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จ�ร�ฏฐกร  เธ�ยรธน�นต�ก�ล  2554: การสร�างร�คอมบ�แนนท�โปรต�น E2 ของไวร�สช�ค�นก�นยา 
เพ$%อใช�พ�ฒนาช�ดตรวจโรคช�ค�นก�นยา  ปร�ญญาว�ทยาศาสตรมหาบ�ณฑ�ต (จ�ลช�วว�ทยา) สาขา
ว�ชาจ�ลช�วว�ทยา ภาคว�ชาจ�ลช�วว�ทยา  อาจารย�ท�%ปร/กษาว�ทยาน�พนธ�หล�ก:                 
รองศาสตราจารย� ร�อยเอกช�ยว�ฒน�  ก�ตต�ก1ล, วท.ม.  93 หน�า

โรคช�ค�นก�นยาหร$อโรคไข�ปวดข�อย�งลายเป2นป3ญหาทางสาธารณส�ขของหลายประเทศใน
แถบเอเช�ยและแอฟร�กา เก�ดจากการต�ดเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยาโดยม�ย�งลายเป2นพาหะน8าโรค โปรต�น 
E2 ของไวร�สช�ค�นก�นยาม�บทบาทในการกระต��นระบบภ1ม�ค��มก�นภายในร;างกาย ด�งน�7นการศ/กษาว�จ�ย
คร�7งน�7ได�ท8าการผล�ตโปรต�น E2 ของไวร�สช�ค�นก�นยา โดยการต�ดต;อย�น E2 เข�าส1; พลาสม�ด pET21a 
และให�ช$%อว;า pET21a-CHK-E2 พบว;าเหม$อนก�นถ/ง 99 เปอร�เซGนต�ท�7งล8าด�บน�วคล�โอไทด�และล8าด�บ
กรดอะม�โน เม$%อเปร�ยบเท�ยบล8าด�บน�วคล�โอไทด�และล8าด�บกรดอะม�โนก�บไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� 
Ross (AF490259.2.) เม$%อน8าร�คอมบ�แนนท�พลาสม�ด ด�งกล;าวเข�าส1; Escherichia coli สายพ�นธ�� BL21 
(DE3) pLysS เพ$%อผล�ตร�คอมบ�แนนท�โปรต�น E2 โดยใช�สภาวะการเหน�%ยวน8าการสร�างโปรต�น ท�% 
อ�ณหภ1ม� 20 องศาเซลเซ�ยส ความเข�มข�นของ IPTG ท�% 0.5 ม�ลล�โมลาร� และใช�ระยะเวลาในการ
เหน�%ยวน8าเป2นเวลา 3 ช�%วโมง พบว;าร�คอมบ�แนนท�โปรต�น E2 ม�ขนาด  ประมาณ 46  ก�โลดาลต�นและ
เป2นโปรต�นท�%ไม;ละลายน78าอย1;ในร1ปของ inclusion bodies การศ/กษาค�ณล�กษณะของร�คอมบ�แนนท�
โปรต�น E2 โดยท8าปฏ�ก�ร�ยาก�บต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลายและต�วอย;างซ�ร�มคนปกต�ด�วย
ว�ธ� Western blot และ Dot blot จากผลการศ/กษาพบว;าร�คอมบ�แนนท�โปรต�น E2 สามารถจ�บก�บ
แอนต�บอด�ในต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยและไม;ท8าปฏ�ก�ร�ยาก�บต�วอย;างซ�ร�มคนปกต� แสดงให�เหGนว;า ร�คอม
บ�แนนท�โปรต�น E2 น;าจะน8าไปใช�เป2นว�ตถ�ด�บในการพ�ฒนาช�ดตรวจโรคได� เช;น ELISA หร$อ 
immunochromatography (IC ) ด�งน�7นผ1�ว�จ�ยจ/งได�ท8าการศ/กษาเบ$7องต�นในการน8าร�คอมบ�แนนท�
โปรต�น E2 ไปพ�ฒนาช�ดตรวจโรค โดยใช�หล�กการ IC ผลจากการศ/กษาพบว;า ร�คอมบ�แนนท�
โปรต�น E2 สามารถแยกความแตกต;างระหว;างต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลายและต�วอย;าง
ซ�ร�มคนปกต�ได� แสดงให�เหGนถ/งความเป2นไปได�ในการน8าร�คอมบ�แนนท�โปรต�น E2 ไปใช�เป2น
ว�ตถ�ด�บในการพ�ฒนาช�ดตรวจโรคไข�ปวดข�อย�งลาย

________________     _______________________________    ___ / ___ / ___
     ลายม$อช$%อน�ส�ต  ลายม$อช$%ออาจารย�ท�%ปร/กษาว�ทยาน�พนธ�หล�ก
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Chikungunya is a viral disease which is a major impact on public health in many 

countries. Envelope protein E2 of Chikungunya virus (CHIKV) is shown to be a predominant 
epitope for stimulating immune responses. In this study, the amplified E2 gene of virus was 
cloned into an expression vector pET21a to construct the recombinant plasmid, pET21a-CHK-E2. 
Nucleotide and its deduced amino acid sequences of the recombinant plasmid were found to be 
99% identity to those of Chikungunya virus Ross strain retrieved from GenBank AF490259.2. To 
produce a recombinant E2 protein, the recombinant plasmid was transformed into Escherichia  
coli BL21 (DE3) pLysS, and the transformed E. coli strain was induced with 0.5 mM IPTG at 
20oC. After 3 hours of induction, a 46-kDa recombinant protein was detected as an inclusion 
body. After protein solubilization using 0.5% laurylsarcosine, the solubilized recombinant protein 
was characterized by western blot analysis using CHKV infection patients’ serum. The western 
blot result showed a specific binding of recombinant E2 protein to antibody against E2. The dot 
blot analysis showed recombinant protein E2 did not bind to antibody from normal serum. Both 
two results suggesting that the recombinant E2 protein is possibly used in serological diagnostic 
methods such as ELISA, immunochromatography (IC). In this study we used recombinant E2 as a 
raw material to pre-study for developing diagnostic test kit of Chikungunya disease as IC. The IC 
showed recombinant protein E2 reacted to CHKV infection patients’ serum, and recombinant 
protein E2 did not react to normal serum. All of results showed the potential of recombinant 
protein E2 for using as a raw material for developing diagnostic test kit.

________________     _______________________________    ___ / ___ / ___
   Student’s signature                     Thesis Advisor’s signature
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า

1 ร�อยละของอาการและอาการแสดงต;างๆท�%พบในผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย               7
2 ค;าการด1ดกล$นแสงท�%ความยาวคล$%น 595 nm และความเข�มข�นของสารละลาย

      โปรต�น (Total protein) ท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3)
 pLysS ท�%ม� พลาสม�ด  pET21a-CHK-E2 ท�%ม�การเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 protein 
 ท�%อ�ณหภ1ม� 37 oC, 28 oC และ   20 oC และ IPTG ความเข�มข�น 1.0 mM            49

3 ค;าการด1ดกล$นแสงท�%ความยาวคล$%น 595 nm และความเข�มข�นของสารละลาย
โปรต�น (Total protein) ท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) 
pLysS ท�%ม� พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ท�%ม�การเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 protein
ท�%อ�ณหภ1ม� 20 oC  และ IPTG ความเข�มข�น 0.0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1.0 mM            49

4 ค;าการด1ดกล$นแสงท�%ความยาวคล$%น 595 nm และความเข�มข�นของสารละลาย
โปรต�น (Total protein) ท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) 
 pLysS ท�%ม� พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ท�%ม�การเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 protein 
 ท�%อ�ณหภ1ม� 20 oC และ IPTG ความเข�มข�น 0.5 mM โดยเกGบต�วอย;างช�%วโมง ท�% 0, 1, 
 2, 3 4, และ 5                50
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1 การเตร�ยม reaction mixture ส8าหร�บต�ดด�วยเอGนไซม�ต�ดจ8าเพาะ            71
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4 การเตร�ยม One step RT-PCR reaction mixture           72
5 การเตร�ยม PCR reaction mixture            73
6 การเตร�ยม 15% polyacrylamide gel            75
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ก�บไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ��ต;างๆท�%ม�รายงานใน GenBank   26
5 แสดงผลการเปร�ยบเท�ยบล8าด�บกรดอะม�โนของย�น E2 ใน pGEMT-CHK-E2-1 

ก�บไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ��ต;างๆท�%ม�รายงานใน GenBank   31
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ด�วย 1% agarose gel electrophoresis   34
8 แสดงแถบด�เอGนเอจากการท8า PCR ด�วย 1% agarose gel electrophoresis ใน

E.coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS   35
9 แสดงแถบด�เอGนเอจากการต�ดพลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ด�วยเอนไซม�ม�  EcoRI 

และ NotI ด�วย 1% agarose gel electrophoresis ใน E.coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) 
pLysS                        36

10 แสดงแถบโปรต�นท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS 
ท�%ม� พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ท�%ถ1กเหน�%ยวน8าให�สร�าง rE2 protein ด�วย IPTG 
ความเข�มข�น 1.0 mM เปร�ยบเท�ยบก�บโปรต�นมาตรฐาน   38

11 แสดงแถบโปรต�นท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS 
ท�%ม� พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 โคลนท�% 1 (pET21a-CHK-E2 -1) ท�%เหน�%ยวน8าให�สร�าง 
rE2 protein ด�วย IPTG ความเข�มข�น 1.0 mM เปร�ยบเท�ยบก�บโปรต�นมาตรฐาน   40
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สารบ�ญภาพ (ต/อ)

ภาพท�            หน
า

12 แสดงแถบโปรต�นท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS           
ท�%ม� พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 โคลนท�% 1 (pET21a-CHK-E2 -1) ท�%ม�การเหน�%ยวน8า
การสร�าง rE2 protein ท�%อ�ณหภ1ม� 37 oC, 28 oC และ   20 oC และ IPTG ความเข�มข�น 
4.0 mM เปร�ยบเท�ยบก�บโปรต�นมาตรฐานด�วยว�ธ� SDS-PAGE และย�อมด�วย 
Coomassie brilliant blue R250                 43

13 แสดงผลการศ/กษาความจ8าเพาะของ rE2 protein ก�บ anti 5xHis antibody โดยว�ธ� 
Western blot   44

14 แสดงแถบโปรต�นท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS 
ท�%ม� พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ท�%ม�การเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 protein ท�%อ�ณหภ1ม� 
20 oC และ IPTG ความเข�มข�น 0.0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1.0 mM เปร�ยบเท�ยบก�บ
โปรต�นมาตรฐานด�วยว�ธ� SDS-PAGE และย�อมด�วย Coomassie brilliant blue R250   45

15 แสดงผลการศ/กษาความจ8าเพาะของ rE2 protein ท�%ได�จากการเหน�%ยวน8าการสร�าง 
rE2 protein ท�%อ�ณหภ1ม� 20 oC และ IPTG ความเข�มข�น 0.0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1.0 mM 
ก�บ anti 5xHis antibody โดยว�ธ� Western blot   46

16 แสดงแถบโปรต�นท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS 
ท�%ม� พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ท�%ม�การเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 protein ท�%อ�ณหภ1ม� 20 oC 
และ IPTG ความเข�มข�น 0.5 mM โดยเกGบต�วอย;างช�%วโมงท�% 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 หล�งเต�ม 
IPTG เปร�ยบเท�ยบก�บโปรต�นมาตรฐานด�วยว�ธ� SDS-PAGE และย�อมด�วย Coomassie 
brilliant blue R250   47

17 แสดงผลการศ/กษาความจ8าเพาะของ rE2 protein ท�%ได�จากการการเหน�%ยวน8าการสร�าง 
rE2 protein ท�%อ�ณหภ1ม� 20 oC และ IPTG ความเข�มข�น 0.5 mM โดยเกGบต�วอย;างช�%วโมง 
ท�% 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 หล�งเต�ม IPTG ก�บ anti 5xHis antibody โดยว�ธ� Western blot   48
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สารบ�ญภาพ (ต/อ)

ภาพท�              หน
า

18 แสดงแถบโปรต�น rE2 protein ท�%สก�ดโดยใช� 0.5% N-laurylsarcosine เปร�ยบเท�ยบ
ก�บโปรต�นมาตรฐานโดยว�ธ� SDS-PAGE และว�ธ� Western blot   52

19 แสดงผล Western blot ของ rE2 protein ท�%สก�ดโดยใช� 0.5% N-laurylsarcosine 
โดยใช� anti 5xHis antibody เจ$อจาง 1:1000 และใช�ต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรค
ไข�ปวดข�อย�งลายเจ$อจาง 1:50   54

20 แสดงผล dot blot ระหว;าง rE2 protein ปร�มาณ 2 ไมโครกร�ม ก�บต�วอย;างซ�ร�ม   56
21 แสดงผลการตรวจหาแอนต�บอด�ต;อไวร�สช�ค�นก�นยาด�วยว�ธ� IC โดยใช� sample buffer 

ส1ตร 1 และ ส1ตร 2   58
22 แสดงผลการตรวจหาแอนต�บอด�ต;อไวร�สช�ค�นก�นยาด�วยว�ธ� IC โดยใช� sample buffer 

ส1ตร 1 และส1ตรท�% 2 ท�%เต�ม 1% BSA   59
23 แสดงผลการตรวจหาแอนต�บอด�ต;อไวร�สช�ค�นก�นยาด�วยว�ธ� IC โดยใช� sample buffer 

ส1ตร 1 และส1ตรท�% 2 ท�%เต�ม 1% sucrose         60

      
ภาพผนวกท� 

ข 1 กราฟแสดงความส�มพ�นธ�ระหว;างค;า OD 595 nm ก�บ ความเข�มข�นของโปรต�น
มาตรฐาน   83

ค 1 ข�อม1ลโครงสร�างจ�โนมของไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� Ross (AF490259)   86
ค 2 โครงสร�างจ�โนมของไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� Ross (AF490259)   86
ค 3 ข�อม1ลโครงสร�างย�น E2 ของไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� Ross (AF490259)   87
ค 4 โครงสร�างจ�โนมของพลาสม�ด pGEM-T Easy   88
ค 5 โครงสร�างจ�โนมของพลาสม�ด pET21a   89
ง 1 ผลการ Blast น�วคล�โอไทด�ของย�น E2 บน pG96EMT-CHK-E2 ก1บฐานข5อม8ล NCBI   91 
ง 2 ผลการ Blast กรดอะม@โนของโปรต�น E2 บน pGEMT-CHK-E2 ก1บฐานข5อม8ล NCBI   92
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การสร
างร�คอมบ�แนนท	โปรต�น E2 ของไวร�สช�ค�นก�นยา เพ� อใช
พ�ฒนา
ช�ดตรวจโรคช�ค�นก�นยา

Cloning and Expression of Envelope Protein E2 of Chikungunya Virus
for Application of Diagnosis

คYานYา

โรคไข�ปวดข�อย�งลายหร$อโรคไข�ปวดข�อย�งลายเป2นป3ญหาทางสาธารณส�ขท�%ส8าค�ญในหลาย
ประเทศท�%วโลก โดยเฉพาะอย;างย�%งประเทศในเขตร�อนช$7น ม�กพบการระบาดในช;วงฤด1ฝน 
โรคไข�ปวดข�อย�งลายเก�ดจากการต�ดเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยา โดยม�ย�งลาย (Aedes mosquitoes) เป2น
พาหะน8าโรค ผ1�ปbวยม�กม�อาการคล�ายไข�เล$อดออก แต;แตกต;างก�นท�%ไม;ม� การร�%วของพลาสมาออก
มานอกเส�นเล$อด ท8าให�ไม;พบผ1�ปbวยท�%ม�อาการร�นแรงมากจนถ/งม�การชGอก 

โรคไข�ปวดข�อย�งลาย พบการระบาดคร�7งแรกกลางป� ค.ศ.1950 ท�%ประเทศแทนซาเน�ย ใน
แถบแอฟร�กาตะว�นออก จากน�7นเร�%มม�การระบาดในมหาสม�ทรอ�นเด�ย โดยพบการระบาด คร�7งใหญ;
ในหม1;เกาะ Reunion ม�ผ1�ต�ดเช$7อมากถ/ง 258,000 ราย จากประชากรท�7งส�7น 770,000 คน ส;วนทว�ป
เอเช�ย พบการระบาดคร�7งแรกเม$%อป� ค.ศ.1958 และประเทศไทยพบการระบาดคร�7งแรกในป� 
ค.ศ.1962 จากน�7นเก�ดการระบาดซ78าอ�กคร�7งในป� ค.ศ.1990  ต;อมาในป� ค.ศ. 2009 ประเทศไทยพบ
การระบาดของโรคไข�ปวดข�อย�งลายในหลายพ$7นท�%ครอบคล�มถ/ง 28 จ�งหว�ด โดยเฉพาะพ$7นท�%ใน
จ�งหว�ด ทางภาคใต� ค$อ นราธ�วาส (7,011 ราย), ป3ตตาน� (2,942 ราย), ยะลา (2,107 ราย) และสงขลา 
(9,078 ราย) ข�อม1ลล;าส�ดเม$%อว�นท�% 27 พฤษภาคม 2009 จากส8าน�กระบาดว�ทยา กรมควบค�มโรค 
รายงานถ/งยอดจ8านวนผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย จ8านวน 22,276 ราย

เน$%องจากป3จจ�บ�นย�งไม;ม�ว�คซ�นหร$อยาต�านไวร�สช�ค�นก�นยาโดยตรง แม�ว;าในประเทศ
สหร�ฐอเมร�กาจะม�การว�จ�ยและพ�ฒนาว�คซ�นไข�ปวดข�อย�งลายชน�ดเช$7อตาย (inactivated 
Chikungunya vaccine) และชน�ดเช$7อเป2นอ;อนฤทธ��  (live attenuated  Chikungunya vaccine) โดยใช�
สายพ�นธ��ท�%ระบาดในประเทศไทย เม$%อป� ค.ศ. 1962 เพ$%อป�องก�นโรคไข�ปวดข�อย�งลาย ท�7งน�7ย�งอย1;ใน
ช;วงทดสอบความปลอดภ�ยของว�คซ�นในอาสาสม�คร ด�งน�7นการว�จ�ยและพ�ฒนา ช�ดตรวจโรคไข�ปวด
ข�อย�งลาย ถ$อเป2นแนวทางหน/%งท�%สามารถป�องก�นการระบาดของโรคไข�ปวดข�อย�งลายได� โดยม�

1



รายงานการใช�ร�คอมบ�แนนท�โปรต�นเป2นว�ตถ�ด�บในช�ดตรวจสอบ ซ/%งสามารถศ/กษา และพ�ฒนาได�
อย;างรวดเรGว อ�กท�7งย�งม�ความปลอดภ�ยกว;าการใช�อน�ภาคไวร�สช�ค�นก�นยาโดยตรง ซ/%งช�ดตรวจสอบ
ท�%ถ1กพ�ฒนาข/7นส;วนใหญ;อาศ�ยหล�กการ immunochromatography (IC) หร$อ enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA)
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ว�ตถ�ประสงค	

1. เพ$%อผล�ตร�คอมบ�แนนท�โปรต�น E2 ของเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ�� Ross

2. เพ$%อศ/กษาประส�ทธ�ภาพของร�คอมบ�แนนท�โปรต�น E2 ในการใช�เป2นว�ตถ�ด�บในการ
พ�ฒนาช�ดตรวจโรคไข�ปวดข�อย�งลาย
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การตรวจเอกสาร

1. โรคไข
ปวดข
อย�งลาย

โรคไข�ปวดข�อย�งลายเป2นป3ญหาทางสาธารณส�ขท�%ส8าค�ญในหลายประเทศท�%วโลก โดย
เฉพาะ อย;างย�%งประเทศในเขตร�อนช$7น ม�กจะพบการระบาดในช;วงฤด1ฝน โรคเก�ดจากการ ต�ดเช$7อ
ไวร�สช�ค�นก�นยา โดยม�ย�งลาย (Aedes mosquitoes) เป2นพาหะน8าโรค ม�อาการคล�าย ไข�เล$อดออก แต;
แตกต;างก�นท�%ไม;ม�การร�%วของพลาสมาออกนอกเส�นเล$อด ท8าให�ไม;พบผ1�ปbวย ท�%ม�อาการร�นแรงมาก
จนถ/งม�การชGอก (Power, 2007)

โรคไข�ปวดข�อย�งลาย พบการระบาดคร�7งแรกกลางป� ค.ศ.1950 ในประเทศแทนซาเน�ย แถบ
แอฟร�กาตะว�นออก จากน�7นเร�%มม�การระบาดในมหาสม�ทรอ�นเด�ย โดยพบการระบาดคร�7งใหญ; ใน 
Reunion ม�ผ1�ต�ดเช$7อถ/ง 258,000 ราย จากประชากรท�7งส�7น 770,000 คน ในทว�ปเอเช�ย พบการระบาด
คร�7งแรก เม$%อป� ค.ศ.1958 ประเทศไทยพบการระบาดคร�7งแรกในป� ค.ศ.1962 จากน�7นเก�ดการระบาด
ซ78าอ�กคร�7งในป� ค.ศ.1990 (Halstead, et al., 1963, Robinson, 1995, Ross, 1956, Rezza, et al., 2007, 
กรมควบค�มโรค, 2009)

ในป� ค.ศ. 2009 ประเทศไทยพบการระบาดของโรคไข�ปวดข�อย�งลายในหลายพ$7นท�%
ครอบคล�ม   ถ/ง 28 จ�งหว�ด โดยเฉพาะพ$7นท�%ทางภาคใต� ค$อ นราธ�วาส (7,011 ราย), ป3ตตาน� (2,942 
ราย), ยะลา  (2,107 ราย) และสงขลา (9,078 ราย) ข�อม1ลล;าส�ดเม$%อว�นท�% 27 พฤษภาคม 2009 จาก
ส8าน�กระบาดว�ทยา กรมควบค�มโรค รายงานถ/งยอดจ8านวนผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย จ8านวน 
22,276 ราย (กรมควบค�มโรค, 2009)

ในป� ค.ศ. 2010 การระบาดของโรคไข�ปวดข�อย�งลายในประเทศไทยได�ลดลง ส8าน�กระบาด
ว�ทยา กรมควบค�มโรค รายงานถ/งยอดจ8านวนผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย จ8านวน 2,000 ราย (กรม
ควบค�มโรค, 2010) 

การระบาดของโรคไข�ปวดข�อย�งลายในแถบประเทศเอเช�ยจะเก�ดการระบาดในล�กษณะ 
Urban cycle ซ/%งจะแตกต;างจากการระบาดในกล�;มประเทศแอฟร�กาท�%เก�ดท�7งล�กษณะ Rural cycle 
และ Urban cycle นอกจากน�7พาหะน8าโรคในทว�ปเอเช�ยจะม�ย�งลาย 2 ชน�ด ค$อ Ae. Aegypti และ 
Ae.albopitus (Chevillon, et al., 2008, Sourisseau, et al., 2007)
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2. อาการทางคล�น�กสYาหร�บผ.
ป[วยโรคไข
ปวดข
อย�งลาย

ผ1�ปbวยจะม�อาการไข�ส1งอย;างฉ�บพล�น ม�ผ$%นแดงข/7นตามร;างกายและอาจม�อาการค�นร;วมด�วย 
โดยไข�ม�กเป2น Saddleback pattern คล�ายก�บโรคไข�เล$อดออก กล;าวค$อ การท�%ม�ไข�ในระยะหน/%งแล�ว 
หายไป หล�งจากน�7นจ/งกล�บม�ไข�ข/7นมาใหม;อ�กรอบ บางรายท�%ไข�ส1งอาจพบอาการ หนาวส�%นร;วมด�วย 
นอกจากน�7 อาจพบอาการตาแดง (conjunctival injection) แต;ไม;ค;อยพบจ�ดเล$อดออกในตาขาว ส;วน
ใหญ;แล�วในเดGกจะม�อาการไม;ร�นแรงเท;าในผ1�ใหญ;ในผ1�ใหญ;อาการท�%เด;นช�ดค$ออาการปวดข�อ ซ/%งอาจ
พบข�ออ�กเสบได�ส;วนใหญ;จะเป2นท�%ข�อเลGกๆ เช;น ข�อม$อ ข�อเท�า อาการปวดข�อจะพบ ในหลายข�อ 
โดยเปล�%ยนต8าแหน;งไปเร$%อยๆ (migratory polyarthritis) ผ1�ปbวยจะม�อาการจะร�นแรงมาก จนบางคร�7ง
ขย�บข�อไม;ได� โดยอาการจะหายไปเองภายใน 1-12 ส�ปดาห� ผ1�ปbวยบางรายอาจม�อาการ ปวดข�อเก�ด
ข/7นได�อ�กภายใน 2-3 ส�ปดาห�ต;อมา และบางรายอาการปวดข�อจะอย1;ได�นานเป2นเด$อน หร$อเป2นป�ไม;
พบผ1�ปbวยท�%ม�อาการร�นแรงถ/งชGอก ซ/%งเป2นข�อแตกต;างจากโรคไข�เล$อดออก การตรวจ โดย tourniquet 
test อาจให�ผลบวก และพบจ�ดเล$อดออก (petichiae) บร�เวณผ�วหน�งได�ในผ1�ปbวย บางราย (กรม
ควบค�มโรค, 2009)

2.1 ระยะเวลาของอาการทางข�อชน�ดเร$7อร�ง

       อาการทางข�อเป2นอาการเด;นท�%พบบ;อยในผ1�ปbวยช�ค�นก�นยา อาจม�อาการข�อบวมร;วมด�วย 
ส;วนมากเก�ดในระยะเวลาเพ�ยงช;วงส�7นๆ ยกเว�นบางรายท�%ม�อาการเร$7อร�งซ/%งอาจสร�างความทรมาน 
และความล8าบากในการด8าเน�นช�ว�ตประจ8าว�นให�แก;ผ1�ปbวยได�  ผ1�ปbวยช�ค�นก�นยา ร�อยละ 57 (84 ราย 
จากท�7งหมด 147 ราย) ม�อาการทางข�อยาวนานถ/ง 15 เด$อน โดยในจ8านวนน�7ม�อาการทางข�อชน�ด ต;อ
เน$%องร�อยละ 63 และชน�ดกล�บมาเป2นซ78าร�อยละ 37 ผ1�ปbวยท�%ม�อาย�ต�7งแต; 45 ป� ข/7นไปม�โอกาสส1ง ท�%จะ
เก�ดอาการข�อเร$7อร�ง ผ1�ปbวยบางรายอาจม�อาการทางข�อนานถ/ง 3 ป� (Sissoko et al., 2009, Brington et  
al., 1983)

2.2 อาการแทรกซ�อนทางระบบประสาท

       การศ/กษา Propective cohort ในกล�;มผ1�ปbวยช�ค�นก�นยาท�% Central India Institute of 
Medical Sciences (CIIMS) ประเทศอ�นเด�ย จ8านวน 300 ราย พบผ1�ปbวยท�%ม�อาการแทรกซ�อนทาง
ระบบ ประสาท 49 ราย แบ;งเป2น Encephalitis 27 ราย myelopathy, neuropathy 
และ meloneuropathy อย;างละ 7 ราย และ myopathy 1 ราย ส;วนใหญ;อาการแทรกซ�อนทางประสาท
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เก�ดข/7นภายใน 20 ว�นหล�งจากเร�%มปbวย (Chandak et al., 2009)

2.3 อาการของช�ค�นก�นยาในทารก

       ทารกท�%ต�ดเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยา อาการทางคล�น�กม�กม�ความแตกต;างจากผ1�ใหญ; 
หลายประการ ในเดGกอาย� 1 ขวบท�%ได�ร�บการว�น�จฉ�ยโรคไข�ปวดข�อย�งลายโดยการย$นย�นด�วย IgM 
ท�%สถาบ�นส�ขภาพเดGกเม$อง kottayam ร�ฐ Kerala ประเทศอ�นเด�ย จ8านวน 56 ราย พบว;าจะม�อาการไข�
ร;วมก�บอาการอย;างน�อย 1 อย;าง ด�งน�7 seizure, loose stools, peripheral cyanosis, skin manifestations 
และ pedal edema นอกจากน�7อาจพบอาการขาบวม อาการซ/ม ร�บประทาน อาหารได�น�อย อาการ
กระวนกระวาย ซ/%งเป2นอาการท�%แตกต;างจากผ1�ใหญ; ส;วนอาการท�%แสดง ทางผ�วหน�งสามารถพบได�ใน
ผ1�ปbวยท�กราย ผ$%นม�กข/7นท�%วต�วเป2นแบบ generalized erythematous rashes ภายใน 2 ว�นแรกท�%เร�%มม�ไข� 
ต;อมาจ/งเปล�%ยนเป2นชน�ด maculopapular rashes ในว�นท�% 2 หล�งว�นเร�%มม�ไข�และหายไปในว�นท�% 6 ผ1�
ปbวยบางรายพบ vesicobullous lesion ซ/%งม�ก ปรากฏในว�นท�% 4 หล�งว�นเร�%มม�ไข�โดยอาจพบผ�วหน�ง
ลอกตามมาในว�นท�% 6 ส8าหร�บบร�เวณ ท�%พบผ$%นด�งกล;าว นอกจากตามล8าต�วแล�วท�%วไปแล�ว ย�งสามารถ
พบได�ท�%ฝbาม$อฝbาเท�าอ�กด�วย (Valamparampil, et al., 2009)
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ตารางท�  1 ร�อยละของอาการและอาการแสดงต;างๆท�%พบในผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย 
(กรมควบคKมโรค, 2009) 
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3. ไวร�สช�ค�นก�นยา

ไวร�สช�ค�นก�นยา หร$อ Buggy Creek Virus จ�ดอย1;ในวงศ� (Family) Togaviridae และสก�ล 
(Genus) Alphavirus โครงสร�างอน�ภาคเป2นร1ปทรงกลม ม�เปล$อกห��มซ/%งประกอบด�วยเย$%อไขม�น และ
โปรต�น โครงสร�างจ�โนมเป2น RNA สายเด�%ยวขนาด 11.8 kb ถอดรห�สได�เป2นโปรต�น 2 กล�;ม ค$อ 
กล�;มโปรต�นโครงสร�าง (structural protein) ประกอบด�วย Capsid (C) และ Envelope (E) ส;วนอ�ก
กล�;มค$อโปรต�นท�%ไม;ได�เป2นโครงสร�าง (non-structural protein : NS) ม� 4 ชน�ด ได�แก; NS1, NS2, 
NS3 และ NS4 (Chevillon, et al., 2008, Strauss and Strauss, 1994)

โปรต�นโครงสร�างถ1กสร�างจาก structural precursor protein ซ/%งประกอบด�วย ส;วนของ
โปรต�นท�%ท8าหน�าท�%เป2น  capsid, pE2 precursor, 6K และ E1 โดย pE2 precursor จะม�การปร�บแต;ง
โปรต�นได�เป2นโปรต�น E2 และ E3 ส;วน non structural protein ถ1กสร�างจาก p1234 precursor 
ประกอบด�วย NS1 เป2นโปรต�นในกระบวนการ การส�งเคราะห� RNA และกระบวนการ RNA 
capping และ โปรต�น NS2 เป2นเอนไซม� RNA helicase และ proteinase,  โปรต�น NS3 เป2นโปรต�น
ของเอนไซม� replicase unit และส�ดท�ายโปรต�น NS4 เป2นเอนไซม� RNA polymerase (Chevillon, et  
al., 2008)

4. การต�ดต/อและการแพร/กระจายของเช�\อ

โรคไข�ปวดข�อย�งลายต�ดต;อจากคนส1;คนได�โดยม�ย�งลาย Aedes aegypti เป2นพาหะน8าโรคท�%
ส8าค�ญเม$%อย�งลายต�วเม�ยก�ดและด1ดเล$อดผ1�ปbวยท�%อย1;ในระยะไข�ส1ง ซ/%งเป2นระยะท�%ม�ไวร�สอย1;ในกระแส
เล$อดเช$7อไวร�สจะเข�าส1;กระเพาะย�งและเพ�%มจ8านวนมากข/7นแล�วเด�นทางเข�าส1;ต;อมน78าลาย เม$%อย�งท�%ม�
เช$7อไวร�สช�ค�นก�นยาไปก�ดคนอ$%นกGจะปล;อยเช$7อไปย�งคนท�%ถ1กก�ด ท8าให�คนได�ร�บเช$7อและเก�ดอาการ
ของโรคได� โดยไวร�สด�งกล;าว จะม�ระยะฟ3กต�วประมาณ 1-12 ว�นแต;ท�%พบบ;อย ค$อ ประมาณ 2-3 ว�น 
ระยะต�ดต;อ ค$อ ระยะไข�ส1งประมาณว�นท�% 2 – 4 ซ/%งเป2นระยะท�%ม�ไวร�สอย1;ในกระแสเล$อดมาก (กรม
ควบค�มโรค, 2009)

4.1 วงจรช�ว�ตของไวร�สช�ค�นก�นยา

      วงจรช�ว�ตของไวร�สช�ค�นก�นยาเร�%มจากโปรต�น E2 จ�บท�%เซลล�เจ�าบ�าน จากน�7นจะเก�ดการ
หลอมรวมก�นของอน�ภาคไวร�สก�บเย$%อห��มเซลล�ของเจ�าบ�าน ไวร�สช�ค�นก�นยาจะปลดปล;อยน�วคล�โอ
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แคปซ�ดเข�าส1;ไซโตพลาสซ/ม และเร�%มการส�งเคราะห� RNA สายใหม; พร�อมก�บการส�งเคราะห�โปรต�น
โดย ssRNA สายบวกจะท8าหน�าท�%เป2น mRNA ส8าหร�บการส�งเคราะห�โปรต�นท�%ไม;ใช;โครงสร�างของ
ไวร�ส (non structural protein) และ ส;วน ssRNA สายลบจะท8าหน�าท�%เป2นแม;แบบในการสร�าง 
ssRNA สายบวกส8าหร�บไวร�สต�วใหม;พร�อมก�บเป2นแม;แบบในการสร�าง mRNA ส8าหร�บส�งเคราะห�
โปรต�นโครงสร�างของไวร�ส ได�แก; โปรต�นแคปซ�ด โปรต�นE3 โปรต�นE2 โปรต�น6K และโปรต�น 
E1 ซ/%งจะประกอบเป2นอน�ภาคไวร�สและหล�ดออกจากเซลล�เจ�าบ�านทางเย$%อห��มเซลล� (Yadav J.S., 
2006, Yadav, et. al., 2007)

4.2 การต�ดเช$7อช�ค�นก�นยาร;วมก�บเช$7อชน�ดอ$%นๆ

      โดยปกต�การต�ดเช$7อช�ค�นก�นยาร;วมก�บเช$7อชน�ดอ$%นๆ น�7นพบได�ไม;บ;อย กรณ�ผ1�ปbวยชาย 
ชาวฝร�%งเศสรายหน/%งท�%ม�ประว�ต�เด�นทางไปประเทศอ�นเด�ยแล�วต�ดเช$7อช�ค�นก�นยาร;วมก�บเช$7ออะม�บ�ค 
(Entamaeba histolytica)โดยผ1�ปbวยแสดงอาการของช�ค�นก�นยาร;วมก�บการถ;ายอ�จจาระเป2นเล$อด หล�ง
จากได�ร�บการร�กษาครบท�7ง 2 โรคด�งกล;าวสามารถหายปbวยเป2นปกต�โดยไม;ม�ภาวะแทรกซ�อนใดๆ 
และผ1�ปbวยชาวเยอรม�นรายหน/%งท�%มาท;องเท�%ยวในประเทศอ�นเด�ยเช;นก�น ภายหล�งได�ปbวยด�วยโรคไข�
ปวดข�อย�งลายร;วมก�บไข�เล$อดออก ซ/%งรายน�7พบอาการท�%ผสมและเข�าได�ก�บท�7งสองโรค หากอาศ�ย
เพ�ยงอาการทางคล�น�กอาจแยกจากก�นล8าบาก กรณ�น�7จ8าเป2นต�องอาศ�ยผลตรวจทางห�องปฏ�บ�ต�การ
ช;วยย$นย�นการว�น�จฉ�ย (Ezzedine, et al., 2008 และ Schilling, et al., 2009)

4.3 การต�ดเช$7อช�ค�นก�นยาในหญ�งต�7งครรภ�/ทารก แรกคลอด และป3ญหาการต�ดเช$7อผ;าน
       ทางน78านม มารดา

       ในกล�;มหญ�งต�7งครรภ�ท�%มาคลอดบ�ตรในโรงพยาบาลแห;งหน/%ง บนเกาะ Reunion ต�7งแต;
เด$อนม�นาคม 2005 ถ/ง เด$อนธ�นวาคม 2006 จ8านวน 7,504 ราย พบมารดาท�%ต�ดเช$7อช�ค�นก�นยาระหว;าง
การคลอดบ�ตรสามารถถ;ายทอดเช$7อไปส1;ทารก (Vertical transmission) ได�ส1งถ/งร�อยละ 48.7 (19/39) 
โดยทารกท�%ต�ดเช$7อจะเร�%มปbวยโดยเฉล�%ยในว�นท�% 4 ภายหล�งการคลอด (พบในช;วงต�7งแต;ว�นท�% 3-7 ภาย
หล�งคลอด) อาการแสดงท�%พบบ;อยในผ1�ปbวยทารกค�ดเป2นร�อยละ 100 ได�แก; ไข� ด$%มนมไม;ค;อยได� 
และอาการเจGบปวด ส;วนอาการทางข�อและผ�วหน�งพบเพ�ยงร�อยละ 78.9% (15/19) ส8าหร�บอาการ
ร�นแรงพบร�อยละ 52.6 (10/19) ซ/%งส;วนใหญ; ค$อ encephalopathy (9/10) โดยการผ;าต�ดคลอดแบบไม;
เตร�ยมการณ� (Non elective caesarian section) จากการศ/กษาคร�7งน�7ไม;พบว;าสามารถป�องก�นการ
ถ;ายทอดเช$7อจากมารดาส1;ทารกได�แต;อย;างใด และจากการส;งตรวจย$นย�นเช$7อทางห�องปฏ�บ�ต�การ (
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ด�วยว�ธ� PCR) ในต�วอย;างน78านมมารดาท�%ตรวจพบเช$7อช�ค�นก�นยาในกระแสเล$อดขณะน�7นจ8านวน 22 
ราย จากท�7งหมด 30 ราย ผลท�7งหมด พบว;าเป2นลบ ด�งน�7นในขณะน�7จ/งย�งไม;ม�หล�กฐาน เพ�ยงพอใน
กรณ�การถ;ายทอดเช$7อผ;านทางน78านม (Gerardin, et al., 2008)

5. การว�น�จฉ�ยโรคและการร�กษา

ว�ธ�การแยกเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยาท8าได�โดยการเพาะเล�7ยงไวร�สในเซลล�ย�ง (C6/36), เซลล�ส�ตว�
เล�7ยงล1กด�วยนม (Monkey Kidney Monolayer) หร$ออาจท8าการเพาะเล�7ยงไวร�ส ในหน1ทดลอง 
ป3จจ�บ�นน�ยมใช�ว�ธ� RT-PCR และ Serology โดยการตรวจหาแอนต�บอด�ชน�ด IgM หร$อ IgG ในการ
ตรวจว�น�จฉ�ยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย ส;วนการตรวจว�น�จฉ�ยแบบด�7งเด�ม เช;น haemagglutination 
inhibition, complement binding immunofluorescence และ ELISA กGย�งสามารถใช�ตรวจว�น�จฉ�ยได�
เช;นก�น (Clark and Casals, 1958, Pavri, 1964, Gadkari and Sheikh, 1984, Bodemann and Genton, 
1977)

ป3จจ�บ�นย�งไม;ม�การร�กษาโรคไข�ปวดข�อย�งลายท�%จ8าเพาะเจาะจง (specific treatment) การ
ร�กษาเป2นการร�กษา แบบประค�บประคองตามอาการ (supportive treatment) เช;น ให�ยาลดอาการไข�
ปวดข�อ และการพ�กผ;อน ในปRจจKบ1นchloroquin phosphate เปVนกลKWมยาทZ[ใช5ร1กษาผ85ปว̂ยไข5ปวดข5อยKง
ลายทZ[มZประส@ทธ@ภาพมากทZ[สKด (Brington, 1984)

นอกจากน�7ย�งไม;ม�ว�คซ�นหร$อยาต�านไวร�สช�ค�นก�นยา แม�ว;าในประเทศสหร�ฐอเมร�กาจะม�
การว�จ�ยและพ�ฒนาว�คซ�นไข�ปวดข�อย�งลายชน�ดเช$7อตาย (inactivated Chikungunya vaccine) และ
ชน�ดเช$7อเป2นอ;อนฤทธ��  (live attenuated  Chikungunya vaccine) โดยใช�สายพ�นธ��ท�%ระบาดใน
ประเทศไทย เม$%อป� ค.ศ. 1962 เพ$%อป�องก�นโรคไข�ปวดข�อย�งลาย ขณะน�7ย�งอย1;ในช;วงทดสอบความ
ปลอดภ�ยของว�คซ�นในอาสาสม�คร นอกจากน�7ย�งม�การพ�ฒนาว�คซ�นไข�ปวดข�อย�งลายชน�ด DNA 
vaccine อZกด5วย (Eckel et al., 1970, Edelman, et al., 2000, Hariison, et al., 1971, Levitt, et al., 
1986, Muthumani, et al., 2008, Tiwari, et al., 2009)

6. การป_องก�นและควบค�มการระบาดของเช�\อไวร�สช�ค�นก�นยา

การป�องก�นและควบค�มโรคไข�ปวดข�อย�งลาย เป2นก�จกรรมท�%ส8าค�ญเร;งด;วน ซ/%งต�องด8าเน�น 
การก;อนโรคเก�ด โดยม�พ$7นท�%เป�าหมายของการป�องก�นโรคล;วงหน�า ค$อ หม1;บ�านและช�มชน ท�%อย1;รอบ
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พ$7นท�%ระบาด การป�องก�นโรคล;วงหน�าอย;างม�ประส�ทธ�ภาพ จ/งควรปฏ�บ�ต�ด�วยการ ให�ความร1�ด�าน 
ส�ขศ/กษาแก;ประชาชน  โดยประชาชนทราบถ/งสาเหต�และป3จจ�ย ท�%ท8าให�ปbวย เป2นโรคไข�ปวดข�อย�ง
ลาย และการป�องก�นโรคโดยการจ�ดการบ�านเร$อน และสภาพแวดล�อมไม;ให� ม�แหล;งเพาะพ�นธ��ย�ง
และเป2นท�%อย1;อาศ�ยของย�งลาย รวมถ/งว�ธ�การปฏ�บ�ต�เม$%อสงส�ยว;า บ�คคล ในบ�านปbวยเป2นโรคไข�ปวด
ข�อย�งลาย นอกจากน�7การก8าจ�ดแหล;งเพาะพ�นธ��ย�งลาย  เป2นการก8าจ�ดต�นเหต� ของการเก�ดโรคไข�ปวด
ข�อย�งลาย อย;างแท�จร�งโดยอาจใช�ว�ธ�ทางกายภาพ โดยการป�ดฝาภาชนะ ก�กเกGบน78าโดยในช�7นแรก
ต�องใช�ผ�าม��ง ผ�ายาง หร$อพลาสต�กม�ดไว�ให�แน;นเพ$%อป�องก�นไม;ให�ย�งลาย ลอดเข�าไปวางไข; หร$อว�ธ�
ทางช�วภาพ โดยการปล;อยปลาก�นล1กน78าลงในภาชนะ 2-4 ต�ว ว�ธ�น�7เป2นว�ธ�ท�%ง;ายประหย�ดและ
ปลอดภ�ยเหมาะสมส8าหร�บภาชนะเกGบน78าใช�ท�%ไม;สามารถป�ดฝาได� หร$อว�ธ�ทางเคม�โดยการใส;สาร
เคม�ฆ;าล1กน78าย�งลาย ซ/%งองค�การอนาม�ยโลกแนะน8าให�ใช�และร�บรอง ความปลอดภ�ยควรใช�เฉพาะก�บ
ภาชนะเกGบน78าท�%ไม;สามารถป�ดฝา หร$อใส;ปลาก�นล1กน78าได� เพ$%อเป2นการประหย�ดการก8าจ�ดย�งต�วเตGม
ว�ย การพ;นเคม�ก8าจ�ดย�งต�วเตGมว�ยเป2นว�ธ�ควบค�มย�งลาย ท�%ม�ประส�ทธ�ภาพส1ง แต;ให�ผลระยะส�7นเหมาะ
ส8าหร�บช;วงท�%เก�ดการระบาดของโรค การป�องก�น โรคไข�ปวดข�อย�งลายโดยการควบค�มย�งพาหะจะ
ให�ได�ผลด�น�7นจะต�องผสมผสาน ท�7งการควบค�มแหล;ง เพาะพ�นธ��ย�งและการก8าจ�ดย�งเตGมว�ยให�
ครอบคล�มพ$7นท�%ส1งส�ด ในช�มชนหน/%งๆควรด8าเน�นการ ท�กคร�วเร$อน และจะต�องปฏ�บ�ต�อย;างต;อเน$%อง
และสม%8าเสมอ (กรมควบค�มโรค, 2009)

การว�จ�ยและพ�ฒนาช�ดตรวจโรคไข�ปวดข�อย�งลาย ถ$อเป2นอ�กแนวทางหน/%งท�%สามารถป�องก�น 
การระบาดของโรคไข�ปวดข�อย�งลายได� การเล$อกใช�ร�คอมบ�แนนท�โปรต�นเป2นว�ตถ�ด�บ ถ$อเป2นทาง
เล$อกหน/%งท�%ได�ร�บความสนใจ เพราะสามารถศ/กษาและพ�ฒนาได�อย;างรวดเรGว นอกจากน�7 การใช�ร�
คอมบ�แนนท�โปรต�นเม$%อใช�ย�งม�ความปลอดภ�ยมากกว;าการใช�อน�ภาคไวร�สโดยตรง ม�งานว�จ�ย
จ8านวนมากท�%ศ/กษาการใช�ร�คอมบ�แนนท�โปรต�น เป2นว�ตถ�ด�บในการพ�ฒนาช�ดตรวจโรคไข�ปวดข�อ
ย�งลาย เช;น การใช�ร�คอมบ�แนนท�โปรต�น E1 และ E2 ท�%ผล�ตจาก Baculovirus expression system 
พ�ฒนาช�ดตรวจโรคไข�ปวดข�อย�งลาย ชน�ด ELISA (Cho et al., 2008) และ การใช� ร�คอมบ�แนนท�
โปรต�น capsid ท�%ผล�ตจาก Baculovirus expression system พ�ฒนาช�ดตรวจโรคไข�ปวดข�อย�งลาย 
ชน�ด Immunochromatography (IC)  (Cho et al., 2008)
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อ�ปกรณ	และว�ธ�การ

1. การเพ� มจYานวน E2 gene ด
วยเทคน�ค one step RT-PCR

ท8าการสก�ดแยกไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ�� Ross จากสมองหน1 โดยช�%งสมองหน1 ท�%ถ1กท8าให�
ต�ดเช$7อด�วยไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ�� Ross ประมาณ 4 กร�ม น8ามาบด ใน normal saline (0.05% 
NaCl) 4 ม�ลล�ล�ตร จนเป2นเน$7อเด�ยวก�น แล�วน8าไปป3�นเหว�%ยงท�%ความเรGว 10,000 รอบต;อนาท� เป2น
เวลา 30  นาท� เกGบส;วนใสท�%ได�จากการป3�นเหว�%ยงและแบ;งส;วนใสมา 1 ม�ลล�ล�ตร เพ$%อน8ามาสก�ด 
RNA ด�วยช�ดสก�ด QIAamp®Viral RNA mini kit (Qiagen, Germany) โดย RNA ท�%สก�ดได� ถ1กน8า
มาเป2น RNA ต�นแบบ (RNA template) ในการเพ�%มจ8านวนของย�น E2 ด�วยช�ด one step RT-PCR 
kit (Qiagen, Germany) โดยใช� specific primer ท�%ออกแบบให�ม�ความจ8าเพาะก�บส;วนของย�น E2 
ได�แก; CHKE2F (AAGAATTCAGCACCAAGGACAACTTCA AT) ท�%ประกอบด�วย ต8าแหน;ง
ต�ดจ8าเพาะของเอGนไซม� EcoRI ค1;ก�บ CHKE2R (TTGCGGCCGCTTTAG CTGTTCT 
GATGCAGCA) ท�%ประกอบด�วยต8าแหน;งต�ดจ8าเพาะของเอGนไซม� NotI ท�%อ�ณหภ1ม� 50°C นาน 30 
นาท�, 95°C นาน 15 นาท� จ8านวน 1 รอบ และ denature ท�% 95°C นาน 1 นาท�, annealing ท�% 55°C 
นาน 45 ว�นาท�, extension ท�% 72°C นาน 1 นาท� จ8านวน 25 รอบ และ final extension ท�% 72°C นาน 
10 นาท� จ8านวน 1 รอบ จากน�7นน8า PCR product มาตรวจสอบด�วย 1% agarose gel electrophoresis 
ท�%ความต;างศ�กย�ไฟฟ�า 100 volt นาน 30 นาท� อ;านผลภายใต�เคร$%อง gel documentation หร$อเคร$%อง 
UV transilluminator และเกGบ PCR product ท�%อ�ณหภ1ม� 4°C ส8าหร�บใช�ในการโคลนต;อไป

2. การโคลนย�น E2 ของเช�\อไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�	 Ross สYาหร�บผล�ตร�คอมบ�แนนท	โปรต�น E2 
(rE2-protein)

 
น8า PCR product ของเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� Ross โคลนลงใน pGEM-T Easy 

vector (Promega, USA) โดยท8า ligation ท�%อ�ณหภ1ม� 15°C นานข�ามค$น ให�ได�เป2น pGEMT-CHK-E2 
ซ/%งจะถ1กถ;ายเข�าส1;เช$7อ E. coli  สายพ�นธ�� JM109 ด�วยว�ธ� transformation หล�งจากน�7นจ/งตรวจ ค�ด
เล$อกโคลนด�วยว�ธ�การ Blue-white colony screening (Sambrook et al., 1989) และค�ณสมบ�ต�ต�านยา
ปฏ�ช�วนะ ampicillin โดยการเพาะเล�7ยงในอาหาร Luria-Bertani (LB) agar ท�%ม�การเต�ม X-gal, 
isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) และ ampicillin ท8าการค�ดเล$อกโคโลน�ส�ขาว น8ามา
เพาะเล�7ยงในอาหาร LB broth ทZ[เต@ม ampicillin และสก1ดพลาสดม@ด ด�วย QIAprep spin miniprep 
(Qiagen, Germany) เพi[อนjามาตรวจสอบด�วยว�ธ� PCR โดยใช� primer ท�%จ8าเพาะก�บย�น E2 โดย 
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denature ท�% 95°C นาน 1 นาท�, annealing ท�% 55°C นาน 45 ว�นาท�, extension ท�% 72°C นาน 1 นาท� 
จ8านวน 25 รอบ และ final extension ท�% 72°C นาน 10 นาท� จ8านวน 1 รอบ จากน�7นน8า PCR product 
มาตรวจสอบด�วย 1% agarose gel electrophoresis ท�%ความต;างศ�กย�ไฟฟ�า 100 volt นาน 30 นาท� อ;าน
ผลภายใต�เคร$%อง gel documentation หร$อเคร$%อง UV transilluminator  จากน�7นค�ดเล$อกโคโลน�ท�%ม�ย�น 
E2 มาเล�7ยงในอาหารเหลว LB broth ท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะ ampicillin ความเข�มข�น 100 μg/ml เพ$%อเพ�%ม 
ปร�มาณพลาสม�ดและสก�ดพลาสม�ดด�วย QIAprep spin miniprep (Qiagen, Germany) ส8าหร�บส;ง
ว�เคราะห�หาล8าด�บเบสโดยการท8า automate sequencing ด�วยเคร$%อง ABI Prism 3730XL DNA 
sequencer (Biobasic Inc., Singapore) และน8าล8าด�บเบสท�%ได�มาเปร�ยบเท�ยบก�บล8าด�บเบสของ 
ไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� Ross ท�%ม�รายงานไว�ใน GenBank หล�งจากน�7นต�ดพลาสม�ด pGEMT-
CHK-E2 ด�วยเอGนไซม�ต�ดจ8าเพาะท�%ออกแบบไว�ท�%ปลาย 5' และ 3' ของย�นค$อ EcoRI และ NotI 
ส8าหร�บโคลนเข�าส1; pET21a expression vector ท�%ถ1กต�ดด�วยเอGนไซม�ต�ดจ8าเพาะ EcoRI และ NotI เพ$%อ
สร�างเป2น pET21a-CHK-E2 แล�ว transform เข�าส1; E .coli สายพ�นธ�� Top10F’ ท8าการตรวจสอบ 
โคลนจากค�ณสมบ�ต�ต�านยาปฏ�ช�วนะ ampicillin และตรวจสอบย$นย�นผลด�วยการท8า PCR 
โดย denature ท�% 95°C นาน 1 นาท�, annealing ท�% 55°C นาน 45 ว�นาท�, extension ท�% 72°C นาน 1 
นาท� จ8านวน 25 รอบ และ final extension ท�% 72°C นาน 10 นาท� จ8านวน 1 รอบ จากน�7นน8า PCR 
product มาตรวจสอบด�วย 1% agarose gel electrophoresis ท�%ความต;างศ�กย�ไฟฟ�า 100 volt นาน 30 
นาท� อ;านผลภายใต�เคร$%อง gel documentation หร$อเคร$%อง UV transilluminator โดยใช� CHKE2F 
เป2น forward primer และ CHKE2R เป2น reverse primer และน8าพลาสม�ดด�งกล;าวมาต�ดด�วยเอนไซม� 
ต�ดจ8าเพาะ XhoI ตรวจสอบ PCR product และ DNA fragment ด�วย 1% agarose gel electrophoresis 
ท�%ความต;างศ�กย�ไฟฟ�า 100 volt นาน 30 นาท�อ;านผลภายใต�เคร$%อง gel documentation หร$อเคร$%อง 
UV transilluminator จากน�7นท8าการ transform พลาสม�ดด�งกล;าวเข�าส1; E .coli สายพ�นธ�� BL21(DE3) 
pLysS ค�ดเล$อก transformant clone ด�วยว�ธ�การเด�ยวก�น 

3. การผล�ต rE2-protein 

เล�7ยงเช$7อ E coli สายพ�นธ�� BL21(DE3) pLysS ท�%ม�พลาสม�ด plasmid pET21-CHK-E2 ใน
อาหาร LB broth ท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะ ampicillin (100 µg/ml) ในเคร$%องเขย;าแบบควบค�มอ�ณหภ1ม�ท�% 
ความเรGว 300 รอบต;อนาท� ท�%อ�ณหภ1ม� 37°C นานข�ามค$นและ subculture ลงในอาหารชน�ดเด�ยวก�น
ในส�ดส;วน 1:30 แล�วจ/งน8าไปเล�7ยงต;อท�%อ�ณหภ1ม� 37°C จนกระท�%งได�ค;าการด1ดกล$นแสงท�%
ความยาวคล$%น 600 นาโนเมตร (OD 600 nm) ประมาณ 0.6 หล�งจากน�7นจ/งเหน�%ยวน8าให�เก�ดการ
ส�งเคราะห�โปรต�นด�วย IPTG ความเข�มข�น 1.0 mM และน8าไปเล�7ยงต;อนาน 3 ช�%วโมง ท�%อ�ณหภ1ม� 

13



20°C แล�วน8าไปป3�นเหว�%ยงท�%ความเรGว 5,000 รอบต;อนาท� นาน 20 นาท� ท�%อ�ณหภ1ม� 4°C เพ$%อเกGบ
ตะกอนเซลล�ไปตรวจสอบการส�งเคราะห�โปรต�นด�วย 15% SDS-PAGE โดยใช�กระแสไฟฟ�าคงท�% ท�% 
3 ม�ลล�แอมแปร� นาน 120 นาท�และน8าแผ;นเจลมาย�อมด�วย Coomassie brilliant blue R250

4. การตรวจสอบร.ปแบบของ rE2-protein
 
น8าเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21(DE3) pLysS ท�%ม�พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ซ/%งถ1กเหน�%ยว

น8า ให�สร�างโปรต�นปร�มาตร 1 ml/tube มาป3�นเหว�%ยงท�%ความเรGว 5,000 รอบต;อนาท� นาน 1 นาท� ท�%
อ�ณหภ1ม� 4°C แยกเอาส;วนตะกอนมาตรวจสอบว;าโปรต�นท�%ส�งเคราะห�น�7นอย1;ในร1ปแบบใด โดยน8า
ตะกอนเซลล�มาละลายในสารละลาย 1x LEW buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 8.0) 
ปร�มาตร 200 µl จากน�7นน8าไปท8าให�เซลล�แตกด�วยคล$%นเส�ยงความถ�%ส1ง (sonication) ท�% 8 amplitude 
microns ต�7งเวลาการท8างาน 15 ว�นาท� และหย�ดการท8างาน 20 ว�นาท� จนกระท�%งสารละลายม�ล�กษณะ
ใส แล�วป3�นตกตะกอนท�%ความเรGว 5,000 รอบต;อนาท� นาน 5 นาท� แยกส;วนใสด�านบนและตะกอน 
โดยส;วนใสด�านบนเป2นต�วแทนของ soluble protein และตะกอนเป2นต�วแทน insoluble protein 
(inclusion body) หล�งจากน�7นน8าท�7งสองส;วนมาตรวจสอบด�วย 15% SDS-PAGE, ย�อมด�วย 
Coomassie brilliant  blue R250 และท8า Western blot analysis (ด1ข�อ 7)

5. การหาสภาวะท� เหมาะสมในการเหน� ยวนYาการสร
าง rE2-protein

5.1 การหาอ�ณหภ1ม�ท�%เหมาะสมในการเหน�%ยวน8าการส�งเคราะห�โปรต�น rE2-protein
 
      น8าเช$7อ E .coli สายพ�นธ�� BL21(DE3) pLysS ท�%ม�พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 มาเพาะ 

เล�7ยงในอาหาร LB broth ท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะ ampicillin (100 µg/ml) ในเคร$%องเขย;าแบบควบค�มอ�ณหภ1ม� 
ท�%ความเรGว 300 รอบต;อนาท� ท�%อ�ณหภ1ม� 37°C นานข�ามค$นและ subculture ลงในอาหารชน�ดเด�ยวก�น 
ในส�ดส;วน 1:30 แล�วจ/งน8าไปเล�7ยงต;อท�%อ�ณหภ1ม� 37°C จนกระท�%งได�ค;าการด1ดกล$นแสงท�%
ความยาวคล$%น 600 นาโนเมตร (OD 600 nm) ประมาณ 0.6 หล�งจากน�7นจ/งเหน�%ยวน8าให�เก�ดการ
ส�งเคราะห�โปรต�นด�วย IPTG ความเข�มข�น 1.0 mM และน8าไปเล�7ยงต;อนาน 3 ช�%วโมง ท�%อ�ณหภ1ม� 
37°C, 28°C และ 20°C ตามล8าด�บ แล�วน8าไปป3�นเหว�%ยงท�%ความเรGว 5,000 รอบต;อนาท� นาน 20 นาท� 
ท�%อ�ณหภ1ม� 4°C เพ$%อเกGบตะกอนเซลล�ไปตรวจสอบการส�งเคราะห�โปรต�นด�วย 15% SDS-PAGE โดย
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ใช�กระแสไฟฟ�าคงท�% ท�% 3  ม�ลล�แอมแปร� นาน 120 นาท�และย�อมด�วย Coomassie brilliant  blue 
R250 และท8า Western blot analysis (ด1ข�อ 7)

5.2 การหาความเข�มข�นท�%เหมาะสมของ IPTG ในการเหน�%ยวน8าการส�งเคราะห�โปรต�น  rE2-
protein

      น8าเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21(DE3) pLysS ท�%ม�พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 มาเพาะ
เล�7ยง ในอาหาร LB broth ท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะ ampicillin (100 µg/ml) ในเคร$%องเขย;าแบบควบค�ม
อ�ณหภ1ม� ท�%ความเรGว 300 รอบต;อนาท� ท�%อ�ณหภ1ม� 37°C นานข�ามค$นและ subculture ลงในอาหาร
ชน�ดเด�ยวก�น ในส�ดส;วน 1:30 แล�วจ/งน8าไปเล�7ยงต;อท�%อ�ณหภ1ม� 37°C จนกระท�%งได�ค;าการด1ดกล$น
แสงท�%ความยาวคล$%น 600 นาโนเมตร (OD 600 nm) ประมาณ 0.6 หล�งจากน�7นจ/งเหน�%ยวน8าให�เก�ด
การส�งเคราะห�โปรต�นด�วย IPTG ความเข�มข�น 0.25, 0.5, 0.75 และ 1.0 mM และน8าไปเล�7ยงต;อนาน 
3 ช�%วโมง ท�%อ�ณหภ1ม� 20°C แล�วน8าไปป3�นเหว�%ยงท�%ความเรGว 5,000 รอบต;อนาท� นาน 20 นาท� ท�%
อ�ณหภ1ม� 4°C เพ$%อเกGบตะกอนเซลล�ไปตรวจสอบการส�งเคราะห�โปรต�นด�วย 15% SDS-PAGE โดย
ใช�กระแสไฟฟ�าโดยใช�กระแสไฟฟ�าคงท�% ท�% 3 ม�ลล�แอมแปร� นาน 120 นาท�และย�อมด�วย Coomassie 
brilliant blue R250 และท8า Western blot analysis (ด1ข�อ 7)

5.3 การหาระยะเวลาท�%เหมาะสมในการเหน�%ยวน8าการส�งเคราะห�โปรต�น rE2-protein

      น8าเช$7อ E.coli สายพ�นธ�� BL21(DE3) pLysS ท�%ม�พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 มาเพาะ 
เล�7ยงในอาหาร LB broth ท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะ ampicillin (100 µg/ml) ในเคร$%องเขย;าแบบควบค�มอ�ณหภ1ม� 
ท�%ความเรGว 300 รอบต;อนาท� ท�%อ�ณหภ1ม� 37°C นานข�ามค$นและ subculture ลงในอาหารชน�ดเด�ยวก�น 
ในส�ดส;วน 1:30 แล�วจ/งน8าไปเล�7ยงต;อท�%อ�ณหภ1ม� 37°C จนกระท�%งได�ค;าการด1ดกล$นแสงท�%
ความยาวคล$%น 600 นาโนเมตร (OD 600 nm) ประมาณ 0.6 หล�งจากน�7นจ/งเหน�%ยวน8าให�เก�ดการ
ส�งเคราะห�โปรต�นด�วย IPTG ความเข�มข�น 1.0 mM และน8าไปเล�7ยงต;อนาน 4 ช�%วโมง ท�%อ�ณหภ1ม� 
20°C โดยท8าการเกGบต�วอย;างในท�%ช�%วโมงท�% 0, 1, 2, 3 และ 4 แล�วน8าไปป3�นเหว�%ยง ท�%ความเรGว 5,000 
รอบต;อนาท� นาน 20 นาท� ท�%อ�ณหภ1ม� 4°C เพ$%อเกGบตะกอนเซลล�ไปตรวจสอบการส�งเคราะห�โปรต�น
ด�วย 15% SDS-PAGE โดยใช�กระแสไฟฟ�าคงท�% ท�% 3 ม�ลล�แอมแปร� นาน 120 นาท� และย�อมด�วย 
Coomassie brilliant blue R250 และท8า Western blot analysis (ด1ข�อ 7)
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6. การสก�ดแยก rE2-protein

น8าเช$7อ E.coli สายพ�นธ�� BL21(DE3) pLysS ท�%ม�พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 มาเพาะ เล�7ยง
ในอาหาร LB medium ปร�มาตร 30 ม�ลล�ล�ตร ท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะ ampicillin (100 µg/ml) ในเคร$%องเขย;า
แบบควบค�มอ�ณหภ1ม� ท�%ความเรGว 300 รอบต;อนาท� ท�%อ�ณหภ1ม� 37°C เป2นเวลาข�ามค$น เพ$%อเตร�ยมเป2น 
inoculums จากน�7นถ;ายเช$7อ inoculums ส1;อาหาร LB medium ปร�มาตร 1 ล�ตร ท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะ 
ampicillin (100 µg/ml) ในเคร$%องเขย;าแบบควบค�มอ�ณหภ1ม� ท�%ความเรGว 300 รอบต;อนาท� ท�%อ�ณหภ1ม� 
37°C จนกระท�%งได�ค;าการด1ดกล$นแสงท�%ความยาวคล$%น 600 นาโนเมตร (OD 600 nm) ประมาณ 
0.6 หล�งจากน�7นจ/งเหน�%ยวน8าให�เก�ดการส�งเคราะห�โปรต�นด�วย IPTG ความเข�มข�น 0.5 mM และน8า
ไปเล�7ยงต;อนาน 3 ช�%วโมงท�%อ�ณหภ1ม� 20°C จากน�7นน8าไปป3�นเหว�%ยงท�%ความเรGว 5,000 รอบต;อนาท� 
นาน 30 นาท� เกGบตะกอนเซลล�มาละลายใน 1x IB wash buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM 
EDTA, 1% Triton X-100) ปร�มาตร 40 ม�ลล�ล�ตร เต�ม lysozyme (100 µg/ml) น8าไปบ;มท�% 30°C และ
เขย;าเบาๆ เป2นเวลา 30 นาท� จากน�7นน8ามาท8าให�เซลล�แตกด�วยคล$%นความถ�%ส1ง (sonicate) ท�% 8 
amplitude microns โดยต�7งเวลาการท8างาน 15 ว�นาท� และหย�ดการท8างาน 20 ว�นาท� จนกระท�%ง
สารละลายม�ล�กษณะใส จากน�7นน8าไปป3�นเหว�%ยงท�%ความเรGว 10,000 รอบต;อนาท� นาน 30 นาท� ท�% 4°C 
เกGบส;วนตะกอน (inclusion bodies) มาเต�ม 1x IB wash buffer (20mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM 
EDTA, 1% Triton X-100) 40 ม�ลล�ล�ตร น8าไปป3�นเหว�%ยงท�%ความเรGว 10,000 รอบต;อนาท� นาน 30 
นาท� ท�% 4°C น8าตะกอนมาละลายด�วย 1x IB solubilization buffer (500 mM CAPS pH 11.0, 0.5% 
N-laurylsarcosine, 1 mM DTT) บ;มท�%อ�ณหภ1ม�ห�อง 20 นาท� น8าไปป3�นเหว�%ยงท�%ความเรGว 10,000 รอบ
ต;อนาท� นาน 30 นาท� ท�%อ�ณหภ1ม� 4°C เกGบส;วนใส (rE2-protein) ไปท8า dialysis และ protein 
refolding (ภาคผนวก ข)

7. การทYา Western blot analysis
 
น8า rE2 protein ท�%สก�ดได�มาแยกขนาดด�วย 15% SDS-PAGE โดยใช�ความต;างศ�กย�ไฟฟ�า 

90 volt นาน 120 นาท� แล�วย�ายโปรต�นจากเจลลงใน nitrocellulose membrane (Whatman, 
Germany) ด�วยเคร$%อง electro blotting โดยม�ว�ธ�การด�งน�7 แช; nitrocellulose membrane และกระดาษ
กรอง (3M) ลงใน transfer buffer ท�%เยGน จากน�7นประกอบช�ดส8าหร�บการ transfer โดยเร�ยงตามล8าด�บ
ด�งน�7 กระดาษกรองเจล nitrocellulose membrane และกระดาษกรอง แล�วจ/ง transfer ด�วยกระไฟฟ�า 
14 volt นานข�ามค$น จากน�7นน8า membrane ไปตรวจสอบด�วยการท8า blotting ด�งน�7 ซ�บ membrane 
ให�แห�งพอหมาดๆ และบลGอกด�วย blocking buffer (2% BSA ใน 1x PBST (phosphate-buffer saline 
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ท�%ม� 0.05% Tween 20)) นาน 1 ช�%วโมง จากน�7นน8า membrane ออกมาซ�บพอหมาดๆ แล�วบ;มท�%
อ�ณหภ1ม�ห�อง นาน 1 ช�%วโมงใน anti-penta His antibody (Qiagen, germany) ท�%เจ$อจางด�วย blocking 
buffer อ�ตราส;วน 1:1000 หร$อต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย (pooled serum) ท�%ท8าการเจ$อ
จางด�วย blocking buffer 1:50 (1° antibodies ) หล�งจากน�7นล�าง membrane ด�วย 1x PBST 3 คร�7งๆละ 
5 นาท� และซ�บ membrane พอหมาดๆ เสรGจแล�วน8า membrane บ;มท�%อ�ณหภ1ม�ห�อง นาน 1 ช�%วโมงใน 
rabbit anti-mouse peroxidase (DAKO, Denmark) หร$อ goat anti-human peroxidase (DAKO, 
Denmark)  (2° antibodies) ท�%เจ$อจางด�วย blocking buffer อ�ตราส;วน 1:1000 แล�วจ/งล�าง membrane 
ด�วย 1x PBST 3 คร�7งๆละ 5 นาท� และล�างด�วย PBS 1 คร�7งจากน�7นจ/งเต�ม substrate DAB (3, 3' 
Diaminobenzidine tetrahydrochloride dehydrate) ปร�มาตร 5 ม�ลล�ล�ตร และน8าไปบ;มท�%อ�ณหภ1ม�ห�อง 
5-10 นาท�และหย�ดปฏ�ก�ร�ยาโดยการล�างด�วยน78ากล�%น

8. การทYา dot blot

น8า nitrocellulose membrane แช;ในน78ากล�%นพอหมาด แล�วน8าไปบ;มท�%อ�ณหภ1ม� 37°C เป2น
เวลา 20 นาท� จากน�7นหยด rE2-protein ลงบน nitrocellulose membrane โดยให�ม�ความเข�มข�น 2 µg/
µl แล�วบ;มท�%อ�ณหภ1ม�ห�อง นาน 15 นาท� ท8าการบลGอก membrane ด�วย blocking buffer (5% dry skim 
milk ใน 1x PBST) นาน 20 นาท� จากน�7นล�าง membrane 3 คร�7งด�วย 1xPBST (phosphate-buffer 
saline ท�%ม� 0.05% Tween 20) และเต�มต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย (pooled serum) 
ท�%ท8าการเจ$อจางด�วย blocking buffer ท�%อ�ตราส;วน 1:10 และ 1:50 (1° antibodies ) แล�วบ;มท�%อ�ณหภ1ม�
ห�อง นาน 1 ช�%วโมง หล�งจากน�7นล�าง membrane 3 คร�7งด�วย 1xPBST 3 คร�7งๆละ 5 นาท�และซ�บ 
membrane พอหมาดๆ จากน�7นน8า membrane มาบ;มท�% 37°C นาน 30 นาท� ใน goat anti-human 
peroxidase (2° antibodies) (DAKO, Denmark) ท�%เจ$อจางด�วย blocking buffer ท�%อ�ตราส;วน 1:1000 
แล�วล�าง membrane ด�วย 1x PBST 3 คร�7งและ 1x PBS 1 คร�7ง จากน�7นเต�ม substrate DAP (2, 6 
dichloro indophenol) แล�วจ/งน8าไปบ;มท�%อ�ณหภ1ม�ห�อง 5-10 นาท� และหย�ดปฏ�ก�ร�ยาด�วย 5% acetic 
acid ปร�มาตร 5 ml หร$อจนท;วม membrane
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9. การศeกษาเบ�\องต
นสYาหร�บการพ�ฒนาช�ดตรวจโรคไข
ปวดข
อย�งลาย โดยการตรวจหาแอนต�บอด� 
ต/อไวร�สช�ค�นก�นยา ชน�ด Immunochromatography  (IC)

9.1 การเตร�ยม protein A gold colloidal conjugate

      ท8าการผสม protein A 0.6 µg ก�บ 1 ม�ลล�ล�ตรของ colloidal gold ท�%อ�ณหภ1ม�ห�องเป2น
เวลา 12 ช�%วโมง จากน�7นท8าการเต�ม 1% polyethylene glycol (PEG) ท8าการผสมต;ออ�ก 1 ช�%วโมง น8า
ไปป3�นเหว�%ยงท�%ความเรGว 9000 รอบต;อนาท� นาน 30 นาท� ท�%อ�ณหภ1ม� 4°C เกGบส;วนตะกอนมาละลาย
ใน gold diluent (1% BSA ใน 0.05 M Na2HPO4) ท8าการกรองด�วยกระดาษกรอง 0.45 µm จากน�7น
น8าไปฉ�ดพ;นบน conjugate pad (GF33)  

9.2 การเตร�ยม control line (protein A) และ test line (rE2-protein)

      ละลาย protein A 0.5 ม�ลล�กร�ม ด�วย 0.5 M PBS pH 7.2 ท8าการกรองด�วยกระดาษกรอง 
0.45 µm จากน�7นน8าไปฉ�ดพ;นบน membrane (PRIMA 60) เพ$%อเป2น control line และ ละลาย rE2-
protein  1.0 ม�ลล�กร�ม ด�วย 0.5 M PB pH 7.2 ท8าการกรองด�วยกระดาษกรอง 0.45 µm จากน�7นน8าไป
ฉ�ดพ;นบน membrane (PRIMA 60) เพ$%อเป2น test line น8าไปอบท�% 37°C เป2นเวลา 30 นาท� 
    

9.3 การประกอบช�ดตรวจโรคไข�ปวดข�อย�งลาย ชน�ด IC 

      น8าแผ;น membrane จากข�อ 9.2 มาประกอบก�บ conjugate pad  จากข�อ 9.1, sample pad 
และ wick pad  ด�งร1ปท�% จากน�7นน8าไปต�ดให�เป2นแถบ strip ด�วยเคร$%อง Guillotine Cutting Module 
(BioDot, USA) น8า strip ท�%ต�ดแล�ว มาประกอบเข�าก�บกล�กส8าหร�บใส; strip จากน�7นน8าไปทดสอบก�บ
ต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลายและต�วอย;างซ�ร�มคนปกต�
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ภาพท�  1 แสดงส;วนประกอบของช�ดตรวจโรคไข�ปวดข�อย�งลายชน�ด IC 
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10.  การตรวจต�วอย/างซ�ร�มผ.
ป[วยโรคไข
ปวดข
อย�งลายด
วยช�ดตรวจหาแอนต�บอด�ต/อไวร�ส       ช�ค�
นก�นยา ชน�ด IC

ท8าการเจ$อจางต�วอย;างซ�ร�มท�%อ�ตราส;วน 1:20 ด�วย sample buffer โดยใช� sample buffer ใน
การทดสอบเบ$7องต�น 2 ส1ตร ค$อ ส1ตรท�% 1 (10 mM PB, 0.1%NaN3, 0.1% 4 aminoantipyrine, 0.1% 
Tween 20) และส1ตรท�% 2 (10 mM PB, 0.1%NaN3, 0.1% Tween 20)  โดยใช�ต�วอย;างซ�ร�ม 5 
ไมโครล�ตร เจ$อจางใน sample buffer 95 ไมโครล�ตร เต�มลงบนหล�มหยอดต�วอย;าง อ;านผลภายใน 
15 นาท� โดยถ�าข/7น 2 แถบท�7ง test line และ control line แปลผลเป2นบวก หมายความว;า ต�วอย;างซ�ร�ม
ด�งกล;าวมแอนพบแอนต�บอด�ต;อไวร�สช�ค�นก�นยา และถ�าข/7น 1 แถบ ท�% control line แปลผลเป2นลบ 
หมายความว;า ต�วอย;างซ�ร�มด�งกล;าวไม;พบแอนต�บอด�ต;อไวร�สช�ค�นก�นยา 

จากน�7นท8าการปร�บส;วนผสมของ sample buffer ท�7ง 2 ส1ตร โดยการเต�ม 1% NaCl ได�เป2น 
sample buffer ส1ตรท�% 3 และ ส1ตรท�% 4 เม$%อเต�ม 1% BSA ได�เป2น sample buffer ส1ตรท�% 5 และ ส1ตรท�% 6 
และเต�ม 1% sucrose ได�เป2น sample buffer ส1ตรท�% 7 และ ส1ตรท�% 8 ตามล8าด�บ           
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ผลและว�จารณ	

1. การเพ� มจYานวน E2 gene ด
วยเทคน�ค one step RT-PCR

จากการใช�เทคน�ค RT-PCR ในการส�งเคราะห�ย�น E2 ของเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� 
Ross ด�วย primer CHKE2F ค1;ก�บ CHKE2R พบว;าได� PCR product ท�%ม�ขนาด 1,280 bp โดยท�% PCR 
product ได�รวมส;วนของจ�ดต�ดเอGนไซม�ต�ดจ8าเพาะ EcoRI ซ/%งม� 6 bp และ NotI อ�ก 8 bp  ท�%ออกแบบ 
ไว�บน primer โดยย�น E2 ของไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� Ross ท�%ม�รายงานไว�ใน GenBank 
(AF490259.2) ม�ขนาด 1266 bp เม$%อน8ามาแยกขนาดด�วย 1% agarose gel electrophoresis (ภาพท�% 2) 
การส�งเคราะห�ย�น E2 โดยใช� primer ด�งกล;าวข�างต�นม�จ�ดประสงค�เพ$%อให�เก�ดความสะดวกใน การ
โคลน โดยไม;ต�องก�งวลก�บท�ศทางของย�นในข�7นตอนการโคลนลงใน pET21a expression vector 
ท8าให�สามารถต�ดย�นออกมาใช� โดยท�%กรอบการอ;านล8าด�บเบสย�งม�ความถ1กต�อง
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ภาพท�  2 แสดงแถบด�เอGนเอจากการท8า RT-PCR ด�วย 1% agarose gel electrophoresis, Lane M; 1kb 
DNA ladder (bp), lane 1; negative control (distilled water), lane 2; amplified CHK-E2 ท�% 
ม�ขนาด 1,280 bp
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2. การสร
าง recombinant plasmid pET21a-CHK-E2

เม$%อน8า PCR product ของย�น E2 ขนาด 1,280 bp ของเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� Ross
โคลนลงใน pGEM-T Easy vector ด�วยว�ธ� ligation และถ;ายเข�าส1;เช$7อ E. coli สายพ�นธ�� JM109 ด�วย
การท8า transformation พบว;าม�โคโลน�ส�ขาวเจร�ญบนอาหาร LB agar ท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะ ampicillin, 
X-gal และ IPTG การท�%โคโลน�ม�ส�ขาวเป2นผลมาจากการค�ดเล$อกโคลนด�วยว�ธ� blue-white screening 
โดยท�%ย�น E2 แทรกเข�าไปในส;วนของ β-galactosidase (lac Z) gene ซ/%งเป2น cloning site ของ   พลา
สม�ด pGEM-T Easy vector ส;งผลให�เก�ดกระบวนการ insertional inactivation ท8าให�ก�จกรรมของ
ย�น lacZ ส1ญเส�ยไปไม;เก�ดการสร�างเอGนไซม�ออกมาย;อยสาร X-gal ท�% spread ลงบนผ�วอาหารแขGงโค
โลน�จ/งเป2นส�ขาว (Sambrook et al., 1989) นอกจากน�7การท�%เช$7อ E. coli สามารถเจร�ญได�บนอาหาร
แขGงท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะด�งกล;าวข�างต�นน�7น กGเน$%องจากเช$7อเหล;าน�7 ได�ร�บพลาสม�ดท�%ม� ampicillin resistant 
gene เข�าไปภายในเซลล� จ/งสามารถส�งเคราะห�เอนไซม� ออกมาย;อยสลายยาปฏ�ช�วนะด�งกล;าวและ
เจร�ญบนผ�วอาหารได� (Sambrook and Russel, 2001) เม$%อค�ดเล$อกโคโลน�ท�%ให�ผลบวกจากการ
ทดสอบข�างต�น 10 โคโลน�มาตรวจสอบย$นย�นผลด�วย การท8า PCR โดยใช� primer ท�%จ8าเพาะก�บย�น 
ค$อ CHKE2F ค1;ก�บ CHKE2R พบว;าท�กโคโลน�ให� PCR product ท�%ม�ขนาดตรงก�บย�น E2  จากเช$7อ
ไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� Ross เม$%อแยกขนาดด�วย 1% agarose gel electrophoresis และต�7งช$%อโคลน
ว;า pGEMT-CHK-E2-1, pGEMT-CHK-E2-2, pGEMT-CHK-E2-3, pGEMT-CHK-E2-4, pGEMT-
CHK-E2-5, pGEMT-CHK-E2-6, pGEMT-CHK-E2-7, pGEMT-CHK-E2-8, pGEMT-CHK-E2-9 
และ pGEMT-CHK-E2-10 ตามล8าด�บ (ภาพท�% 3) 

เม$%อว�เคราะห�ล8าด�บเบสของย�น E2 ใน pGEMT-CHK-E2โดยการท8า automate sequencing 
และน8าล8าด�บเบสท�%ได�จากการว�เคราะห�มาเปร�ยบเท�ยบก�บล8าด�บเบสของไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� 
Ross (AF490259.2) และสายพ�นธ��อ$%นๆ ท�%ม�รายงานใน GenBank เช;น S27- African prototype 
(NC_004162), TSI-GSD-218 (L37661) และ Wuerzburg (EU037962) พบว;า ย�น E2 ใน pGEMT-
CHK-E2-1 ม�ความคล�ายก�นถ/ง 99 เปอร�เซGนต� ท�7งในส;วนของล8าด�บเบส (1,266 เบส) และล8าด�บกรด
อะม�โน (422 กรดอะม@โน)   เม$%อเปร�ยบเท�ยบก�บไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� Ross แม�ว;ากรดอะม�โน
ล8าด�บท�% 88 จะเปล�%ยนจาก serine เป2น threonine แต;คาดว;าจะไม;ส;งผลต;อโครงสร�างโดยรวมของ
โปรต�นเพราะท�7ง serine และ threonine ต;างกGม� hydroxyl group ท�% side chain เหม$อนก�น 
(Livingstone et al., 1993) และเม$%อเปร�ยบเท�ยบก�บสายพ�นธ��อ$%นๆ พบว;าม�ความคล�ายก�นมากกว;า 94 
เปอร�เซGนต�ท�7งในส;วนของล8าด�บเบส (1,266 เบส) และล8าด�บกรดอะม�โน (422 กรดอะม@โน) (ภาพท�% 4 
และ 5) จากน�7นน8าเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� JM109 ท�%ม�พลาสม�ด pGEMT-CHK-E2 โคลน pGEMT-
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CHK-E2-1 มาเล�7ยงในอาหารเหลว LB ท�%เต�ม ampicillin เพ$%อเพ�%มปร�มาณ พลาสม�ด ท8าการสก�ดพลา
สม�ดด�วยช�ดสก�ดพลาสม�ด QIAprep Spin Miniprep 

เม$%อน8าช�7นย�น E2 ท�%ได�จากการต�ดพลาสม�ด pGEMT-CHK-E2-1 ด�วยเอนไซม�ต�ดจ8าเพาะ 
EcoRI และ NotI เช$%อมต;อก�บพลาสม�ด pET21a vector ท�%ต�ดด�วยเอนไซม�ต�ดจ8าเพาะชน�ดเด�ยวก�น 
แล�ว transform เข�าส1;เช$7อ E. coli สายพ�นธ�� Top10F’ น8าไปเพาะเล�7ยงบนอาหารแขGง LB ท�%เต�ม 
ampllicillin ค�ดเล$อกโคโลน�ท�%เจร�ญบนอาหารด�งกล;าวมาย$นย�นผลด�วยการท8า PCR โดยใช� primer ท�%
จ8าเพาะก�บย�น ค$อ CHKE2F ค1;ก�บ CHKE2R พบว;าม� 6 โคโลน� จาก 7 โคโลน� ให� PCR product ท�%ม�
ขนาดตรงก�บย�น E2 จากเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� Ross เม$%อแยกขนาดด�วย 1% agarose gel 
electrophoresis (ภาพท�% 5) ซ/%งให�ช$%อว;า pET21a-CHK-E2-1, pET21a-CHK-E2-2, pET21a-CHK-
E2-3, pET21a-CHK-E2-4, pET21a-CHK-E2-5 และ pET21a-CHK-E2-6 จากน�7นท8าการเพาะเล�7ยง 
โคลนด�งกล;าวในอาหารเหลว LB ท�%เต�ม ampicillin เพ$%อเพ�%มปร�มาณพลาสม�ดและสก�ดพลาสม�ด ด�วย
ช�ดสก�ดพลาสม�ด QIAprep Spin Miniprep น8าพลาสม�ดด�งกล;าวมาต�ดด�วยเอนไซม�ต�ดจ8าเพาะ XhoI 
เพ$%อย$นย�นท�ศทางการเข�าเช$%อมระหว;าง ช�7นย�น E2 และพลาสม�ด pET21a โดยหากช�7นย�น E2 เข�า
เช$%อมในท�ศทางท�%ถ1กต�องจะได�ช�7น ด�เอGนเอ 2 ช�7น ท�%ม�ขนาด 6.3 ก�โลเบส และ 300 เบส ตามล8าด�บ เม$%อ
แยกขนาดด�วย 1% agarose gel electrophoresis (ภาพท�% 7 )

 เม$%อสก�ดพลาสม�ด pET21a-CHK-E2 แล�ว transform เข�าส1;เช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 
(DE3) pLysS น8าไปเพาะเล�7ยงบนอาหารแขGง LB ท�%เต�ม ampllicillin ค�ดเล$อกโคโลน�ท�%เจร�ญบน
อาหารด�งกล;าวมาย$นย�นผลด�วยการท8า PCR โดยใช� primer ท�%จ8าเพาะก�บย�น ค$อ CHKE2F ค1;ก�บ 
CHKE2R พบว;าม� 5 โคโลน�ให� PCR product ท�%ม�ขนาดตรงก�บย�น E2 จากเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยา 
สายพ�นธ�� Ross เม$%อแยกขนาดด�วย 1% agarose gel electrophoresis (ภาพท�% 8) เม$%อน8าพลาสม�ด 
pET21a-CHK-E2 มาต�ดด�วยเอนไซม�ต�ดจ8าเพาะ EcoRI และ NotI พบว;าจะได�ด�เอGนเอ 2 ช�7น โดยช�7น
ด�เอGนเอท�%ม�ขนาดใหญ;กว;าจะเป2นพลาสม�ด pET21a ซ/%งม�ขนาด 5.4 ก�โลเบสและช�7นด�เอGนเอ ท�%ม�
ขนาดเลGกกว;าจะเป2นย�น E2 ซ/%งม�ขนาด 1,280 เบส เม$%อแยกขนาดด�วย 1% agarose gel 
electrophoresis (ภาพท�% 9)
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ภาพท�  3 แสดงแถบด�เอGนเอจากการท8า PCR ด�วย 1% agarose gel electrophoresis, Lane M; 1kb 
DNA ladder (bp), lane N; negative control (Distilled water), lane P; positive control 
(PCR product จากข�อ 1), lane 1-10; pGEMT-CHK-E2-1 ถ/ง pGEMT-CHK-E2-10 ใน 
E.coli สายพ�นธ��  JM 109  
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    10        20        30        40        50        60        70        80        90       100 
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKROSS    AGCACCAAGGACAACTTCAATGTCTATAAAGCCACAAGACCATACTTAGCTCACTGTCCCGACTGTGGAGAAGGGCACTCGTGCCATAGTCCCGTAGCAC 
CHKE2      .................................................................................................... 
CHKS27     .............................................C...................................................... 
CHKTSI218  ..T.TT............................T......G...C....................................................G. 
CHK_WUE    .................................................................................................... 
                   110       120       130       140       150       160       170       180       190       200         
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKROSS    TAGAACGCATCAGAAATGAAGCGACAGACGGGACGCTGAAAATCCAGGTCTCCTTGCAAATTGGAATAGGGACGGATGATAGCCATGATTGGACCAAGCT 
CHKE2      .................................................................................................... 
CHKS27     .................................................................................................... 
CHKTSI218  ................C................................T...........C......AA.............................. 
CHK_WUE    .............................................................C......AA.........C.....C.............. 
                   210       220       230       240       250       260       270       280       290       300         
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKROSS    GCGTTACATGGACAATCACATACCAGCAGACGCAGGGAGGGCCGGGCTATTTGTAAGAACATCAGCACCATGCACGATTACTGGAACAATGGGACACTTC 
CHKE2      .............................................................A...................................... 
CHKS27     .................................................................................................... 
CHKTSI218  ..................T..G.............A.......A................G........G.............................. 
CHK_WUE    ......T........C.....G.............A......G..........................G..T...........G............... 
                 

ภาพท�  4 แสดงผลการเปร�ยบเท�ยบล8าด�บเบสบนย�น E2 ใน pGEMT-CHK-E2-1 ก�บไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ��ต;างๆท�%ม�รายงานใน GenBank ได�แก; สายพ�นธ�� 
Ross (CHKROSS:AF490259.2) สายพ�นธ�� S27- African prototype ( CHKS27:NC_004162), สายพ�นธ�� TSI-GSD-218 (CHKTSI218:L37661) และ 
สายพ�นธ�� Wuerzburg (CHK_WUE:EU037962) โดยใช�โปรแกรมส8าเรGจร1ป ClustalW Multiple Alignment และ  BioEdit Sequence Alignment 
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        310       320       330       340       350       360       370       380       390       400         
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKROSS    ATCCTGGCCCGATGTCCGAAAGGAGAAACTCTGACGGTGGGATTCACTGACAGTAGGAAGATTAGTCACTCATGTACGCACCCATTTCACCACGACCCTC 
CHKE2      .................................................................................................... 
CHKS27     .................................................................................................... 
CHKTSI218  ...................................................G..........C..................................... 
CHK_WUE    .................A.....G............................................................................ 
        
                   410       420       430       440       450       460       470       480       490       500         
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKROSS    CTGTGATAGGCCGGGAAAAATTCCATTCCCGACCGCAGCACGGTAAAGAGCTACCTTGCAGCACGTACGTGCAGAGCAACGCCGCAACTGCCGAGGAGAT 
CHKE2      .................................................................................................... 
CHKS27     .................................................................................................... 
CHKTSI218  ......................T......................G...A...................C........C...T................. 
CHK_WUE    ..........T...................................................................C..........A.......... 
                   510       520       530       540       550       560       570       580       590       600         
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKROSS    AGAGGTACACATGCCCCCAGACACCCCTGATCGCACATTGCTGTCACAACAGTCCGGCAACGTAAAGATCACAGTCAACGGCCGGACGGTGCGGTATAAG 
CHKE2      .................................................................................................... 
CHKS27     ..............................................................................TA.T.A................ 
CHKTSI218  .........T.................A............A................T..T.................TA.T.A............C... 
CHK_WUE    .......................................AA.....................................T....A............C... 
        

ภาพท�  4 (ต/อ) แสดงผลการเปร�ยบเท�ยบล8าด�บเบสบนย�น E2 ใน pGEMT-CHK-E2-1 ก�บไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ��ต;างๆท�%ม�รายงานใน GenBank ได�แก;         
         สายพ�นธ�� Ross (CHKROSS:AF490259.2) สายพ�นธ�� S27- African prototype ( CHKS27:NC_004162), สายพ�นธ�� TSI-GSD-218 
         (CHKTSI218:L37661) และสายพ�นธ�� Wuerzburg (CHK_WUE:EU037962) โดยใช�โปรแกรมส8าเรGจร1ป ClustalW Multiple Alignment และ    
         BioEdit Sequence Alignment 
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                 610       620       630       640       650       660       670       680       690       700         
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKROSS    TGTAATTGCGGTGGCTCAAATGAAGGACTAATAACTACAGATAAAGTGATTAATAACTGCAAGGTTGATCAATGTCATGCCGCGGTCACCAATCACAAAA 
CHKE2      .................................................................................................... 
CHKS27     .................................................................................................... 
CHKTSI218  .............A.................CC........C................................C......................... 
CHK_WUE    ...............................C.........C.......................................................... 
                   710       720       730       740       750       760       770       780       790       800         
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKROSS    AGTGGCAGTATAACTCCCCTCTGGTCCCGCGTAACGCTGAACTCGGGGACCCAAAAGGAAAAATTCACATCCCGTTTCCGCTGGCAAATGTGACATGCAG 
CHKE2      .................................................................................................... 
CHKS27     ...................................................G.......................................A.......T 
CHKTSI218  .A...........T....................T................G..........G.......T........T.................... 
CHK_WUE    ..................................T........T.......G.......................................A........ 
                 

      810       820       830       840       850       860       870       880       890       900         
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKROSS    GGTGCCTAAAGCAAGGAACCCCACCGTGACGTACGGGAAAAACCAAGTCATCATGCTACTGTATCCTGACCACCCAACACTCCTGTCCTACCGGAGTATG 
CHKE2      .................................................................................................... 
CHKS27     .................................................................................................... 
CHKTSI218  .........G..........................A....................G....................G................A.... 
CHK_WUE    ...............................................................................................A.... 
         

ภาพท�  4 (ต/อ) แสดงผลการเปร�ยบเท�ยบล8าด�บเบสบนย�น E2 ใน pGEMT-CHK-E2-1 ก�บไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ��ต;างๆท�%ม�รายงานใน GenBank ได�แก;      
         สายพ�นธ�� Ross (CHKROSS:AF490259.2) สายพ�นธ�� S27- African prototype ( CHKS27:NC_004162), สายพ�นธ�� TSI-GSD-218 
      (CHKTSI218:L37661) และสายพ�นธ�� Wuerzburg (CHK_WUE:EU037962) โดยใช�โปรแกรมส8าเรGจร1ป ClustalW Multiple Alignment และ    
         BioEdit Sequence Alignment
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                        910       920       930       940       950       960       970       980       990       1000        
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKROSS    GGAGAAGAACCAAACTATCAAGAAGAGTGGGTGACGCACAAGAAGGAGGTCGTGCTAACCGTGCCGACTGAAGGGCTCGAGGTTACGTGGGGCAACAACG 
CHKE2      .................................................................................................... 
CHKS27     .................................................................................................... 
CHKTSI218  ......................................T.........A..AG.T............................C................ 
CHK_WUE    ..................................T...T........A...................................C................ 
                  1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080      1090      1100        
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKROSS    AGCCGTATAAGTATTGGCCGCAGTTATCTGCAAACGGTACAGCCCACGGCCACCCGCATGAGATAATCTTGTACTATTATGAGCTGTACCCTACTATGAC 
CHKE2      .................................................................................................... 
CHKS27     .................................................................................................... 
CHKTSI218  .......C....................CA.....................................T.....T.......................... 
CHK_WUE    .............................A................T....................TC....T.................C........ 
                  1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200        
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKROSS    TGTAGTAGTTGTGTCAGTGGCCTCGTTCATACTCCTGTCGATGGTGGGTATGGCAGTGGGGATGTGCATGTGTGCACGACGCAGATGCATCACACCATAC 
CHKE2      .................................................................................................... 
CHKS27     .................................................................................................... 
CHKTSI218  ...G........................G....................G........................................T.....G... 
CHK_WUE    ......................A.................................C.......................................G..T 
 

 ภาพท�  4 (ต/อ) แสดงผลการเปร�ยบเท�ยบล8าด�บเบสบนย�น E2 ใน pGEMT-CHK-E2-1 ก�บไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ��ต;างๆท�%ม�รายงานใน GenBank ได�แก;      
       สายพ�นธ�� Ross (CHKROSS:AF490259.2) สายพ�นธ�� S27- African prototype ( CHKS27:NC_004162), สายพ�นธ�� TSI-GSD-218 
          (CHKTSI218:L37661) และสายพ�นธ�� Wuerzburg (CHK_WUE:EU037962) โดยใช�โปรแกรมส8าเรGจร1ป ClustalW Multiple Alignment และ 
          BioEdit Sequence Alignment 
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                        1210      1220      1230      1240      1250      1260          

           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.
CHKROSS    GAACTGACACCAGGAGCTACCGTCCCTTTCCTGCTTAGCCTAATATGCTGCATCAGAACAGCTAAA 
CHKE2      ..G............................................................... 
CHKS27     .................................................................. 
CHKTSI218  .....................................................T............ 
CHK_WUE    .................................................................. 

ภาพท�  4 (ต/อ) แสดงผลการเปร�ยบเท�ยบล8าด�บเบสบนย�น E2 ใน pGEMT-CHK-E2-1 ก�บไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ��ต;างๆท�%ม�รายงานใน GenBank ได�แก;         
         สายพ�นธ�� Ross (CHKROSS:AF490259.2) สายพ�นธ�� S27- African prototype ( CHKS27:NC_004162), สายพ�นธ�� TSI-GSD-218 
      (CHKTSI218:L37661) และสายพ�นธ�� Wuerzburg (CHK_WUE:EU037962) โดยใช�โปรแกรมส8าเรGจร1ป ClustalW Multiple Alignment และ      
         BioEdit Sequence Alignment 
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                      10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                  
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKRoss aa   STKDNFNVYKATRPYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGIGTDDSHDWTKLRYMDNHIPADAGRAGLFVRTSAPCTITGTMGHF 
CHKE2aa      .......................................................................................T............ 
CHKS27aa     .................................................................................................... 
CHKTSI218aa  .I.........I............................................K................M....E..R.................. 
CHKWUEaa     ........................................................K................M....E..................... 
                     110       120       130       140       150       160       170       180       190       200         
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKRoss aa   ILARCPKGETLTVGFTDSRKISHSCTHPFHHDPPVIGREKFHSRPQHGKELPCSTYVQSNAATAEEIEVHMPPDTPDRTLLSQQSGNVKITVNGRTVRYK 
CHKE2aa      .................................................................................................... 
CHKS27aa     .............................................................................................SQ..... 
CHKTSI218aa  .................G..............................R.......A..T....................M............SQ..... 
CHKWUEaa     ...........................................................T...T................M.............Q..... 
                     210       220       230       240       250       260       270       280       290       300         
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKRoss aa   CNCGGSNEGLITTDKVINNCKVDQCHAAVTNHKKWQYNSPLVPRNAELGDPKGKIHIPFPLANVTCRVPKARNPTVTYGKNQVIMLLYPDHPTLLSYRSM 
CHKE2aa      .................................................................................................... 
CHKS27aa     ..................................................R...............M................................. 
CHKTSI218aa  ....D.....T.......................................R...V...........................................N. 
CHKWUEaa     ..........T.......................................R...............................................N.

ภาพท�  5 แสดงผลการเปร�ยบเท�ยบล8าด�บกรดอะม�โนของย�น E2 ใน pGEMT-CHK-E2-1 ก�บไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ��ต;างๆท�%ม�รายงานใน GenBank ได�แก;    
สายพ�นธ�� Ross (CHKROSS:AF490259.2) สายพ�นธ�� S27- African prototype ( CHKS27:NC_004162), สายพ�นธ�� TSI-GSD-218 
(CHKTSI218:L37661) และสายพ�นธ�� Wuerzburg (CHK_WUE:EU037962) โดยใช�โปรแกรมส8าเรGจร1ป ClustalW Multiple Alignment และ BioEdit 

              Sequence Alignment
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         310       320       330       340       350       360       370       380       390       400         
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
CHKRoss aa   GEEPNYQEEWVTHKKEVVLTVPTEGLEVTWGNNEPYKYWPQLSANGTAHGHPHEIILYYYELYPTMTVVVVSVASFILLSMVGMAVGMCMCARRRCITPY 
CHKE2aa      .................................................................................................... 
CHKS27aa     .................................................................................................... 
CHKTSI218aa  ................IR.........................T................................V......V................ 
CHKWUEaa     ...........M...............................T..............................T..........A.............. 

              410       420 
             ....|....|....|....|..
CHKRoss aa   ELTPGATVPFLLSLICCIRTAK 
CHKE2aa      ...................... 
CHKS27aa     ...................... 
CHKTSI218aa  ...................... 
CHKWUEaa     ...................... 

ภาพท�  5 (ต/อ) แสดงผลการเปร�ยบเท�ยบล8าด�บกรดอะม�โนของย�น E2 ใน pGEMT-CHK-E2-1 ก�บไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ��ต;างๆท�%ม�รายงานใน GenBank ได�แก; 
         สายพ�นธ�� Ross (CHKROSS:AF490259.2) สายพ�นธ�� S27-African prototype (CHKS27:NC_004162), สายพ�นธ�� TSI-GSD-218    
      (CHKTSI218:L37661) และสายพ�นธ�� Wuerzburg (CHK_WUE:EU037962) โดยใช�โปรแกรมส8าเรGจร1ป ClustalW Multiple Alignment และ  
         BioEdit Sequence Alignment 
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ภาพท�  6 แสดงแถบด�เอGนเอจากการท8า PCR ด�วย 1% agarose gel electrophoresis, Lane M; 1kb 
DNA ladder (bp), lane N; negative control (distilled water), lane P; positive control (PCR 
product จากข�อ 1), lane 1-7; pET21a-CHK-E2-1, pET21a-CHK-E2-2, pET21a-CHK-E2-
3, pET21a-CHK-E2-4, pET21a-CHK-E2-5, pET21a-CHK-E2-6 และ pET21a-CHK-E2-7 
ตามล8าด�บ ใน E. coli สายพ�นธ�� Top10F’
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ภาพท�  7 แสดงแถบด�เอGนเอจากการต�ดพลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ด�วยเอนไซม� XhoI ด�วย 1% 
agarose gel electrophoresis, Lane M; 1kb DNA ladder (bp), lane 1-6; pET21a-CHK-E2-
1, pET21a-CHK-E2-2, pET21a-CHK-E2-4, pET21a-CHK-E2-5, pET21a-CHK-E2-6 
และ pET21a-CHK-E2-7  ใน E. coli สายพ�นธ�� Top10F’ 
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ภาพท�  8 แสดงแถบด�เอGนเอจากการท8า PCR ด�วย 1% agarose gel electrophoresis, Lane M; 1kb 
DNA ladder (bp), lane N; negative control, lane P; positive control, lane 1-5; pET21a-
CHK-E2-1, pET21a-CHK-E2-2, pET21a-CHK-E2-3, pET21a-CHK-E2-4 และ pET21a-
CHK-E2-5 ตามล8าด�บใน E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS
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ภาพท�  9 แสดงแถบด�เอGนเอจากการต�ดพลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ด�วยเอนไซม�ม�  EcoRI และ NotI 
ด�วย 1% agarose gel electrophoresis, Lane M; 1kb DNA ladder (bp), lane 1-5; pET21a-
CHK-E2-1, pET21a-CHK-E2-2, pET21a-CHK-E2-3, pET21a-CHK-E2-4 และ pET21a-
CHK-E2-5 ตามล8าด�บ ใน E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS
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3. การผล�ต rE2-protein
 
เม$%อเพาะเล�7ยงเช$7อ E .coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS ท�%ม�พลาสม�ด pET21-CHK-E2 ใน

อาหาร LB broth ท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะ ampicillin (100 µg/ml) ท�%อ�ณหภ1ม� 37°C จนกระท�%งได�ค;า OD 600 
nm เทWาก1บ 0.6 หล�งจากน�7นจ/งเหน�%ยวน8าให�เก�ดการส�งเคราะห�โปรต�นด�วย IPTG ความเข�มข�น 1.0 
mM และน8า ไปเล�7ยงต;อนาน 3 ช�%วโมง ท�%อ�ณหภ1ม� 28°C  เม$%อว�เคราะห�โปรต�นท�%ได�จากการเหน�%ยวน8า
และ ไม;ได�เหน�%ยวน8าด�วย IPTG โดยใช� 15% SDS-PAGE และย�อมด�วย Coomassie brillian blue 
R250 พบแถบโปรต�น ขนาดประมาณ 46 ก�โลดาลต�นเพ�%มข/7นมาจากการเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 
protein ด�วย IPTG (ภาพท�% 10A) เม$%อตรวจสอบโปรต�นด�วยการท8า Western blot พบว;าโปรต�นขนาด
ประมาณ 46 ก�โลดาลต�นท�%เพ�%มข/7นมาน�7นสามารถท8าปฏ�ก�ร�ยาท�%จ8าเพาะก�บ anti 5xHis antibody ท�7งน�7 
เน$%องมาจากพลาสม�ด pET21a จะม�รห�สส8าหร�บส�งเคราะห�กรดอะม�โน histidine 6 โมเลก�ล      (His-
Tag) ต;อทางด�าน C-terminus ของ rE2 protein ด�งน�7นจ/งสร�ปได�ว;าเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) 
pLysS ท�%ม�พลาสม�ด pET21-CHK-E2 เม$%อถ1กเหน�%ยวน8าด�วย IPTG สามารถท�%จะผล�ต rE2 protein ได� 
(ภาพท�% 10B )
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ภาพท�  10 แสดงแถบโปรต�นท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS ท�%ม� 
   พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ท�%ถ1กเหน�%ยวน8าให�สร�าง rE2 protein ด�วย IPTG ความเข�มข�น 
   1.0 mM เปร�ยบเท�ยบก�บโปรต�นมาตรฐาน (A) โดยว�ธ� SDS-PAGE และย�อมด�วย 
   Coomassie brilliant blue R250. lane M; protein molecular weight marker (kDa), lane 1; 
   non induced protein, lane 2; induced protein. (B) โดยว�ธ� Western blot เม$%อเต�ม           
  anti 5x His antibody. lane M; protein  molecular weight marker (kDa), lane 1; non 
  induced protein, lane 2; induced protein.
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4. การตรวจสอบร.ปแบบของ rE2-protein

เม$%อเพาะเล�7ยงเช$7อ E.coli สายพ�นธ�� BL21(DE3) pLysS ท�%ม�พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 
โคลนท�% 1 (pET21a-CHK-E2 -1) ซ/%งถ1กเหน�%ยวน8าให�สร�างโปรต�นปร�มาตร 1 ml/tube แล�วน8าอาหาร
เล�7ยงเช$7อซ/%งเป2นต�วแทนของ secreted protein ส;วนใสท�%ได�จากการท8าให�เซลล�แตกด�วยว�ธ� sonication 
เป2นต�วแทนของ soluble protein ส;วนตะกอนท�%ได�เป2นต�วแทนของ insoluble protein (inclusion 
bodies) มาตรวจสอบว;า rE2 protein อย1;ในร1ปแบบใด ด�วย 15% SDS-PAGE และย�อมด�วย 
Coomassie brilliant  blue R250 พบแถบโปรต�นขนาด 46 ก�โลดาลต�น เฉพาะส;วน ตะกอนเท;าน�7น 
(ภาพท�% 11A)   และเม$%อตรวจสอบด�วยว�ธ� Western blot โดยใช� anti 5xHis antibody พบว;าแถบ
โปรต�นด�งกล;าวสามารถท8าปฏ�ก�ร�ยาก�บ anti-5xHis antibody ได� และโปรต�นในส;วนของ อาหาร
เล�7ยงเช$7อและส;วนใสท�%ได�จากการท8าให�เซลล�แตกน�7นไม;ท8าปฏ�ก�ร�ยาก�บ anti 5xHis antibody ด�งน�7น
จ/งสร�ปว;า rE2 protein อย1;ในร1ปแบบ insoluble protein หร$อ inclusion bodies (ภาพท�% 11B)  
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ภาพท�  11 แสดงแถบโปรต�นท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS ท�%ม� 
   พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 โคลนท�% 1 (pET21a-CHK-E2-1) ท�%เหน�%ยวน8าให�สร�าง rE2  
  protein ด�วย IPTG ความเข�มข�น 1.0 mM เปร�ยบเท�ยบก�บโปรต�นมาตรฐาน (A) โดยว�ธ� 
   SDS-PAGE และย�อมด�วย Coomassie brilliant blue R250. lane M; protein molecular 
   weight marker (kDa), lane 1; soluble protein, lane 2; อาหารเล�7ยงเช$7อ, lane 3; insoluble 
   protein. (B) โดยว�ธ� Western blot เม$%อเต�ม anti 5x His antibody. lane M; protein 
  molecular weight marker (kDa), lane 1; soluble protein, lane 2; อาหารเล�7ยงเช$7อ, lane 3; 
   insoluble protein.
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5. การหาสภาวะท� เหมาะสมในการเหน� ยวนYาการสร
าง rE2 protein

5.1 การหาอ�ณหภ1ม�ท�%เหมาะสมในการเหน�%ยวน8าการส�งเคราะห�โปรต�น rCHK-E2 

เม$%อเพาะเล�7ยงเช$7อ E .coli สายพ�นธ�� BL21(DE3) pLysS ท�%ม�พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 
โคลนท�% 1 (pET21a-CHK-E2 -1) ในอาหาร LB broth ปร�มาตร 30 ม�ลล�ล�ตร ท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะ 
ampicillin (100 µg/ml) ท�%อ�ณหภ1ม� 37°C จนกระท�%งได�ค;า OD 600 nm เทWาก1บ 0.6 หล�งจากน�7นจ/ง
เหน�%ยวน8าให�เก�ดการส�งเคราะห�โปรต�นด�วย IPTG ความเข�มข�น 1.0 mM และน8าไปเล�7ยงต;อนาน 
3 ช�%วโมง ท�%อ�ณหภ1ม� 37°C, 28°C และ 20°C  เม$%อตรวจสอบการส�งเคราะห�โปรต�นด�วย 15% SDS-
PAGE และย�อมด�วย Coomassie brilliant  blue R250 พบแถบโปรต�นขนาดประมาณ 46 ก�โลดาล
ต�นท�7ง 3 อ�ณหภ1ม� (ภาพท�% 12) และเม$%อตรวจสอบด�วยว�ธ� Western blot พบว;า แถบโปรต�นขนาด
ประมาณ 46 ก�โลดาลต�น สามารถท8าปฏ�ก�ร�ยาก�บ anti 5xHis antibody ได� (ภาพท�% 13) เม$%อท8าการว�ด
ปร�มาณ โปรต�นด�วยว�ธ� Bradford (ภาคผนวก ข) พบว;าโปรต�นท�%ได�จากการเหน�%ยวน8าท�% 37°C ม�
ความเข�มข�น 0.18 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร โปรต�นท�%ได�จากการเหน�%ยวน8าท�% 28°C ม�ความเข�มข�น 0.30 
ม�ลล�กร�ม ต;อม�ลล�ล�ตร และโปรต�นท�%ได�จากการเหน�%ยวน8าท�% 20°C ม�ความเข�มข�น 0.98 ม�ลล�กร�มต;อ
ม�ลล�ล�ตร (ตารางท�% 2) ด�งน�7นจ/งเล$อกใช�อ�ณหภ1ม�ท�% 20°C เป2นอ�ณหภ1ม�ท�%ใช�ในการเหน�%ยวน8าการสร�าง 
rE2 protein    

5.2 การหาความเข�มข�นท�%เหมาะสมของ IPTG ในการเหน�%ยวน8าการส�งเคราะห�โปรต�น 
rCHK-E2 

เม$%อเพาะเล�7ยงเช$7อ E .coli สายพ�นธ�� BL21(DE3) pLysS ท�%ม�พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 
โคลนท�% 1 (pET21a-CHK-E2-1) ในอาหาร LB broth ปร�มาตร 30 ม�ลล�ล�ตร ท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะ 
ampicillin (100 µg/ml) ท�%อ�ณหภ1ม� 37°C จนกระท�%งได�ค;า OD 600 nm เทWาก1บ 0.6 หล�งจากน�7นจ/ง
เหน�%ยวน8าให�เก�ดการ ส�งเคราะห�โปรต�นด�วย IPTG ท�%ความเข�มข�น 0.0, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.0 mM 
และน8าไปเล�7ยง ต;อนาน 3 ช�%วโมง ท�%อ�ณหภ1ม� 20°C  เม$%อตรวจสอบการส�งเคราะห�โปรต�นด�วย 15% 
SDS-PAGE และย�อมด�วย Coomassie brilliant  blue R250 พบแถบโปรต�นขนาดประมาณ 
46 ก�โลดาลต�นท�7ง 4 ความเข�มข�น (ภาพท�% 14) และเม$%อตรวจสอบด�วยว�ธ� Western blot พบว;า แถบ
โปรต�นขนาดประมาณ 46 ก�โลดาลต�น สามารถท8าปฏ�ก�ร�ยาก�บ anti 5xHis antibody ได� (ภาพท�% 15) 
เม$%อท8าการว�ดปร�มาณ โปรต�นด�วยว�ธ� Bradford (ภาคผนวก ข) พบว;าโปรต�นท�%ไม;ได�เหน�%ยวน8าด�วย 
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IPTG ม�ความเข�มข�น 0.183 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร โปรต�นท�%ได�จากการเหน�%ยวน8าด�วย IPTG ท�%ความ
เข�มข�น 0.25 mM ม�ความเข�มข�น 0.6 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตรโปรต�นท�%ได�จากการเหน�%ยวน8าด�วย IPTG 
ท�%ความเข�มข�น 0.50 mM ม�ความเข�มข�น 1.0 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร โปรต�นท�%ได�จากการเหน�%ยวน8าด�วย 
IPTG ท�% ความเข�มข�น 0.75 mM ม�ความเข�มข�น 0.95 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร และโปรต�นท�%ได�จากการ
เหน�%ยวน8า ด�วย IPTG ท�%ความเข�มข�น 1.0 mM ม�ความเข�มข�น 0.99 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร (ตารางท�% 3) 
ด�งน�7นจ/งเล$อก IPTG ความเข�มข�น 0.50 mM เป2นความเข�มข�นท�%ใช�ในการเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 
protein   

 
5.3 การหาระยะเวลาท�%เหมาะสมในการเหน�%ยวน8าการส�งเคราะห�โปรต�น rCHK-E2 

เม$%อเพาะเล�7ยงเช$7อ E .coli สายพ�นธ�� BL21(DE3) pLysS ท�%ม�พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 
โคลนท�% 1 (pET21a-CHK-E2 -1) ในอาหาร LB broth ปร�มาตร 30 ม�ลล�ล�ตร ท�%ม�ยาปฏ�ช�วนะ 
ampicillin (100 µg/ml) ท�%อ�ณหภ1ม� 37°C จนกระท�%งได�ค;า OD 600 nm เทWาก1บ 0.6 หล�งจากน�7นจ/ง
เหน�%ยวน8าให�เก�ดการ ส�งเคราะห�โปรต�นด�วย IPTG ความเข�มข�น 0.50 mM และน8าไปเล�7ยงต;อนาน 3 
ช�%วโมง ท�%อ�ณหภ1ม� 20°C  แล�วเกGบต�วอย;างตอนเร�%มต�นเพาะเล�7ยงเป2นช�%วโมงท�% 0 (เม$%อเต�ม IPTG), 1, 2, 
3, 4  และ 5 ช�%วโมง ตามล8าด�บ เม$%อตรวจสอบการส�งเคราะห�โปรต�นด�วย 15% SDS-PAGE และย�อม
ด�วย Coomassie brilliant  blue R250 พบแถบโปรต�นขนาดประมาณ 46 ก�โลดาลต�นต�7งแต;ช�%วโมง 
ท�% 1 หล�งจากเต�ม IPTG แล�วเพาะเล�7ยงท�% 20°C (ภาพท�% 16) และเม$%อตรวจสอบด�วยว�ธ� Western blot 
พบว;า แถบ โปรต�นขนาดประมาณ 46 ก�โลดาลต�น สามารถท8าปฏ�ก�ร�ยาก�บ anti 5xHis antibody ได� 
(ภาพท�% 17) เม$%อท8าการว�ดปร�มาณโปรต�นด�วยว�ธ� Bradford (ภาคผนวก ข) พบว;าโปรต�นท�%ได�จากการ
เหน�%ยวน8า ท�%ช�%วโมงท�% 0 ม�ความเข�มข�น 0.19 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร ท�%ช�%วโมงท�% 1 ม�ความเข�มข�น 0.34 
ม�ลล�กร�ม ต;อม�ลล�ล�ตร ท�%ช�%วโมงท�% 2 ม�ความเข�มข�น 0.6 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร ท�%ช�%วโมงท�% 3 ม�ความ
เข�มข�น 0.8 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร ท�%ช�%วโมงท�% 4 ม�ความเข�มข�น 0.85 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร และท�%
ช�%วโมงท�% 5 ม�ความเข�มข�น 0.83 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร (ตารางท�% 4) ด�งน�7นจ/งเล$อกใช�ระยะเวลาในการ
เหน�%ยวน8า การสร�าง rE2 protein ท�% 3 ช�%วโมง 
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ภาพท�  12 แสดงแถบโปรต�นท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS ท�%ม� 
พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 โคลนท�% 1 (pET21a-CHK-E2 -1) ท�%ม�การเหน�%ยวน8าการสร�าง 
rE2 protein ท�%อ�ณหภ1ม� 37 oC, 28oC และ 20oC และ IPTG ความเข�มข�น 1.0 mM เปร�ยบ
เท�ยบก�บโปรต�นมาตรฐานด�วยว�ธ� SDS-PAGE และย�อมด�วย Coomassie brilliant blue 
R250, lane M; protein molecular weight marker (kDa), lane 1; non induced protein ท�% 
37 oC , lane 2; induced protein 37 oC, lane 3; non induced protein ท�% 28oC, lane 4; 
induced protein ท�% 28oC, lane 5; non induced protein ท�% 20oC, lane 6; induced protein 
ท�% 20oC.
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ภาพท�  13 แสดงผลการศ/กษาความจ8าเพาะของ rE2 protein ก�บ anti 5xHis antibody โดยว�ธ� Western 
   blot. lane M; protein molecular weight marker (kDa), lane 1; non induced protein ท�%  
   37oC, lane 2; induced protein 37 oC, lane 3; non induced protein ท�% 28 oC, lane 4; 
  induced protein ท�% 28oC, lane 5; non induced protein ท�% 20 oC, lane 6; induced protein ท�% 
   20 oC.
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ภาพท�  14 แสดงแถบโปรต�นท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS ท�%ม� 
พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ท�%ม�การเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 protein ท�%อ�ณหภ1ม� 20 oC และ 
IPTG ความเข�มข�น 0.0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1.0 mM เปร�ยบเท�ยบก�บโปรต�นมาตรฐาน
ด�วยว�ธ� SDS-PAGE และย�อมด�วย Coomassie brilliant blue R250, lane M; protein 
molecular weight marker (kDa), lane 1; IPTG 0.0 mM, lane 2; IPTG 0.25 mM, lane 3; 
IPTG 0.5 mM, lane 4; IPTG 0.75 mM, lane 5; IPTG 1.0 mM.
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ภาพท�  15 แสดงผลการศ/กษาความจ8าเพาะของ rE2 protein ท�%ได�จากการเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 
protein ท�%อ�ณหภ1ม� 20oC และ IPTG ความเข�มข�น 0.0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1.0 mM ก�บ 
anti 5xHis antibody โดยว�ธ� Western blot. lane M; protein molecular weight marker 
(kDa), lane 1; IPTG 0.0 mM, lane 2; IPTG 0.25 mM, lane 3; IPTG 0.5 mM, lane 4; 
IPTG 0.75 mM., lane 5; IPTG 1.0 mM.
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ภาพท�  16 แสดงแถบโปรต�นท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS ท�%ม� 
พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ท�%ม�การเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 protein ท�%อ�ณหภ1ม� 20 oC และ 
IPTG ความเข�มข�น 0.5 mM โดยเกGบต�วอย;างช�%วโมงท�% 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 หล�งเต�ม IPTG 
เปร�ยบเท�ยบก�บโปรต�นมาตรฐานด�วยว�ธ� SDS-PAGE และย�อมด�วย Coomassie brilliant 
blue R250, lane M; protein molecular weight marker (kDa), lane 1; ช�%วโมงท�% 0, lane 2; 
ช�%วโมงท�% 1, lane 3; ช�%วโมงท�% 2, lane 4; ช�%วโมงท�% 3, lane 5; ช�%วโมงท�% 4, lane 6; ช�%วโมงท�% 5.
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ภาพท�  17 แสดงผลการศ/กษาความจ8าเพาะของ rE2 protein ท�%ได�จากการการเหน�%ยวน8าการสร�า
rE2 protein ท�%อ�ณหภ1ม� 20oC และ IPTG ความเข�มข�น 0.5 mM โดยเกGบต�วอย;างช�%วโมง 
ท�% 0, 1,   2, 3, 4 และ 5 หล�งเต�ม IPTG ก�บ anti 5xHis antibody โดยว�ธ� Western blot. 
lane M; protein molecular weight marker (kDa), lane 1; ช�%วโมงท�% 0, lane 2; ช�%วโมงท�% 
1, lane 3; ช�%วโมงท�% 2,   lane 4; ช�%วโมงท�% 3, lane 5; ช�%วโมงท�% 4, lane 6; ช�%วโมงท�% 5.
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ตารางท�  2  แสดงค;า OD ท�% 595 nm และความเข�มข�นของสารละลายโปรต�น (Total protein) ท�%ได�
จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS ท�%ม� พลาสม�ด pET21a-
CHK-E2 ท�%ม�การเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 protein ท�%อ�ณหภ1ม� 37 oC, 28oC และ 20oC และ 
IPTG ความเข�มข�น 1.0 mM

อ�ณหภ1ม�ท�%ท8าการเหน�%ยวน8า 
(oC) OD 595 nm ความเข�มข�นของสารละลายโปรต�น (mg/ml)

37oC 0.097 0.18
28oC 0.132 0.30
20oC 0.336 0.98

หมายเหต� ท8าการเจ$อจางสารละลายโปรต�นท�%อ�ตราการเจ$อจาง 1:100

ตารางท�  3  แสดงค;า OD ท�% 595 nm และความเข�มข�นของสารละลายโปรต�น (Total protein) ท�%ได�จ
การเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS ท�%ม� พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 
ท�%ม�การเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 protein ท�%อ�ณหภ1ม� 20 oC และ IPTG ความเข�มข�น 0.0, 
0.25, 0.5, 0.75 และ 1.0 mM

ความเข�มข�นของ IPTG 
ท�%ท8าการเหน�%ยวน8า (mM) OD 595 nm ความเข�มข�นของสารละลายโปรต�น (mg/ml)

0.0 0.097 0.18
0.25 0.222 0.6
0.50 0.347 1.0
0.75 0.327 0.95
1.00 0.339 0.99

หมายเหต� ท8าการเจ$อจางสารละลายโปรต�นท�%อ�ตราการเจ$อจาง 1:100
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ตารางท�  4  แสดงค;าการด1ดกล$นแสงท�%ความยาวคล$%น 595 nm และความเข�มข�นของสารละลาย
     โปรต�น (Total protein) ท�%ได�จากการเพาะเล�7ยงเช$7อ E. coli สายพ�นธ�� BL21 (DE3) pLysS 

     ท�%ม� พลาสม�ด pET21a-CHK-E2 ท�%ม�การเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 protein ท�%อ�ณหภ1ม� 20oC 
     และ IPTG ความเข�มข�น 0.5 mM โดยเกGบต�วอย;างช�%วโมงท�% 0, 1, 2, 3, 4 และ 5

ช�%วโมงหล�งเต�ม IPTG OD 595 nm ความเข�มข�นของสารละลายโปรต�น (mg/ml)
0 0.100 0.19
1 0.144 0.34
2 0.222 0.6
3 0.282 0.8
4 0.297 0.85
5 0.290 0.83

หมายเหต� ท8าการเจ$อจางสารละลายโปรต�นท�%อ�ตราการเจ$อจาง 1:100
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6. การสก�ดแยก rE2-protein

น8าโปรต�นท�%ได�จากการสก�ดด�วย 1x IB solubilized buffer มาตรวจสอบ rE2 protein ม�ความเข�ม
ข�น 0.85 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร ด�วย 15% SDS-PAGE และย�อมด�วย Coomassie brilliant  blue R250 
พบ แถบโปรต�นขนาดประมาณ 46 ก�โลดาลต�น ซ/%งม�โปรต�นอ$%นๆเพ�ยงเลGกน�อย และเม$%อท8า Western 
blot analysis พบว;า rE2 protein ด�งกล;าว สามารถท8าปฏ�ก�ร�ยาก�บ anti 5xHis antibody ได� (ภาพท�% 
18) 
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ภาพท�  18 แสดงแถบโปรต�น rE2 protein ท�%สก�ดโดยใช� 0.5% N-laurylsarcosine เปร�ยบเท�ยบก�บ
โปรต�นมาตรฐาน (A) โดยว�ธ� SDS-PAGE และย�อมด�วย Coomassie brilliant blue R250. 
lane M; protein molecular weight marker (kDa), lane 1; rE2protein, (B) โดยว�ธ� Western 
blot เม$%อเต�ม anti 5xHis antibody. lane M; protein molecular weight marker (kDa), lane 
1; rE2protein.
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7. การทYา Western blot analysis
 
ผลจาก Western blot analysis พบว;า rE2 protein ท�%สก�ดโดยใช� 0.5% N-laurylsarcosine 

สามารถท8าปฏ�ก�ร�ยาได�ท�7งก�บ anti 5xHis antibody ท�%เจ$อจางด�วย blocking buffer อ�ตราส;วน 1:1000 
(ภาพท�% 19A) และแอนต�บอด�ในต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลายท�%เจ$อจางด�วย blocking 
buffer อ�ตราส;วน 1:50 (ภาพท�% 19B) 

การท�% rE2 protein สามารถท8าปฏ�ก�ร�ยาก�บแอนต�บอด�ในต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อ
ย�งลายได� แสดงถ/งความจ8าเพาะของ rE2 protein ซ/%งอาจน8าไปเป2นว�ตถ�ด�บ ในการพ�ฒนาช�ดตรวจ
โรคไข�ปวดข�อย�งลายได�
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ภาพท�  19 แสดงผล Western blot ของ rE2 protein ท�%สก�ดโดยใช� 0.5% N-laurylsarcosine (A) โดย
ใช� anti 5xHis antibody เจ$อจาง 1:1000. lane M; protein molecular weight marker (kDa), 
lane 1; rE2protein, (B) โดยใช�ต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย เจ$อจาง 1:50. lane 
M; protein molecular weight marker (kDa), lane 1; rE2protein.
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8. การทYา dot blot

จากการท8า dot blot โดยใช� rE2 protein ปร�มาณ 2 ไมโครกร�ม ท8าปฏ�ก�ร�ยาก�บต�วอย;างซ�ร�มผ1�
ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลายท�%ท8าการเจ$อจาง 1:10 และ 1:50 (ภาพท�% 20B และ 20C) และต�วอย;างซ�ร�ม
คนปกต�ท�%ท8าการเจ$อจาง 1:10 (ภาพท�% 20A) พบว;า rE2 protein สามารถท8าปฏ�ก�ร�ยาก�บซ�ร�มผ1�ปbวยโรค
ไข�ปวดข�อย�งลายได� และไม;เก�ดปฏ�ก�ร�ยาก�บต�วอย;างซ�ร�มคนปกต� แสดงถ/งความจ8าเพาะของ rE2 
protein ท�%ม�ต;อแอนต�บอด�ในต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย ด�งน�7น rE2 protein น;าจะน8าไป
เป2นว�ตถ�ด�บในการพ�ฒนาช�ดตรวจโรคด�งกล;าวได�
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ภาพท�  20 แสดงผล dot blot ระหว;าง rE2 protein ปร�มาณ 2 ไมโครกร�ม ก�บต�วอย;างซ�ร�ม (A) 
ต�วอย;างซ�ร�มคนปกต�ท�%เจ$อจาง 1:10, (B) ต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลายท�%เจ$อจาง 
1:10, (C) ต�วอย;างซ�ร�มคนปกต� 1:50.
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9. การตรวจต�วอย/างซ�ร�มผ.
ป[วยโรคไข
ปวดข
อย�งลายด
วยช�ดตรวจหาแอนต�บอด�ต/อไวร�สช�ค�นก�นยา 
ชน�ด IC

ผลการตรวจต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลายด�วยช�ดตรวจหาแอนต�บอด�ต;อ 
ไวร�สช�ค�นก�นยาด�วยว�ธ� IC น�7น พบว;าท�7ง sample buffer ส1ตรท�% 1 และส1ตรท�% 2 แสดงแถบ control 
line และ test line ท�%ช�ดเจน แต;เม$%อท8าการตรวจต1วอยWางซZร1มคนปกต@ พบวWาย1งคงแสดงแถบ test line อย8W 

เมi[อทjาการทดสอบต1วอยWางซZร1มด5วย sample buffer ส1ตรท�% 3 และส1ตรท�% 4  ท�%เต�ม 1% NaCl 
พบว;าท�7ง sample buffer ส1ตรท�% 3 และส1ตรท�% 4  ย�งคงแสดงแถบ control line และ test line ย�งคง
ช�ดเจน ท�7งในส;วนของต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยและต�วอย;างซ�ร�มคนปกต� แต;พบว;าระยะเวลาท�%แสดงส�ของ
แถบ control line และ test line ลดลง ท�7งน�7อาจเน$%องมาจาก การเต�ม 1% NaCl ชWวยให5การเคลi[อนทZ[
ของต1วอยWางดZขz{น โดย NaCl เมi[อแตกต1วในสารละลายทjาให5เก@ดประจKบวกและประจKลบ ชWวยให5การ
เคลi[อนทZ[ของต1วอยWางดZขz{น (ภาพท�% 21A และ 21B) 

เมi[อทjาการทดสอบต1วอยWางซZร1มด5วย sample buffer ส1ตรท�% 5 และส1ตรท�% 6  ท�%เต�ม 1% BSA 
พบว;าท�7ง sample buffer ส1ตรท�% 5 และส1ตรท�% 6  แสดงแถบ control line และ test line ท�%ช�ดเจนเพ�%ม
ข/7น ท�7งในส;วนของต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยและต�วอย;างซ�ร�มคนปกต� อาจเน$%องมาจาก BSA ท�%เต�มลงไป
น�7นท8าให�โมเลก�ลของแอนต�บอด�และแอนต�เจนอย1;ใกล�มากย�%งข/7น จ/งเป2นการเพ�%มโอกาสในการจ�บ
ก�นระหว;างโมเลก�ลท�7ง 2 จ/งท8าให�ได�แถบ control line และ test line ท�%ช�ดเจนมากย�%งข/7น (ภาพท�% 22A 
และ 22B)  

เมi[อทjาการทดสอบต1วอยWางซZร1มด5วย sample buffer ส1ตรท�% 7 และส1ตรท�% 8  ท�%เต�ม 1% 
sucrose พบว;า sample buffer ท1{ง 2 ส8ตรย1งแสดงแถบ control line ท�%ช�ดเจน ท�7งในต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวย
และต�วอย;างซ�ร�มคนปกต� แต;พบว;า sample buffer ส1ตรท�% 7 เม$%อตรวจต�วอย;างซ�ร�มคนปกต� ให�แถบ 
test line ท�%จางลง ส;วนส1ตรท�% 8 ย�งให�แถบ test line ท�%ช�ดเจน แสดงให�เหGนว;า sample buffer ส1ตรท�% 7 
น;าจะม�ความเหมาะสมในการเจ$อจางต�วอย;างซ�ร�มเพราะสามารถแยกความแตกต;างระหว;างต�วอย;าง
ซ�ร�มผ1�ปbวยและต�วอย;างซ�ร�มคนปกต�ได� (ภาพท�% 23A และ 23B) 

ด�งน�7นในงานว�จ�ยคร�7งน�7จ/งได�เล$อก sample buffer ส1ตรท�% 7 (10 mM PB, 0.1%NaN3, 0.1% 
4 aminoantipyrine, 0.1% Tween 20, 1% sucrose) มาใช5ในการเจiอจางต1วอยWางซZร1มสjาหร1บชKดตรวจ
หาแอนต@บอดZตWอไวร1สช@คKนกKนยาด5วยว@ธZ IC 
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ภาพท�  21 แสดงผลการตรวจหาแอนต�บอด�ต;อไวร�สช�ค�นก�นยาด�วยว�ธ� IC โดย (A) sample buffer 
ส1ตรท�% 3. P; ต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย, N; ต�วอย;างซ�ร�มคนปกต�, (B) 
sample buffer ส1ตรท�% 4, P; ต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย, N; ต�วอย;างซ�ร�มคน
ปกต�
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ภาพท�  22 แสดงผลการตรวจหาแอนต�บอด�ต;อไวร�สช�ค�นก�นยาด�วยว�ธ� IC โดย (A) sample buffer 
ส1ตรท�% 5. P; ต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย, N; ต�วอย;างซ�ร�มคนปกต�, (B) 
sample buffer ส1ตรท�% 6. P; ต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย, N; ต�วอย;างซ�ร�มคน
ปกต�
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ภาพท�  23 แสดงผลการตรวจหาแอนต�บอด�ต;อไวร�สช�ค�นก�นยาด�วยว�ธ� IC โดย (A) sample buffer 
ส1ตรท�% 7. P; ต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย, N; ต�วอย;างซ�ร�มคนปกต�, (B) 
sample buffer ส1ตรท�% 8. P; ต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย, N; ต�วอย;างซ�ร�มคน
ปกต�
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สร�ปและข
อเสนอแนะ

เม$%อตรวจสอบขนาดของย�น E2 ท�%ได�จากการท8า one step RT-PCR พบว;าม�ขนาดประมาณ 
1280 bp โดยย�น E2 ของไวร�สช�ค�นก�นยาสายพ�นธ�� Ross ม�ขนาด 1266 bp ขนาดของย�นท�%เพ�%มจาก 
1260 bp เป2น 1280 bp เน$%องมาจากย�น E2 ท�%ได�จากการท8า PCR ได�รวมส;วนของเอนไซม�ต�ดจ8าเพาะ 
EcoRI (GAATTC) ซ/%งม� 6 bp และ NotI (GCGGCCCG) ซ/%งม� 8 bp ท8าให� ย�น E2 ท�%ได�จากการท8า 
PCR ม�ขนาดประมาณ 1280 bp 

เม$%อน8าย�น E2 จากร�คอมบ�แนนท�พลาสม�ด pGEMT-CHK-E2 ไป blast ก�บฐานข�อม1ลของ 
The National Center for Biotechnology Information (NCBI) พบว;าคล�ายก�บย�น E2 ของไวร�ส    ช�ค�
นก�นยา สายพ�นธ�� Ross โดยม�ค;า Max identity ท�% 99 เปอร�เซGนต� (1266 bp) เช;นเด�ยวก�นก�บล8าด�บกรด
อะม�โนกGคล�ายก�บกรดอะม�โนของโปรต�น E2 ของไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� Ross โดยม�ค;า identity 
ท�% 99 เปอร�เซGนต� (422 กรดอะม�โน) (ภาคผนวก ง)

rE2 protein ของไวร�สช�ค�นก�นยา (CHKV) ท�%ผล�ตใน E. coli ม�ขนาดประมาณ 46 ก�โลดาล
ต�น ม�ค;าใกล�เค�ยงก�บ rE2 protein ของไวร�สช�ค�นก�นยา (CHKV) ท�%ผล�ตใน E. coli ม�ขนาดประมาณ 
44 ก�โลดาลต�น (Ranadive and Banerjee, 1990) และมZขนาดใกล5เคZยงก1บ   rE2 protein ทZ[ทjาการผล@ต
ในระบบ Baculovirus ทZ[มZขนาดประมาณ 40 ก@โลดาลต1น (Cho, et al., 2008) โปรต�น E2 ท�%สก�ดจาก
อน�ภาคของไวร�สช�ค�นก�นยา จะม�ม�ขนาดประมาณ 47.5 ก@โลดาลต1น (Bréhin, et al., 2008) การทZ[ 
rE2 protein ม�ขนาดแตกต;างก�นน�7นน;าจะมาจากสายพ�นธ��ของไวร�สช�ค�นก�นยาและการเล$อกเซลล�เจ�า
บ�านส8าหร�บการผล�ตโปรต�นด�งกล;าว เมi[อเปรZยบเทZยบขนาดของโปรตZนทZ[ผล@ตในระบบ E. coli 
เหมiอนก1นแตWมZขนาดแตกตWางก1นน1{น เนi[องจาก rE2 protein ได�รวมส;วนของกรดอะม�โนฮ�สท�ด�น อ�ก 
6 โมเลกKลเพ@[มเข5าไป 

งานว@จ1ยคร1{งนZ{ได5ทjาการหาสภาวะทZ[เหมาะสมสjาหร1บเหนZ[ยวนjาการผล@ต rE2 protein ใน 
E. coli พบวWาการเหนZ[ยวนjาการผล@ตโปรตZนทZ[อKณหภ8ม@ 20oC เหมาะสมทZ[สKด เพราะให5คWาโปรตZนรวม
ส8งทZ[สKด เมi[อเปรZยบเทZยบก1บการเหนZ[ยวนjาการผล@ต rE2 protein ทZ[อKณหภ8ม@ 37oC และ 28oC ท1{งนZ{เนi[อง
มาจากอKณหภ8ม@ทZ[ 37oC เปVนอKณหภ8ม@ทZ[เหมาะสมสjาหร1บการเจร@ญของเชi{อ E. coli โดยเช$7อจะใช�
พล�งงานและสารอาหารเพ$%อแบ;งเซลล�ส8าหร�บการเจร�ญจzงทjาให5ผล@ตโปรตZนสWวนอi[นๆน5อยลง เมi[อลด
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อKณหภ8ม@เปVน 20oC ซz[งไมWใชWอKณหภ8ม@ทZ[เหมาะสมสjาหร1บการเจร@ญของเชi{อ ทjาให5เชi{อ E. coli นjา
พล1งงานและสารอาหารมาใช5สjาหร1บการผล@ตโปรตZนอi[นๆแทนโปรตZนทZ[ใช5สjาหร1บการแบWงเซลล� 
นอกจากนZ{การเหนZ[ยวนjาการผล@ตโปรตZนทZ[อKณหภ8ม@ต[jาย1งร1กษาความเสถZยรของโปรตZนได5อZกด5วย 
(Jones, et al., 1987)

งานว@จ1ยคร1{งนZ{ได5เลiอกใช5 การเหน�%ยวน8าการผล�ต rE2 protein ด�วย IPTG ท�%ความเข�มข�น 
0.50 mM การทZ[ IPTG สามารถเหนZ[ยวนjาการผล@ตโปรตZนได5น1{น เนi[องมาจาก IPTG เปVนสารเคมZทZ[มZ
โครงสร5างคล5าย allolactose ซz[งเปVนสารต1{งต5นสjาหร1บเอนไซม� β-galactosidase โดยเอนไซม�น�7จะถ1ก
ผล�ตจากย�น lac Z ซz[งมZอย8WบนตjาแหนWง cloning site ของพลาสม@ด pET21a  แตWเอนไซม�นZ{ไมWสามารถ
ย;อย IPTG ได� ด�งน�7นจ/งม� IPTG ตลอดระยะเวลาในการเพาะเล�7ยง transformant (Hansen, et al., 
1998) ด�งน�7นแม�ว;าจะใช�ปร�มาณน�อยกGสามารย1;ในอาหารตลอดระยะเวลาท�%ใช�ในการเหน�%ยวน8าการ
ผล�ตโปรต�น จากผลการทดลองพบวWา transformant ทZ[มZรZคอมบ@แนนท�พลาสม@ด pET21a-CHK-E2
สามารถผล@ตโปรตZน rE2 protein ได5แม5วWาจะใช5ความเข5มข5นของ IPTG เพZยง 0.25 mM แตWเมi[อ
เปรZยบเทZยบคWาโปรตZนรวมแล5วพบวWาการใช5 IPTG ความเข5มข5น 0.5 mM 0.75 mM และ 1 mM ให5
คWาโปรตZนรวมทZ[ไมWแตกตWางก1นมากน1ก โดยโปรต�นท�%ได�จากการเหน�%ยวน8าด�วย IPTG ท�%ความเข�มข�น 
0.50 mM ม�ความเข�มข�น 1.0 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร โปรต�นท�%ได�จากการเหน�%ยวน8าด�วย IPTG ท�% ความ
เข�มข�น 0.75 mM ม�ความเข�มข�น 0.95 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร และโปรต�นท�%ได�จากการเหน�%ยวน8า ด�วย 
IPTG ท�%ความเข�มข�น 1.0 mM ม�ความเข�มข�น 0.99 ม�ลล�กร�มต;อม�ลล�ล�ตร (ตารางท�% 3) ด�งน�7นจ/งเล$อก 
IPTG ความเข�มข�น 0.50 mM เป2นความเข�มข�นท�%ใช�ในการเหน�%ยวน8าการสร�าง rE2 protein     

 
การศzกษาระยะเวลาทZ[เหมาะสมทZ[ใช5เหนZ[ยวนjาการผล@ต rE2 protein น1{น พบวWาต1{งแตWช1[วโมง

ทZ[ 1 หล1งจากเต@ม IPTG ทZ[ความเข5มข5น 0.5 mM transformant ก�เร@[มผล@ต rE2 protein แตWเมi[อเปรZยบ
เทZยบโปรตZนรวมแล5วพบวWาให5คWาไมWแตกตWางก1นมากน1กต1{งแตWช1[วโมงทZ[ 3 ช1[วโมงทZ[ 4 และช1[วโมงทZ[ 5 
ด1งน1{นจzงเลiอกใช5ระยะเวลาในการเหนZ[ยวนjาการผล@ตโปรตZนทZ[ 3 ช1[วโมง 

จากการท8า Western blot และ dot blot พบว;า rE2 protein สามารถท8าปฏ�ก�ร�ยาก�บ
แอนต�บอด�ในต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย แสดงให�เหGนถ/งศ�กยภาพท�%จะน8าไปเป2น
ว�ตถ�ด�บส8าหร�บพ�ฒนาเป2นช�ดทดสอบ โดยงานว�จ�ยคร�7งน�7ได�ทดลองน8าโปรต�น E2 ไปศ/กษาการ
พ�ฒนาช�ดทดสอบชน�ด immunochromatography หร$อ IC เพ$%อตรวจหาแอนต�บอด�ในผ1�ปbวย 
โรคไข�ปวดข�อย�งลาย พบว;า rE2 protein ให�ผลการทดลองท�%น;าสนใจ ค$อ สามารถท�%จะแยกความ
แตกต;างระหว;างต�วอย;างซ�ร�มผ1�ท�%ต�ดเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยาและต�วอย;างซ�ร�มคนปกต�ได� โดยส1ตร 
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sample buffer ทZ[เหมาะสมสjาหร1บการเจiอจางต1วอยWางซZร1ม คiอ ส1ตรท�% 7 (10 mM PB, 0.1%NaN3, 
0.1% 4 aminoantipyrine, 0.1% Tween 20, 1% sucrose)  

ป3จจ�บ�นม�การพ�ฒนาช�ดตรวจโรคไข�ปวดข�อย�งลายด�วยว�ธ� IC โดยการตรวจหา IgM ใน
ต1วอยWางซZร1มผ85ป^วยโรคไข5ปวดข5อยKงลาย เชWน One Step IgM antibodies to Chikungunya virus Test 
(SD BIOLINE, Kyonggido, Korea) ซ/%งเป2นช�ดตรวจท�%อาศ�ยหล�กการ solid phase 
immunochromatographic พบวWาสามารถใช5ตรวจค1ดกรองผ85ป^วยโรคไข5ปวดข5อยKงลายได5 
(Rianthavorn, et al., 2010) การตรวจหา IgM ในต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยจะแสดงถ/งระยะเวลาของการ
ต�ดเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยาได� โดยระด�บ IgM ในต�วอย;างซ�ร�มของผ1�ปbวยจะเพ�%มข/7นหล�งจากการต�ดเช$7อ
ไวร�สช�ค�นก�นยามาแล�ว 2 ส�ปดาห� ด�งน�7นภายในส�ปดาห�แรกของการต�ดเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยา จะไม;
สามารถตรวจหา IgM ในต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยได� ต�องอาศ�ยการตรวจหา RNA ของไวร�สช�ค�นก�นยา
แทน (Taubitz et al, 2007) 

แม�ว;าการศ/กษาคร�7งน�7จะแสดงให�เหGนว;า rE2 protein สามารถน8าไปเป2นว�ตถ�ด�บส8าหร�บ
พ�ฒนาช�ดทดสอบชน�ด IC เพ$%อตรวจหาแอนต�บอด�ต;อไวร�สช�ค�นก�นยาได� แต;ย�งต�องท8าการศ/กษาใน
อ�กหลายๆด�าน เช;น การเพ�%มความเข�มของแถบ test line และ control line การเพ�%มความจ8าเพาะต;อ
แอนต�บอด�ในต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย โดยอาจเพ�%มโปรต�นส;วนอ$%นๆของไวร�ส   ช�ค�
นก�นยา เช;น โปรต�น E1 หร$อ โปรต�น capsid เข�าใปในช�ดตรวจด�งกล;าว นอกจากน�7การศ/กษาถ/ง
ประส�ทธ�ภาพในการตรวจหาระด�บ IgM ในต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวย การศ/กษา cross reaction ก�บต�วอย;าง
ซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลายท�%เก�ดจากการต�ดเช$7อไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ��อ$%นๆ เช;น สายพ�นธ�� 
S27- African prototype สายพ�นธ�� TSI-GSD-218 และสายพ�นธ�� Wuerzburg การศ/กษา cross reaction 
ก�บต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�เล$อดออกและโรคไข�สมองอ�กเสบ กGถ$อว;าม�ความส8าค�ญ เพราะจะช;วย
ให�การว�น�จฉ�ยโรคไข�ปวดข�อย�งลายได�ถ1กต�องมากและแม;นย8ามากย�%งข/7น 

 
การพ�ฒนาช�ดทดสอบถ$อเป2นแนวทางหน/%งส8าหร�บการป�องก�นและควบค�มการระบาดของ

โรคได�อย;างม�ประส�ทธ�ภาพ เพราะช�ดทดสอบถ$อเป2นเคร$%องม$อท�%ส8าค�ญท�%จะช;วยค�ดกรองผ1�ปbวยและ
ช;วยในการตรวจว�น�จฉ�ยโรคของแพทย�ให�ถ1กต�องมากย�%งข/7น ท8าให�ผ1�ปbวยได�ร�บการร�กษาอย;างท�น
ท;วงท� สามารถจ8าก�ดพ$7นท�%การระบาดของโรคได� ป3จจ�บ�นประเทศไทยม�การน8าเข�าช�ดทดสอบหลาย
ชน�ด เช;น ช�ดตรวจโรคไข�เล$อดออก โรคไวร�สต�บอ�กเสบ โรคเอดส� เป2นต�น ด�งน�7นการพ�ฒนาช�ด
ทดสอบจ/งเป2นการพ/%งพาตนเองและลดการน8าเข�าช�ดทดสอบด�งกล;าว นอกจากน�7 หากเราสามารถ
พ�ฒนาช�ดทดสอบให�ม�ประส�ทธ�ภาพ ย�งสามารถส;งออกไปขายย�งนานาประเทศ เป2นการสร�างรายได�
ให�ก�บประเทศอ�กด�วย  
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ภาคผนวก ก
สารเคม�และอาหารเล�7ยงเช$7อ
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สารเคม�

1.  สารเคม�สYาหร�บการ cloning

1.1 การต�ดด�วยเอGนไซม�ต�ดจ8าเพาะ (Restriction enzyme)

ตารางผนวกท�  ก 1 การเตร�ยม reaction mixture ส8าหร�บต�ดด�วยเอGนไซม�ต�ดจ8าเพาะ

Mixture Volume (µl) Final concentration

10x buffer 5  1x
 EcoRI หร$อ NotI 5 50 U  
 plasmid DNA 10 
 dH2O 30  

                        

1.2 การเช$%อมต;อด�เอGนเอ (Ligation)

ตารางผนวกท�  ก 2 การเตร�ยม reaction mixture เพ$%อท8า ligation

Mixture Volume (µl)

5x ligation buffer
                           DNA vector
                           Insert DNA
                          T4 DNA ligase
                           dH2O

4
6
4
1
15
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1.3 เอGนไซม�ต�ดจ8าเพาะ

ตารางผนวกท�  ก 3 เอนไซม�ต�ดจ8าเพาะ 

2.  สารเคม�สYาหร�บการทYา RT-PCR และ PCR

ตารางผนวกท�  ก 4 การเตร�ยม Onestep RT-PCR reaction mixture

Mixture Volume (µl) Final concentration

dNTP 2 400 uM of each dNTP
Forward Primer 1 0.4 µM
Reverse Primer 1 0.4 µM
RNA Template 2 0.2 µg
QiaGEN Onestep RT-PCR Enzyme Mix 2 -
5x Q buffer 10 1x
5x QiaGEN Onestep RT-PCR Buffer 10 1x
RNase-free water 22 -

Total volume 50  

Enzyme Recognition Sequence
     5'----3'                 3'----5'

Concentration
(U/µl)

Company

EcoRI
NotI

G’AATTC 
GC’GGCCGC

CTTAA’G 
CGCCGG’CG

10
10

Takara
Takara
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ตารางผนวกท�  ก 5 การเตร�ยม PCR reaction mixture

Mixture Volume (µl) Final concentration

10x buffer
2x PCR master Mix
primer forward
primer reverse
dH2O
 Template DNA
           Total volume

2
10
0.5
0.5
6.5
0.5
20

1x
1x

3.  สารเคม�สYาหร�บการ Transformation

3.1 สารเคม�ในการเตร�ยม competent cell
- TFB 1 buffer pH 5.8; 50 mM MnCl2, 30 mM potassium acetate, 10 mM CaCl2, 15% 

glycerol ปร�บ pH ด�วย KOH (กรองผ;าน 0.45 µm  filter )
- TFB 2 buffer pH 6.8; 10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 15% glycerol ปร�บ pH ด�วย KOH 

(กรองผ;าน 0.45 µm  filter )

4.  IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside); เตร�ยม 1 M IPTG โดยช�%ง 0.238 g ละลายใน
น78ากล�%น 1 ml

5.  สารเคม�สYาหร�บ SDS-PAGE

5.1  30% Acrylamide; acrylamide 30 g, bisacrylamide 0.8 g ละลายในน78ากล�%น  100 ml
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5.2  4x Tris HCl/SDS pH 8.8; น78ากล�%น 300 ml, tris base 91 g, SDS 2 g ปร�บ pH ให�เป2น 
pH 8.8 เต�มน78าให�ครบ  500 ml และกรองด�วย  0.45 µm filter

5.3  4x Tris HCl/SDS pH 6.8; น78า 50 ml, tris base 6.05 g, SDS 0.4 g ปร�บ pH ให�เป2น 6.8 
เต�มน78าให�ได� 100 ml และกรองด�วย  0.45 µm filter 

5.4  5x Glycine buffer; tris base 15.1 g, glycine 94 g, 10% SDS 50 ml เต�มน78าให�ครบ 1 l
5.5  Loading buffer ; 6% β-ME, 6% SDS, 0.6% bromophenol blue และ 20% glycerol
5.6 Ammonium persulfate (10%); ammonium persulfate 1 g ละลายในน78ากล�%น 10 ml 

เกGบสารละลายท�% 4°C นานไม;เก�น 1 ส�ปดาห�
5.7 สารเคม�สYาหร�บ Coomassie staining
- Coomassie stain; Coomassie Brilliant blue R 250 0.25g, methanol 45 ml, น78ากล�%น  45 

ml, glacial acetic acid 10 ml 
- destaining solution; 45% methanol, 45% น78ากล�%น, 10% acetic acid

74



ตารางผนวกท�  ก 6 การเตร�ยม 15% polyacrylamide gel

Mixture Volume 

Stacking gel
- Distilled water
- 1.5 M Tris-HCl pH 8.8
- 10% SDS
- 30% acrylamide
- 10% ammonium persulfate
- TEMED

Separating gel

- Distilled water
- 1.5 M Tris-HCl pH 8.8
- 10% SDS
- 30% acrylamide
- 10% ammonium persulfate
- TEMED

        
           1.5 ml
           0.63 ml
           25 ul
           0.33 ml
           12.5 ul
           2.5 ul

          1.13 ml
          1.25 ml
          50 ul
          2.5 ml
          25 ul
          2.5 ul
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6.  สารเคม�สYาหร�บทYา Western blotting
- transfer buffer; 25 mM tris base, 150 mM glycine, 20% methanol
  ช�%ง 3 g tris base, 14.4 g glycine ละลายในน78ากล�%น 800 ml และเต�ม 200 ml methanol 
- 2% BSA; 2 g BSA ละลายใน 1x PBST 100 ml
- rabbit anti-mouse; 1µl ของ rabbit anti-mouse เจ$อจางใน  1x PBST 1000 µl
- DAB substrate; 1 mg DAB ละลายใน 1x PBST 10 ml 

7.  สารเคม�สYาหร�บทYา agarose gel electrophoresis

- 50x TAE buffer; Tris base 121 g, น78ากล�%น 300 ml, glacial acetic acid 28.55 ml, 0.5 M 
Na-EDTA 50 ml ปร�บ pH ให�เป2น 8.0 ด�วย NaOH ปร�บปร�มาตรให�ครบ 500 ml น8าไป autoclave

- 1% agarose gel; agarose 1 g, 1x TAE 100 ml ละลายในเคร$%อง microwave 2 นาท� หร$อจน
สารละลายใส ปล;อยให�อ�ณหภ1ม�เยGนลงประมาณ 50ºC เทลงใน tray ส8าหร�บเตร�ยมเจล จากน�7นใส; 
comb เพ$%อให�เก�ดช;อง

- loading dye; 0.25% Bromphenol blue, 30% glycerol

8.  Gel extraction kit (Qiagen kit); QG buffer, PE buffer และ EB buffer

9.  สารเคม�สYาหร�บทYา dot blotting

- nitrocellulose membrane
- 5% skim milk
- 1x PBS + 0.05% Tween 20
- 1° antibodies (ต�วอย;างซ�ร�มผ1�ปbวยโรคไข�ปวดข�อย�งลาย) 
- 2° antibodies (goat anti-human )
- DAP substrate; 1 mg DAP ละลายใน 1x PBST 10 ml

10. PBS pH 7.4
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KH2PO4, 0.2 g, NaCl 0.8 g, Na2HPO4. 12H2O 2.9 g, KCl 0.2 g ปร�บ pH ให�ได� 7.4 และ
ปร�บปร�มาตรให�ได� 1 ล�ตร 
11. PBS-T pH 7.4

PBS 100 ml เต�ม Tween 20 1 ml

12. 10% SDS

SDS (sodium dodesyl sulfate ) 10 g เต�มน78า deionize 100 ml

13. TEMED

ส8าหร�บ TEMED (N,N,N’,N’ – tetramethyl ethylenediamine) ใช�ได�เลยไม;ต�องเจ$อจาง

14. PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentus, USA)
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อาหารสYาหร�บเล�\ยงเช�\อ

1.  LB medium (1000 ml)
- Tryptone 10 g
- Yeast extract 5   g
- NaCl 10 g
- dH2O ให�เป2น 1000 ml
- Autoclave

2.  SOC medium 100 ml
-Bacto tryptone  2   g
- Yeast extract 0.5 g
- 1M NaCl 1 ml
- 1 M KCl 0.25 ml
- 1 ml of Mg2+ stock (1 M MgCl2.6H2O, 1 M MgSO4.7H2O, filter-sterilized)
- 1 ml of 2M glucose, filter-sterilized
- Autoclave

3.  LB medium agar (500 ml)
- Tryptone 5 g
- Yeast extract 2.5   g
- NaCl 5 g
- เต�ม agar 7.5 g
- dH2O ให�เป2น 500 ml
- Autoclave
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1.  การเตร�ยม competent cell

เล�7ยงเช$7อ E.coli  ในอาหาร LB medium ท�% 37°C นานข�ามค$น แล�ว subculture เช$7อท�%ได�ใน
อ�ตราส;วน 1:100 กล;าวค$อ น8าเช$7อท�%เล�7ยงข�าม ค$น 1 ml เต�มลงในอาหาร LB broth medium 100 ml 
ใน flask 250 ml เขย;าท�% 37°C นาน  2 ช�%วโมง จากน�7นแช; flask ในน78าแขGง 5 นาท� ย�ายเซลล�ใส;หลอด
ใหม; ป3�นตกตะกอนเซลล�ท�%ความเรGว 4,000 xg ท�%อ�ณหภ1ม� 4°C นาน 5 นาท� ท�7งส;วนใสและแช;เซลล�
ในน78าแขGง ละลายตะกอนด�วย TFB1 buffer 30 ml และแช;เซลล�ในน78าแขGงนาน 90 นาท� แล�วป3�นตก
ตะกอนเซลล�ท�%ความเรGว 4,000 xg ท�%อ�ณหภ1ม�4°C นาน 5 นาท� ท�7งส;วนใสและแช;เซลล�ในน78าแขGง 
ละลายตะกอนด�วย TFB2 buffer 4 ml ในน78าแขGง ท8าการแบ;งเซลล�ใส;หลอด microcentrifuge tube 
หลอดละ 200 µl และเกGบร�กษาเซลล�ท�% -80°C จนกว;าจะน8ามาใช�งาน

2. การสก�ด DNA จาก agarose gel ด
วยช�ดสก�ด QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, 
 Germany)

1. ท8าการต�ดช�7น DNA จาก agarose gel
2. ช�%งน78าหน�กของเจล แล�วเต�ม QG buffer ปร�มาตร 3 เท;าของน78าหน�กเจล
3. น8าไปบ;มท�% 50 องศาเซลเซ�ยส เป2นเวลา 10 นาท�หร$อจนกระท�%งเจลละลายหมด อาจน8ามา 

vortex เป2นคร�7งคราว
4. เต�ม isopropanol ปร�มาตร 1 เท;า ผสมให�เข�าก�น
5. ถ;ายต�วอย;างลงใน QIAqucik spin column น8าไปป3�นเหว�%ยง 10000 รอบต;อนาท� เวลา 1 นาท�
6.  ท�7งส;วน flow through แล�วเต�ม QG buffer 500 ไมโครล�ตร น8าไปป3�นเหว�%ยง 10000 รอบต;อ

นาท� เวลา 1 นาท�
7. ท�7งส;วน flow through แล�วเต�ม PE buffer 750 ไมโครล�ตร น8าไปป3�นเหว�%ยง 10000 รอบต;อ

นาท� เวลา 1 นาท�
8. ท�7งส;วน flow through แล�วน8าไปป3�นเหว�%ยง 13000 รอบต;อนาท� เวลา 1 นาท�
9. น8า QIAqucik spin column วางในหลอดทดลองขนาด 1.5 ม�ลล�ล�ตร แล�วเต�ม EB buffer 50 

ไมโครล�ตร น8าไปป3�นเหว�%ยง 13000 รอบต;อนาท� เวลา 1 นาท�
10. เกGบส;วน flow through น8าไปตรวจสอบด�วย 1% agarose gel electrophoresis 
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3. การสก�ดพลาสม�ดด
วยช�ดสก�ด QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany)

1. ละลายตะกอนเซลล�ด�วย P1 buffer ปร�มาตร 250 ไมโครล�ตร แล�วถ;ายส1;หลอดทดลองขนาด 
1.5 ม�ลล�ล�ตร

2. เต�ม P2 buffer ปร�มาตร 250 ไมโครล�ตร ผสมให�เข�าก�นโดยการพล�กหลอด 4-6 คร�7ง
3. เต�ม N3 buffer ปร�มาตร 350 ไมโครล�ตร ผสมให�เข�าก�นโดยการพล�กหลอด 4-6 คร�7ง
4. น8าไปป3�นเหว�%ยง 13000 รอบต;อนาท� เวลา 10 นาท�
5. ด1ดส;วนใสใส; QIAprep Spin column แล�วน8าไปป3�นเหว�%ยง 13000 รอบต;อนาท� เวลา 1 นาท� 

ท�7งส;วน flow through 
6. เต�ม PB buffer ปร�มาตร 500 ไมโครล�ตร แล�วน8าไปป3�นเหว�%ยง 13000 รอบต;อนาท� เวลา 

1 นาท� ท�7งส;วน flow through 
7. เต�ม PE buffer ปร�มาตร 750 ไมโครล�ตร แล�วน8าไปป3�นเหว�%ยง 13000 รอบต;อนาท� เวลา 

1 นาท� ท�7งส;วน flow through 
8. แล�วน8าไปป3�นเหว�%ยง 13000 รอบต;อนาท� เวลา 1 นาท�
9. เต�ม EB buffer ปร�มาตร 50 ไมโครล�ตร แล�วน8าไปป3�นเหว�%ยง 13000 รอบต;อนาท� เวลา 

1 นาท�
10. เกGบส;วน flow through น8าไปตรวจสอบด�วย 1% agarose gel electrophoresis

4.  การทYา transformation (Sambrook et al., 1989)

น8า competent cell จาก -80°C มาท8าให�ละลายบนน78าแขGง แล�วใส; ligated DNA 5-10 µl ลง
ไปในหลอด competent cell บ;มในน78าแขGง  30 นาท� ท8า heat shock ท�% 42°C นาน 90 ว�นาท� จากน�7น
ลงแช;ในน78าแขGงท�นท� นาน 3-5 นาท� เต�มอาหาร SOC medium 900 µl เขย;าท�% 37°C นาน 1 ช�%วโมงป3�น
ตกตะกอนท�%ความเรGว 4,500 ×g นาน 1 นาท� ด1ดส;วนใสท�7งให�เหล$อประมาณ 150-200 µl ละลาย
ตะกอนโดยการด1ดข/7นด1ดลง  แล�ว spread ลงบน LB agar plate ท�%ม� X-Gal บ;มข�ามค$นท�% 37°C ข�าม
ค$น (12-18 ช�%วโมง) ค�ดเล$อก white colony มาท8าการตรวจสอบด�วย PCR หร$อ ต�ดด�วยเอGนไซม�เพ$%อ
ย�นย$นผล

5.  การเช� อมต/อด�เอ�นเอ (ligation)
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เตร�ยม ligation reaction mixture ตามตารางภาคผนวกท�% 2 โดยผสม ligation reaction, DNA 
vector และ insert DNA เข�าด�วยก�นใน PCR tube น8าไปบ;มท�% 15°C ในเคร$%อง thermal cycler 
(eppendorf) นานข�ามค$น จากน�7นน8า ligated DNA ท�%ได� ถ;ายเข�าส1;เช$7อ E.coli เพ$%อเพ�%มปร�มาณและค�ด
เล$อกโคลนท�%ให�ผลบวกส8าหร�บน8าไปใช�งานต;อไป

6. การว�ดปร�มาณโปรต�นด
วยว�ธ� Bradford (Sigma, USA)

1.  ท8าการเจ$อจางโปรต�นมาตรฐานก�บน78ากล�%นให�ม�ความเข�มข�น 10 µg/ml, 5 µg/ml, 2.5 
µg/ml, และ 1.25 µg/ml 

2. เต�ม Bradford reagent 1 ม�ลล�ล�ตร ต;อโปรต�นมาตรฐานท�%ท8าการเจ$อจางแล�ว 1 ม�ลล�ล�ตร
3. ผสมให�เป2นเน$7อเด�ยวก�นด�วยการ vortex
4. ต�7งท�7งไว�ประมาณ 15 นาท�
5. น8าไปว�ดค;า OD 595 nm 
6. สร�างกราฟมาตรฐานแสดงความส�มพ�นธ�ระหว;างค;า OD 595 nm (แกน Y) ก�บ ความเข�มข�น

ของโปรต�น (แกน X)
7. ท8าการเจ$อจางต�วอย;างโปรต�นก�บน78ากล�%นท�%อ�ตราส;วน 1:10, 1:100, และ 1:1,000
8. เต�ม Bradford reagent 1 ม�ลล�ล�ตร ต;อโปรต�นมาตรฐานท�%ท8าการเจ$อจางแล�ว 1 ม�ลล�ล�ตร
9. ผสมให�เป2นเน$7อเด�ยวก�นด�วยการ vortex
10. ต�7งท�7งไว�ประมาณ 15 นาท�
11. น8าไปว�ดค;า OD 595 nm 
12. ค8านวณค;าความเข�มข�นของต�วอย;างโปรต�นจากสมการ
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กราฟแสดงความส�มพ�นธ	ระหว/างค/า OD 595 nm ก�บ ความเข
มข
นของโปรต�นมาตรฐาน

ภาพผนวกท�  ข 1 กราฟแสดงความส�มพ�นธ�ระหว;างค;า OD 595 nm ก�บ ความเข�มข�นของโปรต�น
                          มาตรฐาน
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7. การทYา Dialysis และการ refolding protein

1. เตร�ยม 1x dialysis buffer (20 mM Tris-HCl, pH8.5) ท�%เต�ม 0.1 mM DDT โดยใช�ปร�มาตร 50 
เท;าของโปรต�นท�%ได�จากการท8า solubilation
2. Dialyze ท�% 4o C นาน 3 ช�%วโมง แล�วเปล�%ยน buffer ท�%ปร�มาตรเท;าเด�ม แล�ว dialyze ต;ออ�ก 3 
ช�%วโมง
3. เปล�%ยน buffer อ�กคร�7งแต;ไม;เต�ม DDT แล�ว dialyze ต;ออ�ก 3 ช�%วโมงหร$อมากกว;าน�7น
4. เปล�%ยน buffer เป2น 1x dialysis buffer (20 mM Tris-HCl, pH8.5) ท�%เต�ม 1 mM reduded 
glutatione และ 0.2 mM oxidized glutatione โดยปร�มาตรท�%ใช� ค$อ 25  เท;าของโปรต�นท�%ได�จาก
การท8า solubilization
5. dialyze ท�% 4o C นานข�ามค$น
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ภาคผนวก ค
โครงสร�างจ�โนมของไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�� Ross และโครงสร�างของพลาสม�ด pGEM-T 

Easy และ pET21a
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โครงสร
างจ�โนมของไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�	 Ross (AF490259)

ภาพผนวกท�  ค 1 ข�อม1ลโครงสร�างจ�โนมของไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ��Ross (AF490259)

ภาพผนวกท�  ค 2 โครงสร�างจ�โนมของไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ��Ross (AF490259)
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โครงสร
างของย�น E2 ของไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ�	 Ross (AF490259)

ภาพผนวกท�  ค 3 ข�อม1ลโครงสร�างย�น E2 ของไวร�สช�ค�นก�นยา สายพ�นธ��Ross (AF490259)
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โครงสร
างจ�โนมของพลาสม�ด pGEM-T Easy 

ภาพผนวกท�  ค 4 โครงสร�างจ�โนมของพลาสม�ด pGEM-T Easy 
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โครงสร
างจ�โนมของพลาสม�ด pET21a

ภาพผนวกท�  ค 5 โครงสร�างจ�โนมของพลาสม�ด pET21a 
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ภาคผนวก ง
ผลการ Blast น�วคล�โอไทด�ของย�น E2 บน pGEMT-CHK-E2 ก1บฐานข5อม8ล NCBI และ

ผลการ Blast กรดอะม@โนของย�น E2 บน pGEMT-CHK-E2 ก1บฐานข5อม8ล NCBI

90



ผลการ Blast น�วคล�โอไทด	ของย�น E2 บน pGEMT-CHK-E2 กFบฐานขJอมMล NCBI

ภาพผนวกท�  ง 1 ผลการ Blast น�วคล�โอไทด�ของย�น E2 บน pGEMT-CHK-E2 ก1บฐานข5อม8ล NCBI
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ผลการ Blast กรดอะมSโนของย�น E2 บน pGEMT-CHK-E2 กFบฐานขJอมMล NCBI

ภาพผนวกท�  ง 2 ผลการ Blast กรดอะม@โนของย�น E2 บน pGEMT-CHK-E2 ก1บฐานข5อม8ล NCBI
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ประว�ต�การศeกษาและการทYางาน

ช� อ-สก�ล นายจ�ร�ฏฐกร  เธ�ยรธน�นต�ก�ล
ว�น เด�อน ปm เก�ด 4 ก�มภาพ�นธ� 2522
สถานท� เก�ด อ8าเภอก�นทรารมย�  จ�งหว�ดศร�สะเกษ
ประว�ต�การศeกษา ว�ทยาศาสตรบ�ณฑ�ต (เทคโนโลย�ช�วภาพ) มหาว�ทยาล�ยธรรมศาสตร�
ตYาแหน/งงานป�จจ�บ�น น�กว�ทยาศาสตร�การแพทย�
สถานท� ทYางานป�จจ�บ�น ศ1นย�เทคโนโลย�ช�วภาพด�านการแพทย�และสาธารณส�ข

 กรมว�ทยาศาสตร�การแพทย�  กระทรวงสาธารณส�ข
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