เกิดขึ้นเนื่องจากความสําคัญ ของการศึกษาจีโนมไวรัสซึ่งมี

รูปแบบกึ่งสปชีส ( quasispecies) และความเปนไปไดในการใชเทคโนโลยีอานสายลําดับเบสแบบ

ขนานจํานวนมากศึกษาจีโนมของประชากรไวรัส ซึ่งโปรแกรมประกอบจีโนม (genome assembly) ที่

มีในปจจุบัน เชน Phred/Phrap, TIGR Assembler หรือ 454’s Newbler Assembler ถูกออกแบบเพื่อ

ประกอบสายลําดับที่อานไดเขาเปนจีโนมเพียงเสนเดียว จึงไมเหมาะที่จะใชประกอบจีโนมของกลุม

ประชากรไวรัสซึ่งประกอบดวยจีโนมหลายๆ เสนที่คลายคลึงกัน โครงการน้ีจึงมีวัตถุประสงคหลัก

เพือ่พฒันาซอฟตแวรสําหรับประกอบกลุมจีโนมของไวรัสจากสายลําดับที่ไดจากเทคโนโลยีอานสาย

ลําดับเบสแบบขนานนี้ 

 แนวคิดหลักของโครงการนี้คือ ควรใชการประกอบแบบเทียบเคียง (comparative assembly) 

ในการประกอบกลุมจีโนมของไวรัส โดยสายลําดับจะถูกจัดเรียงเทียบกับสายอางอิงแทนที่จะใชการ

ประกอบจีโนมแบบ โอเวอรแลปเลยเอาทคอนเซนซสั  (overlap-layout–consensus) ซึ่งเปนวิธี

มาตรฐานในการประกอบจีโนมทั่วไป คณะผูวิจัยเสนอใหดัดแปลงวิธีการประกอบแบบเทียบเคียง ใน

ขั้นตอนการแบงสวนตามวิวัฒนาการชาติพันธุ  (phylogenetic partitioning) โดยใหสายลําดับที่อานได

ซึ่งเปนอินพุต จัดเรียงเทียบกับสายลําดับที่เปนตัวแทนจากแตละบรรพบุรุษหลัก จากน้ัน จัดเรียงแตละ

กลุมของสายลําดับที่อานไดใหมเทียบกับสายลําดับรองของบรรพบุรุษหลักนั้น จากการศึกษาเบื้องตน

พบวาวิธีน้ีประสบความสําเร็จในการแยกสายลําดับที่อานไดเปนกลุมๆ ซึ่งสามารถเปนตัวแทนของ

จีโนมตนแบบได และคาดวาการประกอบจีโนมในขั้นสุดทายสามารถเกิดขึ้นได 

 ระเบียบวิธีที่พัฒนาน้ีถูกทดสอบ โดยใชอินพุตเปนสายลําดับจากเคร่ืองอานสายลําดับเบส 

GS20 ของจีโนมไวรัสเอชไอวี  ทั้งเสน 2 ตัว เทียบจีโนมที่ประกอบไดกับโคลน  (clone) ที่ไดจากวิธี

อานสายลําดับเบสของ Sanger 

 โครงการน้ียังไมมีผลงานตีพิมพ และ ซอฟตแวรที่พัฒนาขึ้น ยังอยูในขั้นกอนรุนทดสอบรุน

แรก (pre-alpha) ยังไมเผยแพร 
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2.2.3 งานวิจัยดานการประกอบแฮปโพลไทป 

มีงานวิจัยดาน ชีวสารสนเทศ  (bioinformatics) จํานวนมาก ที่เกี่ยวของกับการประกอบ        

แฮปโพลไทป โดยงานวิจัยสวนใหญไดนําเสนอขั้นตอนวิธีและวิธีเชิงสถิติตางๆ เพื่อใชในการ

ประกอบแฮปโพลไทป แตงานวิจัยเหลานี้ไดนําเสนอวิธีสําหรับการประกอบแฮปโพลไทปของ

สิ่งมีชีวิตที่มีโครโมโซมสองคู โดยมุงเนนที่แฮปโพลไทปของคนเปนหลัก นอกจากน้ียังมีงานวิจัยที่

แสดงใหเห็นถึงการใชประโยชนจากแฮปโพลไทปในการจําแนกความแตกตางและทํานายความ

เสี่ยงตอการเกิดโรคหรือความผิดปกติตางๆ  [19, 20, 21, 22, 23] 

 Pierre-Yves Boëlle [9] รวบรวมรายละเอียดวิธีการเชิงสถิติพื้นฐานสําหรับการประกอบ

แฮปโพลไทป ไดแก วิธีความควรจะเปนสูงสุด  (maximum likelihood method) โดยใชขัน้ตอนวิธี   

อีเอ็ม (expectation maximization algorithm) วิธีแบบเบส (Bayesian method) และยกตัวอยาง

เคร่ืองมือในการประกอบแฮปโพลไทปที่มีอยูในปจจุบันที่ใชวิธีแบบเบสคือ PHASE และ 

Haplotyper 

 Matthew Stephens และคณะ[11] ไดเสนอวิธีการทางสถิติแบบใหมซึ่งใหขอมูลที่สมบูรณ

ยิ่งขึ้น และลดอัตราความผิดพลาดลงกวา 50% โดยสนใจที่ขอมูลของประชากรและ พิจารณาแตละ

ตําแหนงที่เชื่อมโยงกันบนจีโนไทปดวย ตอมาไดปรับปรุงวิธีการน้ีและใชใน โปรแกรม สําเร็จ  

(software package) ที่ชื่อ PHASE และในป 2003 Matthew Stephens และ Peter Donnelly [10] ได

เปรียบเทียบขั้นตอนวิธีที่พัฒนาขึ้นซึ่งไดบรรจุไวในโปรแกรมสําเร็จ   PHASE เวอรชนั 2.0 กับวิธี

อ่ืนที่มีพื้นฐานจากวิธีแบบเบสซึ่งมีอยูในขณะน้ัน 3 วิธี ผลปรากฏวาวิธีที่พัฒนาขึ้นเหนือกวาทั้งจาก

การทดสอบดวยขอมูลจริงและขอมูลที่จําลองขึ้น 

 นอกจากวิธีการเชิงสถิติที่มีพื้นฐานจากวิธีแบบเบสแลวยังมีการนําเสนอแบบจําลองของ

มารคอฟ (Markov model) ในการประกอบแฮปโพลไทปดวย เชน L. Eronen และคณะ [24] ได

เสนอแบบจําลองมารคอฟ อยางงายสําหรับประกอบแฮปโพลไทปโดยมุงเนนสําหรับสาย           

แฮปโพลไทปที่ยาว โดยอาศัยความไมสมดุลของความเชื่อมโยง ( linkage disequilibrium : LD) 

ระหวางสนิปสที่อยูใกลกัน วิธีการที่นําเสนอน้ีมีความยืดหยุน ทนทาน สามารถใชไดกับทั้งขอมูล

จริงและขอมูลที่จําลองขึ้น  นอกจาก L. Eronen แลว Pasi Rastas และคณะ [2 5]ไดเสนอเทคนิค     

ฮิดเดนมารคอฟ  (Hidden Markov) สําหรับการประกอบแฮปโพลไทป โดยมองแฮปโพลไทปเปน

ผลลัพธของการรวมกันเปนรอบๆ  (iterated recombination) จากแฮปโพลไทปต้ังตน สราง

แบบจําลองความควรจะเปนสูงสุดดวยขั้นตอนวิธีอีเอ็ม  จากน้ันเปรียบเทียบผลกับ PHASE, HAP 

และ GERBIL ภายใตมาตรฐานที่กําหนดและชุดขอมูลใหม ซึ่งขั้นตอนวิธีที่เสนอเร็วกวาและให

ผลลัพธที่ดีเปนอันดับ 1 หรือ 2  
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 Yu-Ying Zhao และคณะ [5] ไดเสนอขั้นตอนวิธีสําหรับการประกอบแฮปโพลไทปโดยใช

เทคนิคการจับกลุมแบบพลวัต ( dynamic clustering) และเสนอวิธกีารแกปญหาใหมสาํหรับการ

ประกอบแฮปโพลไทปต้ังชื่อวา CWMLF โดยเทคนิคและวิธีที่นําเสนอน้ีต้ังอยูบนขอมูลและ

ระเบียบวิธีของการประกอบสายลําดับแบบชอตกัน (shotgun sequence assembly) 

 งานวิจัยที่นําเสนอนี้แตกตางจากงานวิจัยในการประกอบแฮปโพลไทปขางตนเนื่องจาก

สาเหตุหลกั 2 ประการ คือ 1) เทคโนโลยีที่ใช ซึ่งใหรูปแบบของขอมูลสายลําดับเบสที่อานได

แตกตางไปจากเดิม และ 2) รูปแบบจีโนไทปของไวรัสเด็งกี่ที่แตกตางจากมนุษยและสิ่งมีชีวิตที่มี

โครโมโซมสองชุด อยางไรก็ตาม การประยุกตใชวิธีการประกอบแฮปโพลไทปเหลานี้กับสิ่งมีชีวิต

กึ่งสปชีสทําไดยาก เนื่องจากเราไมรูจํานวนแฮปโพลไทปของประชากรสิ่งมีชีวิตกี่งสปชีส 

2.2.4  งานวิจัยดานการประยุกตใชเทคโนโลยีการอานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมาก 

 เน่ืองจากเทคโนโลยีพิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง  (picotiter plate pyrosequencing) ซึ่ง

เปน รูปแบบหนึ่งของ เทคโนโลยีอานสายลําดับ นิวคลโีอไทดแบบขนานจํานวนมากและเปน

เทคโนโลยี ที่ใชในงาน วิจัยน้ี เปนเทคโนโลยีใหม สามารถอานสายลําดับนิวคลีโอไทดไดจํานวน

มาก ในเวลาอันสั้น มีตนทุนตอเบสที่อานไดตํ่า แตมีรูปแบบแตกตางไปจากเทคโนโลยีอานสาย

ลําดับนิวคลีโอไทดแบบเดิม จึงมีงานวิจัยเพื่อศึกษารูปแบบการทํางาน รูปแบบของสายลําดับที่อาน

ได ประสิทธิภาพและการประยุกตใชเทคโนโลยีน้ี เชน  งานวิจัย [13]  ได เสนอรายละเอียด

เทคโนโลยีน้ี โปรโตคอลที่ใช รูปแบบผลลัพธที่ได รวมถึงการนําไปใชงาน โดยเสนอการประกอบ

จีโนมสําหรับ ไมโคพลาสมาเจนิทาเลียม  (Mycoplasma genitalium) ซึ่งมีความ ครอบคลุม 

(coverage) ถึง 96% และมีความแมน (accuracy) สูงถึง 99.96% 

ตอมาในงานวิจัย [14] ไดใชเทคโนโลยี พิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง  (picotiter plate 

pyrosequencing) ที่ปรับปรุงลาสุด  ในเคร่ืองอานสายลําดับ Roche GS FLX ทําใหอานสายลําดับได

ยาว 250 คูเบส โดยเฉลีย่ จํานวน 400,000 เสนตอคร้ัง ในงานวิจัยไดกลาวถึงประสิทธิภาพของ

เทคโนโลยีใหมลาสุด ความแตกตาง ขอดี ขอเสีย เมื่อเทียบกับวิธี อานสายลําดับเบสแบบชอตกัน  

(shotgun sequencing) และเสนอ SHARP (Short Read Assembly Protocol) ซึ่งเปนโปรโตคอลของ

สายลําดับและระเบียบวิธีในการประกอบจีโนมเพื่อใหสามารถใชประโยชนจากเทคโนโลยีน้ีไดเต็ม

ประสิทธิภาพที่สุด ในตอนทายไดทดสอบ SHARP โดยใชขอมูล D. melanogaster และโครโมโซม

มนุษยคูที่ 1, 11 และ 21 ซึ่งใหผลลัพธที่ถูกตอง 

Iman และคณะ [26] ยังไดนําเสนอความเปนไปไดในการอานสายลําดับซ้ํา ( resequencing) 

จากชิน้สวนดีเอ็นเอทีน่าํมารวมกนัแลวสงไปอานดวยเทคโนโลยกีารอานลาํดับนิวคลโีอไทดแบบ

ขนานจํานวนมาก พรอมทั้งเสนอวิธีที่เหมาะสมที่สุดในการรวมชิ้นสวนดีเอ็นเอ จากหลายๆ จีโนม ที่
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ตองการหาสายลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อสงเขาไปอานดวยเคร่ืองอานสายลําดับนิวคลีโอไทดพรอม

กันในการเดินเคร่ืองคร้ังเดียว 
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บทที่ 3 

วิธีการดําเนินงาน 

 

3.1 ภาพรวมของงานวิจัย 

 งานวิจัยนี้ตองการหาขั้นตอนวิธีประกอบชุดของสายแฮปโพลไทปของเชื้อไวรัสเด็งกี่และ

ความถี่ของแตละสาย จากขอมูลชิ้นสวนของสายลําดับที่อานได (read) จากเคร่ืองอานสายลําดับ 

Roche GS FLX โดยตัวอยางที่สงเขาไปอานน้ันคือกลุมประชากรของไวรัสเด็งกี่ซึ่งประกอบดวย

จีโนมที่มีรูปแบบแตกตางกันรวมกันอานในคร้ังเดียว เพื่อศึกษาความแปรผัน  (variation) ของ

ไวรัสเด็งกี่ โดยสมมติฐานของงานวิจัยน้ีคือ อินพุตของขั้นตอนวิธีที่นําเสนอ คือ สายลําดับที่อานได

ที่ผานการจัดการความผิดพลาด (error correction) แลว ไมปรากฏความผิดพลาด และสามารถ

จัดเรียงกับสายตนแบบไดถูกตอง นั่นคือ สามารถทราบตําแหนงของสายลําดับนั้นบนจีโนมตนแบบ

ได โดยมีขั้นตอนหลักของขั้นตอนวิธีประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่ของแฮปโพลไทป  

คือ จัดเรียงสายลําดับที่เปนอินพุตเทียบกับเสนอางอิง หาสนิปสที่ตําแหนงตางๆ สรางสายลําดับ

ของสนิปสจากสนิปสที่อยูบนสายลําดับที่อานไดเสนเดียวกัน เก็บขอมูลของแตละสาย ไดแก 

รูปแบบสายลําดับเบส และ ตําแหนง ของเบสตัวแรกของสายลําดับนั้น  จากน้ันนําไปประกอบ             

แฮปโพลไทปและประมาณความถี่แฮปโพลไทป ดังรูปที่ 3.1 

 อยางไรก็ตาม การประกอบชุดของแฮปโพลไทปเปนปญหาที่ซับซอน และในชวงแรกของ

การวิจัยยังไมมีงานวิจัยเกี่ยวกับการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตที่มีรูปแบบ

กึ่งสปชีสดวยเทคโนโลยีอานลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมากมากอน ในงานวิจัยน้ี จึงแบง

การดําเนินงานเปน 4 ขั้นตอน คือ 

1. ศึกษาความเปนไปไดในการใช เทคโนโลยีอานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนาน

จํานวนมาก ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเด็งกี่ 

 2.  ประกอบสายแฮปโพลไทปหลักและประมาณความถี่แฮปโพลไทปสายหลัก 

 3.  ประกอบชุดของสายแฮปโพลไทปและประมาณความถี่ของแตละสาย 

 4.  เปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีที่นําเสนอกับวิธีที่เสนอโดย Eriksson และคณะ [17] 
 

 ในขั้นตอนแรกไดศึกษาความเปนไปไดในการใชเทคโนโลยีอานสายลําดับนิวคลีโอไทด

แบบขนานจํานวนมากศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเด็งกี่ โดยมุงศึกษา

ประสิทธิภาพของเคร่ืองอานสายลําดับเบส Roche GS20 และ GS FLX ซึ่งเปนผูนําของเทคโนโลยีน้ี 

และเปนเคร่ืองที่ใชในศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) โดยพิจารณา 
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รูปที่ 3.1 ขั้นตอนหลักในการประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่แฮปโพลไทป 

เร่ิมจากจัดเรียงสายลําดับ หาสนิปส สรางสายลําดับของสนิปส เก็บขอมูล ประกอบ     

แฮปโพลไทปและประมาณความถี่แฮปโพลไทป 

ประกอบสายแฮปโพลไทป 

TGATACCATC 

AGTGTGCTAG 

TCTGACATAC 

 

จัดเรียงสายลําดับเบสเทียบกับเสนอางอิง 

ATTCGA 

TCAACCG 

CGCACCG TACAAAG 

TCCCGTA ACGTTTA 

TACAACG    ACAACG CACCGG 

ประมาณความถ่ีแฮปโพลไทป 

TGATACCATC   50% 

AGTGTGCTAG   30% 

TCTGACATAC   20% 

 

หา SNP ที่ตําแหนงตางๆ 

ATTCGA 
TCAACCG 

CGCACCG TTCAAAG 
TCCCGTA ACGTTTA 

TACAACG    
 

CACCGG 

เก็บสายลําดบัของ SNPs 

TG 
TAC 

CAG TA 
TCA C 

AAG    AC AG 

เก็บขอมูลของแตละสาย 

TG    start: 0 

 TAC   start: 0  

  TCA    start: 3   
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ความเปนไปไดของเทคโนโลยีใน 4 ประเด็นหลักคือ ความถูกตองในการจัดเรียงสายลําดับที่อานได

เทียบกับสายตนแบบ ความครอบคลุมของสายลําดับที่อานได ความไวในการอานสวนที่มีการ     

ผันแปร และความสัมพันธระหวางความถี่ของสายลําดับที่อานไดกับความถี่ของสายลําดับต้ังตน ดัง

รายละเอียดในบทที่ 4 

 ออกแบบวิธีการประกอบแฮปโพลไทปโดยพิจารณาเฉพาะการประกอบแฮปโพลไทปสาย

หลักกอนเพื่อลดความซับซอนของปญหา จากนั้นนําวิธีที่ไดจากกการประกอบแฮปโพลไทปสาย

หลักน้ีไปใชในการประกอบชุดของแฮปโพลไทป ซึ่งไดกลาวถึงรายละเอียดของวิธีประกอบ      

แฮปโพลไทปสายหลัก การทดสอบและผลการทดสอบไวในบทที่ 5 สวนรายละเอียดการประกอบ

ชุดของแฮปโพลไทป ไดแก ขั้นตอนวิธี การทดสอบ และผลการทดสอบไดกลาวถึงในบทที่ 6 

จากน้ันทดสอบวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยน้ีเปรียบเทียบกับวิธีที่นําเสนอโดย Eriksson และคณะ ใน

บทความตีพิมพเร่ืองการประมาณประชากรไวรัสโดยใชไพโรซีเควนซิง  (Viral population 

estimation using pyrosequencing) ซึ่งไดแสดงวิธีการทดสอบและผลการทดสอบไวในบทที่ 7 

3.2 การจําลองขอมูลสําหรับทดสอบวิธีประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่     

แฮปโพลไทป 

 สําหรับการทดสอบวิธีประกอบแฮปโพลไทปที่นําเสนอและวิธีที่เสนอโดย Eriksson และ

คณะน้ัน [17] จะทดสอบดวยขอมูลที่จําลองขึ้น โดยแบงเปน 2 ขั้นตอนหลักคือ 1) จําลองประชากร

ของไวรัสเด็งกี่ หรือชุดจีโนมของไวรัสเด็งกี่ ซึ่งประกอบดวยจีโนมของไวรัสเด็งกี่ที่ตางกันหลายๆ 

เสน และความถี่ของแตละเสน 2) จําลองการอานสายลําดับดวยเคร่ืองอานสายลําดับ Roche GS 

FLX นําสายลําดับที่อานไดมาเปนอินพุตของวิธีที่นําเสนอ มีรายละเอียดดังน้ี 

3.2.1 จําลองประชากรของไวรัสเด็งกี่  มีขั้นตอนดังน้ี 

 1) สุมเลือกจีโนมไวรัสเด็งกี่จากฐานขอมูล GenBank มา 1 เสน 

 2) กําหนดความถี่ของสายลําดับหลักอยางสุมตามชวงที่กําหนด  โดยการทดลองน้ีแบง

ความถี่ของสายลําดับหลักเปน 9 ชวง คือ รอยละ 10-19, 20-29, 30-39, 40-49, 50-59, 60-69, 70-79, 

80-89 และ   90-99 

 3) จําลองสายลําดับอ่ืนโดยสุมเลือกตําแหนงที่เกิดการกลายพันธุรอยละ 2 ของความยาว

จีโนมทั้งหมด (ประมาณ 200 – 220 คูเบส จาก 10,000 -11,000 คูเบส) ตามรอยละการแปรผันของ

ไวรัสเด็งกี่ที่มีการรายงานไว 

 4) แตละตําแหนงเลือกอัลลีลแบบสุม โดยการทดลองน้ีกําหนดใหแตละตําแหนงมีเพียง 2 

อัลลีล ไดแกอัลลีลเดียวกับสายลําดับหลักและอัลลีลที่ไดจากการสุมเลือก  ซึ่งเปนรูปแบบการ      

แปรผันที่พบบอยที่สุด 
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 5) กําหนดความถี่ของสายลําดับที่จําลองขึ้น 

 6) ทําซ้ําขอ 3) – 5) จนความถี่ของสายลําดับรวมครบ 100% 

3.2.2 จําลองการอานขอมูลดวยเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX  ดังขั้นตอนตอไปน้ี 

 1)  สุมเลือกสายลําดับโดยถวงน้ําหนักตามความถี่ของแตละสายลําดับ 

 2)  สําหรับสายลําดับที่เลือก สุมตําแหนงเร่ิมตนและอานจนครบความยาว 200-300 คูเบส 

 3)  ทําซ้ําจนกวาจะไดจํานวนสายลําดับครบจํานวน  ในที่น้ี จําลองขอมูลใหมีจํานวนสาย

ลําดับที่อานไดแตกตางกันไปทั้งสิ้น 8 คา คือ 500, 1000, 3000, 5000, 10000, 30000, 50000 และ 

100000 เสน 

 ขอมูลที่จําลองขึ้นสําหรับใชทดสอบวิธีที่นําเสนอน้ีจะมีความถี่ของสายลําดับหลักแตกตาง

กันออกไปทั้งสิ้น 9 ชวง และในแตละชวงจะอานสายลาํดับโดยกาํหนดจํานวนสายลาํดับทีอ่านได

แตกตางกันไป 8 คา โดยจําลองขอมูลทั้งสิ้น 10 รอบ จึงไดชุดของสายลําดับที่แตกตางกัน 720 ชดุ 

สําหรับทดสอบวิธีที่นําเสนอ 

3.3 ข้ันตอนการทดสอบวิธีประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่แฮปโพลไทป 

 จากสายลําดับที่ไดจากการจําลองการอานสายลําดับดวยเคร่ือง Roche GS FLX นํามาหา

ตําแหนงที่มีสนิปส จากนั้นเก็บเฉพาะสายลําดับของสนิปส และตําแหนงของสนิปสตัวแรกบนสาย

ลําดับน้ัน นําไปเปนอินพุตสําหรับขั้นตอนวิธีประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่           

แฮปโพลไทปที่นําเสนอ จากนั้นรายงานผลการทดสอบประสิทธิภาพเปนความแมนของสายลําดับ

แฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น เทียบกับประชากรของไวรัสเด็งกี่ที่จําลองขึ้น แสดงขั้นตอนการ

ทดสอบไดดังรูปที่ 3.2 
 

จําลองประชากรของไวรัสเด็งกี่ 

 

จําลองการอานสายลําดับ 

ดวยเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX 

 

ประกอบสายลําดับหลัก 

 

ประมาณความถี่สายลําดับหลัก 

 

รายงานความแมนของขั้นตอนวิธี 
 

รูปที่ 3.2   ขั้นตอนการทดสอบประสิทธิภาพของขั้นตอนวิธีที่นําเสนอ 
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 แตในการทดสอบวิธทีีน่าํเสนอโดย Eriksson และคณะจะนําขอมูลสายลําดับที่จําลองขึ้น 

และตําแหนงของสายลําดับนั้นบนจีโนมไปแปลงใหอยูในรูปแบบที่เหมาะสมกอน ดังรายละเอียด

ในบทที่ 7 ขอ 7.2 นําอินพุตที่ไดจากการแปลงชุดของสายลําดับที่จําลองขึ้นทั้ง 720 ชุดไปประกอบ

แฮปโพลไทปและประมาณความถี่แฮปโพลไทป จากนั้นรายงานความแมนของขั้นตอนวิธี

เชนเดียวกับการทดสอบวิธีที่นําเสนอ 
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บทที่ 4 

การศึกษาความเปนไปไดในการใชเทคโนโลยีอานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบ

ขนานจํานวนมากศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสเด็งกี ่

 ในกลุมของเทคโนโลยีอานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมาก เทคโนโลยีที่

เปนผูนําในดานน้ีคือ เทคโนโลยีพิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง (picotiter plate pyrosequencing) 

ในเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS 20 และ Roche GS FLX ซึ่งพัฒนาโดยกลุม  454 Life Sciences 

เนื่องจากเทคโนโลยี น้ีเปนเทคโนโลยีใหมและยังไมถูกใชในการศึกษาความหลากหลายของ

ไวรัสเด็งกี่ซึ่งมีลักษณะกึ่งสปชีส จึงตองศึกษาความเปนไปไดในการนําเทคโนโลยีน้ีมาใ ชกับเชื้อ

ไวรัสเด็งกี่ โดยแบงการทดสอบเปน 2 สวน คือ ศึกษาโดยใชขอมูลที่จําลองขึ้นและศึกษาโดยใช

ขอมูลที่อานไดจากเคร่ือง อานลําดับเบส โดยใชขอมูลที่อานไดจากเคร่ืองอานลําดับเบสจากหนวย  

ชีวสารสนเทศและจัดการขอมูลวิจัย ซึ่งเปนผูออกแบบและทําการทดลองในหองปฏิบัติการเพื่อ

ศึกษาความเปนไปไดน้ี 

4.1 ศึกษาความเปนไปไดโดยใชขอมูลสายลําดับที่จําลองข้ึน 

ในขณะที่ทดลองเคร่ืองรุนลาสุดที่ใชเทคโนโลยี พิโกไทเตอรเพลตไพโรซีเควนซิง  คอื 

เคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS20 ซึ่งอานสายลําดับไดยาว 100 คูเบส จํานวน 250,000 เสน และ

กระบวนการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารที่ใชสามารถจําลองสายลําดับไดที่ความยาว 

2,000 - 3,000 คูเบส จึงจําลองขอมูลขึ้นตามลักษณะของเคร่ือง อานลําดับเบส Roche GS20 และ

เทคนิคพีซีอารที่ใชในขณะน้ัน โดยทดสอบ 2 ประเด็นหลกัคอื 

4.1.1 ความถูกตองในการจัดเรียง (alignment) มีขั้นตอนการทดสอบดังนี้ 

 1)  สุมจีโนมจากฐานขอมูล GenBank ขึ้นมา 1 เสน 

 2)  จําลองการอานสายลําดับใหมีความยาวเชนเดียวกับที่ไดจากเคร่ือง Roche GS20 คอื 

ประมาณ     100 คูเบส โดยอานใหทุกๆ ตําแหนงไดเปนตําแหนงเร่ิม ทั้งเสนบวกและเสนลบ 

3)  จัดเรียง (align) สายลําดับที่จําลองไดเทียบกับแมแบบ (template) ที่มีอยู คือ จีโนมของ

ไวรัสเด็งกี่ที่มีในฐานขอมูล GenBank ทั้งหมดยกเวนจีโนมที่ถูกสุมมาเปนตัวทดสอบ ดวย BLAST 

4)  แตละสายลําดับ เลือกแมแบบที่เหมาะสมที่สุด คือ มีคาความยาวที่จัดเรียงได (alignment 

length) ยาวที่สุดและเหมือนกับแมแบบมากที่สุด เลือกตามรอยละของความเหมือน (% identity) 

สูงสุด 
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5)  ตรวจสอบวาแมแบบที่เหมาะสมที่สุดอยูในตําแหนงเดียวกับสายลําดับที่จําลองขึ้นมา

หรือไม และเปนซีโรไทป (serotype) เดียวกนัหรือไม 

ผลที่ได คือ สายลําดับที่จําลองขึ้นมาสามารถจัดเรียงไดถูกตองทั้งซีโรไทปและตําแหนง 
 

4.1.2 ความครอบคลุม (coverage) มีขั้นตอนดังน้ี 

 1) เลือกจีโนมจากฐานขอมูล GenBank ขึ้นมา 1 เสน 

2) แบงจีโนมเปนสายลําดับยอย 5 สาย แตละสายยาว 2,300 คูเบส ตามการทดลองในหอง

วิจัยที่ตองแบงออกเปนสายลําดับยอยกอนเขาสูกระบวนการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร 

(PCR: Polymerase Chain Reaction) ซึ่งการแบงสายลําดับน้ีทําใหมีสวนที่คาบเกี่ยวกัน (overlap) 

ระหวางสายลําดับยอย 

3) อานสายลําดับยอยเปนทอนสั้นๆ ทอนละประมาณ 100 คูเบส โดยสุมตําแหนงเร่ิมตน

และอานตอไปจนไดความยาว  100 คูเบส หรือสดุสาย จํานวน 10,000 ทอน (เคร่ือง Roche GS20 

อานได 200,000 เสนตอคร้ัง แตเราตองการอานพรอมกันหลายๆ ตัวใน 1 คร้ัง จึงจําลองการอานที่ 

10,000 ทอน) 

4) นําสายลําดับที่อานไดมาสรางกราฟของความครอบคลุม โดยแกนนอน  คือ ตําแหนงบน

จีโนม และแกนต้ัง คือ จํานวนคร้ังที่อานตําแหนงน้ัน 

ผลที่ได สามารถอานสายลําดับนิวคลีโอไทดได ครอบคลุมทุกตําแหนง โดย แตละตําแหนง

จะถูกอานเฉลี่ยเทาๆ กัน ยกเวนสวนที่มีการซอนทับ (overlap) จากการแบงสายลําดับยอย จะอานได

เปน 2 เทา 

4.2 ศึกษาความเปนไปไดโดยใชขอมูลสายลําดับที่อานไดจากเคร่ืองอานลําดบัเบส Roche 

GS FLX 

 เน่ืองจากศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ ( BIOTEC) ไดยกระดับเคร่ือง

อานลําดับเบสจาก Roche GS20 มาเปน Roche GS FLX ซึ่งเปนรุนที่พัฒนาตอมาจาก GS20 ทําให

อานสายลําดับเบสไดยาวขึ้นและจํานวนมากขึ้น คือ ยาวเฉลี่ย 200-300 คูเบส และอานไดมากถึง 

400,000 เสนตอคร้ัง ในการทดลองน้ีจึงเปลี่ยนมาใชเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX 

 การทดลองนี้ออกแบบมาเพื่อพิสูจนความเที่ยงและความไว (sensitivity) ในการอานสาย

ลําดับเบส โดยเตรียมสายดีเอ็นเอที่จะสงเขาไปอานลําดับเบสจากเสนตนแบบ (prototype strain) 

และโคลน (clone) ที่รูตําแหนงการแปรผัน ( variation) แลว นํารวมกนัในอัตราสวนทีก่าํหนดไว 

โดยซโีรไทป (serotype) 1,3 และ 4 ใชเฉพาะเสนตนแบบเพียง 1 เสน ในอัตราสวนซีโรไทปละ 

18% สวนซีโรไทป 2 นําเสนตนแบบและโคลนมารวมกนัใหมอัีตราสวนรวม 46% ดังตารางที่ 4.1 
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ตารางที่ 4.1  อัตราสวนของปริมาณไวรัสเด็งกี่ทั้ง 4 ซีโรไทปกอนสงไปหาลําดับนิวคลีโอไทด 

dengue type Strain 

Percent mixed RNA 

(Only serotype 2) 

(%) 

Percent mixed 

purified DNA 

(%) 

1 Hawaii - 18 

2 

16681 10.0 

46 

wild type 16681 29.9 

NGC 5.0 

N130A 1.0 

N207A 0.1 

3 H87 - 18 

4 H241 - 18 

รวม  46.0 100 
 

 นําชุดของสายดีเอ็นเอที่เตรียมจากดีเอ็นเอของไวรัสเด็งกี่ทั้ง 4 ซีโรไทปมารวมกันตาม

อัตราสวนตามที่กําหนด ไปอานดวยเคร่ือง อานลําดับเบส Roche GS FLX ไดขอมูลทั้งสิ้น 54,416 

สาย นําขอมูลที่ไดน้ีมาตรวจหาความผิดพลาด (Error Detection) เบื้องตน จากน้ัน นําขอมูลไป

จัดเรียง (align) กับสายลําดับของเสนตนแบบ (prototype strain) ดวยโปรแกรม BLAST นําผลที่

ไดมาวิเคราะหในประเด็นตางๆ ตอไปน้ี 

4.2.1 ความถูกตอง  พิจารณาจาก 

-  ความสามารถในการจับคูกับเสนแมแบบ   จาก BLAST ไดผลดังตารางที่ 4.2 
 

ตารางที่ 4.2  จํานวนสายลําดับที่อานไดแยกตามซีโรไทป 

ซโีรไทป 
จํานวนสายลําดับที่อานได 

(เสน) (%) 

1 10028 18.43 

2 30035 55.20 

3 10591 19.46 

4 3724 6.84 

ไมสามารถแยกได 38 0.07 

รวม 54416 100.00  
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จะเห็นวา ซีโรไทป 1 และ 3 มีอัตราสวนของสายลําดับเบสที่อานไดใกลเคียงกับที่เตรียมไว 

คือ รอยละ 18 และมีซีโรไทป 2 มากที่สุด เชนเดียวกับตัวอยางสายลําดับที่เตรียม แตซีโรไทป 2 มี

เปอรเซ็นตมากกวาที่เตรียม ในขณะที่มีซีโรไทป 4 นอยที่สุด คาดวามีสาเหตุจากขั้นตอนการเตรียม

สารต้ังตนกอนเขาเคร่ืองอานสายลําดับนิวคลีโอไทด 
 

- เปอรเซ็นตความแปรผัน  แมวาเราจะรูสายลําดับของเสนตนแบบและต้ังใจ เตรียม

ตัวอยาง ใหเปนไปตามตาราง 1 แตในความเปนจริงเสนแมแบบที่เรานํามาเตรียม น้ันยัง มีความ        

แปรผันซึ่งเราไมทราบอยู เราจึงทดลองและรายงานความแปรผันเหลานี้ 

เมื่อนําขอมูลที่อานไดจากเคร่ืองมาจัดการความผิดพลาดและจัดเรียงดวย BLAST จากน้ัน

นําผลที่ไดมาแยกซีโรไทป และพิจารณาความแปรผันแยกทีละซีโรไทป หาเปอรเซ็นตความแปรผัน 

หรือสัดสวนของตําแหนงที่มีความแปรผันเทียบกับตําแหนงทั้งหมด ไดผลดังตารางที่ 4.3 

จะเห็นวาความแปรผันโดยเฉลี่ยประมาณรอยละ 2 ซึ่งไมขัดแยงกับคุณลักษณะของ

ไวรัสเด็งกี่ และ มีความแปรผันมากในซีโรไทป 2 ซึ่งเปนซีโรไทปเดียวที่ เตรียมตัวอยางจาก เสน

ตนแบบรวมกบัโคลนทั้งหมด 5 เสน 

 

ตารางที่ 4.3  ความแปรผันในแตละซีโรไทป 

ซโีรไทป ความแปรผัน (%) 

1 1.65 

2 6.88 

3 1.58 

4 0.46 

เฉลี่ย 2.64 

 

4.2.2 ความครอบคลุม (coverage) 

นําผลจาก BLAST มาพิจารณาแตละตําแหนงบนสายดีเอ็นเอของทุกซีโรไทป จากนั้น

คํานวณเปอรเซ็นตความครอบคลุม  เปนสดัสวนระหวาง ตําแหนงที่ถูกอานตอตําแหนงทั้งหมด จาก

ผลการทดลอง สายลําดับที่อานไดและผานตัวกรองความผิดพลาดแลว มีความครอบคลุมสูง โดย

เฉลี่ยสูงถึง 99.66% ดังตารางที่ 4.4 
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ตารางที่ 4.4  ความครอบคลุมตําแหนงบนสายดีเอ็นเอ 

ซโีรไทป ความครอบคลุม (%) 

1 99.67 

2 99.67 

3 99.60 

4 99.74 

เฉลี่ย 99.66 

 

4.2.3 ความสามารถในการอานสวนท่ีมีการผันแปร  

พิจารณาจากซีโรไทป 2 ซึ่งเรารูตําแหนงที่มีการผันแปรของสายดีเอ็นเอที่ใชเตรียมตัวอยาง ดัง

ตารางที่ 4.5 
 

ตารางที่ 4.5  ตําแหนงที่มีการผันแปรของสายดีเอ็นเอในไวรัสเด็งกี่ซีโรไทป 2 ที่สงไป

อานลําดับนิวคลีโอไทป 

Position 16681 prototype wild type 16681 

403 Insert C 

498 G A 

2943 A C 

4308 C T 

4530 A G 

8155 G A 

8571 C T 

10331 A G 

10561 A C 

Position 16681 prototype mutant N130A 

2809 AAC GCG 

   Position 16681 prototype mutant N207A 

3040 AAT GCT 

 



29 

ในการทดลองนี้พิจารณาเฉพาะความแปรผันที่เกิดจากกการเปลี่ยนเบส ดังนั้นจะยังไม

พิจารณาที่ตําแหนง  403 เมื่อพิจารณาขอมูลของซีโรไทป 2 จาก BLASTเฉพาะตําแหนงที่รูความ

แปรผนัแลวไดผลดังตารางที่ 4.6  

 

ตารางที่ 4.6  ความผันแปรในสายดีเอ็นเอของไวรัสเด็งกี่ซีโรไทป 2 ในตําแหนงที่รูความแปรผัน

ของชุดตัวอยางที่สงไปหาสายลําดับ เปรียบเทียบระหวางตัวอยางที่สงไปอานและขอมูลที่อานได 

ตําแหนง 

ขอมูลตัวอยางสายดีเอ็นเอ ขอมูลที่อานได 

อัลลีลหลัก  

(major allele) 

อัลลีลรอง  

(minor allele) 

อัลลีลหลัก  

(major allele) 

อัลลีลรอง  

(minor allele) 

เบส ความถี่ (%) เบส ความถี่ (%) เบส ความถี่ (%) เบส ความถี่ (%) 

498 

2809 

2810 

2811 

A 

A 

A 

C 

78.26 

97.83 

97.83 

97.83 

G 

G 

C 

G 

21.74 

2.17 

2.17 

2.17 

G 

A 

A 

C 

53.74 

98.33 

98.54 

98.95 

A 

C/G 

C 

G 

46.26 

0.21 / 1.46 

1.46 

1.05 

2943 

3040 

3041 

3042 

C 

A 

A 

T 

78.26 

99.78 

99.78 

99.78 

A 

G 

C 

T 

21.74 

0.22 

0.22 

0.22 

C 

A 

A 

T 

63.53 

100.00 

100.00 

100.00 

A/G 

- 

- 

- 

30.50/5.96 

- 

- 

- 

4308 T 78.26 C 21.74 T 61.56 C / A 37.40/1.04 

4530 G 78.26 A 21.74 G 76.39 A 23.61 

8155 A 78.26 G 21.74 A 64.14 G / C 35.74 / 0.12 

8571 T 78.26 C 21.74 T 65.67 C 34.33 

10331 G 78.26 A 21.74 G 80.43 A 19.57 

10561 C 78.26 A 21.74 C 70.00 A 30.00 

 

จากตารางจะเห็นวาเคร่ือง อานลําดับเบส Roche GS FLX สามารถรายงานความแปรผันได 

ยกเวนตําแหนง 3040 ถึง 3042 ที่ไมพบความแปรผัน เนื่องจากความแปรผันนอยมาก เพียงรอยละ 

0.22 
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4.2.4 ความถี่ชุดตัวอยางตั้งตนมีผลตอความถี่ท่ีอานได 

เนื่องจากในงานวิจัยนี้จะใชความถี่อัลลีลในการประกอบสายลําดับ และรายงานความถี่ของ

แตละสายลําดับ ดังน้ัน ความถี่ที่อานไดจากเคร่ืองตองเปนไปตามที่มีอยูจริง จากผลการทดลอง

พบวาความถี่ที่อานไดสอดคลองกับความถี่ที่มีในชุดตัวอยาง เห็นไดจากอัตราสวนสายลําดับแยก

ตามซีโรไทป (ตารางที่ 4.2) และความผันแปรในซีโรไทป 2 (ตารางที่ 4.6) 

 จากการทดลองพบวา สามารถใชเทคโนโลยีอานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบพิโคไทเตอร

เพลตไพโรซีเควนซิง ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสเด็งกี่ได  
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บทที่ 5 

การประกอบสายแฮปโพลไทปหลกัและประมาณความถ่ีแฮปโพลไทปสายหลกั 

 การประกอบแฮปโพลไทปทั้งหมดสําหรับกลุมประชากรไวรัสเปนปญหาที่ซับซอน ดังน้ัน

ในขั้นแรกจึงมุงประกอบเฉพาะแฮปโพลไทปสายหลัก คือ แฮปโพลไทปที่พบมากที่สุดในกลุม

ประชากรนั้น หรือกลาวไดวามีความถี่แฮปโพลไทปสูงสุด และประมาณคาความถี่แฮปโพลไทป

สายหลักที่ประกอบขึ้นได โดยไดออกแบบขั้นตอนวิธีและพัฒนาขึ้นเปน 3 รูปแบบหลักคือ 

1. การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด โดย

ประกอบไปตามลําดับ 

2. การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด โดยสุม

ตําแหนง  

3. การประกอบแฮปโพลไทปจากอัลลีลหลัก (major allele) หรืออัลลีลที่พบบอยที่สุดใน

แตละตําแหนง 

5.1  การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด โดย

ประกอบไปตามลําดับ 

 การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักดวยวิธีน้ีจะเลือกสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด

ในแตละตําแหนงมาประกอบกันไปเร่ือยๆ โดยเร่ิมจากตําแหนงแรกสุดไลไปจนถึงตําแหนงสุดทาย 

จากนั้นประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปสายหลักดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตและมัธยฐาน ของความถี่   

อัลลีลแตละตําแหนง 

5.1.1 ข้ันตอนวิธี 

 ขอมูลอินพุตสําหรับขั้นตอนวิธี น้ีคอื สายลําดับยอยของสนิปส และตําแหนงของสนิปสตัว

แรกบนสายแฮปโพลไทป ซึ่งไดจากการเก็บขอมูลสายลําดับสนิปสจากสายลําดับ นิวคลีโอไทดที่

อานได ตามวิธีเก็บสายลําดับสนิปสในบทที่ 3 นําอินพุตน้ีมาเขาสูขั้นตอนการประกอบ                

แฮปโพลไทปสายหลัก ดังน้ี 

1) เรียงสายลําดับสนิปสทั้งหมดตามตําแหนงเร่ิมตน  

2) รวมสายลําดับสนิปสที่เหมือนกัน  คือ มีสายลําดับเบสเหมือนกันและอยูในตําแหนง

เดียวกนัเขาดวยกัน เชน มีสายลําดับสนิปสที่อานไดดังน้ี 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 
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AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AACTTG  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AACTTG  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AACTTG  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

CTTG   เร่ิมตนที่ตําแหนง 1 

AACTTG   เร่ิมตนที่ตําแหนง 5 

 สามารถรวมไดเปน  

1. AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 5 เสน 

2. AACTTG  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 3 เสน 

3. CTTG   เร่ิมตนที่ตําแหนง 1 1 เสน 

4. AACTTG  เร่ิมตนที่ตําแหนง 5 1 เสน 
 

3) ในแตละตําแหนง รวมสายลําดับสั้นๆ ที่สามารถรวมเขากับสายลําดับเสนยาวไดเขา

ดวยกนั นับจํานวนอัลลลีของแตละตําแหนง เชน ตําแหนง เร่ิมตนที่ 0 มีสายลําดับของสนิปส 3 ชดุ 

คือ 

1. AAATTT   5 สาย 

2. AACTTG   3 สาย 

3. AAAT   1 สาย 

สามารถรวมไดเปน 

I. AAATTT  จํานวนอัลลลี 6,6,6,6,5,5 

II. AACTT  จํานวนอัลลลี 3,3,3,3,3 
 

จากขอมูลสายลําดับสนิปสน้ี รวมไดเปน 2 ชุด คือ ชุดที่ I มีสายลําดับเปน AAATTT ซึ่งมี

จํานวนของ A ทั้งสามตัว (ตําแหนง 0-2) และ T ตัวแรกซึ่งอยูที่ตําแหนง 3 ของสายลําดับนี้  เปน 6 

จากการรวมกันของสายลําดับที่ 1 และ 3 และ T สองตัวสุดทายมีจํานวนอัลลีลเปน 5 จากสายลําดับ

ที่ 1 สวนอีกชุด  (ชุดที่ II) คอื AACTT ไดจากสายลําดับที่ 2 ซึ่งไมสามารถรวมกับเสนอ่ืนได มี

จํานวนแตละอัลลลีในสายลาํดับเปน 3 

4) คํานวณความถี่อัลลีล โดยนําจํานวนอัลลลีแตละตําแหนงในแตละชุดสายลําดับทีร่วมไว

หารดวยจํานวนอัลลลีทัง้หมดของตําแหนงน้ันๆ เชน  จากตัวอยางดานบน ความถี่อัลลีลของ A ใน

ชุดที่ I คอื 0.67 (จาก 6 ÷ (6+3)) และความถี่อัลลีลของ C ใน II. คอื 0.33 (จาก 3 ÷ (6+3)) 
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5) ประกอบสาย แฮปโพลไทป โดยเร่ิมจากตําแหนงเร่ิมตนที่นอยที่สุด เลือกสายลําดับที่มี

ความถี่อัลลีลเฉลี่ยสูงสุดมา ประกอบเปนสายลําดับลัพธ   จากน้ันพิจารณาตําแหนงเร่ิมตนลําดับ

ถัดไป เลือกสายลําดับที่มีความถี่เฉลี่ยสูงสุดมาพิจารณาวาสามารถตอกับสายลําดับลัพธที่มีอยูได

หรือไม โดยพิจารณา จากสวนที่ซอนทับกัน  (overlap) ถาได คือ ทุกๆ ตําแหนงที่เหลื่อมกันมีเบส

ชนิดเดียวกันทั้งหมด ใหนําสายลําดับน้ัน ตอกับสายลําดับ ลัพธที่มีอยู พรอมทั้ง รวมความถี่อัลลีลแต

ละตําแหนง ของสายลําดับที่เลือกเขากับ สายลําดับลัพธ แตถาไมไดใหเลือกสายลําดับที่มีความถี่

รองลงมามาพิจารณา ทําเชนนี้ไปเร่ือยๆ จนสุดสาย 

6) ประมาณคาความถี่ แฮปโพลไทป  (haplotype frequency) ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิต และ

คามัธยฐานจากความถี่อัลลีลแตละตําแหนงบนสายลําดับลัพธที่ได 

5.1.2 การทดสอบ 

 5.1.2.1  จําลองขอมูลสําหรับทดสอบข้ันตอนวิธี 

 ทดสอบความถูกตองของขั้นตอนวิธีโดยจําลองขอมูลใหมีลักษณะคลายกับสายลําดับของ

ไวรัสเด็งกี่ที่อานไดจากเคร่ืองอานลําดับเบส Roche GS FLX โดยใชขอมูลจีโนมจากฐานขอมูลของ 

GenBank เปนตนแบบ แลวจําลองประชากรและการอานสายลําดับเบสตามขั้นตอนการจําลองสาย

ลําดับที่อานไดในบทที่ 3 โดยใหความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลักและจํานวนสายลําดับที่อานได

แตกตางกัน คือ จําลองใหมีความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลักทั้งหมด 9 ชวง คือ รอยละ 10-19, 20-

29, 30-39, 40-49, 50-59, 60-69, 70-79, 80-89 และ 90-99 ในแตละชวงความถีก่าํหนดใหมจํีานวน

สายลําดับที่อานได 8 คา คือ 500, 1000, 3000, 5000, 10000, 30000, 50000 และ 100000 เสน ทําซ้ํา

ทั้งสิ้น 10 รอบ รวมเปนขอมูลทั้งสิ้น 720 ชุด 

ในแตละชุดจะได สายลําดับที่อานไดซึ่งจําลองการอานเลียนแบบการอานดวยเคร่ืองอาน

สายลําดับ Roche GS FLX มาเปนอินพุตของขั้นตอนวิธีที่นําเสนอ และเก็บขอมูลแฮปโพลไทปสาย

หลักและความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลักที่จําลองขึ้นไวสําหรับเปรียบเทียบผลกับสายลําดับ   

แฮปโพลไทปที่ประกอบไดจากขั้นตอนวิธีที่นําเสนอ 

5.1.2.2  ทดสอบ 

 ทดสอบทีละชุด โดยนําสายลําดับที่อานไดในแตละชุดมาเปนอินพุตของขั้นตอนวิธีการ

ประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก และประมาณคาความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลัก เก็บขอมูลสาย

ลําดับลัพธและความถี่ท่ีไดของแตละชุดมาทดสอบประสิทธิภาพของขั้นตอนวิธี 

5.1.2.3 รายงานผล 

 ในแตละชุด นําสายลําดับ ลัพธที่ไดไปเปรียบเทียบกับแฮปโพลไทปสายหลักที่จําลองขึ้นซึ่ง

เปนเสมือนสายลําดับจริงที่คาดหวังจากขั้นตอนวิธี รายงานความแมน (accuracy) โดยวัดเปนรอยละ
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ของตําแหนงที่ถูกตอง  จากน้ันเปรียบเทียบความถี่ ที่ประมาณไดกับความถี่ของ แฮปโพลไทป สาย

หลกั รายงานผลดวยความผิดพลาดสัมบูรณ (absolute error) ซึ่งคํานวณจากความแตกตางระหวาง

ความถี่ที่คํานวณได กับความถี่หลักที่กําหนด  หรือ คาสัมบูรณของความแตกตางระหวางความถี่ท่ี

คํานวณไดกับความถี่จริง 

 นําผลที่ไดจากทุกชุดมาสรุปรายงานความแมนของแฮปโพลไทปสายหลักและความ

ผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปสายหลัก แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลัก 

5.1.3 ผลการทดลอง 

 จากการทดลองประกอบ แฮปโพลไทปสายหลักจากชุดของสายลําดับที่มีความแตกตางกัน

ประมาณรอยละ 2 และม ี2 อัลลีลในแตละตําแหนง ไดความแมนของสาย แฮปโพลไทปที่ประกอบ

ไดดังตารางที่ 5.1 

 

ตารางที่ 5.1 ความแมนของสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่

สูงสุด โดยการประกอบไปตามลําดับ 

ชวงความถี่สาย

ลําดับหลัก (%) 

ความแมนสูงสุด 

(%) 

ความแมนต่ําสุด 

(%) 

ความแมนเฉลี่ย 

(%) 

10-19 93.43 58.88 71.04 
20-29 99.53 55.81 73.19 
30-39 100.00 53.74 78.14 
40-49 100.00 53.95 82.48 
50-59 100.00 50.00 87.96 
60-69 100.00 68.84 94.07 
70-79 100.00 67.44 94.33 
80-89 100.00 65.58 98.55 
90-99 100.00 71.63 99.34 

ท้ังหมด 100.00 50.00 86.57 

 

 นําความแมนที่ได แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลัก มาสรางกราฟไดดังรูปที่ 5.1 จาก

ผลการทดลองจะเห็นวา ความแมนเพิ่มขึ้นเมื่อความถี่สายลําดับหลัก เพิ่มขึ้น โดยความแมนเฉลี่ย

ของชุดขอมูลที่สายลําดับหลักมีความถี่ 90-99 % คอืรอยละ 99.34 และความแมนเฉลี่ยทั้งหมดคือ

รอยละ 86.57 
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รูปที่ 5.1  กราฟความแมนของสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบได ดวยการประกอบ

สายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด แบบประกอบตามลําดับ  แยกตามชวงความถี่

ของสายลําดับหลักที่จําลองขึ้น วัดความแมนจากรอยละของตําแหนงที่ มีอัลลีลตรง

กบัเสนตนแบบ จุดในกราฟแสดงความแมนเฉลี่ยของสายแฮปโพลไทปและชวงใน

กราฟแสดงชวงความแมนของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบไดจากความแมนตํ่าสุด

ถึงความแมนสูงสุด 

 

 จากการประมาณคาความถี่ของสาย แฮปโพลไทป หลกัดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตและมัธยฐาน

ของความถี่อัลลีลแตละตําแหนงของสายลําดับที่ใชในการประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก รายงาน

ผลดวยความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปที่คํานวณได แสดงไดดังตารางที่ 5.2 

 จาก ตาราง  การประมาณความถี่ของแฮปโพลไทปดวยมัธยฐานใหผลดีกวาการประมาณ

ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตเนื่องจากความถี่แฮปโพลไทปที่คํานวณไดใกลเคียงกับความถี่แฮปโพลไทป

จริงมากกวา จากชุดขอมูลที่ทดลองนี้ ความถี่ที่ไดจากการประมาณความถี่ดวยมัธยฐานแตกตางจาก

ความถี่แฮปโพลไทปจริงเพียงรอยละ 0.58 สําหรับชุดขอมูลที่สายลําดับหลักมีความถี่ 90-99 % และ

มีความผิดพลาดสัมบูรณเฉลี่ยรอยละ 2.33 ในขณะที่การประมาณความถี่แฮปโพลไทปดวยคาเฉลี่ย

เลขคณิต มีความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปที่คํานวณไดเฉลี่ยรอยละ 3.48 
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ตารางที่ 5.2 ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปสายหลักที่คํานวณได จากการ

ประกอบแฮปโพลไทปสายหลักดวยสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด โดยการประกอบ

ไปตามลําดับ เปรียบเทียบระหวางการประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปดวยคาเฉลี่ยเลขคณิต

และมัธยฐาน 
 

ชวงความถี่

สายลําดับ

หลัก (%) 

ความผดิพลาดสัมบูรณจากการประมาณ

ความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิต (%) 

ความผดิพลาดสัมบูรณจากการประมาณ

ความถี่ดวยคามัธยฐาน (%) 

สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย 

10-19 0.04 10.40 2.55 0.01 10.67 2.52 

20-29 0.07 8.35 2.53 0.01 9.31 2.28 

30-39 0.02 11.73 3.36 0.02 18.25 3.11 

40-49 0.19 17.22 4.33 0.01 22.18 3.38 

50-59 0.11 21.60 3.99 0.05 28.21 2.59 

60-69 0.18 34.55 5.36 0.00 53.54 2.57 

70-79 0.01 33.66 5.76 0.00 54.75 2.01 

80-89 0.01 46.57 2.31 0.01 80.10 1.71 

90-99 0.01 42.21 1.16 0.01 2.82 0.58 

ท้ังหมด 0.01 46.57 3.48 0.00 80.10 2.33 
 

  

5.2  การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด โดยสุม

ตําแหนง 

 เนื่องจากการประกอบแฮปโพลไทปสายหลักตามวิธี 5.1 จะมีความลําเอียง (bias) จากสาย

ลําดับในตําแหนงที่อยูกอน โดยเฉพาะตําแหนงเร่ิมตนซึ่งในทางปฏิบัติตําแหนงหัวและตําแหนง

ทายของสายลําดับเปนตําแหนงที่มีโอกาสเกิดความผิดพลาดสูง ในวิธีน้ีจึงสุมตําแหนงแลวเลือกสาย

ลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุดในตําแหนงน้ันมาประกอบเปนแฮปโพลไทปสายหลัก โดยมีวิธี

พิจารณาเชนเดียวกับวิธี 5.1 ประกอบจนครบทั้งสาย จากนั้นประกอบซ้ําโดยสุมตําแหนงใหม ทําซ้ํา

เชนน้ีตามจํานวนรอบที่กําหนด นําผลลัพธที่ไดทั้งหมดมาเลือกเสนที่มีความถี่แฮปโพลไทปสูงที่สุด 
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5.2.1 ข้ันตอนวิธี 

 สําหรับวิธีน้ีมีอินพุตเชนเดียวกับวิธี 5.1.1 และมีขั้นตอนวิธีคลายคลึงกันคือ การรวมสาย

ลําดับสนิปสและการคํานวณความถี่อัลลีลในขั้นตอนที่ 1)-4) ทําเชนเดียวกับวิธี 5.1.1 แตในขัน้ตอน

การประกอบแฮปโพลไทป  

1) – 4) ทําเชนเดียวกับวิธี 5.1.1 ไดแก จัดเรียงสายลําดับสนิปสตามตําแหนงเร่ิมตน รวม

สายลําดับสนิปสที่เหมือนกันเขาดวยกัน รวมสายลําดับสนิปสเสนสั้นๆ เขากับเสนยาวที่มีตําแหนง

เร่ิมตนเดียวกัน คํานวณความถี่อัลลีลของสายลําดับสนิปสแตละเสน 

5) ประกอบสาย แฮปโพลไทป โดยสุมตําแหนง ขึ้นมา เลือกสายลําดับ ในตําแหนงน้ัน ที่มี

ความถี่อัลลีลเฉลี่ยสูงสุดมาประกอบเปนสายลําดับลัพธ   จากน้ันสุมตําแหนงถัดไป เลือกสายลําดับ

ในตําแหนงน้ัน ที่มีความถี่เฉลี่ยสูงสุดมาพิจารณาวาสามารถตอกับสายลําดับลัพธที่มีอยูไดหรือไม 

โดยพจิารณา จากสวนที่ซอนทับกัน  (overlap) ถาไมมีตําแหนงใดที่ตางกัน ใหนําสาย ตอกับสาย

ลําดับลัพธที่มีอยู พรอมทั้ง รวมความถี่อัลลีลแตละตําแหนง ของสายลําดับที่เลือกเขากับ สายลําดับ

ลัพธ แตถาไมไดใหเลือกสายลําดับ ในตําแหนงน้ันที่มีความถี่รองลงมามาพิจารณา จากน้ันสุมเลือก

ตําแหนงถดัไป ทําเชนน้ีไปเร่ือยๆ จนสุดสาย 

6) ประมาณคาความถี่ แฮปโพลไทป  (haplotype frequency) ดวยคามัธยฐาน จากความถี่     

อัลลีลแตละตําแหนงบนสายลําดับลัพธที่ได 

7) ทําซ้ําขอ 1) ถึง 6) ตามจํานวนรอบที่กําหนด นําสายลําดับทั้งหมดที่ไดมาเลือกสายลําดับ

ที่มีความถี่แฮปโพลไทปสูงที่สุดเปนผลลัพธของขั้นตอนวิธีน้ี 

5.2.2 การทดสอบ 

 ทดสอบความถูกตองของขั้นตอนวิธี ดวยความแมนของแฮปโพลไทปสายหลักที่ประกอบ

ไดและความแตกตางของความถี่แฮปโพลไทปสายหลักที่คํานวณไดเทียบกับความถี่จริง โดยใช

ขอมูลเดียวกับการทดสอบ 5.1.2 โดยแตละชดุขอมลูกาํหนดจํานวนรอบในการทาํซ้าํขัน้ตอน 1) – 6) 

ทั้งสิ้น 10 รอบ 

5.2.3 ผลการทดลอง 

 จากการทดลองประกอบ แฮปโพลไทป สายหลักจากชุดของสายลําดับ ชุดเดียวกับที่ใช

ทดสอบขัน้ตอนวิธ ี5.1 ไดความแมนของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบไดดังตารางที่ 5.3 
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ตารางที่ 5.3  ความแมนของสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบจากสายลําดับที่อานไดที่มี

ความถี่สูงสุด โดยสุมตําแหนง 

ชวงความถี่สาย

ลําดับหลัก (%) 

ความแมนสูงสุด 

(%) 

ความแมนต่ําสุด 

(%) 

ความแมนเฉลี่ย 

(%) 

10-19 91.63 61.86 76.61 
20-29 95.35 61.40 78.18 
30-39 100.00 63.72 83.17 
40-49 100.00 62.33 87.72 
50-59 100.00 67.29 90.90 
60-69 100.00 83.57 97.03 
70-79 100.00 82.24 98.02 
80-89 100.00 90.23 99.14 
90-99 100.00 93.95 99.73 

ท้ังหมด 100.00 61.40 90.05 

 

 สรางกราฟแสดงความแมนของแฮปโพลไทปสายหลักที่ประกอบได แยกตามชวงความถี่

ของสายลําดับหลักมาสรางกราฟไดดังรูปที่ 5.2 

 จากผลการทดลองจะเห็นวา ความแมนเพิ่มขึ้นเมื่อความถี่สายลําดับหลัก เพิ่มขึน้ โดยความ

แมนเฉลี่ยของชุดขอมูลที่สายลําดับหลักมีความถี่ 90-99 % คอืรอยละ 99.73 และความแมนเฉลี่ย

ทั้งหมดคือรอยละ 90.05 

 จากน้ันประมาณคาความถี่ของสาย แฮปโพลไทปหลกัจากคามัธยฐานของ ความถี่อัลลีลแต

ละตําแหนง  วัดความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่ที่คํานวณไดเทียบกับความถี่จริงของ               

แฮปโพลไทปสายหลักที่เปนอินพุตของขั้นตอนวิธีน้ี ไดผลดังตารางที่ 5.4 

 จาก ตาราง การประมาณความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลักของชุดขอมูลนี้ดวยคามัธยฐาน มี

ความผิดพลาดสัมบูรณ เฉลี่ยรอยละ 1.54 สําหรับชุดขอมูลทั้งหมด และ มีความผิดพลาดสัมบูรณ

เฉลี่ยรอยละ 0.57 สําหรับชุดขอมูลที่สายลําดับหลักมีความถี่ 90-99 % 
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รูปที่ 5.2  กราฟความแมนของ สายแฮปโพลไทป หลักที่ประกอบได  ดวยการประกอบสายลําดับที่

อานไดที่มีความถี่สูงสุด แบบสุมตําแหนง แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลักที่จําลองขึ้น โดยวัด

ความแมนจากรอยละของตําแหนงที่ มีอัลลีลตรงกบัเสนตนแบบ  จุดในกราฟแสดงความแมนเฉลีย่

ของสายแฮปโพลไทปและชวงในกราฟแสดงชวงความแมนของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบไดจาก

ความแมนตํ่าสุดถึงความแมนสูงสุด 
 

ตารางที่ 5.4 ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปสายหลักที่คํานวณได จากการประกอบ

แฮปโพลไทปสายหลักดวยสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุดแบบสุมตําแหนง โดยประมาณ

คาความถี่แฮปโพลไทปดวยมัธยฐาน 

ชวงความถี่สาย

ลําดับหลัก (%) 

ความผิดพลาด

สัมบูรณต่ําสุด (%) 

ความผิดพลาด

สัมบูรณสูงสุด (%) 

ความผิดพลาด

สัมบูรณเฉลี่ย (%) 

10-19 0.01 10.67 2.22 
20-29 0.01 7.50 1.84 
30-39 0.02 10.04 2.34 
40-49 0.01 6.30 1.85 
50-59 0.05 11.04 1.64 
60-69 0.01 8.14 1.46 
70-79 0.01 9.52 1.16 
80-89 0.01 3.37 0.78 
90-99 0.01 2.82 0.57 

ท้ังหมด 0.01 11.04 1.54 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

 10-19  20-29  30-39  40-49  50-59  60-69  70-79  80-89  90-99

ac
cu

ra
cy

 (%
)

frequency (%)

Average



40 

5.3  การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละตําแหนง 

 เนื่องจากรูปแบบของประชากรไวรัส ที่มีความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลักสูงกวาความถี่

ของแฮปโพลไทปสายอ่ืน และสายแฮปโพลไทปสายอ่ืนเกิดขึ้นเน่ืองจากการกลายพันธุของ       

แฮปโพลไทปสายหลักน้ี ทําใหโดยสวนใหญอัลลีลบนแฮปโพลไทปสายหลักจะเปนอัลลีลที่มี

ความถี่สูงสุดในตําแหนงน้ันๆ จึงไดประกอบแฮปโพลไทปสายหลักขึ้นจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุด

ในแตละตําแหนง 

5.3.1 ข้ันตอนวิธี 

 สําหรับวิธีน้ีมีอินพุต คอื สายลําดับยอยของสนิปส และตําแหนงของสนิปสตัวแรกบนสาย

แฮปโพลไทเชนเดียวกบั 2 วิธีขางตน จากนั้นประกอบแฮปโพลไทปสายหลักตามขั้นตอนดังนี้ 

1) อานสายลําดับยอยของสนิปสทีละเสน เก็บอัลลีลและจํานวนแตละอัลลีลตามตําแหนง

ของอัลลีลนั้นบนสายแฮปโพลไทป เชน 

อินพุตประกอบดวยสายลําดับดังตอไปน้ี 

AAATTC  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

AAATTT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

CAGATT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 0 

  TAAGT  เร่ิมตนที่ตําแหนง 1 

    GATC   เร่ิมตนที่ตําแหนง 2 

         GC   เร่ิมตนที่ตําแหนง 4 

 เก็บคาอัลลีลแตละตําแหนงและจํานวนของแตละอัลลีลไดดังน้ี  

  ตําแหนง 0 ประกอบดวย  A   4  ตัว C   1 ตัว 

  ตําแหนง 1 ประกอบดวย  A   5  ตัว T   1 ตัว 

  ตําแหนง 2 ประกอบดวย  A   5 ตัว  G   2 ตัว 

  ตําแหนง 3 ประกอบดวย  T    4 ตัว A   3 ตัว 

  ตําแหนง 4 ประกอบดวย  T    6 ตัว G   2 ตัว 

  ตําแหนง 5 ประกอบดวย  T   5 ตัว  C   3 ตัว 
   

2) คํานวณความถี่อัลลีล โดย ในแตละตําแหนง นําจํานวนอัลลลีแตละ ตัวมา หารดวย

จํานวนอัลลลีทัง้หมดของตําแหนงน้ัน เชน จากตัวอยางขางตนคํานวณความถี่อัลลีลไดดังน้ี 
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  ตําแหนง 0 ประกอบดวย A  ความถี่ 4 ÷ 5 = 0.80 C ความถี่ 1 ÷ 5 = 0.20 

  ตําแหนง 1 ประกอบดวย A  ความถี่ 5 ÷ 6 = 0.83   T ความถี่ 1 ÷ 6 = 0.17 

  ตําแหนง 2 ประกอบดวย A  ความถี่ 5 ÷ 7 = 0.71 G ความถี่ 2 ÷ 7 = 0.29 

  ตําแหนง 3 ประกอบดวย T  ความถี่ 4 ÷ 7 = 0.57 T ความถี่ 3 ÷ 7 = 0.43

  ตําแหนง 4 ประกอบดวย T  ความถี่ 6 ÷ 8 = 0.75 G ความถี่ 2 ÷ 8 = 0.25 

  ตําแหนง 5 ประกอบดวย T  ความถี่ 5 ÷ 8 = 0.625 T ความถี่ 3 ÷ 8 = 0.375 

 

3) ประกอบสาย แฮปโพลไทปหลัก โดยเลือกอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละตําแหนงมา

ประกอบเปนสายแฮปโพลไทปหลัก  จากตัวอยาง ตําแหนงที่ 0-2 เลือกอัลลีล A และตําแหนงที ่ 3-5 

เลือกอัลลีล T ดังน้ันไดแฮปโพลไทปสายหลักคือ AAATTT  
 

4)  ประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปสายหลัก (haplotype frequency) 

4.1) ประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปสายหลัก ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิต  คาสูงสุด และคา

ตํ่าสุดโดยใชความถี่อัลลีลแตละ ตําแหนงบนสายลําดับลัพธที่ได โดยตรง เชน จากตัวอยางประมาณ

คาความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตไดเปน (0.80+0.83+0.71+0.57+0.75+0.625) ÷ 6 =  0.714 หรือ     

รอยละ 71.4 และประมาณคาความถี่ดวยมัธยฐานไดเปน (0.71+0.75) ÷ 2 = 0.73 หรือ รอยละ 73 
 

4.2)  จากผลการทดลองพบวาการประมาณคาความถี่จากความถี่อัลลีลสูงสุดในแตละ

ตําแหนงโดยตรงไมมีประสิทธิภาพ และการประมาณคาดวยวิธีน้ีไมไดใชความรูเกี่ยวกับการไป

ดวยกันของแตละอัลลีลที่ไดจากอัลลีลที่อยูบนสายลําดับที่อานไดสายเดียวกันเลย ดังน้ันจึงพัฒนา

วิธีการประมาณความถี่แฮปโพลไทปสายหลักขึ้นใหม โดยใชแนวคิดเดียวกับวิธีการประกอบ     

แฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุด ไดขั้นตอนประมาณความถี่ดังน้ี 

-  นําสายลําดับที่เหมือนกัน คือ มีความยาวเทากัน มีตําแหนงเดียวกัน และแตละ

ตําแหนงมเีบสตัวเดียวกนั รวมเขาดวยกนั 

 - เรียงสายลําดับที่อานไดทั้งหมดตามตําแหนงจากนอยไปมาก (จากหัวไปทาย)  

 - แตละตําแหนงเรียงสายลําดับตามความยาวจากมากไปนอย  

 - แยกสายลําดับเปนสองกลุมคือ กลุมที่เปนสวนหน่ึงของแฮปโพลไทปสายหลักที่

ประกอบขึ้นคือแตละตําแหนงบนสายลําดับน้ันมีเบสเดียวกับตําแหนงน้ันๆ บน               

แฮปโพลไทป และกลุมที่ไมเหมือนกับแฮปโพลไทปสายหลักที่ประกอบขึ้น โดยการแยก

สายลําดับนี้ทําทีละตําแหนงและเรียงลําดับตามความยาว 
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 - สายลําดับเสนสั้นที่สามารถอยูไดทั้งสองกลุม แบงสายลําดับน้ันใหอยูทั้งสองกลุม

ดวยสัดสวนตามจํานวนอัลลีลในแตละกลุม เชน  แบงสายลําดับที่อานเขามากอนหนาไดเปน 

2 กลุม คือ  

      ก.  กลุมที่เหมือนกับแฮปโพลไทปสายหลัก คือ AAATTGGG  ทั้งหมด 5 เสน 

    ข.  กลุมที่ไมเหมือนกับแฮปโพลไทปสายหลัก ประกอบดวย AAAGTT จํานวน 1 

เสน และ AAC จํานวน 2 เสน 

    สายลําดับที่อานไดลําดับถัดไปคือ AA จํานวน 8 เสน สายลําดับ AA น้ีอยูไดทั้งสอง

กลุม จึงแบงใหทั้งสองกลุมดวยสัดสวยตามสายลําดับที่มีอยูในแตละกลุม ดังน้ัน แบงให AA 

อยูกลุม ก. 5 เสน และอยูกลุม ข. 3 เสน 

 - ทําเชนน้ีจนครบทุกตําแหนง จากน้ันหาความถี่อัลลีลแตละตําแหนงในกลุมที่

เหมือนกับแฮปโพลไทปสายหลัก 

 - ประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปสายหลักดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตและมัธยฐานของ

ความถี่อัลลีลแตละตําแหนงที่คํานวณไดจากกลุมที่เหมือนกับแฮปโพลไทปสายหลักน้ี 

5.3.2 การทดสอบ 

 ทดสอบความถูกตองของขั้นตอนวิธี ดวยความแมนของแฮปโพลไทปสายหลักที่ประกอบ

ไดและความถี่แฮปโพลไทปสายหลัก โดยใชขอมูลเดียวกับ 2 วิธีกอนหนา ดวยขอมูลรวมทั้งสิ้น 

720 ชุด 

5.3.3 ผลการทดลอง 

 จากการทดลองประกอบ แฮปโพลไทปสายหลักจากชุดของสายลําดับที่มีความแตกตางกัน

ประมาณรอยละ 2 และม ี2 อัลลีลในแตละตําแหนง ไดความแมนของสาย แฮปโพลไทปที่ประกอบ

ไดดังตารางที่ 5.5 

 จากนั้น นําความแมนของสายแฮปโพลไทปที่ไดจากการประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก

ดวยอัลลีลที่มีความถี่สูงสุด แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลัก มาสรางกราฟไดดังรูปที่ 5.3 

 จากผลการทดลองจะเห็นวา ความแมนเพิ่มขึ้นเมื่อความถี่สายลําดับหลัก เพิ่มขึน้ โดยความ

แมนเฉลี่ยของชุดขอมูลที่สายลําดับหลักมีความถี่ 90-99 % คอืรอยละ 100 และความแมนเฉลี่ย

ทั้งหมดคือรอยละ 92.07 ในความเปนจริง การประกอบแฮปโพลไทปดวยวิธีน้ีจากชุดขอมูลที่สาย

ลําดับหลักมีความถี่ต้ังแต 51% ขึ้นไปควรจะไดสายลําดับแฮปโพลไทปที่ถูกตองทุกตําแหนง แต

จากผลการทดลองไมเปนเชนน้ัน เพราะกรณีที่จํานวนสายลําดับที่อานมาเปนอินพุตไมมากพอ จะ

อานสายลําดับไดไมครอบคลุมทั้งหมด ทําใหตําแหนงที่ไดเกิดขอผิดพลาด สําหรับชุดขอมูลน้ีที่

ความถี่ของสายลําดับหลักเปน 60% ขึ้นไป จะไดแฮปโพลไทปที่ถูกตองทั้งเสนเมื่อสายลําดับที่อาน 
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ตารางที่ 5.5 ความแมนของสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดใน

แตละตําแหนง 

ชวงความถี่สาย

ลําดับหลัก (%) 

ความแมนสูงสุด 

(%) 

ความแมนต่ําสุด 

(%) 

ความแมนเฉลี่ย 

(%) 

10-19 89.77 73.95 81.60 
20-29 92.56 69.77 81.32 
30-39 93.95 73.95 84.96 
40-49 98.14 77.21 89.08 
50-59 100.00 73.36 96.03 
60-69 100.00 68.84 94.07 
70-79 100.00 95.35 99.83 
80-89 100.00 98.60 99.98 
90-99 100.00 100.00 100.00 

ท้ังหมด 100.00 69.77 92.07 
 

 
 

รูปที่ 5.3  กราฟความแมนของ สายแฮปโพลไทป หลักที่ประกอบได  ดวยอัลลีลที่มีความถี่

สูงสุด แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลักที่จําลองขึ้น  โดยวัดความแมนจากรอยละของ

ตําแหนงที่ มีอัลลีล ตรงกบัเสนตนแบบ  จุดในกราฟแสดงความแมนเฉลี่ยของสาย            

แฮปโพลไทปและชวงในกราฟแสดงชวงความแมนของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบไดจาก

ความแมนตํ่าสุดถึงความแมนสูงสุด 
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ไดมจํีานวน 3,000 เสนขึ้นไป และสายลําดับที่อานไดตองมีจํานวน 10,000 เสนขึ้นไปสําหรับชุด

ขอมูลที่มีสายลําดับหลักอยูในชวง 52-59% 

 เมื่อไดแฮปโพลไทปสายหลักแลว นําความถี่อัลลีลแตละตําแหนงบนแฮปโพลไทปที่ไดไป

ประมาณคาความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิต คาสูงสุดและคาตํ่าสุด ไดผลดังตารางที่ 5.6 
 

ตารางที่ 5.6 ความผิดพลาดสัมบูรณของงความถี่แฮปโพลไทปสายหลักที่คํานวณได จากการ

ประกอบแฮปโพลไทปสายหลักดวยจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุด เปรียบเทียบระหวางการประมาณคา

ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิต คาสูงสุดและคาตํ่าสุด 

ชวงความถี่

สายลําดับ

หลัก (%) 

ความแตกตางจากการ

ประมาณดวย 

คาเฉลี่ยเลขคณิต (%) 

ความแตกตางจากการ

ประมาณ 

ดวยคาสูงสุด (%) 

ความแตกตางจากการ

ประมาณ 

ดวยคาต่ําสุด (%) 

สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย 

10-19 50.54 60.85 54.97 79.25 86.63 83.41 30.21 36.73 34.40 
20-29 41.69 52.22 46.86 68.21 79.87 75.64 21.09 30.32 26.55 
30-39 29.69 44.63 35.98 47.94 68.89 61.58 10.47 19.26 14.71 
40-49 24.93 36.27 30.10 47.84 59.50 54.44 2.40 13.29 5.85 
50-59 15.50 28.95 22.16 28.71 49.53 43.17 0.05 8.16 3.43 
60-69 13.10 21.21 18.32 33.00 37.31 33.68 0.03 19.16 6.23 
70-79 7.43 13.50 10.76 18.87 29.37 23.57 0.28 28.45 9.28 
80-89 0.02 10.25 6.07 1.92 17.94 12.88 0.27 32.61 7.76 
90-99 0.01 5.91 2.22 0.60 9.39 5.53 0.62 33.52 6.98 

ท้ังหมด 0.01 60.85 26.07 0.60 86.63 44.92 0.03 36.73 13.14 
 

 จากตารางจะเห็นวาการประมาณคาความถี่จากความถี่อัลลีลที่มากที่สุดในแตละตําแหนง

โดยตรงใหผลไมดีเทาที่ควร ดังนั้นจึงไดปรับปรุงการประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปใหมโดยใช

แนวคิดเดียวกับการประมาณคาความถี่ของแฮปโพลไทปสายหลักที่ไดจากสายลําดับที่อานไดที่มี

ความถี่สูงสุด ดังขั้นตอนในขั้นตอนวิธี 5.3.1 ขอ 4.2) ได ความผิดพลาดสัมบูรณ ของความถี่         

แฮปโพลไทปสายหลักที่ประมาณไดเทียบกับความถี่แฮปโพลไทปจริง ดังแสดงในตารางที่ 5.7 

 จากตารางที่ 5.7 การประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปสายหลักโดยแบงกลุมสายลําดับที่

อานไดออกเปน 2 กลุม คือ กลุมที่คาดวามาจากแฮปโพลไทปสายหลักที่ประกอบขึ้น กับกลุมที่ไม

ไดมาจากแฮปโพลไทปสายหลักนี้ แลวจึงประมาณความถี่แฮปโพลไทปจากความถี่อัลลีลของสาย
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ลําดับเฉพาะที่อยูในกลุมที่คาดวามาจากแฮปโพลไทปสายหลักนี้ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตและมัธยฐาน 

ใหผลดีกวาการประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปจากความถี่อัลลีลสูงสุดในแตละตําแหนงโดยตรง 

โดยการประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปจากความถี่อัลลีลของสายลําดับกลุมที่มาจากแฮปโพลไทป

สายหลักที่ประกอบได ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตและมัธยฐานน้ันใหประสิทธิภาพใกลเคียงกัน 

 

ตารางที่ 5.7 ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปสายหลักที่คํานวณได จากการประกอบ

แฮปโพลไทปสายหลักดวยจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุด เปรียบเทียบระหวางการประมาณคาดวย

คาเฉลี่ยเลขคณิตและมัธยฐานของความถี่อัลลีลบนสายลําดับที่มาจากแฮปโพลไทปสายหลัก 

ชวงความถี่

สายลําดับ

หลัก (%) 

ความผิดพลาดสัมบูรณจากการ

ประมาณความถี่ดวย 

คาเฉลี่ยเลขคณิต (%) 

ความผิดพลาดสัมบูรณจากการ

ประมาณความถี่ 

ดวยคามัธยฐาน (%) 

สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย สูงสุด ตํ่าสุด เฉลี่ย 

10-19 0.02 11.56 4.69 0.28 15.08 7.12 

20-29 1.31 16.54 10.79 2.09 20.78 14.29 

30-39 0.36 26.21 16.58 3.00 35.23 20.72 

40-49 1.74 33.55 15.22 0.03 39.58 13.94 

50-59 0.03 24.70 6.16 0.01 29.41 3.05 

60-69 0.01 14.62 3.18 0.03 5.93 1.47 

70-79 0.08 13.57 2.13 0.01 9.09 0.99 

80-89 0.01 13.8 2.99 0.01 4.11 0.81 

90-99 0.01 6.54 0.93 0.01 2.82 0.58 

ท้ังหมด 0.01 33.55 7.19 0.01 39.58 7.36 

 

5.4  เปรียบเทียบแตละข้ันตอนวิธี 

 เปรียบเทียบประสิทธิภาพขั้นตอนวิธีประกอบแฮปโพลไทปสายหลักทั้งสามวิธี คือ 

ประกอบจากสายลําดับที่อานไดที่มีความถี่สูงสุดโดยเรียงตามลําดับ ประกอบจากสายลําดับที่อาน

ไดที่มีความถี่สูงสุดโดยสุมตําแหนง และประกอบจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุด โดยใชคาความแมน 

ไดผลดังตารางที่ 5.8 
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ตารางที่ 5.8 ความแมนของสายแฮปโพลไทปหลัก เปรียบเทียบระหวางขั้นตอนวิธี 5.1, 5.2 และ 5.3 

ชวงความถี่

สายลําดับ

หลัก (%) 

ความแมนจากข้ันตอน

วิธี 5.1 (%) 

ความแมนจากข้ันตอนวิธี 

5.2 (%) 

ความแมนจากข้ันตอนวิธี 5.3 

(%) 

สูงสุด ต่ําสุด เฉลี่ย สูงสุด ต่ําสุด เฉลี่ย สูงสุด ต่ําสุด เฉลี่ย 

10-19 93.43 58.88 71.04 91.63 61.86 76.61 89.77 73.95 81.60 
20-29 99.53 55.81 73.19 95.35 61.40 78.18 92.56 69.77 81.32 
30-39 100.00 53.74 78.14 100.00 63.72 83.17 93.95 73.95 84.96 
40-49 100.00 53.95 82.48 100.00 62.33 87.72 98.14 77.21 89.08 
50-59 100.00 50.00 87.96 100.00 67.29 90.90 100.00 73.36 96.03 
60-69 100.00 68.84 94.07 100.00 83.57 97.03 100.00 68.84 94.07 
70-79 100.00 67.44 94.33 100.00 82.24 98.02 100.00 95.35 99.83 
80-89 100.00 65.58 98.55 100.00 90.23 99.14 100.00 98.60 99.98 
90-99 100.00 71.63 99.34 100.00 93.95 99.73 100.00 100.00 100.00 

ท้ังหมด 100.00 50.00 86.57 100.00 61.40 90.05 100.00 69.77 92.07 
 

 นําความแมนเฉลี่ยของแตละขั้นตอนวิธีมาสรางกราฟ โดยจําแนกตามชวงความถี่ของสาย

ลําดับหลักไดดังรูปที่ 5.4 
 

 

รูปที่ 5.4  กราฟความแมนของสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบขึ้น เปรียบเทียบระหวาง

ขั้นตอนวิธี 5.1, 5.2 และ 5.3 
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5.5  สรุป 

 จากรูปที่ 5.4 จะเห็นวาขั้นตอนวิธีที่ใหความแมนสูงสุดคือ ขั้นตอนวิธี  5.3 การประกอบ

แฮปโพลไทปสายหลักจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุด รองลงมาคือ ขั้นตอนวิธี 5.2 การประกอบ      

แฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานได โดยสุมตําแหนง ซึ่งขั้นตอนวิธี 5.2 เปนวิธีแบบความ

นาจะเปน  (probabilistic method) ผลของแตละรอบไมเหมือนกัน ตางจากขั้นตอนวิธีที่ 5.3 ซึ่ง

คําตอบขึ้นอยูกับอินพุตที่ไดเทาน้ัน จึงเลือกใชทั้ง 2 ขั้นตอนวิธีน้ีสําหรับประกอบชุดของ            

แฮปโพลไทปของประชากรไวรัสเด็งกี่ในบทถัดไป 

 สําหรับการประมาณคาความถี่น้ันเลือกใชการประมาณคาความถี่ดวยคามัธยฐานของ

ความถี่อัลลีลบนสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบขึ้นสําหรับขั้นตอนวิธี 5.2 และใชการประมาณ

คาความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตของอัลลีลในกลุมของสายลําดับที่อานไดที่เหมือนกับสาย            

แฮปโพลไทปหลักสําหรับขั้นตอนวิธี 5.3 
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บทที่ 6 

การประกอบชุดของสายแฮปโพลไทปและประมาณความถ่ีแฮปโพลไทป 

 จากวิธีประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก สามารถนํามาประยุกตใชกับการประกอบชุดของ

แฮปโพลไทปของประชากรไวรัสเด็งกี่ได โดยประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก จากนั้นกรองเอาสาย

ลําดับที่คาดวามาจากแฮปโพลไทปสายหลักออก นําสายลําดับที่เหลือมาประกอบแฮปโพลไทปที่มี

ความถี่สูงสุดในกลุมที่เหลือ วนซ้ําเชนน้ีไปเร่ือยๆ จนถึงเกณฑที่กําหนด จากน้ันทดสอบความแมน

ของผลลัพธที่ไดและรายงานผล 

6.1  ข้ันตอนวิธี 

 อินพุตสําหรับขั้นตอนวิธีน้ีเปนสายลําดับที่อานไดเชนเดียวกับในบทที่ 5 โดยขัน้ตอนวิธน้ีี

ประกอบดวย 2 ขั้นตอนหลักคือ ขั้นตอนการประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก และขั้นตอนการกรอง

สายลําดับที่คาดวาเปนสายลําดับที่อานไดจากแฮปโพลไทปสายหลักในรอบน้ันๆ ออก จากน้ันนํา

สายลําดับที่เหลือเปนอินพุตของรอบถัดไป วนซ้ําเชนน้ีไปเร่ือยๆ จนกวาสายลําดับจะหมด หรือถึง

ขอบเขตที่กําหนด โดยในการทดลองนี้กําหนดใหวนซ้ําจนกวาสายลําดับแฮปโพลไทปที่เหลือมี

ความถี่นอยกวารอยละ 1 และใหวนซ้ําทั้งสิ้นไมเกิน 50 รอบ เมื่อถึงขอบเขตที่กําหนดแลวให

ประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่เหลือ และกําหนดคาความถี่ของแฮปโพลไทปสาย

น้ันตามความถี่แฮปโพลไทปที่ยังขาดอยู เปนอันสิ้นสุดขั้นตอนวิธี แสดงขั้นตอนวิธีหลักไดน้ีดังรูป

ที่ 6.1 โดยขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลักและขั้นตอนกรองสายลําดับมีรายละเอียดดังนี้ 

6.1.1 ข้ันตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก 

 ในขั้นตอนน้ีทําเหมือนขั้นตอนวิธีในบทที่ 5 โดยเลอืก 2 วิธีที่ใหความแมนสูงสุดจากการ

ทดลองในบทที่ 5 คือ ขั้นตอนวิธี 5.2 การประกอบแฮปโพลไทปสายหลักจากสายลําดับที่อานไดที่มี

ความถี่สูงสุด แบบสุมตําแหนง โดยใชการประมาณคาความถี่ดวยคามัธยฐานของความถี่อัลลีลบน

สายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบขึ้น และขั้นตอนวิธี  5.3 การประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก

จากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดและประมาณคาความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตของอัลลีลในกลุมของสาย

ลําดับที่อานไดที่เหมือนกับสายแฮปโพลไทปหลัก 

6.1.2 ข้ันตอนกรองสายลําดับ 

 ขั้นตอนนี้จะกรองสายลําดับที่คาดวาไดมาจากการอานสายลําดับที่เปนแฮปโพลไทปสาย

หลักออกจากสายลําดับเดิมที่เปนอินพุตของรอบน้ัน โดยมีขั้นตอนดังน้ี 
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 1) ในแตละตําแหนงบนแฮปโพลไทปสายหลัก คํานวณจํานวนอัลลีลที่มาจาก               

แฮปโพลไทปสายน้ี โดยนําคาความถี่แฮปโพลไทปสายหลักที่คํานวณไดคูณกับจํานวนอัลลีล

ทั้งหมดที่อานไดในตําแหนงน้ัน 

 2) นําสายลาํดับทีเ่หมอืนกนัรวมเขาดวยกนั โดยเกบ็จํานวนสายลาํดับน้ันไว 

 3) เรียงสายลําดับตามความยาวของสายลําดับจากมากไปนอย 

 4) เรียงสายลําดับที่ความยาวเดียวกันตามจํานวนจากมากไปนอย 

 5) ไลดูทีละสายลําดับ ถาสายลําดับน้ันเปนสวนหน่ึงของแฮปโพลไทปสายหลักที่ประกอบ

ไดในรอบน้ัน และมีจํานวนไมเกินจํานวนอัลลีลบนแฮปโพลไทปสายหลักที่เหลืออยูของตําแหนง

น้ัน (ไดจากการคํานวณในขอ 1) หรือมากกวาไมเกิน 1% ใหกรองสายลําดับน้ันทิ้ง แตถาสายลําดับ

น้ันมีจํานวนมากกวาจํานวนอัลลีลที่เหลืออยูเกิน 1% ใหกรองออกเทากับจํานวนอัลลีลบน         

แฮปโพลไทปสายหลักที่เหลืออยู 
 

  

รูปที่ 6.1  แผนผังแสดงขั้นตอนประกอบชุดของแฮปโพลไทปและประมาณคาความถี่ของ

แฮปโพลไทปแตละเสน 

ประกอบแฮปโพลไทปสายหลักและกําหนด

ความถี่แฮปโพลไทปตามความถี่ที่เหลือ 

ประกอบแฮปโพลไทปสายหลักและ

ประมาณคาความถี่แฮปโพลไทป 

อินพุต: ชุดของสายลําดับที่อานได 

กรองสายลําดับที่คาดวาอานไดจาก

แฮปโพลไทป  ℎ𝑖𝑖  ออก 

รอบที่ i 

เอาทพุต i: ℎ𝑖𝑖  และ  𝑓𝑓𝑖𝑖  

𝑖𝑖 < 50 && �𝑓𝑓𝑘𝑘

𝑖𝑖

0

< 0.99 && ℎ𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 

𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑠𝑠 

ℎ𝑖𝑖 , 𝑓𝑓𝑖𝑖  
𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑠𝑠 

True 

False 
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 6) ลบจํานวนอัลลีลบนแฮปโพลไทปสายหลักที่เหลืออยูออกตามจํานวนสายลําดับที่กรอง

ออกไป 

 7) ทําซ้ําจนครบทุกสายลําดับ หรือจํานวนอัลลีลที่เหลืออยูหมด 

 8) ชุดของสายลําดับที่เหลือ คือชุดของสายลําดับที่คาดวาไมอยูบนแฮปโพลไทปที่ไดใน

รอบน้ัน 

6.2  การทดสอบ 

 ทดสอบดวยชุดขอมูลเดียวกับในบทที่ 5 แตเก็บขอมูลแฮปโพลไทปทั้งหมดที่จําลองขึ้น

และความถี่ของแตละแฮปโพลไทปสําหรับใชเปรียบเทียบผลดวย แทนที่จะเก็บเฉพาะขอมูล     

แฮปโพลไทปสายหลักเพียงอยางเดียว ทดสอบผลเปรียบเทียบระหวางการเลือกใชวิธีประกอบ   

แฮปโพลไทปดวยขัน้ตอนวิธ ี5.2 และ 5.3 โดยเปรียบเทียบความแมนกับสายแฮปโพลไทปที่จําลอง

ขึ้น เรียงตามลําดับความถี่ น่ันคือ เปรียบเทียบแฮปโพลไทปที่จําลองขึ้นเสนที่มีความถี่สูงสุด กับ

แฮปโพลไทปที่มีความถี่สูงสุดที่ไดจากการประกอบดวยวิธีที่นําเสนอ ไลไปจนถึงเสนที่มีความถี่

นอยที่สุด 

6.3  ผลการทดลอง 

 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของขั้นตอนวิธีดวยความแมนของสายลําดับที่ประกอบขึ้น โดย

แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลักและลําดับที่ของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบได ดังแสดงใน

ตารางที่ 6.1 
 

ตารางที่ 6.1 ความแมนของแฮปโพลไทปที่ประกอบได แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลักและ

ลําดับของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น เปรียบเทียบระหวางการเลือกใชวิธี 5.2 และ 5.3 ใน

ขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก 

เสนท่ี 
ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

1 
76.68 77.34 82.65 86.99 90.94 97.05 97.75 99.52 99.94 

81.60 81.32 84.96 89.08 96.03 99.63 99.83 99.98 100.00 

2 
63.25 61.90 59.29 60.32 54.70 54.44 45.88 43.42 41.30 

69.71 68.06 69.08 75.89 88.63 80.16 92.66 86.87 76.99 

3 
62.27 58.79 55.12 52.09 49.65 54.16 46.12 49.87 39.09 

67.12 67.07 64.89 63.35 69.19 71.63 71.17 62.82 65.75 
4 62.06 59.12 51.80 51.97 49.86 52.41 51.16 47.27 0 



51 

เสนท่ี 
ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

67.40 65.51 57.75 54.56 63.03 61.58 58.93 58.83 60.54 

5 
62.96 58.91 53.09 51.93 51.64 53.00 53.00 0 0 

68.66 64.77 56.32 54.39 57.29 58.36 56.96 59.70 56.82 

6 
61.96 57.72 52.74 51.53 57.67 55.59 0 0 - 

67.30 62.06 53.04 54.02 56.57 55.62 54.02 55.50 - 

7 
61.41 55.71 56.15 56.77 55.76 0 - - - 

66.61 59.48 57.22 55.64 56.50 56.59 - - - 

8 
61.52 56.79 56.27 55.23 53.02 0 - - - 

65.79 58.70 56.66 55.35 59.93 60.20 - - - 

9 
61.19 55.46 - - - - - - - 

66.40 57.39 - - - - - - - 

10 
60.21 56.33 - - - - - - - 

64.95 59.73 - - - - - - - 

ทั้งหมด 
61.79 60.01 59.61 60.22 60.16 61.90 60.56 60.98 58.42 
66.50 64.73 64.90 66.52 75.22 71.82 81.40 80.23 82.17 

 

  แสดง ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปท่ีประกอบขึ้นโดยใชวิธี 5.2 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก 

   แสดงความแมนเฉล่ียของแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นโดยใชวิธี 5.3 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสาย

หลัก 

-   คือ แฮปโพลไทปเสนนั้นไมมีอยูจริงในอินพุตของขั้นตอนวิธี 

0   คือ ไมมีสามารถประกอบแฮปโพลไทปในลําดับนั้นไดดวยวิธีที่นําเสนอ เนื่องจากแฮปโพลไทปนั้นมีความถ่ี

นอย 

 

 จากตารางจะเห็นวาความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นโดยใชวิธี 5.3 ใน

ขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลักสูงกวาการเลือกใชวิธี 5.2 ความแมนของแฮปโพลไทปที่

ประกอบขึ้นโดยเลือกใชวิธี 5.3 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทป เฉลี่ยทั้งหมดทุกเสนและทุกชวง

ความถี่สายลําดับหลักเปนรอยละ 69.79 ในขณะที่การประกอบแฮปโพลไทปโดยเลือกใชวิธี 5.2 มี

ความแมนเฉลี่ยรอยละ 66.65 
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นอกจากนี้ จากตารางพบวา แฮปโพลไทปเสนแรกๆ ซึ่งมีความถี่สูงจะมีความแมนสูงกวา

แฮปโพลไทปลําดับถัดไป และแฮปโพลไทปของชุดสายลําดับที่มีความถี่สายลําดับหลักสูงจะมี

ความแมนโดยเฉลี่ยสูงกวาแฮปโพลไทปของชุดสายลําดับที่มีความถี่สายลําดับหลักตํ่า  

 เมื่อพิจารณาวิธีประกอบแฮปโพลไทปโดยเลือกวิธี 5.3 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทป

สายหลัก โดยพิจารณาจํานวนสายลําดับที่อานไดซึ่งเปนอินพุตของขั้นตอนวิธี เมื่อสายลําดับที่อาน

ไดมจํีานวน 500, 1000, 3000, 5000, 10000, 30000, 50000 และ 100000 เสน โดยใชประชากร

เดียวกัน คือ มีแฮปโพลไทปชุดเดียวกัน แตละแฮปโพลไทปมีสายลําดับเบสและความถี่เดียวกัน 

พบวา เมื่อจํานวนสายลําดับที่อานไดมากขึ้น ความแมนของแฮปโพลไทปที่ประกอบไดสูงขึ้น 

เน่ืองจากเมื่ออานสายลําดับจํานวนมากขึ้น ความครอบคลุมสูงขึ้น แตละเสน แตละตําแหนงถูกอาน

มากคร้ังขึ้นทําใหอานสายลําดับไดถูกตองยิ่งขึ้น แสดงความแมนของสายแฮปโพลไทปที่ประกอบ

ขึ้น จําแนกตามจํานวนสายลําดับที่อานไดซึ่งเปนอินพุตของขั้นตอนวิธีไดดังตารางที่ 6.2 

 

ตารางที่ 6.2 ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปที่ประกอบไดจากการประกอบแฮปโพลไทปทั้งชุด

โดยเลือกใชวิธี 5.3 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก จําแนกตามจํานวนสายลําดับที่อาน

เขามาเปนอินพุตของขั้นตอนวิธี 

จาํนวน

สาย

ลําดับ 

ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 ทั้งหมด 

500 66.28 63.19 63.54 63.60 63.66 67.81 70.39 73.30 72.96 65.95 

1,000 65.82 64.40 64.25 64.92 65.78 67.97 72.24 72.05 71.46 66.62 

3,000 66.35 64.90 64.84 65.54 71.52 70.46 76.70 73.84 75.05 68.36 

5,000 66.53 65.01 64.87 66.91 73.73 72.31 80.45 77.47 78.78 69.58 

10,000 66.68 64.90 65.41 66.82 78.59 73.11 83.92 80.41 82.63 70.72 

30,000 66.66 65.09 65.30 67.89 81.30 74.05 88.22 88.20 90.43 71.93 

50,000 66.79 65.30 65.66 68.15 81.97 73.90 89.73 90.24 90.95 72.17 

100,000 66.81 65.08 65.33 68.35 84.96 74.56 90.35 93.07 94.99 72.58 
 

 จากตาราง นําความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นจากชุดของสายลําดับที่อาน

เขามาจํานวนตางๆ กัน นํามาสรางกราฟจําแนกตามความถี่ของสายลําดับหลักไดดังรูปที่ 6.2 
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รูปที่ 6.2  กราฟความแมนเฉลี่ยของชุดสายลําดับแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น จากขอมูล    

สายลําดับที่อานไดจํานวน 500, 1000, 3000, 5000, 10000, 30000, 50000 และ 100000 เสน 

 จากผลการทดลองความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปสูงขึ้นเมื่อจํานวนสายลําดับที่อานได

ซึ่งเปนอินพุตของขั้นตอนวิธีเพิ่มขึ้น โดยความแมนเฉลี่ยเมื่ออานสายลําดับเขามาทั้งสิ้น 100,000 

เสนเปนรอยละ 72.58 และความเมนเฉลี่ยเมื่ออานสายลําดับ 500 เสนเปนรอยละ 65.95 กรณีที่

อินพตุเปนสายลาํดับจํานวน 100,000 เสน และมีชวงความถี่ของสายลําดับหลักระหวาง 90-99% ซึ่ง

เปนกรณีที่ใหความแมนเฉลี่ยของชุดสายลําดับแฮปโพลไทปสูงสุด มีความแมนเฉลี่ยของชุด      

แฮปโพลไทปเปนรอยละ 94.99 

 ประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นโดยเลือกใชวิธี 5.3 ในขัน้ตอนการประกอบ

แฮปโพลไทป และประมาณคาความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตของความถี่อัลลีลในกลุมของสายลําดับที่

อานไดที่เหมือนกับสายแฮปโพลไทปหลัก ความถี่แฮปโพลไทปที่ไดมีความผิดพลาดสัมบูรณเฉลี่ย

รอยละ 4.76 และเมื่อสายลําดับหลักมีความถี่ระหวาง 90-99 % ความถี่แฮปโพลไทปที่คํานวณไดมี

ความผิดพลาดสัมบูรณเพียงรอยละ 0.91 แสดงรายละเอียดดังตารางที่ 6.3 
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ตารางที่ 6.3 ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปที่คํานวณไดกับความถี่แฮปโพลไทป

จริง จากการประกอบแฮปโพลไทปทั้งชุดโดยใชวิธี 5.3 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก 

เสนท่ี 
ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

1 4.69 10.79 16.58 15.22 6.16 3.18 2.13 2.99 0.93 
2 3.16 10.16 16.73 15.29 7.09 5.01 1.49 1.72 0.92 
3 4.14 10.45 14.23 9.30 4.12 5.49 2.04 1.43 0.79 
4 4.48 9.19 8.94 3.35 2.70 3.55 1.33 1.00 1.16 
5 4.40 7.77 4.31 2.57 2.03 2.39 1.00 1.58 0.79 
6 4.08 5.09 1.48 1.46 1.74 1.17 0.61 0.67 - 

7 3.79 3.52 1.40 1.13 1.70 0.93 - - - 

8 3.62 2.34 1.08 0.67 1.80 1.12 - - - 

9 3.25 1.64 - - - - - - - 

10 3.00 1.66 - - - - - - - 

ท้ังหมด 2.97 6.49 10.52 8.49 4.45 3.51 1.73 1.92 0.91 

6.4  สรุป 

 ขั้นตอนวิธีประกอบชุดของแฮปโพลปโดยประกอบแฮปโพลไทปสายหลักทีละเสน 

จากนั้นกรองสายลําดับเสนที่คาดวามาจากแฮปโพลทสายที่ประกอบไดน้ันออก แลวนําสายลําดับที่

เหลือมาประกอบแฮปโพลไทปลําดับถัดไป โดยใชวิธี 5.3 ในขั้นตอนประกอบแฮปโพลไทปสาย

หลักของแตละรอบใหประสิทธิภาพดีกวาที่เลือกใชวิธี 5.2 โดยมีความแมนเฉลี่ยรอยละ 69.79 และ

จะใหความแมนสูงสุดเมื่อชุดของสายลําดับที่อานไดมีจํานวน 100,000 เสน และความถี่ของสาย

ลําดับหลักอยูระหวาง 90-99 % โดยมีความแมนเฉลี่ยรอยละ 94.99 

 ดังน้ัน จึงเลือกใชวิธีประกอบชุดของแฮปโพลไทปโดยเลือกใชวิธี 5.3 คือ ประกอบ      

แฮปโพลไทปจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละตําแหนง สําหรับการประกอบแฮปโพลไทปสาย

หลักในแตละรอบ และใชการประมาณความถี่ดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตของความถี่อัลลีลบนสายลําดับที่

อานไดในกลุมที่เหมือนกับสายแฮปโพลไทปหลักที่ประกอบไดในรอบน้ัน 
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บทที่ 7 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ 

 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีประกอบชุดของแฮปโพลไทปและประมาณความถี่    

แฮปโพลไทปที่นําเสนอ คือ การประกอบชุดแฮปโพลไทปโดยประกอบแฮปโพลไทปสายหลักทีละ

เสนดวยอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละตําแหนง จากน้ันกรองสายลําดับเสนที่คาดวามาจาก      

แฮปโพลไทปสายที่ประกอบไดน้ันออก แลวนําสายลําดับที่เหลือมาประกอบแฮปโพลไทปลําดับ

ถัดไป และประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปแตละเสนดวยคาเฉลี่ยเลขคณิตของความถี่อัลลีลบน

สายลําดับในกลุมที่คาดวามาจากแฮปโพลไทปสายนั้น เปรียบเทียบกับวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยเร่ือง

การประมาณประชากรไวรัสโดยใชไพโรซีเควนซิง  (Viral population estimation using 

pyrosequencing) ซึง่เสนอโดย Eriksson และคณะ ในป 2008 [17] 

 ในบทนี้จะไดกลาวถึงภาพรวมของวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยเร่ืองการประมาณประชากร

ไวรัสโดยใชไพโรซีเควนซิง การเตรียมขอมูลและขั้นตอนการทดสอบ จากน้ันจะนําเสนอผลการ

ทดลองเปรียบเทียบกับวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยน้ี และสรุปผล 

7.1  วิธีที่นําเสนอในงานวิจัยเร่ืองการประมาณประชากรไวรัสโดยใชไพโรซีเควนซิง 

 ในงานวิจัยนี้ไดแบงขั้นตอนการประมาณโครงสรางประชากรของไวรัสออกเปน 4 

ขั้นตอนหลัก คือ การจัดเรียงสายลําดับที่อานไดเทียบกับจีโนมตนแบบ  (alignment) การแกไข

ขอผิดพลาด (error correction) การประกอบแฮปโพลไทป (haplotype reconstruction) และการ

ประมาณความถี่แฮปโพลไทป (haplotype frequency estimation) ซึ่งในงานวิจัยน้ีไดนําเสนอ

ขั้นตอนวิธีสําหรับ 3 ขั้นตอนหลัง คือ การแกไขขอผิดพลาด การประกอบแฮปโพลไทปและการ

ประมาณความถี่แฮปโพลไทป โดยมีรายละเอียดในบทที่ 2 ขอ 2.2.1 

 สําหรับการประกอบแฮปโพลไทปและการประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปซึ่งเปนโจทย

เดียวกับงานวิจัยน้ี Eriksson และคณะ ไดเสนอใหนําสายลําดับที่อานไดมาสรางกราฟ  โดยแตละจุด

ยอดคือสายลําดับที่อานไดที่ไมซ้ํากัน (irredundant read) และลากเสนเชือ่มระหวางจุดยอดโดย

พิจารณาจากสวนที่ซอนทับกัน (overlap) และตําแหนงของสายลําดับนั้น โดยจะลากเสนเชื่อมจาก

จุดยอด r1 ไป r2 เมือ่จุดยอด r1 อยูกอน r2 มีสวนที่ซอนทับกันเหมือนกัน และยังไมมีเสนทางอ่ืนจาก

จุดยอด r1 ไป r2 จากนั้นหาคาครอบคลุมที่มีคานอยสุด (minimal cover) ของกราฟของสายลําดับที่
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อานได ดวยขั้นตอนวิธีการจับคูสูงสุด (maximum matching algorithm) แลวขยายสายโซ (chain) 

ยอยที่คํานวณไดน้ีใหเปนเสนทางจากจุดเร่ิมตนไปถึงจุดสิ้นสุด แตละเสนทางคือแฮปโพลไทปที่

ประกอบได  นําชุดของแฮปโพลไทปที่ประกอบได และชุดของสายลําดับที่อานไดทั้งหมดไปเปน

อินพุตสําหรับประมาณคาความถี่      แฮปโพลไทปทั้งชุดดวยขั้นตอนวิธีอีเอ็ม (EM algorithm) 

Eriksson และคณะไดทดสอบวิธีที่นําเสนอดวยขอมูลที่จําลองขึ้นและขอมูลสายลําดับ        

นิว คลีโอไทดของไวรัส เอชไอวี 1,000 ตําแหนงเปรียบเทียบระหวางแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น

จากวิธีที่นําเสนอโดยมีอินพุตเปนสายลําดับที่อานดวยเทคโนโลยีการอานสายลําดับแบบขนาน

จํานวนมาก และแฮปโพลไทปที่อานไดโดยตรงจากวิธีของ  Sanger ซึ่งอานไดความยาวครบทั้ง 

1,000 ตําแหนง 

สําหรับการทดสอบดวยขอมูลที่จําลองขึ้นน้ัน ไดแยกทดสอบทีละขั้นตอนกอน จากน้ันจึง

ทดสอบประสิทธิภาพรวมของขั้นตอนการประกอบแฮปโพลไทปและการประมาณความถี่         

แฮปโพลไทป โดยใหอินพุตเปนสายลําดับที่อานไดซึ่งไมมีขอผิดพลาดและจัดเรียงตําแหนง

เรียบรอยแลว สุดทายจึงทดสอบรวมทั้งสามขั้นตอนต้ังแตการจัดการขอผิดพลาดจนถึงการประมาณ

ความถี่แฮปโพลไทป 

ในบทน้ีเราจะทดสอบวิธีที่ไดนําเสนอในบทที่ 6 เทียบกับ 2 ขั้นตอนหลัง โดยใหอินพุตเปน

สายลําดับที่อานไดที่ไมมีขอผิดพลาด และจัดเรียงเทียบกับจีโนมตนแบบแลว ซึ่งเปนขอกําหนด

เดียวกับการทดสอบประสิทธิภาพรวมของ 2 ขั้นตอนน้ีที่ไดนําเสนอในงานวิจัย 

7.2  การทดสอบ 

 Eriksson และคณะไดพัฒนาโปรแกรมสําเร็จ (software package) ชื่อ “ShoRAH” (Short 

Read Assembly into Haplotypes) ขึ้นจากวิธีที่นําเสนอในบทความ และเผยแพรภายใต สญัญา

อนุญาตสาธารณะทั่วไปของกนู  (GNU General Public License) สามารถดาวนโหลดไดจาก

เว็บไซต http://www.bsse.ethz.ch/cbg/software/shorah  

 ทดสอบขั้นตอนวิธีประกอบแฮปโพลไทปและประมาณความถี่แฮปโพลไทปที่เสนอโดย 

Eriksson และคณะ โดยใชอินพุตสําหรับโปรแกรมสําเร็จ ShoRAH เปนขอมูลสายลําดับที่อานได

ชุดเดียวกับที่ใชทดสอบขั้นตอนวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยน้ี โดยแปลงใหอยูในรูปแบบที่เหมาะสม

สําหรับแตละขั้นตอน ซึ่งเราจะใชชุดคําสั่ง mm.py และ freqEst.cc ในโปรแกรมสาํเร็จ ShoRAH 

http://www.gnu.org/copyleft/gpl.html�
http://www.bsse.ethz.ch/cbg/software/shorah�
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สําหรับประมวลผลขั้นตอนวิธีการจับคูสูงสุด (maximum matching algorithm) และขั้นตอนวิธีอีเอ็ม

ตามลําดับ ซึ่งจะไดเอาทพุทเปนชุดของแฮปโพลไทปและความถี่ของแฮปโพลไทปแตละเสน โดยมี

ขัน้ตอนดังน้ี 

 1) สรางไฟลอินพุต โดยใชนามสกุล .read เก็บสายลําดับที่อานไดทั้งหมดใหอยูในรูปแบบ 

1 บรรทัด ตอ 1 สายลําดับที่อานได แตละบรรทัดประกอบดวย 2 สดมภ สดมภแรกเปนตําแหนง

ของเบสตัวแรกบนสายลําดับ และสดมภที่สองเปนสายลําดับที่อานได ถาสายลําดับใดอานได

มากกวา 1 คร้ัง จะมีสายลําดับน้ีในไฟล .read ปรากฏตามจํานวนที่อานได ไฟล .read น้ีมีรูปแบบดัง

แสดงในรูปที ่7.1 

 
0 tgttgg 
0 tgttgg 
0 tatttg 
0 aaacgt 
0 taatt 
0 tgtt 
0 tgtt 
0 taat 
1 gttgg 
1 aacgt 
1 aacg 
1 aacg 
2 acgt 
2 acgt 
2 tttg 
2 ttgg 
3 tggt 
3 cgta 
3 ttgt 
4 gtactg 
4 ggtacg 
5 gtacg 
6 tacgt 
6 tcttt 

  

รูปที่ 7.1  รูปแบบไฟล .read ของสายลาํดับทีอ่านได โดยในสดมภแรกแปนตําแหนงของ

เบสตัวแรกบนสายลําดับและสดมภที่สองเปนสายลําดับที่อานได 
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 2) สรางไฟล .rest เก็บขอมูลสายลําดับเฉพาะสายลําดับที่ไมซ้ํากัน (irredundant read) คอื 

ไมมีสายลําดับใดที่เปนสวนหน่ึงของสายลําดับอ่ืนในไฟลน้ี เชน จากไฟลในรูป 7.1   

- สายลําดับที่ 1 และ 2 ซ้ํากัน จึงเก็บแคสายลําดับเดียวในไฟล .rest 

- สายลําดับที่ 6 และ 7 (0 tgtt) ซ้ํากับสายลําดับแรก (0 tgttgg) เนื่องจากเปนสาย

อักขระยอย (substring) ของสายลําดับที่ 1 และมเีบสเดียวกนัในตําแหนงเดียวกนั จึงไมเกบ็ใน

ไฟล .rest 

-  สายลําดับที่ 9 (1 gttgg) ซ้ํากับสายลําดับแรก ( 0 tgttgg) เนื่องจากเปนสาย

อักขระยอย (substring) ของสายลําดับที่ 1 และมเีบสเดียวกนัในตําแหนงเดียวกนั จึงไมเกบ็ใน

ไฟล .rest แสดงไฟล .rest ของสายลําดับในรูปที่ 7.1 ไดดังรูปที่ 7.2 
 

0 tgttgg 
0 tatttg 
0 aaacgt 
0 taatt 
3 tggt 
3 cgta 
3 ttgt 
4 gtactg 
4 ggtacg 
6 tacgt 
6 tcttt 

 

รูปที่ 7.2 รูปแบบไฟล .rest เก็บสายลําดับที่อานไดเฉพาะสายลําดับที่ไมซ้ํากัน 

 

 3) นําไฟล .rest ปอนเปนอินพุตของชุดคําสั่ง mm.py เพื่อประมวลผลดวย ขั้นตอนวิธีการ

จับคูสูงสุด  ไดผลลัพธเปนไฟลนามสกุล .geno มีรูปแบบดังรูปที่ 7.3 แตละบรรทัดแสดง             

แฮปโพลไทปที่ไดจากขั้นตอนวิธีการจับคูสูงสุด 

 
atgaatacttacaaaatcagtctcacgaatgctgaccagagagtccccgagatccatcct 
ttcaatagttataaaatgtgtctcacgattgcagatcactgagttccctgagaaggctct 
accctttgctataactggtgtcagacgaaggctaatctcaaagatactgagatagattat 
acgatgtgtaccttaagcaccgtgcatatttaaaattagtatcttatcggagaaggttaa 
ttcaagactaatttattgtgcctgcctcttgctagttactaagacattgaaaaacattca 

 

รูปที่ 7.3 รูปแบบไฟล .geno เก็บแฮปโพลไทปที่ไดจากขั้นตอนวิธีการจับคูสูงสุด  ซึ่ง

เปนจํานวนแฮปโพลไทปที่นอยที่สุดที่สามารถอธิบายสายลําดับที่อานไดทั้งหมดได 

โดยแตละบรรทัดคือแฮปโพลไทปแตละเสน 
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 4) นําไฟล .read และ .geno ปอนเปนอินพุตของชุดคําสั่ง freqEst เพื่อประกอบชุดของ   

แฮปโพลไทปและประมาณคาความถี่ของแตละแฮปโพลไทป โดยแฮปโพลไทปที่ไดจะมีจํานวน

มากกวาแฮปโพลไทปที่ไดจากขอ 3) ผลที่ไดจะถูกเก็บในไฟล .popl โดยแตละบรรทดัคอืแตละ 

แฮปโพลไทป เก็บในรูปแบบ 
 

        >HAPLOTYPE_NAME FREQUENCY   HAPLOTYPE_SEQUENCE 
 

แสดงตัวอยางของรูปแบบไฟล .popl ที่ได ดังรูปที่ 7.4 

 
> HAP0 0.016093 accctttgctataactggtgtcagacgaaggctaattagtat 
> HAP1 0.087744 acgatgtgtaccttaagcaccgtgcatatttaaaattagtat 
> HAP2 0.000233 atgaatactaatttattgtgtctcacgattgcaaatcactga 
> HAP3 0.003091 atgaatacttacaaaatcagtctcacgattgcagatcactga 
> HAP4 0.011951 ttcaagacttacaaaatcagcctgcctcttgctagttactaa 
> HAP5 0.001615 ttcaatagttataaaatgtgcctgcctcttgctagttactga 
> HAP6 0.008305 ttcaatagttataaaatgtgtctcacgaaggctaatctcaaa 
> HAP7 0.002439 ttcaatagttataaaatgtgtctcacgaatgctgaccagaga 
> HAP8 0.207654 ttcaatagttataaaatgtgtctcacgattgcaaatcactga 
> HAP9 0.008419 ttcaatagttataaaatgtgtctcacgattgcaaatcactga 
> HAP10 0.000469 ttcaatagttataaaatgtgtctcacgattgcaaatcactga 

 

รูปที่ 7.4 รูปแบบไฟล .popl เก็บแฮปโพลไทปและความถี่ของแฮปโพลไทปแตละเสนที่ได โดย

สดมภที่สองแสดงความถี่แฮปโพลไทป และสดมภที่สามคือสายลําดับของแฮปโพลไทป 
 

 5) นําผลจากไฟล .popl ซึ่งเปนชุดของแฮปโพลไทปและความถี่แฮปโพลไทปแตละเสนที่

ประกอบไดจากขั้นตอนวิธีที่เสนอในงานวิจัยเร่ือง การประมาณประชากรไวรัสโดยใช                    

ไพโรซเีควนซงิ มาคํานวณความแมนเทียบกับชุดของแฮปโพลไทปที่จําลองขึ้น โดย เรียงตามลําดับ

ความถี่ คือ เปรียบเทียบแฮปโพลไทปที่จําลองขึ้นเสนที่มีความถี่สูงสุด กับแฮปโพลไทปที่มีความถี่

สูงสุดที่ไดจากการประกอบดวยวิธีน้ีไลไปจนถึงเสนที่มีความถี่นอยที่สุด 

 6) เปรียบเทียบความแมนของสายแฮปโพลไทปและความถี่แฮปโพลไทปที่ไดจากวิธีน้ี

เทียบกับวิธีที่นําเสนอในบทที่ 6 
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7.3  ผลการทดลอง 

 ใชชุดของสายลําดับที่จําลองขึ้นชุดเดียวกับการทดสอบขั้นตอนวิธีในบทที่ 6 ไดความแมน

เฉลี่ยของแฮปโพลไทป แยกตามชวงความถี่ของสายลําดับหลักและลําดับของแฮปโพลไทปไดดัง

ตารางที่ 7.1 

 

ตารางที่ 7.1 ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปที่ไดจากการประกอบแฮปโพลไทปทั้งชุดดวยวิธีที่

นําเสนอโดย Eriksson และคณะ 

เสนท่ี 
ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

1 70.24 68.15 71.71 72.72 75.52 77.51 80.87 85.29 88.86 

2 63.73 62.12 62.35 65.95 61.98 61.37 58.62 59.87 50.82 

3 62.39 61.19 60.10 59.83 57.38 58.98 54.54 55.64 47.95 

4 62.25 60.71 61.10 56.42 56.59 58.05 55.27 51.87 57.59 

5 64.14 60.66 58.11 54.60 57.92 57.84 56.44 56.63 52.22 

6 62.19 59.66 57.72 57.22 59.91 56.70 56.80 60.35 - 

7 62.29 58.46 59.07 57.84 57.73 58.73 - - - 

8 62.40 59.62 58.15 59.24 58.14 59.20 - - - 

9 62.42 58.85 - - - - - - - 

10 61.51 58.76 - - - - - - - 

ทั้งหมด 62.60 60.99 62.04 61.81 62.10 61.97 62.28 63.08 63.35 
  

 จากตารางความแมนของแฮปโพลไทปสายแรกๆ สูงกวาแฮปโพลไทปลําดับทายๆ โดย

ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปสายแรกของสายลําดับที่มีความถี่ของสายลําดับหลักอยูในชวง 

90-99% เปนรอยละ 88.86 และความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปทั้งหมดเปนรอยละ 62.18 

 นําความถี่ของแฮปโพลไทปที่ประมาณไดไปเปรียบเทียบกับความถี่ของแฮปโพลไทปที่

จําลองขึ้น แสดง ความผิดพลาดสัมบูรณ ของความถี่แฮปโพลไทปที่ประมาณไดเทียบกับความถี่     

แฮปโพลไทปที่จําลองขึ้นไดดังตารางที่ 7.2 
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ตารางที่ 7.2 ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปที่คํานวณไดกับความถี่แฮปโพลไทป

จริง จากการประกอบแฮปโพลไทปทั้งชุดดวยวิธีที่นําเสนอโดย Eriksson และคณะ 

เสนท่ี 
ความผิดพลาดสัมบูรณของความถี่แฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

1 10.15 13.16 20.16 25.78 33.73 44.65 44.06 50.11 39.17 
2 4.49 8.62 12.5 14.14 13.59 5.14 6.58 9.84 17.38 
3 4.22 7.09 8.9 5.79 5.56 4.54 9.48 10.64 10.67 
4 3.96 5.22 4.12 5.68 5.85 5.53 8.2 7.44 7.07 
5 3.54 3.83 4.92 5.63 5.26 5.07 6.11 6.11 4.33 
6 2.95 2.62 4.53 4.66 4.19 4.88 4.59 5.56 - 

7 2.44 2.86 4.33 3.62 3.74 4.21 - - - 

8 2.30 2.58 3.87 3.94 1.92 2.65 - - - 

9 1.90 2.78 - - - - - - - 

10 1.55 2.49 - - - - - - - 

ท้ังหมด 2.50 5.28 9.28 10.85 12.75 11.71 16.62 18.72 21.94 
 

 เปรียบเทียบความแมนของสายลําดับแฮปโพลไทปที่ประกอบดวยวิธีที่เสนอโดย Eriksson 

และคณะกับวิธี ประกอบชุดแฮปโพลไทปจากการประกอบแฮปโพลไทปสายหลักทีละเสนดวย    

อัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละตําแหนง ซึ่งเปนวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยน้ี ไดดังตารางที่ 7.3 
 

ตารางที่ 7.3 ความแมนเฉลี่ยของชุดแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น เปรียบเทียบระหวางวิธีที่เสนอโดย 

Eriksson และคณะกับวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยน้ี 

เสนท่ี 
ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

1 
70.24 68.15 71.71 72.72 75.52 77.51 80.87 85.29 88.86 
81.60 81.32 84.96 89.08 96.03 99.63 99.83 99.98 100.00 

2 
63.73 62.12 62.35 65.95 61.98 61.37 58.62 59.87 50.82 
69.71 68.06 69.08 75.89 88.63 80.16 92.66 86.87 76.99 

3 
62.39 61.19 60.10 59.83 57.38 58.98 54.54 55.64 47.95 
67.12 67.07 64.89 63.35 69.19 71.63 71.17 62.82 65.75 

4 62.25 60.71 61.10 56.42 56.59 58.05 55.27 51.87 57.59 
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เสนท่ี 
ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปแยกตามชวงความถี่สายลําดับหลัก (%) 

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 

67.40 65.51 57.75 54.56 63.03 61.58 58.93 58.83 60.54 

5 
64.14 60.66 58.11 54.60 57.92 57.84 56.44 56.63 52.22 
68.66 64.77 56.32 54.39 57.29 58.36 56.96 59.70 56.82 

6 
62.19 59.66 57.72 57.22 59.91 56.70 56.80 60.35 - 

67.30 62.06 53.04 54.02 56.57 55.62 54.02 55.50 - 

7 
62.29 58.46 59.07 57.84 57.73 58.73 - - - 

66.61 59.48 57.22 55.64 56.50 56.59 - - - 

8 
62.40 59.62 58.15 59.24 58.14 59.20 - - - 

65.79 58.70 56.66 55.35 59.93 60.20 - - - 

9 
62.42 58.85 - - - - - - - 

66.40 57.39 - - - - - - - 

10 
61.51 58.76 - - - - - - - 

64.95 59.73 - - - - - - - 

ทั้งหมด 
62.60 60.99 62.04 61.81 62.10 61.97 62.28 63.08 63.35 
66.50 64.73 64.90 66.52 75.22 71.82 81.40 80.23 82.17 

  แสดง ความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปท่ีประกอบขึ้นจากวิธีท่ีเสนอโดย Eriksson และคณะ 

   แสดงความแมนเฉล่ียของแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นจากวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยนี ้

-   คือ แฮปโพลไทปเสนนั้นไมมีอยูจริงในอินพุตของขั้นตอนวิธี 

 

นําความแมนเฉลี่ยของสายลําดับแฮปโพลไทปทั้งหมดมาสรางกราฟเปรียบเทียบระหวาง

วิธีที่เสนอโดย Eriksson และคณะ และวิธีที่เสนอในงานวิจัยน้ีไดดังรูปที่ 7.5 
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รูปที่ 7.5  กราฟความแมนเฉลี่ยของชุดสายลําดับแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นเปรียบเทียบ

ระหวางวิธทีีเ่สนอโดย Eriksson และคณะ และวิธีที่นําเสนอในงานวิจัยน้ี 

 

 จากผลการทดลอง จะเห็นวาวิธีที่นําเสนอใหความแมนของสายลําดับแฮปโพลไทปสูงกวา

วิธีที่นําเสนอโดย Eriksson และคณะ สําหรับชุดของสายลําดับนี้ ในทุกชวงความถี่ของสายลําดับ

หลัก อยางไรก็ตามสําหรับแฮปโพลไทปเสนทายๆ ของชุดสายลําดับที่มีความถี่ในชวง 30-39,      

40-49 และ 50-59% วิธีที่เสนอโดย Eriksson และคณะใหความแมนเฉลี่ยสูงกวาวิธีที่เสนอใน

งานวิจัยน้ี 

7.4  สรุป 

 วิธีที่นําเสนอใหความแมนของแฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้นสูงกวาวิธีที่เสนอในงานวิจัย

เร่ืองการประมาณประชากรไวรัสโดยใชไพโรซีเควนซิง  สําหรับชุดขอมูลทดสอบน้ี ซึ่งเปนสาย

ลําดับที่จําลองจากจีโนมของไวรัสเด็งกี่ โดยมีอัตราการแปรผัน 2% และสนิปสแตละตําแหนงมี

เพยีง 2 อัลลีล และจําลองการอานตามแบบเคร่ืองอานสายลําดับเบส Roche GS FLX ทําใหสาย

ลําดับที่อานไดมีความยาวเฉลี่ย 250 คูเบส 
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บทที่ 8 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

8.1  สรุปผลการวิจัย 

เทคโนโลยีอานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมากทําใหการศึกษาความ

หลากหลายของสิ่งมีชีวิตแบบกึ่งสปชีส เชน ไวรัสเด็งกี่ สามารถทําได จากเดิมที่การศึกษาความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตประเภทนี้ทําไดยากเนื่องจากขอจํากัดของเทคโนโลยีอาน

สายลําดับนิวคลีโอไทด โดยเมื่อศึกษาความเปนไปไดในการใชเคร่ืองอานสายลําดับนิวคลีโอไทด

ของ Roche ซึ่งพัฒนาโดยกลุม 454 Life Sciences ซึ่งเปนผูนําของเทคโนโลยีน้ี และมีผลิตภัณฑออก

สูตลาดเปนรายแรก พบวา สามารถอานสวนที่มีการผันแปรไดในสัดสวนที่ถูกตอง สามารถจัดเรียง

สายลําดับที่อานไดกับเสนแมแบบไดความถูกตอง สายลําดับที่อานไดครอบคลุมทั้งจีโนมและ

ความถี่ของสารต้ังตนมีผลตอความถี่ของสายลําดับที่อานได แสดงใหเห็นวาสามารถใชเทคโนโลยี

อานสายลําดับนิวคลีโอไทดของกลุม 454 Life Sciences ในการศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของไวรัสเด็งกี่ซึ่งเปนสิ่งมีชีวิตที่มีรูปแบบกึ่งสปชีสได 

ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไวรัสเด็งกี่ดวยเทคโนโลยีอานสายลําดับ 

นิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมาก จะเตรียมตัวอยางเปนประชากรของไวรัสซึ่งประกอบดวย

จีโนมหลายเสน หลายรูปแบบซึ่งแตละแบบมีความแตกตางกันเพียงเล็กนอย นําตัวอยางนี้ไปอาน

ดวยเคร่ืองอานสายลําดับเบส จากนั้นนําสายลําดับที่อานไดมาประกอบเปนชุดของแฮปโพลไทปซึ่ง

เปนปญหาที่ซับซอน ในงานวิจัยน้ีจึงนําเสนอใหแยกประกอบทีละเสน โดยประกอบแฮปโพลไทป

สายหลัก หรือแฮปโพลไทปที่มีความถี่สูงสุดในประชากรน้ันกอน แลวกรองเอาสายลําดับที่อานได

จากแฮปโพลไทปสายหลักนี้ออกไป แลวนําสายลําดับที่เหลือมาประกอบแฮปโพลไทปเสนถัดไป

ซึ่งมีความถี่รองลงมา และประมาณคาความถี่แฮปโพลไทปแตละเสนดวยความถี่อัลลีลที่อยูบน  

แฮปโพลไทปน้ัน 

เมื่อแยกพิจารณาเฉพาะการประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก พบวาวิธีประกอบ              

แฮปโพลไทปสายหลักที่มีประสิทธิภาพสูงคือ การประกอบแฮปโพลไทปจากสายลําดับที่อานไดที่

มีความถี่สูงสุดโดยสุมตําแหนง และการประกอบแฮปโพลไทปจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละ

ตําแหนง ซึ่งใหความแมนเฉลี่ยรอยละ 98.46 และ 92.07 ตามลําดับ แตเมื่อนําวิธีทั้งสองไปใชในการ
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ประกอบชุดของแฮปโพลไทปซึ่งประกอบดวยขั้นตอนหลักคือการประกอบแฮปโพลไทปสายหลัก

และขั้นตอนกรองสายลําดับที่มาจากแฮปโพลไทปที่ประกอบไดทิ้งไป พบวาการประกอบ          

แฮปโพลไทปจากอัลลีลที่มีความถี่สูงสุดในแตละตําแหนงใหประสิทธิภาพสูงกวา โดยมีความแมน

เฉลี่ยรอยละ 69.79 จากการทดลองพบวา ความแมนของแฮปโพลไทปที่ประกอบไดแปรตามจํานวน

สายลําดับที่อานได ความถี่ของสายลําดับหลัก และลําดับของแฮปโพลไทป โดยถาอานสายลําดับ

เขามาเปนอินพุตมากความแมนจะเพิ่มขึ้น แฮปโพลไทปของสายลําดับที่มีความถี่ของสายลําดับ

หลักมากจะมีความแมนสูง และแฮปโพลไทปลําดับแรกๆ จะมีความแมนสูงกวาแฮปโพลไทปลําดับ

ถัดไป กรณีที่อานสายลําดับเขามาทั้งสิ้น 100,000 เสน จากประชากรที่มีความถี่ของสายลําดับหลัก

อยูในชวง 90-99% จะไดความแมนเฉลี่ยของแฮปโพลไทปทั้งหมดเปนรอยละ94.99 

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีที่นําเสนอกับวิธีที่เสนอโดย Eriksson และคณะ โดย

วัดประสิทธิภาพจากความแมนของสายลําดับแฮปโพลไทปที่ประกอบไดเทียบกับชุดของ           

แฮปโพลไทปในประชากรที่จําลองขึ้น พบวาวิธีที่นําเสนอใหประสิทธิภาพสูงกวา สําหรับชุดขอมูล

นี้ซึ่งจําลองขึ้นจากจีโนมของไวรัสเด็งกี่ ซึ่งมีความยาวประมาณ 10,000 คูเบส โดยจําลองใหมีอัตรา

การแปรผนัรอยละ 2 และมีความยาวของสายลําดับที่อานไดเฉลี่ย 250 คูเบส 

จากงานวิจัยนี้จะเห็นวา สามารถประกอบสายลําดับของแฮปโพลไทปทั้งชุดไดโดยการ

ประกอบแฮปโพลไทปทีละสาย จากแฮปโพลไทปสายหลักของแตละรอบซึ่งมีอินพุตของรอบนั้นๆ 

เปนสายลําดับที่อานไดซึ่งกรองเอาสายลําดับที่คาดวามาจากแฮปโพลไทปสายหลักในรอบกอนหนา

ทิ้งไปแลว 

8.2  ขอเสนอแนะ 

วิธีประกอบแฮปโพลไทปที่ไดนําเสนอน้ีประกอบดวย 2 ขั้นตอนหลัก คือ ขั้นตอน

ประกอบแฮปโพลไทปและขั้นตอนกรองสายลําดับที่คาดวามาจากแฮปโพลไทปที่ประกอบได 

ดังน้ันจึงสามารถพัฒนาวิธีที่นําเสนอไดโดยพัฒนา 2 ขั้นตอนหลักน้ี โดยปรับปรุงวิธีประกอบ     

แฮปโพลไทปใหแมนยิ่งขึ้นโดยพยายามประกอบแฮปโพลไทปใหมีความถี่สูงสุด แทนที่จะเลือก

ประกอบจากสายลําดับที่อานเขามาไดสูงสุดที่มีสวนซอนทับยาวสุด หรือเลือกจากอัลลีลที่มีความถี่

สูงสุดเพียงอยางเดียว และอาจปรับปรุงวิธีประกอบแฮปโพลไทปใหทนตอสัญญาณรบกวนมาก

ยิ่งขึ้น ซึ่งสัญญาณรบกวนนี้จะมีมากขึ้นตามจํานวนรอบของการประกอบแฮปโพลไทป หรืออาจ
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ปรับปรุงขั้นตอนการกรองสายลําดับใหกรองไดมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น ซึ่งจะสงผลใหสัญญาณ

รบกวนสาํหรับรอบถดัไปนอยลง 

นอกจากการพัฒนาวิธีที่นําเสนอแลว การวิเคราะหปจจัยที่มีผลตอความแมนของ            

แฮปโพลไทปที่ประกอบขึ้น สําหรับประมาณความเชื่อมั่นของสายลําดับแฮปโพลไทปน้ัน มี

ประโยชนตอการนําสายแฮปโพลไทปที่ประกอบไดไปใชในการศึกษาโครงสรางของประชากร

ไวรัส หรือใชเปนเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมเพื่อทํานายอัตราเสี่ยงตอการเปนโรค หรือเพื่อศึกษา

กลไกการเกิดโรคตอไป 

นอกจากนี้ควรทดลองนําวิธีที่นําเสนอนี้ไปทดสอบดวยสายลําดับที่อานไดจากเทคโนโลยี

อานสายลําดับนิวคลีโอไทดแบบขนานจํานวนมากวิธีอ่ืนๆ เชน แพลตฟอรมของ Illumina หรือ 

ABI SOLid ซึ่งสายลําดับที่อานไดสั้นกวา แตมีจํานวนเบสที่อานไดมากกวา 
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