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บทคดัย่อ 
 

การระบาดของไวรสั Influenza (H5N1) ในสตัวปี์ก และรายงานการตดิเชือ้สายพนัธุน์ี้
จากสตัวปี์กไปสู่คนในช่วงระหว่างปี ค.ศ. 2004-2005 ก่อใหเ้กดิความกงัวลไปทัว่โลกว่าไวรสั
สายพนัธุน์ี้อาจเกดิกลายพนัธุ์และสามารถแพร่เชือ้ระหว่างมนุษย ์อาจท าใหเ้กดิเกดิการระบาด
ไปทัว่โลก (pandemic) การใชว้คัซนีเพื่อป้องกนัการตดิเชือ้กรณีมกีารระบาดเกดิขึน้ เป็นวธิกีาร
หลกัซึ่งจะช่วยลดความสูญเสยีต่อชวีติและทรพัยส์นิของประชากรโลกได้ การผลติวคัซนีเพื่อ
ป้องกนัการตดิเชือ้ไวรสัในปจัจุบนัเป็นการผลติไวรสั ซึง่ต้องมกีารป้องกนัการแพร่ของเชือ้ไปยงั
สิง่แวดล้อมขณะด าเนินการผลติ ซึ่งระบบป้องกนันัน้มตี้นทุนสูง โดยเฉพาะในการขยายขนาด
การผลติในระดบัอุตสาหกรรม  

การผลิตวคัซีนในรูปแบบการใช้เฉพาะโปรตีนองค์ประกอบของไวรสัส่วนที่สามารถ
กระตุ้นภูมคิุม้กนัไดด้ ี เช่น Hemagglutinin เป็นอกีทางเลอืกหนึ่งในการผลติวคัซนีทีไ่ม่ต้องมี
ระบบควบคุมความปลอดภัยของไวรัสขณะด าเนินการผลิต โครงการนี้ ได้ท าการผลิต 
Recombinant hemagglutinin protein จาก Baculovirus Expression Insect Cell System ซึง่
ท าโดยการท าพันธุวิศ กรรมแบคคิวโลไวรสั ซึ่งเป็นไวรสัที่มีความปลอดภยัต่อมนุษย์และ
สิง่แวดลอ้ม ใหม้ยีนี hemagglutinin ของไวรสัอนิฟลูเอนซา (H5N1) ใหแ้ทรกเป็นส่วนหนึ่งของ
พันธุกรรมและเมื่อน าแบคคิวโลไวรสันี้ไปติดเชื้อเข้าสู่เซลล์แมลง เซลลแมลงมีการสร้าง 
recombinant hemagglutinin protein ซึง่สามารถตรวจสอบไดโ้ดยวธิ ีWestern blot analysis 
โดยใช ้monoclonal antibody ทีม่คีวามจ าเพาะกบัโปรตนี hemagglutinin ของไวรสั Influenza 
(H5N1) โดยโปรตนีที่ผลติมคีุณสมบตัเิช่นเดยีวกบัโปรตนี heamgglutinin ของไวรสัอนิฟลูเอน
ซา คือ สามารถตกตะกอนเม็ดเลือดแดง (hemagglutination) เมื่อตรวจสอบด้วย 
Heamagglutination Assay (HA assay) นอกจากนี้ยงัได้ท าการสกดัโปรตนี Recombinant 
hemagglutinin protein ใหบ้รสิุทธิโ์ดยใช ้Chromatography 3 ขัน้ตอน ไดแ้ก่ Anion exchange 
chromatography (QXL/QFF) ต่อด้วย Cation Exchange chromatography (SPFF) และ 
Hydroxyapatite Chromatography (CHT) เพื่อใหพ้รอ้มน าไปทดสอบการเป็นวคัซนีต่อไป 
 
ค าส าคญั:  ไวรสัอนิฟลูเอนซา(H5N1)/ Baculovirus expression system/ Hemagglutinin 
protein 
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Abstract 
 

Spreading of avian influenza virus (H5N1) and reports on human infection during 
2004-2005 caused worldwide concern on influenza pandemic. Vaccine is a main 
method to prevent loses from this disease. To produce this vaccine, viruses must be 
produced in large amount to be used as antigen to trigger immune system. The viruses 
are however infectious, therefore virus containment at high biosafety level is required. 
This certainly affects cost for construction of vaccine factory. 

An alternative method is to use recombinant influenza virus protein as antigen. 
Viral proteins that stimulate immune response such as hemagglutinin could be used. In 
this study, hemagglutinin protein was produced by Baculovirus Expression Insect Cell 
System. Baculovirus, which is safe to human and environment, was genetically 
engineered to have hemagglutin gene inserted into its genome. The genetically 
engineered baculoviruses were then infected into their natural insect cell hosts. The 
recombinant hemagglutinin protein was produced in infected insect cells as shown by 
Western blot analysis using a specic monoclonal antibody against HA protein of 
influenza virus (H5N1). The recombinant hemagglutinin protein was found to be active 
in Heamagglutination Assay (HA) as its native hemagglutin protein from influenza virus. 
Furthermore, the recombiant hemagglutinin protein from infected insect cells can be 
purified by using 3 steps chromatography; Anion exchange chromatography (QXL/QFF), 
Cation Exchange chromatography (SPFF) and Hydroxyapatite Chromatography (CHT). 
The purified recombinant hemagglutinin is now ready to be further tested for vaccine.  

 
Keywords: Influenza virus (H5N1)/ Baculovirus expression system/ Hemagglutinin 
protein 
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ng  = Nanogram 
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บทน า 
 

1.2 ความส าคญัและท่ีมาของการวิจยั 
การระบาดของไวรสั Influenza (H5N1) ในสตัว์ปีก และรายงานการตดิเชือ้สายพนัธุ์นี้จากสตัว์

ปีกไปสู่คนในช่วงระหว่างปี ค.ศ. 2004-2005 ก่อใหเ้กดิความกงัวลไปทัว่โลกว่าไวรสัสายพนัธุ์นี้อาจ
เกดิกลายพนัธุ์และสามารถแพร่เชือ้ระหว่างมนุษย ์และเกดิการระบาดไปทัว่โลก (pandemic) การใช้
วคัซนีเพือ่ป้องกนัการตดิเชือ้กรณีมกีารระบาดเกดิขึน้ ถอืเป็นวธิกีารหลกัซึง่จะชว่ยลดความสญูเสยีต่อ
ชวีติและทรพัยส์นิของประชาการโลกได ้

องค์การอนามยัโลก (WHO) ได้พยายามสนับสนุนและส่งเสรมิใหท้ัง้ภาครฐัและเอกชนใน
ประเทศต่างๆเพิม่ศกัยภาพในการผลิตวคัซีนเพื่อป้องกนัการติดเชื้อไวรสั H5N1 ส าหรบัมนุษย ์
เพือ่ใหแ้น่ใจว่าหากมกีารระบาดเกดิขึน้จะมวีคัซนีเพยีงพอทีจ่ะใชท้ัง้ในประเทศผูผ้ลติ รวมถงึประเทศ
ก าลงัพฒันาอืน่ๆทีส่ามารถซือ้วคัซนีในราคาทีเ่หมาะสมได ้โดยปจัจุบนัหลายประเทศทัง้แถบอเมรกิา
เหนือ  และประเทศในแถบยโุรป ไดเ้ริม่เตรยีมการผลติวคัซนี H5N1 และท าการทดสอบประสทิธภิาพ
เพื่อทีจ่ะน ามาใช ้อย่างไรกต็ามองคก์ารอนามยัโลกประเมนิว่าหากมกีารระบาดของไวรสันี้ไปทัว่โลก
จรงิ วคัซีนเหล่านี้อาจมไีม่เพยีงพอที่จะไปถงึประชากรประเทศก าลงัพฒันาทัง้หลายโดยเฉพาะใน
ช่วงแรกของการระบาด ดงันัน้ประเทศก าลงัพฒันาทัง้หลาย รวมทัง้ประเทศไทยมคีวามจ าเป็นตอ้งมี
การเตรียมความพร้อมทางด้านเทคโนโลยีและกระบวนการผลิตวัคซีนชนิดนี้  โครงการนี้จึงมี
วตัถุประสงค์ในการศกึษาเพื่อเตรยีมความพร้อมในการผลิตวคัซีนส าหรบัไวรสั influenza (H5N1) 
โดยศกึษาเพื่อผลติวคัซนีในรปูแบบของการใชร้คีอมบแินนทโ์ปรตนี (recombinant protein)ของไวรสั 
Influenza (H5N1)โดยเฉพาะโปรตีนชนิด Hemagglutinin หรอื HA ซึ่งผลติจาก Baculovirus 
Expression System 
 
1.2  วตัถปุระสงคข์องงานวิจยั 

เพื่อศกึษากระบวนการผลติ Recombinant protein HA ของไวรสั Influenza (H5N1) โดยใช ้
Baculovirus Expression System เพือ่เตรยีมการพฒันาวคัซนีไขห้วดั/ไขห้วดันก 

 
1.3  ขอบเขตของงานวิจยั 

1. การท าพนัธุวศิวกรรม (genetic engineering) แบคควิโลไวรสั เพือ่ใหม้ยีนีของไวรสั influenza 
สว่น Hemagglutinin หรอื HA gene 

2. การผลติ recombinant HA protein โดยใชแ้บคควิโลไวรสัทีม่ ีHA gene เป็นสว่นหนึ่งของจี
โนมมา infect เขา้สูเ่ซลลแ์มลงในระบบ cell culture 

3. ท าการตรวจสอบ recombinant HA protein ดว้ยวธิกีาร Western blot analysis 
4. การสกดั recombinant HA protein ใหบ้รสิทุธิ ์
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1.4  ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รบั 
แบคควิโลไวรสัทีผ่า่นกระบวนการพนัธุกรรมจากโครงการนี้ สามารถน าไปใชข้ยายขนาดการ

ผลติ recombinant HA protein ไดเ้ป็นจ านวนมาก โดยหากสามารถขยายขนาดการเพาะเลี้ยงเซลล์
แมลงทีเ่ป็นเซลล์เจา้บา้นในการผลติโปรตนีในระดบัโรงงานตน้แบบ จะสามารถผลติโปรตนีเป้าหมาย
ไดเ้ป็นจ านวนมาก และสามารถน าไปทดสอบความเหมาะสมในการใชเ้ป็นวคัซนีในการทดลองระยะ
ต่อไปดงันัน้ผูจ้ะน าแบคควิโลไวรสัและเทคโนโลยกีารผลติ recombinant protein ทีไ่ดจ้ากงานวจิยันี้ไป
ใชต้่อคอืโรงงานตน้แบบ ของสถาบนัอบรมและพฒันาโรงงานตน้แบบ  มหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระ
จอมเกล้าธนบุร ีซึ่งปจัจุบนัได้เริ่มด าเนินการก่อสร้างโรงงานต้นแบบส าหรบัการผลิต therapeutic 
proteins ในระดบัมาตรฐาน GMP ซึง่สามารถใชโ้ปรตนีจากการศกึษานี้เป็นโครงการตน้แบบได ้หาก
สามารถผลิตโปรตีนชนิดนี้ได้มาตรฐานและทดสอบว่าใชเ้ป็นวคัซีนได้จรงิ ประเทศไทยจะมวีคัซีน
ส ารองจากเทคโนโลยนีี้อกีสว่นหนึ่ง 
 
1.5 หน่วยงานท่ีจะน าผลประโยชน์ 

สามารถถ่ายทอดเทคโนโลยกีารผลติเพื่อน าไปขยายขนาดการผลติในโรงงานต้นแบบ ของ
สถาบนัอบรมและพฒันาโรงงานตน้แบบ  มหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุร ี
 
1.6 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (Information) ท่ีเก่ียวข้อง 

 จากการระบาดของไวรสัไขห้วดันกเมือ่ปี พ.ศ. 2547 ท าใหป้ระเทศไทยไดร้บัผลกระทบอย่าง
มาก  โดยเกษตรกรผูเ้ลี้ยงไก่สญูเสยีรายไดจ้ านวนมหาศาล และทีส่ าคญัมรีายงานผูป้่วยตดิเชือ้จาก
การสมัผสักบัสตัว์ที่เป็นโรคในประเทศไทยและอกีหลายประเทศในแถบเอเชยี โดยพบว่าผู้ป่วยมี
เปอรเ์ซ็นต์ในการสญูเสยีชวีติสงูมากโรคหนึ่ง และจากการที่ปี พ.ศ. 2548 นี้ ไดเ้ริม่มกีารระบาดของ
ไขห้วดันกอกีครัง้ในประเทศไทย และแถบเอเชยีรวมทัง้ยงัขยายวงกวา้งไปยงัยุโรป  ท าใหเ้ริม่มกีาร
วติกว่า หากจ านวนผู้ตดิเชื้อมากขึน้ ผูป้่วยทีไ่ด้รบัเชื้อของคนและสตัว์ปีกพร้อมกนั อาจเป็นแหล่ง
ส าหรบัการแลกเปลีย่นพนัธุกรรมของไวรสัจากสตัว์ปีกกบัไวรสัจากคน ทีเ่รยีกว่า “Mixing vessel” 
อาจมผีลท าใหเ้กดิเชือ้ทีรุ่นแรงและสามารถตดิต่อไดร้ะหว่างคน ทีอ่าจระบาดไปทัว่โลก (pandemic) 
เชน่เดยีวกบัการระบาดของไขห้วดัใหญ่หลายครัง้ในอดตี เชน่ Spanish flu หรอื Hong Kong flu ได ้

 จากเหตุผลดงักล่าวท าให้ตอ้งมกีารเฝ้าระวงัและเตรยีมความพรอ้มในการป้องกนัและแกไ้ข
การระบาดของไวรสัชนิดนี้ แนวทางหนึ่งคอื การเตรยีมพรอ้มในเรื่องการผลติวคัซนี ส าหรบัประเทศ
ไทยนัน้แมว้่ายงัไมม่กีารใชว้คัซนีทัง้ในสตัว์และในคนกต็าม แต่หลายประเทศ เช่น จนีไดเ้ริม่ใชว้คัซนี
ในสตัว์ปีกเพื่อหยุดปญัหาการระบาดของไวรสั ดงันัน้ประเทศไทยจงึตอ้งมกีารเตรยีมความพรอ้มใน
เรือ่งการผลติวคัซนีไวก้รณีมคีวามตอ้งการใช ้ในกรณีมกีารระบาดใหญ่ซึง่อาจไม่มวีคัซนีเพยีงพอทีจ่ะ
จ าหน่ายในประเทศทีไ่มม่กี าลงัการผลติทีม่อียูท่ ัว่โลก 
 
ไวรสัไข้หวดัใหญ่ (Influenza virus) 

ไวรสัไขห้วดัใหญ่ จดัอยู่ในแฟมลิี ่ Orthomyxoviridae ประกอบดว้ยสารพนัธุกรรมแบบอาร์
เอน็เอสายเดีย่วเสน้ลบ ซึง่มลีกัษณะแยกกนัเป็นท่อน (segmented RNA) จโีนมของไวรสัมทีัง้หมด 8 
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ชิน้ย่อย ใชใ้นการสรา้งโปรตนีทัง้หมด 10 ชนิด คอื PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M1, M2, NS1 
และ NS2 (รปูที ่1.1 และตารางที ่1) 

ไวรสัไข้หวัดใหญ่สามารถแบ่งได้ เป็น 3 serotype ได้แก่ ไวรัสไข้หวัดใหญ่ ชนิด A 
(Influenza A) ชนิด B (Influenza B) และชนิด C (Influenza C) ไวรสัทีก่่อโรคในมนุษยไ์ดบ้่อยและ
รนุแรงคอืไวรสัชนิด A ซึง่ยงัสามารถแบ่งยอ่ยต่อไปไดอ้กีหลาย subtype ตามชนิดของโปรตนีทีอ่ยู่บน
ผวิของไวรสั คอื hemagglutinin (HA) ซึง่ม ี16 ชนิด และ neuraminidase (NA) ซึง่ม ี9 ชนิด ซึง่การ
ผสมผสานระหว่าง HA และ NA โปรตนีชนิดต่างกนั ท าใหไ้ดไ้วรสัทีม่ ีsubtypeทีต่่างกนั 
Influenza A virus 

ไวรสั influenza A ทีม่กีารตดิเชื้อในคน หรอื “human influenza virus” นัน้ ม ี3 subtype ซึง่
ก่อใหเ้กดิการระบาดไปทัว่โลก (pandemic) ไดแ้ก่ H1N1 ก่อใหเ้กดิ Spanish flu ในช่วง ค.ศ.1918-
1919, H2N2  สาเหตุของ Asian flu ในปีค.ศ.1957-1958  และ H3N2 สาเหตุของ Hong Kong flu 
ค.ศ.1968-1969 [3] 
 

 
รูปท่ี 1.1 โครงสร้างของ influenza virus ส่วนผิวประกอบด้วยโปรตีนหลัก 3 ชนิด ได้แก ่
hemagglutin (HA), neuraminidase (NA) และ matrix protein 2 (M2) ฝงัอยู่ในชัน้ไขมนั (lipid 
bilayer) ซึง่ปกคลุม matrix protein 1 (M1) ซึง่ลอ้มรอบแกนกลางของไวรสั ซึง่ภายในประกอบดว้ย 
สารพนัธุกรรมชนิดอารเ์อ 8 ทอ่นทีจ่บักบั nucleoprotein (NP) และเอน็ไซมโ์พลเีมอเรส 3 ชนิด (PB1, 
PB2 และ  PA) [4]  
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  ตารางท่ี 1.1 ส่วนประกอบของโปรตีนของไวรสัไข้หวดัใหญ่ [5] 
Segment Polypeptides Function 

1 PB2 องคป์ระกอบของ polymerase  
2 PB2 องคป์ระกอบของ polymerase 
3 PA องคป์ระกอบของ polymerase 
4 HA hemagglutinin ส าหรบัการเกาะของ

ไวรสับนผวิเซลล์ เป็น fusion protein 
และเป็นโปรตนีเป้าหมายของแอนตบิอดี
ทีจ่ าเพาะ 

5 NP nucleocapsid 
6 NA เอ็นไซม์ neuraminidase ตัด sialic 

acid และช่วยปลดปล่อยอนุภาคของ
ไวรสัใหมอ่อกจากเซลล ์

7 M1 matrix protein : โครงสรา้งของไวรสั 
เกี่ยวข้องกับ nucleocapsid และ 
envelope เสริมกระบวนการ virus 
assembly  

 M2 membrane protein : ท าให้เกิด 
membrane channel ช่วยใน
กระบวนการ uncoating และการ
สงัเคราะห ์hemagglutinin  

8 NS1 non-structural protein ยบัยัง้ mRNA 
translation ของเซลลเ์จา้บา้น 

 NS2 non-structural protein ยังไม่ทราบ
หน้าที ่

 
การ infection 
Influenza virus มสีารพนัธุกรรมเป็นอาร์เอ็นเอสายลบที่เป็นท่อน (negative-sense 

fragmented RNA) ซึง่เกาะกบั nucleoprotein เรยีกว่า ribonucleoprotein (RNP) ซึง่มกีารจ าลองตวั
ในนิวเคลยีสของเซลล์เจา้บา้น การ infection เริม่จากไวรสัเกาะกบั receptor ของเซลล์และผ่านเขา้
เซลล์โดยการ fusion เขา้กบัเซลล์เมมเบรนโดยกระบวนการ receptor-mediated endocytosis 
หลงัจากนัน้สารประกอบ ribonucleoprotein complex (vRNP complex) ซึง่ประกอบดว้ย อารเ์อน็เอ
ของไวรสั (vRNA) นิวคลโีอโปรตนี (nucleoprotein, NP) และโปรตนีโพลเีมอเรสอกี 3 ชนิด (PB2, 
PB1 และ PA) จะถูกส่งผ่านเยื่อหุม้นิวเคลยีสเพื่อการจ าลองตวั (replication) และการ transcription 
ภายในนิวเคลียส ในขัน้ตอนการจ าลองสายอาร์เอ็นเอนัน้ vRNA จะถูกใช้เป็นต้นแบบในการ
สงัเคราะห์ อาร์เอน็เอทีเ่ป็นคู่สม (cRNA) ขึน้มาก่อน จากนัน้จงึจะใช ้cRNA เป็นต้นแบบในการ
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สงัเคราะห ์vRNA ส าหรบั progeny ของไวรสัอกีท ี นอกจากนี้ vRNA ยงั ถูกใชเ้ป็นตน้แบบในการ
สงัเคราะห์ mRNA เพื่อใชส้งัเคราะห์โปรตนีของไวรัส โดย vRNA จะถูกหุม้(encapsudate) ด้วย 
nucleoprotein และถูก transcribe เพื่อสงัเคราะห์ mRNA โดยเอน็ไซม์โพลเีมอเรสของไวรสั [6] 
รายละเอยีดตามรปูที ่2 ดงันัน้ องคป์ระกอบทีจ่ าเป็นส าหรบัการเพิม่จ านวนของไวรสั influenza นัน้ 
คอื  vRNP complex ส าหรบัอารเ์อน็เอแต่ละท่อน ซึง่ตอ้งใชจ้ านวน 8 vRNP complex ส าหรบั 
influenza A  

 

 
 
รปูท่ี 1.2 การเพิม่จ านวนของไวรสัในเซลลเ์จา้บา้น หลงัจากไวรสัเกาะกบั receptor ทีม่ ี sialic acid 
เป็นองคป์ระกอบ แลว้จะผา่นเขา้สูเ่ซลลโ์ดยกระบวนการ endocytosis และ fuse ผา่นผนงัของ 
vesicle จากนัน้vRNP complex จะผา่นเขา้สูน่ิวเคลยีส เกดิกระบวนการ transcription สงัเคราะห ์
mRNA และ cRNA โดย mRNA จะถกูสง่ออกไปยงัไซโตพลาสมเพือ่การสงัเคราะหโ์ปรตนีของไวรสั  
สว่น cRNA ถกูใชเ้ป็นตน้แบบในการ replication สรา้ง vRNA  โปรตนีทีไ่ดร้บัการสงัเคราะหใ์นไซ
โตพลาสม PB1,PB2, PA และ NP จะถกูสง่เขา้ไปในนวิเคลยีส เขา้ไปประกอบเป็น vRNP complex 
กอ่นทีจ่ะสง่ออกมาอยูร่ว่มกบัโปรตนี M1และ M2 สว่นโปรตนี hemagglutinin และ neuraminidase มี
เป้าหมายอยูบ่นผวิของเซลล ์  และประกอบเป็นสว่นหนึ่งของไวรสัเมือ่มกีาร budding ออกนอกเซลล ์ 
[5] 
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การผลิตโปรตีนโดยใช้ Baculovirus Expression System 
ในระบบนี้ใช ้2 องคป์ระกอบหลกั  คอื 
เซลลเ์จ้าบา้น  
ไดแ้ก ่เซลลไ์ลน์ ซึง่เป็นเซลลแ์มลงทีแ่ยกไดจ้ากสว่นต่างๆ ของแมลง เช่น รงัไข ่และสามารถ

เจรญิไดใ้นอาหารสงัเคราะหท์ัง้ทีผ่สมซรีัม่ (Serum containing medium) หรอืไม่ผสมซรีัม่ (serum 
free medium) โดยเซลล์แมลงสามารถเจรญิไดไ้ม่สิน้สุด (continuous culture) เซลล์ไลน์ทีใ่ชผ้ลติ 
recombinant protein นัน้มทีัง้ทีเ่จรญิแบบเซลล์เดีย่วแบบแขวนลอย (suspension cell) และเจรญิโดย
เกาะกบัพืน้ (attached cell) อณุหภมูทิีเ่หมาะสมในการเจรญิ คอื 27C 

แบคคิวโลไวรสั 
แบคควิโลไวรสั เป็นไวรสัทีม่คีวามจ าเพาะสูงต่อแมลง ไม่มอีนัตรายต่อพชืและสตัว์มกีระดูก

สนัหลงั แบคควิโลไวรสัทีน่ิยมใชใ้นการผลติ Recombinant protein คอื Autogarapha californica 
MNPV (AcMNPV) เนื่องจากปจัจุบนัมขีอ้มลูทางดา้นพนัธุกรรมของไวรสัสายพนัธุน์ี้อยา่งสมบูรณ์ และ
ทีส่ าคญัคอืสามารถ infect เขา้สู่เซลล์แมลงไดม้ากชนิด (มากกว่า 30 สปีชสี)์ ท าใหส้ะดวกในการ
เลอืกใชเ้ซลลเ์จา้บา้นชนิดต่างๆ    

แบคควิโลไวรสัม ี Strong promoter ทีส่ าคญั คอื polyhedrin promoter สามารถควบคุมให้
เซลล์แมลงสงัเคราะห์โปรตนี ทีอ่ยู่ภายใตก้ารควบคุมของโปรโมเตอรท์ัง้สองในปรมิาณมากถงึ 50% 
ของโปรตนีทัง้หมดทีเ่ซลล์แมลงสงัเคราะหข์ึน้ ท าใหโ้ปรตนีทีถู่กผลติในระบบนี้มปีรมิาณสงู จงึท าให้
ถกูน ามาใชอ้ยา่งแพรห่ลาย 
 
การผลิตวคัซีน influenza โดย Baculovirus Expresssion Insect Cell System 
 ในปี ค.ศ. 1999 Smith และคณะ ในนามของบรษิทั Protein Sciences Corporation 
(Meriden, CT) ได้ยื่นขอจดสทิธบิตัรการผลติวคัซนีส าหรบัไวรสั influenza โดยใชร้ะบบการผลติ 
Baculovirus Expresssion Insect Cell System ซึ่งท าการผลิต โปรตีนส่วนประกอบของไวรสั 
influenza 2 ส่วน คอื recombinant hemagglutinin protein และ recombinant neuraminidase 
protein โดยน ายนีมาท าการตดัต่อพนัธุกรรมเขา้กบัพนัธุกรรมของแบคควิโลไวรสั และน าแบคควิโล
ไวรสัทีม่ยีนีของไวรสั influenza มา infect เขา้สู่เซลล์แมลง ท าใหเ้ซลล์แมลงมกีารผลติโปรตนีแต่ละ
ชนิด จากนัน้ได้น าเซลล์แมลงที่มีการผลิตโปรตีนที่ต้องการ มาท าการสกัดแยกโปรตีนที่เป็น 
recombinant hemagglutinin protein หรอื recombinant neuraminidase protein ออกจากโปรตนีของ
เซลลแ์มลง และน าโปรตนีผลติภณัฑท์ีไ่ด ้(ชือ่ทางการคา้ คอื “ FluBlok”) ไปทดสอบคุณสมบตักิารเป็น
วคัซนีทัง้ในผูใ้หญ่ทีสุ่ขภาพด ีและผูส้งูอายุ โดยไดผ้ลดใีน clinical trial phase I และ phase II/III โดย
การใช ้ dose ที ่45 g ของแต่ละ HA antigen ของ trivalent vacccine นัน้ใหป้ระสทิธภิาพ 100% 
(จากการตรวจสอบ โดยใช ้วธิ ีculture-positive influenza) โดยในปี 2005 ไดร้บัการยอมรบัจาก FDA 
ใหเ้ป็นผลติภณัฑ์ทีอ่ยู่ในเงื่อนไข “accelerated approval” และคาดว่าจะน าออกจ าหน่ายภายในปี 
2006 หรอืไมเ่กนิชว่งการระบาดของ influenza ส าหรบัปี 2007/2008 [7] 
 คณะผูว้จิยักลุ่มนี้ยงัไดท้ าการน าเทคโนโลยนีี้มาท าการผลติวคัซนี H5N1 และไดน้ ามาทดสอบ
กบัไก่ พบว่าใหผ้ลการป้องกนัโรค 100% เมื่อใชท้ีd่ose สงู โดยทไีม่มไีก่ทีป่่วยหรอืตาย และทีส่ าคญั
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วคัซนีในรปูแบบนี้ไม่ท าใหไ้ก่มกีารผลติไวรสั (shed) ออกมาในมลูไก่ทีจ่ะเป็นสาเหตุในการระบาดต่อ 
ซึง่เป็นขอ้ไดเ้ปรยีบในการผลติวคัซนีส าหรบั pandemic 
 นอกจากการใชร้ะบบแบคควิโลไวรสัในการผลติวคัซนีในรปูแบบของ recombinant protein 
แลว้ Galarza และคณะ [8] ยงัไดใ้ชร้ะบบนี้ในการผลติวคัซนีในรปู “Influenza virus  like particle” 
หรอื VLPS โดยการใชแ้บคควิโลไวรสัทีม่กีารท าพนัธุวศิวกรรรม ใหม้ยีนีของไวรสั influenza 4 ยนี คอื 
HA, NA, M1 และ  M2 โดยใหม้กีารสรา้ง recombinant protein ทัง้ 4 ชนิด บนผวิของเซลลแ์มลง และ
ไดท้ดลองน า VLP (ทีป่ระกอบดว้ย M1 และ HA) ไปทดสอบกบัหนูพบว่าใหผ้ลป้องกนัการ infection 
จากไวรสั H3N2 ไดผ้ลด ีส าหรบัการผลติวคัซนีในรปูแบบนี้มบีรษิทั NOvavax, Inc เป็นผูท้ีจ่ะพฒันา
กระบวนการผลติวคัซนีในรปูแบบนี้  
 
ขอ้ดขีองการใชร้ะบบ Baculovirus Expression Insect Cell System 

1. ไม่มีปญัหาในด้านการแพ้โปรตีนจากไข่ไก่ ซึ่งอาจขึ้นกับผู้ใช้วัคซีนที่ผลิตจากไข่ไก่ฟกั 
เนื่องจาก recombinant vaccine ทีผ่ลติไดม้คีวามบรสิทุธิค์อ่นขา้งสงู 

2. แบคควิโลไวรสัและเซลลแ์มลง มคีวามปลอดภยัต่อมนุษย์ 
3. การผลติท าไดง้า่ยกว่าการผลติ whole virus particle เนื่องจากเป็น subunit vaccine จงึไม่

ตอ้งกงัวลในด้านระบบความปลอดภยัในขณะผลติ และไม่ต้องใชร้ะบบ Biosafety level 2 
หรอื 3 และการขยายขนาดระดบัอุตสาหกรรมมคีวามเป็นไปไดสู้ง เนื่องจากระบบนี้มกีารใช้
ในการผลติ recombinant vaccine ชนิดอืน่ๆ อยูแ่ลว้ 

4. เทคโนโลยทีีพ่ฒันาในระบบนี้สามารถน ามาใชผ้ลติ recombinant vaccine จาก strain ทีก่ าลงั
ระบาดไดท้นัท ีและใช ้line ในการผลติ strain ต่างๆแบบเดยีวกนั 

5. ไมต่อ้งกงัวลในดา้น genetic heterogeneity ซึง่หากท าในไขต่อ้งมกีารตรวจสอบอย่างเขม้งวด 
เนื่องจากตอ้งมกีาร passage ไวรสัในไขไ่กอ่ยา่งต่อเนื่อง 

6. วคัซนีทีไ่ดไ้ม่ตอ้งผ่านกระบวนการ inactivate ดงัเช่น การผลติ whole virus particle ดงันัน้ 
จงึไมป่นเเป้ือนสารเคมทีีใ่ชใ้นการ inactivate ไวรสั  

 
ขอ้จ ากดัของการใชร้ะบบ Baculovirus Expression Insect Cell System 

1.  อาหารเลี้ยงเซลล์แมลงมรีาคาค่อนขา้งแพง โดยแพงกว่าอาหารเลี้ยงเซลล์ของสตัว์เลี้ยงลูก
ดว้ยนม 

2.  เซลล์แมลงมกีระบวนการ post translation modification ทีต่่างจากสตัว์เลี้ยงลูกดว้ยนม จงึ
ตอ้งมกีารตรวจสอบคุณสมบตัขิอง recombinant vaccine อย่างเขม้งวด อย่างไรกต็ามผล
การศกึษา recombinant influenza vaccine ใน clinical trial ทีผ่่านมาใหผ้ลดมีาก แสดงว่า 
recombinant vaccine จากระบบนี้ใชไ้ดด้ี ไม่มปีญัหาจากความแตกต่างของกระบวนการ 
post translation modification ในการกระตุน้ภมูคิุม้กนั 
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ศกัยภาพของการใช ้Baculovirus Expression Insect Cell System ในการผลติวคัซนีส าหรบั 
influenza 
 ไดม้กีารรายงานการผลติ recombinant HA protein เพื่อใชเ้ป็นวคัซนีส าหรบัไวรสั influenza 
ดงันี้ 
1. Wang K. และคณะ [9] ผลติและสกดั recombinant HA protein จากเซลล์แมลง ไดบ้รสิุทธิถ์งึ 99% 
ในปรมิาณ 6.4 mg HA protein จากการเพาะเลี้ยงเซลล์แมลงในถงัหมกั 15 ลติร ซึง่หากค านวณจาก 
dose ของปรมิาณ recombinant HA protein ทีส่งูสดุคอื 135 mg/dose จะพบว่าจะสามารถผลติวคัซนี
ไดป้ระมาณ 1,500 dose ต่อการผลติโดยการเลีย้งเซลลแ์มลงในถงัหมกัขนาด 500 ลติร อย่างไรกต็าม
ขอ้มลูนี้เป็นการประมนิคร่าวๆ จากรายงานทีต่พีมิพใ์นวารสาร คณะผูว้จิยักลุ่มนี้ซึง่เป็นส่วนหนึ่งของ
บรษิทั Protein Scienes ทีเ่ป็นเจา้ของลขิสทิธิใ์นการผลตินี้น่าจะสามารถเพิม่ประสทิธภิาพการผลติได้
ดกีว่านี้ 
2. New N และคณะ [10] รายงานว่าสามารถผลติ recombinant HA protein จาก H5N1 ไดจ้ากเซลล์
แมลง โดยผลติได ้68 mg จากเซลล์แมลงทีเ่พาะเลี้ยงปรมิาตร 1 ลติร ซึง่ปรมิาณนี้ยงัไม่ไดผ้่านการ
สกดัใหบ้รสิทุธิ ์
 
การผลิต Recombinant HA protein โดยใช้ Baculovirus Expression System 
 ในงานวิจยันี้จะท าการศกึษาเพื่อผลิต Recombinant HA protein ในระบบ Baculovirus 
Expression System ซึง่ไดม้กีารรายงานจากการศกึษาทีผ่่านมาแลว้ว่าสามารถกระตุน้ภูมคิุม้กนัให้
สามารถป้องกนัการ infection ของไวรสั influenza [7] เพื่อเป็นอกีทางเลอืกหนึ่งในการเตรยีมความ
พร้อมในการรับมือการระบาดของไข้หวัดส าหรับประเทศไทย โดยมีข ัน้ตอนการด าเนินการ
ประกอบดว้ย 
ก. การท า Genetic-engineered baculovirus 
การท า Genetic-engineered baculovirus เป็นการท าพนัธุวศิวกรรมของแบคควิโลไวรสัเพื่อใหม้ยีนี
ใหมเ่พิม่เขา้ไปเป็นส่วนหนึ่งของ genome ของแบคควิโลไวรสั และใชไ้วรสัมา infect เขา้สู่เซลล์แมลง
เพือ่ผลติ recombinant protein   โดยหลกัการ cloning เขา้สู่ baculovirus มไีด ้4 แบบหลกัๆ คอื การ 
Homologous recombination   Site specific recombination   Direct ligation และการใช ้Shuttle 
vector เป็นตน้ ในการศกึษานี้จะเลอืกใช ้Shuttle vector แบบใชก้บั E.coli 
 E. coli-based baculovirus shuttle vector 
 E. coli-based baculovirus shuttle vector เป็นbaculovirus shuttle vector ทีส่ามารถเพิม่
จ านวน DNA ของแบคควิโลไวรสัไดใ้น E. coli  เนื่องจากการเพิม่เตมิส่วน  mini F-replicon ใหเ้ป็น
ส่วนหนึ่งของ shuttle vector  โดยเทคนิคนี้ใช้การเตรยีมใน transfer vector และส่งผ่านไปยงั 
baculovirus shuttle vector โดยเริม่จากการตดัสารพนัธุกรรมทีค่วบคุมการสรา้งโปรตนีทีต่อ้งการเขา้
สู่พลาสมดิ ซึง่มยีนีตา้นยาปฏชิวีนะ gentamicin  ม ีpolyhedrin promoter และ SV 40 poly (A) อยู่
ระหว่าง mini attachment site Tn 7 ทัง้สองขา้ง เพื่อใชเ้ป็น donor plasmid  หลงัจากนัน้ท าการส่ง
ถ่ายสารพนัธุกรรมจาก donor plasmid ไปสู่ competent E. coli DH10Bac cells ซึง่ภายในเซลล์นี้
ประกอบดว้ย baculovirus shuttle vector (Bacmid) ทีม่ ีmini F replicon และ lacZ gene ของ E. coli  
ยนีทีต่า้นยาปฏชิวีนะ kanamycin และ att Tn7 ซึง่เป็น attactment site ส าหรบัแบคทเีรยี และในเซลล์ 
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E. coli นี้ยงัม ีhelper plasmid ที่เป็นแหล่งผลิตเอนไซม์ transposase ที่ใช้ในกระบวนการ 
transposition    ภายหลงักระบวนการ transformation ของ donor plasmid ทีม่ยีนีทีต่อ้งการอยู่เขา้สู ่
competent E. coli DH10Bac cells นัน้จะเกดิการสง่ถ่าย mini Tn7 จาก donor plasmid เขา้ไปสู่ mini 
att Tn7 ทัง้สองขา้งบน bacmid ใน competent E. coli DH10Bac cells ได้อย่างง่ายและมี
ประสทิธภิาพ  ซึง่จะไปขดัขวางการแสดงออกของ lacZ gene ดงัรปูที ่1.3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 เมื่อน า E. coli DH10Bac cells ทีผ่่านการท า transformation แลว้ไปเลี้ยงบน LB agar plate 
ทีม่ยีา gentamicin  kanamycin  tetracycline  X-gal  และ IPTG  จะท าใหไ้ดโ้คโลนีสขีาวทีม่กีารน า
ยนีที่ต้องการเขา้สู่ bacmid แล้ว  หลงัจากนัน้คดัเลอืกโคโลนีที่มคีุณสมบตัิตามต้องการแล้วจึงน า
โคโลนีของ E. coli DH10Bac cells นี้ไปเลี้ยงต่อเพื่อเพิม่จ านวน recombinant bacmid และน าไปท า
การ transfection เขา้สู่เซลล์แมลงเพื่อใหไ้ด ้recombinant baculovirus ทีส่มบูรณ์  เพื่อทีจ่ะไดน้ าไป 
infect เขา้สูเ่ซลลแ์มลงเพือ่ผลติโปรตนีทีต่อ้งการต่อไป ดงัรปูที ่1.4   
 

รปูท่ี 1.3 การใช ้E. coli-based baculovirus shuttle vector โดยการเตรยีมชิน้ยนีผ่าน transfer vector 
โดยม ีMini-attTn7 และ Mini-F-replicon เป็นบรเิวณใหย้นีแทรก [11]  



 

 17 

 
รปูท่ี 1.4 ขัน้ตอนการผลติ recombinant protein โดยใช ้Bac-to-Bac (Instruction Manual, Life 
Technology) 
 
ข. การผลิต Recombinant HA protein ในเซลลแ์มลง   
 การผลิต recombinant HA protein ในเซลล์แมลงจะท าโดยใช้แบคควิโลไวรสัที่ผ่าน
กระบวนการพนัธุวศิวกรรมเพื่อน า Hemagglutinin หรอื HA gene เขา้ไปอยู่ในจโีนมของแบคควิโล
ไวรสัแลว้ อยู่ในรปูของ extracellular virus (ECV) มาท าการ infect เซลล์ และผลติ recombinant HA 
protein ภายใตส้ภาวะทีค่วบคมุได ้ โดยการผลติไวรสัในเซลลแ์มลงเป็นการผลติภายใตส้ภาวะทีป่ลอด
เชื้อใน tissue culture flask  หรอื ในถงัปฏกิรณ์ จงึปราศจากการปนเป้ือนจุลนิทรยีช์นิดต่างๆ 
recombinant HA protein ทีถู่กผลติจากเซลล์แมลงจะถูกผลติบนผวิเซลล์แมลง ซึว่สามารถสกดัให้
บรสิทุธิเ์พือ่น าไปทดสอบความเหมาะสมในการเป็นวคัซนีได ้
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บทท่ี 2 
ระเบยีบวิธีการวิจยั 

2.1 การเล้ียงเซลลแ์มลง 
การเพาะเลีย้ง Spodoptera frugiperda (Sf-9 cell) ในลกัษณะทีเ่ป็น suspension cell culture 

จะเลีย้งเซลลใ์นอาหารเหลว  Graces’ medium (Gibco)  ผสมกบั 10%FBS เขย่าทีค่วามเรว็รอบ 120 
rpm ที่อุณหภูมิ 27C จนเซลล์เจริญเต็มที่ โดยการสังเกตจากลักษณะของเซลล์ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ว่ามรีูปร่างกลมเสมอกนัและเมื่อเซลล์มคีวามหนาแน่นประมาณ 3.5x106 cells/ml ซึ่งอยู่
ในช่วง mid log phase จงึท าการถ่ายเซลล์ (passage) ลงไปในอาหารใหม่โดยท าการนับเซลล์ และ
เตรยีมใหม้คีวามหนาแน่นเริม่ตน้ 3x105 cells/ml และน าเซลล์ไปเลี้ยงทีอุ่ณหภูม ิ27C เขย่าดว้ย
ความเรว็รอบ120 rpm  เชน่เดมิ ส าหรบัการถ่ายเซลลน์ัน้จะถ่ายเซลลท์กุ 3 วนั 
 
2.2 การเตรียมแบคคิวโลไวรสั 

เริม่จากการเตรยีมเซลลใ์นขวดรปูชมพู ่  (shake flask)  ขนาด 250 ml ใหม้คีวามหนาแน่น
เซลล ์5 x105 cells/ml ปรมิาตร 50 ml แลว้น าไวรสัทีท่ าการหา  titer แลว้มา infect เซลลท์ีเ่ตรยีมไว ้
โดยใชอ้ตัราสว่นของไวรสัต่อเซลลเ์ทา่กบั 1 (MOI=1)น าไปบ่มทีอ่ณุหภมู ิ 27Cความเรว็ในการเขยา่
120 rpm  เป็นเวลา 5 วนั จากนัน้ เกบ็ตวัอยา่ง cell suspension ทัง้หมดน าไปป ัน่ทีค่วามเรว็รอบ 
9,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ีทีอ่ณุหภมู ิ4C น าสว่นของ supernatant ทีม่ ีECV อยูไ่ปหา titer และ
ใชเ้ป็น stock  ไวรสัส าหรบัการ infect เซลลแ์มลงหรอืใชเ้ป็นไวรสัตัง้ตน้ (stock ไวรสั passage 
number ที ่1, P1)  ส าหรบัการท า  serial passage   
 
2.3 plaque assay 
 การท า  plaque assay มวีตัถุประสงค ์2 ประการ คอื เพือ่การแยกไวรสัใหบ้รสิทุธิแ์ละเพือ่หา  
titer ของไวรสั โดยมหีลกัการคอื ไวรสั 1 particle จะเขา้ท าลายเซลลใ์นระยะเริม่ตน้และต่อมาเมือ่ไวรสั
เพิม่จ านวนและ budding ออกจากเซลลแ์ละ infect เขา้สูเ่ซลลข์า้งเคยีง เซลลท์ีถ่กู infect  จะแตกเป็น
วงกวา้ง(clear zone) เรยีกว่า plaque และเมือ่ใชก้ลอ้งจลุทรรศน์สอ่งดจูะเหน็ผลกึไวรสัจ านวนมาก 
โดย 1 plaque ทีป่รากฏเทยีบเทา่กบัปรมิาณไวรสั 1 particle โดยวธิกีารทดลองดงันี้ เตรยีมเซลล์
แมลงทีอ่ยูใ่นชว่ง log phase ใหม้คีวามหนาแน่น 1.2x106 cells/ml ลงใน petri-dish ขนาดเสน้ผา่น
ศนูยก์ลาง 3.5 ซม.และน าไปบ่มในตูบ้่มทีอ่ณุหภมู ิ 27C เป็นเวลา1-2 ชัว่โมง เพือ่ใหเ้ซลลเ์กาะพืน้ 
Petri-dishในระหว่างนัน้น าตวัอยา่งไวรสัมาเจอืจางดว้ยอาหารเลีย้งเซลลท์ีค่วามเขม้ขน้เหมาะสม (ดว้ย
การท า10-fold dilution) เมือ่ครบเวลา ดดูอาหารออกจาก petri-dish ออก แลว้เตมิไวรสัทีค่วามเขม้ขน้
ต่างๆ ทีท่ าการเจอืจางไวแ้ลว้ จ านวน 1 ml ต่อ 1 petri-dish โดยแต่ละความเขม้ขน้จะท าอยา่งน้อย 2 
ซ ้า จากนัน้น า  Petri-dish ทีเ่ตมิไวรสัแลว้มาบ่มบนเครือ่ง rocking plate เพือ่ใหไ้วรสัสมัผสักบัเซลล์ได้
ดใีหห้มนุเปลีย่นทศิทางการ rocking ทกุๆ 1 ชัว่โมง นาน 4 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลาน ามาดดูไวรสัออก
แลว้เททบัดว้ย 1.5 % agarose (ภาคผนวก 1) ทีผ่สมกบัอาหารเลีย้งเซลลท์ีม่ ี10% FBS ปรมิาตร 4 
ml จากนัน้ปล่อยให ้ agarose แขง็ตวั จงึเกบ็ petri-dish ลงในกล่องทีส่ะอาดและรองดว้ยกระดาษทชิชู
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ชืน้เพือ่ไมใ่ห ้ petri-dish  แหง้แลว้น าไปบ่มทีอ่ณุหภมู ิ 27Cนานประมาณ  6-7 วนั น ามาแยกไวรสั
โดยการแยก plaque หรอืตรวจนบัจ านวน  plaque ทีเ่กดิขึน้ภายใตก้ลอ้ง  inverted microscope แลว้
ค านวณความเขม้ขน้ของไวรสัซึง่มหีน่วยเป็น  plaque forming unit/ ml (pfu/ml)   
 
2.4 การเพ่ิมจ านวนไวรสัหลงัจากการแยกไวรสัให้บริสทุธ์ิ 

เตรยีมเซลล์ลงใน 24-well plate  ใหม้คีวามหนาแน่น 3x105cells/ml  ปรมิาตร 1 ml ต่อ 1 
หลุม เลอืก plaque ทีไ่ดจ้ากการท า plaque assay ในขอ้ 2.4 โดยเลอืก plaque เดี่ยวๆแยกจาก
บรเิวณอื่นอย่างชดัเจนและมเีซลล์ทีถู่ก Infect เป็นบรเิวณกวา้งและใช้ pipet tip ดูด agaroseบรเิวณ
นัน้มาใส่ลงไปในเซลล์ทีเ่ตรยีมไวใ้น 24-well plate จากนัน้ตดิตามการเปลีย่นแปลงของเซลล์ทุกวนั 
เมื่อเซลล์ถูก infect ซึง่เหน็การสรา้งผลกึไวรสัในนิวเคลยีสของเซลล์ จงึท าการเกบ็ตวัอย่างไวรสัใน
อาหารเลีย้งเซลลเ์พือ่น าไปเพิม่จ านวนโดยเตรยีมเซลล์ใน T flask ขนาด ใหม้คีวามหนาแน่น 1.2x106 
cells/ml  จากนัน้จงึน าตวัอย่างไวรสัจาก 24-well plate ปรมิาตร 1 ml ใส่ลงไปใน T flask และน าไป
บ่มทีอ่ณุหภมู ิ27C ต่อไป  จนสามารถเหน็การ infection ของเซลล ์เกบ็ตวัอยา่งไวรสัไปหา titer โดย
วธิ ี end point dilution  และใชเ้ป็นไวรสัตัง้ตน้ส าหรบัการเพิม่จ านวนหรอืเตรยีม  extracellular virus 
โดยการ infect ไวรสัลงในเซลลแ์มลงทีเ่ลีย้งแบบ suspension culture ใน shake flask ต่อไป  
 
2.5 การโคลนยีน HA เข้าสู่ Baculovirus Transfer Vector (pFastBacHT b) 

ท าการเตรยีม DNA ของยนี HA ดว้ยการใชว้ธิ ีPolymerase Chain Reaction (PCR) โดยการ
ออกแบบ primer ใหจ้ าเพาะกบัยนี HA และใหม้ ีบรเิวณตดัของเอนไซม ์บรเิวณ 5’ ของ primer ทัง้ 2 
ขา้งเพือ่การยา้ยเขา้สู ่pFastBacHT b โดยมรีายละเอยีดของ primer ดงันี้ 
Forward primer ม ีrestriction site BamHI 
  5’- Cg ggA TCC ATg gAg AAA ATA gTg CTT CTT TTT gC – 3’ 
Reverse primer ม ีrestriction site HindIII 
  5’- TA AAg CTT TTA AAT gCA AAT TCT gCA TTg TAA Cg -3’ 
ท า PCR โดยใช ้pGEM-T-HA พลาสมดิเป็น DNA ตน้แบบ  ใช้เอนไซม์ pfu  polymeraseโดยมี
สว่นผสมดงัตารางที ่1 และสภาวะทีใ่ชใ้นตารางที ่2 
 
ตารางท่ี 2.1 สว่นผสมใน Reaction ส าหรบั PCR 

สว่นผสม (l) ปรมิาตร (l) 

DNA template (1 ng/l) 3 

Forward primer (10 pmole/l ) 1 

Reverse primer (10 pmole/l) 1 

dNTPs mixed (25 mM) 0.4 
MgCl2 (50 mM) 2 
10 X Taq buffer 5 
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pfu polymerase (U) 1.25 
Sterile distilled water 36.8 
Total 50 

 
ตารางท่ี 2.2 สภาวะทีใ่ชใ้นการท า PCR 

Cycle ที ่ อณุหภมู ิ(oC) เวลา (นาท)ี 
1 Incubation 
           Denaturation 
           Annealing 
           Extension 

93 
95 
55 
72 

3 
0.45 
0.45 

4 
2-29    Denaturation 

     Annealing 
          Extension 

95 
55 
72 

0.45 
0.45 

4 
30       Denaturation 

     Annealing 
          Extension 

95 
55 
72 

0.45 
0.45 
10 

 
จากนัน้ท าการน า PCR product ทีไ่ดม้าท าการตดัดว้ยเอน็ไซม ์BamHI และ HindIII จากนัน้

น าไปเชือ่มต่อกบัพลาสมดิ pFASTBacHTb ทีถ่กูตดัดว้ยเอน็ไซมท์ัง้สองเชน่เดยีวกนั 
 
2.6 การ transformation น า plasmid (pFASTBacHTb-HA) เข้าสู่ competent E. coli cells 
(DH10Bac) แบบใช้สารเคมี โดยวิธี Heat shock  

1. เตมิ plasmid DNA 1-5 l (1-5 g) ลงใน competent cell E. coli 200 l ใน polypropylene 
tube  ผสมใหเ้ขา้กนัเบาๆ  ตัง้ทิง้ไวบ้นน ้าแขง็ 30 นาท ี

2. น ามาท า heat shock ทีอ่ณุหภมู ิ42oC  นาน 45 วนิาท ี แลว้แชล่งในน ้าแขง็ทนัท ี ทิง้ไวป้ระมาณ    
2 นาท ี

3. เตมิ LB medium (ภาคผนวก ข.1.1) หรอื S.O.C. medium (ภาคผนวก ข.1.3) 800 l น าไป
เขยา่ทีค่วามเรว็ 250 rpm ทีอ่ณุหภมู ิ37oC นาน 1 ชัว่โมง  น าไปป ัน่ที ่4,000 rpm นาน 60 วนิาท ี 
ทิง้  สว่นใสขา้งบนจนเหลอืภายในหลอดประมาณ 100 l   แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 

4. เกลีย่เชือ้ 100 l ลงในจานเพาะเชือ้ ขนาด 20 ml บน LB agar medium ทีม่สี่วนผสมของยา
ปฏชิวีนะซึง่จ าเพาะกบั plasmid หรอืม ีsubstrate ที ่plasmid ใชไ้ด ้ น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37oC 
ขา้มคนื เพือ่คดัเลอืก transformant 

 
2.7 การสกดั genomic baculovirus DNA (Bacmid) 
1. เขีย่ E. coli colony ทีม่ ีrecombinant bacmid ทีต่อ้งการ 1 colony ลงใน LB medium ปรมิาตร 5 

ml   ซึง่มยีาปฏชิวีนะ น าไปเขย่าทีค่วามเรว็ 250 rpm ที ่37 oC ขา้มคนื ป ัน่เกบ็เซลล์ทีค่วามเรว็ 
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14,000 rpm   นาน 5 นาท ี เทและดูดส่วนใสทิง้ไปใหห้มด  เพื่อลา้งเอา medium ออกจากเซลล์ 
น าตะกอนเซลล์ทีไ่ดม้าละลายดว้ย solution I (0.15 M Tris, 0.1 M EDTA, 100 g Rnase A) 
ปรมิาตร 300 l  ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการปิเปตขึน้และลง 

2. เตมิ solution II (0.2 N NaOH และ 1%SDS)  ปรมิาตร 300 l  ผสมใหเ้ขา้กนัแบบ inverting  
ตัง้ทิง้ไวท้ีอ่ณุหภมูหิอ้ง 5 นาท ี(ไมค่วรนานเกนิ 5 นาท)ี 

3. เตมิ solution III (3 M potassium acetate pH 5.5) ปรมิาตร 300 l  ผสมใหเ้ขา้กนัแบบ 
inverting  จะเหน็ตะกอนสขีาวเกดิขึน้  ตัง้ทิง้ไวบ้นน ้าแขง็ 10 นาท ี

4. น าไปป ัน่ดว้ยความเรว็รอบ 14,000 rpm   นาน 15 นาท ี แลว้ดดูสว่นใสเกบ็ไว ้ สว่นตะกอนสขีาว
ใหท้ิง้ไป 

5. น าส่วนใสมาเตมิ Isopropanol ปรมิาตร 800 l  ผสมใหเ้ขา้กนัแบบ inverting  แลว้ตัง้ทิง้ไวใ้น
น ้าแขง็ 5-10 นาท ี(ขัน้ตอนนี้สามารถเกบ็ทิง้ไวท้ี ่–20OC) 

6. ป ัน่ดว้ยความเรว็รอบ 14,000 rpm นาน 15 นาท ี  ทิง้สว่นใสไป (จะสงัเกตเหน็ตะกอนตดิอยู่ทีก่น้
หลอด) และลา้งตะกอนดว้ย 70% ethanol   ปรมิาตร 500 l 

7. ป ัน่ดว้ยความเรว็รอบ 14,000 rpm นาน 5 นาท ี  เท ethanol ทิง้ 
8. ป ัน่ดว้ยความเรว็รอบ 14,000 rpm นาน 1 นาท ี  แลว้ดูด ethanol ทีเ่หลอืออกใหห้มด  ทิง้ไวท้ี ่

37OC นาน 10-15 นาท ีจนตะกอนแหง้ 
9. ละลายตะกอนดว้ย deionized water หรอื TE buffer (ภาคผนวก ข.3.1.13) ปรมิาตร 50 l  แลว้

เกบ็ที ่-20OC  อาจจะ run agarose gel electrophoresis ทีม่คีวามเขม้ขน้ 1% agarose ใน TAE 
buffer (ภาคผนวก ข.3.2.3)  เพือ่ตรวจสอบ plasmid  และการปนเป้ือนของโปรตนีและ RNA 

 
2.8 การตรวจสอบ recombinant bacmid โดยใช้เทคนิค PCR 
1. เตรยีมคู ่primer ทีม่คีวามจ าเพาะต่อยนี HA หรอื M13 ทีต่อ้งการท า PCR  
2. เตรยีมสว่นผสมส าหรบั PCR ดงัตารางที ่2.1 
3. น าไปท า PCR โดยเครือ่ง Thermal Cycle   โดยก าหนด 30 cycle  ซึง่ใชส้ภาวะตามตารางที ่2.2 
4. น า PCR product ทีไ่ดไ้ป run agarose gel electrophoresis   โดยใชค้วามเขม้ขน้ 1% (w/v) 

agarose เพือ่ดขูนาดของ PCR product ทีไ่ด ้
 
2.9 การน า Recombinant bacmid DNA เข้าสู่เซลลแ์มลงโดยวิธี Transfection 
1. น าเซลลแ์มลง SF-9 ทีอ่ยูใ่นชว่ง log phase ลงใน petridish ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 35 mm  ให้

มคีวามหนาแน่นเซลล์ 3x106 cells/ml (SF-9) หรอื 1.2x106 cells/ml (Hz) ปรมิาตร 1 ml ต่อ dish 
น าไปบ่มทีอ่ณุหภมู ิ27oC นาน 1 ชัว่โมง 

2. เตรยีม solution A  โดยใช ้recombinant bacmid DNA 1-2 g ในปรมิาตร 5 l  น ามาเจอืจาง
ใน Graces’ medium  ปรมิาตร 100 l ใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml   

3. เตรยีม solution B  ใช ้CellFECTIN (บรษิทั Invitrogen) ปรมิาตร 6 l  ผสมใน Graces’ 
medium ปรมิาตร 100 l ใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml   
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4. ผสม solution A และ solution B เขา้ดว้ยกนั  และตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งนาน 15-45 นาท ี เตมิ 
Graces’ medium ปรมิาตร 800 l  

5. น าเซลลจ์ากขอ้ 1 มาลา้งดว้ย Grace’s medium ปรมิาตร 2 ml  จ านวน 2 ครัง้  และเตมิสารผสม 
solution A และ solution B จากขอ้ 4  ลงใน dish  น าไปบ่มทีอ่ณุหภมู ิ27oC นาน 5 ชัว่โมง 

6. ดูดส่วนผสมทัง้หมดออกจาก dish และเตมิ Graces’ medium ทีม่ ี3% FCS (v/v) ปรมิาตร    2 
ml  แลว้เตมิ 100x antibiotic ปรมิาตร 20 l  น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ27oC นาน 3-5 วนั หรอืจน
สงัเกตเหน็การ infection ของแบคควิโลไวรสั 

7. เกบ็สว่นใส (extracellular virus) ทีไ่ดจ้าก dish ไวท้ีอ่ณุหภมู ิ4oC  เพือ่เป็น virus stock  หรอืเกบ็
ไวท้ี ่– 20OC (มเีปอรเ์ซน็ต ์FCS 3-10% ใน medium) ในกรณีทีต่อ้งการเกบ็ไวน้านๆโดยตอ้งการ
ใหส้ญูเสยีประสทิธภิาพใน infection น้อยทีสุ่ด  ส่วน infected insect cell สามารถน าไปสกดัเอา 
baculovirus DNA เพือ่ตรวจสอบยนีทีส่นใจดว้ยวธิ ีPCR  

 
2.10 การตรวจสอบการสร้าง recombinant hemagglutinin (HA) protein ด้วย Western blot 
analysis และ Dot blot analysis 

ท าการเกบ็เกีย่วตวัอย่างโปรตนีทีค่าดว่ามี VLP จากอาหารเลี้ยงเซลล์แมลงทีถู่ก infect ดว้ย 
recombinant baculovirus ตัง้แต่ 2-5 วนั มาป ัน่แยกเซลล์แมลงออกที ่5,000 rpm นาน 10 นาท ี
จากนัน้ท าการน าตวัอย่างโปรตนีไปแยกบน SDS/PAGE และ transfer โปรตนีลงบน nitrocellulose 
membrane ท าการบ่มเมมเบรนใน 5%skim milk ในสารละลาย PBST  1 ชัว่โมง จากนัน้ท าการลา้ง
เมมเบรน 3 ครัง้ ด้วย PBST นาน 10 นาทตี่อครัง้ แล้วน าเมมเบรมมาบ่มใน primary antibody  
(mouse anti-HA monoclonal antibody (H511C9))ทีเ่จอืจางใน PBST 1: 5000 นาน 1 ชัว่โมง ลา้ง
เมมเบรน 3 ครัง้ ดว้ย PBST แลว้บ่มต่อใน secondary antibody (Goat anti-mouse IgG Alkaline 
phosphatase conjugate) ทีเ่จอืจาง 1:5,000 นาน 1 ชัง่โมงจากนัน้ล้างเมมเบรนและเตมิ AP 
conjugate substrate เพื่อการสรา้งสใีหก้บัแถบโปรตนีทีจ่ าเพาะ ส าหรบั Dot Blot Analysis ท า
เช่นเดยีวกบั Western blot ยกเวน้ไม่ต้องแยกโปรตนีดว้ย SDS/PAGE และไม่ตอ้ง blot ลงเมมเบรน 
แต่ท าการหยดตวัอยา่งทีจ่ะท าการทดสอบบนเมมเบรนโดยตรง 
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บทท่ี 3 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 

3.1 Hemagglutinin Gene (HA gene)  
ยนี HA ส าหรบัใชผ้ลติ recombinant HA protein ในโครงการวจิยันี้ เป็นยนีทีไ่ดร้บัการโคลน

โดยคณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล จากไวรสัทีแ่ยกไดจ้ากคนไขต้ดิเชือ้ไวรสั H5N1 ประเทศไทย
โดยชิน้สว่น DNA อยูใ่นพลาสมดิ pGEM-T-easy โดยมลี าดบันิวคลโีอไทดด์งัแสดงในรปูที ่3.1 

 
3.2 การโคลนยีน HA เข้าสู่ Baculovirus Transfer Vector (pFastBacHT b) 

ท าการเตรยีม DNA ของยนี HA ดว้ยการใชว้ธิ ีPolymerase Chain Reaction (PCR) โดยการ
ออกแบบ primer ใหจ้ าเพาะกบัยนี HA และใหม้ ีบรเิวณตดัของเอนไซม ์บรเิวณ 5’ ของ primer ทัง้ 2 
ขา้งเพือ่การยา้ยเขา้สู ่pFastBacHT b  
 ผลทีไ่ดจ้ากการท า PCR คอื ชิน้ DNA ขนาดประมาณ 1.7 kb (1,729 bp) ทีเ่หน็จากการ
ตรวจสอบดว้ย 1% agarose gel electrophoresis (รปูที ่3.2) จากนัน้ท าให ้PCR product บรสิุทธิ ์
โดยใช ้QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) น าชิน้ยนี HA ทีไ่ดม้าตดัดว้ยเอน็ไซม ์HindIII และ 
BamHI ตามดว้ยการสกดัดว้ย phenol/choloform extraction และตกตะกอน DNA เพื่อแยกออกจาก
สารละลายเพือ่น าไปเชือ่ม (ligate) เขา้สู ่พลาสมดิ pFastBacHTb  
Clone\Sequence\A/Thailand/1(KAN-1)/2004(H5N1)\HA\gene 
GenBank Access no. AY555150 
              M  E  K   I  V  L  L   F  A  I   V  S  L   V  K  S  D   Q  I  C   I  G  Y   H  A  N  N   S  T  E  

    1 TCATCTGTCA AATGGAGAAA ATAGTGCTTC TTTTTGCAAT AGTCAGTCTT GTTAAAAGTG ATCAGATTTG CATTGGTTAC CATGCAAACA ACTCGACAGA 

 AGTAGACAGT TTACCTCTTT TATCACGAAG AAAAACGTTA TCAGTCAGAA CAATTTTCAC TAGTCTAAAC GTAACCAATG GTACGTTTGT TGAGCTGTCT 

   Q  V  D   T  I  M  E   K  N  V   T  V  T   H  A  Q  D   I  L  E   K  T  H   N  G  K  L   C  D  L   D  G  V 
  101 GCAGGTTGAC ACAATAATGG AAAAGAACGT TACTGTTACA CATGCCCAAG ACATACTGGA AAAGACACAC AACGGGAAGC TCTGCGATCT AGATGGAGTG 

 CGTCCAACTG TGTTATTACC TTTTCTTGCA ATGACAATGT GTACGGGTTC TGTATGACCT TTTCTGTGTG TTGCCCTTCG AGACGCTAGA TCTACCTCAC 

  K  P  L  I   L  R  D   C  S  V   A  G  W  L   L  G  N   P  M  C   D  E  F  I   N  V  P   E  W  S   Y  I  V  E  

  201 AAGCCTCTAA TTTTGAGAGA TTGTAGTGTA GCTGGATGGC TCCTCGGAAA CCCAATGTGT GACGAATTCA TCAATGTGCC GGAATGGTCC TACATAGTGG 

 TTCGGAGATT AAAACTCTCT AACATCACAT CGACCTACCG AGGAGCCTTT GGGTTACACA CTGCTTAAGT AGTTACACGG CCTTACCAGG ATGTATCACC 

    K  A  N   P  V  N   D  L  C  Y   P  G  D   F  N  D   Y  E  E  L   K  H  L   L  S  R   I  N  H  F   E  K  I ท 
  301 AGAAGGCCAA TCCAGTCAAT GACCTCTGTT ACCCAGGGGA TTTCAATGAC TATGAAGAAT TGAAACACCT ATTGAGCAGA ATAAACCATT TTGAGAAAAT 

 TCTTCCGGTT AGGTCAGTTA CTGGAGACAA TGGGTCCCCT AAAGTTACTG ATACTTCTTA ACTTTGTGGA TAACTCGTCT TATTTGGTAA AACTCTTTTA 

   Q  I  I   P  K  S  S   W  S  S   H  E  A   S  L  G  V   S  S  A   C  P  Y   Q  R  K  S   S  F  F   R  N  V 
  401 TCAGATCATC CCCAAAAGTT CTTGGTCCAG TCATGAAGCC TCATTAGGGG TGAGCTCAGC ATGTCCATAC CAGAGAAAGT CCTCCTTTTT CAGAAATGTG 

 AGTCTAGTAG GGGTTTTCAA GAACCAGGTC AGTACTTCGG AGTAATCCCC ACTCGAGTCG TACAGGTATG GTCTCTTTCA GGAGGAAAAA GTCTTTACAC 

  V  W  L  I   K  K  N   S  T  Y   P  T  I  K   R  S  Y   N  N  T   N  Q  E  D   L  L  V   L  W  G   I  H  H  P  

  501 GTATGGCTTA TCAAAAAGAA CAGTACATAC CCAACAATAA AGAGGAGCTA CAATAATACC AACCAAGAAG ATCTTTTGGT ACTGTGGGGG ATTCACCATC 

 CATACCGAAT AGTTTTTCTT GTCATGTATG GGTTGTTATT TCTCCTCGAT GTTATTATGG TTGGTTCTTC TAGAAAACCA TGACACCCCC TAAGTGGTAG 

    N  D  A   A  E  Q   T  K  L  Y   Q  N  P   T  T  Y   I  S  V  G   T  S  T   L  N  Q   R  L  V  P   R  I  A ท 
  601 CTAATGATGC GGCAGAGCAG ACAAAGCTCT ATCAAAACCC AACCACCTAT ATTTCCGTTG GGACATCAAC ACTAAACCAG AGATTGGTAC CAAGAATAGC 

 GATTACTACG CCGTCTCGTC TGTTTCGAGA TAGTTTTGGG TTGGTGGATA TAAAGGCAAC CCTGTAGTTG TGATTTGGTC TCTAACCATG GTTCTTATCG 

   T  R  S   K  V  N  G   Q  S  G   R  M  E   F  F  W  T   I  L  K   P  N  D   A  I  N  F   E  S  N   G  N  F 
  701 TACTAGATCC AAAGTAAACG GGCAAAGTGG AAGGATGGAG TTCTTCTGGA CAATTTTAAA ACCGAATGAT GCAATCAACT TCGAGAGTAA TGGAAATTTC 

 ATGATCTAGG TTTCATTTGC CCGTTTCACC TTCCTACCTC AAGAAGACCT GTTAAAATTT TGGCTTACTA CGTTAGTTGA AGCTCTCATT ACCTTTAAAG 

  I  A  P  E   Y  A  Y   K  I  V   K  K  G  D   S  T  I   M  K  S   E  L  E  Y   G  N  C   N  T  K   C  Q  T  P  

  801 ATTGCTCCAG AATATGCATA CAAAATTGTC AAGAAAGGGG ACTCAACAAT TATGAAAAGT GAATTGGAAT ATGGTAACTG CAACACCAAG TGTCAAACTC 

 TAACGAGGTC TTATACGTAT GTTTTAACAG TTCTTTCCCC TGAGTTGTTA ATACTTTTCA CTTAACCTTA TACCATTGAC GTTGTGGTTC ACAGTTTGAG 

    M  G  A   I  N  S   S  M  P  F   H  N  I   H  P  L   T  I  G  E   C  P  K   Y  V  K   S  N  R  L   V  L  A ท 
  901 CAATGGGGGC GATAAACTCT AGTATGCCAT TCCACAATAT ACACCCTCTC ACCATCGGGG AATGCCCCAA ATATGTGAAA TCAAACAGAT TAGTCCTTGC 

 GTTACCCCCG CTATTTGAGA TCATACGGTA AGGTGTTATA TGTGGGAGAG TGGTAGCCCC TTACGGGGTT TATACACTTT AGTTTGTCTA ATCAGGAACG 

    T  G  L   R  N  S  P   Q  R  E   R  R  R   K  K  R  G   L  F  G   A  I  A   G  F  I  E   G  G  W   Q  G  M 
 1001 GACTGGGCTC AGAAATAGCC CTCAAAGAGA GAGAAGAAGA AAAAAGAGAG GATTATTTGG AGCTATAGCA GGTTTTATAG AGGGAGGATG GCAGGGAATG 

 CTGACCCGAG TCTTTATCGG GAGTTTCTCT CTCTTCTTCT TTTTTCTCTC CTAATAAACC TCGATATCGT CCAAAATATC TCCCTCCTAC CGTCCCTTAC 

  V  D  G  W   Y  G  Y   H  H  S   N  E  Q  G   S  G  Y   A  A  D   K  E  S  T   Q  K  A   I  D  G   V  T  N  K  

 1101 GTAGATGGTT GGTATGGGTA CCACCATAGC AATGAGCAGG GGAGTGGGTA CGCTGCAGAC AAAGAATCCA CTCAAAAGGC AATAGATGGA GTCACCAATA 

 CATCTACCAA CCATACCCAT GGTGGTATCG TTACTCGTCC CCTCACCCAT GCGACGTCTG TTTCTTAGGT GAGTTTTCCG TTATCTACCT CAGTGGTTAT 

    V  N  S   I  I  D   K  M  N  T   Q  F  E   A  V  G   R  E  F  N   N  L  E   R  R  I   E  N  L  N   K  K  M  
 1201 AGGTCAACTC GATCATTGAC AAAATGAACA CTCAGTTTGA GGCCGTTGGA AGGGAATTTA ACAACTTAGA AAGGAGAATA GAGAATTTAA ACAAGAAGAT 

 TCCAGTTGAG CTAGTAACTG TTTTACTTGT GAGTCAAACT CCGGCAACCT TCCCTTAAAT TGTTGAATCT TTCCTCTTAT CTCTTAAATT TGTTCTTCTA 

   E  D  G   F  L  D  V   W  T  Y   N  A  E   L  L  V  L   M  E  N   E  R  T   L  D  F  H   D  S  N   V  K  N 
 1301 GGAAGACGGG TTCCTAGATG TCTGGACTTA TAATGCTGAA CTTCTGGTTC TCATGGAAAA TGAGAGAACT CTAGACTTTC ATGACTCAAA TGTCAAGAAC 

 CCTTCTGCCC AAGGATCTAC AGACCTGAAT ATTACGACTT GAAGACCAAG AGTACCTTTT ACTCTCTTGA GATCTGAAAG TACTGAGTTT ACAGTTCTTG 

  L  Y  D  K   V  R  L   Q  L  R   D  N  A  K   E  L  G   N  G  C   F  E  F  Y   H  K  C   D  N  E   C  M  E  S  

 1401 CTTTACGACA AGGTCCGACT ACAGCTTAGG GATAATGCAA AGGAACTGGG TAACGGTTGT TTCGAGTTCT ATCATAAATG TGATAATGAA TGTATGGAAA 

 GAAATGCTGT TCCAGGCTGA TGTCGAATCC CTATTACGTT TCCTTGACCC ATTGCCAACA AAGCTCAAGA TAGTATTTAC ACTATTACTT ACATACCTTT 

   V  R  N   G  T  Y   D  Y  P  Q   Y  S  E   E  A  R   L  K  R  E   E  I  S   G  V  K   L  E  S  I   G  I  Y  
 1501 GTGTAAGAAA CGGAACGTAT GACTACCCGC AGTATTCAGA AGAAGCAAGA CTAAAAAGAG AGGAAATAAG TGGAGTAAAA TTGGAATCAA TAGGAATTTA 

 CACATTCTTT GCCTTGCATA CTGATGGGCG TCATAAGTCT TCTTCGTTCT GATTTTTCTC TCCTTTATTC ACCTCATTTT AACCTTAGTT ATCCTTAAAT 

   Q  I  L   S  I  Y  S   T  V  A   S  S  L   A  L  A  I   M  V  A   G  L  S   L  W  M  C   S  N  G   S  L  Q 
 1601 CCAAATACTG TCAATTTATT CTACAGTGGC GAGTTCCCTA GCACTGGCAA TCATGGTAGC TGGTCTATCC TTATGGATGT GCTCCAATGG GTCGTTACAA 

 GGTTTATGAC AGTTAAATAA GATGTCACCG CTCAAGGGAT CGTGACCGTT AGTACCATCG ACCAGATAGG AATACCTACA CGAGGTTACC CAGCAATGTT 

  C  R  I  C   I  * 

 1701 TGCAGAATTT GCATTTAAAT TTGTGAGTTC AGATTG 

 ACGTCTTAAA CGTAAATTTA AACACTCAAG TCTAAC 

รปูท่ี 3.1  ล าดบันวิคลโีอไทดข์องยนี HA ใน pGEM-T Easy cloning vector 
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รปูท่ี 3.2  แสดงผลการท า PCR ของยนี HA โดยใช ้pGEM-T-HA ทีม่สีว่นของยนี HA เป็นตน้แบบ 
 
3.3 Recombinant pFASTBacHTb  
 pFASTBacHTb plasmid (บรษิทั Invitrogen, U.S.A.)(รปูที ่3.3) เป็น plasmid ทีม่ยีนีตา้นยา 
ampicillin และ gentamycin  และม ี6Xhis, MCS, SV40 poly(A)  โดยม ีpolyhedrin promoter ทีเ่ป็น 
strong promoter ของ AcMNPV อยู่บรเิวณ upstream ของบรเิวณ multi-cloning site ซึง่เป็นบรเิวณ
โคลนนิ่งยนีทีต่อ้งการผลติโปรตนี ในระบบ Baculovirus Expression System (AcMNPV bacmid)    
 

 
รปูท่ี 3.3  แผนทีพ่ลาสมดิ pFastBacHT b (บรษิทั Invitrogen, U.S.A.) 
 

ในงานวจิยันี้ใช ้ pFASTBacHTb plasmid เป็น donor plasmid ในการส่งถ่ายยนี HA เขา้สู ่
AcMNPV bacmid ดว้ยวธิ ีtransformation ของ pFASTBacHTb plasmid เขา้สู่ competent E. coli 
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DH10Bac cells ซึง่ม ีAcMNPV bacmid อยู่ และจะเกดิการ transposition โดยอาศยัความช่วยเหลอื
ของ helper plasmid (อยู่ใน E. coli DH10Bac cells) ทีม่กีาร expression ของเอนไซม ์transposase  
ในการส่งยนีทีอ่ยู่ขา้งในบรเิวณ mini-attTn7 (มยีนี HA อยู่) ของ pFASTBacHTb plasmid เขา้สู่
บรเิวณ mini-attTn7 ของ lacZ gene ทีอ่ยูใ่น AcMNPV bacmid 

ท าการยอ่ย pFastBacHT b ดว้ยเอนไซม ์BamHI และ HindIII เชน่เดยีวกบัชิน้ยนี HA ทีเ่ตรยีม
จาก PCR และถูกย่อยดว้ยเอนไซมท์ัง้สองนี้แลว้ ท าการเชื่อมต่อทัง้สองส่วนเขา้ดว้ยกนัดว้ยเอนไซม ์
T4 ligase และ transform เขา้สู่ E.coli DH5 และคดัเลอืก transformant ทีม่ ีพลาสมดิดว้ยยา
ปฏชิวีนะ ampicillin ท าการตรวจหา transformant ทีม่ ีrecombinant pFastBacHT b ทีเ่ชื่อมกบั HA  
โดยการสกดัพลาสมดิจากโคโลนีที่เลือกแล้วตรวจสอบด้วยการย่อยด้วย BamHI/HindIII จากการ
ตรวจสอบพลาสมดิทีไ่ด้จาก 10 โคโลนี พบว่าม ี1 ตวัอย่างทีม่สี่วนของ DNA ทีถู่กตดัแยกออกจาก 
pFastBacHT b ที่ขนาดเท่ากบัชิ้นยนี HA ทีต่่อด้วยเอนไซม์ ดงัแสดงในรูป 3.4 จากนัน้จะน า 
recombinant pFastBacHT b-HA ไป tansform เขา้สู่ E.coli ทีม่ ีBacmid เพื่อยา้ยยนี HA จากพลาส
มดินี้ไปยงั Bacmid ต่อไป  

 

           
 
รปูท่ี 3.4  Recombinant pFastBacHT b ทีม่ยีนี HA เชื่อมเขา้เป็นส่วนหนึ่ง ณ ต าแหน่งตดัด้วย
เอนไซม ์BamHI/HindIII จากแถวที ่7 ภายหลงัตดัพลาสมดิดว้ยเอนไซมท์ัง้สองพบชิน้ส่วน DNA ทมีี
ขนาดเทา่กบัชิน้ HA DNA ทีเ่ชือ่มเขา้กบัพลาสมดิ 
 แถวที ่1  DNA marker 
 แถวที ่2  pFastBacHT b ตดัดว้ย BamHI/HindIII 
 แถวที ่3  HA fragment ตดัดว้ย BamHI/HindIII กอ่น ligation 
 แถวที ่4-10 พลาสมดิสกดัจาก transformant ตดัดว้ย BamHI/HindIII 
 
3.4 การท าพนัธวิุศวกรรมแบคคิวโลไวรสั (Recombinant baculovirus) 
 การท าพนัธุวศิวกรรมใหแ้บคควิโลไวรสัมกีารแสดงออกของยนี HA ของ H5N1 influenza virus 
สายพนัธุ์ influenza A/Thailand/1(Kan1)/2004 โดยใช้ระบบ Bac-to-Bac system (รูปที่ 3.3) 
ภายหลงักระบวนการ transformation ของ donor plasmid ทีม่ยีนีทีต่อ้งการอยู่เขา้สู่ competent E. 
coli DH10Bac cells นัน้จะเกดิการส่งถ่าย mini Tn7 จาก  เขา้ไปสู่ mini att Tn7 ทัง้สองขา้งบน 
bacmid ใน competent E. coli DH10Bac cells ไดอ้ยา่งงา่ยและมปีระสทิธภิาพ  ซึง่จะไปขดัขวางการ
แสดงออกของ lacZ gene  

1       2      3        4       5       6        7       8        9      10 

HA 
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 เมื่อน า E. coli DH10Bac cells ทีผ่่านการท า transformation แลว้ไปเลี้ยงบน LB agar plate ที่
มยีา gentamicin,  kanamycin,  tetracycline  X-gal  และ IPTG  จะท าใหไ้ดโ้คโลนีสขีาวทีม่กีารน า
ยนีทีต่้องการเขา้สู่ bacmid แล้ว  หลงัจากนัน้คดัเลอืกโคโลนีทีม่คีุณสมบตัิตามต้องการแล้วจงึน า
โคโลนีของ E. coli DH10Bac cells นี้ไปเลี้ยงต่อเพื่อเพิม่จ านวน recombinant bacmid และน าไปท า
การ transfection เขา้สู่เซลล์แมลงเพื่อใหไ้ด ้recombinant baculovirus ทีส่มบูรณ์  เพื่อทีจ่ะไดน้ าไป 
infect เขา้สูเ่ซลลแ์มลงเพือ่ผลติโปรตนี คอื Recombinant HA protein ทีต่อ้งการ 
 
3.5 การตรวจสอบ Recombinant HA bacmid และ Recombinant HA baculovirus 
 สามารถตรวจสอบว่า bacmid มยีนี HA เป็นส่วนหนึ่งในจโีนมหรอืไม่ น า DNA ทีส่กดัไดจ้าก
แบคทเีรยีทีม่โีคโลนีสขีาว มาตรวจสอบโดยเทคนิค PCR โดยใช ้primers 2 คู ่ดงันี้ 

1. Primers: H5HAf และ H5HAr ส าหรบัตรวจสอบว่าม ีHA gene อยู่บนจโีนมของ 
recombinant HA bacmid (primers ทัง้สองจ าเพาะกบั HA gene) 
 H5HAf: 5’- CG GGA TCC ATG GAG AAA ATA GTG CTT CTT TTT GC – 3’ 
 H5HAr: 5’- TA AAG CTT TTA AAT GCA AAT TCT GCA TTG TAA CG -3’ 
ผลติภณัฑ ์PCR จากการใช ้primer คูน่ี้มขีนาด 1,729 bp 

2. Primers: M13f และ M13r ส าหรบัตรวจสอบต าแหน่งของ HA gene ทีแ่ทรกอยูบ่นจโีนม
ของ recombinant HA bacmid ณ ต าแหน่งตรงกลางยนี Lac Z (primers ทัง้สองจ าเพาะกบั LacZ 
gene) 
 M13f:    5’- GTA AAA  CGA  CGG CCA  GT-3’ 
 M13r:    5’- AAC  AGC  TAT  GAC  CAT G-3’ 
ในการตรวจสอบการแทรกของยนี HA ณ ต าแหน่งตรงกลางยนี lacZ ไดท้ าการสลบั primer คูท่ี ่2 ใช้
รว่มกบัคูท่ี ่1 ดา้นบนดงันี้  

ก. ใช ้M13f และ H5HAr จะได ้ผลติภณัฑ ์PCR ขนาด 128+1,552+1,729 = 3,379 bp 
 ข. ใช ้M13r และ H5HAf จะได ้ผลติภณัฑ ์PCR ขนาด 145+458+1,729 = 2,332 bp 

จากการสกดัดเีอน็เอของ Bacmid จากโคโลนีสขีาวจ านวน 10 โคโลนี แล้วน ามาท า PCR 
ดว้ย primer ดา้นบน ผลการทดสอบดงัแสดงในรปูที ่8 โดยเมื่อใช ้primer คู่ H5HAf และ H5HAr คู ่
M13f และ H5HAr และคู ่M13r และ H5HAf พบว่าดเีอน็เอของ Bacmid ทัง้ 10 ตวัอย่าง ใหผ้ลติภณัฑ ์
PCR ตามขนาดทีก่ าหนดจากบรเิวณเกาะของ Primer แสดงว่าทัง้ 10 โคโลนีสขีาวทีค่ดัเลอืก เป็น 
recombinant HA Bacmid ทีม่ยีนี HA เป็นสว่นหนึ่งของจโีนม  
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รปูท่ี 3.5 แสดงการตรวจสอบการแทรกของยนี HA เป็นส่วนหนึ่งของ Bacmid โดยใช ้primer คอื คู ่
H5HAf และ คู ่H5HAr (A) M13f และ H5HAr (B) และ คู ่M13r และ H5HAf (C) 
 

หลงัจากการตรวจสอบดว้ย PCR แลว้ได้น า recombinant HA bacmid ทีส่กดัไดจ้าก 1 
โคโลนี มาท าการ transfect เขา้สู่เซลล์แมลง SF-9 โดยใช ้transfectin หลงัจากนัน้ 72 ชัว่โมงท าการ
เกบ็เกีย่วอาหารเลี้ยงเซลล์ซึง่ม ีrecombinant HA baculovirus ซึง่ budding ออกจากเซลล์แมลง เกบ็
เป็น virus stock จากนัน้น าไวรสัทีไ่ดไ้ปใช ้infect เขา้สู่เซลล์แมลง และเมื่อน าเซลล์แมลงทีถู่ก infect 
มาสกดัดเีอน็เอมาท า PCR เพื่อตรวจสอบว่าดเีอน็เอของไวรสัทีไ่ดห้ลงัการท า transfection มยีนี HA 
อยู่ในจโีนมหรอืไม่ โดย primer ทีใ่ช ้คอื primer ทีจ่ าเพาะกบัยนี HA (H5HAf และ H5HAr) ผลการ
ตรวจสอบแสดงในรปูที ่3.6 
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รปูท่ี 3.6 การตรวจสอบยนี HA ซึง่แทรกอยู่ในจโีนมของ recombinant HA baculovirus ทีเ่ตรยีมได้
จากเซลล์แมลงทีถู่ก transfect ดว้ย recombinant HA bacmid โดยใช ้primer จ าเพาะกบัยนี HA 
(H5HAf และ H5HAr) 
 
3.6 การผลิต Recombinant HA protein 

จากผลการตรวจสอบดว้ย PCR พบว่าแบคควิโลไวรสัทีไ่ดเ้ป็น recombinant HA baculovirus 
ทีม่ยีนี HA เป็นสว่นหนึ่งของจโีนม จากการทีส่ามารถสรา้งผลติภณัฑ ์PCR จากตน้แบบทีเ่ป็นดเีอน็เอ
ของ recombinant HA baculovirus ไดต้ามขนาดยนี HA จากนัน้ท าการตรวจสอบว่ายนี HA มกีาร
แสดงออก โดยมกีารสรา้ง recombinant HA protein จากเซลล์แมลงทีถู่ก infect ดว้ย recombinant 
HA baculovirus หรอืไม ่โดยการน าเซลลแ์มลงทีถ่กู infect แลว้น ามาท าใหแ้ตกโดยการละลายเซลลใ์น 
lysis buffer จากนัน้น าตวัอยา่งทีไ่ดม้าท าการตรวจสอบโปรตนีดว้ยวธิกีาร Western Blot analysis ซึง่
ใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีทีจ่ าเพาะกบั influenza HA protein ที่ได้รบัความอนุเคราะห์จาก
คณะแพทย์ศาสตร ์ศริริาชพยาบาล มหาวทิยาลยัมหดิล ผลการตรวจสอบดงัแสดงในรปูที่ 3.7 ซึ่ง
พบว่าเซลล์แมลงมีการผลิตโปรตีนที่จับจ าเพาะกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ขนาดมวลโมเลกุล
ประมาณ 65 kDa ซึง่เป็นขนาดเดยีวกบัทีเ่คยมกีารรายงานขนาดของ recombinant HA protein โดย 
Shen และคณะ (1) แต่ไม่พบในเซลล์แมลงทีไ่ม่ถูก infect (negative control) แสดงว่าเซลล์แมลงทีถู่ก 
infect ดว้ย recombinant HA baculovirus สามารถผลติ recombinant HA protein ได ้
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รปูท่ี 3.7 Western Blot Analysis เพื่อตรวจสอบการสงัเคราะห ์recombinant HA protein จากเซลล์
แมลงทีถ่กู infect ดว้ย recombinant HA baculovirus ลกูศรแสดงแถบโปรตนีทีถู่กจบัอย่างจ าเพาะกบั
โมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะกบัโปรตนี HA (แถวที ่1: โปรตนีมาตรฐาน 2: เซลล์แมลงทีไ่ม่ถูก 
infect (negative control) 3 และ 4: เซลล์ทีถู่ก infect ดว้ย recombinant baculovirus วนัที ่3 และ 4 
ตามล าดบั) 
 
3.7 การสกดั recombinant HA protein 
 การเตรียมตวัอย่างโปรตีน 

น าเซลล์ทีไ่ด้จากถงัหมกัน ้าหนักเปียกประมาณ 2.42 กรมั และเซลล์มาใส่ทีไ่ด้จากขวดแบบ
เขย่าน ้าหนักเปียกประมาณ 1.78 กรัม รวมน ้าหนักเซลล์เปียกทัง้หมด เท่ากับ 4.20 กรัม เติม 
extraction buffer (1 % Tergitol NP-9 ใน บฟัเฟอร ์A) pH 5.3 ปรมิาตร 147.50 ml ลงไปหมุนคน
ของผสมดว้ย magnetic stirrer นาน 30 นาท ีทีอุ่ณหภูม ิ4C แลว้ไปป ัน่เหวีย่งที ่15,000 g นาน 25 
นาท ีและกรองตะกอนเซลลท์ีเ่หลอือยู่ผ่านแผ่นกรองขนาดรพูรุน 0.45 m ก่อนแลว้จงึน าเฉพาะส่วน
ใสมาแยกโปรตนี 

 
การท าให้โปรตีนบริสทุธ์ิ 
1.การก าจดั DNA ปนเป้ือนด้วย Anion Exchange Chromatography 
น าสารละลายใสของโปรตนีใน extraction buffer ปรมิาตร 145 ml มาผ่านลงในคอลมัน์

แลกเปลีย่นประจุลบ QXL ต่อกบั QFF (GE healthcare) ขนาด 1 ml เพือ่ท าการก าจดั DNA ปนเป้ือน 
ทีจ่ะรบกวนกระบวนการสกดั โดยท าใหเ้รซนิภายในอิม่ตวัดว้ยบฟัเฟอร ์ A pH 5.89 อยู่ก่อนแลว้ ดว้ย
อตัราการไหล 2 ml/min เกบ็ส่วนทีผ่่านคอลมัน์  (QXL/QFF flowthrough) ออกมาเพื่อน าไปแยก
โปรตนีต่อ และเกบ็บางส่วนเพื่อไปวเิคราะห ์ดว้ย 10%gel SDS PAGE ยอ้มแผ่นเจลทีไ่ดด้ว้ย silver 
ดงัรปูที ่3.8  

 
          2.การสกดัแยก Recombinant HA protein ด้วย Cation Exchange Chromatography 

น า fraction ส่วน QXL/QFF flowthrough จากคอลมัน์ QXL/QFF (SPFF sample) ไปผ่าน
คอลมัน์แลกเปลีย่นประจุบวก SPFF (GE healthcare) เพื่อสกดัแยกเฉพาะ recombinant HA protein 
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โดยคอลมัน์มขีนาด 8 ml ใชอ้ตัราการไหล 2 ml/min ซึง่ท าใหเ้รซนิภายในอิม่ตวัดว้ยบฟัเฟอร์A pH 
5.9 อยู่ก่อนแลว้ หลงัจากนัน้ลา้งคอลมัน์ (SPFF wash)ดว้ยบฟัเฟอรเ์ดยีวกนั แลว้ชะโปรตนีทีเ่กาะ
คอลมัน์แบบ linear gradient จาก 0% ถงึ 100% ดว้ยบฟัเฟอร ์B pH 7.5 และบฟัเฟอร ์C ซึง่ม ี pH 
7.5 และ 150 mM NaCl ระหว่างนี้เกบ็ fraction ส่วนทีช่ะโปรตนีเป็นช่วงๆ (SPFF Elute 0%B จนถงึ 
100 B% และจาก 100%B จนถงึ 100 %C) จากนัน้ลา้งโปรตนีทีเ่หลอืเกาะคอลมัน์ออกดว้ย1 M NaCl 
น า fraction สว่นต่างๆทีไ่ดไ้ปวเิคราะห ์ดว้ย 10%gel SDS PAGE ยอ้มแผ่นเจลทีไ่ดด้ว้ย silver ดงัรปู
ที ่3.9 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
รปูท่ี 3.8 รปูแบบโปรตนีหลงัผา่นลงในคอลมัน์แลกเปลีย่นประจุลบ QFF แถวที ่1 คอื โปรตนี marker 
ทีท่ราบน ้าหนกัโมเลกลุ แถวที ่2 คอื สารสกดัโปรตนี rHA จากเซลล์ (QXL/QFF sample) แถวที ่3 คอื  
QXL/QFF flowthrough   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รปูท่ี 3.9 ผลการผา่น QXL/QFF flowthrough ลงในคอลมัน์แลกเปลีย่นประจุบวก SPFF โดย10% gel 
SDS PAGE ยอ้มดว้ย silver แถวที ่1 คอื โปรตนี marker ทีท่ราบน ้าหนักโมเลกุล แถวที ่2 คอื SPFF 
sample (QFF flowthrough) แถวที ่3 คอื  SPFF flowthrough แถวที ่4 คอื SPFF wash แถวที ่5 คอื 
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SPFF Elute 0-9%B แถวที ่6 คอื SPFF Elute 9-13%B แถวที ่7 คอื SPFF Elute 14-18%B แถวที ่8 
คอื SPFF Elute 18-25%B แถวที ่9 คอื SPFF Elute 25%B แถวที ่10 คอื SPFF Elute 25-31%B 
แถวที ่11 คอื โปรตนี marker ทีท่ราบน ้าหนักโมเลกุล แถวที ่12 คอื SPFF sample (QXL/QFF 
flowthrough) แถวที ่13 คอื SPFF Elute 31-40%B แถวที ่14 คอื SPFF Elute 40-55%B แถวที ่15 
คอื SPFF Elute 55-70%B แถวที ่16 คอื SPFF Elute 70-87%B แถวที ่17 คอื SPFF Elute 87-
100%B แถวที ่18 คอื SPFF Elute 100%B-C แถวที ่19 และ 20 คอื SPFF Elute 100%C 
  

3. การสกดั Recombinant HA protein ให้บริสทุธ์ิด้วย Hydroxyapatite CHTTM 
จากรปูที ่3.9 พบว่า recombinant HA protein ทีเ่กาะกบัเรซิน่ถูกชะออกมาใน Fraction SPFF 

Elute 14-18%B ไปแยกโปรตนีต่อโดยน าไปผ่านคอลมัน์  hydroxyapatite CHTTM type1 Biorad 
(CHT sample) ขนาด 5 ml ทีอ่ตัราการไหล 2 ml/min ซึง่ท าใหเ้รซนิภายในอิม่ตวัดว้ยบฟัเฟอร์ B pH 
6.00 เกบ็ fraction ส่วนทีผ่่านคอลมัน์ (CHT flowthrough) ลา้งคอลมัน์ดว้ยบฟัเฟอร ์B อย่างน้อย 5 
column volume เกบ็ fraction ส่วนทีล่า้งคอลมัน์ (CHT wash) และชะ (elute) โปรตนีทีเ่กาะคอลมัน์
อยู่ดว้ยบฟัเฟอร ์D 40 mM phosphate pH 7.20 ตามดว้ย บฟัเฟอร ์E 100 mM phosphate pH 7.20 
และ บฟัเฟอร ์F 500 mM phosphate pH 7.20 ตามล าดบั ระหว่างนี้เกบ็ fraction สว่นทีช่ะโปรตนีเป็น
ชว่งๆ (CHT Elute) น า fraction ส่วนต่างๆ ทีไ่ดไ้ปวเิคราะห ์ดว้ย 10%gel SDS PAGE ยอ้มแผ่นเจล
ทีไ่ดด้ว้ย silver ดงัรปูที ่3.10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รปูท่ี 3.10  รูปแบบโปรตนีหลงัการผ่าน SPFF Elute 18-25%B ลงในคอลมัน์  hydroxyapatite  
(CHT) วเิคราะหด์ว้ย 10% gel SDS PAGE ยอ้ม silver stain แถวที ่1 คอื โปรตนี marker ทีท่ราบ
น ้าหนักโมเลกุล แถวที ่2 คอื CHT sample (SPFF Elute 18-25%B) แถวที ่3 คอื  CHT flowthrough 
แถวที ่4 คอื CHT wash แถวที ่5 คอื CHT Elute buffer D 40 mM phosphate fraction1 แถวที ่6 คอื 
CHT Elute buffer D 40 mM phosphate fraction 1 ท าใหเ้ขม้ขน้ดว้ย centrifugal concentrator 
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molecular weight cut off 50 kDa แถวที ่7 คอื CHT Elute buffer D 40 mM phosphate fraction 2 
แถวที ่8 คอื CHT Elute buffer D 40 mM phosphate fraction 2 ท าใหเ้ขม้ขน้ดว้ย centrifugal 
concentrator molecular weight cut off 50 kDa แถวที ่9 คอื CHT Elute buffer E100 mM 
phosphate แถวที ่10 คอื CHT Elute buffer F 500 mM phosphate 
 จากรปูที ่3.11 จะเหน็ได้ว่าหลงัจากการสกดัโปรตนีด้วย CHT column จะพบว่าโปรตนี
ปนเป้ือนจะเกาะตดิกบัเรซิน่ ส่วน elute และ wash จะมเีฉพาะส่วนของ Recombinant HA protein 
เป็นหลกั และมแีถบโปรตนีทีม่ ีmoleculare weight สงูกว่าทีค่าดว่าจะเป็น aggregate form ของ 
recombinant HA protein โดยสรุปแล้วการสกดั recombinant HA protein ใหบ้รสิุทธิม์ขี ัน้ตอน
ประกอบดว้ย 

1. น า cell lysate เฉพาะส่วนใสมาผ่านการก าจดั DNA ปนเป้ือนดว้ย Anion Exchange 
chromatography (QXL/QFF) น าสว่น flow through มาสกดัต่อ 

2. น า flow through จาก 1. มาผ่าน Cation Exchange Chromatography (SPFF) เพื่อ
แยกเฉพาะ recombinant HA protein โดยโปรตนีนี้จะเกาะกบั SP Sepharose ทีถู่กชะ
ออกเมือ่ใช ้NaCl ในชว่ง 18-25% buffer B อยา่งไรกต็ามสว่นนี้ยงัมรโปรตนีอืน่ปะปนอยู่ 

3. น าส่วนชะจาก SPFF column ตามขอ้ 3 มาท าใหบ้รสิุทธิเ์พิม่ขึน้ดว้ย Hydroxyapatite 
column (CHT) โดยโปรตนีปนเป้ือนจะเกาะกบัเรซิน่ ส่วน Recombinant HA protein จะ
ผา่นคอลมัน์ในสว่น flow through และ wash ซึง่สามารถน าไปเพิม่ความเขม้ขน้ต่อ 

 จากการด าเนินการเพื่อสกดั Recombinant HA protein ดงักล่าวขา้งตน้ ทุกขัน้ตอนจะตรวจ
พบ Recombinant HA protein ดงัจะเหน็ไดจ้ากผลการตรวจสอบดว้ย Western blot analysis ดงัรปูที ่
3.11 (a) นอกจากนัน้ยงัพบว่า Recombinant HA protein ในตวัอย่างทีผ่่านกระบวนการสกดัทุก
ขัน้ตอนยงัมกีจิกรรมคอื haemagglutination ตามคุณสมบัติของ Hemagglutinin protein ตาม
ธรรมชาต ิรปูที ่3.11(b) 

 
 
                      
 
 
 
 
 
 
  

 
รปูท่ี 3.11 การตรวจสอบ Recombinant HA protein ในขัน้ตอนการสกดัแยกโปรตนีในขัน้ตอนต่างๆ 
(a) วเิคราะหด์ว้ย Western blot analysis ใช ้10% gel SDS PAGE แถวที ่1 คอื โปรตนี marker ที่
ทราบน ้าหนักโมเลกุล แถวที ่2 คอื QXL/QFF sample แถวที ่3 คอื  QXL/QFF flowthrough ( SPFF 
sample) แถวที ่4 คอื SPFF elute 18-25%B pH 6.27(CHT sample) แถวที ่5  คอื CHT 

a)                                            b)      
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flowthrough pH 6.2 ท าใหเ้ขม้ขน้ดว้ย centrifugal concentrator molecular weight cut off 50 kDa 
(b) การน าส่วนต่างๆ ทีไ่ดจ้ากการแยกโปรตนีมาท า Haemagglutination assay แถว A คอื PBS 
negative control แถว B คอื QXL/QFF sample แถว C คอื QXL/QFF flowthrough ( SPFF sample) 
แถว D คอื SPFF elute 14-18 %B pH 6.17(CHT sample) แถว E คอื SPFF elute 18-25%B pH 
6.27(CHT sample) แถว F คอื CHT elute buffer D 40 mM phosphate fraction ที ่1 แถว G คอื 
CHT elute buffer D 40 mM phosphate fraction ที ่1 ท าใหเ้ขม้ขน้ดว้ย centrifugal concentrator 
molecular weight cut off 30 kDa 
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บทท่ี 4  
สรปุผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
4.1 สรปุผลการทดลอง 
1. สามารถท าพนัธุวศิวกรรมแบคควิโลไวรสัใหม้ยีนี HA เขา้ไปในจโีนมในรปูแบบ bacmid และท าให้
ยีนนี้มีการแสดงออกเมื่อน าแบคคิวโลไวรัส หรือ recombinant bacmid นี้ ไป infect 
                        host                  
2. การตรวจสอบการแสดงออกของยนี HA               estern  lot anal sis        monoclonal 
anti od                HA protein                                          ดงว่ามกีารผลิต 
recombinant hemagglutinin protein 
3. สามารถท าการสกดั recombinant HA protein ใหบ้รสิุทธิ ์โดยวธิ ีChromatography ตามล าดบัคอื 
Anion exchange chromatography (QXL/QFF) ต่อดว้ย Cation Exchange chromatography 
(SPFF) และ Hydroxyapatite Chromatography (CHT) โดยในทุกขัน้ตอนไม่มผีลกระทบต่อ 
heamgglutination activity ของ Recombinant HA protein 
 
4.2 ข้อเสนอแนะ  
 ควรท าการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติ Recombinant HA protein โดยศกึษาปจัจยัที่
มผีลกระทบ เช่น เซลล์แมลง (ระยะการเจรญิ ความหนาแน่นของเซลล์เริม่ต้น ฯลฯ) recombinant 
baculovirus (ปรมิาณไวรสัต่อจ านวนเซลล์) ระยะเวลาในการเก็บเกี่ยวผลผลิตโปรตีน เป็นต้น 
เนื่องจากการใชส้ภาวะทีเ่หมาะสมทีใ่หผ้ลผลติสงูสดุ จะมผีลต่อความส าเรจ็ในการขยายขนาดการผลติ
โปรตนีเพือ่การทดสอบการเป็นวคัซนีทีด่ตี่อไป  
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