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บทคัดยอ 

  โรคโควิด-19 เปนโรคติดตอทางระบบทางเดินหายใจท่ีเกิดจากเชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุกลุมโรคทางเดิน

หายใจเฉียบพลันรุนแรง (SARS-CoV-2 : Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2)  ไวรัส SARS-

CoV-2 ติดเชื้อบริเวณทางเดินหายใจสวนลางของมนุษยโดยอาศัยการจับกันของโปรตีนหนาม (Spike) ท่ี

ประกอบดวยหนวยยอย S1 และ S2 โดย S1 โครงสรางท่ีสำคัญท่ีมี RBD (Receptor binding domain) ซ่ึงมี

ความจำเพาะในการจับกับ Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor ของมนุษยเพ่ือเขาสูเซลล 

สามารถติดตอผานการสัมผัสกับผูติดเชื้อ ผานละอองเสมหะจากการไอ จาม น้ำมูก น้ำลาย ทำใหมีการแพรระบาด

เปนวงกวางจนองคการอนามัยโลกประกาศใหเปนการระบาดระดับ “Pandemic” เนื่องดวย COVID-19 เปนโรค

อุบัติใหมการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัย พัฒนาวัคซีนมีความจำเปนในการควบคุมการระบาด แตการจะใชไวรัสเชื้อเปน 

(live virus) ตองอาศัยหองปฏิบัติการท่ีมีระบบความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ3 (biosafety level III) ดังนั้น การ

ใชโปรตีนโครงสรางของไวรัส SARS-CoV-2 จะเปนหนึ่งในทางเลือกทำใหการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยและวัคซีน

สามารถดำเนินไปไดสะดวกรวดเร็วยิ่งข้ึน  ในงานวิจัยนี้จึงศึกษาการแสดงออกของโปรตีนหนามโดยอาศัยพลาสมิด 

4 ชนิด ไดแก pCI neo stabilized spike, pCI neo RBD, pCMV S1, pCMV RBD ซ่ึงถูกแปลรหัสเปนโปรตีน 2 

ชนิด คือ Spike และ RBD มีขนาดประมาณ 200 และ 27 kDa (kilodalton) ตามลำดับ โดยนำพลาสมิดเขาสู cell 

line 2 ชนิด ไดแก CHO-K1 และ HEK293 ซ่ึงนำเขาเซลลแบบชั่วคราวโดยใช Fugene HD เพ่ือทดสอบ

ความสามารถในการแสดงออกโปรตีนแตละตัว พบวามีเพียง HEK293 ท่ีสามารถแสดงออกโปรตีนจากพลาสมิด 

pCI neo stabilized spike และpCI neo RBD จึงทำการคัดเลือกเซลล HEK293 ท่ีมีพลาสมิดโดยใชยา G418 

(Geneticin) จากนั้นนำโปรตีนไปทำใหบริสุทธิ์ (purification) โดยวิธ ีaffinity chromatography และตรวจสอบ

ดวย SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) และ Western blot ซ่ึง

ใช α His tag rabbit mAb เปนแอนติบอดีปฐมภูมิ ซ่ึงการศึกษาเพ่ิมเติมดวยการทำELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay) โดยทำการทดลองกับเลือดผูปวยท่ีหายจากโรคจะสามารถตรวจสอบความสารถในการ

จับกับ antibody และนำไปสูการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัย COVID-19 ตอไป 
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Abstract 

 COVID-19 is a severe acute respiratory syndrome caused by coronavirus (SARS-CoV-2), 

COVID-19 can be spread through contact with infected people, droplet from coughing, sneezing, 

mucus, saliva causing an epidermic occurring worldwide call “Pandemic” because this virus infects 

host cells using specific interaction between Receptor binding domain (RBD) within the S1 domain 

of Coronavirus Spike protein and Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor on host cell. 

Due to COVID-19 is a serious emerging disease, the development of diagnostic kits and vaccine is 

essential to control the outbreak, viral Neutralizing test use live virus and it needs to be performed 

in biosafety level III. Therefore, using recombinant structural protein of SARS-CoV-2 will offer 

alternative testing method. In this research, the expression of S protein by using four plasmids 

was studied. Those plasmids are pCI neo stabilized spike, pCI neo RBD, pCMV S1, pCMV RBD, the 

Spike and RBD protein have putative molecular weight are 200 and 27 kilodalton respectively. 

We transfect all into  CHO-K1, HEK293 by using Fugene HD, Calcium-phosphate in transient 

transfection method and found that only HEK293 could express those protein from those 

plasmids pCI neo vector. In addition, we select transfected HEK293 by using G418 (Geneticin) and 

then harvest culture supernatant for purification by using affinity chromatography. The purified 

protein was confirm by SDS-PAGE and Western blot that using α His tag rabbit pAb as primary 

antibody. Further study using serum of COVID-19 convalescent patient or vaccinated people with 

ELISA can test binding activity of our recombinant protein lead to the diagnostic test 

development. 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

อุบัติการณ และการตรวจวินิจฉัยโรคของโรคโควิด-19 

โรคโควิด-19 ( COVID-19 ) เปนโรคติดตอท่ีเกิดจากการติดเชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุกลุมโรคทางเดิน

หายใจเฉียบพลันรุนแรง ( Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 ; SARS-CoV-2 ) เริ่มระบาด

ในเมืองอูฮ่ัน มณฑลหูเปย ประเทศจีน ในปลายเดือนธันวาคม ปค.ศ.2019และระบาด จนถึงปจจุบัน ซ่ึงเปนสาย

พันธุใหมท่ีไมเคยมีรายงานมากอนในมนุษย ไวรัส SARS-CoV-2 ติดเชื้อบริเวณทางเดินหายใจสวนลางของมนุษย

โดยอาศัยการจับกันของโปรตีนหนาม ( Spike ) กับ Angiotensin-converting enzyme 2 ( ACE2 ) receptor 

ของมนุษย สามารถติดตอผานการสัมผัสกับผูติดเชื้อ ผานละอองเสมหะจากการไอ จาม น้ำมูก น้ำลาย ทำใหมีการ

แพรระบาดเปนวงกวางจนองคการอนามัยโลกประกาศใหเปนการระบาดระดับ “Pandemic” แพรระบาดไปท่ัว

โลก (3,12) เนื่องดวย COVID-19 เปนโรคอุบัติใหม ทำใหการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคมีความจำเปนในการ

ควบคุมการระบาด วิธีมาตรฐานท่ีใชตรวจโควิด-19ในหองปฏิบัติการคือ Reverse transcription quantitative 

polymerase chain reaction (RT-qPCR) ซ่ึงเปนวิธีกระบวนการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเปาหมายแบบจำเพาะ

โดยอาศัยเครื่อง real time PCR thermal วิธีดังกลาวมีขอดีคือมีความจำเพาะสูง สวนขอเสียคือใชเวลานานตอง

อาศัยเครื่องมือและความชำนาญในการใชงาน การพัฒนาชุดตรวจชนิดอ่ืนๆ จะสามารถควบคุมการระบาดของโรค

ไดอยางมีประสิทธิภาพและรวดเร็วกวา (21) นอกจากการตรวจวินิจฉัยเพ่ือการควบคุมโรคแลวการตรวจวินิจฉัย

เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนท่ีกำลังพัฒนาไมวาจะเปน inactivated vaccine,  subunit vaccine, RNA-

based vaccine, viral vectored vaccines หรือวิธีการรักษาดวย monoclonal neutralizing antibodies, 

fusion inhibitors ก็มีความสำคัญเชนกัน จะมีสวนชวยประกอบการตัดสินใจใหผูตองการรับวัคซีน ม่ันใจใน

ประสิทธิภาพ และเปนท่ียอมรับมากข้ึนข้ึนไป (14) 
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โครงสรางของไวรัส SARS-CoV-2และการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน 

 ไวรัส SARS-CoV-2 เปนไวรัสในกลุม Coronavirus โครงสรางไวรัสในกลุมนี้จะมีองคประกอบพ้ืนฐาน

ไดแก Spike glycoprotein (S), Nucleocapsid (N), Membrane protein (M), Envelope (E) ,และ Viral 

genome (ภาพท่ี 1.1) โดยองคประกอบท่ีมีบทบาทสำคัญคือ Spike glycoprotein ประกอบไปดวยกรดอะมิโน 

1273 ตัว โดยจะเปนโครงสรางท่ีมีลักษณะเปน homotrimer ยื่นออกมาจากผิวไวรัส ถูกแบงเปน 2 สวนยอยคือ S1 

และ S2 โดยมี “furin cleavage site” เชื่อมท้ังสองอยู (17) ใน S1 จะมีโครงสรางท่ีเรียกวา Receptor Binding 

Domain (RBD) (ภาพท่ี 1.2)  ซ่ึงจับกับ Angiotensin Converting Enzyme2 (ACE2) ท่ีเปนตัวรับในมนุษย 

จากนั้น TMPRSS2 ของมนุษยจะหลั่งเอนไซม “furin protease” เพ่ือตัดบริเวณ furin cleavage site ทำให S1 

และ S2 แยกจากกัน โดยท่ี S2 จะเกิดการ fusion รวมกับ membrane ของเจาบาน และเขาสูเซลลในท่ีสุด (17) 

เม่ือไวรัส SARS-CoV-2 เขาไปในเซลลมนุษยไดแลว เซลลในระบบภูมิคุมกันโดยกำเนิดจะเขามาทำหนาท่ี

กำจัดไวรัส และมีการสงสัญญาณใหเซลลในระบบภูมิคุมกันแบบจำเพาะเขามาทำงานตอ เซลลในระบบภูมิคุมกัน

แบบจำเพาะสามารถรับรูโครงสรางตางๆของไวรัสได แตจะมีระดับการตอบสนองท่ีตางกัน จากงานวิจัยกอนหนานี้ 

ไดผลสรุปวา Spike protein เปนโครงสรางท่ีระบบภูมิคุมกันของมนุษยสามารถตอบสนองไดดีท่ีสุด (8) การ

ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบจำเพาะท่ีมีบทบาทมากท่ีสุดในการกำจัดเชื้อไวรัสคือการสรางแอนติบอดีท่ี

จำเพาะตอเชื้อไวรัสนั้น โดยแอนติบอดีท่ีสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสไดจะถูกเรียกวา “neutralizing antibody” ซ่ึงเปน

แอนติบอดีท่ีถูกกระตุนไดจากการติดเชื้อตามธรรมชาติและการไดรับวัคซีน เม่ือเวลาผานไปไวรัส SARS-CoV-2 

ยอมเกิดการกลายพันธุ (ภาพท่ี 1.3)  โดยบริเวณท่ีพบการกลายพันธุมากท่ีสุดคือ Spike ยกตัวอยางกลายพันธุ เชน 

Spike mutation D614G คือกรดอะมิโนตำแหนงท่ี 614 ของ Spike มีการเปลี่ยนกรดอะมิโนจาก Aspatic ไปเปน 

Glycine ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงไปของโปรตีนโครงสรางของไวรัสนี้จะสงผลตอความสามารถในการยับยั้งเชื้อไวรัสของ 

neutralizing antibody เพราะจะมี neutralizing antibody บางสวนท่ีสามารถเกิด cross   reactivity กับ Spike 

ท่ีเกิดการกลายพันธุได ทำใหการพัฒนาวิธีรักษา การพัฒนาวัคซีน ตองศึกษาควบคูไปกับการกลายพันธุเหลานี้ดวย 

(9)                                 
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ภาพท่ี 1.1 โครงสรางของ SARS-CoV-2 (อางอิงจาก Rohan Bir Singh, MD; Made with Biorender.com) 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1.2 แผนผังโครงสรางของ SARS-CoV-2 spike protein  

(อางอิงจาก Banerjee. Mutation hot spots in Spike protein of COVID-19. 2020) 
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ภาพท่ี 1.3 กราฟแสดงการเกิดการกลาบพันธุบริเวณ SARS-CoV-2 Receptor binding domain 

(อางอิงจาก  Guruprasad. Proteins. 2021) 

การทำโปรตีนใหบริสุทธิ์ 

การทำโปรตีนใหบริสุทธิ์ (Protein purification) คือวิธีการแยกโปรตีนท่ีเราตองการออกจากโปรตีนตัวอ่ืน

โดยอาศัยคุณสมบัติทางกายภาพ และคุณสมบัติทางเคมีของโปรตีนแตละชนิดท่ีมีความแตกตางกันในการแยก 

รวมท้ังแยกสิ่งปนเปอนตางๆใหเหลือเพียงโปรตีนท่ีเราตองการเพียงอยางเดียว (5) ซ่ึงวิธีในการทำใหบริสุทธิ์มี

หลากหลายวิธีและมีหลักการตางกันออกไปโดยวิธีท่ีไดรับความนิยม เชน affinity chromatography เปนวิธีท่ี

อาศัยการจับกันอยางจำเพาะของโมเลกุลเพ่ือคัดแยกโมเลกุลท่ีตองการออกจากโมเลกุลอ่ืนๆ เปนตน ข้ันตอนใน

การทำใหบริสุทธิ์ แบงเปน 3 ข้ันตอนยอยดังนี้ เริ่มตนจากการสกัดโปรตีน (Extraction) เปนข้ันตอนการแยกโปรตีน

ออกจากตัวอยางท่ีเราตองการ เชน เซลล ไวรัส เปนตน ตอดวยการแยกโปรตีน (Protein separation) เปนข้ันตอน

การแยกโปรตีนออกจากโมเลกุลอ่ืนๆผานคอลัมนใหเกิดความบริสุทธิ์ ซ่ึงในข้ันตอนนี้มีวิธีการแยกท่ีหลากหลาย

ข้ึนกับชนิดของโปรตีน และการนำโปรตีนไปใชงาน จากนั้นข้ันตอนสุดทายคือการทำใหโปรตีนมีความเขมขน

เพ่ิมข้ึน (Concentrate protein) เม่ือโปรตีนถูก elute ผานคอลัมน โปรตีนจะเจือจางลงจากกอนการทำใหบริสุทธิ์ 

จึงจำเปนตองทำใหโปรตีนมีความเขมขนมากข้ึนโดยสามารถทำไดหลายวิธี เชน การทำใหเปนผงแหง 

(Lyophilization), การทำใหปริมาตรลดลง (Ultrafiltration) เปนตน (18) เม่ือโปรตีนผานกระบวนการตางๆท่ีทำ

ใหบริสุทธิ์แลวจึงนำมาตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยการทำ SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) โดยสังเกตแถบโปรตีนบนเจลวามีโปรตีนอ่ืนนอกจากโปรตีนท่ีตองการ

มากนอยเพียงใด ก็จะบอกไดถึงความบริสุทธิ์ของโปรตีนนั้น 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Guruprasad+L&cauthor_id=33423311
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การตรวจวินิจฉัยโรคโควิด-19 ดวย Enzyme link immunosorbent assay (ELISA) และ Virus 

Neutralization assay  

การตรวจวินิจฉัยโรคโควิด-19 เปนสิ่งทีสำคัญมากอยางนึงในการควบคุมการระบาดและการพัฒนาวิธี

รักษาโรค สามารถแบงไดเปน การตรวจหาภูมิคุมกัน เชน ELISA, การตรวจหา Neutralizing antibodies เชน 

Neutralization assay และการตรวจหาแอนติเจน (antigen) เชน RT-qPCR, ELISA เปนวิธีการทดสอบเพ่ือ

ตรวจหาภูมิคุมกันในสารตัวอยางโดยอาศัยหลักการการจับกันอยางจำเพาะของแอนติบอดี (Antibody) และ 

แอนติเจน (Antigen) ตรวจสอบผลโดยการทำปฏิกิริยาของสารตั้งตนและเอนไซม (ภาพท่ี 1.4)  จากนั้นอานคาดวย

เครื่องไมโครเพลท (Microplate reader) นับเปนวิธีท่ีมีความไวสูง (Sensitivity) สวน Neutralization assay เปน

วิธีการทดสอบเพ่ือตรวจหาภูมิคุมกันในสารตัวอยาง เชนเดียวกัน ซ่ึงวิธีนี้เปนวิธีท่ีมีความจำเพาะสูง (Specificity) 

และมีความแตกตางจากวิธีการตรวจหาภูมิคุมกันวิธีอ่ืนท่ีสามารถตรวจหาภูมิคุมกันชนิดท่ีสามารถทำลายหรือยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเชื้อนั้นๆไดอีกดวยในขณะท่ีวิธีอ่ืนทราบเพียงวาเคยพบเชื้อนั้นหรือไม วิธีการทดลองจะทำโดย

นำสารตัวอยางมาทำการเจอจางในความเขมขนตางๆและเติมเชื้อท่ีตองการทดสอบในปริมาณคงท่ีเทากันในแตละ

ความเขมขน จากนั้นดูผลการยังยั้งเชื้อ (ภาพท่ี 1.5)  ถาในตัวอยางมีปริมาณภูมิคุมกันเพียงพอจะไมเห็นการ

เปลี่ยนแปลงของเซลล แตถาภูมิคุมกันนั้นมีปริมาณไมเพียงพอหรือไมมีความสามารถในการทำลายเชื้อ เชื้อจะ

เจริญได เซลลจะเกิดการเปลี่ยนแปลงท่ีเรียกวา Cytopathic effect (CPE) (7) 

 

 

 

 

 

 

 ภาพท่ี 1.4 ภาพแสดงการทำ ELISA  

(อางอิงจาก https://www.raybiotech.com/covid-19-human-iga-elisa-kit/?variation_id=191072) 
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ภาพท่ี 1.5 ภาพแสดงการทำ Neutralization assay  

(อางอิงจาก Coronavirus. World Health Organization. 2020 (Graphic: Business Wire)) 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

เพ่ือผลิตโปรตีนหนามและ RBD ของ SARS-CoV-2 และทำใหบริสุทธิ์ จาก HEK293 เพ่ือนำไปประยุกตใช

ในพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคโควิด19 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 รูเทคนิควิธีการผลิตโปรตีนจากเซลล ทราบความแตกตางของความสามารถในการแสดงออกโปรตีนหนาม

ในเซลล CHO-K1, HEK293 และการทำใหบริสุทธิ์ สามารถนำความรูดังกลาวไปประยุกตใชเพ่ือพัฒนาชุดตรวจ

วินิจฉัยโรคตอไป 
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บทท่ี 2 

อุปกรณ เคมีภัณฑและวิธีดำเนินการทดลอง 

อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

1. จานเพาะเชื้อ 

2. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน BV-124 (Tomy, Japan) 

3. ไมโครปเปต ขนาด 2, 2.5, 20, 100, 200, 1,000 ไมโครลิตร 

4. ขวดรูปชมพูขนาด 100, 150 มิลลิลิตร 

5. ขวดเก็บสาร ขนาด 50, 250, 500, 1,000 มิลลิลิตร 

6. เข็มเข่ียเชื้อปลายกลมและปลายแหลม 

7. แทงแกวสามเหลี่ยม 

8. หลอดไมโครเซ็นทริฟวจ ทิวป (Microcentrifuge tube) ขนาด 1.5, 2 มิลลิลิตร 

9. ปเปตทิป (pipette tips) ขนาด 0.5-10, 200, 1,000 ไมโครลิตร 

10. ถาดเลี้ยงเซลล 12 หลุม 

11. เครื่องชั่งสาร รุน L2220 P (Scientific promotion) 

12. ตูปลอดเชื้อ (laminar flow) รุน BV-124 (ISSCO) 

13. ตูเย็น (refrigerator) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (MITSUBISHI, Japan) 

14. เครื่องบมเชื้อแบบเขยา 

15. ตูแชจุดเยือกแข็งต่ำ (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (SHARP, Japan) 

16. ตูแชจุดเยือกแข็งต่ำ (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

17. เครื่องทำน้ำแข็ง รุน OF 146 (Newton, Thailand) 

18. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G560E (Scientific industries, USA) 

19. หลอด cryotube 2 มิลลิลิตร 

20. ฮีโมไซโตมิเตอร บริษัท ISOLAB Laborgerate GmbH, Germany 

21. ท่ีวางหลอดทดลอง (test tube rack) 

22. เครื่องอานไมโครเพลท รุน Varioskan Flash Multimode (Thermo Fisher Scientific, USA) 



8 
 

23. อางควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 

24. ชุดสกัดพลาสมิด (Midi prep kit Zymo research) 

25. Ultra-Low Attachment 96-well plate (Corning Inc., USA) 

26. กลองจุลทรรศน บริษัท OLYMPUS CKX3-SLP (OLYMPUS, Japan) 

27. ขวดเลี้ยงเซลลท่ีมีฝาปดตัวกรองขนาด 25, 75 ตารางเซนติเมตร (Nunc Thermo Fisher Scientific, USA) 

28. ตูบมเซลลท่ีมีการใหแกสคารบอนไดออกไซด (Carbon dioxide incubator) รุน 311 (Thermo Elaectron 

Corporation, USA) 

29. ชุดเครื่องมือทำ agarose gel electrophoresis (Mupid-2 plus) 

30. ชุดเครื่องมือทำ SDS-PAGE (BIO-RAD) 

31. ชุดเครื่องมือทำ semi-dry electrophoretic transfer (BIO-RAD) 

32. Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane 

33. อุปกรณถายภาพ Chemiluminescence (Uvitec Ltd, UK) 

34. อุปกรณถายภาพ Gel documentation (Uvitec Ltd, UK) 

35. Heating Block 

36. หลอดไซริงคพลาสติก ขนาด 10, 20 มิลลิลิตร 

37. ไซริงคฟลเตอร 0.45 ไมครอน 

38. Centrifugal ultrafiltration filter unit (Amicon ultra 2 ml 30K device, Merck) 

39. เครื่องทำ affinity chromatography (AKTA pure, Cytiva) 

40. เครื่องวัด pH  

41. เครื่องกรองน้ำ Type 1 

42. Nanodrop (Thermo Scientific) 

43. Sonicator 

44. Dialysis bag 

45. Magnetic stirrer 

46. Rocking shaker 
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เคมีภัณฑ 

1. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High glucose medium (DMEM) (Hyclone, USA) 

2. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High glucose medium (DMEM) (Gibco, USA) 

3. Ham’s F-12K (Kaighn’s) medium (Hyclone, USA) 

4. Bacto tryptone (BD bioscience) 

5. Yeast extract (Gibco, USA) 

6. Sodium chloride 

7. Potassium chloride 

8. Disodium hydrogen phosphate  

9. Potassium dihydrogenphosphate 

10. American bact agar 

11. Geneticin (Gibco, USA) 

12. Geneticin (invivoGen, USA) 

13. Gentamycin (Gibco, USA) 

14. Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA) 

15. Trypsin-EDTA (Gibco, USA) 

16. Gentamycin (Gibco, USA) 

17. Sodium pyruvate (Hyclone, USA) 

18. HEPES (Hyclone, USA) 

19. Dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA) 

20. Ethanol 

21. Hypure water 

22. Agarose 

23. RIPA buffer 

24. Protease inhibitor (Cell Signaling Technology, USA) 

25. Phosphatase inhibitor (Cell Signaling Technology, USA) 
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26. Sodium dodecyl sulphate (SDS) 

27. Tris buffer 

28. Acrylamide (Bio-Rad Laboratories, USA) 

29. TEMED (Bio-Rad Laboratories, USA) 

30. Ammonium persulphate 

31. Β-mercapto-ethanol (Sigma-Aldrich, USA) 

32. Absolute ethanol (Merck, Germany) 

33. BCA protein assay kit (Thermo Scientific) 

34. Trypan blue (Gibco, USA) 

35. Anti-rabbit IgG-HRP (Cell signaling technology, USA) 

36. Anti-SARS-CoV-2 spike mAb rabbit (Sino Biological, USA) 

37. α His-Tag rabbit mAb (Cell signaling technology, USA) 

38. Escherichia coli DH5α 

39. HEK293 cell line 

40. CHO-K1 cell line 

41. Ampicilin 

42. Plasmid pCI neo stabilized spike 

43. Plasmid pCI neo RBD 

44. Plasmid pCMV S1 

45. Plasmid pCMV RBD 

46. Plasmid pMAX-GFP 

47. DNA ladder 1 kilobase 

48. Gel red prestain loading buffer 

49. Fugene HD Transfection reagent (Promega, USA) 

50. Opti-mem 

51. Luminol 
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52. Coumaric acid 

53. Methanol 

54. Tween 20 

55. Skim milk (BD bioscience) 

56. Sodium phosphate 

57. Imidazole 

58. Coomassie Brilliant blue 

59. Destain solution 

60. Soak gel solution 

61. HisTrap HP His tag protein purification columns (Cytiva, USA) 
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วิธีดำเนินการทดลอง 

1.การเตรียมพลาสมิด 

 พลาสมิดท่ีใชในการศึกษาประกอบดวย pCI neo stabilized spike, pCI neo RBD, pCMV S1, pCMV 

RBD (พลาสมิด pCI neo ท่ีมียีน Spikeและ RBD จัดซ้ือจากผูผลิต  (https://www.biomatik.com) ผานการ

สังเคราะห DNA สวนพลาสมิด pCMV จัดซ้ือจากบริษัท Sino Biological ) เพ่ือนำมาแสดงออกใน cell line โดย

การทำ transfection ดวย FuGene HD transfection reagent (nonliposomal) ซ่ึงใน protocol ในการใช 

FuGene HD 1 ไมโครกรัม ซ่ึงความเขมขนของ pCI neo stabilized spike และ pCI neo RBD มีเพียง 50 นาโน

กรัมตอไมโครลิตร จึงนำมาเพ่ิมปริมาณพลาสมิด โดยนำพลาสมิดท้ังสองทำ transformation  

 ข้ันแรกเริ่มจากการเตรียม Luria-Bertani broth (LB broth) และ Luria-Bertani agar (LB agar) อยาง

ละ 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ของ LB broth เปน 7.4 สวน LB agar เปน 7.0 นำไป autoclave อุณหภูมิ 121oc 

(องศาเซลเซียส) ความดัน 15 psi (ปอนดตอตารางนิ้ว) เปนระยะเวลา 15 นาที จากนั้นเท LB agar ลงเพลทท้ังหมด 

4 เพลท โดย 3 เพลท ใสยา ampicillin 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (เตรียมจาก 125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) (ภาพ

ท่ี 2.1) เก็บไวใน หองเย็น (4oc)     

  

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.1 แสดงการเตรียม LB agar เพ่ือทำ transformation 

 ทำ transformation โดยเตรียมหลอดไมโครเซนตริฟวจ 1.5 มิลลิลิตร บนน้ำแข็ง ใสพลาสมิด 2 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนพลาสมิดไมเกิน 100 นาโนกรัม) ใส E. coli DH5α 50 ไมโครลิตร ท้ิงไว 30 นาที จากนั้นยายหลอด

ไปยัง heating block 42oc 1.5 นาที และ ยายกลับไปวางในน้ำแข็ง 2 นาที สุดทายใส LB broth 1 มิลลิลิตร บม

E. coli DH5α 

+ 

pCI neo RBD 

E. coli DH5α 

+ pCI neo 

Spike 

E. coli DH5α  E. coli DH5α  

LB gar + Ampicillin LB gar + Ampicillin LB gar + Ampicillin LB gar + Ampicillin 

https://www.biomatik.com/
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ในเครื่องบมเชื้อแบบเขยา 45-60 นาที เม่ือครบเวลานำมา 100 ไมโครลิตร spread ลงเพลทท้ัง 4 บมในตูบมเชื้อ 

16-18 ชั่วโมง 

 คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวยายไปเพาะเลี้ยงตอดวย LB broth ในขวดรูปชมพูโดยแบงการ inoculate เชื้อเปน 2 

ครั้ง ครั้งแรกเติม LB broth 5 มิลลิลิตรและยา ampicillin 2 ไมโครลิตร บมในตูบมเชื้อ 8 ชั่วโมง แลวเติม LB 

broth 50 มิลลิลิตร ใสยา ampicillin 20 ไมโครลิตร และ inoculate 100 ไมโครลิตร จากครั้งแรก บมท้ิงไวในตู

บมเชื้อแบบเขยา 37oc เม่ือครบเวลานำมาเจือจาง 10 เทาและวัด OD600 ควรอยูในชวง 0.2-0.35 (ถาต่ำกวาใหบม

ตอ) จากนนั้นยายจากขวดรูปชมพูมาใสใน conical tube 50 มิลลิลิตร เก็บไว cool room 4oc   

 

2.การสกัดพลาสมิด 

นำไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 4,000 g 10 นาที 25oc ท้ิง supernantant จากนั้นนำ pellet ไปสกัด 

พลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิด Midi prep kit (Zymo Reasearch) โดยมีข้ันตอนดังนี้ resuspend ดวยสารละลาย 

P1 8 มิลลิลิตร เติม P2 8 มิลลิลิตร กลับดานไปมา 6 ครั้ง รอ 2-3 นาที จากนั้น เติมสารละลาย P3 8 มิลลิลิตร และ

ยายสารละลายลงใน syringe filter รอ 5-8 นาที นำ luer lock pluck ออกปลอยสารละลายลงใน conical tube 

50 มิลลิลิตร ใช plunger ดันสารละลายจนไดปริมาตร 20 มิลลิลิตร เติม binding buffer 8 มิลลิลิตร กลับดานไป

มา 8 ครั้ง แลววาง column assembly บน vacuum manifold เติมสารละลายกอนจึงเปด vacuum และปด 

vacuum เม่ือสารละลายไหลหมด นำ reservoir ออกจาก column assembly เติมสารละลาย wash1 2 มิลลิลิตร 

เปด vacuum จนสารละลายไหลหมด เติมสารละลาย wash2 2 มิลลิลิตร เปด vacuum จนสารละลายไหลหมด 

ทำซ้ำ 2 รอบ จากนั้นถอด luer lock และท้ิง conical reservoir นำสวน column ใสใน collection tube แลว

นำไปปนเหวี่ยง 10,000 g 1 นาที และยาย column ไปใสหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร สุดทาย

เติม elution buffer 100 ไมโครลิตร รอ 2 นาทีแลวนำไปปนเหวี่ยง 10,000 g 1 นาที เก็บไวท่ีตูเย็นอุณหภูมิ -20oc 
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3.การวัดปริมาณและคุณภาพพลาสมิด 

 วัดปริมาณ DNA ดวยเครื่อง nanodrop ใชความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร โดยใช blank เปน elution 

buffer และเจือจางความเขมขนพลาสมิดจากท่ีวัดไดใหเปน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนำไปทำ gel 

electrophoresis (เตรียม 1.5% agarose gel) รันเจลโดยผสม พลาสมิด 1 ไมโครลิตร, gel red 1 ไมโครลิตร, 6X 

dye 1 ไมโครลิตร, MiliQ water 3 ไมโครลิตร  และใช ladder ขนาด 1 กิโลเบส รันโดยใชกำลังไฟ 100 โวลต 30 

นาที เม่ือรันเสร็จนำเจลไปสองดวยเครื่อง gel doc 

 

4.การเล้ียง cell line 

 เลี้ยงเซลล HEK293 (ATCC) และ CHO-K1 (ATCC) โดยนำออกจากตู -80oc มาอุนในอางน้ำควบคุม

อุณหภูมิ 37oc  เตรียม conical tube ขนาด 15 มิลลิลิตร เติมอาหารเลี้ยงเซลลลงไป 9 มิลลิลิตร (HEK293 เลี้ยง

โดยใช Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High glucose medium (DMEM), CHO-K1 เลี้ยงโดยใช 

Ham’s F-12K (Kaighn’s) medium) และเติมเซลล 1 มิลลิลิตร นำไปปนเหวี่ยงความเร็ว 1,000 rpm 5 นาที 

จากนั้นเทอาหารเลี้ยงเซลลท้ิงดีดบริเวณกนหลอกเล็กนอยใหเซลลหลุดออกจากผิวหลอดและเติม complete 

media 1 มิลลิลิตร นำเซลลท่ีไดไปปนับดวยฮีโมไซโตมิเตอร โดยเจือจางเซลลดวย 1X PBS 4 เทา แลวผสม trypan 

blue ในอัตราสวน 1 ตอ 1 เพ่ือนำไปเลี้ยงตอในภาชนะ T25 หรือ T75 ในปริมาณท่ีเหมาะสม โดยเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 

37oc ในสภาวะท่ีมีคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 48-72 ชั่วโมง 

 

5.การนำพลาสมิดเขาสูเซลลแบบช่ัวคราว (transient transfection) 

 5.1 Transient transfection โดยใช Fugene HD Transfection reagent 

เลี้ยงเซลล HEK293 จำนวน 2 x 105 เซลลตออาหาร 1 มิลลิลิตร สวนเซลล CHO-K1 จำนวน 1 x 105 ตอ

อาหาร 1 มิลลิลิตร ในภาชนะ 12-well plate อุณหภูมิ 37oc ในสภาวะท่ีมีคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นเตรียมหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรตอหนึ่งปฏิกิริยา เพ่ือผสมพลาสมิด 1.1 

ไมโครลิตร, optimum 50.9 ไมโครลิตร Fugene HD 3.3 ไมโครลิตร 2 กลับดานหลอดไปมา 15 ครั้ง บมท่ี
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อุณหภูมิหอง 5-10 นาที แลวเติมสารละลายท่ีได 50 ไมโครลิตรใหท่ัวแตละหลุมและเลี้ยงตอท่ีอุณหภูมิ 37oc ใน

สภาวะท่ีมีคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง  

 5.2 Calcium phosphate-mediated transfection 

เลี้ยงเซลล HEK293 จำนวน 2 x 105 เซลลตออาหาร 1 มิลลิลิตร สวนเซลล CHO-K1 จำนวน 1 x 105 ตอ

อาหาร 1 มิลลิลิตร ในภาชนะ 12-well plate อุณหภูมิ 37oc ในสภาวะท่ีมีคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 24 

ชั่วโมง เม่ือครบเวลาเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลใหม จากนั้นเตรียมหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 2

หลอดตอหนึ่งปฏิกิริยา โดยหลอดแรกใส 2M CaCl2 8 ไมโครลิตร, พลาสมิด 2.1 ไมโครลิตรและปรับปริมาตรดวย

น้ำกลั่นปลอดเชื้อเปน 62.5 ไมโครลิตร สวนอีกหลอดใส 2X HBX 62.5 ไมโครลิตร แลวผสมท้ังสองหลอดโดยเติม

หลอดแรกไปยังหลอดท่ีสอง บมอุณหภูมิหอง 20 นาที เติมสารละลายท่ีได 125 ไมโครลิตรใหท่ัวแตละหลุมและเลี้ยง

ตอท่ีอุณหภูมิ 37oc ในสภาวะท่ีมีคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 6 ชั่วโมงจึงเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลอีกครั้ง บม

ตอท่ีสภาวะเดิม 24-48 ชั่วโมง 

 

6.การนำพลาสมิดเขาสูเซลลแบบถาวร (stable transfection) 

 ทำการนำเขาพลาสมิดเขาสูเซลลในข้ันตอนเดียวกันการนำเขาพลาสมิดแบบชั่วคราวแตเม่ือบมจนครบ

เวลาแลวใหเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลโดยผสมยาท่ีใชคัดเลือกเซลลท่ีไดรับพลาสมิดซ่ึงเลือกจากยีนตานยาท่ีมีในพ

ลาสมิดนั้นๆ ความเขมขนของยาท่ีใชเลือกจากการทำ optimization โดยเลือกความเขมขนท่ีต่ำท่ีสุดท่ีสามารถฆา

เซลลปกติไดท้ังหมด เม่ือเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยงเซลลท่ีผสมยาแลวใหสังเกตุเซลลและสีของอาหารถาเซลลโตเต็ม

หลุมใหทำการพาสเซลล ถาสีอาหารเปลี่ยนใหเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล ทำเชนนี้จนครบ 14 วัน 
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7.การสกัดโปรตีนจากเซลล 

 ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกลางดวย PBS 2 ครั้งเติม RIPA buffer 539 มิลลิลิตร, Protease 5.5 มิลลิลิตร, 

Phosphatase 5.5 มิลลิลิตร ลงในหลุม จากนั้นดูดออกจากหลุมไปยังหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร

และนำไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 g 15 นาที 4oc สุดทายดูดสารละลายดานบนใสหลอดเก็บท่ีอุณหภูมิ  

-80oc 

 

8.การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE และ Western blot 

 วิเคราะหปริมาณโปรตีนดวย BCA assay และนำมาแยกโปรตีนดวย SDS-PAGE โดยใช SDS-

Polyacrylamide gel ท่ีมีความเขมขนของ acrylamide ใน separating gel 15% สำหรับโปรตีน RBD, 8% 

สำหรับโปรตีน Spike ใชกระแสไฟฟาคงท่ี 100 V เปนเวลา 90 นาที จากนั้นโอนถายโปรตีนจากเจลไปยัง 

polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane โดยใชกระแสไฟฟาคงท่ี 80 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 90 นาที ตอ 

1 เจล แลวนำ PVDF membrane มาแชใน blocking solution (3% skim milk ใน PBST) เปนเวลา 5 นาที 2 

รอบ จากนั้นแชตอในแอนติบอดีปฐมภูมิ (primary antibody) (เลือกใชตามตารางท่ี 2.1) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร วาง

บนเครื่องเขยาเปนเวลา 1 ชั่วโมง เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4oc ท้ิงไวขามคืน ตอมาลางดวย PBST เปนเวลา 5 นาที 2 ครั้ง 

15 นาทีอีก 2 ครั้งแลวเติมแอนติบอดีทุติยภูมิ (secondary antibody) (เลือกใชตามตารางท่ี 2.1) ท่ีมี Horse-

Radish peroxidase ติดฉลากอยูปริมาตร 4 มิลลิลิตร วางบนเครื่องเขยาเปนเวลา 1 ชั่วโมง สุดทายลางดวย PBST 

เปนเวลา 5 นาที 2 ครั้ง 15 นาทีอีก 2 ครั้งและนำไปตรวจดูดวยเครื่อง Chemiluminescence โดยใสสารละลายท่ี

ประกอบดวย 100 mM Tris pH 8.5, Coumaric acid, Luminol และ Hydrogenperoxide ท้ิงไวเวลา 1 นาที 

แลวนำเขาเครื่อง chemiluminescence เพ่ือตรวจสอบสัญญาน 
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ตารางท่ี 2.1 แสดงแอนติบอดีท่ีใชในการทำ Western blot 

 

9.การทำโปรตีนใหบริสุทธิ์โดยวิธี column chromatography 

 ผสมโปรตีนกับ binding buffer ในอัตราสวน 1 ตอ 1 และนำไปไลแกซดวย sonicator 10 นาที ปรับ 

flow rate ของเครื่องเปน 2 มิลลิลิตรตอนาทีลางทุกสายของเครื่องดวย 20% ethanol จนกราฟท่ีแสดงจากเครื่อง

เปนเสนตรง แลวใส column (ปรับ flow rate เปน 1 มิลลิลิตรตอนาที) ดานบนกอนดานลาง ระมัดระวังไมใหเกิด

ฟองอากาศ จากนั้นลางทุกสายดวยน้ำกลั่นจนกราฟเปนเสนตรง นำ binding buffer, elution buffer, โปรตีน, บีก

เกอร และหลอดใสโปรตีนหลังทำใหบริสุทธิ์ วางไวแตละตำแหนงของเครื่อง AKTA 1 เลือก method run ตั้งคาดังนี้ 

1.binding 5 นาที 2.Sample … นาที (เวลาตามปริมาตรโปรตีน) 3.wash binding 15 นาที 4.elution 12 fraction 

5.binding 5 นาที เม่ือเสร็จแลวลางดวยน้ำกลั่น, 20% ethanol แลวจึงถอด column ออกและ ลาง MilliQ water 

จนกราฟเปนเสนตรง 

 

10.การทำใหโปรตีนมีความเขมขนมากข้ึนดวยวิธี Ultrafiltration 

 ประกอบอุปกรณสวน filtration (30 kilodalton) กับ collection tube แลวใสโปรตีนลงในสวน 

filtration และนำไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 g อุณหภูมิ 25oc เปนระยะเวลา 2 นาที สุดทายเก็บสวน 

collection tube ท่ีอุณหภูมิ -20oc 

  

โปรตีนจากพลาสมิด 
อัตราสวนแอนติบอดีปฐมภูมิตอ 

blocking solution 

อัตราสวนแอนติบอดีทุติยภูมิตอ 

blocking solution 

pCI neo stabilized spike α His-Tag rabbit mAb 1:4000 Anti Rabbit HRP 1:4000 

pCI neo RBD α His-Tag rabbit mAb 1:4000 Anti Rabbit HRP 1:4000 

pCMV S1 
Anti SARS-CoV-2 spike mAb 

rabbit 1:1000  
Anti Rabbit HRP 1:4000 

pCMV RBD 
Anti SARS-CoV-2 spike mAb 

rabbit 1:1000   
Anti Rabbit HRP 1:4000 



18 
 

11.การทำใหโปรตีนบริสุทธิ์มากข้ึนดวยการแยกสารผานเย่ือ (dialysis) 

 เตรียม 1XPBS จำนวน 3 ลิตร, บีกเกอรขนาด 1 ลิตร, จานเพาะเชื้อ, หลอดดูดสารขนาด 10 มิลลิลิตร, 

dialysis bag, เชือก, กรรไกร ,ท่ีหนีบถุง และmagnetic stirrer  เริ่มจากเท PBS เล็กนอยลงบน จานเพาะเชื้อและ

นำ dialysis bag ลงไปแช มัดปลายถุงดานหนึ่งดวยเชือกใหแนนและนำท่ีหนีบมาหนีบถุง จากนั้นใสโปรตีนลงไปใน

ถุงมัดปากถุงดวยเชือกและหนีบถุงดวยตัวหนีบ นำปลายเชื่อกท่ีเหลือหอยบริเวณดานขางบีกเกอร ใส magnetic 

stirrer  ลงไปและเติม PBS จนทวม dialysis bag แตไมถึงบริเวณขอบดานบนท่ีมัดไว จากนั้นนำไปวางไวบนเครื่อง 

stirrer ในหอง cool room เปนระยะเวลา 3 วัน โดยเปลี่ยน PBS ทุกวันเม่ือครบ 24 ชั่วโมง แลวจึงมานำโปรตีน

ออกโดยการตัดถุงและนำปเปตมาดูดสารออก 

 

12.การทดสอบ Binding activity ของโปรตีนท่ีผลิตข้ึน โดยวิธี ELISA 

  ทำการเคลือบโปรตีนบน microplate ปริมาณ 2 ไมโครกรัมตอหลุม บม 4oC 16 ชั่วโมง เติม blocking 

buffer 200 ไมโครลิตรตอหลุม บม 37OC 1 ชั่วโมง เติมเซรั่มจากผูปวยโควิด-19 หรทอจากผูท่ีไดรับวัคซีน  บม 

37OC 1 ชั่วโมง เติม secondary antibody (Anti Human IgG HRP) บม 37OC 1 ชั่วโมง เติม TMB substrate 

บมท่ีอุณหภูมิหอง 20 นาที เติม stop solution 100 ไมโครลิตรตอหลุม และนำไปวัดคาดูดคืนแสงดวย 

microplate reader 
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บทท่ี 3 

ผลการทดลอง 

3.1 ปริมาณและคุณภาพของพลาสมิด 

 ผลการวัดปริมาณ DNA ของพลาสมิดดวยเครื่อง nanodrop ท่ีความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร พบวา

ปริมาณกรดนิวคลีอิคของพลาสมิด pCI neo RBD มีความเขมขน 4,620.7 นาโนกรัมตอไมโครลิตร สวนพลาสมิด 

pCI neo stabilized spike มีความเขมขน 10,079.0 นาโนกรัมตอไมโครลิตร  

หลังจากเจือจางพลาสมิดท้ังสองจนไดความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตรและนำไปทำ gel 

electrophoresis พบแบนดพลาสมิดขนาดใกลเคียงกับขนาดพลาสมิดจริงเม่ือเทียบกับ DNA ladder ขนาด 1 กิโล

เบส (thermofisher) โดยพลาสมิด pCI neo RBD มีขนาดประมาณ 6,000 คูเบส และพลาสมิด pCI neo 

stabilized spike ขนาดประมาณ 10,000 คูเบส (ภาพท่ี 3.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.1 การวิเคราะหพลาสมิดโดยวิธี gel electrophoresis 

ทำ gel electrophoresis โดยใช agarose gel 1.5% รันโดยใชกำลังไฟ 100 โวลต 30 นาที 
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3.2 ผลการแสดงออกของโปรตีน S และ RBD ในการนำเขาพลาสมิดเขาสูเซลลแบบช่ัวคราว 

 ผลการนำเขาพลาสมิดเขาสูเซลล HEK293 และ CHO-K1 โดยใช Fugene HD transfection reagent ซ่ึง

ทดสอบดวยการนำเซลลมาสกัดโปรตีนและอาหารเลี้ยงเซลลหลังจากการนำเขาพลาสมิด 2 วันมาทำ Western 

blot พบวามีเพียงอาหารเลี้ยงเซลล HEK293 ท่ีมีพลาสมิด pCI neo stabilized spike และ pCI neo RBD ท่ีพบ

การแสดงออกของโปรตีนตรวจวิเคราะหโดยใชแอนติบอดีตอ  His tag (ภาพท่ี 3.2A,C) 

 เม่ือนำเมมเบรนดเดิมมา reprobe อีกครั้งดวย Anti-spike rabbit Ab พบสัญญาณออนๆจากโปรตีนท่ี

ผลิตจากเซลล HEK293 ท่ีมีพลาสมิด pCI neo RBD (ภาพท่ี 3.2D) แตไมพบสัญญาณจากโปรตีนของเซลล HEK293 

ท่ีมีพลาสมิด pCI neo stabilized spike (ภาพท่ี 3.2B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 
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ภาพท่ี 3.2.1 ตรวจติดตามการแสดงออกโปรตีนของเซลล HEK293 และ CHO-K1 โดยวิธี Western blot 

(A) ตรวจติดตามการแสดงออกโปรตีนของเซลล HEK293 และ CHO-K1 ท่ีมีพลาสมิด pCI neo stabilized 

spike โดยนำอาหารเลี้ยงเซลล (2 วันหลังจากการนำเขาเซลล) มาทำ Western blot โดยมี primary 

antibody คือ α His tag rabbit mAb (dilution 1:4000 3% skim milk) 

(B) ตรวจติดตามการแสดงออกโปรตีนของเซลล HEK293 และ CHO-K1 ท่ีมีพลาสมิด pCMV S1 โดยนำ

อาหารเลี้ยงเซลล (2 วันหลังจากการนำเขาเซลล) มาทำ Western blot โดยมี primary antibody คือ 

Anti-spike rabbit Ab (dilution 1:1000 3% skim milk) 

(C) ตรวจติดตามการแสดงออกโปรตีนของเซลล HEK293 และ CHO-K1 ท่ีมีพลาสมิด pCI neo RBD โดยนำ

อาหารเลี้ยงเซลล (2 วันหลังจากการนำเขาเซลล) มาทำ Western blot โดยมี primary antibody คือ α 

His tag rabbit mAb (dilution 1:4000 3% skim milk) 

C 

D 
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(D) วัดการแสดงออกโปรตีนของเซลล HEK293 และ CHO-K1 ท่ีมีพลาสมิด pCMV RBD โดยนำอาหารเลี้ยง

เซลล (2 วันหลังจากการนำเขาเซลล) มาทำ Western blot โดยมี primary antibody คือ Anti-spike 

rabbit Ab (dilution 1:1000 3% skim milk) 

 

เพ่ือใหการนำพลาสมิดเขาสูเซลลมีราคาตนทุนต่ำลงจึงศึกษาผลการนำพลาสมิดเขาสูเซลลโดยใช calcium 

phosphate ซ่ึงผลการนำเขาพลาสมิดเขาสูเซลล HEK293 ดวยวิธี Calcium phosphate-mediated 

transfection โดยทดสอบดวยการนำเซลลท่ีมีการนำเขาพลาสมิด pMAX GFP ไปสองดวย fluorescence 

microscope พบวาวิธีดังกลาวสามารถนำเขาพลาสมิดเขาสูเซลล HEK293 ได (ภาพท่ี 3.2.2A) เม่ือนำอาหารเลี้ยง

เซลลของเซลลท่ีนำเขาพลาสมิด pCI neo stabilized spike และ pCI neo RBD มาทำ Western blot พบวาเซลล 

HEK293 สามารถแสดงออกโปรตีนจากพลาสมิดท้ังสองไดเชนกัน (ภาพท่ี 3.2.2B) 

 

  

 

A 
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ภาพท่ี 3.2.2 การแสดงออกโปรตีนของเซลล HEK293 เม่ือนำเขาพลาสมิดดวยวิธี Calcium phosphate-

mediated transfection  

(A) การทดสอบประสิทธิภาพการนำเขาพลาสมิดเขาสูเซลล HEK293 ดวยวิธี Calcium phosphate-

mediated transfection โดยนำเซลลหลังจากการนำเขาเซลล 1 วันมาสองดวยกลองจุลทรรศน 

fluorescence 

(B) การทดสอบการแสดงออกโปรตีนของเซลล HEK293 ท่ีมีพลาสมิด pCI neo stabilized spike และ pCI 

neo RBD โดยนำอาหารเลี้ยงเซลล (2 วันหลังจากการนำเขาเซลล) มาทำ Western blot โดยมี primary 

antibody คือ α His tag rabbit mAb (dilution 1:4000 3% skim milk) 

 

3.3 ผลการนำเขาพลาสมิดเขาสูเซลลแบบถาวร 

 เม่ือนำเซลล HEK293 ท่ีทดสอบการแสดงออกโปรตีนจากการนำเขาพลาสมิดมาคัดเลือกโดยใชยา G418 

ท่ีความเขมขน 6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเลี้ยงตอจนครบ 14 วันพบวาเซลล HEK293 บางสวนยังคงเจริญได 

(ภาพท่ี 3.3A) แสดงถึงการไดรับพลาสมิดท่ีมียีนตานยา G418 หรือ neomycin แตเม่ือนำอาหารเลี้ยงเซลลไปทำ 

B 



24 
 

Western blot พบวาเซลล HEK293 ท่ีถูกคัดเลือกไมสามารถผลิตออกโปรตีนออกมาไดเหมือนกอนการคัดเลือก 

(ภาพท่ี 3.3B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.3 ลักษณะและการแสดงออกโปรตีนของเซลล HEK293 หลังจากถูกคัดเลือกดวยยา G418  

A 

B 
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(A) ลักษณะของเซลล HEK293 เม่ือใสยา G418 ความเขมขน 6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ลงไปเปนระยะเวลา 11 

วัน และนำไปสองดวยกลองจุลทรรศน 

(B) ทดสอบการแสดงออกโปรตีนของเซลล HEK293 เม่ือใสยา G418 ความเขมขน 6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ลง

ไปเปนระยะเวลา 14 วัน (เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเม่ืออาหารเริ่มเปลี่ยนเปนสีเหลือง) และนำอาการเลี้ยง

เซลลมาทำ Western blot โดยมี primary antibody คือ α His tag rabbit mAb (dilution 1:4000 

3% skim milk) 

3.4 ผลการทำโปรตีนใหบริสุทธิ์ 

 จากการนำอาหารเลี้ยงเซลลท่ีไดจากการทำ transfection ดวย calcium phosphate ผานการทดสอบ

ดวย Western blot แลวพบโปรตีนท่ีถูกแสดงออกจากการนำพลาสมิดเขาสูเซลล HEK293 มาทำการ purification 

โดยวิธี affinity column chromatography พบวาโปรตีน spike และ RBD ท่ีทำใหบริสุทธิ์พบโปรตีนท่ี elution 

ท่ี 2 และ 3 เม่ือดูจากกราฟ chromatogram (ภาพท่ี 3.4.1A,B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
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 ภาพท่ี 3.4.1 กราฟ chromatogram จากเครื่อง AKTA แสดงการ elution โปรตีนออกมาในแตละ 

fraction  

(A) กราฟ chromatogram ของโปรตีน Spike ทำใหบริสุทธิ์โดย affinity chromatography 

(B) กราฟ chromatogram ของโปรตีน RBD ทำใหบริสุทธิ์โดย affinity chromatography 

 

 

เม่ือนำโปรตีน Spike ท่ีถูกทำใหบริสุทธิ์นำไปทำ Western blot และ SDS-PAGE พบแบนดโปรตีน spike ท่ี

ถูกทำใหบริสุทธิ์จากการทำ Western blot อยางชัดเจน โดยพบโปรตีนท่ี elution ท่ี 2 และ 3 แตผลจากการทำ 

SDS-PAGE พบแบนดโปรตีน Spike คอนขางบาง และมีการปนเปอนโปรตีนอ่ืนนอยกวาโปรตีน Spike ท่ีไมถูกทำ

ใหบริสุทธิ์ (ภาพท่ี 3.4.2A,B)  สวนโปรตีน RBD พบแบนดโปรตีนจากการทำ Western blot ชัดเจน โดยพบโปรตีน

ท่ี elution ท่ี 2 และ 3  ผลจากการทำ SDS-PAGE ก็เห็นแบนดโปรตีนอยางชัดเจนเชนเดียวกัน ซ่ึงมีความบริสุทธิ์

มากกวา โปรตีน RBD ท่ีไมผานการทำใหบริสุทธิ์ (ภาพท่ี 3.4.3A,B) 

 

 

 

 

B 
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ภาพท่ี 3.4.2 การทดสอบโปรตีน Spike หลังจากการทำใหบริสุทธิ์ โดยวิธ ีWestern blot และ SDS-PAGE 

(A)  ทดสอบโปรตีน Spike หลังจากการทำใหบริสุทธิ์ดวยเครื่อง AKTA โดยใช imidazole ในการ elution 

500 mM ทดสอบโดยวิธี Western blot มี primary antibody คือ α His tag rabbit mAb (dilution 

1:4000 3% skim milk) 

(B) ทดสอบโปรตีน Spike หลังจากการทำใหบริสุทธิ์ดวยเครื่อง AKTA โดยใช imidazole ในการ elution 500 

mM ทดสอบโดยวิธี SDS-PAGE มี Positive control คือ โปรตีนกอนการทำใหบริสุทธิ์ และยอมดวยสี 

Coomassie blue  

 

A 

B 
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ภาพท่ี 3.4.3 การทดสอบโปรตีน RBD หลังจากการทำใหบริสุทธิ์ โดยวิธ ีWestern blot และ SDS-PAGE 

(A) ทดสอบโปรตีน RBD หลังจากการทำใหบริสุทธิ์ดวยเครื่อง AKTA โดยใช imidazole ในการ elution 250 

mM ทดสอบโดยวิธี Western blot มี primary antibody คือ α His tag rabbit mAb (dilution 1:4000 

3% skim milk) 

A 

B 
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(B) ทดสอบโปรตีน RBD หลังจากการทำใหบริสุทธิ์ดวยเครื่อง AKTA โดยใช imidazole ในการ elution 250 

mM ทดสอบโดยวิธี SDS-PAGEมี Positive control คือ โปรตีนกอนการทำใหบริสุทธิ์ และยอมดวยส ี

Coomassie blue 

3.5 ผลการทดลองการทำใหโปรตีนมีความเขมขนข้ึนดวยวิธี Ultrafiltration 

 เม่ือวัดความเขมขนโปรตีน Spike หลังจากการทำใหบริสุทธิ์ดวยวิธี BCA protein assay พบวาโปรตีน 

Spike ท่ี fraction ท่ี 2 และ 3 มีความเขมขน 56.3, 24.4 ไมโครกรัมตอไมโครลิตรตามลำดับ แตเม่ือนำมาทำ 

Ultrafiltration และวัดปริมาณโปรตีนอีกครั้งพบวาโปรตีน Spike ท่ี fraction ท่ี 2 และ 3 มีความเขมขน 371, 320 

ไมโครกรัมตอไมโครลิตรตามลำดับ 

 

3.6 ผลการทดลองการทำ Dialysis ดวย Dialysis bag 

 หลังจากการใสโปรตีนไปยัง dialysis bag และแชท้ิงไวใน 1X PBS เปนเวลา 3 วันและเม่ือนำโปรตีนออก

จากถุง มีโปรตีนบางสวนท่ีไมสามารถนำออกมาไดหมดทำใหปริมาตรโปรตีนท่ีไดลดลงจากเดิม และเนื่องดวย

สถานการณการแพรระบาดของโควิด-19 ทำใหยังไมไดทำการทดลองตอในสวนของการทดสอบความบริสุทธิ์ของ

โปรตีนท่ีผานการ dialysis ซ่ึงควรจะมีการปนเปอนโปรตีนอ่ืนๆ นอยลงกวาเดิม  

 

3.7 ผลการทดสอบ Binding activity ดวย ELISA 

 เนื่องดวยสถานการณการแพรระบาดของโควิด-19 ทำใหไมสามารถทำการทดลองในสวนของการทดลอง

นี้  
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บทท่ี 4 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 จากผลการทดลองการนำเขาพลาสมิดท้ัง 4 ชนิด ไดแก pCI neo stabilized spike, pCI neo RBD, 

pCMV S1 และ pCMV RBD เขาสูเซลล HEK293 และ CHO-K1 ผลปรากฏวามีเพียงเซลล HEK293 ท่ีไดรับ 

พลาสมิด pCI neo stabilized spike และ pCI neo RBD ท่ีสามารถแสดงออกโปรตีนจากพลาสมิดออกมาได

โปรตีน Spike และ RBD ควรจะมีขนาดประมาณ 200, 27 กิโลดาลตัน ตามลำดับ ซ่ึงขนาดโปรตีน Spike ท่ีไดจาก

การทำ Western blot เม่ือเทียบกับ protein ladder พบวาอยูเหนือ ladder ขนาด 190 กิโลดาลตัน สวนโปรตีน 

RBD พบแบนดโปรตีนสองแบนอยูระวาง ladder ขนาด 25-32 กิโลดาลตัน ซ่ึงการท่ีพบสองแบนดคาดวาเก่ียวของ

กับกระบวนการ glycosylation ของเซลล (2,4,16,20) จากผลการทำ Western blot สรุปไดวา HEK293 และ 

CHO-K1 ไมสามารถแสดงออกพลาสมิดเวคเตอร pCMV ได แตยังไมสามารถสรุปผลไดวา CHO-K1 ไมสามารถ

แสดงออกโปรตีนท้ัง 4 ชนิดไดเนื่องจากไมทราบวา CHO-K1 ไดรับพลาสมิดเขาไปจากวิธีการนำเขาพลาสมิดนี้

หรือไม จากการทำการทดลองซ้ำอีกครั้ง โดยมีพลาสมิด pMAX GFP เปน marker เพ่ือติดตามการเขาเซลล ผลท่ี

ไดคือเซลล CHO-K1 สามารถนำพลาสมิดเขาเซลลไปโดยวิธีนี้ไดแตไมสามารถแสดงออกโปรตีนจากพลาสมิดท้ั 4 

ชนิดได และอีกประเด็นคือแอนติบอดีปฐมภูมิท่ีเลือกใชในการตรวจหาโปรตีนจากพลาสมิด pCMV ไมมี positive 

control จึงทำใหไมทราบวาแอนติบอดีสามารถจับกับโปรตีนจากพลาสมิด pCMV ไดจริงหรือไม การทดลอง

ตอๆไปจึงเลือกเซลล HEK293 และพลาสมิดเวคเตอร pCI neo ทำการทดลองตอไป 

 จากการทดลองนำพลาสมิดเขาสูเซลลแบบชั่วคราวจึงนำพลาสมิด pCI neo stabilized spike และ pCI 

neo RBD มานำเขาสูเซลล HEK293 แบบถาวรโดยหลักการเหมือนการทดลองกอนหนาแตเพ่ิมข้ันตอนคัดเลือก

เซลลใหเซลลเหลือเพียงท่ีมีพลาสมิดของเรา โดยเลือกยา G418 (neomycin)  เพราะในพลาสมิดเวคเตอร pCI neo 

มียีนตานยา neomycin (1) และใสลงไปในอาหารเลี้ยงเซลลซ่ึงความเขมขนท่ีเลือกใช เลือกจากการทำการทดลอง 

optimization of G418 dose เลือกจากความเขมขนต่ำท่ีสุดท่ีสามารถฆาเซลล HEK293 ไดท้ังหมด ผลคือใชความ

เขมขน 6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เม่ือเลี้ยงเซลล HEK293 ท่ีมียา G418 ผานไปเปนเวลา 7 วัน พบวาปริมาณเซลลเริ่ม

ลดลงและเซลล HEK293 โตชาข้ึนในระหวางนั้นเก็บอาหารเลี้ยงเซลลทุกครั้งกอนการ trypsinize เซลลเพ่ือยาย

หลุม เพ่ือนำไปตรวจการแสดงออกโปรตีนดวย Western blotผลปรากฏวาเซลล HEK293 ท่ีผานการคัดเลือกดวย

ยา G418 จะไมสามารถแสดงออกโปรตีนออกมาไดถาผานการ trypsinize และถาไม trypsinize สามารถเก็บ



31 
 

อาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีโปรตีนท่ีแสดงออกจากพลาสมิดไดสูงสุด 4 วันหลังการนำเขาพลาสมิด ดวยเหตุนี้จึงไมสามารถ

ทำใหเซลล HEK293 เปน stable cell line ท่ีสามารถแสดงออกโปรตีนของเราไดซ่ึงสาเหตุการท่ีเซลล HEK293 

สูญเสียความสามารถในการแสดงออกโปรตีนอาจเปนเพราะเกิดสภาวะท่ีไมเหมาะสมในการเลี้ยงเซลลท่ีมียา G418 

ในความเขมขนดังกลาว 

เนื่องจากไมสามารถทำให HEK293 เปน stable cell line ได จึงตองหาวิธีท่ีจะผลิตโปรตีนจากการ

นำเขาพลาสมิดแบบชั่วคราวไดโดยลดตนทุนในการนำพลาสมิดเขาสูเซลล จึงเลือกใชวิธี Calcium phosphate-

mediated transfection ซ่ึงเปนวิธีท่ีตนทุนต่ำสามารถนำเขาพลาสมิดเขาสูเซลลปริมาณมากไดแตมีขอเสียคือการ

จับกับของเกลือทำใหเปนพิษตอเซลลตองเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลหลังการนำเขาพลาสมิดและถึงแมเปลี่ยนอาหาร

เลี้ยงเซลลก็ไมสามารถกำจัดเกลือไปไดหมด (10) เม่ือทดลองนำเขาพลาสมิดโดยมี pMAX GFP เปน marker พบวา

สามารถใชวิธีนี้ในการนำเขาพลาสมิดเขาสูเซลล HEK293 ได และเม่ือนำไปทดสอบการแสดงออกของโปรตีนโดยวิธี 

Western blot ก็พบแบนดโปรตีนท่ีตองการเชนกัน จึงทำการผลิตโปรตีนจากวิธีการดังกลาวและเก็บอาหารเลี้ยง

เซลลแตละหลุมวันท่ี 4 หลังจากการนำเขาพลาสมิดและเก็บไวท่ีตู -20oc  

 เม่ือสามารถผลิตโปรตีนออกมาไดระดับนึงและนำไปผานกระบวนการทำใหบริสุทธิ์ (purification) ดวยวิธ ี

affinity column chromatography โดยแยกการทำเปนสองครั้งเนื่องจากมีโปรตีนสองชนิด ผลจากการทำครั้ง

แรกซ่ึงใชโปรตีน spike ผลท่ีไดคือ พบแบนดโปรตีน spike จากการทำ Western blot อยางชัดเจน ตางจากการ

ทำ SDS-PAGE ดวยตัวอยางเดียวกันซ่ึงแสดงถึงความเขมขนท่ีไมมากพอของโปรตีน เพราะวิธี Western blot มี

ความจำเพาะและความไวสูงกวาวิธี SDS-PAGE แมมีปริมาณโปรตีนเพียงนิดเดียวสามารถตรวจพบได (11,15) ซ่ึง

ผลการทดลองดังกลาวอาจเกิดจากการใชปริมาณ imidazole ในการ elution ท่ีไมเหมาะสม เนื่องจากพบปริมาณ

โปรตีนบางสวนใน flow through ในการ purification ครั้งตอมาของโปรตีน RBD จึงเปลี่ยนปริมาณ imidazole 

จาก 500 mM เปน 250 mM (5) ผลปรากฏวาเม่ือนำโปรตีนมาทดสอบดวยวิธี Western blot และ SDS-PAGE 

สามารถพบแบนดโปรตีนไดชัดเจนและ ไมพบโปรตีนในสวนของ flow through แตเม่ือเทียบความบริสุทธิ์กับการ 

purification ครั้งแรกของโปรตีน spike พบวามีการปนเปอนของโปรตีนอ่ืนมากกวา จึงนำโปรตีน RBD ไปทำ 

dialysis เพ่ือกำจัดสิ่งปนเปอนอ่ืนๆ สวนโปรตีน spike นำไปทำ Ultrafiltration เพ่ือลดปริมาตรเพ่ิมความเขมขน

ใหมากข้ึน 
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 เนื่องจากสถานการณการแพรระบาดของโรคโควิด-19 ทำใหไมสามารถทำการทดลองตอในสวนของการ

ทดสอบ Binding activity ของโปรตีนท่ีผลิตข้ึนกับแอนติบอดีจากเซรั่มผูปวยโควิดหรือผูท่ีไดรับวัคซีนได ซ่ึงผลการ

ทดลองท่ีคาดวาจะเปนคือ โปรตีนท่ีผลิตข้ึนท้ัง Spike และ RBD สามารถจับกับแอนติบอดีจากเซรั่มมนุษยได โดย

ทำการทดลอง ELISA หรือ Wetern blot เพ่ือเปนการตรวจสอบ activity นี้ เม่ือทราบ activity ในการจับกับ

แอนติบอดีของมนุษยแลวจึงสามารถนำไปทำชุดตรวจวินิจฉัยได ยกตัวอยาง เชน การทำ rapid test kit ท่ีนำ

โปรตีนหนามของไวรัส coat ไวบนเมมเบรนด เม่ือนำเซรั่มตัวอยางท่ีมีแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสก็สามารถแสดงผลเปน

ขีดสีข้ึนมาได เปนตน (13) 

 อยางไรก็ตาม ขอจำกัดของงานวิจัยคือ การทดลองนี้ทดลองกับเซลล 2 ชนิดคือ HEK2293 และ CHO-K1 

ซ่ึงการเลือกใชเซลลอ่ืนๆ อาจใหผลผลิตโปรตีนท่ีมากกวา หรืออาจทำใหเปน stable cell line ได รวมท้ังการ

เปลี่ยนสเกลในการเลี้ยงเซลลใหมีขนาดใหญข้ึนอาจไดผลการทดลองท่ีตางกันออกไป (6) หรือการเปลี่ยนปริมาณ 

imidazole ท่ีใชในการ purification อาจมีปริมาณท่ีเหมาะสมกวาและสามารถทำใหดปรตีนมีความบริสุทธิ์

มากกวาการทดลองดังกลาว (5) ดังนั้นการทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือศึกษาปจจัยตางๆท่ีสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการ

ผลิตโปรตีนหรือในการทำโปรตีนใหบริสุทธิ์จะนำไปสูการผลิตโปรตีนท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึนเพ่ือใชพัฒนาชุดตรวจ

วินิจฉัยโควิด-19 ตอไป 
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ภาคผนวก 

1. อาหารเลี้ยงเซลล 10% FBS DMEM (ท้ังหมด 40 มิลลิลิตร) 

DMEM        35.2 ml 

Featal Bovine Serum (FBS)     4  ml 

Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid (HEPES)  0.4 ml 

Sodium pyruvate      0.4  ml 

 

2. อาหารเลี้ยงเซลล 10% FBS F-12K (ท้ังหมด 40 มิลลิลิตร) 

F-12K        36 ml 

Featal Bovine Serum (FBS)     4  ml 

 

3. Phosphate buffer sarine (PBS: ความเปนกรดดาง 7.4) 

NaCl        8 g 

KCl        0.2 g 

Na2HPO4       3.63  g 

KH2PO4        0.24 g 

น้ำกลั่น         1 L 

 

4. Acrylamide separating gel 8% (8 ml) 

MilliQ water       3.836 ml 

40% acrylamide      2 ml 

1.5M Tris-HCl pH 8.8      2 ml 

10% SDS       0.08 ml 

10% APS       0.08  ml 
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TEMED (ใสทายสุด)      0.004  ml   

 

5. Acrylamide separating gel 15% (8ml) 

MilliQ water       2.836 ml 

40% acrylamide      3 ml 

1.5M Tris-HCl pH 8.8      2 ml 

10% SDS       0.08 ml 

10% APS       0.08  ml 

TEMED (ใสทายสุด)      0.004  ml  

 

6. Acrylamide stacking gel 5% (4 ml)  

MilliQ water       2.408 ml 

40% acrylamide      0.5 ml 

1.5M Tris-HCl pH 8.8      1.008 ml 

10% SDS       0.04 ml 

10% APS       0.04  ml 

TEMED (ใสทายสุด)      0.004  ml  

 

7. Enhanced chemiluminescence (ECL) substrate 

Tris-HCl pH8.5       5 ml 

Luminol       25 ul 

Coumaric acid       11 ul 

H2O2        1.5 ul 
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8. Binding buffer pH7.4 

20mM Sodium phosphate from stock 1 M 

0.5M NaCl from stock 5 M 

40mM imidazole from stock 1.5 M 

น้ำกลั่น ปริมาตรตามโปรตีนท่ีจะทำการ purification 

 

9. Elution buffer pH7.4 

20mM Sodium phosphate from stock 1 M 

0.5M NaCl from stock 5 M 

500mM imidazole from stock 1.5 M (ความเขมขนข้ึนกับชนิดโปรตีน) 

น้ำกลั่น         50 ml 

 

10. ผลการทำการทดลองยอย Optimization of G418 dose 

 

ภาพท่ี 4.1 การทดสอบปริมาณยา G418 ท่ีสามารถฆาเซลล HEK293 ได 
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