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บทค ัดย ่อ ภาษาไทย 

ศรุดา หวังอนุรักษ์กุล : การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 และ VP2 จากไวรัสก่อโรคโลหิต
จางในไก่ใน Escherichia coli  และการผลิตแอนติบอดี (EXPRESSION OF RECOMBINANT 
PROTEINS VP1 AND VP2 FROM CHICKEN ANEMIA VIRUS IN Escherichia coli AND 
ANTIBODY PRODUCTION) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. วันชัย อัศวลาภสกุล{, 174 หน้า. 

โรคโลหิตจางในไก่เป็นโรคที่ท าให้ไก่เกิดภาวะโลหิตจางชนิดรุนแรงและส่งผลให้การท างานของระบบ
ภูมิคุ้มกันลดต่ าลงซ่ึงสาเหตุส าคัญเกิดจากการติดเชื้อไวรัสก่อโรคโลหิตจางในไก่  (Chicken Anemia Virus, 
CAV)   โปรตีน VP1 ซ่ึงเป็นโปรตีนหลักของเชื้อไวรัส CAV ด้วยคุณสมบัติในการเป็นแอนติเจนที่สูงสามารถถูกจดจ า
ได้ดีจึงถูกน าไปใช้พัฒนาเป็นวัคซีนและชุดตรวจวินิจฉัยโรค  จากการที่โปรตีน VP1 มีส่วนเป็นพิษต่อ Escherichia 
coli  ซ่ึงเป็นเซลล์เจ้าบ้าน จ านวน 60 กรดอะมิโน ที่ปลาย N-terminal จึงเป็นข้อจ ากัดท าให้ผลิตโปรตีน VP1 ได้ใน
ปริมาณน้อย  นอกจากน้ียังมีโปรตีน VP2 ซ่ึงเป็นโปรตีนไม่ใช่โปรตีนโครงสร้างมีบทบาทส าคัญในการช่วยในการม้วน
พับของโปรตีน VP1 ท าให้เกิดโครงสร้างอิพิโทปของไวรัสที่เหมาะสม  จุดประสงค์ในงานวิจัยน้ีเพื่อผลิตรีคอม
บิแนนท์โปรตีน VP1 และ VP2 และการผลิตแอนติบอดีในหนูไมซ์ ด้วยการตัดส่วนเป็นพิษต่อเซลล์เจ้าบ้านออก 

จ านวน 60 กรดอะมิโน ที่ปลาย N-terminal (Δ60N_VP1) แล้วเชื่อมต่อกับดีเอ็นเอ VP2 จึงได้รูปแบบของดีเอ็นเอ

ต่างๆ ดังน้ี Δ60N_VP1, VP2, VP2/Δ60N_VP1 และ Δ60N_VP1/VP2   ดีเอ็นเอทั้ง 4 รูปแบบได้ถูกโคลนเข้าสู่
เวคเตอร์ pET28a(+) และชักน าเกิดการแสดงออกใน E.coli สายพันธ์ุ Roseta-gami โดยใช้ IPTG ความเข้มข้น 
0.2-0.3 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  รีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้งหมดได้ถูกท าให้

บริสุทธ์ิด้วยวิธี affinity chromatography ซ่ึงขนาดโปรตีนของ Δ60N_VP, VP2, VP2/Δ60N_VP1 และ 

Δ60N_VP1/VP2 ดังน้ีคือ 45, 28, 73 และ 85 กิโลดาลตัน ตามล าดับ  ด้วยคุณสมบัติในการเป็นแอนติเจนที่ดีของ

โปรตีน Δ60N_VP1 จึงได้น ามาใช้ส าหรับตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส CAV จากซีรั่มไก่ จ านวน 152 ตัวอย่าง
ด้วยวิธี indirect ELISA โดยพบให้ความไว ความจ าเพาะ และความแม่นย า เท่ากับ 87.50%, 95.31% และ 

90.79% ตามล าดับ  นอกจากน้ียังพบว่าภายหลังการน าโปรตีน Δ60N_VP1 ไปฉีดกระตุ้นในหนูไมซ์ พบว่าหนูไมซ์

มีการตอบสนองและผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีน Δ60N_VP1 ได้  ดังน้ันโปรตีน 

Δ60N_VP1 จึงเป็นแอนติเจนที่เหมาะสมส าหรับน าไปใช้พัฒนาวัคซีนและแอนติบอดีต่อโปรตีน Δ60N_VP1 ยัง
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ตรวจหาเชื้อไวรัส CAV ได้ต่อไป 
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Chicken Infectious Anemia (CIA) is a disease causing the severe anemia and 
immunosuppression in chicken. The disease is caused by Chicken Anemia Virus (CAV).  VP1 
protein found in the capsid of CAV has been well-recognized as its high antigenicity and thus 
serves as a strong candidate for the development of vaccine and a diagnostic marker. The 
problematic of VP1 in Escherichia coli found the 60 amino acid sequence at the N-terminus of 
VP1 related to be toxic to host then lead to the less yield protein production. Other non-
structural protein as VP2, the protein that help enhance the folding of VP1 epitope. For the 
purpose of VP1 and VP2 recombinant protein production and production antibody in mice in this 

study via the N-terminus of VP1 was deleted (Δ60N_VP1) and then fused with VP2. Therefore, 
the patterns of the recombinant proteins between the truncated VP1 and VP2 were engineered 

as follows: Δ60N_VP1, VP2, VP2/Δ60N_VP1 and Δ60N_VP1/VP2. These four types of gene 
fragments were subsequently cloned into pET28a (+) expression vector in E.coli Roseta-gami. The 
recombinant clones were induced at 25 °C for 3 hr using 0.2 – 0.3 mM IPTG the inducing agent for 
the protein expression. The recombinant proteins were purified using affinity chromatography and 

gave rise to the molecular weight of 45, 28, 73 and 85 kDa for Δ60N_VP1, VP2, VP2/Δ60N_VP1 

and Δ60N_VP1/VP2, respectively. Because of Δ60N_VP1 strong antigenicity, it was chosen for 
development of CAV seradiagnostic test in 152 chicken serum samples using indirect ELISA, where 
the obtained sensitivity, selectivity and accuracy were 87.50%, 95.31% and 90.79%, respectively. 

In addition, polyclonal antibodies against Δ60N_VP1 was generated after Δ60N_VP1 was 
administered into mice reflecting that the animal can be immunized by this antigen. To this end, 

Δ60N_VP1 can be served as a good potential candidate for vaccine development and the 

antibody against Δ60N_VP1 generated in mice can be applied for a diagnostic tool for CAV 
detection in the foreseeable future. 
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IPTG  =  isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
kb  =  kilobase (s) 
kDa  =  kilodalton (s) 
M  =  molar 
µM  =  micromolar 
min  =  minute(s) 
ml  =  milliliter 
µl  =  microliter 
mM  =  millimolar 
ng  =  nanogram 
ORF  =  open reading frame (s) 
PCR  =  polymerase chain reaction 
PVDF  =  polyvinylidene difluoride 
rpm  =  revolution per minute 

 SDS-PAGE        =  sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel           
electrophoresis 

TEMED  =  N,N,N’,N’-tetramethyl-ethane-1,2-diamine 
Tm  =  melting temperature 
V  =  volt (s) 
v/v  =  volume/volume 

 w/v                =  weight/volume 
 
 
 



 
 

 

บทที่ 1 
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

อุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่ของประเทศไทยเป็นอุตสาหกรรมหนึ่งที่มีการผลิตแปรรูปและ
ส่งออกในปริมาณสูง โดยในปี พ.ศ. 2557 มีปริมาณไก่ส่งออกทั้งเนื้อไก่แปรรูปและเนื้อไก่แช่เย็นหรือ
แช่แข็ง จ านวน 467,242.060 ตัน คิดเป็นมูลค่าส่งออก จ านวน 65,225.576 ล้านบาท และมี
แนวโน้มในการขยายตัวอย่างต่อเนื่องในปี พ.ศ. 2558     อย่างไรก็ตามการระบาดของโรคสัตว์ปีกยัง
เป็นปัจจัยที่ส าคัญอันก่อให้เกิดผลกระทบต่ออุตสาหกรรมสัตว์ปีกอย่างมาก เช่น การระบาดของโรค
ไข้หวัดนก ในปี พ.ศ. 2547 ซึ่งมีผลท าให้ประเทศคู่ค้าหลายๆประเทศของไทยได้ห้ามการน าเข้าไก่แช่
เย็นหรือแช่แข็งจากประเทศไทย จึงสูญเสียรายได้ให้แก่ประเทศมูลค่ามหาศาล [1] 

โรคโลหิตจางในไก่ เป็นโรคระบาดหนึ่งที่พบในสัตว์ปีก ท าให้ไก่ที่ติดเช้ือนั้นสามารถก่อโรค
และท าให้ไก่มีอัตราการป่วยและตายสูงได้ทั้งทางตรงและทางอ้อม     นอกจากนี้ไก่ที่ติดเช้ือยังส่งผล
ต่อน้ าหนักและผลผลิตของไก่ที่ลดลงจึงก่อให้เกิดความเสียหายต่ออุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่และสร้าง
ความสูญเสียต่อเศรษฐกิจเป็นอย่างมากซึ่งสาเหตุหลักเกิดจากการติดเ ช้ือไวรัส Chicken Anemia 
Virus (CAV) โดยเช้ือไวรัสดังกล่าวสามารถเพิ่มจ านวนและท าลายเซลล์ต้นก าเนิดที่จะพัฒนาต่อไป
เป็นเซลล์เมด็เลอืดแดง เซลล์เม็ดเลือดขาวและเกล็ดเลือด  รวมทั้งเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน
ของร่างกายสัตว์ส่งผลให้ไก่มีภาวะภูมิคุ้มกันที่บกพร่อง โดยเฉพาะอย่างยิ่งในลูกไก่จะพบการ
แสดงออกของโรคที่รุนแรงและส่งผลให้อตัราการป่วยและตายสูง  ในขณะที่ไก่มีอายุหรือไก่พ่อแม่พันธ์ุ
แม้ไม่พบการแสดงออกของโรค    แต่พบภาวะภูมิคุ้มกันท างานลดลงซึ่งส่งผลท าให้เกิดการติดเช้ือก่อ
โรคอื่นๆ อาทิ ไวรัส แบคทีเรียและเช้ือรา เป็นต้น ได้ง่าย   นอกจากนี้ยังส่งต่อการตอบสนองของ
วัคซีนป้องกันโรคอื่นๆ ลดลง   จึงเป็นสาเหตุส าคัญอกีประการหนึ่งซึ่งท าให้อัตราการปว่ยและตายเพิ่ม
สูงยิ่งขึ้น      ดังนั้นแนวทางการควบคุมและป้องกันการระบาดของโรคโลหิตจางในไก่ จึงจ าเป็นต้อง
อาศัยการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการเพื่อคัดแยกสัตว์ติดเช้ือออกจากฝูง  การตรวจหาระดับ
แอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสก่อโรคโลหิตจางในไก่เป็นสิ่งจ าเป็นอย่างยิ่งโดยเฉพาะอย่างยิ่งก่อนการฟักไข่ 
เพื่อป้องกันการแพร่กระจายเช้ือไวรัสจากแม่สู่ลูก   



 
 

 

ปัจจุบันการพัฒนาวิธีหรือชุดสอบในการตรวจวินิจฉัยโรคหรือตรวจหาระดับแอนติบอดีของ
เช้ือไวรัสด้วยเทคนิคทางอิมมูนวิทยานิยมใช้เทคโนโลยีการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนโดยอาศัย
สิ่งมีชีวิตอื่นๆ เช่น แบคทีเรีย ยีสต์หรือพืช เป็นต้น ในการผลิตแอนติเจนทดแทนการใช้อนุภาคไวรัสที่
เพาะเลี้ยงขึ้นจากห้องปฏิบัติการ ซึ่งช่วยในการลดเวลาและข้ันตอนความยุ่งยาก อีกทั้งยังลดต้นทุน
การผลิต   อย่างไรก็ตามการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนจากแคพซิดโปรตีนหรือโปรตีน VP1 ของเช้ือ
ไวรัสโลหิตจางในไก่เพื่อใช้เป็นแอนติเจนโดยอาศัยเซลล์แบคทีเรียซึ่งสามารถเจริญได้ง่าย ต้นทุนต่ า
และให้ปริมาณโปรตีนสูง เมื่อเปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น    

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

งานวิจัยน้ีจึงได้พัฒนาการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 รวมทั้งออกแบบและตัดต่อโปรตีน 
VP1 เข้ากับโปรตีน VP2 ของเช้ือไวรัสโลหิตจางในไก่เพื่อช่วยในการแสดงออกของโปรตีน VP1 ใน
แบคทีเรีย  รวมถึงการน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 ที่ผลิตได้ไปประยุกต์ใช้ในการพัฒนาวิธีการ
ตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสโลหิตจางในไก่ ตลอดจนการน าไปผลิตแอนติบอดีส าหรับใช้ตรวจ
วินิจฉัยโรคติดเช้ือไวรัสโลหิตจางในไก่ 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ได้รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 และ VP2 จากเช้ือไวรัสโลหิตจางในไก่ที่สามารถแสดงออกใน
แบคทีเรีย Escherichia coli  

2. ได้วิธีการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสโลหิตจางในไก่จากรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1  
3. ไดพ้อลิโคลนัลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อเช้ือไวรัสโลหิตจางในไก่ 



 
 

 

 

บทที่ 2 
ปริทรรศน์วรรณกรรม 

 

2.1 โรคโลหิตจางในไก ่
 โรคโลหิตจางในไก่ (Chicken Infectious Anemia หรือ CIA) เกิดจากการติดเช้ือไวรัสก่อ
โรคโลหิตจางในไก่ (Chicken Anemia Virus หรือ CAV) ซึ่งเดิมเรียกว่า Chicken Anemia Agent 
หรือ CAA เนื่องจากยังไม่ทราบแน่ชัดว่าเป็นเช้ือโรคชนิดใดแต่พบว่าสามารถท าให้ไก่เกิดภาวะของโรค
โลหิตจางชนิดรุนแรง (aplastic anemia) ได้  ซึ่งต่อมาได้มีการศึกษาถึงลักษณะโครงสร้างและ
คุณสมบัติทางชีวเคมีของ CAA อย่างถ่องแท้ จนพบว่า Chicken Anemia Virus หรือ CAV เป็น
สาเหตุที่ก่อโรคโลหิตจางในไก่โดยได้ตั้งช่ือตามตามระบบสากลที่ International Committee for 
the Taxonomy of Viruses ยอมรับ   อย่างไรก็ดีตามท้องถ่ินมักเรียกช่ือไวรัสให้สอดคล้องกับโรคที่
พบจึงมีช่ือเรียกอีกช่ือหนึ่งว่า Chicken Infectious Anemia Virus  หรือ CIAV [2]  
 2.1.1 ประวัติความเป็นมาของโรค 
  ในปี ค.ศ. 1970 มีรายงานการพบรอยโรคอันเกิดจากเช้ือชนิดหนึ่งไม่ทราบแน่ชัด

สันนิษฐานว่าเป็นเช้ือไวรัส CAV ในภายหลัง ซึ่งท าให้เกิดภาวะ haematopoietic destruction ใน

ไก่ที่ติดเช้ือ Marek’s disease [3] ต่อมาในปี ค.ศ. 1979  โดย Yuasa  ได้ท าการแยกเช้ือไวรัส CAV 

(สายพันธ์ุ Gifu-1) และท าการทดลองศึกษาพยาธิสภาพของโรคเป็นครั้งแรกในประเทศญี่ปุ่น  [4]   

จากนั้นได้ท าการเพาะเลี้ยงเช้ือไวรัส CAV ในหลอดทดลองได้ส าเร็จในปี ค.ศ. 1983 โดยพบว่าเช้ือ 

CAV สามารถเจริญได้ในเซลล์ Chicken lymphoblastoid cell lines ที่เตรียมได้จาก Marek’s 

disease chicken cell (MDCC) – MSBI และ LSCC-1104B1 ซึ่งสามารถก่อให้เกิดพยาธิสภาพ

ภายในเซลล์ (cytopathic effects) ได้ [5]  จากการค้นพบวิธีดังกล่าวจึงท าให้เกิดการพัฒนาทั้ง

วิธีการตรวจวินิจฉัยโรค  รวมถึงการศึกษาทางด้านระบาดวิทยาของโรคและการก่อโรคของเช้ือไวรัส 

CAV มากขึ้นตั้งแต่ปี ค.ศ. 1990 เป็นต้นมา  นอกจากนี้ยังได้มีการศึกษาและพัฒนาวิธีตรวจวินิจฉัย

และวัคซีนต่าง ๆ กันอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน [2] 
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2.1.2 อาการของโรค 
 การแสดงอาการของโรค CIA  สามารถแบ่งได้ตามช่วงอายุของสัตว์ที่ได้รับเช้ือ ดังนี้คือ 

2.1.2.1 อาการของโรคในช่วงการติดเชื้อในลูกไก่น้อยกว่า 2 - 3 สัปดาห์ 
การติดเช้ือในลูกไก่น้อยกว่า 2 – 3 สัปดาห์ มักพบการแสดงอาการของโรคได้อย่างชัดเจน ได้แก่      
มีอาการซีด, แคระแกร็น, มีภาวะโลหิตจางอย่างรุนแรง, เซลล์ไขกระดูกสันหลังลดลง, เกิดเลือดออก
ตามใต้ผิวหนัง, ต่อมไธมัสและต่อมเบอร์ซ่าฝ่อ, ค่า hematocrit ลดลง 6-27 % [6] โดยอาการ
ดังกล่าวเริ่มพบและปรากฏอย่างรุนแรงในลูกไก่ติดเช้ือที่มีช่วงอายุ 10–12 วัน ท าให้อัตราการตายเริ่ม
เพิ่มสูงข้ึน  เมื่อลูกไก่มีอายุ 17-21 วันเป็นช่วงที่พบอัตราการตายสูงที่สุด   จากนั้นอัตราการตายจะ
เริ่มลดลงและเข้าสู่ภาวะปกติเมื่อไก่มีอายุ 23-26 วัน [7] 
  2.1.2.2 อาการของโรคในช่วงการติดเชื้อในไก่ท่ีมีอายุมากกว่า 2 – 3 สัปดาห์ 
ขึ้นไป 
 การติดเช้ือในไก่ที่มีอายุมากกว่า 2 – 3 สัปดาห์ข้ึนไปมักพบการติดเช้ือในรูปแบบไม่แสดง
อาการของโรค (Subclinical infection) โดยการศึกษาของ McConnell และคณะ (1993) พบว่า
การท างานของเซลล์ lymphocyte และเซลล์เม็ดเลือดขาวลดลงในไก่ติดเช้ือที่มีอายุ 3 สัปดาห์ [8] 
ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Markowski-Grimsrud และ Schat (2003) พบว่าไก่ติดเช้ือที่มีอายุ 
14-21 วัน มีการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของ cytotoxic T lymphocytes (CTL) ลดลง  
แสดงถึงภาวะภูมิคุ้มกันที่บกพร่องซึ่งส่งผลให้สัตว์มีโอกาสติดเช้ือร่วมกับเช้ือโรคอื่นๆได้ง่าย โดยพบว่า
ไก่ติดเช้ือไวรัส CAV มีโอกาสติดเช้ือร่วมกับไวรัสชนิดอื่นๆ สูงข้ึน อาทิ เช่น Marek’s disease virus 
[9], reticuloendotheliosis virus (REV), infectious bursal disease virus, reovirus หรือ 
adenovirus [10] ซึ่งส่งผลท าให้ไก่เกิดการแสดงอาการของโรคที่รุนแรงและส่งผลให้อัตราการตาย
เพิ่มสูงข้ึน   นอกจากนี้ยังส่งผลให้การตอบสนองของวัคซีนป้องกันโรคบางชนิดลดลง อาทิ เช่น 
Marek’s disease [11], Newcastle disease [12] และ infectious laryngotracheitis [13]   
ดังนั้นอัตราการตายของไก่ติดเช้ือที่มีอายุมากส่วนใหญ่จึงมัก เกิดจากการติดเช้ือชนิดอื่นร่วมด้วย  
นอกจากนี้โรค CIA ยังส่งผลให้ไก่มีน้ าหนักและให้ผลิตภัณฑ์ลดลง [14] 
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2.2   ลักษณะของเชื้อไวรัสก่อโรคโลหิตจางในไก ่
 เช้ือไวรัสก่อโรคโลหิตจางในไก่ (Chicken Anemia Virus หรือ CAV) จัดอยู่ใน Family 
Circoviridae เช่นเดียวกับไวรัสก่อโรคในสัตว์ชนิดอื่นๆ ได้แก่ Porcine circovirus-1 (PCV1), 
Porcine circovirus-2 (PCV2), Beak and feather disease virus (BFDV), Duck circovirus 
(DuCV), Canary circovirus (CaCV) เป็นต้น แต่เป็นไวรัสชนิดเดียวที่จัดอยู่ใน Genus Gyrovirus 
เนื่องจากมีลักษณะจีโนมของไวรัสเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยวต่อกันเป็นวงกลมประจุลบ (negative sense 
- circular single stranded DNA)  ซึ่งแตกต่างจากไวรัสชนิดอื่นในสกุลเดียวกันซึงมีลักษณะจีโนม
ของไวรัสเป็น ambisense - circular single stranded DNA [15] 
 

2.2.1 โครงสรา้งของไวรัส 

 ไวรัส CAV เป็นไวรัสขนาดเล็กที่ไม่มีเปลือกหุ้มภายนอก (non-enveloped virus) โดยมี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง ประมาณ 25 นาโนเมตร มีรูปร่าง icosahedral symmetryประกอบด้วย
โปรตีนแคพซิด จ านวน 60 หน่วย (T=1) จัดเรียงในลักษณะ pentameric ring จ านวน 12 วงแหวน
ดังแสดงในรูปที่ 2.1 [15] ช้ันแคพซิดของไวรัสไม่มีคาร์โบไฮเดรตและไขมันเป็นองค์ประกอบจึงท าให้
ไวรัสมีความทนทานต่อสารเคมี , อุณหภูมิและความเป็นกรด-ด่างสูง  จึงท าให้ยากต่อการ 
inactivated เช้ือไวรัสชนิดนี้ [16]  

 
รูปท่ี 2.1 โครงสร้างของเช้ือไวรสัก่อโรคโลหิตจางในไก่ [17] 
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  2.2.2 ลักษณะทางพันธุกรรมของไวรัส 
        จีโนมของเช้ือไวรัส CAV มีลักษณะเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยวต่อกันเป็นวงกลม
ประจุลบ (negative sense - circular single stranded DNA) มีขนาดประมาณ 2.3 กิโลเบส  มี
ส่วนต่างๆ ได้แก่ ส่วน coding gene ประกอบด้วย open reading frame (ORF) จ านวน 3 ORFs 
ซ้อนทับกัน ได้แก่ ORF1, ORF2 และ ORF3 โดย ORF2 ซ้อนทับอยู่ใน ORF1 ทั้งหมด                
ในขณะเดียวกัน ORF1 ซ้อนทับกับ ORF3 ในบางส่วน ดังแสดงในรูป 2.2  ซึ่งถอดรหัสพันธุกรรม
ภายใต้การท างานของโปรโมเตอร์เดียวที่ประกอบด้วย TATA-box และ poly A signal ได้สาย 
mRNA สายเดียวในลักษณะ polycistronic mRNA  ซึ่งภายหลังพบว่าสาย mRNA สายยาวซึ่งได้จาก
กระบวนการถอดรหัสดังกล่าวถูกตัดแบบ alternative splicing ในภายหลังก่อนเข้าสู่กระบวนการ
แปลรหัสโปรตีนเป็นโปรตีน 3 ชนิด คือ VP2, VP3 และ VP1 ตามล าดับ [18]   นอกจากนี้ยังมีส่วนที่
ไม่ถูกถอดรหัสพันธุกรรม (non-transcriped region หรือ NTR) ซึ่งเป็นส่วนของ promoter/enhancer 
ซึ่งประกอบด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ จ านวน 19 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ าๆกันในลักษณะ 
tandem repeats เป็นต าแหน่งในการเข้าจับของ promoter/enhancer element เพื่อควบคุมการะ
บวนการถอดรหัสพันธุกรรม [15] 
  

 

 
รูปท่ี 2.2 ลักษณะและการจัดเรียงจโีนมของเช้ือไวรัสก่อโรคโลหิตจางในไก่ [17] 
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 2.2.3 โปรตีนท่ีส าคัญของไวรัส 
  ไวรัส CAV ประกอบด้วยโปรตีนทั้งหมด 3 ชนิด ดังนี้คือ 
  2.2.3.1 โปรตีน VP1 
 เป็นโปรตีนโครงสร้าง (structural protein) หรือแคพซิดโปรตีน มี
ขนาดประมาณ 52 กิโลดาลตัน (kDa) ถูกแปลรหัสกรดอะมิโนจาก ORF3 ซึ่งมีขนาด ORF ใหญ่ที่สุด 
[19] โปรตีน VP1 เป็นโปรตีนหลักที่แสดงคุณสมบัติของความเป็นแอนติเจน (antigenicity) โดย
บริเวณด้านปลาย N-terminal ของโปรตีน VP1 มีกรดอะมิโนจ านวน 100 กรดอะมิโนแรก มี
คุณสมบัติเป็น hydrophilic [20] และพบกรดอะมิโนชนิดอาร์จนิินอยู่มากทีบ่รเิวณกรดอะมิโน 40-50 
กรดอะมิโนแรก จึงมีคุณสมบัติมีประจุบวกสูงและสามารถจับกบัดีเอ็นเอของไวรัสเพื่อห่อหุ้มจีโนมของ
ไวรัสซึ่งคล้ายคลึงกับโปรตีนฮิสโตน [19], [21] ส่วนปลายด้าน C-terminal ของโปรตีน VP1 
ประกอบด้วย replication motif จึงเกี่ยวข้องกับกระบวนการ rolling cycle replication (RCR) 
ของกระบวนการเพิ่มจ านวนของเช้ือไวรัส CAV [22], [23] 
  2.2.3.2 โปรตีน VP2 
    เป็นโปรตีนชนิดที่ ไม่ ใ ช่โปรตีนโครงสร้าง  (non-structural 
protein) มีขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน (kDa) ถูกแปลรหัสกรดอะมิโนจาก ORF1 [24] เป็น
โปรตีนที่มีบทบาทเป็น chaperone หรือ scaffold protein ของโปรตีน VP1 ซึ่งช่วยในการประกอบ
โครงสร้างของอิพิโทปไวรัสบนโปรตีน VP1 ให้มีความถูกต้อง [25], [26] นอกจากนี้ยังเป็นโปรตีนทีมี
คุณสมบัติเป็น dual specificity protein phosphatase (DSP) ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการควบคุม
เพิ่มจ านวนและการก่อโรคของไวรัส [24] 
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  2.2.3.3 โปรตีน VP3 
   เป็นโปรตีนชนิดที่ ไม่ใช่โปรตีนโครงสร้าง (non-structural protein) 
เช่นเดียวกับโปรตีน VP2 มีขนาดประมาณ 13 กิโลดาลตัน (kDa) ถูกแปลรหัสกรดอะมิโนจาก ORF2 
โปรตีน VP3 หรือ โปรตีน apoptin เป็นโปรตีนที่สามารถชักน าให้เซลล์สัตว์ที่ติดเช้ือไวรัส CAV เกิด
กระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis ได้  โดยโปรตีน VP3 มีกรดอะมิโนจ านวน 121      
กรดอะมิโน ซึ่งประกอบด้วยกรดอะมิโนทั้งชนิด proline, serine และ threonine  และด้านปลาย 
C-terminal ของโปรตีน VP3 มีคุณสมบัติเป็นประจุบวกซึ่งสามารถจับกับกรดนิวคลีอิกของเซลล์เจ้า
บ้านได้     ภายหลังการเข้าจับของโปรตีน VP3 บนโครมาตินจึงเกิดการท าลายโครงสร้าง supercoil 
ของโครมาติน ท าให้เกิดกระบวนการ apoptosis ในล าดับต่อมา    นอกจากนี้โปรตีน VP3 อาจเป็น 
transcriptional regulator ของยีนของเซลล์เจ้าบ้าน ซึ่งส่งผลท าให้เกิด apoptosis ได้เช่นกัน [27], 
[28] 
 

2.2.4 คุณสมบัติของไวรัส 
   โครงสร้างของไวรัส CAV ไม่มีคาร์โบไฮเดรตและไขมันเป็นองค์ประกอบจึง
ท าให้ไวรัสมีความสามารถทนต่อสารเคมี เช่น ether และ chloroform เป็นต้น    นอกจากนี้ยังทน
ต่อความร้อนที่อุณหภูมิสูง เช่น 80° ซ  นาน 15 นาที และ 70° ซ  นาน 1 ช่ัวโมง อีกทั้งยังทนต่อ
ความเป็นกรดที่ pH 3 นาน 3 ช่ัวโมง [4] รวมถึงน้ ายาฆ่าเช้ือต่างๆ เช่น amphoteric soap, invert 
soap, organic solvent และ orthodichorobenzene [29] 
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2.4 วงจรชีวิตของเชื้อไวรัสก่อโรคโลหิตจางในไก ่
 เมื่อสัตว์ได้รับเช้ือไวรัส CAV เข้าสู่ร่างกาย เช้ือจะกระจายไปตามอวัยวะต่างๆ ของสัตว์และ
เข้าสู่เซลล์เป้าหมาย คือ เซลล์ progenitor stem cell ซึ่งเป็นเซลล์ที่จะพัฒนาต่อไปเป็นเซลล์เม็ด
เลือดต่างๆ ได้แก่ เซลล์เม็ดเลือดแดง เซลล์เม็ดเลือดขาวและเซลล์เกล็ดเลือด [30] โดยอาศัย
กระบวนการหรือตัวรับที่จ าเพาะต่อเช้ือไวรัส CAV บนผิวเซลล์ใดนั้นยังไม่ทราบเป็นที่แน่ชัด [16]  
เมื่อไวรัสเข้าสู่ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์  โปรตีนแคพซิดซึ่งห่อหุ้มจีโนมของไวรัสจะถูกแยกออก  
จากนั้นจี โนมของไวรัสจะถูกน าเข้าสู่นิวเคลียสและเกิดกระบวนการจ าลองสารพันธุกรรม 
(Replication) โดยอาศัยกระบวนการ rolling cycle replication หรือ RCR และอาศัยการท างาน
ของเอนไซม์ DNA polymerase ของเซลล์เจ้าบ้าน ในช่วงระยะการแบ่งเซลล์ S – phase ท าให้เกิด 
replicative form ในลักษณะดีเอ็นเอวงกลมสายคู่ (circular double stranded DNA หรือ 
circular dsDNA) ส าหรับเป็นต้นแบบในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอสายเดี่ยวของไวรัสและเกิด
กระบวนการถอดรหัสได้สาย mRNA โดย mRNA ที่ ถูกสร้าง ข้ึนในข้ันนี้จะถูกส่งออกไปยัง             
ไซโตพลาสซึมเพื่อแปลรหัสเป็นโปรตีน 3 ชนิด ได้แก่ VP1 VP2 และ VP3 ตามล าดับ   จากนั้นโปรตีน
ทั้งสามจะเข้าสู่นิวเคลยีสโดยโปรตีน VP1 หรือโปรตีนแคพซิดจะห่อหุ้มจีโนมของไวรัสที่ถูกเพิ่มจ านวน 
จากนัน้อนุภาคไวรัสจะถูกส่งออกไปยังไซโตพลาสซึมและปล่อยออกนอกเซลล์ด้วยการท าให้เซลล์แตก 
(cell lysis) ดังแสดงในรูปที่ 2.3A และ 2.3B [15],[26]   อย่างไรก็ตามพบว่า circular dsDNA 
replicate form สามารถคงอยู่ในรูป episome ในระยะเวลายาวนาน จึงเป็นกลไกหนึ่งที่ไวรัสใช้แฝง
ตัวอยู่ในร่างกายของสัตว์ติดเช้ือได้ [31] 

 

 
รูปท่ี 2.3 วงจรชีวิตของเช้ือไวรสัก่อโรคโลหิตจางในไก่ (A) วงจรชีวิตของเช้ือไวรัสกอ่โรคโลหิตจางใน

ไก่ (B) กระบวนการท าใหเ้ซลล์แตกเพื่อปลอ่ยไวรัสออกนอก [26] 
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2.5 การก่อโรค 
 สัตว์ที่ติดเช้ือไวรัส CAV มักได้รับผลเสียหายโดยตรงต่อระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายสัตว์ท าให้
เกิดความบกพร่องและมีการแสดงออกของอาการโรค เช่น อวัยวะภายในที่เกี่ยวข้องในระบบ
ภูมิคุ้มกัน เช่น ต่อมน้ าเหลืองเกิดการฝ่อ ตลอดจนเกิดภาวะโลหิตจางชนิดรุนแรง มีผลท าให้สัตว์มี
อัตราการตายสูง  นอกจากนี้เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน ได้แก่ เซลล์ hemocytoblast ที่อยู่ในไขกระดูก
สันหลังซึ่งจะพัฒนาต่อไปเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์เม็ดเลือดต่างๆ  และเซลล์ T lymphocyte 
precursor ที่อยู่ในต่อมไธมัสซึ่งจะพัฒนาต่อไปเป็น T cell ต่างเป็นเซลล์เป้าหมายและไวต่อการติด
เช้ือไวรัส CAV ท าให้เช้ือไวรัสมีการเพิ่มจ านวนและท าลายเซลล์ดังกล่าวด้วยวิธีการ apoptosis [30] 
 ดังแสดงในรูปที่ 2.4  

 
 

รูปท่ี 2.4 เซลล์เป้าหมายส าหรบัเพิม่จ านวนเช้ือไวรสั CAV [30] 
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ผลจากการที่เซลล์ hemocytoblast และเซลล์ T lymphocyte precursor ถูกท าลาย     
มีดังนี ้
 2.5.1 ผลการท าลายเซลล์ hemocytoblast 
  จากการทดลองในไก่ที่มีอายุ 1 วัน ท าการติดเช้ือไวรัส CAV พบว่าสามารถพบเช้ือ
ไวรัสในเซลล์ hemocytoblast ที่ไขกระดูกสันหลัง ภายในระยะ 3-4 วัน ภายหลังติดเช้ือ   จากนั้น
เซลล์ hemocytoblast จะถูกท าลายและลดจ านวนลง ภายในระยะ 8 วัน ภายหลังติดเช้ือ ซึ่งระยะนี้
จะท าให้ภาวะโลหิตจางเพิ่มความรุนแรงข้ึน และส่งผลให้พบจุดเลือดออกตามกล้ามเนื้อเพิ่มมากข้ึน  
นอกจากนี้ยังส่งผลท าให้ค่า hematocrit ต่ าลง เนื่องจากจ านวนเซลล์เม็ดเลือดขาวและเม็ดเลือดแดง
ลดลง  และภายหลังการติดเช้ือ 16-18 วัน ไขกระดูกสันหลังจะถูกท าลายในที่สุด [30],[32],[33] 
 2.5.2 ผลการท าลายเซลล์ T lymphocyte precursor  
  จากการทดลองในไก่ที่มีอายุ 1 วัน ท าการติดเช้ือไวรัส CAV พบว่าต่อมไธมัสพบการ
ถูกท าลายภายในระยะ 2 สัปดาห์หลังติดเช้ือ โดยพบปริมาณเซลล์ติดเช้ืออยู่ที่ต่อมไธมัสสูงสุดในวันที่ 
6-7 หลังติดเช้ือ [32]   ในทางตรงข้ามเมื่อไก่ที่มีอายุ 3 สัปดาห์ข้ึนไปติดเช้ือ พบว่าเซลล์ในต่อมไธมัส
ดังกล่าวยังคงมีความไวในการติดเช้ือไวรัส แต่พบการเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึนที่ต่อมไธมัสเพียงเล็กน้อย 
[34]  นอกจากนี้ยังคงพบเซลล์ T lymphocyte progenitor cell ติดเช้ือไวรัสถูกท าลายจึงส่งผลให้ 
T lymphocyte (T cell) มีจ านวนลดลงท าให้เกิดภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่องจึงเพิ่มโอกาสการติดเช้ือ
อื่นๆได้ง่ายและส่งผลให้การตอบสนองต่อวัคซีนลดลง   นอกจากยังส่งผลต่อระบบการท างานของสาร 
cytokine อันเนื่องมาจาก effector ต่างๆ ถูกท าลายจึงท าให้การแสดงออกของโรครุนแรงข้ึนและมี
ผลท าให้ต่อมเบอร์ซ่าถูกท าลาย ตามล าดับ [30],[32] 
  อย่างไรก็ตามไม่พบการถูกท าลายของเซลล์ B lymphocyte precursor โดยเช้ือ
ไวรัส CAV ดังนั้น B lymphocyte (B cell) จึงไม่ถูกท าลาย ร่างกายสัตว์ยังคงสามารถสร้าง
แอนติบอดีได้ปกติ [30]  โดยพบว่าสัตว์ติดเช้ืออายุมากจะมีการสร้างภูมิคุ้มกันหรือแอนติบอดีต่อเช้ือ
ไวรัสภายใน  4-7 วันหลังได้รับเช้ือ ในขณะที่สัตว์ติดเช้ือที่มีอายุ 1 วัน จะใช้ระยะเวลาในการสร้าง
แอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสนานกว่าโดยพบการสร้างแอนติบอดีภายหลัง 2-3 สัปดาห์หลังได้รับเช้ือ [35] 
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2.6 การแพร่ระบาด ควบคุมและป้องกันโรค 
 เช้ือไวรัส CAV สามารถแพรร่ะบาดในฝูงไก่ ได้ 2 ทาง คือ 
  2.6.1 Vertical transmission เป็นการแพรก่ระจายเช้ือไวรัสจากแม่สูลู่ก โดยแม่
ไก่ที่ติดเช้ือในระหว่างการฟักไข่จะสามารถส่งผ่านเช้ือไวรสันีไ้ปยังลูกไก่ได้ 
  2.6.2 Horizontal transmission เป็นการแพร่กระจายเช้ือไวรัสผ่านทางการกิน 
การหายใจ และการสัมผัส โดยสามารถพบเช้ือได้ในอุจจาระของสัตว์ติดเช้ือ ภายหลังระยะ 5 สัปดาห์
ของการติดเช้ือ [36], [37] 
 ในการควบคุมและป้องกันโรคโลหิตจางในไก ่สามารถท าได้โดยการให้วัคซีน ซึ่งวัคซีนที่ใช้ใน
ปัจจุบัน มี 2 ชนิด คือ 

1.วัคซีนเชื้อเป็น (Live attenuated vaccine) ได้จากการน าตับบดของสัตว์ติดเช้ือผสมใน
น้ าดื่มให้สัตว์กิน มักให้ในสัตว์ที่มีอายุประมาณ 13-15 สัปดาห์ โดยเฉพาะการให้วัคซีนชนิดนี้ในแม่ไก่
ควรให้วัคซีนก่อนระยะการฟักไข่ 3-4 สัปดาห์ เพื่อป้องกันการแพร่กระจายของเช้ือไวรัสไปยังลูกไก่
โดยทาง Vertical transmission   อย่างไรก็ตามวิธีดังกล่าวอาจก่อให้เกิดการติดเช้ือก่อโรคอื่นๆ
แทรกซ้อนซึ่งปะปนมากับวัคซีนที่ใช้  

2.วัคซีนเชื้อตาย (Killed vaccine) พบว่าการผลิตวัคซีนเช้ือตายยังมีข้อจ ากัดในการผลิตให้
ได้ปริมาณมากเพียงพอ  
 อย่างไรก็ตามการตรวจระดับภูมิคุ้มกันต่อเช้ือไวรัส CAV ในสัตว์โดยเฉพาะในฝูงแม่พันธ์ุไก่ก่อนระยะ
ฟักไข่ เพื่อช้ีบ่งว่าแม่ไก่มีภูมิคุ้มกันซึ่งส่งผลต่อลูกไก่ท าให้ได้รับภูมิคุ้มกันจากแม่  ดังนั้นจึงจ าเป็นต้อง
กระท าควบคู่กับการให้วัคซีนเพื่อป้องกันการแพร่ระบาดของเ ช้ือไวรัส CAV ได้อย่างมีประสิทธิผล 
[16], [19] 
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2.7 การตรวจวินิจฉัยโรค 
การตรวจวินิจฉัยโรคในสัตว์ที่ติดเช้ือไวรัส CAV สามารถท าได้โดยการเพาะแยกเช้ือไวรัสการ

ตรวจหาเช้ือไวรัสโดยตรง และการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสด้วยวิธีทางซีรั่มวิทยา     อย่างไรก็
ตามเมื่อเช้ือไวรัสเข้าสู่ร่างกายสัตว์จะพบปริมาณเช้ือไวรัสที่แตกต่างกันตามระยะเวลาที่สัตว์ได้รับเช้ือ 
ซึ่งมีผลต่อการเลือกวิธีตรวจวินิจฉัยที่เหมาะสมโดยพบว่า ปริมาณเช้ือไวรัสพบมากสูงสุดในวันที่ 7 
หลัง สัตว์ได้รับเช้ือ โดยสามารถพบสูงสุดที่อวัยวะตับ นอกจากนี้ยังสามารถพบได้ที่อวัยวะอื่นๆ เช่น 
ม้าม      ไขกระดูกสันหลัง ต่อมเบอร์ซ่า ปอด หัวใจ และกล้ามเนื้อ เป็นต้น รวมทั้งในอุจจาระและ 
buffy coat cell  ดังนั้นการเพาะแยกเช้ือไวรัสหรือการตรวจหาเช้ือไวรัสโดยตรง จึงเป็นวิธีการตรวจ
วินิจฉัยโรคที่เหมาะสม   ในขณะที่ภายหลังสัตว์ได้รับเช้ือ 14 วัน ข้ึนไป ระดับ neutralizing 
antibody ในร่างกายสัตว์จะถูกสร้างและมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึน   ในขณะที่ปริมาณเช้ือไวรัสจะลดต่ าลง
แต่ยังคงสามารถพบเช้ือไวรัสได้บ้างใน ต่อมไธมัส, เซลล์เม็ดเลือดขาว และ buffy coat cell [38]  
ดังนั้นวิธีการตรวจวินิจฉัยโรคทางซีรั่มวิทยาจึงเหมาะสมกว่าการเพาะแยกเช้ือไวรัสหรือการตรวจหา
เช้ือไวรัสโดยตรง 

ในปัจจุบันวิธีการตรวจวินิจฉัยโรคเช้ือไวรัส CAV ในห้องปฏิบัติการที่นิยมใช้ มีดังนี้ 
 2.7.1 วิธีการเพาะแยกเชื้อเชื้อไวรัส สามารถท าได้ 2 วิธี 
 2.7.1.1 การเพาะแยกเชื้อด้วยวิธี Bioassay 
   ท าการฉีดตัวอย่างที่สงสัยเข้าทางช่องท้องหรือกล้ามเนื้อของลูกไก่ SPF ที่มี
อายุ     1 วันซึ่งไม่ได้รับภูมิคุ้มกันต่อเช้ือไวรัสจากแม่  หลังจากนั้น 12 – 16 วัน แล้วตรวจดูรอยโรค 
เช่น   ท าการวัดค่า hematocrit และ ตรวจดูความผิดปกติของรอยโรคด้วยวิธีจุลพยาธิวิทยา 
(histopathological finding) [4],[11] 
 2.7.1.2 การเพาะแยกเชื้อด้วยวิธี Cell culture 
   การเพาะแยกเช้ือด้วยวิธี cell culture นิยมเพาะเลี้ยงมากที่สุดโดยใช้เซลล์ 
MDCC-MSB1 (Marek's disease virus-associated lymphoblastoid cell line) ซึ่งเป็นเซลล์ไลน์
ที่ได้จากเซลล์ lymphocyte (T cell) ของไก่ที่เปลี่ยนแปลงมาจากเซลล์ T-cell splenic 
lymphoma ที่ติดเช้ือ Marek’s แล้วดูการเปลี่ยนแปลงของพยาธิสภาพของเซลล์ (cythopathic 
effect) [32],[39] และยืนยันผลด้วยวิธีการ indirect immunofluorescent [40] แต่พบว่าเช้ือไวรัส 
CAV บางสายพัน ธ์ุไม่สามารถเจริญได้ในเซลล์  MDCC-MSBI    อย่างไรก็ตามยังมี เซลล์ 
lymphoblastoid cell line อื่นๆที่จ าเพาะต่อเช้ือไวรัสนี้ ได้แก่ MDCC-CU 147 (Monoclonal 
lesion derived T-cell line), MDCC-JP2 (T cell, MDV transformed), LSCC-I104I x5B1(B-
cell, induced by ALV),    LSCC-HD11 (AMV transformed) [41] 

http://europepmc.org/abstract/MED/6628902/?whatizit_url_Species=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10390&lvl=0
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 อย่างไรก็การเพาะแยกเช้ือนั้นยังคงมีข้ันตอนที่ยุ่งยากและใช้เวลานาน นอกจากนี้
ห้องปฏิบัติการจ าเป็นต้องมีความพร้อมทั้งเครื่องมือและบุคคลากร จึงไม่เป็นที่นิยมนัก 
 2.7.2 การตรวจหาเชื้อไวรัสโดยตรง 
  2.7.2.1 การตรวจหาเชื้อไวรัสโดยตรงด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
   วิธีการตรวจหาเช้ือไวรัสจากตัวอย่างติดเช้ือโดยตรงด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนสามารถท าได้แต่ไม่เป็นที่นิยม เนื่องจากเป็นวิธีที่มีความไวต่ า [2] 
  2.7.2.2 การตรวจหาเชื้อไวรัสโดยตรงโดยอาศัยเทคนิคทางอิมมูนวิทยา 
   เป็นการตรวจหาเช้ือไวรัสโดยตรงโดยอาศัยความจ าเพาะระหว่างเช้ือไวรัส
ซึ่งเป็นแอนติเจนกับแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อไวรัส ซึ่งท าได้หลายวิธี เช่น วิธี direct หรือ indirect 
immunofluorescence staining  ซึ่งวิธีดังกล่าวสามารถทดสอบกับตัวอย่างอวัยวะต่างๆ รวมทั้ง
เซลล์เพาะเลี้ยงเช้ือไวรัสโดยใช้พอลิโคลนัลแอนติบอดีหรือมอนอโคลนัลแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CAV 
และใช้แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วย FITC เป็นตัวติดตาม [40] แล้วอ่านผลภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์ 
และ Dot blot hybridization [42] เป็นต้น  
 2.7.2.3 การตรวจหาเชื้อไวรัสโดยตรงโดยอาศัยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 
   วิธีการตรวจหาเช้ือไวรัสโดยตรงโดยอาศัยเทคนิคทางอณูชีววิทยาเป็น
วิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสโดยท าการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยอาศัยไพร์เมอร์ที่มี
ความจ าเพาะต่อยีนของไวรัสจึงเป็นวิธีที่มีความไวและความจ าเพาะที่สูงและให้ผลที่รวดเร็วและ
แม่นย า [38] ซึ่งสามารถท าได้หลายวิธี ได้แก่ ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain 
reaction หรือ PCR), In situ hybridization [43], Loop mediated isothermal amplification 
หรือ LAMP [44] เป็นต้น   ปัจจุบันวิธี PCR นั้นเป็นวิธีทางอณูชีววิทยาที่นิยมใช้ในการตรวจหาเช้ือ
ไวรัส CAV ซึ่งวิธีนี้สามารถน ามาใช้ตรวจหาเช้ือไวรัสในตัวอย่างได้หลายชนิด เช่น ตัวอย่างอวัยวะของ
สัตว์ติดเช้ือ, เซลล์เพาะเลี้ยงติดเช้ือ รวมถึงตัวอย่างเนื้อเยื่อบนแผ่นสไลด์ที่ตรึงอยู่ในพาราฟิน 
(formalin-fixed paraffin-embedded tissues), blood smear รวมทั้งซีรั่ม เป็นต้น [45], [46] 
นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาวิธี nested PCR ให้สามารถตรวจหาเช้ือไวรัส CAV ที่มีความไวและ
ความจ าเพาะที่สูงกว่าวิธี PCR [47] รวมถึงการพัฒนาวิธี Real-time PCR ให้สามารถตรวจหาปรมิาณ
ของเช้ือไวรัสได้ [48], [49] อีกทั้งยังมีการพัฒนาวิธี multiplex PCR ส าหรับตรวจหาเช้ือหลายชนิด
พร้อมๆกันด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อเช้ือไวรัสแต่ละชนิดท าให้สามารถตรวจและช้ีบ่ง
เช้ือไวรัส CAV จากเช้ือไวรัสสัตว์ปีกชนิดอื่นๆ ได้แก่ Avian reovirus (ARV), Avian adenovirus 
group I (AAV-I), Infectious bursal disease virus (IBDV) ได้ในคราวเดียวกัน [50] 
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2.7.3 การตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัสด้วยวิธีทางซีรั่มวิทยา 
การตรวจวินิจฉัยโรคเช้ือไวรัส CAV โดยตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสด้วยวิธีทาง

ซีรั่มวิทยามักใช้ตรวจเบื้องต้นส าหรับช้ีบ่งว่าฝูงสัตว์มีการสร้างภูมิคุ้มกันต่อเช้ือไวรัสภายหลังการติด
เช้ือหรือได้รับวัคซีน เพื่อประโยชน์ในการควบคุมและป้องกันการแพร่กระจายของเช้ือไวรัส   แต่ไม่
สามารถยืนยันได้ว่าสัตว์ติดเช้ือจริง โดยเฉพาะในช่วงแรกของการติดเช้ือซึ่งสัตว์อาจยังไม่มีการสร้าง
แอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส  จึงจ าเป็นต้องตรวจยืนยันด้วยการเพาะแยกเช้ือหรือใช้วิธีตรวจหาเช้ือโดยตรง
ด้วยวิธีข้างต้นที่เหมาะสม อย่างไรก็ตามการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสด้วยวิธีทางซีรั่มวิทยาใน
ปัจจุบันสามารถท าได้หลายวิธี เช่น Virus neutralization (VN) test, Enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA) [51], Immunofluorescence (IF) test [52], 
Immunoperoxidase (IP) test [35]     จากการศึกษาของ Otaki และคณะ (1991) ได้เปรียบวิธี 
Virus neutralization (VN) test กับวิธี Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) และ 
Immunofluorescence (IF) test พบว่าวิธี VN test ให้ความไวในการตรวจหาแอนติบอดีสูงกว่า 
ELISA และ IF test [53]    อย่างไรก็ตามการตรวจเบื้องต้น (screening test) นิยมใช้วิธี ELISA test 
เนื่องจากเป็นวิธีที่ให้ผลรวดเร็วและสามารถตรวจตัวอย่างคราวละจ านวนมากได้    จึงมีการศึกษา
พัฒนาวิธี ELISA โดยใช้แอนติเจนที่เป็นอนุภาคไวรัสซึ่งได้จากการเพาะเลี้ยงในเซลล์ MDCC-MSB1 
[54] รวมทั้งการอาศัยความรู้ด้าน     พันธุวิศวกรรมผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนของเช้ือไวรัส CAV ข้ึน
เพื่อใช้เป็นโปรตีนแอนติเจนจากสิ่งมีชีวิตทั้งในแบคทีเรีย Escherichia coli [55],[56],[57],[58] 
baculovirus [26] และในพืช [59] 
 
2.8 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 Pallister และคณะ (1994) ได้ท าการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 ในแบคทีเรีย 
E.coli โดยอาศัยเวคเตอร์ pGEX3 ส าหรับแสดงออกโปรตีน พบว่าโปรตีน VP1 ที่ผลิตได้มี
ความจ าเพาะต่อ 2A9 CAV neutralizing monoclonal antibody และได้น ารีคอมบิแนนท์โปรตีน 
VP1 มาท าให้บริสุทธ์ิโดยอาศัย glutathione agarose bead   พบว่าโปรตีน VP1 ที่ผลิตได้มีปริมาณ
น้อยและภายหลังการท าให้โปรตีนบริสุทธ์ิพบโปรตีนส่วนใหญ่ถูกย่อยได้โปรตีนช้ินขนาดประมาณ   
30 – 34 กิโลดาลตัน    ซึ่งสันนิษฐานอาจเป็นผลจากการที่มีจ านวนกรดอะมิโนชนิดอาร์จินิน 24    
กรดอะมิโน ในบริเวณปลายด้าน N-terminal ของโปรตีน VP1 เป็นผลท าให้บริเวณดังกล่าวมี
คุณสมบัติเป็นประจุบวกสูงจึงสามารถจับกับดีเอ็นเอ และท าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์แบคทีเรียจึง
ต้องก าจัดส่วนของโปรตีนดังกล่าวออกเปน็ผลท าให้เกิดการย่อยโปรตีนข้ึน     จากการทดลองดังกล่าว
จึงได้ตัดช้ินส่วนของโปรตีน VP1 ที่บริเวณด้านปลาย N-terminal ออก จ านวน 67 กรดอะมิโน พบว่า
ปริมาณโปรตีน VP1 เพิ่มสูงข้ึนแต่ความสามารถในการละลายของโปรตีนลดลง เนื่องจากค่าเฉลี่ยของ
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ประจุต่อเรซิดิวส์ลดลงจาก 0.078 เป็น 0.021 ส่งผลต่อการไม่ละลายของโปรตีน จึงท าให้ได้ปริมาณ
โปรตีนแอนติเจนน้อย   ในการน าไปใช้พัฒนาเทคนิค ELISA เพื่อตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CAV 
จึงได้น าโปรตีน VP1 ทั้งโปรตีนซึ่งมีการถูกย่อยไปใช้พัฒนา ELISA และพบผลบวกผิดพลาดเกิดข้ึน 
เนื่องมาจากการเกิดปฏิกิริยาแบบไม่จ าเพาะ [55]  
 ในปี ค.ศ. 1998 Noteborn และคณะ ได้ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน VP1 และ VP2 ใน 
baculovirus ซึ่งถูกเพิ่มจ านวนในเซลล์แมลง Sf9 พบว่าเมื่อน า baculovirus ซึ่งสามารถแสดงออก
โปรตีน VP1 และ VP2 ในเซลล์แมลง Sf9 ได้พร้อมกัน     เมื่อทดสอบด้วยวิธี indirect 
immunofluorescence พบว่าโปรตีน VP2 สามารถส่งเสริมให้โปรตีน VP1 เกิดปฏิกิริยากับ CAV-
specific neutralizing MAb CVI-CAV-132.1 ได้ดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับปฏิกิริยาที่พบในเซลล์
แมลง Sf9 ที่มีการแสดงออกของโปรตีน VP1 หรือ VP2 เพียงอย่างเดียว    แสดงถึงโปรตีน VP2 อาจ
เป็นโปรตีนที่ช่วยให้โปรตีน VP1 สามารถประกอบโครงสรา้งแคพซิดของไวรัสที่มีอิพิโทปที่ถูกต้องและ
ท าให้เกิด neutralizing epitope บนโปรตีน VP1 ได้ [26]  

Soliman และคณะ (2006) ได้ท าการพัฒนาระบบ Batch fermentation และทดลองผลิต 
รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 ในแบคทีเรีย E.coli โดยอาศัยเวคเตอร์ pRSET ส าหรับแสดงออกโปรตีน
และชักน าด้วย 0.1 มิลลิโมลาร์ IPTG และใช้ระยะเวลา 5 ช่ัวโมงซึ่งเป็นระยะเวลาที่เหมาะสมซึ่ง
แบคทีเรียสามารถผลิตโปรตีน VP1 ที่มีคุณสมบัติละลายในปริมาณสูงสุดเท่ากับ 64 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร   ภายหลังการท าให้โปรตีนบริสุทธ์ิด้วยวิธี dialysis และตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟตจึงได้น ารีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 เป็นโปรตีนแอนติเจนและน าไปพัฒนาวิธีตรวจหา
แอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CAV ด้วยวิธี indirect ELISA ซึ่งจากการทดสอบตัวอย่างซีรัม่ไก่ 100 ตัวอย่าง 
โดยเปรียบเทียบผลกับชุดทดสอบส าเร็จรูป IDEXX ELISA test kit พบว่ามีความไวและความจ าเพาะ
ของวิธี indirect ELISA ที่พัฒนาข้ึนเท่ากับ 93.3% และ 100% [56] 

Lee และคณะ (2009) ได้ท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน VP1 ในแบคทีเรีย E.coli 
สายพันธ์ุ BL21 โดยอาศัยเวคเตอร์ pET28 ส าหรับแสดงออกของโปรตีน   จากการศึกษาพบว่าเมื่อ
ท าการตัดช้ินส่วนบริเวณปลายด้าน N-terminal ของโปรตีน VP1 ซึ่งท าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ 
เป็นจ านวน 30, 60 และ 129 กรดอะมิโน พบว่าระดับการแสดงออกของโปรตีน VP1 เมื่อชักน าด้วย 
IPTG ความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง เพิ่มข้ึนตามล าดับ จึงได้น าโปรตีน VP1 ซึ่งถูก
ตัดกรดอะมิโนออก 129 (Nd129VP1) ซึ่งมีระดับการแสดงออกสูงสุดและมีคุณสมบัติไม่ละลายมาท า
ให้บริสุทธ์ิด้วยการท าลายโครงสร้างของโปรตีนเพื่อให้โปรตีนละลายด้วยยูเรีย ความเข้มข้น 8  โมลาร์ 
และ re-folding โปรตีน แล้วอาศัยวิธี immobilized metal ion chromatography ท าให้โปรตีน
บริสุทธ์ิ  พบว่าได้โปรตีน Nd129VP1 บริสุทธ์ิ ในปริมาณเท่ากับ 26.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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นอกจากนี้เมื่อทดสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจน (antigenicity) ของโปรตีน Nd129VP1 พบว่า
ยังสามารถเกิดปฏิกิริยากับซีรั่มของไก่ติดเช้ือไวรัส CAV ได้ [58] 
 ในปี ค.ศ. 2011 Lee และคณะ ได้ท าการพัฒนาการแสดงออกของโปรตีน VP1 ในแบคทีเรีย 
E.coli สายพันธ์ุ BL21(DE3)-pLysS โดยอาศัยเวคเตอร์ pGEX-4T-1 ส าหรับแสดงออกของโปรตีนซึ่ง
มี GST tag ส าหรับเช่ือมต่อช้ินยีน     จากการปรับ codon usage ของโปรตีน VP1 บริเวณด้าน
ปลาย N-terminal ซึ่งเป็นบริเวณที่มักพบกรดอะมิโนชนิดอาร์จินินและไลซีน  จ านวน 132        
กรดอะมิโน (Opt-VP1) แล้วท าการโคลนช้ินยีน Opt-VP1 เข้ากับเวคเตอร์ดังกล่าว     ภายหลังการ
แสดงออกของโปรตีน Opt-VP1 ซึ่งชักน าด้วย IPTG  ความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง 
พบโปรตีน Opt-VP1 ในปริมาณ 17.5  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีความสามารถในการละลาย 80% 
ของโปรตีน Opt-VP1 ทั้ งหมด จึงน าโปรตีน Opt-VP1 ไปท าให้บริสุท ธ์ิด้วย วิธี  affinity 
chromatography    โปรตีน Opt-VP1 บริสุทธ์ิ ได้ถูกน าไปพัฒนาวิธี indirect ELISA ส าหรับ
ตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CAV พบว่าสามารถช้ีบ่งซีรั่มติด/ไม่ติดเช้ือไวรัส CAV ได้ด้วยวิธี 
indirect ELISA [59] 
 ในปี ค.ศ. 2012  Lien และคณะ ได้ผลิตมอนอโคลนัลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีน 
Nd129VP1 โดยเมื่อน า E3 mAb ที่ผลิตได้ไปทดสอบกับตัวอย่างตับและต่อมไธมัสติดเช้ือไวรัส CAV 
ด้วยวิธี immunohistochemistry  และน าไปทดสอบกับ MSB-1 cells ซึ่งติดเช้ือไวรัส CAV พบว่า 
E3 mAb มีความจ าเพาะกับอนุภาคของไวรัส CAV  นอกจากนี้ยังน า E3 mAb ไปพัฒนา 
immunoaffinity column และสามารถใช้แยกอนุภาคไวรัส CAV จากตัวอย่างติดเช้ือได้ แสดงถึง  
E3 mAb มีคุณสมบัติในการเป็น neutralizing antibody [60] 

Chansiripornchai และคณะ (2013) ได้พัฒนาวิธี indirect ELISA โดยท าการเพาะเลี้ยงเช้ือ
ไวรัส CAV ที่แยกได้จากประเทศไทยในเซลล์ MDCC-MSB1 cells   แล้วแยกอนุภาคไวรัสด้วยวิธี 
ultracentrifugation    อนุภาคไวรัส CAV ที่แยกได้ถูกน าไปใช้เป็นแอนติเจนส าหรับพัฒนาวิธี 
indirect ELISA   โดยเมื่อท าการเปรียบเทียบวิธี indirect ELISA พัฒนาข้ึนกับชุดทดสอบส าเร็จรูป 
IDEXX ELISA test kit พบว่ามีความไว ความจ าเพาะและความถูกต้องของวิธี indirect ELISA 
เท่ากับ 93%, 78% และ 86% ตามล าดับ  นอกจากนี้ยังพบความสอดคล้องของผลการทดสอบ
ระหว่างทั้งสองวิธีซึ่งแสดงค่า Kappa value เท่ากับ 0.71 [54] 
 

 



 
 

 

บทที่ 3 
วัสดุและสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

3.1 แบคทีเรียท่ีใช้ในการทดลอง 
ตารางท่ี 3.1 แบคทีเรียที่ใช้ในการทดลอง 

แบคทีเรียท่ีใช้ในการทดลอง จีโนไทป ์
Escherichia coli สายพันธ์ุ 

DH5α 

F-
Φ80lacZM15  (lacZYA-argF) U169 deoR recA1 

endA1 hsdR17 (rk
-, mk

+) phoA supE44 λ-thi-1 gyrA96  
relA1 

Escherichia coli สายพันธ์ุ 
Roseta-gami 

Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR araD139 
ahpC galE galK rpsL F′[lac+ lacIqpro] gor522::Tn10 
trxB pRARE2 (CamR, StrR, TetR) 

3.2 สัตว์ทดลองท่ีใช้ในการทดลอง 
ตารางท่ี 3.2 สัตว์ทดลองที่ใช้ในการทดลอง 

สัตว์ทดลองท่ีใช้ในการทดลอง แหล่งท่ีมา 
หนูสายพันธ์ุ BALB/c (inbred 
strain) เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห์ 
จ านวน 2 ตัว ส าหรับผลิต      
พอลิโคลนัลแอนติบอดี 

ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 

3.3 พลาสมิด 
ตารางท่ี 3.3 คุณลักษณะของพลาสมิดที่ใช้ในการทดลอง 

พลาสมิด คุณลักษณะ ยีนคัดเลือก 
pGEM®-T 

Easy 
(รูปที่ 3.1) 

ประกอบด้วย Lac promoter, Lac Z ส าหรับ
การคัดเลือกด้วยวิธี blue – white selection, 
T overhang ส าหรบัเช่ือมตอ่เข้ากบัช้ินยีน
ผลผลิต PCR ที่มี A overhang โดยตรง 

ยีน Bla ส าหรับคัดเลือกด้วย
ยาป ฏิ ชี วนะแอมพิ ซิ ล ลิ น 
(ampicillin) 

pET28a (+) 
(รูปที่ 3.2) 

ประกอบด้วย T7 promoter ควบคุมการ
ถอดรหสัในแบคทีเรีย E.coli โดยอาศัย T7 
RNA polymerase  

ยีน Kan ส าหรบัคัดเลือกด้วย
ยาปฏิชีวนะกานามัยซิน 
(kanamycin) 
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รูปท่ี 3.1 พลาสมิด pGEM®-T Easy (Promega) 

 
 T7 RNA polymerase transcription initiation site    1 

Multiple cloning regions    10-113 
SP6 RNA polymerase promoter (-17 to +3)  124-143 
SP6 RNA polymerase transcription initiation site 126 
pUC/M13 reverse sequencing primer binding site 161-177 
lacZ start codon     165 
lac operator      185-201 
β-lactamase coding region    1322-2182 
phage f1 region     2365-2820 
lac operon sequences     2821-2981, 151-380 
pUC/M13 forward sequencing primer binding site 2941-2957 
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รูปท่ี 3.2 พลาสมิด pET-28a (+) (Novagen) 

 
T7 promoter      370-386 
T7 transcription start     369 
His Tag coding sequence    270-287 
T7 Tag coding sequence    207-239 
Multiple cloning sites (BamH I– Xho I)  158-203 
T7 terminator      26-72 
pBR322 origin      3286 
Kan coding sequence     3995-4807 
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3.4 เอนไซม์ตัดจ าเพาะท่ีใช้ในการทดลอง 
ตารางท่ี 3.4 เอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ใช้ในการทดลอง 

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ บริเวณจดจ า (5´-3´) บัฟเฟอร์ อุณหภูมิในการบ่ม 
(º ซ) 

Eco RI G^AATTC Eco RI 37 
Nde I CA^TATG O 37 
Nhe I G^CTAGC Tango 37 
Xho I C^TCGAG R 37 

 
O Buffer : 50 มิลลิโมลาร ์Tris-HCl (pH 7.5), 10 มิลลิโมลาร ์MgCl2, 100 มิลลิโมลาร ์NaCl 

และ 0.1 mg/ml BSA 
R Buffer : 10 มิลลิโมลาร ์Tris-HCl (pH 8.5), 10 มิลลิโมลาร ์MgCl2, 100 มิลลิโมลาร ์KCl 

และ 0.1 mg/ml BSA 
Tango Buffer : 33 มิลลิโมลาร ์Tris-acetate (pH 7.9), 10 มิลลโิมลาร ์magnesium acetate,                 

66 มิลลิโมลาร ์acetate และ 0.1 mg/ml BSA 
Eco RI Buffer : 100 มิลลิโมลาร ์Tris-HCl (pH 7.5), 10 มิลลิโมลาร ์MgCl2, 50 มิลลิโมลาร ์NaCl 

และ 0.025% Triton® X-100  
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3.5 ไพร์เมอร์ท่ีใช้ในการทดลอง 
ตารางท่ี 3.5 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการทดลอง 

Primer Sequence (5´-3´) 
Tm 
(° ซ) 

Δ60N_VP1_F1 
GGGG CATATG CTGCCGAACCCCCAATCTACTATGAC 
 

71 

VP1_R 1,6 
GGGG CTCGAG TCAGGGCTGCGACCCCCA  
 

75 

VP2_F2 
GGGG CATATG ATGCACGGGAACGGCGGACAACCGGC 
 

76 

VP2_R 2,4 
GGGG CTCGAG TCACACTATACGTACCGGGGCGGGGGTTGT  
 

76 

VP2 _Front_F 3 
GGGGCATATGGGG CCCGGGCTGGTTCCGCGTGGCTCT 
ATGCACGGGAACGGCGGACAACCGGC 
 

84 

VP2 _Front_R3 
GGGG CTCGAG TCCACC GAATTC ACCCACTATACGTACCGGGGCGGGGGTTGT 
 

79 

Full VP1 
_Back_F7 หรือ 
VP1_Syn_1F8 

GGGG CATATG GGG GAATTC GATTATGATATCCCGACCACG 
GAGAACCTGTACTTCCAAGGC ATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGG 

80 

Δ60N_VP1 
_Back_F6 

GGGG CATATG GGG GAATTC GATTATGATATCCCGACCACG 
GAGAACCTGTACTTCCAAGGC CTGCCGAACCCCCAATCTACTATGAC 
 

81 

Δ60N_VP1 
_Front_F5 

GGGG CATATG 
GGGCCCGGGCTGGTTCCGCGTGGCTCTCTGCCGAACCCCCAATCTACTATGAC 
 

78 

Δ60N_VP1 
_Front_R5 

GGGG CTCGAG TCCACC GAATTC ACCGGGCTGCGACCCCCA 
 

75 

VP2 _Back_F4  
GGGG CATATG GGG GAATTC GATTATGATATCCCGACCACG 
GAGAACCTGTACTTCCAAGGC ATGCACGGGAACGGCGGACAACCGGC 
 

80 

VP1 _Syn_2F8 AGAACCTGTACTTCCAAGGCATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGATTTTACG 60 

VP1 _Syn_3F8 ACCGAGAGGCCGATTTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACAACCTCAAGCGACTTCG 60 

 
 

 

 

Nde I 

Nde I 

Nde I 

Nde I 

Xho I 

Xho I 

Xho I Eco RI 

Eco RI 

TEV Protease 

Thrombin Sma I 

Stop 

Stop 

Nde I 

Nde I 

Xho I Eco RI 

Eco RI 

TEV Protease 

Thrombin Sma I 

Nde I Eco RI 

TEV Protease 
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ตารางท่ี 3.5 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการทดลอง (ต่อเนื่อง) 

Primer Sequence (5´-3´) Tm 
(° ซ) 

VP1 _Syn_4F8 CACAACCTCAAGCGACTTCGACGAAGATATAAACTTCGACATCGGAGGAGACAGCGGTAT 60 

VP1 _Syn_5F8 ATCGGAGGAGACAGCGGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTCACAACCCCCGCC 60 

VP1 _Syn_6R8 GTAGATTGGGGGTTCGGCAGCCTCACACTATACGTACCGGGGCGGGGGTTGTGAAAGGCC 60 

VP1 _Syn_7R8 TTCCGTGAGAAAGATGATTCCTTGGAAGCGGATAGTCATAGTAGATTGGGGGTTCGGCAG 60 

VP1 _Syn_8R8 CATAGCCCCCCGCTGTGCTGTTTTTAGGCAGAATGAGTCCTTCCGTGAGAAAGATGATTC 60 

VP1 _Syn_9R8 ACGGAGATCTTGGCGACTCTCGCCCCGTACAAGTGGTCTGCATAGCCCCCCGCTGTGCTG 60 

VP1 _Syn_10R8 GGGGAGGTTCATTGACGCTAGCAGGAACTCTTTCAGGTTCACGGAGATCTTGGCGACTCT 60 

 

1 เป็นไพรเ์มอร์ส าหรบัเพิ่มจ านวนช้ินยีน Δ60N_VP1 
2 เป็นไพรเ์มอร์ส าหรบัเพิ่มจ านวนช้ินยีน VP2 
3 เป็นไพรเ์มอร์ส าหรบัเพิ่มจ านวนช้ินยีน VP2_Front 
4 เป็นไพรเ์มอร์ส าหรบัเพิ่มจ านวนช้ินยีน VP2_Back 
5 เป็นไพรเ์มอร์ส าหรบัเพิ่มจ านวนช้ินยีน Δ60N_VP1_Front 
6 เป็นไพรเ์มอร์ส าหรบัเพิ่มจ านวนช้ินยีน Δ60N_VP1_Back 
7 เป็นไพรเ์มอร์ส าหรบัเพิ่มจ านวนช้ินยีน Full length_VP1 
8 เป็นไพรเ์มอร์ส าหรบัเพิ่มจ านวนช้ินยีน Syn_VP1 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nhe I 
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3.6 วัสดุและสารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 
ตารางท่ี 3.6 วัสดุและสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

วัสดุและสารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง แหล่งท่ีมา 
เอนไซม์ Vent DNA Polymerase  New England Biolabs 
เอนไซม์ High fidelity PCR enzyme mix  Thermo scientific 
เอนไซม ์Taq Polymerase  New England Biolabs 
เอนไซม์ T4 DNA ligase New England Biolabs 
ชุด Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit  Gene aid 
ชุดสกัดพลาสมิด High-SPEED Plasmid Mini kit Gene aid 
1 kb DNA Ladder  Fermentas 
Lamda/Hind III  Fermentas 
Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane Bio-Rad 
Prestained protein molecular weight marker Fermentas 
ENZhance lysis buffer BIOTEC, NSTDA 
Ni – NTA affinity chromatography GE Healthcare Life 

Sciences 

anti-His monoclonal antibody R&D, Invitrogen 

anti-VP1 และ anti-VP2 polyclonal antibody 

Associate Professor   
Dr. Meng-Shiou Lee  
(China Medical 
University, Taiwan) 

horseradish peroxidase-contugated goat anti-mouse IgG Invitrogen 
horseradish peroxidase-contugated goat anti-rabbit IgG Cell signaling 
horseradish peroxidase-rabbit anti-chicken/turkey IgG 
(H+L)  

Invitrogen 

ไมโครเพลท 96 หลมุ ส าหรับเคลือบแอนติเจน Nunc 
Freund’s complete adjuvant (FCA) Sigma 
Freund’s incomplete adjuvant (FIA) Sigma 

 

 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCIQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.gelifesciences.com%2Fwebapp%2Fwcs%2Fstores%2Fservlet%2FproductById%2Fen%2FGELifeSciences-us%2F17531801&ei=e2IpVYKSDtK1uASohIDwCA&usg=AFQjCNEelhCyRCeRjpd6v9_CqRR084xJrg&bvm=bv.90491159,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCIQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.gelifesciences.com%2Fwebapp%2Fwcs%2Fstores%2Fservlet%2FproductById%2Fen%2FGELifeSciences-us%2F17531801&ei=e2IpVYKSDtK1uASohIDwCA&usg=AFQjCNEelhCyRCeRjpd6v9_CqRR084xJrg&bvm=bv.90491159,d.c2E
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บทที่ 4 
วิธีด าเนินการทดลอง 

4.1 สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

 ท าการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดซึ่งใช้เวคเตอร์ pET28a ที่มียีนต้านยาปฏิชีวนะกามัยซิน
เป็นยีนคัดเลือกซึ่งใช้เป็นเวคเตอร์ที่ชักน าให้เกิดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนโดยท างาน
ภายใต้โปรโมเตอร์ T7 โดยมี Histidine tag (His6 Tag) ซึ่งเป็นบริเวณที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซึ่งแปล
รหัสได้ล าดับกรดอะมิโนฮีสทิดีน จ านวน 6 กรดอะมิโนเรียงต่อกัน  ช้ินยีนที่ศึกษาจะถูกเช่ือมต่อจาก 
His6 Tag ทางด้าน N-terminal  โดยรูปแบบช้ินยีนที่ ศึกษาประกอบด้วยยีน VP1 ซึ่งได้แก่ 
Δ60N_VP1 และ full length VP1 และยีน VP2  นอกจากนี้ยังมียีนซึ่งได้จากการเช่ือมต่อกันระหว่าง
ยีน Δ60N_VP1 กับยีน VP2 ต่างทิศทางกัน ได้แก่ VP2/ Δ60N_VP1 และ Δ60N_VP1/ VP2       
ดังนัน้ในการศึกษาวิจัยน้ีจึงได้ออกแบบรีคอมบิแนนท์พลาสมิด จ านวน 5 รูปแบบ ซึ่งแตกต่างกันตาม
รูปแบบของช้ินยีนที่ศึกษา ดังนี ้
 รูปแบบชิ้นยีนท่ี 1: Δ60N_VP1 เป็นยีน VP1 ซึ่งตัดส่วนปลายด้าน N – terminal ที่แปล
รหัสเป็นกรดอะมิโนมีความยาวทั้งสิ้น 60 กรดอะมิโน และเป็นบริเวณที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนชนิด
อาร์จินินจ านวนมากออก  จึงมีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP1 ตั้งแต่ต าแหน่งที่ 181 ถึง 1,353 ซึ่งมี
ขนาด 1,173 คู่เบส โดยปลายด้าน 5′ ของยีน จะมีต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ Nde I  และปลาย
ด้าน 3′  ของยีน จะมีต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ Xho I  เมื่อตัดต่อช้ินยีนนี้เข้าสู่พลาสมิด 
pET28a ขนาด 5,300 คู่เบส ที่ต าแหน่งเอนไซม์ตัดจ าเพาะทั้งสองนี้ จะได้รีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
pET28 - Δ60N_VP1 ซึ่งมีขนาดประมาณ 6,473 คู่เบส (ขนาดประมาณ 6,500 คู่เบส) (รูปที่ 4.1) 

 
รูปท่ี 4.1 รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET28 - Δ60N_VP1  
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 รูปแบบชิ้นยีนท่ี 2: VP2 เป็นยีน VP2 เต็มยีน (Full-length VP2) มีล าดับนิวคลีโอไทด์
ตั้งแต่ต าแหน่ง 1 ถึง 651 ซึ่งมีขนาด 651 คู่เบส โดยปลายด้าน 5′ ของยีน จะมีต าแหน่งตัดจ าเพาะ
ของเอนไซม์ Nde I  และปลายด้าน 3′ ของยีน จะมีต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ Xho I   เมื่อตัด
ต่อช้ินยีนน้ีเข้าสู่พลาสมิด pET28a ขนาด 5,300 คู่เบส ที่ต าแหน่งเอนไซม์ตัดจ าเพาะทั้งสองนี้ จะได้  
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28 – VP2 ซึ่งมีขนาด 5,951 คู่เบส (ขนาดประมาณ 6,000 คู่เบส)      
(รูปที่ 4.2) 

 
 

รูปท่ี 4.2 รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET28 – VP2 
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 รูปแบบชิ้นยีนท่ี 3: VP2/Δ60N_VP1 เป็นยีน VP2 ซึ่งไม่มีรหัสหยุดการแปลรหัส        
(stop codon) (VP2_Front) ขนาด 648 คู่เบส โดยปลายด้าน 5′ ของยีน VP2_Front จะมีต าแหน่ง
ตัดจ าเพาะของเอนไซม์ Nde I และมีบริเวณตัดจ าเพาะของโปรตีน Thrombin (Thrombin 
cleavage) ซึ่งเป็นบริเวณที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซึ่งแปลรหัสได้ล าดับกรดอะมิโนที่มีความจ าเพาะต่อ
โปรตีน thrombin จ านวน 33 คู่เบส   ส่วนปลายด้าน 3′ ของยีน VP2_Front จะถูกเช่ือมต่อกับยีน
Δ60N_VP1 ที่ปลายด้าน 5′ ด้วยต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ Eco RI ตามด้วยบริเวณตัดจ าเพาะ
ของเอนไซม์ TEV protease (TEV cleavage) เป็นบริเวณที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซึ่งแปลรหัสได้ล าดับ
กรดอะมิโนที่มีความจ าเพาะต่อเอนไซม์ TEV protease จ านวน 69 คู่เบส  แล้วจึงตามด้วยยีน 
Δ60N_VP1 (Δ60N_VP1_Back) ซึ่งมีขนาด 1,173 คู่เบส ตามล าดับ   โดยปลายด้าน 3′ ของยีน 

Δ60N_VP1_Back จะมีต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์  Xho I     เมื่อตัดต่อช้ินยีนนี้เข้าสู่พลาสมิด 
pET28a ขนาด 5,300 คู่เบส ที่ต าแหน่งเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I  จะได้รีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิด pET28 – VP2/Δ60N_VP1 ซึ่งมีขนาด 7,223 คู่เบส (ขนาดประมาณ 7,250 คู่เบส)       
(รูปที่ 4.3) 
 

 

 
รูปท่ี 4.3 รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET28 – VP2/Δ60N_VP1 
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 รูปแบบชิ้นยีนท่ี 4: Δ60N_VP1/VP2 เป็นยีน Δ60N_VP1 ซึ่งไม่มีรหัสหยุดการแปลรหัส 
(stop codon) (Δ60N_VP1_Front) ขนาด 1,170 คู่เบส โดยปลายด้าน 5′ ของยีน VP2_Front จะมี
ต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ Nde I  และมีบริเวณตัดจ าเพาะของโปรตีน Thrombin (Thrombin 
cleavage) จ านวน 33 คู่เบส   ส่วนปลายด้าน 3′ ของยีน Δ60N_VP1_Front จะถูกเช่ือมต่อกับยีน
VP2 ที่ปลายด้าน 5′ ด้วยต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ Eco RI ตามด้วยบริเวณตัดจ าเพาะของ
เอนไซม์ TEV protease (TEV cleavage) จ านวน 69 คู่เบส  แล้วตามด้วยยีน VP2 (VP2_Back) ซึ่ง
มีขนาด 651 คู่เบส ตามล าดับ    โดยปลายด้าน 5′ ของยีน VP2_Back จะมีต าแหน่งตัดจ าเพาะของ
เอนไซม์  Xho I     เมื่อตัดต่อช้ินยีนน้ีเข้าสู่พลาสมิด pET28a ขนาด 5,300 คู่เบส ที่ต าแหน่งเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I จะได้รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28 –Δ60N_VP1/VP2 ซึ่งมีขนาด 
7,223 คู่เบส (ขนาดประมาณ 7,250 คู่เบส) (รูปที่ 4.4) 
 

 

 
รูปท่ี 4.4 รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28 –Δ60N_VP1/VP2 

 

 

   
 
 
 
 
 



 

 

29 

รูปแบบชิ้นยีนท่ี 5: VP2/Full length VP1 เป็นยีน VP2 ซึ่งไม่มีรหัสหยุดการแปลรหัส 
(stop codon) (VP2_Front) ขนาด 648 คู่เบส โดยปลายด้าน 5′ ของยีน VP2_Front จะมีต าแหน่ง
ตัดจ าเพาะของเอนไซม์ Nde I และมีบริเวณตัดจ าเพาะของโปรตีน Thrombin (Thrombin 
cleavage) จ านวน 33 คู่เบส   ส่วนปลายด้าน 3′ ของยีน VP2_Front จะถูกเช่ือมต่อกับยีน VP1 เต็ม
ยีน (Full length VP1) ด้วยต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ Eco RI ตามด้วยบริเวณตัดจ าเพาะของ
เอนไซม์ TEV protease (TEV cleavage) เป็นบริเวณที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซึ่งแปลรหัสได้ล าดับ
กรดอะมิโนที่มีความจ าเพาะต่อเอนไซม์ TEV protease จ านวน 69 คู่เบส  แล้วตามด้วยยีน       
Full length VP1 ซึ่งมีขนาด 1,353 คู่เบส ตามล าดับ   เมื่อตัดต่อช้ินยีนนี้เข้าสู่พลาสมิด                 
เข้าสู่พลาสมิด pET28a ขนาด 5,300 คู่เบส ที่ต าแหน่งเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I จะได้   
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28 – VP2/Full length VP1 ซึ่งมีขนาด 7,403 คู่เบส (ขนาดประมาณ 
7,400 คู่เบส) (รูปที่ 4.5) 

 

 
รูปท่ี 4.5 รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET28 – VP2/Full length VP1 

 
 

จากการออกแบบดังกล่าวท าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 5 รูปแบบนี้ สามารถตรวจติดตาม
โปรตีนได้และสามารถท าโปรตีนให้บริสุทธ์ิโดยใช้วิธี Affinity chromatography ได้โดยอาศัย 
Histidine tag ซึ่งอยู่ปลายด้าน N – terminal ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน     นอกจากนี้รีคอมบิแนนท์
โปรตีนในรูปแบบที่ 3, 4 และ 5 ยังสามารถถูกแยกออกจาก His6 Tag โดยอาศัยการท างานของ
โปรตีน Thrombin เข้าจับบริเวณ Thrombin cleavage  และโปรตีนทั้งสองที่เช่ือมต่อกันสามารถ
ถูกแยกออกจากกันโดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ TEV protease เข้าจับบริเวณTEV cleavage  
ที่อยู่ระหว่างโปรตีนสองโปรตีนได้    
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4.2 โคลนยีนท่ีเกีย่วข้อง  

 4.2.1 ออกแบบไพร์เมอร์จากล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GeneBank 

 น าดีเอ็นเอของไวรัสที่สกัดจากตัวอย่างอวัยวะม้ามของไก่ติดเช้ือไวรัส CAV (ได้รับ
ความอนุเคราะห์จากกลุ่มงานไวรัสวิทยา ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ภาคตะวันออก) ที่ถูกเพิ่ม
จ านวนช้ืนยีนครอบคลุมบริเวณยีน VP1 และ VP2 จ านวน 454 คู่เบส ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
ซึ่งใช้ในการตรวจหาเช้ือไวรัส CAV ตามวิธีการของ Farhoodi และคณะ, 2007 แล้วโคลนช้ินส่วนยีน
ดังกล่าวเข้าสู่เวคเตอร์ pGEM-T จากนั้นจึงน าไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์    น าข้อมูลล าดับ    
นิวคลีโอไทด์ที่วิเคราะห์ได้มาแปลรหัสเป็นล าดับกรดอะมิโน แล้วจึงน าข้อมูลทั้งล าดับนิวคลีโอไทด์
และล าดับกรดอะมิโนเปรียบเทียบกับข้อมูลจีโนมของเช้ือไวรัส CAV ที่แยกได้จากประเทศต่างๆ ที่อยู่
ในฐานข้อมูล GeneBank  โดยคัดเลือกจีโนมของไวรัสที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโน
เหมือนกับของเช้ือไวรัสที่ตรวจพบมากที่สุด มาใช้ในเป็นต้นแบบในการออกแบบไพร์เมอร์โดย      
ไพร์เมอร์ที่ได้ออกแบบในงานวิจัยน้ี ดังแสดงในตารางที่ 3.5 
 
 4.2.2 เพ่ิมจ านวนชิ้นยีนโดยใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

   น าดีเอ็นเอที่สกัดมาจากตัวอย่างอวัยวะม้ามของไก่ติดเช้ือไวรัส CAV จากข้อ 4.2.1 ใช้
เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสส าหรับเพิ่มจ านวนช้ินยีนทั้งหมดที่ใช้ในงานวิจัย 
จ านวน 7 ยีน ได้แก่  ยีน VP2, ยีน VP2_Front, ยีน VP2_Back, ยีน Δ60N_VP1,                      
ยีน Δ60N_VP1_Front, ยีน Δ60N_VP1_Back และยีน Full length_VP1  
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  4.2.2.1 เพ่ิมจ านวนชิ้นยีน VP2, ยีน VP2_Front และยีน VP2_Back 
   ท าการผสมส่วนประกอบต่างๆ ในปฏิกิริยา ดังนี้ 1x Thermal polymerase 
buffer [20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl, 2 มิลลิโมลาร์ MgSO4, 0.1% (v/v) Triton X-100, pH 8.8], 0.2 
มิลลิโมลาร์ dNTP, 0.4 ไมโครโมลาร์ forward primer และ reverse primer (ตารางที่ 3.5),         
1 unit เอนไซม์ Vent DNA Polymerase (New England Biolabs) และดีเอ็นเอต้นแบบ 1 
ไมโครลิตร   จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 25 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากัน    แล้วน าเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมอัตโนมัติโดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิตาม
ตารางที่ 4.1   จากนั้นน าผลผลิตที่ได้จากปฺฏิกิริยาไปตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์โดยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 
ตารางท่ี 4.1 โปรแกรมอุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของยีน VP2, ยีน VP2_Front 
และ ยีน VP2_Back 

ขั้น อุณหภูมิ (° ซ) เวลา (นาที) จ านวนรอบ 
Initial-

denaturation 
94 0.40 - 

Denaturation 94 1 
34 Annealing 63 1 

Extension 72 1 
Final extension 72 5 - 
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  4.2.2.2 เพ่ิมจ านวนชิ้นยีน Δ60N_VP1, ยีน  Δ60N_VP1_Front และยีน 

Δ60N_VP1_Back    
   ท าการผสมส่วนประกอบต่างๆ ในปฏิกิริยา ดังนี้ 1x High fidelity PCR 
buffer, 1.5 มิลลิโมลาร์ MgCl2, 0.2 มิลลิโมลาร์ dNTP, 0.4 ไมโครโมลาร์ forward primer และ 
reverse primer (ตารางที่ 3.5), 1 unit เอนไซม์ High fidelity PCR enzyme mix         
(Thermo scientific) และดีเอ็นเอต้นแบบ 1 ไมโครลิตร  จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ
ให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม
อัตโนมัติโดยต้ังโปรแกรมอุณหภูมิตามตารางที่ 4.2  จากนั้นน าผลผลิตที่ได้จากปฺฏิกิริยาไปตรวจสอบ
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 
ตารางท่ี 4.2 โปรแกรมในการท าปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรสของยีน Δ60N_VP1, Δ60N_VP1_Front 
และ Δ60N_VP1_Back 

ขั้น อุณหภูมิ (° ซ) เวลา (นาที) จ านวนรอบ 
Initial-

denaturation 
94 0.40 - 

Denaturation 94 1 
34 Annealing 57 1 

Extension 72 2 
Final extension 72 8 - 
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  4.2.2.3 เพ่ิมจ านวนชิ้นยีน Full length VP1    
   ท าการผสมส่วนประกอบต่างๆ ในปฏิกิริยา ดังนี้ 1x High fidelity PCR 
buffer, 1.5 มิลลิโมลาร์ MgCl2, 0.2 มิลลิโมลาร์ dNTP, 0.4 ไมโครโมลาร์ forward primer และ 
reverse primer (ตารางที่ 3.5), 1 unit เอนไซม์ High fidelity PCR enzyme mix         
(Thermo scientific) และดีเอ็นเอต้นแบบ 1 ไมโครลิตร  จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ
ให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม
อัตโนมัติโดยต้ังโปรแกรมอุณหภูมิตามตารางที่ 4.3  จากนั้นน าผลผลิตที่ได้จากปฺฏิกิริยาไปตรวจสอบ
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 
ตารางท่ี 4.3 โปรแกรมในการท าปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรสของยีน Full length VP1  

ขั้น อุณหภูมิ (° ซ) เวลา (นาที) จ านวนรอบ 
Initial-

denaturation 
94 0.40 - 

Denaturation 94 1 
34 Annealing 57 1 

Extension 72 4 
Final extension 72 8 - 
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  4.2.2.4 เพ่ิมจ านวนชิ้นยีน Syn_VP1 
         ยีน Syn_VP1 เป็นยีน VP1 เพียงบางส่วน (Syn_VP1) ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์
ต าแหน่ง 1 ถึง 410 ซึ่งมีขนาด 410 คู่เบส  เป็นบริเวณที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนชนิดอาร์จินิน
จ านวนมากออก โดยปลายด้าน 5′ ของยีน Syn_VP1 จะมีต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์  Nde I 
และปลายด้าน 3′ จะมีต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์  Nhe I ท าให้สามารถถูกตัดและเช่ือมต่อยีน 
Syn_VP1 เข้ากับยีน Δ60N_VP1 ที่อยู่ในรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28 – VP2/Δ60N_VP1 ซึ่ง
สร้างจากช้ินยีนรูปแบบที่ 3 ได้เป็นรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28 – VP2/Full length VP1  
       การสร้างช้ินยีน Syn_VP1 จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง นอกเหนือจากการเพิ่ม
จ านวนช้ินยีน Full length VP1 ในข้ันตอนที่ 4.2.2.3 เพื่อสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด          
pET28 – VP2/Full length VP1  โดยท าการเพิ่มช้ินยีน Syn_VP1 ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
แบบซ้อนทับ (Overlapping PCR) ดังแสดงในรูปที่ 4.6 ประกอบด้วยข้ันตอนดังนี้ 
 

 
 

 
รูปท่ี 4.6 การเพิม่จ านวนช้ินยีน Syn_VP1 ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบซอ้นทับ 

(Overlapping PCR) 
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   4.2.2.3.1 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ครั้งท่ี 1 
     ท าการผสมส่วนประกอบต่างๆ ในปฏิกิริยา ดังนี้ 1x Thermal 
polymerase buffer [20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl, 2 มิลลิโมลาร์ MgSO4, 0.1% (v/v) Triton X-100, 
pH 8.8], 0.2 มิลลิโมลาร์ dNTP, 0.1 ไมโครโมลาร์ 5F forward primer และ 6R reverse primer 
(รูปที่ 4.6), 0.5 unit เอนไซม์ Vent DNA Polymerase (New England Biolabs) โดยไม่ต้องอาศัย
ดีเอ็นเอต้นแบบ  จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปลอดเ ช้ือให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ             
25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน   แล้วน าเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมอัตโนมัติโดยตั้งโปรแกรม
อุณหภูมิตามตารางที่ 4.4 จากนั้นน าผลผลิตที่ได้จากปฺฏิกิริยาไปตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์โดยวิธี     
อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 
ตารางท่ี 4.4 โปรแกรมในการท าปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรสของยีน Syn_VP1 

ขั้น อุณหภูมิ (° ซ) เวลา (นาที) จ านวนรอบ 
Initial-

denaturation 
94 0.40 - 

Denaturation 94 0.45 
25 Annealing 63 0.45 

Extension 72 0.50 
Final extension 72 10 - 

 
   4.2.2.3.2 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ครั้งท่ี  2 – 5 
    ท าการผสมส่วนประกอบต่างๆ ในปฏิกิริยา ตามวิธีการข้อ 4.2.2.4.1 
โดยใช้ไพร์เมอร์ที่แตกต่างกันในแต่ละครั้งของท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ดังนี้คือ 4F forward 
primer และ 7R reverse primer เป็นไพร์เมอร์ส าหรับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ครั้งที่  2, 3F 
forward primer และ 8R reverse primer เป็นไพร์เมอร์ส าหรับปฏิกิริยาลกูโซพ่อลเิมอเรส ครั้งที่ 3, 
2F forward primer และ 9R reverse primer เป็นไพร์เมอร์ส าหรับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส    
ครั้งที่ 4 และปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ครั้งที่ 5 ใช้ 1F forward primer และ 10R reverse 
primer ตามล าดับ และใช้ผลผลิต PCR ที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสก่อนหน้า ซึ่งเจือจางด้วย
น้ ากลั่นปลอดเช้ือ 1:100 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแต่ละครั้งและเพิ่มปริมาณ
โดยใช้เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมอัตโนมัติซึ่งตั้งโปรแกรมอุณหภูมิตามตารางที่ 4.5 จากนั้นน า
ผลผลิตที่ได้จากปฏิฺกิริยาแต่ละครั้งไปตรวจสอบผลติภัณฑ์พีซีอารโ์ดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิส 
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 4.2.3 ตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

  เตรียม 1% อะกาโรสเจล โดยช่ังผงอะกาโรส จ านวน 1 กรัม จากนั้นละลายด้วย 1XTAE 
buffer (ภาคผนวก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยอาศัยความร้อนจนกระทั่งสารละลายเจลใส แล้วจึง
เทลงบนถาดส าหรับข้ึนรูปเจล จากนั้นทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนกระทั่งเจลแข็งตัว  น าถาดเจลวางบน
เครื่องอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยแช่อยู่ใน 1XTAE buffer ท าการผสมตัวอย่างดีเอ็นเอกับ 6x loading 
buffer (ภาคผนวก) ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1x  และใช้ GeneRuleTM 1 kb DNA Ladder 
(Fermentas) และ Lamda/Hind III (Fermentas) เป็น DNA marker ส าหรับเทียบขนาดและความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอ  ดูดสารผสมตัวอย่างและDNA marker ใส่ลงในหลุมบนเจล  จากนั้นให้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เวลา 1 ช่ัวโมง   แล้วท าการย้อมเจลด้วยสารละลายเอธิเดียมโบร์ไมด์   
ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าเจลไปล้างโดยแช่ในน้ ากลั่นเป็น
เวลา 15 นาที แล้วจึงน าไปส่องภายใต้แสงยูวีด้วยเครื่องถ่ายภาพเจล  
 4.2.4 สกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลโดยใช้ชุด  Gel/PCR DNA Fragments Extraction 

kit 

 ตัดช้ินส่วนอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอใส่ลงในหลอดไมโครฟิวจ์  (น้ าหนักไม่เกิน 300 
มิลลิกรัม)   จากนั้นละลายอะกาโรสเจลด้วยบัฟเฟอร์ DF ปริมาตร 500 ไมโครลิตร โดยน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 60° ซ เป็นเวลา 20 นาที และกลับหลอดไปมาทุกๆ 1 – 2 นาที   ดูดสารละลายเจลลงใน 
DF column แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1นาที เทส่วนใสทิ้งและ
ท าซ้ าจนหมด    จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ W1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้งและเติมบัฟเฟอร์ Wash (ที่เติมเอทานอลแล้ว) 
ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาทีเทส่วน
ใสทิ้งและปั่นเหว่ียงซ้ าอีกครั้งเพื่อล้างคอลัมน์  แล้วจึงย้ายคอลัมน์ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ใหม่  จากนั้น
ดูดน้ ากลั่นปลอดเช้ือมีอุณหภูมิประมาณ 55-60º ซ ใส่ลงตรงกลางคอลัมน์ ปริมาตร 20 – 50 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 3 นาที แล้วท าการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
1 นาที เพื่อชะดีเอ็นเอออกมา แล้วน าไปวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอจากการเทียบความเข้มของแถบ  
ดีเอ็นเอกับ Lamda/Hind III ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
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 4.2.5 เชื่อมต่อชิ้นส่วนดีเอ็นเอกบัเวคเตอร์ส าหรบัเก็บข้อมูลทางพันธุกรรม         

(pGEM-T® easy vector) 

  4.2.5.1 เติมนิวคลีโอไทด์ Adenine (A) 
   เติม dATP ที่บริเวณปลาย 3′OH ของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์/ดีเอ็นเอ  โดยผสม
ส่วนประกอบต่างๆ ในปฏิกิริยา ดังนี้ 1x Taq buffer with (NH4)2SO4 [750 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl, 
200 มิลลิโมลาร์ (NH4)2SO4, 0.1% (v/v) Tween 20, pH 8.8], 2.5 มิลลิโมลาร์ MgCl2, 0.1       
มิลลิโมลาร์ dATP, 1 unit เอนไซม์ Taq Polymerase (Fermentas) และช้ินดีเอ็นเอที่บริสุทธ์ิ     
(ข้อ 4.2.4) ในปริมาณที่เหมาะสม ปริมาตร 1-6 ไมโครลิตร จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปลอด
เช้ือให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 70° ซ  เป็น
เวลา 15-30 นาที 
  4.2.5.2 เชื่อมต่อชิ้นส่วนดีเอ็นเอกับเวคเตอร ์
   ท าการผสมส่วนประกอบต่างๆ ในปฏิกิริยา ดังนี้ 1x T4 DNA ligase buffer  
(50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl, 10 มิลลิโมลาร์ MgCl2, 1 มิลลิโมลาร์ ATP, 10 มิลลิโมลาร์ DTT,         
25 µg/ml BSA), 1 unit เอนไซม์ T4 DNA ligase (New England Biolabs)  และสารละลายผสม
ระหว่างเวคเตอร์ pGEM-T® easy กับช้ินส่วน DNA ที่เติม A แล้ว (ข้อ 4.2.5.1) ในอัตราส่วนที่
เหมาะสม ปริมาตร 1- 3 ไมโครลิตร   จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือให้ได้ปริมาตร
สุดท้ายเท่ากับ 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 16° ซ  เป็นเวลา 12 – 16 ช่ัวโมง 
      4.2.6 ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเขา้สู่คอมพีเทนต์เซลล ์
       น าสารละลายผสม (ข้อ 4.2.5.2) เคลื่อนย้ายเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ E. coli สายพันธ์ุ 

DH5 ด้วยวิธี heat shock โดยเติมสารละลายผสม (ข้อ 4.2.5.2) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงใน

คอมพีเทนต์เซลล์ E. coli สายพันธ์ุ DH5 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วบ่มในน้ าแข็ง
ทันที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นท าการ heat shock ด้วยการน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42° ซ  เป็นเวลา 
90 วินาที  แล้วรีบแช่ในน้ าแข็งทันที เป็นเวลา 5 นาที   จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB 
(ภาคผนวก) ปริมาตร 850 ไมโครลิตร  แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37° ซ พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  แล้วแบ่งสารละลายเช้ือในหลอดไมโครฟิวจ์ใหม่ จ านวน 2 หลอด 
ดังนีคื้อ 200 และ 800 ไมโครลิตร ตามล าดับ   จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิ 4° ซ เป็นเวลา 1 นาที  แล้วดูดอาหารเลี้ยงเช้ือทิ้ง ปริมาตร 100 และ 700 
ไมโครลิตร ตามล าดับ  ผสมตะกอนเช้ือให้เข้ากันแล้วน าสารละลายเช้ือ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
เกลี่ยลงบนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร(ภาคผนวก)  ซึ่งได้ 
spread ด้วย X-Gal ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตร และ IPTG ความ
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เข้มข้น 0.4 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไว้แล้ว  แล้วจึงน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37° ซ เป็นเวลา 
14 – 16 ช่ัวโมง เพื่อคัดเลือกโคโลนีสีขาวไปตรวจสอบทรานสฟอร์แมนท์ที่มีช้ินส่วนของยีนต่อไป 
   4.2.7 คัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนด้วยวิธี  rapid size screening 
   เข่ียโคโลนีสีขาวบนอาหารแข็ง (ข้อ 4.2.6) ลงบนอาหารแข็งที่มียาปฏิชีวนะ     
แอมพิซิลิน   จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37º ซ เป็นเวลา 14 – 16 ช่ัวโมง   เพื่อเตรียม master 
plate   จากนั้นเข่ียโคโลนีสีขาวบน master plate จุ่มลงในสารละลาย pre-warmed lysis buffer 
(100 มิลลิโมลาร์ NaOH, 60 มิลลิโมลาร์ KCl, 5 มิลลิโมลาร์ EDTA, 10% (w/v) sucrose, 0.25% 
(w/v) SDS และ 0.05% (w/v) bromophenol blue) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ขยี้โคโลนีเพื่อให้
เซลล์แบคทีเรียแตกออก  จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 55º ซ เป็นเวลา 5 นาที  แล้วน าไปแช่ในน้ าแข็งเป็น
เวลา 5 นาที    จึงน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  ดูดส่วนใส
ปริมาตร 15 ไมโครลิตร  เพื่อน าไปตรวจสอบขนาดพลาสมิดดีเอ็นเอของทรานสฟอร์แมนท์ด้วยวิธี  
อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใช้ 0.8 % อะกาโรสเจล และท าการรันอะกาโรสเจล        
อิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เวลา 30 นาที 
  4.2.8 สกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมดิด้วยชุดสกัดพลาสมิด High-SPEED Plasmid Mini 
kit 
   เลือกโคโลนีทรานสฟอร์แมนท์ที่มีช้ินส่วนของยีน (ข้อ 4.2.7) โดยเข่ียโคโลนีที่เลือก
บนอาหารแข็งใส่ในอาหารเหลว LB ที่มียาแอมพิซิลิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37° ซ พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 14 – 16 ช่ัวโมง จากนั้น
เก็บเซลล์ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ใหม่ ครั้งละ 1.5 มิลลิลิตร ด้วยการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง ท าซ้ าจนเก็บเซลล์หมด    แล้วท าการละลายตะกอนเซลล์ด้วย 
PD1 buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติม PD2 buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน
เบาๆด้วยการกลับหลอดไปมา  แล้วเติม PD3 buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันเบาๆ  
จากนั้นน าปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที แล้วดูดส่วนใสใส่ลงใน PD 
column และน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสด้านล่าง
ทิ้งและท าซ้ าจนหมด  จากนั้นจึงเติม W1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และน าปั่นเหว่ียงที่
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสด้านล่างทิ้ง  แล้วจึงล้าง column ด้วยการ
เติม wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร และน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 1นาที เทส่วนใสด้านล่างทิ้งอีกครั้ง   จากนัน้ท าการปั่นเหว่ียงซ้ าอีกครั้งแล้วจึงย้ายคอลัมน์
ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ใหม่     ท าการชะดีเอ็นเอออกจาก column ด้วยการเติมน้ ากลั่นปลอดเช้ือมี
อุณหภูมิประมาณ 55-60º ซ ปริมาตร 20 – 50 ไมโครลิตร ใส่ลงตรงกลางคอลัมน์ โดยตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 นาที แล้วจึงน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1  
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นาที  แล้วน าไปวัดความเ ข้มข้นของดีเอ็นเอจากการเทียบความเข้มของแถบดีเอ็นเอกับ   
Lamda/Hind III ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
  4.2.9 ตรวจสอบชิ้นยีนในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยวิธีการย่อยโดยใช้เอนไซม์ตัด
จ าเพาะ 
   น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่สกัดได้ (ข้อ 4.2.8) ปริมาณ 100 – 200 นาโนกรัม เติม
ลงในในปฏิกิริยาซึ่งประกอบด้วย 1x Eco RI buffer และเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI จ านวน 1 unit 
(ตารางที่ 3.4) จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากันน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37° ซ  เป็นเวลา 14 – 16 ช่ัวโมง   จากนั้นจึงน าไปตรวจสอบ
ช้ินส่วนของดีเอ็นเอภายหลังถูกตัดด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีการข้อ 4.2.3 
  4.2.10 วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด ์
   น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่สกัดได้และตรวจสอบว่ามี ช้ินดีเอ็นเอแทรกอยู่ไป
วิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง Automated DNA sequencer (1st Base, Malaysia) 
และวิเคราะห์ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ด้วยโปรแกรม Bioedit, Clustral X และ Vector NTI  
 
4.3 สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดส าหรับการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 

  4.3.1 สร้างรคีอมบิแนนท์พลาสมิด pET28-VP2 และ pET28-Δ60N_VP1 
  4.3.1.1 ตัดชิ้นส่วนยีน VP2 และยีน Δ60N_VP1 และเวคเตอร์ pET28a 
   น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP2 (pGEM T – VP2)
และ Δ60N_VP1(pGEM T – Δ60N_VP1) ที่ถูกต้อง (ข้อ 4.2.10) และเวคเตอร์ pET28a มาตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2 ชนิด ได้แก่ Nde I และ Xho I (ตารางที่ 3.4) ดังนีคื้อ 
    ตัดครั้งท่ี 1 แบ่งเป็น 2 ส่วนดังนี้คือ ส่วนที่ 1 ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I 
โดยเตมิพลาสมิดดีเอ็นเอผสมในปฏิกิริยาซึ่งประกอบด้วย Buffer O และเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I 
จ านวน 1 unit   จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65º ซ เป็นเวลา 14 – 16 ช่ัวโมง    ส่วนที่ 2 ตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I โดยเติมพลาสมิดดีเอ็นเอผสมในปฏิกิริยาซึ่งประกอบด้วย 1x buffer      
(สีแดง) และเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I จ านวน 1 unit     จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ
ให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37° ซ เป็นเวลา       
14 – 16 ช่ัวโมง   จากนั้นจึงน าไปตรวจสอบช้ินส่วนของดีเอ็นเอว่าถูกตัดสมบูรณ์หรือไม่ด้วยวิธี     
อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส แล้วจึงน าไปตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล โดยน าสารผสมที่ได้จาก
ปฏิกิริยาข้อ 4.3.1.1 ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลัน่ปลอดเช้ือให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 180 ไมโครลิตร แล้วจึง
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เติม 3 โมลาร์ sodium acetate (pH 5.2) ปริมาตร 20 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน   จากนั้นจึงเติม 
100 % เอทานอลที่เย็น ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันเบาๆโดยกลับหลอดไปมา  
แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20º ซ ข้ามคืน  จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที          
ที่อุณหภูมิ 4º ซ เป็นเวลา 15 นาที สังเกตจะปรากฏตะกอนสีขาวของดีเอ็นเอแล้วดูดส่วนใสทิ้ง   
จากนั้นล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 75% เอทานอล ปริมาตร 750 ไมโครลิตร แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4º ซ เป็นเวลา 15 นาที แล้วดูดส่วนใสทิ้งอีกครั้ง   จากนั้น
จึงละลายดีเอ็นเอด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือมีอุณหภูมิประมาณ 55-60º ซ ปริมาตร 30 ไมโครลิตร แล้ว
น าไปวัดความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส โดย
เปรียบเทียบความเข้มของแถบดีเอ็นเอกับ Lamda/Hind III 
   ตัดครั้งท่ี 2 น า DNA ที่ตกตะกอนได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ   
Xho I แบบ โดยส่วนที่ 1 ซึ่งถูกตัดด้วย Nde I แล้วจะถูกน ามาตัดด้วย Xho I    ในขณะที่ส่วนที่ 2  
ซึ่งถูกตัดด้วย Xho I แล้วจะถูกน ามาตัดด้วย Nde I ผสมในปฏิกิริยาตามวิธีการข้างต้น  จากนั้นน าไป
ตรวจสอบช้ินส่วนของดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแล้วท าการสกัดช้ินส่วนดีเอ็นเอ
ตามขนาดที่ต้องการจากอะกาโรสเจลโดยใช้ชุด Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit ตาม
วิธีการข้อ 4.2.3 แล้วน าไปวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอจากการเทียบความเข้มของแถบดีเอ็นเอกับ 
Lamda/Hind III ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
  4.3.1.2 โคลนชิ้นส่วนยีน VP2 และยีน Δ60N_VP1 เข้าสู่เวคเตอร์ pET28a 
  น าช้ินส่วนยีน VP2, ยีน Δ60N_VP1 และเวคเตอร์ pET28a ซึ่งปลายทั้งสองข้าง
ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I (ข้อ 4.3.1.1) มาเช่ือมต่อกันตามวิธีการเช่นเดียวกับ

ข้อ 4.2.5.2   จากนั้นเคลื่อนย้ายสารผสมเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ E.coli สายพันธ์ุ DH5 ด้วยวิธี 
heat shock ตามวิธีการข้อ 4.2.6 น าตะกอนของเช้ือจะถูกน าไปเกลี่ยลงบนอาหารแข็ง LB ที่มียา
ปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นจึงน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37° ซ เป็นเวลา      
14 – 16 ช่ัวโมง เช่นเดียวกัน  น าโคโลนีที่เกิดข้ึนไปตรวจสอบทรานสฟอร์มแมนท์ที่มีช้ินส่วนของยีน
ด้วยวิธี rapid size screening แล้วท าการคัดเลือกโคโลนีทรานสฟอร์มแมนท์ที่มีช้ินส่วนของยีน    
(ข้อ 4.2.7) โดยเข่ียโคโลนีที่เลือกบนอาหารแข็งใส่ในอาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะกานามัยซิน         
50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อเพิ่มปริมาณรีคอมบิแนนท์โคลนและสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วย
ชุดสกัดพลาสมิด High-SPEED Plasmid Mini kit ตามล าดับ ตามวิธีการข้อ 4.2.8 และตรวจสอบช้ิน
ยีนในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยวิธีการย่อยโดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I จากนั้นจึง
น าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ตามวิธีการข้อ 4.2.10 
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 4.3.2 สร้างรคีอมบิแนนท์พลาสมิด  pET 28-VP2/Δ60N_VP1 และ pET 28 -
Δ60N_VP1/VP2 
  4.3.2.1 ตัดชิ้นส่วนยีน  VP2_Front  และ  VP2_Back และเวคเตอร์ pET28a 
   น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP2_Front และ 
VP2_Back ที่ถูกต้อง (ข้อ 4.2.10) และเวคเตอร์ pET28a มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2 ชนิด ได้แก่ 
Nde I และ Eco RI (ตารางที่ 3.4) ดังนี้คือ 
    ตัดครั้งท่ี 1 ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I โดยเติมพลาสมิดดีเอ็นเอผสมใน
ปฏิกิริยาซึ่งประกอบด้วย 1x Buffer O และเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I  จ านวน 1 unit จากนั้นปรับ
ปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 65º ซ เป็นเวลา 14 – 16 ช่ัวโมง    จากนั้นจึงน าไปตรวจสอบช้ินส่วนของดีเอ็นเอว่าถูกตัด
สมบูรณ์หรือไม่ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  แล้วจึงน าไปตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 
ตามวิธีการข้อ 4.3.1.1   
     ตัดครั้งท่ี 2 น าดีเอ็นเอที่ตกตะกอนได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI 
ตามวิธีการข้อ 4.2.10    จากนั้นน าไปตรวจสอบช้ินส่วนของดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจล       
อิเล็กโทรโฟเรซิสแล้วท าการสกัดช้ินส่วนดีเอ็นเอตามขนาดของช้ินยีนที่ต้องการจากอะกาโรสเจลโดย
ใช้ชุด Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit ตามวิธีการข้อ 4.2.4  
  4.3.2.2 โคลนชิ้นส่วนยีน VP2_Front  และยีน VP2_Back  เข้าสู่เวคเตอร ์    
pET28a 
  น าช้ินส่วนยีน VP2_Front, ยีน VP2_Back และเวคเตอร์ pET 28a ซึ่งปลายทั้ง
สองข้างถูกตัดด้วย Nde I และ Eco RI (ข้อ 4.3.2.1) มาเช่ือมต่อกัน ตามวิธีการข้อ 4.2.5.2   จากนั้น

เคลื่อนย้ายสารผสมจากปฏิกิริยาเข้าสู่รีคอมพีเทนต์เซลล์ E.coli สายพันธ์ุ DH5 ด้วยวิธี heat 
shock ตามวิธีการข้อ 4.2.6 และน าโคโลนีที่เกิดข้ึนไปตรวจสอบทรานสฟอร์มแมนท์ที่มีช้ินส่วนของ
ยีนตามวิธีการข้อ 4.2.7    เลือกโคโลนีทรานสฟอร์มแมนท์ที่มีช้ินส่วนของยีนมาเพิ่มจ านวนและท า
การสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิด High-SPEED Plasmid Mini kit ตามล าดับ 
ตามวิธีการข้อ 4.2.8    จากนั้นตรวจสอบช้ินยีนในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยวิธีการย่อยโดยใช้
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Eco RI แล้วจึงน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ตามวิธีการข้อ 
4.2.10 
 
 
 



 

 

42 

  4.3.2.3 ตัดชิ้นส่วนยีน Δ60N_VP1_Back, ยีน Δ60N_VP1 _Front กับเวคเตอร์ 
pET28–VP2_Front และเวคเตอร์ pET28–VP2_Back  
   น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Δ60N_VP1_Back และ 

Δ60N_VP1_Front ที่ถูกต้อง (ข้อ 4.2.10) กับเวคเตอร์ pET28–VP2_Front และ pET28– 
VP2_Back ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ถูกต้องมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2 ชนิด ได้แก่ Eco RI และ 
Xho I (ตารางที่ 3.4) ดังนี้คือ 
   ตัดครั้งท่ี 1 ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I โดยเติมพลาสมิดดีเอ็นเอผสมใน
ปฏิกิริยาซึ่งประกอบด้วย 1x Buffer R และเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I จ านวน 1 unit จากนั้นปรับ
ปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37º ซ เป็นเวลา 14 – 16 ช่ัวโมง    จากนั้นจึงน าไปตรวจสอบช้ินส่วนของดีเอ็นเอว่าถูกตัด
สมบูรณ์หรือไม่ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส แล้วจึงน าไปตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 
ตามวิธีการข้อ 4.3.1.1   
   ตัดครั้งท่ี 2 น าดีเอ็นเอที่ตกตะกอนได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI ตาม
วิธีการข้อ 4.2.9 จากนั้นน าไปตรวจสอบช้ินส่วนของดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแล้ว
ท าการสกัดช้ินส่วนดีเอ็นเอตามขนาดของช้ินยีนที่ต้องการจากอะกาโรสเจลโดยใช้ชุด Gel/PCR DNA 
Fragments Extraction kit ตามวิธีการข้อ 4.2.4  
  4.3.2.4 โคลนชิ้นส่วนยีน Δ60N_VP1_Back และ  Δ60N_VP1 _Front เข้าสู่
เวคเตอร์ pET28–VP2_Front และ pET 28 – VP2_Back  
   น าช้ินส่วนยีนและเวคเตอร์ซึ่งปลายทั้งสองข้างที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ     
Eco RI และ Xho I (ข้อ 4.3.2.1) มาเช่ือมต่อกัน โดยช้ินส่วนยีน Δ60N_VP1_Back ถูกเช่ือมต่อกับ
เวคเตอร์ pET 28 – VP2_Front  ได้เป็นรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET 28 - VP2/Δ60N_VP1 และ
ช้ินส่วนยีน Δ60N_VP1_Front ถูกเช่ือมต่อกับเวคเตอร์ pET28–VP2_Front ได้เป็นรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิด pET28-Δ60N_VP1/VP2   จากนั้นเคลื่อนย้ายสารผสมเข้าสู่รีคอมพีเทนต์เซลล์ E. coli 

สายพันธ์ุ DH5 ด้วยวิธี heat shock ตามวิธีการข้อ 4.2.6 และน าโคโลนีที่เกิดข้ึนไปตรวจสอบ 
ทรานสฟอร์มแมนท์ที่มีช้ินส่วนของยีน แล้วจึงเลือกโคโลนีทรานสฟอร์มแมนท์ที่มีช้ินส่วนของยีนมา
เพิ่มจ านวนและท าการสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิด High-SPEED Plasmid Mini 
kit ตามวิธีการข้อ 4.2.8    จากนั้นจึงตรวจสอบช้ินยีนในรีคอมบิแนนท์ พลาสมิดด้วยวิธีการย่อยโดย
ใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I กับ Eco RI และ Eco RI กับ Xho I  แล้วจึงน าไปวิเคราะห์ล าดับ           
นิวคลีโอไทด์ ตามวิธีการข้อ 4.2.10 
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 4.3.3 สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET 28-VP2/Full length VP1 
  4.3.3.1 ตัดชิ้นส่วนยีน Syn_VP1 และเวคเตอร์ pET 28-VP2/Δ60N_VP1 
   น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Syn_VP1 ที่ถูกต้อง   
(ข้อ 4.2.10) และเวคเตอร์ pET 28-VP2/ Δ60N_VP1 มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2 ชนิด ได้แก่ 
Eco RI และ Nhe I (ตารางที่ 3.4) ดังนี้คือ 
    ตัดครั้งท่ี 1 ตัดด้วย Nhe I โดยเติมพลาสมิดดีเอ็นเอผสมในปฏิกิริยาซึ่ง
ประกอบด้วย 1x tango buffer และเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nhe I จ านวน 1 unit จากนั้นปรับปริมาตร
ด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
65º ซ เป็นเวลา 14 – 16 ช่ัวโมง  แล้วจึงน าไปตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล ตามวิธีการข้อ 
4.3.1.1   
   ตัดครั้งท่ี 2 น าดีเอ็นเอที่ตกตะกอนได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI 
ตามวิธีการข้อ 4.2.9  แล้วท าการสกัดช้ินส่วนดีเอ็นเอซึ่งถูกตัดตามขนาดที่ต้องการจากอะกาโรสเจล
โดยใช้ชุด Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit ตามวิธีการข้อ 4.2.4  
  4.3.3.2 โคลนชิ้นส่วนยีน Syn_VP1 และเวคเตอร์ pET28-VP2/Δ60N_VP1 
  น าช้ินส่วนยีน Syn_VP1 และเวคเตอร์ pET 28 - VP2/ Δ60N_VP1 (ข้อ 4.3.3.1) 
ซึ่งปลายทั้งสองข้างถูกตัดด้วย Eco RI และ NheI มาเช่ือมต่อกันตามวิธีการข้อ 4.2.5.2 จากนั้น

เคลื่อนย้ายสารผสมเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ E.coli สายพันธ์ุ DH5 ด้วยวิธี heat shock ตามวิธีการ
ข้อ 4.2.6 และน าโคโลนีที่เกิดข้ึนไปตรวจสอบทรานสฟอร์มแมนท์ที่มีช้ินส่วนของยีนต่อไป แล้วจึง
เลือกโคโลนีทรานสฟอร์มแมนท์ที่มีช้ินส่วนของยีนมาเพิ่มจ านวนตามวิธีการข้อ 4.2.7 และท าการสกัด
รีคอมบิแนนท์ พลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิด High-SPEED Plasmid Mini kit ตามวิธีการข้อ 4.2.8    
จากนั้นจึงตรวจสอบช้ินยีนในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยวิธีการย่อยโดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI 
และ  Nhe I แล้วจึงน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ตามวิธีการข้อ 4.2.10 
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4.4 แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในแบคทีเรีย E.coli 

 4.4.1 ทรานสฟอร์มรคีอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลลส์ าหรบัแสดงออก         
รีคอมบิแนนท์โปรตีน 
  น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด (ข้อ 4.3.1 และ 4.3.2) ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรด  
อะมิโนที่ถูกต้องจ านวน 5 นาโนกรัม เข้าสู่คอมพีเทนต์ E.coli สายพันธ์ุ Roseta-gami ด้วยวิธี heat 
shock ตามวิธีการข้อ 4.2.6  
 4.4.2 คัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนท่ีเหมาะสมส าหรบัแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
  4.4.2.1 ชักน าให้โปรตีนแสดงออก 
   แยกโคโลนี เดี่ยวของแบคที เรียที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดตามที่ คัดเลือก        
(ข้อ 4.4.1) โดย streak เช้ือลงบนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก) ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 37° ซ เป็น
เวลา 14 – 16 ช่ัวโมง      จากนั้นเลือกโคโลนีเดี่ยว จ านวน 7 โคลน เพื่อท าการเตรียมแบคทีเรียตั้ง
ต้นโดยเข่ียโคโลนเีดี่ยวที่เกิดข้ึนบนอาหารแข็งใส่ในอาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล
34 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร และกานามยัซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปบ่ม
ที่อุณหภูมิ 30° ซ พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 14 – 16 ช่ัวโมง  วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600)    จากนั้นถ่ายแบคทีเรียตั้งต้น จ านวน 1.25 
OD600 ลงในอาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร               
และกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30° ซ พร้อม
เขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที จนกระทั่ง OD600 เท่ากับ 0.4 – 0.6 แล้วจึงชักน าให้โปรตีนมีการ
แสดงออกด้วยการเติมสาร isopropyl-ß-D-1-thiolgalactoside (IPTG) ความเข้มข้น 0.4          
มิลลิโมลาร์    จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30° ซ พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 
ช่ัวโมง   ท าการเก็บเซลล์ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ใหม่ หลอดละ 1 OD600 โดยแยกอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง 
ด้วยการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที  ที่อุณหภูมิ 4° ซ เป็นเวลา 5 นาที น าเซลล์ที่เก็บได้
ไปวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE และตรวจติดตามโปรตีนด้วยวิธี Western blotting analysis 
แล้วท าการเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่เหมาะสม จ านวน 3 
โคลน  จากนั้นท าการชักน าให้มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนจากรีคอมบิแนนท์โคลนทั้ง
สามโคลนที่เลือกอีกครั้ง ตามวิธีการข้างต้น  แล้ววิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE และตรวจ
ติดตามโปรตีนด้วยวิธี Western blotting analysis ตามล าดับ    จากนั้นจึงท าการเลือกรีคอม
บิแนนท์โคลนที่มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่เหมาะสมที่สุดเพียงโคลนเดียว 
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  4.4.2.2 วิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และตรวจติดตามโปรตีนด้วยวิธี 
Western blotting analysis 
   4.4.2.2.1 เตรียมตัวอย่างโปรตีนจากตะกอนเซลล์ 
     เติมสารละลายผสมส าหรับเตรียมตัวอย่างโปรตีนจากตะกอนเซลล์ 
(4.4.2.1) ซึ่งประกอบด้วย 4x sample buffer ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร, สาร                         
ß- mercaptoethanol ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และน้ ากลั่น ปริมาตร 32.5 ไมโครลิตร รวมปริมาตร
เท่ากับ 50 ไมโครลิตรต่อเซลล์ 1 OD600 ผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที 
แล้วท าการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4° ซ ดูดส่วนใสไปวิเคราะห์โปรตีน
โดยวิธี SDS-PAGE 
   4.4.2.2.2 วิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี SDS – PAGE 
     ดูดส่วนใสที่ได้จากการเตรียมตัวอย่างโปรตีน (4.4.2.2.1) ลงใน
หลุมบนเจล SDS จ านวน 2 แผ่น ซึ่งเจล SDS สามารถเตรียมได้จากส่วนผสม ดังตารางที่ 4.5 
ตารางท่ี 4.5 การเตรียมเจล SDS ส าหรบัวิเคราะห์โปรตีน 

สารท่ีใช ้
13% separating gel 

(มิลลิลิตร ต่อ 20 มิลลลิิตร) 
5% stacking gel 

(มิลลิลิตร ต่อ 10 มิลลลิิตร) 
น้ ากลั่น 5.95 6.8 

1.5 M Tris - HCl (pH 8.8) 5 - 
1 M Tris - HCl (pH 6.8) - 1.25 

10% SDS 0.2 0.1 
30% acrylamide mix 8.65 1.7 

TEMED 0.008 0.01 
10% ammonium 
persulfate (APS) 

0.2 0.1 

 
   จากนั้นท าการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าที่มีความต่างศักย์คงที่ 90 
โวลต์ เป็นเวลา 140 นาที จากนั้นน าเจลแผ่นที่หนึ่งไปย้อมสีด้วยการแช่ใน staining solution 
(ภาคผนวก) ท าการเขย่าเป็นเวลา 15 นาที แล้วล้างสีออกจากเจลด้วยการแช่ใน destaining 
solution (ภาคผนวก) ท าการเขย่าจนแผ่นเจลใส จากนั้นท าให้เจลคงสภาพด้วยการแช่ใน fix 
solution (ภาคผนวก) ส่วนเจลอีกแผ่นน าไปตรวจติดตามโปรตีนด้วยวิธี Western blotting 
analysis 
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  4.4.2.3 ตรวจติดตามโปรตีนด้วยวิธี  Western blotting analysis  
    4.4.2.3.1 โอนถ่ายโปรตีนจากเจลไปยัง  polyvinylidene fluoride 
(PVDF) membrane  
     น าแผ่นเจลที่ได้จากการแยกโปรตีนด้วยวิธี SDS – PAGE ซึ่งไม่ผ่าน
การย้อมสี น ามาตัดส่วนของ stacking gel ออก   จากนั้นจึงน าไปแช่ใน transfer buffer 
(ภาคผนวก) เป็นเวลา 15 นาที และท าการตัด PVDF membrane และ thick blot paper จ านวน 
2 แผ่นตามขนาดของ separating gel จากนั้นน าไปแช่ใน transfer buffer เป็นเวลา 15 นาที โดย
ก่อนแช่ PVDF membrane ใน transfer buffer จะต้องแช่ PVDF membrane ใน absolute 
methanol ให้ทั่วทั้งแผ่น เป็นเวลา 1 นาที แล้วล้างด้วยน้ าปลอดประจุ จ านวน 2 ครั้ง  จากนั้นน าทั้ง
แผ่นเจล SDS, PVDF membrane และ thick blot paper วางบนเครื่อง semi-dry transfer cell 
โดยจัดวางดังนี้ น า thick blot paper แผ่นที่หนึ่งวางด้านล่างสุด จากนั้นตามด้วย PVDF 
membrane และแผ่นเจล SDS ตามล าดับ แล้วปิดทับด้วย thick blot paper แผ่นที่สอง แล้วจึงเท 
transfer buffer ให้ชุ่ม จากนั้นไล่ฟองอากาศโดยใช้หลอดแก้วกลิ้งบน thick blot paper ด้านบนสุด
เบาๆ  ก่อนปิดฝาเครื่อง  แล้วให้กระแสไฟฟ้าคงที่ 120 มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลา 90 นาที ต่อ 1- 2 
เจล 
    4.4.2.3.2 ตรวจติดตามสัญญาณด้วยวิธี  Chemiluminescence และ 
autoradiography 
     น าแผ่น PVDF membrane ที่ได้รับการถ่ายโอนโปรตีนแล้ว       
(ข้อ 4.4.2.3.1) แช่ใน blocking buffer (ภาคผนวก) เขย่าเป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้ง   จากนั้น
น า PVDF membrane บ่มกับแอนติบอดีปฐมภูมิในอัตราส่วนที่เหมาะสม (ภาคผนวก) ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิห้อง เขย่าเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วจึงล้างด้วยสารละลาย PBST เป็นเวลา 5 นาที 
จ านวน 2 ครั้ง และ 15 นาที จ านวน 2 ครั้งตามล าดับ   จากนั้นจึงบ่ม PVDF membrane ด้วย
แอนติบอดีทุติยภูมิในอัตราส่วนที่เหมาะสม (ภาคผนวก)  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าเป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง แล้วจึงล้างด้วยสารละลาย PBSTเทสารละลายซับสเตรท (ภาคผนวก) ลงบน PVDF 
membrane เขย่าเป็นเวลา 1 นาที แล้ววาง PVDF membrane คว่ าหน้าลงบนพลาสติกใส        
ซับสารละลายซับสเตรทส่วนเกินด้วยกระดาษทิชชู ก่อนห่อด้วยพลาสติกใส จากนั้นวาง  PVDF 
membrane ที่ห่อด้วยพลาสติกลงบนถาดประกบฟิล์มชิดมุมด้านใดด้านหนึ่ง โดยหงาย PVDF 
membrane ข้ึนแล้วติดกระดาษกาวไว้ที่มุมทั้ ง 4 ด้านเพื่อป้องกันการเคลื่อนของ PVDF 
membrane  จากนั้นจึงน าไปประกบฟิล์ม X – Ray และล้างฟิล์มในห้องมืด 
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 4.4.3 หาภาวะท่ีเหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีนในแบคทีเรีย E.coli 
  4.4.3.1 หาความเขม้ข้นของ IPTG ท่ีเหมาะสมต่อการชักน าให้มีการแสดงออกของ   
รีคอมบิแนนท์โปรตีน 
   น าโคโลนีเดี่ยวของรีคอมบิแนนท์โคลนที่มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์
โปรตีนที่เหมาะสมที่สุดจากข้อ 4.4.2.1   มาเตรียมแบคทีเรียตั้งต้นโดยเข่ียโคโลนีเดี่ยวที่เกิดข้ึนบน
อาหารแข็งใส่ในอาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ
กานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 15 มิลลิลิตร    จากนั้นถ่ายแบคทีเรียตั้งต้นจ านวน 
3 เท่าของ 1.25 OD ลงในอาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร    แล้วน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 30 ° ซ พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที จนกระทั่ง OD600 เท่ากับ 0.4 – 0.6 แล้วจึง
ท าการแบ่งสารละลายเซลล์ลงในฟลาส ขนาด 125 มิลลิลิตร ปริมาตรละ 10 มิลลิลิตร เท่าๆกัน 
จ านวน 8 ฟลาส    จากนั้นชักน าให้โปรตีนมีการแสดงออกด้วยการเติม IPTG ที่มีความเข้มข้นต่างๆ 
คือ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 และ 0.7 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ โดยมี 0 มิลลิโมลาร์ เป็นตัวควบคุม    
แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30° ซ พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง  ท าการ
เก็บเซลล์ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ใหม่ หลอดละ 1 OD600 โดยแยกอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งด้วยการปั่น
เหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4° ซ เป็นเวลา 5 นาที     จากนั้นน าเซลล์ที่เก็บได้ไป
วิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE และตรวจติดตามโปรตีนด้วยวิธี Western blotting analysis 
ตามวิธีการข้อ 4.4.2.2   แล้วจึงท าการเลือกความเข้มข้นของ IPTG ที่เหมาะสมซึ่งสามารถชักน าให้
เกิดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเหมาะสมที่สุด 
  4.4.3.2 หาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
   4.4.3.2.1 หาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
    น าโคโลนีเดี่ยวของรีคอมบิแนนท์โคลนที่มีการแสดงออกของรีคอม
บิแนนท์โปรตีนที่เหมาะสมที่สุดจากข้อ 4.4.2.1  มาเตรียมแบคทีเรียตั้งต้นโดยเข่ียโคโลนี เดี่ยวที่
เกิดข้ึนบนอาหารแข็งใส่ในอาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร ปริมาตร 15 มิลลิลิตร    ท าการแบ่งสารละลาย
เซลล์ลงในหลอดเลี้ยงเช้ือ ขนาด 15 มิลลิลิตร ปริมาตรละ 5 มิลลิลิตร เท่าๆกัน จ านวน 3 หลอด   
แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิต่างๆ คือ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ ตามล าดับ  พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 14 – 16 ช่ัวโมง  จากนั้นถ่ายแบคทีเรียตั้งต้น จ านวน 1.25 OD ลงในอาหาร
เหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และกานามัยซิน 50 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิต่างๆ คือ 16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ       
37° ซ ตามล าดับ  พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที จนกระทั่ง OD600 เท่ากับ 0.4 – 0.6 แล้ว
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จึงชักน าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนเกดิการแสดงออกของด้วยการเติม IPTG ความเข้มข้นที่เหมาะสมจาก
ข้อ 4.4.3.1 จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ ตามล าดับ  พร้อมเขย่าที่
ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง   แล้วท าการเก็บเซลล์ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ใหม่ 
หลอดละ 1 OD โดยแยกอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งด้วยการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาทีที่
อุณหภูมิ 4° ซ เป็นเวลา 5 นาที     จากนั้นจึงน าเซลล์ที่เก็บได้ไปวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE 
และตรวจติดตามโปรตีนด้วยวิธี Western blotting analysis ตามวิธีการข้อ 4.4.2.2  และ
ท าการศึกษาคุณสมบัติการละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่อุณหภูมิต่างๆในข้ันต่อไป 
   4.4.3.2.2 ทดสอบคุณสมบัติการละลายของโปรตีนท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
    4.4.3.2.2.1 การแยกส่วน supernatant และ cell debris  
ช่ังน้ าหนักของตะกอนเซลล์ที่เก็บได้ 1 OD ในหน่วยมิลลิกรัม จากข้อ 4.4.3.2.1 จากนั้นเติม 
ENZhance lysis buffer ปริมาตรเป็น 2-3 เท่าของน้ าหนักของตะกอนเซลล์  ท าการละลายโปรตีน
ทั้งหมดออกจากเซลล์ด้วยเครื่อง vortex โดยปั่นผสมทุกๆ 5 นาที ในระหว่างที่แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 
20 นาที   จากนั้นท าการเติมเอนไซม์ Dnase l จ านวน 1 unit แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37° ซ เป็นเวลา 30 
นาที  จากนั้นแช่ในน้ าแข็ง เป็นเวลา 5 นาที ก่อนจะน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 4° ซ เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นดูดส่วนใสซึ่งเป็นส่วน supernatant ออกจากส่วนตะกอน
ซึ่งเป็นส่วน cell debris ใส่ลงในหลอดไมโครฟิวจ์ใหม่แล้วน าไปตกตะกอนโปรตีนด้วย 
trichloroacetic acid (TCA) (ตามวิธี 4.4.3.2.2) ส่วน cell debris น าไปล้างด้วยน้ ากลั่น ปริมาตร 
300 ไมโครลิตร แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4° ซ เป็นเวลา 10 
นาที ดูดส่วนใสทิ้งและท าการล้างซ้ าอีกครั้ง    จากนั้นจึงน าไปวิเคราะห์โปรตีนด้วย SDS – PAGE 
และตรวจติดตามโปรตีนด้วยวิธี Western blotting analysis ตามวิธีการข้อ 4.4.2.2  
    4.4.3.2.2.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วย  trichloroacetic acid 
(TCA) 
     น าส่วน supernatant (ข้อ 4.4.3.2.1) มาเติม 
trichloroacetic acid (TCA) เข้มข้น ปริมาตร 1 ใน 10 ของปริมาตร supernatant เพื่อให้ได้ความ
เข้มข้นของ TCA สุดท้าย เท่ากับ 10% (v/v) TCA จากนั้นผสมให้เข้ากันแล้วแช่ในน้ าแข็ง เป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง แล้วจึงท าการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4° ซ เป็นเวลา 20 นาที 
ดูดส่วนใสทิ้ง   แล้วล้างตะกอนโปรตีนด้วยการเติม acetone ปริมาตร 1 เท่าของปริมาตรของสาร
ผสมระหว่าง supernatant กับ TCA  ผสมให้เข้ากัน   ก่อนน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4° ซ เป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นดูดส่วนใสทิ้งและทิ้งไว้ให้ตะกอนโปรตีนแห้ง   
จากนั้นจึงละลายโปรตีนด้วยสารละลาย 0.1 N NaOH ปริมาตร 32.5 ไมโครลิตร  แล้วจึงเติม 4x 
sample buffer ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร และ ß- mercaptoethanol ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
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ตามล าดับ รวมปริมาตรเท่ากับ 50 ไมโครลิตรต่อเซลล์ 1 OD600 ผสมให้เข้ากัน  น าไปต้มในน้ าเดือด
เป็นเวลา 5 นาที แล้วท าการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4° ซ  จากนั้นจึง
ดูดส่วนใสไปวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE และตรวจติดตามโปรตีนด้วยวิธี Western blotting 
analysis ตามวิธีการข้อ 4.4.2.2 
   จากนั้นท าการเลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมที่รีคอมบิแนนท์โคลนสามารถแสดงออก
ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนได้อย่างเหมาะสมและมีคุณสมบัติการละลายที่ดีที่สุด 
  4.4.3.3 หาระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
   น าโคโลนีเดี่ยวของรีคอมบิแนนท์โคลนที่มีการแสดงออกของโปรตีนที่เหมาะสม
ที่สุดจากข้อ 4.4.2.1 มาท าการเตรียมแบคทีเรียต้ังต้นโดยเข่ียโคโลนีเดี่ยวที่เกิดข้ึนบนอาหารแข็งใส่ใน
อาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และกานามัยซิน 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร    จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากข้อ 4.4.3.2 
พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 14 – 16 ช่ัวโมง  แล้วจึงถ่ายแบคทีเรียตั้งต้น 
จ านวน 3 เท่าของ 1.25 OD600 ลงในอาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร และกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร    จากนัน้น าไปบ่มที่
อุณหภูมิที่เหมาะสม พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที จนกระทั่ง OD600 เท่ากับ 0.4 – 0.6 จึง
ชักน าให้โปรตีนมีการแสดงออกด้วยการเติม IPTG ความเข้มข้นที่เหมาะสมจาก ข้อ 4.4.3.1    ท าการ
แบ่งสารละลายเซลล์ลงในฟลาส ขนาด 125 มิลลิลิตร ปริมาตรละ 10 มิลลิลิตร เท่าๆกัน จ านวน 4 
ฟลาส   จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสม พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที โดยใช้เวลาที่ 
1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง ตามล าดับแล้วท าการเก็บเซลล์ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ใหม่ หลอดละ 1 OD600 
โดยแยกอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง ด้วยการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4° ซ เป็น
เวลา 5 นาที   จากนั้นน าเซลล์ที่เก็บได้ไปวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE และตรวจติดตาม
โปรตีนด้วยวิธี Western blotting analysis  ตามวิธีการข้อ 4.4.2.2 แล้วท าการเลือกระยะเวลาที่
เหมาะสมในการชักน าให้รีคอมบิแนนท์โปรตนีมีการแสดงออกที่เหมาะสมที่สุด 
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4.5 ท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บริสุทธิ ์

 4.5.1 ขยายขนาดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
  น าโคโลนีเดี่ยวของรีคอมบิแนนท์โคลนที่มีการแสดงออกของโปรตีนที่เหมาะสมที่สุดจาก
ข้อ 4.4.2.1 มาท าการเตรียมแบคทีเรียต้ังต้นโดยเข่ียโคโลนีเดี่ยวที่เกิดข้ึนบนอาหารแข็งใส่ในอาหาร
เหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และกานามัยซิน 50 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากข้อ 4.4.3.2 พร้อมเขย่าที่
ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 14 – 16 ช่ัวโมงจากนั้นถ่ายแบคทีเรียตั้งต้น จ านวน 3 เท่าของ 
1.25 OD600 ลงในอาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ
กานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  แล้วจึงน าไปบ่มที่อุณหภูมิที่
เหมาะสม พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที จนกระทั่ง OD600 เท่ากับ 0.4 – 0.6    จากนั้นจึง
ชักน าให้โปรตีนมีการแสดงออกด้วยการเติม IPTG ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากข้อ 4.4.3.1   แล้ว
น าไปบ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสม พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที โดยใช้ระยะเวลาที่เหมาะสม
จากข้อ 4.4.3.3    แล้วจึงท าการเก็บเซลล์ใส่ในหลอดเซนทริฟิวจ์ใหม่ ขนาด 15 มิลลิลิตร หลอดละ 
25 OD600 โดยแยกอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งด้วยการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ    
4° ซ เป็นเวลา 20 นาที    จากนั้นน าเซลล์ 25 OD600 ที่เก็บได้ไปท าให้รีคอมบแินนท์โปรตีนบรสิทุธ์ิใน
ข้ันต่อไป   นอกจากนี้ยังท าการเก็บเซลล์ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ใหม่ หลอดละ 1 OD600 โดยแยก
อาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งด้วยการปั่นเหว่ียงแล้วไปวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE และตรวจติดตาม
โปรตีนด้วยวิธี Western blotting analysis ตามวิธีการข้อ 4.4.2.2 เพื่อยืนยันว่ารีคอมบิแนนท์
โปรตีนมีการแสดงออก ก่อนน าไปท าให้บริสุทธ์ิ 
 4.5.2 ท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บรสิุทธิ์โดยใช้คอลัมน์โครมาโทกราฟี 
  4.5.2.1 เตรียมสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตนีท่ีมีคุณสมบัติการละลาย (soluble 
form) 
   ช่ังน้ าหนักตะกอนเซลล์ที่มีการแสดงออกของโปรตีนที่ทดสอบแล้วว่าสามารถ
ละลายได้จ านวน 25 OD600 จากข้อ 4.5.1   มาเติม ENZhance lysis buffer ปริมาตรเป็น 2-3 เท่า
ของน้ าหนักของตะกอนเซลล์และละลายโปรตีนทั้งหมดออกจากเซลล์ด้วยเครื่อง vortex โดยปั่นผสม
ทุกๆ 5 นาที ในระหว่างที่แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที   จากนั้นท าการเติมเอนไซม์ DNase l 
จ านวน 10 unit แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37° ซ เป็นเวลา 30 นาที แล้วจึงแช่ในน้ าแข็ง เป็นเวลา 5 นาที 
ก่อนจะน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4° ซ เป็นเวลา 20 นาที จากนั้น
ดูดส่วนใสซึ่งเป็นส่วน supernatant ใส่ในหลอดเซนทริฟิวจ์ใหม่ ขนาด 15 มิลลิลิตร  ท าการปรับ
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ปริมาตรเป็น 5 มิลลิลิตรด้วย SP binding buffer (ภาคผนวก)   จากนั้นท าการกรองสารละลาย
โปรตีนด้วย syringe filter ขนาด 0.45 ไมครอน ก่อนน าไปผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟใีนข้ันต่อไป 
  4.5.2.2 ละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีมีคณุสมบัตไิม่ละลาย (inclusion bodies 
form) 
   น าตะกอนเซลล์ที่มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนซึ่งทดสอบแล้วว่าไม่
สามารถละลายได้และอยู่ในรูป inclusion bodies จากข้อ 4.5.1  มาเติม PCL lysis buffer 
(ภาคผนวก) ปริมาตร 0.1 เท่าของปริมาตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใช้เก็บเซลล์ ผสมให้เข้ากัน     จากนั้นท า
ให้เซลล์แตกออกด้วยวิธี sonication ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาที จนมีลักษณะใส แล้วน ามาแช่
น้ าแข็ง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จะสังเกตเห็นตะกอนสีขาวขุ่นของ SDS ปรากฏ    จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียง
ที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4° ซ เป็นเวลา 20 นาที แล้วจึงดูดส่วนใสใส่ในหลอด    
เซนทริฟิวจ์ใหม่ ขนาด 15 มิลลิลิตร    จากนั้นปรับปริมาตรของสารละลายโปรตีนเป็น 5 มิลลิลิตร
ด้วย PCW binding buffer (ภาคผนวก)   แล้วกรองสารละลายโปรตีนด้วย syringe filter ขนาด 
0.45 ไมครอน ก่อนน าไปผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟีต่อไป 
  4.5.2.3 ท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บรสิุทธิ์โดยผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟี  
   น าสารละลายโปรตีนที่กรองแล้วหรือ crude extract จากข้อ 4.5.2.1 หรือ
4.5.2.2 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผ่านคอลัมน์ Ni – NTA affinity chromatography ซึ่งผ่านการเติม
ประจุและท าให้อิ่มตัวด้วย SP binding buffer หรือ PCW binding buffer ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
แล้วเก็บส่วนที่ผ่านคอลัมน์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เป็น flow through fraction   จากนั้นผ่านคอลัมน์
ด้วย SP elution buffer (ภาคผนวก) หรือ PCE elution buffer (ภาคผนวก) ที่มีความเข้มข้นของ 
imidazole เท่ากับ 40 และ 60 มิลลิโมลาร์ ปริมาตรละ 20 มิลลิลิตร ตามด้วยความเข้มข้นของ 
imidazole เท่ากับ 100, 200 และ 300 มิลลิโมลาร์ ปริมาตรละ 10 มิลลิลิตรตามล าดับ   จากนั้นชะ
โปรตีนที่ยังคงค้างอยู่ในคอลัมน์ออกมาด้วย strip buffer (ภาคผนวก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  โดย
เก็บแต่ละส่วนที่ผ่านคอลัมน์ทั้งหมดในทุกๆ fraction แล้วน าบางส่วนของแต่ละ fraction มา
ตกตะกอนโปรตีน TCA ตามวิธีการข้อ 4.4.3.2.2.2 จากนั้นน าไปวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE 
และตรวจติดตามโปรตีนด้วยวิธี Western blotting analysis  ตามวิธีการข้อ 4.4.2.2  แล้วจึงหา
ปริมาณรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิในแต่ละ fraction จากเจล SDS โดยเทียบความเข้มของแถบ
โปรตีนกับแถบโปรตีน Bovine serum albumin (BSA) ที่ทราบความเข้มข้นแล้ว 
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  4.5.2.4 ก าจัดสาร sarkosyl และ imidazole ออกโดยวิธี dialysis 
   รวบรวมส่วนที่ผ่านคอลัมน์เฉพาะส่วน (fraction) ที่มีรีคอมบิแนนท์โปรตีน
บริสุทธ์ิ จากข้อ 4.5.2.3 มาเพิ่มความเข้มข้นโดยวิธี aquasorbtion ก่อนท า dialysis เพื่อก าจัดสาร 
sarkosyl และ imidazole โดยดูดสารละลายจาก fraction ที่มีรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิใส่ในถุง 
dialysis ซึ่งถูกตัดให้มีความยาวเหมาะสมกับปริมาณสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิที่เติมลง
ไปโดยน าถุงไปต้มในสารละลาย 1% EDTA ที่เดือด เป็นเวลา 10 นาที และล้างถุงด้วยน้ ากลั่น 2-3 
ครั้ง ก่อนน าไปใช้   จากนั้นท าการผูกถุงโดยปลายข้างหนึ่งถูกมัดด้วยเชือกจนแน่นแล้วจึงค่อยเติม
สารละลายรีคอมบแินนท์โปรตีนบริสทุธ์ิลงไปแล้วผูกปลายถุงอีกข้างหนึ่งด้วยเชือกให้แน่นเช่นเดียวกัน    
จากนั้นใส่ถุงลงไปในสาร carboxymethyl cellulose (CMC) แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเพื่อดูดซับ
น้ าออกเมื่อปริมาตรของสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิในถุงลดลงเหลือปริมาตร 2 – 3 
มิลลิลิตร    ดูดสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิที่เพิ่มความเข้มข้นแล้วใส่ในถุง dialysis ซึ่งถูก
ตัดให้มีความยาวเป็นหนึ่งเท่าของความยาวของถุงที่ใสป่รมิาณสารละลายรคีอมบิแนนทโ์ปรตีนบริสุทธ์ิ
ลงไป แล้วน าถุง dialysis จุ่มใน 1x dialysis buffer โดยใช้อัตราส่วนระหว่างปริมาตรของสารละลาย
รีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิต่อ 1x dialysis buffer เท่ากับ 1:2,000 โดยวางภาชนะที่ใส่ buffer อยู่
ในน้ าแข็งและกวนตลอดเวลา     และท าการเปลี่ยน 1x dialysis buffer ทุก 2, 4 และ 12 ช่ัวโมง 
ตามล าดับ แล้วจึงน าถุง dialysis มาเพิ่มความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี aquasorbtion โดยใช้สาร
CMC จนปริมาตรของสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิในถุงลดลงเหลือ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
จึงท าการเก็บสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิจากถุง แล้วน าไปวัดความเข้มข้นของรีคอม
บิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิด้วยวิธี Bradford assay และน าไปทดสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนต่อไป 
  4.5.2.5 วัดความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธิ์ด้วยวิธี Bradford assay 
   ท าการเจือจางสารละลายมาตรฐานโปรตีน Bovine serum albumin (BSA) 
ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย 1x dialysis buffer (ภาคผนวก) ที่ระดับความเข้มข้น
ต่างๆ ดังนี้ 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  จากนั้นเติม 1x dye reagent ปริมาตร 
200 ไมโครลิตรต่อหลุมลงในไมโครเพลท 96 หลุม แล้วจึงเติมสาระลายมาตรฐานโปรตีน BSA ทั้ง 5 
ระดับความเข้มข้น ตัวอย่างโปรตีนจากข้อ 4.5.2.4 และสารละลาย 1x dialysis buffer ซึ่งใช้เป็น 
Blank หลุมละ 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที โดยท าการ
ทดสอบ 2 ซ้ า    จากนั้นน าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (OD595) ด้วย
เครื่องอ่านไมโครเพลท (ELx800, Bio-Tek) แล้วน าผลต่างระหว่างค่าเฉลี่ย OD595 ของสาระลาย
มาตรฐานโปรตีน BSA กับค่าเฉลี่ย OD595 ของ Blank (ΔOD595) ไปสร้างกราฟมาตรฐานเส้นตรงเพื่อ
หาความสัมพันธ์ระหว่างสารละลายมาตรฐานโปรตีน BSA ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ กับค่า ΔOD595 
แล้วน าสมการเส้นตรงที่ได้ไปใช้ค านวณหาความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่าง 
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  4.5.2.6 ทดสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
   น ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่บริสุทธ์ิและผ่านกระบวนการ dialysis แล้วจากข้อ 
4.5.2.4 มาทดสอบด้วยวิธี Western blotting analysis ตามวิธีการข้อ 4.4.2.2 กับตัวอย่างซีรั่มไก่ที่
ให้ผลบวกและผลลบจากการทดสอบด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX โดยใช้ตัวอย่างซีรั่ม
ไก่เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ ซึ่งถูกเจือจางด้วย blocking buffer ในอัตราส่วน 1:5,000 และใช้ 
horseradish peroxidase-rabbit anti-chicken/turkey IgG (H+L) (Invitrogen) เป็นแอนติบอดี
ทุติยภูมิ ซึ่งถูกเจือจางด้วย blocking buffer ในอัตราส่วน 1:4,000 และท าการยืนยันผลด้วยวิธี 
Western blotting analysis โดยใช้ anti-His monoclonal antibody, anti-VP1 และ anti-VP2 
polyclonal antibody ซึ่งถูกเจือจางด้วย blocking buffer ในอัตราส่วน 1:4,000 เป็นแอนติบอดี
ปฐมภูมิและใช้ horseradish peroxidase-contugated goat anti-mouse IgG หรือ horseradish 
peroxidase-contugated goat anti-rabbit IgG ซึ่งถูกเจือจางด้วย blocking buffer ในอัตราส่วน 
1:4,000 เป็นแอนติบอดีทุติยภูมิ  
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4.6 ประยุกต์ใชร้ีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ส าหรับตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส CAV 
ด้วยวิธี indirect enzyme linked immunosorbant assay (indirect ELISA) 

 4.6.1 หาความเหมาะสมของวิธี checkerboard titration assay (CBT) 
  4.6.1.1 หาปริมาณแอนติเจนและระดับการเจือจางของตัวอย่างซีรั่มไก่ 
   4.6.1.1.1 เคลือบแอนติเจนลงบนไมโครเพลท 
    ท าการเคลือบไมโครเพลทก้นเรียบ 96 หลุม ด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีน 

Δ60N_VP1 หลุมละ 100 ไมโครลิตร โดยท าการเจือจางรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ที่บริสุทธ์ิ
และทราบความเข้มข้นแล้วจากข้อ 4.5.2.5 ด้วยสารละลาย coating buffer (ภาคผนวก) ให้ได้
ปริมาณรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ดังนี้ 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 and 20 นาโนกรัมต่อหลุม 
แล้วเติมสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีน  Δ60N_VP1 ลงในแต่ละแถว ตามตารางที่ 4.6 จากนั้นปิด
หน้าเพลท เพื่อป้องกันการระเหยแล้ววางทิ้งไว้ในตู้เย็น อุณหภูมิ 8 -12° ซ  ข้ามคืน แล้วจึงน าไป
ทดสอบตัวอย่างซีรั่มไก่ที่ระดับการเจือจางต่างๆในข้ันต่อไป 
 
ตารางท่ี 4.6 แสดงการเคลือบไมโครเพลทด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ที่ปริมาณต่างๆ 
 

แถวท่ี ปริมาณคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 (นาโนกรัมต่อหลุม) 
A 20 
B 10 
C 5 
D 2.5 
E 1.25 
F 0.625 
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   4.6.1.1.2 ทดสอบแอนติบอดีในตัวอย่างซีรั่มไก่ท่ีระดับการเจือจางต่างๆ  
    น าไมโครเพลทที่เคลือบด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 จากข้อ 
4.6.1.1.1 มาดูดสารละลายในแต่ละหลุมทิ้ง จากนั้นล้างด้วย washing buffer (ภาคผนวก) ปริมาตร 
200 ไมโครลิตรต่อหลุม แล้วดูดทิ้งและซับด้วยกระดาษทิชชู จ านวน 3 ครั้ง แล้วจึงเติมตัวอย่างซีรั่ม
บวกซึ่งเป็นตัวอย่างซีรั่มไก่ที่ทดสอบด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูป ยี่ห้อ IDEXX แล้วให้ผลบวก 
จ านวน 3 ตัวอย่าง ได้แก่ P1, P2 และ P3    และตัวอย่างซีรั่มลบซึ่งเป็นตัวอย่างซีรั่มที่ทดสอบด้วย
ชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูป ยี่ห้อ IDEXX แล้วให้ผลลบ (N) จ านวน 1 ตัวอย่าง โดยท าการเจือจาง
ตัวอย่างซีรั่มด้วย blocking buffer (ภาคผนวก) ในไมโครเพลทส าหรับเจือจาง (dilution plate) ที่
ระดับการเจือจางจ านวน 5 ระดับ ดังนี้คือ 1:10, 1:50, 1:100, 1:200 และ 1:400 (ตารางที่ 4.7) 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม  จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วจึงล้างด้วย 
washing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 3 ครั้ง   หลังจากนั้นจึงเติมสารคอนจูเกต
หรือแอนติบอดีทุติยภูมิเป็น horseradish peroxidase-rabbit anti-chicken/turkey IgG (H+L) 
(Invitrogen) ซึ่งเจือจางด้วย blocking buffer ที่ระดับการเจือจาง 1:2,000 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรต่อหลุม   จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  จึงล้างด้วย washing buffer 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 3 ครั้ง ก่อนเติม TMB substrate buffer (ภาคผนวก) 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ซึ่งท าให้สารละลายเกิดสีฟ้า  จากนั้นตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 15 นาที แล้วจึงหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม stop solution (ภาคผนวก) ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรต่อหลุม สารละลายสีฟ้าจะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง  จากนั้นตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 
นาที ก่อนน าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร (OD450) ซึ่งค่าที่ได้จะถูก
น าไปค านวณหาค่าอัตราส่วนระหว่าง OD450  ของตัวอย่างซีรั่มบวกและลบ (Signal to noise ratio 
หรือ S/N) ตามสูตร ดังนี้ 

Signal to noise ratio หรือ S/N = OD450 ของตัวอย่างซีรัม่บวก 
          OD450 ของตัวอย่างซีรั่มลบ 

    จากนั้นท าการเลือกปริมาณรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 น้อยสุด
และระดับการเจือจางของตัวอย่างซีรั่มสูงสุดซึ่งแสดงค่า S/N สูงสุด และ OD450ของตัวอย่างซีรั่มลบ 
(Background) มีค่าต่ า เป็นเกณฑ์ในการพิจารณาเลือกปริมาณโปรตีนแอนติเจนและระดับการเจือ
จางของตัวอย่างซีรั่มที่เหมาะสมส าหรับวิธี indirect ELISA 
ตารางท่ี 4.7 แสดงการเจือจางตัวอย่างซีรัม่ทีร่ะดับต่างๆ ในแต่ละคอลมัน์ของไมโครเพลท 

คอลัมน์ท่ี 1 2 3 4 5 
ระดับการเจือจางตัวอย่างซีรั่ม 1:10 1:50 1:100 1:200 1:400 
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  4.6.1.2 หาระดับการเจือจางของสารคอนจูเกตหรือแอนติบอดทุีติยภูมิ 
    น ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 มาเคลือบลงในหลุมบนไมโครเพลทก้น
เรียบ 96 หลุม ในปริมาณที่เหมาะสมตามข้อ 4.6.1.1 จากนั้นทดสอบตัวอย่างซีรั่มบวกและลบซึ่งเป็น
ตัวอย่างเดียวกับตัวอย่างที่ใช้ทดสอบในข้อ 4.6.1.1 โดยเจือจางในระดับที่เหมาะสมตามข้อ 4.6.1.1
และใช้สารคอนจูเกตที่เจือจางด้วย blocking buffer ที่ระดับต่างๆ ดังนี้คือ 1:2,000, 1:4,000, 
1:6,000 และ 1:8,000  ตามตารางที่ 4.8 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม   ผลจากการอ่านค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร (OD450) น าไปค านวณหาค่าอัตราส่วนระหว่าง OD450 
ของตัวอย่างซีรั่มบวกและลบ (Signal to noise ratio หรือ S/N) แล้วจึงท าการเลือกระดับการเจือ
จางของสารคอนจูเกตสูงสุดซึ่งแสดงค่า S/N สูงสุด และ OD450ของตัวอย่างซีรั่มลบ (Background) มี
ค่าต่ า เป็นเกณฑ์ในการพิจารณาเลือกระดับการเจือจางของสารคอนจูเกตที่เหมาะสมส าหรับวิธี 
indirect ELISA 
ตารางท่ี 4.8 แสดงการเจือจางสารคอนจูเกตที่ระดับต่างๆ ในแต่ละคอลมัน์ของไมโครเพลท 

คอลัมน์ท่ี 1 2 3 4 
ระดับการเจือจางของสารคอนจูเกต 1:2,000 1:4,000 1:6,000 1:8,000 
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 4.6.2 ทดสอบหาแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส  CAV ในตัวอย่างซีรั่มไก่ 
  4.6.2.1 ทดสอบตัวอย่างซรีั่มด้วยวิธี  indirect ELISA 
   น าตัวอย่างซีรั่มไก่ซึ่งทดสอบด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX แล้ว 
จ านวน 152 ตัวอย่างมาทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA ตามสรุปข้ันตอนในภาคผนวก โดยใช้ปริมาณ
โปรตีนแอนติเจนและระดับการเจอืจางของตัวอย่างซรีั่มและสารคอนจเูกตที่เหมาะสม  ซึ่งการทดสอบ
ตัวอย่างซีรั่มในแต่ละชุดของไมโครเพลท ELISA จะทดสอบพร้อมกับตัวอย่างซีรั่มควบคุมบวกและลบ 
โดยท าการทดสอบ จ านวน 2 ซ้ าในทุกๆ ตัวอย่าง ซึ่งผลจากการอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 450 นาโนเมตร (OD450) เฉลี่ยของตัวอย่างทดสอบจะถูกน าไปค านวณหาค่าร้อยละอัตราส่วน
ระหว่าง sample ต่อ positive (%S/P) ตามสูตร ดังนี้ 
 
 %S/P = (OD450ของตัวอย่างซีรั่มทดสอบ - OD 450ของตัวอย่างทดสอบซีรั่มควบคุมลบa) x 100 
  (OD 450ของตัวอย่างซีรั่มควบคุมบวกb - OD 450ของตัวอย่างทดสอบซีรั่มควบคุมลบa) 
 
ซีรั่มควบคุมลบ คือ ซีรั่มที่ให้ผลการทดสอบลบด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX และให้ค่า OD 450 จาก

การทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA ในระดับต่ าอยู่ในช่วง 0.228 ± 0.017  ซ่ึงเป็นค่าเฉลี่ย OD 450 จากการทดสอบ 

จ านวน 8 ซ้ า 

ซีรั่มควบคุมบวก คือ ซีรั่มที่ให้ผลการทดสอบบวกด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX และให้ค่า OD 450 

จากการทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA ในระดับสูงอยู่ในช่วง 1.189 ± 0.122  ซ่ึงเป็นค่าเฉลี่ย OD 450 จากการ

ทดสอบ จ านวน 8 ซ้ า 
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  4.6.2.2 หาค่า Cut off ของวิธี indirect ELISA 
   ค่า Cut off ของวิธี indirect ELISA หาจากผลทดสอบด้วยวิธี indirect – 
ELISA ของตัวอย่างซีรั่ม จ านวน 152 ตัวอย่าง ซึ่งแสดงเป็นค่า %S/P และผลทดสอบชุดทดสอบ 
ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX ซึ่งแสดงเป็นผลบวกหรือลบ ซึ่งข้อมูลทั้งสองได้ถูกน ามาวิเคราะห์โดยใช้
เครื่องมือวิเคราะห์ทางสถิติ two-graph receiver operating characteristic (TG-ROC) analysis 
[61] ด้วยโปรแกรมส าเรจ็รปู MedCalc® version 15.2.2 software โดยทุกค่า %S/P ถูกก าหนดให้
เป็นค่า Cut off  แล้วเปรียบเทียบผลทดสอบวิธี indirect – ELISA กับชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูป 
(IDEXX) ในแต่ละ Cut off  จึงได้ค่าความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) ของวิธี 
indirect – ELISA ของแต่ละค่า Cut off   จากนั้นจึงน าไปสร้างกราฟ TG-ROC เพื่อหาความสัมพันธ์
ระหว่าง sensitivity และ specificity ของวิธี indirect – ELISA กับค่า Cut off โดยค่า Cut off ที่
เหมาะสมจะพิจารณาเลือกค่า Cut off  ณ จุดตัดระหว่างเส้นของ sensitivity กับเส้นของ 
specificity (d0) และให้ค่า Youden index J สูงสุด ตามวิธีการพิจารณาค่า Cut off ของ Greiner 
(2000) [62] ซึ่งค่า Youden index J สามารถค านวณได้ตามสูตร ดังนี้ 

ค่า Youden index J = (Sensitivity + Specificity) – 1 
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  4.6.2.3 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธี indirect ELISA กับชุดทดสอบ ELISA 
ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX    
   4.6.2.3.1 หาค่าความไว (sensitivity), ความจ าเพาะ (specificity) และ
ความแม่นย า (accuracy) ของวิธี indirect ELISA 
    น าผลทดสอบตั วอย่ างซี รั่ ม ไก่  จ านวน 152 ตัวอย่า ง  มา
เปรียบเทียบผลทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA และชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX ซึ่งใช้
เป็นวิธีมาตรฐาน ตามรูปแบบตาราง  2 x 2 ดังตารางที่ 4.9   จากค่าในตารางดังกล่าวจะถูกน าไป
ค านวณหาค่าความไว (sensitivity), ความจ าเพาะ (specificity) และความแม่นย า (accuracy) ของ
วิธี indirect ELISA อยู่ในรูปร้อยละตามสูตร [63] ดังนี ้
  
ตารางท่ี 4.9 แสดงการเปรียบเทียบผลทดสอบการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรสั CAV ในตัวอย่าง
ซีรั่มไก่ด้วยวิธี  indirect ELISA และชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยีห่้อ IDEXX 
 

วิธีทดสอบ 
Indirect ELISA (In-house method) 

ผลบวก ผลลบ รวม 

IDEXX® ELISA 
(Standard 
method) 

ผลบวก a b a+b 

ผลลบ c d c+d 

รวม a+c b+d a+b+c+d 

 
    
 ร้อยละค่าความไว (sensitivity)       =              ผลบวกจริง (a)  x 100 
         ผลบวกจริง (a) + ผลลบปลอม (b) 
 
 ร้อยละค่าความจ าเพาะ (specificity)  =           ผลลบจริง (d)  x 100 
         ผลลบจริง (d)  + ผลบวกปลอม (c) 
  
 ร้อยละค่าความแม่นย า (accuracy)  = ผลบวกตรงกันของทัง้สองวิธี (a+d) x 100 
         จ านวนตัวอย่างทั้งหมด (a+b+c+d) 
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   4.6.2.3.2 หาระดับความสอดคล้องของผลการทดสอบระหว่างวิธี indirect 
ELISA กับชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX  
    เปรียบเทียบผลทดสอบระหว่างวิธี indirect ELISA กับชุดทดสอบ 
ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX ในตารางที่ 4.9 โดยน าไปวิเคราะห์หาระดับความสอดคล้องของ
ผลทดสอบระหว่างทั้งสองวิธีซึ่งแสดงเป็นค่า Kappa (K value) ด้วยเครื่องมือวิเคราะห์ทางสถิติโดย
ใช้โปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad software (GraphPad, La jolla, CA, USA) ค่า Kappa ที่
ค านวณได้จะน าไปพิจารณาระดับความสอดคล้องของทั้งสองวิธีตามเกณฑ์ของ Landis และ Koch 
(1997) [64] ดังนี ้
 
  K value < 0.20  จัดอยู่ในระดับต่ า (Poor) 
  0.21 ≤ K value ≤ 0.40 จัดอยู่ในระดับพอใช้ (Fair) 
  0.41 ≤ K value ≤ 0.40 จัดอยู่ในระดับปานกลาง (Moderate) 
  0.61 ≤ K value ≤ 0.80 จัดอยู่ในระดับดี (Good) 
  0.81 ≤ K value ≤ 1.00 จัดอยู่ในระดับดีมาก (Very good) 
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4.7 ประยุกต์ใชโ้ปรตีน  Δ60N_VP1 ส าหรับผลิตพอลิโคลนัลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน 
Δ60N_VP1 ในหนูไมซ์  

 4.7.1 เตรียมแอนติเจนส าหรับฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 
  น ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 บริสุทธ์ิซึ่งถูกก าจัดสาร sarkosy lและ imidazole 
ออกแล้วด้วยวิธี dialysis โดยใช้สารละลาย 1xPBS เป็น dialysis buffer จากนั้นน าโปรตีนไป
วิเคราะห์หาความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay โดยใช้สารละลาย 1xPBS เป็น Blank 
 4.7.2 ฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันต่อรีคอมบิแนนโ์ปรตีน Δ60N_VP1 ในหนูไมซ์ 
   ท าการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของหนูไมซ์สายพันธ์ุ BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห์ 
จ านวน 2 ตัว ด้วยรีคอมบิแนน์โปรตีน Δ60N_VP1 จากข้อ 4.7.1 โดยฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันของหนูแต่
ละตัว จ านวน 4 ครั้ง ดังนี้ ฉีดกระตุ้นครั้งแรกเข้าภายในช่องท้องหนูด้วยรีคอมบิแนน์โปรตีน 
Δ60N_VP1 ปริมาณ 10 ไมโครกรัม ปริมาตร 150 ไมโครลิตรโดยผสมกับ Freund’s complete 
adjuvant (FCA) ในปริมาตร 150 ไมโครลิตร โดยใช้อัตราส่วนระหว่างปริมาตรของรีคอมบิแนน์
โปรตีน Δ60N_VP1 ต่อปริมาตรของสารแอดจูแวนซ์ เท่ากับ 1:1   เมื่อครบ 2 และ 4 สัปดาห์ท าการ
ฉีดกระตุ้นซ้ าครั้งที่ 2 และ 3 ตามล าดับ โดยฉีดเข้าภายในช่องท้องหนูด้วยรีคอมบิแนน์โปรตีน 
Δ60N_VP1 ซึ่งผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant (FIA) โดยใช้อัตราส่วนระหว่างปริมาตร
ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ต่อปริมาตรของสารแอดจูแวนซ์เท่ากับ 1:1   โดยท าการเก็บ
เลือดจากหนูไมซ์ที่หางก่อนท าการฉีดกระตุ้นครั้งแรก 1 สัปดาห์ ส าหรับใช้เป็น Pre-immune serum 
และเก็บเลือดทุกๆ 1 สัปดาห์หลังฉีดกระตุ้นแต่ละครั้ง รวมเป็นจ านวน 3 ครั้ง โดยเลือดที่เก็บได้จะ
น าไปตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 ° ซ ข้ามคืน จากนั้นน ามาปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 4° ซ เป็นเวลา 20 นาที เก็บส่วนใส   จากนั้นเก็บที่อุณหภูมิ 4° ซ ในระยะสั้น หรือเก็บที่
อุณหภูมิ-20° ซ ในระยะยาว     จากนั้นจึงน าไปทดสอบหาระดับไตเตอร์ของแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ 
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ด้วยวิธี indirect ELISA (ภาคผนวก) โดยเลือกระดับการเจือจาง
ของแอนติบอดีที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับหรือใกล้เคียงกับ  Pre-immune เป็นระดับไตเตอร์ของ
แอนติบอดี และทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีด้วยวิธี Western blotting analysis โดยใช้     
รีคอมบิแนนท์โปรตีน  Δ60N_VP1 เป็นโปรตีนส าหรับทดสอบ และใช้ horseradish peroxidase-
contugated goat anti-mouse IgG ซึ่งถูกเจือจางด้วย blocking buffer เป็นแอนติบอดีทุติยภูมิใน
อัตราส่วน 1:4,000 
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บทที่ 5 
ผลการทดลอง 

5.1 การสรา้งรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

 จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของช้ินยีนที่ เกี่ยวข้อง เพื่อใช้ในการสร้าง                
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดส าหรับใช้ในการศึกษาน้ี จ านวน 5 รูปแบบ ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสจาก
ดีเอ็นเอซึ่งสกัดจากอวัยวะม้ามของไก่ติดเช้ือไวรัส CAV โดยอาศัยไพร์เมอร์ ดังแสดงในตารางที่  3.5 
ช้ินส่วนดีเอ็นเอทีถู่กเพิ่มปริมาณจะถูกแยกแถบดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า   จากนั้นท าช้ินส่วนดีเอ็นเอที่
มีขนาดตามต้องการให้บรสิุทธ์ิด้วย Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit แล้วน าไปเช่ือมต่อกับ
เวคเตอร์ pGEM® - T Easy vector เพื่อเก็บรักษาข้อมูลทางพันธุกรรมของยีนที่ ใช้ในการศึกษา   

จากนั้นจึงเคลื่อนย้ายเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E.coli สายพันธ์ุ DH5 ตามล าดับ   เซลล์เจ้าบ้านที่มี         
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ต้องการหรือรีคอมบิแนนท์โคลนที่สามารถเจริญได้และมีสีขาวขุ่นบนอาหาร
เลี้ยงเช้ือที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินเป็นตัวคัดเลือกและมีสาร X – Gal กับ IPTG บนผิวหน้าอาหารจะ
ถูกน ามาคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนด้วยวิธี rapid size screening  ก่อนน ามาเพิ่มปริมาณ             
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดและสกัดพลาสมดิจากแบคทเีรียด้วยชุดสกัดพลาสมิด High – Speed Plasmid 
Mini  แล้วจึงท าตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเบื้องต้นด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI   
และน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดดังกล่าวไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ เพื่อตรวจสอบล าดับความ
ถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์และน าไปแปลรหัสเพื่อตรวจสอบล าดับกรดอะมิโนที่ถูกต้องตามล าดับ  
ก่อนน าไปใช้ตัดต่อช้ินยีนที่ใช้ในการศึกษาเข้าสู่เวคเตอร์ส าหรับการแสดงออกของโปรตีน  ช้ินส่วนของ
ยีนที่ตรวจสอบแลว้ว่ามีล าดับนิวคลีโอไทด์ซึ่งแปลรหัสให้ล าดับกรดอะมิโนที่ถูกต้องจะถูกน ามาตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะที่เหมาะสม แล้วจึงน ามาเช่ือมต่อกับเวคเตอร์ที่ใช้ในการแสดงออกของโปรตีน คือ 

pET28a   จากนั้นจึงเคลื่อนย้ายเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน E.coli สายพันธ์ุ DH5 โดยรีคอมบิแนนท์โคลนที่
สามารถเจริญได้อาหารเลี้ยงเช้ือที่มียาปฏิชีวนะกามัยซินเป็ นตัวคัดเลือกจะถูกน ามาคัดเลือก              
รีคอมบิแนนท์โคลนด้วยวิธี rapid size screening    จากนั้นเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนมาเพิ่มปริมาณ   
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดและสกัดพลาสมดิแลว้น าพลาสมิดมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่เหมาะสมเพื่อ
ตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเบื้องต้น     จากนั้นน าไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์อีกครั้ง   
เพื่อตรวจสอบล าดับความถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัส
ก่อนน าไปทดสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในข้ันต่อไปซึ่งผลการสร้างรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดแต่ละรูปแบบ  มีดังนี้ 
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 5.1.1 การสรา้งรีคอมบิแนนท์พลาสมิดรปูแบบท่ี 1 : pET28-Δ60N_VP1 

  จากการน าช้ินผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน Δ60N_VP1 ไปวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส พบขนาดของช้ินยีน Δ60N_VP1 ประมาณ 1,200 คู่เบส (รูปที่ 5.1, เลน 1) เมื่อ
โคลนช้ินยีนดังกลา่วเข้าสูเ่วคเตอร ์pGEM® - T Easy vector แล้วน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีช้ินยีน
Δ60N_VP1 ที่ได้วิเคราะหห์าล าดับนิวคลีโอไทด ์     จากนั้นจึงท าการเลือกรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มี
ล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนถูกต้องไปเพิ่มจ านวนในแบคทีเรียและท าการสกัดรีคอม       
บิแนนท์พลาสมิดดังกล่าว   แล้วจึงน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดดังกล่าวมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ    
Nde I และ Xho I แล้วโคลนเข้าสู่เวคเตอร์ที่ใช้ในการแสดงออกของโปรตีน pET28a   จากนั้นจึงน า   
รีคอมบิแนนท์โคลนมาสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดและตรวจสอบช้ินยีน Δ60N_VP1 เบื้องต้นด้วยการ
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I และวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส
ตามล าดับ  
 จากการทดลองพบว่า รีคอมบิแนนท์พลาสมิดซึ่งมียีน Δ60N_VP1 (pET28 -
Δ60N_VP1) มีขนาดประมาณ 6,500 คู่เบส (รูปที่ 5.1, เลน 2) และภายหลังถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ Nde I และ Xho I พบช้ินดีเอ็นเอของยีน Δ60N_VP1 มีขนาดประมาณ 1,200 คู่เบส ถูกแยก
ออกจากดีเอ็นเอเวคเตอร์ซึ่งมีขนาดประมาณ 5,300 คู่เบส (รูปที่ 5.1, เลน 3)  

 

 

รูปท่ี 5.1 ผลของการรันอะกาโรสเจล 1% ของผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน  Δ60N_VP1 และผลของการตัด
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28-Δ60N_VP1 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I 
 เลน M ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Ladder (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1  ช้ินผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน Δ60N_VP1                   
 เลน 2 pET28-Δ60N_VP1 ไม่ถูกตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I 
 เลน 3 pET28-Δ60N_VP1 ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I     



 

 

64 

 และจากการน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ได้ไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ได้ผล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ ดังแสดงในรูปที่ 5.2 พบว่า เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดโคลนที่ 6 และ 22 กับล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีน VP1 ของเช้ือไวรัส Chicken anemia virus 
ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank (Accession No.DQ124935.1) พบว่ามีความต่างกันของล าดับ         
นิวคลีโอไทด์ จ านวน 15 และ 17 ต าแหน่ง ตามล าดับ     อย่างไรก็ตามเมื่อท าการแปลรหัสจากล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 6 และ 22 เป็นจ านวนกรดอะมิโนของโปรตีน 

Δ60N_VP1 และเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน VP1 ของเช้ือไวรัส Chicken anemia 
virus ที่มีอยู่ในฐานข้อมลู GenBank (Accession No.AAZ40209.1) ดังแสดงในรปูที่ 5.3 พบว่า ล าดับ
กรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 6 เหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของไวรัสทุกต าแหน่ง     
ในขณะที่ล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 22 มีล าดับกรดอะมิโนที่ต่างกับล าดับ
กรดอะมิโนของไวรัส จ านวน 3 ต าแหน่ง ได้แก่ A279G, Q283H และ W284G 
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                      *        20         *        40         *        60         *80        
dVP1_6     : ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTGCCGAACCCCCAATC :   80 
dVP1_22    : ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTGCCGAACCCCCAATC :   80 
DQ124935.1 : ------------------------------------------------------------ATGCTGCCGAACCCCCAATC :   20 
             atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgccgcgcggcagccatATGCTGCCGAACCCCCAATC        
 
                      *       100         *       120         *       140         *       160        
dVP1_6     : TACTATGACTATACGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTTTGCCTAAAAACAGCACAGCGGGGGGCT :  160 
dVP1_22    : TACTATGACTATACGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTTTGCCTAAAAACAGCACAGCGGGGGGCT :  160 
DQ124935.1 : TACTATGACTATCCGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTCTGCCTAAAAACAGCACAGCGGGGGGCT :  100 
             TACTATGACTATaCGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTtTGCCTAAAAACAGCACAGCGGGGGGCT        
 
                      *       180         *       200         *       220         *       240        
dVP1_6     : ATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCAAAGATCTCCGTGAACCTGAAAGAGTTCCTGCTAGCGTCAATGAACCTG :  240 
dVP1_22    : ATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCAAAGATCTCCGTGAACCTGAAAGAGTTCCTGCTAGCGTCAATGAACCTG :  240 
DQ124935.1 : ATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCCAAGATCTCCGTGAACCTGAAAGAGTTCCTGCTAGCGTCAATGAACCTG :  180 
             ATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCaAAGATCTCCGTGAACCTGAAAGAGTTCCTGCTAGCGTCAATGAACCTG        
 
                      *       260         *       280         *       300         *       320        
dVP1_6     : ACATACGTGAGCAAAATCGGAGGCCCCATCGCCGGTGAGTTGATTGCGGACGGGTCTCAATCTCAAGCCGCGCAGAACTG :  320 
dVP1_22    : ACATACGTGAGCAAAATCGGAGGCCCCATCGCCGGTGAGTTGATTGCGGACGGGTCTCAATCTCAAGCCGCGCAGAACTG :  320 
DQ124935.1 : ACATACGTGAGCAAAATCGGAGGCCCCATCGCCGGTGAGTTGATTGCGGACGGGTCTCAATCTCAAGCCGCGCAGAACTG :  260 
             ACATACGTGAGCAAAATCGGAGGCCCCATCGCCGGTGAGTTGATTGCGGACGGGTCTCAATCTCAAGCCGCGCAGAACTG        
 
                      *       340         *       360         *       380         *       400        
dVP1_6     : GCCTAATTGCTGGCTGCCGCTAGATAATAACGTGCCCTCCGCGACACCATCGGCATGGTGGAGATGGGCCTTAATGATGA :  400 
dVP1_22    : GCCTAATTGCTGGCTGCCGCTAGATAATAACGTGCCCTCCGCGACACCATCGGCATGGTGGAGATGGGCCTTAATGATGA :  400 
DQ124935.1 : GCCTAATTGCTGGCTGCCGCTAGATAATAACGTGCCCTCCGCGACACCATCGGCATGGTGGAGATGGGCCTTAATGATGA :  340 
             GCCTAATTGCTGGCTGCCGCTAGATAATAACGTGCCCTCCGCGACACCATCGGCATGGTGGAGATGGGCCTTAATGATGA        
 
                      *       420         *       440         *       460         *       480        
dVP1_6     : TGCAGCCCACGGACTCTTGCCGGTTCTTTAATCACCCTAAGCAGATGACCCTGCAAGACATGGGTCGCATGTTTGGGGGC :  480 
dVP1_22    : TGCAGCCCACGGACTCTTGCCGGTTCTTTAATCACCCTAAGCAGATGACCCTGCAAGACATGGGTCGCATGTTTGGGGGC :  480 
DQ124935.1 : TGCAGCCCACGGACTCTTGCCGGTTCTTTAATCACCCTAAGCAAATGACCCTGCAAGACATGGGTCGCATGTTTGGGGGC :  420 
             TGCAGCCCACGGACTCTTGCCGGTTCTTTAATCACCCTAAGCAgATGACCCTGCAAGACATGGGTCGCATGTTTGGGGGC        
 
                      *       500         *       520         *       540         *       560        
dVP1_6     : TGGCACCTGTTCCGACACATTGAAACCCGCTTTCAGCTCCTTGCCACTAAGAATGAGGGATCCTTCAGCCCCGTGGCGAG :  560 
dVP1_22    : TGGCACCTGTTCCGACACATTGAAACCCGCTTTCAGCTCCTTGCCACTAAGAATGAGGGATCCTTCAGCCCCGTGGCGAG :  560 
DQ124935.1 : TGGCACCTGTTCCGACACATTGAAACCCGCTTTCAGCTCCTTGCCACTAAGAATGAGGGATCCTTTAGCCCCGTGGCGAG :  500 
             TGGCACCTGTTCCGACACATTGAAACCCGCTTTCAGCTCCTTGCCACTAAGAATGAGGGATCCTTcAGCCCCGTGGCGAG        
 
                      *       580         *       600         *       620         *       640        
dVP1_6     : TCTTCTCTCCCAGGGAGAGTACCTCACGCGTCGGGACGATGTTAAGTACAGCAGCGATCACCAGAACCGGTGGCGAAAAG :  640 
dVP1_22    : TCTTCTCTCCCAGGGAGAGTACCTCACGCGTCGGGACGATGTTAAGTACAGCAGCGATCACCAGAACCGGTGGCGAAAAG :  640 
DQ124935.1 : TCTTCTCTCCCAGGGAGAGTACCTCACGCGTCGGGACGATGTTAAGTACAGCAGCGATCACCAGAACCGGTGGCGAAAAG :  580 
             TCTTCTCTCCCAGGGAGAGTACCTCACGCGTCGGGACGATGTTAAGTACAGCAGCGATCACCAGAACCGGTGGCGAAAAG        
 
                      *       660         *       680         *       700         *       720        
dVP1_6     : GCGAACAACCGATGACGGGGGGTATTGCTTATGCGACCGGGAAAATGAGACCCGACGAGCAACAGTACCCTGCTATGCCC :  720 
dVP1_22    : GCGAACAACCGATGACGGGGGGTATTGCTTATGCGACCGGGAAAATGAGACCCGACGAGCAACAGTACCCTGCTATGCCC :  720 
DQ124935.1 : GCGAGCAACCGATGACGGGGGGTATTGCTTATGCGACCGGGAAAATGAGACCCGACGAGCAACAGTACCCTGCTATGCCC :  660 
             GCGAaCAACCGATGACGGGGGGTATTGCTTATGCGACCGGGAAAATGAGACCCGACGAGCAACAGTACCCTGCTATGCCC        
 
                      *       740         *       760         *       780         *       800        
dVP1_6     : CCAGACCCCCCAATAATCACCGCTACTACAGCGCAAGGAACGCAAGTCCGCTGCATGAATAGCACGCAAGCGTGGTGGTC :  800 
dVP1_22    : CCAGACCCCCCAATAATCACCGCTACTACAGCGCAAGGAACGCAAGTCCGCTGCATGAATAGCACGCAAGCGTGGTGGTC :  800 
DQ124935.1 : CCAGACCCCCCGATAATCACCGCTACTACAGCGCAAGGAACGCAAGTCCGCTGCATGAATAGCACGCAAGCTTGGTGGTC :  740 
             CCAGACCCCCCaATAATCACCGCTACTACAGCGCAAGGAACGCAAGTCCGCTGCATGAATAGCACGCAAGCgTGGTGGTC        
 
                      *       820         *       840         *       860         *       880        
dVP1_6     : ATGGGACACATATATGAGCTTTGCAACACTCACAGCACTCGGTGCACAATGGTCTTTTCCTCCAGGGCAACGTTCTGTTT :  880 
dVP1_22    : ATGGGACACATATATGAGCTTTGCAACACTCACAGGACTCGGTGCACATGGGTCTTTTCCTCCAGGGCAACGTTCTGTTT :  880 
DQ124935.1 : ATGGGACACATATATGAGCTTTGCAACACTCACAGCACTCGGTGCACAATGGTCTTTTCCTCCAGGGCAACGTTCAGTTT :  820 
             ATGGGACACATATATGAGCTTTGCAACACTCACAGcACTCGGTGCACAatGGTCTTTTCCTCCAGGGCAACGTTCtGTTT        
 
                      *       900         *       920         *       940         *       960        
dVP1_6     : CTAGACGGTCCTTCAACCACCACAAGGCGAGAGGAGCCGGGGACCCCAAAGGCCAGAGATGGCACACGCTGGTGCCGCTG :  960 
dVP1_22    : CTAGACGGTCCTTCAACCACCACAAGGCGAGAGGAGCCGGGGACCCCAAAGGCCAGAGATGGCACACGCTGGTGCCGCTG :  960 
DQ124935.1 : CTAGACGGTCCTTCAACCACCACAAGGCGAGGGGAGCCGGGGACCCCAAAGGCCAGAGATGGCACACGCTGGTGCCGCTG :  900 
             CTAGACGGTCCTTCAACCACCACAAGGCGAGaGGAGCCGGGGACCCCAAAGGCCAGAGATGGCACACGCTGGTGCCGCTG        
 
                      *       980         *      1000         *      1020         *      1040        
dVP1_6     : GGCACGGAGACCATCACCGACAGCTACATGAGTGCACCGGCTTCAGAGCTGGACACTAATTTCTTTACGCTTTACGTAGC : 1040 
dVP1_22    : GGCACGGAGACCATCACCGACAGCTACATGAGTGCACCGGCTTCAGAGCTGGACACTAATTTCTTTACGCTTTACGTAGC : 1040 
DQ124935.1 : GGCACGGAGACCATCACCGACAGCTACATGAGTGCACCCGCATCAGAACTGGACACTAATTTCTTTACGCTTTACGTAGC :  980 
             GGCACGGAGACCATCACCGACAGCTACATGAGTGCACCgGCtTCAGAgCTGGACACTAATTTCTTTACGCTTTACGTAGC        
 
                      *      1060         *      1080         *      1100         *      1120        
dVP1_6     : GCAAGGCACAAATAAGTCGCAGCAGTACAAGTTCGGCACAGCTACATACGCGCTAAAGGAGCCAGTAATGAAGAGCGATG : 1120 
dVP1_22    : GCAAGGCACAAATAAGTCGCAGCAGTACAAGTTCGGCACAGCTACATACGCGCTAAAGGAGCCAGTAATGAAGAGCGATG : 1120 
DQ124935.1 : GCAAGGCACAAATAAGTCGCAGCAGTACAAGTTCGGCACAGCTACATACGCGCTAAAGGAGCCTGTAATGAAGAGCGATG : 1060 
             GCAAGGCACAAATAAGTCGCAGCAGTACAAGTTCGGCACAGCTACATACGCGCTAAAGGAGCCaGTAATGAAGAGCGATG        
 
                      *      1140         *      1160         *      1180         *      1200        
dVP1_6     : CATGGGCAGTGGTACGCGTCCAGTCGGTCTGGCAACTGGGTAACAGGCAGAGGCCATACCCATGGGACGTCAACTGGGCC : 1200 
dVP1_22    : CATGGGCAGTGGTACGCGTCCAGTCGGTCTGGCAACTGGGTAACAGGCAGAGGCCATACCCATGGGACGTCAACTGGGCC : 1200 
DQ124935.1 : CATGGGCAGTGGTACGCGTCCAGTCGGTCTGGCAACTCGGTAACAGGCAGAGGCCATACCCATGGGACGTCAACTGGGCC : 1140 
             CATGGGCAGTGGTACGCGTCCAGTCGGTCTGGCAACTgGGTAACAGGCAGAGGCCATACCCATGGGACGTCAACTGGGCC        
 
                      *      1220         *                 
dVP1_6     : AACAGCACCATGTACTGGGGGTCGCAGCCCTGACTCGAG : 1239 
dVP1_22    : AACAGCACCATGTACTGGGGGTCGCAGCCCTGACTCGAG : 1239 
DQ124935.1 : AACAGCACCATGTACTGGGGGTCGCAGCCCTGA------ : 1173 
             AACAGCACCATGTACTGGGGGTCGCAGCCCTGActcgag 

รูปท่ี 5.2 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Δ60N_VP1 ที่เช่ือมเข้ากับพลาสมิด pET28a 
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                      *        20         *        40         *        60         *        80        
dVP1_6     : MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLPNPQSTMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVNLKEFLLASMNLT :  81 
AAZ40209.1 : --------------------MLPNPQSTMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVNLKEFLLASMNLT :  61 
dVP1_22    : MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLPNPQSTMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVNLKEFLLASMNLT :  81 
             mgsshhhhhhssglvprgshMLPNPQSTMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVNLKEFLLASMNLT       
 
                     *       100         *       120         *       140         *       160         
dVP1_6     : YVSKIGGPIAGELIADGSQSQAAQNWPNCWLPLDNNVPSATPSAWWRWALMMMQPTDSCRFFNHPKQMTLQDMGRMFGGWH : 162 
AAZ40209.1 : YVSKIGGPIAGELIADGSQSQAAQNWPNCWLPLDNNVPSATPSAWWRWALMMMQPTDSCRFFNHPKQMTLQDMGRMFGGWH : 142 
dVP1_22    : YVSKIGGPIAGELIADGSQSQAAQNWPNCWLPLDNNVPSATPSAWWRWALMMMQPTDSCRFFNHPKQMTLQDMGRMFGGWH : 162 
             YVSKIGGPIAGELIADGSQSQAAQNWPNCWLPLDNNVPSATPSAWWRWALMMMQPTDSCRFFNHPKQMTLQDMGRMFGGWH       
 
                    *       180         *       200         *       220         *       240          
dVP1_6     : LFRHIETRFQLLATKNEGSFSPVASLLSQGEYLTRRDDVKYSSDHQNRWRKGEQPMTGGIAYATGKMRPDEQQYPAMPPDP : 243 
AAZ40209.1 : LFRHIETRFQLLATKNEGSFSPVASLLSQGEYLTRRDDVKYSSDHQNRWRKGEQPMTGGIAYATGKMRPDEQQYPAMPPDP : 223 
dVP1_22    : LFRHIETRFQLLATKNEGSFSPVASLLSQGEYLTRRDDVKYSSDHQNRWRKGEQPMTGGIAYATGKMRPDEQQYPAMPPDP : 243 
             LFRHIETRFQLLATKNEGSFSPVASLLSQGEYLTRRDDVKYSSDHQNRWRKGEQPMTGGIAYATGKMRPDEQQYPAMPPDP       
 
                   *       260         *       280         *       300         *       320           
dVP1_6     : PIITATTAQGTQVRCMNSTQAWWSWDTYMSFATLTALGAQWSFPPGQRSVSRRSFNHHKARGAGDPKGQRWHTLVPLGTET : 324 
AAZ40209.1 : PIITATTAQGTQVRCMNSTQAWWSWDTYMSFATLTALGAQWSFPPGQRSVSRRSFNHHKARGAGDPKGQRWHTLVPLGTET : 304 
dVP1_22    : PIITATTAQGTQVRCMNSTQAWWSWDTYMSFATLTGLGAHGSFPPGQRSVSRRSFNHHKARGAGDPKGQRWHTLVPLGTET : 324 
             PIITATTAQGTQVRCMNSTQAWWSWDTYMSFATLTaLGAqwSFPPGQRSVSRRSFNHHKARGAGDPKGQRWHTLVPLGTET       
 
                  *       340         *       360         *       380         *       400            
dVP1_6     : ITDSYMSAPASELDTNFFTLYVAQGTNKSQQYKFGTATYALKEPVMKSDAWAVVRVQSVWQLGNRQRPYPWDVNWANSTMY : 405 
AAZ40209.1 : ITDSYMSAPASELDTNFFTLYVAQGTNKSQQYKFGTATYALKEPVMKSDAWAVVRVQSVWQLGNRQRPYPWDVNWANSTMY : 385 
dVP1_22    : ITDSYMSAPASELDTNFFTLYVAQGTNKSQQYKFGTATYALKEPVMKSDAWAVVRVQSVWQLGNRQRPYPWDVNWANSTMY : 405 
             ITDSYMSAPASELDTNFFTLYVAQGTNKSQQYKFGTATYALKEPVMKSDAWAVVRVQSVWQLGNRQRPYPWDVNWANSTMY       
 
                 *          
dVP1_6     : WGSQP-LE : 412 
AAZ40209.1 : WGSQP--- : 390 
dVP1_22    : WGSQP-LE : 412 
             WGSQP le       
 

รูปท่ี 5.3 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Δ60N_VP1 ที่เช่ือมเข้า
กับพลาสมิด pET28a 

 จากผลการทดลองนี้ จึงสรุปว่า รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 6 ซึ่งมีล าดับกรดอะมิโน
เหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน VP1 ของไวรัสในทุกต าแหน่ง เหมาะสมในการเลือกน าไปใช้
ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ในข้ันต่อไป 
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5.1.2 การสรา้งรีคอมบิแนนท์พลาสมิดรปูแบบท่ี 2 : pET28 –VP2 

 จากการน าช้ินผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน VP2 ไปท าการโคลนช้ินยีนดังกล่าวเข้าสู่เวคเตอร์ 
pGEM® - T Easy vector แล้วน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีช้ินยีน VP2 ที่ได้วิเคราะห์หาล าดับ        
นิวคลีโอไทด ์    จากนั้นจึงท าการเลือกรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรด   
อะมิโนถูกต้องไปเพิ่มจ านวนในแบคทีเรียและท าการสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดดังกล่าวแล้วจึงน า     
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I แล้วโคลนเข้าสู่เวคเตอร์ที่ใช้ใน
การแสดงออกของโปรตีน pET28a   จากนั้นจึงน ารีคอมบิแนนท์โคลนมาสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิด
และตรวจสอบช้ินยีน VP2 เบื้องต้นด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I และ
วิเคราะห์ด้วยวิธีวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามล าดับ  
 จากการทดลองพบว่า รีคอมบิแนนท์พลาสมิดซึ่งมียีน VP2 (pET28 – VP2) มีขนาด
ประมาณ 6,000 คู่เบส (รูปที่ 5.4, เลน 1) และภายหลังถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ   
Xho I พบช้ินดีเอ็นเอของยีน Δ60N_VP1 มีขนาดประมาณ 650 คู่เบส ถูกแยกออกจากดีเอ็นเอ
เวคเตอร์ซึ่งมีขนาดประมาณ 5,300 คู่เบส (รูปที่ 5.4, เลน 2)  

 

 
 
รูปท่ี 5.4 ผลของการตัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28–VP2 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ  
 Xho I 
 เลน M  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Ladder (Promega, USA) 
 เลน 1   pET28–VP2 ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะใดๆ 
 เลน 2   pET28–VP2 ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I 
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 เมื่อเปรียบเทยีบล าดับนิวคลโีอไทด์ของรคีอมบิแนนทพ์ลาสมิดโคลนที ่5, 50 และ 54 กับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP2 ของเช้ือไวรัส Chicken anemia virus ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank 
(Accession No.DQ124935.1) พบว่ามีความต่างกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ จ านวนทั้งสิ้น 5, 3 และ 3 
ต าแหน่ง ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 5.5     

 
 
                      *        20         *        40         *        60         *        80        
VP2_50     : ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCACGGGAACGGCGGACAA :  81 
VP2_5      : ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCACGGGAACGGCGGACAA :  81 
VP2_54     : ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCACGGGAACGGCGGACAA :  81 
DQ124935.1 : ------------------------------------------------------------ATGCACGGGAACGGCGGACAA :  21 
             atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgccgcgcggcagccatATGCACGGGAACGGCGGACAA       
 
                     *       100         *       120         *       140         *       160         
VP2_50     : CCGGCCGCTGGGGGCAGTGAATCGGCGCTTAGCCGAGAGGGGCAACCTGGGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATT : 162 
VP2_5      : CCGGCCGCTGGGGGCAGTGAATCGGCGCTTAGCCGAGAGGGGCAACCTGGGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATT : 162 
VP2_54     : CCGGCCGCTGGGGGCAGTGAATCGGCGCTTAGCCGAGAGGGGCAACCTGGGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATT : 162 
DQ124935.1 : CCGGCCGCTGGGGGCAGCGAATCGGCGCTTAGCCGAGAGGGGCAACCTGGGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATT : 102 
             CCGGCCGCTGGGGGCAGtGAATCGGCGCTTAGCCGAGAGGGGCAACCTGGGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATT       
 
                    *       180         *       200         *       220         *       240          
VP2_50     : TCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCCACCCGGACCATCAACGGTGTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTCGGA : 243 
VP2_5      : TCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCCACCCGGACCATCAACGGTGTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTCGGA : 243 
VP2_54     : TCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCCACCCGGACCATCAACGGTGTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTCGGA : 243 
DQ124935.1 : TCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCCACCCGGACCATCAACGGTGTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTCGGA : 183 
             TCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCCACCCGGACCATCAACGGTGTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTCGGA       
 
                   *       260         *       280         *       300         *       320           
VP2_50     : AACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTGGTATCGCTGGAATTACAATCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCG : 324 
VP2_5      : AACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTGGTATCGCTGGAATTACAATCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCG : 324 
VP2_54     : AACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTGGTATCGCTGGAATTACAATCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCG : 324 
DQ124935.1 : AACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTGGTATCGCTGGAATTACAATCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCG : 264 
             AACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTGGTATCGCTGGAATTACAATCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCG       
 
                  *       340         *       360         *       380         *       400            
VP2_50     : CGGTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCGGACAATTCAGAAAGCACTGGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCA : 405 
VP2_5      : CGGTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCGGACAATTCAGAAAGCACTGGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCA : 405 
VP2_54     : CGGTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCGGACAATTCAGAAAGCACTGGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCA : 405 
DQ124935.1 : CGCTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCGGACAATTCAGAAAGCACTGGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCA : 345 
             CGgTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCGGACAATTCAGAAAGCACTGGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCA       
 
                 *       420         *       440         *       460         *       480             
VP2_50     : ACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATCCTGCGACCCCTCCGAGTACAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCAC : 486 
VP2_5      : ACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATCCTGCGACCCCTCCGAGTACAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCAC : 486 
VP2_54     : ACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATCCTGCGACCCCTCCGAGTACAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCAC : 486 
DQ124935.1 : ACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATCCTGCGACCCCTCCGAGTACAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCAC : 426 
             ACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATCCTGCGACCCCTCCGAGTACAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCAC       
 
                *       500         *       520         *       540         *       560              
VP2_50     : TACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAAGAAGGTGTATAAGACTGTAAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGAT : 567 
VP2_5      : TACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAAGAAGGTGTATAAGACTGTAAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGAT : 567 
VP2_54     : TACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAAGAAGGTGTATAAGACTGTAAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGAT : 567 
DQ124935.1 : TACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAAGAAGGTGTATAAGACTGTAAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGAT : 507 
             TACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAAGAAGGTGTATAAGACTGTAAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGAT       
 
               *       580         *       600         *       620         *       640               
VP2_50     : TTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACCACCTCAAGCGACTTCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGC : 648 
VP2_5      : TTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACCACCTCAAGCGACTTCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGC : 648 
VP2_54     : TTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACCACCTCAAGCGACTTCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGC : 648 
DQ124935.1 : TTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACCAGCTCAAGCGACTTCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGC : 588 
             TTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACCAcCTCAAGCGACTTCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGC       
 
 
              *       660         *       680         *       700         *              
VP2_50     : GGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTCACAACCCCCGCCCCGGTACGTATAGTGTGACTCGAG : 717 
VP2_5      : GGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTTGCAACTCCCGCCCCGGTACGTATAGTGTGACTCGAG : 717 
VP2_54     : GGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTCACAACCCCCGCCCCGGTACGTATAGTGTGACTCGAG : 717 
DQ124935.1 : GGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTCACAACCCCCGCCCCGGTACGTATAGTGTGA------ : 651 
             GGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTcaCAACcCCCGCCCCGGTACGTATAGTGTGActcgag       
 
 

รูปท่ี 5.5 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP2 ที่เช่ือมเข้ากับพลาสมิด pET28a 
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 อย่างไรก็ตามเมื่อท าการแปลรหสัจากล าดับนิวคลโีอไทด์ของรคีอมบแินนท์พลาสมดิโคลน
ทั้ง 3 โคลนเป็นกรดอะมิโนของโปรตีน VP2 และเปรยีบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน VP2 ของ
เช้ือไวรัส Chicken anemia virus ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank (Accession No.AAZ40207.1) ดัง
แสดงในรูปที่ 5.6 พบว่า ล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 50 และ 54 เหมือนกับ
ล าดับกรดอะมิโนของไวรสัทุกต าแหน่ง     ในขณะที่ล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลน
ที่ 5 มีล าดับกรดอะมิโนที่ต่างกับล าดับกรดอะมิโนของไวรัสเพียงต าแหน่งเดียว คือ T229A 
 
 
                      *        20         *        40         *        60         *        80          
VP2_50     : MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTINGVQATNKFTAVGNP :  83 
VP2_5      : MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTINGVQATNKFTAVGNP :  83 
VP2_54     : MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTINGVQATNKFTAVGNP :  83 
AAZ40207.1 : --------------------MHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTINGVQATNKFTAVGNP :  63 
             mgsshhhhhhssglvprgshMHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTINGVQATNKFTAVGNP       
 
                   *       100         *       120         *       140         *       160             
VP2_50     : SLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRVQGKRAKRKLDYHYSQP : 166 
VP2_5      : SLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRVQGKRAKRKLDYHYSQP : 166 
VP2_54     : SLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRVQGKRAKRKLDYHYSQP : 166 
AAZ40207.1 : SLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRVQGKRAKRKLDYHYSQP : 146 
             SLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRVQGKRAKRKLDYHYSQP       
 
                *       180         *       200         *       220         *                
VP2_50     : TPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGTTSSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFTTPAPVRIV-LE : 238 
VP2_5      : TPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGTTSSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFATPAPVRIV-LE : 238 
VP2_54     : TPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGTTSSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFTTPAPVRIV-LE : 238 
AAZ40207.1 : TPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGTSSSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFTTPAPVRIV--- : 216 
             TPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGT3SSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFtTPAPVRIV le       
 
 

รูปท่ี 5.6 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP2 ที่เช่ือมเข้ากับ 
พลาสมิด pET28a 
 จากผลการทดลองนี้ จึงสรุปว่า รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 50 และ 54 ซึ่งมีล าดับ
กรดอะมิโนเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน VP2 ของไวรัสในทุกต าแหน่ง เหมาะสมในการ
เลือกน าไปใช้ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2  ในงานวิจัยนี้จึงได้เลือกรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดโคลนที่ 50 ด้วยวิธีการเลือกแบบสุ่มส าหรับน าไปใช้ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์
โปรตีนในข้ันต่อไป 
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5.1.3 การสรา้งรีคอมบิแนนท์พลาสมิดรปูแบบท่ี 3 : pET28–VP2/Δ60N_VP1 

 จากการน าช้ินยีน VP2_Front และช้ินยีน Δ60N_VP1_Back โคลนเข้าสู่เวคเตอร์ 
pGEM® - T Easy vector   แล้วน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีช้ินยีน VP2_Front และยีน
Δ60N_VP1_Black ที่ ไ ด้ วิ เ ค ร า ะห์ ห าล า ดั บ นิ วคลี โ อ ไทด์      จ ากนั้ น จึ ง ท า ก า ร เ ลื อ ก                        
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนถูกต้องไปเพิ่มจ านวนในแบคทีเรีย
และท าการสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดดังกล่าว   จากนั้นน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีช้ินยีน 
VP2_Front (pGEM T-VP2_Front) มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Eco RI แล้วโคลนช้ิน
ยีน VP2_Front เ ข้าสู่ เวคเตอร์ที่ ใ ช้ในการแสดงออกของโปรตีน pET28a    จากนั้นจึงน า                  
รีคอมบิแนนท์โคลนมาสกดัรคีอมบแินนท์พลาสมดิและตรวจสอบช้ินยีน VP2_Front  เบื้องต้นด้วยการ
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Eco RI แล้วจึงน ารีคอมบแินนท์พลาสมิดที่มีช้ินยีน VP2_Front 
(pET28-VP2_Front) ไปวิเคราะหห์าล าดับนิวคลโีอไทด์     จากนั้นท าการเลอืกรีคอมบิแนนท์พลาสมิด
ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนที่ถูกต้องไปเพิ่มจ านวนในแบคทีเรียและท าการสกัด         
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดดั งกล่ าว   ในขณะเดียวกันได้น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ มี ยี น 

Δ60N_VP1_Back (pGEM T-Δ60N_VP1_Back) มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI และ Xho I 
แล้วจึงท าการเช่ือมต่อช้ินยีน Δ60N_VP1_Back เข้ากับช้ินดีเอ็นเอเวคเตอร์ที่ใช้ในการแสดงออกของ
โปรตีน pET28_VP2_Front ที่ได้ข้างต้น ซึ่งถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI และ Xho I 
เช่นเดียวกัน    จากนั้นจึงคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดซึ่งมี ช้ินยีน 
VP2_Front เช่ือมต่อกับช้ินยีน Δ60N_VP1_Back (pET28-VP2/Δ60N_VP1) มาสกัดพลาสมิดและ
ตรวจสอบว่ามีช้ินยีน VP2/Δ60N_VP1 เบื้องต้นด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่เหมาะสมด้วย
วิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
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  จากการทดลองพบว่ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a-VP2/Δ60N_VP1 มีขนาด
ประมาณ 7,250 คู่เบส (รูปที่ 5.7, เลน 1) และภายหลังถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ    
Eco RI พบช้ินดีเอ็นเอของยีน VP2_Front มีขนาดประมาณ 750 คู่เบส ถูกแยกออกจากดีเอ็นเอ
เวคเตอร์ซึ่งมีขนาดประมาณ 6,550 คู่เบส (รูปที่ 5.7, เลน 2)   ในขณะที่เมื่อถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ Eco RI และ Xho I พบช้ินดีเอ็นเอของยีน Δ60N_VP1_Back มีขนาดประมาณ 1,250 คู่เบส
ถูกแยกออกจากดีเอ็นเอเวคเตอร์ซึ่งมีขนาดประมาณ 6,050 คู่เบส (รูปที่ 5.7, เลน 3)  

 
 
รูปท่ี 5.7 ผลของการตัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28–VP2/Δ60N_VP1 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ
ต่างๆ 
 เลน M  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Ladder (Promega, USA) 
 เลน 1   pET28–VP2/Δ60N_VP1 ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะใดๆ 
 เลน 2   pET28–VP2/Δ60N_VP1 ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Eco RI 
 เลน 3   pET28–VP2/Δ60N_VP1 ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI และ Xho I 
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 จากการน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ได้ไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ได้ผลล าดับ       
นิวคลีโอไทด์ ดังแสดงในรูปที่ 5.8 พบว่า   เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์  
พลาสมิดโคลนที่ 8, 9 และ 10 กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP1 และ VP2 ของเช้ือไวรัส Chicken 
anemia virus ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank (Accession No.AF311900.3) พบว่ามีความต่างกนัของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์จ านวนทั้งสิ้น 19, 21 และ 19 ต าแหน่ง ตามล าดับ     
 
                      *        20         *        40         *        60         *        80        
clone9     : ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGGGCCCGGGCTGGTTCC :   80 
clone10    : ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGGGCCCGGGCTGGTTCC :   80 
clone8     : ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGGGCCCGGGCTGGTTCC :   80 
AF311900.3 : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 
             atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgccgcgcggcagccatatggggcccgggctggttcc        
 
                      *       100         *       120         *       140         *       160        
clone9     : GCGTGGCTCTATGCACGGGAACGGCGGACAACCGGCCGCTGGGGGCAGTGAATCGGCGCTTAGCCGAGAGGGGCAACCTG :  160 
clone10    : GCGTGGCTCTATGCACGGGAACGGCGGACAACCGGCCGCTGGGGGCAGTGAATCGGCGCTTAGCCGAGAGGGGCAACCTG :  160 
clone8     : GCGTGGCTCTATGCACGGGAACGGCGGACAACCGGCCGCTGGGGGCAGTGAATCGGCGCTTAGCCGAGAGGGGCAACCTG :  160 
AF311900.3 : ----------ATGCACGGGAACGGCGGACAACCGGCCGCTGGGGGCAGCGAATCGGCGCTTAGCCGAGAGGGGCAACCTG :   70 
             gcgtggctctATGCACGGGAACGGCGGACAACCGGCCGCTGGGGGCAGtGAATCGGCGCTTAGCCGAGAGGGGCAACCTG        
 
                      *       180         *       200         *       220         *       240        
clone9     : GGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATTTCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCCACCCGGACCATCAACGGT :  240 
clone10    : GGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATTTCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCCACCCGGACCATCAACGGT :  240 
clone8     : GGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATTTCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCCACCCGGACCATCAACGGT :  240 
AF311900.3 : GGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATTTCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCCACCCGGACCATCAACGGT :  150 
             GGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATTTCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCCACCCGGACCATCAACGGT        
 
                      *       260         *       280         *       300         *       320        
clone9     : GTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTTGGAAACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTGGTATCGCTGGAATTACAA :  320 
clone10    : GTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTTGGAAACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTGGTATCGCTGGAATTACAA :  320 
clone8     : GTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTTGGAAACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTGGTATCGCTGGAATTACAA :  320 
AF311900.3 : GTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTCGGAAACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTGGTATCGCTGGAATTACAA :  230 
             GTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTtGGAAACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTGGTATCGCTGGAATTACAA        
 
                      *       340         *       360         *       380         *       400        
clone9     : TCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCGCGGTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCGGACAATTCAGAAAGCACT :  400 
clone10    : TCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCGCGGTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCGGACAATTCAGAAAGCACT :  400 
clone8     : TCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCGCGGTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCGGACAATTCAGAAAGCACT :  400 
AF311900.3 : TCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCGCGCTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCGGACAATTCAGAAAGCACT :  310 
             TCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCGCGgTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCGGACAATTCAGAAAGCACT        
 
                      *       420         *       440         *       460         *       480        
clone9     : GGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCAACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATCCTGCGACCCCTCCGAGTA :  480 
clone10    : GGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCAACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATCCTGCGACCCCTCCGAGTA :  480 
clone8     : GGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCAACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATCCTGCGACCCCTCCGAGTA :  480 
AF311900.3 : GGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCAACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATCCTGCGACCCCTCCGAGTA :  390 
             GGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCAACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATCCTGCGACCCCTCCGAGTA 
 
 
                      *       500         *       520         *       540         *       560        
clone9     : CAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCACTACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAAGAAGGTGTATAAGACTGT :  560 
clone10    : CAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCACTACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAAGAAGGTGTATAAGACTGT :  560 
clone8     : CAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCACTACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAAGAAGGTGTATAAGACTGT :  560 
AF311900.3 : CAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCACTACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAAGAAGGTGTATAAGACTGT :  470 
             CAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCACTACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAAGAAGGTGTATAAGACTGT        
 
                      *       580         *       600         *       620         *       640        
clone9     : AAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGATTTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACCACCTCAAGCGACT :  640 
clone10    : AAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGATTTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACCACCTCAAGCGACT :  640 
clone8     : AAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGATTTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACCACCTCAAGCGACT :  640 
AF311900.3 : AAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGATTTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACCAGCTCAAGCGACT :  550 
             AAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGATTTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACCAcCTCAAGCGACT        
 
                      *       660         *       680         *       700         *       720        
clone9     : TCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGCGGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTCACAACCCCC :  720 
clone10    : TCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGCGGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTCACAACCCCC :  720 
clone8     : TCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGCGGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTCACAACCCCC :  720 
AF311900.3 : TCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGCGGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTCACAACCCCC :  630 
             TCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGCGGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTCACAACCCCC        
 
                      *       740         *       760         *       780         *       800        
clone9     : GCCCCGGTACGTATAGTGGGTGAATTCGATTATGATATCCCGACCACGGAGAACCTGTACTTCCAAGGCCTGCCGAACCC :  800 
clone10    : GCCCCGGTACGTATAGTGGGTGAATTCGATTATGATATCCCGACCACGGAGAACCTGTACTTCCAAGGCCTGCCGAACCC :  800 
clone8     : GCCCCGGTACGTATAGTGGGTGAATTCGATTATGATATCCCGACCACGGAGAACCTGTACTTCCAAGGCCTGCCGAACCC :  800 
AF311900.3 : GCCCCGGTACGTATAGTGGGTGAATTCGATTATGATATCCCGACCACGGAGAACCTGTACTTCCAAGGCCTGCCGAACCC :  710 
             GCCCCGGTACGTATAGTGGGTGAATTCGATTATGATATCCCGACCACGGAGAACCTGTACTTCCAAGGCCTGCCGAACCC        
 
                      *       820         *       840         *       860         *       880        
clone9     : CCAATCTACTATGACTATACGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTTTGCCTAAAAACAGCACAGCGG :  880 
clone10    : CCAATCTACTATGACTATACGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTTTGCCTAAAAACAGCACAGCGG :  880 
clone8     : CCAATCTACTATGACTATACGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTTTGCCTAAAAACAGCACAGCGG :  880 
AF311900.3 : CCAATCTACTATGACTATCCGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTCTGCCTAAAAACAGCACAGCGG :  790 
             CCAATCTACTATGACTATaCGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTtTGCCTAAAAACAGCACAGCGG        

 
รูปท่ี 5.8 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP2/Δ60N_VP1 ที่เช่ือมเข้ากับพลาสมิด pET28a 
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                      *       900         *       920         *       940         *       960        
clone9     : GGGGCTATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCAAAGATCTCCGTGAACCTGAAAGAGTTCCTGCTAGCGTCAATG :  960 
clone10    : GGGGCTATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCAAAGATCTCCGTGAACCTGAAAGAGTTCCTGCTAGCGTCAATG :  960 
clone8     : GGGGCTATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCAAAGATCTCCGTGAACCTGAAAGAGTTCCTGCTAGCGTCAATG :  960 
AF311900.3 : GGGGCTATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCCAAGATCTCCGTGAACCTGAAAGAGTTCCTGCTAGCGTCAATG :  870 
             GGGGCTATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCaAAGATCTCCGTGAACCTGAAAGAGTTCCTGCTAGCGTCAATG        
 
                      *       980         *      1000         *      1020         *      1040        
clone9     : AACCTGACATACGTGAGCAAAATCGGAGGCCCCATCGCCGGTGAGTTGATTGCGGACGGGTCTCAATCTCAAGCCGCGCA : 1040 
clone10    : AACCTGACATACGTGAGCAAAATCGGAGGCCCCATCGCCGGTGAGTTGATTGCGGACGGGTCTCAATCTCAAGCCGCGCA : 1040 
clone8     : AACCTGACATACGTGAGCAAAATCGGAGGCCCCATCGCCGGTGAGTTGATTGCGGACGGGTCTCAATCTCAAGCCGCGCA : 1040 
AF311900.3 : AACCTGACATACGTGAGCAAAATCGGAGGCCCCATCGCCGGTGAGTTGATTGCGGACGGGTCTCAATCTCAAGCCGCGCA :  950 
             AACCTGACATACGTGAGCAAAATCGGAGGCCCCATCGCCGGTGAGTTGATTGCGGACGGGTCTCAATCTCAAGCCGCGCA        
 
                      *      1060         *      1080         *      1100         *      1120        
clone9     : GAACTGGCCTAATTGCTGGCTGCCGCTAGATAATAACGTGCCCTCCGCGACACCATCGGCATGGTGGAGATGGGCCTTAA : 1120 
clone10    : GAACTGGCCTAATTGCTGGCTGCCGCTAGATAATAACGTGCCCTCCGCGACACCATCGGCATGGTGGAGATGGGCCTTAA : 1120 
clone8     : GAACTGGCCTAATTGCTGGCTGCCGCTAGATAATAACGTGCCCTCCGCGACACCATCGGCATGGTGGAGATGGGCCTTAA : 1120 
AF311900.3 : GAACTGGCCTAATTGCTGGCTGCCGCTAGATAATAACGTGCCCTCCGCGACACCATCGGCATGGTGGAGATGGGCCTTAA : 1030 
             GAACTGGCCTAATTGCTGGCTGCCGCTAGATAATAACGTGCCCTCCGCGACACCATCGGCATGGTGGAGATGGGCCTTAA        
 
                      *      1140         *      1160         *      1180         *      1200        
clone9     : TGATGATGCAGCCCACGGACTCTTGCCGGTTCTTTAATCACCCTAAGCAGATGACCCTGCAAGACATGGGTCGCATGTTT : 1200 
clone10    : TGATGATGCAGCCCACGGACTCTTGCCGGTTCTTTAATCACCCTAAGCAGATGACCCTGCAAGACATGGGTCGCATGTTT : 1200 
clone8     : TGATGATGCAGCCCACGGACTCTTGCCGGTTCTTTAATCACCCTAAGCAGATGACCCTGCAAGACATGGGTCGCATGTTT : 1200 
AF311900.3 : TGATGATGCAGCCCACGGACTCTTGCCGGTTCTTTAATCACCCTAAGCAAATGACCCTGCAAGACATGGGTCGCATGTTT : 1110 
             TGATGATGCAGCCCACGGACTCTTGCCGGTTCTTTAATCACCCTAAGCAgATGACCCTGCAAGACATGGGTCGCATGTTT        
 
                      *      1220         *      1240         *      1260         *      1280        
clone9     : GGGGGCTGGCACCTGTTCCGACACATTGAAACCCGCTTTCAGCTCCTTGCCACTAAGAATGAGGGATCCTTCAGCCCCGT : 1280 
clone10    : GGGGGCTGGCACCTGTTCCGACACATTGAAACCCGCTTTCAGCTCCTTGCCACTAAGAATGAGGGATCCTTCAGCCCCGT : 1280 
clone8     : GGGGGCTGGCACCTGTTCCGACACATTGAAACCCGCTTTCAGCTCCTTGCCACTAAGAATGAGGGATCCTTCAGCCCCGT : 1280 
AF311900.3 : GGGGGCTGGCACCTGTTCCGACACATTGAAACCCGCTTTCAGCTCCTTGCCACTAAGAATGAGGGATCCTTTAGCCCCGT : 1190 
             GGGGGCTGGCACCTGTTCCGACACATTGAAACCCGCTTTCAGCTCCTTGCCACTAAGAATGAGGGATCCTTcAGCCCCGT        
 
                      *      1300         *      1320         *      1340         *      1360        
clone9     : GGCGAGTCTTCTCTCCCAGGGAGAGTACCTCACGCGTCGGGACGATGTTAAGTACAGCAGCGATCACCAGAACCGGTGGC : 1360 
clone10    : GGCGAGTCTTCTCTCCCAGGGAGAGTACCTCACGCGTCGGGACGATGTTAAGTACAGCAGCGATCACCAGAACCGGTGGC : 1360 
clone8     : GGCGAGTCTTCTCTCCCAGGGAGAGTACCTCACGCGTCGGGACGATGTTAAGTACAGCAGCGATCACCAGAACCGGTGGC : 1360 
AF311900.3 : GGCGAGTCTTCTCTCCCAGGGAGAGTACCTCACGCGTCGGGACGATGTTAAGTACAGCAGCGATCACCAGAACCGGTGGC : 1270 
             GGCGAGTCTTCTCTCCCAGGGAGAGTACCTCACGCGTCGGGACGATGTTAAGTACAGCAGCGATCACCAGAACCGGTGGC        
 
                      *      1380         *      1400         *      1420         *      1440        
clone9     : GAAAAGGCGAACAACCGATGACGGGGGGTATTGCTTATGCGACCGGGAAAATGAGACCCGACGAGCAACAGTACCATGCT : 1440 
clone10    : GAAAAGGCGAACAACCGATGACGGGGGGTATTGCTTATGCGACCGGGAAAATGAGACCCGACGAGCAACAGTACCCTGCT : 1440 
clone8     : GAAAAGGCGAACAACCGATGACGGGGGGTATTGCTTATGCGACCGGGAAAATGAGACCCGACGAGCAACAGTACCCTGCT : 1440 
AF311900.3 : GAAAAGGCGAGCAACCGATGACGGGGGGTATTGCTTATGCGACCGGGAAAATGAGACCCGACGAGCAACAGTACCCTGCT : 1350 
             GAAAAGGCGAaCAACCGATGACGGGGGGTATTGCTTATGCGACCGGGAAAATGAGACCCGACGAGCAACAGTACCcTGCT        
 
                      *      1460         *      1480         *      1500         *      1520        
clone9     : ATGCCCCCAGACCCCCCAATAATCACCGATACTACAGCGCAAGGAACGCAAGTCCGCTGCATGAATAGCACGCAAGCGTG : 1520 
clone10    : ATGCCCCCAGACCCCCCAATAATCACCGCTACTACAGCGCAAGGAACGCAAGTCCGCTGCATGAATAGCACGCAAGCGTG : 1520 
clone8     : ATGCCCCCAGACCCCCCAATAATCACCGCTACTACAGCGCAAGGAACGCAAGTCCGCTGCATGAATAGCACGCAAGCGTG : 1520 
AF311900.3 : ATGCCCCCAGACCCCCCGATAATCACCGCTACTACAGCGCAAGGAACGCAAGTCCGCTGCATGAATAGCACGCAAGCTTG : 1430 
             ATGCCCCCAGACCCCCCaATAATCACCGcTACTACAGCGCAAGGAACGCAAGTCCGCTGCATGAATAGCACGCAAGCgTG        
 
                      *      1540         *      1560         *      1580         *      1600        
clone9     : GTGGTCATGGGACACATATATGAGCTTTGCAACACTCACAGCACTCGGTGCACAATGGTCTTTTCCTCCAGGGCAACGTT : 1600 
clone10    : GTGGTCATGGGACACATATATGAGCTTTGCAACACTCACAGCACTCGGTGCACAATGGTCTTTTCCTCCAGGGCAACGTT : 1600 
clone8     : GTGGTCATGGGACACATATATGAGCTTTGCAACACTCACAGCACTCGGTGCACAATGGTCTTTTCCTCCAGGGCAACGTT : 1600 
AF311900.3 : GTGGTCATGGGACACATATATGAGCTTTGCAACACTCACAGCACTCGGTGCACAATGGTCTTTTCCTCCAGGGCAACGTT : 1510 
             GTGGTCATGGGACACATATATGAGCTTTGCAACACTCACAGCACTCGGTGCACAATGGTCTTTTCCTCCAGGGCAACGTT        
 
                      *      1620         *      1640         *      1660         *      1680        
clone9     : CTGTTTCTAGACGGTCCTTCAACCACCACAAGGCGAGAGGAGCCGGGGACCCCAAAGGCCAGAGATGGCACACGCTGGTG : 1680 
clone10    : CTGTTTCTAGACGGTCCTTCAACCACCACAAGGCGAGAGGAGCCGGGGACCCCAAAGGCCAGAGATGGCACACGCTGGTG : 1680 
clone8     : CTGTTTCTAGACGGTCCTTCAACCACCACAAGGCGAGAGGAGCCGGGGACCCCAAAGGCCAGAGATGGCACACGCTGGTG : 1680 
AF311900.3 : CAGTTTCTAGACGGTCCTTCAACCACCACAAGGCGAGGGGAGCCGGGGACCCCAAAGGCCAGAGATGGCACACGCTGGTG : 1590 
             CtGTTTCTAGACGGTCCTTCAACCACCACAAGGCGAGaGGAGCCGGGGACCCCAAAGGCCAGAGATGGCACACGCTGGTG        
 
                      *      1700         *      1720         *      1740         *      1760        
clone9     : CCGCTGGGCACGGAGACCATCACCGACAGCTACATGAGTGCACCGGCTTCAGAGCTGGACACTAATTTCTTTACGCTTTA : 1760 
clone10    : CCGCTGGGCACGGAGACCATCACCGACAGCTACATGAGTGCACCGGCTTCAGAGCTGGACACTAATTTCTTTACGCTTTA : 1760 
clone8     : CCGCTGGGCACGGAGACCATCACCGACAGCTACATGAGTGCACCGGCTTCAGAGCTGGACACTAATTTCTTTACGCTTTA : 1760 
AF311900.3 : CCGCTGGGCACGGAGACCATCACCGACAGCTACATGAGTGCACCCGCATCAGAACTGGACACTAATTTCTTTACGCTTTA : 1670 
             CCGCTGGGCACGGAGACCATCACCGACAGCTACATGAGTGCACCgGCtTCAGAgCTGGACACTAATTTCTTTACGCTTTA        
 
                      *      1780         *      1800         *      1820         *      1840        
clone9     : CGTAGCGCAAGGCACAAATAAGTCGCAGCAGTACAAGTTCGGCACAGCTACATACGCGCTAAAGGAGCCAGTAATGAAGA : 1840 
clone10    : CGTAGCGCAAGGCACAAATAAGTCGCAGCAGTACAAGTTCGGCACAGCTACATACGCGCTAAAGGAGCCAGTAATGAAGA : 1840 
clone8     : CGTAGCGCAAGGCACAAATAAGTCGCAGCAGTACAAGTTCGGCACAGCTACATACGCGCTAAAGGAGCCAGTAATGAAGA : 1840 
AF311900.3 : CGTAGCGCAAGGCACAAATAAGTCGCAGCAGTACAAGTTCGGCACAGCTACATACGCGCTAAAGGAGCCTGTAATGAAGA : 1750 
             CGTAGCGCAAGGCACAAATAAGTCGCAGCAGTACAAGTTCGGCACAGCTACATACGCGCTAAAGGAGCCaGTAATGAAGA        
 
                      *      1860         *      1880         *      1900         *      1920        
clone9     : GCGATGCATGGGCAGTGGTACGCGTCCAGTCGGTCTGGCAACTGGGTAACAGGCAGAGGCCATACCCATGGGACGTCAAC : 1920 
clone10    : GCGATGCATGGGCAGTGGTACGCGTCCAGTCGGTCTGGCAACTGGGTAACAGGCAGAGGCCATACCCATGGGACGTCAAC : 1920 
clone8     : GCGATGCATGGGCAGTGGTACGCGTCCAGTCGGTCTGGCAACTGGGTAACAGGCAGAGGCCATACCCATGGGACGTCAAC : 1920 
AF311900.3 : GCGATGCATGGGCAGTGGTACGCGTCCAGTCGGTCTGGCAACTCGGTAACAGGCAGAGGCCATACCCATGGGACGTCAAC : 1830 
             GCGATGCATGGGCAGTGGTACGCGTCCAGTCGGTCTGGCAACTgGGTAACAGGCAGAGGCCATACCCATGGGACGTCAAC        
 
                      *      1940         *      1960             
clone9     : TGGGCCAACAGCACCATGTACTGGGGGTCGCAGCCCTGACTCGAG : 1965 
clone10    : TGGGCCAACAGCACCATGTACTGGGGGTCGCAGCCCTGACTCGAG : 1965 
clone8     : TGGGCCAACAGCACCATGTACTGGGGGTCGCAGCCCTGACTCGAG : 1965 
AF311900.3 : TGGGCCAACAGCACCATGTACTGGGGGTCGCAGCCCTGACTCGAG : 1875 
             TGGGCCAACAGCACCATGTACTGGGGGTCGCAGCCCTGACTCGAG        

รูปท่ี 5.9 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP2/Δ60N_VP1 ที่เช่ือมเข้ากับพลาสมิด pET28a (ต่อเนื่อง) 
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 อย่างไรก็ตามเมื่อท าการแปลรหสัจากล าดับนิวคลโีอไทด์ของรคีอมบแินนท์พลาสมดิโคลน
ทั้ง 3 โคลน เป็นกรดอะมิโนและเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน VP1 และ VP2 ของเช้ือ
ไวรัส Chicken anemia virus ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank (Accession No.AAK70847.2 (VP1) 
และ AAK70848.2 (VP2)) ดังแสดงในรูปที่ 5.9 พบว่า ล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด
โคลนที่ 8 และ 10 เหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของไวรสัทุกต าแหน่ง     ในขณะที่ล าดับกรดอะมิโนของ
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 9 มีล าดับกรดอะมิโนที่ต่างกับล าดับกรดอะมิโนของไวรัส จ านวน 2 
ต าแหน่ง คือ P479H และ A490D 

                      *        20         *        40         *        60         *       80        
clone10   : RRYTMGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGPGLVPRGSMHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTI :  82 
reference : ----------------------------------MHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTI :  48 
clone8    : RRYTMGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGPGLVPRGSMHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTI :  82 
clone9    : RRYTMGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGPGLVPRGSMHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTI :  82 
            rrytmgsshhhhhhssglvprgshmgpglvprgsMHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTI       
 
                   *       100         *       120         *       140         *       160           
clone10   : NGVQATNKFTAVGNPSLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRV : 164 
reference : NGVQATNKFTAVGNPSLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRV : 130 
clone8    : NGVQATNKFTAVGNPSLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRV : 164 
clone9    : NGVQATNKFTAVGNPSLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRV : 164 
            NGVQATNKFTAVGNPSLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRV       
 
                 *       180         *       200         *       220         *       240             
clone10   : QGKRAKRKLDYHYSQPTPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGTTSSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFTTPAP : 246 
reference : QGKRAKRKLDYHYSQPTPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGTSSSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFTTPAP : 212 
clone8    : QGKRAKRKLDYHYSQPTPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGTTSSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFTTPAP : 246 
clone9    : QGKRAKRKLDYHYSQPTPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGTTSSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFTTPAP : 246 
            QGKRAKRKLDYHYSQPTPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGT3SSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFTTPAP       
 
               *       260         *       280         *       300         *       320               
clone10   : VRIVGEFDYDIPTTENLYFQGLPNPQSTMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVNLKEFLLASMNLTY : 328 
reference : VRIVGEFDYDIPTTENLYFQGLPNPQSTMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVNLKEFLLASMNLTY : 294 
clone8    : VRIVGEFDYDIPTTENLYFQGLPNPQSTMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVNLKEFLLASMNLTY : 328 
clone9    : VRIVGEFDYDIPTTENLYFQGLPNPQSTMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVNLKEFLLASMNLTY : 328 
            VRIVGEFDYDIPTTENLYFQGLPNPQSTMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVNLKEFLLASMNLTY       
 
             *       340         *       360         *       380         *       400         *       
clone10   : VSKIGGPIAGELIADGSQSQAAQNWPNCWLPLDNNVPSATPSAWWRWALMMMQPTDSCRFFNHPKQMTLQDMGRMFGGWHLF : 410 
reference : VSKIGGPIAGELIADGSQSQAAQNWPNCWLPLDNNVPSATPSAWWRWALMMMQPTDSCRFFNHPKQMTLQDMGRMFGGWHLF : 376 
clone8    : VSKIGGPIAGELIADGSQSQAAQNWPNCWLPLDNNVPSATPSAWWRWALMMMQPTDSCRFFNHPKQMTLQDMGRMFGGWHLF : 410 
clone9    : VSKIGGPIAGELIADGSQSQAAQNWPNCWLPLDNNVPSATPSAWWRWALMMMQPTDSCRFFNHPKQMTLQDMGRMFGGWHLF : 410 
            VSKIGGPIAGELIADGSQSQAAQNWPNCWLPLDNNVPSATPSAWWRWALMMMQPTDSCRFFNHPKQMTLQDMGRMFGGWHLF       
 
                   420         *       440         *       460         *       480         *         
clone10   : RHIETRFQLLATKNEGSFSPVASLLSQGEYLTRRDDVKYSSDHQNRWRKGEQPMTGGIAYATGKMRPDEQQYPAMPPDPPII : 492 
reference : RHIETRFQLLATKNEGSFSPVASLLSQGEYLTRRDDVKYSSDHQNRWRKGEQPMTGGIAYATGKMRPDEQQYPAMPPDPPII : 458 
clone8    : RHIETRFQLLATKNEGSFSPVASLLSQGEYLTRRDDVKYSSDHQNRWRKGEQPMTGGIAYATGKMRPDEQQYPAMPPDPPII : 492 
clone9    : RHIETRFQLLATKNEGSFSPVASLLSQGEYLTRRDDVKYSSDHQNRWRKGEQPMTGGIAYATGKMRPDEQQYHAMPPDPPII : 492 
            RHIETRFQLLATKNEGSFSPVASLLSQGEYLTRRDDVKYSSDHQNRWRKGEQPMTGGIAYATGKMRPDEQQYpAMPPDPPII       
 
                 500         *       520         *       540         *       560         *           
clone10   : TATTAQGTQVRCMNSTQAWWSWDTYMSFATLTALGAQWSFPPGQRSVSRRSFNHHKARGAGDPKGQRWHTLVPLGTETITDS : 574 
reference : TATTAQGTQVRCMNSTQAWWSWDTYMSFATLTALGAQWSFPPGQRSVSRRSFNHHKARGAGDPKGQRWHTLVPLGTETITDS : 540 
clone8    : TATTAQGTQVRCMNSTQAWWSWDTYMSFATLTALGAQWSFPPGQRSVSRRSFNHHKARGAGDPKGQRWHTLVPLGTETITDS : 574 
clone9    : TDTTAQGTQVRCMNSTQAWWSWDTYMSFATLTALGAQWSFPPGQRSVSRRSFNHHKARGAGDPKGQRWHTLVPLGTETITDS : 574 
            TaTTAQGTQVRCMNSTQAWWSWDTYMSFATLTALGAQWSFPPGQRSVSRRSFNHHKARGAGDPKGQRWHTLVPLGTETITDS       
 
               580         *       600         *       620         *       640         *             
clone10   : YMSAPASELDTNFFTLYVAQGTNKSQQYKFGTATYALKEPVMKSDAWAVVRVQSVWQLGNRQRPYPWDVNWANSTMYWGSQP : 656 
reference : YMSAPASELDTNFFTLYVAQGTNKSQQYKFGTATYALKEPVMKSDAWAVVRVQSVWQLGNRQRPYPWDVNWANSTMYWGSQP : 622 
clone8    : YMSAPASELDTNFFTLYVAQGTNKSQQYKFGTATYALKEPVMKSDAWAVVRVQSVWQLGNRQRPYPWDVNWANSTMYWGSQP : 656 
clone9    : YMSAPASELDTNFFTLYVAQGTNKSQQYKFGTATYALKEPVMKSDAWAVVRVQSVWQLGNRQRPYPWDVNWANSTMYWGSQP : 656 
            YMSAPASELDTNFFTLYVAQGTNKSQQYKFGTATYALKEPVMKSDAWAVVRVQSVWQLGNRQRPYPWDVNWANSTMYWGSQP       
 
 
clone10   : -LE : 658 
reference : -LE : 624 
clone8    : -LE : 658 
clone9    : -LE : 658 
             LE       
 
 
 

รูปท่ี 5.10 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP2/Δ60N_VP1       
ที่เช่ือมเข้ากับพลาสมิด pET28a 
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 จากผลการทดลองนี้ จึงสรุปว่า รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 8 และ 10 ซึ่งมีล าดับ
กรดอะมิโนเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน VP1 และ VP2 ของไวรัสในทุกต าแหน่งเหมาะสม
ในการเลือกน าไปใช้ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ในงานวิจัยนี้จึงได้
เลือกรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 8 ด้วยวิธีการเลือกแบบสุ่มส าหรับน าไปใช้ในการแสดงออกของ  
รีคอมบิแนนท์โปรตีนในข้ันต่อไป 

5.1.4 การสรา้งรีคอมบิแนนท์พลาสมิดรปูแบบท่ี 4 : pET28–Δ60N_VP1/VP2 

 จากการน าช้ินยีน Δ60N_VP1_Front และช้ินยีน VP2_Back ไปโคลนเข้าสู่เวคเตอร์ 
pGEM® - T Easy vector แล้วน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีช้ินยีน Δ60N_VP1_Front และช้ินยีน
VP2_Back ที่ได้วิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์   จากนั้นจึงท าการเลือกรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มี
ล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนถูกต้องไปเพิ่มจ านวนในแบคทีเรียและท าการสกัด               
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดดังกล่าว   จากนั้นน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีช้ินยีน VP2_Back (pGEM T-
VP2_Back) มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI และ Xho I แล้วโคลนช้ินยีน VP2_Back เข้าสู่
เวคเตอร์ที่ใช้ในการแสดงออกของโปรตีน pET28a    จากนั้นจึงน ารีคอมบิแนนโคลนมาสกัด             
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดและตรวจสอบช้ินยีน VP2_Back เบื้องต้นด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
Eco RI และ Xho I  แล้วจึงน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีช้ินยีน VP2_Back (pET28 -VP2_Back)            
ไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์      จากนั้นท าการเลือกรคีอมบแินนท์พลาสมดิที่มลี าดับนิวคลีโอไทด์
และล าดับกรดอะมิโนที่ถูกต้องไปเพิ่มจ านวนในแบคทีเรียและท าการสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
ดังกล่าว    ในขณะเดียวกันได้น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มียีน Δ60N_VP1_Front (pGEM T-
Δ60N_VP1_Front) มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Eco RI แล้วจึงท าการเช่ือมต่อช้ินยีน 
Δ60N_VP1_Front เข้ากับช้ินดีเอ็นเอเวคเตอรท์ี่ใช้ในการแสดงออกของโปรตีน pET28 -VP2_Back ที่
ได้ข้างต้น  ซึ่งถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Eco RI เช่นเดียวกัน      จากนั้นจึงคัดเลือก   
รีคอมบิแนนท์โคลนที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดซึ่งมีช้ินยีน Δ60N_VP1_Front เช่ือมต่อกับช้ินยีน 
VP2_Back (pET28-Δ60N_VP1/VP2) มาสกัดพลาสมิดและตรวจสอบว่ามีช้ินยีน Δ60N_VP1/VP2 
เบื้องตน้ด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่เหมาะสมด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
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 จากการทดลองพบว่า รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a-Δ60N_VP1/VP2 มีขนาด
ประมาณ 7,300 คู่เบส (รูปที่ 5.10, เลน 1) และภายหลังถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ 
Eco RI พบช้ินดีเอ็นเอของยีน Δ60N_VP1_Front มีขนาดประมาณ 1,250 คู่เบส ถูกแยกออกจาก     
ดีเอ็นเอเวคเตอร์ซึ่งมีขนาดประมาณ 6,050 คู่เบส (รูปที่ 5.10, เลน 2)   ในขณะที่เมื่อถูกตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI และ Xho I พบช้ินดีเอ็นเอของยีน VP2_Back มีขนาดประมาณ 750 คู่เบส 
ถูกแยกออกจากดีเอ็นเอเวคเตอร์ซึ่งมีขนาดประมาณ 6,500 คู่เบส (รูปที่ 5.10, เลน 3)  

 
 
รูปท่ี 5.11 ผลของการตัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิด  pET28–Δ60N_VP1/VP2 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ
ต่างๆ 
 เลน M  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Ladder (Promega, USA) 
 เลน 1  pET28–Δ60N_VP1/VP2 ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะใดๆ 
 เลน 2  pET28–Δ60N_VP1/VP2 ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Eco RI    
 เลน 3  pET28–Δ60N_VP1/VP2 ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI และ Xho I 
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 จากการน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ได้ไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ได้ผลล าดับ      
นิวคลีโอไทด์ ดังแสดงในรูปที่ 5.11 พบว่า   เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดโคลนที่ 36 กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP1 และ VP2 ของเช้ือไวรัส Chicken anemia 
virus ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank (Accession No.AF311900.3) พบว่ามีความต่างกันของล าดับ   
นิวคลีโอไทด์เหมือนกันทั้งสองโคลน จ านวนทั้งสิ้น 56 ต าแหน่ง        
 
 
                      *        20         *        40         *        60         *        80        
clone_36   : ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGGGCCCGGGCTGGTTCC :   80 
AF311900.3 : ------------------------------------------------------------ATGGGGCCCGGGCTGGTTCC :   20 
             atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgccgcgcggcagccatATGGGGCCCGGGCTGGTTCC        
 
                      *       100         *       120         *       140         *       160        
clone_36   : GCGTGGCTCTCTGCCGAACCCCCAATCTACTATGACTATACGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTT :  160 
AF311900.3 : GCGTGGCTCTCTGCCGAACCCCCAATCTACTATGACTATCCGCTTCCAAGGAATTATTTTTCTTACCGAAGGACTCATTC :  100 
             GCGTGGCTCTCTGCCGAACCCCCAATCTACTATGACTATaCGCTTCCAAGGAATcATcTTTCTcACgGAAGGACTCATTt        
 
                      *       180         *       200         *       220         *       240        
clone_36   : TGCCTAAAAACAGCACAGCGGGGGGCTATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCAAAGATCTCCGTGAACCTGAAA :  240 
AF311900.3 : TGCCTAAAAACAGCACAGCGGGGGGCTATGCAGACCACCTGTACGGGGCCAGAGTCGCCAAGATCTCAGTGAACCTGAAA :  180 
             TGCCTAAAAACAGCACAGCGGGGGGCTATGCAGACCACtTGTACGGGGCgAGAGTCGCaAAGATCTCcGTGAACCTGAAA        
 
                      *       260         *       280         *       300         *       320        
clone_36   : GAGTTCCTGCTAGCGTCAATGAACCTGACATACGTGAGCAAAATCGGAGGCCCCATCGCCGGTGAGTTGATTGCGGACGG :  320 
AF311900.3 : GAGTTCCTCCTAGCGTCAATGAACCTGACATACGTGAGCAAAATAGGAGGCCCCATCGCCGGTGAGTTGATTGCGGACGG :  260 
             GAGTTCCTgCTAGCGTCAATGAACCTGACATACGTGAGCAAAATcGGAGGCCCCATCGCCGGTGAGTTGATTGCGGACGG        
 
                      *       340         *       360         *       380         *       400        
clone_36   : GTCTCAATCTCAAGCCGCGCAGAACTGGCCTAATTGCTGGCTGCCGCTAGATAATAACGTGCCCTCCGCGACACCATCGG :  400 
AF311900.3 : GTCTCAATCACAAGCCGCGCAGAATTGGCCTAATTGCTGGCTGCCGCTAGATAATAACGTGCCCTCCGCTACACCATCGG :  340 
             GTCTCAATCtCAAGCCGCGCAGAAcTGGCCTAATTGCTGGCTGCCGCTAGATAATAACGTGCCCTCCGCgACACCATCGG        
 
                      *       420         *       440         *       460         *       480        
clone_36   : CATGGTGGAGATGGGCCTTAATGATGATGCAGCCCACGGACTCTTGCCGGTTCTTTAATCACCCTAAGCAGATGACCCTG :  480 
AF311900.3 : CATGGTGGAGATGGGCTTTAATGATGATGCAGCCCACGGACTCTTGCCGGTTCTTTAATCACCCTAAACAAATGACCCTG :  420 
             CATGGTGGAGATGGGCcTTAATGATGATGCAGCCCACGGACTCTTGCCGGTTCTTTAATCACCCTAAgCAgATGACCCTG        
 
                      *       500         *       520         *       540         *       560        
clone_36   : CAAGACATGGGTCGCATGTTTGGGGGCTGGCACCTGTTCCGACACATTGAAACCCGCTTTCAGCTCCTTGCCACTAAGAA :  560 
AF311900.3 : CAAGACATGGGTCGGATGTTTGGGGGCTGGCACCTGTTCCGACACATTGAAACCCGCTTTCAGCTCCTTGCCACTAAGAA :  500 
             CAAGACATGGGTCGcATGTTTGGGGGCTGGCACCTGTTCCGACACATTGAAACCCGCTTTCAGCTCCTTGCCACTAAGAA        
 
                      *       580         *       600         *       620         *       640        
clone_36   : TGAGGGATCCTTCAGCCCCGTGGCGAGTCTTCTCTCCCAGGGAGAGTACCTCACGCGTCGGGACGATGTTAAGTACAGCA :  640 
AF311900.3 : TGAGGGATCCTTCAGCCCCGTGGCGAGTCTTCTCTCCCAGGGAGAGTACCTCACGCGTCGGGACGATGTTAAGTACAGCA :  580 
             TGAGGGATCCTTCAGCCCCGTGGCGAGTCTTCTCTCCCAGGGAGAGTACCTCACGCGTCGGGACGATGTTAAGTACAGCA        
 
                      *       660         *       680         *       700         *       720        
clone_36   : GCGATCACCAGAACCGGTGGCGAAAAGGCGAACAACCGATGACGGGGGGTATTGCTTATGCGACCGGGAAAATGAGACCC :  720 
AF311900.3 : GCGATCACCAGAACCGGTGGCGAAAAGGCGAGCAACCGATGACGGGGGGTATTGCTTATGCGACGGGAAAAATGAGACCC :  660 
             GCGATCACCAGAACCGGTGGCGAAAAGGCGAaCAACCGATGACGGGGGGTATTGCTTATGCGACcGGgAAAATGAGACCC        
 
                      *       740         *       760         *       780         *       800        
clone_36   : GACGAGCAACAGTACCCTGCTATGCCCCCAGACCCCCCAATAATCACCGCTACTACAGCGCAAGGAACGCAAGTCCGCTG :  800 
AF311900.3 : GACGAGCAACAGTACCCTGCTATGCCCCCCGACCCCCCGATTATCACCGCTACCACAGCGCAAGGCACGCAAGTCCGCTG :  740 
             GACGAGCAACAGTACCCTGCTATGCCCCCaGACCCCCCaATaATCACCGCTACtACAGCGCAAGGaACGCAAGTCCGCTG        
 
                      *       820         *       840         *       860         *       880        
clone_36   : CATGAATAGCACGCAAGCGTGGTGGTCATGGGACACATATATGAGCTTTGCAACACTCACAGCACTCGGTGCACAATGGT :  880 
AF311900.3 : CATGAACAGCACGCAAGCTTGGTGGTCGTGGGACACATATATGAGCTTTGCAACACTCACAGCGCTCGGTGCACAATGGT :  820 
             CATGAAtAGCACGCAAGCgTGGTGGTCaTGGGACACATATATGAGCTTTGCAACACTCACAGCaCTCGGTGCACAATGGT        
 
                      *       900         *       920         *       940         *       960        
clone_36   : CTTTTCCTCCAGGGCAACGTTCTGTTTCTAGACGGTCCTTCAACCACCACAAGGCGAGAGGAGCCGGGGACCCCAAAGGC :  960 
AF311900.3 : CTTTCCCTCCAGGGCAACGTTCAGTTTCTAGACGCTCGTTCAACCACCACAAAGCGAGAGGGGCCGGGGACCCCAAGGGA :  900 
             CTTTtCCTCCAGGGCAACGTTCtGTTTCTAGACGgTCcTTCAACCACCACAAgGCGAGAGGaGCCGGGGACCCCAAaGGc        
 
                      *       980         *      1000         *      1020         *      1040        
clone_36   : CAGAGATGGCACACGCTGGTGCCGCTGGGCACGGAGACCATCACCGACAGCTACATGAGTGCACCGGCTTCAGAGCTGGA : 1040 
AF311900.3 : CAGAGATGGCACACGCTTGTTCCGCTCGGCACAGAGACCATCACCGACAGCTACATGAGCGCGCCGGCATCAGAGCTGGA :  980 
             CAGAGATGGCACACGCTgGTgCCGCTgGGCACgGAGACCATCACCGACAGCTACATGAGtGCaCCGGCtTCAGAGCTGGA     
 

รูปท่ี 5.12 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Δ60N_VP1/VP2 ที่เช่ือมเข้ากับพลาสมิด pET28a 
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                      *      1060         *      1080         *      1100         *      1120        
clone_36   : CACTAATTTCTTTACGCTTTACGTAGCGCAAGGCACAAATAAGTCGCAGCAGTACAAGTTCGGCACAGCTACATACGCGC : 1120 
AF311900.3 : CACAAACTTCTTTACGCTTTACGTAGCGCAAGGCACAAATAAATCGCAGCAGTACAAGTTCGGCACAGCTACATACGCGT : 1060 
             CACtAAtTTCTTTACGCTTTACGTAGCGCAAGGCACAAATAAgTCGCAGCAGTACAAGTTCGGCACAGCTACATACGCGc        
 
                      *      1140         *      1160         *      1180         *      1200        
clone_36   : TAAAGGAGCCAGTAATGAAGAGCGATGCATGGGCAGTGGTACGCGTCCAGTCGGTCTGGCAACTGGGTAACAGGCAGAGG : 1200 
AF311900.3 : TAAAGGAACCGGTAATGAAGAGCGATGCATGGGCGGTGGTACGCGTCCAGTCGGTCTGGCAACTGGGTAACAGGCAAAGG : 1140 
             TAAAGGAgCCaGTAATGAAGAGCGATGCATGGGCaGTGGTACGCGTCCAGTCGGTCTGGCAACTGGGTAACAGGCAgAGG        
 
                      *      1220         *      1240         *      1260         *      1280        
clone_36   : CCATACCCATGGGACGTCAACTGGGCCAACAGCACCATGTACTGGGGGTCGCAGCCCGGTGAATTCGATTATGATATCCC : 1280 
AF311900.3 : CCATACCCATGGGACGTCAACTGGGCCAACAGCACCATGTACTGGGGGTCGCAGCCCGGTGAATTCGATTATGATATCCC : 1220 
             CCATACCCATGGGACGTCAACTGGGCCAACAGCACCATGTACTGGGGGTCGCAGCCCGGTGAATTCGATTATGATATCCC        
 
                      *      1300         *      1320         *      1340         *      1360        
clone_36   : GACCACGGAGAACCTGTACTTCCAAGGCATGCACGGGAACGGCGGACAACCGGCCGCTGGGGGCAGTGAATCGGCGCTTA : 1360 
AF311900.3 : GACCACGGAGAACCTGTACTTCCAAGGCATGCACGGGAACGGCGGACAACCGGCCGCTGGGGGCAGTGAATCGGCGCTTA : 1300 
             GACCACGGAGAACCTGTACTTCCAAGGCATGCACGGGAACGGCGGACAACCGGCCGCTGGGGGCAGTGAATCGGCGCTTA        
 
                      *      1380         *      1400         *      1420         *      1440        
clone_36   : GCCGAGAGGGGCAACCTGGGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATTTCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCC : 1440 
AF311900.3 : GCCGAGAGGGGCAACCTGGGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATTTCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCC : 1380 
             GCCGAGAGGGGCAACCTGGGCCCAGCGGAGCCGCGCAGGGGCAAGTAATTTCAAATGAACGCTCTCCAAGAAGATACTCC        
 
                      *      1460         *      1480         *      1500         *      1520        
clone_36   : ACCCGGACCATCAACGGTGTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTTGGAAACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTG : 1520 
AF311900.3 : ACCCGGACCATCAACGGTGTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTTGGAAACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTG : 1460 
             ACCCGGACCATCAACGGTGTTCAGGCCACCAACAAGTTCACGGCCGTTGGAAACCCCTCACTGCAGAGAGATCCGGATTG        
 
                      *      1540         *      1560         *      1580         *      1600        
clone_36   : GTATCGCTGGAATTACAATCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCGCGGTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCG : 1600 
AF311900.3 : GTATCGCTGGAATTACAATCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCGCGCTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCG : 1540 
             GTATCGCTGGAATTACAATCACTCTATCGCTGTGTGGCTGCGCGAATGCTCGCGgTCCCACGCTAAGATCTGCAACTGCG        
 
                      *      1620         *      1640         *      1660         *      1680        
clone_36   : GACAATTCAGAAAGCACTGGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCAACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATC : 1680 
AF311900.3 : GACAATTCAGAAAGCACTGGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCAACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATC : 1620 
             GACAATTCAGAAAGCACTGGTTTCAAGAATGTGCCGGACTTGAGGACCGATCAACCCAAGCCTCCCTCGAAGAAGCGATC        
 
                      *      1700         *      1720         *      1740         *      1760        
clone_36   : CTGCGACCCCTCCGAGTACAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCACTACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAA : 1760 
AF311900.3 : CTGCGACCCCTCCGAGTACAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCACTACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAA : 1700 
             CTGCGACCCCTCCGAGTACAGGGTAAGCGAGCTAAAAGAAAGCTTGATTACCACTACTCCCAGCCGACCCCGAACCGCAA        
 
                      *      1780         *      1800         *      1820         *      1840        
clone_36   : GAAGGTGTATAAGACTGTAAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGATTTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTG : 1840 
AF311900.3 : GAAGGTGTATAAGACTGTAAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGATTTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTG : 1780 
             GAAGGTGTATAAGACTGTAAGATGGCAAGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGATTTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTG        
 
 
                      *      1860         *      1880         *      1900         *      1920        
clone_36   : GCACCACCTCAAGCGACTTCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGCGGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGA : 1920 
AF311900.3 : GCACCAGCTCAAGCGACTTCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGCGGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGA : 1860 
             GCACCAcCTCAAGCGACTTCGACGAAGATATAAATTTCGACATCGGAGGAGACAGCGGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGA        
 
                      *      1940         *      1960             
clone_36   : AGGCCTTTCACAACCCCCGCCCCGGTACGTATAGTGTGACTCGAG : 1965 
AF311900.3 : AGGCCTTTCACAACCCCCGCCCCGGTACGTATAGTGTGA------ : 1899 
             AGGCCTTTCACAACCCCCGCCCCGGTACGTATAGTGTGActcgag        
 
 
 

รูปท่ี 5.13 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Δ60N_VP1/VP2 ที่เช่ือมเข้ากับพลาสมิด pET28a (ต่อเนื่อง) 

 

 
อย่างไรก็ตามเมื่อท าการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลน 36 

เป็นกรดอะมิโนและเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน VP1 และ VP2 ของเช้ือไวรัส 
Chicken anemia virus ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank (Accession No. AAK70847.2 (VP1) และ 

AAK70848.2 (VP2)) ดังแสดงในรูปที่ 5.12 พบว่า ล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลน
ทั้งสองเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของไวรัสทุกต าแหน่ง      
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 จากผลการทดลองนี้ จึงสรุปว่า รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 36 ซึ่งมีล าดับกรด      
อะมิโนเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน VP1 และ VP2 ของไวรัสในทุกต าแหน่ง จึงเหมาะสม
ในการเลือกน าไปใช้ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ในข้ันต่อไป 
 
 
                     *        20         *        40         *        60         *        80         
clone_36  : ----MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGPGLVPRGSLPNPQSTMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVN :  82 
Reference : ------------------------MGPGLVPRGSLPNPQSTMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVN :  58 
            rrytmgsshhhhhhssglvprgshMGPGLVPRGSLPNPQSTMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVN       
 
                   *       100         *       120         *       140         *       160           
clone_36  : LKEFLLASMNLTYVSKIGGPIAGELIADGSQSQAAQNWPNCWLPLDNNVPSATPSAWWRWALMMMQPTDSCRFFNHPKQMTL : 164 
Reference : LKEFLLASMNLTYVSKIGGPIAGELIADGSQSQAAQNWPNCWLPLDNNVPSATPSAWWRWALMMMQPTDSCRFFNHPKQMTL : 140 
            LKEFLLASMNLTYVSKIGGPIAGELIADGSQSQAAQNWPNCWLPLDNNVPSATPSAWWRWALMMMQPTDSCRFFNHPKQMTL       
 
                 *       180         *       200         *       220         *       240             
clone_36  : QDMGRMFGGWHLFRHIETRFQLLATKNEGSFSPVASLLSQGEYLTRRDDVKYSSDHQNRWRKGEQPMTGGIAYATGKMRPDE : 246 
Reference : QDMGRMFGGWHLFRHIETRFQLLATKNEGSFSPVASLLSQGEYLTRRDDVKYSSDHQNRWRKGEQPMTGGIAYATGKMRPDE : 222 
            QDMGRMFGGWHLFRHIETRFQLLATKNEGSFSPVASLLSQGEYLTRRDDVKYSSDHQNRWRKGEQPMTGGIAYATGKMRPDE       
 
               *       260         *       280         *       300         *       320               
clone_36  : QQYPAMPPDPPIITATTAQGTQVRCMNSTQAWWSWDTYMSFATLTALGAQWSFPPGQRSVSRRSFNHHKARGAGDPKGQRWH : 328 
Reference : QQYPAMPPDPPIITATTAQGTQVRCMNSTQAWWSWDTYMSFATLTALGAQWSFPPGQRSVSRRSFNHHKARGAGDPKGQRWH : 304 
            QQYPAMPPDPPIITATTAQGTQVRCMNSTQAWWSWDTYMSFATLTALGAQWSFPPGQRSVSRRSFNHHKARGAGDPKGQRWH       
 
             *       340         *       360         *       380         *       400         *       
clone_36  : TLVPLGTETITDSYMSAPASELDTNFFTLYVAQGTNKSQQYKFGTATYALKEPVMKSDAWAVVRVQSVWQLGNRQRPYPWDV : 410 
Reference : TLVPLGTETITDSYMSAPASELDTNFFTLYVAQGTNKSQQYKFGTATYALKEPVMKSDAWAVVRVQSVWQLGNRQRPYPWDV : 386 
            TLVPLGTETITDSYMSAPASELDTNFFTLYVAQGTNKSQQYKFGTATYALKEPVMKSDAWAVVRVQSVWQLGNRQRPYPWDV       
 
                   420         *       440         *       460         *       480         *         
clone_36  : NWANSTMYWGSQPGEFDYDIPTTENLYFQGMHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTINGVQ : 492 
Reference : NWANSTMYWGSQPGEFDYDIPTTENLYFQGMHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTINGVQ : 468 
            NWANSTMYWGSQPGEFDYDIPTTENLYFQGMHGNGGQPAAGGSESALSREGQPGPSGAAQGQVISNERSPRRYSTRTINGVQ       
 
                 500         *       520         *       540         *       560         *           
clone_36  : ATNKFTAVGNPSLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRVQGKR : 574 
Reference : ATNKFTAVGNPSLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRVQGKR : 550 
            ATNKFTAVGNPSLQRDPDWYRWNYNHSIAVWLRECSRSHAKICNCGQFRKHWFQECAGLEDRSTQASLEEAILRPLRVQGKR       
 
               580         *       600         *       620         *       640         *             
clone_36  : AKRKLDYHYSQPTPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGTTSSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFTTPAPVRIV : 656 
Reference : AKRKLDYHYSQPTPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGTSSSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFTTPAPVRIV : 632 
            AKRKLDYHYSQPTPNRKKVYKTVRWQDELADREADFTPSEEDGGT3SSDFDEDINFDIGGDSGIVDELLGRPFTTPAPVRIV       
 
 
clone_36  : -LE : 658 
Reference : --- :   - 
             le       
 

รูปท่ี 5.14  ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Δ60N_VP1/VP2 ที่
เช่ือมเข้ากับพลาสมิด pET28a  
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5.1.5 การสรา้งรีคอมบิแนนท์พลาสมิดรปูแบบท่ี 5 : pET28–VP2/Full length VP1 

 ส าหรับการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดรูปแบบที่ 5 นี้ พบปัญหาว่าช้ินส่วนของยีน VP1 
ที่มีขนาดเต็ม (Full length VP1) ไม่สามารถเพิ่มจ านวน ด้วยการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ 
ดีเอ็นเอซึ่งสกัดจากอวัยวะม้ามของไก่ติดเช้ือไวรัส CAV เป็นดีเอ็นเอต้นแบบได้ แม้ได้พยายาม
ปรับเปลี่ยนและหาสภาวะที่เหมาะสมต่อปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแล้วแต่ไม่ประสบผลส าเร็จ   
อย่างไรก็ตามจึงได้หาวิธีอื่นที่เหมาะสมโดยการสังเคราะห์ยีน VP1 บางส่วน (Syn_VP1)  จ านวน 410 
คู่เบส ตั้งแต่ต าแหน่งล าดับนิวคลโีอไทด์ที่ 1 ถึง 356 ของยีน VP1 ซึ่งเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แปลรหัส
เป็นกรดอะมิโนในสว่นด้านปลาย N – terminal ของโปรตีน VP1 ซึ่งมีกรดอะมิโนอาร์จินินเป็นจ านวน
มากมีความยาวประมาณ 60 กรดอะมิโน (Δ60N) นอกจากนี้ยังครอบคลุมถึงต าแหน่งตัดจ าเพาะ Nhe I 
ส าหรับตัดต่อช้ินยีนดังกล่าวเพื่อเช่ือมเข้ากับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด VP2/Δ60N_VP1 

 จากการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีน Syn_VP1 โดยอาศัยไพร์เมอร์ จ านวน 10 เส้น ดังแสดง
ในตารางที่ 3.5 ด้วยการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบซ้อนทับ (overlapping PCR) ตามวิธีการที่ 
4.2.2.4  น าช้ินผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน Syn_VP1 ที่เกิดจากไพร์เมอร์แต่ละคู่  ไปวิเคราะห์ด้วยวิธี    
อะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสพบขนาดของช้ินยีน Syn_VP1 ประมาณ 410 คู่เบส (รูปที่ 5.13, เลน 1)   

 

 
รูปท่ี 5.15 ผลของการรันอะกาโรสเจล 1% ของผลิตภัณฑ์ PCR ของช้ินส่วนยีน Syn_VP1 ที่เกิดจาก
การท าปฏิกิริยาลกูโซพ่อลเิมอเรสแบบซ้อนทบั (overlapping PCR)  
 เลน M  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp Ladder (Promega, USA) 
 เลน 1   ช้ินผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน Syn_VP1  
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 และเมื่อท าการโคลนช้ินยีนทีม่ีขนาด 410 คู่เบสเข้าสู่เวคเตอร์ pGEM® - T Easy vector 
แล้วน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีช้ินยีน Syn_VP1 ที่ได้วิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์และตรวจสอบ
ความถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโน พบว่า เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์
ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 29 กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP1 ของเช้ือไวรัส Chicken 
anemia virus ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank (Accession No.AF311900.3) (รูปที่ 5.14) พบว่าไม่มี
ความต่างกันของล าดับนิวคลีโอไทด์    
 
                      *        20         *        40         *        60         *        80          
SynVP1_29  : -----------------------ATGGGGGAATTCGATTATGATATCCCGACCACGGAGAACCTGTACTTCCAAGGCATGGCA :  83 
AM407859.1 : -----------------------------------------------------------------------------ATGGCA :   6 
                                                                                          ATGGCA       
 
                   *       100         *       120         *       140         *       160             
SynVP1_29  : AGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGATTTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACAACCTCAAGCGACTTCGACGAAGATA : 166 
AM407859.1 : AGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGATTTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACAACCTCAAGCGACTTCGACGAAGATA :  89 
             AGACGAGCTCGCAGACCGAGAGGCCGATTTTACGCCTTCAGAAGAGGACGGTGGCACAACCTCAAGCGACTTCGACGAAGATA       
 
                *       180         *       200         *       220         *       240                
SynVP1_29  : TAAACTTCGACATCGGAGGAGACAGCGGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTCACAACCCCCGCCCCGGTACGTATA : 249 
AM407859.1 : TAAACTTCGACATCGGAGGAGACAGCGGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTCACAACCCCCGCCCCGGTACGTATA : 172 
             TAAACTTCGACATCGGAGGAGACAGCGGTATCGTAGACGAGCTTTTAGGAAGGCCTTTCACAACCCCCGCCCCGGTACGTATA       
 
             *       260         *       280         *       300         *       320         *         
SynVP1_29  : GTGTGAGGCTGCCGAACCCCCAATCTACTATGACTATCCGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTCTGCCT : 332 
AM407859.1 : GTGTGAGGCTGCCGAACCCCCAATCTACTATGACTATCCGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTCTGCCT : 255 
             GTGTGAGGCTGCCGAACCCCCAATCTACTATGACTATCCGCTTCCAAGGAATCATCTTTCTCACGGAAGGACTCATTCTGCCT       
 
                  340         *       360         *       380         *       400         *            
SynVP1_29  : AAAAACAGCACAGCGGGGGGCTATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCCAAGATCTCCGTGAACCTGAAAGAGTTCCT : 415 
AM407859.1 : AAAAACAGCACAGCGGGGGGCTATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCCAAGATCTCCGTGAACCTGAAAGAGTTCCT : 338 
             AAAAACAGCACAGCGGGGGGCTATGCAGACCACTTGTACGGGGCGAGAGTCGCCAAGATCTCCGTGAACCTGAAAGAGTTCCT       
 
               420         *          
SynVP1_29  : GCTAGCGTCAATGAACCT : 433 
AM407859.1 : GCTAGCGTCAATGAACCT : 356 
             GCTAGCGTCAATGAACCT       
 
 

รูปท่ี 5.16 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Syn_VP1 ที่เช่ือมเข้ากับพลาสมิด pGEM®-T easy vector 

 
 และเมื่อแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนดังกล่าวเป็นกรด 

อะมิโนและเปรยีบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน VP1 ของเช้ือไวรัส Chicken anemia virus ที่
มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank (Accession No. AAK70847.2) (รูปที่ 5.15) พบว่า ล าดับกรดอะมิโน
ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของไวรัสทุกต าแหน่ง    
 

                      *        20         *        40         *        60         *        80          
Syn_VP1-29 : MGEFDYDIPTTENLYFQGMARRARRPRGRFYAFRRGRWHNLKRLRRRYKLRHRRRQRYRRRAFRKAFHNPRPGTYSVRLPNPQ :  83 
CAL59492.1 : ------------------MARRARRPRGRFYAFRRGRWHNLKRLRRRYKLRHRRRQRYRRRAFRKAFHNPRPGTYSVRLPNPQ :  65 
                               MARRARRPRGRFYAFRRGRWHNLKRLRRRYKLRHRRRQRYRRRAFRKAFHNPRPGTYSVRLPNPQ       
 
                   *       100         *       120         *              
Syn_VP1-29 : STMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVNLKEFLLASMNL : 137 
CAL59492.1 : STMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVNLKEFLLASMNL : 119 
             STMTIRFQGIIFLTEGLILPKNSTAGGYADHLYGARVAKISVNLKEFLLASMNL       
 
 
 

รูปท่ี 5.17 ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Syn_VP1 ที่เช่ือมเข้า
กับพลาสมิด pGEM®-T easy vector 
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  จากการทดลองนี้จึงได้น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 29 มาเพิ่มจ านวนและสกัด 
พลาสมิด     จากนั้นจึงน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEM T - Syn_VP1 โคลนที่ 29  ตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ Nde I และ Nhe I แล้วเช่ือมช้ินยีน Syn_VP1 เข้ากับเวคเตอร์ที่ใช้ในการแสดงออก     
pET 28-VP2/Δ60N_VP1 ซึ่งถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Nhe I เช่นเดียวกัน พบว่า

ภายหลังการเคลือ่นย้ายรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่เซลลเ์จา้บา้น E.coli สายพันธ์ุ DH5 และท าการ
บ่มเช้ือตามวิธีการที่ 4.25 พบมีรีคอมบิแนนท์โคลนที่สามารถเจริญได้อาหารเลี้ยงเช้ือที่มียาปฏิชีวนะ 
กามัยซินเป็นตัวคัดเลือก  แต่พบลักษณะโคโลนีที่ผิดปกติอันเนื่องจากแบคทีเรียตาย จึงไม่สามารถท า
การทดลองเพื่อคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนต่อไปได้ จากผลการทดลองดังกล่าวจึงไม่สามารถสร้าง    
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดรูปแบบที่ 5 VP2/VP1 ได ้
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5.2 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในแบคทีเรีย E.coli 

 เมื่อได้รีคอมบิแนนท์พลาสมิดทั้ง 4 รูปแบบ ได้แก่ pET28a-Δ60N_VP1, pET28a- VP2, 
pET28a-VP2/Δ60N_VP1 และ pET28a-Δ60N_VP1/VP2 ซึ่งมีล าดับกรดอะมิโนถูกต้อง จึงได้น า              
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดแต่ละรูปแบบท าการเคลื่อนย้ายเข้าสู่ เซลล์ เจ้าบ้าน E.coli สายพันธ์ุ         
Roseta-gami บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง LB ที่คัดเลือกด้วยยาปฏิชีวนะ โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30° ซ เป็น
เวลา 12 – 16 ช่ัวโมง  แล้วเลือกโคโลนีเดี่ยวแบบสุ่ม จ านวน 7 โคลน มาท าการแสดงออกของโปรตีน
โดยเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 30° ซ และชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนด้วย isopropyl-ß-D-1-
thiolgalactoside (IPTG) ความเข้มข้น 0.4 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง หลังจากตรวจสอบโปรตีน
ด้วยวิธี SDS-PAGE และตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วยวิธี  Western blotting analysis โดยใช้ 
Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ แล้วจึงคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่มีการแสดงออก
ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนสูงสุดมา จ านวน 3 โคลน ท าการแสดงออกของโปรตีนอีกครั้งและคัดเลือก     
รีคอมบิแนนท์โคลนที่มีการแสดงออกของโปรตีนสูงสุดเพียงโคลนเดียว  และน าไปใช้ในการหาภาวะที่
เหมาะสมต่อการแสดงออกของโปรตีน โดยเริ่มจากการแปรผันความเข้มข้นของ IPTG ที่ใช้ชักน าให้มีการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน หลังจากนั้นจึงแปรผันอุณหภูมิที่ใช้ในการแสดงออกขอ ง                
รีคอมบิแนนท์โปรตีนและทดสอบความสามารถในการละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่แต่ละอุณหภูมิ 
แล้วจึงแปรผันระยะเวลาที่ใช้ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเป็นล าดับสุดท้าย จากการ
ทดลองดังกล่าวได้ผลการศึกษาของแต่ละรีคอมบิแนนท์โปรตีน ดังนี้ 
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 5.2.1 ผลการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 

  จากผลการคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่สามารถสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีน
Δ60N_VP1 พบว่ารีคอมบิแนนท์โคลนที่ถูกคัดเลือกทั้ง 7 โคลน ภายหลังถูกชักน าด้วย IPTG แล้ว
สามารถแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ได้ทุกโคลน โดยพบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 45 
กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณเพิ่มขึ้น (รูปที่ 5.16A, เลน 1-7)     เมื่อเปรียบเทียบกับรีคอมบิแนนท์   
พลาสมิด pET28 เปล่า (รูปที่ 5.16A, เลน Un)  ซึ่งขนาดที่เพิ่มข้ึนนั้นเป็นขนาดเดียวกับขนาดที่ประมาณ
การไว้จากล าดับกรดอะมิโน  
A      B 

 
 
รูปท่ี 5.18 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดจากเซลล์ E.coli        
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1 จ านวน 7  โคลนที่ถูกชักน าด้วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG ที่
อุณหภูมิ 30 ° ซ  เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1 – 7 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1 โคลนที่ 1 – 7 ตามล าดับ 
 เลน Un รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 ที่ไม่มีการชักน าด้วย IPTG 
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –IHHNV 
 
  นอกจากนี้ผลจากการตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วยวิธี  Western blotting 
analysis โดยใช้ Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์
โปรตีน Δ60N_VP1 ซึ่งมี His6 Tag และใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกัน    
(รูปที่ 5.16B, เลน +VE) เป็นตัวควบคุมบวก พบแถบสัญญาณปรากฏที่ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน 
(kDa) ทั้ง 7 เลน (รูปที่ 5.16B, เลน 1-7) จึงยืนยันได้ว่ารีคอมบิแนนท์โคลนทั้ง 7 โคลน สามารถชักน าให้
มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตันได้จึงคัดเลือก     
รีคอมบิแนนท์โคลนมา จ านวน 3 โคลน ดังนี้คือ 2, 3 และ 6 ไปท าการแสดงออกของโปรตีนโดยใช้
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สภาวะการชักน าเช่นเดิม  ผลพบว่ารีคอมบิแนนท์โคลนทั้ง 3 โคลน มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์
โปรตีน Δ60N_VP1 ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน โดยรีคอมบิแนนท์โคลนที่ 3 สามารถแสดงออก     
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ได้เหมาะสมที่สุดโดยมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 

Δ60N_VP1 มากสุด เมื่อเปรียบเทียบกับรีคอมบิแนนท์โคลนที่ 2 และ 6 (รูปที่ 5.17A และ 5.17B)  ใน
การศึกษานี้จึงได้เลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่ 3 ส าหรับน าไปใช้ทดลองในข้ันต่อไป  
A      B 

 
 
รูปท่ี 5.19 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์  E.coli       
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1 จ านวน 3 โคลน ที่ถูกชักน าด้วย 0.4  มิลลิโมลาร์ IPTG ที่
อุณหภูมิ 30° ซ  เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน Un ไม่มีการชักน าด้วย IPTG  
 เลน In มีการชักน าด้วย IPTG  
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -IHHNV 
 2, 3 และ 6 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1 โคลนที่ 2, 3 และ 6 ตามล าดับ 
 pET 28 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 
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  หลังจากนั้นจึงได้น ารีคอมบิแนนท์โคลนที ่3 มาศึกษาการแปรผันปริมาณ IPTG ความ
เข้มข้นสุดท้ายที่ใช้ชักน าให้มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ตั้งแต่ 0.1 – 0.7 มิลลิโมลาร์ 
เปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG พบว่าความเข้มข้นของ IPTG สุดท้ายทั้ง 7 ระดับ สามารถชัก
น าการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ได้ โดยพบแถบโปรตีนขนาด ประมาณ 45         
กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณเพิ่มข้ึนในทุกเลน (รูปที่ 5.18A, เลน 1-7) เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน า
ด้วย IPTG (รูปที่ 5.18 A, เลน Un) สอดคล้องกับผลของวิธี Western blotting analysis โดยใช้      
Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 
และใช้   รีคอมบิแนนท์โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกัน (รูปที่ 5.18A, เลน +VE) เป็นตัว
ควบคุมบวก พบแถบสัญญาณขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน (kDa) ในทุกเลน (รูปที่ 5.18B, เลน      
0.1-0.7) จึงยืนยันได้ว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 พบได้ที่ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน (kDa)   
โดยที่ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG 0.2 มิลลิโมลาร์ สามารถชักน าให้รีคอมบิแนนท์โคลนมีการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ได้ในระดับที่เหมาะสมที่สุดโดยมีการแสดงออกของ    
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 มากสุด เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อใช้ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของ 
IPTG อื่นๆ อีก 6 ระดับ  
A      B   

 
 
รูปท่ี 5.18 SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์ E.coli            
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1 โคลนที่ 3 ซึ่งถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้นต่างๆ ที่
อุณหภูมิ 30° ซ  เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน Un ไม่มีการชักน าด้วย IPTG  
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –IHHNV ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
 0.1 – 0.7 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1 โคลนที่ 3 ถูกชักน าด้วย IPTG ความ

เข้มข้นสุดท้าย 0.1 – 0.7 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ 
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   ในการทดลองหาอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
Δ60N_VP1 จึงได้น ารีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1 โคลนที่ 3 มาชักน าให้เกิดการแสดงออก
ของโปรตีน ด้วยความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG  0.2 มิลลิโมลาร์   โดยใช้อุณหภูมิต่างๆ ดังนี้คือ 16° ซ, 
25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  พบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณเพิ่มขึ้น เมื่อ
ใช้อุณหภูมิที่ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ (รูปที่ 5.19A, เลน 2, 4, 6 และ 8)  ในขณะที่อุณหภูมิ 16° ซ  
ไม่พบการเพิ่มข้ึนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 (รูปที่ 5.19A, เลน 2) เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อ
ไม่ได้ชักน าด้วย IPTG (รูปที่ 5.19A, เลน 1, 3, 5 และ 7) 
A      B 

 
 
รูปท่ี 5.19 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์  E.coli      
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1 โคลนที่ 3 ซึ่งถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ 
ที่อุณหภูมิต่างๆ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1, 3, 5, 7 ไม่มีการชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ  
   16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  ตามล าดับ  
 เลน 2, 4, 6, 8 มีการชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ  
   16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ ตามล าดับ 
 เลน 9   รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 ที่มีการชักน าด้วย IPTG  
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  สอดคล้องกับผลของวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His Tag Antibody 
เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 และใช้รีคอมบิแนนท์
โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกัน (รูปที่ 5.19B, เลน +VE) เป็นตัวควบคุมบวก พบแถบสัญญาณ
ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน (kDa) ที่อุณหภูมิ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  (รูปที่ 5.19B, เลน 4, 6 และ 
8)   ในขณะที่อุณหภูมิ 16° ซ  ไม่พบแถบสัญญาณที่ขนาดดังกล่าว (รูปที่ 5.19B, เลน 2)   จากผลการ
ทดลองแสดงว่าที่อุณหภูมิ  25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
Δ60N_VP1 เกิดข้ึน และพบการย่อยของโปรตีนบางส่วนโดยสังเกตได้จากแถบสัญญาณที่เกิดข้ึน    
อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 เมื่อใช้อุณหภูมิ
ทั้ง 3 อุณหภูมินี้ พบว่า รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 สามารถแสดงออกได้ในระดับที่เหมาะสม
ที่สุดเมื่อใช้อุณหภูมิ 25° ซ โดยมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 มากสุด เมื่อ
เปรียบเทียบกับเมื่อใช้อุณหภูมิ 30° ซ  และ 37° ซ   
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  เมื่อน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ซึ่งแสดงออกที่อุณหภูมิต่างๆทั้ง 4 อุณหภูมิ 
มาทดสอบคุณสมบัติการละลายของโปรตีนพบแถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ขนาดประมาณ 
45 กิโลดาลตัน (kDa) ที่อุณหภูมิ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ อยู่ในส่วนที่ไม่ละลาย  ในขณะที่อุณหภูมิ 
16° ซ  ไม่พบแถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ที่ขนาดดังกล่าวทั้งในส่วนที่ละลายและไม่ละลาย 
(รูปที่ 5.20A) สอดคล้องกับผลการทดสอบด้วยวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His Tag 
Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 และใช้         
รีคอมบิแนนท์โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกันเป็นตัวควบคุมบวก พบแถบสัญญาณขนาด
ประมาณ 45 กิโลดาลตัน (kDa) ที่อุณหภูมิ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  ในส่วนที่ไม่ละลายเช่นเดียวกัน 
และพบการย่อยของโปรตีนบางส่วนโดยสังเกตได้จากแถบสัญญาณที่เกิดข้ึนทั้งสามอุณหภูมิ (รูปที่ 
5.20B) แต่ในส่วนที่ละลายไม่พบแถบสัญญาณใดๆปรากฏ    ในขณะที่อุณหภูมิ 16° ซ ซึ่งไม่พบแถบ
สัญญาณใดๆ ที่ขนาดดังกล่าวเกิดข้ึนในทั้งสองส่วน    
A      B 

       
รูปท่ี 5.20 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของการทดสอบคุณสมบัติการละลาย
ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์  E.coli รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1 โคลนที่ 3 ซึ่งถูกชักน า
ด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิต่างๆ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน I  ส่วนที่ไม่ละลาย (Inclusion bodies) 
 เลน S ส่วนที่ละลาย (Supernatant) 
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –IHHNV ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
 16, 25, 30, 37  อุณหภูมิ 16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  ตามล าดับ  
 
 จากผลการทดลองนี้จึงท าการเลือกอุณหภูมิ  25°  ซ เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ซึ่งมีคุณสมบัติไม่ละลาย 
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  ในการทดลองสุดท้ายจึงได้หาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของรคีอมบิแนนท์
โปรตีน Δ60N_VP1 จึงได้น ารีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1 โคลนที่ 3 มาชักน าให้เกิดการ
แสดงออกของโปรตีน ด้วยความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG  0.2 มิลลิโมลาร์  และใช้อุณหภูมิ 25° ซ   โดย
ใช้ระยะเวลาในการชักน าให้มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1ต่างๆ ดังนี้คือ 1, 2, 3 
และ 4 ช่ัวโมง พบแถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน (kDa) มี
ปริมาณเพิ่มขึ้น  เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG (รูปที่ 5.21A, เลน Un) ในทุกเลนทั้ง 4 
ช่ัวโมง (รูปที่ 5.21A, เลน 1h – 4h)  โดยพบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 มีการแสดงออกสูงสุด
เมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าที่ 3 ช่ัวโมง  

 
 
รูปท่ี 5.21 SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์ E.coli   
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1 โคลนที่ 3 ซึ่งถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.2          
มิลลิโมลาร์  ที่อุณหภูมิ 25° ซ  เมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าต่างๆ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1 h – 4 h  ระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง ซึ่งใช้ชักน าให้เกิดการแสดงออกของ   

รีคอมบิแนนท์โปรตีน  
 เลน Un  ไม่มีการชักน าด้วย IPTG 
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 สอดคล้องกับผลจากวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His Tag Antibody 
เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ซึ่งพบแถบสัญญาณขนาด
ประมาณ  45 กิโลดาลตัน (kDa)  เมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าทั้ง 4 ช่ัวโมงเช่นเดียวกัน  และพบว่าแถบ
สัญญาณมีความเข้มมากสุดเมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าที่ 3 ช่ัวโมง (รูปที่ 5.21B, 3h) จากการทดลองนี้
จึง เลือกใช้ระยะเวลาในการชักน าที่  3 ช่ัวโมง เป็นระยะเวลาที่ เหมาะสมในการใช้ชักน าให้                    
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 มีการแสดงออกได้เหมาะสมที่สุดโดยมีการแสดงออกของ              
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 มากสุด เมื่อเปรียบเทียบกับระยะเวลาอื่นๆ 
  จากการศึกษาน้ีจึงได้รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1 โคลนที่ 3 ซึ่งมีการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ที่มีคุณสมบัติไม่ละลายอยู่โดยสามารถแสดงออกได้
เหมาะสมที่สุด เมื่อใช้ความเข้มข้น IPTG 0.2 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25° ซ  ระยะเวลา 3 ช่ัวโมง 
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5.2.2 ผลการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 

  จากผลการคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่สามารถสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 
พบว่ารีคอมบิแนนท์โคลนที่ถูกคัดเลือกทั้ง 7 โคลน ภายหลังถูกชักน าด้วย IPTG แล้วสามารถแสดงออก 
รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ได้ทุกโคลน โดยพบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน (kDa) มี
ปริมาณเพิ่มขึ้น (รูปที่ 5.22A, เลน 1-7)      เมื่อเปรียบเทียบกับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28 เปล่า 
(รูปที่ 5.22A, เลน Un)  ซึ่งขนาดที่เพิ่มข้ึนนั้นเป็นขนาดเดียวกับขนาดที่ประมาณการไว้จากล าดับ      
กรดอะมิโน 
A      B 

      
รูปท่ี 5.22 SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์  E.coli       
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28–VP2 จ านวน 7 โคลน ที่ถูกชักน าด้วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG ที่อุณหภูมิ  
30° ซ  เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1 – 7 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2 โคลนที่ 1 – 7 ตามล าดับ 
 เลน Un รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 ที่ไม่มีการชักน าด้วย IPTG 
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –IHHNV ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
 
  นอกจากนี้ผลจากการตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วยวิธี  Western blotting 
analysis โดยใช้ Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์
โปรตีน VP2 ซึ่งมี His6 Tag และใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกัน (รูปที่ 
5.22B, เลน +VE) เป็นตัวควบคุมบวก พบแถบสัญญาณปรากฏที่ขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน (kDa) 
ทั้ง 7 เลน (รูปที่ 5.22B, เลน 1-7) จึงยืนยันได้ว่ารีคอมบิแนนท์โคลนทั้ง 7 โคลน สามารถชักน าให้มีการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตันได้ จึงคัดเลือกรีคอมบิแนนท์
โคลนมา จ านวน 3 โคลน ดังนี้คือ 3, 4 และ 7 ไปท าการแสดงออกของโปรตีนโดยใช้สภาวะการชักน า
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เช่นเดิม  ผลพบว่ารีคอมบิแนนท์โคลนทั้ง 3 โคลน มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ขนาด
ประมาณ 28 กิโลดาลตันในระดับเท่ากัน (รูปที่ 5.23A และ 5.23B)   ในการศึกษานี้จึงได้เลือก            
รีคอมบิแนนท์โคลนที่ 4 ส าหรับน าไปใช้ทดลองในข้ันต่อไป  
A      B      

 
 
รูปท่ี 5.23 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์  E.coli          
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2 จ านวน 3 โคลน ที่ถูกชักน าด้วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG ที่อุณหภูมิ 
30° ซ  เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน Un ไม่มีการชักน าด้วย IPTG  
 เลน In มีการชักน าด้วย IPTG  
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –IHHNV ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
 3, 4 และ 7 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2 โคลนที่ 3, 4 และ 7 ตามล าดับ 
 pET 28 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 
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  หลังจากนั้นจึงได้น ารีคอมบิแนนท์โคลนที ่4 มาศึกษาการแปรผันปริมาณ IPTG ความ
เข้มข้นสุดท้ายที่ใช้ชักน าให้มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ตั้งแต่ 0.1 – 0.7 มิลลิโมลาร์ 
เปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG พบว่าความเข้มข้นของ IPTG สุดท้ายทั้ง 7 ระดับ สามารถชัก
น าการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ได้ โดยพบแถบโปรตีนขนาดประมาณ  28 กิโลดาลตัน 
(kDa) มีปริมาณเพิ่มข้ึนในทุกเลน (รูปที่ 5.24A, เลน 1-7) เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG 
(รูปที่ 5.24A, เลน Un) สอดคล้องกับผลของวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His Tag 
Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 และใช้รีคอมบิแนนท์
โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกัน (รูปที่ 5.24A, เลน +VE) เป็นตัวควบคุมบวก พบแถบสัญญาณ
ขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน (kDa) ในทุกเลน (รูปที่  5.24B, เลน 0.1-0.7) จึงยืนยันได้ว่า                
รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 พบที่ขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน (kDa)   และพบระดับการแสดงออกของ
รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ใกล้เคียงกันเมื่อใช้ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG ทั้ง 7 ระดับ  แต่เมื่อ
ใช้ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG 0.2 มิลลิโมลาร์ สามารถชักน าให้รีคอมบิแนนท์โคลนให้มีการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ได้ในระดับสูงกว่าเล็กน้อย  เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อใช้ระดับ
ความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG อื่นๆ อีก 6 ระดับ  
A      B   

 
 
รูปท่ี 5.24 SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์ E.coli              
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2 โคลนที่ 4 ซึ่งถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้นต่างๆ ที่อุณหภูมิ     
30° ซ  เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน Un ไม่มีการชักน าด้วย IPTG  
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –IHHNV ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
 0.1 – 0.7 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2 โคลนที่ 4 ถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น

สุดท้าย 0.1 – 0.7 มิลลิโมลาร์ตามล าดับ 
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  ในการทดลองหาอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 จึง
ได้น ารีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -VP2 โคลนที่ 4 มาชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนด้วยความ
เข้มข้นสุดท้ายของ IPTG  0.2  มิลลิโมลาร์ โดยใช้อุณหภูมิต่างๆ ดังนี้คือ 16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ   
37° ซ พบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณเพิ่มขึ้น เมื่อใช้อุณหภูมิที่ 25° ซ, 
30° ซ และ 37° ซ  (รูปที่ 5.25A, เลน 2, 4, 6 และ 8)  ในขณะที่อุณหภูมิ 16° ซ  ไม่พบการเพิ่มขึ้นของ 
รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 (รูปที่ 5.25A, เลน 2) โดยเปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG         
(รูปที่ 5.25A, เลน 1, 3, 5 และ 7) 
A     B 

 
 
รูปท่ี 5.25 SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์  E.coli       
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2 โคลนที่ 4 ซึ่งถูกชักน าด้วย  IPTG ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์      
ที่อุณหภูมิต่างๆ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1, 3, 5, 7 ไม่มีการชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ     

16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  ตามล าดับ  
 เลน 2, 4, 6, 8 มีการชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ         

16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ ตามล าดับ 
 เลน 9   รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
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  สอดคล้องกับผลของวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His Tag Antibody 
เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 และใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนชนิด
อื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกัน (รูปที่ 5.25B, เลน 9) เป็นตัวควบคุมบวก พบแถบสัญญาณขนาดประมาณ 
28 กิโลดาลตัน (kDa) ที่อุณหภูมิ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ (รูปที่ 5.25B, เลน 4, 6 และ 8) ในขณะที่
อุณหภูมิ 16° ซ ไม่พบแถบสัญญาณที่ขนาดดังกล่าว (รูปที่ 5.25B, เลน 2) จากผลการทดลองแสดงว่าที่
อุณหภูมิ  25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 เกิดข้ึน และพบ
การย่อยของโปรตีนบางส่วนโดยสังเกตได้จากแถบสัญญาณที่เกิดข้ึน    อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบ
ระดับการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2  เมื่อใช้อุณหภูมิทั้ง 3 อุณหภูมินี้ พบว่า                
รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 สามารถแสดงออกได้ในระดับที่เหมาะสมที่สุดเมื่อใช้อุณหภูมิ 25° ซ   โดยมี
การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 มากสุด เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อใช้อุณหภูมิ 30° ซ และ 
37° ซ 
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  เมื่อน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ซึ่งแสดงออกที่อุณหภูมิต่างๆ ทั้ง 4 อุณหภูมิ       
มาทดสอบคุณสมบัติการละลายของโปรตีนพบแถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ขนาดประมาณ 28        
กิโลดาลตัน (kDa) ที่อุณหภูมิ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ อยู่ในส่วนที่ละลายทั้งหมด  ในขณะที่อุณหภูมิ 
16° ซ ไม่พบแถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ที่ขนาดดังกล่าวทั้งในส่วนที่ละลายและไม่ละลาย (รูปที่ 
5.26A) สอดคล้องกับผลการทดสอบด้วยวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His Tag 
Antibody เป็น แอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 พบแถบสัญญาณ
ขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน (kDa) ที่อุณหภูมิ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ ในส่วนที่ละลายและพบการ
ย่อยของโปรตีนบางส่วนโดยสงัเกตได้จากแถบสญัญาณที่เกิดข้ึนทั้งสามอุณหภูมิแต่ในส่วนที่ไม่ละลายไม่
พบแถบสัญญาณใดๆปรากฏ    ในขณะที่อุณหภูมิ 16° ซ ซึ่งไม่พบแถบสัญญาณใดๆ ที่ขนาดดังกล่าว
เกิดข้ึนในทั้งสองส่วน (รูปที่ 5.26B)  จากผลการทดลองนี้จึงท าการเลือกอุณหภูมิ 25° ซ เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมส าหรับใช้ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ซึ่งมีคุณสมบัติละลาย 
A      B 

     
รูปท่ี 5.26 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B)  ของการทดสอบคุณสมบัติการ
ละลายของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์  E.coli  รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2 โคลนที่ 4 ซึ่งถูกชักน า
ด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิต่างๆ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน I  ส่วนที่ไม่ละลาย (Inclusion bodies) 
 เลน S ส่วนที่ละลาย (Supernatant) 
 เลน Un รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 ที่ไม่มีการชักน าด้วย IPTG 
 16, 25, 30, 37  อุณหภูมิ 16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  ที่ใช้ชักน าให้เกิดการ

แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ตามล าดับ  
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  ในการทดลองสุดท้ายจึงได้หาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของรคีอมบิแนนท์
โปรตีน VP2 จึงได้น ารีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2 โคลนที่ 4 มาชักน าให้เกิดการแสดงออกของ
โปรตีน ด้วยความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG  0.2  มิลลิโมลาร์  และใช้อุณหภูมิ 25° ซ โดยใช้ระยะเวลาใน
การชักน าให้มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ต่างๆ ดังนี้คือ 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง พบ
แถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณเพิ่มขึ้นในทุกเลนทั้ง 4 
ช่ัวโมง (รูปที่ 5.27A, เลน 1h – 4h)  โดยพบรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 มีการแสดงออกสูงสุดที่ใกล้เคียง
กันเมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าที่ 3 และ 4 ช่ัวโมง สอดคล้องกับผลจากวิธี Western blotting 
analysis โดยใช้ Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์
โปรตีน VP2 ซึ่งพบแถบสัญญาณขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน (kDa)  เมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าทั้ง 
4 ช่ัวโมงเช่นเดียวกัน  และพบว่าแถบสัญญาณมีความเข้มมากสุดเมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าที่ 3 และ 
4 ช่ัวโมง แต่ในช่ัวโมงที่ 3 พบโปรตีนถูกย่อยน้อยกว่า (รูปที่ 5.27B, 3h และ 4h)  จากการทดลองนี้จึง
เลือกใช้ระยะเวลาในการชักน าที่ 3 ช่ัวโมง เป็นระยะเวลาที่เหมาะสมในการใช้ชักน าให้รีคอมบิแนนท์
โปรตีน VP2 มีการแสดงออกได้เหมาะสมที่สุดโดยมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2      
มากสุด เมื่อเปรียบเทียบกับระยะเวลาอื่นๆ 
A      B 

 
 
รูปท่ี 5.27 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์ E.coli   
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2 โคลนที่ 4 ซึ่งถูกชักน าด้วย  IPTG ความเข้มข้น  0.2 มิลลิโมลาร์     
ที่อุณหภูมิ 25° ซ  เมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าต่างๆ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1 h – 4 h  ระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง ซึ่งใช้ชักน าให้เกิดการแสดงออกของ   

รีคอมบิแนนท์โปรตีน ตามล าดับ 
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  จากการศึกษานี้จึงได้รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -VP2 โคลนที่ 4 ซึ่งมีการแสดงออก
ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน VP2 ที่มีคุณสมบัติในการละลายโดยสามารถแสดงออกได้เหมาะสมที่สุด เมื่อ
ใช้ความเข้มข้น IPTG 0.2 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25° ซ  ระยะเวลา 3 ช่ัวโมง 
 

5.2.3 ผลการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 

  จากผลการคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่สามารถสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีน
VP2/Δ60N_VP1 พบว่ารีคอมบิแนนท์โคลนที่ถูกคัดเลือกทั้ง 7 โคลน ภายหลังถูกชักน าด้วย IPTG 
สามารถแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ได้ทุกโคลน โดยพบแถบโปรตีนขนาด
ประมาณ 73 กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณเพิ่มขึ้น (รูปที่ 5.28A, เลน 1-7)    เมื่อเปรียบเทียบกับ         
รีคอมบิแนนท์ที่มีพลาสมิด pET28 เปล่า (รูปที่ 5.28A, เลน Un)  ซึ่งขนาดที่เพิ่มขึ้นน้ันเป็นขนาด
เดียวกับขนาดที่ประมาณการไว้จากล าดับกรดอะมิโน 
A      B 

 
       
รูปท่ี 5.28 SDS-PAGE (A) และ  Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์  E.coli     
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2/Δ60N_VP1 จ านวน  7  โคลนที่ถูกชักน าด้วย 0.4  มิลลิโมลาร ์IPTG 
ที่อุณหภูมิ 30° ซ  เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1 – 7 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28–VP2/Δ60N_VP1 โคลนที่ 1 – 7 ตามล าดับ 
 เลน Un รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 ที่ไม่มีการชักน าด้วย IPTG 
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –IHHNV ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
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  นอกจากนี้ผลจากการตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วยวิธี  Western blotting 
analysis โดยใช้ Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์
โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ซึ่งมี His6 Tag และใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกัน 
(รูปที่ 5.28B, เลน +VE) เป็นตัวควบคุมบวก พบแถบสัญญาณปรากฏที่ขนาดประมาณ 73 กิโลดาลตัน 
(kDa) ทั้ง 7 เลน (รูปที่ 5.28B, เลน 1-7) จึงยืนยันได้ว่ารีคอมบิแนนท์โคลนทั้ง 7 โคลน สามารถถูกชักน า
ให้เกิดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ขนาดประมาณ 73 กิโลดาลตันได้ จึง
คัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนมา จ านวน 3 โคลน ดังนี้คือ 2, 3 และ 6 ไปท าการแสดงออกของโปรตีนโดย
ใช้สภาวะการชักน าเช่นเดิม  ผลพบว่ารีคอมบิแนนท์โคลนทั้ง 3 โคลน มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์
โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ขนาดประมาณ 73 กิโลดาลตัน ในระดับใกล้เคียงกัน (รูปที่ 5.29A และ 
5.29B)   ในการศึกษานี้จึงได้เลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่ 2 ส าหรับน าไปใช้ทดลองในข้ันต่อไป 
  
A      B 

 
 
รูปท่ี 5.29 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์ E.coli            
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2 จ านวน 3 โคลน ที่ถูกชักน าด้วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG ที่อุณหภูมิ 
30° ซ  เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน Un ไม่มีการชักน าด้วย IPTG  
 เลน In มีการชักน าด้วย IPTG  
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -IHHNV 
 2, 3 และ 6 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2/Δ60N_VP1โคลนที่ 2, 3 และ 6 ตามล าดับ 
 pET 28 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 
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  หลังจากนั้นจึงได้น ารีคอมบิแนนท์โคลนที ่2  มาศึกษาการแปรผนัความเข้มข้นสดุท้าย
ของ IPTG ที่ใช้ชักน าให้มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ตั้งแต่ 0.1 – 0.7 มิลลิโมลาร์ 
เปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG พบว่าความเข้มข้นของ IPTG สุดท้ายทั้ง 7 ระดับ สามารถชัก
น าให้เกิดการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ได้ โดยพบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 
73 กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณเพิ่มข้ึนในทุกเลน (รูปที่ 5.30A, เลน 1-7) เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้
ชักน าด้วย IPTG (รูปที่ 5.30 A, เลน Un) ซึ่งสอดคล้องกับผลของวิธี Western blotting analysis  โดย
ใช้ Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
VP2/Δ60N_VP1 และใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกัน (รูปที่ 5.30B,       
เลน +VE) เป็นตัวควบคุมบวก พบแถบสัญญาณขนาดประมาณ 73 กิโลดาลตัน (kDa) ในทุกเลน        
(รูปที่ 5.30B, เลน 1-7)  จึงยืนยันได้ว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 พบได้ที่ขนาดประมาณ 
73 กิโลดาลตัน (kDa)   โดยที่ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG ที่ 0.3 และ 0.6 มิลลิโมลาร์ สามารถ
ชักน าให้รีคอมบิแนนท์โคลนมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ได้ในระดับสูง
เมื่อเปรียบเทียบกับที่ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG อื่นๆ อีก 5 ระดับ  แต่การศึกษานี้ได้เลือก
ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG ที่ 0.3 มิลลิโมลาร์ เป็นระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมโดยพบการ
ย่อยของโปรตีนน้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับที่ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG ที่ 0.6 มิลลิโมลาร์ 
A      B 

 
รูปท่ี 5.28 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์ E.coli           
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28–VP2/Δ60N_VP1 โคลนที่ 2 ซึ่งถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้นต่างๆ ที่
อุณหภูมิ 30° ซ  เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน Un ไม่มีการชักน าด้วย IPTG  
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28–IHHNV ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
 0.1 – 0.7 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28–VP2/Δ60N_VP1โคลนที่ 2 ถูกชักน าด้วย IPTG 

ความเข้มข้นสุดท้าย 0.1 – 0.7 มิลลิโมลาร์ตามล าดับ 
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  ในการทดลองหาอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
VP2/Δ60N_VP1 จึงได้น ารีคอมบิแนนท์โคลน pET28-VP2/Δ60N_VP1 โคลนที่ 2 มาชักน าให้เกิดการ
แสดงออกของโปรตีนด้วยความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG 0.3 มิลลิโมลาร์   โดยใช้อุณหภูมิต่างๆ ดังนี้คือ 
16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  พบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 73 กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณ
เพิ่มขึ้น เมื่อใช้อุณหภูมิที่ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ (รูปที่ 5.31A, เลน 2, 4, 6 และ 8)  ในขณะที่
อุณหภูมิ 16° ซ  ไม่พบการเพิ่มขึ้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 (รูปที่ 5.31A, เลน 2) 
โดยเปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG (รูปที่ 5.31A, เลน 1, 3, 5 และ 7) 
A      B 

    
รูปท่ี 5.29 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์ E.coli       
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2/Δ60N_VP1 โคลนที่  2  ซึ่งถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.3 
มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิต่างๆ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1, 3, 5, 7 ไม่มีการชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ  
   16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  ตามล าดับ  
 เลน 2, 4, 6, 8 มีการชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ  
  16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  ตามล าดับ 
 เลน 9   รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
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  สอดคล้องกับผลของวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His Tag Antibody 
เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1และใช้รีคอมบิแนนท์
โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกัน (รูปที่ 5.31B, เลน +VE) เป็นตัวควบคุมบวก พบแถบสัญญาณ
ขนาดประมาณ 73 กิโลดาลตัน (kDa) ที่อุณหภูมิ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ (รูปที่ 5.31B, เลน 4, 6 และ 
8)  ในขณะที่อุณหภูมิ 16° ซ  ไม่พบแถบสัญญาณที่ขนาดดังกล่าว (รูปที่ 5.31B, เลน 2) จากผลการ
ทดลองแสดงว่าที่อุณหภูมิ  25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
VP2/Δ60N_VP1 เกิดข้ึน โดยพบระดับการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 
สูงสุดเมื่อใช้อุณหภูมิ 25° ซ และลดลงเมื่อใช้อุณหภูมิ  30° ซ และ 37° ซ ตามล าดับ แต่พบการย่อย
ของโปรตีนสูงสุดเมื่อใช้อุณหภูมิ 25° ซ เช่นกัน    
A      B 

     
รูปท่ี 5.30 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของการทดสอบคุณสมบัติการละลาย
ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์  E.coli  รีคอมบิแนนท์โคลน  pET28–VP2/Δ60N_VP1 โคลนที่ 2 ซึ่งถูก
ชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิต่างๆ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน I  ส่วนที่ไม่ละลาย (Inclusion bodies) 
 เลน S ส่วนที่ละลาย (Supernatant) 
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28–IHHNV ที่มีการชักน าด้วย IPTG  
 16, 25, 30, 37  อุณหภูมิ 16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ ที่ใช้ชักน าให้เกิดการ

แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ตามล าดับ  
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  เมื่อน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ซึ่งแสดงออกที่อุณหภูมิต่างๆทั้ง        
4 อุณหภูมิ มาทดสอบคุณสมบัติการละลายของโปรตีนพบแถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1
ขนาดประมาณ 73 กิโลดาลตัน (kDa) ที่อุณหภูมิ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ อยู่ในส่วนที่ไม่ละลาย  
ในขณะที่อุณหภูมิ 16° ซ ไม่พบแถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ที่ขนาดดังกล่าวทั้งในส่วน
ที่ละลายและไม่ละลาย (รูปที่ 5.32A) สอดคล้องกับผลการทดสอบด้วยวิธี Western blotting analysis 
โดยใช้ Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
VP2/Δ60N_VP1 และใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกันเป็นตัวควบคุมบวก 
พบแถบสัญญาณขนาดประมาณ 73 กิโลดาลตัน (kDa) ที่อุณหภูมิ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ อยู่ในส่วน
ที่ไม่ละลายและมีความเข้มของแถบสัญญาณที่ขนาด 73  กิโลดาลตัน (kDa) ลดลง ตามล าดับอีกทั้งพบ
การย่อยของโปรตีนเกิดข้ึนโดยสังเกตได้จากแถบสัญญาณที่อุณหภูมิ 25° ซ และ 30° ซ (รูปที่ 5.32B) 
แต่ในส่วนที่ละลายไม่พบแถบสัญญาณใดๆปรากฏ    ในขณะที่อุณหภูมิ 16° ซ ซึ่งไม่พบแถบสัญญาณ
ใดๆ ที่ขนาดดังกล่าวเกิดข้ึนในทั้งสองส่วน    
 
A       B 

              
 
รูปท่ี 5.31 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์  E.coli       
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –VP2/Δ60N_VP1 โคลนที่ 2 ซึ่งถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.3   
มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25° ซ  เมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าต่างๆ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1 h – 4 h  ระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง ซึ่งใช้ชักน าให้เกิดการแสดงออกของ   

รีคอมบิแนนท์โปรตีน ตามล าดับ 
 เลน Un  ไม่มีการชักน าด้วย IPTG  
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  จากผลการทดลองนี้จึงท าการเลือกอุณหภูมิ  25° ซ เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับใช้
ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ซึ่งมีคุณสมบัติไม่ละลาย 
  ในการทดลองสุดท้ายจึงได้หาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของรคีอมบิแนนท์
โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 จึงได้น ารีคอมบิแนนท์โคลน pET28-VP2/Δ60N_VP1 โคลนที่ 2 มาชักน าให้
เกิดการแสดงออกของโปรตีนด้วยความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG  0.3  มิลลิโมลาร์  และใช้อุณหภูมิ    
25° ซ โดยใช้ระยะเวลาในการชักน าให้มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ต่างๆ 
ดังนี้คือ 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง พบแถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ขนาดประมาณ 73   
กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณเพิ่มขึ้น  เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG (รูปที่ 5.33A, เลน 
Un) ในทุกเลนทั้ ง 4 ช่ัวโมง (รูปที่  5.33A, เลน 1h – 4h)  โดยพบรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
VP2/Δ60N_VP1 มีการแสดงออกสูงสุดเมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าที่ 3 และ 4 ช่ัวโมง ไม่แตกต่างกัน 
สอดคล้องกับผลจากวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดี
ปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ซึ่งพบแถบสัญญาณขนาดประมาณ 
73 กิโลดาลตัน (kDa)  เมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าทั้ง 4 ช่ัวโมงเช่นเดียวกัน  และพบว่าแถบสัญญาณมี
ความเข้มมากสุดเมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าที่ 3 และ 4 ช่ัวโมง (รูปที่ 5.33B, 3h และ 4h)  จากการ
ทดลองนี้จึงเลือกใช้ระยะเวลาในการชักน าที่ 3 ช่ัวโมง เป็นระยะเวลาที่เหมาะสมในการใช้ชักน าให้       
รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 มีการแสดงออกไดอ้ย่างเหมาะสม 
  จากการศึกษาน้ีจึงได้รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -VP2/Δ60N_VP1 โคลนที่ 2 ซึ่งมี
การแสดงออกของรคีอมบแินนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1ที่มีคุณสมบัติไมล่ะลายโดยสามารถแสดงออก
ได้เหมาะสมที่สุด เมื่อใช้ความเข้มข้น IPTG 0.3 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25° ซ ระยะเวลา 3 ช่ัวโมง 
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5.2.4 ผลการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 

  จากผลการคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่สามารถสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีน
Δ60N_VP1/VP2 พบว่ารีคอมบิแนนท์โคลนที่ถูกคัดเลือกทั้ง 7 โคลน ภายหลังถูกชักน าด้วย IPTG แล้ว
สามารถแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ได้ทุกโคลน โดยพบแถบโปรตีนขนาด
ประมาณ 85 กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณเพิ่มข้ึน (รูปที่ 5.34A, เลน 1-7)  เมื่อเปรียบเทียบกับ           
รีคอมบิแนนท์ที่มีพลาสมิด pET28 เปล่า (รูปที่ 5.34A, เลน Un)   
 
A      B 

 
       
รูปท่ี 5.32 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์  E.coli          
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –Δ60N_VP1/ VP2 จ านวน 7 โคลน  ที่ถูกชักน าด้วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG 
ที่อุณหภูมิ 30° ซ  เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1 – 7 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –Δ60N_VP1/ VP2โคลนที่ 1 – 7 ตามล าดับ 
 เลน Un รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 ที่ไม่มีการชักน าด้วย IPTG 
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –IHHNV ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

107 

  นอกจากนี้ผลจากการตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วยวิธี  Western blotting 
analysis โดยใช้ Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์
โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ซึ่งมี His6 Tag และใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกัน 
(รูปที่ 5.35B, เลน +VE) เป็นตัวควบคุมบวก พบแถบสัญญาณปรากฏที่ขนาดประมาณ 85 กิโลดาลตัน 
(kDa) ทั้ง 7 เลน (รูปที่ 5.35B, เลน 1-7) จึงยืนยันได้ว่ารีคอมบิแนนท์โคลนทั้ง 7 โคลน ถูกชักน าให้มีการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ขนาดประมาณ 85 กิโลดาลตัน จึงคัดเลือก       
รีคอมบิแนนท์โคลนมา จ านวน 3 โคลน ดังนี้คือ 1, 3 และ 5 ไปท าการแสดงออกของโปรตีนโดยใช้
สภาวะการชักน าเช่นเดิม  ผลพบว่ารีคอมบิแนนท์โคลนทั้ง 3 โคลน มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์
โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ขนาดประมาณ 85 กิ โลดาลตัน และพบรีคอมบิแนนท์โปรตีน 

Δ60N_VP1/VP2 ถูกย่อยเพิ่มขึ้นตามระดับการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนของโคลนที่ 1, 3 
และ 5 ตามล าดับ  ซึ่งในการศึกษานี้ได้เลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่ 3 เป็นรีคอมบิแนนท์โคลนที่เหมาะสม
ส าหรับใช้ในการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 (รูปที่ 5.35A และ 5.35B) 
A      B 

 
 
รูปท่ี 5.33 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์ E.coli           
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –Δ60N_VP1/ VP2 จ านวน 3 โคลน ที่ถูกชักน าด้วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG 
ที่อุณหภูมิ 30° ซ  เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน Un ไม่มีการชักน าด้วย IPTG  
 เลน In มีการชักน าด้วย IPTG  
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –IHHNV ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
 2, 3 และ 6 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28-VP2/Δ60N_VP1 โคลนที่ 1, 3 และ 5 ตามล าดับ 
 pET 28 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28  
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  หลังจากนั้นจึงได้น ารีคอมบิแนนท์โคลนที่ 3  มาศึกษาการแปรผันปริมาณ IPTG 
ความเข้มข้นสุดท้ายที่ใช้ชักน าให้มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ตั้งแต่ 0.1 – 0.7 มิลลิโมลาร์ 
เปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG พบว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นของ IPTG สุดท้ายทั้ง 7 ระดับ 
สามารถชักน าการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ได้ โดยพบแถบโปรตีนขนาด 
ประมาณ 85 กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณเพิ่มข้ึนในทุกเลน (รูปที่ 5.36A, เลน 1-7) เมื่อเปรียบเทียบกับ
เมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG (รูปที่ 5.36A, เลน Un) สอดคล้องกับผลของวิธี Western blotting analysis  
โดยใช้ Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
Δ60N_VP1/VP2 และใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกัน (รูปที่ 5.36B, เลน 
+VE) เป็นตัวควบคุมบวก พบแถบสัญญาณขนาดประมาณ 85 กิโลดาลตัน (kDa) ในทุกเลน (รูปที่ 
5.36B, เลน 1-7) จึงยืนยันได้ว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 พบได้ที่ขนาดประมาณ 85   
กิโลดาลตัน (kDa) โดยระดับความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG ที่ 0.3 มิลลิโมลาร์ สามารถชักน าให้           
รีคอมบิแนนท์โคลนมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ได้ในระดับที่เหมาะสม
ที่สุดโดยมีการแสดงออกของรคีอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 มากสุด เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อใช้
ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG อื่นๆ อีก 6 ระดับ 
A      B 

       
รูปท่ี 5.34 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์ E.coli       
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –Δ60N_VP1/ VP2 โคลนที่ 3 ซึ่งถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้นต่างๆ ที่
อุณหภูมิ 30° ซ  เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน Un ไม่มีการชักน าด้วย IPTG  
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28–IHHNV ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
 0.1 – 0.7 รีคอมบิแนนท์โคลน pET28–Δ60N_VP1/ VP2 โคลนที่ 3 ถูกชักน าด้วย IPTG 

ความเข้มข้นสุดท้าย 0.1 – 0.7 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ 
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  ในการทดลองหาอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
Δ60N_VP1/VP2 จึงได้น ารีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1/VP2 โคลนที่ 3 มาชักน าให้เกิดการ
แสดงออกของโปรตีนด้วยความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG  0.3 มิลลิโมลาร์ โดยใช้อุณหภูมิต่างๆ ดังนี้คือ 
16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ  พบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 85 กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณ
เพิ่มขึ้น เมื่อใช้อุณหภูมิที่ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ (รูปที่ 5.37A, เลน 2, 4, 6 และ 8)   ในขณะที่
อุณหภูมิ 16° ซ  ไม่พบการเพิ่มขึ้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 (รูปที่ 5.37A, เลน 2) 
โดยเปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG (รูปที่ 5.37A, เลน 1, 3, 5 และ 7) 
A      B 

 
    
รูปท่ี 5.35 SDS-PAGE (A) และ Western blotting  analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์ E.coli       
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –Δ60N_VP1/ VP2 โคลนที่ 3 ซึ่งถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.3 
มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิต่างๆ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1, 3, 5, 7 ไม่มีการชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ  
   16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ ตามล าดับ  
 เลน 2, 4, 6, 8 มีการชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ  
  16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ ตามล าดับ 
 เลน 9   รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
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  สอดคล้องกับผลของวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His Tag Antibody 
เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 และใช้                
รีคอมบิแนนท์โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกัน (รูปที่ 5.37B, เลน +VE) เป็นตัวควบคุมบวก  
พบแถบสัญญาณขนาดประมาณ 85 กิโลดาลตัน (kDa) ที่อุณหภูมิ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ (รูปที่ 
5.37B, เลน 4, 6 และ 8)  ในขณะที่อุณหภูมิ 16° ซ  ไม่พบแถบสัญญาณที่ขนาดดังกล่าว (รูปที่ 5.37B, 
เลน 2) จากผลการทดลองแสดงว่าที่อุณหภูมิ  25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ มีการแสดงออกของ             
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 เกิดข้ึน และพบการย่อยของโปรตีนบางส่วนโดยสังเกตได้จาก
แถบสัญญาณที่เกิดข้ึน    อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
Δ60N_VP1/VP2 เมื่อใช้อุณหภูมิทั้ง 3 อุณหภูมินี้ พบว่า รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2
สามารถแสดงออกได้ในระดับที่เหมาะสมที่สุด  เมื่อใช้อุณหภูมิ 25° ซ โดยมีการแสดงออกของ            
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 มากสุด เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อใช้อุณหภูมิ 30° ซ และ 37° ซ 
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  เมื่อน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ซึ่งแสดงออกที่อุณหภูมิต่างๆทั้ง        
4 อุณหภูมิ มาทดสอบคุณสมบัติการละลายของโปรตีนพบแถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2
ขนาดประมาณ 85 กิโลดาลตัน (kDa) ที่อุณหภูมิ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ อยู่ในส่วนที่ไม่ละลาย  
ในขณะที่อุณหภูมิ 16° ซ ไม่พบแถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ที่ขนาดดังกล่าวทั้งในส่วน
ที่ละลายและไม่ละลาย (รูปที่ 5.39A) สอดคล้องกับผลการทดสอบด้วยวิธี Western blotting analysis 
โดยใช้ Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
Δ60N_VP1/VP2 และใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนชนิดอื่นที่มี His6 Tag เช่นเดียวกันเป็นตัวควบคุมบวก 
พบแถบสัญญาณขนาดประมาณ 85 กิโลดาลตัน (kDa) ที่อุณหภูมิ 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ ในส่วนที่ไม่
ละลาย โดยพบการย่อยของโปรตีนเกิดข้ึนมากที่อุณหภูมิ 30° ซ และ 37° ซ ในขณะที่อุณหภูมิ 25° ซ 
พบการย่อยของโปรตีนเกิดข้ึนน้อย (รูปที่ 5.38B)   ในขณะที่ส่วนที่ละลายไม่พบแถบสัญญาณใดๆ
ปรากฏเช่นเดียวกับที่อุณหภูมิ 16° ซ ซึ่งไม่พบแถบสัญญาณใดๆ ที่ขนาดดังกล่าวเกิดข้ึนในทั้งสองส่วน 
    
A      B 

         
รูปท่ี 5.38 SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) ของการทดสอบคุณสมบัติการละลาย
ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์  E.coli รีคอมบิแนนท์โคลน pET28–Δ60N_VP1/ VP2 โคลนที่ 3 ซึ่งถูกชัก
น าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิต่างๆ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน I  ส่วนที่ไม่ละลาย (Inclusion bodies) 
 เลน S ส่วนที่ละลาย (Supernatant) 
 เลน +VE รีคอมบิแนนท์โคลน pET28–IHHNV ที่มีการชักน าด้วย IPTG 
 16, 25, 30, 37  อุณหภูมิ 16° ซ, 25° ซ, 30° ซ และ 37° ซ ที่ใช้ชักน าให้เกิดการ

แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ตามล าดับ  
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  จากผลการทดลองนี้จึงท าการเลอืกอุณหภูมิ  25° ซ เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับใช้
ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ซึ่งมีคุณสมบัติไม่ละลาย 
  ในการทดลองสุดท้ายจึงได้หาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของรคีอมบิแนนท์
โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 จึงได้น ารีคอมบิแนนท์โคลน pET28-Δ60N_VP1/VP2 โคลนที่ 3 มาชักน าให้
เกิดการแสดงออกของโปรตีนด้วยความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG 0.3 มิลลิโมลาร์ และใช้อุณหภูมิ 25° ซ   
โดยใช้ระยะเวลาในการชักน าให้มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ต่างๆ 
ดังนี้คือ 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง พบแถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ขนาดประมาณ 85   
กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณเพิ่มข้ึน เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG (รูปที่ 5.39A,       
เลน Un) ในทุกเลนทั้ง 4 ช่ัวโมง (รูปที่  5.39A, เลน 1h– 4h)  โดยพบรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
Δ60N_VP1/VP2 มีการแสดงออกสูงสุดเมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าที่ 3 และ 4 ช่ัวโมงใกล้เคียงกัน 
 
 A      B 

                  
 
รูปท่ี 5.39 SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) ของโปรตีนทั้งหมดของเซลล์ E.coli        
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –Δ60N_VP1/VP2 โคลนที่ 3 ซึ่งถูกชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.3   
มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25° ซ  เมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าต่างๆ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน 1 h – 4 h  ระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง ซึ่งใช้ชักน าให้เกิดการแสดงออกของ   

รีคอมบิแนนท์โปรตีน ตามล าดับ 
 เลน Un  ไม่มีการชักน าด้วย IPTG  
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  สอดคล้องกับผลจากวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His Tag Antibody 
เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 ซึ่งพบแถบสัญญาณ
ขนาดประมาณ 85 กิโลดาลตัน (kDa)  เมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าทั้ง 4 ช่ัวโมง เช่นเดียวกัน  และ
พบว่าแถบสัญญาณมีความเข้มมากสุด เมื่อใช้ระยะเวลาในการชักน าที่ 3 และ 4 ช่ัวโมง (รูปที่ 5.39B, 
3h) จากการทดลองนี้จึงเลือกใช้ระยะเวลาในการชักน าที่ 3 ช่ัวโมง เป็นระยะเวลาที่เหมาะสมในการใช้
ชักน าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 มีการแสดงออกที่เหมาะสม    จากการศึกษาน้ีจึงได้    
รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 -Δ60N_VP1/VP2 โคลนที่ 3 ซึ่งมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 

Δ60N_VP1/VP2 ที่มีคุณสมบัติไม่ละลายโดยสามารถแสดงออกได้เหมาะสมที่สุด   เมื่อใช้ความเข้มข้น 
IPTG 0.3 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25° ซ  ระยะเวลา 3 ช่ัวโมง  
  จากการทดลองทั้งหมดนี้ จึงสามารถสรุปรีคอมบิแนนท์โคลนที่เลือกน ามาใช้แสดงออก
รีคอมบิแนนท์โปรตีน ตลอดจนสภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ได้แก่ ความ
เข้มข้นของ IPTG, อุณหภูมิ  และระยะเวลาในการชักน า เพื่อชักน าให้ เกิดการแสดงออกของ                
รีคอมบิแนนท์โปรตีนได้เหมาะสมที่สุด รวมทั้งคุณสมบัติการละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ทั้ง 4 ชนิด
ตามตารางที่ 5.1 
 
ตารางท่ี 5.1 สรุปรีคอมบิแนนท์โคลนที่ เลือกน ามาใช้, สภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของ            
รีคอมบิแนนท์โปรตีน รวมทั้งคุณสมบัติการละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 4 ชนิดที่แสดงออก 

ท่ี 
ชนิดของ 

รีคอมบิแนนท์
โปรตีน 

รีคอมบิแนนท์
โคลนท่ีใช้ 

สภาวะท่ีใช้ชักน าการแสดงออกของโปรตีน คุณสมบัติการ
ละลายของ         

รีคอมบิแนนท์
โปรตีน 

IPTG  
(มิลลิโมลาร์) 

อุณหภูมิ  
(° ซ) 

เวลา  
(ชม.) 

1 Δ60N_VP1 โคลนที่ 3 0.2 25 3 ไม่ละลาย 

2 VP2 โคลนที่ 4 0.2 25 3 ละลาย 

3 VP2/Δ60N_VP1 โคลนที่ 2 0.3 25 3 ไม่ละลาย 

4 Δ60N_VP1/ VP2 โคลนที่ 3 0.3 25 3 ไม่ละลาย 
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5.2.5. ผลการยืนยันการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 และ VP2  

  ภายหลังการชักน าให้รีคอมบิแนนท์โคลนมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 
4 ชนิด ตามสภาวะที่เหมาะสม จึงน าโปรตีนมาทดสอบยืนยันผลการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน
ว่าเป็นโปรตีน VP1 และ VP2 ด้วยวิธี Western blotting analysis  โดยใช้ Anti-VP1 Polyclonal 
Antibody และ Anti-VP2 Polyclonal Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิและใช้ Anti-His Tag 
Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน ทั้ง 4 ชนิด ซึ่งมี His6 Tag 

   
 
รูปท่ี 5.36 ผลการวิเคราะห์ SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) โดยใช้ Anti-His 
Tag Antibody (1:4,000) (B) Anti-VP1 Polyclonal Antibody (1:5,000) (C) Anti-VP2 
Polyclonal Antibody (1:5,000) (D) ของการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีนของรีคอมบิแนนท์
โคลนที่เหมาะสมทั้ง 4 ชนิด ตามสภาวะที่เหมาะสมต่อการชักน าให้มีการแสดงออกของโปรตีนที่
เหมาะสม 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, U.S.A) 
 เลน -  ไม่มีการชักน าด้วย IPTG 
 เลน + มีการชักน าด้วย IPTG 
 เลน Un รีคอมบิแนนท์โคลน pET28 –IHHNV ไม่มีการชักน าด้วย IPTG 
  จากผล SDS-PAGE  พบแถบโปรตีนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2, Δ60N_VP1, 
VP2/Δ60N_VP1 และ Δ60N_VP1/ VP2 ปรากฏที่ขนาด 28, 45, 73 และ 85 กิโลดาลตัน (kDa) โดยมี
ปริมาณเพิ่มข้ึน (รูปที่ 5.40A, เลน 2, 4, 6 และ 8) เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อไม่ได้ชักน าด้วย IPTG (รูปที่ 
5.40A, เลน 1, 3, 5 และ 7) สอดคล้องกับผล Western blotting analysis เมื่อใช้ Anti-His Tag 
Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีนซึ่งมี His6 Tag ซึ่งพบแถบ
สัญญาณของรีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 4 ชนิด ที่ขนาดเช่นเดียวกัน (รูปที่ 5.40B, เลน 2, 4, 6 และ 8) 
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  ในขณะที่ผล Western blotting analysis เมื่อใช้ Anti-VP1 Polyclonal Antibody 
เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ พบแถบสัญญาณเกิดข้ึนที่ขนาด 45, 73 และ 85 กิโลดาลตัน (kDa) (รูปที่ 
5.40C) ในเลน 4, 6 และ 8 ซึ่งการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1, VP2/Δ60N_VP1 
และ Δ60N_VP1/ VP2  จากผลการทดลองนี้จึงยืนยันได้ว่า รีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 3 ชนิดน้ี ซึ่งเป็น
โปรตีน VP1 หรือมีโปรตีน VP1 ประกอบอยู่   ในส่วนผล Western blotting analysis เมื่อใช้ Anti-VP2 
Polyclonal Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ พบแถบสัญญาณเกิดข้ึนที่ขนาด 28, 73 และ 85       
กิโลดาลตัน (kDa) (รูปที่ 5.40D) ในเลน 2, 6 และ 8 ซึ่งการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2, 
VP2/Δ60N_VP1 และ Δ60N_VP1/ VP2  นอกจากนี้ยังปรากฏแถบสัญญาณที่ขนาดอื่นๆซึ่งอาจเกิด
จากโปรตีนเกิดการถูกย่อยหรือเกิดจากการจับแบบไม่จ าเพาะของแอนติบอดีที่ใช้ทดสอบซึ่งเป็น         
พอลิโคลนัลแอนติบอดี   อย่างไรก็ตามจากผลการทดลองนี้สามารถยืนยันได้ว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 
3 ชนิดนี้ ซึ่งเป็นโปรตีน VP2 หรือมีโปรตีน VP2 ประกอบอยู่   

จากผลการทดสอบความจ าเพาะของรีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 4 ชนิดที่แสดงออกกับ
แอนติบอดีปฐมภูมิชนิดต่างๆ ด้วยวิธี Western blotting analysis จึงสามารถสรุปได้ดังตารางที่ 5.2 
แสดงถึงรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1, VP2/Δ60N_VP1 และ Δ60N_VP1/ VP2 เป็นโปรตีนหรือ
มีโปรตีน VP1 อยู ่ ในขณะที่ VP2, VP2/Δ60N_VP1 และ Δ60N_VP1/ VP2 เป็นโปรตีนหรือมีโปรตีน 
VP2 อยู่ จึงได้ท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 4 ชนิดให้บริสุทธ์ิในข้ันต่อไป 
 
ตารางท่ี 5.2 สรุปผลการทดสอบความจ าเพาะของรีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 4 ชนิดที่แสดงออกกับ
แอนติบอดีปฐมภูมิชนิดต่างๆ ด้วยวิธี Western blotting analysis 

ท่ี 
ชนิดของ 

รีคอมบิแนนท์
โปรตีน 

ขนาดแถบ
สัญญาณ (kDa) 

ผลการพบแถบสัญญาณกับ 
แอนติบอดีปฐมภูมิ 

Anti- His 

Tag 
Antibody 

Anti-VP1 
Polyclonal 
Antibody 

Anti-VP2 
Polyclonal 
Antibody 

1 Δ60N_VP1 45 พบ พบ ไม่พบ 
2 VP2 28 พบ ไม่พบ พบ 

3 VP2/Δ60N_VP1 73 พบ พบ พบ 

4 Δ60N_VP1/ VP2 85 พบ พบ พบ 
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5.3. การท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนของเชื้อไวรัส  CAV ให้บริสุทธิ์ 

  หลังจากทราบสภาวะที่เหมาะสมต่อการชักน าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีน ทั้ง 4 รูปแบบ มีการ
แสดงออกในแบคทีเรีย E.coli สายพันธ์ุ Roseta-gami  แล้ว  จึงได้ท าการขยายขนาดในการแสดงออก
ของโปรตีนโดยใช้แบคทีเรียต้ังต้น จ านวน 3 เท่าของ 1.25 OD600 ถ่ายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB ที่มียา
ปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอลและกานามัยซิน ปริมาตร 100 มิลลิลิตร   และท าการเลี้ยงเช้ือจนกระทั่ง 
OD600 ประมาณ 0.4 – 0.6 OD600  แล้วจึงชักน าให้มีการแสดงออกของโปรตีนตามสภาวะที่เหมาะสม
ตามตารางที่ 5.1   หลังจากนั้นแบ่งเก็บเซลล์หลอดละ 25 OD600  มาท าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิ
ตามความสามารถในการละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีน ซึ่งได้ผลจากการทดลองดังนี้ 

 5.3.1 การท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีมคีุณสมบัติการละลาย (soluble form) ให้บริสุทธิ์ 

  จากการทดสอบคุณสมบัติการละลายของโปรตีนซึ่งพบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน 
VP2สามารถละลายได้ใน ENZhance lysis buffer จึงท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บริสุทธ์ิโดยน าตะกอน
เซลล์ จ านวน 25 OD600 ละลายด้วย ENZhance lysis buffer เพื่อให้เซลล์แบคทีเรียแตกออก              
รีคอมบิแนนท์โปรตีนจึงละลายออกมาอยู่ใน ENZhance lysis buffer จากนั้นจึงเติม DNase I เพื่อย่อย 
genomic DNA ของแบคทีเรียและท าให้สารละลายโปรตีนมีความหนืดลดลงแล้วจึงแยกส่วนใสของ
สารละลายโปรตีนออกจาก cell debris ด้วยการปั่นเหว่ียงส่วนใสของสารละลายโปรตีนจะถูกแยกให้
บริสุทธ์ิโดยผ่าน Nickel column chromatography โดยน าสารละลายโปรตีนผสมกับ SP binding 
buffer ซึ่งช่วยให้โปรตีนมีคุณสมบัติยึดจับกับ Ni2+ ภายในคอลัมน์  แล้วจึงกรองเพื่อขจัดสิ่งสกปรก
หรือซากเซลลท์ี่ตกค้างที่ปะปนมากอ่นผ่านคอลัมน์   จากผลการทดลองหลังจากน าสารละลายโปรตีน
ผสมผ่านคอลัมน์และชะคอลัมน์ด้วย SP elution buffer ที่มี imidazole ความเข้มข้นต่างๆ พบว่า 
ความเข้มข้นของ imidazole ที่ 100 และ 300 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ (รูปที่ 5.41A, เลน 5 และ 8) 
โดยพบรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ซึ่งมีขนาด 28 KDa           
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

117 

  สอดคล้องกับผลแถบสัญญาณของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ซึ่งได้จากการตรวจ
ติดตามโปรตีนด้วยวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti – His Tag Antibody เป็น
แอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน (รูปที่ 5.41B)   และจากผลการทดลอง
ดังกล่าวพบว่า รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ที่ถูกชะออกมาในเลน 5 และ 8 ซึ่งใช้ SP elution buffer 
ที่มี imidazole 100 และ 300 มิลลิโมลาร์ เช่นเดียวกัน และพบโปรตีนบางส่วนถูกย่อยมีขนาดน้อย
กว่า 25 KDa ซึ่งสังเกตได้อย่างชัดเจนจากแถบสัญญาณที่ติดตามได้ 
A      B 

  
 
รูปท่ี 5.37 ผลการวิเคราะห์ SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) ของรีคอมบิแนนท์
โปรตีน VP2 เมื่อท าให้บริสุทธ์ิ 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, USA) 
 เลน 1  Crude protein 
 เลน 2   Flow through 
 เลน 3-8  Elute ด้วย SP elution buffer  

 เลน 9    Strip out 
 40 Elute ด้วย SP elution buffer ที่มี imidazole 40 มิลลิโมลาร์ 
 60  Elute ด้วย SP elution buffer ที่มี imidazole 60 มิลลิโมลาร์ 
 100  Elute ด้วย SP elution buffer ที่มี imidazole 100 มิลลิโมลาร์ 
 200  Elute ด้วย SP elution buffer ที่มี imidazole 200 มิลลิโมลาร์ 
 300(1)  Elute ด้วย SP elution buffer ที่มี imidazole 100 มิลลิโมลาร์ (ส่วนที่ 1) 
  300(2)  Elute ด้วย SP elution buffer ที่มี imidazole 100 มิลลิโมลาร์ (ส่วนที่ 2) 

  จากผลการทดลองดังกล่าวจึงได้รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 บริสุทธ์ิที่อยู่ใน SP 
elution buffer ที่มี imidazole ความเข้มข้น 100 และ 300 มิลลิโมลาร์  
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5.3.2 การท าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีคณุสมบัติไมล่ะลาย (Insoluble form) บริสุทธิ ์

  จ ากก ารทดสอบ คุณสมบั ติ ก า รละลายของ โปร ตี นซึ่ งพบ ว่ า โ ปรตี น 
VP2/Δ60N_VP1, Δ60N_VP1/ VP2 และ Δ60N_VP1 อยู่ในรูปไม่ละลาย จึงท าโปรตีนให้บริสุทธ์ิตาม
วิธีการของ Schlager และคณะ, (2012)  โดยน าตะกอนเซลล์ จ านวน 25 OD600 ละลายด้วยบัฟเฟอร์ที่
มี 1% SDS (PCL buffer) และอาศัยคลื่นเสียง (sonicate) ช่วยท าให้เซลล์แบคทีเรียแตกออก โปรตีน
ภายในเซลล์จึงละลายออกมาอยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์   จากนั้นจึงก าจัด SDS ออกจากสารละลาย
โปรตีนด้วยการตกตะกอนที่สภาวะเย็นจากนั้นตะกอนสีขาวของ SDS ที่เกิดข้ึนรวมถึง cell debris 
สามารถแยกออกจากสารละลายโปรตีนได้ด้วยการปั่นเหว่ียงส่วนใสของสารละลายโปรตีนที่ได้ถูกแยก
ให้บริสุทธ์ิโดยผ่าน Nickel column chromatography โดยน าสารละลายโปรตีนผสมกับบัฟเฟอร์ที่
มี 0.1% sarkosyl (w/v) (PCW buffer)  แล้วจึงกรองเพื่อขจัดสิ่งสกปรกหรือซากเซลล์ที่ตกค้างที่
ปะปนมาก่อนผ่านคอลัมน์   จากผลการทดลองเมื่อน าสารละลายโปรตีนผสมผ่านคอลัมน์และชะ
คอลัมน์ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole ความเข้มข้นต่างๆ พบรีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 3 
ชนิด ถูกชะออกมาแตกต่างกัน ดังนี ้
 
 5.3.2.1 รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 
  จากการวิเคราะห์ SDS-PAGE พบว่า รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ขนาด 
45 KDa สามารถถูกชะออกจากคอลัมน์ โดยใช้ PCE buffer ที่มี imidazole ความเข้มข้น 60, 100, 
200 และ 300 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ (รูปที่ 5.42A, เลน 4, 5, 6 และ 7) และพบว่ารีคอมบิแนนท์
โปรตีน Δ60N_VP1 ถูกชะออกมาปริมาณมากในเลน 5 และ 6 ซึ่งใช้ PCE elution buffer ที่มี 
imidazole ความเข้มข้น 100 และ 200 มิลลิโมลาร์     
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  สอดคล้องกับผลการตรวจติดตามโปรตีนด้วยวิธี Western blotting analysis 
โดยใช้ Anti – His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
(รูปที่ 5.42B)   โดยพบแถบสัญญาณในเลน 4-7 (60, 100, 200 และ 300 มิลลิโมลาร์ imidazole)   
และพบแถบสัญญาณมีความเข้มสูงในเลน 5 และ 6 (100 และ 200 มิลลิโมลาร์ imidazole) 
นอกจากนี้ยังพบแถบสัญญาณอื่นๆ ที่ขนาดต่ าที่ประมาณ 25 – 30 KDa ซึ่งสังเกตได้จากแถบ
สัญญาณที่ติดตามได้ 
A      B 

 
 
รูปท่ี 5.38 ผลการวิเคราะห์ SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) ของรีคอมบิแนนท์
โปรตีน Δ60N_VP1 เมื่อท าให้บริสุทธ์ิ 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, USA) 
 เลน 1   Crude protein 
 เลน 2    Flow through 
 เลน 3-7  Elute ด้วย PCE elution buffer  

 เลน 8    Strip out 
 40 Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 40 มิลลิโมลาร์ 
 60  Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 60 มิลลิโมลาร์ 
 100  Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 100 มิลลิโมลาร์ 
 200  Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 200 มิลลิโมลาร์ 
 300  Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 100 มิลลิโมลาร์  

  จากผลการทดลองดังกล่าวจึงได้รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ที่บริสุทธ์ิอยู่
ใน PCE buffer ที่มี imidazole ความเข้มข้น 60, 100, 200 และ 300 มิลลิโมลาร์ 
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 5.3.2.2 รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 
  จากการวิเคราะห์ SDS-PAGE พบว่า รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 
สามารถถูกชะออกจากคอลัมน์   เมื่อใช้ PCE elution buffer ที่มี imidazole ความเข้มข้นที่ 100 
และ 200 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ (รูปที่ 5.43A, เลน 5 และ 6) โดยพบรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
VP2/Δ60N_VP1 ซึ่งมีขนาด 73 KDa   
A      B 

  
 
รูปท่ี 5.39 ผลการวิเคราะห์ SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) ของรีคอมบิแนนท์
โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 เมื่อท าให้บริสุทธ์ิ 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, USA) 
 เลน 1   Crude protein 
 เลน 2    Flow through 
 เลน 3-7  Elute ด้วย PCE elution buffer  

 เลน 8    Strip out 
 40 Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 40 มิลลิโมลาร์ 
 60  Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 60 มิลลิโมลาร์ 
 100  Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 100 มิลลิโมลาร์ 
 200  Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 200 มิลลิโมลาร์ 
 300  Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 100 มิลลิโมลาร์  
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    แต่ผลการตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ด้วยวิธี Western 
blotting analysis โดยใช้ Anti – His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตาม   
รีคอมบิแนนท์โปรตีน (รูปที่ 5.43B)   พบแถบสัญญาณของโปรตีนที่ขนาดดังกล่าวเพิ่มเติมในเลน 4 
และ 7 ซึ่งใช้ PCE elution buffer ที่มี imidazole ความเข้มข้นที่ 60 และ 300   มิลลิโมลาร์ แต่มี
ปริมาณรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ที่ถูกชะออกมาน้อย  เมื่อเทียบความเข้มของแถบ
สัญญาณในเลน 5 และ 6 (100 และ 200 มิลลิโมลาร์ imidazole)   นอกจากนี้ยังพบว่า              
รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ที่ถูกชะออกมาในเลน 5 และ 6 (100 และ 200 มิลลิโมลาร์ 
imidazole) ส่วนใหญ่ถูกย่อยซึ่งสามารถเห็นได้ชัดเจนจากแถบสัญญาณที่ติดตามได้   
  จากผลการทดลองดังกล่าวจงึได้รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1บริสทุธ์ิที่อยู่
ใน PCE elution buffer ที่มี imidazole ความเข้มข้น 60, 100, 200 และ 300 มิลลิโมลาร์  
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 5.3.2.3 รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/ VP2 
  จากการวิเคราะห์ SDS-PAGE พบว่า รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/ VP2  
สามารถถูกชะออกจากคอลัมน์   เมื่อใช้ PCE elution buffer ที่มี imidazole ความเข้มข้น 60, 100 
และ 200 มิลลิโมลาร์ (รูปที่ 5.44A, เลน 4, 5 และ 6) โดยพบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/ 
VP2 มีขนาด 85 KDa  สอดคล้องกับผลการตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน  Δ60N_VP1/ VP2 
ด้วยวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti – His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ
ส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน (รูปที่ 5.44B)  พบแถบสัญญาณของโปรตีนทีข่นาดดังกล่าวมี
ความเข้มในเลน 4, 5 และ 6 (60, 100 และ 200 มิลลิโมลาร์ imidazole) ไม่แตกต่างกัน  
A      B 

  
รูปท่ี 5.40 ผลการวิเคราะห์ SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) ของรีคอมบิแนนท์
โปรตีน Δ60N_VP1/ VP2 เมื่อท าใหบ้รสิุทธ์ิ 
 เลน M   Protein Marker (Fermentas, USA) 
 เลน 1   Crude protein 
 เลน 2    Flow through 
 เลน 3-7  Elute ด้วย PCE elution buffer  

 เลน 8    Strip out 
 40 Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 40 มิลลิโมลาร์ 
 60  Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 60 มิลลิโมลาร์ 
 100  Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 100 มิลลิโมลาร์ 
 200  Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 200 มิลลิโมลาร์ 
 300  Elute ด้วย PCE elution buffer ที่มี imidazole 100 มิลลิโมลาร์  

  จากผลการทดลองดังกล่าวจงึได้รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2  บริสุทธ์ิ
ที่อยู่ใน PCE elution buffer ที่มี imidazole ความเข้มข้น 60, 100 และ 200  มิลลิโมลาร์ 
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  จากการศึกษาทั้งหมดนี้จึงสามารถสรุปผลการท าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 4 ชนิด
ให้บริสุทธ์ิด้วยการชะรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิจากคอลัมน์ด้วย Elution buffer  ที่มีความเข้มข้น
ของ imidazole ต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 5.3 โดยความเข้มข้นของ imidazole ที่ 100 มิลลิโมลาร์ 
สามารถชะรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ได้  ในขณะที่รีคอมบิแนนท์โปรตีนอีก 3 ชนิด ได้แก่ Δ60N_VP1, 
VP2/Δ60N_VP1 และ Δ60N_VP1/ VP2  สามารถถูกชะออกจากคอลัมน์ได้ที่ความเข้มข้นของ 
imidazole ตั้งแต่ 60 มิลลิโมลาร์ ข้ึนไป  
 
ตารางท่ี 5.3 สรุปผลการท าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 4 ชนิดบริสุทธ์ิ  

ท่ี 
ชนิดของ 

รีคอมบิแนนท์
โปรตีน 

คุณสมบัติการ
ละลาย 

ขนาด
โปรตีน 
(kDa) 

ผลการชะรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธิ์
จากคอลัมน์ด้วย Elution buffer  ท่ีมี

ความเข้มข้นของ imidazole  
ต่างๆ (มิลลิโมลาร)์ 

40 60 100 200 300 

1 VP2 ละลาย 28 - - + - + 
2 Δ60N_VP1 ไม่ละลาย 45 - + + + + 
3 VP2/Δ60N_VP1 ไม่ละลาย 73 - + + + + 
4 Δ60N_VP1/ VP2 ไม่ละลาย 85 - + + + - 

+ = พบรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
-  = ไม่พบรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
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5.3.3 ผลการยืนยันรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 และ VP2 ท่ีบริสุทธิ ์

  เมื่อได้รีคอมบิแนนท์ทั้ง 4 ชนิด ที่บริสุทธ์ิแล้วจึงน าโปรตีนมาทดสอบยืนยันว่าเป็น
โปรตีน VP1 และ VP2 ด้วยวิธี Western blotting analysis  โดยใช้ Anti-VP1 Polyclonal Antibody 
และ Anti-VP2 Polyclonal Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ  และใช้ Anti-His Tag Antibody เป็น
แอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน ทั้ง 4 ชนิด ซึ่งมี His6 Tag 
  จากผล SDS-PAGE พบแถบโปรตีนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน  Δ60N_VP1, 
VP2/Δ60N_VP1 และ Δ60N_VP1/ VP2 ปรากฏที่ขนาด 45, 73 และ 85 กิโลดาลตัน (kDa) (รูปที่ 
5.45A, เลน 2-4) ในขณะที่ไม่พบแถบโปรตีนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ที่ขนาด 28 กิโลดาลตัน 
(kDa) (รูปที่ 5.45A, เลน 1)  เนื่องจากใช้ปริมาณโปรตีนน้อยเกินไปจึงไม่สามารถมองเห็นจากเจล SDS    
อย่างไรก็ตามผล Western blotting analysis เมื่อใช้ Anti-His Tag Antibody เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ
ส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีนซึ่งมี His6 Tag สามารถพบแถบสัญญาณของรีคอมบิแนนท์
โปรตีนได้ทั้ง 4 ชนิด ที่ขนาด 28, 45, 73 และ 85 กิโลดาลตัน (kDa) (รูปที่ 5.45B, เลน 1-4) และพบ
การย่อยของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 และ Δ60N_VP1/ VP2 เกิดข้ึนอย่างชัดเจนเมื่อ
สังเกตุจากแถบสัญญาณโดยการย่อยเกิดของโปรตีนเกิดข้ึนกับโปรตีน Δ60N_VP1/ VP2 มากกว่า
โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 

  
 
รูปท่ี 5.41 ผลการวิเคราะห์ SDS-PAGE (A) และ Western blotting analysis (B) โดยใช้ Anti-His 
Tag Antibody (1:4,000) (B) Anti-VP1 Polyclonal Antibody (1:5,000) (C) Anti-VP2 
Polyclonal Antibody (1:5,000) (D) ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิทั้ง 4 ชนิด 
 เลน M    Protein Marker (Fermentas, USA) 

เลน 1     รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ที่บริสุทธ์ิ 
เลน 2     รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ที่บริสุทธ์ิ 

 เลน 3     รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ที่บริสุทธ์ิ 
 เลน 4     รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/ VP2 ที่บริสุทธ์ิ 
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ในขณะที่ผล Western blotting analysis เมื่อใช้ Anti-VP1 Polyclonal Antibody 
เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ พบแถบสัญญาณเกิดข้ึนที่ขนาด 45, 73 และ 85 กิโลดาลตัน (kDa) (รูปที่ 
5.45C) เฉพาะในเลน 2-4 ซึ่งเป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1, VP2/Δ60N_VP1 และ 
Δ60N_VP1/ VP2 ที่บริสุทธ์ิ   นอกจากนี้ยังปรากฏแถบสัญญาณที่ขนาดอื่นๆ ในเลน 4 ซึ่งเป็น           
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/ VP2 ซึ่งอาจเกิดจากโปรตีนเกิดการถูกย่อยหรือเกิดจากการจับแบบ
ไม่จ าเพาะของแอนติบอดีที่ใช้ทดสอบซึ่งเป็นพอลิโคลนัลแอนติบอดี   อย่างไรก็ตามจากผลการทดลองนี้
จึงยืนยันได้ว่า รีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิทั้ง 3 ชนิดน้ี เป็นโปรตีน VP1 หรือมีโปรตีน VP1 ประกอบ
อยู ่    

ส่วนผล Western blotting analysis เมื่อใช้ Anti-VP2 Polyclonal Antibody เป็น
แอนติบอดีปฐมภูมิ พบแถบสัญญาณเกิดข้ึนที่ขนาด 28, 73 และ 85 กิโลดาลตัน (kDa) (รูปที่ 5.45D) 
เฉพาะในเลน 1, 3 และ 4 ซึ่งเป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2, VP2/Δ60N_VP1 และ Δ60N_VP1/ VP2 
ที่บริสุทธ์ิ  นอกจากนี้ยังปรากฏแถบสัญญาณที่ขนาดอื่นๆทั้งในเลน 3 และ 4 เป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
VP2/Δ60N_VP1 และ Δ60N_VP1/ VP2 ซึ่งอาจเกิดจากโปรตีนเกิดการถูกย่อยหรือเกิดจากการจับ
แบบไม่จ าเพาะของแอนติบอดีที่ใช้ทดสอบซึ่งเป็นพอลิโคลนัลแอนติบอดี   อย่างไรก็ตามจากผลการ
ทดลองนี้สามารถยืนยันได้ว่า รีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิทั้ง 3 ชนิดน้ี เป็นโปรตีน VP2 หรือมีโปรตีน 
VP2 ประกอบอยู่ 
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  จากรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิทั้ง 4 ชนิด ที่ได้จากการทดลอง จึงได้เลือก                   
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 เนื่องจากเป็นโปรตีนโครงสร้างหลักหรือแคพซิดโปรตีนซึ่งสามารถ
ท าให้บริสุทธ์ิได้ในปริมาณสูง  โดยเมื่อหาปริมาณรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธ์ิจากส่วน
ของ PCE elution buffer ที่พบสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธ์ิที่ถูกชะออกจาก
คอลัมน ์พบว่าได้ปริมาณรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธ์ิ เท่ากับ 3.751 มิลลิกรัม หรือ 150 
มิลลิกรัมต่ออาหารเลี้ยงเช้ือ 1,000 มิลลิลิตร (150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ดังแสดงในตารางที่ 5.4  
 
ตารางท่ี 5.4 ปริมาณทั้งหมดของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธ์ิ ใน PCE elution buffer 
ที่มี imidazole ความเข้มข้นต่างๆ  

 

Purification step 

 

Total 

volume 

(ml) 

Amount 

of 

protein
a
 

(mg/ml) 

 

Total 

protein 

(mg) 

 
PCW  with  60 mM  imidazole 

 
20 

 
0.0375 

 
0.750 

 
PCW  with 100 mM imidazole 

 
10 

 
0.1 

 
1 

 
PCW  with 200 mM  
imidazole 

 
10 

 
0.2 

 
2 

 
PCW with 300 mM imidazole 

 
10 

 
0.0001 

 
0.001 

 

Total protein from 25 ml of cell culture (25 OD600 of bacteria cells) 

 

3.751  

(≈ 150 mg/l) 
a หมายถึง ความเข้มข้นของโปรตีนที่ได้จากการเทียบความเข้มจากแถบโปรตีนของ BSA ที่ทราบความเข้มข้นบนเจล 
SDS-PAGE   

   จากการทดลองนี้จึงได้เลือกส่วนของ PCE elution buffer ที่พบสารละลาย          
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธ์ิในปริมาณสูงที่มี imidazole ความเข้มข้น 60, 100 และ 
200 มิลลิโมลาร์ ไปก าจัดสาร sarkosyl และ imidazole ออกโดยวิธี dialysis และน าไปวัดความ
เข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธ์ิด้วยวิธี Bradford assay และทดสอบคุณสมบัติ
ความเป็นแอนติเจนตามล าดับ  ก่อนน าไปใช้เป็นโปรตีนแอนติเจนส าหรับไปประยุกต์ใช้เพื่อพัฒนาวิธี
ตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CAV และการผลิตพอลิโคลนัลแอนติบอดี 
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5.4 การหาความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธิ์ดว้ยวิธี Bradford assay 

  ภายหลังได้ผ่านกระบวนการ dialysis เพื่อก าจัดสาร imidazole และ sarkosyl ออก
ด้วยวิธี dialysis และเปลี่ยนสารละลายบัฟเฟอร์ให้เหมาะสมกับการน าไปประยุกต์ใช้  โดยเมื่อน า     
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธ์ิที่ละลายใน dialysis buffer ซึ่งเป็นสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ ส าหรับใช้เป็นแอนติเจนเพื่อพัฒนาวิธีตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CAV  จากนั้นมา
วิเคราะห์หาความเข้มข้นด้วยวิธี Bradford assay พบผลการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
595 นาโนเมตร (OD595) ของสารมาตรฐาน (Standard) เป็นโปรตีน Bovine serum albumin 
(BSA) ที่มีความเข้มข้น 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, ตัวอย่างโปรตีนแอนติเจน 
Δ60VP1 และ dialysis buffer เป็น Blank สามารถแสดงดังตารางที่ 5.5  
ตารางท่ี 5.5 แสดงผลการวัดความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ส าหรับใช้เป็น
โปรตีนแอนติเจนในวิธี indirect ELISA  ด้วยวิธี Bradford assay 

ตัวอย่าง 

ความเข้มข้น
ของโปรตีน 
(ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลืน่ 595 นาโนเมตร 
(A595) 

วัดครั้ง
ท่ี 1 

วัดครั้ง
ท่ี 2 

ค่าเฉลีย่ 
OD595Sample – 

OD595Blank 
(ΔOD595) 

Blank 0 0.365 0.355 0.360 0 

Standard 1 10 0.393 0.391 0.392 0.032 

Standard 2 20 0.418 0.425 0.422 0.062 

Standard 3 30 0.453 0.453 0.453 0.093 

Standard 4 40 0.503 0.492 0.498 0.138 

Standard 5 50 0.539 0.554 0.539 0.179 

รีคอมบิแนนท์โปรตีน
Δ60N_VP1 

12.34 0.408 0.410 0.409 0.039 
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จากการน าค่าเฉลี่ยของ ΔOD595 มาสร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง
ระหว่างความเข้มข้นของโปรตีน (แกน X) และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
(แกน Y) (รูปที่ 5.46) ได้สมการเส้นตรงดังนี้ Y = -0.004857 + 0.003554X และมีค่า Coefficent 
of determination เท่ากับ 0.9929  จึงได้น าค่า ΔOD595 ของตัวอย่างโปรตีนแอนติเจน Δ60VP1 คือ 
0.065 แทนค่า Y ในสมการดังกล่าว  ดังนั้นความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 
บริสุทธ์ิส าหรับใช้เป็นแอนติเจนส าหรับพัฒนาวิธีตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CAV ที่ใช้ในการ
ทดลองนี้จึงเท่ากับ 12.34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

รูปท่ี 5.42 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของโปรตีน (แกน X) 
และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (แกน Y) โดยใช้โปรตีนมาตรฐานเป็น BSA ที่
มีความเข้มข้น 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในการวิเคราะห์หาความเข้มข้น
ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ส าหรับพัฒนาวิธีตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CAV 
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  ในขณะที่เมื่อน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธ์ิที่ละลายใน dialysis buffer 
ซึ่งเป็นสารละลาย PBS ส าหรับใช้เป็นแอนติเจนเพื่อผลิตพอลิโคลนัลแอนติบอดี  จากนั้นน ามา
วิเคราะห์หาความเข้มข้นด้วยวิธี Bradford assay พบผลการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
595 นาโนเมตร (OD595) ของสารมาตรฐาน (Standard) เป็นโปรตีน Bovine serum albumin 
(BSA) ที่มีความเข้มข้น 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, ตัวอย่างโปรตีนแอนติเจน 
Δ60VP1 และ dialysis buffer เป็น Blank สามารถแสดงดังตารางที่ 5.6  
 
ตารางท่ี 5.6 แสดงผลการวัดความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ส าหรับใช้เป็น
โปรตีนแอนติเจนในการผลิตแอนติบอดีด้วยวิธี Bradford assay 

ตัวอย่าง 
ความเข้มข้นของ

โปรตีน (ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลืน่ 595 นาโนเมตร 
(A595) 

วัดครั้ง
ท่ี 1 

วัดครั้ง
ท่ี 2 

ค่าเฉลีย่ 
OD595Sample – 

OD595Blank 
(ΔOD595) 

Blank 0 0.217 0.231 0.224 0 

Standard 1 10 0.227 0.247 0.237 0.013 

Standard 2 20 0.254 0.259 0.257 0.033 

Standard 3 30 0.260 0.275 0.268 0.044 

Standard 4 40 0.273 0.289 0.281 0.057 

Standard 5 50 0.299 0.305 0.302 0.078 

รีคอมบิแนนท์
โปรตีน

Δ60N_VP1 

28.13 0.262 0.270 0.266 0.042 
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จากการน าค่าเฉลี่ยของ ΔOD595 มาสร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง
ระหว่างความเข้มข้นของโปรตีน (แกน X) และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
(แกน Y) (รูปที่ 5.47) ได้สมการเส้นตรงดังนี้ Y = -0.0016 + 0.00155X และมีค่า Coefficent of 
determination เท่ากับ 0.9883  จึงได้น าค่า ΔOD595 ของตัวอย่างโปรตีนแอนติเจน Δ60VP1 คือ 
0.042 แทนค่า Y ในสมการดังกล่าว  ดังนั้นรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ส าหรับผลิต           
พอลิโคลนัลแอนติบอดีจึงมีความเข้มข้นจริงเท่ากับ 28.13 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

รูปท่ี 5.43 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของโปรตีน (แกน X) 
และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (แกน Y) โดยใช้โปรตีนมาตรฐานเป็น BSA ที่
มีความเข้มข้น 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในการวิเคราะห์หาความเข้มข้น
ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ส าหรับผลิตพอลิโคลนัลแอนติบอดี 
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5.5 การคณุสมบัติความเป็นแอนติเจนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 

 การทดสอบคุณสมบ ัติความเป็นแอนติเจน (antiginicity) ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเป็นการ
ทดสอบความจ าเพาะระหว่างรีคอมบิแนนท์โปรตีนกับแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CAV โดยน า              
รีคอมบิแนนท์โปรตีนที่บริสุทธ์ิละลายอยู่ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรส์ าหรับใช้เป็นโปรตีนแอนติเจน
ในวิธี indirect ELISA ที่ทราบความเข้มข้นแล้วจากข้อ 5.4  มาทดสอบด้วยวิธี Western blotting 
analysis พบผลการวิเคราะห์ SDS-PAGE ปรากฏรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 มีขนาด 45 KDa 
สอดคล้องกับผลของ Western blotting analysis โดยใช้ Anti-VP1 antibody และซีรั่มไก่ที่ให้
ผลบวกจากการทดสอบด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX  ซึ่งปรากฏแถบสัญญาณแถบ
เดียวที่มีขนาดเช่นเดียวกัน   ในขณะที่ไม่ปรากฏแถบสัญญาณใดๆ เมื่อใช้ซีรั่มไก่ที่ให้ผลลบจากการ
ทดสอบด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX (รูปที่ 5.48) 

 
รูปท่ี 5.48 ผลการทดสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1  
 เลน M  Protein Marker (Fermentas, USA) 
 เลน 1  ผลการวิเคราะห์ SDS-PAGE 
 เลน 2  ผล Western blotting analysis โดยใช้ Anti – VP1 Antibody  
    เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ 

เลน 3  ผล Western blotting analysis โดยใช้ซีรั่มไก่ที่ให้ผลบวก (CAV positive 
serum) เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ 

เลน 4 ผล Western blotting analysis โดยใช้ซีรั่มไก่ที่ให้ผลลบ (CAV negative 
serum) เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ 

จากผลการทดสอบดังกล่าวแสดงถึงรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 มีคุณสมบัติ
ความเป็นแอนติเจนที่ดีและเหมาะสมในการน าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส 
CAV และการผลิตพอลิโคลนัลแอนติบอดีในข้ันต่อไป 
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5.6 การประยุกต์ใช้รคีอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ส าหรับตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส 
CAV ด้วยวิธี indirect enzyme linked immunosorbant assay (indirect ELISA)  

 5.6.1 การหาความเหมาะสมของวิธีด้วย checkerboard titration assay (CBT) 

   เมื่อได้รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ที่บริสุทธ์ิจากข้อ 5.4 ที่ทราบความเข้มข้น
และมีคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนส าหรับใช้เป็นโปรตีนแอนติเจนในการทดลองนี้ จึงท าการหาความ
เหมาะสมของวิธี โดยพิจารณาจากปัจจัยดังต่อไปนี้ ได้แก่ ปริมาณโปรตีนแอนติเจน, ระดับการเจือจาง
ตัวอย่างซีรั่มและสารคอนจูเกตหรือแอนติบอดีทุติยภูมิด้วยวิธี CBT  โดยใช้ตัวอย่างซีรั่มบวกซึ่งเป็น
ซีรั่มที่ให้ผลบวกจากการทดสอบด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX จ านวน 3 ตัวอย่าง 
ได้แก่ P1, P2 และ P3 และตัวอย่างซีรั่มลบ (N) ซึ่งเป็นซีรั่มทีใ่ห้ผลลบจากการทดสอบด้วยชุดทดสอบ 
ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX จ านวน 1 ตัวอย่าง โดยได้ท าการเจือจางโปรตีนแอนติเจน Δ60VP1 
ด้วยสารละลาย coating buffer จ านวน 6 ระดับได้แก่ 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 และ 20 นาโนกรัม
ต่อหลุม ส าหรับเคลือบบนก้นหลุมของไมโครเพลท และทดสอบกับตัวอย่างซีรั่มที่เจือจางในระดับที่
แตกต่างกันด้วยสารละลาย blocking buffer จ านวน 5 ระดับได้แก่ 1:10,1:50, 1:100, 1:200 และ 
1:400 โดยใช้ระดับการเจือจางของสารคอนจูเกตเท่ากับ 1: 2,000 ดังแสดงในตารางที่ 5.7  
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ตารางท่ี 5.7 แสดงผลการหาปริมาณแอนติเจนและระดับการเจือจางของซีรั่มที่เหมาะสมที่ระดับ
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   จากผลการทดลองพบว่า เมื่อใช้ปริมาณแอนติเจน  Δ60N_VP1 5 นาโนกรัมต่อหลุม 
ที่ระดับการเจือจางตัวอย่างซีรั่ม 1:50 จะให้ค่าอัตราส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างซีรั่ม
บวกต่อค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างซีรั่มลบ หรือ S/N สูงสุด โดยให้ค่า S/N เมื่อตัวอย่างซีรั่มบวก
เป็น P1, P2 และ P3  ดังนี้คือ 3.781, 3.614 และ 2.116  โดยให้ค่าการดูดกลืนแสงของผลลบ 
(Background) เท่ากับ 0.251   ดังนั้นจึงเลือกปริมาณแอนติเจน 5 นาโนกรัมต่อหลุมและระดับการ
เจือจางตัวอย่างซีรั่ม 1:50 เป็นปริมาณแอนติเจนและระดับการเจือจางตัวอย่างซีรั่มที่เหมาะสม
ส าหรับหาระดับการเจือจางของสารคอนจูเกตที่เหมาะสมในข้ันต่อไป 
   จากนั้นจึงหาระดับการเจือจางของสารคอนจูเกตที่เหมาะสมของวิธี indirect ELISA 
ต่อไป โดยใช้ปริมาณแอนติเจน Δ60N_VP1 ที่ 5 นาโนกรัม เคลือบลงบนหลุมของไมโครเพลทและ
ทดสอบกับตัวอย่างซีรั่มบวกและซีรั่มลบชุดเดียวกันกับการทดลองก่อนหน้าซึ่งน ามาเจือจาง 1:50  
โดยสารคอนจูเกตที่ใช้ในการทดสอบไดถู้กเจือจางด้วยสารละลาย blocking buffer จ านวน 4 ระดับ
ได้แก่ 1:2,000, 1:4,000, 1:6,000 และ 1:8,000  พบว่าระดับการเจือจางของสารคอนจูเกตที่ 
1:6,000 เป็นระดับการเจือจางมากสุดที่ให้อัตราส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างซีรั่มบวก
ต่อค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างซีรัม่ลบ หรือ S/N สูงสุด เมื่อตัวอย่างซีรั่มบวกเป็น P1, P2 และ P3  
ดังนี้คือ 5.219, 5.899 และ 2.215  ดังแสดงในตารางที่ 5.8 
 
ตารางท่ี 5.8 แสดงผลการหาระดับการเจือจางของสารคอนจูเกตที่เหมาะสมทีร่ะดับต่างๆ 

ตัวอย่าง
ซีรั่ม 

ระดับการเจือจางของสารคอนจูเกต 
1:2000 1:4000 1:6000 1:8000 

S/N N (OD450) S/N N (OD450) S/N N (OD450) S/N N (OD450) 

P1 3.510 
0.567 

4.541 
0.333 

5.219 
0.228 

3.943 
0.175 P2 3.952 5.003 5.899 5.663 

P3 1.878 2.126 2.215 2.234 

  
   และเมื่อพิจารณาจากกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ที่ระดับการเจือจางของสารคอนจูเกตต่างๆ ทั้ง 4 ตัวอย่าง (P1, P2, P3 
และ N) ดังแสดงในรูปที่ 5.49 พบว่า ที่ระดับการเจือจางที่ 1: 6,000 เป็นระดับการเจือจางมากสุดที่
แยกแตกต่างระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของซีรั่มบวกและลบได้ และให้ค่าการดูดกลืนแสงของผลลบ
(Background) เท่ากับ 0.228    ดังนั้นจึงเลือกระดับการเจือจางของสารคอนจูเกตที่ 1 :6,000 เป็น
ระดับการเจือจางที่เหมาะสม 
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รูปท่ี 5.49 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ที่
ระดับการเจือจางของสารคอนจูเกตต่างๆ ของวิธี indirect ELISA  
 
   จากผลการทดลองนี้จึงได้ความเหมาะสมของวิธี indirect – ELISA ที่พัฒนาข้ึนโดย
ใช้ปริมาณโปรตีนแอนติเจน  Δ60N_VP1 ที่ 15 นาโนกรัมต่อหลุม เป็นปริมาณแอนติเจนที่เหมาะสม    
ส่วนการเจือจางของตัวอย่างซีรั่มและสารคอนจูเกตใช้ระดับการเจือจางที่ 1:50 และ 1:6,000 เป็น
ระดับการเจือจางที่เหมาะสม 
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 5.6.2 การหาค่า Cut off ของวิธี indirect ELISA 

  เมื่อได้ความเหมาะสมของวิธี indirect ELISA แล้วจึงท าการทดสอบตัวอย่างซีรั่มไก่ซึ่ง
ทดสอบผลด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูป ยี่ห้อ IDEXX แล้ว จ านวน 152 ตัวอย่าง   ผลการทดสอบ
ด้วยวิธี indirect – ELISA ที่พัฒนาข้ึนอยู่ในรูปแบบค่าร้อยละอัตราส่วน sample ต่อ positive 
(%S/P) และผลการทดสอบด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX ซึ่งให้ผลอยู่ในรูปแบบ
ผลบวกหรือผลลบ ได้ถูกน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธีทางสถิติ  two-graph receiver operating 
characteristic (TG-ROC) analysis โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป MedCalc® version 15.2.2 
software ได้กราฟ TG-ROC แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า %S/P ของ 152 ตัวอย่าง (แกน X) และ
ค่าความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) ของวิธี indirect – ELISA เมื่อเปรียบเทียบ
กับวิธีทดสอบด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX (แกน Y) ดังแสดงในรูปที่ 5.50  
 

 
รูปท่ี 5.44 กราฟ two-graph receiver operating characteristic (TG-ROC) analysis ส าหรับหา
ค่า Cut off ของวิธี indirect  ELISA 
 

จากกราฟพบว่า จุดตัดตรงกับต าแหน่ง d0 ซึ่งมีค่าเท่ากับ 7.58 ซึ่งเป็นต าแหน่งที่ให้ค่า 
Youden index J สูงสุด มีค่าเท่ากับ 0.8281 ต าแหน่งดังกล่าวจึงเป็นต าแหน่งที่เหมาะสมส าหรบัเป็น
ค่า Cut off ตามวิธีการพิจารณาค่า Cut off  ของ Greiner (2000) [62]   ดังนั้นในการทดลองนี้จึง
ใช้ค่า %S/P ที่ 7.58 เป็นค่า Cut off ที่เหมาะสมของวิธี indirect ELISA ที่พัฒนาข้ึนนี้และสามารถ
แปลผลบวกหรือผลลบของวิธี indirect ELISA ที่พัฒนาข้ึนนี้โดยพิจารณาค่า %S/P ของตัวอย่าง
ทดสอบที่น้อยกว่าหรือเท่ากับ 7.58 ให้ผลลบและพิจารณาค่า %S/P ที่มากกว่า 7.58 ให้ผลบวก      
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  5.6.3 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธ ีindirect ELISA กับวิธีของชุดทดสอบ 

ELISA ส าเร็จรปูยี่ห้อ IDEXX 

จากการเปรียบเทียบประสทิธิภาพของวิธี indirect ELISA ที่พัฒนาข้ึนกับชุดทดสอบ 
ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX ซึ่งใช้เป็นวิธีมาตรฐานส าหรับในการทดลองนี้ ดังแสดงในตารางที่ พบว่า 
จากตัวอย่างซีรั่มไก่ทั้งหมด 152 ตัวอย่าง มีจ านวน 14 ตัวอย่างที่ให้ผลต่างกันระหว่างสองวิธีโดยมี
จ านวน 11 ตัวอย่าง แสดงผลเป็นลบเมื่อทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA แต่ให้ผลบวกเมื่อทดสอบ
ด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX แสดงถึงผลลบปลอม (false negative) และเมื่อ
ค านวณหาค่าความไว (sensitivity) ของวิธีทดสอบพบว่ามีค่าเท่ากับ 87.50% (77/88)  ในขณะที่พบ
ผลบวกปลอม (false positive) ซึ่งแสดงผลเป็นบวกเมื่อทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA แต่กลับ
ให้ผลลบเมื่อทดสอบด้วยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX จ านวน 3 ตัวอย่าง และเมื่อ
ค านวณหาค่าความจ าเพาะ (specificity) ของวิธีทดสอบพบมีค่าเท่ากับ 95.31% (61/64)   
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ตารางท่ี 5.9 แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพของวิธี indirect ELISA ที่พัฒนาข้ึนกับชุดทดสอบ 
ELISA ส าเรจ็รปูยี่หอ้ IDEXX 
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 และเมื่อพิจารณาความสอดคล้องของผลการทดสอบทั้งสองวิธีพบว่ามีจ านวน 138 
ตัวอย่างให้ผลการทดสอบตรงกัน ซึ่งเมื่อน าไปค านวณหาค่าแม่นย าของวิธี (accuracy) ของวิธีทดสอบ
พบจึงไดค่้าเท่ากับ 90.79% (138/152)   นอกจากนี้เมื่อน าไปวิเคราะห์หาระดับความสอดคล้องของ
ทั้งสองวิธีด้วยวิธีวิเคราะห์ทางสถิติโดยแสดงค่า Kappa (k) ที่ระดับความเช่ือมั่นที่ 95% พบมีค่า
เท่ากับ 0.814  ซึ่งแสดงถึงผลการทดสอบของวิธี indirect ELISA ที่พัฒนาข้ึนมีความสอดคล้องกับวิธี
ทดสอบโดยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX ในระดับสูง   

จากการศึกษานี้จึงแสดงใหเ้ห็นว่า วิธี indirect ELISA ส าหรับตรวจหาแอนติบอดีต่อ
เช้ือไวรัส CAV โดยใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 ได้ถูกพัฒนาข้ึนส าเรจ็และพบว่ามปีระสิทธิภาพ
เทียบเท่ากบัชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปตามท้องตลาด 
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5.7 การประยุกต์ใช้รคีอมบิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 ส าหรับผลิตพอลิโคลนัลแอนติบอด ี 

 นอกจากการน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 ส าหรับใช้เป็นแอนติเจนไปใช้ในการพัฒนาวิธี 
indirect – ELISA เพื่อใช้ตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CAV ยังถูกน ามาใช้เพื่อผลิตพอลิโคลนัล
แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 ส าหรับน าไปใช้ตรวจหาเช้ือไวรัสด้วยเทคนิค
ทางอิมมูนวิทยาโดยได้น ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 บริสุทธ์ิที่ผ่านกระบวนการ dialysis และ
ละลายอยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์ PBS ไปฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนูไมซ์ จ านวน 2 ตัว โดยใช้รีคอม
บิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 ในปริมาณ 10 ไมโครกรัมต่อครั้งของการฉีดผสมกับสาร adjuvant ที่
เหมาะสม ฉีดกระตุ้นเป็นจ านวน 3 ครั้ง โดยเก็บเลือดจากหางก่อนการฉีดกระตุ้น (pre-immune) 
เพื่อใช้เป็นซีรั่มควบคุมลบของการทดสอบและเก็บเลือดจากหนูภายหลัง 1 สัปดาห์เมื่อได้รับการ
กระตุ้น  ซีรั่มจากเลือดหนูได้ถูกน าไปทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA ตามวิธีการเช่นเดียวกับข้อ 
4.6.2 โดยท าการเจือจางซีรั่มหนูเป็น 2 เท่าลดลงตามล าดับ ตั้งแต่ระดับการเจือจางที่  1:1,000 ถึง 
2,048,000 ส าหรับใช้เป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ และใช้สารคอนจูเกตเป็น horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-mouse IgG ส าหรับเป็นตัวติดตาม  
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   จากการทดลองดังกราฟรูปที่ 5.51A และ 5.51B พบผลการตอบสนองต่อการสร้าง
แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 ของหนูตัวที่ 1 และ 2 โดยหนูตัวที่ 2 เริ่มมี
การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันด้วยการสร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
Δ60VP1 ได้ต้ังแต่ภายหลังการฉีดกระตุ้นครั้งที่ 2  และภายหลังการฉีดกระตุ้นครั้งสุดท้ายพบหนูทั้ง
สองตัวมีการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันและสร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ รีคอมบิแนนท์โปรตีน 
Δ60VP1 ซึ่งมีระดับไตเตอร์ของพอลิโคลนัลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 ใน
หนูตัวที่ 1 และ 2 เท่ากับ 256,000 และ 512,000 ตามล าดับ  

A 

 
B 

 
รูปท่ี 5.45 กราฟแสดงผลการหาระดับไตเตอร์ของพอลิโคลนัลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อรีคอมบิแนนท์
โปรตีน Δ60VP1 A) หนูไมซ์ตัวที่ 1 B) หนูไมซ์ตัวที่ 2 ด้วยวิธี  indirect ELISA 
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และจากการน าซีรั่มจากหนูทั้งสองไปทดสอบความจ าเพาะของพอลิโคลนัลแอนติบอดีต่อ    
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 ด้วยวิธี Western blotting analysis   ดังแสดงผลในรูปที่ 5.52 

 

       SDS-PAGE    Anti-His         ซีรั่มหนูตัวท่ี 1   Pre-immune หนูตัวท่ี 1 

  
     ซีรั่มหนูตัวท่ี 2      Pre-immune หนูตัวท่ี 2 

 
 
รูปท่ี 5.46 ผลการทดสอบความจ าเพาะของพอลิโคลนัลแอนติบอดีต่อ รีคอมบิแนนท์โปรตีน 

Δ60N_VP1 ของหนูไมซ์ ด้วยการวิเคราะห์ SDS-PAGE และ Western blotting analysis  
 เลน M   : Protein Marker (Fermentas, USA) 

เลน 1    : รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28- Δ60N_VP1 ที่ไม่ได้ถูกชักน าด้วย IPTG 
เลน 2    : รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28- Δ60N_VP1 ที่ถูกชักน าด้วย IPTG 

 เลน 3    : รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ที่บริสุทธ์ิ 
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 จากผลวิเคราะห์ด้วยวิธี SDS-PAGE พบแถบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 
ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน (kDa) มีปริมาณเพิ่มขึ้น (รูปที่ 5.52, เลน 2)   เมื่อเปรียบเทียบกับ              
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28- Δ60N_VP1 ที่ไม่ได้ถูกชักน าด้วย IPTG   (รูปที่ 5.52, เลน 1)  และพบ
แถบ  รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ที่ขนาดเดียวกัน (รูปที่ 5.52,  เลน 3) สอดคล้องกับผลการ
ทดสอบด้วยวิธี Western blotting analysis เมื่อใช้ Anti-His monoclonal antibody เป็น
แอนติบอดีปฐมภูมิส าหรับตรวจติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน พบแถบสัญญาณที่ขนาดเดียวกับผล   
SDS-PAGE    ในขณะที่เมื่อใช้พอลิโคลนัลแอนติบอดีจากซีรั่มของหนูไมซ์ตัวที่ 1 เป็นแอนติบอดี    
ปฐมภูมิในวิธี Western blotting analysis พบแถบสัญญาณของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 ขนาด
ประมาณ 45 กิโลดาลตัน (kDa) ทั้งในเลน 2 และ 3  เช่นเดียวกัน แต่ไม่พบในเลน 1  อย่างไรก็ตามยัง
พบแถบสัญญาณที่ไม่จ าเพาะที่เกิดข้ึนที่ขนาดอื่นๆ ทั้งในเลน 1, 2 และ 3   เมื่อเปรียบเทียบผล 
Western blotting analysis โดยใช้พอลิโคลนัลแอนติบอดีจากซีรั่มของหนูไมซ์ตัวที่ 2 เป็นแอนติบอดี
ปฐมภูมิพบแถบสัญญาณของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน (kDa) 
เกิดข้ึนทั้งในเลน 2 และ 3  แต่ไม่พบในเลน 1 เช่นเดียวกัน   ในขณะที่พบแถบสัญญาณที่ไม่จ าเพาะที่
เกิดข้ึนที่ขนาดอื่นๆ เฉพาะในเลน 1 และ 2 แต่ไม่พบในเลน 3     

 จากการทดลองนี้จึงได้พอลิโคลนัลแอนติบอดีที่ผลิตได้จากหนูไมซ์ตัวที่ 2 ซึ่งมีระดับ
ไตเตอร์ 512,000  และมีความจ าเพาะต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60VP1 อย่างเหมาะสมส าหรับ
น าไปใช้ตรวจหาเช้ือไวรัส CAV ด้วยเทคนิคทางอิมมูนวิทยาต่อไป  
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บทที่ 6 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 โรคโลหิตจางในไก่ เป็นโรคระบาดซึ่งพบการแพร่ระบาดและกระจายอยู่ทั่วไปในฝูงไก่     
การแสดงออกของโรคในลกูไก่สามารถช้ีบ่งถึงการแพร่ระบาดของโรคได้ แต่ไม่สามารถช้ีบ่งโรคได้ในไก่
ที่มีอายุ  เนื่องจากไม่มีการแสดงอาการของโรคท าให้การป้องกันการแพร่กระจายของเช้ือไวรัสก่อโรค
โลหิตจางในไก่อันเป็นสาเหตุของโรคในฝูงสัตว์เป็นไปได้ยาก    การตรวจวินิจฉัยเพื่อคัดแยกสัตว์ติด
เช้ือจึงเป็นสิ่งจ าเป็น    นอกจากการตรวจหาภูมิคุ้มกันในสัตว์เพื่อคัดกรองแล้วการสร้างภูมิคุ้มกันโดย
ให้วัคซีนในสัตว์ที่ไม่มีภูมิคุ้มกันเป็นสิ่งส าคัญโดยเฉพาะการสร้างภูมิคุ้มกันให้วัคซีนในไก่แม่พันธ์ุก่อน
ช่วงการฟักไข่  ย่อมส่งผลให้สัตว์ได้รับภูมิ คุ้มกันโดยก าเนิดและป้องกันการติดเช้ือได้อย่างเป็นผลดี     
ซึ่งการกระท าสองอย่างควบคู่กันย่อมส่งผลดีต่อการควบคุมการแพร่ระบาดของเช้ือและป้องกันการ
เกิดความเสียหายและผลกระทบจากโรคโลหิตจางในไก่นี้  ซึ่งท าให้ไก่มีภูมิคุ้มกันอ่อนแอและอาจติด
เช้ืออื่นๆซึ่งก่อโรคระบาดรุนแรงได้ [2] 

ปัจจุบันการตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสในไก่  นิยมใช้ เทคนิค Enzyme linked 
immunosorbant assay (ELISA) ในการทดสอบเบื้องต้น เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย ให้ผลรวดเร็วและ
ทดสอบตัวอย่างปริมาณมากได้ ซึ่งการใช้อนุภาคไวรัสเป็นแอนติเจนพบว่ามีข้ันตอนที่ซับซ้อนและ
ต้นทุนสูง   การใช้เทคโนโลยีการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนเพื่อผลิตโปรตีนแอนติเจนโดยอาศัย
สิ่งมีชีวิตอื่นๆ โดยเฉพาะแบคทีเรีย Escherichia coli  ซึ่งเป็นที่นิยม เนื่องจากสามารถผลิตโปรตีนได้
ในปริมาณสูง ง่ายและใช้ต้นทุนต่ า จึงได้ถูกพัฒนา    อย่างไรก็ดีการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนแคพซิด
หรือ VP1 ของเช้ือไวรัสก่อโรคโลหิตจางในไก่ซึ่งเป็นโปรตีนหลักที่แสดงคุณสมบัติ immunogenicity 
ได้ดี โดยใช้ระบบการแสดงออกในแบคทีเรีย E.coli ยังผลิตได้ในปริมาณน้อย เนื่องจากท าให้เกิด
ความเป็นพิษต่อเซลล์ของแบคทีเรียของโปรตีน VP1 [55], [57]  นอกจากนี้ยังโปรตีน VP2 ซึ่งเป็น
โปรตีนของไวรัสที่ส าคัญโดยมีบทบาทเป็นโปรตีน chaperone หรือ scaffold protein มีส่วน
เกี่ยวข้องในการม้วนพับของโปรตีน VP1 ให้เกิดโครงสร้างของอนุภาคไวรัสที่ถูกต้อง [16], [25], [26] 

ในการศึกษาครั้งนี้จึงได้ผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 และ VP2 ในแบคทีเรีย E.coli เพื่อให้
ได้แอนติเจนที่เหมาะสมและปริมาณมาก โดยสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มียีน VP1 ซึ่งดัดแปลงให้
เป็นยีน Δ60N_VP1 ส าหรับผลิตรีคอมบิแนนท์ โปรตีน Δ60N_VP1 โดยอาศัยเทคนิคทาง           
พันธุวิศวกรรมท าการตัดยีน VP1 บางส่วนซึ่งแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนตั้งแต่ล าดับที่ 1 – 60 ที่อยู่
ปลายด้าน N-terminal ที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนอาร์จินินเป็นจ านวนสูงในบริเวณกรดอะมิโน     
50 - 60 ตัวแรก จึงมีคุณสมบัติเป็นประจุบวกและสามารถจับกับ DNA ได้ และเป็นพิษต่อเซลล์
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แบคทีเรียออก [55] ตามการศึกษาของ Lee และคณะ (2009) ซึ่งพบว่าการตัดส่วนที่เป็นพิษต่อเซลล์
ดังกล่าวออกสามารถเพิ่มระดับการแสดงออกของโปรตีน VP1 ในแบคทีเรีย Escherichia coli ให้
มากข้ึนได้ [57]   นอกจากนี้การที่โปรตีน VP2 สามารถช่วยในการม้วนพับของโปรตีน VP1 
[16],[25],[26] จึงได้ท าการออกแบบรีคอมบิแนนท์พลาสมิดให้มียีน VP2 ส าหรับผลิตรีคอมบิแนนท์
โปรตีน VP2       นอกจากนี้ยังท าการตัดต่อพันธุกรรมของยีน VP2 โดยเช่ือมต่อกับยีน VP1 เต็มยีน
ให้เป็นยีนเดียวกัน ส าหรับผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Full length VP1 และตัดต่อพันธุกรรม
ของยีน VP2 ให้เช่ือมต่อกับยีน Δ60N_VP1 ส าหรับผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนอีก 2 ชนิด คือ โปรตีน 
VP2/Δ60N_VP1 และโปรตีน Δ60N_VP1/VP2 

จากการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดทั้ง 5 รูปแบบ ส าหรับผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 
และ VP2 ทั้ง 5 ชนิด   โดยโคลนช้ินส่วนยีนทั้งหมดของ VP1 และ VP2 แล้วตัดต่อเข้าสู่ พลาสมิด 
pET28a (+)   จากงานวิจัยน้ีสามารถสร้างรีคอมบิแนนท์ได้ทั้งหมด 4 รูปแบบ จาก 5 รูปแบบ ซึ่งไม่
สามารถโคลนรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28-VP2/VP1 ได้   เนื่องจากภายหลังการประกอบเป็นช้ิน
ยีน VP2 เช่ือมต่อกับยีน VP1 เต็มยีน  แล้วเคลื่อนย้ายพลาสมิดเข้าสู่แบคทีเรีย E.coli สายพันธ์ุ 
DH5α ซึ่งพบโคโลนีของแบคทีเรียเจริญและตายในที่สุด    ซึ่งหลายรายงานการศึกษาพบว่ายีน VP1 
เต็มยีนสามารถโคลนเข้าสู่พลาสมิดต่างๆ เช่น pET28 [57], pRSET [56] ส าหรับผลิตโปรตีน      
Full length VP1 ในแบคทีเรีย E.coli ได้  แต่เนื่องจากการทดลองนี้ได้ท าการเช่ือมต่อยีน VP1 เข้า
กับยีน VP2   แสดงถึงยีน VP2 อาจส่งเสริมให้ยีน VP2/VP1 เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์แบคทีเรีย 
E.coli  ทั้งนี้ยังไม่ทราบแน่ชัดว่าเกิดจากกระบวนการใดเป็นสาเหตุ     นอกจากนี้ในการศึกษาน้ียังพบ
อีกว่าล าดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสจากยีน Δ60N_VP1 และ VP2 ในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีเพียง
ยีนเดียวต่างจากในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีทั้งสองยีนเช่ือมต่อกันในบางต าแหน่ง ทั้งนี้อาจเกิดจาก
ความผิดพลาดจากการท างานของเอนไซม์ DNA polymerase ที่มี proof reading ที่ใช้ในปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส  จึงเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน VP1 และ VP2 ของเช้ือไวรัสก่อโรค
โลหิตจางติดต่อในไก่ในฐานข้อมูล Genbank ต่างกัน ซึ่งผลต่อโครงสร้างของโปรตีนหรือท าให้บาง  
อิพิโทปที่อยู่บนโปรตีน Δ60N_VP1 แตกต่างกัน 

ในงานวิจัยน้ีจึงได้น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดทั้ง 4  รูปแบบข้างต้น เคลื่อนย้ายเข้าสู่แบคทีเรีย 
E.coli สายพันธ์ุ Roseta-gami และท าการแสดงออกโดยอาศัย IPTG เป็นสารชักน าที่ตามสภาวะที่
เหมาะสมต่อการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนแต่ะชนิดที่ได้จากการทดลองในครั้งนี้           
จากการศึกษาครั้งนี้พบความแตกต่างของระดับการแสดงออกระหว่างรีคอมบิแนนท์โปรตีนเดียว คือ 
Δ60N_VP1 และ VP2  กับรีคอมบิแนนท์โปรตีนผสม คือ VP2/Δ60N_VP1และ Δ60N_VP1/VP2 
โดยระดบัการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ที่เช่ือมต่อกับ VP2 น้อยกว่าระดับการ
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แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 และ VP2 ที่ไม่เช่ือมต่อกัน    จากผลดังกล่าวแสดง
ว่าโปรตีน VP2 ซึ่งมีบทบาทหน้าที่คลา้ย chaperone [16] แต่ไม่สามารถช่วยเพิ่มระดับการแสดงออก
ของโปรตีน Δ60N_VP1 ได้     อย่างไรก็ตามการศึกษาน้ีได้พบว่าทิศทางของการเช่ือมต่อโปรตีน VP2 
กับ Δ60N_VP1 มีผลต่อระดับการแสดงออกและขนาดของโปรตีนโดยพบว่าการเช่ือมต่อโปรตีน VP2 
ที่ปลาย N-terminal ของโปรตีน Δ60N_VP1 (VP2/Δ60N_VP1) พบระดับการแสดงออกของโปรตีน
สูงกว่าการเ ช่ือมต่อโปรตีน VP2 ทางด้านปลาย C-terminal ของโปรตีน Δ60N_VP1 
(Δ60N_VP1/VP2)  แต่เกิดการย่อยของโปรตีนมากกว่าอาจเนื่องจากการม้วนพับของรีคอมบิแนนท์
โปรตีนทั้งสองที่แตกต่างกัน จึงท าให้การถูกย่อยของโปรตีนซึ่งอาจเกิดจากการท างานของเอนไซม์   
โปรติเอสจากเซลล์เจ้าบ้านมากน้อยต่างกัน แสดงถึงการเช่ือมต่อโปรตีน VP2 ที่ปลายด้าน            
N-terminal ของโปรตีน Δ60N_VP1 สามารถส่งเสริมการแสดงออกของโปรตีนได้ดีกว่าการเช่ือมต่อ
ที่ปลายด้าน C-terminal   ของโปรตีน Δ60N_VP1 นอกจากนี้ยังพบขนาดที่แตกต่างกันของ          
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 และ VP2/Δ60N_VP1 ซึ่งแปลรหัสจากล าดับกรดอะมิโนที่มี
จ านวนเท่ากัน คือ 654 กรดอะมิโน  แต่พบว่าโปรตีน Δ60N_VP1/VP2 มีขนาด 85 kDa ซึ่งมากกว่า
ขนาดของรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2/Δ60N_VP1 ซึ่งมีขนาด 72 kDa ประมาณ 7 kDa โดยขนาดของ
โปรตีนที่เพิ่มข้ึนอาจเกิดจากกระบวนการใดกระบวนการหนึ่งของเซลล์เจ้าบ้านซึ่งเป็นโปรคาริโอติก
เซลล์หรือเกิดจากอันตรกริยาระหว่างโปรตีน Δ60N_VP1/VP2 กับโปรตีนใดของเซลล์เจ้าบ้านซึ่งมีผล
ต่อการเพิ่มขนาดของโปรตีน  

เมื่อน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดทั้ง 4 ชนิด มาทดสอบคุณสมบัติการละลายของโปรตีนใน
สารละลาย ENZhance lysis buffer  พบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 สามารถละลายได้ดี 
สอดคล้องกับการศึกษาของ  Lee และคณะ (2009) พบว่าโปรตีน VP2 สามารถละลายได้ 80% ของ
โปรตีน VP2 ทั้งหมดที่มีการแสดงออก  ในขณะที่รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ไม่สามารถ
ละลายได้ [57] เนื่องจากค่าเฉลี่ยของประจุต่อเรซิดิวส์ของโปรตีนลดลง [55] และเมื่อน า               
รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP2 ที่ละลายได้มาเช่ือมต่อกับโปรตีน Δ60N_VP1 ที่ไม่ละลายพบว่าไม่สามารถ
ช่วยให้โปรตีน Δ60N_VP1 ละลายได้  ในขณะเดียวกันท าให้โปรตีน VP2 เดิมสามารถละลายได้ดีกลับ
ไม่สามารถละลายได้เมื่อเช่ือมต่อกับโปรตีน Δ60N_VP1     จากการศึกษานี้จึงพบว่าการที่โปรตีน 
VP2 ไม่สามารถช่วยเพิ่มระดับการละลายของโปรตีน Δ60N_VP1 ดังนั้นเป็นไปได้ว่าโปรตีน VP2 อาจ
มีส่วนเกี่ยวข้องเฉพาะในการประกอบโครงสร้างของโปรตีน VP1 ท าให้เกิดอิพิโทปที่ถูกต้องและช่วย
ในการกระตุ้นการสร้าง neutralizing antibodies ของโปรตีน VP1 [25],[26] อย่างเดียว  ดังนั้น        
รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1/VP2 และ VP2/Δ60N_VP1 ทั้งสองจึงเหมาะสมส าหรับพัฒนาเป็น
วัคซีนต่อไป 
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การท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนทั้ง 4 ชนิดให้บริสุทธ์ิในการทดลองนี้ได้ท าการละลายโปรตีนแล้ว
ผ่าน Nickel column chromatography แล้วชะแยกรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ศึกษาออกโดยอาศัย
การเพิ่มความเข้มข้นของสาร imidazole ตามล าดับ  ส าหรับโปรตีน VP2 ซึ่งสามารถละลายได้ง่าย
ด้วย ENZhance lysis buffer และถูกท าให้บริสุทธ์ิโดยอาศัยความเข้มข้นของสาร imidazole ที่ 
100 และ 300 มิลลิโมลาร์ ซึ่งการที่โปรตีน VP2 สามารถถูกแยกออกมาได้ 2 ช่วง อาจเกิดจากการที่
มีโปรตีนอื่นๆมารบกวนการจบัจงึท าใหโ้ปรตีน VP2 บางส่วนจับกับคอลัมน์ด้วยแรงที่อ่อนกว่าจึงถูกชะ
ออกมาก่อนด้วยความเข้มข้นของ imidazole ที่ต่ า     ส่วนการท าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีน 
Δ60N_VP1, VP2/Δ60N_VP1และ Δ60N_VP1/VP2 ซึ่งมีคุณสมบัติไม่ละลายและอยู่ในรูปของ 
inclusion bodies บริสุทธ์ินั้นได้น าวิธีการของ Schlager และคณะ (2012) [65] มาประยุกต์ใช้ใน
การศึกษาน้ีโดยอาศัยสาร SDS ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น anionic detergent  และสามารถละลายโปรตีน
ได้เป็นอย่างดี โดย SDS จะสามารถแทรกอยู่ภายในโปรตีนในบริเวณที่ไม่มีข้ัว (hydrophobic) แล้ว
เกิดโครงสร้างที่เรียกว่า micelle เกิดข้ึน โดยพบว่าการใช้สาร SDS ในปริมาณสูง 1% สามารถ
ละลายโปรตีนที่อยู่ในตะกอนเซลล์ได้ง่ายและรวดเร็ว เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้สาร chaotropic อื่น 
เช่น ยูเรีย,  กัวนิดิเนียมคลอไรด์ ซึ่งมีขั้นตอนยุ่งยากและใช้เวลานาน อีกทั้งยังสิ้นเปลืองเนื่องจากต้อง
ใช้สารในปริมาณที่มีความเข้มข้นสูง 6-8 โมลาร์  และภายหลังที่โปรตีนถูกท าลายโครงสร้างโปรตีนใน
บริเวณที่เป็น α-helical ด้วย SDS [66] แล้วอาศัย anionic detergent  อีกชนิดหนึ่ง คือ sarkosyl 
แทน SDS ที่ถูกก าจัดออกด้วยการตกตะกอนในสภาวะเย็นก่อนหน้า โดยการใช้ในปริมาณ sarkosyl 
น้อย 0.1 % พบว่า นอกจากช่วยให้การละลายของโปรตีนดีข้ึนแล้วยังช่วยในการม้วนพับของโปรตีน
ให้มีความถูกต้อง [67] ท าให้โปรตีนสามารถกลับมาอยู่ในสภาพเดิมภายหลังการท าให้บริสุทธ์ิ 

ในการศึกษานี้ได้ท าการเลือกรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 เป็นโปรตีนหลักซึ่งเป็น    
แคพซิดโปรตีนของไวรัสส าหรับน าไปประยุกต์ใช้เพื่อพัฒนาวิธีตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CAV 
และการผลิตพอลิโคลนัลแอนติบอดี ซึ่งในการศึกษาน้ีได้รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ที่บริสุทธ์ิ
และมีปริมาณ 150 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณสูงเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาก่อนหน้านี้โดย 

Soliman และคณะ (2006) ซึ่งได้พัฒนาการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 ใน E.coli  โดยอาศัย
เวคเตอร์ pRSET ส าหรับแสดงออกโปรตีนและใช้ระบบ Batch fermentation ในการผลิตซึ่งได้
ปริมาณโปรตีนสูงสุดเท่ากับ 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   และภายหลังการทดสอบคุณสมบัติความ
เป็นแอนติเจนของรีคอมบแินนท์โปรตีนดังกล่าว พบว่าสามารถเกิดปฏิกิริยากับแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส
ก่อโรคโลหิตจางติดต่อไนไก่ในซีรั่มของไก่ติดเช้ือได้ดี    ถึงแม้ว่าในการทดลองนี้ได้ท าการท าลาย
โครงสร้างของโปรตีน Δ60N_VP1 ด้วยสาร SDS และท าให้กลับมาม้วนพับของโปรตีนอีกครั้งด้วยสาร 
sarkosyl ในข้ันตอนการท าโปรตีนให้บริสุทธ์ิ  แต่ยังคงโครงสร้างของอิพิโทปบนโปรตีน Δ60N_VP1 
ไว้ [56]  และนอกจากนี้แม้มีการตัดบางส่วนของโปรตีน VP1 ด้านปลาย N-terminal ออกไปถึง 60 
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กรดอะมิโนออกไปก็ยังคงคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนได้ดี อาจเนื่องจากอิพิโทปบางต าแหน่งที่
ส าคัญยังคงอยู่บนโปรตีน Δ60N_VP1 เช่น ต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 89 ที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง 
neutralizing antibody [68] จากการศึกษานี้จึงได้การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน  Δ60N_VP1 ใน
แบคทีเรีย E.coli ที่มีประสิทธิภาพได้รีคอมบิแนนท์โปรตีน  Δ60N_VP1 ที่บริสุทธ์ิสูงในปริมาณมาก
และมีคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนที่ดี  

ในการศึกษาน้ีจึงได้น ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธ์ิที่ผลิตได้ไปประยุกต์ใช้ใน
การพัฒนาวิธีตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสก่อโรคโลหิตจางในไก่ในตัวอย่างซีรั่มด้วยวิธี indirect 
ELISA โดยพบว่า ประสิทธิภาพของวิธีมีความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) 
รวมทั้งความแม่นย า (Accuracy)  เมื่อเปรียบเทยีบกับวิธีทดสอบโดยชุดทดสอบ ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ 
IDEXX ซึ่งใช้เป็นวิธีมาตรฐาน เท่ากับ 87.50%, 95.31% และ 90.79% ตามล าดับ ซึ่งมีความจ าเพาะ
และความแม่นย าสูงกว่า เมื่อเปรียบเทียบกบัวิธี indirect ELISA โดยใช้อนุภาคไวรัสเป็นแอนติเจน ซึ่ง
มีความไวและความจ าเพาะรวมทั้งความแม่นย าของวิธี เท่ากับ 93%, 78% และ 86% ตามล าดับ 
[54] แต่จากการศึกษาของ Soiman และคณะ(2006) ซึ่งสามารถผลิตโปรตีน VP1 จากแบคทีเรีย 
E.coli ได้ และน าโปรตีน full length VP1 มาพัฒนาวิธี indirect ELISA ส าหรับตรวจหาแอนติบอดี
ต่อเช้ือไวรัสก่อโรคโลหิตจางในไก่เช่นกัน พบว่าวิธีดังกล่าวให้ความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 93.3% 
และ 100% ตามล าดับ [56]  ซึ่งมีความไวและความจ าเพาะสูงกว่าวิธี indirect ELISA ที่พัฒนาข้ึน
จากการศึกษานี้   ทั้งนี้อาจเนื่องจากผลการตัดบางส่วนของโปรตีน VP1 ด้านปลาย N-terminal 
ออกไป จ านวน 60 กรดอะมิโน ซึ่งอาจมีอิพิโทปอื่นๆของไวรัสที่ส าคัญอยู่บริเวณดังกล่าวจึงมีผลท าให้
ความไวและความจ าเพาะของวิธีต่ ากว่าเมื่อใช้ VP1 เป็นแอนติเจน    อย่างไรก็ตามเมื่อประเมินความ
สอดคล้องของผลการทดสอบจากวิธี indirect ELISA ที่พัฒนาข้ึนกับผลการทดสอบจากชุดทดสอบ 
ELISA ส าเร็จรูปยี่ห้อ IDEXX พบว่า มีความสอดคล้องกันในระดับดีมาก    ดังนั้นในการศึกษานี้จึง
สามารถพัฒนาวิธีตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสก่อโรคโลหิตจางในไก่เบื้องต้นด้วยวิธี indirect 
ELISA โดยใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ได้เป็นผลส าเร็จ เหมาะสมส าหรับพัฒนาเป็นชุด
ทดสอบส าเร็จรูปต่อไป  
 นอกจากนี้ในการศึกษานี้ยังได้น ารีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธ์ิที่ผลิตได้ไป
ประยุกต์ใช้ในการผลิตพอลิโคลนัลแอนติบอดีซึ่งได้ท าการปลูกภูมิคุ้มกันในหนูไมซ์ จ านวน 2 ตัว โดย
ในการทดลองนี้ได้ใช้ปริมาณรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 บริสุทธ์ิ จ านวน 10 ไมโครกรัมต่อครั้ง
ในการฉีดและเลือกใช้สารแอดจูแวนซ์ ได้แก่  Freund’s complete adjuvant  ส าหรับการปลูก
ภูมิคุ้มกันครั้งแรกและใช้ Freund’s incomplete adjuvant  ส าหรับการปลกูภูมิคุ้มกันครั้งที่ 2 และ 
3  โดยพบว่าแอนติเจนที่ใช้ในปริมาณ 10 ไมโครกรัม ผสมกับสารแอดจูแวนซ์ในอัตราส่วน 1:1 
สามารถใช้ฉีดกระตุ้นให้หนูสร้างแอนติบอดีจ าเพาะต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ได้           
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ในการศึกษาน้ีได้เลือกใช้หนูไมซ์ส าหรับผลิตพอลิโคลอนอลแอนติบอดี เนื่องจากเป็นสัตว์ขนาดเล็กจึง
ใช้ปริมาณโปรตีนแอนติเจนส าหรับปลูกภูมิคุ้มกันน้อยกว่าสัต ว์ชนิดอื่นๆที่นิยมใช้ เช่น หนูแรท, 
กระต่าย เป็นต้น อีกทั้งหนูไมซ์ที่สามารถผลิตแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีนแอนติเจน ยังสามารถ
น าไปใช้ในการผลิตมอนอโคลนัลแอนติบอดีต่อไปได้ [69] โดยปริมาณแอนติเจนซึ่งอยู่ในรูปของ
โปรตีนส าหรับใช้ฉีดกระตุ้นในหนูไมซ์ที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 5- 50 ไมโครกรัม ซึ่งการใช้ปริมาณโปรตีน
แอนติเจนในระดับต่ าสามารถช่วยเพิ่มความจ าเพาะของแอนติบอดีที่ผลิตได้ดี [70] ในการศึกษานี้จึง
ใช้โปรตีนแอนติเจน 10 ไมโครกรัมต่อครั้งการฉีด  พบว่าปริมาณแอนติเจนดังกล่าวเพียงพอและ
สามารถกระตุ้นการสรา้งแอนติบอดีต่อรคีอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ได้   อย่างไรก็ตามพบว่าหนู
ไมซ์แต่ละตัวมีความสามารถผลิตแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ได้ใน
ระดับไตเตอร์ที่แตกต่างกันเมื่อท าการวัดระดับไตเตอร์ด้วยวิธี indirect ELISA  โดยหนูไมซ์ตัวที่ 2 
สามารถผลิตแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ได้ในไตเตอร์ที่  
520,000 ซึ่งสูงกว่าระดับไตเตอร์ของแอนติบอดีจากหนูตัวที่ 1 ซึ่งเท่ากับ 256,000 และพบว่า
แอนติบอดีจากหนูตัวที่ 2 ไม่พบการเกิดปฏิกิริยาการจับแบบไม่จ าเพาะเมื่อเปรียบเทียบกับหนูตัวที่ 1     
จากการศึกษาน้ีจึงสามารถผลิตพอลิโคลนัลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 
จากหนูไมซ์ได้ส าเร็จและเหมาะสมส าหรับใช้พัฒนาการตรวจหาเช้ือไวรัสด้วยเทคนิคทางอิมมูนวิทยา 
ตลอดจนการต่อยอดเพื่อผลิตมอนอโคลนัลแอนติบอดีต่อไป 

 จากการศึกษาทั้งหมดในงานวิจัยนี้จึงได้รีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1 และ VP2 ของ
เช้ือไวรัสโลหิตจางในไก่ที่ผลิตได้ในแบคทีเรีย E.coli  และสามารถพัฒนาวิธีตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือ
ไวรัสโลหิตจางในไก่ด้วยวิธี indirect ELISA โดยอาศัยรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ได้อย่าง
เหมาะสม   ตลอดจนสามารถผลิตพอลิโคลนัลแอนติบอดีต่อ VP1 โดยใช้ Δ60N_VP1 ส าหรับใช้ใน
งานตรวจวินิจฉัยโรคติดเช้ือไวรัสโลหิตจางในไก่ต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลีย้งเชื้อ 

 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวและแข็ง Luria-Bertani (LB broth และ LB agar)  

ช่ังสารดังตอ่ไปนี ้

  ทริปโตน (tryptone) 8  กรัม (1% w/v) 

  ผงสกัดจากยีสต ์(yeast extract) 4 กรัม (0.5% w/v) 

  โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 8 กรัม (1% w/v) 

  วุ้น (agar) (เฉพาะเตรียม LB agar) 12 กรัม  

 ละลายสารทั้ง 3 ชนิดในน้ ากลั่นปริมาตร 600 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-เบส
ด้วยสารละลาย 1 N โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เป็น 7.2   จากนั้นเติมน้ ากลั่นให้ครบ 
800 มิลลิลิตรน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ เป็น
เวลา 15 นาที 

  

2. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวและแข็ง Luria-Bertani (LB broth และ LB agar) ที่มียาปฏิชีวนะ
แอมพิซลิิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร  

เตรียมอาหารเช่นเดียวกับข้อ 1 หลังจากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ เป็นเวลา 15 นาทีทิ้งไว้ให้อุณหภูมิลดลงประมาณ     

55º ซ แล้วจึงเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin) ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ          
50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

 

3. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวและแข็ง Luria-Bertani (LB broth และ LB agar) ที่มียาปฏิชีวนะคลอ
แรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร และกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิิตร 

เตรียมอาหารเช่นเดียวกับข้อ 1 หลังจากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้อุณหภูมิลดลงประมาณ   

55º ซ แล้วจึงเติมยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอลและกานามัยซินความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 
34  และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

วิธีการเตรียมสารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 

 

1. กลีเซอรอล 80% 

น า 87% กลีเซอรอล ปริมาตร 92 มิลลิลิตร  ผสมน้ าปลอดประจุ ปริมาตร 8 
มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ  เป็นเวลา 
15 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น แล้วนึ่งฆ่าเช้ือซ้ าอีกครั้ง 

 

2. สารละลายโซเดียมอะซีเทต เข้มข้น 3 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบส 5.2 

ช่ังโซเดียมอะซีเทต จ านวน 201 กรัม ละลายในน้ าปลอดประจุ ปริมาตร 400 
มิลลิลิตร น าไปปรับความเป็นกรด-เบส 5.2 ด้วยกรดอะซิติก ปริมาตรประมาณ 57 มิลลิลิตร 
แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ าปลอดประจุให้ได้ปริมาตรครบ 500  มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่า
เช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

 

3. สารละลายผสม dNTPs ความเข้มข้นของแต่ละนิวคลีโอไทด ์10 มิลลโิมลาร ์

ผสม dATP, dGTP, dCTP และ dTTP ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 
ไมโครลิตรต่อชนิดนิวคลีโอไทด์ ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน้ าปลอดประจุปลอดเช้ือให้เป็น 
100 ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20º ซ   

 

4. สารละลายบัฟเฟอร์ 50x Tris-acetate (TAE) 

ผสมสารดังต่อไปนี ้

  Trisma base (NH2C(CH2OH)3) 121  กรัม 

  กรดอะซิติก (Gracial acetic acid) 28.55 มิลลิลิตร 

  สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร ์50 มิลลิลิตร 

ละลายสารผสมในน้ าปลอดประจุปริมาตร 300 มิลลิลิตร ผสมให้ละลายเป็นเนื้อ
เดียวกัน  จากนั้นเติมน้ าปลอดประจุให้ได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความ
ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ เป็นเวลา 15 นาที  
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5. 6x Loading dye 

ผสมสารดังต่อไปนี ้

  Bromophenol blue 0.25  กรัม 

  Glycerol 4 มิลลิลิตร 

ละลายสารผสมในน้ าปลอดประจุปลอดเช้ือปริมาตร 6 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ    
4º ซ   

 

6. สารละลาย Tris-HCl เข้มข้น 1.5 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบส 8.8 

ช่ัง Tris base (C4H11NO3) 121.1 กรัม ละลายในน้ าปลอดประจุปริมาตร 600 

มิลลิลิตร จากนั้นปรับค่าความเป็นกรด-เบส 8.8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น แล้วปรับ

ปริมาตรด้วยน้ าปลอดประจุให้ได้ปริมาตรครบ 800 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วย

ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

 

7. สารละลาย Tris-HCl เข้มข้น 1 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบส 6.8 

ช่ัง Tris base (C4H11NO3) 121.1 กรัม ละลายในน้ าปลอดประจุปริมาตร 600 

มิลลิลิตร จากนั้นปรับค่าความเป็นกรด-เบส 6.8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น แล้วปรับ

ปริมาตรด้วยน้ าปลอดประจุให้ได้ปริมาตรครบ 800 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วย

ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

  

8. สารละลาย Tris-HCl เข้มข้น 1 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบส 8.5 

ช่ัง Tris base (C4H11NO3) 121.1 กรัม ละลายในน้ าปลอดประจุปริมาตร 600 

มิลลิลิตร จากนั้นปรับค่าความเป็นกรด-เบส 8.5 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น แล้วปรับ

ปริมาตรด้วยน้ าปลอดประจุให้ได้ปริมาตรครบ 800 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วย

ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 
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9. สารละลาย 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) 

ช่ัง sodium dodecyl sulfate 10 กรัม ละลายในน้ าปลอดประจุปริมาตร 80 

มิลลิลิตร ผสมให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกันแล้วปรับปริมาตรด้วยน้ าปลอดประจุให้ได้ปริมาตร

ครบ 100  มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

 

10. สารละลาย 10% แอมโมเนียมเพอร์ซลัเฟต (ammonium persulfate) 

ช่ังแอมโมเนียมเพอร์ซัลเฟต 100 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ที่ปราศจากเช้ือ
ละลายในน้ าปลอดประจุปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้ละลายจนหมด 

 

11. 4x Sample buffer 

ผสมสารดังต่อไปนี ้

  87% กลเีซอรอล  2.29  มิลลิลิตร 

  สารละลาย Tris-HCl ความเป็นกรด-เบส 6.8 1 มิลลิลิตร 

  น้ าปลอดประจุปลอดเช้ือ  2.71  มิลลิลิตร 

  Bromphenol blue  0.001 กรัม 

  10% SDS  4  มิลลิลิตร 

ละลายให้ เข้ากันและน าไปเก็บรักษาไว้ที่  4º ซ  ก่อนน ามาใช้ให้ผสมสาร             
2-mercaptoethanol ล ง ไ ป ด้ ว ย  ใ น อั ต ร า ส่ ว น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย ผ ส ม ต่ อ ส า ร                     
2-mercaptoethanol เท่ากับ 950 ไมโครลิตร ต่อ 50 ไมโครลิตร 
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12. 10x SDS running buffer 

ช่ังสารดังตอ่ไปนี ้

  Tris base (C4H11NO3)  30  กรัม 

  ไกลซีน (Glycine)  144  กรัม 

  SDS  10 กรัม 

แยกละลายสารแต่ละชนิดด้วยน้ ากลั่น จากนั้นจึงน ามาผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน
ภายหลัง แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง ก่อนใช้
งานให้น ามาเจือจางด้วยน้ าปลอดประจุให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1x 

 

13. Staining solution 

ผสมสารดังต่อไปนี ้

Commassie Blue R-255 2  กรัม 

เมทานอล (methanol) 450  มิลลิลิตร 

กรดอะซิติก (glacial acetic acid) 250  มิลลิลิตร 

  เมื่อผสมสารทั้ง 3 ชนิดเข้ากันดีแล้ว ให้ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตร
สุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 

14. Destaining solution 

 ผสมสารดังต่อไปนี ้

 เมทานอล (methanol) 500  มิลลิลิตร 

 กรดอะซิติก (glacial acetic acid) 100  มิลลิลิตร 

  เมื่อผสมสารทั้ง 2 ชนิดเข้ากันดีแล้ว ให้ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตร
สุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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15. Fixing solution 

 ผสมสารดังต่อไปนี ้

 เมทานอล (methanol) 100  มิลลิลิตร 

 กรดอะซิติกเข้มข้น (glacial acetic acid) 100  มิลลิลิตร 

 กลีเซอรอล 50  มิลลิลิตร 

  เมื่อผสมสารทั้ง 3 ชนิดเข้ากันดีแล้ว ให้ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตร
สุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

  

16. 10x Transfer buffer 

ช่ังสารดังตอ่ไปนี ้

  Tris base (C4H11NO3)  19.3  กรัม 

  ไกลซีน (Glycine)  90  กรัม 

  ละลายสารด้วยน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 800 มิลลิลิตร เก็บรักษาที่
อุณหภูมิห้อง ก่อนใช้งานให้น ามาเจือจางด้วยน้ ากลั่น ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1x 

 

17. Transfer blottingting buffer 

 ผสมสารดังต่อไปนี ้

 10 x Transfer buffer 20  มิลลิลิตร 

 เมทานอล (methanol) 40  มิลลิลิตร 

 น้ ากลั่น 140  มิลลิลิตร 

  เก็บรักษาไว้ที่ 4º ซ 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

165 

18. 1x PBS หรือ 1x dialysis buffer ส าหรบัเตรียมโปรตีนแอนติเจนในการผลิตพอลิโคลนลั
แอนติบอด ี

ผสมสารดังต่อไปนี ้

  NaCl 80  กรัม 

  KCl 2 กรัม 

  Na2HPO4 14.4 กรัม 

  KH2PO4 2.4 กรัม 

ละลายสารผสมในน้ ากลั่น ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน  
จากนั้นปรับค่าความเป็นกรด-เบส 7.4 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ า
ปลอดประจุให้ได้ปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

 

19. PBST (0.5% Tween – PBS) 

 ผสมสารดังต่อไปนี ้

 10 x PBS 50  มิลลิลิตร 

 Tween 20 250  ไมโครลิตร 

 น้ ากลั่น 450  มิลลิลิตร 

  เก็บรักษาไว้ที่ 4º ซ 

 

20. Blocking solution (5% skim milk) ส าหรับวิธี Western blotting analysis 

 ผสมสารดังต่อไปนี ้

 PBST (0.5% Tween – PBS) 100 มิลลิลิตร 

 skim milk 5 กรัม 

  ละลายให้เป็นเนื้อเดียวกัน และเก็บรักษาไว้ที่ 4º ซ ขณะที่ยังไม่ใช้งาน และควร
เตรียมใหม่ทุกครั้ง ก่อนใช้งาน  
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21. ซับสเตรท (substrate) ส าหรับวิธี Western blotting analysis 

21.1 Solution A 

ผสมสารดังต่อไปนี ้

 100 มิลลิโมลาร ์Tris-HCl (pH8.5) 2.5 มิลลิลิตร 

 90  มิลลโิมลาร ์Coumaric acid 11  ไมโครลิตร 

 250 มิลลิโมลาร ์Luminol 25 ไมโครลิตร 

ละลายให้เข้ากัน  ควรเตรียมใหม่ทุกครั้งก่อนใช้งานและเก็บไว้ในที่มืดขณะยัง
ไม่ใช้งาน 

 

21.2 Solution B 

ผสมสารดังต่อไปนี ้

 100 มิลลิโมลาร ์Tris-HCl (pH8.5) 2.5 มิลลิลิตร 

 30% H2O2 1.5 ไมโครลิตร 

ละลายให้เข้ากัน  ควรเตรียมใหม่ทุกครั้งก่อนใช้งานและเก็บไว้ในที่มืดขณะยัง
ไม่ใช้งาน 

 

22. สารละลาย Na2HPO4 เข้มข้น 1 โมลาร์  

ช่ัง Na2HPO4 178 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่ง
ฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

 

23. สารละลาย NaH2PO4 เข้มข้น 1 โมลาร์  

ช่ัง NaH2PO4 138 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่ง
ฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 
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24. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเ์ข้มข้น 1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-เบส 7.4 

ผสมสารดังต่อไปนี ้

 Na2HPO4 เข้มข้น 1 โมลาร ์ 774 มิลลิลิตร 

 NaH2PO4 เข้มข้น 1 โมลาร ์ 226 ไมโครลิตร 

 ผสมให้เข้ากัน  จากนั้นปรับค่าความเป็นกรด-เบส 7.4   แล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วย
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

 

25. สารละลายบัฟเฟอร์ส าหรบัการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่มีคุณสมบัติในการละลายให้บริสุทธ์ิ 

25.1 10X SP working buffer  

ผสมสารดังต่อไปนี ้

  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 1 โมลาร ์ 40 มิลลิลิตร 

  NaCl 58.44 กรัม 

  น้ ากลั่น 1,960 มิลลิลิตร 

 ก่อนใช้งานให้น ามาเจือจางด้วยน้ ากลั่น ให้ความเข้มข้นสุดทา้ยเป็น 1x 

 

25.2 SP binding buffer 

ผสมสารดังต่อไปนี ้

  1X SP working buffer 1,000 มิลลิลิตร 

  Triton X - 100 5  มิลลิลิตร 

จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ   
121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 
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25.3 SP elution buffer (1 โมลาร์ imidazole ใน SP binding buffer)  

ผสมสารดังต่อไปนี ้

 imidazole 17  กรัม 

  SP binding buffer 250 มิลลิลิตร 

 ผสมให้เข้ากันจะได้ SP elution buffer ที่มีสาร imidazole ความเข้มข้น 1 
โมลาร์ แล้วน าไปเจือจางด้วย SP binding buffer ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของ 
imidazole เท่ากับ 40, 60, 100, 200 และ 300  มิลลิโมลาร์   จากนั้นน าไปนึ่งฆ่า
เช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

 

25.4 SP strip buffer 

ผสมสารดังต่อไปนี ้

  1X SP working buffer 50 มิลลิลิตร 

  EDTA 0.5 โมลาร ์ 50  มิลลิลิตร 

  น้ ากลั่น 400  มิลลิลิตร 

 จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ   
121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

 

26. สารละลายบัฟเฟอร์ส าหรบัการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ละลายให้บรสิุทธ์ิ 

26.1 10X PC working buffer หรอื 10x dialysis buffer ส าหรบัเตรียมโปรตีน
แอนติเจนในวิธี indirect ELISA  

  ผสมสารดงัต่อไปนี ้

  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 1 โมลาร ์ 80  มิลลิลิตร 

  NaCl 165.88   กรัม 

  KH2PO4 1 โมลาร ์ 14  มิลลิลิตร 

  KCl 1.94  กรัม  

  น้ ากลั่น 906     มิลลลิิตร 

 ก่อนใช้งานให้น ามาเจือจางด้วยน้ ากลั่น ให้ความเข้มข้นสุดทา้ยเป็น 1x 
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26.2 PCL lysis buffer 

 ผสมสารดังต่อไปนี ้

  10X PC working buffer 18   มิลลิลิตร 

  SDS 2    กรัม 

  น้ ากลั่น 182   มิลลิลิตร 

  จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ     
121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที ก่อนน าไปใช้งานให้เติม DTT ความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 1 มิลลิโมลาร์ 

 

26.3 PCW binding buffer 

  ผสมสารดงัต่อไปนี ้

  1X PC working buffer 1,000 มิลลิลิตร 

  sarkosyl 1  กรัม 

 จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ   
121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

 

26.4 PCE elution buffer (1 โมลาร์ imidazole ใน PCW binding buffer) 

 ผสมสารดังต่อไปนี ้

 imidazole 17  กรัม 

  PCW binding buffer 250   มิลลลิิตร 

 ผสมให้เข้ากันจะได้ PCW elution buffer ที่มีสาร imidazole ความเข้มข้น 
1 โมลาร์ แล้วน าไปเจือจางด้วย PCW binding buffer ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย
ของ imidazole เท่ากับ 40, 60, 100, 200 และ 300  มิลลิโมลาร์   จากนั้นน าไป
นึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ  เป็นเวลา 15 
นาที 
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26.5 PC strip buffer 

ผสมสารดังต่อไปนี ้

  1X PC working buffer 50 มิลลิลิตร 

  EDTA 0.5 โมลาร ์ 50  มิลลิลิตร 

  น้ ากลั่น 400  มิลลิลิตร 

จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ    
121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

 

27. 1% EDTA 

 ผสมสารดังต่อไปนี ้

  EDTA 2 กรัม 

  น้ ากลั่น 200   มิลลิลิตร 

 ละลายให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ   121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

 

28. สารละลาย NaHCO3 เข้มข้น 1 โมลาร์  

ช่ัง NaHCO3 25.2 กรัมละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 300 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ   121º ซ  เป็นเวลา 15 
นาที 

 

29. สารละลาย Na2CO3 เข้มข้น 1 โมลาร์  

 ช่ัง Na2CO3 31.8 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 300 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน  
จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ   121º ซ  เป็นเวลา 15 
นาที  
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30. Coating buffer ค่าความเป็นกรด-เบส 9.6 

ผสมสารดังต่อไปนี ้

 NaHCO3 เข้มข้น 1 โมลาร ์ 17.92 มิลลิลิตร 

 Na2CO3  เข้มข้น 1 โมลาร ์ 9.52 มิลลิลิตร 

 น้ ากลั่น 600 มิลลิลิตร 

จากนั้นปรับค่าความเป็นกรด-เบส 9.6 แล้วปรับปริมาตรใหไ้ด้ปริมาตรสุดทา้ยเทา่กบั 
800 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่น แล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121º ซ  เป็นเวลา 15 นาที 

 

31. Blocking buffer (1% skim milk) ส าหรับวิธี indirect ELISA  

 ผสมสารดังต่อไปนี ้

 PBST 10  มิลลิลิตร 

 skim milk 1 กรัม 

 น้ ากลั่น 90 มิลลิลิตร 

  ละลายให้เป็นเนื้อเดียวกัน และเก็บรักษาไว้ที่ 4º ซ ขณะที่ยังไม่ใช้งาน และควร
เตรียมใหม่ทกุครั้ง ก่อนใช้งาน  

 

32. 10x TMB buffer เข้มข้น 0.2 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-เบส 4.0 

 ผสมสารดังต่อไปนี ้

 Tripotassium citrate monohydrate 523  มิลลิกรมั 

 กรดซิตริก (citric acid) 315.04  กรัม 

 น้ ากลั่น 800  มิลลิลิตร 

 จากนั้นปรับค่าความเป็นกรด-เบส 4.0 ด้วยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 
เข้มข้น 1 โมลาร์ แล้วปรับปริมาตรให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 800 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่น 
จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121º ซ  เป็นเวลา 15 
นาที ก่อนใช้งานให้น ามาเจือจางด้วยน้ ากลั่น ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1x 
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33. TMB solution 

 ผสมสารดังต่อไปนี ้

 3,3′,5,5′ - tetramethyl-benzidine (TMB) 2.5 มิลลิกรมั 

 DMSO 250 ไมโครลิตร 

  ละลายให้เป็นเนื้อเดียวกัน เกบ็ไว้ในที่มืดขณะที่ยังไม่ใช้งาน  

 

34. TMB substrate  

 ผสมสารดังต่อไปนี ้

 TMB solution 250 ไมโครลิตร 

 30% H2O2 2.5 ไมโครลิตร 

 1x TMB buffer 10 มิลลิลิตร 

  ละลายให้เป็นเนื้อเดียวกัน เกบ็ไว้ในที่มืดที่ 4º ซ ขณะที่ยังไม่ใช้งาน  

 

35. Stop solution (1 N H2SO4)  

เติม H2SO4 เข้มข้น ปริมาตร 27.5 มิลลลิิตร ลงในน้ ากลั่น 1,000 มิลลลิิตร ผสมให้
เข้ากัน 
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ภาคผนวก ค 

ขั้นตอนการตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส CAV ด้วยวิธี indirect ELISA 

 

เคลือบรีคอมบิแนนท์โปรตีน Δ60N_VP1 ลงในไมโครเพลท หลุมละ 5 นาโนกรมั 

ตั้งทิ้งไว้ที่ 8 -12º ซ ข้ามคืน, ดูดส่วนใสทิ้ง 

ล้างด้วย washing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม, 3 ครั้ง 

 

เติม blocking buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม 
ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง, ดูดส่วนใสทิ้ง 

ล้างด้วย washing buffer 

 

เติมตัวอย่างซรีั่มที่เจือจางด้วย blocking buffer ในอัตราสว่น 1:50  

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง, ดูดส่วนใสทิ้ง 

ล้างด้วย washing buffer 

 

เติมสารคอนจเูกตทีเ่จอืจางด้วย blocking buffer ในอัตราส่วน 1:6,000  

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง, ดูดส่วนใสทิ้ง 

ล้างด้วย washing buffer 

 
เติม TMB substrate ปรมิาตร 100 ไมโครลิตรตอ่หลุม 

ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15 นาที 

เติม stop solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที 

อ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร (OD450) และค านวณหาค่า S/P  

(การแปลผลทดสอบ: S/P ≤ 7.58 เป็นผลลบ, S/P › 7.58 เป็นผลบวก) 
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