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ใช้ตรวจสอบ recombinant HA protein 
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บทคัดย่อ 
 

การระบาดของไวรัส Influenza (H5N1) ในสัตว์ปีก และรายงานการติดเช้ือสายพันธ์ุน้ีจากสัตว์
ปีกไปสู่คนในช่วงระหว่างปี ค.ศ. 2004-2005 ก่อให้เกิดความกังวลไปทั่วโลกว่าไวรัสสายพันธ์ุน้ีอาจเกิด
กลายพันธ์ุและสามารถแพร่เช้ือระหว่างมนุษย์ อาจทําให้เกิดเกิดการระบาดไปทั่วโลก (pandemic) การ
ใช้วัคซีนเพ่ือป้องกันการติดเช้ือกรณีมีการระบาดเกิดขึ้น เป็นอีกทางเลือกหน่ึงซึ่งจะช่วยลดความสูญเสีย
ต่อชีวิตและทรัพย์สินของประชากรโลกได้ การผลิตวัคซีนเพ่ือป้องกันการติดเช้ือไวรัสในปัจจุบันเป็นการ
ผลิตไวรัส ซึ่งต้องมีการป้องกันการแพร่ของเช้ือไปยังสิ่งแวดล้อมขณะดําเนินการผลิต ซึ่งระบบป้องกัน
น้ันมีต้นทุนสูง โดยเฉพาะในการขยายขนาดการผลิตในระดับอุตสาหกรรม  

การผลิตวัคซีนในรูปแบบการใช้เฉพาะโปรตีนองค์ประกอบของไวรัสส่วนที่สามารถกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันได้ดี  เช่น Hemagglutinin เป็นการผลิตวัคซีนที่ไม่ต้องมีระบบควบคุมความปลอดภัยของไวรัส
ขณะดําเนินการผลิต โครงการน้ีได้ทําการผลิต Recombinant hemagglutinin protein จาก 
Baculovirus Expression Insect Cell System ซึ่งทําโดยการทําพันธุวิศ กรรมแบคคิวโลไวรัส ซึ่งเป็น
ไวรัสที่มีความปลอดภัยต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อม ให้มียีน hemagglutinin เป็นส่วนหน่ึงของพันธุกรรม
และเมื่อนําแบคคิวโลไวรัสน้ีไปติดเช้ือเข้าสู่ เซลล์แมลง เซลลแมลงมีการสร้าง recombinant 
hemagglutinin protein ซึ่งสามารถตรวจสอบได้โดยวิธี Western blot analysis โดยใช้ 
monoclonal antibody ที่มีความจําเพาะกับโปรตีน hemagglutinin ของไวรัส Influenza (H5N1) 
จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตในถังหมัก 2.5 ลิตรพบว่า ควรใช้ไวรัสที่ MOI 0.1 ในการ 
infect เซลล์แมลงจํานวน 0.6x106 เซลล์/มล. และทําการเก็บเก่ียวรีคอมบีแนนต์โปรตีนในวันที่ 5 หลัง
การ infection ทําการสกัดรีคอมบีแนนต์โปรตีนให้บริสุทธ์ิด้วยวิธีโครมาโตกราฟี ซึ่งสามารถกําจัด
โปรตีนปนเป้ือนได้ ปริมาณโปรตีนที่ผลิตได้เท่ากับ 228.5 ไมโครกรัมต่อลิตร เมื่อนํารีคอมบีแนนต์ 
H5N1โปรตีนมาทดสอบการการสร้างภูมิคุ้มกันในหนูทดลองพบว่าเมื่อฉีดโปรตีนกระตุ้นหนู3 ครั้งและนํา
ซีรัมของหนูมาตรวจพบว่ามีการสร้างสารภูมิคุ้มกันต่อรีคอมบีแนนต์ H5N1โปรตีนในหนูกลุ่มทดลองและ
ไม่พบในกลุ่มควบคุม 
 
 
คําสําคัญ:  Influenza (H5N1), Baculovirus expression system and Hemagglutinin protein 
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Abstract 

 
Spreading of avian influenza virus (H5N1) and reports on human infection during 

2004-2005 caused worldwide concern on influenza pandemic. Vaccine is an alternative 
method to prevent loses from this disease. To produce this vaccine, viruses must be 
produced in large amount to be used as antigen to trigger immune system. The viruses 
are however infectious, therefore virus containment at high biosafety level is required. 
This certainly affects cost for construction of vaccine factory. 

The method is to use recombinant influenza virus protein as antigen. Viral 
proteins that stimulate immune response such as hemagglutinin could be used. In this 
study, hemagglutinin protein was produced by Baculovirus Expression Insect Cell 
System. Baculovirus, which is safe to human and environment, was genetically 
engineered to have hemagglutin gene inserted into its genome. The genetically 
engineered baculoviruses were then infected into their natural insect cell hosts. The 
recombinant hemagglutinin protein was produced from infected insect cells. The 
optimal conditions in 2.5 l fermentor to produce the highest level of recombinant 
protein were obtained. It was found that the baculoviruses at multiplicity of infection 
(MOI) 0.1 was optimum for infection into 0.6x106cells /ml and the protein could be 
harvested at 5 day post infection. The recombinant hemagglutinin from infected insect 
cells was purified by using chromatography.The purify heamaglutinin  protein 
production was 228.5 g /l. The immunogenicity was tested in Balb C mice and found 
the antibody againt H5N1 HA antigen in the serum of these mice. 
 
 
 
Keywords: Influenza (H5N1), Baculovirus expression system and Hemagglutinin protein 
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สารบัญตาราง 
 

  หน้า 
ตารางที่ 1   ความเข้มข้นเซลล์ และค่า MOI ที่ใช้ในการทดลองน้ี 12 
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สารบัญภาพ 
 

  หน้า 
 

รูปที่ 1   ปริมาณเซลล์มชีีวิต (viable cell) หลังการ infect ที ่MOI 0.1 1.0 และ 5.0 10 
รูปที่ 2   ปริมาณ recombinant HA protein ผลิตจากเซลลแ์มลงจากการใช้เซลล์

เริ่มต้นที่ 1X106 cells/ml และปริมาณไวรัส MOI 0.1, 1.0 และ 5.0 A) 
Western blot analysis B) กราฟแท่งสร้างจากการวัดความเข้มของแถบ
โปรตีนบน Western blot analysis ลูกศรแสดงวันที่ควรเก็บโปรตีน 

11 

รูปที่ 3   ความเข้มข้นของเซลล์ที่มีชีวิตต่อเวลาหลังการ infect ทีค่วามเข้มข้นเซลล์และ 
MOI ต่างๆ 

12 

รูปที่ 4   Intensity ของ recombinant HA protein  ทีผ่ลิตได้เปรียบเทียบกัน ต้ังแต่
วันที่ 3 ถึง 5 หลังการ infect 

13 

รูปที่ 5   ปริมาณเซลล์ทีม่ีชีวิตต่อเวลาของเซลล์ Sf-9ที่เลี้ยงในขวดทดลองและถังหมัก 14 
รูปที่ 6   การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเซลล์หลังการ infect ที่ความเข้มขน้เซลล ์

6x105 เซลล์ต่อมล. Infect เซลลท์ี่ ค่า MOI 0.1 ในขวดทดลองและถังหมัก 
2.5 ลิตร 

15 

รูปที่ 7   แถบ recombinant HA protein ที่ได้จาก Western Blot analysis โดย
เปรียบเทียบการผลิตในขวดทดลองและในถังหมัก  เก็บตัวอย่างวันที่ 3-5 หลัง
การ infect 

15 

รูปที่ 8   Intensity ของ recombinant HA protein ที่ได้จาก Western Blot 
analysis  โดยเปรียบเทียบการผลิตในขวดทดลองและในถังหมัก  เก็บตัวอย่าง
วันที่ 3-5 หลังการ infect 

15 

รูปที่ 9   การตรวจสอบโปรตีนด้วย 10%SDS/PAGE และย้อมสี Silver staining 
แสดงผลการผา่นสารสกัดโปรตีน rHA จากเซลลล์งในคอลัมน์แลกเปลี่ยนประจุ
ลบ QXL ตามด้วย QFF (QXL/QFF) 

20 

รูปที่ 10   การตรวจสอบโปรตีนด้วย 10%SDS/PAGE และย้อมสี Silver staining 
แสดงผลโปรตีนหลังการผ่าน QXL/QFF และนําส่วน flow through ลง
คอลัมน์แลกเปลี่ยนประจุบวก SP-Sepharose 

21 

รูปที่ 11   การตรวจสอบโปรตีนด้วย 10%SDS/PAGE และย้อมสี Silver staining 
แสดงผลโปรตีนหลังการผ่าน QXL/QFF, SP-Sepharose (ที่ชะด้วย14-18% 
บัฟเฟอร์ B) และ ceramic hydroxyapatite type I (CHT) 

22 

รูปที่ 12   การตรวจสอบโปรตีนด้วย 10%SDS/PAGE และย้อมสี  Coomassie Blue 
staining  แสดงผลโปรตีนหลงัการผ่าน CHT คอลัมน์ และเพ่ิมความเข้มข้น
ด้วย centrifugal concentrator ที่ molecular weight cut off 50 kDa 

24 

รูปที่ 13   Western blot analysis แสดงตัวอย่างโปรตีนก่อนและหลังการแยกด้วยโคร
มาโตกราฟี แถบโปรตีนแสดงความจําเพาะกับแอนติบอดีที่จําเพาะกับโปรตีน 
HA 

25 
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  หน้า 
 

รูปที่ 14   การตรวจสอบตัวอย่างโปรตีนด้วย Hemagglutination assay ใช้ 0.5% 
goose red blood cell 

25 

รูปที่ 15a   การทดสอบซีรัม่เพ่ือตรวจหา Nonspecific Agglutinins  ตัวอย่างหมายเลข 
1-8 คือ ซีรั่มทีผ่่านการ treat แล้วของหนูทดลอง 8 ตัวหลงัการ 
immunization ตัวอย่างหมายเลข 9 คือ monoclonal antibody ต่อ 
H5N1HA antigen ที่การเจือจาง 1: 2,000 ซึ่งจะใช้เป็น positive control ใน
การทดสอบ HAI ส่วน PBS คือ หลุมควบคุม 

29 

รูปที่ 15b   การทดสอบซีรัม่เช่นเดียวกับรูปที่ 1a เมื่อเอียงเพลทแล้วพบว่าเกิดการไหลของ
เม็ดเลือดแดง 

29 

รูปที่ 15c   การทดสอบซีรัม่เพ่ือตรวจหา Nonspecific Agglutinins  ตัวอย่างหมายเลข 
1-8 คือ ซีรั่มทีผ่่านการ treat แล้วของหนูทดลอง 8 ตัวหลงัการ 
immunization ตัวอย่างหมายเลข 9 คือ monoclonal antibody ต่อ 
H5N1HA antigen ที่การเจือจาง 1: 2,000 ซึ่งจะใช้เป็น positive control ใน
การทดสอบ HAI ส่วน PBS คือ หลุมควบคุม 

30 

รูปที่ 15d   การทดสอบซีรัม่เช่นเดียวกับรูปที่ 1c เมื่อเอียงเพลทแล้วพบว่าเกิดการไหลของ
เม็ดเลือดแดง 

30 

รูปที่ 16   HA antigen ในปริมาตร 50 l ที่การเจือจาง  1 : 32 มีค่า HA titer เท่ากับ 
1 Hemagglutinating unit (HAU) ดังน้ัน HA antigen ที่ไม่ได้เจือจางจึงมีค่า 
HA titer เท่ากับ 32 HAU/50l 

31 

รูปที่ 17   การทํา black titration เพ่ือยืนยันความเข้มข้น 8 HAU/ 50 l ของ HA 
antigen 

32 

รูปที่ 18a   การทดสอบ HAI ตัวอย่างหมายเลข 1 ถึง 8 คือซีรัม่ของหนู 8 ตัวก่อนการ 
immunization และหลุมควบคุมซึ่งใช้สารละลาย PBS แทนแอนติเจนและ
แอนติบอดี 

32 

รูปที่ 18b   การทดสอบ HAI ตัวอย่างหมายเลข 1 ถึง 8 คือซีรัม่ของหนู 8 ตัวที่ผ่านการ 
immunization แล้ว สําหรับหลุมควบคุม+ ve คือ monoclonal antibody 
ต่อ H5N1 HA antigen เริ่มที่การเจือจาง 1: 2,000 และหลุมควบคุมซึ่งใช้
สารละลาย PBS แทนแอนติเจนและแอนติบอดี 

33 

รูปที่ 19   ผลการทํา dot blot หมายเลข 1-8 คือใช้ซรีั่มจากหนูทดลอง 8 ตัวก่อนและ
หลัง immunizationเป็น primary antibody 

35 
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บทนํา 
 

การระบาดของไวรัส Influenza (H5N1) ในสัตว์ปีก และรายงานการติดเช้ือสายพันธ์ุน้ีจากสัตว์
ปีกไปสู่คนในช่วงระหว่างปี ค.ศ. 2004-2005 ก่อให้เกิดความกังวลไปทั่วโลกว่าไวรัสสายพันธ์ุน้ีอาจเกิด
กลายพันธ์ุจนสามารถแพร่เช้ือระหว่างมนุษย์ และเกิดการระบาดไปทั่วโลกได้ (pandemic) การใช้วัคซีน
เพ่ือป้องกันการติดเช้ือกรณีมีการระบาดเกิดขึ้น ถือเป็นวิธีการหน่ึงซึ่งจะช่วยลดความสูญเสียต่อชีวิตและ
ทรัพย์สินของประชาการโลกได้ 

องค์การอนามัยโลก (WHO) ได้พยายามสนับสนุนและส่งเสริมให้ทั้งภาครัฐและเอกชนใน
ประเทศต่างๆเพ่ิมศักยภาพในการผลิตวัคซีนเพ่ือป้องกันการติดเช้ือไวรัส H5N1 สําหรับมนุษย์ เพ่ือให้
แน่ใจว่าหากมีการระบาดเกิดขึ้นจะมีวัคซีนเพียงพอที่จะใช้ทั้งในประเทศผู้ผลิต รวมถึงประเทศกําลัง
พัฒนาอ่ืนๆที่สามารถซื้อวัคซีนในราคาที่เหมาะสมได้ โดยปัจจุบันหลายประเทศท้ังแถบอเมริกาเหนือ  
และประเทศในแถบยุโรป ได้เริ่มเตรียมการผลิตวัคซีน H5N1 และทําการทดสอบประสิทธิภาพเพ่ือที่จะ
นํามาใช้ อย่างไรก็ตามองค์การอนามัยโลกประเมินว่าหากมีการระบาดของไวรัสน้ีไปทั่วโลกจริง วัคซีน
เหล่าน้ีอาจมีไม่เพียงพอที่จะไปถึงประชากรประเทศกําลังพัฒนาทั้งหลายโดยเฉพาะในช่วงแรกของการ
ระบาด ดังน้ันประเทศกําลังพัฒนาทั้งหลาย รวมทั้งประเทศไทยมีความจําเป็นต้องมีการเตรียมความ
พร้อมทางด้านเทคโนโลยีและกระบวนการผลิตวัคซีนชนิดน้ี โครงการเป็นโครงการต่อเน่ือง หลังจากที่ได้
มีการผลิต recombinant hemagglutinin protein ของไวรัสอินฟลูเอนซาสายพันธ์ุ H5N1 จากเซลล์
แมลงโดยระบบ Baculovirus Expression Insect Cell System ในโครงการที่ 1 แล้วคณะผู้ประเมิน
เห็น ว่าควรมีการ ศึกษาเ พ่ิม เ ติมในด้ านคุณสมบั ติการ เ ป็นแอนติ เจนสํ าหรับ ใ ช้ เ ป็น วัคซีน 
(immunogenicity) หรือใช้เป็นโปรตีนมาตรฐานในชุดตรวจวินิจฉัย และด้านการขยายขนาดการผลิตใน
ระบบถังหมักขนาด 2.5 ลิตร เพ่ือเป็นข้อมูลในการผลิตในระดับอุตสาหกรรมต่อไป คณะผู้วิจัยจึงเสนอ
โครงการน้ีเป็นโครงการต่อเน่ืองจากโครงการแรก 

 
วัตถุประสงค์ 
 1. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติของ recombinant hemagglutinin (HA) protein ของไวรัสอินฟลู
เอนซาสายพันธ์ุ H5N1ทั้งทางด้านชีวเคมีและคุณสมบัติทางภูมิคุ้มกันวิทยา (immunogenicity) 
 2. เพ่ือขยายขนาดการผลิต recombinant hemagglutinin (HA) protein ในถังหมักขนาด 
2.5 ลิตร 
 
 ขอบเขตของการวิจัย  
 1. การสกัด recombinant HA protein ให้บริสุทธ์ิ (ต่อเน่ืองจากโครงการระยะที่ 1) เพ่ือนํา
โปรตีนบริสุทธ์ิไปศึกษาต่อในขั้นตอนต่อไป 
 2. ศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี และคุณสมบัติทางภูมิคุ้มกันวิทยา (immunogenicity) ของ
โปรตีนเพ่ือเป็นแนวทางในการนําไปใช้เป็นวัคซีน หรือใช้เป็นโปรตีนมาตรฐานในชุดตรวจวินิจฉัย 
 3. ทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต recombinant HA protein จากเซลล์แมลงใน
ถังหมักระดับ 2.5 ลิตร 
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รายละเอียดผลงานของโครงการวิจัย 
ผลการวิจัย 
 
1. การผลิตรคีอมบีแนนต์ HA โปรตีน (recombinant HA protein) 
1.1 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติ recombinant HA protein ในขวดทดลอง 

การผลิต recombinant HA protein ในเซลล์แมลง Sf-9 การผลิตโปรตีนในเบ้ืองต้นจะทําใน
ขวดทดลอง (shake flask) ซื่งปัจจัยที่มีผลต่อการผลิต recombinant HA protein โดยเซลล์แมลงมี
หลายปัจจัยที่สําคัญเช่น ปริมาณเซลล์ต้ังต้น และปริมาณไวรัสที่เหมาะสม (Multiplicity of infection, 
MOI) ระยะเวลาในการเก็บเก่ียวผลิตภัณฑ์ เป็นต้น ในงานวิจัยน้ีศึกษาค่า  Multiplicity of infection 
(MOI) ที่ใช้ในการ infect และเวลาในการเก็บเก่ียวโปรตีนหลังจากการ infect โดยทําการทดลองในขวด
ทดลองปริมาตรการเลี้ยง 25 มล. ทําการ infect cell ที่ความเข้มข้นเซลล์ 1x106 cells/ml  ปริมาณ
ไวรัสที่ทดสอบ คือ MOI เท่ากับ 0.1,  1.0 และ 5.0  ภายหลังการ infect ทําการเก็บตัวอย่างเซลล์มา
นับปริมาณทุกวันเป็นเวลา 7 วันและตรวจวัดวัดปริมาณ recombinant HA protein ด้วยวิธี Western 
blot analysis  ผลการทดลองแสดงดังรูปที่  1 และ 2  โดยรูปที่ 1 แสดงความเข้มข้นเซลล์กับเวลาหลัง 
infection วันที่ 1 ถึง 7  ที่ MOI 0.1 1.0 และ 5.0 

 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
 

รูปที่ 1   ปรมิาณเซลลม์ีชีวิต (viable cell) หลังการ infect ที่ MOI 0.1 1.0 และ 5.0 
 

จากรูปที่ 1 เมื่อตรวจวัดจํานวนเซลล์แมลงภายหลังการ infect พบว่าเซลล์ยังคงเพ่ิมจํานวนได้ 
ในทุกการทดลองที่ใช้ไวรัสปริมาณต่างๆ โดยการทดลองท่ีมีเซลล์ยังคงเจริญเพ่ิมมากที่สุด คือ เมื่อใช้
ไวรัส MOI 0.1 เนื่องจากมีปริมาณไวรัสต่อจํานวนเซลล์น้อยที่สุด ยังคงมีเซลล์บางส่วนที่ไม่ถูกไวรัสใน
รอบแรก (primary infection) จึงยังคงเพ่ิมจํานวนได้ ส่วนอีก 2 ตัวอย่างที่มีการเพ่ิมจํานวนไวรัสต่อ
เซลล์ (MOI 1 และ 5) จะพบเซลล์ที่รอดจากการ infect ของไวรัสรอบแรกน้อยกว่า จํานวนเซลล์ที่ยังมี
ชีวิตและเพิ่มจํานวนได้จึงมีน้อยกว่า และเมื่อเปรียบเทียบระดับการผลิต recombinant HA protein 
จากตัวอย่างที่เก็บทุกวันมาตรวจสอบด้วย Western blot analysis จากนั้นสร้างกราฟเปรียบเทียบ
ความเข้มของแถบโปรตีนที่จําเพาะต่อ monoclonal antibody ที่แปรผันตรงกับปริมาณโปรตีนที่ผลิต
ได้ ดังแสดงในรูปที่ 2 
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MOI 1 

 
 
 

 
 
 

MOI 5 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 2 ปริมาณ recombinant HA protein ผลิตจากเซลลแ์มลงจากการใช้เซลล์เริม่ต้นที่ 1X106 

cells/ml และปริมาณไวรัส MOI 0.1, 1.0 และ 5.0 A) Western blot analysis B) กราฟแท่งสร้าง
จากการวัดความเข้มของแถบโปรตีนบน Western blot analysis ลูกศรแสดงวันที่ควรเก็บโปรตีน 

 
จากรูปที่ 2 พบว่าภายหลังการ infect จะมีปริมาณ recombinant HA protein เพ่ิมมากขึ้น

ในทุกตัวอย่างเมื่อเวลาเพ่ิมขึ้น แต่โปรตีนที่เริ่มวัดได้และที่มีปริมาณสูงสุดพบได้ในเวลาที่แตกต่างกัน โดย
เมื่อใช้ MOI 0.1 เริ่มตรวจวัดโปรตีนได้ในวันที่ 4 และเพ่ิมปริมาณมากขึ้นในทุกวันจนมีปริมาณสูงที่สุดใน
วันที่ 7 หลังการ infect สําหรับการ infect ที่ MOI 1.0 และ MOI 5.0 พบว่าสามารถตรวจวัดโปรตีนใน
วันที่เร็วขึ้นคือวันที่ 3 และ 2 ตามลําดับและพบว่าปริมาณสูงสุดของโปรตีนที่ตรวจพบเป็นวันที่ 5 หลัง
การ infect จากการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่ผลิตจากการใช้ไวรัสที่ MOI ต่างๆ พบว่าปริมาณ
โปรตีนสูงสุดที่ผลิตได้คือที่ MOI 0.1 เมื่อเก็บเก่ียวโปรตีนในวันที่ 7  สําหรับการใช้ MOI 1.0 และ 5.0 
พบว่าในวันที่ 5 มีการผลิตโปรตีนน้ีได้สูงสุด ความเข้มของโปรตีนที่วัดได้ตํ่ากว่าปริมาณโปรตีนที่ผลิตได้
จากการใช้ MOI 0.1 แต่ไม่มากนักเมื่อพิจารณาจํานวนวันที่เลี้ยงจนถึงเก็บเก่ียวพบว่าที่ MOI ที่ 1.0 และ 
5.0 สามารถเก็บเกี่ยวโปรตีนได้ในวันที่ 5 หลังการ infect  
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 ในการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต recombinant HA protein ต่อไปได้เปลี่ยนค่า
ความเข้มข้นของเซลล์ที่ infection เป็น 2x106 cells/ml และ 0.6x106 cells/ml โดยใช้การทดลองที่
ผ่านมาคือที่ความเข้มข้นเซลล์ต้ังต้น 1x106 cells/ml ทําการ infect ค่า MOI เท่ากับ 0.1และ  1.0 
เป็นตัวเปรียบเทียบการผลิต recombinant HA protein    

 
1.2 เปรยีบเทยีบค่า ความเข้มข้นเซลล์ต้ังต้นที่ 2x106 cells/ml 1x106 cells/ml และ 0.6x106 
cells/ml ในการผลิต recombinant HA protein    
 

จากผลการทดลองท่ีผ่านมาข้างต้นทําการทดลอง infect เซลล์ที่ความเข้มข้นเซลล์ 1x106 
เซลล์ต่อมล.และผลการทดลองที่ ค่า MOI 0.1 และ 1.0 ให้ผลปริมาณโปรตีนสูงซึ่งจะใช้เป็นการทดลอง
เปรียบเทียบ (control) ในการทดลองน้ีและแปรเปลี่ยนค่าความเข้มข้นของเซลล์ให้สูงขึ้น เป็น 2x106 
และให้ตํ่าลงเป็น 0.6x106  cells/ml โดยแผนการทดลองแสดงในตารางที่ 1  
 
ตารางที่1  ความเข้มข้นเซลล์ และค่า MOI ที่ใช้ในการทดลองน้ี 

 
 
 
 

 
 
 
 

 

ในการทดลองเล้ียงเซลล์โดยใช้เซลล์เริ่มต้น(inoculum)ที่ 3x105cells/ml แล้วทําการ infect 
ด้วยไวรัสเมื่อเซลล์มีความเข้มข้นตามแผนการทดลองในตารางที่1 ที่ค่า MOI ต่างๆ ทําการเก็บตัวอย่าง
เซลล์ทุกวันหลังการ infect นําตัวอย่างมานับจํานวนเซลล์ที่มีชีวิต ได้ผลการทดลองดังแสดงใน รูปที่ 3     

 
 

 

 

 

 
 
 

รูปที่ 3  ความเข้มข้นของเซลล์ที่มีชีวิตต่อเวลาหลังการ infect ที่ความเข้มข้นเซลล์และ MOI ต่างๆ 
 

ตัวอย่าง ความเข้มข้นเซลล์ที ่infection (cells/ml) MOI 
1 1x106  1 

2 2x106 1 

3 6x105 0.1 

4 1x106 0.1 
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จากกราฟรูปที่ 3 จะเห็นว่าในทุกการทดลองเซลล์จะมีปริมาณสูงขึ้นในวันแรกหลังการ 
infection  และจะมีปริมาณลดลงในวันที่2  สําหรับการทดลองท่ีมีการ infect cell ที่ความเข้มข้นเซลล์
ที่ 2x106  cells/ml สําหรับการทดลองที่มีการ infect cell ที่ความเข้มข้นเซลล์ตํ่ากว่าน้ัน เซลล์จะ
ยังคงเพ่ิมปริมาณไปอีก 1 ถึง 2 วัน ปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตจึงเร่ิมลดลง ทั้งน้ีเป็นเพราะปริมาณเซลล์มี
มากกว่าปริมาณไวรัสทําให้เกิดการ infect ได้ มากกว่า 1 รอบ เรียกว่าเกิด secondary infection 
น่ันเอง  เมื่อนําเซลล์ที่ได้มาสกัดเพ่ือหาปริมาณ recombinant HA protein และตรวจปริมาณโดยวิธี 
Western Blot analysis เปรียบเทียบกันในแต่ละการทดลอง โดยวัดค่าความเข้มด้วยเครื่องวิเคราะห์
ความเข้มของแถบโปรตีน (densitometer) แล้วนํามาแสดงในแบบแผนภูมิแท่งในรูปที่ 4 ของทุกการ
ทดลองโดยเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่ได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างหลังการ infect ในวันที่ 3 ถึงวันที่ 
5    แสดงดังกราฟรูปที่ 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4 Intensity ของ recombinant HA protein  ที่ผลติได้เปรียบเทียบกัน ต้ังแต่วันที่ 3 ถึง 5 หลัง
การ infect 

 
จากรูปพบว่าในสภาวะการทดลองท่ีใช้ ความเข้มข้นเซลล์ที่ 0.6x106  cells/ml และ ค่า MOI 

0.1 มีการตรวจพบปริมาณ  recombinant HA protein สูงที่สุดโดยปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ้นระหว่างวันที่ 
3 ถึงวันที่ 5 ซึ่งมีค่าสูงกว่าสภาวะควบคุมทั้งสองสภาวะคือที่ความเข้มข้นเซลล์ที่  1x106  cells/ml ค่า 
MOI 0.1 และ ที่ความเข้มข้นเซลล์ที่  1x106  cells/ml ค่า MOI 1.0   ส่วนสภาวะการทดลองที่ให้ผล
ผลิตปริมาณโปรตีนตํ่าที่สุดคือ ที่ความเข้มข้นเซลล์ที่  2x106  cells/ml ค่า MOI 1.0 

 
ดังน้ันในการขยายขนาดการทดลองในถังหมัก 2.5 ลิตร  จึงเลือกสภาวะในการผลิตรีคอม

บีแนนต์ HA โปรตีนที่ ความเข้มข้นเซลล์ที่ 0.6x106  cells/ml ทําการ infect ที่ค่า MOI 0.1  ปริมาตร
ในการผลิต ( working volume) คือ 1 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 27 องศาเซลเซียส กวนที่ 100 รอบต่อ
นาที  ใช้ความเข้มข้นเซลล์ต้ังต้น ( inoculum)ที่ 3x105  cells/ml หลัง เก็บตัวอย่างทุกวันหลังการ 
เพ่ือวัดปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตและวัดปริมาณ recombinant HA protein โดยวิธี Western Blot 
analysis 
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ในเบ้ืองต้นทําการเลี้ยงเซลล์เพ่ือดูรูปแบบการเจริญของเซลล์แมลง Sf-9 ในถังหมักเปรียบเทียบ
กับการเจริญเติบโตของเซลล์ที่เลี้ยงในขวดทดลอง โดยเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตเทียบกับเวลาท่ี
เลี้ยง ทําการเก็บตัวอย่างทุกวัน มาตรวจวัดจํานวนเซลล์โดยใช้ trypan blue ย้อมเซลล์ เซลล์ที่ตายจะ
ติดสีฟ้าของสีย้อม ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 5   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
รูปที่ 5 ปริมาณเซลลท์ี่มีชีวิตต่อเวลาของเซลล์ Sf-9ที่เลี้ยงในขวดทดลองและถังหมัก 

 
จากผลการทดลองพบว่ารูปแบบการเจริญ ของเซลล์ Sf-9ที่เลี้ยงในขวดทดลองและถังหมัก

คล้ายกันมากปริมาณเซลล์ที่วันต่างๆมีค่าใกล้เคียงกัน แสดงว่าสภาวะที่ใช้ในถังหมักและขวดทดลองมีค่า
ใกล้เคียงกันเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ Sf-9 
 
1.3 การขยายขนาดการผลิต recombinant HA protein ในถังหมัก 2.5 ลิตร 
 

จากการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต recombinant HA protein ในขวดทดลองใน
หัวข้อ 2.1 พบว่าสภาวะที่ดีที่สุดในการผลิต recombinant HA protein คือที่ความเข้มข้นเซลล์ 6x105 
เซลล์ต่อมล. Infect เซลล์ที่ ค่า MOI 0.1  ในการทดลองน้ีจึงทําการขยายขนาดการผลิต recombinant 
HA protein ในถังหมัก 2.5 ลิตรด้วยสภาวะเดียวกันน้ีโดยเปรียบเทียบกับการผลิตในขวดทดลองและทํา
การเก็บตัวอย่างทุกวันเพ่ือหาปริมาณเซลล์และ recombinant HA protein โดยหาปริมาณ 
recombinant HA protein ที่ได้จากการทดลองด้วยวิธี Western Blot analysis และวัดความเข้มข้น
ของแถบโปรตีนแสดงผลในรูปของกราฟแท่งโดยผลการทดลองแสดงในรูปที่ 6-8 
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รูปที่ 6  การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเซลล์หลังการ infect  ที่ความเข้มข้นเซลล์ 6x105 เซลล์

ต่อมล. Infect เซลล์ที่ ค่า MOI 0.1   ในขวดทดลองและถงัหมัก 2.5 ลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7 แถบ recombinant HA protein ที่ได้จาก Western Blot analysis โดยเปรียบเทียบการผลติ

ในขวดทดลองและในถังหมกั  เก็บตัวอย่างวันที่ 3-5 หลังการ infect 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 8   Intensity ของ recombinant HA protein ที่ได้จาก Western Blot analysis โดย
เปรียบเทียบการผลิตในขวดทดลองและในถังหมัก  เก็บตัวอย่างวันที่ 3-5 หลังการ infect 
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ผลการทดลองพบว่าในการเลี้ยงทั้งสองแบบ จํานวนเซลล์ที่มีชีวิต จะเริ่มลดลงหลังจากวันที่ 2 
ของการ infect โดยการเลี้ยงในถังหมักจะทําให้ได้จํานวนเซลล์สูงกว่าการเลี้ยงในขวดเขย่าเล็กน้อย แต่
อัตราการตายของเซลล์หลังจากวันที่ 2 ก็จะสูงกว่าเช่นกันดังแสดงในกราฟรูปที่6  เมื่อพิจารณาปริมาณ
โปรตีนที่ได้จากการเลี้ยงในถังหมักจะมีค่าสูงกว่าปริมาณโปรตีนที่ได้จากการเลี้ยงในขวดเขย่าดังแสดงใน
กราฟรูปที่ 8 โดยมีค่าสูงสุดที่วันที่ 4  ของการ infect ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะในกรณีที่เลี้ยงในถังหมักเรา
สามารถให้อากาศได้ตลอดเวลาจากท่อก๊าซในขณะที่ขวดทดลองไม่สามารถทําได้  ปริมาณโปรตีนจาก
การเลี้ยงทั้ง 2 แบบในวันที่ 4 และ 5 จะสูงกว่าวันที่ 3 มาก โดยวันที่ 4 จะสูงกว่าวันที่ 5 ทั้งสองกรณี
แม้ว่า กรณีเลี้ยงในขวดเขย่า จะสูงกว่ากันเพียงเล็กน้อย สรุปว่าวันที่4 เป็นวันที่เหมาะสมในการเก็บ
เก่ียว recombinant HA protein ในการผลิตทั้งในขวดทดลองและถังหมักที่สภาวะการผลิตโดยทําการ 
infect เซลล์ที่ความเข้มข้น 6x105 เซลล์ต่อมล. Infect เซลล์ที่ ค่า MOI 0.1 
 
2. การสกัดและทําบริสุทธิ์โปรตีน 
วัสดุ-อุปกรณ์-สารเคมี  

บัฟเฟอร์และคอลัมน์ 
คอลัมน์ 
Hitrap Q XL column (GE Healthcare/Pharmacia, Piscataway) 1 ml 
Hitrap Q FF column (GE Healthcare/Pharmacia, Piscataway) 1 ml 
SP- Sepharose column (GE Healthcare/Pharmacia Biotech, Piscataway)  1.5 cm 

x 8 cm, 7 ml 
Ceramic Hydroxyapatite type I column (CHT type I, Bio-Rad, Hercules) 5 ml 
บัฟเฟอร์ 

บัฟเฟอร์ A pH 5.89 
20 mM sodium phosphate 
1.0 mM EDTA  
0.01 % Tergitol-NP9 
5% glycerol 

Extraction buffer pH 5.9 
1 % Tergitol NP-9 ใน บัฟเฟอร์ A 

บัฟเฟอร์ B pH 7.5 
20 mM sodium phosphate 
0.03 % Tergitol-NP9 
5% glycerol 

บัฟเฟอร์ C pH 7.5 
20 mM sodium phosphate 
150 mM NaCl 
0.03 % Tergitol-NP9 
5% glycerol 

บัฟเฟอร์ D pH 6.0 
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20 mM sodium phosphate 
0.03 % Tergitol-NP9 
5% glycerol 

บัฟเฟอร์ E pH 7.20 
40 mM sodium phosphate 
0.05 % Tween-20 
5% glycerol 

บัฟเฟอร์ F pH 7.20 
100 mM sodium phosphate 
0.05 % Tween-20 
5% glycerol 

บัฟเฟอร์ G pH 7.20 
500 mM sodium phosphate 
0.05 % Tween-20 
5% glycerol 
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วิธีการสกัดโปรตีน 
 

2.1 การผลิต recombinant HA protein เพื่อใช้ในการสกัดรคีอมบีแนนต์ HAโปรตีน 
เลือกสภาวะในการผลิตรีคอมบีแนนต์ HA โปรตีนตามที่ทดลองมาแล้วว่าได้ปริมาณโปรตีนสูง

ที่สุดคือที่ ใช้ความเข้มข้นเซลล์แมลง Sf9 เริ่มต้นที่ 0.6x106cells/ml ทําการ infect ด้วย 
recombinant baculovirus ที่ MOI 0.1  ในถังหมักขนาด 2.5 ลิตร ปริมาตรในการผลิต คือ 1 ลิตร 
ควบคุมอุณหภูมิที่ 27 องศาเซลเซียส กวนที่ 100 รอบต่อนาที  นําเซลล์ที่ได้มาป่ันเหว่ียงที่ 4,500 rpm 
นาน 10 นาที เพ่ือแยกเก็บเซลล์ และล้างด้วย phosphate buffer saline pH 7.2-7.4 โดยป่ันเหว่ียง
เซลล์ที่ 4,500 rpm นาน 5 นาที จํานวน 2-3 รอบ เพ่ือล้างทําความสะอาดตะกอนเซลล์ 

 
2.2 การสกัด recombinant HA protein 

นําเซลล์แมลง ที่ได้จากการผลิต recombinant HA protein ในถังหมักนํ้าหนักเปียก ประมาณ 
2.42 กรัม และเซลล์มาใส่ที่ได้จากขวดแบบเขย่านํ้าหนักเปียกประมาณ 1.78 กรัม รวมนํ้าหนักเปียก 
ทั้งหมดเท่ากับ 4.20 กรัม เติม extraction buffer (1 % Tergitol NP-9 ใน บัฟเฟอร์ A pH 5.9) 
ปริมาตร 147.50 ml ลงไปผสมด้วย magnetic stirrer นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4C แล้วไปป่ันเหว่ียง
ที่ 15,000 g นาน 25 นาที และกรองตะกอนเซลล์ที่เหลืออยู่ผ่านแผ่นกรองขนาดรูพรุน 0.45 m ก่อน
แล้วจึงนําเฉพาะส่วนใสมาสกัดแยกโปรตีน 

 
2.3 การแยกและทําบริสุทธิ์ recombinant protein 

1. นําสารละลายใสของโปรตีนใน extraction buffer ปริมาตร 145 ml มาผ่านลงในคอลัมน์
แลกเปลี่ยนประจุลบ QXL ต่อกับ QFF (GE healthcare) ขนาด 1 ml ซึ่งทําให้เรซินภายในอ่ิมตัวด้วย
บัฟเฟอร์ A pH 5.9 แล้ว ด้วยอัตราการไหล 2 ml/min เก็บส่วนที่ผ่านคอลัมน์  (QXL/QFF flow 
through) ออกมาเพ่ือนําไปแยกโปรตีนต่อ และเก็บบางส่วนเพื่อไปวิเคราะห์ ด้วย 10% SDS/PAGE 
ย้อมแผ่นเจลที่ได้ด้วย silver staining ส่วนคอลัมน์นําไปล้างด้วยบัฟเฟอร์ A ตามด้วย 1M NaCl และ 1 
M NaOH  ตามลําดับ สุดท้ายล้างด้วยนํ้า ปราศจากประจุ (Deionized water)  และเก็บคอลัมน์ใน 
20% ethanol 

2. นํา fraction ส่วน QXL/QFF flow through  จากคอลัมน์ QXL/QFF  (เรียก SP-
Sepharose sample) ไปผ่านคอลัมน์แลกเปลี่ยนประจุบวก SP-Sepharose (GE healthcare) ซึ่งทํา
ให้เรซินภายในอ่ิมตัวก่อนหน้าด้วยบัฟเฟอร์ A pH 5.89 อยู่ก่อนแล้ว โดย pack คอลัมน์ขนาด 8 ml 
ผ่าน sample เข้าสู่คอลัมน์ด้วยอัตราการไหล 2 ml/min เก็บ fraction ส่วนที่ไหลผ่านคอลัมน์ (SP-
Sepharose flow through) ล้างคอลัมน์ด้วยบัฟเฟอร์ A อย่างน้อย 5 column volume เก็บ 
fraction ส่วนที่ล้างคอลัมน์ (SP-Sepharose wash) แล้วชะโปรตีนที่เกาะคอลัมน์แบบ linear 
gradient จาก 0% ถึง 100% ด้วยบัฟเฟอร์ B pH 7.5 และบัฟเฟอร์ C ซึ่งมี pH 7.5 และ 150 mM 
NaCl ระหว่างน้ีเก็บ fraction ส่วนที่ชะโปรตีนเป็นช่วงๆ (SP-Sepharose Elute) จาก 0%B จนถึง 
100 B% และจาก 100%B จนถึง 100 %C) นํา fraction ส่วนต่างที่ได้ไปวิเคราะห์ ด้วย 10%SDS 
PAGE ย้อมแผ่นเจลที่ได้ด้วย silver staining 

ส่วนคอลัมน์ที่ใช้แล้ว นํามาล้างโปรตีนที่เหลือเกาะคอลัมน์ออกด้วย1 M NaCl และ 1 M 
NaOH เก็บคอลัมน์ใน 0.2 M sodium acetate ใน 20% ethanol  
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3. นํา Fraction SP-Sepharose (Elute 14-18%B) ซึ่งคือ ส่วนที่ชะด้วยบัฟเฟอร์ B 14-18% 
จากคอลัมน์ SP-Sepharose หรือ Fraction SPFF Elute 18-25%B หรือ 25%B ปริมาตร 8 ml ซึ่ง
ตรวจสอบด้วย 10%SDS/PAGE แล้วว่ามี recombinant HA protein (rHA) อยู่ ไปแยกต่อโดยนําไป
ผ่านคอลัมน์  ceramic hydroxyapatite CHTTM type1 จากบริษัท Biorad ขนาด 5 ml ซึ่งผ่านการ
ทําให้ เรซินภายในอ่ิมตัวด้วยบัฟเฟอร์ B pH 6.00 แล้วนําโปรตีนตัวอย่างที่เลือก (CHT sample) ผ่าน
ลงสู่คอลัมน์ที่อัตราการไหล 2 ml/min เก็บ fraction ส่วนที่ผ่านคอลัมน์ (CHT flow through) ล้าง
คอลัมน์ด้วยบัฟเฟอร์ B อย่างน้อย 5 column volume เก็บ fraction ส่วนที่ล้างคอลัมน์ (CHT wash) 
และชะ (elute) โปรตีนที่เกาะคอลัมน์อยู่ด้วยบัฟเฟอร์ D  (40 mM phosphate pH 7.20) ตามด้วย 
บัฟเฟอร์ E (100 mM phosphate pH 7.20) และ บัฟเฟอร์ F (500 mM phosphate pH 7.20) 
ตามลําดับ ระหว่างน้ีเก็บ fraction ส่วนที่ชะโปรตีนเป็นช่วงๆ (CHT Elute) นํา elute fraction จาก
บัฟเฟอร์ D 40 mM phosphate pH 7.20 ไปทําให้เข้มข้นด้วย AmiconTM Ultra 15 centrifugal 
concentrator ที่มี molecular weight cut off 30 kDa โดยป่ันเหว่ียงใน swing bucket ที่ 4,000 g 
นาน 10 นาที จากนั้นตรวจสอบโปรตีนที่สกัดด้วย 10%SDS/PAGE ย้อมด้วย Silver staining  และ 
Western blot analysis ใช้ monoclonal antibody ที่จําเพาะต่อ HA protein 

ส่วนคอลัมน์ที่ใช้แล้วนํามาทําความสะอาดด้วย 2M NaCl ใน 5 mM sodium phosphate pH 
7.12 ตามด้วยบัฟเฟอร์ B pH 6.00 ที่อัตราการไหล 2 ml/min จากน้ันทําความสะอาดคอลัมน์อีกครั้งที่
อัตราการไหล 5 ml/min ด้วยบัฟเฟอร์ F 500 mM phosphate pH 7.20 และทําคอลัมน์ให้อ่ิมตัวอีก
ครั้งด้วยบัฟเฟอร์ B ที่อัตราการไหล 5 ml/minล้างคอลัมน์ด้วยนํ้า เก็บคอลัมน์ใน 0.1 M sodium 
hydroxide  

 
2.4  การวิเคราะห์โปรตีน 
 ทําการตรวจสอบโปรตีนที่ได้ในแต่ละขั้นตอนด้วยเทคนิคต่อไปน้ี 

1. SDS-PAGE ย้อมด้วย Silver staining 
2. Western blot analysis 
3. Hemagglutination Assay (HA assay) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



20 
 

 170 
 130 
 
 100 
 
   70 
 
   55 
 
 
 
   40 
 
 
   35 
 
 
   25 
 
 
 
    

MW (kDa) 

1     2      3     4     5      

ผลการทดลองการสกัดโปรตีน 
 

การแยก recombinant HA protein ออกจากเมมเบรนของเซลล์แมลง 
เน่ืองจาก recombinant HA protein จะถูกสร้างเป็นส่วนหน่ึงของเย่ือหุ้มเซลล์ของเซลล์แมลง 

Sf9 จึงต้องเร่ิมดําเนเนการโดยการ extract protein จากเมมเบรนของเซลล์แมลง จากการทดลองใช้
สารลดแรงตึงผิวหลายชนิดในสารละลายบัฟเฟอร์ที่ pH ต่างๆ และสัดส่วนปริมาตรของ extraction 
บัฟเฟอร์ต่อปริมาณเซลล์ ต่างๆ กัน รวมถึงใช้วิธีการทําให้โปรตีนหลุดออกจากเมมเบรนของเซลล์ต่างกัน 
พบว่า เมื่อใช้สารลดแรงตึงผิวแบบไม่มีประจุ (non-ionic detergent) คือ tergitol NP-9 เข้มข้น 
0.01% ใน บัฟเฟอร์ A (20 mM sodium phosphate, 1.0 mM EDTA, 5%glycerol pH 5.89) ใน
อัตราส่วน 4.20 g ของน้ําหนักเซลล์เปียก : 147.5 ml ของ extraction บัฟเฟอร์ โดยวิธีการป่ันคนด้วย 
magnetic stirrer เพ่ือหลีกเลี่ยงการทําลาย nucleus และ organelle อ่ืนๆ  ให้ผล extract นํา 
recombinant HA protein ออกจากเมมเบรนของเซลล์แมลงได้ดีที่สุด (ไม่ได้แสดงผลการทดลอง) 
 
การแยกและทําบรสิุทธิ ์Recombinant HA protein ด้วยวิธีโครมาโตกราฟฟี 

HA protein มีนํ้าหนักโมเลกุล 63 kDa (คํานวณจากลําดับกรดอะมิโน)และค่า pI 6.30 ดังน้ัน 
ในการทดลองได้ปรับบัฟเฟอร์ให้มี pH ที่ pH 5.9 ทําให้ recombinant HA protein (rHA)  มีประจุ
บวก และนําไปแยกออกจากโปรตีนที่ปนเป้ือนด้วยด้วยการผ่านตัวอย่างลงบนโครมาโทกราฟีชนิด
คอลัมน์แบบการแยกโดยการแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchange) คือ HitrapTM Q XL column 
(GE Healthcare/Pharmacia, Piscataway) ขนาด 1 ml ต่อเรียงกับ HitrapTM Q FF column (GE 
Healthcare/Pharmacia, Piscataway) ขนาด 1 ml ทั้งน้ี โปรตีนปนเป้ือนที่มีประจุลบรวมทั้งดีเอ็นเอ
และอาร์เอ็นเอจะเกาะกับเรซินแต่ rHA จะเคลื่อนผ่าน (flow through) ซึ่งในขั้นตอนน้ีมีวัตถุประสงค์
หลักในการกําจัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอเป็นหลัก เน่ืองผลการดําเนินการก่อนหน้าน้ันพบว่าหากไม่กําจัด
จะมีผลในการไปบดบังการจับของ rHA โปรตีนกับ SP-Sepahrose ในขั้นตอนถัดไป ผลการดําเนินการ
ใช้คอลัมน์แลกเปลี่ยนประจุลบ QXL ตามด้วย QFF (QXL/QFF)   ดังรูปที่ 9  
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

รูปที่ 9 การตรวจสอบโปรตีนด้วย 10%SDS/PAGE และยอ้มสี Silver staining แสดงผลการผ่านสาร
สกัดโปรตีน rHA จากเซลล์ลงในคอลัมน์แลกเปลี่ยนประจุลบ QXL ตามด้วย QFF (QXL/QFF) 
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1        2        3       4      5       6       7       8      9       10 MW (kDa)  11    12     13    14     15     16     17     18    19     20 MW (kDa) 

แถวที่ 1) โปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุล  
แถวที่ 2) สารสกัดโปรตีน rHA จากเซลล์ก่อนผ่าน QXL/QFF  (QXL/QFF sample)  
แถวที่ 3) QXL/QFF ที่ผ่าน (flow through) คอลัมน์โดยไม่เกาะกับเรซิน   
แถวที่ 4) QXL/QFF ล้าง (wash) ด้วย บัฟเฟอร์ A  
แถวที่ 5) QXL/QFF ชะด้วย 1 M NaCl  

 
จากรูปที่ 9 จะเห็นว่ามีโปรตีนบางส่วนจับกับคอลัมน์ภายหลังการผ่านตัวอย่างลงใน 

QXL/QFF เห็นได้จากซึ่งถูกชะออกมาด้วยเกลือความเข้มข้นสูง 1 M NaCl (แถวที่ 5) ส่วน rHA โปรตีน
ที่ถูกเตรียมให้มีสภาวะไม่จับคอลัมน์ QXL/QFF ส่วนใหญ่หลุดออกมากับส่วน QXL/QFF flow 
through (แถวที่ 3) พร้อมกับโปรตีนปนเป้ือนอ่ืนๆ และเน่ืองจากค่า pI โดยทฤษฎีของ rHA โปรตีน
เท่ากับ 6.3 ดังน้ันจึงนําส่วน QXL/QFF flow through ที่มี pH 5.9 ไปแยกโปรตีนต่อด้วยโครมาโทก
ราฟีชนิดคอลัมน์แบบการแยกโดยการแลกเปลี่ยนประจุบวก (cation-exchange) ด้วย SP- Sepharose 
column เริ่มทําให้เรซิ่นอ่ิมตัวด้วยบัฟเฟอร์ pH 5.9 เพ่ือให้ rHA โปรตีนเกาะ และชะแบบ gradient 
ด้วยบัฟเฟอร์ที่ pH สูงขึ้นคือ pH 7.5 ได้ผลดังรูปที่ 10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 การตรวจสอบโปรตีนด้วย 10%SDS/PAGE และย้อมสี Silver staining แสดงผลโปรตีนหลงั
การผ่าน QXL/QFF และนําส่วน flow through ลงคอลมัน์แลกเปลี่ยนประจุบวก SP-Sepharose 

แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุล  
แถวที่ 2 ตัวอย่างเร่ิมต้นสําหรับ SP- Sepharose (หรือ QXL/QFF flow through)  
แถวที่ 3 ตัวอย่างโปรตีนส่วนที่ไม่เกาะกับ SP- Sepharose (flow through)  
แถวที่ 4 SP- Sepharose wash  
แถวที่ 5 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (0-9%)  
แถวที่ 6 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (9-13%)  
แถวที่ 7 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (14-18%)  
แถวที่ 8 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (18-25%)  
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แถวที่ 9 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (25%)  
แถวที่ 10 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (25-31%) 
แถวที่ 11 โปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุล  
แถวที่ 12 ตัวอย่างเร่ิมต้นสําหรับ SP- Sepharose (หรือ QXL/QFF flow through)  
แถวที่ 13 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (31-40%B) 
แถวที่ 14 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (40-55%B)  
แถวที่ 15 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (55-70%B) 
แถวที่ 16 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (70-87%B)  
แถวที่ 17 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (87-100%B) 
แถวที่ 18 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (100%B-C)  
แถวที่ 19 และ 20 โปรตีนจากการชะ SP- Sepharose ด้วยบัฟเฟอร์ B (100%C)  
(ลูกศรช้ีแสดงตําแหน่งที่คาดว่าจะเป็น rHA โปรตีน) 

 
จากรูปที่ 10  เห็นได้ว่า fraction ที่ชะด้วย14-18% บัฟเฟอร์ B pH 7.50 (แถวที่ 7) เริ่ม

เห็น rHA โปรตีน หลุดออกมาพร้อมกับโปรตีนปนเป้ือนอ่ืนๆ จึงนํา fraction น้ีไปแยกโปรตีนต่อด้วยการ
ใช้โครมาโทกราฟีชนิดคอลัมน์แบบ mix mode chromatography คือ ceramic hydroxyapatite 
type I media (CHT type I, Bio-Rad, Hercules) ขนาด 5 ml ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นทั้ง ion exchange 
และ hydrophobic โดยใช้หลักการเพ่ิมความเข้มข้นของ phosphate buffer เพ่ือชะ rHA โปรตีนออก
จากคอลัมน์ ดังผลในรูปที่ 11 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
รูปที่ 11 การตรวจสอบโปรตีนด้วย 10%SDS/PAGE และย้อมสี Silver staining แสดงผลโปรตีนหลงั
การผ่าน QXL/QFF, SP-Sepharose (ที่ชะด้วย14-18% บัฟเฟอร์ B) และ ceramic hydroxyapatite 

type I (CHT) 
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แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุล  
แถวที่ 2 ตัวอย่างโปรตีน ก่อนนําลง CHTคอลัมน์ (จาก SP-Sepharose18-25%บัฟเฟอร์ 

B)  
แถวที่ 3 CHT flow through  
แถวที่ 4 CHT wash  
แถวที่ 5 CHT ชะด้วย buffer D (40 mM phosphate) fraction 1 
แถวที่ 6 CHT ชะด้วย buffer D (40 mM phosphate) fraction 2  
แถวที่ 7 CHT ชะด้วย buffer E (100 mM phosphate ) 
แถวที่ 8 CHT ชะด้วย buffer (F 500 mM phosphate)  

(ลูกศรช้ี คือ โปรตีนที่ถูกกําจัดหลังจากใช้ CHT คอลัมน์ กรอบเส้นประ แสดงตําแหน่ง rHA โปรตีน (ถ้า
มี)บน SDS/PAGE) 

ในรูปที่ 11 จะเห็นว่ามี rHA โปรตีนบางส่วนไม่เกาะกับคอลัมน์ดังเห็นได้จากแถวที่ 3 CHT 
flow through และแถวที่ 4 CHT wash ที่พบว่ามีแถบโปรตีนขนาดเดียวกับ rHA โปรตีนหลุดออกมา 
ซึ่งอาจเกิดจากการมีโปรตีนมากกว่าบริเวณให้โปรตีนเกาะในคอลัมน์หรือสภาวะในการให้ rHA โปรตีน
ไปเกาะยังไม่ใช่สภาวะที่เหมาะสม ส่วน rHA โปรตีนที่เกาะกับคอลัมน์น้ันถูกชะจาก CHT คอลัมน์ด้วย    
40 mM phosphate พร้อมแถบโปรตีนปนเป้ือนที่มีขนาดใหญ่กว่า 2 แถบโปรตีนและที่เล็กกว่า 25 
kDa 1 แถบโปรตีน  เมื่อเปรียบเทียบโปรตีนก่อนการสกัดด้วย CHT คอลัมน์ (แถวที่ 2) กับภายหลังการ
ชะออกจากคอลัมน์ด้วย buffer D (40 mM phosphate) fraction 2  (แถวที่ 6) พบว่าแถบโปรตีนที่
ขนาดประมาณ 56 kDa และ 36 kDa (ตามลูกศรช้ี รูปที่ 3) ไม่รวมอยู่ด้วย ทั้งน้ีน่าจะมาจากการท่ี 2 
แถบโปรตีนน้ีเกาะกับเรซิ่นได้ดีกว่า rHA โปรตีน จึงถูกชะออกจากคอลัมน์ภายหลังจากที่ rHA โปรตีน
หลุดออกมาแล้วโดยการชะด้วย buffer E (100 mM phosphate) ในแถวที่ 7 ส่วนโปรตีนปนเป้ือน
อ่ืนๆ ที่มีขนาดใหญ่กว่า rHA โปรตีนและขนาดเล็กกว่า 25 kDa  น้ันดูเหมือนว่ามีคุณสมบัติในการเกาะ
กับ CHT คอลัมน์ใกล้เคียงกับ rHA โปรตีนเน่ืองจากถูกชะออกมาด้วยกัน (แถวที่ 6)   

ผลดังกล่าวข้างต้นแสดงให้เห็นว่า rHA โปรตีนน้ันเกาะกับคอลัมน์ CHT ได้ไม่ดีนัก เห็นได้
จากการตรวจพบในส่วนโปรตีนที่ผ่าน (CHT flow through)และที่หลุดมาจากขณะล้าง (CHT wash) 
ด้วยบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการเกาะ แต่มีโปรตีนปนเป้ือน 2 แถบโปรตีนที่เกาะได้ดีกว่า คือ แถบโปรตีนที่ขนาด
ประมาณ 56 kDa และ 36 kDa ที่ไม่พบใน flow through และใน wash เลย แต่กับถูกชะออกเมื่อใช้
บัฟเฟอร์ที่มีความเข้มข้นของ phosphate สูงกว่าที่ใช้ชะ rHA โปรตีน แสดงการเกาะกับ CHT ได้ดีกว่า 
ส่วนโปรตีนปนเป้ือนอ่ืนๆ คือ แถบโปรตีนที่มีขนาดใหญ่กว่า rHA โปรตีน 2 แถบโปรตีน พบว่ามี
คุณสมบัติในการจับและหลุดออกจาก CHT เช่นเดียวกับ rHA โปรตีน สําหรับโปรตีนที่เล็กกว่า 25 kDa 
น้ันพบว่าเกาะกับคอลัมน์ CHT ได้ใกล้เคียงกับ rHA โปรตีนด้วยเช่นกัน เห็นได้จากการถูกชะในช่วงที่ใช้
บัฟเฟอร์ D ด้วย จากที่กล่าวมาข้างต้นแสดงให้เห็นว่า ในการทําให้ rHA โปรตีนบริสุทธ์ิโดยการให้จับกับ
คอลัมน์ CHT ไม่สามารถแยกเฉพาะ rHA โปรตีนออกมาเพียงโปรตีนเดียวโดยไม่มีโปรตีนอ่ืนหลุดออกมา
ด้วย เมื่อใช้บัฟเฟอร์สําหรับชะคอลัมน์ ดังน้ันอาจจะไม่ใช่แนวทางที่เหมาะสมในการสกัด rHA โปรตีนให้
บริสุทธ์ิขั้นสุดท้าย  

จากผลท่ีได้มีสิ่งที่ควรสังเกตเพ่ิมเติม คือ ส่วนของ CHT flow through  คือ โปรตีนที่ไม่
เกาะกับ  CHT คอลัมน์น้ันมีเพียง rHA โปรตีนเป็นโปรตีนหลัก (รูปที่ 3 แถวที่ 3)  ทั้งน้ียังพบผล
เช่นเดียวกันในส่วนของ CHT wash (รูปที่ 3 แถวที่ 4) ด้วย โดยทั้งสองตัวอย่างโปรตีนพบเพียงแถบของ 
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rHA โปรตีนกับโปรตีนขนาดใหญ่กว่า 2 แถบโปรตีนเท่าน้ัน ซึ่งเมื่อนําตัวอย่างโปรตีนภายหลังการใช้ 
CHT คอลัมน์ไปทําให้เข้มข้นเพ่ิมขึ้นด้วย centrifugal concentrator ที่ molecular weight cut off 
50 kDa และตรวจสอบด้วยการย้อมสี Coomassie Blue staining  พบว่าตัวอย่าง CHT flow 
through และ CHT wash (รูปที่ 12 แถวที่ 3 และ 4 ตามลําดับ) มี rHA โปรตีนกับโปรตีนขนาดใหญ่ 2 
แถบโปรตีนเป็นโปรตีนหลักเท่าน้ัน  

 
เมื่อทําการตรวจสอบ rHA โปรตีนในตัวอย่างทั้งก่อนและหลังการสกัดด้วยวิธีโครมาโตก

ราฟีแต่ละชนิดด้วยเทคนิค   Western blot analysis โดยใช้ monoclonal antibody ที่จําเพาะต่อ 
HA โปรตีนก็พบแถบโปรตีนที่จําเพาะกับ anti-HA antibody ในทุกตัวอย่างดังแสดงในรูปที่ 5 แสดง
การมี rHA  โปรตีนไม่ได้สูญหายไปในแต่ละขั้นตอน นอกจากน้ี Western blot analysis ยังช้ีให้เห็นว่า 
โปรตีนขนาดใหญ่ 2 แถบโปรตีน ที่ตรวจพบในทุกตัวอย่างถูกแอนติบอดีจับอย่างจําเพาะ แสดงว่า
โปรตีนขนาดใหญ่ทั้งสองน้ีน่าจะเป็น rHA โปรตีนที่เกิดจากการ polymerization ของ HA เป็น dimer 
หรือ trimer ดังแสดงในรูปที่ 12 และเพ่ือยืนยันว่าทุกตัวอย่างที่ให้ผลบวกกับ Western blot ในรูปที่ 
13 เป็น recombinant HA protein จริง จึงได้นําตัวอย่างดังกล่าวมาทําการตรวจสอบว่าโปรตีน
ตัวอย่างดังกล่าวมี Hemagglutination activity ตามหน้าที่ของโปรตีนตามธรรมชาติหรือไม่ โดย
ทดสอบด้วย HA assay ตรวจสอบความสามารถในการ agglutination ของเม็ดเลือดแดงห่าน (0.5% 
goose red blood cell) โดยการนําตัวอย่างโปรตีนมาเจือจางแบบ two-fold dilution ด้วย PBS และ
ผสมกับเม็ดเลือดแดงที่เตรียมใน 96-well plate ผลการตรวจสอบดังแสดงในรูปที่ 14 

 
 
 
 
 
 
 
 

            
 
 
 
รูปที่ 12 การตรวจสอบโปรตีนด้วย 10%SDS/PAGE และย้อมสี Coomassie Blue staining  แสดงผล

โปรตีนหลังการผ่าน CHT คอลัมน์ และเพ่ิมความเข้มข้นด้วย centrifugal concentrator ที่ 
molecular weight cut off 50 kDa 

แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุล  
แถวที่ 2 โปรตีนหลังการผ่าน SP-Sepharose (โปรตีนก่อนการสกัดด้วย CHT) 
แถวที่ 3 CHT flow through  ทําให้เข้มขน้ 43 เท่า 
แถวที่ 4 CHT wash pH ทําให้เข้มข้น 56 เท่า  
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แถวที่ 5 โปรตีนหลังการผ่าน CHTและชะด้วย buffer D fraction ที่ 1 ทําให้เข้มข้น 31 
เท่า 

แถวที่ 6 โปรตีนหลังการผ่าน CHT และชะด้วย buffer D fraction ที่ 2 ทําให้เขม้ข้น 31 
เท่า 

แถวที่ 7 โปรตีนหลังการผ่าน CHT และชะด้วย buffer E 100 mM phosphate 
แถวที่8 โปรตีนหลังการผ่าน CHT และชะด้วย buffer F  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 13 Western blot analysis แสดงตัวอย่างโปรตีนก่อนและหลังการแยกด้วยโครมาโตกราฟี แถบ

โปรตีนแสดงความจําเพาะกับแอนติบอดีที่จําเพาะกับโปรตีน HA 
แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุล  
แถวที่ 2 ตัวอย่างโปรตีนก่อนการแยกด้วยโครมาโตกราฟี (QXL/QFF sample)  
แถวที่ 3 QXL/QFF flow through (หรือ SP-Sepharose sample)  
แถวที่ 4 SP-Sepharose ชะด้วย18-25% บัฟเฟอร์ B pH 6.27(CHT sample)  
แถวที่ 5 CHT elute buffer D 40 mM phosphate fraction ที่ 1 ทําให้เข้มข้นด้วย 

centrifugal concentrator molecular weight cut off 50 kDa 
 
 
 
      
    
 
 
 

 
 
รูปที่ 14 การตรวจสอบตัวอย่างโปรตีนด้วย Hemagglutination assay ใช้ 0.5% goose red blood 
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แถว A คือ PBS (negative control)  
แถว B คือ ตัวอย่างโปรตีนก่อนการแยกด้วยโครมาโตกราฟี (QXL/QFF sample)  
แถว C คือ QXL/QFF flow through (หรือ SP-Sepharose sample)  
แถว D คือ SP-Sepharose ชะด้วย18-25% บัฟเฟอร์ B pH 6.27(CHT sample)  
แถว E คือ CHT elute buffer D 40 mM phosphate fraction ที่ 1 ทําให้เข้มข้นด้วย 

centrifugal concentrator molecular weight cut off 50 kDa 
 จากรูปที่ 14 พบว่าตัวอย่างโปรตีนที่ให้ผลบวกกับ  Western blot analysis มี 
Hemagglutination activity โดยแต่ละตัวอย่างมี HA activity ที่ต่างกันเน่ืองจากปริมาณความเข้มข้น
ของโปรตีนในตัวอย่างที่ไม่เท่ากัน  

 
สรุปผลการทดลองการสกัดและทําบริสทุธิ์รีคอมบีแนนต์HAโปรตีน 
1. จากการแยกและทําบริสุทธ์ิ rHA โปรตีนด้วยวิธีโครมาโทกราฟีชนิดคอลัมน์เป็นลําดับ คือ 

QXL/QFF, SP-Sepharose และ CHT น้ัน เมื่อตรวจสอบด้วย SDS-PAGE พบว่าสามารถกําจัดสาร
พันธุกรรมและโปรตีนปนเป้ือนให้แยกออกจาก rHA โปรตีน ได้ตามลําดับ โดยในขั้นตอนสุดท้ายจากการ
ใช้ CHT คอลัมน์พบว่าตัวอย่างโปรตีนที่ชะออกจากคอลัมน์ด้วยบัฟเฟอร์ D มี rHA โปรตีนและโปรตีนที่
มีขนาดใหญ่กว่า 2 แถบโปรตีน ซึ่งเมื่อตรวจสอบด้วย Western blot analysis พบว่าน่าจะเป็น rHA 
โปรตีนที่เกิดจากการ polymerization อย่างไรก็ตามพบว่ามีอีก 1 โปรตีนปนเป้ือน คือ แถบโปรตีนที่มี
ขนาดเล็กกว่า 25 kDa ซึ่งหากเปรียบเทียบความเข้มของแถบโปรตีนระหว่าง rHA โปรตีนและโปรตีน
ปนเป้ือนขนาดเล็กกว่า 25 kDa น้ีพบว่ามีปริมาณใกล้เคียงกัน (รูปที่ 12แถวที่ 5 และ 6) ดังน้ันตัวอย่าง
น้ียังต้องการข้ันตอนต่อไปในการให้ได้ rHA โปรตีนที่ปราศจากการปนเป้ือน 

2. นอกจากตัวอย่างที่ได้จากการชะออกจาก CHT คอลัมน์ด้วยบัฟเฟอร์ D ตามข้อที่ 1 แล้ว 
เมื่อตรวจสอบตัวอย่างโปรตีน 2 ตัวอย่าง คือ ตัวอย่างโปรตีนที่ไม่เกาะกับ CHT คอลัมน์ (CHT flow 
through) และท่ีได้จากการล้างคอลัมน์ (CHT Wash) (รูปที่ 12 แถวที่ 3 และ 4) กลับมี rHA โปรตีนใน
ปริมาณสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างโปรตีนอ่ืนๆที่ได้จาก  CHT คอลัมน์ อีกทั้งไม่เห็นโปรตีน
ปนเป้ือนขนาดเล็กกว่า 25 kDa ดังน้ันอีกทางเลือกหน่ึงในการแยก rHA โปรตีนให้บริสุทธ์ินอกจากการ
ให้เกาะกับ  CHT คอลัมน์และชะออก อาจใช้วิธีการตรงกันข้าม คือให้โปรตีนปนเป้ือนอ่ืนๆ โดยเฉพาะ
โปรตีนปนเปื้อนขนาดเล็กกว่า 25 kDa เกาะกับ  CHT คอลัมน์แต่ให้  rHA โปรตีนเท่าน้ันผ่านคอลัมน์ 
ซึ่งน่าจะให้ rHA โปรตีนที่ปราศจากการปนเป้ือนจากโปรตีนอ่ืนๆ โดยไม่ต้องมีขั้นตอนเพ่ิมเติมอีก 

3. ในขั้นตอนสุดท้ายที่ทําการแยกโปรตีนด้วย CHT คอลัมน์น้ัน จากการทํา Western blot 
analysis พบว่าทุกตัวอย่างโปรตีนที่ได้ทั้งข้อ 1และ 2 ข้างต้นมี rHA โปรตีนอยู่ด้วยโดย rHA โปรตีน
ดังกล่าวมี Hemagglutination activity ดังน้ันจึงอาจกล่าวได้ว่ากระบวนการแยก rHA โปรตีนได้ผล 
โดยใช้ขั้นตอน คือ เริ่มจากการใช้  QXL/QFF และนําส่วน flow through มาลง SP-Sepharose 
คอลัมน์ จากน้ันชะโปรตีนออกจาก  SP-Sepharse ด้วย18-25% บัฟเฟอร์ B เพ่ือนําไปลง CHT คอลัมน์ 
ซึ่งตัวอย่างโปรตีนที่มี rHA โปรตีนที่มีโปรตีนปนเป้ือนน้อยที่สุดหรือไม่พบเลย คือ ตัวอย่างโปรตีนที่ไม่
เกาะกับ CHT คอลัมน์  
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2.5 การทดสอบรีคอมบีแนนต์ HA โปรตีนในสัตว์ทดลอง 
เพ่ือตรวจสอบความสามารถในการกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกันของโปรตีนที่ผลิตและทําบริสุทธ์ิได้ในหนู
ทดลอง ซึ่งดําเนินการทดลองโดยฉีดโปรตีนเพ่ือกระตุ้นการสร้างภูมิ 3 ครั้ง ห่างกัน 1 สัปดาห์ จากน้ันทํา
การเก็บวีรัมมาวิเคราะห์หาภูมิคุ้มกันเปรียบเทียบกับซีรัมของหนูก่อนการฉีดโปรตีนกระตุ้น 
 
วิธีการฉีดโปรตีนกระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนู  (Immunization of mice) 
 
หนูที่ใช้ในการทดลอง : female Balb/c mice (Six to eight-week-old pathogen-free) จาก 
National Laboratory Animal Centre  เลี้ยง ที่อุณหภูมิ 22-24C ให้อาหารและนํ้าอย่างเพียงพอ  
 
ทําการเจาะเลอืดหนูก่อนการฉีดกระตุ้นครัง้ที่ 1  
 
การฉีดหน ู 
กลุ่มควบคุม ฉดี PBS จํานวน 4 ตัว และฉีดโปรตีน  recombinant HA protein 50 g/ตัว จํานวน 4 
ตัว  
Immunization: intramuscular (IM) 3 ครั้ง ห่างกัน 1 สัปดาห์ (อาทติย์ที่ 1, 2 และ 3) และ 
sacrificed ในอาทิตย์ที่ 4 โดยเก็บ whole blood เพ่ือแยกซีรั่ม  
 
ครั้งที่ 1 (สัปดาห์ที่ 1) 50 g recombinant HA protein (50 μl) ผสม Complete Freund’s  
adjuvant (50 μl)  ใน total volume 100 l 
ครั้งที่ 2 (สัปดาห์ที่ 2) 50 g recombinant HA protein (50 μl) ผสม Incomplete Freund’s  
adjuvant (50 μl)  ใน total volume 100 l 
ครั้งที่ 3 (สัปดาห์ที่ 3) 50 g recombinant HA protein (50 μl) ผสม Incomplete Freund’s  
adjuvant  (50 μl)  ใน total volume 100 l 
  
ผลการทดสอบโปรตีนในหนู 
รายงานผลการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อ HA antigen ในซีรั่มด้วยวิธี Hemagglutination 
Inhibition (HAI) 

1. การเตรียมเม็ดเลือดแดง 0.5% 
1.1 นําเลือดห่านในสารละลาย Alsever’s ประมาณ 5 ml มาผสมกับสารละลาย Normal 

saline, 0.85% NaCl  จนได้ปริมาตร 50 ml ในหลอดก้นกรวยสําหรับป่ันเหว่ียง 
นําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 1,200 rpm นาน 10 นาท ีแล้วเทสารละลายส่วนบน
ซึ่งมีสีนํ้าตาลอมเหลืองทิ้ง 

1.2 เติมสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) ไปเพ่ือล้างเม็ดเลือดแดงจน
ปริมาตรครบ 50 ml นําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 1,200 rpm นาน 5 นาที เท
สารละลายส่วนบนทิ้งไป ทําเช่นน้ีอีก 2 รอบ 
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1.3 นําสารละลายเม็ดเลือดแดงที่ได้ใส่ลงในหลอดก้นกรวยสําหรับป่ันเหว่ียงขนาด 15 ml 
แล้วเติมสารละลาย PBS จนได้ปริมาตร 12 ml นําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 1,200 
rpm นาน 10 นาที เทสารละลายส่วนบนทิ้งไปจะได้เม็ดเลือดแดงเข้มข้น (packed 
red blood cells) 

1.4 ทําการเจือจางเม็ดเลือดแดงเข้มข้นด้วยสารละลาย PBS เพ่ือเตรียมสารละลายเม็ด
เลือดแดงความเข้มข้นโดยประมาณ 0.5% จดปริมาตรเริ่มต้นที่เตรียมไว้เพ่ือนําไป
คํานวณ 

1.5 ทําการเจือจางเม็ดเลือดแดง 0.5% โดยประมาณท่ีได้ต่ออีก 100 เท่า เพ่ือนําไปนับ

จํานวนเม็ดเลือดแดงโดยปิเปตต์เม็ดเลือดแดงที่เจือจางแล้วปริมาตร 10 l ลงบน 
hemacytometer และนับจํานวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมดที่บริเวณมุมทั้ง 4 ด้าน  บันทึก
จํานวนที่นับได้ทั้งหมดเพ่ือนําไปคํานวณ 

1.6 ปรับความเข้มข้นของเม็ดเลือดแดง 0.5% ทีเ่ตรียม โดยคํานวณหาปริมาตรสุดท้ายของ
เม็ดเลือดแดง 0.5% จากสูตร  
ปริมาตรสุดท้ายของเม็ดเลือดแดง 0.5% = (จํานวนเม็ดเลือดแดงที่นับได้ /160) x 
ปริมาตรเริ่มต้น 

2. การเตรียมซีรั่ม  
2.1  การ treat ซีรัม่ เพ่ือกําจัด Nonspecific Inhibitor 

นําซีรั่มที่ได้จากหนูทดลอง 8 ตัวทั้งก่อนและหลังการ immunization มาผสม
กับ receptor destroying enzyme (RDE; RDE II SEIKEN) ในอัตราส่วน 1 : 3 แล้ว
นําไปบ่มใน water bath ที่อุณหภูมิ 37° C นาน 18-20 ช่ัวโมง และต่อด้วยอุณหภูมิ 
56° C นาน 30 นาท ี

2.2  การ treat ซีรัม่ เพ่ือกําจัด Nonspecific Agglutinins 
นําซีรั่มที ่treat แล้วด้วย RDE มาผสมให้เขา้กันกับ packed red blood 

cells ในอัตราส่วน 20 : 1 แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 4° C นาน 1 ช่ัวโมง โดยเขย่าให้เข้ากัน
ทุก 15 นาท ีจากน้ันนําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 1,200 rpm นาน 10 นาที ดูดเอา
เฉพาะสารละลายส่วนใสด้านบน  จะได้ซีรั่มสําหรับทดสอบ HAI ที่การเจือจางเร่ิมต้น 
1 : 4  

2.3 การทดสอบซีรัม่ 
เพ่ือตรวจหาว่าในซีรั่มที่ผ่านการ treat แล้วมี Nonspecific Agglutinin  

หรือไม่ ทําโดยปิเปตตซีรั่ม ปริมาตร 50 l ใสล่งในหลมุแรกของแต่ละคอลัมน์ของไม
โครเพลทชนิด 96 หลุมที่มีก้นหลุมเป็นรูปตัววี ส่วนหลุมควบคุมใสส่ารละลาย PBS 
แทนซรีั่ม แล้วทําการเจือจางแบบ serial twofold dilution ในปริมาตร 25 l ด้วย
สารละลาย PBS จากน้ันเติมเม็ดเลือดแดง 0.5% ลงไป หลุมละ 50 l เขย่าเพลทเพ่ือ
ผสมสารในหลมุในเข้ากัน นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 4C นาน 30 นาทีหรือจนกว่าเม็ดเลือด
แดงในหลุมควบคุมจะตกลงมาอย่างสมบูรณ์เห็นเป็นเม็ดกระดุมที่ก้นหลุมซึ่งเมื่อเอียง
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เพลทจะพบการไหลของเม็ดเลือดแดง จึงอ่านผล โดยหากในซีรั่มม ีnonspecific 
agglutinins อยู่จะทําให้เกิดการเกาะกลุ่มกันของเม็ดเลือด (hemagglutination) 
ได้ผลที่ต่างไปจากหลุมควบคมุ ผลการทดสอบแสดงดังรูปที่ 15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
รูปที่ 15a แสดงการทดสอบซีรั่มเพ่ือตรวจหา Nonspecific Agglutinin  ตัวอย่างหมายเลข 1-8 คือ 
ซีรั่มทีผ่่านการ treat แล้วของหนูทดลอง 8 ตัวก่อนการ immunization ตัวอย่างหมายเลข 9 คือ 
monoclonal antibody ต่อ H5N1HA antigen ที่การเจือจาง 1: 2,000 ซึ่งจะใช้เป็น positive 

control ในการทดสอบ HAI ส่วน PBS คือ หลุมควบคุม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 15b แสดงการทดสอบซีรั่มเช่นเดียวกับรูปที่ 1a เมื่อเอียงเพลทแล้วพบว่าเกิดการไหลของเม็ดเลือด

แดง 

Serial  
2 fold 
dilutio
n 
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รูปที่ 15c แสดงการทดสอบซีรั่มเพ่ือตรวจหา Nonspecific Agglutinins  ตัวอย่างหมายเลข 1-8 คือ 
ซีรั่มทีผ่่านการ treat แล้วของหนูทดลอง 8 ตัวหลังการ immunization ตัวอย่างหมายเลข 9 คือ 
monoclonal antibody ต่อ H5N1HA antigen ที่การเจือจาง 1: 2,000 ซึ่งจะใช้เป็น positive 

control ในการทดสอบ HAI ส่วน PBS คือ หลุมควบคุม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 15d แสดงการทดสอบซีรั่มเช่นเดียวกับรูปที่ 1c เมื่อเอียงเพลทแล้วพบว่าเกิดการไหลของเม็ดเลือด
แดง 

 

Serial  
2 fold 
dilution 

1         2         3         4          5         6          7          8                              

Serial  
2 fold 
dilutio
n 

1         2         3         4          5         6          7          8                              
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จากรูปที่ 15 แสดงให้เห็นว่าตรวจไม่พบ Nonspecific Agglutinins  ในซีรั่มทีผ่่านการ treat 
แล้ว  ของหนูทดลอง 8 ตัวทั้งก่อนและหลังการ immunization เช่นเดียวกับ monoclonal antibody 
ต่อ H5N1 HA antigen ที่การเจือจาง 1: 2,000 ซึ่งจะใช้เป็น positive control ในการทดสอบ HAI 
 

3. การเตรียม HA antigen 
3.1 ทดสอบคุณสมบัติการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงของ HA antigen โดยวิธี 

Hemagglutination (HA test)  
เพ่ือหาความสามารถในการทําให้เกิดการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง 

(hemagglutination ) เป็นค่า HA titer ในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม ที่มีก้นหลมุเป็น
รูปตัววี โดยทําการเจือจาง HA antigen ปริมาตร 50 l แบบ serial twofold 
dilution เริ่มจาก 1 : 2, 1 : 4, 1 : 8,…ไปจนถึง 1 : 4,096 ด้วยสารละลาย PBS 
จากน้ันเติมเม็ดเลือดแดง 0.5% ปริมาตร 50 l แล้วนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 C นาน 
30-45 นาที หรือจนกว่าในหลุมควบคุมซึ่งใส่สารละลาย PBS แทน HA antigen จะ
เห็นเม็ดเลือดแดง รวมกลุ่มเป็นเม็ดกระดุมแล้ว อ่านผลการทดสอบโดยหลุมทีใ่ห้ผล
บวกจะเกิดการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง ส่วนผลลบคือเม็ดเลือดจะตกลงเป็นเม็ด
กระดุมที่ก้นหลุมได้ผลดังรูปที่ 16  

 
 
 
 

 
 
 
 

 
จากรูปที่16 จะพบว่า HA antigen ในปรมิาตร 50 l ที่การเจือจาง  1 : 32 มีค่า HA titer เท่ากับ 1 

Hemagglutinating unit (HAU) ดังน้ัน HA antigen ที่ไม่ได้เจือจางจึงมีค่า HA titer เท่ากับ 32 
HAU/50l 

 
3.2 การเตรียมแอนติเจนมาตรฐานสําหรบัการทดสอบ HAI 

3.2.1 คํานวณหาปริมาตรของ HA antigen ทั้งหมดที่ต้องใช้ในการทดสอบก่อน โดย
แต่ละหลุมใช้ปริมาตร 25l 

3.2.2 มาตรฐานความเข้มข้นของแอนติเจนสําหรับการทดสอบ HAI คือ 4 HAU 
เตรียมโดยเจือจาง HA antigen ที่ทราบ HA titer แล้วด้วยสารละลาย PBS จนได้ 8 HAU/ 50 
l ปริมาตรเพียงพอสําหรับใช้ทดสอบ จากน้ันทํา black titration เพ่ือยืนยันความเข้มข้นของ
แอนติเจน โดยการเตรียม HA antigen ความเข้มข้น 8 HAU/ 50 l แลว้ทํา HA test ตามวิธี
ข้อ 3.1 ผลที่ได้ควรจะบวกใน 3 หลุมแรก ดังรูปที่ 17 

PBS 
HA 
antigen 

1 
: 2

 

1 
: 8

 

1 
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1 
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:  
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:  
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6 
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:  
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รูปที่ 17 การทํา black titration เพ่ือยืนยันความเข้มข้น 8 HAU/ 50 l ของ HA antigen 
 

4. การทดสอบ HAI 

เพ่ือหาความสามารถของซีรั่มในการยับย้ังการเกิด hemagglutination เป็นค่า “Antibody 
titer” โดยทําการเจือจางซีรั่มที่ผ่านการตรวจแล้วว่าไม่มี Nonspecific Agglutinins ในปริมาตร 25 l 
แบบ two fold dilution ด้วยสารละลาย PBS ในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม ที่มีก้นหลุมเป็นรูปตัววี  
โดยเริ่มจากการเจือจาง 1 : 4, 1 : 8, 1: 16, …ไปจนถึง 1 : 512 จากน้ันเติม HA antigen ความเข้มข้น 
8 HAU/ 50 l ปริมาตร 25 l  เพ่ือจะได้ความเข้มข้นของแอนติเจนต่อหลุมเท่ากับ 4 HAU แล้ว
นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 C นาน 40 นาที จากน้ันเติมเม็ดเลือดแดง 0.5% ปริมาตร 50 l บ่มต่อที่
อุณหภูมิ 4 C นาน 40 นาที จึงอ่านผล ให้ดูเทียบกับ + ve control คือ monoclonal antibody ต่อ 
H5N1 HA antigen เริ่มที่การเจือจาง 1 : 2,000 (1g/ml) ซึ่งจะให้ผลบวก คือเม็ดเลือดแดงตกลงเห็น
เป็นเม็ดกระดุมที่ก้นหลุมเน่ืองจาก HA antigen จับกับ antibody แล้วจึงไม่สามารถทําให้เกิด การจับ
กลุ่มของเม็ดเลือดแดง (hemagglutination inhibition)  ส่วนผลลบ คือหลุมที่เกิดการจับกลุ่มของเม็ด
เลือดแดง (hemagglutination) เน่ืองจาก HA antigen ไม่ถูกจับกับ antibody จึงทําให้เกิด 
hemagglutination ได้ดังรูปที่ 18 

 
 

 
 
 
 

 
รูปที่ 18a แสดงผลการทดสอบ HAI ตัวอย่างหมายเลข 1 ถึง 8 คือซีรั่มของหนู 8 ตัวก่อนการ 

immunization และหลุมควบคุมซึ่งใช้สารละลาย PBS แทนแอนติเจนและแอนติบอดี 

 

    1          2           3           4            5           6            7           8                   
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รูปที่ 18b แสดงผลการทดสอบ HAI ตัวอย่างหมายเลข 1 ถึง 8 คือซีรัม่ของหนู 8 ตัวที่ผ่านการ immunization แล้ว สําหรับหลุมควบคุม+ ve คือ monoclonal 
antibody ต่อ H5N1 HA antigen เริ่มที่การเจือจาง 1: 2,000 และหลุมควบคุมซึ่งใช้สารละลาย PBS แทนแอนติเจนและแอนติบอดี 

1 : 64,000 

1 : 2,000 

1 : 4,000 

1 : 8,000 

1 : 16,000 

1 : 32,000 

1 : 128,000 

1 : 256,000 

1 : 128 

1 : 4 

1 : 8 

1 :  16 

1 :  32 

1 :  64 

1 : 256 

1 : 512 

     1              2            3            4            5             6            7             8                                     + ve          PBS               
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จากรูปที่ 18a พบว่าซีรั่มจากเลือดหนูทดลองก่อนการ immunization หมายเลข 1 ถึง 8 
ให้ผล HAI เป็นลบ ที่การเจอืจาง 1: 4 สําหรับรูปที่ 18b พบว่าซีรั่มจากหนูทดลองหลังการ 
immunization หมายเลข 1 6 และ 8 ให้ผล HAI เป็นบวกที่การเจือจางสุดท้ายคือ 1: 8 ซีรั่มจากหนู
ทดลองหมายเลข 2 3 4 5 และ 7 ใหผ้ล HAI เป็นบวกที่การเจือจางสุดท้าย 1: 4 ส่วน monoclonal 
antibody ต่อ H5N1 HA antigen ให้ผลบวกที่การเจือจางสุดท้าย 1: 4,000   หรือความเข้มข้น 0.5 
g/ml 

น่ันคือซีรั่มจากหนูทดลองทั้ง 8 ตัวก่อนการ immunization ไม่มี แอนติบอดี ต่อ H5N1 HA 
antigen ส่วนซีรั่มจากเลือดหนูทดลองทั้ง 8 ตัวหลังการ immunization มี แอนติบอดี ต่อ H5N1 HA 
antigen 

เน่ืองจากการทํา immunization หนูทดลอง 8 ตัวแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ หมายเลข 1 ถึง 4 คือ
กลุ่มควบคุมที่ฉีด PBS หมายเลข 5 ถึง 8 คือกลุ่มทดลองที่ฉีด H5N1HA antigen 

ดังน้ันจากผลการทดสอบ HAI สรุปได้ว่า 50% ของซีรั่มจากหนูทดลองคือ หมายเลข 6 และ 
8 ที่ผ่านการ immunization ด้วย H5N1 HA antigen มี antibody titer เท่ากับ 1: 8  ส่วนอีก 
50% คือหมายเลข 5และ 7 มี antibody titer เท่ากับ 1: 4  

สําหรับในกลุ่มควบคุมที่ฉีด PBS พบว่า 25% ของซีรั่มจากหนูทดลองคือ หมายเลข 1 มี 
antibody titer เท่ากับ 1: 8 ส่วนอีก 75% คือหมายเลข 2 3 และ 4 มี antibody titer เท่ากับ 1: 4 
สาเหตุที่เป็นเช่นน้ีอาจเกิดจากหนูทดลองติดเช้ือไข้หวัดในห้องปฏิบัติการ 

ทั้งน้ีมีผลจากการทํา dot blot ยืนยันผลการทดสอบ HAI ซึ่งทําโดยการใช้ H5N1 HA 
antigen ปริมาณ 2 g จุดลงไปบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ทิ้งให้แห้งแล้วบ่มด้วยสารละลาย 5% 
skim milk  เพ่ือป้องกัน nonspecific binding นาน 1 ช่ัวโมง จากน้ันล้างด้วยสารละลาย PBS-
0.5%Tween (PBST) 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาทีจึงนําไปบ่มใน primary antibody คือซีรั่มจากหนู
ทดลองทั้งก่อนและหลังกา ร immunization ที่การเจือจาง 1:10 นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาล้างด้วย
สารละลาย PBS-Tween 3 คร้ัง นานครั้งละ 10 นาที จึงบ่มต่อใน secondary antibody คือ 
Antimouse IgG ในสารละลาย 1% BSA –PBST นาน 1 ช่ัวโมง ที่การเจือจาง 1:5,000 แล้วล้างด้วย
สารละลาย PBST 3 ครั้ง จึงย้อมด้วยชุดทดสอบ Alkaline phosphatase conjugate substrate 
นาน 20 นาที โดยมี positive control คือ ใช้ monoclonal antibody ต่อ H5N1 HA antigen ที่
ความเข้มข้น 1 g/ml แทนซีรั่มจากหนูทดลอง ส่วน negative control ใช้ PBS แทน H5N1 HA 
antigen และใช้ monoclonal antibody ต่อ H5N1 HA antigen ที่ความเข้มข้น 1 g/ml แทน
ซีรั่มจากหนูทดลอง ได้ผลดังแสดงในรูปที่ 19 
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รูปที่ 19 ผลการทํา dot blot หมายเลข 1-8 คือใช้ซีรั่มจากหนูทดลอง 8 ตัวก่อนและหลัง 
immunizationเป็น primary antibody 

 
จากรูปที่ 19 แสดงให้เห็นว่าซีรั่มจากหนูทดลองทั้ง 8 ตัวก่อนการ immunization ไม่ม ี

แอนติบอดีต่อ H5N1 HA antigen ส่วนซีรัม่จากหนูทดลองหลังการ immunization หมายเลข 1 4 
และ 6 มีแอนติบอดีต่อ H5N1 HA antigen ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดสอบ HAI ข้างต้น 
 
 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
1.  สามารถผลิตรีคอมบีแนนต์ HA โปรตีนที่บริสุทธ์ิจากระบบของการใช้เซลล์แมลงและBaculovirus 
expression system ได้เท่ากับ 228.5 ไมโครกรัมต่อลิตร 
2.  รีคอมบีแนนต์ HA โปรตีนที่ผลิตได้มีคุณสมบัติกระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนูทดลองได้โดยซีรั่มจากหนู
ทดลองหลังการ immunization มีแอนติบอดีต่อ H5N1 HA antigen 
3.  รีคอมบีแนนต์ HA โปรตีนที่ผลิตได้จากเซลล์แมลงน้ีมีคุณสมบัติที่สามารถนําไปศึกษาต่อในการผลิต
วัคซีนได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    1           2           3            4              5             6            7           8 

Pre immunization 
Post immunization 

          - ve            +ve  control 
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(1) งานตามโครงการท่ีจะทาํต่อไป (ระบุจํานวนเดือน) 
ทํางานเสร็จตามแผนที่วางไว้ 

  เดือนที ่
 

 
วัตถุประสงค ์ แผนงานวจิัย ชื่อนักวจิัย 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ที่รับผิดชอบ 
1) การผลิต 
recombinant HA 
protein จากเซลล์แมลง
ในระดับขวดทดลอง 

นํา recombinant 
baculovirus ไป infect 
เข้าสู่เซลล์แมลง 
(1x106cells/ml) ด้วย
ไวรัส MOI 1 

            เพ็ญจันทร ์
 

2) สกัด recombinant 
HA protein 

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
ในการแยกไวรสัด้วยวิธีโคร
มาโตกราฟ ี

            กนกวรรณ 
แสงชัย 

3) ศึกษาคุณสมบัติของ 
recombinant HA 
protein 

ศึกษาคุณสมบัตทิางชีวเคม ี
และคุณสมบัติทาง
ภูมิคุ้มกันวิทยา 
(immunogenicity) 

            กนกวรรณ 
พีระ 

 

4) ศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมเพื่อขยาย
ขนาดการผลิต 
recombinant HA 
protein 

การผลิต recombinant 
HA protein ในถังหมกั
ขนาด 2.5 ลิตร 

            ไวรุจน ์
เพ็ญจันทร ์

5) การรวบรวม
ผลงานวิจัยเพือ่เขียน
รายงาน 

สรุปและรวบรวม
ผลงานวิจัย 

            เพ็ญจันทร ์
กนกวรรณ 

 
(2) คําชี้แจงเก่ียวกับอุปสรรคหรือปัญหา (ถ้ามี) 

โครงการได้ขอขยายเวลาเนื่องจาก 
1.ปัญหาการจัดการเวลาไม่ดี 
2.ปัญหาน้ําท่วมมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ซึ่งเป็นสถานทีส่ําหรับการทดสอบโปรตีนใน
สัตว์ทดลองในส่วนสุดท้ายของโครงการ 
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ภาคผนวก 
 
วิธีหาปริมาณรีคอมบีแนนต์ HA protein 

สําหรับปริมาณ  HA ที่ได้ คํานวณโดยเทียบจากโปรตีน Bovine serum albumin (BSA) ที่
ทราบปริมาณจาก SDS PAGE gel intensity โดยโปรแกรม Gene Tool ดังน้ี 

1. วิเคราะห์โปรตีน recombinant H5N1 HA ที่ได้จากการทําบริสุทธ์ิด้วย 10% SDS PAGE 

เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน BSA ที่ 5 ความเข้มข้น คือ 10, 5, 1, 0.5 และ 0.1 g  ดังรูปที่1 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 1 แสดงผลการวิเคราะห์โปรตีน HA ที่ได้จากการทําบริสุทธ์ิด้วย 10% SDS PAGE ย้อมสี 
coomassie เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน BSA ; เลนที่ 1 และ 10 คือ โปรตีน marker ที่ทราบนํ้าหนัก
โมเลกุล เลนที ่2 คือ โปรตีน BSA 10 g เลนที่ 3 คือ โปรตีน BSA 5 g เลนที ่4 คอื โปรตีน BSA 1 
g เลนที ่5 คอื โปรตีน BSA 0.5 g เลนที่ 6 คือ โปรตีน BSA 0.1 g เลนที ่7 และ 8 คือโปรตีน 
recombinant HA ที่ได้จากการทําให้บริสุทธ์ิจากคอลัมน์ CHT hydroxyapatite flow และ wash 
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2. นําภาพ gel ที่ได้ไปวิเคราะห์ความเข้มของแต่ละ band (gel intensity)ด้วยโปรแกรม Gene 
Tool แล้วนําไปสร้างกราฟมาตรฐาน ดังรูปที่ 2 

 

 
 

3. คํานวณหาปริมาณ HA จากกราฟมาตรฐาน BSA ได้ผลดังตารางที่ 1 

 
 
 
 

จ
า
ก 

 
 
ตารางที่ 1 สรปุได้ว่าจากการเพาะเลี้ยงเซลล์แมลง sf9 ปริมาตร 1 ลิตร เมื่อผ่านขั้นตอนการทําบริสุทธ์ิ
ด้วยวิธีทางคอลัมน์โครมาโตกราฟีแล้วจะได้โปรตีน recombinant H5N1 HA ปริมาณ 228.5 
ไมโครกรัม/ลิตร 
 

 
 
 
 
 
 
 

Sample 
Gel 
intensity 

Protein 
(g/well) 

Protein 
(g/ul) 

Volume 
(l) 

Total HA 
amount 
(g) 

CHT -flow 37944.6 4.4 0.3 460 135.8 

CHT-wash 13542.3 1.6 0.1 880   92.7 

Total 228.5 



41 
 

ค.ส่วนประกอบตอนท้าย 
รายนามคณะผู้วิจัย  
หัวหน้าโครงการ    
ช่ือ      นางเพ็ญจันทร์ เมฆวิจิตรแสง  
ตําแหน่ง    นักวิจัย 
หน่วยงานต้นสังกัด  สถาบันพัฒนาและฝึกอบรมโรงงานต้นแบบ 
สถานที่ติดต่อ   มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี 
    49 เทียนทะเล25 แขวงท่าข้าม เขตบางขุนเทียน 
    กรุงเทพฯ 10150   
โทรศัพท์   02 470-7498 
โทรสาร    02 452-3455 
อีเมล์    phenjun@pdti.kmutt.ac.th 
ความรับผิดชอบต่อโครงการ การขยายขนาดการเลี้ยงในถังหมัก 

คิดเป็น 30% ของงานทั้งหมด 
ผู้ร่วมงานวิจัย 
1.ช่ือ     นางสาวกนกวรรณ พุ่มพุทรา  
ตําแหน่ง    ผู้ช่วยศาสตราจารย์   
คุณวุฒิ    Ph.D (Biochemistry) 
ความชํานาญ/ความสนใจพิเศษ molecular biology of virus, cell culture technology, 

protein purification 
ที่ทํางาน    คณะทรัพยากรชีวภาพและเทคโนโลยี  
    มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี 
    49 เทียนทะเล25 แขวงท่าข้าม เขตบางขุนเทียน กรุงเทพฯ 10150 
โทรศัพท์   02-470-7500 
โทรสาร    02-452-3455 
อีเมลล์    kanokwam.poo@kmutt.ac.th 
ความรับผิดชอบต่อโครงการ   การผลิต Recombinant HA baculovirus การแยกและทํา

บริสุทธ์ิrecombinant protein 
    คิดเป็น 30% ของงานทั้งหมด 
 
2. ช่ือ     นายแสงชัย เอกประทุมชัย           
ตําแหน่ง    อาจารย์ 
คุณวุฒิ    Ph.D (Chemical engineering) 
ความชํานาญ/ความสนใจพิเศษ  การผลิตไวรัส และกระบวนการ downstream process สําหรับ
ไวรัส 
สถานที่ติดต่อ    คณะทรัพยากรชีวภาพและเทคโนโลยี 
    มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี 
    83 หมู่ 8 แขวงท่าข้าม เขตบางขุนเทียน กรุงเทพฯ 10150 
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โทรศัพท์   02-470-7501 
โทรสาร    02-452-3455 
อีเมล์    saengchai.ake@kmutt.ac.th 
ความรับผิดชอบต่อโครงการ การผลิตไวรัส  การเพ่ิมปริมาณและการทําไวรัสบริสุทธ์ิ 
    คิดเป็น  25% ของงานทั้งหมด 
 
3. ช่ือ    นายไวรุจน์ เดชมหิทกุล 
ตําแหน่ง    ผู้ช่วยนักวิจัย   
คุณวุฒิ    M.Sc. (food Technology), M.Sc. (Chemical Engineering) 
ความชํานาญ/ความสนใจพิเศษ Product Development และ Bioprocess Engineering  
ที่ทํางาน หน่วยปฏิบัติการวิจัยและพัฒนาวิศวกรรมชีวเคมีและโรงงาน

ต้นแบบ   มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี 
    83 หมู่ 8 แขวงท่าข้าม เขตบางขุนเทียน กรุงเทพฯ 10150 
โทรศัพท์   02-470-7499 
โทรสาร    02-452-3455 
ความรับผิดชอบต่อโครงการ      การเตรียมเซลล์และการผลิตโปรตีนในถังหมัก 2.5 ลิตร 
    คิดเป็น 10% ของงานทั้งหมด 
      
4. นายพีระ อารีศรีสม 
ตําแหน่ง    อาจารย์ 
คุณวุฒิ    วท.บ.(เทคนิคการสัตวแพทย์) วท.ม.(พยาธิชีววิทยา)  
ความชํานาญ/ความสนใจพิเศษ ปรสิตวิทยา และพยาธิคลินิกทางสัตวแพทย์  
ที่ทาํงาน คณะเทคนิคการสัตวแพทย์  

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
50 ถนนพหลโยธิน แขวงลาดยาว เขตจตุจักร  
กรุงเทพฯ 10900  

โทรศัพท์  0-2579-8574-5 โทรศัพท์ภายใน 1043-6 ต่อ 8310 
โทรสาร  0-2579-8571 
 อีเมล ์ cvtpra@ku.ac.th 
ความรับผิดชอบต่อโครงการ      การดูแลสัตว์ทดลอง การฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนูและการเตรียม

ซีรั่มเพ่ือการทดสอบทางด้านภูมิคุ้มกันวิทยา 
คิดเป็น 5% ของงานทั้งหมด 

 
 
 


