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บทคัดยอ 

 
 ระบบ Multidrug efflux systems ไดแก MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN และ
MexXY เปนกลไกสําคัญของการดื้อตอยาหลายชนิดพรอมกันในสโูดโมนาส แอรูจิโนซา ในการวิจยั
ครั้งน้ีไดผลิตโพลีโคลนอลแอนตบิอดีต้อ OprM OprN และ OprJ เพือ่ใชตรวจการแสดงออกของ
ระบบดวยเทคนิค Western blot analysis   โดยฉีดกระตุนภูมิคุมกันในกระตายดวยเปปไตด
สังเคราะห ทาํการทดสอบคุณภาพของไฮเปอรอิมมูนซีรั่มดวยการทํา Western blot โดยใชโปรตีนที่
เตรียมไดจากเชื้อที่มีและไมมีการแสดงออกของระบบทีเ่กี่ยวของเปนตัวควบคุมบวกและตัวควบคุม
ลบ จากผลการวจิัยพบวาโพลีโคลนอลแอนติบอด้ีท่ีผลิตไดสามารถใชตรวจหาการแสดงออกของ 
OprM OprN และ OprJ ในการทดสอบปฏิกิริยาขาม พบวา OprJ polyclonal antibody ใหแถบ
ขนาดประมาณ 53 Mda ตอโปรตีนจาก OCR1 และ PAO7H ควรศกึษาเพิ่มเติมวาเปนปฏิกิริยาขาม 
กับ OprM และ OprN จริงหรือไม รวมทั้งควรมีการสกัดโพลีโคลนอลแอนติบอดีใ้หบริสุทธิ์เพือ่เพิ่ม
ความเขมขนและความจําเพาะ นอกจากนี้ไดสราง Δ(mexXY) null mutant ที่สามารถใชเปนตวั
ควบคุมลบสําหรับการทดสอบการแสดงออกของ MexX ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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Abstract 
 

The multidrug efflux systems including MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, 
and MexXY are the main reponsible mechanisms for resistance to multiple antimicrobial 
agents in Pseudomonas aeruginosa. In this study, polyclonal antisera against OprM, OprN 
and OprJ were generated for determination of expression by Western blot analysis. The 
rabbit hyperimmune antisera were raised by injecting specific ioligopeptides and the quality 
was determied by Western blots. Whole cell protein prepared from the strains 
overproducing and lacking the coresponsed outer membrane proteins were used as 
positive and negative control, repectively. The results showed that rabbit polyclonal antisera 
generated could be used to determine expression of OprM, OprN, and OprJ.  In cross-
reactivity test, OprJ polyclonal antisera yield ~53 Mda bands in both OCR1 and PA07H. 
Further studies are suggested to prove if they were from cross-reaction with OprM and 
OprN. Polyclonal antibodies should be further purified to increase concentration and 
specificity. In addition, Δ(mexXY) null mutant was constructed and efficiently used as a 
negative control in MexX detection assay.  
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บทนํา 
 

เชื้อสูโดโมนาส แอรูจิโนซา (Pseudomonas aeruginosa) เปนแบคทีเรยีฉวยโอกาส 
(opportunistic pathogen) ทีพ่บการตดิเชื้อไดทั้งในคนและสตัว อาการของการติดเชือ้มีท้ังแบบ
เฉียบพลันและเรื้อรัง รวมถึงการติดเชือ้ในกระแสโลหติ ในสตัว มักพบการติดเชื้อ P.  aeruginosa 
ในหูสุนัขท่ีมีอาการอักเสบของหูชั้นนอกแบบเรือ้รังและไมตอบสนองตอการรักษาดวยยาปฏิชวีนะ 
(Otitis Externa) (Martin Barrasa, et al., 2000) รวมทั้ง ในสุนขัที่มีความผิดปกติของไตแบบเร้ือรัง 
ในววันม Pseudomonas mastitis เปนโรคเตานมอักเสบแบบที่ไมแสดงอาการ มักเปนการตดิเช้ือ
ซํ้าและมีสาเหตุมาจากเชื้อท่ีปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอม  (Daly, et al., 1999; Las Heras, et al., 
1999) ในขณะเดียวกัน อาจเปนโรคเตานมอักเสบแบบที่มีเนื้อตาย เรียกวา gangrene mastitis ซึ่ง
พบไมบอยนัก แตถาพบมักมีอาการรุนแรงมากและทําใหสัตวเสียชวีติหรือถกูคัดทิง้ (Cutler, 2003) 
ในคน  P.  aeruginosa เปนสาเหตขุองการติดเชื้อแทรกซอนทีพ่บไดบอย โดยเฉพาะอยางยิ่งใน
ผูปวยทีเ่ขารบัการรักษาในโรงพยาบาล (nosocomial infection) มักพบเปนเชื้อโรคแทรกซอนใน
ผูปวยที่มีภูมิคุมกันบกพรองไดแก ผูปวยโรคเอดส โรคมะเร็งในเมด็เลือดขาว ผูปวยที่ไดรบัยาสเต
รียรอยดเปนเวลานาน ผูทีมี่แผลไฟไหม  ผูปวยที่มีแผลผาตัด เปนตน ในปจจบุันนี้ แหลงท่ีมาและ
กลไกของการติดเชือ้นี้ยังไมเปนที่ทราบแนชัด เพราะเชือ้ชนิดน้ีมีการกระจายตวัอยูในสิ่งแวดลอม
ท่ัวไป และถึงแมวายังไมมีการยืนยันการติดเชือ้ P.  aeruginosa จากสัตวสูคน แตไมอาจมองขาม 
(Hammer, et al., 2003) เพราะมีความเปนไปไดวา การขับถายเชื้อสายพันธุท่ีดือ้ยาของสตัวจะเพิ่ม
การปนเปอนในสิ่งแวดลอมและเพิ่มโอกาสของการติดเชื้อนี ้

 
การติดเชือ้ P. aeruginosa มักเปนแบบเร้ือรังและไมตอบสนองตอการรกัษาดวยยา

ปฏิชีวนะ เชือ้ชนิดน้ีดื้อตอยาหลายชนิดพรอมกัน (multiple drug resistance, MDR) โดยพันธุกรรม
และสามารถพฒันาการดื้อยาขึ้นไดในระหวางการรักษา ดังนั้นจึงตอบสนองตอยาแตละชนิดเพยีงชั่ว
ระยะเวลาหนึง่เทานั้น สงผลใหตองใชยาปฏิชีวนะทีอ่อกฤทธิ์ไดดีกวา เพิ่มระยะเวลาในการรกัษา
และสูญเสยีคาใชจายมากขึน้ การรักษาอาจลมเหลวและสงผลใหผูปวยเสียชวีิตไดในที่สุด   
P. aeruginosa มีกลไกการดื้อยาหลายกลไกเชนเดียวกับแบคทีเรยีกอโรคชนิดอื่นๆ แตในปจจุบัน 
เปนที่ทราบดวีา สาเหตสุําคัญของการดื้อยาในระดับสูงและหลายชนิดพรอมกนัของเชือ้ชนดินี้เปน
การผสมผสานระหวางการที่ผนังเซลลไมยอมใหโมเลกุลของยาปฏชิีวนะจากภายนอกเขาสูเซลลและ
การแสดงออกของระบบมัลติดรัก อิฟลักซ (Multidrug Efflux Pumps, MEX) ทีข่ับโมเลกลุของยา
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ออกนอกเซลล (Putman, et al., 2000; Schweizer, 2003)  สงผลใหความเขมขนของยาภายใน
เซลลไมเพียงพอทีจ่ะทําลายเชื้อได  

 
ระบบ MEX ใน P. aeruginosa สรางปญหาการดื้อยาเปนอันดับ 2 รองจากเอนไซมดื้อยาที่

ผลิตโดยแบคทีเรียเอง (ดูรายละเอียดของระบบ MEX) โดยทั่วไป กลไกดื้อยาในแบคทีเรียทําใหเกิด 
การดื้อยาจําเพาะ 1 ชนิดหรือ 1 กลุม แตระบบ MEX ทําใหเกิดการดื้อยาหลายชนิดในเวลาเดียวกัน 
โดยที่ยาเหลานี้ไมมีความสัมพันธทางโครงสรางเลย แบคทีเรียชนิดนี้มีชุดยีนควบคุมการแสดงออก 
ของระบบ MEX มากถึง 12 ชุดบนโครโมโซม โดยระบบท่ีพบวามีความสําคญัตอการดือ้ยาใน 
clinical isolates คือ MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN และ MexXY  ซึ่งแตละระบบขับ
ออกยาไดมากกวา 1 ชนดิ และยาแตละชนิดอาจถกูขับออกไดดวยหลายระบบ (ตารางที ่ 1)  ผล
เสียหายจะรุนแรงมากขึ้น ถามีการแสดงออกของระบบ MEX มากกวา 1 ระบบพรอมกันหรือรวมกับ
กลไกดื้อยาอืน่ๆ (Schweizer, 2001) ซ่ึงสาเหตุสําคญัที่ทําใหเกิดการแสดงออกของยีน MEX คือ 
การใชยาปฏิชวีนะเกินความจําเปนอยางตอเนือ่งและขาดความระมัดระวัง (Moellering, 1998) 
กอใหเกิดการกลายพันธุท่ีทาํใหมีการแสดงออกของระบบ ในปจจุบันไดมีการศึกษาระบบ MEX ใน 
P. aeruginosa  อยางกวางขวาง  โดยเนนการศึกษากลไกการทํางานและหาแนวทางในการยบัยั้ง
การทํางานของระบบเพือ่ใหสามารถใชยาปฏิชีวนะท่ีมีอยูในการรักษาไดอีก แตการศึกษาเหลานีย้ัง
จํากัดอยูในเชือ้ท่ีแยกไดในหองปฏิบตัิการ การศึกษาในเชือ้ท่ีแยกไดจากผูปวยในโรงพยาบาลมีไม
มากนักและขอมูลการศึกษาวิจัยในเชือ้ทีแ่ยกไดจากสตัวปวยมีนอยมาก (Mazel and Davies, 
1999) รวมทั้งยังไมมีรายงานการศึกษาระบบนี้ในเชื้อทีแ่ยกไดในประเทศไทย  

 
ในประเทศไทยมีการใชยาปฏิชีวนะอยางกวางขวางทั้งในวงการแพทยและสตัวแพทย 

ในขณะท่ี P. aeruginosa เปนสาเหตอุันดับ 2 ของการติดเชือ้แทรกซอนและเชือ้ท่ีแยกไดมักดื้อยา
หลายชนิด จงึมีความเปนไปไดวา การด้ือยาหลายชนดิพรอมกันของเชื้อ P. aeruginosa ที่แยกได
จากสายพันธุที่แยกไดในประเทศไทยเกดิจากการแสดงออกของระบบ MEX ดังนั้น จึงควรมีการ
คนควาวจิัยเกีย่วกับระบบนีใ้น P. aeruginosa สายพันธุท่ีแยกไดในประเทศไทย ซึ่งจะชวยใหเขาใจ
ความสําคัญของระบบตอการดื้อยาและเปนรากฐานสาํคัญของการวิจยัตอไปในอนาคต เชน
การศึกษาความสัมพันธระหวางเชื้อ P. aeruginosa ที่กอโรคในคนและสัตว การศึกษาอิทธพิลของ
การใชยาฆาเชื้อในฟารม คลนิิกและโรงพยาบาลตอการพฒันาการดื้อยาปฏิชีวนะท่ีมีสาเหตุ
เชื่อมโยงมาจากระบบ การพฒันาเทคนิคที่ใชตรวจการแสดงออกของระบบทีใ่หผลรวดเรว็และ 
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ตารางที่ 1  Antimicrobial agents ที่สงออกโดยระบบ MEX 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
แมนยํา เพื่อใชประกอบการตัดสินใจในการเลือกใชยาในรายที่ไมตอบสนองตอยาที่ใชในการรักษา 
รวมถึงการศึกษาความเปนไปไดของการใชสารสกัดจากสมุนไพรไทยในการยับยั้งการทํางานของ
ระบบ เพือ่เพิม่ประสิทธิภาพของยาทีใ่ชในการรักษา ซึง่จะเปนประโยชนอยางยิ่งตอวงการแพทย
และสัตวแพทย 

 
ในการเริ่มตนการศึกษาวิจยัเกี่ยวกบัระบบ MEX ตองมีการเก็บตวัอยางเชื้อที่ด้ือตอยาหลาย

ชนิดและมีการแสดงออกของระบบ รวมทั้งเก็บขอมูลที่แทจริงเกีย่วกับลักษณะการแสดงออกของ
ระบบ เพราะความแตกตางของสภาพแวดลอมสงผลใหเชือ้มีการแสดงออกของระบบที่แตกตางกัน
ดวย ในปจจบัุน ไดมีการพฒันาเทคนิคตางๆเพือ่ตรวจวัดการแสดงออกของยีน (gene expression) 
ไดแก RT-PCR, real time PCR, Microarray analysis, gene fusion เปนตน ถึงแมวา เทคนิค
เหลานี้สามารถทําไดรวดเรว็และแมนยํา แตสามารถตรวจวัดการแสดงออกของยีนในระดับการแปล
รหัส (transcription level)  ซึ่งการศึกษาการแสดงออกของยีนควรศึกษาในระดับการถอดรหัส 
(translation level) หรือการสรางโปรตีน เพราะทําใหทราบวายีนนั้นมีการทําหนาท่ีจริง Western 

 

ระบบ MEX 
 

 

Antimicrobial agents ที่ถูกสงออก 

 
MexAB-OprM 
 
 
MexCD-OprJ 
 
 
MexEF-OprN 
 
MexXY-OprM 
 

 
β-lactams, β-lactamase inhibitors, chloramphenicol, fluoroquinolones, 
macrolides, novobiocin, tetracycline, triclosan, trimethoprim, aromatic 
hydrocarbons, thiolactomycin, cerulenin 
β-lactams, chloramphenicol, fluoroquinolones, macrolides, novobiocin, 
tetracycline, triclosan, trimethoprim, aromatic hydrocarbons, crystal 
violet, acriflavine 
Chloramphenicol, fluoroquinolones, triclosan, trimethoprim, aromatic 
hydrocarbons  
Fluoroquinolones, aminoglycosides, tetracycline, erythromycin 

 
 



 4

blot analysis เปนวธิีที่ใชกนัอยางแพรหลายในการตรวจหาการแสดงออกในระดับโปรตีน ซึ่งวิธนีี้ไม
ซับซอน ใหผลที่เชือ่ไดและทําไดสะดวกเมื่อมีตัวอยางเชื้อจํานวนมาก จึงเหมาะสมที่จะใชใน
การศึกษาการทํางานของระบบ อยางไรก็ตาม เทคนคินี้มีความตองการแอนติบอด้ี (antibody) ที่
จําเพาะตอโปรตีนของระบบ ซึ่งไมมีการจําหนาย ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงทําการผลติโพลี
โคลนอล แอนตบิอดี้ (polyclonal antibody) ที่มีความจําเพาะตอโปรตนีของระบบ โดยมี
วัตถุประสงคเพือ่ผลติ Polyclonal antibodies ที่มีความจําเพาะตอโปรตีนของระบบ MEX ที่มีขอมูล
สนับสนุนความสําคัญทางการแพทยและสัตวแพทย คอื OprM, OprN, OprJ และ MexX และพฒันา
สภาวะในหองปฏิบัติการ สาํหรับ Western blot analysis ที่สามารถตรวจการแสดงออกของระบบ
ดวย polyclonal antibodies ท่ีผลิตขึ้นไดอยางมีประสิทธิภาพ   

 
ในการวจิัยครัง้น้ี ไดทําการผลิตและทดสอบคุณภาพของ polyclonal antibody ตอ OprM, 

OprN และ OprJ  สําหรับ Anti-MexX ไดรับการอนุเคราะหจาก Dr. N. Masuda จึงทําการสราง 
mutant ท่ีไมมีการแสดงออกของ MexX เพื่อใชเปนตวัควบคุมลบ เม่ือทําการทดสอบการแสดงออก
ของ MexX 

 
ระบบ MEX ใน P. aeruginosa 

ระบบ MEX เปนกลไกการดื้อยาที่ไดรับการศึกษาอยางกวางขวางในทศวรรษทีผ่านมา โดย
ระบบที่มีบทบาทสําคัญมากที่สุดตอการดื้อยาใน P. aeruginosa อยูในวงคตระกูล the Resistance 
Nodulation and Cell Division (RND) ซึ่งมีท้ังหมด 12 ระบบและที่พบวามีความสําคัญทาง
การแพทยและสัตวแพทย คือ MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN และ MexXY ระบบ
เหลานี้มียนีควบคุมการแสดงออกอยูบนชุดยีน (operon) เดียวกัน (ภาพท่ี 1) และ transcribe จาก 
promoter ท่ีอยูทางปลาย 5’ ของยีนตัวแรก (Koronakis, et al., 1997)  

เนื่องจาก P. aeruginosa เปนแบคทีเรยีแกรมลบมีผนงัเซลลชั้นนอก และชั้นในแยกกันดวย 
ชองวางระหวางผนังเซลล (Nakae, 1997; Nikaido, 1994) ทําใหเปนท่ียอมรบัวา การทํางานของ
ระบบเหลานี้เปนแบบ tripatite systems (ภาพที ่ 2) เพือ่ทีจ่ะสงยาขามผนังเซลลถึง 2 ชั้นได โดย
ประกอบดวย ตัวขนสงท่ีผนังเซลลชั้นใน (inner membrane transporters, IMP) ไดแก MexB, 
MexD, MexF, MexY ทําหนาทีจ่บัยาที่ผานเขาไปในเซลลโปรตีนผนังเซลลชั้นนอก (outer 
membrane protein, OMP)  ไดแก OprM, OprJ, OprN เพือ่เปนทางออกสูภายนอกของยาและม ี
lipoprotein ในชั้น periplasm เรียกวา membrane fusion protein, MFP ไดแก MexA, MexC, 
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MexE และ MexX ซึ่งเชือ่วาทําหนาท่ีเปนสะพานเชือ่มตอระหวาง IMP และ OMP ระบบ MEX 
สามารถจับยาหลายชนิดภายในเซลลและสงผานผนังเซลลออกไปสูภายนอกในขั้นตอนเดียวคลาย 
กับปมสูบน้ํา  โดยใชพลังงานจากการแลกเปลี่ยนไฮโดรเจนอิออน (proton motive force, PMF) ซึ่ง
หลังจากที ่ IMP ยาภายในเซลลถูกจบัท่ีตาํแหนงจําเพาะตอการจบัยา (drug-binding domain) แลว 
MFP จะดึง IMP และ OMP ใหมาอยูในตําแหนงที่เหมาะสมและยาจะถูกสงจาก IMP ไปยัง OMP 
เพือ่ออกนอกเซลล  (Poole, 2001)  สําหรับ MexXY ไมมี OMP เปนของระบบเอง แตใช OprM ใน
การขับออกยา (Masuda, et al., 2000) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
mexR mexA mexB OprM

nfxB mexC mexD OprJ

mexT mexE mexF OprN

mexZ mexX mexY

 
 
 
ภาพที่ 1  ชุดยนีของระบบ MEX (the multidrug efflux operons) ที่พบวามีความสําคัญทางการแพทยและสตัวแพทย 
โดยปกติเรียงตวัแบบเดยีวกันจากดาน 5’ ไปยงั 3’ คอื ยีนสําหรับ MFP (ลูกศรสีเทา)  ไดแก mexA, mexC, mexE 
และ mexX ตามดวยยีนสําหรบั IMP (ลูกศรลายขาวดํา) ไดแก mexB, mexD, mexF, mexY และยีนสําหรับ outer 
membrane protein (ลูกศรสีดํา)  ไดแก oprM, oprJ, oprN โดยที่ mexXY ไมมียีนสําหรบั OMP อยูบนชดุยนี ในแต
ละชุดยีนจะมี regulatory gene (ลูกศรสีขาว) อยูที่ปลาย 5’ ของยีนตัวแรก ทิศทางของลูกศรแสดงทิศทางของการ
แปลรหัส  
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Antibiotics

Porin

H+

OM

H+

IMMexB
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OprM
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MexX

Antibiotics

PM

Antibiotics

OprM

 
 
 
ภาพที่ 2 แบบจําลองโครงสรางของระบบ MEX ใน P. aeruginosa ประกอบดวย IMP, MFP และ OMP 
หลังจากที่ยาเขาสูเซลล IMP (MexB หรือ MexY) จับยาที่ตําแหนง drug-binding domain แลว MFP (MexA 
หรือ MexX) จะดึง IMP และ OMP ใหอยูในตําแหนงที่เหมาะสมและยาจะถูกสงจาก IMP ไปยงั OMP (OprM) 
เพ่ือผานออกนอกเซลล โดยใชพลังงานจากการแลกเปลี่ยนไฮโดรเจนอิออน สําหรับ MexXY ใช OprM ในการ
ขับออกยา ลูกศรสดีําแสดงทิศทางในการขนสงยา คํายอ: IMP, inner membrane transporter; MFP, 
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การสํารวจแนวความคิดและการวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

P. aeruginosa  เปนแบคทีเรียที่ดือ้ตอยาปฏิชวีนะหลายชนิดโดยพันธุกรรมและสามารถ
พฒันาการดื้อยาไดเองระหวางการรักษา โดยมีระบบ Mex เปนกลไกสําคัญของการดื้อยา 
(Schweizer, 2003) 
 
รายงานการดื้อยาของ P. aeruginosa ในประเทศไทยและตางประเทศ 

ในประเทศไทย เกรยีงศักดิ ์สายธนูและเกรียงศักดิ์ พนูสุข (2522) ทําการเก็บขอมูลการดื้อ
ยาของเชื้อ P. aerugonosa ที่แยกไดจากคนและสตัว พบวาเชือ้ดื้อยา kanamycin bacithracin 
tetracycline (เกรียงศักดิ ์สายธนูและเกรยีงศักดิ์ พูนสขุ 2522) โอฬารและคณะ (2541) รายงานวา 
P. aeruginosa เปนเชื้อท่ีแยกไดมากที่สุด (62%) จากสุนัขท่ีมีอาการหูอักเสบที่เขามารับการรกัษา
ในโรงพยาบาลสัตวเล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งเชื้อด้ือยา ampicillin 
cephalexin chloramphenicol neomycin nitrofurantoin oxytetracycline penicillin polymyxin-B 
และ sulphamethoxazole-trimetroprim (โอฬารและคณะ 2541)   

สมศักดิ์ โลเลขา (2544) รายงานวาเชื้อนี้ดื้อยาทุกตัวและเปนปญหาสําคัญของผูปวยใน
โรงพยาบาลรามาธิบดีดังแสดงในรูปท่ี 3 (สมศักดิ์ โลเลขา 2544)  โดยสุรางค เดชศิริเลศิ (2544) 
รายงานวาเชือ้ที่แยกไดจากผูปวยในโรงพยาบาล 32 แหงในชวงเดือนมกราคม ธันวาคม 2543 มี
ความไวตอยา aztreonam, ceftazidime, co-trimoxazone, cefoperazone/sulbactam 
nitrofurantoin และ norfloxacin ลดลง (สรุางค เดชศิริเลิศ 2544) 

Normand et al (2000) รายงานการดื้อยาของ P. aeruginosa ที่แยกไดจากสัตวปวยใน 
ประเทศอังกฤษเพิ่มขึ้นจาก 12% ในป 1989 จนถึง 60% ในป 1997 (Normand, et al., 2000) เม่ือ
เร็วๆนี ้Guerin-Faublee et al (2003) พบวา P. aeruginosa จากโคนมที่เปนโรคเตานม-อักเสบใน
ประเทศฝรั่งเศสดื้อตอยา ampicillin cephalexin cefazolin cephapirin neomycin และ colistin 
(Guerin-Faublee, et al., 2003) Peterson et al (2002) รายงานการแยกเชื้อ P. aeruginosa จาก
ผิวหนังและหูของสุนัขสูงขึน้จาก 7.5% ในป 1992 เปน 27.8% ในป 1997 (Petersen, et al., 2002)   
 
รายงานการวิจัยเกี่ยวกบัระบบ multidrug efflux systems ใน P. aeruginosa 

Lomovskaya et al (1999) ทําการตัด (deletion) ยีน multidrug efflux systems บนสาย
โครโมโซมของ  P. aeruginosa ที่ดื้อยาหลายชนิด พบวาทําใหเชือ้มีความไวตอยาปฏิชีวนะเพิ่มขึ้น
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และยังเสนอวาระบบเหลานีเ้ปนเปาหมายใหมของการผลิตยาตอตานเชื้อ (Lomovskaya, et al., 
1999) 

Tejedor et al (2003) ศึกษากลไกในการดื้อยา fluoroquinolone ของ P. aeruginosa ท่ีแยก
ไดจากสุนัขท่ีมีอาการ otitis externa พบวา 9 ใน 10 ตวัอยางตอบสนองตอยาดีขึ้นเมื่อใชรวมกับ 

Phe-Arg-β-naphthylamide ซึ่งเปน Efflux pump inhibitor (EPI) ชนิดหน่ึง ชี้ใหเห็นวา multidrug 
efflux pumps มีสวนรวมในการดื้อยาน้ี  

Beinlich et al (2001) รายงานการแสดงออกของ MexAB-OprM MexEF-OprN และ 
MexXY ในเชื้อท่ีแยกไดจากสัตวปวยจาํนวน 10 สายพันธุ ที่นาสนใจคือ ระบบ MexAB-OprM 
แสดงออกพรอมกับ MexEF-OprN และ MexXY โดยไมพบ mutation ท่ี regulatory gene ทีอ่าจ
เปนสาเหตขุองการแสดงออกของระบบเหลาน้ี บงบอกถึงความซับซอนของระบบใน clinical 
isolates (Beinlich, et al., 2001)  
 Okazi et al (1992) และ Jalal et al (2000) รายงานวา การใช norfloxacin และ 
cipofloxacin ในการรักษาการติดเชือ้ในผูปวย cystic fibrosis ทําใหเกิดการกลายพันธุ สงผลใหมี
การแสดงออกของระบบและเกิดการดื้อยาที่ใชในการรักษาใน P. aeruginosa (Jalal, et al., 2000; 
Okazaki and Hirai, 1992) 
 Hocquet et al (2006) พบวา P.aeruginosa ที่แยกไดจากผูปวยมีการแสดงออกของระบบ 

MexXY-OprM และดื้อยา cefepime และ ceftazidime ซึ่งเปน β-lactamns  ซ่ึงไมเคยมีรายงานวา
ระบบนี้สามารถขับยาในกลุมนี้ไดมากอน ซึ่งคณะผูวจิัยเดียวกันนีพ้บการแสดงออกของระบบ 
MexXY รวมกับ MexAB-OprM ในเช้ือท่ีแยกไดจากผูปวยดวย (Llanes, et al., 2004) 
 
การนาํขอมลูเกี่ยวกับระบบ MEX  ไปใชเพื่อการวจิัย 
 Chuanchuen et al (2001) ใช P. aeruginosa ท่ีมีการแสดงออกของระบบแตละชนิดใน
ระดับสูง (overexpression) ในการศึกษาผลของการใช triclosan ซึ่งเปนยาฆาเชือ้ตอการดื้อยา
ปฏิชีวนะ พบวา เชือ้มีการกลายพันธุเกิดขึ้นและสามารถพฒันาการดื้อตอ triclosan ได โดยเชื้อที่มี
การกลายพันธุน้ีมีการแสดงออกของระบบ multidrug efflux systems ไดหลายระบบ สงผลใหเชื้อ
ด้ือตอยาปฏิชวีนะดวย ซึ่งการกลายพันธุน้ีเปนแบบเดียวกบัท่ีมีสาเหตุมาจากการใชยาปฏิชีวนะ  
(Chuanchuen, et al., 2001)  
 ในการวจิัยเพือ่ผลติ EPI ซ่ึงเปนหนทางใหมในการรักษาการติดเชือ้ p. aeruginosa ดื้อยา 
(Lomovskaya, et al., 1999)   Lomovskaya and Watkins (2001) ใช isogenic mutants ของ P. 
aeruginosa ท่ีมีการแสดงออกของระบบในการศึกษาเพือ่คนหาสารสังเคราะหตัวใหมทีส่ามารถ
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ยับยั้งการทํางานของระบบ รวมทั้งสารที่ไมถูกขับออกโดยระบบทีส่ามารถใชในการรักษารวมกับยา
ปฏิชีวนะเพื่อเพิ่มความสามารถในการออกฤทธิข์องยา (Lomovskaya and Watkins, 2001) โดย 
Tegos et al (2002) ใช P. aeruginosa ที่มีการแสดงออกของระบบอยางตอเน่ือง (constituitive 
express) ในการทดสอบการใชสารที่สกดัไดจากพืชรวมกับยาปฏชิวีนะ (Tegos, et al., 2002)  
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วิธีการวิจัย 
 
การดําเนินการวิจยั มี 3 ระยะ ประกอบดวย 
ระยะที่ 1 การเตรียมแอนตเิจนทีจ่ําเพาะตอโปรตีน OprM OprN และ OprJ 
ระยะที่ 2 การกระตุนภูมิคุมกันตอโปรตนี OprM OprN และ OprJ ในกระตาย  
ระยะที่ 3 การทดสอบคุณภาพของ polyclonal antisera 
 
ระยะที่ 1 การเตรียมแอนติเจนที่จาํเพาะตอโปรตนี OprM OprN และ OprJ 
   
การวจิัยโดยสังเขป การเตรียมแอนติเจนเริ่มดวยการสกัดโปรตีนบริสทุธ OprM-His6 OprN-
His6 และ OprJ-His6  แตเนือ่งจากขอจํากดัของโปรตีนบริสุทธท่ีได (ดูการอภิปรายผล) จึงเตรียม
เปปไตดสังเคราะหที่จําเพาะตอโปรตีนทัง้ 3 เพื่อใชเปนแอนติเจนแทน  

 
1.1. การเตรยีมโปรตนีสกัด OprM-His6 OprN-His6 และ OprJ-His6 
แบคทีเรีย พลาสมิดและการเลี้ยงเช้ือ 

แบคทีเรียและพลาสมิดที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีแสดงในตารางที่ 2 P. aeruginosa PAO1 ใช
ในการเตรียม DNA ตนแบบสําหรับการเพิ่มจํานวนยีน oprM, oprJ และ oprN  ดวยปฏิกิริยาลกูโซ 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) Escherichia coli HPS1 เปน cloning host ในการสรางพ
ลาสมิด pJS004, pJS005 และ pJS006  E. coli BL21(DE3) เปน expression host สําหรับโปรตีน
จากพลาสมิดทั้ง 3  โดยทั่วไปเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเช้ือ Luria-bertani (LB) (Difco, MI, U.S.A.) ที่ 
37oC ยกเวน ถาใชอาหารเลี้ยงเชือ้หรือสภาวะที่แตกตางออกไปจะระบุไวโดยเฉพาะ ความเขมขน
ของยาปฏชิีวนะท่ีใชสําหรับ E. coli คอื ampicillin (Sigma, MO, U.S.A.) 100 μg/ml, 
spectinomycin (Sigma) 150 μg/ml gentamycin 15 μg/ml  และ kanamycin (Sigma) 35 μg /ml 
สวนความเขมขนของยาปฏชิีวนะที่ใชสําหรับ P. aeruginosa คอื carbenicillin (Gemini Bio-
Products, CA, U.S.A.) 150-500 μg/ml  gentamycin 30-50 μg/ml  และ spectinomycin (Sigma) 
300 μg/ml  
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ตารางที่ 2 แบคทีเรียและพลาสมิดที่ใชในการวจิัย 

 

Strains 
 

 

Relevant genotype or phenotype 
 

 

แหลงที่มา 

 
Pseudomonas 
PAO1 
OCR1 
PAO200  
PA0200-2 
PAO238 
PA7H 
PA7H1A 
PA0255 
PA3579 
PAJ013 
PAJ014 

 
 
Wild type expressing MexAB-OprM  
ΔmexR null mutant derivative of PAO1 
Δ(mexAB-oprM) null mutant derivative of PAO1 
nfxB mexC+D+-oprJ+ spontaneous derivative of PAO200 
Δ(mexCD-oprJ) null mutant derivative of PAO200-2 
nfxC mexE+F+-oprJ+ spontaneous derivative of PAO1 
Δ(mexAB-oprM) nfxC mexE+F+-oprJ+ null mutant derivative of PAO7H 
Δ(mexEF-oprN) null mutant derivative of PAO7H1A 
ΔmexZ null mutant derivative of PAO1 
Δ(mexXY)::FRTGmr  mutant derivative of PA3579 
Δ(mexXY):FRT  mutant derivative of PA3579 
 

 
 
(Ziha-Zafiri, et al., 1999) 
(Koehler, et al., 1997) 
(Chuanchuen, et al., 2001) 
(Chuanchuen, et al., 2001) 
(Chuanchuen, et al., 2001) 
(Koehler, et al., 1997) 
(Chuanchuen, et al., 2001) 
(Chuanchuen, et al., 2001) 
(Westbrock-Wadman, et al., 1999) 
การศึกษาครั้งนี้ 
การศึกษาครั้งนี้ 

E. coli 
HPS1 

 
BL21(DE3) 

 

A cloning host (F-Δ(lac-proAB)endA1gyrA96hsdR17supE44relA 
1recA1thirifRZZX::mini-Tn5lac4) 

Protein expression host strain  (F– ompT hsdS(rB
– mB

–) dcm galΔ (srl-recA)306::Tn10 
(DE3) 

 
(Schweizer, 1994) 
 
Novagen 
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ตารางที่ 2 แบคทีเรียและพลาสมิดที่ใชในการวจิัย (ตอ) 

 

Strains 
 

 

Relevant genotype or phenotype 
 

 

แหลงที่มา 

 
Plasmid 
pET-21b 
 
pTZ57R/T 
pJS001 
pJS002 
pJS003 
pJS004 
pJS005 
pJS006 

 
 
Apr; a recombinant-protein cloning and expression vector carrying T7-Tag and an 
optional C-terminal His-Tag  
Apr; a cloning vector for PCR products 
Apr; pTZ57R/T with 1,452-bp DNA fragment containing oprM   
Apr; pTZ57R/T with 1,410-bp DNA fragment containing oprN  
Apr; pTZ57R/T with 1,324-bp DNA fragment containing oprJ  
Apr; pET21-b with  1,454 bp  NdeI-NotI oprM from pJS001 
Apr; pET21-b with  1,412 bp NdeI-NotI oprN from pJS002 
Apr; pET21-b with 1,436-bp NdeI-NotI oprJ from pJS003 

 
 
Novagen 
 
Fermentas 
การศึกษาครั้งนี้ 
การศึกษาครั้งนี้ 
การศึกษาครั้งนี้ 
การศึกษาครั้งนี้ 
การศึกษาครั้งนี้ 
การศึกษาครั้งนี้ 
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DNA, Primers และสารเคมสีําหรับการทาํปฏิกิริยาลูกโซ 

เตรียม Chromosomal DNA โดยใชชุดทดสอบสําเร็จรูป ISOQUICK Nucleic acid 
extraction kit (ORCA, WA) และ QiAmp kit (Qiagen, CA, U.S.A.) ตามคําแนะนําของผูผลิต 

เตรียมพลาสมิดไดโดยใชชุดสกัดสําเร็จรปู QIAprep® Mini-spin kit (Qiagen) ตามคําแนะนาํของ
ผูผลิต ลําดับเบสของ primers สําหรับทาํ  PCR แสดงในตารางที ่3 การสกัด PCR products จาก 
gel และการทําใหบริสุทธิ์ใชชุดทดสอบสาํเร็จรูป PCR purification protocol (Qiagen) เอนไซม
สําหรับตัดสาย DNA (Restriction enzymes) ทั้งหมดซ้ือจาก Fermentas (Hanover, MD, USA). 

 

ตารางที่  3 ลาํดับเบสของ Primers ที่ใชในการวจิัย 

 

ยีน 
 

Primers 
 

ลําดับเบส (5’ –3’)* 
 

 

แหลงที่มา 

 
oprM 

 
 

oprJ 
 
 

oprN 
 
 

gentamycin 
cassesste 

 
mexXY 

 

 
oprM-NdeI* 
oprM-NotI* 
 
oprJ-NdeI* 
oprJ-NotI* 
 
oprN-NdeI* 
oprN-NotI* 
 
Gm-up 
Gm-down 
 
mexXYKO-up 
mexXYKO-down 
 

 
CAATcATATGAAACGGTCCTTCCTTTCCC 
CGATgcgGCCgcGGGATCTTCCTTC  
 
GAACcAtATGCGCAAACCTGCTTTCGGC 
CGCTgcggcCgcGCCGCCTCGATGTA 
 
TGCAcatATGATTCACGCGCAGTCGATC 
GGCGgccGcTTGCCAGCCACCGC 
 
TGGAGCAGCAACGATGTTAC 
TGTTAGGTGGCGGTACTTGG 
 
GAGCAGATCGATCCGATCTACGTGAA 
CAGGGCGAGGAACACGATCAACAC 

 
การศึกษาครั้งนี้ 
 
 
การศึกษาครั้งนี้ 
 
 
การศึกษาครั้งนี้ 
 
 
(Schweizer, et al., 
1996) 
 
การศึกษาครั้งนี้ 
 

*Primers มี mismatches (ตัวพิมพเล็ก) ซึ่งเปนการสราง restriction sites ใหม (ขีดเสนใต) 
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การเตรียม competent cells และการนําพลาสมิดเขาสูเซลล (transformation) 
สําหรับการนําพลาสมิดปกต ิ(intact plasmid) เขาสูเซลล เตรียม competent cells ของ  

E.coli HPS1 และ BL21(DE3) ตามวิธขีอง Chuanchuen และคณะ (Chuanchuen, et al., 2002)  
ดังนี้ เลี้ยงเชือ้ในอาหารเลีย้งเชื้อ LB ปริมาตร 4 ml ที่ 37oC เปนเวลา 1 คืน ในตูอบเลีย้งเชือ้แบบ
เขยา (shaking incubator) ที่ความเร็ว 250 rpm ขัน้ตอนตอจากนี้ ยกเวนการปนเหวี่ยงใหทําบน
นํ้าแข็ง เก็บตะกอนเซลลจาก culture ปริมาตร 1 มล. ใน eppendrof tube  ดวยการปนเหวีย่งที่
ความเร็ว 13,000 x g นาน 30 sec ลางเซลลดวยการเติม 1 mM MgCl2 ท่ีเย็นปรมิาตร 1 มล.และ
ปนเหวี่ยงเชนเดิม  จากนั้นละลายเซลลใน TG Salt ท่ีเย็นปริมาตร 1 มล. และแชไวในน้ําแข็งนาน 
10 min ปนเหวี่ยงท่ีความเรว็ 13,000 x g นาน 30 sec เพื่อเกบ็ตะกอนเซลล สุดทายละลายเซลลใน 
TG Salt 200 μl และเกบ็ไวบนน้ําแข็งจนกวาจะใช  ในการนําพลาสมิดเขาสูเซลลใหใช competent 
cells 100 μl  โดยใสลงในหลอดทดลองแกวท่ีแชไวในน้ําแข็ง เตมิพลาสมิด 3-5 μl  และแชใน
นํ้าแข็งตออีก 15 min จากนั้นนําสวนผสมไปทํา heat-shock โดยแชใน waterbath หรือ heatblock 
ท่ี 42oC นาน 2 min เติม LB 500 μl ทันที และนําไปบมที ่37oC ใน shaking incubator นาน 1 h 
หลังจากน้ันคดัเลือก transformants บนอาหารเลี้ยงเชือ้ LB ชนิดแข็งที่มียาปฏิชวีนะชนิดและความ
เขมขนที่เหมาะสมและอบเลีย้งเชื้อที่ 37oC นาน 20-24 h 

สวนการนํา ligation mixture เขาสูเซลล ทําการเตรียม competent cells ของ E. coli HPS1  
ตามวิธขีอง Inoue และคณะ (Inoue, et al., 1990) และการนํา ligation mixture เขาสูเซลลตามวิธี
ของ Sambrook และ Russell (Sambrook and Russell, 2001)  ดังน้ี เลี้ยงเช้ือในอาหารเลีย้งเชื้อ 
LB ชนิดเหลว 4 มล. ที ่ 37oC  เปนเวลา 1 คืน ในตูอบเลีย้งเชือ้แบบเขยาทีค่วามเร็ว 250 rpm 
จากนั้นเจือจางเชื้อในอตัราสวน 1:10 ในอาหารเลี้ยงเชือ้ LB ชนิดเหลว 40-100 มล. และเลี้ยงตอที่ 
37oC เพื่อใหเชื้อเจริญเติบโตถึง log phase (A600nm ∼ 0.5)  ใชเวลาประมาณ 4 h ทุกขั้นตอนตอ
จากนี้ใหทําบนน้ําแข็ง ทําการแชเซลลในน้ําแข็งนาน 10 minและปนเหวี่ยงเพือ่เก็บตะกอนเซลลที ่
4oC ความเรว็ 5,000xg นาน10 min ละลายตะกอนเซลลใน 0.1 M MgCl2 ที่เย็นปริมาตร 20 มล. 
และแชในน้ําแข็งนาน 15 min ทําการปนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนเซลลที่ 4oC ความเร็ว 5,000xg นาน
10 min จากนั้นละลายตะกอนเซลลอีกคร้ังใน TG salt ที่เย็นปริมาตร 20 มล.และแชเซลลในนํ้าแข็ง
นาน 30 min ทําการปนเหวีย่งเพือ่เกบ็ตะกอนเซลลที ่4oC ความเร็ว 5,000 x g นาน10 min ละลาย
ตะกอนเซลลใน TG salt ท่ีเย็นปริมาตร 1 มล. แชเซลลในน้ําแข็งและเก็บที ่4oC นาน 1 คืน จากนั้น
แบง competent cells ลงใน eppendrof tubes หลอดละ 200 μl และเก็บท่ี  -70oC จนกวาจะใช ใน
การนํา ligation mixture เขาสูเซลลใหใช competent cells  200 μl มาทําใหละลายบนน้ําแข็งและใส
ลงในหลอดทดลองแกวท่ีแชไวในน้ําแข็ง เติม ligation mixture ปริมาตรสูงสุด 20 μl และแชใน
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นํ้าแข็งตออีก 30 min จากนั้นนําสวนผสมไปอุนใน waterbath หรือ heatblock ที ่42oC นาน 2 min 
เติมอาหารเลีย้งเช้ือ LB ปริมาตร 1 มล. ทันท ีและนําไปบมที ่37oC ใน shaking incubator นาน 1 
h หลังจากนัน้คัดเลือก transformants บนอาหารเลีย้งเชื้อชนิดแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะชนดิและ
ความเขมขนที่เหมาะสมและอบเลี้ยงเช้ือท่ี 37oC นาน 20-24 h 

 
การสรางพลาสมิดที่มีการแสดงออกของ OprM, OprJ และ OprN 

ทําการเพิ่มจํานวนยีน oprM, oprJ และ oprN  ดวยเทคนิค PCR จาก genomic DNA ของ 
P. aeruginsa PAO1MV โดยใช primers ที่สังเคราะหโดยบริษัท integrated DNA Technologies, 
Inc (Caralville, CA) ดังแสดงในตารางที ่ ยีนทั้ง 3 ถูก clone ลงในพลาสมิด pET21-b (Novagen, 
WS, USA.) ใหแตละยีนเชือ่ม (fuse) กบั 6XHisidine tag ที่ปลาย 3’  เพื่อใหสามารถสรางโปรตีน 
OprM-His6, OprN-His6 และ OprJ-His6  โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

ในการสรางพลาสมิดที่มีการแสดงออกของ OprM  ทําการเพิ่มจาํนวนยีน oprM ดวยเทคนคิ 
PCR โดยใช oprM-NdeI primer ซึ่งจับที่ปลาย 5’ ของยีน oprM พรอมทั้งแทรก restriction site 
ของเอนไซม NdeI และ oprM-NotI ซึ่งจบัที่ปลาย 3’ ของยีน oprM พรอมทั้งแทรก restriction site 
ของเอนไซม NotI   ปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรรวม 50 μl ประกอบดวย DNA ตนแบบ 0.5 μg, 
DMSO 5% (v/v), primer แตละตวั 30  μM, deoxynucleotides (dNTPs) 0.2 mM, MgCl2 1.5 mM 
และ เอนไซม Taq polymerase 5 units (Invitrogen) ในปฏิกิริยาลกูโซ DNA ตนแบบถูกแยกเปน
สายเด่ียว (predenaturation) ที ่95oC นาน 5 min จากนั้นปฏิกิริยาดําเนินตอที ่95oC นาน 45 sec 
77oC นาน 45 sec และ 72oC นาน 10 min จํานวน 30 cycles โดยเก็บ PCR products ที ่ 8oC 

จนกวาจะนําไปใชตอไป จากนั้นนําไป clone ลงใน pTZ57R/T vector  (InsT/Aclone™ kit, 
Fermentas) พลาสมิดที่ไดคือ pJS001 (ภาพท่ี 3) จากนั้นตัดช้ินสวน DNA ท่ีมี oprM จาก pJS001 
ดวยเอนไซม NdeI และ NotI ซึ่งมีขนาด 1452-bp และนําไป clone ลงใน pET21b ที่ถูกตดัดวย
เอนไซมชนิดเดียวกันไดพลาสมิด pJS004 ทําการยืนยันความแมนยําโดยตัดดวยเอนไซม NdeI 
และ NotI พรอมกันและการหาลําดับเบส ตรวจสอบความถูกตองของลําดบัเบสดวยโปรแกรม the 
SeqEd  (Applied Biosystems, CA, USA.) (ภาพที ่5) ในการสรางพลาสมิดที่มีการแสดงออกของ 
OprN (pJS005) และ OprJ (pJS006) ทําดวยวธิีและขั้นตอนเดียวกัน โดยเพิ่มจํานวนยีน oprN 
ดวย oprN-NdeI และ oprN-NotI primers และ clone ลงใน pTZ57R/T ไดพลาสมิด pJS002 
จากนั้นตัดชิ้นสวน DNA ขนาด 1,410-bp ที่มี oprN จาก pJS002 ดวยเอนไซม NdeI และ NotI และ
นําไป clone ลงใน pET21b ไดพลาสมดิ pJS005  ในทํานองเดียวกัน เพิ่มจํานวนยีน oprJ ดวย 
oprJ-NdeI และ oprJ-NotI primers หลังจากที ่ clone ลงใน pTZ57R/T ไดพลาสมิด pJS003 แลว 
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ตัดชิ้นสวน DNA ขนาด 1,434-bp จาก pJS003 ดวยเอนไซม NdeI และ NotI และนําไป clone ลง
ใน pET21b ไดพลาสมิด pJS006 (ภาพที ่ 4 และ 6) สุดทาย นํา pJS004, pJS005 และ pJS006 
เขาสู BL21(DE3) เพือ่ใชในการเหนี่ยวนําการแสดงออกของโปรตีนตอไป 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

oprM

oprM-NdeI

oprM-NotI

NdeI-NotI oprM

A B

C

ligation

pTZ57RT
(2886 bp)

Ap

rep(pMB1)

PT7

lacZ

NaeI

EcoRI
SacI

KpnI

XbaI
EcoRV

BamHI

SmaI

HincII
SalI

PstI
HindIII

SapI

AflIII

AlwNI

Eam1105I

ScaI

XmnI

pJS001-1
(4364 bp)

Ap

rep(pMB1)

PT7

oprM

NaeI

EcoRI SacI KpnI
XbaI

NotI

ScaI
KpnI

XhoI

BamHI

SalI
AlwNI

SfiI
NdeI

BamHISmaISalI
PstI

HindIII

SapI

AflIII

AlwNI

Eam1105I

ScaI

pJS001-2
(4364 bp)

Ap

oprM

rep(pMB1)

PT7

EcoRI SacI
KpnI
XbaI
NdeI

SfiI

SalI

BstXI

XcmI

BsmI

XhoI

KpnI
ScaI

NotI
BamHISmaISalIPstI

HindIII

AflIII

AlwNI

Eam1105I

ScaI
XmnI

 
 
ภาพที่ 3  การสราง pJS001 A ยีน oprM ที่ amplify ดวย  oprM-NdeI และ oprM-NotI primers ถูก clone ลงใน  
B pTZ57R/T ได C (ซาย)  pJS001-1 ที่มียีน oprM ในทิศทางเดียวกับ T7 promoter และ C (ขวา) pJS001-2  
ที่มียีน oprM ในทิศทางตรงกันขามกับ T7 promoter 
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BA

C D

pJS002-1
(4318 bp)

Ap

rep(pMB1)

PT7

oprN

EcoRI SacI
KpnI

XbaI

NotI

XcmI
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BamHI

SmaI
HincII

SalI
PstI

HindIII
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AlwNI

Eam1105I

ScaI
XmnI

pJS002-2
(4318 bp)

Ap

rep(pMB1)
oprN

NaeI

EcoRI SacI
KpnI

XbaI

NdeI

BsgI

BstBI

Tth111I

EcoO109I

AvaI

XcmI
NotI

BamHI
SmaIHincII

SalI
PstI

HindIII
SapI

AflIII

AlwNI

Eam1105I

ScaI
XmnI

pJS003-1
(4344 bp)

Ap

rep(pMB1)

PT7

oprJ

NaeI

EcoRI SacI
KpnI

XbaI

NotI

NruI

EcoNI

PstI

StuI

PvuI
PvuIINdeI

BamHI
SmaI

HincII
SalI

PstI
HindIII

SapI
AflIII

AlwNI

BsaI

ScaI
XmnI

pJS003-2
(4344 bp)

Ap

rep(pMB1)
oprJ

PT7

NaeI

EcoRI SacI
KpnI

XbaI

NdeI

XmnI

SexAI

StuI

BstXI

PstI
AatII

EcoNI
NruI

NotI

BamHISmaIHincII
SalI

PstI
HindIII

SapI
AflIII

AlwNI

Eam1105I

ScaI
XmnI

 
 
 
 
ภาพที่ 4  Genetic map ของ pJS002 และ pJS003 A และ B คือ pJS002-1 และ pJS002-2 ซึ่งเปน pTZ57R/T 
ที่มียีน oprN  ในทิศทางเดียวกันและตรงกันขามกับ T7 promoter ตามลําดับ C และ D คือ pJS003-1 และ 
pJS003-2 ซึ่งเปน pTZ57R/T ที่มียีน oprJ  ในทิศทางเดียวกันและตรงกันขามกับ T7 promoter ตามลําดับ 
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pET21b
(5442 bp)

Ap

lacI

f1 origin

XhoI

NotI HindIII SalI
SacI
EcoRI BamHI

NdeI
XbaI

BglII
EcoNI

PflMI

BstEII

EcoRV
HpaI

PshAI

PpuMI

Tth111I
SapI

AlwNI

Eam1105I

PstI

PvuI

ScaI

pJS001-1
(4364 bp)

Ap

rep(pMB1)

PT7

oprM

NaeI

EcoRI SacI KpnI
XbaI

NotI

ScaI
KpnI

XhoI

BamHI

SalI
AlwNI

SfiI
NdeI

BamHISmaISalI
PstI

HindIII

SapI

AflIII

AlwNI

Eam1105I

ScaI

pJS004
(6825 bp)

Ap

lacI

f1 origin

oprM-his6

XhoI NotI ScaI
KpnI

XhoI

BamHI
BstXI

BstEII
SalI
SfiI

NdeI

XbaI
BglII

SphI
EcoNI

PflMI

BstEII

EcoRV
PshAIPpuMI

PstI
PvuI

ScaI

DraIII

 
 
ภาพที่  5 การสราง pJS004 ยีน oprM ถูกตดัจาก pJS001-1 ดวยเอนไซม NdeI และNotI และ cloned ลงใน pET21-b 
ที่ยอยดวยเอนไซมชนิดเดยีวกนั  
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pJS005
(6783 bp)

Ap

lacI

f1 origin

oprN-his6

XhoI NotI XcmI
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PvuII
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NdeI
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pJS006
(6807 bp)

Ap

lacI

f1 origin

oprJ-his6

AvaI
XhoI NotIEcoO109I

EcoNI

PstI

BstXI
StuI

NdeI

XbaI
BglII

SphI
EcoNI

PflMI

BstEII

EcoRV

PshAIPpuMI

Tth111I

Bst1107I

SapI
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PstI
PvuI
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DraIII

 
 

ภาพที่ 6 Genetic map ของ pJS005 และ pJS006 
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การเหน่ียวนําการแสดงออกของโปรตีน 
เลี้ยง E. coli BL21(DE3) ท่ีมี pJS004, pJS005 และ pJS006 ในอาหารเลี้ยงเชือ้ LB ชนิด

เหลวที่มี ampicillin 100 μg/ml (LBAp100) ปริมาตร 4 ml ที่ 37oC เปนเวลา 1 คืน จากนั้นเจอืจาง
เชื้อในอตัราสวน 1:10 ในอาหารเลี้ยงเชือ้ LBAp100 ปริมาตร 1 L  และเลี้ยงเชื้อที ่37oC ประมาณ  

1-2 h เพือ่ใหเชื้อเจริญเติบโตจนได A600nm ∼ 0.1-0.3 จากน้ันเติม isopropyl -β- D-thiogalacto - 
pyranoside (IPTG) ใหไดความเขมขน 1 mM ทําการเลี้ยงเช้ือตอท่ี 37oC นาน 6 h หรือท่ี 30oC 
นาน 1 คืน จากนั้นทําการเกบ็เซลลของแบคทีเรียดวยการปนเหวี่ยงที่ 4oC ความเร็ว 5,000 x g 
นาน10 minและเก็บตะกอนเซลลที่ -70oC นาน 24 h เพือ่ใชสําหรับการเตรียมโปรตีนผนังหุมเซลล
และผนังเซลลชั้นนอก 

  
การเตรียมโปรตีนผนังหุมเซลล 

นําตะกอนเซลลจาก -70oC มาทําใหละลายบนน้ําแข็งและละลายใน 50 mM Tris-HCl (pH 
7.5) จากนั้นทําใหเซลลแตกดวยคลื่นความถี่สูง (sonic oscillation) จํานวน 6 รอบ โดยในแตละรอบ
ใหสัมผัสคลื่นความถี่สูง 20 sec และพัก 50 sec เก็บตะกอนเมมเบรนโปรตีน (membrane protein) 
ดวยการปนเหวี่ยงที ่ 4oC ความเรว็ 105,000 x g นาน 1 h และละลายตะกอนอีกครั้งใน Putts 
buffer ท่ีดัดแปลงมาจาก Husain และคณะ (Husain, et al., 2004) เติม Phenylmethylsulphonyl- 
fluoride (PMSF, Sigma) ใหไดความเขมขน 1 mM จากน้ันนําสวนผสมไปผานคลืน่ความถี่สูงอกี 2 
รอบและ rock ท่ี 30oC นาน 30 min ทําการปนเหวี่ยงเพือ่แยกเซลลที่ไมแตกออกที่ 4oC ความเร็ว 
10,000 - 15,000Xg นาน 20 min เกบ็ของเหลวใสซึ่งมีโปรตีนผนังหุมเซลลละลายอยูทีอุ่ณหภมิู  
-70oC.  

 
การสกัดโปรตีนผนังเซลลชัน้นอก OprM-His6, OprN-His6 และ OprJ-His6  

ละลายตะกอนเซลลจาก -70oC บนนํ้าแข็งและลางดวย 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 2 ครั้ง 
กอนทีจ่ะทําใหเซลลแตกดวยคลื่นความถี่สูง เก็บตะกอนเมมเบรนโปรตีนดวยการปนเหวี่ยงที ่ 4oC 
ความเร็ว 105,000 x g นาน 1 h และละลายตะกอนใน GuMACA0 นําสวนผสมไปผานคลื่นความถี่
สูงอีก 2 รอบและ rock ที ่30oC นาน 30 min ทําการปนเหวี่ยงที ่4oC ความเรว็ 10,000-15,000Xg 
นาน 20 min เพื่อกําจัดสวนที่ไมละลาย จากนั้นสกัด OprM-His6, OprN-His6 และ OprJ-His6 ดวย
วิธ ี Methy-Chelating Affinity Chromatography (MCAC) โดยใช Ni2+-NTA agarose (Qiagen) 
ปริมาตร 3 ml ใน column (Qiagen) ลางดวยสารละลายบฟัเฟอร GuMCAC10 ปริมาตร 50 ml 
ตามดวย GuMCAC20  ปริมาตร 50 ml และ GuMCAC50 ปริมาตร 50 ml จากนั้นทําการเปลี่ยน
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สารละลายบฟัเฟอรโดยลางดวย 8UrMACA0 และ 8UrMCAC50  อยางละ 50 ml ในขั้นสุดทายใช 
8UrMCAC500 5 ml  และเก็บสารละลายสวนท่ีมีโปรตีน ทํา Protein dialysis ที่ 4oC ใน dialysis 
buffer  ปริมาตร 1,500 ml จํานวน 2 คร้ัง ทําการตรวจสอบโปรตีนดวย 0.1% sodium dodecyl 
sulfate - 10% polyacrylamide gel electrophoresis (pH 9.2) (0.1% SDS-10% PAGE gel) 
จากนั้น เกบ็โปรตีนสกัดที ่ –70oC. ตรวจวัดความเขมขนของโปรตนีสกัดดวยชุดทดสอบ Bradford 
assay (Biorad) ตามคําแนะนําของผูผลติ 
 
การหาปริมาณโปรตีน 
  หาปริมาณโปรตีนดวยชุดทดสอบ the Bradford assay จาก Biorad (CA, U.S.A.) ตาม
คําแนะนําของผูผลิต โดยใช Bovine serum albumin (Sigma) เปนโปรตีนมาตรฐาน 
 
1.2. การเตรยีมเปปไตดสังเคราะหท่ีจําเพาะตอ OprM, OprN และ OprJ  

เปปไตดสังเคราะหไดรับการออกแบบและผลิตโดยบริษัท Affinity Bioreagents, (Golden, 
CO, USA) โดยกําหนดใหแตละสายประกอบดวย 15-18 กรดอะมิโน เปปไตดสังเคราะหเชื่อม 
(cross-linked) กับ Keyhole limpet hemocyanin (KLH) ดวย glutaraldehyde เพือ่เพิ่มความเปน 
immunogenicity 

 
ระยะที่ 2 การกระตุนภูมคุิมกนัตอโปรตีน OprM OprN และ OprJ ในกระตาย  
 
การวจิัยโดยสังเขป ทําการฉีดกระตุนภูมิคุมกันในกระตายดวยเปปไตดสังเคราะห 
  
การผลิต polyclonal antibody ตอ OprM, OprN และ OprJ 

ทําการฉีดกระตุนภูมิคุมกันในกระตายสายพันธุ New Zealand White น้ําหนัก 2000-2500 
กรัม (สํานักสตัวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา กรุงเทพฯ) กระตายจะพักในกรงเลี้ยง
ท่ีหองสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลยัเปนเวลา 15 วัน กอนเริ่มการ
กระตุนภูมิคุมกัน โดยทําการกระตุนภูมิคุมกันและเก็บเลอืดตามระยะเวลาที่แสดงในตารางที่ 4 โดย
โปรแกรมการกระตุนภูมิคุมกันไดยุติลง เนือ่งจากมีรายงานการติดเชื้อของสตัวทดลองในหองเลี้ยง
สัตวทดลองใกลเคียง 

โปรตีนแตละตัวใชเปปไตดสังเคราะห 2 สาย และฉดี (co-injection) เขากระตาย 2 ตวั 
กระตายที่ไดรบัเปปไตดสังเคราะหของ OprM เรียกวา กระตาย M1 และ M2  สวนกระตายที่
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ไดรับเปปไตดสังเคราะหของ OprN  และ OprJ เรียกวา กระตาย N1, N2, J1 และ J2 ตามลําดับ 
โดยกระตายแตละตวัไดรับเปปไตดสังเคราะห 2 สายรวม 100 μg  ทําใหเปนอิมัลชั่นใน TiterMax 
GoldTM adjuvant (Sigma) ซึ่งเปน water-in-oil immunoadjuvant ประกอบดวย Block copolymer 
CRL-8941 Microparticulate silica เคลือบดวย CRL-8941 Sorbitan Monooleate 80 และ 
Squalene  โดยใชในอัตราสวน 50:50 ปริมาตรรวม 100 μl และฉดีเขากลามเนือ้บริเวณตนขาหลัง 
ในการเก็บเลอืดเพื่อการทดสอบ เจาะเลือดจาก lateral ear vein ไมเกิน 1% ของน้ําหนักตัว สาํหรับ
การเก็บเลอืดครั้งสุดทาย ทําใหสลบดวย sodium pentobarbitone 30 mg/kg ทาง central ear 
artery และเก็บเลอืดจากหัวใจ ตามดวย sodium pentobarbitone  เกินขนาด เลอืดที่เกบ็ไดจะ
ปลอยใหแข็งตัวที่อุณหภูมิปกติ 4 h และเก็บท่ี 4oC ประมาณ 12 h จากนั้นปนเหวี่ยงเพื่อแยกเม็ด
เลือดแดงที่ความเร็ว 4,000 rpm นาน 3-5 min และเก็บซีรั่มท่ีอุณหภูมิ -20oC  

ในการฉีดกระตุนภูมิและเจาะเลอืดใชแอลกอฮอรและน้ําในการทําความสะอาดเทานัน้ ไมใช
สารชวยขยายหลอดเลือดใดๆที่ทําใหเกิดการระคายเคอืงตอผิวหนังกระตาย ทําลายซากโดยการเผา 
กําจัดที่หนวยพยาธิวทิยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

 

ตารางที่  4  กําหนดการกระตุนภูมิคุมกนัและเก็บซีร่ัม 

วนัท่ี กิจกรรม 
0 เก็บเลอืด 5 ml และฉีดกระตุนภูมิ 
20 เก็บเลอืด 10 ml 
40 เก็บเลอืด 10 ml 
60 เก็บเลอืด 20 ml 
80 เก็บเลอืดครั้งสุดทาย 
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ระยะที่ 3 การทดสอบคุณภาพของ polyclonal antisera   
 
การวจิัยโดยสังเขป ทําการทดสอบคุณภาพและประสิทธิภาพของ polyclonal antibody ที่ผลิต
ได โดย antibody แตละชนดิใช P. aeruginosa ที่ overexpress และ isogenic mutants ที่ไมมีการ
แสดงออกของระบบ MEX นั้นๆในการทดสอบ สําหรับ MexX ไดสราง mutants ที่ไมมีการ
แสดงออกของระบบ เพือ่ใชในเปนตัวควบคุมลบ 
 
การทํา Western blot analysis 
 ทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB ชนิดเหลวจนถึง  log phase (A540nm ~ 0.5-1.0)   วัด
คา A540nm และเก็บตะกอนเซลลจากเชือ้ปริมาตร 1 ml โดยการปนเหวี่ยงท่ีความเรว็ 10,000xg เปน
เวลา 1 min จากนั้นปรับความเขมขนของโปรตีนในสารละลายบฟัเฟอร 2× sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดยปริมาตรสารละลายบฟัเฟอร 2× 

SDS-PAGE (ml) เปนผลคูณระหวาง 0.08 กับคา A540nm  ไดโปรตีนประมาณ 5 μg/μl ทําลายผนัง
เซลลดวยการตมในนํ้าเดือด 5 minและแยกโปรตีนท้ังหมด (whole cell protein) ประมาณ 75 μg 
บน  0.1% SDS-10% PAGE gel จากนั้น transfer ไปยังแผนเมมเบรน PVDF (blots) และแชแผน 
blots ใน 10% skim milk PBST นาน 1 h หรือจนถงึ 24 h จากน้ันใหสัมผัส 1st antibody ซึ่งเปน 
polyclonal antibodies ในซีร่ัมที่เก็บไดจากวันตางๆและเจือจางใน PBST ในอตัราสวนตางๆ ดังนี้ 
1:10000 1:1000 1:400 1:200 และ 1:100 โดยใหสัมผัสนาน 1-2 h แลวลางดวย PBST 3 ครั้ง ทํา
การตรวจหาสารประกอบเชงิซอนระหวางโปรตีนกับ 1st antibody (hybridized antibody) ดวย 2nd 

antibody ซึ่งเปน anti-rabbit antibody ที่เชือ่มกับเอนไซม horseradish peroxidase (HRP) และ
ทดสอบปฏิกิรยิาของ HRP ดวย 4-chloro-napthol และ 3-3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride 
(CN/DAB substrate kit, Pierce, IL U.S.A. ) หรือ 3,3’,5,5’ tetramethylbenzidine (TMB) (TMB1 

Component  HRP membrane substrate™, BioFx Laboratories, MD, U.S.A.) ตามคําแนะนํา
ของผูผลิต  
 สําหรับ anti-OprM Anti-OprN Anti-OprJ และ Anti-MexX ใชทดสอบการแสดงออกของ
โปรตีนแตละชนิดที่เกี่ยวของในตัวควบคุมบวกและตวัควบคุมลบดังแสดงในตารางที่ 5 สวนการ
ทดสอบปฏิกิรยิาขาม (Cross reactivity) ของ antibody ทั้ง 3 ระหวางโปรตีน OprM OprN และ 
OprJ ทําโดยใช anti-OprM Anti-OprN และ Anti-OprJ แตละชนดิในการทดสอบการแสดงออกของ
โปรตนีใน OCR1 PAO200-2 และ PAO7H โดยใชโปรตีนที่เตรียมจาก null mutant PA0200 และ 
PAO255 
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ตารางที่  5 การแสดงออกของระบบ MEX ในเชื้อควบคุม 
 

 

แบคทีเรีย 
 

การแสดงออกของระบบ MEX* 
 

 

Antibody  ที่ใชทดสอบ 
 

หนาที่ในการ 
ทดสอบ 

OCR1 MexA+B+-OprM+ OprM ตัวควบคมุบวก 
PAO200 none OprM, OprJ, OprN ตัวควบคมุลบ 
PAO200-2 MexC+D+-OprJ+ OprJ ตัวควบคมุบวก 
PAO238 none OprM, OprJ, OprN ตัวควบคมุลบ 
PA07H MexAB-OprM MexE+F+-OprN+ OprN ตัวควบคมุบวก 
PA07H1A MexE+F+-OprN+  OprN ตัวควบคมุบวก 
PAO255 none OprN ตัวควบคมุลบ 
PA3579 MexAB-OprM MexX+Y+ MexX ตัวควบคมุบวก 
PAJ014 MexAB-OprM MexX ตัวควบคมุลบ 

*ระบุเฉพาะระบบ MEX ที่เกี่ยวของกับการวิจัยครัง้นี้เทานั้น PAO1, PAO200, PAO200-2, PAO238, PAO7H, PAO7H1A, และ 
PAO255 เปน WT ของ MexX ที่มีการแสดงออกแบบ inducible ในระดับต่ํา สําหรับ PA3579 การแสดงออกของ MexX เนื่องมาจาก
จึงเปนแบบ overexpression  
+ การแสดงออกของระบบเปนแบบ overexpression สวนระบบที่ไมมีเครื่องหมายนี้ มีการแสดงออกแบบต่ําๆอยางตลอดเวลา  
  
 

การสราง PAJ (PA3579ΔmexXY::FRT) ดวยเทคนิค Gene replacement 
ทําการตัดยีน mexX  ใน PA3579 ตามวิธขีอง Schweizer ในป 1998 (Schweizer, 1998) 

(ภาพที ่ 7)  ดังน้ี นําพลาสมิด pPS1221 จาก Sm10lacIq เขาสู PA3579 ดวยเทคนิค Biparental 
mating คัดเลอืก transconjugants บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Vogel-Bonner minimum medium (VBMM) 
ท่ีมีทั้งน้ําตาลซูโครส 5 %  (VBMM5%Suc) และ gentamycin 50 μg/ml (VBMMGm50) ทําการ
ทดสอบยืนยันรูปแบบปรากฏ (phenotype) อีกคร้ังบนอาหารเลีย้งเชื้อ VBMM5%Suc หรือ 
carbenicillin 200 μg/ml (VBMMCb200) หรือ VBMMGm50 เพือ่ใหไดโคโลนท่ีีเจริญเติบโตไดใน 
gentamycin (Gmr) และนํ้าตาลซูโครส (Sucr) แตไมสามารถเจริญเติบโตไดใน carbenicillin (Cbs) 
ซ่ึงเปน marked mutant เรียกชื่อวา PAJ013  จากน้ันทําการตัด gentamycin-resistance  cassette 
ออกดวยเทคนิค Flp-recombinase excision โดยนําพลาสมิด pFLP2 จาก Sm10 เขาสู marked 
mutant ดวย Biparental mating คัดเลอืก transconjugants บนอาหารเลี้ยงเชือ้ VBMMCb200 และ
ทดสอบหาโคโลนีท่ีไมสามารถเจรญิเตบิโตไดใน VBMMGm50 (Gms) แตสามารถเจรญิเติบโตไดใน  
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VBMMCb200 (Cbr) จากนั้นทําการกําจัด pFLP2 โดยการเลี้ยงเชือ้บน VBMM5%Suc คัดเลอืกใหได
โคโลนีที ่GmsCbsSucr โคโลนีที่ไดน้ีเปน unmarked mutant เรียกวา PAJ014  ทําการยืนยันความ
ถูกตองของการตัดยีนดวยเทคนิค PCR โดยใช mexXYKO-up/mexXYKO-down primers และ 
Gm-up/down primers  

 

Gmr
mexX´ mexY’

sacBApr

mexXY on PA3579 
chromosome

sacB Cbr

Marked mutant (PAJ013)
Δ(mexXY)::FRTGmr

mexXY

pPS1221

mexX´ mexY’

GmrmexX´ mexY’

GmrmexX’ mexY’

Select on selective 
medium

Flp recombinase mediateed excision
of Gmr cassette 

Unmarked mutant (PAJ014)
Δ(mexXY)::FRT

Δ2

Δ1

Select on selective 
medium

Gmr
mexX´ mexY’

sacBApr

mexXY on PA3579 
chromosome

sacB Cbr

Marked mutant (PAJ013)
Δ(mexXY)::FRTGmr

mexXY

pPS1221

mexX´ mexY’

GmrmexX´ mexY’

GmrmexX’ mexY’

Select on selective 
medium

Flp recombinase mediateed excision
of Gmr cassette 

Unmarked mutant (PAJ014)
Δ(mexXY)::FRT

Δ2

Δ1

Select on selective 
medium

 
 

ภาพที่ 7 การตดั mexXY บนโครโมโซม PA3579 ดวยเทคนิค gene replacement pPS1221 ซึ่งเปน suicide 
plasmid pEX18AP ที่มี mexXY ที่ถูกตัดออกและแทรกดวย Gmr cassette ถูกนําเขาสู  PA3579 ดวยเทคนิค 
biparental จากนั้นคัดเลือกโคโลนีที่พลาสมิด integrate เขาสูโครโมโซม โดย Marked mutants (PAJ013) เปน
โคโลนีที่มี Δ1 เกิดขึ้นเองและเปน CbsGmrSucr  จากนั้นตัด Gmr cassette ออกเพ่ือใหได unmarked mutant 

(PAJ014) ดวย FLP-recombinase excision (Δ2) ที่เปน CbsGmsSucr  Δ หมายถึง การตัดยีนที่เกิดจาก 
homologous recombination 
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ผลการวิจัย 
 
ระยะที่ 1 การเตรียมแอนตเิจน 
 
การสกัดโปรตีนบริสุทธิ ์OprM-His6 OprN-His6 และ OprJ-His6   
 ยีน oprM, oprN  และ oprJ จาก PAO1 ซึ่งเปน WT ไดถูก clone ลงใน pTZ57R/T กอน 
เพือ่ใหสามารถตัดดวย restriction enzymes  ไดอยางมีประสิทธิภาพ จากนั้นจึง clone ลงใน 
pET21-b ในทิศทางที ่ fuse กับ 6X histidine tag ที่ปลาย 3’ ทําใหไดโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 
Histidine 6 ตัวดาน carboxy -terminal ซึ่งชวยใหสามารถสกัดโปรตีนบริสทุธิ์ไดดวย Ni2+ - NTA 
affinity column การแสดงออกของยีนเปาหมายควบคุมดวย T7 RNA polymerase promoter ท่ี
ปลาย 5’ โดยเหนี่ยวนําการแสดงออกของโปรตีนท้ัง 3 ดวย 1 mM IPTG ใน E. coli  BL21(DE3) 
ซ่ึงเปน expression host ทีค่วบคุมการแสดงออกของยีนเปาหมายดวย lacUV5 promoter และ T7 
RNA polymerase gene บนโครโมโซมอีกท ี เม่ือแยก whole cell protein บน 0.1% SDS-10% 
PAGE gel  OprM-His6 มีนํ้าหนักโมเลกุล monomer ประมาณ 54 Kda ซึ่งสอดคลองกับน้ําหนัก
ของ OprM ท่ีมี 485 กรดอะมิโน (54.3 Kda) เชนเดียวกับ OprN-His6 และ OprJ-His6  มีน้ําหนัก
โมเลกุล monomer 52.8 และ 53.7 Kda ตามลําดบั (ภาพที ่8) ซึ่งสอดคลองกับนํ้าหนักของ OprN 
และ OprJ ที่มี 472 และ 479 กรดอะมโิน ตามลําดับ จากการสกัด 6X histidine tagged protein 
จากโปรตีนผนังเซลลชั้นนอก (ภาพที ่9) และโปรตีนผนังหุมเซลลดวย MCAC ไดโปรตีนที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสอดคลองกับโปรตนีทั้ง 3 (ภาพที่ 10) แตมีการปนเปอนของโปรตีนอื่นๆท่ีมีขนาดใกลเคียง
กับโปรตีนเปาหมายและปรมิาณของโปรตีนที่ไดไมมาก โดยจากการสกัด OprM-His6 จาก 

overnight culture ปริมาตร 2 l ไดโปรตีนท้ังหมดหลงัจากทํา dialysis ประมาณ 5 μg ในการ
กระตุนภูมิคุมกันในกระตายตองการโปรตนีประมาณ 1 mg สําหรับ Freund’s adjuvant หรือ 100 

μg สําหรับ TiterMax adjuvant ซึ่งเปนไปไดยากในเชิงปฏิบัติเพื่อเตรียมแอนติเจนดวยวิธีนี ้ ดังนั้น
จึงใชเปปไตดสังเคราะหเปนแอนติเจนแทน เนื่องจากปริมาณของ OprN-His6 และ OprJ-His6 บน 
0.1% SDS-10% PAGE gel ไมแตกตางจาก OprM-His6 จึงไมไดตรวจวัดปริมาณโปรตีนทั้ง 2 
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M
pET21-b pJS004 pJS005 pJS006 pPS1667

- + - + - +- +
Da

216
132

78

46

33
18

 
 
 
 
ภาพที่ 8  Whole cell protein ของ  BL21DE3/pJS004, pJS005 และ pJS006 ทําการเหนี่ยวนําการแสดงออกของ 
OprM-His6 OprN-His6 และ OprJ-His6 เตรียม Whole cell protein และแยกโปรตีนบน 0.1%SDS-10%PAGE  โดยพบ 

bands ขนาด ∼53 Mda ใน Whole cell protein จาก BL21DE3/pJS004, pJS005 และ pJS006 ทั้งใน induced และ 
uninduced state  แตไมพบใน BL21DE3/pET21-b ซึ่งมีขนาดใกลเคียงกับ OpmH-His6 จาก pPS1667 (∼54 Mda) ที่
เปน induction control Lane 1, molecular mass marker; lane 2, uninduced pET21b vector; lane 3 induced 
pET21b vector; lane 4, uninduced OprM-His6; Lane 5, induced OprM-His6; lane 6, uninduced OprN-His6; Lane 
7, induced OprN-His6; lane; lane7, uninduced OprJ-His6; Lane 8, induced OprJ-His6 และ lane 9, induced 
OpmH-His6 ; ลูกศรแสดง histidine tagged protein 
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M pET21-b
pJS004

pJS005
pJS006

pPS1667
Da
200

124
80

50

35

29

 
 
 
 
ภาพท่ี 9 Cell envelope ของ BL21DE3/pJS004, pJS005 และ pJS006   ทําการเหนี่ยวนําการแสดงออกของ OprM-
His6 OprN-His6 และ OprJ-His6 เตรียม Cell envelope และแยกโปรตีนบน 0.1%SDS-10%PAGE  พบ bands ขนาด 

∼53 Mda ใน BL21DE3/pJS004, pJS005 และ pJS006 แตไมพบใน BL21DE3/pET21-b ซึ่งมีขนาดใกลเคียงกับ 

OpmH-His6 จาก pPS1667 (∼54 Mda) ที่เปน induction control  ภาพแสดงเฉพาะโปรตีนในสภาวะที่มีการเหนี่ยวนํา  
Lane 1, molecular mass marker; lane 2, pET21b vector; lane 3 OprM-His6; lane 4, OprN-His6; Lane 5, OprJ-
His6 และ lane 6, OpmH-His6 ; ลูกศรแสดง histidine tagged protein  
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M

M

1           2            3          4

1           2             3           4

B BL21DE3/pJS005

A BL21DE3/pJS004

Da
200

124
80

50

35

29

Da
200
124
80

50

35

29

20

M 1            2           3        4

C BL21DE3/pJS006
Da

200
124

80

50

35

29

 
 
 

ภาพที่ 10 โปรตีนสกดั OprM-His6 OprN-His6 และ OprJ-His6  ทําการเหนี่ยวนําการสรางโปรตีน OprM-His6 OprN-

His6 และ OprJ-His6 ใน BL21(DE3) และสกดัใหบริสุทธ์ิดวย Ni2+-NTA column โดยพบ bands ขนาด ∼50 Mda (A, 
lane 2; B, lane 2 และ 3; C, lane 1 และ 2) ซึ่งเปนขนาดของ polyhistidine tagged protein และมี non-specific 
protein ดวย Lane 1, molecular mass marker; lane 2-4, fractions ของโปรตนีสกัด ลูกศรชี้ตาํแหนงของ OprM-His6, 
OprN-His6, และ OprJ-His6 
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การเตรียมเปปไตดสังเคราะหที่จําเพาะตอ OprM, OprN และ OprJ 
จากการออกแบบเปปไตดสงัเคราะหดวย พบวาลําดบักรดอะมิโนทีมี่ความเปน antigenicity 

ท่ีดีดังแสดงในภาพที ่  11  โดยบริษทั Affinity Bioreagents เสนอลําดับกรดอะมิโนท่ีมีความเปน 
immunogenicity สูงสุด 3 ลําดับแรก และผูวจิัยสุมเลือกสายกรดอะมิโนจํานวน 2 สายตอโปรตนีแต
ละตวัดังแสดงในตารางที ่6  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OprM

OprN

OprJ

MKRSFLSLAVAAVVLSGCSLIPDYQRPEAPVAAAYPQGQAYGQNTGAAAVPAADIGWRE
FFRDPQLQQLIGVALENNRDLRVAALNVEAFRAQYRIQRADLFPRIGVDGSGTRQRLPGD
LSTTGSPAISSQYGVTLGTTAWELDLFGRLRSLRDQALEQYLATEQAQRSAQTTLVASVAT
AYLTLKADQAQLQLTKDTLGTYQKSFDLTQRSYDVGVASALDLRQAQTAVEGARATLAQ
YTRLVAQDQNALVLLLGSGIPANLPQGLGLDQTLLTEVPAGLPSDLLQRRPDILEAEHQL
MAANASIGAARAAFFPSISLTANAGTMSRQLSGLFDAGSGSWLFQPSINLPIFTAGSLRAS
LDYAKIQKDINVAQYEKAIQTAFQEVADGLAARGTFTEQLQAQRDLVKASDEYYQLADKR
YRTGVDNYLTLLDAQRSLFTAQQQLITDRLNQLTSEVNLYKALGGGWNQQTVTQQQTAK
KEDPQA

MIHAQSIRSGLASALGLFSLLALSACTVGPDYRTPDTAAAKIDATASKPYDRSRFESLW
WKQFDDPTLNQLVEQSLSGNRDLRVAFARLRAARALRDDVANDRFPVVTSRASADIG
KGQQPGVTEDRVNSERYDLGLDSAWELDLFGRIRRQLESSDALSEAAEADLQQLQVS
LIAELVDAYGQLRGAQLREKIALSNLENQKESRQLTEQLRDAGVGAELDVLRADARLA
ATAASVPQLQAEAERARHRIATLLGQRPEELTVDLSPRDLPAITKALPIGDPGELLRRR
PDIRAAERRLAASTADVGVATADLFPRVSLSGFLGFTAGRGSQIGSSAARAWSVGPSI
SWAAFDLGSVRARLRGAKADADAALASYEQQVLLALEESANAFSDYGKRQERLVSLV
RQSEASRAAAQQAAIRYREGTTDFLVLLDAEREQLSAEDAQAQAEVELYRGIVAIYRSL
GGGWQPSA

MRKPAFGVSALLIALTLGACSMAPTYERPAAPVADSWSGAAAQRQGAAIDTLDWKSF
IVDAELRRLVDMALDNNRSLRQTLLDIEAARAQYRIQRADRVPGLNAAATGNRQRQP
ADLSAGNRSEVASSYQVGLALPEYELDLFGRVKSLTDAALQQYLASEEAARAARIALV
AEVSQAYLSYDGALRRLALTRQTLVSREYSFALIDQRRAAGAATALDYQEALGLVEQA
RAEQERNLRQKQQAFNALVLLLGSDDAAQAIPRSPGQRPKLLQDIAPGTPSELIERRP
DILAAEHRLRARNADIGAARAAFFPRISLTGSFGTSSAEMSGLFDGGSRSWSFLPTLTL
PIFDGGRNRANLSLAEARKDSAVAAYEGTIQTAFREVADALAASDTLRREEKALRALA
NSSNEALKLAKARYESGVDNHLRYLDAQRSSFLNEIAFIDGSTQRQIALVDLFRALGG
GWDEGRSLVVHRGGRS

 
 
 
ภาพที่ 11  Potential antigenic peptides ของโปรตีน OprM, OprN และ OprJ โดยแสดงลําดับกรดอะมิโน
ของโปรตีนทั้งสาย พรอมกับลําดับกรดอะมิโนที่มีแนวโนมเปน antigenic peptides (ขีดเสนใต) และลําดับ
กรดอะมิโนที่เลือกเพื่อผลิตเปนเปปไตดสังเคราะหและใชในการกระตุนภูมิในกระตาย (กรอบสีเทา) 
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ตารางท่ี  6 ลาํดับกรดอะมิโนและตําแหนงเปปไตดสังเคราะหท่ีใชในการกระตุนภมิู 
 
โปรตนี ลําดับกรดอะมิโน ตําแหนงบนสายโปรตนี 
OprM 
 

AYPQGQAYGQNTGAA 
QALEQYLATEQAQRS 

34-48 
155-169 

OprN WKQFDDPTLNQLVEQ 
RALRDDVANDRFPVV 

60-74 
93-107 

OprJ ATGNRQRQPADLSAG 
EHRLRARNADIGAAR 

106-120 
294-308 

 
ระยะที่ 2 การกระตุนภูมิคุมกันในกระตาย 

ปริมาตรของซีร่ัมที่ไดประมาณ 40-50% ของปริมาตรเลอืดที่เกบ็ไดในแตละคร้ัง สวนใหญ
ซีรั่มมี hemolysis เพียงเล็กนอย ยกเวน กระตาย N2 ใหเลอืดที่มีความหนืดและซีร่ัมที่มีสีแดง
มากกวาซีรั่มจากระตายตวัอื่นทุกคร้ัง โดยตลอดระยะเวลาของการทดลอง กระตายทุกตัวมีสขุภาพ
แข็งแรงดี (จากการสังเกต) ไมพบผื่นแดง ฝหนอง arthus reaction และ hypersensitivity พบสะเก็ด
แผลเพียงเล็กนอยตรงบริเวณที่ฉีดและหายไปกอนการเก็บเจาะเลอืดครั้งตอไป 
 
ระยะที่ 3 การทดสอบคุณภาพของ polyclonal antisera   
 
การทดสอบการแสดงออกของ OprM, OprN และ OprJ ดวย polyclonal antibodies 
 ทดสอบคุณภาพของ polyclonal antibodies ตอโปรตีน OprM, OprN และ OprJ ดวย 
Western blot analysis โดยใชซีรั่มท่ีเจอืจางในอัตราสวนตางๆ พบวา 

OprM-hyperimmune serum จากกระตาย M1 และ M2 ที่เก็บในวันท่ี 60 และ 80 ให 
bands ขนาด ∼54  Mda ซ่ึงเปนขนาดของ OprM  ตอโปรตีนทั้งหมด (whole cell protein) ที่
เตรียมจาก OCR1 (ตัวควบคุมบวก) โดยไมให bands ดังกลาวตอโปรตีนจาก PAO200 (ตัวควบคุม
ลบ) เม่ือใชในอัตราสวน 1:400 โดยที่มี cross-reactivity กับโปรตีนตวัอื่นๆ แตไมรบกวนความ
ชัดเจนของ bands ของโปรตีนเปาหมาย โดยในวันที ่40 OprM-hyperimmune serum จากกระตาย 
M1 เทาน้ันทีใ่ห bands เปาหมายแตไมชัดเจนและเมื่อลดการเจือจางเปน 1:200 ให background 
มากจนไมสามารถมองเห็น bands ของโปรตีนเปาหมาย ในขณะทีเ่ม่ือลดความเขมขนของ OprM-
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hyperimmune serum จากกระตาย M1 และ M2 ในวนัที่ 60 และ 80 จะไมพบ bands ของโปรตีน
เปาหมาย แต background ลดลงมาก (ภาพท่ี 12) 

 OprN-hyperimmune serum จากกระตาย N2 ท่ีเก็บในวันที ่ 60 และ 80 เม่ือใชใน
อัตราสวน 1:400 ให bands ขนาดใกลเคียงและต่ํากวา 55 Mda จํานวน 3 bands เม่ือทดสอบกบั 
whole cell protein ที่เตรียมจาก PAO7H และ PAO7H1A (ตัวควบคุมบวก) และให bands 
ดังกลาว จํานวน 2 bands ตอ whole cell protein จาก PAO255 และ PA238 (ตัวควบคุมลบ) โดย 
bands ทีอ่ยูตรงกลางพบเฉพาะใน whole cell protein ท่ีเตรียมจาก PAO7H และ PAO7H1A 

เทานั้น จึงนาจะเปน OprN (∼52 Mda)  นอกจากนีพ้บ strong cross-reactivity กับ unknown 

protein ใน PAO238 ที่มีขนาด ∼35 Mda  สวน OprN-hyperimmune serum จากกระตาย N1 ใน
วันท่ี 60 สามารถเห็น bands เปาหมายใน whole cell protein ที่เตรียมจาก PAO7H และ 
PAO7H1A ไดเม่ือเจือจางที่อตัราสวน 1:400 เม่ือใชความเขมขนสูงขึ้น (1:200) พบวา ให 
background มากจนไมสามารถมองเห็น bands ของโปรตีนเปาหมาย สวน OprN-hyperimmune 
serum จากกระตาย N1 ในวันท่ี 80 ให bands เปาหมายเมื่อใชในอตัราสวน 1:400 โดยเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนให background มากจนไมสามารถมองเห็น bands ของโปรตีนเปาหมายเชนกัน (ภาพ
ท่ี 13) 

OprJ-hyperimmune serum จากกระตาย J2 ท่ีเก็บในวันที่ 80 เทานั้น ที่ให bands ขนาด 

∼53 Mda เม่ือทดสอบกับ whole cell protein ที่เตรียมจาก PAO200-2 (ตวัควบคุมบวก) และไมให 
bands ดังกลาวตอ whole cell protein จาก PAO200 (ตัวควบคุมลบ) โดยอัตราสวนท่ีใชคอื 1:200 
ซ่ึงให background คอนขางมากและมี cross-reactivity กับโปรตนีตัวอื่นๆ แตไมรบกวน bands 
ของโปรตีนเปาหมาย เพราะมีขนาดที่แตกตางกันชัดเจน เม่ือใชอัตราสวน 1:400 ไมสามารถ
มองเห็น bands ของโปรตนีเปาหมาย และเม่ือใชในอัตราสวน 1:100 ให background ที่เขมมาก
(ภาพที ่14 ) 

 
การทดสอบ cross reactivity ระหวาง OprM OprN และ OprJ polyclonal antisera  
เม่ือเตรียม whole cell protein จาก OCR1 PAO200-2 และ PAO7H บนแผน blot 

เดียวกันและทดสอบดวย OprM OprN และ OprJ polyclonal antisera พบวา OprM polyclonal 

antisera ให band ท่ีมีขนาด ∼ 54 Mda เฉพาะตอโปรตีนท่ีเตรียมจาก OCR1 เทาน้ัน ในทํานอง 
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ภาพที่ 12 การใช OprM polyclonal antisera เพื่อตรวจการแสดงออกของ OprM  โดยทํา Western blot analysis ดวยการแยก Whole cell protein ที่เตรียมจาก P. aeruginosa บน 
0.1%SDS-10%PAGE และ electroblot ไปยังแผนเมมเบรน PVDF ทําการตรวจ OprM ดวย OprM polyclonal antisera จาก A กระตาย M1 และ B กระตาย M2ที่เจือจางในอัตราสวน
ตางๆ ภาพแสดงเฉพาะวันและอตัราสวนของซีรั่มที่ให bands ของ  OprM: ลูกศรชี้ตําแหนงของ OprM: OCR1, มีการแสดงออกของ OprM แบบ overexpression; PAO200, ไมมีการ
แสดงออกของ OprM 
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ภาพท่ี 13 การใช OprN polyclonal antisera เพ่ือตรวจการแสดงออกของ OprN  โดยทํา Western blot analysis ดวย 
การแยก Whole cell protein ที่เตรียมจาก P. aeruginosa บน 0.1%SDS-10%PAGE และ electroblot ไปยังแผนเมมเบรน 
PVDF ทําการตรวจ OprN ดวย OprN polyclonal antisera จาก A กระตาย N1 และ B กระตาย N2 ที่เจือจางในอัตรา 
สวนตางๆ  ภาพแสดงเฉพาะวันและอัตราสวนของซีรั่มที่ให bands ของ  OprN: ลูกศรชี้ตําแหนงของ OprN; PAO7H, มีการ 
แสดงออกของ OprN แบบ overexpression; PAO7H1A, มีการแสดงออกของ OprN แบบ overexpression; PAO255,  
ไมมีการแสดงออกของ OprN; PAO238, ไมมีการแสดงออกของ OprN 
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ภาพที่ 14 การใช OprJ polyclonal antisera เพ่ือตรวจการแสดงออกของ OprJ  โดยทํา Western blot 
analysis ดวยการแยก Whole cell protein ที่เตรียมจาก P. aeruginosa บน 0.1%SDS-10%PAGE และ 
electroblot ไปยังแผนเมมเบรน PVDF ทําการตรวจ OprJ ดวย OprJ polyclonal antisera ที่เจือจางใน
อตัราสวนตางๆ โดย antisera จากวันที่ 80 ใชในอตัราสวน 1:200 เทานั้นที่ให bands: ลูกศรชี้ตําแหนงของ 
OprM; PAO200-2, มีการแสดงออกของ OprJ แบบ overexpression; PAO200, ไมมีการแสดงออกของ 
OprJ 
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ภาพที่ 15 การทดสอบปฏิกิริยาขามของ polyclonal antisera ดวย Western blot analysis โดยแยก Whole cell 
protein ที่เตรียมจาก P. aeruginosa ที่ overexpress โปรตีน OprM, OprN และ OprJ และ null mutants บน 
0.1%SDS-10%PAGE และ electroblot ไปยังแผนเมมเบรน PVDF ตรวจสอบการแสดงออกของ OMP  
โดยใช A  OprM hyperimmune serum B OprN hyperimmune serum และ C OprJ hyperimmune serum ที่
อตัราสวน 1:400: ลูกศรแสดงตาํแหนงของ OMP, M; Molecular weight marker  
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ภาพท่ี 16 การเปลี่ยนแปลงขนาดของ mexXY ระหวางการทํา gene knockout ที่ยืนยันไดดวยเทคนิค 
PCR 1) mexXY มีขนาด  5,461 bp และ mexXYKO-up/down primers ( ) จะ amplify ได PCR 
products ขนาด 3,233 bp เมื่อถูกตดัออก 2,866 bp จะเหลือ 367 bp  2) สวนที่ถูกตัดจะถูกแทนดวย 
Gmr cassette ขนาด 1,100 bp ได marked mutant ที่ใหขนาด PCR products  1,467 bp 3) เมื่อ Gmr 
cassette ถูกตดัออกจะมีสวนเหลือ 150 bp ได unmarked mutant ที่ใหขนาด PCR products 517 bp  
B แสดงขนาดของ PCR products ที่ amplify ดวย  mexXYKO-up/down primers (ซาย) และ Gm-
up/down primers (ขวา) ซึ่งเฉพาะ marked mutant เทานั้นที่ให PCR products คํายอ: WT = wild type, 
Un = unmarked mutant, Marked = marked mutant, M = Molecular weight marker, Gmr = 
gentamycin resistance cassette 
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เดียวกัน OprN polyclonal antisera ให band เฉพาะตอโปรตีนที่เตรียมจาก PAO7H เทานัน้  โดย
ไมพบ cross reactivity ระหวาง antibody ทั้ง 2 สวน OprJ polyclonal antisera ให bands ~53 
Mda ตอโปรตีนที่เตรียมจาก PAO200-2, PAO7H และ OCR1 แตไมให bands ดังกลาวตอโปรตีน
ท่ีเตรียมจาก PAO200 จึงอาจเปน cross reactivity ก็ได (ภาพที่ 15) 
 
การสราง PAJ014  

PAJ014 ไดจากการตัด (delete) ยีน mexXY บนโครโมโซมของ PA3579 ดวยเทคนิค 

Gene replacement และมี genotype เปน ΔmexXY::FRT สรางขึ้นเพือ่ใชในการเตรียมโปรตีน
ควบคุมลบ (MexX-) สําหรับการทดสอบการแสดงออกของ MexX ดวย Anti-MexX  โดย 
phenotype ของ PAJ014 คือ Gms CbsSucr จากการยืนยัน genotype ดวยเทคนิค PCR โดยใช 
mexXY-KO up/down primers พบวา mexXY ใน PA3579 ซ่ึงเปน WT มีขนาด 3,233  bp เม่ือถูก
ตัดออกและแทนที่ดวย Gmr-cassette (PAJ013) มีขนาด  1,467 bp และเม่ือตัด Gmr-cassette 
(PAJ014) จะเหลอื 517 bp  เม่ือยืนยันดวย Gm-up/down primers เฉพาะ PAJ013 ซึ่งเปน 
marked mutant เทานั้นท่ีให PCR products ขนาด ~500 bp แสดงวา ยีน mexXY บนโครโมโซม 
PA3579 ไดถูกตัดและ PAJ014 เปน unmarked mutant ที่ไมมี antibiotic resistance marker 
หลงเหลืออยู  (ภาพที ่17) 

 
การทดสอบการแสดงออกของ MexX ดวย MexX polyclonal antisera 
 สําหรับ MexX polyclonal antibody เม่ือใชในการทาํ Western blot analysis ไดรับการ
แนะนําใหใชทีอ่ัตราสวน 1:10,000 ในการวิจยัคร้ังนี้ใช Anti-MexX ในการตรวจการแสดงออกของ 
MexX ใน PA3579 ซึ่งมี overexpression ของ MexX เนื่องจากการกลายพันธุของ mexZ ซึ่งเปน 
repressor เปนตัวควบคุมบวก และ PAJ014 ท่ีไมมีการแสดงออกของ MexXY เปนตัวควบคุมลบ 
พบวา ในสภาวะทีใ่ชในการวิจยัครั้งน้ี ตองใช Anti-MexX ในอตัราสวน 1:1000 เพือ่ใหสามารถเห็น 

bands ของ MexX ท่ีมีขนาด ∼45 Mda ชัดเจนในโปรตีนที่เตรียมจาก PA3579 โดยไมพบ bands 
ของ MexX ในโปรตีนที่เตรยีมจาก PAJ014 
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ภาพที่17 การใช MexX polyclonal antisera เพ่ือตรวจการแสดงออกของ MexX  โดยทํา Western blot analysis ดวยการ
แยก Whole cell protein ที่เตรียมจาก P. aeruginosa บน 0.1%SDS-10%PAGE และ electroblot ไปยังแผนเมมเบรน 
PVDF ทําการตรวจ MexX ดวย MeX polyclonal antisera ที่เจือจางในอัตราสวน 1:1,000: ลูกศรชี้ตําแหนงของ MexX; 
PA3579, มีการแสดงออกของ MexX แบบ overexpression; PAJ014, ไมมีการแสดงออกของ MexX 
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การอภิปรายผล 
 

P. aeruginosa ดื้อยาหลายชนิดพรอมกนัโดยพันธุกรรมและสามารถพฒันาการดือ้ยาไดอีก
ในระหวางการรักษา ทําใหการรักษาการติดเชือ้นี้ดวยยาปฏิชวีนะไมมีประสิทธภิาพและลมเหลวได 
โดยสาเหตุสําคัญมาจากการใชสารตานจลุชพีอยางไมถูกตอง รวมถงึการใชเกินความจําเปนและการ
ใชอยางผิดวิธ ี สงผลใหเกดิการกลายพนัธุไดเชือ้ด้ือยาตัวใหม รวมท้ังการคัดเลอืกและเพิ่มจํานวน
เชื้อที่ด้ือยาอยูแลว ในปจจุบัน เปนท่ีทราบแนชัดวา กลไกสําคัญของการด้ือยาในเชือ้นี้ คือ ระบบ 
MEX ที่สามารถขับออกยาปฏิชีวนะไดหลายชนิด โดยท่ียาเหลาน้ีไมมีความสัมพันธทางโครงสราง 
(Schweizer, 2003) ซ่ึงเม่ือทําการ knockout ยีนระบบ MEX สามารถทําให P. aeruginosa  
ตอบสนองตอยาปฏิชีวนะไดอีก ในชวงทศวรรษทีผ่านมา มีการศกึษาวจิัยเกี่ยวกับระบบ MEX กัน
อยางกวางขวาง โดยมุงไปที่กลไกการทํางานและการพฒันาสารทีอ่อกฤทธิ์เปน EPI เพือ่ทีจ่ะ
นํามาใชรวมกบัยาปฏิชวีนะและสามารถทาํใหการรักษาดวยยาปฏิชวีนะกลับมามีประสิทธิภาพอกี
ครั้ง ประเทศไทยมีสมุนไพรหลายชนิด บางชนิดสามารถใชไดในคนและสัตว จึงมีความเปนไปไดที่
สารจากสมุนไพรเหลาน้ีจะออกฤทธิ์เปน EPI ดังนั้นการศึกษาระบบ MEX ใน P. aeruginosa ท่ีแยก
ไดในประเทศไทย  โดยเฉพาะระบบที่มีความสําคัญทางคลินิคจะเปนพื้นฐานสําหรับการวจิัยแนวลึก
และเปนประโยชนตอการพฒันาการรักษาในอนาคต 

 
การศึกษาการแสดงออกของระบบ MEX มีหลายวธิ ีวธิีท่ียืนยันการทํางานของระบบชัดเจน

ท่ีสุดวิธีหนึ่ง คอื การตรวจการสรางโปรตีน โดยที่ใชกันมากคอื การตรวจหาการแสดงออกของ 
OMP ดวย Western blot analysis เพราะใหผลทีเ่ชื่อถือได มีความไวคอนขางสูง ทําไดงายและ
เหมาะสําหรับตัวอยางเชือ้จาํนวนมาก โดยท่ัวไป Western blot analysis มีความไวคอนขางสูงและ
มีขอจํากัดนอยเม่ือเทียบกบั immunodetection assay อื่นๆ (Harlow and Lane, 1988) โดย
ประสิทธิภาพจะขึ้นกบัคุณภาพของ antibody เปนสําคัญ ซึ่งในการตรวจหาการแสดงออกของ OMP 
ตองมีการพฒันา antibody ทีจ่ําเพาะตอ OMP เหลานี้ขึ้นเองในหองปฏิบัติการ โดย anti-OprM, 
anti-OprN และ anti-OprJ ใชในการตรวจการแสดงออกของ MexAB-OprM MexCD-OpJ และ 
MexEF-OprN ตามลําดับ การทดสอบการแสดงออกของยีน omp ซึ่งเปนยีนตวัสุดทายบน operon
และเปนทางออกจากเซลลของยาปฏิชวีนะจะสามารถบอกไดวามีการ transcription ท่ีมีจุดตัง้ตน
จาก Promoter ท่ีปลาย 5’ ของยีนตัวแรกไปตลอดทั้ง operon นั้น (Schweizer, 2003) อยางไรก็
ตาม การผลติ antibody ตอยีนอื่นๆบน efflux operon ก็ทําไดเชนกันขึ้นอยูกับวตัถุประสงคของ
การศึกษา ทีผ่านมาไดมีการผลิต antiserum ตอยีน IMP และ MFP เชน MexC และ MexD 



 41

(Gotoh, et al., 1998) MexA (Srikumar, et al., 1998) MexF (Aires, et al., 2002)  ซึ่งในการผลิต 
antibody ตอยีนอื่นๆบน efflux operon จะใชเปปไตดสังเคราะหเปนแอนติเจนเพราะการสกัด
โปรตีนเหลานีใ้หบริสุทธิ์จริงๆทําไดยาก  ในหองปฏิบัติการของ Dr. Keith Poole (University of 
Calgary, Canada) ไดสกัดโปรตีนบริสทุธิ ์OprM-His6 และใชในการผลิต hyperimmune serum ใน
กระตาย ซึง่ไดผลดีในชวงแรก ตอมาประสบปญหาในการแยกโปรตีนบริสทุธิ์ไดนอยลงและไม
สามารถกระตุนภูมิในกระตายได อาจมีสาเหตุมาจากความไมคงตัวของ clone ที่มาจาก  
P. aeruginosa ท่ีอยูใน expression host ที่เปน E. coli (Personnel communication) 

 
การทํา Western blot analysis เปนการตรวจการแสดงออกของโปรตีนท่ีเปน denatured 

เพราะโปรตีนถูก break และแยกเปน monomers ซึ่งโปรตีนสกดัสามารถใชในการผลิต antibody 
ไดทั้งตอ native และ denatured protein ขึ้นกับสภาวะของโปรตนี (conformation) ทีใ่ชในการ
กระตุนภมิู นอกจากการใชประโยชนเปนแอนติเจนแลว สามารถใชโปรตีนสกดัในงานอื่นๆไดอีก 
เชน การศึกษา function ของโปรตีนและการทํางานของระบบ MEX  การทาํ gel shift เปนตน  
ปญหาสําคัญจากการใชโปรตีนสกัดเปน antigen คือ ความบริสทุธิ ์ซึ่งโปรตีนสกัดที่จะใชในการฉีด
กระตุนภูมิจะตองไมมี bands ของโปรตนีปนเปอนท่ีมองเห็นไดดวยตาเปลา เม่ือ run โปรตีนสกัด 

10-20 μg บน SDS-PAGE Gel และยอมดวย Coomassie blue (Harlow and Lane, 1988)  ซ่ึง
โปรตีนสกัดทีไ่ดจากการวจิยัครั้งนี้มี bands ของโปรตีนปนเปอนท่ีมองเห็นไดชัดเจนและมีขนาด
ใหญกวาโปรตีนเปาหมาย (ภาพที ่ 10) รวมทั้งปริมาณที่ไดไมเพยีงพอทีจ่ะใชในการฉีดกระตุนภูมิ 
ดังนั้นจึงใชเปปไตดสังเคราะหเปนแอนติเจนแทน ซึง่เปปไตดสังเคราะหจะให antibody ที่มี
ความจําเพาะและ titer สูงกวา ถาไดรับการออกแบบอยางถูกตอง โดย antibody ที่ไดจะ recognize 
เฉพาะ denatured protein และอาจไมสามารถใชกับ native protein ไดเลย จึงเหมาะสมสําหรับการ
นํามาใชใน Western blot analysis (Harlow and Lane, 1988)ในการวิจยัครั้งนี้ ได co-injection 
เปปไตดสังเคราะห 2 สายตอโปรตีน 1 ชนิด เพื่อเพิ่มความเปน immunogenicity โดยใช TiterMax 
GoldTM adjuvant ที่มีขอดีคือ ไมทําใหเกิดความเปนพษิ (hypersensitivity granulomatous 
response) ในสัตวเพราะไมมีสวนประกอบทีเ่ปนโปรตีน mineral oil polysaccharides และสารที่มา
จากจุลชพี รวมทั้งให antibody titer สูงโดยไมตองกระตุนภูมิซ้ํา (booster) เพราะพื้นผิวของ 
copolymers สามารถจับ antigen ไดจํานวนมาก ซึง่จะชวยให antigen กระจายตัวไดดีขึ้นและ
กระตุนการสรางภูมิคุมกันไดมากขึ้น แตขอเสยีทีพ่บ คือ อาจทําใหเกิด arthus reaction ไดงาย ซึ่ง
แกไขไดโดยการแบงฉีดกระตุนภูมิหลายๆตําแหนง ถึงแมวาการใชเปปไตดสังเคราะหจะเปน
ทางเลือกที่ด ี แตมีขอจํากัดมากในการนําเปปไตดสังเคราะหที่เหลอือยูไปใชประโยชนอื่นๆ เม่ือ
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เทียบกบัโปรตีนสกัด สําหรับการทดลองครั้งน้ี ไดพยายามวัด titer ของ hyperimmuneserum ดวย 
Enzyme Immunoabsorabance Assay (ELISA) แตผลที่ไดไมแนนอน และไมสามารถทดสอบซ้ํา 
ซ่ึงพบวาเนือ่งมาจากเครือ่ง ELISA reader ชํารุด จึงไดทําการทดสอบคณุภาพของ 
hyperimmuneserum ดวย Western blot analysis โดยใช antibody เจือจางทีอ่ัตราสวนตางๆ ซึ่ง
เปนเปาหมายของการวจิัยอยูแลว โดยพบวา กระตายสรางภูมิคุมกันตอเปปไตดสังเคราะหทีจ่าํเพาะ
ตอ OprM, OprN และ OprJ ไมสูง โดยเฉพาะอยางยิ่งตอ OprJ ท่ีใชเวลาถึง 80 วนัจึงได 
hyperimmune serum ที่สามารถตรวจการแสดงออกของ OprJ ไดและให blots ท่ีมี background 
สูง อาจเปนผลมาจาก hemolysis และมีเม็ดเลอืดแดงปนอยูซีร่ัมเปนจํานวนคอนขางมาก จาก
การศึกษาทีผ่านมาการฉีดกระตุนภูมิโดยใช adjuvants ท่ีเปน copolymers จะให antibody titer ที่
คอนขางสูง  (Maeda, et al., 2002; Schwarzkopf and Thiele, 1996; Su, et al., 2006) แตในการ
ทดลองครั้งนีพ้บวา hyperimmuneserum ท่ีไดจากกระตาย M1 และ M2 ในวนัท่ี 20, 40 และ 80 
ไมเพิ่มขึ้น ซ่ึงทราบไดจากการที่อตัราสวนในการเจอืจางของ hyperimmuneserum ท่ีใชยังเทาเดิม 
(1:200 และ 1:400) เชนเดียวกับในกระตาย N1 และ N2 ซึ่งสาเหตุที่เปนไปไดมีหลายประการ 
ไดแก การตอบสนองของกระตายเอง ประสิทธิภาพของการฉีดกระตุน การเตรียม emulsion สําหรับ
การฉีดกระตุน คุณภาพของเปปไตดสังเคราะห เปนตน นอกจากนีป้จจัยที่มีผลอยางยิ่ง คือ ความไว
ของ signal detection ซึ่งในการวจิัยครั้งนี้เลือกใช chemogen ท่ีเปน substrates ของเอ็นไซม 
horseradish peroxidase ทั้งนี้เพราะรวดเร็ว โดยสามารถเห็นตะกอนสีไดบนแผน blots ภายใน
ระยะเวลาสั้น (ไมเกิน 10 นาที) สะดวก ราคาไมสูง ไมตองการวัสดุสิน้เปลอืงและเครื่องมือราคาแพง 
เชน แผนฟลม X-ray และเครื่องลางแผนฟลม เปนตน แตตะกอนสีไมคงทนและความไวในการตรวจ
ไมสูงนัก โดยเม่ือรอจนเห็น bands ของโปรตีนเปาหมายก็จะไดสีของ background ที่เขมไปดวย 
ทําใหภาพโดยรวมของ blots ไมชัดเจน ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบระหวาง TMB และ 4-CN DAB พบวา 
4-CN DAB มีความไวมากกวาและสขีอง background ที่จางกวา แตก็ยังมีผลตอความคมชดัของ 
bands เปาหมาย นอกจากนี้ ตะกอนสเีทาเขมของ 4-CN DAB จะคงอยูไดในชวงเวลาทีส่ั้น (ไมเกิน 
15 นาที) ในการทดสอบการแสดงออกของ MexXY ตรวจการแสดงออกของ MexX  เน่ืองจากระบบ
น้ีไมมี OMP ซึ่ง MexX Polyclonal antisera ท่ีไดรับการอนุเคราะหมานี้ผลิตจากการกระตุนภูมิใน
กระตายดวยเปปไตดสังเคราะหเชนกัน (Masuda, et al., 2000) ในการศึกษาครั้งนี้ตองใชความ
เขมขนสูงกวาความเขมขนท่ีแนะนําโดยผูผลิตถึง 10 เทา ซ่ึงอาจมสีาเหตุมาจาก signal detection 
ท่ีใชในครั้งนี้ยงัไมมีความไวเทาที่ควรเชนกัน  
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ปญหาสําคัญประการหนึ่งของ polyclonal antibody คือ การจับไมจําเพาะกับโปรตีนอื่นๆ
(non-specific binding) และการเกิด cross reactivity กับโปรตีนทีมี่ความใกลเคยีงกัน ดังนั้น การ
ทดสอบการแสดงออกของ OMP ดวย Western blot analysis ตองมีตัวควบคุมที่ดีและ ท่ีไดรบัการ
ยอมรับคอื โปรตีนที่เตรียมไดจาก P. aeruginosa ท่ีมี overexpression ของ OMP เปนตัวควบคุม
บวก และโปรตีนที่เตรียมไดจาก null mutants ซึ่งเปน isogenic strain ของ P. aeruginosa น้ันๆ ท่ี
ยีน omp ไดถูก knockout out เปนตัวควบคุมลบ ซึ่งการใช  null mutants เปนการรับรองไดวาจะ
ไมการแสดงออกของยีน OMP ไดอีก การใช P. aeruginosa ท่ีมีหรือไมมีการแสดงออกของ OMP 
เนื่องจาก spontaneous mutation นั้นอาจมีปญหาจากการเหนี่ยวนําการกลายพันธุหรอื reverse 
mutation ที่เกิดขึ้นไดในระหวางการทดลองภายหลัง ในการวิจยัคร้ังนี้ ทําการทดสอบกบัตวัควบคุม
บวกและลบทีเ่ปน isogenic strains ของกันและกัน คอื  OCR1 กับ PAO200 PAO200-2 กับ  
PAO200 และ PAO7H กบั PAO255 สําหรับ OprM OprJ และ OprN ตามลําดับ รวมทั้งไดสราง 
PAJ014 (ΔmexXY::FRT) ซึ่งเปน isogenic strain ของ PA3579 ทีย่ีน mexXY ทั้งระบบถูกตัดออก 
สามารถใชเปนตัวควบคุมลบท่ีมีประสิทธภิาพ เพราะไมพบการแสดงออกของ MexX เลย วิธ ี gene 
replacement ที่ใชในการสราง PAJ014 นั้นเปนเทคนิคที่ใชกันแพรหลายใน P. aeruginosa เพราะ
เปนวธิีท่ีมีประสิทธิภาพสูง โดย null mutants ที่ไดจะไมมี resistance markers หลงเหลอือยูจึงใช
กันมากในการศึกษากลไกการดื้อยาในเชื้อชนิดนี ้

 
OprM OprN และ OprJ เปนโปรตีนในวงศตระกูล the OprM family ซึ่งมีโปรตีนสมาชิก

ท้ังหมด 18 ชนิด มีขนาดที่ใกลเคียงกัน (∼50-55 Mda) และเปน OMP ในวงศตระกูลเดียวที่
เกี่ยวของกับระบบ MEX โดยเฉพาะ OprM ท่ีมีการศึกษาโครงสรางผลึก (crystal structure) และ
พบวาคลายกบั TolC ใน E. coli ที่เปน a channel-forming protein (Koronakis, et al., 2000) ซึ่ง 
conserved sequence ท่ีพบ OMP ในวงศตระกูลน้ี คือ LGGGW, E-DLFGR และ P-Y--P (Li and 
Poole, 2001) ในการวิจยัครั้งนี้ลําดับกรดอะมิโนที่ใชในการสังเคราะหเปปไตดไมไดอยูใน 
conserved sequence จากผลการวจิัยพบวา Anti-OprM ไมเกิด cross reactivity กับ OprN และ 
OprJ แตมีการจับแบบไมจําเพาะกบัโปรตีนอื่นๆ (non-specific bindings) สําหรับ Anti-OprN ไมให 
cross reactivity ตอ OprM และ OprJ แตให bands ที่เปน non-specific bindings ที่ชัดเจนและมี
ขนาดแตกตางกันไมมากทั้งใน PAO7H และ PAO255 ซ่ึงในการทดลองครั้งนี้ไมสามารถบอกไดวา 
non-specific bands นั้นเกิดจากโปรตีนชนิดใด สามารถแกไขปญหานี้ไดดวยการใชตวัควบคุมบวก
และตวัควบคุมลบที่เปน isogenic strains โดยระบตุําแหนงของ OprN ในตัวควบคุมบวกและยืนยัน
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ความถูกตองดวยการไมปรากฏของโปรตนีชนิดนี้ในตัวควบคุมลบ อยางไรก็ตาม non specific 
bindings ไมรบกวนการอานผลการทดสอบหรอืทําใหไมสามารถอานผลการทดสอบได  

 

OprJ polyclonal antisera เทานั้นที่ให bands ขนาดใกลเคียงกันมาก (∼53 Mda)  ทั้งใน 
PAO200-2, OCR1 และ PAO7H แตไมให bands น้ีใน PAO200 ดังนั้น bands ดังกลาวจึงอาจเปน 
cross reactivity ตอ OprM และ OprN หรือไมก็ได ซึ่งกอนหนานี้ เปนท่ีทราบกันดีวา การแสดงออก
ของระบบ mexCD-OprJ จะเกิดขึ้น เม่ือมีการกลายพันธที่ยีน repressor เทานั้น แตก็มีรายงานวา 
การแสดงออกของระบบนี้เปนแบบ inducible โดยที่ตวัเหนี่ยวนําเปนยาฆาเชือ้และสารสี (dye) บาง
ชนิด (Morita, et al., 2001; Morita, et al., 2003) ดังนั้นจึงเปนไปไดวา bands ที่เกิดจาก OprJ 
polyclonal antisera ใน OCR1 และ PAO7H เปน induced OprJ ที่เกิดจากสารทีใ่ชในการทดลอง 
ซ่ึงสามารถยืนยันไดดวยการสราง ΔoprJ  null mutant จาก OCR1 และ PAO7H แลวทําการพสิูจน
อีกครั้งดวย Western blot analysis และกําจัด cross reactivity ดวย protein absorption ถาจาํเปน 
  
 เปาหมายของงานวิจัยคร้ังนี้คือ เพือ่ใหได polyclonal antibody ตอโปรตีนในระบบ MEX ที่
มีความสําคัญทางการแพทยและสตัวแพทย ไดแก OprM OprN OprJ และ MexX และใหไดสภาวะ
ท่ีเหมาะสมตอการใช polyclonal antibody ในการตรวจการแสดงออกของระะบบดวย Western blot 
analysis ซึ่งจากการวิจัยครัง้นี้คณะผูวจิัยสามารถผลิต Hyperimmuneserum ตอ OprM OprN และ 
OprJ โดยที่ OprM และOprN Hyperimmuneserum สามารถนาํไปใชในการทํา Western blot 
analysis ได โดยตองมีตวัควบคุมบวกและลบเพือ่ยืนยันผลการทดลอง แต OprJ ให background 
สูงและอาจให cross reactivity กับ OprM และ OprN ซ่ึงควรทีจ่ะทาํการศึกษาเพือ่พิสจูนขอสงสัยนี้
ตอไป อยางไรก็ตาม ควรมีการสกัดเฉพาะ antibody (IgG) จาก Hyperimmuneserum ที่ได เพือ่
เพิ่มความเขมขนและความจําเพาะของ antibody รวมทั้งสามารถสราง Δ(mexXY)  null mutant   
ท่ีใชเปนตวัควบคุมลบทําใหสามารถตรวจการแสดงออกของ MexXY ดวย MexX polyclonal 
antibody ทีไ่ดรับความอนุเคราะหมานั้นไดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนีค้วรเพิ่มประสทิธิภาพ
ของ signal detection โดยใชวธิี detection ที่มีความไวในการตรวจมากกวานี้ จะชวยใหไดภาพที่มี 
bands ชัดเจนและมี background นอยลง 
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การศึกษาวิจยัครั้งน้ีเปนการเร่ิมตนศึกษาระบบ multidrug efflux systems  ที่มีความสําคัญ 
ตอการด้ือยาหลายชนิดใน  P. aeruginosa    แยกไดในประเทศไทย       คณะผูวจิัยจะนํา  
hyperimmuneserum ท่ีผลิตไดไปเพิ่มความบริสทุธิ์เพือ่ใหได specific polyclonal antibody ที่มี
คุณภาพดียิ่งขึ้นและนําไปทดสอบการแสดงออกของระบบ multidrug efflux systems ใน clinical 
i s o l a t e s  โดยคณะผูวจิัยวางแผนการศกึษาตอเนือ่งที่รวมถึงการเก็บขอมูลเกี่ยวกับการแสดงออก 
และการแพรกระจายของระบบ multidrug efflux pumps ของ P. aeruginosa สายพันธุที่แยกไดใน 
ประเทศไทย  อิทธพิลของการใชยาฆาเชื้อทีใ่ชในฟารมคลินิกและโรงพยาบาลตอการดื้อยาปฏชิีวนะ 
ท่ีมีสาเหตุเชือ่มโยงมาจากระบบ multidrug efflux systems การพฒันาเทคนิคการตรวจการแสดง 
ออกของระบบที่ใหผลรวดเร็ว แมนยํา แล ะตนทุนไมสูง เพื่อมาใชประกอบการเลือกใชยาปฏชิีวนะ 
ในรักษาโรคตดิเช้ือ P. aeruginosa โดยเฉพาะใน รายที่มีการติดเชื้ออยางเรื้อรังและมีปญหาการ 
ด้ือยาหลายชนิด ทั้งน้ีการยืนยันไดวา การแสดงออกของระบบเปนสาเหตุของการดื้อยาในผูปวย 
หรือสัตวปวยแตละราย และสามา รถบอกไดวาเปนระบบใดจะสงผลใหสามารถแนะนําใหใชยาที่ไม 
เปน substrates ของระบบน้ัน ที่สําคัญกค็ือ การใช efflux pump inhibitors (EPI) รวมในการรกัษา 
ซ่ึงขณะนี้ไดมีการพฒันาการผลิต EPI เพือ่ใชในการรักษาโรคติดเชือ้ P. aeruginosa ในประเทศ 
สหรัฐอเมริกาและญ่ีปุน อาจมีการนํามาใชในวงการแพทยและสตัวแพทยในอนาคตดังนั้นการพฒันา 
เทคนิคการตรวจดังกลาว    เปนการเตรยีมความพรอมเพือ่พัฒนาการรักษาโรคตดิเชื้อนี้ของวงการ 
แพทยและสตัวแพทยในประเทศไทย  และจะนําไปสูการศึกษาความเปนไปไดของการใชสารสกัด 
จากสมุนไพรไทยในการยับยั้งการทํางานของระบบ  
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ขอสรุปและขอเสนอแนะ 
 

โดยสรุป ในการศึกษาวิจยัครั้งนี้ สามารถผลิต OprM และ OprN  polyclonal antiresrum 
ได และสามารถนําไปใชตรวจการแสดงออกของโปรตนี OprM และ OprN พรอมกับการใชเชือ้
ควบคุมที่มีและไมมีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของ โดย antibody ท้ัง 2 มีความจําเพาะในระดับที่
ยอมรับได สวน OprJ polyclonal antiresrum ท่ีผลติไดสามารถตรวจการแสดงออกของ OprJ ใน
เชื้อควบคุม แตยังตองปรับปรุงคุณภาพ รวมถึงการพิสจูนความจําเพาะ ในภาพรวมของการศึกษา
ครั้งน้ีพบวา การสราง antibody ในกระตายเกิดขึ้นชาและ titer ไมสูงมาก รวมทั้งมี background บน 
blots จึงมีขอเสนอแนะสําหรับการแกไขและงานวจิัยในอนาคต ดังนี ้

1. ทําการสกดัหรือทําให antibody บรสิุทธิ์ เพื่อเพิม่ความเขมขนของ antibody รวมทั้ง
กําจัด non- specific protein และสิ่งปนเปอนตางๆ ทีทํ่าใหเกิด background วิธใีนการ purification 
มีหลายวิธ ี ไดแก การใชชุดทดสอบสําเร็จรูป Purification of IgG fractions การตกตะกอนดวย 
ammonium sulfate การแยก fractions ดวย gel fitration chromatography เปนตน 

2. ในการฉีดกระตุนภูมิคร้ังตอไป ควรเพิ่มจํานวนตําแหนงของการฉีด เพือ่ใหมีการสรางภูมิ
ตอแอนตเิจนมากขึ้น ถึงแมวา การใช TiterMaxTM adjuvant ไมจําเปนตองมีการฉีดกระตุนซ้ํา แต
การฉีดซ้ําดวยแอนตเิจนทีไ่มผสมกับ adjuvant อาจชวยเพิ่มปริมาณ antibody ได (คําแนะนําของ 
ผูผลิต) 

3. ในการวจิยัคร้ังนี้ สกัดโปรตีนบริสทุธิ์ OprM-His6, OprN-His6 และ OprJ-His6 จาก 
Expression host ท่ีเปน E. coli ในขณะที่โปรตีนท้ัง 3 มาจาก P. aeruginosa ดังน้ันอาจขาด 
factors บางตัวท่ีจําเปนตอการผลติโปรตีนในปริมาณมาก อาจแกไขไดโดยการ express โปรตีน
เหลานี้ใน P. aeruginosa ซึ่งตองมีการ clone origin of replication ลงใน pJS004, pJS005 และ 
pJS006 เพือ่ใหพลาสมิดเหลาน้ีสามารถเพิ่มจํานวนในเชื้อชนิดนี้ได แตอาจไดโปรตีนสกัดทีมี่การ
เจอืปนของโปรตีนอื่นๆท่ีมาจาก P. aeruginosa เอง ซึ่งอาจเปน strong immonogen และสงผลให
ได polyclonal antibody ที่มีความจําเพาะลดลงดวย 
  4. เพิ่มความไวของการทํา signal detection ไดดวยการใช Chemiluminescence ซึ่งมี
ความตองการ antibody ที่ความเขมขนต่ํากวาการใช chemogens ชวยใหไดภาพท่ีสะอาดมากขึ้น 
แตมีความจําเปนตองใชแผนฟลมเอ็กซเรยและอุปกรณในการลางฟลม รวมทั้งเสยีคาใชจายมากขึ้น 
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ภาคผนวก 
 
1. Dialysis buffer ประกอบดวย 

50 mM Tris HCl, pH 7.5 
10% glycerol 

 
2. GuMCAC0  ประกอบดวย 

6 M GuHCl 
50 mM Tris HCl pH 8.0 
ถาเปน GuMCAC10, GuMCAC20 และ GuMCAC50 มี imidazole ท่ีความเขมขน 10mM 
imidazole, 20mM imidazole และ 50mM imidazole ตามลําดับ 
 

3. Phosphate buffered saline (PBS) pH. 7.5 ประกอบดวย 
 80 mM Disodium hydrogen orthophosphate anhydrous (Na2HPO4) 
 20 mM Sodium dihydrogen orthophosphate (NaH2PO4.2H20) 
 100 mM Sodium chloride (NaCl) 
 
4. PBS -T ประกอบดวย 
 80 mM Disodium hydrogen orthophosphate anhydrous (Na2HPO4) 
 20 mM Sodium dihydrogen orthophosphate (NaH2PO4.2H20) 
 100 mM Sodium chloride (NaCl) 
 0.1% Tween20 
 
5. Putts buffer ประกอบดวย  

10 mM Tris HCL pH 7.5 
1% sarcosyl 
100 NaH2PO4 
8M urea 
1% Triton X-100 
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6. 2× sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  ประกอบดวย 
0.125 M Tris-HCl, pH 6.8 
4% SDS 
20% glycerol 

5% β-mercaptoethanol 
 
7. TG Salt ประกอบดวย 

75 mM CaCl2 
6mM MgCl2 

15% glycerol 
 
8. 8UrMACA0 ประกอบดวย 

8 M urea 
50 mM Tris HCl, pH 8.0 
โดย 8UrMCAC50 และ 8UrMCAC500 จะมี imidazole ท่ีความเขมขน 50mM และ 
500mM ตามลําดับ 

 
9. Vogel-Bonner Minimum medium (VBMM, pH7.0) ประกอบดวย 
 Na3Citrate  10 mM 
 Citric acid  10mM 
 K2HPO4  57mM 
 NaNH4PO4  17 mM 

MgSO4   1 mM 
CaCl2   0.1 mM 
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