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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

เอกราช สิทธิเดช : โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน VP1 ของไวรัสโลหิตจางในไก่ และ
การระบุเอพิโทป (MONOCLONAL ANTIBODY AGAINST VP1 PROTEIN OF CHICKEN 
ANEMIA VIRUS AND EPITOPE MAPPING) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. ดร. วันชัย 
อัศวลาภสกุล, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร. นันทิกา คงเจริญพร{, 79 หน้า. 

โรคโลหิตจางในไก่ เกิดจากไวรัส Chicken anemia virus (CAV) ไก่ที่ติดไวรัส จะมีภาวะ
โลหิตจางอย่างรุนแรงตัวแคระแกร็น ต่อมธัยมัสฝ่อ เซลล์ไขกระดูกลดลง และภูมิคุ้มกันบกพร่อง 
โปรตีน VP1 เป็นโปรตีนโครงสร้างของไวรัส ท าหน้าที่ในการรวมกันเป็นอนุภาคไวรัส มีคุณสมบัติใน

การเป็นแอนติเจน CAV งานวิจัยก่อนหน้านี้ สามารถผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ของไวรัส
โลหิตจางในไก ่จึงเป็นที่มาของวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ คือ ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน 
VP1 และ ระบุเอพิโทปต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยน าม้ามที่ได้จากการใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีน 

Δ60N_VP1 กระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนูเม้าส์ มาหลอมรวมกับเซลล์ไมอีโลมา พบว่าได้ เซลล์ไฮบริโดมาท่ี
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ านวน 5 โคลน ได้แก่ โคลนที่ 1, 2, 3, 7 และ 21 สามารถจ าแนกชนิด
ของแอนติบอดีได้เป็น IgG2a, IgM, IgG2b, IgM และ IgG1 ตามล าดับ การระบุเอพิโทป ท าโดยแบ่ง

ชิ้ น ส่ ว นส า ร พัน ธุ ก ร รม  Δ60N_VP1 เ ป็ น  6 ส่ ว น  ไ ด้ แ ก่  Fragment 1(F1), F2, F3, F4 และ 
Separating 1(S1) และ S2 ซึ่งแยกมาจากชิ้น F1 จากนั้นเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์
จ าเพาะ และท าการย้ายชิ้นส่วนแต่ละชิ้นเข้าสู่เวกเตอร์ pET28a น าไปชักน าให้เกิดการแสดงออกใน 
E. coli Rosetta-gami รีคอมบิแนนท์โปรตีนแต่ละชนิดจะถูกใช้เป็นแอนติเจนเพ่ือใช้ระบุเอพิโทปต่อ
โมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยวิธี western blotting analysis ผลการทดลองพบโมโนโคลนอล

แอนติบอดี ทั้ง 5 โคลน มีความจ าเพาะต่อแอนติเจน Δ60N_VP1 และ ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับรีคอม
บิแนนท์โปรตีนที่มี His-Tag ชนิดอื่น ในการศึกษานี้ใช้ โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด IgG เท่านั้น ที่จะ
ถูกน าไประบุเอพิโทป ผลการทดลองพบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 ท าปฏิกริยาจ าเพาะกับ
โปรตีน F1 และโปรตีน S2 ในขณะที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 3 และ 21 สามารถท าปฏิกริยา
จ าเพาะกับโปรตีน F2 เท่านั้น ดังนั้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1, 3 และ 21 จึงเหมาะต่อการ
น าไปใช้พัฒนาชุดตรวจสอบ ส าหรับวินิจฉัยหาไวรัส CAV ต่อไปในอนาคต 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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KEYWORDS: CHICKEN ANEMIA VIRUS / VP1 / MONOCLONAL ANTIBODIES 

AKEKARACH SITTIDECH: MONOCLONAL ANTIBODY AGAINST VP1 PROTEIN OF 
CHICKEN ANEMIA VIRUS AND EPITOPE MAPPING. ADVISOR: ASSOC. PROF. 
WANCHAI ASSAVALAPSAKUL, Ph.D., CO-ADVISOR: ASST. PROF. NANTHIKA 
KHONGCHAREONPORN, Ph.D. {, 79 pp. 

Anemia disease in chickens is caused by Chicken Anemia Virus (CAV). The 
major clinical symptoms include anemia, hemorrhage, atrophy of the thymus and bone 
marrow and immunosuppression. VP1, the structural protein of CAV, is responsible for 
viral assembly and acts as immunogen. The previous study has already constructed 

and expressed the recombinant Δ60N_VP1 of CAV. Thus, the objectives of this work 
are to produce monoclonal antibodies (MAb) against VP1 protein and identify their 

protential epitopes. Splenocytes of BALB/c mice immunized with Δ60N_VP1 antigen 
were fused with myeloma cells. Five hybridroma clones, No.1, 2, 3, 7 and 21 were 
obtained and the type of MAb was subsequently identified as IgG2a, IgM, IgG2b, IgM, IgG1 

respectively. To identify the epitopes, the Δ60N_VP1 gene was divided into six 
fragments, including Fragment 1(F1), F2, F3, F4 and two separating parts of F1 (S1 and 
S2). PCR amplification of all segments were conducted with specific primers. The PCR 
fragments were cloned into pET28a vector for expression in E. coli Rosetta-gami. Each 
recombinant protein was used as an antigen to identify an epitope of MAb by western 
blotting analysis. The results showed that all five anti-VP1 monoclonal antibodies did 
not cross-react with His-tag region on recombinant protein. In the study, only IgG type 
was selected for epitope identification. The results showed MAb clone 1 could react 
with F1 and S2 proteins, while MAb clone 3 and 21 bind only with F2 protein. 
Therefore, MAb clone 1, 3 and 21 are promising to develop as a detection kit for 
diagnosis of CAV in the future. 
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บทที่ 1  
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
ปัจจุบันอัตราการบริโภคผลิตภัณฑ์แปรรูปจากสัตว์ปีกมีเพ่ิมขึ้นตามจ านวนประชากรที่เพ่ิมขึ้น 

ส่งผลให้อุตสาหกรรมการผลิตและการส่งออกผลิตภัณฑ์แปรรูปจากสัตว์ปีกเติบโตและสร้างรายได้แก่
ประเทศไทยเป็นจ านวนมาก สถาบันอาหารกระทรวงอุตสาหกรรม แสดงยอดการส่งออกผลิตภัณฑ์
จากสัตว์ปีกจาก 339,680 ตัน )พ.ศ.2557( เพ่ิมเป็น 700,000 ตัน ในครึ่งปีแรก )พ.ศ.2558( และคาด
ว่าจะมียอดการส่งออกสูงขึ้นในครึ่งปีหลัง [1] อย่างไรก็ตาม การแพร่ระบาดของโรคในสัตว์ปีกสร้าง
ความเสียหายเป็นอย่างมาก เช่น โรคไข้หวัดนก โรคนิวคาสเซิล โรคหลอดลมอักเสบติดต่อ และโรค
โลหิตจางในไก่ เป็นต้น [2]  

 
โรคโลหิตจางในไก่ (Chicken Infectious Anemia) เป็นโรคที่พบในสัตว์ปีก และแพร่ระบาด

อย่างกว้างขวางในธรรมชาติ โรคโลหิตจางในไก่เกิดจาก Chicken Anemia Virus (CAV) จะแบ่ง
อาการเป็น 2 กลุ่ม คือ ไวรัสที่ติดเชื้อในไก่อายุไม่เกิน 3 สัปดาห์ มีอาการตัวแคระแกร็น ไขกระดูกฝ่อ 
เซลล์ไขกระดูกลดลง ไวรัสเข้าติดเชื้อใน Hemocytoblast มีผลยับยั้งการผลิตเซลล์เม็ดเลือดแดง 
(Red Blood Cell) เซลล์เม็ดเลือดขาว (White Blood Cell) เกล็ดเลือด (Pellet) เกิดอาการตัวซีด
เนื่องจากมีภาวะโลหิตจางอย่างรุนแรง และ CAV สามารถเพ่ิมจ านวน และท าลายเซลล์เจ้าบ้านโดย
ท าให้เซลล์แตก (apoptosis) ไก่จะมีเลือดออกใต้ผิวหนัง เกิดเป็นจุดแดง และพบอัตราการตายสูง
เกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ [3-5] กลุ่มที่ 2 ไวรัสที่ติดเชื้อในไก่อายุมากกว่า 3 สัปดาห์ พบว่าไก่มีน้ าหนัก
ลดลง เซลล์เม็ดเลือดขาวลดลง Cytotoxic T lymphocytes (CTL) มีการตอบสนองต่อระบบ
ภูมิคุ้มกันลดลง ท าให้ T Lymphocyte ลดประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์แปลกปลอมหรือเซลล์
เป้าหมาย เกิดภูมิคุ้มกันบกพร่องอย่างรุนแรง [4, 6] และเพ่ิมโอกาสติดโรคแทรกซ้อนจากไวรัส 
แบคทีเรีย หรือราอ่ืนๆ ได้ นอกจากนี้ CAV สามารถแพร่ระบาดจากแม่สู่ลูก (Vertical transmission) 
และแพร่จากการหายใจ การกิน การสัมผัสในโรงเรือน (Horizontal transmission) ซึ่งเป็นการเพ่ิม
การแพร่ระบาดได้รวดเร็ว [7] ดังนั้น การตรวจสอบการติดเชื้อ และการควบคุมการแพร่ระบาดของ
ไวรัสโลหิตจางในไก่ ถือเป็นเรื่องส าคัญ เพ่ือป้องกันไม่ให้ไก่ตายเนื่องจากติดไวรัสดังกล่าว 

 
งานวิจัยก่อนหน้านี้ [8] ได้สร้างรีคอมบิแนนท์โคลน Δ60N_VP1 ของไวรัสโลหิตจางในไก่ โดย

อาศัยวิธีการทางพันธุวิศวกรรมในการผลิตรีคอมบิแนนท์ในแบคทีเรีย โดยงานวิจัยนี้จะใช้รีคอม
บิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ดังกล่าว มากระตุ้นการผลิตแอนติบอดีในหนูเม้าส์ และแอนติบอดีท่ีผลิต
ได้จะถูกน าไปทดสอบความไว (sensitivity) ความจ าเพาะ (specific) จ าแนกคลาสของแอนติบอดี 
(isotype) และระบุเอพิโทป ในอนาคตจะสามารถน าแอนติบอดีที่ผลิตได้มาประยุกต์ใช้ในการตรวจ
ติดตามไวรัสโลหิตจางในไก่ต่อไป 
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วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน VP1 ของไวรัสโลหติจางในไก่และระบุเอพิโทปต่อ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1) ได้โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน VP1 ของไวรัสโลหิตจางในไก่ 
2) ทราบเอพิโทปบนโปรตีน VP1 ที่จ าเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 2  
ปริทรรศน์วรรณกรรม 

2.1 โรคโลหิตจางในไก่ 
โรคโลหิตจางในไก่ (Chicken Infectious Anemia) เป็นโรคที่พบในสัตว์ปีกโดยเฉพาะในไก่    

เกิดจากไวรัส Chicken anemia virus (CAV) พบได้ท่ัวไปในธรรมชาติ ถูกค้นพบในปี ค.ศ.1970 และ
ได้มีการทดลองแยกเชื้อเพ่ือศึกษาพยาธิสภาพของโรคในปี ค.ศ.1979 ในประเทศญี่ปุ่น [9]       
 
2.2 การก่อโรค 

ไวรัส CAV สามารถเข้าติดเชื้อในสัตว์ปีกได้ 2 บริเวณ ได้แก่ Hemocytoblast ซึ่งอยู่บริเวณ    
ไขกระดูกท าหน้าที่เป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์เม็ดเลือดชนิดต่างๆ เช่น เซลล์เม็ดเลือดแดง  
(Red Blood Cell) และเซลล์เม็ดเลือดขาว (White Blood Cell) เป็นต้น และ T-lymphocyte 
precursor ซึ่งถูกผลิตจากต่อมธัยมัส และพัฒนาไปเป็น T cell [3, 6, 10, 11] รูปที่ 2.1 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 2.1 เซลล์เป้าหมายส าหรับการเข้าติดเชื้อของไวรัส CAV [12] 
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2.3 อาการของโรค 
อาการของโรค สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ ไวรัสที่ติดเชื้อในไก่อายุไม่เกิน 3 สัปดาห์ 

และไวรัสที่ติดเชื้อในไก่อายุมากกว่า 3 สัปดาห์ โดยไก่อายุไม่เกิน 3 สัปดาห์  เมื่อติดเชื้อจะมีลักษณะ 
ตัวแคระแกร็น ไขกระดูกฝ่อ ท าให้เซลล์ไขกระดูกลดลง นอกจากนี้ยังมีลักษณะตัวซีดเนื่องจาก 
Hemocytoblast หยุดการผลิตเซลล์เม็ดเลือดแดง เกิดภาวะโลหิตจางอย่างรุนแรง เมื่อไวรัส CAV 
เติบโตและเพ่ิมจ านวนในเซลล์เจ้าบ้านแล้ว จะเหนี่ยวน าให้เซลล์เจ้าบ้านแตก (apoptosis) ท าให้มี
เลือดออกบริเวณใต้ผิวหนัง สังเกตเห็นเป็นจุดแดงๆ และพบอัตราการตายสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์  
[3, 4, 11] ส่วนไก่อายุมากกว่า 3 สัปดาห์เมื่อติดเชื้อน้ าหนักจะลดลง เนื่องจาก T-lymphocyte 
precursor เกิดการติดเชื้อ ท าให้ T cell ลดลง ไก่ที่ติดเชื้อจะมีการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกัน
น้อยลง ท าให้ลดประสิทธิภาพในการเข้าท าลายสิ่งแปลกปลอมที่เข้าสู่ร่างกาย เกิดภาวะภูมิคุ้มกัน
บกพร่องอย่างรุนแรง และเพ่ิมโอกาสในการรับเชื้อฉวยโอกาสจากแบคทีเรีย รา หรือไวรัสอ่ืนได้ [4, 6] 
 
2.4 ลักษณะโครงสร้างของไวรัส 

ไวรัสโลหิตจางในไก่จัดอยู่ ในวงศ์  (Family) Circoviridae และจัดอยู่ ในสกุล )Genus( 
Gyrovirus CAV เป็นไวรัสขนาดเล็กมีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 25 นาโนเมตร ไม่มีเปลือกหุ้ม
อนุ ภ าค ไ ว รั ส  (non-enveloped) มี โ ป รตี น แคพซิ ด รู ป ท ร ง  Icosahedral symmetry [13] 
ประกอบด้วยโปรตีนแคพซิดจ านวน 60 หน่วย (T=1) อนุภาคไวรัสชนิดนี้ไม่มีคาร์โบไฮเดรตและไขมัน
เป็นองค์ประกอบท าให้ทนต่อสารเคมีและสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม ท าให้ไวรัสอยู่ในสภาวะที่ไม่
สามารถก่อโรคได้ [14]  
 

 
รูปที่ 2.2 โครงสร้างของไวรัสโลหิตจางในไก่ [15]                                                         
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2.5 ลักษณะทางพันธุกรรมของไวรัส 
  CAV จัดอยู่ในวงศ์ )Family( Circoviridae และจัดอยู่ในสกุล )Genus( Gyrovirus ลักษณะ
ทางพันธุกรรมของ CAV มีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยวประจุลบ ที่ม้วนพับเป็นวงกลม 
(negative sense – circular single stranded DNA) ยาว 2.3 กิโลเบส ซึ่งแตกต่างจากไวรัสในสกุล
เดียวกัน ที่มีลักษณะจีโนมเป็น ambience-circular single stranded DNA [13] จีโนมของไวรัส
ประกอบด้วย open reading frame (ORF) 3 ORF ได้แก่ ORF1, ORF2 และ ORF3 โดยที่ ORF1 
จะอยู่บริเวณในสุดติดกับสารพันธุกรรมของไวรัส ถัดออกมาจะเป็น ORF2 มีขนาดเล็กท่ีสุด ซึ่งซ้อนทับ
อยู่บน ORF1 และสุดท้าย ORF3 เป็นบริเวณที่มีขนาดใหญ่ที่สุด มีส่วนต้นของ ORF3 ซ้อนทับอยู่ตรง
ปลาย ORF1 ซึ่งทั้ง 3 ORFs สามารถแปลและถอดรหัสได้เป็นโปรตีนทั้งหมด 3 ชนิด ประกอบไปด้วย
โปรตีนที่ไม่เป็นโปรตีนโครงสร้าง (non-structural protein) 2 ชนิด ได้แก่ โปรตีน VP2 และโปรตีน 
VP3 นอกจากนี้ยังประกอบไปด้วยโปรตีนโครงสร้าง (structural protein) 1 ชนิด ได้แก่ โปรตีน VP1 
[16] แสดงในรูปที่ 2.3 โดย ORF1 คือ โปรตีน VP2, ORF2 คือ โปรตีน VP3 และ ORF3 คือ โปรตีน 
VP1 ส่วนบริเวณ Promotor Enhancer เป็นบริเวณที่ไม่ถูกถอดรหัส (non-transcribed region; 
NTR) จะประกอบไปด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ 19 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งเป็นต าแหน่งในการเข้าจับกันของ 
Promotor Enhancer element เพ่ือควบคุมกระบวนการถอดรหัสพันธุกรรม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.3 ลักษณะการจัดเรียงจีโนมของไวรัสโลหิตจางในไก่ [17] 
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2.6 โปรตีนที่ส าคัญของไวรัสโลหิตจางในไก่ 
 2.6.1 โปรตีน VP2 ถูกถอดรหัสมาจากยีน ORF1 

โปรตีน VP2 เป็นโปรตีนแบบ non-structural protein มีขนาดใหญ่เป็นอันดับสอง 
ขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน (kDa) มีบทบาทช่วยในการประกอบเอพิโทปให้มีความ
ถูกต้อง และยังมีคุณสมบัติ dual specificity protein phosphatase (DSP) มีหน้าที่ในการ
ควบคุมการเพิ่มจ านวนของไวรัส [7, 18-20] 

 
 2.6.2 โปรตีน VP3 ถูกถอดรหัสมาจากยีน ORF2 

โปรตีน VP3 หรือโปรตีน apoptin เป็นโปรตีนแบบ non-structural protein 
เช่นเดียวกับโปรตีน VP2 มีขนาดเล็กที่สุดประมาณ 13 กิโลดาลตัน (kDa) โดยที่ปลาย 
C-terminal ของโปรตีนชนิดนี้มีกรดอะมิโน Proline, Serine, Arginine และ Threonine  
มีคุณสมบัติในการจับกับสารพันธุกรรมของเซลล์เจ้าบ้านได้ และท าลายโครงสร้างของ
โครโมโซม ท าให้ให้เซลล์เจ้าบ้านที่ติดเชื้อเกิดการ apoptosis ในเวลาต่อมา [19, 21] 

 
 2.6.3 โปรตีน VP1 ถูกถอดรหัสมาจากยีน ORF3 

โปรตีน VP1 หรือ capsid protein เป็นโปรตีนเพียงชนิดเดียวที่เป็นแบบ structural 
protein มีขนาดใหญ่ที่สุด ขนาดประมาณ 52 กิโลดาลตัน (kDa) มีคุณสมบัติในการเป็น
แอนติเจน (antigenicity) โดยปลาย N-terminal จะเป็นประจุบวกสูง เนื่องจากเป็นบริเวณ
ที่ มี กรดอะมิ โน  Arginine อยู่ มาก  ท า ให้ จับกับสาร พันธุกรรมของไวรั ส เ พ่ือสร้ า ง 
แคพซิดห่อหุ้มอนุภาคไวรัสได้ [22-24] ปลาย C-terminal ประกอบด้วย replication motif 
เกี่ยวข้องกับกระบวนการ Rolling cycle replication (RCR) มีบทบาทเกี่ยวกับการเพ่ิม
จ านวนของไวรัส CAV [25, 26] 

 
 

รูปที่ 2.4 แสดงจีโนมของไวรัส CAV แบ่งออกเป็น 3 ORFs )เอกราช สิทธิเดช( 
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2.7 การแพร่ระบาด 
 ไวรัส CAV สามารถแพร่ระบาดได้ 2 รูปแบบคือ vertical transmission ไวรัสแพร่ผ่านการ
ฟักไข่ของแม่ไก่และแพร่ผ่านน้ าเชื้อของพ่อไก่ท่ีติดไวรัส [27] และแบบ horizontal transmission ซ่ึง
สามารถแพร่ผ่านกันได้ง่าย และรวดเร็วภายในโรงเลี้ยง ผ่านการหายใจ การสัมผัส หรืออุจจาระของไก่
ที่ติดเชื้อ [7] 
 
2.8 การก าจัดไวรัสโลหิตจาง 

การก าจัดไวรัสโลหิตจางที่แพร่กระจายอยู่ในธรรมชาติมีหลากหลายวิธีเช่น ใช้ ความร้อน 
1000C นาน 15 นาที [28] 10% iodine หรือ10% hypochlorite นาน 2 ชั่วโมง, 5% formaldehyde 
นาน 24 ชั่วโมง, 0.4% beta-propiolactone นาน 24 ชั่วโมง, 50% phenol นาน 5 นาท ี[9, 29] 

 
2.9 การป้องกันการแพร่ระบาดของโรค 
 วัคซีนมี 2 ชนิด  
 
 2.9.1 วัคซีนเชื้อเป็น (Live attenuated vaccine) 

คือ วัคซีนที่ถูกท าให้อ่อนก าลัง ไม่สามารถก่อโรคได้ ประเทศไทยได้น าเข้าวัคซีนเชื้อ
เป็นจากประเทศเยอรมัน โดยผสมกับน้ าสะอาดให้ไก่กิน และประเทศเนเทอร์แลนด์ วิธีใช้ฉีด
กระตุ้นภูมิคุ้มกันโดยตรงในแม่ไก่ ก่อนช่วงวางไข่ประมาณ 1 เดือน [30] วัคซีนชนิดนี้มีข้อเสีย 
คือ ไวรัสอาจกลับมาก่อโรคได้ และท าให้ลูกไก่เกิดภูมิคุ้มกันบกพร่องแบบไม่แสดงอาการ 
[31, 32] 

 
 2.9.2 วัคซีนเชื้อตาย (Killed vaccine) 

คือ วัคซีนที่ผลิตจากไวรัสที่ตายแล้ว ซึ่งไวรัสไม่สามารถกลับมาก่อโรคได้อีก แต่ยังคง
มีข้อจ ากัดในการผลิตให้ได้ในปริมาณท่ีเพียงพอ [22] 

 
การให้วัคซีนป้องกันโรค CAV จะมีผลสัมฤทธิ์ได้นั้น ควรท าควบคู่กับการตรวจวินิจฉัยหารอย

โรค ไม่ว่าจะเป็นการตรวจลักษณะไก่จากภายนอก หรือการตรวจระดับระบบภูมิคุ้มกัน นอกจากนี้ผู้
เลี้ยงควรหมั่นท าความสะอาดโรงเลี้ยง เปลี่ยนอาหาร และน้ า  ให้สะอาดอยู่เสมอ เพ่ือป้องกันไม่ให้
ไวรัสกลับมาระบาด [14, 22] 
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2.10 การตรวจวินิจฉัย 
 2.10.1 การตรวจหาไวรัสด้วยเทคนิค Immunofluorescence staining 

เป็นหลักการที่อาศัยความจ าเพาะระหว่างไวรัส CAV กับแอนติบอดีที่จ าเพาะ ซึ่ง
สามารถทดสอบกับตัวอย่างอวัยวะ รวมถึงเซลล์เพาะเลี้ยงไวรัสโดยใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดี 
หรือโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวรัส CAV และใช้แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วย FITC เป็นตัว
ติดตามผล จากนั้นน าไปอ่านผลผ่านกล้อง fluorescence [33, 34] 

 
 2.10.2 การตรวจหาไวรัสด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 

ปัจจุบัน PCR เป็นวิธีตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสที่ได้รับความนิยมมาก เพราะ
สามารถน าตัวอย่างที่หลากหลายมาตรวจหาไวรัสได้ ไม่ว่าจะป็นเซลล์ เนื้อเยื่อ อวัยวะที่ติด
เชื้อ หรือเลือด เป็นต้น [35] โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อไวรัส วิธีนี้เป็นวิธีที่รวดเร็ว และให้
ความจ าเพาะสูง [36] นอกจากนี้ยังมีการใช้วิธี real time PCR, nested PCR ซึ่งตรวจ
ติดตามปริมาณไวรัส และให้ความจ าเพาะที่สูงกว่า PCR ทั่วไป [6, 37] 

 
 2.10.3 การตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสด้วยการใช้ซีรัม 

การตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสมีหลายวิธีเช่น Immunofluorescence test (IF), 
Enzyme Linked Immunosorbent assay (ELISA) [38] แต่การตรวจหาแอนติบอดีจาก
ซีรัมในไก่ที่ติดเชื้อยังคงมีข้อจ ากัด คือ ในช่วง 2 สัปดาห์แรกไก่ที่ติดเชื้ออาจจะยังไม่ผลิต
แอนติบอดี หรือผลิตในปริมาณที่น้อย ขึ้นอยู่กับปริมาณไวรัสที่รับเข้าไป จึงต้องอาศัยวิธีอ่ืนๆ 
ในการตรวจร่วมด้วย อย่างไรก็ตามการ screening นิยมใช้วิธี ELISA เพราะเป็นวิธีที่เร็ว ให้
ความจ าเพาะสูง มีความไวสูง ง่ายต่อการตรวจหา และอาจใช้วิธี multiplex PCR ร่วมด้วย 
วิธีนี้สามารถตรวจหาไวรัสหลายชนิดได้พร้อมกัน โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะจะสามารถแยก 
CAV ออกจากไวรัสอ่ืนๆ ที่ก่อโรคในไก่ได้ เช่น Avian reovirus (ARV), Infections Bursal 
Disease Virus (IBDV) เป็นต้น [39]  

 
อย่างไรก็ตาม การควบคุม การป้องกันการแพร่ระบาดของไวรัส CAV ได้ถูกพัฒนา

โดยอาศัยหลักการทางพันธุวิศวกรรม และภูมิคุ้มกันวิทยา เช่น การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน
ในสิ่งมีชีวิตเซลล์เดียว เช่น Escherichia coli หรือ ยีสต์ ในไวรัสเช่น Baculovirus เป็นต้น 
วิธีนี้ได้รับความนิยมเป็นอย่างมาก เนื่องจากใช้เวลาสั้น ประหยัด และให้ผลผลิตในปริมาณ
มาก และสามารถน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผลิตได้ ใช้ฉีดกระตุ้นการผลิตแอนติบอดีอย่ าง  
โพลีโคลนอลแอนติบอดี หรือโมโนโคลนอลแอนติบอดีได้ [19, 40-42] 
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2.11 แอนติเจน (Antigen; Ag) 
 แอนติเจน คือ โปรตีนที่มีความสามารถในการท าปฏิกิริยาจับแบบจ าเพาะกับองค์ประกอบ
ต่างๆ ของระบบภูมิคุ้มกัน เช่น แอนติบอดี หรือตัวรับบนผิวเซลล์ (receptor) สารที่มีสมบัติเป็น
แอนติเจนเกือบทุกชนิดจะมีคุณสมบัติการเป็นอิมมูโนเจน (Immunogen) สามารถชักน าให้เกิดการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันอย่างจ าเพาะได้ ยกเว้นสารที่มีโมเลกุลเล็กเรียกว่าแฮปเทน  (Hapten) 
ซึ่งมีเฉพาะสมบัติของแอนติเจน แต่ไม่สามารถชักน าการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันได้ โดย 
แฮปเทนจะเชื่อมกับโปรตีนขนาดใหญ่ ด้วยกระบวนการทางเคมี เกิดเป็นสารที่มีคุณสมบัติในการ
กระตุ้นให้เกิดการผลิตแอนติบอดีได้ [43] 
 
 คุณสมบัติในการเป็นแอนติเจน (Antigenicity) 

ความแปลกปลอม (Foreignness) 
สิ่งแปลกปลอม คือ สิ่งที่ปกติจะไม่พบในร่างกาย หรืออาจมีในร่างกาย แต่มีอยู่น้อย 

ท าให้ไม่ตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกันในร่างกาย 
 

ขนาดของโมเลกุล (Size) 
แอนติเจนที่มีขนาดเล็ก มักมีคุณสมบัติในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ต่ า จ าเป็นต้อง

อาศัยแอนติเจนขนาดใหญ่เพ่ือช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกัน เช่น adjuvant ดังนั้นแอนติเจนยิ่งมี
ขนาดโมเลกุลใหญ่ ยิ่งมีคุณสมบัติ antigenic determinant ได้ด ี

 
ปริมาณและทิศทางการเข้าสู่ร่างกาย (Dose and route of administration) 

ปริมาณอิมมูโนเจนที่ใช้ มีผลต่อการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน นอกจากนี้ทิศทางที่
แตกต่างกันในการน าอิมมูโนเจนเข้าสู่ร่างกาย สามารถส่งผลต่อการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน 
เช่นกัน 

 
 Adjuvant 

เป็นสารที่ช่วยให้ร่างกายตอบสนองต่อแอนติเจนได้ดียิ่งขึ้น โดยเฉพาะแอนติเจนที่มี
ขนาดเล็ก นอกจากนี้ ยังช่วยให้แอนติเจนอยู่ในร่างกายได้นานขึ้น ท าให้ B cell ที่ถูกกระตุ้น 
สามารถผลิตแอนติบอดีต่อแอนติเจนชนิดนั้นๆ ได้ 
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2.12 แอนติบอดี (Antibody; Ab) 
 แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin; Ig) เป็นไกลโคโปรตีน (Glycoprotein) 
ขนาดใหญ่ในระบบภูมิคุ้มกัน ร่างกายสร้างขึ้นจากเม็ดเลือดขาวชนิด บี-ลิมโฟไซต์ (B-lymphocyte) 
มีหน้าที่ตรวจจับ และท าลายสิ่งแปลกปลอมที่เข้าสู่ร่างกาย เช่น แบคทีเรีย หรือไวรัส แอนติบอดีแต่
ละชนิด จะจดจ าโมเลกุลเป้าหมายอย่างจ าเพาะ เรียกแอนติเจน (Antigen) แอนติบอดีมีโครงสร้าง
เป็นรูปตัววาย (Y shape) ดังรูป 2.5 

 
รูปที่ 2.5 โครงสร้างพ้ืนฐานของแอนติบอดี )เอกราช สิทธิเดช(                                                                    

 
แอนติบอดีประกอบไปด้วยสายพอลิเปปไทด์ (polypeptide) ทั้งหมด 4 สาย มีส่วนสายยาว

เรียก Heavy chain (H chain) จ านวน 2 สาย และส่วนสายสั้นเรียก Light chain (L chain) จ านวน 
2 สาย เชื่อมด้วยพันธะไดซัลไฟด์ทั้งภายในสายและภายนอกระหว่างสายพอลิเปปไทด์ แรงยึดนี้
สามารถแยกออกด้วยสารเมอร์แคปโทเอทานอล (mercaptoethanol) โครงสร้างของ Ig มี 4 แบบคือ 
โครงสร้างปฐมภูมิ โครงสร้างทุติยภูมิ โครงสร้างตติยภูมิ และโครงสร้างจตุรภูมิ โครงสร้างปฐมภูมิ 
ประกอบด้วยล าดับกรดอะมิโนในส่วนของ Variable region (V) และ Constant region (C) พบว่า 
H chain ประกอบด้วยพันธะ ไดซัลไฟด์ 4 แห่ง ส่วน L chain ประกอบด้วยพันธะไดซัลไฟด์ 2 แห่ง  
ซึ่งพันธะแต่ละแห่งจะมีผลท าให้สายพอลิเปปไทด์แบบ β-pleated sheet ขดพับไปมา ท าให้เกิด
โครงสร้างทุติยภูมิท าให้มีความเสถียรภาพมากกว่าโครงสร้างปฐมภูมิ และเม่ือสายพอลิเปปไทด์ขดพับ
จนอัดแน่นเป็นก้อน (Globular protein) เกิดเป็นโครงสร้างตติยภูมิ สุดท้ายโดเมนที่อัดแน่นเป็นก้อน
ของ H chain และ L chain มารวมกันจนเกิดเป็นโครงสร้างจตุรภูมิซึ่งจะพบในส่วน Variable region 
ของโปรตีนทั้งสองสาย จากการศึกษาล าดับกรดอะมิโนของ H chain และ L chain พบว่ากรดอะมิโน
ล าดับที่ 100-110 นับจากปลาย NH2 หรือปลาย N terminal จะมีการแปลผันของล าดับกรดอะมิโน
สูงมาก (Variable region) โดยแตกต่างกันในแอนติบอดีแต่ละชนิด และยังเป็นบริเวณที่จับแอนติเจน
ได้อีกด้วย ส่วนบริเวณที่เหลือเป็นบริเวณอนุรักษ์ (Constant region) มีความแตกต่างกันตามชนิด
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ของโปรตีน โดยโปรตีนสายยาวจะจ าแนกอิมมูโนโกลบูลินออกเป็น 5 ไอโซไทป์ ได้แก่ IgM, IgG, IgA, 
IgD และ IgE นอกจากนี้สามารถจ าแนกออกเป็น 5 ชนิดได้แก่ µ, ỿ, α, δ หรือ ε ส่วนโปรตีนสาย
สั้นจะจ าแนกเป็น 2 ชนิดได้แก่ Κ หรือ λ อิมมูโนโกลบูลินแต่ละไอโซไทป์ มีความแตกต่างกันใน
ส่วนประกอบของคาร์โบไฮเดรต , antigenic determinant, น้ าหนักของโมเลกุล, คุณสมบัติทาง
ชีวภาพ หรือการเคลื่อนที่โดยใช้กระแสไฟฟ้า (Electrophoresis) [44] 

 
คลาสหรือไอโซไทป์ (Isotype) ของ Ig เกิดจากความแตกต่างกันของล าดับกรดอะมิโนบน

โปรตีนสายยาว ณ ต าแหน่ง constant region ท าให้แอนติบอดีมีรูปร่างที่แตกต่างกันได้แก่ IgM, IgG, 
IgA, IgD และ IgE )รูป 2.6( และมีบทบาทการท างานที่ต่างกันไปดังตารางที ่2.1 [43] 

 

 
รูปที่ 2.6 โครงสร้างทั่วไปของแอนติบอดีทั้ง 5 ไอโซไทป์ [45]                                                                                 
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ตารางท่ี 2.1 คุณสมบัติของอิมมูโนโกลบูลิน Class และ Subclass [43] 
 

สมบัติ/ 
ปฏิกิริยา 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgA IgM IgE IgD 

น้ าหนัก
โมเลกุล 
(kDa) 

150 150 150 150-600 150-600 150-600 190 150 

ชนิด  
H chain 

ỿ1 ỿ2 ỿ3 ỿ4 α µ ε δ 

ระดับในซีรัม 
(mg/ml) 

9 3 1 0.5 3 1.5 0.0003 0.03 

Half-life 
(Day) 

23 23 8 23 6 5 2.5 3 

การกระตุ้น
ระบบ 

คอมพลีเมนต์ 

 
+ 

 
+/- 

 
++ 

 
- 

 
- 

 
+++ 

 
- 

 
- 

ผ่านรก + +/- ++ - - - - - 
พบบน  
B-cell 

- - - - - + - + 

จับกับตัวรับ 
Fc บน 

แมคโครฟาจ 

 
++ 

 
+/- 

 
++ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
- 

 
- 

พบใน 
สารคัดหลั่ง 

- - - - ++ + - - 

ชักน า 
การปล่อย

สารในมาสต์
เซลล์ 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
- 

 
หมายเหตุ ระดับการท างานแสดงโดยเครื่องหมาย ++ )สูง(, + )ปานกลาง(, +/- )เล็กน้อย(, - )ไม่มี( 
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Immunoglobulin G (IgG) 
 IgG จะเป็นอิมมูโนโกลบูลินหลักที่พบในซีรัมประมาณ 75% สามารถจ าแนกออกเป็น 4 กลุ่ม
ย่อย โดยอาศัยต าแหน่ง constant region ของ H chain ได้แก่ ỿ1, ỿ2, ỿ3 และ ỿ4 จะแบ่งได้เป็น 
Subclass IgG1, IgG2, IgG3 และ IgG4 ตามล าดับ โดยทั้ง 4 กลุ่มย่อยนี้ ถูกถอดรหัสจากยีนที่แตกต่าง
กัน จึงมีลักษณะที่ต่างกันของแต่ละกลุ่มย่อย เช่น จ านวนและต าแหน่งของพันธะไดซัลไฟด์ ขนาดของ
ข้อพับบริเวณ Hinge region ซึ่งอยู่ระหว่างบริเวณ constant region กับ variable region และด้วย
คุณสมบัติในการเข้าผ่านรกได้ สามารถพบ IgG ใน extra vascular spaces ท าหน้าที่เป็นตัวขนส่ง
โดย receptor บนผิวเซลล์รกจับกับ Fc domain ของ IgG นอกจากนี้ IgG1 และ IgG3 สามารถจับกับ 
receptor บนผิวเซลล์ เม็ดเลือดขาวอย่างเซลล์แมคโคเฟจ )Macrophages( , เซลล์โมโนไซต์ 
)Monocytes( และเซลล์ลิมโฟไซต์ )Lymphocytes( จะชักน าให้เซลล์เม็ดเลือดขาวข้างต้นจับกับสิ่ง
แปลกปลอมในร่างกาย หรือที่เรียกว่าแอนติเจนแล้วเกิดกระบวนการ phagocytosis [43, 44] 
 
Immunoglobulin A (IgA) 

 เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่พบมากที่สุดเป็นอันดับที่ 2 ในร่างกาย สามารถพบได้ในสารคัดหลั่ง
ได้แก่ น้ าลาย เยื่อเมือก น้ าตา และน้ านม โดย IgA มีโครงสร้างเป็น monomer 2 ตัว เชื่อมกันด้วย
สาย J chain (เป็น domain พิเศษบนสายของ CH4 ยึดติดกันด้วยพันธะโควาเลนต์ เกิดเป็นพันธะ
ระหว่างสาย ไดซัลไฟด์) กลายเป็นโครงสร้างแบบ dimer และมีโปรตีน secretory piece (T piece) 
ช่วยพา IgA ผ่านเยื่อเมือกและป้องกันการถูกย่อยได้ นอกจากนี้ IgA ท าหน้าที่ป้องกันการติดเชื้อ
บริเวณเยื่อบุผิว 
 
Immunoglobulin M (IgM) 

เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่มีขนาดใหญ่ที่สุด เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่พบเป็นชนิดแรกเมื่อมีสิ่ง
แปลกปลอมเข้าสู่ร่างกาย โดย IgM มีโครงสร้างเป็น monomer 5 ตัว เชื่อมกันด้วยสาย J chain 
เช่นเดียวกับ IgA กลายเป็นโครงสร้างแบบ pentamer ท าให้ IgM มีคุณสมบัติในการยึดจับแอนติเจน
ได้ดี นอกจากนี้ยังช่วยกระตุ้นโปรตีนต่างๆ ในซีรัมน าไปสู่การย่อยจุลินทรีย์ต่างๆ และสามารถใช้
ตกตะกอนแอนติเจนได้ 
 
Immunoglobulin D (IgD) 

มีโครงสร้างเป็น monomer เหมือน IgG เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่พบบริเวณผิวของบีเซลล์ IgD 
ไม่สามารถจับกับโปรตีนต่างๆ ในซีรัมได้ และปัจจุบันยังไม่ทราบหน้าที่แน่ชัด แต่คาดว่า IgD มีส่วน
ช่วยในการกระตุ้นบีเซลล์ไปเป็น plasma cell 
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Immunoglobulin E (IgE) 
 เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่พบน้อยที่สุดในซีรัม มีโครงสร้างเป็น monomer และมีส่วน extra 

domain อยู่ในบริเวณ constant region โดย IgE จับอยู่ที่ผิวมาสท์เซลล์ (Mast cell) หรือเบโซฟิล 
(Basophils) เมื่อถูกแอนติเจนกระตุ้นจะหลั่งสารที่ก่ออาการแพ้ หรือฮีสตามีน นอกจากนี้ IgE ที่อยู่
บนผิวของอิโอซิโนฟิล (Eosinophils) สามารถก าจัดหนอนพยาธิ (Helminths) และเป็นอิมมูโนโกลบู
ลินอินดิเคเตอร์ (indicator) ในการบ่งชี้ ในผู้ป่วยที่เป็นโรคพยาธิ (Parasitic Helminth Diseases) ได ้

 
ตารางท่ี 2.2 องค์ประกอบของโปรตีนสายยาวและสายสั้น ของ Ig ไอโซไทป์ต่างๆ 
 

Class สายยาว สายสั้น Subclass องค์ประกอบ 
IgM  

µ 
 

Κ หรือ λ 
 
- 

(µ2 K2)n 

(µ2 λ2)n 

n= 1 หรือ 5  
IgG ỿ Κ หรือ λ ỿ1, ỿ2, ỿ3 และ ỿ4 ỿ1 K2, 

ỿ1 λ2 
 

IgA 
 
Α 

 
Κ หรือ λ 

 
α1 และ α2 

(α2 K2)n 

(α2 λ2)n 

n= 1, 2, 3 หรือ 4 
IgD Δ Κ หรือ λ - δ1 K2 

δ1 λ2 
IgE Ε Κ หรือ λ - ε1 K2 

ε1 λ2 
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2.13 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibody) 
 ในปีค.ศ. 1975 George Kohler และ Cesar Milstein ได้พัฒนาเทคนิคการผลิตเซลล์ 
ไฮบริโดรมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อแอนติเจนได้ ท าให้ทั้งสองได้รับรางวัลโนเบล
ในปีค.ศ. 1984 สาขาการแพทย์ด้านวิทยาภูมิคุ้มกัน [46] ปัจจุบันนักวิทยาศาสตร์ได้น าความรู้ด้าน
วิทยาภูมิคุ้มกันไปประยุกต์ใช้ โดยมีความแม่นย า และมีความไวสูง เช่น การประยุกต์ใช้รักษา
โรคมะเร็ง [47, 48] หรือการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีตรวจหาสารตกค้าง [49-51] 

 
แอนติบอดีจะถูกจ าแนกออกตามลักษณะเด่นได้เป็น 2 ประเภท คือ โพลีโคลนอลแอนติบอดี 

(Polyclonal antibody; PAb) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี  (Monoclonal antibody; MAb) 
กล่าวคือ โพลีโคลนอลแอนติบอดี คือแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อแต่ละเอพิโทป  (Epitope) ที่อยู่
รวมกันในซีรัม ซึ่งความหลากหลายของแอนติบอดีอาจลดประสิทธิภาพในการใช้งาน เนื่องจาก
เกิดปฏิกิริยาขา้มของแอนติบอดี (Cross reaction) กับแอนติเจนที่ปนเปื้อนในซีรัม ส่วนโมโนโคลนอล
แอนติบอดี คือ แอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อเอพิโทปเพียงบริเวณเดียว สามารถลดการเกิด
เกิดปฏิกิริยาข้ามได้ และนอกจากนี้ สามารถจ าแนกความแตกต่างของแอนติบอดีทั้ง 2 ชนิด  
)ตารางท่ี 2.3( [52, 53] 
 
ตารางท่ี 2.3 ข้อดีและข้อจ ากัดระหว่างโพลีโคลนอลแอนติบอดี และโมโนโคลนอลแอนติบอดี    
                                                                                                         

คุณสมบัติ โพลีโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
1. ความจ าเพาะ 

(SPECIFICITY) 
ความจ าเพาะต่ า 

เกิด cross reaction ได ้
ความจ าเพาะสูงมาก  

2. สัมพรรคภาพ 
(AFFINITY) 

ไม่คงที่ คงท่ี 

3. ความเข้มข้นที่ผลิตได้ ประมาณ 1 mg/ml ประมาณ 100-200 µg/ml 
4. ปริมาณที่ผลิตได้ ประมาณ 0.5 ml ในหนู mice ปริมาณไม่จ ากัดในถัง

ปฏิกรณ์ 
5. คุณภาพของแอนติบอดี แตกต่างกันไปตามการ

ตอบสนอง 
ของสัตว์ทดลอง 

สามารถควบคุมให้คงที่ได้ 

6. สายพันธุ์ของสัตว์ที่ใช้ หลากหลาย จ ากัด 
7. เวลาที่ใช้ผลิต ไม่เกิน 6 สัปดาห์ อย่างน้อย 4 เดือน 
8. ต้นทุนที่ใช้ผลิต ต่ า สูง 
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2.14 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้นต้องใช้แอนติเจนที่ต้องการกระตุ้นให้ บีลิมโฟไซต์  
(B-lymphocyte; B cell) ผลิตแอนติบอดีที่ต้องการ โดยฉีดกระตุ้นในสัตว์ทดลอง และน าบีลิมโฟไซต์
มาหลอมรวมกับเซลล์มะเร็งของพลาสมาเซลล์หรือไมอีโลมา (Myeloma cell) เพ่ือให้ได้เซลล์ลูกผสม 
)Hybrydoma cell( เนื่องจากบีลิมโฟไซต์มีข้อจ ากัดคืออายุสั้น ปัจจุบันการหลอมรวมเซลล์นิยมใช้ 
polyethylene glycol (PEG) ท าให้เกิดการรวมตัวกันของเซลล์เมมแบรนของเซลล์ทั้งสองชนิด ก่อน
จะมีการส่งผ่านจีโนมเข้าไซโตพลาสซึมของอีกเซลล์   

Hybrydoma cell มีคุณสมบัติในการผลิตแอนติบอดีได้ตามต้องการและมีอายุไม่จ ากัด โดย
เลี้ยงเซลล์ดังกล่าวในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 ที่เติม Hypoxanthine, Aminopterin และ 
Thymidine กลายเป็น selective medium ที่มีชื่อว่า HAT medium ซึ่งเป็นอาหารที่ใช้คัดเลือก
เซลล์ลูกผสม และสามารถเจริญเติบโตในอาหารนี้ได้ Aminopterin ท าหน้าที่ยับยั้ง de novo 
pathway หรือกล่าวคือ Aminopterin เป็นสารที่เป็น analog ของ folic acid ซึ่งจับกับเอนไซม์ 
folic acid reductase ยั บ ยั้ ง  Co-enzyme ที่ ใ ช้ สั ง เ ค ร า ะห์  DNA ใ น  de novo pathway  
เซลล์ที่สามารถอยู่รอดในอาหาร HAT medium จ าเป็นต้องอาศัยเอนไซม์ส าคัญ 2 ชนิด คือ  
เอนไซม์ Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase (HGPRT) เป็นสารตั้งต้นในการ
สังเคราะห ์guanosine monophosphate (GMP) และadenosine monophosphate (AMP) จาก 
Hypoxanthine และเอนไซม์ Thymidine Kinase (TK) จะช่วยสร้าง thymidylate ในการสร้าง 
DNA ผ่าน salvage pathway ซึ่งถ้าขาดเอนไซม์ตัวใดตัวหนึ่งจะไม่สามารถสร้าง DNA และไม่
สามารถอยู่รอดได้ในอาหาร HAT medium )รูปที่ 2.7( 

 
รูปที่ 2.7 วิถีสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์ของไมอีโลมาโดย De novo pathway และ Salvage pathway          

ดัดแปลงจากหนังสือเทคโนโลยีทางภูมิคุ้มกันวิทยา [52] 
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การทดลองในห้องปฏิบัติการจะใช้ไมอีโลมาที่มีคุณสมบัติอายุไม่จ ากัด แต่มีความบกพร่อง
ของเอนไซม์ HGPRT ซึ่งจะตายในอาหาร HAT medium จึงต้องหลอมรวมเซลล์กับ B-cell ซึ่งมี
สมบัติในการสร้างเอนไซม์ HGPRT และสร้างแอนติบอดีแต่มีอายุสั้น แล้วใช้ selective medium ใน
การคัดเลือกเซลล์ที่รอด (รูปที่ 2.8) [54] เนื่องจากเซลล์ไฮบริโดมาที่ได้ สามารถผลิตแอนติบอดีที่
จ าเพาะต่อแอนติเจนที่ใช้ฉีดกระตุ้นในหนูทดลองได้เพียงบางเซลล์เท่านั้น จึงต้องท าการคัดเลือกเซลล์
ไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีที่ต้องการด้วยวิธี Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
(ELISA) น าเซลล์ที่คัดเลือกมาโคลนซ้ า (Re-clone) เพ่ือเพ่ิมปริมาณแอนติบอดีต่อไป 

 
รูปที่ 2.8 ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในหนูทดลอง )เอกราช สิทธิเดช( 
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2.15 หลักการในการตรวจติดตามแอนติบอดีโดยวิธี Enzyme Linked Immunosorbent 
Assay (ELISA) 

 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) เป็นหลักการที่ตรึงแอนติเจนหรือ
แอนติบอดีบนผิววัสดุ และตรวจติดตามปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ที่ติดฉลากบนแอนติเจน หรือ
แอนติบอดีกับสับสเตรท ซึ่งเอนไซม์ที่นิยมใช้ได้แก่ Alkaline phosphatase (AP) และ Horseradish 
peroxidase (HRP) โดยเอนไซม์จะเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาท าให้สับสเตรทที่จับอยู่เปลี่ยนสี จากนั้นหยุด
ปฏิกิริยาด้วย 1 โมลาร์ กรดซัลฟูริค (H2SO4) แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง วิธีนี้ถูกพัฒนาให้เป็นวิธี
ที่สะดวก รวดเร็ว ปลอดภัยจากรังสีที่อันตราย และใช้ตรวจสอบแอนติเจนและแอนติบอดีในแง่ของ
คุณภาพ หรือปริมาณได้ [52, 55] 

 
เทคนิคที่น ามาใช้ในงานวิจัยนี้ คือ Indirect ELISA ใช้ส าหรับตรวจสอบแอนติบอดี เช่น การ

คัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีต่อแอนติเจน หรือใช้ตรวจหาแอนติบอดีที่จ าเพาะ
ต่อแอนติเจนในซีรัม วิธีนี้เป็นวิธีที่เหมาะส าหรับแอนติเจนที่ถูกท าให้บริสุทธิ์แล้ว หลักการ คือ ตรึง
แอนติเจนในหลุม 96 well plate จากนั้นใส่แอนติบอดีที่ต้องการตรวจสอบ น าไปบ่ม ในเวลาถัดมา
ล้างแอนติบอดีที่ไม่จับกับแอนติเจนออก แล้วเติมแอนติบอดีทุตติยภูมิ ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ซึ่งต้อง
จ าเพาะต่อแอนติบอดีของสัตว์ทดลองที่ใช้ น าไปบ่มต่อและล้างแอนติบอดีที่ไม่จับกันออก จากนั้นเติม
สารละลายสับสเตรทและหยุดปฏิกิริยา (Stop solution) ด้วย 1 โมลาร์ กรดซัลฟูริค (H2SO4) สังเกตุ
เห็นสีที่เปลี่ยนไปในแต่ละหลุม และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง การเลือกใช้ค่าการดูดกลืนแสงขึ้นกับ
สับสเตรทที่ใช้ )ตารางที่ 2.4( [43] 

 
ตารางท่ี 2.4 โครโมจีนิกสับสเตรทส าหรับ Horseradish peroxidase (HRP) 
 

สารเคมี สีหลังหยุด
ปฏิกิริยา 

ความยาวคลื่นที่ใช้ 

 
 azinodi-[ethylbenzthiazoline] sulfonate-׳2,2

(ABTS)/ H2O2 

 
เขียว 

 
405 nm 

 
O-phenylene diamine (OPD)/ H2O2 

 
น้ าตาล 

 
492 nm 

 
 tetramethylbenzidine (TMB)/ H2O2-׳5,5,׳3,3

 
เหลือง 

 
450 nm 
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2.16 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีน Δ60N_VP1      
ของไวรัสโลหิตจางในไก่ 
 

Chansiripornchai และคณะ (2013) ได้พัฒนาวิธี Indirec ELISA โดยน าเชื้อไวรัส CAV ที่
แยกได้ในประเทศไทยใช้เป็นแอนติเจนส าหรับท า indirect ELISA เปรียบเทียบกับชุดทดสอบ
ส าเร็จรูป IDEXX ELISA test kit พบว่ามีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 93%, 78% และ 86% 
ตามล าดับ นอกจากนี้ผลทดสอบท้ังสองวิธียังสอดคล้องกันซึ่งแสดงค่า Kappa value เท่ากับ 0.71  

 
Lee และคณะ (2009) ได้สร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-VP1 และ pET28a-VP2 ของ

ไวรัสโลหิตจางในไก่ โดยชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.1  
มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง พบว่ามีเพียงรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
pET28a-VP2 ที่ให้ผลการแสดงออกของโปรตีน ทางผู้วิจัยอภิปรายผลว่า ที่ปลาย N-Terminal ของ
โปรตีน VP1 ณ กรดอะมิโนล าดับที่ 50-60 มี Arginine อยู่มาก ซึ่งเป็นพิษต่อเซลล์เจ้าบ้าน E. coli 
ท าให้ไม่สามารถชักน าให้เกิดการแสดงออกโปรตีนได้ ทางผู้วิจัยจึงตัดกรดอะมิโนล าดับที่ 30, 60 และ 
129 สร้างเป็น รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-VP1ND30, ND60 และ ND129 และน าไปชักน าให้เกิด
การแสดงออกด้วย IPTG พบว่า pET28a-VP1ND129 ให้ผลการแสดงออกสูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบ
กับ pET28a-VP1ND30, ND60 และ pET28a-VP2 โปรตีน pET28a-VP1ND129 มีความเข้มข้น
เท่ากับ 26.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งมากกว่าโปรตีน pET28a-VP2 มีความเข้มข้นเท่ากับ 15.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร 

 
Trinh และคณะ (2015) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน VP1 ของไวรัสโลหิตจางใน

ไก่ ใช้ไวรัสโลหิตจางสายพันธุ์ CAV-A2/76 โดยฉีดแอนติเจนในหนูเม้าส์สายพันธุ์ BABL/c ได้ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งหมด 4 โคลน ได้แก่ MoCAV/F2, MoCAV/F8, MoCAV/F11 และ 
MoCAV/E6 ซึ่งมีไอโซไทป์เป็น IgG1, IgG1, IgG2b และ IgG2a ตามล าดับ จากนั้นผู้วิจัยได้สร้างรีคอม
บิแนนท์พลาสมิด pcDNA3.1(+)-VP1 แล้วชักน าให้เกิดการแสดงออกในเซลล์ COS 7 เลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ growth medium (GM) พบว่ามีการตอบสนองต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
MoCAV/F2, MoCAV/F8 และ MoCAV/F11 นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ศึกษาสมบัติการ neutralizing ของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลน โดยใช้ไวรัส CAV 14 สายพันธุ์ ท าให้ติดเชื้อในเซลล์ MDCC-
MSB1 (MSB1 cell) เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ GM เป็นเวลา 36 ชั่วโมง และ treat ด้วยโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ผลิตได้ทั้ง 4 โคลน พบว่าแอนติบอดีโคลน MoCAV/F2, MoCAV/F8 และ MoCAV/F11 
มีคุณสมบัติ ในการ เป็น  neutralizing antibody ได้ โดยแอนติบอดี โคลน MoCAV/F2 และ 
MoCAV/F8 สามารถ treat CAV ได้ 14 สายพันธุ์ ส่วนโคลน MoCAV/F11 treat CAV ได้ 5 สาย
พันธุ์ ตามล าดับ 

 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 3  
วัสดุและสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

3.1 จุลินทรีย์และสัตว์ทดลอง 

ตารางท่ี 3.1 จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย  
 

แบคทีเรียท่ีใช้ในงานวิจัย จีโนไทป์ 
Escherichia coli สายพันธุ์ DH5α supE44 F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 

gyrA96 deoR nupG φ80dlacZΔM15  
Δ(lacZYA-argF) U169, hsdR17(rk- mk

+), λ- 

Escherichia coli สายพันธุ์ Rosetta-gami Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA Pvull 
phoR araD139 ahpC gale galK rpsl F’           

[ lac+ lacIq pro] gor522: Tn10 trxB pRARE2 
(CamR, StrR, TetR)  

 
ตารางท่ี 3.2 สัตว์ทดลองที่ใช้ในงานวิจัย 
 

สัตว์ทดลองที่ใช้ในงานวิจัย แหล่งที่มา 
หนูเม้าส์ สายพันธุ์ BALB/c (inbred strain)  

เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห์ จ านวน 4 ตัว 
National Laboratory Animal Center,  
Mahidol University, Nakornpathom, 

Thailand 

 
3.2 เอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzyme) 

ตารางท่ี 3.3 เอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ใช้ในงานวิจัย 
 

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ บริเวณตัดจ าเพาะ  
 (׳3-׳5)

อุณหภูมิในการบ่ม  
(º ซ) 

บัฟเฟอร์ 

Nde I CAᵛ TATg 37 Buffer O 
Xho I Cᵛ TCgAg 37 Buffer R 
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3.3 ไพรเมอร์ (Primers) 

ตารางท่ี 3.4 ไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 

ชื่อไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5׳3-׳) Tm (º ซ) 
CAV_181_579 F NdeI 1 gggg  CATATg   CTgCCgAACCCCCAATCT 

         NdeI 
58 

CAV_181_579 R XhoI gggg  CTCgAg  TTA   CATgTCTTgCAgggTCA 
         XhoI    stop 

58 

CAV_580_931 F NdeI 2 gggg  CATATg   ggTCgCATgTTTgggggC 
         NdeI 

60 

CAV_580_931 R XhoI gggg  CTCgAg  TTA   ATATgTgTCCCATgACCA 
         XhoI     stop 

58 

CAV_932_1180 F NdeI 3 gggg  CATATg   AgCTTTgCAACACTCACA 
         NdeI 

52 

CAV_932_1180 R XhoI gggg  CTCgAg  TTA   CTgCgACTTATTTgTgCC 
         XhoI     stop 

60 

CAV_1181_1350 F NdeI 4 gggg  CATATg   CAgTACAAgTTCggCACA 
         NdeI 

54 

CAV_1181_1350 R XhoI gggg  CTCgAg  TCA   gggCTgCgACCCCCAgTA 
         XhoI    stop 

70 

      

1 เป็นไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม ด้านหน้าและด้านหลังของ Fragment 1 (F1)  
2 เป็นไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม ด้านหน้าและด้านหลังของ Fragment 2 (F2) 
3 เป็นไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม ด้านหน้าและด้านหลังของ Fragment 3 (F3) 
4 เป็นไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม ด้านหน้าและด้านหลังของ Fragment 4 (F4) 
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ตารางท่ี 3.5 ไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 

ชื่อไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5׳3-׳) Tm (º ซ) 
CAV_Fragment1 S1-F NdeI 1 gggg  CATATg   CTgCCgAACCCC 

          NdeI 
58 

CAV_Fragment1 S1-R XhoI gggg  CTCgAg  TTA   gTggTCTgCATA 
          XhoI    stop 

62 

CAV_Fragment1 S2-F NdeI 2 gggg  CATATg   TTgTACgggg 
          NdeI 

48 

CAV_Fragment1 S2-R XhoI gggg  CTCgAg  TTA   CATgTCTTg 
          XhoI    stop 

52 

 

1 เป็นไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม ด้านหน้าและด้านหลังของ Separating 1 (S1) 
2 เป็นไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม ด้านหน้าและด้านหลังของ Separating 2 (S2) 
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3.4 เวกเตอร์ (Vector) 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.1 แผนภาพของ pJET1.2/blunt cloning vector [56]                                                                               

 

 
 
 
 
 

ELEMENT POSITION (BP) 
1. T7 PROMOTER 305-324 
2. INSERTION SITE 371-372 
3. MULTIPLE CLONING SITE (MCS)        422-328 
4. ECO47IR   753-16 
5. PLACUV5         892-769 
6. REPLICATION START 1162±1 
7. REP (PMB1)   1762-1148 
8. BLA (AP R)      2782-1922 
9. PJET1.2 FORWARD SEQUENCING PRIMER   310-332 
10. PJET1.2 REVERSE SEQUENCING PRIMER   428-405 
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รูปที่ 3.2 แผนภาพของ pET-28a (+) vector [57]    

                                                                                    
 

ELEMENT POSITION (BP) 
1. T7 PROMOTER 370-386 
2. T7 TRANSCRIPTION START 369 
3. HIS TAG CODING SEQUENCE 270-287 
4. T7 TAG CODING SEQUENCE 207-239 
5. MULTIPLE CLONING SITES (BAMH I-XHO I) 158-203 
6. T7 TERMINATOR 26-72 
7. PBR322 ORIGIN 3286 
8. KAN CODING SEQUENCE 3995-4807 
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3.5 วัสดุและสารเคมี 

ตารางท่ี 3.6 วัสดุและสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
 

วัสดุและสารเคมี แหล่งที่มา 
1 kb DNA Ladder  Thermo scientific 
48 well plate Corning Incorporated 
96 well plate Corning Incorporated 
100 base pair Thermo scientific 
Anti-His monoclonal antibody Invitrogen 
CloneJET PCR Cloning kit Thermo scientific 
SnakeSkinR Dialysis Tubing Thermo scientific 
Fetal Bovine Serum (FBS) Hyclone 
Freund’s complete adjuvant (FCA) Sigma 
Freund’s incomplete adjuvant (FIA) Sigma 
Gel extraction Kit Qiagen 
High fidelity PCR enzyme mix Thermo scientific 
Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse 
IgG  

Invitrogen 

Immuno plate Thermo scientific 
Myeloma cell (P3X) ผศ. ดร. นันทิกา คงเจริญพร 
Monoclonal antibody against  Δ60N_VP1 ศรุดา หวังอนุรักษ์กุล (2558) 
His-Trap column Ni2+- NTA affinity chromatography GE Healthcare Life 

Sciences 
NdeI Thermo scientific 
Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane Bio-Rad 
Prestained protein molecular weight marker Bio-Rad 
Recombinant Δ60N_VP1 ศรุดา หวังอนุรักษ์กุล (2558) 
RPMI-1640 Merk 
T4 DNA ligase New England Biolabs 
TMB Sigma 
Tricine powder TCI 
XhoI Thermo scientific 
λ-Hind III Thermo scientific 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 4 
วิธีด าเนินการทดลอง 

4.1 ศึกษาการตอบสนองของรีคอมบิเเนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

4.1.1 ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิด Δ60N_VP1 

ย้ายรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a ที่มียีน Δ60N_VP1 ที่อยู่ในเซลล์เจ้าบ้าน  
E. coli DH5α ซึ่งได้จากงานวิจัยก่อนหน้านี้ )ศรุดา หวังอนุรักษ์กุล, 2558( เข้าสู่เซลล์เจ้า
บ้าน E. coli Rosetta gami โดยวิธี  heat shock น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด  pET28a-
Δ60N_VP1 ความเข้มข้น 10-50 นาโนกรัม ผสมกับคอมพีเทนต์เซลล์ E. coli Rosetta 
gami บ่มบนน้ าแข็งเป็นเวลา 15 นาที จากนั้น heat shock ที่อุณหภูมิ 42º ซ เป็นเวลา 90 
วินาที แล้วบ่มบนน้ าแข็งต่อ เป็นเวลา 10 นาที ท าการเติมอาหารเหลว Luria Bertani 
medium : LB (ภาคผนวก) ปริมาตร 850 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37º ซ ความเร็ว
รอบ 250 rpm เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นน าเซลล์มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm 
เป็นเวลา 1 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อออก 800 ไมโครลิตร และละลายตะกอนกับอาหารที่
เหลือ จากนั้นเกลี่ยสารละลายเชื้อลงบนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะ คลอแรมฟินิคอล 34 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร )ภาคผนวก( น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37º ซ เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง 

 
4.1.2 ชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน 

เลือกโคโลนีจากข้อ 4.1.1 เลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะทั้งสองชนิด 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 25º ซ ความเร็วรอบ 250 rpm ข้ามคืน จากนั้นวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร )OD600( แล้วถ่ายเชื้อ 1.25 OD600 ลงใน
อาหารเหลว ปริมาตร 30 มิลลิลิตร น าไปบ่มต่อตามวิธีการข้างต้นจนกระทั้งได้ค่าดูดกลืนแสง
เท่ากับ 0.4 OD600 จากนั้นชักน าให้เกิดการแสดงออกโดยเติมสาร isopropyl-β-D-1-
thiolgalactooside (IPTG) ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.2 มิลลิโมลาร์ และเลี้ยงต่อเป็น
เวลา 3 ชั่วโมง ท าการเก็บเซลล์ 1 OD600 ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ โดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 13,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4º ซ เป็นเวลา 60 วินาที ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งแล้วเก็บ
ตะกอนเซลล์ที่อุณหภูมิ -20º ซ 

 
 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

27 

4.1.3 วิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และ Western blotting analysis 

4.1.3.1 วิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 

น าเซลล์จากข้อ 4.1.2 มาท าสารผสม (master mix) โดยเติม 4X-sample 
buffer )ภาคผนวก( ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร, β-mercaptoethanol ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร, 1X PBS )ภาคผนวก( ปริมาตร 32.5 ไมโครลิตร ปริมาตรรวมทั้งหมด
เท่ากับ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วต้มในน้ าเดือด 10 นาที ปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 13,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วนใสไปรันเจลเพ่ือแยกขนาด
โปรตีน โดยใช้  Glycine-SDS-PAGE )ตารางที่  4 .1 (  หรือ  Tricine-SDS-PAGE  
)ตารางท่ี 4.2( 

 
ตารางท่ี 4.1 เตรียมเจลส าหรับวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี Glycine-SDS-PAGE 

 
ส่วนประกอบ 13% Separating gel 5% Stacking gel 

น้ ากรอง 5.95 ml 6.8 ml 
1.5M Tris-HCl, pH8.8 5 ml - 
1M Tris-HCl, pH6.8 - 1.25 ml 
10% (w/v) SDS 0.2 ml 0.1 ml 
30% acrylamide 8.65 ml 1.7 ml 
TEMED 8 µl 10 µl 
10% (w/v) APS* 0.2 ml 0.1 ml 

หมายเหตุ *ammonium persulfate (APS) 
 

ท าการแยกขนาดโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าที่ 90 โวลต์ เป็นเวลา 140 นาที 
จากนั้นแบ่งเจลเป็นสองส่วนเจลส่วนแรกย้อมด้วยสีย้อมเจล Commassie Blue 
)ภาคผนวก( เป็นเวลา 60 นาที และล้างสีย้อมเจลออกด้วย Destaining solution 
)ภาคผนวก( เป็นเวลา 30 นาทีต่อการล้างหนึ่งรอบ จ านวนสองรอบ สุดท้ายเก็บ
รักษาเจลใน Fix solution )ภาคผนวก( เจลส่วนที่สองน าไปตรวจติดตามการ
แสดงออกโดยวิธี Western blotting analysis 
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ตารางท่ี 4.2 เตรียมเจลส าหรับวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี Tricine-SDS-PAGE 
 

ส่วนประกอบ 18%T, 6%C 
Separating gel 

10%T, 3%C 
Separating gel 

5%T, 3%C 
Stacking gel 

น้ ากรอง 1 ml 2.367 ml 1.7 ml 
3X gel buffer (ภาคผนวก) 2 ml 2 ml 1 ml 
Glycerol 0.6 ml 0.6 ml - 
55% acrylamide 2.18 ml 1 ml 0.3 ml 
TEMED 2.5 µl 3 µl 4 µl 
10% APS 25 µl 30 µl 30 µl 

*T= Total percentage concentration of both monomers (acrylamide and bisacrylamide). 
*C= The percentage concentration of the crosslinker relative to the total concentration T. 
 

ท าการแยกขนาดโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าที่ 60 โวลต์ จนโปรตีนถึง 18%T, 
6%C Separating gel ท าการปรับกระแสไฟฟ้าเป็น 140 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นแบ่งเจลเป็นสองส่วน เจลส่วนแรกย้อมด้วยสีย้อมเจลตามวิธีข้างต้น เจลส่วน
ที่สองน าไปตรวจติดตามการแสดงออกโดยวิธี Western blotting analysis 

 
4.1.3.2 ติดตามการแสดงออกด้วยวิธี Western blotting analysis 

   4.1.3.2A ถ่ายโอนโปรตีนจากเจลลงบนแผ่นเมมเบรน  

ตั ด ก ร ะ ด า ษ เ ม ม เ บ ร น  polyvinylidene fluoride (PVDF) 
membrane แช่ใน absolute methanol จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่น 2 รอบ 
แล้วน าไปแช่ใน 1X transfer buffer )ภาคผนวก( เป็นเวลา 15 นาที น า
เจลส่วนที่สองจากข้อ 4.1.3.1 และแผ่น thick blot paper แช่ใน 1X 
transfer buffer เป็นเวลา 15 นาทีเช่นกัน การถ่ายโอนโปรตีนจากเจลลง
แผ่นเมมเบรน โดยเครื่อง semi-dry transfer cell เริ่มจากวางแผ่น thick 
blot paper แผ่นแรกไว้ล่างสุด ตามด้วยกระดาษเมมเบรน (PVDF), แผ่น
เจล และปิดด้วย thick blot paper แผ่นที่สองไว้บนสุดตามล าดับ ชโลม
ด้วย transfer buffer และรีดฟองอากาศออกให้หมดด้วยลูกกลิ้ง ปิดฝา 
แล้วเริ่มการถ่ายโอนโปรตีนลงบนแผ่นเมมเบรนโดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ 120 
มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลา 90 นาที 
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4.1.3.2B  Chemiluminescence และ autoradiography 

น าแผ่นเมมเบรนจากข้อ 4.1.3.2A แช่ใน blocking buffer 5% 
skim milk-PBST (ภาคผนวก ) เป็นเวลา 5 นาที สองรอบ จากนั้นใช้ 
Monoclonal antibody against VP1-CAV ที่ผลิตได้จากงานวิจัยก่อน
หน้านี้ )ศรุดา หวังอนุรักษ์กุล, 2558( เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ เจือจางด้วย 
blocking buffer อัตราส่วน 1:5,000 บ่มที่อุณหภูมิ 4º ซ ข้ามคืน จากนั้น
ล้างด้วยสารละลาย PBST )1X PBS+ 0.05% Tween20( 4 รอบ รอบละ 
15 นาที และบ่มต่อด้วย  Horseradish peroxidase-conjugated goat 
anti mouse IgG เป็นแอนติบอดีทุติยภูมิ เจือจางด้วย blocking buffer 
อัตราส่วน 1:5,000 น าไปเขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 60 นาที และล้าง
ด้วยสารละลาย PBST 4 รอบ รอบละ 15 นาที จากนั้นบ่มแผ่นเมมเบรนใน
สารละลายสับสเตรท Chemiluminescence )ภาคผนวก( เป็นเวลา 60 
วินาที ห่อแผ่นเมมเบรนด้วยพลาสติกใส และน าไปประกบกับแผ่นฟิล์ม  
X-ray ในห้องมืด ล้างแผ่นฟิล์ม X-ray ด้วยสารละลาย Developer และ 
Fixer สังเกตแถบสัญญาณท่ีเกิดข้ึนบนแผ่นฟิล์ม X-ray 
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4.2 ท ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ให้บริสุทธิ์ 

4.2.1 ขยายขนาดการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน 

ย้ายรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a ที่มียีน Δ60N_VP1 ที่อยู่ในเซลล์เจ้าบ้าน  
E. coli DH5α เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli Rosetta gami โดยวิธีจากข้อ 4.1.1 จากนั้นเลือก 
1 โคโลนี เลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 25º ซ 
ความเร็วรอบ 250 rpm ข้ามคืน วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
)OD600( แล้วถ่ายเชื้อ 3.75 OD600 ลงในอาหารเหลว ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ทั้งหมด 16 
flasks น าไปบ่มตามวิธีข้างต้นจนกระทั้งค่าดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.4 OD600 จากนั้นชักน าให้
เกิดการแสดงออกโดยเติมสาร isopropyl-β-D-1-thiolgalactooside (IPTG) ให้ความ
เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.2 มิลลิโมลาร์ และเลี้ยงต่อเป็นเวลา 3 ชั่วโมง ท าการเก็บเซลล์ 400 
OD600 ใส่กระบอกเซนตริฟิวจ์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 rpm 
ที่อุณหภูมิ 4º ซ เป็นเวลา 20 นาที เทอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งแล้วเก็บรักษาตะกอนเซลล์ที่
อุณหภูมิ -20º ซ 

 

4.2.2 เตรียมสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 

ละลายตะกอนเซลล์จากข้อ 4.2.1 ด้วยสารละลาย PCL lysis buffer (1X PBS, 
1%SDS, 1mM DTT) ปริมาตร 0.1 เท่าของอาหารเลี้ยงเซลล์ เมื่อละลายตะกอนแล้วถ่ายใส่
หลอดเซนตริฟิวจ์ขนาด 50 มิลลิลิตร ท าเซลล์ให้แตกโดยการใช้คลื่นเสียง  (sonication)  
ใช้ pulse on 45 วินาที pulse off 5 วินาที amplitude setting 40% เป็นเวลา 4 นาที 
จากนั้นตกตะกอน SDS บนน้ าแข็งเป็นเวลา 60 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 
rpm ที่อุณหภูมิ 4º ซ เป็นเวลา 20 นาที ย้ายส่วนน้ าใสไปยังหลอด เซนตริฟิวจ์ขนาด 15 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย PCW binding buffer (1X PBS, 0.1% Sakosyl) ให้มีปริมาตร
เท่ากับ 20 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วกรองด้วย syringe filter ขนาด 0.45 ไมครอน 

 
4.2.3 ท ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ให้บริสุทธิ์ 

น า His-Trap column Ni2+- NTA affinity chromatography ขนาด 5 มิลลิลิตร 
ท าให้อิ่มตัวด้วยสารละลาย PCW binding buffer ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และน าสารละลาย
โปรตีนจากข้อ 4.2.2 ผ่านคอลัมน์ และเก็บส่วนที่ผ่านคอลัมน์ใช้เป็น Flow through 
fraction จากนั้ น เติมสารละลาย PCE elution buffer (1X PCW, Imidazole 40mM/ 
60mM/ 100mM/ 200mM/ 300mM) โดยเติม PCE ที่มีความเข้มข้นของ imidazole 40 
และ 60 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ตามด้วย PCE ที่มีความเข้มข้นของ imidazole 
100, 200 และ 300 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตามล าดับ ชะสารละลายโปรตีนที่
ค้างอยู่ในคอลัมน์ออกด้วยสารละลาย Strip buffer (1X PBS, 50mM EDTA) ปริมาตร 50 
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มิลลิลิตร ตรวจสอบว่ามีโปรตีน โดยตกตะกอนด้วย 10% Trichloro-acetic acid (TCA) 
)การทดลองที่ 4.2.4( และวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และ western blotting 
analysis )การทดลองท่ี 4.1.3( 

 
4.2.4 ตกตะกอนโปรตีนด้วย Trichloro-acetic acid (TCA) 

เติม 100% (w/v) TCA  ปริมาตร 1 ใน 10 เท่าของสารละลายแต่ละ fraction 
เพ่ือให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ TCA เท่ากับ 10% (v/v) ผสมให้เข้ากันแล้วบ่มบนน้ าแข็งเป็น
เวลา 60 นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4º ซ เป็นเวลา 20 
นาที ดูดเอาส่วนน้ าใสออกแล้วเติม Acetone 200 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
13,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4º ซ เป็นเวลา 5 นาที ดูด Acetone ออกปล่อยให้แห้งเป็นเวลา 
10 นาที จากนั้นละลายตะกอนโปรตีนด้วยสารละลาย 0.4 N NaOH ปริมาตร 32.5 
ไมโครลิตร, 4X sample buffer ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร และ β-mercaptoethanol 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตามล าดับ ต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 13,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4º ซ เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วนใสไปวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี 
SDS-PAGE และตรวจติดตามโดยวิธี Western blotting analysis )การทดลองท่ี 4.1.3( 

 
4.2.5 ก าจัดสาร Sakosyl และ Imidazole ออกด้วยวิธี Dialysis 

ต้มถุง Dialysis ใน 1% (w/v) EDTA ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที ล้าง
ถุงด้วยน้ ากลั่น 2 รอบ และมัดก้นถุงให้แน่นด้วยเชือก จากนั้นดูด fraction ที่ความเข้มข้น
ของ Imidazole 200 มิลลิโมลาร์ และ 300 มิลลิโมลาร์ ใส่ในถุง มัดปากถุงให้แน่นแล้วยึดถุง
กับแผ่นโฟมลอยน้ า แช่ถุงใน 1X PBS buffer อัตราส่วน 1: 2,000 ท าการกวนตลอดเวลาที่
อุณหภูมิ 4º ซ และเปลี่ยน 1X PBS buffer  ทุก 2, 4, 12 และ 14 ชั่วโมง ตามล าดับ จากนั้น
เพ่ิมความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์โดยวิธี Aquasorbtion โดยน าถุง Dialysis 
คลุกกับผง Carboxymethylcellulose Sodium salt (CMC) จนปริมาตรของสารละลายใน
ถุงลดเหลือประมาณ 2-5 มิลลิลิตร และกรองด้วย syringe filter ขนาด 0.45 ไมครอน แบ่ง
เก็บหลอดละ 1 มิลลิลิตร และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20º ซ 

 
4.2.6 วัดความเข้มข้นของโปรตีนบริสุทธิ์ด้วยวิธี Bradford assay 

เจือจางสารละลายโปรตีนมาตรฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) ด้วย 1X PBS 
buffer ที่ระดับความเข้มข้น 7.8, 15.6, 31.2, 62.5 และ 125 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
จากนั้นผสม Bradford reagent (BIO-RAD) ปริมาตร 190 ไมโครลิตร กับสารละลายโปรตีน
มาตรฐาน 10 ไมโครลิตร แล้วหยดลง 96 well plate ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม ผสม 
Bradford reagent ปริมาตร 190 ไมโครลิตร กับตัวอย่างสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์ 10 
ไมโครลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม Blank ใช้ 1X PBS buffer 10 ไมโครลิตร 
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จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ OD595 นาโนเมตร และ
น าผลที่ได้มาสร้างกราฟเส้นตรงเพื่อค านวนหาความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์ 

 
4.3 น าสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธิ์ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

4.3.1 เตรียมแอนติเจนส าหรับฉีดกระตุ้นการผลิตแอนติบอดี 

เตรียมสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์  Δ60N_VP1 ความเข้มข้นประมาณ 520 
ไมโครกรัม โดยผสมกับ 1X PBS buffer ให้มีปริมาตรรวมเท่ากับ 50 ไมโครลิตร ต่อหนูเม้าส์ 
1 ตัว ต่อการฉีดกระตุ้นการผลิตแอนติบอดี 1 ครั้ง 

 
4.3.2 ฉีดกระตุ้นการผลิตแอนติบอดีในสัตว์ทดลอง 

ท าการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของหนูเม้าส์ด้วยสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์ที่เตรียมจากข้อ 
4.3.1 โดยใช้หนูเม้าส์สายพันธุ์ BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห์ จ านวน 4 ตัว ฉีดกระตุ้นตัว
ละ 4 ครั้ง ท าการเก็บตัวอย่างเลือดท่ีแก้มหนู )Facial vein( ก่อนท าการฉีดกระตุ้นครั้งแรก 1 
สัปดาห์ ส าหรับใช้เป็น Pre-immune serum และเริ่มฉีดกระตุ้นบริ เวณช่องท้องหนู 
(Intraperitoneal; IP) ด้วยสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์เข้มข้น 30 ไมโครกรัม ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมกับ Freund’s Complete Adjuvant (FCA) ในอัตราส่วน 1:1 ท าการฉีด
กระตุ้นซ้ าทุกๆ 2 สัปดาห์ จนครบ 4 ครั้ง โดยครั้งถัดไปจะผสมสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์กับ 
Freund’s Incomplete Adjuvant (FIA) ในอัตรส่วน 1 :1 ท าการเก็บตัวอย่างเลือดทุก  
1 สัปดาห์หลังฉีดกระตุ้นในแต่ละครั้ง น าตัวอย่างเลือดมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm 
ที่อุณหภูมิ 4º ซ เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นดูดส่วนใส (serum) เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4º ซ 
และน าไปทดสอบการตอบสนองโดยวิธี Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

 
4.3.3 ติดตามการผลิตแอนติบอดีโดยวิธี Indirect Enzyme Linked  

                 Immunosorbent Assay (Indirect-ELISA) 

ตรึงแอนติเจน Δ60N_VP1 ความเข้มข้น 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บน 96 well 
plate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 4º ซ ข้ามคืน จากนั้นล้างแอนติเจน
ออกด้วย PBST ปริมาตร 300 ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 3 รอบ บล๊อคด้วย 5% skim 
milk-PBST ปริมาตร 300 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที จากนั้น
ล้างด้วย PBST จ านวน 3 รอบ แล้วเติมแอนติบอดีปฐมภูมิความเข้มข้น 1 :500, 1:1,000, 
1:2,000, 1:4,000, 1:8,000 และ 1:16,000 ตามล าดับ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรและใช้
อาหารเปล่าเป็นชุดควบคุมที่ให้ผลลบ ใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ Δ60N_VP1 เป็นชุดควบคุมที่
ให้ผลบวก บ่มที่อุณหภูมิ 37º ซ เป็นเวลา 60 นาที ล้าง 3 ครั้ง จากนั้นเติมแอนติบอดี 
ทุติยภูมิที่ติดฉลากด้วย Horseradish Peroxidase (HRP) ความเข้มข้น 1:10,000 หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บ่มต่อ 60 นาที แล้วล้างด้วย  PBST 3 รอบ จากนั้นเติม substrate  
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׳3 ,3) ׳5 ,5 , - tetramethylbenzidine: TMB, DMSO, 205 mM phosphate citrate 
buffer, 30% H2O2 ) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มในที่มืดเป็นเวลา 15 นาที  
หยุดปฏิกิริยาด้วย 1 โมลาร์ กรดซัลฟูริค )H2SO4 ( น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 450  
นาโนเมตร 

 
4.3.4 ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน Δ60N_VP1 

  4.3.4.1 เตรียมเซลล์ไมอีโลมา (Myeloma cell) 

เลี้ยงเซลล์ไมอีโลมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 ที่มี 15% Fetal 
Bovine Serum (FBS) เลี้ยงที่ 5% คาร์บอนไดออกไซด์ อุณหภูมิ 37º ซ เปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลล์ก่อนวันหลอมรวมเซลล์ 1 วัน เพ่ือให้เซลล์แข็งแรง 

 
  4.3.4.2 เตรียมเซลล์ม้าม (Spleen cell) 

การุณยฆาตโดยให้หนูดมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ จากนั้นตรึงหนูกับฐานยึด 
เก็บเลือดที่หัวใจ และผ่าเอาม้ามด้วยอุปกรณ์ปลอดเชื้อ ท าความสะอาดม้ามใน
อาหาร RPMI-1640 ที่มียาปฏิชีวนะ gentamycin จากนั้น บดม้ามให้เป็นเซลล์เดี่ยว 
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนอาหารทิ้ง แล้วละลายตะกอน
เซลล์ด้วยอาหาร RPMI-1640 ที่มียาปฏิชีวนะ gentamycin  

 
  4.3.4.3 หลอมรวมเซลล์ (Cell fusion) 

น าเซลล์ม้ามจากข้อ 4.3.4.2 ผสมกับไมอีโลมาเซลล์ในอัตราส่วน 1:1-1:5 
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนอาหารทิ้ง จากนั้นหยด 50% 
Polyethyleneglycol (PEG) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ช้าๆ ในเวลา 60 วินาที เติม
อาหาร RPMI-1640 ปริมาตร 35 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 1500 rpm 5 นาที เท
อาหารทิ้ ง  แล้ วละลายตะกอนเซลล์ด้ วยอาหารเลี้ ยง เชื้ อ  Hypoxanthine 
Aminoptherine Thymidine (HAT-media) ที่ มี  1 5% FBS จากนั้ น กร ะ จ าย
สารละลายเซลล์ลง 96 well plate ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม น าไปบ่มที่ 
5% คาร์บอนไดออกไซด์ อุณหภูมิ 37º ซ 7 วัน เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เป็น 
Hypoxanthine Thymidine (HT-media) ที่ ผสม 15% FBS ติ ดตามการผลิต
แอนติบอดีด้วยวิธี Indirect ELISA )การทดลองที่ 4.3.3( น าเซลล์ไฮบริโดรมาที่
ให้ผลบวกท าให้เป็นโคโลนีเดี่ยวโดยวิธี Limiting dilution และติดตามการผลิต 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี Indirect ELISA จากนั้นจึงเพ่ิมปริมาณแอนติบอดี
และเก็บรักษาต่อไป 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

34 

4.3.5 หาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Isotype test) 

ตรึงแอนติเจน Δ60N_VP1 ความเข้มข้น 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ลง 96 well 
plate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 4º ซ ข้ามคืน จากนั้นล้างแอนติเจน
ด้วย PBST ปริมาตร 300 ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 3 รอบ บล๊อคด้วย 5% skim milk-
PBST ปริมาตร 300 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิห้อง 60 นาที แล้วล้างด้วย PBST 
จ านวน 3 รอบ เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ทั้ง 6 โคลน หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
โคลนละ 8 หลุมจาก A-H  ใช้ RPMI-1640 + 15% FBS เป็น Blank น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37º 
ซ เป็นเวลา 60 นาที และล้างด้วย PBST 3 รอบ จากนั้นเติมแอนติบอด ีIsotyper (BIO-RAD) 
ทั้ ง  8 ชนิด  ได้แก่  IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM, IgA, IgG kappa, IgG Lambda ความ
เข้มข้น 1:10 ลงหลุมของแต่ละแถวจาก 1-12 บ่มที่อุณหภูมิ 37º ซ เป็นเวลา 60 นาที ท า
การล้างด้วย PBST 3 รอบ เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่ติดฉลากด้วย Horseradish Peroxidase 
(HRP) ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1 :5,000 ห ลุ ม ล ะ  1 0 0  ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  บ่ ม ต่ อ  6 0  น า ที   
แล้วล้างออก สุดท้ายเติม substrate (3, 3׳5 ,5 ,׳- tetramethylbenzidine; TMB, DMSO, 
205 mM phosphate citrate buffer, 30% H2O2) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มใน
ที่มืดเป็นเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 1 โมลาร์ กรดซัลฟูริค )H2SO4( วัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ 450 นาโนเมตร 

 
4.3.6 ทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Sensitivity test) 

หาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ท าได้โดยดูจากค่าความเข้มข้นของสารที่
น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ (Limit of detection; LOD) โดยน าโมโนโคลนอลแอนติบอดี
โคลนที่ 1, 3 และ 21 มาท า 2 fold dilution จากนั้นใส่ตัวอย่างที่เจือจางแต่ละความเข้มข้น
ลงใน 96 well plate ที่ตรึงด้วยแอนติเจน Δ60N_VP1 ความเข้มข้น 80 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ติดตามผลด้วยวิธี Indirect ELISA (การทดลองที่ 4.3.3) และน าค่าการดูดกลืนแสง
ที่ได้สร้างเป็นกราฟ 

 
4.3.7 ท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โปรตีนจี 

น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 มาเพ่ิมปริมาณในอาหารเลี้ยงเซลล์ ISF-1 
serum free แยกเซลล์ออกจากอาหารโดยปั่นเหวี่ยงที่  1,500 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้นกรองอาหารด้วย filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร และท าให้บริสุทธิ์ด้วย
วิธี affinity chromatography ใช้หลักการอาศัยการจับแบบจ าเพาะระหว่างแอนติเจนกับ
แอนติบอดี ในการทดลองนี้จะเลือกใช้คอลัมน์ Hi-Trap protein G HP ขนาด 5 มิลลิลิตร 
(GE Healthcare) เริ่มจาก equilibrate คอลัมน์ด้วย 20 mM Sodium phosphate buffer 
pH 7.2 (buffer B) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่กรองแล้ว ปริมาตร 
250 มิลลิลิตร ผ่านเข้าคอลัมน์ด้วยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ล้างแอนติบอดีที่ไม่จับ
กับโปรตีนจีออกด้วยด้วย buffer A ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ท าการชะแอนติบอดีที่จับกับ
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โปรตีนจีด้วย 0.1 M glycine-HCl pH 2.7 (buffer A) พร้อมเก็บสารละลายแอนติบอดีที่
ห ลุ ด อ อ ก ม า  fraction ล ะ  1 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ) แ ต่ ล ะ ห ล อ ด เ ก็ บ  fraction  
จะมี 1M Tris-HCl, pH 9 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพ่ือปรับให้ pH ของ fraction ที่หลุด
ออกมามี pH 7( จากนั้นน าสารละลายแอนติบอดีบริสุทธิ์ที่ได้แต่ละ fraction วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ OD280 นาโนเมตร และหาความเข้มข้นของสารละลายแอนติบอดีด้วยวิธี BCA 
protein assay  

 
4.3.8 วัดความเข้มข้นของแอนติบอดีบริสุทธิ์ด้วยวิธี BCA protein assay 

เจือจางสารละลายโปรตีนมาตรฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) ด้วย 1X PBS 
buffer ความเข้มข้น ดังนี้ 1.0, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 และ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้น
หยดสาร BSA, แอนติบอดีก่อนและหลังท าให้บริสุทธิ์ , flow through และอาหาร ISF-1 
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลง 96 well plate ตามด้วย Bicinchoninic acid: BCA (Thermo 
Scientific) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม ผสมให้เข้ากัน ส่วน Blank จะใช้ 1X PBS 
buffer บ่มที่อุณหภูมิ 37º ซ เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ OD560  นา
โนเมตร และน าผลที่ได้มาสร้างกราฟเส้นตรงเพ่ือค านวนหาความเข้มข้นของสารละลาย
แอนติบอดีบริสุทธิ์ 
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4.4 ระบุเอพิโทปที่จ าเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

           4.4.1 สกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a-Δ60N_VP1 ด้วยวิธี CTAB 

เลี้ยงเซลล์เจ้าบ้าน E. coli DH5α ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a ที่มียีน 
Δ60N_VP1 ซึ่งได้จากงานวิจัยก่อนหน้านี้ )ศรุดา หวังอนุรักษ์กุล, 2558( ในอาหารเหลวที่มี
ยาปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร )ภาคผนวก( ข้ามคืน จากนั้นเก็บเซลล์ 
1.5 มิลลิลิตร ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm เป็น
เวลา 1 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออก แล้วใส่ STET buffer (8% Sucrose, 5% TritonX-
100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8.0) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ตามด้วย Lysozyme 
ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
10 นาที จากนั้นน าเซลล์ไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 45 วินาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
13,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที ดูดบัฟเฟอร์ออก ใส่ RNase A ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ
ไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37º ซ เป็นเวลา 30 นาทีจากนั้นเติม 5% 
Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บ่มอุณหภูมิห้อง
เป็ น เ วลา  5  นาที  ปั่ น เหวี่ ย งที่ ค ว าม เ ร็ ว รอบ  13 , 000  rpm เป็ น เ วลา  5  นาที   
ดูดส่วนใสออก ละลายตะกอนด้วย  1.2 M NaCl ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ตามด้วย 
Chloroform ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm เป็นเวลา 5 
นาที จะสังเกตเห็นการแยกชั้นทั้งหมดสามชั้น ท าการดูดสารส่วนบนสุด ย้ายลงหลอด 
ไมโครเซนตริฟิวจ์แล้วเติม Isopropanol (v/v) ปริมาตรเท่ากับสารละลาย บ่มที่อุณหภูมิ  
-20º ซ เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4º ซ 
เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วนใสออก แล้วล้างด้วย 75% Ethanol ปริมาตร 700 ไมโครลิตร  
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4º ซ เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสออก 
แล้วปล่อยให้หลอดแห้งเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นละลายตะกอนด้วย DEPC-treat water 
ปริมาตร 35 ไมโครลิตรตรวจสอบโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ใช้กระแสไฟฟ้า 100 
โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที 

 
            4.4.2 ท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอริเมอเรส 

4.4.2.1 เพิ่มจ านวนชิ้นส่วน Fragment 1 ถึง Fragment 4 (F1-F4) 

ท าการเ พ่ิมจ านวน Fragment 1 ถึง Fragment 4 ของยีน VP1 ด้วย 
ไพรเมอร์จ าเพาะ )ตารางที่ 3.4( ผสมส่วนประกอบต่างๆ ในปฏิกิริยาดังนี้ DEPC-
treat water,1X High fidelity PCR Buffer,1.5mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 0.4µM 
Forward, 0.4µM Reverse, 1Unit High fidelity PCR enzyme โดยใช้พลาสมิด 
Δ60N_VP1 ที่สกัดได้จากข้อ 4.4.1 เป็นต้นแบบในการเพ่ิมยีน F1-F4 โดยตั้ง
โปรแกรม ดังตาราง 4.3 และตรวจสอบปริมาณยีนที่เพ่ิมขึ้นโดย 1% อะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที 
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4.4.2.2 เพิ่มจ านวนชิ้นส่วน Separating 1 และ Separating 2 (S1-S2) 

ท าการเพ่ิมจ านวน S1 และ S2 ของชิ้นส่วน Fragment 1 ด้วยไพรเมอร์
จ าเพาะ )ตารางที่ 3.5( ผสมส่วนประกอบต่างๆในปฏิกิริยาตามวิธีข้างต้น โดยใช้  
พลาสมิด Fragment 1 เป็นต้นแบบในการเพ่ิมชิ้นส่วน S1 และ S2 จากนั้นน าเข้า
เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมอัตโนมัติ โดยตั้งโปรแกรมดังตาราง 4.3 และ
ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่เพ่ิมขึ้นโดย 1.5% อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ใช้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที 

 
ตารางท่ี 4.3 โปรแกรมในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของชิ้นส่วน F1-F4 และ S1 และ S2 
 

ชิ้นส่วน Initial 
denaturation 

Denaturation Annealing Extension Final 
extension 

F1 
 

 

94º ซ/ 3 นาที 

 

 

94º ซ/ 40 วินาที 

53º ซ/          
25 วินาที 

 

72º ซ/               
60 วินาที 

 

 

72º ซ/         
10 นาที 

F2 

F3 
50º ซ/                 

25 วินาที 
F4 

S1 52º ซ/              
25 วินาที 

72º ซ/                   
30 วินาที 

S2 50º ซ/                  
25 วินาที 

72º ซ/                    
60 วินาที 

Cycles - 34 - 
 
 

 
รูปที่ 4.1 แสดงดีเอ็นเอที่แบ่งจากชิ้นส่วนของ Δ60N_VP1 จ านวน 6 ชิ้น )เอกราช สิทธิเดช( 
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4.4.2.3 ท าชิ้นส่วนดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ด้วย Gel Extraction Kit (QIAGEN) 

ละลายเจลที่มีชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ต้องการด้วย QG buffer ปริมาตร 3 เท่า
ของน้ าหนักเจล ที่อุณหภูมิ 55 º ซ จากนั้นใส่ Isopropanal (v/v) ปริมาตรเท่ากับ
น้ าหนักเจล น าสารละลายที่ได้ใส่ลงในคอลัมน์ และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
13,000 rpm เป็น เวลา 1 นาที  ล้ างคอลัมน์ด้ วย QG buffer ปริมาตร 700 
ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยง 1 นาที ตามด้วย PE buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่น
เหวี่ยง 1 นาที จากนั้นใส่ DEPC-treat water ปริมาตร 35 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 5 
นาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยง 1 นาที ตรวจสอบโดย 1-1.5% อะกาโรสเจลอิเล็กโทร
โฟเรซิส ใช้กระแสไฟฟ้าที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที 

 
4.4.3 เชื่อมชิ้นส่วนดีเอ็นเอเข้ากับเวกเตอร์ 

ในการเชื่อมชิ้นส่วนดีเอ็นเอเข้าสู่ เวกเตอร์ จ าเป็นต้องค านวนให้มีอัตรส่วนที่
เหมาะสม 
 

  
  
 

 
 

 
รูปที่ 4.2 สูตรค านวณเพื่อหาปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เหมาะสมต่อการเชื่อมเข้าสู่เวกเตอร์ 

 
4.4.3.1 เชื่อมชิ้นส่วนดีเอ็นเอเข้ากับ pJET 1.2 blunt Cloning Vector 

น าชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณจากข้อ 4.4.2 เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์   
pJET )Thermo Scientific) โดยผสมส่วนประกอบต่างๆในปฏิกิริยาให้มีปริมาตร
รวมเท่ากับ 20 ไมโครลิตร ดังนี้ DEPC-treat water, ชิ้นส่วนยีน F1, F2, F3, F4, 
S1 และ S2, 2X Reaction buffer, DNA Blunting Enzyme บ่มที่อุณหภูมิ 70º ซ 
เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติมเวกเตอร์ pJET ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม และ T4 
DNA Ligase บ่มต่อที่อุณหภูมิ 22ºซ เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นทรานสฟอร์มรีคอม
บิแนนท์พลาสมิด pJET-F1, F2, F3, F4, S1 และ S2 เข้าสู้เซลล์เจ้าบ้าน E. coli 
DH5α )การทดลองท่ี 4.1.1( และสกัดพลาสมิด )การทดลองท่ี 4.4.1( ส่งตัวอย่างไป
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 
หมายเหตุ อาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
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4.4.3.2 เชื่อมชิ้นส่วนดีเอ็นเอเข้ากับ pET28a (+) vector 

น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ถูกต้องจากข้อ 4.4.3.1 
ตัดเอาชิ้นส่วนดีเอ็นเอออกด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI และ XhoI จากนั้นเชื่อม
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอเข้ากับเวกเตอร์ pET28a (+) (Invitrogen) ด้วยเอนไซม์ T4 ligase 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4º ซ ข้ามคืน จากนั้นทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
pET28a-F1, F2, F3, F4, S1 และ  S2 เ ข้ า สู้ เ ซ ล ล์ เ จ้ า บ้ า น  E. coli DH5α  
)การทดลองที่ 4.1.1( และสกัดพลาสมิด )การทดลองที่ 4.4.1( ส่งตัวอย่างไป
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 
หมายเหตุ อาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
 

4.4.4 ระบุเอพิโทปต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ถูกต้องจากข้อ 4.4.3.2 ย้ายเข้าสู่
เซลล์เจ้าบ้าน E. coli Rosetta gami และชักน าให้เกิดการแสดงออก (การทดลองที่ 4.1) 
จากนั้นน าโปรตีนทั้ง 6 ชิ้น รวมถึงโปรตีน Δ60N_VP1 มาใช้ระบุเอพิโทป ด้วยวิธี western 
blotting analysis โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่ผลิตได้เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ สังเกตุ
แถบสัญญาณท่ีปรากฏขึ้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่5  
ผลการทดลอง 

 5.1 ผลการชักน าการแสดงออกของรีคอมบิเเนนท์โปรตีน Δ60N_VP1  

เมื่อน ารีคอมบิเเนนท์โคลน Δ60N_VP1 ที่ได้จากงานวิจัยก่อนหน้า มาชักน าให้เกิดการ
แสดงออกด้วย IPTG เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นตรวจติดตามด้วยวิธี SDS-PAGE และ Western 
blotting analysis โดยใช้ Anti-His monoclonal antibody จากผลการทดลองพบการแสดงออก
ของโปรตีน Δ60N_VP1 และโปรตีนควบคุมที่มี Histidine-Tag )รูป 5.1A( ซึ่งปรากฏแถบสัญญาณ
ต่อ Anti-His monoclonal antibody มีขนาดประมาณ 45 และ 13 กิโลดาลตัน  ตามล าดับ  
)รูป 5.1B( จากนั้นใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน Δ60N_VP1 เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ  
พบโปรตีน Δ60N_VP1 ปรากฏแถบสัญญาณต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี มีขนาดประมาณ 45  
กิโลดาลตัน โดยโปรตีนควบคุมไม่ปรากฏแถบสัญญาณต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน
Δ60N_VP1 (รูป 5.1C) แสดงว่ารีคอมบีแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 มีความจ าเพาะต่อโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีผลิตได้ และไม่ท าปฏิกิริยาข้ามกับโปรตีนอื่นที่มี Histidine-Tag  

 

 
รูปที่ 5.1 ผลการวิเคราะห์ด้วย 13% SDS-PAGE (A) Western blotting analysis โดยใช ้

Anti-His monoclonal antibody (B) โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน Δ60N_VP1 (C) อัตราส่วน 
1:5,000 ของรี คอมบิ แนนท์ โ คลนถู กชั กน า ด้ ว ย  IPTG ความ เข้ มข้ นสุ ดท้ า ย เท่ า กั บ  0.2  
มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25º ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
 

เลน M      Protein Marker (Thermo Scientific)                                                                   
เลน 1      รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-Δ60N_VP1                                                  
เลน 2      รีคอมบิแนนท์โปรตีนควบคุมที่มี Histidine-Tag 
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5.2 ผลการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ให้บริสุทธิ์ 

จากผลการทดลองพบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน 
ถูกชะออกจากคอลัมน์ด้วย PCE elution buffer ที่มีความเข้มข้นของ Imidazole ตั้งแต่ 100, 200 
และ 300 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ )รูปที่ 5.2A เลน 3-5( ซึ่งสอดคล้องกับผล Western blotting 
analysis โดยใช้ Anti-His monoclonal antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ โดยปรากฏแถบสัญญาณ
ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน (รูปที่ 5.2B เลน 3-5) จากผลการทดลองพบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน 
Δ60N_VP1 บริสุทธิ์ถูกชะออกมาอยู่ใน fraction ของ PCE ที่มี Imidazole ความเข้มข้น 200 และ 
300 มิลลิโมลาร์ )รูปที่ 5.2 เลน 4 และ 5(  

 
รูปที่ 5.2 ผลการวิเคราะห์ด้วย 13% SDS-PAGE (A) Western blotting analysis โดยใช้ 

Anti-His monoclonal antibody (B) ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ที่ถูกท าให้บริสุทธิ์ 
  

เลน C Crude protein  )control(                                                                                  
เลน M Protein Marker (Thermo scientific)                                                                                                                                                               
เลน F Flow through                                                                                    
เลน W Washing                                                                                               
เลน 1 PCE ที่มีความเข้มข้นของ Imidazole ความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์                                 
เลน 2 PCE ที่มีความเข้มข้นของ Imidazole ความเข้มข้น 60 มิลลิโมลาร์                                 
เลน 3 PCE ที่มีความเข้มข้นของ Imidazole ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์                                
เลน 4 PCE ที่มีความเข้มข้นของ Imidazole ความเข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์                             
เลน 5 PCE ที่มีความเข้มข้นของ Imidazole ความเข้มข้น 300 มิลลิโมลาร์                              
เลน S Strip buffer  
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5.3 ผลวัดความเข้มข้นของโปรตีนบริสุทธิ์โดยวิธี Bradford assay 

น าสารละลายโปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธิ์มาก าจัดสาร Imidazole และ Sakosyl ออกด้วย
วิธี Dialysis (การทดลองที่ 4.2.5) จากนั้นน าโปรตีนบริสุทธิ์มาวิเคราะห์หาความเข้มข้นของโปรตีน
ด้วยวิธี Bradford assay )การทดลองที่ 4.2.6) วัดผลด้วยค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595  
นาโนเมตร (OD595) ใช้ Bovine Serum Albumin (BSA) ที่ระดับความเข้มข้น 7.8, 15.6, 31.2, 62.5 
และ 125 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร เป็นสารมาตรฐาน (standard) และใช้ 1X PBS buffer เป็น 
Blank โดยท าการทดลองท้ังหมด 3 ซ้ า )ตารางท่ี 5.1( 

 
ตารางที่ 5.1 แสดงผลการวัดความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธิ์ ด้วยวิธี 
Bradford assay 
 

 
ตัวอย่าง 

 
ความเข้มข้น 

(µg/ µl) 

ค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น  
595 นาโนเมตร 

 
ค่าเฉลี่ย 

ค่าเฉลี่ย 
 - 

ค่าเฉลี่ย 
Blank 

 
ซ้ าที่ 1 

 
ซ้ าที่ 2  

 
ซ้ าที ่3 

Blank 
 

- 0.302 0.321 0.34 0.321 0 

 
 
 

Protein 
Standard 

(BSA) 
 

7.8 
 

0.339 0.379 0.405 0.374 0.053 

15.6 
 

0.366 0.365 0.422 0.384 0.063 

31.2 
 

0.397 0.383 0.346 0.372 0.051 

62.5 
 

0.430 0.440 0.430 0.433 0.112 

125 
 

0.591 0.596 0.605 0.597 0.276 

โปรตีน 
Δ60N_VP1 

- 0.436 0.421 0.475 0.444 0.123 

จากนั้นน าค่าเฉลี่ยที่ได้จากการวัดความเข้มข้นโปรตีน สร้างกราฟมาตรฐานซึ่งแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของโปรตีน (แกน X) และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 
นาโนเมตร (แกน Y) ซึ่งได้สมการเส้นตรงดังนี้ y= 0.0019x + 0.0237 และได้ค่า Coefficient of 
determination (R2) เท่ากับ 0.9522 น าค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนแอนติเจน แทนค่า y ใน
สมการดังกล่าว ดังนั้นความเข้มข้นของโปรตีนแอนติเจน ส าหรับใช้ฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนูทดลอง
จึงเท่ากับ 52.26 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
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5.4 ผลการหาความเข้มข้นของแอนติเจนที่เหมาะสมต่อการหาโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

น าแอนติเจน Δ60N_VP1 ท าการเจือจางด้วย PBS ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 20, 80 
และ 160 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นตรึงแอนติเจนทั้ง 3 ความเข้มข้น ตามการทดลองที่ 4.3.2.1 
โดยใช้ซีรัมที่เก็บจากหนูเม้าส์จ านวน 4 ตัว ก่อนท าการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันครั้งแรก เป็นซีรัมก่อน 
(pre) และใช้ซีรัมที่เก็บจากหนูเม้าส์ หลังท าการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันครั้งที่สอง เป็นซีรัมหลัง (post) 
ได้ผลดังตารางในภาคผนวก จากผลการทดลองพบว่า เมื่อใช้ปริมาณแอนติเจนทั้ง 3 ความเข้มข้น จะ
ให้ค่าการดูดกลืนแสงที่แตกต่างกันในแต่ละระดับการเจือจางของซีรั่ม ดังนั้น ทางผู้วิจัยจึงได้เลือกใช้
แอนติเจนที่ความเข้มข้น 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ระดับกลาง เพ่ือใช้
ส าหรับตรวจติดตามแอนติบอดีในการทดลองขั้นต่อไป 

 
5.5 ผลการประยุกต์ใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ส าหรับผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 จากการน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ผ่านกระบวนการท าให้บริสุทธิ์ เพ่ือใช้เป็น
แอนติเจนส าหรับท าการฉีดกระตุ้นการผลิตแอนติบอดีในหนูทดลองสายพันธุ์ BALB/c จ านวน 4 ตัว 
ฉีดกระตุ้นทั้งหมด 4 ครั้ง โดยผสมแอนติเจนกับ Adjuvant อัตราส่วน 1:1 ท าการเก็บตัวอย่างเลือด
ทั้งก่อนและหลังฉีดกระตุ้น และน าซีรั่มที่ได้ไปทดสอบด้วยวิธี ELISA )การทดลองที่ 4.3.3( จากนั้น
คัดเลือกหนูสองตัวที่ให้ผลการผลิตแอนติบอดีที่สูงที่สุด ได้แก่ หนูเบอร์ 2 และหนูเบอร์ 3 ท าการ    
การุณยฆาต เพ่ือเก็บม้ามมาหลอมรวมกับ myeloma cell จนกลายเป็นเซลล์ลูกผสม (Hybrydoma 
cell) เลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมา 2-3 สัปดาห์ จึงเริ่มน าอาหารเลี้ยงเซลล์มาทดสอบหาความจ าเพาะต่อ
แอนติเจน Δ60N_VP1 ด้วยวิธี Indirect-ELISA จากผลการทดลองพบว่า ในช่วง 3 สัปดาห์แรกพบ 
โพลีโคลนอลแอนติบอดี ที่ให้ผลเป็นบวกทั้งสิ้น 60 โคลน และท าการเจือจางเซลล์ด้วยวิธี Limiting 
dilution เพ่ือกระจายเซลล์ให้ได้เซลล์เดี่ยว จนเกิดเป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดี จากนั้นเก็บอาหาร
เลี้ยงเซลล์ มาหาไอโซไทป์ และหาความไว (sensitivity) )การทดลองที่ 4.3.5, 4.3.6) ผลการทดลอง
พบ โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อแอนติเจน Δ60N_VP1 ทั้งหมด 6 โคลน ได้แก่ โคลนหมายเลข 1, 2, 
3, 7, 21 และ 29 (ตารางที่ 5.2) จากนั้นจึงน าแอนติบอดีทั้ง 6 โคลน ไปหาไอโซไทป์ 
 
ตารางท่ี 5.2 แสดงผลการหาโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อแอนติเจน Δ60N_VP1 

รหัสโคลน หมายเลขโคลน ค่าการดูดกลืนแสง OD 450nm 
6-5B-5B-12F-10A (23) 1 3.958 
2D-A8-C4 2 0.932 
3-F1-H3 3 3.516 
7-E5-A5-F4 7 1.943 
21-A11-B8 21 2.458 
29G-E1-D5-G3 29 3.623 
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จากผลการหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 6 โคลน พบว่า โคลนที่ 1 เป็นกลุ่ม
ของ IgG2a, โคลนที่ 3 เป็นกลุ่มของ IgG2b, โคลนที่ 21 เป็นกลุ่มของ IgG1, โคลนที่ 2 และ 7 เป็นกลุ่ม
ของ IgM และโคลนที่ 29 เป็นกลุ่มของ IgG2b หรือ IgM )ตารางท่ี 5.3(  

 
ตารางท่ี 5.3 แสดงผลการหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ 
 

รหัสโคลน หมายเลขโคลน  Isotype 

6-5B-5B-12F-10A (23) 1 IgG2a  K 

2D-A8-C4 2 IgM λ 
3-F1-H3 3 IgG2b K 

7-E5-A5-F4 7 IgM λ 
21-A11-B8 21 IgG1 K 

29G-E1-D5-G3 29 IgG2b   
IgM 

λ 
K 
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ผู้วิจัยได้คัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีคลาส IgG ได้แก่ โคลนที่ 1, 3 และ 21 มาทดสอบ
หาความไว (sensitivity test) ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 3 โคลน พบว่า 
โมโนโลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 ให้ค่าความไวสูงที่สุด โดยสามารถเจือจางแอนติบอดีได้ถึง 1:32,768
ในขณะที่แอนติบอดีโคลนที่ 3 และ 21 สามารถเจือจางได้ถึง 1:2,048 ตามล าดับ )รูปที่ 5.3( 

 

 
รูปที่ 5.3 กราฟค่าความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลนที่ 1 )แกนสีฟ้า(, โคลนที่ 3 

)แกนสีส้ม( และโคลนที่ 21 )แกนสีเทา( ซึ่งแสดงความสัมพันธ์ระหว่างระดับการเจือจางของ
แอนติบอดี (แกน X) และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร (แกน Y)  
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5.6 ผลการท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โปรตีนจี 

น าอาหารเลี้ยงเซลล์โคลนที่ 1 มาท าให้บริสุทธิ์ โดยใช้โครมาโทรกราฟีแบบสมรรคภาค
(affinity chromatography) ภายในคอลั มน์ประกอบด้ วย โปรตีน  G sepharose เนื่ อ งจาก 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 มีไอโซไทป์เป็น IgG2a ท าให้มีสมรรคภาพในการจับกับโปรตีนจีใน
คอลัมน์ได้สูง และโมโนโคลนอลแอนติบอดี จะถูกชะออกจากคอลัมน์ด้วย Buffer A (pH 2.7) แล้วน า
แต่ละ fraction ไปวัด UV 280 นาโนเมตร เพ่ือหาแอนติบอดีที่ถูกชะออกมา จากกราฟแอนติบอดีถูก
ชะออกมาจากคอลัมน์ ปรากฏใน fraction 8 - fraction 13 )รูปที่ 5.4( 
 

 
รูปที่ 5.4 กราฟแสดงผลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 ที่ท าให้บริสุทธิ์ ซึ่งแสดง

ความสัมพันธ์ระหว่าง fraction ที่ชะแอนติบอดีออกจากคอลัมน์ (แกน X) และค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (แกน Y) 
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จากนั้นท าการรวมแอนติบอดี fraction 8-13 เข้าด้วยกัน แล้วน าไปยืนยันผลด้วยวิธี   
SDS-PAGE และ  Western blotting analysis ผลการทดลองปรากฏแถบ โปรตี นของสาย  
heavy chain ขนาดประมาณ 50 กิโลดาลตัน และแถบโปรตีนของสาย light chain ขนาดประมาณ 
25 กิโลดาลตัน (รูปที่ 5.5 เลน 2) 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5.5 ผลการวิเคราะห์ด้วย 13% SDS-PAGE ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่  

1 ที่ท าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โปรตีนจี แต่ละเลนมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 2 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

 
เลน P โมโนโคลนอลแอนติบอดีก่อนท าให้บริสุทธิ์                                                                               
เลน M Protein Marker (Thermo scientific)                                                                                                                                                               
เลน 1 Flow through                                                                                                                                                                              
เลน 2 โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 ที่ท าให้บริสุทธิ์  
เลน 3 อาหารเลี้ยงไฮบริโดรมาเซลล์ serum free                                                   
เลน 4 อาหารเลี้ยงไฮบริโดรมาเซลล์ที่มี 10% FBS                                                      
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5.7 ผลการวัดความเข้มข้นของแอนติบอดีบริสุทธิ์โดยวิธี BCA 

น าโมโนโลนอลแอนติบอดีบริสุทธิ์มาวิเคราะห์หาความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี BCA          
)การทดลองที่ 4.3.8) วัดผลด้วยค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร ใช้ Bovine 
Serum Albumin (BSA) ที่ระดับความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
เป็นสารมาตรฐาน (standard) และใช้ 1X PBS buffer เป็น Blank โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ า 
(ตารางที ่5.4) 

 
ตารางท่ี 5.4 แสดงความเข้มข้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีบริสุทธิ์ ด้วยวิธี BCA  
 

 
ตัวอย่าง 

 
ความเข้มข้น 
(mg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 
560 นาโนเมตร 

 
ค่าเฉลี่ย 

ค่าเฉลี่ย 
 - 

ค่าเฉลี่ย 
Blank 

 
ซ้ าที่ 1 

 
ซ้ าที่ 2  

Blank - 0.1220 0.1260 0.1240 0 

 
 

Protein 
Standard 

(BSA) 

0.1 0.2813 0.2793 0.2803 0.1563 
0.2 0.4042 0.4232 0.4137 0.2897 
0.4 0.6494 0.6767 0.6631 0.5391 
0.6 0.8825 0.8771 0.8798 0.7558 
0.8 1.0891 1.1575 1.1233 0.9993 
1.0 1.2853 1.3440 1.3146 1.1906 

MAb No.1 - 1.1459 1.0802 1.1130 0.9892 
 
จากนั้นน าค่าเฉลี่ยที่ได้จากการวัดความเข้มข้นแอนติบอดีสร้างกราฟมาตรฐานซึ่งแสดง

ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของแอนติบอดี (แกน X) และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
560 นาโนเมตร (แกน Y) ซึ่งได้สมการเส้นตรงดังนี้ y= 1.1537x + 0.0591 และได้ค่า Coefficient of 
determination (R2) เท่ากับ 0.9982 น าค่าการดูดกลืนแสงของแอนติบอดีแทนค่า y ในสมการ
ดังกล่าว ดังนั้นความเข้มข้นของแอนติบอดีจึงเท่ากับ 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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5.8 ผลการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอริเมอเรส (PCR) ชิ้นส่วน Fragment 1- Fragment 4 (F1-F4) 

 น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a-Δ60N_VP1 ที่สกัดได้ เป็นต้นแบบในการเพ่ิมปริมาณ
สารพันธุกรรม ตั้งโปรแกรมดังตาราง 4.3 ตรวจสอบโดยวิธี อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟเรซิส ใช้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที จากผลการรันเจลโดยใช้ 1% อะกาโรสเจล พบชิ้นส่วนดี
เอ็นเอ F1-F4 มีขนาดประมาณ 400, 350, 250 และ 150 คู่เบส ตามล าดับ )รูปที่ 5.6( 
 
 
 
 
 
           
 
 

 
 
 
 

 
รูปที่ 5.6 ผลการวิเคราะห์ด้วย 1% อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ใช้กระแสไฟฟ้า 100 

โวลต์ เวลา 60 นาที 
 

เลน M 100 pb Marker  (Thermo scientific)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
เลน 1 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ Fragment 1 (F1)                                                                         
เลน 2 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ Fragment 2 (F2)                                                                         
เลน 3 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ Fragment 3 (F3)                                                                         
เลน 4 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ Fragment 4 (F4) 
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5.9 ผลการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pJET- (F1-F4) 

น าชิ้นส่วนสารพันธุกรรม F1-F4 ที่เพ่ิมปริมาณจากข้อ 4.4.2.1 เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pJET 
)Thermo Scientific) จากนั้นท าการทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pJET-F1, F2, F3 และ F4 
เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli DH5α )การทดลองที่ 4.1.1( และสกัดพลาสมิด )การทดลองที่ 4.4.1( ส่ง
ตัวอย่างไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ผลการทดลอง แสดงล าดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสจากล าดับ   
นิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Δ60N_VP1 )ควบคุม( พบว่าชิ้นส่วน    
F1-F4 มีล าดับกรดอะมิโนเหมือนกับตัวควบคุม 100 เปอร์เซ็นต์ แสดงผลในรูปที่ 5.7-5.10  

 
รูปที่ 5.7 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Fragment 1 ที่

เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pJET1.2 blunt cloning kit เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน 
Δ60N_VP1 )ควบคุม( 
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รูปที่ 5.8 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Fragment 2 ที่

เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pJET1.2 blunt cloning kit เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน 
Δ60N_VP1 )ควบคุม( 

 

 
รูปที่ 5.9 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Fragment 3 ที่

เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pJET1.2 blunt cloning kit เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน 
Δ60N_VP1 )ควบคุม( 
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รูปที่ 5.10 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Fragment 4 

ที่เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pJET1.2 blunt cloning kit เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน 
Δ60N_VP1 )ควบคุม( 
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5.10 ผลการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a- (F1-F4) 

น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด pJET-F1, F2, F3, F4 ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ถูกต้อง ตัดเอา
ชิ้นส่วนสารพันธุกรรมออกด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI และ XhoI ท าการเชื่อมชิ้นส่วนสาร
พันธุกรรมเข้ากับเวกเตอร์  pET28a (+) (Invitrogen) ด้วยเอนไซม์ T4 ligase จากนั้นท าการ 
ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดทั้ง 4 ตัว เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli DH5α )การทดลองท่ี 4.1.1( 
และสกัดพลาสมิด )การทดลองที่ 4.4.1( ส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ จากนั้นแปล
รหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์เป็นล าดับกรดอะมิโน เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์
โปรตีน Δ60N_VP1 แสดงผลในรูปที่ 5.11-5.14  

 
รูปที่ 5.11 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Fragment 1 

ที่เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pET28a เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Δ60N_VP1 )ควบคุม( 
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รูปที่ 5.12 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Fragment 2 

ที่เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pET28a เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Δ60N_VP1 )ควบคุม( 

 
รูปที่ 5.13 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Fragment 3 

ที่เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pET28a เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Δ60N_VP1 )ควบคุม( 
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รูปที่ 5.14 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Fragment 4 

ที่เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pET28a เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Δ60N_VP1 )ควบคุม( 
 
ผลการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่า รีคอมบิแนนท์ pET28a-F1, F2, F3 และ F4 ที่สร้างขึ้น  

มีล าดับกรดอะมิโนเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ดังนั้น รีคอม
บิแนนท์โปรตีนทั้ง 4 ตัว จึงเหมาะสมในการเลือกน าไปใช้ในการแสดงออก เพ่ือหาเอพิโทปที่จ าเพาะ
ต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการทดลองถัดไป 
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5.11 ผลการระบุเอพิโทปต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

น ารีคอมบิแนนท์โคลน pET28a-F1, F2, F3 และ F4 ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ถูกต้อง ย้ายเข้า
สู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli Rosetta gami และชักน าให้เกิดการแสดงออกด้วย IPTG จากนั้นติดตามผล
ด้วยวิธี  SDS-PAGE และ Western blotting analysis โดยใช้  Anti-His monoclonal antibody 
และโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ทั้ง 4 โคลน ได้แก่ โคลนที่ 1, 3, 21 และ 29 เป็นแอนติบอดี
ปฐมภูมิ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1, 3, 21 ใช้อัตราส่วน 1: 5,000 ส่วนโคลนที่ 29 ใช้

อัตราส่วน 1:500 จากผลการทดลองพบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 )ควบคุม(, F1-F4 ซึ่งมี 
Histidine-Tag ปรากฏแถบสัญญาณต่อ Anti-His monoclonal antibody แสดงให้เห็นในเลนที่ 1, 
3, 5, 7 และ 9 โปรตีนมีขนาดประมาณ 45, 15, 13, 9 และ 6 กิโลดาลตัน ตามล าดับ )รูป 5.15( 
  

 
รูปที่ 5.15 ผลการวิเคราะห์ด้วย 13% SDS-PAGE (A) Western blotting analysis โดยใช้ 

Anti-His monoclonal antibody (B) อัตราส่วน 1:2,500 ของรีคอมบิแนนท์โคลนถูกชักน าด้วย 
IPTG ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.2 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25º ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง โดย Lane 1, 
3, 5, 7, 9 เป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกและ Lane 2, 4, 6, 8, 10 
เป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ไม่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออก 

 
เลน M          Protein Marker (Bio-Rad)                                                                                
เลน 1, 2       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-Δ60N_VP1 (control(                                               
เลน 3, 4       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F1 )Fragment 1(                                                                 
เลน 5, 6       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F2 )Fragment 2(                                                                         
เลน 7, 8       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F3 )Fragment 3(                                                                  
เลน 9, 10     รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F4 )Fragment 4(         
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นอกจากนี้ยังพบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 )ควบคุม( และรีคอมบิแนนท์โปรตีน F1 
ปรากฏแถบสัญญาณต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 แสดงให้เห็นในเลนที่ 1 (Δ60N_VP1) 
และเลนที่ 3 (Fragment 1) โปรตีนมีขนาดประมาณ 45 และ 15 กิโลดาลตัน ตามล าดับ )รูป 5.16(  

 

 
รูปที่ 5.16 ผลการวิเคราะห์ด้วย 13% SDS-PAGE (A) Western blotting analysis โดยใช้    

โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 อัตราส่วน 1:5,000 (B) ของรีคอมบิแนนท์โคลนถูกชักน าด้วย IPTG 
ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.2 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25º ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง โดย Lane 1, 3, 5, 
7, 9 เป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกและ Lane 2, 4, 6, 8, 10 เป็นรี
คอมบิแนนท์โปรตีนที่ไม่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออก 

 
เลน M          Protein Marker (Bio-Rad)                                                                                
เลน 1, 2       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-Δ60N_VP1 (control(                                                         
เลน 3, 4       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F1 )Fragment 1(                                                                 
เลน 5, 6       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F2 )Fragment 2(                                                                         
เลน 7, 8       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F3 )Fragment 3(                                                                  
เลน 9, 10     รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F4 )Fragment 4( 
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และยังพบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 )ควบคุม( และ F2 ปรากฏแถบสัญญาณต่อ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 3 และ 21 แสดงให้เห็นในเลนที่ 1 (Δ60N_VP1) และเลนที่ 3 
(Fragment 2) โปรตีนมีขนาดประมาณ 45 และ 13 กิโลดาลตัน ตามล าดับ )รูป 5.17( 

 

 
รูปที่ 5.17 ผลการวิเคราะห์ด้วย 18% Tricine gel SDS-PAGE (A) Western blotting 

analysis โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 3 (B) โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 21 (C) 
อัตราส่วน 1:5,000 ของรีคอมบิแนนท์โคลนที่ถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.2 
มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25º ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
 

เลน 1        รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-Δ60N_VP1 (control(                                                
เลน 2        รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F1 )Fragment 1(                                                                 
เลน 3        รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F2 )Fragment 2(                                                                         
เลน 4        รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F3 )Fragment 3(                                                                  
เลน 5        รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F4 )Fragment 4(        
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ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 29 ไม่ปรากฏแถบสัญญาณใดๆ ต่อรีคอมบิแนนท์
โปรตีน Δ60N_VP1 )ควบคุม(, รีคอมบิแนนท์โปรตีน F1-F4 )รูป 5.18( 

 
รูปที่  5.18 ผลการวิ เคราะห์ด้วย 18% Tricine gel SDS-PAGE (A) Western blotting 

analysis โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 29 อัตราส่วน 1:500 (B) ของรีคอมบิแนนท์โคลน ที่
ถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.2 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25º ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  

 
เลน 1        รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-Δ60N_VP1 (control(                                                
เลน 2        รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F1 )Fragment 1(                                                                 
เลน 3        รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F2 )Fragment 2(                                                                         
เลน 4        รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F3 )Fragment 3(                                                                  
เลน 5        รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F4 )Fragment 4(                                                                    
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5.12 ผลการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอริเมอเรส ชิ้นส่วน Separating 1- Separating 2 (S1, S2)  

 น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a-Fragment 1 ที่สกัดได้ มาเป็นต้นแบบในการเพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์จ าเพาะ ตั้งโปรแกรมดังตาราง 4.3 ตรวจสอบโดยวิธีอะกาโรสเจล 
อิเล็กโทรโฟเรซิส ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที จากผลการรันเจลโดยใช้ 1.5%  
อะกาโรสเจล พบชิ้นส่วนสารพันธุกรรม S1 และ S2 มีขนาดประมาณ 110 และ 290 คู่เบส ตามล าดับ 
)รูปที่ 5.19( 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5.19 ผลการวิเคราะห์ด้วย 1.5% อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ 
เวลา 60 นาที 

 
เลน M1  100 bp Marker  (Thermo scientific)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
เลน 1 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ Separating 1 (S1)                                                                         
เลน 2 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ Separating 2 (S2)               
เลน M2  λHindIII Marker  (Thermo scientific)     
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5.13 ผลการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pJET- S1 และ S2 

น าชิ้นส่วนสารพันธุกรรม S1 และ S2 ที่เพ่ิมปริมาณจากข้อ 4.4.2.2 เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ 
pJET )Thermo Scientific) จากนั้นทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pJET-S1 และ S2 เข้าสู่
เซลล์เจ้าบ้าน E. coli DH5α )การทดลองที่ 4.1.1( และสกัดพลาสมิด )การทดลองที่ 4.4.1( ส่ง
ตัวอย่างไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  

 
ผลการทดลอง แสดงล าดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกับ

ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Fragment 1 )ควบคุม( พบว่าชิ้นส่วน S1 และ S2 มีล าดับกรดอะมิโน
เหมือนกับตัวควบคุม 100 เปอร์เซ็นต์ แสดงผลในรูปที่ 5.20-5.21 

 
  รูปที่ 5.20 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Separating 1 
ที่เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pJET1.2 blunt cloning kit เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน 
Fragment 1 )ควบคุม(  

 

 
รูปที่ 5.21 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Separating 2 

ที่เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pJET1.2 blunt cloning kit เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน 
Fragment 1 )ควบคุม( 
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5.14 ผลการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a- S1 และ S2 

น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด  pJET-S1 และรีคอมบิแนนท์พลาสมิด  pJET-S2 ที่มีล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ที่ถูกต้อง ตัดเอาชิ้นส่วนสารพันธุกรรมออกด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI และ XhoI ท า
การเชื่อมชิ้นส่วนสารพันธุกรรมเข้ากับเวกเตอร์ pET28a (+) (Invitrogen) ด้วยเอนไซม์ T4 ligase 
จากนั้นท าการทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดทั้ง 2 ตัว เข้าสู้เซลล์เจ้าบ้าน E. coli DH5α  
)การทดลองที่ 4.1.1( และสกัดพลาสมิด )การทดลองที่ 4.4.1( ส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์หาล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ จากนั้นแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์เป็นล าดับกรดอะมิโน เปรียบเทียบกับล าดับ
กรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Fragment 1 แสดงผลในรูปที่ 5.22-5.23  

 
รูปที่ 5.22 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Separating 1 

ที่เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pET28a (+) เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Fragment 1 
)ควบคุม( 

 

 
รูปที่ 5.23 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Separating 2 

ที่เชื่อมเข้ากับเวกเตอร์ pET28a (+) เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Fragment 1 
)ควบคุม( 
 

ผลการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่า รีคอมบิแนนท์ pET28a-S1 และรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
pET28a-S2 ที่สร้างขึ้น มีล าดับกรดอะมิโนเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
Fragment 1 ดังนั้น รีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 2 ตัว จึงเหมาะสมในการเลือกน าไปใช้ในการแสดงออก 
เพ่ือหาเอพิโทปที่จ าเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 ต่อไป 
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5.15 ผลการระบุเอพิโทปต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

น ารีคอมบิเเนนท์โคลน pET28a-Δ60N_VP1, F1, F2, F3, F4, S1 และ S2 ชักน าให้เกิดการ
แสดงออกด้วย IPTG เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นติดตามผลด้วยวิธี SDS-PAGE และ Western 
blotting analysis โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 ทั้งก่อน และหลังท าให้บริสุทธิ์ เป็น
แอนติบอดีปฐมภูมิย้ายเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli Rosetta gami และชักน าให้เกิดการแสดงออกด้วย 
IPTG (การทดลองที่ 4.1) จากนั้นติดตามผลด้วยวิธี SDS-PAGE และ Western blotting analysis 
โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 ทั้งก่อน และหลังท าให้บริสุทธิ์ เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ  
อัตราส่วน 1: 5,000  

จากผลการทดลอง พบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 )ควบคุม(, รีคอมบิแนนท์โปรตีน 
F1 และรีคอมบิแนนท์โปรตีน S2 ปรากฏแถบสัญญาณต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 ทั้งก่อน 
และหลังท าให้บริสุทธิ์ มีขนาดประมาณ 45, 15 และ 10 กิโลดาลตัน (รูป 24 เลน 1, 2 และ 7) 

 

 
รูปที่ 5.24 ผลการวิเคราะห์ด้วย 18% Tricine gel SDS-PAGE (A) Western blotting analysis 
โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีก่อน (Pre) ท าให้บริสุทธิ์ (B) โมโนโคลนอลแอนติบอดีหลัง (Post) ท า
ให้บริสุทธิ์ (C) อัตราส่วน 1:5,000 

 
เลน M      Protein Marker (Bio-Rad)                                                                                
เลน 1       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-Δ60N_VP1(control(                                                
เลน 2       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F1 )Fragment 1(                                                                 
เลน 3       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F2 )Fragment 2(                                                                         
เลน 4       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F3 )Fragment 3(                                                                  
เลน 5       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-F4 )Fragment 4(                                                                   
เลน 6       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-S1 )Separating 1(                                                                        
เลน 7       รีคอมบิแนนท์โปรตีน pET28a-S2 )Separating 2( 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่6  
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

จากการศึกษาการตอบสนองของรีคอมบิเเนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
พบว่าเมื่อน ารีคอมบิเเนนท์โคลน Δ60N_VP1 )ศรุดา หวังอนุรักษ์กุล, 2558( มาชักน าให้เกิดการ
แสดงออกด้วย IPTG ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.2 มิลลิโมลาร์  เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบการ
แสดงออกของโปรตีน  Δ60N_VP1 ต่ อ โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่ อ โปรตีน  Δ60N_VP1  
)ศรุดา หวังอนุรักษ์กุล, 2558( ซึ่งปรากฏแถบสัญญาณที่จ าเพาะขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน ซึ่ง
สอดคล้องกับการทดลองของ Lee และคณะ (2009) อภิปรายผลว่าที่ปลาย N-Terminal ของโปรตีน 
VP1 ณ กรดอะมิโนล าดับที่ 50-60 มีกรดอะมิโน Arginine อยู่มาก ซึ่งเป็นพิษต่อเซลล์เจ้าบ้าน  
E. coli. ท าให้ไม่สามารถชักน าให้เกิดการแสดงออกโปรตีนได้ และเมื่อท าการตัดชิ้นส่วนบริเวณ
ดังกล่าวออก พบว่าสามารถชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน VP1 เมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีน 
VP1 full length ที่ ถูกชักน า ให้ เกิดการแสดงออก จึ งน ารีคอมบิ เ เนนท์ โคลน Δ60N_VP1  
)ที่ตัดล าดับกรดอะมิโน ล าดับที่ 1-60 ออก( มาขยายขนาดการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน
ด้วย IPTG เพ่ือให้ได้โปรตีน Δ60N_VP1 ในปริมาณท่ีมากพอ ที่สามารถน าไปใช้เป็นแอนติเจนในการ
ฉีดกระตุ้นการผลิตแอนติบอดีในหนูเม้าส์ น าโปรตีนที่ได้จากการชักน าให้แสดงออกท าให้บริสุทธิ์ โดย
ใช้ His-Trap column Ni2+- NTA affinity chromatography โดยโปรตีนจะถูกชะออกจากคอลัมน์
ด้วย Imidazole ความเข้มข้น 200 และ 300 มิลลิโมลาร์ และโปรตีนบริสุทธิ์จะอยู่ใน fraction ที่มี 
Imidazole ความเข้มข้น 200 และ 300 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ จากนั้นน าสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์
ที่ได้ dialysis และท าให้สารละลายโปรตีนบริสุทธิ์เข้มข้นขึ้น วัดความเข้มข้นด้วยวิธี Brad ford assay 
เปรียบเทียบกับค่าของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน )BSA( พบว่าสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์มีความ
เข้มข้น 52,260 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีความเข้มข้นมากกว่า Lee และคณะ (2009) ที่ใช้เซลล์
เจ้าบ้าน E. coli BL21 ในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน VP1 ด้วย IPTG ความเข้มข้น
สุดท้ายเท่ากับ 0.1 มิลิโมลาร์ เป็นเวลา 6 ชั่วโมง และได้ท าโปรตีนให้มีความบริสุทธิ์โดยใช้ His-Trap 
column Ni2+- NTA affinity chromatography โปรตีนบริสุทธิ์ที่ ได้มีความเข้มข้นเท่ากับ 26.2 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
เตรียมสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์เพ่ือใช้ฉีดกระตุ้นการผลิตแอนติบอดี โดยใช้หนูเม้าส์เพศเมียอายุ 

8 สัปดาห์ ทั้งหมด 4 ตัว เกิดข้อผิดพลาดจากการค านวนความเข้มข้น ในการเตรียมสารละลายโปรตีน
บริสุทธิ์ผิด งานวิจัยนี้จึงใช้โปรตีนบริสุทธิ์ที่มีความเข้มข้นสูงมาก ในการใช้เป็นแอนติเจนเพ่ือฉีด
กระตุ้นการผลิตแอนติบอดีในแต่ละครั้ง ซึ่งใช้ความเข้มข้นประมาณ 0.52 มิลลิกรัมต่อการฉีดกระตุ้น 
1 ครั้ง ต่อหนูเม้าส์ 1 ตัว ในการฉีดกระตุ้นครั้งแรก จะใช้แอนติเจนผสมกับ Freund’s Complete 
Adjuvant (FCA) ครั้ งที่  2-4 จะผสมแอนติ เจนกับ Freund’s Incomplete Adjuvant (FIA) ใน
อัตราส่วน 1:1 ท าการฉีดกระตุ้นซ้ าทุกๆ 2 สัปดาห์ จนครบ 4 ครั้ง จากนั้นการุณยฆาตหนูจ านวน     
2 ตัว โดยให้ดม CO2 แล้วผ่าเอาม้ามมาหลอมลวมกับไมอีโลมาเซลล์ด้วย 50% PEG ปริมาตร           
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1 มิลลิลิตร และท าการกระจายเซลล์ลง 96 well plate เลี้ยงเซลล์ในสภาวะ 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 
37º ซ และน าอาหารเลี้ยงเซลล์มาทดสอบหาการผลิตแอนติบอดีด้วยวิธี Indirect ELISA โดย
แอนติเจนที่ใช้ทดสอบมีความเข้มข้นเท่ากับ 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่
ให้ผลเป็นบวกท้ังสิ้น 60 โคลน และท าการเจือจางเซลล์ ด้วยวิธี Limiting dilution เพ่ือกระจายเซลล์
ให้ได้เซลล์เดี่ยว จนได้เป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดี พบโคลนที่ผลิตแอนติบอดีต่อโปรตีน Δ60N_VP1 
ทั้งสิ้น 6 โคลน ได้แก่ โคลนที่ 1 (6-5B-5B-12F-10A) โคลนที่ 2 (2D-A8-C4) โคลนที่ 3 (3-A1-F4, 3-
C7-A8, 3-F1-H3) โคลนที่ 7 (7-E2-G7-E10) โคลนที่ 21 (21-A11-B8, 21-H1-B3) และโคลนที่ 29 
(29G-E1-D5-A9, 29G-E1-D5-D5, 29G-E1-D5-G3) Pan และคณะ  (2015) ได้ ใช้ รี คอมบิแนนท์
โปรตีน N protein ของไวรัสท้องร่วงรุนแรงในสุกร (Porcine Epidemic Diarrhea Virus; PEDV) 
เป็นแอนติเจนส าหรับฉีดกระตุ้นการผลิตแอนติบอดี ซึ่งใช้ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม ต่อการฉีดกระตุ้น 
1 ครั้ง/หนูเม้าส์ 1 ตัว โดยแอนติเจนที่ Pan และคณะ (2015) ใช้มากกว่า 100 เท่า ในงานวิจัย
ดังกล่าว สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ได้จ านวน 1 โคลน (2B8) 

 
น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 6 โคลน มาจัดจ าแนกคลาสของแอนติบอดี (Isotype) พบว่าแต่ละ

โคลนเป็นแอนติบอดีคลาส IgG2a, IgM, IgG2b, IgM, IgG1, IgG2b /IgM ตามล าดับ การที่โคลนที่ 29 
ปรากฏผลของไอโซไทป์ 2 คลาส )IgG2b หรือ IgM( จึงสันนิฐานว่าแอนติบอดีโคลนที่ 29 อาจจะเป็น 
โพลีโคลนอลแอนติบอดีอยู่ จึงเลือกแอนติบอดีคลาส IgG ได้แก่โคลนที่ 1, 3 และ 21  ทดสอบความไว 
)sensitivity( พบว่าโมโนโลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 ให้ค่าความไวสูงที่สุด สามารถเจือจางแอนติบอดี
ได้ถึง 1:32,768 ในขณะที่แอนติบอดีโคลนที่ 3 และ 21 เจือจางได้ถึง 1: 2,048 จากนั้นท าการขยาย
ขนาดการเลี้ยงเซลล์ที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 เพ่ือให้ได้แอนติบอดีในปริมาณที่มาก
พอที่จะน าไปท าให้บริสุทธิ์ โดยเลี้ยงเซลล์ที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 ในอาหารเลี้ยง
เซลล์ ISF ปริมาตร 350 มิลลิลิตร ปั่นแยกเซลล์ออก และใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
ท าให้บริสุทธิ์ด้วย Hi-Trap protein G HP column แอนติบอดีถูกชะออกจากคอลัมน์อยู่ใน fraction 
ที่ 8-13 ท าการรวม fraction แล้วน าไปหาความเข้มข้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีบริสุทธิ์ด้วยวิธี 
BCA น าค่าที่ได้เปรียบเทียบกับค่าสารละลายโปรตีนมาตรฐาน พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความ
เข้มข้น 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีแอนติบอดีปริมาตรรวม 6 มิลลิลิตร 

 
นอกจากนี้ ทางผู้วิจัยได้ท าการหาเอพิโทปที่จ าเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ โดยน า 

รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a-Δ60N_VP1 ที่สกัดได้โดย ศรุดา หวังอนุรักษ์กุล )2558( มาเป็น
ต้นแบบในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม โดยแบ่งเป็น 4 ชิ้นส่วน ได้แก่ Fragment 1 (F1), F2, F3 
และ F4 มีขนาดประมาณ 400, 350, 250 และ 150 คู่เบส ตามล าดับ และใช้รีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
pET28a-Fragment 1 เป็นต้นแบบในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม โดยแบ่งเป็น 2 ชิ้นส่วน ได้แก่ 
Separating 1 (S1) และ Separating 2 (S2) มีขนาดประมาณ 110 และ 290 คู่ เบส ตามล าดับ 
จากนั้นโคลนเข้าเวกเตอร์ pET28a (+) และทรานสฟอร์มเข้าสู่ E. coli DH5α สุ่มรีคอมบิแนนท์โคลน
แบคทีเรีย ส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ น าผลนิวคลีโอไทด์แปลรหัสเป็นล าดับกรดอะมิโน ท าการ
เปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของชิ้นส่วน F1-F4 กับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Δ60N_VP1 
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)ควบคุม( และเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของชิ้นส่วน S1 และ S2 กับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน 
Fragment 1 )ควบคุม( จากนั้น เลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่มีล าดับกรดอะมิโนเหมือนกับล าดับ  
กรดอะมิโนของตัวควบคุม 100% ย้ายเข้าสู่ E. coli Rosetta-gami แล้วชักน าให้เกิดการแสดงออก
ของโปรตีนด้วย IPTG ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.2 มิลลิโมล่าร์ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้น 
วิเคราะห์ผลด้วยวิธี western blotting analysis โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1, 3 และ 
21 และใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 29 เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ พบว่าโปรตีน Δ60N_VP1 
)ควบคุม(, F1 และ S2 แสดงแถบสัญญาณต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 1 แถบสัญญาณที่
ปรากฏมีขนาดประมาณ 45, 15 และ 10 กิโลดาลตัน ตามล าดับ ในขณะที่โปรตีน Δ60N_VP1 
)ควบคุม( และ F2 แสดงแถบสัญญาณต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 3 และ 21 มีขนาดประมาณ 
45 และ 13 กิโลดาลตัน ตามล าดับ ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 3 โคลน ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับ
โปรตีนอ่ืนๆ ที่มี His-tag อย่างไรก็ตามผลการท า western blotting analysis โดยใช้โพลีโคลนอล
แอนติบอดีโคลนที่ 29 เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ ไม่พบสัญญาณใดๆ ต่อโปรตีนทั้ ง 6 ชิ้น รวมไปถึง
โปรตีน Δ60N_VP1 )ควบคุม( ในขณะที่ทดสอบด้วยวิธี Indirect-ELISA กลับพบการตอบสนอง
ระหว่างแอนติเจน Δ60N_VP1 ต่อแอนติบอดีโคลนที่ 29 ซึ่งแอนติเจนที่ใช้ทดสอบไม่ได้ถูกท าให้
เสื่อมสภาพ จึงสันนิฐานว่าในการท า western blotting analysis โปรตีนที่ใช้ทดสอบจะถูกท าให้
เสื่อมสภาพ ด้วยความร้อนเป็นเวลา 10 นาที, SDS และ β-mercaptonal ท าให้รูปแบบการม้วนพับ
ของโปรตีนเปลี่ยนไปจากปกติ จึงไม่สามารถใช้แอนติบอดีโคลน 29 ในการท า western blotting 
analysis ได้ ซึ่งสามารถทดสอบสมมติฐานโดยการท า SDS-PAGE ในรูปของ native form หรือท า 
Indirect-ELISA โดยท าให้แอนติเจนเสื่อมสภาพก่อนที่จะตรึงใน 96-well plate เป็นต้น 

 
จากงานวิจัยทั้งหมดนี้สรุปได้ว่า ผู้วิจัยสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน 

Δ60N_VP1 ได้ทั้งหมด 3 โคลน ได้แก่ โคลนที่ 1, 3 และ 21 นอกจากนี้โมโนโคลนอลแอนติบอดี
โคลนที่ 1 จับเอพิโทป บนโปรตีน Δ60N_VP1 ณ กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 97-193 และโมโนโคลนอล
แอนติบอดีโคลนที่ 3 และ 21 จับเอพิโทปบนโปรตีน Δ60N_VP1 ณ กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 194-310 
ในอนาคตสามารถน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 3 โคลนไปใช้งานวิจัยอ่ืนๆ ได้เช่น การน าไปพัฒนา
ในการท าชุดตรวจสอบ (Strip test) หาไวรัสโลหิตจางสิ่งส่งตรวจได้  
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ภาคผนวก 

 

หมวดที่ 1 โปรตีน และการแสดงออกของโปรตีน 
1. 3X Gel buffer  

 Trisma base       36.3 g 
 HCl         4.5 ml 
 SDS         0.3  g 

** ปรับ pH ให้เท่ากับ 8.45 และปรับปริมาตรด้วย DDW ให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 100 ml จากนั้น
กรองด้วย filter  
 

2. 4X SDS-Sample Loading buffer 
 200 mM Tris-HCl pH 6.8     6  ml 
 400 mM DTT        1.851  g 
 SDS         2.4  g 
 Bromophenol blue       0.02  g 
 40% Glycerol        12  ml 
 Ultrapure water       12  ml 

** น าไป Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บที่อุณภูมิห้อง 
 

3. 5% Skim milk-PBST 
 PBST         25  ml 
 Skim milk        1.25  g 

 
4. 10% ammonium persulfate (APS) 

 APS         5  g 
 Ultrapure water       50  ml 

 
5. 10X Anode Running buffer (Buffer for Tricine gel) 

 Trisma base        121 g 
 HCl        10 ml 

** ปรับ pH ให้เท่ากับ 8.9 และปรับปริมาตรด้วย DDW ให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 1 L   
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ภาคผนวก (ต่อ) 
 

6. 10X Catode Running buffer (Buffer for Tricine gel) 
 Trisma base       121 g 
 Tricine        179 g 
 SDS        10 g 

** ปรับ pH ให้เท่ากับ 8.25 และปรับปริมาตรด้วย DDW ให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 1 L   
 

7. 10X SDS Running buffer (Buffer for Glycine gel) 
 Glycine        144  g 
 SDS          10  g 
 Trisma base         30  g 
 DIW         1 L 

** ก่อนใช้ ปรับความเข้มข้นเป็น 1X โดยผสม 10X SDS running buffer 100 ml ต่อ DIW 900 ml  
 

8. 10x SDS Transfer buffer 
 Glycine        29  g 
 SDS         3.7  g 
 Trisma base        50.8  g 
 DIW         800 ml 

** ปรับความเข้มข้นเป็น 1X โดยผสม 10X transfer buffer 100 ml ต่อ DIW 900 ml  
** ก่อนใช้ ผสม 1X transfer buffer 400 ml ต่อ methanol 100 ml เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 ซ 
 

9. 30% Acrylamide 
 Acrylamide       87 g 
 Bisacrylamide       3 g 
 Ultrapure water      40 ml 

** หลังจากละลายแล้วเติม Ultrapure water ให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 300 ml 
 

10. 55% Acrylamide 
 Acrylamide       46.5 g 
 Bisacrylamide       3 g 
 Ultrapure water      40 ml 

** หลังจากละลายแล้วเติม Ultrapure water ให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 100 ml 
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ภาคผนวก (ต่อ) 
 

11. Chemiluminescent substrates (for HRP) 
 100 mM Tris-HCl pH 8.5       5  ml 
 90 mM p-Coumaric acid in DMSO     11  µl 
 250 mM Luminol in DMSO      25  µl 
 30% H2O2        1.5  µl 

 
12. Comassie brilliant blue Staining solution 

 Comassie brilliant blue R-250     2.5  g 
 Methanol        500  ml 
 DIW         400  ml 
 Acetic acid (Gracial)       100  ml 

** ละลาย Comassie brilliant blue R-250 ใน Methanol ก่อนเติมน้ า และ Acetic acid 
 

13. Comassie brilliant blue De-staining solution 
 Methanol        500  ml 
 Acetic acid (Gracial)       100  ml 
 DIW         400  ml 

 
14. PBST (0.5% Tween 20) 

 10X PBS       100 ml 
 Tween 20       500 µl 
 DIW        900 ml 

 
15. Fix Solution 

 Methanol        100  ml 
 Acetic acid (Gracial)       100  ml 
 Glycerol        50  ml 
 DIW        750  ml 
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ภาคผนวก (ต่อ) 
 

หมวดที ่2 ท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ 
1. 1% EDTA 

 EDTA        2 g 
 DIW        200 ml 

 
2. 1M PCE elution buffer 

 PCW         250  ml 
 Imidazole        17  g 

** ก่อนใช้ ปรับความเข้มข้นสุดท้ายตามที่ต้องการ ในงานวิจัยนี้ใช้ความเข้มข้นที่ 40mM, 60mM, 
100mM, 200mM และ 300mM Imidazole จากนั้นน าไป autoclave ที่ อุณหภูมิ  121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 

3. PCL (lysis) buffer 
 1X PBS        500 ml 
 1% SDS       5 g 

** Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติม DTT ให้ความเข้มข้น
สุดท้ายเท่ากับ 1mM  
 

4. 10X PBS (Dialysis buffer) 
 NaCl         80  g 
 KCl         2  g 
 Na2HPO4       14.4  g 
 KH2PO4        2.4  g 

** ละลายใน DIW 800 ml ปรับ pH ให้เท่ากับ 7.4 และเติม DIW ให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 1 L 
น าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ก่อนใช้ ปรับความเข้มข้นเป็น 
1X โดยผสมกับ DIW 
 

5. PCW washing buffer 
 1X PBS        1 L 
 0.1% Sarkosyl       1 g 

** Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก (ต่อ) 
 

6. Strip buffer 
 1X PBS        100 ml 
 50 mM EDTA       1.86 g 

หมวดที ่3 ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
1. 0.1 M Glycine-HCL buffer (Buffer A) 

 Glycine        7.5 g 
 DIW        1 L 

** ปรับ pH ด้วย [conc. HCL] ให้เท่ากับ 2.7 จากนั้นกรองด้วย filter 0.2 ไมโครเมตร เก็บท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

2. 20 mM Sodium phosphate (Buffer B) 
 Na2HPO4·12H2O       7.16 g 
 DIW        500 ml 

** ละลายแล้ว ปรับ pH ด้วย NaH2PO4 ให้เท่ากับ 7 จากนั้นเติม DIW ให้มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 1 
L แล้วกรองด้วย filter 0.2 ไมโครเมตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

3. 205 mM Potassium Citrate buffer (TMB buffer) 
 Potassium citrate      33.2 g 
 Citric acid       21.54 g 

** ปรับ pH ด้วย Citric acid ให้เท่ากับ pH 4 จากนั้นเติม DDW ให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 1 L 
 

4. Stop solution (1N H2SO4) 
 H2SO4        27.5 ml 
 DDW        1 L 

 
 
 
 
 

 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

76 

ภาคผนวก (ต่อ) 
 

5. RPMI-1640 media 
 NaHCO3        2 g 
 L-glutamine       0.1  g 
 Glucose        2  g 
 Pyruvic acid        0.11  g 
 RPMI-1640       10.4  g 
 DDW        1  L 

** เตรียม Hypoxanthine, Aminopterin และ Thymidine เป็น 100X )10mg/ml) ส าหรับ HAT 
medium 
** เตรียม Hypoxanthine และ Thymidine เป็น 100X )10mg/ml) ส าหรับ HT medium 
 

6. TMB substrate (3,3׳5,5,׳-tetramethylbenzidine; TMB)/1 plate 
 TMB substrate       3 mg 
 DMSO        300 µl 
 205 mM Potassium Citrate buffer    10 ml 
 30% H2O2       3.4 µl 

หมวดที่ 4 โคลนนิ่ง  
1. 34mg/ml Chloramphenical 

 Chloramphenical      1.02  g 
 100% Ethanol (AR grade)      30  ml 

** ท ายาปฏิชีวนะให้ปลอดเชื้อ โดยการกรองเท่านั้น  
 

2. 50mg/ml Kanamycin 
 Kanamycin        1  g 
 Ultrapure water      20  ml 

** ท ายาปฏิชีวนะให้ปลอดเชื้อ โดยการกรองเท่านั้น  
 

3. 50X TAE buffer 
 Tris base        242  g 
 Acetic acid        57.1  ml 
 0.5M EDTA pH 8       100  ml 

** ปรับปริมาตรด้วย DDW ให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 1 L 
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ภาคผนวก (ต่อ) 
4. 100mg/ml Ampicillin 

 Amplicillin         1  g 
 Ultrapure water       10  ml 

** ท ายาปฏิชีวนะให้ปลอดเชื้อ โดยการกรองเท่านั้น  
 

5. Luria Bertani (LB) medium 
 0.5%  Yeast extract       5  g 
 1%  NaCl       10  g 
 1%  Tryptone      10  g 
 1.5%  Agar       15  g 

** น าไป Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (อาหารเหลวไม่เติม Agar) 
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ภาคผนวก (ต่อ) 
 
ตารางแสดงผลการหาค่าความเข้มข้นของแอนติเจน (Titer) ที่เหมาะสมต่อการตรวจหาแอนติบอดีต่อ CAV 
       

 
ระดับ 

เจือจางซีรั่ม 

 
หนู

เม้าส์ 
BALB/c 

ปริมาณแอนติเจน (นาโนกรัมต่อหลุม) 
100 ng  500 ng  1,000 ng  

Pre* Post* Pre* Post* Pre* Post* 

1:500 เบอร์ 1 
เบอร์ 2 
เบอร์ 3 
เบอร์ 4 

0.2339 
0.2777 
0.2171 
0.2372 

0.4955 
0.6200 
0.6213 
0.4399 

0.2657 
0.3110 
0.2457 
0.1515 

0.5485 
1.0466 
0.8918 
0.4365 

0.2572 
0.4349 
0.2629 
0.1862 

0.8159 
1.8092 
0.8257 
0.5893 

1:1,000 เบอร์ 1 
เบอร์ 2 
เบอร์ 3 
เบอร์ 4 

0.2114 
0.3091 
0.2003 
0.1587 

0.3741 
0.3759 
0.4139 
0.2739 

0.1808 
0.1953 
0.1793 
0.1330 

0.3034 
0.7696 
0.5538 
0.2814 

0.2154 
0.2125 
0.1894 
0.1584 

0.4371 
1.2566 
0.6891 
0.3766 

1:2,000 เบอร์ 1 
เบอร์ 2 
เบอร์ 3 
เบอร์ 4 

0.1826 
0.2036 
0.1517 
0.1315 

0.2485 
0.2386 
0.2917 
0.2072 

0.1490 
0.1643 
0.1362 
0.1239 

0.2206 
0.4697 
0.3945 
0.1955 

0.2044 
0.2138 
0.1667 
0.1385 

0.3092 
0.7359 
0.5416 
0.2628 

1:4,000 เบอร์ 1 
เบอร์ 2 
เบอร์ 3 
เบอร์ 4 

0.1499 
0.1575 
0.1282 
0.1188 

0.1940 
0.1760 
0.1992 
0.1625 

0.1469 
0.1340 
0.1244 
0.1046 

0.2001 
0.3114 
0.2470 
0.1512 

0.1631 
0.1877 
0.1705 
0.1317 

0.2500 
0.4352 
0.3650 
0.2132 

1:8,000 เบอร์ 1 
เบอร์ 2 
เบอร์ 3 
เบอร์ 4 

0.1257 
0.1274 
0.1242 
0.1094 

0.1809 
0.1344 
0.1486 
0.1368 

0.1293 
0.1275 
0.0995 
0.1072 

0.1353 
0.1936 
0.1854 
0.1449 

0.1530 
0.1821 
0.1482 
0.1531 

0.2121 
0.2999 
0.2777 
0.8312 

1:16,000 เบอร์ 1 
เบอร์ 2 
เบอร์ 3 
เบอร์ 4 

0.1224 
0.1159 
0.1118 
0.0961 

0.1677 
0.1045 
0.1250 
0.1135 

0.1128 
0.1256 
0.1168 
0.1065 

0.1643 
0.1438 
0.1571 
0.1315 

0.1795 
0.1669 
0.1458 
0.1365 

0.1866 
0.2028 
0.1970 
0.1653 

Control - 0.0765  
(-) 

1.1232 
(+) 

0.0731  
(-) 

2.7912 
(+) 

0.1036  
(-) 

3.251 (+) 

*Pre คือ serum ที่เก็บจากหนเูม้าส์จ านวน 4 ตัว ก่อนท าการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันคร้ังแรก 
*Post คือ serum ที่เก็บจากหนูเม้าส์จ านวน 4 ตัว หลังท าการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันคร้ังที่สอง 
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