
 

 

 

 

 

 

 

 

บทสรุปผูบ้ริหาร 

 

เร่ือง 

 

การศึกษาคุณสมบติัของ recombinant HA protein ของไวรัส Influenza (H5N1) ผลิตจากเซลลแ์มลงและ

การขยายขนาดการผลิตในถงัหมกั 2.5 ลิตร (โครงการต่อเน่ือง ระยะท่ี 2) 

 

Characterization of Recombinant HA protein of Influenza virus (H5N1) from insect cells and 

production in 2.5 L bioreactor (Phase II) 

 

 

31ผูจ้ดัทาํ 

 

31ผศ.ดร.เพญ็จนัทร์ เมฆวจิิตรแสง 

ผศ.ดร.กนกวรรณ พุม่พุทรา 

ดร.แสงชยั เอกประทุมชยั 

นายไวรุจน์ เดชมหิทกุล 

 

31มหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุรี 

3183 หมู่ 8 แขวงท่าขา้ม เขตบางขนุเทียน กรุงเทพฯ 1015031โทร02-4707498-01 

 

ไดรั้บทุนอุดหนุนการวจิยัจากสาํนกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ  ปีงบประมาณ 2553 

 

มีนาคม 2555 



บทสรุปผู้บริหาร 

31คณะผู้วจัิย 
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31ภาษาไทย 

3 1การระบาดของไวรัส Influenza (H5N1) ในสัตวปี์ก และรายงานการติดเช้ือสายพนัธ์ุน้ีจากสัตว์

ปีกไปสู่คนในช่วงระหวา่งปี ค.ศ. 2004-2005 ก่อให้เกิดความกงัวลไปทัว่โลกวา่ไวรัสสายพนัธ์ุน้ีอาจเกิด

กลายพนัธ์ุและสามารถแพร่เช้ือระหวา่งมนุษย ์อาจทาํใหเ้กิดเกิดการระบาดไปทัว่โลก (pandemic) การใช้

วคัซีนเพื่อป้องกนัการติดเช้ือกรณีมีการระบาดเกิดข้ึน เป็นอีกทางเลือกหน่ึงซ่ึงจะช่วยลดความสูญเสียต่อ

ชีวิตและทรัพยสิ์นของประชากรโลกได ้ การผลิตวคัซีนเพื่อป้องกนัการติดเช้ือไวรัสในปัจจุบนัเป็นการ

ผลิตไวรัส ซ่ึงตอ้งมีการป้องกนัการแพร่ของเช้ือไปยงัส่ิงแวดลอ้มขณะดาํเนินการผลิต ซ่ึงระบบป้องกนั

นั้นมีตน้ทุนสูง โดยเฉพาะในการขยายขนาดการผลิตในระดบัอุตสาหกรรม  

3 1การผลิตวคัซีนในรูปแบบการใช้เฉพาะโปรตีนองค์ประกอบของไวรัสส่วนท่ีสามารถกระตุน้

ภูมิคุม้กนัไดดี้  เช่น Hemagglutinin เป็นการผลิตวคัซีนท่ีไม่ตอ้งมีระบบควบคุมความปลอดภยัของไวรัส

ขณะดาํเนินการผลิต โครงการน้ีไดท้าํการผลิต Recombinant hemagglutinin protein จาก Baculovirus 

Expression Insect Cell System ซ่ึงทาํโดยการทาํพนัธุวิศ กรรมแบคคิวโลไวรัส ซ่ึงเป็นไวรัสท่ีมีความ

ปลอดภยัต่อมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้ม ให้มียีน hemagglutinin เป็นส่วนหน่ึงของพนัธุกรรมและเม่ือนาํแบค

คิวโลไวรัสน้ีไปติดเช้ือเขา้สู่เซลล์แมลง เซลลแมลงมีการสร้าง recombinant hemagglutinin protein ซ่ึง

สามารถตรวจสอบไดโ้ดยวิธี Western blot analysis โดยใช ้monoclonal antibody ท่ีมีความจาํเพาะกบั

โปรตีน hemagglutinin ของไวรัส Influenza (H5N1) จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตในถงั

หมกั 2.5 ลิตรพบวา่ ควรใชไ้วรัสท่ี MOI 0.1 ในการ infect เซลล์แมลงจาํนวน 0.6x106 เซลล์/มล. และทาํ

การเก็บเก่ียวรีคอมบีแนนตโ์ปรตีนในวนัท่ี 5 หลงัการ infection ทาํการสกดัรีคอมบีแนนต์โปรตีนให้

บริสุทธ์ิด้วยวิธีโครมาโตกราฟี ซ่ึงสามารถกําจัดโปรตีนปนเป้ือนได้ดี โครงการน้ีสามารถผลิต 

Recombinant hemagglutinin protein จาก Baculovirus Expression Insect Cell System ไดเ้ท่ากบั 228.5 

ไมโครกรัมต่อลิตร เม่ือนาํรีคอมบีแนนต์ ฮีแมกลูตินินโปรตีนของ H5N1 ท่ีสกดัไดม้าทดสอบการการ

สร้างภูมิคุม้กนัในหนูทดลองพบว่าเม่ือฉีดโปรตีนกระตุน้หนู 3 คร้ังและนาํซีรัมของหนูมาตรวจพบวา่มี

การสร้างสารภูมิคุม้กนัต่อรีคอมบีแนนต ์ฮีแมกลูตินินโปรตีนของ H5N1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31ภาษาองักฤษ 

 

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 protein 

from infected insect cells was purified by using chromatography. The purify heamaglutinin protein 

production was 228.5 ug /l. The immunogenicity was tested in Balb C mice and found 

the antibody againt H5N1 HA antigen in the serum of these mice. 
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การศึกษาคุณสมบติัของ recombinant HA protein ของไวรัส Influenza (H5N1) ผลิตจากเซลลแ์มลงและ

การขยายขนาดการผลิตในถงัหมกั 2.5 ลิตร (โครงการต่อเน่ือง ระยะท่ี 2) 

 

Characterization of Recombinant HA protein of Influenza virus (H5N1) from insect cells and 

production in 2.5 L bioreactor (Phase II) 
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31บทสรุปย่อโครงการวจัิย 

 

โครงการ  การศึกษาคุณสมบัติของ recombinant HA protein ของไวรัส Influenza (H5N1) ผลติ

จากเซลล์แมลงและการขยายขนาดการผลติในถังหมัก 2.5 ลติร (โครงการต่อเน่ือง ระยะ

ที ่2) 

3 1โครงการน้ีเป็นโครงการต่อเน่ืองจากโครงการแรกท่ีไดมี้การผลิต recombinant hemagglutinin 

protein ของไวรัสอินฟลูเอนซาสายพนัธ์ุ H5N1 จากเซลล์แมลงโดยระบบ Baculovirus Expression Insect 

Cell System ในโครงการท่ี 1 แลว้คณะผูป้ระเมินเห็นวา่ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในดา้นคุณสมบติัการเป็น

แอนติเจนสําหรับใชเ้ป็นวคัซีน (immunogenicity) หรือใชเ้ป็นโปรตีนมาตรฐานในชุดตรวจวินิจฉยั และ

ด้านการขยายขนาดการผลิตในระบบถังหมักขนาด 2.5 ลิตร เพื่อเป็นข้อมูลในการผลิตในระดับ

อุตสาหกรรมต่อไป   

31วตัถุประสงค์ของโครงการ 

31 1. เพื่อศึกษาคุณสมบติัของ recombinant hemagglutinin (HA) protein ของไวรัสอินฟลูเอนซา

สายพนัธ์ุ H5N1ทั้งทางดา้นชีวเคมีและคุณสมบติัทางภูมิคุม้กนัวทิยา (immunogenicity) 

 2. เพื่อขยายขนาดการผลิต recombinant hemagglutinin (HA) protein ในถงัหมกัขนาด 2.5 ลิตร 

3. ทาํการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต recombinant HA protein จากเซลล์แมลงในถงั

หมกัระดบั 2.5 ลิตร 

 ขอบเขตของการวจัิย  

 1. การสกดั recombinant HA protein ใหบ้ริสุทธ์ิ (ต่อเน่ืองจากโครงการระยะท่ี 1) เพื่อนาํโปรตีน

บริสุทธ์ิไปศึกษาต่อในขั้นตอนต่อไป 

31 2. ศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมี และคุณสมบติัทางภูมิคุม้กนัวิทยา (immunogenicity) ของโปรตีน

เพื่อเป็นแนวทางในการนาํไปใชเ้ป็นวคัซีน หรือใชเ้ป็นโปรตีนมาตรฐานในชุดตรวจวนิิจฉยั 

31 3. ทาํการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต recombinant HA protein จากเซลล์แมลงในถงั

หมกัระดบั 2.5 ลิตร 

31สรุปผลการทดลอง 

3 1โครงการวิจยัน้ีไดด้าํเนินการทาํบริสุทธ์ิรีคอมบีแนนต์ฮีแมกลูตินินโปรตีนต่อจากโครงการแรก

จนบริสุทธืตามขั้นตอนต่างๆดงัน้ี  

1.จากการแยกและทาํบริสุทธ์ิ rHA โปรตีนดว้ยวิธีโครมาโทกราฟีชนิดคอลมัน์เป็นลาํดบั คือ 

QXL/QFF, SP-Sepharose และ CHT นั้น เม่ือตรวจสอบดว้ย SDS-PAGE พบว่าสามารถกาํจดัสาร

พนัธุกรรมและโปรตีนปนเป้ือนให้แยกออกจาก rHA โปรตีน ไดต้ามลาํดบั โดยในขั้นตอนสุดทา้ยจาก

การใช ้CHT คอลมัน์พบว่าตวัอยา่งโปรตีนท่ีชะออกจากคอลมัน์ดว้ยบฟัเฟอร์ D มี rHA โปรตีนและ

โปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่กว่า 2 แถบโปรตีน ซ่ึงเม่ือตรวจสอบดว้ย Western blot analysis พบว่าน่าจะเป็น 



rHA โปรตีนท่ีเกิดจากการ polymerization อยา่งไรก็ตามพบวา่มีอีก 1 โปรตีนปนเป้ือน คือ แถบโปรตีนท่ี

มีขนาดเล็กกวา่ 25 kDa ซ่ึงหากเปรียบเทียบความเขม้ของแถบโปรตีนระหวา่ง rHA โปรตีนและโปรตีน

ปนเป้ือนขนาดเล็กกวา่ 25 kDa น้ีพบวา่มีปริมาณใกลเ้คียงกนั (รูปท่ี 12แถวท่ี 5 และ 6) ดงันั้นตวัอยา่งน้ียงั

ตอ้งการขั้นตอนต่อไปในการใหไ้ด ้rHA โปรตีนท่ีปราศจากการปนเป้ือน 

2. นอกจากตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการชะออกจาก CHT คอลมัน์ดว้ยบฟัเฟอร์ D ตามขอ้ท่ี 1 แลว้ เม่ือ

ตรวจสอบตวัอยา่งโปรตีน 2 ตวัอยา่ง คือ ตวัอยา่งโปรตีนท่ีไม่เกาะกบั CHT คอลมัน์ (CHT flow through) 

และท่ีไดจ้ากการลา้งคอลมัน์ (CHT Wash) (รูปท่ี 12 แถวท่ี 3 และ 4) กลบัมี rHA โปรตีนในปริมาณสูง

ท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งโปรตีนอ่ืนๆท่ีไดจ้าก  CHT คอลมัน์ อีกทั้งไม่เห็นโปรตีนปนเป้ือนขนาด

เล็กกวา่ 25 kDa ดงันั้นอีกทางเลือกหน่ึงในการแยก rHA โปรตีนใหบ้ริสุทธ์ินอกจากการให้เกาะกบั  CHT 

คอลมัน์และชะออก อาจใชว้ิธีการตรงกนัขา้ม คือให้โปรตีนปนเป้ือนอ่ืนๆ โดยเฉพาะโปรตีนปนเป้ือน

ขนาดเล็กกวา่ 25 kDa เกาะกบั  CHT คอลมัน์แต่ให้  rHA โปรตีนเท่านั้นผา่นคอลมัน์ ซ่ึงน่าจะให้ rHA 

โปรตีนท่ีปราศจากการปนเป้ือนจากโปรตีนอ่ืนๆ โดยไม่ตอ้งมีขั้นตอนเพิ่มเติมอีก 

3. ในขั้นตอนสุดทา้ยท่ีทาํการแยกโปรตีนด้วย CHT คอลมัน์นั้น จากการทาํ Western blot 

analysis พบว่าทุกตวัอย่างโปรตีนท่ีไดท้ั้งขอ้ 1และ 2 ขา้งตน้มี rHA โปรตีนอยูด่ว้ยโดย rHA โปรตีน

ดงักล่าวมี Hemagglutination activity ดงันั้นจึงอาจกล่าวไดว้า่กระบวนการแยก rHA โปรตีนไดผ้ล โดย

ใชข้ั้นตอน คือ เร่ิมจากการใช ้ QXL/QFF และนาํส่วน flow through มาลง SP-Sepharose คอลมัน์ จากนั้น

ชะโปรตีนออกจาก  SP-Sepharse ดว้ย18-25% บฟัเฟอร์ B เพื่อนาํไปลง CHT คอลมัน์ ซ่ึงตวัอยา่งโปรตีน

ท่ีมี rHA โปรตีนท่ีมีโปรตีนปนเป้ือนน้อยท่ีสุดหรือไม่พบเลย คือ ตวัอย่างโปรตีนท่ีไม่เกาะกบั CHT 

คอลมัน์  

4.รีคอมบีแนนตฮี์แมกลูตินินโปรตีนท่ีผลิตไดมี้ปริมาณ 228.5ไมโครกรัมต่อลิตรและเม่ือนาํมา

ทดสอบการเป็นแอนติเจนในหนูทดลองโดยตรวจสอบความสามารถในการกระตุน้การสร้างภูมิคุม้กนั

ของโปรตีนท่ีผลิตและทาํบริสุทธ์ิไดใ้นหนูทดลอง ซ่ึงดาํเนินการทดลองโดยฉีดโปรตีนเพื่อกระตุน้การ

สร้างภูมิ 3 คร้ัง ห่างกนั 1 สัปดาห์ จากนั้นทาํการเก็บซีรัมมาวิเคราะห์หาภูมิคุม้กนัเปรียบเทียบกบัซีรัม

ของหนูก่อนการฉีดโปรตีนกระตุน้พบว่ารีคอมบีแนนต์ฮีแมกลูตินินโปรตีนสามารถกระตุน้การสร้าง

ภูมิคุม้กนักบัหนูได ้
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