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บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 เอนไซม์ ATPase  
เอนไซม์ ATPase (Adenosine Triphosphatase) จัดอยู่ในกลุ่ม (Family) เอนไซม์ส ำคัญที่

เกี่ยวข้องกับกระบวนกำรสลำยและสังเครำะห์ ATP ท ำหน้ำที่เป็นตัวขับเคลื่อนประจุ (Ion Pump) 
สำมำรถพบได้ในอำเคีย (Archaea) ยูแบคทีเรีย (Eubacteria) สิ่งมีชีวิตยูแคริโอตชั้นต่ ำ (Simple 
Eukaryote) เช่น ยีสต์ เป็นต้น และสิ่งมีชีวิตยูแคริโอตชั้นสูง (Higher Eukaryote) ได้แก่ พืชและสัตว์ 
กลุ่มของตัวขับเคลื่อนประจุนี้สำมำรถแบ่งออกได้ทั้งหมด 3 กลุ่มย่อย (Sub-Family) ได้แก่ F-
ATPase (ท ำหน้ำที่เป็นเอนไซม์หลักในกระบวนกำรสังเครำะห์ ATP) V-ATPase (ท ำหน้ำที่เป็นตัว
ขับเคลื่อนโปรตอนจำกกระบวนกำรสลำย ATP) และ A-ATPase พบในอำเคีย (ซึ่งอำจมีหน้ำที่ใน
กระบวนกำรสลำยหรือสังเครำะห์ ATP อย่ำงใดอย่ำงหนึ่ง) กลุ่มย่อยทั้ง 3 กลุ่มนี้มีควำมสัมพันธ์กัน
เชิงวิวัฒนำกำรและเชื่อว่ำทั้งสำมกลุ่มมีบรรพบุรุษร่วมกัน โกกำร์เทน, คีบำค, ดิททริช, เทซ, โบว์
แมน, โบว์แมน, มำโนลซัน, พูล, เดท, โอชิมำ, โคนิชิ, เดนดำและโยชิดำ(Gogarten, Kibak, Dittrich, 
Taiz, Bowman, Bowman, Manolson, Poole, Date, Oshima, Konishi, Denda and Yoshida.1989 : 
6662) เนื่องจำกโครงสร้ำงของเอนไซม์ทั้งสำมชนิดและล ำดับกรดอะมิโนของหน่วยย่อยแต่ละ
หน่วยในเอนไซม์แต่ละชนิดซึ่งมีควำมเกี่ยวข้องโดยตรงในกระบวนกำรสลำยและสังเครำะห์ ATP 
รวมทั้งกำรขนส่งประจุ (Ion Transport) มีควำมคล้ำยคลึงกันอย่ำงมำก นอกจำกนี้อำจพบเอนไซม์ 
A/V-ATPase ได้ในแบคทีเรียซึ่งมีโครงสร้ำงคล้ำยกับเอนไซม์ A-ATPase แต่มีหน้ำที่ใกล้เคียงกับ
เอนไซม์ V-ATPase คือเป็นตัวขับเคลื่อนโปรตอนในกระบวนกำรสลำย ATP เท่ำนั้น (Wilkens, 
Zhang and Zheng. 2005 : 109) 

 
2.2 เอนไซม์ V-ATPase 

เอนไซม์ Vacuolar H+-Transporting Adenosine Triphosphatase เป็นโปรตีนเชิงซ้อน 
(Protein Complex) ขนำดใหญ่ที่มีหลำยหน่วยย่อย พบได้ในระบบเยื่อหุ้มภำยในเซลล์ 
(Endomembrane System) ของสิ่งมีชีวิตยูแคริโอต และในเยื่อหุ้มเซลล์ของสิ่งมีชีวิตโพรแคริโอต 
กำรท ำหน้ำที่ของเอนไซม์ V-ATPase ในกำรขับเคลื่อนโปรตอนมีบทบำทส ำคัญอย่ำงยิ่งต่อ
กระบวนกำรต่ำงๆ ทั้งภำยในเซลล์และระหว่ำงเซลล์ที่มีชีวิต  นิชิและฟอร์แกค (Nishi and Forgac. 
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2002 : 94-103) ประกอบด้วยกำรน ำสำรเข้ำสู่เซลล์โดยอำศัย Receptor-Mediated Endocytosis  กำร
รักษำระดับควำมเป็นกรดด่ำง (pH Maintainance) กำรเก็บสำรตัวกลำง (Metabolite) ต่ำงๆ และกำร
หลั่งสำรสื่อประสำท (Neurotransmitter Release) (Futai, Oka, Sun-Wada, Moriyama, Kanazawa 
and Wada. 2000 : 107-116)  

 

2.3 โครงสร้างของเอนไซม์ V-ATPase 
ภำพถ่ำยเอนไซม์ V-ATPase จำกกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (ภำพที่ 1) และกำรใช้

คอมพิวเตอร์ช่วยในกำรวิเครำะห์ภำพโดยเปรียบเทียบข้อมูลที่ศึกษำทำงด้ำนชีวเคมีรวมทั้งควำม
คล้ำยคลึงกันกับเอนไซม์ F-ATPase ท ำให้สำมำรถสร้ำงแบบจ ำลองโครงสร้ำงของเอนไซม์  V-
ATPase ได้ โดยพบว่ำโครงสร้ำงโดยรวมมีลักษณะคล้ำยกับโครงสร้ำงของเอนไซม์ F-ATPase คือมี
ต ำแหน่งที่อยู่ภำยนอกเยื่อหุ้ม เรียกว่ำ V1 และต ำแหน่งที่แทรกอยู่ในเยื่อหุ้ม เรียกว่ำ V0 ทั้งสอง
ต ำแหน่งเชื่อมต่อกันโดย Stalk ซึ่งประกอบด้วยโพลีเปปไทด์จ ำนวนมำก (Wilkens, Zhang and 
Zheng. 2005 : 109-126) (ภำพที่ 2)   

เอนไซม์ V-ATPase มีหน่วยย่อย (Subunit) อย่ำงน้อย 13 หน่วยที่แตกต่ำงกันและมีมวล
โมเลกุลสัมพัทธ์ (Relative Molecular Mass) อยู่ในช่วง 12-100 kDa ในต ำแหน่ง V1 ประกอบด้วย
หน่วยย่อย 8 หน่วย ได้แก่ A, B, C, D, E, F, G และ H  ท ำหน้ำที่หลักในกระบวนกำรสลำย ATP 
ส่วนต ำแหน่ง V0 ประกอบด้วยหน่วยย่อยอีก 5 หน่วย ได้แก่ a, c, c´, c´´ และ d ท ำหน้ำที่ใน
กระบวนกำรเคลื่อนย้ำยโปรตอน (Proton Transport) กำซิโอลำ, ปำล์มเกรนและซูมำเชอร์ (Gaxiola, 
Palmgren and Schumacher. 2007: 2204-2214) ในสิ่งมีชีวิตยูแคริโอตทุกชนิดมีโครงสร้ำงและ
หน้ำที่ของหน่วยย่อยเหล่ำนี้คล้ำยคลึงกัน มวลโมเลกุลทั้งหมดของสำรเชิงซ้อนนี้มีค่ำประมำณ 900 
kDa โดยสัดส่วนของหน่วยย่อยแต่ละหน่วยในเอนไซม์ V-ATPase จำก Clathrin Coated Vesicle 
ของสมองวัว พบว่ำ ต ำแหน่ง V1 มีสัดส่วนเป็น A3B3CDEFG2H2 และต ำแหน่ง V0 มีสัดส่วนเป็น  
a(c, c´)4-5 c´´d (Xu, Vasilyeva and Forgac. 1999 : 28909-28915)  

นอกจำกนี้ต ำแหน่ง V0 มีส่วนทีเ่รียกว่ำ Ac45 (ภำพที่ 3) ซึ่งพบได้ในเอนไซม์ในเนื้อเยื่อบำง
ชนิดของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ ำนม (Supek, Supekova, Mandiyan, Pan, Nelson and Nelson., 
1994:24103)  
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ภำพที่ 1 เอนไซม์ V-ATPase ของสิ่งมีชีวิตยูคำริโอตที่ถ่ำยจำกกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
(A1) แวคิวโอลของยีสต์  (A2)V-ATPase จำกสมองวัวในสำรซักฟอก (B1-3)  
V-ATPase จำกสมองวัว (B4) F1F0 – ATP Synthase จำก E.coli (C) V1-ATPase 
 ของยีสต์ (D) V0-ATPase ของวัว 

(ที่มำ : Wilkens, Zhang and Zheng. 2005 : 115) 
 

 
 

ภำพที่ 2  แบบจ ำลองโครงสร้ำงของ V-ATPase 
(ที่มำ : Wilkens, Zhang and Zheng.  2005 : 112) 
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ภำพที่ 3  องค์ประกอบของเอนไซม์ V-ATPase แยกจำก Bovine Chromaffin Granule ด้วยเทคนิค

Electrophoresis บนเจล Polyacrylamide ย้อมด้วย Coomassie Blue (หน่วยย่อย Ac45 
ปรำกฏเป็นแถบสีจำงอยู่ระหว่ำงหน่วยย่อย B และ C)  

(ที่มำ : Nelson and Harvey. 1999 : 370) 
 

2.4   กลไกการท างานของเอนไซม์ V-ATPase 
เอนไซม์ V-ATPase ประกอบด้วยต ำแหน่ง V1 ซึ่งมีหน่วยย่อย 8 หน่วย และต ำแหน่ง V0 ซึ่ง

มีหน่วยย่อย 5 หน่วย (ตารางท่ี 1) ได้แก่ 
2.4.1 หน่วยย่อยของต าแหน่ง V1  

ต ำแหน่ง V1 มีหน่วยย่อยที่ส ำคัญ ได้แก่ A, B, C, D, E, F, G และ H มีลักษณะที่ส ำคัญ 
ดังนี ้

2.4.1.1 หน่วยย่อย A 
หน่วยย่อย A ของเอนไซม์ V-ATPase ในพืชมีล ำดับเหมือนกันกับหน่วย

ย่อย β ของเอนไซม์ F-ATPase อย่ำงมำก มวลโมเลกุลซึ่งค ำนวณจำกล ำดับกรดอะมิโนมีค่ำอยู่
ในช่วง 68.5 – 68.8 kDa แล้วแต่ชนิดของพืช จำกกำรศึกษำยีน VMA1 ในยีสต์พบว่ำมีล ำดับเบส
คล้ำยคลึงกันกับหน่วยย่อย A ของเอนไซม์ V-ATPase ถ้ำหำก Nucleotide-Binding Site ของหน่วย
ย่อย A จับกับ 7-Chloro-4-Nitrobenzo-2-Oxa-1,3-Diazole (NBD-Cl), N-Ethylmaleimide (NEM) 
หรือ Fluorescein-5’-Isothiocyanate (FITC) แล้ว เอนไซม์ V-ATPase จะถูกยับยั้งกิจกรรมใน

Ac45 
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กระบวนกำรสลำย ATP ดังนั้นหน่วยย่อย A จึงเป็นเสมือน Catalytic Subunit ของเอนไซม์           
V-ATPase 

 
ตำรำงที่ 1 องค์ประกอบของหน่วยย่อยในเอนไซม์ V-ATPase  
 

หน่วย
ย่อย 

ยีนในยีสต์ หน้ำที่ 
มวลโมเลกุล (kDa) 

ยีสต ์
Coated 
Vesicle 

Arabidopsis 

A VMA1 Catalytic ATP-Binding 68 68 68 
B VMA2 Non-Catalytic ATP-

Binding 
58 57 54 

C VMA5 V1 Stability, Activity 44 44 42 
D VMA8 Central Stalk, Coupling 29 28 29 
E VMA4 Peripheral or Central 

Stalk 
26 26 26 

F VMA7 Bridge V1-V0 Contacts 13 13 14 
G VMA10 Coupling V1 and V0 13 14 12 
H VMA13 Regulatory 54 54 50 
a VPH1/STV1 Coupling, assembly 96 96 89-95 
c VMA3 Proton Translocation 16 16 16 
c´ VMA11 Proton Translocation 17 17 - 
c´´ VMA16 Proteolipid Similar to c 23 19 18 

M9, e VMA9 - 9 - ~8 
d VMA6 V0 Assembly, Stability 40 38 40 

Ac45  - - 45 - 
 

(ที่มำ: Sze, Schumacher, Müller, Padmanaban and Taiz. 2002: 157-161) 
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2.4.1.2 หน่วยย่อย B 
หน่วยย่อย B ของเอนไซม์ V-ATPase ในพืชมีล ำดับเหมือนกันกับหน่วย

ย่อย β ของเอนไซม์ F-ATPase มีมวลโมเลกุลอยู่ระหว่ำง 53.7 – 54.7 kDa จำกกำรศึกษำยีน VMA2 
ในยีสต์พบว่ำมีล ำดับเบสคล้ำยกับหน่วยย่อย B ของเอนไซม์ V-ATPase ถ้ำหำก Nucleotide-Binding 
Site ของหน่วยย่อย B จับกับ 3-O-(5-Benzoyl) Benzoyladenosine-5’-Triphosphate (BzATP) แล้ว 
ไม่มีกำรยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ V-ATPase ในกระบวนกำรสลำย ATP เกิดขึ้น แสดงให้เห็นว่ำ
หน่วยย่อย B เป็น Non-Catalytic Subunit ของเอนไซม์ V-ATPase 

2.4.1.3 หน่วยย่อย C 
หน่วยย่อย C มีมวลโมเลกุลอยู่ในช่วง 37-52 kDa ปัจจุบันยังไม่ทรำบหน้ำที่

ที่แน่ชัด แต่อำจเกี่ยวข้องกับกระบวนกำร Stabilization ของต ำแหน่ง V1 จำกกำรโคลนหน่วยย่อย C 
ของเอนไซม์ V-ATPase ใน Hordeum vulgare และ Arabidopsis thaliana แสดงให้เห็นว่ำมีล ำดับ
เบสเหมือนกันกับยีน VMA5 ในยีสต ์

2.4.1.4 หน่วยย่อย D 
จำกกำรโคลนหน่วยย่อย D ของเอนไซม์ V-ATPase ซึ่งมีควำมคล้ำยคลึงกับ

ยีน VMA8 ใน Arabidopsis thaliana พบว่ำมีมวลโมเลกุลเท่ำกับ 29.1 kDa และจำกกำรวิเครำะห์
หน่วยย่อย D พบว่ำมีโครงสร้ำงที่คล้ำยกับหน่วยย่อย γ ของเอนไซม์ F-ATPase ดังนั้นหน่วยย่อย D 
อำจเกี่ยวข้องกับกำรเชื่อมต่อกันระหว่ำงต ำแหน่ง V0 กับหน่วยย่อยส่วนหัวของต ำแหน่ง V1 และอำจ
มีส่วนร่วมในกำรควบคู่ (Coupling) ของปฏิกิริยำกำรสลำย ATP และกำรขนส่งโปรตอน 

2.4.1.5 หน่วยย่อย E 
จำกกำรโคลนหน่วยย่อย E จำกพืชหลำยชนิด พบว่ำมีล ำดับเบสคล้ำยคลึง

กันกับยีน VMA4 ในยีสต์ มีมวลโมเลกุลอยู่ในช่วง 26.2 – 27.1 kDa แล้วแต่ชนิดของพืช ยังไม่ทรำบ
หน้ำที่ที่แน่ชัด 

2.4.1.6 หน่วยย่อย F 
จำกกำรศึกษำพบว่ำมีล ำดับเบสคล้ำยคลึงกันกับยีน VMA7 ของยีสต์ โดยมี

มวลโมเลกุลเท่ำกับ 13 kDa แต่ยังไม่ทรำบหน้ำที่ที่แน่ชัด อย่ำงไรก็ตำมจำกกำรยับยั้งกิจกรรมของ
เอนไซม์ V-ATPase โดย Antibody ที่จ ำเพำะกับหน่วยย่อย F บ่งชี้ได้ว่ำหน่วยย่อยนี้มีควำม
คล้ำยคลึงกันกับหน่วยย่อย δ ของเอนไซม์ F-ATPase 

2.4.1.7 หน่วยย่อย G 
จำกกำรโคลนหน่วยย่อย G ของเอนไซม์ V-ATPase ในพืช 2 ชนิด ซึ่งมี

ล ำดับเบสคล้ำยคลึงกันกับยีน VMA10 ของยีสต์ พบว่ำมีมวลโมเลกุลเท่ำกับ 12.5 kDa หน่วยย่อย G 
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มีล ำดับคล้ำยกันกับหน่วยย่อย b ของเอนไซม์ F-ATPase ถึงแม้จะมีล ำดับสั้นกว่ำและไม่มี 
Transmembrane Domain ตรงต ำแหน่ง N-terminus ที่ชัดเจน ถ้ำเปรียบเทียบควำมคล้ำยคลึงกันกับ 
F-ATPase หน่วยย่อย G จัดเป็นหน่วยย่อยที่ดีส ำหรับต ำแหน่งแขนของเอนไซม์ V-ATPase ซึ่งอำจ
เกี่ยวข้องกับกำรควบคู่ของปฏิกิริยำกำรสลำย ATP และกำรขนส่งโปรตอน 

2.4.1.8 หน่วยย่อย H 
จำกกำรศึกษำหน่วยย่อย H ใน Clathrin-Coated Vesicle พบว่ำมีล ำดับเบส

คล้ำยคลึงกับยีน VMA13 ในยีสต์ ท ำหน้ำที่ในกำรควบคุมกิจกรรมของเอนไซม์และกำรสื่อสำร
ระหว่ำงเอนไซม์กับโปรตีนที่เกี่ยวข้องในกระบวนกำรต่ำงๆ ของเซลล์ 

 
2.4.2 หน่วยย่อยต าแหน่ง V0  

ต ำแหน่ง V0 มีหน่วยย่อย 5 หน่วย ได้แก่ a, c, c´, c´´ และ d มีลักษณะส ำคัญ ดังนี้ 
2.4.2.1 หน่วยย่อย a 

หน่วยย่อย a มีน้ ำหนักโมเลกุลอยู่ระหว่ำง 95 – 115 kDa ประกอบด้วย NH2-
Terminal Hydrophilic Domain (ac) ซึ่งมีน้ ำหนักโมเลกุลประมำณ 45 kDa และ COOH-Terminal 
Hydrophobic Domain ซึ่งมีน้ ำหนักโมเลกุลประมำณ 55 kDa จำกกำรศึกษำหน่วยย่อย a ยังไม่
สำมำรถระบุได้ว่ำมีล ำดับเบสสอดคล้องกันกับยีน VPH1 และ STV1 ในยีสต์ เนื่องจำกมีล ำดับเบสที่
ไม่คล้ำยคลึงกันกับยีนของเอนไซม์ F-ATPase หน้ำที่ของหน่วยย่อยนี้อำจเกี่ยวข้องกับกำรประกอบ
ตัวของเอนไซม์ V-ATPase (V-ATPase Assembly) หรือกำรสร้ำงเป้ำหมำย (Targeting) ของ
เอนไซม์ V-ATPase ไปยังแวคิวโอล  

2.4.2.2 หน่วยย่อย c 
จำกกำรศึกษำยีนหน่วยย่อย c ของเอนไซม์ V-ATPase ในต่อมหมวกไต

ส่วนกลำงของวัว (Bovine Adrenal Medulla) พบว่ำมีน้ ำหนักโมเลกุล 16 kDa มีล ำดับเบสของยีน
คล้ำยคลึงกับยีน VMA3 ในยีสต์ และหน่วยย่อย c ของเอนไซม์ F-ATPase จัดเป็นองค์ประกอบหลัก
ของต ำแหน่ง V0 ซึ่งเกี่ยวข้องโดยตรงกับกำรขนส่งโปรตอน 

2.4.2.3 หน่วยย่อย c´ และ c´´ 
จัดเป็น Proteolipid ของเอนไซม์ V-ATPase  จำกกำรศึกษำเอนไซม์          

V-ATPase ในยีสต์ พบว่ำ ยีน VMA11 และ VMA16 เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับกำรสังเครำะห์ Proteolipid 
ดังกล่ำวตำมล ำดับ Proteolipid เหล่ำนี้ท ำหน้ำที่ เกี่ยวกับกำรเคลื่อนย้ำยโปรตอน (Proton 
Translocation) 
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2.4.2.4 หน่วยย่อย d 
หน่วยย่อย d มีน้ ำหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 32 – 36 kDa เป็นองค์ประกอบ

ของต ำแหน่ง V0 ของเอนไซม์ V-ATPase ในพืชหลำยชนิด มีล ำดับเบสคล้ำยคลึงกันกับยีน VMA6 
ในยีสต์ ยังไม่ทรำบหน้ำที่ที่แน่ชัด 

จำกกำรศึกษำโดยเทคนิคกำรติดฉลำก (Labeling) กำรเปลี่ยนแปลงยีน (Mutagenesis) และ
กำรศึกษำแบบจ ำลอง (Modeling Study) ของเอนไซม์ V-ATPase พบว่ำกำรจับของ ATP (ATP-
Binding) กำรเกิดปฏิกิริยำ Catalysis และกำรท ำหน้ำที่ร่วมกัน (Cooperativity) ของแต่ละหน่วยย่อย
มีกลไกคล้ำยกับในเอนไซม์ F-ATPase  อย่ำงไรก็ตำมเอนไซม์ F-ATPase ท ำหน้ำที่เกี่ยวข้องทั้งใน
กระบวนกำรสังเครำะห์และสลำย ATP ซึ่งจะไปขับเคลื่อนโปรตอนภำยใต้สภำวะที่เหมำะสม 
ในขณะที่เอนไซม์ V-ATPase ท ำหน้ำที่เกี่ยวข้องเฉพำะกระบวนกำรสลำย ATP เท่ำนั้น (MacLeod, 
Vasilyeva, Merdek, Vogel and Forgac., 1999: 32872) 

จำกแบบจ ำลองกลไกที่เกิดขึ้นของกำรท ำหน้ำที่ของเอนไซม์ V-ATPase(ภำพที่ 4)  พบว่ำ
พลังงำนอิสระจำกกระบวนกำรสลำย ATP ซึ่งเกิดขึ้นที่หน่วยย่อย A บนต ำแหน่ง V1 จะผลักดันให้
เกิดกำรหมุนของ Rotor Domain ซึ่งประกอบด้วยหน่วยย่อย D และ F รวมทั้งหน่วยย่อย d และ 
Proteolipid Ring (c, c´, c´´) ส่วนกำรเคลื่อนย้ำยโปรตอนเกิดขึ้นบริเวณร่วมระหว่ำงเยื่อหุ้มในหน่วย
ย่อย a บนต ำแหน่ง V0 และ Side Chain ของกรดกลูตำมิคในหน่วยย่อย c, c´ และ c´´ ส ำหรับกำร
หมุนของ Rotor Domain ในระหว่ำงกำรท ำงำนของเอนไซม์ V-ATPase มีลักษณะคล้ำยกันกับส่วน
ขับเคลื่อน (Motor) ของเอนไซม์ F-ATPase โดยจะถูกขัดขวำงด้วย Stalk Domain รอบนอกซึ่ง
เชื่อมต่อต ำแหน่ง V1 กับเยื่อหุ้ม ปัจจุบันเชื่อว่ำต ำแหน่งนี้เกิดจำกหน่วยย่อย C, E, G และ H ของ
ต ำแหน่ง V1 และหน่วยย่อย a ของต ำแหน่ง V0  

เอนไซม์ V-ATPase มี Ion Binding Site อยู่บน Proteolipid Ring 5-7 ต ำแหน่ง ในขณะที่
เอนไซม์ F-ATPase มีอยู่ 10-14 ต ำแหน่ง ดังนั้นจ ำนวนประจุที่ถูกขับเคลื่อนต่อกระบวนกำรสลำย 
ATP ของเอนไซม์ V-ATPase จึงอยู่ที่ประมำณ 2 ประจุ และของเอนไซม์ F-ATPase อยู่ที่ 4 ประจุ 
กำรขับเคลื่อนโปรตอนของเอนไซม์ V-ATPase อำจสิ้นเปลืองมำกกว่ำ แต่ในทำงกลับกันเอนไซม์ 
V-ATPase ก็สำมำรถท ำงำนได้อย่ำงมีประสิทธิภำพในช่วง Gradient ที่กว้ำงขึ้น โดยพบว่ำเมื่อ
ค่ำเฉลี่ย pH Gradient ซึ่งเกิดจำกกำรท ำงำนของเอนไซม์ V-ATPase อยู่ระหว่ำง 1-2 เช่น ในส่วน
ของแวคิวโอลของ Neurospora (pH ในแวคิวโอล เท่ำกับ 6 และ pH ในไซโทพลำซึม เท่ำกับ 7.2) 
สำมำรถวัดค่ำ Gradient ที่สูงขึ้นในบำงระบบ หรือในทำงเดินอำหำรของตัวอ่อน Manduca sexta ซึ่ง
เลี้ยงไว้พบว่ำตัวขับเคลื่อนโปรตอนในแวคิวโอลร่วมกับ H+/K+ Antiporter น ำไปสู่กำรสร้ำงน้ ำย่อย
ซึ่งมี pH ประมำณ 12 ซึ่งจัดว่ำเป็นค่ำที่สูงที่สุดค่ำหนึ่งที่วัดได้ในสิ่งมีชีวิต ในทำงกลับกันพบว่ำ
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เอนไซม์ V-ATPase ร่วมกับ V-PPase ในส้ม สำมำรถลดค่ำ pH ของแวคิวโอลลงถึง 2.2 นอกจำกนี้
พบว่ำเอนไซม์ V-ATPase ในเซลล์บำงชนิดท ำให้ควำมเข้มข้นของ H+ สูงขึ้นถึง 0.8 mol/l 
(สอดคล้องกับค่ำ pH 0.1) ดังนั้นช่วงที่เอนไซม์ V-ATPase สำมำรถท ำงำนได้จึงขยำยมำกเกือบถึง 
12 ขั้นของควำมเข้มข้นของโปรตอน (Wilkens, Zhang and Zheng. 2005 : 109) 

 
 

 
 

ภำพที่ 4 แบบจ ำลองกลไกลกำรท ำงำนของเอนไซม์ V-ATPase 
(ที่มำ : Gaxiola, Palmgren and Schumacher. 2007: 2208) 

 
2.5   เอนไซม์ V-ATPase ในสัตว์ 

ในสิ่งมีชีวิตยูแคริโอตชั้นสูงสำมำรถพบเอนไซม์ V-ATPase ได้ในเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์ที่
มีขั้ว เช่น เซลล์ท ำลำยกระดูก (Osteoclast) เซลล์เยื่อบุผิวไต (Renal Epithelial Cell) เซลล์เยื่อบุผิว
แมลง (Insect Epithelial Cell) เซลล์ผิวหนังของสัตว์คร่ึงบกคร่ึงน้ ำ (Amphibian Skin Cell) เป็นต้น 
โดยจะท ำหน้ำที่ขับเคลื่อนโปรตอนออกภำยนอกเซลล์บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ ท ำให้ช่องว่ำงระหว่ำงผิว
กระดูก (Bone Surface) และเยื่อหุ้มเซลล์ท ำลำยกระดูกมีควำมเป็นกรดสูงขึ้น ซึ่งจัดเป็นกลไกส ำคัญ
ในกำรสลำยกระดูกเก่ำและกำรสร้ำงกระดูกใหม่ (Bone Remodeling) นอกจำกนี้เอนไซม์             
V-ATPase ในเยื่อหุ้มของ Renal Intercalated Cell ยังท ำหน้ำที่ลดควำมเป็นกรดในเลือดได้อีกด้วย 
ส ำหรับกรณีที่ขำดเอนไซม์ V-ATPase ในเซลล์ท ำลำยกระดูกอำจท ำให้เกิดภำวะ Osteoporosis หรือ
ในไตอำจท ำให้เกิดภำวะ Renal Tubular Acidosis ได้ เนลซันและฮำร์วีย์ (Nelson and Harvey. 1999 
: 361-379 ) 
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2.6   เอนไซม์ V-ATPase ในพืช 
กำรเจริญเติบโตของพืชขึ้นอยู่กับกำรน ำเข้ำ (Uptake) กำรเคลื่อนย้ำย (Translocation) และ

กำรแยกประเภท (Sorting) สำรอำหำรที่จ ำเป็นรวมทั้งสำรตัวกลำงต่ำงๆ ไปยังอวัยวะ เซลล์ และ
องค์ประกอบที่เป็นหน่วยย่อยของเซลล์ที่จ ำเพำะต่ำงๆ นอกจำกนี้เพื่อกำรอยู่รอดของพืชแล้ว พืช
จ ำเป็นต้องปรับตัวให้ทนทำนต่อกำรเปลี่ยนแปลงสิ่งแวดล้อม เช่น โลหะที่เป็นพิษ หรือปริมำณ
เกลือที่สูงเกินไป เป็นต้น ถ้ำหำกไม่มีแรงขับเคลื่อนโปรตอนปฐมภูมิ (Primary Proton Motive 
Force) กระตุ้นตัวพำควบคู่ (Coupled Carriers) หรือช่องประจุ (Ion Channel) แล้ว กำรขนส่งสำร
รวมทั้งกำรมีชีวิตของเซลล์ก็จะสิ้นสุดลงทันที อย่ำงไรก็ตำมยังไม่มีควำมเข้ำใจว่ำตัวขับเคลื่อน
โปรตอนมีกำรรวมตัวเป็นเครือข่ำยในกำรส่งสัญญำณ (Signal Transduction Network) เพื่อควบคุม
กำรเติบโตและกำรปรับตัวได้อย่ำงไร จำกควำมส ำเร็จในกำรศึกษำจีโนมของ Arabidopsis thaliana 
ท ำให้ทรำบว่ำตัวขับเคลื่อนโปรตอนที่มีอยู่จ ำนวนมำกนั้นมีควำมจ ำเป็นส ำหรับวัฏจักรชีวิตของ
สิ่งมีชีวิตชั้นสูงอย่ำงยิ่ง และจำกกำรศึกษำตัวขับเคลื่อนโปรตอนในพืช พบว่ำเอนไซม์ V-ATPase 
(ภำพที่ 5) เป็นตัวหนึ่งที่มีองค์ประกอบซับซ้อนที่สุด (Sze et al. 2002 : 157-161) 

ในพืชสำมำรถพบเอนไซม์ V-ATPase ได้บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ โทโนพลำสต์ของแวคิวโอล
และเยื่อหุ้มออร์แกเนลล์ต่ำงๆ ได้แก่ เอนโดพลำสมิกเรติคิวลัม (ER) กอลจิบอดี แวคิวโอลขนำดเล็ก 
และเวซิเคิล (Vesicle) หน้ำที่หลักของเอนไซม์ V-ATPase คือกำรขับเคลื่อนโปรตอนออกนอกเซลล์
บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ และขับเคลื่อนโปรตอนเข้ำสู่แวคิวโอลและออร์แกเนลล์ (Organelle) อ่ืนๆ ท ำ
ให้ภำยในออร์แกเนลล์เหล่ำนั้นมีควำมเป็นกรดสูงขึ้น จึงเกิดพลังงำนส ำหรับใช้ขนส่งประจุ (เช่น 
Ca2+, K+, Fe2 เป็นต้น) และสำรตัวกลำงต่ำงๆ (เช่น กลูโคส Malate2- เป็นต้น) ผ่ำนเข้ำออกภำยใน  
ออร์แกเนลล์ ค่ำ pH ระดับประจุและศักย์ออสโมติก (Osmotic Potential) ภำยในจึงเกิดกำร
เปลี่ยนแปลงและส่งผลโดยตรงต่อกระบวนกำรต่ำงๆ ภำยในเซลล์ เช่น กระบวนกำรคัดแยกโปรตีน 
(Protein Sorting) กำรเติบโต (Growth) และกำรส่งสัญญำณของเซลล์คุม (Guard Cell Signaling) 
เป็นต้น (Martinolia, Maeshima and Neuhaus. 2007 : 83-102) 
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ภำพที่ 5 แบบจ ำลองโครงสร้ำงของ V-ATPase ในพืช 
(ที่มำ : Sze, et al. 2002 : 159) 

 
2.7 V-ATPase Subunit G 

Subunit G ของ V-ATPase เป็นส่วนที่เชื่อมต่อระหว่ำงโดเมน V0 และ V1 รอควี, ทัวร์แนร์, 
สปอนนำสกี, โรสซิกโนลและโดวมัส (Rouquie, Tournaire, Szponarski, Rossignol and Doumas. 
1998 : 287-292 )โคลน Subunit G ของเอนไซม์ V-ATPase ในยำสูบ ซึ่งมีล ำดับเบสคล้ำยคลึงกันกับ
ยีน VMA10 ของยีสต์ พบว่ำมีมวลโมเลกุลเท่ำกับ 12.5 กิโลดำลตัน subunit G มีล ำดับคล้ำยกันกับ 
Subunit b ของเอนไซม์ F-ATPase ถ้ำเปรียบเทียบควำมคล้ำยคลึงกันกับ            F-ATPase  subunit 
G จัดเป็นหน่วยย่อยที่ดีส ำหรับต ำแหน่ง Stalk ของเอนไซม์ V-ATPase ซึ่งอำจมีควำมเกี่ยวข้องกับ
ในกำรควบคู่ของปฏิกิริยำกำรสลำย ATP และกำรขนส่งโปรตอน Sze, et al. (2002 : 157-161) 
ศึกษำยีนที่ Encode ให้โปรตีน V-ATPase ของแต่ละหน่วยย่อยใน        Arabidopsis thaliana  ซึ่ง 
Subunit G มี 3 subunit คือ G1 G2 และ G3 โดยมีมวลโมเลกุลเท่ำกับ 12,396  11,741 และ 12,115 
ดำลตันตำมล ำดับ  ซึ่งยีนที่ Encode ให้ Subunit G1 อยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 3  และยีนที่ Encode ให้ 
Subunit G2  G3 อยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 4 ของ Arabidopsis thaliana   

Pluang Suwanmanee, Wanphen Nanthanuwat and Waraporn Kun-ngeon (2013: 181-182) 
วิเครำะห์หำล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณข์องยีน V-ATPase G Subunit ในยำงพำรำพบว่ำ มีขนำด 
642 คู่เบส (ภำพที่ 6 )ส่วนของ 5’-Untranslate Region มีขนำด 102 คู่เบส  ส่วนของ Coding Region 
มีขนำด 330 คู่เบสและ ส่วนของ 3’-Untranslate Region มีขนำด 210 คู่เบส  ถอดรหัสเป็นกรดอะมิ
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โน 110 กรดอะมิโน มีมวลโมเลกุล 12.35 กิโลดำลตัน (kDa) และค่ำ pI (Isoelectric point) 6.38 เมื่อ
เปรียบเทียบล ำดับกรดอะมิโนของยีน HbV-ATPase Subunit G กับสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ พบว่ำ ส่วน 
N-Terminal ของโปรตีน V-ATPase Subunit G มี Conserved Amino Acid มำกกว่ำส่วนของ         
C-Terminal (ภำพที่ 7) และโครงสร้ำงสำมมิติของโปรตีน HbV-ATPase Subunit G มีค่ำ Identity 
30.77 % กับ V-ATPase จำกยีสต(์ภำพที่ 8) 

จำกกำรโคลนยีน V-ATPase Subunit G จำกใบยำสูบเข้ำสู่ pET-3c แล้วถ่ำยรีคอมบิแนนท์ดี
เอ็นเอเข้ำสู่แบคทีเรีย E.coli BL21 (DE3) โดยเหน่ียวน ำให้มีกำรสังเครำะห์โปรตีนด้วย IPTG ควำม
เข้มข้น 0.4 mM แล้วท ำโปรตีนให้บริสุทธิ์ ซึ่งโปรตีนที่เตรียมได้มีขนำด 13 kDa จำกนั้นน ำโปรตีน
ที่ท ำให้บริสุทธิ์ไปผสมกับ Freund’s Adjuvant แล้วฉีดเข้ำใต้ผิวหนังของกระต่ำย เป็นเวลำ 1 -2 
เดือนและทดสอบควำมจ ำเพำะของแอนติบอดีโดยใช้เทคนิค Western Blot พบว่ำ มีกำรจับกันอย่ำง
จ ำเพำะระหว่ำงแอนติบอดีที่ผลิตได้ต่อโปรตีน V-ATPase Subunit G ของโทโนพลำสต์ (Rouquié, 
Tournaire-Roux, Szponarski, Rossignol and Doumas. 1998: 287-292) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 6 ล ำดับนิวคลีโอไทด์และล ำดับกรดอะมิโนของยีน V-ATPase Subunit G จำกยำงพำรำ  
 (ล ำดับกรดอะมิโนอยู่ล่ำงล ำดับนิวคลีโอไทด์) และต ำแหน่ง Polyadenylation Site  

(ขีดเส้นใต้)  
(ที่มำ : Pluang Suwanmanee, Wanphen Nanthanuwat and Waraporn Kun-ngeon. 2013:182) 
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ภำพที่   7 เปรียบเทียบล ำดับกรดอะมิโนของยีน V-ATPase Subunit G กับ Jatropha ,  Ricinus, 

Populus, Vitis, Nicotiana, Rattus, Manduca  and Saccharomyces  

(ที่มำ : Pluang Suwanmanee, Wanphen Nanthanuwat and Waraporn Kun-ngeon. 2013:182) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 8โครงสร้ำงสำมมิติของโปรตีน V-ATPase Subunit G ก.ยำงพำรำ ข.ยีสต ์

(ที่มำ : Pluang Suwanmanee, Wanphen Nanthanuwat and Waraporn Kun-ngeon. 2013: 182) 
 

ก 

ข 
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2.8   เทคนิค Electrophoresis  
 ในกำรวิเครำะห์หำควำมบริสุทธิ์ของโปรตีนมีควำมส ำคัญต่อกำรผลิตวัคซีน เนื่องจำกต้อง
มีกำรศึกษำคุณสมบัติทำงกำยภำพของโปรตีนในขั้นตอนกำรแยกสกัด วิธีกำรวิเครำะห์หำควำม
บริสุทธิ์ของโปรตีน คือ วิธี Electrophoresis ซึ่งเป็นวิธีที่ง่ำยและมีควำมไวสูง เป็นกำรแยกโปรตีน
ด้วยไฟฟ้ำเพื่อเปรียบเทียบและวิเครำะห์รูปแบบของตัวอย่ำงโปรตีน ที่มำจำกแหล่งต่ำงๆ ตรวจสอบ
ควำมผิดปกติของโปรตีนที่อำจเกิดจำกกำรผ่ำเหล่ำ กำรแยะและท ำโปรตีนให้บริสุทธิ์ ทดสอบ
คุณสมบัติของโปรตีนวิทยำภูมิคุ้มกัน และตรวจหำขนำดของโปรตีน ส ำหรับในกำรวิจัยคร้ังนี้จะ
กล่ำวถึง  Sodium Dodecyl Sulfate–Poly Acrylamide Gel Electrophoresis(SDS-PAGE) เป็นกำร
แยกโปรตีนโดยใช้เจลโพลีอะคริลำไมด์จะเกิดปฏิกิริยำกำรเชื่อมต่อกันของโมเลกุลเดี่ยว(Monomer) 
ของอะคริลำไมด์ จนได้เป็นสำยโซ่ยำวและเชื่อมต่อกันด้วยพันธะโคเวเลนต์(Covalent Bond) ซึ่งมี
หมู่ฟังก์ชัน 2 หมู่ คือ N, N-Methylene Bisacrylamide ที่มีตัวเร่งปฏิกิริยำเป็น Ammonium 
Persulfate และ N, N, N’, N’-Tetramethylene Diamine (TEMED) จะเร่งปฏิกิริยำกำรเกิดอนุมูล
อิสระจำก Persulfate ท ำให้เกิด Polymerization ขึ้น จำกปฏิกิริยำนี้ท ำให้โครงสร้ำงมีลักษณะเป็นรู
พรุน ซึ่งรูพรุนของเจลโพลีอะคริลำไมด์ นี้จะแปรผกผันกับควำมเข้มข้นของอะคริลำไมด์  ใน
ส่วนผสมของเจล ถ้ำอะคริลำไมด์มีควำมเข้มข้นต่ ำ ขนำดรูพรุนจะใหญ่ ซึ่งเหมำะแก่กำรแยก
โปรตีนที่มีขนำดใหญ่ แต่ถ้ำเพิ่มควำมเข้มข้นของ เจลโพลีอะคริลำไมด์ให้สูงขึ้นขนำดรูพรุนจะเล็ก
ลงเหมำะแก่กำรแยกโปรตีนขนำดเล็ก กำรแยกโปรตีนส่วนใหญ่ใช้เจลที่มีควำมเข้มข้นของ  อะคริ
ลำไมด์อยู่ในช่วงร้อยละ 5-15 ในกำรแยกโปรตีนด้วย อะคริลำไมด์มี 2 ประเภท คือ ประเภทที่ไม่ท ำ
ให้โปรตีนเสียสภำพ (Non-Denaturing Gel หรือ Native Gel Electrophoresis) วิธีนี้โปรตีนจะอยู่ใน
สภำพธรรมชำติ โปรตีนที่แยกมำได้สำมำรถน ำไปตรวจหำ Activity ได้ แต่ไม่สำมำรถแยกควำม
แตกต่ำงของรูปร่ำง ขนำด หรือประจุของโปรตีนได้ และประเภทที่ท ำให้โปรตีนเสียสภำพ โปรตีน
ที่แยกได้ไม่สำมำรถน ำมำทดสอบหำ Activity ได้ แต่บอกน้ ำหนักโมเลกุลของโปรตีนที่ต่ำงกันได้ 
วิธีนี้จึงน ำมำใช้ในกำรตรวจหำควำมบริสุทธิ์และขนำดของโปรตีน รวมทั้งสำมำรถน ำไปตรวจหำ
คุณสมบัติของโปรตีนทำงอิมมูโนวิทยำ โดยวิธีกำรท ำ Western Blot ส ำหรับกำรแยกโปรตีนในวิธีนี้ 
ได้แก่ SDS-PAGE ซึ่ง SDS เป็นสำร Detergent ท ำให้โปรตีนเสียสภำพเปลี่ยนสภำพจำกทรงกลม
(Globular)ไปอยู่ในสภำพเหยียดตรง โดย SDS มีประจุเป็นลบจะไปเกำะกับโปรตีน ท ำให้โปรตีน
ทั้งหมดมีประจุเป็นลบ ซึ่ง SDS จะจับกับโปรตีนในอัตรำส่วนน้ ำหนักคงที่ (1.4 กรัมของ SDS  ต่อ
โพลิเพปไทด์ 1 กรัม) ท ำให้โปรตีนทุกชนิดมีค่ำควำมหนำแน่นของประจุต่อน้ ำหนักโปรตีนเท่ำกัน 
ดังนั้นกำรเคลื่อนที่ในสนำมไฟฟ้ำของโปรตีนจึงเป็นกำรเคลื่อนที่โดยอำศัยควำมแตกต่ำงของ
น้ ำหนักโมเลกุล โดยจะเป็นกำรเคลื่อนที่จำกขั้วไฟฟ้ำลบไปสู่ขั้วไฟฟ้ำบวกในอัตรำส่วนผกผันกับ
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ค่ำ log ของน้ ำหนักโมเลกุล ซึ่งสำมำรถหำน้ ำหนักโมเลกุลของโปรตีนได้ จำกระยะกำรเคลื่อนที่
ของโปรตีนที่ต้องกำรทรำบน้ ำหนักโมเลกุลกับโปรตีนมำตรฐำนที่ทรำบน้ ำหนักโมเลกุลแล้ว 
นอกจำกนี้กำรปรำกฏของแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวใน SDS-PAGE  ยังเป็นตัวบ่งชี้ถึงควำม
บริสุทธิ์ของโปรตีน  ส ำหรับวิธีกำร SDS-PAGE ต้องท ำโปรตีนตัวอย่ำงให้เสียสภำพโดยควำมร้อน
ที่อุณหภูมิ 100 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 2-5 นำที ในสำรละลำยที่มี SDS มำกเกินพอและมีสำร
ประเภทไทออล(Thiol)  เป็นองค์ประกอบเช่น B-Mercaptoethanol เพื่อท ำลำยพันธะไดซัลไฟด์ใน
โปรตีน ซึ่งในภำวะนี้โปรตีนจะจับกับ SDS ในอัตรำส่วนน้ ำหนักคงที่ จำกนั้นน ำตัวอย่ำงโปรตีนใส่
ในแต่ช่องของแผ่นเจล และน ำไปแยกด้วยกระแสไฟฟ้ำ ซึ่งทั้งเจลและ Buffer ที่ใช้ในกำรแยกมี  
SDS เป็นองค์ประกอบอยู่ (สำยทิพย์ ซำปำวี.  2555: 19-22) 

 
2.9 หลักการโพลีโคลนอลแอนติบอดี 

แอนติบอดี (Antibody, Ab) หรือ อิมมิวโนโกลบูลิน (Immunoglobulin, Ig) เป็นโปรตีน
ขนำดใหญ่ชนิด  Globulinในระบบภูมิคุ้มกันที่ร่ำงกำยมนุษย์หรือสัตว์ชั้นสูงอ่ืนๆสร้ำงขึ้น มีหน้ำที่
เกี่ยวกับกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกัน เรียกรวมๆว่ำ Immunoglobulin (Ig)  มีทั้งหมด 5 Classes คือ 
IgG, IgA, IgM, IgD, IgE  แอนติบอดีแต่ละชนิดจะจดจ ำโมเลกุลเป้ำหมำยที่จ ำเพำะของมันคือ 
แอนติเจน กำรเพิ่มปริมำณแอนติบอดีที่สนใจสำมำรถท ำได้โดยฉีดโปรตีนหรือเส้นเปปไทด์ ซึ่ง
เรียกว่ำ “แอนติเจน” เข้ำไปในสิ่งมีชีวิต เช่น หนู กระต่ำย แพะ หรือ แกะ เป็นต้น แอนติเจนเป็นสิ่ง
แปลกปลอมที่กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้และต ำแหน่งบนแอนติเจนที่จ ำเพำะในกำรกระตุ้นเรียกว่ำ 
อิพิโทป (Epitope)(ภำพที่ 9) ต่อมำระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์จะสร้ำงแอนติบอดีตอบสนองอย่ำง
จ ำเพำะต่อแอนติเจนที่ฉีดเข้ำไป 

โครงสร้ำงโมเลกุลของ Ig อยู่ในรูปตัววำย (Y Shape) ประกอบด้วยสำยพอลีเปปไทด์ 4 
เส้น(ภำพที่ 10) คือ Heavy Hhain (H-Chain) 2 เส้นมี 4 โดเมน คือ VH  CH1 CH2 และ CH3 มี      
กรดอะมิโนประมำณ 440 กรดอะมิโน(สีฟ้ำ) และ Light Chain (L-Chain) 2 เส้นมี 2 โดเมน คือ VL 
และ CL มีกรดอะมิโนประมำณ 220 กรดอะมิโน (สีแดง) (Mayer.Retrieved August 10, 2012, from 
http://pathmicro.med.sc.edu)  ที่ต่อกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์ และภำยในสำยเพปไทด์มี Intrachain 
Disulfide Bond และ Noncovalent Bond อ่ืนๆซึ่งท ำให้โมเลกุล Ig เกิดกำรพับงอและบิดเป็นห่วง 
(Loop) แบบสำมมิติ ซึ่งมีควำมส ำคัญต่อคุณสมบัติทำงชีวภำพของ Ig แต่ละชนิดเป็นอย่ำงยิ่ง  
 

 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%87%E0%B8%AA%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%82%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%B8%E0%B8%A5&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%9E%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%9B%E0%B9%84%E0%B8%97%E0%B8%94%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
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ภำพที่ 9 ต ำแหน่งของอิพิโทป 

(ที่มำ : Mayer. Retrieve August 10, 2012, from http://faculty.irsc.edu) 
 
 

 

 

             ภำพที่ 10 โครงสร้ำงของอิมมูโนโกลบูลิน 
(ที่มำ : W.H.Freeman. Retrieve August 10, 2012, from http://chemistry.umeche.maine.edu) 

 
Ig โดยทั่วไปแล้วเป็นโปรตีนที่ท ำหน้ำที่รับรู้และท ำปฏิกิริยำกับแอนติเจน มีคุณสมบัติเป็น

ไกลโคโปรตีน (82-96% เป็นพอลีเพปไทด์ และเป็นคำร์โบไฮเดรต 4-18%) ซึ่งลิมโฟไซต์และ
พลำสมำเซลล์สร้ำงขึ้น เพื่อตอบสนองต่อกำรกระตุ้นของแอนติเจน ส่วนใหญ่จะพบ Ig ในเลือดและ
สิ่งคัดหลั่งต่ำงๆ เช่น น้ ำนม น้ ำมูก น้ ำลำย เป็นแอนติบอดีคอยดักจับสิ่งแปลกปลอม ส ำหรับ Ig ใน
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สิ่งคัดหลั่งนั้นช่วยในกำรป้องกันเยื่อบุผิวของระบบท่อต่ำงๆ ซึ่งคุณสมบัติทำงเคมี ฟิสิกส์และ
ชีวภำพของ Immunoglobulin แต่ละชนิดเป็นดังนี้ (ฤทัย สกุลแรมรุ่ง. 2539 : 32-35) 

2.9.1 IgG เป็น Ig ที่มีมำกที่สุดในซีรัม (80-85%) มีควำมส ำคัญในกำรคุ้มกันร่ำงกำยมำก
ที่สุด สำมำรถผ่ำนรกได้ มีปริมำณคำร์โบไฮเดรตน้อย IgG มีขนำดเล็กที่สุดเมื่อเทียบกับ Ig ตัวอ่ืนๆ
และเป็นโปรตีนที่เคลื่อนที่ช้ำที่สุดในสนำมไฟฟ้ำ 

2.9.2 IgA เป็น Ig ที่พบมำกในซีรัมรองจำก IgG ส่วนใหญ่ IgA จะอยู่ในสิ่งคัดหลั่ง ท ำหน้ำที่
ในกำรป้องกันเยื่อบุผิวของระบบท่อต่ำงๆ พบมำกในน้ ำนมคร้ังแรกของมำรดำที่ เ รียกว่ำ 
Colostrums ซึ่งช่วยในกำรถ่ำยทอดควำมต้ำนทำนโรคให้ทำรกที่ดื่มนมมำรดำ นอกจำกนี้ IgA พบ
ได้ในน้ ำตำ น้ ำลำยและสิ่งคัดหลั่งจำกทำงเดินอำหำร 

2.9.3 IgM เป็น Ig ที่มีขนำดใหญ่ที่สุด มีน้ ำหนักโมเลกุล 900,000 หรือมำกกว่ำ ประกอบด้วย
หน่วยพื้นฐำน 5 หน่วย ต่อกันด้วย J Chain มี Antigen Binding Site ได้ 10 ต ำแหน่ง เป็น Ig ตัวแรก
ที่ร่ำงกำยสร้ำงภำยหลังกำรกระตุ้นของแอนติเจน IgM สำมำรถตกตะกอนและจับกลุ่มแอนติเจนได้
ดี 

2.9.4 IgD เป็น Ig ที่พบน้อยมำกในเลือด (ซึ่งรองจำก IgE) พบมำกอยู่บนผิวของลิมโฟไซต์ 
โดยเฉพำะในทำรกแรกเกิด ท ำหน้ำที่เป็นตัวรับรู้ (Receptor) แอนติเจนของลิมโฟไซต์ 

2.9.5 IgE เป็น Ig ที่พบน้อยที่สุดในเลือดและมีอำยุคงอยู่ต่ ำที่สุด IgE เป็นแอนติบอดีที่ส ำคัญ
ในกำรต่อต้ำนปรสิตต่ำงๆและเป็นส่วนหนึ่งของ Secretory Immunoglobulin ในระบบทำงเดิน
หำยใจและทำงเดินอำหำร 

 

2.10   ขั้นตอนในการรับรู้แอนติเจนและการเกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน 

            เมื่อแอนติเจนเข้ำสู่ร่ำงกำย จะเกิดกระบวนกำรต่ำงๆของระบบภูมิคุ้มกันที่จะรับรู้และ
ตอบสนองต่อแอนติเจนนั้น กระบวนกำรเหล่ำนี้แบ่งออกเป็น  3 ประเภทใหญ่ๆ ตำมล ำดับ       
(ฤทัย สกุลแรมรุ่ง. 2539: 17-21) 

2.10.1 Afferent (Sensitization) Phase 
          ขั้นตอนนี้เกิดขึ้นตั้งแต่แอนติเจนเข้ำสู่ร่ำงกำยแล้วจะถูกเสนอให้กับลิมโฟไซต์ที่รับรู้

ต่อแอนติเจนนั้น กำรที่แอนติเจนจะกระตุ้น T หรือ B Lymphocytes ได้จะต้องผ่ำนกระบวนกำร
เปลี่ยนแปลงโดย Macrophage ก่อน แอนติเจนอำจสัมผัสกับ Macrophage ซึ่งเดินทำงผ่ำนในบริเวณ
ที่แอนติเจนเข้ำสู่ร่ำงกำย หรือแอนติเจนอำจถูกดูดซึมผ่ำนทำงกระแสน้ ำเหลืองเข้ำสู่ต่อมน้ ำเหลือง
ใกล้เคียง แล้วสัมผัสกับ Macrophage ที่อยู่ในต่อมน้ ำเหลือง โดยปกติแล้ว Macrophage จะจับกิน
แอนติเจนที่เข้ำสู่ร่ำงกำย ย่อยแอนติเจนให้เป็นชิ้นเล็กๆแต่มีคุณสมบัติในกำรเป็น Immunogen สูง 
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ซึ่งจะเกำะอยู่บนผิวของ Macrophage ในบำงคร้ังเซลล์ที่คล้ำยกับ  Macrophage แต่ไม่สำมำรถจับกิน
สิ่งแปลกปลอม อำจมีแอนติเจนเกำะติดอยู่บนผิวเซลล์ แล้วส่งแอนติเจนให้กับ T Lymphocyte จะ
รับรู้แอนติเจนที่เกำะอยู่บนผิวของ Macrophage ร่วมไปกับ Major Histocompatibility Complex 
(MHC) บนผิวของ Macrophage  กำรร่วมมือกันระหว่ำง Macrophage และ T Lymphocyte อำจเกิด
จำกเซลล์ทั้งสองมำอยู่ใกล้กัน หรือเกิดจำก Macrophage จะหลั่ง Soluble Mediator ที่มีรัศมีกำร
ท ำงำนในระยะใกล้ ซึ่งเรียกว่ำ Interleukin-1 ที่กระตุ้นให้มีกำรแบ่งตัวของ T Lymphocyte กำร
กระตุ้น T Lymphocyte เกือบทุกชนิด ยกเว้น Suppressor T Cell ที่ต้องอำศัย Macrophage ในกำร
ดัดแปลงแอนติเจน แต่ถ้ำแอนติเจนนั้นไม่ผ่ำนกระบวนกำร Processing ของ  Macrophage 
แอนติเจนนั้นจะไม่กระตุ้น T Lymphocyte และในทำงกลับกันอำจท ำให้เกิดภำวะไม่ตอบสนองทำง
ภูมิคุ้มกันต่อแอนติเจนนั้น นอกจำกนั้นกำรกระตุ้น Suppressor T cell ไม่ต้องกำร Macrophage ส่วน
กำรสร้ำงแอนติบอดีต่อ T-Independent Antigen นอกจำกจะไม่ต้องอำศัย T Lymphocyte ในกำร
ช่วย B Lymphocyte สร้ำงแอนติบอดีแล้วยังไม่ต้องอำศัย Macrophage ด้วย โดยที่แอนติเจนจะไป
กระตุ้น B Lymphocyte ที่มี Receptor ที่ผิวซึ่งจ ำเพำะต่อแอนติเจนนั้น เรียกว่ำ First Signal ประกอบ
กับกำรได้รับ Mitogenic Signal เรียกว่ำ Second Signal ที่มีคุณสมบัติประจ ำตัวของ T-Independent 
Antigens ทั่วๆไป จะท ำให้ B Lymphocyte นั้นแบ่งตัวและกลำยเป็น Plasma Cell เพื่อสร้ำง
แอนติบอดีที่จ ำเพำะต่อแอนติเจนนั้นได้ 

2.10.2 Central Phase 
        ขั้นตอนนี้ เกิดขึ้นที่ต่อมน้ ำ เหลืองหรือม้ำม เป็นกำรท ำปฏิกิ ริยำกันระหว่ำง  

Macrophage   T และ B Lymphocytes ที่รับรู้ต่อแอนติเจนนั้นๆ ปฏิกิริยำระหว่ำงเซลล์ต่ำงๆ เหล่ำนี้
น ำไปสู่กำรแสดงออกของกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกัน กำรติดต่อกันหรือประสำนงำนกันของเซลล์
เหล่ำนี้ยุ่งยำกมำก โดยเฉพำะระหว่ำง Lymphocyte ชนิดต่ำงๆด้วยกันเอง กำรประสำนงำนกันอำจ
เกิดจำกกำรที่เซลล์มำอยู่ใกล้กันโดยตรง 

2.10.3 Efferent (Effector, Elicitation) Phase 
         เป็นขั้นตอนสุดท้ำยในกำรแสดงออกต่อกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกัน โดยกำรที่ B 

Cell ถูกกระตุ้นให้เปลี่ยนเป็น Plasma Cell เพื่อสร้ำงแอนติบอดี และแอนติบอดีไปท ำหน้ำที่ทำง
ภูมิคุ้มกันต่อไปเช่น ก ำจัดแอนติเจนที่เข้ำมำโดยอำจมีกำรกระตุ้น Complement ซึ่งจะท ำให้
ประสิทธิภำพในกำรก ำจัดสิ่งแปลกปลอมดีขึ้น แต่ในขณะเดียวกันท ำให้เกิดกำรอักเสบของเนื้อเยื่อ
ข้ำงเคียงขึ้นมำได้ กำรตอบสนองอำจเป็นกำรแสดงออกของ Sensitized T Cell ที่เปลี่ยนแปลงไป
เป็น Cytotoxic T Cell เพื่อท ำลำยแอนติเจนหรือเซลล์เป้ำหมำยโดยตรง หรือหลั่งสำร Lymphokines 
ไปกระตุ้น Macrophage และเซลล์อ่ืนๆเพื่อท ำลำยสิ่งแปลกปลอมได้ดีขึ้น 
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2.11 ชนิดของการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน 
        กำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันอำจเป็นกำรสร้ำงแอนติบอดีต่อแอนติเจนโดยตรง เป็นกำร
ตอบสนองที่เรียกว่ำ Humoral Immune Response (HIR) หรือโดยกำรเกิด Sensitized T Cell ต่อ
แอนติเจนนั้น เรียกว่ำ Cell-Mediated Immune Response (CMIR) แอนติเจนหนึ่งๆอำจกระตุ้นให้
เกิดกำรตอบสนองเพียงอย่ำงใดอย่ำงหนึ่งหรืออำจเกิดกำรตอบสนองทั้งสองแบบพร้อมกันทีเดียว 
ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับลักษณะและทำงเข้ำของแอนติเจนนั้นๆ เช่นถ้ำแอนติเจนนั้นเป็น Contact Sensitizer 
และเข้ำสู่ร่ำงกำยโดยกำรทำที่ผิวหนังกำรตอบสนองส่วนใหญ่เป็นแบบ CMIR แต่ถ้ำแอนติเจนนั้น
เป็นเกสรหญ้ำ หรือฝุ่นละอองที่เข้ำสู่ร่ำงกำยทำงทำงเดินหำยใจ จะกระตุ้นให้เกิดกำรตอบสนอง
แบบ HIR มำกกว่ำ กำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันทั้งสองแบบนี้มีลักษณะที่แตกต่ำงกัน (ตำรำงที่ 2) 
 
ตำรำงที่ 2 เปรียบเทียบข้อแตกต่ำงระหว่ำง HIR กับ CMIR 

ข้อเปรียบเทียบ Humoral Immune Response 
(HIR) 

Cell-Mediated Immune 
Response (CMIR) 

ทำงเข้ำสู่ร่ำงกำยของ
แอนติเจน 

โดยกำรฉีดหรือทำงเยื่อบุผิว โดยกำรทำที่ผิวหนังหรือฉีด 
intradermal ส ำหรับกำรฉีดเข้ำ
เส้นเลือดไม่ท ำให้เกิด CMIR 

Adjuvants Incomplete Freund’s Adjuvant Complete Freund’s Adjuvant 
Lag Period ในกำรตอบสนอง

แบบปฐมภูมิ 
ยำวกว่ำ 7-10 วัน สั้นกว่ำ 5-7 วัน 

Effector Cell B lymphocyte T lymphocyte 
Effector Molecule Antibodies Lymphokines 

Effect of Thymectomy มีผลในกรณี Dependent 
Antigen 

มีผล 

Effector of Bursectomy มีผล ไม่มีผล 
กำรถ่ำยทอดด้วยซีร่ัม ได้ ไม่ได ้
กำรถ่ำยทอดด้วย T cell ไม่ได ้ ได้ 
ล ำดับก่อนหลังในสำย 

วิวัฒนำกำร 
เกิดทีหลัง เกิดขึ้นก่อน 

Accessory Molecule/Cell Complement/Neutrophil Monokine/Macrophage 
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2.12 Adjuvants 
เป็นสำรที่ฉีดเข้ำไปพร้อมกับแอนติเจนเพื่อให้มีกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันต่อแอนติเจน

นั้นเพิ่มขึ้น Adjuvants มีหลำยชนิด ดังน้ี 
             2.10.1 Lipids ได้แก่ Water in Oil Emulsions (Incomplete Freund’s Adjuvant), 
Mineral Oil, Metabolizable Peanut Oil (Adjuvant 65) 
             2.10.2 Bacterial Products ได้แก่ Complete Freund’s Adjuvant, BCG Vaccine, 
Corynebacterium parvum, Bacterial Lipopolysaccharides (Endotoxin), Bordetella pertussis 
             2.10.3 Insoluble Particles ได้แก่ Aluminium Salts, Bentonite, Carbon Particles
  2.10.4 Miscellaneous ได้แก่ Synthetic Polynucleotides, Ribosomal RNA 
Fractions, Helminths or Helminth Extracts 
  Incomplete Freund’s Adjuvant (IFA) จะเพิ่มกำรสร้ำงแอนติบอดี ส่วน Complete Freund’s 
Adjuvant (CFA) และ BCG Vaccine จะเพิ่ม Cell-Mediated Immune Responses (CMIR) ในขณะที่ 
Bordetella pertussis กับ Helminth Extracts  จะเพิ่ม IgE Response และท ำให้สัตว์ทดลองไวต่อฤทธิ์
ของ Histamine และ Serotonin มำกขึ้น   
 

2.13 กลไกการออกฤทธ์ิของ Adjuvant  
        กำรออกฤทธิ์ของ Adjuvant เป็นดังนี ้
            2.13.1 ลดกำรแทรกซึม กำรแพร่กระจำย และกำรท ำลำยของแอนติเจน ท ำให้แอนติเจนอยู่
ในร่ำงกำยได้นำนขึ้น 
            2.13.2 ท ำให้เกิดกำรอักเสบในบริเวณที่ฉีดแอนติเจนที่ผสมกับ Adjuvant ซึ่งฟำโกซัยต์และ
ลิมโฟซัยต์มำอยู่ในบริเวณนั้นมำกขึ้น ท ำให้แอนติเจนสัมผัสกับฟำโกซัยต์ และส่งต่อไปกระตุ้นลิม
โฟซัยต์ได้ดีขึ้น 
           2.13.3 ท ำให้กระตุ้นและเพิ่มกำรท ำงำนของฟำโกซัยต์ ในบริเวณนั้น 
           2.13.4 กระตุ้น Reticuloendothelial System โดยทั่วไป และกระตุ้นลิมโฟซัยต์ ให้มีกำร
แบ่งตัวและ Differentiation 
           2.13.5 ท ำให้เกิดกำรเปลี่ยนแปลงของแอนติเจน ท ำให้ Immunogenic เพิ่มขึ้น 

Adjuvant มีประโยชน์มำกในกำรสร้ำงเสริมภูมิคุ้มกันด้วยวัคซีน ที่ประกอบด้วยจุลินทรีย์ที่
ไม่มีชีวิต ส่วนวัคซีนที่ประกอบด้วยจุลินทรีย์ที่มีชีวิต (Live Vaccine) ไม่มีควำมจ ำเป็นจะต้องใช้ 
Adjuvant เพรำะจุลินทรีย์ในวัคซีนสำมำรถแบ่งตัวในร่ำงกำย ท ำให้มีปริมำณมำกและยังสำมำรถ 
Invade Tissue ได้นอกจำกนี้ Adjuvant ชนิด Bacterial Products ถูกน ำมำใช้มำกใน Tumor 
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Immunotherapy โดยท ำให้ CMIR เพิ่มสูงขึ้นในเซลล์ทั่วไปและเซลล์มะเร็ง ผลที่ได้จะขึ้นอยู่กับ
มะเร็งที่รักษำและชนิดของ Bacterial Products ที่ใช้  

 
2.14 คุณสมบัติของสารที่จะเป็นแอนติเจน 

             2.14.1 ขนำด สำรที่มีขนำดใหญ่จะเป็นแอนติเจนที่ดี ถ้ำขนำดยิ่งใหญ่จะยิ่งกระตุ้นให้เกิด
กำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันได้มำก โดยทั่วไปแล้ว แอนติเจนที่สมบูรณ์มีน้ ำหนักโมเลกุล 10,000 
ขึ้นไป 
             2.14.2 โครงสร้ำง แอนติเจนที่มีโครงสร้ำงสำมมิติ (Tertiary Structure) ที่สลับซับซ้อนจะ
เป็นแอนติเจนที่ดี  
             2.14.3ควำมห่ำงกันทำงเผ่ำพันธุ์ระหว่ำงผู้ที่ได้รับแอนติเจนกับแหล่งที่มำของแอนติเจนนั้น 
ถ้ำยิ่งไกลกัน สำรนั้นจะยิ่งเป็นแอนติเจนที่ดีในผู้รับ เช่น อัลบูมินของวัวจะไม่เป็นอิมมูโนเจน ถ้ำ
ให้กับวัว แต่จจะเป็นอิมมูโนเจนที่ดีให้กับกระต่ำย ซึ่งจะเกิดกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้ มกันดีกว่ำจะ
ให้กับแกะหรือแพะ เพรำะแกะหรือแพะมีสำยพันธุ์ที่ใกล้เคียงกับวัวมำกกว่ำกระต่ำย 
            2.14.4 วิธีกำรให้แอนติเจน ถ้ำให้แอนติเจนร่วมกับสำรบำงอย่ำงที่สำมำรถเก็บกักแอนติเจน
ไว้ได้นำนๆ เช่น Adjuvant จะท ำให้เกิดกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันที่มำกและยำวนำน นอกจำกนี้
ทำงเข้ำของแอนติเจน เช่น ฉีดเข้ำทำงชั้นของผิวหนัง ฉีดเข้ำเส้นเลือด ช่องท้อง หรือโดยกำรทำที่
ผิวหนัง สูดดม หรือรับประทำน ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ว่ำกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันที่เกิดขึ้นน้ันดีหรือไม่ 
           2.14.5 องค์ประกอบทำงพันธุกรรม สำรหนึ่งอำจเป็นอิมมูโนเจนที่ดีในสัตว์ชนิดหนึ่ง แต่ไม่
อำจกระตุ้นให้มีกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันอะไรเลยในสัตว์อีกชนิดหนึ่ง หรือแม้สัตว์ชนิด
เดียวกันแต่ต่ำงพันธุ์กันหรือต่ำงตัวกัน 
 

2.15   เทคนิค Western Blot 
            Western Blot เป็นเทคนิคที่ใช้ตรวจวัดปริมำณโปรตีนที่จ ำเพำะ ด้วยกำรสกัดตัวอย่ำงเนื้อเยื่อ
นั้นโดยใช้หลักกำรของGel Electrophoresis ใช้แยกได้ทั้ง Native Protein และ Denatured Protein 
โดยขึ้นอยู่กับขนำด ควำมเป็นประจุ ควำมยำวของสำยโพลีเพปไทด์ ต่อมำโปรตีนจะถูก Transferไป
ยัง Nitrocellulose Membrane แล้วตรวจสอบโปรตีนที่ต้องกำรโดยใช้แอนติบอดีที่จ ำเพำะกับ
โปรตีนเป้ำหมำย ประกอบด้วย 6 ขั้นตอนหลักๆ คือ ขั้นตอนที่หนึ่งเป็นกำรเตรียมเนื้อเยื่อหรือ
โปรตีนตัวอย่ำงที่ต้องกำร (Sample Preparation) ส ำหรับขั้นตอนที่สองเป็นกำรแยกโปรตีนตัวอย่ำง
ตำมขนำดของโปรตีน (Molecular Weight) เจลที่ใช้ส ำหรับกำรแยกโปรตีนใช้ Sodium Dodecyl 
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Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)  ในขั้นตอนที่สำมเป็นกำรย้ำยโปรตีน
จำกเจลสู่แผ่นเมมเบรน (Protein Transfer) จำกนั้นในขั้นตอนที่สี่จะเป็นกำร Blocking เพื่อป้องกัน
กำรเกิด Non-Specific โปรตีนอ่ืนๆเข้ำมำจับกับแผ่นเมมเบรน หลังจำกย้ำยโปรตีนจำกเจลสู่แผ่นเมม
เบรนแล้ว จำกนั้นในขั้นตอนที่ห้ำ เป็นกำรติดตำมผล (Detection) ในขั้นตอนกำรติดตำมผลนั้นจะมี
กำร Probe เมมเบรนเพื่อหำโปรตีนที่สนใจด้วยแอนติบอดีซึ่งอำจมีกำรลิงค์ด้วยเอนไซม์  หรือสำร
เรืองแสงอื่น และเมื่อท ำปริกิริยำกับสำรต้ังต้นจะท ำให้มีสีเกิดขึ้นหรือมีกำรเปล่งแสงออกมำ ส ำหรับ
ในขั้นตอนสุดท้ำยนั้น เป็นกำรวิเครำะห์ผล (Analysis) หลังจำกท ำกำรบ่มแผ่นเมมเบรนด้วย
แอนติบอดีที่มีควำมจ ำเพำะแล้ว จำกนั้นจะเป็นวิธีกำรติดตำมว่ำแอนติบอดีไปเกำะกับโปรตีน
เป้ำหมำยที่ต ำแหน่งใดซึ่งกำรติดต่อวิ เครำะห์ผลก็ขึ้นอยู่กับว่ำแอนติบอดีที่ใช้ ติดฉลำกด้วยสำร
อะไร (ภำพที่ 11) 
 
 

 
 
 

ภำพที่ 11 กำรตรวจสอบผลด้วยเทคนิค Western Blot 
(ที่มำ: Leinco. Retrieve August 10, 2012, from http://www.leinco.com) 

 
 

2.16 งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
จำกกำรสังเครำะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีน Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating Factor) 

ของคนใน E.coli BL21 DE3 พบว่ำ ยีน Apaf-1 ประกอบด้วยกรดอะมิโน 825 กรดอะมิโน   เมื่อ
เลี้ยงเซลล์ในสภำวะต่ำงๆ ที่เหมำะต่อกำรเกิด Soluble Protein แต่รีคอมบิแนนท์โปรตีน ยังคงอยู่ใน 
Inclusion Body เช่นเดียวกัน (Rao, Gullipalli and Bhuyan. 2009: 53-60) 
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ริซฮง, คุยแฟง, เซียหยวน, เวยมินและชีหยี (Rizhong, Cuifang, Xiaoyuan, Weimin, and 
Zhiyi. 2009: 602-607) โคลนยีน V-PPase จำกยำงพำรำ เข้ำสู่ pET 22b แล้วถ่ำยเข้ำสู่ E.coli BL21 
(DE3) ใช้ IPTG ชักน ำให้มีกำรสร้ำงโปรตีน   V-PPase แยกโปรตีน V-PPase โดยวิธีกำร SDS-
PAGE ตัดแถบโปรตีนไปบดในไนโตรเจน แล้วน ำโปรตีนดังกล่ำวไปฉีดกระต่ำยพบว่ำ แอนติบอดี
ที่ผลิตไดม้ีควำมจ ำเพำะต่อโปรตีน V-PPase จำกยำงพำรำ 

รอควีและคณะ(Rouquié et al. 1998: 287-292) โคลนยีน V-ATPase Subunit G จำกใบ
ยำสูบเข้ำสู่ pET-3c แล้วถ่ำยรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอเข้ำสู่แบคทีเรีย E.coli BL21 (DE3) โดยเหน่ียวน ำ
ให้มีกำรสังเครำะห์โปรตีนด้วย IPTG ควำมเข้มข้น 0.4 mM แล้วท ำโปรตีนให้บริสุทธิ์ ซึ่งโปรตีนที่
เตรียมได้มีขนำด 13 kDa จำกนั้นน ำโปรตีนที่ท ำให้บริสุทธิ์ไปผสมกับ Freund’s Adjuvant แล้วฉีด
เข้ำใต้ผิวหนังของกระต่ำย เป็นเวลำ 1 -2 เดือนและทดสอบควำมจ ำเพำะของแอนติบอดีโดยใช้
เทคนิค Western Blot พบว่ำ ในช่วงของไตเตอร์ที่เจือจำง 1:10000 เท่ำมีกำรจับกันอย่ำงจ ำเพำะ
ระหว่ำงโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน V-ATPase Subunit G ในยำสูบ  

 


