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บทน า 
 

 โรคอหิวาต์สุกร (Classical Swine Fever) เป็นโรคระบาดของสุกรที่รุนแรง พบว่าเกิดในยุโรป
และอเมริกาตั้งแต่ปี 1810 (Hanson, 1957) โรคนี้เป็นโรคที่มีความส าคัญในระดับโลกโดยพบว่าเป็น
โรคประจ าถ่ิน(endemic) ในประเทศแถบยุโรปตะวันออก เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ อเมริกาใต้และ 
อเมริกากลางเป็นต้น ซึ่งประเทศเหล่านี้ใช้มาตรการการท าวัคซีนเชื้อเป็นในการป้องกันโรค ในทาง
ตรงกันข้ามหลายๆ ประเทศเช่น ในยุโรปตะวันตกซึ่งมีการเลี้ยงสุกรอย่างหนาแน่นเช่น เยอรมันนี, 
เนเธอร์แลนด์, เบลเยี่ยม และ สเปน นั้นใช้มาตรการงดการใช้วัคซีนป้องกันโรคอหิวาต์ แต่ก็ยังคงมี
ความเสี่ยงต่อการเกิดโรคค่อนข้างสูงและพบกับการระบาดของโรคเป็นระลอก วิธีการควบคุมโรคที่
ใช้กันในประเทศกลุ่มยุโรปในปัจจุบันก็คือการคัดสุกรที่ติดเชื้อหรือถูกสงสัยว่าติดเชื้อทิ้งทั้งฝูง และใช้
มาตราการการเฝ้าระวังอย่างเข้มงวดต่อไปในฟาร์มเหล่านั้น ซึ่งก่อให้เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจ
เป็นอย่างมาก ส าหรับโปรแกรมการควบคุมโรคติดเชื้ออ่ืนๆ เช่น pseudorabies และ infectious 
bovine rhinotracheitis นั้นใช้ marker vaccine เป็นตัวช่วยในกระบวนการก าจัดโรคได้อย่าง
ประสพผลส าเร็จ ดังนั้นแนวทางการผลิต marker vaccine ส าหรับโรคอหิวาต์สุกรเพ่ือใช้ในการท า 
ring vaccination พร้อมกับการใช้ชุดวินิจฉัยที่สามารถแยกแยะสุกรที่ติดเชื้อออกจากสุกรที่ได้รบั
การท าวัคซีนในกรณีที่เกิดการระบาดของโรคนั้นน่าจะเป็นวิธีการที่ได้ผลดีในการควบคุมการระบาด
ของโรคและที่ส าคัญท าให้ไม่ต้องท าลายสุกรทุกตัวที่อยู่ในบริเวณใกล้เคียงท าให้ลดความสูญเสียทาง
เศรษฐกิจได้และยังมีผลดีในแง่ของ Animal Welfare อีกด้วย  

ส่วนในประเทศไทยพบการระบาดครั้งแรกในปี พ.ศ. 2493 (สมใจ และคณะ 2524)  และ
ตระหนักว่ามีการระบาดอย่างรุนแรงขึ้นนับตั้งแต่ปลายปี พ.ศ. 2527 โดยพบว่าปัญหาโรคระบาดของ
อหิวาต์สุกรได้ก่อให้เกิดความสูญเสียอย่างใหญ่หลวงในฟาร์มสุกรโดยทั่วไปทั้งฟาร์มเลี้ยงสุกรพันธุ์
และฟาร์มสุกรขุน (สุพล 2543) สมใจและนิยมศักดิ์ (2535) รายงานว่า จากการติดตามการระบาด
ของโรคอหิวาต์สุกรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ในช่วง เมษายน 2525 – กรกฎาคม 2534 รวมเป็น
เวลา 9 ปี 4 เดือน พบการระบาด 55 ครั้ง มีสุกรป่วยตายและถูกท าลายทั้งสิ้นประมาณ 1,989 ตัว 
คิดเป็นความสูญเสียกว่า 5,000,000 บาท ส าหรับสถานการณ์ของโรคอหิวาต์สุกรในประเทศไทยใน
ปัจจุบันนั้นยังพบว่ามีการระบาดของโรคเป็นประจ าทุกปี ถึงแม้ว่าจะมีการท าวัคซีนกันเป็นประจ า
แล้วก็ตาม ทั้งนี้คาดว่าน่าจะเกิดจากการหลายสาเหตุเช่น มีโรคแฝงชนิดที่กดภูมิคุ้มกันในสุกร เช่น 
โรคพิษสุนัขบ้าเทียม โรคพีอาร์อาร์เอส การได้รับสารพิษจากเชื้อราเช่น Aflatoxin เป็นต้น หรือ
อาจจะเป็นวิธีการท าวัคซีนไม่ถูกต้อง การวางโปรแกรมการท าวัคซีนไม่ดีพอ และท่ีส าคัญ 
biosecurity ไม่ประสบความส าเร็จ นอกจากความสูญเสียโดยตรงดังกล่าวแล้ว ยังมีความสูญเสียใน
แง่เศรษฐกิจอ่ืนๆ ที่ส าคัญคือ อหิวาต์สุกรเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้ประเทศไทยไม่สามารถผลิตสุกร
ส่งออกขายยังต่างประเทศ เช่น ญี่ปุ่น และ สหภาพยุโรป เป็นต้น เนื่องจากประเทศเหล่านี้ได้
ประกาศตัวว่าเป็นประเทศท่ีปลอดจากโรคอหิวาต์สุกร และประกาศงดใช้วัคซีนอหิวาต์สุกร ท าให้
ประเทศไทยซึ่งยังคงใช้วัคซีนอหิวาต์สุกรอยู่ในปัจจุบันไม่สามารถส่งสุกรเป็นสินค้าออกได้ เพราะการ
ให้วัคซีนกับการติดเชื้ออหิวาต์สุกรตามธรรมชาตินั้นท าให้ระดับของภูมิคุ้มกันต่ออหิวาต์สุกรสูงขึ้น
เช่นเดียวกันท าให้ผู้ซื้อไม่มั่นใจว่าสุกรที่ซื้อไปนั้นเป็นสุกรที่ติดเชื้ออหิวาต์สุกรหรือได้รับวัคซีนกันแน่  

ขณะนี้กลุ่มวิจัยทั่วโลกก าลังวิจัยเกี่ยวกับ marker vaccine หรือ DIVA vaccine (ย่อมาจาก 
differentiating infected from vaccinated vaccine) ซึ่งสามารถใช้แยกสุกรซึ่งติดเชื้ออหิวาต์
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สุกรออกจากสุกรซึ่งได้รับวัคซีนได้ ปัจจุบันมีการวิจัยทั้ง subunit vaccine, การใช้ไวรัสชนิดอื่นเป็น 
vector เพ่ือให้เซลสร้างโปรตีน E2 หรือ E0, การสร้าง chimeric ไวรัส หรือ การตัดยีน E2 หรือ E0 
ออกจากไวรัสอหิวาต์สุกร ซึ่งปัจจุบันจะเห็นได้ว่ามีเพียงวัคซีน subunit เท่านั้นที่ได้รับอนุญาตให้
ออกสู่ตลาดขณะที่วัคซีนชนิดอ่ืนๆ ยังต้องผ่านกระบวนการพิสูจน์ว่ามีความปลอดภัยและจะไม่สร้าง
ปัญหาต่อไปเนื่องใช้ไวรัสที่มีชีวิตและผ่านกระบวนการตัดต่อยีนมา ซึ่งคาดว่ากว่าจะได้รับอนุญาตให้
น ามาใช้ได้คงไม่ต่ ากว่า 5-10 ปี ในส่วนของ subunit vaccine นั้นในเรื่องของคุณภาพของวัคซีนยัง
ไม่เป็นที่ยอมรับเนื่องจากประสิทธิภาพของวัคซีนยังให้ผลไม่เป็นที่น่าพอใจหากเทียบกับวัคซีนเชื้อ
เป็นที่ใช้กันอยู่ (De Wulf et al., 2002; Widjojoatmodjo et al., 2000)  

ในแง่ของการผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกรในประเทศไทยนั้นมีหน่วยงานที่ท าการผลิตเพียงหน่วย
เดียวคือกรมปศุสัตว์ โดยพบว่าในปี 2547 มีการผลิต 7-15 ล้านโด๊สทั้งนี้ขึ้นกับปริมาณของสุกรที่
ผลิตในแต่ละปี ซึ่งจ านวนนี้ยังไม่นับรวมวัคซีนที่มีการสั่งน าเข้ามาจากต่างประเทศ (กรมปศุสัตว์ยังไม่
สามารถผลิตวัคซีนได้เพียงพอต่อการใช้) ซึ่งหากนับเป็นจ านวนเงินรายได้แล้วประมาณ 21-45 ล้าน
บาทต่อปี ส าหรับชนิดของวัคซีนที่กรมปศุสัตว์ผลิตนั้นเป็นวัคซีนเชื้อเป็นที่ได้จากเชื้อไวรัสสายพันธุ์ 
Lapinized C-Strain ซึ่งต้องเพ่ิมจ านวนในกระต่ายแล้วสกัดไวรัสจากม้ามกระต่ายมาใช้ท าเป็นวัคซีน
ซึ่งมีปัญหาในเรื่องของการที่ต้องฆ่ากระต่ายเป็นจ านวนมากในแต่ละปี นอกจากนี้การควบคุม
คุณภาพท าได้ยาก เนื่องจากไม่สามารถท่ีจะทราบปริมาณของเชื้อที่แน่ชัดได้เหมือนกับการเพาะใน
เซลเพาะเลี้ยง และเม่ือน ามาใช้แล้วมักจะเกิดปัญหาในเรื่องของการแพ้วัคซีนท าให้สุกรที่ได้รับวัคซีน 
ช๊อคและตาย 
 จากการที่ผู้วิจัยได้รับทุนวิจัยจากงบอุดหนุนผ่านมหาวิทยาลัยขอนแก่น ในการพัฒนา subunit 
vaccine E2 ขึ้นในปีงบประมาณ 2550 นี้ในชื่อเรื่อง “การพัฒนา subunit vaccine ชนิดของ
โปรตีน E2 ร่วมกับ โปรตีน Npro ส าหรับโรคอหิวาต์สุกรพร้อมการตรวจหาโปรตีน E0 เพ่ือใช้แยก
ระหว่างสุกรที่ติดเชื้อออกจากสุกรที่ได้รับวัคซีน” ประกอบกับมีข้อมูลที่กล่าวถึงไปแล้วว่า
ประสิทธิภาพของ subunit vaccine E2 เดี่ยวๆ นั้นยังไม่เป็นที่น่าพอใจนัก ดังนั้น การศึกษาโดยการ
ใช้ระบบน าส่งที่มีประสิทธิภาพจึงเป็นสิ่งที่น่าจะท าการศึกษาเพ่ือเพ่ิประสิทธิภาพของวัคซีนดังกล่าว 

 
เนื้อเรื่อง 

 
ไวรัสอหิวาต์สุกรเป็น RNA ไวรัสซึ่งมีขนาดประมาณ 12 กิโลเบส พบว่ามีเพียงหนึ่ง ORF ดังนั้น

ไวรัสจะสร้าง polyprotein ขึ้นมา ต่อมาภายหลังการถอดรหัส (translation) polyprotein จะถูก
ตัดออกเป็นโปรตีนส าหรับเชื้อไวรัส 12 ชนิด โดยแบ่งเป็นโปรตีนโครงสร้าง 4 ชนิดคือ โปรตีน C, E0, 
E1 และ E2 และโปรตีนซึ่งไม่เป็นโครงสร้าง 8 ชนิด ประกอบไปด้วย Npro, P7, NS2, NS3, NS4A, 
NS4B, NS5A และ NS5B โปรตีนเหล่านี้มีหน้าที่แตกต่างกันออกไป (Meyers and Thiel, 1996) 
สุกรจะสร้างภูมิคุ้มกันต่อโรคอหิวาต์สุกรเพียง 3 ชนิดภายหลังจากได้รับเชื้อไวรัสเข้าไปคือ 
แอนติบอดีต่อโปรตีน E0, E2 และ NS2.3 (van Oirschot, 2003) อย่างไรก็ตามมีเพียงแอนติบอดี
ต่อโปรตีน E0 และ E2 เท่านั้นที่พบว่าเป็น neutralizing แอนติบอดี ส่วนโปรตีน NS2.3 นั้นไม่
พบว่าเป็น neutralizing แอนติบอดี อีกท้ังยังพบว่า แอนติบอดีที่ผลิตได้ยังไม่จ าเพาะต่อเชื้อไวรัสอหิ
วาต์สุกรอีกด้วย  
 วัคซีนที่ใช้ป้องกันโรคอหิวาต์สุกรซึ่งเป็นที่ยอมรับในปัจจุบันนั้นเป็นวัคซีนเชื้อเป็นซึ่งมีการ 
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พัฒนาขึ้นจากไวรัสอหิวาต์สุกรหลายสายพันธ์ดังนี้ 1) Chinese (C) strain, 2) Japanese guinea-
pig exaltation-negative (GPE-) strain และ 3) Thiverval strain (van-Oirschot 2003) วัคซีน
เชื้อเป็นเหล่านี้มีข้อดีในแง่ของการที่สามารถป้องกันการเกิดอาการของโรคในสุกรได้ถึง 100 
เปอร์เซ็นต์ (Aynaud, 1988) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าสุกรที่ได้รับวัคซีนเชื้อเป็นโดยเฉพาะ C-
strain ก่อนได้รับเชื้ออหิวาต์สุกรเพียง 1 อาทิตย์ไม่แสดงอาการของโรคอีกท้ังยังไม่เกิดสภาวะ 
viremia และไม่มีการขับเชื้อออกจากร่างกายสุกร (De Wulf et al., 2002) ซึ่งแสดงให้เห็นถึงประ
สิทธภาพของวัคซีนเชื้อเป็นได้อย่างไม่มีข้อสงสัย อย่างไรก็ตามสุกรซึ่งได้รับวัคซีนเหล่านี้จะสร้างแอน
ติบดีต่อเช้ือไวรัสอหิวาต์สุกรข้ึนและไม่สามารถแยกออกจากการติดเช้ือไวรัสโดยเฉพาะสุกรที่ติดเชื้อ
ไวรัสแบบแฝงซึ่งจะสามารถขับเชื้อไวรัสออกมาได้ตลอดเวลาได้ซึ่งเป็นข้อด้อยที่ส าคัญ ซึ่งท าให้เมื่อ
ประเทศในทวีปยุโรปก าหนดนโยบายการก าจัดโรคอหิวาต์สุกรขึ้นเมื่อปี 1986 เป็นต้นมาท าให้ต้อง
งดการใช้วัคซีนอหิวาต์สุกร เพ่ือให้การก าจัดโรคอหิวาต์ออกจากทวีปยุโรปท าได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
โดยอาศัยการตรวจหาแอนติบอดีและคัดท้ิงสุกรที่มีแอนติบอดีและตัวที่อยู่ใกล้ชิด ออกไปอย่าง
รวดเร็ว (Stegeman et al., 2000) ในระยะแรก นโยบายการก าจัดโรคอหิวาต์สุกรดังกล่าวสามารถ
ใช้ควบคุมการระบาดของโรคได้เป็นอย่างดี แต่พอถึงช่วงปี 1997-1998 การควบคุมการระบาดของ
โรคดังกล่าวกลับได้ผลไม่ดีนักท าให้ต้องมีการท าลายทิ้งสุกรเป็นจ านวนกว่าล้านตัวในการระบาดครั้ง
นั้นครั้งเดียว จึงเป็นที่มาของแนวคิดในการใช้วัคซีนเพ่ือควบคุมและ/ป้องกันโรคในกรณีท่ีมีการ
ระบาดของโรคข้ึนมาก (emergency vaccination) อย่างไรก็ตามวัคซีนที่จะน ามาใช้จะต้องเป็น
วัคซีนที่เรียกว่า marker หรือ DIVA (differentiating infected from vaccinated) vaccine เพ่ือ
ท าให้สามารถแยกได้ว่าสุกรตัวใดติดโรคและสมควรที่จะคัดทิ้งออกไปหรือไม่ซึ่งจะมีผลดีท าให้ไม่
จ าเป็นต้องคัดท้ิงสุกรเป็นจ านวนมากเหมือนในอดีต (van Oirschot, 2003) 

อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพของ subunit vaccine E2 ยังไม่สามารถแสดงประสิทธิภาพได้
เทียบเท่าวัคซีนเชื้อเป็นที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน ไม่ว่าจะเป็นในแง่ของระยะเวลาที่ใช้ในการสร้างภูมิคุ้มกัน
จนสามารถป้องกันโรคได้โดยที่พบว่าต้องใช้เวลาอย่างน้อย 7-10 วัน ขณะที่วัคซีนเชื้อเป็น C-strain 
ต้องการเวลาเพียง 3-5 วันก็สามารถป้องกันการแสดงอาการของสุกรได้ (De Wulf et al., 2002) 
นอกจากนี้ความสามารถในการป้องกันการเกิด Vertical transmission ก็ยังเป็นที่สงสัยเนื่องจาก
ในการทดลองพบว่ายังไม่สามารถป้องกันการติดเชื้อจากแม่สู่ลูกผ่านทางสายรกได้ (De Smit et 
al., 2000) 
 โดยสรุปแล้ว marker vaccine ที่มีอยู่ในปัจจุบันนั้นยังไม่พร้อมที่จะออกสู่ตลาดหรือที่ออก
มาแล้วก็ยังไม่เป็นที่ยอมรับ van Oirschot (2003) คาดว่าต้องใช้ระยะเวลาไม่ต่ ากว่า 5-10 ปีใน
การที่ marker vaccine เหล่านี้ตัองใช้ในการพิสูจน์ว่าไม่มีผลเสียต่อสุกรและสิ่งแวดล้อมโดยเฉพาะ
วัคซีนเชื้อเป็นเช่น chimeric วัคซีนต่างๆ เป็นต้น เนื่องจากเชื้อสามารถเพ่ิมจ านวนในสิ่งมีชีวิตได้ 
ซึ่งเกรงกันว่าอาจจะก่อให้เกิดผลเสียตามมาเช่น การเกิดการกลายพันธ์ของเชื้อท าให้รุนแรงขึ้น เป็น
ต้น  
 ดังนั้น marker vaccine ที่เหมาะสมส าหรับเมืองไทยในขณะนี้น่าจะเป็น subunit vaccine 
ซึ่งอย่างน้อยมีการพิสูจน์แล้วว่าปลอดภัยจึงได้รับใบอนุญาตให้ผลิตขายได้แม้ว่าจะยังมีคุณภาพไม่ดี
นักก็ตาม แนวทางในการเพิ่มประสิทธิภาพของ subunit vaccine E2 แนวทางหนึ่งนั้นได้แก่การ
พัฒนาระบบน าส่งที่มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น สามารถน าส่งแอนติเจนของเชื้อให้แก่เซลที่สร้าง
ภูมิคุ้มกันได้อย่างรวดเร็วและคงอยู่ในร่างกายได้เป็นระยะเวลานานๆ มีประสิทธิภาพในการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันด้านเซล (cell mediated immunity)ใกล้เคียงกับวัคซีน C-strain ซึ่งมีรายงานว่าเซลที่
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ติดเชื้อไวรัส C-strain สามารถสร้าง interferon-gamma (Suradhat et al., 2001) ซึ่งเป็นตัวบ่ง
ว่าการท างานของภูมิคุ้มกันด้านเซลเป็นไปอย่างดี นอกจากนี้ทางที่ใช้ในการให้วัคซีนนั้นก็ควรจะ
ใกล้เคียงกับทางที่ได้รับเชื้อ นั่นก็คือทางเยื่อเมือกที่บริเวณปากและจมูก  
 
 
 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
 
1. เพ่ือผลิตโปรตีน E2 โดยผ่านระบบการผลิตของ Baculovirus และ เซลแมลง 
2. เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของ subunit vaccine E2 ที่ใช้อนุภาคนาโน/ไมโครในการรน าส่งทาง

จมูกเพ่ือป้องกันโรคอหิวาต์สุกร 
 

วิธีการทดลอง 
 

1. การแทรกยีน E2 เข้า pFastbac Dual plasmid 
เพ่ิมจ านวนของยีน E2 จาก cDNAของ CSFV สายพันธุ์ Alfort/187 ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์
จาก I. Reimann จาก Friendrich-Loeffler-Institute, Federal Research Centre for Virus 
Disease of Animals, InselRiems, Germany ด้วยวิธี PCR (polymerase chain reaction) 
โดยใช้ primer ที่มีความจ าเพาะครอบคลุมส่วนของ signal sequence ของยีน E2 และไม่มี 
transmembrane domain (Yu et al., 2001) ล าดับเบสของ primer ได้แก่ 
5’TTGGGAATTCATCATGGTGTGAACAGCGCCAGCACCAC (sense) และ 
5'TTGGGCGGCCGCTTAGAACTCGGCGAAGTAGTCGCT (anti-sense) โดยแต่ละ primer จะ
มีต าแหน่งส าหรับเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI (sense) และ NotI (anti-sense) ตามล าดับ (ล าดับ
เบสที่ขีดเส้นใต้) ซึ่งชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพ่ิมจ านวนจะมีขนาด 1,116 base pairs คือตั้งแต่นิวคลีโอ
ไทป์ที ่2,330-3,466 ของCSFVสายพันธุ์ Alfort/187 
ยีน E2 ที่ได้จะถูกน าไปแทรกเข้าสู่พลาสมิด pFastBac Dual Bac-to-Bac® Baculovirus 
Expression system ที่ต าแหน่งระหว่างเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI และ NotI และถูกตั้งชื่อว่า 
pFastBac Dual-E2 
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รูปที ่  แสดงโครงสร้างของ pFastBac Dual vector ต าแหน่งตัดของเอนไซม์ EcoR I คือ ** และ
ต าแหน่งตัวของเอนไซม์ Not I คือ ***  

 
2. วิธีการเตรียมเซลล์เจ้าบ้าน (completent cell)  (Dagert and Ehrlich, 1979) 

2.1. เพาะเลี้ยง E.coliสายพันธุ์ XL1-Blue โดยใช้โคโลนีเดี่ยวๆ (single colony) จาก LB agar 
น าไปเลี้ยงใน LB broth 10 มิลลิลิตรที่เครื่องบ่มเพาะแบบเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 คืน 

2.2. น า E.coliที่ได้จากข้อ 2.1 มา 5 มิลลิลิตรเติมลงไปใน Erlenmeyer flask ที่มี LB broth อยู่ 
100 มิลลิลิตร น าไปเพาะเลี้ยงที่เครื่องบ่มเพาะแบบเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมงหรือจนกระทั่งเซลล์เข้าสู่ mid-log phase 
(O.D.600= 0.5-0.6) 

2.3. น า mid-log phase E.coli ที่ได้จากข้อ 2.2 มาแช่เย็นที่อ่างน้ าแข็งจนเย็น แล้วใช้ aseptic 
techniques ถ่ายเชื้อลงไปในหลอดปั่นเหวี่ยงที่ปลอดเชื้อขนาด 250 มิลลิลิตรและแช่เย็นไว้
แล้วน าไปปั่นเก็บเซลล์ที่ 6,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เท
ส่วนใสทิ้งไป 

2.4. น าเซลล์ที่ได้จากข้อ 2.3 มากระจายให้ทั่วในสารละลาย 0.1 M MgCl2ปลอดเชื้อและแช่เย็น 25 
มิลลิลิตร แช่ในอ่างน้ าแข็ง 5 นาที แล้วใช้ aseptic technique ถ่ายเชื้อลงไปในหลอดปั่น
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เหวี่ยงที่ปลอดเชื้อขนาด 50 มิลลิลิตรและแช่เย็นไว้ก่อนแล้วน าไปปั่นเก็บเซลล์ที่  4,000 รอบ
ต่อนาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาท ีแล้วเทส่วนใสทิ้งไป 

2.5. น าเซลล์ที่ได้จากข้อ 2.4 มากระจายให้ทั่วอย่างไม่รุนแรงนักโดยใช้ Pasteur pipette ดูดขึ้นลง
ในสารละลาย 0.1 M CaCl2ปลอดเชื้อและแช่เย็น25 มิลลิลิตร แช่ในอ่างน้ าแข็ง 20 นาที แล้ว
น าไปปั่นเก็บเซลล์ที่ 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาทีที่ 4 องศาเซลเซียส แล้วเทส่วนใส
ทิ้งไป 

2.6. น าเซลล์ที่ได้มากระจายให้ทั่วอย่างไม่รุนแรงนักโดยใช้  Pasteur pipette ดูดขึ้นลงใน
สารละลาย 0.1M CaCl2ที่ม ี15% glycerol ปลอดเชื้อและแช่เย็น 2.5 มิลลิลิตร 

2.7. แบ่งเก็บสารละลาย Competent cell ลงในหลอด microtubeปลอดเชื้อหลอดละ 200 
ไมโครลิตร ในตู้แช่ -70 องศาเซลเซียส เก็บได้นานไม่เกิน 6 เดือน 
 

3. น า plasmid DNA เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน ด้วยวิธี chemical transformation (Hanahan and 
Meselson, 1983) 
ใช้ DNA sequence ของเชื้อไวรัสCSFV ที่ต าแหน่งของยีน E2 โคลนเข้าสู่ pFastBac Dual ที่
ต าแหน่ง restriction enzyme EcoRIและ Not Iได้เป็นพลาสมิด pFastBac Dual-E2 แล้วน าเข้าสู่
เซลล์ของเชื้อ E.coli ด้วยวิธี chemical transformation ดังนี้ 
3.1. ละลาย competent cells (จาก –80 องศาเซลเซียส) ในน้ าแข็ง 
3.2. ใช้ปิเปตดูด competent cells200 µl ใส่ลงใน 15 ml polypropylene tube 
3.3. เติมพลาสมิด pFastBac Dual-E2 1 µl แล้วผสมเบาๆให้เข้ากันเป็นอย่างดี 
3.4. Incubate cell ในอ่างน้ าแข็ง 1 ชั่วโมง 
3.5. น า cell มาใส่ลงใน water bath ซึ่งมีอุณหภูมิ42องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 นาท ีไม่ต้องเขย่า 
3.6. น าหลอดมาแช่เย็นในอ่างน้ าแข็ง 5นาท ี
3.7. ใช้ไมโครปิเปต ดูดสารละลายปริมาตร200 µl จากข้อ 6 ถ่ายใส่หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 

16x150 mm ที ่บรรจุอาหาร LB broth ในปริมาตร 2 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่ 37องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 60-90 นาที เพ่ือให้พลาสมิดมีการเพ่ิมจ านวนในเซลล์เจ้าบ้านและเตรียมพร้อมที่จะ
แสดงออกของลักษณะการดื้อยาปฏิชีวนะ Gentamycin ตาม genetic marker ของพลาสมิด 
pFastBac Dual 

3.8. เตรียม LB agar plate ที่มียาปฏิชีวนะ Gentamycin (30 mg/ml)  
3.9. หลังจากบ่มเซลล์แล้วดูดเซลล์ที่ได้มา 100 µl หยดลงบน LB agar plate ที่มียาปฏิชีวนะ 

Gentamycin (30 mg/ml) ที่เตรียมไว้แล้วใช้ที่เกลี่ยเชื้อที่ปลอดเชื้อเกลี่ยให้เชื้อกระจายทั่ว
ผิวหน้าของจานอาหาร 

3.10. น าไปบ่มท่ี 37องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมงแล้วคัดเลือกโคโลนีที่เกิดขึ้นไปเพิ่มจ านวน
และท าการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยวิธี Alkaline lysis (Birnboim and Doly, 1979) เพ่ือ
ท าการวิเคราะห์ต่อไป 
 

4. การตรวจสอบการมีอยู่ของพลาสมิด pFastBac Dual และยีน E2 ด้วยปฏิกิริยาการตัดด้วย
เอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ  

เอ็นไซม์ตัดจ าเพาะที่ใช้คือ EcoRIและ Not Iโดยเตรียม reaction mixture ดังตารางที ่1 
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ตารางท่ี 1 reaction mixture ในปฏิกิริยาการตัดด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 

พลาสมิด pDE2swot 2 

EcoRI buffer 2 

BSA 0.2 

EcoR I 1 

Not I 1 

DEPC water 13.8 

TV 20 

 

เมื่อดูดส่วนประกอบทั้งหมดลงในหลอดครบแล้วผสมให้เข้ากันโดยใช้ปลายของ pipette tip 
กวนเบาๆ และต้องให้แน่ใจว่าส่วนประกอบต่างๆนั้นรวมกันอยู่ที่ก้นหลอด ทั้งนี้โดยปั่นเหวียงเป็นเวลา 
2-3 วินาทีในเครื่อง microcentrifuge ที่ความเร็วสูงสุดของเครื่อง จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสแบบเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 ชั่วโมง เพ่ือให้ปฏิกิริยาเกิดขึ้นจนครบ
สมบูรณ์ เมื่อท าการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอจนครบสมบูรณ์ท าการวิเคราะห์ด้วยการน ามาท า  agarose gel 
electrophoresis  

5. การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยวิธี Alkaline lysis (Birnboim and Doly, 1979) 
5.1. น าเอาเซลล์แบคทีเรียที่เพ่ิมจ านวนใน LB-broth ข้ามคืนมาใส่ลงใน microtube 1 มิลลิลิตร 

ปิดฝาแล้วน าไปปั่นหวี่ยงใน microcentrifuge ที่ความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 2 นาท ี
5.2. เทเอาน้ าเลี้ยงเชื้อออกให้หมดเหลือแต่ตะกอนเซลล์ที่ตกลงรวมกันอยู่ก้นหลอด 
5.3. น าเซลล์ที่ได้มาเติม 100 ไมโครลิตรของสารละลาย LSG I (lysozyme solution) เขย่าและ

ผสมให้เซลล์และ lysozyme solution เข้ากันให้ดีด้วย vortex mixer 
5.4. เติมผง lysozyme ลงไปให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรแล้วแช่

น้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาท ี
5.5. เติม 200 ไมโครลิตรของสารละลาย LSG II (lysis solution) เขย่าแบบแผ่วเบาด้วยนิ้วมือและ

ข้างๆหลอดแล้วแช่น้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที 
5.6. เติม 150 ไมโครลิตรของสารละลาย LSG II (neutralization solution) เขย่าให้เข้ากันเบาๆ 

(ขณะนี้ควรเห็นตะกอนสีขาวๆเกิดขึ้นแล้ว) แช่ในน้ าแข็งอีกเป็นเวลา 10 นาท ี
5.7. น าไปปั่นเหวี่ยงใน microcentrifuge ที ่10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที 
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5.8. ถ่ายแยกเอาแต่ส่วนใสข้างบนหลอดลงไปในหลอด microtube หลอดใหม่ส่วนตะกอนสีขาวที่
ก้นหลอดเดิมนั้นทิ้งไป 

5.9. ประมาณปริมาตรส่วนใสที่ได้ แล้วเติม absolute ethanol ที่แช่เย็นเอาไว้ก่อนแล้วที่ -20 
องศาเซลเซียสเป็นปริมาณ 2 เท่าของปริมาตรของส่วนใส 

5.10. เขย่าให้เข้ากันแล้วน าไปแช่ที่ -20 องศาเซลเซียสประมาณ 1 ชั่วโมง-ข้ามคืนเพ่ือให้พ
ลาสมิดดีเอ็นเอตกตะกอนลงมา 

5.11. น าไปปั่นเหวี่ยงใน microcentrifuge ที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10-20 
นาท ี

5.12. น าเอาตะกอนมาล้างด้วย 70% ethanol ที่เย็นแล้วปั่นเหวี่ยงใน microcentrifuge ที่
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที 

5.13. เทเอา 70% ethanol ทิ้งไปแล้วน าเอาตะกอนมาท าให้แห้งภายใต้สุญญากาศหรือบ่ม
ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาท ี

5.14. น าเอาตะกอนที่ท าให้แห้งมาท าให้ละลายใหม่โดยใช้สารละลาย TE buffer pH 8 ใน
ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร 

 
6. การเลี้ยงเซลแมลง 

 เซลแมลงที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ประกอบด้วย High 5 และ Sf9 เซล ซึ่งได้รับการสนับสนุนจาก 
Collection of Cell Lines in Veterinary Medicine (CCLV ), Friedrich-Loeffler-Institut, Federal 
Research Institute for Animal Health 17493 Greifswald, Island Riems, Germany และ Pilot 
Plant Development and Training Institute (PDTI), King Mongkut’s University of Technology 
Thonburi (Bangkuntien), Bangkok 10150, Thailand ตามล าดับ สูตรอาหารส าหรับเลี้ยง High 5 ได้แก่ 
Grace’s Antheraea Medium, 3,3 g/l LAH ; 3,3 g/l Yeast-Extract, 10 % FCS, pH 6,5 – 6,7 ส่วน 
สูตรอาหารเลี้ยง Sf9: Grace’s insect medium containing 2% (50x) lactalbumin, 2% yeastolate, 
10% FBS และ 8% L-glutamine (200mM, 100x) เซลทั้งสองชนิดจะถูกเลี้ยงที่อุณหภูมิ 27 องศา
เซลเซียสในขวดระบบปิด 
 

7. การท า Chemical Transfection 

 ในการทดลองนี้เลือกใช้ Cellfectin II (Life technology) และ FuGENE HD Transfection 
Reagent (Roche, Cat.No. 04 709 691 001) ในการทดลองโดยด าเนินการดังต่อไปนี้คือ 
 
Cellfectin II 

7.1. เติมเซล 8x105 ในอาหารเลี้ยงปริมาตร 2 ซีซี  ลงเพลตขนาด 6 หลุม ทิ้งไว้ประมาณ 15 นาที
เพ่ือให้เซลเกาะกับผิวเพลต จากนั้นดูดน้ าเลี้ยงเดิมออก เติมน้ าเลี้ยงตาม ข้อ 2 ปริมาตร 2.5 
ml ลงไปแทน 
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7.2. เตรียม plating medium โดยการผสม Grace’s Insect Medium (supplemented) 1.5 
ml ซึ่งม ี FBS 10% แต่ไม่มียาปฏิชีวนะ เข้ากับ  Grace’s Insect Medium 
(unsupplemented) ซึ่งไม่มีทั้ง FBS และ ยาปฏิชีวนะ ปริมาตร 8.5 ml  เข้าด้วยกัน 

7.3. ผสม cellfectin 8 µl กับ Grace’s Insect Medium (unsupplemented) 100 µl เข้า
ด้วยกัน 

7.4. ผสม pFastBac Dual-E2 1-3 µg เข้ากับ 100 µl ของ Grace’s Insect Medium 
(unsupplemented) 

7.5. ผสมสารใน สารในข้อ 3 และ 4 เข้าด้วยกัน เข้าเบาๆ ทิ้งไว้ประมาณ 15 ถึง 30 นาท ี ที่
อุณหภูมิห้อง 

7.6. เมื่อครบเวลาหยดสารจากข้อ 5 ลงบนเซลที่เตรียมไว้ในข้อ 1 ทีละหยด แล้วบ่มเซลไว้ที่ 
อุณหภูม ิ27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 ชั่วโมง 

 
FuGENE HD Transfection Reagent 
 
7.7. ปรับ FuGENE HD Transfection Reagent ให้มีอุณหภูมิ 15 ถึง 25 องศาเซลเซียส เขย่า

เบาๆ 
7.8. ผสม pFastBac Dual-E2 ด้วยน้ ากลั่นบริสุทธิ์ให้มีความเข้มข้น 0.02 µg/ µl  
7.9.  ดูดสารในข้อ 7.8 ปริมาตร 100 µl ลงในเพลท 96 หลุม และเขียนที่หลุมว่า 3:2, 4:2, 5:2, 

6:2, 7:2 และ 8:2  
7.10. ท า transfection complex โดยการเติม FuGENE HD Transfection Reagent  ลงใน

เพลทในข้อ 7.9 โดยดูดในขนาด 3, 4, 5, 6, 7, หรือ 8 µl 
7.11. ผสมสารโดยการวางเพลทลงบน rotating shaker นาน 5-10 วินาที และบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง

นาน 15 นาที  
7.12. เมื่อครบเวลาให้ดูดน้ าเลี้ยงเซลทิ้งและเติม สารในข้อ 7.11 โดยหยดทีละหยด แล้วเขย่าเพลท

เป็นวงกลมโดยใช้ rotating platform shaker นาน 30 วินาทีโดยใช้ความเร็วต่ า 
7.13. บ่มเซลที ่ 27 องศาเซลเซียส นาน 17 ถึง 72 ชั่วโมง แล้วน ามาตรวจหาการสแดงออกของ

โปรตีน 
 

8. การท า Transfection ด้วย Electroporator 
ท าการสอดพลาสมิดเข้าสู่เซลเจ้าบ้านด้วยวิธี Electroporation  
8.1. เตรียมเซลเจ้าบ้าน 2x106 cell/ml ซึ่งเจริญอยู่ในระยะ log-phase มา centrifuge ที่ความเร็ว 500g 

นาน 5 min และละลายกลับใน HBS buffer (HEPES buffered saline): 20 mM HEPES, pH 7.05, 
1 mM NaHPO4, 5 mM KCL, 140 mM NaCl and 10 mM glucose ปริมาตร 1 ml แช่ไว้ในน้ าแข็ง
เพ่ือรอการท า electroporation 

8.2. Set เครื่อง Electroporation (BioRad) ที ่parameter : 200V, 1000 µF  
8.3. น าเซลล์ SF9 ที่เตรียมไว้ 800 µl ผสมกับ DNA vector 20 µg ใส่ลงใน cuvete sterile ขนาด 0.4 

cm พยายามอย่าให้มีฟองอากาศ 
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8.4. หลังจากผ่านการ electroporation แล้วน าเซลล์วางไว้บนน้ าแข็ง 15 นาที ย้ายไปใส่ใน medium 40 
µl บ่มไว้ที่ 28 oC 48 ชั่วโมง น าไปส่องด้วยกล้อง Fluorescent 

 
ผลการทดลอง 
 
การโคลนยีน E2 เข้า pFastBac Dual 
 ยีน E2 ซึ่งโคลนมาจากไวรัสสายพันธ์ Alfort/187 (รูปที่ เลน 2) ถูกน ามาแทรกเข้ากับพลาสมิด 
pFastBac Dual (รูปที่ เลน1) ได้เป็น pFastBac Dual-E2 (รูปที่ เลน 3) จากนั้นจึง transform เข้า 
DH10bac และเลือก colony ที่ผลิต pFastBac Dual-E2 มากที่สุดมาเพ่ิมจ านวน เพ่ือให้มีปริมาณ
มากพอที่จะน าไปใช้ในกระบวนการ transfection 

 
 
 
 

 
 
รูปที ่ แสดงแถบของ pFastBac Dual (เลน 1) ยีน E2 (เลน 2) และ pFastBac Dual-E2 (เลน 3)  
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การท า Chemical Transfection 
 พลาสมิด pFastBac Dual-E2 ที่ได้ถูกเพ่ิมจ านวน และสกัดมาจากเซลแบคทีเรีย แล้วถูกน ามา
ท าการ Transfection เพ่ือให้เข้าสู่ Cytoplasm ของเซลแมลงทั้ง Sf9 และ High 5 พบว่า ไม่
สามารถน าเซลเข้าสู่เซลแมลงเจ้าบ้านได้ทั้งสอง ชนิด แม้ว่าจะมีการปรับเปลี่ยนสภาวะแวดล้อม 
สารเคมีที่ใช้ รวมไปถึงความเข้มข้นของเซลที่ใช้แล้วก็ตาม  
 
การท า Electroporation 
 เนื่องจากการท า Chemical Transfection ไม่สามารถน า pFastBac Dual-E2 เข้าสู่เซลแมลงได้ 
ท าให้ต้องเปลี่ยนวิธีการมาเป็นการใช้ Electropolator ซ่ึงพบว่าไม่สามารถน า pFastBac Dual-E2 
เข้าสู่เซลแมลงทั้งสองชนิดได้เช่นเดียวกัน  
 
สรุปและข้อเสนอแนะ 
 
 ระบบการผลิตโปรตีนในห้องทดลองเพ่ือน ามาศึกษานั้นมีหลายระบบ ได้แก่ ระบบที่ใช้เซลเจ้า
บ้านเป็น แบคทีเรีย (Baneyx, 1999) ยีสต์ (Cregg et al., 2000) เซลแมลง (Kost et al., 2005) 
และเซลสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม(Rosser et al., 2005) ในแต่ละระบบมีข้อดีและข้อเสียแตกต่างกัน
ออกไป ซึ่งการจะน ามาใช้นั้นต้องศึกษาดูข้อดี ข้อเสีย ให้รอบคอบเสียก่อนจึงจะน ามาใช้ได้อย่าง
เหมาะสม ส าหรับการทดลองนี้เลือกใช้ ระบบการผลิตโปรตีนจากเซลแมลง เนื่องจากมีกระบวนการ 
glycosylation ซึ่งไม่สามารถพบได้ในระบบของแบคทีเรีย และ ยีสต์ และระบบนี้สามารถสร้าง
โปรตีนได้ในปริมาณมาก กระบวนการ glycosylation นั้นเป็นกระบวนการเติมกลุ่มของ 
carbohydrate เข้าไปกับโปรตีนที่สร้างขึ้น เพ่ือท าให้โปรตีนที่สร้างขึ้นนั้นมีโครงสร้างสามมิติที่
ถูกต้อง ท าให้โปรตีนที่ผลิตได้สามารถท างานได้ถูกต้องเช่นเดียวกับท่ีสร้างโดยเซลของสัตว์เลี้ยงลูก
ด้วยน้ านม  
 จากผลการทดลองพบว่ายังไม่สามารถผลิตโปรตีนจากระบบของเซลแมลงได้ ถึงแม้ว่าจะใช้ 
ระบบ  Bac-to-Bac® Baculovirus Expression system ก็ตาม ส าหรับสาเหตุของความล้มเหลว
ในการผลิตโปรตีนจากระบบเซลแมลงนั้นได้แก่ ความยากในการ transfect พลาสมิดเข้าสู่เซลแมลง 
แม้จะได้ใช้ความพยายามในการด าเนินการหลากหลายวิธีเช่น การเปลี่ยนเซลเจ้าบ้าน 2 ชนิด ได้แก่ 
sf9 และ High 5 การใช้ chemical transfection และ electroporation แต่ก็ยังไม่สามารถ ท า
การ transfection ได้ส าเร็จ นอกจากความไม่ช านาญในการทดลองกับเซลแมลงของผู้ทดลองแล้ว 
สาเหตุอ่ืนๆ ที่อาจท าให้การน ายีน E2 เข้าสู่เซลแมลงได้แก่ อายุของเซลที่อาจจะค่อนข้างมาก 
 เนื่องจากผู้ทดลองไม่ประสบความส าเร็จจากการใช้ระบบเซลแมลงในการผลิตโปรตีน และผู้
ทดลองประเมินแล้วว่า มีประสบการในการท างานกับระบบดังกล่าวน้อย ถึงแม้จะได้มีการปรึกษา 
และ ดูงานจากหน่วยงานอ่ืนที่ท าการศึกษาในระบบของเซลแมลงเช่น ที ่ Friendrich-Loeffler-
Institute, Federal Research Centre for Virus Disease of Animals, InselRiems, Germany 
หรือที ่ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี (บางขุนเทียน) แล้วก็ตาม แต่ทางผู้ทดลองมี
ประสบการณ์ในการท างานกับเซลสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมมากกว่า ดังนั้น ในการทดลองปีที่ 2 ทางผู้
ทดลองจึงขอเปลี่ยนระบบการผลิตโปรตีนจากท่ีผลิตในเซลแมลง มาเป็นระบบการผลิตโปรตีนใน
เซลสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม ซึ่งได้แก่ การใช้ CHO cells  
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