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 การผลิตโปรตีนบนผิวของไวรัสตับอกัเสบบี (hepatitis B surface antigen, HBsAg)  ชนิด 

middle protein และ small protein โดยท ายีน โคลนน่ิง เพ่ิมป ริมาณ ยีน  PreS2 +  S และ  ยีน S   

จากพลาสมิดท่ีมียีน HBsAg อยู่โดยปฏิกริิยาลูกโซ่โพลีเมอเรส  และใช้ไพร์เมอร์ท่ีมี secretory 

signal  sequence ได้ยีน PreS2+S มีขนาด 984 คู่เบส และยีน S มีขนาด 819 คู่เบสน าดีเอ็นเอท่ีได้

ไปเช่ือมต่อกบั  expression vector (pcDNA3.4) ได้พลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4/PreS2+S และ 

pcDNA3.4/S และน าเข้าสู่ mammalian cell lineโดย transfection ผลตรวจการแสดงออกของยีนใน

ระดับโปรตีนด้วยวิธี  enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) และ immunofluorescence 

assay (IFA) สามารถตรวจพบ middle protein  ในเซลลแ์ละน ้ าเล้ียงเซลลห์ลงัการ transfection แลว้ 

24 ชัว่โมง ส่วน small protein สามารถตรวจพบไดช้้ากว่าคือตรวจพบไดใ้นเซลลแ์ละน ้ าเล้ียงเซลล์

หลงัการ transfection แลว้ 48 ชัว่โมง  และพบมี HBsAg เพ่ิมมากข้ึนเร่ือยๆจนถึง 72 ชั่วโมงผลการ

ตรวจวิเคราะห์โดย Western blot ตรวจพบ middle protein ท าปฎิกริิยาจ าเพาะกบั anti-HBsAg 

polyclonal antibody ดงันั้นมีความเป็นไปได้ท่ีจะน าโปรตีนของไวรัสตบัอกัเสบบีท่ีผลิตไดน้ี้ไปใช้

ในการพฒันาชุดตรวจวินิจฉัยทางภูมิคุม้กนัหรือพฒันาวคัซีนป้องกนัไวรัสตบัอกัเสบบีต่อไป 
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 Middle protein and small protein of hepatitis B surface antigen (HBsAg) were produced 

by gene cloning and expression in mammalian cell line. PCR amplification of PreS2+S and S 

genes from plasmids containing HBsAg genes were performent using primers with have 

secretory signal  sequence and gave DNA 984 bp and 819 bp, respectively. Middle protein 

HBsAg DNA (984 bp) and small protein HBsAg DNA (819 bp) were inserted into the 

expression vector (pcDNA3.4) recombinant plasmid of pcDNA3.4/PreS2+S and pcDNA3.4/S 

were obtained, then,the recombinant plasmids were transfected into mammalian cell line and 

tested for HBsAg expression by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and 

immunofluorescence assay (IFA). The middle proteincould be detected intracellular and in cell 

culture fluid 24 hours earlier than the small protein at 48 hours after transfection. The level of 

HBsAg expression increased until 72 hours aftert ransfection. Western blot analysis of HBsAg 

reacted with anti-HBsAg polyclonal antibody showed specificity to the middle protein. This 

HBsAg may be useful for the development of diagnostic test and vaccine development of 

hepatitis B. 
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การโคลนยีน  และการแสดงออกของโปรตีนผิวของไวรัสตับอกัเสบบีใน 
Mammalian cell line 

 
Gene Cloning and Expression of Hepatitis B Surface Antigen in  

Mammalian cell line 
 

ค าน า 
 

 โรคตับอักเสบท่ีเกดิจากไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus) เป็นปัญหาท่ีส าคัญทาง

สาธารณสุข  ทุกประเทศทัว่โลกให้ความสนใจในการควบคุมและป้องกนั  เน่ืองจากเป็นสาเหตุให้

เกดิโรคตับแข็งและโรคมะเร็งตับ  พบว่ามีผูเ้สียชีวิตจากการติดไวรัสตับอกัเสบบีปีละประมาณ 1 

ลา้นคน จากรายงานของกรมควบคุมโรคในปีพ.ศ. 2556 พบว่าคนไทยเป็นพาหะของโรคน้ีประมาณ

ร้อยละ 10-15 ดงันั้นจึงอาจกล่าวได้ว่าไวรัสตบัอกัเสบบี (HBV) เป็นสาเหตุหลกัของการเกดิโรคตับ

ในมนุษยไ์ด้แกต่ับอกัเสบแบบเฉียบพลนัและเร้ือรัง (acute and chronic hepatitis) ซ่ึงท าให้ตบัมีการ

เปล่ียนแปลงผลท่ีตามมาคือโรคตับแข็ง (cirrhosis) และโรคมะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma) 

โดยแอนติเจนบนผิวของไวรัสตับอกัเสบบี (HBsAgหรือ HBs protein) ประกอบด้วยโปรตีน 3 ชนิด 

คือ  Large Hepatitis B surface protein (LHBs) หรือโปรตีน PreS1 สร้างจากยีน PreS1+ PreS2+S,  

Middle Hepatitis B surface protein (MHBs) หรือโปรตีน PreS2 สร้างจากยีนPreS2+S และ Small 

Hepatitis B surface protein (SHBs) หรือโปรตีน S สร้างจากยีน S ซ่ึงยีนS เป็นยีนท่ีสร้าง HBsAg 

ขนาด P25 และ GP28 ยีน  PreS2+ S เป็นยีนท่ีสร้าง HBsAg ขนาด  GP33 และ GP36 และยีน 

PreS1+ PreS2+ S เป็นยนีท่ีสร้าง HBsAg ขนาด P43 และ GP46 โปรตีน PreS2 ประกอบด้วย 281 

กรดอะมิโนมีกรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 1-55 จากยีน PreS2 และต าแหน่งท่ี  56-281 จากยีน S ล าดับ

กรดอะมิโนส่วนท่ีสร้างจากยีน  PreS2 มีต าแหน่งท่ีใช้จับ (binding site) กบั polymerized human 

serum albumin (pHSA) ซ่ึงมี determinant ส าหรับจับกบั receptor ของเซลล์ตับซ่ึงเก ีย่วข้องกบัการ

เขา้สู่เซลลต์บัของไวรัสตบัอกัเสบบี  นอกจากน้ีล าดบักรดอะมิโนส่วนท่ีสร้างจากยนี PreS2 ยงัท าให้

เกดิ hydrophilic amino acids และ antigenic epitope บนผิวของไวรัส และพบว่าโปรตีน PreS2 มี 

antigenicity ท่ีมากกว่า antigenic epitope ท่ีพบในล าดับกรดอะมิโนท่ีสร้างจากยีน  S และมี strong 



2 
antigenic determinants ส าหรับ T cells และ B cells ซ่ึงมีบทบาทส าคัญในการเพ่ิมสมบัติการเป็น

แอนติเจนของระบบภูมิคุ้มกนั (enhance immunogenicity) ท่ีช่วยในการก  าจัดไวรัสและป้องกนั

ไวรัสเขา้สู่เซลลต์บั (Guoet al, 2009) 

 

 ดังนั้ น HBsAg จึงเป็นโปรตีนท่ีน่าสนใจส าหรับน าไปใช้ในการผลิตวคัซีนหรือใช้เป็ น

แอนติเจนในการผลิตน ้ ายาชุดตรวจวินิจฉัยทางภูมิคุ้มกนัการศึกษาน้ีได้ท ายีนโคลนน่ิงเพ่ือสร้าง 

HBsAgไดแ้ก ่middle proteinและsmall proteinใน mammalian cell เพ่ือน าไปใชป้ระโยชน์ต่อไป 
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วัตถุประสงค์ 
 

 เพ่ือสร้างและผลิต HBsAg ชนิด middle protein และ small protein ของเช้ือไวรัสตับอกัเสบี 
เพ่ือน าไปประยกุต์ใชใ้นการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสตบัอบัเสบบีและการพฒันาวคัซีนต่อไป 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  ไวรัสตับอักเสบบี 

 

 ไวรัสตบัอกัเสบบีถูกคน้พบคร้ังแรกในปี ค.ศ.1965 โดย Dr. Blumberg และคณะได้คน้พบ

ออสเตรเลียแอนติ เจน  (Australia antigen)  ต่ อมา เป ล่ียน ช่ือเป็น  Hepatitis B surface antigen 

จนกระทั่งปี  ค.ศ.1985 คณะกรรมการจัดจ าแนกและตั้ งช่ือไวรัส (International Committee on 

Taxonomy of Viruses) ไดจ้ดัจ าแนกไวรัสน้ีไวใ้น family Hepadnaviridae มีความหมายว่ากลุ่มไวรัส

ท่ีมีจีโนม (genome) เป็นดีเอ็นเอ (DNA) และสามารถเจริญเพ่ิมจ านวนได้ในเซลล์ตับ (Arnold, 

1992) 

 

 1.1  ลกัษณะอนุภาคของไวรัสตบัอกัเสบบี 

 

 เม่ือน าซีร่ัมผูป่้วยโรคไวรัสตับอกัเสบบีมาสกดัแยกไวรัส  และศึกษาโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์

อิเลค็ตรอนจะพบไวรัสมีรูปร่าง 3 รูปแบบ คือ Dane particle รูปทรงกลมมีขนาด 42 nm เป็นไวรัสท่ี

สมบูรณ์  (complete virion) มีnucleo-capsid ซ่ึงประกอบด้วย circular DNA ขนาด 3.2 Kb, DNA 

polymerase, protein kinase, DNA-linked protein และ  capsid ซ่ึ ง เป็ น ส่วน ท่ี มี   Hepatitis B core 

antigen (HBcAg) และมี envelope หุ้มอีกชั้ นหน่ึง บน envelope เป็นส่วนท่ีมี Hepatitis B surface 

antigen (HBsAg) จึงเป็นอนุภาคไวรัสท่ีมี infectivity  รูปแบบท่ีสองเป็นรูปทรงกลม (Sphere) ขนาด 

15-25 nm และรูปแบบท่ีสามเป็นอนุภาครูปแท่ง (Tubule) ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 20 nm แต่ยาว 

50-230 nm อนุภาคสองรูปแบบหลงัน้ีมีเฉพาะ HBsAg จึงเป็น non infectious particle  

 

 นอกจากน้ียงัพบแอนติเจนชนิดท่ีสามอยู่ในส่วนท่ีเป็นสารละลายซีร่ัมของผูป่้วย  แอนติเจน

ชนิดน้ีเรียกว่า Hepatitis B e antigen (HBeAg) (Robinson, 1985; ชโลบล, 2536) 
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 1.2  ลกัษณะโครงสร้างทางพนัธุกรรมของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี 

 

 ไวรัสตับอักเสบบี (HBV) มีสารพันธุกรรมเป็นชนิด DNA สายคู่ รูปร่างกลม (Double 

Stranded DNA)  มีความยาวประมาณ 3,200 คู่เบส  การจดัเรียงตวัของยีนประกอบดว้ย open reading 

frame ซ้อนทับกนัอยู่ (overlapping ORF) คือ S, C, P และ Xโดยท่ี S ORF ใช้ในการสร้าง surface 

protein (HBsAg), C ORF ใช้ในการสร้าง  nucleocapsid protein ห รือ core protein (HBsAgและ 

HBeAg), P ORF ใชใ้นการสร้างเอนไซม์ DNA polymerase/reverse transcriptase และ X ORF ใช้ใน

การสร้าง Hepatitis B X protein (HBX) (ศิ ริฤกษ์, 2543) ซ่ึงจะแปลรหัสเป็น mRNA เพ่ือสร้าง

โปรตีน 

 
 

 
 

ภาพที่ 1  ลกัษณะจีโนมของไวรัสตบัอกัเสบบี 
 
 ที่มา: Zhang and Guangwen (2011) 
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 1.3 ยนีและโปรตีนของเช้ือไวรัสตบัอบัเสบบี 
 
 จีโนมของไวรัสตบัอกัเสบบีประกอบดว้ยยีนท่ีส าคญั 4 ส่วน คือ 
 
 S gene ประกอบไปดว้ย S, pre S1 และ pre S2 ท าหนา้ท่ีในการสร้างโปรตีนของ envelope  
 
 C gene ควบคุมการสร้าง Hepatitis B core antigen (HBcAg) ซ่ึงจะท าให้เกดิ nucleocapsid 
และ Hepatitis B e antigen (HBeAg) ท่ีบ่งบอกการติดเช้ือของไวรัสระยะท่ีแบ่งตวัเพ่ิมจ านวนอยู ่
 
 P gene จะ code โปรตีนในการสร้างเอนไซม ์  polymerase ในขบวนการ replication  
 
 X gene จะ code โปรตีนท่ีเก ีย่วขอ้งกบัการแบ่งตวัเพ่ิมจ านวนของไวรัส 
 
 โปรตีนในส่วน envelope ของไวรัสตับอบัเสบบีพบว่ามีอยู่ 3 ชนิด  คือ  Major หรือ small 
protein (S) มี 226 กรดอะมิโน  ถูกควบคุมการสร้างโดยยีน S ชนิดท่ีสอง middle protein (M) มี
กรดอะมิโนเพ่ิมข้ึนอีก 55 กรดอะมิโน  และถูกควบคุมโดยยีน pre S2 ชนิดท่ีสาม Large protein (L) 
มีกรดอะมิโนเพ่ิมข้ึนอีก 108 กรดอะมิโนและถูกควบคุมโดยยนี pre S1   
 
 Major protein (major HBsAg) มี 2 รูปแบบ คือ non glycosylated form มีน ้ าหนักโมเลกุล 
24 กโิลดาลตนั (P24) และ glycosylated form  มีน ้ าหนกัโมเลกุล 27 กโิลดาลตนั (GP27)  
 
 Middle protein ส ร้างมาจ ากยีน  pre S2 และ S ป ระกอบด้วย  281 กรดอะมิโน  เป็ น
ส่วนประกอบของ envelope antigen ซ่ึงมีโปรตีนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลแตกต่างกนั 2 แบบ คือ 33 กโิล
ดาลตัน (GP33) และ 36 กโิลดาลตัน (GP36)  ในส่วน  Pre S พบว่ามีส่วน receptor เพ่ือจับกบั 
polymerized human serum albumin ซ่ึงเก ีย่วขอ้งกบัการเขา้สู่เซลลต์บัของไวรัสตบัอกัเสบบี 
 
 Large protein (large HBsAg)  สร้างมาจากยีน pre S1, pre S2 และ S gene ประกอบด้วย 
389 กรดอะมิโนมีโปรตีนท่ีแตกต่างกนั 2 รูปแบบ คือ non glycosylated มีน ้ าหนักโมเลกุล 39 กโิล
ดาลตนั (P39)  และ glycosylated มีน ้ าหนกัโมเลกุล 42 กโิลดาลตนั (P42) โดยยีน  pre S1 มีบทบาท
ในการเกาะกบัเซลลเ์ป้าหมาย 
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 โดยปกติไวรัสตับอกัเสบบี จะสร้างโปรตีนทั้ง 3 ชนิด เพ่ือเป็น surface protein โดยไวรัสท่ี
สมบูรณ์ (Dane particle หรือ complete virion) จะมีสัดส่วน major protein : middle protein : large 
protein ประมาณ 4:1:1 ส่วนอนุภาคท่ีไม่สมบูรณ์จะมีแต่ส่วน major protein และ middle protein อีก
เพียงเลก็นอ้ย (ศิริฤกษ,์ 2543) 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 โปรตีนท่ีสร้างจาก S ORF  
 
ที่มา: Seeger et al. (2000) 
 
 1.4 แอนติเจนท่ีพบในไวรัสตบัอบัเสบบี 
 
        1.4.1 Hepatitis B surface antigen (HBsAg) 
 
  แอนติเจนชนิดน้ีเป็นโปรตีนท่ีสร้างข้ึนมาจากยีน S พบโปรตีนทั้ ง 3 ชนิด คือ  
major HBsAg, middle HBsAgและ large HBsAgโดยโปรตีนน้ีถูกสร้างจากปลายด้าน 3' ของยีน S  
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และเป็นโปรตีนท่ีมี antigenic determinant  และเป็น group-specific determinant  มีอยู่ในเกอืบทุก
สายพนัธุ์ (subtype) ของไวรัสตบัอกัเสบบี (ศิริฤกษ,์ 2543) 
 
 1.4.2 Hepatitis B core antigen (HBcAg) และ Hepatitis B e antigen (HBeAg) 
 
  แอนติเจนทั้ งสองชนิดน้ีมีกรดอะมิโนร่วมกนัและควบคุมการสร้างโดยยีน C  ซ่ึง
แอนติเจนน้ีจะไม่พบอิสระในเลือดแต่จะพบในเซลลต์ับท่ีติดเช้ือเท่านั้น  หากน า core ของ HBV มา
ย่อยด้วยเอนไซม์บางชนิด HBeAg ท่ีถูกคลุมอยู่จะหลุดออกมา (ชโลบล, 2540)  การตรวจพบ 
HBeAg ในซีร่ัมเป็นขอ้บ่งช้ีว่า HBV ก  าลงัเพ่ิมจ านวนในเซลลต์บั 
 
 1.4.3 HBxAg 
 
  เป็นโปรตีนขนาดเล็กท่ีท าหน้าท่ีเป็น trans-activating protein for promoters ของ
ไวรัสและของเซลลด์ว้ย  มีบทบาทในการเพ่ิมจ านวนไวรัสในร่างกายของโฮสต์และอาจเก ีย่วขอ้งกบั
การเกดิมะเร็งตบัอีกดว้ย 
 

 1.5 การแบ่งกลุ่ม (subtype) ของไวรัส 
 

 ไวรัสตับอักเสบบีสามารถจัดกลุ่มเป็น serotype  หรือ  subtype ต่างๆโดยอาศัยลักษณะ
ความหลากหลาย (heterogeneity) ของ HBsAgซ่ึง code จากยีน S ใน S-open reading frame พบว่า 
HBsAgทุก subtype มี determinant a และมี determinant อ่ืนๆอีก  คือ อาจเป็น d หรือ y และ w หรือ 
r  นอกจากน้ี  w ยงัมี subdeterminantและยงัพบ q determinant ในทุก subtype  ยกเวน้ subtype adr
ซ่ึงบางคร้ังไม่พบ q ไวรัสตับอักเสบบีท่ีพบบ่อยทั่วโลกมี 9 subtype ได้แก ่ ayw1, ayw2, ayw3, 
ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+ และ adrq-  การศึกษา DNA ของไวรัสตับอกัเสบบีท่ีแยกได้จากผูติ้ด
เช้ือเร้ือรังชาวไทย 200 ราย พบ subtype adrร้อยละ 82 และ adwร้อยละ 18 
 
 การจัด genotype อาศยัขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษา sequence ของนิวคลีโอไทด์จากส่วนของ S 
ยนีของไวรัสตบัอกัเสบบีท่ีเกบ็ตวัอย่างจากทั่วโลก  ซ่ึงพบว่ามีความแตกต่างกนั (divergence)จึงจัด
กลุ่มไดเ้ป็น 6 genotype หรือ genomic groups ได้แก ่ A, B, C, D, E และ F (Zhang  และ Guangwen, 
2011) โดยมีรายงานการแพร่กระจายของไวรัสgenotype ต่างๆดงัน้ี 
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 Group A พบแถบยโุรปตะวนัออก  สหรัฐอเมริกา  และแถบซาฮารา  จนถึงแอฟริกาใต้ 
 
 Group B และ C พบแถบแปซิฟิก  และเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ 
 
 Group D พบทั่วโลก  แต่พบมากในแถบเมดิเตอร์เรเนียน  ประเทศแถบตะวันออกไกล  
ตะวนัออกกลางและเอเชียใต ้
 
 Group E พบแถบแอฟริกา  บริเวณซาฮาราแถบตะวนัตกจนถึงแองโกลา 
 
 Group F  พบแถบแอฟริกาใตแ้ละโพลีเนเซีย (ชโลบล, 2536 ) 
 
 1.6 ลกัษณะการกอ่โรค 
 

 การเกดิโรคในผูป่้วยมี 3 แบบ คือ ไม่แสดงอาการติดเช้ือ  แสดงอาการแบบเฉียบพลนัและ
ติดเช้ือเร้ือรัง 
 
  1.6.1 การติดเช้ือแบบเฉียบพลนั  จะมีลกัษณะของโรคต่างๆดงัน้ี 
 
  1.6.1.1 Preclinical infection เป็นระยะกอ่นจะมีการตรวจพบ HBsAg และ HBcAg
ในเลือด 
 
  1.6.1.2 Subclinical hepatitis ส่วนใหญ่ของผูป่้วยท่ีได้รับเช้ือโดยเฉพาะในเด็กไม่มี
อาการท าให้วินิจฉัยไม่ไดใ้นระยะน้ี  จะตรวจพบเม่ือผูป่้วยหายจากโรคและมีภูมิตา้นทานแลว้ (anti-
HBsAg และ HBcAg) หรือผูป่้วยกลายเป็นพาหะเร้ือรังรวมทั้งโรคตบัเร้ือรังดว้ย 
 
  1.6.1.3 Typical acute hepatitis มีอาการเฉพาะ คือ ตวัเหลือง ตาเหลือง พยาธิสภาพ
ในตับเป็นแบบ spotty necrosis ผูป่้วยร้อยละ 90 จะหายจากอาการแต่จะมีผูป่้วยร้อยละ 5-10 ท่ีไม่
หายขาดและเร้ือรังต่อไป 
 
  1.6.1.4 Severe hepatitis มีอาการรุนแรงกว่าตับอกัเสบเฉียบพลนัธรรมดา  เซลล์
ของตบัจะถูกท าลาย ซ่ึงมีโอกาสเสียชีวิตหรือเป็นตบัแข็งไดร้้อยละ 30 
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  1.6.1.5 Fulminant hepatitis มีอาการรุนแรงท่ีสุด  พบประมาณร้อยละ1 ของผูป่้วย
ทั้งหมด มีโอกาสเสียชีวิตไดถึ้งร้อยละ 80 
 
  1.6.1.6 Cholestatic hepatitis พบไดน้้อยมากมีอาการดีซ่านหลายเดือน และจะหาย
เป็นปกติเอง 
 
  1.6.1.7 Prolonged hepatitis หรือ relapsing hepatitis ผูป่้วยบางรายมีความผิดปกติ
เก ีย่วกบัอาการและหนา้ท่ีของตบัหลงัจาก 4 เดือนไปแลว้ จะหายเป็นปกติใน 6 เดือน แต่กอ็าจมีส่วน
หน่ึงเป็นตบัอกัเสบเร้ือรัง 
 
  1.6.2 การติดเช้ือแบบเร้ือรัง  มีลกัษณะของโรคดงัน้ี 
 
  1.6.2.1  Healthy carrier  เป็นบุคคลท่ีไม่มีอาการ  ไม่พบความผิดปกติในการตรวจ
ร่างกายจะพบแต่ HBsAg ในเลือดเท่านั้น  พบว่าบุคคลเหล่านั้นมีโอกาสเป็นมะเร็งตับได้มากกว่าคน
ปกติถึง 200-300 เท่าโดยเฉพาะในคนป่วยท่ีเป็นเพศชาย 
 
  1.6.2.2  ตับอกัเสบเร้ือรังชนิดไม่รุนแรง  พยาธิสภาพของตับเป็นแบบ chronic 
persistent hepatitis (CPH)  หรือ  chronic lobular hepatitis (CLH)  ไม่มีอาการรุนแรงส่วนใหญ่จะ
หายจากโรคได ้
 
  1.6.2.3  ตับอักเสบเร้ือรังชนิดรุนแรง  พวก chronic active hepatitis (CAH) จะ
กลายเป็นตบัแข็งหรือมะเร็งตบัไดใ้นท่ีสุด 
 
  1.6.2.4  ตบัแข็ง  ซ่ึงจะกลายเป็นมะเร็งปฐมภูมิท่ีตบัได้มากกว่าตับอกัเสบเร้ือรัง 
 
  1.6.2.5  มะเร็งชนิดปฐมภูมิ (Primary hepatic carcinoma)  เกดิจากผ่านการเป็นตับ
อักเสบแบบ chronic active hepatitis (CAH) และตับแข็งมาแล้ว  และร้อยละ 30-80  จะพบว่า
เก ีย่วขอ้งกบัไวรัสตบัอกัเสบบี 
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 1.7  การตรวจวินิจฉัยในห้องปฏิบติัการ 
 
         1.7.1  ตรวจระดับเอนไซม์transaminaseพบว่าผู ้ท่ีมีอาการตับอักเสบเฉียบพลนัท่ี มี
สาเหตุมาจากไวรัสตับอกัเสบบี  มีลักษณะเช่นเดียวกบัท่ีพบในไวรัสตับอกัเสบ เอ ซี ดี และ อี  มี 
ระดับเอนไซม์ transaminase  ในเลือดสูงกว่าปกติ 5-100 เท่า  ระดับ  alanine aminotransferase 
(ALT)และaspatateaminotranferase (AST)เปล่ียนแปลงพร้อมกนัโดยเร่ิมสูงข้ึนในช่วงทา้ยของระยะ
ฟักตวัและเร่ิมสูงข้ึน  ถา้ไม่มีอาการแทรกซอ้นระดบัเอนไซมจ์ะกลบัคืนสู่ปกติในเวลา 2 เดือน 
 
         1.7.2  ตรวจสารบ่งช้ี (markers) ต่างๆในซีรั่ม  ได้แก ่HBsAg, HBeAg, anti-HBs, anti-
HBeและ anti-HBc โดยวิธี Enzyme immunoassy (EIA)  และ Immunochromatographictest 
 
         1.7.3  ตรวจหาดีเอ็นเอของไวรัสตับอกัเสบบี  โดยใช้เทคนิค PCR แลว้น า amplified 
product มาท า hybridization  กบัตวัตรวจสอบ (probe) 
 
         1.7.4  ตรวจเอนไซม์DNA polymerase  ของไวรัสเพ่ือเป็นการบ่งช้ีว่าไวรัสก  าลงัเพ่ิม
จ านวนอยู ่
 
 สารบ่งช้ีท่ีตรวจพบเม่ือมีอาการเฉียบพลนัและต่อมาหายจากระยะตับอกัเสบคือ  ภายใน 4 
สัปดาห์  แรกพบ HBV DNA กอ่น  ตามด้วย HBsAg และ  HBeAg ซ่ึงพบในเวลาใกลเ้คียงกนัแต่ 
HBsAg พบอยู่ได้นานกว่า HBeAg ทั้ งสามน้ีพบกอ่นท่ีจะปรากฏอาการ  ในระยะฟ้ืน anti-HBeและ  
anti-HBs  จะปรากฏโดยอาจมีช่วงท่ีตรวจไม่พบทั้ง HBsAg และ  anti-HBs  สารบ่งช้ีอีกชนิดหน่ึงซ่ึง
พบตั้งแต่เร่ิมแรกมีอาการ  ไดแ้ก ่IgM anti-HBc 
 
 ในกรณี ท่ีติดเช้ือเร้ือรังและสามารถแพร่ได้สูง  จะตรวจพบ HBV DNA, HBsAg และ 
HBeAg ในซีรั่มไม่พบ anti-HBe แต่ถา้มี seroconversion มกัจะพบการท าลายเซลล์ตับควบคู่ไปกบั
การปรากฏของ anti- HBeและ HBeAg หายไป  ระยะน้ีความสามารถของผู้ป่วยท่ีแพร่เช้ืออยู่ใน
ระดบัต ่า  
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ภาพที่ 3  markers และลกัษณะท่ีพบในผูป่้วยโรคไวรัสตบัอกัเสบบี  
 
ที่มา: Michael (2008) 
 
 1.8  การติดต่อของไวรัสตบัอกัเสบบี 
 
  1.8.1  Vertical Transmission  เป็ น ก า ร ติ ด ต่ อ จ า ก แ ม่ ไ ป ย ัง ลู ก  ( Perinatal 
transmission) ไวรัสจากเลือดแม่ไปสู่ลูกขณะคลอดหรือส าลกัน ้ าคร ่ า  เช้ือผ่านเขา้ร่างกายทารกทาง
เยือ่บุปาก  ล าคอ  ทางเดินหายใจ  หรือลอยถลอกตามผิวหนงั  ถา้แม่มีทั้ง HBeAg การติดต่อจะยิง่สูง
โดยทารกท่ีคลอดจากมารดากลุ่มน้ีจะเป็นพาหะสูงถึงร้อยละ 70 แต่ถา้ทารกคลอดจากมารดา  กลุ่มท่ี
มี HBsAg จะเป็นพาหะร้อยละ 30 
 
  1.8.2  Horizontal transmission  เป็นการติดต่อในวัยท่ี โตแล้ว  ซ่ึงเช้ือเข้าทาง
ผิวหนงัดว้ยเข็มฉีดยาหรือมีบาดแผล  เช่น  การได้รับเลือด  ถ่ายเลือดท่ีมีเช้ือปะปน  การเจาะหู  การ
สกัตามร่างกาย  หรือเช้ืออาจเข้าไดท้างเยือ่เมือกของอวยัวะสืบพนัธุ์  เช่น  การมีเพศสมัพนัธ์กบัผูมี้
เช้ือน้ีอยู ่ 
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 1.9 การควบคุมและป้องกนัไวรัสตบัอกัเสบบี 
 
  Passive immunization  โดยการฉีด hepatitis B immune globulin (HBIG)  ซ่ึงได ้
จากผูท่ี้หายจากโรคท่ีมี anti-HBs ในปริมาณสูง  แนะน าให้ใช้ส าหรับป้องกนัการเกดิโรคหลงัจาก
การสัมผสัเช้ือ  เช่น  เม่ือเกดิอุบัติเหตุถูกต าด้วยเข็มเป้ือนเลือดซ่ึงมี HBsAg หรือให้แกเ่ด็กทารกท่ี
เกดิจากแม่ท่ีตรวจพบ HBsAg ซ่ึงควรได้รับ HBIG ภายใน 7 ว ัน  และจะได้ผลดีถ้าได้รับวคัซีน 
(active immunization) ควบคู่ไปพร้อมกนัดว้ย 
 
  Active immunization  การกระตุ้นโดยการให้ว ัคซีน  โดยวคัซีนท่ีใช้ในปัจจุบัน
ได้แก ่ recombinant  vaccine  เป็นการเตรียมโดยใช้พนัธุวิศวกรรม  ซ่ึงโคลนเฉพาะยนีส่วน Sลงใน 
experiment plasmid  ส าหรับ เซลล์โฮสต์ท่ี ใช้ผลิตแอนติเจนคือเซลล์ยีสต์  เช่น  Saccharomyces 
cerevisiae  หรือเซลล์สัตว์เล้ียงลูกด้วยนม  เช่น Chinese hamster ovary (CHO) cells  เป็นต้นส่วน 
plasma-derived vaccine เป็นวคัซีนท่ีเตรียมจากพลาสมาของผูท่ี้เป็นพาหะโดยน า HBsAgมาท าให้
บริสุทธ์ิแลว้ใช้สารเคมีหรือความร้อนท าลายไวรัสทุกชนิดท่ีปนเป้ือน นอกจากน้ียงัมีการวินิจฉัย
และพฒันาวคัซีนท่ีอยู่ในรูปของดีเอ็นเอวคัซีน (DNA Vaccine) ท่ีมีประสิทธิภาพ  ซ่ึงพบว่าสามารถ
กระตุน้ภูมิคุม้กนัภายในเซลลใ์ห้เกดิการสร้างแอนติบอดีได ้ (Lucyna, 2007 ) 
 
2. ดเีอ็นเอวัคซีน (DNA vaccine) 

 
 หลกัการของดีเอน็เอวคัซีน คือ การน ายนีท่ีก  าหนดการสร้างโปรตีนใดๆท่ีสนใจเช่ือมเขา้กบั 
expression vector ภายใต้สภาวะท่ี เหมาะสม ยีนท่ี เช่ือมต่อใน  plasmid vector นั้ นจะสร้างเป็น 
encoded protein ออกมาซ่ึงถา้การแสดงออกของยีนดงักล่าวเกดิข้ึนในร่างกายของส่ิงมีชีวิตและถา้
encoded protein นั้นๆมีคุณสมบัติเป็น antigenic protein กจ็ะไปกระตุน้ระบบภูมิคุ้มกนัของร่างกาย
และท าให้ร่างกายเกดิภูมิคุม้กนัตอบสนองต่อโปรตีนนั้นๆข้ึนโดยพบว่าระบบภูมิคุม้กนัท่ีถูกกระตุ้น
ให้เกดิข้ึนโดยวิธี น้ีมีทั้ ง humoral mediated immunity, cell-mediated immunity ทั้ งกระตุ้น CD4+ 
lymphocytes และ CTL response 
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 2.1 กลไกการกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัโดย DNA vaccine 
 
 เม่ือฉีด DNA ท่ีก  าหนดการสร้างโปรตีนท่ีสนใจและเช่ือมต่ออยู่ในพลาสมิดเวคเตอร์ท่ี
เหมาะสมเข้าสู่ร่างกาย  พลาสมิดดีเอ็นเอจะเข้าสู่เซลล์เป้าหมายซ่ึงอาจเป็นเซลลก์ลา้มเน้ือหรือเซลล์
ใตผิ้วหนงั  ทั้งน้ีข้ึนกบั route และวิธีการฉีด โดยอาศยักลไก transcription และ translation ของเซลล ์
ยีนท่ีแทรกอยู่ใน plasmid vector จะถูกสร้างเป็น antigenic protein ซ่ึงจะถูก process เป็น peptide 
antigen ขนาดเล็กภายในไซโตพลาสซึมและส่งไปจับกบั majorhistocompatibility complex (MHC) 
class I molecule จากนั้นจะถูกส่งไปบนผิวเซลล์เพ่ือกระตุ้น CD8+ lymphocytes เกดิเป็น cytotoxic 
T lymphocytes ซ่ึงสามารถท าลาย infected cells ได ้(เรียกระบบภูมิคุ้มกนัแบบน้ีว่า CTL response) 
Antigenic protein ส่วนหน่ึงจะถูกปล่อยออกนอกเซลล์ซ่ึงอาจ เกดิจาก antigenic protein นั้ นมี
คุณสมบัติเป็น secreted protein หรือเกดิจากการท่ีเซลล์ถูกท าลาย โดย antigenic protein ท่ีออกมา
นอกเซลล์เหล่าน้ีจะถูก process และกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัเช่นเดียวกนั exogenous antigen คือถูก 
uptake โดย antigen presenting cells จากนั้นจะถูกตัดเป็นเปปไทด์ท่อนสั้นๆแลว้ส่งออกมาบนผิว
เซลล์ร่วมกบั MHC class II molecule และส่งไปกระตุ้น CD4+ cells ให้หลั่ง lymphokinesออกมา 
ซ่ึง lymphokines เหล่าน้ีสามารถกระตุ้นให้ เซลล์ต่ างๆ ในระบบภูมิคุ้มกนั เช่น  monocytes, 
macrophages, neutrophils, B lymphocytes, CD4+ lymphocytes, CD8+ lymphocytes และ NK cells 
ให้ท างานได้ดียิง่ข้ึนการท างานของเซลลเ์หล่าน้ีกอ่ให้เกดิการท างานของระบบภูมิคุม้กนัท่ีเรียกว่า 
cell-mediated immunity antigenic protein ส่วนหน่ึงสามารถกระตุ้น B lymphocytes และโดยความ
ช่วยเหลือของ lymphokines ท่ีปล่อยมาจาก activated CD4+ lymphocytes ท าให้ B lymphocytes ท่ี
ถูกกระตุน้แลว้น้ีกลายเป็น plasma cells สร้างแอนติบอดีออกมาแอนติบอดีท่ีสร้างออกมาน้ีสามารถ
จบัและท าลายเช้ือโรคไดเ้กดิเป็นการตอบสนองทาง humoral mediated immunity ข้ึน 
 
 2.2 การประยกุต์ใช ้DNA vaccine 
 
 จากหลกัการของวิธี DNA vaccination ดังกล่าวท าให้เช่ือว่าวิธีน้ีน่าจะสามารถน ามาแทน
วคัซีนท่ีมีใชก้นัในปัจจุบันจึงไดมี้การศึกษากนัอย่างกวา้งขวางในสตัว์ทดลองชนิดต่างๆ ในโรคต่าง 
ๆ  มากมายเช่น  Hepatitis B, Hepatitis C, Influenza, Malaria, Tuberculosis, Leishmaniasis, AIDS 
หรือแมแ้ต่มะเร็งและพบว่า DNA vaccine ใช้ได้ผลดีมาก นอกจากการน าวิธี DNA vaccination มา
ใช้ในแง่ของการป้องกนัโรคแลว้ ยงัได้มีการน าวิธี DNA vaccination น้ีมาประยุกต์ใช้ในการผลิต
แอนติบอดีต่อโปรตีนท่ีสนใจเพ่ือใชง้านอีกดว้ย 
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 2.3 ขอ้ดีของ DNA vaccine 
 
       2.3.1. DNA vaccine ส ามารถกระ ตุ้นระบบ ภู มิ คุ้มกนัทั้ งช นิ ด humoral mediated 
immunity และ cell-mediated immunity ทั้งการกระตุน้ CD4+ lymphocytes และ CTL response 
 
       2.3.2. การเตรียมDNAท าไดง่้ายและ DNA ท่ีเตรียมไดมี้ความคงตวัสูง 
 
       2.3.3.  สามารถเตรียมเป็น recombinant vaccine โดยการแทรกยีนท่ีก  าหนดการสร้าง
โปรตีนของเช้ือโรคหลายชนิดเขา้ไปในเวคเตอร์อนัเดียวกนั ท าให้การฉีดวคัซีนเพียงคร้ังเดียวไดผ้ล
กบัโรคหลายชนิด 
 
  2.4 ขอ้ดอ้ยของ DNA vaccine 
 
         2.4.1. DNA ท่ีให้ เข้าไป อาจไปแทรกอยู่ในโครโมโซมของผู้รับท าให้ เก ิดการ
เปล่ียนแปลงของพนัธุกรรมและมีผลต่อการเกดิมะเร็ง 
 
        2.4.2.  Antibiotic resistant genes ท่ีใชใ้นเวคเตอร์อาจมีผลกบัผูร้ับวคัซีน 
 

3. การตรวจวินิฉัยทางภูมคุ้ิมกันวิทยา (Immunodiagnosis) 
 
 เป็นการตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีโดยอาศัยคุณสมบัติส าคัญประการหน่ึ งของ
แอนติบอดี  คือ  สามารถจบักบัแอนติเจนไดอ้ยา่งจ าเพาะ (specific) ซ่ึงมีดว้ยกนัหลายวิธีดงัน้ี 
 
 3.1  วิธี Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

        อาศยัหลกัการให้แอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีเกาะอยูบ่นวสัดุแข็ง เช่น microtiter plate, 
bead หรือ disk ปฏิกริิยาแต่ละขั้นตอนจะต้องมีการลา้งเพ่ือเอาส่วนเกนิท่ีไม่ได้ท าปฏิกริิยาออกจึง
เป็นวิธีท่ีมีความไวและความจ าเพาะสูงมาก 

           เอนไซม์ท่ี นิยมใช้ใน ELISA ได้แก ่Horseradish peroxidase (substrate ท่ีนิยมใช้ คือ 
hydrogen peroxide + o-phenylenediamineให้สีน ้ าตาล ) alkaline phosphatase (substrate ท่ีนิยมใช ้
คือ p-nitrophenylphosphateให้สีเหลือง) เป็นตน้ซ่ึงสามารถแบ่งชนิดของ ELISA ไดด้งัน้ี 
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  3.1.1. Direct ELISA (Double antibody sandwich assay) 

            เป็นวิธีท่ีใช้ตรวจหาแอนติเจน  โดยน าแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจนมา
เคลือบบนผิวของวสัดุแข็ง (solid phase) ด้วยความเข้มข้น 1-10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  ใน coating 
buffer ท่ีไม่มีสารพวก detergent หรือโปรตีนแปลกปลอมอ่ืนๆ  แลว้เติมตัวอย่างท่ีต้องการตรวจลง
ไป  แอนติเจนในตวัอยา่งจะเข้าจบักบัแอนติบอดีท่ีเคลือบอยู่บนผิวของ solid phase  จากนั้นลา้งเอา
ส่วนท่ีไม่ท าปฏิกริิยาออก  แลว้เติมแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะกบัแอนติเจนซ่ึงติดฉลากดว้ยเอนไซม ์ 
หรือเรียกว่า conjugate ลงไป  แอนติบอดีตวัท่ีสองน้ีจะไปจบักบัแอนติเจนและติดอยูบ่นผิววสัดุนั้น
ด้วย  ท าให้ เกดิลักษณะคล้าย sandwich ซ่ึงมีแอนติเจนอยู่ตรงกลาง ประกบอยู่กบัแอนติบอดี
หลงัจากนั้นลา้ง conjugate ท่ีไม่ท าปฏิกริิยากบัแอนติเจนออก  แลว้เติม substrate ลงไป  จะเกดิการ
เปล่ียนแปลงของ substrate กลายเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีมีสี  โดยความเข้มขน้ของสีจะเป็นสัดส่วนโดยตรง
กบัปริมาณแอนติเจนท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่ง 

  3.1.2. Indirect  ELISA 
 
            เป็นวิธีการตรวจหาได้ทั้ งแอนติเจนและแอนติบอดี  ถา้ต้องการตรวจหา
แอนติบอดีกน็ าแอนติเจนซ่ึงทราบชนิดแลว้มาติดกบัพ้ืนผิวของ solid phase ดว้ยความเขม้ข้น 1-10 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  ใน coating buffer จากนั้นลา้งเอาส่วนท่ีเกนิออก  แลว้เติมตัวอยา่งท่ีต้องการ
ตรวจหาแอนติบอดีลงไป  แอนติบอดีในตัวอย่างจะเข้าจับกบัแอนติเจนท่ีติดอยู่บนผิวว ัสดุนั้ น  
จากนั้นลา้งส่วนท่ีไม่ท าปฏิกริิยาออก  แลว้เติมแอนติบอดีตวัท่ีสองซ่ึงติดฉลากด้วยเอนไซมล์งไปท า
ปฏิกริิยาอีกชั้นหน่ึงแลว้ลา้งอีกคร้ัง  เน่ืองจากแอนติบอดีตัวท่ีสองจะสามารถจับกบัโมเลกุลของ
แอนติบอดีซ่ึงเกาะติดอยูก่บัโมเลกุลของแอนติเจนบนผิว solid phase ดว้ย  หลงัจากนั้นเติม substrate 
ลงไป  จะเกดิการเปล่ียนแปลงของ substrate และมีสีเกดิข้ึน ความเข้มของสีจะเป็นสดัส่วนโดยตรง
กบัปริมาณแอนติบอดีท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งท่ีน ามาทดสอบ (Goding, 1996) 
 
   ถ้าต้องการตรวจหาแอนติเจน  กน็ าแอนติบอดีซ่ึงมีความจ าเพาะต่อ
แอนติเจนท่ีต้องการหามาเคลือบพ้ืนผิวของ solid phase ใน coating buffer จากนั้นลา้งเอาส่วนท่ีเกนิ
ออก  แล้วเติมตัวอย่างท่ีต้องการตรวจหาแอนติเจนลงไป  แอนติเจนในตัวอย่างจะเข้าจับกบั
แอนติบอดีท่ีอยูบ่นผิววสัดุนั้น จากนั้นลา้งส่วนท่ีไม่ท าปฏิกริิยาออก  แลว้จึงเติมแอนติบอดีตวัท่ีสอง
ท่ีสามารถจับกบัโมเลกุลของแอนติเจนในต าแหน่งของ antigenic epitope ท่ีต่างกบัแอนติบอดีตัว
แรกท่ียดึติดอยูบ่นผิวของ  solid phase  แลว้ลา้งส่วนท่ีไม่ท าปฏิกริิยาออก จากนั้นจึงเติมแอนติบอดี
ซ่ึงติดฉลากดว้ยเอนไซมซ่ึ์งสามารถจบักบัแอนติบอดีตัวท่ีสองลงไปท าปฏิกริิยาอีกชั้นหน่ึง แลว้จึง
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ลา้งออกอีกคร้ัง หลงัจากนั้ นเติม substrate ลงไป  จะเกดิการเปล่ียนแปลงของ substrate และมีสี
เกดิข้ึน ความเขม้ของสีจะเป็นสดัส่วนโดยตรงกบัปริมาณแอนติเจนท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งท่ีน ามาทดสอบ 
 
 3.2 วิธี Immunofluorescence assay 
 
        เป็นวิธีท่ีตรวจได้ทั้ งแอนติเจนและแอนติบอดี  ส่วนใหญ่ถูกน ามาใช้ในการตรวจหา
แอนติเจนหรือแอนติบอดีในเน้ือเยือ่หรือท่ีอยู่ผิวเซลล์  ดังนั้นต้องมีการเตรียมตวัอย่างหรือเซลล์ท่ี
ต้องการตรวจให้ เกาะติดบนแผ่นสไลด์ก ่อน  หลักการของวิธี  immunofluorescence คือ น า
แอนติบอดีมาติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง (fluorescent dye) ไดแ้ก ่fluorescein isothiocyanate (FITC), 
rhodamine และ phycoerythrin เป็นต้น โดยโมเลกุลของสีท่ีน ามาติดกบัแอนติบอดีจะไม่ท าให้
ความจ าเพาะในการจับกบัแอนติเจนเปล่ียนแปลงไป  เม่ือสารเรืองแสงถูกกระตุ้นด้วยแสง 
ultraviolet ซ่ีงเป็นแหล่งก  าเนิดแสงในกลอ้งจุลทรรศน์เรืองแสง (fluorescence microscope) สารเรือง
แสงจะดูดกลืนแสงท่ีมีพลงังานสูงและมีความยาวคล่ืนต ่า และปล่อยแสงท่ีมีพลงังานต ่าและมีความ
ยาวคล่ืนสูงกว่าออกมา สารเรืองแสงต่างชนิดกนัจะดูดกลืนแสงและปล่อยแสงท่ีความยาวคล่ืน
ต่างกนั  ยกตัวอยา่งเช่น FITC ดูดกลืนแสงความยาวคล่ืน 490 - 495 นาโนเมตร และปล่อยแสงท่ีมี
ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ซ่ึงเป็นแสงสีเขียวได้มากท่ีสุด  ภายในกลอ้งจุลทรรศน์เรืองแสงจะมี
แผ่นกรองแสงท่ีกนัมิให้แสงท่ีออกมาโดยตรงจากแหล่งก  าเนิดแสงผ่านเข้าตา  แต่จะยอมให้แสงท่ี
ปล่อยออกมาจากสารเรืองแสงผ่านมาได ้ ดงันั้น  ต าแหน่งใดท่ีมีสารเรืองแสงอยูก่จ็ะมองเห็นเป็นสี
เขียว  แสดงว่าต าแหน่งนั้นมีแอนติบอดีจบัอยูก่บัแอนติเจน  วิธี Immunofluorescence แบ่งออกเป็น 
2 แบบ คือ direct immunofluorescence และ indirect immunofluorescence 
 
  3.2.1 Direct immunofluorescence 
 
           วิธีน้ีนิยมใช้ในการตรวจหาแอนติเจนท่ีอยู่ในเน้ือเยือ่  โดยน า tissue section 
หรือเซลล์ท่ีต้องการตรวจหาแอนติเจนมาท าให้ติด (fix) บนแผ่นสไลด์  แลว้เติมแอนติบอดีท่ีติด
ฉลากด้วยสารเรืองแสงลงบนแผ่นสไลด์  จากนั้นลา้งแอนติบอดีส่วนท่ีไม่ได้ท าปฏิกริิยาออก  ถา้มี
แอนติเจนอยูอ่ยูใ่นเน้ือเยื่อหรือบนผิวเซลลน์ั้น  แอนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยสารเรืองแสงกจ็ะยงัคงจับ
อยู่กบัเน้ือเยื่อได้  เม่ือน าไปดูภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์เรืองแสง  จะเห็นการเรืองแสงตรงต าแหน่งท่ีมี
แอนติเจนจบัอยูก่บัแอนติบอดี 
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  3.2.2 Indirect immunofluorescence  
 
           เป็นวิธีท่ีนิยมใชต้รวจแอนติบอดี  โดยน าแผ่นสไลด์ท่ีมีแอนติเจนอยู่อาจเป็น 
tissue section หรือเซลล์มาเติมแอนติบอดีท่ีต้องการทราบว่ามีแอนติเจนท่ีจ าเพาะต่อกนัหรือไม่ลง
ไป  ลา้งแอนติบอดีส่วนท่ีไม่ท าปฏิกริิยาออก แลว้เติม anti-immunoglobulin ท่ีติดฉลากดว้ยสารเรือง
แสงลงบนแผ่นสไลด์  anti-immunoglobulin จะไปจับกบัแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจนใน
เน้ือเยื่อ  ล้างอีกคร้ังแลว้น าไปส่องดูภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์เรืองแสง(fluorescence microscope)  
ดงันั้น ต าแหน่งใดท่ีมีสารเรืองแสงอยูจ่ะมองเห็นเป็นสีเขียวแสดงว่าต าแหน่งนั้นมีแอนติเจนจบัอยู่
กบัแอนติบอดี 
 
 3.3 Immunochromatographic   assay   
 
       เทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟีหรือ lateral flow test ได้ถูกพฒันาข้ึนจากพ้ืนฐานของ 3 
เทค นิคคื อ latex agglutination tests, sandwich assay และโครมาโทกราฟี  (Yallow and Berson, 
1959)  หลกัการของเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟีคือการน าแอนติบอดีมาติดฉลากกบัอนุภาค bead 
ท่ีมีสีเม่ือให้แอนติบอดีท่ีติดฉลากท าปฏิกริิยากบัแอนติเจนท่ีจ าเพาะแลว้จะเกดิเป็นantigen antibody 
complex โดย complex ดังกล่าวจะเคล่ือนท่ีไปบน solid support ด้วยแรง capillary flow จนมาถึง
ต าแหน่งบน solid support ท่ีถูกเคลือบดว้ยแอนติบอดีอีกชนิดท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจนบริเวณน้ีเรียกว่า 
test line ซ่ึง complex ข้างต้นจะถูกจับอยูท่ี่ test line เกดิให้เห็นเป็นแถบสีการเกดิแถบสีจะแปรผนั
ตามปริมาณแอนติเจนท่ีพบในตัวอย่างซ่ึงสามารถยืนยนัความถูกต้องของการตรวจสอบได้จาก 
complex หรือแอนติบอดีท่ีเหลือจากการจับกนัตรงต าแหน่ง test line ท่ีจะเคล่ือนต่อไปบน solid 
support จนไปถึงบริเวณท่ีเคลือบแอนติบอดีอีกชนิด (secondary antibody) เรียกบริเวณน้ีว่า control 
line ปฏิกริิยาท่ีเกดิข้ึนจากแอนติบอดีตัวแรกและแอนติบอดีท่ี control line น้ีจะท าให้เกดิแถบสีอีก
แถบหน่ึง 
 
 หลกัการของปฏิกริิยาในเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟีแบ่งเป็น 2 แบบได้แกแ่บบ Double 
antibody sandwich assay (DAS) ซ่ึงส่วนใหญ่นิยมใช้กบัการตรวจแอนติเจนท่ีมีขนาดใหญ่ และมี 
antigenic sites หลายชนิดส าหรับหลกัการของวิธีการน้ีเหมือนกบัหลกัการดังกล่าวข้างต้นและแบบ 
competitive inhibition วิธีน้ีนิยมใช้ตรวจแอนติเจนท่ีมีขนาดเลก็และมี antigenic sites เพียงหน่ึงชนิด
เท่านั้นหลกัการของวิธีน้ีคลา้ยกบัแบบ DAS แต่ท่ีแตกต่างคือ ต าแหน่งของ test line จะถูกเคลือบ
ด้วยแอนติเจนชนิดเดียวกบัท่ีต้องการตรวจสอบดังนั้ นถ้าใน ตัวอย่างมีแอนติเจนอยู่มากพอ
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แอนติบอดีจะจับกบัแอนติเจนจนหมดและไม่เหลือพอท่ีจะจบักบั แอนติเจนท่ี test line เพราะฉะนั้น
ต าแหน่ง test line จะไม่เกดิแถบสีให้เห็นทั้งน้ีผลท่ีอ่านไดจ้ะแปรผกผนักบัปริมาณแอนติเจนท่ีตรวจ
พบในตวัอยา่ง 
 
 จากผลการตรวจสอบท่ีนอกจากสามารถอ่านไดด้ว้ยตาเปล่าให้ผลถูกต้องรวดเร็วสะดวกต่อ
การพกพาและการใชน้อกจากจะสามารถตรวจสอบผลไดด้้วยตนเองแลว้ในปัจจุบันไดมี้การพฒันา
เทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟีให้สามารถตรวจสอบเช้ือไดม้ากกว่าหน่ึงเช้ือโดยใช้แอนติบอดีติด
ฉลากกบัเม็ดสีท่ีแตกต่างกนัได้ส าเร็จท าให้วิธีการตรวจสอบโดยใชห้ลกัการโครมาโทกราฟีได้รับ
ความนิยมท่ีจะน ามาใชต้รวจสอบในงานทางดา้นการแพทยส์ัตวก์ารเกษตรอุตสาหกรรมอาหารและ
สภาพแวดลอ้มเพ่ิมมากข้ึน (Stimson and Sinclair, 1974)  
 
4. Mammalian expression vector pcDNA3.4TM 

 
 ในการทดลองน้ีใชเ้วคเตอร์ pcDNA3.4TM(Invitrogen)ส าหรับ Mammalian cell line ในการ 
expression โดยเวคเตอร์จะมีส่วน CMV promoter เพ่ือเพ่ิมระดบัการแสดงออกของโปรตีนหรือเพ่ิม
การหลัง่ของโปรตีนออกมาภายนอกเซลล ์Mammalian ซ่ึงโครสร้างของเวคเตอร์ประกอบไปด้วย
ส่วนต่างๆดงัแสดงในภาพท่ี 4 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 4  แผนภูมิส่วนประกอบต่างๆของเวคเตอร์ pcDNATM3.4   
 

ที่มา: Life Technology (2012) 
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ตารางที่ 1 ส่วนประกอบและหนา้ท่ีของเวคเตอร์ pcDNATM3.4  
  
  ส่วนประกอบ     หน้าที่ 

 Full length human cytomegalovirus         เพ่ิมประสิทธิภาพหรือการแสดงออก
 (CMV) promoter    ของโปรตีนให้สูงข้ึน 
       (Anderssonet al.,1989) 
 
 WPRE (Woodchuck Posttranscriptional    ท าให้การแสดงออกของยนีเพ่ิมข้ึน 
 Regulatory Element)    (Zuffereyet al.,1998) 
 
 Herpes Simplex Virus     ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการหยดุ 
 Thymidine Kinase (TK)    กระบวนtranscription และ 
       polyadenylationของ mRNA 
       (Cole anStacy.,1985) 
 
 SV40 early promotor and origin   เพ่ิมประสิทธิภาพและการแสดงออก
       ของยนีท่ีตา้นต่อ neomycin ใหสู้งข้ึน 

 Neomycin resistance gene   ช่วยในการคดัเลือกtransfectant 
       ใน mammalian cells 
  
 SV40 early polyadenylation signal  ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการหยดุ 
       กระบวนการ transcription และ  
       polyadenylation ของ mRNA 
  
 pUC origin      ช่วยเพ่ิม copy number ให้ สูง ข้ึนใน 
       E.coli  
  
 Ampicillin (bla) resistance gene   ช่วยในการคัดเลือกหลงัการ transform 
       เขา้ E.coli 
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5. Expi 293FTM cell line 
  
 ในงานวิจัยใช้  Expi293FTM cell line ถูกพัฒนามาจาก Expi293 cell line ซ่ึ งเป็น เซลล ์
primary embryonic human kidney โดยสามารถเล้ียงและเจริญเติบโตไดใ้นอาหารท่ีไม่มีเซร่ัม (Expi 
293FTM Expression medium) และมีความสามารถในการผลิตโปรตีนในระดับท่ีสูง จากการทดลอง
ใช้ ExpiFectamineTM293 reagent ในการ tranfectionvector DNA เข้า Expi293FTM cell lineท่ีมีความ
หนาแน่น 1 x 106 เซลล ์เล้ียงภายใต้สภาวะ 8%CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าสามารถผลิต
โปรตีนได้สูงถึง 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (Life Technology.,2013)  ซ่ึงเหมาะท่ีจะน ามาใชเ้ป็นเซลลเ์พ่ือ
ใชใ้นการผลิตโปรตีนท่ีตอ้งการ 
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อปุกรณ์และวิธีการ 
 

อุปกรณ์ 

 

1.  พลาสมิดท่ีบรรจุยนี Hepatitis B Surface Antigen (HBsAg) 

2. Primer ท่ีใช้ส าหรับการเพ่ิมปริมาณยนี 

     2.1 PCR primer ส าหรับยนี HBsAgส่วน PreS2+S  
 

  ช่ือ primer   ล าดบันิวคลีโอไทด์ 

 MUKleader2/2 HBsAgPreS2 For  5'CTG CTG CTC TGG GTT CCA GGT TCC 
      CAC GGC ATG CAG TGG AAC TCC ACA 
      ACA3' 

 HBsAg Rev    5'TCA AAT GTA TAC CCA AAG ACA  
      AAA3' 
   
2.2 PCR  primer extension ส าหรับยนี HBsAg ส่วน PreS2+S 
 
 ช่ือ primer    ล าดบันิวคลีโอไทด์ 
  
 MUKleader1/2 For   5'ATG GAG ACA GAC ACA CTC CTG  
      CTT TGG GTA CTG CTG CTC TGG GTT 
      CCA GGT3' 

 HBsAgStreptag Rev   5'TCA CTT TTC GAA TTG AGG GTG  
      GGA CCA AATGTA TAC CCA AAG  
      ACA3' 
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 ช่ือ primer    ล าดบันิวคลีโอไทด์ 
 
 XbaIKozkleader For   5'GAC TCT AGA GGA TCG AAC CCT GCC 
      GCC ACC ATG GAG ACA GAC ACA CTC 
      CTG3'  
  
 StreptagAgeI Rev   5'CTA ACC GGT AGG GAT CGA ACC  
      CTT TCA CTT TTC GAA TTG AGG GTG 
      GGA CCA3' 
 
2.3 PCR primer ส าหรับยนี HBsAgส่วน S  

  ช่ือ primer   ล าดบันิวคลีโอไทด์ 

 MUKleader2/2 HBsAgFor  5'CTG CTG CTC TGG GTT CCA GGT TCC 
      CAC GGC ATG GAG AAC ACA ACA TCA 
      GGA3' 

 HBsAg Rev    5'TCA AAT GTA TAC CCA AAG ACA  
      AAA3' 

  
2.4 PCR primer extensionส าหรับยนี HBsAgส่วนS 

  ช่ือ primer   ล าดบันิวคลีโอไทด์ 

 Mukleader1/2 For   5'ATG GAG ACA GAC ACA CTC CTG  
      CTT TGG GTA CTG CTG CTC TGG GTT  
      CCA GGT3' 

 StreptagAgeI Rev   5'CTA ACC GGT AGG GAT CGA ACC CTT 
      TCA CTT TTC GAA TTG AGG GTG GGA 
      CCA3' 
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 ช่ือ primer    ล าดบันิวคลีโอไทด์  

 XbaIKozMUKleader For   5'GAC TCT AGA GGA TCG AAC CCT GCC 
      GCC ACC ATG GAG ACA GAC ACA CTC 
      CTG3' 

 StreptagAgeI Rev   5'CTA ACC GGT AGG GAT CGA ACC CTT 
      TCA CTT TTC GAA TTG AGG GTG GGA 
      CCA3' 
 
3. Mammalian expression vector pcDNA3.4TM(Invitrogen) 

4. KOD DNA polymerase (Novagen) 

5. T4 DNA ligase (Promega) 

6. 2xGoTaq® Green Master mix (Promega) 

7. BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 

8. Escherichia coli Top10: F– mcrA∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)Φ80lacZ∆M15 (Invitrogen) 

9. Rabbit anti-HBsAg polyclonal antibody (Arista Biological,Inc) 

10. Mouse anti-HBsAg HRP conjugated monoclonal antibody โคลน HB3  

(กรมวิทยาศาสตร์การแพทย)์ 

11. Anti- mouse immunoglobulins :Alexa (Invitrogen) 

12. GenCarrier-1TM transfection reagent (Epoch life Science) 

13. Expi 293FTM cell line (Invitrogen) 

14. Expi 293FTM Expression medium (Gibco) 

15. Polystylene flask ขนาด 125 ml 

16. สารละลายบฟัเฟอร์ชนิดต่างๆท่ีใชใ้นการท า PCR เช่น MgCl2, primer, dNTP mixture 

17. เคร่ืองแกว้ท่ีจ าเป็นและอุปกรณ์ในการเล้ียงเซลล ์ เช่น  syringe, flask, beaker, cryotube, pipette,  

ELISA plate และ culture flask 
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18. เคร่ืองมือท่ีจ าเป็น 

       - PCR Thermal cycler 

       -  Refrigerated centrifuge 

       -  pH meter 

       -  Water bath 

       -  Agarose gel electrophoresis set 

       -  Polyacrylaminde gel electrophoresis and bloting set 

       -  ELISA reader 

       -  Biosaftycarbinet 

       -  Carbondioxide incubator 

       -  Microcentrifuge 

       -  Fluorescent microscope 
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วิธีการ 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
ภาพที่ 5  แผนผงัวิธีการสร้างพลาสมิดลูดผสมท่ีมียีน PreS2+S 
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ภาพที่ 6  แผนผงัวิธีการสร้างพลาสมิดลูดผสมท่ีมียีน S 
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1.  การเพิ่มปริมาณยนี PreS2+S และ S  
 

 เพ่ิมปริมาณยีน PreS2+S และ S จากพลาสมิดท่ีบรรจุยีน Hepatitis B surface antigen  ด้วย

เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR)  โดยใช้ MUKleader2/2 HBsAgPreS2 forward primer คู่

กบั HBsAg reverse primer ส าหรับยีน PreS2+S และ MUKleader2/2 HBsAg forward primer คู่กบั

HBsAg reverse primer ส าหรับยนี S โดยเตรียมสารในการท าปฏิกริิยาดงัน้ี 

 
 ส่วนประกอบ    ปริมาตร(µl)  ความเข้มข้น 

 

 10x buffer    2.5    1x 

 25 mM MgCl2    1.0   0.5 mM 

 dNTP(2 mM each)   2.5    0.2 mM (each) 

 10 µM primer For   1.0   0.2 µM 

 10 µM primer Rev    1.0   0.2 µM 

 Template DNA    0.25     

 KOD DNA polymerase(2.5 U/µl)  0.2     0.01U/µl 

 PCR grade water   16.55   

 รวม     25.0   

 
 จากนั้นน ามาท า PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Thermal cycler) ท่ี

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 1 นาที  จากนั้ นหมุนเวียนอุณหภูมิ 3 ระดับท่ี  95 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที  ตามด้วยอุณหภูมิ 59 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที  และ 68 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 35 วินาที  จ านวน 30 รอบ จากนั้นตรวจสอบ PCR product ดว้ย 1.2% agarosegel 

electrophoresis กอ่นน ามาท าให้บริสุทธ์ิดว้ยชุด GenCatchTM PCR Purification Kit  
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2. การเตรียม PCR product ให้มคีวามบริสุทธิ์  

 

 น า PCR product มาท าให้บริสุทธ์ิโดยใช้ชุด GenCatchTM PCR Purification Kit มีขั้นตอน

ดงัน้ี 

 

 2.1  ท าการปรับปริมาตรของ PCR product ด้วย nuclease free water ให้ได้ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร   

 

 2.2  เติม PX buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  แลว้ผสมให้เข้ากนั  น า GenCatchTM column  

วางลงบน  collection tube  แลว้จึงถ่ายตัวอย่างท่ีเตรียมไวใ้ส่ลงใน column แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 

10,000 x g เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 

 

 2.3 ปิเปตส่วนใสขา้งล่างท้ิง จากนั้นลา้ง column ดว้ย  WN buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

โดยน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 x g เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง  

 

 2.4 ปิเปตส่วนใสข้างล่างท้ิงแลว้ลา้ง column อีกคร้ังด้วย WS buffer 500 ไมโครลิตร โดย

น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000x g เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง  

 

 2.5  ปิเปตส่วนใสข้างล่างท้ิงแลว้น า column เปล่าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 x g เป็นเวลา 2 

นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เพ่ือน าบฟัเฟอร์ออกออกให้หมด  

 

 2.6  ย ้า ย  column ใ ส่ ในห ลอด  microtubeแ ล้ว เติ ม  Elution buffer ป ริ ม าต ร  30 - 50

ไมโครลิตร ลงตรงกลางเมมเบรนตั้ งไวป้ระมาณ 3 - 5 นาที  จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 x g 

เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
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 2.7 แล้วน าส่วนใสท่ีได้ในหลอด microcentube ไปวัดค่าการดูดคลืนแสงด้วยเค ร่ือง 

Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร เพ่ือค านวณความเขม้ข้นของดีเอน็เอท่ีได้  กอ่น

น าไปเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  เพ่ือใชง้านต่อไป 

 

3. การเตมิส่วน secretory signal sequence และ Streptag sequence 

 

 น า  purified PCR product ท่ี ได้จากการเพ่ิมป ริมาณ ยีน  PreS2+S และ S มา เติ มส่วน 

secretory signal sequence และ  Streptag sequence  ด้ว ย เท ค นิ ค  Primer extension PCR โดยใช ้

MUKleader1/2 forward primer และ HBsAgStreptag reverse primer ส าหรับยีน PreS2+S ส่วนยีน 

S ใช้ MUKleader1/2 forward primer และ StreptagAgeI reverse primer โดยการเต รียมสารและ

ป ฏิก ิริยา เห มือนปฏิก ิริยาก ่อนหน้า จากนั้ นตรวจสอบ  PCR product ด้วย 1.2% agarosegel 

electrophoresis กอ่นน ามาท าให้บริสุทธ์ิดว้ยชุด GenCatchTM PCR Purification Kit  

 

4. การเตมิส่วน Kozakconcensus sequence และ restriction site 

 

 น า purified PCR product ท่ีได้จากการเติมส่วน secretoryr sequence และ streptag sequence 

มาเติมส่วน Kozakconcensus sequence และ restriction site ดว้ยเทคนิค Primer extension PCR โดย

ใช้ XbaIKozkleader forward primer และ StreptagAgeI reverse primer โดยท าการเตรียมสารและ

ปฏิกริิยาเหมือนปฏิกริิยากอ่นหน้าจากนั้นท าการตรวจสอบ PCR product ด้วย 1.2% agarosegel 

electrophoresis กอ่นน ามาท าให้บริสุทธ์ิดว้ยชุด GenCatchTM PCR Purification Kit  

  

5.  การสร้างพลาสมดิลูกผสม (recombinant plasmid) 

 

 5.1 การสกดั pcDNA3.4 plasmid vector ด้วยชุดสกดัพลาสมิด GenCatchTM Plasmid DNA 

Miniprep Kit  
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 5.1.1  ลงเช้ือ E.coli ท่ีมีพลาสมิด pcDNA3.4 จาก glycerol stock culture ในอาหาร 2XYT-

AG  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แล้วน าไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  พร้อมกบัเขย่าท่ี

ความเร็ว 250 รอบเป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

 

 5.1.2  ตกตะกอนแยกเซลล์ออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ  โดยน ามาป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 x g เป็น

เวลา 5 นาที  ท่ีอุณหภูมิห้องแลว้ปิเปตส่วนใสออก   

 
 5.1.3 เติม MX1 buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพ่ือละลายตะกอนโดยผสมให้เข้ากนัด้วย

การปิเปตข้ึนลง 

 

 5.1.4 เติม MX2 buffer ปริมาตร 350 ไมโครลิตร  เพ่ือท าให้เซลล์แบคทีเรียแตกโดยผสมให้

เขา้กนัดว้ยวิธีกลบัหลอดไปมาเบาๆ5-6 คร้ัง  แลว้ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 3-5 นาที  

 

 5.1.5 เติม MX3 buffer ปริมาตร 350 ไมโครลิตร  แลว้ผสมให้เข้ากนัด้วยวิธีกลบัหลอดไป

มา  แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 x g  เป็นเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง  

 

 5.1.6 ปิเปตส่วนใสลงในคอลมัน์  แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี10,000x g เป็นเวลา 1 นาที  

 

 5.1.7 เติม WN buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลว้น าคอลมัน์ไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 x g 

เป็นเวลา 1 นาที   

 

 5.1.8 ปิเปตส่วนใสท่ีผ่านคอลมัน์ออก  แลว้เติม WS buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงใน

คอลมัน์แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 x g เป็นเวลา 1 นาที   

 

 5.1.9 ปิเปตส่วนใสท่ีผ่านคอลมัน์ออกแลว้น าคอลมัน์เปล่าไปป้ันเหวี่ยงท่ี 10,000 x g  เป็น

เวลา 2 นาที   

 



32 
 5.1.10 ย ้ายคอลัมน์ ไป ใส่ ในห ลอด  microtube แล้ว เติ ม  Elution buffer ป ริมาตร  50 

ไมโครลิตร แลว้ตั้ งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที   แลว้จึงน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 x g  เป็น

เวลา 1 นาที  

 

       5.1.11 น าส่วนใสท่ีได้ในหลอด microtubeไปวัด ค่าความดูดกลืนแสงด้วยเค ร่ือง

Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร เพ่ือค านวณความเขม้ขน้ของพลาสมิด 

ดีเอน็เอท่ีได ้  กอ่นน าไปเกบ็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  เพ่ือใชง้านต่อไป 

   

 5.2 การเตรียมเวคเตอร์ pcDNA3.4 

 

  น าเวคเตอร์ pcDNA3.4 มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ XbaI และ AgeI โดยเตรียม

สารในการท าปฏิกริิยาดงัน้ี 

 

  ส่วนประกอบ    ปริมาตร(µl) 

  10X NEbuffer#4    5.0    

  100XBSA    0.5    

  DNA (2 µg)      50     

  XbaI (10 U/ µl)     1.5     

  AgeI(10 U/ µl)     1.5     

  Nuclease free water    1.5      

  รวม     60.0    

 

  จากนั้นน า reaction ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง  แลว้

จึงน ามาท าให้บริสุทธ์ิโดยใชชุ้ด GenCatchTM PCR Purification Kit  
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 5.3 การเตรียมช้ินยนี PreS2+S และ S 

 

  น าช้ินยนี PreS2+S และ S ท่ีท าให้บริสุทธ์ิแลว้มาท าการตดัด้วยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 

XbaI และ AgeI โดยเตรียมสารในการท าปฏิกริิยามีดงัน้ี 

 

  ส่วนประกอบ    ปริมาตร(µl) 

      ยนี PreS2+S  ยนี S 

         10X NEbuffer#4   5.0    5.0 

         100XBSA    0.5                 0.5  

         DNA (1 µg)    6.5    9.4  

         XbaI (10 U/ µl)   0.5    0.5  

         AgeI(10 U/ µl)   0.5    0.5  

         Nuclease free water   31.0   34.1   

  รวม     50.0   50.0  

  

 จากนั้นน า reaction mixture ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง  แลว้

จึงน ามาท าให้บริสุทธ์ิโดยใชชุ้ด GenCatchTM PCR Purification Kit  

 

 5.4การเช่ือมช้ินยีน (PreS2+Sและ S) เขา้กบัเวคเตอร์ pcDNA3.4 

 

 5.4.1 การเช่ือมช้ินยนี  PreS2+S เขา้กบัเวคเตอร์ pcDNA3.4 

 

  น าช้ินยนี PreS2+S ท่ีตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ AgeI ท่ีท าให้บริสุทธ์ิ

แลว้ มาเช่ือมกบัเวคเตอร์ pcDNA3.4 ท่ีตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ AgeI ท่ีท าให้บริสุทธ์ิ

แลว้เช่นเดียวกนั ด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligaseโดยค านวณปริมาณช้ินยีนท่ีจะใช้ในการเช่ือมกบั

เวคเตอร์  ดงัน้ี 
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ng of vector  x  kb size of insert   x      insert     molar ratio =   ng of insert   

 kb size of vector                      vector 

 25 ng  x  1 kb     x       5  = 20.83 ng 

       6  kb          1 

และเตรียมสารในการท าปฏิกริิยาดงัต่อไปน้ี 

 

  ส่วนประกอบ     ปริมาตร(µl) 

        2X Rapid ligation buffer    2.5  

         pcDNA3.4 (25 ng)    0.8  

         PCR product PreS2+S(20.83 ng/ µl)   0.95  

         T4 DNA ligase     0.5  

         Nuclease free water     0.25  

  รวม      5.0 

 น า reaction ท่ีไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 

 

 5.4.2 การเช่ือมช้ินยนี S เขา้กบัเวคเตอร์ pcDNA3.4 

 

  น าช้ินยนี S ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ XbaI และ AgeI แลว้ มาเช่ือมเขา้กบั

เวคเตอร์ pcDNA3.4 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ XbaI และ AgeI เช่นเดียวกนั ดว้ยเอนไซม์ T4 

DNA ligase โดยค านวณปริมาณช้ินยนีท่ีต้องใช้ในการเช่ือมกบัเวคเตอร์ดงัน้ี 

 

ng of vector  x  kb size of insert   x      insert     molar ratio =   ng of insert   

 kb size of vector                     vector 

 25 ng  x 0.8 kb    x            3  = 10 ng of insert   

        6 kb                            1 

และท าการเตรียมสารในการท าปฏิกริิยาดงัน้ี 
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 ส่วนประกอบ      ปริมาตร(µl) 

 2X Rapid ligation buffer     2.5  

  pcDNA3.4 (25 ng)     1.5  

 PCR product S (10ng/ µl)    0.5  

 T4 DNA ligase      0.5  

 รวม       5.0 

น า reaction mixture ท่ีไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 

  

 5.5 การเตรียม Competent cells 

 

 5.5.1 ลงเช้ือ E.coli TOP10F' จาก glycerol stock culture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ในอาหาร 

SOB medium ปริมาตร 250 มิลลิลิตร  เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 23 องศาเซลเซียส โดยเขยา่ดว้ยความเร็ว 250 

รอบต่อนาที ประมาณ 3-4 ชั่วโมง  จนกระทั่งค่าความเข้มของแสง (OD) ท่ี 600 นาโนเมตร  มี

ค่าประมาณ 0.5  

 

 5.5.2  น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 5,000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

 

 5.5.3  เทส่วนใสออก แล้วละลายตะกอนเซลล์เบาๆด้วย  CCMB80 buffer ปริมาตร 80  

มิลลิลิตร ท่ีแช่เยน็ 

 

 5.5.4  น าไปแช่ในน ้ าแข็ง เป็นเวลา 20 นาที  แลว้จึงน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 5,000 x g  อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

 

 5.5.5  เทส่วนใสออก แล้วละลายตะกอนเซลล์เบาๆด้วย CCMB80 buffer ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร ท่ีแช่เยน็ 
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 5.5.6 แบ่งตัวอย่างเช้ือปริมาตร 150 ไมโครลิตร  มาผสมกบัอาหาร SOC ปริมาตร600 

ไมโครลิตร  ผสมให้เขา้กนัน าไปวดัค่าความเข้มแสง (OD) ท่ี 600 นาโนเมตร  โดยค่าท่ีได้ควรอยู่ท่ี

ประมาณ 1.0 - 1.5 (ถา้เกนิให้ปรับปริมาตรดว้ยCCMB80 ) 

 

 5.5.7 น าเช้ือท่ีได้แช่ในน ้ าแข็ง เป็นเวลา 20 นาที แลว้แบ่งใส่หลอดๆละ 50 ไมโครลิตร  

กอ่นน าไปเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 

 5.6 การน าพลาสมิดลูกผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น โดยวิธี Heat shocktransformation 

 

        5.6.1  น าcompetent cells ท่ีเตรียมไวม้าตั้งไวใ้ห้ละลายในน ้ าแข็ง 

 

        5.6.2 น า ligated reaction ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมลงใน competentcellsปริมาตร 50 

ไมโครลิตร แลว้ผสมให้เขา้กนัโดยใชน้ิ้วดีดขา้งหลอดเบาๆ 

 

        5.6.3 น าไปแช่ในน ้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที แลว้ยา้ยไปแช่ในอ่างน ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิ 42 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที  แลว้น ากลบัไปแช่ในน ้ าแข็งทนัที 

 

       5.6.4  เติม SOC medium ปริมาตร 250 ไมโครลิตรลงไป  แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  พร้อมกบัเขยา่ท่ีความเร็ว250 รอบต่อนาที   

 

      5.6.5  น าเช้ือท่ีไดม้า spread บนจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร 2XYT-AG agar  แลว้น าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 16-24 ชัว่โมง 
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7.  การตรวจหาโคลนที่ได้รับพลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4 ที่มียีน PreS2+S และ S โดยวิธี colony 

PCR  

 การเตรียมสารในการท าปฏิกริิยา PCR เพ่ือตรวจหาโคโลนีของเช้ือ E.coli ท่ีไดร้ับ 

พลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4 ท่ีมียนี PreS2+S ดงัน้ี 

 

 ส่วนประกอบ    ปริมาตร (µl)         ความเข้มข้น  

 2XGoTaqGreen Master mix       62.5    1X 

 10 m MuKleader2/2 HBsAgPreS2 forward primer  1.25  0.1 m 

 10 m pcDNA3.4 reverse primer       1.25   0.1 m 

 Nuclease free water         60.0 

 รวม      125.0 

  

 การเตรียมสารในการท าปฏิกริิยา PCR เพ่ือตรวจหาโคโลนีของเช้ือ E.coli ท่ีไดร้ับ 

พลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4 ท่ีมียนี S ดงัน้ี 

 

 ส่วนประกอบ    ปริมาตร (µl) ความเข้มข้น  

 2XGoTaqGreen Master mix   62.5    1X 

 10 m XbaIMuKleader forward primer  1.25   0.1 m 

 10 m pcDNA3.4 reverse primer   1.25   0.1 m 

 Nuclease free water    60.0 

 รวม      125.0 

  

 จากนั้นแบ่ง reaction mixture ใส่หลอดๆละ 5 ไมโครลิตร  ใช้ไมจ้ิ้มฟันท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ

แลว้จ้ิมโคโลนีเด่ียวๆจากเพลท แลว้จุ่มลงใน reaction mixture ท่ีแบ่งไวจ้ากนั้นจึงน าไปท า PCR เพ่ือ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Thermal cycler)  ท่ีอุณหภูมิเร่ิมต้น  95 เซลเซียส  

เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นหมุนเวียนอุณหภูมิ 3 ระดบัท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที  
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ตามดว้ยอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที  และอุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

นาที  จ านวน 25 รอบ และอุณหภูมิสุดทา้ยท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 นาที  

 

 จากนั้นน า reaction mixture ไปตรวจสอบ PCR product โดยวิธี agarose gel electrophoresis 

เพ่ือคดัเลือกโคโลนีของเช้ือท่ีได้รับพลาสมิดลูกผสม pcDNA 3.4 ท่ีมียีน PreS2+S และ S แทรกอยู ่ 

จากนั้นน าโคโลนีของเช้ือท่ีมี PCR product มาเล้ียงในอาหารเหลว 2xYT-AG ปริมาตร 3 มิลลิลิตร

โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสพร้อมกบัเขยา่ท่ีความเร็ว 250 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 16 ชั่วโมง

แลว้น าเช้ือท่ีไดม้าสกดัพลาสมิดโดยใชชุ้ด GenCatchTMPlasmid DNA Miniprep Kit  

 

8. การตรวจหาล าดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมดิลูกผสมที่ได้โดยวิธี Sanger's Sequencing 

 

 8.1 การเตรียมสารในการท าปฏิกริิยาPCR Sequencing 

 

 ส่วนประกอบ     ปริมาตร(µl)   

 5X Sequence buffer    1.0  
 10 M primer     0.5     
 BigdyeTerminator  v3.1   2.0 
 template DNA (400 ng)    2.0 
 Nuclease free water    2.5 
 รวม      10.0 
 

 โดย primer ท่ี ใช้ส าห รับ พลาส มิดลูกผสมท่ี มียีน  PreS2+S คื อ CMV forward และ 

pcDNA3.4 reverse ส่วน primer ท่ีใชส้ าหรับพลาสมิดลูกผสมท่ีมียนี S คือ CMV forward 

 น า reaction ท่ีได้ไปท าป ฏิกริิยา PCR ในเค ร่ืองควบคุมอุณห ภูมิ (Thermal cycler)  ท่ี

อุณหภูมิ  96 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นหมุนเวียนอุณหภูมิ 3 ระดับท่ีอุณหภูมิ 96 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที  ตามด้วยอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วินาที  และอุณหภูมิ  

60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที  จ านวนรอบ 25 รอบ  
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 8.2  การท าPCR product ให้มีความบริสุทธ์ิ 

   

        8.2.1 ถ่าย reaction mixture ท่ีได้มาใส่ใน microtube จากนั้ นเติม Bigdye Cleaning 

Bead (BCB) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  โดยใชปิ้เปตผสมให้เขา้กนั 

 

        8.2.2 เติม 85%ethanol ปริมาตร 41.54 ไมโครลิตร  แลว้ผสมให้เขา้กนัโดยใช ้

ปิเปตกอ่นน าไปวางบนแท่นแม่เหล็ก(magnetic stand) แลว้ตั้งไวเ้ป็นเวลา 3 นาทีตวัอยา่งจะแยกชั้น

ของส่วนใสกบัตะกอนออกจากกนั   

 

        8.2.3 ปิเปตส่วนใสออกแลว้เติม 85%ethanol ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  แลว้ตั้งท้ิงไว3้0 

วินาที  จากนั้นดูดออกโดยไม่ตอ้งชะ bead แลว้ท าซ ้ าอีก 2 คร้ัง จากนั้นน าตะกอนไปตากให้แห้งท่ี

อุณหภูมิห้องเป็นเวลานาน 10 นาที   

 

        8.2.4  ชะดีเอ็นเอออกจาก bead ด้วย 1X Elution buffer ปริมาตร 40 ไมโครลิตร  โดย

ใชปิ้เปตข้ึนลง  แลว้ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที กอ่นน าไปวางบนแท่นแม่เหลก็ (magnetic 

stand) แลว้ตั้งไวเ้ป็นเวลา 5นาที 

 

        8.2.5 ค่อยๆปิเปตส่วนใสออกมาปริมาตร 35 ไมโครลิตร  ผสมกบั HiDiformamide 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  ในหลอดใหม่โดยใช้ปิเปตผสมให้เข้ากนั  จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วย

เคร่ือง ABI PrismTM310 Genetic Analyzer 
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9. การเตรียมพลาสมดิลูกผสมส าหรับการ Transfection 

  

 หลงัจากตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดลูกผสมแลว้  จากนั้นคดัเลือกโคลนท่ีมี

ล าดับนิวคลีโอไทด์ถูกต้องมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 2XYT-AG ปริมาตร 100  มิลลิลิตร  บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมกบัเขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 18 - 24 ชัว่โมง  

แลว้ตกตะกอนเซลลแ์บคทีเรียโดยการป่ันเหวี่ยงด้วยเคร่ือง centrifuge ท่ี 6,000 x g เป็นเวลา 15 นาที  

จากนั้นน าตะกอนเซลลม์าสกดัพลาสมิดดว้ยชุด GenCatchTMPlasmid DNA Midiprep Kit  ดงัน้ี 

 

 9.1 เติม VP1 buffer ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  เพ่ือละลายตะกอน โดยใชปิ้เปตดูดข้ึนลง 

 

 9.2  เติม VP2 buffer ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  เพ่ือให้เซลล์แบคทีเรียแตกโดยผสมให้เข้ากนั

ดว้ยการกลบัหลอดไปมา  แลว้ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที  

 

 9.3 เติม VP3 buffer ท่ีแช่เยน็ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  แลว้ผสมให้เขา้กนัด้วยการกลบัหลอดไป

มา  จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงเพ่ือแยกตะกอนเซลล์ท้ิงท่ี 20,000 x g เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส   

 

 9.4 เตรียมคอลมัน์โดยเติม 98%ethanol ปริมาตร 3 มิลลิลิตร แลว้ตั้ งไวใ้ห้ไหลผ่านคอลมัน์

จนหมดจากนั้นเติม VPN buffer ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลว้ตั้งไวใ้ห้ไหลผ่านคอลมัน์   

 

 9.5 น าส่วนใสจากตัวอยา่งท่ีป่ันแยกตะกอนท้ิงมาใส่ลงในคอลมัน์  แลว้ตั้ งไวใ้ห้ไหลผ่าน

คอลมัน์จนหมด  แลว้จึงลา้งคอลมัน์ดว้ย VPN buffer ปริมาตร 15 มิลลิลิตร   

 

 9.6 ชะเอาพลาสมิดดีเอ็นเอออกจากคอลมัน์ดว้ย VPE buffer ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  โดยเกบ็

ส่วนใสท่ีไหลผ่านคอลมัน์ 
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 9.7 ตกตะกอนพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีชะออกมาโดยเติม isopropanol ปริมาตร 3.75 มิลลิลิตร  

แล้วผสมให้เข้ากนั  จากนั้ นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 15,000 x g เป็นเวลา 30 นาที  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส   

 

 9.8 ปิเปตส่วนใสท้ิงแลว้ลา้งตะกอนดว้ย 70%ethanol ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลว้จึงน าไปป่ัน

เหวี่ยงท่ี15,000 x g เป็นเวลา 10 นาที  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

 

 9.9 ปิเปตส่วนใสท้ิงให้หมดแลว้ตากตะกอนพลาสมิดให้แห้งประมาณ 10 นาที  จากนั้นเติม

Nuclease free water ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  เพ่ือละลายตะกอนแลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร เพ่ือค านวณหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีได้  กอ่นน าไปเกบ็ท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใชง้านต่อไป 

 

10. การเตรียมเซลล์ส าหรับการ Transfection  

 

 10.1  น า stock เซลล์ Expi 293FTM จ านวน  1×106เซลล์  ถ่ายลงใน Polystyleneflask ขนาด 

125 มิลลิลิตรท่ีมีอาหาร Expi 293FTM Expression medium ปริมาตร30 มิลลิลิตร  จากนั้ นน าไป

เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส  ภายใต้บรรยากาศ  8% CO2  พร้อมกบัเขย่าดว้ยความเร็ว 145 

รอบต่อนาทีจนกระทั่งเซลล์มีความหนาแน่นมากกว่า 1×106 เซลลต่์อมิลลิลิตร ใช้เวลาประมาณ 2-3 

วนั 

 

 10.2  นับจ านวนเซลล์ด้วย haemacytometerโดยยอ้มเซลล์ด้วยสี trypan blueในอตัราส่วน

ปริมาณเซลลต่์อปริมาณสี 1:9 ให้ไดค้วามหนาแน่น 3×106 เซลลต่์อมิลลิลิตร 

 

 10.3 ถ่ายเซลลล์งในอาหารใหม่แลว้น าไปเพาะเล้ียงต่อจนกระทัง่เวลามีความหนาแน่น  

3 x 106 ถึง 5 x 106เซลล์ต่อมิลลิลิตร  ใชเ้วลาประมาณ3- 4 วนั แลว้จึงถ่ายเซลล์ลงในอาหารใหม่อีก

คร้ัง  ต่อเน่ืองอยา่งนอ้ย 5 passage 
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 10.4  เม่ือเล้ียงเซลล์ต่อเน่ืองมากกว่า 5 passage แลว้จึงถ่ายเซลล์ลงในอาหารใหม่ท่ีความ

หนาแน่น 1x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  จากนั้ นน าไปเพาะเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส  

ภายใตบ้รรยากาศ 8% CO2  พร้อมกบัเขยา่ดว้ยความเร็ว 145 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  กอ่น

การ Transfection 

  

11.การหาสภาวะที่เหมาะสมในการ Transfection  

 

 11.1 เจือจางเซลล์ท่ีเตรียมไวใ้นอาหาร Expi 293FTM Expression medium โดยให้เซลล์มี

ค ว ามหนาแ น่น  2.5 x 106 เซลล์  แ ล้ว จึ งแ บ่ ง ใส่ ใน  24 wells cell culture plate ห ลุมละ  500 

ไมโครลิตร 

 

 11.2 เต รี ยมพลาสมิด ดี เอ็น เอ pGFP (พลาสมิด ท่ีบรร จุยีนของโปรตีน เรืองแสง), 

pcDNA3.4/PreS2+S และ pcDNA3.4/S  ตัวอย่างละ 6 ไมโครกรัมผสมกบั OptiProTMSFM ตัวอย่าง

ละ 60  ไมโครลิตร  แลว้ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 5 นาที 

 

 11.3 เตรียม GenCarrier-1TM transfection reagent ท่ีปริมาณต่างๆ (0, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 

l) ใน OptiProTMSFM ตวัอยา่งละ 10  ไมโครลิตร 

 

 11.4 น าพลาส มิด ดี เอ็น เอแ บ่ งใส่ ใน  transfection reagent ท่ี เต รี ยมไว ้ห ลอดละ  10 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั   ตั้ งไว ้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา20นาที  เพ่ือให้ เกดิ เป็น DNA - lipid 

complex  

 

 11.5  น าส่วนผสม DNA - lipid complex ท่ีได้หยดลงในเซลล์ท่ีเตรียมไวใ้นแต่ละหลุม  

เขย่าให้เขา้กนัเบาๆ  แลว้น าไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียสภายใต้บรรยากาศ  8% CO2 พร้อม

กบัเขยา่ดว้ยความเร็ว 145 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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 11.5  เม่ือครบ 24 ชั่วโมง น าเซลล์ท่ีได้รับพลาสมิด(GFP)ไปตรวจดูการเรืองแสงของ

โปรตีนภายในเซลล ์ ภายใต้กลอ้ง Flourescent microscope  ส่วนเซลล์ท่ีได้รับพลาสมิดลูกผสมท่ีมี

ยีน PreS2+S  และ S ไปตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี ELISA จากนั้ นวิเคราะห์

เปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนท่ี transfection reagent ปริมาณต่างๆ  

 

12. การขยายขนาดการ Transfection 

 

 12.1 เจือจางเซลล์ท่ีเตรียมได้ในอาหาร Expi 293FTM Expression medium  ให้เซลลมี์จ านวน

2.5x 106เซลลป์ริมาตร 30 มิลลิลิตร 

 

 12.2 เต รียมพลาสมิด ลูกผสม  pcDNA3.4/PreS2+S และ  pcDNA3.4/S ตัวอย่างละ 25 

ไมโครกรัมผสมกบัOptiProTMSFMตวัอยา่งละ   40 ไมโครลิตร  แลว้ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 

 

 12.3 เตรียม GenCarrier-1TM transfection reagent ในปริมาณท่ีเหมาะสมจากการหาสภาวะท่ี

เหมาะสมในการ Transfection  ผสมกบัOptiProTMSFM ตวัอยา่งละ40  ไมโครลิตร   

 

 12.4 น าพลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4/PreS2+S และ pcDNA3.4/S หยดลงในtransfection 

reagent ท่ีเตรียมไว ้ผสมให้เข้ากนัตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที เพ่ือให้เกดิเป็น DNA - lipid 

complex  

 

 12.5 น าส่วนผสม DNA - lipid complex ท่ีได้หยดลงในเซลลท่ี์เตรียมไว ้เขยา่ให้เขา้กนัเบาๆ  

แลว้น าไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียสภายใตบ้รรยากาศ  8% CO2 พร้อมกบัเขยา่ดว้ยความเร็ว 

145 รอบต่อนาที  

 

 12.6 เกบ็ตัวอย่างน ้ าเล้ียงเซลล์ท่ีเวลา 0, 24, 48 และ 72 ชั่วโมงเพ่ือใช้ในการตรวจสอบการ

แสดงออกของ HBsAg 
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13. การตรวจสอบการแสดงออกของ HBsAg ด้วยวิธี  ELISA 

 

 หลงัจากการน าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลล์แลว้ท าการเกบ็ตัวอย่างน ้ าเล้ียงเซลล์ท่ีเวลา  0, 

24, 48 และ 72 ชั่วโมงตามล าดับ  น ามาป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ออกด้วยเคร่ือง microcentrifuge ท่ี 600  x 

g เป็นเวลา 5 นาที แลว้จึงน ้ าเล้ียงเซลล์ท่ีไดม้าตรวจสอบการแสดงออกของ HBsAg ดว้ยวิธี ELISA  

ดงัน้ี 

 

 13.1 เคลือบเพลทด้วย Polyclonal antibody ต่อ HBsAg ท่ีเจือจางด้วย coating buffer ความ

เข้มข้น 20ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 50 ไมโครลิตร  จากนั้ นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ4องศา

เซลเซียส ขา้มคืน 

 

 13.2 ลา้งเพลทดว้ย PBS ปริมาตรหลุมละ 400 ไมโครลิตร จ านวน 3 คร้ังๆละ 3 นาที 

 

 13.3 เติม blocking buffer (8%skim milk ใน PBS) ลงไปหลุมๆละ 400 ไมโครลิตร  จากนั้น

น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลานาน 1 ชั่วโมง  แลว้ลา้งออกด้วย PBS อีก 3 คร้ังๆ

ละ 3 นาที 

 

 13.4 เติมตวัอย่างน ้ าเล้ียงเซลล์ลงไปหลุมละ 50 ไมโครลิตร  จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37

องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

 

 13.5 ล้างเพลทด้วย PBS-T (0.05%Tween ใน PBS) ป ริมาตรหลุมละ 400 ไมโครลิตร  

จ านวน3 คร้ังๆละ 3 นาที และ PBS 1 คร้ังเป็นเวลา 3 นาที 

 

 13.6  เติมMonoclonal antibody ต่อ HBsAgท่ีติดฉลากด้วย HRP โดยเจือจางใน  blocking 

solution ท่ีมีความเขม้ขน้ 10 g/ml ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร  จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส  เป็นเวลานาน 1 ชัว่โมง 
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 13.7ล้างเพลทด้วย PBS-T (0.05%Tween ใน PBS) ปริมาตรห ลุมละ 400 ไมโครลิตร  

จ านวน4คร้ังๆละ 3 นาที และ PBS 1 คร้ังเป็นเวลา 3 นาที 

 

 13.8เติม TMB peroxidase ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร  แลว้น าเพลทไปบ่มไวใ้นท่ีมืด  

ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที 

 

 13.9 หยุดปฏิกริิยาโดยการเติม 1%HCl ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร  แลว้น าไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

 

14. การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตนีด้วยวิธี IFA 

 

 หลงัจากน าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลล์แลว้ เกบ็ตัวอย่างเซลล์ท่ีเวลา 0, 24, 48  และ 72  

ชัว่โมงมาตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนดว้ยวิธี IFA ดงัน้ี 

 

 14.1 เตรียมเซลลโ์ดยการป่ันเหวี่ยงท่ี 600 xg เป็นเวลา 5 นาที 

 

 14.2 ปิเปตส่วนใสท้ิงแล้วล้างเซลล์ด้วย PBS ท่ีกรองด้วย filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 600 x g เป็นเวลา 5 นาที  

 

 14.3 ปิเปตส่วนใสท้ิงแล้วเติม PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัโดยใช้น้ิวดีด

หลอดเบาๆ 

 

 14.4 หยดตัวอย่างเซลล์ลงบนแผ่นสไลด์หลุมละ 2 ไมโครลิตร  แลว้เกล่ียให้เต็มวงกลม  

จากนั้นน าไปส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ให้ไดป้ริมาณเซลลท่ี์พอเหมาะ 

 

 14.5 รอจนสไลด์แห้งแลว้เติม 40%methanol ใน acetone ลงไปเพ่ือให้ตัวอยา่งเซลล์ยึดติด

กบัแผ่นสไลด์  จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ขา้มคืน 
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 14.6 ลา้ง methanol ออกดว้ย PBS จ านวน 2 คร้ังๆละ 5 นาที  และซบัให้แห้ง 

 

 14.7  เติมmonoclonal antibody ต่อ HBsAg ท่ีเจือจางกบั PBS ในอตัราส่วน 1:500  โดยหยด

ลงหลุมๆละ 10 ไมโครลิตร  แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

 

 14.8  ลา้งสไลด์ดว้ย PBS จ านวน 2 คร้ังๆละ 5 นาที  และซบัให้แห้ง 

 

 14.9  เติม Anti-Mouse Immunoglobulins/Alexa ซ่ึงติดฉลากด้วยสารเรืองแสง Alexa ท่ีเจือ

จางกบั PBS ในอตัราส่วน 1:500  โดยหยดลงหลุมๆละ 10 ไมโครลิตร  แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 45 นาที 

 

 14.10  ล้างสไลด์ด้วย PBS จ านวน 3 คร้ังๆละ 5 นาที  และซับให้แห้ง  จากนั้ นปิดด้วย

กระจกปิดสไลด์  แลว้น าไปส่องดูการเรืองแสงภายใต้กลอ้ง Fluorescent microscope เปรียบเทียบ

กบัเซลลท่ี์ไม่ไดร้ับพลาสมิดลูกผสมเขา้ไป 

 

15.  การแยกโปรตีนด้วยวิธี   Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

(SDS-PAGE) 
 
 การท า SDS-PAGE เป็นวิธีท่ีช่วยในการแยกหน่วยย่อยของโปรตีนท่ีมีน ้ าหนกัต่างกนัออก
จากกนั  กอ่นท่ีจะถ่ายโอนลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส  เพ่ือดูความจ าเพาะของโปรตีนด้วยวิธี 
western blot analysis โดยใชชุ้ด gel electrophoresis แบบ slab gel (Miniprotein II cell, Biorad)  
 
 การแยกหน่วยยอ่ยของโปรตีน HBsAgในการทดลองน้ีใชค้วามเขม้ขน้ของ acrylamide 4% 
และ 12% ในส่วนของ stacking gel และ separating gel ตามล าดบั 
 
 15.1 การเตรียม slab gel 
 
  15.1.1  ประกอบชุดกระจกแกว้ส าหรับท า  slab gel ใช้ spacers เป็นตัวปรับความหนา
ของ gel ท าในแนวระนาบท่ีเสมอกนั 
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         15.1.2  เตรียมส่วนผสมของ separating gel ปริมาณ 10 มิลลิลิตร  โดยผสมสารต่างๆ
ตามภาคผนวกเขา้ดว้ยกนั  ยกเวน้ ammoniompersulphate (APS)และ N,N,N’,N’-tetramethyl 
ethylene diamine(TEMED)  
 
 15.1.3  ค่อยๆเติม APS และ TEMED ลงไป จากนั้นใช้ Pasteur pipette ดูดส่วนผสมน้ีลงไป
ในช่องระหว่างกระจกแกว้ท่ีเตรียมไว ้โดยให้ต ่ากว่าขอบกระจกประมาณ 2.5 เซนติเมตร ส าหรับ
เติม stacking gel จากนั้นค่อยๆเติม isopropanol alcohol คลุมผิวหน้าเจลไว ้รอจนกระทั่งเจลแข็งตัว 
ใชเ้วลาประมาณ 30-45 นาที ซ่ึงจะสงัเกตจากรอยต่อระหว่างผิวหนา้เจลและ isopropanol alcoholท่ี
คลุมผิวหนา้เจลเอาไว ้
 
 15.1.4  เตรียมส่วนผสม stacking gel ประมาณ 5 ml (ตามภาคผนวก) เข้าด้วยกนั ยกเว ้น 
APS และ TEMED  
 
 15.1.5  เทส่วนisopropanol alcohol ท่ีคลุมผิว เจลออก ล้างผิวหน้าเจลด้วยน ้ ากลั่น  ซับ
ผิวหนา้เจลให้แห้ง 
 
 15.1.6  เติม APS และ TEMED ลงในส่วนผสมของ stacking gel ผสมให้เข้ากนัแลว้เทลง
บน separating gel พยายามไม่ให้มีฟองอากาศเกดิในช่องของ comb จากนั้นค่อยๆสอด comb ลงใน 
gel plate ท้ิงให้เจลแข็งตวัโดยจะใชเ้วลาประมาณ 30-45 นาที 
 
 15.2  การเตรียมสารตวัอยา่งเพ่ือท า electrophoresis 
 
          15.2.1 น าตัวอย่างน ้ าเล้ียงเซลล์และ cell lysate ผสมกบั sample buffer ในอตัราส่วน 
1:4 (โดยทั่วไปแล้วปริมาตรของสารตัวอย่างท่ีจะหยอดใส่ในเจลจะอยู่ในช่วง 15-20 µl) ต้ม
สารละลายผสมน้ีท่ีอุณหภูมิ 100  องศาเซลเซียสเป็นเวลา3นาที กอ่นน าไปหยอดลงในช่องเจล 
 
         15.2.2  หยอดโปรตีนมาตรฐานส าหรับใชเ้ทียบหาน ้ าหนกัโมเลกุลของสารตวัอย่าง ซ่ึง
ในการทดลองน้ีจะใช ้broad range (Bio-rad ,USA)  ซ่ึงสามารถใชไ้ดเ้ลยไม่ตอ้งผ่านการต้ม 
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 15.3  การท าelectrophoresis 
 
         15.3.1  ต่อชุด electrophoresis ทั้ งหมดเข้าด้วยกนั เติม electrophoresis buffer ลงใน 
chamber 
 
         15.3.2  ค่อยๆดึง comb ออกจาก stacking gel ในแนวตรงๆฉีดลา้งช่องเจลดว้ยน ้ ากลัน่
เพ่ือดูดเอาเศษเจลท่ีเหลือออกให้หมด 
 
         15.3.3 ใช้ปิเปตค่อยๆหยอดสารตัวอย่างท่ีเตรียมไว ้พร้อมกบัโปรตีนมารฐานลงใน
ช่องเจล ปริมาตร 15-20 µl 
 
         15.3.4  ปิดฝา chamber แลว้ต่อสายไฟขั้ วบวกและลบเขา้กบัเคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า ใช้
กระแสไฟฟ้าคงท่ี  200 โวลต์  จะใช้เวลาประมาณ  45-60 นาที  อาจจะสังเกตได้จากสีของ 
bromophenol blue เคล่ือนท่ีมาถึงห่างจากปลายขา้งล่างของเจล1 เซนติเมตร 
 
16. การศึกษาความจ าเพาะของโปรตนีด้วยวิธี Western blot analysis 

 
 Western blot analysis เป็นการทดสอบปฏิกริิยาของโปรตีนกบั  anti-HBsAg polyclonal 
antibody ภายหลงัจากการแยกขนาดของโปรตีนด้วย SDS-PAGE และถ่ายลงแผ่นไนโตเซลลูโลส  
โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 
 
    16.1 ตัดแผ่นไนโตรเซลลูโลส 0.45 µm (BA85, Schleicher &Schuell) ขนาดกว้าง 5 
เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตร และตดักระดาษกรอง whatman (no.3) ขนาดกวา้ง 7 เซนติเมตร ยาว10 
เซนติเมตร แช่ใน blotting buffer รวมทั้งฟองน ้ า (filter pad) 
 
    16.2 น าเจลท่ีผ่านการท า SDS-PAGE ตดัส่วนท่ีเป็น stacking gel ออกไปวางทับบนแผ่น
ไนโตรเซลลูโลสพยายามไม่ให้มีฟองอากาศแทรกอยู่ระหว่างไนโตรเซลลูโลสกบัเจล ปิดทับหน้า
เจลด้วยกระดาษกรอง 1 แผ่น และด้านไนโตรเซลลูโลสอีก 1 แผ่น น า filter pad วางประกบหน้า
หลงัอีกหน่ึงชั้น น าไปวางบน cassette ปิด cassette ให้สนิท 
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 16.3 น าชุด cassette น้ีใส่ลงใน chamber ซ่ึงมี blotting buffer (ควรท่วม cassette) ปิดฝา 
chamber ต่อขั้วไฟฟ้าให้ตรงกบัขั้ วของเคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า ใช้กระแสไฟฟ้าคงท่ี 14 โวลต์ นาน 
18 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4º องศาเซลเซียส 
 
 16.4 เม่ือครบเวลา น าแผ่นไนโตรเซลลูโลสออกจาก cassette มาแช่ในblocking solution 
(3%skim milk ใน PBS) ให้ท่วม น าไป rotate ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้ นลา้งด้วย 
PBS-T 4 คร้ังๆละ 5 นาที 
 
 16.5 เติ มanti-HBsAg polyclonal antibody ท่ี เจือจาง 1:5000 ด้ว ย PBS น าไป  rotate ท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ลา้งดว้ย PBS 4 คร้ังๆละ 5 นาทีและลา้งดว้ย PBS 1 คร้ัง 
  
 16.6 เติมanti - rabbit HRP ท่ีเจือจาง 1:2000 ดว้ย PBS น าไป rotate ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
1 ชัว่โมง แลว้ลา้งดว้ย PBS-T 4 คร้ังๆละ 5 นาทีและลา้งดว้ย PBS 1 คร้ัง 
 
 16.6 เติม TMB peroxidase จากนั้นเขย่าบๆจนกว่าจะเห็นปฏิกริิยาเกดิข้ึนคือจะเห็นเป็น
ลกัษณะแถบสีม่วง แลว้ลา้งออกดว้ยน ้ ากลัน่  
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ผลและวิจารณ์ 
 

ผล 

 

1. ผลการเพิ่มปริมาณยนี PreS2+S  และ S จากตวัอย่าง 

 

 จากการเพ่ิมปริมาณยีน PreS2+S จากตัวอย่างพลาสมิดด้วยเทคนิค Primer extension PCR 

และน ามาตรวจสอบขนาดช้ินยนีท่ีไดด้้วยวิธี agarose gel electrophoresis เทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน

พบว่าช้ินยีน PreS2+S ขนาด 876 คู่ เบส และมีขนาดเพ่ิมข้ึนเป็น 930 คู่ เบส เม่ือมีการเติมส่วน 

srcretory signal sequence /Streptag sequence และมีขนาดเพ่ิมข้ึนเป็น 984 คู่เบส  เม่ือมีการเติมส่วน 

Kozackcocensus sequence / restriction size ดงัแสดงในภาพท่ี 7 

                                                                     bp 

 

 

 

       

 

 

 

ภาพที่ 7  ผลการเพ่ิมปริมาณยนี PreS2+S 

 M  =  Marker 1000 คู่เบส(GeneRulerTM1kb Ladder, Fermentas) 

 Lane 1 =  PCR product ของยนี PreS2+S 

 Lane 2 =  PCR product  ของยนี PreS2+S ท่ีมีการเติมส่วน srcretory signal sequence และ

  Streptag sequence 

 Lane 3 =  PCR product ของยนี PreS2+S ท่ีมีการเติมส่วน  kozakconcensus sequenceและ 

   restriction site 

750 

M    1    2    3 

984bp 
 

1500 
1000 
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 จากการเพ่ิมปริมาณยีน S จากตัวอย่างพลาสมิดด้วยเทคนิค PCR และน ามาตรวจสอบขนาด

ช้ินยนีท่ีไดด้ว้ยวิธี agarose gel electrophoresis เทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐานพบว่าช้ินยนี S มีขนาด 711 

คู่เบส และมีขนาดเพ่ิมข้ึนเป็น 965 คู่ เบส เม่ือมีการเติมส่วน srcretory signal sequence /Streptag 

sequence และมีขนาด เพ่ิมข้ึนเป็น 819 คู่ เบส  เม่ือมีการเติมส่วน  Kozackcocensus sequence / 

restriction size ดงัแสดงในภาพท่ี 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 8  ผลการเพ่ิมปริมาณยนี S 

M  =  Marker 100 คู่เบส(GeneRulerTM100bp Ladder, Fermentas) 

 Lane 1 =  PCR product ของยนีS 

 Lane 2 =  PCR product  ของยนีSท่ีมีการเติมส่วน srcretory signal sequence และ 

  Streptag sequence 

 Lane 3 =  PCR productของยนีSท่ีมีการเติมส่วน  kozakconcensus sequenceและ  

  restriction site 

   

  

 

M    1     2    3 

800 bp 819bp 
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2. ผลการตรวจหาโคลนที่ได้รับพลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4 ที่มียีน PreS2+S  และยีน S โดยวิธี 

colony PCR 

 

 การทดลองน้ีใช้ดีเอ็นเอพาหะ (vector) pcDNA 3.4  ท่ีมีขนาด 6 Kbโดยเตรียมจากการตัด

ดว้ยเอนไซม ์XbaI และ AgeI ใช้เอนไซมไ์ลเกสในการเช่ือมต่อเขา้กบัยีน PreS2+S และ S ของไวรัส

ตบัอกัเสบบีท่ีมีปลายเหนียวเช่นเดียวกนัท าให้ได้พลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4 ท่ีมียนี PreS2+S และ 

S ของไวรัสตับอกัเสบบีแทรกอยู่ด้วยผลจากการตรวจหาโคลนท่ีให้ผลบวก ด้วยวิธี colony PCR  

โดยใช ้ primer vector พบว่า PCR product มีขนาดประมาณ 1 Kbดงัแสดงในภาพท่ี 9 และ 10 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 9  ผลการคดัเลือกพลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4 ท่ีมียนี PreS2+S โดยวิธี colony PCR 

M  =  Marker 1Kb (GeneRulerTM1kb Ladder, Fermentas) 

 1-24 =  PCR productจากการท า colony PCR โคโลนี1-24 ตามล าดบั 

 

 จากผลการทดลองพบว่าได้พลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4 ท่ีมียีน PreS2+S ให้โคลนท่ีเป็น

ผลบวกเพียง 1 โคลนเท่านั้น  อาจเกดิจากขนาดของพลาสมิดลูกผสมท่ีมีขนาดใหญ่ท าให้โอกาสเกดิ 

recombinant clone ได้ยาก จากนั้นเลือก 1 โคลนท่ีได้น้ีไปตรวจสอบหาความถูกต้องของล าดับนิ

วคลีโอไทด์ดว้ยวิธี Sanger's Sequencing ต่อไป โดยใช ้CMV Forward และ pcDNA3.4 reverse เป็น 

sequencing primer  

 

 

1000 bp 

1   2   3   4   5   6   7   8   9  10  11 12 M 13  14 15 16 17  18 19 20 21 22 23  24 
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ภาพที่ 10  ผลการคดัเลือกพลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4 ท่ีมียนี S โดยวิธี colony PCR 

M  =  Marker 1Kb (GeneRulerTM1kb Ladder, Fermentas) 

 1-24 =  PCR productจากการท า colony PCR โคโลนี1-24 ตามล าดบั 

   

 จากการทดลองพบว่าได้พลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4 ท่ีมียีน S ให้โคลนท่ีเป็นผลบวก 5 

โคลน ดงันั้นจึงเลือก 5 โคลนท่ีได้น้ีไปตรวจสอบหาความถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี 

Sanger's Sequencing ต่อไปโดยใช ้CMV Forward และ pcDNA3.4 reverse เป็นsequencing primer  

 

3.ผลการตรวจหาล าดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดลูกผสมที่ได้โดยวิธี Sanger's Sequencing 

 

 หลงัจากไดพ้ลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4 ท่ีมียนี PreS2+S และยนี S โคลนท่ีให้ผลบวกแลว้

น าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเคร่ือง ABI PrismTM310 Genetic Analyzer น าผลท่ีได้ไป

เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินยีนกบัฐานข้อมูล NCBI พบว่าช้ินยีน PreS2+S ในพลาสมิ

ดลูกผสม pcDNA3.4/PreS2+S โคลน 4 และยีน S ในพลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4/S โคลน 2 มีการ

เรียงตัวของล าดับนิวคลีโอไทด์ในทิศทางท่ี ถูกต้อง  และ  homology กบัยีนจาก HBsAg จาก

ฐานขอ้มูล NCBI มากกว่า 90% แสดงดงัภาพท่ี 11 และ 12 ตามล าดบั 

 

 

 

     1   2   3   4   5   6   7   8   9  10  11 12 M 13  14 15 16 17  18 19 20 21 22 23  24 

1000 bp 
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ภาพที่ 11  ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวลีโอไทด์ของ pcDNA3.4/PreS2+Sโคลน 4 กบัล าดบั 

    นิวคลีโอไทด์ของยนี HBsAg จากฐานขอ้มูล NCBI 
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ภาพที่ 12  ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวลีโอไทด์ของ pcDNA3.4/Sโคลน 2 กบัล าดบันิวคลีโอไทด์ 

    ของยีน HBsAg จากฐานขอ้มูล NCBI 
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4. ผลการหา Transfection efficiency ที่เหมาะสม 

 

 ในการทดลองใช้พลาสมิดท่ีบรรจุยีนของโปรตีนเรืองแสง (GFP) ท่ี 1g กบั GenCarrier-

1TM transfection reagent ท่ีปริมาณต่างๆ (0, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 l) เข้าสู่เซลล์  Expi293FTM cell  

เม่ือดูการเรืองแสงของโปรตีน GFP ภายในเซลลภ์ายใตก้ลอ้งฟลูออเรสเซนซ์หลงัจากเล้ียงเซลล์ผ่าน

ไป 24 ชั่วโมง  พบว่าในปริมาณเซลล์ท่ีเท่ากนัปริมาณ GenCarrier-1TM transfection reagent (0, 1, 

1.5, 2, 2.5 และ 3 l) มีการเรืองแสงหรือแสดงออกของโปรตีนในเซลลใ์กลเ้คียงกนัเม่ือเปรียบเทียบ

กบัเซลลป์กติท่ีไม่ไดร้ับพลาสมิดท่ีบรรจุยนีของโปรตีนเรืองแสงเขา้ไปผลแสดงดงัภาพท่ี 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 13  แสดงลกัษณะเซลล ์ Expi293FTM cell  ภายใตก้ลอ้งฟลูออเรสเซนซ์ 

 ก. ปริมาณ GenCarrier-1TM transfection reagent0 l 

 ข. ปริมาณ GenCarrier-1TM transfection reagent1 l 

 ค. ปริมาณ GenCarrier-1TM transfection reagent1.5l 

 ง. ปริมาณ GenCarrier-1TM transfection reagent 2 l 

 จ. ปริมาณ GenCarrier-1TM transfection reagent2.5 l 

 ฉ. ปริมาณ GenCarrier-1TM transfection reagent3 l 

 

ก ข ค 

ง จ ฉ 
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 เม่ือเปรียบเทียบการใช้พลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน PreS2+S กบั GenCarrier-1TM transfection 

reagent ท่ีปริมาณต่างๆ (0, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3l) หลงัการเล้ียงเซลล์ 24 ชั่วโมง  แล้วน าน ้ าเล้ียง

เซลล์ไปตรวจสอบด้วยวิธี ELISA พบว่าท่ีปริมาณ GenCarrier-1TM transfection reagent3 l ให้ค่า

สูงท่ีสุด ผลแสดงดงัตารางท่ี 2 และภาพท่ี 14 

 

ตารางที่ 2  ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ Transfectionโดยใชพ้ลาสมิดลูกผสมท่ีมียนี           

     PreS2+S จากน ้ าเล้ียงเซลล์ Expi293FTM cell  โดยวิธี ELISA 

 

      ค่า Absorbance 450 nm 

 ปริมาณ GenCarrier-1TM   น ้ าเล้ียงเซลล์  cell lysate 

              transfection reagent 

  0  l     0.139   0.166 

  1  l    2.409   0.705 

  1.5  l    2.226   0.674 

  2  l     2.217   0.666 

  2.5  l    2.214   0.496 

  3  l     2.595   0.828 

  Blank      0.110 
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ภาพที่ 14  ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ Transfectionโดยใชพ้ลาสมิดลูกผสมท่ีมียนี PreS2+S

    จากน ้ าเล้ียงเซลล ์Expi293FTM cell  โดยวิธี ELISA 

 

 จะ เห็นได้ว่ า เม่ือใช้ป ริมาณ  GenCarrier-1TM transfection reagent มากข้ึน ค่ าจะให้ ค่ า

Absorbance 450 นาโนเมตร  ผลท่ีได้ไม่แตกต่างกนัมากโดยค่าท่ีสูงและชัดเจนท่ีสุดอยู่ท่ีปริมาณ 

GenCarrier-1TM transfection reagent 3 l ซ่ึงเหมาะท่ีจะน าไปใชใ้นการเพ่ิมขนาดการ Transfection 

แต่ท่ีปริมาณ GenCarrier-1TM transfection reagent 1 l กใ็ห้ค่าท่ีน้อยกว่าเพียงเล็กน้อย  หากต้องใช้ 

Transfection ในปริมาณท่ีมากจึงควรเลือกท่ีปริมาณ GenCarrier-1TM transfection reagent 1 l แทน  

เพ่ือเป็นการประหยดั  GenCarrier-1TM transfection reagent แต่ผลท่ีไดย้งัคงสูงและชดัเจนอยู ่

 

 เม่ือเปรียบเทียบการใชพ้ลาสมิดลูกผสมท่ีมียนี S กบั GenCarrier-1TM transfection reagent ท่ี

ปริมาณต่างๆ (0, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3l) หลงัการเล้ียงเซลล์ 24 ชั่วโมง  แล้วน าน ้ าเล้ียงเซลล์ไป

ตรวจสอบดว้ยวิธี ELISA พบว่าท่ีปริมาณ GenCarrier-1TM transfection reagent 2.5 l ให้ค่าสูงท่ีสุด 

ผลแสดงดงัตารางท่ี 3 และภาพท่ี 15 
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ตารางที่ 3  ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ Transfectionโดยใชพ้ลาสมิดลูกผสมท่ีมียนี S จากน ้ า 

     เล้ียงเซลล ์Expi293FTM cell  โดยวิธี ELISA 

 

     ค่า Absorbance450 nm 

 ปริมาณ GenCarrier-1TM  น ้ าเล้ียงเซลล์  cell lysate 

                transfection reagent 

  0  l       0.174   0.171 

  1  l       0.327   0.353 

  1.5  l       0.324   0.256 

  2  l       0.290   0.258 

  2.5  l       0.447   0.218 

  3  l       0.331   0.266 

  Blank       0.140 

  

 
 

ภาพที่ 15   ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ Transfectionโดยใช้พลาสมิดลูกผสมท่ีมียนี S จากน ้ า 

      เล้ียงเซลล ์Expi293FTM cell  โดยวิธี ELISA 
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 จะเห็นได้ว่าเม่ือใช้ปริมาณ GenCarrier-1TM transfection reagent มากข้ึนค่า Absorbance 

450 นาโนเมตรผลท่ีได้ไม่แตกต่างกนัมากโดยค่าท่ีสูงและชัดเจนท่ีสุดอยู่ท่ีปริมาณ GenCarrier-1TM 

transfection reagent 2.5 l ซ่ึงเหมาะท่ีจะน าไปใชใ้นการ Transfection แต่ท่ีปริมาณ GenCarrier-1TM 

transfection reagent1 l กใ็ห้ค่าท่ีน้อยกว่าเพียงเลก็นอ้ย  หากตอ้งใช้ Transfection ในปริมาณท่ีมาก

จึงควรเลือกท่ีป ริมาณ  GenCarrier-1TM transfection reagent1 l แทน  เพ่ือเป็นการประห ย ัด  

GenCarrier-1TM transfection reagent แต่ผลท่ีไดย้งัคงสูงและชดัเจนอยู ่

  

 จากผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ transfection แสดงว่าปริมาณ GenCarrier-1TM 

transfection reagent ท่ี 1 l ต่อปริมาณพลาสมิดลูกผสม  1 g สามารถเกดิเป็น DNA-lipid complex 

ท่ีสมบูรณ์เกดิปฏิสัมพนัธ์กบัเยื่อหุ้มเซลล์ท่ีมีประจุลบได้ ท าให้เซลล์เกดิกระบวนการ endocytosis 

น าดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ด ้

 

5. ผลการตรวจสอบการแสดงออกของ HBsAg ด้วยวิธี  ELISA 

 

 หลงัจากการ transfection เซลล์ด้วยพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน PreS2+S และยีน S เพ่ือให้มี

การแสดงออกของ middle protein และ small protein ใน mammalian cells และท าการเกบ็ตวัอยา่งท่ี 

24, 48 และ 72 ชั่วโมง เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของ HBsAg ดว้ยวิธี ELISA ผลแสดงดงัตารางท่ี 

4 และภาพท่ี 16 
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ตารางที่ 4   ผลการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนดว้ยวิธี ELISA หลงัการ transfection ท่ี      

                   ชัว่โมงต่างๆ 

 

ตวัอยา่ง  ระยะเวลาเล้ียงเซลล์  Middle protein  Smallprotien 

  หลงัการ transfection (ชม.) Absorbance 450 nm Absorbance450 nm 

น ้ าเล้ียงเซลล์  24   2.127   0.052 

   48   2.333   0.290 

   72   2.369   0.456 

 

cell lysate  24   1.472   1.050 

   48   1.902   1.239 

   72   2.146   2.080 

   Blank      0.067   0.055 

 

 

 
 

ภาพที่ 16  ผลการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนดว้ยวิธี ELISA หลงัการ transfection ท่ี 

    ชัว่โมงต่างๆ 
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 จากผลการทดลองพบว่าสามารถตรวจพบโปรตีนชนิด middle protein ในน ้ าเล้ียงเซลล์หลงั

การ transfection  แลว้ 24 ชั่วโมง  ค่าAbsorbance ได ้2.127 ส่วนโปรตีนชนิด small protein สามารถ

ตรวจพบในน ้ าเล้ียงเซลลห์ลงัการ transfection แลว้ 48 ชัว่โมง ค่าAbsorbance ได ้  0.290  และพบว่า

ปริมาณโปรตีนมีการเพ่ิมข้ึนเร่ือยๆทั้ งในเซลล์และภายนอกเซลลต์ามระยะเวลาเล้ียงเซลล ์ แสดงว่า 

signal sequence ท่ีใชมี้ความเหมาะสมในการท าให้เซลลห์ลัง่โปรตีนออกมาภายนอกเซลล์ได ้   

 

6. ผลการตรวจสอบการแสดงออกของ middle protein และ small protein ด้วยวิธี IFA 

 

 หลงัจากการ transfection เซลล์ด้วยพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน PreS2+S และยีน S เพ่ือให้มี

การแสดงออกของ middle protein และ small protein ใน mammalian cells และท าการเกบ็ตวัอยา่งท่ี 

24, 48 และ 72 ชั่วโมง เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของ HBsAg ด้วยวิธี IFA โดยใช้ monoclonal 

antibody โค ลน  HB3 แ ละ  Anti-mouse immunoglobulins : Alexa (Invitrogen) เป็ น ตั ว จับ ก ับ 

HBsAg แลว้ส่องดูการเรืองแสงภายใต้กลอ้ง Fluorescent microscope ผลดังแสดงในภาพท่ี 17 และ 

18 ตามล าดบั 
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ภาพที่ 17  ผลการตรวจสอบการแสดงออกของ middle protein ดว้ยวิธี IFA หลงัการ transfection ท่ี 

     ชัว่โมงต่างๆ 

 ก. ตวัอยา่งเซลลห์ลงัการ transfectionดว้ยพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน PreS2+S ท่ี 0 ชัว่โมง 

 ข. ตวัอยา่งเซลลห์ลงัการ transfectionดว้ยพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน PreS2+S ท่ี 24 ชัว่โมง 

 ค. ตวัอยา่งเซลลห์ลงัการ transfectionดว้ยพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน PreS2+S ท่ี 48 ชัว่โมง 

 ง. ตวัอยา่งเซลลห์ลงัการ transfectionดว้ยพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน PreS2+S ท่ี 72 ชัว่โมง 
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ภาพที่ 18  ผลการตรวจสอบการแสดงออกของ small protein ดว้ยวิธี IFA หลงัการ transfection ท่ี 

    ชัว่โมงต่างๆ 

 ก. ตวัอยา่งเซลลห์ลงัการ transfectionดว้ยพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน S ท่ี 0 ชัว่โมง 

 ข. ตวัอยา่งเซลลห์ลงัการ transfectionดว้ยพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน S ท่ี 24 ชัว่โมง 

 ค. ตวัอยา่งเซลลห์ลงัการ transfectionดว้ยพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน S ท่ี 48 ชัว่โมง 

 ง. ตวัอยา่งเซลลห์ลงัการ transfectionดว้ยพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน S ท่ี 72 ชัว่โมง 

 

 จากผลการทดลองพบว่า middle protein  และ small protein ท่ีผลิตได้จาก mammalian cells 

นั้นมีความจ าเพาะกบั monoclonal antibody โคลน HB3 ท่ีใชต้รวจสอบ สงัเกตไดจ้ากการเรืองแสง

ของเซลล์แสดงว่ามีการจับกนัระหว่างแอนติเจนกบัแอนติบอดี  เร่ิมแสดงให้เห็นตั้ งแต่ 24 ชัว่โมง  

และมีการเพ่ิมมากข้ึนเร่ือยๆจนถึง 72 ชั่วโมง  และพบว่า middle protein  มีการเรืองแสงท่ีค่อยข้าง

มากกว่า small protein ซ่ึงผล IFA ท่ีไดส้อดคลอ้งกบัผล ELISA กอ่นหนา้น้ี     

ก ข 

ค ง 
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34 

  55 
43 

7.  ผลการแยกขนาดของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และตรวจสอบความจ าเพาะของโปรตนีด้วยวิธี 

Western blot analysis 

 

 ภายหลงัจากการแยกขนาดของโปรตีนของ HBsAg ชนิด middle protein และ small protein  

ดว้ยวิธี SDS-PAGE พบว่า ขนาดของโปรตีนมีการแยกเป็นหน่วยยอ่ยตามน ้ าหนักโมเลกุล โดยเห็น

แถบโปรตีนน ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 30 กโิลดาลตัน ซ่ึงคาดว่าน่าจะเป็น HBsAgใน lane ท่ี 1และ 2 

ดงัแสดงผลในภาพท่ี 19 (ก) 

 

 

 

 

 

 

   

 

 ก.                           ข. 

 

ภาพที่ 19  ก.  ผลการแยกขนาดของโปรตีน HBsAg ดว้ยวิธี SDS-PAGE 

    ข.  ผลการตรวจสอบความจ าเพาะของโปรตีน HBsAg กบั polyclonal antibody ต่อ  

          HBsAgดว้ยวิธี Western blot 

 M =  โปรตีนมาตรฐาน 

 Lane 1 =  middle protein จาก cell lysate  

 Lane 2 =  middle protein จาก cell culture 

 Lane 3 =  small protein จาก  cell lysate  

 Lane 4 =  small protein จาก  cell culture 

 

M      1          2         3        4 M      1          2         3         4 
 

MW 
(KDa
) 
 72 

27 

16 

 11 
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 ผลการตรวจสอบความจ าเพาะของโปรตีน HBsAg กบั polyclonal antibody ต่อ HBsAg 

ด้วยวิธี Western blot พบว่า มีการท าปฏิกริิยาจ าเพาะกบัแถบโปรตีน2 แถบ ท่ีมีขนาดน ้ าหนัก

โมเลกุลประมาณ 30 กโิลดาลตันและ 40 กโิลดาลตนั ซ่ึงเป็น middle protein โดยตรวจพบในส่วน

โปรตีนภายในเซลล์เท่านั้ น ไม่พบนอกเซลล์ ดังแสดงผลในภาพท่ี 19 (ข) lane ท่ี 1 และ 2  ส่วน 

small protein ไม่สามารถตรวจพบได้ด้วยวิธี Western blot ทั้ งน้ีอาจเน่ืองจากมีการแสดงออกของ 

small protein ในปริมาณนอ้ยเกนิไป ดงัแสดงในภาพท่ี 19 (ข) lane ท่ี 3 และ 4 
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วิจารณ์ 

 

 งานวิจัยน้ีน าพลาสมิดท่ีบรรจุยีน HBsAg มาท าการเพ่ิมปริมาณยนี PreS2+S และยีน S ของ

ไวรัสตับอกัเสบบี  แลว้น ามาเช่ือมกบัเวคเตอร์ pcDNA3.4 ได้พลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4/PreS2+S 

ท่ีมียนี PreS2+S ขนาด 984 คู่เบส  และไดพ้ลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4/S ท่ีมียีน S ขนาด 819 คู่เบส  

ซ่ึงแตกต่างจากการศึกษาท่ีใช้เวคเตอร์ pcDNA3.1/His A ในการโคลนยีน PreS2+S ได้ยนีท่ีมีขนาด 

846 คู่เบส  และยีน S มีขนาด 681 คู่เบส (กษมาและคณะ, 2556)  เพราะในการเพ่ิมปริมาณยนีมีการ

เติมส่วน secretory signal sequence ลงไปเพ่ือให้โปรตีนมีการหลัง่ออกนอกเซลล์ ท าให้ช้ินยนีท่ีได้มี

ขนาดท่ีใหญ่กว่า    เม่ือน าช้ินยีนท่ีได้ไปตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์  เพ่ือเปรียบเทียบกบัล าดับนิ

วคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีความคลา้ยคลึงกบัยนี HBsAg 90% โดยมีล าดับนิวคลีโอ

ไทด์บางต าแหน่งแตกต่างกนั  ซ่ึงอาจเป็นไปได้ว่าเกดิจากการกลายพันธ์ของยีน HBsAg ในพ

ลาสมิดท่ีใช ้

  

 เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี ELISA สามารถตรวจพบ middle protein 

ทั้ งในน ้ าเล้ียงเซลล์และภายในเซลล์ ส่วน small protein สามารถตรวจพบในน ้ า เล้ียงเซลล์และ

ภายนอกเซลล์ได้เช่นกนัแต่ให้ป ริมาณ ท่ีน้อยกว่า  เม่ือตรวจสอบการใช้ codon usage  ของ 

mammalian cell กบั codon ของช้ินยนีพบว่ามีบาง codon ของช้ินยนีไม่เหมาะสมกบัการแสดงออก

ในเซลล์  อาจเป็นสาเหตุท่ีท าให้มีการแสดงออกของโปรตีนในปริมาณน้อย   หากต้องการเพ่ิม

ประสิทธิภาพในการแสดงออกของ small protein อาจตอ้งปรับ codon ของยนี (codon optimization) 

เพ่ือสัง่สังเคราะห์ยีนข้ึนมาใหม่  มีรายงานการท าการออกแบบยีนสงัเคราะห์ preS1 โดยการเลือกใช ้

codon ท่ีเหมาะสม  ท าให้ไดป้ริมาณโปรตีนท่ีสูงถึง 28 มิลลิกรัมต่อลิตร (QianBingjunet al., 2006) 

 

 การตรวจสอบการแสดงออกของ middle protein ด้วยวิธี ELISA พบว่ามีสามารถตรวจพบ

ไดท้ั้งใน cell lysate และน ้ าเล้ียงเซลล ์โดยท่ีเวลา 72 ชัว่โมงวดัค่า Absorbance ในน ้ าเล้ียงเซลล์สูงถึง  

2.369  และใน cell lysate ว ัดค่า Absorbanceได้ 2.127 แสดงว่าเซลล์สามารถหลั่งโปรตีนออกมา

ภายนอกเซลล์ได ้ เม่ือตรวจสอบความจ าเพาะของโปรตีนกบั monoclonal antibody โคลน HB3 ดว้ย

วิธี IFA กพ็บการแสดงออกของโปรตีนตั้งแต่ 24 ชัว่โมงหลงัการ transfection สังเกตไดจ้ากการเรือง
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แสงของเซลล์แสดงว่ามีการจับกนัระหว่างแอนติเจนกบัแอนติบอดี  และพบมากท่ีสุดท่ี 72 ชั่วโมง 

เม่ือน าไปแยกขนาดของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และตรวจสอบความจ าเพาะด้วยวิธี Western 

blot พบให้ผลบวกจาก cell lysate  โดยมีขนาดประมาณ 30 กโิลดาลตนั และ 40 กโิลดาลตัน  เพราะ 

middle protein ถูกสร้างมาจาก S ORF ส่วน S และ PreS2 ซ่ึงตามปกติแล้วโปรตีนของ HBsAg 

ประกอบด้วยหน่วยย่อยดังน้ี P25, GP27, GP33, GP36, GP39 และ GP42 (Teresa et.al.,2014) แต่

ขนาดของแถบโปรตีนมีขนาดท่ีค่อนข้างใหญ่เพราะเป็นโปรตีนท่ีพบภายในเซลล์ไม่มีกระบวนการ 

glycosylation และตัดส่วน secretary singnalseqeunceออก ท าให้โปรตีนท่ีพบมีขนาดท่ีค่อนข้าง

ใหญ่   

 

 การตรวจสอบการแสดงออกของ small protein ดว้ยวิธี ELISA พบว่ามีสามารถตรวจพบได้

ทั้ งใน cell lysate และน ้ า เล้ียงเซลล์  โดยท่ีเวลา 72 ชั่วโมงว ัดค่า Absorbance ในน ้ าเล้ียงเซลล์ได ้

0.456  และใน cell lysate ว ัดค่า Absorbanceได้ 2.080  ต้องท าให้เซลล์แตกเพ่ือให้ได้โปรตีนท่ี

ต้องการออกมา  เน่ืองจากการแสดงออกของโปรตีนมีปริมาณน้อยจึงอาจท าให้โปรตีนอยู่ภายใน

เซลล์ไม่หลัง่ออกมาภายนอกเซลล ์ ซ่ึงอาจเกดิจากปริมาณพลาสมิดลูกผสมท่ีน าเขา้สู่เซลล์อาจน้อย

เกนิไป  เม่ือตรวจสอบความจ าเพาะของโปรตีนกบั monoclonal antibody โคลน HB3 ดว้ยวิธี IFA ก ็

พบการแสดงออกของโปรตีนตั้ งแต่ 48 ชั่วโมงหลงัการ transfection สงัเกตได้จากการเรืองแสงของ

เซลลแ์สดงว่ามีการจบักนัระหว่างแอนติเจนกบัแอนติบอดี  

  

 ดงันั้นมีความเป็นไปไดท่ี้จะน าโปรตีนของไวรัสตับอกัเสบบีท่ีผลิตได้น้ีไปใชใ้นการพฒันา

ชุดตรวจวินิจฉัยทางภูมิคุม้กนัหรือพฒันาวคัซีนป้องกนัไวรัสตบัอกัเสบบีต่อไป 
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สรุปผลการทดลอง 

 

 จากการเพ่ิมปริมาณยนี PreS2+S และ ยีน S จากตวัอยา่งพลาสมิดพบว่า ไดย้ีน Pres2+S ท่ีมี

ขนาดประมาณ 984 คู่เบส และยีน S มีขนาดประมาณ 819 คู่เบส  หลงัจากนั้นน ามาสร้างพลาสมิดลูก

ผสมโดยใช้เวคเตอร์ pcDNA3.4  ผลการทดลองไดพ้ลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4/PreS2+S จ านวน 1 

โคลน และพลาสมิดลูกผสม pcDNA3.4/S จ านวน 5 โคลน เม่ือน าไปตรวจสอบหาความถูกต้อง

ของล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่า pcDNA3.4/PreS2+Sโคลน 4 และ pcDNA3.4/Sโคลน 2 มีการเรียง

ตัวของล าดับนิวคลีโอไทด์ในทิศทางท่ีถูกตอ้ง 

 

 การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ Transfection พบว่า ปริมาณ transfection reagent 1 

l  ต่อปริมาณพลาสมิดดีเอ็นเอ 1 g คิดเป็นอตัราส่วน 1:1 เป็นอตัราส่วนท่ีเหมาะสมท่ีจะน าไปใช้

ในการเพ่ิมปริมาณการ transfetion มากท่ีสุด 

 

 จากการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน middle protein และ small protein ด้วยวิธี ELISA 

พบว่า middle protein สามารถตรวจพบโปรตีนในน ้ าเล้ียงเซลลห์ลงัการ transfection แลว้ 24 ชัว่โมง 

ส่วน Small protein สามารถตรวจพบโปรตีนในน ้ าเล้ียงเซลล์หลงัการ transfection แลว้ 48 ชั่วโมง  

และมีปริมาณเพ่ิมมากข้ึนเร่ือยๆตามล าดับจนถึง 72 ชัว่โมงหลงัการ transfectionเม่ือน าไปตรวจสอบ

ความจ าเพาะของ HBsAg ท่ีผลิตได้ด้วยวิธี IFA พบว่า HBsAg มีความจ าเพาะต่อ monoclonal 

antibodyโคลน HB3 ท่ีใช้ทดสอบ ทั้ง middle protein และ small protein โดยมีการแสดงออกชัดเจน

ท่ี 72 ชัว่โมงหลงัการ transfection 

 

 ผลการแยกขนาดของโปรตีนสามารถตรวจพบ middle protein ขนาดของโปรตีนมีการแยก

เป็นห น่วยย่อยตามน ้ าหนักโมเลกุลผลการตรวจสอบความจ าเพาะของโปรตีน  HBsAg กบั 

polyclonal antibody ต่อ  HBsAg ด้วยวิ ธี  Western blot พบว่า middle protein มีการท าป ฏิก ิริยา

จ าเพาะกบัแถบโปรตีน 2 แถบ ท่ีมีขนาดน ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 30 กโิลดาลตนัและ  40 กโิลดาลตนั 
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ภาคผนวก 

 

การเตรียมอาหารเลีย้งเชื้อ 
 

1. 2XYT medium 

 Bacto-tryptone      17  กรัม 

 Bacto yeast extract     10  กรัม 

 NaCl       5  กรัม 

 น ้ ากลัน่       900  มิลลิตร 

 ผสมให้เข้ากนั แลว้เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ 1 ลิตร แลว้น าไปอบฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าท่ีความดนั 15 

ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 

 

2. 2XYT agar 

 Bacto-tryptone      1.7  กรัม 

 Bacto yeast extract     1.0  กรัม 

 Bacto agar      1.5  กรัม 

 NaCl       0.5  กรัม 

 น ้ ากลัน่       80  มิลลิลิตร 

 ผสมให้เขา้กนั แลว้เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ 100 มิลลิลิตร แลว้น าไปอบฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ าท่ีความ

ดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลลเซียสเป็นเวลา 15 นาที  

 
3. SOB medium (Super Optimal Broth medium) 

 Bacto-tryptone      10  กรัม 

 Bacto yeast extract     2.5  กรัม 

 NaCl       0.25 กรัม 

 น ้ ากลัน่       200 มิลลิลิตร 
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 ผสมให้เขา้กนั แลว้เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ 500 มิลลิลิตร แลว้น าไปอบฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ าท่ีความ

ดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลลเซียสเป็นเวลา 15 นาที  

 

4. 20 mg/ml Ampicillin 

 Ampicillin      100  มิลลิกรัม 

 เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ     5  มิลลิลิตร 

ผสมให้เขา้กนัแลว้กรองดว้ยตวักรอง 0.2 ไมโครเมตรเกบ็ท่ี -20 องศาเซลเซียส 

 

5. 20% Glucose 

 Glucose       20  กรัม 

 เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ     100  มิลลิลิตร 

ผสมให้เขา้กนัแลว้กรองดว้ยตวักรอง 0.2 ไมโครเมตรเกบ็ท่ี  4 องศาเซลเซียส 

 

การเตรียมบฟัเฟอร์ชนิดต่างๆที่ใช้ใน ELISA 

 

1. phosphate buffer saline (PBS) 

 KH2PO4       0.2 กรัม 

 Na2HPO4.12H2O      2.9 กรัม 

 KCl       0.2 กรัม 

 NaCl       8 กรัม 

 เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ 1 ลิตร  แลว้น าไปอบฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ าท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลลเซียสเป็นเวลา 15 นาที  

 

2. Coating buffer (carbonate - bicarbonate buffer pH 9.6) 

 Na2CO       1.59 กรัม 

 Na2HPO4.12H2O      2.39 กรัม 
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 ละลายในน ้ ากลัน่ให้ไดป้ริมตารครบ   1,000 มิลลิลิตร 

 

3. PBS - T (PBS pH 7.4 + tween20 ความเข้มข้น 0.05%) 

 KH2PO4       0.2 กรัม 

 Na2HPO4.12H2O      2.9 กรัม 

 KCl       0.2 กรัม 

 NaCl       8 กรัม 

 ละลายน ้ ากลัน่ให้ปริมาตรครบ  1 ลิตรแลว้น าไปอบฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ าท่ีความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลลเซียสเป็นเวลา 15 นาที  เม่ือจะน าไปใชเ้ติม tween20 ปริมาตร 

0.5  มิลลิลิตร 

 

4. Blocking solution 

 Skim milk power (Gibco)    8 กรัม 

 PBS       100 มิลลิลิตร 

 

5. สารละลายกรดไฮโดรคลอลิค (1% HCl) 

 HCl       1 มิลลิลิตร 

 เติมน ้ ากลัน่      99 มิลลิลิตร 

 

6. CCMB80 buffer 

 10 mMKOAc pH7.0     2 มิลลิลิตร 

 80 mM CaCl2.2H2O     2.36 กรัม 

 20 mM MnCl2.4H2O     0.8 กรัม 

 10 mM MgCl2.6H2O     0.4 กรัม 

 10% glycerol      20 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เป็น 6.4 ดว้ย HClจากนั้นปรับปริมาตรเป็น 200 มิลลิตรแกบ็ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
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การเตรียม 1.2%agarose gel 

 

 Agarose       1.2 กรัม 

 เติมน ้ ากลัน่ให้ไดป้ริมาตร     100  มิลลิลิตร 

น าไปตม้ให้เจลละลายผสมเป็นเน้ือเดียวกนั แลว้เทลงใน Tray พร้อมทั้งใส่ combตั้งท้ิงไวใ้ห้ 

เจลแข็งตวั 

 

การเตรียม 50X TAE buffer 

 

 Tris Base       242  กรัม 

Glacial Acetic Acid     57.1  มิลลิลิตร 

0.5 M EDTA pH 8.0     100  มิลลิลิตร 

เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ 1 ลิตร แลว้น าไปอบฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที  

 

การเตรียมบฟัเฟอร์ชนิดต่างๆที่ใช้ใน IFA 

 

1. phosphate buffer saline (PBS) 

 KH2PO4       0.2 กรัม 

 Na2HPO4.12H2O      2.9 กรัม 

 KCl       0.2 กรัม 

 NaCl       8 กรัม 

 เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ 1 ลิตร  แลว้น าไปอบฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ าท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลลเซียสเป็นเวลา 15 นาที กรองดว้ยตวักรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
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2. 40% methanol in acetone 

 methanol      40 มิลลิลิตร 

 acetone       60 มิลลิลิตร 

 ผสมให้เขา้กนัเกบ็แช่เยน็ท่ี -20 องศาเซลเซียส 

 

การเตรียมสารส าหรับแยกโปรตนีโดยวิธี SDS-PAGE 
 

1. Acrylamide stock 

 

30%Acrylamide/Bis solution (37.5:1) Bio-Rad 
 
2. บฟัเฟอร์ A (0.5 M Tris-hydrochloric pH 6.8) 
 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Sigma)   6.05  กรัม 
ละลายในน ้ ากลัน่ประมาณ      50  มิลลิลิตร 
ปรับให้ได ้pH 6.8 ดว้ยสารละลาย 2M HClหลงัจากนั้นเติมน ้ ากลัน่ให้ครบ 100 มิลลิลิตร 

 
3. บฟัเฟอร์ B (1.5 M Tris-hydrochloric pH 8.8) 
 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Sigma)   18.15  กรัม 
ละลายในน ้ ากลัน่ประมาณ      50  มิลลิลิตร 
ปรับให้ได ้pH 8.8 ดว้ยสารละลาย 2 M HClหลงัจากนั้นเติมน ้ ากลัน่ให้ครบ 100 มิลลิลิตร 

 
4. APS (ammonium persulphateความเข้มข้น 10%) 

 
Ammonium persulphate (Sigma)     0.01  กรัม 
น ้ ากลัน่        0.1  มิลลิลิตร 
เตรียมใหม่กอ่นใชทุ้กคร้ัง 
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5. SDS (sodium dodecyl sulfate ความเข้มข้น 10%) 
 

sodium dodecyl sulfate (Sigma)     1  กรัม 
น ้ ากลัน่        10  มิลลิลิตร 

 
6. TEMED (N,N,N’,N’-tetramethyl ethylene diamine) 
 

ใช ้TEMED (Sigma) โดยตรงไม่ต้องท าให้เจือจางกอ่น 
 
7. Acrylamide separating gel ความเข้มข้น 12% 

 

 น ้ ากลัน่        3.25  มิลลิลิตร 
 บฟัเฟอร์ B       2.5  มิลลิลิตร 
 SDS        100  มิลลิลิตร 
 Acrylamide stock      4  มิลลิลิตร 
 APS        50  ไมโครลิตร 
 TEMED       5  ไมโครลิตร 
 
8. acrylamide stacking gel ความเข้มข้น 4% 
 

 น ้ ากลัน่         3  มิลลิลิตร 
 บฟัเฟอร์ A       1.25  มิลลิลิตร 
 SDS        50  ไมโครลิตร 
 APS        25  ไมโครลิตร 
 TEMED       5  ไมโครลิตร 
 
9. 5x Sample buffer 

 
 Tris        0.375  กรัม 
 2-mercaptoethanol      2.5  มิลลิลิตร 
 Glycerol       5  มิลลิลิตร 
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 SDS        1  กรัม 
 Bromphenol blue (R)        0.053  กรัม 
 เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ       2.5  มิลลิลิตร 
 ผสมให้เขา้กนั แบ่งใส่หลอดแช่แข็งหลอดละ 1 ml เกบ็ท่ีอุณหภูมิ -20องศาเซลเซียส 
 
10. Electrophoresis buffer 
 

 TrisZhydroxymethyl) aminomethane    3.03  กรัม 
 Glycine        14.40  กรัม 
 Sodium dodecylsulfate      1.00  กรัม 
 เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ      1,000  มิลลิลิตร 
 

การเตรียมสารส าหรับ western blot analysis 
 

1. Transfer buffer (25 nm Tris ,192 nm glycine ,20%v/v methanol pH 8.3) 
 

 Tris (hydroxymethy) aminomethane    3.03  กรัม 
 Glycine        14.04  กรัม 
 Methanol       200  มิลลิลิตร 
 เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ      1,000  มิลลิลิตร 
 
2. Tris buffer pH 7.5 (0.1 M Tris-hydrochloric pH7.5) 

 

 Tris (hydroxymethyl) aminomethane    12.1  กรัม 
 ละลายในน ากลัน่ประมาณ     900 มิลลิลิตร 
 ปรับให้ได ้pH 7.5 ดว้ยสารละลาย 2 M HClหลงัจากนั้นเติมน ้ ากลัน่ครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
3. TBS (Tris-buffered saline) 
 

 Nacl        9  กรัม 
 Tris buffer pH 7.5 เติมครบ      1,000  มิลลิลิตร 
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4. TTBS (tris-buffered saline + tween 20 ความเข้มข้น 0.1%) 
 

 TBS        1,000  มิลลิลิตร 
 Tween 20       1  มิลลิลิตร 
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