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Review Article  
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บทคัดยอ 
การควบคุมการแสดงออกของยีนแบงไดหลายระดับ ตั้งแตการควบคุมในระดับจีโนมไปจนถึงระดับการสรางและดัดแปลงโปรตีนที่ไดจากยีน 
การยับยั้งอารเอ็นเอ (RNA interference หรือ RNAi) เปนหน่ึงในกลไกการควบคุมการแสดงออกของยีนในระดับหลังการถอดรหัส (post-
transcription) ซ่ึงสามารถพบไดทั่วไปในส่ิงมีชีวิตกลุมยูคาริโอท โดยกลไกเริ่มตนจากเมื่อมี long-double strand RNA (long-dsRNA) 
เกิดข้ึนในเซลล long-dsRNA น้ีจะถูกตัดและดัดแปลงตอไดเปน short-interference RNA (siRNA) จากนั้น siRNA จะเขารวมกับกลุมของ
เอนไซมเกิดเปนคอมเพล็กซซ่ึงทําหนาที่ตัดทําลาย mRNA ที่มีลําดับเบสคูสมกับ siRNA น้ัน เปนเหตุใหเกิดการยับยั้งการแสดงออกของยีน 
จากความสามารถนี้ทําใหมีการประยุกตใชกระบวนการ RNAi เพื่อควบคุมการแสดงออกของยีนในหลายดาน โดยมีจุดประสงคหลักเพื่อ
ศึกษาหนาที่ของยีนและศึกษาผลที่เกิดข้ึนเม่ือยีนน้ัน ๆ ถูกยับยั้ง มีการประยุกตใชกระบวนการ RNAi ในการศึกษาที่เกี่ยวของกับการ
บําบัดรักษา ผลจากการศึกษาทดลองแสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดในการนํากระบวนการ RNAi ไปใชในการรักษาโรค ดังน้ันการศึกษาที่
เกี่ยวของกับ RNAi จึงเปนหัวขอหน่ึงที่ควรไดรับการพัฒนา เพื่อใหสามารถประยุกตใชในการบําบัดรักษาไดอยางกวางขวางในอนาคตตอไป 
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บทนํา 

§การยับยั้งอารเอ็นเอ (RNA interference หรือ RNAi) เปน
กระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีนอยางเฉพาะเจาะจงที่
สามารถพบไดในสิ่งมีชีวิตกลุมยูคาริโอท โดยการยับยั้งอยาง
เฉพาะเจาะจงนี้ อาศัยความเหมือนระหวางลําดับเบสของ
สวนประกอบในกระบวนการ RNAi เปนตัวกําหนด หนาที่ของ
กระบวนการนี้ โดยสรุปแบงออกได 3 ลักษณะคือ การควบคุม
การแสดงออกของยีน การปองกันจีโนมจาก transposon 
(jumping gene) และการปองกันไวรัส จากความสามารถใน
การยับยั้งการแสดงออกของยีนอยางเฉพาะเจาะจงนี้ จึงไดมี
การศึกษาและพัฒนากระบวนการ RNAi โดยมีจุดมุงหมายเพ่ือ
เปนเครื่องมือในการศึกษาหาแนวทางการประยุกตใชในการ
รักษาโรค  
หากพิจารณาการเกิดโรคที่มีสาเหตุมาจากการแสดงออก

ของยีนที่ผิดปกติแลว แนวทางการรักษาที่มีประสิทธิภาพมาก
ที่สุด คือ การควบคุมการแสดงออกของยีนที่ผิดปกตินั้น ดังนั้น

                                                 
§ 14th year of Srinakharinwirot Journal of Pharmaceutical Science 

จึงไดมีการพัฒนาเทคโนโลยีตางๆ ข้ึน เพ่ือใชควบคุมการ
แสดงออกของยีนอยางเฉพาะเจาะจง อาทิ เชน Antisense 
technology และ Triplex technology แตดวยขีดจํากัดหลาย
ดานของเทคโนโลยีเหลานี้ จึงยังมีอุปสรรคในการประยุกตใช
เทคโนโลยีเหลานี้ในการรักษาโรค เปนเหตุใหมีการศึกษาและ
พัฒนากระบวนการ RNAi โดยมีจุดมุงหมายเพ่ือเปนอีก
ทางเลือกหนึ่งในการประยุกตใชในการรักษา 
 
กระบวนการ RNA interference 

การควบคุมการแสดงออกของยีนโดยทั่วไปสามารถแบงได 
5 ระดับคือ ระดับจีโนม (genome) ระดับการถอดรหัส 
(transcription) ระดับหลังการถอดรหัส (post-transcription) 
ระดับการแปลรหัส (translation) และระดับหลังการแปลรหัส 
(post-translation) กระบวนการ RNAi เปนการควบคุมการ
แสดงออกของยีนในระดับหลังการถอดรหัส จากการที่
กระบวนการ RNAi มีการทําลาย messenger RNA (mRNA) 
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ซึ่งเปนผลผลิตที่ไดจากข้ันตอนการถอดรหัส โดยกระบวนการ
เกิด RNAi ประกอบดวย 2 ข้ันตอน คือ ข้ันการสังเคราะห 
short interference RNA (siRNA) และ ข้ันการทําลาย mRNA 
เปาหมาย1 ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ 
 
ข้ันตอนที่ 1 การเกิด siRNA  

กระบวนการ RNAi เริ่มตนเมื่อมี long-double stand RNA 
(dsRNA) เขามาในเซลล จากนั้น RDE4/R2D2 ซึ่งเปน 
dsRNA-binding protein จะทําหนาที่จับกับ dsRNA นี้ แลว
เหนี่ยวนําใหเอนไซมไดเซอร (Dicer) ซึ่งเปนเอนไซมเอนโด 
ไรโบนิวคลีเอส (endoribonuclease) ในกลุม RNAse III เขา
มาจับและตัด dsRNA โดยใชพลังงานจาก ATP ไดเปน short 
interference RNA (siRNA) มีลักษณะเปน short-double 
stand RNA ที่มีความยาวประมาณ 21 ถึง 25 นิวคลีโอไทด 
(nucleotides) มีปลาย 3’ ยื่นเลยปลาย 5’ ออกมาจํานวน 2  
นิวคลีโอไทด (3’ protruding end) รวมทั้งมีการเติมหมู
ฟอสเฟตที่ปลาย 5’ ดวย 

 

ข้ันตอนที่ 2 การทําลาย mRNA เปาหมาย (target 
mRNA)  

siRNA ที่ไดจากขั้นตอนแรกจะรวมเขากับ RNA-induced 
silencing complex (RISC) โดย RISC เปนคอมเพล็กซที่เกิด
จากการรวมตัวกันของเอนไซมหลายชนิดเพ่ือทํางานรวมกัน 
ซึ่งรวมถึงเอนไซมในกลุม helicase และ RNAse III ดวย 
เอนไซมในกลุม helicase จะทําหนาที่คลายเกลียว siRNA ให
เหลือเพียง antisense strand อยูใน RISC ซึ่ง antisense 
strand นี้ จะทําหนาที่เปนตัวกําหนดความเฉพาะเจาะจงใน
การทํางานของ RISC หลังจากนั้น RISC จะจับกับเฉพาะ 
mRNA ที่มีลําดับเบสคูสม (complementary) กับ antisense 
strand เทานั้น หลังจากที่ RISC จับกับ mRNA เปาหมาย จะ
ทําใหเกิดการตัดทําลาย mRNA ที่ตําแหนงบริเวณตรงกลาง
ตรงขามกับ antisense strand ทําใหเกิดการยับยั้งการสราง
โปรตีนที่ mRNA นั้นเปนตัวกําหนด ถือเปนการยับยั้งการ
แสดงออกของยีนในระดับหลังการถอดรหัส (รูปที่ 1) 

 

 

รูปที่ 1 กระบวนการ RNAi เริ่มจากเมื่อมี dsRNA เขามาหรือเกิดข้ึนในเซลล เอนไซมไดเซอรจะตัด dsRNA นี้ไดเปน siRNA 
ซึ่งจะรวมตัวกับกลุมของเอนไซม RISC แลวเหนี่ยวนําใหเกิดการตัด mRNA เปาหมาย ในสิ่งมีชีวิตกลุมพืชและหนอนจะ
มีกระบวนการ RNAi amplification เพ่ิมข้ึนมาดวย โดยเปนการเพ่ิม dsRNA เขาไปในระบบโดยใช mRNA เปาหมายเปน
สายตนแบบและใช siRNA เปนสายเริ่มในการสังเคราะห dsRNA สายใหม (ที่มา: http://www.nature.com/.../n6996/images/ 
430161a-f2.2.jpg, 2009, สืบคนเม่ือ 14 ม.ค. 2552)  
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นอกจากการยับยั้งการแสดงออกของยีนในบริเวณที่เกิด
กระบวนการ RNAi แลว ในสิ่งมีชีวิตบางชนิดกระบวนการ 
RNAi ยังสามารถแพรกระจายไปยังเซลลหรือเนื้อเยื่ออื่น ๆ 
ทั่วรางกาย (systemic RNAi) ทั้งยังสามารถถูกถายทอดไปยัง
อีกรุนได 2 สิ่ งที่น าสนใจ  คือ  จากการทดลองยั งไมพบ
กระบวนการ systemic RNAi ในมนุษย แตพบวาในเซลลของ
มนุษยมีโปรตีนที่ช่ือ SID-1 ซึ่งเปน transmembrane protein 
ที่ ทํ าหน าที่ ใ นการรั บและส งสัญญาณที่ เ กี่ ย วข อ งกั บ
กระบวนการ systemic RNAi อยูดวย ในขณะที่ RNAi 
amplification เปนกระบวนการเพิ่มการทํางานของ RNAi โดย
เปนการเพ่ิม dsRNA ซึ่งเปนตัวต้ังตนของกระบวนการ RNAi 
เขาไปในระบบ โดยใช siRNA และ target mRNA เปนตัวต้ัง
ตนในการสราง dsRNA โดย mRNA เปาหมายจะทําหนาที่
เปนสายแมแบบ (template strand) ใหกับเอนไซม RNA-
dependent RNA polymerase (RdRP) ใชในการสังเคราะห 
new-dsRNA สวน siRNA ทําหนาที่เปนสายเริ่ม (primer) (รูป
ที่ 1) 

ในสิ่งมีชีวิตกลุมยูคาริโอท microRNA (miRNA) ทําหนาที่
ควบคุมการแสดงออกของยีนหลายชนิดดวยกัน  โดย
กระบวนการเกิด miRNA เริ่มจากการถอดรหัสของ 
endogenous gene ได long-primary miRNA หลังจากนั้นจะ
ถูกตัดดวยเอนไซม Drosha อยูในรูป short hairpin RNA มี
ขนาดประมาณ 75 นิวคลีโอไทด จากนั้นจะถูกตัดดวยเอนไซม
ไดเซอรได miRNA ซึ่งสามารถจับกับ RISC เกิดการยับยั้งการ
ทํางานของ mRNA ได โดยมีการยับยั้งการทํางานของยีน 2 
ลักษณะ คือ ในกรณีที่ลําดับเบสระหวาง miRNA กับ mRNA 
เปนแบบ perfect หรือ nearly perfect complementary จะ
เกิดการตัดทําลาย mRNA ข้ึน สวนกรณีที่สอง คือ ลําดับเบส
ระหวาง miRNA กับ mRNA เปนแบบ partial 
complementary จะเกิดการจับของ miRNA กับ mRNA เพ่ือ
กดการทํางานของ mRNA และจากคุณสมบัติของ miRNA ที่
สามารถทํางานไดในกรณี partial perfect ทําให miRNA 
สามารถควบคุมการแสดงออกของยีนหลายชนิดไดดวย 
miRNA เพียงชนิดเดียว เพราะไมตองการความเฉพาะเจาะจง
มากนักในการจับกับ mRNA เปาหมาย  (รูปที่ 2) 

 

 
 
รูปที่ 2 กระบวนการ miRNA เริ่มเมื่อมี primary miRNA (MicroRNA pri-Cursor) ซึ่งจะถูกตัดดวยเอนไซม Drosha ได short-

hairpin RNA (Pre-Cursor) ขนาดประมาณ 75 นิวคลีโอไทดซึ่งสามารถถูกตัดดวยเอนไซม ไดเซอรตอได miRNA เมื่อ
รวมตัวกับ RISC จะสามารถทํางานได 2 ลักษณะดวยกันคือ การทําลาย mRNA เปาหมายหรือการกดการทํางานของ 
mRNA เปาหมาย โดยการทํางานของ miRNA นั้นจะเปนลักษณะใดขึ้นอยูกับความเปนคูสมระหวางลําดับเบสของ 
miRNA และ mRNA เปาหมาย (ที่มา: http://www.nature.com/.../v13/n6/thumbs/3302723f1th.jpg, สืบคนเมื่อ 14 ม.ค. 2552) 
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หลักการประยุกตใช RNAi 

การกระตุนใหเซลลเกิดกระบวนการ RNAi ทําไดหลายวิธี
ดวยกัน โดยหลักการคือการนํา dsRNA ไมวาจะเปน long-
dsRNA หรือ short-dsRNA (siRNA) สงเขาไปในเซลลเพ่ือ
กระตุนกลไกการทํางานภายในเซลล สิ่งที่ควรพิจารณาจาก
ขอจํากัดในการประยุกตใชกระบวนการ RNAi คือ สําหรับสัตว
มีกระดูกสันหลังรวมถึงมนุษยนั้นการให long-dsRNA เขาไป
ในเซลลจะเปนการกระตุนระบบปองกันตัวของเซลลผานกลไก
การทํางานของเอนไซม ds-RNA dependent protein kinase 
(PKR) และ 2’,5’-oligosynthetase (2’,5’ AS response) (รูปที่ 
3A) สงผลใหเซลลเกิดการสราง interferon alpha และเกิด
กระบวนการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนโดยรวม (global 
inhibition of protein synthesis) ผลสุดทายคือทําใหเซลลเกิด 
apoptosis ดังนั้นในการทดลองหรือประยุกตใชกระบวนการ 
RNAi จึงนิยมใช siRNA แทน long-dsRNA ในสัตวมีกระดูก
สันหลังเพ่ือหลีกเลี่ยงผลจากการกระตุนระบบปองกันตัวของ
เซลล (รูปที่ 3B) สวนอีกวิธีหนึ่งที่นิยมใช คือ การใหพลาสมิด
เขาไปในเซลลเพ่ือสังเคราะห siRNA หรือ short-hairpin RNA 

(shRNA) ซึ่งสามารถถูกตัดดวยเอนไซมไดเซอรไดเปน 
siRNA เชนกัน 
 
วิธีการสังเคราะห siRNA  

1) Chemically synthesized siRNA วิธีนี้ใชการ
สังเคราะหทางเคมีในการผลิต siRNA วิธีนี้สามารถสังเคราะห
ไดงายแตใชตนทุนสูง 

2) Enzymatically synthesized siRNA วิธีนี้ใชเอนไซมใน
การผลิต siRNA โดยเอนไซมที่นิยมใชคือ T7 RNA 
polymerase (4) ใชเพ่ือถอดรหัสยีนที่เราตองการใหอยูในรูป 
long-dsRNA หลังจากนั้นจึงใชเอนไซม E. coli RNAse III ตัด
ใหได siRNA วิธีนี้มีขอดีคือใชเวลาในการสังเคราะหนอยและ
ได siRNA ที่หลากหลายและมีความจําเพาะเจาะจงตอ mRNA 
เปาหมาย แตมีขอดอยจากการมีเอนไซมเขามาเกี่ยวของใน
กระบวนการสังเคราะห จึงมีความยุงยากมากขึ้นในการทําให 
siRNA ที่ไดบริสุทธิ์ 
 

 

 
 
รูปที่ 3 การเหนี่ยวนําใหเกิดกระบวนการ RNAi A) การเหนี่ยวนําโดยใช long-ds RNA นอกจากจะเกิดการยับยั้งการ

แสดงออกของเซลลแลว ในสัตวมีกระดูกสันหลังสามารถทําใหเกิดการตอบสนองจากระบบปองกันตนเองของเซลลไดดวย 
ไดแก ds-RNA dependent protein kinase (PKR) และ 2’,5’-oligosynthetase (2’,5’ AS response)  B) การเหนี่ยวนํา
โดยใช siRNA ทําใหเกิดการยับยั้งการแสดงออกของเซลลโดยไมกระตุนระบบปองกันตนเองของเซลล3  
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3) siRNA-expressing plasmid (vector) เนื่องจาก
ขอจํากัดของสองวิธีการแรกคือ siRNA ที่ไดใหผลยับยั้งการ
แสดงออกของยีน เ พียงชั่ วคราว  วิธี  siRNA-expressing 
plasmid จึงถูกประยุกตใชข้ึนมาโดยมีจุดประสงคเพ่ือใหมีการ
ยับยั้งการแสดงออกของยีนที่ยาวนานขึ้น โดยพลาสมิดที่ใชใน
การสังเคราะห siRNA หรือ shRNA นี้นิยมใช U6 และ H1 
RNA polymerase III promoter (5) เปนตัวเหนี่ยวนําใหเกิด
การสังเคราะหอารเอนเอในตําแหนงที่ตองการ ขอจํากัดของ
การใชวิธีนี้คือนอกจากวิธีการเตรียมที่ยุงยากกวาสองวิธีแรก
แลว ยังตองการวิธีนําสงพลาสมิดเขาสูเซลลที่ยากกวาดวย 

 
การขนสง siRNA เขาสูเซลลเปาหมาย (transfection 
of siRNA)  

การขนสง siRNA เขาสูเซลลเปาหมาย ทําได 2 วิธี คือ  
1) การบริหารโดยตรง (direct administration) เปนการนํา 
siRNA เขาสูเซลลโดยตรงโดยการผสม siRNA กับสารละลาย
หรืออาหารเลี้ยงเซลล และ 2) การใชไวรัสเปนพาหะ 
(infectious delivery of siRNA by viral vector) เปนการ
นําสง siRNA โดยใชไวรัสเปนพาหะในการนําสง ตัวอยางไวรัส
ที่นิยมใชเปนพาหะเชน retrovirus, adenovirus และ 
lentivirus เปนตน 
นอกจากนี้ยังมีวิธีการอื่น ๆ ที่ใชนําสงหรือเพ่ิมการนําสง 

siRNA เขาสูเซลลเพ่ือกระตุนการเกิดกระบวนการ RNAi เชน 
liposomal-based technique, siRNA structure modification 
และ hydrodynamic injection เปนตน  
จากความสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนอยางจําเพาะ

เจาะจงโดยอาศัยกลไกภายในเซลลเปนตัวเหนี่ยวนําใหเกิด
การยับยั้ง RNAi จึงถูกนํามาประยุกตใชอยางหลากหลาย
โดยเฉพาะอยางยิ่งการประยุกตใช RNAi ในการทดลองศึกษา
ที่เกี่ยวกับยีนเพ่ือการรักษาหรือที่เรียกวายีนบําบัด (gene 
therapy) ไดมีการประยุกตใช RNAi ในการทดลองหลากหลาย
เพ่ือหาความเปนไปไดในการรักษาโรคหลายชนิด เชน 
โรคมะเร็งและโรคที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส ซึ่งสวนมากเปน
โรคที่มีพยาธิสภาพหรือกลไกการเกิดโรคผานการแสดงออก
ของยีน  
 
 
 
 

การประยุกตใช RNAi ในการรักษาโรคมะเร็ง 

มะเร็งเปนอีกโรคหนึ่งที่มีสาเหตุมาจากการแสดงออกของ
ยีนที่ผิดปกติ การแสดงออกของยีนที่ผิดปกตินี้ ยังทําใหมะเร็ง
เกิดการแพรกระจาย ยีนในกลุม ras family เปนอีกยีนหนึ่งที่
ทํ า ให เซลล เกิดการกลายสภาพจากเซลลปกติ ไปเปน
เซลลมะเร็ง รวมท้ังหลายกระบวนการที่สนับสนุนใหโรคมะเร็ง
เลวรายลง ทั้งการทําใหเซลลมะเร็งรุกรานเนื้อเยื่อขางเคียง 
(invasion) และการแพรกระจาย (metastasis) รวมทั้งการ
เหนี่ยวนําใหเกิดการสรางหลอดเลือดเขามาเลี้ยงเซลลมะเร็ง 
(angiogenesis) ซึ่งเปนกระบวนการหนึ่งที่สําคัญที่ทําให
เซลลมะเร็งมีชีวิตและเติบโต และสนับสนุนใหเซลลมะเร็ง
แพรกระจายดวย  
มีการศึกษาพบวาการเกิด angiogenesis นี้ โปรตีน Raf-1 

ซึ่งเปนโปรตีนที่จากยีนในกลุม ras family มีสวนเกี่ยวของดวย 
โดย Raf-1 กระตุนใหเกิด vascular endothelial growth 
factor (VEGF) ผานทาง hypoxia-inducible factor 1 alpha 
(HIF-1α) และยังพบวา Raf-1 มีการแสดงออกมากผิดปกติใน
เซลลมะเร็ งหลายชนิด  จึงไดมีการทดลองประยุกต ใช
กระบวนการ RNAi เพ่ือยับยั้งการแสดงออกของ Raf-1 ใน 
SGC7901 cell line ผลพบวา เมื่อใช siRNA เพ่ือยับยั้งการ
ทํางานของ Raf-1 ระดับของ HIF-1α และ VEGF มีการ
แสดงออกที่ลดลงเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (รูปที่ 4) และเมื่อ
วัดอัตราการเติบโตของเซลล พบวากลุมที่ไดรับ siRNA มีการ
เติบโตที่ลดลงและเกิดการตายแบบ apoptosis มากกวา เมื่อ
เทียบกับกลุมควบคุม (รูปที่ 5)6  
การแสดงออกที่ผิดปกติของยีนยังเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําให

เซลลมะเร็งเกิดการดื้อยา สวนหนึ่งมาจากการที่เซลลมะเร็งมี
การแสดงออกของโปรตีนที่ทําหนาที่ในขับยาออกนอกเซลล 
เชน multidrug resistance protein (MDR) หรือ P-glyco 
protein (Pgp) แตอีกสวนหนึ่งมาจากการที่เซลลมะเร็งมีการ
แสดงออกของโปรตีนบางชนิดที่ทําหนาที่กระตุนเซลลมะเร็งให
เกิดการเจริญเติบโตมากผิดปกติ หรือปองกันไมใหเซลลมะเร็ง
เกิดการตายแบบ apoptosis โปรตีนในกลุมนี้รวมถึง insulin-
like growth factor 1 receptor (IGF1R) ซึ่ง IGF1R นี้ มีการ
แสดงออกมากผิดปกติในเซลลมะเร็งหลาย ชนิดดวย และเปน
สาเหตุที่ทําใหเซลลมะเร็งสวนหนึ่งเกิดการดื้อยา ดังนั้นจึงไดมี
การทดลองประยุกตใชกระบวนการ RNAi รวมกับการใหยา
เคมีบําบัดเพ่ือศึกษาถึงประสิทธิภาพรวมในการรักษา  
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รูปที ่ 4 ผลของ siRNA ตอ VEGF และ HIF-1α: ระดับการแสดงออกสัมพัทธของ VEGF และ HIF-1α ตอ β-actin ซึ่งเปน 

house-keeping gene เปรียบเทียบกันระหวาง SGC7901 cell line ที่ไดรับ (siRNA) และไมไดรับ siRNA (control) ที่
มีเปาหมายตอ Raf-1 โปรตีน (ดัดแปลงจากเอกสารอางอิงหมายเลข 6)  
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รูปที่ 5 อัตราการเจรญิเติบโตของเซลลเมื่อยบัยั้ง Raf-1: แสดงอัตราการเติบโตของ SGC7901 cell line ที่ไดรับ (siRNA) 

และไมไดรับ siRNA (control) ที่มีเปาหมายตอ Raf-1 (ดัดแปลงจากเอกสารอางอิงหมายเลข 6)  
 
 
ผลการศึกษาประสิทธิภาพรวมของกลุมที่ไดรับ short-

hairpin RNA (shRNA) ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอ IGF1R 
รวมกับการใหยา cisplatin เปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับ 
cisplatin กับ shRNA ที่ไมจําเพาะตอ IGF1R และกลุมที่ไดรับ
เฉพาะ cisplatin ใน A549 cell line พบวาในกลุมที่ไดรับทั้ง 
shRNA และ cisplatin มีคา IC50 ลดลงเมื่อเทียบกับอีกสอง
กลุม (ตารางที่ 1) นอกจากนี้ยังไดมีการปลูกถาย A549 cell 

line ในหนูทดลองเพื่อเปรียบเทียบขนาดและน้ําหนักของ
กอนมะเร็งที่เกิดข้ึนใน  30 วันหลังการปลูกถายระหวางกลุมที่
ไดรับทั้ง shRNA และ cisplatin กับกลุมที่ไดรับ cisplatin 
รวมกับ shRNA ที่ไมจําเพาะตอ IGF1R และกลุมควบคุมที่
ไดรับฟอสเฟตบัฟเฟอร ผลปรากฏวากลุมที่ไดรับทั้ง shRNA 
และ cisplatin มีขนาดและน้ําหนักของกอนมะเร็งแตกตางจาก
ทั้งสองกลุมที่เหลืออยางชัดเจน (ตารางที่ 2)7 
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ตารางที่ 1 IC50 value of DDP to human lung cancer7  
IC50 (mg/L) Groups 

24 h 48 h 72 h 
DDP 3.8 3.5 4.2 
DDP+control shRNA 2.7 3.6 3.0 
DDP+IGF1R-shRNA1 0.9* 1.3* 1.5* 

* P < 0.05 compared with DDP-control shRNA group. 
 

ตารางที่ 2 Tumor size and weight 30 d after inoculation7  
Tumors Groups 

Volume (mm3) Weight (mg) 
PBS 338.5 ± 44.2* 390.0 ± 80.0* 
DDP+control shRNA 50.3 ± 15.2 180.0 ± 20.0 
DDP+IGF1R-shRNA1 20.7 ± 4.2* 70.0 ± 12.0* 

* P < 0.05 compared with DDP-control shRNA group.

 

การประยุกตใช RNAi ในการรักษาโรคติดเชื้อไวรัส 

นอกจากการประยุกตใช RNAi ในการรักษาโรคมะเร็งแลว
ยังไดมีการประยุกตใช RNAi ในการศึกษาหนาที่ของยีนและ
โปรตีนตางๆ อีกดวย โดยอาศัยคุณสมบัติการยับยั้งการ
แสดงออกของยีนอยางจําเพาะเจาะจง Zhang และคณะ (8) 
ไดทําการศึกษาการทํางานของโปรตีนในกลุม cyclin-
dependent kinase inhibitor (CKI) ซึ่งเปนโปรตีนที่ทําหนาที่
ควบคุมลักษณะทางกายภาพและการแบงตัวของเซลลตน
กําเนิด (hematopoeitic stem cells) เนื่องจากเซลลตนกําเนิด
เหลานี้มีการแสดงออกของ CD4 และ CXCR4 ซึ่งเปนโปรตีน
ที่เช้ือไวรัส HIV-1 จําเปนตองใชในกระบวนการติดเชื้อ
เชนเดียวกันกับ lymphocytic cell แตกลับไมพบวาเซลลตน
กําเนิดเหลานี้มีการติดเชื้อไวรัส HIV-1 ดังนั้นจึงไดมีการใช 
siRNA ตอโปรตีนหลายๆ ชนิดในกลุม CKI เพ่ือศึกษาหนาที่
ในการตอตานการติดเชื้อ HIV-1 ของโปรตีนเหลานี้ ผล
การศึกษาพบวาเมื่อใช siRNA ยับยั้งการแสดงออกของ CKI 
p21 (p21) เซลลตนกําเนิดมีการติดเชื้อไวรัส HIV-1 มากขึ้น
เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลตนกําเนิดที่ไมไดรับ siRNA โดยวัด
จากระดับ HIV-1 p24 ซึ่งเปนโปรตีนที่อยูในสวนแคปสิดของ
ไวรัส (รูปที่ 6) และเพ่ือที่จะทราบวา p21 ยับยั้งการติดเชื้อ
ไวรัส HIV-1 ในข้ันตอนใดของวงจรชีวิตไวรัสจึงไดมีการศึกษา
เพ่ิมเติมจากขั้นตอนการวัดระดับของ HIV-1 cDNA (HIV-1 
complementary DNA) ซึ่งเปนคาที่อางอิงถึงการทํางานของ
เอนไซม reverse transcriptase ไมพบวามีความแตกตางกัน
ระหวางกลุมที่ไดรับ siRNA และกลุมควบคุม 
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รูปที ่ 6 ระดับ p24 ระหวางเซลลตนกําเนิดที่ไดรบั (siRNA) 

และไมไดรับ siRNA (control) (ดัดแปลงจากเอกสารอางอิง
หมายเลข 8) 

 
แตจากขั้นตอนการวัด 2 long terminal repeat (2-LTR 

circle) ซึ่งเปนคาที่ใชอางอิงถึงความลมเหลวจากขั้นตอนการ 
integration ของเชื้อไวรัสพบวามีความแตกตางกันของระดับ 
2-LTR circle ระหวางกลุมที่ไดรับและไมไดรับ siRNA โดย
กลุมที่ไมไดรับ siRNA มีระดับของ 2-LTR circle สูงกวากลุมที่
ไดรับ siRNA อยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 7) แสดงใหเห็นวาใน
กลุมที่ไมไดรับ siRNA นั้นไวรัส HIV-1 ไมสามารถเกิดการ 
integration ได และจากการวิเคราะหดวยเทคนิค western 
blot พบวา p21 เกิดการรวมตัวกับ HIV-1 preintegration 
complex ดังนั้นจึงกลาวไดวา p21 เปนโปรตีนที่จําเปนสําหรับ
เซลลตนกําเนิดในการปองกันตนเองจากการติดเชื้อไวรัส HIV-
1 เนื่องจากการที่โปรตีนชนิดนี้ยับยั้งการติดเชื้อไวรัสใน
ข้ันตอนการ integration โดยการรวมตัวกับกลุมเอนไซม 
integrase 
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รูปที่ 7 ผลของ p21 ตอข้ันตอนการ integration ของ HIV-

1 (A) ระดับของ cDNA ในเซลลตนกําเนิดที่ไดรับ (Si-
2) และไมไดรับ siRNA (HPRT) (B) ระดับของ 2-LTR 
circle ในเซลลตนกําเนิดที่ไดรบั (Si-2) และไมไดรับ 
siRNA (HPRT)8  

 
นอกจากนี้ ยังมีการประยุกตใช RNAi ที่เกี่ยวกับการรักษา

โรคติด เชื้ อไวรัสด วย  แตปญหาประการหนึ่ งของการ
ประยุกตใช RNAi ในสัตวช้ันสูงรวมถึงสัตวเล้ียงลูกดวยนม คือ 
การที่ RNAi มีฤทธิ์การยับยั้งเพียงชั่วคราว เนื่องจากการสัตว
ช้ันสูงไมมีกระบวนการ RNAi amplification หนึ่งในวิธีการ
แกปญหานี้ คือการเลือกใชพาหะที่เปนไวรัส (viral-based 
vector) ซึ่งสามารถขนสง siRNA หรือ shRNA ที่ตองการ เขา
ไปรวมกับจีโนมของเซลลเปาหมาย ซึ่งทําใหเกิดการแสดงออก
ของยีนนั้น ๆ ตลอดชวงอายุของเซลลเปาหมาย An และคณะ9 
ไดทดลองโดยใช lentiviral vector ในการนําสง shRNA เขาสู
เซลลตนกําเนิด (hematopoietic stem cell) ของลิง (Rhesus 
macaque) เพ่ือยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน chemokine 
receptor 5 (CCR5) ซึ่งเปนโปรตีนที่เช้ือไวรัส SIV (simian 
immunodeficiency virus) ใชในการจับกับเซลลเปาหมาย 
เพ่ือที่จะอางอิงถึงความเปนไปไดในการประยุกตใชวิธีการ
เดียวกันนี้ในมนุษยในการรักษาการติดเชื้อไวรัส HIV และจาก
การใช lentiviral vector ขนสง shRNA เขาสูเซลลตนกําเนิดที่
มีสามารถแบงตัวและให T-lymphocyte ซึ่งเปนเซลลที่มีการ
แสดงออกของ CCR5 จึงเปนการกําหนดเปาหมายใหเกิด
กระบวนการ RNAi อยางจําเพาะเจาะจง รวมทั้งทําใหเกิดการ
ยับยั้งการแสดงออกของ CCR5 อยางถาวรไปในตัวดวย 
จากการทดลองโดยใช shRNA 2 ชนิด คือ RQ3570 กับ 

RQ5427 และกลุมควบคุม ซึ่งไดรับ shRNA ที่ไมจําเพาะ
เจาะจงตอ CCR5 (2RC003) อีก 1 กลุม รวมทั้งการใหยีนที่
ถูกสอดใสเขาไปในจีโนมของเซลลตนกําเนิดโดย lentiviral 

vector นั้น มีการใสยีน enhanced green fluorescence 
protein (EGFP) รวมเขาไปดวยเพ่ือใหเปนตัวติดตามการ
แสดงออกของ shRNA ทั้ง 3 ชนิด พบวาระดับการแสดงออก
ของ EGFP ในแกรนูโลไซต โมโนไซตและลิมโฟไซตมีการ
เปล่ียนแปลง และเริ่มคงที่ในระยะเวลาประมาณ 6 เดือน (รูปที่ 
8) เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของ EGFP ของเม็ดเลือดแต
ละชนิด พบวาในลิมโฟไซตระดับ EGFP เพ่ิมสูงข้ึนและเริ่ม
คงที่เมื่อผานไปประมาณ 6 เดือน แสดงวา shRNA เพ่ิมข้ึนใน
ลิมโฟไซตดวย 
 

 
 
รูปที ่ 8 การเพิ่มขึ้นของ EGFP ในเซลลเม็ดเลือด: 

แสดง %EGFP+ ในเม็ดเลือดแตละชนิดในชวงเวลา
ตางๆหลังไดรับshRNA (แกรนูโลไซต ( ) โมโนไซต 
( ) ลิมโฟไซต ( )9  

 
ในขณะเดียวกัน มีการวัดระดับ CCR5 ในลิมโฟไซตที่มีการ

แสดงออกของ EGFP (EGFP+) เทียบกับลิมโฟไซตที่ไมมีการ
แสดงออกของ EGFP (EGFP-) ในแตละกลุมที่ไดรับ shRNA 
ผลปรากฎวาในกลุมที่ไดรับ shRNA ที่จําเพาะเจาะจงตอ 
CCR5 (RQ3570 และ RQ5427) เซลลในกลุม EGFP+ และ
เซลลในกลุม EGFP- มีการแสดงออกของระดับ CCR5 
แตกตางกัน โดยเซลลในกลุม EGFP+ มีระดับของ CCR5 ตํ่า
กวาเซลลในกลุม EGFP- อยางชัดเจน ซึ่งตางจากกลุมควบคุม
ที่ไดรับ shRNA ที่ไมจําเพาะเจาะจงตอ CCR5 (2RC003) ซึ่ง
เซลลในกลุม EGFP+ และกลุม EGFP- มีการแสดงออกของ
ระดับ CCR5 ไมแตกตางกันอยางชัดเจน (รูปที่ 9) จากนั้นวัด
ระดับ CCR5 mRNA เพ่ือยืนยันผล พบวาเซลลในกลุม 
EGFP+ มีระดับ CCR5 mRNA ลดลงดวย จากผลการทดลอง
นี้ แสดงใหเห็นวาการใช shRNA สามารถยับยั้งการแสดงออก
ของ CCR5 ได และยับยั้งไดอยางคงทนดวย 
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รูปที่ 9 ผลของ siRNA ตอระดับ CCR5: ความแตกตางของ %CCR5 ของเม็ดเลือดกลุม EGFP+ (แถบสีดํา) และกลุม EGFP- 

(แถบสีเทา) ในแตละกลุมที่ไดรับ shRNA ที่ตางกัน (RQ3570, RQ5427, 2RC003)9  
 
บทสรุป 

RNA interference (RNAi) เปนกระบวนการยับยั้งการ
แสดงออกของยีนที่ระดับหลังการแปลรหัส อยางจําเพาะ
เจาะจง โดย double-strand RNA เหนี่ยวนําใหเกิดการยับยั้ง 
mRNA จากคุณสมบัตินี้ทําใหมีการนํากระบวนการ RNAi มา
ประยุกตในศาสตรหลายดาน รวมถึงการรักษาโรคดวย โรคที่
อาจประยุกตใช RNAi ในการรักษามักเปนโรคที่มีสาเหตุหรือมี
ปจจัยเกี่ยวของกับการแสดงออกของยีน เชน โรคมะเร็งและ
โรคติดเชื้อไวรัส ขอดีของการใช RNAi ในการศึกษาการรักษา
โรคเหลานี้ คือ RNAi ใหผลยับยั้งการแสดงออกของยีนผาน
ทางโปรตีนอยางจําเพาะเจาะจงและใหประสิทธิผลในระดับที่ดี  
การศึกษา RNAi สวนมากยังไมไดทําในมนุษย เนื่องจาก 

RNAi เปนกระบวนการที่ถูกคนพบไมนาน การประเมินความ
ปลอดภัยในมนุษยจึงยังนอยเมื่อเทียบกับการรักษาดวยวิธีอื่น 
ดวยสาเหตุนี้ การศึกษาที่เกี่ยวกับ RNAi สวนมากจึงจํากัดอยู
ในสัตวทดลองและเซลลเพาะเล้ียง การปรเมินเพ่ือประยุกตใช
ในมนุษยจึงยังทําไดยาก   
ขอจํากัดอีกอยางหนึ่งก็คือ RNAi มีชวงของการออกฤทธิ์ที่

สั้น การใชระบบนําสงที่ใชยีนของพาหะที่เปนไวรัส (viral-
based vector) โดยมีจุดประสงคเพ่ือใหเกิดกระบวนการ RNAi 
ที่นานขึ้นนั้น ในการประเมินความปลอดภัยในมนุษยนับวามี
ความเสี่ยงจากขั้นตอนการสอดใส (insertion) ยีนของพาหะที่
เปนไวรัสนั้นเขาไปในจีโนมของมนุษย ซึ่งอาจกระตุนใหเกิด
การแสดงออกของยีนที่ผิดปกติในมนุษยได รวมทั้งจากการที่ 
RNAi ใชนิวคลีโอไทดเพียง 21 ถึง 25 ลําดับ ในการกําหนด
ความจําเพาะเจาะจง นอกจากนี้ การใช RNAi ตอเซลลมะเร็ง

หรือไวรัสที่มีความสามารถในการกลายพันธุสูงอยูแลวในระยะ
ยาว ดังนั้น จึงเปนไปไดวาเซลลมะเร็งหรือไวรัสจะด้ือตอการ
รักษาดวย RNAi ไดสูง และอุปสรรคอีกประการหนึ่งของการ
ประยุกตใช RNAi ในการรักษา คือ การนํามาใชในทางปฏิบัติ
ยังมีความเปนไปไดนอย ซึ่งเปนปญหาที่สําคัญเชนเดียวกับ
เทคโนโลยีนิวคลีโอไทดอื่น ๆ ทั้งจากการขาดระบบนําสงที่มี
ประสิทธิภาพ วิธีปฏิบัติการที่ซับซอน รวมทั้งขอมูลการศึกษา
ในมนุษยที่มีไมมากเพียงพอ 
แมวา RNAi จะมีอุปสรรคหลายประการในการประยุกตใช

ในการรักษาโรค ผลการศึกษาตางๆ ไดแสดงถึงความเปนไป
ไดในการประยุกตใชเทคโนโลยีนี้ในการควบคุมการแสดงออก
ของยีน และจากการเปนเทคโนโลยีที่เพ่ิงถูกคนพบทําใหการ
พัฒนายังไมถึงจุดอิ่มตัว รวมทั้งจากหลักการที่สามารถ
ประยุกตใชไดอยางหลากหลายจะเปนขอดีในการผลักดันใหมี
การพัฒนาเทคโนโลยีในดานนี้ จนสามารถนํามาใชในมนุษย
ในทางปฏิบัติไดจริง  
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ABSTRACT  
Dividing level of gene controlling from genomic level to post-transcript level, RNA interference (RNAi) is a gene regulatory 
mechanism in post-transcription gene controlling level. RNAi is an endogenous defense mechanism in eukaryocytes against 
viruses and transposable elements in the genome. Upon viral infection or presence of other double-strand RNA (dsRNA) 
transduced intracellularly, the RNAi mechanism is activated causing the sequential degradation of the dsRNA by the type III 
endoribonuclease DICER. Subsequently this endonuclease cleaves the dsRNA into about 21 nucleotides double-stranded 
fragments called short-interference RNA (siRNA). These siRNAs then associate with the RNA-induced silencing complex (RISC) 
and induce cleavage of endogenous mRNA transcripts. The mRNA cleavage occurs within the region of homology directed by 
the siRNA, thereby selectively inhibiting target gene expression. By the specific silencing, methods for utilizing RNAi have been 
developed in many genetic-associating researches for a wide variety of gene silencing applications. RNAi has been used in 
therapeutic researches. As a potent tool in specific gene silencing in therapeutics, RNAi shows possibilities of its application in 
various diseases. Thus RNAi is promising vehicle for development of a potential tool in specific gene-silencing therapeutics.  
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