
 

ผลผลการวิจัยการวิจัย  
 

กิจกรรมท่ี 1   การวางแผนปฏิบัติการวิจัย 

1. การสั่งซ้ือวัสดุ อุปกรณ สารเคมี และครุภัณฑสําหรับการวิจัย 
          ผูวิจัยไดเลือก จัดหา และจัดซ้ือน้ํายา สารเคมีสิ้นเปลือง วัสดุ และอุปกรณตางๆ 
สําหรับการวิจัยท้ังหมดแลว 

2. ออกแบบ oligonucleotide primers สําหรับ genes ท่ี encode human thymic 
stromal lymphopoietin (TSLP) protein 

คณะผูวิจัยไดออกแบบ oligonucleotide primers สําหรับ genes ท่ี encode 
human thymic stromal lymphopoietin gene (ตารางท่ี 4.1) จาก gene sequence ท่ี
มีอยูในฐานขอมูล (รูปท่ี 4.1) ซ่ึงผูวิจัยพบวา gene ดังกลาวจะมีขนาดประมาณ 489 bp 
(full length)  

 
ตารางท่ี 4.1  แสดง oligonucleotide primers สําหรับการ amplify human thymic stromal 

lymphopoietin (TSLP) gene ในการศึกษาครั้งนี้ 
 

Primer name Oligonucleotide sequence (5’-3’) 
TSLP-ISF1-HinDIII-F 5’ACAAGCTTATGTTCCCTTTTGCCTTAC3’ 
TSLP-XhoI-R 5’TGCTCGAGCTGTTGTTTCAGTAAAGGTC3’ 
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รูปท่ี 4.1  แสดง nucleotide sequences ของ human thymic stromal lymphopoietin gene 

ท่ีมีรายงานในฐานขอมูล (GenBank accession no. NM 033035) 
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กิจกรรมท่ี 2   ทําการเพาะเล้ียง lung epithelial cell line ทําการสกัด mRNA และเปล่ียนเปน 
cDNA ดวยเทคนิค reverse transcription PCR 
 

1. การเพาะเลี้ยง lung epithelial cell line   
คณะผูวิจัยไดทําการเพาะเลี้ยง human lung epithelial cell line (A549)  

โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล Minimum Essential Medium (MEM) ท่ีเติม 10% Fetal Calf 
Serum (FCS) ในขวดเลี้ยงเซลลพลาสติกขนาด 75 ตารางเซนติเมตร และบมในตูเพาะเลี้ยงท่ีควบคุม

ความชื้น ณ อุณหภูมิ 37°C ภายใตสภาวะ 5% CO2  ทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 48-36 
ชั่วโมง เม่ือเซลลเพ่ิมจํานวนจนเต็มพ้ืนในขวดเพาะเลี้ยงเซลล จะทําการเก็บเซลล (trypsinization) 
เพ่ือเพ่ิมจํานวนในขวดเลี้ยงเซลลใหม จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาออก แลวลางเซลลโดยเติม
ฟอสเฟต บัฟเฟอร ปริมาตร 10 มล. เพ่ือทําการลางอาหารเลี้ยงสวนท่ีเหลือ แลวเติม 0.025% 

Trypsin ปริมาตร 5 มล. ทําการบมเลี้ยงเซลลในตูเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 5 นาที เม่ือสังเกต
ลักษณะของเซลลภายใตกลองจุลลทรรศนชนิดหัวกลับ (รูปท่ี 4.2) จะพบวา human lung 
epithelial cell line ลอยอยูใน suspension จากนั้นนํา cell suspension ใสในหลอดปนเหวี่ยง 
ขนาด 15 มล. ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,500 รอบ/นาที เปนเวลา 15 นาที ซ่ึง lung epithelial cell 
จะตกตะกอนลงสูกนหลอดเทสวนน้ําใสท้ิง จากนั้นลางเซลลเพ่ือกําจัด trypsin ออกดวยฟอสเฟต
บัฟเฟอร (0.01 M PBS, pH 7.4) ทําการปนลางเซลลอีกครั้ง เทน้ําใสสวนบนท้ิงแลวละลายตะกอน
เซลลดวยอาหารเพาะเลี้ยงเซลล จากนั้นแบง cell suspension ใสขวดเพาะเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมจํานวนการ

เพาะเลี้ยงเซลล นําขวดเพาะเลี้ยงไปบมเพาะในตูเพาะเลี้ยงท่ีควบคุมความชื้น ณ อุณหภูมิ 37°C 
ภายใตสภาวะ 5% CO2  (รูปท่ี 4.3) 
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รูปท่ี 4.2   แสดงข้ันตอนการใชกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับในการสังเกตลักษณะของเซลล (A)  
และข้ันตอนการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล (B) 
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รูปท่ี 4.3   แสดงลักษณะของ human lung epithelial cell line (A549)  
  ภายใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 10X (A) และ 40X (B) 
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2. การสกัด total RNA และเตรียม cDNA ดวยเทคนิค reverse transcription PCR 
คณะผูวิจัยไดสกัด Total RNA จาก lung epithelial cell line ท่ีเพาะเล้ียงไว โดยใช 

RNA extraction kit (Flavogen) ตามคําแนะนําในคูมือท่ีมาพรอมกับชุดนํ้ายา โดยดูดอาหารเล้ียงเซลล
เกาออก ลางเซลลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร ทําการเก็บเซลลดังวิธีท่ีไดกลาวมาแลว หลังจากปนลางเซลล
เพื่อกําจัด trypsin ออก เติม lysis solution ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 400 รอบ/
นาที เปนเวลา 1 นาที  นํา cell suspension ใสลงใน purification column ท่ีใสไวในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มล. ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที ยาย purification column  
ใสลงหลอดทดลองหลอดใหม เติม wash solution ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงใน column ปนเหว่ียง
ท่ีความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที เติม DNase solution ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงใน 
column ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 15 นาที จากน้ันเติม DNase Wash Solution ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที ทําการลางอกี 1 ครั้ง แลวยาย 
column ใสลงหลอดทดลองหลอดใหม เติม elution solution ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ปนเหว่ียง 
ท่ีความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที total RNA จะอยูในสวนนํ้าใสในหลอดทดลอง ทําการ
วัดปริมาณความเขมขนของ total RNA ท่ีสกัดไดดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 
280 นาโนเมตร ตรวจสอบคุณภาพของ total RNA ดวยวิธี agarose gel electrophoresis เมื่อพบวา 
total RNA มีคุณภาพดีตามตองการ จึงนําไปเปล่ียนเปน cDNA โดยใชชุดนํ้ายา Revert Aid 

TM
 H 

Minus First Strand cDNA synthesis (Fermentas) ซึ่งประกอบดวยการเตรียม PCR mixture และ 
Thermal cycles ดังตอไปน้ี 

 
Ingredient Volume (µl) 

5X Reaction Buffer  
10 mM dNTP (each) 
Oligo primer  
RiboLock RNase Inhibitor  
Template RNA  
RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase 
DEPC water 

4 
2.0 
1.0 
1.0 

5.0  (3 µg) 
1.0 
6.0 

 

นําสวนประกอบดังกลาวไปบมไวท่ีอุณหภูมิ 42๐C นาน 60 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาโดย
บมท่ีอุณหภูมิ 70๐C นาน 5 นาที นํา cDNA ท่ีเตรียมข้ึนมาตรวจสอบคุณภาพโดยการ amplify 
house keeping gene ซ่ึงในการศึกษานี้ใช β-actin gene ในการทดสอบ พบวาสามารถ amplify 

β-actin gene (ขนาดประมาณ 250 bp) ไดจาก cDNA ท่ีเตรียมข้ึน (รูปท่ี 4.4) ผูวิจัยจงึใช cDNA ท่ี
เตรียมข้ึนในการ amplify thymic stromal lymphopoietin gene ตอไป 

 164 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 รูปท่ี 4.4   PCR product ท่ีไดจากการใช cDNA เปน template และใช primers ท่ีจําเพาะ
สําหรับhuman β-actin-coding sequence ในการ amplify gene เพ่ือตรวจสอบ
คุณภาพของ cDNA ท่ีผลิตข้ึน 

  Lane M, Low range DNA marker 
  Lanes 1, human β-actin amplicon  

- วิเคราะหโดย 1% agarose gel electrophoresis และยอมดวย ethidium 
bromide 

- ตัวเลขดานซายมือแสดงขนาดของ DNA เปนจํานวน base pairs (bp) 
- ลูกศรชี้ β-actin gene amplicon ท่ีขนาด 250 bp 

bp 

150 

300 

400 

500 

200 

100 

700 

β-actin 

M       1 
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กิจกรรมท่ี 3   ทําการเพ่ิมปริมาณ human thymic stromal lymphopoietin gene ดวยวิธี 
PCR ท่ี optimize condition แลว  
 

1. ศึกษา PCR conditions ท่ีเหมาะสมสําหรับการ amplify thymic stromal lymphopoietin 
gene  

ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณ human thymic stromal 
lymphopoietin gene ผูวิจัยไดใช gradient PCR เพ่ือหาอุณหภูมิสําหรับ annealing ท่ีเหมาะสม
ท่ีสุด ข้ันตอนการเพ่ิมปริมาณ DNA ของแตละ gene ประกอบดวยการเตรียม PCR mixture และ 
Thermal cycles ดังตอไปนี้ 

 

A. PCR mixture (25 µl) 
Ingredient Volume 

(µl) 
Final concentration 

Sterile ultra-pure distilled water (UDW) 
10x PCR buffer 
25 mM MgCl2 
2.5 mM dNTP (each) 
Primer F (20 µM) 
Primer R (20 µM) 
cDNA 
DNA polymerase ( 5 units / µl)  

16.8 
 2.5 
 1.5 
 2.0 
 0.5 
 0.5 
 1.0 
 0.2 

- 
1x 
1.5 mM 
0.2 mM 
0.4 µM 
0.4 µM 
- 
1 unit 

 
 

B. Thermal cycles 
First Denaturation  at  94°C for 5 minutes 
30 Cycles of Denaturation,  at  94°C for 30 seconds 

Annealing,     at  50°C - 60°C for 30 seconds 
and Extension      at  72°C for 40 seconds 

Final Extension  at  72°C for 7 minutes 
 
ผลการทดลอง 

       คณะผูวิจัยไดใชอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสําหรับ Annealing ท่ีให PCR amplicons มากท่ีสุด 

จากการทดสอบขางตนคือ 55°C เพ่ือเพ่ิมปริมาณ human TSLP gene ดังแสดงผลในรูปท่ี 4.5 
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รูปท่ี 4.5  PCR product ท่ีไดจากการใช cDNA เปน template และใช primers ท่ีจําเพาะ
สําหรับ human TSLP-coding sequence ในการ amplify gene ใหไดปริมาณ
มากพอ 

   Lane M, GenRulerTM 1 kb DNA ladder 
   Lanes 1, human TSLP amplicon  

   - วิเคราะหโดย 1 % agarose gel electrophoresis และยอมดวย ethidium 
bromide 

   - ตัวเลขดานซายมือแสดงขนาดของ DNA เปนจํานวน base pairs (bp) 
- ลูกศรชี้ TSLP gene amplicon ท่ีขนาด 489 bp  

250 

500 
750 

1,000 

M      1      

TSLP amplicon at 489 bp 

bp 
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กิจกรรมท่ี 4   ทําการ clone amplicon เขาสู cloning vector ตรวจสอบความถูกตองของ 
gene insert ท่ีตัดออกมาจาก cloning vector แลว subclone gene ดังกลาวเขาสู protein 
expression vector ท่ีเหมาะสม 
 

     ไดทําการ clone TSLP amplicon เขาสู cloning vector และนํา recombinant 
vector เขาสู E. coli host เพ่ือเก็บเปน gene stock ดังนี้  

      นํา amplified DNA ท่ีไดจากกิจกรรมท่ี 3 มาเชื่อมตอกับ cloning vector (pGem-T 

easy vector) โดยใชเอนไซม ligase และ incubated ท่ี 4°C เปนเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง นํา 
ligation mixture ไป transformed เขาสู competent E. coli host cells โดยใชวิธ ีheat-shock 
transformation จากนั้นนํา transformed E. coli preparation ไป spread บน selective agar 

plate (LB agar ท่ีเติม amplicilin) และ incubated ท่ี 37°C เปนเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง  
      Screened หา transformed E. coli clones ท่ี carry recombinant plasmid ท่ี

ตองการดวยเทคนิค PCR โดยใช primers ท่ีจําเพาะสําหรับ TSLP gene พบวา transformed  
E. coli ท่ีเลือกมา มี genes เปาหมาย ทุก clones  

      จากนั้นสกัด recombinant plasmid ออกจาก transformed E. coli clone โดยวิธ ี
alkaline lysis และตรวจลําดับ nucleotides ดวยการทํา DNA sequencing ท้ังนี้เพ่ือยืนยันความ
ถูกตองของ PCR amplified-DNA sequence วาเปน sequences ของ gene เปาหมายจริง คือ 
TSLP gene (รูปท่ี 4.6) 

       
กิจกรรมท่ี 5  ทําการ transfect E. coli ดวย expression vector และคัดเลือก 
transformant(s) ท่ีเหมาะสม 
 

นํา recombinant plasmid จาก transformed E. coli clone ท่ีเลือกไดไปตัดดวย
เอนไซม HindIII และ XhoI ซ่ึงเปนเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction endonucleases) ทําการ 
subclone เขาสู pET23b vector (protein expression vector) (รูปท่ี 4.7) จากนั้นนํา 
recombinant plasmids ไปใสใน competent E. coli หลังจากนั้นเลือก E. coli transformants 
ท่ีเหมาะสม นําไปเพาะเลี้ยงแลวทําการ induced ใหสรางโปรตีนเปาหมายตอไป (รูปท่ี 4.8) 
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รูปท่ี 4.6  แสดง Nucleotide and deduced amino acid sequences of TSLP of this study 
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รูปท่ี 4.7   Recombinant plasmid ท่ีสกัดจาก transformed E. coli clone ท่ี carry gene 

coding for TSLP หลังตัดดวย restriction endonucleases วิเคราะหโดย run 
amplified products ใน 1 % agarose gel electrophoresis และ ยอมดวย 
ethidium bromide 

Lane M,  GenRulerTM 1 kb DNA ladder 
Lane 1,  DNA ของ plasmid (band บน) และ TSLP gene insert (band ลาง) 

-  ตัวเลขดานซายมือแสดงขนาดของ DNA เปนจํานวน base pairs (bp) 
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รูปท่ี 4.8   แสดงผลการนํา recombinant plasmid ท่ีคัดเลือกไดวามี TSLP  
เขาสู protein expression host, i.e. BL21DE3 E. coli 
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กิจกรรมท่ี 6  ทําการ express recombinant human thymic stromal lymphopoietin 
protein จาก transformant(s) และทําการ purify โปรตีน (recombinant human thymic 
stromal lymphopoietin protein)  

 

   Induce การผลิต recombinant TSLP protein ใน E. coli host 
       ในการเตรียม  TSLP recombinant protein คณะผูวิจัยไดนํา E. coli clone ซ่ึง carry 

recombinant protein expression vector ซ่ึงมี recombinant gene insert ไป grow ใน 

medium ท่ีเหมาะสมซ่ึงมียาปฎิชีวนะผสมอยูแลว  incubated with shaking ท่ี  37°C จนได  log 
phase ของ  E. coli culture จากนั้นเติม  IPTG ลงไปเพ่ือกระตุน  E. coli cells ใหเกิดการ  express 
โปรตีนท่ีตองการ ทําการเลี้ยง E. coli cells ตอไปอีก 4 ชั่วโมง  จากนั้นเก็บ  E. coli cells โดยการทํา
การปนท่ีความเร็วรอบ 4,000 x g เปนเวลา 20 นาที 
      

  สกัด recombinant TSLP protein ออกจาก whole cell homogenate ของ E. coli 
cells 

       นํา E. coli pellet ท่ีไดไปทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่อง ultrasonic disintegrator ซ่ึงจะ
เรียก preparation ท่ีไดวา E. coli homogenate จากนั้นนํา E. coli homogenate ไปปนท่ี
ความเร็วรอบ 12,000 x g เปนเวลา 20 นาที นําโปรตีนท่ีไดท้ังสองสวนไปตรวจสอบหา 
recombinent protein โดยใชวิธี SDS-PAGE และ Western blot analysis  

   
     การ Purify recombinant protein ออกจาก E. coli homogenate โดยใช affinity 

resin 
    ผูวิจัยทําการ  purify recombinant TSLP  protein โดยใช  affinity resin และสามารถ 

purify recombinant TSLP protein ซ่ึงมีขนาดประมาณ 15 kDa ออกจากโปรตีนอ่ืนๆ  ของ  E. coli 
ได ดังแสดงในรูปท่ี 4.9 จากนั้นคณะผูวิจัยไดทําการ identify โปรตีนนี้ดวยวิธี mass spectrometry 
แลว โดยจะรายงานผลการศึกษาในรายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ 
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รูปท่ี 4.9   SDS-PAGE pattern ของ affinity column purified-recombinant TSLP  

ท่ีเตรียมจาก transformed E. coli  ยอมดวยส ีCBB G250  
  Lane M, Prestained SDS-PAGE Standards Broad Range  
  Lane 1, SDS-PAGE pattern ของ recombinant TSLP (TSLP at ~ 15 kDa) 
  - ตัวเลขดานซายมือคือ Protein molecular weights in kDa 
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กิจกรรมท่ี 7 เก็บกูคลังฟาจจาก stock และเตรียมฟาจสําหรับทํา Bio-panning และทําการ bio-

panning เพ่ือคัดเลือก phage clones ท่ี display HuScFv 

ทําการเก็บกูคลังฟาจจาก stock (จากผลการวิจัยในปท่ีผานมา)  โดยนําคลังฟาจมาทําการเพ่ิม
จํานวนในแบคทีเรียชนิด E. coli ทําการ purify ฟาจเพ่ือใชในข้ันตอนการทํา Bio-panning 

ทํา Bio-panning เพ่ือคัดเลือก phages ท่ี display HuScFv ท่ีจับกับ recombinant 
human thymic stromal lymphopoietin โดยนํา recombinant protein ท่ีเตรียมไดมาตรึงบน
ผิวของหลุมใน ELISA plate แลวนํา human antibody phage library ใสลงใน plate ดังกลาว ซ่ึง 
phages ท่ี display HuScFv จําเพาะตอ human thymic stromal lymphopoietin จะจับกับ 
recombinant human thymic stromal lymphopoietin ในหลุมของ ELISA plate สวน phages 
ท่ีไมจับจะถูกกําจัดออกโดยการลางหลายๆครั้ง จากนั้น elute เอา human thymic stromal 
lymphopoietin bound phages ไปเพ่ิมจํานวนในเชื้อ E. coli สายพันธุพิเศษ  

การตรึงแอนติเจน:  เริ่มจากนํา recombinant human thymic stromal lymphopoietin 
protein (TSLP) ท่ีเตรียมไดมาเจือจางใน coating buffer ใหแอนติเจนมีความเขมขน 1 µg/100 µl 

แลวตรึงบนผิวของหลุมใน ELISA plate โดยเติมสารละลายดังกลาว 100 µl/หลุม แลวเก็บไวท่ี 4°C 
เปนเวลา 12-18 ชั่วโมง แลวลางแอนติเจนท่ีติดกับ solid surface ออกจากหลุมดังกลาวดวย washing 
buffer (PBS-T) จากนั้นทําการ block พ้ืนผิวหลุมท่ีไมมีแอนติเจนตรึงอยูโดยการเติม 200 µl 3% 

BSA แลว incubate ท่ี 37°C นาน 1 ชั่วโมง แลวลางหลุมดวย washing buffer  
Bio-panning:  นํา human antibody phage display library ใสลงในหลุมท่ี coat ไวแลว

กับแอนติเจน จากนั้น incubate ท่ี 37°C เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวลางหลุมดวย washing buffer  
phages ท่ีมีความจําเพาะตอ recombinant human thymic stromal lymphopoietin protein 
จะจับกับ TSLP protein ท่ีถูกตรึงไว สวน phages ท่ีไมมีความจําเพาะตอ TSLP protein จะถูก
กําจัดออกโดยการลางหลายๆ ครั้ง จากนั้นเติม  log phase HB2151 E. coli ลงไปในแตละหลุม  
ตั้ง plate ไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เพ่ือให phages transfect เขา E. coli cells  แลวทํา
การคัดเลือก phage transfected E. coli  โดยนํา HB2151 E. coli ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง 

(agar) ท่ีมียา amplicillin ผสมอยูใน agar โดย incubate ท่ี 37°C เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง 
transfected E. coli ซ่ึงมี huscFv-phages จะสามารถโตบนอาหารดังกลาวได จากนั้น สุมเลือก
โคโลนี (single colony) ของ transfected E. coli เพ่ือตรวจสอบ HuScFv gene และการ
แสดงออกตอไป 

หลังจากการทํา Bio-panning เพ่ือคัดเลือก phage clones ท่ี display human ScFv ท่ีมี
ความเฉพาะตอ TSLP protein จาก human antibody phage display library แลว ไดทําการยาย 
phages เขาสูเซลลเจาบาน HB2151 E. coli ซ่ึง transfected E. coli นี้สามารถเจริญเติบโตไดบน
อาหารท่ีมี amplicillin ผสมอยูได ทําการสุมคัดเลือกโคลน transfected E. coli ท่ีเจริญบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อดังกลาวจํานวน 192 โคลน ไปดําเนินการตรวจสอบ huScFv gene ดวยวิธี PCR พบวา 49 
โคลนมี huScFv gene ดังแสดงตัวอยางในรูปท่ี 4.10 
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รูปท่ี 4.10   แสดงตัวอยางผลการเพ่ิมจํานวน huscfv ใน recombinant phagemids  
ท่ีคัดเลือก โคลน no. 2, 4, 5, 7, 8, 11, 13-15 แสดง transfected E. coli  
ท่ีมี huscfv gene อยู (ขนาด 1,000 bp) 
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กิจกรรมท่ี 8 ทําการกระตุนการสราง HuScFv จากเซลลแบคทีเรียซ่ึงถูก transfect ดวย individual 

phage clone 

การเตรียม Lysates จาก huscfv-phagemid transformed-HB2151 E. coli  

1. ทําการ picked single colony ของ huscfv-phagemid transformed-HB2151 E. coli  

บน replica plate แตละ colony ใสลงใน LB-AG broth ปริมาตร 1 ml แลวนําไปเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 

37ºC พรอมเขยาท่ีความเร็ว 250 rpm เปนระยะเวลา 16 ชั่วโมง  

2. เติม overnight culture จากขอ (1) ปริมาตร 100 µl ลงใน LB-A broth ปริมาตร 10 ml  

และนําไปเพาะเลี้ยงแบบเดิมเปนระยะเวลา 2 ชั่วโมง 

3. เติม 1 mM IPTG ปริมาตร 10 µl ลงใน bacterial culture แตละหลอด แลวเลี้ยงเชื้อ

แบบเดิม เปนระยะเวลา 3 ชั่วโมง 

4. ปนเก็บ bacterial cells ท่ี 3,500 x g ท่ีอุณหภูมิ 25ºC เปนเวลา 20 นาที 

5. ทําการ resuspended bacterial cells ใน PBS 

6. นํา E. coli suspension ไปทําใหแตกดวยวิธี sonication แลวนํา homogenate ท่ีไดไป

ปนท่ีความเร็ว 12,000 x g ท่ีอุณหภูมิ 4ºC เปนเวลา 10 นาที ดูดน้ําใสสวนบนจากแตละหลอดเก็บไว

เปน E. coli whole cell lysates 
 

การวิเคราะหหา HuScFv ใน E. coli whole cell lysates ดวยวิธี Western blot analysis  

1. แยกโปรตีนใน lysates ของ  E. coli  แตละ preparations ดวย 12% SDS-PAGE ยาย

แถบโปรตีนจาก SDS-PAGE gel ไปไวบน nitrocellulose membrane (NC) แลว blocked 

unoccupied sites บน NC ดวย 3% BSA จากนั้นลางเอา excess BSA ออก 

2. Incubated โปรตีนบน NC กับ 1:3,000 diluted mouse anti-E-tag monoclonal 

antibody (primary antibody ตอ E-tagged-HuScFv) ท่ีอุณหภูมิ 25ºC เปนระยะเวลา 1 ชั่วโมง 

3. หลังจากนั้นลาง excess mouse anti-E-tag monoclonal antibody บน NC ออกดวย 

0.05% Tween-20 ใน PBS, pH 7.4 (PBST) แลว incubated NC ใน 1:3,000 diluted goat anti-

mouse immunoglobulins ท่ีถูกติดฉลากดวย alkaline phosphatase (AP) ท่ีอุณหภูมิ 25ºC เปน

ระยะเวลา 1 ชั่วโมง 

4. ลาง excess goat anti-mouse immunoglobulins-AP บน NC ออกดวย PBST จากนั้น 

incubated NC ใน 0.15 M Tris pH 9.6 เปนระยะเวลา 15 นาที 

5. ใส substrate ของ AP คือ freshly prepared working solution ของ commercial 

BCIP/NBT (KPL, USA) ลงใน tray ท่ีมี NC แลวเก็บ tray ไวในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 25ºC เปนเวลา  

5 นาที  

6. หยุดปฏิกิริยาของ AP และ substrate โดยการลาง NC หลายๆ ครั้งดวยน้ํากลั่น 
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7. อานผลโดยสังเกตวามีแถบสีปรากฏตรงบริเวณ ~25-35 kDa หรือไม โดยแถบสีท่ีปรากฏ

อาจเปน single band, doublet หรือ multiple bands ก็ได ซ่ึงเม่ือมีแถบสีปรากฏก็แสดงวา 

transformed E. coli ท่ี carry huscfv clone นั้นๆ สามารถผลิต HuScFv ได 
 

ผลการตรวจหา huscfv-phagemid transformed-HB2151 E. coli ท่ีสามารถผลิต HuScFv  
ได 

คณะผูวิจัยไดทําการวิเคราะหความสามารถของ selected HB2151 E. coli clones ในการ
ผลิตโมเลกุล HuScFv พบวา จาก HB2151 E. coli จํานวน 49 clones ท่ีนํามาวิเคราะหการสราง
โมเลกุล HuScFv พบวามีท้ังหมด 20 โคลนสามารถสราง HuScFv ได คือ clone no. 5, 9, 10, 22, 
24, 25, 34, 35, 37, 41, 44, 70, 75, 76, 79, 82, 88, 90, 94 และ 96 ซ่ึง HuScFv ท่ีผลิตข้ึนมี
ขนาดประมาณ Mr 25-30 kDa หลังจากการวิเคราะหความสามารถของ selected HB2151 E. coli 
clones ในการผลิตโมเลกุล HuScFv คณะผูวิจัยไดเปลี่ยนชื่อโคลนใหมเปน โคลนท่ี 1-20 ตามลําดับ 
เพ่ือใหงายตอการเรียกชื่อโคลนในข้ันตอนตอไป 

รูปท่ี 4.11 แสดงตัวอยาง HuScFv ท่ีผลิตจาก selected HB2151 E. coli clones ซ่ึงมีขนาด
ประมาณ Mr 25-30 kDa 
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รูปท่ี 4.11 แสดงตัวอยาง Western blot analysis ของ HuScFv จาก HB2151 E. coli clones 

              Lane M, Prestained protein marker 

              Lane N, Negative control (whole cell homogenates ของ HB2151 E. coli  

ท่ีไมมี HuScFv plasmid) 

              Whole cell homogenates (lysates) ของ HB2151 E. coli clones no. 75, 79, 88, 

90, 94 และ 96 สามารถผลิต HuScFv ได โดยมีขนาดประมาณ 25-30 kDa และ 

Whole cell homogenates ของ HB2151 E. coli clones no. 62, 72, 85 และ 92 

ไมสามารถผลิต HuScFv ได 
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กิจกรรมท่ี 9 ทําการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีท่ีผลิตไดกับ human thymic stromal 

lymphopoietin โดยเทคนิคทาง immunological assay 
การผลิต HuScFv จาก HB2151 E. coli clones ท่ีสามารถผลิต HuScFv ไดในระดับ small 

scale production  
นํา selected HB2151 E. coli clones แตละโคลนไป inoculated ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

แบคทีเรียชนิด LB broth ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะ (ampicillin, 100 µg/ml) แลวนําไป incubated 
ท่ีอุณหภูมิ 37ºC พรอมเขยา ท่ี 250 rpm จนได log phase cultures (OD600nm ประมาณ 0.4-0.5) 
จากนั้นเติม IPTG แลว incubated พรอมเขยาตออีก 3 ชั่วโมงเพ่ือกระตุนเหนี่ยวนําให E. coli 
สังเคราะหโปรตีนเปาหมาย (HuScFv) จากนั้นทําการปนเพ่ือเก็บเชื้อจากสวนตะกอน นําไป 
sonicate แลวปนเอา supernatants  หรือ E. coli lysates (crude HuScFv) เก็บไวใชในข้ันตอน
ตอไป 

 

การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีท่ีผลิตไดกับ human thymic stromal lymphopoietin  
โดยเทคนิค ELISA 

คณะผูวิจัยนํา crude HuScFv ท่ีเตรียมจาก transformed E. coli clones จํานวน 20 
clones ท่ีคัดเลือกไดมาจากการทํา phage biopanning โดยใช human thymic stromal 
lymphopoietin เปนแอนติเจน และใหผลบวกในการตรวจสอบการผลิตแอนติบอดีสายเด่ียวของ
มนุษย (HuScFv) จากกิจกรรมท่ี 2 ไปทดสอบการจับของ HuScFv ดังกลาว ตอ human thymic 
stromal lymphopoietin protein ดวยวิธี indirect ELISA พบวามี crude HuScFv ใน lysates 
ของ transformed E. coli จํานวน 10 clones คือ clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12  
และ 16 ใหผลบวกใน indirect ELISA คือใหคา OD405nm ตอโปรตีน human thymic stromal 
lymphopoietin สูงกวาคาท่ีไดจาก BSA background control อยางนอย 2 เทา ดังแสดงใน 
รูปท่ี 4.12 
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รูปท่ี 4.12  แสดงคา OD405nmของ ELISA ของ HuScFv ใน lysates ของ E. coli  20 clones ตอ 
TSLP-(test antigen) coated wells เปรียบเทียบกับ BSA-(antigen control) 
coated wells พบวามี 10 clones ใหผลบวกในการทดสอบ คือ clones no. 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 11, 12 และ 16 
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ศึกษา Restriction fragment length polymporphism (RFLP) ของ DNA sequences 
ท่ีเปนรหัสของแอนติบอดีของมนุษย (huscfv) เพ่ือดูความหลากหลายของแอนติบอดี 

เพ่ือตรวจสอบ sequence diversity ของ TSLP-huscfv คณะผูวิจัยไดนํา huscfv 
amplicons ท่ีไดทําการ amplify จาก E. coli clones ท้ัง 10 clones ไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
MvaI แลวนําไปวิเคราะหโดยการแยกชิ้นดีเอ็นเอท่ีไดดวย polyacrylamide gel electrophoresis 
เพ่ือดู RFLP patterns ของ huscfv amplicons จากแตละ transformed E. coli clones ซ่ึงหาก 
RFLP patterns ของ huscfv amplicons จากแตละ transformed E. coli clones ท่ีไดจากการทํา 
bio-panning ดวยแอนติเจนเดียวกัน มีจํานวน RFLP patterns ยิ่งมากก็จะยิ่งแสดงวา HuScFv จาก 
transformed E. coli ท่ีทดสอบมีความหลากหลายสูง และนาจะจับกับ epitopes บน TSLP  
ท่ีตางกันหรืออยางนอยก็มี affinity ตอ epitope ตางกัน 

จากการทํา MvaI-RFLP ของ TSLP-huscfv จากแตละ transformed E. coli clone จํานวน 
10 clones พบวาใหรูปแบบ RFLP ท่ีแตกตางกันท้ังหมด 3 patterns คือ patterns 1 ไดแก clones 
no. 2, 4, 6, 8, 11, 12 และ 16 patterns 2 ไดแก clone no. 3 และ patterns 3 ไดแก clones 
no. 5 และ 7 แสดงวา TSLP-huscfv จากแตละ transformed E. coli clone ท่ีไดมีความ
หลากหลาย  

ตัวอยาง RFLP patterns แสดงในรูปท่ี 4.13 
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รูปท่ี 4.13 แสดง Restriction fragment length polymorphism (RFLP) ของ huscfv 
sequences ท่ีไดจาก การทํา bio-panning โดยใช TSLP เปน panning antigen 
จํานวนท้ังหมด 3 patterns ดังนี้ patterns 1: clones no. 2, 4, 6, 8, 11, 12 
และ 16 ตามลําดับ patterns 2: clone no. 3 และ patterns 3: clones no. 5 
และ 7 ตามลําดับ 
Lane M, Low range DNA ladder 
Lanes 1-10, Clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12 และ 16 ตามลําดับ 

ตัวเลขดานซายมือคือ 24DNA sizes in bp 
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กิจกรรมท่ี 10 ทําการ purify แอนติบอดีใหไดปริมาณตามท่ีตองการดวยเทคนิคท่ีเหมาะสม เชนใช 
affinity resin, gel filtration, ion exchange  

นํา selected HB2151 E. coli clones แตละโคลนไป inoculated ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียชนิด LB broth ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะ (ampicillin, 100 µg/ml) แลวนําไป incubated 
ท่ีอุณหภูมิ 37ºC พรอมเขยา ท่ี 250 rpm จนได log phase cultures (OD600nm ประมาณ 0.4-0.5) 
จากนั้นเติม IPTG แลว incubated พรอมเขยาตออีก 3 ชั่วโมงเพ่ือกระตุนเหนี่ยวนําให E. coli 
สังเคราะหโปรตีนเปาหมาย (HuScFv) จากนั้นทําการปนเพ่ือเก็บตะกอน นํา bacterial cells pellet 
ไป sonicate แลวปนเอา supernatants  จากนั้นทําการ purify แอนติบอดีโดยใช Ni-NTA affinity 
column นํา purify HuScFv แตละโคลนไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการทํางานของ 
human thymic stromal lymphopoietin ในข้ันตอนตอไป 

คณะผูวิจัยพบวาสามารถ purify HuScFv จาก selected HB2151 E. coli clones ท้ัง  
10 โคลน คือ  clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12 และ 16 โดย HuScFv ท่ีผลิตข้ึนมีขนาด
ประมาณ Mr 25-30 kDa 

 
กิจกรรมท่ี 11 ทดสอบประสิทธิภาพของ therapeutic fully human monoclonal antibodies ท่ี

ผลิตข้ึนในการยับยั้งการทํางานของ human thymic stromal lymphopoietin ใน 
cell culture  

การทดสอบกิจกรรมชีวภาพของ human thymic stromal lymphopoietin ใน cell culture 
คณะผูวิจัยไดทําการทดสอบกิจกรรมชีวภาพของ human thymic stromal 

lymphopoietin ท่ีผลิตข้ึนใน cell culture โดยคณะผูวิจัยไดทําการแยก Myeloid dendritic cell 
จากเลือดของคนปรกติ โดยมีวิธีการเตรียมดังนี้ เก็บเลือดจากคนปรกติมาทําการแยก peripheral 
blood mononucleated cell (PBMC) ดวย Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) จากนั้นนํา 
PBMC มาแยก Myeloid dendritic cell โดยใช Human Myeloid DC Enrichment kit 
(STEMCELL Technologies) หลังจากนั้นทําการตรวจสอบ purity ของเซลลโดยใช Flow 
cytometry โดยตรวจดู surface marker บนผิวเซลลท่ีสําคัญคือ CD11c+ 

จากการเตรียม Myeloid Dendritic cell ดวยวิธีขางตน และตรวจสอบ purity ของเซลล
โดยใช Flow cytometry พบวาสามารถเตรียม Myeloid dendritic cell ซ่ึงมี CD11c บนผิวได
บริสุทธิ์ถึง 90.3% ดังแสดงในรูปท่ี 4.14 

คณะผูวิจัยนํา Myeloid dendritic cell ท่ีเตรียมไวมาแบงเซลลลงใน 96 well plate โดยแต
ละหลุมจะมีจํานวนเซลล 5 x 104 เซลล ใน Yssel’s medium 200 µl ท่ีมี TSLP 15 ng/ml ทําการ
เลี้ยงเซลลท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาวะท่ีมี 5% CO2 เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทําการตรวจสอบ 
surface marker บนผิวเซลลท่ีจะแสดงออกหลังจากเซลลถูกกระตุนดวย TSLP คือ OX40L 
เปรียบเทียบกับเซลลท่ีไมถูกกระตุนซ่ึงจะไมแสดง OX40L บนผิว 

รูปท่ี 4.15 แสดง Mean fluorescence intensity ของ OX40L ท่ีแสดงออกบนผิวของเซลล
ท่ีถูกกระตุนดวย TSLP เปรียบเทียบกับเซลลท่ีไมถูกกระตุน พบวา Mean fluorescence intensity 
ของ OX40L ในกลุมท่ีถูกกระตุนมีคาสูงกวา กลุมควบคุมท่ีไมถูกกระตุน แสดงวา human thymic 
stromal lymphopoietin ท่ีผลิตข้ึนมี biological activity  คณะผูวิจัยจะใชการทดสอบแบบ
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เดียวกันนี้ในการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการทํางานของ human thymic stromal 
lymphopoietin ดวย anti-TSLP ท้ัง 10 โคลนตอไป 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.14 แสดงปริมาณเซลลท่ีมี CD11c+ (เสนสีน้ําเงิน) เม่ือเปรียบเทียบกับ isotype control (เสนสีแดง) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 4.15   แสดง Mean fluorescence intensity ของ OX40L ท่ีแสดงออกบนผิวของเซลลท่ีถูก 

กระตุนดวย TSLP เปรียบเทียบกับเซลลท่ีไมถูกกระตุน 
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การทดสอบประสิทธิภาพของ therapeutic fully human monoclonal antibodies ท่ีผลิตข้ึนในการ
ยับยั้งการทํางานของ human thymic stromal lymphopoietin ใน cell culture 
 คณะผูวิจัยไดทําการทดสอบประสิทธิภาพของ human monoclonal antibodies ท่ีผลิต
ข้ึนท้ัง 10 โคลนคือ clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12 และ 16 ในการยับยั้งหนาท่ีของ TSLP 
โดยการผสม antibodies (20 µg/ml) แตละโคลนกับ TSLP กอน จากนั้นนําไปใสใน well ท่ีมี 
Myeloid dendritic cell อยู ทําการเลี้ยงเซลลท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาวะท่ีมี 5% CO2 เปนเวลา  
24 ชั่วโมง จากนั้นทําการตรวจสอบ OX40L บนผิวเซลลท่ีจะแสดงออกหลังจากเซลลถูกกระตุนดวย 
TSLP เปรียบเทียบกับเซลลท่ีไมถูกกระตุน 
 รูปท่ี 4.16 แสดงประสิทธิภาพของ human monoclonal antibodies แตละโคลนในการ
ยับยั้งหนาท่ีของ TSLP จะเห็นไดวา human monoclonal antibodies โคลนท่ี 5 และ 7 แสดง 
Percent inhibition สูงท่ีสุดคือ 89 และ 80% ตามลําดับ เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมี 
monoclonal antibodies และโคลนท่ี 2, 3, 4, 6, 8, 11, 12 และ 16 แสดง Percent inhibition 
เพียง 10-35% เทานั้น จากขอมูลดังกลาวแสดงวา human monoclonal antibodies โคลนท่ี  
5 และ 7 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการทํางานของ TSLP  
 
กิจกรรมท่ี 12 เขียนรายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ 
                  ผูวิจัยไดวิเคราะหผลและจัดทํารายงานฉบับสมบูรณแลว  
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รูปท่ี 4.16 แสดงประสิทธิภาพของ human monoclonal antibodies clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 11, 12 และ 16 ในการยับยั้งหนาท่ีของ TSLP เปรียบเทียบกับกลุม control 
(Medium alone) 
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