


 

 

 
 

 
 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ทุนวิจัย 

กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช 
 
 
 

รายงานผลการวิจัย 
 

การผลิตโพลโีคลนอลแอนติบอดี้ทีม่ีความจาํเพาะตอโปรตีนของ 
ระบบมัลติดรักซอฟิรักซในเช้ือสูโดโมนาส แอรูจโินซา 

 
 

โดย 
 
 

รุงทิพย ชวนช่ืน 
อินทิรา กระหมอมทอง 

 
สิงหาคม 2549 



 i

กิตติกรรมประกาศ 
 

โครงการวิจัยนี้ไดรับอนุมัตเิงินทุนวจิัย กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช ปงบประมาณ 2548 
คณะผูวจิัยขอขอบคุณ ผศ.น.สพ.ดร. อลงกร อมรศลิป (ภาควิชาสตัวแพทยสาธารณสุข คณะสตัว-
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) ทีใ่หความอนุเคราะหเคร่ืองมือและอุปกรณสําหรับงานดาน
อณูชีววิทยา รศ.สพ.ญ.ดร. มีนา สาริกะภูต ิ (หนวยชีวเคมี ภาควิชาสรีรวิทยา คณะสตัวแพทย-
ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) สําหรับคําแนะนําในการกระตุนภูมิคุมกันในกระตาย รวมถงึ  
Dr. Herbert P. Schweizer (Department of Microbiology Immunology and Pathology, 
Colorado state University) ที่ใหความอนุเคราะหเชื้อควบคุม และ Dr. Nobuhisa Masuda 
(Biological Research Laboratories, Sabko CO., Ltd., Kyoto, Japan) ที่ใหแอนติบอด้ีตอ MexX 
  
 คณะผูวจิัยขอขอบคุณผูชวยวจิัย เจาหนาที่ภาควิชาสัตวแพทยสาธารณสุข คณะสตัว-
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยัทุกทาน ท่ีใหความชวยเหลือในหองปฏิบัติการและจัดทํา
รายงานการวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 ii

บทคัดยอภาษาไทย 
 
ช่ือโครงการวิจัย การผลิตโพลีโคลนอลแอนตบิอดี้ที่มีความจําเพาะตอโปรตีนของระบบ 

มัลติดรักซอฟิรักซในเชือ้สูโดโมนาส แอรูจิโนซา 
ช่ือผูวิจัย  ผศ.สพ.ญ.ดร. รุงทพิย ชวนชื่น 

รศ.สพ.ญ. อินทิรา กระหมอมทอง 
เดือนและปท่ีทาํวิจัยเสร็จ สิงหาคม 2549 

 
บทคัดยอ 

 
 ระบบ Multidrug efflux systems ไดแก MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN และ
MexXY เปนกลไกสําคัญของการดื้อตอยาหลายชนิดพรอมกันในสโูดโมนาส แอรูจิโนซา ในการวิจยั
ครั้งน้ีไดผลิตโพลีโคลนอลแอนตบิอดีต้อ OprM OprN และ OprJ เพือ่ใชตรวจการแสดงออกของ
ระบบดวยเทคนิค Western blot analysis   โดยฉีดกระตุนภูมิคุมกันในกระตายดวยเปปไตด
สังเคราะห ทาํการทดสอบคุณภาพของไฮเปอรอิมมูนซีรั่มดวยการทํา Western blot โดยใชโปรตีนที่
เตรียมไดจากเชื้อที่มีและไมมีการแสดงออกของระบบทีเ่กี่ยวของเปนตัวควบคุมบวกและตัวควบคุม
ลบ จากผลการวจิัยพบวาโพลีโคลนอลแอนติบอด้ีท่ีผลิตไดสามารถใชตรวจหาการแสดงออกของ 
OprM OprN และ OprJ ในการทดสอบปฏิกิริยาขาม พบวา OprJ polyclonal antibody ใหแถบ
ขนาดประมาณ 53 Mda ตอโปรตีนจาก OCR1 และ PAO7H ควรศกึษาเพิ่มเติมวาเปนปฏิกิริยาขาม 
กับ OprM และ OprN จริงหรือไม รวมทั้งควรมีการสกัดโพลีโคลนอลแอนติบอดีใ้หบริสุทธิ์เพือ่เพิ่ม
ความเขมขนและความจําเพาะ นอกจากนี้ไดสราง Δ(mexXY) null mutant ที่สามารถใชเปนตวั
ควบคุมลบสําหรับการทดสอบการแสดงออกของ MexX ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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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) เปนแบคทีเรยีฉวยโอกาส 
(opportunistic pathogen) ทีพ่บการตดิเชื้อไดทั้งในคนและสตัว อาการของการติดเชือ้มีท้ังแบบ
เฉียบพลันและเรื้อรัง รวมถึงการติดเชือ้ในกระแสโลหติ ในสตัว มักพบการติดเชื้อ P.  aeruginosa 
ในหูสุนัขท่ีมีอาการอักเสบของหูชั้นนอกแบบเรือ้รังและไมตอบสนองตอการรักษาดวยยาปฏิชวีนะ 
(Otitis Externa) (Martin Barrasa, et al., 2000) รวมทั้ง ในสุนขัที่มีความผิดปกติของไตแบบเร้ือรัง 
ในววันม Pseudomonas mastitis เปนโรคเตานมอักเสบแบบที่ไมแสดงอาการ มักเปนการตดิเช้ือ
ซํ้าและมีสาเหตุมาจากเชื้อท่ีปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอม  (Daly, et al., 1999; Las Heras, et al., 
1999) ในขณะเดียวกัน อาจเปนโรคเตานมอักเสบแบบที่มีเนื้อตาย เรียกวา gangrene mastitis ซึ่ง
พบไมบอยนัก แตถาพบมักมีอาการรุนแรงมากและทําใหสัตวเสียชวีติหรือถกูคัดทิง้ (Cutler, 2003) 
ในคน  P.  aeruginosa เปนสาเหตขุองการติดเชื้อแทรกซอนทีพ่บไดบอย โดยเฉพาะอยางยิ่งใน
ผูปวยทีเ่ขารบัการรักษาในโรงพยาบาล (nosocomial infection) มักพบเปนเชื้อโรคแทรกซอนใน
ผูปวยที่มีภูมิคุมกันบกพรองไดแก ผูปวยโรคเอดส โรคมะเร็งในเมด็เลือดขาว ผูปวยที่ไดรบัยาสเต
รียรอยดเปนเวลานาน ผูทีมี่แผลไฟไหม  ผูปวยที่มีแผลผาตัด เปนตน ในปจจบุันนี้ แหลงท่ีมาและ
กลไกของการติดเชือ้นี้ยังไมเปนที่ทราบแนชัด เพราะเชือ้ชนิดน้ีมีการกระจายตวัอยูในสิ่งแวดลอม
ท่ัวไป และถึงแมวายังไมมีการยืนยันการติดเชือ้ P.  aeruginosa จากสัตวสูคน แตไมอาจมองขาม 
(Hammer, et al., 2003) เพราะมีความเปนไปไดวา การขับถายเชื้อสายพันธุท่ีดือ้ยาของสตัวจะเพิ่ม
การปนเปอนในสิ่งแวดลอมและเพิ่มโอกาสของการติดเชื้อนี ้

 
การติดเชือ้ P. aeruginosa มักเปนแบบเร้ือรังและไมตอบสนองตอการรกัษาดวยยา

ปฏิชีวนะ เชือ้ชนิดน้ีดื้อตอยาหลายชนิดพรอมกัน (multiple drug resistance, MDR) โดยพันธุกรรม
และสามารถพฒันาการดื้อยาขึ้นไดในระหวางการรักษา ดังนั้นจึงตอบสนองตอยาแตละชนิดเพยีงชั่ว
ระยะเวลาหนึง่เทานั้น สงผลใหตองใชยาปฏิชีวนะทีอ่อกฤทธิ์ไดดีกวา เพิ่มระยะเวลาในการรกัษา
และสูญเสยีคาใชจายมากขึน้ การรักษาอาจลมเหลวและสงผลใหผูปวยเสียชวีิตไดในที่สุด   
P. aeruginosa มีกลไกการดื้อยาหลายกลไกเชนเดียวกับแบคทีเรยีกอโรคชนิดอื่นๆ แตในปจจุบัน 
เปนที่ทราบดวีา สาเหตสุําคัญของการดื้อยาในระดับสูงและหลายชนิดพรอมกนัของเชือ้ชนดินี้เปน
การผสมผสานระหวางการที่ผนังเซลลไมยอมใหโมเลกุลของยาปฏชิีวนะจากภายนอกเขาสูเซลลและ
การแสดงออกของระบบมัลติดรัก อิฟลักซ (Multidrug Efflux Pumps, MEX) ทีข่ับโมเลกลุของยา
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ออกนอกเซลล (Putman, et al., 2000; Schweizer, 2003)  สงผลใหความเขมขนของยาภายใน
เซลลไมเพียงพอทีจ่ะทําลายเชื้อได  

 
ระบบ MEX ใน P. aeruginosa สรางปญหาการดื้อยาเปนอันดับ 2 รองจากเอนไซมดื้อยาที่

ผลิตโดยแบคทีเรียเอง (ดูรายละเอียดของระบบ MEX) โดยทั่วไป กลไกดื้อยาในแบคทีเรียทําใหเกิด 
การดื้อยาจําเพาะ 1 ชนิดหรือ 1 กลุม แตระบบ MEX ทําใหเกิดการดื้อยาหลายชนิดในเวลาเดียวกัน 
โดยที่ยาเหลานี้ไมมีความสัมพันธทางโครงสรางเลย แบคทีเรียชนิดนี้มีชุดยีนควบคุมการแสดงออก 
ของระบบ MEX มากถึง 12 ชุดบนโครโมโซม โดยระบบท่ีพบวามีความสําคญัตอการดือ้ยาใน 
clinical isolates คือ MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN และ MexXY  ซึ่งแตละระบบขับ
ออกยาไดมากกวา 1 ชนดิ และยาแตละชนิดอาจถกูขับออกไดดวยหลายระบบ (ตารางที ่ 1)  ผล
เสียหายจะรุนแรงมากขึ้น ถามีการแสดงออกของระบบ MEX มากกวา 1 ระบบพรอมกันหรือรวมกับ
กลไกดื้อยาอืน่ๆ (Schweizer, 2001) ซ่ึงสาเหตุสําคญัที่ทําใหเกิดการแสดงออกของยีน MEX คือ 
การใชยาปฏิชวีนะเกินความจําเปนอยางตอเนือ่งและขาดความระมัดระวัง (Moellering, 1998) 
กอใหเกิดการกลายพันธุท่ีทาํใหมีการแสดงออกของระบบ ในปจจุบันไดมีการศึกษาระบบ MEX ใน 
P. aeruginosa  อยางกวางขวาง  โดยเนนการศึกษากลไกการทํางานและหาแนวทางในการยบัยั้ง
การทํางานของระบบเพือ่ใหสามารถใชยาปฏิชีวนะท่ีมีอยูในการรักษาไดอีก แตการศึกษาเหลานีย้ัง
จํากัดอยูในเชือ้ท่ีแยกไดในหองปฏิบตัิการ การศึกษาในเชือ้ท่ีแยกไดจากผูปวยในโรงพยาบาลมีไม
มากนักและขอมูลการศึกษาวิจัยในเชือ้ทีแ่ยกไดจากสตัวปวยมีนอยมาก (Mazel and Davies, 
1999) รวมทั้งยังไมมีรายงานการศึกษาระบบนี้ในเชื้อทีแ่ยกไดในประเทศไทย  

 
ในประเทศไทยมีการใชยาปฏิชีวนะอยางกวางขวางทั้งในวงการแพทยและสตัวแพทย 

ในขณะท่ี P. aeruginosa เปนสาเหตอุันดับ 2 ของการติดเชือ้แทรกซอนและเชือ้ท่ีแยกไดมักดื้อยา
หลายชนิด จงึมีความเปนไปไดวา การด้ือยาหลายชนดิพรอมกันของเชื้อ P. aeruginosa ที่แยกได
จากสายพันธุที่แยกไดในประเทศไทยเกดิจากการแสดงออกของระบบ MEX ดังนั้น จึงควรมีการ
คนควาวจิัยเกีย่วกับระบบนีใ้น P. aeruginosa สายพันธุท่ีแยกไดในประเทศไทย ซึ่งจะชวยใหเขาใจ
ความสําคัญของระบบตอการดื้อยาและเปนรากฐานสาํคัญของการวิจยัตอไปในอนาคต เชน
การศึกษาความสัมพันธระหวางเชื้อ P. aeruginosa ที่กอโรคในคนและสัตว การศึกษาอิทธพิลของ
การใชยาฆาเชื้อในฟารม คลนิิกและโรงพยาบาลตอการพฒันาการดื้อยาปฏิชีวนะท่ีมีสาเหตุ
เชื่อมโยงมาจากระบบ การพฒันาเทคนิคที่ใชตรวจการแสดงออกของระบบทีใ่หผลรวดเรว็และ 

 



 3

ตารางที่ 1  Antimicrobial agents ที่สงออกโดยระบบ MEX 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
แมนยํา เพื่อใชประกอบการตัดสินใจในการเลือกใชยาในรายที่ไมตอบสนองตอยาที่ใชในการรักษา 
รวมถึงการศึกษาความเปนไปไดของการใชสารสกัดจากสมุนไพรไทยในการยับยั้งการทํางานของ
ระบบ เพือ่เพิม่ประสิทธิภาพของยาทีใ่ชในการรักษา ซึง่จะเปนประโยชนอยางยิ่งตอวงการแพทย
และสัตวแพทย 

 
ในการเริ่มตนการศึกษาวิจยัเกี่ยวกบัระบบ MEX ตองมีการเก็บตวัอยางเชื้อที่ด้ือตอยาหลาย

ชนิดและมีการแสดงออกของระบบ รวมทั้งเก็บขอมูลที่แทจริงเกีย่วกับลักษณะการแสดงออกของ
ระบบ เพราะความแตกตางของสภาพแวดลอมสงผลใหเชือ้มีการแสดงออกของระบบที่แตกตางกัน
ดวย ในปจจบัุน ไดมีการพฒันาเทคนิคตางๆเพือ่ตรวจวัดการแสดงออกของยีน (gene expression) 
ไดแก RT-PCR, real time PCR, Microarray analysis, gene fusion เปนตน ถึงแมวา เทคนิค
เหลานี้สามารถทําไดรวดเรว็และแมนยํา แตสามารถตรวจวัดการแสดงออกของยีนในระดับการแปล
รหัส (transcription level)  ซึ่งการศึกษาการแสดงออกของยีนควรศึกษาในระดับการถอดรหัส 
(translation level) หรือการสรางโปรตีน เพราะทําใหทราบวายีนนั้นมีการทําหนาท่ีจริง Western 

 

ระบบ MEX 
 

 

Antimicrobial agents ที่ถูกสงออก 

 
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 
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blot analysis เปนวธิีที่ใชกนัอยางแพรหลายในการตรวจหาการแสดงออกในระดับโปรตีน ซึ่งวิธนีี้ไม
ซับซอน ใหผลที่เชือ่ไดและทําไดสะดวกเมื่อมีตัวอยางเชื้อจํานวนมาก จึงเหมาะสมที่จะใชใน
การศึกษาการทํางานของระบบ อยางไรก็ตาม เทคนคินี้มีความตองการแอนติบอด้ี (antibody) ที่
จําเพาะตอโปรตีนของระบบ ซึ่งไมมีการจําหนาย ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงทําการผลติโพลี
โคลนอล แอนตบิอดี้ (polyclonal antibody) ที่มีความจําเพาะตอโปรตนีของระบบ โดยมี
วัตถุประสงคเพือ่ผลติ Polyclonal antibodies ที่มีความจําเพาะตอโปรตีนของระบบ MEX ที่มีขอมูล
สนับสนุนความสําคัญทางการแพทยและสัตวแพทย คอื OprM, OprN, OprJ และ MexX และพฒันา
สภาวะในหองปฏิบัติการ สาํหรับ Western blot analysis ที่สามารถตรวจการแสดงออกของระบบ
ดวย polyclonal antibodies ท่ีผลิตขึ้นไดอยางมีประสิทธิภาพ   

 
ในการวจิัยครัง้น้ี ไดทําการผลิตและทดสอบคุณภาพของ polyclonal antibody ตอ OprM, 

OprN และ OprJ  สําหรับ Anti-MexX ไดรับการอนุเคราะหจาก Dr. N. Masuda จึงทําการสราง 
mutant ท่ีไมมีการแสดงออกของ MexX เพื่อใชเปนตวัควบคุมลบ เม่ือทําการทดสอบการแสดงออก
ของ MexX 

 
ระบบ MEX ใน P. aeruginosa 

ระบบ MEX เปนกลไกการดื้อยาที่ไดรับการศึกษาอยางกวางขวางในทศวรรษทีผ่านมา โดย
ระบบที่มีบทบาทสําคัญมากที่สุดตอการดื้อยาใน P. aeruginosa อยูในวงคตระกูล the Resistance 
Nodulation and Cell Division (RND) ซึ่งมีท้ังหมด 12 ระบบและที่พบวามีความสําคัญทาง
การแพทยและสัตวแพทย คือ MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN และ MexXY ระบบ
เหลานี้มียนีควบคุมการแสดงออกอยูบนชุดยีน (operon) เดียวกัน (ภาพท่ี 1) และ transcribe จาก 
promoter ท่ีอยูทางปลาย 5’ ของยีนตัวแรก (Koronakis, et al., 1997)  

เนื่องจาก P. aeruginosa เปนแบคทีเรยีแกรมลบมีผนงัเซลลชั้นนอก และชั้นในแยกกันดวย 
ชองวางระหวางผนังเซลล (Nakae, 1997; Nikaido, 1994) ทําใหเปนท่ียอมรบัวา การทํางานของ
ระบบเหลานี้เปนแบบ tripatite systems (ภาพที ่ 2) เพือ่ทีจ่ะสงยาขามผนังเซลลถึง 2 ชั้นได โดย
ประกอบดวย ตัวขนสงท่ีผนังเซลลชั้นใน (inner membrane transporters, IMP) ไดแก MexB, 
MexD, MexF, MexY ทําหนาทีจ่บัยาที่ผานเขาไปในเซลลโปรตีนผนังเซลลชั้นนอก (outer 
membrane protein, OMP)  ไดแก OprM, OprJ, OprN เพือ่เปนทางออกสูภายนอกของยาและม ี
lipoprotein ในชั้น periplasm เรียกวา membrane fusion protein, MFP ไดแก MexA, MexC, 
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MexE และ MexX ซึ่งเชือ่วาทําหนาท่ีเปนสะพานเชือ่มตอระหวาง IMP และ OMP ระบบ MEX 
สามารถจับยาหลายชนิดภายในเซลลและสงผานผนังเซลลออกไปสูภายนอกในขั้นตอนเดียวคลาย 
กับปมสูบน้ํา  โดยใชพลังงานจากการแลกเปลี่ยนไฮโดรเจนอิออน (proton motive force, PMF) ซึ่ง
หลังจากที ่ IMP ยาภายในเซลลถูกจบัท่ีตาํแหนงจําเพาะตอการจบัยา (drug-binding domain) แลว 
MFP จะดึง IMP และ OMP ใหมาอยูในตําแหนงที่เหมาะสมและยาจะถูกสงจาก IMP ไปยัง OMP 
เพือ่ออกนอกเซลล  (Poole, 2001)  สําหรับ MexXY ไมมี OMP เปนของระบบเอง แตใช 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) ที่พบวามีความสําคัญทางการแพทยและสตัวแพทย 
โดยปกติเรียงตวัแบบเดยีวกันจากดาน 5’ ไปยงั 3’ คอื ยีนสําหรับ MFP (ลูกศรสีเทา)  ไดแก mexA, mexC, mexE 
และ mexX ตามดวยยีนสําหรบั IMP (ลูกศรลายขาวดํา) ไดแก mexB, mexD, mexF, mexY และยีนสําหรับ outer 
membrane protein (ลูกศรสีดํา)  ไดแก oprM, oprJ, oprN โดยที่ mexXY ไมมียีนสําหรบั OMP อยูบนชดุยนี ในแต
ละชุดยีนจะมี regulatory gene (ลูกศรสีขาว) อยูที่ปลาย 5’ ของยีนตัวแรก ทิศทางของลูกศรแสดงทิศทางของการ
แปลรหัส  
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ภาพที่ 2 แบบจําลองโครงสรางของระบบ MEX ใน P. aeruginosa ประกอบดวย IMP, MFP และ OMP 
หลังจากที่ยาเขาสูเซลล IMP (MexB หรือ MexY) จับยาที่ตําแหนง drug-binding domain แลว MFP (MexA 
หรือ MexX) จะดึง IMP และ OMP ใหอยูในตําแหนงที่เหมาะสมและยาจะถูกสงจาก IMP ไปยงั OMP (OprM) 
เพ่ือผานออกนอกเซลล โดยใชพลังงานจากการแลกเปลี่ยนไฮโดรเจนอิออน สําหรับ MexXY ใช OprM ในการ
ขับออกยา ลูกศรสดีําแสดงทิศทางในการขนสงยา คํายอ: IMP, inner membrane transporter; MFP, 
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การสํารวจแนวความคิดและการวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

P. aeruginosa  เปนแบคทีเรียที่ดือ้ตอยาปฏิชวีนะหลายชนิดโดยพันธุกรรมและสามารถ
พฒันาการดื้อยาไดเองระหวางการรักษา โดยมีระบบ Mex เปนกลไกสําคัญของการดื้อยา 
(Schweizer, 2003) 
 
รายงานการดื้อยาของ P. aeruginosa ในประเทศไทยและตางประเทศ 

ในประเทศไทย เกรยีงศักดิ ์สายธนูและเกรียงศักดิ์ พนูสุข (2522) ทําการเก็บขอมูลการดื้อ
ยาของเชื้อ P. aerugonosa ที่แยกไดจากคนและสตัว พบวาเชือ้ดื้อยา kanamycin bacithracin 
tetracycline (เกรียงศักดิ ์สายธนูและเกรยีงศักดิ์ พูนสขุ 2522) โอฬารและคณะ (2541) รายงานวา 
P. aeruginosa เปนเชื้อท่ีแยกไดมากที่สุด (62%) จากสุนัขท่ีมีอาการหูอักเสบที่เขามารับการรกัษา
ในโรงพยาบาลสัตวเล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งเชื้อด้ือยา ampicillin 
cephalexin chloramphenicol neomycin nitrofurantoin oxytetracycline penicillin polymyxin-B 
และ sulphamethoxazole-trimetroprim (โอฬารและคณะ 2541)   

สมศักดิ์ โลเลขา (2544) รายงานวาเชื้อนี้ดื้อยาทุกตัวและเปนปญหาสําคัญของผูปวยใน
โรงพยาบาลรามาธิบดีดังแสดงในรูปท่ี 3 (สมศักดิ์ โลเลขา 2544)  โดยสุรางค เดชศิริเลศิ (2544) 
รายงานวาเชือ้ที่แยกไดจากผูปวยในโรงพยาบาล 32 แหงในชวงเดือนมกราคม ธันวาคม 2543 มี
ความไวตอยา aztreonam, ceftazidime, co-trimoxazone, cefoperazone/sulbactam 
nitrofurantoin และ norfloxacin ลดลง (สรุางค เดชศิริเลิศ 2544) 

Normand et al (2000) รายงานการดื้อยาของ P. aeruginosa ที่แยกไดจากสัตวปวยใน 
ประเทศอังกฤษเพิ่มขึ้นจาก 12% ในป 1989 จนถึง 60% ในป 1997 (Normand, et al., 2000) เม่ือ
เร็วๆนี ้Guerin-Faublee et al (2003) พบวา P. aeruginosa จากโคนมที่เปนโรคเตานม-อักเสบใน
ประเทศฝรั่งเศสดื้อตอยา 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 เปน 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 พบวาทําใหเชือ้มีความไวตอยาปฏิชีวนะเพิ่มขึ้น
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และยังเสนอวาระบบเหลานีเ้ปนเปาหมายใหมของการผลิตยาตอตานเชื้อ (Lomovskaya, et al., 
1999) 

Tejedor et al (2003) ศึกษากลไกในการดื้อยา fluoroquinolone ของ P. aeruginosa ท่ีแยก
ไดจากสุนัขท่ีมีอาการ otitis externa พบวา 9 ใน 10 ตวัอยางตอบสนองตอยาดีขึ้นเมื่อใชรวมกับ 

Phe-Arg-β-naphthylamide ซึ่งเปน Efflux pump inhibitor (EPI) ชนิดหน่ึง ชี้ใหเห็นวา multidrug 
efflux pumps มีสวนรวมในการดื้อยาน้ี  

Beinlich et al (2001) รายงานการแสดงออกของ MexAB-OprM MexEF-OprN และ 
MexXY ในเชื้อท่ีแยกไดจากสัตวปวยจาํนวน 10 สายพันธุ ที่นาสนใจคือ ระบบ MexAB-OprM 
แสดงออกพรอมกับ MexEF-OprN และ MexXY โดยไมพบ mutation ท่ี regulatory gene ทีอ่าจ
เปนสาเหตขุองการแสดงออกของระบบเหลาน้ี บงบอกถึงความซับซอนของระบบใน clinical 
isolates (Beinlich, et al., 2001)  
 Okazi et al (1992) และ Jalal et al (2000) รายงานวา การใช norfloxacin และ 
cipofloxacin ในการรักษาการติดเชือ้ในผูปวย cystic fibrosis ทําใหเกิดการกลายพันธุ สงผลใหมี
การแสดงออกของระบบและเกิดการดื้อยาที่ใชในการรักษาใน P. aeruginosa (Jalal, et al., 2000; 
Okazaki and Hirai, 1992) 
 Hocquet et al (2006) พบวา P.aeruginosa ที่แยกไดจากผูปวยมีการแสดงออกของระบบ 

MexXY-OprM และดื้อยา cefepime และ ceftazidime ซึ่งเปน β-lactamns  ซ่ึงไมเคยมีรายงานวา
ระบบนี้สามารถขับยาในกลุมนี้ไดมากอน ซึ่งคณะผูวจิัยเดียวกันนีพ้บการแสดงออกของระบบ 
MexXY รวมกับ MexAB-OprM ในเช้ือท่ีแยกไดจากผูปวยดวย (Llanes, et al., 2004) 
 
การนาํขอมลูเกี่ยวกับระบบ MEX  ไปใชเพื่อการวจิัย 
 Chuanchuen et al (2001) ใช P. aeruginosa ท่ีมีการแสดงออกของระบบแตละชนิดใน
ระดับสูง (overexpression) ในการศึกษาผลของการใช triclosan ซึ่งเปนยาฆาเชือ้ตอการดื้อยา
ปฏิชีวนะ พบวา เชือ้มีการกลายพันธุเกิดขึ้นและสามารถพฒันาการดื้อตอ triclosan ได โดยเชื้อที่มี
การกลายพันธุน้ีมีการแสดงออกของระบบ multidrug efflux systems ไดหลายระบบ สงผลใหเชื้อ
ด้ือตอยาปฏิชวีนะดวย ซึ่งการกลายพันธุน้ีเปนแบบเดียวกบัท่ีมีสาเหตุมาจากการใชยาปฏิชีวนะ  
(Chuanchuen, et al., 2001)  
 ในการวจิัยเพือ่ผลติ EPI ซ่ึงเปนหนทางใหมในการรักษาการติดเชือ้ p. aeruginosa ดื้อยา 
(Lomovskaya, et al., 1999)   Lomovskaya and Watkins (2001) ใช isogenic mutants ของ P. 
aeruginosa ท่ีมีการแสดงออกของระบบในการศึกษาเพือ่คนหาสารสังเคราะหตัวใหมทีส่ามารถ
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ยับยั้งการทํางานของระบบ รวมทั้งสารที่ไมถูกขับออกโดยระบบทีส่ามารถใชในการรักษารวมกับยา
ปฏิชีวนะเพื่อเพิ่มความสามารถในการออกฤทธิข์องยา (Lomovskaya and Watkins, 2001) โดย 
Tegos et al (2002) ใช P. aeruginosa ที่มีการแสดงออกของระบบอยางตอเน่ือง (constituitive 
express) ในการทดสอบการใชสารที่สกดัไดจากพืชรวมกับยาปฏชิวีนะ (Tegos, et al., 2002)  
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วิธีการวิจัย 
 
การดําเนินการวิจยั มี 3 ระยะ ประกอบดวย 
ระยะที่ 1 การเตรียมแอนตเิจนทีจ่ําเพาะตอโปรตีน OprM OprN และ OprJ 
ระยะที่ 2 การกระตุนภูมิคุมกันตอโปรตนี OprM OprN และ OprJ ในกระตาย  
ระยะที่ 3 การทดสอบคุณภาพของ polyclonal antisera 
 
ระยะที่ 1 การเตรียมแอนติเจนที่จาํเพาะตอโปรตนี OprM OprN และ OprJ 
   
การวจิัยโดยสังเขป การเตรียมแอนติเจนเริ่มดวยการสกัดโปรตีนบริสทุธ OprM-His6 OprN-
His6 และ OprJ-His6  แตเนือ่งจากขอจํากดัของโปรตีนบริสุทธท่ีได (ดูการอภิปรายผล) จึงเตรียม
เปปไตดสังเคราะหที่จําเพาะตอโปรตีนทัง้ 3 เพื่อใชเปนแอนติเจนแทน  

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

แบคทีเรียและพลาสมิดที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีแสดงในตารางที่ 2 P. aeruginosa PAO1 ใช
ในการเตรียม DNA ตนแบบสําหรับการเพิ่มจํานวนยีน oprM, oprJ และ oprN  ดวยปฏิกิริยาลกูโซ 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) Escherichia coli HPS1 เปน cloning host ในการสรางพ
ลาสมิด pJS004, pJS005 และ pJS006  E. coli BL21(DE3) เปน expression host สําหรับโปรตีน
จากพลาสมิดทั้ง 3  โดยทั่วไปเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเช้ือ Luria-bertani (LB) (Difco, MI, U.S.A.) ที่ 
37oC ยกเวน ถาใชอาหารเลี้ยงเชือ้หรือสภาวะที่แตกตางออกไปจะระบุไวโดยเฉพาะ ความเขมขน
ของยาปฏชิีวนะท่ีใชสําหรับ 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 
สวนความเขมขนของยาปฏชิีวนะที่ใชสําหรับ 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 แบคทีเรียและพลาสมิดที่ใชในการวจิัย 

 

Strains 
 

 

Relevant genotype or phenotype 
 

 

แหลงที่มา 

 
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 แบคทีเรียและพลาสมิดที่ใชในการวจิัย (ตอ) 

 

Strains 
 

 

Relevant genotype or phenotype 
 

 

แหลงที่มา 

 
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 โดยใชชุดทดสอบสําเร็จรูป ISOQUICK Nucleic acid 
extraction kit (ORCA, WA) และ QiAmp kit (Qiagen, CA, U.S.A.) ตามคําแนะนําของผูผลิต 

เตรียมพลาสมิดไดโดยใชชุดสกัดสําเร็จรปู QIAprep® Mini-spin kit (Qiagen) ตามคําแนะนาํของ
ผูผลิต ลําดับเบสของ primers สําหรับทาํ  PCR แสดงในตารางที ่3 การสกัด PCR products จาก 
gel และการทําใหบริสุทธิ์ใชชุดทดสอบสาํเร็จรูป PCR purification protocol (Qiagen) เอนไซม
สําหรับตัดสาย DNA (Restriction enzymes) ทั้งหมดซ้ือจาก Fermentas (Hanover, MD, USA). 

 

ตารางที่  3 ลาํดับเบสของ Primers ที่ใชในการวจิัย 

 

ยีน 
 

Primers 
 

ลําดับเบส (5’ –3’)* 
 

 

แหลงที่มา 

 
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 (ตัวพิมพเล็ก) ซึ่งเปนการสราง restriction sites ใหม (ขีดเสนใต) 
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การเตรียม competent cells และการนําพลาสมิดเขาสูเซลล (transformation) 
สําหรับการนําพลาสมิดปกต ิ(intact plasmid) เขาสูเซลล 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 เปนเวลา 1 คืน ในตูอบเลีย้งเชือ้แบบ
เขยา (shaking incubator) ที่ความเร็ว 250 rpm ขัน้ตอนตอจากนี้ ยกเวนการปนเหวี่ยงใหทําบน
นํ้าแข็ง เก็บตะกอนเซลลจาก culture ปริมาตร 1 มล. ใน eppendrof tube  ดวยการปนเหวีย่งที่
ความเร็ว 13,000 x g นาน 30 sec ลางเซลลดวยการเติม 1 mM MgCl2 ท่ีเย็นปรมิาตร 1 มล.และ
ปนเหวี่ยงเชนเดิม  จากนั้นละลายเซลลใน TG Salt ท่ีเย็นปริมาตร 1 มล. และแชไวในน้ําแข็งนาน 
10 min ปนเหวี่ยงท่ีความเรว็ 13,000 x g นาน 30 sec เพื่อเกบ็ตะกอนเซลล สุดทายละลายเซลลใน 
TG Salt 200 μl และเกบ็ไวบนน้ําแข็งจนกวาจะใช  ในการนําพลาสมิดเขาสูเซลลใหใช competent 
cells 100 μl  โดยใสลงในหลอดทดลองแกวท่ีแชไวในน้ําแข็ง เตมิพลาสมิด 3-5 μl  และแชใน
นํ้าแข็งตออีก 15 min จากนั้นนําสวนผสมไปทํา heat-shock โดยแชใน waterbath หรือ heatblock 
ท่ี 42oC นาน 2 min เติม LB 500 μl ทันที และนําไปบมที ่37oC ใน shaking incubator นาน 1 h 
หลังจากน้ันคดัเลือก transformants บนอาหารเลี้ยงเชือ้ LB ชนิดแข็งที่มียาปฏิชวีนะชนิดและความ
เขมขนที่เหมาะสมและอบเลีย้งเชื้อที่ 37oC นาน 20-24 h 

สวนการนํา ligation mixture เขาสูเซลล ทําการเตรียม competent cells ของ E. coli HPS1  
ตามวิธขีอง Inoue และคณะ (Inoue, et al., 1990) และการนํา ligation mixture เขาสูเซลลตามวิธี
ของ Sambrook และ Russell (Sambrook and Russell, 2001)  ดังน้ี เลี้ยงเช้ือในอาหารเลีย้งเชื้อ 
LB ชนิดเหลว 4 มล. ที ่ 37oC  เปนเวลา 1 คืน ในตูอบเลีย้งเชือ้แบบเขยาทีค่วามเร็ว 250 rpm 
จากนั้นเจือจางเชื้อในอตัราสวน 1:10 ในอาหารเลี้ยงเชือ้ LB ชนิดเหลว 40-100 มล. และเลี้ยงตอที่ 
37oC เพื่อใหเชื้อเจริญเติบโตถึง log phase (A600nm ∼ 0.5)  ใชเวลาประมาณ 4 h ทุกขั้นตอนตอ
จากนี้ใหทําบนน้ําแข็ง ทําการแชเซลลในน้ําแข็งนาน 10 minและปนเหวี่ยงเพือ่เก็บตะกอนเซลลที ่
4oC ความเรว็ 5,000xg นาน10 min ละลายตะกอนเซลลใน 0.1 M MgCl2 ที่เย็นปริมาตร 20 มล. 
และแชในน้ําแข็งนาน 15 min ทําการปนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนเซลลที่ 4oC ความเร็ว 5,000xg นาน
10 min จากนั้นละลายตะกอนเซลลอีกคร้ังใน TG salt ที่เย็นปริมาตร 20 มล.และแชเซลลในนํ้าแข็ง
นาน 30 min ทําการปนเหวีย่งเพือ่เกบ็ตะกอนเซลลที ่4oC ความเร็ว 5,000 x g นาน10 min ละลาย
ตะกอนเซลลใน TG salt ท่ีเย็นปริมาตร 1 มล. แชเซลลในน้ําแข็งและเก็บที ่4oC นาน 1 คืน จากนั้น
แบง competent cells ลงใน eppendrof tubes หลอดละ 200 μl และเก็บท่ี  -70oC จนกวาจะใช ใน
การนํา ligation mixture เขาสูเซลลใหใช competent cells  200 μl มาทําใหละลายบนน้ําแข็งและใส
ลงในหลอดทดลองแกวท่ีแชไวในน้ําแข็ง เติม ligation mixture ปริมาตรสูงสุด 20 μl และแชใน
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นํ้าแข็งตออีก 30 min จากนั้นนําสวนผสมไปอุนใน waterbath หรือ heatblock ที ่42oC นาน 2 min 
เติมอาหารเลีย้งเช้ือ LB ปริมาตร 1 มล. ทันท ีและนําไปบมที ่37oC ใน shaking incubator นาน 1 
h หลังจากนัน้คัดเลือก transformants บนอาหารเลีย้งเชื้อชนิดแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะชนดิและ
ความเขมขนที่เหมาะสมและอบเลี้ยงเช้ือท่ี 37oC นาน 20-24 h 

 
การสรางพลาสมิดที่มีการแสดงออกของ OprM, OprJ และ OprN 

ทําการเพิ่มจํานวนยีน oprM, oprJ และ oprN  ดวยเทคนิค PCR จาก genomic DNA ของ 
P. aeruginsa PAO1MV โดยใช primers ที่สังเคราะหโดยบริษัท integrated DNA Technologies, 
Inc (Caralville, CA) ดังแสดงในตารางที ่ ยีนทั้ง 3 ถูก clone ลงในพลาสมิด pET21-b (Novagen, 
WS, USA.) ใหแตละยีนเชือ่ม (fuse) กบั 6XHisidine tag ที่ปลาย 3’  เพื่อใหสามารถสรางโปรตีน 
OprM-His6, OprN-His6 และ OprJ-His6  โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

ในการสรางพลาสมิดที่มีการแสดงออกของ OprM  ทําการเพิ่มจาํนวนยีน oprM ดวยเทคนคิ 
PCR โดยใช oprM-NdeI primer ซึ่งจับที่ปลาย 5’ ของยีน oprM พรอมทั้งแทรก restriction site 
ของเอนไซม NdeI และ oprM-NotI ซึ่งจบัที่ปลาย 3’ ของยีน oprM พรอมทั้งแทรก restriction site 
ของเอนไซม NotI   ปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรรวม 50 μl ประกอบดวย DNA ตนแบบ 0.5 μg, 
DMSO 5% (v/v), primer แตละตวั 30  μM, deoxynucleotides (dNTPs) 0.2 mM, MgCl2 1.5 mM 
และ เอนไซม Taq polymerase 5 units (Invitrogen) ในปฏิกิริยาลกูโซ DNA ตนแบบถูกแยกเปน
สายเด่ียว (predenaturation) ที ่95oC นาน 5 min จากนั้นปฏิกิริยาดําเนินตอที ่95oC นาน 45 sec 
77oC นาน 45 sec และ 72oC นาน 10 min จํานวน 30 cycles โดยเก็บ PCR products ที ่ 8oC 

จนกวาจะนําไปใชตอไป จากนั้นนําไป clone ลงใน pTZ57R/T vector  (InsT/Aclone™ kit, 
Fermentas) พลาสมิดที่ไดคือ pJS001 (ภาพท่ี 3) จากนั้นตัดช้ินสวน DNA ท่ีมี oprM จาก pJS001 
ดวยเอนไซม NdeI และ NotI ซึ่งมีขนาด 1452-bp และนําไป clone ลงใน pET21b ที่ถูกตดัดวย
เอนไซมชนิดเดียวกันไดพลาสมิด pJS004 ทําการยืนยันความแมนยําโดยตัดดวยเอนไซม NdeI 
และ NotI พรอมกันและการหาลําดับเบส ตรวจสอบความถูกตองของลําดบัเบสดวยโปรแกรม the 
SeqEd  (Applied Biosystems, CA, USA.) (ภาพที ่5) ในการสรางพลาสมิดที่มีการแสดงออกของ 
OprN (pJS005) และ OprJ (pJS006) ทําดวยวธิีและขั้นตอนเดียวกัน โดยเพิ่มจํานวนยีน oprN 
ดวย oprN-NdeI และ oprN-NotI primers และ clone ลงใน pTZ57R/T ไดพลาสมิด pJS002 
จากนั้นตัดชิ้นสวน DNA ขนาด 1,410-bp ที่มี oprN จาก pJS002 ดวยเอนไซม NdeI และ NotI และ
นําไป clone ลงใน pET21b ไดพลาสมดิ pJS005  ในทํานองเดียวกัน เพิ่มจํานวนยีน oprJ ดวย 
oprJ-NdeI และ oprJ-NotI primers หลังจากที ่ clone ลงใน pTZ57R/T ไดพลาสมิด pJS003 แลว 
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ตัดชิ้นสวน DNA ขนาด 1,434-bp จาก pJS003 ดวยเอนไซม NdeI และ NotI และนําไป clone ลง
ใน pET21b ไดพลาสมิด pJS006 (ภาพที ่ 4 และ 6) สุดทาย นํา pJS004, pJS005 และ pJS006 
เขาสู BL21(DE3) เพือ่ใชในการเหนี่ยวนําการแสดงออกของโปรตีนตอไป 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

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
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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
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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
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HindIII
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AlwNI
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ScaI
XmnI

 
 
ภาพที่ 3  การสราง pJS001 A ยีน oprM ที่ amplify ดวย  oprM-NdeI และ oprM-NotI primers ถูก clone ลงใน  
B pTZ57R/T ได C (ซาย)  pJS001-1 ที่มียีน oprM ในทิศทางเดียวกับ T7 promoter และ C (ขวา) pJS001-2  
ที่มียีน oprM ในทิศทางตรงกันขามกับ T7 promoter 
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pJS003-1
(4344 bp)

Ap

rep(pMB1)

PT7

oprJ
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KpnI

XbaI

NotI
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BamHI
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(4344 bp)

Ap

rep(pMB1)
oprJ

PT7
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KpnI

XbaI
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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 ซึ่งเปน pTZ57R/T 
ที่มียีน oprN  ในทิศทางเดียวกันและตรงกันขามกับ T7 promoter ตามลําดับ C และ D คือ pJS003-1 และ 
pJS003-2 ซึ่งเปน pTZ57R/T ที่มียีน oprJ  ในทิศทางเดียวกันและตรงกันขามกับ T7 promoter ตามลําดับ 
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(5442 bp)

Ap
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XhoI
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SfiI
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SapI
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pJS004
(6825 bp)

Ap
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ภาพที่  5 การสราง pJS004 ยีน oprM ถูกตดัจาก pJS001-1 ดวยเอนไซม NdeI และNotI และ cloned ลงใน pET21-b 
ที่ยอยดวยเอนไซมชนิดเดยีวกนั  
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(6783 bp)

Ap
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(6807 bp)
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XbaI
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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 เปนเวลา 1 คืน จากนั้นเจอืจาง
เชื้อในอตัราสวน 1:10 ในอาหารเลี้ยงเชือ้ LBAp100 ปริมาตร 1 L  และเลี้ยงเชื้อที ่37oC ประมาณ  

1-2 h เพือ่ใหเชื้อเจริญเติบโตจนได A600nm ∼ 0.1-0.3 จากน้ันเติม isopropyl -β- D-thiogalacto - 
pyranoside (IPTG) ใหไดความเขมขน 1 mM ทําการเลี้ยงเช้ือตอท่ี 37oC นาน 6 h หรือท่ี 30oC 
นาน 1 คืน จากนั้นทําการเกบ็เซลลของแบคทีเรียดวยการปนเหวี่ยงที่ 4oC ความเร็ว 5,000 x g 
นาน10 minและเก็บตะกอนเซลลที่ -70oC นาน 24 h เพือ่ใชสําหรับการเตรียมโปรตีนผนังหุมเซลล
และผนังเซลลชั้นนอก 

  
การเตรียมโปรตีนผนังหุมเซลล 

นําตะกอนเซลลจาก -70oC มาทําใหละลายบนน้ําแข็งและละลายใน 50 mM Tris-HCl (pH 
7.5) จากนั้นทําใหเซลลแตกดวยคลื่นความถี่สูง (sonic oscillation) จํานวน 6 รอบ โดยในแตละรอบ
ใหสัมผัสคลื่นความถี่สูง 20 sec และพัก 50 sec เก็บตะกอนเมมเบรนโปรตีน (membrane protein) 
ดวยการปนเหวี่ยงที ่ 4oC ความเรว็ 105,000 x g นาน 1 h และละลายตะกอนอีกครั้งใน Putts 
buffer ท่ีดัดแปลงมาจาก Husain และคณะ (Husain, et al., 2004) เติม Phenylmethylsulphonyl- 
fluoride (PMSF, Sigma) ใหไดความเขมขน 1 mM จากน้ันนําสวนผสมไปผานคลืน่ความถี่สูงอกี 2 
รอบและ rock ท่ี 30oC นาน 30 min ทําการปนเหวี่ยงเพือ่แยกเซลลที่ไมแตกออกที่ 4oC ความเร็ว 
10,000 - 15,000Xg นาน 20 min เกบ็ของเหลวใสซึ่งมีโปรตีนผนังหุมเซลลละลายอยูทีอุ่ณหภมิู  
-70oC.  

 
การสกัดโปรตีนผนังเซลลชัน้นอก OprM-His6, OprN-His6 และ OprJ-His6  

ละลายตะกอนเซลลจาก -70oC บนนํ้าแข็งและลางดวย 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 2 ครั้ง 
กอนทีจ่ะทําใหเซลลแตกดวยคลื่นความถี่สูง เก็บตะกอนเมมเบรนโปรตีนดวยการปนเหวี่ยงที ่ 4oC 
ความเร็ว 105,000 x g นาน 1 h และละลายตะกอนใน GuMACA0 นําสวนผสมไปผานคลื่นความถี่
สูงอีก 2 รอบและ rock ที ่30oC นาน 30 min ทําการปนเหวี่ยงที ่4oC ความเรว็ 10,000-15,000Xg 
นาน 20 min เพื่อกําจัดสวนที่ไมละลาย จากนั้นสกัด OprM-His6, OprN-His6 และ OprJ-His6 ดวย
วิธ ี Methy-Chelating Affinity Chromatography (MCAC) โดยใช Ni2+-NTA agarose (Qiagen) 
ปริมาตร 3 ml ใน column (Qiagen) ลางดวยสารละลายบฟัเฟอร GuMCAC10 ปริมาตร 50 ml 
ตามดวย GuMCAC20  ปริมาตร 50 ml และ GuMCAC50 ปริมาตร 50 ml จากนั้นทําการเปลี่ยน
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สารละลายบฟัเฟอรโดยลางดวย 8UrMACA0 และ 8UrMCAC50  อยางละ 50 ml ในขั้นสุดทายใช 
8UrMCAC500 5 ml  และเก็บสารละลายสวนท่ีมีโปรตีน ทํา Protein dialysis ที่ 4oC ใน dialysis 
buffer  ปริมาตร 1,500 ml จํานวน 2 คร้ัง ทําการตรวจสอบโปรตีนดวย 0.1% sodium dodecyl 
sulfate - 10% polyacrylamide gel electrophoresis (pH 9.2) (0.1% SDS-10% PAGE gel) 
จากนั้น เกบ็โปรตีนสกัดที ่ –70oC. ตรวจวัดความเขมขนของโปรตนีสกัดดวยชุดทดสอบ Bradford 
assay (Biorad) ตามคําแนะนําของผูผลติ 
 
การหาปริมาณโปรตีน 
  หาปริมาณโปรตีนดวยชุดทดสอบ the Bradford assay จาก Biorad (CA, U.S.A.) ตาม
คําแนะนําของผูผลิต โดยใช Bovine serum albumin (Sigma) เปนโปรตีนมาตรฐาน 
 
1.2. การเตรยีมเปปไตดสังเคราะหท่ีจําเพาะตอ OprM, OprN และ OprJ  

เปปไตดสังเคราะหไดรับการออกแบบและผลิตโดยบริษัท Affinity Bioreagents, (Golden, 
CO, USA) โดยกําหนดใหแตละสายประกอบดวย 15-18 กรดอะมิโน เปปไตดสังเคราะหเชื่อม 
(cross-linked) กับ Keyhole limpet hemocyanin (KLH) ดวย glutaraldehyde เพือ่เพิ่มความเปน 
immunogenicity 

 
ระยะที่ 2 การกระตุนภูมคุิมกนัตอโปรตีน OprM OprN และ OprJ ในกระตาย  
 
การวจิัยโดยสังเขป ทําการฉีดกระตุนภูมิคุมกันในกระตายดวยเปปไตดสังเคราะห 
  
การผลิต polyclonal antibody ตอ OprM, OprN และ OprJ 

ทําการฉีดกระตุนภูมิคุมกันในกระตายสายพันธุ New Zealand White น้ําหนัก 2000-2500 
กรัม (สํานักสตัวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา กรุงเทพฯ) กระตายจะพักในกรงเลี้ยง
ท่ีหองสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลยัเปนเวลา 15 วัน กอนเริ่มการ
กระตุนภูมิคุมกัน โดยทําการกระตุนภูมิคุมกันและเก็บเลอืดตามระยะเวลาที่แสดงในตารางที่ 4 โดย
โปรแกรมการกระตุนภูมิคุมกันไดยุติลง เนือ่งจากมีรายงานการติดเชื้อของสตัวทดลองในหองเลี้ยง
สัตวทดลองใกลเคียง 

โปรตีนแตละตัวใชเปปไตดสังเคราะห 2 สาย และฉดี (co-injection) เขากระตาย 2 ตวั 
กระตายที่ไดรบัเปปไตดสังเคราะหของ OprM เรียกวา กระตาย M1 และ M2  สวนกระตายที่
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ไดรับเปปไตดสังเคราะหของ OprN  และ OprJ เรียกวา กระตาย N1, N2, J1 และ J2 ตามลําดับ 
โดยกระตายแตละตวัไดรับเปปไตดสังเคราะห 2 สายรวม 100 μg  ทําใหเปนอิมัลชั่นใน TiterMax 
GoldTM adjuvant (Sigma) ซึ่งเปน water-in-oil immunoadjuvant ประกอบดวย Block copolymer 
CRL-8941 Microparticulate silica เคลือบดวย CRL-8941 Sorbitan Monooleate 80 และ 
Squalene  โดยใชในอัตราสวน 50:50 ปริมาตรรวม 100 μl และฉดีเขากลามเนือ้บริเวณตนขาหลัง 
ในการเก็บเลอืดเพื่อการทดสอบ เจาะเลือดจาก lateral ear vein ไมเกิน 1% ของน้ําหนักตัว สาํหรับ
การเก็บเลอืดครั้งสุดทาย ทําใหสลบดวย sodium pentobarbitone 30 mg/kg ทาง central ear 
artery และเก็บเลอืดจากหัวใจ ตามดวย sodium pentobarbitone  เกินขนาด เลอืดที่เกบ็ไดจะ
ปลอยใหแข็งตัวที่อุณหภูมิปกติ 4 h และเก็บท่ี 4oC ประมาณ 12 h จากนั้นปนเหวี่ยงเพื่อแยกเม็ด
เลือดแดงที่ความเร็ว 4,000 rpm นาน 3-5 min และเก็บซีรั่มท่ีอุณหภูมิ -20oC  

ในการฉีดกระตุนภูมิและเจาะเลอืดใชแอลกอฮอรและน้ําในการทําความสะอาดเทานัน้ ไมใช
สารชวยขยายหลอดเลือดใดๆที่ทําใหเกิดการระคายเคอืงตอผิวหนังกระตาย ทําลายซากโดยการเผา 
กําจัดที่หนวยพยาธิวทิยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

 

ตารางที่  4  กําหนดการกระตุนภูมิคุมกนัและเก็บซีร่ัม 

วนัท่ี กิจกรรม 
0 เก็บเลอืด 5 ml และฉีดกระตุนภูมิ 
20 เก็บเลอืด 10 ml 
40 เก็บเลอืด 10 ml 
60 เก็บเลอืด 20 ml 
80 เก็บเลอืดครั้งสุดทาย 
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ระยะที่ 3 การทดสอบคุณภาพของ polyclonal antisera   
 
การวจิัยโดยสังเขป ทําการทดสอบคุณภาพและประสิทธิภาพของ polyclonal antibody ที่ผลิต
ได โดย antibody แตละชนดิใช P. aeruginosa ที่ overexpress และ isogenic mutants ที่ไมมีการ
แสดงออกของระบบ MEX นั้นๆในการทดสอบ สําหรับ MexX ไดสราง mutants ที่ไมมีการ
แสดงออกของระบบ เพือ่ใชในเปนตัวควบคุมลบ 
 
การทํา Western blot analysis 
 ทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB ชนิดเหลวจนถึง  log phase (A540nm ~ 0.5-1.0)   วัด
คา A540nm และเก็บตะกอนเซลลจากเชือ้ปริมาตร 1 ml โดยการปนเหวี่ยงท่ีความเรว็ 10,000xg เปน
เวลา 1 min จากนั้นปรับความเขมขนของโปรตีนในสารละลายบฟัเฟอร 2× sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดยปริมาตรสารละลายบฟัเฟอร 2× 

SDS-PAGE (ml) เปนผลคูณระหวาง 0.08 กับคา A540nm  ไดโปรตีนประมาณ 5 μg/μl ทําลายผนัง
เซลลดวยการตมในนํ้าเดือด 5 minและแยกโปรตีนท้ังหมด (whole cell protein) ประมาณ 75 μg 
บน  0.1% SDS-10% PAGE gel จากนั้น transfer ไปยังแผนเมมเบรน PVDF (blots) และแชแผน 
blots ใน 10% skim milk PBST นาน 1 h หรือจนถงึ 24 h จากน้ันใหสัมผัส 1st antibody ซึ่งเปน 
polyclonal antibodies ในซีร่ัมที่เก็บไดจากวันตางๆและเจือจางใน PBST ในอตัราสวนตางๆ ดังนี้ 
1:10000 1:1000 1:400 1:200 และ 1:100 โดยใหสัมผัสนาน 1-2 h แลวลางดวย PBST 3 ครั้ง ทํา
การตรวจหาสารประกอบเชงิซอนระหวางโปรตีนกับ 1st antibody (hybridized antibody) ดวย 2nd 

antibody ซึ่งเปน anti-rabbit antibody ที่เชือ่มกับเอนไซม horseradish peroxidase (HRP) และ
ทดสอบปฏิกิรยิาของ HRP ดวย 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
ของผูผลิต  
 สําหรับ anti-OprM Anti-OprN Anti-OprJ และ Anti-MexX ใชทดสอบการแสดงออกของ
โปรตีนแตละชนิดที่เกี่ยวของในตัวควบคุมบวกและตวัควบคุมลบดังแสดงในตารางที่ 5 สวนการ
ทดสอบปฏิกิรยิาขาม (Cross reactivity) ของ antibody ทั้ง 3 ระหวางโปรตีน OprM OprN และ 
OprJ ทําโดยใช anti-OprM Anti-OprN และ Anti-OprJ แตละชนดิในการทดสอบการแสดงออกของ
โปรตนีใน OCR1 PAO200-2 และ PAO7H โดยใชโปรตีนที่เตรียมจาก null mutant PA0200 และ 
PAO255 
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ตารางที่  5 การแสดงออกของระบบ MEX ในเชื้อควบคุม 
 

 

แบคทีเรีย 
 

การแสดงออกของระบบ MEX* 
 

 

Antibody  ที่ใชทดสอบ 
 

หนาที่ในการ 
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 ที่เกี่ยวของกับการวิจัยครัง้นี้เทานั้น PAO1, PAO200, PAO200-2, PAO238, PAO7H, PAO7H1A, และ 
PAO255 เปน WT ของ MexX ที่มีการแสดงออกแบบ inducible ในระดับต่ํา สําหรับ PA3579 การแสดงออกของ MexX เนื่องมาจาก
จึงเปนแบบ overexpression  
+ การแสดงออกของระบบเปนแบบ overexpression สวนระบบที่ไมมีเครื่องหมายนี้ มีการแสดงออกแบบต่ําๆอยางตลอดเวลา  
  
 

การสราง PAJ (PA3579ΔmexXY::FRT) ดวยเทคนิค Gene replacement 
ทําการตัดยีน mexX  ใน PA3579 ตามวิธขีอง Schweizer ในป 1998 (Schweizer, 1998) 

(ภาพที ่ 7)  ดังน้ี นําพลาสมิด pPS1221 จาก Sm10lacIq เขาสู PA3579 ดวยเทคนิค 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 เพือ่ใหไดโคโลนท่ีีเจริญเติบโตไดใน 
gentamycin (Gmr) และนํ้าตาลซูโครส (Sucr) แตไมสามารถเจริญเติบโตไดใน carbenicillin (Cbs) 
ซ่ึงเปน marked mutant เรียกชื่อวา PAJ013  จากน้ันทําการตัด gentamycin-resistance  cassette 
ออกดวยเทคนิค Flp-recombinase excision โดยนําพลาสมิด pFLP2 จาก Sm10 เขาสู marked 
mutant ดวย Biparental mating คัดเลอืก transconjugants บนอาหารเลี้ยงเชือ้ VBMMCb200 และ
ทดสอบหาโคโลนีท่ีไมสามารถเจรญิเตบิโตไดใน VBMMGm50 (Gms) แตสามารถเจรญิเติบโตไดใน  
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VBMMCb200 (Cbr) จากนั้นทําการกําจัด pFLP2 โดยการเลี้ยงเชือ้บน VBMM5%Suc คัดเลอืกใหได
โคโลนีที ่GmsCbsSucr โคโลนีที่ไดน้ีเปน unmarked mutant เรียกวา PAJ014  ทําการยืนยันความ
ถูกตองของการตัดยีนดวยเทคนิค 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 ดวยเทคนิค gene replacement pPS1221 ซึ่งเปน suicide 
plasmid pEX18AP ที่มี mexXY ที่ถูกตัดออกและแทรกดวย Gmr cassette ถูกนําเขาสู  PA3579 ดวยเทคนิค 
biparental จากนั้นคัดเลือกโคโลนีที่พลาสมิด integrate เขาสูโครโมโซม โดย Marked mutants (PAJ013) เปน
โคโลนีที่มี Δ1 เกิดขึ้นเองและเปน CbsGmrSucr  จากนั้นตัด Gmr cassette ออกเพ่ือใหได unmarked mutant 

(PAJ014) ดวย FLP-recombinase excision (Δ2) ที่เปน 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 ซึ่งเปน WT ไดถูก clone ลงใน pTZ57R/T กอน 
เพือ่ใหสามารถตัดดวย restriction enzymes  ไดอยางมีประสิทธิภาพ จากนั้นจึง clone ลงใน 
pET21-b ในทิศทางที ่ fuse กับ 6X histidine tag ที่ปลาย 3’ ทําใหไดโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 
Histidine 6 ตัวดาน carboxy -terminal ซึ่งชวยใหสามารถสกัดโปรตีนบริสทุธิ์ไดดวย Ni2+ - NTA 
affinity column การแสดงออกของยีนเปาหมายควบคุมดวย T7 RNA polymerase promoter ท่ี
ปลาย 5’ โดยเหนี่ยวนําการแสดงออกของโปรตีนท้ัง 3 ดวย 1 mM IPTG ใน E. coli  BL21(DE3) 
ซ่ึงเปน expression host ทีค่วบคุมการแสดงออกของยีนเปาหมายดวย 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 ซึ่งสอดคลองกับน้ําหนัก
ของ OprM ท่ีมี 485 กรดอะมิโน (54.3 Kda) เชนเดียวกับ OprN-His6 และ OprJ-His6  มีน้ําหนัก
โมเลกุล monomer 52.8 และ 53.7 Kda ตามลําดบั (ภาพที ่8) ซึ่งสอดคลองกับนํ้าหนักของ OprN 
และ OprJ ที่มี 472 และ 479 กรดอะมโิน ตามลําดับ จากการสกัด 6X histidine tagged protein 
จากโปรตีนผนังเซลลชั้นนอก (ภาพที ่9) และโปรตีนผนังหุมเซลลดวย MCAC ไดโปรตีนที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสอดคลองกับโปรตนีทั้ง 3 (ภาพที่ 10) แตมีการปนเปอนของโปรตีนอื่นๆท่ีมีขนาดใกลเคียง
กับโปรตีนเปาหมายและปรมิาณของโปรตีนที่ไดไมมาก โดยจากการสกัด OprM-His6 จาก 

overnight culture ปริมาตร 2 l ไดโปรตีนท้ังหมดหลงัจากทํา dialysis ประมาณ 5 μg ในการ
กระตุนภูมิคุมกันในกระตายตองการโปรตนีประมาณ 1 mg สําหรับ Freund’s adjuvant หรือ 100 

μg สําหรับ TiterMax adjuvant ซึ่งเปนไปไดยากในเชิงปฏิบัติเพื่อเตรียมแอนติเจนดวยวิธีนี ้ ดังนั้น
จึงใชเปปไตดสังเคราะหเปนแอนติเจนแทน เนื่องจากปริมาณของ OprN-His6 และ OprJ-His6 บน 
0.1% SDS-10% PAGE gel ไมแตกตางจาก OprM-His6 จึงไมไดตรวจวัดปริมาณโปรตีนทั้ง 2 
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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  แตไมพบใน BL21DE3/pET21-b ซึ่งมีขนาดใกลเคียงกับ OpmH-His6 จาก pPS1667 (∼54 Mda) ที่
เปน 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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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 แตไมพบใน BL21DE3/pET21-b ซึ่งมีขนาดใกลเคียงกับ 

OpmH-His6 จาก pPS1667 (∼54 Mda) ที่เปน 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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ภาพที่ 10 โปรตีนสกดั OprM-His6 OprN-His6 และ OprJ-His6  ทําการเหนี่ยวนําการสรางโปรตีน OprM-His6 OprN-

His6 และ OprJ-His6 ใน BL21(DE3) และสกดัใหบริสุทธ์ิดวย Ni2+-NTA column โดยพบ bands ขนาด ∼50 Mda (A, 
lane 2; B, lane 2 และ 3; C, lane 1 และ 2) ซึ่งเปนขนาดของ polyhistidine tagged protein และมี non-specific 
protein ดวย Lane 1, molecular mass marker; lane 2-4, fractions ของโปรตนีสกัด ลูกศรชี้ตาํแหนงของ OprM-His6, 
OprN-His6, และ OprJ-His6 
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การเตรียมเปปไตดสังเคราะหที่จําเพาะตอ OprM, OprN และ OprJ 
จากการออกแบบเปปไตดสงัเคราะหดวย พบวาลําดบักรดอะมิโนทีมี่ความเปน antigenicity 

ท่ีดีดังแสดงในภาพที ่  11  โดยบริษทั Affinity Bioreagents เสนอลําดับกรดอะมิโนท่ีมีความเปน 
immunogenicity สูงสุด 3 ลําดับแรก และผูวจิัยสุมเลือกสายกรดอะมิโนจํานวน 2 สายตอโปรตนีแต
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 พรอมกับลําดับกรดอะมิโนที่มีแนวโนมเปน antigenic peptides (ขีดเสนใต) และลําดับ
กรดอะมิโนที่เลือกเพื่อผลิตเปนเปปไตดสังเคราะหและใชในการกระตุนภูมิในกระตาย (กรอบสีเทา) 



 31

ตารางท่ี  6 ลาํดับกรดอะมิโนและตําแหนงเปปไตดสังเคราะหท่ีใชในการกระตุนภมิู 
 
โปรตนี ลําดับกรดอะมิโน ตําแหนงบนสายโปรตนี 
OprM 
 

AYPQGQAYGQNTGAA 
QALEQYLATEQAQRS 

34-48 
155-169 

OprN WKQFDDPTLNQLVEQ 
RALRDDVANDRFPVV 

60-74 
93-107 

OprJ ATGNRQRQPADLSAG 
EHRLRARNADIGAAR 

106-120 
294-308 

 
ระยะที่ 2 การกระตุนภูมิคุมกันในกระตาย 

ปริมาตรของซีร่ัมที่ไดประมาณ 40-50% ของปริมาตรเลอืดที่เกบ็ไดในแตละคร้ัง สวนใหญ
ซีรั่มมี hemolysis เพียงเล็กนอย ยกเวน กระตาย N2 ใหเลอืดที่มีความหนืดและซีร่ัมที่มีสีแดง
มากกวาซีรั่มจากระตายตวัอื่นทุกคร้ัง โดยตลอดระยะเวลาของการทดลอง กระตายทุกตัวมีสขุภาพ
แข็งแรงดี (จากการสังเกต) ไมพบผื่นแดง ฝหนอง arthus reaction และ hypersensitivity พบสะเก็ด
แผลเพียงเล็กนอยตรงบริเวณที่ฉีดและหายไปกอนการเก็บเจาะเลอืดครั้งตอไป 
 
ระยะที่ 3 การทดสอบคุณภาพของ polyclonal antisera   
 
การทดสอบการแสดงออกของ OprM, OprN และ OprJ ดวย polyclonal antibodies 
 ทดสอบคุณภาพของ polyclonal antibodies ตอโปรตีน OprM, OprN และ OprJ ดวย 
Western blot analysis โดยใชซีรั่มท่ีเจอืจางในอัตราสวนตางๆ พบวา 

OprM-hyperimmune serum จากกระตาย M1 และ M2 ที่เก็บในวันท่ี 60 และ 80 ให 
bands ขนาด ∼54  Mda ซ่ึงเปนขนาดของ OprM  ตอโปรตีนทั้งหมด (whole cell protein) ที่
เตรียมจาก OCR1 (ตัวควบคุมบวก) โดยไมให bands ดังกลาวตอโปรตีนจาก PAO200 (ตัวควบคุม
ลบ) เม่ือใชในอัตราสวน 1:400 โดยที่มี cross-reactivity กับโปรตีนตวัอื่นๆ แตไมรบกวนความ
ชัดเจนของ bands ของโปรตีนเปาหมาย โดยในวันที ่40 OprM-hyperimmune serum จากกระตาย 
M1 เทาน้ันทีใ่ห bands เปาหมายแตไมชัดเจนและเมื่อลดการเจือจางเปน 1:200 ให background 
มากจนไมสามารถมองเห็น bands ของโปรตีนเปาหมาย ในขณะทีเ่ม่ือลดความเขมขนของ OprM-
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hyperimmune serum จากกระตาย M1 และ M2 ในวนัที่ 60 และ 80 จะไมพบ bands ของโปรตีน
เปาหมาย แต background ลดลงมาก (ภาพท่ี 12) 

 OprN-hyperimmune serum จากกระตาย N2 ท่ีเก็บในวันที ่ 60 และ 80 เม่ือใชใน
อัตราสวน 1:400 ให bands ขนาดใกลเคียงและต่ํากวา 55 Mda จํานวน 3 bands เม่ือทดสอบกบั 
whole cell protein ที่เตรียมจาก PAO7H และ PAO7H1A (ตัวควบคุมบวก) และให bands 
ดังกลาว จํานวน 2 bands ตอ whole cell protein จาก PAO255 และ PA238 (ตัวควบคุมลบ) โดย 
bands ทีอ่ยูตรงกลางพบเฉพาะใน whole cell protein ท่ีเตรียมจาก PAO7H และ PAO7H1A 

เทานั้น จึงนาจะเปน OprN (∼52 Mda)  นอกจากนีพ้บ strong cross-reactivity กับ unknown 

protein ใน PAO238 ที่มีขนาด ∼35 Mda  สวน OprN-hyperimmune serum จากกระตาย N1 ใน
วันท่ี 60 สามารถเห็น bands เปาหมายใน whole cell protein ที่เตรียมจาก PAO7H และ 
PAO7H1A ไดเม่ือเจือจางที่อตัราสวน 1:400 เม่ือใชความเขมขนสูงขึ้น (1:200) พบวา ให 
background มากจนไมสามารถมองเห็น bands ของโปรตีนเปาหมาย สวน OprN-hyperimmune 
serum จากกระตาย N1 ในวันท่ี 80 ให bands เปาหมายเมื่อใชในอตัราสวน 1:400 โดยเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนให background มากจนไมสามารถมองเห็น bands ของโปรตีนเปาหมายเชนกัน (ภาพ
ท่ี 13) 

OprJ-hyperimmune serum จากกระตาย J2 ท่ีเก็บในวันที่ 80 เทานั้น ที่ให bands ขนาด 

∼53 Mda เม่ือทดสอบกับ whole cell protein ที่เตรียมจาก PAO200-2 (ตวัควบคุมบวก) และไมให 
bands ดังกลาวตอ whole cell protein จาก PAO200 (ตัวควบคุมลบ) โดยอัตราสวนท่ีใชคอื 1:200 
ซ่ึงให background คอนขางมากและมี cross-reactivity กับโปรตนีตัวอื่นๆ แตไมรบกวน bands 
ของโปรตีนเปาหมาย เพราะมีขนาดที่แตกตางกันชัดเจน เม่ือใชอัตราสวน 1:400 ไมสามารถ
มองเห็น bands ของโปรตนีเปาหมาย และเม่ือใชในอัตราสวน 1:100 ให background ที่เขมมาก
(ภาพที ่14 ) 

 
การทดสอบ cross reactivity ระหวาง OprM OprN และ OprJ polyclonal antisera  
เม่ือเตรียม whole cell protein จาก OCR1 PAO200-2 และ PAO7H บนแผน blot 

เดียวกันและทดสอบดวย OprM OprN และ OprJ polyclonal antisera พบวา OprM polyclonal 

antisera ให band ท่ีมีขนาด ∼ 54 Mda เฉพาะตอโปรตีนท่ีเตรียมจาก OCR1 เทาน้ัน ในทํานอง 
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ภาพที่ 12 การใช OprM polyclonal antisera เพื่อตรวจการแสดงออกของ OprM  โดยทํา Western blot analysis ดวยการแยก Whole cell protein ที่เตรียมจาก P. aeruginosa บน 
0.1%SDS-10%PAGE และ electroblot ไปยังแผนเมมเบรน PVDF ทําการตรวจ OprM ดวย OprM polyclonal antisera จาก A กระตาย M1 และ B กระตาย M2ที่เจือจางในอัตราสวน
ตางๆ ภาพแสดงเฉพาะวันและอตัราสวนของซีรั่มที่ให bands ของ  OprM: ลูกศรชี้ตําแหนงของ OprM: OCR1, มีการแสดงออกของ OprM แบบ overexpression; PAO200, ไมมีการ
แสดงออกของ OprM 
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ภาพท่ี 13 การใช OprN polyclonal antisera เพ่ือตรวจการแสดงออกของ OprN  โดยทํา Western blot analysis ดวย 
การแยก Whole cell protein ที่เตรียมจาก P. aeruginosa บน 0.1%SDS-10%PAGE และ electroblot ไปยังแผนเมมเบรน 
PVDF ทําการตรวจ OprN ดวย OprN polyclonal antisera จาก A กระตาย N1 และ B กระตาย N2 ที่เจือจางในอัตรา 
สวนตางๆ  ภาพแสดงเฉพาะวันและอัตราสวนของซีรั่มที่ให bands ของ  OprN: ลูกศรชี้ตําแหนงของ OprN; PAO7H, มีการ 
แสดงออกของ OprN แบบ overexpression; PAO7H1A, มีการแสดงออกของ OprN แบบ overexpression; PAO255,  
ไมมีการแสดงออกของ OprN; PAO238, ไมมีการแสดงออกของ OprN 
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ภาพที่ 14 การใช OprJ polyclonal antisera เพ่ือตรวจการแสดงออกของ OprJ  โดยทํา Western blot 
analysis ดวยการแยก Whole cell protein ที่เตรียมจาก P. aeruginosa บน 0.1%SDS-10%PAGE และ 
electroblot ไปยังแผนเมมเบรน PVDF ทําการตรวจ OprJ ดวย OprJ polyclonal antisera ที่เจือจางใน
อตัราสวนตางๆ โดย antisera จากวันที่ 80 ใชในอตัราสวน 1:200 เทานั้นที่ให bands: ลูกศรชี้ตําแหนงของ 
OprM; PAO200-2, มีการแสดงออกของ OprJ แบบ overexpression; PAO200, ไมมีการแสดงออกของ 
OprJ 
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ภาพที่ 15 การทดสอบปฏิกิริยาขามของ polyclonal antisera ดวย 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 ไปยังแผนเมมเบรน PVDF ตรวจสอบการแสดงออกของ OMP  
โดยใช A  OprM hyperimmune serum B OprN hyperimmune serum และ C OprJ hyperimmune serum ที่
อตัราสวน 1:400: ลูกศรแสดงตาํแหนงของ OMP, M; Molecular weight marker  
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ภาพท่ี 16 การเปลี่ยนแปลงขนาดของ mexXY ระหวางการทํา gene knockout ที่ยืนยันไดดวยเทคนิค 
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) สวนที่ถูกตัดจะถูกแทนดวย 
Gmr cassette ขนาด 1,100 bp ได marked mutant ที่ใหขนาด PCR products  1,467 bp 3) เมื่อ Gmr 
cassette ถูกตดัออกจะมีสวนเหลือ 150 bp ได unmarked mutant ที่ใหขนาด PCR products 517 bp  
B แสดงขนาดของ PCR products ที่ amplify ดวย  mexXYKO-up/down primers (ซาย) และ Gm-
up/down primers (ขวา) ซึ่งเฉพาะ marked mutant เทานั้นที่ให PCR products คํายอ: 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 เฉพาะตอโปรตีนที่เตรียมจาก PAO7H เทานัน้  โดย
ไมพบ cross reactivity ระหวาง antibody ทั้ง 2 สวน OprJ polyclonal antisera ให bands ~53 
Mda ตอโปรตีนที่เตรียมจาก PAO200-2, PAO7H และ OCR1 แตไมให bands ดังกลาวตอโปรตีน
ท่ีเตรียมจาก PAO200 จึงอาจเปน cross reactivity ก็ได (ภาพที่ 15) 
 
การสราง PAJ014  

PAJ014 ไดจากการตัด (delete) ยีน mexXY บนโครโมโซมของ PA3579 ดวยเทคนิค 

Gene replacement และมี genotype เปน ΔmexXY::FRT สรางขึ้นเพือ่ใชในการเตรียมโปรตีน
ควบคุมลบ (MexX-) สําหรับการทดสอบการแสดงออกของ MexX ดวย Anti-MexX  โดย 
phenotype ของ PAJ014 คือ Gms CbsSucr จากการยืนยัน genotype ดวยเทคนิค PCR โดยใช 
mexXY-KO up/down primers พบวา mexXY ใน PA3579 ซ่ึงเปน WT มีขนาด 3,233  bp เม่ือถูก
ตัดออกและแทนที่ดวย Gmr-cassette (PAJ013) มีขนาด  1,467 bp และเม่ือตัด Gmr-cassette 
(PAJ014) จะเหลอื 517 bp  เม่ือยืนยันดวย Gm-up/down primers เฉพาะ PAJ013 ซึ่งเปน 
marked mutant เทานั้นท่ีให PCR products ขนาด ~500 bp แสดงวา ยีน mexXY บนโครโมโซม 
PA3579 ไดถูกตัดและ PAJ014 เปน unmarked mutant ที่ไมมี antibiotic resistance marker 
หลงเหลืออยู  (ภาพที ่17) 

 
การทดสอบการแสดงออกของ MexX ดวย MexX polyclonal antisera 
 สําหรับ MexX polyclonal antibody เม่ือใชในการทาํ Western blot analysis ไดรับการ
แนะนําใหใชทีอ่ัตราสวน 1:10,000 ในการวิจยัคร้ังนี้ใช Anti-MexX ในการตรวจการแสดงออกของ 
MexX ใน PA3579 ซึ่งมี overexpression ของ MexX เนื่องจากการกลายพันธุของ mexZ ซึ่งเปน 
repressor เปนตัวควบคุมบวก และ PAJ014 ท่ีไมมีการแสดงออกของ MexXY เปนตัวควบคุมลบ 
พบวา ในสภาวะทีใ่ชในการวิจยัครั้งน้ี ตองใช Anti-MexX ในอตัราสวน 1:1000 เพือ่ใหสามารถเห็น 

bands ของ MexX ท่ีมีขนาด ∼45 Mda ชัดเจนในโปรตีนที่เตรียมจาก PA3579 โดยไมพบ bands 
ของ MexX ในโปรตีนที่เตรยีมจาก PAJ014 
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ภาพที่17 การใช MexX polyclonal antisera เพ่ือตรวจการแสดงออกของ MexX  โดยทํา Western blot analysis ดวยการ
แยก Whole cell protein ที่เตรียมจาก P. aeruginosa บน 0.1%SDS-10%PAGE และ electroblot ไปยังแผนเมมเบรน 
PVDF ทําการตรวจ MexX ดวย MeX polyclonal antisera ที่เจือจางในอัตราสวน 1:1,000: ลูกศรชี้ตําแหนงของ MexX; 
PA3579, มีการแสดงออกของ MexX แบบ overexpression; PAJ014, ไมมีการแสดงออกของ MexX 
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การอภิปรายผล 
 

P. aeruginosa ดื้อยาหลายชนิดพรอมกนัโดยพันธุกรรมและสามารถพฒันาการดือ้ยาไดอีก
ในระหวางการรักษา ทําใหการรักษาการติดเชือ้นี้ดวยยาปฏิชวีนะไมมีประสิทธภิาพและลมเหลวได 
โดยสาเหตุสําคัญมาจากการใชสารตานจลุชพีอยางไมถูกตอง รวมถงึการใชเกินความจําเปนและการ
ใชอยางผิดวิธ ี สงผลใหเกดิการกลายพนัธุไดเชือ้ด้ือยาตัวใหม รวมท้ังการคัดเลอืกและเพิ่มจํานวน
เชื้อที่ด้ือยาอยูแลว ในปจจุบัน เปนท่ีทราบแนชัดวา กลไกสําคัญของการด้ือยาในเชือ้นี้ คือ ระบบ 
MEX ที่สามารถขับออกยาปฏิชีวนะไดหลายชนิด โดยท่ียาเหลาน้ีไมมีความสัมพันธทางโครงสราง 
(Schweizer, 2003) ซ่ึงเม่ือทําการ knockout ยีนระบบ MEX สามารถทําให P. aeruginosa  
ตอบสนองตอยาปฏิชีวนะไดอีก ในชวงทศวรรษทีผ่านมา มีการศกึษาวจิัยเกี่ยวกับระบบ MEX กัน
อยางกวางขวาง โดยมุงไปที่กลไกการทํางานและการพฒันาสารทีอ่อกฤทธิ์เปน EPI เพือ่ทีจ่ะ
นํามาใชรวมกบัยาปฏิชวีนะและสามารถทาํใหการรักษาดวยยาปฏิชวีนะกลับมามีประสิทธิภาพอกี
ครั้ง ประเทศไทยมีสมุนไพรหลายชนิด บางชนิดสามารถใชไดในคนและสัตว จึงมีความเปนไปไดที่
สารจากสมุนไพรเหลาน้ีจะออกฤทธิ์เปน EPI ดังนั้นการศึกษาระบบ MEX ใน P. aeruginosa ท่ีแยก
ไดในประเทศไทย  โดยเฉพาะระบบที่มีความสําคัญทางคลินิคจะเปนพื้นฐานสําหรับการวจิัยแนวลึก
และเปนประโยชนตอการพฒันาการรักษาในอนาคต 

 
การศึกษาการแสดงออกของระบบ MEX มีหลายวธิ ีวธิีท่ียืนยันการทํางานของระบบชัดเจน

ท่ีสุดวิธีหนึ่ง คอื การตรวจการสรางโปรตีน โดยที่ใชกันมากคอื การตรวจหาการแสดงออกของ 
OMP ดวย Western blot analysis เพราะใหผลทีเ่ชื่อถือได มีความไวคอนขางสูง ทําไดงายและ
เหมาะสําหรับตัวอยางเชือ้จาํนวนมาก โดยท่ัวไป Western blot analysis มีความไวคอนขางสูงและ
มีขอจํากัดนอยเม่ือเทียบกบั immunodetection assay อื่นๆ (Harlow and Lane, 1988) โดย
ประสิทธิภาพจะขึ้นกบัคุณภาพของ antibody เปนสําคัญ ซึ่งในการตรวจหาการแสดงออกของ OMP 
ตองมีการพฒันา antibody ทีจ่ําเพาะตอ OMP เหลานี้ขึ้นเองในหองปฏิบัติการ โดย anti-OprM, 
anti-OprN และ anti-OprJ ใชในการตรวจการแสดงออกของ MexAB-OprM MexCD-OpJ และ 
MexEF-OprN ตามลําดับ การทดสอบการแสดงออกของยีน omp ซึ่งเปนยีนตวัสุดทายบน operon
และเปนทางออกจากเซลลของยาปฏิชวีนะจะสามารถบอกไดวามีการ transcription ท่ีมีจุดตัง้ตน
จาก Promoter ท่ีปลาย 5’ ของยีนตัวแรกไปตลอดทั้ง operon นั้น (Schweizer, 2003) อยางไรก็
ตาม การผลติ antibody ตอยีนอื่นๆบน efflux operon ก็ทําไดเชนกันขึ้นอยูกับวตัถุประสงคของ
การศึกษา ทีผ่านมาไดมีการผลิต antiserum ตอยีน IMP และ MFP เชน MexC และ MexD 
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(Gotoh, et al., 1998) MexA (Srikumar, et al., 1998) MexF (Aires, et al., 2002)  ซึ่งในการผลิต 
antibody ตอยีนอื่นๆบน efflux operon จะใชเปปไตดสังเคราะหเปนแอนติเจนเพราะการสกัด
โปรตีนเหลานีใ้หบริสุทธิ์จริงๆทําไดยาก  ในหองปฏิบัติการของ Dr. Keith Poole (University of 
Calgary, Canada) ไดสกัดโปรตีนบริสทุธิ ์OprM-His6 และใชในการผลิต hyperimmune serum ใน
กระตาย ซึง่ไดผลดีในชวงแรก ตอมาประสบปญหาในการแยกโปรตีนบริสทุธิ์ไดนอยลงและไม
สามารถกระตุนภูมิในกระตายได อาจมีสาเหตุมาจากความไมคงตัวของ clone ที่มาจาก  
P. aeruginosa ท่ีอยูใน expression host ที่เปน E. coli (Personnel communication) 

 
การทํา Western blot analysis เปนการตรวจการแสดงออกของโปรตีนท่ีเปน denatured 

เพราะโปรตีนถูก break และแยกเปน monomers ซึ่งโปรตีนสกดัสามารถใชในการผลิต antibody 
ไดทั้งตอ native และ denatured protein ขึ้นกับสภาวะของโปรตนี (conformation) ทีใ่ชในการ
กระตุนภมิู นอกจากการใชประโยชนเปนแอนติเจนแลว สามารถใชโปรตีนสกดัในงานอื่นๆไดอีก 
เชน การศึกษา function ของโปรตีนและการทํางานของระบบ MEX  การทาํ gel shift เปนตน  
ปญหาสําคัญจากการใชโปรตีนสกัดเปน antigen คือ ความบริสทุธิ ์ซึ่งโปรตีนสกัดที่จะใชในการฉีด
กระตุนภูมิจะตองไมมี bands ของโปรตนีปนเปอนท่ีมองเห็นไดดวยตาเปลา เม่ือ run โปรตีนสกัด 

10-20 μg บน SDS-PAGE Gel และยอมดวย Coomassie blue (Harlow and Lane, 1988)  ซ่ึง
โปรตีนสกัดทีไ่ดจากการวจิยัครั้งนี้มี bands ของโปรตีนปนเปอนท่ีมองเห็นไดชัดเจนและมีขนาด
ใหญกวาโปรตีนเปาหมาย (ภาพที ่ 10) รวมทั้งปริมาณที่ไดไมเพยีงพอทีจ่ะใชในการฉีดกระตุนภูมิ 
ดังนั้นจึงใชเปปไตดสังเคราะหเปนแอนติเจนแทน ซึง่เปปไตดสังเคราะหจะให antibody ที่มี
ความจําเพาะและ titer สูงกวา ถาไดรับการออกแบบอยางถูกตอง โดย antibody ที่ไดจะ recognize 
เฉพาะ denatured protein และอาจไมสามารถใชกับ native protein ไดเลย จึงเหมาะสมสําหรับการ
นํามาใชใน Western blot analysis (Harlow and Lane, 1988)ในการวิจยัครั้งนี้ ได co-injection 
เปปไตดสังเคราะห 2 สายตอโปรตีน 1 ชนิด เพื่อเพิ่มความเปน immunogenicity โดยใช TiterMax 
GoldTM adjuvant ที่มีขอดีคือ ไมทําใหเกิดความเปนพษิ (hypersensitivity granulomatous 
response) ในสัตวเพราะไมมีสวนประกอบทีเ่ปนโปรตีน mineral oil polysaccharides และสารที่มา
จากจุลชพี รวมทั้งให antibody titer สูงโดยไมตองกระตุนภูมิซ้ํา (booster) เพราะพื้นผิวของ 
copolymers สามารถจับ antigen ไดจํานวนมาก ซึง่จะชวยให antigen กระจายตัวไดดีขึ้นและ
กระตุนการสรางภูมิคุมกันไดมากขึ้น แตขอเสยีทีพ่บ คือ อาจทําใหเกิด arthus reaction ไดงาย ซึ่ง
แกไขไดโดยการแบงฉีดกระตุนภูมิหลายๆตําแหนง ถึงแมวาการใชเปปไตดสังเคราะหจะเปน
ทางเลือกที่ด ี แตมีขอจํากัดมากในการนําเปปไตดสังเคราะหที่เหลอือยูไปใชประโยชนอื่นๆ เม่ือ
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เทียบกบัโปรตีนสกัด สําหรับการทดลองครั้งน้ี ไดพยายามวัด titer ของ hyperimmuneserum ดวย 
Enzyme Immunoabsorabance Assay (ELISA) แตผลที่ไดไมแนนอน และไมสามารถทดสอบซ้ํา 
ซ่ึงพบวาเนือ่งมาจากเครือ่ง ELISA reader ชํารุด จึงไดทําการทดสอบคณุภาพของ 
hyperimmuneserum ดวย Western blot analysis โดยใช antibody เจือจางทีอ่ัตราสวนตางๆ ซึ่ง
เปนเปาหมายของการวจิัยอยูแลว โดยพบวา กระตายสรางภูมิคุมกันตอเปปไตดสังเคราะหทีจ่าํเพาะ
ตอ OprM, OprN และ OprJ ไมสูง โดยเฉพาะอยางยิ่งตอ OprJ ท่ีใชเวลาถึง 80 วนัจึงได 
hyperimmune serum ที่สามารถตรวจการแสดงออกของ OprJ ไดและให blots ท่ีมี background 
สูง อาจเปนผลมาจาก hemolysis และมีเม็ดเลอืดแดงปนอยูซีร่ัมเปนจํานวนคอนขางมาก จาก
การศึกษาทีผ่านมาการฉีดกระตุนภูมิโดยใช adjuvants ท่ีเปน copolymers จะให antibody titer ที่
คอนขางสูง  (Maeda, et al., 2002; Schwarzkopf and Thiele, 1996; Su, et al., 2006) แตในการ
ทดลองครั้งนีพ้บวา hyperimmuneserum ท่ีไดจากกระตาย M1 และ M2 ในวนัท่ี 20, 40 และ 80 
ไมเพิ่มขึ้น ซ่ึงทราบไดจากการที่อตัราสวนในการเจอืจางของ hyperimmuneserum ท่ีใชยังเทาเดิม 
(1:200 และ 1:400) เชนเดียวกับในกระตาย N1 และ N2 ซึ่งสาเหตุที่เปนไปไดมีหลายประการ 
ไดแก การตอบสนองของกระตายเอง ประสิทธิภาพของการฉีดกระตุน การเตรียม emulsion สําหรับ
การฉีดกระตุน คุณภาพของเปปไตดสังเคราะห เปนตน นอกจากนีป้จจัยที่มีผลอยางยิ่ง คือ ความไว
ของ signal detection ซึ่งในการวจิัยครั้งนี้เลือกใช chemogen ท่ีเปน substrates ของเอ็นไซม 
horseradish peroxidase ทั้งนี้เพราะรวดเร็ว โดยสามารถเห็นตะกอนสีไดบนแผน blots ภายใน
ระยะเวลาสั้น (ไมเกิน 10 นาที) สะดวก ราคาไมสูง ไมตองการวัสดุสิน้เปลอืงและเครื่องมือราคาแพง 
เชน แผนฟลม X-ray และเครื่องลางแผนฟลม เปนตน แตตะกอนสีไมคงทนและความไวในการตรวจ
ไมสูงนัก โดยเม่ือรอจนเห็น bands ของโปรตีนเปาหมายก็จะไดสีของ background ที่เขมไปดวย 
ทําใหภาพโดยรวมของ blots ไมชัดเจน ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบระหวาง TMB และ 4-CN DAB พบวา 
4-CN DAB มีความไวมากกวาและสขีอง background ที่จางกวา แตก็ยังมีผลตอความคมชดัของ 
bands เปาหมาย นอกจากนี้ ตะกอนสเีทาเขมของ 4-CN DAB จะคงอยูไดในชวงเวลาทีส่ั้น (ไมเกิน 
15 นาที) ในการทดสอบการแสดงออกของ MexXY ตรวจการแสดงออกของ MexX  เน่ืองจากระบบ
น้ีไมมี OMP ซึ่ง MexX Polyclonal antisera ท่ีไดรับการอนุเคราะหมานี้ผลิตจากการกระตุนภูมิใน
กระตายดวยเปปไตดสังเคราะหเชนกัน (Masuda, et al., 2000) ในการศึกษาครั้งนี้ตองใชความ
เขมขนสูงกวาความเขมขนท่ีแนะนําโดยผูผลิตถึง 10 เทา ซ่ึงอาจมสีาเหตุมาจาก signal detection 
ท่ีใชในครั้งนี้ยงัไมมีความไวเทาที่ควรเชนกัน  
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ปญหาสําคัญประการหนึ่งของ polyclonal antibody คือ การจับไมจําเพาะกับโปรตีนอื่นๆ
(non-specific binding) และการเกิด cross reactivity กับโปรตีนทีมี่ความใกลเคยีงกัน ดังนั้น การ
ทดสอบการแสดงออกของ OMP ดวย Western blot analysis ตองมีตัวควบคุมที่ดีและ ท่ีไดรบัการ
ยอมรับคอื โปรตีนที่เตรียมไดจาก P. aeruginosa ท่ีมี overexpression ของ OMP เปนตัวควบคุม
บวก และโปรตีนที่เตรียมไดจาก null mutants ซึ่งเปน isogenic strain ของ P. aeruginosa น้ันๆ ท่ี
ยีน omp ไดถูก knockout out เปนตัวควบคุมลบ ซึ่งการใช  null mutants เปนการรับรองไดวาจะ
ไมการแสดงออกของยีน OMP ไดอีก การใช P. aeruginosa ท่ีมีหรือไมมีการแสดงออกของ OMP 
เนื่องจาก spontaneous mutation นั้นอาจมีปญหาจากการเหนี่ยวนําการกลายพันธุหรอื reverse 
mutation ที่เกิดขึ้นไดในระหวางการทดลองภายหลัง ในการวิจยัคร้ังนี้ ทําการทดสอบกบัตวัควบคุม
บวกและลบทีเ่ปน isogenic strains ของกันและกัน คอื  OCR1 กับ PAO200 PAO200-2 กับ  
PAO200 และ PAO7H กบั PAO255 สําหรับ OprM OprJ และ OprN ตามลําดับ รวมทั้งไดสราง 
PAJ014 (ΔmexXY::FRT) ซึ่งเปน isogenic strain ของ PA3579 ทีย่ีน mexXY ทั้งระบบถูกตัดออก 
สามารถใชเปนตัวควบคุมลบท่ีมีประสิทธภิาพ เพราะไมพบการแสดงออกของ MexX เลย วิธ ี gene 
replacement ที่ใชในการสราง PAJ014 นั้นเปนเทคนิคที่ใชกันแพรหลายใน P. aeruginosa เพราะ
เปนวธิีท่ีมีประสิทธิภาพสูง โดย null mutants ที่ไดจะไมมี resistance markers หลงเหลอือยูจึงใช
กันมากในการศึกษากลไกการดื้อยาในเชื้อชนิดนี ้

 
OprM OprN และ OprJ เปนโปรตีนในวงศตระกูล the OprM family ซึ่งมีโปรตีนสมาชิก

ท้ังหมด 18 ชนิด มีขนาดที่ใกลเคียงกัน (∼50-55 Mda) และเปน OMP ในวงศตระกูลเดียวที่
เกี่ยวของกับระบบ MEX โดยเฉพาะ OprM ท่ีมีการศึกษาโครงสรางผลึก (crystal structure) และ
พบวาคลายกบั TolC ใน E. coli ที่เปน a channel-forming protein (Koronakis, et al., 2000) ซึ่ง 
conserved sequence ท่ีพบ OMP ในวงศตระกูลน้ี คือ LGGGW, E-DLFGR และ P-Y--P (Li and 
Poole, 2001) ในการวิจยัครั้งนี้ลําดับกรดอะมิโนที่ใชในการสังเคราะหเปปไตดไมไดอยูใน 
conserved sequence จากผลการวจิัยพบวา Anti-OprM ไมเกิด cross reactivity กับ OprN และ 
OprJ แตมีการจับแบบไมจําเพาะกบัโปรตีนอื่นๆ (non-specific bindings) สําหรับ Anti-OprN ไมให 
cross reactivity ตอ OprM และ OprJ แตให bands ที่เปน non-specific bindings ที่ชัดเจนและมี
ขนาดแตกตางกันไมมากทั้งใน PAO7H และ PAO255 ซ่ึงในการทดลองครั้งนี้ไมสามารถบอกไดวา 
non-specific bands นั้นเกิดจากโปรตีนชนิดใด สามารถแกไขปญหานี้ไดดวยการใชตวัควบคุมบวก
และตวัควบคุมลบที่เปน isogenic strains โดยระบตุําแหนงของ OprN ในตัวควบคุมบวกและยืนยัน
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ความถูกตองดวยการไมปรากฏของโปรตนีชนิดนี้ในตัวควบคุมลบ อยางไรก็ตาม non specific 
bindings ไมรบกวนการอานผลการทดสอบหรอืทําใหไมสามารถอานผลการทดสอบได  

 

OprJ polyclonal antisera เทานั้นที่ให bands ขนาดใกลเคียงกันมาก (∼53 Mda)  ทั้งใน 
PAO200-2, OCR1 และ PAO7H แตไมให bands น้ีใน PAO200 ดังนั้น bands ดังกลาวจึงอาจเปน 
cross reactivity ตอ OprM และ OprN หรือไมก็ได ซึ่งกอนหนานี้ เปนท่ีทราบกันดีวา การแสดงออก
ของระบบ mexCD-OprJ จะเกิดขึ้น เม่ือมีการกลายพันธที่ยีน repressor เทานั้น แตก็มีรายงานวา 
การแสดงออกของระบบนี้เปนแบบ inducible โดยที่ตวัเหนี่ยวนําเปนยาฆาเชือ้และสารสี (dye) บาง
ชนิด (Morita, et al., 2001; Morita, et al., 2003) ดังนั้นจึงเปนไปไดวา bands ที่เกิดจาก OprJ 
polyclonal antisera ใน OCR1 และ PAO7H เปน induced OprJ ที่เกิดจากสารทีใ่ชในการทดลอง 
ซ่ึงสามารถยืนยันไดดวยการสราง ΔoprJ  null mutant จาก OCR1 และ PAO7H แลวทําการพสิูจน
อีกครั้งดวย Western blot analysis และกําจัด cross reactivity ดวย protein absorption ถาจาํเปน 
  
 เปาหมายของงานวิจัยคร้ังนี้คือ เพือ่ใหได polyclonal antibody ตอโปรตีนในระบบ MEX ที่
มีความสําคัญทางการแพทยและสตัวแพทย ไดแก OprM OprN OprJ และ MexX และใหไดสภาวะ
ท่ีเหมาะสมตอการใช polyclonal antibody ในการตรวจการแสดงออกของระะบบดวย Western blot 
analysis ซึ่งจากการวิจัยครัง้นี้คณะผูวจิัยสามารถผลิต Hyperimmuneserum ตอ OprM OprN และ 
OprJ โดยที่ OprM และOprN Hyperimmuneserum สามารถนาํไปใชในการทํา Western blot 
analysis ได โดยตองมีตวัควบคุมบวกและลบเพือ่ยืนยันผลการทดลอง แต OprJ ให background 
สูงและอาจให cross reactivity กับ OprM และ OprN ซ่ึงควรทีจ่ะทาํการศึกษาเพือ่พิสจูนขอสงสัยนี้
ตอไป อยางไรก็ตาม ควรมีการสกัดเฉพาะ antibody (IgG) จาก Hyperimmuneserum ที่ได เพือ่
เพิ่มความเขมขนและความจําเพาะของ antibody รวมทั้งสามารถสราง Δ(mexXY)  null mutant   
ท่ีใชเปนตวัควบคุมลบทําใหสามารถตรวจการแสดงออกของ MexXY ดวย MexX polyclonal 
antibody ทีไ่ดรับความอนุเคราะหมานั้นไดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนีค้วรเพิ่มประสทิธิภาพ
ของ signal detection โดยใชวธิี detection ที่มีความไวในการตรวจมากกวานี้ จะชวยใหไดภาพที่มี 
bands ชัดเจนและมี background นอยลง 
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การศึกษาวิจยัครั้งน้ีเปนการเร่ิมตนศึกษาระบบ multidrug efflux systems  ที่มีความสําคัญ 
ตอการด้ือยาหลายชนิดใน  P. aeruginosa    แยกไดในประเทศไทย       คณะผูวจิัยจะนํา  
hyperimmuneserum ท่ีผลิตไดไปเพิ่มความบริสทุธิ์เพือ่ใหได specific polyclonal antibody ที่มี
คุณภาพดียิ่งขึ้นและนําไปทดสอบการแสดงออกของระบบ multidrug efflux systems ใน clinical 
i s o l a t e s  โดยคณะผูวจิัยวางแผนการศกึษาตอเนือ่งที่รวมถึงการเก็บขอมูลเกี่ยวกับการแสดงออก 
และการแพรกระจายของระบบ multidrug efflux pumps ของ P. aeruginosa สายพันธุที่แยกไดใน 
ประเทศไทย  อิทธพิลของการใชยาฆาเชื้อทีใ่ชในฟารมคลินิกและโรงพยาบาลตอการดื้อยาปฏชิีวนะ 
ท่ีมีสาเหตุเชือ่มโยงมาจากระบบ multidrug efflux systems การพฒันาเทคนิคการตรวจการแสดง 
ออกของระบบที่ใหผลรวดเร็ว แมนยํา แล ะตนทุนไมสูง เพื่อมาใชประกอบการเลือกใชยาปฏชิีวนะ 
ในรักษาโรคตดิเช้ือ P. aeruginosa โดยเฉพาะใน รายที่มีการติดเชื้ออยางเรื้อรังและมีปญหาการ 
ด้ือยาหลายชนิด ทั้งน้ีการยืนยันไดวา การแสดงออกของระบบเปนสาเหตุของการดื้อยาในผูปวย 
หรือสัตวปวยแตละราย และสามา รถบอกไดวาเปนระบบใดจะสงผลใหสามารถแนะนําใหใชยาที่ไม 
เปน substrates ของระบบน้ัน ที่สําคัญกค็ือ การใช efflux pump inhibitors (EPI) รวมในการรกัษา 
ซ่ึงขณะนี้ไดมีการพฒันาการผลิต EPI เพือ่ใชในการรักษาโรคติดเชือ้ P. aeruginosa ในประเทศ 
สหรัฐอเมริกาและญ่ีปุน อาจมีการนํามาใชในวงการแพทยและสตัวแพทยในอนาคตดังนั้นการพฒันา 
เทคนิคการตรวจดังกลาว    เปนการเตรยีมความพรอมเพือ่พัฒนาการรักษาโรคตดิเชื้อนี้ของวงการ 
แพทยและสตัวแพทยในประเทศไทย  และจะนําไปสูการศึกษาความเปนไปไดของการใชสารสกัด 
จากสมุนไพรไทยในการยับยั้งการทํางานของระบบ  
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ขอสรุปและขอเสนอแนะ 
 

โดยสรุป ในการศึกษาวิจยัครั้งนี้ สามารถผลิต OprM และ OprN  polyclonal antiresrum 
ได และสามารถนําไปใชตรวจการแสดงออกของโปรตนี OprM และ OprN พรอมกับการใชเชือ้
ควบคุมที่มีและไมมีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของ โดย antibody ท้ัง 2 มีความจําเพาะในระดับที่
ยอมรับได สวน OprJ polyclonal antiresrum ท่ีผลติไดสามารถตรวจการแสดงออกของ OprJ ใน
เชื้อควบคุม แตยังตองปรับปรุงคุณภาพ รวมถึงการพิสจูนความจําเพาะ ในภาพรวมของการศึกษา
ครั้งน้ีพบวา การสราง antibody ในกระตายเกิดขึ้นชาและ titer ไมสูงมาก รวมทั้งมี background บน 
blots จึงมีขอเสนอแนะสําหรับการแกไขและงานวจิัยในอนาคต ดังนี ้

1. ทําการสกดัหรือทําให antibody บรสิุทธิ์ เพื่อเพิม่ความเขมขนของ antibody รวมทั้ง
กําจัด non- specific protein และสิ่งปนเปอนตางๆ ทีทํ่าใหเกิด background วิธใีนการ purification 
มีหลายวิธ ี ไดแก การใชชุดทดสอบสําเร็จรูป Purification of IgG fractions การตกตะกอนดวย 
ammonium sulfate การแยก fractions ดวย gel fitration chromatography เปนตน 

2. ในการฉีดกระตุนภูมิคร้ังตอไป ควรเพิ่มจํานวนตําแหนงของการฉีด เพือ่ใหมีการสรางภูมิ
ตอแอนตเิจนมากขึ้น ถึงแมวา การใช TiterMaxTM adjuvant ไมจําเปนตองมีการฉีดกระตุนซ้ํา แต
การฉีดซ้ําดวยแอนตเิจนทีไ่มผสมกับ adjuvant อาจชวยเพิ่มปริมาณ antibody ได (คําแนะนําของ 
ผูผลิต) 

3. ในการวจิยัคร้ังนี้ สกัดโปรตีนบริสทุธิ์ OprM-His6, OprN-His6 และ OprJ-His6 จาก 
Expression host ท่ีเปน E. coli ในขณะที่โปรตีนท้ัง 3 มาจาก P. aeruginosa ดังน้ันอาจขาด 
factors บางตัวท่ีจําเปนตอการผลติโปรตีนในปริมาณมาก อาจแกไขไดโดยการ express โปรตีน
เหลานี้ใน P. aeruginosa ซึ่งตองมีการ clone origin of replication ลงใน pJS004, pJS005 และ 
pJS006 เพือ่ใหพลาสมิดเหลาน้ีสามารถเพิ่มจํานวนในเชื้อชนิดนี้ได แตอาจไดโปรตีนสกัดทีมี่การ
เจอืปนของโปรตีนอื่นๆท่ีมาจาก P. aeruginosa เอง ซึ่งอาจเปน strong immonogen และสงผลให
ได polyclonal antibody ที่มีความจําเพาะลดลงดวย 
  4. เพิ่มความไวของการทํา signal detection ไดดวยการใช Chemiluminescence ซึ่งมี
ความตองการ antibody ที่ความเขมขนต่ํากวาการใช chemogens ชวยใหไดภาพท่ีสะอาดมากขึ้น 
แตมีความจําเปนตองใชแผนฟลมเอ็กซเรยและอุปกรณในการลางฟลม รวมทั้งเสยีคาใชจายมากขึ้น 
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ภาคผนวก 
 
1. Dialysis buffer ประกอบดวย 

50 mM Tris HCl, pH 7.5 
10% glycerol 

 
2. GuMCAC0  ประกอบดวย 

6 M GuHCl 
50 mM Tris HCl pH 8.0 
ถาเปน GuMCAC10, GuMCAC20 และ GuMCAC50 มี imidazole ท่ีความเขมขน 10mM 
imidazole, 20mM imidazole และ 50mM imidazole ตามลําดับ 
 

3. Phosphate buffered saline (PBS) pH. 7.5 ประกอบดวย 
 80 mM Disodium hydrogen orthophosphate anhydrous (Na2HPO4) 
 20 mM Sodium dihydrogen orthophosphate (NaH2PO4.2H20) 
 100 mM Sodium chloride (NaCl) 
 
4. PBS -T ประกอบดวย 
 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 ประกอบดวย  

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)  ประกอบดวย 
0.125 M Tris-HCl, pH 6.8 
4% SDS 
20% glycerol 

5% β-mercaptoethanol 
 
7. TG Salt ประกอบดวย 

75 mM CaCl2 
6mM MgCl2 

15% glycerol 
 
8. 8UrMACA0 ประกอบดวย 

8 M urea 
50 mM Tris HCl, pH 8.0 
โดย 8UrMCAC50 และ 8UrMCAC500 จะมี imidazole ท่ีความเขมขน 50mM และ 
500mM ตามลําดับ 

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

MgSO4   1 mM 
CaCl2   0.1 mM 
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