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บทคัอยอ 
ในการศกึษานี้ผูวิจัยทําการโคลนยีน human chitinase (huAMCase) isoform 1 โดยใช human cDNA เปนดีเอ็น

เอตนแบบดวยเทคนิค PCR   เขาสู pQETri system vector แลวทําการผลิตรีคอมบิแนนทเอนไซม hAMCase ใน

ระบบ E. coli โดยโปรตีนที่ผลิตไดมีขนาด 50 kDa ที่มีกรดอะมิโนฮีสทิดีนเกาะอยูหกตัวดานปลายซี เอนไซมที่ผลิตได

อยูในรูป inclusion bodies ที่ละลายใน 8M Urea แลวทําใหอยูในสภาพท่ีสามารถนําไปศึกษาตอได หลังการทํา

บริสุทธ์ิดวยเทคนิค affinity chromatography โดยใช Ni2+ NTA agarose resin เปนตัวจับ พบวาเอนไซมมีความบ

ริสทธ์ิสูงแตมีแอคติวิตี้ตอการสลายไคตินสับสเตรทนอย การศึกษาตอมาผูวิจัยไดทําการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี

และโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเอนไซม hAMCase  จากการวิเคราะหดวยวิธี Western blotting พบวาโพ

ลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจากการกระตุนดวย hAMCase มีความไวสูงโดยสามารถใหสัญญาณการตรวจวัดที่ระดับ

ความเจือจางถึง 1:25,600 เทา โดย anti-hAMCase antisera ที่เตรียมไดมีความจําเพาะตอ hAMCase สูงและไมทํา

ปฏิกิรยิา cross-reaction กับโปรตีนอ่ืนที่อยูในกลุม GH-18 glycosyl hydrolases ไดแก hYKL-39 hYKL-40 และ 

bacterial chitinase A สวนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซมท่ีผลิตจาก E. coli โดยเทคนิค hybridoma 

โดยทําการสราง hybriodoma library จากโคลนท้ังหมด 999 โคลน ไดทําการคัดกรองหาโมโนโคลนท่ีมี

ความจําเพาะกับเอนไซม hAMCase ไดในที่สุดทั้งหมด 4 โคลนคอืโคลน 4G1-E5 4G1-D9 6E5-C2 และ 6E5-C9 

การทดสอบ isotyping พบวาโคลนทั้ง 4 เปนชนิด IgG1 isotype เหมือนกัน โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียมไดมี

ความจําเพาะสูงโดยทําปฏิกิรยิากับ hAMCase antigen อยางเดียวแตไมทําปฏิกิริยา cross reactivity กับโปรตีนท่ี

ใกลเคยีงอ่ืน ๆ นอกจากนี้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดท้ัง 4 โคลนสามารถจับไดกับ endogenous hAMCase ที่สราง

จาก monocytic cell line 2 ชนิด คือเซลล THP1 และ U937 ได โดยเฉพาะโคลน 6E5-C2 และ 6E5-C9 ยัง

สามารถจับไดกับโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 68 kDa ซึ่งเปน glycosylated form ของ hAMCase อีกดวย โดยสรุป 

ผลการทดลองท่ีไดรับในการศึกษาน้ีมีความสําคัญในการท่ีจะนําไปสูการศึกษาบทบาทหนาที่ของเอนไซม hAMCase 

ตอพยาธิสภาพของโรคภูมิแพ นอกจากน้ีการมีแอนติบอดีที่จําเพาะยังอาจนํามาใชในการพัฒนาอุปกรณตรวจวัดหา

ระดับของเอนไซม hAMCase เพ่ือทํานายการดําเนินไปของโรคภูมิแพโดยวิธีทาง immunosensor ตอไปในอนาคต 
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ABSTRACT 

In this study, we employed PCR technique to clone human chitinase (huAMCase) isoform 1 

gene, using human cDNA as template, into pQETri system vector. The recombinant hAMCase was 

highly expressed in E. coli system as a 50 kDa polypeptide, with hexahistidine residues tagged at 

the C-terminus. The enzyme was produced as inclusion bodies, which could be solubilized by 8M 

Urea. After purification by affinity chromatography using Ni2+ NTA agarose resin as a capture, the 

enzyme was found to have high purity, but its activity towards chitin substrate was very poor.  For 

further study, we produced polyclonal and monoclonal antibodies against hAMCase. Western blot 

analysis showed that anti-hAMCase polyclonal antibodies had high sensitivity and could detect the 

specific antigen even at a dilution ratio of 1:25,600. The raised anti-hAMCase antisera was shown to 

be highly specific only to hAMCase, and did not cross-react with other GH-18 protein homologues, 

including  hYKL-39, hYKL-40, and bacterial chitinase A. Monoclonal antibody was further produced 

from the E. coli expressed hAMCase antigen, using the standard hybridoma technique. A 

hybriodoma library, containing 999 monoclones were generated, and screened. Four monoclones, 

namely 4G1-E5, 4G1-D9, 6E5-C2, and 6E5-C9 were tested to be highly specific for hAMCase, which 

did not react with other GH-18 immunogens. Isotype mapping showed that all the clones 

belonged IgG1 isotype. In addition, all the monoclones could react with ehAMCase endogenously 

expressed in monocytic cell lines: THP1 and U937. Especially, clones 6E5-C2 and 6E5-C9 could 

detect the high MW protein of 68 kDa protein in the cell lysate of U937 cells. Such protein was 

shown to be the glycosylated form of hAMCase. In conclusion, the results obtained from this study 

provide important basis that will pave the way to understand the physiological role of hAMCase in 

association with the pathogenicity of allergic asthma. The obtained antibodies, which were highly 

specific to only hAMCase may be suitable to be used for development of an immunosensor for a 

sensitive detection of hAMCase that will help to predict the progress of the allergic disease in the 

future.  
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บทที่  1 

บทนํา 
1.1. ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

เอนไซมไคตเินสพบในสิ่งมีชีวิตหลากหลายตั้งแตสิ่งมีชีวิตชั้นต่ําเชน เชื้อแบคทีเรยี เชื้อรา สัตวไมมีกระดูกสันหลังตาง 

ๆ ไปจนถึงสิ่งมีชีวิตชั้นสูงข้ีนไปเชน ที่สวนตาง ๆ ของพืช ระบบทางเดินอาหารของสัตวทะเล สัตวเคี้ยวเอ้ือง และ

มนุษย หนาที่ของเอนไซมนี้ในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดมีแตกตางกันไป เชน เชื้อราผลิตเอนไซมไคตเินสที่มเีก่ียวของใน

ขบวนการแบงเซลลและการเปลี่ยนแปลงสัณฐานของเสนใยของเชื้อรา (1-3) นอกจากน้ีสวนในระบบการปองกันการ

รุกรานของปรสิตในสิ่งมีชีวิตที่เชื้อราไปอาศัยอยู (4-5) มีสวนชวยในการยอยสารอาหารในระบบยอยอาหารของทั้งสัตว

ที่มีและไมมีกระดูกสันหลัง เชน แมลงและปลาชนิดตางๆ  เชน ปลาทอง ปลาเทรา ปลาซีบาส เปนตน (6-8) 

นอกจากนี้เอนไซมนี้ยังทําหนาที่ในการยอยสลายควิติเคิล (cuticles) เกาที่ปกแมลงเพ่ือสรางคิวติเคลิใหมขึ้นมา (9) ใน

พืชเอนไซมไคตเินสมีสวนรวมในกลไกการตอตานการติดเชื้อราของพืช (10-11) และขบวนการสรางเซลล 

(embryogenesis) ของตนออนพืช (12)  ในแบคทีเรียที่พบในทะเล (marine bacteria) เอนไซมไคติเนสทําหนาที่

สลายไคตนิที่เปนองคประกอบสําคัญของโครงสรางแข็งแรงเปลือกกุง เปลือกปู แกนของปลาหมึก และไดอะตอม 

เพ่ือใหไคตินสายสั้นที่เซลลแบคทีเรียจะนําเขาสูเซลลเพื่อใชเปนแหลงไนโตรเจนและคารบอน (13-15) การศึกษาวิจัย

เอนไซมไคตเินสในมนุษย พบวาเอนไซมไมไดทําหนาที่สลายไคตนิเนื่องจากเซลลมนุษยไมมีการผลิตไคตินออกมา แต

ไดมีรายงานการวิจัยท่ีนาสนใจพบวา acidic chitinase (EC 3.1.2.14) จัดอยูในแฟมลิี 18 ไกลโคซิล ไฮโดเลส เปน

โปรตีนขนาด 50 กิโลดาลตัน จากการทํานายโครงสรางสามมิติพบวาคลายคลึงกับ human chitinase-like lectins 

Ym1  (16-18) กลาวคือโดเมนหลักเปน (α/β)8 TIM barrel ซึ่งสามารถจับกับไคตินโอลิโกแซคคารไรดได และมีโดเมน

เลก็มีลักษณะเปน α+β เชื่อมระหวางสาย β7  กับ α7 ดังแสดงในรูปที่ 1.1   

 
รูปที่ 1.1 โครงสรางสามมิติของ chitinase-like protein Ym1 ที่ประกอบดวยโดเมนหลักคือ TIM barrel จับอยู

กับน้ําตาล NAG9 แทรกดวยโดเมน α+β (แหลงที่มา: Tsai et al., 2004) 
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ารศึกษาทางอิมมูโนโลยีพบวาเอนไซมนี้มสีวนเกี่ยวของกับการกระตุนภาวะภูมิแพของผูปวยโรคภูมิแพ [18-19) 

ผลการทดลองในหนูทดลองที่เกิดโรคโดย Zhu et al (20)  พบวามีการผลิตเอนไซม  acidic mammalian 

chitinase (AMCase) ที่บริเวณเย่ือบุ (airway epithelia) และเซลล macrophages ของปอดหนูเพิ่มขึ้นใน

ปริมาณมากผิดปกติ ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับในคนโดยพบวาปริมาณของเอนไซม AMCase ที่เพ่ิม

สูงข้ึนจะขึ้นอยูกับระดับอาการของปวยโรคภูมิแพ ขอสรุปของงานวิจัยของ Zhu et al. คือเอนไซมไคตเินส 

AMCase มีสวนเก่ียวของโดยตรงกับพยาธิสภาพของโรคภูมิแพ การศึกษาวิจัยทางอิมมูโนวิทยาพบวาการ

แสดงออกของเอนไซมไคตเินส AMCase เกิดข้ึนที่บริเวณเซลลเยื่อบุและถูกกระตุนใหหลั่งออกมาเมื่อระบบ

ภูมิคุมกันของผูปวยถูกกระตุนดวยแอนติเจนตาง ๆ ผานการสรางสาร interleukin-13 กลไกการของเอนไซม 

AMCase ในการกระตุนใหเย่ือบุทางเดินหายใจเกิด hyperresponsiveness และการอักเสบแสดงไวในรูปที่ 1.2 

(21) 

 
 

รูปที่ 1.2 ขอเสนอเกี่ยวกับบทบาทของเอนไซมไคตเินส AMCase ในการกระตุนการเกิด hyperresponsiveness 

และ inflammation ของเยื่อบุทางเดินหายใจของผูปวยโรคภูมิแพ (แหลงที่มา: Wills-Karp & Karp, 2004) 

 

จากรูปที่ 2 จะเห็นวาเมื่อบริเวณเย่ือบุทางเดินหายใจของผูปวยโรคภูมิแพสัมผัสกับสารกอภูมิแพ  (allergens) 

ตาง ๆ สารเหลาน้ีจะทําหนาที่เปนแอนตเิจนที่จะไปกอกวนระบบภูมิคุมกันโดยจะเหนี่ยวนําให CD4+ dendritic 
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cells แสดงแอนติเจนกับ T helper2 cells (Th2) ผลคอืเซลล Th2 จะผลิต  cytokine  ออกมาหลายชนิด เชน 

interleukin-4, interleukin-5, interleukin-9, และ interleukin-13 โดยที่ interleukin-13 จะทําหนาที่เปน  

primary effector ท่ีจะเหนี่ยวนําให airway epithelial cells และ macrophages สรางเอนไซมไคตเินส 

huACMcase ซึ่งเอนไซมที่หลั่งออกมาจะกระตุนการสรางโปรตีนสองตัวคือ monocyte chemoattractant 

protein 1 (MCP-1) และ eotaxin-1ซึ่งโปรตีนนี้จะทําใหเกิดการ recruit ของเซลล eosinophils, T cells, และ 

macrophages ที่บรเิวณเนื้อเย่ือปอดทําใหเกิดอาการอักเสบข้ึนแตกลไกการกระตุนผานการทํางานของเอนไซม

ไคติเนสยังไมมีการศึกษาวิจัยในรายละเอียด 

 

สวนไคติเนสอ่ืนที่ผลิตในรางกายมนุษยคือเอนไซม human chitotriosidase มีคุณสมบัติเปน exo-chitinase ได

มีขอเสนอแนะวาเอนไซมนี้มหีนาที่เก่ียวกับกลไกการปองกันตัวของเซลลที่ถูก  infect โดยเซลลจะผลิตเอนไซมนี้

เพื่อสลายไคตินที่เปนองคประกอบบนผนังเซลลของ fungal pathogen (22,23) การศึกษาอ่ืนพบวาผูปวยโรค 

Gaucher ผลิตเอนไซมนี้ในปรมิาณเพิ่มขึ้น 2-3 เทาเมื่อเทียบกับคนปกติ แตเอนไซมที่ผลิตในผูปวยมีชิ้นสวนของ

กรดอะมิโน ขนาด  29  กรดอะมิโนตั้งแต Val-344–Gln-372 ขาดหายไป จึงไดมีการใชเอนไซมนี้เปน 

biomarker เพ่ือตรวจหาความผิดปกติจากโรคดังกลาว โดยเอนไซม human chitotriosidase ปกติจะสามารถ

ยอย colloidal chitin ได และถูกยับยั้งโดยตัวยับย้ัง  allosaminidin ในป 2002 กลุมวิจัยของ Professor 

Daan van Aalten จาก University of Dundee ไดตีพิมพโครงสรางสามมิติเชิงซอนของเอนไซม human 

chitotriosidase กับตัวยับยั้ง  allosaminidin  และ chitoopentasaccharide  ที่  resolution 2.3 - 2.1 อัง

สตอรม โครงสรางของบริเวณเรงของเอนไซมมีลักษณะเปนรองยาวเหมาะสําหรับการจับกับไคโตโอลิโกแซคคาร

ไรดสายยาว ขอมูลจากโครงสรางพบวา residues 344–372 ที่โดเมนเรงปฏิกิริยาโดยเปนองคประกอบของ C-

terminal half ของ helix 7 และ strand & loop β8 & α8 เกือบทั้งหมด นอกจากนี้การเปรียบลําดับกรดอะมิ

โนกับเอนไซมไคตเินสอ่ืน ๆ พบวากรดอะมิโน Trp357 ซึ่งหนึ่งในกรดอะมิโนที่หายไป มีลักษณะ  conserve 

ดังนั้นการขาดหายไปของชิ้นสวนโปรตีนที่พบในผูปวยโรค Gaucher ทําใหเอนไซมเกิด  misfolding  ดังนั้น

โปรตนีที่ผลิตข้ึนมามีปริมาณมากแตทํางานไมได (24,25)นอกจากนี้ยังมีการศึกษาวิจัยพบโปรตีนคลายไคติเนส 

หรือ chitinase-like proteins (CLPs) เชน CHI3L1,  oviduct-specific glycoprotein16, stabilin-1-

interacting chitinase-like protein,YKL40 และ HC-gp39 โปรตีนเหลานี้มีคุณสมบัติเปนไกลโคโปรตีน มี

โครงสรางสวนที่เปน TIM barrel catalytic domain เหมือนไคติเนสแตไมมคีวามสามารถในการเรงปฏิกิริยา

สลายไคตินเนื่องจากขาดโดเมนจับกับไคติน (chitin binding domain) สิ่งที่นาสนใจคือโปรตีนเหลานี้มีความ

เก่ียวของกับพยาธิสภาพของโรคที่สําคัญ ๆ หลายโรค เชน โปรตีน CHI3L1 ในคนปกติจะไมผลิตโปรตีนนี้แตพบ

มากผิดปกติในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพ โรค arthritis cancer, liver fibrosis, rheumatoid arthritis และ 

colorectal carcinoma (26,27) ในทํานองเดียวกัน การศึกษาในในผูปวยโรคมะเร็งรังไขและมะเร็งตับออนพบ

ปริมาณไกลโคโปรตีน YKL40 ในระดับสูงผิดปกติ  และไดมีการศึกษาวิจัยลาสุดพบวาการตรวจหาระดับ YKL40 

รวมกับการวัดคา CA-125 จะใหผลการตรวจหามะเร็งรังไขระยะเริ่มแรกไดแมนยํามากขึ้น (28,29)  

 

1.2.วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อทําการโคลนและแสดงออกของ  human chitinases  ในระบบ  E. coli  
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2. เพื่อศึกษาการแสดงออกของเอนไซม human chitinase  

3. เพื่อผลิตโพลีโคลนอลและโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ human chitinase 

4. เพื่อศึกษาโปรตีนอื่น ๆ ที่เก่ียวของกับการแสดงออกของ  human chitinase  

 

1.3.ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยนี้มีขอบเขตเริ่มท่ีการตรวจหายีน human chitinase ในจีโนมของมนุษย ขั้นตอนนี้ทําโดยอาศยัขอมูลจาก 

human genome project ที่มีอยูในฐานขอมูลของ NCBI หลังจากนั้นจะทําการสังเคราะหยีนและโคลนยีนโดย

เทคนิคทาง PCR ตอจากนั้นทําการวิเคราะหนิวคลีไทดเพ่ือตรวจสอบความสมบูรณของยีนที่ได การทดลองในข้ันตอน

ตอมาคอืการโคลนยีนและการศึกษาการแสดงออกของยีนไคติเนสใน bacteria/insect cell line/human cell line 

ตอจากนั้นทําการผลิตรีคอมบิแนนทเอนไซมและการทําบริสุทธ์ิโดยวิธีทางโครมาโตรกราฟฟแบบตาง ๆ หลังจากนั้นทํา

การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ human chitinase และทําการตรวจหาระดับการแสดงออกของ

เอนไซมใน human cell lines ตาง ๆ โดยวิธีทาง ELISA Assay หรือ Immunoblotting   

 

1.4.ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากงานวิจัยนี้มี 4 ประการหลักคือ 

1.2.2 เปนองคความรูในการวิจัย เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่ยังไมมีผูใดดําเนินงานมากอน 

จึงคาดวาผลสัมฤทธิ์จากการวิจัยจะสามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารนานาชาติอยางนอย 1 

เรื่อง  

1.2.3 องคความรูที่ไดรับในระหวางการทํางานวิจัยสามารถถายทอดใหนักวิจัยรุนเยาวผาน

หลักสูตรบัณฑิตศึกษาของสาขาวิชาชีวเคมี ของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี   

1.2.4 เปนการนําไปสูการผลิตเชิงพาณิชยเนื่องจากงานวิจัยนี้มีเปาหมายหลักคือการเปลี่ยนแปลง

โครงสรางของเอนไซมไคติเนสที่มีความสามารถในการยอยไคตินโดยขบวนการทางชีวภาพดี

ข้ึน ซึ่งจะนําไปสูการผลิตสารไคโตโอลิโกแซคคาไรดในเชิงการคาและเภสัชกรรมตอไป 

1.2.5 เปนการสงเสริมการทองเที่ยวและการรักษาสิ่งแวดลอมเนื่องจากกากไคตินเปนของเสียทิ้ง

จากโรงงานแปรรูปอาหารทะเล การใชประโยชนจากไคตินจะชวยบรรเทาปญหาสิ่งแวดลอม

ชายฝงทะเล 

หนวยงานท่ีจะนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

1. มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

2. กรมสงเสรมิการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 

3. สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  

4. กรมสงเสรมิการการสงออก กระทรวงพาณิชย 

5.  กรมสงเสรมิคุณภาพสิ่งแวดลอม กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม 

6. หนวยงานเอกชนที่เกี่ยวของกับการพัฒนาผลิตภัณฑจากไคตนิ-ไคโตซาน 
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บทที่  2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
2.2 การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดและการเพิ่มปริมาณจํานวนยีน Acidic mammalian chitinase 

(hAMCase) จากมนุษย โดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 

1. หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hAMCase จากมนุษย จากฐานขอมูล NCBI (GenBank: AF290004.1)  

ลําดับของนิวคลีโอไทดที่เร่ิมตนจากเบสลําดับที่ 104-1531 (coding sequence) สามารถแปลรหัสไป

เปนโปรตีน hAMCase ซึ่งประกอบไปดวยกรดอะมโินจํานวน 476 ตัว คิดเปนขนาดโมเลกุลประมาณ 

52 กิโลดาลตัน  

2. ทําการสังเคราะหยีนเพื่อโคลนเขาไปในแบคที่เรีย E. coli M15 pREP4 โดยออกแบบ     โอลิโกนิวคลี

โอไทดสองเสน (Biodesign, Bangkok) โดยใชขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hAMCase จาก

มนุษยที่มอียูแลว เสน sense strand มีลําดับของนิวคลีไทดเปน 5’-

GCGATATCATATCAACTGACCTGCTAC-3’ โดยที่นิวคลีไทดที่ขีดเสนใตแสดงตําแหนงของ EcoRV 

cloning site สวนเสน anti-sense strand  มีลําดับของ นิวคลีไทดเปน 5’-

ACTCGAGCGCCCAGTTACAACAGTC-3’  โดยที่นิวคลีไทดที่ขีดเสนใตแสดงตําแหนงของ XhoI 

cloning site ดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) ท่ีใชคือ พลาสมิด pQE-TriSystem vector (ดงัแสดง

ในรูปท่ี 1) ที่มียีนของ  hAMCase จากมนุษยที่ถูกปรับลําดับเบสใหเหมาะสมสําหรับการแสดงออกของ

โปรตีนในเซลลแบคทีเรียดังแสดงในเอกสารแนบทาย โดยเอนไซมที่ใชในปฏิกิริยา PCR คอื Pfu DNA 

polymerase (Promega, USA) และ PCR condition แสดงในตารางที่ 2.1 และตาราง 2.2 

 

ตารางที่ 2.1 ปฏิกิริยาการเพิ่มจํานวนยีนโดยเทคนิค PCR 

สารเคมี ปริมาณ (μl) 

1. DNA template (5 ng )  2.4 

2. 10X Pfu DNA polymerase buffer 2.5 

3. 10 mM dNTP mix 0.5 

4. 10 μM upstream primer 2.5 

5. 10 μM downstream primer 2.5 

6. 25 mM MgCl2 2.0 

7. Pfu DNA Polymerase (2–3u/μl) 0.5 

8. Nuclease-free water 12.1 
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ตารางที่ 2.2 แสดงข้ันตอนและสภาวะที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°ซ) เวลา จํานวนรอบ 

1. Hotstart  97 2 นาที 1 

2. Denaturation    97 1 นาที 30 

3. Annealing 55 1 นาที 30 

4. Extension 72 4 นาที 30 

5. Final extension 72 5 นาที 1 

 

3. ทําการตรวจสอบเสนดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนข้ึนโดยทําการวิเคราะหดวยเทคนิค agarose gel 

electrophoresis โดยใช 1% agarose gel ใน 0.5x TAE บัฟเฟอร  

4. ทําการยอมดีเอ็นเอเสร็จแลว ก็นํามาตรวจสอบภายใตแสงยูวี   

5. ทําการตัดแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากับ 1.4 kB แลว 

6. ทําบริสุทธ์ิแถบดีเอ็นเอโดยใช PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, Löhne, 

Germany) 

7. วัดหาปริมาณดีเอ็นเอที่ไดโดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตร 

 

2.2. การโคลนยีน hAMCase และการผลิตรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอ 

1. นําพลาสมดิ pQE-TriSystem vector เขาสู E. coli สายพันธุ DH5α โดยวิธี heat shock ที่ 42 °ซ 

เปนเวลา 45 วินาที 

2. ทําการสกัดพลาสมิด pQE-TriSystem vector โดยการใช QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN 

Inc., Valencia, CA, USA) เพื่อเพ่ิมปริมาณพลาสมิดใหไดปริมาณมาก 

3. ทําการสราง cohesive ends ของยีน AMCase และ พลาสมิด pQE-TriSystem vector ปริมาณ 1 

μg  โดยบมดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRV และ XhoI เปนเวลา 3 ชั่วโมง ที่     37 °ซ  (ตารางที่ 2.3) 

4. ทําใหบริสุทธ์ิดีเอ็นเอที่ถูกยอยแลวโดยใช PureLink™ Quick Gel Extraction Kit 

5. วัดหาปริมาณดีเอ็นเอและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่เตรียมไดโดยการวัดคาA260 เทียบกับคา A280 

6. ทําการเชื่อมสายดีเอ็นเอทั้งสองเขาดวยกัน (direct ligation) ที่ตําแหนง EcoR V ทางดาน 5’ และ

ตําแหนง XhoI ทางดาน 3’ ของยีน hAMCase โดยบมปฏิกิริยาที่ 16 °ซ เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

7. ทําการ transform พลาสมิดทั้งหมด เขาไปใน E. coli สายพันธุ DH5α แลวบมเชื้อในอาหารแข็งสูตร 

LB ที่มี 100 µg/mL ampicillin (LB/Amp) เปนเวลา 16 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 °ซ 

8. ทําการตรวจสอบโคโลนีที่มีพลาสมดิ pQE-TriSystem vector-AMCase gene บรรจุอยูโดยเทคนิค 

colony PCR และ double digestion 

9. ทําการตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดโดย DNA sequencing (First BASE 

Laboratories Sdn Bhd, Seri Kembangan, Malaysia) 
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ตารางที่ 2.3 ปฏิกิริยาที่ใชในการยอยสายดีเอ็นเอตนแบบและพลาสมิด 

สารเคมี ปรมิาณ (μl) 

1. AMCase gene/ pQE-TriSystem vector 7 

2. NEBuffer 3 2.5 

3. EcoRV 0.5 

4. XhoI 0.5 

5. 1 mg/ml BSA 2 

6.  Nuclease-free water 12.5 

 

2.3. การผลิตรีคอมบิแนนท hAMCase ใน E. coli 

1. เม่ือไดโคลนที่มีลําดับของนวิคลีโอไทดถูกตองตามท่ีตองการแลว ทําการ transform รีคอมบิแนนทพลาสมิด 

pQE-TriSystem vector-AMCase gene เขาไปในเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ M15 pREP4 เพื่อใหยีน 

AMCase มีการแสดงออกภายใต T5 promotor 

2. ทําการเลี้ยงเชื้อเซลลแบคทีเรยีดวยอาหารเหลวสูตร LB ที่มี 100 μg/ml ampicillin และ 25 μg/ml 

kanamycin ที่อุณหภูมิ 37 °ซ  เปนเวลาประมาณ 3-4 ชั่วโมง จนไดคาการดูดกลืนแสงของเซลลที่ 600 nm 

ประมาณ 0.6 

3. กระตุนใหเซลลผลิตรีคอมบิแนนท AMCase ดวย 0.5 mM isopropyl thio-β-D-galactoside (IPTG) ที่

อุณหภูมิ 25 °ซ เปนเวลา 18 ชั่วโมง โดยเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 

4. ปนเก็บเซลลที่ความเร็วรอบ 4,500 rpm เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ      4 °ซ หลังจากนั้นละลายเซลลดวย 

extraction buffer (20 mM Tris-HCL, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF และ 1 mg/ml lysozyme) 

แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 30 นาที  

5. ทําใหเซลลแตกโดยใช Sonopuls Ultrasonic homogenizer ที่มีเสนผานศูนยกลางของ probe ประมาณ 6 

mm (50% duty cycle; amplitude setting, 30%) เปนเวลา 30 วินาที 6-8 ครั้ง ที่อุณหภูมิ 4 °ซ 

6. ปนเก็บสวนใส (supernatant) ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 40 นาที จากนั้นทาํการวิเคราะหหา

โปรตีนในสวนของ supernatant และ cell pellet โดย SDS-PAGE    

7. เนื่องจากโปรตนีถูกผลิตในรูปที่ไมละลาย (inclusion bodies) จึงทาํการละลาย cell pellet ดวย 8 M ยูเรยี จ 

 

2.4. การทําโปรตีนใหบริสุทธิ์โดยโครมาโตกราฟฟแบบจับจําเพาะ 

1. ทําการทําบรสิุทธิ์โปรตีนดวยวิธี affinity chromatography โดยใช Ni-NTA agarose resin เปนตัวจับ

จําเพาะกับโปรตีน hAMCase ที่มี 8xHis tag ที่ดาน C-terminus ของสายโพลีเพปไทด โดยนําเซลลที่

ละลายใน 8 M ยูเรีย มาผานเขาคอลัมนที่มี Ni-NTA agarose (QIAGEN) แบบ gravity flow 

2. ทําการลางโปรตีนอ่ืนๆ ที่ไมใช รีคอมบิแนนท hAMCase ออกไปดวย 10 column volume ของ 

washing buffer I (5 mM imidazole ใน 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl และ 8 M ยู
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เรยี) ตามดวย 5 column volume ของ washing buffer II (20 mM imidazole ใน 20 mM Tris-

HCl pH 8.0, 150 mM NaCl และ   8 M ยูเรีย) 

3. ชะโปรตีน hAMCase ออกจากคอลัมนดวย 10 ml ของ elution buffer (250 mM imidazole ใน 20 

mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl และ 8 M ยูเรีย) 

4. ตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการแยกแถบโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE แลวยอมดวย coomassie blue  

5. นําโปรตีนที่ไดไปแลกเปลี่ยนในบัฟเฟอรที่มีเฉพาะ 2 M ยูเรียใน 20 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 150 

mM NaCl  โดยวิธี dialysis  

6. ทําใหโปรตีนเขมขนข้ึนโดยใช Vivaspin-20 ultrafiltration membrane concentrators (Mr 10 000 

cut-off, Vivascience AG, Hannover, Germany) 

7. หาความเขมขนของโปรตีนบริสุทธิ์ดวยวีธี BCA โดยใชโปรตีน BSA สรางกราฟมาตรฐาน 

2.5. การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนไซมไคติเนสในคน (hAMCase) 

1. เก็บเลือดกระตายจากเสนเลือดดําบริเวณใบหู เพื่อแยกเก็บซีรั่มกอนการฉีดกระตุนสัตวทดลอง(pre-

immune serum) สําหรับใชเปรียบเทียบระดับแอนติบอดีที่ไดหลังการฉีดกระตุนดวยเอนไซม hAMCase 

2. ฉีดกระตุนกระตาย New Zealand White ดวยเอนไซม hAMCase ที่ผลิตโดยระบบแบคทีเรีย ปริมาณ 

250 ไมโครกรมัใน 2 M Urea ปรมิาตร 500 ไมโครลิตร โดยผสมกับ Freund’s Complete adjuvant 

ดวยอัตราสวน 1:1 รวมปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

3. ฉีด hAMCase antigen เขาสูชั้นใตผิวหนังบริเวณหลังคอ ทําการฉีดซ้ําอีก 2 คร้ังทุก 2 อาทิตยโดยใช

ปริมาณของเอนไซมเทากันแตเปลี่ยนเปนผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant ดวยอัตราสวนเทา

เดิม 

4. เก็บเลือดจากใบหูของกระตายทุก 1 อาทิตยหลังการฉีดกระตุนแตละครั้ง 

5. แยกแอนติซีร่ัมโดยการตั้งไวขามคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปนแยกซีรั่มที่ความเร็ว 4,500 rpm เปน

เวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกซีรั่มและเก็บไวที่ -40 องศาเซลเซียสกอนใชงาน 

2.6. การตรวจหาระดับของโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ในซีรั่มกระตายโดยวิธี Western Blot 

1. ผสมเอนไซม hAMCase ที่ใชฉีดสัตวทดลอง หรอืโปรตีนที่ใชเปนตัวควบคุม ผสมกับ non-reducing buffer 

หรือ reducing buffer กอนนําไปตมเปนเวลา 5 นาที 

2. แยกโปรตีนโดย 10% SDS-PAGE และถายโปรตีนที่แยกไดลงบนแผน nitrocellulose membrane โดยวิธี 

semi-dry electroblotting ทําการ block nitrocellulose membrane ดวย 5% skimm milk ใน

สารละลาย PBS  

3. นํา membrane ที่ผานการ block แลวมายอมดวยซีรั่มกระตายที่เจือจางดวย 2% skim milk แลวที่ความ

เขมขนตางๆ เปนเวลา 1 ชั่วโมง เทียบกับ Pre-immune serum  

4. ลางแอนติบอดีที่ไมจับและโปรตีนอื่นในซีรั่มออกดวย 0.1% Tween 20 ในสารละลาย PBS กอนที่จะยอม

ดวยแอนติบอดีลําดับท่ีสอง คือ Horse Radish Peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse 

immunoglobulins antibody เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง  
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5. ลาง membrane 5 ครั้งดวยสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.2 กอนทําการวิเคราะหหา

ปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผน membrane โดยวิธี chemiluminescence 

detection system  

6. เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีนจําเพาะบนแผนฟลมเทียบกับโปรตีนมาตรฐานท่ีทําควบคูไปดวย 

 

2.7. การกระตุนหนู Balb/c เพื่อการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase  

1. ฉีดเอนไซม hAMCase ที่ผลิตไดจากแบคทีเรียปริมาณ 50 ไมโครกรัม ในสารละลายยูเรียความเขมขน 2 M 

เขาสูชองทองหนู Balb/c จํานวน 3 ครั้งทุกๆ 2 อาทิตย  

2. เก็บน้ําเลอืดหนูที่ถูกฉีดกระตุนทางหางทุกๆ 2 อาทิตยโดยเร่ิมเก็บตัวอยางน้ําเลือดหนึ่งอาทิตยหลังการฉีด

กระตุนสัตวทดลองในแตละครั้ง 

3. นําซีร่ัมท่ีเก็บไดแตละครั้งมาตรวจสอบการสรางแอนติบอดีของสัตวทดลองโดยวิธี  indirect ELISA ดัง

อธิบายในหัวขอ 1.4 เทียบกับคาการดูดกลืนแสงท่ีไดจากน้ําเลือดที่เก็บกอนการฉีดกระตุน (pre-immune 

serum)  

4. เมื่อตรวจพบระดับแอนติบอดีในน้ําเลือดหนจูะทําการฉีดกระตุนหนูดวยเอนไซม hAMCase เขาสูชองทองหนู

ในปริมาณเทากัน เปนเวลา 5 วันกอนฆาหนูเพื่อแยกเซลลจากมามเพ่ือเตรียม Hybridoma cell ตอไป 

2.8. การตรวจสอบหาแอนติซีรั่มตอเอนไซม hAMCase ที่ผลิตไดจากหนูโดยวิธี indirect ELISA 

1. เตรียมเอนไซม hAMCase ที่ผลิตจากแบคทีเรีย ความเขมขน 20 ไมโคกรัมตอมิลลิลิตรในcoating 

buffer (0.1 M Carbonate/bicarbonate, pH9.6) และเติมใน ELISA plate ปริมาตร 50 มิลลิลิตรตอ

หลุม ปดฝาและตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง  บล็อคที่วางในหลุมดวยสารละลาย PBS ที่มี 

skim milk อยู 2% w/v เปนเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง  

2. ลาง plate ดวย washing buffer (0.05% Tween20 in PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม หลุม

ละ 3 ครั้ง เติมแอนติซีร่ัมจากหนูที่มีการฉีดกระตุนการสรางแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ปรมิาตร 

50 ไมโครลิตรตอหลุม ปดฝาและตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง plate ดวย washing 

buffer (0.05% Tween20 in PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม หลุมละ 3 คร้ัง 

3. เติม HRP conjugated rabbit anti-mouse Igs ท่ีเจือจางใน blocking buffer ดวยอัตราสวน 

1:5,000 โดยเติม 50 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมงกอน ลางดวย washing buffer 3 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม 
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4. เติม TMB substrate 50 ไมโครลิตรตอหลุมตั้งไวใหเอนไซม horseradish peroxidase ทํางานโดยเก็บ 

ELISA plate ไวในที่มืดจนเกิดสี (ประมาณ 3-5 นาที)  

5. หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 450 นาโนเมตรดวยเครื่อง microplate reader 

2.9. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase โดย Hybridroma technique 

1. นําเซลลจากมามของหนูที่มีการผลิตแอนติบอดีตอเอนไซมไคติเนสในคน (splenocytes) และผสมกับ 

P3X63Ag8.653 mouse myeloma cells  

2. เตรยีมเซลลลูกผสมโดย standard hybridoma technique โดยการใช 50% (v/v) polyethylene glycol 

(PEG) (30) ปนแยกเซลลที่ความเร็ว 400xg เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง  

3. เลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลล IMDM ที่มี 10% fetal calf serum (FCS)  10%BM condimed H1 

(Roche) และยาสําหรับเลอืกเซลลลูกผสม (HAT medium) ใน 96 well plate ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

หลุม 

4. หลังเลี้ยงเซลลเปนเวลา 5 วันใน 5% CO2 incubator เติม HT medium อีก 150 ไมโครลิตรตอหลุม เลี้ยง

เซลลตอใน5% CO2 incubator   

5. เก็บน้ําเลี้ยงเซลลในหลุมท่ีเซลลเจริญเติบโตมาทดสอบหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนไซม hAMCase ในคน

โดยวิธี indirect ELISA  

6. เมื่อตรวจพบเซลลในหลุมที่มีการผลิตแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase เซลลในหลุมดังกลาวจะถูกนําไปทํา

เจือจาง (single cell cloning) อีก 2 ครั้ง เพื่อใหมั่นใจวาไดเซลลลูกผสมที่มาจากโคลนเดียวเทานั้น 

2.10. การทํา Single cell cloning 

1. นําเซลลที่อยูในหลุมที่ตรวจพบวามีการผลิตแอนติบอดีมานับโดย Neubauer chamber ปรับความเขมขน

ของเซลลใหไดเปน 192 เซลลในอาหารเลี้ยงเซลล IMDM (ที่มี 10%FCS และ 10% BM condimed H1) 

ปริมาตร 8 มิลลิลิตร  

2. แบงเซลล 4 มลิลิลิตรเพ่ือทําการเจือจาง (two-fold dilution) จนถึงอัตราสวน 1:4 ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด

เดียวกัน เพ่ือใหไดความเขมขนโดยประมาณของเซลลเปน 4  เซลล 2 เซลล และ 1 เซลลตอ150 ไมโครลิตร 

3. นําเซลลแตละความเขมขนมาเติมลงใน 96 well plate โดย แถว A และ B เติม 4 เซลลตอ 150 ไมโครลิตร 

แถว C และ D เติม 2 เซลลตอ 150 ไมโครลิตร สวนแถว E F G และ H เติม 1 เซลลตอ 150 ไมโครลิตร  

4. เลี้ยงเซลลใน 5% CO2 incubator ครบหนึ่งอาทิตยสังเกตหลุมที่มีการเจริญเติบโตของเซลล เม่ือโคลนมี

ขนาดใหญพอเก็บน้ําเลี้ยงเซลลมาตรวจหาแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA  

2.11. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีและการเตรียมแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยวิธี affinity chromatography 

1. เลี้ยงเซลลลูกผสม (hybridoma cells) ที่ผลิตแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ในอาหารเลี้ยงเซลล IMDM ที่

มี 10% FCS เพื่อเพิ่มจํานวนเซลล  



11 
 

2. นําเซลลที่เลี้ยงไวจํานวน 1x107 เซลล ฉีดเขาสูชองทองของหนูเพื่อใหมีการผลิต ascetic fluid เก็บ ascetic 

fluid จากทองหนู 

3. ทดสอบ activity ของแอนติบอดีที่ไดโดยวิธี indirect ELISA กอนที่จะนําไปเตรียมเปนแอนติบอดีที่บริสุทธิ์ 

4. นําน้ําจากชองทองหนู (Ascitic fluid) ที่มีแอนติบอดีตอเอนไซมไคติเนสในคนมาแยกบริสุทธ์ิโดยวิธี affinity 

chromatography โดยนําน้ําที่ไดจากชองทองหนูมาเจือจางดวยสารละลาย phosphate buffer pH 7.0 

ดวยอัตราสวน 1:2 

5. ปนดวยที่ความเร็ว 14,000 rpm อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 5 นาทีเพื่อตกตะกอนเศษเซลล ดูดเฉพาะสวน

ของเหลวมาผานใน Protein G sepharose column โปรตีนอื่นที่ไมถูกจับกับเม็ด sepharose ใน column 

จะถูกลางออกโดย phosphate buffer  

6. เติม eluting buffer (0.1M citric acid buffer pH 3.0) เพื่อแยกแอนติบอดีที่ถูกจับออกจาก column ทาํ

การปรับ pH ของสารที่แยกไดใหเปน 7.2 โดยการเติม neutralizing buffer (2M Tris-HCl, pH 8.0)  

7. นําแอนติบอดีที่ไดจากการทําใหบริสุทธิ์ไปแลกเปลี่ยนบัฟเฟอรเปน PBS วัดความเขมขนของแอนติบอดีที่ไดโดย

การวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm และ BCA assay กอนเก็บไวที่ -40oC เพ่ือใชใน

การศึกษาตอไป 

2.12. การตรวจดูความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีที่แยกไดโดยวิธี SDS-PAGE 

1. นําแอนติบอดีท่ีแยกไดมาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี SDS-PAGE ทําไดโดยการนําแอนติบอดีที่แยก

ไดมาผสมกับ non-reducing buffer หรือ reducing bufferตมที่อุณหภูมิ 95oC เปนเวลา 5 นาที  

2. ทําการวิเคราะหโดยใช SDS-PAGE ที่มี 12.5% resolving gel   

3. ยอมแผนเจลที่แยกแอนติบอดีที่สนใจดวยสี Coomassie Brilliant blue ลางสีสวนเกินออกโดย 

destaining solution จนพื้นเจลสวนที่ไมมีแถบโปรตีนใสสะอาด เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีนที่

แยกไดกับแถบของโปรตีนมาตรฐานที่แยกควบคูกันในแผนเจลเดียวกัน 

2.13. การตรวจสอบ Isotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี Capture ELISA 

1. เจือจางแอนติบอดีตอ isotype แตละชนิดของหนู ดวยสารละลาย 0.1 M carbonate/bicarbonate, 

pH9.6 สัดสวน 1:1,000 เติมลงใน ELISA plate 50ไมโครลิตรตอหลุม  

2. ปดฝาและตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง  บล็อคที่วางในหลุมดวยสารละลาย PBS ที่มี skim milk 

อยู 2% w/v เปนเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง  

3. ลาง plate ดวย washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม หลุมละ 3 

ครั้ง  

4. เติมน้ําเลี้ยงเซลลที่เก็บจากการเลี้ยง hybrid clone ที่ผลิตแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCaseปริมาตร 50 

ไมโครลิตรตอหลุม ปดฝาและตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง  

5. ลาง plate ดวย washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม หลุมละ 3 

ครั้ง  
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6. เติม HRP conjugated rabbit anti-mouse Igs ที่เจือจางใน blocking buffer ดวยอัตราสวน 1:5,000 

โดยเติม 50 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมงกอน  

7. ลาง plate ดวย washing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม จากนั้นเติม TMB substrate 50 

ไมโครลิตรตอหลุมตั้งไวใหเอนไซม horasdish peroxidase ทํางานโดยเก็บ ELISA plate ไวในที่มืดจนเกิดสี 

(ประมาณ 3-5 นาที)  

8. หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

450 นาโนเมตรดวยเครื่อง microplate reader 

2.14. การวิเคราะหหาโปรตีนท่ีมีโมเลกุลของน้ําตาลเกาะ (glycosylated protein) 

1. เลี้ยงเซลล monocytic cell line THP-1 หรือ U937 ที่ความเขมขน 1x106 cell/ml ในอาหารเลี้ยง

เซลล 10% FCS RPMI-1640 ที่ไมมี หรือมีการเติมยา tunicamycin ที่ความเขมขน 5µg/ml ใน 5% 

CO2 incubator อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

2. เก็บเซลลมาปนลางดวย สารละลาย PBS ที่ความเรว็ 400 xg เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง 3 ครั้ง  

3. นําเซลลที่ใชในการศึกษามาทําการแตกเซลลดวย  lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.2, 100 mM 

NaCl, 2 mM EDTA, 0.02% NaN3) ที่ม ี 1% Triton X-100 เปน detergent และมีสวนผสมของ 

protease inhibitors (phenylmethyl-sulphonylfluoride (PMSF), iodoacetamide, aprotinin) 

โดยทําที่ 4oC เปนเวลา 30 นาที  

4. ทําการแยกเก็บ cell lysates โดยวิธี centrifugation จากนั้นนํา cell lysate ที่เตรียมไดมาผสมรวม

กับ non-reducing buffer หรอื reducing buffer  

5. นําตัวอยางไปตมเปนเวลา 5 นาที กอนแยกโดยวิธี SDS-PAGE จากนั้นถายโปรตีนที่แยกไดลงบนแผน 

nitrocellulose membrane โดยวิธี semi-dry electroblotting  

6. ทําการ block nitrocellulose membrane ดวย 5% skimm milk ใน PBS นํา membrane ที่ผาน

การ block แลวมายอมดวย โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase หรอื control mAbs 

7. ลางแอนติบอดีที่จับแบบไมจําเพาะออกดวยสารละลาย 0.1% Tween 20 ใน PBS กอนที่จะยอมดวย

แอนติบอดีลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated anti-mouse IgG antibody ลาง membrane   

8. ทําการวิเคราะหหาปฏิกิรยิาการจับกันของแอนตบิอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผน membrane โดยวิธี 

chemiluminescence detection system เปรียบเทียบแถบของปฏิกิริยาบนฟลมกับ standard 

molecular weight marker ที่ทําควบคูไปดวย การศึกษานี้จะทําใหทราบวาโมเลกุลที่จําเพาะกับโมโน

โคลนอล แอนติบอดี WK-C5 มีน้ําหนักโมเลกุลเทาไร 
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บทที่  3 

ผลการวิจัยและขอวิจารณ 
3.1. การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนและการโคลนยีนที่ผลิตเอนไซม hAMCase  

จากวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน   จากฐานขอมูล NCBI (GenBank: AF290004.1) พบวา hAMCase มี 

genetic variants ทําใหเกิดรปูได 3 isoforms คือ hAMCase isoforms 1, 2, และ 3 โดยยีนที่สราง isoform 1 มี

ขนาดยาวที่สุดคือประกอบดวย 1,428 เบส  ถอดระหัสใหสายโพลีเพปไทดท่ีมีกรดอะมิโน 476 ตัว มีคา pI เทากับ 5.6 

มีคาประจุสุทธิเปน -6.8 ที่ pH 7.0 และน้ําหนักโมเลกุลเปน 52.3 kDa เมื่อเปรียบเทียบกรดอะมิโนของเอนไซม 

hAMCase ท้ัง 3 isoforms พบวามีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกัน 100% แตกตางกันที่เอนไซม hAMCase isoform 2 

มีขนาดสั้นกวา isoform 1 มาก โดยประกอบดวยกรดอะมิโนเพียง 368 ตวั คิดเปนน้ําหนักโมเลกุล เทากับ 40.1 kDa 

สวน hAMCase isoform 3 ประกอบดวยกรดอะมิโน 315 ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล เทากับ 33.9 kDa (รูปที่ 3.1) ทั้งนี้

คาดวาเอนไซม hAMCase isoforms 2 และ 3 เกิดจาก proteolytic degradation หลังกระบวนการ translation 

ของ hAMCase isoform 1 มากกวาเกิดจากที่เอนไซมถูกถอดระหัสจากคนละยีนกัน 

 
 

รูปที่ 3.1 การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของ huMAcase isoforms 1,2 และ 3  
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ในการศึกษาครั้งนี้เลือกทําการโคลนยีน hAMCase isoform 1 เนื่องจากมีขนาดยีนที่สมบูรณที่สุด ในการเพิ่มจํานวน

ยีนดวยเทคนิค PCR ให PCR product เกิดข้ึนจาก oligonucleotide primers ท่ีจําเพาะตอยีน hAMCase isoform 

1 ผลการวิเคราะหขนาดและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอโดยการทํา agarose gel electrophoresis พบวา แถบดีเอ็นเอ

ของ AMCase มีขนาดประมาณ 1.4 kB ตามที่คํานวณไว (รูปที่ 3.2)  

 

 
 

รูปที่ 3.2 การเพิ่มปริมาณยีน hAMCase โดยเทคนิค PCR  

ดีเอ็นเอตนแบบคือรีคอมบิแนนทพลาสมิด pUC57/hAMCase  ที่สั่งสังเคราะหจาก Genscript ทําการตรวจสอบ 

PCR product ดวยการแยกดีเอ็นเอบน 1% agarose gel โดยเทคนิค agarose gel electrophoresis   

 

ชิ้น PCR product ของยีน hAMCase ขนาด 1.4 kB มีตําแหนงตัดจําเพาะ EcoR V อยูที่ปลายทางดาน 5’ และ 

XhoI อยูที่ปลายทางดาน 3’ สวนพลาสมิด pQE-TriSystem vector ซึ่งมีขนาดประมาณ 5.8 kB จะมีตําแหนงตัด

จําเพาะ EcoRV และ XhoI ดวยเชนกัน ดังนั้นจึงทําการยอยยีน hAMCase และ pQE-TriSystem vector ดวย

เอนไซม EcoRV/XhoI จากนั้นก็ทําการตัดแถบดีเอ็นเอของ hAMCase แลวนํามาทําใหบริสุทธิ์โดยใช PureLink™ 

Quick Gel Extraction Kit หลังจากไดดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์แลว จึงทําการเชื่อม (direct ligation) สายดีเอ็นเอ

ของ hAMCase  และพลาสมิด pQE-TriSystem vector เขาดวยกัน แลวเลือกโคโลนีบนอาหารแข็งสูตร LB ที่มี 100 

μg/ml ampicillin เปนตัวชวยในการคัดเลือกโคลน pQE-TriSystem/hAMCase gene บรรจุอยูโดยเทคนิค colony 

PCR และ double digestion ดังแสดงในรูปที่ 3.3 จากรูปที่ 3.3A แสดงใหเห็นวา โคลนที่ 1-4 ใหผลบวกโดยมีการ

เพ่ิมปริมาณของยีนเม่ือทํา colony PCR โดยขนาดของดีเอ็นเอบนแผน agarose gel มีขนาดเทากับ 1.4 kB ซึ่ง

สอดคลองกับชิ้นสวนของยีน hAMCase isoform 1 เมื่อนําโคลนทั้งสองมาสกัดดีเอ็นเอแลวทําการยอยดวยเอนไซม  

EcoRV และ XhoI ผลการวิเคราะหพบดีเอ็นเอสองขนาดบนแผน agarose gel โดยดีเอ็นเอชิ้นที่หนึ่ง มีขนาด

ประมาณ 5.8 kB ซึ่งนาจะเปนชิ้นสวนของพลาสมิด pQE-TriSystem vector  สวนดีเอ็นเอชิ้นที่สองมขีนาดประมาณ 

1.4 kB แสดงวาโคลนที่เลือกมียีน hAMCase อยู ดังนั้น ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาไดมีการนําดีเอ็นเอของ  

hAMCase เขาสู pQE-TriSystem expression vector ไดเปนผลสําเร็จ 
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รูปที่ 3.3 ผลการตรวจสอบโคลนโดยเทคนิค colony PCR และ double digestion 

รูป 3.3A คอื การตรวจสอบโคลนโดยเทคนิค colony PCR ชองที่ 1: ดีเอ็นเอมาตรฐาน (HyperLadder I DNA 

marker); 2-5: โคโลนีที่ 1-4 ตามลําดับ รูป 3.3B คือ พลาสมิด pQE-TriSystem/hAMCase gene ท่ียอยดวย 

EcoRV/XhoI ชองที่ 1: ดีเอ็นเอมาตรฐาน (HyperLadder I DNA marker); 2: โคลนที่ 1 และ 3: โคลนที่ 2 

 

3.2.การผลิตรีคอมบิแนนท AMCase และการทําบริสุทธิ์ 

เม่ือตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hAMCase ที่ใสเขาไปในพลาสมิด pQE-TriSystem vector ดวยการทาํ 

DNA sequencing พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดมีความถูกตอง สามารถแปลรหัสไปเปนโปรตนี hAMCase ตรงตาม

ฐานขอมูล NCBI  การทดสอบความสามารถในการแสดงออกของยีน AMCase ที่สภาวะตางๆ ทั้งการแปรผันอุณหภูมิ 

บัฟเฟอร และชนิดของเซลลแบคทีเรียที่ใชในการผลิตโปรตีน โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวสูตร LB ที่มี 100 μg/ml 

ampicillin และ 25 μg/ml kanamycin ที่อุณหภูมิ 37 °ซ จนไดคาการดูดกลืนแสงของเซลลที่ 600 nm ประมาณ 

0.6  หลงัจากนั้นกระตุนใหเซลลผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน hAMCase ดวยการเติม 0.5 mM IPTG ที่อุณหภูมิ 18-25 °

ซ เปนเวลา 18 ชั่วโมง พบวา ทุกสภาวะสามารถผลิตโปรตีนไดดี มีโปรตีนถูกผลิตไดในปริมาณมาก แตโปรตีนที่ไดอยู

ในรปูที่ไมละลาย (inclusion bodies) ดังแสดงในรูปที่ 3.4 

 
รูปที่ 3.4 SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของยีน AMCase ที่อยูในพลาสมิด pQE-TriSystem vector (small scale) 

ชองที่ 1: โปรตีนมาตรฐาน; 2: กอนกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 1; 3: หลังกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 1; 4: กอน

กระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 2; 5 หลังกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 2 
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จากผลการวิเคราะหโดย SDS-PAGE แสดงการสรางรีคอมบิแนนทโปรตีน AMCase (รูปที่ 5A-B)  พบวาทุกโคโลนีที่

มีพลาสมิด pQE-TriSystem/hAMCase gene อยู สามารถผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน hAMCase ไดโดยสังเกตุจาก

แถบเขมของโปรตีนบนแผนเจล SDS-PAGE ซึ่งมขีนาดประมาณ 50 กิโลดาลตัน แมวาจะมีการเปลี่ยนเซลลแบคทีเรยี

เจาบาน (expression host) ท่ีใชในการผลิตโปรตีน และทําการแปรผันอุณหภูมิและบัฟเฟอรที่ใชในการแสดงออก

ของยีน ก็ยังพบวา เซลลยังคงสามารถผลิตโปรตีนไดเปนจํานวนมาก แตอยูในรูปที่ไมสามารถละลายได (inclusion 

bodies) 

 
 

รูปที่ 3.5 SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของยีน AMCase-pQE-TriSystem vector  (large scale)  

รูป 3.5A คือ การตรวจสอบบริเวณที่มีการผลิตโปรตีนของยีน AMCase-pQE-TriSystem vector ในเซลล E. coli 

M15 pREP4 ของโคลนที่ 1 และ 2 ชองที่ 1: โปรตีนมาตรฐาน (BenchMark™ protein standard); 2: กอนกระตุน

ดวย IPTG ของโคลนที่ 1; 3: หลังกระตุนดวย IPTG ของโคลนท่ี 1; 4: supernatant ของโคลนที่ 1; 5: cell pellet 

ของโคลนที่ 1; 6: กอนกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 2; 7: หลังกระตุนดวย IPTG ของโคลนท่ี 2;                8: 

supernatant ของโคลนที่ 2 และ 9: cell pellet ของโคลนที่ 2 

รูป 3.5B คือ การตรวจสอบบริเวณที่มีการผลิตโปรตีนของยีน AMCase-pQE-TriSystem vector (เฉพาะโคลนที่ 1) 

ในเซลล E. coli M15 pREP4 (ชองที่ 2-5) ชองที่ 1: โปรตีนมาตรฐาน (BenchMark™ protein standard); 2: กอน

กระตุนดวย IPTG; 3: หลังกระตุนดวย IPTG; 4: supernatant; 5: cell pellet และเซลล E. coli BL21 Origami 

(DE3) (ชองที่ 6-9) ชองที่ 6: กอนกระตุนดวย IPTG; 7: หลังกระตุนดวย IPTG; 8: supernatant และ 9: cell pellet  

 

จากนั้นไดลองเปลี่ยนมาใช pGEX-4T-1 expression vector เนื่องจากภายในพลาสมิดชนิดนี้สามารถผลิตโปรตีน 

glutathione S-transferase (GST) (ขนาดโมเลกุลประมาณ 26 กิโลดาลตัน) ซึ่งอาจชวยในการมวนพับของโปรตีน

แลวทําใหรีคอมบิแนนทโปรตีน AMCase อยูในรูปที่ละลายได ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน pGEX-4T-

1/hAMCase ในเซลลแบคทีเรียถูกแสดงดังรูปที่ 3.6 
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รูปที่ 3.6 SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของยีน AMCase ใน pGEX-4T-1 vector  

รีคอมบิแนนทโปรตีนที่สรางโดยเซลลแบคทีเรีย E. coli M15 pREP4 (รูป 6A) และ E. coli BL21 Rosetta (DE3) 

(รูป 6B) ของโคลนที่ 1 และ 2 ชองที่ 1: โปรตีนมาตรฐาน (Low MW protein standard); 2: กอนกระตุนดวย IPTG 

ของโคลนที่ 1; 3: หลังกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 1; 4: supernatant ของโคลนที่ 1; 5: cell pellet ของโคลนที่ 

1; 6: กอนกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 2; 7: หลังกระตุนดวย IPTG ของโคลนที่ 2; 8: supernatant ของโคลนที่ 2 

และ 9: cell pellet ของโคลนที่ 2 

 

จากผลการสรางรีคอมบิแนนทโปรตีน hAMCase ดังแสดงในรูปที่ 3.6A-B  พบวา ทุกโคโลนีที่มีพลาสมิด pGEX-4T-

1/hAMCase อยู สามารถผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน hAMCase ไดดีเนื่องจากสามารถเห็นแถบเขมของโปรตีนที่

ตองการบนแผนเจล SDS-PAGE ซึ่งมีขนาดประมาณ 76 กิโลดาลตัน ซึ่งเปนผลรวมของ โปรตีน GST (26 กิโลดาลตัน) 

และ AMCase (50 กิโลดาลตัน) แมวาจะเปลี่ยนพลาสมดิ (expression vector) และชนิดของเซลลแบคทีเรยี 

(expression host) ที่ใชในการผลิตโปรตีนแลว แตโปรตีนยังอยูในรูปที่ไมสามารถละลายได (inclusion bodies)

สําหรับขั้นตอนการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ เนื่องจากรีคอมบิแนนทโปรตีน AMCase ไดถูกออกแบบใหมีกรดอะมิโนฮิส

ทดิีนจํานวน 8 ตัว (8xHis tag) ติดอยูทางดาน C-terminus ซึ่งสามารถจับแบบจําเพาะกับไอออนที่มีประจุบวก

อยางเชนโคบอลตหรือนิกเกิล จึงใชหลักการนี้ทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิโดยใช Ni-NTA agarose ดังแสดงในรูปที่ 3.7 

 
รูปที่ 3.7 การทําบริสุทธิ์โดยวิธี Ni-NTA chromatography 

ชองที่ 1: โปรตีนมาตรฐาน (BenchMark™ protein standard) และ 2: โปรตีน AMCase ที่บริสุทธิ์  
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ผลการทดลองแสดงใหเห็นวารีคอมบิแนนทโปรตีน AMCase สามารถทําใหบริสุทธได สามารถเห็นแถบของโปรตีนที่

ตองการ ซึ่งมีขนาดประมาณ 50 กิโลดาลตันบนแผนเจล SDS-PAGE  หลังจากการทําบริสุทธ์ิเอนไซมดวยเทคนิค 

affinity chromatogprahy โดยใช Ni2+ NTA agarose resin เปนตัวจับเอนไซมมีความบริสทธิ์สูงโดยเห็นเปนแถบ

โปรตีนเดี่ยวบนแผนเจลที่ทําการแยกวิเคราะหดวยกระแสไฟฟดวยเทคนิค SDS-PAGE การตรวจหาแคติวิตี้โดยใช 

pNP-GlcNAc2 เปนสับสเตรทพยวาเอนไซม hAMCase บริสุทฺธ์ิที่เตรียมไดจากระบบ E. coli มีแอคติวิตี้นอยมากทั้งนี้

เนื่องจากเอนไซมอาจอยูในโครงรูปที่ไมเหมาะสม ซึ่งในการศึกษาตอไปจะตองเปลี่ยนระบบการแสดงออกในระบบ 

mammalian cell line  อยางไรก็ตามโปรตีนบริสุทธิ์ที่ไดสามารถใชเปน immunogen เพ่ือการผลิตโพลีโคลนอล

และโมโนโคลนอลแอนติบอดี้ตอไปได 

  

3.3. การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase 

ในการฉีดกระตุนสัตวทดลองใหมีการสราแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการนั้น แอนติเจนที่เตรียมมีความ

จําเปนตองเปนแอนติเจนที่บริสุทธิ์ ในงานวิจัยนี้กลุมผูวิจัยไดเตรียมเอนไซม hAMCase ซึ่งไดจากการเตรียมโดยระบบ

ของแบคทีเรียดังที่กลาวไวไนสวนของการเตรียมเอนไซมดังกลาวเปนแอนติเจนสําหรับใชกระตุนสัตวทดลอง เนื่องจาก

เอนไซมที่เตรียมไดอยูในรูป inclusion body คือไมละลายแตอยูในรูปที่เกาะกันเปนตะกอน ผูวิจัยจึงไดละลาย

เอนไซมที่ผลิตไดดังกลาวดวยสารละลาย 8M Urea และเพ่ือปองกันความเปนพิษของยูเรียที่จะมีตอสัตวทดลอง กอน

การฉีดกระตุนสัตวทดลองเอนไซมไดมีการทํา dialysis เพื่อลดความเขมขนของสารละลายยูเรียเปน 2 M ซึ่งเปนความ

เขมขนต่ําสุดที่เอนไซมไมสามารถตกตะกอนกอนนําไปฉีดกระตุนสัตวทดลอง ซึ่งในการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีนี้

ผูวิจัยไดเลือกใชกระตายสายพันธุ New Zealand White เปนสัตวทดลอง โดยความบรสิุทธิ์ของเอนไซม hAMCase 

ที่เตรียมไดมีความบริสุทธิ์มาก ดังแสดงในรูปที่ 3.8 พบวาเอนไซมมีขนาดอยูที่ประมาณ 50 kDa และพบวามีความ

บริสุทธิ์เพียงพอหลังการเปลี่ยนความเขมขนของยูเรยี ในการผลิตแอนติบอดี ไดนําเอนไซมที่เตรียมไดมาทําใหเขมขน

ข้ึนซึ่งการนําเอนไซมดังกลาวมาทําใหเขมขนข้ึนเปนการลดปริมาตรของตัวอยางที่จะใชฉีดสัตวทดลองซึ่งไมควรเกิน 1 

มิลลิลิตร ในที่นี้ผูวิจัยไดฉีดเอนไซมที่เตรียมได 250 µg ตอคร้ังโดยวิธีการฉีดกระตุนไดอธิบายไวในสวนของ

วิธีดําเนินการวิจัย  

หลังฉีดกระตายดวยเอนไซมไคติเนสครบสามครั้ง ทําการเก็บเลือดครั้งสุดทาย และนํามาตรวจวัดการสรางโพลี

โคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซมไคตเินสในคนเทียบกับน้ําเลือดกอนการฉีดกระตุนโดยวิธี indirect ELISA เนื่องจาก

เอนไซมที่ผลิตไดจากระบบของแบคทีเรียนี้มีกรดอะมิโน histidine ติดอยูที่ปลายคารบอกซิลเพื่อความสะดวกสําหรบั

การแยกบริสุทธิ์โปรตีน ดังนั้นเพ่ือปองกันวาแอนติบอดีที่ผลิตไดนั้นจําเพาะตอเอนไซมที่ฉีดใหแกกระตาย และไมจับ

กับสายของกรดอะมิโน Histidine ผูวิจัยจึงไดใชเอนไซม bacterial chitinase-His มาใชเปนเปรียบเทียบดวย ผลการ

วิเคราะหแสดงดังรูปที่ 3.9 ซึ่งพบวากระตายมีการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซมไคตเินสในปริมาณสูงซึ่งเมื่อ

เจือจางแอนติซรีั่มกระตายไปจนถึง 1:25,600 ยังสามารถวัดระดับของแอนติบอดีตอเอนไซมไคตเินสในคนไดสูงเมื่อ

เทียบกับ pre-immune serum และไมจับกับโปรตีน Histidine tag เน่ืองจากไมสามารถตรวจวัดคาการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร แสดงวากระตายมีการตอบสนองตอเอนไซมที่ฉีดกระตุนและผลิตโพลีโคลนอล

แอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ได 
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รูปที่ 3.8 SDS-PAGE แสดงความบริสุทธิ์ของเอนไซม hAMCase กอนใชฉีดสัตวทดลอง 

  วิเคราะหความบริสุทธ์ิของเอนไซม hAMCase หลังเปลี่ยนความเขมขนของสารละลายตัวกลายเปน 2 M 

Urea โดย 10% SDS-PAGE ในสภาวะ reducing  ชองที่ 1 และ 2  เปนเอนไซมไคติเนสในคนปริมาณ 5 µg และ 10 

µg ตามลําดับ หลังการเปลี่ยนความเขมขนของยูเรีย และชองที่ 3 และ 4 เปนเอนไซม hAMCase ปริมาณ 5 µg และ 

10 µg ตามลําดับ หลังการเปลี่ยนความเขมขนของยูเรีย และนํามาทําใหเขมขนขึ้น สวนชองที่หนึ่งเปนโปรตีน

มาตรฐานสําหรับเปรียบเทียบขนาดของเอนไซม 
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รูปที่ 3.9 กราฟแสดงผลของ indirect ELISA เพ่ือหาตรวจสอบแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase 

ซีร่ัมจากเลือดกระตายที่ถูกฉีดกระตุนดวยเอนไซม hAMCase จากการเจาะเก็บครั้งที่ 3 เจือจางดวยสารละลาย PBS 

ที่ความเขมขนตางๆ และวัดระดับการผลิตแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA  
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3.4. ความเขมขนที่เหมาะสมในการใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี 

เนื่องจากโพลีโคลนอลที่ผลิตไดมีความเขมขนสูงมาก ซึ่งสามารถสังเกตไดจากผลของการวัดหาระดับของแอนติบอดีใน

ซีร่ัมโดยวิธี indirect ELISA ในหัวขอ 3.3 คณะผูวิจัยจึงทําการไตเตรทหาความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการใชงาน

จริงโดยวิธี Western blot จากผลการทดลองในรูปที่ 3.10 ไดเจือจางซีรั่มท้ังหมด 3 ความเขมขน คือ ที่ 1:20,000 

1:40,000 และ 1:80,000 พบวาการเจือจางโพลีโคลนอลแอนติบอดีดวยอัตราสวน 1:80,000 เปนความเขมขนที่

เหมาะสมในการยอมติดเอนไซมไคติเนสในคน (hAMCase) ในขณะท่ีการยอมดวย pre-immune serum ที่ความ

เขมขนเดียวกันนั้นไมพบแถบโปรตีนใด ๆ เกิดขึ้น ดังนั้นผูวิจัยจึงเลือกความเขมขนนี้เพ่ือใชในการวิเคราะหหา

ความจําเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดสําหรับวิธี Western blot ตอไป 
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รูปที่ 3.10 Western blot แสดงการไตเตรทความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับใชวิเคราะหความจําเพาะของโพลี

โคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase 

เอนไซม hAMCase (2 µg/lane) ถูกแยกโดย 10% SDS-PAGE ในภาวะ reducing ยายโปรตนีลงบน 

nitrocellulose membrane กอนยอมดวยโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ hAMCase โดย lane 1 2 และ 3 เปนการ

ยอมดวยแอนติซีร่ัมที่เจือจางดวย blocking buffer ดวยอัตราสวน 1:20,000 1:40,000 และ 1:80,000 ตามลําดับ 

สวน lane 4-6 เปนการยอมดวย pre-immune serum ดวยอัตราสวนเชนเดียวกัน lane 1-3 สวน lane 7 เปน 

conjugate control ยอมดวยแอนติบอดีลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody ดวย

อัตราสวน 1:20,000 และกอนทําการวิเคราะหหาปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผน 

membrane โดยวิธี chemiluminescence detection system (n=2) 
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3.5. การทดสอบความจําเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีมีตอเอนไซม hAMCase 

จากหัวขอที่ 3.4 เม่ือทราบความเขมขนที่เหมาะสมของโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase สําหรับใช

วิเคราะหโดยวิธี Western blot ในการตรวจสอบวาแอนติบอดีที่ผลิตไดนั้นมีความจําเพาะตอเอนไซม hAMCase 

หรือไม จึงไดทําการทดสอบโดยนําเอาเอนไซม และโปรตนีเหมือนไคติเนสเอนไซม ซึ่งจัดอยูในกลุมของ family 18 

glycosyl hydrolase (GH-18) คือ เอนไซม bacteria chitinase A โปรตีน YKL-39 และโปรตีน YKL-40 มาแยกดวย 

SDS-PAGE เทียบกับเอนไซม hAMCase ซึ่งโปรตีนทุกชนิดที่นํามาใชในการทดลองนี้เปนโปรตีนที่ไดจากการ

แสดงออกในระบบของแบคทีเรียทั้งสิ้น จากนั้นทํา Western blot โดยการยอมโปรตีนดังกลาวมาขางตนดวยโพลี

โคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ที่ผลิตไดท่ีเจือจางแลวที่ความเขมขน 1:80,000 โดยผลการทดลองแสดงดัง

รูปที่ 3.11  พบวาโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase จับกับเอนไซม hAMCase ในชองที่ 2 เทานั้น ดัง

สังเกตไดจากแถบโปรตีนที่ปรากฏขึ้นโดยมีขนาดประมาณ 50 kDa ซึ่งเปนขนาดของเอนไซม hAMCase และไมมีแถบ

โปรตีนอื่นๆ ปรากฏขึ้น ดังนั้นโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดนี้มีความจําเพาะตอเอนไซม hAMCase เทานั้นและ

สามารถนําไปศกึษาและใชงานได 
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รูปที่ 3.11 SDS-PAGE และ Western blot แสดงความจําเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase 

รูป A แสดงการแยกโปรตีนโดย 10% SDS-PAGE รูป B คือ Western blot แสดงการยอมโปรตีนบนแผน 

nitrocellulose membrane ดวยโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ hAMCase ที่ความเขมขน 1:80,000 ยอมดวย

แอนติบอดีลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody ดวยอัตราสวน 1:20,000  และกอน

ทาํการวิเคราะหหาปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผน membrane โดยวิธี 

chemiluminescence detection system ชองที่ 1 เปนโปรตีนมาตรฐาน ชองที่ 2 คอื hAMCase ชองที่ 3 คือ 

YKL-39 ชองที่ 4 YKL-40 และชองที่ 5 คือ bacterial chitinase A โดยแตละชองมีปริมาณโปรตีน 2 µg  (n=2) 

3.6. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase 

ผูวิจัยไดทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซมไคติเนสของคน โดยการกระตุนหนู Balb/cMlac โดยใช 

recombinant hAMCase ที่สรางโดยระบบของแบคทีเรียเปนแอนติเจน จากแหลงเดียวกันกับการสรางโพลีโคลนอล
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แอนติบอดี นําหนูที่ผลิตแอนติบอดีในซีรั่มแลวมาฆาและแยกเอาเฉพาะ มามซึ่งมีสวนของบีลิมโฟไซตที่ผลิตแอนติบอดี

ตอเอนไซมไคติเนสของคน หลังจากนําเซลลดังกลาวมาผสมและเชื่อมเขากับ myeloma cell ซึ่งเปนเซลลมะเร็งของ

หนูโดยวิธี Hybridroma technique (31) ซึ่งใช polyethylene glycol (PEG) เปนสารที่เชื่อมผิวเซลลทั้งสองชนิด

เพ่ือใหเปนเซลลเดียวกัน นําเซลลลูกผสมที่ไดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มียา Aminopterine ซึ่งเปนสารที่ยับยั้ง

กระบวนการสังเคาะหสารนิวคลีโอไทดแบบ de novo pathway ซึ่งเปนวิถีหลักที่ Myeloma cell ใชในการ

สังเคราะหสารนิวคลีโอไทดเพื่อการเจริญ เนื่องจาก Myeloma cell ไมมีระบบของ salvage pathway ดังนั้นเซลล 

myeloma ที่ไมไดเชื่อมติดกับ spleenocytes จะตาย สวน spleenocyte ที่ไมไดมีการเชื่อมติดกับ myeloma cell 

นั้น ถึงแมจะมีการสังเคราะหนิวคลีโอไทดทั้งแบบ de novo pathway และ salvage pathway แตเนื่องจากเปน

เซลลธรรมดาที่ไมใชเซลลมะเร็งจึงมีอายุไดไมนานและตายไปในที่สุด ดังนั้นเซลลที่จะอยูไดและมีการเจริญเติบโตใน

หลุม คือเซลลที่มีการเชื่อมกันระหวาง spleenocytes และ mouse myeloma เรียกเซลลกลุมนี้วา เซลลลูกผสม 

(hybridoma cells) 

 

หลังจากปลอยใหเซลลมีการเจริญเติบโตพบวาจากการเติมเซลลเร่ิมตนหลังการทํา fusion จํานวนทั้งสิ้น 999 หลุม 

หลังคัดเลือกโดยการเติมยา Aminopterine ในอาหารเลี้ยงเซลล พบวามีจํานวนหลุมที่มีเซลลเจริญเติมโตทั้งสิ้น 209 

หลุม คิดเปน 20.9% ของเซลลเริ่มตนทั้งหมด (% fusion)   และเนื่องจากเซลลที่เจริญเติบโตเปนเซลลท่ีเกิดจากการ

นําเอา spleenocyte ทั้งหมดของหนูมาเตรียมเซลลลูกผสม ดังนั้นอาจมีเซลลที่ผลิตแอนติบอดีชนิดอื่นๆ รวมอยูดวย

ดังน้ันจึงมีความจําเปนในการคัดเลือก hybridoma cells ที่ผลิตแอนตบิอดีตอเอนไซม hAMCase เทานั้นโดยการนํา

น้ําเลี้ยงเซลลแตละหลุมที่มีเซลลเจริญเติบโตอยูมาตรวจวัดหาแอนติบอดี โดยวิธี indirect ELISA เมื่อเก็บน้ําเลี้ยงเซลล

ในหลุมเซลลลูกผสมมาตรวจหาแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเอนไซม hAMCase โดยวิธี indirect ELISA ตามที่ไดอธิบายไว

ในวิธีดําเนินการวิจัย พบวามีเพียง 24 หลุมที่พบมีการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเอนไซม hAMCase ซึ่งคิดเปน 

11.5% ของจํานวนเซลลลูกผสมที่ได นําเซลลแตละหลุมมาแยกเลี้ยงโดยวิธี single cell cloning เพ่ือใหมั่นใจวาเซลล

ลูกผสมที่ไดนั้นมาจาก spleenocytes โคลนเดยีวเทานั้น ซึ่งหลังจากทําการทํา single cell cloning คณะผูวิจัย

สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะไดจํานวน 4 โคลน คือ 4G1-E5 4G1-D9 6E5-C2 และ 6E5-C9 โดย

ทกุโคลนเปนชนิด IgG1 isotype หลังการตรวจวิเคราะหดวย capture ELISA ผลแสดงดังรูปที่ 3.12   
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รูปที่ 3.12 กราฟแสดงผลการตรวจหาชนิด isotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ hAMCase โดยวิธี capture  

ELISA อาหารเลี้ยงเซลลลูกผสมท้ังโคลน 4G1-E5 4G1-D9 6E5-C2 และ 6E5-C9 ที่มีการผลิตแอนติบอดีตอเอนไซม

hAMCase มาทดสอบหา isotype โดยวิธี capture ELISA  

3.7. การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีตอเอนไซม hAMCase ที่ผลิตจาก E. coli 

จากผลการตรวจหาโคลนของแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอเอนไซม hAMCase ในเบื้องตนโดยวิธี indirect ELISA 

นั้นผูวิจัยสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ได จํานวน 4 โคลน แตไมทราบวาแอนติบอดี

ดังกลาวนั้นสามารถจับไดกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ดวยหรือไม โดยเฉพาะโปรตีนในกลุมใกลเคียงกันเชนในกลุมของ family 

18 glycosyl hydrolase วิจัยจึงไดทําหารตรวจสอบเชนเดียวกับกรณีของการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ 

hAMCase โดยวิธี Western blot โดยการนําน้ําเลี้ยงเซลลที่มีโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ถูกปลอยออกมาโดยเซลลแต

ละโคลนมายอมแผนแมมแบรนที่มีโปรตนี YKL-39 Chitinase A และ hAMCase ผลการทดลองในรูปที่ 3.13 พบวา

โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลน คือ 4G1-E5 4G1-D9 6E5-C2 และ 6E5-C9 จับไดเฉพาะเอนไซม hAMCase 

โดยสังเกตไดจากการปรากฏแถบโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 50 kda เกิดขึ้นบนแผนแมมแบรนที่มี hAMCaseในขณะที่

แผนแมมแบรนที่มีโปรตีน YKL-39 และ chitinase A ไมพบแถบโปรตีนใดๆ เกิดข้ึน จากผลการทดลองนี้สามารถสรุป

ไดวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดทั้ง 4 โคลนนี้มีความจําเพาะตอเอนไซม hAMCase เทานั้น และสามารถนํา

แอนติบอดีดงักลาวไปใชงานตอไปได 
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รูปที่ 3.13 Western blot แสดงความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดตอเอนไซม hAMCase 

เอนไซม hAMCase (A) โปรตีน YKL-39 (B) และ เอนไซม Chitinase A (C) ปริมาณ 2µg ถูกนํามาแยกดวย 

10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing ถายโปรตีนบนแผน nitrocellulose membrane และยอมโปรตีนดวยโมโน

โคลนอลแอนติบอดี 4G1-E5 (1) 4G1-D9 (2) 6E5-C2 (3) 6E5-C9 (4) และบัฟเฟอรสําหรับเปน conjugated 

control (5) ยอมดวยแอนติบอดีลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated anti-mouse immunoglobulin antibody 

ดวยอัตราสวน 1:5,000  และกอนทําการวิเคราะหหาปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผน 

membrane โดยวิธี chemiluminescence detection system 

 

3.8. การตรวจหาความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase ที่แสดงออกใน 

mammalian cell 

ในขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase นั้นคณะผูวิจัยไดใช recombinant hAMCase ซึ่ง

ผลิตโดยระบบแบคทีเรยี เนื่องจากงายตอการผลิตแอนติเจนเพื่อใหไดปรมิาณมากพอสําหรับฉีดกระตุนสัตวทดลอง 

โดยขอจํากัดของการใชโปรตีนที่ผลิตโดยแบคทีเรยีเปนสารอิมมูโนเจนคือในระบบแบคทีเรียไมมีขั้นตอน

posttranslational modification ดังนั้นแอนติบอดีที่ผลิตไดอาจไมสามารถจับไดกับเอนไซมที่พบในเซลลคนจริงๆ 

เพ่ือเปนการพิสูจนวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดนั้นสามารถจับไดกับเอนไซม hAMCase ที่พบในเซลลคนจริงๆ 

จากการศึกษาที่ผานมามีรายงานวาพบเอนไซม hAMCase ในเซลล macrophage  คณะผูวิจัยจึงไดนํา monocytic 

cell line 2 ชนิด คือเซลล THP1 และ U937 ซึ่งเปนเซลลที่อยูในกลุมของ macrophage มาใชเปนแหลงของเอนไซม 

hAMCase ผลการทดลองในการศกึษาในเซลล THP-1 แสดงดังรูปที่ 3.14 พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 4 

โคลนสามารถจับไดกับโปรตีนที่มขีนาดประมาณ 50 kDa เชนเดียวกับ hAMCase ที่ไดจากแบคทีเรีย และเปนที่

นาสนใจวาโคลน 6E5-C2 และ 6E5-C9 สามารถจับไดกับโปรตีนที่มขีนาดประมาณ 68 kDa โดยเฉพาะ โคลน 6E5-

C2 มีความเขมของแถบโปรตีนมากกวาท่ีแถบโปรตีนขนาด 50 kDa และเมื่อใชเซลล U937 สําหรับเตรยีม cell 

lysate พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดทีุกโคลนสามารถยอมติดโปรตีนที่ขนาดประมาณ 68 kDa เชนเดียวกับกรณีของ
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เซลล THP-1 ดังแสดงในรปูที่ 3.15  สันนิษฐานวาโปรตีนที่ขนาด 68 kDa อาจจะเปนเอนไซมในรปูที่มีน้ําตาลมาเกาะ

อยู ผูวิจัยจึงไดทําการเลี้ยงเซลลดังกลาวในยาปฏิชีวนะ Tunicamycin ซึ่งเปนยาที่ยับยั้งการเติมน้ําตาลใหแกโปรตีนที่

สรางใหมใน endoplasmic reticulum ดังนั้นโปรตีนทุกชนิดในเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสวนผสมของยานี้

จะไมสามารถเติมน้ําตาลได  
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รูปที่ 3.14 Western blot แสดงความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีที่ผลิตไดตอเอนไซม hAMCase ใน THP-1 

cell 

THP-1 cell lysate ถูกนํามาแยกดวย 10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing และWestern blot ดวยโมโนโคลนอล

แอนติบอดีโคลน 4G1-E5 (1) 4G1-D9 (2) 6E5-C2 (3) 6E5-C9 (4) และบัฟเฟอรสําหรับเปน conjugated control 

(5) ยอมดวยแอนติบอดีลําดับที่สอง คอื HRP-conjugated anti-mouse immunoglobulin antibody ดวย

อัตราสวน 1:5,000 และกอนทําการวิเคราะหหาปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผน 

membrane โดยวิธี chemiluminescence detection system 
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รูปที่ 3.15 Western blot แสดงความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดตอเอนไซม hAMCase จากเซลล 

U937  
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U937 cell lysate ถูกนํามาแยกดวย 10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing และWestern blot ดวยโมโนโคลนอล

แอนติบอดีโคลน 4G1-E5 (1) 4G1-D9 (2) 6E5-C2 (3) 6E5-C9 (4) และบัฟเฟอรสําหรับเปน conjugated control 

(5) ยอมดวยแอนติบอดีลําดับที่สอง คอื HRP-conjugated anti-mouse immunoglobulin antibody ดวย

อัตราสวน 1:5,000 และกอนทําการวิเคราะหหาปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดแีละโปรตีนที่สนใจบนแผน 

membrane โดยวิธี chemiluminescence detection system 

 

โดยในการทดลองแสดงในรูปที่ 3.15 หลังจากที่มกีารเติม Tunicamycin ใหแกเซลลแลวนําเซลลดังกลาวมาเตรียม 

cell lysates สําหรับทํา Western blot กับโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลนพบวาแถบโปรตีนขนาด 68 kDa ที่

เคยปรากฏหลังการยอมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 6E5-C2 และ 6E5-C9 หายไปดังแสดงในรูปที่ 3.16 และ

ในรปูที่ 3.17 ซึ่งโดยเฉพาะโคลน 6E9-C2 ไมสามารถตรวจหาแถบโปรตีนที่มีขนาด 68 kDa และ แถบจางๆ ที่ขนาด 

50 kDa  สันนิษฐานวาโคลน 6E5-C2 จับไดดีในรูปที่มีโมเลกุลของน้ําตาลเกาะอยู จากผลการทดลองที่ได สามารถ

สรปุไดวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลนที่ผลิตไดสามารถจับกับเอนไซม hAMCase ในรูปที่อยูในธรรมชาติได

จริง และสามารถพิสูจนไดวาเอนไซม hAMCase ที่ไดจากเซลล THP-1 และ U937 นั้นอยูในรูปที่มีโมเลกุลของน้ําตาล

เกาะอยู (glycosylated form) ซึ่งเปนการพบครั้งแรกที่ยังไมมีผลงานใดๆ ไดรายงานไวกอน ดังนั้นโมโนโคลนอลแอน

ติบอดที่ผลิตไดนี้จึงมีคุณคาและสามารถนําไปใชศึกษาหนาที่และคุณสมบัติของเอนไซม hAMCase ในเซลลไดจริง 

อยางไรก็ตามผลการทดลองดังกลาวจําเปนตองทําซ้ํา และผูวิจัยจะใชเอนไซม N-glycosidase F ซึ่งเปนเอนไซมที่ตัด

โมเลกุลของน้ําตาลที่เกาะอยูกับโปรตีนแบบ N-glycosylation เพื่อยืนยันวาเอนไซม hAMCase ในรูปธรรมชาติมี

โมเลกุลของน้ําตาลเกาะอยู ซึ่งในสวนนี้จะทําในการศึกษาข้ันตอไป  
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รูปที่ 3.16 Western blot แสดงความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดตอเอนไซม hAMCase จากเซลล 

THP-1 ที่เลี้ยงในสภาวะที่มีการเติม Tunicamycin 

เลี้ยงเซลล THP-1ในภาวะที่มี Tunicamycin 5 µg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมง กอนนาํมาเตรียมเปน cell lysate และ

นํามาแยกดวย 10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing และ Western blot ดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4G1-E5 

(1) 4G1-D9 (2) 6E5-C2 (3) 6E5-C9 (4) และบัฟเฟอรสําหรับเปน conjugated control (5) ยอมดวยแอนติบอดี

ลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated anti-mouse immunoglobulin antibody ดวยอัตราสวน 1:5,000    
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รูปที่ 3.17 Western blot แสดงความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดตอเอนไซม hAMCase จากเซลล 

U937 ที่เลี้ยงในสภาวะที่มีการเตมิ Tunicamycin 

เลี้ยงเซลล U937ในภาวะที่มี Tunicamycin 5 µg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมงกอนนํามาเตรยีมเปน cell lysate และ

นํามาแยกดวย 10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing และWestern blot ดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4G1-E5 

(1) 4G1-D9 (2) 6E5-C2 (3) 6E5-C9 (4) และบัฟเฟอรสําหรับเปน conjugated control (5) ยอมดวยแอนติบอดี

ลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated anti-mouse immunoglobulin antibody ดวยอัตราสวน 1:5,000   

3.9. การทําบริสุทธิ์โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4G1-D9 

หลังจากที่ทราบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดนั้นมีความจําเพาะตอเอนไซม hAMCase ทั้งที่ผลิตจากแบคทีเรีย 

และจาก mammalian เซลล ผูวิจัยไดเลอืกเอาโมโนโคลนนอลโคลน 4G1-D9 มาทําการแยกบริสุทธิ์เพื่อนําจะเอาไวใช

งานในการศึกษาเก่ียวกับบทบาทและหนาที่ของเอนไซม hAMCase ตอไป โดยหลังจากทําการแยกบริสุทธ์ิโดย 

Protein G affinity chromatography ดังอธิบายในวิธีดําเนินการวิจัย โดยหลังการแยกบริสุทธ์ิและวัดระดับปริมาณ

แอนติบอดีที่ไดโดยวิธี BCA assay พบวาจากปริมาณ Ascitic fluid เริ่มตนปริมาตร 300 ไมโครลิตรสามารถแยกโมโน

โคลนอลแอนติบอดีไดปริมาณรวมจาก 2 fraction ทั้งสิ้น 1.043 มิลลิกรัม ซึ่งถือวาไดปรมิาณมากพอสําหรับเก็บไวใช

ศึกษตอ โดยเมื่อนําทั้ง 2 fraction มาตรวจสอบความบรสิุทธ์ิโดยการแยกดวย 10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing 

และ non reducing ดังแสดงในรูปที่ 3.18  พบวาแอนตบิอดีที่แยกไดมีความบริสุทธิ์สุงโดยในภาวะ reducing จะ

ปรากฏแถบโปรตีนของ heavy chain ของ immunoglobulin ที่ขนาดประมาณ 55 kDa และ light chain ของ 

immunoglobulin ที่ขนาดประมาณ 25 kDa ตามลําดับ สวนในภาวะ non reducing พบเฉพาะแถบโปรตีนที่ขนาด

ประมาณ 150 kDa ซึ่งเปนขนาดของ immunoglobulin ทั้งโมเลกุล 
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รูปที่ 3.18 SDS-PAGE แสดงความบรสิุทธิ์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โคลน 4G1-D9  

วิเคราะหความบรสิุทธิ์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 4G1-D9 ปริมาณ 5 µg ตอหลุม หลังการแยกบริสุทธิ์ ดวย 10% 

SDS-PAGE ในภาวะ reducing (1:fraction 1, 2: fraction 2) และภาวะ non reducing (3: fraction 1, 4: 

fraction 2) และทําการยอมสีโปรตีนดวย Coomassie Brilant blue 

 

เม่ือไดแอนติบอดีที่บริสุทธ์ิและ คณะผูวิจัยไดนําแอนติบอดีดังกลาวมาตรวจสอบวา แอนติบอดีดังกลาวยังสามารถจับ

กับเอนไซม hAMCase ไดอยูหรือไมโดยการทํา Western blot และรียบเทียบกับการจับกับโปรตีน YKL-40 โดยจาก

ผลการทดลองในรูปที่ 3.19   พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่แยกบริสุทธิ์แลวสามารถจับไดจําเพาะกับเอนไซม 

hAMCase แตไมจับกับโปรตีน YKL-40 ดังนั้นจากผลการแยกบริสุทธ์ิ  โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนไซม hAMCase 

โคลน 4G1-D9 ผูวิจัยสามารถแยกแอนติบอดีไดบริสุทธ์ิในปริมาณมาก และสามารถนําไปใชติดตามศึกษาหนาที่ของ

เอนไซม hAMCase ในเซลลตอไปในอนาคตได   

1            2              3 1           2           3 
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รูปที่ 3.19 แสดงความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4G1-D9 หลังผานการแยกบริสุทธิ์โดยวิธี affinity 

chromatograph 

โปรตีน YKL-40 (1) เอนไซม hAMCase ใน 2M urea (2) และ เอนไซม hAMCase ในสารละลาย PBS (3) ปริมาณ 2 

µg ถูกนํามาแยกดวย 10%SDS-PAGE ในภาวะ reducing แสดงในรูป A  โปรตีนถูกนําไปไวบนแผน nitrocellulose 

membrane และยอมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 4G1-D9 ยอมดวยแอนติบอดีลําดับที่สอง คือ HRP-conjugated 

anti-mouse immunoglobulin antibody ดวยอัตราสวน 1:5,000   
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บทที่ 4 

บทสรุป 
4.1. สรุปผลการทดลอง 

ในการศึกษาครั้งนี้ผูวิจัยทําการแยกยีน human chitinase (huAMCase) isoform 1 โดยใช human cDNA เปนดี

เอ็นเอตนแบบ ตอมาทําการแยกยีนที่สังเคราะหไดจากเทคนิค PCR ขนาด 1.4 kb เขาสู pQETri system vector 

แลวทําการผลิตเอนไซม hAMCase ในระบบ E. coli M14 PREP ไดสําเร็จ โปรตีนที่ผลิตไดใน E. coli มีขนาด 50 

kDa ซึ่งตรงตามน้ําหนักโมเลกุลที่ทํานายไว เอนไซมที่ผลิตไดอยูในรูป inclusion body ที่ตองละลายดวย 8M Urea 

แลวทําใหอยูในสภาพที่สามารถนําไปศึกษาตอได 

โดยการลดความเขมขนของยูเรียลงเปน 2M หลังจากการทําบริสุทธ์ิเอนไซมดวยเทคนิค affinity chromatography 

โดยใช Ni2+ NTA agarose resin เปนตัวจับ หลังการทําบริสุทธิ์พบวาเอนไซมมีความบรสิทธิ์สูงโดยสังเกตุจากแถบ

โปรตีนเดี่ยวเทานั้นบนแผนเจลที่ทําการแยกวิเคราะหดวยกระแสไฟฟดวยเทคนิค SDS-PAGE การตรวจหาแอคติวิตี้

พบวาเอนไซม hAMCase ที่ผลิตจาก E. coli มีแอคติวิตี้นอยแตมีความเหมาะสมในการนําเตรยีมเปน immunogen 

ในการผลิตแอนติบอดี 

การศึกษาตอมาผูวิจัยไดทําการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนไซม 

hAMCase ในการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีจากกระตายพบวา antisera ที่ไดจากการกระตุนดวย hAMCase มี

ความไวสูงโดยสามารถใหสัญญาณการตรวจวัดที่ระดับความเจือจางถึง 1:25,600 เทา โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียม

ไดมีความจําเพาะตอ hAMCase สูงและไมทําปฏิกิริยา cross-reaction กับโปรตนีอ่ืนที่อยูในกลุม GH-18 glycosyl 

hydrolases เหมือนกันและมีลําดับของกรดอะมิโนใกลเคียงกัน เชน hYKL-39 hYKL-40 และ bacterial chitinase 

A 

ในการวางแผนการศึกษาบทบาทของเอนไซม hAMCase ในผูปวยโรคภูมิแพในอนาคตมีความจําเปนตองใชแอนติบอดี

ที่จําเพาะ ดังนั้นผูวิจัยไดทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีตอเอนไซมที่ผลิตจาก E. coli โดยเทคนิค hybridoma 

โดยทําการสราง hybriodoma library จากโคลนทั้งหมด 999 โคลน ไดทําการคัดกรองหาโมโนโคลนที่มีความจําเพาะ

กับเอนไซม hAMCase ไดในที่สุดทั้งหมด 4 โคลนคือโคลน 4G1-E5 4G1-D9 6E5-C2 และ 6E5-C9 การทดสอบ 

isotyping พบวาโคลนทั้ง 4 เปนชนิด IgG1 isotype เหมือนกัน โมโนโคลนทั้ง 4 มีความจําเพาะสูงโดยทําปฏิกิริยากับ 

hAMCase antigen อยางเดียวแตไมทําปฏิกิริยา cross reactivity กับโปรตีนที่ใกลเคยีงอ่ืน ๆ ไดแก YKL-39 YKL-40 

และ bacterial chitinase นอกจากนี้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 4 โคลนสามารถจับไดกับ endogenous 

hAMCase ที่สรางจาก monocytic cell line 2 ชนิด คือเซลล THP1 และ U937 ได โดยเฉพาะโคลน 6E5-C2 และ 

6E5-C9 ยังสามารถจับไดกับโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 68 kDa ซึ่งเปน glycosylated form ของ hAMCase อีกดวย 

โดยสรุป ผลการทดลองที่ไดรับในการศึกษานี้มีความสําคัญในการที่จะนําไปสูการศึกษาบทบาทหนาที่ของเอนไซม 

hAMCase ตอพยาธิสภาพของโรคภูมิแพหรือการพัฒนาอุปกรณตรวจวัดหาระดับของเอนไซม hAMCase เพ่ือทํานาย

การดําเนินไปของโรคโดยวิธีทาง immunosensor ตอไป 
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