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บทคัดยอ 
โครงการวิจัยการพัฒนาการผลิต recombinant proteins จาก Escherichia coli โดยใชอินซูลิน HMR1423 
เปนตัวนํารอง 
 การผลิตโปรตีนจากเทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสมไดมีการศึกษาและนํามาใชผลิตโปรตีนซึ่งเรียกวา
recombinant proteins อยางกวางขวาง ขอดีของการผลิตโปรตีนดวยเทคนิคนี้เชน สามารถผลิตโปรตีนไดใน
ปริมาณมาก ในระยะเวลาคอนขางสั้นเนื่องจากใชสิ่งมีชีวิตท่ีมีโครงสรางท่ีไมซับซอนเปนเซลลเจาบาน 
โครงการวิจัยนี้เร่ิมตนจากการใช Escherichia coli ในการนํารองผลิตอินซูลินชนิด HMR1423 ซึ่งเปน
อินซูลินชนิดออกฤทธิ์นานและมีคุณสมบัติหลายอยางท่ีใกลเคียงกับอินซูลินของมนุษย โดยการโคลนยีน
อินซูลินชนิด wild type และ HMR1423 เขาในพลาสมิด pBluescriptII KS(+) และ pQE-30 Xa แลวให
แสดงออกใน E. coli อยางไรก็ตามพบวาไมสามารถตรวจพบอินซูลินท่ีผลิตไดจากสิ่งมีชีวิตดังกลาว และยีน 
HMR1423 ไมถูกตอง จากความยุงยากท่ีเกิดขึ้นประกอบกับความยุงยากอื่นท่ีอาจพบตอไป เชน การสกัด
โปรตีน รวมท้ังโปรตีนท่ีตองการอาจมีลักษณะและคุณสมบัติตางจากโปรตีนตนแบบ จึงไดเปลี่ยนเซลลเจา
บานเปนยีสต P. pastoris ซึ่งเปนสิ่งมีชีวิตจําพวกยูคาริโอตที่ไมซับซอน และมีความเหมาะสมกวาในการใช
ผลิตอินซูลินท่ีเปนโปรตีนจากสิ่งมีชีวิตจําพวกยูคาริโอต เม่ือทําการใสยีน HMR1423 ลงบนโครโมโซมของ 
P. pastoris แลวไดทําการศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิและแหลงไนโตรเจนตอการแสดงออกของยนีอนิซูลนิ 
HMR1423 เปรียบเทียบกับยีนอินซูลิน MIP จากการศึกษาพบวาในอาหารเลี้ยงเช้ือ BM  P. pastoris สายพันธุ 
MIP ผลิตอินซูลินไดดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 20 oC  แตสายพันธุท่ีผลิต HMR1423 ผลิตโปรตีนไดดีที่สุดท่ีอุณหภูมิ 
30 oC  นอกจากนี้ยังพบวาที่อุณหภูมิ 30 oC  อินซูลิน HMR1423 ผลิตไดมากท่ีสุดท่ีความเขมขน 32.74 µg/ml 
ณ ชั่วโมงท่ี 24 โดยมี (NH4)2SO4  เปนแหลงไนโตรเจน ในขณะท่ี อินซูลิน MIP ผลิตไดมากท่ีสุดท่ีความ
เขมขน 42.52 µg/ml ณ ชั่วโมงท่ี 48 โดยมี Yeast extract+Peptone  เปนแหลงไนโตรเจน โดยที่อัตราการ
เจริญเติบโตไมไดแสดงถึงความสามารถในการผลิตอินซูลิน ดังนั้นในการผลิต recombinant proteins ปจจัย
ตางๆ เชน ยีนอุณหภูมิ แหลงไนโตรเจน เปนปจจัยท่ีตองคํานึงถึงเปนอยางย่ิง เพราะแมจะเปนยีนเดียวกันท่ีมี
ลําดับกรดอะมิโนตางกันไมมาก กใ็ชสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตและการผลิตโปรตีนท่ีตางกัน 

คําสําคัญ: recombinant proteins, อินซูลิน HMR1423, Escherichia coli, Pichia pastoris 
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ABSTRACT 

The development of recombinant protein production from Escherichia coli by using insulin analogue 
HMR1423 as a navigator 
        The recombinant DNA technology has been widely studied and applied for production of proteins, 
so-called recombinant proteins. Benefits of this technique include producing high yield of proteins in a 
relatively short period of time. Organisms used for recombinant protein production are usually simple. In 
the beginning of this project, Escherichia coli was chosen as a host for producing wild type insulin and the 
insulin analogue HMR1423 which is a long-acting insulin with many similar properties as the regular 
human insulin. The wild type and HMR1423 insulin genes were cloned into pBluescriptII KS(+) and pQE-
30 Xa for the insulin expression in E. coli. However, recombinant insulin could not be detected and 
HMR1423 DNA sequence was not correct. With this and further potential complications such as 
recombinant protein extraction, the altered structures and properties of the recombinant proteins, 
expression system was switched to Pichia pastoris. P. pastoris is a kind of yeasts which is a simple 
eukaryotic organism, so it is potentially suitable to be a host for producing eukaryotic proteins such as 
insulin. The HMR1423 gene was integrated onto P. pastoris chromosome, then the effects of temperature 
and nitrogen sources on HMR1423 expression comparing to the insulin MIP were investigated.  In this 
research, MIP is better produced at 20oC while at 30oC for HMR 1423 in BM medium. Moreover, at 30oC, 
HMR1423 can be detected at the most concentration, 32.74 µg/ml, at hour 24 with (NH4)2SO4 as the 
nitrogen source while MIP can be detected at the most concentration, 42.52 µg/ml, at hour 48 with Yeast 
extract+Peptone as the nitrogen source. However, the growth rates of the cultures in this study do not 
usually indicates the efficiency of recombinant protein expression. From this project, it is suggested that 
factors such as genes, temperature and nitrogen sources are very important to be concerned for 
recombinant protein production. Although the same genes with few differences in amino acid sequence are 
used, conditions for growth and protein production are significantly different. 

Keywords: recombinant proteins, insulin analogue HMR1423, Escherichia coli, Pichia pastoris 
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บทที ่1 

บทนาํ 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
            ความตองการโปรตีนในปริมาณมากเพ่ือท่ีจะใชประโยชนในดานตางๆ เชน เอนไซมท่ีใชในอุตสาหกรรม
อาหารหรืออินซูลินเพื่อรักษาผูปวยโรคเบาหวาน ทําใหการสกัดโปรตีนนั้นๆจากแหลงธรรมชาตเิพือ่ตอบสนอง
ความตองการโปรตีนดังกลาวไมเพียงพอตอความตองการหรือไมสามารถทําได เชน อินซูลินของมนุษย 
นอกจากนี้ความพยายามในการสกัดโปรตีนที่ตองการจากสิ่งมีชีวิตอื่นท่ีมีคุณสมบัติของโปรตีนนั้นๆท่ีใกลเคยีง
กัน เชนการสกัดอินซูลินจากโค กระบือ สุกรและปลาบางชนิด แมวาจะประสบความสําเร็จในการใชกับมนุษย 
แตก็พบวายังประสบปญหาในการรักษาผูปวย เชนอาการแพ รวมถึงปญหาดานสิทธิของสัตว เพ่ือแกปญหา
ดังกลาว การใชเทคนิคดานวิศกรรมพันธุศาสตรท่ีเรียกวา เทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA) เพ่ือ
ผลิต recombinant proteins จึงเปนทางเลือกหนึ่งท่ีสําคัญเพ่ือนํามาใชผลิตฮอรโมนหรือโปรตีนของมนุษยเพ่ือใช
ในทางการแพทยและสามารถทําในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากสิ่งมีชีวิตที่ใชมักเปนจุลินทรียท่ีมีโครงสรางท่ี
ไมซับซอนและเจริญเติบโตไดงาย ตัวอยางการใชประโยชนจากเทคโนโลยีดังกลาว เชน การผลิตสารสลายลิ่ม
เลือด tissue plasminogen activator (Manosroi et al., 2001), การผลิตอินซูลินของมนุษยจาก Escherichia coli 
(Goeddel et al., 1979)  

         ในป ค.ศ. 1982 อินซูลินมนุษย (recombinant human insulin) ภายใตชื่อ Humulin จากบริษัท Eli Lilly ได
วางจําหนาย และหลังจากนั้นอินซูลินไดรับการพัฒนาการผลิตเร่ือยมาโดยอาศัยเทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสม 
อินซูลินเปนโปรตีนท่ีมีความตองการอยางมากในปจจุบันเนื่องจากจํานวนผูปวยโรคเบาหวานทีม่ากขึน้ทุกป จาก
ขอมูลขององคการอนามัยโลก (World Health Organization, WHO) พบผูปวยโรคเบาหวานทั่วโลกถึง 177 ลาน
คนในป ค.ศ. 2000 และคาดวาจะเพ่ิมขึ้นกวา 2 เทา ในป ค.ศ. 2030 สําหรับในประเทศไทยจากขอมูลของสํานัก
โรคไมติดตอ กองควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข พบผูปวยโรคเบาหวานในป พ.ศ. 2553 ประมาณ 600,000 
คน (http://thaincd.com/information-statistic/non-communicable-disease-data.php) ซึ่งโรคเบาหวานเปนภาวะท่ี
ระดับน้ําตาลในเลือดสูงผิดปกติเนื่องจากความผิดปกติในการสรางฮอรโมนอินซูลินจากตับออนหรือความ
ผิดปกติที่รางกายผูปวยไมตอบสนองตอฮอรโมนอินซูลิน เนื่องจากโรคเบาหวานเปนโรคเรือ้รังท่ีรักษาไมหายทาํ
ใหผูปวยท่ีไมสามารถควบคุมระดับน้ําตาลในเลือดไดตองพ่ึงพาการใชอินซูลินเปนจํานวนมาก 

             แมวาการผลิตอินซูลินดวยเทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสมจะไดรับการพัฒนาและผลิตออกจําหนายเปน
เวลานาน แตยังประสบปญหาเชน อินซูลินสังเคราะหไมสามารถอยูในกระแสเลือดไดนาน ดังนั้น การผลิต
อินซูลินยังตองมีการพัฒนาอยางตอเนื่อง (Barnett, 2003; Garg, 2005; Girish et al., 2006; Modi, 2007)  อินซูลิน
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ชนิดใหมๆไดถูกคิดคนขึ้นโดยการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนบนสายโปรตีนอินซูลินเพ่ือใหเกิดฤทธิ์ท่ีเหมาะสม
ในการรักษาผูปวย โดยในโครงการวิจัยนี้ไดเลือกใชอินซูลินชนิด HMR1423 (Gly[A21],His[B31],His[B32]) 
เปนตัวนํารองในการพัฒนาการผลิต recombinant proteins ซึ่งมีความเปนไปไดวาเปนอินซูลิน HMR1423 เปน
ชนิดออกฤทธิ์นาน (long-acting)  และมีคุณสมบัติหลายอยาง เชน การจับและปลอยจากตัวรับอินซูลิน (insulin 
receptor) ใกลเคียงกับอินซูลินของมนุษย (Hennige et al., 2005)  แมวาอินซูลินจะเปนฮอรโมนท่ีมีการผลิตมา
นาน แตดวยจํานวนผูปวยโรคเบาหวานท่ีเพ่ิมขึ้นทําใหอัตราการใชอินซูลินเพิ่มสูงขึ้น ดังนั้นการใชอินซูลิน 
HMR1423 เปนตัวนํารองในการพัฒนาการผลิต recombinant proteins ในโครงการวิจัยนี้ จะชวยใหมีความเขาใจ
ในระบบการผลิต recombinant proteins มากขึ้น สามารถนําไปประยุกตในการพัฒนาการผลิตอินซูลินเพ่ือลด
การนําเขาอินซูลินจากตางประเทศ รวมถึงใชเปนระบบในการผลิต recombinant proteins ตัวอื่นๆไดอีกดวย 

1.2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
         เทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA) เปนการนําดีเอ็นเอจากสิ่งมีชีวิตตางชนิดกันมาตัดตอดวย
เทคนิค Molecular Cloning ทําใหเกิดดีเอ็นเอสายผสมท่ีไมพบดีเอ็นเอเชนนี้ในธรรมชาติ โดยโปรตีนทีผ่ลติจากดี
เอ็นเอสายผสมเรียกวา recombinant protein  เทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสมถูกนําเสนอคร้ังแรกโดย Peter Lobban 
(Lear, 1978) จากนั้นมีการตีพิมพผลงานในป ค.ศ.1972 และ 1973  (Jackson et al., 1972; Lobban and Kaiser, 
1973) และมีการจดลิขสิทธิ์ในป ค.ศ. 1974 ซึ่งเทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสมไดถูกพัฒนาและนํามาใชอยาง
กวางขวางรวมถึงการผลิตอินซูลินเพ่ือรักษาผูปวยโรคเบาหวาน 

         โรคเบาหวานเกิดจากความบกพรองในการผลิตอินซูลินจากตับออนหรือมีการผลิตแตรางกายไม
ตอบสนองตอฮอรโมนอินซูลิน ทําใหรางกายไมสามารถนําน้ําตาลเขาไปใชไดอยางเต็มท่ี กอใหเกดิภาวะน้าํตาล
ในเลือดสูง ซึ่งเบาหวานเปนโรคเร้ือรังท่ีไมสามารถรักษาใหหายขาดได หากไมสามารถควบคุมระดับน้ําตาลใน
เลือดไดตองไดรับฮอรโมนอินซูลินโดยการฉีดเขารางกาย แตเดิมฮอรโมนอินซูลินสกัดจากตับออนของสัตว 
เชนสุกร กระบือ ปลา แมวาฮอรโมนอินซูลินจากสัตวเหลานี้จะมีความคลายคลึงกับของมนุษย แตก็ยังประสบ
ปญหาการแพเกิดขึ้น เทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสมจึงถูกนํามาใชเพื่อการผลิตฮอรโมนดังกลาวและประสบ
ความสําเร็จซึ่งมีการวางจําหนายคร้ังแรกในป ค.ศ. 1882 ภายใตช่ือ Humulin โดยบริษัท Eli Lilly หลังจากนั้น 
เทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสมก็ไดถูกนํามาใชเพ่ือการผลิตอินซูลินอยางตอเนื่อง โดยมีการพัฒนา Insulin ฟ
analogue ใหมๆเกิดขึ้นดวยการเปลี่ยนแปลงลําดับกรดอะมิโนเพ่ือใหอินซูลินมีฤทธิ์ท่ีแตกตางกนัไป ท้ังนีเ้พ่ือให
ประสิทธิภาพในการรักษาโรคดีขึ้น โดย analogue  ท่ีสรางขึ้นสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภท คือ ชนิดออก
ฤทธิ์เร็ว (short-acting หรือ rapid-acting ) และชนิดออกฤทธิ์นาน (long-acting) แมวาอินซูลิน analogue หลาย
ชนิดจะทําใหการออกฤทธิ์ดีขึ้น แตบางชนิดเชน Asp(B10) กระตุนใหเกิดมะเร็งเตานมในสัตวฟนแทะ Hamel et 
al., 1999 พบวาอินซูลิน analogue ชนิด HMR1423 (Gly[A21],His[B31],His[B32]) มีความเปนไปไดท่ีจะเปน
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อินซูลินชนิดออกฤทธิ์นาน และมีกิจกรรมกระตุนใหเกิดการเปนมะเร็ง (mitogenic acitivity) ใกลเคียงกับ
อินซูลินมนุษย (Hennige et al., 2005) จึงเปนไปไดวาอินซูลิน HMR1423 จะมีความปลอดภัย 

         นอกจากการใช E. coli เปนระบบเพ่ือผลิตอินซูลินแลว ยังมีความพยายามในการผลิตอินซูลินจากจุลนิทรยี
อื่น เชน ยีสต (Ding et al., 2005; Xie et al., 2008) แมวาการผลิต recombinant proteins จาก E. coli  สามารถทํา
ไดไมยุงยากเม่ือเทียบกับสิ่งมีชีวิตอื่น และการศึกษามาเปนเวลานาน แตโปรตีนท่ีไดอาจมีโครงสรางและ
คุณสมบัติท่ีผิดไปจากโปรตีนตนแบบเพราะ E. coli เปนสิ่งมีชีวิตชนิดโปรคาริโอต (prokaryote) ดังนั้นยีสตเชน 
Pichia pastoris จึงไดรับความนิยมเนื่องจากเปนสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอต (eukaryote) ท่ีมีอัตราการ
เจริญเติบโตเร็ว ใชอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีไมซับซอน และโปรตีนท่ีผลิตไดมีความใกลเคียงกับตนแบบเพราะมี post-
translational modification เชน protein folding, glycosylation โดย P.pastoris มีคุณสมบัติเดนหลายประการท่ี
เหมาะสมในการนําไปใชเปนระบบเพ่ือการแสดงออกของโปรตีน เชน promoter ของยีน AOX1 (Alcohol 
Oxidase I) ซึ่งสามารถกระตุนไดดวยเมทานอล ทําใหงายตอการควบคุมการแสดงออกของยีน (Cregg et al., 
2009) ตัวอยางการใช P. pastoris เปนระบบในการแสดงออกของอินซูลินเชน  การใช P. pastoris เพ่ือการ
แสดงออกของ Insulin precursor (Xie et al., 2008) ซึ่งการทดลองนี้พบวา Insulin precursor สามารถเปลี่ยนเปน
อินซูลินมนุษยดวยวิธี transpeptidation ไดปริมาณถึง 70% และกิจกรรมทางชีวภาพ (biological activity) 
ใกลเคียงกับอินซูลินตามธรรมชาติของมนุษย (Native Human Insulin) นอกจากนี้ยังพบวา อุณหภูมิและแหลง
ไนโตรเจนมีผลตอการผลิต recombinant proetins ใน P. pastoris  เชนการผลิต mini-proinsulin (Pais-Chanfrau 
et al., 2004) การผลิต mouse -amylase (Choi and Park, 2006) ดังนั้นเพ่ือใหการผลิต recombinant proetins 
อยางมีประสิทธิภาพ จึงตองคํานึงถึงปจจัยตางๆท่ีมีผลกระทบตอการผลิต recombinant proteins แตละชนิดดวย 

1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย            
1. ศึกษาความเปนไปไดในการใช Escherichia coli และ Pichia pastoris เพ่ือการผลิตอินซูลิน HMR1423 

ในระดับ Shake Flask 
2. ศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิและแหลงไนโตรเจนตอการแสดงออกของอินซูลิน HMR1423 ในระดับ 

Shake Flask 

1.4 ขอบเขตงานวิจัย   
         โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาการผลิต recombinant proteins จาก E. coli และ P. pastoris โดย
นํารองจากการผลิตอินซูลิน HMR1423 ซึ่งเปนอินซูลินชนิดออกฤทธิ์นาน  (long-acting insulin) โดยยีนซึ่งผลิต
อินซูลินดังกลาวจะถูกตัดตอเพื่อใหแสดงออกใน E. coli และ P. pastoris จากนั้นศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิ
และแหลงไนโตรเจนตอการแสดงออกของ HMR 1423 เปรียบเทียบกับอินซูลินชนิด MIP (Monomeric B27 Lys 
destripeptide Insulin Precursor) ในระดับ Shake Flask 
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1.5 วิธีดําเนินการวิจัย 
         1. ตัดตอยีนอินซูลิน HMR1423 เขาสูพลาสมิด pBluescriptII KS(+) และ pQE-30 Xa โดยการตัดตอดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzymes) และเช่ือมตอดวยเอนไซมไลเกส (Ligase) จากนั้นนําเขาสู E. coli สาย
พันธุ MG1655 ดวยวิธี Chemical Transformation  
         2. เลี้ยงเช้ือ E. coli ท่ีมียีนอินซูลินเพ่ือใหอินซูลินแสดงออก สําหรับพลาสมิด pQE-30 Xa มีการกระตุนการ
แสดงออกดวยการใสสาร Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside  (IPTG) จากนั้นทําใหเซลลแตกแลวหา
ปริมาณโปรตีนในสวน Cytosol และสวนอื่นๆของเซลล เพ่ือหาวาอินซูลินที่ตองการอยูในสวนใด ปริมาณเทาใด 

         3. ตัดตอยีนอินซูลิน HMR1423 เขาสูพลาสมิด pPICZA (Invitrogen Co., Ltd) เพ่ือตัดตอเขาสู
โครโมโซมของ P. pastoris GS115 Mut+ (his4)  

         4. ศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิ และแหลงไนโตรเจนตอการแสดงออกของอินซูลิน HMR1423 ใน P. 
pastoris GS115 Mut+ (his4) โดยศึกษาท่ีอุณหภูมิ 20, 25 และ 30oC สําหรับแหลงไนโตรเจนท่ีใชศึกษาไดแก 
(NH4)2SO4 , (NH4)NO3 , ยูเรีย และ Yeast Extract+Peptone โดยทําการเก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมงเปนเวลาท้ังสิ้น 
84 ช่ัวโมง นําตัวอยางท่ีเก็บไดไปกรองเพ่ือแยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเช้ือแลวหาอัตราการเจริญเติบโตดวย
การหาน้ําหนักเซลลแหง และวัดปริมาณโปรตีนอินซูลินซึ่งหลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเช้ือดวยวิธี Competitive 
Indirect ELISA  

1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรบั         
1. มีความเขาใจเรื่องเทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสมและการแสดงออกของ recombinant proteins ใน E. coli  

และ P. pastoris มากขึ้น 

2. พัฒนาเทคนิคการผลิต recombinant proteins เชน อินซูลิน HMR1423 ท่ีมีประสิทธิภาพ สามารถนําไป
ประยุกตใชการผลิตโปรตีนในปริมาณมากโดยใชระยะเวลาสั้น ซึ่งสามารถลดตนทุนและเวลาในการผลิต
โปรตีนในระดับอุตสาหกรรม  

3. สามารถนําไปประยุกตใชในการผลิตโปรตีนตางๆ เชน อินซูลิน เพ่ือลดการนําเขาจากตางประเทศ  
และ สา มา รถประยุกต ใช เ พ่ือกา รผลิต โปรตีนอื่น ๆ  เชน  เอนไซมตา ง ๆ ท่ีใช ใ นทา งอุตสา หกร รม 
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บทที่ 2 

อุปกรณและวิธีดาํเนนิการวิจัย 

2.1 อุปกรณ 
กระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตท ขนาดรู 0.45 µm 
(Cellulose acetate filter, pore size 0.45 µm) 

Sartorius, Germany 

เคร่ือง PCR 
(Polymerase Chain Reaction Thermocycer) 

Applied Biosystems, Singapore 

เคร่ืองกวนสารแบบใหความรอน รุน C-MAG HS7 
(Hot plate stirrer : model C-MAG HS7) 

IKA, China 

เคร่ืองเขยาผสม รุน Vortex-Genie2 
(Vortex mixer: model Vortex-Genie2) 

Scientific Industries, USA 

เคร่ืองเขยาเลี้ยงเช้ือควบคุมอุณหภูม ิ
(Refrigerated incubator shaker : model Innova 4330) 

New Brunswick Scientific, USA 

เคร่ืองช่ังแบบละเอยีด รุน FX-180 
(Electronic balance : model FX-180) 

A&D Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองช่ังแบบหยาบ รุน FX-3000 
(Electronic balance : model FX-3000) 

A&D Co., Ltd, Japan 

เคร่ืองทําใหสารแตกตัวโดยใชคลืน่เสียง รุน UD-201 
(Ultrasonic disruptor model : UD-201) 

Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองบันทึกภาพเจลภายใตแสงยูวี 
(Uvitec Platinum Gel Documentation system) 

UVItec, UK 

เคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ 
(Refrigerated high speed centrifuge) 

Kubota cooperating, Japan 

เคร่ืองปนเหวี่ยงหลอด micro-tube ความเร็วสูง รุน MTX-150 
(High speed micro refrigerated centrifuge : model MTX-150) 

Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองเพ่ิมความเขมขนโดยระเหยตวัทําละลายแบบควบคุมอุณหภูมิ 
(Refrigerated centrivap concentrator) 

LABCONCO, USA 

เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง Mettler Toledo, USA 
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(pH meter) 
เคร่ืองวิ่งเจลอะกาโรส  
(Agarose gel electrophoresis equipments) 

ADVANCE Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
(Autoclave) 

Taladlab, Thailand 

เคร่ืองอังน้าํ 
(Water bath) 

Yamato, Japan 

เคร่ืองอานคาไมโครเพลท 
(Synergy™ HT Multi-detection microplate reader) 

Biotek, USA 

ชุด Pichia pastoris Transformation 
(Pichia EasyCompTM Transformation Kit) 

Invitrogen, USA 
 

ชุดทํา cloning ใน Escherichia coli 
(TOPO®Cloning Kits) 

Invitrogen, USA 
 

ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล 
(NucleoSpin® Extract II Kits) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดสกัดพลาสมิด 
(NucleoSpin® plasmid) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ตูแชแข็ง –20oC 
(Freezer –20oC) 

Sanyo, Japan 
 

ตูแชแข็ง –70oC 
(Freezer –70oC) 

Sanyo, Japan 
 

ตูปลอดเช้ือ รุน HF safe-12006 
Laminar flow: model HF safe-12006 

Heal Force, China 

ตูเพาะเช้ือ อุณหภูมิ 30oC 
(Incubator) 

Sanyo, Japan 

ตูเพาะเช้ือ อุณหภูมิ 37oC 
(Growth cabinet) 

Sanyo, Japan 

ตูอบแหง รุน UNB-400 
(Oven : model UNB-400) 

Memmert Co.,Ltd., Germany 

ไมโครปเปต รุน Discovery Comfort 
(Micro auto pipette: model Discovery Comfort) 

Mettler Toledo, USA 
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ไมโครเพลท 96 หลุม 
(96-well microtiter plate) 

 
Corning, USA 

สเปคโตรโฟโตมิเตอรชวงแสงยูว ีรุน UV-160 
(UV-visible Recording spectrophotometer : model UV-160) 

Shimadzu corporate, Japan 

หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 50 ml 
(Centrifuge tubes 50 ml) 

Labcon, USA 

2.2 จุลินทรีย พลาสมิด และไพรเมอร 
      2.2.1 พลาสมิด 

      
   
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 

หมายเหตุ  ผลการตรวจลาํดับนวิคลีโอไทดพบวา ยีนในพลาสมดิ pRB80, 83 และ 84 ไมใช HMR1423 จึงแทน
ดวยสัญลกัษณ HMR1423* และจะกลาวถึงในบทที่ 3 

     2.2.2 จุลินทรยี 

pCR®2.1-TOPO® Invitrogen, USA 
pBluescriptII KS(+) Agilent Technologies, USA 
pPicZA  Invitrogen, USA 
pQE-30 Xa Novagen, Germany 
pRB79 พลาสมิด  pCR®2.1-TOPO® ท่ีมียีนอินซลูิน wild type 
pRB80  พลาสมิด  pCR®2.1-TOPO® ท่ีมียีนอินซลูิน HMR1423* 
pRB81 พลาสมิด  pBluescriptII KS(+) ท่ีมียีนอินซูลนิ wild type 
pRB82 พลาสมิด  pQE-30 Xa ท่ีมียีนอนิซลูิน wild type 
pRB83 พลาสมิด  pBluescriptII KS(+) ท่ีมียีนอินซูลนิ HMR1423* 
pRB84 พลาสมิด  pQE-30 Xa ท่ีมียีนอนิซลูิน HMR1423* 
pSST2 พลาสมิด  pPicZA ท่ีมียีนอินซลูิน HMR1423 

E. coli competent cells สายพันธุ Super 109 HIT-DH5a    United Bioinformatica Inc., Canada 
E. coli สายพันธุ MG1655 Dr. Steven Sandelr’s lab, USA 
P. pastoris  สายพันธุ GS115 Mut+(his4) อ.ดร. ศรนิทิพ สุกใส, จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
P. pastoris  สายพันธุ GS115 Mut+(his4) ท่ีมียีน MIP อ.ดร. ศรินทิพ สุกใส, จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
NGEN2 P. pastoris  GS115 Mut+(his4) ท่ีมียีน HMR1423 
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     2.2.3 ไพรเมอร 

2.3 อาหารเลี้ยงเช้ือ สารละลายและบัฟเฟอร 
      2.3.1 อาหารเหลว LB 
              10g/L Bacto-peptone, 5g/L yeast extract, 10g/L NaCl ละลายในน้าํแลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
      2.3.2 อาหารแข็ง LB 
                 อาหารเหลว LB เติม 2% Bacto-agar แลวนําไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
      2.3.3 อาหารเหลว LB low salt 
                 10g/L Bacto-peptone, 5g/L yeast extract, 5g/L NaCl ละลายในน้ําแลวนําไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
      2.3.4 Lysis Buffer 

NGEN3 P. pastoris  GS115 Mut+(his4) ท่ีมี  pPicZA 
RB12 E. coli  Super 109 HIT-DH5a ท่ีมี pRB79 
RB13 E. coli  Super 109 HIT-DH5a ท่ีมี pRB80 
RB15 E. coli  Super 109 HIT-DH5a ท่ีมี pRB81 
RB16 E. coli  Super 109 HIT-DH5a ท่ีมี pRB82 
RB17 E. coli  Super 109 HIT-DH5a ท่ีมี pRB83 
RB18 E. coli  Super 109 HIT-DH5a ท่ีมี pRB84 
RB20 E. coli  MG1655 ท่ีมี pRB81 
RB21 E. coli  MG1655 ท่ีมี pRB82 
RB22 E. coli  MG1655 ท่ีมี pRB83 
RB23 E. coli  MG1655 ท่ีมี pRB84 
RB32 E. coli  MG1655 ท่ีมี  pBluescript KS(+) 
RB33 E. coli  MG1655 ท่ีมี  pQE-30 Xa 

AOX1 forward 5’ GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3’ 
AOX1 reverse 5’ GCAAATGGCATTCTGACATCC 3’ 
prRB27 5’GGATCCAAGTTTGTGAACCAA3’ 
prRB28   5’ GAACTACTGCAACTAGAAGCTTGC 3’ 
prRB29 5’ GAACTACTGCGGCTAGAAGCTTGC 3’ 
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                 50 mM NaH2PO4 pH 8, 300 mM NaCl, 10mM imidazole ละลายในน้ํา 
       2.3.5  อาหารแข็ง YPD 
                 1% w/v yeast extract, 2% w/v peptone, 2% w/v dextrose, 2% Bacto-agar ละลายในน้ําแลวนําไปอบ 

ฆาเช้ือดวยไอน้ํา         
       2.3.6  อาหารเหลว YPG 
                  1% w/v yeast extract, 2% w/v peptone and 1% w/v glycerol ละลายในน้ําแลวนําไปอบฆาเช้ือดวย

ไอน้ํา 
        2.3.7  อาหารเหลว BM 

         10 g/L KH2PO4, 3.2 g/L MgSO4·7H2O,  0.35 g/L, CaCl2 ·2H2O, 20 g/L (NH4)2SO4 ละลายในน้ํา ปรับ 
pH ท่ี 5.0 แลวนําไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 

        2.3.8  สารละลาย PTM1 
                 CuSO4·5H2O 6.0 g, NaI 0.08 g, MgSO4·H2O 3.0 g, Na2MoO4·2H2O 0.2 g, Boric Acid 0.02 g, 

CoCl20.5 g, ZnCl2 20.0 g, FeSO4·7H2O 65.0 g, Biotin 0.2 g, H2SO4 เติมน้ําใหไดปริมาตร 1 L แลวกรอง
ดวยตัวกรองขนาดรู 0.22 µm เก็บสารละลายท่ีอุณหภูมิหอง 

      2.3.9  สารละลาย PBS 
              137mM NaCl, 2.7mM KCl, 8mM Na2HPO4, 1.46mM KH2PO4 ละลายน้ําแลวปรับ pH ท่ี 7.4 

      2.3.10 สารละลาย PBST 

                0.05%Tween 20 ในสารละลาย PBS 

2.4 วิธีดําเนินงานวิจัย 
     2.4.1 การสราง E. coli สายพันธุท่ีสามารถแสดงออกอนิซูลิน wild type และ HMR1423 

            ยีนอินซูลินชนิด wild type และ HMR1423 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนดังรูปท่ี 2.1 
สังเคราะหโดย GenScript USA Inc. ใสอยูในพลาสมิด pUC57 ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสังเคราะหนี้
ประกอบดวยสาย β และ  ของอินซูลินพรอมกับบริเวณตัดจําเพาะดวยเอนไซม EcoRI และ NotI ท่ีดานหัว
และทายตามลําดับ หลังจากทําการเพิ่มปริมาณยีนดังกลาวดวยวิธี PCR โดยยีนอินซูลินชนิด wild type ใชไพร
เมอร prRB27 และ prRB28 สวน HMR1423 ใชไพรเมอร prRB27 และ prRB29 ซึ่งไพรเมอรดังกลาวเหนี่ยวนํา
ใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะของ BamHI และ HindIII ท่ีบริเวณสวนหัวและทายตามลําดับ นําผลิตภัณฑ PCR โคลน
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เขาสูพลาสมิด pCR®2.1-TOPO® และนําพลาสมิดเขาสู E. coli competent cells สายพันธุ Super 109 HIT-DH5a   
ดวยชุด TOPO®Cloning Kits เพ่ือเก็บรักษายีนและเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอ พลาสมิด pCR®2.1-TOPO® ท่ีมียีน
อินซูลินชนิด wild type และ HMR1423 มีชื่อวา pRB79 และ pRB80 ตามลําดับ  จากนั้นตัดพลาสมิดดวย
เอนไซม BamHI และ HindIII และเช่ือมตอดวยเอนไซมไลเกสกับพลาสมิด pBluescriptII KS(+) และ pQE-30 
Xa ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมเดียวกัน พลาสมิดที่ไดถูกนําเขาสู E. coli competent cells สายพันธุ Super 109 HIT-
DH5a ดวยวิธี Chemical Transformation และทําการสกัดพลาสมิดเพ่ือนําพลาสมิดมาตรวจสอบวามียีนอินซูลิน
หรือไมดวยการตัดเอนไซม BamHI และ HindIII หากมียีนอินซูลินจะไดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 200 คู
เบส (รูปท่ี 3.1) พลาสมิดที่มียีนอินซูลิน (pRB81-84) นําสู E. coli สายพันธุ MG1655 ดวยวิธี Chemical 
Transformation ไดเปนสายพันธุ RB20-24 เพ่ือใชในการแสดงออกตอไป ในการรักษาพลาสมิดไวในเซลล E. 
coli นั้น E. coli ทุกสายพันธุท่ีมีพลาสมิดในโครงการวิจัยนี้จะเลี้ยงในอาหาร LB ท่ีมี Ampicilin ความเขมขน 
100 µg/ml 

     2.4.2 การแสดงออกของอินซูลิน wild type และ HMR1423 ใน E. coli  
             เตรียมกลาเช้ือ E. coli สายพันธุ RB20-23, RB 32-33 เลี้ยงในอาหารเหลว LB 5 ml ท่ีมี Ampicilin ความ
เขมขน 100 µg/ml ท่ีอุณหภูมิ 37oC ความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลา 1 คืน จากนั้นนํากลาเชื้อ 2.5 ml ใสลงใน 
อาหารเหลว LB 50 ml ที่มี Ampicilin ความเขมขน 100 µg/ml ท่ีอุณหภูมิ 37oC ความเร็วรอบ 200 rpm 
จนกระท่ังคา OD600 อยูที่ 0.5-0.7 (ประมาณ 2 ช่ัวโมง) เก็บตัวอยาง 1 ml แลวจึงใส IPTG ใหความเขมขนของ 
IPTG ในอาหารเลี้ยงเช้ือเปน 0.1 mM (เฉพาะ RB21, 23, 33) เก็บตัวอยาง 1 ml  กอนจะนําไปเลี้ยงที่ อุณหภูมิ 
37oC ความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลาทั้งสิ้น 24 ช่ัวโมง โดยเก็บตัวอยาง 1 ml และวัดคา OD600 เพ่ือติดตามการ
เจริญเติบโตทุกๆ 3 ช่ัวโมง  

             ตัวอยางท่ีเก็บนําไปปนเหว่ียงท่ี 4000 X g เปนเวลา 20 นาที เพ่ือแยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเช้ือ 
จากนั้นเก็บเซลลไวท่ี –20oC จนกวาจะใช สําหรับการวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีน เซลลท่ีเก็บไวนํามา
ละลายใน Lysis Buffer 5 ml ท่ีมี Lysozyme ความเขมขน 1 mg/ml แลวแชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที จากนั้น
นําไปทําใหเซลลแตกดวยเคร่ือง Ultrasonic disruptor เปนเวลา 1-2 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 4oC 4000 X g 
เปนเวลา 20 นาที สวนใส (Supernatant) ถูกเก็บไวและติดฉลากวา soluble matter (เปนสวนของ Cytosol) สวน
ตะกอนนํากลับไปละลายใน Lysis Buffer ที่ไมมี Lysozyme 5 ml และติดฉลากวา insoluble matter ซึ่งเปนสวน
ท่ีเหลือในเซลล จากนั้นนํา soluble matter และ insoluble matter ไปวิเคราะหหาความเขมขนของอินซูลิน 

        2.4.3 การสราง P. pastoris สายพันธุท่ีสามารถผลิตอินซูลิน HMR1423 

             ยีน HMR1423 ซึ่งอยูในพลาสมิด pJET1.2 สังเคราะหโดย First Base Company, Malaysia ทําการตัด
ดวยเอนไซม EcoRI และ NotI จากนั้นเชื่อมติดดวยเอนไซมไลเกสกับพลาสมิด pPICZαA ท่ีตัดดวยเอนไซม



11 
 

 

เดียวกัน แลวนําเขาสู E. coli competent cells สายพันธุ Super 109 HIT-DH5a ดวยวิธี Chemical Transformation
คัดเลือกบนอาหารแข็ง LB low salt ท่ีมี Zeocin 25 µg/ml หลังจากตรวจสอบวามียีน HMR1423 แลว พลาสมิดนี้
ต้ังช่ือวา pSST2 ซึ่งพลาสมิด pSST2 ถูกตัดดวยเอนไซม SacI เพื่อใหเกิดเปนดีเอ็นเอเสนตรง กอนนําเขาสู P. 
pastoris GS115 Mut+(his4)  competent cells ดวย Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA) 
และคัดเลือกบนอาหารแข็ง YPD ท่ีมี Zeocin ความเขมขน 100 µg/ml ดวยวิธีดังกลาวยีนบน pPICZαA จะถูก
นําเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris จากนั้นตรวจสอบวามียีน HMR1423 หรือไมดวยวิธีโคโลนี PCR ดวยการ
สุมเลือกโคโลนีบนอาหารแข็ง YPD ท่ีมี 100 µg/ml Zeocin ทําใหเซลลแตกดวยเอนไซม Lyticase กอนทํา PCR 
ดวยไพรเมอร AOX1 forward  และ AOX1 reverse โดย P. pastoris GS115 Mut+(his4)  สายพันธุท่ีมียีน 
HMR1423 บนโครโมโซมเรียกวา NGEN2 (รูปท่ี 3.2) 

      2.4.4 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน wild type และ HMR1423 ดวยวิธี DNA Sequencing 

            ผลิตภัณฑ PCR จาก pRB79-84 ดวยไพรเมอร prRB27 กับ prRB28 สําหรับอินซูลิน wild type (pRB79, 
81,82) และไพรเมอร prRB27 กับ prRB29 (pRB80, 83,84) สําหรับ HMR1423 ถูกสงไปการวิเคราะหลําดับนิ
วคลีโอไทดดวยวิธี DNA Sequencing ท่ี First Base Company, Malaysia ขณะที่ผลิตภัณฑ PCR จากการทําวิธี
โคโลนี PCR สายพันธุ NGEN2 ถูกสงไปการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี DNA Sequencing ท่ี 
Macrogen Inc., Korea ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดนํามาเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของหองปฏิบัตการดวยโปรแกรม 
ApE-Aplasmid Editor v1.17 

      2.4.5 การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิตอการแสดงออกของอินซูลิน HMR1423 ใน P. pastoris GS115 
Mut+(his4) 

            ทําการเลี้ยงเช้ือ P. pastoris สายพันธุ GS115 Mut+(his4) ท่ีมียีน MIP, NEGN2 และ NGEN3 ในอาหาร
เหลว YPG  25 ml แลวทําการเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 20oC, 25oC และ 30oC ตามลําดับ โดยใชแรงเหวี่ยงท่ี 250 rpm 
จนกระท่ังคา OD600 ถึง 2-6 (ประมาณ 16-18 ชั่วโมง) จากนั้นเก็บเซลลดวยการปนเหวี่ยงที่ 1500-3000 x g เปน
เวลา 5 นาที เพ่ือนําเซลลไปใสในอาหารเหลว BM 50 ml pH 5.0 ท่ีมี 0.004% w/v Histidine และ 0.435% v/v 
สารละลาย PTM1 โดยใสเซลลในปริมาตรที่ทําใหคา OD600 เปน 0.1 แลวเติม 100% เมทานอลโดยใหความ
เขมขนของเมทานอลในอาหารเลี้ยงเช้ือเปน 0.5% v/v เพ่ือกระตุนใหเกิดการแสดงออกของอินซูลิน และเติม 
100% เมทานอลที่ความเขมขนนี้ทุกๆ 12 ช่ัวโมง เพ่ือรักษาการกระตุนการแสดงออกของโปรตีน จากนั้นเลี้ยง
เช้ือในสภาวะเดิมแลวเก็บตัวอยาง 50 ml ทุกๆ 12 ช่ัวโมง เปนเวลาท้ังสิ้น 84 ชั่วโมง ตัวอยางท่ีเก็บนี้นําไปกรอง
ผานกระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตท ขนาดรู 0.45 µm นําสวนใสไปวิเคราะหความเขมขนของอินซูลินดวยวิธี 
ELISA ในขณะท่ีเซลลนําไปวิเคราะหอัตราการเจริญเติบโตดวยการหาน้ําหนักเซลลแหง (Cell dry weight)  
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      2.4.6 การศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการแสดงออกของอินซูลิน HMR1423 ใน P. pastoris GS115 
Mut+ (his4) 

            ทําการเลี้ยงเช้ือ P. pastoris สายพันธุ GS115 Mut+(his4) ท่ีมียีน MIP, NEGN2 และ NGEN3 ในอาหาร
เหลว YPG (1% w/v yeast extract, 2% w/v peptone and 1% w/v glycerol) 25 ml แลวทําการเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 
30oC, โดยใชแรงเหว่ียงท่ี 250-300 rpm จนกระท่ังคา OD600 ถึง 2-6 (ประมาณ 16-18 ชั่วโมง) จากนั้นเก็บเซลล
ดวยการปนเหวี่ยงท่ี 1500-3000 x g เปนเวลา 5 นาที เพื่อนําไปใสในอาหารเหลว BM 50 ml pH 5.0 ท่ีมี 0.004% 
w/v Histidine และ 0.435% v/v PTM1 ในโครงการวิจัยนี้การศึกษาผลกระทบของแหลงไนโตรเจนทําโดยเปลี่ยน
(NH4)2SO4 ในอาหารเหลว BM เปน 2% w/v NH4NO3, 2% w/v ยูเรีย หรือ 1% w/v Yeast Extract+2% w/v 
Peptone โดยใสเซลลในปริมาตรท่ีทําใหคา OD600 เปน 0.1 แลวเติม 100% เมทานอลโดยใหความเขมขนของเม
ทานอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 0.5% v/v เพ่ือกระตุนใหเกิดการแสดงออกของอินซูลิน และเติม 100% เมทานอล 
ท่ีความเขมขนนี้ทุกๆ 12 ชั่วโมง เพ่ือรักษาการกระตุนการแสดงออกของโปรตีน จากนั้นเลี้ยงเชื้อในสภาวะเดิม
แลวเก็บตัวอยาง 50 ml ทุกๆ 12 ช่ัวโมง เปนเวลาท้ังสิ้น 84 ช่ัวโมง ตัวอยางท่ีเก็บนี้นําไปกรองผานกระดาษกรอง
เซลลูโลสอะซิเตท ขนาดรู 0.45 µm นําสวนใสไปวิเคราะหความเขมขนของอินซูลินดวยวิธี ELISA ในขณะท่ี
เซลลนําไปวิเคราะหอัตราการเจริญเติบโตดวยการหาน้ําหนักเซลลแหง (Cell dry weight) 

      2.4.7 การหาน้ําหนักเซลลแหง (Cell dry weight) ของ P. pastoris  

             อัตราการเจริญเติบโตวิเคราะหจากน้ําหนักเซลลแหง โดยเซลล P. pastoris ที่ผานการกรองดวยกระดาษ
เซลลูโลสอะซิเตท ขนาดรู 0.45 µm นําไปอบในตูอบอุณหภูมิ 80oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (หรือจนน้ําหนัก
ทศนิยมตําแหนงท่ี 2 คงท่ี) นําไปช่ังน้ําหนักแลวนํามาคํานวณกลับหาความเขมขนในหนวย g/L 

      2.4.8 การหาความเขมขนอินซูลินดวยวิธ ีCompetitive Indirect ELISA 
               นําStandard Insulin (Insulin Zinc  Human Recombinant P. pastoris, Merck, Germany) ปริมาณ 2.5 
µg ที่ทําการ conjugate กับ BSA (Standard Insulin-BSA) ละลายในสารละลาย PBS แลวเคลือบลงบนไมโคร
เพลท 96 หลุมดวยปริมาตร 100 µl/หลุม บมท่ี 4oC ขามคืน นําไมโครเพลทไปลางดวยสารละลาย PBST 3 ครั้ง 
แลวบล็อคโดยการบมดวย 5% Skim milk ใน PBS ปริมาตร 300 µl/หลุม ท่ี 37oC  1 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย
สารละลาย PBST 3 คร้ัง ใสตัวอยางลงไปหลุมละ 50 µl (กอนนําตัวอยางมาใชตองปรับคา pH ใหอยูประมาณ 7) 
แลวบมกับ Primary Antibody (Monoclonal Anti-Insulin Mouse Ascites Fluid, Sigma USA) ท่ีมีอัตราเจือจาง 
1:3000 ปริมาตร 50 µl/หลุม ท่ี 37oC  2 ช่ัวโมง แลวลางดวยดวยสารละลาย PBST 3 ครั้ง จากนั้นบมดวย 
Secondary Antibody คือ goat anti-mouse lgG-HRP (Jackson ImmunoResearch LABORATORIES, Inc., USA) 
ท่ีมีอัตราเจือจาง 1:10000 ปริมาตร 100 µl/หลุม ท่ี 37oC  1 ช่ัวโมง ลางดวยดวยสารละลาย PBST เปนคร้ังสุดทาย 
กอนเติมสารละลาย TMB (Sigma, USA) ซึ่งเปนซับสเตรตของ HPR และสุดทายเติม 2M H2SO4 ปริมาตร 100 
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µl/หลุม เพ่ือหยุดปฏิกิริยา นําไมโครเพลทนี้ไปอานคาการดูดกลืนแสงท่ี 450 nm โดยความเขมขนของอินซูลิน
ในตัวอยางสามารถหาไดโดยการนําคาการดูดกลืนแสงไปแทนคาในสมการซึ่งไดมาจาก Standard curve โดยท่ี 
Standard curve สรางมาจากการทํา Competitive Indirect ELISA เชนกัน แตใช Standard Insulin ความเขมขน 
50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.39, 0.2, 0.097, 0.049 และ 0 µg/ml  หลุมละ 50 µl บมกับ Primary 
Antibody (1oAb) ท่ีมีอัตราเจือจาง 1:3000 ปริมาตร 50 µl/หลุม สมการท่ีใชในการคํานวณความเขมขนมาจาก
การสรางกราฟลอกอริทึมความเขมขนของ Standard Insulin ตอคาการดูดกลืนแสงที่ 450 nm และเลือกบริเวณท่ี
กราฟเปนเสนตรง หลักการใช Competitive Indirect ELISA เพ่ือหาความเขมขนของอินซูลินในตัวอยางแสดงไว
ในรูปท่ี 2.2  



14 
 

 

 

รูปท่ี 2.1 ลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของอินซูลิน wild type, HMR1423 และ MIP ท่ีใชในโครงการวิจัย
นี้ ประกอบดวยสาย β (สีแดง) เช่ือมตอกับสาย  (สีน้ําเงิน) ดวย processing sequence (gectgctaag) สวนหัวมี
บริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม EcoRI และสวนทายมีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม NotI สวนท่ีแรเงาในลาํดบันิ
วคลีโอไทดและกรดอะมิโนคือสวนท่ีตางจาก wild type ลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของอินซูลิน MIP 
เปนไปตามงานวิจัยของ Ding et al., 2005 
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                                    ( ก. )                                                                                            ( ข.) 

รูปท่ี 2.2 หลักการใช Competitive Indirect ELISA เพ่ือหาความเขมขนของอินซูลินในตัวอยาง นํา Standard 
Insulin ซึ่ง conjugate กับ BSA เคลือบบนไมโครเพลท 96 หลุมและบล็อคดวย Skim milk จากนั้นบมกับตัวอยาง
และ 1oAb  (Anit-insulin) (ก.) ถามี Recombinant Insulin ในตัวอยาง Recombinant Insulin จะแยง Standard 
Insulin จับกับ Anti-insulin และจะถูกลางออกไป เม่ือเติม  2oAb (goat anti-mouse lgG-HRP) เนื่องจาก 1oAb ถูก
ลางออกไป  2oAb  จึงไมมี 1oAb ใหจับ และจะถูกลางออกไปเชนกัน ดังนั้นเม่ือเติม TMB ซึ่งเปนซับสเตรตของ 
HRP จึงไมมีปฏิกิริยาสีเหลืองเกิดขึ้น (ข.) กรณีที่ตัวอยางไมมี Recombinant Insulin ดังนั้น Anti-insulin จะจับกับ 
Standard Insulin บนไมโครเพลทและไมถูกลางออกไป เม่ือเติม 2oAb (goat anti-mouse lgG-HRP)  แอนติบอดี
ตัวนี้จะไปจับกับ Anti-insulin และทําปฏิกิริยาเปนสีเหลืองเกิดขึ้นเม่ือเติม TMB ท้ังนี้ท่ีชวงความเขมขนชวงหนึง่ 
ความเขมขนของโปรตีน (แอนติเจนหรือในกรณีนี้คืออินซูลิน) ในสารละลายจะจับกับแอนติบอดีเปนสัดสวนท่ี
มีความสัมพันธกัน ดังนั้นเม่ือทํา Standard curve จะไดคาสมการซึ่งสามารถนําไปแทนคาหาความเขมขนของ
อินซูลินในตัวอยางได 
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บทที่ 3 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

3.1 การสรางและการแสดงออกของ E. coli สายพันธุทีมี่ยีนอินซูลิน wild type และ HMR1423 

         เม่ือโคลนช้ินสวนยีนอินซูลิน wild type และ HMR1423 เขาสูพลาสมิด pBluescriptII KS(+) และ pQE-30 
Xa แลวพลาสมิดดังกลาวไดถูกตรวจสอบความถูกตองโดยการตัดดวยเอนไซม BamHI และ HindIII เพ่ือ
ตรวจสอบวามียีนอินซูลินหรือไม พลาสมิดท่ีมียีนอินซูลินจะมีรูปแบบการตัดดวย BamHI และ HindIII ดังรูปท่ี 
3.1 ข และ ค ซึ่งมีช้ินสวนยีนอินซูลินขนาดประมาณ 200 คูเบส เม่ือไดพลาสมิด pBluescriptII KS(+) และ pQE-
30 Xa ท่ีมียีนอินซูลิน (pRB81-84) ไดนําเขาสูเซลล E.coli MG1655  ดวยวิธี Chemical Transformation ไดเปน 
E.coli สายพันธุ RB21-23 ซึ่งไดนําไปทดสอบการแสดงออกของอินซูลิน สาเหตุท่ีเลือกใชพลาสมิด 
pBluescriptII KS(+) และ pQE-30 Xa เพราะตองการทดสอบความสามารถในการแสดงออกเม่ือยีนอยูบนพ
ลาสมิดท่ีแตกตางกัน สําหรับพลาสมิด pQE-30 Xa นั้นมี IPTG เปนตัวกระตุน (inducer) ดังนั้นเม่ือมียีนอินซูลิน
บนพลาสมิดนี้นาจะมีการแสดงออกเสมอถามีการใส IPTG ลงไป ทําการเปรียบเทียบกับการแสดงออกของยีน
อินซูลินบนพลาสมิด pBluescriptII KS(+) ซึ่งไมใชตัวกระตุน  

         หลังจากเลี้ยงเช้ือ E.coli สายพันธุ RB20-23เพ่ือทดสอบการแสดงออกของอินซูลินโดย RB21 และ 23 มี
การกระตุนดวย IPTG เม่ือนําตัวอยางท่ีเก็บทุกๆ 3 ชั่วโมง เปนเวลาทั้งสิ้น 24 ชั่วโมงมาวิเคราะหความเขมขน
ของอินซูลินพบวา ไมสามารถตรวจพบอินซูลินท้ังชนิด wild type และ HMR1423 เมื่อใชพลาสมิดท้ัง 2 ชนิด
ตามสมมุติฐานแลวพลาสมิด pQE-30 Xa เมื่อกระตุนดวย IPTG ควรพบการแสดงออกของอินซูลินบาง แตก็ไม
พบ ซึ่งในการตรวจสอบไมพบอินซูลินทั้งในสวน soluble matter และ insoluble matter ของเซลล ท้ังนี้คาดวา 
Recombinant Insulin ท่ีแสดงออกอาจรวมกลุมอยูในรูป Inclusion Bodies ซึ่งเปนปญหาหนึ่งท่ีพบในการใช E. 
coli เปนเจาบานเพ่ือการแสดงออกโปรตีนจากสิ่งมีชีวิตพวกยูคาริโอต โดยปจจัยท่ีทําใหเกิด Inclusion Bodies 
เชนการผลิตโปรตีนท่ีมากเกินไป การที่ recombinant protein ท่ีผลิตจาก E. coli ไมสามารถสรางพันธะ disulfide 
ท่ีถูกตองใน Cytosol ได (Carrio and Villaverde, 2002) นอกจากนี้ Inclusion Bodies อาจประกอบดวยโปรตีน
มากกวา 1 ชนิดมารวมกลุมกัน (Abolghasemi Dehaghani et al., 2010) การสกัดโปรตีนจาก Inclusion Bodies 
นั้นคอนขางยุงยากเพราะตองใชสารจําพวก detergent ท่ีแรงเชน ยูเรีย, เบสแก, guanidine-HCl กอนท่ีจะให
โปรตีนกลับมามวนพับใหม (Abolghasemi Dehaghani et al., 2010; Jessen et al., 1993) ซึ่งมีความเสี่ยงสูงท่ี
โปรตีนที่ตองการจะถูกทําลายจากขั้นตอนดังกลาว 

         จากความยุงยากท่ีเกิดขึ้น และปญหาที่คาดวาจะพบจากการแสดงออกของ recombinant protein ใน E. coli 
เชน โปรตีนที่ไดอาจจะมีคุณสมบัติไมเหมือนเดิม และนอกจากนี้พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน HMR1423 
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บนพลาสมิด pRB80, 83 และ 84 เม่ือตรวจสอบดวยวิธี DNA Sequencing แลวมีความผิดพลาดเกิดขึ้น ความ
ผิดพลาดของลําดับนิวคลีโอไทดนี้คาดวานาจะเกิดจากเทคนิค PCR กระตุนใหเกิดการกลายพันธุ (Mutation) 
คณะผูวิจัยจึงตัดสินใจเปลี่ยนระบบการแสดงออกใหมโดยใชยีสต P. pastoris แทน เพราะเปนสิ่งมีชีวิตท่ีเลี้ยง
งาย เจริญเติบโตเร็ว และ P. pastoris เปนสิ่งมีชีวิตจําพวกยูคาริโอต ดังนั้น recombinant protein ท่ีไดจึงมีความ
ใกลเคียงกับโปรตีนตนแบบ และการสกัด recombinant protein ก็ไมยุงยาก เพราะเม่ือพลาสมิด pPiCZ ที่ใชนํา
ยีนอินซูลินเขาสูโครโมโซมของยีสตมีสวนของ -factor อยูหนายีนอินซูลิน ทําใหอินซูลินท่ีผลิตไดหลั่งออก
จากเซลลไปสะสมอยูในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

3.2  การสราง P. pastoris สายพันธุท่ีสามารถผลิตอินซูลิน HMR1423 

         ตัดพลาสมิด pJET2.1 ท่ีมียีนอินซูลิน HMR1423 (สังเคราะหโดย First Base Company, Malaysia) ดวย
เอนไซม EcoRI และ NotI (รูปท่ี 3.2 ก) แลวสกัดชิ้นสวนประมาณ 200 คูเบสซึ่งเปนช้ินสวนยีน HMR1423 ทํา
การโคลนเขาบริเวณตัดจําเพาะเดียวกันของพลาสมิด pPicZA ตรวจสอบพลาสมิดท่ีไดวามียีน HMR1423 
หรือไมดวยวิธี PCR ดวยไพรเมอร AOX1 forward  และ AOX1 reverse โดยถามียีน HMR1423 จะไดผลิตภัณฑ 
PCR ขนาดประมาณ 750 คูเบส (รูปที่ 3.2 ข) พลาสมิดท่ีไดนี้ต้ังช่ือวา pSST2 จากนั้นตัดพลาสมิด pSST2 ดวย
เอนไซม SacI เพ่ือใหไดดีเอ็นเอเสนตรง (รูปที่ 3.2 ค) แลวทําการนําเขาสู P. pastoris สายพันธุ GS115 
Mut+(his4) ดวย Pichia EasyCompTM Transformation Kit (Invitrogen, USA) คัดเลือกโคโลนีที่ขึ้นบนอาหาร
แข็ง YPD ท่ีมี Zeocin ความเขมขน 100 µg/ml แลวนําไปทดสอบวามียีนอินซูลินบนโครโมโซมดวยวิธีโคโลนี 
PCR ดวยไพรเมอร AOX1 forward  และ AOX1 reverse โดยถามียีนอินซูลินบนโครโมโซม จะไดช้ินสวนขนาด 
750 คูเบส (รูปท่ี 3.2 ง) P. pastoris สายพันธุ GS115 Mut+(his4) ท่ีมียีน HMR1423 บนโครโมโซมมีช่ือวา 
NGEN2 และช้ินสวนของผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดจากโคโลนี PCR นี้ไดสงไปตรวจความถูกตองของลาํดับนวิคลโีอ
ไทดดวยวิธี DNA Sequencing ท่ี Macrogen Inc, Korea 

3.3 ผลกระทบของอุณหภูมิตอการเจริญเติบโตของ P. pastoris GS115 Mut+ (his4) ท่ีมียีนอินซูลิน MIP และ 
HMR1423      
         สาเหตุท่ีเลือกใชการแสดงออกของยีน HMR1423 เปรียบเทียบกับอินซูลิน MIP ใน P. pastoris GS115 
Mut+(his4) เพราะ P. pastoris GS115 Mut+(his4) สายพันธุท่ีมียีน MIP นั้น อ.ดร.ศรินทิพ สุกใส สถาบันวิจัย
เทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ไดทําการทดลองมาแลววามีการ
แสดงออกของยีนอินซูลินจริง (ขอมูลไมไดแสดงในรายงานนี้) คณะผูวิจัยจึงใชเพื่อเปนตัวแปรควบคุมชนิด 
Positive Control (มีการแสดงออกของอินซูลิน) สวนสายพันธุ NGEN3 ซึ่งเกิดจากการใสพลาสมิด pPicZA 
เปลาลงบนโครโมโซมของ P. pastoris GS115 Mut+(his4) เปนตัวแปรชนิด Negative Control (ไมมีการ
แสดงออกของอินซูลิน) 
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         เม่ือทําการทดสอบผลกระทบของอุณหภูมิตอการเจริญเติบโตของ P. pastoris ท่ีมียีนอินซูลินโดยเลี้ยง P. 
pastoris GS115 Mut+(his4) สายพันธุท่ีมียีนอินซูลิน MIP (สําหรับรูปและตารางใชสัญลักษณวา  MIP), 
HMR1423 (สายพันธุ NGEN2 สําหรับรูปและตารางใชสัญลักษณวา 1423) และสายพันธุท่ีมีพลาสมิด pPicZA 
เปลาบนโครโมโซม (สายพันธุ NGEN3 สําหรับรูปและตารางใชสัญลักษณวา A) ในอาหาร BM ท่ีมี 
(NH4)2SO4 เปนแหลงไนโตรเจน โดยทดสอบท่ีอุณหภูมิ 20oC, 25oC และ 30oC พบวาอัตราการเจริญเติบโตโดย
การวัดน้ําหนักเซลลแหง สายพันธุ NGEN3 (A) เจริญเติบโตไดดีในทุกอุณหภูมิ ในขณะที่สายพันธุท่ีมียีน 
MIP เจริญเติบโตชาในอุณหภูมิ 20 oC แตท่ีอุณหภูมิ 25oC และ 30oC มีการเจริญเติบโตและเจริญเติบโตที่ 30oC ดี
ท่ีสุด ในขณะท่ีสายพันธุ NGEN2 (1423) เหมือนวาไมมีการเจริญเติบโตเลยในทุกอุณหภูมิ (ตารางที่ 3.1 และรูป
ท่ี 3.3) เมื่อวัดคา pH ในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวาเม่ือมีการเจริญเติบโต คา pH จะลดลง (ตารางท่ี 3.2 และรูปท่ี 3.3) 
แสดงวาเซลลมีการนําสารอาหารไปใชและมีการเมทาบอลิซึมท่ีไดผลผลิตหรือผลพลอยไดที่เปนกรด เชน กรด
คารบอนิกท่ีเกิดจากกาซคารบอนไดออกไซดท่ีขับออกมาจากกระบวนการเมทาบอลิซึมละลายในน้าํ แตสาํหรบั
สายพันธุ NGEN2 (1423) ท่ีเหมือนวาไมมีการเจริญเติบโตเลยในอาหารเลี้ยงเช้ือนี้ทุกอุณหภูมิ พบวาคา pH ของ
อาหารเลี้ยงเชื้อก็ไมมีการเปลี่ยนแปลง (ตารางท่ี 3.2 และรูปที่ 3.3) ซึ่งอาจกลาวไดวาเซลลไมไดนาํสารอาหารไป
ใชเพื่อการเจริญเติบโต  

          ท้ังนี้เนื่องจาก P. pastoris ท่ีมียีน MIP เจริญเติบโตดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 30oC ซึ่งเปนสายพันธุท่ีมียีนอินซูลิน 
ในขณะสายพันธุ NGEN2 ไมเห็นการเจริญเติบโตท่ีอุณหภูมิใดๆเลย ในการทดลองขั้นตอไปคือผลกระทบของ
แหลงไนโตรเจนตอการแสดงออกของอินซูลิน คณะผูวิจัยจึงเลือกเลี้ยงเช้ือท่ีอุณภูมิ 30oC บนสมมุติฐานท่ีวาถามี
การเจริญเติบโตหมายถึงมีจํานวนเซลลมาก เม่ือมีจํานวนเซลลมากก็นาจะมีการผลิต Recombinant Insulin 
ปริมาณมากตาม 

3.4 ผลกระทบของแหลงไนโตรเจนตอการเจริญเติบโตของ P. pastoris GS115 Mut+ (his4) ท่ีมียีนอินซูลิน MIP 
และ HMR1423      
         ทดสอบผลกระทบของแหลงไนโตรเจนตอการเจริญเติบโตของ P. pastoris ท่ีมียีนอินซูลินโดยเลี้ยง P. 
pastoris GS115 Mut+(his4) สายพันธุท่ีมียีนอินซูลิน MIP, สายพันธุ NGEN2 (1423) และสายพันธุ NGEN3 
(A)  ท่ีอุณหภูมิ 30oC ในอาหาร BM ที่มีแหลงไนโตรเจนตางกันไปไดแก (NH4)2SO4, NH4NO3, ยูเรีย และ 
Yeast Extract+Peptone  โดยวัดอัตราการเจริญเติบโตจากน้ําหนักเซลลแหง พบวาสายพันธุท่ีมียีนอินซูลิน MIP 
และสายพันธุ NGEN3 (A) สามารถใชแหลงไนโตรเจนท้ัง 4 ชนิดเพ่ือการเจริญเติบโตได (ตารางท่ี 3.4 และรูป
ท่ี 3.5) ท้ังนี้เมื่อวัดคา pH ของอาหารเลี้ยงเช้ือทุกๆ 12 ช่ัวโมง พบวาสําหรับอาหารท่ีมีแหลงไนโตรเจนจากสารอ
นินทรีย ((NH4)2SO4 และ NH4NO3) คา pH ลดลง ในขณะท่ีอาหารท่ีใชแหลงไนโตรเจนจากสารประกอบอนิทรยี 
(ยูเรีย และ Yeast Extract+Peptone) คา pH คอนขางคงที่  (ตารางที่ 3.5 และรูปท่ี 3.5) ซึ่งเปนไปไดวาแหลง
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ไนโตรเจนจากสารอนินทรียและอินทรียนําไปใชเพ่ือการเจิญเติบโตของเซลลคนละวิถี ทําใหไดผลิตภัณฑหรือ
ผลพลอยไดที่ตางกัน 

        สําหรับสายพันธุ NGEN2 (1423) แทบจะไมเห็นการเจริญเติบโตเลยใชอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีแหลงไนโตรเจน
จากสารอนินทรีย ((NH4)2SO4 และ NH4NO3) แตสามารถใชแหลงไนโตรเจนจากสารประกอบอินทรีย (ยูเรีย 

และ Yeast Extract+Peptone) เพ่ือการเจริญเติบโตได และเจริญเติบโตไดดีเมื่อใช Yeast Extract+Peptone เปน
แหลงไนโตรเจน 

        ท้ังนี้จากการศึกษาผลกระทบท้ังอุณหภูมิและแหลงไนโตรเจนตอการเจริญเติบโตของ P. pastoris GS115 
Mut+(his4) สายพันธุท่ีมียีนอินซูลิน MIP, สายพันธุ NGEN2 (1423) พบวาแมวาจะเปนยีนอินซูลินเหมือนกัน
และมีลําดับกรดอะมิตางกันไมมาก (รูปที่ 2.1) สภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตนั้นตางกันอยางเห็นไดชัด 
ซึ่งเปนไปไดวาผลิตภัณฑท่ีผลิตออกมาจากยีนที่แตกตางกันนี้อาจมีผลในการควบคุมการเจริญเติบโตทางใดทาง
หนึ่งเชน ความสามารถในการจับตัวรับบางตัว ทําใหกระตุนการเจริญเติบโตในสภาวะท่ีตางกันหรือ 
recombinant protein ท่ีสะสมในอาหารเลี้ยงเชื้ออาจมีผลตอการดูดซึมสารอาหารบางชนิด เปนตน 

3.5 ผลกระทบของอุณหภูมิตอการแสดงออกของอินซูลิน MIP และ HMR1423 ใน P. pastoris GS115 Mut+ 
(his4) 
        ในโครงการวิจัยนี้ คณะผูวิจัยเลือกใชเทคนิค Competitive Indirect ELISA ในการตรวจหาความเขมขนของ 
Recombinant Insulin ท่ี P. pastoris สรางและหลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเช้ือ เหตุผลที่เลือกใชวิธีดังกลาว
วิเคราะหเนื่องจากตัวอยางท่ีนํามาวิเคราะหเปนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีแยกเซลลออกไปแลว แตยงัไมไดมีการสกดัและ
ทําใหอินซูลินบริสุทธิ์ การทําใหบริสุทธิ์จะตองใชระยะเวลานานเนื่องจากมีตัวอยางจํานวนมาก (มากกวา 400 
ตัวอยาง เพราะเก็บตัวอยางและเติมเมทานอลเพ่ือกระตุนการผลิต Recombinant Insulin ทุกๆ 12 ช่ัวโมง เปน
เวลาท้ังสิ้น 84 ช่ัวโมง ดังนั้นเก็บ 8 ตัวอยางตอสายพันธุตอชุดการทดลอง และทําการทดลอง 3 ซ้ําตอชุดการ
ทดลอง) หากวัดโปรตีนดวยวิธีมาตราฐานอื่นเชน  Lowry method หรือ Bradford method จะวัดโปรตีนท้ังหมด
ในสารละลาย ไมใชแคอินซูลินอยางเดียว หรือการใช Mass Spectroscopy ในกรณีท่ีมีโปรตีนตัวอื่นมีปนเปอน
อยูมาก การวิเคราะหก็ทําไดลําบาก หรือการวิเคราะหโดยใช High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) ซึ่งคณะผูวิจัยไดทดลองทําโดยใชเง่ือนไขเดียวกับ Pais-Chanfrua et al., 2004 และ Xie et al, 2008. แต
เนื่องจากคอลัมนท่ีมีอยูท่ีสถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร หรือหนวยงานใกลเคียงเชน 
คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนคอลัมนคนละชนิดกับเอกสารอางอิง ทําใหไมสามารถไดผลการ
วิเคราะหปริมาณอินซูลิน ซึ่งหากจะใชการวิเคราะหดวย HPLC จะตองใชเวลาในการหาเงื่อนไขท่ีเหมาะสม
สําหรับคอลัมนท่ีมี ดังนั้น Competitive Indirect ELISA จึงเปนทางเลือกท่ีดีสําหรับการทดลองนี้ เนื่องจากเปน
วิธีท่ีมีความไวและความจําเพาะสูง ปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนแอนติบอดีเปนปฏิกิริยาจําเพาะ ในทางทฤษฎีแลว 
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แมวาจะไมไดทําการสกัดอินซูลินใหบริสุทธิ์  แอนติบอดีตออินซูลินก็จําเพาะตอการจับอินซูลินเทานั้น 
นอกจากนี้วิธีดังกลาวสามารถทดสอบกับตัวอยางจํานวนมากในครั้งเดียว และการทดสอบแตละครั้งใชเวลาไม
มาก 

         การหาความเขมขนของอินซูลินในตัวอยางจากการวิธี Competitive Indirect ELISA คํานวณจากการแทน
คาการดูดกลืนแสงท่ี 450 nmในสมการท่ีไดจาก Standard curve (ภาคผนวก) ท้ังนี้ ความสัมพันธท่ีเปนสัดสวน
กันระหวางการจับกันของแอนติเจนกับแอนติบอดี (วัดจากคาการดูดกลืนแสงท่ี 450 nm) และความเขมขนของ
แอนติเจน (ในท่ีนี้คืออินซูลินท่ีผลิตไดและอยูในอาหารเลี้ยงเช้ือ) จะมีชวงจํากัด ทําใหถาความเขมขนของ
โปรตีนอินซูลินมากหรือนอยเกินกวาชวง Standard curve ไมสามารถตรวจสอบได (ตัวอยางการคํานวณแสดง
ไวในภาคผนวก) ความผิดพลาดในการตรวจสอบดวยวิธีนี้อาจขึ้นไดเนื่องจากโปรตีนตัวอื่น หรือตะกอน
แขวนลอยท่ีมักไปรบกวนระบบโดยเฉพาะการรบกวน HRP ท่ีติดบน 2o Ab  

         เม่ือวัดความเขมขนของอินซูลินที่ผลิตไดท่ีอุณหภูมิตางๆ ในอาหาร BM ท่ีมี (NH4)2SO4 เปนแหลง
ไนโตรเจน (ตารางท่ี 3.3 รูปท่ี 3.3และ3.4) พบวาสําหรับอินซูลิน MIP จะผลิตอินซูลินไดมากท่ีอุณหภูมิ 20oC ณ 
ช่ัวโมงท่ี 84 จากรูปท่ี 3.3 จะเห็นไดวาแมวาการเจริญเติบโตท่ีอุณหภูมิ 25oC และ 30oC จะดีกวา แตอินซูลินท่ี
ผลิตไดกลับมีปริมาณนอยกวา ท้ังนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Pais-Chanfrua et al., 2004 ท่ีแนะนําใหเลี้ยงยีสต 
P. pastoris  เพ่ือการผลิต mini-proinsulin ท่ีอุณหภูมิ ≤ 20oC เพื่อปองกันกิจกรรมยอยสลายโปรตีน (proteolytic 
activity) 

         สําหรับสายพันธุ NGEN2 ซึ่งผลิตอินซูลิน HMR1423 พบวาเมื่อเลี้ยงในอาหาร BM ท่ีมี (NH4)2SO4 เปน
แหลงไนโตรเจน ผลิตอินซูลินมากท่ีสุดที่อุณหภูมิ 30oC ณ ชั่วโมงท่ี 24 (ตารางท่ี 3.3 รูปที่ 3.3และ3.4) ซึ่งเม่ือ
เปรียบเทียบกับอัตราการเจริญเติบโตจะเห็นวา สายพันธุ NGEN2 แทบไมเห็นการเจริญเติบโตเลย แสดงวา
สารอาหารท่ีเซลลนําไปใชนี้เอาไปใชเพ่ือการผลิต Recombinant Insulin เทานั้น แตไมไดใชเพ่ือการเจริญเติบโต 
นอกจากนี้การท่ีผลิตอินซูลินไดดีท่ี 30oC เปนไปไดวาอินซูลินไมไดถูกทําลายดวยกิจกรรมยอยสลายโปรตีน 
(proteolytic activity) เหมือนอยางท่ีเกิดขึ้นกับอินซูลิน MIP โดยตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนบน
สายของอินซูลิน HMR1423 (รูปท่ี 2.1) อาจเปนตําแหนงจับจําเพาะของเอนไซมจําพวก protease หรือในชวงท่ี
เซลลมีอัตราการเจริญเติบโตนอย (MIP ที่ 20oC และ NGEN2 ทุกอุณหภูมิ) เปนชวงท่ีไมไดนําสารอาหารไปใช
เพ่ือการเจริญเติบโตมากจึงนํามาใชเพ่ือการผลิต Recombinant Insulin ประกอบกับในชวงที่มีการเจริญเติบโต
นอย ยังไมมีการกระตุนกิจกรรมยอยสลายโปรตีน (proteolytic activity) 

         สําหรับสายพันธุ NGEN3 (A) เปนตัวแปรชนิด Negative Control ซึ่งไมควรพบการแสดงออกของ
อินซูลิน แตจากตารางท่ี 3.3 รูปท่ี 3.3และ3.4 พบวาท่ีอุณหภูมิ 25oC ณ ช่ัวโมงท่ี 60 และ ท่ีอุณหภูมิ 30oC ณ 
ช่ัวโมงท่ี 0 ตรวจพบอินซูลินเล็กนอย ท้ังนี้อาจเกิดจากความผิดพลาดและขอจํากัดของเทคนิค Competitive 



21 
 

 

Indirect ELISA ท่ีไดกลาวมากอนหนานี้ และคาการดูดกลืนแสงท่ี 450 nm มีคาเกือบจะหลุดจาก Standard curve 
หรือเกือบจะหลุดจากชวงท่ีสามารถตรวจสอบได ดังนั้น ณ จุดนี้คาดวานาจะเปนเพราะขอจํากัดของเทคนิคท่ีทํา
ใหเกิดความผิดพลาด 

         ณ ช่ัวโมงท่ี 0 เปนจุดเวลาที่คาดวาไมมีการแสดงออกของอินซูลินแตกลับตรวจพบอินซูลินท้ัง MIP และ 
HMR1423 คาดวาอาจเกิดจากความลาชาในการเก็บตัวอยางทําใหชั่วโมงท่ี 0 ไมใชช่ัวโมงท่ี 0 ทีแ่ทจริง จริงมีการ
แสดงออกของ Recombinant Insulin ออกมาบาง ท้ังนี้ในระบบการแสดงออกของ recombinant protein ดวย P. 
pastoris ควบคุมดวย promoter AOX1 ซึ่งกระตุน (induce) ดวยเมทานอล และถูกยับย้ัง (repress) ดวยกลูโคส 
สําหรับกลีเซอรอลเปน de-repressor แตไมสามารถกระตุน promoter AOX1 ได (Balamurugan et al., 2007; 
Krainer et al., 2012) ดังนั้นเพ่ือใหการกระตุนการแสดงออกของโปรตีนมีประสิทธิภาพดี ตองทําการเลี้ยงใน
อาหารท่ีมีกลีเซอรอล  กอนท่ีจะเติมเมทานอลเพ่ือกระตุน promoter AOX1 ซึ่งในโครงการวิจัยนี้ อาหารเลี้ยงเชื้อ
กอนจะเปลี่ยนเปนอาหาร BM คือ อาหาร YPG ท่ีมีกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอน 

3.6 ผลกระทบของแหลงไนโตรเจนตอการแสดงออกของอินซูลิน MIP และ HMR1423 ใน P. pastoris GS115 
Mut+ (his4) 
         เม่ือใหอุณหภูมิคงท่ีท่ี 30oC แลวแปรผันแหลงไนโตรเจน พบวาในอาหารเลี้ยงเช้ือ BM ท่ีใชยูเรียเปนแหลง
ไนโตรเจนไมสามารถตรวจพบอินซูลินท้ัง MIP และ HMR1423 ท้ังท่ีมีการเจริญเติบโต ซึ่งคณะผูวิจัยยังไม
สรุปวายูเรียไมสามารถใชเปนแหลงไนโตรเจนเพ่ือสรางอินซูลินได เนื่องจากยูเรียเปนสาร detergent ท่ีแรงและ
ยูเรียท่ีใชในการทดลองนี้คือ 2% w/v อาจมีปริมาณมากเกินไปแลวไปทําลาย Recombinant Insulin ท่ีผลิตได  

         สําหรับสายพันธุท่ีมีอินซูลิน MIP นั้น พบวานอกจากเจริญเติบโตไดดีท่ีสุดเม่ือใช Yeast Extract+Peptone 
เปนแหลงไนโตรเจนแลว ยังผลิตอินซูลินไดมากที่สุดในอาหาร BM ที่มี Yeast Extract+Peptone เปนแหลง
ไนโตรเจนอีกดวย โดยตรวจพบอินซูลินท่ีความเขมขนสูงสุด 42.52 µg/ml ณ ช่ัวโมงท่ี 48 (ตารางท่ี 3.6 รูปท่ี 3.5 
และ3.6) แสดงวา P. pastoris สายพันธุท่ีมียีน MIP สามารถนําไนโตรเจนจาก Yeast Extract+Peptone ซึ่งเปน
สารประกอบอินทรียไปใชไดดีทั้งการเจริญเติบโตและการสรางอินซูลิน ท้ังนี้ 1.) อินซูลิน MIP ท่ีสายพันธุนี้
ผลิตไดอาจมีปริมาณมากกวานี้แตท่ีอุณหภูมิ 30oC เกิดกิจกรรมการยอยสลายโปรตีน (proteolytic activity) ทําให
อินซูลินบางสวนเสียสภาพไป หรือ 2.)จาก รูปที่3.5 พบวาอินซูลิน MIP ที่ตรวจสอบไดในแหลงไนโตรเจนนี้มี
ความเขมขนสูงในเวลาท่ีอัตราการเจริญเติบโตยังไมมาก แตเม่ือหลังช่ัวโมงท่ี 48 อินซูลินท่ีผลิตไดลดลง แต
อัตราการเจริญเติบโตเพ่ิมขึ้นลักษณะ exponential ซึ่งในชวงเวลากอน 48 ช่ัวโมงเซลลยังอยูในระหวางปรับตัว
ในอาหารเลี้ยงเช้ือใหม การเจริญเติบโตยังไมมาก ทําใหกิจกรรมการยอยสลายโปรตีนเกิดขึ้นนอย หรือ 3.) เม่ือ
อัตราการเจริญเติบโตมีมากขึ้น (หลังช่ัวโมงท่ี 48) ไนโตรเจนถูกนําไปใชเพ่ือการเจริญเติบโตมากกวาการสราง 
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Recombinant Insulin มากและกระตุนเอนไซม protease หรือ 4.) การสะสมของสารบางอยางในอาหารเลี้ยงเช้ือ
กอใหเกิดการเสื่อมสภาพของ Recombinant Insulin 

         สายพันธุ NGEN2 ซึ่งผลิตอินซูลิน HMR1423 มีความแตกตางจาก MIP (ตารางท่ี 3.3 รูปท่ี 3.5 และ3.6) 
โดยสายพันธุนี้แมวาจะเจริญเติบโตไดดีที่สุดเม่ือมี Yeast Extract+Peptone เปนแหลงไนโตรเจน แตกลับมีการ
ผลิตโปรตีนมากที่สุดเม่ือใช (NH4)2SO4 เปนแหลงไนโตรเจนที่แทบไมเห็นการเจริญเติบโต โดยมีความเขมขน
สูงสุด 32.74 µg/ml ณ ช่ัวโมงท่ี 24 ซึ่งจะเห็นไดวาอัตราการเจริญเติบโตมากไมไดหมายความวาจะผลิตโปรตีน
ไดปริมาณมาก เพราะท่ีอัตราการเจริญเติบโตสูง เซลลอาจนําอาหารไปใชเพื่อการเจริญเติบโตมากกวาการสราง 
Recombinant Insulin ประกอบกับท่ีอัตราการเจริญเติบโตสูง อาจมีการกระตุนกิจกรรมยอยสลายโปรตีน 

         สําหรับอินซูลินท่ีตรวจสอบไดในสายพันธุ NGEN3 (A) ปริมาณเล็กนอยในอาหาร BM ท่ีมี (NH4)2SO4 
ณ ช่ัวโมงที่ 0 และ NH4NO3 ณ ช่ัวโมงท่ี 72 และ 84 คาดวาเกิดจากขอจํากัดของเทคนิค Competitive Indirect 
ELISA ดังท่ีกลาวไวกอนหนานี้ นอกจากนี้อินซูลินท่ีตรวจพบ ณ ช่ัวโมงที่ 0 นาจะเกิดจากความลาชาในการเก็บ
ตัวอยางทําใหไมไดเปนช่ัวโมงท่ี 0 ท่ีแทจริง 
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ตารางท่ี 3.1 อัตราการเจริญเติบโตของ P. pastoris สายพันธุท่ีมียีนอินซูลิน MIP และ HMR1423 ท่ีอุณหภูมิ 
20oC, 25oC และ 30oC อัตราการเจริญเติบโตวัดจากน้ําหนักเซลลแหงทุกๆ 12 ช่ัวโมงโดยเชื้อทุกสายพันธุทําการ
เลี้ยงท่ีความเร็วรอบ 200 rpm ในอาหาร BM ท่ีมี (NH4)2SO4 เปนแหลงไนโตรเจน และเติมเมทานอลกระตุนการ
แสดงออกของ Recombinant Insulin ทุก 12 ชั่วโมง 

 

สายพันธุ อุณหภูม ิ
น้ําหนักเซลลแหงสุทธิ (g/L) ณ ช่ัวโมงที ่

0 12 24 36 48 60 72 84 

A 
20oC 0.55 0.73 0.92 1.26 2.05 3.46 3.44 3.89 
25oC 0.52 0.43 0.43 0.54 0.75 1.14 2.53 2.78 
30oC 0.65 0.94 2.40 2.78 1.58 3.25 3.15 3.31 

MIP 
20oC 0.50 0.51 0.51 0.56 0.62 0.77 0.847 1.17 
25oC 0.52 0.55 0.55 0.62 0.85 1.20 2.72 2.59 
30oC 0.53 0.75 1.17 1.46 2.80 2.49 2.87 2.52 

HMR1423 
20oC 0.53 0.58 0.57 0.54 0.54 0.52 0.54 0.56 
25oC 0.53 0.58 0.57 0.53 0.54 0.53 0.54 0.56 
30oC 0.48 0.50 0.55 0.60 0.52 0.46 0.47 0.54 
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ตารางท่ี 3.2 คา pH ของอาหารเลี้ยงเช้ือเม่ือเลี้ยง P. pastoris สายพันธุท่ีมียีนอินซูลิน MIP และ HMR1423 ท่ี
อุณหภูมิ 20oC, 25oC และ 30oC โดยเชื้อทุกสายพันธุทําการเลี้ยงในอาหาร BM ท่ีมี (NH4)2SO4 เปนแหลง
ไนโตรเจน ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm และเก็บตัวอยางและเติมเมทานอลกระตุนการแสดงออกของ Recombinant 
Insulin ทุก 12 ช่ัวโมง 
 

สายพันธุ อุณหภูม ิ
คา pH ของอาหารเลี้ยงเช้ือ ณ ช่ัวโมงท่ี 

0 12 24 36 48 60 72 84 

A 
20oC 4.92 4.57 4.44 3.95 3.26 3.00 2.92 2.9 
25oC 5.10 5.07 5.10 5.01 4.82 4.43 3.16 2.96 
30oC 5.21 5.22 3.66 3.36 3.20 3.24 3.19 3.17 

MIP 
20oC 4.88 4.86 4.87 4.80 4.64 4.43 4.43 3.88 
25oC 5.11 5.07 5.02 4.95 4.66 4.10 3.14 2.95 
30oC 5.33 5.29 4.99 4.56 3.80 3.39 3.29 3.27 

HMR1423 
20oC 5.10 5.12 5.12 5.15 5.12 5.11 5.10 5.10 
25oC 4.98 5.02 5.03 5.07 5.07 5.09 5.06 5.08 
30oC 4.96 4.97 5.20 5.02 4.99 5.03 4.99 5.04 
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ตารางท่ี 3.3 ความเขมขนของอินซูลินท่ี P. pastoris สายพันธุที่มียีนอินซูลิน MIP และ HMR1423 ผลิตไดท่ี
อุณหภูมิ 20oC, 25oC และ 30oC โดยเชื้อทุกสายพันธุทําการเลี้ยงในอาหาร BM ท่ีมี (NH4)2SO4 เปนแหลง
ไนโตรเจน ที่ความเร็วรอบ 200 rpm เก็บตัวอยางและเติมเมทานอลกระตุนการแสดงออกของ Recombinant 
Insulin ทุก 12 ช่ัวโมง 
 

สายพันธุ อุณหภูม ิ
ความเขมขนของอินซูลิน (µg/ml) ณ ช่ัวโมงที ่

0 12 24 36 48 60 72 84 

A 
20oC <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 
25oC <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 2.72 <0.39 <0.39 
30oC 1.18 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 

MIP 
20oC 2.89 9.20 11.14 9.45 24.10 11.68 20.49 39.47 
25oC 7.69 4.93 7.63 5.24 10.34 14.19 21.58 12.45 
30oC 4.41 6.91 10.96 13.29 12.11 12.00 25.43 17.86 

HMR1423 
20oC 10.84 8.81 10.64 12.18 11.34 10.47 13.62 16.52 
25oC 7.20 10.26 11.25 10.21 9.47 10.42 9.92 9.51 
30oC 5.97 10.10 32.74 13.75 28.89 17.65 13.62 8.25 
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ตารางท่ี 3.4 อัตราการเจริญเติบโตของ P. pastoris สายพันธุที่มียีนอินซูลิน MIP และ HMR1423 เม่ือเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแหลงไนโตรเจนตางกัน อัตราการเจริญเติบโตวัดจากน้ําหนักเซลลแหงทุกๆ 12 ชั่วโมงโดย
เช้ือทุกสายพันธุทําการเลี้ยงท่ี 30oC ความเร็วรอบ 200 rpm ในอาหาร BM ท่ีมีแหลงไนโตรเจนตางกัน และเติมเม
ทานอลกระตุนการแสดงออกของ Recombinant Insulin ทุก 12 ชั่วโมง 
  

สายพันธุ แหลงไนโตรเจน 
น้ําหนักเซลลแหงสุทธิ (g/L) ณ ช่ัวโมงท่ี 

0 12 24 36 48 60 72 84 

A 

(NH4)2SO4 0.65 0.94 2.40 2.78 1.58 3.25 3.15 3.31 
NH4NO3 0.60 0.48 2.22 0.59 3.45 3.64 3.59 3.83 

Urea 1.82 2.59 3.13 3.04 3.69 4.59 3.99 4.03 
Yeast 

Extract+Peptone 0.74 0.88 1.46 1.48 2.74 3.63 5.97 5.64 

MIP 

(NH4)2SO4 0.53 0.75 1.17 1.46 2.80 2.49 2.87 2.52 
NH4NO3 0.52 0.70 1.30 2.60 2.72 3.00 2.94 3.24 

Urea 2.04 2.54 2.90 3.16 3.68 3.84 4.28 4.21 
Yeast 

Extract+Peptone 0.66 0.98 1.25 1.65 1.88 3.42 4.34 6.22 

HMR1423 

(NH4)2SO4 0.48 0.50 0.55 0.60 0.52 0.46 0.47 0.54 
NH4NO3 0.54 0.56 0.68 0.70 0.66 0.56 0.54 0.58 

Urea 1.96 2.48 2.58 2.50 2.66 2.68 2.58 2.50 
Yeast 

Extract+Peptone 0.678 2.182 4.64 6.31 6.23 7.08 6.81 7.36 
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ตารางท่ี 3.5 คา pH ของอาหารเลี้ยงเช้ือเมื่อเลี้ยง P. pastoris สายพันธุท่ีมียีนอินซูลิน MIP และ HMR1423 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแหลงไนโตรเจนตางกัน โดยเชื้อทุกสายพันธุทําการเลี้ยงที่ 30oC ความเร็วรอบ 200 rpm ใน
อาหาร BM ที่มีแหลงไนโตรเจนตางกัน เก็บตัวอยางและเติมเมทานอลกระตุนการแสดงออกของ Recombinant 
Insulin ทุก 12 ช่ัวโมง 
 

สายพันธุ แหลงไนโตรเจน 
คา pH ของอาหารเลี้ยงเชือ้ ณ ชัว่โมงท่ี 

0 12 24 36 48 60 72 84 

A 

(NH4)2SO4 5.21 5.22 3.66 3.36 3.20 3.24 3.19 3.17 
NH4NO3 5.05 4.97 3.42 4.85 2.92 2.91 2.77 2.80 

Urea 7.00 7.00 6.73 7.00 6.69 6.71 6.76 6.74 
Yeast 

Extract+Peptone 5.03 5.00 5.29 5.00 5.10 5.11 4.80 4.95 

MIP 

(NH4)2SO4 5.33 5.29 4.99 4.56 3.80 3.39 3.29 3.27 
NH4NO3 4.97 4.85 4.16 3.11 2.96 2.92 2.90 2.85 

Urea 7.05 6.99 6.96 6.91 6.88 6.92 6.79 6.87 
Yeast 

Extract+Peptone 5.08 5.29 5.32 5.27 5.18 5.36 5.72 5.44 

HMR1423 

(NH4)2SO4 4.96 4.97 5.20 5.02 4.99 5.03 4.99 5.04 
NH4NO3 4.99 5.04 5.03 5.07 5.06 5.07 5.03 5.08 

Urea 6.98 7.00 6.98 7.18 7.00 7.01 7.13 7.05 
Yeast 

Extract+Peptone 5.06 5.85 6.30 6.64 6.76 6.84 6.86 6.82 
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ตารางท่ี 3.6 ความเขมขนของอินซูลินท่ี P. pastoris สายพันธุท่ีมียีนอินซูลิน MIP และ HMR1423 ผลิตไดใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแหลงไนโตรเจนตางกัน โดยเชื้อทุกสายพันธุทําการเลี้ยงที่ 30oC ความเร็วรอบ 200 rpm ใน
อาหาร BM ที่มีแหลงไนโตรเจนตางกัน เก็บตัวอยางและเติมเมทานอลกระตุนการแสดงออกของ Recombinant 
Insulin ทุก 12 ช่ัวโมง 
 

สายพันธุ แหลงไนโตรเจน 
ความเขมขนของอินซลูิน (µg/ml) ณ ช่ัวโมงท่ี 

0 12 24 36 48 60 72 84 

A 

(NH4)2SO4 1.18 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 
NH4NO3 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 0.34 1.73 

Urea <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 
Yeast 

Extract+Peptone <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 

MIP 

(NH4)2SO4 4.41 6.91 10.96 13.29 12.11 12.00 25.43 17.86 
NH4NO3 22.23 6.66 15.00 26.95 17.11 30.83 11.16 7.88 

Urea <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 
Yeast 

Extract+Peptone <0.39 30.09 26.27 26.46 42.52 20.03 7.30 13.19 

HMR1423 

(NH4)2SO4 5.97 10.10 32.74 13.75 28.89 17.65 13.62 8.25 
NH4NO3 10.57 12.80 11.50 6.07 3.09 4.99 4.10 3.65 

Urea <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 <0.39 
Yeast 

Extract+Peptone <0.39 22.32 7.36 6.33 6.18 5.91 6.18 6.06 
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                               (ก.)                                                                   (ข.)                                               (ค.) 

 

รูปที่ 3.1 รูปแบบการตัดดวยเอนไซมในขั้นตอนตางๆของการสรางพลาสมิดท่ีมียีนอินซูลิน wild-type และ 
HMR1423 เพ่ือการแสดงออกใน E. coli โดยช้ินสวนขนาดประมาณ 200 คูเบส (ตําแหนงลูกศรช้ี) คือชิ้นสวนของยีน
อินซูลิน 
(ก.) แถว 1และ 2 พลาสมิด pRB79 (อินซูลิน wild type ในพลาสมิด  pCR®2.1-TOPO®) ตัดดวย BamHI และ HindIII 
      แถว 3 และ 4 พลาสมิด pRB80 (อินซูลิน HMR1423* ในพลาสมิด  pCR®2.1-TOPO®) ตัดดวย BamHI และ HindIII 
      แถว M  DNA Marker 
      แถว 5 และ 6 พลาสมิด pQE-30 Xa ตัดดวย BamHI และ HindIII 
(ข.) แถว M  DNA Marker 
      แถว 1 พลาสมิด pRB81 (อินซูลิน wild type ในพลาสมิด  pBluescriptII KS(+)) ตัดดวย BamHI และ HindIII 
      แถว 2 พลาสมิด pRB82 (อินซูลิน wild type ในพลาสมิด  pQE-30 Xa) ตัดดวย BamHI และ HindIII 
(ค.) แถว M  DNA Marker 
      แถว 1 พลาสมิด pRB83 (อินซูลิน HMR1423* ในพลาสมิด  pBluescriptII KS(+)) ตัดดวย BamHI และ HindIII 
      แถว 2 พลาสมิด pRB84 (อินซูลิน HMR1423* ในพลาสมิด  pQE-30 Xa) ตัดดวย BamHI และ HindIII 
  
หมายเหตุ  ผลการตรวจลําดับนิวคลีโอไทดพบวา ยีนในพลาสมิด pRB80, 83 และ 84 ไมใช HMR1423 จึงแทนดวย
สัญลักษณ HMR1423* 

 

  

      1         2       3       4        M       5       6 M    1    2 M      1    2 
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                        (ก.)                                        (ข.)                                    (ค.)                                       (ง.) 

รูปที ่3.2 ชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีเกิดขึน้ในขั้นตอนของการสราง P. pastoris สายพันธุท่ีมียีนอินซูลนิ HMR1423 บน
โครโมโซม 
(ก.) แถว M  DNA Marker  
      แถว 1-3 พลาสมิด pJET2.1 ท่ีมียีนอินซูลิน HMR1423 ตัดดวย EcoRI และ NotI ไดช้ินสวนของยีนอินซูลิน

ขนาดประมาณ 200 คูเบส (ตําแหนงลูกศรช้ี)  
(ข.) แถว M  DNA Marker 
      แถว 1 ผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 750 คูเบส (ตําแหนงลูกศรช้ี) เม่ือ PCR พลาสมิด NGEN2 ดวยไพร

เมอร AOX1 forward และ AOX1 reverse  

(ค.) แถว M  DNA Marker 
      แถว 1 และ 2 พลาสมิด NGEN2 ตัดดวย SacI เพ่ือใหเกิดดีเอ็นเอเสนตรง สําหรับนํายีน HMR1423 ลงบน

โครโมโซมของ P. pastoris  
(ง.) ผลการทําโคโลนี PCR ดวยไพรเมอร AOX1 forward และ AOX1 reverse เพื่อตรวจสอบวามียีนอินซูลินบน

โครโมโซมของ P. pastoris หรือไม 
       แถว M  DNA Marker 

แถว 1 สายพันธุ NGEN3 เกิดจากการนาํพลาสมิด pPicZA เปลาใสลงบนโครโมโซม ไดผลิตภัณฑ PCR 
ขนาด 500 คูเบส (ไมมียีนอินซูลนิ) 

        แถว 2 สายพันธุท่ีมียีน MIP ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด 750 คูเบส  
        แถว 3 สายพันธุ NGEN2 มียีน HMR1423 ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด 750 คูเบส  

  

     M     1     2    3                       M       1                          M      1      2                          M   1     2   3 
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รูปที่ 3.3 ความเขมขนของอินซูลิน อัตราการเจริญเติบโต และคา pH ของอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 20oC, 25oC 
และ 30oC ทําการเลี้ยงเช้ือในอาหาร BM ท่ีมี (NH4)2SO4 เปนแหลงไนโตรเจน และเลี้ยงเช้ือที่ (ก.) 20oC (ข.) 
25oC และ (ค.) 30oC โดยเติม 100 % เมทานอลเพ่ือกระตุนการผลิตทุกๆ 12 ช่ัวโมงและอัตราการเจริญเติบโตวัด
จากน้ําหนักเซลลแหง  

(ก.) 

(ข.) 

(ค.) 



32 
 

 

 
 
รูปท่ี 3.4 เปรียบเทียบความเขมขนของอนิซลูินท่ีผลิตไดจาก P. pastoris ทุกสายพันธุท่ีอุณหภูมิตางๆ 
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รูปที่ 3.5 ความเขมขนของอินซูลิน อัตราการเจริญเติบโต และคา pH ของอาหารเลี้ยงเช้ือเม่ือใชแหลงไนโตรเจน
ตางกันทําการเลี้ยงเชื้อท่ี 30oC ในอาหาร BM ท่ีมี (ก.) (NH4)2SO4 (ข.) NH4NO3 (ค.) ยูเรีย และ (ง.) Yeast 
Extract+Peptone เปนแหลงไนโตรเจนโดยโดยเติม 100 % เมทานอลเพ่ือกระตุนการผลิตทุกๆ 12 ช่ัวโมงอัตรา
การเจริญเติบโตวัดจากน้ําหนักเซลลแหง  

(ก.) (ข.) 

(ค.) (ง.) 
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รูปท่ี 3.6 เปรียบเทียบความเขมขนของอนิซลูินท่ีผลิตไดจาก P. pastoris ทุกสายพันธุท่ีเลี้ยงในแหลงไนโตรเจนตางกนั
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บทที่ 4 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

4.1 สรุปผลการวิจัยและอภปิรายผล 
          เนื่องจากความยุงยากในการสกัด recombinant protein จาก E. coli ซึ่งคาดวาโปรตีนรวมกลุมกันอยูในรูป
ของ Inclusion Bodies และความผิดพลาดของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน HMR1423 บนพลาสมิดท่ีใชในการ
แสดงออก คณะผูวิจัยจึงเปลี่ยนเซลลเจาบานเปนยีสต P. pastoris สายพันธุ GS115 Mut+(his4) เพราะพลาสมิด 
pPicZ ที่ใชโคลนยีนอินซูลินมี -Factor ท่ีทําให recombinant protein หลั่งออกจากเซลลมาสะสมอยูใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

         เม่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนอินซูลิน MIP และ HMR1423 พบวาแมเปนยีนอินซูลินเหมือนกนัแต
มีลําดับกรดอะมิโนตางกันไมมาก สภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตอินซูลินกลับตางกัน โดยเม่ือศึกษาผลกระทบ
เร่ืองอุณหภูมิ MIP ผลิตไดมากท่ีสุดที่อุณหภูมิ 20oC ขณะที่ HMR1423 ผลิตไดมากท่ีสุดที่อุณหภูมิ 30oC ในขณะ
ท่ี MIP ผลิตไดมากท่ีสุดเม่ือใช Yeast Extract+Peptone เปนแหลงไนโตรเจน แต HMR1423 กลับมีการผลิตมาก
ท่ีสุดเมื่อมี (NH4)2SO4 เปนแหลงไนโตรเจน นอกจากนี้ยังพบวาอัตราการเจริญเติบโตท่ีดีไมไดหมายความวาจะมี
การผลิต Recombinant Insulin มาก เนื่องจากเซลลอาจนําสารอาหารไปใชเพ่ือการเจริญเติบโตมากกวาการผลิต 
Recombinant Insulin นอกจากนี้เม่ือมีการเจริญเติบโตมากอาจมีการกระตุนกิจกรรมยอยสลายโปรตีนทําใหได 
Recombinant Insulin นอยลง 

         จากผลการทดลองดังกลาวสรุปไดวา การผลิต recomibant protein แตละตัวตองคํานึงถึงปจจัยในการเลี้ยง
เช้ือเชน ยีนท่ีใชเพื่อการแสดงออกโปรตีน แหลงไนโตรเจน อุณหภูมิ เพราะการผลิตโปรตีนตัวหนึ่งๆ อาจใช
ปจจัยการผลิตที่ตางกัน แมวาจะเปนโปรตีนชนิดเดียวกันแตมีความแตกตางกันเล็กนอย โครงสรางท่ีตางกนัเพียง
เล็กนอยนี้อาจทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงระบบภายในของเซลลสงผลใหความตองการปจจัยตางๆตางกัน 

         อินซูลิน HMR 1423 ท่ีผลิตไดจาก P. pastoris สายพันธุ NGEN2 มีความเขมขนสูงสุด 32.74 µg/ml ณ 
ช่ัวโมงท่ี 24 เม่ือเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 30oC และมีแหลงไนโตรเจนคือ (NH4)2SO4 ซึ่งเปนผลดีของการผลิตอินซูลิน 
HMR 1423 เพราะโปรตีนท่ีตองการแสดงออกดีท่ีสุดในระยะเวลาไมนาน (24 ช่ัวโมง) เทียบกับ MIP ท่ีผลิต
ไดมากท่ีสุดเม่ือใช Yeast Extract+Peptone เปนแหลงไนโตรเจน ซึ่งตองใชเวลาตางกันถึง 2 เทา  (48 ช่ัวโมง) 
ระยะเวลาที่ใชในการผลิตไมนานนี้ทําใหคาใชจายลดลงอยางมาก เม่ือผลิตในสเกลท่ีใหญขึ้น  

         ท้ังนี้ขอมูลท่ีไดจากการทดลองนี้ สามารถนําไปประยุกตใชเพ่ือตอยอดในการผลิตอินซูลิน HMR 1423 ในสเกลท่ี
ใหญขึ้น รวมท้ังการนําไปใชเพ่ือผลิต recomibinant protein อื่นๆ ดวย 
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4.2 ขอเสนอแนะ 
           1. เนื่องจากโครงการวิจัยนี้ เปนการผลิตอินซูลินในสเกลเล็ก (Shake Flask) ซึ่งไมสามารถควบคุมตวัแปร
บางอยางได เชน คา pH ของอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเปลี่ยนแปลง โดยการท่ีอาหารเลี้ยงเชื้อเปนกรดหรือเบสมากเกoิไป 
จะไปทําลาย recombinant protein ท่ีผลิตได นอกจากนี้ปริมาณออกซิเจนก็เปนตัวแปรสําคัญเนื่องจาก P. 
pastoris เปนสิ่งมีชีวิตท่ีตองใชออกซิเจน การเลี้ยงใน Shake Flask ไมมีการเติมออกซิเจน ทําใหออกซิเจนถูกใช
หมดไป ซึ่งทําใหการเจริญเติบโตและการผลิต recombinant protein ยังไมไดประสิทธิภาพท่ีดีท่ีสุด ดังนั้นหากมี
การผลิตในถังปฏิกรณชีวภาพซึ่งสามารถควบคุมตัวแปรเหลานี้ได ปริมาณอินซูลินที่ผลิตไดนาจะมีปริมาณมาก
ขึ้น 

         2. ดังท่ีไดกลาวกอนหนานี้ถึงขอจํากัดของเทคนิค Competitive Indirect ELISA รวมท้ังการรบกวนระบบ
การตรวจสอบดวยโปรตีนตัวอื่นหรือตะกอนแขวนลอยในอาหารเลี้ยงเช้ือ จึงควรมีการสกัดและทําอินซูลินจาก
ตัวอยางเหลานี้ใหบริสุทธิ์ แลวนํามาวัดปริมาณโปรตีนอีกครั้ง ซึ่ง recombinant protein ท่ีไดจากการโคลนยีนเขา
พลาสมิด pPicZA นี้จะมี His-Tag ทําใหการสกัดโปรตีนไมยุงยากมากนัก ทั้งนี้จากขอมูลการทดลองท่ีไดทํา
ใหทราบวาตัวอยางท่ีเก็บ ณ เวลาใดมีอินซูลินอยูและนาจะสกัดได 

         3. ควรมีการหาสภาวะอื่นๆท่ีอาจทําใหมีการผลิตอินซูลินท่ีมีประสิทธิภาพมากขึ้น เชน การหาความเขมขน
ท่ีเหมาะสมของแหลงไนโตรเจนหนึ่งๆ เปนตน หรือการศึกษาผลกระทบของแหลงไนโตรเจนแตควบคุม
อุณหภูมิท่ี 20oC ซึ่งคาดวาเกิดกิจกรรมการยอยสลายโปรตีนนอยกวาท่ีอุณหภูมิอื่น 

         4. จากการทดลองนี้ไมสามารถตรวจสอบหาอินซูลินไดเม่ือใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน ซึ่งคณะผูวิจยัคาด
วาเกิดจากปริมาณยูเรียที่มากเกินไปทําลาย Recombinant Insulin ท่ีผลิตขึ้น เพ่ือทดสอบวายูเรียสามารถใชเปน
แหลงไนโตรเจนเพ่ือการผลิตอินซูลินไดหรือไม จึงควรมีการทดสอบใหมโดยใชยูเรียท่ีความเขมขนตางๆ 

          5. อินซูลิน HMR 1423 ท่ีผลิตไดจาก P. pastoris สายพันธุ NGEN2 มีความเขมขนสูงสุดเม่ือเลี้ยงท่ี
อุณหภูมิ 30oC และมีแหลงไนโตรเจนคือ (NH4)2SO4 แตพบวาแทบไมเห็นอัตราการเจริญเติบโตเลย ดังนั้น
เพ่ือใหมีการผลิตอินซูลินมากขึ้น จึงควรมีการทดสอบหาปริมาณเชื้อต้ังตนท่ีเหมาะสม 

          6. ควรทดสอบคุณสมบัติของ Recombinant Insulin ท่ีผลิตได เชน คุณสมบัติการขนสงน้ําตาลกลูโคส ดวย 
3-O-methylglucose transport 
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ภาคผนวก 

ตัวอยางการคํานวณหาความเขมขนของอินซูลินในตัวอยางจากการตรวจสอบดวยเทคนิค Competitive 
Indirect ELISA 
            เริ่มตนจากการหาระบบท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการตรวจหาอินซูลินในตัวอยางโดยการทดลองเคลือบ 
Standard Insulin ท่ี conjugate กับ BSA (Standard Insulin-BSA) บนไมโครเพลทท่ีปริมาณตางๆ และการหา
อัตราการเจือจางท่ีเหมาะสมของ 1oAb (Anti- Insulin) ตอการจับกับ Standard Insulin ในสารละลาย และพบวา 
ระบบท่ีเหมาะสมคือใช Standard Insulin-BSA ปริมาณ 2.5 µg และอัตราการเจือจางของ Anti- Insulin ที่ 1:3000 

         จากนั้นทํา Standard curve โดยทํา Competitive Indirect ELISA ตามท่ีกลาวไวในบทท่ี 2 ขอ 2.4.8 โดยใช 
Standard Insulin ความเขมขน 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.39, 0.2, 0.097, 0.049 และ 0 µg/ml  บมกับ 
1oAb โดยทุกๆครั้งที่ทําการตรวจสอบจะทําการทดลองทั้งสิ้น 2 คร้ัง (duplicate) เม่ือสิ้นสุดปฏิกิริยานําไปวัดการ
ดูดกลืนแสงท่ี 450 nm ตัวอยางคาความเขมขนของ Standard Insulin และคาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงท่ี 450 nm ท่ีใช
มาสราง Standrad curve แสดงในรูปท่ี ก1 จากนั้นสรางกราฟลอการิทึมความเขมขนของ Standrad Insulin ตอคา
การดูดกลืนแสงที่ 450 nm ตัดจุดท่ีไมไดอยูในเสนตรงออก ซึ่งจะไดสมการดังรูป ก1 เม่ือใชสมการนี้ในการหา
คาความเขมขนของอินซูลินในตัวอยางหมายความวา สามารถตรวจสอบความเขมขนของอินซูลนิในสารละลาย
ไดในชวง 1.56-50 µg/ml  หากคาการดูดกลืนแสงมากหรือนอยกวาคาการดูดกลืนแสงในชวงกราฟนีห้มายความ
วาไมสามารถตรวจสอบได ดังนั้นสําหรับตัวอยางท่ีไมสามารถตรวจสอบไดอาจตองทําการเจือจางหรือเพ่ิม
ความเขมขนเพ่ือใหอยูในชวงท่ีตรวจสอบได แลวนําคาความเขมขนท่ีไดคํานวณกลับโดยคูณดวยอัตราความ
เขมขนหรือเจือจาง 
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รูปท่ี ก1 ตัวอยางการสราง Standard curve เพ่ือหาความเขมขนของอินซูลินในตัวอยาง โดยการเคลือบ 
Standard Insulin-BSA ปริมาณ 2.5 µg บนไมโครเพลท จากนั้นทําตามวิธีการ ท่ีกลาวไวบทท่ี 2 ขอ 2.4.8 ในการ
ทํา Standard curve ทําการบม Stadard Insulin ความเขมขน 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.39, 0.2, 0.097, 
0.049 และ 0 µg/ml  บมกับ 1oAb (Anti-insulin) จากนั้นสรางกราฟลอการิทึมความเขมขนของ Standrad Insulin 
ตอคาการดูดกลืนแสงที่ 450 nm คาท่ีอยูในกรอบในตารางคือคาท่ีอยูในชวงเสนตรงท่ีใชสรางสมการดังรูป 
ดังนั้นคาท่ีไมไดอยูในชวงนี้ท่ีใชสรางสมการนี้คือคาที่ไมสามารถตรวจสอบได 

 

  

ความเขมขนของStandard 
Insulin  (µg/ml ) 

คาเฉลีย่ OD450 

50 0.424 
25 0.6375 

12.5 0.97 
6.25 1.265 
3.13 1.565 
1.56 1.6175 
0.78 1.6245 
0.39 1.629 
0.2 1.629 

0.097 1.6345 
0.049 1.6365 

0 1.635 



39 
 

 

 

          จากสมการท่ีไดจากกราฟ Standard curve ดังท่ีแสดงไวในรูป ก1 คือ y = -0.373lnx + 1.8923 นํามาหาคา
ความเขมขนของอินซูลินในตัวอยาง โดยนําคาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงมาแทนที่คา y เชน ในชุดการทดลองเลี้ยง 
สายพันธุ NGEN2 (1423) ท่ี 30oC ในอาหารเลี้ยงเช้ือ BM ท่ีมี NH4NO3 เปนแหลงไนโตรเจน ซึ่งในการทดลอง
ครั้งท่ี 1 พบวา เม่ือทําการตรวจสอบหาปริมาณอินซูลินดวยวิธี Competitive Indirect ELISA ณ ช่ัวโมงท่ี 0 ไดคา
การดูดกลืนแสง เฉลี่ยคือ 1.364 เม่ือแทนคาในสมการจะไดดังนี้ 

                                       y = -0.373lnx + 1.8923 

                                 1.364 = -0.373lnx + 1.8923 

                           -0.373lnx = -0.5283 

                                    lnx = 1.416                                   

                                       x = e1.1416 = 4.12  

 ดังนั้น คาความเขมขนของอินซูลินจากสายพันธุ NGEN2 (1423) ท่ี 30oC ในอาหารเลี้ยงเช้ือ BM ท่ีมี NH4NO3 
เปนแหลงไนโตรเจน ณ ช่ัวโมงที่ 0 คือ 4.12 µg/ml   

ตัวอยางคาความเขมขนที่คํานวณไดในชุดทดลองนี้ แสดงไวในตารางท่ี ก1 สวนคาท่ีแสดงในบทท่ี 3 เปน
คาเฉลี่ยของความเขมขนของอินซูลินจากการทดลองท้ัง 3 ซ้ํา 
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ตารางท่ี ก1 ตัวอยางคาความเขมขนของอินซูลินท่ีคํานวณได ณ เวลาตางๆ จากชุดการทดลองท่ี 1 เม่ือเลี้ยง P. 
pastoris สายพันธุ NGEN2 ซึ่งมียีน HMR1423 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ BM ท่ีมี NH4NO3 เปนแหลงไนโตรเจนท่ี
อุณหภูมิ30oC 

ชั่วโมงท่ี คาเฉลีย่ OD450 
ความเขมขนของอินซลูิน

ในตัวอยาง (µg/ml ) 

0 1.364 4.12 

12 0.812 18.14 

24 0.986 11.38 

36 0.953 12.44 

48 1.568 2.39 

60 1.109 8.19 

72 1.511 2.79 

84 1.467 3.14 
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